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More than 10 mycobacterial proteins(MPB or MPT)have been isolated from the 

nutrient fluids after cultivation of Mycobacterium bovis BCG(Japanese substrain)or 

M.tuberculosis H37Rv on Sauton medium.The genes for 4 antigens,MPB70,MPB64,

ƒ¿-antigen(MPB59),and MPB57,were cloned so far and the complete nucleotide and 

amino acid sequences were determined.MPB 70 is a quite unique protein in 3 points;a 

highly species—specific antigen for M.bovis,a large amount of secretion more than 10% of 

the total protein amount in the culture fluid when the cells are actively growing,and a 

composition with hydrophobic amino acids in a high rate.MPB64 was also a unique 

antigen specific to M.bovis and M.tuberculosis with a strong reactivity in delayed—type 

hypersensitivity.MPB59,corresponds to ƒ¿-antigen,was a protein of a group of several 

similar configurations and was commonly found in the mycobacterial species.These 3 

antigens are synthesized in the cells binding with each signal peptide which is characteristic 

of secreted proteins.A heat stable protein,MPB57,a dominant component of PPD,

corresponded to BCG—a or 10 kD protein and is supposed to be one of the heat shock 

proteins.

Key words:Mycobacterium bovis,Myco

bacterium tuberculosis,Antigenic protein,

Nucleotide sequence,Signal peptide

キー ワーズ:牛 型結核菌,人 型結核菌,抗 原性蛋 白

質,核 酸塩基配列,シ グナル ・ペプチ ド

ミコバ クテ リア由来の抗原性蛋白質を得 よ うとする研

究 は数多 くな され,長 年の歴史 を持 つが,PPDが 発表

されて以 来50年 を経 た今 日で もなお これに代 わる もの

は得 られていない。感染菌種 を鑑別す ることは,結 核の

早 期診 断 に重 要で あり,PPDに 匹敵 する力価 を有 し,

さ らに菌種 に特異な精製抗原を得 ることは,今 もなお強

く求 め られてい るところであ る。

わ れわれは,.Mycobecterium bovis BCG日 本株あ
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表1遺 伝子 クローニ ングによ り構 造解析 された ミコバクテ リア培養 濾液 内主要蛋 白質

る い はM.tuberculosis H37Rv株 を ソー トン培地 に

培養 し,そ の非加熱培養濾液 か らその中に含 まれ る主要

蛋 白質 を精製単離(MPBあ るいはMPT)し,既 に10

種を こえ る精 製蛋白質 を得 てい るが,そ の うちその遺伝

子を クローニ ングし構造解 析を行 った ものは4つ を数 え

る(表1)。 そ れぞ れ特色 あ る蛋 白質であ るが,こ こで

は特 に,そ の特異性が際立ち,ま たすで に多 くの検討が

なされたMPB70に 重点 をお いて述べ ることにす る。

図1BCG日 本 株培 養 濾 液 内蛋 白質 の デ ィス ク

電 気 泳 動 像2)

Davis法1),7.7%ア ク リル ア ミ ド ・ゲ ル 。

われわれ は蛋白質 の追跡 にあた り,免 疫学的 同定法 を

さけ,一 定条件下の電気泳動1)に おける易動度 を目安 と

して蛋 白質を同定 し追跡す る方法 を とった。加熱処理 を

経 たPPDは,こ の同定法で は明瞭なバ ン ドとしてみ ら

れ る成分 は全 くないが,非 加熱のBCG日 本株 培養濾液

では,多 数 の明瞭 なバ ンドとともに,異 常 に多量な蛋白

質 成分 の存 在 が見 られ た2)(図1)。 これをMPB70と

名 付 け た。Mycobacterin,protein fraction,from

 BCG,易 動度0.70の 意 である。 かかる多量 に分泌 され

る蛋 白質についての報告 がそれまでになかったのは,多

くの研究 において は菌体 に対 す る抗血清 との沈降反応が

追跡 の指標 と して用 いられたために,MPB70の よ うに

菌種特異性が著 しいもので は,用 いた抗体如何 によ って

は反応 が見 られ なか ったため と考え られ る。

MPB70は,培 地 内 に分 泌 され る蛋白質量の10%に

も及 ぶ多量 の故 に,そ の精製 は容易で あり,硫 安で濃縮

後 の最 初 のDEAEイ オ ン交換 カ ラムによる精製で は図

2の ごとく大 きな ピー クに集 中 し,以 後 の分子ふ るいな

どの操作を経て多量の精製 品が得 られた。

BCGとM.tuberculosisと の間には顕著 な差 はない

もの と予 想 して いたが,皮 内反応で は,PPDが 種 々の

ミコバクテ リア菌種 により感作 されたモルモ ッ トにおい

て広 く反応す る抗原で あるのに対 し,こ の精製MPB70

が反応 を示 したのはBCG日 本株で感作 した モル モッ ト

のみであ った。 しか し,そ の反応抗原 と しての力価 は,

PPDの それに対 し1/20程 度 の強 さであった2)(図3)。

さ らに,MPB70を 多量 に産 出す るのは,日 本株 を含

む限 られ たBCG菌 株のみであ るとい う意外 な ことが明

らかになった3)～5)。現在 までの報告を集約す ると,BCG

15株 の うち5株 で 多量 の産出が見 られてい る(表2)。

MPB70は 分泌 の時点 では二量体で あり,ま た当初で は

分泌 蛋 白質量 の23%に も達 す ると もいわれて いる6)。
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図2 BCG日 本株の培養濾液内蛋白質のDEAEカ ラム溶 出像

