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(57)【要約】
【課題】標的抗原を表面発現する死菌化乳酸菌を有効成分とする経口ワクチンの有効投与
量を低減させる製剤技術を提供すること。
【解決手段】平均粒子径２．６８～３０μｍの、病原体抗原を表面発現する死菌化乳酸菌
又はその微粒化物を含む、当該病原体感染性疾患の予防又は治療のための経口製剤。粒子
径２．６８～３０μｍの、標的抗原を表面発現する死菌化乳酸菌又はその微粒化物を含む
、当該標的抗原に対する細胞性免疫を誘導するための経口製剤。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　平均粒子径２．６８～３０μｍの、病原体抗原を表面発現する死菌化乳酸菌又はその微
粒化物を含む、当該病原体感染性疾患の予防又は治療のための経口製剤。
【請求項２】
　病原体が細胞内感染性病原体である、請求項１記載の経口製剤。
【請求項３】
　細胞内感染性病原体がウイルスである、請求項２記載の経口製剤。
【請求項４】
　ウイルスがヒトパピローマウイルスである、請求項３記載の経口製剤。
【請求項５】
　病原体抗原が当該病原体の内部抗原である、請求項１記載の経口製剤。
【請求項６】
　病原体抗原がＥ７である、請求項４記載の経口製剤。
【請求項７】
　当該病原体抗原に対する細胞性免疫を誘導することにより、当該病原体感染性疾患を予
防又は治療する、請求項１記載の経口製剤。
【請求項８】
　平均粒子径２．６８～３０μｍの、標的抗原を表面発現する死菌化乳酸菌又はその微粒
化物を含む、当該標的抗原に対する細胞性免疫を誘導するための経口製剤。
【請求項９】
　標的抗原が病原体抗原である、請求項８記載の経口製剤。
【請求項１０】
　病原体が細胞内感染性病原体である、請求項９記載の経口製剤。
【請求項１１】
　細胞内感染性病原体がウイルスである、請求項１０記載の経口製剤。
【請求項１２】
　ウイルスがヒトパピローマウイルスである、請求項１１記載の経口製剤。
【請求項１３】
　病原体抗原が当該病原体の内部抗原である、請求項９記載の経口製剤。
【請求項１４】
　病原体抗原がＥ７である、請求項９記載の経口製剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、病原体感染性疾患の予防又は治療のための経口製剤に関する。また、本発明
は、標的抗原に対する細胞性免疫を誘導するための経口製剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヒトパピローマウイルス（Human papilloma virus，ＨＰＶ）は世界的に成人の５０％
以上が感染していると推定され、パピローマウイルス中、特にＨＰＶ１６、１８、３１及
び４５の四つのタイプは、８０％以上の子宮頸癌の原因として確認されている（非特許文
献１）。
【０００３】
　世界的に子宮頸癌は、乳癌の次に女性に発生頻度が高い癌であって、世界保健機構によ
ると、毎年世界で５０万人以上の子宮頸癌患者が発生しており、毎年３００，０００人以
上が子宮頸癌によって死亡すると推定されている。特に、開発途上国及び低開発国では女
性死亡の主原因になっている（非特許文献２）。ＩＡＲＣ統計によると、特に慢性感染者
が先進国に比べて、極めて多い開発途上国のＨＰＶ感染を撲滅するため、長期的に最も効
果的な方法はＨＰＶ予防ワクチンを投与することであると報告されている。
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【０００４】
　子宮頸癌に関わるワクチン開発の方法としては、大きく予防ワクチンと治療ワクチンの
二つに焦点が絞られている。予防ワクチンは、ＨＰＶ Ｌ１／Ｌ２抗原タンパク質によっ
て、強い中和抗体が生成されるようにすることによって、宿主がＨＰＶに感染することを
防ぐ目的がある。一方、治療ワクチンは、ＨＰＶ Ｅ６／Ｅ７を対象にするが、特異的な
細胞性免疫を誘導させて、ＨＰＶへの感染は確認されているものの、それ以上に疾病が進
まないようにしたり、或いは既に形成された病斑や悪性腫瘍を退化させることを目的とし
ている。
【０００５】
　ＨＰＶのＥ６／Ｅ７タンパク質はＨＰＶに感染した細胞等の癌化に関わる癌特異抗原で
あるため、子宮頸癌の免疫治療のターゲットとしてＥ６／Ｅ７タンパク質を利用した治療
ワクチン研究が続けられてきた。実際、微生物システムで合成されたＨＰＶ Ｅ６／Ｅ７
タンパク質を、腫瘍細胞を注入したラットに投与した場合、腫瘍形成が阻害されたり遅延
されるとの報告がある（非特許文献３、４及び５）。
【０００６】
　ＨＰＶの感染者が主に低開発国に集中している点を勘案すると、パピローマウイルスに
起因する子宮頸癌の予防及び治療のため、より経済的かつ安定的にＨＰＶに対するワクチ
ンを製造する方法の開発が強く求められている。
【０００７】
　本出願人らは、ＨＰＶのＥ７タンパク質を表面発現させた死菌化乳酸菌を有効成分とす
