
(57)【要約】

治療的活性化合物および標的配列または栄養細胞タンパ

ク質をコードする一つ以上の遺伝構築物を含む遺伝暗号

により遺伝子改変された胞子(芽胞)を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
治 療 的 活 性 化 合 物 お よ び 標 的 配 列 ま た は 栄 養 細 胞 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 一 つ 以 上 の 遺 伝
構 築 物 を 含 ん だ 遺 伝 暗 号 に よ り 遺 伝 子 改 変 さ れ た 胞 子 。
【 請 求 項 ２ 】
治 療 的 活 性 化 合 物 が 、 抗 原 ま た は 医 薬 若 し く は 抗 原 ま た は 医 薬 の 前 駆 物 質 で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ３ 】
遺 伝 構 築 物 が キ メ ラ 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ４ 】
胞 子 が バ シ ラ ス 属 ま た は ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 属 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ３ の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ５ 】
遺 伝 子 改 変 が 遺 伝 子 構 築 物 を 含 ん だ ベ ク タ ー を 用 い た 母 細 胞 の 形 質 転 換 、 次 い で 母 細 胞 に
よ る 請 求 項 １ か ら の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 の 生 産 の 誘 発 に よ っ て な さ れ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ６ 】
遺 伝 子 構 築 物 が 一 ま た は 複 数 の 誘 発 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 、 プ ロ モ ー タ ー ま た は 強 力 な プ ロ
モ ー タ ー ま た は 改 変 プ ロ モ ー タ ー の 各 々 ま た は 個 々 独 立 の 制 御 下 に あ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ７ 】
遺 伝 子 構 築 物 が エ ン ハ ン サ ー 要 素 ま た は そ れ に 結 合 し た 上 流 ア ク チ ベ ー タ ー 配 列 を 有 す る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 ６ に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ８ 】
遺 伝 子 構 築 物 が 誘 発 可 能 な 発 現 系 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ９ 】
胞 子 が ヒ ト ま た は 動 物 の 身 体 の 腸 管 の 十 二 指 腸 及 び ／ 又 は 空 腸 で 発 芽 す る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ か ら ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
治 療 的 活 性 化 合 物 が 使 用 時 に 免 疫 応 答 を 誘 発 す る よ う に 適 応 さ れ る 抗 原 で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ か ら ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
抗 原 が 少 な く と も 破 傷 風 毒 素 断 片 Ｃ ま た は 易 分 性 毒 素 Ｂ サ ブ ユ ニ ッ ト の 断 片 で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
タ ン パ ク 質 が 細 胞 障 壁 に て 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら １
１ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
タ ン パ ク 質 が 栄 養 細 胞 で 常 時 発 現 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら １ ２ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
タ ン パ ク 質 が OppAま た は rrnOで あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
タ ン パ ク 質 が 栄 養 細 胞 で 間 欠 的 に 発 現 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら １ ２ の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
タ ン パ ク 質 が 可 溶 性 細 胞 質 栄 養 細 胞 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら 請 求
項 １ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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タ ン パ ク 質 が rrnＯ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ８ 】
可 溶 性 細 胞 質 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 構 築 物 の 全 体 ま た は 一 部 が シ グ ナ ル 配 列 を 含 む こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ ６ ま た は １ ７ に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ９ 】
シ グ ナ ル 配 列 が 栄 養 細 胞 の 特 定 部 分 に 治 療 的 活 性 化 合 物 を 標 的 に す る よ う に 適 応 さ れ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら １ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
シ グ ナ ル 配 列 が 分 泌 （ 好 ま し く は 能 動 的 分 泌 、 よ り 好 ま し く は Ｉ 型 、 Ｉ Ｉ 型 ま た は Ｉ Ｉ Ｉ
型 分 泌 )の た め の 、 ま た は 栄 養 細 胞 に よ る 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ （ 好 ま し く は グ リ コ シ ル 化
） の た め の 治 療 的 活 性 化 合 物 に 向 け ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ２ １ 】
治 療 的 活 性 化 合 物 が 生 物 学 的 前 駆 物 質 の 形 質 転 換 が 可 能 な 一 又 は 複 数 の 酵 素 で あ る 抗 原 前
駆 物 質 で あ っ て 、 発 芽 時 に 、 前 記 一 又 は 複 数 の 酵 素 が 発 現 さ れ 、 前 記 生 物 学 的 前 駆 物 質 の
形 質 転 換 に よ り 一 又 は 複 数 の 抗 原 を 合 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ２ ０ の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
生 物 学 的 前 駆 物 質 が ホ ル モ ン 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 、 鎮 痛 剤 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
治 療 的 活 性 化 合 物 が タ ン パ ク 質 、 ワ ク チ ン ま た は エ ン ド ル フ ィ ン で あ る 医 薬 で あ る 請 求 項
１ か ら ２ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
医 学 的 症 状 が 好 ま し く は 炎 症 、 疼 痛 、 ホ ル モ ン の ア ン バ ラ ン ス 及 び ／ 又 は 腸 の 障 害 で あ る
、 医 学 的 症 状 の 治 療 の た め に 使 用 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ２ ３ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 １ か ら ２ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 少 な く と も 二 つ の 異 な る 胞 子 を 含 む 組 成 物 で あ
っ て 、 前 記 少 な く と も 二 つ の 異 な る 胞 子 が 少 な く と も 二 つ の 異 な る 治 療 的 活 性 化 合 物 を 発
現 す る こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
組 成 物 が 更 に 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 ま た は 担 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ５ に
記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
製 薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 ま た は 担 体 に 結 合 し た 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ２ ４ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 胞 子 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
医 学 的 症 状 が 好 ま し く は 炎 症 、 疼 痛 、 ホ ル モ ン の ア ン バ ラ ン ス 及 び ／ 又 は 腸 の 障 害 で あ る
、 医 学 的 症 状 の 治 療 に 使 用 す る た め の 請 求 項 ２ ５ か ら ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
医 学 的 症 状 が 好 ま し く は 炎 症 、 疼 痛 、 ホ ル モ ン の ア ン バ ラ ン ス 及 び ／ 又 は 腸 の 障 害 で あ る
、 医 学 的 症 状 の 治 療 に 用 い る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 請 求 項 １ か ら ２ ４ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 胞 子 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
a)処 置 を 必 要 と す る ヒ ト ま た は 動 物 に 請 求 項 １ か ら ２ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 を 投
与 し 、
　 b)前 記 胞 子 が 腸 管 に て 栄 養 細 胞 に 発 芽 し 、
　 c)前 記 栄 養 細 胞 が 処 置 で 用 い る た め の 治 療 的 活 性 化 合 物 を 発 現 す る ス テ ッ プ を 含 む 医 療
方 法 。
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【 請 求 項 ３ １ 】
胞 子 が 経 口 、 鼻 腔 内 ま た は 直 腸 で 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 胞 子 (芽 胞 )の 発 芽 に 関 し 、 特 に バ シ ラ ス 属 の 菌 の 胞 子 お よ び 該 胞 子 の 使 用 に 関
す る が 、 該 胞 子 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 感 染 は ヒ ト 集 団 に お い て 死 亡 の 主 要 原 因 で あ る 。 過 去 100年 間 、 公 衆 衛 生 に 最 も 寄 与 し
た も の は 衛 生 設 備 お よ び ワ ク チ ン 接 種 の 二 つ で あ り 、 こ の 二 つ に よ り 感 染 症 に よ る 死 亡 が
激 減 し た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 更 に 改 良 し た ワ ク チ ン 接 種 法 の 開 発 が 常 に 最 重 要 な 課 題 と な っ て い る 理 由 は い く つ か あ
る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 第 一 に 、 主 に 粘 膜 面 を 介 し て 身 体 に 侵 入 す る 病 原 菌 に 対 し て 、 よ り 高 度 な 免 疫 を 提 供 す
る た め で あ る 。 通 常 、 ワ ク チ ン は 非 経 口 投 与 さ れ る 。 し か し 、 疾 患 の 多 く は 主 な 侵 入 口 と
し て 胃 腸 (GI)管 を 利 用 す る 。 従 っ て 、 コ レ ラ や 腸 チ フ ス は 、 病 原 菌 で あ る チ フ ス 菌 (Salmo
nella　 typhi)や コ レ ラ 菌 (Vibrio　 cholera)が 摂 取 さ れ 、 次 に 粘 膜 上 皮 (GI管 内 側 を 覆 う
部 分 )に て コ ロ ニ ー 形 成 (V.cholera)し 、 ま た は 粘 膜 上 皮 に 渡 っ て 転 移 (S.typhi)す る こ と
に よ り 発 症 す る 。 同 様 に 、 TB(結 核 )は 初 め に 結 核 菌 (Mycobacterium　 tuberculosis)に よ
る 肺 感 染 に よ り 発 症 す る 。 注 射 に よ る 免 疫 で は 顕 著 な IgG反 応 を 含 む 血 清 反 応 (体 液 性 免 疫
)が 生 じ 、 こ れ は 感 染 予 防 に 対 し 有 効 性 が 最 も 低 い 。 こ れ が 、 ワ ク チ ン の 多 く が 部 分 的 に
し か 有 効 で な か っ た り 、 そ の 予 防 期 間 が 短 か っ た り す る 理 由 の 一 つ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 第 二 に 、 注 射 針 を 用 い な い 投 与 経 路 を 提 供 す る た め で あ る 。 現 在 の ワ ク チ ン 接 種 プ ロ グ
ラ ム の 最 大 の 問 題 は 、 少 な く と も 1回 、 注 射 が 必 要 な こ と で あ る 。 破 傷 風 ワ ク チ ン を 例 に
挙 げ る 。 予 防 効 果 は 10年 間 継 続 す る が 、 小 児 は 当 初 3回 注 射 を 受 け 、 引 続 き 5年 毎 に 追 加 免
疫 を 受 け る こ と に な っ て い る 。 先 進 国 で は 「 注 射 の 恐 怖 」 の た め に 追 加 免 疫 を 受 け な い よ
う に す る 人 が 多 い 。 対 照 的 に 、 破 傷 風 に よ る 死 亡 率 が 高 い 発 展 途 上 国 で は 、 再 利 用 さ れ た
り 、 殺 菌 処 理 を 施 し た り し な い 注 射 針 を 使 用 す る こ と に 問 題 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 第 三 に 、 安 全 性 を 向 上 さ せ 、 有 害 な 副 作 用 を 最 小 限 に す る た め で あ る 。 ワ ク チ ン の 多 く
は 非 病 原 性 (弱 毒 化 )に し た 、 生 き て い る 生 物 、 ま た は 何 ら か の 方 法 で 不 活 化 さ れ た 生 物 か
ら な る 。 原 則 的 に こ れ は 安 全 で あ る と 考 え ら れ て い る が 、 よ り 安 全 な 方 法 を 開 発 し な け れ
ば な ら な い こ と を 示 す 根 拠 が あ る 。 例 え ば 、 1949年 に (京 都 事 件 )68人 の 小 児 が 汚 染 さ れ た
ジ フ テ リ ア ワ ク チ ン を 受 け て 死 亡 し た (Health誌 、 1996)。 同 様 に 、 1995年 の Cutter事 件 で
は 105人 の 小 児 が ポ リ オ を 発 症 し た 。 ポ リ オ ワ ク チ ン が ホ ル マ リ ン に よ り 適 正 に 不 活 化 さ
れ て な か っ た こ と が 判 明 し た 。 他 の 多 く の ワ ク チ ン 、 例 え ば MMR(麻 疹 ・ 風 疹 ・ 流 行 性 耳 下
腺 炎 )ワ ク チ ン や 百 日 咳 ワ ク チ ン (Health誌 、 1996)は 、 副 作 用 の 風 評 に 曝 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 第 四 に 、 保 存 施 設 お よ び 輸 送 施 設 の 不 足 に よ り 有 効 な 免 疫 プ ロ グ ラ ム 妨 げ ら れ て い る 発
展 途 上 国 に 対 し 、 経 済 的 な ワ ク チ ン を 提 供 す る た め で あ る 。 ワ ク チ ン を 輸 入 し な け れ ば な
ら な い 発 展 途 上 国 で は 、 ワ ク チ ン は 適 正 に 保 存 ・ 配 給 さ れ る こ と が 想 定 さ れ て い る 。 ワ ク
チ ン を 冷 蔵 し 、 適 正 な 衛 生 条 件 に 維 持 す る た め の 関 連 費 用 は 、 発 展 途 上 国 に は 多 大 で あ る
。 経 口 ポ リ オ ワ ク チ ン や BCGワ ク チ ン の よ う な 一 部 の ワ ク チ ン は 、 2～ 8℃ に て 一 年 間 し か
存 続 し な い (Health誌 、 1996)。 周 囲 温 度 に て 無 期 限 に 保 存 可 能 な 強 固 な ワ ク チ ン の 必 要 性
は 、 発 展 途 上 国 に と っ て 今 や 最 優 先 課 題 で あ る 。 こ の 種 の ワ ク チ ン は 耐 熱 性 で あ り 、 温 度
お よ び 乾 燥 の 大 き な 変 動 に 耐 え 得 る こ と が 理 想 で あ る 。 最 後 に 、 生 産 が 容 易 な ワ ク チ ン で
あ れ ば 発 展 途 上 国 に 多 大 な 利 点 が 得 ら れ 、 発 展 途 上 国 に お い て 生 産 可 能 性 が あ る 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 栄 養 細 胞 に 発 芽 し た と き に 薬 物 を 生 成 す る よ う に 遺 伝 子 改 変 さ れ た 胞
子 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 治 療 的 活 性 化 合 物 お よ び 標 的 配 列 ま た は 栄 養 細 胞 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 、 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 構 築 物 を 含 む 遺 伝 暗 号 に よ り 遺 伝 子 改 変 さ れ た 胞 子 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 利 点 は 、 ワ ク チ ン 投 与 に 胞 子 を 用 い て 注 射 の 必 要 性 、 お よ び 発 展 途 上 国 に お け
る 注 射 針 に 関 連 す る 問 題 が 解 消 さ れ る こ と で あ る 。 加 え て 、 胞 子 は 安 定 し て お り 、 熱 お よ
