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結核菌青山B株 ペ プチ ド抗原遺伝子 の クローニング

―15-kilodalton(AT01)ペ プ チ ドを発 現 す る遺 伝 子 につ いて―
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A genomic library of Mycobacterium tuberculosis strain Aoyama B in Escherichia coli 

K-12 was constructed by cloning Sau 3A I cleaved M.tuberculosis Aoyama B chromosomal 

DNA into pUC 18,pUC 181 or pUC 182.Clones reacting with anti–PPDs–rabbit–serum 

were screened by immunoblotting among 3x104 clones.Seven clones were selected;

designating pAT01,pAT 101,pAT 102,pAT 103,pAT 104,pAT 105 and pAT 201.On 

Western blotting,they were shown to produce 15kD(pAT 01,pAT 101,pAT 105),18kD

(pAT103)and 60kD(pAT102,pAT201)peptide antigens.
Restriction endonuclease map of each of the above clones was composed,and putative 

coding frames of anti–PPDs–rabbit–serum reactive peptides were deduced by analysing 

deletion derivatives.Nucleotide sequence of pAT01,encoding for 15kD peptide antigen 

was analyzed,and a Hinf I-Hinf I fragment in pAT01 was subcloned into pUC 18ƒÉ CPL 1 

to determine the direction of its reading frame.The origin of promoter that drives cloned 

mycobacterial genes in E.coli was discused.
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緒 言

結核菌蛋白質について,従 来多 くの研究が行われてい

るにもかかわらず,そ のツベルクリンペプチ ドの化学的

構造,菌 体内の解剖学的位置付けなどについて,い まだ

定説はない。ツベルクリンは,2次 元電気泳動で認めら
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表 菌 株

れる蛋白成分だけでも約200種 以上のペプチドの混成物

であり1),ツ ベルクリン活性中心の単離が古 くか ら試み

られている。

現在までに,ヒ ト型結核菌のさまざまな蛋白抗原につ

いては,菌 体成分または培養濾液か ら各種クロマトグラ

フィーや電気泳動などによる蛋白化学的分画2)～5),モ

ノ クローナル抗体対応抗原の検索6),合 成 ペプチ ド7),

などの報告があるが,い ずれも免疫学的活性,特 異性に

おいて精製 ツベルク リン,す なわち,PPDsに 匹敵す

るか,そ れをしのぐものが得 られていないのが実情であ

る。

近年,組 換えDNA手 技 を,病 原細菌の抗原性や病

原性の検索に導入する試みがなされている8)～11)。結核

菌に関 しては,1985年 以 来,Youngら12)に よ りλgt

11を ベ クターとした結核菌Erdman株 のDNAラ イ ブ

ラリーから,71kD,65kD,19kD,14kD,12kDの

蛋 白質がクローニングされている。本実験では,本 邦の

PPDs標 準株である結核菌青山B株(以 下M.tbc.AB

と略す)のDNAラ イブラリーを作製 し,抗PPD抗 体

と反応するペプチ ドのクローニングを試みた。それをも

とに,ツ ベルクリン蛋白質に関与する遺伝子の解析を通

して,ペ プチドの免疫学的活性中心を検討 し,結 核菌蛋

白抗原解明の手掛かりを得ることを目的とした。

方 法

1)菌 株 お よ び フ.ラス ミ ド

使用 した抗 酸菌および宿主大腸菌K-12株 は表に示
'した
。

ク ロー ニ ン グベ ク ター はpBR322由 来 のpUC1813),

お よ び そ の誘 導 体 で あ るpUC181,pUC182,pUC18

λCPL1を 使 用 し た。pUC181は,pUC18の ク ロー

ニ ン グ領 域 内 のSmal部 位 に,pUC182はEcoRI部

位 に 合 成BglIIリ ンカ ー(そ れ ぞ れ10mer,14mer)

