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研究成果の概要（和文）： 本研究では、安全性の高い乳酸菌を使用した膜小胞ワクチンの開発に向けて、
Lactiplantibacillus plantarum の膜小胞大量生産法の確立と、各種乳酸菌の膜小胞取得量の比較を行った。研
究成果として、Lb. plantarumの膜小胞は、培地中に2%のグリシンを添加することで取得量が増加した。この時
取得した膜小胞は、グリシンを添加していない時に取得した膜小胞と比較して、タンパク質などに変化がなかっ
た。また、膜小胞取得量を15菌株で比較したところ、Leuconostoc mesenteroides とPediococcus pentosaceus
で多いことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： This study established a method for producing large quantities of 
Lactiplantibacillus plantarum membrane vesicles and compared the quantities acquired by various 
lactic acid bacteria, with the aim of developing a membrane vesicle vaccine using safe lactic acid 
bacteria. The study revealed that the amount of Lb. plantarum membrane vesicles acquired increased 
when 2% glycine was added to the medium. The membrane vesicles showed no change in protein content 
or other parameters compared to those acquired when glycine was not added. A comparison of the 
amount of membrane vesicles acquired by 15 strains of lactic acid bacteria showed that Leuconostoc 
mesenteroides and Pediococcus pentosaceus had a higher abundance.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究において、乳酸菌の膜小胞大量生産法と膜小胞を多量に生産する乳酸菌株が明らかとなり、それらの膜
小胞に含まれるタンパク質が明らかとなった。これまで乳酸菌の膜小胞は取得量が少ないという問題点があった
が、乳酸菌膜小胞が多量に取得できる条件が明らかとなったため、乳酸菌膜小胞の基礎的な知見が拡がることが
期待される。また、これらの結果を基に安全性の高い乳酸菌を使用した膜小胞ワクチンの開発に繋がると期待さ
れる。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
膜小胞（Membrane vesicles）は、ワクチンとしての有効利用が期待されている。しかし現段
階でワクチン利用への研究が進んでいる膜小胞は、病原微生物由来であり、毒性を有することが
実用化に向けた大きな障害になっている。 
乳酸菌は食品中から多く分離されることから、安全性の高い菌が多い。乳酸菌の膜小胞も食品
中に含まれることが明らかとなっており、乳酸菌を使用した食品中から日常的に摂取している
ことから安全性が高いと考えられている。よって、乳酸菌の膜小胞はワクチンとしての利用も可
能であると考えられる。一方で、乳酸菌を含むグラム陽性菌の膜小胞はグラム陰性菌と比較して
少量しか取れないという問題点がある。これは膜小胞の形成過程の違いによるものであるが、少
量しか取れないために、現在グラム陽性菌の膜小胞の利活用はハードルが高いものとなってい
る。 
 
２．研究の目的 
本研究は、安全性の高い乳酸菌を使用した膜小胞ワクチンの開発に向け、乳酸菌の中でも比較
的多量の膜小胞が取得できる Lactiplantibacillus plantarum の膜小胞大量生産法の確立とそ
のタンパク質の解析および、各種乳酸菌の膜小胞取得量の比較を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）乳酸菌の膜小胞大量生産系の確立とそのタンパク質の解析 
 これまで膜小胞を大量に回収する手法として、培地にグリシンを添加する方法（Hirayama et 
al., 2020）など、細菌にストレスを与える方法が行われている。そこで、Lb. plantarum JCM1149
株を使用し、グリシンを培地に添加する条件や、培養時間の延長により、膜小胞が大量に回収で
きるか確認を行った。さらに、それぞれの条件で回収した膜小胞が、従来回収していたものと性
質が異なるものか確認するため、取得した膜小胞に含まれるタンパク質を解析した。これらの実
験を通して、乳酸菌の膜小胞大量生産系の確立を目指した。 
（2）各種乳酸菌の膜小胞取得量の比較 
 食品中に存在する乳酸菌である Leuconostoc mesenteroides 、Pediococcus pentosaceus な
ど 15 菌種から膜小胞を取得した。取得した膜小胞から、タンパク質量と分子量分布、膜小胞の
外観、粒子径分布を確認した。これらの実験を通して、どの乳酸菌で膜小胞が多く取得できるの
か、また、膜小胞が多く取得できる菌に共通性が見られるのかを確認した。 
 
