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(57)【要約】

【課題】

　マラリア原虫感染に対して、効果的な免疫応答を誘導しうる、安全なワクチン製剤を提

供し、マラリア原虫感染症の予防効果の向上を実現すること。

【解決手段】

　マラリア原虫由来のCSP若しくはMSP1、又はその免疫学的に活性な変異体若しくは誘導

体、あるいはその免疫学的に活性な断片を、抗原提示細胞表面の糖鎖認識分子に結合しう

るオリゴ糖を表面に有するリポソームに封入してなることを特徴とする、マラリア原虫感

染症のためのワクチン製剤。

【選択図】　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 マ ラ リ ア 原 虫 由 来 の 抗 原 た ん ぱ く 質 circumsporozoite protein (CSP)若 し く は merozoit

e surface protein 1 (MSP1)、 又 は そ の 免 疫 学 的 に 活 性 な 変 異 体 若 し く は 誘 導 体 、 あ る い

は そ の 免 疫 学 的 に 活 性 な 断 片 を 、 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 に 結 合 し う る オ リ ゴ 糖

を 表 面 に 有 す る リ ポ ソ ー ム に 封 入 し て な る リ ポ ソ ー ム 製 剤 。

【 請 求 項 ２ 】

　 免 疫 学 的 に 活 性 な 断 片 が 、 CSP若 し く は MSP1、 又 は そ の 免 疫 学 的 に 活 性 な 変 異 体 若 し く

は 誘 導 体 の C末 端 領 域 を 含 む 断 片 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の リ ポ ソ ー ム 製 剤 。

【 請 求 項 ３ 】

　 免 疫 学 的 に 活 性 な 断 片 が 、 CSP又 は MSP1の C末 端 100ア ミ ノ 酸 残 基 の う ち 、 少 な く と も 連

続 し た 8～ 50ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 断 片 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の リ ポ ソ ー ム 製 剤 。

【 請 求 項 ４ 】

　 免 疫 学 的 に 活 性 な 断 片 が 、 以 下 の (a)～ （ c） の い ず れ か で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の リ ポ

ソ ー ム 製 剤 。

(a) 配 列 番 号 ２ の 186～ 332位 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 、

(b) 配 列 番 号 ２ の 186～ 332位 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠

失 、 置 換 も し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 マ ラ リ ア 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導

し う る タ ン パ ク 質 、

(c) 配 列 番 号 ２ の 186～ 332位 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 60％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ

酸 配 列 を 含 み 、 マ ラ リ ア 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 し う る タ ン パ ク 質

【 請 求 項 ５ 】

　 免 疫 学 的 に 活 性 な 断 片 が 、 以 下 の (d)～ （ f） の い ず れ か で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の リ ポ

ソ ー ム 製 剤 。

(d) 配 列 番 号 ４ の 1608～ 1768位 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 、

(e) 配 列 番 号 ４ の 1608～ 1768位 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が

欠 失 、 置 換 も し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 マ ラ リ ア 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘

導 し う る タ ン パ ク 質 、

(f) 配 列 番 号 ４ の 1608～ 1768位 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 60％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ

ノ 酸 配 列 を 含 み 、 マ ラ リ ア 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 し う る タ ン パ ク 質

【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 が マ ン ノ ー ス ・ レ セ プ タ ー で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５

の い ず れ か １ 項 に 記 載 の リ ポ ソ ー ム 製 剤 。

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 オ リ ゴ 糖 が ２ ～ １ １ の 糖 残 基 か ら な る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の リ ポ

ソ ー ム 製 剤 。

【 請 求 項 ８ 】

　 前 記 オ リ ゴ 糖 が ３ ～ ５ の 糖 残 基 か ら な る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の リ ポ ソ

ー ム 製 剤 。

【 請 求 項 ９ 】

　 前 記 オ リ ゴ 糖 が ２ 以 上 の マ ン ノ ー ス 糖 残 基 を 含 む も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か

１ 項 に 記 載 の リ ポ ソ ー ム 製 剤 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の リ ポ ソ ー ム 製 剤 と 製 薬 上 許 容 し う る 担 体 を 含 む 、

マ ラ リ ア 原 虫 感 染 症 に 対 す る ワ ク チ ン 製 剤 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 皮 下 、 皮 内 、 経 口 、 腹 腔 又 は 経 鼻 投 与 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の ワ ク チ ン

製 剤 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 マ ラ リ ア 原 虫 感 染 症 に 対 す る ワ ク チ ン 製 剤 に 関 す る 。 よ り 詳 し く は 、 マ ラ リ

ア 原 虫 由 来 の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 に 結 合 し う る オ リ ゴ 糖

を 表 面 に 有 す る リ ポ ソ ー ム に 封 入 し て な る リ ポ ソ ー ム 製 剤 を 含 む ワ ク チ ン 製 剤 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 マ ラ リ ア は 熱 帯 、 亜 熱 帯 地 域 の ７ ０ ヶ 国 以 上 に 分 布 し て い る 原 虫 感 染 症 で あ る 。 全 世 界

で 年 間 ３ ～ ５ 億 人 、 累 計 で 約 ８ 億 人 の 患 者 が マ ラ リ ア 原 虫 に 感 染 し 、 １ ０ ０ ～ １ ５ ０ 万 人

が マ ラ リ ア で 死 亡 す る と 報 告 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 マ ラ リ ア の 病 原 体 は 単 細 胞 生 物 で あ る マ ラ リ ア 原 虫 で 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 （ Plasmodi

um falciparum） 、 三 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 （ P. vivax） 、 四 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 （ P. malariae

） 、 卵 形 マ ラ リ ア 原 虫 （ P. ovale） の ４ 種 が 存 在 す る 。 特 に 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 に よ る マ

ラ リ ア は 症 状 が 重 い 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 マ ラ リ ア 原 虫 は 、 雌 の Anopheles蚊 に 吸 血 さ れ る こ と に よ り 伝 染 し 、 ヒ ト 宿 主 に 対 し て

マ ラ リ ア 原 虫 の ス ポ ロ ゾ イ ト を 運 ぶ 。 ス ポ ロ ゾ イ ト は 、 血 液 に よ り 肝 臓 ま で 運 ば れ 、 肝 細

胞 中 で 増 殖 し 、 ラ イ フ サ イ ク ル の 次 の 形 態 す な わ ち メ ロ ゾ イ ト に 変 化 す る 。 感 染 肝 細 胞 が

破 裂 す る と 、 メ ロ ゾ イ ト は 血 流 中 に 放 出 さ れ る 。 次 に メ ロ ゾ イ ト は 赤 血 球 に 感 染 し 、 一 部

は 、 赤 血 球 中 で 雄 お よ び 雌 の 生 殖 母 細 胞 に な る 。 別 の 蚊 が 感 染 宿 主 を 吸 血 す る と 、 雄 お よ

び 雌 の 生 殖 母 細 胞 を 摂 取 し 、 雌 の 蚊 の 内 部 で 融 合 し ス ポ ロ ゾ イ ト に な る 。 こ の 蚊 が 次 の 宿

主 を 吸 血 す る こ と で 、 ス ポ ロ ゾ イ ト は さ ら に 別 の 宿 主 に 伝 染 す る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 マ ラ リ ア 原 虫 に 自 然 感 染 し た ヒ ト 宿 主 で は 、 抗 マ ラ リ ア 原 虫 抗 体 が 産 生 さ れ る 。 し か し

、 抗 体 が 産 生 さ れ る だ け で 、 防 御 的 免 疫 性 と し て の マ ラ リ ア 原 虫 を 中 和 す る 能 力 （ 体 液 性

免 疫 ） は 持 せ ず 、 十 分 な 記 憶 特 性 を 有 す る 細 胞 性 免 疫 も 惹 起 さ れ な い 。 そ の 結 果 と し て 感

染 が 何 度 も 起 こ る こ と が あ り 、 疾 患 治 療 と 予 防 を 複 雑 化 さ せ て い る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 マ ラ リ ア ワ ク チ ン と し て 最 も 高 い 防 御 効 果 が 確 認 さ れ て い る の は 、 感 染 型 マ ラ リ ア 原 虫

で あ る ス ポ ロ ゾ イ ト を 放 射 線 照 射 に よ り 不 活 化 し た ワ ク チ ン で あ る 。 し か し 、 生 産 に 高 度

の 施 設 が 必 要 な た め 、 開 発 途 上 地 域 に お い て は 普 及 に 不 向 き で あ る 。 そ の た め 、 強 力 且 つ

調 製 が 簡 易 な 新 た な ワ ク チ ン の 開 発 が 期 待 さ れ て い る 。 し か し 、 ヒ ト マ ラ リ ア は 基 本 的 に

は 霊 長 類 に し か 感 染 し な い た め 、 ワ ク チ ン の 有 効 性 の 確 認 は 、 サ ル ・ ヒ ト を 用 い た 実 験 か

、 マ ウ ス マ ラ リ ア 原 虫 を マ ウ ス に 感 染 さ せ る 模 擬 的 実 験 に よ っ て し か 行 う こ と が で き な い

。 従 っ て 、 ヒ ト マ ラ リ ア に 対 す る 新 た な ワ ク チ ン の 開 発 は 困 難 を 極 め て い る （ 非 特 許 文 献

１ 、 非 特 許 文 献 ２ ） 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 従 っ て 、 上 記 不 活 化 ス ポ ロ ゾ イ ト ワ ク チ ン と 同 等 の 効 果 を 有 す る 抗 原 タ ン パ ク を 精 製 し

、 サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン （ ペ プ チ ド 製 剤 ） と し て 生 産 す る の が よ り 実 用 的 で あ る と 考 え ら

れ て い る 。 こ れ ま で 、 い く つ か の マ ラ リ ア ワ ク チ ン 候 補 分 子 が 発 見 さ れ 、 一 部 は 臨 床 治 験

が 開 始 さ れ て い る が 、 有 効 性 が 確 認 さ れ た と の 報 告 は な さ れ て い な い （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 ま た 、 生 ワ ク チ ン と 比 較 し て 、 生 産 性 や 保 存 等 の 取 り 扱 い が 非 常 に 簡 便 な ワ ク チ ン と し

て Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン が 知 ら れ て い る 。 Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン は 容 易 に 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る の

で 、 変 異 が 早 い ウ イ ル ス に 対 し て 、 速 や か に 改 良 型 ワ ク チ ン を 提 供 す る こ と が 可 能 で あ る

。 し か し な が ら 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア に 対 し て 有 効 な Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン は 未 だ 開 発 さ れ て い な い

（ 非 特 許 文 献 ４ ） 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 こ の よ う に 、 現 時 点 で マ ラ リ ア 原 虫 に 対 し て 有 効 な ワ ク チ ン は 得 ら れ て い な い 。 マ ラ リ

ア ワ ク チ ン 開 発 の 鍵 は 、 免 疫 原 性 の 強 い 抗 原 タ ン パ ク を い か に 抗 原 提 示 細 胞 ま で 伝 達 し 、
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十 分 な 抗 原 特 異 的 抗 体 産 生 と 細 胞 性 免 疫 を 誘 導 す る か に あ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 抗 原 タ ン パ ク の 送 達 に つ い て は 、 オ リ ゴ マ ン ノ ー ス 糖 鎖 被 覆 リ ポ ソ ー ム の よ う な 、 オ リ

