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研究成果の概要（和文）：　本研究では、非組換え乳酸菌を用いたワクチン開発のための基礎研究を行った。大腸菌宿
主により発現させたGFP（レポーター部位）ー LysM（アンカー部位）融合タンパク質を回収し、別途準備した乳酸菌体
とともにインキュベートすることで、乳酸菌体の細胞表層に目的タンパク質を提示し、かつその提示量を簡易・迅速に
定量する系を構築した。以上の評価系を用いて、母体となる乳酸菌体の調整法、タンパク質の提示条件や持続性につい
ての検討を行い様々な知見を得ることが出来た。また、各乳酸菌種（7属、16菌種）についても試験を行い、本タンパ
ク質提示系が多くの乳酸菌種に対して有効であることが確認された。

研究成果の概要（英文）： This study carried out basic research for vaccine development by using 
non-genetically-modified lactic acid bacteria (LAB). A recombinant protein containing GFP (reporter part) 
and LysM (anchor part) was prepared by E. coli expression system and was displayed on the cell surface of 
LAB by co-incubation. The amount of displayed protein could be simply and quickly quantified by measuring 
the fluorescence intensity emitted by the LAB cells treated. This simple quantification method made it 
possible to assess various experimental conditions such as the preparation of LAB cells, conditions for 
displaying proteins, and the sustainability of displayed proteins. It was also demonstrated that this 
cell surface display system is useful not only for L. lactis but also for many other species of LAB.

研究分野： 細菌学、応用微生物学、分子微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、乳酸菌を用いたドラッグデリバリー
システムや、乳酸菌を抗原運搬体として用い
る粘膜ワクチンの研究が盛んに行われてい
る 1)。一方、運搬体としての宿主が遺伝子組
換え可能な菌種（主に Lactococcus latis）に
限られるといった問題点も挙げられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、乳酸菌ワクチン構築のための基
盤研究を行うとともに、胃内感染病原菌であ
る Helicobacter pylori（ピロリ菌）の感染を
予防する経口ワクチンの開発を最終目標と
している。また、背景で述べた問題点の解決
を目指し、具体的な達成目標として（１）非
組換え乳酸菌を用いた目的タンパク質の細
胞表層提示系の構築、（２）提示可能なタン
パク質量のハイスループット定量系の構築、
およびそれらを用いて（３）宿主乳酸菌種の
違いによる目的タンパク質の提示量変化を
調べることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）GFP-LysM レポータータンパク質の発
現：大腸菌発現系を用いて、L. lactis 由来の
アンカータンパク質（LysM）を C 末端に持
つ GFP（レポータータンパク質）発現株を構
築する。得られた大腸菌破砕液を SDS-PAGE
およびウェスタンブロット解析に供し、目的
タンパク質の発現確認を行う。 
 
（２）GFP-LysM による乳酸菌宿主のコーテ
ィング：（１）で得られた大腸菌破砕液と乳
酸菌宿主を一定時間インキュベートするこ
とにより、目的タンパク質を細胞表層に提示
させた乳酸菌体を取得する。また、提示宿主
である乳酸菌体の調整法として、通常の培養
菌体のほか、トリクロロ酢酸処理菌体、凍結
乾燥菌体等についても検討し、大腸菌破砕液
との反応条件と合わせて条件検討を行う。 
 
（３）ドットブロット法および蛍光強度測定
による目的タンパク質提示菌体の確認・定
量：（２）で得られたコーティング菌体を所
定のバッファー中で熱処理し、得られた処理
液と抗 GFP 抗体を用いたドットブロット解
析により、乳酸菌体に提示された目的タンパ
ク質の存在を確認する。また、コーティング
菌体表層の GFP が発する蛍光強度を指標と
して、目的タンパク質提示量の定量を行う。 
 
（４）異なる乳酸菌種を用いたタンパク質提
示量の測定：以上の条件、定量系を用いて異
なる乳酸菌種によるタンパク質提示量の変
化を測定する。 
 
４．研究成果 
 本研究課題は、当初、遺伝子組換え乳酸菌
（L. lactis-NICE system 発現系）を用いて、
抗 H. pylori ワクチンを開発し、その感染予

防効果を評価することを予定していた。しか
し研究開始から間もなく、他の研究グループ
により同内容の学術論文 2)が発表されたため、
それ以降の研究は、もう一つの課題目標であ
る乳酸菌ワクチン構築のための基盤研究に
重点を置く結果となった。 
 
（１）大腸菌 BL21(DE3)を宿主として、GFP
単独（コントロール）、GFP-LysM、および
GFP-LysM-His6（LysM の C 末端側に His6
タグを付加したもの）発現株をそれぞれ構築
した。IPTG 誘導後の大腸菌体を破砕し、
SDS-PAGE および抗 GFP 抗体を用いたウェ
スタンブロット解析に供し、各種組換えタン
パク質の発現を確認した（図 1）。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）タンパク質発現確認後の大腸菌破砕液
と別途純粋培養により得た乳酸菌体（L. 
lactis）をインキュベートし、洗菌後の乳酸
菌体をドットブロット法に供することで、
GFP 吸着の有無を確認した。その結果、LysM
をアンカータンパク質として含むことで、目
的タンパク質（GFP）がより顕著に乳酸菌体
に吸着することが確認された。また、やや吸
着量は低下するものの、LysM の C 末端に
His6タグを付加した場合でも、LysM を介し
た吸着能が発揮されることが明らかとなっ
た（図 2）。 

 
（３）また、同様にして得られたコーティン
グ乳酸菌体をそのまま蛍光強度測定に供し、
乳酸菌体の自家蛍光強度を差し引くことで、
菌体に吸着した GFP 量を測定した。その結
果、得られた蛍光強度（図 3）と上記のドッ
トブロットで得られたシグナル強度に高い



相関が確認されたことから、GFP の蛍光強度
を指標とした提示タンパク質のハイスルー
プット定量が可能であることが示された。 
  
 
 

 
 
 
 
（４）上記の定量法を用いて、タンパク質提
示宿主である乳酸菌体の調整法、大腸菌破砕
液との反応条件等について検討し、以下の知
見を得た。 
① LysM を介するタンパク質の細胞表層提
示は、乳酸菌体の状態（生菌体、死菌体、凍
結乾燥菌体）を問わず可能である。 
② トリクロロ酢酸処理（細胞表層のテイコ
酸を溶解する）により、提示可能なタンパク
質量は大幅に上昇する（GFP-LysM の場合は
2.65 倍）。 
③ 乳酸菌体を 3% BSA 溶液中でプレインキ
ュベート（マスキング）することにより、大
腸菌破砕液中の共雑タンパク質の比特異的
吸着を抑え、LysM 依存的な吸着を促すこと
が可能である。 
④ LysM を介して提示されたタンパク質は、
PBST（0.05% Tween20（界面活性剤）を含
む）による洗菌や、ボルテックス処理による
洗菌を経ても脱離しない。 
 
（５）上記の定量法により、L. lactis 以外の
乳酸菌種（7 属 16 菌種）に対する GFP-LysM
の提示量を測定した（図 4）。 
 

 
 
その結果、試験したほぼ全ての菌種（トリク
ロロ酢酸未処理の凍結乾燥菌体）において、
LysM（L. lactis 由来）を介したタンパク質
提示が可能であることが確認された。その一
方で、提示されるタンパク質量は菌種によっ

て異なることが確認され、その詳細について
は今後の検討課題となっている。 
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