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(57)【要約】

【課題】

　本発明は、ウシ等の家畜の体内のTh1型反応とTh2型反

応のバランスをTh1側にシフトさせることができる、安

全なワクチン製剤を提供することを目的とする。さらに

本発明は、ネオスポラ原虫感染に対して効果的な免疫応

答、特に細胞性免疫を誘導し得る、安全なワクチン製剤

を提供することを目的とする。

【解決手段】

　本発明は、ネオスポラ原虫由来のシクロフィリン又は

その免疫原性を保持した変異体若しくは誘導体が封入さ

れた、抗原提示細胞表面の糖鎖認識分子に結合し得るオ

リゴ糖を表面に有するリポソームを含む、ネオスポラ原

虫感染症に対するワクチン製剤に関する。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 由 来 の シ ク ロ フ ィ リ ン 又 は そ の 免 疫 原 性 を 保 持 し た 変 異 体 若 し く は 誘 導

体 が 封 入 さ れ た 、 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 に 結 合 し 得 る オ リ ゴ 糖 を 表 面 に 有 す る

リ ポ ソ ー ム を 含 む 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 感 染 症 に 対 す る ワ ク チ ン 製 剤 。

【 請 求 項 ２ 】

　 変 異 体 が 、 シ ク ロ フ ィ リ ン を 構 成 す 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 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 し

得 る タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ワ ク チ ン 製 剤 。

【 請 求 項 ３ 】

　 誘 導 体 が 、 シ ク ロ フ ィ リ ン 若 し く は そ の 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 1若 し く は 数 個 が 化 学

修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 、 シ ク ロ フ ィ リ ン 若 し く は そ の 変 異 体 と 他 の ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合

タ ン パ ク 質 、 及 び シ ク ロ フ ィ リ ン 若 し く は そ の 変 異 体 が 血 中 滞 留 性 を 高 め る 高 分 子 で 修 飾

さ れ た タ ン パ ク 質 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 か つ ネ オ ス ポ ラ 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導

し 得 る タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ワ ク チ ン 製 剤 。

【 請 求 項 ４ 】

　 シ ク ロ フ ィ リ ン が 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 で あ る 、 請

求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ワ ク チ ン 製 剤 。

【 請 求 項 ５ 】

　 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 ～ ４

の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ワ ク チ ン 製 剤 。

【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 オ リ ゴ 糖 が 2～ 11の 糖 残 基 か ら な る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ワ ク チ

ン 製 剤 。

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 オ リ ゴ 糖 が 3～ 5の 糖 残 基 か ら な る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ワ ク チ ン

製 剤 。

【 請 求 項 ８ 】

　 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 ～ ７ の い ず れ か

一 項 に 記 載 の ワ ク チ ン 製 剤 。

【 請 求 項 ９ 】

　 さ ら に 製 薬 上 許 容 し 得 る 担 体 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ワ ク チ ン 製

剤 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 皮 下 、 皮 内 、 経 口 又 は 経 鼻 投 与 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の ワ ク チ ン 製 剤 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ネ オ ス ポ ラ 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 、 抗 原

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

ラ 原 の タ ン パ ク 質 で あ る シ ク ロ フ ィ リ ン を 封 入 し て な る ワ ク チ ン 製 剤 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 （ Neospora caninum） は イ ヌ 科 動 物 を 終 宿 主 と し 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ

、 シ カ 等 を 中 間 宿 主 と す る 細 胞 内 寄 生 性 原 虫 で あ り 、 宿 主 の 上 皮 細 胞 、 脳 脊 髄 液 中 の 単 核

細 胞 及 び 神 経 細 胞 の 細 胞 内 に 寄 生 す る 。 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 は 、 終 宿 主 の 糞 便 中 に 排 出 さ れ る

オ ー シ ス ト に よ る 水 平 感 染 や 中 間 宿 主 に お け る 垂 直 感 染 に よ り 伝 播 す る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 は 、 イ ヌ に 対 し て は 多 発 性 筋 炎 、 上 行 性 麻 痺 を 引 き 起 こ し 、 ま た ウ シ に

対 し て は 流 産 、 死 産 あ る い は 子 牛 の 神 経 症 状 を 主 徴 と す る 異 常 産 を 高 い 頻 度 で 引 き 起 こ す

。 特 に 、 母 体 が 免 疫 抑 制 状 態 に な っ て い る 妊 娠 中 期 に ネ オ ス ポ ラ 原 虫 に 感 染 す る と 、 胎 児

に 垂 直 感 染 し て 、 先 天 的 に ネ オ ス ポ ラ 原 虫 に 感 染 し て い る 個 体 が 生 ま れ て く る 。 ま た 、 ネ

オ ス ポ ラ 原 虫 に 感 染 し た 母 牛 は 搾 乳 に 供 す る こ と が で き な い 場 合 が 多 い 。 こ の よ う に 、 畜

産 業 界 に お い て 、 特 に ウ シ の ネ オ ス ポ ラ 感 染 は 大 き な 経 済 的 損 失 を 与 え る 深 刻 な 問 題 で あ

る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 感 染 に 対 す る 治 療 と し て 、 サ ル フ ァ 剤 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン 、 ド キ シ サ イ

ク リ ン 、 ク リ ン ダ マ イ シ ン 等 の 投 与 が 行 わ れ る 。 し か し な が ら 、 食 用 家 畜 に 対 す る 抗 生 物

質 の 投 与 は 望 ま し く な い こ と か ら 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 の 感 染 を 予 防 す る 方 法 の 確 立 が 重 要 な

課 題 と な っ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 の 感 染 予 防 法 と し て 、 不 活 化 し た ネ オ ス ポ ラ 原 虫 と ア ジ ュ バ ン ト と を 含

む 不 活 化 ワ ク チ ン （ 非 特 許 文 献 １ ） や 生 ワ ク チ ン が 検 討 さ れ た 。 ま た 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 そ

の も の を 使 用 す る 不 活 化 ワ ク チ ン 又 は 生 ワ ク チ ン に 加 え て 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 の 抗 原 タ ン パ

ク 質 を 含 む ワ ク チ ン 等 も 開 発 さ れ て い る 。 例 え ば 、 MIC1、 MIC3、 GRA2、 GRA6、 SA G1、 SRS2

等 の 組 換 え タ ン パ ク 質 を 含 む ワ ク チ ン が 提 案 さ れ て お り 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 の 感 染 抑 制 が 確

認 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ 及 び ３ ） 。 し か し な が ら 、 こ れ ら 組 換 え ワ ク チ ン は 、 そ の 生

産 に 微 生 物 や ウ イ ル ス を ベ ク タ ー と し て 使 用 し て い る こ と か ら 、 ベ ク タ ー の 病 原 性 が 問 題

と な り 得 る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 は 細 胞 内 寄 生 性 の 原 虫 で あ る た め 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 感 染 症 に お け る 液 性

免 疫 の 誘 導 は 、 細 胞 外 に 存 在 す る 原 虫 の 体 内 伝 播 阻 止 や 原 虫 か ら 放 出 さ れ る 病 原 性 因 子 の

機 能 阻 害 に は 有 効 で あ る も の の 、 細 胞 内 の 原 虫 へ の 直 接 的 な 効 果 は 期 待 で き な い 。 一 方 、

細 胞 性 免 疫 は 原 虫 感 染 細 胞 を 破 壊 す る こ と が で き る た め 、 よ り 直 接 的 に 細 胞 内 原 虫 の 駆 除

に 寄 与 す る も の と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 細 胞 性 免 疫 を 誘 導 し 得 る 非 生 物 的 な ワ ク チ ン キ ャ リ ア と し て 、 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖

認 識 分 子 に 結 合 す る 2～ 11個 の 糖 残 基 か ら 成 る オ リ ゴ 糖 、 特 に マ ン ノ ー ス オ リ ゴ 糖 を 表 面

に 有 す る リ ポ ソ ー ム に 抗 原 を 封 入 し た ワ ク チ ン が 報 告 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ ） 。 マ ン ノ

