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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫原性のあるアミノ酸配列と、粘膜結合性タンパク質のモノマーのアミノ酸配列との
融合タンパク質からなる融合モノマーと、粘膜結合性タンパク質のモノマーのアミノ酸配
列からなる非融合モノマーと、から構成されるヘテロ型５量体。
【請求項２】
　前記免疫原性のあるアミノ酸配列と、前記粘膜結合性タンパク質のアミノ酸配列とが、
リンカー部分を介して結合している請求項１記載のヘテロ型５量体。
【請求項３】
　前記粘膜結合性タンパク質が、エンテロトキシンＢサブユニット又はコレラ毒素Ｂサブ
ユニットである請求項１又は２記載のヘテロ型５量体。
【請求項４】
　前記免疫原性のあるアミノ酸配列が日本脳炎ウイルス外郭タンパク質由来抗原である請
求項１～３のいずれかに記載のヘテロ型５量体。
【請求項５】
　前記融合モノマーが、（１）配列番号１のアミノ酸配列；又は（２）前記アミノ酸配列
に対して１又は数個のアミノ酸の欠失、置換、挿入及び／又は付加を有しかつ日本脳炎ウ
イルス抗原性及び粘膜結合性を有するアミノ酸配列からなる請求項４に記載のヘテロ型５
量体。
【請求項６】
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　請求項１～５のいずれかに記載の融合モノマーと非融合モノマーをコードするか、又は
前記融合モノマーと非融合モノマーのコード配列と相補的な核酸分子。
【請求項７】
　前記融合モノマーをコードするか、又は前記融合モノマーのコード配列と相補的な核酸
分子が配列番号２で示される請求項６に記載の核酸分子。
【請求項８】
　請求項６又は７記載の核酸分子を含み、形質転換宿主中において前記融合モノマーと前
記非融合モノマーを発現できるベクター。
【請求項９】
　請求項８に記載のベクターで形質転換された宿主。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、融合タンパク質を含むヘテロ型５量体を用いた組換えワクチン、特に腸溶性
経口ワクチンに関する。また、本発明は、日本脳炎ワクチンに関する。
【背景技術】
【０００２】
　これまでのワクチン生産は、その殆どがウィルスや細菌の弱毒化や不活化によって行わ
れてきた。しかし、近年の遺伝子組換操作技術の発達により、特定の病原体由来遺伝子の
みを利用した組換えコンポーネントワクチンの可能性が示唆されてきた。現にＢ型肝炎ウ
ィルスに対するワクチンは組換え技術によってつくられたものである。
【０００３】
　しかしながら、粘膜組織に対する親和性の無いコンポーネントワクチン抗原を、直接粘
膜面から投与しても、抗体産生等の抗原特異的免疫応答を誘導することは困難であった。
そこで、粘膜親和性のあるコレラ毒素Ｂ鎖タンパク質（ＣＴＢ）等の粘膜結合性タンパク
質とワクチン抗原とを融合することにより、ワクチン抗原に対する鼻腔や腸管等での粘膜
親和性を格段に向上させることが試みられている（例えば、特許文献１）。しかし、その
ような融合タンパク質には、抗原によっては製造が困難であったり、ワクチンとしての機
能を有効に発揮し得ないものもあった。
【０００４】
　また、これまで、消化管粘膜結合性タンパク質と日本脳炎由来の抗原を結合させた融合
タンパク質であって、日本脳炎のコンポーネントワクチンとして使用可能な抗体産生が確
認できた融合タンパク質は知られていなかった。
【０００５】
【特許文献１】特開平６－２０６９００
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は上記事情に鑑みなされたものであり、生産レベル、精製効率を向上させること
により、工業レベルでの生産を可能とするワクチンを提供することを目的とする。また、
本発明は、日本脳炎のコンポーネントワクチンを提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明によれば以下の核酸分子（ＤＮＡ，ＲＮＡ）、融合タンパク質、５量体、ワクチ
ン等を提供できる。
［１］　免疫原性のあるアミノ酸配列と、粘膜結合性タンパク質のモノマーのアミノ酸配
列との融合タンパク質からなる融合モノマーと、粘膜結合性タンパク質のモノマーのアミ
ノ酸配列からなる非融合モノマーと、から構成されるヘテロ型５量体。
［２］　前記免疫原性のあるアミノ酸配列と、前記粘膜結合性タンパク質のアミノ酸配列
とが、リンカー部分を介して結合している［１］のヘテロ型５量体。
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［３］　前記粘膜結合性タンパク質が、エンテロトキシンＢサブユニット又はコレラ毒素
Ｂサブユニットである［１］又は［２］のヘテロ型５量体。
［４］　前記免疫原性のあるアミノ酸配列が日本脳炎ウイルス外郭タンパク質由来抗原で
ある［１］～［３］のヘテロ型５量体。
［５］　［１］～［４］の融合モノマーと非融合モノマーをコードするか、又は前記融合