る子宮頸癌治療ワクチンを開発している。この治療ワクチンは、経口投与により、腸管を
介してＥ７タンパク質を患者へ取り込ませ、子宮頚部においてＥ７タンパク質に対する特
異的な細胞性免疫を誘導し、ＨＰＶに感染してしまった患者（例えば、子宮頸癌前癌病変
ＣＩＮ３を有する患者）が子宮頸癌へ移行しないようにするためのものであり、臨床試験
において優れた安全性及び有効性が示されている（非特許文献６）。
【０００８】
　現在、実施中の探索的臨床試験において、この経口治療ワクチンの有効成分であるＨＰ
ＶのＥ７タンパク質を表面発現させた死菌化乳酸菌の製剤の製造費用は比較的高価であり
、当該探索的臨床試験における投与量（２５０ｍｇを４カプセルを１日一回）を減らして
、現在の有効性と同等の薬効を示すことができれば、製剤原価が安くなり、本治療薬の実
用化が高くなるとともに、患者の経済的負担を減らすことができる。
【０００９】
　一方、経口により摂取された微粒子の腸管を介した体内への取り込みは、当該微粒子の
腸間膜Ｍ細胞透過性により律されている。粒子の大きさが10μｍを超えるとＭ細胞による
貪食は著しく低くなることが知られている（非特許文献７）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Lowy, D. R. et al., Proc. Nat. Acad. Sci., 91:2436, 1994
【非特許文献２】Pisani, P. et al., Int. J. Cancer, 55:891, 1993
【非特許文献３】Gao, L. et al., J. Gen. Viol., 75:157, 1994
【非特許文献４】Meneguzzi, G. et al., Virology, 81:62, 1991
【非特許文献５】Sophie H. et al., Anticancer Res, Jul 2004; 24: 2265 - 2276
【非特許文献６】川名 敬, Medical Tribune 2011年11月3日（VOL.44 NO.44）p.46
【非特許文献７】Tabata Y, Ikada Y. Adv Polym Sci 94:107-141, 1990
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　上記の事情に鑑み、本発明は、標的抗原を表面発現する死菌化乳酸菌を有効成分とする
経口治療ワクチンの有効投与量を低減させる製剤技術を提供することを目的とする。
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【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者は、標的抗原を表面発現する死菌化乳酸菌を破砕し、粒子径を小さくすること
により、腸間膜Ｍ細胞透過性を向上させることができれば、体内への吸収効率が上昇し、
これに伴って抗原特異的細胞性免疫誘導能が上昇し、治療ワクチンの経口投与による有効
量を低減されることができると考えた。予想通り、死菌化乳酸菌をより小さな粒子径にま
で粉砕するほど、腸間膜Ｍ細胞透過性が上昇し、腸間膜Ｍ細胞を透過する標的抗原の量が
増大することがin vitro Ｍ細胞モデルにより確認された。原体である粒子径１７４．２
μｍの死菌化乳酸菌を、粒子径３０μｍや２．６８μｍにまで破砕することにより、経口
投与した場合の抗原特異的細胞性免疫誘導能が向上した。しかしながら、予想外にも、２
．６８μｍを下回る大きさにまで死菌化乳酸菌を微粒化すると、in vitroモデルにおける
腸間膜Ｍ細胞透過性は向上するにもかかわらず、抗原特異的細胞性免疫誘導能が逆に低下
してしまうことを見出した。これらの知見をベースに、更に検討を加え、本発明を完成す
るに至った。
【００１３】
　即ち、本発明は以下に関する。
［１］平均粒子径２．６８～３０μｍの、病原体抗原を表面発現する死菌化乳酸菌又はそ
の微粒化物を含む、当該病原体感染性疾患の予防又は治療のための経口製剤。
［２］病原体が細胞内感染性病原体である、［１］記載の経口製剤。
［３］細胞内感染性病原体がウイルスである、［２］記載の経口製剤。
［４］ウイルスがヒトパピローマウイルスである、［３］記載の経口製剤。
［５］病原体抗原が当該病原体の内部抗原である、［１］記載の経口製剤。
［６］病原体抗原がＥ７である、［４］記載の経口製剤。
［７］当該病原体抗原に対する細胞性免疫を誘導することにより、当該病原体感染性疾患
を予防又は治療する、［１］記載の経口製剤。
［８］平均粒子径２．６８～３０μｍの、標的抗原を表面発現する死菌化乳酸菌又はその
微粒化物を含む、当該標的抗原に対する細胞性免疫を誘導するための経口製剤。
［９］標的抗原が病原体抗原である、［８］記載の経口製剤。
［１０］病原体が細胞内感染性病原体である、［９］記載の経口製剤。
［１１］細胞内感染性病原体がウイルスである、［１０］記載の経口製剤。
［１２］ウイルスがヒトパピローマウイルスである、［１１］記載の経口製剤。
