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According to the recent progress of biotechnology , it has become theoretically possible 
to understand every biological phenomenon by the term of "gene" . In mycobacteria, the

 first successful application of the technology was made in the field of Leprosy . Difficulty 
of cultivation of M. leprae stimulated to introduce the technology into the study field; for 

instance, gene cloning of various kinds of leprosy bacillus protein were succeeded
, and the 

existence of yd—type T cells responding to the proteins were reported . Following them, gene 
technology has been introduced into the research field of tubercle bacillus .

By this time, one of the most remarkable success of DNA technology in tuberculosis 

was seen in the field of "DNA probe diagnosis" . PCR technique will be practically applied 

soon into this field. This topic of diagnosis should be included in this symposium
, but it 

was excluded this time, simply because that the diagnosis techniques were the topics of the 

symposium of Tuberculosis Society Anuual Meeting held in the last year .

The first two papers in this symposium deal with the applications of gene technology to 

the mycobacteria, and the second two to the host . Through these papers presented by young 

professors, the chairman hopes that we could learn new aspects of tuberculosis research, and 

that it could contribute to eradicate tuberculosis from the earth in the future .

*From the National Institute of Health , 2-10-35 Kamiosaki Shinagawa-ku Tokyo 141 Japan.
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1. BCGの 宿 主 ・ベクター系 の樹立 とその応用

水 口 康雄(産 業医科大学 ・微生物学教室)

2.　抗酸菌の抗原性蛋白質の研究

山田 毅(長 崎大学歯学部)

3.　ミコバクテ リアの感染防御におけるγ/δT細 胞の関与

吉開 泰信(名 古屋大学医学部 ・病態制御研究施設)

4.　 サ イ トカイ ンの遺伝子工学 とその応用

高津 聖志(熊 本大学医学部・免疫医学研究施設)

バイオテクノロジーの目覚ましい進展により,ヒ トを

含むすべての生物現象を,遺 伝子のレベルで理解するこ

とが可能になってきた。今後当分の間,こ のような方向

が医学牛物学の一つの大きな主流となるだろう。

抗酸菌研究領域において,遺 伝子工学の恩恵を最初に

享受 したのは,痛 の研究である。癩菌が培養不能である

こと,し かしアルマジロやヌー ドマウスで増殖可能であ

ることが,癩 菌蛋白遺伝子のクローニングから,ス トレ

ス蛋白応答性のγδT細 胞の発見へと展開するエネルギ

ー源となった。それを追う形で,結 核菌研究への遺伝子

工学の導入が進められてきたといってよいだろう。

現在結核の領域で遺伝子工学のもっとも顕著な応用例

は 「DNAプ ローブ診断」に見 られる。なお種々改善の

余地を残 してはいるが,す でに診断キットが開発され,

実 用化 の段階に達 している。さらにPCR法 を用いて極

く微量の結核菌を検出できる日も遠 くないと思われる。

この領域の問題も,こ のシンポジウムで取り上げたいと

思ったが,昨 年の本学会総会シンポジウムで 「結核菌検

査法の進歩」を取 り上げたので,今 回は除 くことにした。

ここで取り上げた4題 は,5題 が結核菌側の問題 あ

と2題 が宿主側の問題を取り扱っている。菌側の問題に

ついては,結 核菌蛋白遺伝子のクローニングが進んでお

り,そ の遺伝子の構造からそれら蛋白のあるものが熱シ

ョック蛋白であることも知 られるようになった。 しか し

ここでは問題を絞って,BCGへ の遺伝子導入による抗

原変換技術によって新しいワクチンの開発を目指す研究

を取 り上げることとした。一方,宿 主側の問題は極めて

多方面にわたるが,感 染防御に関わる宿主の細胞性エフ

ェクターとして,細 胞内寄生菌のストレス蛋白に対する

γδT細 胞応答の問題と,0性 サイトカインのネットワ

ークの中のIL-5/IL-5レ セ プターの問題 とを取り上

げることとした。4人 の演者 として,そ れぞれの領域で

世界の最先端を歩みつつある若い教授たちを並べ得たこ

とを座長として喜びたい。

内容は各演者の抄録のとおりである。4つ の講演を通

して,結 核関連領域におけるこの2,3年 の遺伝子工学

の目覚ましい展開の現状を学び,ま たそれが将来,地 上

の結核撲滅へと結び付 くことを夢み,期 待 したいと思う。
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III-1. ESTABLISHMENT OF A HOST–VECTOR SYSTEM IN 

 MYCOBACTERIUM BOVIS BCG

Yasuo MIZUGUCHI*, Hatsumi TANIGUCHI , Takezo UDOU, QIN Ming Hui,
Yoshitaka GOTO and Tohru TOKUNAGA

(Received for publication June 20, 1991)

The recombinant plasmids , pYT 72 and pYT 92, were generated from a mycobacterial 

plasmid, pMSC262, and a Escherichia coli plasmid, pACYC177. These plasmids were capable 

of replication, and of stable maintainance in Mycobacterium bovis BCG when introduced by 

electroporation technique. Efficiency of transformation was about 104 transformants/

ƒÊg DNA, and was the highest in the phage sensitive mutants (S-10 , S-20) isolated from 
BCG Tokyo strain. We have also isolated transformable mutants from rapidly growing bac -

terium, M. smegmatis strains Jucho and TMC1533 .

By isolating deletion mutants from pYT72/92 , we could determine the location of 
replication region of pMSC262 within a 2.3 kb Pst I-Hind III fragment . Using this 
fragment, we constructed "mini" shuttle plasmid pYT937 (5.9kb in size) which possesses 
kanamycin and ampicillin resistance markers and replicates in both E . coli and Myco
bacterium.

Nucleotide sequence analysis of the replication region revealed that there are 2 potenti al 
coding regions which contain more than 200 amino acids . The largest one (ORF1) which 
codes 311 amino acids, however, lacks Shine-Dalgarno like sequence in the upstream and 

therefore may not be functional . The other coding region (ORF2) contains 260 amino acids

*From the Department of Microbiology
, University of Occupational and Environmental

Health, Japan. Iseigaoka, Yahatanishiku , Kitakyushu 807 Japan.
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and was preceded by Shine-Dalgarno like sequence. Upstream of the ORF2, there were 

several repeat sequences which may be important in the plasmid replication. GC content of 

the 2.3kb fragment was 69.8%.

Key words: Host—vector system, Myco

bacterium bovis BCG, Recombinant DNA 

technology, Transformation

キーワーズ:宿 主 ・ベクター系,牛 型結核菌BCG,

遺伝子組換え技術,形 質転換

は じめ に

抗酸菌の遺伝学の研究は以前から行われてきたが,大

腸菌の宿主 ・ベクター系を用いたクローニングなどの,

いわゆる遺伝子工学の技術を用いた研究が導入されるよう

になった198%年 頃 を境 に,大 きな変化と発展を遂げ,

重 要 な発見が毎年 のように報告されるようになってき

た1)。 しか し大腸菌のシステムを用いる限 り,抗 酸菌の

限られた遺伝子のみしか発現されず,多 くの重要な遺伝

子(群),例 えば多糖体や脂質の合成に関する遺伝子な

どの解析は不可能であることも同時に明らかになってき

た。

クローン化された遺伝子が大腸菌で情報発現を行 うた

めには,そ の遺伝子の上流に存在するプロモーター部が

大腸菌によって認識可能な構造でなければならず,抗 酸

菌の遺伝子の多 くは大腸菌では働かない。 したがって抗

酸菌の遺伝子の構造や情報発現のメカニ-ズム等を明 らか

にするには抗酸菌自体の宿主 ・ベクター系を開発する必

要がある。

一方
,抗 酸菌特にBCGを 宿主とするベクターが開発

されれば,BCGに 種 々な微生物由来の感染防御抗原の

遺伝子を組み込むことによって多用途ワクチンの開発の

可能性が開かれることになる2)。このようなことか ら,

い くつかの研究室でBCGやM. smegmatisを 宿主と

するベクター系の開発が試みられてきた3)～5)。われわれ

も数年前から努力を重ねてきた結果,こ れらの菌および

大腸菌の双方で複製可能なシャトルプラス ミドを作成す

ることができたので,そ の概略について報告する。

材料と方法

菌 株,フ ァー ジ お よ び培 地:抗 酸 菌 と して はMycobac-

terium bouis BCG東 京株,M. smegmatisのATCC

 607, Jucho, TMC 1533株 を含 む教 室 保 存 株,大 腸 菌 に

はK12株 のderivativeで あ るC600株 を 主 と して用 い

た 。 マ イ コバ クテ リオ フ ァー ジ と して はD29, L1, L2,

 L5を 使 用 した。 抗 酸 菌 用 の 培 地 と して は小 川 培地 お よ

びMiddlebrook 7H9, 7H10を 用 いた 。

プ ラ ス ミ ド:M.scrofulaceum W262C由 来 の プ ラ ス

ミ ド,pMSC262(サ イ ズ 約17kb)お よ び大 腸 菌 の プ

ラス ミ ドpACYC177を 用 いた 。

フ ァ ー ジ感 受性 変 異 株 の分 離:BCGを50μg/mZの ニ

トロ ソ グ ア ニ ジ ンで 処 理 した後,7H00培 地 で コ ロニ ー

を 作 らせ た 。 こ の コ ロ ニ ー を あ らか じめD29フ ァ ー ジ

を ま い た寒 天 培 地 に レプ リカ法 を用 いて 移 し,増 殖 で き

な か った コ ロニ ー を拾 って,再 度 フ ァー ジ感 受 性 を調 べ

る方 法 に よ り変異 株 を分 離 した。

組換えDNA技 術:プ ラスミドの菌体よりの分離,制

限酵素によるDNAの 消化,DNAの 組換え,形 質転換

などは通常の方法によった6)。制限酵素などの試薬は主

として宝酒造より購入 したものを使用した。BCGお よ

びM. smegmatisに プラスミドを導入するための形質

転換法 と して は,島 津SH-1も し くはBio Rad社

Gene Pulserを 用いた電気穿孔法により行った。

DNA塩 基 配列 の決 定:M03フ ァー ジを用 い たdideoxy

法7)に よ った 。 す な わ ち抗 酸 菌 に お け るプ ラス ミ ドの複

製 に必 要 な部 分 を含 む2.5kbのDNA断 片 をM13mp18

お よ びM13mp09フ ァ ー ジ に 接 続,宝 酒 造 のkilo

 sequence deletion kitを 用 いて 種 々の 欠 損 変 異 株 を 分

離 し,各 々 に つ い て塩 基 配 列 を決 定 した。 デ ー タの 解 析

は 日立 ソ フ トウ ェア のDNASISを 用 い て行 った。

結 果

BCGよ りファージ感受性変異株の分離:当 初の予想で

は,抗 酸菌を宿主とするベクター系を開発するためには,

(1)宿主 菌が導入 され る異種微生物由来のDNAを 制 限

することのないようなものであること,(2)高 率 にDNA

を取 り込むことが出来るような形質転換法を確立するこ

と,(3)抗 酸菌内で安定に複製 しかっ選択のためのマーカ

ーを有するプラス ミドを作成すること,の3っ のハード

ルを越えねばならないことが考えられた。 この点に関 し

ては,M.smegmatis ATCC607やJucho株 は事実

上すべてのマイコバクテリオファージに感受性であり

DNAの 制限系を持 たない菌と考えられたが,BCGに

関 してはいくっ ものファージに対 して感受性が低く,お

そ らく制 限系を有 しているものと思われた。そ こで

BCGか ら制限系を欠失 した変異株を分離することを目
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的としてニ トロソグアニジンによる処理を行い,大 多数