モノマーと非融合モノマーのコード配列と相補的な核酸分子。
［６］　［５］の核酸分子を含み、形質転換宿主中において前記融合モノマーと前記非融
合モノマーを発現できるベクター。
［７］　日本脳炎ウイルス外郭タンパク質由来抗原のアミノ酸配列と、粘膜結合性タンパ
ク質のモノマーのアミノ酸配列との融合タンパク質からなる融合モノマーから構成される
ホモ型５量体。
［８］　日本脳炎ウイルス外郭タンパク質由来抗原のアミノ酸配列と、粘膜結合性タンパ
ク質のモノマーのアミノ酸配列からなる融合モノマータンパク質。
［９］　（１）配列番号１のアミノ酸配列；又は（２）前記アミノ酸配列に対して１又は
数個のアミノ酸の欠失、置換、挿入及び／又は付加を有しかつ日本脳炎ウイルス抗原性及
び粘膜結合性を有するアミノ酸配列からなる［１０］の融合モノマータンパク質。
［１０］　［８］又は［９］のタンパク質をコードするか、又は前記タンパク質のコード
配列と相補的な核酸分子。
［１１］　配列番号２で示される［１０］の核酸分子。
［１２］　［１０］又は［１１］の核酸分子を含み、形質転換宿主中において前記融合モ
ノマーを発現できるベクター。
［１３］　［１２］のベクターで形質転換された宿主。
［１４］　［６］又は［１２］のベクターで形質転換された宿主。
［１５］　［１］～［４］のヘテロ型５量体、［７］のホモ型５量体、又は［１４］の宿
主を含むワクチン。
［１６］　腸溶性コーティングされている経口投与可能な［１５］のワクチン。
［１７］　前記腸溶性コーティングがカルシウムを含んでなる［１６］のワクチン。
［１８］　免疫原性のあるアミノ酸配列と粘膜結合性タンパク質のモノマーのアミノ酸配
列との融合タンパク質をコードする遺伝子配列と、粘膜結合性タンパク質のモノマーのア
ミノ酸配列をコードする遺伝子配列を、ベクターの遺伝子に組み込み、
　前記ベクターを形質転換宿主に導入し、
　前記ベクターを発現させて、前記融合タンパク質からなる融合モノマーと、前記モノマ
ーからなる非融合モノマーとから構成されるヘテロ型５量体を生成させ、
　前記宿主から培養液中に分泌された前記ヘテロ型５量体を精製する工程を含むワクチン
の製造方法。
［１９］　［１５］～［１７］のワクチン又は［１４］の宿主を、ヒト又は動物に経口投
与による腸管免疫法。
［２０］　［１５］～［１７］のワクチン又は［１４］の宿主を含む、経口投与による腸
管免疫のための医薬組成物。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明によれば、以下の効果を奏するヘテロ型５量体を提供できる。
（１）融合ワクチン分子の分子量を大幅に拡大できる。融合できる抗原の大きさが拡大し
たことは、抗原の多様性も拡大したといえる。
（２）ヘテロ型５量体の５量体形成効率が向上できる。
（３）ヘテロ型５量体が酵母培養上清へ分泌することにより、ヘテロ型５量体の精製を簡
便化できる。
（４）ヘテロ型５量体を産生・細胞内保持する宿主は、その経口経路での投与法により、
腸管免疫が可能となるため、用途によっては、上記（３）の精製の簡便化すらも必要とせ
ず、直接免疫可能な形態となりうる。
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　さらに、本発明は、ヘテロ型５量体を、酵母発現系以外の植物等の他の発現系で発現さ
せることも可能であり、動物やヒトへの組換え粘膜ワクチンとして有用である。
　また、本発明によれば、日本脳炎のコンポーネントワクチンを提供できる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００９】
　粘膜結合性タンパク質は５つのモノマーから５量体を形成して、その機能を発揮する。
粘膜結合性タンパク質を用いてワクチンを製造するとき、遺伝子工学技術を用いて、「抗
原の遺伝子配列」と「粘膜結合性タンパク質の１つのモノマーの遺伝子配列」が結合した
遺伝子配列をベクターに組み込み、そのベクターで宿主を形質転換し、図１に示すように
、抗原１０とモノマー２０を含む融合タンパク質３０を宿主内で生成させる。融合タンパ
ク質３０は、それに含まれるモノマー２０により、５量体（ホモ型５量体）を形成し、こ
れを投与することにより、ワクチンとして、有効な免疫反応を誘導する。
【００１０】
　しかし、本発明者らは、このように粘膜結合性タンパク質をワクチン抗原の運搬体とし
て用いる方法にはその融合可能なワクチン抗原の分子量に限界があることを見出した。図
２に示すように、分子量の大きい抗原１２がモノマー２０に融合すると、融合タンパク質
３２同士の分子間相互干渉が起こり、５量体形成が阻害される場合がある。５量体が形成
されないと、かかるワクチンを粘膜投与しても、効果的な免疫ができない恐れがある。
【００１１】
　さらに、図１，２に示すように、５量体の５つのモノマー２０にワクチン抗原１０，１
２が融合していると、従来の大腸菌やその他の発現系では、形成された５量体が細胞外に
分泌されず、細胞質内に留まるため、その精製効率が低く、工業的生産が困難である。
【００１２】
　従って、本発明では、「免疫原性のあるアミノ酸配列の遺伝子配列」と「粘膜結合性タ