び 乾 燥 に 対 し て 耐 性 を 有 す る た め 、 発 展 途 上 国 に お け る ワ ク チ ン 保 存 の 問 題 を 克 服 で き る
。 胞 子 は 生 産 が 容 易 で あ り 、 低 コ ス ト で 生 産 可 能 で あ る た め 、 本 発 明 に 基 づ く ワ ク チ ン 生
産 は 経 済 的 に な り 、 最 終 的 に は 非 病 原 菌 と し て 、 ま た 経 口 プ ロ バ イ オ テ ィ ッ ク と し て 現 在
使 用 さ れ て い る こ と か ら 、 枯 草 菌 (Bacillus　 subtilis)を 用 い る こ と に よ り 、 現 在 利 用 で
き る ワ ク チ ン よ り 安 全 な ワ ク チ ン 系 と な る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 更 な る 利 点 は 、 胞 子 が 粘 膜 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と で あ る 。 こ れ に よ
り ワ ク チ ン 接 種 は 、 例 え ば S.typhi,V.choleraお よ び M.tuberculosisの よ う な 粘 膜 病 原 菌
に 対 し て よ り 効 果 的 と な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 粘 膜 面 に 送 達 さ れ た ワ ク チ ン は 、 粘 膜 経 路 を 介 し て 感 染 す る 疾 患 に 対 抗 す る の に よ り 効
果 的 で あ ろ う 。 ワ ク チ ン 投 与 の 粘 膜 経 路 に は 経 口 、 鼻 腔 内 及 び ／ 又 は 直 腸 経 路 が あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 更 な る 利 点 は 、 前 記 胞 子 が 動 物 に 投 与 さ れ る と 、 前 記 胞 子 は 栄 養 細 胞 に 発 芽 し
、 前 記 栄 養 細 胞 は 前 記 キ メ ラ 遺 伝 子 を 発 現 し 、 前 記 キ メ ラ 遺 伝 子 は 前 記 抗 原 に 対 し て 免 疫
応 答 を 誘 発 す る べ く 、 前 記 薬 物 お よ び 前 記 タ ン パ ク 質 を 含 む こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 更 な る 利 点 は 、 B.subtilis細 胞 を 用 い て 粘 膜 免 疫 が 実 現 可 能 な こ と で あ る 。 粘
膜 の 食 細 胞 (マ ク ロ フ ァ ー ジ ／ 樹 状 細 胞 )と の 相 互 作 用 能 を 高 め る た め に 、 B.subtilis細 胞
を 操 作 し な け れ ば な ら な い と 想 定 さ れ て い た 。 こ の 想 定 は 、 異 種 抗 原 提 示 を 用 い る 一 部 の
ワ ク チ ン 系 が 、 抗 原 送 達 に (乳 酸 菌 (Lactobacilli)ま た は 連 鎖 球 菌 (Streptococci)の よ う
な )コ ロ ニ ー 形 成 細 菌 を 用 い る と い う 事 実 に 基 づ い て い る 。 米 国 特 許 第 5,800,821号 で は 、
粘 膜 と の 相 互 作 用 を 促 進 す べ く 、 B.subtilis細 胞 に ペ ス ト 菌 (Yersinia　 pestis)侵 襲 タ ン
パ ク 質 (Inv)を 発 現 さ せ る 必 要 性 が 明 確 に 記 載 さ れ た 。 本 発 明 で は こ の 想 定 は 根 拠 が な く
、 不 必 要 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 好 ま し く は 、 治 療 的 活 性 化 合 物 は 抗 原 ま た は 薬 物 、 ま た は 抗 原 も し く は 薬 物 の 前 駆 物 質
で あ る 。 好 ま し く は 、 遺 伝 子 構 築 物 は キ メ ラ 遺 伝 子 で あ る 。 好 ま し く は 、 胞 子 は バ シ ラ ス
ま た は ク ロ ス ト リ ジ ウ ム の 胞 子 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 当 業 者 に は 周 知 の 標 準 的 方 法 に よ り 、 キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー を 用 い 、 母 細 胞 の 形
質 転 換 に よ り 遺 伝 子 改 変 を 行 い 、 次 に 母 細 胞 を 誘 発 し て 本 発 明 に 基 づ く 胞 子 を 生 成 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 遺 伝 子 構 築 物 は 、 一 つ ま た は 複 数 の 誘 発 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 、 プ ロ モ ー タ ー ま た は 強 力
な プ ロ モ ー タ ー ま た は 改 変 プ ロ モ ー タ ー の 各 々 ま た は 別 々 の 制 御 下 に あ り 得 る 。 遺 伝 子 構
築 物 は 、 一 つ 以 上 の エ ン ハ ン サ ー 要 素 も し く は 上 流 ア ク チ ベ ー タ ー 配 列 お よ び そ れ に 関 連
す る 同 類 物 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 遺 伝 子 構 築 物 は 誘 発 可 能 な 発 現 系 を 含 み 得 る 。 誘 発 可 能 な 発 現 系 と は 、 前 記 胞 子 が 栄 養
細 胞 に 発 芽 す る と き に 、 例 え ば pHま た は 薬 剤 の よ う な 外 部 刺 激 に 曝 さ れ な け れ ば 治 療 的 活
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性 化 合 物 が 発 現 さ れ な い よ う な 発 現 系 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 一 般 的 に 、 胞 子 は 腸 管 で 発 芽 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 胞 子 は 腸 管 の 十 二 指 腸 及 び ／ 又 は
空 腸 で 発 芽 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 遺 伝 暗 号 は DNA及 び ／ 又 は cDNAを 含 み 得 る 。 遺 伝 暗 号 と い う 用 語 は 、 コ ド ン 使 用 の 縮 重
を 包 含 す る よ う に 意 図 さ れ て い る と 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 意 外 で あ る が 、 経 口 投 与 前 に 胞 子 を 発 芽 さ せ る た め に 初 回 抗 原 刺 激 を す る 必 要 が な い こ
と が 判 明 し て い る 。 こ れ は 特 に バ シ ラ ス 属 の 胞 子 に 当 て は ま る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 投 与 前 に 胞 子 を 熱 不 活 化 し な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 栄 養 細 胞 は 胞 子 か ら の 発 芽 後 に の み キ メ ラ 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る 。 こ れ は 、 例 え ば 栄 養
状 態 で の み 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 膜 関 連 タ ン パ ク 質 OppA)の 遺 伝 構 築 物 を 有 す る
抗 原 の 遺 伝 構 築 物 を 作 製 す る こ と に よ り 実 現 さ れ 得 る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 胞 子 コ ー ト タ ン
パ ク 質 で は な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 ま し く は 、 抗 原 は 少 な く と も 破 傷 風 毒 素 断 片 Cま た は 易 分 性 毒 素 Bサ ブ ユ ニ ッ ト の 断 片
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 に よ り 、 抗 原 は 免 疫 応 答 を 誘 発 す る よ う に ヒ ト ま た は 動 物 の 身 体 に 曝
さ れ る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し く は 、 抗 原 は 使 用 時 に 免 疫 応 答 を 誘 発 す る よ う に 適 合 さ れ た 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 使 用 タ ン パ ク 質 は 栄 養 状 態 で の み 発 現 さ れ る 任 意 の タ ン パ ク 質 で よ い 。 タ ン パ ク 質 は 細
胞 障 壁 で 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 で よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 細 胞 障 壁 で 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 と い う 場 合 、 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 の い ず れ か で 、 細 胞
膜 で 、 ま た は 細 胞 膜 に 関 連 し て 発 現 さ れ る 任 意 の タ ン パ ク 質 (リ ポ タ ン パ ク お よ び 糖 タ ン
パ ク を 含 む )を 意 味 し 、 細 胞 膜 と 一 体 化 し て 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 、 細 胞 膜 周 辺 腔 内 ま た
は 細 胞 壁 の 外 部 の い ず れ か で 細 胞 壁 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 、 ま た は 細 胞 壁 と 一 体 化 し て 発
現 さ れ る タ ン パ ク 質 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ の 態 様 に よ り 、 胞 子 は 経 口 投 与 さ れ て 抗 原 を 送 達 す る こ と が 可 能 に な る 。 ま た 、 胞 子
は 鼻 腔 内 ま た は 直 腸 経 路 を 介 し て 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 抗 原 は 異 な る 栄 養 細 胞 タ ン パ ク 質 を 有 す る キ メ ラ で よ い 。 一 つ 以 上 の 異 な る 栄 養 細 胞 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 構 築 物 を 有 す る 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 構 築 物 を 有 す る こ と に よ
り 、 抗 原 を 時 間 的 に 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 薬 物 は 常 時 発 現 さ れ る 栄 養 細
胞 タ ン パ ク 質 、 例 え ば OppAま た は rrnO、 を 有 す る キ メ ラ と し て 発 現 可 能 で あ る た め 、 抗 原
を 常 時 「 投 与 」 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 構 築 物 は 、 間 欠 的 に 発 現 さ れ る 栄 養 細 胞 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 遺 伝 構 築 物 を 有 し て も よ く 、 従 っ て 、 キ メ ラ の 発 現 と 同 時 に 前 記 キ メ ラ は 時 間 調 整
し た 薬 物 投 与 が 可 能 で あ る 。 薬 物 を コ ー ド す る 遺 伝 構 築 物 は 、 当 初 に 高 濃 度 で 発 現 さ れ る
が 、 そ の 後 時 間 の 経 過 と と も に 濃 度 低 下 す る 栄 養 細 胞 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 構 築 物 を 有 し て も
よ く 、 従 っ て 、 発 現 時 に キ メ ラ は 初 回 に 抗 原 を 高 用 量 に て 投 与 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 時 間 的 投 与 は 、 例 え ば 一 つ 以 上 の 上 記 遺 伝 構 築 物 を 用 い る こ と に よ り カ ス タ マ イ ズ 可 能
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 、 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 構 築 物 は 、 可 溶 性 細 胞 質 栄 養 細 胞 タ ン パ ク 質 、 例 え ば rrnO
、 を コ ー ド す る 遺 伝 構 築 物 を 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 抗 原 が 可 溶 性 細 胞 質 タ ン パ ク 質 を 有 す る キ メ ラ と し て 発 現 さ れ る と き 、 前 記 可 溶 性 細 胞
質 タ ン パ ク 質 は 受 動 的 機 序 (例 え ば 拡 散 )に よ り 、 引 続 く 分 泌 の た め に 細 胞 膜 周 辺 腔 に キ メ
ラ 全 体 を 標 的 に す る よ う に 機 能 し 得 る 。 ま た 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 能 動 的 機 序 、 例 え ば Ｉ
型 、 Ｉ Ｉ 型 ま た は Ｉ Ｉ Ｉ 型 に よ り 、 分 泌 の た め に キ メ ラ を 標 的 に し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 可 溶 性 細 胞 質 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 構 築 物 は 、 全 部 ま た は 一 部 が シ グ ナ ル 配 列 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 第 二 の 態 様 に 基 づ き 、 本 発 明 は 抗 原 お よ び シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 構 築 物 を 含 む
遺 伝 暗 号 に よ り 遺 伝 子 改 変 さ れ た 胞 子 を 提 供 し 、 前 記 シ グ ナ ル 配 列 は 栄 養 細 胞 の 特 定 部 分
に 前 記 抗 原 を 標 的 に す る よ う に 適 合 さ れ る 。 例 え ば 、 シ グ ナ ル 配 列 は 分 泌 、 例 え ば 能 動 的
分 泌 (Ｉ 型 、 Ｉ Ｉ 型 ま た は Ｉ Ｉ Ｉ 型 分 泌 )の た め に 、 ま た は 栄 養 細 胞 に よ る 翻 訳 後 プ ロ セ シ
ン グ 、 例 え ば グ リ コ シ ル 化 の た め に 、 薬 物 に 指 示 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 栄 養 細 胞 は 腸 管 に て 溶 解 し 、 続 い て キ メ ラ と し て 抗 原 を 放 出 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 抗 原 が 栄 養 細 胞 障 壁 タ ン パ ク 質 と と も に 発 現 さ れ る と き 、 一 般 的 に 抗 原 は 栄 養 細 胞 の 直
近 に お い て 免 疫 系 に よ る 局 所 免 疫 応 答 を 誘 発 し 得 る 。 ま た 、 抗 原 が 細 胞 質 で 発 現 さ れ 、 引
続 き 栄 養 細 胞 が 溶 解 し 抗 原 を 放 出 し 、 ま た は 抗 原 が 栄 養 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ る と き 、 一 般
的 に 前 記 抗 原 は 栄 養 細 胞 の 直 近 部 よ り も 広 範 な 領 域 で 拡 散 免 疫 応 答 を 誘 発 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に 基 づ く 胞 子 は 、 生 物 学 的 前 駆 物 質 の 形 質 転 換 が 可 能 な 一 つ 以 上 の 酵 素 を 含 む よ
う に 遺 伝 子 操 作 さ れ る こ と に よ り 、 発 芽 時 に 前 記 一 つ 以 上 の 酵 素 が 発 現 さ れ 、 前 記 生 物 学
的 前 駆 物 質 の 形 質 転 換 に よ り 一 つ 以 上 の 抗 原 を 合 成 し 得 る 。 例 え ば 、
　 a)生 物 学 的 前 駆 物 質 、 例 え ば ホ ル モ ン の 処 理 に よ る 。 ホ ル モ ン は 栄 養 細 胞 で 発 現 さ れ る
キ メ ラ タ ン パ ク 質 、 例 え ば 細 胞 障 壁 タ ン パ ク 質 で よ く 、 こ れ が 活 性 化 す る た め に は 引 続 き
プ ロ セ シ ン グ が 必 要 で あ る (即 ち 、 酵 素 開 裂 部 位 を 介 し て の 細 胞 か ら の 放 出 )。 ま た は 、
　 b)非 タ ン パ ク 質 化 合 物 、 例 え ば 利 用 可 能 な 生 物 学 的 前 駆 物 質 か ら 合 成 さ れ た ス テ ロ イ ド
ホ ル モ ン お よ び 鎮 痛 剤 の 生 合 成 も し く は プ ロ セ シ ン グ 、 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ の 活 性 薬 剤 へ
の プ ロ セ シ ン グ に よ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 更 な る 態 様 に 基 づ き 、 本 発 明 は 本 発 明 に 基 づ く 胞 子 を 提 供 し 、 前 記 胞 子 は キ メ ラ 遺 伝 子
と し て 薬 物 お よ び 栄 養 細 胞 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 構 築 物 を 含 む
遺 伝 暗 号 に よ り 遺 伝 子 改 変 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 薬 物 は 一 つ 以 上 の 、
　 a)酵 素 、 抗 原 、 抗 体 、 ホ ル モ ン ま た は 代 謝 性 前 駆 物 質 を 含 む タ ン パ ク 質
　 b)ワ ク チ ン
　 c)エ ン ド ル フ ィ ン お よ び 同 類 物
で よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 更 な る 態 様 に 基 づ き 、 本 発 明 は 本 発 明 に 基 づ き 、 医 学 的 症 状 の 治 療 に 用 い ら れ る 胞 子 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 更 な る 態 様 に 基 づ き 、 本 発 明 は 本 発 明 に 基 づ く 、 少 な く と も 二 つ の 異 な る 胞 子 を 含 む 組
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成 物 、 お よ び 任 意 に 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 提 供 し 、 前 記 少 な く と も 二 つ の 異 な る 胞
子 は 少 な く と も 二 つ の 異 な る 抗 原 ま た は 薬 物 を 発 現 し 、 こ れ は 特 に 医 学 的 症 状 の 治 療 に 用