図3 PPDとMPB 70の 皮 内反応抗原性比較2)

モルモ ッ ト,加 熱死菌体 の流動パ ラフ ィン懸濁液 により感作。

ま た,BCGの 親 株 と い え るM.bovisに つ い て は,現

在 ま で に 調 べ られ た す べ て の 菌 株 に お い てMPB70の

多 量 の 産生 が み られ て お り,一 方,M.tuberculosisに

お い て は ほ ぼ す べ て の菌 株 に お い て産 生 が な い7)～11)。

こ の 結 果 か らす れ ば,MPB70はM.bovisに 特 異 的 に

産 出 さ れ る も の とみ られ,BCG株 の うち これ を 多 く産
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表2MPB70分 泌量か らみたBCG菌 株差

生 しな いものの方が特殊 とい うことにな る。 パス ツール

株 を は じめ欧米の標準 とされてい るBCG株 の ほとん ど

がMPB70を 産生 しな い とい うこ とは,各 国 に分与 さ

れた後,継 代す るうちに変異 したもの と考え ざるをえな

い。遺伝子断片 の比較か らみて この変異 を示唆す るよう

な結果 も得 られている12)°

MPB70に 関 してM.bovisと.M.tuberculosisと の

間 に顕 著 な差 がある ことは,BCGワ クチ ンの有効性,

結核感 染 との判別 などに利用 できないか と当然考 えが及

ぶが,現 在までにその確定 した判定法 は得 られていない。

BCGワ クチ ン接 種 を受 けた学童 についての皮 内反応 で

はPPDほ どの確実 さが見 られなか った13)。イ ン ドで2

歳以下 の幼児 については,ワ クチ ン接種者 の2/3に 血清

中 の抗MPB70抗 体 価上 昇 が明 瞭 にみ られたが,な お

詳細な条件の検討が待たれ るところであ る。一 方,牧 畜

国 にお いて,家 畜の非結核性抗酸菌 とM.bovisに よ る

感染の鑑別 にMPB70の 利用が試み られてい る8)～10)。

MPB70の 構 造 につ いて は,既 に化学的 にエ ドマン分

解 法 によ る結 果 が しめ されて い たが14),遺 伝子的な解

析 と異 な る部分 があ り8),そ の確定が必要で あった。わ

れわれはその遺伝子 をクローニ ング し,そ の塩基配列 を

決 定 した15)。その ア ミノ酸部 分 のみ を表3に 示 した。

表3MPB70の ア ミノ酸 配 列15)
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図4BCG日 本 株 の培 養 濾 液 内 蛋 白 質 の 二 次元 電気 泳動 像3)16)19)