ンパク質のひとつのモノマーの遺伝子配列」が結合した遺伝子配列と共に、「粘膜結合性
タンパク質のひとつのモノマーの遺伝子配列」を、ベクターに組み込み、そのベクターで
宿主を形質転換する。これらの遺伝子を、酵母等の細胞内で共発現させて、図３に示すよ
うに、「融合タンパク質（融合モノマー）３２」と「抗原１２が融合していないモノマー
（非融合モノマー）２０」を生成させる。この融合モノマー３２と非融合モノマー２０は
、５量体を形成するが、図１，２の５量体と異なり、全てのモノマーに抗原１２が融合し
ていない（ヘテロ型５量体）。従って、５量体形成時の分子間相互干渉を軽減でき、従来
困難だった高分子量の抗原の融合が可能となる。
【００１３】
　このヘテロ型５量体には、５量体を形成するモノマーの種類により、以下の６通りのタ
イプ（Ｉ～ＶＩ）がある。
　　　　　　　　　　Ｉ　　II　 III　　IV　　Ｖ　　VI
　融合モノマー　　　０　　１　　２　　３　　４　　５
　非融合モノマー　　５　　４　　３　　２　　１　　０
　本発明のヘテロ型５量体は、主に、II～Ｖのタイプを含むが、Ｉ，VIのタイプを含んで
いてもよい。
【００１４】
　また、このヘテロ型５量体は、そのコンパクトな分子構造のため、５量体形成効率が促
進されるだけでなく、酵母等の細胞培養液中に大量に分泌される。その結果、その後の組
換え分子の分離・精製が簡便化され、工業レベルでのタンパク生産が可能となる。さらに
、ヘテロ型の融合タンパク質抗原は、ホモ型の融合タンパク質抗原と比べ、その５量体分
子形成効率が著しく促進されるため、宿主細胞内での粘膜免疫原性をもつ５量体の抗原量
が増加する。従って、ヘテロ型５量体を含むワクチンを細胞質内に保持する宿主（植物、
酵母等）の直接の経口投与による腸管免疫法の効果を向上させることが可能となる。
【００１５】
　本発明の融合モノマーの例として、日本脳炎ウイルス外郭タンパク質由来抗原のアミノ
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酸配列と、粘膜結合性タンパク質もモノマーのアミノ酸配列からなる融合モノマータンパ
ク質を挙げられる。
　この融合モノマータンパク質は、例えば配列番号１のアミノ酸配列を有する。この融合
モノマータンパク質は、例えば配列番号２で示される、融合モノマータンパク質をコード
するか、又はこのタンパク質のコード配列と相補的な核酸分子を含むベクターを形質変換
宿主で発現させて生成できる。
【００１６】
　上記の融合モノマータンパク質の機能的誘導体、例えば、上記のアミノ酸配列に対して
１又は数個のアミノ酸の欠失、付加、挿入及び／又は置換を有するアミノ酸配列からなる
タンパク質や、前記アミノ酸配列に対して少なくとも７０％以上、好ましくは８０％以上
、より好ましくは９０％以上の相同性を有するアミノ酸配列からなるタンパク質も、本発
明のタンパク質の特徴的な機能を保持している限りにおいて、本発明に利用可能である。
尚、ここでいうアミノ酸配列の相同性は、プログラムのデフォルトパラメータ（マトリク
ス＝Ｂｌｏｓｕｍ６２；ギャップ存在コスト＝１１、ギャップ拡張コスト＝１）を用いた
検索で、インターネットサイトｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎ／ｍ．ｎｉｈ．ｇｏ
ｖ／ｅｇｉ－ｇｉｎ／ＢＬＡＳＴで実装可能なＢＬＡＳＴＰアルゴリズムによって示され
る陽性のパーセンテージとして定義できる。
　また、上記のタンパク質をコードする核酸分子も、本発明のセンサータンパク質の製造
において有用である。尚、ここでいう核酸分子は、本明細書に具体的に例示されるものの
他、遺伝子コードの縮重により、他の多くのヌクレオチド配列によりコードされることも
可能であり、発現系によっては、その宿主において最も使用頻度が高いコドン等が有利に
用いられ得る。これら縮重配列を有するものも本発明の核酸分子に含まれることはいうま
でもない。
【００１７】
　以下、本発明のヘテロ型５量体について、さらに詳細に説明する。
　本発明に用いる「粘膜結合性タンパク質」は、鼻腔、気道等の呼吸器系粘膜組織、口腔
、食道、胃、十二指腸、小腸、大腸、直腸等の消化器系粘膜、及び膣等の生殖器粘膜に存
在する糖脂質等のレセプターを介して、直接又は間接的に結合する能力をもつタンパク質
抗原のことである。代表的例は、コレラ毒素（ＣＴ）及易熱性腸管毒素（ＬＴ）であり、
これらは、それぞれコレラ菌、及び毒素原性大腸菌（ＥＴＥＣ）によって産生される類似
したタンパク質である。これらは、毒性を有するＡサブユニットと、毒性のないＢサブユ
ニット（ＣＴＢ，ＬＴＢ）から構成されていて、Ａサブユニットの細胞内への侵入は、Ｂ
サブユニットによって促進される。このＢサブユニットは、ＧＭ１－モノシアロガングリ
オシド受容体に結合する。ＧＭ１は、粘膜上皮を含む哺乳動物の様々な組織の表面上に存
在する。これら粘膜結合性タンパク質を抗原と共に、経口的又は経鼻的に投与した場合、
ＢサブユニットのＧＭ１結合性により、抗原の免疫応答が誘導される。
【００１８】
　本発明の「免疫原性のあるアミノ酸配列」は、例えば、ウイルス、細菌、寄生虫等の病
