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ゲノム情報ゲノム情報 とと コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系をコムギ胚芽無細胞タンパク質合成系を
利用した利用した

マラリアワクチンの開発マラリアワクチンの開発

無細胞センター　無細胞センター　/ / 竹竹 尾尾 暁暁 （たけお　さとる）（たけお　さとる）

平成１７年度平成１７年度 応用化学科セミナー応用化学科セミナー

第第8888回回　　050530 (050530 (Mo)Mo)
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マラリアマラリア : : 毎年毎年 >>100>>100万人万人 が死亡が死亡

再増加再増加

� マラリア原虫：単細胞の寄生虫
� ハマダラ蚊 が マラリア原虫 を媒介してヒトに感染
� 感染者 >３億人
� 熱帯 ～ 温帯
サハラ以南のアフリカ



第８８回応用化学科セミナー
２００５年５月３０日

88-2-2

マラリアの分布マラリアの分布

日本も無縁ではありません日本も無縁ではありません
－－ 輸入マラリア輸入マラリア －－

たとえば 99年からの3年間で130例 ⇒5例死亡
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年間死亡者数
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マラリアマラリア : : 毎年毎年 >>100>>100万人万人 が死亡が死亡

再増加再増加

� マラリア原虫：単細胞の寄生虫
� ハマダラ蚊 が マラリア原虫 を媒介してヒトに感染
� 感染者 >３億人
� 熱帯 ～ 温帯
サハラ以南のアフリカ

抗マラリア剤抗マラリア剤
（化学療法剤）（化学療法剤）

主役は主役は キニーネキニーネ に始まるに始まる

キノリン系キノリン系

とくに　とくに　クロロキンクロロキン
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伝承医学も伝承医学も
大いに貢献大いに貢献

アーテスネート
（生薬　チンハオ / 中国

に由来する化合物) 

環状 peroxide ：
キノリンキノリン とは異なるとは異なる骨格

「くすり」の恩恵と限界：有効だが作用機序が不明な化学療法剤「くすり」の恩恵と限界：有効だが作用機序が不明な化学療法剤
⇒　耐性出現への対応が困難⇒　耐性出現への対応が困難

クロロキンクロロキン に耐性なに耐性な 熱帯熱マラリア原虫熱帯熱マラリア原虫 の拡散の拡散

Cell   vol. 91 (5)  Nov 28, 1997Cell   vol. 91 (5)  Nov 28, 1997
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「マラリアワクチン」のイメージ

マラリア原虫 虫体 の タンパク質
　　　　　＝　ワクチン / 抗原

注射

防
禦

免疫を誘導

蚊が吸血
⇒　侵入

マラリア原虫

-液性免疫：特異抗体の誘導

-細胞性免疫

特異抗体

既知の　熱帯熱マラリアワクチン候補抗原　は少数既知の　熱帯熱マラリアワクチン候補抗原　は少数

ヒト 感染予防
ワクチン（3）

　CSP, TRAP, LSA-1　

発病阻止
ワクチン（9）

MSP-1, SERA
MSP-2, AMA-1
MSP-3, EBA175, 
RESA
RAP1, RAP2

伝搬阻止
ワクチン（4）

Pfs25, Pfs28, 
Pfs48, Pfs230

蚊
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ゲノム情報ゲノム情報 の公開　の公開　 Nature Nature vol. vol. 419419 ((no. 6906no. 6906)  )  OctOct 0303, , 20022002

Transcriptome Proteome

Sequence

>5300 予想遺伝子

>60% : Hypothetical

mRNA

(Ribosomes, tRNA, Translation factors)
コムギ胚芽抽出液

合成基質
(AAs, ATP, GTP etc.)