を 挿入 した もの で あ る(図1A)。

pUC18λCPL1はpUC18のEcoRI部 位 に λフ ァー

ジ の プ ロ モ ー タ ーPR,PL,お よ び温 度 感 受 性 抑 制 蛋

白 遺 伝子cI857を 挿 入 した もの で あ る。(図1B)。

2)培 地,溶 液,試 薬

M.tbc.AB株 はSauton培 地 で振盪培養2週 間目に

グリシンを終濃度3%に なるように加え,16時 間後に

集菌 した。大腸菌K-12株 に はL培 地を使用 した。制

限酵素は,宝 酒造,ニ ッポンジーンから購入 し,反 応は

供給元の指示 に従 った。他の試薬はSigma,和 光純薬

より購入した。

3)抗 血 清

免疫反応の1次 抗体 に用 いた抗PPD抗 血 清はCIP

(Cell immunityPPD;日 本BCG製 造 株式会社)を

カ リウム ミョウバンで沈殿させたものを,家 兎に2週 間

毎,4回 免疫 し血清を分離 し,ベ クタープラスミドpUC

18の みを保持 した大腸菌で3回 吸収 して用いた。

4)DNAお よびプラスミド抽出

M.tbc.AB株DNAは,リ ゾ チ ー ム-SDS-フ ェ ノ ー

ル 法14)で 抽 出 し,4℃ で 保 存 した 。 大 腸 菌 か らの プ ラ

ス ミ ドは ア ル カ リーSDS法15)で 抽 出 し,必 要 に応 じて

CsCl-EtBr密 度 勾 配 遠 心 法 で 精 製 した 。DNA断 片 の

ゲ ル か らの回 収 は,低 融 点 ア ガ ロ ー ス を用 いた 。

5)抗 原産生クローンの選択

形質転換 した大腸菌をアンピシリン含有プレートにま

き,生 じたコロニーをナイロン膜(NEN)に 複写した。

コロニーを,リ ゾチーム溶液,ク ロロホルム蒸気で溶菌

した後,上 記吸収血清(200倍 希釈),続 いて2次 抗体

にはHRP標 識 ヤギ抗ウサギIg抗 体(Cappel)で 反応

させた。対照にはpUC18の みを保持した大腸菌のコロ

ニーを用いた。

抗PPDs抗 体 と反 応 す る コ ロ ニ ー を 選 択 し,十 分 に

純 化 を行 っ た。 そ れ ぞ れ の 陽 性 ク ロー ンよ り プ ラス ミ ド

を抽 出 し,以 後 の 解 析 に用 いた 。 アガ ロー ス電 気 泳動 は

Davis16)の 方 法 に従 った 。

6)SDS-ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳動(PAGE)

お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

各 ハ イ ブ リ ドク ロ ー ンの リゾチ ー ム消化 上 清 を粗 抽 出

物 と し,SDS-PAGE17)後,ナ イ ロ ン膜(ミ リポ ア)

に通 電 に よ り転 写 し18),免 疫 染 色 を行 った。

7)塩 基配列決定法

15kDの 抗 原を発現 しているハイブリドプラス ミド

pAT01の 挿入断片 を精製 し,制 限酵素TaqI,Sau
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A)
B)