ー ス オ リ ゴ 糖 を 表 面 に 有 す る リ ポ ソ ー ム は 、 マ ン ノ ー ス 受 容 体 を 介 し て 抗 原 提 示 細 胞 に 貪

食 さ れ 、 M HCク ラ ス I又 は II分 子 を 介 し て 抗 原 を 提 示 す る こ と に よ り 、 細 胞 性 免 疫 を 誘 導 す

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 の マ ン ノ ト リ ー ス を 表 面 に 有 す る リ ポ ソ ー ム に ネ オ ス ポ ラ 原 虫 由 来

の タ ン パ ク 質 で あ る Dense granule protein 7（ GRA7） 又 は Apical membrane antigen 1（

A M A1） を 封 入 し た 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 に 対 す る ワ ク チ ン 製 剤 を 提 唱 し て い る （ 特 許 文 献 ２ ）

。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 細 胞 性 免 疫 は Th1細 胞 が 産 生 す る IFN-γ 、 IL-2等 の Th1サ イ ト カ イ ン に よ り マ ク ロ フ ァ ー

ジ や 細 胞 傷 害 性 T細 胞 が 活 性 化 さ れ て 誘 導 さ れ る の に 対 し 、 液 性 免 疫 は Th2細 胞 が 産 生 す る

IL-4、 IL-10等 の Th2サ イ ト カ イ ン に よ り B細 胞 の 形 質 細 胞 へ の 分 化 や 抗 体 産 生 が 促 進 さ れ

て 誘 導 さ れ る 。 生 体 内 で Th1細 胞 に よ る 免 疫 応 答 （ Th1型 反 応 ） と Th2細 胞 に よ る 免 疫 応 答

（ Th2型 反 応 ） は 相 互 に 制 御 し 合 っ て 平 衡 関 係 を 維 持 し て お り 、 細 胞 性 免 疫 の 誘 導 が 望 ま

れ る 場 合 、 平 衡 状 態 を Th1側 に シ フ ト さ せ る こ と が 重 要 で あ る と 考 え ら れ て い る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ ０ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ７ － １ ２ ６ １ ８ ５ 号 公 報
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【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 第 ２ ０ １ ０ ／ ３ ２ ４ ０ ８ 号 パ ン フ レ ッ ト

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Dubey et al. , Clinical Microbiology Reviews, 2007, 20:323-367

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Ramamoorthy et al. , Int. J. Parasitol. , 2007, 37:1531-1538

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Nishikawa et al. , Vaccine, 2001, 19:1710-1716

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 は 、 ウ シ 等 の 家 畜 の 体 内 の Th1型 反 応 と Th2型 反 応 の バ ラ ン ス を Th1側 に シ フ ト さ

せ る こ と が で き る 、 安 全 な ワ ク チ ン 製 剤 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。 さ ら に 本 発 明 は 、

ネ オ ス ポ ラ 原 虫 感 染 に 対 し て 効 果 的 な 免 疫 応 答 、 特 に 細 胞 性 免 疫 を 誘 導 し 得 る 、 安 全 な ワ

ク チ ン 製 剤 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 に 結 合 す る オ リ ゴ 糖 を 表 面 に 有 す る リ

ポ ソ ー ム に ネ オ ス ポ ラ 原 虫 由 来 の シ ク ロ フ ィ リ ン （ Neospora caninum cyclophilin、 NcCy

pと 略 す こ と が あ る ） を 封 入 し て 生 体 に 投 与 す る こ と で 、 Th1サ イ ト カ イ ン が Th2サ イ ト カ

イ ン よ り も 優 位 に 産 生 さ れ 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 に 対 す る 細 胞 性 免 疫 が 優 位 に 誘 導 さ れ る こ と

を 見 い だ し 、 以 下 の 各 発 明 を 完 成 し た 。

【 ０ ０ １ ４ 】

（ １ ） ネ オ ス ポ ラ 原 虫 由 来 の シ ク ロ フ ィ リ ン 又 は そ の 免 疫 原 性 を 保 持 し た 変 異 体 若 し く は

誘 導 体 が 封 入 さ れ た 、 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 に 結 合 し 得 る オ リ ゴ 糖 を 表 面 に 有

す る リ ポ ソ ー ム を 含 む 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 感 染 症 に 対 す る ワ ク チ ン 製 剤 。

（ ２ ） 変 異 体 が 、 シ ク ロ フ ィ リ ン を 構 成 す 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 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘

導 し 得 る タ ン パ ク 質 で あ る 、 （ １ ） に 記 載 の ワ ク チ ン 製 剤 。

（ ３ ） 誘 導 体 が 、 シ ク ロ フ ィ リ ン 若 し く は そ の 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 1若 し く は 数 個 が

化 学 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 、 シ ク ロ フ ィ リ ン 若 し く は そ の 変 異 体 と 他 の ポ リ ペ プ チ ド と の

融 合 タ ン パ ク 質 、 及 び シ ク ロ フ ィ リ ン 若 し く は そ の 変 異 体 が 血 中 滞 留 性 を 高 め る 高 分 子 で

修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 か つ ネ オ ス ポ ラ 原 虫 に 対 す る 免 疫 応 答 を

誘 導 し 得 る タ ン パ ク 質 で あ る 、 （ １ ） に 記 載 の ワ ク チ ン 製 剤 。

（ ４ ） シ ク ロ フ ィ リ ン が 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 で あ る

、 （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ワ ク チ ン 製 剤 。

（ ５ ） 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 、 （ １ ） ～

（ ４ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ワ ク チ ン 製 剤 。

（ ６ ） 前 記 オ リ ゴ 糖 が 2～ 11の 糖 残 基 か ら な る 、 （ １ ） ～ （ ５ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の

ワ ク チ ン 製 剤 。

（ ７ ） 前 記 オ リ ゴ 糖 が 3～ 5の 糖 残 基 か ら な る 、 （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ワ

ク チ ン 製 剤 。

（ ８ ） 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 、 （ １ ） ～ （ ７ ） の い

ず れ か 一 項 に 記 載 の ワ ク チ ン 製 剤 。

（ ９ ） さ ら に 製 薬 上 許 容 し 得 る 担 体 を 含 む 、 （ １ ） ～ （ ８ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ワ ク

チ ン 製 剤 。

（ １ ０ ） 皮 下 、 皮 内 、 経 口 又 は 経 鼻 投 与 さ れ る も の で あ る 、 （ ９ ） に 記 載 の ワ ク チ ン 製 剤

。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 で 提 供 さ れ る ワ ク チ ン 製 剤 は 、 Th1型 反 応 と Th2型 反 応 の バ ラ ン ス を Th1側 に シ フ

ト さ せ 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 感 染 に 対 し て 免 疫 応 答 、 特 に 細 胞 性 免 疫 を 誘 導 す る こ と が で き る
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こ と か ら 、 ネ オ ス ポ ラ 感 染 症 に 対 し て 高 い 予 防 効 果 を 有 す る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ６ 】

【 図 １ 】 リ ポ 多 糖 （ LPS） 、 シ ク ロ フ ィ リ ン （ NcCyp） 又 は シ ク ロ フ ィ リ ン を 封 入 し た リ ポ

ソ ー ム （ NcCyp-O M L） を 導 入 し た RA W264.7細 胞 株 （ NF-kB/SEAP） が 産 生 す る ア ル カ リ フ ォ

ス フ ァ タ ー ゼ 量 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 結 果 は 平 均 値 ± 標 準 偏 差 で 表 さ れ る 。 図 中 、 *は 未

処 理 群 （ mock） に 対 し て 有 意 差 （ *: p < 0.05、 **: p < 0.01、 ***: p < 0.001） が あ る

こ と を 示 す 。

【 図 ２ 】 LPS、 NcCyp又 は NcCyp-O M Lを 導 入 し た マ ウ ス 腹 腔 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 産 生 す る I

L-12 p40量 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 結 果 は 平 均 値 ± 標 準 偏 差 で 表 さ れ る 。 図 中 、 異 な る ア ル