い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 更 な る 態 様 に 基 づ き 、 本 発 明 は 本 発 明 に 基 づ き 、 医 学 的 症 状 の 治 療 の た め の 薬 物 の 製 造
に お い て 、 胞 子 の 使 用 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 第 三 の 態 様 に 基 づ き 、 本 発 明 は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 ま た は 担 体 に 結 合 し た 、 本 発
明 に 基 づ く 胞 子 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 妥 当 な 担 体 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 更 な る 態 様 に 基 づ き 、 本 発 明 は 本 発 明 に 基 づ き 、 医 学 的 治 療 の 方 法 に 用 い ら れ る 組 成 物
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 医 学 的 症 状 の 治 療 に 用 い ら れ る 薬 物 の 製 造 に お い て 、 本 発 明 に 基 づ く 組 成 物 の
使 用 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 医 学 的 治 療 法 は 医 学 的 症 状 、 例 え ば 疾 患 の 治 療 、 ま た は ワ ク チ ン 投 与 を 含 む で あ ろ う 。
本 発 明 に よ る 治 療 の た め の 医 学 的 症 状 は 、 例 え ば 炎 症 、 疼 痛 、 ホ ル モ ン の ア ン バ ラ ン ス 及
び ／ 又 は 腸 の 障 害 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 更 な る 態 様 に 基 づ き 、 本 発 明 は 医 学 的 治 療 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、
　 a)本 発 明 に 基 づ く 胞 子 を 、 医 学 的 治 療 を 必 要 と す る ヒ ト ま た は 動 物 に 経 口 投 与 し 、
　 b)前 記 胞 子 が 腸 管 に て 栄 養 細 胞 に 発 芽 し 、
　 c)前 記 栄 養 細 胞 が 医 学 的 治 療 用 の 治 療 的 活 性 化 合 物 を 発 現 す る ス テ ッ プ
を 含 む 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は 添 付 図 を 参 照 す る 単 な る 例 示 に よ り 記 述 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 以 下 の 非 限 定 的 実 施 例 を 参 照 し て 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
（ 実 施 例 １ ）
組 換 え 遺 伝 子 の 構 築
　 次 の 例 で は 組 換 え 遺 伝 子 の 構 築 に oppA遺 伝 子 を 用 い て い る 。 こ の 遺 伝 子 は よ く 研 究 さ れ
て お り 、 オ ペ ロ ン の 一 部 を 形 成 す る 。 OppAは オ リ ゴ ペ プ チ ド ・ パ ー ミ ア ー ゼ に よ る 初 期 の
ペ プ チ ド 取 込 み の た め の 受 容 体 と し て 作 用 す る 。 B.subtilisに お け る OppAタ ン パ ク 質 は よ
く 発 現 さ れ 、 応 答 能 お よ び 胞 子 形 成 に 関 与 す る (SpoOKと 呼 ば れ る )。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 細 胞 質 膜 に お い て 遺 伝 子 配 列 が oppAの 3’ 末 端 に 融 合 す る と 、 組 換 え タ ン パ ク 質 (タ ン パ
ク 質 X)の 発 現 が 可 能 に な り 、 OppAタ ン パ ク 質 Xは 膜 の 外 面 に 露 出 し た C末 端 ド メ イ ン (融 合
ド メ イ ン を 保 有 )と と も に 膜 中 に 凝 集 す る 。 グ ラ ム 陽 性 菌 で は 、 こ れ は 抗 原 が 膜 と ペ プ チ
ド グ リ カ ン 壁 と の 間 の 腔 に 露 出 さ れ る と い う こ と で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 oppAは 胞 子 形 成 に 関 与 す る た め 、 こ の タ ン パ ク 質 に 対 す る 改 変 は 無 処 置 コ ピ ー に 対 し て
ト ラ ン ス に 行 わ な け れ ば な ら な い 。 即 ち 、 染 色 体 に 一 コ ピ ー の oppAを 無 処 置 の 状 態 に し て
お か な け れ ば な ら な い 。 こ の た め に 、 amyE座 (ア ミ ラ ー ゼ を コ ー ド )を 用 い て キ メ ラ 遺 伝 子
を 運 搬 す る 。 従 っ て 、 oppA-genXキ メ ラ は 、 通 常 の 染 色 体 位 置 に て 無 処 置 oppA遺 伝 子 (お よ
び opp座 )を 保 有 す る 細 胞 の amyE座 に 配 置 さ れ る 。 ま た 別 の 座 に thrCが あ り 、 こ れ に 対 し て
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ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー が 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 好 適 な 実 施 例 に お い て 、 グ ラ ム 陽 性 菌 Bacillus　 subtilisを 用 い る 。 こ の 微 生
物 に 関 す る 優 れ た 遺 伝 的 特 徴 お よ び 熱 心 な ゲ ノ ム 研 究 に よ り 、 こ の 菌 は 大 腸 菌 (Escherich
ia　 coli)に 次 い で 最 も 研 究 さ れ た 原 核 生 物 に な っ て い る 。 こ の 微 生 物 は 非 病 原 菌 と み な
さ れ 、 ヒ ト お よ び 動 物 双 方 が 摂 取 す る プ ロ バ イ オ テ ィ ッ ク と し て 現 在 用 い ら れ て い る 新 規
な 食 料 に 分 類 さ れ る 。 こ の 微 生 物 の 唯 一 際 立 っ た 特 徴 は 、 栄 養 物 が 不 足 す る と 発 育 生 命 周
期 の 一 部 と し て 内 生 胞 子 を 形 成 す る こ と で あ る 。 成 熟 胞 子 は 母 細 胞 か ら 放 出 さ れ る と 、 何
千 年 と ま で は い か な く と も 何 百 年 も 代 謝 的 に 休 止 状 態 で 生 存 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
a)遺 伝 子 キ メ ラ の 構 築
　 i)amyE::oppA-TTFC　 TTFC(破 傷 風 毒 素 断 片 C)は 破 傷 風 菌 (Clostridium　 tetani)が 産 生
す る 破 傷 風 毒 素 の 47kDaの 成 分 で あ る 。 TTFCを oppAに 融 合 し 、 amyE座 に 導 入 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 i)47kDaの TTFC断 片 を コ ー ド す る tetC遺 伝 子 (ベ ク タ ー pTet8に て 運 搬 )の 妥 当 な 配 列 、 ii
)プ ロ モ ー タ ー を 含 む oppA遺 伝 子 の 5’ 領 域 、 を 増 幅 す る の に PCR法 を 用 い た 。 oppAお よ び t
etCの PCR産 物 を 、 (PCRプ ラ イ マ ー の 包 埋 切 断 部 位 を 用 い て )制 限 消 化 お よ び 3’ 末 端 な ら び
に 5’ 末 端 の 連 結 に よ り 融 合 し た 。 次 に 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に て pDG364ベ ク タ ー 中 に opp
A-TTFC断 片 を ク ロ ー ニ ン グ し た (図 1)。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 図 1は プ ラ ス ミ ド pDG364を 示 し 、 こ の ベ ク タ ー に つ い て は 他 で も 記 載 さ れ る 。 こ の ベ ク
タ ー の 最 も 重 要 な 特 徴 は 、 amyE遺 伝 子 の 左 右 の 側 方 腕 で あ る (amyE前 部 お よ び amyE後 部 と
呼 ぶ )。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNA(即 ち 、 cot-抗 原 キ メ ラ )は 、 一 般 的 な PCR法 に よ り 多 重 ク
ロ ー ニ ン グ 部 位 に 導 入 さ れ る 。 ク ロ ー ン を 検 証 し 、 バ ッ ク ボ ー ン 配 列 を 認 識 す る 酵 素 (例
え ば 、 PstI)を 用 い た 消 化 に よ り プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 線 形 化 す る 。 次 に 、 線 形 化 DNAを 用
い 、 プ ラ ス ミ ド が 有 す る 抗 生 物 質 耐 性 (ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 )を 選 択 す る こ と に よ り
、 B.subtilisの 形 質 転 換 受 容 性 細 胞 を 形 質 転 換 す る 。 図 2に 示 す よ う に 、 線 形 化 プ ラ ス ミ
ド は 、 組 換 え の た め の amyEの 前 部 お よ び 後 部 側 方 腕 を 用 い た 二 重 交 叉 型 組 換 え イ ベ ン ト を
介 し て の み 完 全 体 に な る 。 こ の 過 程 で 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAが amyE遺 伝 子 に 導 入 さ れ
、 amyE遺 伝 子 は 不 活 化 さ れ る 。 こ の 方 法 に よ り 、 染 色 体 に 対 す る 損 傷 が 最 小 限 に さ れ 、 細
胞 の 発 育 、 代 謝 や 胞 子 形 成 が 阻 害 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 DNAシ ー ケ ン シ ン グ に よ り ジ ャ ン ク シ ョ ン 全 体 に わ た り ク ロ ー ン が 検 証 さ れ 、 ベ ク タ ー
が 線 形 化 さ れ 、 次 に 二 重 交 叉 型 組 換 え に よ り B.subtilisの 染 色 体 に 導 入 さ れ た (図 2)。 ク
ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 の 選 択 、 お よ び ア ミ ラ ー ゼ 陰 性 コ ロ ニ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り
、 図 ２ に 示 す よ う な 二 重 交 叉 が 確 実 に な さ れ 、 こ れ は 他 で も 記 載 さ れ る 。 図 ３ に 示 す よ う
に 、 TTFCに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 用 い 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り amyE
に お い て こ の 構 築 物 を 保 有 す る 細 胞 を TTFCの 存 在 を 調 べ る た め に 検 査 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ii)amyE::oppA-TTFC　 thrC::cotAO-LTB　 こ の 構 築 物 は amyE座 お よ び thrC座 に 配 置 さ れ
た 二 つ の 構 築 物 を 保 有 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
こ の 構 築 物 で は 、 Escherichia　 coliの 11kDaの 易 分 性 毒 素 断 片 B(LTB)に 融 合 さ れ た cotA遺
伝 子 の キ メ ラ 遺 伝 子 融 合 を 保 有 す る プ ラ ス ミ ド を 用 い た 。 LTBお よ び cotA配 列 を 増 幅 し 、
イ ン フ レ ー ム で こ れ ら を 融 合 す る の に PCR法 を 用 い た 。 CotAは 胞 子 コ ー ト の 表 層 か ら 主 要
タ ン パ ク 質 65kDaを コ ー ド す る 。 第 一 段 階 で ベ ク タ ー pDG1664を 用 い て cotA-LTBキ メ ラ を 構
築 し た 。 pDG1664は pDG364(図 1)に 類 似 し て い る が 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 (erm)を
保 有 す る 。 従 っ て 、 二 重 交 叉 型 組 換 え イ ベ ン ト の 選 択 は Erm R の 選 択 に よ り な さ れ る 。 pDG1
664の 第 二 の 重 要 な 特 徴 は 、 挿 入 に は thrC座 の 前 部 お よ び 後 部 (左 右 )腕 を 用 い 、 thrC座 の
挿 入 お よ び 破 壊 が 可 能 に な る こ と で あ る 。 こ の 方 法 に よ り 、 thrC::cotA-LTB細 胞 を 作 製 し
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、 こ れ ら が 胞 子 形 成 す る よ う に 誘 発 し 、 次 に LTBに 対 す る マ ウ ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 用
い 、 胞 子 コ ー ト タ ン パ ク 質 を 検 査 し て CotA-LTBの 存 在 を 調 べ た (図 3)。 胞 子 表 面 に CotA-LT
Bキ メ ラ が 十 分 に 発 現 し て い る こ と を 立 証 し た 後 、 amyE::oppA-TTFCを 保 有 す る 菌 株 の 形 質
転 換 受 容 性 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 、 thrC::cotA-LTBの 染 色 体 DNAを 用 い た 。 Erm R が 選
択 さ れ 、 形 質 転 換 体 は oppA-TTFCお よ び cotA-LTBの 二 つ の キ メ ラ 遺 伝 子 を 保 有 す る と 考 え
ら れ る 。 両 キ メ ラ の 存 在 は 、 抗 TTFC血 清 を 用 い た 栄 養 細 胞 お よ び 抗 LTB血 清 を 用 い た 胞 子
コ ー ト タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
b)複 数 の 抗 原 の 提 示
　 胞 子 コ ー ト に 複 数 の 抗 原 提 示 を す る に は 、 pDG364お よ び pDG1664プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を
用 い る こ と が 必 要 で あ る 。 pDG364に て 一 つ の キ メ ラ 遺 伝 子 が 作 製 さ れ て amyE座 に 導 入 さ れ
、 pDG1664に て も う 一 つ の キ メ ラ が 作 製 さ れ thrC座 に 導 入 さ れ る 。 こ れ が 可 能 な の は 、 各
形 質 転 換 イ ベ ン ト に は 別 の 抗 生 物 質 耐 性 の 選 択 が 必 要 な た め で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 胞 子 表 面 に LTBを 発 現 さ せ 、 栄 養 細 胞 内 に TTFCを 発 現 さ せ る た め に こ の 方 法 を 用 い た 。
こ の 特 徴 は 興 味 深 く 、 二 種 混 合 ワ ク チ ン 接 種 に 利 用 で き よ う 。 ま た 、 胞 子 に お け る TTFC発
現 (CotAに 融 合 )と 、 更 に 栄 養 細 胞 由 来 の TTFC(OppAに 融 合 )を 用 い る こ と に よ り 、 更 に 高 用
量 に す る こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
c)菌 株 の 検 証
　 本 方 法 で は 、 キ メ ラ 遺 伝 子 産 物 が 表 面 上 、 即 ち 細 胞 の 最 上 層 に 示 さ れ て い る と 判 定 す る
こ と が 必 要 で あ る と は 判 断 し な い (こ れ は FACS解 析 も し く は 別 の 種 類 の フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー 、 ま た は 免 疫 蛍 光 法 に よ り 可 能 で あ ろ う )。 本 方 法 で は 、 栄 養 細 胞 と 粘 膜 と の 相 互 作
用 が 不 可 欠 で あ る と 想 定 し て お り 、 そ う す る こ と に よ り 抗 原 が 表 面 上 ま た は 表 面 近 位 に あ
れ ば 免 疫 を 刺 激 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。 こ れ に は マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は 樹 状 細 胞 に よ る
胞 子 の 食 作 用 に 由 来 す る 細 胞 媒 介 免 疫 が 含 ま れ 得 る 。 本 理 論 で は 、 実 際 に は 抗 原 が 細 胞 外
皮 内 に て 部 分 的 に 防 御 さ れ る こ と に 利 点 が あ り 得 る 。 更 な る 展 開 に は 粘 膜 免 疫 に よ る 免 疫
原 性 の 立 証 で 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
d)非 経 口 免 疫
　 二 つ の 免 疫 を 実 施 し た 。 第 一 に 、 OppA-TTFCを 発 現 し て い る ホ ル マ リ ン 不 活 化 細 胞 (約 5x
10 9 個 )に よ る C57純 系 ブ ラ ッ ク マ ウ ス (8匹 群 )の 腹 腔 内 免 疫 で あ る 。 図 5は こ れ ら 免 疫 か ら
生 じ る 血 清 IgG濃 度 を 示 し 、 OppA-TTFCキ メ ラ の 提 示 お よ び 免 疫 原 性 の 成 功 を 示 す 。 OppA-T
TFCお よ び CotA-LTBを 保 有 す る 二 重 構 築 物 の 免 疫 原 性 を 検 証 す べ く 、 胞 子 お よ び 栄 養 細 胞
を 作 製 し 、 IP経 路 に よ り 8匹 群 の マ ウ ス を 免 疫 し (約 1x10 9 個 )、 免 疫 応 答 を 追 跡 し た 。 再 び
両 経 路 に よ り 高 濃 度 の 血 清 IgGが 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
e)粘 膜 免 疫
　 粘 膜 免 疫 を 実 施 す べ く 、 C57純 系 ブ ラ ッ ク マ ウ ス 8匹 群 の 経 口 投 与 を 用 い た 。 図 5～ 7に 例
を い く つ か 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 第 一 に 、 OppA-TTFCを 発 現 し て い る 高 濃 度 の 胞 子 (1.7x10 1 0 個 )の 投 与 で あ る 。 図 に 示 す
よ う に 、 ほ ぼ 防 御 レ ベ ル に て (通 常 、 10 3 を 超 え る 力 価 に よ り 表 さ れ る )血 清 抗 TTFC特 異 性 I
gG応 答 を 実 現 す る こ と が で き た 。 IgG応 答 を 実 現 し 得 る 唯 一 の 方 法 は 、 免 疫 に 至 る 有 意 レ