原体由来の抗原で、特に、ヒトや動物の感染防御に重要な抗原決定基を有するアミノ酸配
列である。また、ヒト又は動物の自己免疫疾患に重要な自己抗原でもある。さらに、自己
或いは類似の抗原が感染性のある形態に変性したプリオンタンパク質等も含む。そして、
アレルギー反応の要因となるアレルゲンを含むタンパク質も含む。病原体は、好ましくは
、日本脳炎ウイルス、マラリア等の節足動物媒介性病原体やブタ回虫等の腸管寄生虫等で
ある。自己免疫疾患はインシュリン依存型糖尿病や炎症性リュウマチ等である。プリオン
病はクロイツフェルト・ヤコブ病等である。アレルゲンは、食物アレルギーを起こす抗原
やダニアレルゲン、スギ花粉症のアレルゲン等である。
　本発明で用いる「免疫原性のあるアミノ酸配列」は、免疫応答を正と負の方向の両方に
誘発することができるものである。例えば、液性免疫（抗体応答）や細胞性免疫を活性化
させる正の応答や組織・臓器特異、非特異的炎症反応を抑える負の応答（免疫トレランス
）を誘導することができるものである。
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　エピトープは、ウイルス、細菌、かび、酵母又は寄生虫由来のものを使用することがで
きる。
【００１９】
　「免疫原性のあるアミノ酸配列」の長さは限定されない。しかしながら、この配列は、
ヘテロ型５量体がＧＭ１－ガングリオシドに結合する能力を破壊するものであってはなら
ない。この配列は、２００残基長まで、１５０残基長まで、又は１００残基長までとする
ことができる。長さ６０まで、例えば３０又は２０までのアミノ酸残基の短い配列も使用
することができる。
【００２０】
　本発明の融合モノマーを構成する融合タンパク質は、モノマータンパク質（１２ｋＤａ
）をＮ末側に、任意の抗原タンパク質（～２２ｋＤａ）をＣ末側にもつタンパク質である
。
　「病原体のエピトープのアミノ酸配列」と、「粘膜結合性タンパク質のモノマーのアミ
ノ酸配列」の間に、リンカー部分を設けることができる。このリンカー部分はアミノ酸配
列Ｇｌｙ－Ｐｒｏの４～２０個の反復配列からなる。例えば、４個までの反復配列を置く
ことができる。リンカー部分はモノマーのＣ末端に融合される。
　Ｇｌｙ－Ｐｒｏ反復配列は他のアミノ酸残基が隣接していてもよい。適当なものは、非
荷電非芳香性残基である。４個までのアミノ酸残基、例えば２個のアミノ酸残基又は１個
のアミノ酸残基をＢサブユニットモノマー残基の後、Ｇｌｙ－Ｐｒｏ反復配列の前に配置
することができる。４個までのアミノ酸残基、例えば２個のアミノ酸残基又は１個のアミ
ノ酸残基をＧｌｙ－Ｐｒｏ反復配列の後、病原体のエピトープのアミノ酸配列の前に配置
することができる。
　エピトープのアミノ酸配列は、リンカー部分のＣ末端に融合させることができる。
　融合モノマーは、式（Ｉ）
Ｘ－Ｙ１－（Ｇｌｙ－Ｐｒｏ）ｎ－Ｙ２－Ｚ　（Ｉ）
（式中、ＸはＢサブユニットモノマー残基を表し、Ｙ１及びＹ２はそれぞれ独立にペプチ
ド結合又はアミノ酸残基４個までのアミノ酸配列であり、Ｚはエピトープのアミノ酸配列
を表し、ｎは２、３又は４である）で表すことができる。好ましくは、Ｙ１はロイシン（
Ｌ）であり、Ｙ２はアミノ酸残基、グルタミン酸－イソロイシン（ＥＩ）を意味する。
【００２１】
　「融合モノマーの遺伝子配列」と「非融合モノマーの遺伝子配列」は、好ましくは、同
プラスミドベクター上に並列して存在し、宿主への遺伝子導入法によっては、細胞質内に
環状のまま（プラスミド）で存在するか、核又は葉緑体の染色体中に線状化されて挿入さ
れる。また、「融合モノマーの遺伝子配列」と「非融合モノマーの遺伝子配列」は、真核
生物のモノシストロン的な発現形態で、それぞれが独自のプロモーター・ターミネーター
配列を保持する発現ユニットを形成するか、複数遺伝子の発現に重要なＩＲＥＳのような
リボゾーム結合配列を間に保持してもよいし、原核生物のポリシストロン的な発現形態で
、上記の２種遺伝子がオペロンを形成してもよい。さらに、「融合モノマーの遺伝子配列
」と「非融合モノマーの遺伝子配列」はそれぞれ宿主細胞内に複数コピー存在してもよく
、また、その数の比も１：１である必然性はない。
【００２２】
　融合モノマーと非融合モノマーは、正しくフォールディングされ、５量体に組み立てら
れる。ヘテロ型５量体はＧＭ１－ガングリオシドに結合することが可能で、一方、免疫原
生を有するアミノ酸配列を提供する。従って、このヘテロ型５量体はワクチンとして、特
に、粘膜（経鼻、経口等）投与型ワクチンとして使用することができる。
　ヘテロ型５量体は、ＧＴＰアーゼをＡＤＰ－リボシル化できるエンテロトキシンのＢサ
ブユニットの十分なアミノ酸配列からなり、ＧＭ１－ガングリオシドに結合することが可
能である。
　ヘテロ型５量体はＬＴＢ又はＣＴＢから構成されていてもよい。天然のＢサブユニット
のアミノ酸配列、ＬＴＢ又はＣＴＢは、実際には、１個又は２個以上のアミノ酸の置換、
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挿入又は欠失によって修飾されていてもよい。天然のＢサブユニットに対して作成された
