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(57)【要約】
　従って、本発明は、熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium
 falciparum）MSP4およびMSP5、並びに生じるポリペプ
チドをコードする核酸が修飾された構築物を提供する。
より詳細には、本発明は、バキュロウイルス-昆虫細胞
発現系において可溶性の、分泌されたポリペプチドとし
て発現される組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドをコー
ドする構築物を提供する。驚くべきことに、組換えポリ
ペプチドが、ポリペプチドにおいて適切に折り畳まれる
C末端のEGF様ドメインを含むことを見いだした。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号：1、2、3、4、5、6、7、28、29または8のDNA配列を含む精製された核酸分子
。
【請求項２】
　配列番号：9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、30または22の配列
を含むアミノ酸配列をコードする精製された核酸分子。
【請求項３】
　42℃にて50%のホルムアミドおよび6×SSCにおける適度なストリンジェンシーの条件下
において、60℃、0.5×SSC、0.1%のSDSの洗浄条件で、請求項1または2のいずれか1項の核
酸配列を含む変性された二本鎖DNAいずれかの鎖にハイブリダイズする精製された核酸分
子。
【請求項４】
　前記単離された核酸分子が配列番号：1～8からのインビトロ突然変異誘発によって誘導
される、請求項3に記載の精製された核酸分子。
【請求項５】
　遺伝暗号の結果として配列番号：1、2、3、4、5、6、7または8から縮重された、精製さ
れた核酸分子。
【請求項６】
　組換えMSP4もしくはMSP5ポリペプチド、組換えMSP4もしくはMSP5ポリペプチドDNAの対
立遺伝子変異体または組換えMSP4もしくはMSP5ポリペプチドDNAの相同体をコードする精
製された核酸分子。
【請求項７】
　請求項1、2、5および6の精製された核酸分子からなる群より選択される核酸分子の発現
を指揮する組換えベクター。
【請求項８】
　請求項3の核酸分子の発現を指揮する組換えベクター。
【請求項９】
　請求項4の核酸分子の発現を指揮する組換えベクター。
【請求項１０】
　請求項1、2、5および6の精製された核酸分子からなる群より選択される核酸分子によっ
てコードされる精製されたポリペプチド。
【請求項１１】
　非グリコシル化形態の請求項10に記載の精製されたポリペプチド。
【請求項１２】
　請求項3の核酸分子によってコードされる精製されたポリペプチド。
【請求項１３】
　非グリコシル化形態の請求項12に記載の精製されたポリペプチド。
【請求項１４】
　請求項4の核酸分子によってコードされる精製されたポリペプチド。
【請求項１５】
　非グリコシル化形態の請求項14に記載の精製されたポリペプチド。
【請求項１６】
　請求項10のポリペプチドに結合する精製された抗体。
【請求項１７】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項16に記載の精製された抗体。
【請求項１８】
　請求項12のポリペプチドに結合する精製された抗体。
【請求項１９】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項18に記載の精製された抗体。
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【請求項２０】
　請求項14のポリペプチドに結合する精製された抗体。
【請求項２１】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項20に記載の精製された抗体。
【請求項２２】
　請求項7のベクターがトランスフェクトされ、形質導入され、または感染した宿主細胞
。
【請求項２３】
　組換えMSP4またはMSP5ポリペプチドの産生のための方法であって、発現を促進する条件
下で請求項22の宿主細胞を培養することと、および前記培地からポリペプチドを回収する
こととを含む方法。
【請求項２４】
　前記宿主細胞が昆虫細胞、細菌細胞、酵母細胞、植物細胞および動物細胞からなる群よ
り選択される、請求項23に記載の方法。
【請求項２５】
　請求項8のベクターがトランスフェクトされ、感染され、または形質導入された宿主細
胞。
【請求項２６】
　組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドの産生のための方法であって、発現を促進する条件
下で請求項25の宿主細胞を培養することと、および前記培地または細胞のペレットからポ
リペプチドを回収することとを含む方法。
【請求項２７】
　前記宿主細胞が昆虫細胞、細菌細胞、酵母細胞、植物細胞および動物細胞からなる群よ
り選択される、請求項26に記載の方法。
【請求項２８】
　請求項9のベクターがトランスフェクトされ、感染され、または形質導入された宿主細
胞。
【請求項２９】
　組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドの産生のための方法であって、発現を促進する条件
下で請求項28の宿主細胞を培養することと、および培地または細胞の凝集体からポリペプ
チドを回収することとを含む方法。
【請求項３０】
　前記宿主細胞が昆虫細胞、細菌細胞、酵母細胞、植物細胞および動物細胞からなる群よ
り選択される、請求項29に記載の方法。
【請求項３１】
　I-3512、I-3513、I-3514、I-3694、I-3695およびI-3696からなる群より選択される組換
えベクター。
【請求項３２】
　組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドと前記ポリペプチドを特異的に認識する抗体とを含
む免疫学的複合体。
【請求項３３】
　マラリア原虫による感染を検出するための方法であって、マラリア原虫に感染したこと
が疑われる生物材料を含む組成物を提供することと、および組換えMSP4またはMSP5ポリペ
プチドに対して特異的な抗体に結合するマラリア原虫の天然のMSP4および／またはMSP5ポ
リペプチドの存在についてアッセイすることとを含む方法。
【請求項３４】
　熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）を検出するために使用される、請求項3
3に記載の方法。
【請求項３５】
　三日熱マラリア原虫（Plasmodium vivax）を検出するために使用される、請求項33に記
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載の方法。
【請求項３６】
　前記天然のMSP4またはMSP5ポリペプチドが電気泳動法によって、または前記組換えMSP4
およびMSP5ポリペプチドと免疫学的反応性である抗体との免疫アッセイ法によってアッセ
イされる、請求項33に記載の方法。
【請求項３７】
　組換えMSP4またはMSP5ポリペプチドを含む抗原に結合する抗体の有無の検出のためのイ
ンビトロでの診断法であって、前記抗原を、生物学的体液と、生物学的体液中の前記抗原
および抗体が抗原抗体複合体を形成するために十分な時間の間および条件下で接触させる
ことと、および複合体の形成を検出することとを含む方法。
【請求項３８】
　前記抗原抗体複合体の形成を測定することをさらに含む、請求項35に記載の方法。
【請求項３９】
　抗原抗体複合体の形成がウエスタンブロット法、ELISA、間接免疫蛍光法アッセイ法ま
たは免疫沈降アッセイ法に基づいた免疫アッセイによって検出される、請求項35に記載の
方法。
【請求項４０】
　組換えMSP4もしくはMSP5ポリペプチドまたはこれらの混合物に結合する抗体の有無の検
出のための診断キットであって、前期組換えMSP4もしくはMSP5ポリペプチドまたは組換え
MSP4およびMSP5ポリペプチドの混合物を含む抗原と、抗原と抗体との間の免疫複合体の形
成を検出するための手段とを含み、前記手段は、前記検出を行うために十分な量で存在す
るキット。
【請求項４１】
　インビボにおいて免疫原性反応または保護反応を誘導するために十分な量の少なくとも
１つの組換えMSP4もしくはMSP5ポリペプチドまたはこれらの混合物と、薬学的に許容され
る担体とを含む免疫原性組成物。
【請求項４２】
　前記組成物がインビボにおいて中和抗体を誘導するために十分な量の少なくとも１つの
組換えMSP4またはMSP5ポリペプチドを含む、請求項41に記載の免疫原性組成物。
【請求項４３】
　少なくとも組換えポリペプチドMSP4p40を含む、請求項41に記載の免疫原性組成物。
【請求項４４】
　少なくとも組換えポリペプチドMSP4p30を含む、請求項41に記載の免疫原性組成物。
【請求項４５】
　少なくとも組換えポリペプチドMSP4p20を含む、請求項41に記載の免疫原性組成物。
【請求項４６】
　少なくとも組換えポリペプチドMSP5p45およびMSP5p35を含む、請求項41に記載の免疫原
性組成物。
【請求項４７】
　少なくとも組換えポリペプチドPvMSP4p20を含む、請求項39に記載の免疫原性組成物。
【請求項４８】
　配列番号：1、2、3、4、5、6、7または8から選択されるポリヌクレオチド。
【請求項４９】
　配列番号：9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22または30から選
択されるポリヌクレオチド。
【請求項５０】
　少なくともPfMSP4p21ss1およびPfMSP4p21ss2から選択される組換えポリペプチドを含む
、請求項41の免疫原性組成物。
【請求項５１】
　少なくとも組換えポリペプチドMSP4p40およびMSP4p20を含む、請求項39の免疫原性組成
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物。
【請求項５２】
　組換えMSP1p19ポリペプチドを含む抗原をさらに含む、請求項39に記載の免疫原性組成
物。
【請求項５３】
　インビボにおいて保護反応を誘導するために十分な量の、少なくとも１つの組換えMSP4
もしくはMSP5ポリペプチドまたはこれらの混合物と、薬学的に許容される担体とを含むワ
クチン組成物であって、前記少なくとも１つの組換えMSP4またはMSP5ポリペプチドは、MS
P4p40、MSP4p30、MSP4p20、MSP4p21ss1、MSP4p21ss2、MSP5p45、MSP5p35およびPvMSP4p20
から選択されるワクチン組成物。
【請求項５４】
　寄生虫による感染が疑われるヒト由来の生物材料の試料におけるプラスモディウム属感
染をインビトロで診断するための方法であって、以下の工程を含む方法：
　-組換えMSP4またはMSP5ポリペプチドを含む抗原を、前記試料と、前記試料中の前記抗
原および抗体が抗原抗体複合体を形成するために十分な時間の間および条件下で接触させ
る工程、および、
　-前記複合体の形成を検出する工程。
【請求項５５】
　前記抗原抗体複合体の形成を測定することをさらに含む、請求項54に記載の方法。
【請求項５６】
　前記抗原抗体複合体の形成がウエスタンブロット法、ELISA、間接免疫蛍光法アッセイ
法または免疫沈降アッセイ法に基づいた免疫アッセイによって検出される、請求項54に記
載の方法。
【請求項５７】
　前記天然のMSP4またはMSP5ポリペプチドが2005年11月16日に受託番号I-3517、I-3518、
I-3519またはI-3520の下でC.N.C.M.に寄託されたハイブリドーマによって分泌された抗体
での免疫アッセイ法によってアッセイされる、請求項36に記載の方法。
【請求項５８】
　2005年11月16日に受託番号I-3517、I-3518、I-3519またはI-3520の下でC.N.C.M.に寄託
されたハイブリドーマから産生される、請求項17に記載の精製された抗体。
【請求項５９】
　2005年11月16日に受託番号I-3517、I-3518、I-3519またはI-3520下でC.N.C.M.に寄託さ
れたハイブリドーマ。
【請求項６０】
　マラリア原虫を検出するための方法であって、マラリア原虫に感染したことが疑われる
生物材料を含む組成物を提供することと、および組換えMSP4もしくはMSP5ポリペプチドに
対して特異的な少なくとも１つの抗体または組換えMSP4ポリペプチドに対して特異的な少
なくとも１つの抗体と組換えMSP5ポリペプチドに対して特異的な抗体との混合物に結合す
るマラリア原虫の天然のMSP4および／またはMSP5ポリペプチドの存在についてアッセイす
ることとを含む方法。
【請求項６１】
　前記組換えMSP4またはMSp5ポリペプチドが請求項10の精製されたポリペプチドの中から
選択される、請求項60に記載の方法。
【請求項６２】
　前記組換えMSP4またはMSP5ポリペプチドに対して特異的な抗体が請求項58の精製された
抗体の中から選択される、請求項60に記載の方法。
【請求項６３】
　熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）または三日熱マラリア原虫（Plasmodiu
m vivax）を検出するために使用される、請求項60に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本出願は、組換え熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）メロゾイト表面タン
パク質4および5およびこれらの使用に関する。
【発明の分野】
【０００２】
　本発明は、単離された組換えポリペプチド、このようなポリペプチドをコードする核酸
、このようなポリペプチドの組換え形態の産生のための方法、これらのポリペプチドに対
して産生される抗体および診断法、キット、ワクチンまたは抗寄生虫療法におけるこのよ
うなポリペプチドおよび抗体の使用に向けられる。
【発明の背景】
【０００３】
　マラリアは、世界中で、大部分は5歳以下のアフリカの子供の、1年あたりおよそ2,000,
000人の死亡の原因であり、多くの世界の最も乏しい国に対して莫大な公衆衛生負担を負
わせている。この負担は、寄生虫およびその蚊媒介伝播における薬物耐性のため、驚くべ
き速度で増加しており、有効なワクチンに対する緊急の需要を募らせている。
【０００４】
　今までに調べられた最も有望な血液段階ワクチン候補は、メロゾイト表面タンパク質1
（MSP1）および頂端膜抗原（AMA1）である。これらの表面抗原をターゲットする体液性免
疫応答は、疾患発病率の減少と相関することが見いだされており、インビトロにおいて、
このような抗体は、赤血球（RBC）の寄生虫再侵入を阻害することができる[1-3]。しかし
、これらの抗原遺伝子は、一般に免疫エフェクターにアクセス可能ではないタンパク質を
コードする遺伝子と比較して、不釣合に高い数の非同義一塩基多型（nsSNPs）を示し[4-6
]、これらのnsSNPsのいくつかは、宿主免疫系に最もアクセス可能なタンパク質の領域内
にクラスター形成したラジカルアミノ酸置換をコードする[7]。このようなアミノ酸多型
は、BおよびT細胞エピトープの両方を変化させることによって免疫回避において機能し得
る。現在、いずれの機能的なマラリアワクチンも、多対立遺伝子反応を誘導することを願
って、それぞれの標的抗原のいくつかの対立遺伝子型および／またはいくつかの標的抗原
の保存領域で構成されることを必要とするであろうことが一般に認められている。
【０００５】
　より詳細には、当該技術分野において、マラリアの、特に熱帯熱マラリア原虫（Plasmo
dium falciparum）マラリアおよび三日熱マラリア原虫（Plasmodium vivax）マラリアの
診断、並びに治療に使用することができる抗原に対する需要が存在する。特に、風土病領
域における疾患から保護する特異的免疫応答と関連した保存された抗原および多変異体（
multi-valiant）マラリアワクチンの成分としてのこれらの適合性評価に対する需要があ
る。
【発明の概要】
【０００６】
　本発明は、当該技術分野におけるこれらの需要を果たすことを助ける。本発明は、配列
番号：1、2、3、4、5、6、7、または8のDNA配列を含む精製され、または組換えもしくは
合成の核酸分子および配列番号：9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21
または22のアミノ酸配列をコードする精製され、または組換えもしくは合成の核酸分子を
提供する。また、本発明は、これらの配列に相補的な精製された核酸分子も包含する。
【０００７】
　また、本発明は、配列によって予測される、配列番号：1～8のDNA配列を含む精製され
たか、または組換えの核酸分子によってコードされる精製されたポリペプチドを包含する
。
【０００８】
　配列番号：1～8のDNA配列または配列番号9～22のアミノ酸配列に対する言及は、これら
の配列のいずれかおよび各々に対する言及である。
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【０００９】
　本発明は、配列番号：1～8のDNA配列を含む精製された二本鎖核酸分子および配列番号
：9～22のアミノ酸配列をコードする精製された二本鎖核酸分子を含む。一本鎖および二
本鎖の両方のRNAおよびDNA核酸分子が、本発明によって包含される。これらの分子は、本
発明に包含されるポリペプチドをコードする一本鎖および二本鎖のRNA並びにDNA変異体を
検出するために使用することができる。二本鎖DNAプローブにより、核酸分子のいずれの
鎖にも相当する核酸分子の検出ができる。
【００１０】
　42℃にて50%のホルムアミドおよび6×SSCにおける適度なストリンジェンシーの条件下
において、60℃、0.5×SSC、0.1%のSDSの洗浄条件で、配列番号：1～8および配列番号：9
～22のアミノ酸配列をコードするDNA配列を含む変性された、二本鎖DNAにハイブリダイズ
する精製された核酸分子が本発明に包含される。
【００１１】
　本発明は、インビトロでの突然変異誘発によって配列番号：1～8に由来する精製された
核酸分子をさらに包含する。インビトロでの突然変異誘発は、部位特異的変異誘発、ラン
ダムな突然変異誘発およびインビトロでの核酸合成を含むが、限定されない当該技術分野
において公知の多数の技術を含む。引用した配列からインビトロでの突然変異誘発によっ
て誘導されるこのような核酸分子は、詳細な態様に従って、本来のものと同じ長さのまた
はより短い配列を有する。
【００１２】
　DNAおよびRNAを含む本発明の核酸分子は、本明細書において「組換えMSP4およびMSP5核
酸」または「組換えMSP4およびMSP5 DNA」と称され、これらの分子によってコードされる
アミノ酸は、本明細書において「組換えMSP4およびMSP5ポリペプチド」または「本発明の
ポリペプチド」と称される。
【００１３】
　また、本発明は、遺伝暗号の結果として、配列番号：1～8から縮重する精製された核酸
分子、組換えMSP4およびMSP5核酸の対立遺伝子変異体である精製された核酸分子または組
換えMSP4およびMSP5核酸の種相同体を包含する。また、本発明は、これらの核酸分子の発
現を指揮する組換えベクターおよびこれらのベクターで形質転換され、トランスフェクト
され、または感染させた宿主細胞を包含する。組換えMSP4またはMSP5ポリペプチドと結合
する精製されたポリクローナルまたはモノクローナル抗体は、本発明に包含され、本明細
書において「本発明の抗体」と称する。
【００１４】
　本発明は、組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドの産生のための方法であって、発現を促
進する条件下で宿主細胞を培養すること、および培地または細胞のペレットからポリペプ
チドを回収することを含む方法をさらに包含する。特に、バキュロウイルス昆虫発現系に
おける組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドの発現も、本発明に包含される。
【００１５】
　また、本発明は、標識された組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドを提供する。好ましく
は、標識されたポリペプチドは、精製された形態である。また、非標識または標識された
ポリペプチドは、マラリアに対する抗体を含む体液によって免疫学的に認識することがで
きることが好ましい。ポリペプチドは、たとえば放射標識、酵素標識、蛍光標識、化学発
光標識および発色団からなる群より選択される免疫アッセイ標識で標識することができる
。
【００１６】
　また、本発明の組換えMSP4またはMSP5ポリペプチドとこれらを認識する抗体との間の免
疫学的複合体が提供される。免疫学的複合体は、放射標識、酵素標識、蛍光標識、化学発
光標識および発色団からなる群より選択される免疫アッセイ標識で標識することができる
。
【００１７】