ベ ル の 胞 子 の 発 芽 が 生 じ て い る こ と が 条 件 に な ろ う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 第 二 に 、 CotA-LTBお よ び OppA-TTFCを 保 有 す る 胞 子 に よ る マ ウ ス の 経 口 投 与 は (図 6お よ
び 図 7)、 LTBお よ び TTFCの 双 方 に 対 し 高 濃 度 の 血 清 IgGを 示 し た 。 こ れ は 、 免 疫 を 生 じ さ せ
る た め に 複 数 の 抗 原 を 提 示 し 用 い る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 し 、 二 種 混 合 ワ ク チ ン と し
て 展 開 す る 道 を 開 く こ と に な る 。
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【 ０ ０ ７ ０ 】
他 の 応 用
　 1)こ の 方 法 を 用 い て 任 意 の 生 物 学 的 に 活 性 化 し た 分 子 を 示 す こ と が 可 能 で あ ろ う 。 例 え
ば 、 産 業 に 応 用 す る 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 2)本 発 明 に 基 づ き 、 胞 子 を ア ジ ュ バ ン ト と 併 用 し て 発 芽 細 胞 の 免 疫 応 答 を 高 め る こ と も
可 能 で あ ろ う 。 こ れ ら に は コ レ ラ 毒 素 、 キ ト サ ン ま た は ア プ ロ ト ニ ン が 含 ま れ よ う 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 栄 養 細 胞 に お け る 発 現 の た め の 任 意 の 細 胞 外 皮 タ ン パ ク 質 と と も に 、 胞 子 発 現 の た め の
胞 子 コ ー ト タ ン パ ク 質 を 任 意 に 組 み 合 わ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 即 ち 、 CotAま た は OppAに
限 定 さ れ な い 。 こ れ ま で に 同 定 し た 胞 子 コ ー ト 発 現 の た め の 主 な 候 補 は 、 CotA,CotB,CotC
,CotD,CotEお よ び CotGで あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
他 の 細 胞 表 面 提 示 経 路
　 主 に 簡 便 性 お よ び 高 度 な 発 現 に 基 づ き 、 OppAタ ン パ ク 質 を 提 示 の 実 例 と し て 用 い て い る
。 他 の 細 胞 外 皮 タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と も 可 能 で あ り 、 こ れ に は 走 化 性 、 溶 質 の 取 込 み 等
に 関 与 す る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 唯 一 の 基 準 は 、
　 i)抗 原 が タ ン パ ク 質 の 露 出 ド メ イ ン に 融 合 可 能 で あ り 、
　 ii)タ ン パ ク 質 が 高 濃 度 で 膜 に 存 在 す る こ と
で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ れ ら の タ イ プ の タ ン パ ク 質 を 用 い る た め に は 、 一 つ ず つ 体 系 的 に 提 示 を 試 み る 実 証 的
方 法 が 必 要 で あ ろ う 。 も う 一 つ の 方 法 は 、 細 胞 外 皮 、 即 ち 細 胞 壁 自 体 の ペ プ チ ド グ リ カ ン
に 関 連 す る タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と で あ る 。 グ ラ ム 陽 性 菌 の 多 く に は 、 細 胞 質 膜 お よ び 細
胞 壁 の ペ プ チ ド グ リ カ ン の 双 方 に 共 有 結 合 的 に 付 着 し た 「 細 胞 壁 に 固 着 し た 表 面 タ ン パ ク
質 」 群 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
（ 実 施 例 ２ ）
菌 株
　 SC2362は 他 で 記 載 さ れ て お り 1 ) 、 rrnO-lacZ遺 伝 子 、 お よ び ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル (5mg/
ml)に 対 す る 耐 性 を コ ー ド す る cat遺 伝 子 を 保 有 す る 。 rrnOは rRNAを コ ー ド す る 、 増 殖 的 に
発 現 さ れ る 遺 伝 子 で あ る 。 こ の 菌 株 で は プ ロ モ ー タ ー を 保 有 す る rrnOの 5’ 領 域 が E.coli
の lacZ遺 伝 子 に 融 合 さ れ た 。 PY79は SC2362の 原 栄 養 的 か つ 同 質 遺 伝 的 祖 先 で あ り 、 Spo＋
で あ る 2 ) 。 DL169(rrnO-lacZ　 gerD-cwlB　 D::neo)は 、 SC2362由 来 の 染 色 体 DNAに よ り TB1
菌 株 (gerD-cwlB　 D::neo)の 形 質 転 換 受 容 性 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 次 に rrnO-lacZカ セ ッ ト が
保 有 す る ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 を 選 択 す る こ と に よ り 作 製 さ れ た 。 TB1は ネ オ マ イ シ
ン 耐 性 遺 伝 子 に 置 換 さ れ た 染 色 体 の gerD-cwlD領 域 を 有 し 、 こ の 菌 株 の 胞 子 は 同 質 遺 伝 的
野 性 型 PY79菌 株 に 比 し 、 発 芽 率 が 0.0015%に 低 下 す る こ と が 見 出 さ れ た (E.Ricca;私 信 )。
【 ０ ０ ７ ６ 】
胞 子 お よ び 栄 養 細 胞 の 調 製
　 他 で 3 ) 記 載 さ れ て い る よ う な 取 り 尽 く し 法 (exhaustion　 method)に よ り 、 DSM(デ ィ フ コ
胞 子 形 成 培 地 )培 地 に て 胞 子 形 成 さ せ た 。 胞 子 形 成 開 始 後 22時 間 に 胞 子 形 成 培 養 物 を 採 取
し た 。 残 留 胞 子 嚢 細 胞 を 分 解 す る た め に リ ゾ チ ー ム 処 理 を 用 い 、 Nicholsonお よ び Setlow 3
) が 記 載 す る よ う に 胞 子 の 精 製 懸 濁 液 を 作 製 し 、 続 い て 1M　 NaCl,1M　 KClに て 、 次 に 水 (2
回 )に て 連 続 的 に 洗 浄 し た 。 タ ン パ ク 質 分 解 を 阻 害 す る た め 、 洗 浄 液 に PMSF(10mM)を 含 め
た 。 水 に お け る 最 後 の 懸 濁 後 、 残 留 細 胞 を 死 滅 さ せ る た め に 68℃ に て 1時 間 、 胞 子 を 処 理
し た 。 次 に 、 -20℃ に て ア リ コ ー ト を 凍 結 す る 前 に 、 cfu/ml値 を 得 る た め に 胞 子 懸 濁 液 を
即 座 に 滴 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 5%　 D－ グ ル コ ー ス お よ び 0.2%　 L－ グ ル タ ミ ン を 含 む LBに お け る 発 育 に よ り 、 約 109cfu
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/mlに 相 当 す る OD600nm値 に な る ま で B.subtilis栄 養 細 胞 を 調 製 し 即 座 に 使 用 し た 。 こ れ ら
の 条 件 下 で の 発 育 に よ り 不 測 の 胞 子 形 成 が 阻 止 さ れ る 4 ) 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
糞 便 組 織 お よ び 腸 内 組 織 に お い て 生 存 可 能 な 細 菌 の 解 析
　 汚 食 症 を 防 止 す る た め に 格 子 床 が 付 い た ケ ー ジ に マ ウ ス を 個 々 に 収 容 す る こ と に よ り 、
糞 便 の 数 を 測 定 し た 。 全 糞 便 を 適 当 な 時 間 に 採 取 し 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル (5mg/ml)含 有
DSM(デ ィ フ コ 胞 子 形 成 培 地 5 ) )寒 天 プ レ ー ト お よ び Xgal(DSMCX)に 連 続 希 釈 物 を プ レ ー ト す
る 前 に 、 PBSに て 均 質 化 し て SC2362細 胞 を 選 択 し た 。 屠 殺 し た マ ウ ス か ら 腸 内 組 織 を 回 収
し 、 DSMCXに 連 続 希 釈 物 を プ レ ー ト す る 前 に 、 ガ ラ ス ビ ー ズ (0.5mm； ４ × 30秒 バ ー ス ト (se
cond　 bursts)、 4℃ )を 用 い て PBSに て 均 質 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
擬 似 胃 腸 管 (GIT)条 件
　 LBブ ロ ス に て 約 109細 胞 /mlに 相 当 す る 細 胞 濃 度 ま で 細 菌 を 発 育 さ せ 、 採 取 し 、 擬 似 胃 液
(1mg/mlペ プ シ ン {ブ タ 胃 粘 膜 、 Sigma社 }、 pH2.0)})ま た は 小 腸 液 (0.2%胆 汁 塩 {50%コ ー ル
酸 ナ ト リ ウ ム :50%デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ;Sigma社 },pH7.4)に て 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を
37℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 試 料 を 除 去 し て 連 続 的 に 希 釈 し 、 cfu/ml値 を 得 る た め に LB寒
天 プ レ ー ト に プ レ ー ト し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
b-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 特 異 性 血 清 抗 体 を 検 出 す る 間 接 ELISA法
　 50ml/ウ ェ ル の 精 製 さ れ た b-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (Sigma社 、 炭 酸 ／ 重 炭 酸 緩 衝 剤 に て 2mg/m
l)で プ レ ー ト を 被 覆 し 、 常 温 に て 一 晩 放 置 し た 。 37℃ に て 1時 間 、 2%BSA含 有 PBSに て ブ ロ
ッ ク し た 後 、 ELISA希 釈 緩 衝 剤 (0.1M　 Tris-HCl,pH7.4;3%(w/v)NaCl;0.5%(w/v)BSA;10%(v/
v)羊 血 清 (Sigma社 );0.1%(v/v)Triton-X-100;0.05%(v/v)Tween-20)に て 、 1/40希 釈 か ら 開
始 す る 連 続 2倍 希 釈 に よ り 検 体 を 加 え た 。 各 プ レ ー ト は 、 陰 性 対 照 群 (1/40に 希 釈 さ れ た 免
疫 前 血 清 )お よ び 陽 性 対 照 群 (マ ウ ス 抗 b-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (Sigma社 ))の 同 型 ウ ェ ル を 保 有
し た 。 抗 マ ウ ス HRP接 合 体 (Sigma社 )の 添 加 前 に 、 37℃ に て 2時 間 、 プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 37℃ に て 更 に 1時 間 、 プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 基 質 TMB(3,3',5,5'-
テ ト ラ メ チ ル － ベ ン ジ ジ ン ;Sigma社 )を 用 い て 展 開 し た 。 2M　 H 2 SO 4 を 用 い て 反 応 を 停 止 し
た 。 各 検 体 に 対 し て 希 釈 曲 線 を 描 き 、 エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 は 免 疫 前 プ ー ル 血 清 の 1/40希 釈
と 同 じ 吸 光 度 を 生 じ る 希 釈 と し て 算 出 し た 。 群 間 の 統 計 上 の 比 較 は Mann-Whitney　 U検 査
に よ り 実 施 し た 。 P>0.05は 有 意 で な い と 考 え ら れ た 。 糞 便 IgAを 測 定 す べ く 、 前 記 の よ う
に 類 似 の ELISAプ ロ ト コ ル を 引 続 き 実 施 し た 6 ) 。 PBS/2%　 BSA/0.05%　 Tween20に て 不 希 釈
糞 便 抽 出 物 か ら 開 始 す る 連 続 2倍 希 釈 に よ り 検 体 を 加 え た 。 エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 は 、 不 希
釈 免 疫 前 糞 便 抽 出 物 と 同 じ 吸 光 度 を 生 じ る 希 釈 と し て 算 出 し た 。 6.0以 上 の エ ン ド ポ イ ン
ト 力 価 は 「 陽 性 」 で あ る と 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
胞 子 コ ー ト タ ン パ ク 質 お よ び 栄 養 細 胞 溶 解 物 の 抽 出
　 他 で 詳 細 に 記 載 さ れ て い る よ う な SDS-DTT抽 出 緩 衝 剤 を 用 い 3 ) 、 高 濃 度 (1x10 1 0 胞 子 /ml)
に あ る PY79菌 株 の 胞 子 の 懸 濁 液 か ら 胞 子 コ ー ト タ ン パ ク 質 を 抽 出 し た 。 栄 養 細 胞 溶 解 物 で
は 、 PY79菌 株 を LB培 地 に て 1.5の OD600nmま で 発 育 し 、 細 胞 懸 濁 液 を 洗 浄 し て 次 に 超 音 波 処
理 に よ り 溶 解 し 、 続 い て 高 速 遠 心 分 離 を 実 施 し た 。 抽 出 し た タ ン パ ク 質 は SDS-PAGEに よ り
統 合 性 を 評 価 し 、 BioRad　 DCタ ン パ ク 質 測 定 キ ッ ト を 用 い て 濃 度 を 評 価 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
免 疫
　 8匹 の マ ウ ス 群 (雌 、 BALB/C、 8週 齢 )に PY79,SC2362ま た は DL169の い ず れ か の 菌 株 の 胞 子
ま た は 栄 養 細 胞 の 懸 濁 液 (0.2ml)を 経 口 投 与 し た 。 ハ ロ タ ン で マ ウ ス を 軽 度 に 麻 酔 し た 。
未 処 置 非 免 疫 対 照 群 を 含 め た 。 0,1,2,20,21,22,41,42お よ び 43日 に 胃 内 胃 管 栄 養 法 に よ り
経 口 免 疫 を 実 施 し た 。 － 1,18,40お よ び 60日 に 血 清 検 体 を 採 取 し 、 － 1,18,40お よ び 58日 に
新 鮮 糞 便 ペ レ ッ ト を 採 取 し た 。 糞 便 検 体 (0.1g)を 4℃ で 1ml　 PBS/1%　 BSA/1mM　 PMSF(フ ェ
ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ッ 化 物 、 Sigma社 )に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 全 て の 固 形 物
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を 粉 砕 す る た め に ボ ル テ ッ ク ス し 、 13,000rpmに て 10分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 血 清 お よ び 糞
便 抽 出 物 は 使 用 す る ま で － 20℃ に て 保 存 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 検 査
　 LB培 地 に て B.subtilis菌 株 (PY79お よ び SC2362)を 中 型 ロ グ (mid-log)ま で 発 育 さ せ た 。 2
.4%(w/v)パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 0.04%グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド お よ び 0.03M　 Na-PO 4 緩 衝 液 　
pH7.5を 用 い (最 終 的 濃 度 )、 常 温 に て 10分 間 、 次 に 氷 上 に て 50分 間 、 検 体 を 原 位 置 で 固 定
し た 。 固 定 し た 細 菌 を 常 温 で PBS　 pH7.4　 に て 3回 洗 浄 し 、 次 に GTE－ リ ゾ チ ー ム (50mMグ
ル コ ー ス 、 20mM　 Tris-HCl　 pH7.5、 10mM　 EDTA、 リ ゾ チ ー ム 2mg/ml)に て 再 懸 濁 し た 。 0.
01%(w/v)ポ リ － L－ リ ジ ン (Sigma社 )で 処 理 さ れ た 顕 微 鏡 カ バ ー ガ ラ ス (BDH)に ア リ コ ー ト (
10ml)を 即 座 に 付 着 し た 。 4分 後 、 カ バ ー ガ ラ ス か ら 液 体 を 吸 引 し 、 常 温 に て 2時 間 、 完 全
に 乾 燥 さ せ た 。 カ バ ー ガ ラ ス を PBS　 pH7.4に て 3回 洗 浄 し 、 常 温 で PBSに て 15分 間 、 2%　 BS
Aで ブ ロ ッ ク し 、 次 に 更 に 9回 洗 浄 し た 。 検 体 を 常 温 に て 45分 間 、 1:200希 釈 の 一 次 抗 体 (マ
ウ ス 抗 b-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ )で 標 識 化 し 、 3回 洗 浄 し 、 次 に 常 温 に て 45分 間 、 抗 マ ウ ス IgG-
TRITC接 合 体 (Sigma社 )に よ り 更 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 3回 洗 浄 し た 後 、 カ バ ー ガ ラ ス を
顕 微 鏡 の ス ラ イ ド に 装 着 し 、 BioRad　 Radiance　 2100レ ー ザ ー ス キ ャ ン シ ス テ ム を 具 備 し
た Nikon　 Eclipse蛍 光 顕 微 鏡 下 で 観 察 し た 。 LaserSharpソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 撮 像 し 、 Co
nfocal　 Assistantプ ロ グ ラ ム で 画 像 処 理 し た 。 レ ー ザ ー 出 力 は Green　 HeNeで 30％ で あ り
、 ス キ ャ ン 速 度 は 50lpsで あ っ た 。 画 像 の 大 き さ は 10x10mmで あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
結 果 　 胃 腸 管 に お け る B.subtilisの 生 存
　 経 口 経 路 に よ る 異 種 抗 原 送 達 の た め の 胞 子 を 開 発 す る 第 一 ス テ ッ プ と し て 、 マ ウ ス モ デ
ル の 胃 腸 管 に お け る B.subtilisの 栄 養 細 胞 お よ び 胞 子 の 生 存 を 評 価 し た 。 栄 養 細 胞 の ロ バ
ス ト 性 を 評 価 す べ く 、 2純 系 マ ウ ス 群 (Balb/c)の 各 群 に SC2362(rrnO-lacZ)菌 株 の 2.4x10 1 0