ゴ 糖 を 表 面 に 有 す る リ ポ ソ ー ム に 抗 原 を 封 入 す る 方 法 が 知 ら れ て い る （ 特 許 文 献 １ 、 非 特

許 文 献 ５ ～ ８ ） 。 発 明 者 ら は 、 オ リ ゴ 糖 を 表 面 に 有 す る リ ポ ソ ー ム に ネ オ ス ポ ラ 原 虫 （ Ne

ospora caninum） 由 来 の 可 溶 性 抗 原 を 封 入 し 、 こ の リ ポ ソ ー ム で マ ウ ス を 免 疫 す る こ と で

、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 に 対 す る Th1型 免 疫 を 有 意 に 誘 導 し 、 原 虫 の 垂 直 感 染 と 体 内 伝 播 を 制 御

で き る こ と を 報 告 し て い る （ 特 許 文 献 ２ 、 非 特 許 文 献 ９ ） 。 し か し な が ら 、 マ ラ リ ア 原 虫

抗 原 つ い て は 、 未 だ こ う し た 製 剤 化 の 試 み は な さ れ て い な い 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ １ 】
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【 非 特 許 文 献 ７ 】 Kuboki et al. , J. Protozool Res., 2007, 17:9-15
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【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 の 課 題 は 、 マ ラ リ ア 原 虫 感 染 に 対 し て 、 効 果 的 な 免 疫 応 答 を 誘 導 し う る 、 安 全 な

ワ ク チ ン 製 剤 を 提 供 し 、 マ ラ リ ア 原 虫 感 染 症 の 予 防 効 果 の 向 上 を 実 現 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 の 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 オ リ ゴ 糖 を 表 面 に 有 す る リ

ポ ソ ー ム に 、 従 来 公 知 の マ ラ リ ア 原 虫 ワ ク チ ン 抗 原 の な か で 、 特 に マ ラ リ ア 原 虫 由 来 可 溶

性 タ ン パ ク 質 circumsporozoite protein (CSP)及 び merozoite surface protein 1 (MSP1)

を 封 入 す る こ と で 、 マ ラ リ ア 原 虫 に 対 す る 免 疫 反 応 を 効 果 的 に 誘 導 で き る こ と を 明 ら か と

し た 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 は 、 係 る 知 見 に 基 づ く も の で あ り 、 マ ラ リ ア 原 虫 由 来 の CSP若 し く は MSP1、 又 は

そ の 免 疫 学 的 に 活 性 な 変 異 体 若 し く は 誘 導 体 、 あ る い は そ の 免 疫 学 的 に 活 性 な 断 片 を 、 抗

原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 に 結 合 し う る オ リ ゴ 糖 を 表 面 に 有 す る リ ポ ソ ー ム に 封 入 し

て な る リ ポ ソ ー ム 製 剤 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 前 記 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 と し て は 、 例 え ば マ ン ノ ー ス ・ レ セ プ タ ー を 挙 げ

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 免 疫 学 的 に 活 性 な 断 片 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 CSP若 し く は MSP1、 又 は そ の 免 疫 学 的

に 活 性 な 変 異 体 若 し く は 誘 導 体 の C末 端 領 域 を 含 む 断 片 が 挙 げ ら れ 、 例 え ば 、 CSP又 は MSP1

の C末 端 100ア ミ ノ 酸 残 基 の う ち 、 少 な く と も 連 続 し た 8～ 50ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 断 片 を 利
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用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 １ つ の 態 様 に お い て 、 CSPあ る い は そ の 免 疫 学 的 に 活 性 な 変 異 体 若 し く は 誘 導 体 の 免 疫

学 的 に 活 性 な 断 片 は 、 以 下 の (a)～ （ c） の い ず れ か の タ ン パ ク 質 で あ る 。

(a) 配 列 番 号 ２ の 186位 ～ 332位 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 、

(b) 配 列 番 号 ２ の 186位 ～ 332位 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が

欠 失 、 置 換 も し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 マ ラ リ ア 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘

導 し う る タ ン パ ク 質 、

(c) 配 列 番 号 ２ の 186位 ～ 332位 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 60％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ

ノ 酸 配 列 を 含 み 、 マ ラ リ ア 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 し う る タ ン パ ク 質

【 ０ ０ １ ９ 】

　 ま た 、 MSP1あ る い は そ の 免 疫 学 的 に 活 性 な 変 異 体 若 し く は 誘 導 体 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 断

片 は 、 以 下 の (d)～ （ f） の い ず れ か の タ ン パ ク 質 で あ る 。

(d) 配 列 番 号 ４ の 1608位 ～ 1768位 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 、

(e) 配 列 番 号 ４ の 1608位 ～ 1768位 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸

が 欠 失 、 置 換 も し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 マ ラ リ ア 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 を

誘 導 し う る タ ン パ ク 質 、

(f) 配 列 番 号 ４ の 1608位 ～ 1768位 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 60％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア

ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 マ ラ リ ア 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 し う る タ ン パ ク 質

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 用 い ら れ る オ リ ゴ 糖 は 、 ２ ～ １ １ の 糖 残 基 で あ る こ と が 好 ま し く 、 ３ ～ ７ の 糖 残 基 か ら

な る こ と が よ り 好 ま し く 、 ３ ～ ５ の 糖 残 基 か ら な る こ と が も っ と も 好 ま し い 。

　 好 適 な オ リ ゴ 糖 と し て は 、 ２ 以 上 の マ ン ノ ー ス を 含 む 糖 鎖 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム 製 剤 は 、 製 薬 上 許 容 し う る 担 体 と と も に 製 剤 化 さ れ 、 マ ラ リ ア 原 虫

感 染 症 に 対 す る ワ ク チ ン 製 剤 と し て 利 用 さ れ る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 は 、 例 え ば 皮 下 、

皮 内 、 静 脈 内 、 経 口 又 は 経 鼻 投 与 さ れ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 で 提 供 さ れ る ワ ク チ ン 製 剤 は 、 高 い 予 防 効 果 を 有 す る と 同 時 に 副 作 用 の 危 険 性 が

低 減 さ れ て い る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 免 疫 原 性 の 強 い 抗 原 タ ン パ ク を 患 部 の 抗 原 提 示 細

胞 ま で 送 達 し 、 十 分 な Th1型 免 疫 と Th2型 免 疫 を 誘 導 で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 マ ラ リ ア 原 虫 の ラ イ フ サ イ ク ル に は 、 肝 臓 ス テ ー ジ と 赤 血 球 ス テ ー ジ が あ り 、 肝 臓 ス テ

ー ジ で は 細 胞 性 免 疫 、 赤 血 球 ス テ ー ジ で は 液 性 免 疫 （ 抗 体 産 生 ） を 誘 導 す る 必 要 が あ る 。

し か し な が ら 、 こ れ ま で の ア ジ ュ バ ン ト や ワ ク チ ン 抗 原 キ ャ リ ア は 、 ２ つ の ス テ ー ジ に 対

し て 、 そ れ ぞ れ 別 々 の も の を 使 用 す る 必 要 が あ っ た 。 本 発 明 に よ れ ば 、 １ 種 類 の キ ャ リ ア

を 使 用 し て 、 赤 血 球 及 び 肝 臓 と い う 、 マ ラ リ ア 原 虫 の ラ イ フ サ イ ク ル の ２ つ の ス テ ー ジ で

免 疫 を 誘 導 し 、 感 染 を 阻 止 で き る ワ ク チ ン が 提 供 さ れ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

【 図 １ 】 ワ ク チ ン 接 種 後 か ら 赤 内 型 原 虫 感 染 後 ３ ０ 日 ま で の 特 異 抗 体 産 生 を 示 し た 図 で あ

る 。 上 の ２ つ の グ ラ フ は 、 左 ： MSP1封 入 リ ポ ソ ー ム に よ る IgG1産 生 （ 左 ） と IgG2a産 生 （

右 ） を 示 す 。 下 の ２ つ の グ ラ フ は 、 左 ： TRAP封 入 リ ポ ソ ー ム に よ る IgG1産 生 （ 左 ） と IgG2

a産 生 （ 右 ） を 示 す （ -○ -： MSP1封 入 リ ポ ソ ー ム 投 与 、 -□ -： TRAP封 入 リ ポ ソ ー ム 投 与 、 -

△ -： MSP1+TRAP封 入 リ ポ ソ ー ム 投 与 、 -▽ -： リ ポ ソ ー ム 投 与 、 -◆ -： MSP1+TRAP投 与 、 一

番 下 の -○ -： コ ン ト ロ ー ル ） 。

【 図 ２ 】 赤 内 型 原 虫 感 染 後 ３ ０ 日 間 の マ ウ ス の 生 存 率 を 示 し た 図 で あ る （ -○ -： MSP1封 入

リ ポ ソ ー ム 接 種 、 -□ -： TRAP封 入 リ ポ ソ ー ム 接 種 、 -△ -： MSP1+TRAP封 入 リ ポ ソ ー ム 接 種

、 -▼ -： リ ポ ソ ー ム 接 種 、 -◇ -： MSP1+TRAP接 種 、 一 番 下 の -○ -： コ ン ト ロ ー ル ） 。
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【 図 ３ 】 ワ ク チ ン 接 種 後 か ら ス ポ ロ ゾ イ ト 感 染 後 ３ ０ 日 ま で の 特 異 抗 体 産 生 を 示 し た 図 で

あ る 上 の ２ つ の グ ラ フ は 、 左 ： CSP封 入 リ ポ ソ ー ム に よ る IgG1産 生 （ 左 ） と IgG2a産 生 （ 右

） を 示 す 。 下 の ２ つ の グ ラ フ は 、 左 ： TRAP封 入 リ ポ ソ ー ム に よ る IgG1産 生 （ 左 ） と IgG2a

産 生 （ 右 ） を 示 す （ -○ -： CSP封 入 リ ポ ソ ー ム 接 種 、 -□ -： TRAP封 入 リ ポ ソ ー ム 接 種 、 -△

-： CSP+TRAP封 入 リ ポ ソ ー ム 接 種 、 -▽ -： リ ポ ソ ー ム 接 種 、 -◆ -： CSP+TRAP接 種 ） 。

【 図 ４ 】 ス ポ ロ ゾ イ ト 感 染 後 ３ ０ 日 間 の マ ウ ス の 生 存 率 を 示 し た 図 で あ る （ -● -： CSP封

入 リ ポ ソ ー ム 接 種 、 -■ -： TRAP封 入 リ ポ ソ ー ム 接 種 、 -▲ -： CSP+TRAP封 入 リ ポ ソ ー ム 接 種

、 上 の -： リ ポ ソ ー ム 接 種 、 下 の -： CSP+TRAP接 種 、 -□ -： コ ン ト ロ ー ル ） 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 は 、 マ ラ リ ア 原 虫 由 来 の CSP又 は MSP1あ る い は そ の 免 疫 学 的 に 活 性 な 変 異 体 若 し

く は 誘 導 体 を 、 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 に 結 合 し う る オ リ ゴ 糖 を 表 面 に 有 す る リ

