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研究成果の概要（和文）：細菌由来外膜小胞 (OMVs) を用いた新しいワクチンプラットフォームの創出を視野
に、OMVsの産生機構の解明、及び動物モデルにおけるOMVsの安全性とワクチン効果の検討を行った。まず、口腔
細菌のOMVs産生機序に関しては、抗菌物質により誘導されたOMVs 産生が殺菌プロセスに寄与する可能性が示唆
された。また、大腸菌のOMVs産生に関与する小遺伝子kilが同定され、その他にも、培養液中にグリシンを添加
して低毒性OMVsを大量に生産する技術が確立された。さらに、異なる二つの歯周病原細菌由来OMVsの混合経鼻ワ
クチンの中枢神経系での安全性とワクチン効果 (細菌の排除効果) が確認された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated a mechanism of outer membrane vesicle 
(OMV) production by Porphyromonas gingivalis (Pg) and Escherichia coli (Ec). First, we found that Pg
 has two different modes of the OMV production: one is a mode occurring during normal bacterial 
growth, and the other is a way of OMV production induced by antimicrobials. We suggest that Pg OMVs 
induced by antimicrobials may be involved in deprivation of two outer membrane transporter proteins,
 RagA and RagB in the bactericidal process. Subsequently, we identified a cryptic plasmid gene, kil,
 involved in the production of OMVs in Ec. In addition, we discovered a breakthrough strategy in 
mass production of OMVs with low endotoxin content, by adding glycine to culture broth. Furthermore,
 in vivo vaccine studies using OMVs of two periodontopathic bacteria, Pg and Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans (Aa), revealed both the safety and efficacy of this divalent OMV vaccine via 
intranasal route. 

研究分野： 細菌学・分子生物学

キーワード： 外膜小胞　ワクチン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で得られたOMVs産生機構の理解に基づき、OMVsワクチンの生産効率に寄与する技術の開発応用が期待さ
れる。また実際に、マウスモデルでの歯周病原細菌由来OMVs経鼻ワクチンの効果と安全性が明らかにされた。今
後は、歯周病のみならず、様々な感染症に対するワクチン開発研究においても、OMVsが利用できる可能性が示さ
れた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 近年、人類の脅威となる感染症が世界各地で発生、地球規模で急速に拡大する事例が増えてい
る。ワクチンを含めた包括的かつ多面的な感染症対策は、喫緊の課題となっている。研究代表者
は、様々な細菌由来 OMVs を研究する中で、多くの OMVs の場合、わずか 1 μg の少量のマウ
ス鼻腔投与により、血中の IgG 産生を強く誘導する事に加え、注射の免疫では得られない S-IgA
が全身の粘膜分泌物 (涙液、唾液、鼻腔洗浄液、気管支肺胞洗浄液、便抽出液) としてに産生さ
れることを明らかにしてきた。したがって、呼吸器系・腸管系・泌尿器系の粘膜上皮を感染定着
の場として利用する様々な病原体に対し、OMVs の経鼻ワクチンは高い防御効果を発揮するも
のと考えられる。しかしながら、OMVs の産生機序の詳細は不明であり、また異なる細菌由来
OMVs の構成、OMVs が保有する生物学的特徴 (生理活性、免疫学的活性、病理学的特性)など
包括的な理解には至っていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、OMVs の産生機構を解明すること、また OMV ワクチンの応用可能性につい
て動物モデルを用いて検討することである。最終的には、OMVs の産生機構の深い理解に基づ
き、OMVs ワクチンプラットフォームの構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
3-A-1. 供試菌株と培養条件 

Pgは、ブレインハートインフュージョン(BHI)にヘミンとメナジオンを添加した培地を用い、
嫌気条件下で培養した。主に ATCC 33277 株を実験に使用した。 
3-A-2. 供試した食用植物由来抽出物 

92 種類の食用植物由来抽出物を、Pg 増殖阻害試験を指標にスクリーニングし、選抜された
フェンネルシード(学名 Foeniculum vulgare)の n-Hexane 抽出物を、主に実験に供試した。 
3-A-3. Pg 増殖阻害試験 

96 穴プレートを用いた Pg の増殖阻害試験を行った。抽出物の分画と本試験を繰り返し、責
任化合物の精製を行った。 
3-A-4. 高速原子間力顕微鏡(HS-AFM)と電界放出形走査電子顕微鏡(FE-SEM) 

