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原 著

結 核 菌 青 山B株 ペ プ チ ド抗 原 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

―60kDを 発現す るクロー ンpAT201の 解析,お よび リコ ンビ

ナ ン トペプチ ド(15kD,60kD)の 免疫学的活性 につ いて―
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To obtain recombinant peptides related to PPDs,we constructed a genomic library 

from the DNA of Mycobacterium tuberculosis Aoyama B,a standard strain in Japan to 

manufacture PPDs,using plasmid vectors pUC18series.Seven clones reacting the anti

-PPDs—rabbit—serum on immunoblotting were obtained, and restriction map was analysed .

A nucleotide sequence and a putative open reading frame(ORF)of pAT01,encoding

15kD peptide,as well as the mode of expression was reported previously3).In this study,

nucleotide sequence of60kD peptide gene was determined,and the comparative database 

analysis(GENBANK)revealed a striking level of homology to so called mycobacterial heat 

shock protein.The expression mode of pAT201encoding60kD,as well as pAT01encoding
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15kD peptide,indicated that these peptides were not hybrid proteins with the lacZ gene 

product,but they were consisted of peptides only mycobacterial source.Therefore,15kD 
and60kD directly were subjected to immunological studies.

The peptides were extracted from E.coli,carrying pAT01or pAT201,purified through 

series of DEAE chromatography and followed by Detoxi—Gel to remove LPS.15kD 

peptide behaved almost similar to PPDs both in the DTH skin reaction and the lymphocyte 
proliferation response on guinea pigs or rats in respect to sensitivity.However,60kD was 
unique in that,and it behaved like a general mitogen.

We discussed role of60kD peptide,comparing with the common antigen,generally 
found in most species of bacteria as the heat shock protein.

Key words:Mycobacterium tuberculosis 

strain Aoyama B,DNA library,Immuno

logical activity of recombinant peptides,

PPDs,Mycobacterial heat shock protein

キー ワー ズ:結 核菌 青山B株,DNAラ イ ブ ラ リー,

リコ ン ビナ ン トペ プ チ ド免 疫 活 性,ツ ベ ル ク リン

(PPDs),結 核 菌 熱 シ ョ ック タ ンパ ク

緒 言

近年,抗 酸菌の研究において,遺 伝子組換え技術の導

入により,抗 酸菌の分子生物学的研究の展望が開かれた。

その一環として,抗 酸菌の様々なタンパク遺伝子のクロー

ニングがなされてきたが1)2),結 核症の診断,細 胞性免

疫の指標 として古 くか ら用いられているPPDsと,こ

れらクローニングタンパクの関係を直接検討 した試みは

少ない。

私たちはPPDsの 免疫学的活性最小単位の検索を目

的として,本 邦PPDs標 準株Mycobacterium tuber-

culosis青 山B株DNAラ イ ブラリーを,プ ラス ミド

ベクターpUC18を 用 いて作製 した。抗PPDs家 兎抗

血清と反応するペプチ ド抗原の遺伝子のクローニングを

行 い,得 られた7個 の クローン(pAT01,pAT101,

pAT102,pAT103,pAT104,pAT105,pAT201)の

制限酵素地図,発 現ペプチドの分子量などについて報告

した。このうち,特 に15kDペ プチドを発現するクロー

ン,pAT01挿 入 遺伝子について塩基配列,発 現ペプチ

ドの構造遺伝子,お よび発現制御に関与する遺伝子につ

いて述べた3)。

今回は,前 報に引き続き,60kDペ プチ ドを発現する

クロー ンpAT201挿 入遺伝子の塩基配列を決定 し,そ

の構造遺伝子について報告する。合わせてpAT201の

発現する60kDペ プチ ドと前報のpAT01の15kDペ

プチ ドを精製 し,免 疫学的活性を,PPDsと 比較 して

検討 した。

材料および方法

1)菌 株およびプラスミド

Table1に 示 す 。DNAラ イ ブ ラ リー 作 製 に用 い た

Mycobacterium tuberculosis青 山B株(以 下,M.

