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乳酸菌発現系を利用した粘膜ワクチンへの応用展開
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Lactic acid bacteria (LAB) are a group of Gram-positive, and generally recognized as safe bacteria. LAB have been
used as the starter for the fermentation food (i.e., cheese, yoghurt and kimuchi etc.). On the other hand, several studies
of LAB as delivery vehicles have focused on the generation of mucosal vaccine. We have developed novel surface display
system based on PgsA gene, which isolated from Bacillus subtilis chungkookjang. We introduce the Lactobacillus sur-
face display system by using the PgsA anchor protein and its application. HPV oncogene, E7, is a reliable target protein
since E7 is expressed in the CIN lesion. Although many studies have demonstrated these vaccines elicit systemic immune
responses to HPV E6/E7, few studies have shown mucosal immune responses. There is no therapeutic vaccine utilizing
oral administration and there is no clinical trial which addresses cervical mucosal cellular immune responses to the vac-
cine. Our recent progress is production of a mucosal vaccine to treat cervical intraepithelial neoplasia (CIN) that has
potential of cervical cancer. The vaccine is expected to help the vast number of women suŠering from high grade CIN.
Lac-E7 is a candidate for new therapeutic vaccine for cervical intraepithelial neoplasia.

Key words―Lactobacillus; surface display technology; mucosal vaccine; human papillomavirus

1. 免疫抗原運搬体としての乳酸菌の役割

乳酸菌は，Lactobacillus 属，Lactococcus 属，

Pediococcus 属，Leuconostoc 属などに代表される

グラム陽性細菌群であり，ヒトを始め各種動物の口

腔・腸管・粘膜に存在する微生物の 1 つである．ま

た乳酸菌は，古来よりヨーグルトやチーズなどの乳

製品，ぬか漬けやキムチなどの漬物，清酒など酒類

の製造に寄与し，産業上でも重要な微生物と言え

る．このように長期間にわたりヒトに摂取されてき

た乳酸菌はヒトに対する安全性が高いことを示して

いる．1)

乳酸菌に関する研究は，ヒトや動物の健康増進に

おける乳酸菌の有効性を明からにしつつある．2,3)す

なわち乳酸菌は，それ自体が保健効果を示す有用微

生物である．従来から，乳酸菌は整腸剤としての医

薬品用途に使用されているほか，特定保健用食品・

機能性食品へも応用展開されている．4)

このように乳酸菌自体の機能性に着目した研究が

進む一方で，遺伝子組換え技術の進展は，目的タン

パク質を蓄積するような組換え乳酸菌の作出を可能

にしている．5)ヒトに対する安全性が高いこと，経

口摂取が可能なこと，遺伝子組換えにより有用タン

パク質を生産及び蓄積できることから，乳酸菌を有

用タンパク質の運搬体として扱う医薬品開発の発想

が生まれてきた．この一例として抗原を粘膜面へと

運搬する乳酸菌，すなわち乳酸菌ワクチンが挙げら

れる．68)

動物体内に存在する口腔・鼻腔及び腸管などの粘

膜は，動物体内と体外異物・病原微生物との接触面

である．これら腸管・鼻腔を始めとする粘膜組織は

粘膜関連リンパ組織（Mucosa-Associated Lym-

phoreticular Tissue, MALT）と呼ばれるリンパ組織

を持っており，粘膜免疫系を支えている．9,10)その

中でも腸管に存在するリンパ組織は，腸管関連リン

パ組織（Gut-Associated Lymhoid tissue, GALT）と

呼ばれている．GALT はパイエル板（Peyer's

patch），粘膜固有層（Lamina propria mucosae），
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Fig. 1. Advantages of Mucosal Vaccines (A) and Microbial
Cell-surface Display for Mucosal Vaccine Delivery (B)
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粘膜固有層リンパ球（lamina propria lymphocytes），

腸管上皮細胞間リンパ球（IEL），腸管上皮細胞

（Intestinal epithelial cell），クリプトパッチ（Cryp-

topatch）等で構成される．パイエル板はドーム状

の組織として特徴的に観察され，その腸管腔側を覆

う上皮層は外界の異物を積極的に取り込む M 細胞

（Microfold cell）を持つ．M 細胞は腸管内から異物

を取り込んだのち，基底膜側で接触する免疫担当細

胞，例えば樹状細胞（Dendritic cell），B 細胞（B

cell），T 細胞（T cell）などに抗原を受け渡し，そ

の後生体の免疫応答が誘導される．すなわち M 細

胞は，腸管における異物の門戸として機能している．

粘膜免疫学の発展に伴い，粘膜組織に発達する免

疫システムを有効に活用する，「粘膜ワクチン」が

考えられてきた．粘膜ワクチンの利点としては，1)