フ ァ ベ ッ ト は 群 間 に 有 意 差 が あ る こ と を 示 す 。

【 図 ３ 】 NcCyp又 は NcCyp-O M Lを 免 疫 し た マ ウ ス に ネ オ ス ポ ラ 原 虫 を 接 種 し た と き の 、 血 清

中 NcCyp特 異 的 IgG1抗 体 （ 左 図 ） 及 び IgG2a抗 体 （ 右 図 ） 濃 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 結 果 は

平 均 値 ± 標 準 偏 差 で 表 さ れ る 。 図 中 、 *は 同 一 群 内 で 免 疫 前 （ 0日 ） と の 有 意 差 （ p < 0.05

） が あ る こ と を 示 し 、 ま た 異 な る ア ル フ ァ ベ ッ ト は 採 材 日 が 同 一 の サ ン プ ル 間 で 有 意 差 が

あ る こ と を 示 す 。

【 図 ４ 】 NcCyp又 は NcCyp-O M Lで 免 疫 し た マ ウ ス か ら 採 取 し た 脾 臓 細 胞 に コ ン カ ナ バ リ ン A

、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 ラ イ セ ー ト （ NLA） 又 は NcCypを 加 え て 培 養 し た と き の 、 脾 臓 細 胞 の 増 殖

（ パ ネ ル A） 及 び 培 養 上 清 中 の IFN-γ 産 生 量 （ パ ネ ル B） を 示 す グ ラ フ で あ る 。 結 果 は 平 均

値 ± 標 準 偏 差 で 表 さ れ る 。 図 中 、 #は 同 一 接 種 群 内 で 陰 性 対 照 （ Medium） と の 有 意 差 （ p <

 0.05） が あ る こ と を 示 し 、 ま た 異 な る ア ル フ ァ ベ ッ ト は 同 一 の 抗 原 刺 激 間 で 有 意 差 が あ

る こ と を 示 す 。

【 図 ５ 】 NcCyp又 は NcCyp-O M Lで 免 疫 し た マ ウ ス （ パ ネ ル A） 、 NcGRA7、 M3-NcGRA7又 は M3-G

STで 免 疫 し た マ ウ ス （ パ ネ ル B） 、 NcA M A1、 M3-NcA M A1又 は M3-GSTで 免 疫 し た マ ウ ス （ パ ネ

ル C） か ら 採 取 し た 脾 臓 細 胞 を そ れ ぞ れ に 対 応 す る 抗 原 刺 激 下 で 培 養 し た と き の 、 培 養 上

清 中 の IFN-γ 産 生 量 と IL-4産 生 量 の 比 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ６ 】 NcCyp又 は NcCyp-O M Lで 免 疫 し た マ ウ ス に ネ オ ス ポ ラ 原 虫 を 接 種 し た と き の マ ウ ス

の 生 存 曲 線 （ パ ネ ル A） 、 臨 床 ス コ ア （ パ ネ ル B） 、 脳 組 織 中 の 原 虫 量 （ パ ネ ル C） を 示 す

グ ラ フ で あ る 。 パ ネ ル Bの 結 果 は 平 均 値 ± 標 準 誤 差 で 表 さ れ る 。 図 中 、 *は PBS投 与 群 に 対

し て 有 意 差 （ p < 0.05） が あ る こ と を 示 す 。

【 図 ７ 】 NcCyp又 は NcCyp-O M Lで 免 疫 し た マ ウ ス に ネ オ ス ポ ラ 原 虫 を 接 種 し た と き の C57BL/

6マ ウ ス （ パ ネ ル A） 及 び TLR2 K Oマ ウ ス （ パ ネ ル B） の 生 存 曲 線 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 中

、 *は PBS投 与 群 に 対 し て 有 意 差 （ p < 0.05） が あ る こ と を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 は 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 由 来 の シ ク ロ フ ィ リ ン 又 は そ の 免 疫 原 性 を 保 持 し た 変 異 体 若

し く は 誘 導 体 が 封 入 さ れ た 、 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 に 結 合 し 得 る オ リ ゴ 糖 を 表

面 に 有 す る リ ポ ソ ー ム 製 剤 を 含 む 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 感 染 症 に 対 す る ワ ク チ ン 製 剤 に 関 す る

。

【 ０ ０ １ ８ 】

ネ オ ス ポ ラ 原 虫 由 来 の シ ク ロ フ ィ リ ン （ N e o s p o r a  c a n i n u m  c y c l o p i l i n ,  N c C y p）

　 NcCypは 、 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase （ PPIase） 活 性 及 び 免 疫 抑 制 剤 で あ

る シ ク ロ ス ポ リ ン （ cyclosporine） へ の 結 合 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ り 、 感 染 し た 宿 主

の IFN-γ 産 生 を 促 す 主 要 な 成 分 で あ る こ と が 知 ら れ て い る （ Tuo et al. , Infect Im mun.,

 2005, 73(8): 5093-5100.） 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 NcCypの ア ミ ノ 酸 配 列 や 、 こ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ORF配 列 は す で に 公 知 で あ り 、 そ れ

ぞ れ 公 共 の デ ー タ ベ ー ス で あ る GenBankに ACCESSIO N No. XP_003880037.1

（ ア ミ ノ 酸 配 列 ） 、 ACCESSIO N No. X M_003879988（ 塩 基 配 列 ） と し て 登 録 さ れ て い る 。 シ

グ ナ ル 配 列 を 含 ま な い NcCypの ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 １ に 、 こ れ を コ ー ド す る D N Aの 塩 基
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配 列 を 配 列 番 号 ２ 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む NcCypの ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ３ に 、 こ れ を コ

ー ド す る D N Aの 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ４ に そ れ ぞ れ 示 す 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 NcCypの 他 に 、 NcCypの 免 疫 原 性 を 保 持 し た 、 す な わ ち ネ オ ス ポ ラ 原 虫

に 対 し て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る NcCypの 変 異 体 又 は 誘 導 体 も 、 リ ポ ソ ー ム に 封

入 さ れ る タ ン パ ク 質 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 変 異 体 の 例 と し て は 、 NcCypの ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 又 は 数 個 の 、 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 残 基 が 欠 失 、 置 換 又 は

付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ NcCypの 免 疫 原 性 を 保 持 し た タ ン パ ク 質 を 挙 げ る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 置 換 は い わ ゆ る 保 存 的 置 換 が 好 ま し く 、 そ の よ う な 例 と し て は 、 グ リ シ ン （ Gly） と プ

ロ リ ン （ Pro） 、 グ リ シ ン と ア ラ ニ ン （ Ala） 又 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 （ S

er） 又 は ア ラ ニ ン 、 リ ジ ン （ Lys） 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 ２ ３ 】

　 ま た 、 NcCypの ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 例 え ば BLASTの 初 期 条 件 パ ラ メ ー タ ー を 用 い て 同 一 性 を

計 算 し た と き に 、 少 な く と も 70％ 以 上 、 好 ま し く は 80％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 90％ 以 上 、

さ ら に 好 ま し く は 95％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は 97％ 、 98％ 若 し く は 99％ 以 上 の 同 一 性 を 有 し

て い る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 か つ ネ オ ス ポ ラ 原 虫 に 対 し て 免 疫 応 答

を 誘 導 す る こ と が で き る も の も NcCypの 変 異 体 に 含 ま れ 、 リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ る タ ン パ

ク 質 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 ま た 、 NcCyp若 し く は そ の 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 1若 し く は 数 個 を 化 学 修 飾 し た タ ン パ

ク 質 、 NcCyp若 し く は そ の 変 異 体 と 他 の ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 タ ン パ ク 質 、 又 は NcCyp若 し

く は そ の 変 異 体 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 等 の 血 中 滞 留 性 を 高 め る 高 分 子 で 修 飾

し た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 か つ ネ オ ス ポ ラ 原 虫 に 対 し て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る

も の も 、 NcCypの 誘 導 体 と し て 、 リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ る タ ン パ ク 質 と し て 利 用 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