tbc.ABと 略 す),大 腸 菌,プ ラ ス ミ ドは前報 の とお り

であ る3)。 非定 型 抗 酸 菌M.intracellulare,M.kansa

siiは 動 物 感 作 の対 照 と して 用 い た。

2)試 薬,培 地

M.tbc.AB,M.in,tracellulare,M.kansasiiは

Sauton培 地 で8週 間,培 養 した。 大 腸 菌,な らび組 換

え 体 の 培 養 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,供 給 元 の指 示 に従 い反

応 を 行 った 。 そ の 他 の 試 薬 はSigma社,和 光 純 薬 か ら

購 入 した。

3)組 換 えDNA手 技

プ ラ ス ミ ドDNAの 抽 出,制 限 酵 素 切 断,大 腸 菌 へ

の 形 質 転 換 は,前 報 の とお り行 った3)5)。pAT201挿 入

断 片 の 塩 基 配 列 の決 定 はM13フ ァー ジを 用 い た ジデ オ

キ シ法 で行 った6)。

4)リ コ ン ビナ ン トペ プ チ ドの精 製

a)15kDペ プ チ ド(AT01)

15kDペ プ チ ド(AT01)を 発 現 す る ク ロ ー ンpAT

01を 保 持 した 大 腸 菌 を ア ン ピ シ リ ン100μg/ml加L

培 地6lに37℃16時 間 培 養 し,集 菌 した。 菌 体 を トリ

ス 緩 衝 液I(30mMト リ ス,pH8.7,1mM EDTA,

5mM2-メ ル カ プ トエ タ ノー ル)で 洗 浄 し,1/30容 量

の ト リ ス緩 衝 液Iに 再 懸 濁 した 。 リゾ チ ー ム(終 濃 度

100μg/ml)消 化 上 清 の20～80%飽 和 硫 安 分 画 を ト リ

ス 緩 衝 液II(ト リス緩 衝 液Iに0.1%Triton X-100

を加 え た もの)で 透 析 し,粗 抽 出液 と した。 あ らか じめ

ト リス 緩 衝 液IIで 平 衡 化 したDEAE Sepharose CL-

6B(1.7×14cm)に 粗 抽 出 液 を 吸 着 さ せ,食 塩 濃 度
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Table1. Bacterial Strains and Plasmids

0～0.5Mの 直 線 勾 配200mlで 溶 出 した 。AT01溶 出

分 画 を 集 め,脱 塩 後,同 条 件(た だ し食塩 濃度0.05～

0.3M,60ml)で 再 ク ロ マ トグ ラ フ ィー した。 緩 衝 液

中 のTritonX-100は,BiobeadsSM-2(日 本Bio-

Rad)で 除去 した。

b)60kDペ プ チ ド(AT201)

60kDペ プ チ ド(AT201)を 発 現 す る ク ロ ー ンpAT

201を 保 持 した 大 腸 菌 リ ゾ チ ー ム消 化 上 清 の20～50%

飽 和 硫 安 分 画 を,ト リ ス緩 衝 液Iで 透 析 後AT01と 同

様 に精 製 した。 ベ ク タ ーpUC18の み を保 持 した大 腸 菌

を同 様 の方 法 で 処 理 し,対 照 大 腸 菌 抽 出 標 品 と して 用 い

た。

精 製 各 ス テ ッ プ の 抗 原 純 度 の 検 定 は,SDS-PAGE,

pUC18保 持 大 腸 菌 で 吸 収 し た 家 兎 抗PPDs抗 血 清 を

用 いた ドッ トプ ロ ッ ト,ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トで行 った。

タ ン パ ク 量 の 測 定 はProtein Assay Kit(日 本Bio-

Rad)を 用 い た。 す べ て の精 製 標 品 は,最 終 的 に エ ン

ド トキ シ ン除 去 カ ラ ムDetoxi-Gelを 通 した後,免 疫

活 性 の検 討 に用 い た。 エ ン ド トキ シ ン定 量 は,ト キ シ カ

ラー シス テ ム(生 化 学 工 業)を 用 い て行 っ た。

5)免 疫 学 的活 性 の測 定

a)惹 起 抗 原

上 記 方 法 で 分 離 し た リコ ン ビナ ン トペ プ チ ド15kD

(AT01),60kD(AT201),お よ び 陽 性 対 照 と して,

PPDs(CIP:試 験 管 内 反 応 用PPD,日 本BCG),

PPD-B(M.in,tracellulare由 来,小 林 製薬),PPD-

Y(M.kansasii由 来,小 林 製 薬),陰 性対 照 と して,

pUC18保 持 大 腸 菌 抽 出 標 品 を 用 い た。

b)DTH型 皮 内 反 応

モ ル モ ッ ト(雌,8週 齢,オ リエ ン タル酵 母)に,感

作 抗 原(1)M.tbc.AB,(2)M.kansasii,(3)M.intra-

cellulare(各3mg乾 燥 重 量)の 超 音 波 抽 出 液,(4)生

理 的食 塩 水 を,Imcomplete Freund adjuvant(IFA)