(8) JP 2009-517016 A 2009.4.30

10

20

30

40

50

　さらにまた、本発明は、プラスモディウム属寄生虫のMSP4および／またはMSP5ポリペプ
チドを検出するためのインビトロにおける方法を提供する。本方法には、プラスモディウ
ム属寄生虫（マラリア原虫）のMSP4および／またはMSP5ポリペプチドを含むことが疑われ
る生物材料を含む組成物を提供することと、およびプラスモディウム属寄生虫のMSP4およ
び／またはMSP5ポリペプチドの存在についてアッセイすることとを含む。プラスモディウ
ム属寄生虫のMSP4およびMSP5ポリペプチドは、典型的には電気泳動法によって、または本
発明の抗体での免疫アッセイ法によってアッセイされる。本方法は、生体試料におけるプ
ラスモディウム属寄生虫の検出のために、および好ましい態様において熱帯熱マラリア原
虫（Plasmodium falciparum）および三日熱マラリア原虫（Plasmodium vivax）寄生虫の
検出のために使用することができる。
【００１８】
　また、本発明は、組換え、または精製された本発明のMSP4もしくはMSP5ポリペプチドま
たはこれらの混合物を含む抗原と結合する抗体の有無の検出のためのインビトロでの診断
法を提供する。本方法には、抗原を体液と、生物学的体液中の抗原および抗体が抗原抗体
複合体を形成するために十分な時間の間および条件下で接触させることと、および複合体
の形成を検出することとを含む。検出工程は、抗原抗体複合体の形成を測定することをさ
らに含むことができる。抗原抗体複合体の形成は、好ましくはウエスタンブロット法、EL
ISA（酵素結合免疫吸着検定法）、間接的免疫蛍光アッセイ法または免疫沈降アッセイ法
に基づいた免疫アッセイ法によって測定される。本方法は、感染した動物またはヒト患者
マラリア由来の体液中のプラスモディウム属寄生虫に対する免疫応答の検出のために使用
することができる。好ましい態様において、本方法は、熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium
 falciparum）感染または三日熱マラリア原虫（Plasmodium vivax）感染に対する免疫応
答の検出のために使用することができる。
【００１９】
　本発明の組換えMSP4もしくはMSP5ポリペプチドまたはこれらの混合物と結合する抗体の
有無の検出のための診断キットは、組換えMSP4および／またはMSP5ポリペプチドまたはこ
れらの混合物を含む抗原と、抗原と抗体との間の免疫複合体の形成を検出するための手段
とを含む。抗原および手段は、検出を行うために十分な量で存在する。
【００２０】
　プラスモディウム属寄生虫のMSP4および／またはMSP5ポリペプチドの有無の検出のため
の診断キットには、本発明の抗体と抗原と抗体との間の免疫複合体の形成を検出するため
の手段が含まれる。抗体および手段は、検出を行うために十分な量で存在する。
【００２１】
　また、本発明は、インビボにおいて免疫原性反応または保護反応を誘導するために十分
な量で、本発明の組換えMSP4もしくはMSP5ポリペプチドまたはその混合物を、薬学的に許
容される免疫賦活剤に付随して含む免疫原性組成物を提供する。本発明のワクチン組成物
は、十分な量の組換えMSP4および／またはMSP5ポリペプチドと、中和抗体を誘導する薬学
的に許容される免疫賦活剤とを含む。
【００２２】
　したがって、本発明のMSP4およびMSP5ポリペプチドは、マラリアに関連した抗原タンパ
ク質に対する抗体の存在を検出するための診断の組成物の一部として有用である。
【００２３】
　加えて、組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドは、マラリアに関連した抗原タンパク質の
存在を検出するための抗体を生じさせるために使用することができる。
【００２４】
　また、本発明のポリペプチドは、寄生虫を不活性化し、インビボにおける寄生虫の生存
度を減少させ、または寄生虫複製を阻害し、もしくは予防する、いずれかの中和抗体を生
じさせるためにも使用することができる。寄生虫中和抗体を誘発する能力は、本発明のポ
リペプチドが免疫組成物またはワクチン組成物に使用されるときに、特に重要である。
【００２５】
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　以下は、（A）天然のシグナル配列、（B）C末端Hisタグおよび（C）本分野（MSP4p20）
における感染防御抗体反応と最も強く相関される熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）
抗原のものに似ている酸反復領域を含むワクチンである。
【００２６】
MKVAYFLSVLDLLIIFSLYFDGRRSAFAGIAACIRHGRILGEGGE/QNSTPGSGGQTGDHSAEAENGDYNEQGDDHGDDH
GDDHGDDHGDEQDGEDYDDAEDDDLYELSEVDENANLCLDNNGGCGDDKICENLGKGIVKCLCKPGYKLVGTECVEHHHH
HH［配列番号：30]
【発明の詳細な説明】
【００２７】
　2つの最近同定されたメロゾイト表面抗原の熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falcipar
um）メロゾイト表面タンパク質4および5（PfMSP4およびPfMSP5）は、潜在性多成分抗マラ
リアワクチンのタンパク質成分になる見込みがある。msp4およびmsp5遺伝子は、両方とも
272残基タンパク質をコードする、それぞれの単一のC末端EGF様ドメインおよびGPI付着モ
チーフをもち、染色体2上でmsp2のすぐ上流に直列に位置する。メロゾイト表面での膜会
合は、両タンパク質について証明されており、ヒト免疫血清は、大腸菌（Escherichia co
li）において発現させた組換えMSP4と反応することが示された[12,13]。
【００２８】
　プラスモディウム属の3つのマウス種、P. ヨエリ（P. yoelii）、P. チャバウジ（P. c
habaudi）およびP. ベルゲイ（P. berghei）において、MSP4およびMSP5座位（MSP4/5）に
単一遺伝子のみがあり、これらは、それぞれに対してある程度の相同性を示す[14-16]。
この遺伝子は、MSP4/5を示し、P. ヨエリ（P. yoelii）致死チャレンジモデルにおいて感
染防御免疫を調査するために使用されてきた[17]。
【００２９】
　MSP4/5は、種々の免疫化ストラテジーを使用して保護を与えることが示されており、MS
P1p19と組み合わせて送達したときに、有効性が最大化される[17-20]。加えて、MSP4/5タ
ンパク質によって誘導されるマウス免疫応答における系統特異性はないと思われる[21]。
熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）では、msp4およびmsp5は、それぞれ相同的な位置
に単一のイントロンを有する[22]。
【００３０】
　熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）メロゾイト表面タンパク質4（PfMSP4）
タンパク質配列は、分泌シグナル配列、C末端のEGF様ドメインおよびGPI-付着シグナルを
含む[10]。
【００３１】
　Pfmsp4遺伝子配列は、960bpの長さであり、144bpの1つのイントロンを含み、272アミノ
酸残基をコードする。Pfmsp5遺伝子配列は、955bpの長さであり、136 bpの1つのイントロ
ンを含み、272アミノ酸残基をコードする。PfMSP4と同様に、PfMSP5タンパク質配列は、
分泌シグナル配列、C末端のEGF様ドメインおよびGPI-付着シグナルからなる[11，22]。MS
P遺伝子のクラスターのこの下流には、高度に保存されたアデニロコハク酸ライセース（l
ysase）（ASL）遺伝子があり、これは、その他の種におけるこの座位の同定を促進する有
用なハンドルであることが判明した（図1）。
【００３２】
　多くの現在のデータは、PfMSP4およびPfMSP5が優れたワクチン候補であるという考えを
支持する。それにもかかわらず、いくつかの公開された知見は、2つの異なる発現系（大
腸菌（E.coli）および酵母）において産生されたPfMSP4の組換え類似体は抗原性が異なり
、かつヒト免疫血清では見られない現象である、タンパク質のEGF様ドメインに対して高
次構造非依存的な反応を誘導することを示している[13]。タンパク質のこの領域における
高次構造上のエピトープの認識が、保護に重要である場合、MSP1-19の例のように、すべ
てのエピトープを忠実に再生する産物を産生することは避けられない。
【００３３】
　従って、本発明は、熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）MSP4およびMSP5を
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コードする核酸、並びに生じるポリペプチドが、昆虫細胞における最適な発現を達成する
ように修飾された構築物を提供する。より詳細には、本発明は、バキュロウイルス-昆虫
細胞発現系において可溶性の分泌されるポリペプチドとして発現される組換えMSP4ポリペ
プチドをコードする構築物を提供する。組換えポリペプチドは、C末端にEGF様ドメインを
含み、これは適切に折り畳まれるようである。これは、タンパク質をELISAプレート上で
不可逆的に減少させるときに、MSP4のポリクローナルウサギ血清認識において顕著な減少
（50～60%）があることによって示される（図12を参照されたい）。
【００３４】
　本発明の組換えMSP4ポリペプチドの1つは、N末端の近くの多形領域からの30アミノ酸の
欠失を伴うMSP4外抗原（GPI付着点のC末端疎水性残基がなく、したがって、タンパク質分
泌が可能）である。本発明のこのポリペプチドは、MSP4p30と呼ばれる。
【００３５】
　本発明の組換えMSP4ポリペプチドのもう1つのものは、N末端の近くの多形領域からの30
アミノ酸の欠失を伴わないMSP4外抗原（GPI付着点のC末端の疎水性残基がなく、したがっ
てタンパク質分泌が可能）である。本発明のこのポリペプチドは、MSP4p40と呼ばれ、全
長遺伝子産物である。
【００３６】
　本発明のもう一つの組換えMSP4ポリペプチドは、配列KSPKEモチーフ周辺で始まり、EGF
ドメインを含む、およそMSP4のC末端の半分に対応する20kDaのポリペプチドである。上流
の補充アミノ酸残基、特にKSPKEモチーフ上流に局在化するMSP4p40配列の残基を含めるこ
とができる。本発明のこの組換えポリペプチドは、MSP4p20と呼ばれる。
【００３７】
　加えて、本発明は、同時に産生されるp35およびp45形態を含む組換えMSP5ポリペプチド
を提供する。両方とも、翻訳後修飾を含み、免疫原性を押し上げることができる脂肪酸残
基（ミリストイル化）の共有結合を含む可能性が高い。本発明のこれらの組換えポリペプ
チドは、MSP5p45およびMSP5p35と呼ばれる。
【００３８】
　それにもかかわらず、本発明の組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドは、また、これらの
天然のGPIシグナル配列またはGPI修飾のための別のGPIアンカータンパク質配列シグナリ
ングからのもののいずれかを使用して、C末端GPIアンカー実体として発現することができ
る。このようなGPI修飾された実体は、任意の免疫のアジュバントの非存在下において、
組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドの免疫原性を実質的に増強することが予想されるであ
ろう。
【００３９】
　本発明の組換えポリペプチドは、以下の通りのこれらの対応する配列番号に関して、よ
り詳細に記述してある：
核酸
　MSP4p20　配列番号：1
　MSP4p30　配列番号：2
　MSP4p40　配列番号：3
　MSP5　配列番号：4
　MSP5p10　配列番号：5
　MSP4p21　配列番号：6
　MSP4p21 ss1　配列番号：7および配列番号：28
　MSP4p21 ss2　配列番号：8および配列番号：29
ポリペプチド
　MSP4p20（分解生成物）　配列番号：9
　MSP4p30（構築物に存在するORF=構築物によってコードされるポリペプチド）　配列番
号：10
　MSP4p30（発現の最終生成物=昆虫細胞によって産生されるポリペプチド）　配列番号：
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　MSP4p40（構築物に存在するORF）　配列番号：12
　MSP4p40（発現の最終生成物）　配列番号：13
　MSP5（構築物に存在するORF）　配列番号：14
　MSP5p10　配列番号：15
　PvMSP4／His　配列番号：16
　MSP4p21（構築物に存在するORF）　配列番号：17
　MSP4p21（発現の最終生成物）　配列番号：18
　MSP4p21 ss1（構築物に存在するORF）　配列番号：19
　MSP4p21 ss1（発現の最終生成物）　配列番号：20
　MSP4p21 ss2（構築物に存在するORF）　配列番号：21
　MSP4p21 ss2（発現の最終生成物）　配列番号：22
　PvMSP4p20（「PfMSP4およびPvMSP4のアミノ酸配列の整列に示したように、MSP4の三日
熱マラリア原虫（Plasmodium vivax）配列に基づいて提唱されたワクチン構築物の配列）
　配列番号：30。
【００４０】
　これらのポリペプチドは、本明細書において、個々におよびひとまとめにして、本発明
の「組換えMSP4およびMSP5ポリペプチド」と称される。同様に、これらのポリペプチドを
コードする核酸は、本発明の「組換えMSP4およびMSP5核酸」と呼ばれる。
【００４１】
　本発明に対する意味は、広範囲にわたる。組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドのこの発
見により、本発明の組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドをコードする核酸配列を含む発現
ベクターの構築；発現ベクターをトランスフェクトさせ、または形質転換した宿主細胞；
生物学的に活性な組換えMSP4およびMSP5ポリペプチド、並びに単離され、または精製され
たタンパク質としての組換えMSP4およびMSP5ポリペプチド；組換えMSP4およびMSP5ポリペ
プチドと免疫反応性の抗体、組換えMSP4およびMSP5ポリペプチド並びにプラスモディウム
属寄生虫およびマラリア感染の検出における組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドに対して
向けられた抗体の診断使用、並びにプラスモディウム属感染から守るための組換えMSP4お
よびMSP5ポリペプチドのワクチン使用が可能になる。
【００４２】
　また、本明細書に使用される「組換えMSP4およびMSP5ポリペプチド」という用語は、配
列番号：9～22のアミノ酸配列を有するタンパク質をさらに包含するポリペプチドの属、
並びにこのようなアミノ酸配列と高度な類似性（少なくとも90%の相同性）を有し、かつ
該タンパク質およびポリペプチドが免疫反応性であるタンパク質およびポリペプチドをい
う。加えて、組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドは、配列番号：1～8のヌクレオチドの遺
伝子産物をいう。
【００４３】
 本明細書に使用される「精製された」という用語は、たとえば組換え宿主細胞培養の精
製産物として、または非組換え供与源から精製された産物として、組換えMSP4およびMSP5
ポリペプチドがその他のタンパク質またはポリペプチドを本質的に付随しないことを意味
する。本明細書に使用される「実質的に精製された」という用語は、組換えMSP4およびMS
P5ポリペプチドを含み、かつ特異抗体を使用して除去することができる公知のタンパク質
の存在を除けば、その他のタンパク質またはポリペプチドを本質的に付随しない混合物を
いい、該実質的に精製された組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドは、抗原として使用する
ことができる。
【００４４】
　本明細書で言及される組換えMSP4およびMSP5ポリペプチド「変異体」とは、1つまたは
複数の欠失、挿入または置換のために、組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドのものとは異
なるアミノ酸配列を有する、組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドに対して実質的に相同的
なポリペプチドを意味する。変異体アミノ酸配列は、好ましくは組換えMSP4およびMSP5ポ
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リペプチドアミノ酸配列と少なくとも80%同一で、最も好ましくは少なくとも90%同一であ
る。パーセント同一性は、たとえばDevereuxらによって記述され、およびウィスコンシン
大学Genetics Computer Group（UWGCG）から入手可能なGAPコンピュータプログラム、バ
ージョン6.0（Nucl. Acids Res. 12：387、1984）を使用して配列情報を比較することに
より、決定することができる。GAPプログラムは、SmithおよびWaterman （Adv. Appl. Ma
th 2:482, 1981）によって修正されたNeedlemanおよびWunschの整列方法を利用する（J. 
Mol. Biol. 48:443, 1970）。GAPプログラムのための好ましいデフォルトパラメーターに
は、以下が含まれる：（1）Schwartz and Dayhoff, eds., Atlas of Protein Sequence a
nd Structure, National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358, 1979によって
記述されたような、Gribskov and Burgess, Nucl. Acids Res. 14:6745, 1986の、ヌクレ
オチドのための単一比較マトリックス（同一性について1および非同一性について0の値を
含む）；（2）それぞれのギャップに対する3.0のペナルティーおよびそれぞれのギャップ
におけるそれぞれのシンボルに対するさらなる0.10のペナルティー；および（3）末端ギ
ャップに対するペナルティーなし。
【００４５】
　変異体には、所与のアミノ酸残基が同様の生理化学的特徴を有する残基によって置換さ
れたことを意味する、保存的に置換された配列を含むことができる。保存的置換の例には
、Ile、Val、LeuもしくはAlaを互いになどの1つの脂肪族残基の別ものへの置換またはLys
とArg；GluとAsp；もしくはGlnとAsnとの間などの1つの極性残基の別のものへの置換を含
む。その他のこのような保存的置換、例えば同様の疎水性特徴を有する全ての領域の置換
も周知である。本発明のMSP4およびMSP5ポリペプチドの変異体の例は、選択的mRNAスプラ
イシングイベントにより、、または組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドのタンパク分解切
断により生じるタンパク質である。タンパク質分解に起因する変異には、たとえば組換え
MSP4およびMSP5ポリペプチドからの1つまたは複数の末端アミノ酸のタンパク分解性の除
去による、宿主細胞の異なるタイプにおける発現による末端の相違が含まれる。フレーム
シフトに起因する変異には、たとえば宿主細胞の異なるタイプにおける発現による末端の
相違が含まれる。
【００４６】
　前述の通り、本発明は、単離され、および精製された、または同種の組換えMSP4および
MSP5ポリペプチドを提供する。抗原として使用することができる組換えMSP4およびMSP5ポ
リペプチドの変異体および誘導体は、組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドをコードするヌ
クレオチド配列の突然変異によって得ることができる。アミノ酸配列の変化は、任意の多
数の従来法によって達成することができる。突然変異は、天然の配列の断片に対するライ
ゲーションを可能にする制限部位に隣接した、突然変異体配列を含むオリゴヌクレオチド
を合成することにより、特定の座位に導入することができる。ライゲーションに続いて、
生じる再構築配列は、所望のアミノ酸挿入、置換または欠失を有する類似体をコードする
。
【００４７】
　あるいは、オリゴヌクレオチド特異的、部位特異的突然変異誘発法を使用して、予め定
められたコドンを置換、欠失または挿入によって変化させることができる変化させられた
遺伝子を提供することができる。上記の変化を作製する例示的方法は、Walderら（Gene 4
2:133, 1986）; Bauerら（Gene 37:73, 1985）; Craik　（BioTechniques, January 1985
, 12-19）; Smithら（Genetic　Engineering: Principles and Methods, Plenum Press, 
1981）; Kunkel（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488, 1985）; Kunkelら（Methods　in
 Enzymol. 154:367, 1987）;並びに米国特許第4,518,584号および第4,737,462号によって
開示されており、これらの全ては、参照により援用される。
【００４８】
　本発明の側面内において、組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドは、組換えMSP4およびMS
P5ポリペプチドと特異的に結合する抗体を調製するために利用することができる。「抗体
」という用語は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、F（ab'）2およびFab断片な
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どのこれらの断片、並びに任意の組換えで産生される結合パートナーを含むことが意味さ
れる。抗体は、これらが約107 M-1以上のKaで組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドに結合
する場合、特異的に結合すると定義される。たとえば、結合パートナーまたは抗体の親和
性は、従来技術、たとえばScatchardrら、Ann. N.Y Acad. Sci., 51:660 （1949）によっ
て記述されたものを使用して容易に決定することができる。ポリクローナル抗体は、当該
技術分野において周知手順を使用して種々の供与源、例えばウマ、ウシ、ヤギ、ヒツジ、
イヌ、ニワトリ、ウサギ、マウスまたはラットから容易に産生することができる。
【００４９】
　本発明は、配列番号：1、2、3、4、5、6、7および8のヌクレオチド配列に由来する単離
された断片およびオリゴヌクレオチドをさらに包含する。また、本発明は、これらの断片
およびオリゴヌクレオチドによってコードされるポリペプチドを包含する。
【００５０】
　本発明の範囲内の核酸配列には、適度なまたは厳密なストリンジェンシー条件下で、本
明細書に開示した天然の組換えMSP4およびMSP5核酸にハイブリダイズし、かつ組換えMSP4
およびMSP5ポリペプチドをコードする単離されたDNAおよびRNA配列が含まれる。本明細書
に使用される適度なストリンジェンシーの条件は、当業者に公知のとおり、およびSambro
okら、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 ed. Vol. 1, pp. 1.101-104, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, （1989）によって定義されるとおり、ニトロセルロー
スフィルターのための予洗溶液5×SSC、0.5% SDS、1.0mM EDTA（pH 8.0）、50% ホルムア
ミド、6×SSC、42℃におけるハイブリダイゼーション条件（または42℃にて50%ホルムア
ミドにおけるStark溶液などのその他の同様のハイブリダイゼーション溶液）、並びにお
よび約60℃、0.5×SSC、0.1% SDSの洗浄条件の使用を含む。高ストリンジェンシーの条件
は、上記のハイブリダイゼーション条件と同様に定義され、68℃、0.2×SSC、0.1% SDSに
て洗浄する。当業者であれば、温度および洗浄液溶液塩濃度をプローブの長さなどの要因
に従って必要に応じて調整することができることを認識するであろう。
【００５１】
　複数のコドンが同じアミノ酸をコードする遺伝暗号の公知の縮重のため、DNA配列は、
配列番号：1～8に示され、かつ配列番号：9～22のアミノ酸配列を有する組換えMSP4およ
びMSP5ポリペプチドをコードするたものから変化することができる。このような変異体DN
A配列は、サイレント突然変異（たとえば、PCR増幅の間に生じる）により生じ得るか、ま
たは天然の配列の慎重な突然変異誘発の産物であることができる。
【００５２】
　したがって、本発明は、（a）；（a）配列番号：1～8のヌクレオチド配列を含むDNA、
（b）適度なストリンジェンシー条件下で（a）のDNAに対してハイブリダイゼーションす
ることができ、かつ組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドをコードするDNA；並びに（c）（
a）または（b）で定義したDNAに対する遺伝暗号の結果としての縮重であり、かつ組換えM
SP4およびMSP5ポリペプチドをコードするDNAから選択される、組換えMSP4およびMSP5ポリ
ペプチドをコードする対応する単離されたDNA配列を提供する。このようなDNA均等物配列
によってコードされるポリペプチドは、本発明によって包含される。
【００５３】
　配列番号：1～8のDNA配列に対応するDNAは、適度にストリンジェント条件下で、配列番
号：9～22のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするDNA配列にハイブリダイズする
。このようなDNAによってコードされる組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドの例は、組換
えMSP4およびMSP5ポリペプチド断片、並びに上記のように、不活性化されたN-グリコシル
化部位、不活性化されたプロテアーゼプロセシング部位または保存的アミノ酸置換を含む
組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドを含むが、限定されない。DNAが配列番号：1～8のDNA
の相補物にハイブリダイズするプラスモディウム属のその他の種に由来するDNAによって
コードされるポリペプチドも包含される。
【００５４】
　組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドをコードする核酸配列を含む組換え発現ベクターは
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、周知の方法を使用して調製することができる。発現ベクターには、哺乳動物、微生物、
ウイルスまたは昆虫遺伝子に由来するものなどの、適切な転写または翻訳制御ヌクレオチ
ド配列に作動可能に連結された組換えMSP4およびMSP5 DNA配列を含む。制御配列の例には
、転写プロモーター、オペレーターまたはエンハンサー、mRNAリボソーム結合部位および
転写および翻訳の開始と終了を制御する適切な配列が含まれる。ヌクレオチド配列は、制
御配列が組換えMSP4およびMSP5 DNA配列に機能的に関連するときに、「作動可能に連結さ
れる」。したがって、プロモーターヌクレオチド配列は、プロモーターヌクレオチド配列
が、組換えMSP4およびMSP5 DNA配列の転写を制御する場合に、組換えMSP4およびMSP5 DNA
配列に作動可能に連結されている。所望の宿主細胞において複製する能力は、通常複製開
始点によって与えられ、形質転換体を同定することにより選択される遺伝子を、加えて発
現ベクターに組み込むことができる。
【００５５】
　加えて、天然では組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドと付随していない適切なシグナル
ペプチドをコードする配列を発現ベクターに組み込むことができる。たとえば、組換えMS
P4およびMSP5ポリペプチドが、最初にシグナルペプチドを含む融合タンパク質として翻訳
されるように、シグナルペプチド（分泌性のリーダー）のためのDNA配列を組換えMSP4お
よびMSP5ヌクレオチド配列に対してインフレームで融合させることができる。意図した宿
主細胞において機能的であるシグナルペプチドは、組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドの
細胞外分泌を増強する。シグナルペプチドは、細胞からの組換えMSP4およびMSP5ポリペプ
チドの分泌により、組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドから切断することができる。
【００５６】
　原核生物の宿主細胞に使用するための発現ベクターは、一般に1つまたは複数の表現型
の選択可能なマーカー遺伝子を含む。表現型の選択可能なマーカー遺伝子は、たとえば抗
生物質抵抗性を与えるか、または独立栄養性の要求を供給するタンパク質をコードする遺
伝子である。原核生物の宿主細胞のための有用な発現ベクターの例には、市販のプラスミ
ドに由来するものが含まれる。市販のベクターには、タンパク質の発現のために特異的に
デザインされているものを含む。これらには、マルトース結合タンパク質に融合されるタ
ンパク質の発現のために使用されるpMAL-p2およびpMAL-c2ベクターが含まれる（New Engl
and Biolabs Beverly、MA、USA）。
【００５７】
　組換え原核生物の宿主細胞発現ベクターのために一般に使用されるプロモーター配列は
、β-ラクタマーゼ（ペニシリナーゼ）、ラクトースプロモータ系（Chang et al., Natur
e 275:615, 1978;およびGoeddel et al., Nature 281:544, 1979）、トリプトファン（tr
p）プロモーター系（Goeddelら、Nucl. Acids Res. 8：4057, 1980；およびEP-A-36776）
およびtacプロモーター、（Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory, p. 412, 1982）を含む。
【００５８】
　組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドの発現のための適した宿主細胞には、原核生物、酵
母または高等真核細胞が含まれる。昆虫細胞が好ましい。細菌、真菌、酵母および哺乳動
物宿主細胞で使用するために適したクローニングおよび発現ベクターは、たとえばPouwel
s ら、Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, New York, （1985）に記述さ
れている。無細胞翻訳系も、本明細書に開示したDNA構築物に由来するRNAを使用して組換
えMSP4およびMSP5ポリペプチドを産生するために使用することができるであろう。
【００５９】
　本発明は、本明細書に記述した技術またはその他の方法を使用して得られるかどうかに
かかわらず、単離され、もしくは精製された形態の前述したタンパク質またはポリペプチ
ドを包含することが意図されることが理解されよう。本発明の好ましい態様において、組
換えMSP4およびMSP5ポリペプチドは、人体組織および人体組織成分、核酸、外来タンパク
質および脂質、並びに細菌およびウイルスなどの外来微生物を実質的に含まない。また、
本発明は、実質的に同じ生物学的および免疫原特性を有する同等のタンパク質を包含する
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ことが理解される。
【００６０】
　本発明の組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドを作製するための使用に応じて、これらを
標識することが望ましいであろう。適切な標識の例は、放射性標識、酵素標識、蛍光標識
、化学発光標識および発色団である。本発明のタンパク質を標識するための方法は、標識
化免疫グロブリンのために広く使用されているものと本質的に異ならない。標識する必要
は、間接的マーカーとして本発明の抗原に対する標識抗体または抗原に対する抗体に対す
る抗免疫グロブリンを使用することによって回避してもよい。
【００６１】
　一旦本発明の組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドが得られたら、これらを使用してそれ
と反応性のポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体を産生した。したがって、本発
明のタンパク質またはポリペプチドは、当該技術分野において公知の技術によって動物宿
主を免疫するために使用することができる。このような技術には、通常接種が含まれるが
、これらには、その他の投与様式が含まれていてもよい。動物宿主において免疫原性反応
を生じさせるために、ポリペプチドの十分な量が投与される。本発明の抗原に対する抗体
を産生するために任意の宿主を使用することができる。一旦動物を免疫して、これが抗原
に対する抗体を産生し始めるのに十分な時間が過ぎたら、ポリクローナル抗体を回収する
ことができる。一般的な方法には、動物から血液を除去すること、および血液から血清を
分離することを含む。抗原に対する抗体を含む血清は、抗原に対する抗血清として使用す
ることができる。あるいは、抗体を血清から回収することができる。親和性精製は、精製
された、抗原に対するポリクローナル抗体を血清から回収するための好ましい技術である
。
【００６２】
　また、本発明の抗原に対するモノクローナル抗体を調製することができる。抗原と反応
性のモノクローナル抗体を産生するための1つの方法は、宿主を抗原で免疫すること；宿
主の脾臓から抗体産生細胞を回収すること；抗体産生細胞を酵素ヒポキサンチン-グアニ
ンホスホリボシルトランスフェラーゼを欠損した骨髄腫細胞と融合して、ハイブリドーマ
を形成すること；ヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジンを含む培地における培
養によって少なくともハイブリドーマの1つを選択すること；抗原に対する抗体を産生す
る少なくとも1つのハイブリドーマを同定すること；同定されたハイブリドーマを培養し
て、回収可能な量の抗体を産生すること；および培養されたハイブリドーマによって産生
される抗体を回収することを含む。
【００６３】
　これらのポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体は、種々の適用に使用すること
ができる。対応するタンパク質の中和は、これらの一つである。また、これらは、生物学
的製剤におけるプラスモディウム属寄生虫抗原を検出するために、またはたとえば親和性
クロマトグラフィーカラムに使用したときに、対応するタンパク質、糖タンパク質もしく
はこれらの混合物を精製する際に、使用することができる。
【００６４】
　組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドは、生体試料におけるマラリア原虫に対して特異的
な抗体の存在を検出するための、および現在または以前の感染に関するシグナルを構成す
る、これらの生体試料におけるこのような抗体のレベルを評価するための抗原として使用
することができる。このような生体試料には、もちろんヒト組織およびヒト細胞、並びに
ヒト血清を含むヒト体液などの生物学的液体を含む。マラリアに対する抗体の存在または
濃度を決定するための免疫アッセイ法の試薬として使用されるときに、本発明の抗原は、
便利で、迅速で、感受性で、および特異的なアッセイ法を提供する。
【００６５】
　より詳細には、本発明の抗原は、液体中の体液性成分を検出し、または定量化する際に
使用するための周知の免疫アッセイ法によるマラリアの発見のために使用することができ
る。したがって、抗原-抗体相互作用は、沈澱または凝集などの二次反応によって、直接
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観察すること、または決定することができる。加えて、免疫電気泳動技術も使用すること
ができる。たとえば、寒天における電気泳動法、続く抗血清との反応の古典的な組み合わ
せ、並びに二次元電気泳動、ロケット電気泳動およびポリアクリルアミドゲルパターンの
免疫標識を利用して、（ウエスタンブロットまたは免疫ブロット）を利用することができ
る。本発明の抗原が使用することができるその他の免疫アッセイ法には、放射免疫アッセ
イ法、競合的免疫沈降アッセイ法、酵素免疫測定法および免疫蛍光アッセイ法を含むが、
限定されない。比濁技術、比色技術および比濁分析技術を使用することもできることが理
解されるであろう。ウエスタンブロット技術に基づいた免疫アッセイ法が好ましい。
【００６６】
　免疫アッセイ法は、本発明の抗原または本発明の抗原に対する抗体のいずれかの免疫試
薬の1つを、試薬の免疫反応性を保持すると共に、担体表面上に固定することによって実
施することができる。相互免疫試薬は、免疫反応性も保持されるような方法で、非標識で
あること、または標識することができる。これらの技術は、特に酵素結合免疫吸着検定法
（ELISA）および競合阻害酵素免疫測定法（CIEIA）などの酵素免疫測定法に使用するため
の適している。
【００６７】
　本発明の抗原または抗原に対する抗体が固体支持体に付着されるときに、支持体は、通
常ガラスまたはプラスチック材料である。プレート、チューブ、ビーズまたは円板の形態
で成形されるプラスチック材料が好ましい。適切なプラスチック材料の例は、ポリスチレ
ンおよび塩化ビニルである。免疫試薬が固体支持体と容易に結合しない場合、担体材料は
、試薬と支持体との間に配置することができる。適切な担体材料の例は、ウシ血清アルブ
ミンなどのタンパク質またはグルタルアルデヒドもしくは尿素などの化学試薬である。固
相のコーティングは、従来の技術使用することにより実施することができる。
【００６８】
　本発明は、免疫原性の組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドおよびより詳しくは、マラリ
アに対するワクチン組成物の調製に使用するための保護薬ポリペプチドを提供する。した
がって、これらのポリペプチドは、マラリア感染に感受性の哺乳類に対してポリペプチド
を投与することによるワクチンとして使用することができる。従来の投与様式を使用する
ことができる。たとえば、投与は、経口、舌下、呼吸器または非経口的経路によって実施
することができる。ワクチンが非経口的に投与されるときは、皮内、皮下、筋肉内および
静脈内の投与経路が好ましい。
【００６９】
　マラリアに感染した哺乳類における免疫応答の主目的は、マラリア原虫を不活性化する
こと、並びにマラリア原虫死滅および寄生虫が感染した赤血球のクリアランスを促進する
ことである。免疫応答のB細胞腕は、血液段階でマラリア原虫を不活性化するための主要
な役割を担う。これが達成される主要な様式は、感染力の中和（赤血球浸潤の阻害）およ
び抗体依存性細胞障害作用（ADCC）による。標的抗原は、その他の寄生虫株による再感染
に対して有効で、かつTヘルパー細胞活性（CD4+）を誘導して長期記憶反応を生じさせる
ことができるように保存されなければならない。寄生虫感染細胞の破壊についてのT細胞
を媒介したメカニズムは、細胞障害性（CD8+）Tリンパ球（CTL）によって提供され、これ
が感染のプレ赤血球相の肝細胞表面にてクラスI組織適合抗原と組み合わせて発現された
組換えMSP4およびMSP5抗原を認識することができるであろう。
【００７０】
　以下は、（A）天然のシグナル配列、（B）C末端Hisタグおよび（C）本分野における感
染防御抗体反応と最も強く相関される熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）抗原のもの
に似ている酸反復領域（MSP4p20）を含むワクチンである。
【００７１】
MKVAYFLSVLDLLIIFSLYFDGRRSAFAGIAACIRHGRILGEGGE／QNSTPGSGGQTGDHSAEAENGDYNEQGDDHGDD
HGDDHGDDHGDEQDGEDYDDAEDDDLYELSEVDENANLCLDNNGGCGDDKICENLGKGIVKCLCKPGYKLVGTECVEHHH
HHH［配列番号：30]



