
(57)【要約】
被験者における、抗原成分に特異的な抗体の産物を増強し得るワクチンに使用される抗原
成分であって、
抗体は、配列番号１のアミノ酸配列を有する Pidタンパク質に特異的に結合し得る抗原成
分である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
被 験 者 に お け る 、 抗 原 成 分 に 特 異 的 な 抗 体 産 物 を 増 強 し 得 る ワ ク チ ン に 使 用 さ れ る 抗 原 成
分 で あ っ て 、
抗 体 は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Pidタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 抗 原 成
分 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 前 記 Pidタ ン パ ク 質 、 ま た は 実 質 的 に そ の 抗 原 性 に 作
用 し な い そ れ ら の 変 異 体 を 含 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 原 成 分 。
【 請 求 項 ３ 】
配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 前 記 Pidタ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド 断 片 、 ま た は 実 質 的 に
そ の 抗 原 性 に 作 用 し な い そ れ ら の 変 異 体 を 含 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 原 成 分 。
【 請 求 項 ４ 】
胞 子 虫 網 （ apicomplexan） の 寄 生 虫 か ら 調 製 さ れ る も の で あ る 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の
抗 原 成 分 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 は 、 ア メ リ ア 属 （ Eimeria） 、 イ ソ ス ポ ラ 属 （ Isospora） 、 ト キ ソ
プ ラ ス マ （ Toxoplasma） 、 ハ モ ン デ ィ ア （ Hammondia） 、 シ ス ト イ ソ ス ポ ラ （ Cystoisospo
ra） 、 肉 胞 子 虫 属 （ Sarcocystis） 、 ベ ス ノ イ チ ア （ Besnoitia） 、 フ レ ン ケ リ ア （ Frenke
lia） 、 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム （ Cryptosporidium） 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 属 （ Plasmodium）
、 バ ベ シ ア 属 （ Babesia） 、 及 び タ イ レ リ ア 属 （ Theileria） よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 属
で あ る 請 求 項 ４ に 記 載 の 抗 原 成 分 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 は 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 属 の 一 種 で あ る 請 求 項 ５ に 記 載 の 抗 原 成 分 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 抗 原 成 分 を 、 免 疫 原 成 分 に 結 合 さ せ た 免 疫 原 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ７ に 記 載 の 免 疫 原 、 及 び ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 す る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 抗 原 成 分 を コ ー ド す る ポ リ 核 酸 を 含 有 す る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 ポ リ 核 酸 は 更 に 、 抗 原 成 分 を コ ー ド す る 配 列 の 発 現 を 制 御 す る 為 の 真 核 生 物 プ ロ モ ー
タ ー を 含 有 す る も の で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ １ 】
ヒ ト 被 験 者 の 使 用 に 適 し た も の で あ る 請 求 項 ８ ～ １ ０ の い ず れ か に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ２ 】
P. フ ァ ル シ パ ル ム （ falciparum） 、 P. オ バ レ （ ovale） 、 P. ビ バ ッ ク ス （ vivax） 、 及
び P. マ ラ リ エ （ malariae） か ら 選 択 さ れ る 寄 生 虫 に よ っ て 生 じ る ヒ ト マ ラ リ ア へ の 使 用
に 適 し た も の で あ る 請 求 項 １ １ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ３ 】
特 異 的 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 に 競 合 し 得
る 成 分 を 含 有 す る 治 療 剤 。
【 請 求 項 １ ４ 】
配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Pidタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 抗 体 を 含 有 す る
診 断 剤 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 抗 原 成 分 を 含 有 す る 診 断 剤 。
【 請 求 項 １ ６ 】
配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の ペ プ チ ド 断 片 を 含 有 す る 医 薬 用 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 断 片 を 有 す る Pidタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 医 薬 用 ポ
リ 核 酸 。
【 請 求 項 １ ８ 】
配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Pidタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 医 薬 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 に よ っ て 生 じ る 疾 病 に 有 効 な 医 薬 を 製 造 す る 為 の 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず
れ か に 記 載 の 抗 原 成 分 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 に よ っ て 生 じ る 疾 病 に 有 効 な 医 薬 を 製 造 す る 為 の 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ
酸 配 列 ま た は そ の ペ プ チ ド 断 片 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 に よ っ て 生 じ る 疾 病 に 有 効 な 医 薬 を 製 造 す る 為 の 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ
酸 配 列 ま た は そ の 断 片 を 有 す る Pidタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ 核 酸 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 に よ っ て 生 じ る 疾 病 を 診 断 す る 診 断 剤 を 製 造 す る 為 の 、 配 列 番 号 １ の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Pidタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 に よ っ て 生 じ る 疾 病 を 診 断 す る 診 断 剤 を 製 造 す る 為 の 、 請 求 項 １ ～ ６ の
い ず れ か に 記 載 の 抗 原 成 分 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 に よ っ て 生 じ る 疾 病 を 診 断 す る 方 法 に お け る 請 求 項 １ ４ ま た は １ ５ に 記
載 の 診 断 剤 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 に よ っ て 生 じ る 疾 病 を 診 断 す る 診 断 剤 を 製 造 す る 為 の 、 配 列 番 号 １ の ア
ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の ペ プ チ ド 断 片 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 に よ っ て 生 じ る 疾 病 を 診 断 す る 診 断 剤 を 製 造 す る 為 の 、 配 列 番 号 １ の ア
ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 断 片 を 有 す る Pidタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ 核 酸 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 に よ っ て 生 じ る 疾 病 に 有 効 な 医 薬 を 製 造 す る 為 の Pidタ ン パ ク 質 Ｃ ｄ ｃ
４ ２ の イ ン ヒ ビ タ ー の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 胞 子 虫 網 （ apicomplexan） 寄 生 虫 は 、 ア メ リ ア 属 （ Eimeria） 、 イ ソ ス ポ ラ 属 （ Isosp
ora） 、 ト キ ソ プ ラ ス マ （ Toxoplasma） 、 ハ モ ン デ ィ ア （ Hammondia） 、 シ ス ト イ ソ ス ポ ラ
（ Cystoisospora） 、 肉 胞 子 虫 属 （ Sarcocystis） 、 ベ ス ノ イ チ ア （ Besnoitia） 、 フ レ ン
ケ リ ア （ Frenkelia） 、 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム （ Cryptosporidium） 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 属
（ Plasmodium） 、 バ ベ シ ア 属 （ Babesia） 、 及 び タ イ レ リ ア 属 （ Theileria） よ り な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 属 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ７ の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 疾 病 は 、 マ ラ リ ア 、 コ ク シ ジ ウ ム 症 、 タ イ レ リ ア 症 、 ク リ プ ト ポ リ ジ ウ ム 症 、 イ ソ ス
ポ ー ラ 症 、 ブ ラ ス ト シ ス ト シ ス （ blastocystosis） 、 バ ベ シ ア 症 、 ア ナ プ ラ ス マ 症 、 サ ル
コ ス ポ リ デ ィ オ シ ス （ sarcosporidiosis） 、 ト キ ソ プ ラ ス マ 症 、 及 び 肉 胞 子 虫 症 よ り 選 択
さ れ る も の で あ る 請 求 項 １ ９ ～ ２ ８ の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 は 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 属 の 一 種 で あ る 請 求 項 １ ９ ～ ２ ９ の い ず れ か
に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
前 記 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 は 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparum）
、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム ビ バ ッ ク ス （ Plasmodium vivax） 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム オ バ レ （ Plasmo
dium ovale） 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム マ ラ リ エ （ Plasmodium malariae） か ら 選 択 さ れ る 一 種
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で あ る 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 疾 病 は マ ラ リ ア で あ る 請 求 項 １ ９ ～ ３ １ の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 疾 病 は 、 ヒ ト マ ラ リ ア で あ る 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
被 験 者 の 胞 子 虫 網 に よ る 感 染 症 を 診 断 す る in vitroの 方 法 で あ っ て 、
（ ｉ ） 被 験 者 か ら 、 核 酸 含 有 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、 及 び
（ ii） 該 サ ン プ ル を 用 い 、 Pidの 核 酸 配 列 特 徴 の 有 無 を テ ス ト す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 胞 子 虫 網 は 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 属 の 一 種 で あ る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
サ ン プ ル は 、 赤 血 球 細 胞 を 含 有 す る も の で あ る 請 求 項 ３ ４ ま た は ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 核 酸 サ ン プ ル は 、 テ ス ト の 前 に 増 幅 さ れ る も の で あ る 請 求 項 ３ ４ ～ ３ ６ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
こ の 発 明 は ワ ク チ ン 用 抗 原 成 分 に 関 し 、 特 に 、 胞 子 虫 網 に よ っ て 生 じ る 疾 病 用 の 抗 原 成 分
に 関 す る も の で あ る
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
胞 子 虫 網 に は 、 ア メ リ ア 属 （ Eimeria） 、 イ ソ ス ポ ラ 属 （ Isospora） 、 ト キ ソ プ ラ ス マ （ T
oxoplasma） 、 ハ モ ン デ ィ ア （ Hammondia） 、 シ ス ト イ ソ ス ポ ラ （ Cystoisospora） 、 肉 胞
子 虫 属 （ Sarcocystis） 、 ベ ス ノ イ チ ア （ Besnoitia） 、 フ レ ン ケ リ ア （ Frenkelia） 、 ク
リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム （ Cryptosporidium） 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 属 （ Plasmodium） 、 バ ベ シ
ア 属 （ Babesia） 、 及 び タ イ レ リ ア 属 （ Theileria） と い っ た 属 の 寄 生 虫 を 始 め と す る 様 々
な 寄 生 虫 が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
上 記 胞 子 虫 網 に 属 す る 全 て の 属 は 、 ア ピ カ ル 複 合 体 と 呼 ば れ る 特 別 の オ ル ガ ネ ラ （ 以 下 、
こ の 名 前 で 呼 ぶ ） を 有 し て い る 。 こ の オ ル ガ ネ ラ は 、 侵 入 中 に 標 的 細 胞 の 表 面 に 突 出 す る
分 泌 性 の 顆 粒 ／ タ ン パ ク 質 を 含 有 し て い る 。 こ の 様 な タ ン パ ク 質 の 突 出 は 、 細 胞 の 侵 入 よ
り も 前 に 起 こ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
こ れ ら の 寄 生 虫 は 、 広 範 囲 の 宿 主 生 物 体 の 疾 病 に 関 与 し て い る 。 例 え ば ア メ リ ア 属 （ Eime
ria） の 種 は 、 少 な く と も 鶏 、 七 面 鳥 、 雁 、 鴨 、 蓄 牛 、 羊 、 豚 、 馬 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 及
び マ ウ ス に 対 し 、 病 原 性 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 ヒ ト 、 子 犬 、 馬 及 び 子 羊 に お け る
ト キ ソ プ ラ ス マ 症 は 、 ト キ ソ プ ラ ス マ （ Toxoplasma） の 種 、 特 に T. ゴ ン デ ィ （ gondii）
が 関 与 し て い る 。 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 種 は 、 哺 乳 類 、 鳥 及 び 爬 虫 類 に 感 染 す る 。 特 に C.
 ム リ ス （ muris） 及 び C. パ ル バ ム （ parvum） は 、 蓄 牛 、 羊 及 び ヒ ト に 胃 腸 疾 患 を も た ら
す こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
更 に バ ベ シ ア 種 は 、 蓄 牛 、 馬 、 羊 、 ヤ ギ 、 豚 、 猫 及 び 犬 を 含 む 家 畜 動 物 に 対 し 、 致 命 的 な
疾 患 を も た ら す 。 タ イ レ リ ア 種 は 、 蓄 牛 、 羊 及 び ヤ ギ に 感 染 力 が あ る こ と が 知 ら れ て い る
。 特 に T. パ ル バ （ parva） 及 び T. ア ン ヌ ラ タ （ annulata） は 、 蓄 牛 に お け る 重 篤 な 病 原
体 で あ り 、 前 者 は 、 ア フ リ カ の タ イ レ リ ア 症 ま た は 東 海 岸 熱 を も た ら す 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
最 も 鋭 意 研 究 さ れ て い る 胞 子 虫 網 由 来 疾 病 の 一 つ が マ ラ リ ア で あ る 。 こ の 疾 病 は 、 現 代 に
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お け る ヒ ト の 罹 患 率 及 び 死 亡 率 が 最 も 重 篤 な 、 単 一 原 因 よ り な る 疾 病 の 一 つ で あ り 、 感 染
者 は 、 一 年 間 に つ き 推 定 で ３ 百 万 人 、 正 確 に は 約 ５ ０ ０ 万 人 に 近 い （ Butler, D. and J. 
Maurice, 1997） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
マ ラ リ ア は 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 種 に よ っ て 生 じ る が 、 こ れ は 、 雌 性 蚊 の ベ ク タ ー を 介 し て
脊 髄 動 物 の 血 液 に 侵 入 す る 。 今 日 、 ４ 種 類 の プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 種 、 即 ち 、 P. フ ァ ル シ パ
ル ム （ falciparum） 、 P. オ バ レ （ ovale） 、 P. ビ バ ッ ク ス （ vivax） 、 及 び P. マ ラ リ エ
（ malariae） が ヒ ト マ ラ リ ア に 関 与 し て い る 。 こ れ ら の う ち 主 な 感 染 源 は 、 P. フ ァ ル シ
パ ル ム （ falciparum） で あ る と 広 く 認 識 さ れ て い る 。 更 に ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 で は 、 P. cyn
omolgi、 P. knowlesi、 P. brasilianum、 P. inui、 P. berghei、 P. yoelii、 P. vinckei
、 及 び P. chabaudiを 含 め 、 少 な く と も ２ ０ 種 類 の プ ラ ス モ デ ィ ウ ム が 関 与 し て い る こ と
が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 種 の ラ イ フ サ イ ク ル を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
感 染 段 階 で 、 ス ポ ロ ゾ イ ト は 、 蚊 の 唾 液 腺 か ら 血 流 中 に 直 接 侵 入 す る 。 次 に 、 ス ポ ロ ゾ イ
ト は 肝 細 胞 を 攻 撃 し 、 過 剰 の 赤 血 球 シ ソ ゴ ニ ー （ 増 殖 生 産 ） と 呼 ば れ る プ ロ セ ス を 繰 返 す
。 こ の ス テ ー ジ で 、 P. ビ バ ッ ク ス （ vivax） ま た は P. オ バ レ （ ovale） と い っ た 或 る 種 の
寄 生 虫 は 、 ヒ プ ノ ゾ イ ト へ と 進 展 し 、 休 眠 状 態 を 保 つ が 、 復 活 し て 再 発 す る 恐 れ も あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
（ 種 依 存 性 の ） 期 間 経 過 後 、 メ ロ ゾ イ ト と 呼 ば れ る 様 に な る 寄 生 虫 は 、 再 び 血 流 に 侵 入 す
る 。 メ ロ ゾ イ ト は 赤 血 球 に 侵 入 し た 後 、 更 に 赤 血 球 シ ソ ゴ ニ ー と 呼 ば れ る 繰 返 し 期 へ と 進
む 。 感 染 し た 赤 血 球 細 胞 が 破 裂 し た 後 、 遊 離 し た メ ロ ゾ イ ト は 順 次 、 新 し い 赤 血 球 細 胞 に
侵 入 す る 。 こ の 感 染 サ イ ク ル は 、 何 回 も 繰 返 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
メ ロ ゾ イ ト は 、 マ ラ リ ア 疾 患 の 主 原 因 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 例 え ば 上 記 寄 生 虫 は 、 そ
の 作 用 が 、 様 々 な マ ラ リ ア の 兆 候 及 び 症 状 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る 腫 瘍 壊 死 因 子
の 様 な サ イ ト カ イ ン の 遊 離 を 刺 激 す る 。 更 に 大 脳 マ ラ リ ア は 、 脳 内 毛 血 管 に 癒 着 し た 感 染
赤 血 球 細 胞 に よ っ て 生 じ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
幾 つ か の メ ロ ゾ イ ト は 、 生 殖 段 階 で ガ メ ト サ イ ト （ 生 殖 母 細 胞 ） へ と 進 展 し 得 る が 、 雌 性
蚊 が 再 び 刺 す と 集 結 す る 。 受 精 期 間 後 、 オ ー キ ネ ー ト が 生 成 さ れ 、 ス ポ ロ ゾ イ ト へ の 進 展
準 備 が で き る と 、 蚊 の 消 化 管 に 侵 入 す る 。 次 に ス ポ ロ ゾ イ ト は 、 次 の 刺 傷 に 備 え て 、 蚊 の
唾 液 腺 を 貫 通 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
マ ラ リ ア 以 外 の 胞 子 虫 網 寄 生 虫 が 関 与 す る 疾 病 に 対 す る 最 近 の 治 療 は 、 成 功 例 が 限 ら れ て
い る 。 こ の 属 の 生 物 体 に 有 用 な ワ ク チ ン は 、 ト キ ソ プ ラ ス マ 症 に 対 す る 弱 毒 生 ワ ク チ ン 一
つ し か な く 、 動 物 用 に 認 可 さ れ て い る の み で あ る 。 葉 酸 阻 害 剤 及 び マ ク ロ ラ イ ド に よ る 治
療 は 、 ト キ ソ プ ラ ス マ 症 に は 有 効 で あ る が 、 ス ル フ ァ ジ ア ジ ン 及 び ピ リ メ タ ミ ン は 、 妊 娠
中 の 使 用 は 危 険 で あ る 為 、 妊 娠 中 に も 使 用 で き 、 最 も 有 効 に 治 療 し 得 る 新 規 な 治 療 法 の 開
発 が 必 要 で あ る 。 ス ピ ラ ミ シ ン 等 の マ ク ロ ラ イ ド は 安 全 性 に 劣 り 、 血 管 － 脳 バ リ ア を 通 過
す る こ と が で き な い 為 、 脳 内 ト キ ソ プ ラ ス マ 症 の 治 療 に は 適 さ な い 。 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ
ム 症 に 有 効 な 治 療 法 ま た は ワ ク チ ン は 、 今 の と こ ろ 無 い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
マ ラ リ ア へ の 抗 疾 病 対 策 と し て は 、 蚊 刺 傷 の 予 防 、 抗 寄 生 虫 薬 及 び 予 防 治 療 法 が 広 く 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
1980年 代 か ら 、 P. フ ァ ル シ パ ル ム （ falciparum） の タ ン パ ク 質 成 分 を 用 い て 、 宿 主 防 御
抗 体 を 刺 激 す る ワ ク チ ン を 開 発 す る 試 み が な さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 供 試 ワ ク チ ン は
い ず れ も 、 当 該 分 野 で 免 疫 応 答 が 有 効 で あ る と い え る 程 、 強 い 刺 激 は 認 め ら れ な か っ た 。
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SPf66は 、 血 液 ス テ ー ジ を タ ー ゲ ッ ト と す る 合 成 ワ ク チ ン で あ る が 、 実 地 試 験 で は 何 ら か
の 防 御 が 認 め ら れ た も の の 、 現 時 点 で は 、 マ ラ リ ア コ ン ト ロ ー ル 用 の 適 切 な 候 補 物 質 と は
考 え ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
SPf66は 免 疫 原 を 有 し て お り 、 南 ア メ リ カ の 住 民 で は 、 或 る 程 度 の 防 御 （ 30～ 35%） が 認 め
ら れ た と 報 告 さ れ て い る が 、 高 レ ベ ル の 伝 染 力 に 曝 さ れ て い る ア フ リ カ の 子 供 達 に は 、 殆
ど 無 防 備 で あ っ た 。 こ の こ と は 、 上 記 ワ ク チ ン に よ る 効 力 は 、 系 統 間 の 境 界 を 超 え ら れ な
い こ と を 意 味 し て い る 。 ワ ク チ ン ／ 薬 物 が 有 効 で あ る 為 に は 、 疾 病 の 流 行 地 域 に か か わ ら
ず 、 寄 生 虫 － 系 統 の 境 界 を 超 え る こ と が 必 要 で あ る 。 X線 を 照 射 し た ス ポ ロ ゾ イ ト は 、 チ
ャ レ ン ジ 試 験 で は 有 効 で あ る と 報 告 さ れ て い る が 、 広 範 囲 な 使 用 は 現 実 的 で な い 。 多 く の
ス ポ ロ ゾ イ ト タ ン パ ク 質 を 用 い た ワ ク チ ン CSPは 、 T細 胞 に よ る 応 答 を 誘 導 し な い 為 、 長 期
間 の 免 疫 が 得 ら れ な か っ た 。 メ ロ ゾ イ ト 表 面 タ ン パ ク 質 に 基 づ く 他 の ワ ク チ ン MSP-1は 、
サ ル 臨 床 試 験 で の 防 御 が 得 ら れ な か っ た 。 こ れ ら の ワ ク チ ン が 全 て 失 敗 し た 理 由 と し て は
恐 ら く 、 誤 っ た 前 提 か ら 直 接 導 か れ た ワ ク チ ン 候 補 物 質 を 誤 っ て 選 択 し た こ と が 考 え ら れ
る 。 可 能 性 の あ る 別 の 問 題 は 、 こ れ ら の 抗 原 が 、 幾 つ か は 重 複 し て い る が 、 或 る 地 域 か ら
他 の 地 域 に わ た っ て 高 度 の 多 形 を 有 す る と い う こ と 、 即 ち 、 こ れ ら は １ 個 以 上 の コ ピ ー （
MSP-1等 ） で 生 じ る と い う 点 で あ る 。 非 常 に 重 要 な こ と で あ る が 、 ワ ク チ ン 候 補 物 質 の 選
択 に 関 す る 理 論 的 根 拠 は 、 同 種 分 子 の 生 化 学 ま た は 生 物 学 を 考 慮 し て お ら ず 、 ど の 様 に し
た ら 寄 生 虫 伝 染 の 全 概 要 に フ ィ ッ ト す る の か 考 慮 し て い な い 。 例 え ば 、 過 去 20年 間 に 亘 っ
て 広 範 囲 に 研 究 さ れ て き た MSP-1ま た は CSPの 機 能 は 、 未 だ 解 明 さ れ て い な い 。 分 子 機 能 の
予 備 知 識 は 、 ワ ク チ ン 設 計 に お け る 使 用 に 欠 く こ と の で き な い 重 要 な も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
最 近 、 宿 主 に お け る 細 胞 免 疫 応 答 を 顕 在 化 さ せ る ワ ク チ ン を 開 発 す る 試 み が な さ れ て い る
。
【 ０ ０ １ ８ 】
そ の 様 な 研 究 の 一 つ と し て 、 寄 生 虫 に 感 染 し た 肝 細 胞 を 破 壊 す る 宿 主 Ｔ 細 胞 を 刺 激 す る ワ
ク チ ン を 産 生 し よ う と い う 試 み が な さ れ て い る 。 こ の 研 究 は 、 所 謂 「 プ ラ イ ム ブ ー ス ト （
prime-boost） 」 技 術 を 用 い て な さ れ た も の で あ っ て 、 宿 主 免 疫 シ ス テ ム を 一 の ワ ク チ ン
で 開 始 し た 後 、 他 の ワ ク チ ン で ブ ー ス ト し 、 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 の レ ベ ル を 高 め る と い う も
の で あ る 。 プ ラ イ ム ブ ー ス ト ワ ク チ ン の 二 つ の 成 分 は 、 同 定 し た 特 定 抗 原 に 基 づ く DNAワ
ク チ ン 、 及 び そ の DNAに 挿 入 し た 同 一 抗 原 に 対 す る 遺 伝 子 を 有 す る 、 非 複 製 ワ ク シ ニ ア ウ
イ ル ス （ MVA） で あ る 。 プ ラ イ ム ブ ー ス ト ワ ク チ ン は 、 マ ウ ス の 後 期 マ ラ リ ア 感 染 症 を 防
御 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 現 在 、 ヒ ト へ の 試 み が な さ れ て い る と こ ろ で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
更 な る 例 と し て 、 RTSSは 、 ス ポ ロ ゾ イ ト タ ン パ ク 質 を ベ ー ス と す る ウ イ ル ス ワ ク チ ン で あ
り る が 現 在 、 実 地 試 験 が な さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
し か し な が ら 、 こ の 様 な 明 白 な 進 展 に も か か わ ら ず 、 有 効 な 抗 哺 乳 類 ワ ク チ ン は 未 だ 見 出
さ れ て い な い 。 こ の 様 な 状 況 下 、 胞 子 虫 網 寄 生 虫 由 来 の マ ラ リ ア 及 び 他 の 疾 病 に 対 し 、 治
療 及 び 予 防 が 共 に 有 効 な 、 新 し い 治 療 法 へ の ニ ー ズ は 依 然 と し て 残 っ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ １ 】
従 っ て 、 こ の 発 明 の 第 一 の 目 的 は 、 被 験 者 に お け る 、 抗 原 成 分 に 特 異 的 な 抗 体 の 産 生 を 促
進 し 得 る ワ ク チ ン に 使 用 さ れ る 抗 原 成 分 で あ っ て 、 抗 体 は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る Pidタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 抗 原 成 分 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 者 ら は 、 胞 子 虫 網 寄 生 虫 に よ っ て 生 じ る 侵 入 付 与 遺 伝 子 座 と し て pid（ lasmodium 
nvasion eterminant） 座 を 同 定 し た 。 寄 生 虫 感 染 宿 主 は 、 感 染 マ ー カ ー と し て 、 Pidタ