と と も に 四肢 足 蹠 に投 与 した。3週 後,上 記 各 惹起 抗 原

を 背 部 に皮 内 注 射 し,24時 間 後 の 発 赤 を 測 定 した。 被

験 動 物 は各 感 作 抗 原 に対 し4匹 を 用 い平 均 した。

c)リ ンパ 節 リ ンパ 球 増 殖 反 応

ル イ ス ラ ッ ト(雌,8週 齢,オ リエ ン タル酵 母)に ,

モル モ ッ ト同 様 に,各 惹 起 抗原 を乾 燥 重 量2mg投 与 し,

3週 後,腋 窩,鼠 径 リンパ節 か ら リ ンパ球 を分 離 した。

細 胞 数 は2×106/mlと な る よ う,RPMI1640,(10%

FCS)に 懸 濁 し,96穴 プ レ ー トに100μlず つ 加 え て,

種 々 の濃 度 の 上 記 各 抗 原 と,37℃,5%CO2下 で72時

間 培 養 した 。 ハ ー ベ ス ト前,16時 間 の[3H]サ イ ミジ

ン(Amersham,0 .25μCi/穴)取 り込 み を パ ッカ ー ド

460液 体 シ ン チ レー シ ョ ンカ ウ ンタ ーで 測 定 した 。 各反

応 は,2匹 を1群 と して,3穴 の 平 均 を 取 った 。

結 果

1)15kDペ プ チ ド(AT01)発 現 ク ロー ンpAT01

につ いて

pAT01挿 入 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 は前 報 で報 告 した3)。

即 ち,15kDペ プ チ ドの コ ー デ ィ ング フ レー ム は5'末

端892塩 基 か ら1.369塩 基 で,推 定 分 子 量15,095ダ ル

トンで あ った。

2)60kDペ プ チ ド(AT201)発 現 ク ロ ー ンpAT

201挿 入遺 伝子 の塩 基配 列,お よ び オ ー プ ン リーデ ィ

ング フ レー ム

前 報 で述 べ た よ うに3),pAT201(約2.6kb)の 欠 失

変 異 株 の抗 原 性 を検 討 した と こ ろ,Smal部 位以 下2.3

kbに オ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ムが 存在 す る こ とが

推 定 さ れ た の で,こ の2.3kbの 塩基 配 列 を ジデ オ キ シ
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Fig.1. The Nucleotide Sequence of pAT201Encoding60kD Peptide

The deduced amino acid sequence of the open reading frame is shown beneath 

the nucleotide sequence.There are two corresponding open reading frames,the 

first initiation codon is(A)GTG at nucleotide439,and the second is(B)ATG at 481.

(B)ATG seemed to actually function in expression of60kD peptide,because it 

has putative SD sequence(ribosomal RNA binding site)in the upstream.The 

molecler weight of the peptide is estimated56,723dalton.

法 で 決 定 した(Fig.1)。 こ の 配 列 に は開 始 コ ドン と考

え ら れ るtripletが5'末 端 よ り439～441塩 基 のGTG

(Fig.1(A)と,481～483塩 基 のATG(B)の2個 が

見 出 さ れ た 。(1)大 腸 菌SDと コ ン セ ン サ ス な 配 列

(Fig.1-SD)の 存 在,(2)426～431塩 基(TTGCCG),

449～454(TTTCAT)に 大 腸 菌 の-35,-10領 域 に

類 似 の 配 列 が認 め られ た こ とか ら,後 者 のATGが 実 際

に稼 働 す る開始 コ ドンと判 断 した。 この オ ー プ ン リー デ ィ

ング フ レー ム は,540個 の ア ミノ酸,推 定 分 子 量56,723

ダル トンで,ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トの そ れ と ほぼ一 致 した。

こ の ア ミノ酸 配 列 に は,前 報 の.5kDペ プチ ドが持 っ

よ う なsignal sequenceは 認 め られ な か った 。

pAT201挿 入 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 をGENBANK

(Ver.88/8/11)デ ー タ ベ ー ス で 参 照 し た と こ ろ,

coding,noncoding regionを 含 めて,M.bovis BCG

64kD MbaA遺 伝 子7)と は94%,M.leprae65kD

遺 伝 子8)と は84%の 相 同 性 を 認 め た。 さ らにM.tbc.