のファージに対 して感受性がATCC607と 同様に上昇

した変異株,S-10,お よびS-20株 を分離 した。

組換えプラスミドpYT72/pYT92の 作 成とBCGの 形

質転換:こ れまで知られている抗酸菌のプラス ミドはい

ずれ も選択 のた あのマーカーを持たないため,そ のま

まで はベ ク ター と しては使用で きない。ところが

Snapperら3)に よ りBCGに お ける形質転換には,電

気穿孔法が有効であること,大 腸菌の薬剤耐性遺伝子が

BCGで も働き得ること,な どが示されたので,わ れわ

れはMscrofulaceum由 来のプラスミド,pMSC262

と大腸菌由来のカナマイシンおよびアンピシリン耐性遺

伝子を有するプラスミド,pACYC177か らFig .1に 示す

ような組換えプラスミドpYT72お よびpYT92を 作成

し,BCGに 対 する形質転換を試みた。 これらのプラス

ミドはいずれも同 じDNA断 片 よりなるが,組 み込ま

れた方向が逆になっている。

これ らの組換えプラスミドを電気穿孔法によりBCG

S-10株 に導入 してカナマイシン耐性の形質転換細胞が

出現するか否かを調べたところ,Fig.2に 示 すように電気

により穿孔を行ったサンプルからは多数のカナマイシン

耐性のコロニーの出現が見 られたが,プ ラスミドを加え

ても穿孔を行わなかったサンプルか らは全 く耐性菌の出

現は認められなかった。

この耐性菌の出現が形質転換によるものであり,単 な

る突然変異によるものでないことを確認するため,こ れ

らの菌におけるプラスミドの存在を確かめたところ,形

質転換に用いたものと全 く同 じサイズのプラスミドが存

在すること,制 限酵素による切断のパターンも全く同じ

であることが判明した。またカナマイシン耐性はきわめ

て安定であり,継 代培養を繰 り返 しても感受性の菌はほ

とんど出現 しないことも明らかになった。

以上のことから,pMSC260とpACYC177よ り作成

した組換えプラス ミドpYT72/92はBCGお よび大腸

菌の両方で複製が可能であること,大 腸菌のカナマイシ

ン耐性遺伝子がBCGで も情報発現が可能であること
,

BCGに お ける複製はきわめて安定であり,ま た複製の

過程においてDNAに ほとんど変化は起こっていない

らしいこと,な どのことが明 らかになった。

ま た これ らの形 質 転 換 細 胞 が 示 す 薬 剤 耐 性 の パ ター ン

を 見 る と,カ ナマ イ シ ン,ネ オ マ イ シ ン,パ ロモ マ イ シ

ン,リ ビ ドマ イ シ ン,お よ び ブチ ロ シ ンに耐 性 で あ り
,

一 方 ゲ ン タ ミシ ンお よ び ア ミカ シ ンに は感 受 性 を示 す な

ど,pACYC177を 保 持 す る大 腸 菌 の 耐 性 パ タ ー ン と全

く同 じで あ る こ とが 判 明 した 。

次にBCG東 京 株およびこれより分離 したS-10,S

Fig. 1. Construction of pMSC262:: pACYC177 recombinant 

shuttle plasmids
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A B

Fig. 2. Transformation of BCG S-10 with shuttle plasmid pYT72 

with (A) and without (B) electroporation

Fig. 3. Deletion mapping of the replication region of pk1SC262

-20株 ,パ ス ツ ー ル株 に つ い て 形 質 転 換 の 効 率 を 比 較

した。 そ の結 果,す べ ての 株 が 形 質.転換 能 を 持 つ こ とが

判 明 した が,そ の率 はS-10お よ びS-20が 最 も高 く,

つ い で 東 京株 が続 き,バ スッ ー ル株 につ い て は理 山 は 不

明 で あ る が最 も低 い こ とが知 られ た.ま た 初 期 の頃 はS

-10株 を 用 い て も プ ラ ス ミ ドDNA1μg当 た り102～

103の 形 質.転 換 細 胞 が 得 られ る 程 度 で あ った が.BCG

の 前 培 養 の 口数 や電 気 穿孔 を 行 う際 の 条 件 を 種 々検討 し

た 結 果,プ ラ ス ミ ドDNA1μg当 た りの 効 率 を10t程

度 に高 め る こ と が可 能 と な った.

M. smegmatisに お け る 形 質 転 換:宿 主術菌 と して の

BCGは 発 育 が 遅 く,コ ロニ ー の 出現 ま で に3週 間 程 度

を必 要 とす るた め,M. smegmatisを 宿 主 と して川 い

る こ とが で きれ は い ろ い ろ 便 利 な こ とが期 待 で き る そ

こ でATCC607, Jucho, TMCl533な と の 菌 株 を 用 い

て形 質 転 換 を試 み た が,い ず れ の 菌 か ら も全 く形質 転 換

細 胞 は 得 られ な い こ とが 判5明 した。 しか し,Juchoお

よ びTMC1533株 か らSnapperら8)が 開 発 した 方 法 を

用 い て 変 異株 を 分離 した と ころ,い ず れ もpYT72に 対

して 高 頻 度 に 形 質 転換 が 行 わ れ る こ とが 見 い だ され た.

こ の よ う に して 得 られ た 菌 株 を そ れ ぞ れJI5C. TMC

1533Cと 命 名 した。
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Fig. 4. The structural map of shuttle plasmid pYT 937 

Kmr: kanamycin resistance gene 

Ampr: ampicillin resistance gene

抗酸菌における複製開始領域の同定とミニプラスミドの

作成:以 上のようにBCGお よびM. smegmatisの 変

異株を用いることにより,pYT72/pYT92を 高い頻度

で導入することが可能となった。またこれらの菌で組換

えプラスミドは安定に複製され得ることが判明した。 し

かしなが ら,こ れ らのプラス ミドは,そ のサイズが約

17kbと 大 きいこと,ま た各種の制限酵素感受性点を多

数有するなど,そ のままではベクタープラスミドとして

使いづ らい。

そこで次に,抗 酸菌で複製す るのに必要な最小限の

領域をpMSC262の なかか ら取 り出 し,こ の ものを用

いて,よ り小さくしかも使いやすいベクタープラスミド

を作成することを試みた。方法としては,pYT72お よ

びpYT92か ら制限酵素感受性部位を利用 して種々の欠

損変異株を分離 し,大 腸菌で増殖させた後,BCGに 導

入 し,こ れ らのプラスミドの複製能を調べることにより

必要な部分の同定を行う方法を取った。

そ の結 果,Fig.3に 示 す よ うに,ま ずA領 域 として表 示

したPst I-Hinc IIの 約215kbの 中 に 複 製 に 必 要 な

領 域 が 含 まれ る こ とが 判 明 した 。 さ らに この 中 のHinc

 II-Hind IIIの約0.2kbは 不 必 要 で あ る こ と が 判 明 し

た が,残 り の2.3kbの う ち,複 製 の た め に必 要 な 最 小

限 度 の領 域 が ど の程 度 の長 さ を持 たね ばな らな いか は今

の とこ ろ不 明 で あ り,今 後 の検 討 が 必 要 で あ る。

いずれにせよ抗酸菌における複製に必要な領域が,こ

の5.3kbの 中 に存在す ることが特定できたので,こ の

DNA断 片 を使 ってベクタープラスミドを作成すること

とし,最終的にFig.4に 示すようなプラスミドpYT937を

作成 した。 このものは,抗 酸菌の中で複製するのに必要

なpMSC262由 来 の2.3kbの 断片とpACYC177,お よ

びその両者を結合するためのpUC19の 断片よりなるが,

全体 として5.9kbの 大 きさである。また大腸菌および

抗酸菌の両方で複製可能,か っ大腸菌ではアンピシリン

耐性 とカナマイシン耐性が,抗 酸菌ではカナマイシン耐

性が選択のためのマーカーとして使用可能である。現在

このベクターを使用 していろいろな微生物由来の遺伝子

を抗酸菌に導入 し,こ れらの遺伝子の情報発現について

検討中である。

複製 開始 領 域 の構 造:つ ぎ に この抗 酸 菌 で の複 製 に必 要

な領 域 の構 造 を決 定 す る作 業 を行 った。 塩 基 配 列 の 決 定

はM13フ ァー ジを用 い たdideoxy法 で行 っ た。 そ の 結

果,PstI-Hinc II断 片 の長 さ は2,504bpで あ り,不

要 な 部分 を 除 い た領 域,Pst I-Hind IIIは2,294bpで

あ る こ と が 判 明 した。 ま たGC含 量 は69.8%と 抗 酸 菌

特 有 の高 いGC比 を示 した。

この領 域 内 に遺 伝 子 と して働 い て い る可 能 性 を もっ オ

ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム(ORF)を 探 した と こ ろ,

2個 見 い だ され た が,そ の うち最 も大 き い もの は ア ミノ

酸 に して311個,分 子 量3318kdの 蛋 白 を コ ー ドす る大

き さ を 有 して い た 。 た だ し,こ のORFは 上 流 部 分 に
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Shine-Dalgarno様 配 列 を 持 た ず 実 際 に稼 働 して い る