ン パ ク 質 、 及 び 当 該 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 有 す る と 予 想 さ れ る 。 従 っ て 、 Pidタ ン パ
ク 質 は 、 こ れ ら 寄 生 虫 由 来 疾 患 に 対 す る 、 ワ ク チ ン 及 び 治 療 剤 を 含 め た 治 療 法 に お け る 、
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新 し い タ ー ゲ ッ ト の 可 能 性 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
驚 く べ き こ と に 、 新 た に 同 定 し た Pidタ ン パ ク 質 は 、 pSaプ ラ ス ミ ド （ Kado, C.I. and S.M
. Close, 1991; Chen, CY and C.I Kado, 1994） の osa遺 伝 子 で コ ー ド し た Osa（ ncogeni
c uppressive ctivity） タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 じ で あ る こ と が 分 か っ た 。 上 記
osa座 及 び pid座 も ま た 、 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
植 物 病 理 学 分 野 で は 、 pSaプ ラ ス ミ ド は 、 Agrobacterium tumefaciensに よ る 植 物 腫 瘍 刺 激
能 を 完 全 に 阻 害 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 関 連 研 究 に よ れ ば 、 Osa座 の み が 、 こ の 阻 害 発
生 に 適 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 A. tumefaciensに よ る 腫 瘍 形 成 力 は 、 細 菌 Tiプ ラ
ス ミ ド の 特 異 的 な セ ク タ ー （ T-DNA） が 植 物 細 胞 へ ト ラ ン ス フ ァ ー す る こ と に よ っ て 仲 介
さ れ る 。 上 述 の 研 究 は 、 Osaタ ン パ ク 質 が 、 細 菌 か ら 植 物 へ VirE2が ト ラ ン ス フ ァ ー さ れ る
の を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ り 、 腫 瘍 形 成 力 を 抑 制 し 得 る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の 第 一 の 目 的 に よ れ ば 、 ワ ク チ ン に 応 答 し て 被 験 者 に 生 じ た 抗 体 に 対 す る 特 異 的 タ
ー ゲ ッ ト と な る 、 Pidタ ン パ ク 質 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
抗 体 は 一 般 に 、 エ ピ ト ー プ ま た は 抗 原 決 定 基 と し て 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 の 一 部 分 に 結
合 し て い る 。 タ ン パ ク 質 は 、 一 以 上 の エ ピ ト ー プ を 有 し て お り 、 一 つ の タ ン パ ク 質 に 存 在
す る 様 々 な エ ピ ト ー プ は 、 種 々 の 抗 体 で 認 識 さ れ て い る と 考 え ら れ る 。 同 様 に 一 つ の 抗 体
は 、 一 以 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 し 得 る 可 能 性 が あ る 。 し か し な が ら 、 結 合 親 和 力 、 更 に は
相 互 作 用 の 特 異 性 は 、 様 々 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
ワ ク チ ン に 応 答 し て 生 じ る 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 、 ワ ク チ ン の 抗 原 成 分 に よ っ て 決 定 さ れ る
。 要 約 す る と 、 ワ ク チ ン を 投 与 す る と 、 抗 原 成 分 は 、 宿 主 免 疫 シ ス テ ム に よ っ て 認 識 さ れ
、 当 該 成 分 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 抗 体 が 産 生 さ れ る 。 本 明 細 書 で は 、 抗 原 成 分 と 特 異 的 な
同 起 源 の 抗 体 と の 結 合 は 、 10 - 6 ～ 10 - 7 M、 若 し く は そ れ 以 下 の 範 囲 の 結 合 定 数 で 起 こ る と
予 測 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 ワ ク チ ン に 応 答 し て 生 じ た 抗 体 は 更 に 、 感 染 宿 主 に お け る 標 的 Pidタ ン
パ ク 質 を 認 識 し て 結 合 す る こ と が で き る 。 ネ イ テ ィ ブ の 宿 主 抗 原 と の 交 叉 反 応 を 阻 止 す る
為 、 抗 体 は Pidと 、 1～ 10nMの 範 囲 、 好 ま し く は 1nM以 下 の 結 合 定 数 で 、 特 異 的 に 結 合 し な
け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
一 実 施 態 様 で は 、 抗 原 成 分 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 １ の Pidタ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 抗 原 性
に 実 質 的 に 影 響 し な い 変 異 体 を 含 有 し 得 る 。 こ の 様 に 、 抗 原 成 分 に お い て Pidタ ン パ ク 質
の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 し て 生 じ る 抗 体 は 、 標 的 Pidタ ン パ ク 質 と 同 じ エ ピ ト ー プ に
結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
変 異 体 配 列 を 有 す る Pidタ ン パ ク 質 は 、 変 異 体 が 自 然 に 発 生 し 得 る か 、 若 し く は エ ン ジ ニ
ア （ 巧 み に 工 作 ） さ れ 得 る 。 上 記 変 異 体 の 配 列 は 、 配 列 番 号 １ の 配 列 と 比 較 し て 、 １ 以 上
の ア ミ ノ 酸 が 付 加 、 置 換 、 ま た は 欠 失 さ れ た も の を 含 有 し 得 る 。 同 様 に 上 記 変 異 体 は 、 ア
ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 体 が 、 タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 に 実 質 的 に 影 響 し な い の で あ れ ば 、 一 以 上 の
修 飾 ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 得 る 。 例 え ば 同 類 置 換 に よ る バ リ エ ー シ ョ ン の 可 能 性 が 挙 げ ら れ る
。 同 類 置 換 の 組 合 わ せ と し て は 、 ア ス パ ラ ギ ン 及 び グ ル タ ミ ン （ Nま た は Q） ； バ リ ン V、
ロ イ シ ン L、 イ ソ ロ イ シ ン I、 及 び メ チ オ ニ ン M； ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 （ Dま た
は E） ； リ ジ ン K、 ア ル ギ ニ ン R、 及 び ヒ ス チ ジ ン H； ア ラ ニ ン A、 及 び グ リ シ ン G； セ リ ン S
、 及 び ト レ オ ニ ン T； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン F、 チ ロ シ ン Y、 及 び ト リ プ ト フ ァ ン Wで あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
変 異 体 Pidタ ン パ ク 質 の 使 用 は 、 特 別 な 利 点 を も た ら す 。 例 え ば 上 記 変 異 体 に よ り 、 溶 解

