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본 발명은 (i) 플라스모디움 비박스의 분열소체 표면 단백질-1(merozoite surface protein-1, PvMSP-1)의 종간

보존성 부위(interspecies conserved region, ICB)를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열, (ii) 링커 모티브를 암

호화하는  뉴클레오타이드  서열,  및  (iii)  플라스모디움  비박스의  환상포자소체  단백질(circumsporozoite

protein, PvCSP)의 탠덤 반복 부위(tandem repeat region, TR)를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하는

플라스모디움 비박스 키메릭 융합 단백질을 암호화하는 유전자 구조체, 및 이를 포함하는 재조합 벡터, 상기

재조합 벡터로 형질전환된 세포 또는 트랜스제닉 식물체, 및 상기 유전자 구조체에 의해 암호화된 플라스모디

움 비박스 키메릭 융합 단백질을 제공한다.  상기 융합 단백질은 말라리아 진단용 항원 및 말라리아 백신으로

유용하다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

(i) 플라스모디움 비박스의 분열소체 표면 단백질-1(merozoite surface protein-1, PvMSP-1)의 종간 보존성

부위(interspecies conserved region, ICB)를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열, (ii) 링커 모티브를 암호화하

는 뉴클레오타이드 서열, 및 (iii) 플라스모디움 비박스의 환상포자소체 단백질(circumsporozoite protein,

PvCSP)의 탠덤 반복 부위(tandem repeat region, TR)를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하는, 플라스

모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질을 암호화하는 유전자 구조체.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 MSP-1 및 CSP는 한국인 플라스모디움 비박스(Plasmodium vivax) 분리균주로부터 유래된

서열이며, 링커 모티브는 Gly-Pro 링커인 것을 특징으로 하는 유전자 구조체.

청구항 3 

제2항에 있어서, MSP-1 ICB는 서열 번호 1의 아미노산 서열을 가지며, 링커 모티브는 서열 번호 7의 아미노산

서열을 가지며, CSP의 TR은 서열 번호 5의 아미노산 서열을 갖는 유전자 구조체.

청구항 4 

제3항에 있어서, MSP-1 ICB를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열은 서열 번호 2의 서열을 가지며, 링커 모티브

를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열은 서열 번호 8의 서열을 가지며, CSP의 TR을 암호화하는 뉴클레오타이드

서열은 서열 번호 6의 서열을 갖는 유전자 구조체.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항의 유전자 구조체를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 6 

제5항에 있어서, 식물발현용 벡터인 재조합 벡터.

청구항 7 

제6항에 있어서, pHSS2-MLC 벡터인 재조합 벡터.

청구항 8 

제5항의 재조합 벡터로 형질전환된 세포.

청구항 9 

제8항에 있어서, 세포가 E.coli 또는 아그로박테리움인 형질전환된 세포.

청구항 10 

제6항 또는 제7항의 재조합 벡터로 형질전환된 식물 세포.

청구항 11 

(a) 제6항 또는 제7항의 재조합 벡터를 식물 세포에 도입시키는 단계; 및

(b) 상기 식물세포로부터 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질을 생산하는 트랜스제닉 식물체를 수득하

는 단계를 포함하는 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질을 생산하는 트랜스제닉 식물체를 제조하는 방

법.

청구항 12 

공개특허 10-2012-0061288

- 3 -



제6항 또는 제7항의 재조합 벡터로 형질전환된 트랜스제닉 식물체.

청구항 13 

(a) 분열소체 표면 단백질-1(MSP-1)의 종간 보존성 부위(ICB), (b) 링커 모티브, 및 (c) 환상포자소체 단백질

(CSP)의 탠덤 반복 부위(TR)를 포함하는 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질.

청구항 14 

제13항에 있어서, MSP-1 ICB는 서열 번호 1의 아미노산 서열을 가지며, 링커 모티브는 서열 번호 7의 아미노

산 서열을 가지며, CSP의 TR은 서열 번호 5의 아미노산 서열을 갖는 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백

질.

청구항 15 

제13항 또는 제14항의 키메릭 융합 단백질을 포함하는 말라리아 진단 시약.

청구항 16 

제15항의 진단 시약을 포함하는 말라리아 진단 키트.

청구항 17 

제13항 또는 제14항의 키메릭 융합 단백질을 포함하는 말라리아 백신 조성물.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질에 관한 것이며, 보다 구체적으로는 말라리아 진단용 항[0001]

원 및 말라리아 백신으로서 유용한 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질에 관한 것이다.

배 경 기 술

말라리아는 많은 열대지방 및 아열대지방 나라에서 주요 공중위생 문제를 보여주는 질병이다.  말라리아는 전[0002]

세계적으로 매년 2억 4천 7백만 임상 사례가 보고되고 있으며 2006년에는 연간 거의 백만명에 가까운 사망자

가 발생했다[1].  인간을 감염시키는 플라스모디움(Plasmodium) 속 말라리아 원충들 중 하나인 플라스모디움

비박스(Plasmodium vivax)는 전세계적인 말라리아 감염 중에서 매년 1억 3천 2백만에서 1억 9천 1백만의 감염

사례를 나타내는 부-사하라 아프리카 외의 지역에서 말라리아를 유발하는 주요 원인인자이다[2].  그럼에도

불구하고, 비박스-말라리아 백신의 개발에 대한 노력은 비박스 말리리아에 의한 매우 낮은 사망률 및 P. 비박

스(P. vivax)의 인 비트로 배양의 제한 때문에, P. 팔시파룸(P. falciparum)에 대한 백신 개발 노력에 비해

상대적으로 낮았다.  하지만, P. 팔시파룸에 의해 유발된 말라리아에 비해 비박스 말라리아는 일차 감염이 이

미 병의 징후를 유발한 후에 몇 주 내지 몇 달 내에 다시 활성화되는 잠복기간(dormant liver stages)을 야기

한다[3, 4].  따라서, 말라리아와 관련된 질병률(morbidity)을 예방하는 것 뿐 아니라 현재 비-풍토성 지역에

서 비박스 말라리아 휴면체(hypnozoites)의 재활성화로 인해 야기되는 잠재적인 확산을 예방하기 위해 비박스

말라리아를 예방하는 백신이 필요하다.  최근에, 비박스 말라리아 백신에 대한 흥미로운 보고들은 이러한 필

요사항을 반영한다[5-9].

또한, 말라리아로 의심되는 연간 환자 수를 결정하기 위해, 말라리아의 혈청학적 진단에 이용될 수 있는 항원[0003]

의 개발이 이루어져야만 한다[10, 11].   백신 및 진단학의 개발에 이용되는 다-단계(multistages) 말라리아

를 검출하는 여러 가지 키메릭 재조합 항원들이 연구된 바 있으며[12, 13], 보다 효율적인 말라리아 백신 및

진단용 항원의 개발이 필요하다.

한편, Mason 및 공동연구자들에 의해 최초로 트랜스제닉 식물에서 백신 생산이 도입된 이후[28], 트랜스제닉[0004]

식물에서 발현된 인간 및 동물 병원체로부터 유래된 여러 항원에 대한 구강 면역원성이 확인되었다.  예를 들

어, 헤파티티스 B 표면 항원은 감자에서 발현되었고[29, 30], 바이러스 펩타이드 백신은 아라비돕시스에서 발

현되었으며[31],  P.  팔시파룸(P. falciparum)  및 P.  요엘리(P. yoelii)의 MSP  항원은 담배에서 발현되었다

[32, 33].  트랜스제닉 식물에서 생산된 식용 백신에 의한 구강 면역화는 이의 타겟 병원체에 대한 면역 반응
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을 자극하여 대규모(large-scale) 및 적은 투여량(low-dose)에 의한 면역화 프로그램의 디자인을 촉진시킬 수

있다[34, 35].  하지만, 트랜스제닉 식물체에 기반한 상업적으로 유용한 말라리아 백신은 아직까지 생산되지

않았다.

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다.  인용된 논문 및 특허[0005]

문헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발

명의 내용이 보다 명확하게 설명된다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 비박스-말라리아에 대한 백신 및 진단 시약으로 사용하기 위한 키메릭 항원의 개발을 위해 연[0006]

구 노력한 결과, 플라스모디움 비박스 분열소체 표면 단백질-1(Plasmodium vivax merozoite surface protein-

1, PvMSP-1), 링커 모티브 및 P. 비박스 환상포자소체 단백질(P. vivax circumsporozoite protein, PvCSP)의

일부로 구성된 키메릭 융합 단백질(MLC) 및 이를 암호화하는 유전자 구조체를 고안하고, 이를 말라리아 환자

의 진단 및 혈청학적 조사, 그리고 트랜스제닉 식물체에서의 말라리아 백신 생산에 효율적으로 이용할 수 있

다는 것을 발견함으로써, 본 발명을 완성하게 되었다.

따라서, 본 발명의 목적은 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질을 암호화하는 유전자 구조체를 제공하[0007]

는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 상술한 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질을 암호화하는 유전자 구조체를 포[0008]

함하는 재조합 벡터, 및 상기 재조합 벡터로 형질전환된 세포 또는 트랜스제닉 식물체를 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질을  생산하는 트랜스제닉 식물체를 제조[0009]

하는 방법을 제공하는 것이다.본 발명의 또 다른 목적은 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질을 제공하

는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 키메릭 융합 단백질을 포함하는 말라리아 진단 시약 및 진단 키트, 및 상기 진단[0010]

시약을 이용한 말라리아 진단 방법을 제공한다.