ポ ソ ー ム に 封 入 し て な る リ ポ ソ ー ム 製 剤 と 前 記 リ ポ ソ ー ム 製 剤 を 含 む マ ラ リ ア 原 虫 感 染 症

に 対 す る ワ ク チ ン 製 剤 に 関 す る 。

　 以 下 、 本 発 明 に つ い て 、 詳 細 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

１ ． マ ラ リ ア 原 虫

　 原 虫 （ げ ん ち ゅ う ） と は 真 核 単 細 胞 微 生 物 で あ っ て 、 運 動 能 力 や 捕 食 能 力 を 持 つ 動 物 的

な 単 細 胞 生 物 で あ る 。 単 細 胞 の 寄 生 虫 と 区 別 す る た め 、 寄 生 性 で 特 に 病 原 性 の あ る も の を

原 虫 と 呼 ぶ こ と も 多 い 。 原 虫 に は 、 ヒ ト に し か 寄 生 で き な い 宿 主 特 異 性 の 強 い 種 類 （ マ ラ

リ ア 原 虫 や イ ソ ス ポ ー ラ な ど ） と 、 複 数 の 動 物 種 に 寄 生 し 、 人 畜 共 通 の 感 染 症 を 起 す 種 類

（ 赤 痢 ア メ ー バ や ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム な ど ） が あ る 。 病 原 性 は 致 死 感 染 や 重 篤 な 症 状 を

起 す も の か ら 、 無 症 状 の 非 病 原 性 の も の ま で さ ま ざ ま で あ る 。 消 化 管 に 寄 生 す る 原 虫 は 、

飲 料 水 や 食 物 を 介 し て 経 口 的 に 人 体 に 侵 入 す る 。 感 染 型 は 原 虫 の 種 類 に よ り 異 な る が 、 被

嚢 し た シ ス ト や オ ー シ ス ト 、 胞 子 （ spore） な ど が あ る 。 赤 痢 ア メ ー バ や ラ ン ブ ル 鞭 毛 虫

な ど は シ ス ト を 、 コ ク シ ジ ウ ム 類 は オ ー シ ス ト を 、 微 胞 子 虫 類 は 胞 子 を 形 成 す る 。 血 液 や

組 織 に 寄 生 す る 原 虫 の 多 く は 特 定 の 吸 血 昆 虫 や マ ダ ニ の 腸 管 で 増 殖 し 、 こ れ ら を 媒 介 者 と

し て 人 体 に 感 染 す る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 マ ラ リ ア 原 虫 は 、 マ ラ リ ア の 病 原 体 で 、 ハ マ ダ ラ カ に よ っ て 媒 介 さ れ る 。 マ ラ リ ア 原 虫

と し て は 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 （ Plasmodium falciparum） 、 三 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 （ P. vi

vax） 、 四 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 （ P. malariae） 、 卵 形 マ ラ リ ア 原 虫 （ P. ovale） の ４ 種 の ほ

か 、 サ ル マ ラ リ ア 原 虫 （ P. knowlesi） が 知 ら れ て い る 。 マ ラ リ ア 原 虫 は 、 ハ マ ダ ラ カ 内

で 増 殖 し 、 ス ポ ロ ゾ イ ト （ 殻 の 中 で 分 裂 し た 胞 子 が 外 に 出 た も の ） と し て そ の 唾 液 腺 に 集

ま る 。 ス ポ ロ ゾ イ ト は 蚊 の 吸 血 に 伴 っ て 宿 主 体 内 に 送 り 込 ま れ 、 そ の 肝 細 胞 内 で 成 熟 増 殖

し 、 数 千 個 の メ ロ ゾ イ ト （ 分 裂 小 体 ） と な る 。 増 殖 し た メ ロ ゾ イ ト は 肝 細 胞 を 破 壊 し て 赤

血 球 に 侵 入 し 、 分 裂 し て 赤 血 球 を 破 壊 し て 血 液 中 に 出 る 。 こ の メ ロ ゾ イ ト が 赤 血 球 破 壊 し

血 中 に 出 る サ イ ク ル は 繰 り 返 さ れ る 。 こ の 赤 血 球 の 破 壊 が 、 マ ラ リ ア で 見 ら れ る 周 期 的 な

発 熱 の 原 因 と な っ て い る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

２ ． マ ラ リ ア 原 虫 抗 原

　 マ ラ リ ア 原 虫 抗 原 と し て は 、 TRAP、 MSP1、 MSP2、 MSP4、 MSP6、 MSP7、 MSP9、 A M A1、 CSP

、 LSA1、 LSA3、 SERAな ど 、 種 々 の も の が 知 ら れ て い る 。 そ の い く つ か は 、 す で に ワ ク チ ン

と し て の 利 用 が 試 み ら れ て い る が 、 前 述 の と お り 、 臨 床 に お け る 有 効 性 は 未 だ 確 認 さ れ て

い な い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 ワ ク チ ン に 使 用 す る 抗 原 は 、 免 疫 原 性 が 強 く 、 宿 主 免 疫 系 を 回 避 し に く い も の が 望 ま れ

る 。 例 え ば 、 抗 原 遺 伝 子 が 多 重 遺 伝 子 族 を 構 成 し た り 、 遺 伝 子 多 型 に 冨 み 、 抗 原 性 を 変 化

さ せ て 宿 主 免 疫 系 を 回 避 す る 抗 原 は ワ ク チ ン に は 適 さ な い 。

【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 本 発 明 に お い て は 、 様 々 な マ ラ リ ア 原 虫 の 抗 原 の な か で 、 特 に CSP及 び MSP1を 抗 原 と し

て 使 用 し 、 後 述 す る リ ポ ソ ー ム に 封 入 す る こ と で 、 そ れ ぞ れ 赤 血 球 と 肝 臓 と い う マ ラ リ ア

原 虫 の ラ イ フ サ イ ク ル に お け る ２ つ の 重 要 な ス テ ー ジ に お い て 、 Th1型 免 疫 と Th2型 免 疫 の

両 方 を 誘 導 し 、 マ ラ リ ア の 感 染 ・ 増 殖 を 効 果 的 に 阻 止 で き る ワ ク チ ン が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 Circumsporozoite protein (CSP)

　 Circumsporozoite protein (CSP)は 、 マ ラ リ ア 原 虫 の ス ポ ロ ゾ イ ト 表 面 タ ン パ ク 質 で 、

1980年 に Nussenzweigら の グ ル ー プ に よ り マ ウ ス マ ラ リ ア 原 虫 P. bergheiス ポ ロ ゾ イ ト 特

異 的 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 用 い て 同 定 ・ 報 告 さ れ た 。 そ の 後 ， 赤 外 型 の 防 御 免 疫 の 主 要 な 標 的

で あ る こ と や 他 の マ ラ リ ア 原 虫 に 広 く 存 在 す る 分 子 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 Merozoite surface protein 1 (MSP1)

　 Merozoite surface protein 1 (MSP1)は 、 マ ラ リ ア 原 虫 の メ ロ ゾ イ ト 表 面 タ ン パ ク 質 で

、 分 子 量 200Kの 前 駆 体 と し て 合 成 さ れ 、 メ ロ ゾ イ ト 表 面 で 断 片 化 さ れ 、 メ ロ ゾ イ ト 表 面 で

非 共 有 結 合 的 に 会 合 し て い る が 、 メ ロ ゾ イ ト が 赤 血 球 に 侵 入 す る 際 に 放 出 さ れ る 。 MSP1は

、 メ ロ ゾ イ ト の 赤 血 球 侵 入 に 必 要 な タ ン パ ク で あ る と 考 え ら れ て い る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 で 用 い ら れ る MSP1又 は CSPは 、 そ の 開 始 コ ド ン か ら 終 止 コ ド ン 内 の ア ミ ノ 酸 配 列

を 使 用 す れ ば 、 ア ミ ノ 酸 の 長 さ は 限 定 さ れ な い 。 後 述 の と お り 、 免 疫 学 的 に 活 性 で あ る 限

り 、 MSP1又 は CSPの 断 片 を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 発 明 で 用 い ら れ る MSP1又 は CSPの 一 例 と し て 、 GenBankに 登 録 さ れ て い る Plasmodium b

erghei由 来 の CSPの ア ミ ノ 酸 配 列 （ GenBank ID M43521, complete CDS） を 配 列 番 号 ２ に 示

す 。 ま た 、 GenBankに 登 録 さ れ て い る Plasmodium berghei由 来 の MSP1の ア ミ ノ 酸 配 列 （ Gen

Bank ID M28887, complete CDS） を 配 列 番 号 ４ に 示 す 。 各 種 マ ラ リ ア 原 虫 間 で の 抗 原 ア ミ

ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は 37～ 84％ の 開 き が あ る 。 よ っ て 、 こ れ ら の 配 列 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配

列 に 限 定 さ れ る こ と な く 、 他 の マ ラ リ ア 原 虫 由 来 の CSPや MSP1も 用 い る こ と が で き 、 そ の

配 列 は い ず れ も GenBank等 の 公 共 の デ ー タ ベ ー ス か ら 容 易 に 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ま た 、 所 望 の 免 疫 原 性 を 有 す る 限 り 、 本 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 例 え ば 、 Plasmodium bergh

ei由 来 の CSPや MSP1で あ れ ば 、 配 列 番 号 ２ あ る い は 配 列 番 号 ４ に 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ）

に お い て １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 あ る い は 付 加 し た 配 列 で あ っ て も よ い 。 な お

、 「 数 個 」 と は 、 好 ま し く は 2～ 7個 、 よ り 好 ま し く は 2～ 5個 、 最 も 好 ま し く は 2～ 3個 の ア

ミ ノ 酸 を 意 味 す る 。 ま た 、 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 類 似 す る ア ミ ノ 酸 残 基 間 の 保 存 的 置 換 が 好 ま

し く 、 例 え ば 、 グ リ シ ン （ Gly） と プ ロ リ ン （ Pro） 、 グ リ シ ン と ア ラ ニ ン （ Ala） た は バ

リ ン （ Val） 、 ロ イ シ ン （ Leu） と イ ソ ロ イ シ ン （ Ile） 、 グ ル タ ミ ン 酸 （ Glu） と グ ル タ ミ

ン （ Gln） 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ Asp） と ア ス パ ラ ギ ン （ Asn） 、 シ ス テ イ ン （ Cys） と ス レ オ

ニ ン （ Thr） 、 ス レ オ ニ ン と セ リ ン （ Ser） 又 は ア ラ ニ ン 、 リ ジ ン （ Lys） と ア ル ギ ニ ン （ A

rg） 等 の ア ミ ノ 酸 の 間 で の 置 換 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 あ る い は ま た 、 そ れ が 所 望 の 免 疫 原 性 を 有 す る 限 り 、 本 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 例 え ば 、 Pl

asmodium berghei由 来 の CSPや MSP1で あ れ ば 、 配 列 番 号 ２ あ る い は 配 列 番 号 ４ に 表 さ れ る

ア ミ ノ 酸 配 列 ） と 、 BLAST等 を 用 い て 計 算 し た と き に （ 例 え ば 、 BLASTの デ フ ォ ル ト す な わ

ち 初 期 条 件 の パ ラ メ ー タ ー を 用 い た 場 合 に ） 、 少 な く と も 約 60％ 以 上 、 約 60％ 以 上 、 好 ま

し く は 約 70％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 80％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 約 90％ 以 上 、 特 に 好 ま

し く は 約 95％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 約 97％ 、 約 98％ 若 し く は 約 99％ 以 上 の 相 同 性 （ 同 一 性

） を 有 し て い る タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 に か か る 「 免 疫 学 的 に 活 性 な 変 異 体 若 し く は 誘 導 体 」 に は 、 投 与 さ れ

た 生 体 内 に お い て マ ラ リ ア 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 活 性 を 誘 導 し う る （ 例 え ば 抗 原 性 、 受 容
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体 結 合 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 に よ る ペ プ チ ド の 結 合 に よ る 複 合 体 の 形 成 等