10

20

30

40

50

(7) JP 2004-520277 A 2004.7.8

o
s a



性 ま た は 安 定 性 が 改 善 さ れ 得 、 他 の ワ ク チ ン 成 分 と 一 層 適 合 し 得 る 。 例 え ば 、 チ オ レ ド キ
シ ン 等 の 融 合 標 識 （ タ グ ） は 当 該 タ ン パ ク 質 と 結 合 し 、 安 定 性 及 び ／ 又 は 溶 解 性 が 改 善 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
上 述 し た 様 に タ ン パ ク 質 は 、 抗 体 結 合 エ ピ ト ー プ を １ 個 以 上 含 有 し 得 る 。 従 っ て 、 Pidタ
ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ は い ず れ も 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 断 片 に の み 含 ま れ 得 る 。 従 っ て 、 前
述 し た 様 に 上 記 抗 原 成 分 は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Pidタ ン パ ク 質 の ペ プ チ
ド 断 片 、 ま た は そ の 変 異 体 を 含 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
完 全 な タ ン パ ク 質 よ り は ペ プ チ ド 断 片 を 使 用 す る 方 が 、 投 与 が よ り 一 層 容 易 な 、 小 さ い 抗
原 成 分 を 提 供 す る こ と が で き る 。 小 断 片 は 、 完 全 な タ ン パ ク 質 に 比 べ 、 よ り 安 価 に 且 つ 簡
易 に 製 造 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 合 成 化 学 ま た は 組 換 え 法 に よ り 、 簡 単 に 合 成 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
抗 原 成 分 に お け る 上 記 Pidタ ン パ ク 質 ま た は 当 該 Pidタ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド 断 片 は 、 胞 子 虫
網 寄 生 虫 由 来 の も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 上 記 タ ン パ ク 質 は 、 源 寄 生 虫 で 発 現 さ れ 、 単
離 さ れ 得 る 。 或 い は 、 Pid座 は 、 寄 生 虫 か ら 単 離 さ れ 、 標 準 ク ロ ー ニ ン グ 技 術 及 び 発 現 技
術 に よ っ て 発 現 さ れ 得 る 。 好 適 な 胞 子 虫 網 寄 生 虫 は 、 ア メ リ ア 属 （ Eimeria） 、 イ ソ ス ポ
ラ 属 （ Isospora） 、 ト キ ソ プ ラ ス マ （ Toxoplasma） 、 ハ モ ン デ ィ ア （ Hammondia） 、 シ ス
ト イ ソ ス ポ ラ （ Cystoisospora） 、 肉 胞 子 虫 属 （ Sarcocystis） 、 ベ ス ノ イ チ ア （ Besnoiti
a） 、 フ レ ン ケ リ ア （ Frenkelia） 、 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム （ Cryptosporidium） 、 プ ラ ス
モ デ ィ ウ ム 属 （ Plasmodium） 、 バ ベ シ ア 属 （ Babesia） 、 及 び タ イ レ リ ア 属 （ Theileria）
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 属 で あ り 、 好 ま し い の は プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 属 （ Plasmodium） で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
寄 生 虫 源 か ら 精 製 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 ネ イ テ ィ ブ に 近 い （ ミ リ ス チ ル 化 ま た は グ リ コ シ
ル 化 の 様 な 、 何 ら か の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ） 為 、 抗 原 成 分 源 と し て 推 奨 さ れ る 。 し か し な
が ら 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 充 分 な 量 を 精 製 す る こ と が 困 難 で あ る 。 細 菌 発 現 に よ り 、
大 量 の 組 換 え タ ン パ ク 質 が 生 じ る こ と は 保 証 さ れ る が 、 翻 訳 後 修 飾 が な さ れ 得 る も の で は
な い 。 し か し な が ら 、 酵 母 （ Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae ま た は Schizo
saccharomyces pombe） 、 ま た は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ／ 昆 虫 の 細 胞 シ ス テ ム に お け る 発 現 は
、 組 換 え タ ン パ ク 質 が 適 切 に 修 飾 さ れ る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。 し か し 、 抗 原 成 分 の
使 用 に 適 し た Pidタ ン パ ク 質 の 合 成 模 倣 品 が 構 築 さ れ 得 る こ と も 認 識 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
抗 体 反 応 の 顕 在 化 を 狙 っ た ワ ク チ ン で は 、 免 疫 原 性 は 、 ワ ク チ ン の 免 疫 原 に よ っ て 介 在 さ
れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 第 二 の 目 的 は 、 免 疫 原 成 分 に 結 合 す る 抗 原 成 分 を 含 有 す る 免 疫 原
を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
抗 原 成 分 は そ れ 自 体 、 免 疫 原 性 を 有 す る 為 、 抗 原 成 分 そ れ 自 体 が 免 疫 原 性 成 分 を 含 有 し て
い る 。 し か し な が ら 、 抗 原 成 分 は 非 常 に 小 さ い の で 、 例 え ば 宿 主 に 対 す る 免 疫 原 性 を 有 す
る こ と は で き な い 。 そ の 様 な 場 合 、 抗 原 成 分 を 、 適 切 な 担 体 に 結 合 す る こ と が 必 要 で あ る
。 従 っ て 、 単 離 し た 抗 原 は 、 生 物 感 染 の 間 に 顕 在 化 す る の と 同 様 の レ ベ ル ま で 或 る 程 度 、
刺 激 す る こ と が 好 ま し い 。 抗 原 の 提 示 及 び 免 疫 原 性 を 増 強 す る 為 に 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
及 び キ ー ホ ー ル （ keyhole） カ サ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン 等 の ハ プ テ ン ； ウ イ ル ス 粒 子 ま た は デ
ン ド リ マ ー に 結 合 さ せ て も よ い 。 生 ワ ク チ ン と し て 、 経 口 的 に デ リ バ ー さ れ る ワ ク チ ン を
運 ぶ こ と が で き る 様 に 、 弱 毒 化 サ ル モ ネ ラ 菌 株 を エ ン ジ ニ ア す る こ と も 可 能 で あ る 。 サ ル
モ ネ ラ は 、 抗 体 反 応 及 び 細 胞 性 免 疫 応 答 の 両 方 を 高 度 に 誘 導 す る 為 、 上 記 目 的 に 適 し て い
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 抗 体 反 応 を 増 強 す る 免 疫 原 及 び ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 す る ワ ク チ ン
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を 提 供 す る こ と に あ る 。 例 え ば 、 非 ヒ ト ワ ク チ ン で は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 及
び フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の 使 用 が 好 ま し い 。 ヒ ト で は 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 及
び リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム を ア ジ ュ バ ン ト と し て 使 用 す る こ と が 認 可 さ れ て い る 。 更 に 好 ま し
く は 、 ア ジ ュ バ ン ト に は 、 リ ポ ソ ー ム 、 Ｂ Ｃ Ｇ 、 リ ポ 多 糖 類 、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 誘 導 体
、 ス ク ワ ラ ン 、 非 イ オ ン 疎 水 性 ブ ロ ッ ク 共 重 合 体 、 プ ル ロ ニ ッ ク （ pluronic） ポ リ オ ー ル
、 酢 酸 ビ ニ ル エ チ レ ン 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 及 び ポ リ シ ア ル 酸 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 上 述 し た 抗 原 成 分 を コ ー ド す る ポ リ 核 酸 を 含 有 す る ワ ク チ ン を 提
供 す る こ と に あ る 。 上 記 ポ リ 核 酸 に は 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 合 成 核 酸 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
一 実 施 態 様 で は 、 上 記 ポ リ 核 酸 は 、 配 列 番 号 ２ の 配 列 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
代 表 的 に は ポ リ 核 酸 ワ ク チ ン は 、 被 験 者 の 細 胞 性 免 疫 応 答 を 促 す 為 に 用 い ら れ る 。 上 記 タ
イ プ の ワ ク チ ン の 特 徴 部 分 は 、 ポ リ 核 酸 の ワ ク チ ン で コ ー ド し た 抗 原 成 分 は 、 被 験 者 の 細
胞 表 面 で 発 現 さ れ 、 提 示 さ れ る と い う こ と で あ る 。 こ れ ら の ワ ク チ ン は 、 抗 原 が 細 胞 内 に
あ る 自 然 状 態 を 模 倣 す る 為 、 特 に 、 細 胞 内 に 侵 入 す る 寄 生 虫 由 来 の 疾 病 に 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 ワ ク チ ン の ポ リ 核 酸 は 更 に 、 抗 原 成 分 を 有 効 に 発 現 す る 為 の 配 列 を 含 有 す る 。 こ の
様 な 配 列 は 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 有 し 得 る か 、 ま た は 分 泌 シ グ ナ ル を コ ー ド し 得
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
好 都 合 な こ と に 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 更 に 、 ポ リ 核 酸 を 被 験 者 に 運 ぶ デ リ バ リ ー 手 段 を 有
し て い る 。 上 記 ワ ク チ ン は 更 に 、 被 験 者 の 細 胞 性 免 疫 応 答 を 増 強 す る ア ジ ュ バ ン ト を 含 有
し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 の ポ リ 核 酸 ワ ク チ ン は 、 二 つ の 主 な 形 態 、 即 ち 、 裸 （ naked） ワ ク チ ン ま た は 生 ワ
ク チ ン の い ず れ か を と る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
裸 ワ ク チ ン の 場 合 、 上 記 ポ リ 核 酸 は 被 験 者 に 投 与 さ れ た 後 、 様 々 な 代 替 手 段 の う ち の い ず
れ か に よ っ て 標 的 宿 主 細 胞 に 運 ば れ る 。 次 い で 、 ポ リ 核 酸 で コ ー ド し た 抗 原 成 分 は 、 宿 主
細 胞 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
例 え ば 裸 ワ ク チ ン の ポ リ 核 酸 は 、 標 的 宿 主 細 胞 に お け る 抗 原 成 分 の 有 効 発 現 を 指 示 す る 真
核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー を 運 ぶ こ と が で き る 、 プ ラ ス ミ ド を 含 有 し 得 る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は
例 え ば 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 属 ま た は SV40プ ロ モ ー タ ー 属 で 構 成 さ れ 得 る 。 或 い は 、 こ の プ
ロ モ ー タ ー は 、 組 織 特 異 性 を 有 し て い て も よ い 。 一 実 施 態 様 で は 、 上 記 プ ロ モ ー タ ー は 、
MyoD、 ミ オ シ ン ま た は ミ オ ゲ ニ ン プ ロ モ ー タ ー 等 の 筋 肉 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 筋 肉
特 異 的 プ ロ モ ー タ ー が 重 要 な の は 、 筋 肉 内 注 射 で 運 ば れ た ポ リ 核 酸 ワ ク チ ン が 、 筋 肉 細 胞
に よ っ て 直 接 発 現 さ れ 得 る 為 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
肝 臓 も ま た 、 抗 原 発 現 の 標 的 と な り 得 る 。 ア ル ブ ミ ン プ ロ モ ー タ ー 等 の 肝 特 異 的 プ ロ モ ー
タ ー は 、 発 現 及 び 分 泌 用 の 抗 原 読 取 り 枠 で 標 識 さ れ た 分 泌 シ グ ナ ル と 共 に 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
上 記 ポ リ 核 酸 は 更 に 、 抗 原 成 分 の 分 泌 シ グ ナ ル を コ ー ド す る 配 列 を 含 有 し 得 、 発 現 の 間 、
当 該 成 分 が 、 宿 主 細 胞 の 外 表 面 に 分 泌 さ れ る こ と を 保 証 す る 。 例 え ば 分 泌 シ グ ナ ル に は 、
細 菌 発 現 用 の malEシ グ ナ ル 、 昆 虫 細 胞 に お け る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 用 ミ ツ バ チ の メ リ チ
ン シ グ ナ ル （ Sf9、 Sf21） 、
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【 ０ ０ ４ ９ 】
【 数 １ 】
　
　
　
及 び 哺 乳 類 細 胞 で の 発 現 用 Ig6シ グ ナ ル が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
裸 ワ ク チ ン の ポ リ 核 酸 は 更 に 、 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト を 提 供 す る 免 疫 刺 激 配 列 を 含 有 し 得 る
。 例 え ば 上 記 目 的 の 為 に 、 メ チ ル 化 し て い な い CpG配 列 を 使 用 す る こ と が で き る 。 CpG免 疫
刺 激 配 列 は ま た 、 上 述 し た 完 全 ま た は 不 完 全 の フ ロ イ ド ア ジ ュ バ ン ト の 様 な 、 一 以 上 の 他
の ア ジ ュ バ ン ト と 組 合 わ せ て も 良 い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
被 験 者 に 運 ぶ 為 に 、 裸 ワ ク チ ン の ポ リ 核 酸 は 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 小 胞 ま た は ウ イ ル ス 粒
子 で 複 合 化 さ れ 得 る 。 一 実 施 態 様 で は 、 上 記 ワ ク チ ン は 、 皮 膚 ま た は 筋 肉 内 注 射 に よ っ て
運 ば れ る 。 更 な る 態 様 で は 上 記 ワ ク チ ン は 、 噴 霧 に よ っ て 運 ば れ る 。 リ ポ ソ ー ム 及 び ウ イ
ル ス 粒 子 は 、 担 体 と し て 作 用 す る 。 必 須 プ ロ モ ー タ ー が 、 デ リ バ ー さ れ た DNA配 列 に 含 ま
れ る と い っ た 、 組 織 特 異 的 発 現 が 要 求 さ れ る 場 合 を 除 き 、 特 別 な 細 胞 タ イ プ は 、 タ ー ゲ ッ
ト と さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
生 ワ ク チ ン の 場 合 は ま ず 、 ポ リ 核 酸 は 、 適 切 な 細 菌 菌 株 に 形 質 転 換 さ れ た 後 、 当 該 細 菌 細
胞 は 、 そ の 細 胞 表 面 に 抗 原 成 分 を 発 現 す る 。 次 に 、 発 現 し た 細 菌 菌 株 を 被 験 者 に 投 与 す る
こ と に よ り 、 上 記 細 菌 は 、 必 要 な デ リ バ リ ー 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
上 記 目 的 に 好 ま し い 細 菌 菌 株 と し て は 、 サ ル モ ネ ラ 、 リ ス テ リ ア 及 び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム
（ Corynebacterium） pseudotuberculosisの 弱 毒 化 さ れ た ア ロ （ aro） ／ 栄 養 要 求 株 が 挙 げ
ら れ る 。 弱 毒 化 し た 単 純 ヘ ル ペ ス 、 BCG及 び ア デ ノ ウ イ ル ス 等 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー も 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
生 ワ ク チ ン の ポ リ 核 酸 は 、 細 菌 に お け る 抗 原 成 分 の 有 効 発 現 を 指 示 す る 原 核 細 胞 プ ロ モ ー
タ ー を 運 ぶ こ と が で き る 、 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 し 得 る 。 細 菌 の 発 現 に 好 ま し い プ ロ モ ー タ
ー と し て は 、 tac、 trc、 BAD、 T7及 び P L /trpプ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 こ の ポ リ 核 酸 は
更 に 、 細 菌 細 胞 か ら 上 記 成 分 の 分 泌 を 促 す 分 泌 シ グ ナ ル を コ ー ド す る こ と が で き 、 こ れ に
よ り 、 宿 主 免 疫 系 に 当 該 成 分 を 発 現 す る こ と が で き る 。 分 泌 シ グ ナ ル の 例 と し て は 、 malE
、 ompT、 pelB及 び フ ァ ー ジ fd遺 伝 子 IIIタ ン パ ク 質 シ グ ナ ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
更 な る 態 様 で は 、 抗 原 成 分 を コ ー ド す る ポ リ 核 酸 は 、 細 菌 の 染 色 体 に 組 込 ま れ 得 る 。 組 込
み に よ っ て 安 定 性 が 改 善 さ れ 、 発 現 レ ベ ル が 高 め ら れ る と 予 想 さ れ る 。 抗 原 の 発 現 は 代 表
的 に は 、 上 述 し た 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の い ず れ か 一 つ に よ っ て 誘 導 さ れ る 。 或 い は 、 例 え
ば サ ル モ ネ ラ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 上 記 分 泌 シ グ ナ ル は 、 標
的 組 換 え ワ ク チ ン ベ ク タ ー の 重 要 部 分 で あ る と 予 想 さ れ る 為 、 細 菌 の 染 色 体 に 安 定 し て 組
込 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
生 ワ ク チ ン の 場 合 、 ア ジ ュ バ ン ト の 使 用 は 最 適 で あ り 、 例 え ば 、 サ ル モ ネ ラ が 使 用 さ れ る
。 サ ル モ ネ ラ は 分 泌 を 促 し 、 体 液 性 免 疫 及 び 細 胞 性 免 疫 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
好 都 合 な こ と に 、 上 述 し た ワ ク チ ン は 、 ヒ ト 被 験 者 へ の 使 用 に 適 し て い る 。 例 え ば こ れ ら
の ワ ク チ ン は 、 上 記 に 例 示 し た 様 な 、 ヒ ト へ の 使 用 に 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 す る 。 代
表 的 に は 上 記 ワ ク チ ン は 、 生 物 感 染 に 対 す る 防 御 作 用 を 有 す る の み な ら ず 、 発 熱 性 が な く
、 非 炎 症 性 で 、 且 つ 、 ネ ク レ オ タ イ ズ で な い （ non-necreotizing） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 P. フ ァ ル シ パ ル ム （ falciparum） 、 P. オ バ レ （
ovale） 、 P. ビ バ ッ ク ス （ vivax） 、 ま た は P. マ ラ リ エ （ malariae） 由 来 の ヒ ト マ ラ リ ア
へ の 使 用 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
理 論 に よ る 裏 付 け は 期 待 さ れ な い が 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 胞 子 虫 網 寄 生 虫 の ラ イ フ サ イ
ク ル に お け る 一 以 上 の ス テ ー ジ で 、 Pidを 標 的 と す る こ と が で き る 。 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 属
寄 生 虫 の 場 合 、 上 記 ワ ク チ ン は 例 え ば 、 哺 乳 動 物 の 肝 細 胞 ま た は 赤 血 球 細 胞 へ 侵 入 す る ラ
イ フ サ イ ク ル の ス テ ー ジ を タ ー ゲ ッ ト と す る 。 標 的 と な る ラ イ フ サ イ ク ル の ス テ ー ジ は 、
肝 臓 に 侵 入 す る ス ポ ロ ゾ イ ト ； 赤 血 球 細 胞 に 侵 入 す る メ ロ ゾ イ ト 、 ま た は 吸 血 中 若 し く は
吸 血 後 に 蚊 の 消 化 管 壁 に 侵 入 し て ス ポ ロ ゾ イ ト へ と 進 化 す る オ ー キ ネ ー ト で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
ワ ク チ ン 用 の 新 た な タ ー ゲ ッ ト の 提 供 に 加 え て 、 Pidタ ン パ ク 質 は ま た 、 胞 子 虫 網 由 来 の
疾 患 等 の 感 染 症 に 対 し 、 新 し い 治 療 法 の 基 礎 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
更 に 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 特 異 的 結 合 ア ッ セ イ で 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ
ン パ ク 質 に 競 合 し 得 る 成 分 を 含 有 す る 治 療 剤 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
Pidタ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 に よ る 細 胞 へ の 侵 入 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て
い る こ と が 認 識 さ れ て い る 。 理 論 に よ る 裏 付 け は 期 待 さ れ な い が 、 こ れ は 、 Pidと レ セ プ
タ ー と の 相 互 作 用 に よ っ て 起 こ る と 考 え ら れ て い る 。 In vitroで の 特 異 的 結 合 ア ッ セ イ に
お い て Pidに 競 合 し 得 る 成 分 は 、 レ セ プ タ ー 結 合 に よ り 、 in vivoで Pidに 競 合 し 得 る と 考
え ら れ る 。 従 っ て 、 上 記 成 分 は 、 Pid－ レ セ プ タ ー の 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る 治 療 剤 に 組
み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
一 実 施 態 様 で は 、 Pidは 、 タ ー ゲ ッ ト レ セ プ タ ー ま た は 相 互 作 用 に 関 す る 予 備 知 識 な し に
、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド 群 か ら フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ を 組 合 わ せ 選 択 し て 使 用 す る こ と が で き
る 。 15ア ミ ノ 酸 に 至 る ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー が 構 築 さ れ 、 フ ァ ー ジ 表 面 に 提 示 さ
れ る 。 次 に 、 組 換 え Pidタ ン パ ク 質 を ペ ト リ 皿 に 固 定 し 、 BSAで ブ ロ ッ ク し て 非 特 異 的 部 位
を 塞 ぐ 。 フ ァ ー ジ で コ ー ド し た ペ プ チ ド は そ の 後 、 Pidと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 上 記
ス テ ッ プ の 後 、 非 特 異 的 結 合 ペ プ チ ド ／ フ ァ ー ジ を 洗 浄 し 、 特 異 的 フ ァ ー ジ を 溶 出 し て 、
許 容 細 菌 宿 主 で 増 幅 さ せ た 後 、 全 て の パ ン ニ ン グ （ panning） サ イ ク ル が 繰 返 さ れ る 。 ４
～ ５ 回 の 選 択 後 、 ペ プ チ ド 配 列 を 決 定 す る 。 結 合 親 和 性 は 、 指 定 部 位 突 然 変 異 誘 導 に よ っ
て 更 に 最 適 化 さ れ る 。 次 に こ れ ら の ペ プ チ ド を 合 成 し 、 結 合 ア ッ セ イ に 用 い る 。 高 親 和 結
合 と は 、 1～ 10nMの 範 囲 の 解 離 定 数 を 有 す る ペ プ チ ド と 定 義 さ れ 得 る 。 IC 5 0 は 、 競 ・ )LISA
に よ っ て 決 定 さ れ 得 る 。 一 般 に は 10 - 6 ～ 10 - 7 の 値 で あ れ ば 、 競 合 結 合 で あ る と 考 え ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
一 実 施 態 様 で は 、 Pidタ ン パ ク 質 の 模 倣 品 を 作 製 し 、 治 療 剤 に 組 込 む こ と が で き る と 考 え
ら れ る 。 或 い は 、 Pidの レ セ プ タ ー を 同 定 し 、 Pid－ レ セ プ タ ー の 相 互 作 用 の 阻 害 剤 を 治 療
剤 成 分 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
レ セ プ タ ー 抗 体 エ ピ ト ー プ と Pid結 合 部 位 が 同 じ で あ る と 仮 定 す る と 、 Pidレ セ プ タ ー 抗 体
は 、 Pidと の 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク し 得 る の で 、 治 療 剤 と し て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 発 明 の 更 な る 目 的 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 医 薬 と し
て 有 用 な タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 を 提 供 す る も の で あ る 。 更 に 本 発 明 は 、 上 記 タ ン パ
ク 質 ま た は 当 該 タ ン パ ク 質 の 断 片 を コ ー ド す る 、 医 薬 と し て 有 用 な ポ リ 核 酸 を 提 供 す る も
の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 上 記 ワ ク チ ン 及 び 治 療 剤 は 共 に 、 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 由 来 の 感 染 症 に 対 す
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る 治 療 方 法 に 、 好 適 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 由 来 の 疾 病 に 対 し て 有 効 な 医 薬 を 製 造 す る 為
に 、 上 述 し た 抗 原 成 分 の 有 効 な 使 用 を 提 供 す る こ と に あ る 。 上 記 に よ れ ば 、 前 述 し た 疾 病
に 有 効 な 医 薬 の 製 造 は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ペ プ チ ド ま た は そ の ペ プ チ
ド 断 片 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 の 使 用 、 及 び ／ 又 は 上 述 し た タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 断 片
を コ ー ド す る ポ リ 核 酸 の 使 用 を 包 含 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 に よ っ て 有 効 に 治 療 し 得 る 疾 病 と し て は 、 以 下 に 示 す 、 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 由 来 の 疾
病 が 挙 げ ら れ る 。 ア メ リ ア 属 （ Eimeria） 、 イ ソ ス ポ ラ 属 （ Isospora） 、 ト キ ソ プ ラ ス マ
（ Toxoplasma） 、 ハ モ ン デ ィ ア （ Hammondia） 、 シ ス ト イ ソ ス ポ ラ （ Cystoisospora） 、 肉
胞 子 虫 属 （ Sarcocystis） 、 ベ ス ノ イ チ ア （ Besnoitia） 、 フ レ ン ケ リ ア （ Frenkelia） 、
ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム （ Cryptosporidium） 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 属 （ Plasmodium） 、 バ ベ
シ ア 属 （ Babesia） 、 及 び タ イ レ リ ア 属 （ Theileria） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
好 ま し く は 、 上 記 疾 病 は 、 以 下 よ り 選 択 さ れ る も の で あ る 。 マ ラ リ ア 、 コ ク シ ジ ウ ム 症 、
タ イ レ リ ア 症 、 ク リ プ ト ポ リ ジ ウ ム 症 、 イ ソ ス ポ ー ラ 症 、 ブ ラ ス ト シ ス ト シ ス （ blastocy
stosis） 、 バ ベ シ ア 症 、 ア ナ プ ラ ス マ 症 、 サ ル コ ス ポ リ デ ィ オ シ ス （ sarcosporidiosis）
、 ト キ ソ プ ラ ス マ 症 、 及 び 肉 胞 子 虫 症 。
【 ０ ０ ７ １ 】
特 に 本 発 明 は 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 寄 生 虫 に 関 連 の マ ラ リ ア 疾 病 を 予 防 ・ 治 療 す る 手 段 を 提
供 す る も の で あ る 。 例 え ば P. フ ァ ル シ パ ル ム （ falciparum） 、 P. オ バ レ （ ovale） 、 P. 
ビ バ ッ ク ス （ vivax） 、 及 び P. マ ラ リ エ （ malariae） よ り 選 択 さ れ る 寄 生 虫 由 来 の ヒ ト マ
ラ リ ア は 、 特 に 重 要 な タ ー ゲ ッ ト と な る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
上 記 に 特 記 し た 通 り 、 Pidタ ン パ ク 質 は 、 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 等 と い っ た 、 pid座 を 運 ぶ 微 生
物 由 来 の 感 染 症 に お け る 適 切 な マ ー カ ー を 提 供 す る も の で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 の
一 つ は 、 配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Pidタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 抗 体 を 含
有 す る 診 断 剤 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 明 細 書 に よ れ ば 、 上 記 抗 体 は 代 表 的 に は 、 10 - 6 ～ 10 - 7 の 範 囲 の 結 合 定 数 を 有 す る Pidタ
ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き る 。 上 記 診 断 剤 は 好 ま し く は 、 抗 体 － Pid複 合 体 を 検 出 す
る 手 段 を 包 含 す る 。 上 記 抗 体 は 例 え ば 、 発 蛍 光 団 、 放 射 性 同 位 元 素 、 マ ー カ ー 酵 素 、 ま た
は リ ガ ン ド に よ る 標 準 技 術 を 使 用 し て 標 識 す る こ と が で き る 。 好 適 な 発 蛍 光 団 は 、 フ ル オ
ロ レ サ ミ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 Cy3、 TRITC及 び フ ィ コ エ リ ト リ ン で あ る 。 好 適 な マ ー カ ー 酵 素
は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 及 び 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
で あ る 。 好 適 な リ ガ ン ド は 、 ビ オ チ ン 及 び ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ DIG） で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 由 来 の 疾 病 を 診 断 す る 方 法 に お け る 、 診 断 剤 と
し て の 使 用 を 提 供 す る こ と に あ る 。 上 記 診 断 剤 は 、 in vitroで 、 被 験 者 か ら 採 取 し た サ ン
プ ル 中 の Pidタ ン パ ク 質 の 有 無 を 検 出 す る の に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
患 者 の 血 清 ／ 血 漿 中 の Pid抗 体 の 検 出 を ベ ー ス と し た 、 in vitroに お け る 感 染 症 の 診 断 試
験 に は 、 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 で 補 完 さ れ 得 る ELISAま た は EIAが 包 含 さ れ 得 る 。 Pidを 含 む い ず
れ の 診 断 剤 も 、 陽 性 対 照 （ 精 製 Pidタ ン パ ク 質 及 び 同 起 源 の 反 応 性 抗 体 ） 、 及 び 関 連 の 標
識 用 基 質 ［ 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ AP） で 標 識 し た 第 二 抗 体 用 ｐ － ニ ト ロ フ ェ
ニ ル リ ン 酸 （ NPP） ］ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
感 染 症 は ま た 、 被 験 者 血 清 中 の Pidタ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て 同 定
す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 上 述 し た 抗 原 成 分 を 含 有 す る 診 断 剤
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を 提 供 す る こ と に あ る 。 上 記 抗 原 成 分 は 、 被 験 者 の 血 清 中 に 存 在 す る 任 意 の Pid抗 体 に 結
合 す る 。 上 記 結 合 は 、 種 々 の 標 準 標 識 技 術 の 一 つ に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
更 に 本 発 明 は 、 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 由 来 の 疾 病 を 診 断 す る 方 法 に お け る 、 診 断 剤 の 使 用 を 提
供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
一 実 施 態 様 で は 、 上 記 診 断 剤 の 抗 原 成 分 を ELISAプ レ ー ト に 固 定 し 、 被 験 者 の 血 清 と 共 に
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 上 記 血 清 中 の Pidに 対 す る 抗 体 は 、 陽 性 対 照 と し て 使 用 さ れ
る Pidに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 、 抗 原 捕 獲 に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
他 の 標 識 及 び 検 出 法 と し て 、 染 色 体 法 ［ AP-NPPま た は ニ ト ロ テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ル － 及 び ５
－ ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル ホ ス フ ェ ー ト （ BCIP） ］ 、 蛍 光 遺 伝 子 （ fluoroge
nic） 法 ［ 例 え ば ビ オ チ ン 及 び フ ル オ ロ レ シ ン で 標 識 し た ス ト レ プ タ ヴ ィ ジ ン （ streptavi
din） ］ ま た は ル ミ ネ セ ン ス （ 例 え ば AP及 び CDP-ス タ ー ） が 挙 げ ら れ る 。 ELISA法 ま た は EI
A法 を 用 い る 場 合 に は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ま た は 蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を 行 な う こ と も 可 能 で あ る 。 或 る 場 合 に は 、 蛍 光 遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た in situ PC
Rで 法 増 強 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
固 定 し た 抗 原 成 分 は 、 フ ィ ー ル ド 診 断 の ス ポ ッ ト 分 析 ま た は デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク （ dip-st
ick） 法 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 次 い で 、 ハ プ テ ン 結 合 し た （ FITC、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 等 ） 、 Pidに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 寄 生 虫 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 蛍 光 顕 微 鏡
で 直 接 視 覚 化 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
上 述 し た 様 に 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Pidタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結
合 し 得 る 、 医 薬 と し て 有 用 な 抗 体 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 は ま た 、 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 由 来 の 疾 病 を 診 断 す る 診 断 剤 を 製 造 す る 為 の 、 そ の 様 な
抗 体 の 使 用 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 由 来 の 疾 病 の 診 断 用 診 断 剤 を 製 造 す る 為 の 、 上
述 し た 抗 原 成 分 の 使 用 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
上 述 し た 診 断 剤 の 製 造 に は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 断 片 を 含 有 す る タ ン パ
ク 質 の 使 用 、 ま た は 、 上 記 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る ポ リ 核 酸 の 使 用 が
包 含 さ れ 得 る と 評 価 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
代 表 的 に は 診 断 剤 は 、 陽 性 対 照 （ 精 製 Pidタ ン パ ク 質 及 び 同 起 源 の 反 応 性 抗 体 ） 、 及 び 関
連 の 標 識 用 基 質 ［ 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ AP） で 標 識 し た 第 二 抗 体 用 ｐ － ニ ト ロ
フ ェ ニ ル リ ン 酸 （ NPP） ］ を 含 む キ ッ ト と し て 提 供 さ れ 得 る 。 詳 細 且 つ 完 全 な 参 照 指 示 マ
ニ ュ ア ル 、 及 び 計 算 情 報 は 通 常 、 上 記 キ ッ ト の 重 要 部 分 と し て 含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
更 な る 目 的 は 、 被 験 者 の 胞 子 虫 網 感 染 症 を 診 断 す る 為 の 、 in vitroで の 方 法 を 提 供 す る こ
と に あ り 、 以 下 の 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
（ i） 被 験 者 か ら 、 核 酸 含 有 サ ン プ ル を 得 る 工 程 ； 及 び
（ ii） サ ン プ ル 中 に お け る 、 Pid核 酸 配 列 の 特 徴 の 存 在 を 試 験 す る 工 程 。 Pid核 酸 配 列 の 特
徴 部 分 は 、 Pidタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 全 部 ま た は 一 部 分 の 配 列 で あ っ て も 良 い し 、 或
い は 、 Pidコ ー ド 配 列 の 上 流 ま た は 下 流 の 核 酸 配 列 で あ っ て も 良 い 。 核 酸 含 有 サ ン プ ル に
、 PCR法 等 の 増 幅 手 段 を 施 し た も の は 、 Pid核 酸 配 列 に 特 異 的 で あ る の で 推 奨 さ れ る 。 こ れ
は 、 図 ５ に 示 す プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 如 く 、 適 切 な プ ラ イ マ ー 類 を 用 い る こ と に よ っ て 達 成
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す る こ と が で き る 。 標 的 核 酸 に 特 異 的 な 他 の プ ラ イ マ ー も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
前 述 し た 胞 子 虫 網 由 来 の 感 染 症 は 、 上 記 方 法 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 ヒ ト へ の 感
染 の 場 合 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 感 染 の 検 出 は 特 に 、 マ ラ リ ア の 診 断 に 重 要 で あ る 。 こ れ は 、
核 酸 の 供 給 源 と し て 赤 血 球 細 胞 を 用 い る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 発 明 に よ っ て 診 断 す る こ と の で き る 、 胞 子 虫 網 由 来 の 疾 患 と し て は 、 上 述 し た も の が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
実 施 例