抗体は、そのサブユニットのアミノ酸配列の修飾型からなる融合タンパク質に結合できる
。
　このような修飾アミノ酸配列は、その修飾アミノ酸配列が挿入されたモノマーが、５量
体を形成し、ＧＭ１－ガングリオシドに結合する能力を維持している限り、使用できる。
元の配列の物理化学的性質、例えば電荷密度、親水性／疎水性、サイズ及びコンフィギュ
レーションが保存されていなければならない。置換の候補を単一文字コード（Ｅｕｒ．Ｊ
．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１３８，９－７，１９８４）で示せば、ＧのＡによる置換及びその逆
、ＶのＡ、Ｌ又はＧによる置換、ＫのＲによる置換、ＴのＳによる置換及びその逆、Ｅの
Ｄによる置換及びその逆、ならびにＱのＮによる置換及びその逆を挙げることができる。
　天然のエンテロトキシンＢサブユニットの配列と修飾アミノ酸配列の間のホモロジーの
程度は、８０％もしくはそれ以上、例えば９０％もしくはそれ以上又は９５％もしくはそ
れ以上とすることができる。天然のＢサブユニットのアミノ酸配列は、例えば、いずれか
の末端又は両末端において、アミノ酸残基４個まで又は２個まで、短縮することができる
。即ち、ＬＴＢ又はＣＴＢのＣ末端は、このように短縮することができる。
【００２３】
　本発明のヘテロ型５量体は、組換えＤＮＡ技術によって製造できる。即ち、ヘテロ型５
量体は、宿主を、その宿主中で融合及び非融合モノマーを発現できるベクターで形質転換
する。宿主においてベクターを発現させて、生成したヘテロ型５量体を単離する。
　従って、ヘテロ型５量体の製造はその融合及び非融合モノマーをコードするＤＮＡ配列
の準備状態に依存する。ＤＮＡ配列は、融合及び非融合モノマーが発現される宿主細胞の
細胞質から放出されるように、その５’末端に、融合及び非融合モノマーのリーダーペプ
チドをコードする配列を設けることができる。任意の適当なリーダー配列が使用できる。
しかしながら、通常は、Ｂサブユニットの天然のリーダー配列をコードするＤＮＡが、成
熟Ｂサブユニット残基のアミノ酸配列をコードするＤＮＡのすぐ上流に配置される。
　リンカー部分の残基を特定するコドンの選択は重要である。適当には、コドンの少なく
とも半分は、融合タンパク質を発現する宿主においてアミノ酸残基の対して希なコドンと
する。従って、コドンは、至適コドン、即ちその宿主における使用に際しての第一選択コ
ドンであってはならない。一般的には第二の選択コドンであってもならない。このリンカ
ー部分のコドンの少なくとも７５％、少なくとも９５％又は全てを希なコドンとすること
ができる。大腸菌の場合のこのようなコドンは、Ｓｈａｒｐ　＆　Ｌｉ（１９８６）によ
って報告されている。希なコドンは翻訳時に休止を生じ、これがリンカー部分及びリンカ
ー部分の融合とは独立に、Ｂサブユニットの正しいフォールディングを可能にする。
　このようにして、所望の融合及び非融合モノマーをコードするＤＮＡ配列が得られる。
このＤＮＡ配列が挿入されて、適当な宿主に付与した場合に融合及び非融合モノマーを発
現できる発現ベクターを調製する。そのＤＮＡ配列に適当な転写及び翻訳制御要素、とく
にＤＮＡ配列のためのプロモーター及び翻訳終結コドンが与えられる。ＤＮＡ配列はベク
ター中の翻訳開始及び停止シグナルの間に配置される。ＤＮＡ配列は、そのベクターに適
合した宿主中での融合及び非融合モノマーの発現が可能なように正しいフレームで配置さ
れる。
【００２４】
　本発明に使用するベクターは、融合モノマーと非融合モノマーの塩基配列をコードし、
好ましくは、大腸菌、グラム陽性菌、乳酸菌、酵母、哺乳動物細胞、昆虫細胞、植物等で
の発現が可能な宿主特異的プロモーター・ターミネーター塩基配列を有する遺伝子発現ベ
クターである。
　リンカー部分のコード配列は、免疫原性有するアミノ酸配列をコードする遺伝子の挿入
が可能な制限部位で終わるように選択される。この制限部位は、正しい読み取り枠での遺
伝子の挿入を可能にする。即ち、融合モノマーの遺伝子配列は、タンパク質の翻訳された
時に一本の完全長な１次構造を有する融合タンパク質に翻訳されなければならない。
　ＢサブユニットがＬＴＢである場合には、ＬＴＢを発現できるベクターをまず、ＬＴＢ
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遺伝子（Ｄａｌｌａｓ，１９８３）を適当な転写及び翻訳調節要素の制御下、ベクター中
にクローン化することによって得られる。リンカー部分に相当するオリゴヌクレオチドは
、合成して、ＬＴＢ遺伝子の３’末端に適合させることができる。とくに、リンカー部分
をコードするＤＮＡ配列は、ＬＴＢ遺伝子の３’末端の自然の終結コドンに位置するＳｐ
ｅＩ部位にクローン化できる。生物活性を有するアミノ酸配列をコードする遺伝子は、リ
ンカー部分をコードするＤＮＡ配列の３’末端に適当に配置された制限部位中に同位相で
クローン化することができる。
【００２５】
　上記のベクターにより宿主を形質転換し、この宿主を培養して融合及び非融合モノマー
