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研究成果の概要（和文）：Human Hepatitis E Virus (HEV)のカプシドタンパク質が自己会合し

た Virus-like particle (VLP)は、消化耐性と腸管免疫誘導活性を持つ、食べるワクチンと

して注目されている。インフルエンザの共通抗原である M2 のエピトープを融合した HEV のカ

プシドを、果実特異的な E8 プロモーターの制御下で発現する遺伝子組換えトマト（Solanum 

lycopersicum cv. Micro-Tom）の作出に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Virus-like particle (VLP) is self-assembled capsid protein of 

virus and the best candidate of edible vaccine, because VLP is resistant to digestion 

and can be targeted to the immune system of intestine. We made transgenic tomato plants 

(Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) expressing capsid protein of Human Hepatitis E 

Virus (HEV) fused with the M2 universal epitope of Influenza.  
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１．研究開始当初の背景 
(1)「食べるワクチン」は、ヒトなどに病気を
引き起こす原因物質（抗原）を、植物に生産・
蓄積させたものであり、その植物を食べる
（経口摂取）ことにより、ヒトなどの粘膜免
疫だけでなく全身の免疫系を活性化させる
ものである。現行の不活化ワクチンはウイル
スや細菌を培養して、それを不活化精製して
いるが、食べるワクチンは抗原を植物に生産
させるので危険なウイルスや細菌を培養す
る必要がない。植物を食べれば良いので抗原
を精製する必要もなく注射を必要としない。
植物は多くの場合常温での保存が可能で、不

活化ワクチンを輸送、保存するためのコール
ドチェーンも必要ない。さらに、注射による
不活化ワクチンの接種では、全身系の免疫系
のみが活性化されるが、「食べるワクチン」
では全身系のみならず粘膜免疫も活性化さ
れる。以上のような特徴から、「食べるワク
チン」は開発途上国では決定的なワクチンと
考えられており、世界保健機関(WHO)もその
開発を推奨している。 
 
(2) これまでにも、バナナ、ジャガイモ、イ
ネ、トマトなどの植物に抗原タンパク質を生
産させることにより「食べるワクチン」が研
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究されてきたが、完成をみてはいない。植物
には、動物からの他の病原菌やウイルスによ
る汚染も無く、より安全性が高いという特徴
もあり、コストダウンが期待できる。 
 
(3) 従来の「食べるワクチン」は植物体内で
の目的タンパク質の生産量が低い、目的タン
パク質が胃酸などで分解される、経口免疫寛
容により粘膜免疫の誘導が困難という問題
があり、実用化への障壁となっていた。ウイ
ルスのカプシドタンパク質のみが自己会合
した Virus-like particle (VLP)の活用は、
これらを解決する可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
(1) 従来の「食べるワクチン」には、(i)植物
体内での抗原タンパク質の生産量が低く、
(ii)抗原タンパク質が消化されてしまう、
(iii)粘膜免疫の誘導が困難という問題点が
あり、実用化に対する障壁になってきた。本
研究では、果実特異的な発現プロモーター等
を用いてトマトの果実中で大量に発現させ
ることを目的とした。 
 
(2) 胃酸に耐性があって腸管の粘膜免疫を
特異的に誘導する E 型肝炎ウイルス(HEV)の
ウイルス様粒子(VLP: Virus-like Particle)
に目的とする抗原ペプチドを融合させたも
のを用いることにより、抗原タンパク質が消
化されてしまう、粘膜免疫の誘導が困難とい
う問題点を克服することを目的とした。 
 
(3) 医学系の共同研究者が昆虫細胞（バキュ
ロウイルス）で発現させた VLP との比較解析
を行う。 
 
(4) 本研究では、果実のモデル植物であるト
マトを用いたが、将来的には異なる植物種の
異なる器官を用いた食べるワクチンの生産
を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) E 型肝炎ウイルスのカプシドの cDNA に目
的とするインフルエンザ抗原ペプチドを付
加しトマト果実の発現ベクターに組込む。 
 
(2) 実験用トマト系統への形質転換を行な
い、選抜培地を用いて選抜マーカー耐性シュ
ートを分離し、植物個体に再生させる。果実
を形成後に、カプシドの合成を確認するとと
もに、VLP の形成を電子顕微鏡などで確認す
る。カプシドの翻訳後修飾について、バキュ
ロウイルスで生産させたタンパク質との比
較解析を行う。 
 
(3) 作製した VLP をマウスに経口投与し、目
的とする抗原ペプチドに対する粘膜免疫と

全身系免疫が活性化されているか調べる予
定である（医学研究者との共同実験）。 
 
４．研究成果 
(1) 植物ウイルス由来の CaMV35S プロモータ
ーと果実特異的な発現を示すトマトの E8 プ
ロモーターの発現制御の違いについて、
ZsGreen（緑色蛍光タンパク質)をレポーター
タンパク質として解析した。その結果、
CaMV35S プロモーターでは、若い果実におい
て全体に強い緑色蛍光が観察されるが、果実
の成熟に伴い蛍光が弱まり、赤熟した果実で
は果実の中心の軸と種子に蛍光が残ること
が判った(図１)。一方、E8 プロモーターでは、
未熟な果実では発現は無く、果実の成熟期に
なって果実全体で発現し、赤熟した果実にお
いても果実の全体で最も強い緑色蛍光が観
察された（図２）。器官とステージによる発
現制御の特異性では、E8 プロモーターが優れ
ていることが明らかになった。 

 

 

 



(2) E 型肝炎ウイルス(HEV)のカプシドに
HSV-tag とインフルエンザの共通抗原である
M2抗原ペプチドを融合させた HEV-HSVtag-M2
を食べるワクチンとして形質転換トマト(cv. 
Micro-Tom)を作出した。これらは、E8 プロモ
ーターと CaMV35S プロモーターのいずれを用
いても、赤熟した果実において蓄積している
ことが特異抗体を用いたウェスタンブロッ
ティングにより明らかになった（図３）。簡
易定量の結果、E8 プロモーターの方が蓄積量
が多い傾向にあった(最大で 64 µg/g 新鮮重) 
(図 4)。 

 
(3) HEV のカプシドの融合タンパク質が、ウ
イルス様粒子(VLP: Virus-like Particle)を
形成しているかどうか、超遠心精製等を行っ
て解析を試みた。その結果、バキュロウイル
スで生産した VLP と比較すると(未掲載)、超
遠心分離した分画が軽く、VLP を形成してい
ない単体のタンパク質が多い傾向にあるこ
とが示唆された（図５）。 
 
 
 
 
 
 

 
(4) (3)より HEV のカプシド単体が植物細胞
内で VLP を形成するかどうかを調べる必要が
生じた。また、他の近縁の動物ウイルスのカ
プシドで植物細胞内で VLP を形成するもの
（例えば Norovirus）などとの比較解析を行
う必要も生じた。これらは、トマトの形質転
換植物を用いて行うと形質転換体の作製ま
で時間がかかることから、植物ウイルスをベ
ースとした一過性発現ベクターを培養細胞
に導入することによる発現解析を行って時
間短縮を進めている（学会発表）。 
 
(5) (2)で得られたトマトの形質転換植物体
については、VLP の形成はあまり高く無い可
能性はあるが、動物への投与実験には十分な
品質であると考えられたことから、現在、通
常サイズの果実を付ける実用品種との交配
を進めている。その後、得られた果実を用い
た動物試験を計画している。 
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