［１３］病原体抗原が当該病原体の内部抗原である、［９］記載の経口製剤。
［１４］病原体抗原がＥ７である、［９］記載の経口製剤。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明によれば、標的抗原を表面発現する死菌化乳酸菌又はその微粒化物の平均粒子径
を２．６８～３０μｍの範囲内とすることにより、経口投与時における当該標的抗原に対
する細胞性免疫誘導能を向上させることができるので、当該死菌化乳酸菌を有効成分とす
る経口ワクチンの有効投与量を低減させることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】非微粒化製剤（平均粒子径１７４．２μｍ）と微粒化製剤（粒子径０．１２μｍ
）中の死菌化乳酸菌の粒径分布を示す。
【図２】微粒化製剤（粒子径２．６８μｍ、０．７７μｍ、０．４９μｍ）中の死菌化乳
酸菌の粒径分布を示す。
【図３】in vitro Ｍ細胞モデルの概念図を示す。
【図４】種々の粒子径のマイクロスフェアのin vitro Ｍ細胞透過性を検討した結果を示
す。
【図５】種々の粒子径の死菌化乳酸菌又はその微粒化物のin vitro Ｍ細胞透過性を検討
した結果を示す。Ｃａｃｏ－２と表示されたバーは、Ｃａｃｏ－２細胞のみを単層培養し
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ており、Ｍ細胞様に変化していない試験系（＝腸間膜のモデル）を示す。Ｃａｃｏ－２／
Ｒａｊｉと表示されたバーは、Ｃａｃｏ－２細胞とＲａｊｉ細胞を共培養することにより
Ｍ細胞様とした試験系（＝Ｍ細胞モデル）を示す。Ｐ＃０２とＰ＃０３は、２回の独立し
た試験に相当する。
【図６】種々の粒子径の死菌化乳酸菌又はその微粒化物のin vitro Ｍ細胞透過性を検討
した結果を示す。左のバーは、４℃における透過性を、右のバーは３７℃における透過性
をそれぞれ示す。
【図７】in vivo免疫誘導能比較試験の群構成と試験スケジュールを示す。
【図８】in vivo細胞性免疫誘導能（ＩＥＬ）の比較結果を示す。群構成は図７と同一で
ある。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明は、平均粒子径２．６８～３０μｍの、標的抗原を表面発現する死菌化乳酸菌又
はその微粒化物を含む、経口製剤を提供するものである。本発明の経口製剤は、当該標的
抗原に対する細胞性免疫を誘導するために使用することができる。標的抗原として病原体
抗原を採用することにより、本発明の経口製剤は、当該病原体感染性疾患の予防又は治療
のために使用することができる。
【００１７】
　標的抗原としては、本発明の経口製剤の投与対象（例えば、ヒト）の免疫系が異物とし
て認識し、獲得免疫反応を誘導するものであれば、特に限定されず、あらゆる物質を用い
ることができる。当該物質としては、ポリペプチド（ペプチド、タンパク質を含む）、糖
脂質、糖、核酸等が挙げられるが、これらに限定されない。本発明の経口製剤は、細胞性
免疫を誘導する活性に優れているので、抗原提示細胞に取り込まれ、プロセシングを受け
た後にＭＨＣクラスＩ上に提示されることにより、細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＤ８Ｔ細胞）上
に発現したＴ細胞受容体（ＴＣＲ）により認識される抗原が、好適に用いられる。一般的
に、細胞傷害性Tリンパ球は、ＭＨＣクラスＩ上に提示されたポリペプチドや糖脂質をＴ
ＣＲを介して認識する。従って、本発明において用いられる標的抗原としては、投与対象
（例えば、ヒト）のＭＨＣクラスＩ上に提示されることにより、投与対象（例えば、ヒト
）の細胞傷害性Ｔリンパ球上のＴＣＲが認識可能なペプチドや糖脂質；投与対象（例えば
、ヒト）の細胞内プロテアソームでの分解により当該ペプチドや糖脂質を生じるタンパク
質、病原体、細胞、又は病原体や細胞の一部（抽出物等）等が好ましい。より好ましくは
、本発明において用いられる標的抗原は、投与対象（例えば、ヒト）のＭＨＣクラスＩ上
に提示されることにより、投与対象（例えば、ヒト）の細胞傷害性Ｔリンパ球上のＴＣＲ
が認識可能なペプチド；又は投与対象（例えば、ヒト）の細胞内プロテアソームでの分解
により当該ペプチドを生じるタンパク質である。
【００１８】
　標的抗原の種類としては、病原体抗原、腫瘍抗原、食物抗原、アレルゲン等を挙げるこ
とができ、特に限定されない。一態様において、標的抗原は病原体抗原である。標的抗原
として、病原体抗原を採用することにより、当該病原体抗原に対する細胞性免疫を効率的
に誘導し、当該病原体感染性疾患を予防又は治療することができる。病原体としては、細
胞外又は細胞内に感染するバクテリア、ウイルス、寄生虫、カビ等を挙げることが出来る
が、特に限定されない。
【００１９】
　本発明の経口製剤は、細胞性免疫を誘導する活性に優れており、また、細胞内感染性病