上 述 し た 様 に プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 種 の ラ イ フ サ イ ク ル に は 、 オ ー キ ネ ー ト 、 ス ポ ロ ゾ イ ト 及
び メ ロ ゾ イ ト と い う 、 三 つ の 侵 入 ス テ ー ジ が 含 ま れ る （ 図 １ ） 。 各 ス テ ー ジ で は 、 異 な る
標 的 細 胞 が 選 択 さ れ る 。 例 え ば ス ポ ロ ゾ イ ト は 、 宿 主 細 胞 の 肝 細 胞 に 選 択 的 に 侵 入 す る の
に 対 し 、 メ ロ ゾ イ ト は 赤 血 球 細 胞 に 侵 入 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
一 般 に プ ラ ス モ デ ィ ウ ム に よ る 侵 入 は 主 に 、 認 識 、 吸 着 、 及 び 侵 入 と い う 、 三 つ の 段 階 に
分 け ら れ る 。 侵 入 工 程 に 含 ま れ る 一 ま た は 一 以 上 の 因 子 は 、 究 極 的 に は 同 定 さ れ て い な い
。 多 く の 潜 在 的 な 寄 生 虫 特 異 的 リ ガ ン ド が 、 細 胞 侵 入 に 関 与 し て お り 、 指 定 レ セ プ タ ー と
し て 様 々 な 細 胞 組 織 が 示 唆 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 研 究 は 、 現 実 の 細 胞 侵 入
で は な く 、 細 胞 結 合 に 焦 点 が 向 け ら れ て い る （ Sim, B.K.L et al, 1994; Horuk, R et al
, 1993; Breton, C. B et al, 1992; and Hadley, T J et al, 1986） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 組 換 え ア ッ セ イ （ Isberg, R.R. and S. Falkow, 1985） を 用 い て 、
P. yoeliか ら 、 E. coli K12に よ る 上 皮 細 胞 侵 入 に 必 要 且 つ 充 分 な 座 を 単 離 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ま ず 、 P. yoeliゲ ノ ム の コ ス ミ ド ク ロ ー ン セ グ メ ン ト を E.coliに 形 質 導 入 し た 。 こ の ク ロ
ー ン が 、 COS-7培 養 細 胞 に 結 合 し 、 侵 入 す る 能 力 が あ る か を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ス ク リ
ー ニ ン グ 工 程 に お け る 侵 入 ま た は 内 面 化 の 確 認 は 主 に 、 ゲ ン タ マ イ シ ン の 死 滅 に よ っ て 行
な っ た 。 ゲ ン タ マ イ シ ン は 細 胞 を 殆 ど 通 過 し な い 為 、 細 胞 表 面 に 結 合 し た 細 菌 を 排 除 す る
の に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に 基 づ き 、 幾 つ か の 侵 入 ク ロ ー ン （ ‘ Inv’ ） を 単 離 す る と 、 ク ロ
ス － ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 分 か っ た 。 上 記 ク ロ ー ン の 制 限 酵 素 地 図 に よ れ ば 、 こ れ ら
は 相 互 に オ ー バ ー ラ ッ プ す る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
同 定 し た ク ロ ー ン が 本 当 に 侵 入 す る か ど う か 確 認 す る 為 に 、 コ ス ミ ド ク ロ ー ン で 形 質 転 換
し た E.coli K12菌 株 を 用 い て 、 更 に 侵 入 ア ッ セ イ を 行 な っ た 。 上 記 ア ッ セ イ は 、 E.coli K
12に 特 異 的 な 一 次 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 間 接 免 疫 蛍 光 法 で 細 菌 を 追 跡 し た こ と 以 外 は
、 上 述 し た 様 に 行 な っ た 。 侵 入 細 菌 に よ る 点 状 の 蛍 光 が 観 察 さ れ た 。 上 記 ア ッ セ イ は 、 対
照 菌 株 、 非 形 質 転 換 の E.coli、 ま た は プ ラ ス ミ ド 若 し く は コ ス ミ ド ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し
た 細 菌 で 行 な っ て も 、 侵 入 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
上 記 細 菌 細 胞 は 、 細 胞 の 外 で は な く 内 部 に 取 込 ま れ る こ と を 証 明 す る 為 に 、 侵 入 細 胞 を 、
TRITC標 識 フ ァ ロ イ ジ ン で 対 比 染 色 し た 。 細 胞 侵 入 の 中 心 に ア ク チ ン 重 合 が 観 察 さ れ 、 侵
入 細 菌 は 、 重 合 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の 核 形 成 で コ ロ キ ャ ラ イ ズ さ れ た （ colocalised）
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
更 に 細 胞 侵 入 の 証 拠 を 得 る 為 に 、 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 を 用 い て 侵 入 培 養 細 胞 を 観 察 し た 。 膜
結 合 し た 小 腔 の 内 部 に 細 菌 が 検 出 さ れ た 。
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【 ０ ０ ９ ８ 】
更 に 、 細 胞 侵 入 に お け る 上 記 座 の 役 割 を 調 査 す る 為 に 、 侵 入 性 ク ロ ー ン Invcos18を 、 Tn10
00gdで ト ラ ン ス ボ ゾ ン に 突 然 変 異 さ せ た （ Morris, G.E et al, 1995） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
ト ラ ン ス ボ ゾ ン 変 異 体 の 97％ が 細 胞 侵 入 に よ っ て 深 刻 な ダ メ ー ジ を 被 っ て お り 、 細 胞 侵 入
に お け る E. coliを 捕 捉 で き な か っ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
６ 個 の 非 相 補 的 ク ロ ー ン
【 ０ １ ０ １ 】
【 数 ２ 】
　
　
　
の 配 列 解 析 は 、 ６ 例 全 部 に お い て 、 同 じ 部 位 で の ト ラ ン ス ボ ゾ ン 挿 入 を 示 し て い る 。 こ の
こ と は 、 侵 入 に は 、 挿 入 座 が 不 可 欠 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 図 ４ Aに 、 配 列 中 に ト ラ
ン ス ボ ゾ ン 末 端 位 を マ ー ク し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 領 域 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
ト ラ ン ス ボ ゾ ン 挿 入 部 位 は 、 約 567の ヌ ク レ オ チ ド の 推 定 読 取 り 枠 に 関 係 す る 位 置 に あ る
。 Pid座 配 列 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 示 す 通 り で あ り 、 図 ４ Aの ヌ ク レ オ チ ド 607
か ら 、 ヌ ク レ オ チ ド 1172に 至 る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
図 ４ Bに 、 Pid翻 訳 産 物 の ア ミ ノ 酸 予 測 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 １ と す る 。 こ れ は 、 図 ４ Aに
も 示 し て い る 。 Pid上 流 部 分 の DNA配 列 を 配 列 番 号 ３ に 示 し 、 ORF3か ら コ ー ド し た ア ミ ノ 酸
配 列 を を 配 列 番 号 ４ に 示 す 。 Pid下 流 部 分 の 配 列 を 配 列 番 号 ５ に 示 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
BLASTプ ロ グ ラ ム の GenBank、 EMBL、 DDBJ及 び PDBデ ー タ ベ ー ス を 用 い て 、 pid相 同 配 列 ま た
は Pid配 列 を 探 索 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
上 記 Pid座 は 、 寄 生 虫 の 染 色 体 DNAに 比 べ 、 異 常 に 高 い GC量 （ 55％ ） で 特 徴 付 け ら れ る 病 原
性 島 で あ る こ と が 判 明 し た 。 侵 入 座 に 隣 接 す る DNA配 列 は ATに 富 み 、 伝 播 性 TraC／ プ ラ イ
マ ー ゼ 座 と 相 同 性 を 示 す （ 約 38％ ） が 、 こ れ は 、 広 範 な 宿 主 域 プ ラ ス ミ ド IncN及 び IncW（
Valentine, C.R.I. and C.I.Kado, 1989） の 接 合 ト ラ ン ス フ ァ ー に 不 可 欠 で あ る 。 IncWプ
ラ ス ミ ド pSaで コ ー ド し た 、 Anatol、 A. Belogurovら の 非 制 限 タ ン パ ク 質 Ard（ タ イ プ C）
は 、 乱 交 雑 プ ラ ス ミ ド RP4の Trac1プ ラ イ マ ー ゼ の タ ン パ ク 質 輸 送 ド メ イ ン と 非 常 に 類 似 し
て い る （ Journal of Molecular Biology, (2000), 296: 969-977） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
理 論 に よ る 裏 付 け の 期 待 は な い が 、 こ の こ と は 、 寄 生 虫 ゲ ノ ム に 組 込 ま れ た 潜 在 プ ラ ス ミ
ド DNA配 列 の 存 在 を 示 唆 し て い る 。 Pid座 は 恐 ら く 、 病 原 性 細 菌 ま た は 病 原 性 フ ァ ー ジ 由 来
の 始 原 遺 伝 子 が 水 平 ト ラ ン ス フ ァ ー し て 獲 得 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
相 同 性 研 究 に よ り 、 Pidタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Shigella flexneriの 病 原 性 を も た
ら す プ ラ ス ミ ド pSaが osa遺 伝 子 で コ ー ド さ れ た Osaタ ン パ ク 質 の 配 列 と 同 じ で あ る こ と が
判 明 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
上 記 Pidタ ン パ ク 質 も 、 リ ス テ リ ア 菌 の inlABオ ペ ロ ン に お け る イ ン タ ー ナ リ ン B座 （ InlB
） 産 物 と 相 同 性 を 有 し て お り 、 侵 入 に 不 可 欠 で あ る こ と が 分 か る （ Gaillard, J.L. et al
, 1991; Parida, S.K. et al, 1998） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
更 に 本 発 明 者 ら は 、 Pidタ ン パ ク 質 配 列 に お け る 、 推 定 CDC42/Racの 相 互 結 合 （ CRIB） モ チ
ー フ ： PVLSRDEASAVMLAEHVGVAを 同 定 し た 。 こ の モ チ ー フ を 配 列 番 号 65に 示 す 。 上 記 モ チ ー
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フ は 、 N-WASP、 Ste20及 び MSE55等 と い っ た 低 分 子 量 GTPア ー ゼ エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 と
関 係 し て い る 。 Pidタ ン パ ク 質 配 列 と 、 他 の CRIBタ ン パ ク 質 の 配 列 を 並 べ た も の を 、 図 ４ B
に 示 す 。 上 記 配 列 は 、 BLASTプ ロ グ ラ ム に よ っ て 作 製 し た 。 Pidに お け る 、 推 定 CRIBド メ イ
ン は 、 イ ン タ ー ナ リ ン B配 列 と 整 列 し な い 。 後 者 と 、 Rho GTPア ー ゼ エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク
質 と の 相 同 性 を 、 BLASTP探 索 に よ っ て 同 定 し た 。 Pid相 同 物 の ア ク セ ス 番 号 は 以 下 の 通 り
で あ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
イ ン タ ー ナ リ ン を 除 く 残 り は 全 て 、 CRIBド メ イ ン を 有 し て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
WASP、 Ste20及 び MSE55の タ ン パ ク 質 は 、 ア ク チ ン 細 胞 骨 格 の 再 編 成 に 有 効 で あ る こ と が 知
ら れ て い る （ Burbelo, P.D. et al, 1999; Hall, A et al, 1998; Burbelo, P.D et al, 
1998） 。 例 え ば サ ル モ ネ ラ 菌 （ Salmonella typhimurium） の 場 合 、 N-WASP及 び SopEと 、 Rh
o GTPア ー ゼ CDC42及 び Rac1と の 相 互 作 用 は 、 食 細 胞 以 外 の 細 胞 侵 入 に 必 要 で あ る （ Hardt,
 W.D et al, 1998; Chen, L.M. et al 1996; Susuki,T et al, 1998; Masol, P et al, 1
998） 。 従 っ て 、 pidは 、 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 交 換 因 子 ま た は GTPア ー ゼ 活 性 タ ン パ ク 質
と な り 得 る 。
【 ０ １ １ １ 】

