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1. はじめに

B型肝炎 (HB)ワクチソは遺伝子工学によるワク

チソ第一号と言うばかりでなく人類最初のガ'/(肝

癌）予防のワクチ‘ノです。

B型肝炎はウイルス性肝炎を引き起こすA型 (H

AV)、B型 (HB V)、C型（血液伝幡性非A非

B型の新しい名前）、 D型、 E型（経口感染性非A

非B型の新しい名前）に分類される肝炎ウイルスの

仲間ですが、エイズやATLウイルスと同様に STD

(Sexually transmitted diseases: 性行為感染症）

の病原体の仲間にも分類されています（表 1)。

A型は劇症化しない限り大部分の症例は抗体を作

り治癒します。 D型と E型は日本にはほとんど見ら

れません。 C型は血液や体液を介して感染しますが、

現在のところウイルス学的解明はようやく緒に就い

たところです。

さて B型肝炎は血液や体液を介して感染すること

から輸血用血液のスクリーニソグがきびしく実施さ

れるため、いわゆる輸血後肝炎は減少しております。

しかしながら HBVの持続感染者が我が国でも300

万人、全世界では 2億人と推定されています。これ

ら持続感染者すなわちキャリアーのうち10%ば慢性

肝疾患を発病し、その後あるものは肝硬変、更に肝癌

へと移行してゆきます。これらキャリアーは輸血、院

内感染、家族内感染などの新たな感染源になります

が、特に母親がキャリアーの場合、新生児は高率に

キャリアーとなります。

表 1 肝炎ウイルスの種類

B型肝炎の主な感染防止策としては、先に述べま

した様な血消のスクリーニングを含めた、感染経路

の遮断の他に、ウイルス汚染時の予防措置の徹底、

及び、ワクチソ接種の 3つが重要であると言われて

います。器具の汚染除去措置としては加熱滅菌とし

て①ォートクレーフ滅菌②乾熱滅菌③煮沸消毒(15

分以上）が用いられ、薬物消毒としては塩素系消面

剤（塩素濃度0.1 %で 1時間）や 2%グルタールア

ルデヒド液、エチレソ・オキサイドガス、ホルマリ

ソガスが用いられます。また、汚染された人には、

HBIGの投与が行われますが、医療機関等の感染の

危険性の高い人には、ワクチソを予め接種する様に

指導されています。 HBワクチソは現在実用化され

ている唯一のウイルス性肝炎予防ワクチ｀ノです。

ここでは、血漿由来の第 1世代ワクチソからその

役割を引き継ぎつつある第 2世代の酵母由来のHB

ワクチソについて、私たちの開発した BR-HBを

例に挙げて述べさせて頂きます。

2. 血漿ワクチンから組み換えワクチンヘ

B型肝炎ワクチソはHBVがヒト、チ｀ノパソジ一

の肝臓でしか増殖せず、人工的に培蓑することが不

可能なことから、前述のHBVキャリアーの人の血

漿からウイルス表面抗原粒子だけを分離精製し、加

熱とホルマリソ処理によって混入するウイルス粒子

を不活化した後、アルミニウムゲルをアジュバソト

（免疫増強剤）として加えたものが血漿由来HBワ

クチソとして開発されました。 1986年（昭和61

年） 1月から母子感染予防を目的として市販さ

れています（図 1)。

しかしこのHBワクチソにはいくつかの問題

点があります。まず、原材料となるキャリアー

の人の血漿を大量に集めることが困難であり、

またキャリアーの人血漿中には感染性のHBVの

みならず、エイズウイルスのような未知の危険

なウイルスが混人している可能性があること、

このため過酷な不活化条件を要求されることか

肝炎の種類 ウイルス名 サイズ 分類 核酸 感染経路

A型肝炎
Hepatitis A 

27nm 
ピコルナ
RNA 経ロVirus(HAV) ウイルス

B型肝炎
Hepatitis B 

42nm 
-'V~ ドナ

DNA 血液、体液Virus(HBV) ウイルス

C型肝炎
Hepatitis C 30~ 匈 フラビ

RNA 血液、体液Virus(HCV) nm. ウイルス？

D型肝炎
Hepatitis D 

36nm 未分類 RNA 血液、体液Virus(HDV) 