原体や癌は細胞性免疫により生体から排除されることが知られているので、標的抗原とし
ては、好ましくは、細胞内感染性病原体抗原及び癌化した細胞に関連した抗原（腫瘍抗原
、例えば癌化による変異を含むタンパク質）、より好ましくは細胞内感染性病原体抗原が
用いられる。細胞内感染性病原体による感染症では、主には、細胞性免疫が誘導され、当
該細胞内感染性病原体に感染し、当該病原体抗原をＭＨＣ ＣｌａｓｓＩ上に提示した細
胞を、細胞傷害性Ｔ細胞が殺傷することにより、当該細胞内感染性病原体を生体外へ排除
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する。従って、本発明の経口製剤に用いる抗原として、細胞内感染性病原体抗原を用いる
ことにより、当該抗原に対する細胞性免疫が効率的に誘導され、この誘導された細胞性免
疫による当該細胞内感染性病原体に感染した細胞の排除が促進され、当該細胞内感染性病
原体感染性疾患を予防又は治療し得る。
【００２０】
　細胞内感染性病原体としては、ウイルス；リケッチア、クラミジア、ファイトプラズマ
、マイコプラズマ等の細胞内寄生性のバクテリア；トキソプラズマ、リーシュマニア、マ
ラリア原虫、住血吸虫、ネコブカビ類等の細胞内寄生性の原虫等を挙げることができ、特
に限定されないが、好ましくはウイルスである。
【００２１】
　ウイルスとしては、ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）、ＨＴＬＶ－１、ＥＢＶ、ＨＣ
Ｖ、ＨＢＶ、インフルエンザウイルス、ポリオウイルス、日本脳炎ウイルス、麻疹ウイル
ス、ムンプスウイルス、風疹ウイルス、狂犬病ウイルス、黄熱ウイルス、水痘ウイルス、
ＨＡＶ、デングウイルス、ロタウイルス、パルボウイルス、ＨＩＶ等を挙げることができ
、特に限定されない。一態様において、ウイルスは、ＨＰＶ、ＨＴＬＶ－１、ＥＢＶ、Ｈ
ＣＶ、ＨＢＶ等の発ガンウイルスである。一態様において、ウイルスはＨＰＶである。
【００２２】
　本発明において、標的抗原として病原体抗原を用いる場合、当該病原体抗原として、病
原体の内部抗原及び表面抗原を用いることができる。本発明の経口製剤は、細胞性免疫を
誘導する活性に優れているので、液性免疫の誘導のみによってはアクセスすることのでき
ない内部抗原を病原体抗原として用いた場合であっても、当該内部抗原に対する細胞性免
疫を誘導し、当該内部抗原を提示する細胞を細胞傷害性Ｔ細胞が殺傷することにより、当
該病原体を生体から排除し、当該病原体感染性疾患を予防又は治療することができる。
【００２３】
　一態様において、本発明の経口製剤において、標的抗原としてＨＰＶ抗原が用いられる
。ＨＰＶ抗原としては、Ｅ１、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６、Ｅ７、Ｌ１及びＬ２等が挙げら
れる。これらのＨＰＶ抗原のうち、Ｅ１、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６及びＥ７が内部抗原に
相当する。前記ＨＰＶ抗原のうち、Ｅ６及びＥ７が、細胞性免疫誘導によるＨＰＶ感染性
疾患の治療効果に優れている。
【００２４】
　本発明において、病原体感染性疾患には、病原体への感染、及び当該感染に起因する疾
患や症状が包含される。例えば、ＨＰＶの場合、ＨＰＶの感染；及びＨＰＶ感染に起因す
る前癌病変（子宮頚部上皮内腫瘍（ＣＩＮ））、子宮頸癌、肛門、外陰部、膣癌の一部の
癌と陰茎癌、中咽頭癌、尖圭コンジローマ等が、ＨＰＶ感染性疾患に包含される。
【００２５】
　本発明の経口製剤において用いられる乳酸菌には、ラクトバチルス属、ストレプトコッ
カス属、ラクトコッカス属、エンテロコッカス属及びビフィドバクテリウム属が包含され
る。ラクトバチルス属としては、代表的には、ラクトバチルスアシドフィルス（L. acido
philus）、ラクトバチルスカゼイ（L. casei）、ラクトバチルスプランタラム（L. plant
arum）、ラクトバチルスファーメンタム（L. ferementum）、ラクトバチルスデルブルッ
キー（L. delbrueckii）、ラクトバチルスジョンソニー（L. johnsonii LJI）、ラクトバ
チルスロイテリ（L. reuteri）ラクトバチルスガセリ（L. gasseri）ラクトバチルス・マ
リ(L. mali)、ラクトバチルス・ブヒネリ(L. buchneri)、ラクトバチルス・ガリナラム(L
. gallinarum)、ラクトバチルス・アミロボラス(L. amylovorus)、ラクトバチルス・ブレ
ビス(L. brevis)、ラクトバチルス・ラムノーザス(L. rhamnosus)、ラクトバチルス・ケ
フィア(L. kefir)、ラクトバチルス・パラカゼイ(L. paracasei)、ラクトバチルス・クリ
スパタス(L. crispatus)及びラクトバチルスブルガリクス（L. bulgaricus）等を挙げる
ことができる。ストレプトコッカス属としては、代表的には、ストレプトコッカスサーモ