HS-AFM と FE-SEM には、BIXAM(オリンパス株式会社)と Regulus 8220 (Hitachi)を用い
た。 
3-A-5. Pg の細胞分画解析 

N-ラウロイルサルコシンによる細菌膜の differential lysis を利用し、細胞分画を行った。 
3-A-6. ジンジパイン阻害試験 

Boc-Val-Pro-Arg-MCAとBoc-Val-Leu-Lys-MCAをジンジパインの基質に用いた生化学的試
験を行った。また、口腔扁平上皮癌細胞株 Ca9.22 の形態観察を WSL-1800-B タイムラプスイ
メージングシステム (アトー) により実施した。 
3-A-7. 高速原子間力顕微鏡(HS-AFM)と電界放出形走査電子顕微鏡(FE-SEM) 

HS-AFM と FE-SEM による OMVs の形態観察には、それぞれ BIXAM リアルタイムイメー
ジングシステム (オリンパス)と Regulus 8220 (日立ハイテク)を使用した。HS-AFM の Pg 
OMVs 産生家庭の使用例が図１に示された。 
 

図 1. BIXAM リアルタイムイメージングシステム (オリンパス) 使用例 
Pg ATCC 33277 株に食品由来化合物 Y 添加時のナノスケールバイオイメージング。経時的に膜小胞が

産生されていく様子を観察する事ができる。 
 
3-B-1. 供試菌株と培養、プラスミド 

LB や M9 を基礎培地とし、好気条件下で Ec を培養した。主に BW25113 株とそのアイソジ
ェニック変異株を実験に供試した。ColE1 プラスミドの誘導体である pNTR-SD をベースに、



さらなる誘導体を作製し、実験に供試した。 
3-B-2. バイオフィルムアッセイ 

96 穴プレートなどを用いたバイオフィルムアッセイを行った。 
3-B-3. OMVs の回収 

培養上清をフィルター濾過後の濾液を超遠心分離して得られた沈査として回収、使用した。 
3-B-4. 大腸菌の細胞分画解析 

N-ラウロイルサルコシンによる細菌膜の differential lysis を利用し、細胞分画を行った。 
 
3-C-1. 供試菌株と培養 

プロバイオティクス大腸菌Nissle 1917 株のべん毛欠損株(flhD)を作製し、実験に供試した。
LB を基礎培地とし、添加するグリシンの濃度を変えて好気条件下で培養した。 
3-C-2. 透過型電子顕微鏡(TEM)と FE-SEM 

TEMとFE-SEM観察には、それぞれH-7700 (Hitachi)とRegulus 8220 (Hitachi)を用いた。 
3-C-3. 大腸菌の細胞分画解析 

N-ラウロイルサルコシンによる細菌膜の differential lysis を利用し、細胞分画を行った。 
3-C-4. OMVs のタンパク・脂質・LPS 解析 

膜小胞中のタンパクは、ブラッドフォード法で定量、SDS-PAGE でプロファイリングした。 
膜小胞中の脂質と LPS (Lipid A)は、それぞれ FM4-64 試験とリムラス試験で定量した。 
 
3-D-1. 供試菌株と培養、プラスミド 

BHI を基礎培地とし、嫌気条件下で Pg や Aa を培養した。主に Pg 33277 株と Aa Y4 株を
実験に使用した。 
3-D-2. OMVs の回収 

培養上清をフィルター濾過後の濾液を超遠心分離して得られた沈査として回収、使用した。 
3-D-3. in vitro 免疫活性試験 

マウスマクロファージ様細胞 J774.1 に OMVs 添加による IL-6, IL-12, TNF-αの発現レベル
の変化を、リアルタイム PCR(細胞内 mRNA)とサンドイッチ ELISA(分泌タンパク質)により調
べた。 
3-D-4. マウスモデル実験 

6 及び 9 週齢時の BALB/c マウスに Pg 及び AaOMVs の経鼻免疫を行い、免疫後の血液や
唾液、鼻腔洗浄液を採取し、それぞれの細菌に特異的な抗体産生量を全菌体 ELISA によって評
価した。感染実験モデルでは、免疫及び非免疫マウスの口腔に Pg, Aa の生菌を接種後、経時的
に口腔内を拭った綿球に含まれる細菌数をリアルタイム PCR により定量した。 
 