図1ク ロ ー ニ ングベ ク タ ー

A)pUC18お よび その 誘 導 体;pUC181:pUC18の ク ロー ニ ン グ部位 を制 限 酵 素3maIで

切 断 し,8glIIリ ンカ-(10mer)を 付 加 した 。pUC182:pUC18をEcoRIで 切 断

し,DNAポ リメ ラー ゼI Klenow Fragmentで 平 滑 末 端 と し,BglIIリ ン カ ー(14

mer)を 付 加 した 。

B)pUC18λCPL1

3AI,MpsI,HaeIIIで 断片 化 し,M13フ ァー ジ に

ク ロ ー ニ ン グ した 。 ジ デ オ キ シヌ ク レチ ド酵 素 法19)に

従 って,シ ー クエ ンス反 応 を行 い塩 基 配 列 を決 定 した。

8)pAT01の オ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム の決 定

pAT01の 塩 基 配 列 を も と に,宝 酒 造DNASISを 用

い て オ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム を検 索 した。 可 能 性

の あ る フ レー ム が複 数 認 め られ た の で,さ らに いず れ に

相 当 す るかを決 定 す る た め に,pAT01のHinfI-Hinf

I断 片(828bp)をpUC18λCPL1のSmaI部 位 に

サ ブ ク ロー ニ ング を行 い オ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム

の方 向 を決 定 した。

9)組 換 えDNA実 験 の封 じ込め

昭和60年8月24日 付文部省公示第115号 「大学等の

研究機関等 における組換えDNA実 験 指針」に従い,

生 物学的封 じ込めレベルEK1,物 理学的封 じ込めレベ

ルP3で すべての組換えDNA実 験 を行った。

結 果

1)M.tbc.AB.株DNAラ イ ブ ラ リー の作 製

Sauton培 地200ml培 養 よ り,約600μgの クロ モ ソ ー

ムDNAを 得 た 。 そ の サ イ ズ は100～200kbの 長 さ に

分 布 して い た。

これをSau3AIで 部分消化(DNA50μgに 対 しSau

3AIを8unit,37℃,10分)し,蔗 糖 密 度 勾 配 遠 心 法

で2～5kbのDNA断 片 を集 め た。 この 断 片 をBamHl

で完 全 消 化 した ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ング し,大 腸 菌K-

12株JM103に,CaCl2法20)で 形質 転換 した。 ベ ク タ ー

pUC18,0.2μgに 対 して,1×104個 の組 換 え 体 ク ロ ー

ンを 得 た 。pUC181,182に つ いて も同 数 の ク ロ ー ンを

得 た 。 す な わ ち,合 計3×104個 の ク ロ ー ンにつ いて 以

後 ス ク リー ニ ング を行 っ た。

2)陽 性 ク ロ ー ンの選 択

約3×104個 の組 換 え 体 ク ロ ー ンよ り,7個 の 抗PPDs

抗 血 清 に反 応 す る陽 性 ク ロ ー ンを得 た。 図2に お いて,

pAT01はpUC18を,pAT101,pAT102,pAT103,

pAT104,pAT105はpUC181を,pAT201はpUC

182を そ れ ぞ れ ベ ク タ ー と して 用 い た もの で あ り,そ れ

らの コ ロ ニ ー ブ ロ ッテ ィ ングー 免 疫 染 色 を 示 す 。

3)各 陽 性 ク ロ ー ンか らの プ ラ ス ミ ドの 抽 出

陽 性 ク ロ ー ンよ り プ ラ ス ミ ドを 抽 出 しそ の 分 子 量 を 決

定 し た。7個 の ハ イ ブ リ ドプ ラ ス ミ ドの 分 子 量 は図3に

示 す よ う に す べ て 異 な っ て い た 。 挿 入DNA断 片 の サ

イ ズ は,pAT01:16kb,pAT101:5.8kb,pAT102

:6.6kb,pAT103:2.9kb,pAT104:3.4kb,pAT

105:6.Okb,pAT201:2.6kbで あ った。

4)発 現抗原ペプチ ドの分子量の決定
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図2陽 性 ク ロー ン7個 の コ ロニ ー プ ロ ッ ト

図4は 発 現抗 原 ペ プ チ ドの 分 子 量 をSDS-PAGE後,

ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トで 検 索 し た も の で あ る。pAT01,

pAT101,pAT105は 約15kD,pAT102,pAT201は

約60kD,pAT103は 約18kDの 抗 原 を 発 現 して い る

こ とが 分 か っ た。pAT104を 保 持 した ク ロー ンは陽 性

バ ン ドを示 さ なか っ た。 これ ら ク ロー ンの抗 原 産 生 量 は,

pUC18のlacプ ロ モー ターIPTGに よ る誘 導 の 有 無 で

図3組 換えプラスミドの分子量

陽 性 ク ロー ンよ りプ ラ ス ミ ドを抽 出 し0.8%ア ガ ロー

ス電 気 泳 動 を行 っ た。 左 列 よ りpAT01,pAT101,pAT

102,pAT103,分 子 量 マー カ ー2.7kb(pUC18);72

kb(Ml3mp8RF);9.9kb(pMC1403),pAT104,

pAT105,pAT201.