E型肝炎
Hepatitis E ？ カリシ

経ロVirns(HEV) 27nni ウイ）貶？
RNA 
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血漿由来ワクチソ 組換えHBワクチン

:・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・: 
: HBs抗原陽性（キャリア）
：の血漿

I 
: HBs抗原だけを分離精製

I 
：加熱とホルマリソ処理による：
：混入ウイルス不活化

I 
：ァルミニウム吸着

↓ 
：小分ワクチソ

HBsの抗原陽性の血漿

I 
HBV-DNAとり出し

感染防御抗原 (HBs抗原）
のDNA遺伝子をとり出す

酵母でHBs抗原が産生される
仕組みを与える

I 
酵母に移す

.・・・・・・・・・・J・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・, 
：酵母の中で働かせHBs抗原を！
：産生させる（発酵タソク中） ： 
. I 
：酵母から HBs抗原をとり出す：

: I i 
： ァルミニウム吸着
↓ 

：小分ワクチソ

図1 HBワクチソの製造方法の比較

3. 海外の状況

海外においては米国で最初の遺伝

子組み換えワクチソとして酵母由来

HBワクチソが開発され1986年 8月

より、ンソガポール、西独で販売され

1987年 1月には米国でも販売されま

した。また、ヨーロッパで開発され

たものを含めると現在、日本も含め、

数十ヶ国で使用されています。

これ迄、実用化された酵母由来H

Bワクチンは肝細胞へのウイルス吸

着の際、関与する PreSの抗原を含

まないHBs抗原のみのワクチ｀ノでし

たが、現在日本、フランス、カナダ、

米国等各国で酵母および動物細胞を

用いてPreS領域を含むワクチソ開

発が進んでいます（表2)。

4. 酵母でのHBワクチンの製造

らワクチソの免疫原性にまで影響する可能性があり

ます。ワクチ‘ノの安全性を確認するため原液毎に非

常に高価なチ‘ノバソジーを用いた試験を実施しなけ

ればなりません。更にこのような危険な原材料を取

り扱うワクチソ製造に従事する者の安全対策が十分

でなければなりません。そこで遺伝子工学によるワ

クチソ開発の要望が高まり組み換え DNA

技術を用いた酵母や動物細胞で産生される

HBs抗原による第2世代のワクチソ開発が

進みました。なかでも 1982年 Valenzuela

が酵母でHBs抗原を産生させることに成功

このようなことから、組み換え HB

ワクチ‘ノの早期実用化が要望される

ようになり、わが国では1988年 3月

酵母由来HBワクチソの製造が承認

されました。

私達が1983年から開発した酵母由来HBワクチソ

はPreS 部 9個のアミノ酸が組み込まれたHBs抗原

を用いたものとして最初のものとなります。

現在製造承認申請中ですが酵母でのHBワクチソ

製造の概略は次のようです。

キャリアー (HBe抗原腸性、サブタイプ adr)の

血漿からウイルス粒子を分離します。その粒子より

表 2 HBワクチソの開発状況

商品名 国名 製造会社名 由来 用届製造承認

HEPTAVAX-B 米国 メルク 血漿 20ug 1981.11.16 
hevac B PASTERUフラソスバスツール 血漿(ad+ay)5ug 
Engeric-B ベルキー スミスクライソRIT酵母(adw) 20ug 1986. 6 
H-B-VAX lI 米国 メルク 酵母(adw) lOug 1986. 7 

して以来、いくつか同様の報告が国内外
枕降B型肝炎ワクチ/i北研」 北里研

で発表されました。このことは人血漿由来 HBワクチ`ノ「ミトリ」 ミトリ十字

HBワクチソが抱えていた原材料、安全性 ヒームケ／
HBワクチソ「化血研」 化血研

化血研

の問題を解決するとともに、将来ワクチ‘ノ
r-HBワクチ‘パシオノギ」（輸人）塩野義
ヘプタバックスーJI (輸人）萬有メルク

の価格の低廉価が夢でなくなって来ました。 ヒケソHB 阪大微研会

り
切
切
り

d

d

d

d

 

a
a
a
a
 

（
（
ヽ
し
（

漿
漿
漿
母
母
母
母

血
血
血
酵
酵
酵
酵

20ug 1984」0.30
20ug 1984.10.30 
20ug 1985. 4.16 
lOug 1988. 3.29 
lOug 1989. 3.29 
lOug 1989. 3.29 
lOug製造申請中
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Pst l 

