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研究成果の概要（和文）： Salmonella Enteritidis（SE）の不活化経口ワクチンの開発を目的

として、サルモネラの V型分泌装置のタンパク質を利用した N末端融合発現プラスミドベクタ

ーを構築した。本発現系を用いることにより、アジュバント効果をもつコレラ毒素の B サブユ

ニット（CTB）と SE ワクチン候補抗原を大腸菌菌体表面に共発現させることが可能であった。

不活化した発現誘導菌体を鶏に経口投与したところ小腸の CTB特異的 IgA抗体価の増加が認め

られた。本研究成果は、簡便で、安全性の高い SEに対する経口ワクチンの開発に応用できる可

能性が示唆された。 

 

 

研究成果の概要（英文）： In order to develop oral inactivated Salmonella Enteritidis 
vaccine, tne E. coli surface display plasmid vector was newly constructed in this study. 
The N-terminal domain of MisL, which is classified as Salmonella type V secretion system, 
was employed an anchor protein for surface display of recombinant protein. The fusion 
proteins of fully functional cholera toxin B subunit (CTB), which is one of the suitable 
candidates for mucosal adjuvant, and Salmonella Enteritidis vaccine candidate proteins 
were able to be displayed on the surface of E. coli. The chickens were immunized orally 
with the inactivated E. coli expressed fusion proteins. The CTB-specific IgA titers in 
intestinal mucus were enhanced. Our findings obtained in this study can be applied to 
development of simple and safety oral SE vaccine.  
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１．研究開始当初の背景 
 サルモネラを原因とする食中毒は世界各

地で発生しており、日本国内においても年間
3000人以上の患者数が報告されている。国内
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発生事例の大半は、鶏卵、鶏肉およびその加
工品を介して感染することから、衛生環境の
改善・管理とともに、ワクチン接種の併用に
よる鶏の汚染防除が推奨されている。しかし、
国内で認可を受けている不活化ワクチンは
効果、副作用、および使用の煩雑さから充分
に普及しておらず、EU等、海外で使用されて
いる弱毒化生ワクチンは、安定性、安全性の
面で問題点が示唆されている。 
近年、細菌の感染防御において粘膜免疫の

重要性が明らかになっており、ワクチン開発
に向け様々な試みがなされている。腸粘膜を
標的として、乳酸菌やサルモネラワクチン株
などの生菌、あるいは不活化した非病原性大
腸菌の菌表層にワクチン抗原を発現させて
経口投与することにより、粘膜免疫を誘導で
きることが示されており、コストパフォーマ
ンスの高い経口ワクチンの開発につながる
ことが期待されている。本研究は、より効果
的で、利便性の高い SE の不活化経口ワクチ
ンを開発し、SEを原因とする食中毒の制圧を
最終目標とする。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では SE の不活化経口ワクチンを開
発するための基盤技術の確立を目的として、
以下の項目について検討を予定していた。 
(1）大腸菌菌体表面への SE抗原の発現技術 

の確立と発現ライブラリーの作製 
 (2) SE感染鶏血清を用いた発現ライブラリ 

ーのスクリーニングと、抗原の同定解析 
 (3) 菌体の粘膜免疫能の評価 
 (4) 感染防御機能の評価 
 

 

３．研究の方法 

 (1) 大腸菌菌体表面に組み換えタンパク質
を発現する発現プラスミドベクターの構築 
 大腸菌菌体表面に組み換えタンパク質を
効率的に発現する発現プラスミドベクター
を構築するため、組み換えタンパク質の足場
となるアンカータンパク質として、C末端に
組み換えタンパク質を融合・発現する大腸菌
リポタンパク質のリーダー配列と外膜タン
パク質(Lpp-ompA)、および N末端融合発現に
は Salmonella Typhimurium（ST）の V型分泌
装置のβドメインタンパク質(MisLβ）を選
択し、それぞれコードする遺伝子を組み込ん
だ発現プラスミドベクターを作製した。作製
した発現プラスミドベクターを評価するた
め立体構造により機能性に明らかな変化を
生じるタンパク質として既知の抗原を認識
するニワトリ型 1本鎖抗体(scFv)をコードす
る遺伝子を挿入して、大腸菌への発現・機能
について免疫蛍光染色、western blotting、
および ELISAを用いて検討した。 

 
 (2) N末端融合発現プラスミドベクターへの
アジュバント機能の付与および SEワクチン
候補抗原の大腸菌菌体表面への共発現 
 N末端融合発現プラスミドベクターに経口
ワクチンにおけるアジュバント効果が期待
できるコレラ毒素の Bサブユニット（CTB）
を導入するため、Vibrio choleraeゲノム DNA
から CTBをコードする遺伝子を増幅し、N末
端融合発現プラスミドベクターのマルチク
ローニングサイト上流に挿入して、CTB融合
発現プラスミドベクターを作製した。さらに、
既報の SEワクチン候補抗原として、べん毛
の構成タンパク質である fliC、Ⅲ型分泌装置
から分泌されるエフェクターである SipD、
SipCをそれぞれコードする遺伝子を SEゲノ
ム DNAから増幅し、CTB融合発現プラスミド
ベクターのマルチクローニングサイトに挿
入して、CTBと SEワクチン候補抗原タンパク
質を共発現するプラスミドベクターを作製
した。CTBおよび SEワクチン候補抗原タンパ
ク質の大腸菌への発現・機能について免疫蛍
光染色、western blotting、および ELISAを
用いて検討した。 
 