(17) JP 2009-517016 A 2009.4.30

10

20

30

40

50

　本発明の組換えMSP4およびMSP5ポリペプチド、並びにワクチンが宿主において保護薬レ
ベルの中和抗体（すなわち、病原体が赤血球に感染する能力を直接遮断する、抗原に対す
る体液性応答の間に誘発される抗体）を誘導する能力は、アジュバント（免疫賦活剤）と
の乳化、リポソームに組み込むこと、適切な担体に対して結合することにより、またはこ
れらの技術の組み合わせにより増強することができる。たとえば、本発明の組換えMSP4お
よびMSP5ポリペプチドは、リン酸アルミニウムおよび水酸化アルミニウムゲルなどの従来
のアジュバントと共に、宿主において体液性免疫応答または細胞媒介免疫応答を増強する
ために十分な量で投与することができる。
【００７２】
　免疫化スケジュールは、感染に対する宿主の感受性および宿主の年齢などのいくつかの
要因に依存する。本発明のワクチンの単一用量を宿主に投与することができ、または時間
間隔をおいて数回の用量が投与される免疫化の一次経過を行うことができる。ブースター
として使用するその後の用量を、一次経過後に必要に応じて、投与することができる。
【００７３】
　本発明の組換えMSP4およびMSP5タンパク質、ポリペプチドおよびワクチンは、宿主にお
ける寄生虫負担を減少させ、臨床症状を減弱させるために、寄生虫感染およびインビボに
おける複製を予防し、または阻害する免疫応答を誘導するために十分な量で宿主に投与す
ることができる。免疫原性反応は、宿主に対して1用量あたり10～500マイクログラム、好
ましくは1用量あたり約50～100マイクログラムの範囲である量で本発明のポリペプチドを
投与することによって得ることができる。本発明のタンパク質およびワクチンは、生理的
に許容される担体と共に投与することができる。たとえば、水または食塩水などの希釈剤
を使用することができる。
【００７４】
　本発明のもう一つの側面は、DNAワクチン接種の方法を提供する。また、本方法には、
組換えMSP4およびMSP5ポリペプチド、タンパク質およびポリペプチドをコードする核酸の
任意の組み合わせを、それ自体、キャリア分子の有無において、個体に対して投与するこ
とを含む。態様において、個体は、動物であり、および好ましくは哺乳類である。より好
ましくは、哺乳類は、ヒト、イヌ、ネコ、ウシ、ブタ、およびウマからなる群から選択さ
れる。特に好ましい態様において、哺乳類は、ヒトである。
【００７５】
　当業者であれば、核酸ワクチン（たとえば、DNAワクチン）および核酸ワクチン技術、
並びにタンパク質およびポリペプチドに基づいた技術の概念、適用および有効性を認識す
るであろう。核酸に基づいた技術により、裸の、またはカプセル化された組換えMSP4およ
びMSP5ポリペプチドをコードする核酸を、投与前にコードされたタンパク質を産生する必
要なく、組織および細胞に直接投与することができる。本技術は、これらの核酸が、レシ
ピエント生物体の細胞によって取り込まれれ、発現してレシピエントの免疫系が反応する
免疫原性決定因子を産生する能力に基づく。典型的には、発現された抗原は、核酸を取り
込んで発現した細胞表面上に示されが、コードされた抗原の発現およびレシピエント個体
の循環系への搬出も本発明の範囲内である。このような核酸ワクチン技術は、裸のDNAお
よびRNAの送達および組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドをコードする発現ベクターの送
達を含むが、限定されない。本技術は、「ワクチン」と称されるが、これは保護反応を生
じない免疫原性組成物にも同様に適用できる。このような非保護を誘導する組成物および
方法は、本発明に包含される。
【００７６】
　裸の核酸として組換えMSP4およびMSP5ポリペプチドをコードする核酸および担体分子を
送達することも本発明の範囲内であるが、本発明は、より大きな、またはより多くの複合
体組成物の一部としての核酸の送達も包含する。これらの送達系に含まれるものには、組
換えMSP4およびMSP5ポリペプチドをコードする核酸を含むウイルス、ウイルス様粒子また
は細菌である。また、リポソームなどの細胞透過化化合物を伴う本発明の核酸の複合体お
よび担体分子も、本発明の範囲内に含まれる。分子ベクター（EP 696,191、Samainらの論
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文）などの核酸ワクチンのためのその他の化合物および送達系は、当業者に公知であり、
たとえば、WO93 06223およびWO90 11092、U.S. 5,580,859およびU.S.5,589,466（Vicalの
特許）において例証されており、これらは本明細書に引用として組み込まれ、過度または
過剰の実験なしで製作して使用することができる。
【００７７】
　本発明は、以下の具体的態様において更に詳細に後述する。
【００７８】
　バキュロウイルス発現系を使用して産生した抗原は、システイン結合の形成を含む複合
体構造を忠実に含み、結晶化研究のために適していることが、長い間公知であった。これ
らの抗原は、その他の系において産生された抗原が点検される「金本位（the gold stand
ard）」として一般に保持される[24，25]。PfMSP4およびPfMSP5の両者は、ジスルフィド
結合によって形成されたEGF様ドメインを含むので、これらは、バキュロウイルス-系にお
いて産生させることによる利益を受けるであろう。しかし、すべての一般に使用される発
現系と同様に、タンパク質収量は、熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）の異常なコド
ンの選択性による悪影響を受ける[26,27]。加えて、これらの高度にA+Tリッチな配列は、
大腸菌（E. coli）において頻繁に変異し[28]、また独特の制限酵素部位をまれに含む。
これらの理由により、合成遺伝子は、Withers-Martinez（1999）によって記述された方法
を使用してデザインして、構築した。
【００７９】
　合成遺伝子のデザイン
　その時にGenBankから利用可能な配列データに基づいて、およびヒト検証モデルを含む
将来の適用を念頭において、共通アミノ酸配列のPfMSP4 NF54配列（Ac番号AF295318）お
よびPfMSP5 3D7配列（Ac番号AF106476）を修飾のために選択した。平行して、配列データ
セットを濃縮し、および集団間および集団内解析および種間解析を行うために、以下の通
りに風土が異なる場所から採取した試料を使用して多型研究を行った。
【００８０】
　msp4およびmsp5遺伝子多型の概要
　抗原多型は、熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）のためのワクチンを開発するとき
にの、重要な検討事項である。今までに調べた最も有望な血液段階ワクチン候補は、メロ
ゾイト表面タンパク質1（MSP1）および頂端膜抗原、（AMA1）である[1-3]。しかし、これ
らおよびその他の表面抗原遺伝子は、免疫エフェクター-メカニズムにアクセス可能でな
い抗原をコードする遺伝子と比較したときに、不相応に高頻度に同義一塩基多型（nsSNPs
）を示す[4-6]。複雑にする要因として、これらのnsSNPsは、最も宿主免疫系にアクセス
可能なペプチドの領域内に主にクラスター形成しているラジカルアミノ酸置換を引き起こ
すことが多い。生じるアミノ酸置換は、重要なBおよびT細胞エピトープ[34,38］を変化さ
せることによって、免疫回避において機能すると考えられる。したがって、このような抗
原の統合された組換えバージョンによるワクチン接種は、株特異的な保護を生じる可能性
が高い[4,8]。世界的に有効なワクチンには、多段形標的に由来するいくつかの表面タン
パク質の保存された部分を含むと広く考えられている[30]。
【００８１】
　現在まで、限られた量の多型データのみが、PfMSP4およびPfMSP5につて利用できる[11,
31,32]。高度に固有な場所のPfMSP4およびPfMSP5の両方の多型を完全に探索するために、
配列分析研究が行われ、その結果がPolsonら、2005に示されている[33]。要約すると、Pf
msp5遺伝子配列は、高度に保存されており、潜在的に純化選択のものとにあることが見い
だされた。Pfmsp4遺伝子配列は、熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）表面抗原に関し
て、相対的に保存されていること[5]、および潜在的に平衡選択（N52およびG74）の下に2
つの部位を含む多形部位のN末端のクラスターを含むこと（残基45～81）が見いだされた
。これは、フランキング配列内の明らかに中立な（または、ヒッチハイク）多型のクラス
ター形成が観察されたことを説明するだろうし、BまたはT細胞エピトープ変異に連関させ
ることができる。平衡選択は、古典的に分子の免疫認識に対する影響を有する「相違」を
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て最も一般的なときは、対立遺伝子Bは、この対立遺伝子が免疫系、並びに優性対立遺伝
子よって認識されないので、有利である。したがって、対立遺伝子Bは、それが最も多く
の型になるまで、より一般的であり、免疫系は、対立遺伝子Bに対してコンピテントとな
り、この時点で、対立遺伝子Aであることが有利になる。最初に、平衡選択の存在は、MSP
4タンパク質が有効な免疫メカニズムの標的であることを示唆する。第2に、これは、貴方
が両方の対立遺伝子でワクチン接種をすること、またはタンパク質のこの領域を除外する
ことを必要とするであろう分野の人々を保護するために、保存された領域に対して免疫系
を作用させることを示唆する。肝細胞に特異的に結合することができる2つのPfMSP4由来
ペプチドの最近の同定に関して[34]、第1のもの（それは、MSP4p40の残基76～92を表す）
は、1つの準保存的多型（A81）をもち、第2のもの（それは、MSP4p40の残基113～135を表
す）は、1つの欠失（111～119）および／または1つの準保存的多型（G119）を含む。既存
のPfMSP4データセットにおいて、これらの配列内の相違は、相対的に低い頻度で存在し、
これらが機能的に重要な部位であるというアイデアをサポートする、（注；これらの配列
は、SALSAによっても表される（図2））。最後に、潜在的に平衡選択の下にもう一つの部
位V190があり、これはEGF様ドメインの最初のシステインの17残基上流に位置し、再びこ
れも、BまたはT細胞エピトープ修飾に関与し得る。
【００８２】
　合成遺伝子；PfMSP4の構築
　最初に、タンパク質分泌を促進するために、EGFドメインの3残基下流から始まるすべて
の配列を除去した。バキュロウイルス系は、このような配列を使用して昆虫細胞GPI部分
を組み込んで、およびタンパク質の細胞表面局在化を生じることができる（Bonnet et al
. 2006）ことが公知であるので、これには、GPI付着シグナルを含んだ。加えて、バキュ
ロウイルス発現系は、組換え類似体の天然のMSP1シグナル配列を正確に切断するが、天然
のMSP4の切断されたN末端は定義されされていないことが公知であるので、天然のシグナ
ルMSP4配列を保持した。プラスモディウム属において生じることは知られていないが、バ
キュロウイルスにおいてPfMSP4配列の2つの潜在性部位にて生じる）N-グリコシル化を防
止するために、セリン残基S65およびS73をアラニンに置換した。両方の残基は、小さな側
鎖（Ser = HO-CH2-、Ala = CH3-）を有し、これらの部位は、天然に多形であることは報
告されていなかったが、これらの変化が、タンパク質の局部的またはマクロ構造に対して
最小限の効果を有することが考えられる。一旦、C末端の6-his-タグおよび終止コドンを
含む残りの特色を付加したら、CODOPプログラムセットを使用して配列をキンウワバTrich
oplusia ni （High Five）細胞コドンの選択性に翻訳し戻した（表1）。
【００８３】
　NF54および合成遺伝子のMSP4コドン選択性
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【表１】