全身性免疫（液性免疫）と細胞性免疫の両方を誘導

できること，2)経口投与・経鼻投与であり投与スト

レスが低いこと，3)注射器などの医療器具を必要と

せず投与が簡便であること，4)従来の「注射型ワク

チン」のような免疫抗原の高度な精製をかならずし

も必要とせず製造コストを抑制できることが挙げら

れる（Fig. 1）．この粘膜ワクチン開発において，

乳酸菌は，ヒトに対する安全性の高さや遺伝子組換

え可能な微生物であることなど，理想的な抗原運搬

体の 1 つとして注目されている．68,11)

以下では，乳酸菌を抗原運搬体とするための表層

分子ディスプレイ技術と，経口粘膜ワクチン開発へ

の応用について，筆者らの研究開発の具体例を交え

ながら説明する．

2. 翻訳融合による表層分子ディスプレイ

目的タンパク質を微生物の細胞表層に保持させる

ための戦略の 1 つとして，細胞外皮に局在するタン

パク質（又はその一部）をアンカーとして用いた翻

訳融合がある．12,13)このアンカーは，外来タンパク

質を表層に提示させる足場として働き，アンカー・

外来タンパク質翻訳融合体が細胞内膜を通過して外

膜又は細胞壁に付着する機能を担う．表層分子ディ

スプレイ用アンカーとして採用できる細胞外皮局在

タンパク質の例としては，大腸菌 Escherichia coli

由来の PhoE,14) FimH,15) FliC,16) OmpC，17)黄色ブ

ドウ球菌 Staphylococcus aureus 由来のプロテイン

A，18)化膿レンサ球菌 Streptococcus pyogenes 由来

の M6，19)酵母 Saccharomyces cerevisiae 由来の a-

アグルチニン及び Flo120)などが知られている．

乳酸菌における翻訳融合型の表層分子ディスプレ

イは，現在まで Lactobacillus 属，Lactococcus 属，

Staphylococcus 属，Streptococcus 属乳酸菌におい

て，酵素や抗原タンパク質の提示が試みられてき

た．21)これらの試みで利用されたアンカーは，細胞

外皮との結合様式の違いをもとに，次の 5 つに大き

く分けることができる．

1) 細胞膜を貫通するアミノ酸領域を持つ TMS 型

アンカー（例えば，乳酸菌 Lactococcus lactis 由来

のバクテリオシン分泌関連タンパク質 LcnD）．22)

2) 細胞膜脂質と共有結合するリポタンパク質型ア

ンカー（例えば，Lactococcus lactis 由来の推定

ABC トランスポータ結合タンパク質 Nlp1）．23)

3) 細胞壁と保存アミノ酸配列 Lys-Pro-X-Thr-Gly

を共有結合させる LPXTG 型細胞壁アンカー（例
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Fig. 2. PgsA Anchor-mediated Microbial Cell-surface Dis-
play
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えば，黄色ブドウ球菌 Staphylococcus aureus 由来

プロテイン A，18)化膿レンサ球菌 Streptococcus

pyogenes 由来の M6 タンパク質）．19)

4) 細胞壁と特定アミノ酸配列（44 残基）の 3 回繰

り返し領域を非共有結合させる AcmA 型細胞壁ア

ンカー（Lactococcus lactis 由来のペプチドグリカ

ンヒドロラーゼ AcmA）．24)

5) 細胞外皮の最外である S 層（surface-layer）に

配置させる SLP 型アンカー（例えば，Lactobacil-

lus brevis 由来の S-layer タンパク質 SlpA)．25)