본 발명의 또 다른 목적은 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질을 포함하는 말라리아 백신 조성물을 제[0011]

공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다.[0012]

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질을 암호화하는 유전자 구[0013]

조체를 제공한다.

본 발명의 유전자 구조체는 (i) 플라스모디움 비박스의 분열소체 표면 단백질-1(merozoite surface protein-[0014]

1, PvMSP-1)의 종간 보존성 부위(interspecies conserved region, ICB)를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열,

(ii) 링커 모티브를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열, 및 (iii) 플라스모디움 비박스의 환상포자소체 단백질

(circumsporozoite protein, PvCSP)의 탠덤 반복 부위(tandem repeat region, TR)를 암호화하는 뉴클레오타이

드 서열을 포함한다.

MSP-1 단백질은 서로 다른 플라스모디움 종들의 분열소체에 존재하는 주요한 표면 단백질로서, 말라리아의 무[0015]

성 혈액단계(asexual blood stage)에 대한 백신 후보 물질로 자세히 연구되어 왔다[14-17].  여러 보고에 따

르면, 보존성 서브유닛인 MSP-1, MSP-142 및 MSP-119의 C-말단은 B-세포 에피토프로서 면역 반응을 일으켰다

[19, 20].  특히, MSP-119의 NMR 구조는 두 개의 상피세포 성장인자(epidermal growth factor, EGF)-유사 도메

인을 가지고 있는 것으로 밝혀졌다[21].  본 발명에서는, 종간 보존성 블락 10(interspecies conserved block

10, ICB 10) 부위에 상응하는 P. 비박스 한국 분리균주의 msp-1 유전자를 에피토프를 위해 이용하였다(도 1).

본 발명의 키메릭 융합 단백질을 구성하는 PvMSP-1의 ICB는 바람직하게는 한국인 플라스모디움 비박스 분리균
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주로부터 유래된 아미노산 서열을 가지며, 예를 들어, 서열 번호 1의 아미노산 서열을 갖는다.  따라서, 서열

번호 1의 아미노산 서열을 암호화할 수 있는 임의의 뉴클레오타이드 서열이 본 발명의 키메릭 융합 단백질을

암호화하는 유전자 구조체의 제조를 위해 사용될 수 있으며, 예를 들어, 서열 번호 2의 뉴클레오타이드 서열

이 PvMSP-1의 ICB를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열로서 사용될 수 있다.

CSP 단백질은 포자소체(sporozoite)의 표면 항원으로서 반복전(pre-repeat) 및 반복후(post-repeat) 지역 사[0016]

이의 18-20개의 반복 서열로 구성된다.  9개의 아미노산 서열의 염기성 탠덤 반복(basic tandem repeat)은 광

범위한 분리균주들에서 주로 GDRA(D/A)GQPA 및 GNGA(A/G)GQAA였다[22].  인간 말라리아 원충 플라스모디움 비

박스의 환상포자소체 단백질(PvCSP)은 373개의 아미노산으로 구성되며, 중앙 부위에 DRA(D/A)GQPAG의 노나펩

타이드로 구성된 19개의 탠덤 반복 부위(TR)를 포함한다.  본 발명에서는 키메릭 융합 단백질의 제작을 위하

여 PvCSP의 TR 부위를 이용하였으며, 바람직하게는 본 발명의 PvCSP의 TR 서열은 9개의 아미노산 서열의 단위

가 반복되고, 보다 바람직하게는 한국인 플라스모디움 비박스 말라리아 분리균주들의 CSP-특이 항원의 탠덤

반복  서열로  구성되며,  가장  바람직하게는  두  개의  서열  번호  3(GDGAAGQAA)  및  두  개의  서열  번호

4(GDRAAGQPA) 서열로 구성된 36개의 아미노산 서열로 이루어진다.  두 개의 서열 번호 3(GDGAAGQAA) 및 두 개

의 서열 번호 4(GDRAAGQPA) 서열로 구성된 PvCSP의 TR 부위는 서열 번호 5의 아미노산 서열을 가지며, 예를

들어, 서열 번호 6의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화된다.

본 발명의 MSP-1의 ICB와 CSP의 TR은 펩타이드 링커에 의해 연결된다.  펩타이드 링커는 키메릭 단백질의 시[0017]

너지 효과를 위하여 MSP-1과 CSP의 에피토프가 잘 노출되도록 각 단백질 사이에 충분한 공간이 확보되도록 하

는 역할을 하며, 극성-비극성 조합의 임의의 링커 모티브가 본 발명의 키메릭 단백질의 제작에 이용될 수 있

다.  바람직하게는 상기 펩타이드 링커는 10개의 아미노산 내부 서열(amino acids internal sequence)의 양쪽

에 5-6개의 Gly-Pro 반복 서열을 포함하는 Gly-Pro 링커이며, 보다 바람직하게는 서열 번호 7의 아미노산 서

열을 갖는 Gly-Pro 링커일 수 있다.  서열 번호 7의 아미노산 서열을 갖는 링커는 예를 들어, 서열 번호 8의

뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다.

본 발명의 유전자 구조체에 있어서, 플라스모디움 비박스의 MSP-1의 ICB를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열은[0018]

서열 번호 1의 아미노산 서열을 암호화하는 서열로서, 예를 들어, 서열 번호 2의 뉴클레오타이드 서열일 수

있으나, 코돈의 축퇴성 등으로 인하여 서열 번호 2의 뉴클레오타이드 서열로부터 변이를 가지되 서열 번호 1

의 아미노산 서열을 암호화하는 임의의 뉴클레오타이드 서열일 수 있다.  링커 모티브를 암호화하는 뉴클레오

타이드 서열, 및 플라스모디움 비박스의 CSP의 TR을 암호화하는 뉴클레오타이드 서열 역시 마찬가지로 각각

서열 번호 7의 아미노산 서열 및 서열 번호 5의 아미노산 서열을 암호화하는 임의의 뉴클레오타이드 서열일

수 있다.

이러한 뉴클레오타이드 서열은 기능적으로 균등한 코돈 또는 동일한 아미노산을 코딩하는 코돈(예를 들어, 코[0019]

돈의 축퇴성에 의해, 아르기닌 또는 세린에 대한 코돈은 여섯 개이다), 또는 생물학적으로 균등한 아미노산을

코딩하는 코돈을 포함하는 다양한 핵산분자를 포함한다.  상술한 생물학적 균등 활성을 갖는 변이를 고려한다

면, 본 발명에서 이용되는 아미노산 서열은 실질적인 동일성(substantial identity)을 나타내는 다양한 뉴클

레오타이드 서열에 의해 암호화되는 것으로 해석된다.  상기의 실질적인 동일성은, 상기한 본 발명의 서열과

임의의 다른 서열을 최대한 대응되도록 배열하고(align), 당업계에서 통상적으로 이용되는 알고리즘을 이용하

여 배열된 서열을 분석한 경우에, 최소 60%의 상동성, 보다 바람직하게는 70%의 상동성, 보다 더 바람직하게

는 80%의 상동성, 가장 바람직하게는 90%의 상동성을 나타내는 서열을 의미한다.  서열비교를 위한 배열 방법

은 당업계에 공지되어 있다.  배열을 위한 다양한 방법 및 알고리즘은 Smith and Waterman, Adv. Appl. Math.

2:482(1981);  Needleman  and  Wunsch,  J.  Mol.  Bio.  48:443(1970);  Pearson  and  Lipman,  Methods  in  Mol.

Biol.  24:  307-31(1988);  Higgins  and  Sharp,  Gene  73:237-44(1988);  Higgins  and  Sharp,  CABIOS  5:151-

3(1989); Corpet et al., Nuc. Acids Res. 16:10881-90(1988); Huang et al., Comp. Appl. BioSci. 8:155-

65(1992)  and  Pearson  et  al.,  Meth.  Mol.  Biol.  24:307-31(1994)에 개시되어 있다.    NCBI  Basic  Local

Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-10(1990))은 NBCI(National Center

for  Biological  Information)  등에서 접근 가능하며, 인터넷 상에서 blastp,  blasm,  blastx,  tblastn  and

tblastx와  같은  서열  분석  프로그램과  연동되어  이용할  수  있다.    BLAST는
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/에서 접속 가능하다.  이 프로그램을 이용한 서열 상동성 비교 방법은

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast_help.html에서 확인할 수 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 (a) (i) 플라스모디움 비박스의 분열소체 표면 단백질-1(PvMSP-[0020]

1)의 종간 보존성 부위(ICB)를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열, (ii) 링커 모티브를 암호화하는 뉴클레오타

이드 서열, 및 (iii) 플라스모디움 비박스의 환상포자소체 단백질(PvCSP)의 탠덤 반복 부위(TR)를 암호화하는

뉴클레오타이드 서열을 포함하는 유전자 구조체를 포함하는 재조합 벡터, 및 상기 재조합 벡터로 형질전환된

세포 또는 트랜스제닉 식물체를 제공한다.

본 발명의 재조합 벡터는 전형적으로 클로닝을 위한 벡터 또는 발현을 위한 벡터로서 구축될 수 있으며, 원핵[0021]

세포 또는 진핵세포를 숙주로 하여 구축될 수 있다.