フィルス（S. thermophilus）、ストレプトコッカスゴルドニー（S. gordonii）等を挙げ
ることができる。ラクトコッカス属としては、代表的には、ラクトコッカスラクティス(L
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. lactis)、ラクトコッカスクレモリス（L. cremoris）等を挙げることができる。エンテ
ロコッカス属としては、代表的には、エンテロコッカスフェカリス（E. faecalis）、エ
ンテロコッカスフェシウム(E. faecium)等を挙げることができる。ビフィドバクテリウム
属としては、代表的には、ビフィドバクテリウムインファンティス（B. infantis）、ビ
フィドバクテリウムビフィダム（B. bifidum）、ビフィドバクテリウムロンガム（B. lon
gum）、ビフィドバクテリウム シュードロンガム（B. psuedolongum）、ビフィドバクテ
リウムブレーベ（B. breve）、ビフィドバクテリウムラクティスＢｂ－１２（B. lactis 
Bb-12）ビフィドバクテリウム・カテヌラータム(B. catenulatum)及びビフィドバクテリ
ウムアドレスセンティス（B. adolescentis）等を挙げることができる。より好ましくは
、ラクトバチルス属が用いられる。
【００２６】
　本発明の経口製剤においては、標的抗原が乳酸菌の表面に発現されている。標的抗原を
乳酸菌等の微生物の表面に発現させる技術は、細胞表面ディスプレイ技術と称され、当業
者に広く知られている。一般的には、バクテリアや酵母などの微生物の表面タンパク質を
表面アンカリングモチーフとして用いて外来タンパク質である標的抗原を微生物の表面に
発現させる。即ち、表面アンカリングモチーフと標的抗原を連結した融合タンパク質を発
現する発現ベクターで、乳酸菌を形質転換することにより、当該標的抗原を表面発現する
乳酸菌を得ることができる。表面アンカリングモチーフは、細胞外膜タンパク質、リポタ
ンパク質、分泌タンパク質、及び鞭毛タンパク質のような表面器官タンパク質の４つに、
大別される。乳酸菌における表面発現のための好適な表面アンカリングモチーフとしては
、バチルス属菌株由来のポリγグルタミン酸の合成複合体遺伝子（ｐｇｓＢ、ｐｇｓＣ、
ｐｇｓＡ、ｐｇｓＢＣＡ、好ましくはｐｇｓＡ）（ＷＯ０３／０１４３６０）等を挙げる
ことができる。標的抗原を乳酸菌等の微生物の表面に発現させる方法については、ＷＯ２
００４／０３５７９５、ＷＯ２００４／１０８９３７、ＷＯ２００５／０７５６５３、Ｗ
Ｏ２００８／１１５０１９、ＷＯ２０１０／０７９９８２、ＷＯ２０１０／０７９９９１
、特開２００７－１３１６１０等を参照のこと。
【００２７】
　標的抗原が表面発現した乳酸菌の培養は、公知の条件又はそれに準じる条件で行うこと
ができる。例えば、グルコ－ス、酵母エキス、及びペプトン等を含む液体培地中で、通常
約２５～４５℃にて、約４～７２時間程度、好気又は嫌気培養し、培養液から菌体を集菌
し、洗浄することにより、標的抗原が表面発現した乳酸菌の湿菌体を得る。
【００２８】
　本発明の経口製剤においては、標的抗原が表面発現した乳酸菌の死菌が用いられる。乳
酸菌の死菌化技術は当該技術分野において周知であり、乳酸菌の生存性を失わせる方法で
あれば特に限定されない。乳酸菌の死菌化の方法としては例えば乳酸菌をエーテル、ホル
マリン、塩素、水銀、アルコール、β－プロピオラクトン等の化学物質で処理して死滅さ
せるか、又は熱、超音波、紫外線、Ｘ線等に曝すことにより死滅させる方法等が挙げられ
る。乳酸菌の死菌化は、乳酸菌の生存性を失わせる一方で、乳酸菌表面上に発現された標
的抗原の抗原性が極力失われず、且つ形質転換に使用されたプラスミドが除去されるよう
に行うことが好ましい。このような観点から、乳酸菌の死菌化は、熱処理により行うこと
が好ましい。特許第４９０２８４５号には、乳酸菌の基本培地に界面活性剤及び炭酸塩を
加え、培養時に培養液のｐＨを６．０～７．０に保持しながら培養した後、熱処理により
死菌化することにより、培養液に存在する生菌を除去し、形質転換乳酸菌の細胞内に存在
する組換え遺伝子含有プラスミドを除去し、且つ免疫機能を強化することが可能な、優れ
た死菌化乳酸菌製剤の製造方法が開示されている。
【００２９】
　本発明の経口製剤は、その有効成分である標的抗原が表面発現した死菌化乳酸菌又はそ
の微粒化物の平均粒子径を２．６８～３０μｍとすることを特徴とする。平均粒子径を２
．６８～３０μｍの範囲内とすることにより、標的抗原を表面発現した死菌化乳酸菌また
はその微粒化物を経口投与した際に、当該標的抗原に対する細胞性免疫を強力に誘導する
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ことが可能となる。
【００３０】
　乳酸菌は、通常、長径が約７μｍの桿菌であるので、死菌化乳酸菌の微粒化物の平均粒
子径は、通常７μｍを下回る。一態様において、本発明の経口製剤に含有される、標的抗