Eco RI 

Barn HI 

HBs抗原

遺伝子

［ニコ： HBs抗原直伝—j-

HBs抗原の安全性に大きなポイソト

が置かれているのは当然のことです。

幸い酵母は有史以前からワイソやパ

ソに、また、私逹日本人の生活の中

にも消酒、味噌、醤油等々に有用な

微生物として利用されており、他の

微生物に比べて安全であることが確

かめられております。

pBH !03~MES 

12.SKb 

二： PH05プロモーター
区：酵l.t/ZuDO:.-¥複製1開始領域

匿：酵母LEU2直伝・f-

一：大脱I府プラスミドp8R322
PH05 Ap': アンピ／リン酎性遺伝子

Barn HI 

Pvu II 

図2 発現プラスミドpBH103-ME5の構造

ウイルスの遺伝子を取り出し、さらにその中から表

面抗原 (PreS2領域の一部十HBs抗原領域）の遺

伝子だけを取り出します。この遺伝子を酵母 (Sac-

charomyces Cerevisiae SHY 4)で表面抗原が産

生される仕組み（発現プラスミト）に組み込み、酵母の

中にいれます。この発現プラスミドは酵母が培養さ

れるときの培地の中のリ｀ノ酸の量の変化が信号とな

って、ワクチソの原料となる表面抗原を産生し始め

る様に設計されています（図 2)。十分な産生を行

わせた後、酵母を高圧ホモジナイザーで破砕し、

HBs抗原を取り出し精製します。私達は出来るだけ

HBs抗原に変化を与えないよう、超遠心等の物理的

な方法を用いています。精製HBs抗原にはホルマリ

ソを加えて、不活化し、アジュバソトとして水酸化

アルミニウム・ゲルに吸着後、小分けしてワクチ‘ノ

となります（図 1)。

この様に DNA組み換え技術によって得た酵母

（形質転換酵母）を保存していれば、ほぼ無限に近

く、また、一時に大最のワクチンをつくることが可

能です。しかもウイルスの一部 (HBs領域）しか使

用しないので、感染性を持つ危険なウイルスが産生さ

れる可能性は全くありません。ただこの様な組み換

えDNAという新しい技術を用いて製造するため組

み換え酵母の取り扱いは十分な配慮がなされるよう

実験段階から国の「組み換え DNA指針」により P

2施設の使用等の尊守が義務づけられています。

さらに大菫培養の段階でも組み換え酵母の拡散を防

ぐ工夫がなされています。

なぜ酵屈がHBs抗原を産生する宿主に選ばれたか

は、技術的な難易度や産生量もさることながら、こ

の新しい組み換え DNA技術によって産生される

それでは組み換え DNA技術によ

って酵母で産生されたHBs抗原は人

血漿由来のHBs抗原とどの様な違い

があるかお話したいと思います。

5. 組み換え酵母由来のHBs抗原

組み換え酵母により産生されたHBs抗原(yHBs)

を電子顕微鏡で観察すると人血漿由来HBs抗原

(hHBs)とはその粒子の形状が少し異なっていま

す。 hHBsは粒子表面が平滑で粒子サイズが均一

(22nm)なのに比して yHBsは昔懐かしい金平糖

yHBs抗原

hHBs抗原

図3 HBs抗原の電顕写真
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10 20 30 40 50 60 

~==〗ME,TTSG誓 PLし＼／しQAG~いしTRI しT塁 SしDS砂T~t~FLGGAPT言

QNSQSPTS~H SPTSCPPICP GYR屈'ICしRRFIIFLFILLLC LIFLLVLLDY QG'ILPVCPLL 
130 140 150 160 170 180 

PGTSTTSTGP CKTCTIPAQG TS,1FPSCCCT KPSDGNCTCI PIPSS',IAFAR Fし¥iE付ASVRF
190 200 210 220 230 

Sl,iLSしLVPPVQりFVGLSPTV WしSVHJ~'IWY 且GPSしYNILS PFしPLLPIFFCしr;yn

A Alanine G Glycine P Praline [ニニ]HB s由来
R Arginine fl Histidine S Serine , -----, 
, Asparagrne I Isoleucine T Threonine 