본 발명의 재조합 벡터는 (a) (i) 플라스모디움 비박스의 분열소체 표면 단백질-1(PvMSP-1)의 종간 보존성 부[0022]

위(ICB)를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열, (ii) 링커 모티브를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열, 및 (iii)

플라스모디움 비박스의 환상포자소체 단백질(PvCSP)의 탠덤 반복 부위(TR)를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열

을 포함하는 유전자 구조체에 더하여, (b) 상기 구조체에 작동적으로 결합(operatively linked) 되어 있는 프

로모터, 및 (c) 세포에서 작용하여 상기 RNA 분자의 3'-말단의 폴리아데닐화를 야기시키는 3'-비-해독화 부위

를 더 포함할 수 있다.

본 명세서에서 용어 “프로모터”는 코딩 서열 또는 기능적 RNA의 발현을 조절하는 DNA  서열을 의미한다.[0023]

본 발명의 제조합 벡터에서 발현대상물질을 암호화하는 뉴클레오타이드 서열은 상기 프로모터에 작동적으로

연결된다.  본 명세서에서 용어 “작동적으로 결합된(operatively linked)”은 핵산 발현 조절 서열(예: 프로

모터 서열, 시그널 서열, 또는 전사조절인자 결합 위치의 어레이)과 다른 핵산 서열 사이의 기능적인 결합을

의미하며, 이에 의해 상기 조절 서열은 상기 다른 핵산 서열의 전사 및/또는 번역을 조절하게 된다.

본 발명의 벡터 시스템은 당업계에 공지된 다양한 방법을 통해 구축될 수 있으며, 이에 대한 구체적인 방법은[0024]

Sambrook et al. Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press(2001)에 개

시되어 있다.

본 발명의 벡터가 원핵세포를 숙주로 하는 경우에는, 전사를 진행시킬 수 있는 강력한 프로모터(예컨대, tac[0025]

프로모터, lac 프로모터, lac UV5 프로모터, lpp 프로모터, pL
λ 

프로모터, pR
λ 

프로모터, rac5 프로모터, amp

프로모터, recA 프로모터, SP6 프로머터, trp 프로모터, T7 프로모터, 등), 해독의 개시를 위한 라이보좀 결

합 자리 및 전사/해독 종결 서열을 포함하는 것이 일반적이다.  보다 더 바람직하게는, 본 발명에서 이용되는

숙주세포는 E. coli 또는 아그로박테리움(Agrobacterium)이고, 가장 바람직하게는 E. coli DH5α 또는 아그로

박테리움 튜메파시엔스(Agrobacterium tumefaciens)이다.  숙주세포로서 E. coli가 이용되는 경우, E. coli

트립토판 생합성 경로의 프로모터 및 오퍼레이터 부위(Yanofsky, C., J. Bacteriol., 158: 1018-1024(1984))

그리고 파아지 λ의 좌향 프로모터(pL
λ  

프로모터, Herskowitz,  I.  and  Hagen,  D.,  Ann.  Rev.  Genet.,  14:

399-445(1980))가 조절 부위로서 이용될 수 있다.  한편, 본 발명에 이용될 수 있는 벡터는 당업계에서 종종

사용되는 플라스미드(예: pSC101, ColE1, pBR322, pUC8/9, pHC79, pUC19, pET 등), 파지(예: λgt4λB, λ-

Charon, λΔz1 및 M13 등) 또는 바이러스(예: SV40 등)를 조작하여 제작될 수 있다.

본 발명의 벡터를 숙주세포 내로 운반하는 방법은, 숙주세포가 원핵세포인 경우, CaCl2 방법(Cohen, S.N. et[0026]

al., Proc. Natl. Acac. Sci. USA, 9:2110-2114(1973)), 하나한 방법(Cohen, S.N. et al., Proc. Natl. Acac.

Sci.  USA,  9:2110-2114(1973);  및 Hanahan,  D.,  J.  Mol.  Biol.,  166:557-580(1983))  및 전기천공법(Dower,

W.J. et al., Nucleic. Acids Res., 16:6127-6145(1988)) 등에 의해 실시될 수 있다.

본 발명의 재조합 벡터를 이용하여 트랜스제닉 식물체를 제작하는 경우에 이용될 수 있는 프로모터는 식물체[0027]

의 유전자 도입을 위해 당업계에서 통상적으로 이용되는 어떠한 것도 이용될 수 있으며, 예를 들어, SP6 프로

모터, T7 프로모터, T3 프로모터, PM 프로모터, 옥수수의 유비퀴틴 프로모터, 컬리플라워 모자이크 바이러스

35S(CaMV35S) 프로모터, 노팔린 씬타아제(nos) 프로모터, 피그워트 모자이크 바이러스 35S 프로모터, 수가크

레인 바실리폼 바이러스 프로모터, 콤멜리나 엘로우 모틀 바이러러스 프로모터, 리불로오스-1,5-비스-포스페
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이트 카르복실라아제 스몰 서브유티트(ssRUBISCO)의 광유도성 프로모터, 벼 사이토졸 트리오스포스페이트 이

소머라아제(TPI)  프로모터, 아라비돕시스의 아데닌 포스포리보실트랜스퍼라아제 (APRT)  프로모터, 옥토파인

신타아제  프로모터  및  BCB(blue  copper  binding  protein)  프로모터를  포함하지만,  이에  한정되는  것은

아니다.  가장 바람직하게는, 본 발명에 적합한 프로모터는 CaMV35S 프로모터이다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명에 적합한 3'-말단의 폴리아데닐화를 야기시키는 폴리 A 시그널[0028]

서열은 아그로박테리움 튜메파시엔스의 노팔린 신타아제 유전자로부터 유래된 것(NOS 3' end)(Bevan et al.,

Nucleic Acids Research, 11(2):369-385(1983)), 아그로박테리움 튜메파시엔스의 옥토파인 신타아제 유전자로

부터 유래된 것, 토마토 또는 감자의 프로테아제 억제자 I 또는 Ⅱ 유전자의 3' 말단 부분, CaMV 35S 터미네

이터 또는 OCS 터미네이터(octopine synthase terminator) 서열을 포함하지만, 이에 한정되는 것은 아니다.

선택적으로, 상기 벡터는 리포터 분자(예: 루시퍼라아제 및 β-글루쿠로니다아제)를 암호화하는 유전자를 추[0029]

가적으로  운반한다.   또한,  본  발명의  벡터는  선택  표지로서  항생제(예:  네오마이신,  카베니실린,

카나마이신, 스펙티노마이신, 하이그로마이신 등) 또는 제초제(예: 바스타) 내성 유전자(예: 네오마이신 포스

포트랜스퍼라아제  (nptⅡ),  하이그로마이신  포스포트랜스퍼라아제(hpt),  등)를  포함한다.   가장

바람직하게는, 본 발명의 벡터는 β-글루쿠로니다아제 및 네오마이신을 포함한다.

본  발명의  바람직한  구현예에  따르면,  본  발명의  식물발현용  재조합벡터는  아그로박테리움  바이너리[0030]

벡터이다.

본 명세서에서 용어“바이너리 벡터”는 Ti(tumor inducible) 플라스미드에서 이동에 필요한 부분인 LB(left[0031]

border)와 RB(right border)를 가지는 플라스미드와 타겟 뉴클레오타이드를 옮기는데 필요한 유전자를 가진

플라스미드를 두 개로 나누어 놓은 벡터를 말한다.  본 발명의 형질전환용 아그로박테리움은 본 발명의 상기

유전자 구조체의 뉴클레오타이드 서열의 발현에 적합한 것이면 어느 것이라도 좋고, 특히 본 발명에서 식물

형질전환용 아그로박테리움 균주로는 통상 아그로박테리움 튜메파시엔스 GV3101이 바람직하다.

본 발명의 재조합 벡터를 아그로박테리움에 도입하는 방법은 당업자에게 공지된 다양한 방법을 통해 실시될[0032]

수  있으며,  예를  들면  입자  충격법(particle  bombardment),  전기천공법(electroporation),  형질감염법

(transfection), 리튬아세테이트법(lithium acetate method), 열충격법(heat shock) 및 냉동-해빙법(freeze-

thaw method) 등이 있으며, 가장 바람직하게는 냉동-해빙법(freeze-thaw method)을 이용한다.

상기와 같은 본 발명의 재조합 벡터는 형질전환된 식물세포 또는 트랜스제닉 식물체를 제공하기 위해 이용될[0033]

수 있다.  본 발명의 형질전환 식물세포 및 트랜스제닉 식물체의 제조는 당업계에 일반적으로 공지된 방법

(Methods of Enzymology, Vol. 153, (1987))에 따라 실시될 수 있다.  외래성 폴리뉴클레오티드를 플라스미드

나 바이러스 등과 같은 벡터 등의 운반체에 삽입하여 식물을 형질전환시킬 수 있고, 아그로박테리움 박테리아

를 매개체로 사용할 수 있으며(Chilton et ai. Cell 11:263:271(1977)), 직접 외래성 폴리뉴클레오티드를 식

물 세포내로 도입시켜 식물을 형질전환시킬 수 있다(Lorz et ai. Mol. Genet. 199:178-182;(1985)).  예를 들

어,  T-DNA  부위를  포함하지  않는  벡터를  이용하는  경우에는  전기천공법(electroporation),  입자충격법

(microparticle bombardment), 폴리에틸렌 글리콜 침전법(polyethylene glycol-mediated uptake)을 이용할 수

있다.