Erdman株65kDタ ンパ ク遺 伝 子9)と は,99.9%の 相

同 性 を認 め た 。Erdman株 の,coding regionは100

%一 致 して お り,noncoding regionに1塩 基 違 い が

認 め られ た のみ で あ った 。

3)リ コ ン ビナ ン トペ プ チ ドの 発 現 様 式

15kDペ プ チ ド(AT01)と60kDペ プ チ ド(AT

201)の 発 現 につ い て の 詳 細 は別 報 に譲 るが,以 下 略 述

す る と,ま ず,塩 基 配 列 上,コ ー デ ィ ング フ レー ムの 開

始 コ ドンが挿 入 遺 伝 子 内 に あ り,そ の推 定 分 子 量 が ウ エ
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A:Step1;Crude extract from E.coli DHI carrying pAT01

 was applied to a column of DEAE Sepharose CL-6B(1.7

•~14cm),equilibrated with Tris—buffer II(30mM Tris

-HC1,pH8.7,1mM EDTA,0.1% Triton X-100),was washed

 with50ml of the same buffer and then eluted with a linear

 gradient from100ml of0M NaCl to100ml of0.3M NaCl

 both in Tris—buffer II.Fractions of No.43-51,reacted 

with anti—PPDs serum by dot blotting(•¬),were

 collected.

B:Step2;The fraction step1was loaded to a column(0.8•~

3.0cm)under the same condition as step1and eluted with

 a linear gradient from30ml of0M NaCl to0.2M NaCl in

 Tris buffer II.The fractions of No.12-14(•¬)were

 pooled.

Fig.2. Purification of15kD Peptide(AT01)by

 DEAE—Sepharose CL-6B

スタンブロットの値と一致 したこと。次に,こ れ らの発

現はベクタープラスミドのプロモーター誘導の有無にも

かかわらず認 められ,挿 入遺伝子内の,結 核菌由来の

signalに よる発現が示唆されたことなどか ら,AT01,

AT201は ベ クター由来のペプチドとの融合タンパクで

はなく,結 核菌由来の構造遺伝子からのみ構成されたも

の と考 え られ た。 よ って,リ コ ン ビナ ン トペ プ チ ドの免

疫 活 性 が,直 ち に結 核 菌 ペ プ チ ドの免 疫 活 性 を反 映 す る

と考 え,次 に これ らペ プ チ ドの精 製 を試 み た。

4)リ コ ン ビナ ン トペ プ チ ドの精 製

Fig.2は15kD(AT01)の 溶 出パ タ ー ンを示 す 。 第

1回 目DEAEク ロマ トグ ラ フ ィー(Fig.2-A)で は,

―17―
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Fig.3. Analysis of Purification Steps of DEAE-

Chromatography60kD Peptide(AT201)by 

SDS-PAGE and Westernblotting

Lane1-A,B:fractions of the first step reacted 

with anti PPDs serum.

Lane2A,B:the second step.

A;Coomassie brilliant blue staining.

B;Westernblotting.M.W.;Molecular weight 

marker.

食 塩 濃 度0.15M,再 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(図2-B)で

は,食 塩 濃 度0.1M付 近 に抗PPDs抗 体 陽 性 分 画 が 存

在 した。

第.回 目DEAEク ロ マ トグ ラ フ ィ ー陽 性 分 画 のSDS

-PAGE一 タ ンパ ク染 色 で は,ウ エ ス タ ンブ ロ ッ ト陽 性

バ ン ドに対 応 す るバ ン ド以 外 に数 本 の バ ン ドが 検 出 され

た。 再 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ーで は,免 疫 染 色 に対 応 す る タ

ンパ ク染 色 のバ ン ドの み検 出 され た 。

Fig.3は,60kD(AT201)の 精 製 各 ス テ ッ プ を 示

す 。 再 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で は,ウ エ ス タ ンブ ロ ッ ト

(Fig.3-2,B)の 陽 性 バ ン ドに対 応 す る タ ンパ ク染 色

(A)の バ ン ドは1本 と み な さ れ た 。15kD,60kD両

者 と も,再 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー後,Detoxi-Gel処 理

して,最 終 標 品 と した。

15kD(AT01),60kD(AT201)と も,組 換 え 大 腸

菌5g(湿 菌 量)か ら約.50μgの リ コ ン ビ ナ ン トペ プ

チ ドが 得 られ た。Detoxi-Ge.後 の最 終 標 品 に 含 まれ

る エ ン ド トキ シ ン量 は,1ng/μg以 下 で あ った 。

5)リ コ ン ビナ ン トペ プ チ ドの免 疫 活 性

a)DTH型 皮 内反 応(Table2)

PPDを 用 い た 対 照 実 験 に お いて,感 作,惹 起 抗 原 の

Table2.DTH Skin Reaction of Mycobacterial Antigens in Guinea Pigs Immunized with 

M.tbc.AB.M.kansasii or M.intracellulare
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ホ モ ロ ガ スな 組 合 せ,す な わ ち,M.tbc.AB対PPDs,