, _____ ,Pre S由来

D Aspartic acid L leucine 偵 Tryptophan
C Cysteine K Lysine Y Tyrocine a-h!-IBs : Anti-hl!Bs goat antibody (Dako Co.I 

h!-IBs: Human !-IBs antigen E Glutamic Acid 竹 Metionine V Valine 

yl!Bs: Yeast lllls antigen Q Glutamine F Ph enylalanrne 

図4 yHBs抗原と hHBs抗原（血漿 図5 「ビケソーHB」中のHBs抗原のアミノ酸配列

由来）の寒天ゲル内沈降反応

のような突起がみられその粒子サイズは、やや不均

ーです（図3)。しかしながら寒天ゲル内沈降反応に

よってその抗原性を hHBsと比較したところ全く同

ーの抗原性を持つことが確認されました（図 4)。

この yHBs抗原の粒子はHBs抗原にプレSと呼ば

れる領域の一部（アミノ酸 9個）が付加された抗原

粒子を酵母が産生する様にエ夫されております（図

5)。このプレ Sの領域はウイルスの表面に露出し

ており、ウイルスの肝細胞への吸着に関与するもの

と考えられています。このためこの領域を保有する

表面抗原により、より強力な感染防御の免疫が得ら

れることになると考えられます。

しかしながら、このような人工的に合成された抗

原をワクチンに使用する場合、抗原の純度をできる

だけ高めることが要求され実用化の大きな課題とな

っています。

宿主となった人血漿及び、酵母からの央雑物を精

製で除いた純度は、人血漿由来HBワクチソが95%

表 3 純度試験の成績

以上に対して酵母由来では97.5%以上の純度が要求

されています。私どもは99%以上の純度を達成する

ことが出来ました（表 3)。なかでも酵屈由来のD

NAの除去については、残存する DNAが正常細胞

を癌化するのではないかという懸念に対して小池の

言う安全率10-i2となる 10~ 100pgをはるかに下
回る 1投与量 (1Oμg)当り 9.6 X 10-6 pg (安全

率 10-18)以下とすることが出来ました。この様な

物理化学的な面からの安全性ばかりでなく既存ワク

チソで求められる動物試験による安全性試験の他に

急性毒性、局所障害性、および変異原性試験の結果

からも全く問題のないことが確認されています。

次にマウス、カニクイザルを用いて yHBs抗原の

ワクチソとしての免疫原性について調べましたが、

ワクチ` ノ (10μg) としての力価は国立予防衛生研

究所から交付された力価参照品に比べ、約2~4倍

の高い力価を示し、半量の 5μgでも 2.1倍の力価

を示しました（図 6)。カニクイザルでも同様に

HBs抗体の上昇と追加接種によるブースター

効果が認められました。
方法 l 方法概要 純度

ポリアクリル還元状態で検出されるバンドから ％ 

この yHBs抗原のように有用成分のみをワク

チソとするコソポーネソトワクチンではアジュ

パソトが重要な問題となって来ますがこのHB

ワクチソの場合もマウス、カニクイザルの実験

では水酸化ァルミニウムの最が O.lm'i}/0.5叫

(lドーズ）より 0.25m'i}/0.5砒の方が明ら

かに良好な抗体応答を示しました。

アミドゲル hHBs抗体と反応する抗原ペプチド >99.6 
電気泳動法量を限界希釈法により測定

ELISA法
抗酵母成分と反応する酵母成分含量
を測定する

1>99% 

P C A 
宿主Yeast抗原と反応するYeast抗体

高速液体1::~□ :~~; ニニ胃 1>99%

クロマトからのHBs抗原粒子の純度測定 I >99% 
グラフィー法
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上記の様なyHBs抗原の性状確認から安全性が

高く、高い効果が予想されるyHBs抗原を用いた
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HBワクチ‘ノ (BR-HB)の臨床試験について