N c C y p sの 調 製

　 NcCypは 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 か ら 公 知 の 手 段 に よ っ て 単 離 、 精 製 し た も の を 使 用 し て も よ

い が 、 大 腸 菌 そ の 他 の 微 生 物 、 昆 虫 細 胞 又 は 動 物 細 胞 を 宿 主 細 胞 と し た 組 換 え タ ン パ ク 質

の 生 産 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る 組 換 え NcCypを 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 組 換 え 遺 伝 子 の

構 築 、 宿 主 細 胞 へ の 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 、 宿 主 細 胞 で の 目 的 タ ン パ ク 質 の 発 現 そ の 他 の 遺

伝 子 工 学 的 手 法 は 、 種 々 の 遺 伝 子 組 換 え 操 作 を 詳 細 に 解 説 し た 実 験 操 作 マ ニ ュ ア ル 書 の 指

示 に 基 づ い て 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 NcCyp、 そ の 変 異 体 又 は 誘 導 体 （ 以 下 、 纏 め て NcCypsと 表 す ） を コ ー ド す る D N Aは 、 NcCy

psの 組 換 え 生 産 の た め 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ と が で き る 。 NcCypsを コ ー ド す

る D N Aを 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー は 、 環 状 、 直 鎖 状 等 い か な る 形 態 の も の で あ っ て も よ い 。

ま た 、 か か る 組 換 え ベ ク タ ー は 、 NcCypsを コ ー ド す る 塩 基 配 列 に 加 え 、 必 要 な ら ば 他 の 塩

基 配 列 を 有 し て い て も よ い 。 他 の 塩 基 配 列 の 例 は 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列

、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 配 列 、 コ ピ ー 数 の 増 幅 を 目 的 と し て 使 用 さ れ る 塩 基 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ

チ ド 等 の ペ プ チ ド や 他 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 、 ポ リ A付 加 配 列 、 ス プ ラ イ

シ ン グ 配 列 、 選 択 マ ー カ ー と な る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 等 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 遺 伝 子 組 換 え に 際 し て は 、 適 当 な 合 成 D N Aア ダ プ タ ー を 用 い て 翻 訳 開 始 コ ド ン や 翻 訳 終

止 コ ド ン を NcCypsを コ ー ド す る D N Aに 付 加 し た り 、 あ る い は 塩 基 配 列 内 に 適 当 な 制 限 酵 素

切 断 配 列 を 新 た に 発 生 又 は 消 失 さ せ た り す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ れ ら は 当 業 者 が 通 常 行

う 作 業 の 範 囲 内 で あ り 、 当 業 者 は NcCypsを コ ー ド す る D N Aを 任 意 か つ 容 易 に 加 工 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 ま た NcCypsを コ ー ド す る D N Aを 保 持 す る 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 使 用 す る 宿 主 に 応 じ た

適 当 な ベ ク タ ー を 選 択 す る こ と が で き 、 プ ラ ス ミ ド の 他 に バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 バ キ ュ ロ

ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス 等 の 種 々 の ウ イ ル ス を 用 い る こ と も 可 能

で あ る が 、 微 生 物 、 特 に エ シ ェ リ ヒ ア 属 等 の 細 菌 を 用 い た 宿 主 発 現 系 に 利 用 可 能 な ベ ク タ

ー を 用 い る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 NcCypsは 、 NcCyp遺 伝 子 固 有 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 制 御 下 に 発 現 さ せ る こ と が で き る 。

あ る い は 、 NcCypsを コ ー ド す る 塩 基 配 列 の 上 流 に 別 の 適 当 な 発 現 プ ロ モ ー タ ー を 連 結 し て

使 用 す る こ と も で き る 。 そ の 様 な 発 現 プ ロ モ ー タ ー は 、 宿 主 に 応 じ て 適 宜 選 択 す れ ば よ く

、 例 え ば 宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 細 菌 、 好 ま し く は 大 腸 菌 で あ る 場 合 に は T7プ ロ モ ー タ ー 、

lacプ ロ モ ー タ ー 、 trpプ ロ モ ー タ ー 、 λ PLプ ロ モ ー タ ー 等 を 、 宿 主 が バ チ ル ス 属 細 菌 、 好

ま し く は B. subtil l isで あ る 場 合 に は P43プ ロ モ ー タ ー ， vegIプ ロ モ ー タ ー ， xylose̶ ind

ucible プ ロ モ ー タ ー ， tetracycline inducible プ ロ モ ー タ ー 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

ま た 、 宿 主 が 酵 母 で あ る 場 合 に は PH O5プ ロ モ ー タ ー 、 G APプ ロ モ ー タ ー 、 A D Hプ ロ モ ー タ ー

等 を 、 宿 主 が 動 物 細 胞 で あ る 場 合 に は SV40由 来 プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ

ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ C M V） の IE（ im mediate early） 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 メ タ

ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー 、 SRα プ ロ モ ー タ ー 等 を 挙 げ る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 宿 主 細 胞 の 例 と し て は 、 エ シ ェ リ ヒ ア （ Escherichia） 属 、 バ チ ル ス （ Bacillus） 属 、

コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム （ Corynebacterium） 属 、 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム （ Brevibacterium） 属

、 セ ラ チ ア （ Serratia） 属 、 シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 属 、 ア ー ス ロ バ ク タ ー （ Art

hrobacter） 属 、 エ ル ウ ィ ニ ア （ Erwinia） 属 、 メ チ ロ バ ク テ リ ウ ム （ Methylobacterium）

属 及 び ロ ド バ ク タ ー （ Rhodobacter） 属 等 の 細 菌 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス （ Streptomyces） 属

、 ザ イ モ モ ナ ス （ Zymomonas） 属 及 び サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Saccharomyces） 属 等 の 真 菌 を 挙 げ

る こ と が で き る 。 ま た カ イ コ 等 の 昆 虫 細 胞 、 HEK293細 胞 、 M EF細 胞 、 Vero細 胞 、 Hela細 胞

、 CH O細 胞 、 WI38細 胞 、 BH K細 胞 、 COS-7細 胞 、 M DCK細 胞 、 C127細 胞 、 H K G細 胞 及 び ヒ ト 腎 細

胞 株 等 の 動 物 細 胞 も 利 用 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 発 現 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 形 質 転 換 の 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ

ー シ ョ ン 法 、 ア ル カ リ 金 属 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 澱 法 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 法 、 マ イ ク ロ

イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 NcCypsは 、 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し た 形 質 転 換 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 内 で タ ン パ ク 質 を 発 現

さ せ 、 細 胞 又 は 培 地 か ら 目 的 と す る タ ン パ ク 質 を 回 収 し 、 精 製 す る こ と に よ っ て 得 る こ と

が で き る 。 形 質 転 換 細 胞 の 培 養 は 、 炭 素 資 化 性 や 栄 養 要 求 性 等 の 宿 主 細 胞 の 性 質 、 導 入 し

た 組 換 え 遺 伝 子 に 含 ま れ る 選 択 マ ー カ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 等 に 応 じ て 常 法 に 従 っ て 行 え ば よ

い 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 NcCypsの 精 製 は 、 タ ン パ ク 質 の 精 製 に 通 常 使 用 さ れ て い る 方 法 の 中 か ら 適 切 な 方 法 を 適

宜 選 択 し て 行 う こ と が で き る 。 す な わ ち 、 塩 析 法 、 限 外 濾 過 法 、 等 電 点 沈 澱 法 、 ゲ ル 濾 過

法 、 電 気 泳 動 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や 抗 体 ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 各 種 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ 法

、 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 通 常 使 用 さ れ 得 る 方 法 の 中 か
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ら 適 切 な 方 法 を 適 宜 選 択 し 、 必 要 に よ り HPLCシ ス テ ム 等 を 使 用 し て 適 当 な 順 序 で 精 製 を 行

え ば よ い 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 ま た 、 NcCypsを 他 の 機 能 性 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ

た 場 合 に は 、 そ の 機 能 性 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド に 特 徴 的 な 精 製 法 を 採 用 す る こ と が 好 ま