Pid遺 伝 子 は 、 標 準 ク ロ ー ニ ン グ 技 術 に よ り 、 適 切 な 寄 生 虫 か ら 配 列 番 号 1及 び 2の 配 列 情
報 と し て 単 離 す る こ と が で き る 。 こ の 遺 伝 子 断 片 は 、 標 準 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
上 記 pid遺 伝 子 ま た は 当 該 遺 伝 子 の 断 片 は 、 通 常 の 方 法 に よ っ て 発 現 さ れ 、 タ ン パ ク 質 産
物 が 精 製 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
上 記 方 法 の 詳 細 は 、 Riggs, P., in Ausubel, F.M. et al (eds)「 分 子 生 化 学 に お け る 近
代 プ ロ ト コ ー ル 」 、 John Wiley & Sons, Inc., New York, pp 16.6.1-16.6.14 (1994)を
参 照 す れ ば 良 い 。
【 ０ １ １ ４ 】

抗 原 成 分 が 得 ら れ た 後 は 、 当 該 抗 原 成 分 含 有 ワ ク チ ン は 、 通 常 の 方 法 に よ っ て 製 造 す る こ
と が で き る 。 以 下 の 文 献 を 参 照 す れ ば 良 い ：
Jane L. Holley, Mike Elmore, Margaret Mauchline, Nigel Minton and Richard W. Tit
ball.「 Clostridium botulinum系 F毒 素 に 対 す る 組 換 え サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン の ク ロ ー ニ
ン グ 、 発 現 及 び 評 価 」 、 ［ 要 約 ］ ［ フ ル テ キ ス ト ］ 、 Vaccine 19 (2-3) 288-297 (2000)
Michael Theisen et al.「 ヒ ト 抗 体 由 来 寄 生 虫 の 死 滅 を タ ー ゲ ッ ト と す る 、 プ ラ ス モ デ ィ
ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム の グ ル タ ミ ン 酸 塩 に 富 む タ ン パ ク 質 (GLURP)の 主 要 な B細 胞 エ ピ ト ー プ
の 同 定 」 、 Vaccine 19 (2-3) 204-212 (2000)
JH Tian, S Kumar, DC Kaslow, and LH Miller、 「 Plasmodium yoeliiメ ロ ゾ イ ト 表 面 タ
ン パ ク 質 1の 様 々 な 領 域 か ら の 、 組 換 え タ ン パ ク 質 に よ る 免 疫 化 で 誘 導 さ れ た 防 御 の 対 比
」 、 Infect. Immun. 1997 65: 3032-3036.
Bittle, J.L., Houghten, R.A., Alexander, H., Shinnick, T.M., Sutcliffe, J.G., Le
rner, R.A., Rowlands, D.J. and Brown, F. 1982、 「 ウ イ ル ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 予

10

20

30

40

50

(16) JP 2004-520277 A 2004.7.8

Pidの 単 離 及 び 発 現

ワ ク チ ン の 調 製
抗 体 由 来 ワ ク チ ン



測 さ れ る 化 学 合 成 ペ プ チ ド で の 免 疫 化 に よ る 、 口 蹄 疫 に 対 す る 防 御 」 、 Nature 298:30-33
.
Harlow, E. & Lane, D. 1988. Antibodies: A laboratory manual, Cold Spring Harbour
 Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York.
Holder, A.A. and Freeman, R.R. 1981、 「 精 製 さ れ た 寄 生 虫 抗 原 を 用 い た 血 流 段 階 で の
げ っ 歯 類 マ ラ リ ア の 免 疫 化 」 、 Nature, 294:361-364.
Hollingdale, M.R., Nardin, E.H., Tharavanij, S., Schwartz, A.L. and Nussenzweig,
 R.S. 1984、 「 培 養 細 胞 へ の 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparu
m） 及 び プ ラ ス モ デ ィ ウ ム ビ バ ッ ク ス （ Plasmodium vivax） の ス ポ ロ ゾ イ ト の 侵 入 阻 害 、
防 御 抗 体 の in vitroア ッ セ イ 」 、 J. Immunol. 132:909-913.
Kaslow, D.C., Quakyi, I.A., Syin, C., Raum, M.G., Keister, D.B., Coligan, J.E., 
McCutchan, T.F. and Miller, L.H. 1988、 「 EGF様 ド メ イ ン を 含 む 、 ヒ ト マ ラ リ ア 生 殖 段
階 か ら の ワ ク チ ン 候 補 物 質 」 、 Nature 333:74-76。
【 ０ １ １ ５ 】
上 記 ワ ク チ ン を 被 験 者 に 投 与 し 、 当 該 ワ ク チ ン へ の 応 答 に よ っ て 産 生 し た 抗 体 が Pidに 特
異 的 に 結 合 す る か を 、 標 準 方 法 に よ っ て 試 験 す る 。 好 適 な 方 法 は 、 以 下 の 参 照 文 献 に 例 示
さ れ て い る ： JH Tian, S Kumar, DC Kaslow, and LH Miller、 「 Plasmodium yoeliiメ ロ
ゾ イ ト 表 面 タ ン パ ク 質 1の 様 々 な 領 域 か ら の 、 組 換 え タ ン パ ク 質 に よ る 免 疫 化 で 誘 導 さ れ
た 防 御 の 対 比 」 、 Infect. Immun. 1997 65: 3032-3036.
Harlow, E. & Lane, D. 1988. Antibodies: A laboratory manual, Cold Spring Harbour
 Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York.
Holder, A.A. and Freeman, R.R. 1981、 「 精 製 さ れ た 寄 生 虫 抗 原 を 用 い た 血 流 段 階 で の
げ っ 歯 類 マ ラ リ ア の 免 疫 化 」 、 Nature, 294:361-364.
Hollingdale, M.R., Nardin, E.H., Tharavanij, S., Schwartz, A.L. and Nussenzweig,
 R.S. 1984、 「 培 養 細 胞 へ の 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparu
m） 及 び プ ラ ス モ デ ィ ウ ム ビ バ ッ ク ス （ Plasmodium vivax） の ス ポ ロ ゾ イ ト の 侵 入 阻 害 、
防 御 抗 体 の in vitroア ッ セ イ 」 、 J. Immunol. 132:909-913.
Kaslow, D.C., Quakyi, I.A., Syin, C., Raum, M.G., Keister, D.B., Coligan, J.E., 
McCutchan, T.F. and Miller, L.H. 1988、 「 EGF様 ド メ イ ン を 含 む 、 ヒ ト マ ラ リ ア 生 殖 段
階 か ら の ワ ク チ ン 候 補 物 質 」 、 Nature 333:74-76.
Armando Reyna-Bello, Axel Cloeckaert, Nieves Vizcaiino, Mary I. Gonzatti, Pedro 
M. Aso, Geerard Dubray, and Michel S. Zygmunt、 「 ベ ネ ズ エ ラ に お け る ウ シ ア ナ プ ラ
ス マ 症 血 清 学 診 断 の 為 の 、 組 換 え 主 要 表 面 タ ン パ ク 質 5を 用 い た 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法
の 評 価 」 、 Clin. Diagn. Lab. Immunol. 1998 5: 259-262.
M Theisen, J Vuust, A Gottschau, S Jepsen, and B Hogh、 「 Escherichia coliで 発 現
し た プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparum） の 組 換 え グ ル タ ミ ン 酸
塩 リ ッ チ タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 及 び 免 疫 原 生 」 、 Clin Diagn. Lab. Immunol. 1995 2: 30-3
4。
【 ０ １ １ ６ 】
同 様 に 上 記 ワ ク チ ン は 、 標 準 実 験 プ ロ ト コ ー ル を 用 い 、 胞 子 虫 網 の 寄 生 虫 由 来 の 疾 病 に 有
効 か ど う か 試 験 す る こ と が で き る 。 例 え ば こ れ ら は 、 以 下 の 参 考 文 献 を 参 照 す れ ば よ い ：
JH Tian, S Kumar, DC Kaslow, and LH Miller、 「 Plasmodium yoeliiメ ロ ゾ イ ト 表 面 タ
ン パ ク 質 1の 様 々 な 領 域 か ら の 、 組 換 え タ ン パ ク 質 に よ る 免 疫 化 で 誘 導 さ れ た 防 御 の 対 比
」 、 Infect. Immun. 1997 65: 3032-3036.
Harlow, E. & Lane, D. 1988. Antibodies: A laboratory manual, Cold Spring Harbour
 Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York.
Holder, A.A. and Freeman, R.R. 1981、 「 精 製 さ れ た 寄 生 虫 抗 原 を 用 い た 血 流 段 階 で の
げ っ 歯 類 マ ラ リ ア の 免 疫 化 」 、 Nature, 294:361-364.
Hollingdale, M.R., Nardin, E.H., Tharavanij, S., Schwartz, A.L. and Nussenzweig,
 R.S. 1984、 「 培 養 細 胞 へ の 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparu
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m） 及 び プ ラ ス モ デ ィ ウ ム ビ バ ッ ク ス （ Plasmodium vivax） の ス ポ ロ ゾ イ ト の 侵 入 阻 害 、
防 御 抗 体 の in vitroア ッ セ イ 」 、 J. Immunol. 132:909-913.
Kaslow, D.C., Quakyi, I.A., Syin, C., Raum, M.G., Keister, D.B., Coligan, J.E., 
McCutchan, T.F. and Miller, L.H. 1988、 「 EGF様 ド メ イ ン を 含 む 、 ヒ ト マ ラ リ ア 生 殖 段
階 か ら の ワ ク チ ン 候 補 物 質 」 、 Nature 333:74-76.
Armando Reyna-Bello, Axel Cloeckaert, Nieves Vizcaiino, Mary I. Gonzatti, Pedro 
M. Aso, Geerard Dubray, and Michel S. Zygmunt、 「 ベ ネ ズ エ ラ に お け る ウ シ ア ナ プ ラ
ス マ 症 血 清 学 診 断 の 為 の 、 組 換 え 主 要 表 面 タ ン パ ク 質 5を 用 い た 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法
の 評 価 」 、 Clin. Diagn. Lab. Immunol. 1998 5: 259-262.
M Theisen, J Vuust, A Gottschau, S Jepsen, and B Hogh、 「 Escherichia coliで 発 現
し た プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparum） の 組 換 え グ ル タ ミ ン 酸
塩 に 富 む タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 及 び 免 疫 原 生 」 、 Clin. Diagn. Lab. Immunol. 1995 2: 30-
34。
【 ０ １ １ ７ 】

適 切 な ポ リ 核 酸 を 同 定 し た 後 、 当 該 ポ リ 核 酸 は 、 通 常 の 方 法 に よ り 、 ワ ク チ ン に 組 込 む こ
と が で き る 。 こ れ に 関 し て は 、 以 下 の 文 献 を 参 照 す れ ば 良 い ： （ Jones, T.R. et al, 199
9; Chatfield, S.N. et al, 1989;）  Ricardo S. Corral and Patricia B. Petray、 「 ト
リ パ ノ ソ ー マ （ Trypanosoma） cruziの 免 疫 化 に お け る 、 Th1促 進 ア ジ ュ バ ン ト と し て の CpG
 DNA」 、 Vaccine 19 (2-3) 234-242 (2000)
K.D. Song et、 「 保 存 ア イ メ リ ア （ Eimeria） タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAワ ク チ ン は 、 生
き た ア イ メ リ ア acervulinaの チ ャ レ ン ジ に 対 す る 防 御 免 疫 を 誘 導 す る 」 、 Vaccine 19 (2-
3) 243-252 (2000)
Rong Xiang, Holger N. Lode, Ta-Hsiang Chao, J. Michael Ruehlmann, Carrie S. Dolm
an, Fernando Rodriguez, J. Lindsay Whitton, Willem W. Overwijk, Nicholas P. Rest
ifo, and Ralph A. Reisfeld、 「 マ ウ ス メ ラ ノ ー マ に 対 す る 、 自 己 経 口 DNAワ ク チ ン の 防
御 」 、 PNAS 97: 5492-5497
Martha Sedegah, Trevor R. Jones, Manjit Kaur, Richard Hedstrom, Peter Hobart, Jo
hn A. Tine, and Stephen L. Hoffman、 「 組 換 え ワ ク チ ン の 上 昇 は 、 マ ラ リ ア DNAワ ク チ
ン の 免 疫 原 生 及 び 防 御 効 率 を 増 加 さ せ る 」 、 PNAS 95: 7648-7653.
Donald L. Lodmell, Nancy B. Ray and Larry C. Ewalt、 「 プ ラ ス ミ ド DNAの 遺 伝 子 ガ ン
粒 子 介 在 ワ ク チ ン 接 種 は 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 感 染 に 対 す る 防 御 免 疫 を 付 与 す る 」 、 Vaccine 
16 (2-3) 115-118 (1998)
Cynthia L. Brazolot Millan, Risini Weeratna, Arthur M. Krieg, Claire-Anne Siegri
st, and Heather L. Davis、 「 CpG DNAは 、 若 年 マ ウ ス の B型 肝 炎 表 面 抗 原 に 対 す る 、 強 力
な Th1体 液 性 及 び 細 胞 性 免 疫 応 答 を 誘 導 し 得 る 」 、 PNAS 95: 15553-15558.
Wendy C. Brown, D. Mark Estes, Sue Ellen Chantler, Kimberly A. Kegerreis, and Ca
rlos E. Suarez、 「 Babesia bovis由 来 の DNA及 び CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ウ シ B細 胞 の
分 泌 促 進 剤 で あ る 」 、 Infect. Immun. 1998 66: 5423-5432.
Zina Moldoveanu, Laurie Love-Homan, Wen Qiang Huang and Arthur M. Krieg、 「 イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ワ ク チ ン に よ る 全 身 性 及 び 粘 膜 免 疫 の 為 の 、 新 規 免 疫 エ ン ハ ン サ ー Cp
G DNA」 、 16(11-12)1216-1224
上 記 ポ リ 核 酸 ワ ク チ ン を 被 験 者 に 投 与 し 、 以 下 の 参 考 文 献 に 示 す 標 準 プ ロ ト コ ー ル を 用 い
て 治 療 効 果 を 試 験 す る ： JH Tian, S Kumar, DC Kaslow, and LH Miller、 「 Plasmodium y
oeliiの 様 々 な メ ロ ゾ イ ト 表 面 タ ン パ ク 質 1領 域 か ら の 組 換 え タ ン パ ク 質 に よ る 免 疫 化 で 誘
導 さ れ た 防 御 の 対 比 」 、 Infect. Immun. 1997 65: 3032-3036.
Bittle, J.L., Houghten, R.A., Alexander, H., Shinnick, T.M., Sutcliffe, J.G., Le
rner, R.A., Rowlands, D.J. and Brown, F. 1982、 「 ウ イ ル ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 予
測 さ れ る 化 学 合 成 ペ プ チ ド で の 免 疫 化 に よ る 、 口 蹄 疫 に 対 す る 防 御 」 、 Nature 298:30-33
.
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Harlow, E. & Lane, D. 1988.「 抗 体 ： 実 験 マ ニ ュ ア ル 」 、 Cold Spring Harbour Laborat
ory Press, Cold Spring Harbour, New York.
Holder, A.A. and Freeman, R.R. 1981、 「 精 製 さ れ た 寄 生 虫 抗 原 を 用 い た 血 流 段 階 で の
げ っ 歯 類 マ ラ リ ア の 免 疫 化 」 、 Nature, 294:361-364.
Hollingdale, M.R., Nardin, E.H., Tharavanij, S., Schwartz, A.L. and Nussenzweig,
 R.S. 1984、 「 培 養 細 胞 へ の 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparu
m） 及 び プ ラ ス モ デ ィ ウ ム ビ バ ッ ク ス （ Plasmodium vivax） の ス ポ ロ ゾ イ ト の 侵 入 阻 害 、
防 御 抗 体 の in vitroア ッ セ イ 」 、 J. Immunol. 132:909-913.
Kaslow, D.C., Quakyi, I.A., Syin, C., Raum, M.G., Keister, D.B., Coligan, J.E., 
McCutchan, T.F. and Miller, L.H. 1988、 「 EGF様 ド メ イ ン を 含 む 、 ヒ ト マ ラ リ ア 生 殖 段
階 か ら の ワ ク チ ン 候 補 物 質 」 、 Nature 333:74-76.
M Theisen, J Vuust, A Gottschau, S Jepsen, and B Hogh、 「 Escherichia coliで 発 現
し た プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparum） の 組 換 え グ ル タ ミ ン 酸
塩 リ ッ チ タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 及 び 免 疫 原 生 」 、 Clin. Diagn. Lab. Immunol. 1995 2: 30-
34。
【 ０ １ １ ８ 】