일반적으로 식물을 형질전환시킴에 있어 많이 사용되는 것이 외래성 폴리뉴클레오티드로 형질전환된 아그로박[0034]

테리움  튜메파시엔스로  식물  세포나  종자  등을  감염시키는  방법이다(참조:  미합중국  특허  제  5,004,863,

5,349,124 및 5,416,011 호).  당업자는 공지된 적절한 조건하에서 형질전환된 식물 세포나 종자를 배양 또는

재배하여 식물로 발육시킬 수 있다.

본 명세서에서, 용어 “식물(체)”는 성숙한 식물뿐만 아니라 성숙한 식물로 발육할 있는 식물 세포, 식물 조[0035]

직 및 식물의 종자 등을 모두 포함하는 의미로서 이해된다.  본 발명의 방법이 적용될 수 있는 식물체는 특별

하게 제한되지 않으며, 가장 바람직하게는 브라시카 나푸스(Brassica napus)를 이용한다.

본 발명의 다른 양태에 따라, 본 발명은 다음의 단계를 포함하는 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질[0036]

을 생산하는 트랜스제닉 식물체를 제조하는 방법을 제공한다:

(a) 상술한 본 발명의 식물발현용 재조합 벡터를 식물 세포에 도입시키는 단계; 및[0037]

(b) 상기 식물세포로부터 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질을 생산하는 트랜스제닉 식물체를 수득하[0038]
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는 단계.

식물발현용 재조합 벡터를 식물세포에 도입하는 방법은 당업계에 공지된 다양한 방법으로 실시될 수 있다.[0039]

형질전환된 식물세포의 선별은 형질전환 배양물을 선택제(예: 대사 억제제, 항생제 및 제초제)에 노출시켜 실

시될 수 있다.  형질전환되고 선택제 내성을 부여하는 표지 유전자를 안정되게 포함하고 있는 식물세포는 상

기한 배양물에서 성장하고 분할한다.  예시적인 표지는, 하이그로마이신 포스포트랜스퍼라아제 유전자, 글리

코포스페이트 내성 유전자 및 네오마이신 포스포트랜스퍼라아제 (nptII) 시스템을 포함하나, 이에 한정되는

것은 아니다.  식물 원형질 또는 다양한 익스플랜드로부터 식물체의 발달 또는 재분화시키는 방법은 당업계에

잘 알려져 있다.   아그로박테리움에 의해 도입된 외래 유전자를 포함하는 식물체의 발달 또는 재분화는 당업

계에 공지된 방법에 따라 달성될 수 있다(참조: 미합중국 특허 제 5,004,863, 5,349,124 및 5,416,011 호).

본 발명의 재조합 벡터로 형질전환된 식물체 브라시카 나푸스의 종자는 2010년 11월 12일에 한국생명공학연구

원의 KCTC에 KCTC 11805BP로 기탁되었다.

다른  태양에  따라,  본  발명은  (a)  분열소체  표면  단백질-1(MSP-1)의  종간  보존성  부위(ICB),  (b)  링커[0040]

모티브, 및 (c) 환상포자소체 단백질(CSP)의 탠덤 반복 부위(TR)를 포함하는 플라스모디움 비박스의 키메릭

융합 단백질을 제공한다.  바람직하게는, 본 발명의 키메릭 융합 단백질은 PvMSP-1의 105개 아미노산, 링커

반복 모티브의 31개 아미노산, 및 PvCSP의 탠덤 반복의 36개 아미노산을 포함하며 서열 번호 9의 아미노산 서

열을 가지며, 서열 번호 10의 뉴클레오티드 서열에 의해 암호화된다.  본 발명의 플라스모디움 비박스의 키메

릭 융합 단백질은 상술한 본 발명의 유전자 구조체로 형질전환된 세포 또는 트랜스제닉 식물체에서 생산될 수

있으며, 말라리아 진단용 항원 및 말라리아 백신으로 사용될 수 있으며, Th1-관련된 사이토카인(예를 들어,

IFN-γ, TNF-α, IL-2 또는 IL-12) 또는 면역글로블린(immunoglobulin, Ig; 예를 들어, IgG1)을 증가시킨다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 백신이 효과적인 말라리아 원충은 플라스모디움 비박스(P.[0041]

vivax), 플라스모디움 팔시파룸(P. falciparum), 플라스모디움 요엘리(P. yoelii), 플라스모디움 말라리아(P.

malariae) 또는 플라스모디움 오발레(P. ovale)를 포함하고, 보다 바람직하게는 플라스모디움 팔시파룸 또는

플라스모디움 비박스를 포함하며, 가장 바람직하게는 플라스모디움 비박스를 포함한다.

본 발명의 말라리아 백신은 대장균 및 식물체에서 안정적으로 발현되어 생산될 수 있으며(참고: 도 2), 정상[0042]

인 및 말라리아 환자의 혈청과의 면역원성을 조사한 결과, 대장균 및 식물체에서 안정적으로 발현되어 생산된

본 발명의 백신은 정상인의 혈청과 비교하여 말라리아 환자의 혈청에서 그 반응성이 매우 우수하였다(참고:

도 3 및 도 6).  또한, 브라시카 나푸스에서 발현된 키메릭 융합 단백질의 경구 면역화는 마우스 혈청 내의

Th1-관련된 사이토카인(예를 들어, IFN-γ, TNF-α, IL-2 또는 IL-12) 또는 면역글로블린(예를 들어, IgG1)의

레벨(농도)을 증가시켰다(참고: 도 7 및 도 8).   한편, 본 발명의 백신으로 면역화된 마우스 및 비박스 말라

리아 환자로부터 추출한 혈액 시료와 대장균 및 식물체에서 안정적으로 발현되어 생산된 키메릭 융합 단백질

과의 웨스턴 블롯팅 실험에서는, 모노머형이 아닌 멀티머형으로 검출되었다(참고: 도 9).  이러한 결과는 식

물세포에 존재하는 모노머형 백신을 멀티머형 백신으로 어셈블리하는 시스템으로 인한 것이며, 이러한 멀티머

형 백신은 모노머형에 비해 보다 더 우수한 면역원성 및 항원성을 촉발할 수 있기 때문에, 더욱 바람직하다.

따라서, 본 발명의 결과들은 키메릭 융합 단백질을 발현하는 트랜스제닉 식물체에서 식용 백신으로의 이용 가

능성을 보여준다.

본 발명의 다른 태양에 따라, 본 발명은 (a) 분열소체 표면 단백질-1(MSP-1)의 종간 보존성 부위(ICB), (b)[0043]

링커 모티브, 및 (c) 환상포자소체 단백질(CSP)의 탠덤 반복 부위(TR)를 포함하는 키메릭 융합 단백질을 포함

하는 말라리아 진단 시약 및 이를 포함하는 진단 키트, 및 상기 진단 시약을 이용한 말라리아 진단 방법을 제

공한다.

본 발명의 키메릭 융합 단백질은 시료가 말라리아 감염 대상으로부터 유래될 경우, 시료와의 접촉시에 시료[0044]

속의 항체와 반응하여 말라리아 감염 여부를 판단할 수 있도록 한다.  본 발명의 진단 키트는 본 발명의 키메

릭 융합 단백질에 더하여, 진단 시험을 위해 필요한 통상적인 추가 성분을 포함할 수 있다.

상기 키메릭 융합 단백질을 이용한 진단 방법은 (a) 상술한 본 발명의 키메릭 융합 단백질을 시료와 접촉시키[0045]

는 단계; 및 (b) 상기 시료에서 면역원성을 분석하는 단계를 포함하며, 상기 시료가 상기 키메릭 융합 단백질

에 대해서 면역원성을 나타내면, 상기 시료를 추출한 대상(subject)은 비박스 말라리아(vivax malaria)에 감
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염된 것으로 판단된다.  본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 시료는 혈액, 혈청 또는 혈장이며,

보다 바람직하게는 혈청이다.

발명의 효과

본 발명에 따르면, 본 발명의 플라스모디움 비박스의 키메릭 융합 단백질은 정상인의 혈청과 비교하여 말라리[0046]

아 환자의 혈청에서 그 반응성이 매우 우수하고, 트랜스제닉 식물체에서 생산되었을 경우, 모노머형 보다는

멀티머형으로 생산되어 더욱 우수한 면역원성 및 항원성을 촉발한다.

따라서, 본 발명의 키메릭 융합 단백질은 다-단계 말라리아의 진단 및 백신화에 이용될 수 있으며, 본 발명의[0047]

융합 단백질을 유효성분으로 포함하는 백신 조성물은 매우 강력한 면역원성 및 항원성을 가져 비박스 말라리

아(vivax malaria)를 효과적으로 예방 또는 진단할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 트랜스제닉 식물체 제조를 위한 키메릭 재조합 MLC 및 식물 바이너리 벡터 pHSS2-597 MLC의 구조 도식[0048]

을 나타낸다.  MLC는 PvMSP-1의 보존성 부위, Pro-Gly 반복 링커 및 PvCSP의 탠덤 반복으로 구성되어 있다.

