
信州大学・先鋭領域融合研究群バイオメディカル研究所・特任教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３６０１

国際共同研究加速基金（国際共同研究強化(B)）

2023～2019

免疫チェックポイント阻害乳酸菌による肺癌発癌予防・進展予防効果の検証

Innovative therapy for lung cancer: prophylaxis and therapy by intratracheal 
delivery of probiotics harboring immune checkpoint-blocking single-chain 
variable fragment

７０５１０４３６研究者番号：

佐藤　隆（Sato, Takashi）

研究期間：

１９ＫＫ０２０８

年 月 日現在  ６   ６ １８

円    14,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究は「生理活性標的物質を分泌する乳酸菌」の「経気道投与」による呼吸器疾患
治療の可能性を提唱する研究成果を基盤とし、「免疫チェックポイント阻害乳酸菌」による肺癌発癌・進展予防
効果を検証した。各種の免疫チェックポイント阻害乳酸菌を樹立し、原発性肺癌モデルと転移性肺腫瘍モデルと
いう発癌・進展様式の異なるモデルおいて、免疫チェックポイント阻害乳酸菌の経気道投与による有意な生存率
の改善を達成した。遺伝子変異陽性肺癌に対しては、免疫チェックポイント阻害乳酸菌とともに分子標的医薬の
併用を念頭に、難溶性分子標的医薬の経気道投与用製剤設計開発を行い、次世代の肺癌治療ストラテジーの基盤
構築を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we constructed genetically modified lactic acid bacteria 
(gmLAB) that produce biologically active single chain variable fragment (scFv) specifically 
targeting immune checkpoint molecules. Of these, programmed cell death-ligand 1 (PDL1) scFv showed 
significant improvement in survival in both murine primary lung cancer and metastatic lung tumor 
models by intranasal administration. Repeated administration of gmLAB was well tolerated, and no 
apparent adverse events were seen. These results would propose a new therapeutic strategy for 
malignant lung diseases by administering intranasally with gmLAB. Further trial was planned to 
explore the combined use of immune checkpoint inhibiting gmLAB with molecular-target drugs for lung 
cancer harboring oncogenic driver mutation.

研究分野： 呼吸器病学

キーワード： 遺伝子組換え乳酸菌　肺がん　免疫チェックポイント阻害　経気道治療　生物資源医薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の学術的意義は、肺癌に対する治療戦略として乳酸菌という生物資源を用いた創薬基盤ならびに新規
投与経路の開拓にある。高い費用対効果と治療忍容性が期待される点でも社会的意義は大きい。将来的には、遺
伝子変異陽性肺癌に対する分子標的医薬と乳酸菌由来低分子抗体医薬の合剤による経気道治療の概念も提唱しう
る研究成果となった。コロナ禍のなかで、研究成果を米国並びに欧州の国際学会での発表につなげ、さらに国際
ワークショップを開催して海外日本人研究者との連携構築につながる機会を得たことは大きな意義をもつ。今後
の国際共同研究の推進と、本分野をリードする研究成果の創出につながる支援が得られたと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
本研究は、（1）組換え乳酸菌による様々な疾患モデルの治療効果の検証結果と、（2）肺癌の

経気道免疫治療の検証結果を融合し、「乳酸菌による肺癌の経気道免疫治療」の有効性を検証す
ることを大きな課題として提案した。さらに、（3）速やかな臨床試験への導出や、（4）産学連
携プロセスの手法を学び、（5）本邦の若手人材とノウハウの育成を目的に、国際共同研究とし
て遂行することを提案した。海外の共同研究機関は、組換え乳酸菌の臨床試験実績のあるベルギ
ー、オランダ、さらに米国を候補とし、その中でも癌の前臨床研究から新規治療の導出に長けた
研究機関として、テキサス大学 MD アンダーソンがんセンターとの共同研究の準備をすすめた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、「経気道投与による原発性肺癌モデルの治療検証」の結果を踏まえ、「肺癌の発癌予

防・進展予防としての経気道治療の有用性」を検証する学術的問いに対して、革新的なツールを
用いた検討を行うことを目的とした。すなわち、肺癌の活動性に関わる標的分子を産生し、菌体
外に分泌する「標的分子分泌乳酸菌」という革新的ツールを用い、経気道治療の基盤技術をシー
ズとして、肺癌発癌の予防治療法という未確立のニーズに適応した「経気道的・予防的・標的」
治療法という新規性・独自性の高い投与・治療モダリティの構築を目指し、世界に発信すること
が目的である。 

 

