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研究成果の概要（和文）：ニワトリを対象とした新規ワクチン技術基盤として、細菌外膜小胞（OMV）の応用に
ついて検討した。モデル病原体としてSalmonella Enteritidis（SE）を採用し、SEの組換えワクチン候補抗原タ
ンパク質を発現する非病原性大腸菌OMVの作製、およびニワトリに対するワクチン効果の検証を試みた。SEの組
換えワクチン候補抗原タンパク質を表層、および内腔に発現する非病原性大腸菌OMVを作製することに成功し、
ゲノム改変技術を用いて作製したOMV高産生大腸菌株から高収率に回収することが可能であった。一方、緊急事
態宣言による研究機関の活動制限により、ニワトリへの投与試験は実施できなかった。

研究成果の概要（英文）：The application of bacterial outer membrane vesicles (OMVs) as a novel 
vaccine technology platform for chickens was investigated. Using Salmonella Enteritidis (SE) as a 
model pathogen, we attempted to develop nonpathogenic E. coli OMVs expressing recombinant vaccine 
candidate antigen proteins of SE and to verify their vaccine efficacy against chickens. The 
nonpathogenic E. coli OMVs expressing the SE recombinant vaccine candidate antigen protein on the 
surface and in the lumen were successfully produced and recovered in high yield from a 
high-producing E. coli strain of OMVs produced by genome modification technology. On the other hand,
 due to restrictions on the activities of the research institute caused by the declaration of a 
state of emergency, the administration test to chickens could not be conducted.

研究分野： 獣医学

キーワード： ニワトリ用ワクチン　大腸菌外膜小胞　サルモネラ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ニワトリは飼料要求率に優れ、少ない飼料で短期間に多くの肉や卵を生産することができ、国土が狭く、労働人
口が減少している我が国にとって主要な動物性タンパク源として非常に高い可能性を有している。本研究で着目
したOMVは、増殖能・感染性がない、優れたアジュバント効果を示す、低コストで大量に作製し得る、温度・化
学物質に対して非常に安定である等、ワクチンの素材として理想的な特徴を備えている。本研究で得られた成果
は、非病原性大腸菌OMVをプラットフォームとして使用することにより、さまざまな病原体のワクチン抗原を自
在に作製・利用し得ることから、新たなワクチン基盤技術として今後の応用が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我が国の食料自給率は、現在、カロリーベースで 40％前後、先進国の中では最低の水準とな

っており、特に畜産物は、飼料、飼育資材を含めそのほとんどを輸入に頼っている。世界的な人
口増加に伴う食料需要の増加、新興国との輸入の競合の増加は、我が国の畜産物の安定供給に対
する、すでに顕在化するリスクとして報告されており（平成 27 年度食料供給に係るリスクの分
析・評価結果、農林水産省）、国内自給率の向上は、喫緊の最重要課題である。さらに近年の家
畜や畜産物の国際間貿易の増大は、十分な家畜衛生対策がとられていない国や地域からの越境
性動物疾病の国内への侵入リスクを高め、畜産業に対する大きな脅威となっている。これら感染
症の防除にワクチンの接種が推奨されているが、予防する疾病ごとにそれぞれ製造・接種が必要
であることから、生産者の大きな負担となっている。研究代表者はこれまで、病原体によらない、
新機軸のニワトリ用ワクチンの開発を目指し、大規模食中毒の原因菌である Salmonella 
Enteritidis（SE）の抗原タンパク質を用いたサブユニットワクチンや、その発展型として、表
面に SE の組換えワクチン候補抗原タンパク質を発現した非病原性大腸菌を不活化ワクチンと
して利用する技術の開発を行ってきたが、いずれも一定の効果は認められるものの、実用化には
至っていない。 
本研究で着目した細菌外膜小胞（OMV）は、生菌が放出する数十～数百 nm 径前後の膜小胞

であり、主に外膜から構成され、ペリプラズム中のタンパク質を内包する。OMV は、増殖能・
感染性がない、宿主細胞に取り込まれて免疫賦活効果を示すことからアジュバントを必要とし
ない、低コストで大量に作製し得る、温度・化学物質に対して非常に安定であり、サブユニット
ワクチンに求められる保存環境は必要としない等、ワクチンの素材として非常に理想的な特徴
を備えている。OMV のワクチン応用に関する研究は、主にヒトを対象として盛んに行われてい
る。現在、ヒト用の髄膜炎菌血清群 B の OMV を使用したワクチンが開発され、すでに米国、
欧州を中心に認可されている（Bexsero®、ノバルティス）。一方、産業動物を対象とした OMV
ワクチンの開発は人と比較すると遅れており、特に家禽を対象とした OMV ワクチンに関する
報告はほとんど認められない。また、いずれも対象とする病原体の OMV について検討してお
り、投与量、投与ルートに関しても詳細な検討はなされていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、哺乳類とは免疫機構が大きく異なる鳥類、特に産業動物として重要なニワトリに
おいて、OMV が新規のワクチン技術基盤として応用し得るのかどうかを検証するため、感染防
除に液性免疫、細胞性免疫、さらに定着を防止する粘膜免疫のすべてを必要とする SE をモデル
病原体として採用し、以下の点について検討を試みた。 
 

 (1) SE の組換えワクチン候補抗原タンパク質を発現する非病原性大腸菌 OMV の作製  
(2) 上記 OMV のニワトリに対する免疫賦活効果および感染防除効果の検証 