し い 。 か か る 機 能 性 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と そ れ に 対 応 し た 精 製 法 と し て は 、 6～ 10個

程 度 の 連 続 す る ヒ ス チ ジ ン 残 基 か ら な る ヒ ス チ ジ ン タ グ と ニ ッ ケ ル 固 定 化 ア フ ィ ニ テ ィ ー

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と グ ル タ チ オ ン 固 定 化

ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。 精 製 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 を 適 当 な

プ ロ テ ア ー ゼ （ ト ロ ン ビ ン 、 ト リ プ シ ン 等 ） を 用 い て 切 断 す る こ と で 、 NcCypsを 回 収 す る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 さ ら に 、 組 換 え D N A分 子 を 利 用 し た 無 細 胞 系 の 合 成 方 法 も 、 遺 伝 子 工 学 的 な 生 産 方 法 の

１ つ で あ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 NcCypsは 、 例 え ば Fmoc法 （ フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） や tBoc法 （ t-ブ チ

ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） 等 の 有 機 化 学 的 合 成 方 法 に よ り 、 市 販 の 適 当 な ペ プ チ ド 合 成 機 を

用 い て 生 産 す る こ と も で き る が 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 に よ っ て 、 前 記 の 核 酸 、 特 に 発 現 ベ ク

タ ー に 組 み 込 ま れ た D N Aを 原 核 生 物 又 は 真 核 生 物 か ら 選 択 さ れ る 適 当 な 宿 主 細 胞 を 用 い た

好 適 な 発 現 系 に 導 入 す る こ と に よ っ て 生 産 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

リ ポ ソ ー ム 及 び そ の 調 製

　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る リ ポ ソ ー ム は 、 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 に 結 合 し 得

る オ リ ゴ 糖 を 表 面 に 有 す る リ ポ ソ ー ム で あ る 。 か か る リ ポ ソ ー ム は 、 特 開 平 7-126185、 US

5759572、 W O2010/32408、 US2011/0250265及 び US8821882に 、 そ の 構 成 及 び 製 造 方 法 と と も

に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 文 献 は 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 願 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る

。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 「 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の 糖 鎖 認 識 分 子 」 と は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 等 の 抗 原 提 示 細

胞 の 表 面 に 存 在 す る Fcレ セ プ タ ー 、 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 、 CD11b/CD18（ CR3） 、 Toll様 レ セ プ タ ー

等 の 、 糖 鎖 を 介 す る 細 菌 等 の 貪 食 、 外 来 異 物 中 の 糖 タ ン パ ク 質 の 取 り 込 み 及 び 細 胞 表 面 へ

の 抗 原 提 示 に 直 接 的 又 は 間 接 的 に 関 与 し て い 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 す る 。 そ の 好 適 な 例 は 、 マ ン ノ ー ス ・ レ セ プ タ ー で あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 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 な い 。 構 成 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） 等 を

挙 げ る こ と が で き る が 、 D-Manを 含 む オ リ ゴ 糖 、 例 え ば D-Manの み か ら な る オ リ ゴ 糖 又 は D-

Manと D-GlcN Acと か ら な る オ リ ゴ 糖 が 好 ま し く 、 特 に D-Manの み か ら な る オ リ ゴ 糖 が 好 ま し

い 。 D-Manの み か ら な 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 ４ ０ 】

　 オ リ ゴ 糖 を 構 成 す る 各 糖 残 基 の 結 合 様 式 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 、 ま た 直 鎖 状 に 結 合 し て い て

も 分 岐 状 に 結 合 し て い て も よ い 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 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
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～ ５ 個 程 度 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 本 発 明 に お け 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 、 飽 和 又 は 不 飽 和 の ア シ ル 基 を 有 す る 脂 肪 酸 類 、 リ ン

脂 質 類 、 ス テ ロ ー ル 類 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 卵 黄 レ シ チ ン 、 大 豆 レ シ チ ン 等 の

天 然 物 由 来 の リ ン 脂 質 を 含 ん で い て も よ い 。 こ れ ら は 単 独 で 、 又 は 二 種 以 上 を 組 み 合 せ て

使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 脂 肪 酸 及 び リ ン 脂 質 等 に お け る 脂 肪 酸 残 基 は 任 意 に 選 択 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 脂

肪 酸 又 は 脂 肪 酸 残 基 と し て は 、 炭 素 数 ４ ～ ３ ０ の 飽 和 脂 肪 酸 又 は 不 飽 和 脂 肪 酸 、 よ り 好 ま

し く は ラ ウ リ ン 酸 、 ミ リ ス チ ン 酸 、 パ ル ミ チ ン 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 等 の 炭 素 数 １ ２ ～ ２ ４ の

飽 和 脂 肪 酸 、 オ レ イ ン 酸 、 リ ノ ー ル 酸 、 リ ノ レ ン 酸 、 ア ラ キ ド ン 酸 等 の 炭 素 数 １ ４ ～ ２ ２

、 不 飽 和 結 合 １ ～ ６ の 不 飽 和 脂 肪 酸 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら は 単 独 で 、 又 は 混 合 し

て 利 用 す る こ と が で き 、 ま た 二 以 上 の 脂 肪 酸 残 基 を 有 す る 脂 質 に お い て は そ れ ら の 基 は 同

一 又 は 異 な っ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 リ ン 脂 質 の 好 適 な 例 と し て は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ PA） 、 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） 等 の ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 類 ； ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ PS） 、

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） 等 の ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 類 ； ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ PC） 、 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） 等 の ホ ス フ ァ

チ ジ ル コ リ ン 類 ； ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 （ PA） 、 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） 等 の ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 類 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 ス テ ロ ー ル 類 と し て 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） 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 リ ポ ソ ー ム 表 面 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 リ ポ ソ ー ム の 構 成 脂 質 と し て 用 い る こ と で 行 う こ と が で き る 。 人 工 糖 脂 質 は 、 オ リ

ゴ 糖 が 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 す る こ と が で き る （ 例 え ば 水 落

次 男 、 糖 質 工 学 、 224-232頁 、 1992） 。 リ ポ ソ ー ム 表 面 に お け る オ リ ゴ 糖 は 、 抗 原 提 示 細

胞 表 面 に 存 在 す る 糖 鎖 認 識 分 子 又 は そ の 一 部 を 添 加 し た と き に リ ポ ソ ー ム の 凝 集 反 応 が 生

じ る こ と で 確 認 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム 表 面 に 導 入 さ れ る オ リ ゴ 糖 の 量 は 、 リ ポ ソ

ー ム 構 成 脂 質 1mgに 対 し て 0.5μ g～ 500μ gで あ れ ば よ い 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ る NcCyps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 1mgに 対 し て 0.1μ g～ 500μ gで あ る こ と が 望 ま

し い 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 リ ポ ソ ー ム へ の NcCypsの 封 入 は 、 脂 質 膜 を 水 和 す る 際 に 使 用 さ れ る 水 性 溶 媒 に NcCypsを

溶 解 す る こ と で 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 前 述 の リ ポ ソ ー ム の 脂 質 膜 を 構 成 す る 脂 質 及

び 人 工 糖 脂 質 を ク ロ ロ ホ ル ム 等 の 有 機 溶 媒 で 溶 解 後 、 有 機 溶 媒 を 留 去 し た 乾 燥 物 に 、 NcCy

psを 含 む 水 性 溶 媒 を 添 加 し た 後 、 超 音 波 処 理 又 は ボ ル テ ッ ク ス 等 に よ る 乳 化 を 行 う こ と で

NcCypsが 封 入 さ れ た リ ポ ソ ー ム を 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の 他 に も 、 エ タ ノ ー ル 注 入 法

、 エ ー テ ル 注 入 法 、 逆 相 蒸 発 法 、 界 面 活 性 剤 法 、 凍 結 ・ 融 解 法 等 に よ っ て も 調 製 す る こ と

が で き る 。 ま た 、 NcCypsに 加 え て 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 の 感 染 予 防 又 は 治 療 等 に 有 用 な 薬 物 、