は,著 明な差は見られなかった。 このことから抗原発現

にはベクタープロモーターの関与が重要でないことが推

定された。

5)抗 原発 現 ク ロー ンの プラ ス ミ ドの リー デ ィ ン グ フ レー

ムの 検 索

各 陽 性 ク ロ ー ンよ り抽 出 した プ ラ ス ミ ドの 制 限酵 素 地

図 を 図5Aに 示 した 。 各 ク ロー ン の プ ラ ス ミ ドを 抽 出

しBamHI,EcoRI,HindIII,SalI,SmaI,

PstIに よ る 制 限 酵 素 地 図 を 作 製 し た。 これ を も とに

挿 入 遺 伝 子 の欠 失 変 異 株 を作 製 し,そ の 抗 原 性 の 有 無 を

調 べ て抗原発 現 に与 る断 片を 検 討 した。 太 線 の 部 分 は,欠

失 変 異 株 の抗 原 性 の有 無 を調 べ る こ と に よ り,抗 原 発 現

に与 る と考 え られ た遺 伝 子 断 片 を示 して い る。15kDの

ペ プ チ ドを 発 現 す るpAT01のSalI消 化 断 片 とpAT

101,pAT105の 欠 失 変 異 株(太 線 の み を挿 入 した プ ラ

ス ミ ド)pAT101-Sma,pAT105-PstのSalI消 化

後 の ア ガ ロ ー ス電 気 泳 動 を比 較 す る と,分 子 量0,9kb,

0.3kbに 相 当 して 等 し い長 さ の 断 片 が 存 在 し,共 通 の

DNA部 分 を 含 ん で い る もの と考 え られ た(図5B)。

同様 に,60kDの ペ プチ ドを発現 す るpAT201と,pAT

102の 欠 失 変 異 株pAT102-.PstのPstI消 化 断 片 につ

い て も共 通 のDNA断 片 が 存 在 す る と考 え られ た。 な

お,pAT104に つ い て は,PstI,SalI,SmaIに よ

る欠 失変 異 株 す べ て が 抗 原性 を 示 し,発 現 遺 伝子 断 片 を

同 定 す る に至 って いな い。

以 下,本 論 文 にお いて は,pAT01に 関 す る解 析 につ

いて 述 べ る。

6)pAT01の 塩基 配列 の決定,お よ び オー プ ン リー デ ィ

ング フ レー ム の方 向 決 定

図6は,pAT01(1667bp)全 塩 基 配 列 を示 した もの

で あ る。
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図4発 現 ペ プ チ ドの ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト

発 現 ペ プ チ ドを12.5%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル で電 気 泳 動 し,ニ トロ セ ル ロー スペーパー に電

気 的 に転 写 した。CIPとCFは 蛋 白染 色,他 は抗PPD抗 体 を用 い た免 疫 染 色 を示 した。 左 列

よ り,CIP(Cell immunity PPD),CF(結 核 菌 青 山B株 培 養 濾 液80%硫 安 分 画),pAT01,

pAT201,pAT101,pAT102,pAT103,pATl04,pATl05,pUC18(ベ ク ター の み)。

図5-A陽 性 クローン挿入遺伝子の制限酵素地図
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図5-B欠 失 変 異 株 プ ラ ス ミ ドの 制 限 酵 素 パ タ ー ン

欠 失 変 異 株 よ り抽 出 した プ ラ ス ミ ドを制 限 酵 素(Lane

1,2,3はSalI,Lane4.5はPst1)消 化 後 の1%ア

ガ ロ ー ス電 気 泳 動 パ タ ー ンを示 した。Lane;1,pAT

01;2,pAT101-Sma;3,pAT105-Pst;4,pAT

201;5,pAT102-Pst;M.W.,分 子量 マ ー カ ー 。

図7Aは,pAT01の 塩基 配 列 を も と に してDNASIS

に よ って 作 製 した制 限 酵 素 地 図 と,検 索 され た可 能 性 の

あ る4個 の リー デ ィ ング フ レー ム を示 した もので あ る。

これ ら4個 の フ レー ム い ず れ にAT01発 現 に与 る 断片

が存在 す る か を検 索 す る た め に,pAT01のPSt1-Puμ

II断 片 をpUC18に リ ク ロ ー ニ ン グ し,そ の ク ロー ン

が抗 原性 を持 つ こ とが 確 認 され た。 これ によ り図 の(2)15

kD(4)14kDの フ レ ー ムに 抗 原 発 現 に与 る遺 伝 子 が 存 在

す る可 能 性 が 強 く示 唆 され た 。 残 る(1),(3)の フ レー ム

は次 の 理 由 に よ り除 外 され る もの と した。 す なわ ち,(1)