３．研究の方法 
（1）免疫チェックポイント阻害物質産生乳酸菌の作成 
本研究では，乳酸菌の代表菌種である Lactococcus lactis (L. lactis) を発現宿主とする組換
え遺伝子による「生理活性を有する標的蛋白を効率よく産生するシステム」を用いる。特に、L. 
lactis で初めて全ゲノム解読が成された L. lactis subsp. cremoris MG1363（MG1363）をベー
スに，ナイシンによる遺伝子発現システムが組み込まれた L. lactis subsp. cremoris NZ9000
（MoBiTec GmbH, Goettingen, Germany）を組換え遺伝子の発現宿主に用いた。本研究では、肺
癌の発癌・進展に関わる標的分子として、免疫チェックポイント阻害物質に着目して、programmed 
cell death (PD)-ligand 1（PD-L1）、PD-1、cytotoxic T-lymphocyte associated protein (CTLA)-
4 を阻害する一本鎖低分子抗体産生乳酸菌の構築と最適化を行い高い産生・分泌能を有する菌種
を選抜する。 
（2）免疫チェックポイント阻害乳酸菌による原発性肺癌モデル/転移性肺腫瘍モデルの検証 
信州大学で選抜・最適化された乳酸菌を各種の原発性肺癌モデル/転移性肺腫瘍モデルを用いて
生存率を主要評価項目とする有用性の検証を実施する。検証課題として、進展予防の他に気道細
菌叢解や肺障害等の臓器障害に着目した安全性解析を行い、臨床試験に向けた準備をすすめる。 
（3）免疫チェックポイント阻害乳酸菌による K-ras変異肺腺癌発癌モデルの検証 
信州大学で選抜・最適化された乳酸菌をテキサス大学において動物実験に供する。使用する動物
モデルは MD アンダーソンがんセンターにおいて飼育管理される、気道系 G-protein-coupled 
receptor Gprc5A 遺伝子欠損マウスを候補として挙げた。信州大学から若手研究者を現地に派遣
して MD アンダーソンがんセンターの研究者と Gprc5A 遺伝子欠損マウスの発癌予防の検証を行
う。 
 
４．研究成果 
（1）免疫チェックポイント阻害乳酸菌の作成 
①PD-L1阻害作用を有する低分子一本鎖可変抗体フラグメント（single chain variable 
fragment：scFv）産生乳酸菌の構築。 
本研究で用いた発現ベクターは、乳酸菌発現ベクターpNZ8148（3,165 bp）（MoBiTec)をもとに重
盛らにより構築されたpNZ8148#2:CYT（3,284 bp）を使用した。図1に、抗ヒトPD-L1抗体である



アテゾリズマブ（KEGG DRUGデータベースD10773）のアミノ酸配列をもとに，MG1363のコドン使
用頻度に最適化された遺伝子配列を挿入したPD-L1scFv発現分泌ベクターの構築を示す。 
抗ヒトPD-L1抗体アテゾリズマブの可変領
域部位の重鎖（VH）および軽鎖（VL）をペ
プチドリンカー（EGKSSGSGSESKS）によって
結合し（図2）、分子量およそ32kDaの乳酸菌
菌体内産生産物を得た。 
最終的に、緑色蛍光蛋白（GFP）を共発現す
るPD-L1scFv産生乳酸菌の作成に至り、将来
的にGFPによる腫瘍環境の可視化を可能と
した（Namai F, et al. AMB Express 13、
4(2023)）。 
 
②PD-1阻害作用を有するscFv産生乳酸菌の構築 
抗ヒトPD-1scFvを、抗ヒトPD-1抗体であるニボルマブ（KEGG DRUGデータベースD10316）に基づ
いて設計した。本研究では、乳酸菌用発現ベクターpNZ8148（MoBiTec）をもとに重盛らによって
構築されたpNZ8148#2:SEC（3,370 bp）を使用した。遺伝子の塩基配列はEurofins Genomics K.K.
（Tokyo, Japan）によってL. lactis subsp. cremoris MG1363 (MG1363) のコドン使用頻度に
最適化されており、それぞれのscFv配列の両側に制限酵素認識部位であるBamH IおよびHind III
配列を組み込み挿入した。発現解析では、分子量およそ32kDaの乳酸菌菌体内産生産物ならびに
菌体外分泌物質を得た。 
 
③CTLA-4阻害作用を有するscFv産生乳酸菌の構築 
抗ヒトCTLA-4scFvを、抗ヒトCTLA-4抗体であるイピリムマブ（KEGG DRUGデータベースD04603）
に基づいて設計した。本研究で用いた発現ベクターは、pNZ8148#2:CYT（3,284 bp）を使用した。
遺伝子の塩基配列はMG1363のコドン使用頻度に最適化し、それぞれのscFv配列の両側に制限酵
素認識部位であるBamH IおよびHind III配列を組み込み挿入した。発現解析では、分子量およそ
29kDaの乳酸菌菌体内産生産物を得た（Namai F, et al. Mol Biotechnol 62,572-579(2020)）。 
 
（2）免疫チェックポイント阻害乳酸菌による原発性肺癌モデル/転移性肺腫瘍モデルの検証 
①各種scFvの結合活性試験 
動物モデルでの検証を行う前に、各種組換え乳酸菌の産生するscFv精製物を用いて、標的蛋白を
固相化した結合試験あるいは結合阻害試験をELISA法にて実施し、濃度依存的な結合活性あるい
は結合阻害活性を確認した。なお、検証にあたり、PD1scFvならびにPDL1scFvはヒトおよびマウ
スのPD-1/PD-L1蛋白の固相化による検証をそれぞれ行い、マウス動物実験での使用適性を確認
した。 
 