【００８４】
　CODOPは、HaleおよびThompsonによって提唱されたように、コドン最適化を実行するUni
x（登録商標） perlスクリプトであり[35]、他に詳細に記述されている[29]。再コドンヌ
クレオチド配列は、その後に手動処理によって最適化し、60～65℃のTmで38×40mersを生
じさせ、およびサブクローニングを促進するためにいくつかの独特の制限部位を含めた（
図3）。
【００８５】
　遺伝子の全体のGC含量を15%まで増加し、サブクローニングの容易さおよび効率を上昇
させ、かつ構築物操作の間に大腸菌（E. coli）によってなされる複製エラーの頻度を非
常に減少させた。38個のオーバーラップオリゴヌクレオチド（それぞれ40塩基の長さ）は
、Eurogentecから得た（標準的精製のみで）。遺伝子構築および増幅は、前述したように
達成した。
【００８６】
　簡潔には、遺伝子オリゴヌクレオチドを等モルの量に混合し（それぞれ25μM）、1μl 
pfu DNAポリメラーゼ（Stratagene）、5μL、10×産物緩衝液、200μM dNTPおよび2μLの
25mM MgSO4を含む50μL PCR反応に10倍希釈した。PCRプログラムは、94℃1分間の1回の変
性工程、続く94℃30s間、52℃30s間および72℃2分間の25サイクルから成った。全長遺伝
子産物を増幅するためには、5μLの遺伝子構築反応を1μl pfu DNAポリメラーゼ（Strata
gene）、5μL、10×産物緩衝液、200μM dNTP、2μLの25mM MgSO4およびそれぞれ500nMの
外側遺伝子構築オリゴヌクレオチド番号1および20を含む50μL PCR反応に10倍希釈した。
PCRプログラムは、94℃1分間の1サイクル、94℃45s間、68℃45s間および72℃2分間の25の
サイクル、並びに72℃10分間の最終伸長工程から成った。図4に示した主要な、および正
確な大きさの断片をゲル抽出して、シーケンシングのためにpMOSBlueにクローニングし、
Baculoviralゲノム（Baculogold、PharMingen）に組込みのためにベクターpVL1393に最後
に移した。この発現構築物をMSP4p40／Hisと呼ぶ。
【００８７】
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　修飾されたPfMSP4構築物
　また、2つのさらなるMSP4構築物を構築し、MSP4-EGF／HisおよびMSP4p30／Hisと命名し
た（図5）。主に結晶化研究の目的で、構築物MSP4-EFG／Hisは、MSP4 EGF様ドメインのみ
を発現するようにデザインした。PlasmoDBによって記述された予測されるシグナル配列（
残基1-20）および2つの下流の残基を含むPCR断片は、高忠実度PCRによって産生した。反
応には、遺伝子構築オリゴヌクレオチド1およびBgl II制限部位を含むリバースプライマ
ーMSP4modI（5'.-TAT-AGC-AGA-TCT-TTG-TCG-AAG-TTG-ATG-GTG-CA-3'）[配列番号：23]を
含んだ。合成遺伝子クローンpMosMSP4を鋳型として使用した。生じる86bp PCR産物を制限
酵素Bam HIおよびBgl IIで切断し、ゲル抽出した。次いで、以前に調製し、またBam HIお
よびBgl IIで消化してEGF様ドメインの上流のすべての配列を除去して残基D205～H252を
残したpMosMSP4ベクターに産物を結合させた（T４DNAリガーゼ；NEB）。
【００８８】
　MSP4p30／His構築物は、大部分の報告された多型が属する（図5において強調した）MSP
4のC末端から30残基（残基45～74）を除去するようにデザインした。残基1～44をコード
するPCR断片は、遺伝子構築オリゴヌクレオチド1、リバースプライマーMSP4modII（5'-AT
A TGG CTG CAG CCA AGA TCC TCA TGT TAA GCA T-3'）［配列番号：24] および鋳型として
のpMosMSP4ベクターを使用して産生した。断片は、154bpのサイズであり、3'および5'最
末端にてそれぞれ制限部位Bam HIおよびPst Iを有した。残基A75の顆粒のすべての配列を
コードするDNAの断片を、制限酵素Pst IおよびSpe I（これは、pMOSBlueベクター配列のM
SP4 ORFの下流にある）を使用して、ベクターpMosMSP4から切断した。2つのDNA断片をT４
DNAリガーゼ（NEB）反応中で等モルの量で合わせて、3日にわたって4℃にてインキュベー
トした。臭化エチジウムで染色した1%のアガロースゲルにおける2μLリガーゼ反応の分離
により、724bpの長さの必要とされる産物を含むいくつかの産物の存在が明らかになった
。この産物を、遺伝子構築オリゴヌクレオチド1および20と鋳型としての1μL結合反応液
とを使用する高忠実度PCRによって増幅し、ゲル抽出し、pMOSBlueへクローニングし戻し
た。合成遺伝子と同様に、MSP4-EGF／HisおよびMSP4p30／His遺伝子配列は、発現ベクタ
ーpVL1393にクローニングされる前に確認した。
【００８９】
　更なる発現構築物は、上記の合成MSP4遺伝子からデザインして、構築した。この発現カ
セットは、非多形、プロテアーゼ耐性およびタンパク質の構造的に無処置のC末端の領域
（p20と呼ばれ、後の節に記述した）の発現をできるようにデザインした。この構築物は
、MSP4p40／HisのxbaIクローニング部位の下流のすべてのヌクレオチド配列を含み、した
がって、Leu 130（含まれない）の下流のすべての残基をコードする。タンパク質分泌を
促進するために、MSP4シグナル配列さらに下流の9残基（Met1～Pro49）をコードするPCR
断片を、遺伝子構築オリゴ1およびリバースプライマーMSP4p21rev（ATT AAT CTA GAG GCT
 TTT CTT CAC CCA AGA TCC TCA TG）配列番号：25を使用して産生し、Bam HI／Xba I二重
消化したpMosMSP4p40／Hisに結合した。この構築物は、MSP4p21／Hisと命名し、配列をバ
クロウイルスゲノムに組込むためにpVL1319に結合される前に確認した。2つの補助的な同
様の発現構築物は、上記の合成のMSP4遺伝子からデザインして、構築した。これらの構築
物は、MSP4p21 ss1およびMSP4p21 ss2と命名し、両方ともLeu130の下流のすべての残基を
コードする。タンパク質分泌を促進するために、MSP4p21／Hisと同様に、MSP4シグナル配
列（Met1-Pro49）をコードする同じ配列を付加した。さらに、MSP4p21 ss1構築物の配列
（Asn50-Ser57およびLeu130）をコードし、およびMSP4p21 ss2のアミノ酸残基Leu130をコ
ードする、MSP4p40／His構築物のいくつかのコドンを付加した。
【００９０】
　PfMSP5合成遺伝子の構築
　Pfmsp4について記述したのと同じ手順を使用して、Pfmsp5合成遺伝子をデザインした。
3D7株のGenBankタンパク質配列で開始して、GPI付着シグナルの上流の3残基で始まるすべ
ての配列を除去し、6-His-タグと置換して、3つのグリコシル化部位をセリンからアラニ
ンへの突然変異（S83、S102およびS126）によって崩壊させ、N末端のシグナル配列を無処
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置のままにした。CODOPによって実行したコドン修飾を表2において考証してあり、全ての
合成遺伝子配列を図6に示してある。
【００９１】
　3D7および合成遺伝子のMSP5コドンの選択性
【表２】

【００９２】
　PfMSP5合成遺伝子のPCR構築は、前述したように行い、配列内にリピートモチーフが存
在しないことにより、高度に純粋な最終産物が産生された（図7）。PCR産物をゲル抽出し
て、pMOSBlueにクローニングし、Baculoviralゲノム（Baculo-gold、Stratagene）に組込
みのためにpVL1393ベクターに移す前にシーケンスした。
【００９３】
　こうして調製された構築物を評価し、結果を以下の実施例に報告してある。
【実施例】
【００９４】
　実施例1
　昆虫細胞におけるPfMSP4の発現
　標準的方法[36]を使用してウイルスを産出した後で、試験感染を、150cm2培養瓶（Corn
ing）において行った。感染は、1時間、10のウイルス多重度にて行った。3日後に上清を
収集し、talon樹脂上でバッチ精製した。予測されるサイズのタンパク質産物は、構築物M
SP4p40/His（40kDa）およびMSP4p30/His（30kDa）で見られたが、構築物MSP4-EGF/Hisで
は、タンパク質が見られなかった（さらに下記で論議した）。MSP4p21/Hisの発現は、い
まだ解析の予備的段階である。
【００９５】
　MSP4p40およびMSP4p30の両方の産生をスケールアップして、箱からスピナフラスコ培養
へ移した。タンパク質収量を最適化し、タンパク質分解（スピナのより激しい条件下で頻
繁に見られる）を制限するために、時間経過実験を行った。MSP4p40/HisまたはMSP4p30/H
isが感染したスピナ培養（210mL）をスポドプトレア・フルギペルダ（Spodoptrea frugip
erda）（SF9）昆虫細胞およびHigh Five昆虫細胞の両方のために準備した。試料（8 mL）
を、24時間、30時間、36時間、42時間、48時間、54時間、60時間および72時間にて収集し