） 限 り に お い て 、 わ ず か な 改 変 や 修 飾 を 有 す る MSP1又 は CSPタ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 ま た

、 MSP1又 は CSPと 他 の ペ プ チ ド と の 融 合 タ ン パ ク 質 も 、 本 発 明 に か か る 「 免 疫 学 的 に 活 性

な 変 異 体 若 し く は 誘 導 体 」 に 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 で は 、 免 疫 学 的 活 性 を 有 す る 限 り 、 上 記 し た CSP若 し く は MSP1、 又 は そ の 免 疫 学

的 に 活 性 な 変 異 体 若 し く は 誘 導 体 の 断 片 を 使 用 す る こ と が で き る 。 使 用 す る 部 位 は 特 に 限

定 さ れ な い が 、 CSPで あ れ ば 、 N A NP repeat及 び thrombospondin-like domainを 含 む C末 端

領 域 が 好 ま し い （ Cherif et al. , Vaccine 2011; Ahlborg et al. , Infection & im munit

y 2002; Hirunpetcharat et al. , Im munity 1997; Wipasa et al. , Infection & im munit

y 2009; Wan O mar et al. , Tropical Biomedicine 2007.） 。 MSP1で あ れ ば 、 赤 血 球 へ の

侵 入 に 不 可 欠 な C末 端 領 域 が 好 ま し い （ Crompton et al. , Science in medicine 2010； S

chwartz et al. , Malaria journal 2012.） 。 例 え ば 、 CSP又 は MSP1の C末 端 100ア ミ ノ 酸 残

基 、 好 ま し く は C末 端 80残 基 、 よ り 好 ま し く は C末 端 60残 基 、 さ ら に 好 ま し く は C末 端 50残

基 の う ち 、 少 な く と も 連 続 し た 8～ 50ア ミ ノ 酸 残 基 、 好 ま し く は 15～ 50ア ミ ノ 酸 残 基 、 よ

り 好 ま し く は 20～ 50ア ミ ノ 酸 残 基 、 さ ら に 好 ま し く は 30～ 50ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 断 片 を 用

い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 一 例 と し て 、 前 述 し た Plasmodium berghei由 来 の CSP断 片 と し て 、 配 列 番 号 ２ の 186位 ～

332位 を 含 む 断 片 、 MSP1断 片 と し て 、 配 列 番 号 ４ の 1608位 ～ 1768位 を 含 む 断 片 を 後 述 す る

実 施 例 で は 使 用 し た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 CSPま た は MSP1断 片 は 、 所 望 の 免 疫 原 性 を 有 す る 限 り 、 本 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 例 え ば 、

上 記 の 例 で あ れ ば 、 配 列 番 号 ２ の 186位 ～ 332位 あ る い は 配 列 番 号 ４ の 1608位 ～ 1768位 に 表

さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ） に お い て １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 あ る い は 付 加 し た 配 列

で あ っ て も よ い 。 な お 、 「 数 個 」 と は 、 好 ま し く は 2～ 7個 、 よ り 好 ま し く は 2～ 5個 、 最 も

好 ま し く は 2～ 3個 の ア ミ ノ 酸 を 意 味 す る 。 ま た 、 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 類 似 す る ア ミ ノ 酸 残 基

間 の 保 存 的 置 換 が 好 ま し く 、 例 え ば 、 グ リ シ ン （ Gly） と プ ロ リ ン （ Pro） 、 グ リ シ ン と ア

ラ ニ ン （ Ala） た は バ リ ン （ Val） 、 ロ イ シ ン （ Leu） と イ ソ ロ イ シ ン （ Ile） 、 グ ル タ ミ ン

酸 （ Glu） と グ ル タ ミ ン （ Gln） 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ Asp） と ア ス パ ラ ギ ン （ Asn） 、 シ ス テ

イ ン （ Cys） と ス レ オ ニ ン （ Thr） 、 ス レ オ ニ ン と セ リ ン （ Ser） 又 は ア ラ ニ ン 、 リ ジ ン （ L

ys） と ア ル ギ ニ ン （ Arg） 等 の ア ミ ノ 酸 の 間 で の 置 換 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 あ る い は ま た 、 CSPま た は MSP1断 片 は 、 そ れ が 所 望 の 免 疫 原 性 を 有 す る 限 り 、 本 来 の ア

ミ ノ 酸 配 列 （ 例 え ば 、 上 記 の 例 で あ れ ば 、 Plasmodium berghei由 来 の CSPで あ れ ば 、 配 列

番 号 ２ の 186位 ～ 332位 あ る い は 配 列 番 号 ４ の 1608位 ～ 1768位 に 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ） と

、 BLAST等 を 用 い て 計 算 し た と き に （ 例 え ば 、 BLASTの デ フ ォ ル ト す な わ ち 初 期 条 件 の パ ラ

メ ー タ ー を 用 い た 場 合 に ） 、 少 な く と も 約 60％ 以 上 、 好 ま し く は 約 70％ 以 上 、 よ り 好 ま し

く は 約 80％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 約 90％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は 約 95％ 以 上 、 最 も 好 ま し

く は 約 97％ 、 約 98％ 若 し く は 約 99％ 以 上 の 相 同 性 （ 同 一 性 ） を 有 し て い る タ ン パ ク 質 で あ

っ て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

３ ． MSP1又 は CSPの 調 製

３ ． １ 　 マ ラ リ ア 原 虫 か ら の 調 製

　 本 発 明 で 用 い ら れ る MSP1又 は CSPの 調 製 は 、 マ ラ リ ア 原 虫 由 来 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 む

天 然 物 、 例 え ば マ ラ リ ア 原 虫 か ら 一 般 的 な カ ラ ム ワ ー ク で 精 製 を 行 う 方 法 に よ る こ と が で

き 、 さ ら に 得 ら れ た マ ラ リ ア 原 虫 由 来 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 糖 鎖 除 去 部 分 分 解 、 修 飾 等 の 工

程 を 適 宜 追 加 し て 行 っ て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

３ ． ２ 　 組 換 え 生 産
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　 大 腸 菌 な ど の 微 生 物 や 動 物 細 胞 、 植 物 を 使 用 し 、 マ ラ リ ア 原 虫 の MSP1又 は CSP遺 伝 子 全

体 あ る い は 一 部 を 導 入 ・ 発 現 し て 組 換 え タ ン パ ク 質 を 調 製 し て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 組 換 え タ ン パ ク 質 作 製 の た め の ベ ク タ ー は 、 公 知 の ベ ク タ ー に MSP1又 は CSPを コ ー ド す

る 遺 伝 子 、 又 は そ の 一 部 を 連 結 （ 挿 入 ） し て 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 MSP1又 は CSPを コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 前 述 し た MSP1又 は CSPの ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る

も の で あ れ ば よ く 、 後 述 す る 宿 主 に 応 じ て 適 宜 最 適 化 を 行 う 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 一 例 と し て 、 配 列 番 号 １ に 、 GenBankに 登 録 さ れ て い る Plasmodium berghei由 来 の CSP遺

伝 子 の 塩 基 配 列 （ GenBank ID M28887） を 示 す が 、 配 列 番 号 １ と 約 60％ 以 上 、 好 ま し く は

約 70％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 80％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は 約 90％ 以 上 、 さ ら に 特 に 好 ま し

く は 約 95％ 以 上 の 相 同 性 （ 同 一 性 ） を 有 す る 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 も 所 望 の 免 疫 原 性 を

有 す る MSP1を コ ー ド す る 限 り 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 ま た 、 配 列 番 号 ３ に 、 GenBankに 登 録 さ れ て い る Plasmodium berghei由 来 の MSP1遺 伝 子

の 塩 基 配 列 （ GenBank ID U43521） を 示 す が 、 配 列 番 号 ３ と 約 60％ 以 上 、 好 ま し く は 約 70

％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 80％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は 約 90％ 以 上 、 さ ら に 特 に 好 ま し く は

約 95％ 以 上 の 相 同 性 （ 同 一 性 ） を 有 す る 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 も 所 望 の 免 疫 原 性 を 有 す

る MSP1を コ ー ド す る 限 り 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 前 記 ベ ク タ ー は 宿 主 中 で 複 製 可 能 な も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド

D N A、 フ ァ ー ジ D N A等 が 挙 げ ら れ る 。 前 記 プ ラ ス ミ ド D N Aと し て は 、 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ

ド （ 例 え ば 、 pBR322, pBR325, pUC18, pUC119, pTrcHis, pBlueBacHis等 ） 、 枯 草 菌 由 来

の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば 、 pUB110, pTP5等 ） 、 酵 母 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば 、 YEp13, YEp

24, YCp50, pYE52等 ） 、 植 物 細 胞 宿 主 用 プ ラ ス ミ ド （ pBI221, pBI121） 等 が 挙 げ ら れ 、 フ

ァ ー ジ D N Aと し て は λ フ ァ ー ジ 等 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 又 は ワ ク シ ニ ア

ウ イ ル ス 等 の 動 物 ウ イ ル ス 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 等 の 昆 虫 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る こ と も

で き る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 ベ ク タ ー に 本 発 明 の 遺 伝 子 を 挿 入 す る に は 、 ま ず 、 精 製 さ れ た D N Aを 適 当 な 制 限 酵 素 で

切 断 し 、 適 当 な ベ ク タ ー D N Aの 制 限 酵 素 部 位 又 は マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に 挿 入 し て ベ

ク タ ー に 連 結 す る 方 法 等 が 採 用 さ れ る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 は 、 そ の 遺 伝 子 が 機 能 し う る 態 様

で 、 宿 主 に 応 じ た プ ロ モ ー タ ー に 連 結 し て 導 入 さ れ る 必 要 が あ る 。 こ こ で 「 機 能 し う る 態

様 」 と は 、 プ ロ モ ー タ ー 活 性 に よ っ て 、 そ の 下 流 に 配 置 さ れ た 本 発 明 の 遺 伝 子 が 宿 主 中 で

適 切 に 発 現 さ れ 、 そ の 機 能 を 発 揮 す る こ と を い う 。 使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ ー の 種 類 は 、 宿

主 細 胞 に よ っ て 適 宜 決 定 さ れ る が 、 そ の 詳 細 は 次 項 で 説 明 す る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の ほ か 、 所 望 に よ り エ ン ハ ン サ ー

等 の シ ス エ レ メ ン ト 、 ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル 、 ポ リ A付 加 シ グ ナ ル 、 形 質 転 換 マ ー カ ー

遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 遺 伝 子 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ネ オ マ イ シ ン

耐 性 遺 伝 子 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ビ ア ラ フ ォ ス 耐 性

遺 伝 子 、 カ ル ボ キ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 フ レ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 等 ） 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列

（ SD配 列 ） 等 を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 組 換 え タ ン パ ク 質 を 生 産 す る た め の 形 質 転 換 体 は 、 前 記 ベ ク タ ー を 適 当 な 宿 主 に 導 入 す

る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 宿 主 は 、 本 発 明 の CSP又 は MSP1遺 伝 子 が 発 現 で き る も の

で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 エ ッ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ (Escherichia coli)等 の エ ッ

シ ェ リ ヒ ア 属 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス (Bacillus subtilis)等 の バ チ ル ス 属 、 シ ュ ー ド モ