②乳酸菌の肺内到達試験 
乳酸菌の経鼻投与後の肺内への移行・到達に関しては、緑色蛍光蛋白（GFP）を発現する乳酸菌
を用いたin vivoイメージングシステムによる検証を行った。さらに、乳酸菌の凍結乾燥物を経
鼻投与した際の肺内到達に関する検証を実施し、凍結乾燥物の経鼻投与12時間後に回収した気
管支肺胞洗浄液中に、目的とする標的蛋白を確認した。 
 



③肺癌モデルによる検証 
ルイス肺癌細胞株（LLC; ATCC number CRL-1642）の同所性移植による原発性肺癌モデルマウス
に対して、PDL1scFv産生乳酸菌の凍結乾燥物の経腹腔内投与による検証を行った。その結果、図
3で示される有意な生存率の向上が確認できたため、PDL1scFv産生乳酸菌の経鼻投与による検証
を実施した。経鼻投与では、LLCの同所性移植の1週間後から、一個体あたり3×109 の菌体の凍結
乾燥物を10μLに調整し、週3回2週間にわたり投与した。図4で示されるように、同所性移植から
5週間の時点でPDL1scFv投与群ならびにPD1scFv投与群の有意な生存延長効果が確認された。最
終的に、同所性移植から7週間後において、PBS経鼻投与群とベクターコントロール経鼻投与群で
はそれぞれ10％、0％の生存率であったが、PDL1scFvの経鼻投与群では47％の生存率、PD1scFvの
経鼻投与群でも55％の生存率が確認され、有意な生存延長効果が確認された(Nomura N, et al. 
Am J Respir Crit Care Med 207,A5754(2023)。 

 
④転移性肺腫瘍モデルによる検証 
PDL1scFv産生乳酸菌は、経鼻投与による転移性肺腫瘍モデルで有意な生存延長効果を示した。マ
ウス黒色腫細胞B16F1を尾静脈投与し、その1週間後より一個体あたり1×109 の菌体の凍結乾燥
物を10μLに調整したものを連日投与した。その結果、B16F1投与後35日の時点で、ベクターコン
トロール群やPBS投与群の成人率が0％であったのに対して、PD-L1scFv投与群では62.5％と有意
な生存率の改善が確認された。免疫チェックポイント阻害乳酸菌の経鼻投与により、同所性移植
肺がんモデルに加えて転移性肺腫瘍モデルに対しても、有意な生存延長効果が確認されたこと
は、癌種ならびに発癌進展経路を問わず腫瘍微小環境に対するアプローチの有用性を支持する
結果と考えられた(Namai F, et al. FEMS2023 abstract)。 
 
（3）免疫チェックポイント阻害乳酸菌による K-ras変異肺腺癌発癌モデルの検証 
K-ras変異肺腺癌は現行の治療に対して抵抗性であり、肺癌の治療戦略において重要な課題であ
る。K-ras変異陽性肺腺癌においてはPD-L1の発現が高いとの報告もあり（Schoenfeld AJ, et al. 
Ann Oncol 31,599（2020））、近年のK-ras変異陽性肺癌に対する分子標的治療薬の開発の高ま
りを受けて、PDL1scFv乳酸菌との併用による治療戦略も候補となる。このような背景から、K-ras
変異自然発癌モデルに対する発癌予防効果の検証には十分な時間と人的な関与を模索したが、
2020年1月からの新型コロナウイルス感染症の蔓延により、研究者の渡航と受入れが困難となっ
た。2023年5月に新型コロナウイルス感染症の5類移行により再開の目処が立ったものの、報告に
はさらなる検証が必要な状況である。本検証課題を継続検討課題とし、さらに最新の分子標的治
療戦略を導入する目的で、2023年12月1日に国際共同研究ワークショップを開催した。ワークシ
ョップで、MDアンダーソンがんセンターならびにピッツバーグ大学の若手日本人研究者ととも
に、最新の分子標的研究の成果と今回の免疫チェックポイント阻害乳酸菌の研究成果を共有し、
新たな国際共同研究を加速する機会を創出した。免疫チェックポイント阻害乳酸菌による肺癌
治療戦略の研究は、発癌に関わるドライバー遺伝子変異に対する分子標的治療戦略の発達とと
もに深化が求められる。この現行の課題を念頭に、免疫チェックポイント阻害乳酸菌とともに経
気道投与が可能な分子標的治療薬の製剤設計を開始した。分子標的治療薬の多くが水に難溶性
であるが、難溶性素材の溶解性を改善する検証をすすめ、2023年5月開催の米国胸部疾患学会で
報告した(Suzuki K, et al. Am J Respir Crit Care Med 207,A6476(2023))。2024年9月開催の
欧州呼吸器学会での報告も予定しており(Suzuki K, et al. ERS2024 abstract)、今後の国際共
同研究の加速をすすめる。 
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