(23) JP 2009-517016 A 2009.4.30

10

20

30

40

50

、細胞死統計のために顕微鏡によって解析し、次いで、20 mM Tris HCl（pH8）；500 mM 
NaClに対して透析した。タンパク質を、試験管プロトコルを使用してtalon樹脂上で精製
して、100μLの100 mMイミダゾール；20 mM Tris HCl（pH8）；500 mM NaClで溶出した。
ある時間にわたった細胞死の割合をそれぞれの感染についてプロットし、それぞれの溶出
の20μLの試料を構築物および細胞型の両方について並行して解析した（図8）。
【００９６】
　予想通りに、High five細胞は、SF9細胞よりはるかに高いタンパク質収率を生じた。し
かし、タンパク質分解が始まる長い発現期間（48時間を超える）の後で、MSP4タンパク質
は完全に分解せず、むしろより小さな安定な、約20 kDaの産物（MSP4p20）へと分解した
。この産物は、MSP4p30感染の後期の段階においてもまた見られた。すべてのタンパク質
は、C末端のヒスチジンタグを介して精製したので、この産物は、EGF様のドメインおよび
プロテアーゼに耐性な堅い構造を形成するいくつかの上流配列を含むにちがいない。これ
は、EGF様のドメインの上流領域が、還元感受性のB細胞エピトープを有しているというWa
ngら（2001）[13]の発見と一致する。
【００９７】
　実施例2
　N末端シーケンシングおよび質量分析
　時間経過実験から得られる情報を使用して、3つの異なる純粋なMSP4タンパク質標品を
、異なる時点にて培養SNを収集することによって産出した。第1に、MSP4p40と表した全長
MSP4、第2に、全長の修飾産物であるMSP4p30および第3に、分解産物であるMSP4p20。標準
的なHigh Fiveスピナ培養におけるそれぞれの産物についての平均タンパク質収量は、そ
れぞれ8 mg/L、6 mg/Lおよび8 mg/Lであり、収集の時間を反映しており、より早い時点で
の収集産物ほど、より少ないタンパク質を生じる。市販のバキュロウイルスコンピテンス
（Henogen）においてなされた最近の進展を考慮すると、これらの収率は、最小限の見積
もりであると考えられる。
【００９８】
　それぞれの産物のN末端のシーケンシングは、強力で明らかなシグナルを産出し（p40：
41残基にて始まるMRILG、p30：41残基にて始まるMRILA、p20：132残基にて始まるKSPKE）
、in vivoの熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）シグナル配列は、実際、PlasmoDB（ht
tp：//plasmodb.org/plasmodb/servlet/sv?page= gene& source_id=PFB0310c）によって
予測されるような長さの2倍（20に対しての40残基）であってもよい。MSP4p40およびMSP4
p20の同一性は質量分析によってまた確認して、タンパク質は、実際にそれぞれ23.554 kD
aおよび13.714 kDaの分子質量を有している。
【００９９】
　バキュロウイルスで発現したMSP4のN末端の配列は、寄生虫によって使用されるシグナ
ル配列を同定する可能性が高い。第1に、MSP4-EGF/His構築物は、PlasmoDB予測されたシ
グナル配列に加えてさらに3つの下流の残基を含み、培養SNにおいて決して検出されなか
った。第2に、Pfmsp4遺伝子内で同定される多形の部位のN末端のクラスターは、45番目の
コドンにて始まる。Polsonら2005[33]で記録された解析によって示唆されるように、コド
ン45の下流の遺伝子の領域が、集団内の対立遺伝子型のバランスをとっることによって回
避メカニズムを展開すると思われる効果的な免疫反応の標的である（52および74残基が関
与する。図5を参照されたい）。したがって、シグナル配列切断部位（MRIL）に寄与する4
つの保存された残基からなるPfMSP4のプロセスされたN末端は、このタンパク質のよりア
クセスしやすい領域に優先的に方向付けられる免疫反応の有効性を減少させることができ
る多形部位のクラスターに直接続く可能性が高いようである。
【０１００】
　実施例3
　シグナル配列の疎水性度
　バキュロウイルス系によるMSP4構築物のために使用した切断部位は、天然の切断を再生
することをさらに確認するために、バイオインフォマティクス研究を、以前に報告された
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天然の熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）シグナル配列に注目して行った。2001年に
おいて、公知の熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）シグナル配列切断部位を比較する
研究が公表された[37]。このようなデータを得る際に関与する技術的困難性のため、わず
か10個のこのような配列が存在するにすぎない。この研究の目的のために、それぞれのタ
ンパク質の、報告されたシグナル配列切断部位に集中する、80残基のタンパク質配列を選
択して、局部的な疎水性度の値を算出するために提出した（パスツールサーバーを介して
）。Nacer 2001において報告された3つのタンパク質切断部位の疎水性プロフィールおよ
びバキュロウイルス系におけるMSP4p40のものを図10に示してある。上部パネルにおいて
、KAHRPおよびMSP1シグナル配列の両方は、古典的な疎水性プロフィールを表し、疎水性
度の値が中性のラインを（ポジティブからネガティブに）横切る直後に切断が生じている
。PfMSP1シグナルの切断は、バキュロウイルス系によって忠実に行われることが知られて
いる（Bonnet et.al. 2005）。局部的な疎水性度の同様の顕著な変化が、予測された切断
部位でのMSP4p40タンパク質配列のN末端内に存在していない場合、疎水性度における最大
の局部的変化（ネガティブからポジティブへ）の後のさらに下流で切断が実際に生じる。
このプロフィールは、S抗原で見られたものにマッチし、したがって、独特ではないが、M
SP4p40シグナル配列が40残基の長さであるという知見に重きが置かれる。
【０１０１】
　実施例4
　昆虫細胞におけるPfMSP5の発現
　MSP5/Hisウイルスのストックを以前に記述したように産生し、試験感染および時間経過
研究を、MSP4p40/Hisについて記述したように行った。図11に示したように、3つの異なる
PfMSP5に由来する産物は、SDS-PAGEゲル電気泳動下でおよそ45、35および10 kDaにて移動
して検出された。興味深いことに、2つのより大きな産物は、より大きなものが産生され
て、その後に分解してより小さなものが形成するのではなく、時間経過実験の初期の間に
同時に存在するように見えた。PfMSP4で見られた状況に対するもう一つの著明な相違は、
研究した2つの細胞株の逆のタンパク質産生能力であり、SF9は、桁違いに早い増殖を行い
、High Five細胞はより脆弱であった。これは、本来、PfMSP5がPfMSP4とは非常に異なる
特性を有することを示唆する証拠の最初の部分であった。第2は、N末端のシーケンシング
データに由来する。
【０１０２】
　実施例5
　N末端シーケンシングおよび質量分析
　MSP5発現の2つの最も大きな産物のN末端のためのシグナルを得ることはできなかったが
、これらの両方がN末端の修飾を有し、これがN末端のシーケンシングにおける必須なイベ
ントであるペプチド主鎖の破壊を遮断することを示唆している。より小さな10 kDaの産物
のシーケンシングは良好であり、この産物のN末端が189残基にて始まると定義した：YNKV
E［配列番号：26]。この産物の同定は、質量分析によっても確認され、これは、7.746 kD
aの実際の分子量を有する。加えて、MSP5ウイルスゲノムの配列も確認され、YNKVE [配列
番号：27]の残基は、正確なORFにおいてのみ存在し、したがって、これまでに未決定の産
物としてこれらは、PfMSP5にちがいない。
【０１０３】
　2つの最も大きなMSP5産物についてのMALDI-MSによって得られた質量値は、それぞれ、2
4.679および20.551 kDaであり、MSP5タンパク質配列のみに由来する任意のポリペプチド
にマッチせず、これらのタンパク質が転写後修飾を有するという考えを支持した。起こり
うるN末端遮断修飾を調べるために、MSP5配列をExPASYホームページ経由でprositeに提出
した。これにより、C14脂肪酸の同時翻訳付加を指揮することができる2つのN-ミリストイ
ル化部位の存在が明らかになった（42残基目：GGFTSK、および66残基目：GSLPTK）[38]。
しかし、これらの修飾は、N末端に限定的であり、N末端のシーケンシングを遮断すること
ができる一方、これらは、適切な質量値（それぞれ、24,015および21,301）を生じない。
しかし、グリシン残基のN末端修飾を導くモチーフは、真核細胞によって行われるミリス
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トイル化の唯一の形式ではない。また、これらは、ミリストイル基で、任意のN末端のグ
リシンおよび任意のリジンを転写後修飾することができる（下記に概説する）。これらの
可能性と共に考えると、推定上の位置は、現在未決定であるが、それぞれのMSP5産物（p4
5およびp35）が2つの脂肪酸修飾を有すると仮定することによって、24.673kDaおよび20.5
53kDaに近接した一致が得られる。
【０１０４】
　実施例6
　脂肪酸修飾およびプラスモディウム属
　グリコシル化、パルミトイル化、N-ミリストイル化およびミリストイル化を含む、真核
細胞によって使用される、いくつかの異なるタイプの特別な翻訳修飾がある。これらのう
ちで、第1のものは、ここで発現されるMSP5タンパク質には存在しない。この種の修飾が
熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）によって行われないことが知られているので、す
べてのグリコシル化部位を、合成遺伝子の構築の間にタンパク質配列から除去した。第2
の修飾のタイプは、全体として真核生物においてあまりよく理解されておらず、パルミト
イル化が酵素依存的および酵素非依存的な両方の経路を介して生じうると考えられる[39]
。現在まで、任意のパルミトイル化された熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）タンパ
ク質の報告はなかった。しかし、タンパク質のN-ミリストイル化は、プラスモディウム属
において重要であると示された。Pf N-ミリストイルトランスフェラーゼ遺伝子相同体を
同定し（PlasmoDB PF14_10127）、ヒトおよび酵母の遺伝子オルソログに高度に相同的で
あることが見いだされた[40, 41]。もしこの酵素がブルーストリパノソーマ（Trypanosom
a brucei）および森林型熱帯リーシュマニア（Leishmania major）などのその他の寄生性
原虫に対するのと同様に、プラスモディウム属に対して重要であるなら、複数のタンパク
質のN-ミリストイル化が寄生虫成長のために必須であると予想することができる。実際、
PfADF（リボソームの因子）のN末端のミリストイル化は、GTPの結合を媒介し、酵素活性
を促進するために重要であることが示された[42]。この脂肪酸修飾（N末端のグリシンお
よび内部のリジンの両方での）は、膜へのタンパク質の局在化およびタンパク質-タンパ
ク相互作用の安定化を含む、より高度な真核生物における種々の役割を演ずることが示さ
れた[39, 43-45]。
【０１０５】
　実施例7
　バキュロ系において
　昆虫細胞のバキュロウイルス感染は高次元の真核細胞系であるので、多くのタイプのよ
り進化したタンパク質修飾を行うことができる。実際、この系は、いくつかのNミリスト
イル化されたタンパク質を産出するために特異的に使用されており、NAP-22が最も記述さ
れている[46]。
【０１０６】
　実施例8
　抗体産生
　ウサギポリクローナル抗血清は、組換えMSP4p40、MSP4p20およびMSP5（p45およびp35）
にたいして、標準的な免疫化手順を使用して、EUROGENTECによって産出した。すべてのウ
サギは、免疫化（抗原あたり2羽のウサギ）前にMSP4またはMSP5について陰性であり、3ま
たは4回の免疫化の後のELISAによって決定されるように高力価の特異的な血清抗体を産生
した。還元および非還元組換えタンパク質に対する最終時点の力価を図12に示してある。
パネルBに示したように、ウサギNo.8からの抗体によるMSP4p20の認識は、抗原が還元され
る時に50%以上減少し、MSP4p20タンパク質のエピトープの多くが高次構造的であることを
示している。還元は、主にジスルフィド結合構造に影響を及ぼすので、このデータは、MS
P4p20のEGF様ドメインが無傷であり、少なくとも１つのB細胞エピトープを形成すること
に関与することを示す。
【０１０７】
　実施例9
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　寄生虫由来MSP4
　予備的な免疫ブロットデータは、前述したポリクローナル免疫血清を使用して作製され
ており、図13に示してあり。MSP4についてのデータは、40kDaのタンパク質が専ら後期寄
生虫の調製物のTriton X100可溶性画分において検出されるというR. Coppelのグループに
より公開された結果[9]と一致する（図13A）。MSP4、MSP4p20のC末端の領域の特性を調べ
るために、プールしたウサギ血清（R6-9）および2002年においてSenegal のDielmoで収集
したヒト血清を、固定したMSP4p20に対してアフィニティー精製した（Amersham： NHS-ac
tivated Sepharose 4 fast flow）。非同調性寄生虫材料（SDS-PAGEによって分離し、ニ
トロセルロース膜へ転写した）をこれらの血清でプローブしたときに、以前に観察された
40 kDaでのバンドに加えて、およそ18 kDaのバンドも見られ（図13B）、自然感染におい
て、MSP4抗原がMSP1p42に類似のタンパク質分解のプロセシングを受け得るか、またはバ
キュロウイルス感染の後期において得られるような自己制御様式でのプロテアーゼによっ
て分解され得ることを示唆している。熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）メロゾイト
のMSP4p20エピトープの天然の存在をさらに確認するために、間接的な免疫蛍光アッセイ
法（IFA）を、風乾した非同期成長の寄生虫培養で行った。メロゾイト特異的な染色は、
ヒト抗MSP4p20で見られ、二次抗体単独またはマラリア未感染血清で何も染色されなかっ
た（図13C）。
【０１０８】
　実施例10
　寄生虫由来MSP5
　バキュロウイルスが発現したMSP5に対して生じたポリクローナル血清を使用して得られ
た免疫ブロットデータは、その他のグループによって公開されたもの[9]とは非常に異な
るプロフィールを示し、彼らは、MSP5の検出に明らかな問題を抱えており、それが低レベ
ルで発現されていることを示唆する。本発明の免疫ブロットデータは、抗MSP5特異的な血
清で強力なシグナルを示す（図13D）。MSP4とは異なり、寄生虫由来MSP5は、また、粗雑
に調製した寄生虫抽出物の膜画分にも存在しており、これはGPIアンカーを有するだけの
タンパク質と変わらぬ様式で分画しないことを示唆する。実際に、還元した寄生虫材料に
注目した場合、推定のNミリストイル化MSP5に対して調製したポリクローナル血清は、そ
の他のNミリストイル化されたタンパク質とも交差反応し得ると結論づけることができ、
さらに、これが熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）における重要かつ頻繁に使用され
る翻訳後修飾であるという考えを支持する。
【０１０９】
　実施例11
　ヒト免疫血清の解析
　本発明のタンパク質産物がマラリアに感染した個体の抗体によって認識されることを確
実にするために、Senegal（Dielmo）における風土病村で生活している9人のランダムに選
択された準免疫成人の血清を、ELISAによって解析した（図14）。すべての個体は、すべ
てのタンパク質産物について陽性であった（標準偏差3倍に加えて対照血清より大きいOD
値を有する）。相対力価は、個体間でおよび産物間で変化したが、全体の最終時点の力価
は、MSP4について1x105およびMSP5について1x104であった。ウエスタンブロット解析（図
15）は、MSP4について高度に陽性の2人の個体（個体3および9）並びにMSP5について高度
に陽性の1人の個体（個体8）からの血清を使用して行った。以前に抗MSP1p19で見られた
ように、EGF含有メロゾイト表面タンパク質に対するヒト抗体は、凝集した材料に対して
特に親和性を有していた（図15）。
【０１１０】
　実施例12
　Senegalにおける抗MSP4抗体；保護における役割
　自然感染における抗MSP4抗体のための推定上の役割をさらに調べるために、疫学調査を
行った。MSP4の3つの異なる精製された形態であるp40、p30およびp20は、他で考証された
大規模な先見の明ある研究で評価されたており（参照[47]を参照されたい）、実施例16に
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おいて下記に詳述してある。
【０１１１】
　要約すると、組換えMSP4タンパク質のそれぞれの形態は、90%を超える血清有病率で強
く認識されたが、有意に異なる平均のIgG OD比（p40 = 20±10、p30 = 12.3±7.3およびp
20 17.3±10）を示した。すべてのマラリア抗原で見られるように、抗体力価は、年齢と
共に増大し、保護との相関は、年齢で調整した進行モデルを使用して対処しなければなら
ない。この形態の解析を使用して、MSP4p40抗体ではなく抗MSP4-p30および抗MSP4-p20は
、臨床的なマラリア発症の減少した発病率に正に相関した（それぞれP = 0.036、P = 0.0
18+ 0.067）。これらの知見は、MSP4タンパク質のN末端領域内の潜在的にバランスをとっ
ている多型の同定を強化し、MSP4に基づいたワクチン構築物においてタンパク質のこの領
域を欠失させるという考えを特に支持する。
【０１１２】
　実施例13
　Senegalにおける抗MSP5抗体；保護における役割
　自然感染における抗MSP5抗体の役割をさらに調べるために、疫学調査を行った。MSP5の
2つの高分子量型を含む標品は、他に記述されたように解析した（参照[47]を参照された
い）。血清有病率は、MSP4に関するよりもMSP5に関してより低い（59%）ものの、臨床的
なマラリア発症の減少数との高度に有意な統計的相関が、年齢を調整した進行モデルを使
用して観察された（P = 0.0028）。以前に考察したように、この抗原は、GPI修飾につい
て見られるように、脂質が誘導する免疫原性および抗感染免疫における免疫反応にとって
潜在的な重要性を持つ脂肪酸修飾を有し得る[48]；Bonnetら、2005（作成中の刊行物）。
【０１１３】
　要約すると、PfMSP4は、C末端にEGF様ドメインを有し、GPIアンカーによってメロゾイ
ト表面に結合する。その機能は、未知であるが、生存可能なPfMSP4「ノックアウト」変異
体は観察されなかったため、寄生虫生存のために必須と思われる。3つの組換えPfMSP4構
築物は、EGF様ドメインの適切な折りたたみを含む天然の抗原の複製を最適化するために
、バキュロウイルス昆虫細胞発現系において、可溶性な分泌タンパク質として発現される
。2つの構築物は、それぞれN末端の近くの多形領域からの30アミノ酸の欠失を伴い、また
は伴わないMSP4外抗原（分泌を可能にするC末端の疎水性残基なし）のMSP4p30およびMSP4
p40に対応する。第3の20 kDaのタンパク質は、EGFドメインを含むMSP4のC末端半分にほぼ
対応する（MSP4p20）。より直接的様式でのこの抗原の発現は、前述した構築物MSP4p21/H
isを使用して評価されている。3つの異なる抗原に反応する抗MSP4抗体は、マラリアに曝
露されたヒトにおける自然獲得免疫に関して、伝播が季節的である中間的な風土病の村で
生活している205個体の断面調査で比較した。
【０１１４】
　伝播期以前には、3つの構築物を強く認識した：血清有病率は90%を超えないが、MSP4p4
0、MSP4p30およびMSP4p20についてそれぞれ20±10、12.3±7.3および17.3±10の有意に異
なる平均IgG OD比であった（約5×10-3力価）。MSP4構築物に反応する抗体は、成人より
も有意に低いIgGレベルを有する15歳より下の個体と年齢相関した（P<0.001、Rho 0.25-0
.33）。伝播期を含むその後の6月の期間の間の臨床的発病の解析は、年齢補正モデルにお
いて、両者とも多形性の領域を欠いているMSP4p30およびMSP4p20の両方に反応するIgGの
存在は、マラリアの臨床的発症の減少した発病率と有意に関連したが、多形領域を有する
MSP4p40は、関連していなかった（P<0.05、比# 0.75）ことを示した。まとめると、これ
らの結果は：（i）バキュロウイルス組換え抗原を使用してモニターすると、PfMSP4に反
応する強力な自然に獲得したIgGが存在する；（ii）抗MSP4 IgGは、臨床的なマラリアに
対する保護と相関する、および；（iii）可変領域に反応するIgGは、別の保護に関連する
抗MSP4 IgGを妨げるかもしれない。
【０１１５】
　実施例14
　PfMSP4モノクローナル抗体
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　PfMSP4に特異的な4種のモノクローナル抗体（mAb）は、3つの異なるエピトープを認識
する。
【０１１６】
　モノクローナル抗体L11-16は、p40（完全なPfMSP4の多形性外部ドメイン）によって誘
導される2つのその他の代表である。還元非感受性のそのエピトープ（17B）は、PfMSP4の
N末端の半分に位置する（non-p20；16A）。これは、特にPfMSP4の不均一な凝集体と反応
し、その形成は、還元感受性であり（図16A）、非還元（nR）および部分的還元（R）SDS-
PAGEにおける高分子量物質が、実際にPfMSP4であることを証明するために役立った（バキ
ュロウイルスPfMSP1p19について以前に見られたとおり）。
【０１１７】
　モノクローナル抗体F12-7は、PfMSP4 p30（多形性領域を欠く）によって誘導され、PfM
SP4のp20のC末端半分における還元に反応しないエピトープを認識する（図16Bおよび17B
）。L11-16と比べて、その明らかな減少した凝集体との反応性は、そのかなりより低い親
和性のためであろう：
　クローン　　アイソタイプ　　KD-MSP5　　エピトープ
　L11-19　　　　IgG1　　　　　3.2 10-9　　　A
　F12-7　　　　 IgG1　　　　　1.0 10-7　　　C
　実施例15
　PfMSP5モノクローナル抗体
　PfMSP5（p45+p35）に特異的な7種のモノクローナル抗体（mAb）は、5つの異なるエピト
ープを認識する。
【０１１８】
　モノクローナル抗体G21-2は、p45およびp35のPfMSP5産物を認識し（図18A）、そのエピ
トープは、還元感受性でない（図18Aおよび19A）。別々のより高分子量の凝集体と反応し
（図18A、nR）、その形成は、還元感受性である（図18A、R）。
【０１１９】
　モノクローナル抗体J18-14は、p45のみを認識し、そのエピトープは、還元感受性であ
る（図19B）。また、これは、凝集体と反応する。
【０１２０】
　これらの抗原は、C末端のヘキサヒスチジンタグを介して精製したので、p45およびp35
がN末端で異なることは考えられる。これらの特徴は、J18-14エピトープがC末端のEGFド
メインおよびN末端の両方を含む高次構造に対応し得ることを示唆する。両方のモノクロ
ーナル抗体は、同様の親和性を有する：
　クローン　　アイソタイプ　　KD-MSP5　　エピトープ
　G21-2　　　　　IgG1　　　　　2.8 10-8　　　B
　J18-14　　　　 IgG1　　　　　4.2 10-8　　　D
　これらの2つのモノクローナル抗体の反応性は、PfMSP5産物を定義するために使用する
ことができる。
【０１２１】
　実施例16
　曝露された個体の免疫血清および集団
　以下の結果は、（A）風土病の地域で生活している病気の症候が明らかでない個体から
採った過免疫血清の対照プール、（B）2005年6月に収集したDielmo（完全な風土病の伝播
）の村からの個体の血清および（C）伝播シーズンが始まる前の2000年7月および8月にNdi
op（中間的な風土病の伝播）の村において収集した205血清の集団を使用して得られた。
その集団は、3および75歳の年齢の間に、108人の男性および97人の女性を含んだ。臨床的
発作を以降5月の間に活発に記録し、合計278の臨床的発症を治療した（Perraut et al, J
ID 2005 191 264-271）。
【０１２２】
　解析プロトコル
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　（1）抗原コーティングの最適化、（2）試験される標準的な血清希釈の選択、（3）血
清の集団の系統分析法、（4）中央OD比値の算出、（5）年齢による結果の層別化、（6）
浸潤および増殖阻害についての選択した血清の機能解析、（7）選択した血清グループに
ついてのアイソタイピング、（8）臨床発症データに対する中央OD比の関数として層別化
される結果の統計分析。
【０１２３】
　（1）較正：抗原をコーティングする2つの濃度の1および0.5μg/mlを使用して、「血清
過剰免役」（SHI）およびDielmo（2005）の村からの選択された個体の希釈系列を試験す
る。
【０１２４】
　結果：0.5μg/mlでのコーティングは、結果が村およびSHIからの両者の個体について、
1μg/ml の抗原で見られたのと同じであったので、至適であることが分かった。選択した
個体の反応は、NdiopよりもDielmoにおいて強力であり、MSP5は、MSP4より低い程度の抗
体反応を示した。図20Aおよび20Bを参照されたい。
【０１２５】
　（2）較正：SHIおよびDielmoからの陽性血清の滴定
　結果：図21A、21B、21Cおよび21Dを参照すると、Dielmoからの血清（60605）を使用し
たときに、抗MSP4反応は、高度に陽性であった（＞SHI）。しかし、ODは、2000年のNdiop
集団で後に得られたODに比べて比較的低く、それにもかかわらず、SHIの力価は、同程度
であった。一見すると、検出された抗体は、鋭角の曲線で示されていたので、以前の研究
からのMSP1に対するものと比較して、相対的に低い親和性を有するように見えた。
【０１２６】
　SHI力価に対して　　MSP5=1/1600
　　　　　　　　　　　MSP4-40 MSP4-30 MSP4-20=1/3200。
【０１２７】
　（3）Ndiop集団2000年の解析：一次結果
　SHIは、それぞれのアッセイ法において系統的に滴定した。OD比を、それぞれのプレー
ト上の一連のSHI対照に関して算出した。この集団については、1/200希釈でのOD比は、す
べて高かったが、実際の力価は、平均的であった（4～6の間のOD比値は、約1/2000の最終
時点の力価を与える）。
【０１２８】
（下記の結果）
　力価の結果／OD比
【表３】

【０１２９】
　（4）反応者の発病率
　以下の表には、2000年のNdiopからの集団の個体からの抗体反応の特徴を示してある。
陽性反応者は、2を超えるOD比をもつとみなした。以下に示すように、MSP4は、ほとんど
すべての個体（＞90%）によって認められ、MSP5認識は、実質的により低かった（約60%）
。



(30) JP 2009-517016 A 2009.4.30

10

20

30

40

50

【表４】

【０１３０】
　（5）年齢およびその他の抗MSP反応との相関
　図22A、22B、22Cおよび22Dを参照すると、その他の抗MSP反応との有意な相関があった
。
【０１３１】
　- MSP1で、有意なRho # 0.27-0.36
　-種々のMSP4抗原との間で、Rho >0.9
　-MSP4およびMSP5との間で、Rho # 0.44-0.47
　Ndiop集団において、個体の年齢との有意な相関があったが（P<0.001、Rho0.33～0.22
）、MSP1とのものよりもわずかに目立たなかった。抗MSP5抗体反応は、年齢と最も相関し
なかったが、＜15歳の個体は、有意に低いレベルの抗体を有した。
【０１３２】
　MSP4に対する着目：MSP4抗原の相違
　図23を参照すると、MSP4の異なる断片の認識のレベルには、高度に有意な相違がある（
P<0.001）。逆説的に、最も小さなおよび最も大きな抗原（p20およびp40）は、抗原MSP4-
30（またはMSP4md2）よりも優れて認識され、それ自体は、全長MSP4（MSP4-40）よりも小
さい30残基だけである。この結果は、それが免疫回避ストラテジーの存在と一致するよう
であるので、興味深く、この場合、抗体反応は、可変ドメインに対して集中する。これに
より、IgG反応と浸潤阻害との間の相関が無いことを説明することができるであろう（下
記を参照されたい）。
【０１３３】
　（6）機能試験との関係
　図24Aおよび24Bを参照すると、MSP4p40、MSP4p20、MSP4_mod（p30）（<20>）またはMSP
5（<2.4>）についての中央OD比値の間の二比較に基づいて、成長または浸潤阻害における
有意差は無い。（この特性は、この集団における抗MSP1p19抗体について統計学的に有意
であるだけのように見えた）。しかし、メロゾイト食作用に関しては、有意差がある。メ
ロゾイト食作用とのこの機能的相関は、この現象が特異的なAb力価（したがって、OD比率
）の全体の増大と関連し、これは、風土病の地域における年齢の関数として増大すること
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【０１３４】
下記の図を参照されたい：
　（7）アイソタイピング
　解析は、MSP4-40およびMSP5についての限られた数の血清に限定された。結果は、図25A
および25Bに示してある。MSP4-p40については、アイソタイププロフィールは、IgG1+、Ig
G3+であり、ごくわずかな量のIgG4であった：
　-力価と最近の循環寄生虫血症との間に相関はない。
【０１３５】
　-IgG3レベルは、15歳＞個体についてより高く（P=0.006）、最近マラリア発症にかかっ
た人々と同じであり（P=0.03）、これは、発症が風土病の地域において年齢と関連した事
象であるので、予想できる結果である。
【０１３６】
　-IgG1およびIgG3は、IgG反応の有意な成分であり、それぞれIgGの40%および30%を表し
た。
【０１３７】
　-強力な反応者については、IgG反応と浸潤阻害との間に有意な関係が存在する（IgGサ
ブクラスに非依存的）。
【０１３８】
　MSP-5については、アイソタイププロフィールは、主にIgG1である。
【０１３９】
　-最近の循環寄生虫血症（有意性P=0.06近く）または年齢との関係において相違がない
。
【０１４０】
　-IgG1は、IgG反応の有意な主要構成要素であり、反応の75%の合計となった。
【０１４１】
　-IgG反応と浸潤または増殖阻害との間に相関はなかった（特定のアイソタイプは関連し
なかった）。
【０１４２】
　（8）マラリア発症との相関
　年齢補正したポアソン回帰モデルを使用して、追跡調査期間の間にAg構築物およびマラ
リア発症の発病率に対して抗体反応性との間の関係を解析した。これらの抗原は、2000年
のNdiopの村からの205個体の先見の明ある集団研究において、臨床的発症に対する保護と
有意な相関を示した。
【０１４３】
　・MSP4に関して
　MSP4-p40およびMSP4-p30に対するIgG力価の間に有意差が見られたという前述の観察と
一致して、全長抗原（MSP4-p40）に対する抗体反応は、保護と相関しない。しかし、抗原
の30残基の可変ドメインの無い構築物（MSP4-p30）および最も小さな抗原（MSP4p20）構
築物に対して向けられた抗体の反応性は、保護と有意に関連する（P<0.05）。これらの知
見は、タンパク質のN末端での残基多型が免疫回避に関与すること、およびタンパク質の
この領域に向けられた抗体は、（A）限られた親和性を有し（B）株の特異性を示し、した
がって大多数の株に限定された効果を有し、または/および（C）APLの存在のために、親
和性成熟を達成できないか、もしくは必要とされるT細胞補助を欠くという考えを補強す
る。関与するメカニズムに関係なく、このデータは、保存されたタンパク質サブユニット
が、免疫回避において機能すると考えられる多型の領域を含むことが多い完全な実体より
も広範な特異性免疫を誘導するより良い機会を有するという考えを支持する。
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【表５】