このように翻訳融合を介した表面分子アンカリン

グ技術に関する初期の研究は，目的タンパク質を細

胞外皮へ局在させる手法の開発に注力していた．こ

の技術に関する最近の研究は，ワクチンなどの医薬

品開発への応用検討を目指した動物における免疫誘

導を確認するものとなってきた．タイプ 1 型ヒト免

疫不全ウイルス HIV-1 (Human Immunodeˆciency

Virus type1）由来の Env タンパク質 V2-V4 ループ

と LPXTG 型細胞壁アンカーの翻訳融合体を蓄積

する遺伝子組換え乳酸菌が開発され，その組換え乳

酸菌とコレラトキシンアジュバントのマウスへの経

口投与は粘膜免疫及び体液性免疫の反応を誘導でき

た．26)このような経口投与による免疫誘導の結果

は，乳酸菌を抗原運搬体とする経口粘膜ワクチン開

発における表層分子ディスプレイの有用性を示して

いる．表層分子ディスプレイと抗原運搬乳酸菌を技

術基盤とする経口粘膜ワクチン開発は，現在ヒト臨

床応用へとその展開を期待されるようになっている

が，実際に臨床試験へと進むまでには至っていない．

3. 納豆菌由来の表層分子ディスプレイアンカー

PgsA

納豆菌に代表される Bacillus 属細菌は，納豆の粘

り成分であるアミノ酸ポリマー：ポリガンマグルタ

ミン酸を生産する．このポリガンマグルタミン酸の

生産には PgsA, PgsB, PgsC から構成される酵素複

合体が関与している．この酵素複合体は細胞表層に

局在し，ポリガンマグルタミン酸の合成と分泌を担

っている．この酵素複合体の構成要素である PgsA

は，その C 末端へ a-アミラーゼを翻訳融合させた

とき，a-アミラーゼを細胞外へ発現・提示させるこ

とが分かった．27)この細胞表層タンパク質である

PgsA の細胞表層でのトポロジーは現在のところ，

N 末端側と C 末端側にある 2 つの疎水性アミノ酸

領域を細胞膜に貫通させ，その C 末端側を細胞の

表層へ向けて突出させると考えられている（Fig. 2）．

この機能に注目して，PgsA を抗原タンパク質の

細胞表層提示アンカーとして活用できるかどうかを

検討した．28) PgsA の C 末端にブタ流行性下痢病ウ

イルスのヌクレオキャプシドタンパク質など融合す

るように遺伝子組換えを実施した．この融合タンパ

ク質を生産する遺伝子組換え乳酸菌の細胞壁画分の

ウェスタン解析の結果は，目的タンパク質が細胞表

層に提示されていることを示した．この乳酸菌をマ

ウスへ経口投与したとき，マウス血清中に抗原特異

的な抗体価の上昇が観察された．すなわち PgsA

は，抗原タンパク質の表層分子ディスプレイのため

のアンカーとして利用可能であると評価された．ま

た，PgsA はその起源生物が食用微生物であり，病

原微生物でないことも PgsA アンカリングシステム

の特徴の 1 つとして挙げられる．
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Fig. 3. Western Analysis on PgsA-anchored E7 Antigen of
HPV Type16 in a Mucosal Vaccine of Lactobacillus

The western analysis was performed using an anti-E7 mouse IgG as the
primary antibody. Samples are represented as follows: G, crude extracts of a
mucosal vaccine granules of transgenic Lactobacillus accumulating PgsA-E7
fusion protein (approximately 55 kDa in size); W, lyophilized cells of the
wildtype strain; Gs and Ws, centrifuged supernatants of G and W; Gs/IP
and Ws/IP, immuno-precipitants from Gs and Ws. The immuno-
precipitants were obtained in the absence (N) and the presence of antibodies
of anti-E7 mouse IgG (E), non-speciˆc mouse IgG (M), anti-PgsA rabbit
IgG (P) and non-speciˆc rabbit IgG (R). White arrowheads indicate protein
sizes in kDa. As expected, the vaccine granule contained a 55-kDa protein
able to bind to anti-E7 and anti-PgsA antibodies (a black arrow, lane P of
Gs/IP).
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4. PgsA アンカリングを利用した HPV 治療的