ナ ス ・ プ チ ダ (Pseudomonas putida)等 の シ ュ ー ド モ ナ ス 属 、 リ ゾ ビ ウ ム ・ メ リ ロ テ ィ (Rhi
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zobium meliloti)等 の リ ゾ ビ ウ ム 属 に 属 す る 細 菌 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ (Sacchar

omyces cerevisiae)、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ （ Schizosaccharomyces pombe） 等 の

酵 母 、 麹 菌 (Aspergillus oryzae)、 COS細 胞 、 CH O細 胞 等 の 動 物 細 胞 、 あ る い は Sf9、 Sf21

等 の 昆 虫 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 大 腸 菌 等 の 細 菌 を 宿 主 と す る 場 合 は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー が 該 細 菌 中 で 自 律 複 製 可 能 で あ

る と 同 時 に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 配 列 、 本 発 明 の 遺 伝 子 、 転 写 終 結 配 列 に よ り

構 成 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 プ ロ モ ー タ ー を 制 御 す る 遺 伝 子 が 含 ま れ て い て も

よ い 。 大 腸 菌 と し て は 、 例 え ば 、 エ ッ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ (Escherichia coli)H MS174(DE3)

、 K12、 D H1等 が 挙 げ ら れ 、 枯 草 菌 と し て は 、 例 え ば 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス (Bacillus su

btil is)MI 114、 207-21等 が 挙 げ ら れ る 。 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 大 腸 菌 等 の 上 記 宿 主 中

で 発 現 で き る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 trpプ ロ モ ー タ ー 、 lacプ ロ モ ー タ ー

、 PLプ ロ モ ー タ ー 、 PRプ ロ モ ー タ ー 等 の 、 大 腸 菌 や フ ァ ー ジ に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー が 挙

げ ら れ る 。 ま た 、 tacプ ロ モ ー タ ー 等 の よ う に 、 人 為 的 に 設 計 改 変 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を

用 い て も よ い 。 細 菌 へ の ベ ク タ ー の 導 入 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム イ

オ ン を 用 い る 方 法 [Cohen, S.N. et al.： Proc. Natl . Acad. Sci. , USA, 69： 2110-2114

(1972)]や 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 等 が 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 酵 母 を 宿 主 と す る 場 合 は 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス

・ ポ ン ベ 、 ピ ヒ ア ・ パ ス ト リ ス 等 が 用 い ら れ る 。 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 酵 母 中 で 発 現 で

き る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 gal1プ ロ モ ー タ ー 、 gal10プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ

ー ト シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 プ ロ モ ー タ ー 、 MFα 1プ ロ モ ー タ ー 、 PH O5プ ロ モ ー タ ー 、 PG Kプ ロ

モ ー タ ー 、 G APプ ロ モ ー タ ー 、 A D Hプ ロ モ ー タ ー 、 A O X1プ ロ モ ー タ ー 等 を 挙 げ る こ と が で き

る 。 酵 母 へ の ベ ク タ ー の 導 入 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン

法 [Becker, D.M. et al.： Methods. Enzymol. , 194： 182-187 (1990)]、 ス フ ェ ロ プ ラ ス

ト 法 [Hinnen, A.et al.： Proc. Natl . Acad. Sci. , USA, 75： 1929-1933 (1978)]、 酢 酸

リ チ ウ ム 法 [Itoh, H.： J. Bacteriol. , 153： 163-168 (1983)]等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 麹 菌 を 宿 主 と す る 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 、 GlaA プ ロ モ ー タ ー （ Hata et

 al. Curr. Genet. , Vol 22, 85-91, 1992） 、 A myB プ ロ モ ー タ ー （ Tuchiya et al. Bios

ci. Biotechnol. Biochem., Vol 46, 1849-1853, 1992） 、 No. 8 プ ロ モ ー タ ー （ Ozeki e

t al. Biosci. Biotech. Biochem., Vol 60, 383-389, 1996） が 挙 げ ら れ る 。 麹 菌 へ の ベ

ク タ ー の 導 入 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 カ ル シ ウ ム

イ オ ン 法 等 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 CSP又 は MSP1タ ン パ ク 質 は 、 前 述 の 形 質 転 換 体 （ 宿 主 細 胞 ） を 適 当 な 培 地 で 培 養 し 、 そ

の 培 養 物 か ら 所 望 の タ ン パ ク 質 を 採 取 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 形 質 転 換 体 の

培 養 は 、 常 法 に 従 っ て 行 え ば よ い 。 例 え ば 、 大 腸 菌 や 酵 母 等 の 微 生 物 を 宿 主 と す る 形 質 転

換 体 の 場 合 は 、 微 生 物 が 資 化 し う る 炭 素 源 、 窒 素 源 、 無 機 塩 類 等 を 含 有 し 、 形 質 転 換 体 を

効 率 的 に 培 養 し う る 天 然 培 地 、 あ る い は 合 成 培 地 で 培 養 す れ ば よ い 。 ま た 、 植 物 細 胞 を 宿

主 と し て 用 い て い る 場 合 に は 、 チ ア ミ ン 、 ピ リ ド キ シ ン 等 の ビ タ ミ ン 類 を 添 加 し た 植 物 細

胞 用 の 培 地 で 培 養 す れ ば よ い 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 炭 素 源 と し て は 、 グ ル コ ー ス 、 フ ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 デ ン プ ン 等 の 炭 水 化 物 、 酢

酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 等 の 有 機 酸 、 エ タ ノ ー ル 、 プ ロ パ ノ ー ル 等 の ア ル コ ー ル 類 が 用 い ら れ る

。 窒 素 源 と し て は 、 ア ン モ ニ ア 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 酢 酸 ア ン モ ニ ウ

ム 、 リ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 等 の 無 機 酸 若 し く は 有 機 酸 の ア ン モ ニ ウ ム 塩 又 は そ の 他 の 含 窒 素

化 合 物 の ほ か 、 ペ プ ト ン 、 肉 エ キ ス 、 コ ー ン ス テ ィ ー プ リ カ ー 等 が 用 い ら れ る 。 無 機 物 と

し て は 、 リ ン 酸 第 一 カ リ ウ ム 、 リ ン 酸 第 二 カ リ ウ ム 、 リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 硫 酸 マ グ ネ シ

ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 第 一 鉄 、 硫 酸 マ ン ガ ン 、 硫 酸 銅 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 等 が 用 い ら
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れ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 培 地 中 は 必 要 に 応 じ て ア ン ピ シ リ ン や テ ト ラ サ イ ク リ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し て

も よ い 。 プ ロ モ ー タ ー と し て 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い た ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生

物 を 培 養 す る 場 合 は 、 必 要 に 応 じ て イ ン デ ュ ー サ ー を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。 例 え ば 、 La

cプ ロ モ ー タ ー を 用 い た ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ソ プ ロ ピ ル -

β -D-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (IPTG)等 を 、 trpプ ロ モ ー タ ー を 用 い た ベ ク タ ー で 形 質 転 換

し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ン ド ー ル ア ク リ ル 酸 (IA A)等 を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 培 養 は 、 通 常 、 振 盪 培 養 又 は 通 気 攪 拌 培 養 等 の 好 気 的 条 件 下 、 30～ 37℃ 位 で 6時 間 ～ 3日

間 程 度 行 う 。 培 養 期 間 中 、 pHは 7.0～ 7.5程 度 に 保 持 す る 。 pHの 調 整 は 、 無 機 又 は 有 機 酸 、

ア ル カ リ 溶 液 等 を 用 い て 行 う 。 培 養 後 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 菌 体 内 又 は 細 胞 内 に 生 産 さ

れ る 場 合 に は 、 菌 体 又 は 細 胞 を 破 砕 す る こ と に よ り 該 タ ン パ ク 質 を 抽 出 す る 。 ま た 、 本 発

明 の タ ン パ ク 質 が 菌 体 外 又 は 細 胞 外 に 生 産 さ れ る 場 合 に は 、 培 養 液 を そ の ま ま 使 用 す る か

、 遠 心 分 離 等 に よ り 菌 体 又 は 細 胞 を 除 去 す る 。 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 の 単 離 精 製 に 用 い ら れ

る 一 般 的 な 生 化 学 的 方 法 、 例 え ば 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 SDS-PA GE、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 単 独 で 又 は 適 宜 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 、 前 記 培 養 物 中 か ら 本

発 明 の タ ン パ ク 質 を 単 離 精 製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 上 記 し た 方 法 の ほ か 、 CSP又 は MSP1の 部 分 配 列 や 、 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ チ ド 断

片 を タ ン パ ク 質 工 学 的 に 、 或 い は ペ プ チ ド 合 成 に よ り 作 製 し て も よ い 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

４ ． リ ポ ソ ー ム

４ ． １ 　 リ ポ ソ ー ム 構 成 脂 質

　 本 発 明 で 用 い ら れ る リ ポ ソ ー ム を 構 成 す る 脂 質 は 、 リ ポ ソ ー ム を 構 成 す る こ と が 知 ら れ

て い る 通 常 の 脂 質 で あ れ ば よ く 、 例 え ば 、 卵 黄 、 大 豆 、 又 は そ の 他 の 動 植 物 な ど の 天 然 物

由 来 の 脂 質 や こ れ ら を 水 素 添 加 に よ っ て 不 飽 和 度 を 低 下 し た も の 、 あ る い は 化 学 合 成 し た

も の が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら を 単 独 で 又 は 複 数 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 後 述 す る よ う に 、 オ リ ゴ 糖 導 入 で は 、 リ ン 脂 質 上 の ア ミ ノ 基 と オ リ ゴ 糖 の 有 す る ア ル デ

ヒ ド 基 を 反 応 さ せ る た め 、 本 発 明 で 用 い る リ ン 脂 質 と し て は ア ミ ノ 基 を 有 す る も の が 好 ま

し く 、 こ れ ら を 単 独 で 、 又 は 二 種 以 上 組 合 せ て 使 用 で き る 。 こ れ ら の リ ン 脂 質 は １ 位 、 ２

位 の ２ つ の 脂 肪 酸 残 基 は 任 意 に 選 択 す る こ と が で き 、 そ の 脂 肪 酸 残 基 は 天 然 物 由 来 又 は 合

成 品 由 来 の い ず れ の も の で も よ く 、 混 合 脂 肪 酸 、 飽 和 脂 肪 酸 、 不 飽 和 脂 肪 酸 、 重 合 性 脂 肪

酸 な ど に 由 来 す る 炭 素 数 ４ ～ ３ ０ の 脂 肪 酸 残 基 を 利 用 で き る 。 飽 和 脂 肪 酸 と し て は 炭 素 数

１ ２ ～ ２ ４ の も の が 好 ま し く 、 例 え ば ラ ウ リ ン 酸 、 ミ リ ス チ ン 酸 、 パ ル ミ チ ン 酸 、 ス テ ア

リ ン 酸 な ど が あ げ ら れ る 。 ま た 不 飽 和 脂 肪 酸 と し て は 炭 素 数 １ ４ ～ ２ ２ 、 不 飽 和 結 合 １ ～

６ の も の が 好 ま し く 、 例 え ば オ レ イ ン 酸 、 リ ノ ー ル 酸 、 リ ノ レ ン 酸 、 ア ラ キ ド ン 酸 な ど が

あ げ ら れ る 。 こ の よ う な ア ミ ノ 基 を 有 す る リ ン 脂 質 の 中 で は 、 天 然 物 由 来 の も の と し て は

卵 黄 又 は 大 豆 由 来 の リ ン 脂 質 が 好 ま し い 。 好 適 な 例 と し て は 、 例 え ば ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ

