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研究成果の概要（和文）：従来、生きたバクテリアの表面に人工的に提示できる分子は、遺伝子
組み換えを利用したタンパク質に限られていた。研究代表者らは新たに、生きたバクテリアの
表面にさまざまな化合物を提示させることが出来る方法として、簡単なバクテリア細胞壁前駆
体化合物（グルコサミン 1リン酸誘導体）を利用した手法を開発した。本研究では、このグル
コサミン 1リン酸誘導体は、動物細胞培養系において、動物細胞に影響を与えることなく、バ
クテリアだけを修飾することに使えることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：The bacterial cell-wall precursor GlcLev-1-P was not displayed 
on the mammalian cell surface. To confirm the orthogonal properties, 
bacteria-specific surface display in a co-culture system of intestinal epithelial 
cells (Caco-2, HT29, LS180) and bacteria is currently underway. 
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１．研究開始当初の背景 
粘膜ワクチンは粘膜を介して抗原を曝露し
免疫を誘導する手法だが、一般的な注射によ
るワクチンに比べ大きなメリットがある。注
射による抗原の接種とは異なり、粘膜ワクチ
ンの場合全身系免疫および粘膜免疫システ
ムを同時に活性化できるため、病原菌やウイ
ルスの初発感染防御が可能となる。粘膜ワク
チンの大きな課題は、抗原キャリアーの開発
である。現在までに開発されている薬剤輸送
システムの多くは静脈注射を前提にしたも
のが多く、腸管などの粘膜に効率よく抗原を
取り込ませるには全く新規なアプローチが

必要となる。申請者は、すべての細菌が共通
してもつ細胞壁に非天然のタグ分子を提示
するための手法を開発してきた。これにより
生きた細菌へさまざまな抗原を提示できる。
本研究申請は、それら前駆体と抗原を経口摂
取することで腸内細菌に抗原を結合させ、腸
内細菌そのものを粘膜ワクチンのキャリア
ーとして用いるという新しいワクチン手法
を開発することが目的である。 
   腸管に存在する粘膜上皮細胞は免疫機能
の監視のため、積極的に腸内の細菌を取り込
んでいる(Science 303,1662, 2004)ことから、
申請者らの手法をもちいて細菌表面に抗原
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を提示させることによって、抗原を腸管から
効率よく粘膜免疫システム(主に樹状細胞)
に輸送することが可能になると考えた。腸内
細菌は 500種あるいはそれ以上とも言われて
いるが、培養できるのはその約 20%だけであ
る。この手法であれば、これまでに培養がで
きなかった生きた腸内細菌の表面にも抗原
を提示させることができるので、粘膜免疫へ
の効果的な作用が期待できる。 
これまでは、一般に生きたバクテリアの表面
に人工的に提示できるものは、遺伝子組み換
えを利用して行うタンパク質に限られてい
たが、研究代表者らは生きたバクテリアの表
層に目的の機能性官能基を提示する「バクテ
リア表層の化学改変技術」を開発・改良して
きた(Sadamoto et al. J. Am. Chem. Soc. 
9018-9019, 2002) この論文はその独創性お
よ び 新 規 性 か ら 、 ア メ リ カ 化 学 会 誌 
Chemical & Engineering News 2002 年 8 月 5
日号で紹介され、同誌 12月 16 日号では 2002
年に発表された論文の中のバイオテクノロ
ジー部門のハイライト研究の一つに選出さ
れた。その後、研究をすすめ、バクテリア表
面に人工糖鎖（マンノペンタオース誘導体）
を提示させることで、基板への表面の接着性
を変化させることに成功した(J. Am. Chem. 
Soc. 3755-3761, 2004).さらに、より簡便な
化合物を利用した手法を、本研究に先立つ基
盤研究 B2006-2008 年度、「癌ワクチン開発を
目指したバクテリア表層化学改変」で開発し、
Chem. Eur. J. に発表した（2008 年、 
10192-10195ページ）。この手法を in vivo で
つかうことで、我々の腸内に存在する腸内常
在菌に抗原を提示させることができる。腸管
常在菌は腸管から効率よく樹状細胞などに
取り込まれることがわかっており、本手法を
遺伝子組み換えを使わない新しい視点での
粘膜ワクチンへと展開出来ると期待される。 
 
２．研究の目的 
申請者は近年、低分子の人工細胞壁前駆体が、
細菌に取り込まれ、細菌表層の細胞壁を足場
として任意の分子を提示することができる
手法を報告してきた。米国の Bertozziらは、
動物細胞への提示を目的に細胞表層糖鎖に
取り込まれる前駆体(マンノサミン誘導体)
を報告している。一方、申請者は細菌の細胞
壁に取り込まれる分子(N-アセチルグルコサ
ミン誘導体)をターゲットとしている点が大
きく異なる。N-アセチルグルコサミン誘導体
では動物細胞の表層に分子を固定化させる
とはできないことが報告されており(国際糖
質学会 2008 年 Bertozzi らの報告)、申請者
の手法は細菌特異的に任意の分子を固定化
できる。動物細胞に影響することがなく、前
駆体および抗原を経口投与するだけで効率
よく生体内の細菌に抗原を提示させること

が可能になる。 
３．研究の方法 
まず、動物細胞と細菌の
共培養系において、バク
テリア細胞壁前駆体と
して用いる GlcNAC 誘導
体(右参照。ケトン基を
持つ。)が細菌だけに取
り込まれること（オルソ
ゴナル性）を検証する(図 1)。細胞としては、
腸管上皮細胞モデルとしてよく用いられる
Caco-2, HT-29 のほか、Hela など代表的な細
胞を用いた。動物細胞に取り込まれることが
わかっている ManNAc誘導体 (C. A. Bertozzi 
et al. Angew. Chem. Int. Ed. 118, 910, 2006, 
下図参照)をポジティブコントロールとして
用いて比較検討する。評価は、ケトン基に特
異的に反応する蛍光剤で標識して蛍光顕微
鏡観察により行った。 
 

４．研究成果 
そこで、動物細胞と細菌の共培養系において、
バクテリア細胞壁前駆体として用いる
GlcNAC 誘導体が細菌だけに取り込まれるこ
と（オルソゴナル性）が重要となる。細胞壁
前駆体として GlcNAc-1 リン酸誘導体を使っ
て、動物細胞への影響を見た。ポジティブコ
ントロールとして動物細胞に取り込まれる
ことがわかっている ManNAc 誘導体を用い、
細胞としては腸管上皮細胞モデルとしてよ
く用いられる Caco-2, Jurkat 細胞を用いて
行った(図 2)。 

 
どちらの細胞においても、GlcNAc 誘導体は細

図 1. 化合物が動物細胞に影響がないかどうかを確

かめる 
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図 2. Jurkat 細胞と Caco-2 細胞を用いた実

験の方法



胞増殖に影響せず(図 3)、また、細胞表面修
飾は観察されなかった(図 4)。 
このことから、この化合物は生体内でのバク
テリア特異的な修飾に使用可能であること
が示唆された。 
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図 3 GlcNAc 誘導体を添加して培養した動

物細胞の位相差顕微鏡写真(倍率 100 倍)。
(A) Jurkat 細胞、(B) Caco-2 細胞 

(A) 

(B) 

図 4. フローサイトメーターによる解析結

果。(A) Jurkat 細胞、(B) Caco-2 細胞