個 の 栄 養 細 胞 を 接 種 し た 。 投 与 後 24時 間 、 個 々 に 収 容 さ れ た マ ウ ス か ら 回 収 し た 糞 便 に 存
在 す る SC2362の 生 存 数 を 得 る た め に 6匹 の マ ウ ス か ら な る 一 群 を 評 価 し た (図 8A)。 本 研 究
で は 、 Lac＋ 表 現 型 お よ び ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 (cat遺 伝 子 が コ ー ド し 、 rrnO-lacZ構
築 物 が 保 有 す る )を 用 い 、 rrnO-lacZマ ー カ ー に よ り 単 純 化 さ れ た 同 定 お よ び 生 存 コ ロ ニ ー
の ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 に な っ た 。 当 初 の 投 与 量 の 0.00016%に 相 当 す る SC2362の 最 大 数 が
投 与 後 6時 間 に 認 め ら れ た が 、 こ れ は そ の 後 、 最 初 の 24時 間 ま で に は 有 意 で な い レ ベ ル に
急 速 に 減 少 し た 。 最 初 の 24時 間 に 糞 便 に て 回 収 さ れ た SC2362の 平 均 累 積 数 は 、 接 種 量 の 0.
00025%に 相 当 し た 。 第 二 群 の マ ウ ス (12匹 )で は 、 3,6,9,12,18お よ び 24時 間 に 二 匹 を 屠 殺
し て 、 小 腸 お よ び 大 腸 を 除 去 し 、 均 質 化 し 、 SC2362の 生 存 可 能 ユ ニ ッ ト を 計 数 す る た め に
プ レ ー ト し た 。 図 8Aに 示 す よ う に 、 小 腸 で 認 め ら れ た SC2362の 数 は 非 常 に 少 な く 、 3時 間
に て 最 大 数 が 認 め ら れ た (約 100個 )。 大 腸 で は 3時 間 に よ り 多 く の 数 が 認 め ら れ た が (接 種
量 の 0.00016%)、 こ の 数 は そ の 後 減 少 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 胞 子 の 生 存 を 検 討 す べ く 、 上 記 の 実 験 に 類 似 し た 実 験 を 実 施 し た が 、 SC2362菌 株 の 2.1x
10 8 個 の 胞 子 を マ ウ ス 毎 に 経 口 投 与 し た (図 8B)。 プ レ ー ト す る 前 に 糞 便 を 熱 処 理 せ ず 、 従
っ て 胞 子 お よ び 発 芽 し た 胞 子 (栄 養 細 胞 )の 双 方 の 数 が 含 ま れ 得 る と い う 点 に お い て 、 本 ア
ッ セ イ 法 は こ れ ま で の 研 究 7 ) と は 異 な る も の で あ っ た 。 6匹 の マ ウ ス 群 由 来 の 糞 便 数 は 、
糞 便 中 に 存 在 し 生 存 可 能 な SC2362の 数 を 6時 間 に て 有 意 に 示 し 、 12時 間 に て 最 大 レ ベ ル (接
種 量 の ～ 12%)に 達 し た 。 24時 間 ま で に も 著 し い 数 の SC2362(～ 4%)が 糞 便 中 に 存 在 し た 。 小
腸 お よ び 大 腸 に お け る 数 は 、 栄 養 型 細 菌 (3時 間 に て 最 大 数 )の 投 与 と 類 似 し た 動 態 を 示 し
た が 、 生 存 可 能 ユ ニ ッ ト の レ ベ ル は 有 意 に よ り 高 か っ た 。 未 処 置 対 照 群 と し て 5匹 の マ ウ
ス 群 も 用 い 、 糞 便 数 を 得 る た め に そ の 中 の 一 匹 の マ ウ ス を 検 査 し 、 小 腸 お よ び 大 腸 で の 数
を 解 析 す る た め に 適 当 な 時 点 に て 他 の 四 匹 を 検 査 し た 。 そ れ ぞ れ の 場 合 で 数 は 復 元 さ れ ず
、 本 ア ッ セ イ 法 が 立 証 さ れ る こ と に な る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 擬 似 GIT環 境 に お け る B.subtilisの 生 存
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　 次 に 、 栄 養 型 B.subtilisお よ び 無 処 置 胞 子 の 生 存 に GIT内 の 条 件 が ど の よ う な 影 響 を 与
え る か を 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ を 用 い て 検 討 し た 。 GIT内 の 条 件 を シ ミ ュ レ ー ト す る こ れ
ま で の 研 究 に 基 づ き 8 ～ 1 2 ) 、 胃 お よ び 小 腸 の 二 つ の 環 境 を 再 現 し た 。 胃 に 認 め ら れ る 擬 似
条 件 は ペ プ シ ン (1mg/ml)か ら な り 、 LB培 地 に て pH2.0で あ り 、 小 腸 は パ ン ク レ ア チ ン (1mg/
ml)含 有 0.2%胆 汁 塩 か ら な り 、 LBに て pH7.4で あ っ た 。 し か し 、 胞 子 の 生 存 を 評 価 す る た め
に 、 栄 養 豊 富 な LB培 地 は 胞 子 の 発 芽 を 促 進 す る か も し れ な い た め 、 LBを PBSに 置 換 し た 。
約 108～ 109cfu/mlの SC2362菌 株 の 栄 養 型 B.subtilis細 胞 ま た は 胞 子 の 懸 濁 液 を 、 擬 似 胃 条
件 ま た は 小 腸 条 件 下 で 37℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 プ レ ー ト ア ウ ト お よ び cfu/mlの 測 定 に
よ り 生 存 を 判 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 対 照 群 と し て E.coli(BL21菌 株 )お よ び 腸 粘 膜 肥 厚 症 菌 (Citrobacter　 rodentium)(ATCC
　 51459)の 二 つ の 腸 内 細 菌 種 も 含 み 、 後 者 は 小 腸 に 感 染 す る マ ウ ス 病 原 菌 で あ る 1 3 ) 。 図 9
に 示 す よ う に 、 擬 似 胃 条 件 は B.subtilis(図 9A)、 E.coli(図 9B)お よ び C.rodentium(図 9C)
の 栄 養 細 胞 の 生 存 可 能 性 を 有 意 に 低 下 さ せ る こ と に な り 、 1時 間 以 内 に ほ ぼ 完 全 に 生 存 可
能 性 が 喪 失 し た 。 し か し 、 胞 子 は ほ ぼ 影 響 を 受 け な か っ た (図 9D)。 し か し 、 小 腸 に 認 め ら
れ る 胆 汁 塩 は 栄 養 型 B.subtilisの 生 存 可 能 性 に 有 意 に 影 響 を 与 え る こ と が 見 出 さ れ 、 最 初
の 1時 間 後 に 当 初 の 接 種 菌 の 僅 か 0.0002%が 生 存 し た (図 10A)。 し か し 、 E.coliお よ び C.rod
entiumは 影 響 を 受 け ず に こ の 条 件 下 で 発 育 で き 、 細 胞 数 が 中 程 度 に 増 加 し た (図 10Bお よ び
10C)。 し か し 、 パ ン ク レ ア チ ン が 存 在 し な い 場 合 で も 細 胞 生 存 可 能 性 が ほ ぼ 同 じ レ ベ ル に
低 下 し た た め 、 B.subtilisに 対 す る 影 響 は 主 に 胆 汁 塩 に 起 因 す る (デ ー タ は 示 さ な い )。 最
後 に 、 胆 汁 塩 は 無 処 置 胞 子 に は 全 く 影 響 を 与 え な か っ た (図 10D)。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 擬 似 腸 条 件 に お け る 胞 子 の 発 芽
　 胞 子 は 十 二 指 腸 に 侵 入 す る と 発 芽 す る こ と が 示 さ れ て い る 1 , 7 ) 。 こ の 領 域 は 胆 汁 塩 に 富
み 、 本 研 究 で 細 胞 生 存 可 能 性 に 対 す る 胆 汁 塩 の 影 響 を 示 し て い る た め 、 胞 子 の 発 芽 に 対 し
て 胆 汁 塩 が ど の よ う な 影 響 を 与 え る か に つ い て 検 討 し た 。 樹 立 し た 方 法 に よ り 3 ) 、 0.2%胆
汁 塩 の 有 無 で 発 芽 を 評 価 し た 。 AGK(ア ラ ニ ン － グ ル コ ー ス － KC1)と 呼 ば れ る 特 異 性 発 芽 刺
激 物 質 の 存 在 下 、 純 粋 胞 子 (野 性 型 PY79菌 株 )の 懸 濁 液 を 37℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 胞
子 の 発 芽 を 誘 発 す る た め 、 10mM(最 終 濃 度 )に て L－ ア ラ ニ ン を 添 加 し 、 OD600nm値 を 測 定 し
た (図 11)。 胞 子 が 発 芽 す る に 従 っ て OD値 は 減 少 す る が 、 こ れ は 明 相 胞 子 が 屈 折 性 を 喪 失 し
、 よ り 発 育 す る た め で あ る 1 4 , 1 5 ) 。 本 結 果 (2回 反 復 )は 、 AGK存 在 下 で 胞 子 の 発 現 は 極 度 に
速 く 、 最 初 の 90分 に て OD600nm値 が 32.4%低 下 し た 。 し か し 、 0.2%胆 汁 塩 の 存 在 下 で 胞 子 の
発 芽 は 阻 害 さ れ た が 根 絶 は さ れ ず 、 90分 間 経 過 後 、 OD600nm値 が 42.8%低 下 し た 。 胞 子 の 発
芽 に 対 す る こ の 影 響 は こ れ ま で の 研 究 で 観 察 さ れ て お り 1 6 ) 、 本 願 で の よ り 詳 細 な 知 見 と
一 致 す る 。 本 願 で は 示 さ れ な い 研 究 に お い て 、 胞 子 の 発 芽 が 擬 似 胃 条 件 に て 影 響 を 受 け な
い (即 ち 、 発 芽 し な い )こ と を 認 め た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 抗 原 送 達 媒 体 と し て の 胞 子
　 本 研 究 で は 、 胞 子 が 胃 障 壁 を 通 過 し て も 生 存 す る た め に 十 分 機 能 的 で あ る こ と を 示 す 。
異 種 抗 原 送 達 の た め に 胞 子 を 利 用 で き る の か と い う 課 題 に 取 り 組 む べ く 、 SC2362に て 運 搬
さ れ る rrnO-lacZ遺 伝 子 を 用 い た 。 rrnO-lac自 体 は 、 E.coliの lacZ遺 伝 子 に 融 合 し 、 か つ s
Aに 認 識 さ れ る 強 力 な rrnOプ ロ モ ー タ ー を 含 む キ メ ラ 遺 伝 子 で あ る 1 ) 。 対 照 群 と し て 発 芽
突 然 変 異 体 で あ る DL169を 構 築 し た が 、 こ れ は 胞 子 の 発 芽 に 重 要 な 染 色 体 領 域 gerD-cwlBに
お け る 欠 失 (gerD-cwlB　 D::neo)と と も に rrnO-lacZを 保 有 し た 。 gerD-cwlBに て 欠 失 を 保
有 す る 胞 子 は 発 芽 能 が 重 度 に 阻 害 さ れ る (野 性 型 胞 子 の 0.0015%に 減 少 )(E.Ricca、 私 信 )。
図 12Aに 示 す よ う に 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に 対 し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 用 い 、 免 疫 蛍
光 法 に よ り SC2362の 栄 養 細 胞 に lacZが 発 現 さ れ る こ と を 実 証 し た 。 同 質 遺 伝 的 野 性 型 PY79
菌 株 に は 検 出 可 能 な 発 現 は 認 め ら れ な か っ た 。 SC2362お よ び DL169細 胞 の 断 片 化 全 細 胞 抽
出 物 の SDS-PAGE解 析 に よ り (図 12B)、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 大 き さ に 相 当 す る 顕 著 な バ
ン ド が 117kDに て 示 さ れ た 。 こ れ は 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た
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ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 確 認 さ れ 、 多 く の 高 mwt.分 解 産 物 が 示 さ れ た が 、 他 で
は 明 ら か な 分 解 は 示 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 rrnO-lacZを 発 現 し て い る SC2362細 胞 に 発 現 さ れ る β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 定 量 は 、 精
製 さ れ た β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (Sigma社 )お よ び B.subtilisの PY79,SC2362お よ び DL169菌
株 の 全 細 胞 抽 出 物 の 連 続 希 釈 を 用 い 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 実 験 に よ り 得 ら れ た (図 ５ ｃ )。 タ ン
パ ク 質 は 、 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 次 に ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
に 接 合 し た 二 次 抗 体 と 反 応 さ せ 、 BCIP/NBTま た は ECLシ ス テ ム (Bio-Rad社 )に よ り 着 色 し た
。 濃 度 測 定 解 析 に よ り β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は PY79細 胞 に て 検 出 可 能 で な い こ と が 示 さ れ
た 。 SC2362お よ び DL169細 胞 抽 出 物 で は 、 SC2362で は β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 量 は 総 抽 出 タ
ン パ ク の 3.14%(31.4ng/mg)と 同 等 で あ り 、 DL169で は 総 抽 出 タ ン パ ク の 2.4%(24ng/mg)と 同
等 で あ っ た (平 均 0.43mg)。 こ れ ら の 菌 株 に て 産 生 さ れ る 高 レ ベ ル の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
は 、 SDS-PAGE解 析 に よ り 確 認 さ れ (図 12B)、 異 種 遺 伝 子 発 現 に 対 す る rrnOプ ロ モ ー タ ー の
有 効 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 rrnO-lacZを 保 有 す る 胞 子 の 経 口 送 達 後 の 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 血 清 反 応
　 7匹 の 純 系 マ ウ ス 群 に SC2362,DL169ま た は PY79の 胞 子 ま た は 栄 養 細 胞 を 経 口 投 与 し た 。
こ れ ま で に 経 口 免 疫 を 最 適 化 し た 投 与 計 画 を 用 い 6 ) 、 各 免 疫 投 与 量 は 2x10 1 0 個 の 胞 子 ま た
は 3x10 1 0 個 の 栄 養 細 胞 の い ず れ か を 含 ん だ 。 濃 度 測 定 解 析 か ら (上 記 の 「 抗 原 送 達 媒 体 と
し て の 胞 子 」 と い う 標 題 の 節 を 参 照 )、 1投 与 量 の SC2362ま た は DL169栄 養 細 胞 が 約 0.43mg
の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 含 有 す る と 規 定 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ IgG検 索 の た め ELISA法 に よ り 血 清 抗 体 を 解 析 し (図 13)、 サ ン プ
リ ン グ の た め 対 照 群 と し て 7匹 の 非 免 疫 マ ウ ス 群 も 含 め た 。 図 13に 示 す よ う に 、 SC2362(rr
nO-lacZ)胞 子 に よ る マ ウ ス の 経 口 免 疫 で は 、 40日 以 降 、 非 組 換 え 胞 子 (PY79)を 投 与 し た マ
ウ ス ま た は 未 処 置 対 照 群 よ り 有 意 に 高 い (P<0.05)エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 が 得 ら れ た 。 し か し
、 DL169胞 子 は 免 疫 マ ウ ス で 抗 体 陽 転 を 生 じ ず 、 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 力 価 は 非 組 換 え
胞 子 (PY79)を 投 与 し た マ ウ ス ま た は 未 処 置 対 照 群 と 有 意 に (P>0.05)異 な る こ と は な か っ た
。 こ れ は 、 経 口 送 達 後 に SC2362の 一 部 の 胞 子 が 発 芽 し 、 引 続 き rrnO-lacZの 発 現 に 至 っ た
に 相 違 あ る ま い 。 DL169胞 子 の 送 達 後 に こ れ ら の 反 応 を 示 さ な い こ と は 、 こ れ ら の 液 性 反