O'Farrell法17)。 ソ ー トン2週 培 養 濾 液,蛋 白量150μg。 第 一 次(左 か

ら右 へ),等 電 点 電 気 泳 動;第 二 次(上 か ら下 へ),SDS電 気 泳 動(12,8

%ア ク リル ア ミ ド ・ゲル)。 コマ ジー ブル ー の後,銀 染 色 。

MPB70は,本 来 は30個 の ア ミノ酸 か らな る シグ ナ ル ・

ペ プチ ドと と も に合 成 され るが,分 泌 さ れ る時 点 で は そ

れ か ら切 断 され た163個 の ア ミノ 酸 か らな る蛋 白質 と な

る。 この蛋 白質 の特 徴 は疎 水 性 が極 め て強 い こ とで あ り,

MPB64,α 抗 原(MPB59),MPB57に 比 べ て 疎 水 性

ア ミノ酸 の含 量 が高 い。 シグ ナ ル ・ペ プ チ ドにつ いて も

そ の40%が ア ラ ニ ンか ら成 って い る。 こ の著 しい疎 水

性 が,強 い分 泌 性 を示 して い る の で あ ろ う。

MPB80 16)は,N末 端 の ア ミノ酸 配 列 が30残 基 に わ

た りMPB70と 一 致 す る。 分 子 量 も近 似 で あ るが,等

電 点 が 異 な る た め二 次 元 電 気 泳 動 像17)(図4)で は別 の

ス ポ ッ トと して現 れ る。MPB70と の違 う点 は まだ 明 ら

か で な いが,こ の も の はMPB70が 分 泌 さ れ た 後 に 改

変 さ れ た もの ら し く,培 養 期 間 が 長 くな る ほ どMPB80

の ス ポ ッ トが 大 き く現 れ る。

MPB/MPT64は,MPB70を 産 生 す るBCG株 に お

いて常 に共存 す る スポ ッ トと して見 つ け られ た。 した が っ

て,MPB70を 産 生 しな いBcG株 を 除 い たM.bovis

に お い て み られ る。 しか しMPB70を 全 く っ く らな い

.M.tuberculosis H37Rvお よ び 青 山B株 に お い て も

MPT64が 明 瞭 に あ ら わ れ る16)。M.bouis,.M.tuber-

culosisの2菌 種 の み に 限 られ る こ とは,MPB70に 次

いで 特 異 性 が 強 い分 泌 蛋 白 質 とい う こ とに な り,そ の構

造 も遺 伝 子 的 に 解 明 さ れ た18)が,MPB70に 近 似 す る

部分 は全 くない。 比較 的 強 い皮 内反 応 抗 原 性 を示 す ので,

そ の 特 異性 と相俟 って 今後 の検 討 が期 待 さ れ る。

MPB/MPT59は,ミ コバ クテ リア に共 通 して存 在 す

る蛋 白 質 で あ り19),α 抗 原20)21)に 一 致 す る もので あ る

こ とが 分 か った。 そ の全 構 造 は遺 伝 子 的 に解 明 され て お

り22),シ グ ナ ル ・ペ プ チ ドを 持 つ 分 泌 型 の蛋 白質 で あ

る 。 こ のMPB59とN末 端 ア ミノ酉)配列 を 同 じ くす る

MPB44,お よ び 抗MPB59抗 血 清 に 同 様 に 反 応 す る

MPB48,45が 培 養 濾 液 内 に 混 在 し(図2,4),ま た

BCG antigen A,B,C23)と も名 付 け られ て い る が,

構 造 上 の 詳 細 な 差 異 は分 か っ て い な い。 た だMPB59

は 皮 内 反 応 の 力 価 がPPDと 同 程 度 に大 き く,ま たM.

lepraeで も産 生 され る点 が 注 目 され て い る。

MPB/MPT57は,加 熱 処 理 を 経 て い るPPDで もな

お低 分 子 部 に ス ポ ッ トと して残 存 す る蛋 白質 で あ る。 そ

の構 造 を 遺 伝 子 的 に 解 析 した と ころ24),そ の後 相 次 い

で 発 表 され たBCG-a 25)26),10kD蛋 白27)28)の 構 造 と

比 較 して,そ れ ら と一 致 す る こ とに な った。 こ の蛋 白質
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には シグナル ・ペプチ ドがないので細胞内蛋 白で あると

み られ るが,シ ステイ ンを含 まないこと,分 子量が約1

万 と小 さい ことな どか ら,培 養液 中に出やす いものと思

われ る。 その塩基配列 が大腸菌 の熱 シ ョック蛋 白の配列

と相 同性 が44%と 高 い こ とが 示 され て い る26)27)。

MPT57の 皮 内反応抗原 としての力価 はPPDの1/5000

と弱 く,PPDの 主 成分 で あ りなが ら,PPDに 代 わ り

得 る もので はな い とい う結果 を得,既 報25)と は異 なる

ことにな ったが,精 製法の相違 による ものだろ う。

菌種特異性を持っ蛋白質が分泌 されている ことが分か

り,そ れ らが高度な精 製品 として得 られた ことは意義深

い。 しか し,PPDに 代 わ って診 断に用 い られる精製蛋

白質 につ いて は,な お今後 の研究 が待 たれる。

ミコバ クテ リアが シグナル ・ペプチ ドを持 っ分泌型 の

蛋 白質を いくつ も産生 してい ることが分 か ったのは,目

新 しい知 見 であ る。 またMPB70の よ うに菌種 ・菌株

によって大 き く産出量が異 な る蛋白質 は,そ の菌 に とっ

て どん な生理的意義を持つのか興味ふかい。分泌型 でな

い蛋 白質 もPPDに は混在す るわけであ るが,こ れ らの

蛋 白質群の寄生体の免疫系 との係わ りについて,次 第 に

明 らか になるもの と期待 され る。

この研究 は,次 の方 々の御協力をいただ き共 同 してな

され た もので あ る。お名前を記 し(敬 称略),厚 く御礼

申 しあげる。

永 管徳 子,松 本 潤二 郎(国 療刀根山病),芳 賀伸治,

木 ノ本雅通,石 森勇治,後 藤義孝,高 橋 宏,片 岡哲 朗,

三浦 馨,徳 永 徹(国 立予研),森 亨,豊 原希一,

阿部千代治,柄 谷和広,山 本節子,戸 井田一郎(結 核予

防会結研),鳥 巣要道(九 大医),山 口隆司,松 尾和浩.

山崎晤 弘(味 の素 中央研),寺 坂邦広,山 田 毅(阪 大

微 研),M.Harboe,H.G.Wiker(ノ ル ウ ェー ・オス

ロ大),K .Haslφv(デ ンマ ー ク ・国 立 血 清 研),M.

E.Patarroyo(コ ロ ン ビア ・ボ ゴ タ大),C.Jagan-

nath(イ ン ド・ASTRAリ サーチセ ンター)。
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