ノ ー ル ア ミ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 又 は ホ ス フ ァ チ ジ ル ス レ オ ニ ン 、 ジ パ ル ミ ト イ ル ホ

ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン な ど が あ げ ら れ る

。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 リ ポ ソ ー ム の 膜 構 成 成 分 （ 膜 形 成 成 分 ） と し て は 、 糖 鎖 の 導 入 が 可 能 な 限 り 、 ア ミ ノ 基

を 有 す る リ ン 脂 質 の 他 に も リ ポ ソ ー ム を 形 成 し う る 他 の 化 合 物 も 使 用 で き 、 例 え ば 大 豆 レ

シ チ ン 、 卵 黄 レ シ チ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 そ の 他 の リ ン 脂 質 類 、 コ レ ス テ ロ

ー ル 、 脂 肪 酸 、 脂 肪 酸 塩 な ど 、 従 来 か ら リ ポ ソ ー ム の 膜 構 成 成 分 と し て 用 い ら れ て い る も

の が 使 用 で き る 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】

　 具 体 的 に は 、 コ レ ス テ ロ ー ル （ Chol） 、 3β -［ N-（ ジ メ チ ル ア ミ ノ エ タ ン ） カ ル バ モ イ

ル ］ コ レ ス テ ロ ー ル （ DC-Chol） 、 N-（ ト リ メ チ ル ア ン モ ニ オ エ チ ル ） カ ル バ モ イ ル コ レ

ス テ ロ ー ル （ TC-Chol） な ど の ス テ ロ ー ル 類 ； ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル

ア ミ ン （ DPPE） 、 ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ DSPE） な ど の ホ ス フ

ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 類 ； ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DPPC） 、 ジ ス テ ア

ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DSPC） な ど の ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 類 ； ジ パ ル ミ ト イ ル ホ

ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ DPPS） 、 ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ DSPS） な ど の ホ ス

フ ァ チ ジ ル セ リ ン 類 ； ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 （ DPPA） 、 ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ

ァ チ ジ ン 酸 （ DSPA） な ど の ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 類 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 リ ポ ソ ー ム は 、 多 層 タ イ プ で あ っ て も 、 単 層 タ イ プ で あ っ て も よ い 。 本 発 明 に お い て 用

い ら れ る リ ポ ソ ー ム の 粒 径 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 0.1～ 3μ m、 好 ま し く は 0.2～ 2.5μ mで

あ る 。 リ ポ ソ ー ム の 粒 径 が 上 記 上 限 値 を 超 え る と 、 ゲ ル 化 し て し ま い 、 ワ ク チ ン と し て 使

用 で き な い か ら で あ る 。 リ ポ ソ ー ム の 粒 径 は 、 用 い ら れ る 投 与 形 態 に 応 じ て 常 法 に 従 い 、

例 え ば 所 望 の 孔 サ イ ズ の フ ィ ル タ ー に よ り 濾 過 す る こ と に よ り 、 調 整 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

４ ． ２ 　 リ ポ ソ ー ム 表 面 の オ リ ゴ 糖

　 本 発 明 で 用 い る リ ポ ソ ー ム は 、 そ の 表 面 に 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 に 結 合 可 能

な オ リ ゴ 糖 を 有 す る 。 こ こ で 、 「 抗 原 提 示 細 胞 」 と は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 等 を 意

味 す る 。 抗 原 提 示 細 胞 の 表 面 に は 、 Fcレ セ プ タ ー や 補 体 レ セ プ タ ー 、 ス カ ベ ン ジ ャ ー レ セ

プ タ ー 、 マ ン ノ ー ス ・ レ セ プ タ ー 、 リ ポ 多 糖 （ LPS） レ セ プ タ ー 、 補 体 レ セ プ タ ー で も あ

る CD11b/CD18（ CR3） 、 Toll様 レ セ プ タ ー な ど が 存 在 し 、 糖 鎖 を 介 す る 細 菌 な ど の 貪 食 や

、 外 来 異 物 中 の 糖 蛋 白 質 の 取 り 込 み と 抗 原 提 示 に 直 接 的 あ る い は 間 接 的 に 重 要 な 役 割 を 果

た し て い る 。 本 発 明 に か か る 「 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 」 と は 、 前 述 し た よ う な

抗 原 提 示 細 胞 表 面 に 存 在 す る 糖 鎖 結 合 性 の レ ク チ ン 様 の 性 質 を 有 す る 分 子 全 般 を 意 味 し て

お り 、 そ の 好 適 な 例 と し て マ ン ノ ー ス ・ レ セ プ タ ー を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 リ ポ ソ ー ム 表 面 の オ リ ゴ 糖 は 、 上 述 の 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 と 結 合 可 能 な も

の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 構 成 す る 糖 残 基 と し て は 、 Ｄ － マ ン ノ ー ス （ D-Man） 、 Ｌ －

フ コ ー ス （ L-Fuc） 、 Ｄ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン （ D-GlcN Ac） 、 Ｄ － グ ル コ ー ス （ D-Glc）

、 Ｄ － ガ ラ ク ト ー ス （ D-Gal） 、 Ｄ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン （ D-GalN Ac） 、 Ｄ － ラ ム ノ

ー ス （ D-Rha） な ど が 挙 げ ら れ る 。 オ リ ゴ 糖 は 、 Ｄ － マ ン ノ ー ス を 含 む 糖 残 基 か ら 成 る ハ

イ マ ン ノ ー ス タ イ プ で あ る こ と が 好 ま し く 、 な か で も Ｄ － マ ン ノ ー ス か ら 成 る も の や Ｄ －

マ ン ノ ー ス と Ｄ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン と か ら な る も の が 好 ま し く 、 特 に Ｄ － マ ン ノ ー ス

の み か ら 成 る も の が 最 も 好 ま し い 。 Ｄ － マ ン ノ ー ス か ら 成 る オ リ ゴ 糖 と し て は 、 マ ン ノ ビ

オ ー ス （ Man2） 、 マ ン ノ ト リ オ ー ス （ Man3） 、 マ ン ノ テ ト ラ オ ー ス （ Man4） 、 マ ン ノ ペ ン

タ オ ー ス （ Man5） 、 マ ン ノ ヘ キ サ オ ー ス （ Man6） 、 マ ン ノ ヘ プ タ オ ー ス （ Man7） を 挙 げ る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 オ リ ゴ 糖 を 構 成 す る 各 糖 残 基 の 結 合 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 α １ → ２ 結 合 、 α １ → ３ 結 合 、

α １ → ４ 結 合 、 α １ → ６ 結 合 、 β １ → ４ 結 合 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 各 糖 残 基 は

１ つ ず つ 直 鎖 状 に 結 合 し て い て も よ い し 、 枝 分 か れ 構 造 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 オ リ ゴ 糖 を 構 成 す る 糖 残 基 の 数 は ２ ～ １ １ 個 が 好 ま し く 、 特 に ３ ～ １ １ 個 、 な か で も ３

～ ５ 個 程 度 が も っ と も 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 リ ポ ソ ー ム の 量 に 対 す る オ リ ゴ 糖 の 量 は オ リ ゴ 糖 の 種 類 、 封 入 し よ う と す る マ ラ リ ア 原

虫 由 来 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 種 類 、 リ ポ ソ ー ム の 組 合 せ 構 造 等 に よ り 異 な る が 、 一 般 に 、 リ

ポ ソ ー ム を 構 成 す る 脂 質 1mgに 対 し て 0.5μ g～ 500μ gで あ る 。

10

20

30

40

50



(13) JP  2016-145154  A   2016.8.12

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 リ ポ ソ ー ム へ の オ リ ゴ 糖 の 導 入 は 、 上 記 オ リ ゴ 糖 と 脂 質 を 結 合 し て 調 製 し た 人 工 糖 脂 質

を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 人 工 糖 脂 質 は 、 オ リ ゴ 糖 の 有 す る ア ル デ ヒ ド 基 を 、 ア ミ ノ 基

を 有 す る リ ン 脂 質 と 反 応 さ せ て シ ッ フ 塩 基 を 形 成 し 、 次 に こ の シ ッ フ 塩 基 を 、 常 法 に 従 い

還 元 、 好 ま し く は 化 学 還 元 、 例 え ば NaBH 3 CNに よ り 還 元 す る こ と に よ り 、 オ リ ゴ 糖 と 脂 質

と を 結 合 し て 調 製 で き る （ 水 落 次 男 、 糖 質 工 学 、 224-232頁 、 1992） 。 次 い で 、 こ の 人 工

糖 脂 質 を 利 用 し て 、 リ ポ ソ ー ム に オ リ ゴ 糖 を 導 入 す る 。 人 工 糖 脂 質 が 水 溶 性 で 有 機 溶 剤 に

十 分 溶 解 し な い 場 合 （ 例 え ば 、 人 工 糖 脂 質 と し て 前 記 の RNと DPPEと の 結 合 物 （ RN-DPPE）

を 用 い る と き ） に は 、 こ れ ら （ RN-DPPE） の 水 性 溶 液 を 調 製 し 、 こ れ を ポ ソ ー ム と 混 合 し

て 、 例 え ば 4℃ な い し 80℃ （ 好 ま し く は 内 封 物 質 が 変 性 し な い 温 度 ） 、 室 温 も し く は 相 転

移 温 度 に お い て 0.5～ 120時 間 、 例 え ば 約 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 人 工 糖 脂 質 が 有

機 溶 剤 に 溶 解 す る 場 合 に は 、 人 工 糖 脂 質 を リ ポ ソ ー ム 構 成 用 脂 質 と 共 に 、 リ ポ ソ ー ム 製 造

過 程 に お い て 有 機 溶 剤 に 溶 解 し 、 常 法 に 従 い リ ポ ソ ー ム を 形 成 す れ ば よ い 。 な お 、 リ ポ ソ

ー ム 表 面 へ の オ リ ゴ 糖 の 結 合 は 、 抗 原 提 示 細 胞 表 面 に 存 在 す る 糖 鎖 認 識 分 子 あ る い は そ の

一 部 を 添 加 し て リ ポ ソ ー ム の 凝 集 反 応 が 生 じ る か 否 か で 調 べ れ ば よ い 。

【 ０ ０ ７ １ 】

４ ． ３ 　 リ ポ ソ ー ム の 製 剤 化

　 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム 製 剤 は 、 上 記 リ ポ ソ ー ム に 前 述 し た CSP又 は MSP1タ ン パ ク 質 を 内 封

し て 製 造 さ れ る 。 内 封 さ れ る CSP又 は MSP1タ ン パ ク 質 の 量 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 投 与 経 路

に 応 じ て 適 宜 調 節 可 能 で あ る が 、 一 般 的 に リ ポ ソ ー ム に 用 い る 脂 質 １ mgに 対 し て 0.1μ g～

500μ gで あ る こ と が 望 ま し い 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 前 述 の と お り 、 マ ラ リ ア 原 虫 の ラ イ フ サ イ ク ル に は 、 肝 臓 ス テ ー ジ と 赤 血 球 ス テ ー ジ が

