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研究成果の概要（和文）：タンパク質分子を細胞表層に提示する酵母分子ディスプレイ法により、マラリアな
ど、遺伝子変異によって抗原分子の変化が顕著な感染症に対して利用できる、簡便な経口ワクチン開発の基盤技
術が確立できた。本研究課題では、モデルタンパク質を細胞表層に効率よく提示できるよう、宿主細胞の種類、
アンカータンパク質の検討に加え、提示用プラスミドのライブラリー作製、培養諸条件、保存条件などが検討さ
れた。

研究成果の概要（英文）：By using molecular display technology in yeast cells, a convenient method to
 develop oral vaccines such as malaria and other infectious diseases. A model proteins was 
efficiently displayed on the yeast cell surface. Kinds of host cells and anchoring protein were 
examined at first. Plasmids for creation of  library , cultivate condition and preservative 
condition of yeast cell were also investigated.

研究分野： バイオテクノロジー

キーワード： 分子ディスプレイ
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１．研究開始当初の背景 
 マラリアはハマダラカによって媒介され
る寄生虫病であり、熱帯熱マラリア原虫、
三日熱マラリア原虫、四日熱マラリア原虫、
及び卵形マラリア原虫の 4 種がヒトに感染
する。なかでも致死性の高い熱帯熱マラリ
ア原虫は熱帯・亜熱帯地域を中心に流行し，
毎年の患者数が５億人に達し、さらに 100
万人以上の死亡が報告されている。一方、
国内では持ち込まれる輸入マラリアが度々
みられ、熱帯熱マラリアによる死亡例も生
じている。近年では、薬剤に耐性を有する
マラリア原虫が広がりをみせ、加えて、地
球温暖化による流行地域の拡大が懸念され
ている。このような背景のもと、抜本的な
対策としてマラリアワクチンの開発に期待
が寄せられ、多くの研究者が取り組んでい
るところである。しかしながら、これまで
世界的に多大な研究努力が費やされてきた
にも関わらず、未だに実用化されたワクチ
ンはない。 
 近年、マラリア原虫が発達させた寄生機
構の重要なポイントが、遺伝子多型によっ
て防御免疫の標的となる抗原分子を変化さ
せていることが明らかになって来ている。
よって、流行しているタイプのマラリア原
虫に有効な抗原タンパク質の迅速な調製方
法が、ワクチン開発において重要であると
考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題においては、酵母分子ディス
プレイ法を用い、マラリア感染症予防のた
めの経口ワクチンを創製する。酵母表層に
抗原タンパク質を提示し、生産宿主そのも
のにワクチン機能を賦与させ、安価で、投
与方法、運搬、保存面においても利便性が
高いワクチンを創製することで、簡便なマ
ラリア予防法を流行地域に普及させること
が期待できる。さらに、本研究を通し、抗
原の変異にも迅速に対応できる経口ワクチ
ン創製基盤技術を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1)モデルタンパク質(MP タンパク質)を酵母
細胞表層に提示し、ワクチン効果が期待でき
る培養諸条件を検討した。これまで研究にお
いて表層提示系として実績のあるBY4741株、
W303-1a 株、ならびに MT8-1 株を選び、３つ
の株の間で提示効率について、蛍光染色法を
中心に比較を行った。 
 
(2) MPタンパク質分子ディスプレイライブラ
リー構築を進めた。より効果的なワクチンを
構築するため、感染防御、ワクチンの共同研
究者と情報交換し、適宜助言を頂きながら進
めた。 
 
(3)イメージサイトメータを用いたMPディス
プレイ分子数の定量実験を進めた。培養至適

条件について再現性の確認を行った。また、
MP ディスプレイ細胞の保存期間について、温
度、保存液組成、pH の検討を行った。また、
凍結保存条件における MP タンパク質の安定
性についても検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 酵母表層への分子ディスプレイ用マル
チコピー型ベクター、pULD1 と pFL01 に
MP タンパク質をコードする DNA 配列を酵
母細胞に導入した。これらのプラスミドはそ
れぞれ、αアグルチニン、FLO1 タンパク質
を細胞表層アンカリング領域としているが、
pULD1 を用いた場合に最も多くの提示量を
計測することができた。さらに、検討した細
胞の種類では、３つの宿主細胞の中で、
BY4741 株が最も提示分子数が多いことが確
認された。 
 
(2)MPタンパク質の特定の10アミノ酸領域を
標的とした PCR による変異導入では、多様な
クローンを得る事ができたものの、ライブラ
リー化に十分な置換を確認するには至らな
かった。標的領域を変更し、変異導入方法に
ついては今後も検討を続ける。 
 
(3)イメージサイトメータを用いたMPディス
プレイ分子数の定量実験では、40〜48 時間で
最も多くの MP タンパク質分子が提示される
ことが明らかとなった。また、MP ディスプレ
イ細胞の保存期間は、４℃において、PBS
（pH7.2）に懸濁後、3週間までは安定である
事が確認された。また、凍結保存条件におけ
る MP タンパク質の安定性については、グリ
セロール濃度を 20〜35%に設定した場合、最
も多くのタンパク質の残存を確認すること
ができた。 
 
下図のように、酵母分子ディスプレイ法によ
り、マラリアなど、遺伝子多型によって抗原
分子の変化が顕著な感染症に対して利用で
きる、簡便な経口ワクチン開発の基盤技術が
確立できた。 
 

図: 分子ディスプレイによる経口ワクチン
の概念 
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