４．研究成果 
 
4-A. Pg OMV 産生機構の解明 

Pg に対する増殖阻害活性を指標に、92 種類の食用植物由来抽出物についてスクリーニング
した。その結果、フェンネルシード (Foeniculum vulgare)のヘキサン抽出物(HEF)に最も強い
Pg 増殖阻害活性を認めた。HS-AFM と FE-SEM による形態学的解析の結果，HEF は OMVs
の過剰産生を誘導しつつ、溶菌を促すことが明らかとなった．興味深いことに、HEF 処理によ
り、RagA/RagB に富む OMVs が菌体外に放出され、Pg の栄養獲得に必須な 2 つの外膜トラン
スポータータンパク質、RagA と RagB が菌体外膜から奪われることが判明した。さらに、HEF
はジンジパインに対して阻害活性を示し、その結果、口腔上皮細胞のラウンディングと培養プレ
ートからの剥離を阻止した。HEF に含まれる抗菌性、およびジンジパイン阻害活性を担う化合
物として、ペトロセリン酸を精製、単離した。以上より、Pg OMVs の産生様式として、通常の
細菌の増殖過程で産生される様式に加えて、抗菌物質により誘導されて産生される様式の存在
が証明された。また、抗菌物質による OMVs 産生促進が、殺菌プロセスに関与する可能性が示
唆された。 
 
4-B. OMVs 産生に寄与する小プラスミド遺伝子 kil 



pColE1 は、大腸菌を含む腸内細菌科細菌に高頻度に保有されるものであり、また今日まで
様々な pColE1 誘導体がクローニングベクターとして作製され、遺伝子工学領域において幅広く

活用されている。本研究では、pColE1 内の遺伝子 kil が、
OMVs の産生に関与する因子、およびバイオフィルム形成因
子として機能することを見出した。Kil は大腸菌の外膜と内
膜の両方に局在し、双方の膜を不安定化させ、その結果、
OMVs の過剰産生やバイオフィルム過形成を引き起こすこ
とが明らかとなった。 
 
                          
図 2. ColE1 プラスミドの遺伝子マップ 
普遍的プラスミド pColE1 には、遺伝子 kil が含まれている。Kil

タンパク質は、グラム陰性菌の外膜と内膜に局在することにより、
細菌の膜小胞産生、バイオフィルム形成に関与する。 
 

4-C. 安価に低毒性の OMVs を大量に生産する技術の開発 
人に使用できる唯一のプロバイオティクス大腸菌である Nissle 1917 (EcN) 株の安全・安心

面での優位性に着目し、本株のべん毛欠損株(EcN flhD)を作成し、この培養上清よりべん毛を
含まない純度の高い OMVs を回収した。インフルエンザ HA 抗原に対する抗体産生を指標とし
た経鼻ワクチンモデルマウス実験により、EcN flhD が産生する OMVs の優れた粘膜アジュバ
ント効果が明らかとなった。また培地にグリシンを添加することで、エンドトキシン活性が約
1/8 に減少した OMVs を大量に回収できることが明らかとなった。さらに、本手法は、大腸菌の
みならず、様々なグラム陰性・陽性細菌から膜小胞を大量に回収できることが明らかとなった。 
 
4-D. 歯周病ワクチン研究：Pg と Aa の OMVs 併用経鼻投与による免疫活性とワクチン効果 

主要な歯周病原細菌 Pg と Aa の培養上清から、それぞれ OMVs を得て、これらの免疫活性
を評価した。Pg 及び Aa OMVs は共に、J774.1 細胞の IL-6, IL-12, TNF-αの発現を添加量依存
的に誘導した。Pg OMVs によるこれらのサイトカイン誘導活性は、Aa OMVs の約 1/1,000 で
あり、顕著に低かった。また、両 OMVs の併用による相乗効果は見られなかった。一方、Pg 及
び Aa OMVs を併用してマウスに経鼻免疫すると、血中、口腔内、鼻腔内において、Pg と Aa そ
れぞれの菌体に特異的な抗体が多く産生された。さらに、マウスへの Pg と Aa の生菌による口
腔感染実験が行われた。未免疫のマウスに比較して、Pg 及び Aa OMVs の経鼻免疫を行ったマ
ウスでは、Pg 及び Aa の両方とも、24 時間後の口腔内クリアランスが有意に向上した。以上よ
り、Pg 及び Aa OMVs の粘膜ワクチンで、歯当該細菌による口腔感染を予防できる可能性が示
唆された。 
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