か 否 か は不 明 で あ る。

第2のORFは ア ミノ酸 に して260個,分 子量28.9kd

の 蛋 白 を コ ー ドす る 大 き さ を有 し,上 流 部 分 にShine

-Dalgarno様 構 造 を 持 って い る こ とが 判 明 した。 し

たが って 実 際 に 働 い て い る 可 能 性 が あ る も の と思 わ れ

た。 ま た この 遺 伝 子 の さ ら に上 流 部 分 に は数 多 くの繰 り

返 し構 造(direct repeat, inverted repeat)が 見 い だ

され た。 プ ラ ス ミ ドの 複 製 開 始 点 に は この よ うな繰 り返

し構 造 が 多 くみ られ る と いわ れ て お り,お そ ら く この 部

分 がpMSC262に お け る複 製 の 開 始 点 で あ ろ う と思 わ

れ る。

な お抗 酸 菌 の プ ラ ス ミ ドで 同 様 に シ ャ トル プ ラ ス ミ ド

と して 用 い られ,複 製 開 始 点 の 構 造 が 明 らか に され て い

るM. fortuitum由 来 のpAL5,000と,わ れ わ れ の プ

ラス ミ ドの間 に構 造 上 の類 似 点 が あ るか 否 か につ いて 検

討 したが,全 くホ モ ロ ジ ー は認 め られ な か った 。

考 察

遺伝子工学の手法を用いた抗酸菌の研究は近年大きな

進歩を遂げているが,こ れらの研究はその内容か らいっ

て,大 きく次の3つ のカテゴリーに分けられるように思

われる。

その1は 抗酸菌の遺伝子の構造や機能に関する研究で

ある。 これまでに結核菌,BCGを 含 む牛型菌,ら い菌

などから数多くの蛋白抗原遺伝子が分離され,そ の構造

が決定されて きた1)。その中には,抗 酸菌の感染 ・免疫

に重要な役割を演 じている可能性が高い,い わゆるス ト

レス蛋白の遺伝子なども含まれている。また最近では,

superoxide dismutaseやaroA9)10)な どの機能がわ

かった酵素蛋白遺伝子 もクローニングされ,そ の構造が

明らかにされつつある。

また,現 在のところは全く解析されていないが,近 い

将来,結 核菌やらい菌の病原性を支配する遺伝子や感染

防御に関与する遺伝子の研究,薬 剤耐性を支配する遺伝

子などについても研究が行われるようになるものと思わ

れる。

これまでに解析された抗酸菌の蛋白抗原遺伝子は,い

ずれも大腸菌の宿主 ・ベクター系を用いて分離 されたも

のであるが,抗 酸菌の遺伝子を大腸菌の宿主 ・ベクター

系のみで解析するのには限界があることも次第に明らか

になってきた。すなわち,(1)大 腸菌の系で情報発現が行

われるのは,抗 酸菌の遺伝子の中でも限られた少数のも

のだけである,(2)使 用 コドンなどの関係から,大 量の遺

伝子産物を作 らせるにも不適である,(3)複 数の遺伝子の

情報発現が必要な多糖体や脂質の合成に関与する遺伝子

の研究にも向いていない,な どである。

そこで,こ れ らの欠点を補うため,第2の 研究の方向

として抗酸菌自体を用いた宿主.ベ クター系の作成が試

み られ,こ れまで にい くつかのものが報告されて き

た3)～5)。抗 酸菌の宿主 ・ベクター系はさらにBCGを ベ

ースとする多用途ワクチンの開発にもつながることから

大 いに注目を引いているが,BCGを ベースとする多用

途 ワクチンで最 も可能性が高いのは,ら いのワクチンで

ある。

近年Convitら11)に よ って,ら い菌の死菌 とBCG

生菌 の投与によりらいの病状が好転 したという報告がな

され,ら い菌を使 ったワクチンの可能性が示されている。

もしこのような組合せがほんとうにらいのワクチンとし

て有効であれば,そ の必要性はきわめて大きいことにな

る。 しかし未だに培養ができないらい菌から感染防御に

必要な抗原を大量に得ることは困難であり,も し遺伝子

をBCGに 組 み込むことにより安価でかっ有効なワクチ

ンを作成することができればきわめて有用であろう。

第3の 研究領域 としては菌種特異的なDNAプ ロー

ブなどを用いた抗酸菌の分類および同定に関するものが

挙げられる。 これらの技術を用いることにより,迅 速か

っ正確な同定が可能になることが予測されている。

このような背景から,わ れわれもこの数年来,抗 酸菌

および大腸菌の両菌で複製可能なベクターの開発につい

て検討を行ってきたが,本 報告に述べたように抗酸菌の

プラスミドpMSC262と 大腸菌のプラスミドpACYC

177か ら作成 した組換えプラス ミドがこの要求を満足さ

せることを見いだした。

さらに,pMSC262の なかで抗酸菌で複製するのに必

要な領域を同定 し,こ の部分を用いて小さいシャトルプ

ラス ミドpYT937を 作 成す ることができた。今後はこ

のプラスミドを用いて,種 々の微生物由来の遺伝子を抗

酸菌に組み込み,こ れらの遺伝子の情報発現について検

討を行っていく予定である。
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III- 2. STUDY ON RECOMBINANT BCG

Kazuhiro MATSUO, Ryuji YAMAGUCHI, Akihiro YAMAZAKI, Kunihiro TERASAKA ,
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Hideharu YUKITAKE, Komei KOBAYASHI,

Naoya OHARA and Takeshi YAMADA*
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For the purpose to establish the system to express foreign antigen from Mycobacterium 

bovis BCG. We have cloned, sequenced and expressed genes for secreting proteins , a antigen,
 MPB64, MPB57 and MPB70 from M. bovis BCG. The upstreams and structural genes were 

characterized. The gene for a antigen of Mycobacterium kansasii was also characterized . 
The gene for a antigen of M. kansasii (k-a) was chosen for the further study at first . This 
gene was fused with shuttle plasmid PIJ666—PAL 5000 obtained from T. Kisser and 
transfected to M. bovis BCG (Tokyo) . Transformant was obtained by a selection with 
kanamycin. It was able to secrete k—a antigen.

*From the Nagasaki Univercity , School of Dentistry, 7-1 Sakamoto-machi, Nagasaki 852 

Japan.

―53―



616 結 核　第66巻　 第9　 号

DNA—containing a B—cell epitope (Glu-12-Leu—Asp-Arg-Trp-Glu—Lys—Ile-19) of 

human immunodeficiency virus type 1 P17 gag was fused to this vector at C terminal of 

k a. Using this vector, we have succeeded to express foreign antigen in M. bovis BCG. 

The products were analyzed in one or two dimensional electro-phoresis. The results 

thus obtained will be reported eleswhere.

Key words: Secreting proteins キーワーズ:　分泌蛋白質

緒 言

BCG生 ワ ク チ ン の 分 泌 蛋 白質 遺 伝 子 と難 病 の 予 防抗

原 の 遺 伝 子 をつ な ぎベ ク タ ー に挿 入 しBCG生 ワ クチ ン

に感 染 させ,こ れ を ヒ トに接 種 す れ ば ヒ トの 体 内 で 外 来

抗 原 を絶 え間 な く分 泌 す る こ と に な る。 この 系 は抗 原 を

精 製 す る必 要 は な く,そ の上BCG菌 の ア ジ ュバ ン ト効

果 と相 乗 作 用 を発 揮 し有 効 な ワ ク チ ンと な るで あ ろ う。

分 泌 さ せ る こ との 意 味 は3っ あ る。1)外 来 の抗 原 を

BCG菌 が 破 壊 す る可 能 性 を 除 去 す る。2)外 来 の抗 原

が毒 性 を発 揮 してBCG菌 を殺 す可 能 性 を除 去 す る。3)

マ ク ロ フ ァー ジ内 で 菌 体 か ら分 泌 され る蛋 白質 はMHC

class Iのpass wayで 抗 原 提 示 さ れ る 可 能 性 が 高

い1)2)。 こ れ は キ ラ ーT細 胞 に識 別 され る。 ウイ ル ス感

染症 の予 防 ワクチ ンを 作 るの に重 要 な 系 とな るで あ ろ う。

以 上 述 べ た 目的 を 達 成 す るた め,ま ず 分 泌 蛋 白 質 の抗 原

遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ング し,そ の 構 造 を 解 析 す る研 究 を 始

め た。

方 法

菌 株: Mycobacterium bovisBCG東 京 株,Myco-

bacterium kansasii ATCC12478はSauton培 地 で

培 養 した。Escherichia cozi JM109はLbrothで 培

養 した 。BCG形 質 転 換 の実 験 に は ア ル ブ ミ ンー デ キ ス

トロー ス と0.05%Tween80を 含 むMiddle Brook

7H9ブ イ ヨ ンを 用 い た。

試 薬:制 限 酵 素 ラ イ ゲ イ シ ョ ンキ ッ ト,KpnIリ ンカ

ー は宝 酒 造 株 式 会 社(日 本)か ら購 入 した。 パ ー オ キ シ

ダー ゼ結 合 の羊 の抗 ウ サ ギIgGと 抗 マ ウ ス抗体 はDako

株 式 会 社(デ ンマ ー ク)とBio-Rad Laboratories

か ら購 入 した。

プ ロ ー ブ の作 製:精 製 抗 原 のN末 端 ア ミノ酸 配 列 の 決 定

に は,470gas-phase protein sequencer(Applied

 Biosystems Inc.)を 使 用 した。 これ を コ ー ドす る オ リ

ゴヌ ク レオ チ ドは370A DNA synthesizer(Applied

 Biosystems Inc.)に よ って合 成 した。 これ を32Pで ラ

ベ ル し た 。 約100pmolの プ ロ ー ブ と50mM Tris-

HCI(pH7.5)10mMMgCl2, 10mMDTT,0.66

μM ATP, 100μC(γ-32P)ATP 15UのT4ポ リヌ ク

レ オ チ ドキ ナ ー ゼ を 含 む30μlの 反 応 液 を37℃2時 間

反 応 さ せ た。

サ ザ ンハ イ ブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン:分 離 精 製 したDNA

約3μgを 制 限 酵 素 で 完 全 消 化 し0.8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル

電 気 泳 動 に よ り分離 した後0.5NNaOH, 1.5NNaC1

で 変 性 し,ジ ー ン ス ク リー ン,ナ イ ロ ンメ ンブ レ ンフ ィ

ル タ ー に移 した 。 この フ ィル ター を37℃16時 間乾 燥 さ

せ た 後106cpmの32Pプ ロ ー ブ を 含 む5×SSC(1×

SSC=0.15MNaC1,0.0.15Mク エ ン酸 ソ ー ダ,5×

デ ンハ ル ト溶 液,0.1%SDS)に 浸 した。55℃16時 間

ハ イ ブ リダ イ ゼ イ シ ョンを 行 った 。 そ の 後 フ ィル ター を

2×SSC-0.1%SDSで15分50℃ で 洗 浄 し,さ らに

0.1×SSC-0.1%SDSで15分48℃ で 洗 浄 した 。乾 燥

後 オ ー トラ ジオ グ ラフ ィー を行 っ た。

DNAク ロー ニ ング:制 限 酵 素 で 切 断 したDNA断 片 を

0.8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル電 気 泳 動 で 分 離 した後 必 要 な長 さ