M.intracellulare対PPD-B,M.kansasii対PPD-

Yで は,強 い反 応 を 示 し,ヘ テ ロガ ス な組 合 せ よ り も,

特 異 性 が 見 られ た(P<0.1～0.01)。 次 に15kD(AT

01)を 惹 起 抗 原 と し て 用 い た 場 合,ホ モ ロ ガ ス なM.

tbc.AB感 作 に対 し,PPDsと 同 様 発 赤 を 惹起 した が,

PPDsに 見 ら れ た よ う な 硬 結 は伴 わ な か った。 な お,

15kD(AT01)に よ る反 応 は,投 与 量10～1μgに わ た っ

て 量 依 存 性 で あ った 。PPDs.μgとAT01の5～10μg

の反 応 に は有 意 差 が 認 め られ ず,PPDs.μgとAT01

の1μgで は 有 意 差(P<0.1)を も っ てATO1の 方 が

弱 か っ た 。 こ の こ と か ら,potencyの う え でATO1/

PPDsは1/5～1/10と 推 定 さ れ た 。 ヘ テ ロ ガ ス なM.

intracellulare,M.kansasii感 作 動 物 に 対 し,AT01

の 反 応 は弱 か った(P<0.05)。 これ らの 結果 か ら,AT

01は,PPDs同 様 の 特 異 性 を 持 つDTH型 皮 内反 応 を

惹 起 しう る抗 原 で あ る と考 え られ た 。

一 方
,60kD(AT201)は,ホ モ ロ ガ ス な.M.tbc.

AB感 作 で は,15kD(AT01)同 様,量 依 存 性 を伴 う

反 応 を 惹 起 して い る。 しか し,ヘ テ ロガ ス な組 合 せ で も

強 い 発 赤 を 示 し,15kD(AT01)と 異 な り,特 異 性 は

認 め られ な か っ た。

b)リ ンパ 節 リ ンパ 球 増 殖 反 応(Table3)

対 照 実 験 のPPDs,PPD-B,PPD-Yは,DTH型

皮 内反 応 と は異 な り,す べ て の抗 原 感 作 リンパ 球 に対 し

て も,増 殖 反 応 を惹 起 し,特 異 性 は明 瞭 で な か った。15

kD(AT01)は,各 感 作 リ ンパ 球 に対 し,PPDsに 比

肩 す る 取 り込 み を認 め た。 こ こで は0.6μgの 方 が6μg

よ り も取 り込 み が高 い結 果 が 認 め られ た。 即 ち,抗 原 量

が 多 くな る と抑 制 的 に作 用 して い た。

60kD(AT201)はM.tbc.AB感 作 だ け で な く,ヘ

テ ロ ガ ス なM.intracellulare,M.kansasiiさ ら に

backgroundに 対 して も取 り込 み が 高 く,特 異 性 を 検

討 す る に至 らな か った。

考 案

pAT201挿 入 遺 伝 子,SmaI部 位 以 下 の 塩 基 配 列 を

検 討 し た と こ ろ,発 現 ペ プ チ ド60kD(AT201)と 考

え られ る オ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム は,2個 考 え ら

れ た。 前 報3)に 述 べ た よ うに,こ の ペ プ チ ド遺 伝 子 の 大

腸 菌 内 で の発 現 が,ベ ク タ ー のlacプ ロ モ ー タ ー に よ ら

ず,M.tbc.AB由 来 のsignalで 発 現 して い る こ とか

Table3. Proliferative Response of Lymphnode Cells from Lewis Rats Immunized with 

M. tbc.AB.M.kansasii or M.intracellulare
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ら,大 腸 菌 リボ ゾー ム結 合 部 位(SD配 列)と 類 似 の配