原が表面発現した死菌化乳酸菌の微粒化物の平均粒子径は２．６８μｍ以上、７μｍ未満
である。
【００３１】
　本明細書において、死菌化乳酸菌またはその微粒化物の平均粒子径は、死菌化乳酸菌ま
たはその微粒化物の乾燥製剤の粒子径を、レーザ回析散乱法によって測定される体積基準
粒度分布のメジアン径（ｄ５０）であって、例えばＬＡ－９２０、ＬＡ－９５０Ｖ２（両
機種ともＨＯＲＩＢＡ社製）を用いて測定することができる。性状からレーザ回析散乱法
により粒子径を測定することができない場合には、ＳＥＭ（走査型電子顕微鏡）による画
像から、粒子径を測定してもよいが、両方の方法により測定可能な場合には、レーザ回析
散乱法による測定結果が優先される。
【００３２】
　本明細書において微粒化物とは、死菌化乳酸菌を破砕又は分散することにより得られる
産物を意味する。
【００３３】
　死菌化乳酸菌の破砕又は分散方法は、特に限定されず、死菌化乳酸菌の乾燥物を、乾式
粉砕・分散してもよいし、死菌化乳酸菌の湿菌体を、湿式破砕・分散してもよい。表面発
現させた標的抗原へのダメージを抑制する観点から、乾式粉砕・分散が好ましい。
【００３４】
　死菌化乳酸菌の乾燥方法は、当業者に周知であり、特に限定されないが、例えば、噴霧
乾燥、凍結乾燥等を挙げることができる。
　噴霧乾燥の場合、例えば、死菌化乳酸菌を溶媒に分散して菌体分散液とする。溶媒は、
当業界で用いられる公知の溶媒を用いてよいが、水が好ましい。また、所望によりエタノ
ールを加えてよい。上記菌体液には、さらに顆粒化剤、懸濁剤、保護剤、賦形剤、結合剤
、崩壊剤、静電気防止剤、緩衝剤、分散剤、安定化剤、界面活性剤など当業界で一般に用
いられている添加剤を通常の配合割合で添加してもよい。この菌体分散液を、噴霧乾燥装
置による乾燥操作に付すことにより、死菌化乳酸菌の乾燥物を得ることができる。乾燥物
は、乾燥された個々の死菌化乳酸菌、又は乾燥された死菌化乳酸菌の集合物であり得る。
【００３５】
　死菌化乳酸菌の乾式粉砕・分散は、ビーズミル、ボールミル、ジェットミル等の当業者
に公知の方法により、実施することができる。ビーズミルとは、ベッセルの中へビーズを
充填しておき、中央の回転軸を回転させることによりビーズに動きを与え、ここへ原料を
送り込み、ビーズですりつぶすことにより、原料の破砕、分散を行う方法である。ボール
ミルとは、ポットの中にボール及び原料を入れ、ポットを回転させる事により、ボールの
落下衝撃で、原料の破砕、分散を行う方法である。ジェットミルとは、原料を高圧に加圧
し、微細ノズルから高速噴射させることによって、噴射の際の粒子同士または硬質部材へ
の衝突や、ノズル通過及び対向流により生じる剪断力、又は噴流キャビテーションによる
衝撃力で、原料の破砕、分散を行う方法である。死菌化乳酸菌の微粒化の方法は特に限定
されないが、表面発現させた標的抗原へのダメージを抑制する観点から、ビーズミルが好
ましい。ビーズミルによる微粒化は、例えば、スターミル（アシザワ・ファインテック社
）等の市販の装置により実施することができる。
【００３６】
　本発明の経口製剤は、慣用手段によって、有効成分である粒子径２．６８～３０μｍの
、病原体抗原を表面発現する死菌化乳酸菌又はその微粒化物を、賦形剤、結合剤、崩壊剤
、滑沢剤等の医薬として許容される担体と配合して、錠剤（舌下錠、口腔内崩壊剤を含む
）、カプセル剤（ソフトカプセル、マイクロカプセル、シームレスカプセルを含む）、散
剤、顆粒剤、丸剤、懸濁剤、トローチ剤、シロップ剤、乳剤等に製剤化することにより製
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造することができる。これらの製剤は、速放性製剤、除放性製剤、腸溶剤などの放出制御
製剤であってもよい。使用される医薬として許容される担体は特に限定されるものではな
い。賦形剤としては、例えば乳糖、コーンスターチ、白糖、ブドウ糖、マンニトール、ソ
ルビトール、結晶セルロース、二酸化ケイ素等が挙げられる。結合剤としては、例えばポ
リビニルアルコール、ポリビニルエーテル、エチルセルロース、メチルセルロース、アラ
ビアゴム、トラガント、ゼラチン、シェラック、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロ
キシプロピルメチルセルロース、ヒドロキシプロピルスターチ、ポリビニルピロリドン等
が挙げられる。崩壊剤としては、例えば澱粉、寒天、ゼラチン末、結晶セルロース、炭酸
カルシウム、炭酸水素ナトリウム、クエン酸カルシウム、デキストリン、ペクチン、カル
ボキシメチルセルロース・カルシウム、低置換度ヒドロキシプロピルセルロース、クロス
カルメロースナトリウム、部分α化デンプン等が挙げられる。滑沢剤としては、例えばス
テアリン酸マグネシウム、タルク、ポリエチレングリコール、シリカ、硬化植物油等が挙
げられる。
【００３７】
　本発明の経口製剤の投与対象は、哺乳動物であり、例えば、ヒト、イヌ、ネコ、ウシ、