Pid遺 伝 子 を 単 離 し た 後 、 Pidタ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ て 精 製 し 、 通 常 の 方 法 に よ っ て 治 療 剤
用 成 分 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
上 記 Pidタ ン パ ク 質 を 例 え ば 結 晶 化 さ せ 、 以 下 に 記 載 の 方 法 ： Alex M. Aronov, Stephen S
uresh, Frederick S. Buckner, Wesley C. Van Voorhis, Christophe L. M. J. Verlinde
, Fred R. Opperdoes, Wim G. J. Hol, and Michael H. Gelb、 「 ト リ パ ノ ソ ー マ 類 の グ
リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の サ ブ ミ ク ロ モ ル 生 物 学 的 活 性 阻 害 剤 の 、
構 造 ベ ー ス 設 計 」 、 PNAS 96: 4273-4278に よ っ て 3-D構 造 を 決 定 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
上 記 構 造 は 、 複 合 化 学 に よ る Pid模 倣 品 設 計 用 鋳 型 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 以 下 の
方 法 を 参 照 す れ ば よ い ： (Aronov, A.M. et al, 1999;‘ Combinatorial chemistry’  (199
6) Methods in Enzymology vol 267 ed. John N Abelson; Academic Press Inc. New Yor
k;) Kirk McMillan, Marc Adler, Douglas S. Auld, John J. Baldwin, Eric Blasko, Le
slie J. Browne, Daniel Chelsky, David Davey, Ronald E. Dolle, Keith A. Eagen, Sh
awn Erickson, Richard I. Feldman, Charles B. Glaser, Cornell Mallari, Michael M.
 Morrissey, Michael H. J. Ohlmeyer, Gonghua Pan, John F. Parkinson, Gary B. Phil
lips, Mark A. Polokoff, Nolan H. Sigal, Ronald Vergona, Marc Whitlow, Tish A. Yo
ung, and James J. Devlin、 「 複 合 化 学 を 介 し て 発 見 さ れ た 誘 導 一 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ 二
量 体 化 の ア ロ ス テ リ ッ ク 阻 害 剤 」 、 PNAS 97: 1506-1511
Dustin J. Maly, Ingrid C. Choong, and Jonathan A. Ellman、 「 複 合 タ ー ゲ ッ ト を ガ イ
ド す る リ ガ ン ド ア ッ セ ン ブ リ ー ： 潜 在 サ ブ タ イ プ 選 択 的 c-Src阻 害 剤 の 同 定 」 、 PNAS 97: 
2419-2424.
RAP Lutzke, NA Eppens, PA Weber, RA Houghten, and RHA Plasterk、 「 複 合 化 学 ラ イ ブ
ラ リ ー の 使 用 に よ る 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス イ ン テ グ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 の ヘ キ サ ペ プ チ ド
阻 害 剤 の 同 定 」 、 PNAS 92: 11456-11460
NF Sepetov, V Krchnak, M Stankova, S Wade, KS Lam, and M Lebl, Library of Librar
ies： 「 フ ァ ル マ コ フ ォ ア モ チ ー フ の 合 成 複 合 ラ イ ブ ラ リ ー デ ザ イ ン 及 び ス ク リ ー ニ ン グ
へ の ア プ ロ ー チ 」 、 PNAS 92: 5426-5430
JJ Burbaum, MHJ Ohlmeyer, JC Reader, I Henderson, LW Dillard, G Li, TL Randle, N
H Sigal, D Chelsky, and JJ Baldwin、 「 コ ー ド 化 複 合 化 学 に よ る 薬 物 発 見 の パ ラ ダ イ ム
」 、 PNAS 92: 6027-6031
D.T. O'Hagan et al. Microparticles in MF59、 「 HIV-1に 対 す る 組 換 え タ ン パ ク 質 ワ ク
チ ン 用 の 潜 在 ア ジ ュ バ ン ト の コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 」 、 Vaccine 18(17):1793-1801 (2000)
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Jing Huang and Stuart L. Schreiber、 「 ナ ノ ド ロ ッ プ レ ッ ト で の タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク
質 相 互 作 用 の 小 分 子 阻 害 剤 選 択 用 酵 母 遺 伝 シ ス テ ム 」 、 PNAS 94: 13396-13401.
Jay Parrish, Helen Metters, Lin Chen, and Ding Xue、 「 第 二 位 サ プ レ ッ サ ー の 構 造 ベ
ー ス デ ザ イ ン に よ る 、 in vivoで の キ ー 細 胞 死 滅 調 節 剤 の 相 互 作 用 の 証 明 」 、 PNAS 97: 11
916-11921。
【 ０ １ ２ １ 】
上 記 模 倣 品 は 、 Harlow, E. & Lane, D. 1988. Antibodies: A laboratory manual, Cold 
Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New Yorkに 記 載 の 方 法 に よ る
特 異 的 結 合 ア ッ セ イ で 、 Pidに 対 す る 競 合 的 結 合 を 試 験 す れ ば 良 い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
こ の フ ァ ー マ コ フ ォ ア （ pharmacophores） は 、 QSAR（ 定 量 的 な 構 造 － 活 性 相 関 ） に よ っ て
評 価 さ れ る 。 こ れ ら の 毒 性 を in vivoで 試 験 し 、 治 療 剤 と し て の 有 効 性 を 、 寄 生 虫 に よ る
感 染 症 か ら 受 け る 防 御 レ ベ ル で 評 価 す る 。 好 ま し い プ ロ ト コ ー ル は 、 以 下 の も の を 参 照 す
れ ば 良 い ： Alex M. Aronov, Stephen Suresh, Frederick S. Buckner, Wesley C. Van Vo
orhis, Christophe L. M. J. Verlinde, Fred R. Opperdoes, Wim G. J. Hol, and Micha
el H. Gelb、 「 ト リ パ ノ ソ ー マ 類 の グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の サ
ブ ミ ク ロ モ ル 生 物 学 的 活 性 阻 害 剤 の 、 構 造 ベ ー ス 設 計 」 、 PNAS 96: 4273-4278.
NF Sepetov, V Krchnak, M Stankova, S Wade, KS Lam, and M Lebl, Library of Librar
ies： 「 フ ァ ル マ コ フ ォ ア モ チ ー フ の 合 成 複 合 ラ イ ブ ラ リ ー デ ザ イ ン 及 び ス ク リ ー ニ ン グ
へ の ア プ ロ ー チ 」 、 PNAS 92: 5426-5430
Bittle, J.L., Houghten, R.A., Alexander, H., Shinnick, T.M., Sutcliffe, J.G., Le
rner, R.A., Rowlands, D.J. and Brown, F. 1982、 「 ウ イ ル ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 予
測 さ れ る 化 学 合 成 ペ プ チ ド で の 免 疫 化 に よ る 、 口 蹄 疫 に 対 す る 防 御 」 、 Nature 298:30-33
.
Harlow, E. & Lane, D. 1988. Antibodies: A laboratory manual, Cold Spring Harbour
 Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York.
Holder, A.A. and Freeman, R.R. 1981、 「 精 製 さ れ た 寄 生 虫 抗 原 を 用 い た 血 流 段 階 で の
げ っ 歯 類 マ ラ リ ア の 免 疫 化 」 、 Nature, 294:361-364.
Hollingdale, M.R., Nardin, E.H., Tharavanij, S., Schwartz, A.L. and Nussenzweig,
 R.S. 1984、 「 培 養 細 胞 へ の 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparu
m） 及 び プ ラ ス モ デ ィ ウ ム ビ バ ッ ク ス （ Plasmodium vivax） の ス ポ ロ ゾ イ ト の 侵 入 阻 害 、
防 御 抗 体 の in vitroア ッ セ イ 」 、 J. Immunol. 132:909-913.
Kaslow, D.C., Quakyi, I.A., Syin, C., Raum, M.G., Keister, D.B., Coligan, J.E., 
McCutchan, T.F. and Miller, L.H. 1988、 「 EGF様 ド メ イ ン を 含 む 、 ヒ ト マ ラ リ ア 生 殖 段
階 か ら の ワ ク チ ン 候 補 物 質 」 、 Nature 333:74-76。
【 ０ １ ２ ３ 】
上 記 治 療 剤 は 、 リ ポ ソ ー ム 形 態 で 直 接 注 射 、 ま た は 酢 酸 ビ ニ ル エ チ ル 等 の 疎 水 性 コ ポ リ マ
ー 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 、 ポ リ シ ア ル 酸 、 若 し く は 界 面 活 性 剤 シ ス テ ム か ら の 調 節 放 出 に
よ っ て 、 経 口 投 与 す る こ と が で き る 。 好 適 な 方 法 は 、 以 下 ： （ Ron, E. et al, 1993） ; P
NAS :4176-4180.に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
或 い は 、 Pidレ セ プ タ ー は 、 （ Chien, C-H. et al, 1991;） ; PNAS ;9578-9582に 記 載 の
酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム 等 と い っ た タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 ト ラ ッ プ ア
ッ セ イ に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
更 に 、 上 記 相 互 作 用 の 阻 害 剤 を 複 合 化 学 に よ っ て 同 定 し 、 通 常 の 方 法 を 用 い て 、 変 異 体 に
よ る 阻 害 を 充 分 に 最 適 化 さ せ る 。 好 ま し い 方 法 は 、 以 下 の 参 考 文 献 を 参 照 す れ ば 良 い ： Ki
rk McMillan, Marc Adler, Douglas S. Auld, John J. Baldwin, Eric Blasko, Leslie J
. Browne, Daniel Chelsky, David Davey, Ronald E. Dolle, Keith A. Eagen, Shawn Er
ickson, Richard I. Feldman, Charles B. Glaser, Cornell Mallari, Michael M. Morri

10

20

30

40

50

(20) JP 2004-520277 A 2004.7.8

90

88



ssey, Michael H. J. Ohlmeyer, Gonghua Pan, John F. Parkinson, Gary B. Phillips, 
Mark A. Polokoff, Nolan H. Sigal, Ronald Vergona, Marc Whitlow, Tish A. Young, a
nd James J. Devlin、 「 複 合 化 学 を 介 し て 発 見 さ れ た 誘 導 一 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ 二 量 体 化
の ア ロ ス テ リ ッ ク 阻 害 剤 」 、 PNAS 97: 1506-1511
Dustin J. Maly, Ingrid C. Choong, and Jonathan A、 「 複 合 タ ー ゲ ッ ト を ガ イ ド す る リ
ガ ン ド ア ッ セ ン ブ リ ー ： 潜 在 サ ブ タ イ プ 選 択 的 c-Src阻 害 剤 の 同 定 」 、 PNAS 97: 2419-242
4.
RAP Lutzke, NA Eppens, PA Weber, RA Houghten, and RHA Plasterk、 「 複 合 化 学 ラ イ ブ
ラ リ ー の 使 用 に よ る 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス イ ン テ グ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 の ヘ キ サ ペ プ チ ド
阻 害 剤 の 同 定 」 、 PNAS 92: 11456-11460.
JJ Burbaum, MHJ Ohlmeyer, JC Reader, I Henderson, LW Dillard, G Li, TL Randle, N
H Sigal, D Chelsky, and JJ Baldwin、 「 コ ー ド 化 複 合 化 学 に よ る 薬 物 発 見 の パ ラ ダ イ ム
」 、 PNAS 92: 6027-6031
D.T. O'Hagan et al. Microparticles in MF59、 「 HIV-1に 対 す る 組 換 え タ ン パ ク 質 ワ ク
チ ン の 為 の 、 潜 在 ア ジ ュ バ ン ト の コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 」 、 Vaccine 18(17):1793-1801 (2000
)
Jing Huang and Stuart L. Schreiber、 「 ナ ノ ド ロ ッ プ レ ッ ト で の タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク
質 相 互 作 用 の 小 分 子 阻 害 剤 選 択 用 酵 母 遺 伝 シ ス テ ム 」 、 PNAS 94: 13396-13401.
Jay Parrish, Helen Metters, Lin Chen, and Ding Xue、 「 第 二 位 サ プ レ ッ サ ー の 構 造 ベ
ー ス デ ザ イ ン に よ る 、 in vivoで の キ ー 細 胞 死 滅 調 節 剤 の 相 互 作 用 の 証 明 」 、 PNAS 97: 11
916-11921。
【 ０ １ ２ ６ 】
次 に 上 記 阻 害 剤 を 、 レ セ プ タ ー 吸 蔵 用 治 療 剤 に 組 込 ま せ た 後 、 標 準 方 法 を 用 い て 治 療 効 果
を 試 験 す れ ば 良 い 。
Bittle, J.L., Houghten, R.A., Alexander, H., Shinnick, T.M., Sutcliffe, J.G., Le
rner, R.A., Rowlands, D.J. and Brown, F. 1982、 「 ウ イ ル ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 予
測 さ れ る 化 学 合 成 ペ プ チ ド で の 免 疫 化 に よ る 、 口 蹄 疫 に 対 す る 防 御 」 、 Nature 298:30-33
.
Holder, A.A. and Freeman, R.R. 1981、 「 精 製 さ れ た 寄 生 虫 抗 原 を 用 い た 血 流 段 階 で の
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【 ０ １ ２ ９ 】
材 料 及 び 方 法

高 分 子 量 の ゲ ノ ム DNAを P. yoeliiの 非 同 期 性 培 養 物 か ら 単 離 し た 後 、 Sau3Aで 部 分 切 断 し
、 30-50kbの 断 片 を 得 た 。 こ れ ら を ウ シ 腸 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 脱 リ ン 酸 化 さ せ 、 予
め BamH1で 消 化 し た コ ス ミ ド ベ ク タ ー SuperCos1（ Stratagene） に 連 結 し た 。 こ の 様 に し て
連 結 し た 混 合 物 の ア リ コ ッ ト を Gigapack III XLの パ ッ ケ ー ジ 抽 出 物 （ Stratagene） で パ
ッ ケ ー ジ し 、 XL1-Blue MR（ Stratagene） に 形 質 導 入 さ せ た 。 ア ン ピ リ シ リ ン で 選 抜 し た
組 換 え コ ス ミ ド を 集 め 、 一 回 、 増 幅 さ せ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】

侵 入 ア ッ セ イ 用 と し て 、 E. coli寄 生 コ ス ミ ド の 対 数 期 培 養 物 を 、 感 染 多 重 度 10で COS-7細
胞 に 接 種 し た 後 、 上 述 し た 様 に 重 要 な 侵 入 ア ッ セ イ を 行 な っ た 。 ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 後 、 上 記 細 胞 を 充 分 洗 浄 し 、 250μ g/mlの ゲ ン タ マ イ シ ン 含 有 新 鮮 培 地 を 加 え 、 非 侵 入
性 細 菌 を 死 滅 さ せ た 。 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 こ の 細 胞 を PBSで 10回 洗 浄 し た 。 PBS/0
.05%サ ポ ニ ン を 用 い 、 COS-7細 胞 を 穏 や か に 溶 菌 さ せ る こ と に よ っ て 侵 入 細 菌 を 遊 離 さ せ
、 LBプ レ ー ト 上 に て ア ン ピ シ リ ン 選 抜 で 評 価 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】

上 記 方 法 に よ っ て 侵 入 ア ッ セ イ を 行 な っ た 。 次 に 上 記 細 胞 を 充 分 洗 浄 し 、 3.7%パ ラ ホ ル ム
ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た 。 こ の 細 胞 を 室 温 で 30分 間 、 PBS/0.05%サ ポ ニ ン に 浸 透 さ せ 、 ５ ％
脱 脂 粉 乳 PBS溶 液 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 室 温 で １ 時 間 経 過 後 、 上 記 細 胞 を PBSで ３ 回 洗 浄
し 、 E. coli K-12菌 株 C600（ Dako Ltd） に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共 に イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 上 記 抗 体 を 、 他 の K-12菌 株 と 交 叉 反 応 さ せ た 。 ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
後 、 当 該 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 ウ サ ギ FITC標 識 IgG（ Sigma） で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
後 、 PBSで 充 分 洗 浄 し 、 Zeiss顕 微 鏡 で 蛍 光 顕 微 鏡 用 に 固 定 し た 。 こ の 結 果 を 図 ２ A（ 陰 性
対 照 ） 、 及 び 図 ２ B（ E.coli含 有 侵 入 コ ス ミ ド ク ロ ー ン に よ る 感 染 ） に 示 す 。
【 ０ １ ３ ２ 】
更 に 細 胞 を 、 TRITCフ ァ ロ イ ジ ン で 対 比 染 色 し 、 細 菌 及 び ア ク チ ン ポ リ マ ー の コ ロ キ ャ リ
ゼ ー シ ョ ン （ colocalisation） を 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
形 質 転 換 E. coliが 侵 入 し た COS-7細 胞 の 電 子 顕 微 鏡 写 真 を 得 る 為 に 、 上 述 し た 様 な 侵 入 ア
ッ セ イ を 行 な っ た 後 、 COS-7細 胞 を PBSで 充 分 洗 浄 し 、 4%グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド で ４ ℃ に て
一 晩 固 定 し た 。 固 定 細 胞 を 細 断 し 、 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム で 染 色 し た 後 、 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 で
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観 察 し た 。 こ の 結 果 を 図 ２ Cに 示 す 。
【 ０ １ ３ ４ 】