あ り 、 肝 臓 ス テ ー ジ で は 細 胞 性 免 疫 、 赤 血 球 ス テ ー ジ で は 液 性 免 疫 （ 抗 体 産 生 ） を 誘 導 す

る 必 要 が あ る 。 し か し な が ら 、 こ れ ま で の ア ジ ュ バ ン ト や ワ ク チ ン 抗 原 キ ャ リ ア は 、 ２ つ

の ス テ ー ジ に 対 し て 、 そ れ ぞ れ 別 々 の も の を 使 用 す る 必 要 が あ っ た 。 本 発 明 で は 、 １ 種 類

の キ ャ リ ア （ 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 に 結 合 し う る オ リ ゴ 糖 を 表 面 に 有 す る リ ポ

ソ ー ム ） で 、 肝 臓 ス テ ー ジ と 赤 血 球 ス テ ー ジ の ２ つ の ス テ ー ジ に 有 効 な ワ ク チ ン が 提 供 さ

れ る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

５ ． ワ ク チ ン 製 剤

　 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 は 、 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム 製 剤 に 製 薬 上 許 容 し う る 担 体 を 適 宜 加 え

て 、 溶 液 又 は 懸 濁 液 の い ず れ か の 形 態 で 、 投 与 可 能 に 調 製 さ れ る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤

に は 、 薬 学 的 に 受 容 可 能 で あ っ て 、 活 性 成 分 に 適 合 し た 賦 形 剤 が し ば し ば 混 合 さ れ る 。 適

切 な 賦 形 剤 に は 、 例 え ば 、 水 、 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル

な ど 、 及 び そ れ ら の 混 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 所 望 に 応 じ て 、 ワ ク チ ン は 、 少 量 の 補

助 剤 （ 例 え ば 加 湿 剤 又 は 乳 化 剤 ） 、 pH緩 衝 剤 、 及 び /又 は ワ ク チ ン の 効 能 を 高 め る ア ジ ュ

バ ン ト を 含 有 し 得 る 。 有 効 で あ り 得 る ア ジ ュ バ ン ト の 例 は 、 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 以 下

を 包 含 す る 。 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 Ｎ － ア セ チ ル － ム ラ ミ ル － Ｌ － ト レ オ ニ ル － Ｄ － イ ソ

グ ル タ ミ ン （ thr-M DP） 、 Ｎ － ア セ チ ル － ノ ル － ム ラ ミ ル － Ｌ － ア ラ ニ ル － Ｄ － イ ソ グ ル

タ ミ ン （ CGP11637、 nor-M DPと 称 せ ら れ る ） 、 Ｎ － ア セ チ ル ム ラ ミ ル － Ｌ － ア ラ ニ ル － Ｄ

－ イ ソ グ ル タ ミ ニ ル － Ｌ － ア ラ ニ ン － ２ － （ １ ＇ － ２ ＇ － ジ パ ル ミ ト イ ル － ｓ ｎ － グ リ セ

ロ － ３ － ヒ ド ロ キ シ ホ ス ホ リ ル オ キ シ ） － エ チ ル ア ミ ン （ CGP19835A、 M TP-PEと 称 せ ら れ

る ） 、 及 び RIBI。 RIBIは 、 バ ク テ リ ア か ら 抽 出 し た 3成 分 、 す な わ ち モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ

ド Ａ 、 ト レ ハ ロ ー ス ジ ミ コ レ ー ト 、 及 び 細 胞 壁 骨 格 （ HPL+TD M+C WS） を 2％ ス ク ア レ ン /Twe

en（ 登 録 商 標 ） 80エ マ ル ジ ョ ン 中 に 含 有 し て い る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 効 能 は 、 CSP又 は MSP1

か ら 構 成 さ れ る ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と に よ り 生 じ る 、 抗 体 の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 決

定 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 は 、 通 常 皮 下 注 射 、 静 脈 内 注 射 又 は 筋 内 注 射 の よ う な 、 注 射 に よ
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り 投 与 さ れ る 。 他 の 投 与 態 様 に 適 切 な 別 の 処 方 と し て は 、 坐 薬 、 及 び あ る 場 合 に は 経 口 、

経 鼻 処 方 薬 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 所 望 に よ り 、 ア ジ ュ バ ン ト 活 性 を 有 す る 1以 上 の 化 合 物 を 加 え る こ と が で き る 。 ア ジ ュ

バ ン ト は 、 該 免 疫 系 の 非 特 異 的 刺 激 因 子 で あ る 。 そ れ ら は 、 ワ ク チ ン に 対 す る 宿 主 の 免 疫

応 答 を 増 強 す る 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の ア ジ ュ バ ン ト の 具 体 例 と し て は 、 フ ロ イ ン ト 完 全 及

び 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 ビ タ ミ ン E、 非 イ オ ン ブ ロ ッ ク 重 合 体 、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 サ

ポ ニ ン 、 鉱 油 、 植 物 油 及 び Carbopolが 挙 げ ら れ る 。 粘 膜 適 用 に 特 に 適 し た ア ジ ュ バ ン ト と

し て は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 （ E. coli） 易 熱 性 毒 素 （ LT） 又 は コ レ ラ （ Cholera） 毒 素 （ CT）

が 挙 げ ら れ る 。 他 の 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 例 え ば 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸

ア ル ミ ニ ウ ム 又 は 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 油 性 乳 剤 （ 例 え ば 、 Bayol（ 登 録 商 標 ） 又 は Marcol

52（ 登 録 商 標 ） の も の ） 、 サ ポ ニ ン 又 は ビ タ ミ ン Eソ リ ュ ビ リ ゼ ー ト が 挙 げ ら れ る 。 し た

が っ て 、 好 ま し い 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 例 え ば 、 皮 下 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 に 投 与 す る 注 射 剤 に お い て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン と

製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 又 は 希 釈 剤 の 他 の 具 体 例 に は 、 安 定 化 剤 、 炭 水 化 物 （ 例 え ば 、 ソ ル

ビ ト ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 デ ン プ ン 、 シ ョ 糖 、 グ ル コ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン ） 、 ア ル ブ ミ ン

又 は カ ゼ イ ン な ど の タ ン パ ク 質 、 ウ シ 血 清 又 は 脱 脂 乳 な ど の タ ン パ ク 質 含 有 物 質 、 及 び バ

ッ フ ァ ー （ 例 え ば 、 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー ） な ど と も に 投 与 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 投 与 さ れ る べ き 量 は 、 通 常 投 与 当 た り 抗 原 を 0.01μ gか ら 100,000μ gま で の 範 囲 で あ り

、 こ れ は 、 処 置 さ れ る 対 象 （ た と え ば ヒ ト 、 豚 、 羊 、 山 羊 、 ネ コ な ど の 哺 乳 動 物 や 鳥 類 ）

、 そ の 対 象 の 免 疫 系 で の 抗 体 合 成 能 、 及 び 所 望 の 防 御 の 程 度 に 依 存 し 、 経 口 、 皮 下 、 経 鼻

、 皮 内 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 投 与 経 路 な ど の 投 与 経 路 に も 依 存 す る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 は 、 単 独 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル で 、 又 は 好 ま し く は 複 合 投 与 ス ケ ジ ュ

ー ル で 与 え ら れ 得 る 。 複 合 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル で は 、 接 種 の 開 始 時 期 に 1～ 10の 個 別 の 投 与

を 行 い 、 続 い て 免 疫 応 答 を 維 持 す る 及 び 又 は 強 化 す る の に 必 要 と さ れ る 時 間 間 隔 で 、 例 え

ば ２ 回 目 の 投 与 と し て 1～ 4ヵ 月 後 に 、 別 の 投 与 を 行 い 得 る 。 必 要 で あ れ ば 、 数 ヶ 月 後 に 引

続 き 投 与 を 行 い 得 る 。 投 与 の レ ジ メ も ま た 、 少 な く と も 部 分 的 に は 、 個 体 の 必 要 性 に よ り

決 定 さ れ 、 医 師 の 判 断 に 依 存 す る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 さ ら に 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 新 た な マ ラ リ ア 原 虫 感 染 に 対 し 、 予 防 的 に 使 用 し て も よ い

。 さ ら に ま た 、 マ ラ リ ア 原 虫 に 感 染 し た 対 象 に 投 与 し 、 生 体 内 に マ ラ リ ア 原 虫 に 対 す る 強

い 免 疫 反 応 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 マ ラ リ ア 原 虫 を 排 除 す る 治 療 的 ワ ク チ ン と し て 使 用 し

て も よ い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ っ て 限

定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ８ １ 】

実 施 例 １ ： マ ラ リ ア 原 虫 由 来 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 調 製

　 Merozoite surface protein 1 (MSP1, GenBank ID U43521、 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 1608-176

8ア ミ ノ 酸 ), Thrombospondin-related adhesive protein (TRAP, GenBank ID U67763、 ク

ロ ー ニ ン グ 部 位 239-530ア ミ ノ 酸 ), Circumsporozoite protein (CSP, GenBank ID M28887

、 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 186-332ア ミ ノ 酸 )遺 伝 子 を ネ ズ ミ マ ラ リ ア 原 虫 （ Plasmodium berghei

 A N K A株 ） か ら ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の 遺 伝 子 を 基 に 大 腸 菌 に て glutathione S-transferase

 (GST)と 融 合 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 。 得 ら れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 Glutat

hione Sepharose 4B(A mersham Pharmacia Biotech社 製 )を 用 い て 精 製 し 、 thrombin prote

ase (GE Healthcare社 製 )で GSTを 除 去 し た 。 さ ら に 、 Detoxi-GelT M Endotoxin Removing
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Gel（ Pierce社 製 ） を 用 い て 、 精 製 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 か ら エ ン ド ト キ シ ン を 除 去 し た

。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 TRAPは 肝 臓 ス テ ー ジ と 赤 血 球 ス テ ー ジ の 両 方 で ワ ク チ ン 効 果 を 有 す る 抗 原 と し て 知 ら れ

て い る 。 一 方 、 MSP1は 赤 血 球 ス テ ー ジ で の 免 疫 活 性 が 期 待 さ れ る 抗 原 で あ り 、 CSPは 肝 臓

ス テ ー ジ で の 免 疫 活 性 が 期 待 さ れ る 抗 原 で あ る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

実 施 例 ２ ： 人 工 糖 脂 質 の 調 製

　 Manα 1→ 6（ Manα 1→ 3） Manと い う 構 造 を 有 す る マ ン ノ ト リ オ ー ス （ Man3） 2.5～ 5mgに 6

00μ lの 蒸 留 水 を 加 え て 攪 拌 溶 解 し て オ リ ゴ 糖 溶 液 を 調 製 し た 。 他 方 、 ク ロ ロ ホ ル ム ／ メ

タ ノ ー ル （ 1： 1体 積 比 ） 混 合 液 に DPPEを 5mg/mlの 濃 度 で 溶 解 し て DPPE溶 液 を 調 製 し た 。 ま

た 、 メ タ ノ ー ル に 、 NaBH 3 CNを 10mg/mlの 濃 度 に 溶 解 し て NaBH 3 CN溶 液 を 調 製 し た 。 前 記 オ

リ ゴ 糖 溶 液 600μ ｌ に 前 記 DPPE溶 液 9.4 ml及 び 前 記 NaBH 3 CN溶 液 1 mlを 加 え て 攪 拌 混 合 し た

。 こ の 反 応 混 合 液 を 60℃ に て 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 人 工 糖 脂 質 を 生 成 せ し め た 。 こ の

反 応 混 合 液 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム 及 び C18逆 相 カ ラ ム に よ り 精 製 す る こ と に よ り 人 工 糖 脂 質 M