ワクチンの開発

PgsA アンカーが乳酸菌による外来タンパク質の

表層分子ディスプレイに有効であることが分かった

ため，筆者らは，この PgsA による表層分子ディス

プレイをヒト用経口粘膜ワクチンの製剤開発への応

用を目指している．具体的な開発事例とする乳酸菌

製剤は，HPV 治療的ワクチン［HPV が原因となる

子宮頸がんの前駆病変，子宮頸部上皮異形成（cer-

vical intraepithelial neoplasm, CIN）に対する治療薬］

である．

子宮頸がんのほとんどがヒトパピローマウイルス

（Human papillomavirus, HPV）感染が原因となっ

ていることは明らかである．HPV 感染者の約 10％

は CIN ステージに移行し，CIN のステージは

CIN1（軽度異形成），CIN2（中等度異形成）及び

CIN3（高度異形成）に分けられる．また，ステー

ジの進行に伴い，がん化に関係するタンパク質であ

る E6 あるいは E7 の発現率及び発現量が次第に増

加することで，子宮頸がんへと進展するとされてい

る．29)現在，海外大手製薬企業から予防的ワクチン

が海外市場に上市され始めているが，HPV 持続感

染のステージにある CIN 患者に対する治療薬は存

在していない．このように CIN 患者は常に子宮頸

がんへ進行するのではないかという不安を抱えたま

ま過ごしているという状況にあると言え，この状況

はわが国に限られた話ではなく，欧米を含む医療先

進国も同様である．本疾患に対する治療用薬剤の開

発については，海外で臨床開発が実施されてきた

が，いまだ上市には至っておらず，世界的にも

HPV 感染に対する治療的ワクチンの開発が望まれ

ている．筆者らは，HPV 治療用ワクチンを開発す

るためには細胞性免疫（Th1 型）を誘導することが

重要であると考えている．そこで，経口投与が可能

である点とともにその免疫誘導機能に着目し，粘膜

面への抗原運搬体として乳酸菌の特性を活用した

「HPV 治療的ワクチン」の開発を進めている．

その開発段階として，PgsA アンカーと HPV16

型由来 E7 タンパク質の融合体（PgsA-HPV16E7，

推定分子量約 55 kDa）を発現する乳酸菌の構築及

び乳酸菌製剤（死菌）の GMP 製造に着手した．

PgsA-HPV16E7 融合体の乳酸菌発現用プラスミド

を構築し，Lactobacillus casei の形質転換細胞を作

製した．この細胞を培養・回収・加熱処理による死

菌化・凍結乾燥の工程後，凍結乾燥粉末として原薬

（治験薬 GMP）を取得した．この原薬を顆粒化し，

カプセル充填した後，治験薬グレードの乳酸菌製剤

（死菌）を製造した．前述の通り，本乳酸菌製剤は

経口を第一の投与ルートと考えているため，消化管

という環境下においても乳酸菌に発現した抗原を保

護する必要があるが，原薬を直接投与した小動物の

試験では，消化管へ抗原維持されたまま送達され，

薬効として細胞性免疫を誘導することを確認してい

る．

また，この乳酸菌カプセル製剤の医薬品開発を進

める過程で，規格構築や薬剤の安定性試験を実施し

ている．その中で製剤顆粒の総タンパク質抽出液と

免疫沈降物のウェスタン解析を実施した結果，

PgsA-HPV16E7 に相当する分子量を示す強いシグ

ナルが観察された（Fig. 3）．すなわちこの乳酸菌

製剤は，PgsA を基盤とする表層分子ディスプレイ
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アンカーと E7 抗原タンパク質の融合体を保持する

ことが分かった．

このように表層分子ディスプレイを用いた本乳酸

菌製剤の特徴としては，死菌化処理と抗原タンパク

質の保持を両立させている点にある．目的タンパク

質を大きく損なわず死菌化させた乳酸菌を GMP 製

剤化したことは，一定の評価ができるだろう．ま

た，これまでに実施した本乳酸菌製剤の非臨床試験

（GLP 非適合）では，原薬に起因する異常はいずれ

の試験においても認められていない．しかし，使用

する抗原並びに組換え体自体の安全性においては十

分な検討が必要であり，この点は今後の課題として

GLP 試験を実施するなど医薬品開発における安全

性データの取得を目指したい．

このように表層分子ディスプレイ乳酸菌を用いた

ヒト用の経口粘膜ワクチンの開発例として，研究開

発を進めてきた，本乳酸菌製剤「HPV 治療的ワク

チン」の臨床応用の進展が興味深く待たれる．

5. まとめ

ヒトに対する安全性が高いこと，経口摂取が可能

なこと，遺伝子組換えにより有用タンパク質を生産

蓄積できることから，乳酸菌を有用タンパク質の運

搬体として扱う医薬品開発の発想が生まれてきた．

そのような乳酸菌の医薬品開発の方向性の 1 つとし

て，粘膜面への抗原運搬体とする経口粘膜ワクチン

がある．この粘膜ワクチンの開発において，翻訳融

合を介した表層分子ディスプレイは，乳酸菌による

抗原の提示手法として有用な方法の 1 つとなってい

る．表層分子ディスプレイと抗原運搬乳酸菌を技術

基盤とする経口粘膜ワクチン開発は，現在まで，臨

床使用に向けた製剤開発へと進展しており，その製

剤の臨床での効果が期待される．
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