はPuuIIよ り プ ロ モ ー タ ー,お よ び リー デ ィ ング フ レー

ム の 大 部 分 が 除 外 さ れ る こと,(3)は.PuμIIよ り上 流 の

断 片 が,遺 伝 子 の長 さ か ら抗 原 発 現 に与 る可 能 性 が少 な

い こ と,な ど で あ る。

さ らに この両者 のい ず れ か を 決 定 す るた め に,pAT01

のHinf1-Hinfl断 片 をpUC18λCPL1に サ ブ ク ロ ー

ニ ン グ して 得 ら れ たpλCPL1-01(図7B)の,温 度

上 昇 に よ る プ ロ モ ー ター抑 制 解 除 に よ る抗 原 発 現 量 の 差

を希 釈 ドッ トプ ロ ッ トで 検 討 した。 これ に よ り抗 原 発 現

の増 加 した ク ロ ー ンと,増 加 しな か った ク ロ ー ンが識 別

で きた。 前者 が プ ロモ ー ターの方 向 と リー デ ィ ン グ フ レー

ム の 方 向 が一 致 した もの と考 え,そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド

のBstEII消 化 断片 を比 較 した と こ ろ(2)の オ ー プ ン リー

デ ィ ング フ レー ム と一 致 した。

発現 ペプ チ ドAT01分 了量 はDNA塩 基 配 列 よ り15,

図6pAT01の 挿 入遺伝子の全塩基配列(1667bp)

推 定されるSDを 示した。(制 限酵素の略号について

は図7を 参照)

072daltonと 推 定 さ れ,SDS-PAGEの 示 す値 と一 致

した。

考 察

結 核 菌 青 山B株DNAの2～5kbの 断 片 を,pUC18

系 プ ラ ス ミ ドを ベ ク ター と して ク ロ ー ニ ングす る こ と に

よ り,大 腸 菌 に お け るDNAラ イ ブ ラ リー を作 製 した。

結 核 菌 の プ ロ モ ー タ ーが 大 腸 菌 内 で 機能 す るか 否 か が 明

確 で な い9)た め に,pUC18の ラ ク トー ス オペ ロ ンの プ
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図7

A)pAT01の 挿 入 遺 伝 子(1667bp)制 限 酵 素 地 図 お よび オ ープ ン リーデ ィ ング フ レー ム。(1)