４．研究成果 
（1）乳酸菌の膜小胞大量生産系の確立とそのタンパク質の解析 
 食品中に含まれる Lb. plantarum JCM1149 株を使用し、膜小胞大量生産系の確立を行った。10 
mL の MRS 液体培地で 24 時間前培養した後、グリシンを各濃度添加、もしくは無添加の 200 mL
の MRS 液体培地で本培養を行った。本培養液の生菌数を測定し、培養上清をフィルターろ過した
後、超遠心分離を行い、その沈殿を PBS で懸濁したものを膜小胞懸濁液とした。膜小胞のタンパ
ク質量と分子量分布はブラッドフォード法と SDS-PAGE により確認した。膜小胞の外観は FE-SEM
にて、粒子径分布は NanoFCM にて確認した。 
まず、培地中のグリシン添加濃度を 1%として、グリシン添加及び培養時間の変化により膜小
胞取得量が変化するか確認を行った。生菌数は死滅期である 48 時間培養時に減少したが、培地
中のグリシン添加による生菌数の減少はわずかであった。グリシン無添加 24 時間培養時の膜小
胞タンパク質量と比較すると、培地
中にグリシンを添加することによ
りタンパク質量は約 1.5 倍増加し
た。また、グリシンを添加せず、培
養時間を 48 時間とすると、グリシ
ン無添加 24 時間培養時の膜小胞タ
ンパク質量と比較して、タンパク質
量は約 3倍増加した。一方、培養時
間の延長と培地中のグリシン添加
を組み合わせてもタンパク質量に
差はみられなかったため、これらの
相乗効果は確認できなかった（図）。
このことから、Lb. plantarum の膜
小胞を大量に取得するためには、グ
リシンの添加もしくは培養時間の延長が有効であると考えられた。これらの膜小胞は、平均粒子
径が 75～87 nm、SDS-PAGE での主要なバンドは約 40 kDa であり、膜小胞に含まれる分子量分布
や外観に差はみられなかった。 
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図 各膜小胞のタンパク質量 



膜小胞を大量に生産するにあたり、培養時間は短い方が良いと考えられる。これまでの検討か
ら、培地中に 1％のグリシンを添加した時の生菌数はグリシン無添加時と大きな差がみられなか
った。よって、さらなるグリシンの添加が可能であると予想され、グリシンの濃度を高くするこ
とで膜小胞取得量が増加するのではないかと考えた。培地中のグリシン濃度を 0～10%としてそ
れぞれ検討を行ったところ、生菌数はグリシンの濃度が増加するにつれて減少し、グリシン 5%
添加時には無添加時の 1/10 の生菌数となった。そこで、生菌数に大きな影響を与えない濃度で
ある 3%までで膜小胞取得量が増加するか検討を行った。膜小胞タンパク質量を比較すると、グ
リシン 2%添加時に膜小胞が最も取得できることが明らかとなった。また、これらの膜小胞の分
子量分布に差はみられなかった。この結果から、膜小胞大量生産系において最適なグリシン濃度
は 2%であると考えられた。 
本研究の最終目的は、乳酸菌の膜小胞を使用したワクチン開発である。ワクチンとして利用す
るためには、乳酸菌膜小胞にワクチン抗原となる因子が存在する必要がある。そこで、すでに膜
小胞内に多量に存在するタンパク質を、遺伝子組換えによりワクチンの標的となる物質として、
多量の標的物質が膜小胞に発現できれば良いと考えた。本研究ではその前段階として、Lb. 
plantarum の膜小胞内に含まれるタンパク質の解析を行った。その結果、膜小胞には細胞内外に
含まれるタンパク質が多く存在することが示唆され、特に多く含まれているタンパク質はグリ
セルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素であると予想された。今後、このタンパク質に関連する遺
伝子の組換えを行い、乳酸菌膜小胞がワクチンとして活用できるか検討を行っていく。 
 