Tn1000γ δ を 用 い 、 以 下 の 如 く マ イ ナ ー な 改 変 を し た 以 外 は 上 述 し た 方 法 に よ り 、 ト ラ ン
ス ボ ゾ ン 変 異 変 異 誘 導 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
侵 入 ク ロ ー ン Invcos11及 び Invcos18を 、 コ ン ピ テ ン ト MH1638ド ナ ー 細 胞 に 形 質 転 換 さ せ た
。 メ チ シ リ ン １ ml当 た り １ 個 の コ ロ ニ ー を 、 LB/（ 100mg/mlア ン ピ シ リ ン ） /（ 50mg/mlメ
チ シ リ ン ） で 対 数 期 ま で 増 殖 さ せ た 。 レ シ ピ エ ン ト 細 胞 の HB101を LBで 増 殖 さ せ た 。 ド ナ
ー 培 養 物 2mlを ス ピ ン （ spin） し 、 Falcon製 チ ュ ー ブ に て 、 LB15mlで 再 懸 濁 さ せ た 。 4500r
pmで 10分 間 遠 心 し た 後 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 レ シ ピ エ ン ト の HB101培 養 物 1mlに 再 懸 濁 さ せ た
。 こ の 交 配 混 合 物 を LB寒 天 平 板 （ 抗 体 な し ） に 広 げ 、 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
上 記 細 胞 を LBブ ロ ス 15mlで 洗 浄 し 、 上 記 の 様 に 遠 心 分 離 し た 。 ２ 回 目 の 遠 心 後 、 そ の ペ レ
ッ ト を LBブ ロ ス 1mlで 再 懸 濁 し た 。 こ の う ち 100mlを 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン 、 50μ g/m
lの メ チ シ リ ン 及 び 100μ g/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LBプ レ ー ト で 培 養 し た 。 37
° Cで 一 晩 培 養 し た 後 、 単 離 し た コ ロ ニ ー 50個 を 採 取 し 、 LB/ア ン ピ シ リ ン /メ チ シ リ ン /ス
ト レ プ ト マ イ シ ン （ LB/amp/meth/strep） で 増 殖 さ せ た 後 、 上 述 し た 侵 入 ア ッ セ イ に 用 い
た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
サ ポ ニ ン 溶 解 COS-7細 胞 を LB/amp/meth/strepで 培 養 す る こ と に よ り 、 侵 入 ク ロ ー ン を 評 価
し た 。 図 ３ aに 、 野 生 型 及 び Tn1000γ δ 挿 入 ク ロ ー ン を 用 い た 挿 入 ア ッ セ イ 後 の プ レ ー ト
評 価 で 得 ら れ た プ レ ー ト を 示 す 。
【 ０ １ ３ ８ 】
図 ３ ｂ は 、 Tn1000γ δ 挿 入 ク ロ ー ン の TM1及 び TM5を 用 い た 侵 入 ア ッ セ イ 後 に お け る 、 プ レ
ー ト 評 価 の 結 果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 野 生 型 の Invcos11及 び Invcos18を 、 侵 入 用 陽 性 対
照 と し て 使 用 し 、 一 方 、 LB寒 天 ま た は LB/amp寒 天 で 増 殖 さ せ た 、 HB101ま た は pMAL-p2で 形
質 転 換 し た XL1 Blue（ New England Biolabs） を 、 陰 性 対 照 と し て 作 用 さ せ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
上 記 ア ッ セ イ で 同 定 し た 非 補 足 的 ク ロ ー ン を 精 製 し 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定
し た 。
γ 　 CCTGAAAAGGGACCTTTGTATACTG（ 配 列 番 号 １ ３ ）
δ 　 AGGGGAACTGAGAGCTCTA　 　 　 　 （ 配 列 番 号 １ ４ ）
図 ４ Aに 示 す 挿 入 領 域 の 配 列 は 、 ト ラ ン ス ボ ゾ ン 突 然 変 異 生 成 か ら の 配 列 ア ッ セ ン ブ リ ー
を コ ン ト す る こ と に よ っ て 得 た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
Pidへ の 抗 原 応 答
方 法

pidは 、 そ の 5’ 末 端 及 び 3’ 末 端 を 夫 々 、 HindIII及 び Bgl制 限 部 位 で 処 理 し た invcos18か
ら の PCRア ン プ ラ イ マ ー （ amplimer） と し て 調 製 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
こ の ア ン プ ラ イ マ ー を 、 Mycエ ピ ト ー プ 標 識 含 有 発 現 ベ ク タ ー pROlar A122（ Clontech） 中
で サ ブ ク ロ ー ン 化 さ せ た 。 コ ロ ニ ー を 、 LB/カ ナ マ イ シ ン プ レ ー ト に て 37℃ で 維 持 し た 。
一 晩 培 養 し た ブ イ ヨ ン 培 養 物 の う ち 50μ lを 用 い 、 5mlブ イ ヨ ン 中 に 接 種 し た 後 、 イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 0.4-0.6OD 6 0 0 の 培 養 物 に 、 100mM IPTGを 5μ l、 及 び 15%ア ラ ビ ノ ー ス を 53μ l添
加 し た 。 こ の 培 養 物 を 37℃ で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】

Pidの 濃 度 を 、 c-Mycモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ （ Clontech） を 用 い て 高 め た 。
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４ ． 同 定 し た 侵 入 ク ロ ー ン の ト ラ ン ス ボ ゾ ン 突 然 変 異 誘 導 及 び 配 列 解 析

１ ． pidの サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 及 び Pid-Myc融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現

２ ． Pidの 調 製



誘 導 細 胞 を 氷 冷 し た PBSで 洗 浄 し た 後 、 そ の ペ レ ッ ト を 、 溶 解 （ lysis） バ ッ フ ァ ー 中 で 再
懸 濁 し 、 -70℃ で 凍 結 し た 。 次 い で 、 こ の サ ン プ ル を 氷 で 解 凍 し 、 20μ lの c-Myc Mabを 加
え た 後 、 軽 く ボ ル テ ッ ク ス し 、 4℃ で 40分 間 、 回 転 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム （ rotating platform
） で 混 合 し た 。 次 い で 、 上 記 調 製 物 を 冷 却 し た PBSで ３ 回 洗 浄 し 、 1200gで 1時 間 、 微 量 遠
心 分 離 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】

Royal Free Hospitalに マ ラ リ ア で 入 院 し て い る ８ 名 の 患 者 か ら 血 清 を 採 取 し た 。 プ ラ ス
モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparum） の 感 染 及 び 寄 生 虫 血 症 の 程 度 を 調
べ た 。 出 身 国 も 記 載 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】

Pid調 製 物 の 多 数 の レ ー ン を 、 12% SDS-PAGEで 分 離 し た 後 、 Hybond-Cへ の 電 気 泳 動 に よ る
ト ラ ン ス フ ァ ー （ AmershamPharmacia） を 行 な っ た 。 ト ラ ン ス フ ァ ー は 、 10Vに て 2時 間 行
な っ た （ Novablot, AmershamPharmacia） 。 1/100倍 希 釈 し た 各 患 者 血 清 に つ い て 、 得 ら れ
た ブ ロ ッ ト を 検 査 し 、 ECLウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 用 試 薬 （ AmershamPharmacia） で 視 覚 化 さ せ
た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
結 果
試 験 し た ８ 名 の 患 者 血 清 の う ち ５ 名 に 、 Pid-Myc融 合 産 物 で 共 遊 走 し た タ ン パ ク 質 バ ン ド
が 認 め ら れ た 。 一 方 、 無 関 係 な 非 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 配 列 を 含 む pROlarで 形 質 転 換 し た 細 胞
を 試 験 し て も 、 こ れ ら の 血 清 に は 、 上 記 分 子 量 の バ ン ド は 認 め ら れ な か っ た 。 各 患 者 の 出
身 国 及 び 寄 生 虫 血 症 の 程 度 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
結 論
Pid発 現 を 誘 導 し た E. coli細 胞 調 製 物 に は 、 試 験 血 清 の 5/8で 、 予 測 分 子 量 を 有 す る 抗 原
部 分 の 存 在 が 見 ら れ た 。 患 者 は 全 て 、 重 篤 な 寄 生 虫 血 症 を 有 し て お り 、 い ず れ も サ ハ ラ 砂
漠 以 南 の ア フ リ カ 出 身 者 で あ っ た 。 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falci
parum） に 感 染 し た 患 者 は 、 Pidへ の 免 疫 応 答 が 上 昇 し て い る こ と か ら 、 上 記 デ ー タ は 、 当
該 感 染 症 を 検 出 す る 為 の 血 清 学 的 基 礎 を 構 築 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
【 表 １ 】
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３ ． 患 者 血 清

４ ． ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
患 者 血 清 中 の pidの PCR増 幅
方 法

プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparum） T9-96か ら の ゲ ノ ム DNAを 用
い 、 以 下 の プ ラ イ マ ー 類 で 一 連 の （ nested） PCRプ ロ ト コ ー ル を 最 適 化 さ せ た ： 第 一 ラ ウ
ン ド プ ラ イ マ ー , pfpid1, 5’  ATG CTG ATG TTG CTA CGG 3’ , pfpid2, 5’  ATC TTC CTG
 CAT TGC TCA CGC 3’  及 び 第 二 ラ ウ ン ド プ ラ イ マ ー , pfpid3 5’  CTT GGA ATG AGG TTG 
TTT G 3’  及 び pfpid4 5’  AAT CCT CGA CGC CTA ACG 3’  （ 図 １ ） 。 第 一 ラ ウ ン ド PCR用
に 最 適 化 さ れ た 反 応 混 合 物 は 、 1× NH 4 Cl 2 ス ト ッ ク バ ッ フ ァ ー （ Biolline, UK） 、 5 mM Mg
Cl 2 ,、 1μ M pfpid1、 1μ M pfpid2、 100μ M dNTP、 2.5 IU Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ Bioline, UK
） で あ る 。 サ イ ク ル 条 件 は 、 95℃ で ３ 分 間 ； 92℃ で 30秒 間 、 50℃ で 30秒 、 72℃ で 30秒 を 45
サ イ ク ル ； 72℃ で 5分 を １ サ イ ク ル と し た 。 第 一 ラ ウ ン ド PCRか ら の ア ン プ ラ イ マ ー 調 製 物
の PCR群 2μ lに 、 以 下 の 反 応 混 合 物 を 加 え た ： 1× NH 4 Cl 2 ス ト ッ ク バ ッ フ ァ ー （ Bioline, U
K） 、 5 mM MgCl 2 、 1μ M pfpid3、 1μ M pfpid4、 200μ M dNTP、 2.5 IU Taqポ リ メ ラ ー ゼ （
Bioline, UK） 。 サ イ ク ル 条 件 は 、 95℃ で 3分 ； 92℃ で 30秒 、 55℃ で 30秒 、 72℃ で 30秒 を 45
サ イ ク ル ； 72℃ で 5分 を １ サ イ ク ル で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】

Royal Free Hospitalに マ ラ リ ア で 入 院 し て い る ８ 名 の 患 者 の 全 血 を 集 め た 。 新 鮮 な 全 血
を 3,000 gで 5分 間 遠 心 分 離 し た 。 血 清 を 除 去 し 、 赤 血 球 を -20℃ で 保 存 し た 。 プ ラ ス モ デ
ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparum） に よ る 感 染 及 び 寄 生 虫 血 症 の 程 度 を 調
べ た 。 出 身 国 も 記 載 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
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１ ． pidの PCR増 幅 ：

２ ． 患 者 血 清



Wizard（ R） ゲ ノ ム DNA精 製 キ ッ ト （ Promega, UK） の 製 造 指 針 に 基 づ き 、 上 記 赤 血 球 ペ レ
ッ ト か ら DNAを 抽 出 し た 。 次 に 、 項 目 １ の PCRア ン プ ラ イ マ ー に お け る 最 適 プ ロ ト コ ー ル に
よ っ て 、 得 ら れ た ゲ ノ ム DNA5μ lを 増 幅 し た 。 PCRア ン プ ラ イ マ ー を 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 含 有
2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 視 覚 化 さ せ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】

Wizard（ Ｒ ） PCR精 製 キ ッ ト （ Promega, UK） を 用 い て 、 予 測 し た 分 子 量 を 有 す る PCRア ン
プ ラ イ マ ー を 精 製 し た 。 次 に 、 ア ン プ ラ イ マ ー を Cambridge Biosciencesの シ ー ケ ン ス （ n
ow Cytomyx, UK） に か け た 。
【 ０ １ ５ １ 】
結 果
図 ６ に 、 患 者 血 清 か ら の pidを PCR増 幅 し た 結 果 を 示 す 。 17/20の サ ン プ ル が 陽 性 結 果 を 示
し 、 試 験 患 者 の 全 て に 陽 性 結 果 が 見 ら れ た 。 ３ 名 の 患 者 で は 、 １ 例 の み が 陰 性 結 果 で あ っ
た 。 患 者 の 詳 細 及 び PCRの 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
最 も 強 い 結 果 を も た ら す PCR反 応 か ら の ア ン プ ラ イ マ ー で あ る サ ン プ ル ４ 、 ５ 及 び １ ０ の
シ ー ケ ン ス を 行 な っ た 。 PILEUP（ GCG, MRC-HGMP UK） を 用 い 、 pidに 対 す る 配 列 の 類 似 性
を 分 析 し た 。 サ ン プ ル ４ 及 び ５ は 、 同 じ 患 者 か ら 供 給 さ れ た も の で 、 ３ つ の サ ン プ ル は 全
て 、 pidと の 類 似 性 の 程 度 が 高 か っ た （ 図 ７ ） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
結 論
上 記 デ ー タ は 、 pidが 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ル ム （ Plasmodium falciparum） に よ
る 感 染 が 確 認 さ れ た 患 者 か ら 増 幅 さ れ 、 診 断 試 験 用 の 適 切 な タ ー ゲ ッ ト に な り 得 る と い う
証 拠 を 提 供 す る も の で あ る 。 Pidと の 類 似 性 に つ い て 調 べ た PCRア ン プ ラ イ マ ー は 、 相 同 性
の 程 度 が 高 い こ と を 示 し て お り 、 pidと の 同 一 性 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
【 表 ２ 】
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３ ． 患 者 サ ン プ ル か ら の pidの PCR増 幅

４ ． 患 者 サ ン プ ル か ら の PCRア ン プ ラ イ マ ー の 配 列 分 析



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

ヒ ト 赤 血 球 細 胞 へ の 、 pid介 在 侵 入
方 法

invcos18, pROLAR-pidま た は ネ イ テ ィ ブ の pROLARの い ず れ か で 形 質 転 換 さ れ た E. coli K1
2菌 株 の XL1-Blue MRを 用 い た 。 こ れ ら の 構 成 は 上 述 し た 通 り で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】

新 鮮 な 血 液 10 mlを 、 リ チ ウ ム ヘ パ リ ン 含 有 試 験 管 に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 血 液 ド ナ ー は
、 何 ら か の 手 段 で マ ラ リ ア 風 土 病 地 域 へ 旅 行 し た と い う 経 験 は な く 、 マ ラ リ ア 感 染 も 知 ら
れ て い な か っ た 。 上 記 rbcを 3,000gで 5分 間 遠 心 し て 分 離 し 、 5000gの 微 量 遠 心 分 離 に よ り
、 DMEM/10%の ウ シ 胎 仔 血 清 （ FBS） で ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
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１ ． 細 菌 細 胞 株