列 が 存在 す る と考 え,次 の よ うに考 察 した。 す な わ ち,

こ の コ ンセ ンサ ス配 列 に相 当 す るAGGAが,481塩 基

ATGの 上 流,466～469塩 基 に認 め られ た が,439塩 基

GTGに は認 め られ な か った。 した が って,前 者 のATG

を 開始 コ ドン とす るオ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム を採

用 した。

すで にShinnick9)ら はM.tbc.Erdman株 の λgt11

ライ ブラ リー か らク ロー ニ ング さ れ た65kDモ ノ ク ロ ー

ナ ル抗 体 に反応 す る タ ンパ ク遺 伝 子 の塩 基 配 列 を決 定 し,

2個 の オ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム,517ア ミノ酸,

540ア ミノ 酸 を 推 定 し て い る 。 さ ら にShinnickは,

Erdman株540ア ミノ酸 オ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー

ム の 上 流 部 分 に β-galactosidase遺 伝 子 を連 結 した ク

ロ ー ン に酵 素 活 性 発 現 が認 め られ る こと か ら,540ア ミ

ノ 酸 の発 現 に お い て,大 腸 菌 内 で機 能 で き る,Erdman

株 由来 のtranscriptional signalが 稼 働 して い る こ と

を 示 唆 して い る9)。 これ は,本 研 究 で推 定 され た ク ロ ー

ンの,自 己発 現 機 構 を支 持 す る もの で あ る。

これ らの 塩 基 配 列 と,今 回 の60kDペ プ チ ド遺 伝 子

を比 較 す る と,後 者 の540ア ミノ酸 オ ー プ ン リー デ ィ ン

グ フ レー ム と,100%の 相 同性 を持 ち,い わ ゆ るmyco-

bacterial heat shock proteinの1つ で あ る こ とが 分

か っ た 。Shinnick10)は,こ の タ ンパ クが 細 菌 全 体 に共

通 して み られ るcommon antigen(CAg)の 性 格,(1)