CB 및 ICB는 PvMSP-1에서 보존성 블락 및 종간 보존성 블락을 각각 지시한다.   PvCSP에서, I 및 II는 보존성

부위 I 및 II를 각각 나타낸다.  탠덤 반복은 9개의 아미노산 반복 서열이다.  LB 및 RB는 T601 DNA 부위의

왼쪽 및 오른쪽 경계(border)를 각각 의미하며, 이들은 아그로박테리움-매개된 DNA 운반에서 안정적으로 핵

염색체 DNA로 통합되도록 한다.  TSS는 번역 개시위치를 나타내며, SEKDEV는 배출 시그널을 코딩하는 올리고

뉴클레오타이드 서열을 의미한다.  또한, 이 시그널은 정확한 올리고머화를 촉진한다.  식물 형질전환을 위한

선택 마커는 nptII 유전자로 카나마이신에 대한 저항성을 부여한다.  GUS 단백질은 식물 재분화의 선택 단계

에서 신속한 스크리닝을 실시할 수 있도록 하는 마커로 이용하였다.

도 2는 대장균 및 브라시카 나푸스에서 키메릭 재조합 MLC의 이종적 유도를 보여주는 결과이다.  쿠마시 블루

염색(A) 및 항-MSP-1에 의한 웨스턴 블롯 분석을 나타내는 결과이다.  유도된 MLC 단백질은 대장균 및 브라시

카 나푸스에서 각각 22 kDa 및 20 kDa로 검출되었다.

도 3은 대장균에서 정제된 MLC 단백질을 이용하여 비박스 말라리아 환자(레인 1-9) 및 정상 사람(레인 10-

13)의 혈청에서 면역 블롯 분석을 실시한 결과이다(A).  레인 M, 전염색된 단백질 래더 마커.  대장균에서 발

현된 MLC 재조합 단백질을 이용하여 실시된 ELISA에 의한 흡광도의 산포도를 보여주는 결과이다(B).  정상 사

람 및 말라리아 P. 비박스 환자의 혈청이 이용되었다.

도 4는 야생형과 함께 pHSS2 및 pHSS2-MLC를 각각 포함하는 재분화된 브라시카 나푸스의 외식체들에서 검출된

GUS 활성(A) 및 595 nm에서 광학밀도(B)를 측정한 결과이다.

도 5는 mlc 유전자 PCR 산물(A) 및 nptII 유전자 PCR 산물(B)의 아가로오스 젤 전기영동 사진이다.  레인 M,

래더 마커; 레인 2, 외식체 2(형질전환되지 않은 야생형 식물체); 레인 1 및 레인 3-6, 외식체 1 및 3-6.  결

과는 외식체 1 및 3-6이 pHSS2-MLC를 포함하고 있음을 명확하게 나타낸다.

도 6은 PvMSP 항체 및 PvCSP 항체를 이용한 트랜스제닉 유채 총단백질의 웨스턴 블롯 분석 결과이다(A).  레

인 M, 전염색된 단백질 래더 마커; 레인 1 및 4, 야생형 유채; 레인 2 및 5, pHSS2-삽입된 트랜스제닉 유채;

레인 3 및 6, pHSS2-MLC-삽입된 트랜스제닉 유채 후보로, 이들은 mlc 프라이머 세트를 이용한 PCR에 의해 확

인되었다.  레인 1-3 및 레인 4-6은 각각 PvMSP 및 PvCSP의 단일클론 항체로 테스트되었다.  브라시카 나푸스

에서 발현된 키메릭 MLC 단백질을 이용하여 실시된 ELISA에 의해 측정된 흡광도의 산포도 결과이다(B).  정상

사람 및 말라리아 P. 비박스 환자의 혈청이 이용되었다.

도 7은 브라시카 나푸스에서 발현된 키메릭 MLC 단백질의 경구 면역화에 의해 초래된 면역원성 결과이다.  경

구적으로 면역화된 마우스의 혈청에서 네 개의 사이토카인(IL-2, IL-12, IFN-γ 및 TNF-α)의 농도를 측정하

였다.   야생형은 형질전환되지 않은 식물체(야생형 식물체)로 식이된 마우스의 혈청을 나타낸다.  PBS는 경

구 면역화에 있어서 PBS 완충액으로 식이된 마우스의 혈청을 나타낸다.  pHSS2-MLC 및 pHSS2는 바이너리 벡터

를 포함하는 트랜스제닉 식물 외식체로 식이된 마우스의 혈청을 나타낸다.  정제된 MLC는 대장균으로부터 정

제된 재조합 MLC로 식이된 마우스의 혈청을 나타낸다.

도 8은 경구 면역화된 마우스의 혈청으로부터 면역글로블린 아형의 분포를 조사한 결과이다.  모든 혈청은

1:25,000(v/v) 비율로 희석하여 측정되었다.   MFI는 형광 강도의 평균값을 의미한다.
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도 9는 다른 식이 그룹으로부터 추출된 마우스의 혈청에 대한 웨스턴 블롯 분석 결과이고(A), 트랜스제닉 식

물체(B. napus)로부터 정제된 키메릭 MLC 단백질을 이용하여 비박스 말라리아 환자 및 정상 사람의 혈청에 대

한 웨스턴 블롯 분석 결과를 나타낸다(B).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.   이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구[0049]

체적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는

다는 것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예[0050]

실시예 1. 키메릭 MLC 단백질 및 이를 암호화하는 유전자 구조체의 구축[0051]

본  발명자들은  플라스모디움  비박스  말라리아  생활사에서  자유  혈액단계(merozoite)와  초기  간세포  단계[0052]

(circumsporozoite) 모두를 타겟팅하기 위해, 키메릭 융합 단백질을 이상성 항원(biphasic antigen)으로 디자

인하였다.  즉, PvMSP-1의 C-말단 ICB10과 PvCSP의 9개 아미노산 탠덤 반복 부위를 Pro-Gly 반복 모티브를 통

해 융합시켰다.  MSP 및 CSP 부위의 아미노산 서열은 한국인 비박스 분리균주의 상응하는 유전자 서열에 기반

하여, 보존성 PvMSP-1 부위 서열은 매우 보존성이 높은 비박스 분열소체(merozoite) 표면 단백질의 ICB10 부

위에 기초하여 선택하였으며, CSP 부위를 위해서는 한국인 비박스 말라리아 분리균주들의 CSP-특이 항원의 탠

덤 반복 모티브 서열로부터 두 개의 ‘GDGAAGQAA’ 서열 및 두 개의 ‘GDRAAGQPA’ 서열을 디자인하였다[23].

링커 모티브는 말라리아 백신의 키메릭 구조화에 일반적으로 이용되는 Pro-Gly 반복 모티브를 Pan 등의 보고

(2004)[12]로부터 변형시켜, 5번의 Pro-Gly 반복 모티브가 10개의 아미노산 내부 서열의 양쪽에 위치하도록

하였다.  결과적인 키메릭 MLC 단백질은 PvMSP-1의 105개 아미노산, 링커 반복 모티브의 31개 아미노산, 및

PvCSP의 탠덤 반복의 36개 아미노산을 포함하며(서열 번호 9) 식물 형질전환 벡터 pHSS2의 번역개시 부위 및

C-말단 히스티딘 택과 함께 198개의 아미노산으로 구성되어 이론적으로 20.308 kDa의 분자량을 가졌다.

이러한 키메릭 MLC 단백질을 암호화하는 유전자 구조체는, 식물에서 PvMLC의 낮은 발현을 극복하기 위해, MLC[0053]

단백질의 아미노산 서열의 변형없이 브라시카 나푸스(B. napus)의 코돈 바이어스를 보다 더 반영하도록 구축

하였다(서열 번호 10).  그 결과, PvMSP-1의 ICB10의 합성 서열은 야생형 서열과 75.6%의 동일성을 가졌다.

실시예 2. 대장균에서 발현된 키메릭 MLC 단백질의 면역원성[0054]

키메릭 MLC 단백질을 암호화하는 유전자 구조체를 히스티딘-태깅 벡터인 pQE80L(Qiagen, Germany)에서 구축하[0055]

여 대장균 DH5α에서 이종적으로 발현시켰으며, 1 리터의 LB 배지(USB, 미국) 배양액 당 1 mg의 단백질을 손

쉽게(routinely) 정제하였다.  재조합 MLC 단백질은 약 20 kDa의 크기를 가졌다(도 2).  트랜스제닉 식물체에

대해 서열-변형된 재조합 MLC 단백질의 항원성을 조사하기 위해, 웨스턴 블롯 분석 및 ELISA 테스트를 하기와

같이 실시하였다(도 3).

대장균에서  이종적으로(heterogeneously)  발현되어  정제된  MLC  단백질을  웰  당  0.5  ㎍(  PBS(Phosphate[0056]

buffered saline); Sigma(미국), pH 7.4)씩 넣고 4℃에서 하룻밤 동안 코팅한 96-웰 플레이트를 이용하여 비

박스 말라리아 한국인 환자로부터 얻은 혈청에서 항원-특이 항체의 존재를 분석하였다. 115명의 P. 비박스 환

자의 혈청 및 음성 대조군으로서 22명의 감염되지 않은 환자의 혈청을 키메릭 MLC와 반응시켰다.  말라리아

환자  혈청을  차단  완충용액(blocking  buffer;  1%  소혈청  알부민(BSA;  Sigma(미국))을  포함하는 PBS-0.25%

Tween  20(Polysorbate  20,  USB(미국)),  pH  7.4)으로  1:100(v/v)으로  희석하여  1시간  동안  반응시킨  후,

1:1,000(v/v)으로  희석된 퍼록시다제-컨쥬게이션된 염소 항-인간 IgG  2차 항체(Sigma,  USA)와 반응시켰다.

분광광도계(Molecular Devices, USA)를 이용하여 405 nm에서 흡광도를 측정하였다.