の 断 片 をDE81ろ 紙 に吸 着 させ,こ れ を50mMTris-

HC1(pH7.5)で 洗 浄 し50mM Tris-HCI (pH7.5),

 2MNaClで 溶 出 した。 このDNA断 片 を ク ロ ロ ホ ル ム

と フ ェ ノ ール で 処 理 した後,エ タ ノー ル で沈 殿 さ せ た。

プ ラス ミッ ドベ ク タ ーPVC18を 適 当 な制 限酵 素 で処 理

し,バ ク テ リアの アル カ リフ ォ ス フ ァ ター ゼ で脱 リン酸

を行 っ た 。 こ れ に ラ イ ゲ イ シ ョ ンキ ッ ドDNA断 片 を

挿 入 した。 形 質 転 換 は宝 酒 造KKの コ ン ピー テ ン トE.

coli JM109に 行 っ た。0.1mM isoprophyl-β-D-

thiogalactopyranoside(IPTG)と0.004%5-bro-

mo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactosideと ア

ン ピ シ リ ンを含 む プ レー ト上 で 増 殖 させ た。 ア ンピ シ リ

ン耐 性 の 白 い コ ロ ニ ー を 分 離 し た 。 こ の コ ロ ニ ーか ら

32Pで ラ ベ ル し た プ ロー ブ とハ イ ブ リ ッ ドを作 る も の を

分離 した。

DNA塩 基 配 列 決 定:ク ロー ニ ング したDNA断 片 を

PUC18に サ ブ ク ロー ニ ン グ した後,ダ イ デ オ キ シ法 に

て 塩 基 配 列 を 決 定 した。

発 現:遺 伝 子 に合 成 ア ダ プ ター を両 端 に結 合 さ せ た後,

pKK233-2に 挿 入 した。

免 疫 学 的 方 法:ポ リ ク ロナ ル抗 体 は500μgの 蛋 白 質 を
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Freund incompleteア ジ ユバ ン トと と も に ウサ ギ に4

回,4週 間 間 隔 で 皮 内 に注 射 して 得 た 。

モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体:BALB/C4週 マ ウ ス に100μgの

蛋 白質 をFreund Incompleteア ジ ュバ ン トと と もに

足 底 の 皮 下 に注 射 した 。2週 間後 に も う一 度 同 じ く注 射

した 。1カ 月 後 リン酸 バ ッ フ ァー 中 の 蛋 白質 を腹 腔 に注

射 した 。3日 後 に 脾細 胞 を と りポ リエ チ レ ン グ リ コ-ル

で ミエ ロー マ ー 細胞 と融合 させ た。

ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト:TE(10mM Tris-HCI (pH

8.0), 1mM EDTA)緩 衝 液 中 の 菌 体 を 超 音 波 処 理 し

12,000rpm,15/分 で 遠 心 し溶 出 液 を 得 た 。 こ れ を15

%SDS-PAGEに て 電 気 泳 動 した後 ニ トロ セ ル ロ ー ス

メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー に 移 した。30mM Tris-HC1

(pH7.4)-75nM NaCl-1%牛 血 清 中 で 振 盪 し非 特 異

的 吸 着 を ブ ロ ッ ク した 。 そ の 後,希 釈 血 清 で8℃3時

間 処 理 した。 次 いで パ ー オ キ シ ダ ーゼ 結 合 の 羊 の 抗 ウサ

ギIgGと 反 応 さ せ た。 最 後 に4-chloro-1-naphtho1

0. 02% H2O2と 反 応 さ せ た。

分 泌 ベ ク タ ー:大 腸 菌 と 抗 酸 菌 の シ ャ トル ベ ク タ ー

(PIJ666-PAL5000)ラ イ ブ ラ リー はT.Kisserか ら

分 与 され た。

HIV-1P179agB細 胞 エ ピ トープ 分 泌 ベ ク ター:P17蛋

白 の 一 次構 造 は既 に発 表 され て いる。この蛋 白 のい ろい ろ

な 領 域 を コ ー ドす るDNAを 合 成 した。 こ のDNAを

PVR292の iBamH1-PstIサ イ トに 挿 入 した。 こ の

ベ ク ター は この遺 伝 子 をEcoZεEQ192の 中 で β-ガ

ラク トシ ダ ー ゼ の融 合 蛋 白 と して 発 現 させ る こ とが で き

る 。 抗-P17gagモ ノ ク ロ ナ ル抗 体 を使 用 しウ エ ス タ ン ブ

ロ ッ トに よ りこ の融 合 蛋 白質 の 発 現 を 確 認 した 。

結 果

1. BCG菌 のa抗 原3)

精 製 α抗 原 のN末 端30個 ア ミノ 酸 配 列 はPhe Ser

 Arg Pro Gly5 Leu Pro Val Glu Tyr10 Leu Gln

 Val Pro Ser15 Pro Ser Met GlyArg20 Asp Ile Lys

 Val Gln25 Phe Gln Ser Gly Gly30で あ っ た。 これ に

対 す る プ ロー ブを2っ 合 成 した。

プ ローブ15´-TTCTCGCGCCCGGGCCTGCCGG

TCGAGTACCTGCAGGTCCCGTCGCCGTCGAT

GGG-3'(Phe-1か らGly-19に 相 当す る)

プ ロー ブII5'-GGCCGCGACATCAAGGTGCAGT

TCCAGTCGGG-3'(Gly-19か らGly-29に 相 当)

各 々 の プ ロ ー ブ の5'末 端 を ポ リヌ ク レオ チ ドキ ナ ー

ゼ を 使 用 し32Pで ラ ベ ル し た 。BCG菌 のDNAを

Bam HI,K Pn I,Pst Iで 完 全 消 化 し0.8%ア ガ ロ

ー スゲ ル で展 開 し
,プ ロー ブIあ る い はIIで ハ イ ブ リダ

イ ゼ イ シ ョ ン した。 プ ロー ブ1お よ びIIの いず れ で もハ

イ ブ リダ イ ズ す る5.2kbpのK Pn I断 片 を切 り出 しク

ロー ニ ン グ した。 この全 塩 基 配 列 を決 定 した。 これ か ら

全 ア ミノ酸 配 列 を推 定 した。N末 端 の ア ミノ酸 配 列 が 一 致

し た。40個 の 分 泌 シ グ ナ ル ペ プ チ ドを 持 っ283個 の ア

ミノ酸 か らな る蛋 白質 で あ っ た。 これ は ミコバ クテ リア

の分 泌 シグ ナ ル ペ プ チ ドを持 っ 蛋 白質 につ い て は最 初 の

報 告 で あ っ た。 リボ ソ ー ム結 合 部 位,大 腸 菌 プ ロモ ー タ

ー コ ンセ ンサ ス配 列 に似 た構 造 も見 られ た
。3つ 目の レ

タ ー のG+C含 量 は86%と 高 い 値 を 示 した。 大 腸 菌 の

分 泌 ベ ク タ ー に挿 入 し,発 現 させ る こ とが で き る。

2. M. kansasiiの α抗 原4)

BCG菌 の α抗 原 を プ ロー ブ と してM. kansasiiの

a抗 原 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ した。40個 の ア ミノ酸 か

らな る分 泌 シ グナ ル ペ プ チ ドを有 す る325個 の ア ミノ酸

か らな る 蛋 白質 で あ る こ とが 明 らか と な っ た。BCG菌

の α抗 原 と比 べ る とDNAレ ベ ル で84.8%,ア ミノ酸

レベルで89.1%の 相 同性 を有 す る こ と も分 か っ た。疎 水

性 を比 べ る と2ヵ 所 で異 な る領 域 が あ る こ とが 分 か った。

これ は お そ ら く抗 原 性 の異 な る所 で あ ろ う。

3. BCGのMPB645)

MPB64のN末 端30個 の ア ミノ酸 を 決 定 した。Ala1

-Pro-Lys-Thr-Tyr5-His-Glu-Glu-Leu-Lyslo

-Gly-Thr-Asp-Thr-Gly-Gln-Ala-Tyr-Gln

-Ile2しGln-Met-Ser -Asp-Pro-Ala-Tyr-Asn

-Ile-Asn30こ れ を コー ドす る3つ の プ ロー ブを合 成 し

た 。

プ ロ ー ブI: GACCCGGCCTACAACATC(Asp24-

Asn30に 相 当)

プ ロ ー ブII: GACCCGGCCTACAACATCAAC

(Glu7-Gly15に 相 当)

プ ロー ブＩII: GACACCGGCCAGGCCTACCAGAT

CCAGATG(Asp3-Met22に 相 当)3っ の プ ロ ー ブい

ず れ と も結 合 す る4.4kbpのKPn I断 片 を ク ロー ニ ン

グ し全 塩 基 配 列 を 決 定 した 。22個 の ア ミノ酸 か らな る

分 泌 シ グ ナ ル ペ プ チ ドが 見 られ た。618個 の塩 基 か らな

る分 泌 蛋 白遺 伝 子 で あ る。 分 子 量22,400と 計 算 さ れ た。

コ ド ン第3番 目 の 塩 基 のG+C含 量 は78 .5%と 高 い値

を 示 す 。 大 腸 菌 の 発 現 ベ ク ター に挿 入 し発 現 させ た。

4. BCGのMPB576)

BCGの 培 養 ろ液 に み ら れ る分 子 量 約10kDaの 蛋 白

質 で あ る。 このN末 端20個 の ア ミノ酸 と これ を コ ー ド

す るヌ ク レオ チ ドプ ロ ー ブIと プ ロ ー ブ 豆 は次 の とお り

で あ る。

Alal-Lys-Val-Asn-11e-Lys-Pro-Leu-Glu-

Asplo-Lys-lle-Leu-Val-Gln-Ala-Asn-Glu-

Ala-Glu20

プ ロ ー ブI: GTGCAGGCCAACGAGGCCGAG

(Val14-Glu20に 相 当)

プ ロ ー ブ 豆: AAGGTGAACATCAAGCCGCTGGA
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GGACAAGATCCTGGTGCAGGCCAACGAGGC

(Lys2-Ala19に 相 当)

い ず れ の プ ロ ー ブ と も結 合 す る9.0kbpのPstI断 片

を ク ロー ニ ング し全 塩 基 配 列 を決 定 した。 分 泌 シ グ ナ ル

ペ プ チ ドを持 た な い。300bpの 遺 伝 子 で あ る99個 の ア

ミノ酸 を コ ー ドす る分 子 量10,818と 計 算 さ れ た。 大 腸

菌 の 発 現 ベ ク ター で発 現 さ せ た。

5. BCG菌 のMPB706)

N末 端 ア ミノ 酸 に相 当す る プ ロ ー ブを 合 成 した(GT

CCAGGGCATGGAGCAGGACCCGGT)。

こ れ と結 合 す る3.6ktbのSaｌI断 片 をPUC19に ク ロ

ー ニ ン グ し全 塩 基 配 列 を 決 定 した 。30個 の ア ミノ酸 か

らな る分 泌 シ グ ナ ル ペ プ チ ドを 有 す る。 成 熟 蛋 白 質 は

163個 の ア ミノ酸 か らな る分 子 量16305を 有 す る。 シ グ

ナ ル ペ プ チ ドは疎 水 性 が 非 常 に高 い。

6.　 分 泌 ベ ク ター の構 築7)