【表６】

【表７】

【０１４４】
　高力価と疾患発症の減少との間に高度に有意な相関を見いだした。抗原によって保持さ
れると予測される脂肪酸修飾からみて、これらの結果は、重症度および抗脂質反応に関し
て興味深い意味を有する。
【表８】

【０１４５】
　上に示されたデータから描区ことができる主要な結論は、（1）バキュロウイルスで発
現したMSP4 およびMSP5は、MSP1p19について見られたものと同様の活性を有するワクチン
として有用であり、（2）これらの抗原は、個体を免疫することによって強く認識され、
（3）MSP4の保存されたドメイン（p30およびより相応しいp20）のIgG認識の中央値および
高度に保存されたMSP5抗原のものよりも高いことは、臨床的なマラリアに対する天然の保
護と相関する。
【０１４６】
　実施例17
　MSP4p20発現構築物
　MSP4p20の発現のために、熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）MSP4合成の遺
伝子配列から2つの構築物をデザインした。1つの構築物は、PfMSP4p21ss1と他に名付けら
れたMSP4p21ss1として同定される[配列番号：28]。構築物MPS4p21ss1によってコードされ
るオープンリーディングフレーム［配列番号：19]および予想アミノ酸配列［配列番号：2
0]を以下に記述してある：
　構築butMPS4p21ss1のヌクレオチド配列
　＞MSP4p21 ss1 ATGTGGATCGTAAAGTTCTTGATTGTGGTCCACTTCTTCATCATATGCACCATCAACTTCGACA
AGCTCTACATTAGTTACTCTTACAACATCGTCCCTGAAAACGGACGTATGCTTAACATGAGGATCTTGGGTGAAGAAAAG
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CCTAACGTTGACGGTGTGTCAACATCTctaGAAAAGAGTCCCAAGGAGAGTCAAATGGTCGACGACAAGAAGAAGACCGA
GGCCATTCCAAAGAAAGTCGTGCAGCCAAGCTCGAGCAACTCTGGAGGTCACGTCGGTGAAGAAGAAGACCACAACGAAG
GAGAGGGAGAGCACGAAGAGGAGGAAGAACACGAAGAAGACGATGACGACGAGGACGACGACACATACAACAAAGACGAC
TTGGAGGACGAAGATCTTTGCAAGCACAACAACGGAGGATGTGGAGATGACAAGCTCTGCGAGTACGTTGGAAACCGTCG
CGTAAAATGTAAATGTAAGGAAGGATACAAGTTGGAAGGAATTGAGTGCGTTGAACACCACCACCACCATCACTAA［配
列番号：28]
　構築物MSP4p21 ss1によってコードされるオープンリーディングフレーム
　＞MSP4p21 ss1 MWIVKFLIVVHFFIICTINFDKLYISYSYNIVPENGRMLNMRILGEEKPNVDGVSTSLEKSPKE
SQMVDDKKKTEAIPKKVVQPSSSNSGGHVGEEEDHNEGEGEHEEEEEHEEDDDDEDDDTYNKDDLEDEDLCKHNNGGCGD
DKLCEYVGNRRVKCKCKEGYKLEGIECVEHHHHHH［配列番号：19]
　明るい灰色（GEEKPNVDGVSTS）： MSP4p40の配列における残基MRIL直後の付加されたア
ミノ酸
　濃い灰色（L）：前記明るい灰色で表示されたアミノ酸配列直後の、MSP4p40の配列にお
けるMSP4p20配列の開始に直接先行する付加されたアミノ酸L
　予想されるタンパク質産物MSP4p21 ss1
MRILGEEKPNVDGVSTSLEKSPKESQMVDDKKKTEAIPKKVVQPSSSNSGGHVGEEEDHNEGEGEHEEEEEHEEDDDDED
DDTYNKDDLEDEDLCKHNNGGCGDDKLCEYVGNRRVKCKCKEGYKLEGIECVEHHHHHH［配列番号：20]
　その他の構築物は、PfMSP4p21ss2と他に名付けられていたMSP4p21ss2として同定される
[配列番号：29]。構築物MPS4p21ss2によってコードされるオープンリーディングフレーム
［配列番号：21]および予想アミノ酸配列［配列番号：22]を本明細書に記述してある。
【０１４７】
　構築物MSP4p21 ss2のヌクレオチド配列
＞MSP4p21 ss2 ATGTGGATCGTAAAGTTCTTGATTGTGGTCCACTTCTTCATCATATGCACCATCAACTTCGACAAG
CTCTACATTAGTTACTCTTACAACATCGTCCCTGAAAACGGACGTATGCTTAACATGAGGATCTTGGGTGAAGAAAAGCC
TCTAGAAAAGAGTCCCAAGGAGAGTCAAATGGTCGACGACAAGAAGAAGACCGAGGCCATTCCAAAGAAAGTCGTGCAGC
CAAGCTCGAGCAACTCTGGAGGTCACGTCGGTGAAGAAGAAGACCACAACGAAGGAGAGGGAGAGCACGAAGAGGAGGAA
GAACACGAAGAAGACGATGACGACGAGGACGACGACACATACAACAAAGACGACTTGGAGGACGAAGATCTTTGCAAGCA
CAACAACGGAGGATGTGGAGATGACAAGCTCTGCGAGTACGTTGGAAACCGTCGCGTAAAATGTAAATGTAAGGAAGGAT
ACAAGTTGGAAGGAATTGAGTGCGTTGAACACCACCACCACCATCACTAA［配列番号：29]
　構築物MSP4p21 ss2によってコードされるORF
＞MSP4p21 ss2 MWIVKFLIVVHFFIICTINFDKLYISYSYNIVPENGRMLNMRILGEEKPLEKSPKESQMVDDKKKT
EAIPKKVVQPSSSNSGGHVGEEEDHNEGEGEHEEEEEHEEDDDDEDDDTYNKDDLEDEDLCKHNNGGCGDDKLCEYVGNR
RVKCKCKEGYKLEGIECVEHHHHHH［配列番号：21]
　明るい灰色（GEEKP）： MSP4p40の配列の切断部位MRILの直後に付加されたアミノ酸
　濃い灰色（L）：前記明るい灰色で表示されたアミノ酸配列直後の、MSP4p40の配列にお
けるMSP4p20配列の開始に直接先行する付加されたアミノ酸L
　予想されるタンパク質産物MSP4p21 ss2
MRILGEEKPLEKSPKESQMVDDKKKTEAIPKKVVQPSSSNSGGHVGEEEDHNEGEGEHEEEEEHEEDDDDEDDDTYNKDD
LEDEDLCKHNNGGCGDDKLCEYVGNRRVKCKCKEGYKLEGIECVEHHHHHH［配列番号：22]
　実施例18
　MSP4特色の進化的保存
　熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）および三日熱マラリア原虫（P. vivax）由来のM
SP4のアミノ酸配列を、一般の整列プログラム（ClustalX）を使用して整列させられると
、いくつかの著明な観察がなされ得る。図26を参照されたい。第1に、熱帯熱マラリア原
虫（P. falciparum）のシグナル配列切断部位の下流の残基は（本明細書において定義し
たとおり）、その種の間でほとんど100%保存される（Pf MRILGEおよびPv GRILGE）。この
知見は、成熟したPfMSP4タンパク質が41残基にて始まり、直前の残基は、保存された切断
部位の一部分であるという考えをもう一度強く支持する。第2に、SALSAとして公知の配列
エレメント（下線を引いてある）は、三日熱マラリア原虫（P. vivax）タンパク質に存在
しない。これは、肝細胞結合（インビボではPfMSP4によって媒介される）は、このタンパ
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ク質の保存されておらず、したがって重要な機能ではないことを示唆するであろう。その
代わりに、三日熱マラリア原虫（P. vivax）タンパク質のこの領域は、熱帯熱マラリア原
虫（P. falciparum）のものとは完全に異なり、非常に低い複雑さの配列を含む。明らか
に熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）の配列と同等ではないが、免疫系における効果
が同様であると想像することができる。熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）には、タ
ンパク質の最N末端に、N末端の高頻度可変領域がある。多型頻度の統計分析は、免疫回避
に関与し得るこの領域内の2つの部位を示す。これは、変異体配列に曝露されたときに、
株特異的反応および/または免疫寛容を引き起こすBおよびT細胞エピトープの修飾または
切除を介して達成されるであろう。また、このタイプの免疫調整は、反復配列の特性であ
る。（A）これらは、それ自体変化したペプチドリガンドを含み、（B）これらは、T細胞
非依存的なB細胞活性化を誘導することができ、これが古典的に短命で低親和性の反応の
産生を引き起こす。整列した配列からなされ得る第3の観察は、MSP4p20の一次配列エレメ
ントが両方の種に存在していることである。驚くことではないが、コアEFG-ドメインおよ
びGPI-付着シグナルの両方が保存されており、より面白いことに、酸性リピートは、同等
の様式で配置されるようにである。これにより、自然感染において、MSP4は、メロゾイト
の表面上の膜結合の小構造実体を残す様に分解または切断されるという考えに重きが置か
れる。この実体は、MSP1p19で見られるように、新たに侵入したRBCに入るかどうかはいま
だ確認されないが、本モデルは適合するようである。この比較に基づいて、以下のタンパ
ク質配列は、抗三日熱マラリア原虫（P. vivax）マラリアワクチンの候補として提唱する
ことができよう。
【０１４８】
　実施例19
　多形核好中球によるメロゾイトの抗体依存的食作用におけるMSP4p20に対する抗体の役
割
　好中球は、病原体を内部に取り込み、活性酸素種（ROS）および顆粒加水分解性タンパ
ク質を使用してこれらを破壊する。活性化された好中球は、NADPHオキシダーゼを介して
作動する呼吸バーストとして公知のプロセスにより、O2