본 발명에서는, 결과 값이 음성 대조군의 평균값 + 2배 표준편차(twofold standard deviations)의 범위 안에[0057]

있어야만 양성 반응인 것으로 한정하였다.  그 결과, P. 비박스 환자의 혈청은 양성반응(94.8%; 115명 중 109

명)을 나타냈다(도 3B).  따라서, 키메릭 MLC 단백질은 P. 비박스 말라리아에 대해 매우 높은 민감성 항원성

을 가지는 것으로 확인되었다.
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   [0058]

실시예 3. 트랜스제닉 식물을 위한 플라스미드의 제작[0059]

우선, 식물에 대해 코돈-최적화된 MLC 유전자 구조체를 구축하기 위해 MSP-1, 링커 및 CSP에 대한 올리고뉴클[0060]

레오타이드의 상보적인 가닥을 다른 제한효소 위치에서 합성하고 60℃에서 30분 동안 상보적인 가닥과 어닐링

하여 TA 클로닝 벡터로 클로닝하였다(도 1).  플라스미드를 정제하여 제한효소로 절단하였다.  타겟 DNA 단편

을 MSP-1-링커-CSP 순으로 T4 리가제로 연결하여, 재조합 키메릭 mlc 유전자를 생산하였다.  mlc DNA 단편을

강력하게 항상 발현되는(strong constitutive) CaMV(cauliflower mosaic virus) 35S 프로모터(CaMV35S), 베타

-글루쿠로니다제(GUS) 리포터 유전자 및 네오마이신 저항성 유전자를 포함하는 pHSS2 벡터에 삽입하였으며(도

1), 제조된 플라스미드를 pHSS2-MLC로 명명하였다.  아그로박테리움 형질전환 후, Ti 플라스미드의 vir 기능

이 플랭킹 부위에 의한 플라스미드 벡터의 유전 부위의 절단을 결정하고, 이후 절단 부위가 식물세포로 전달

되어 핵 지놈에 통합된다[35].  진정한 형질전환체를 획득하기 위해, 네오마이신 포스포트랜스퍼라제(nptII)

유전자를 카나마이신 저항성을 부여하는 항생제 선택마커로 이용하였다.

실시예 4. 식물의 형질전환 및 트랜스제닉 식물체의 선택[0061]

상기에서 제조된 pHSS2-MLC 플라스미드를 아그로박테리움- 매개된 DNA 운반 시스템에 이용하여 식물을 형질전[0062]

환시켰으며, 브라시카 나푸스를 Ti 플라스미드에 의한 형질전환용 숙주 식물로 이용하였다.  본 발명자들은

세 그룹의 브라시카 나푸스를 준비하였다: 그룹 1은 비-트랜스제닉 식물체(야생형)이고, 그룹 2는 아그로박테

리움 튜메파시엔스 GV3101/pHSS2 공벡터 플라스미드(음성 대조군)로 형질전환된 식물체이며, 그룹 3은 아그로

박테리움 튜메파시엔스 GV3101/pHSS2-MLC 플라스미드(실험군)로 형질전환된 식물체였다.

식물 생장(cultivation)은 온실 조건에서 실시하였다.  트랜스제닉 식물은 자엽 아그로박테리움 형질전환 기[0063]

법을 이용하여 얻었다[37].  자엽 외식체(explants)를 얻기 위하여, 본 발명자들은 백색 형광등(금호전기, 한

국)에 의해 제공되는 빛으로 16시간 빛/8시간 암 조건의 광주기로 조절된 25℃ 생장실에서 씨를 4일 동안 발

아시켰다.   발아  배지는  0.2%  MSB  솔트(Duchefa,  독일),  1%(w/v)  수크로오스(Duchefa,  독일),  0.05%

MES(Sigma, 미국) 및 0.6% 식물 아가(Duchefa, 독일)를 포함하였다.  인 비트로 생장된 묘목(seedlings)으로

부터 절단된 자엽 외식체를 0.5-1 cm 조각으로 자른 후 정단 줄기 끝부분(apical shoot tip)을 제거하였다.

두 개의 자엽을 온전히 또는 부분적으로 분리하였지만 이등분된 하이포코틸(bisected hypocotyls)에 여전히

결합되어  있었다.   감염  및  공동-배양을  위해  이용된  아그로박테리움  튜메파시엔스(Agrobacterium

tumefaciens  GV3101)를 카나마이신-첨가된 YEP  배지(0.5% 효모 추출물(Duchefa, 독일), 0.5% 펩톤(Duchefa,

독일), 0.5% 수크로오스(Duchefa, 독일), pH 7.2)에서 하룻밤 동안 배양하고 통상적으로 600 nm에서 1.0의 광

학밀도로 맞추었다.  자엽을 감염 배지(0.4% MSB5 솔트(Duchefa, 독일), 2% 수크로오스(Duchefa, 독일), 1 ㎍

/ml의 2,4-D(Duchefa, 독일), 2 ml의 DMSO(Sigma, 미국) 및 10 ml의 아그로박테리움 배양액의 펠렛으로 구성

된 37  ml의 액체 감염 배지)에 담근 후,  20분 동안 반응시켰다[38].   초과 박테리아 배양액을 여과 종이

(Advantec, 일본)로 제거한 후 자엽을 여과 종이(filter paper-covered)의 공동배양 배지[0.05% MES(Duchefa,

독일) 및 0.6% 식물 아가(Duchefa, 독일)]를 포함하는 감염 배지) 상에서 2일 동안 공동-배양하였다.  이후,

플레이트를 암 조건으로 옮겨 4℃에서 2일 동안 배양하였다.  자엽을 0.4% MSB5 솔트, 3%(w/v) 수크로오스,

0.05% MES, 2 ㎍/ml BA(Sigma, 미국), 0.01 ㎍/ml α-나프탈렌 아세트산(NAA)(Sigma, 미국) 및 0.6% 식물 아

가로 구성된 선택 배지로 옮겼으며, 이때 선택을 위해 15 ㎍/ml의 카나마이신(Duchefa, 독일)을, 아그로박테

리움을 제거하기 위해 500 ㎍/ml의 카르베니실린(Duchefa, 독일)을, 그리고 세포 괴사를 억제하기 위해 2 ㎍

/ml의 AgNO3(Sigma, 미국)를 보충하였다.  선택 배지에서 캘러스를 25℃로 배양한 후, 2주 마다 신선한 배지

로 옮겼다.  동일한 선택 배지를 줄기 재분화(shoot regeneration) 배지로 이용하였다.  GUS-양성 외식체의

경우, 2-3 cm의 길이로 생장된 재분화 줄기(regenerated shoots)를 뿌리-유도(rooting) 배지로 옮겼다.  약 6

주 후, 5-6 cm 길이의 녹색 줄기를 분리하여 줄기 재분화 배지와 동일한 농도의 뿌리-유도 배지, 카르베니실

린 및 카나마이신을 포함하는 마젠타 박스(Sigma)에서 배양시켰다.  뿌리 발생의 시작이 2 또는 3주 안에 관

찰되었고 한달 안에 성숙한 식물체로 잘 발달되었다.

형질전환 식물에서 GUS 발현을 조사하기 위해서는, 재분화된 줄기를 이용하여 조직화학적 분석을 실시하였다.[0064]

GUS 활성에 대한 조직화학적 분포(localization)를 조직화학적 기질로서 5-브로모-4 클로로-3-인돌릴 β-D-글
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루쿠로나이드(XGluc; Duchefa, 독일)를 이용하여 실시하였다.  재분화된 줄기 0.1 g을 각각 X-Gluc 용액(다이

메틸포르아마이드(Sigma, 미국)에 녹여진 0.5 mM의 포타슘 페로- 및 페리-시아나이드(Sigma, 미국), 0.3% 트

라이톤 X-100(USB, 미국) 및 1.9 mM X-Gluc)에서 37℃로 1시간 동안 반응시켰다.  일반적으로, GUS 양성 반응

은 음성 신호인 노란색과는 대조적으로 용액이 녹색-파란색으로 변하여 검출되었다.  따라서, 본 발명자들은

야생형 식물체(음성 대조군)의 광학밀도를 공벡터인 pHSS2로 형질전환된 트랜스제닉 식물체(양성 대조군)의

광학밀도 및 타겟 생산물인 pHSS2-MLC로 형질전환된 트랜스제닉 식물체의 광학밀도와 비교함으로써 GUS 활성

을 측정하였다.

그 결과, 아그로박테리움 튜메파시엔스 GV3101/pHSS2 공벡터 플라스미드로 형질전환된 브라시카 나푸스는 85[0065]

개의 캘러스를 유도하였으며, 이들 중 62개의 캘러스가 GUS 검출 완충액에서 파란색 스팟을 나타냈다.  줄기

형성 과정 동안, 50개의 캘러스에서 줄기가 유도되었으며 뿌리 발생을 위해 마젠타 박스로 옮겨졌다.  아그로

박테리움 튜메파시엔스 GV3101/pHSS2-MLC 벡터 플라스미드로 형질전환된 브라시카 나푸스는 총 35개의 캘러스

를 유도하였고, 이들 중 23개의 캘러스가 GUS 검출에서 양성반응을 보였으며(도 4), 총 54개의 줄기가 형성되

어 대조군 식물체에서 이용된 뿌리-유도 배지로 옮겨졌다.