PUC18のHincIIサ イ トに ク ロ ー ニ ン グ し たM.

 kansasizの α抗 原 遺 伝 子(PKA20)を 分 泌 ベ ク タ ー

構築 に利 用 した。 これ を抗 酸 菌-大 腸 菌 の シ ャ トル ベ ク

タ ー に挿 入 した。 シ ャ トルベ ク タ ーPISI8をK-pnIで

切 断 した。 一 方,PKA20をHincIIで 切 断 した 後KPn

Iリ ン カ ーを 両 端 に つ な い だ。2つ の プ ラス ミ ドを融 合

し13.2kbの 分 泌 ベ ク ター を 作製 した。 この ベ ク ター を

BCG菌 東 京 株 に エ レ ク トロ ポー レー シ ョ ンに よ り導 入

した。 形 質 転 換 体 は カ ナマ イ シ ン耐 性 菌 と して 選択 分 離

した。 形 質 転 換 体 を ソ ー ト ン培 地 で 培 養 した 。4週 培 養

後,培 養 ろ液 を 硫 安 で 濃 縮 し透 析 後SDS PAGEで み

る と,30kDa付 近 に 濃 い バ ン ドが 見 ら れ た 。M.

kαπ8asiiの α抗 原 に対 す る抗 体 をBCG菌 体 で 吸 収 し

て得 られ る血 清 を用 い,ウ エ ス タ ンブ ロ ッ トで 調 べ る と

30kDa付 近 に 明 瞭 な バ ン ドが見 られ た。 培 地 か らa抗

原 をFPLC Superose12カ ラ ム で 精 製 した。 そ のN末

端 ア ミノ酸 を決 定 した。M. kansasiiの 抗 原 のN末 端

ア ミノ酸 配 列 と一致 し,BCG菌 のN末 端 ア ミノ配 列 と

は 一 致 しな い 。 以 上 の事 実 か らM. kansasii抗 原 が

BCG菌 か ら分 泌 され た こ とが証 明 され た。

次 にHIV-IgagP17の 細 胞 エ ピ トー プ を,こ の組

換 えBCG菌 で 発 現 さ せ る実 験 を 行 っ た。P17の 全 ア

ミ ノ酸 配 列 は 既 に 知 られ て い る。 数 個 ～10数 個 の ア ミ

ノ酸 に相 当 す る ヌ ク レオ チ ドを 合 成 し,ベ ー タ ー ガ ラ ク

トシダ ー ゼ遺 伝 子 に融 合 し大 腸 菌 で 発 現 させ た。 これ と

市 販 の モ ノ ク ロ ナ ル抗 体 と反 応 させ た。 反 応 す る領 域 が

B細 胞 エ ピ トー プ で あ る 。Glu-12-Ile19に エ ピ トー

プの1つ があ る。 これ を α抗 原 のC末 端 近 くに挿 入 した。

こ の よ う な遺 伝 子 を シ ャ トル ベ ク ター のK. pn Iサ イ ト

に挿 入 した 。BCG菌 東 京 株 に導 入 し得 られ た形 質 転 換

体 を ソ ー トン培地 で培 養 した。 培 地 中 の蛋 白質 を ウ エ ス

タ ンブ ロ ッ トで調 べ る と,エ ピ トー プ を融 合 したa抗 原

が発現していることが明らかとなった8)。

考 察

クローニングした遺伝子の産物は,い ずれ も細胞学的

に特徴のあるものである。 α抗原は抗酸菌に広 く分布 し

ている。遅延型皮膚反応を惹起する。 フィプロネクチン

と結合することが明らかとなり,病 原性に重要な役割を

演 じていることが示唆されている。 これに対する抗体が

小児の髄膜炎患者の血清に検出されることが分かり診断

にも利用 し得ることが分かった9)。よく似た蛋白質の一

群があることが最近分かってきた10)。これらを1つ のフ

ァミリーとみなすと,全 分泌蛋白質の約30%に 及 び抗

酸菌の増殖に重要な役割を演 じている可能性を示唆して

いる。MPB64は 結核菌群に見 られるものである。診断

に利用 し得 ることが示唆 された。最近MPB64の 塩基

配列 に基づいてPCR法 にて診断に有効であることが示

された11)。MPB57は 抗酸菌に広 くみられるものである。

塩基配列から熱ショック蛋白質であることが分かった。

BCG菌 とM. kansasiiの α抗原のN末 端アミノ酸

配列を比べると,BCG菌 の16Pro-Ser17がM.kansa-

siiで は16Ala-Ala17と な っている。果た して,分 泌

ベクターが異種抗原を分泌したかを知ることができた。

またBCG菌 とM. kansasiiの α抗原は血清学的に交

叉反応を示すが,種 特異的に反応するエピトープもある。

これによって異種抗原の分泌を確認することができた。

この論文で示 した分泌ベクターは,ウ イルス抗原のエピ

トープを発現することが示された。組換えワクチンとし

て利用され得 ることが示された。
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III-3. PARTICIPATION OF ƒÁ/ƒÂ-CELLS IN THE PROTECTION

AGAINST MYCOBACTERIAL INFECTION
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To search for a potential role of T cell receptor (TcR) ƒÁ/ƒÂ T cells in host-defense 

against mycobacterial infection, we analyzed the kinetics , repertoire, specificity and 

function of ƒÁ/ƒÂ T cells in the peritoneal cavity, lymph node (LN) and spleen during an 

intraperitoneal infection with a sublethal dose (5•~105) of viable BCG in mice . The number 

of bacteria in the organs increased to a maximal level by 28 days after infection , and

 thereafter decreased gradually. Of the CD3+ cells in PEC on day 7 after infection , 

approximately 25% were CD4-CD8-, most of which express TcR d on their surface . On 

the other hand, the PEC on day 28 contained an increased number of a/ƒÀ T cells which were

 CD4+CD8 or CD4-CD8+ and the proportion of ƒÁ/ƒÂ T cells was reciprocally decreased . The 

kinetics of ila and a/ƒÀ T cells in the LN ad spleen during BCG infection are much the same 

as that seen in the PEC. The early appearing ila T cells preferentially used VƒÁ1/VƒÀ6 

although the repertoire of these T cells are diversified. The ild T cells in PEC on day 7 

remarkably proliferated and produced TIFN and IL-2 in response to sonicated BCG or PPD 

derived from Mycobacterium tuberculosis but not to 65 kd heat shock protein (HSP) derived 

from M. bovis. These results suggest that ƒÁ/ƒÀ T cells precede a/ƒÀ T cells in appearance 

during mycobacterial infection and the early appearing ila T cells may participate in the 

protection at the early stage against the mycobacterial infection.

Key words: ƒÁ/ƒÂT cells, BCG, Protective 

immunity, Mycobacterial infection

キ ー ワー ズ: γ/δT細 胞,BCG,感 染 防 御,マ イ

コバ クテ リア感 染 症

*From the Laboratory of Germfree Life, Research Institute for Disease Mechanism and 

Control, Nagoya University School of Medicine, Nagoya 466 Japan .
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は じめ に

生体防御機構の中心的役割を担うTリ ンパ球は,T細

胞 レセプター(TcR)を 介 して抗原を認識する。TcR

は α/β型 とγ/δ型に分けられる。α/β型TcRは 末梢

の大部分のCD4ま たはCD8陽 性T細 胞に発現され,

自己の主要組織適合性抗原(MHC)に 結合 した抗原を

認識する。一方,γ/δ 型TcRは 個体発生の早期の胸腺

細胞や末梢に少数存在するCD4-CD8-T細 胞,お よび腸

管上皮間 リンパ球や表皮内Tリ ンパ球に発現されている。

γ/δ型TcRの リガンドや γ/δ型TcRを 発現するT

細胞の機能については長年不明であったが,最 近,65

kdス トレス蛋白質(HSP)を 含むマイコバクテ リア抗

原を認識するγ/δ型T細 胞が見出され,マ イコバクテ

リア感染症における感染防御機構にγ/δ型T細 胞が重

要な役割 を果 たしている可能性が考え られている1)。わ

れわれはγ/δ型T細 胞のマイコバクテリア感染防御機

構 における役割 を検討す る目的で,マ ウスにおける

BCG感 染症でのγ/δ型T細 胞の動態,特 異性,お よ

びその機能について検討 したので報告する。

材料と方法

(1)　動 物

7～8週 齢 のBALB/c雌 マ ウ ス(SLC)を 用 い た。

(2)　菌 株

教 室 保 存 のM.bovis BCGパ ス ッー ル株 をDifco

社 のMiddlebrook7H9培 養 液 で2週 間 培 養 し,5×105

のBCG生 菌 を マ ウ ス の腹 腔 内 に投 与 した。

(3)　細 胞 調 整

マ ウス の腹 腔 内 に ハ ン クス液 を投 与 して腹 腔 滲 出細 胞

を 回 収 した 。2×106/mZの 腹 腔 滲 出 細 胞 を ナ イ ロ ンウ

ール カ ラ ム に通 して ,非 付 着 性細 胞 を 回 収 した。 さ らに

非 付 着 性 細 胞 を 抗CD4モ ノ ク ロ ー ナル 抗 体(mAb),

抗CD8mAbと 補 体 で 処 理 す る こ と に よ っ てCD4-

CD8-T細 胞 分 画 を得 た。

(4) Flow cytometry解 析

腹 腔 滲 出 細 胞 お よび リンパ 節 細 胞 をFITC-抗CD3

mAb,PE-抗CD4mAb,Biotin-抗CD8mAb,

お よ びDuoCHROME-streptavidinで 染 色 後,

FACScanで 解 析 した。 抗Thy1.2mAb,抗TcRα/β

mAb,抗TcRγ/δmAbも 染 色 に用 い た。

(5) PCR法

脾 臓 細 胞 よ り,mRNAを 抽 出 し,さ らにcDNAを

作 製 した 。 各Vγ,Vδ に対 す る プ ライ マ ー とCγ また

はCδ プ ラ イ マ ー を 用 い てPCRを 行 った 。 増 幅 した 遺

伝 子 をSouthern blott法 にて 解 析 した。

(6) Tリ ンパ球 増 殖 反 応

CD4-CD8-T細 胞 を 同 系 の 放 射 線 照 射 脾 臓 細 胞 と

M.tuberculosis由 来のPPD,超 音波処理BCGラ イ

セー トまた はM.bovis由 来 の レコンビナン ト65kd

HSPと3日 間培養 して,3(H)-thymidineの 取 り込み

を調べた。また,培 養上清 中のサイ トカイン活性を

ELISA法 またはBioassayに て検討 した。

(7)　細胞障害活性

CD4-CD8-T細 胞を抗CD3mAb存 在下で51Crラ

ベル したP815細 胞 と培養 し,6時 間後の培養上清中の

51Crを 測定 した
。

結 果

(1)　臓器内菌数の変化

5×105BCGを 腹 腔内に投与 して1週 間か ら10週 間

後までの腹腔内,肝 臓および肺の生菌数を測定 したとこ

ろ,各 臓器ともに感染4週 間目で菌数がピークに達 し,

その後,徐 々に減少した。(Fig.1)