3-DPPEを 得 た 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

実 施 例 ３ ： マ ラ リ ア 原 虫 タ ン パ ク 質 封 入 リ ポ ソ ー ム の 調 製

　 コ レ ス テ ロ ー ル 、 ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DPPC） 、 実 施 例 ２ で 作 製 し た

マ ン ノ ト リ オ ー ス ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ M3-DPPE） を モ ル

比 で 10： 10： 1、 あ る い は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DPP

C） を モ ル 比 1： 1で 混 合 し 、 ク ロ ロ ホ ル ム 2 mlに 溶 解 し 、 10 mlの ナ シ フ ラ ス コ 内 で 脂 質 フ

ィ ル ム を 作 製 し た 。 次 に 脂 質 フ ィ ル ム に 3.75mg/mlの 実 施 例 １ で 得 ら れ た ト キ ソ プ ラ ズ マ

由 来 可 溶 性 タ ン パ ク 質 （ 含 量 0.5mg/ml） を 加 え 、 40℃ の 水 槽 で Vortexに て 、 リ ポ ソ ー ム を

作 製 し た 。 次 に こ の リ ポ ソ ー ム を 整 粒 装 置 の エ ク ス ト ル ー ダ ー を 用 い て 、 1μ mの フ ィ ル タ

ー に 0.2～ 1MPaの 範 囲 で 加 圧 し な が ら 5回 整 粒 を 行 っ た 。 次 に リ ポ ソ ー ム 液 を 遠 心 法 に て 回

収 後 、 PBS(-)で 3回 懸 濁 、 遠 心 、 上 清 除 去 す る こ と で リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ な か っ た 抗 原

を 除 去 し た 。 得 ら れ た リ ポ ソ ー ム の 分 析 は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 量 、 マ ラ リ ア 原 虫 由 来 可 溶 性

タ ン パ ク 質 の 測 定 を そ れ ぞ れ 市 販 の キ ッ ト 、 コ レ ス テ ロ ー ル Ｅ テ ス ト ワ コ ー （ 和 光 純 薬 、

439-17501） 、 Modified Lowry Protein Assay Reagent Kit（ Pierce、 23240） を 用 い て 行

っ た 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

実 施 例 ４ ： マ ラ リ ア 原 虫 由 来 可 溶 性 タ ン パ ク 質 封 入 リ ポ ソ ー ム の ワ ク チ ン 効 果 の 検 証

　 以 下 の 実 施 例 で 使 用 さ れ て い る リ ポ ソ ー ム 封 入 体 の 略 記 に つ い て 、 「 O M L-PbMSP1CT」 と

は 実 施 例 １ の 様 に 作 製 し た MSP1タ ン パ ク 質 を 封 入 し た オ リ ゴ 糖 （ Man3） を 表 面 に 持 つ リ ポ

ソ ー ム で あ る こ と を 示 し 、 「 O M L-PbTRAP」 と は 実 施 例 １ の 様 に 作 製 し た TRAPタ ン パ ク 質 を

封 入 し た オ リ ゴ 糖 （ Man3） を 表 面 に 持 つ リ ポ ソ ー ム で あ る こ と を 示 し 、 「 O M L-PbMSP1CT-P

bTRAP」 と は 実 施 例 １ の 様 に 作 製 し た MSP1タ ン パ ク 質 と TRAPタ ン パ ク 質 を 封 入 し た オ リ ゴ

糖 （ Man3） を 表 面 に 持 つ リ ポ ソ ー ム で あ る こ と を 示 し 、 「 O M L」 と は タ ン パ ク 質 を 封 入 し

て い な い オ リ ゴ 糖 （ Man3） を 表 面 に 持 つ リ ポ ソ ー ム で あ る こ と を 示 し 、 「 PbMSP1CT-PbTRA

P」 と は 実 施 例 １ の 様 に 作 製 し た MSP1タ ン パ ク 質 と TRAPタ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 し 、 「 C

ontrol」 と は リ ン 酸 緩 衝 液 で あ る こ と を 示 し 、 「 O M L-PbCSP」 と は 実 施 例 １ の 様 に 作 製 し

た CSPタ ン パ ク 質 を 封 入 し た オ リ ゴ 糖 （ Man3） を 表 面 に 持 つ リ ポ ソ ー ム で あ る こ と を 示 し

、 「 O M L-PbCSP-PbTRAP」 と は 実 施 例 １ の 様 に 作 製 し た CSPタ ン パ ク 質 と TRAPタ ン パ ク 質 を

封 入 し た オ リ ゴ 糖 （ Man3） を 表 面 に 持 つ リ ポ ソ ー ム で あ る こ と を 示 し 、 「 PbCSP-PbTRAP」

と は 実 施 例 １ の 様 に 作 製 し た CSPタ ン パ ク 質 と TRAPタ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 す 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 作 製 し た ワ ク チ ン の 赤 血 球 内 型 マ ラ リ ア 原 虫 へ の ワ ク チ ン 効 果 を 検 証 す る た め に 、 赤 内

型 マ ラ リ ア 原 虫 で 発 現 が 認 め ら れ る 原 虫 由 来 可 溶 性 タ ン パ ク 質 （ MSP1、 TRAP） 封 入 リ ポ ソ

ー ム (タ ン パ ク 量 で 3 μ g)、 タ ン パ ク 封 入 無 し リ ポ ソ ー ム 及 び PBSを BALB/cマ ウ ス （ 8週 齢
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、 メ ス ） に 2週 間 間 隔 で 3回 皮 下 接 種 し た 。 3回 目 の 接 種 か ら 2週 後 に ネ ズ ミ マ ラ リ ア 原 虫 （

Plasmodium berghei A N K A株 ） 感 染 赤 血 球 を 100,000個 、 腹 腔 内 接 種 し た 。 感 染 後 ３ ０ 日 間

マ ウ ス の 生 存 率 を 計 測 し た 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 各 実 験 群 の マ ウ ス の 抗 体 産 生 を 測 定 し た と こ ろ 、 O M L-PbMSP1CT接 種 群 と O M L-MSP1CT-Pb

TRAP接 種 群 に お い て ワ ク チ ン 接 種 期 間 で 抗 PbMSP1CT抗 体 の 産 生 が 認 め ら れ 、 O M L-PbTRAP接

種 群 と O M L-MSP1CT-PbTRAP接 種 群 に お い て ワ ク チ ン 接 種 期 間 で 抗 PbTRAP抗 体 の 産 生 が 認 め

ら れ た （ 図 １ ） 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 各 実 験 群 の マ ウ ス に つ い て 30日 間 の 生 存 率 を 比 較 し た と こ ろ 、 O M L-PbMSP1CT接 種 群 と O

M L-MSP1CT-PbTRAP接 種 群 に お い て 、 マ ウ ス の 生 存 期 間 の 延 長 が 認 め ら れ 、 最 終 的 な 生 存 率

は そ れ ぞ れ 33.3%と 50%で あ っ た （ 図 ２ ） 。 そ の 他 の 実 験 群 で は 、 感 染 後 30日 以 内 に す べ て

の 個 体 が 死 亡 し た 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 作 製 し た ワ ク チ ン に つ い て 肝 臓 ス テ ー ジ の マ ラ リ ア 原 虫 へ の ワ ク チ ン 効 果 を 検 証 す る た

め に 、 肝 臓 ス テ ー ジ の マ ラ リ ア 原 虫 で 発 現 が 認 め ら れ る 原 虫 由 来 可 溶 性 タ ン パ ク 質 (CSP、

TRAP)封 入 リ ポ ソ ー ム (タ ン パ ク 量 で 3μ g)、 タ ン パ ク 封 入 無 し リ ポ ソ ー ム 及 び PBSを BALB/c

マ ウ ス （ 8週 齢 、 メ ス ） に 2週 間 間 隔 で 3回 皮 下 接 種 し た 。 3回 目 の 接 種 か ら 2週 後 に ネ ズ ミ

マ ラ リ ア 原 虫 （ Plasmodium berghei A N K A株 ） の ス ポ ロ ゾ イ ト を 2,000個 、 皮 下 接 種 し た 。

感 染 後 30日 間 マ ウ ス の 生 存 率 を 計 測 し た 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 各 実 験 群 の マ ウ ス の 抗 体 産 生 を 測 定 し た と こ ろ 、 O M L-PbCSP接 種 群 と O M L-CSP-PbTRAP接

種 群 に お い て ワ ク チ ン 接 種 期 間 で 抗 PbCSP抗 体 の 産 生 が 認 め ら れ 、 O M L-PbTRAP接 種 群 と O M L

-CSP-PbTRAP接 種 群 に お い て ワ ク チ ン 接 種 期 間 で 抗 PbTRAP抗 体 の 産 生 が 認 め ら れ た （ 図 ３

） 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 各 実 験 群 の マ ウ ス に つ い て 30日 間 の 生 存 率 を 比 較 し た と こ ろ 、 O M L-PbCSP接 種 群 と O M L-

CSP-PbTRAP接 種 群 に お い て 、 マ ウ ス の 生 存 期 間 の 延 長 が 認 め ら れ 、 最 終 的 な 生 存 率 は と も

に 60％ で あ っ た （ 図 ４ ） 。 生 存 が 確 認 さ れ た マ ウ ス に お い て 、 赤 血 球 内 に 存 在 す る マ ラ リ

ア 原 虫 は 確 認 さ れ な か っ た 。 そ の 他 の 実 験 群 で は 、 感 染 後 30日 以 内 に す べ て の 個 体 が 死 亡

し た 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 こ れ ら の こ と か ら 、 マ ラ リ ア 原 虫 由 来 可 溶 性 タ ン パ ク 質 と し て 、 MSP1あ る い は CSPを 封

入 し た オ リ ゴ 糖 リ ポ ソ ー ム は 、 皮 下 投 与 に よ り マ ラ リ ア 原 虫 感 染 を 防 御 で き る こ と が 明 ら

か と な っ た 。 本 実 施 例 の 結 果 か ら 明 ら か な よ う に 、 従 来 公 知 の す べ て の ワ ク チ ン 抗 原 が 本

発 明 の オ リ ゴ 糖 リ ポ ソ ー ム 系 に 利 用 可 能 な も の で は な く 、 本 実 施 例 に よ っ て 初 め て 有 効 な

抗 原 が 特 定 で き た 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 こ れ ま で の ワ ク チ ン 製 剤 で は 、 肝 臓 と 赤 血 球 の ２ つ の ス テ ー ジ に 対 し て 、 そ れ ぞ れ 別 々

の ア ジ ュ バ ン ト や ワ ク チ ン 抗 原 キ ャ リ ア を 使 用 す る 必 要 が あ っ た 。 本 発 明 で は 、 オ リ ゴ 糖

リ ポ ソ ー ム を キ ャ リ ア に す る こ と で 、 マ ラ リ ア 原 虫 の ラ イ フ サ イ ク ル の ２ つ の ス テ ー ジ （

赤 血 球 と 肝 臓 ） に 対 応 で き る ワ ク チ ン の 開 発 が 可 能 と な っ た 。 し た が っ て 、 本 発 明 の マ ラ

リ ア 原 虫 由 来 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 封 入 し た オ リ ゴ 糖 リ ポ ソ ー ム は 、 マ ラ リ ア に 対 す る 効 果

的 な ワ ク チ ン と し て 利 用 で き る 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 本 発 明 に か か る リ ポ ソ ー ム 製 剤 は 、 安 全 で 高 い 免 疫 誘 導 効 果 を 有 し 、 マ ラ リ ア 原 虫 感 染

症 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。
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