ウマ、ブタ等が挙げられ、好ましくはヒトである。
【００３８】
　本発明の経口製剤を病原体感染性疾患（例、ＨＰＶ感染に起因する子宮頸癌）の予防の
ために用いる場合、当該病原体（例、ＨＰＶ）に感染するおそれのある哺乳動物（例、ヒ
ト）に対して、本発明の経口製剤が投与される。本発明の経口製剤を病原体感染性疾患（
例、ＨＰＶ感染に起因する子宮頸癌）の治療のために用いる場合、当該病原体に感染した
患者や当該病原体に感染し、且つそれに起因する疾患を発症した患者に対して、本発明の
経口製剤が投与される。本発明の経口製剤は、細胞性免疫を効率よく誘導する効果に優れ
ているため、特定の病原体（例、ＨＰＶ）へ感染しているが、当該感染に起因する疾患や
症状（例、子宮頸癌前癌病変や子宮頸癌）を未だ発症していない患者に対して、本発明の
経口製剤を投与することにより、当該感染に起因する疾患を発症することを効果的に防ぐ
ことができる。或いは、特定の病原体（例、ＨＰＶ）の感染に起因する疾患の初期段階（
例、子宮頸癌前癌病変）の患者に対して、本発明の経口製剤を投与することにより、当該
感染に起因する疾患の進行（例、子宮頸癌への移行）を効果的に防ぐことができる。本発
明において、特定の病原体へ感染しているが、当該感染に起因する疾患を未だ発症してい
ない状態から、当該感染に起因する疾患や症状を発症することを防ぐこと、及び特定の病
原体の感染に起因する疾患の初期段階から、それ以降の段階への進行を防ぐことは、「病
原体感染性疾患の治療」に包含される。また、本発明の経口製剤を、対象哺乳動物（例、
ヒト）へ投与することにより、当該対象哺乳動物において、当該標的抗原に対する細胞性
免疫を誘導することができる。
【００３９】
　一態様において、本発明の経口製剤は、ＨＰＶのＥ７を表面発現する死菌化乳酸菌又は
その微粒化物を含む、ＨＰＶ感染性疾患の予防又は治療のための経口製剤を提供する。本
態様の経口製剤を、ＨＰＶへ感染しているが、ＨＰＶ感染に起因する子宮頸癌前癌病変又
は子宮頸癌を未だ発症していない患者に対して投与することにより、子宮頸癌前癌病変又
は子宮頸癌の発症を効率的に防ぐことができる。また、本態様の経口製剤を、ＨＰＶ感染
に起因する子宮頸癌前癌病変を有する患者へ投与することにより、子宮頸癌前癌病変から
子宮頸癌への移行を効果的に防ぐことができる。
【００４０】
　本発明の経口製剤の投与量は、標的抗原の種類、標的とする病原体の種類、対象疾患、
患者の年齢や状態などの条件に応じて適宜選択可能であるが、例えば、ヒトパピローマウ
イルス感染性疾患（即ち、子宮頸癌）の治療を目的として、ヒトパピローマウイルス抗原
（例えばＥ７）を表面発現する死菌化乳酸菌又はその微粒化物を有効成分として含む、本
発明の経口製剤を投与する場合、ヒト１人に対して、１回あたりの投与量は、死菌化乳酸
菌又はその微粒化物の乾燥重量として、例えば、１０ｍｇ～１０ｇであるが、ヒトパピロ
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ーマウイルス感染性疾患の治療が可能な限り、この範囲に限定されない。粒子径が約１７
４．２μｍの死菌化乳酸菌を有効成分とする経口製剤は、１回あたりの投与量１ｇで、優
れた子宮頸癌治療効果を奏しているところ、本発明の経口製剤においては、死菌化乳酸菌
又はその微粒化物の粒子径を２．６８～３０μｍとすることにより、細胞性免疫の誘導能
が向上しているので、１ｇを下回る投与量（例えば、その１／２～１／１０の投与量）で
、同等の子宮頸癌治療効果を奏することが期待できる。本発明の経口製剤は、繰り返し免
疫による標的抗原に対する細胞性免疫の増強のため、１～３日に１回の頻度で１～４週間
に亘り、複数回投与することが好ましい。
【実施例】
【００４１】
　以下に実施例を示して、本発明をより詳細に説明するが、これらは単なる例示であって
、本発明の範囲を何ら限定するものではない。
【００４２】
［参考例１］
　以下の実施例で使用した死菌化乳酸菌製剤の製造方法は以下の通りである。即ち、YAKU
GAKU ZASSHI 129(11) 1327-1332 (2009)に記載された方法によりＨＰＶのＥ７を表面発現
した乳酸菌（ラクトバチルスカゼイ）を調製した。この乳酸菌を特許第４９０２８４５号
に記載した方法を用いて死菌化することによりＥ７を表面発現する死菌化乳酸菌を得た。
当該死菌化乳酸菌を凍結乾燥した。この凍結乾燥した死菌化乳酸菌の粒子径を、ＳＥＭに
より計測したところ、粒子径が３０μｍであった。この凍結乾燥した死菌化乳酸菌に、顆
粒化剤としてヒプロメロース及びステアリン酸マグネシウムを添加し、顆粒化することに
より、メジアン粒子径１７４．２μｍの顆粒剤を得た。
［実施例１］
乳酸菌ワクチンの微粒子化１
　現行の製剤はメジアン粒子径１７４．２μｍの顆粒剤であるが、これを微粒化するため
の条件検討を行った。
　アシザワ・ファインテック社のスターミル（一般的にはビーズミルと言われる）を用い
て粉砕条件の検討を行った。経時的にサンプリングし粒子径を測定したところ、１４．４
