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研究成果 
枯草菌胞子の表面に酵素などの有用タンパク質を提示し、バイオリアクターなど

に利用できるシステムを確立するため、まず胞子タンパク質の位置を解析し、胞子

の最も外側に位置するタンパク質を探索した。次に、それらのタンパク質に融合さ

れた緑色蛍光タンパク質（GFP）の蛍光を指標として、その胞子表面への提示量や

安定性を評価した。その結果、室温と４℃、水中と乾燥状態のいずれの条件でも、

３週間以上に渡って安定に外来タンパク質を提示することができる胞子タンパク質

を４つ見出した。さらに、これらの融合タンパク質は、胞子の発芽能を欠損させて

も安定性に影響を及ぼさなかったことから、バイオリアクターとして用いる上で、

有望なアンカータンパク質であることが示唆された。 
 
研究の目的 
固体粒子表面に任意のタンパク質やペプチドを提示することは、医学、薬学、環

境浄化、発酵産業、物質生産など様々な分野において有用である。これまでにも微

生物、ほ乳類、昆虫などの細胞の表面にタンパク質を提示する試みはあったが、本

研究では、枯草菌胞子の表面に任意のタンパク質を提示するシステムの確立を目指

す。枯草菌胞子はタンパク質提示粒子として様々な利点がある。まず、１）枯草菌

の亜種に納豆菌があるように、人体に無害である。２）枯草菌は容易、安価に培養

でき、産業化の際には、納豆菌のノウハウを利用できる。３）枯草菌の胞子は様々

な環境に耐性があり安定であるため、過酷な環境での利用や、発展途上国などへの

輸送にも耐えられる。また、酵素などは遊離の状態よりも支持体に付けてある方が

安定であることが知られている。４）細胞内で発現したタンパク質を細胞外へ提示

するためには、細胞膜通過の効率、膜への結合、膜通過後のリフォールディングな

どの条件をクリアしなくてはならない。しかし、枯草菌のスポアコートタンパク質

は Mother cell で発現し forespore 表面に沈着するため（Fig. 1）、細胞膜を通過する

必要がなく、より適用範囲は広い。このような利点から、枯草菌胞子を用いたタン

パク質提示システムの確立を目指す。本課題では、外来タンパク質を胞子表面に提

示するためのアンカーとして最も適した胞子タンパク質を決定することを目的とす

る。 
 
 
 
 



 

方法 
最初に、70 種類以上あるスポア

コートタンパク質の中でどれが胞

子の表面に局在しているのかを明

らかにする必要がある（Fig. 1）。
しかし、スポアコート内における

それぞれのタンパク質の位置は、

免疫電子顕微鏡など特殊な方法を

用いなくては解析できず、ほとん

ど明らかになっていなかった。そ

こで私は、スポアコートタンパク

質に GFP を融合し、蛍光顕微鏡で

撮影した上で、画像解析と統計処

理を行うことにより、融合タンパ

ク質がスポアコート内のどのくら

い深い位置にあるのか解析する方

法を開発した 1)。そして、これに

より、それまで知られていなかった胞子の最外層を発見した 2,3)。そこでこの手法を

用いて、様々なスポアコートタンパク質の局在を解析し、胞子の最外層に局在し、

外来タンパク質の提示に適した候補タンパク質をスクリーニングした。次に、これ

らのタンパク質に融合された GFP の蛍光を指標として、提示量や安定性を評価した。

また、胞子をバイオリアクターとして利用する場合、基質が栄養源となり胞子が発

芽してしまうと粒子ではなくなってしまうため望ましくない。そこで、発芽能を欠

損させた胞子でも提示された GFP の安定性を評価することにより、アンカーとして

最も有望な胞子タンパク質を決定した。 
 
結果 
枯草菌胞子に局在するタンパク質の位置解析の結果、最も外側に位置していると

考えられるタンパク質を６個ピックアップした。次に、それらのタンパク質に融合

された蛍光タンパク質の安定性を評価した。その結果、CgeA、CotW、CotX、CotZ
の４つのタンパク質によって胞子表面に提示された蛍光タンパク質は、室温や４℃、

水中や乾燥状態など、いずれの条件下でも、胞子表面に安定であった。Fig. 2 に乾

燥胞子の結果の例を示す。アンカータンパク質の種類により、測定開始時の蛍光強

度に差があるものの、23 日間の保管後も全てのタンパク質で開始時の半分以上の蛍

光強度を維持していた。したがって、これらのタンパク質は少なくとも３週間以上

に渡って外来タンパク質を胞子表面に安定に提示できることが示された。また、４℃

と室温で大きな違いが現れなかったことから、胞子表面に提示されたタンパク質は、 



 

 
必ずしも低温で維持されなくても安定であることが示唆された。 
 さらに、本システムをバイオリアクターなどに利用する場合、基質が栄養源であ

ると、胞子が発芽して粒子としての胞子を失ってしまう可能性が考えられる。そこ

で、発芽能を欠損させた胞子でも安定に外来タンパク質を提示できるかを検証した

ところ、発芽に必要な細胞壁分解酵素をコードしている遺伝子 cwlD の破壊株でも、

野生株と同様に数週間は安定に提示できることが確認された。 
 以上の結果より、今回、見出された４つのタンパク質は、胞子表面に外来タンパ

ク質を長期間、安定に提示できることが明らかになり、バイオリアクターとして利

用するためのアンカータンパク質として、非常に有望であることが示された。 
 
結論 
枯草菌胞子の表面に外来タンパク質を室温で、長期間に渡って安定に提示するこ

とができるタンパク質を４種類特定した。これらのタンパク質は、胞子をバイオリ

アクターとして用いる上で、非常に有望なアンカーの候補となる。 
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