또한,  트랜스제닉  식물체의  mlc  및  nptII  유전자의  PCR  분석을  위해  식물  게놈  DNA를  하기와  같이[0066]

분리하였다.   200  mg의  잎을  400  ㎕의  추출  완충용액[0.2  mM  Tris-HCl(pH  7.5)(Sigma,  미국),  250  mM

NaCl(Sigma, 미국), 25 mM EDTA(Sigma, 미국) 및 0.5% SDS(Sigma, 미국)]에서 균질화하였다.  혼합물을 1.5

ml 튜브에서 혼합한 후 원심분리하였다.  상층액을 취하여 600 ㎕의 클로로포름(Merck, 미국):이소아밀 알코

올(Merck, 미국)(24:1, v/v)과 잘 혼합하였다.  원심분리하여 얻어진 상층액을 동일 용량의 이소프로판올로

침전시킨 후, 펠렛을 70% 에탄올로 두 번에 걸쳐서 세척하였다.  세척된 펠렛을 20 ㎕의 TE 완충용액(10 mM

Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0)에 녹였다.  DNA 시료를 1% 아가로오스 젤에서 전기영동하여 확인하였다.  추출

된 식물 지놈 DNA를 PCR을 위한 템플레이트로 이용하였다.

상기에서 얻어진 식물 지놈 DNA 약 0.5-1 ㎍을 포함하는 반응 혼합물에서 PCR 분석을 실시하였다.  PCR은 다[0067]

음과 같은 조건으로 실시하였다:   TECHNE PCR 시스템(USA)에서 94℃로 1분 동안 전-변성 단계; 한 사이클이

94℃로 1 분, 62℃로 1 분, 72℃로 1 분으로 구성된 30 사이클의 PCR 단계; 및 72℃로 10분 동안 후-연장 단

계.    mlc(MLC-F,  5'-TTCTAGAGTGCATTGATACCAACGTTCC-3'  (서열  번호  11)  및  MLC-R,  5'-

TAGGATCCCCAGCTGGTTGACC-3' (서열 번호 12)) 및 nptII(NPTII-F, 5'-GAACAAGATGGATTGCACGC-3' (서열 번호 13)

및 NPTII-R, 5'-GAAGAACTCGTCAAGAAGGC-3' (서열 번호 14)) 프라이머 세트를 이용하여 각각 516 bp 및 800 bp

의  PCR  생산물을  얻었다.   뉴클레오타이드  서열  분석으로  확인하기  위해,  아그로박테리움  튜메파시엔스

GV3101 pHSS2-MLC 플라스미드 DNA 및 트랜스제닉 식물체 지놈 DNA 시료의 PCR 생산물을 Bionics Inc.(Korea)

에서 분석하였다.  시퀀싱을 위해, 1 ㎍의 플라스미드 DNA 및 200 ng의 PCR 생산물이 요구되었다.

pHSS2-MLC 프라이머 세트를 이용하여 PCR 분석에 의해 재조합 유전자를 스크리닝하였을 경우, GUS-발현 식물[0068]

체의 90%가 양성이었다.  증폭된 산물의 아가로오스 젤 전기영동 분석을 통해, 잠재적인 MLC 트랜스제닉 라인

모두에서 약 550 bp의 예상 밴드가 검출되었다.  아그로박테리움 튜메파시엔스 GV3101/pHSS2-MLC 벡터 플라스

미드로 브라시카 나푸스를 감염시켰음에도 불구하고, 타겟 mlc 유전자는 비-형질전환된 라인에서 증폭되지 않

았다.  약 800 bp의 산물을 nptII 프라이머 세트를 이용한 PCR 분석을 통해 확인하였는데, 이는 mlc 유전자의

경우와 동일한 증폭 패턴이었다(도 5).  트랜스제닉 식물체(B. napus)의 지놈 DNA로부터 증폭된 PCR 산물은

mlc 유전자와 동일한 서열을 포함하는 것으로 추가적인 DNA 시퀀싱 분석을 통해 밝혀졌다.

실시예 5. 면역블롯 분석[0069]

ELISA 및 웨스턴 블롯팅 분석을 위한 식물 단백질 추출물을 제조하기 위해, 식물 조직 시료를 액체질소로 동[0070]

결시켜 분쇄하고 아세톤에 녹여진 10% TCA에 2% β-머캅토에탄올이 첨가된 TCA 추출 완충용액을 포함하는 추

출 완충용액에서 균질화시켰다(TCA/아세톤 추출만 수행)[39].  유채 조직의 1 g 생량(fresh weight) 당 완충

용액의 분취액 3 ml을 이용하였다.  추출물을 -20℃에서 30분 동안 놓은 후, 혼합물을 7,000 rpm에서 4℃로

30분 동안 원심분리하였다.  상층액을 버리고 남은 백색 펠렛을 10 ml의 아세톤으로 두 번에 걸쳐서 세척하였

다.  마지막으로, 건조된 펠렛을 1 ml의 SDS-PAGE 젤 로딩 완충액(1x)에 재현탁하였다.  식물 단백질 추출물

을 SDS-PAGE로 분리한 후 반-건조 트랜스퍼(Bio-RAD, USA)를 이용하여 단백질을 PVDF 막(GE, 미국)으로 옮겼

다.  웨스턴 블롯 분석을 위해, 막을 MSP 및 CSP 항체(1:1,000 v/v; Abcam, UK)로 프로빙하였다.  야생형 유
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채 및 pHSS2 공벡터-삽입된 트랜스제닉 식물체를 음성 대조군으로 이용하였다.

그 결과, 단일클론 PvMSP  및 PvCSP  항체(Abcam)를 이용한 웨스턴 블롯 분석에서 양성반응이 나타났으며(도[0071]

6A), ELISA 테스트에서는 86%(n = 37)의 민감도 및 100%(n = 6)의 특이성이 확인되어(도 6B), 특이 말라리아

항원으로서 재조합 MLC의 면역원성이 확인되었다.  또한, PCR 분석을 통해 서로 독립적인 트랜스제닉 식물체

(B. napus) 라인이 형질전환된 식물체라는 것을 확인하였다.  따라서, 트랜스제닉 식물체(B. napus)는 PvMSP

및 PvCSP에 대한 단일클론 항체에 의한 검출 결과 및 비박스 말라리아 환자의 혈청에서 검출된 결과와 같이

재조합 MLC 단백질을 실질적으로 발현하였다.

실시예 6. 브라시카 나푸스에서 발현된 키메릭 단백질 MLC에 의한 면역원성[0072]

브라시카 나푸스에서 발현된 키메릭 MLC 단백질의 면역원성을 결정하기 위해, 본 발명자들은 발현된 MLC 단백[0073]

질을 포함하는 트랜스제닉 식물체의 잎으로 마우스의 경구 면역화를 시도하였다.  6-주령된 20마리의 수컷

BALB/c 마우스(Orient Bio Inc, Korea)를 다섯 마리씩 네 그룹으로 나누었다.  첫 번째 그룹은 300 ㎕의 PBS

를 섭취하였다.  두 번째 그룹은 대장균(E. coli)에서 정제된 200 ㎍의 MLC를 포함하는 300 ㎕의 PBS를 섭취

하였다.  세 번째 그룹은 pHSS2-MLC로 형질전환된 트랜스제닉 식물체에서 유래한 1 g의 잎을 포함하는 1.5 ml

의 PBS를 섭취하였다.  마지막 그룹은 공벡터 pHSS2로 형질전환된 트랜스제닉 식물체에서 유래한 1 g의 잎을

포함하는 1.5 ml의 PBS를 섭취하였다.  모든 마우스는 비면역화 기간에 실험실의 일반적인 식이(feeding) 스

케줄에 따른 사료 및 물을 제공받았으나, 경구 식이를 실시하기 하룻밤 전에 식이를 중단시켰다.  요약하면,

경구 식이(oral feeding)는 4주 간격으로 두 번씩 실시하였으며, 식이가 실시된 주의 경우, 마우스는 두 번에

걸쳐서 식이되었다.  마지막 경구 식이를 실시하고 3주 후에, 비장 및 혈액을 적출(extract)하였다.  혈청을

ELISA에  의해  ELISA  단위로  분석하였고  사이토카인  및  면역글로블린 아형 분석(immunoglobulin  subtyping

assays)에  의해  분석하였다.   모든  마우스  실험은  경희대학교  동물실험윤리위원회(Kyung  Hee  University

Institutional Animal Care and Use Committee)에서 승인된 프로토콜에 따라 실시하였다.

경구 면역화에 의한 비장에서의 면역 시스템의 활성화를 검출하기 위해, 본 발명자들은 Th1-연관된 사이토카[0074]

인(IFN-γ, TNF-α, IL-2 및 IL-12) 및 면역글로블린(IgG, IgA 및 IgM)의 농도를 분석하였다.  천연 마우스

또는 경구-면역화된 마우스로부터 적출된 비장을 면도칼(도루코, 한국)로 약 1 x 1 mm 크기로 해부하고 프로

테아제 억제제 칵테일(Roche Diagnostics, Germany) 및 0.1% Igepal CA-630 비-이온성 계면활성제(detergent;

Sigma, USA)를 포함하는 냉장 엔도톡신-부재 PBS 1 ml을 첨가하였다[40].  비장 용해물을 7,000 rpm으로 15분

동안 원심분리한 후, 상층액을 수득하여 사이토카인 분석 전까지 -20℃에서 보관하였다.  비장 용해물 내의

IL-2,  IL-12  (p40),  IFN-γ  및  TNF-α를  제조자의  프로토콜에  따라  Bioplex  technology  및  Bio-Plex

kits(Bio-Rad)를  이용하여  측정하였으며,  그  결과를  Bio-Plex  Manager  5.0  소프트웨어(Bio-Rad)로

분석하였다.  각 실험군의 비장에서 400 ㎍의 총단백질을 측정하였다.  경구 면역화에 의해 생산된 항체들의

아형(isotype)을 분석하기 위해, 마우스 면역글로블린 아형 키트(Millipore)를 이용하였다.  모든 혈청들은

최종 면역화를 실시하고 3주 후에 수득하였으며 MILLIPLEX MAP 분석 완충액에 1:25,000(v/v)의 비율로 희석하

였다.   각 마우스 그룹에 존재하는 항체들(IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA 및 IgM)의 양은 Luminex 사의

Luminex 100™ IS를 이용하여 측정하였다.