（2）各種乳酸菌の膜小胞取得量の比較 
 Lb. plantarum の膜小胞取
得量が多いことは知られてい
るが、他の乳酸菌で膜小胞取得
量が多いものは存在するのか
に関する検討はされていない。
そこで、研究室に存在する乳酸
菌 15 菌種を用いて膜小胞取得
量が多い菌株の探索と、膜小胞
の共通性について検討を行っ
た。使用した菌株は表に示し
た。膜小胞取得方法は 10 mL の
MRS 液体培地で 24 時間前培養
した後、200 mL の MRS 液体培
地で 24 時間本培養を行った。
本培養液の生菌数を測定し、培
養上清をフィルターろ過した
後、超遠心分離を行い、その沈
殿を PBS で懸濁したものを膜
小胞懸濁液とした。膜小胞のタ
ンパク質量と分子量分布はブ
ラッドフォード法と SDS-PAGE
により確認した。膜小胞の外観は FE-SEM にて、粒子径分布は NanoFCM にて確認した。 
 表より、今回使用した菌株の膜小胞取得時の生菌数はどの菌株も 109 CFU/mL であり、菌数に
大きな差はみられなかったが、膜小胞のタンパク質量は菌株ごとに差が見られた。最も多く膜小
胞を取得できた菌株は Leu. mesenteroides であり、次いで Ped. pentosaceus となった。この
2菌株は他の膜小胞取得量と比較して特に多く、球菌であるという共通性を持っている。しかし
他の乳酸球菌は少量の膜小胞しか取得できていないことから、これら 2 菌株には何らかの共通
性があり、それが膜小胞取得量の増加につながったのではないかと考えられる。タンパク質の分
子量分布は菌により異なったが、多くの菌が 35～45 kDa 付近に主要なタンパク質が見られた。
100 kDa 以上のタンパク質が主要である菌株は 4 種類存在し、Lb. paraplantarum、Leu. 
mesenteroides、Ped. acidilactici、Ped. pentosaceus であった。これらの菌のタンパク質解
析を行った結果、Leu. mesenteroides、Ped. pentosaceus の高分子タンパク質は共通のシグナ
ルペプチドをもつタンパク質が存在していたが、主要なタンパク質は異なっていた。また、Lb. 
paraplantarum は高分子タンパク質がグリコシド加水分解酵素であり、上記 2菌株とは異なるタ
ンパク質であった。さらに属が同じ菌であっても主要なタンパク質が異なったことから、菌株ご
とに膜小胞に含まれるタンパク質は異なることが示唆された。一方で外観や粒子径分布は菌株
によって大きな差はみられなかった。これらの結果から、特に膜小胞取得量の多かった Leu. 
mesenteroides、Ped. Pentosaceus の膜小胞は、今後ワクチン開発などで利活用できるのではな
いかと考えられた。 
 
本研究では、安全性の高い乳酸菌を使用した膜小胞ワクチンの開発に向けた準備段階として、
Lb. plantarum の膜小胞大量生産法の確立と、各種乳酸菌の膜小胞取得量の比較を行った。研究
成果として、以下のことが明らかとなった。 

表 使用菌株と生菌数、膜小胞取得量 



Lb. plantarum の膜小胞は培地中にグリシンを添加する、もしくは培養時間を延長することで
膜小胞取得量が増加することが明らかとなった。一方、この 2つの取得量増加因子に相乗効果は
みられなかった。膜小胞の取得を効率的に行うには培養時間が短い方が良いと考え、培地中のグ
リシン添加濃度について検討を行ったところ、2%の時に最も膜小胞取得量が増加することが明
らかとなった。この時に取得した膜小胞は、グリシンを添加していないときの膜小胞と比較して
タンパク質分子量分布や粒子径に変化はなく、特に多く含まれているタンパク質はグリセルア
ルデヒド-3-リン酸脱水素酵素であると予想された。したがって、培地中へのグリシン添加によ
って得られる膜小胞は、その特徴に変化はなく、取得量のみを増加させることが明らかとなった。 
Lb. plantarum 以外の乳酸菌で膜小胞取得量の多い菌株について検討したところ、Leu. 
mesenteroides と Ped. pentosaceus の 2 菌株で特に多いことが明らかとなった。これら 2菌株
は膜小胞取得量が多いことから、ワクチン開発などで利用できる可能性が示唆された。 
以上の結果より、乳酸菌の膜小胞大量生産法と膜小胞を多量に生産する乳酸菌株が明らかと
なり、それらの膜小胞に含まれるタンパク質が明らかとなった。乳酸菌膜小胞が多量に取得でき
る条件が明らかとなったため、今後、乳酸菌膜小胞の基礎的な知見が拡がることが期待される。
また、これらの結果を基に安全性の高い乳酸菌を使用した膜小胞ワクチンの開発に繋がると期
待される。 
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