応 を 生 じ る た め に は 胞 子 の 発 芽 が 不 可 欠 で あ る こ と が わ か る 。 こ の 段 階 で は 、 抗 体 反 応 の
レ ベ ル と い う よ り 抗 原 送 達 に 胞 子 の 発 芽 を 用 い こ と が で き る と い う 根 拠 に 関 心 が あ る 。 各
菌 株 の 栄 養 細 胞 を 用 い た 免 疫 を 対 照 群 と し て 組 み 込 み 、 SC2362ま た は DL169細 胞 を 投 与 し
た マ ウ ス で 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ IgG反 応 を 検 出 し 、 幾 分 意 外 で あ っ た 。 反 応 レ ベ ル は S
C2362胞 子 の 投 与 か ら 得 ら れ た 反 応 に 類 似 し (図 13)、 こ の 反 応 の 類 似 性 は 、 こ の 投 与 計 画
に よ り 免 疫 原 と し て β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 用 い る と き に 、 閾 値 レ ベ ル に 達 し て い る と い
う こ と で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 SC2362胞 子 (図 14A)、 SC2362栄 養 細 胞 (図 14B)お よ び DL169栄 養 細 胞 (図 14C)に よ り 免 疫 し
た マ ウ ス 由 来 の 血 清 も 検 査 し 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 特 異 性 IgG1,IgG2aお よ び IgG2bサ ブ
ク ラ ス の 存 在 を 検 討 し た 。 SC2362ま た は DL169の 栄 養 細 胞 に よ る 免 疫 は 、 20日 に て 最 初 に
検 出 可 能 な サ ブ ク ラ ス IgG2aを 示 し 、 そ の 後 IgG1が 漸 増 し た 。 SC2362胞 子 の 投 与 で は IgG1
お よ び IgG2aの 早 期 の 増 加 を 示 し た 。 3例 全 て に お い て IgG2bレ ベ ル は 緩 徐 に 増 加 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 rrnO-lacZを 保 有 す る 胞 子 の 経 口 送 達 後 の 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 粘 膜 反 応
　 SC2362胞 子 を 服 用 し た 8匹 の マ ウ ス 群 の う ち 1匹 の み が 、 58日 に 16.8の 陽 性 力 価 を 示 し た
。 同 菌 株 の 栄 養 細 胞 で 免 疫 し た マ ウ ス 群 に お け る 抗 b－ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 特 異 性 糞 便 IgAは
、 8匹 の マ ウ ス の う ち 3匹 、 1匹 お よ び 4匹 が 、 そ れ ぞ れ 18日 、 40日 お よ び 58日 に 陽 性 反 応 を
示 し 、 よ り 抗 体 レ ベ ル が 高 か っ た (デ ー タ は 示 さ な い )。 最 後 に 、 DL169胞 子 で 免 疫 し た マ
ウ ス 群 は 全 く 陽 性 反 応 を 示 さ ず 、 DL169栄 養 細 胞 で は 18日 に 1回 の み 陽 性 反 応 を 示 し た 。 他
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の マ ウ ス 群 で は 陽 性 力 価 は 全 く 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
考 察
　 実 施 例 ２ の 目 的 は 、 B.subtilisの 胞 子 を 経 口 ワ ク チ ン 送 達 系 と し て 評 価 す る こ と で あ る
。 本 理 論 は 、 胞 子 が 特 に 有 望 な ワ ク チ ン 媒 体 と な り 得 る 、 幾 つ か の 特 性 に 基 づ く 。 第 一 に
、 ヒ ト お よ び 動 物 に 対 す る プ ロ バ イ オ テ ィ ッ ク と し て 現 在 使 用 さ れ て い る こ と で あ る 。 第
二 に 、 こ の 菌 は 土 壌 に 普 通 に 認 め ら れ る 非 病 原 性 微 生 物 で あ る 。 第 三 に 、 頑 健 か つ 不 活 の
生 命 形 態 と し て 乾 燥 (胞 子 )状 態 で 長 期 間 の 保 存 に 適 し て い よ う 。 第 四 に 、 単 細 胞 分 化 (胞
子 形 成 )生 物 モ デ ル と し て 、 こ の 生 物 の 遺 伝 解 析 は 比 類 が な く 、 卓 越 し た ク ロ ー ニ ン グ 技
術 で 支 え ら れ て い る 。 最 後 に 、 こ の 生 物 は 胞 子 状 態 で 経 口 投 与 さ れ る と 、 小 腸 に て 発 芽 し
、 限 定 さ れ た 回 数 の 複 製 お よ び 細 胞 成 長 を し た 後 に 排 泄 さ れ る 。 GITに お け る 胞 子 の 発 芽
能 に 基 づ き 、 発 芽 す る 胞 子 を 異 種 抗 原 送 達 の 機 序 と し て 検 討 し た 。 本 方 法 の 論 理 お よ び 新
規 性 は 、 胞 子 が 胃 を 通 過 し て も 生 存 可 能 で あ る か も し れ ず 、 そ の 後 発 芽 し 、 次 に 栄 養 型 相
に て 異 種 抗 原 を 発 現 す る で あ ろ う 、 と い う こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 特 異 的 液 性 反 応 を 評 価 す る 前 に 、 GIT管 に お け る 胞 子 お よ び 栄 養 細 胞 の 生 存 を 評 価 し た
。 マ ウ ス の イ ン ビ ボ 解 析 に よ り 、 胞 子 は 経 口 投 与 さ れ る と き に ほ ぼ 影 響 を 受 け ず 、 大 部 分
が 24時 間 後 に 排 泄 さ れ る こ と を 見 出 し た 。 対 照 的 に 、 栄 養 型 B.subtilis細 胞 は マ ウ ス GIT
に お け る 生 存 率 が 非 常 に 低 い 。 概 算 と し て 0.0005%未 満 の 栄 養 細 胞 が GIT通 過 を 生 き 延 び る
と 推 定 す る 。 胃 は 栄 養 型 B.subtilisに 対 し 最 初 で 最 も 厳 し い 障 壁 で あ り 、 こ れ は 小 腸 で 回
収 さ れ る 生 存 可 能 数 レ ベ ル が 極 度 に 低 い こ と に よ り 裏 付 け ら れ る 。 生 存 す る 細 菌 は 投 与 後
最 初 の 3時 間 内 に 胃 を 通 過 し た よ う で あ り 、 6時 間 目 ま で に は 糞 便 中 に 存 在 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 胃 ま た は 小 腸 を 模 倣 し た 擬 似 条 件 で 胞 子 ま た は 栄 養 細 胞 の 生 存 を 評 価 す る イ ン ビ ト ロ ア
ッ セ イ に よ り 、 こ れ ら の 所 見 を 裏 付 け た 。 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 栄 養 型 B.subtilisは 胃 ま
た は 小 腸 に お け る 長 期 的 生 存 の 機 会 が 限 定 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 擬 似 胃 環 境 は B.subtil
isの み な ら ず 、 E.coliお よ び C.rodentiumの よ う な 他 の 腸 内 細 菌 に も 不 良 環 境 を 提 供 す る
よ う で あ っ た 。 B.subtilisで は 、 こ れ は 小 腸 組 織 の 直 接 計 数 実 験 か ら 示 さ れ 、 明 ら か に 何
パ ー セ ン ト か の 細 胞 が 胃 の 通 過 を 生 き 残 っ た 。 こ れ は 、 恐 ら く イ ン ビ ボ で は 凝 集 効 果 、 通
過 時 間 お よ び 胃 の 組 成 に よ る も の で あ る 。 B.subtilisで は 、 胆 汁 塩 の 影 響 か ら な る 第 二 の
障 壁 が 胃 の 出 口 に 提 示 さ れ 、 こ れ は 生 存 を ほ ぼ 全 く 否 定 す る と と も に 上 記 の イ ン ビ ボ 実 験
に よ り 裏 付 け ら れ 、 0.0005%未 満 の 栄 養 型 細 菌 が GIT通 過 を 生 き 延 び る こ と が で き る と 推 定
す る 。 予 想 さ れ る よ う に 、 胞 子 は こ の よ う な 厳 し い 条 件 で 有 害 作 用 を 受 け ず に 生 存 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 B.subtilisに 対 す る 胆 汁 塩 の 影 響 に よ り 、 こ の 生 物 が 腸 内 微 生 物 と は 対 照 的 に GITで 長
期 的 に 生 存 す る こ と が 不 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 胞 子 お よ び 栄 養 細 胞 に 対 す る 胆 汁 塩
の 影 響 は 興 味 深 か っ た 。 栄 養 細 胞 に 対 し て は 殺 菌 性 で あ る が 、 胞 子 に 対 す る 胆 汁 塩 の 影 響
は 軽 度 な 発 芽 阻 害 で あ っ た 。 従 っ て 、 当 初 、 胃 か ら 出 る 胞 子 は 発 芽 を 阻 害 さ れ る だ ろ う が
、 発 芽 す る 胞 子 は 死 滅 さ れ る で あ ろ う 。 し か し 、 こ の 相 反 す る 影 響 は 腸 管 腔 の 緻 密 な 組 成
お よ び 胃 出 口 後 の 通 過 距 離 に よ り 調 節 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 ワ ク チ ン 仮 説 を 評 価 す る た め に 抗 原 モ デ ル と し て β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 用 い て い る
が 、 そ れ は こ の タ ン パ ク 質 が 新 規 の ワ ク チ ン 送 達 系 を 評 価 す る の に 成 功 裡 に 用 い ら れ て い
る た め で あ る 1 7 , 1 8 ) 。 経 口 送 達 さ れ る 胞 子 に 対 す る 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ IgG全 身 反 応
の 解 析 に よ り 、 胞 子 が 確 か に 発 芽 し 、 観 察 さ れ る 抗 体 陽 転 を 生 じ る の に 十 分 な 免 疫 原 を 合
成 す る こ と が 立 証 さ れ る 。 こ れ に よ り 、 本 仮 説 が 実 証 さ れ る と と も に 胞 子 の ワ ク チ ン 媒 体
と し て の 可 能 性 が 示 さ れ よ う 。 胞 子 の 一 部 が 小 腸 で 発 芽 可 能 で あ る こ と を 示 し 、 恐 ら く こ
れ ら が こ の 領 域 に て GALTに 侵 入 す る 。 ま た 、 無 処 置 胞 子 は 粘 膜 を 通 過 し て GALT内 に て (例
え ば 、 バ イ ヤ ー 斑 に て )発 芽 し 得 る 。 こ れ は 、 胞 子 粒 子 が 小 サ イ ズ (1～ 1.2ミ ク ロ ン )で あ
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っ て 、 M細 胞 に 取 り 込 ま れ る ほ ど に 小 さ い た め 、 確 か な 可 能 性 と な る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 分 泌 性 IgA反 応 の 発 生 は 如 何 な る 粘 膜 ワ ク チ ン に 対 し て も 明 ら か に 有 利 で あ り 、 β － ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ に 対 す る 局 所 反 応 は 本 試 験 的 研 究 で は 低 か っ た が 、 一 部 の マ ウ ス は 実 際 に
反 応 を 示 し た 。 恐 ら く こ れ は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 比 較 的 低 い 免 疫 原 性 を 表 す が 、 投
与 計 画 も 反 映 す る の か も し れ な い 。 興 味 深 い こ と に 、 抗 原 送 達 に 栄 養 細 胞 を 用 い た と き に
類 似 の 反 応 を 得 た 。 こ れ ら の 細 胞 は 対 照 群 と し て 用 い 、 胃 内 に て ほ ぼ 100%の 細 胞 死 を 予 測
し た と い う 事 実 に も 関 わ ら ず 、 観 察 さ れ た 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ IgG力 価 を 生 じ る の に
十 分 な β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 送 達 で き た 。 抗 原 の 経 口 投 与 を 約 0.43mgと 推 定 で き 、 こ れ
を 9回 投 与 し た 。 恐 ら く 、 観 察 し た 反 応 は 胃 を 通 過 し て 小 腸 に 侵 入 し た 無 処 置 栄 養 細 胞 に
由 来 し 、 小 腸 は 経 口 投 与 さ れ る 抗 原 の 液 性 反 応 の 発 生 に 関 与 す る 。 死 滅 し た B.subtilis細
胞 が 観 察 さ れ た 液 性 反 応 を 発 生 し 得 る か 否 か は 本 研 究 か ら は 示 せ な い が 、 細 胞 の 生 死 は 問
題 で は な い と 予 想 し よ う 。 一 見 し た と こ ろ 、 両 形 態 と も 局 所 お よ び 全 身 の 反 応 を 誘 発 し 得
る た め 、 胞 子 状 態 が な ぜ 有 利 で あ る の か が 明 確 で な い か も し れ な い 。 し か し 、 胞 子 状 態 は
周 囲 温 度 に て 乾 燥 状 態 で の 長 期 保 存 (恐 ら く 数 十 年 単 位 )の 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ２ 】
【 図 １ 】 マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 、 cat遺 伝 子 、 お よ び amyE遺 伝 子 の 前 部 な ら び に 後 部 を
示 す 、 pDG364ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の マ ッ プ を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pDG364を 用 い て 部 分 的 ニ 倍 体 を 生 じ さ せ る 、 二 重 交 叉 型 組
換 え イ ベ ン ト を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 a.サ イ ズ 分 画 し た (12%SDS-PAGE)タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 図 で あ
る 。 TTFCに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 用 い た 。 レ ー ン 1は 非 組 換 え PY79菌 株 の 栄 養 細
胞 、 レ ー ン 2は amyE::oppA-TTFCを 保 有 す る PY79菌 株 、 レ ー ン 3は 精 製 さ れ た TTFCタ ン パ ク
質 で あ る 。 　 b.非 組 換 え PY79の 胞 子 の 胞 子 面 (レ ー ン 1)、 CotA::LTBを 発 現 し て い る 胞 子 (
レ ー ン 2)、 お よ び 精 製 さ れ た LTBタ ン パ ク 質 か ら 抽 出 さ れ 、 サ イ ズ 分 画 し た (12%SDS-PAGE)
タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 図 で あ る (レ ー ン 2に 用 い た 菌 株 は 遺 伝 子 型 amyE::
oppA-TTFC　 thrC::cotA-LTBを 保 有 し た こ と に 留 意 )。 　 c.超 音 波 処 理 さ れ た 栄 養 細 胞 抽 出
物 由 来 の サ イ ズ 分 画 し た タ ン パ ク 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 TTFC血 清 を 用 い た ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト を 示 す 図 で あ る 。 レ ー ン 1は 非 組 換 え PY79細 胞 、 レ ー ン 2は amyE::oppA-TTFC 　
thrC::cotA-LTB細 胞 、 レ ー ン 3は 精 製 さ れ た TTFCタ ン パ ク 質 で あ る 。
【 図 ４ 】 組 換 え B.subtilis栄 養 細 胞 に よ る 腹 腔 内 免 疫 後 の 抗 TTFC血 清 IgG力 価 を 示 す グ ラ
フ で あ る 。 1x10 9 個 の 野 性 型 (● )ま た は OppA-TFFCを 発 現 し て い る B.subtilis細 胞 (△ )に よ
り 胞 腹 腔 内 免 疫 し た (↑ )8匹 の マ ウ ス 群 由 来 の 個 々 の 検 体 を 、 TTFC特 異 性 IgG検 索 の た め に
ELISA法 に よ り 検 査 し た 。 未 処 置 対 照 群 (○ )由 来 の 血 清 も 測 定 し た 。 エ ン ド ポ イ ン ト 力 価
は 、 免 疫 前 プ ー ル 血 清 の 1/40希 釈 と 同 じ 吸 光 度 を 生 じ る 血 清 希 釈 と し て 算 出 し た 。
【 図 ５ 】 組 換 え B.subtilisの 胞 子 に よ る 経 口 免 疫 後 の 抗 TTFC血 清 IgG力 価 を 示 す グ ラ フ で