２ ． ヒ ト 赤 血 球 細 胞 （ rbc）

３ ． 侵 入 ア ッ セ イ



形 質 転 換 し た E. coliを 、 5% CO 2 に て 37℃ で 3時 間 、 赤 血 球 と 共 に 10:1の 比 率 （ 85× 10 5 細
菌 ： 8.5× 10 5 rbcs） で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に こ の 細 胞 を 、 5000gの 微 量 遠 心 分 離 に よ
り 、 DMEM/10% FBSで ３ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た 細 胞 を DMEM/FBSで 再 懸 濁 し た 後 、 200μ g/ml
の ゲ ン タ マ イ シ ン を 添 加 し 、 得 ら れ た 沈 殿 物 を 、 5% CO 2 に て 37℃ で 一 晩 、 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 上 記 細 胞 を 5000gの 微 量 遠 心 分 離 に よ り 、 DMEM/10% FBSで ３ 回
洗 浄 し た 後 、 rbcを 滅 菌 蒸 留 水 で 再 懸 濁 し 、 溶 解 し た 。 こ の 溶 解 液 50μ lを 、 カ ナ マ イ シ ン
含 有 LB寒 天 平 板 上 に 広 げ た 後 、 溶 解 物 を 二 重 培 養 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
24時 間 後 の プ レ ー ト を 調 べ 、 コ ロ ニ ー の 数 を 、 二 人 の 観 察 者 が 別 々 に カ ウ ン ト し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
結 果
カ ウ ン ト し た コ ロ ニ ー を 表 ３ に 示 す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
結 論
表 ３ に 示 す デ ー タ は 、 E. coliに よ る ヒ ト 赤 血 球 細 胞 の 侵 入 は 、 pidの み の 存 在 に よ っ て 媒
介 さ れ 得 る が 、 侵 入 は 、 完 全 コ ス ミ ド の 存 在 に よ っ て 増 強 さ れ 得 る こ と を 示 し て お り 、 こ
れ は 、 侵 入 プ ロ セ ス に 関 与 す る 更 な る 遺 伝 子 の 存 在 を 示 唆 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
PIDと RHO GTPア ー ゼ と の 相 互 反 応
ヒ ト Cdc42、 Rac1及 び RhoAを コ ー ド す る cDNAを 、 下 記 セ ッ ト よ り な る プ ラ イ マ ー 類 を 用 い
た PCR法 で 増 幅 さ せ た 。 Cdc42： セ ン ス （ cag gaa ttc cag aca att aag tgt gtt g） ； ア
ン チ セ ン ス （ cag gtc gac tta gaa tat aca gca ctt cc） ； Rac1: セ ン ス （ cag gaa ttc 
cag gcc atc aag tgt gtg） ； ア ン チ セ ン ス （ cag gtc gac cta caa cag gca ttt tct c）
. RhoA： セ ン ス （ cag gaa ttc gct gcc atc cgg aag aaa ctg） ； ア ン チ セ ン ス （ cag cgt
 cga ctc aca aga caa ggc aac c） 。 ３ つ の GTPア ー ゼ 全 て を EcoRI及 び SalIで 消 化 し 、 活
性 ド メ イ ン ベ ク タ ー pAD-GAL4（ Stratagene） で 同 じ 部 位 に 連 結 し た 。 更 に Pidを 増 幅 さ せ
（ セ ン ス : cag gga att cat gct gat gtt gct ac） ； ア ン チ セ ン ス （ cag cgt cga cct ag
a tct tcc tgc） 、 上 記 酵 素 で 消 化 し た 後 、 結 合 ド メ イ ン ベ ク タ ー pBD-GAL4（ Stratagene
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） に 連 結 し た 。 ４ つ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 全 て を 、
【 ０ １ ６ １ 】
【 数 ３ 】
　
　
　
を 形 質 転 換 す る の に 使 用 し 、 LB寒 天 /ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト 上 で 選 別 し た 。 形 質 転 換 体 を
イ ン サ ー ト す る 為 に ス ク リ ー ニ ン グ し た 後 、 こ れ ら の イ ン サ ー ト を 制 限 酵 素 地 図 に か け 、
こ れ ら が 、 GAL4融 合 ド メ イ ン に 正 し く 配 向 し て い る か ど う か 調 べ た 。 各 タ ン パ ク 質 に 対 す
る 新 し い プ ラ ス ミ ド 夫 々 、 AD-Cdc42、 AD-Rac1、 AD-RhoA及 び BD-Pidと 命 名 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
相 互 作 用 を 調 べ る 為 に 、 コ ン ピ テ ン ト 酵 母 細 胞 YRG-2（ Stratagene） 中 に AD-GTPア ー ゼ の
構 成 物 を 、 BD-Pidで 同 時 形 質 転 換 し た 。 次 に 、 こ れ ら を 合 成 デ キ ス ト ロ ー ス 寒 天 平 板 （ SD
/-His-Leu-Trp） で 培 養 し た 。 上 記 培 地 は 、 ア ミ ノ 酸 の ロ イ シ ン （ 活 性 ド メ イ ン の GTPア ー
ゼ 構 成 物 用 に 選 択 さ れ る ） 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ 結 合 ド メ イ ン Pid用 に 選 択 さ れ る ） 、 及 び
ヒ ス チ ジ ン （ HISレ セ プ タ ー 遺 伝 子 用 に 選 択 さ れ る ） を 欠 失 し て い る 。 30℃ で 3～ 7日 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 コ ロ ニ ー を 単 離 し 、 SD液 体 培 地 に て 30℃ で 3日 間 、 振 盪 イ ン キ ュ ベ
ー タ ー に て 増 殖 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
観 察 ：
Pidと RhOA GTPア ー ゼ の 相 互 作 用 を 、 ア ミ ノ 酸 原 栄 養 株 及 び HISレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 両 方 に
基 づ い て 評 価 し た 。 し か し な が ら 、 Cdc42の み が Pidと 限 定 的 に 相 互 作 用 し て い る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
PIDの 細 胞 成 分 局 在
多 く の 場 合 、 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 と し て 緑 色 ま た は 赤 色 の 蛍 光 を 発 す る タ ン パ ク 質 を 用
い 、 培 養 条 件 下 で の 細 胞 を 用 い て タ ン パ ク 質 の 位 置 を 追 跡 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 為
に Pidを 、 以 下 の プ ラ イ マ ー 類 で PCR増 幅 し た ： cag gga att cat gct gat gtt gct ac（ セ
ン ス ） 及 び ア ン チ セ ン ス （ cat gct cga gat ctt cct gca ttg ctc ac） 後 、 EcoRI及 び Xho
Iで 消 化 し た 。 次 に 、 赤 色 の 蛍 光 を 発 す る タ ン パ ク 質 の N末 端 及 び イ ン フ レ ー ム （ in-frame
） に て 、 pDsRed-N1（ Clontech） の EcoRI/SalI部 位 に 連 結 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
【 数 ４ 】
　
　
　
細 胞 由 来 の 形 質 転 換 体 を 、 カ ナ マ イ シ ン LB寒 天 平 板 上 で 選 択 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAを 精 製
し 、 Pid挿 入 の 有 無 及 び 配 向 を 、 制 限 酵 素 地 図 に よ り 決 定 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を pPid-Ds
Redで 消 化 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
HeLa細 胞 （ ～ 10 4 細 胞 ） を 、 Permanoxチ ャ ン バ ー ス ラ イ ド に 播 種 し た 後 、 5% CO 2 下 、 37℃
に て 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 、 抗 真 菌 剤 及 び 抗 体 を 補 充 し た Dulbeccos改 変 イ ー グ ル 培 地 （ DMEM
） で 増 殖 し た 。 約 80%の 集 密 時 点 で 、 こ の 細 胞 を リ ン ス し た 後 、 新 鮮 培 地 で 1～ ２ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 pPid-DsRed（ 5 :g） を 、 至 適 iMEM培 地 に て 、 最 終
容 積 が 100 :l. 10 :l リ ポ ゾ ー ム （ DOSPER, Roche） と な る 様 に 希 釈 し た 後 、 更 に 同 量 で
希 釈 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNA及 び リ ポ ゾ ー ム の 希 釈 液 の 両 者 を 混 合 し た 後 、 室 温 で 30分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 複 合 体 を 得 た 。 こ の 混 合 物 を ピ ペ ッ ト で HeLa細 胞 中 に 移 し た 後 、 6-12時
間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 新 鮮 な DMEMを 添 加 し た 後 、 更 に 、 上 記 細 胞 を 30時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 そ の 後 、 こ の 細 胞 を PBSで ２ 回 洗 浄 し 、 室 温 に て 30分 間 、 3.7%パ ラ ホ ル ム ア ル
デ ヒ ド で 固 定 し た 。 こ れ ら を 、 核 対 比 染 色 用 の DAPIを 備 え た Vectashield Mounting Mediu
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m（ Vector Laboratories） に 固 定 し た 後 、 Nikon Eclipse E800蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 Bi
o-Rad Radiance 2100共 焦 顕 微 鏡 に て 、 ２ ミ ク ロ ン 切 片 か ら の 画 像 を 得 た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
観 察 ：
pDsRed-N1で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た HeLa細 胞 で は 、 シ ト ゾ ル 及 び 核 の 内 腔 の 両 方 に 、 細 胞
全 体 に わ た っ て 蛍 光 が 観 察 さ れ た 。 こ れ に 対 し 、 pPid-DsRedで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞
で は 、 蛍 光 は 、 （ 恐 ら く 分 泌 性 の ） 顆 粒 ま た は 周 辺 小 胞 に 限 定 さ れ て い る 様 で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
ア ク チ ン 脱 重 合 は 、 Pid形 質 転 換 細 菌 に よ る 細 胞 侵 入 を 妨 げ る
前 述 し た 実 験 で は 、 FITC標 識 抗 体 と TRITCフ ァ ロ イ ジ ン の 二 重 染 色 に よ り 、 細 胞 入 口 の 中
心 に 、 ア ク チ ン の 核 生 成 ／ 重 合 を 誘 導 す る 侵 入 コ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 細 胞 が 観 察
さ れ た 。 こ れ は 、 侵 入 プ ロ セ ス に お け る 細 胞 骨 格 の 新 た な 補 充 を 示 唆 す る も の で あ る 。 更
に こ の ス テ ッ プ を 考 慮 す れ ば 、 ア ク チ ン の 脱 重 合 は 侵 入 プ ロ セ ス に 何 ら か の 影 響 を 及 ぼ す
の で は と 考 え ら れ る 。 こ れ に 目 を 向 け て 、 10 4  HeLa細 胞 を Thermanoxカ バ ー ガ ラ ス に 播 種
し 、 上 記 の 様 に し て DMEMに て 培 養 し た 。 侵 入 ア ッ セ イ の 前 に 、 HeLa細 胞 を PBSで ２ 回 洗 浄
し た 後 、 抗 体 無 添 加 の 新 鮮 培 地 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 阻 害 の 為 に 、 上 記 細 胞 に 、 0.5-1 
:g/ml濃 度 の シ ト カ ラ シ ン Bを 加 え 、 2～ 5分 後 に 侵 入 ア ッ セ イ を 開 始 し た 。 次 に 、 HeLa細 胞
培 養 物 に 、 pA15-Pid（ pROLar.A122中 に サ ブ ク ロ ー ン し た Pid） 、 pGEX-Pid（ pGEX-5X1中 に
サ ブ ク ロ ー ン し た Pid） 、 Incos18（ 野 生 型 侵 入 コ ス ミ ド ） 、 In18TM1（ 変 異 コ ス ミ ド ） ま
た は 非 形 質 転 換 体 HB101を 、 感 染 多 重 度 10の 比 率 で 加 え た 。 侵 入 効 率 を コ ン ト ロ ー ル す る
為 に 、 形 質 転 換 細 菌 を 加 え た パ ラ レ ル ア ッ セ イ で は 、 シ ト カ ラ シ ン Bの 添 加 を 省 略 し た 。 3
～ 5時 間 後 、 こ の 細 胞 を PBSで ５ 回 洗 浄 し た 後 、 200 :g/mlの ゲ ン タ マ イ シ ン を 補 充 し た DME
Mで イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 一 晩 放 置 し た 。 こ の 細 胞 を PBSで ５ 回 洗 浄 し
た 後 、 3.7%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 室 温 で 30分 間 、 PBS/0.05%サ ポ ニ ン で 処 理 し
て 透 過 性 を 高 め た 。 こ れ ら を PBS/5%脱 脂 粉 乳 と 共 に 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後
、 PBS/5%脱 脂 粉 乳 で 希 釈 し た 抗 E. coli抗 体 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ れ ら を PBSで ２ 回 リ
ン ス し た 後 、 抗 ウ サ ギ IgG-FITC接 合 体 を 単 独 で 、 ま た は TRITC-フ ァ ロ イ ジ ン と 共 に 、 再 び
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 細 胞 を PBSで 充 分 洗 浄 し た 後 、 蛍 光 顕 微 鏡 用 に 固 定 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
観 察 ：
シ ト カ ラ シ ン Bで 処 理 し た HeLa細 胞 は 、 pA15-Pid形 質 転 換 菌 ま た は pGEX-Pid形 質 転 換 菌 に
よ る 侵 入 に は 反 応 し な か っ た 。 Incos18形 質 転 換 細 胞 で は 、 シ ト カ ラ シ ン Bで 処 理 し た HeLa
細 胞 の 周 囲 で （ 当 該 細 胞 が 存 在 す る 場 合 に は ） 、 細 菌 細 胞 が 局 在 し て い た 。 こ れ は 、 侵 入
工 程 か ら の HeLa細 胞 に 付 着 し た 細 菌 細 胞 が 脱 共 役 す る こ と を 示 す も の で あ る 。 シ ト カ ラ シ
ン Bで 処 理 し て い な い HeLa細 胞 は 、 Incos18、 pGEX-Pid及 び pA15-Pidに よ る 侵 入 は 有 効 に 認
め ら れ た が 、 In18TM1ま た は HB101に よ る 侵 入 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ７ ０ 】

Cryptosporidium parvumの 接 合 子 嚢 （ オ ー シ ス ト ） を 、 Moredun Scientific Ltd, Scotla
ndか ら 得 た 。 約 100,000の 接 合 子 嚢 を 遠 心 分 離 し 、 50mM Tris-HCl pH 8.0、 5mM EDTA、 50m
M NaCl、 0.5% Sarkosyl、 100μ g/ml proteinase Kで 再 懸 濁 し た 。 上 記 細 胞 を 、 PCR機 に て
60℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 こ の 溶 菌 液 を 、 フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム － イ
ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル で ２ 回 抽 出 し た 。 ゲ ノ ム DNAを 、 3M酢 酸 ナ ト リ ウ ム 0.1容 積 及 び 氷 冷 し
た 95%エ タ ノ ー ル 2.5容 積 で 沈 殿 し た 。 -20℃ で 30分 間 の 後 、 DNAを 13,000rpmで 30分 間 遠 心
分 離 に か け て ペ レ ッ ト 化 し た 後 、 70%エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 風 乾 し た 。 こ の DNAペ レ ッ ト を
、 100μ lの 10mM Tris/1mM EDTA pH 8.0で 再 懸 濁 し た 。 PCR用 に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い
た ： セ ン ス , CGA GAA TTC ATG CTA ATG TTG CTA CGG； ア ン チ セ ン ス , CGA AGC TTC TAG A
TC TTC CTG CAT TGC。 上 記 サ イ ク ル の パ ラ メ ー タ ー は 以 下 の 通 り で あ る ： 最 初 の 変 性 を 94
℃ で 3分 間 ； 次 い で 94℃ で 30秒 間 、 55℃ で 30秒 間 、 68℃ で 1分 間 を 30サ イ ク ル 。 68℃ で の 最
終 エ ク ス テ ン シ ョ ン は 、 10分 間 行 な っ た 。 こ の PCR産 物 を T-vector pCR2.1（ Invitrogen）
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に 結 合 し 、 組 換 え 体 か ら プ ラ ス ミ ド DNAを 精 製 し 、 配 列 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
観 察 ：
配 列 決 定 を 配 列 番 号 28に 示 す が 、 こ れ は 実 質 的 に 、 plasmodium yoeliか ら の Pidヌ ク レ オ
チ ド 配 列 と 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ３ 】
以 下 、 本 発 明 を 、 添 付 図 面 を 参 照 し つ つ 、 よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
【 図 １ 】 図 １ は 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 寄 生 虫 の ラ イ フ サ イ ク ル を 図 説 し た も の で あ る 。
【 図 ２ ａ 】 図 ２ ａ は 、 P. yoeli DNAの コ ス ミ ド ク ロ ー ン で 形 質 転 換 し た E. coli菌 株 に 対
す る 、 免 疫 蛍 光 侵 入 ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す も の で あ る 。
【 図 ２ ｂ 】 図 ２ ｂ は 、 P. yoeli DNAの コ ス ミ ド ク ロ ー ン で 形 質 転 換 し た E. coli菌 株 に 対
す る 、 免 疫 蛍 光 侵 入 ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す も の で あ る 。
【 図 ２ ｃ 】 図 ２ ｃ は 、 P. yoeli DNAの ‘ Inv’ コ ス ミ ド ク ロ ー ン で 形 質 転 換 し た E. coli菌
株 が 侵 入 し た 、 COS-7細 胞 の 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 写 真 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 侵 入 ア ッ セ イ の 後 、 COS-7細 胞 か ら レ ス キ ュ ー し た 野 生 型 コ ス ミ ド ク ロ
ー ン （ Invcos11WT 及 び Invcos18WT） 、 及 び Tn1000γ δ 挿 入 ク ロ ー ン （ TM1及 び TM5） の プ
レ ー ト ス コ ア の 結 果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ ａ 】 図 ４ ａ は 、 本 発 明 に よ る PIDヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） を 含 む ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 及 び 対 応 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） を 示 す 。
図 ４ の 説 明 　 Ａ ． Pidの 核 酸 及 び 翻 訳 ア ミ ノ 酸 配 列 、 及 び 隣 接 し た 配 列 。 上 流 は ORF3で 、 p
Saの osaオ ペ ロ ン の 一 部 分 で あ る 。 pidの 下 流 は 、 ア ン チ レ ス ト リ ク シ ョ ン 遺 伝 子 の ArdCの
5’ UTRで あ る 。 ト ラ ン ス ボ ゾ ン 挿 入 部 位 を
【 ０ １ ７ ４ 】
【 数 ５ 】
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で 示 す 。 タ ー ミ ネ ー シ ョ ン シ グ ナ ル を 星 印 で 示 す 。 ト ラ ン ス ボ ゾ ン 挿 入 部 位 上 流 の 配 列 は
γ プ ラ イ マ ー 、 下 流 配 列 は Tn1000ト ラ ン ス ボ ゾ ン の δ プ ラ イ マ ー で 得 た 。 介 在 配 列 は 、 ト
ラ ン ス ボ ゾ ン 挿 入 部 位 を 通 過 す る プ ラ イ マ ー － ウ オ ー キ ン グ （ primer-walking） で 得 た 後
、 野 生 型 コ ス ミ ド 構 成 物 Invcos18を 含 む 幾 つ か の 他 の ク ロ ー ン を 配 列 決 定 す る こ と に よ り
証 明 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
【 図 ４ ｂ 】 図 ４ ｂ は 、 PIDの 概 略 表 示 及 び 隣 接 す る 配 列 を 示 す 。
図 ４ の 説 明 　 B． pidの 概 要 発 現 量 、 並 び に 上 流 及 び 下 流 の 配 列 　 ト ラ ン ス ボ ゾ ン の 方 向 を
矢 印 で 示 す 。 推 定 Cdc42/Rho GTPア ー ゼ と 相 互 作 用 す る 配 列 （ the CRIBド メ イ ン ） の 配 列
番 号 ６ は 印 字 を 太 く し て お り 、 Ste20/S cerevisiae（ Acc # L04655） ； ヒ ト WASP（ Acc # 
NM000377） ；  Cdc42エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 MSE55（ Acc # XM_001058.1） ； p65 P A K - α /ラ
ッ ト （ Acc # NM017198） ； C09B8.7/C.elegans（ cc # U29612） 及 び SHK1/S.pombe（ Acc # 
AL034433） の 配 列 と 対 比 で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 診 断 ア ッ セ イ 用 プ ラ イ マ ー 部 位 を 同 定 す る Pidヌ ク レ オ チ ド 配 列 部 分 を
示 す 。
【 ０ １ ７ ７ 】
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 患 者 サ ン プ ル 中 の Pidを PCR増 幅 し た 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ８ 】
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 患 者 か ら 増 幅 さ せ た Pid配 列 を 示 す 。
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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