分 子 量 が60～65kDに 分 布 して い る,(2)共 通 部 分 と特

異 部分 の分 子 構 造 を と って い る,(3)immunodominant

で あ る,こ の3点 を備 え て い る と述 べ て い る。 ア ミノ酸

レベ ル で は,先 に述 べ たE.coli10)の ほか,Legionella

 pneumophila11),Borrelia burgdorferi12),Coxiella 

burnetii13),Treponema pallidum14),Chlamydia 

trachomatis15)‚ÌCAg‚Æ,mycobacterial heat 

shock proteinの 相 互 間 の 相 同 性 が 指 摘 さ れ て い る。

ま た,モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 レベ ル で は,PSeudomonas

aeruginosa,Neisseria flavescens,Rickettsia

 rickettsii10)16),な ど のCAgの 間 に 交 差 が認 め られ て

い る。 以 上 の こ とか ら,60～65kDのCAgは,細 菌 種

を超 えて広 く保 存 さ れ て い る タ ンパ ク と考 え られて い る。

現 在,生 物 進 化 の系 統 関 係 を解 析 す る た め に,す べ て の

生 物 に 存 在 す る5sRNA遺 伝 子 が 用 い られて い る。 今

回 私 た ち が ク ロ ー ニ ン グ して得 た60kD(AT201)遺

伝 子 は,細 菌 全 体 に保 存 さ れ,共 通 に存 在 す る と い う性

格 か ら,抗 酸 菌 内 の系 統 関 係 を探 る1つ の指 標 と な るか

も しれ な い。

このmycobacterial heat shock proteinの 免 疫 学

的特 性 に つ い て の知 見 は報 告 さ れて い るが,細 菌 内 の生

理 学 的機 能 に つ い て は不 明 で あ る。 分 子 進 化 か ら考 え る

と,機 能 的 に重 要 な もの ほ ど突 然 変 異 の影 響 を受 け に く

く,よ く保 存 さ れ て い る こ と か ら,mycobacterial

 heat shock proteinは,細 菌 内 で 何 らか の重 要 な役 割

を果 た して い る と推 定 され る。 例 え ば,す で に ク ロ ー ニ

ングされて い るCoxiella CAg htp B遺 伝 子 の5'末1/3

は大 腸 菌ams遺 伝 子 と 相 同 性 が 高 く13),ams遺 伝 子

は,mRNAの 安 定 性 に 関与 して い る。 今 回 ク ロー ニ ン

グ し た60kDペ プ チ ド(AT201)に つ い て類 似 の機 能

を検 討 す る こ と は 興 味 あ る課 題 で あ ろ う。CAgの 発 現

に 関 す るtranscriptional signalに つ い て は今 回 の60

kD遺 伝 子 の ほかM.tbc.Erdman株65kD遺 伝 子,

BorreZia,Coxiella CAg遺 伝 子 に つ い て も,大 腸 菌

内 で 機 能 す る こ との で き るsignalに よ り発 現 す る こ と

が 報 告 さ れ て い る9)12)13)。 分 子 進 化 の 上 で よ く保 存 さ

れ て い る タ ンパ ク遺 伝 子 が,種 を超 え て機 能 す るsignal

に よ り調 節 さ れ て い る こ と,ま た,こ のsignalの 上 位

の調 節 機 構 の 種 に よ る異 同 は重 要 な課 題 で あ る。

今 回 の60kDリ コ ン ビ ナ ン トペ プ チ ドAT20.の 精

製 は,2回 の イ オ ン交 換 ク ロマ トグ ラ フ ィー操 作 で行 う

こ とが で き た 。Fig.3-1,Bで は,puc.8保 持 大 腸 菌

吸 収 抗PPDs抗 血 清 と,第1回 分 画 標 品 の反 応 で は,

な お60kD以 外 の 複 数 の バ ン ドが 認 め られ た。 こ の説

明 と して,60kDペ プ チ ドがSDS-PAGEの 過 程 に お

い て 分 解 を 受 け,分 解 産 物 に対 して抗PPDs血 清 が 反

応 した と考 え られ る。

結 核 菌 ク ロー ニ ン グ タ ンパ クの抗 原 性 に つ い て は,多

くの 報 告 が な され て い る。Oftung17)ら は,ヒ トT細 胞

ク ロ ー ン に対 す るErdman株65kDタ ンパ ク の抗 原 性

を検 討 し,ヘ ル パ ーT細 胞 に 認 識 さ れ る こ とを示 して

い る 。Kaufmann18)は,結 核 菌 感 作 マ ウ ス で の末 梢 リ

ンパ 球 に,65kDタ ンパ ク反 応 性T細 胞 の割 合 が 増 加

して い る こ とを 述 べ て い る。 しか し,こ れ らほ と ん ど の

報 告 で は,宿 主 大 腸 菌 由来 の エ ン ド トキ シ ンの混 在 した

試 験 標 品 で 免 疫 活 性 を検 討 して お り,エ ン ド トキ シ ンの

干 渉 につ い て は考 慮 して い な い か,ま た は対 照 のback-

groundと し て しか 扱 っ て い な い。 私 た ち は,強 力 な

mitogen活 性 を 持 つ エ ン ド トキ シ ン混 在 に よ る相 乗 作

用 は,考 慮 す るべ きで あ る と考 え,す べ て の標 品 を エ ン

ド トキ シ ン除 去 カ ラ ムDetoxi-Gel処 理 し,ト キ シ カ

ラ ー テ ス トで 確 認 の うえ で実 験 に供 した。 今 回 の15kD

ペ プ チ ド(AT0l)はDTH型 皮 内反 応,リ ンパ 節 リ ン

パ 球 増 殖 反 応 と も にホ モ ロガ ス なM.tbc.AB感 作 動 物

に対 し,惹 起 抗 原 と してPPDs様 の作 用 を持 つ 一 方,

M.intracellulare,M.kansasii感 作 で は,比 較 的 反

応 が低 く,M.tbc.AB感 作 に特異 的 であ る こ とが 分 か っ

た。

しか し,60kDペ プ チ ド(AT201)は,DTH型 皮

内 反 応 で は,感 作抗 原 に よ る特 異 性 は認 め られず,非 特

異 的 な 惹 起 抗 原 と して作 用 して い た。 一 方,リ ンパ 節 リ
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ンパ球増殖反応では,非 感作動物 リンパ球に対 しても刺