あ る 。 1.7x10 1 0 個 の 野 性 型 (● )ま た は OppA-TTFC組 換 え B.subtilisの 胞 子 (△ )に よ り 経 口
免 疫 し た (↑ )8匹 の マ ウ ス 群 由 来 の 個 々 の 検 体 を 、 TTFC特 異 性 IgG検 索 の た め に ELISA法 に
よ り 検 査 し た 。 未 処 置 対 照 群 (○ )由 来 の 血 清 も 測 定 し た 。 エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 は 、 免 疫 前
プ ー ル 血 清 の 1/40希 釈 と 同 じ 吸 光 度 を 生 じ る 血 清 希 釈 と し て 算 出 し た 。
【 図 ６ 】 組 換 え B.subtilisの 胞 子 に よ る 経 口 免 疫 後 の 抗 TTFC血 清 IgG力 価 を 示 す グ ラ フ で
あ る 。 1.7x10 1 0 個 の 野 性 型 (● )ま た は OppA-TTFC　 CotA-LTB組 換 え B.subtilisの 胞 子 (△ )
に よ り 経 口 免 疫 し た (↑ )8匹 の マ ウ ス 群 由 来 の 個 々 の 検 体 を 、 TTFC特 異 性 IgG検 索 の た め に
ELISA法 に よ り 検 査 し た 。 未 処 置 対 照 群 (○ )由 来 の 血 清 も 測 定 し た 。 エ ン ド ポ イ ン ト 力 価
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は 、 免 疫 前 プ ー ル 血 清 の 1/40希 釈 と 同 じ 吸 光 度 を 生 じ る 血 清 希 釈 と し て 算 出 し た 。
【 図 ７ 】 組 換 え B.subtilisの 胞 子 に よ る 経 口 免 疫 後 の 抗 LTB血 清 IgG力 価 を 示 す グ ラ フ で あ
る 。 1.7x10 1 0 個 の 野 性 型 (● )ま た は OppA-TTFC　 CotA-LTB組 換 え B.subtilisの 胞 子 (△ )に
よ り 経 口 免 疫 し た (↑ )8匹 の マ ウ ス 群 由 来 の 個 々 の 検 体 を 、 TTFC特 異 性 IgG検 索 の た め に EL
ISA法 に よ り 検 査 し た 。 未 処 置 対 照 群 (○ )由 来 の 血 清 も 測 定 し た 。 エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 は
、 免 疫 前 プ ー ル 血 清 の 1/40希 釈 と 同 じ 吸 光 度 を 生 じ る 血 清 希 釈 と し て 算 出 し た 。
【 図 ８ Ａ 】 マ ウ ス モ デ ル の GITに お け る 栄 養 細 胞 と 胞 子 の 生 存 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 純 系 B
ALB/Cマ ウ ス 群 に B.subtilis　 SC2362菌 株 の 栄 養 細 胞 ま た は 胞 子 を 経 口 投 与 し た 。 糞 便 検
体 お よ び 腸 検 体 を 測 定 し 、 指 示 時 点 に お け る 総 生 菌 数 を 求 め た 。 図 ８ Ａ は 2.4x10 1 0 個 の 栄
養 細 胞 の 経 口 投 与 で あ る 。 デ ー タ は 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ 、 エ ラ ー バ ー は 標 準 偏 差 で あ
っ た 。
【 図 ８ Ｂ 】 マ ウ ス モ デ ル の GITに お け る 栄 養 細 胞 と 胞 子 の 生 存 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 純 系 B
ALB/Cマ ウ ス 群 に B.subtilis　 SC2362菌 株 の 栄 養 細 胞 ま た は 胞 子 を 経 口 投 与 し た 。 糞 便 検
体 お よ び 腸 検 体 を 測 定 し 、 指 示 時 点 に お け る 総 生 菌 数 を 求 め た 。 図 ８ Ｂ は 2.1x10 8 個 の 胞
子 の 経 口 投 与 で あ る 。 デ ー タ は 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ 、 エ ラ ー バ ー は 標 準 偏 差 で あ っ た
。
【 図 ９ Ａ 】 擬 似 胃 条 件 に お け る 栄 養 細 胞 と 胞 子 の 生 存 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 B.subtilisの
栄 養 細 胞 を 擬 似 胃 条 件 下 に て 処 理 し (● )、 指 示 時 点 に お い て 未 処 理 (○ )検 体 と 比 較 し て 生
存 能 力 を 評 価 し た 。 百 分 率 は 当 初 の 接 種 菌 と 比 較 し た 計 数 で あ る 。 デ ー タ は 繰 返 し の 独 立
し た 実 験 の 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ た 。
【 図 ９ Ｂ 】 擬 似 胃 条 件 に お け る 栄 養 細 胞 と 胞 子 の 生 存 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 大 腸 菌 (E.col
i)の 栄 養 細 胞 を 擬 似 胃 条 件 下 に て 処 理 し (● )、 指 示 時 点 に お い て 未 処 理 (○ )検 体 と 比 較 し
て 生 存 能 力 を 評 価 し た 。 百 分 率 は 当 初 の 接 種 菌 と 比 較 し た 計 数 で あ る 。 デ ー タ は 繰 返 し の
独 立 し た 実 験 の 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ た 。
【 図 ９ Ｃ 】 擬 似 胃 条 件 に お け る 栄 養 細 胞 と 胞 子 の 生 存 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 腸 粘 膜 肥 厚 症
菌 (C.rodentium)の 栄 養 細 胞 を 擬 似 胃 条 件 下 に て 処 理 し (● )、 指 示 時 点 に お い て 未 処 理 (○
)検 体 と 比 較 し て 生 存 能 力 を 評 価 し た 。 百 分 率 は 当 初 の 接 種 菌 と 比 較 し た 計 数 で あ る 。 デ
ー タ は 繰 返 し の 独 立 し た 実 験 の 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ た 。
【 図 ９ Ｄ 】 擬 似 胃 条 件 に お け る 栄 養 細 胞 と 胞 子 の 生 存 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 B.subtilisの
胞 子 の 栄 養 細 胞 を 擬 似 胃 条 件 下 に て 処 理 し (● )、 指 示 時 点 に お い て 未 処 理 (○ )検 体 と 比 較
し て 生 存 能 力 を 評 価 し た 。 百 分 率 は 当 初 の 接 種 菌 と 比 較 し た 計 数 で あ る 。 デ ー タ は 繰 返 し
の 独 立 し た 実 験 の 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ た 。
【 図 １ ０ Ａ 】 擬 似 腸 条 件 に お け る 栄 養 細 胞 と 胞 子 の 生 存 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 B.subtilis
の 栄 養 細 胞 を 擬 似 腸 条 件 下 に て 処 理 し (● )、 指 示 時 点 に お い て 未 処 理 (○ )検 体 と 比 較 し て
生 存 能 力 を 評 価 し た 。 百 分 率 は 当 初 の 接 種 菌 と 比 較 し た 計 数 で あ る 。 デ ー タ は 繰 返 し の 独
立 し た 実 験 の 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ た 。
【 図 １ ０ Ｂ 】 擬 似 腸 条 件 に お け る 栄 養 細 胞 と 胞 子 の 生 存 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 E.coliの 栄
養 細 胞 を 擬 似 腸 条 件 下 に て 処 理 し (● )、 指 示 時 点 に お い て 未 処 理 (○ )検 体 と 比 較 し て 生 存
能 力 を 評 価 し た 。 百 分 率 は 当 初 の 接 種 菌 と 比 較 し た 計 数 で あ る 。 デ ー タ は 繰 返 し の 独 立 し
た 実 験 の 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ た 。
【 図 １ ０ Ｃ 】 擬 似 腸 条 件 に お け る 栄 養 細 胞 と 胞 子 の 生 存 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 C.rodentiu
mの 栄 養 細 胞 を 擬 似 腸 条 件 下 に て 処 理 し (● )、 指 示 時 点 に お い て 未 処 理 (○ )検 体 と 比 較 し
て 生 存 能 力 を 評 価 し た 。 百 分 率 は 当 初 の 接 種 菌 と 比 較 し た 計 数 で あ る 。 デ ー タ は 繰 返 し の
独 立 し た 実 験 の 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ た 。
【 図 １ ０ Ｄ 】 擬 似 腸 条 件 に お け る 栄 養 細 胞 と 胞 子 の 生 存 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 B.subtilis
の 胞 子 の 栄 養 細 胞 を 擬 似 腸 条 件 下 に て 処 理 し (● )、 指 示 時 点 に お い て 未 処 理 (○ )検 体 と 比
較 し て 生 存 能 力 を 評 価 し た 。 百 分 率 は 当 初 の 接 種 菌 と 比 較 し た 計 数 で あ る 。 デ ー タ は 繰 返
し の 独 立 し た 実 験 の 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ た 。
【 図 １ １ 】 擬 似 腸 条 件 下 の 胞 子 の 発 芽 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 B.subtilis　 PY79菌 株 の 胞 子
懸 濁 液 を 検 査 し 、 胆 汁 塩 が 有 る (● )ま た は 無 い (○ )AGK溶 液 に お け る 発 芽 を 調 べ た 。 発 芽
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を 誘 発 す る た め に L－ ア ラ ニ ン を 添 加 し た 後 、 指 示 時 点 に お い て OD600nm測 定 値 を 求 め た 。
百 分 率 は 当 初 の 懸 濁 液 と 比 較 し た OD測 定 値 で あ る 。 デ ー タ は 繰 返 し の 独 立 し た 実 験 の 算 術
手 段 と し て 提 示 さ れ る 。
【 図 １ ２ 】 発 現 さ れ た b-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 発 現 お よ び 定 量 化 を 示 す 図 で あ る 。 図 １ ２ Ａ
： LBに て 発 育 し た PY79お よ び SC2362(rrnO-lacZ)の 検 体 を 、 マ ウ ス 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ 抗 体 で 標 識 化 し 、 続 い て 抗 マ ウ ス IgG-TRITC接 合 体 (赤 色 フ ル オ レ セ イ ン )で 標 識 化 し た
。 図 １ ２ Ｂ ： PY79(spo＋ )、 SC2362(rrnO-lacZ)お よ び DL169(gerD-cwlBD　 D::neo　 rrnO-l
acZ)由 来 の 断 片 化 細 胞 抽 出 物 の 、 ク ー マ シ ー 染 色 し た 10%SDS-PAGE(上 側 パ ネ ル )、 お よ び
抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 特 異 性 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 (下 側 パ ネ ル )プ ロ フ ァ イ ル 。 矢 印 は
予 想 分 子 量 117kDaに お け る β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 示 す 。 図 １ ２ Ｃ ： PY79菌 株 (spo＋ )、 S
C2362(rrnO-lacZ)お よ び DL169(gerD-cwlBD　 D::neo　 rrnO-lacZ)由 来 の 細 胞 抽 出 物 に お け
る β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 指 示 濃 度 (mg)に て 実 施 し た ド ッ ト ブ ロ ッ ト 実 験 。 精 製 β － ガ ラ
ク ト シ ダ ー ゼ 希 釈 物 (ng)が 左 側 (レ ー ン ＋ )に 認 め ら れ る 。 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 一 次
抗 体 お よ び 二 次 抗 ウ サ ギ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 抱 合 抗 体 を 用 い た 。 実 施 例 2の 材 料 お よ び 方 法
の 項 に 記 載 の よ う に 、 ECLに よ り 反 応 を 可 視 化 し た 。
【 図 １ ３ 】 rrnO-lacZ遺 伝 子 を 保 有 す る 胞 子 の 経 口 送 達 後 の 全 身 反 応 を 示 す グ ラ フ で あ る
。 純 系 BALB/Cマ ウ ス 群 に B.subtilisの 2x10 1 0 胞 子 ／ 用 量 ま た は 3x10 1 0 栄 養 細 胞 ／ 用 量 を 経
口 投 与 し た 。 個 々 の 血 清 検 体 を ELISA法 に よ り 検 査 し 、 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 特 異 性 IgG
を 調 べ た 。 PY79胞 子 (◇ )、 PY79栄 養 細 胞 (u)、 SC2362胞 子 (l)、 SC2362栄 養 細 胞 (n)、 DL169
胞 子 (△ )お よ び DL169栄 養 細 胞 (黒 三 角 )を 投 与 し た マ ウ ス と と も に 、 未 処 置 非 免 疫 対 照 群 (
○ )由 来 の 血 清 も 含 ま れ た 。 デ ー タ は 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ 、 エ ラ ー バ ー は 標 準 偏 差 で
あ っ た 。
【 図 １ ４ Ａ 】 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ IgGサ ブ ク ラ ス の 解 析 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 純 系 BAL
B/Cマ ウ ス 群 に B.subtilis　 SC2362菌 株 の 2x10 1 0 胞 子 ／ 用 量 を 経 口 投 与 し た (－ )。 個 々 の
血 清 検 体 を ELISA法 に よ り 検 査 し 、 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 特 異 性 IgG1(○ )、 IgG2a(△ )お
よ び IgG2b(□ )サ ブ ク ラ ス を 調 べ た 。 デ ー タ は 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ 、 エ ラ ー バ ー は 標
準 偏 差 で あ っ た 。
【 図 １ ４ Ｂ 】 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ IgGサ ブ ク ラ ス の 解 析 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 SC23623
菌 株 の 3x10 1 0 栄 養 細 胞 ／ 用 量 を 経 口 投 与 し た (－ )。 個 々 の 血 清 検 体 を ELISA法 に よ り 検 査
し 、 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 特 異 性 IgG1(○ )、 IgG2a(△ )お よ び IgG2b(□ )サ ブ ク ラ ス を 調
べ た 。 デ ー タ は 算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ 、 エ ラ ー バ ー は 標 準 偏 差 で あ っ た 。
【 図 １ ４ Ｃ 】 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ IgGサ ブ ク ラ ス の 解 析 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 DL169菌
株 の 栄 養 細 胞 を 経 口 投 与 し た (－ )。 個 々 の 血 清 検 体 を ELISA法 に よ り 検 査 し 、 抗 β － ガ ラ
ク ト シ ダ ー ゼ 特 異 性 IgG1(○ )、 IgG2a(△ )お よ び IgG2b(□ )サ ブ ク ラ ス を 調 べ た 。 デ ー タ は
算 術 手 段 と し て 提 示 さ れ 、 エ ラ ー バ ー は 標 準 偏 差 で あ っ た 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ Ａ 】 【 図 ８ Ｂ 】
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【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】