(2) γ/δ型T細 胞の動態

感染1週 間後の腹腔内および リンパ節で,CD4-CD8-

γ/δ型T細 胞 の比率が有意に増加 したが,そ の後徐々

に減少 した。感染4週 目になるとCD4+ま た はCD8+

α/β型T細 胞が増加 した。(Fig.2)

(3) γ/δ型T細 胞の特異性

感染1週 間後の腹腔滲出細胞より,ナ イロンウール非

付着性T細 胞を集め,さ らに抗CD4mAb,抗CD8

mAbと 補体で処理 してCD4-CD8-T細 胞 とした。こ

Fig. 1. Kinetics of bacterial growth in liver 

(•Z), lung (•¢), and spleen (• ) at various 

times after an intraperitoneal inoculation 

with 5•~105 viable BCG. Each symbol and 

vertical line indicate the mean•}the range 

of standard deviations for three mice, res-

pectively.
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(A)

(B)

Fig. 3. Proliferation assay of ƒÁ/ƒÀ T cells in response to BCG 

lysate, PPD or 65kd HSP. LN cells were passed through nylon 

wool column and then treated with anti-CD4 and anti-CD8 

mAb followed by guinea pig complement. Purified DN cells 

(5•~105) from mice inoculated with BCG 7 days previously (A) 

and from unprimed mice (B) were incubated with PPD at 30

,ag/ml, 65kd HSP at 10gem/ or BCG lysate at 100ƒÊg/ml in 

the presence of irradiated (3000rad) syngeneic splenocytes (1•~

104). 3H—thymidine uptake was determined after 72hr incuba-

tion. Stimulation index was calculated with mean cpm of 

triplicate.

の 分 画 の 約90%以 上 が γ/δ 型 丁細 胞 で あ った 。CD4-

CD8-T細 胞 を 自 己 の 抗 原 呈 示 細 胞 の存 在 下 でBCGラ

イ セ ー ト(100μg/mｌ)PPD(30μg/ml),お よ び

65kdHSP(10μg/ml)で3日 間 培 養 後 に,3(H)-

thymidineの 取 り込 み を 調 べ た と ころ,こ の γ/δ 型T

細 胞 はBCGラ イ セ ー トに 強 く反 応 し,PPDに 対 して

も有 意 の反 応 性 を 示 した が,65kd HSPに 対 して の 反

応性 は認 め られ な か った。(Fig.3)

(4) γ/δ 型T細 胞 の レパ ー トア ー

BCG感 染 症 で 出 現 して く る γ/δ 型T細 胞 の レパ ー

ト ア ー を 脾 臓 細 胞 を 用 い てPCR法 に て 解 析 し た。

BCG感 染1週 間 後 で は,Vγ1/2, Vδ1, Vδ3お よ び

Vδ6を 発 現 す る γ/δ 型T細 胞 が 増 加 して き た。BCG

ラ イ セ ー ト に 反 応 す る γ/δ 型T細 胞 は,Vγ1/2,

 Vδ3, Vδ5, Vδ6を 発 現 して お り,ポ リ ク ロ ー ナ ル な

γ/δ 型T細 胞 が反 応 す る こ とが 明 らか と な っ た。 一 方,

PPD反 応 性T細 胞 は,Vγ1/2, Vδ6を 発 現 す る γ/δ

型T細 胞 が 優 位 とな った 。(Fig.4)

(5) γ/δ 型T細 胞 の機 能

(1)　サ イ トカ イ ン産 生 能

γ/δ 型T細 胞 をBCGラ イ セ ー トと 培 養 し た後,培

養 上 清 中 γIFN,IL-2活 性 をELISA法 ま た はCTLL

-2を 用 い たBioassay法 で 調 べ た と こ ろ,高 い γIFN

活 性,IL-2活 性 を認 め た。(Fig.5)

(2)　細 胞 障 害 活 性

γ/δ型T細 胞の抗CD3mAb存 在下のP815腫 瘍細

胞に対するre-directed cytotoxicityを 調べたところ,

強い細胞障害活性を有 していることが明 らかになった。

考 察

今回の結果より,BCG感 染 早期 よりγ/δ型T細 胞

が増加することが明 らかになった。この γ/δ型T細 胞

は,CD4-CD8-で あ り,Vγ1/2,/Vδ1, Vδ3, Vδ6

を発現 していた。γ/δ型T細 胞 は,マ イコバクテリア

抗原に特異的であり,ポ リクローナルな反応性を示 し,

PPDに 対 しては,Vγ1/Vδ6型T細 胞の選択的な増殖

が認められた。マイコバクテ リア抗原には,γ/δ 型T

細胞のリガンドが多種類含まれているのかもしれない。

この γ/δ型T細 胞 は強い細胞障害活性を示 し,ま た

γIFNやIL-2な どのサイトカイン産生能を有していた。

BCG感 染 早期に出現す るγ/δ型T細 胞は8マ イコバ

クテ リア感染症の早期の感染防御機構として重要な役割

を担 っているものと考えられる。

γ/δ型TcRは,個 体発生早期の胸腺細胞や表皮や腸

管,子 宮の上皮間に存在するリンパ球に発現されており,

進化度の低い 「primitive T cells」 と考え られている。

その機能については,不 明な点が多いが,外 界の異物と

直接接する上皮間に存在するγ/δ型T細 胞は,第 一線

の生体防御機構 や免疫監視機構 として重要な役割を担っ

ているものと推定される2)。
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A)

B)

C)

D)

Fig. 4. Vy and  VS gene usage in splenocytes derived from 

unprimed mice (A), mice infected with BCG 7 days previously

 (B), and in these cells incubated with PPD (30ƒÊg/ml) (C) or 

BCG lysate (100ttg/ml) (D) for 72hr. Total RNA was extracted 

from splenocytes. PCR analysis were performed as described in 

Materials and Methods. A 10ƒÊl sample of each reaction mixture 

was electrophoresed on a 1.8% agarose gel, and Southern blot 

analysis of PCR amplified cDNA were performed using CƒÁ2, Jai 

and JƒÂ2 probes.

最 近,一 部 の γ/δ 型T細 胞 が マ イ コバ ク テ リア抗 原

や マ イ コバ クテ リア 由来 の65kdス トレス蛋 白質 を認 識

す る こ とが 報 告 さ れ て い る 。Janisら はMycobaci

 terium tuberculosis死 菌 を マ ウ スの皮 下 に投 与 した

と こ ろ,局 所 リ ンパ 節 で のCD3+CD4-CD8-細 胞 が感

染 前 に1.6%で あ ったの が,感 染7～10日 目 に は10 .4%

まで に増 加 す る こ とを 見 いだ した。

こ の 細 胞 群 に は免 疫 沈 降法 に よ って32kdと35kdの

γ鎖 と43kdと45kdの δ鎖 が発 現 さ れ て い たが,Cγ4

由 来 の γ鎖 は ほ と ん ど検 出 さ れ な か った。 おそ ら く,

Vγ4-Jγ1-Cγ1ま た はVγ2-Jγ2-Cγ2由 来 の γ鎖 が

発 現 さ れ て い る と考 え られ る。 これ らマ イ コバ ク テ リア

特 異 的 γ/δ 細 胞 はIL-2Rを 発 現 して お り,IL-2に 反

応 す る。 ま た可 溶 性 マ イ コバ ク テ リア抗 原 に対 す る反応

性 はMHCク ラ スIIに 対 す る抗 体 で ブ ロ ッ クさ れ な い

こ と よ り,ク ラ スII分 子 は この γ/δ 型T細 胞 の抗 原 認

識 に は必 要 で はな い もの と考 え られ る。

CD4やCD8に 対 す る抗 体 を投 与 され た マ ウス で は マ

イコバクテ リアの感染によって γ/δ型T細 胞が20～25

倍に増加する。またマイコバクテリアニ次感染ではγ/δ

型T細 胞は増加を認めていない3)°γ/δ型T細 胞はα/β

型T細 胞より早期の感染防御機構に重要な役割を担って

いるものと考えられ,私 どもの今回の結果もこれを支持

するものである。

Augustinら はマウスの肺に存在するTリ ンパ球のう

ち,8～20%が γ/δ型T細 胞であることを報告 してい

る。Mycobacteriμm tuわercuzosis由 来 のPPDを 吸

入 させ ることによって肺内のγ/δ型T細 胞数が有意に

増 加 した。IL-1, IL-2, IL-3な ら び にTPAと

ionomycinに よ ってenrichさ れたγ型T細 胞のTCR

はVγ4・Vδ1ま たはVδ6由 来であった。彼らはさらに

これらγ/δ型T細 胞が42℃ で熱 ショックを与えた自

己細胞にも有意に反応することを見いだした4)。HSP

の構造は原核細胞から真核細胞に至 るまで保持されてお

り,γ/δ 型T細 胞 は病原性微生物由来のHSPの みなら

ず,感 染などのス トレスを受けた自己細胞のHSPを 認
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Fig. 5. IL-2 production by ƒÁ/ƒÂ T cells in response to the BCG 

lysate or PPD. DN cells (5•~106) in spleen cells from mice 

infected with BCG 7 day previously were incubated with PPD (30

ƒÊg/ml) or the BCG lysate (100ƒÊg/ml) in the presence of 

irradiated (3000 rad) syngeneic splenocytes (1•~104) for 72 hr.

 Collected supernatants were added to the culture of IL-2 

dependent cell line CTLL-2 (5•~103) for 20 hr and pulsed with 3H 

-thymidine 4 hr before uptake determination. Mean cpm of 

triplicate cultures•}SD.