胚芽胚芽

0 0.5 10 20 h

コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系

Madin, K. et al. (2000) 
PNAS. vol 97, p559 

GFP :

AT-rich （exon：76％) な、熱帯熱マラリア原虫遺伝子の発現？

9真核細胞型のタンパク質発現とフォールディング

9糖鎖の修飾なし　（マラリア原虫：修飾報告なし）

⇒ 　Yes
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113 ORFs  /  5300

発病阻止
ワクチン（既知 8）

MSP-1, SERA
MSP-2, AMA-1
MSP-3, EBA175, 
RESA
RAP1, RAP2

発病阻止
ワクチン（既知 9）

MSP-1, SERA
MSP-2, AMA-1
MSP-3, EBA175, 
RESA
RAP1, RAP2

新規　発病阻止（赤血球期）ワクチン　の探索新規　発病阻止（赤血球期）ワクチン　の探索

ヒト蚊

ゲノムの発現情報から候補分子を絞り込み

Transcriptome

Proteome

予測予測 ORF 96ORF 96/113/113 分子のクローニング分子のクローニング

Tag

StopStart
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annotated ORF LENGTH (bases)

96 s (369 ~ 5883 bp)

TA cloning

pCR2.1

Pf ORF

cDNA-PCR

Pf ORF

#1

#96

ーー 熱帯熱マラリア原虫熱帯熱マラリア原虫 赤血球期赤血球期 ーー
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ハイスループットなハイスループットな 熱帯熱マラリア原虫熱帯熱マラリア原虫 組換えタンパク質組換えタンパク質 の合成の合成

PCR による転写鋳型の作成 コムギ無細胞系による
タンパク質合成

14C-Leu

転写鋳型

2nd PCR

Pf ORF

pCR2.1

Pf ORF

Enh

SP6
1st PCR

#1

#96
mRNA

SP6 Pf ORFEnh ~2 kb
vector seq

Pf ORFEnh vec seq

Sawasaki, T. et al. (2002) 
PNAS. vol 99, p14652 

Madin, K. et al. (2000) 
PNAS. vol 97, p559 

A01    A02      A03     A04     A05    G A06      A07    A09      A10    A11    G A12     B01    B02    B03     B04   G G B05     B06    B07

D06   D07  D08   D09   D10            D12   E02    E03   E04    E05          E06    E07    E08    E09    E10          E11     E12    F01    F02     F03   

F04    F05    F06    F07    F08     　 F09   F10   F11  G01  G02          G04  G06 G09  G11  G12    　H01   H03   H04  H06  H07         H10  H11

コムギ胚芽系により可溶性画分に得られた熱帯熱マラリア原虫タンパク質分子の合成産物コムギ胚芽系により可溶性画分に得られた熱帯熱マラリア原虫タンパク質分子の合成産物
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14C-leucine, autoradiogram

B08    B09   B10   B11   B12         C01    C02     C03    C04  C05        G C06    C07    C08   C10   C11           C12   D01    D03   D04 D05 
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まとめまとめ １１ ::コムギ無細胞系によるコムギ無細胞系による

熱帯熱マラリア原虫組換えタンパク質の合成熱帯熱マラリア原虫組換えタンパク質の合成

ヒト蚊

化学療法剤
標的

伝搬阻止

感染予防

発病阻止

39 / 292
(13 %)

E. coli system
（Genome Res.,vol14,p2076,2004）

304 / 383
(79 %)

544631666

69 / 87 
(79 %)

929396

タンパク質合成
cDNA

クローン
PCR

解析

遺伝子

無細胞系による無細胞系による
熱帯熱マラリア原虫組換えタンパク質の合成熱帯熱マラリア原虫組換えタンパク質の合成

有用タンパク質の探索

• ワクチン候補タンパク質

• 化学療法の標的タンパク質

⇒　スクリーニング系の確立
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合成されたタンパク質から、「マラリアワクチン」候補分子へ：スクリーニング
患者血清中の 特異抗体 に対応する、免疫原性の高いタンパク質を探す。

マラリア原虫 虫体 の タンパク質
　　　　　＝　ワクチン / 抗原

注射

防
禦

免疫を誘導

蚊が吸血
⇒　侵入

マラリア原虫

-液性免疫：特異抗体の誘導

-細胞性免疫

特異抗体

タンパク質の合成 から ワクチン候補抗原分子の探索へ
その基準: 「免疫原性の高い原虫タンパク質」

⇒　 ELISA を利用して 多種類の組換えタンパク質をスクリーニング

コムギ胚芽系で合成された
マラリア原虫組換えタンパク質 72分子

マラリア患者血清中の
特異抗体

mRNA

(Ribosomes, tRNA, Translation factors)

コムギ胚芽抽出液

基質
(AAs, ATP, GTP etc)
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ヒト血清試料　ヒト血清試料　((MahidolMahidol Univ. / Prof. Univ. / Prof. Rachanee)Rachanee)