・-、H2O2...のようなROSを産出
する際に非常に効果的である。ROSは、化学発光色素によって検出され、抗体が誘導する
食細胞活性の測定として使用される。化学発光色素、はルミノールであり、ROSの存在下
において、これが光を放射し、コンピュータに連結したルミノメーター（Microlumat+）
で定量化する。
【０１４９】
　多形核好中球（PMN）によるメロゾイトの抗体依存的食作用（ADPm）に基づいた新たな
機能的アッセイ法を使用して、自然に獲得され、およびワクチン接種誘導された抗体によ
って誘導される熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）メロゾイト食作用を測定
した。マラリア風土病地域における個体由来の免疫血清および凍結したメロゾイト標品を
使用して、この試験では、ごくわずかな非免疫性バックグラウンドシグナルおよび優れた
アッセイ内再現性を有し、高度に特異的であることが示された。アッセイ間の比較は、標
準的な正の対照を使用することによって行う。
【０１５０】
　季節的な伝播の地域に生活している個体からのデータは、ADPm活性が、年齢、並びにEL
ISAによって測定されるメロゾイトおよびMSP組換え抗原に対するIgG抗体の反応性と有意
に相関したことを示した。SenegalにおけるDielmoおよびNdiop村の居住者の風土病の免疫
血清から、バキュロウイルス組換えMSP1p19およびMSP4p20に特異的な抗体を取り除くこと
は、これらの抗原に対する抗体がADPm活性の実質的な成分であることを示した。
【０１５１】
　より詳細には、熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）メロゾイトを培養液上清の遠心
分離によって収集し、凍結した一定量として貯蔵した。新鮮な献血から得られた多形核好
中球を単純なFicoll-Hystopaque 1077勾配で単離して、すぐにADPmアッセイ法に使用した
。風土病免疫血清は、Ndiop（中間的風土病）およびDielmo（完全風土病）の住民から得
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た。C末端のヘキサヒスチジンタグを有する組換えMSP1p19およびMSP4p20抗原をバキュロ
ウイルス発現系において産生して、固定化金属-アフィニティークロマトグラフィによっ
て精製した。対応する組換え抗原を荷電したTALON金属親和性樹脂を使用して、血清の抗M
SP1p19または/および抗MSP4p20抗体を除去した。反応を開始するためのルミノールおよび
PMN（ウェルあたり5.106細胞）の添加の前に、メロゾイトを96ウェルプレートにおいて血
清と共にインキュベートした。発光の出力は、Berthold MicroLumat Plus 96ウェルを使
用して1時間測定した。標準的なヒト免疫血清の陽性対照（HIS）を、反応を定量化するた
めに使用した：
　メロゾイトの抗原特異的のIgGオプソニン作用（結合）（補体の有無にかかわらず）は
、非働化血清（56℃にて30分間の処理）またはプロテインGで精製された総IgGが初期の血
清に対する同様の反応を誘導し、総IgGを除去した血清がもはや反応を産生しない（図34
）ため、このアッセイ法における陽性の読み出しのために必要であった。しかし、特異的
IgGによって産出される化学発光効果の大きさは変動する。図35は、バキュロウイルスMSP
4p20およびMSP1p19に特異的な抗体は、このアッセイ法において両方とも、同じ程度では
ないが、機能的であることを示す。MSP1p19抗体の枯渇による34%の減少と比較して、MSP4
p20抗体の枯渇の後では、化学発光シグナルは、67%減少する。MSP4p20およびMSP1p19の両
方に特異的な抗体の枯渇は、化学発光シグナルを78%にまで減少させた。
【０１５２】
　これらの結果は、バキュロウイルスMSP4p20およびMSP1p19の組換えタンパク質を認識す
る自然抗体は、PMN免疫エフェクターによるメロゾイト食作用および破壊を媒介する重要
な成分であることを示し、ワクチンとしてのこれらの抗原の使用を強く支持する。
【０１５３】
　実施例20
　PfMSP5修飾
　バキュロウイルスで発現したPfMSP5に存在するように見えるN末端遮断の修飾の性質に
注目するために、放射性標識実験を行った。質量分析は、その実体が共有結合で相互作用
したミリストイル基であることを示唆したので、ミリストイル基の組み込みをず最初に調
べた。実施例1において前述した様に、昆虫細胞感染を、SF9細胞を使用してT25細胞培養
フラスコにおいて行った。感染後24時間にて、BSAを含まない脂肪酸との複合体の200μCi
の[9,10（n）-3H］ミリスチン酸（Amersham）を培養液上清に添加した。感染後70時間に
て、培養上清を収集し、20 mM Tris pH8；500 mM NaClに対して透析し、Talon（登録商標
）樹脂上でバッチ精製した。ブルー染色したSDS-PAGEゲルにおいて、タンパク質発現は、
非ラベル対照および放射標識の存在下において行った培養と同一であることが分かった。
オートラジオグラフィーによって解析したときに、両方のPfMSP5バキュロウイルス発現タ
ンパク質（35および45kDa）は、トリチウム化されたミリストイルを組み込んでいた（図2
7）。バックグランド活性は、非標識タンパク質では見られず、2つのPfMSP5タンパク質バ
ンドは、ウイルス感染無しでは見られなかった。
【０１５４】
　これらの結果は、バキュロウイルスに発現される組換えPfMSP5タンパク質は、ミリスト
イル化されることを示す。これらのデータは、昆虫細胞におけるPfMSP5の発現に関連した
、実施例4～7における以前のデータを確認する。
【０１５５】
　実施例21
　PfMSP4の運命
　PfMSP4の自然の運命を追跡するために、いくつかの異なる精製された血清を産生した。
最初に、4羽のMSP4ワクチン接種したウサギから収集した抗血清のプールを、バキュロウ
イルスで発現したPfMSP4p20を固定したNHS活性化セファロースに対してアフィニティー精
製した。この仮定をNdiopまたはDielmoからのPfMSP4について陽性であることが知られて
いる5つのヒト免疫血清の2つの異なるプールを使用して繰り返した。これらの抗体試薬を
使用して、PfMSP4の運命を、3D7株を適応した培養において、IFAおよびウエスタンブロッ
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トによって追跡し、その知見を、PfMSP1p19に特異的モノクローナル抗体（G17.12）で見
られたものと比較した。図28Aに示したように、PfMSP4は、後期寄生虫および自由なメロ
ゾイトの表面にて検出されたが、PfMSP1p19を同定することができたアセトン固定リング
期の寄生虫では検出されなかった。加えて、ウエスタンブロットによる寄生虫抽出物の同
等量の平行分析に注目すると（図28B）、PfMSP4レベルは、寄生虫培養上清をから収集し
た自由なメロゾイトにおいて、成熟シゾントにおけるよりもはるかにより少ないよう見え
、該タンパク質は、リング期の寄生虫抽出物において検出されない。このデータは、MSP1
p19についてみられたように、PfMSP4がタンパク質分解的にプロセスされたというよりむ
しろ、Apical Membrane Antigen-1と同様の様式でメロゾイト表面から分断され、新たに
侵入されたRBCに運ばれるという考えに一致する。
【０１５６】
　面白いことに、両方のアフィニティー精製した血清（ウサギおよびヒト）は、成熟した
シゾント抽出物に限定的な複数の高分子量タンパク質バンドを認識する。これは、以前に
MSP3およびMSP6で見いだされたような交差反応性エピトープを含む成熟したシゾントに存
在する抗原であり得るか、または寄生虫抽出物が還元されていないために、これが天然の
PfMSP4タンパク質三量体であり得る。
【０１５７】
　肝臓段階前の寄生虫におけるPfMSP4発現を調べるために、抗PfMSP4p20のアフィニティ
ー精製したウサギ血清を使用して、熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）スポロゾイト
に対してIFAを行った。陽性対照の抗CSPモノクローナル抗体は、強力で明らかな表面染色
を与えたが、抗PfMSP4p20抗体では、染色は達成されなかった。
【０１５８】
　これらの結果は、天然MSP4タンパク質がメロゾイトの表面上に局在化しており、寄生虫
による血液細胞の再侵略において、もはや存在していないことを示す（リング期に感染し
た血液細胞のIFAを参照されたい（図28A）。図28Bのウエスタンブロットは、天然のMSP4
に対して向けられた抗体（ヒト血清）および組換えMSP4に対して向けられた抗体（ウサギ
血清）で一致したパターンを示す。そして、バキュロウイルス組換え抗原に対して向けら
れた抗体は、天然の形態の抗原を認識することができることがこれから推論することがで
きる。
【０１５９】
　実施例22
　p40と独立したp20サブドメインの発現
　p20サブドメインの直接の発現を促進するために、一連の新たな発現構築物を構築し（
図29および実施例17）、試験した。図30に示したように、最小のシグナル配列をコードす
る構築物（PfMSP4p21）は、タンパク質分泌に至らなかったが、高レベルの細胞内タンパ
ク質が検出された（データ示さず）。より優れたレベルの発現は、図30に示すように構築
物PfMSP4p21ss1およびss2で達成され、N末端のシーケンシング（図29参照されたい）によ
って明らかにされるように、両タンパク質は、迅速に残りのN末端の残基を失ってバキュ
ロウイルスPfMSP4p40で見られるのと同じ安定なp20実体を産生する。しかし、感染後66時
間でのタンパク質発現を、バキュロウイルスPfMSP4p40およびPfMSP4p21ss1を使用して行
った並行感染と比較すると、オリジナルの構築物は、はるかに優れたタンパク質収率（2
倍）を引き起こす。これらの結果は、上記の実施例17を補完する。
【０１６０】
　実施例23
　バキュロウイルス発現系におけるPvMSP4の発現
　PvMSP4オープンリーディングフレーム（ORF）を得るために、ネスティッドPCRを、寄生
虫株BelemからのゲノムDNAに対して行った。三日熱マラリア原虫（P. vivax）ゲノムDNA
は、約50%がGCリッチであるので、合成遺伝子を作る必要はなかった。全てのORFは、pMos
BLUEにクローニングして、シーケンスした。次に、両方のエキソンをPCRによって増幅し
、エキソン2の3'末端のGPI付着シグナルをヘキサhisタグによって置換した。加えて、適
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切な制限部位をエキソン1および2の3'または5'末端にそれぞれ導入し、これらをpMosBLUE
ベクターに連続してクローニングし、his-タグにおける連続したORF終末を形成した（図3
1）。
【０１６１】
　バキュロイルスをコードするPvMSP4は、標準的なプロトコルを使用して産生し、ある時
間にわたったタンパク質発現を、前述したようにHigh Five昆虫細胞を使用して評価した
。図32に示したように、タンパク質発現は、感染後約30時間で検出可能であった。
【０１６２】
　このタンパク質バンドについて行ったN末端の配列解析により、GIAACのN末端が明らか
になった。タンパク質発現は、感染後54時間ごろにピークに達し、この時点にて、いくつ
かのタンパク質分解が明白であった。しかし、PvMSP4は、PfMSP4と同様の様式では分解し
ない。最終産物のN末端のシーケンシングでは、該タンパク質が13または30～32アミノ酸
にまで分解されて、EGGEQのN末端の配列、並びにGDSSG、DSSGGおよびSSGGLを示すの混合
シグナルを示した。検出される最も小さなタンパク質産物は、サイズで約8 kDaであり、N
末端の配列LDNNGを保持している。
【０１６３】
　実施例24
　ヒト免疫血清のPvMSP4の認識
　時間経過解析の最後に（図32で示す66時間）、130 mLの培養液上清をTalon樹脂上でのH
PLCによって精製した。精製した産物は、図32において見られる30、25 kDaおよび8 kDaの
バンドからなる。
【０１６４】
　ヒト血清認識に注目するために、ELISAプレートをバキュロイルス発現したPvMSP4、0.5
 g/mLでコートした。
【０１６５】
　合計24の血清試料を、スリランカにおいて三日熱マラリア原虫（P. vivax）マラリアの
少なくとも１回の発症を経験した個体から収集して、平行して試験した。これらの試料の
うちの17は、PvMSP4に対して陽性の血清で、1/25,000～1/200,000の間のエンドポイント
力価であった（図33A）。これらの17の陽性血清を、DTTおよびヨードアセトアミドでの処
理によって不可逆的に還元したバキュロウイルスPvMSP4をコートしたELISAプレート上で
、1/2700希釈にて試験した。17の陽性血清のうち11は、1/2700の固定された希釈にて、ま
たはそれぞれの曲線（図33B）の中点値に当てはまる希釈を使用して算出した場合に、12
～80%からの範囲で、ある程度の感受性の減少を示した。
【０１６６】
　三日熱マラリア原虫（Plasmodium vivax）MSP4（PvMSP4）に関する実施例23および24は
、実施例18を補完する。図33Bに示したように、血清番号2、3、4、6、7、8、9、10、11、
14および17は、、DTTで還元した抗原に対して非還元抗原に対してよりも少ない親和性を
有する一方、血清番号12および15は、還元した抗原に対して、非還元のものに対してより
も優れた親和性を有する。抗原の高次構造は、抗体-抗原結合に影響を及ぼすと結論する
ことができるが、プラスモディウム属感染に対して試験した血清のそれぞれの保護能力が
確立されていないので、還元または非還元の抗原に対する抗体親和性は、2つのタイプの
抗体の保護値に相関させることができな。
【０１６７】
　以下のPfMSP5/His、PfMSP4p30/HisおよびPfMSP4p40/Hisバキュロウイルスは、2005年11
月10日に、Institut PasteurのCollection Nationale de Cultures de Microorganismes
（C.N.C.M.）、28, rue du Docteur Roux, 75724 Paris, Cedex 15, FRANCEに寄託し、以
下の受託番号(Accession number)が割り当てられた。
【０１６８】
　材料　　　　　　　　　　受託番号
　PfMSP5/His　　　　　　　Ｉ-3512
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　PfMSP4p30/His　　　　　 Ｉ-3513
　PfMSP4p40/His　　　　　 Ｉ-3514。
【０１６９】
　以下のF12-7、G21-2、J18-14、およびL11-6ハイブリドーマは、2005年11月16日に、Ins
titut PasteurのCollection Nationale de Cultures de Microorganismes（C.N.C.M.）、
28, rue du Docteur Roux, 75724 Paris, Cedex 15, FRANCEに寄託し、以下の受託番号が
割り当てられた。
【０１７０】
　材料　　　　　　　　　　受託番号
　F12-7　　　　　　　　　　Ｉ-3517
　G21-2　　　　　　　　　　Ｉ-3518
　J18-147　　　　　　　　　Ｉ-3519
　L11-6　　　　　　　　　　Ｉ-3520。
【０１７１】
　以下のPfMSP4p21ss1/His、PfMSP4p21ss2/HisおよびPvMSP4/Hisは、2006年11月21日に、
Institut PasteurのCollection Nationale de Cultures de Microorganismes（C.N.C.M.
）、28, rue du Docteur Roux, 75724 Paris, Cedex 15, FRANCEに寄託し、以下の受託番
号が割り当てられた。
【０１７２】
　材料　　　　　　　　　　受託番号
　PfMSP4p21ss1/His　　　　Ｉ-3695
　PfMSP4p21ss2/His　　　　Ｉ-3696
　PvMSP4/His　　　　　　　Ｉ-3694。
【０１７３】
　以下は、上記に記述したペプチドおよびポリヌクレオチドのアミノ酸および核酸配列で
ある：
　MSP5p10（MSP5の分解生成物、186-253残基）YNKVEKNVTDEMLLYNMMSDQNRKSCAINNGGCSDDQI
CININNIGVKCICKDGYLLGTKCIHHHHHH［配列番号：16] 。
【０１７４】
　MSP5p10をコードする核酸配列
＞readseq-48009_tmp_1 207 bp TACAACAAGGTCGAGAAGAACGTAACCGACGAGATGCTCTTGTACAACATG
ATGTCCGACCAAAACCGCAAAAGCTGTGCTATCAACAACGGTGGCTGCAGTGACGACCAGATCTGCATCAACATCAACAA
CATCGGTGTGAAGTGCATTTGTAAGGATGGATACCTACTTGGTACCAAGTGCATTCACCACCACCACCACCACTGA［配
列番号：5]。
【０１７５】
　配列番号：1 =配列番号：9のMSP4p20の分解生成物をコードする核酸（132-251残基）
＞readseq-41112_tmp_1 363 bp AAGAGTCCCAAGGAGAGTCAAATGGTCGACGACAAGAAGAAGACCGAGGCC
ATTCCAAAGAAAGTCGTGCAGCCAAGCTCGAGCAACTCTGGAGGTCACGTCGGTGAAGAAGAAGACCACAACGAAGGAGA
GGGAGAGCACGAAGAGGAGGAAGAACACGAAGAAGACGATGACGACGAGGACGACGACACATACAACAAAGACGACTTGG
AGGACGAAGATCTTTGCAAGCACAACAACGGAGGATGTGGAGATGACAAGCTCTGCGAGTACGTTGGAAACCGTCGCGTA
AAATGTAAATGTAAGGAAGGATACAAGTTGGAAGGAATTGAGTGCGTTGAACACCACCACCACCATCACTAA［配列番
号：1]。
【０１７６】
　MSP5
＞readseq.input（1）762 bases, 6761DE71 checksum.
ATGAACATTCTCTGTATTCTCAGCTACATTTACTTCTTCGTCATCTTCTA CAGTTTAAACCTCAACAACAAAAACGAGA
ACTTCTTGGTGGTCCGCAGAC TCATGAACGACGAAAAGGGAGAAGGTGGCTTCACTAGTAAGAACAAGGAA AACGGAA
ACAACAACAGGAACAACGAGAACGAACTCAAAGAAGAAGGATC TTTGCCCACTAAGATGAACGAGAAAAACAGTAACTC
CGCGGATAAGCAAC CAAACGACATCTCCCACGACGAAAGCAAGAGCAACAGTAACAACGCCCAA AACATCCAAAAGGA
ACCTGAAGAGAAGGAAAACTCAAACCCCAACCTCGA CTCGAGTGAAAACTCCGCTGAAAGTGCTACTAGAAGCGTCGAC
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ATCAGTG AACACAACTCAAACAACCCCGAAACTAAAGAAGAAAACGGAGAAGAACCT CTAGACCTGGAAATTAACGAA
AACGCAGAAATCGGCCAGGAACCTCCAAA CCGTCTTCACTTCGACAACGTTGACGACGAAGTACCACATTACTCAGCCC
 TGAGGTACAACAAGGTCGAGAAGAACGTAACCGACGAGATGCTCTTGTAC AACATGATGTCCGACCAAAACCGCAAAA
GCTGTGCTATCAACAACGGTGG CTGCAGTGACGACCAGATCTGCATCAACATCAACAACATCGGTGTGAAGT GCATTT
GTAAGGATGGATACCTACTTGGTACCAAGTGCATTCACCACCAC CACCACCACTGA［配列番号：4]。
【０１７７】
　ORFによってコードされるタンパク質
＞readseq.input（1）253 bases, 7870B947 checksum.
MNILCILSYIYFFVIFYSLNLNNKNENFLVVRRLMNDEKGEGGFTSKNKE NGNNNRNNENELKEEGSLPTKMNEKNSNS
ADKQPNDISHDESKSNSNNAQ NIQKEPEEKENSNPNLDSSENSAESATRSVDISEHNSNNPETKEENGEEP LDLEINE
NAEIGQEPPNRLHFDNVDDEVPHYSALRYNKVEKNVTDEMLLY NMMSDQNRKSCAINNGGCSDDQICININNIGVKCIC
KDGYLLGTKCIHHH HHH［配列番号：14]。
【０１７８】
　MSP4p40
＞readseq.input（1）756 bases, 733F5E48 checksum.
ATGTGGATCGTAAAGTTCTTGATTGTGGTCCACTTCTTCATCATATGCAC CATCAACTTCGACAAGCTCTACATTAGTT
ACTCTTACAACATCGTCCCTG AAAACGGACGTATGCTTAACATGAGGATCTTGGGTGAAGAAAAGCCTAAC GTTGACG
GTGTGTCAACATCTAACACACCTGGCGGAAACGAGGCATCTAG TGCTTCTCCTAACCTTGCTGACGCTGCAGAAAAGAA
GGACGAAAAGGAAG CAAGCGAGCAAGGCGAAGAATCCCACAAGAAGGAAAACTCTCAGGAATCT GCAAACGGAAAAGA
CGACGTTAAGGAGGAGAAGAAGACCAACGAGAAGAA GGACGACGGAAAGACTGACAAGGTACAAGAAAAGGTTCTAGAA
AAGAGTC CCAAGGAGAGTCAAATGGTCGACGACAAGAAGAAGACCGAGGCCATTCCA AAGAAAGTCGTGCAGCCAAGC
TCGAGCAACTCTGGAGGTCACGTCGGTGA AGAAGAAGACCACAACGAAGGAGAGGGAGAGCACGAAGAGGAGGAAGAAC
 ACGAAGAAGACGATGACGACGAGGACGACGACACATACAACAAAGACGAC TTGGAGGACGAAGATCTTTGCAAGCACA
ACAACGGAGGATGTGGAGATGA CAAGCTCTGCGAGTACGTTGGAAACCGTCGCGTAAAATGTAAATGTAAGG AAGGAT
ACAAGTTGGAAGGAATTGAGTGCGTTGAACACCACCACCACCAT CACTAA［配列番号：3]。
【０１７９】
　ORFによってコードされるタンパク質
＞readseq.input（1）251 bases, 1EFAEF35 checksum.
MWIVKFLIVVHFFIICTINFDKLYISYSYNIVPENGRMLNMRILGEEKPN VDGVSTSNTPGGNEASSASPNLADAAEKK
DEKEASEQGEESHKKENSQES ANGKDDVKEEKKTNEKKDDGKTDKVQEKVLEKSPKESQMVDDKKKTEAIP KKVVQPS
SSNSGGHVGEEEDHNEGEGEHEEEEEHEEDDDDEDDDTYNKDD LEDEDLCKHNNGGCGDDKLCEYVGNRRVKCKCKEGY
KLEGIECVEHHHHH H［配列番号：12]。
【０１８０】
　最終的に産生されたタンパク質
＞readseq.input（1）211 bases, 67EAFE8C checksum.
MRILGEEKPNVDGVSTSNTPGGNEASSASPNLADAAEKKDEKEASEQGEE SHKKENSQESANGKDDVKEEKKTNEKKDD
GKTDKVQEKVLEKSPKESQMV DDKKKTEAIPKKVVQPSSSNSGGHVGEEEDHNEGEGEHEEEEEHEEDDDD EDDDTYN
KDDLEDEDLCKHNNGGCGDDKLCEYVGNRRVKCKCKEGYKLEG IECVEHHHHHH［配列番号：13]。
【０１８１】
　最終的に産生されたタンパク質で分泌されるP20タンパク質
＞readseq.input（1）120 bases, 9358BD28 checksum.
KSPKESQMVDDKKKTEAIPKKVVQPSSSNSGGHVGEEEDHNEGEGEHEEE EEHEEDDDDEDDDTYNKDDLEDEDLCKHN
NGGCGDDKLCEYVGNRRVKCK CKEGYKLEGIECVEHHHHHH［配列番号：9]。
【０１８２】
　MSP4p30
＞readseq.input（1）666 bases, A9B2DCBC checksum.
ATGTGGATCGTAAAGTTCTTGATTGTGGTCCACTTCTTCATCATATGCAC CATCAACTTCGACAAGCTCTACATTAGTT
ACTCTTACAACATCGTCCCTG AAAACGGACGTATGCTTAACATGAGGATCTTGGCTGCAGAAAAGAAGGAC GAAAAGG
AAGCAAGCGAGCAAGGCGAAGAATCCCACAAGAAGGAAAACTC TCAGGAATCTGCAAACGGAAAAGACGACGTTAAGGA
GGAGAAGAAGACCA ACGAGAAGAAGGACGACGGAAAGACTGACAAGGTACAAGAAAAGGTTCTA GAAAAGAGTCCCAA
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GGAGAGTCAAATGGTCGACGACAAGAAGAAGACCGA GGCCATTCCAAAGAAAGTCGTGCAGCCAAGCTCGAGCAACTCT
GGAGGTC ACGTCGGTGAAGAAGAAGACCACAACGAAGGAGAGGGAGAGCACGAAGAG GAGGAAGAACACGAAGAAGAC
GATGACGACGAGGACGACGACACATACAA CAAAGACGACTTGGAGGACGAAGATCTTTGCAAGCACAACAACGGAGGAT
 GTGGAGATGACAAGCTCTGCGAGTACGTTGGAAACCGTCGCGTAAAATGT AAATGTAAGGAAGGATACAAGTTGGAAG
GAATTGAGTGCGTTGAACACCA CCACCACCATCACTAA［配列番号：2]。
【０１８３】
　ORFによってコードされるタンパク質
＞readseq.input（1）221 bases, F982D7F0 checksum.
MWIVKFLIVVHFFIICTINFDKLYISYSYNIVPENGRMLNMRILAAEKKD EKEASEQGEESHKKENSQESANGKDDVKE
EKKTNEKKDDGKTDKVQEKVL EKSPKESQMVDDKKKTEAIPKKVVQPSSSNSGGHVGEEEDHNEGEGEHEE EEEHEED
DDDEDDDTYNKDDLEDEDLCKHNNGGCGDDKLCEYVGNRRVKC KCKEGYKLEGIECVEHHHHHH［配列番号：10]
。
【０１８４】
　最終的に産生されたタンパク質
＞readseq.input（1）181 bases, FB2C49DD checksum.
MRILAAEKKDEKEASEQGEESHKKENSQESANGKDDVKEEKKTNEKKDDG KTDKVQEKVLEKSPKESQMVDDKKKTEAI
PKKVVQPSSSNSGGHVGEEED HNEGEGEHEEEEEHEEDDDDEDDDTYNKDDLEDEDLCKHNNGGCGDDKLC EYVGNRR
VKCKCKEGYKLEGIECVEHHHHHH［配列番号：11]。
【０１８５】
　MSP4p21
＞readseq.input（1）498 bases, C2453A47 checksum.
ATGTGGATCGTAAAGTTCTTGATTGTGGTCCACTTCTTCATCATATGCAC CATCAACTTCGACAAGCTCTACATTAGTT
ACTCTTACAACATCGTCCCTG AAAACGGACGTATGCTTAACATGAGGATTCTAGAAAAGAGTCCCAAGGAG AGTCAAA
TGGTCGACGACAAGAAGAAGACCGAGGCCATTCCAAAGAAAGT CGTGCAGCCAAGCTCGAGCAACTCTGGAGGTCACGT
CGGTGAAGAAGAAG ACCACAACGAAGGAGAGGGAGAGCACGAAGAGGAGGAAGAACACGAAGAA GACGATGACGACGA
GGACGACGACACATACAACAAAGACGACTTGGAGGA CGAAGATCTTTGCAAGCACAACAACGGAGGATGTGGAGATGAC
AAGCTCT GCGAGTACGTTGGAAACCGTCGCGTAAAATGTAAATGTAAGGAAGGATAC AAGTTGGAAGGAATTGAGTGC
GTTGAACACCACCACCACCATCACTAA［配列番号：6]。
【０１８６】
　ORFによってコードされるタンパク質
＞readseq.input（1）165 bases, 27BB4F2E checksum.
MWIVKFLIVVHFFIICTINFDKLYISYSYNIVPENGRMLNMRILEKSPKE SQMVDDKKKTEAIPKKVVQPSSSNSGGHV
GEEEDHNEGEGEHEEEEEHEE DDDDEDDDTYNKDDLEDEDLCKHNNGGCGDDKLCEYVGNRRVKCKCKEGY KLEGIEC
VEHHHHHH［配列番号：17]。
【０１８７】
　最終的に産生されたタンパク質
readseq.input（1）125 bases, 50D64DD2 checksum.
MRILEKSPKESQMVDDKKKTEAIPKKVVQPSSSNSGGHVGEEEDHNEGEG EHEEEEEHEEDDDDEDDDTYNKDDLEDED
LCKHNNGGCGDDKLCEYVGNR RVKCKCKEGYKLEGIECVEHHHHHH［配列番号：18]。
【０１８８】
　MSP4p21 ss1
＞readseq.input（1）540 bases, 96DADE5 checksum.
ATGTGGATCGTAAAGTTCTTGATTGTGGTCCACTTCTTCATCATATGCAC CATCAACTTCGACAAGCTCTACATTAGTT
ACTCTTACAACATCGTCCCTG AAAACGGACGTATGCTTAACATGAGGATCTTGGGTGAAGAAAAGCCTAAC GTTGACG
GTGTGTCAACATCTctaGAAAAGAGTCCCAAGGAGAGTCAAAT GGTCGACGACAAGAAGAAGACCGAGGCCATTCCAAA
GAAAGTCGTGCAGC CAAGCTCGAGCAACTCTGGAGGTCACGTCGGTGAAGAAGAAGACCACAAC GAAGGAGAGGGAGA
GCACGAAGAGGAGGAAGAACACGAAGAAGACGATGA CGACGAGGACGACGACACATACAACAAAGACGACTTGGAGGAC
GAAGATC TTTGCAAGCACAACAACGGAGGATGTGGAGATGACAAGCTCTGCGAGTAC GTTGGAAACCGTCGCGTAAAA
TGTAAATGTAAGGAAGGATACAAGTTGGA AGGAATTGAGTGCGTTGAACACCACCACCACCATCACTAA［配列番号
：7]。