10

20

30

40

50



(10) JP  2019-182751  A   2019.10.24

核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 又 は こ れ ら の 複 合 体 等 を 併 せ て 封 入 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 発 明 に お け る リ ポ ソ ー ム は 、 脂 質 二 重 層 で 構 成 さ れ る 脂 質 膜 を 有 す る 閉 鎖 小 胞 で あ る

限 り 、 脂 質 膜 の 数 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 多 重 膜 リ ポ ソ ー ム （ multi lamella vesicle） で あ

っ て も 、 ま た 一 枚 膜 リ ポ ソ ー ム （ uni lamella vesicle） で あ っ て も よ い 。 ま た 、 リ ポ ソ

ー ム の 平 均 粒 径 に 特 に 限 定 は な く 、 例 え ば 所 望 の 孔 サ イ ズ の フ ィ ル タ ー に よ る 濾 過 を 繰 り

返 す 等 に よ り 平 均 粒 径 を 調 整 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

ワ ク チ ン 製 剤

　 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 は 、 上 記 の リ ポ ソ ー ム を 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 液 ， ク エ ン 緩 衝

液 ， 酢 酸 緩 衝 液 等 の 適 当 な 水 性 溶 媒 に 分 散 さ せ た 分 散 液 の 形 態 で 使 用 す る こ と が で き る 。

分 散 液 に は 、 糖 類 、 多 価 ア ル コ ー ル 、 水 溶 性 高 分 子 、 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 、 抗 酸 化 剤 、 ｐ

Ｈ 調 節 剤 、 水 和 促 進 剤 、 ア ル ブ ミ ン 又 は カ ゼ イ ン 等 の タ ン パ ク 質 、 ウ シ 血 清 又 は 脱 脂 乳 等

の タ ン パ ク 質 含 有 物 質 等 の 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 や 添 加 剤 を 適 宜 添 加 さ れ て い て も よ い

。 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 は 、 上 記 の 分 散 液 を 凍 結 乾 燥 等 し た 乾 燥 製 剤 の 形 態 で 利 用 す る こ

と も で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 は 、 所 望 に よ り ア ジ ュ バ ン ト 等 を 含 有 し 得 る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 例

と し て は 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 サ ポ ニ ン 、 水

酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 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） 、 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 -sn-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） 等 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な

い 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 の 投 与 方 法 は 特 に 制 限 は な い が 、 皮 下 注 射 、 静 脈 内 注 射 又 は 筋 内

注 射 に よ る 投 与 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 投 与 量 は 、 通 常 、 １ 投 与 当 た り 抗 原 を 0.01μ gか ら 100,000μ gま で の 範 囲 で 、 対 象 動 物

、 例 え ば ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 シ カ 、 イ ヌ 等 の 哺 乳 動 物 の 種 類 、 そ の 体 調 、 年 齢 等 、 ま た

投 与 経 路 を 考 慮 し て 、 適 宜 調 節 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 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 ～ １ ０ 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 、 獣 医 師 の 判 断 に 依 存 す る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 は 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 感 染 の 予 防 を 目 的 に 使 用 し て も よ い が 、 ネ オ

ス ポ ラ 原 虫 に 感 染 し た 対 象 に 投 与 し て ネ オ ス ポ ラ 原 虫 を 排 除 す る 治 療 的 ワ ク チ ン と し て も

使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 そ の 必 要 が あ る 動 物 に 有 効 量 の 上 記 ワ ク チ ン 製 剤 を 投 与 す

る こ と を 含 む 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 感 染 症 を 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に

本 発 明 は 、 そ の 必 要 が あ る 動 物 に 有 効 量 の 上 記 ワ ク チ ン 製 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 ネ オ

ス ポ ラ 原 虫 に 対 し て 特 異 的 な 免 疫 応 答 を 当 該 動 物 に お い て 惹 起 さ せ る 方 法 を も 提 供 す る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

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
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さ れ る も の で は な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ５ ８ 】

実 施 例 １ 　 リ ポ ソ ー ム の 調 製

（ １ ） ネ オ ス ポ ラ 原 虫 （ Neospora caninum） の ゲ ノ ム D N Aを 鋳 型 と し 、 シ ク ロ フ ィ リ ン 遺

伝 子 （ GenBank ACCESSIO N No. X M_003879988） が 増 幅 さ れ る よ う に 設 計 し た プ ラ イ マ ー D N

Aを 用 い て PCRを 行 っ た 。 増 副 産 物 を 発 現 ベ ク タ ー pGEX-4T1の Bam H I と EcoR Iサ イ ト に 組

み 込 み 、 glutathione S-transferase（ GST） と 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な

る NcCypと の 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 こ の ベ ク タ ー で 大 腸 菌 D H5α

を 形 質 転 換 し 、 菌 体 内 で 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 。 菌 体 か ら 融 合 タ ン パ ク 質 を 回 収 し

、 Glutathione Sepharose 4B（ A mersham Pharmacia Biotech） 及 び Detoxi-GelT M Endotox

in Removing Gel（ Pierce） を 用 い て 精 製 及 び エ ン ド ト キ シ ン 除 去 を 行 い 、 さ ら に GSTを 切

断 除 去 し て 、 組 換 え タ ン パ ク 質 と し て NcCyp／ リ ン 酸 緩 衝 液 を 得 た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

（ ２ ） 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

を 600μ lの 蒸 留 水 に 溶 解 し て 、 オ リ ゴ 糖 溶 液 を 調 製 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム ／ メ タ ノ ー ル （ 1

： 1体 積 比 ） 混 合 液 に ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ 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 9.4ml及 び 前 記

NaBH 3 CN溶 液 1mlを 加 え て 攪 拌 混 合 し 、 60℃ に て 16時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 混 合 液 を シ リ カ ゲ

ル カ ラ ム 及 び C18逆 相 カ ラ ム を 通 し て 、 マ ン ノ ト リ オ ー ス ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル

エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ M3-DPPE） を 調 製 し た 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

（ ３ ） 10mL容 フ ラ ス コ 中 の ク ロ ロ ホ ル ム 2mLに 、 Chol、 DPPC及 び （ ２ ） の M3-DPPEを 10： 10

： 1（ モ ル 比 ） で 混 合 溶 解 し た 後 、 ク ロ ロ ホ ル ム を 留 去 し て 脂 質 フ ィ ル ム を 作 製 し た 。 こ

の 脂 質 フ ィ ル ム に （ １ ） で 調 製 し た NcCyp／ リ ン 酸 緩 衝 液 を 1.4 ml（ NcCyp含 量 2.0 mg） 加

え 、 40℃ の 水 槽 で Vortexし て リ ポ ソ ー ム を 調 製 し た 。 さ ら に 0.2～ 1 MPaで 加 圧 し な が ら 1

μ mの フ ィ ル タ ー を 5回 通 過 さ せ た 後 、 PBS (-) で 3回 遠 心 洗 浄 し て 、 NcCypが 封 入 さ れ た リ

ポ ソ ー ム （ NcCyp-O M L、 平 均 粒 径 1.0μ m） を 得 た 。

【 ０ ０ ６ １ 】

実 施 例 ２ 　 N c C y p - O M Lの 免 疫 誘 導 能 の 評 価 （ i n  v i t r o）

（ １ ） RA W264.7細 胞

　 NF-κ Bの 活 性 化 に よ っ て 分 泌 型 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ NF-kB/SEAP） を 産 生 す る マ ウ

ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 RA W264.7細 胞 株 を 10%牛 胎 児 血 清 含 有 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 中

に 2 × 10
6
 cells/mlの 濃 度 に 懸 濁 し 、 0.1 ml/wellず つ 96 well plateに 分 注 し た 。 次 い で

各 ウ ェ ル に リ ポ 多 糖 （ LPS） （ 終 濃 度 50μ g/ml、 100μ g/ml） 、 NcCyp（ 終 濃 度 10 nM、 100n

M） 、 NcCyp-O M L（ 終 濃 度 10nM、 100nM） を 加 え 、 37℃ 、 5% CO 2 下 で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト

し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 の 培 養 上 清 中 の 分 泌 型 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 量 を 、 Secreted A

lkaline Phosphatase Reporter Assay Kit（ ノ バ ス バ イ オ ロ ジ カ ル ス ） を 用 い て 測 定 し

た 。 一 元 配 置 の A N O V Aと チ ュ ー キ ー ・ ク レ ー マ ー の 多 重 比 較 検 定 に よ り 、 測 定 値 の 統 計 解

析 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 結 果 を 図 １ に 示 す 。 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 量 は 未 処 理 群 （ mock） と 比 較 し て NcCyp-

O M L群 で 有 意 に 多 く 、 NcCyp-O M L添 加 に よ る NF-κ Bの 活 性 化 が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

（ ２ ） マ ウ ス 腹 腔 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ

　 C57BL/6マ ウ ス （ オ ス 、 8週 齢 ） か ら 常 法 に 従 っ て 得 た マ ウ ス 腹 腔 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ を

10%牛 胎 児 血 清 含 有 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 中 に 3× 10
6
 cells/mlの 濃 度 に 懸 濁 し 、 0.

1 ml/wellず つ 96 well plateに 分 注 し た 。 次 い で 各 ウ ェ ル に リ ポ 多 糖 （ LPS） （ 終 濃 度 10

ng/ml） 、 NcCyp（ 終 濃 度 10 nM、 100nM） 、 NcCyp-O M L（ 終 濃 度 10 nM、 100nM） を 加 え 、 37
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℃ 、 5% CO 2 下 で 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 の 培 養 上 清 に お け る IL-12

p40濃 度 を 、 IL-12 p40 Mouse ELISA Kit（ Thermo Fisher Scientific） を 用 い て 測 定 し た

。 一 元 配 置 の A N O V Aと チ ュ ー キ ー ・ ク レ ー マ ー の 多 重 比 較 検 定 に よ り 、 統 計 解 析 を 行 っ た

。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 NcCyp-O M Lの 添 加 に よ り 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら の IL-12p40の 産 生 が

誘 導 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 以 上 か ら 、 NcCyp-O M Lが NcCypよ り も 強 く NFκ Bを 活 性 化 し 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら の 炎 症

性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 誘 導 す る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

実 施 例 ３ 　 N c C y p - O M Lの N c C y p特 異 抗 体 産 生 誘 導 能 の 評 価 （ i n  v i v o）

　 BALB/cマ ウ ス （ メ ス 、 ８ 週 齢 ） に 、 NcCyp、 NcCyp-O M L又 は PBSを 2週 間 隔 で 3回 皮 下 免 疫

し （ 1回 あ た り 25 pmolタ ン パ ク 質 ） 、 さ ら に 最 終 免 疫 か ら 2週 目 に ネ オ ス ポ ラ 原 虫 （ 1× 10
6
） を 腹 腔 内 接 種 し た 。 そ れ ぞ れ の 免 疫 日 の 2日 前 に 血 清 を 採 取 し 、 NcCyp特 異 的 IgG1及 び I

gG2a抗 体 を ELISA法 に よ り 検 出 し た 。 ELISA法 は NcCyp精 製 組 換 え タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し 、

一 次 抗 体 を 100倍 希 釈 マ ウ ス 血 清 、 ２ 次 抗 体 を 4,000倍 希 釈 HRP標 識 抗 マ ウ ス IgGお よ び IgG2

a抗 体 、 ABTSを 基 質 と し て 実 施 し た 。 1回 の 実 験 で 1試 験 区 6匹 の マ ウ ス を 使 用 し 、 2回 の 実

験 で 同 様 の 結 果 を 得 た 。 二 元 配 置 の A N O V Aと チ ュ ー キ ー ・ ク レ ー マ ー の 多 重 比 較 検 定 に よ

り 、 測 定 値 の 統 計 解 析 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 代 表 的 な 1回 の 実 験 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 NcCyp-O M Lの 免 疫 に よ り NcCyp特 異 的 IgG1抗 体 の

産 生 が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 感 染 後 で あ る 初 回 免 疫 後 49日 目 に は 、 PBS投 与

群 と 比 較 し て 、 NcCyp-O M L免 疫 群 及 び NcCyp免 疫 群 に お い て NcCyp特 異 的 IgG2a抗 体 の 産 生 が

確 認 さ れ 、 NcCyp-O M L免 疫 の 方 が よ り 多 く の 抗 体 産 生 が 誘 導 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 以 上 か ら 、 NcCyp-O M Lの 免 疫 に よ り 、 NcCypに 対 す る 特 異 抗 体 で あ る Th2型 の IgG1抗 体 と T

h1型 の IgG2a抗 体 の 両 方 の 産 生 が 誘 導 さ れ る こ と 、 NcCypを O M Lに 封 入 す る こ と に よ り 特 異

抗 体 の 誘 導 効 率 が 向 上 す る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

実 施 例 ４ 　 N c C y p - O M Lの N c C y p特 異 的 サ イ ト カ イ ン 産 生 誘 導 能 の 評 価 （ マ ウ ス 由 来 脾 臓 細 胞

）

（ １ ） 脾 臓 細 胞 の 増 殖 及 び IFN-γ 産 生

　 BALB/cマ ウ ス （ メ ス 、 8週 齢 ） に 対 し 、 NcCyp、 NcCyp-O M L、 PBSを 2週 間 隔 で 3回 皮 下 免 疫

し た （ 1回 あ た り 25 pmolタ ン パ ク 質 ） 。 最 終 免 疫 か ら 2週 目 に 脾 臓 を 摘 出 し 、 ホ モ ジ ネ ー

ト す る こ と で 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 し た （ 5× 10
6
 cells/ml RPMI1640培 地 ） 。 脾 臓 細 胞 懸

濁 液 に コ ン カ ナ バ リ ン A（ ConA） （ 終 濃 度 0.5μ g/ml、 5μ g/ml） 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 ラ イ セ

ー ト （ NLA） （ 終 濃 度 10μ g/ml、 50μ g/ml） 、 NcCyp（ 終 濃 度 10μ g/ml、 50μ g/ml） を 加 え

て 、 又 は 陰 性 対 照 （ Medium） と し て 何 も 加 え ず に 、 37℃ 、 5% CO 2 下 で 48時 間 培 養 し た 。 脾

臓 細 胞 の 増 殖 を Cell Counting Kit-8 reagent （ CCK-8, Dojindo Laboratories, Kumamot

o, Japan） を 用 い て 、 培 養 上 清 中 の IFN-γ 濃 度 を IFN-γ Mouse ELISA Kit（ Thermo Fishe

r Scientific） を 用 い て 測 定 し た 。 1試 験 区 4匹 の マ ウ ス を 使 用 し た 。 二 元 配 置 の A N O V Aと

チ ュ ー キ ー ・ ク レ ー マ ー の 多 重 比 較 検 定 に よ り 、 測 定 値 の 統 計 解 析 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 NcCyp-O M L免 疫 群 由 来 脾 臓 細 胞 は NcCyp刺 激 下 で 増 殖 が 亢 進 し （ 図 ４

Ａ ） 、 ま た IFN-γ 産 生 量 が 増 加 し た （ 図 ４ Ｂ ） 。

【 ０ ０ ７ １ 】

（ ２ ） 他 の ネ オ ス ポ ラ 原 虫 由 来 抗 原 封 入 リ ポ ソ ー ム と の 比 較

　 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 で 、 NcCypに 代 え て GST融 合 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ る ネ オ ス ポ ラ De

nse granule protein 7（ NcGRA7） を 封 入 し た リ ポ ソ ー ム （ M3-NcGRA7） 、 GST融 合 組 換 え
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タ ン パ ク 質 で あ る ネ オ ス ポ ラ Apical membrane antigen 1（ NcA M A1） を 封 入 し た リ ポ ソ ー