DIC

IFA

マラリア原虫　感染者　 (IFAT > 125, N=15)非 感染者

5 µm

ELISA を利用した、熱帯熱マラリア原虫 組換えタンパク質 72分子のスクリーニング :
「免疫原性の高い原虫タンパク質」を見出す

“Positive” 設定:　各タンパク質分子の OD　≧ （コムギ胚芽抽出液のみ +  6 SD）

Pooled Immune Sera

Pf 72 proteinsPf 72 proteins

0: <3SD , 1: 3SD~6SD , 2: >6SD

A B C AVER A B C AVER A B C AVER
A01 0 1 0 0.33 C03 0 0 0 0.00 E07 1 0 0 0.33
A02 0 2 0 0.67 C04 0 1 1 0.67 E09 1 0 0 0.33
A03 0 2 0 0.67 C05 1 2 2 1.67 MSP6 E10 2 1 0 1.00
A04 0 1 0 0.33 C06 0 2 1 1.00 E11 1 0 0 0.33
A05 0 2 0 0.67 C07 0 2 1 1.00 F01 2 2 1 1.67 unknown
A06 0 1 0 0.33 C08 0 1 1 0.67 F02 2 2 0 1.33
A07 0 1 0 0.33 C09 0 1 2 1.00 F03 2 2 1 1.67 RAP1
A08 0 1 0 0.33 C10 0 1 0 0.33 F04 1 0 0 0.33
A09 0 2 1 1.00 C11 0 1 1 0.67 F05 1 2 0 1.00
A10 0 2 1 1.00 C12 0 1 1 0.67 F06 0 1 0 0.33
A11 0 2 1 1.00 D01 0 2 1 1.00 F07 2 2 0 1.33
A12 2 2 2 2.00 unknown D03 0 1 0 0.33 F09 1 1 0 0.67
B01 0 2 1 1.00 D04 0 1 0 0.33 F11 1 1 0 0.67
B02 0 2 0 0.67 D05 0 1 1 0.67 G01 1 1 0 0.67
B03 0 2 0 0.67 D06 0 2 2 1.33 G02 2 2 0 1.33
B04 0 1 0 0.33 D09 2 2 2 2.00 unknown G04 2 2 0 1.33
B05 0 0 0 0.00 D10 0 2 2 1.33 G05 1 0 0 0.33
B06 0 1 0 0.33 D11 0 1 2 1.00 G06 0 1 0 0.33
B07 0 1 0 0.33 D12 0 1 2 1.00 G09 2 2 0 1.33
B09 0 1 0 0.33 E02 0 1 1 0.67 G12 2 2 0 1.33
B10 0 1 2 1.00 E03 1 2 2 1.67 unknown H01 1 1 0 0.67
B11 0 2 0 0.67 E04 2 2 2 2.00 unknown H03 1 2 0 1.00
C01 0 1 0 0.33 E05 0 2 2 1.33 H04 2 2 2 2.00 unknown
C02 1 2 2 1.67 MSP3 E06 2 2 2 2.00 AMA1 H05 0 0 0 0.00

MSP-1_42 2 2 2 2.00
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合成されたタンパク質から、「マラリアワクチン」候補分子へ：スクリーニング
患者血清中の 特異抗体 に対応する、免疫原性の高いタンパク質を探す。

マラリア原虫 虫体 の タンパク質
　　　　　＝　ワクチン / 抗原

注射

防
御

免疫を誘導

蚊が吸血
⇒　侵入

マラリア原虫

-液性免疫：特異抗体の誘導

-細胞性免疫

特異抗体

まとめまとめ ２２ : : ワクチン候補タンパク質ワクチン候補タンパク質
スクリーニング系確立の試みスクリーニング系確立の試み

「新規の　発病阻止（赤血球期）マラリアワクチン 候補抗原分子の同定」を
目的に、

72分子の 熱帯熱マラリア原虫組換えタンパク質 から探索を試みた。

・基準：「免疫原性の高い原虫タンパク質」
・方法： マラリア患者血清を用いたELISA

⇒　 OD ≧ （コムギ胚芽抽出液のみ + 6 SD) 　に従って、

　5(10) 種類の分子を検出 （ AMA1 に加えて 未知分子4(6) 種 ）