～(4)は 考 え られ るオ ー プ ン リーデ ィ ング フ レー ム と それ に よ る発 現 ペ プ チ ドの 分 子 量 を 示

した。

B)PλcPL1-01;pAT01;pAT01のHlnfI-HinfI断 片(828bp)をpUC18λcPL

にサ ブ ク ロ ー ニ ング した もの で あ る。

ロモ ー タ ー に よ って,挿 入DNA断 片 の いず れ の フ レー

ム と も機 能 す る こ とが 可 能 な よ う に,フ レー ムが1塩 基

ず つ 異 な っ た3種 類 の ベ ク タ ーpUC18,181,182を 使

用 した。

結核 菌 の ク ロモ ゾー ムDNAは,約4.5～5.5×103kb

で あ る21)。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ たDNA断 片 の 平 均 的 な

長 さ を 約4.0kbと す る と,結 核 菌DNAの コ ー ドす る

ペ プ チ ドの99%が ラ イ ブ ラ リーの 中 に含 まれ るた め に

は,理 論 的 に約4,600ク ロ ー ンが 必 要 とな る。 今 回 の 実

験 で は,Mtわc.AB株DNA断 片 を 含 む 約3万 個 の ク

ロ ー ン を ス ク リー ニ ン グす る こ と に よ り結 核 菌DNA

の ペ プチ ド遺 伝 子 を 完 全 に網 羅 した もの と考 え られ る。

3万 個 の ハ イ ブ リ ドク ロー ン よ り7個 の抗PPDs抗

体 と 反 応 す る 陽 性 ク ロ ー ンを 得 た成 績 は,0.02%で あ

る。Youngら11)12)が,λgt11を ベ ク ター と した ライ

ブラ リーを モ ノク ローナ ル抗 体 で ス ク リー ニ ン グ した成 績

で は,M.12Upraeか らは4×106個 の うち11個(0.00003

%),M.tbc.Erdman株 か らは5×104個 の うち15個

(0.03%)で あ る。Tholeら9)はM.bouis BCG DNA

のEMBL3を ベ ク タ ー と した ラ イ ブ ラ リーか ら非 加 熱

全 菌 体 に対 す る多 価 抗 体 で ス ク リー ニ ング し,0.2%の

陽 性 ク ロ ー ンを得 て い る。 大 腸 菌 相 互 間,例 え ば大 腸 菌

の毒素あるいは酵素のクローニングの効率は約1～3%

で あ る22)23)。しかしなが ら現段階では,挿 入遺伝子 と

宿主―ベクター間の種族の異同による発現効率について

は,ベ クターやスクリーニングの対象が同一でないため,

一概に比較することはできない。今回の実験の場合,ス

クリーニングに用いた血清が抗PPD多 価抗血清である。

さらにPPD自 体 がハプテンとされており,し かも加熱

処理後得 られたものであるので,必 ずしもnativeな も

のに対する抗体 とはいえない。 このため,ク ローニング

したペプチ ドの範囲が限 られていることを考慮 しなけれ

ばならない。

陽性 クローンの欠失変異株を作製 し抗原発現に与る断

片を検索すると,同 じ分子量の抗原ペプチ ドを発現 して

いるハイブリドプラスミドには,相 同の制限酵素認識部

位を持つDNA断 片 が存在 していることが分かった。

例えば,図5に 示すpAT01,pAT101,pAT105や,

pAT102,pAT201が それである。すなわち,15kD,

60kDの ペプチ ドを発現 しているクローンは,ベ クター

を替えても重複してクローニングされていることになる。

このような現象は,Youngら11)やTholeら9)の 報 告

にも見 られ る。その理由としては,結 核菌内に,1)

immunogenicityの 強 い抗原が存在 している,2)同
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じ抗 原 産 生 に与 る遺 伝 子 が 重 複 して 存 在 して い る,3)

大 腸 菌 内 で 翻 訳,合 成 され や す いペ プチ ド遺 伝 子 が 存 在

す る,な どが 考 え られ る。

pAT104に 関 して は,コ ロ ニ ー プ ロ ッ トで 陽 性 を 示

した に もか か わ らず,ウ エ ス タ ンブ ロ ッ トで 陽 性 を 示 さ

なか っ た。 こ の理 由 と して は,1)リ ゾ チ ー ム消 化 で 抗

原 が 十 分 に抽 出 で き な か っ た,2)SDS-PAGEの 過

程 で 抗 原 性 が 失 われ た,な どが 考 え られ るで あ ろ う。

pAT01に お いてIPTGの 存 在 に関 係 な く抗 原 が 発 現

して い た こ と,pλCPL1-01に お い て プ ロ モ ー タ ー の

駆 動 しな い状 態 で も抗 原 発 現 が あ っ た こ と よ り,挿 入 断

片 の 中 に大 腸 菌 内で 機 能 す る こと の で き る プ ロ モ ー タ ー

が 存 在 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 鈴 木 ら24)は,M.

bouis BCGのr-RNA遺 伝 子 にお いて その プ ロモー ター

部 位 の 同 定 をprimer extension methodに よ り試 み

て い る。 ま たThole9)ら は.M.bouis BCGの64kD蛋

白遺 伝子 のBCG由 来 で大 腸菌 内 で機能 す る プ ロモ ー ター

部 位 を 推 定 して い る。 本 実 験 のpAT01で は,大 腸 菌 の

リボ ゾー ム結 合部 位で あ るSD配 列 に相 当 す るAT-rich

な 部 位 が 開始 コ ドンよ り13bp上 流 に認 め られ た が,既

知 の 大 腸 菌RNA結 合 部 位 に 相 当 す る配 列(例 え ば

Pribnow boxな ど),鈴 木 らの 同 定 した"TATTAG"

や,Tholeら の 言 う"TTTCAT"に 類 似 した 配 列 は見

当 た ら な か っ た 。 今 後,m-RNAの 結 合 部 位 を 直接 同

定,検 索 して ゆ く こ と は興 味 深 い 課 題 とな るで あ ろ う。

今 回,3万 個 の ク ロー ンを ス ク リーニ ン グ した に もか か

わ らず1acプ ロ モ ー タ ー依 存 性 の リコ ン ビ ナ ン トク ロ ー

ンは得 られ な か った が,こ の 理 由 は不 明 で あ る。

1985年 以 来,抗 酸 菌 の 蛋 白抗 原 の ク ロ ー ニ ングが 注

目 さ れ 始 め,Youngら12)の λgt11を ベ ク タ ー と した

結 核 菌Erdman株 の,ま たKingstonら25)の 結 核 菌

H37Rvの ク ロー ニ ン グ,さ らに はM.1epme11)21),M.