 (3)菌体表面に組み換えタンパク質を発現
した大腸菌の不活化法の検討 
 菌体表面に発現した組み換えタンパク質
に最も影響の少ない大腸菌の不活化法につ
いて、既報を参考にホルマリン、加熱、アセ
トンを用いて大腸菌を不活化し、組み換えタ
ンパク質に対する影響を免疫蛍光染色およ
び ELISAを用いて検討した。 
 
 (4) 不活化菌体の粘膜免疫能の評価 
 CTBと SEワクチン候補抗原（fliC、SipC）
を菌体表面に共発現させた不活化菌体を作
製し、7日齢のニワトリに 14日ごとに 2回経
口投与し、小腸粘液中の CTB特異的 IgA抗体
価を測定して粘膜免疫能について検討した。 
 
 
４．研究成果 
 (1) 大腸菌菌体表面に組み換えタンパク質
を発現する発現プラスミドベクターの構築 
 C 末端融合発現プラスミドベクターを形質
転換した大腸菌は、37℃および 25℃での発現
誘導において生存率の減少が認められた。ま
た、25℃の発現誘導により免疫蛍光染色およ
び western blottingにおける svFvの発現は
確認できたものの、抗原に対する結合性は認
められなかった。一方、N 末端融合発現プラ
スミドベクターを形質転換した大腸菌では
37℃の発現誘導においても良好な生存率を
示した。免疫蛍光染色では scFv の発現が認
められたが、western blottingでは予想され
るタンパク質の分子量に加え、低分子量のバ



ンドが観察され、表出前の段階で一部分解さ
れている可能性が示唆された。全菌体を用い
た ELISAでは抗原に対する結合性が認められ
た。以上の結果から、Salmonella Typhimurium
（ST）の V型分泌装置のβドメインタンパク
質(MisLβ）をアンカータンパク質として用
いた N末端融合発現プラスミドベクターを以
後の検討に用いた。 
 
(2) N末端融合発現プラスミドベクターへの
アジュバント機能の付与および SE ワクチン
候補抗原の大腸菌菌体表面への共発現 
 CTB 融合発現プラスミドベクターを形質転
換した大腸菌を発現誘導したところ免疫蛍
光染色では大腸菌表面への CTBの発現が認め
られ(図 1)、また、western blottingでは菌
体外膜画分への CTBの偏在が認められた。さ
らに、GM1 ganglioside を抗原とした ELISA
では GM1に対する結合活性が認められた。ま
た、SE ワクチン候補抗原タンパク質(fliC、
sipC)を共発現させたところ、いずれのタン
パク質も免疫蛍光染色で大腸菌表面への発
現が確認され、western blottingにおいては
菌体外膜画分に予想される分子量のバンド
が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 大腸菌菌体表面に発現した CTB の免疫
蛍光染色像 
A,B: コントロールベクターの形質転換体、
C,D: CTB融合発現プラスミドベクターの形質
転換体、B,D は免疫蛍光染色像、A,C は同一
画面の可視光高コントラスト像 
 
 
 (3) 菌体表面に組み換えタンパク質を発現
した大腸菌の不活化法の検討 
 大腸菌菌体表面に CTB および CTB と SE ワ
クチン候補抗原を共発現した大腸菌を種々
の濃度(0.03～1.0%)、温度(4～37℃)、時間
(0.5～48 時間)のホルマリンで不活化したと
ころ、いずれの条件においても、免疫蛍光染
色における反応および CTBの GM1に対する結
合性は失われた。同様に 60～75℃に加温した

ところ、温度依存性に CTBの GM1に対する結
合性が減弱し、特に 65℃以上では顕著であっ
た。アセトンを用いて不活化を行ったところ、
免疫蛍光染色における反応および CTB の GM1
に対する結合性の減弱は認められたものの
有意な変化では無かった。 
 
 (4) 不活化菌体の粘膜免疫能の評価 
 2回目の経口投与から14日目のニワトリの
小腸粘液中の CTB特異的抗体価は、対照群に
比べ軽微な増加が認められた。 
 
 以上の研究成果から、本研究で構築した大
腸菌菌体表面 N末端融合発現系を用いること
により、立体構造を形成するタンパク質を、
機能性を有して発現させること可能であっ
た。さらに CTBのような多量体を形成して機
能するタンパク質をも発現させることがで
きた。本研究計画では、SE抗原の発現ライブ
ラリーを作製する予定であったが、発現系の
構築に時間を要し、研究年度を鑑みて既報の
ワクチン候補抗原を用いて研究計画を遂行
した。本発現系を用いて大腸菌菌体表面に
CTBおよびSEワクチン候補抗原を共発現させ、
アセトンを用いて不活化した菌体をもちい
ることにより、軽微ではあるが粘膜免疫を誘
導することが可能であったことから、腸ある
いはその他の粘膜を用いた投与経路、投与日
齢、投与量、投与期間等を最適化することに
より、より強い粘膜免疫の誘導が可能である
ことが期待される。 
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