사이토카인 IFN-γ 및 TNF-α은 대장균에서 정제된 MLC 단백질 및 트랜스제닉 식물체에서 발현된 MLC 단백질[0075]

모두에 의해 유도되었으며, 사이토카인의 유도 레벨이 야생형 및 PBS-처리된 시료의 레벨보다 2-3배 정도 더

높은 농도를 나타냈다.  하지만, IL-2 및 IL-12는 면역화에 의해 조금 증가하였다(도 7).  흥미롭게도, IL-2

및 IL-12는 대장균에서 이종적으로 발현되어 정제된 MLC 단백질보다 트랜스제닉 식물체-발현된 MLC 단백질에

의해 보다 더 유도되었다.  면역글로블린 G1의 농도는 트랜스제닉 식물체-발현된 MLC 단백질에 의해 2배 증가

하였고,  IgG3는  대장균 및  트랜스제닉 식물체로부터 발현된 MLC  모두에 의해 조금 증가하였다.   하지만,

IgG2a, IgG2b, IgA 및 IgM은 증가하지 않았다(도 8).

본 발명자들이 면역화된 마우스 및 비박스 말라리아 환자로부터 추출한 혈액 시료에서 브라시카 나푸스로부터[0076]

정제된 키메릭 MLC 단백질에 대한 웨스턴 블롯 분석을 시도하였을 때, 불행하게도 시료 C-1 및 C-3를 제외한

면역화된 마우스의 모든 시료에서 양성반응이 나타나지 않았다.  C-1 및 C-3의 마우스 혈청의 반응 시그널은

멀티머형(multimer form)으로 검출되었다(도 9A).  비박스 말라리아 환자의 혈청도 멀티머 위치에서 면역반응

을 보였다(도 9B).   따라서,  경구적으로 면역화된 마우스의 혈청에 대한 면역원성 조사는 MLC의 모노머형

(monomeric form)을 인식할 수 없었다.
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이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0077]

구체적인  기술은  단지  바람직한  구현  예일  뿐이며,  이에  본  발명의  범위가  제한되는  것이  아닌  점은

명백하다.   따라서, 본 발명 의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이

다.
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도면8

도면9

서 열 목 록

<110>    UNIVERSITY-INDUSTRY COOPERATION GROUP OF KYUNG HEE UNIVERSITY

<120>    Chimeric fusion protein of Plasmodium vivax and its use

<160>    14

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    105

<212>    PRT

<213>    Plasmodium vivax

<400>    1

Cys Ile Asp Thr Asn Val Pro Asp Asn Ala Ala Cys Tyr Arg Tyr Leu

  1               5                  10                  15 

Asp Gly Thr Glu Glu Trp Arg Cys Leu Leu Thr Phe Lys Glu Glu Gly

             20                  25                  30 
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Gly Lys Cys Val Pro Ala Ser Asn Val Thr Cys Lys Asp Asn Asn Gly

         35                  40                  45 

Gly Cys Ala Pro Glu Ala Glu Cys Lys Met Thr Asp Ser Asn Lys Ile

     50                  55                  60 

Val Cys Lys Cys Thr Lys Glu Gly Ser Glu Pro Leu Phe Glu Gly Val

 65                  70                  75                  80 

Phe Cys Ser Ser Ser Ser Phe Leu Ser Leu Ser Phe Leu Leu Pro Met

                 85                  90                  95 

Leu Leu Phe Leu Leu Cys Met Glu Leu

            100                 105

<210>    2

<211>    315

<212>    DNA

<213>    Plasmodium vivax

<400>    2

tgcattgata ccaacgttcc agacaacgcg gcctgctaca ggtatctgga tggtacggag         60

gaatggcgct gcttgttgac attcaaggag gaaggcggca agtgcgtgcc tgcatcgaac        120

gtcacctgta aggacaataa cgggggatgc gctccggagg ctgagtgtaa gatgaccgac        180

agtaataaga tcgtatgcaa gtgtactaaa gagggctccg agccactctt tgagggggtc        240

ttctgctcca gctcttcttt tctctcactt agcttcctgt tgcccatgct cctcttccta        300

ttatgtatgg agctc                                                         315

<210>    3

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Plasmodium vivax

<400>    3

Gly Asp Gly Ala Ala Gly Gln Ala Ala

  1               5                

<210>    4

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Plasmodium vivax

<400>    4

Gly Asp Arg Ala Ala Gly Gln Pro Ala
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  1               5                

<210>    5

<211>    36

<212>    PRT

<213>    Plasmodium vivax

<400>    5

Gly Asp Gly Ala Ala Gly Gln Ala Ala Gly Asp Gly Ala Ala Gly Gln

  1               5                  10                  15 

Ala Ala Gly Asp Arg Ala Ala Gly Gln Pro Ala Gly Asp Arg Ala Ala

             20                  25                  30 

Gly Gln Pro Ala

         35    

<210>    6

<211>    108

<212>    DNA

<213>    Plasmodium vivax

<400>    6

ggggatggag ctgcaggaca agctgctggt gatggagctg caggtcaagc agctggtgat         60

agagctgcag gacaacctgc aggagataga gctgcaggtc aaccagct                     108

<210>    7

<211>    31

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    linker

<400>    7

Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly Thr Leu Gln Thr

  1               5                  10                  15 

Arg Ile Asp Glu Phe Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro

             20                  25                  30 

<210>    8

<211>    93

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    linker
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<400>    8

cctggtccag gacctggtcc aggacctggt ccaggtaccc tgcagacgcg tatcgatgaa         60

ttcggacctg gtccaggacc tggtccagga ccc                                      93

<210>    9

<211>    172

<212>    PRT

<213>    Plasmodium vivax

<400>    9

Cys Ile Asp Thr Asn Val Pro Asp Asn Ala Ala Cys Tyr Arg Tyr Leu

  1               5                  10                  15 

Asp Gly Thr Glu Glu Trp Arg Cys Leu Leu Thr Phe Lys Glu Glu Gly

             20                  25                  30 

Gly Lys Cys Val Pro Ala Ser Asn Val Thr Cys Lys Asp Asn Asn Gly

         35                  40                  45 

Gly Cys Ala Pro Glu Ala Glu Cys Lys Met Thr Asp Ser Asn Lys Ile

     50                  55                  60 

Val Cys Lys Cys Thr Lys Glu Gly Ser Glu Pro Leu Phe Glu Gly Val

 65                  70                  75                  80 

Phe Cys Ser Ser Ser Ser Phe Leu Ser Leu Ser Phe Leu Leu Pro Met

                 85                  90                  95 

Leu Leu Phe Leu Leu Cys Met Glu Leu Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro

            100                 105                 110 

Gly Pro Gly Pro Gly Thr Leu Gln Thr Arg Ile Asp Glu Phe Gly Pro

        115                 120                 125 

Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly Asp Gly Ala Ala Gly Gln Ala

    130                 135                 140 

Ala Gly Asp Gly Ala Ala Gly Gln Ala Ala Gly Asp Arg Ala Ala Gly

145                 150                 155                 160 

Gln Pro Ala Gly Asp Arg Ala Ala Gly Gln Pro Ala

                165                 170        

<210>    10

<211>    516
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<212>    DNA

<213>    Plasmodium vivax

<400>    10

tgcattgata ccaacgttcc agacaacgcg gcctgctaca ggtatctgga tggtacggag         60

gaatggcgct gcttgttgac attcaaggag gaaggcggca agtgcgtgcc tgcatcgaac        120

gtcacctgta aggacaataa cgggggatgc gctccggagg ctgagtgtaa gatgaccgac        180

agtaataaga tcgtatgcaa gtgtactaaa gagggctccg agccactctt tgagggggtc        240

ttctgctcca gctcttcttt tctctcactt agcttcctgt tgcccatgct cctcttccta        300

ttatgtatgg agctccctgg tccaggacct ggtccaggac ctggtccagg taccctgcag        360

acgcgtatcg atgaattcgg acctggtcca ggacctggtc caggacccgg ggatggagct        420

gcaggacaag ctgctggtga tggagctgca ggtcaagcag ctggtgatag agctgcagga        480

caacctgcag gagatagagc tgcaggtcaa ccagct                                  516

<210>    11

<211>    28

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    11

ttctagagtg cattgatacc aacgttcc                                            28

<210>    12

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    12

taggatcccc agctggttga cc                                                  22

<210>    13

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    13

공개특허 10-2012-0061288

- 24 -



gaacaagatg gattgcacgc                                                     20

<210>    14

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    14

gaagaactcg tcaagaaggc                                                     20
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