(41) JP 2009-517016 A 2009.4.30

10

20

30

40

50

【０１８９】
　ORFによってコードされるタンパク質
＞readseq.input（1）179 bases, F0D6C58 checksum.
MWIVKFLIVVHFFIICTINFDKLYISYSYNIVPENGRMLNMRILGEEKPN VDGVSTSLEKSPKESQMVDDKKKTEAIPK
KVVQPSSSNSGGHVGEEEDHN EGEGEHEEEEEHEEDDDDEDDDTYNKDDLEDEDLCKHNNGGCGDDKLCEY VGNRRVK
CKCKEGYKLEGIECVEHHHHHH［配列番号：19]。
【０１９０】
　最終的に産生されたタンパク質
＞readseq.input（1）139 bases, 4D5C3E0F checksum.
MRILGEEKPNVDGVSTSLEKSPKESQMVDDKKKTEAIPKKVVQPSSSNSG GHVGEEEDHNEGEGEHEEEEEHEEDDDDE
DDDTYNKDDLEDEDLCKHNNG GCGDDKLCEYVGNRRVKCKCKEGYKLEGIECVEHHHHHH［配列番号：20]。
【０１９１】
　MSP4p21 ss2
＞readseq.input（1）516 bases, 1B3CABBA checksum.
ATGTGGATCGTAAAGTTCTTGATTGTGGTCCACTTCTTCATCATATGCAC CATCAACTTCGACAAGCTCTACATTAGTT
ACTCTTACAACATCGTCCCTG AAAACGGACGTATGCTTAACATGAGGATCTTGGGTGAAGAAAAGCCTCTA GAAAAGA
GTCCCAAGGAGAGTCAAATGGTCGACGACAAGAAGAAGACCGA GGCCATTCCAAAGAAAGTCGTGCAGCCAAGCTCGAG
CAACTCTGGAGGTC ACGTCGGTGAAGAAGAAGACCACAACGAAGGAGAGGGAGAGCACGAAGAG GAGGAAGAACACGA
AGAAGACGATGACGACGAGGACGACGACACATACAA CAAAGACGACTTGGAGGACGAAGATCTTTGCAAGCACAACAAC
GGAGGAT GTGGAGATGACAAGCTCTGCGAGTACGTTGGAAACCGTCGCGTAAAATGT AAATGTAAGGAAGGATACAAG
TTGGAAGGAATTGAGTGCGTTGAACACCA CCACCACCATCACTAA［配列番号：8]。
【０１９２】
　ORFによってコードされる予想タンパク質
＞readseq.input（1）171 bases, EB09D214 checksum.
MWIVKFLIVVHFFIICTINFDKLYISYSYNIVPENGRMLNMRILGEEKPL EKSPKESQMVDDKKKTEAIPKKVVQPSSS
NSGGHVGEEEDHNEGEGEHEE EEEHEEDDDDEDDDTYNKDDLEDEDLCKHNNGGCGDDKLCEYVGNRRVKC KCKEGYK
LEGIECVEHHHHHH［配列番号：21]。
【０１９３】
　最終的に産生されたタンパク質
＞readseq.input（1）131 bases, 6B6B091D checksum.
MRILGEEKPLEKSPKESQMVDDKKKTEAIPKKVVQPSSSNSGGHVGEEED HNEGEGEHEEEEEHEEDDDDEDDDTYNKD
DLEDEDLCKHNNGGCGDDKLC EYVGNRRVKCKCKEGYKLEGIECVEHHHHHH［配列番号：22]。
【０１９４】
　PvMSP4/Hisタンパク質
MKVAYFLSVLDLLIIFSLYFDGRRSAFAGIAACIRHGRILGEGGEQSGGASGGSSGGSSGDSSGGLSGGSSGGPSPPAGS
SGSGGSDPANSATGPQNSTPGSGGQTGDHSAEAENGDYNEQGDDHGDDHGDDHGDDHGDEQDGEDYDDAEDDDLYELSEV
DENANLCLDNNGGCGDDKICENLGKGIVKCLCKPGYKLVGTECVESHHHHHH［配列番号：16]。
【０１９５】
　PfMSP5/His、PfMSP4p30/His、PfMSP4p40/His、PfMSP4p21ss1/His、PfMSP4p21ss2/Hisお
よびPvMSP4/Hisとして開示した生物材料は、本出願において、特に実施例において、記述
してある。それは、以下の要求に従う：
　・ウイルスを繁殖させるための必要物：
　-細胞型：Spodoptera frugiperda（Sf9）
　-培地：
　L-グルタミンを含むSF-900 II培地（GIBCO, Invitrogen Corporation）Cat番号10902-0
88
　L-グルタミン200 mM（GIBCO, Invitrogen Corporation）：2 mM終濃度Cat番号25030-02
4
　ゲンタマイシン（50 mg/ml；GIBCO, Invitrogen Corporation））：50μg/ml終濃度Cat
番号15750-037
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　-血清：
　牛胎児血清5%
　-pH 6.2
　-温度 27-28℃
　-気体相：大気（CO2濃縮のない）
　・ウイルス懸濁液を得るために使用した方法：
　-増殖についての詳細：新鮮な完全培地（5%FCSと共に）にSf9細胞の単層を有する容器
（T-25、T-75またはT-150）における培養を、少量のウイルスの懸濁液（またはプラーク
もしくは限界希釈によるクローニング手順から得られるマイクロタイトレーションプレー
トのウェル）で播種する。培養は、すべての細胞の溶解まで、5～6日ごろ、27～28℃にて
インキュベートする。
【０１９６】
　-感染の証拠のための基準：伸長した核を有する細胞、続いて数日後に顆粒状の様相お
よび細胞溶解となる。
【０１９７】
　-ウイルス懸濁液を調製するための詳細
　-細胞上清を、4000gで10分遠心分離し、細胞破片を除去する。
【０１９８】
　・滴定のために使用した方法
　限界希釈（1つのウェルには、96ウェルの陽性マイクロタイタープレートの約1/10を生
じる希釈から開始して感染させる）。　
　結果を6日後に読み込み、予想される力価は、107～108 pfu/mlであった。
【０１９９】
　・貯蔵のための条件
　長期の維持は、-80℃での凍結により可能となる。　
　懸濁液体は、標準的な培地である。
【０２００】
　上記のハイブリドーマF12-7、G21-2、J18-14およびL11-16は、マウス骨髄腫細胞（plas
mocytome Ag8 X 63 6.5.3）と特定の抗原で免疫した動物の脾臓から得られるマウス免疫
細胞との間の細胞融合の結果として得られた。
【０２０１】
　・細胞の特徴付けおよび産生
　-骨髄腫細胞の名称：X63-Ag8-6.5.3
　-抗原特異性： F 12-7についてはMSP4 II、G21-2および518-14についてはMSP5、L11-16
についてはMSP4。
【０２０２】
　-抗体サブクラス：IgG1k
　-分泌の安定性：良および限定的
　・培養の条件：
　-培地
　Eagle MEM-Eurobio
　ピルビン酸ナトリウム－Gibco BRL
　グルタミン－Gibco BRL
　抗生物質：ペニ-ストレプトマイシン－Gibco BRL
　ウマ血清：10%
　-血清炭酸水素塩2.2 g/l
　血清：ウマ10% 
　pH7,4
　至適温度：37℃
　気体相：7% CO2
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　解凍のために講じた警戒：迅速に37℃にて非凍結し、培地+血清で即座に洗浄する。1 m
lの24ウェルを有するプレート上で培養する。
【０２０３】
　・培養のための条件：細胞懸濁液
　集団倍加時間：15時間
　最適な分割比：3日
　予想される細胞密度：5.106

　限られた寿命
　ルーチンのサブカルチャー技術：分裂
　・貯蔵のための条件
　懸濁液：95% ウマ血清- 5% DMSO
　細胞収集の技術：細胞懸濁液を取り、遠心分離し、ペレットを凍結培地に取り込む。
【０２０４】
　凍結するための技術：1 mlの凍結培地における5.106の細胞を-20℃にて2時間、-80℃に
て3-4日、そして液体窒素へ。懸濁液は、標準的な培地である。
【０２０５】
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　本発明は、図面を参照して記述する
【図面の簡単な説明】
【０２０７】
【図１】プラスモディウム属のいくつかの異なる種におけるmsp4およびmsp5遺伝子座位の
ゲノム構成を示す。これらの遺伝子の類縁種保存は、基本的な機能を示している。
【図２】SALSAの配列は、熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）のMSP-4（PfMSP
4）と92%一致であることを示す。SALSA配列は、BおよびT細胞エピトープの両方を保持す
ることが公知である。PfMSP4配列は、黒色で示してあり、SALSA配列はグレーで示してあ
る。
【図３－１】MF54および合成遺伝子のMSP4コドン選択性を示す。
【図３－２】PfMSP4の完全合成遺伝子配列を示す。この図に示したすべての配列は、オリ
ゴヌクレオチドで示した。PfMSP4の遺伝子配列は、番号付けした重複するオリゴ配列（1-
38）によってコードされ、太字および通常のテキストを交互にすることによって強調して
ある。制限酵素部位は、小文字のテキストで記される。
【図４】合成遺伝子のPCR製作を示す。「遺伝子構築反応」（レーン1および2それぞれ5ま
たは10μL）および「遺伝子増幅反応」（レーン3および4それぞれ5またはμL）の試料は
、DNAサイズ標準に隣接し、かつ離した1%のアガロースゲルで分離した。
【図５】バキュロウイルス系における組換えタンパク質発現のために産生した4つの異な
るMSP4構築物の整列を示す。推定上のシグナル配列（現在利用できるアルゴリズムによっ
て予測される）は、グレーで強調してあり、共通の多形部位は、太字で強調してあり、最
も平衡選択下にありそうで、したがって免疫回避に関与する部位は、*で示してある。
【図６－１】3D7および合成遺伝子のMSP5コドンの選択性を示す。
【図６－２】熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）のMSP5（PfMSP5）の完全合
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成遺伝子配列を示す。この図に示したすべての配列は、オリゴヌクレオチドで示した。Pf
MSP5の遺伝子配列は、番号付けした重複するオリゴ配列（1-38）によってコードされ、太
字および通常のテキストを交互にすることによって強調してある。制限酵素部位は、小文
字のテキストで記してある。
【図７】合成遺伝子のPCR製作を示す。「遺伝子増幅反応」の試料（5μL）は、DNAサイズ
標準に隣接し、かつ離した1%のアガロースゲルで分離した。
【図８】2つの異なる昆虫株化細胞におけるある期間にわたったPfMSP4の発現を示す。細
胞死の割合は、細胞懸濁液を4%のトリパンブルーと1：1混合し、カバーガラス下の格子に
対して総細胞および青い細胞を計数することにより算出した。タンパク質を、感染後24、
30、36、42、48、54、60および72時間（それぞれレーン1～8）にて感染された培養SNから
精製し、20μLの溶出タンパク質を、4～12%のBis-Trisゲル（Invitrogen）において分離
して、SimplyBlue safe stain（Invitrogen）で染色した。これらのタンパク質種は、非
感染性の細胞培養（レーン9）において見られなかった。
【図９】それぞれのMSP4産物p40、p30およびp20のN末端の配列を強調している整列配列で
ある。この研究において同定されたシグナル配列は、グレーで強調してある。それぞれの
産物のN末端の配列は、青い太字に示してある。
【図１０】3つの公知のマラリア抗原について報告されたシグナル切断部位付近に集中す
るおよそ80アミノ酸残基の疎水性プロフィールを示す。成熟したタンパク質の最初の残基
は、黒色ダイヤモンドによって示してある。S抗原シグナル配列切断のプロフィールは、
バキュロウイルス系におけるMSP4について見られるものと同等である。
【図１１】2つの異なる昆虫株化細胞におけるある期間にわたったPfMSP5の発現を示す。
細胞死は、細胞懸濁液を4%のトリパンブルーと1：1に混合し、カバーガラス下の格子に対
して総細胞および青い細胞を計数することにより算出した。タンパク質を、感染後24、30
、36、42、48、54、60および72時間（それぞれレーン1～8）にて培養SNから精製し、20μ
Lの溶出タンパク質を、4～12%のBis-Trisゲル（Invitrogen）において分離して、SimplyB
lue safe stain（Invitrogen）で染色した。これらのタンパク質種は、非感染性の細胞培
養（レーン9）において見られなかった。
【図１２】ウサギで生じたポリクローナル抗血清に関する。（A）全長MSP4p40（R6-7）お
よび（B）MSP4分解生成物p20（R8-9）に対して生じた血清のELISA指標力価を、コーティ
ング抗原として天然（NR）または不可逆的に還元した（R）MSP4-p40を使用して解析した
。血清R8は、MSP4抗原が還元されると、50%以上の結合活性を失う。免疫前血清は、NEGと
してマークしてある。パネル（C）は、コーティング抗原としてMSP5-p45およびp35を使用
して解析された抗MSP5血清（56-57）の力価を示す。
【図１３】バキュロウイルスで発現した抗原に対して生じたポリクローナル血清、および
Dielmo由来のヒト血清のプールまたは抗MSP4p40ウサギ血清のプールのいずれか由来のMSP
4p40アフィニティー精製血清で寄生虫材料をプローブすることによって得られた結果を示
す。非同期的に発達する寄生虫をiRBCから抽出して、Wangら（2003）のプロトコルを使用
して粗雑に分画した。各々の免疫ブロットのそれぞれのレーン1には、非還元Triton X100
可溶性寄生虫画分、レーン2には、非還元膜画分、レーン3には、還元Triton X100可溶性
寄生虫画分、レーン4には、還元膜画分を充填した（パネルA,BおよびD）。パネルCは、風
乾した熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）を感染したRBCで得られたIFAデータを示す
。
【図１４】1990年に雨季のピーク時に集めたDielmoからの9人の免疫成人（18～49歳）由
来の血清のELISA解析を示す。プレートをMSP4p40（A）またはMSP5p45およびp35（B）でコ
ートした。
【図１５】NO.3および9の個体由来のヒト免疫血清を使用する、組換えMSP4 p40、p30およ
びp20（それぞれレーン3、2および1）の免疫ブロットである（A）。（B）NO.8の個体由来
のヒト免疫血清を使用する組換えMSP5の免疫ブロット解析。
【図１６】それぞれの血清について産生されるELISAプロフィールは、図16Aおよび16Bの
上のそれぞれのブロットに示してあり、これは、PfMSP4、p40およびp20のエピトープを特
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異的に認識する2つのモノクローナル抗体mAb L11-16およびmAb F12-7についてのウエスタ
ンブロットを示す。レジェンド：nR=非還元、R=invitrogenの市販の緩衝液により還元、i
R=DTTおよびアクリルアミドによって不可逆的に還元。
【図１７】図17Aおよび17Bは、それぞれ、図16Aおよび16BにおけるmAbsについてのODまた
は吸光度（ｙ軸）の関数として希釈比（ｘ軸）を示す。
【図１８】図18Aおよび18Bは、PfMSP5、p45およびp35のエピトープを認識する2つのモノ
クローナル抗体mAb G21-2およびmAb J18-4についてのウエスタンブロットを示す。レジェ
ンド：nR=非還元、R=invitrogenの市販の緩衝液により還元、iR=DTTおよびアクリルアミ
ドによって不可逆的に還元。
【図１９】図19Aおよび19Bは、それぞれ図18Aおよび18BにおけるmAbsについての希釈比（
ｘ軸）およびODまたは吸光度（ｙ軸）の関数を示す。
【図２０】図20A-Bは、タンパク質をコーティングする濃度を最適化するために行ったELI
SA解析を示す。プレートは、0.5または1μg/mLのタンパク質のPBS溶液をウェルあたり100
μL添加して一晩コートした。パネル（A）は、3つの異なるMSP4由来の抗原、MSP4p40、MS
P4p30（本明細書において、MSP4p40/2と命名した）およびMSP4p20で得られたデータを示
す。パネル（B）は、MSP5で得られたデータを示し、反応の異なる強度を証明するために
パネル（A）からのMSP4p20のデータをプロットした。観察される光学濃度は、いずれの濃
度を使用してもほとんど同一だったので、より低いコーティング濃度（0.5g/mL）をすべ
てのその後の解析において使用した。
【図２１】図21A-Dは、ナイーブ個体（naif）、高免疫成人（shi）および2005年のDielmo
集団からの個体（60605）からの対照血清のELISA解析を示す。プレートを0.5μg/mLのMSP
5（A）、MSP4p40（B）、MSP4p20（C）およびMSP4p30（D）でコートし、抗血清の希釈を変
化させて反応を実施した（3倍段階希釈）。すべての抗原は、免疫血清によって認識され
、マラリアナイーブ対照によって認識されなかった。
【図２２】図22A-Dは、15歳以上および以下の年齢によって層別化される2000年のNdiop集
団からの個体の抗体反応を示す。パネル（A）は、抗原（左から右に）MSP4p20、MSP4p40
、MSP4p30およびMSP5についての光学濃度の形態のELISAデータを示す。パネル（C）は、O
D比率の形態での同一データを示す。パネル（B）のMSP1p19に対する個々の抗体反応は、N
diop 2000年集団についての年齢の関数としてのOD比率としてプロットしてあり、その一
方で、パネル（D）は、同じ血清でMSP5に対して得られたELISA OD比率を示す。
【図２３】Ndiop 2000年集団からの血清によるMSP4およびその誘導体の認識の変動を示す
。左のパネルは、MSP4p20、MSP4p40およびMSP4p30（MSP4md2に等しい）についてのOD比率
としてプロットした平均反応を示す。右のパネルは、年齢の関数としてそれぞれのMSP4抗
原に対する抗体の反応について、上下の四分位値およびデータ分布を示す。
【図２４】特異的血清の存在下において誘導される酸化的破裂として測定された、抗体依
存的な単球媒介性細胞障害を示す。血清は、集団の中央値の反応を上回るまたは下回るOD
比率を与えるものに分けられた。パネル（A）は、MSP5反応性の関数（2.4のOD比を上回る
または下回る）として分けられた血清からのデータを示し、パネル（B）は、MSP4p40反応
性の関数（20のOD比を上回るまたは下回る）として分けられた血清からのデータを示す。
これらがPBMC（末梢血単核細胞）および熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）メロゾイ
トの存在下において酸化的破裂を誘導する能力は、化学発光を使用して解析した。両群に
おいて、酸化的破裂における増大は、高OD比を示す個体で見られた。
【図２５】IgG特異的二次抗体試薬を使用して解析したそれぞれの抗原についての抗体ア
イソタイププロフィールを示す。アイソタイププロフィールは、MSP4p40（パネルA）およ
びMSP5（パネルB）について示してある。データは、年齢（15齢を上回るおよび下回る）
の関数としてプロットしてある。
【図２６】PfMSP4およびPvMSP4のアミノ酸配列の整列である。Pf配列のいくつかの特色が
強調され、（i）分泌性およびGPI付着シグナルは、緑に示してあり、（ii）SALSAとして
公知の配列は、下線を引いてある、（iii）すべての負に荷電した残基（DおよびE）は、
赤において示してあり、および（iv）PfMSP4p20のN末端配列および重要なシステイン残基
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【図２７】バキュロウイルスPfMSP5を示す。（A）精製された組換えPfMSP5をSDS-PAGEゲ
ル上で移動させ、ニトロセルロースへ転写し、ヒト免疫血清でプローブした。（B）PfMSP
5をトリチウム化したミリスチン酸の存在下において発現させた。精製したタンパク質をS
DS-PAGEゲル上で移動させ、ブルー染色およびオートラジオグラフィーを7週間行った。
【図２８】RBC期におけるある時間にわたったPfMSP4の発現を示す。（A）アセトン固定し
たリング期の寄生虫および風乾した後期のおよび自由なメロゾイトを、PfMSP1p19または
組換えPfMSP4p20（Rp20）に対してアフィニティー精製されたポリクローナルウサギ血清
に特異的であるモノクローナル抗体G17.12でプローブした。抗体染色は、Alexa Fluor（
登録商標）488のヤギ抗マウスまたは抗ウサギ結合抗体で明らかにされ、寄生虫DNAは、ヘ
キスト33342で染色した。（B）アフィニティー精製したウサギ（Rp20）およびヒト血清（
NdiopおよびDielmoの1：1のプール：Hp20）を使用する、成熟シゾント（S）、自由なメロ
ゾイト（M）、およびリング（R）からの寄生虫抽出物のウエスタンブロット分析。
【図２９】組換えPfMSP4発現のために使用する構築物によってコードされるタンパク質の
配列を示す。PfMSP4p20の直接の発現を促進するようにデザインされた構築物を示す。構
築物の名前を配列テキストの左に収載してあり、それぞれの分泌タンパク質のN末端の配
列をテキスト内で太字体に強調してあり、および組換えタンパク質の名前を右側に収載し
てある。
【図３０】ある時間にわたったPfMSP4p20の直接発現を示す。PfMSP4p40、PfMSP4p21、PfM
SP4p21ss1またはPfMSP4p21ss2バキュロウイルスが感染昆虫細胞の培養液上清の試料を、
感染後24～66時間の間6時間間隔にて収集し、透析し、TALON樹脂上でバッチ精製した。精
製したタンパク質試料をNuPAGE 4～12%の勾配ゲルで分離し、ブルー染色し、タンパク質
のサイズを右に示す。おおよそのタンパク質収率を感染後66時間にて残存している培養液
上清の最後の130 mLを使用して算出した。タンパク質をIMACおよびHPLCによって精製し、
タンパク質収率をBCAタンパク質量キット（PIERCE）を使用して算出する。
【図３１】PfMSP4p40およびPvMSP4/Hisのタンパク質配列の整列を示す。バキュロウイル
スP. vivax MSP4およびP. falciparum MSP4発現構築物のアミノ酸（一文字表記）配列は
、clustalxを使用して整列させた。アミノ酸同一性を（*）、保存的置換を（：）、半保
存的な置換を（.）およびラジカル変化を空白で示してある。同定されたN末端の配列には
、下線を引いてあり、かつ太字体である。異なるタンパク質産物についてのN末端の配列
には、下線を引いてあり、かつ太字体である。
【図３２】ある時間にわたったPvMSP4/His発現を示す。簡潔には、8 mLの撹拌培養のSN試
料を感染後24および66時間の間6時間の間隔で収集し、透析し、TALON樹脂上でバッチ精製
する。精製したタンパク質試料をNuPAGE 4-12%の勾配ゲルで分離し、SimplyBlue SafeSta
inで染色し、タンパク質サイズを左右に示す。
【図３３】PvMSP4/Hisに対するヒト免疫血清の反応性を示す。（A）ELISAプレートには、
バキュロウイルス発現系で発現したPvMSP4/Hisをコートした。三倍段階希釈またはすべて
の24血清を試験した。（B）平行して、それぞれの希釈系列を不可逆的に還元したPvMSP4
に対して試験した。このグラフは、天然抗原に対する負の対照を上回るODを示すそれぞれ
の血清の下方パネルにおける、1/2700希釈でのODを示す。上方パネルは、1/2700の血清希
釈での抗原減少において見られるODの減少を示す。
【図３４】図34は、PMNによるメロゾイトの抗体依存的食作用（APDm）に基づいた機能的
アッセイ法における血清（非動化、IgG除去、または精製IgG）の処理の結果を示す。アッ
セイ法は、実施例19に記してある。
【図３５】図35は、PMNによるメロゾイトの抗体依存的食作用（APDm）に基づいた機能的
アッセイ法における血清（非動化、IgG除去、または精製IgG）の処理の結果を示す。アッ
セイ法は、実施例19に記してある。
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