 
３．研究の方法 
 (1) SE の組換えワクチン候補抗原タンパク質を発現する非病原性大腸菌 OMV の作製  
研究代表者らはこれまでに、アンカータンパク質として Salmonella Typhymurium のⅤ型分

泌装置の β ドメインを用い、大腸菌外膜外側に組換えタンパク質を固定・発現するプラスミド
ベクターを構築し、SE ワクチン候補抗原タンパク質である鞭毛の構成タンパク質 FliC を表層
に発現する非病原性大腸菌 OMV を作製した。本研究では、組換えタンパク質を大腸菌外膜内側
に固定・発現するアンカータンパク質として、大腸菌リポタンパク質のシグナルシークエンス
（Lpp）、および Lpp にそれぞれ大腸菌主要外膜タンパク質（OmpA）の 46-88（lpp-ompA46-
88）、46-132（lpp-ompA 46-132）、46-174（lpp-ompA46-174）アミノ酸残基を連結した 4 種の
発現プラスミドベクターを新たに構築した。それらの発現プラスミドベクターを、ompT を欠失
した E. coli K12 株を用いて発現誘導を行い、免疫学的手法および Protease accessibility 
assay(PK assay)により、最適な構成を選別した。 FliC に加え、同じく SE ワクチン候補抗原
タンパク質であり、宿主の腸粘膜上皮細胞への侵入に関与するSipCをコードする遺伝子配列を、
それぞれ選別した発現プラスミドベクターに挿入し、それら形質転換体の発現誘導を行い、培養
液上清から OMV を精製した。OMV 放出促進のため、発現誘導後の菌液に 4 種類の抗生物質を
それぞれ添加し、OMV の収量を比較した。精製した OMV における FliC、および SipC の発現
と局在を、免疫学的手法および PK assay により確認した。さらに、透過型電子顕微鏡を用いて
OMV の形態学的評価を行った。 

OMV 収量の向上を目的に、λ Red recombinase を用いる系を利用して、大腸菌の外膜とペ
プチドグリカン層の架橋の形成に関わる nlpI、およびペリプラズム腔内でシャペロンとして働
くプロテアーゼである degP をコードする遺伝子を欠失させた ΔnlpI 株、および ΔdegP 株を作
製した。FliC を大腸菌外膜外側に発現するプラスミドベクターを用いて、野生株（WT）および
遺伝子欠失株を形質転換し、OMV の収量を評価した。また、免疫学的手法、PK assay および
透過型電子顕微鏡を用いて、OMV における FliC の発現と局在および形態学的な変化について



評価した。 
(2) 上記 OMV のニワトリに対する免疫賦活効果および感染防除効果の検証 
作製した OMV をニワトリに種々の濃度およびルート（点眼、筋肉内）で投与し、血中・小腸

粘液中の IgG、分泌型 IgA 抗体価、および脾臓の Th1、Th2 サイトカイン発現をリアルタイム
RT-PCR 法を用いて経時的に定量解析を試みた。免疫後のニワトリに SE を感染させ、主要臓器
および糞便中に生残する菌数を経時的に定量し、感染防除効果について検討を試みた。 
 

４．研究成果 
(1) SE の組換えワクチン候補抗原タンパク質を発現する非病原性大腸菌 OMV の作製 

新たに構築した4種の発現プラスミドベクタ
ーのうち、 lpp-ompA46-174、および lpp-
ompA46-132 形質転換体において大腸菌外膜
内側における His-tag の発現が確認された。
これら形質転換体から OMV を精製したとこ
ろ、lpp-ompA46-174 の形質転換体で十分な回
収量が得られた。さらに、lpp-ompA46-174 の
形質転換体に、抗生物質としてポリミキシン
B（PMB）を添加することにより、有意な OMV
の収量の増加が認められた（図 1）。 
FliCおよびSipCをコードする遺伝子配列を

挿入した lpp-ompA46-174 発現プラスミドベ
クターの形質転換体から OMV を精製し、性
状解析を行った結果、OMV 内腔に SE ワクチ
ン候補抗原タンパク質を発現していることが
確認された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. 精製 OMV 中の FliC タンパク質

の局在 

図 1. 抗生物質の添加による OMV 産生量の変化 
Lpp-ompA46- Lpp-ompA46-132 

図 3. ΔnlpI 株における OMV 産生量の変化 

WT/FliC ΔnlpI/FliC WT/FliC ΔnlpI/FliC 



FliC を大腸菌外膜外側に発現するプラスミドベクターを用いて、野生株（WT）および遺伝子
欠失株を形質転換し、OMV の収量を比較したところ、WT と比較して ΔnlpI 株で増加していた
（図 3）。精製した OMV の性状を解析した結果、OMV 表層に FliC の発現が認められ（図 4）、
透過型電子顕微鏡を用いた形態学的な評価においても、コントロールと比較して変化は認めら
れなかった（図 5）。 

(2) 上記 OMV のニワトリに対する免疫賦活効果および感染防除効果の検証 
 ニワトリに対する投与実験は、断続的な研究施設の活動制限により、長期の継続実験が不可能
であったため、実施できなかった。 
 
 今後、本研究で作製した OMV 高産生大腸菌株およりワクチン抗原を表層・内側に発現する非
病原性大腸菌由来 OMV の免疫賦活効果および感染防除効果について検討する必要がある。 
 
 
 

 

図 5. ΔnlpI 株の OMV の透過型電子

顕微鏡像 図 4. 精製 OMV 中の FliC

タンパク質の局在 
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