お話したいと思います。

6 組み換えHBワクチン (BR-HB)の臨床試

験成績

これまでお話した成績をもとに198倍f-(昭和 61 

年） 7月、リコビナソト HBワクチソ臨床応用検討

委員会（織田敏次会長）で治験実施可の評価を受け

た後、岡山大学第一内科の長島秀夫教授（現川鉄水

島病院長）を会長とする治験研究会を中国四国の肝

臓病の専門の先生により組織し、 11月より順次、第

1相、第2相、第 3相の治験を実施しました。現在

は母子感染予防の治験が厚生省のB型肝炎母子感染

予防対策事業の方式に従って実施中です。

第 1相試験 (57名）では 1回接種鼠 0.5叫当り

yHBs抗原蛋白量 5μg、10μg及び、 20μgを含

む沈降ワクチ‘ノを 3回接種して主として安全性につ

いて検討しました。血液及び尿の検査においてワク

チソ接種によると考えられる異常値は 1例もありま

せんでした。副反応出現率は延べ159回の接種に対

して17.6%で、主な副反応は局所の疼痛および発赤

でした。いずれも軽度で問題はありませんでした。

酵母由来成分に対する抗体反応についてワクチソ接

種前後の抗酵母抗体の変動を観察しましたが、最大

量20μg接種群で 3回注射後も有意な上昇は認めら

れず安全性の点では問題ありませんでした（図7)。

第 2相(357名）では免疫原性と安全性を検討し

ました。特に接種経路（皮下と筋肉）、抗原量(10

μgと20μg)及び、ワクチソロットの違いによる
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yHBワクチ‘ノ注射後の抗酵母抗体の

推移（第 1相臨床試験）

抗体反応を比較しました。酵母由来組み換え HBワ

クチソの接種後腸転率は、山本らの 10μg皮下 3回

接種で 88.9~95.0%、筋肉内接種で 98.2~ 

100%、矢野らの 10μg皮下接種で 96.3 %、外国

では Scolnickらの lOμg3回接種で 100%が報告

されていますが、 BR-HBは3ロットのワクチソ

で91.2 ~ 95. 7 % (10μg /ドーズ）、 93.8~ 

97.0% (20μg/ドーズ）と高い陽転率を示しま

した。また、抗体のレベルも高く、ロット間で統計

学上有意の差はありませんでした。また、他報告で

差のみられる接種経路別では筋肉内 (i.m.)接種と

皮下 (S.C.)接種の間で抗体価はほとんど差がなく、

陽転率においても差が見られませんでした（図 8)。
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第 3相(1949名）では第 2相で安全性と免疫原性

が確認された yHBs抗原蛋白質鯖 IOμg/ドーズ

(0. 5叫）を用いてさらにその安全性と免疫原性に

ついて検討しました。その結果 3回接種後 1ヶ月で

97 %の高い抗体腸転率を示し（図 9)、その幾何平

均抗体価は lOOmIU/砒以上の高い値が得られまし

た（図 10)。 10オ未満の小児では半量の 5μg/ 

ドーズで98.5 %の腸転率及び、平均 400mIU/:叫

以Lの高い抗体価を示し、女性や若年者での抗体陽

転率、抗体価が高いことが確認されました。また、

接種前HBs抗体陽性者の副反応も抗体陰性者と変わ

らず、いずれも軽度で一過性に見られたのみで、副

反応については全く問題のないことがわかりました。

HBワクチソの効果判定については他の感染症の様

に罹患率の比較を行う事が不可能であり、接種によ

る抗体腸転率、および、その抗体価をチンパンジーによ

る感染防御試験成績との比較に頼らざるを得ないの

が現状です。ちなみに有効な抗体価のレベルは 10 

~ 100 mIU/叫とされており、今回の成績はこれを
はるかに上回る成績でありました。

本HBワクチ｀ノは不活化ワクチソのため、生ワク

チ‘ノによる終生免疫とは異なり、 3回接種後何年か

経過すると抗体価の低下が起こるため上記の有効な

抗体価レベルを維持するための適当な間隔での追加

接種が必要です。
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1 おわりに

酵母由来のHBワクチソを中心に述べさせて頂き

ましたが、遺伝子操作は、あたかも悪魔の落し子の

様な扱いを受けた時期を乗り越え、正しい理解が進

むと共に、その有用性が評価され始めました。その

一つとして大量のワクチン製造が不可能といわれたH

Bワクチンに、ついに突破口を開き、第2世代のワ

クチソとしてその役割を引き継ぎつつあるというこ

とです。このことは世界保健機構 (WHO)が推進

している発展途上国の子供達にワクチンを接種して、

感染症から守る計画 (EP I計画）を可能にするこ

とが、 HBワクチソについても夢ではなくなったこ

とになります。
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