を発現させる。融合及び非融合モノマーは５量体に自己集合する。任意の適当な宿主－ベ
クター系が使用できる。宿主は原核生物宿主でも、真核生物宿主でもよい。好ましい宿主
として、大腸菌、グラム陽性菌、乳酸菌、酵母、昆虫細胞、哺乳動物細胞、植物細胞、ト
ランスジェニック動物、トランスジェニック植物が挙げられる。さらに、「宿主」は細胞
である必然性は必ずしもなく、適切な翻訳とその後のタンパク質修飾（糖鎖付加やリン酸
化等）が行われる限りにおいて、無細胞発現系でもよい。
　ベクターはプラスミドとすることができる。この場合、細菌又は酵母宿主、例えば大腸
菌もしくはビブリオ種のようなグラム陰性桿菌、又はビール酵母菌（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓ
ｉａｅ）が使用できる。別法として、ベクターはウイルスベクターとすることもできる。
これは、哺乳動物細胞系の細胞、例えばチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞又は
ＣＯＳ細胞にトランスフェクトして使用し、発現させることができる。
　生成されたヘテロ型５量体は単離することができる。本発明では、５量体を形成する５
つのモノマー全てに抗原が融合していないので、細胞質から培養液に分泌される。この培
養液から、ヘテロ型５量体を単離、精製できる。また、宿主の直接の経口投与によっても
腸管免疫を誘導することが可能である。
【００２６】
　精製されたヘテロ型５量体、このヘテロ型５量体を生成した大腸菌の毒素産生株の死菌
、及びこのヘテロ型５量体を生成できる弱毒化生菌ワクチンは、それぞれワクチンとして
使用できる。ワクチンは通常、生理学的に許容される担体又は希釈剤も含有する。慣用の
処方、担体及び希釈剤が使用できる。
　適当な弱毒化生菌ワクチンは、その芳香族生合成経路における２つの別個の遺伝子のそ
れぞれに非復帰突然変異を有する弱毒化微生物とすることができる。このような微生物は
、ＥＰ－Ａ－０３２２２３７に記載されている。典型的な微生物は、例えばサルモネラ属
からの病原細菌、例えばＳ．ｔｙｐｈｉ，Ｓ．ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ，Ｓ．ｄｕｂｌｉ
ｎ又はＳ．ｃｈｏｌｅｒａｓｉｕｓである。
　非復帰突然変異は通常、ａｒｏＡ，ａｒｏＢ，ａｒｏＣ．ａｒｏＤ及びａｒｏＥ遺伝子
の任意の２つに起こすことができる。非復帰突然変異の一つはａｒｏＡ遺伝子中にあるこ
とが好ましい。適当な弱毒化微生物には、融合及び非融合モノマーがその微生物によって
発現されるように、融合及び非融合モノマーをコードする発現カセットを繋留させる。微
生物の世代を通しての確実な発現のためには、発現カセットは、抗生物質選択の不存在下
に、安定に伝えられねばならない。
【００２７】
　ワクチンは任意の経路で投与できる。経口経路、経鼻経路、経気道経路、経膣経路、経
直腸経路又は非粘膜経路、例えば皮下、静脈内もしくは筋肉内投与のいずれを採用するか
の選択、ワクチンの用量及び摂取の頻度は、ワクチン接種の目的、ヒト又は動物のいずれ
が処置されるか、又はワクチンを投与されるヒト又は動物の状態に依存する。
　しかし、通常、ヘテロ型５量体は、経口、経鼻又は非経口経路により、１用量あたり、
１～１０００μｇ、好ましくは１０～１００μｇ投与される。一方、弱毒化Ｓ．ｔｙｐｈ
ｉの場合、通常の経口経路、７０ｋｇの成人患者で、１用量あたりＳ．ｔｙｐｈｉ微生物
１０９～１０１１の投与量が一般に便利である。
　ヘテロ型５量体は、医薬的に許容される担体又は希釈剤を含有する医薬組成物として投
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与するために、医薬組成物に処方することができる。任意の慣用の担体又は希釈剤が使用
さできる。
【００２８】
　本発明のワクチンは、腸溶性コーティングして経口投与できることが好ましい。腸溶性
コーティングすれば、ワクチンが腸管に達して吸収されるまでに、消化液等により分解さ
れるのを防ぐことができる。
　腸溶性コーティングとして、公知のものを使用できるが、特に、カルシウムを含んでな
るものが、費用、安全性等の観点から好ましい。カルシウム微粒子で腸溶性コーティング
する方法は、特開平７－３２８４１６号公報，特開平１０－５５７７号公報，特開平１０
－１５５８７６号公報に記載されているように、カルシウムを油滴の周りに吸着させて殻
を形成し、その後、中の油滴をワクチンに置き換える。
【００２９】
　本発明の経口ワクチン法では、上記のへテロ型５量体を含むワクチン又は、へテロ型５
量体を細胞質内に保持する組換え宿主（植物、酵母等）を、直接経口投与して免疫を誘導
できる。
　また、本発明のワクチンは、粘膜ワクチンとして、家畜動物等の経済動物やペット等の
動物にも応用できる。特に、腸溶剤等に封入する技術と組み合わせて、ヒトに投与するこ
とができる。さらに、ヘテロ型５量体融合遺伝子を含む遺伝子組換え作物による植物ワク
チンの可能性もある。
【００３０】
　また、本発明は、ホモ型５量体の日本脳炎のコンポーネントワクチンを提供するが、そ