識 し,排 除することによって感染防御機構として働いて

いるものと考えられる。

われわれはBCGと 同様に細胞内寄生性細菌である

Listeria monocytogenesの マ ウスの感染症モデルに

おいてもα/β型T細 胞の出現に先んじてγ/δ型T細 胞

が活性化されること,こ れらのγ/δ型T細 胞はBCG

由来 のrecombinant65KDHSPに 反 応す ることを見

いだ した5)。さらに,感 染されたマクロファージはBCG

由来 の65kdHSPに クロスするHSPを 発 現している

ことより,こ れ ら感染早期に活性化 されγ/δ型T細 胞

は感染によってス トレスを受けた自己細胞を認識 し,直

接またはほかのエフェクター細胞を介 して早期の感染防

御機構として働いている可能性が大 きいと考えている。

マイコバクテ リア由来のHSPに 特異的なγ/δ型T

細胞の存在は,マ イコバクテリアの感染症のみでなく,

すべての異物の侵入に対する生体防御機構を考える上で

重要である。高等動物の生体防御機構は8食 細胞を中心

とした非特異的防御機構 と,α/β 型T細 胞を中心 とし

た免疫系による特異的防御機構 に大きく分けられる。感

染などによってス トレスを受けた自己細胞を排除する

γ/δ型T細 胞 は,生 体防御の連続的バ リアーを構築す

る重要な防御因子の一つであり,非 特異的防御機構と特

異的防御機構の橋渡し的役割を担 うと考えられよう6)7)。

結 語

マウスのBCG感 染症においてγ/δ型T細 胞が α/β

型T細 胞に先んじて活性化することを見いだ した。この

感染早期に出現するγ/δ型T細 胞はCD4-CD8-で あ

りVγ1/2, Vδ1,3,6を 表 現 していた。γ/δ型T細 胞

はBCGラ イセー トやPPDに 対 する特異性を有 してお

り,こ れ らマイコバクテ リア抗原 に反応してγIFNや

IL-2な どのサイトカインを産生することが分かった。

γ/δ型T細 胞 はマイコバクテ リア感染症の初期防御機

構 として重要な役割を担っているものと考え られる。
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Murine IL-5 is an acidic glycoprotein with a molecular mass of 40 to 50 kda that 

consists of homodimer of which monomer comprises 113 amino acid residues. Murine IL-5 

has pleiotropic activities on various target c6ells. IL-5 acts on committed B cells to induce

 differentiation into Ig–producing cells and on common progenitors for Ly-1 pre-B cells 

and Ly-1+ macrophages to support their growth. It also supports growth and/or diffe

rentiation of eosinophil precursor and mature eosinophil.

IL-5 specifically binds to its receptor (IL-5R) with high and low, affinity. IL-5 signals 

appears to be transduced through the high affinity IL-5R that is composed of two different 

polypeptide chains a chain and j3 chain. The IL-5R a chain cDNA encodes p60 that binds 
 IL-5 with low affinity. The IL-5R chain, p 130/p 140 does not bind IL-5 by itself, but 

binds to a chain/IL-5 complex to convert them to the high affinity IL-5R. The [3 chain was 

identified as the IL-3R homologue, AIC2B. Both a and ,8 chain of IL-5R belong to a 

cvtokine recentor superfamilv.

Key wors: IL-5, B cells, Eosinophils, 

Receptor

キ ー ワー ズ:　イ ン ター ロイ キ ン5,B細 胞,好 酸 球,

受 容 体

は じめ に

結核菌感染によりマクロファージの活性化がまず起こ

り,活 性化されたマクロファージは,IL-1を 始めとす

る多 くのサイ トカインを産生するとともに感染の一次防

御に関わると思われる。結核菌体由来の抗原ペプチ ドに

特異的なT細 胞はマクロファージ膜表面上の自己MHC

クラス2抗 原と抗原ペプチ ドにより活性化され,IL-2

を始 めとする多 くのサイ トカインを産生するとともにサ

イ トカインに対するレセプターを発現する。

エフェクターT前 駆細胞はサイトカインによる再刺激

に応答 して増殖 し,最 終的にエフェクター細胞に機能分

*From the Kumamoto University Medical School, Institute for Medical Immunology

 Department of Biology, 2-2-1 Honjo, Kumamoto 860 Japan.
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化する。近年結核菌体抗原の遺伝子単離がなされ,リ コ

ンビナント抗原が利用可能になるにつれそれに応答する

T細 胞亜集団(γ/δ 型)の 存在が明らかになってきた。

このように,結 核菌に対する生体防御の研究 も,細 胞工

学や遺伝子工学の進歩につれ,新 たな展開をみせるに至

っている。

われわれは,IL-5を ヒ ト型結核菌の死菌体で免疫さ

れたマウスの脾細胞をPPDと ともに培養 した上清中に

見いだし,抗 原刺激であらかじめ活性化された６マウスB

細胞を抗原特異的IgG産 生細胞に成熟 ・分化させる活

性因子として同定 しその遺伝子を単離 した。その後 リコ

ンビナ ントIL-5を 用 いた解析から,IL-5はB細 胞の

みならずT細 胞活性化の補助因子 としても作用 し,骨 髄

の好酸球前駆細胞から好酸球生成を選択的に促進するサ

イ トカインであることも明らかになってきた。

IL-5遺 伝 子の発現が結核性胸膜炎患者の胸水中T細

胞で容易に検出できるのみならず,HTLV-1感 染 ヒト

T細 胞,寄 生虫感染患者のT細 胞,ア レルギー性好酸球

増多症患者のT細 胞などでも検出されることなどか ら,

ア レルギー性疾患や結核とIL-5の 異常産生の関連が注

目を集めるようになってきている。

IL-5の 多彩な機i能を理解するにはIL-5レ セプター

(IL-5R)の 分 子論的解析が不可欠である。IL-5は

IL-5特 異 的な レセプターに結合すること,高 親和性と

低親和性の2種 類のIL-5受 容体が存在するが,IL-5

シグナルは高親和性受容体を介 してなされること,IL-

5受 容体複合体は少なくとも2種 類のタンパク質から構

成されること,な どが明らかになっている。 ここでは過

去17年 間にわたり展開されてきたIL-5と そのレセプ

ターの研究に焦点を絞り,ま とめてみたい。

1. IL-5研 究 の歴史的背景

1974年,わ れわれは結核死菌(Tbc)感 作 マウスの

脾細胞をッベルク リン(PPD)で 刺激 した培養上清中

(PPD―Sup)に,T細 胞不在下に2,4-dinitrophenyl

(DNP)感 作B細 胞の抗DNP-lgG産 生細胞への分化

を増強する液性因子を見いだした。その後iηuitro培

養 系でこの現象を確認し,そ の液性因子をTRFと 呼ん

だ。Tbc感 作T細 胞 と胸腺腫細胞BW5147と の融合に

よりTRFの みを産生する株化T細 胞B151K12(B151)

を樹 立 し,TRFが ユニークな リンホカインであること

を初 めて証明 した。TRFが マ ウス慢性B白 血病細胞

(BCL1)をIgM産 生細胞に分化させることが分かった

ので,そ のア ッセイ系を利用 しB151培 養 上清 より

TRFを 精製 した。精製B151-TRFを ラットに免疫 し,

ラッ ト抗TRF単 ク ロー ン抗体(TB13)を 作 製した。

TB13抗 体 を用いた親和性カラムを用いてB151培 養上

清 よりTRFを 精製 したが,精 製B151-TRFの 分子量

は約46kDaで あ り還 元 に よ り23kDaに な っ た。 この

こ とか ら,B151細 胞 の産 生 す るTRFは2量 体 よ り構

成 され て い る こ とが分 か った。

われわれはKinashiら と共同でマウスTRFを コー

ドするcDNAの クローニングをしその全塩基配列を決

定 した。当初TRFはB細 胞に選択的に作用すると考え

ていたが,組 み替えDNA由 来TRFがB細 胞のみなら

ず,多 種類の細胞 に多彩な機能を発現させることより

TRFをIL-5と 呼 ぶことを提唱 した。分泌型IL-5は

113ア ミノ酸残基よりなるコアペフ.チドにN-型 糖鎖が

結合 したものの2量 体よりなる。IL-5の ア ミノ酸配列

はマウスIL-3,マ ウスGM-CSFや マ ウスIFN-γ と

の部分的な相同性を除き,既 存のリンホカインの構造と

は異なった。

ヒ トIL-5cDNAが マ ウスIL-5cDNAを プローブ

にATL-2細 胞 か ら単離 された。 ヒトとマウスIL-5

cDNAの コ ーディング領域の塩基配列とアミノ酸配列

を比較すると,そ れぞれ77%お よび70%の 相同性があ

る。 ヒトおよびマウスIL-5の 染色体DNAの 全 構造

も決定されているが,IL-5の 染色体遺伝子は4個 のエ

クソンと3個 のイントロンから構成され,転 写開始部位

の上流域 にTATA様 配列(26塩 基対)とCAAT様 配

列(73塩 基対)が 存在 し,5'フ ランキング領域にヒト

GM-CSF,マ ウスIL-4,ヒ トIFN-γ およびヒトIL

-2と 強 い相同性を示す部位が存在する。 ヒトおよびマ

ウスIL-5遺 伝子 はそれぞれ5番 目および11番 目の染

色体上(GM-CSFやIL-3な ども同一の染色体上)に

マップされている。

マ ウス各種株化細胞で のIL-5mRNAの 発 現 を

Northernプ ロット法により調べたところ,(i)B151

細胞 は構成的に1.7kbIL-5mRNAを 発現 しており,

その発現 はPMAに より増強される,(ii)株 化T細 胞

や 胸 腺 腫 細 胞 はPMAやConA刺 激 によ りIL-5

mRNAを 発 現する。(iii)株 化 マクロファージ,株 化

骨髄単球性細胞,B白 血病細胞,骨 髄腫細胞などではマ

イ トゲンなどで刺激 してもその発現がみられない,(iv)

Tbc感 作T細 胞 はPPDやConAに よ る刺激により

IL-5mRNAを 強 く発現することが明らかになった。

正 常T細 胞 をConAやPMAで 刺 激 して もIL-5

mRNAの 発現はあまり強くみられない。 このように,

IL-5とIL-2のmRNAは それぞれ抗原刺激 したTH

細 胞で発現されるが,Tbc感 作や寄生虫感染は生体内

でIL-5産 生性T細 胞の生成を増強し,試 験管内で正常

T細 胞をConA刺 激 した場合はIL-2産 生細胞を選択

的に刺激する。

Mosmannは ヘ ル パ ーT細 胞 を,産 生 す る リンホ カ

イ ン の 種 類 に よ り2種 類(TH1とTH2)に 分 け る こ

とを 提 唱 した 。 そ れ に よ る と,TH1はIL-2,IFN-γ
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をTH2はIL-4,IL-5,IL-10を 産 生 す る 。 この 考 え