ム （ M3-NcA M A1） を 、 又 は GSTを 封 入 し た リ ポ ソ ー ム （ M3-GST） を 調 製 し た 。 BALB/cマ ウ ス

（ メ ス 、 6週 齢 ） に 対 し 、 NcGRA7、 M3-NcGRA7、 NcA M A1、 M3-NcA M A1、 PBSを 2週 間 隔 で 3回 皮

下 免 疫 し た （ 1回 あ た り 25 pmolタ ン パ ク 質 ） 。 最 終 免 疫 か ら 2週 目 に 脾 臓 を 摘 出 し 、 ホ モ

ジ ネ ー ト す る こ と で 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 し た （ 5× 10
6
 cells/ml RPMI1640培 地 ） 。 脾 臓

細 胞 懸 濁 液 に コ ン カ ナ バ リ ン A（ ConA） （ 終 濃 度 ２ μ g/ml） 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 ラ イ セ ー ト

（ NLA） （ 終 濃 度 50μ g/ml） 、 NcGRA7（ 終 濃 度 10μ g/ml） 、 NcA M A1（ 終 濃 度 10μ g/ml） を

加 え て 、 又 は 陰 性 対 照 （ Medium） と し て 何 も 加 え ず に 、 37℃ 、 5% CO 2 下 で 48時 間 培 養 し た

後 、 培 養 上 清 中 の IFN-γ 濃 度 を （ １ ） と 同 様 に 測 定 し た 。 培 養 上 清 中 の IL-4濃 度 は IL-4 M

ouse ELISA Kit（ Thermo Fisher Scientific） を 用 い て 測 定 し た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 免 疫 し た 抗 原 間 の 比 較 の た め 、 上 記 の IFN-γ 濃 度 及 び IL-4濃 度 の 測 定 値 、 並 び に （ １ ）

で 測 定 し た IFN-γ 濃 度 及 び IL-4濃 度 の 測 定 値 を 、 CoA刺 激 下 で の 対 応 す る 測 定 値 で 除 算 し

て 内 部 補 正 を 行 い 、 Th1反 応 指 向 性 を 表 す IFN-γ /IL-4の 値 を 算 出 し た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 M3-NcGRA7（ 図 ５ Ｂ ） 又 は M3-NcA M A1（ 図 ５ Ｃ ） を 免 疫 し た 場 合 と 比

較 し て 、 NcCyp-O M Lを 免 疫 し た マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 は 、 NcCyp及 び NLAの 抗 原 刺 激 に 対 し て 高

い IFN-γ /IL-4値 を 示 し た （ 図 ５ Ａ ） 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 以 上 か ら 、 NcCyp-O M Lは 、 既 存 の O M Lワ ク チ ン と 比 較 し て 、 Th1型 反 応 と Th2型 反 応 の バ ラ

ン ス を Th1側 に シ フ ト さ せ る 能 力 が 高 い こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

実 施 例 ５ 　 感 染 マ ウ ス モ デ ル に お け る N c C y p - O M Lの 有 効 性 の 評 価

　 BALB/cマ ウ ス （ メ ス 、 ８ 週 齢 ） に 対 し 、 NcCyp、 NcCyp-O M L又 は PBSを 2週 間 隔 で 3回 皮 下

免 疫 し （ 1回 あ た り 25 pmolタ ン パ ク 質 ） 、 さ ら に 最 終 免 疫 か ら ２ 週 目 に ネ オ ス ポ ラ 原 虫 （

1× 10
6
） を 腹 腔 内 接 種 し た 。 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 感 染 後 -2か ら 32日 ま で 、 マ ウ ス の 臨 床 ス コ ア

を 評 価 し た 。 臨 床 ス コ ア は 身 体 的 症 状 、 行 動 、 神 経 症 状 、 脱 水 ・ 食 欲 減 退 、 そ の 他 の 5項

目 に 関 し て の 合 計 値 を 用 い た （ Reichel and Ellis, Int J Parasitol 2009, 39:1173-118

7） 。 ま た 、 感 染 後 32日 目 に 生 存 マ ウ ス の 脳 組 織 を 採 材 し 、 脳 組 織 D N Aの 50ngあ た り に 含 ま

れ る 原 虫 量 を 定 量 し た （ Abe et al. , Parasit Vectors. 2015, 6;8:5） 。 1回 の 実 験 で 1試

験 区 6匹 の マ ウ ス を 使 用 し 、 合 計 2回 の 実 験 結 果 を 示 し た （ 1試 験 区 12匹 の マ ウ ス ） 。 感 染

後 32日 目 の マ ウ ス 生 存 率 を Log-rank（ Mantel-Cox） testに よ り 、 臨 床 ス コ ア を 二 元 配 置 の

A N O V Aと Bonferroniの 多 重 比 較 検 定 に よ り 、 感 染 後 32日 目 の 生 存 マ ウ ス 脳 組 織 中 の 原 虫 量

を 一 元 配 置 の A N O V Aと チ ュ ー キ ー ・ ク レ ー マ ー の 多 重 比 較 検 定 に よ り 統 計 解 析 し た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 感 染 後 32日 間 の マ ウ ス の 生 存 曲 線 を 図 ６ Ａ に 示 す 。 NcCyp免 疫 群 と NcCyp-O M L免 疫 群 で は

、 PBS投 与 群 に 対 し て 有 意 に 高 い 生 存 率 が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 ま た 、 マ ウ ス の 臨 床 ス コ ア を 図 ６ Ｂ に 示 す 。 NcCyp免 疫 群 と NcCyp-O M L免 疫 群 で は 、 PBS

投 与 群 に 対 し て 臨 床 ス コ ア が 有 意 に 低 く 、 NcCyp又 は NcCyp-O M L免 疫 に よ る 臨 床 症 状 の 抑 制

効 果 が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 さ ら に 、 感 染 後 32日 目 の 生 存 マ ウ ス 脳 組 織 中 の 原 虫 量 を 図 ６ Ｃ に 示 す 。 NcCyp-O M L免 疫

群 で は 、 PBS投 与 群 に 対 し て 原 虫 量 が 有 意 に 少 な か っ た 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 以 上 か ら 、 NcCyp-O M Lは 、 ネ オ ス ポ ラ 原 虫 感 染 症 に 対 し て 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

実 施 例 ６ 　 T L R 2  K Oマ ウ ス に お け る N c C y p - O M Lの 有 効 性 の 評 価

　 C57BL/6マ ウ ス 及 び Toll-like receptor 2遺 伝 子 を 欠 損 し た TLR2 K Oマ ウ ス （ オ ス 、 ８ 週

齢 ） に 対 し 、 NcCyp、 NcCyp-O M L又 は PBSを 2週 間 隔 で 3回 皮 下 免 疫 し （ 1回 あ た り 25 pmolタ
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ン パ ク 質 ） 、 さ ら に 最 終 免 疫 か ら ２ 週 目 に ネ オ ス ポ ラ 原 虫 （ 1× 10
6
） を 腹 腔 内 接 種 し た 。

1回 の 実 験 で 1試 験 区 8匹 の マ ウ ス を 使 用 し た 。 感 染 後 70日 目 の マ ウ ス 生 存 率 を Log-rank（ M

antel-Cox） testに よ り 統 計 解 析 し た 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 感 染 後 70日 間 の C57BL/6マ ウ ス の 生 存 曲 線 を 図 ７ Ａ に 、 TLR2 K Oマ ウ ス の 生 存 曲 線 を 図 ７

Ｂ に 示 す 。 C57BL/6マ ウ ス の 場 合 、 NcCyp-O M L免 疫 群 で PBS投 与 群 に 対 し て 有 意 に 高 い 生 存

率 が 確 認 さ れ た 。 一 方 、 TLR2 K Oマ ウ ス の 場 合 、 NcCyp-O M L免 疫 群 と PBS投 与 群 と の 間 に 有

意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 以 上 か ら 、 NcCyp-O M Lに よ る 防 御 免 疫 の 誘 導 に は 、 TLR2が 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ た 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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