の製造方法、ワクチンとしての利用方法等は、製造方法において、日本脳炎ウイルス外郭
タンパク質由来抗原と、粘膜結合性タンパク質のモノマーとの融合タンパク質をコードす
るＤＮＡだけを、ベクターに挿入する他は、上述したヘテロ型５量体と同様である。その
ようなベクターを挿入された宿主は、融合タンパク質だけを生成し、ホモ型５量体を形成
する。
【実施例】
【００３１】
　以下の実施例では、日本脳炎ウィルス外郭タンパク質を抗原として使用したが、本発明
は他の抗原にも適用可能であり、この実施例に限定されない。
【００３２】
実施例１
［ヘテロ型５量体の製造］
　ＪＥＶ ＥＩＩＩの５'プライマー（配列番号３）と３'プライマー（配列番号４）を作
成し、日本脳炎ウイルス分離株（ＪａＯＨ０５６６株）由来のＤＮＡをテンプレートにＰ
ＣＲを行った。ＰＣＲ増幅産物をＥｃｏＲＩ（Ｇ／ＡＡＴＴＣ）で切断・精製した。
　一方、酵母発現ベクターｐＡＯ８１５（インビトロジェン社製、商品名マルチコピーＰ
ｉｃｈｉａ発現キット）にＣＴＢのＤＮＡを挿入した。これを、ＰＣＲ増幅産物と同じく
ＥｃｏＲＩ処理した。
　このＣＴＢ遺伝子を含む酵母発現ベクターｐＡＯ８１５－ＣＴＢに、ＥｃｏＲＩ処理し
たＪＥＶＤＮＡを、融合遺伝子が正しいフレームになるように挿入した。
【００３３】
　ＣＴＢ遺伝子の下流にヒンジ領域をコードする配列を挿入した。融合タンパク質の中で
、ＧＰＧＰの配列がＣＴＢとＪＥＶ　ＥＩＩＩの間に存在することで、両タンパク質部位
の分子間相互干渉を軽減させることが可能となる。また、このことはＣＴＢの５量体形成
に効果的に機能し、融合タンパク質の５量体形成およびそのＧＭ１-ガングリオシド結合
性を獲得する。グリシン（Ｇ）は、２０種のアミノ酸の中で最も小さい側鎖（Ｈ）をもち
、プロリン（Ｐ）は、アミノ基とカルボキシル基との角度が直角であるため、ヒンジとし
て好適である。
【００３４】
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　プラスミドＤＮＡを用いて大腸菌ＸＬ－１－Ｂｌｕｅ株をエレクトロポレーション法で
形質転換し、アンピシリン耐性菌をＬＢ－Ａｍｐ培地で選択した。アンピシリン耐性菌か
らプラスミドベクターを分離し、ＤＮＡ塩基配列解析装置を用いてシーケンスを行った（
ＡＧＴ　ＡＴＧ　ＧＣＡ　ＡＡＴ－［ＣＴＢ］－ＧＧＣ　ＣＣＣ　ＧＧＴ　ＣＣＡ－［Ｇ
ＰＧＰ（リンカー部分）］－ＧＡＡ　ＴＴＣ－［ＥｃｏＲＩ］－ＡＣＣ　ＴＡＴ　ＧＧＣ
　ＡＴＧ－［ＪＥＶ　ＥＩＩＩドメインＮ’末端配列］）。ＤＮＡ塩基配列を配列番号２
に、これにより生成されるアミノ酸配列を配列番号１に示す。配列番号２に示される、１
～３７２までの塩基配列がＣＴＢ由来のものであり、３７３～３８４までの塩基配列がリ
ンカー部分であり、３８５～３９０までの塩基配列がＥｃｏＲＩサイトであり、３９１～
８８２までの塩基配列がＪＥＶ　ＥＩＩＩドメインＮ’末端配列である。
　作成したプラスミドベクターｐＡＯ８１５－ＣＴＢ:ＪＥＶ　ＥＩＩＩをＢａｍＨＩ（
Ｇ／ＧＡＴＣＣ）酵素処理し、ＣＩＡＰ（Calf intestinal alkaline　phosphatase）処
理を行い、精製した。
【００３５】
　同時にプラスミドベクターｐＡＯ８１５－ＣＴＢをＢａｍＨＩ／ＢｇｌＩＩで処理した
後、アガロースゲル電気泳動し、ＣＴＢ発現カセットを含むＤＮＡフラグメントのバンド
をゲルから精製した。
【００３６】
　上記のＣＩＡＰ処理プラスミドベクターｐＡＯ８１５－ＣＴＢ:ＪＥＶ ＥＩＩＩと、Ｃ
ＴＢ発現カセット（ＢａｍＨＩ－ＢｇｌＩＩフラグメント）を含むフラグメントをＴ４
ＤＮＡリガーゼを用いて連結した。
　再度、大腸菌ＸＬ－１－Ｂｌｕｅ株を用いて形質転換した。プラスミドベクターｐＡＯ
８１５－ＣＴＢ:ＪＥＶ ＥＩＩＩ／ＣＴＢを組換え大腸菌から精製し、酵母（Pichia
pastoris ＧＳ１１５株）へ遺伝子導入に導入するため、ＳａｌＩで切断し、精製後１．
５ｋＶでエレクトロポレーションした。１Ｍソルビトールを加え、ＭＤ培地で２８℃で２
～３日培養した。培養後、酵母のコロニーにおいて発現されていることを確認するために
、酵母の培養を行った。ＢＭＭＧ培養液で、３０℃、２５０ｒｐｍで、１６～２４時間前
培養した。次に、ＢＭＭＹ培養液に移し変え、２４時間ごとに１％メタノールを加えて、
３０℃、２５０ｒｐｍで、７２時間培養した。この７２時間の培養後、３０００ｒｐｍで
１０分間遠心し、培養上清と細胞とを分離し、培養上清を得た。
【００３７】
［ヘテロ型５量体の免疫原性］
（ＥＬＩＳＡ解析）
　得られた培養上清についてＥＬＩＳＡ解析を行った。ＧＭ１－ガングリオシド（１００
μｌ／ウェル）Ｏ／Ｎ、４℃でコートし、洗浄後１%ＢＳＡ－ＰＢＳでブロッキング（１
時間）し、培養上清アプライした。洗浄後、１次抗体（抗ＪＥＶ及び抗ＣＴ）１／１００
０（１時間）及び２次抗体（抗ウサギＩｇＧ／ＡＰコンジュゲート：シグマ）１／２００
０（１時間）で洗浄後、呈色反応（ＯＤ４１５ｎｍ）を行った。図４に示すＥＬＩＳＡデ
ータから、抗ＪＥＶ及び抗ＣＴに対して反応する抗原が確認された。
【００３８】
（ウエスタンブロット法）