【 図 ９ Ｃ 】

【 図 ９ Ｄ 】

【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】

【 図 １ ０ Ｃ 】

【 図 １ ０ Ｄ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ Ａ 】
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【 図 １ ４ Ｂ 】 【 図 １ ４ Ｃ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 2月 25日 (2004.2.25)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
治 療 的 活 性 化 合 物 お よ び 標 的 配 列 ま た は 栄 養 細 胞 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 一 つ 以 上 の 遺 伝
構 築 物 を 含 ん だ 遺 伝 暗 号 に よ り 遺 伝 子 改 変 さ れ た

胞 子 。
【 請 求 項 ２ 】
治 療 的 活 性 化 合 物 が 、 抗 原 ま た は 医 薬 若 し く は 抗 原 ま た は 医 薬 の 前 駆 物 質 で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ３ 】
遺 伝 構 築 物 が キ メ ラ 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ４ 】
遺 伝 子 改 変 が 遺 伝 子 構 築 物 を 含 ん だ ベ ク タ ー を 用 い た 母 細 胞 の 形 質 転 換 、 次 い で 母 細 胞 に
よ る 請 求 項 １ か ら の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 の 生 産 の 誘 発 に よ っ て な さ れ る こ と を 特 徴
と す る の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ５ 】
遺 伝 子 構 築 物 が 一 ま た は 複 数 の 誘 発 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 、 プ ロ モ ー タ ー ま た は 強 力 な プ ロ
モ ー タ ー ま た は 改 変 プ ロ モ ー タ ー の 各 々 ま た は 個 々 独 立 の 制 御 下 に あ る こ と を 特 徴 と す る

の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
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、 治 療 的 処 置 の た め の 経 口 投 与 で 使 用 す
る た め の バ シ ラ ス 属 の

請 求 項 １ か ら ３

請 求 項 １ か ら ４



【 請 求 項 ６ 】
遺 伝 子 構 築 物 が エ ン ハ ン サ ー 要 素 ま た は そ れ に 結 合 し た 上 流 ア ク チ ベ ー タ ー 配 列 を 有 す る
こ と を 特 徴 と す る に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ７ 】
遺 伝 子 構 築 物 が 誘 発 可 能 な 発 現 系 を 含 む こ と を 特 徴 と す る の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ８ 】
胞 子 が ヒ ト ま た は 動 物 の 身 体 の 腸 管 の 十 二 指 腸 及 び ／ 又 は 空 腸 で 発 芽 す る こ と を 特 徴 と す
る の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ９ 】
治 療 的 活 性 化 合 物 が 使 用 時 に 免 疫 応 答 を 誘 発 す る よ う に 適 応 さ れ る 抗 原 で あ る こ と を 特 徴
と す る の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
抗 原 が 少 な く と も 破 傷 風 毒 素 断 片 Ｃ ま た は 易 分 性 毒 素 Ｂ サ ブ ユ ニ ッ ト の 断 片 で あ る こ と を
特 徴 と す る に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
タ ン パ ク 質 が 細 胞 障 壁 に て 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る

の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
タ ン パ ク 質 が 栄 養 細 胞 で 常 時 発 現 さ れ る こ と を 特 徴 と す る の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
タ ン パ ク 質 が OppAま た は rrnOで あ る こ と を 特 徴 と す る に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
タ ン パ ク 質 が 栄 養 細 胞 で 間 欠 的 に 発 現 さ れ る こ と を 特 徴 と す る の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
タ ン パ ク 質 が 可 溶 性 細 胞 質 栄 養 細 胞 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る

の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
タ ン パ ク 質 が rrnＯ で あ る こ と を 特 徴 と す る に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ７ 】
可 溶 性 細 胞 質 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 構 築 物 の 全 体 ま た は 一 部 が シ グ ナ ル 配 列 を 含 む こ と を 特 徴
と す る に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ８ 】
シ グ ナ ル 配 列 が 栄 養 細 胞 の 特 定 部 分 に 治 療 的 活 性 化 合 物 を 標 的 に す る よ う に 適 応 さ れ る こ
と を 特 徴 と す る の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 １ ９ 】
シ グ ナ ル 配 列 が 分 泌 （ 好 ま し く は 能 動 的 分 泌 、 よ り 好 ま し く は Ｉ 型 、 Ｉ Ｉ 型 ま た は Ｉ Ｉ Ｉ
型 分 泌 )の た め の 、 ま た は 栄 養 細 胞 に よ る 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ （ 好 ま し く は グ リ コ シ ル 化
） の た め の 治 療 的 活 性 化 合 物 に 向 け ら れ る こ と を 特 徴 と す る に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
治 療 的 活 性 化 合 物 が 生 物 学 的 前 駆 物 質 の 形 質 転 換 が 可 能 な 一 又 は 複 数 の 酵 素 で あ る 抗 原 前
駆 物 質 で あ っ て 、 発 芽 時 に 、 前 記 一 又 は 複 数 の 酵 素 が 発 現 さ れ 、 前 記 生 物 学 的 前 駆 物 質 の
形 質 転 換 に よ り 一 又 は 複 数 の 抗 原 を 合 成 す る こ と を 特 徴 と す る の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ２ １ 】
生 物 学 的 前 駆 物 質 が ホ ル モ ン 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 、 鎮 痛 剤 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ で あ る こ
と を 特 徴 と す る に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
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請 求 項 ５

請 求 項 １ か ら ６

請 求 項 １ か ら ７

請 求 項 １ か ら ８

請 求 項 ９

請 求 項 １ か ら １
０

請 求 項 １ か ら １ １

請 求 項 １ ２

請 求 項 １ か ら １ １

請 求 項 １ か ら 請 求
項 １ ０

請 求 項 １ ５

請 求 項 １ ５ ま た は １ ６

請 求 項 １ か ら １ ０

請 求 項 １ ８

請 求 項 １ か ら １ ９

請 求 項 ２ ０



治 療 的 活 性 化 合 物 が タ ン パ ク 質 、 ワ ク チ ン ま た は エ ン ド ル フ ィ ン で あ る 医 薬 で あ る
い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 。

【 請 求 項 ２ ３ 】
医 学 的 症 状 が 好 ま し く は 炎 症 、 疼 痛 、 ホ ル モ ン の ア ン バ ラ ン ス 及 び ／ 又 は 腸 の 障 害 で あ る
、 医 学 的 症 状 の 治 療 の た め に 使 用 さ れ る こ と を 特 徴 と す る の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 胞 子 。
【 請 求 項 ２ ４ 】

の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 少 な く と も 二 つ の 異 な る 胞 子 を 含 む 組 成 物 で あ
っ て 、 前 記 少 な く と も 二 つ の 異 な る 胞 子 が 少 な く と も 二 つ の 異 な る 治 療 的 活 性 化 合 物 を 発
現 す る こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
組 成 物 が 更 に 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 ま た は 担 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る に
記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
製 薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 ま た は 担 体 に 結 合 し た の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 胞 子 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
医 学 的 症 状 が 好 ま し く は 炎 症 、 疼 痛 、 ホ ル モ ン の ア ン バ ラ ン ス 及 び ／ 又 は 腸 の 障 害 で あ る
、 医 学 的 症 状 の 治 療 に 使 用 す る た め の の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 ２ ８ 】
医 学 的 症 状 が 好 ま し く は 炎 症 、 疼 痛 、 ホ ル モ ン の ア ン バ ラ ン ス 及 び ／ 又 は 腸 の 障 害 で あ る
、 医 学 的 症 状 の 治 療 に 用 い る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 胞 子 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
a)処 置 を 必 要 と す る ヒ ト ま た は 動 物 に の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 胞 子 を 投
与 し 、
　 b)前 記 胞 子 が 腸 管 に て 栄 養 細 胞 に 発 芽 し 、
　 c)前 記 栄 養 細 胞 が 処 置 で 用 い る た め の 治 療 的 活 性 化 合 物 を 発 現 す る ス テ ッ プ を 含 む 医 療
方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
胞 子 が 経 口 、 鼻 腔 内 ま た は 直 腸 で 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る に 記 載 の 方 法 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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