～２．５μｍ（メジアン径）の粒子が得られ、最終的には、メジアン粒子径０．１２μｍ
の微粒子を得ることができた（図１）。微粒子化前後での抗原（Ｅ７）タンパク量を、サ
ンドイッチＥＬＩＳＡにて測定したところ、それぞれ４．０および３．６ｍｇ／ｇ　ｏｆ
　ｐｏｗｄｅｒであり、微粒化工程による抗原タンパクへのダメージはほとんど認められ
なかった。
　以上から、抗原タンパクを減らすことなく、Ｅ７を表面発現する死菌化乳酸菌を微粒化
することに成功した。
　尚、メジアン粒子径は、ＬＡ９５０Ｖ２（ＨＯＲＩＢＡ社製）を用い、エタノールを分
散媒として、レーザ回析散乱法により測定した。
【００４３】
［実施例２］
乳酸菌ワクチンの微粒子化２
　実施例１の微粒化では、粒子径１７４．２μｍの顆粒剤を開始試料としたが、これには
顆粒化剤としてヒプロメロース及びステアリン酸マグネシウムが添加されている。そこで
、添加剤を含まない乳酸菌の凍結乾燥品を開始試料として、スターミルによる微粒子化を
行った。開始試料のメジアン粒子径は３０μｍであり、これを粉砕することにより９．１
７～０．４９μｍ（メジアン径）の種々のサイズの死菌化乳酸菌の微粒子を得ることがで
きた（図２）。微粒化物のメジアン径は、実施例１と同様に、ＬＡ９２０（ＨＯＲＩＢＡ
社製）を用いて、レーザ回析散乱法により測定した。また、開始試料のメジアン径は、Ｓ
ＥＭ（走査型電子顕微鏡）による画像に基づき計測した。
【００４４】
［実施例３］
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Ｍ細胞透過性の検討
　小腸バイエル板Ｍ細胞からの取り込みは、粒子径が小さくなると著しく増加することが
知られている。これを確認するため、Eur J Pharm Sci 25: 455-465, 2005に準じてin vi
tro Ｍ細胞モデルを用いた透過性試験を行った（図３）。
　Ｍ細胞モデル構築の確認、および、粒子径による透過性比較のため、蛍光標識したマイ
クロスフェア（粒子径０．２、０．５、および、１．０μｍ）を用いた検討を行った。Ｃ
ａｃｏ－２細胞単層培養と比較して、Ｃａｃｏ－２細胞／Ｒａｊｉ細胞の共培養（Ｍ細胞
モデル）では、マイクロスフェアの透過性が高くなることが示され、３７℃での透過性が
高くなることからＭ細胞のトランスサイトーシスによる取り込みが示されたことよりＭ細
胞様のモデルが構築できたことが確認された。また、このモデルを用いた粒子径による透
過性比較の結果、１μｍ未満の粒子径では、透過性が高くなる傾向が示唆された（図４）
。
【００４５】
　マイクロスフェアによる検討結果を参考にして、微粒子化した乳酸菌を用いて同様の実
験を行った。まず、顆粒剤（メジアン粒子径１７４．２μｍ）と、顆粒剤から微粒子化し
た試料（メジアン粒子径０．１２μｍ）の透過性検討では、０．１２μｍの微粒子化した
試料の透過性が有意に高くなることが確認された（図５）。
【００４６】
　次に、顆粒剤を含まない凍結乾燥試料（３０μｍ）とそれを微粒子化した試料（２．６
８μｍ、０．７７μｍ、０．４９μｍ）の透過性検討では、１７４．２μｍ、３０μｍの
大きな乳酸菌粒子はＭ細胞モデルの透過性は低く、一方、２．６８μｍ、０．７７μｍの
粒子についてはＭ細胞のトランスサイトーシスによる取り込みにより透過性が高くなるこ
とが確認された。さらに０．４９μｍまで微粒子化すると、著しい透過性の亢進が認めら
れた（図６）。
【００４７】
[実施例４]
in vivo免疫誘導能試験
　乳酸菌ワクチンの粒子径および投与用量による免疫誘導能に対する影響を検証した（図
７）。マウスに、１、２、４、８週目に各５回／週で、Ｅ７を表面発現する死菌化乳酸菌
を経口投与した。９週目に解剖し、小腸からＩＥＬ（腸管上皮細胞間リンパ球）、脾臓か
ら脾臓細胞を分離した。ＥＬＩＳｐｏｔ　Ａｓｓａｙにより、Ｅ７刺激時のＩＦＮγ産生
細胞数を測定した（図８）。現行製剤（メジアン粒子径１７４．２μｍ）と比較して、メ
ジアン粒子径３０μｍおよび２．６８μｍの死菌化乳酸菌（又はその微粒化物）において
細胞性免疫の指標であるＩＦＮγ産生細胞数は高い値を示した。一方、メジアン粒子径０
．７７および０．４９μｍの死菌化乳酸菌の微粒化物では、産生細胞数の増加は認められ
なかった。
　Ｍ細胞からの取り込みはサブミクロンレベルで高くなることが実証されているが、ｉｎ
　ｖｉｖｏでの免疫誘導試験でサブミクロンレベルに微粒子化した乳酸菌ワクチンにおい
て十分な免疫誘導が確認されなかった。
【産業上の利用可能性】
【００４８】
　本発明によれば、標的抗原を表面発現する死菌化乳酸菌又はその微粒化物の粒子径を２
．６８～３０μｍの範囲内とすることにより、経口投与時における当該標的抗原に対する
細胞性免疫誘導能を向上させることができるので、標的抗原を表面発現する死菌化乳酸菌
を有効成分とする経口ワクチンの有効投与量を低減させることができる。
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