激作用を示 した。 これは,(1)60kDペ プチ ド自体が

mitogen活 性 を持つ,(2)60kDペ プチ ドが細菌一般の

CAgの 性格 をもち,す でに他の菌のCAgに 感作され

た リンパ球を刺激した,(3)mycobacterial heat shock

 proteinは 細 菌のみならず,動 物抗原 との共通性 も報告

されており19)～21),この場合 自己応答性T細 胞を活性

化 した,な どが考えられ る。(3)の場合,リ ューマチな

どの自己免疫疾患とCAgと の関係 も議論されており,

現在,60kDペ プチ ドは診断抗原よりも,感 染防御や自

己免疫疾患の面か らの興味が持たれている18)22)～24)。非

感作動物に対 す る60kDペ プ チ ド(AT201)の,in

vivoのDTH型 皮 内反応 と,invitroの リンパ節 リン

パ球増殖反応の解離については,前 者は後者に比べて多

様な免疫細胞が関与 しているためと考えられるが,さ ら

に詳細な検討が必要である。

60kDペ プチ ド(AT201)の 菌体内局在については,

.M.leiprae65kDが 細 胞壁ペブチ ドグリカ ンに結合 し

ているとい う報告がある25)。今回60kDの ス クリーニ

ングに用いた抗体 は抗PPDs抗 血 清であり,PPDsは

菌体ではなく培養濾液から得られたものである。 しかし,

この60kDペ プチ ドは菌体に対す るモノクローナル抗

体でクローニングしたErdman株65kDタ ンパクと同

一であ った。 この説明 として,(1)培 養濾液に菌体自己

融解物 として溶出している,(2)60kDペ プチ ドが菌体

か ら遊離 しやすい構造で存在している,(3)60kDペ プ

チドには,15kDペ プチ ドに認められるシグナルペプチ

ドは認められなかったが,結 核菌特有の分泌機構により,

培養濾液中に分泌されている,な どの可能性が考えられ

る。

本邦における,現 在までの結核菌抗原遺伝子のクロー

ニングには,2つ の方法が取られている。1つ は大腸菌

で発現 したペプチ ドを抗体でスクリーニングする方法で

ある。この方法ではクローニングされるペプチ ドには,

(1)抗原活性があ り,(2)大 腸菌内でも安定して合成され

るペプチド,と いう制限がある。近年,新 しい方法とし

て,す でに物理化学的方法で,精 製 されたタンパクの

N末 端 ア ミノ酸配列を もとに合成されたDNAプ ロー

ブによるクローニングが行われている。この方法では,

(1)タ ンパクが精製 されたア ミノ酸配列が既知であるも

のに限 られ ること,(2)大 腸菌内で発現されるか否かが

不明であること,な どの問題があるが,す でに松尾,寺

坂 らは合成DNAプ ローブを用い,a抗 原26),MPB

5727),MPB6428)の クローニングを行っている。

結核菌感染免疫は,今 まで宿主 と菌体の相互関係,こ と

に宿主の反応の解析に重きがおかれてきた。分子生物学

的手法の発展によりクローニングされた結核菌タンパク

の免疫能,感 染防御能などが天然抗原と比較 して論じら

れ て い る。 しか し,結 核 菌 感 染 の菌 体 側 の 因 子 は,タ ン

パ ク抗 原 だ けで な く ワ ッ ク スD,コ ー ドフ ァ ク ター,

多 糖 体,ペ プ チ ドグ リカ ン等 のbiological responce

 modifier(BRM)因 子,細 胞 内 寄 生 に関 与 す る多 くの

因子 な ど,多 岐 に わ た って い る。 これ らさ ま ざ まの 因 子

の 中 で の ク ロ ー ニ ング ペ プ チ ドの位 置 付 けが 今 後 の 問 題

とな る で あ ろ う。

結 語

本 邦PPDsの 標 準 株Mycobacterium tuberculosis

青 山B株DNAラ イ ブ ラ リー を,プ ラ ス ミ ドベ ク タ ー

pUC18を 用 い て 作 製 し,抗PPDs抗 血 清 と反 応 す る

7個 の ペ プ チ ド抗 原 の遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ング した 。 す で

に塩 基 配 列,オ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ムを 報 告 した

15kDペ プ チ ド(AT01)を 発 現 す る ク ロ ー ン,pAT

01に 加 え,60kDペ プチ ド(AT201)を 発現 す る ク ロ ー

ンpAT201挿 入 遺 伝 子 に つ い て同 様 の検 討 を 行 った 。

デ ー ターベ ースで参 照 した と ころ,60kD構 造 遺 伝 子 は,

い わ ゆ るmycobacterial heat shock proteinの1つ

と高 い 相 同 性 が 認 め ら れ た 。 前 報 のpAT01と 今 回 の

pAT201の 発 現 ペ プ チ ドは,そ の 発 現 機 構 か ら,融 合

タ ンパ クで は な く結 核 菌 ペ プ チ ドの み か ら構 成 され て い

る と考 え られ た 。 そ こで,DEAEク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

とエ ン ド トキ シ ン除去 カ ラム を用 いて 組 換 え 大 腸 菌 か ら

の15,60kDペ プ チ ド(AT01,AT201)の 精 製 を 試

み,こ れ ら に 対 して,15kDペ プ チ ド(AT01)は,

PPDsに 類 似 した 特 異 性 を 持 つ 惹 起 抗 原 で あ る こ とが

分 か っ た。 一 方,60kDペ プ チ ド(AT201)は 結 核 菌

以 外 の抗 酸 菌 感 作 動 物 に,非 特 異 的 に反 応 す る のみ な ら

ず,invitroで は 非 感 作 動 物 の リ ンパ 節 リ ンパ 球 に も

mitogen活 性 を示 し,bacterial common antigenと

して の免 疫 学 的特 徴 を持 っ こ とが分 か っ た。 さ らに,こ

れ ら リコ ン ビナ ン トペ プ チ ドの結 核 菌 感 染 に お け る他 の

細 菌成 分 との相 互 関係,本 邦 に お け る結 核 菌 タ ンパ クの

ク ロー ニ ン グに つ い て文 献 的 に考 察 した。
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