　さらに、ウエスタンブロット法による解析も行った。アクリルアミドゲル（ゲル濃度１
２．５％）で電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）を２０ｍＡ（定電流）で６０分間を行い、ニ
トルセルロース膜へ転写を１００Ｖ（低電圧）１２０分間ウエットタイプの転写装置で行
った。
【００３９】
　５％スキムミルク／ＰＢＳ－Ｔ、２５℃、６０分でブロッキングを行い、１次抗体（抗
ＣＴ及び抗ＪＥＶ）１／１０００希釈、２５℃、６０分間反応後、洗浄し２次抗体（抗ウ
サギＩｇＧ）１／１０００希釈、２５℃、６０分間反応後洗浄しＤＡＢ染色を行った。抗
ＪＥＶ及び抗ＣＴに反応する融合タンパク質が確認された。図５にウエスタンブロット写
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真を示す。
【００４０】
実施例２
　ＪＥＶとＣＴＢが結合したＤＮＡだけをベクターに挿入した以外は、実施例１と同様に
して、大腸菌に、ＣＴＢ－ＪＥＶ融合タンパク質（ホモ型５量体）を発現させた。
　ＣＴＢ－ＪＥＶ融合タンパク質を発現している大腸菌体を粉砕してＣＴＢ－ＪＥ融合タ
ンパク質を取り出し、カラム精製した。
　この精製菌体（ＣＴＢ－ＪＥＶ融合タンパク質）、ＪＥＶワクチン、精製菌体及びＣＴ
Ｂの混合物、ＪＥＶワクチン及びＣＴＢの混合物を、マウスに経鼻噴霧（ｉ．ｎ．）、腹
こう内（ｉ．ｐ．）に投与した（投与量：１８μｇ／匹、投与回数：４回、各群：４匹）
。また、ネガティブ・コントロール（ＮＣ）として、無処置のマウスと比較した。採血し
て、ＥＬＩＳＡ法により、ＪＥＶ特異的血清ＩｇＧレベルを測定した。結果を図６に示す
。
　図６から、血中におけるＪＥＶに対する抗体誘導が確認された。
【００４１】
　さらに、中和試験により、中和抗体価を測定した。結果を図７に示す。図７と図６の対
応関係は以下の通りである。
図７のCT：JEV E／IIIの○　　図６のCTB：JEV E・III (i.n.)
図７のCT：JEV E／IIIの△　　図６のCTB：JEV E・III+CT (i.n.)
図７のCT：JEV E／IIIの□　　図６のCTB：JEV E・III (i.p.)
図７のJEV vaccineの○　　　　図６のJEV vaccine (i.n.)
図７のJEV vaccineの△　　　　図６のJEV vaccine +CT (i.n.)
図７のJEV vaccineの□　　　　図６のJEV vaccine (i.p.)
　図７から、ＪＥＶに対する中和抗体の誘導が確認された。
【００４２】
実施例３
　ＪＥＶとＣＴＢが結合したＤＮＡだけをベクターに挿入した以外は、実施例１と同様に
して、アグロバクテリウムに、ＣＴＢ－ＪＥＶ融合タンパク質（ホモ型５量体）を発現さ
せた。
　ＣＴＢ－ＪＥＶ融合タンパク質を発現しているアグロバクテリウムの菌体を、経鼻及び
経口で投与し（投与量：経鼻０．１ｇ／匹、経口１ｇ／匹、投与回数：３回、各群：５匹
）、ＥＬＩＳＡ法にて抗ＪＥＶ産生を確認した。結果を表１に示す。コントロールとして
、菌体を投与しないマウスを用いた。
【表１】

　表１のデータから、鼻粘膜及び腸管粘膜から、ＪＥＶに対する抗体誘導が確認された。
【００４３】
参考例１
　実施例１と同様にして、酵母発現ベクターｐＡＯ８１５にＣＴＢのＤＮＡを挿入して、
酵母にＣＴＢを発現させた。
　ＣＴＢを分泌する酵母培養上清よりＣＴＢを粗精製して、カルシウム封入により腸溶加
工した（ＣａｌＳｈｅｌｌ／ＣＴＢ）。また、比較としてリン酸緩衝液を同様にカルシウ
ム腸溶加工した（ＣａｌＳｈｅｌｌ／ＰＢＳ）。これら腸溶加工物及び、組換え酵母をそ
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与回数：５回、各群：４匹）。免疫前、及びこれらの投与後に採血して、ＥＬＩＳＡ法に
より、ＣＴＢ特異的血清ＩｇＧレベルを測定した。結果を図８に示す。
　図８から、血中におけるＣＴＢに対する抗体誘導が確認された。
【産業上の利用可能性】
【００４４】
　本発明のヘテロ型５量体又はホモ型５量体は、ヒト又は動物のワクチンとして利用でき
る。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
【図１】ホモ型５量体を示す図である。
【図２】ホモ型５量体を示す図である。
【図３】ヘテロ型５量体を示す図である。
【図４】実施例１のＥＬＩＳＡデータを示すグラフである。
【図５】実施例１のウエスタンブロット写真である。
【図６】実施例２のＪＥＶ特異的血清ＩｇＧレベルの測定結果を示すグラフである。
【図７】実施例２の中和抗体価の測定結果を示すグラフである。
【図８】参考例１のＣＴＢ特異的血清ＩｇＧレベルの測定結果を示すグラフである。
【符号の説明】
【００４６】
　１０，１２　抗原（病原体のエピトープ）
　２０　モノマー（非融合モノマー）
　３０，３２　融合タンパク質（融合モノマー）

【図１】

【図２】

【図３】
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