bouisBCG9)な ど も ク ロ ー ニ ン グ され て い るが,い ず

れ もPPDsと の 関 連 は 論 じ られ て い な い。 今 回 ク ロ ー

ニ ング したpAT01は 制 限 酵 素 地 図 の上 か らは,上 記 の

いず れの ペ プチ ド遺 伝 子 と も相 同性 は認 め られ な か った。

他 のク ロー ン,す な わ ち,pAT101,102,103,104,105,

201に お い て も,制 限 酵 素 地 図 の上 で は,既 知 の ペ プ チ

ド遺 伝 子 と相 同性 は認 め られ な か った。

今 回 は挿 入 遺 伝 子 の解 析 な ど が比 較 的容 易 な プ ラス ミ

ドベ ク ターpUC18系 を用 い た が,融 合 蛋 白 を作 製 す る

λベ ク ター や,大 きな サ イ ズ の 断片 を ク ロー ニ ン グで き

る コ ス ミ ドベ ク ター な どを 用 い る と,さ らに興 味 の あ る

ク ロ ー ンが 得 られ る可 能 性 が 残 され て い る。

今 まで結 核菌 由来 の ペ プチ ドが さ ま ざ ま研 究 され2)～5),

25)～30)
,そ の 免 疫 学 的 活 性 の 有 無 が 論 じられ て きた 。 ツ

ベ ル ク リ ン蛋 白 は菌 体 成 分 を除 く培 養 濾 液 由 来 で あ る こ

と よ り,主 と して 分 泌 蛋 白か ら構 成 さ れて い る と推 定 さ

れる。ただし菌体自己融解産物の混入は否定できない。

水島ら31)に よる,分 泌型蛋白の持つシグナル配列の特

徴 とされる点を,こ こで得られた15kDのATOIN末

端 ア ミノ酸について検討した。その結果,i)開 始 コド

ンValの 後 に塩基性アミノ酸(Lys,Arg)が,五)続

いて,13個 の疎水性ア ミノ酸配列が存在し,iii)切 断

を受ける部位と考えられる短側鎖アミノ酸(Ala,Gly)

存在,の3点 が認められた。シグナル配列は,種 特異性

が低いとされているので,こ の構造が結核菌内で機能し,

ATO1が 分 泌蛋白として培養濾液中に遊出している可

能性 も考えられる。

15kDの ペ プチ ドATO1は イオ ン交換セルローズク

ロマ トグラフィーなどで容易に精製でき,PPDに 近似

の免疫学的活性があるという,予 備的な知見が得 られて

いるが,詳 細は他報に譲る。

結核症特有の感染像には,菌 体蛋白だけでなく脂質,

多糖体,ペ プチ ドグリカンなどの構成物が関与 している。

しかし蛋白抗原の関与に関 しては,ツ ベルクリンを中心

とした知見の域を出ていない。 しかもツベルクリン自体,

その化学的構造が不確定である。遺伝子工学的手法は,

結核菌特有の免疫病理学的反応に与るこの種のペプチ ド

抗原を検索することに有効な手技 と思われる。

今回は,結 核菌のペプチド遺伝子が自身のプロモーター

により大腸菌内で働 き,ツ ベルクリン様の活性を持つこ

とが推定された。結核菌の遺伝子が属のうえで遠 く離れ

た大腸菌内で発現することは,偶 然の一致かもしれない

が,両 者の問に発生学的に保存された共通の発現メカニ

スムが存在するのかもしれない32)。

結 語

日本のPPDs標 準株である結核菌青山B株DNAを

制限酵素Sau3AIで 部分消化し,2～5kbの 断片をpUC

18お よびその誘導体であるpUC181,182を ベ クターと

して,ラ イブラリーを作製 し,抗PPDs抗 体を指標と

してペプチ ド抗原遺伝子をクローニングした。約3万 個

のクローンか ら7個 の陽性クローンを得た。これ らのク

ローンからハイブリッドプラスミドを抽出し,制 限酵素

地図の作製,お よび抗原産生に与る遺伝子を検索 した。

ウエスタンブロット法により発現抗原ペプチ ドの分子量

は,15kD,18kD,60kDで あることが分かった。この

うち15kDの ペプチ ドを産生 しているクローンのハイ

ブリドプラス ミドpAT01の 塩基配列を決定 し,さ らに

pUC18λCPL1に サ ブクローニングすることにより,

リーディングフレームを決定 した。また,こ の遺伝子発

現におけるプロモーターの由来について考察 した。
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