方 は,わ れ わ れ の実 験 事 実 を よ く説 明 で き る。

分泌型IL-5の 分子量 は45～50kDaで あ り,還 元条

件下で約25～30kDaに な ることより,活 性型IL-5遺

伝 子産物もT細 胞由来IL-5と 同様ホモダイマーである

ことが分かった。N-型 糖鎖の結合を阻害し翻訳させた

IL-5も 生物活性を保持 していたことより,分 泌型IL-

5分 子上の糖鎖は生物活性の発現に必須でないことが分

かる。単量体IL-5は 生物活性を示さなかった。

2. IL-5の 生 物 活 性

IL-5は 種 々の標的細胞の増殖や分化を調節する多機

能性サイ トカインである。IL-5は 活性化B細 胞の抗体

産生細胞への増殖や分化を促進し,IgA産 生の促進因

子 として作用 し,Ly-1-陽 性早期B細 胞の増殖を支持

する活性に加えて,B細 胞表面にIL-2レ セ プターα鎖

の発現を誘導させるなど,マ ウスB細 胞への作用はよく

知 られている。また,好 酸球の増殖 ・分化に極めて重要

な役割をしていることが知られてきている。最近,肥 満

細胞がFcεRを 介する刺激やイオノマイシンを介する

刺激によりIL-5を 産生することが示され,ま た好塩基

球からのヒスタミン放出がIL-5に よ り促進されること

が分か ってきた。即時型アレルギー反応におけるIL-5

の関与が注目されてきているゆえんである。

Tominagaら は骨 髄 細 胞 培 養 系 を駆 使 してIL-5依

存 性 に増 殖 す る8種 類 の早 期B細 胞 株 を樹 立 した。 細 胞

株 は形 態 学 的 に リ ンパ 球 で あ り,そ の 表 面 マ ー カ ー は

slgM-, clgM-, Ly-1+, B220+, IL-2R+, Lyb-2+,

 Ia-で あ っ た 。JH６ プ ロ ー ブを 用 いて サ ザ ン法 で調 べ た

と こ ろ,IgH鎖 遺 伝 子 は胚 細 胞 型 で あ った。 この よ う

なLy-1+B系 細 胞 株 の 生 存 に は,生 後3週 以 前 の マ ウ

ス骨 髄 細 胞 をWhitlock-Witteの 培 養条 件 で増 殖 性 の

細 胞 を骨 髄 支 持 細 胞(ST2)上 でIL-5存 在 下 に培 養 す

る こ と が 必 須 で あ っ た 。J8とJ10株 を5-azacyti-

dineで 処 理 しST2上 でIL-5と 培 養 す る と,前 者 は

sIgM+,Ly-1+B細 胞 に 後 者 はMac-1+,Ly-1+の

マ ク ロ フ ァー ジに な った。 ま た別 の細 胞 株(J1, J8 ,

J13)をST2上 でIL-5と1年 以 上 培 養 す る と,IgH

遺 伝 子 は不 均 一 な再 構 成 パ タ ー ンを 示 し,細 胞 表 面 に μ

鎖 の発 現 が み られ,μ 鎖-お よ び λ5-mRNAを 発 現 し

て い た こ と よ り,親 株 がpre-B細 胞 に分 化 した こ とが

分 か る。

興 味 あ る こ と に,そ れ らの細 胞 群 はc-fmsmRNA

を 発 現 して い た 。 そ こで,細 胞 をST2とIL-5の 代 わ

り にST2とGM-CSFで 培 養 し た と こ ろLy-1+,

 slgM-, Mac-1+と な り,非 特 異 的 エ ス テ ラー ゼ陽 性

で ラ ッテ クス粒 子 を貧 食 し,形 態 学 的 に もマ ク ロ フ ァー

ジ に な っ た 。 これ らの 事 実 は骨 髄 系 とLy-1+B細 胞 の

分化経路が極めて密接な関連があり,IL-5依 存性クロ

ー ンはLy-1+ pro-B細 胞 か らB細 胞やマクロファー

ジへの分化における多能性の前駆細胞であることを示 し

ている。

生体内でのB細 胞や好酸球の分化におけるIL-5の 関

与を探るため,メ タロチオネインプロモーターに連結 し

たマウスIL-5遺 伝子を用い,IL-5ト ランスジェニッ

ク(Tg)マ ウスを作製した。IL-5Tgマ ウスではIL-

5transgeneの 発現が脾臓と肝臓でみられ,血 中IL-

5値 が正常マウスの1,600倍 以上であり,血 中IgMと

IgAは 正常マウスの3～5倍 の高値を示 し,IgMク ラ

スの自己抗体が検出された。また脾臓にLy-1+,IL-5

受容体陽性B細 胞亜集団(正 常マウスではみられない)

が検出された。また血中で著明な好酸球増多(>40%)

がみ られ,脾 臓,肝 臓,筋 肉などの組織内への好酸球の

浸潤が認められた。

興味あることに,IL-5Tgマ ウスは見かけ上正常で

あった。寄生虫感染,ア レルギー,炎 症などにおける危

急の際の好酸球の動員,遊 走,活 性化などにIL-5が 重

要な役目を果たしていると考えられるが,疾 病の発症に

は付加的な微小環境かサイ トカインが必要なのかもしれ

ない。

3. IL-5レ セ プ タ ー

純度の高い リコンビナ ントIL-5精 製 標品を用い,

IL-5反 応 性細胞の細胞表面に存在するIL-5レ セ プタ

ー(IL-5R)の 同定を試みた。放射標識IL-5を 用い

た結合試験 により,IL-5応 答性マウス慢性B白 血病細

胞株(BCL1)やIL-5依 存 性に増殖する早期B細 胞株

(T88-M)の 膜 表面上にはIL-5に 特 異的なレセプタ

ーが存在す ること
,IL-5結 合部位は高親和性および低

親和性の2種 類存在 し,IL-5シ グナルは高親和性結合

部位を介 して細胞内に伝達されることなどが分かった。

放射標識1L-5を 用 いた化学架橋実験か ら,高 親和性

IL-5Rは 約60kDaと 約120～130kDaの 少 な くとも

2種 類のタンパク質より構成されていることが示された。

T88-M細 胞 の膜画分で ラッ トを免疫 し,ラ ット抗

IL-5RmAbs,H7(lgG2a,κ)とT21(IgG1,κ)

を作製 した。両抗体はIL-5のT88-M細 胞への結合を

特異的に阻害する。

細胞染色法により,H7mAbはIL-5Rを 発 現して

いる細胞株 と反応するが,FDC-P1(IL-3依 存性細

胞株),MTH(IL-2依 存 性細胞株)な どのIL-5R陰

性 細胞 とは反応 しないことが分か った。H7mAbと

T88-M細 胞 との反応は大過剰のIL-5に よ り抑制され

た。免疫沈降実験によ り,H7mAbはIL-5Rを 発現

している細胞表面上の分子量60kDa分 子 と反応するこ

とが分かり,そ の免疫沈降は大過剰の非標識IL-5に よ
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り特異的 に抑制をうけた。以上より,H7 mAbが 細胞

表面 に存在するIL-5結 合性の分子量60kDaタ ンパク

質を認識するものであると結論した。

H7mAbを 用 いて,正 常 リンパ系細胞でのIL-5R

陽性細胞の分布を調べたところ,B細 胞,好 酸球および

骨髄細胞の表面上にIL-5Rが 検出された。興味あるこ

とに,(i)腹 腔 内B細 胞の70%以 上 がIL-5Rを 発現

しているのに脾臓内B細 胞では約8%し か発現 していな

い,(ii)腹 腔 内Ly-1+B細 胞のほとんどがIL-5Rを

発現 しているのに脾臓内B細 胞にはLy-1+B細 胞 も少

ないしそれらのほとんどはIL-5R陰 性 であった。ちな

みに腹腔内および脾臓内のIL-5R+B細 胞 の約3個 に

1個 がIL-5に 応 答 してIgM産 生細胞に分化 した。IL

-5Tgマ ウスや寄生虫感染マウスの腹腔内より好酸球

を精製 しIL-5Rを 調べたところ,マ ウス好酸球上には

高親和性および低親和性IL-5Rの 存在が確認され,そ

の性状はマウスB細 胞上のそれとほとんど同じであった。

1)　 マウスIL-5R遺 伝子の単離

標 的 細 胞 上 のIL-5R数 は細 胞 あ た り102～103個 で あ

りIL-5R分 子 を単 離 す る こ とは むず か しい。 そ こで わ

れ わ れ はH7とT21mAbsを 用 い た発 現 ク ロ ー ニ ング

法 に よ りマ ウ スIL-5RcDNAの ク ロー ニ ング を試 み

た 。IL-5依 存 性 早 期B細 胞 株Y16の ポ リ(A)+RNA

よ りcDNAラ イ ブ ラ リー を 作 成 し動 物 発 現 ベ ク タ ー

CDM8に 組 み こん だ 。 約200万 種 類 の ク ロー ンか ら成

る ライ ブラ リー を作 成 し,COS7細 胞 に遺 伝 子 導 入 した。

IL-5Rを 発 現 して い る細 胞 をH7 & T21mAbsと2

次 抗 体 と して ヤ ギ 抗 ラ ッ トIgG抗 体 を用 い たパ ン ニ ン

グ法 に よ って ス ク リー ニ ング した。 最 終 的 に選 択 され た

ク ロー ンを個 別 に分 析 し,plL-5R.8ク ロー ンを 得 た。

plL-5R.8のcDNAイ ンサ ー トを プ ロ ー ブ に 用 い,

cDNAラ イ ブ ラ リー を再 ス ク リー ニ ン グ し,plL-5R.8

と は 異 な る3種 類(plL-5R.13,plL-5R.2,plL-

5R.39)のcDNAク ロ ー ンを単 離 した。

単離 したcDNAの 全 塩基配列を決定 したが,plL-

5R.8とplL-5R.13は415ア ミノ酸よりなる1種 類の

蛋白質をコードでき,予 想されるアミノ酸配列にはシグ

ナルペプチ ドを含む2ヵ 所の疎水性の高い領域があり,

IL-5Rは1型 膜 タンパク質であることが分かった。成

熟型IL-5Rは 細 胞質外 ドメイン(322残 基),膜 貫 通

領域(22残 基),細 胞質内 ドメイン(54残 基)の 合計

398ア ミノ酸残基よりなり,そ の分子量は45,284ダ ル

トンと計算された。マウスIL-5Rの 細胞質外 ドメイン

はこれまでに報告されている他のサイ トカインレセプタ

ーのそれに類似 しており,2組 のシスティン残基 と,膜

貫通部 の近傍 に"WSXWS"モ チ ーフが存在 した。

IL-5Rは サイ トカインレセプター遺伝子ファミリーに

属 していると考えられた。

IL-5Rは 前 記 コ モ ン モ チ ー フ配 列 の前 にIL-5Rに

特 有 の 構 造 を 有 す る が,ヒ トIL-6Rの よ うなIgド メ

イ ン様 の 構 造 は持 た な い。IL-5Rの 細 胞 質 内 ドメ イ ン

の ア ミノ酸 配 列 は比 較 的 ユ ニ ー クで あ る。 チ ロ シ ンキ ナ

ー ゼ や プ ロテ イ ンキ ナ ー ゼ のcatalytic domainの 構

造 や,高 頻 度 の セ リ ン残 基 は存 在 しな い。 しか しな が ら

プ ロ リン ク ラス ター を含 む膜 貫 通 部 分 に続 くア ミノ酸 配

列 は ヒ トGM-CSFレ セ プ タ ー,ラ ッ トプ ロ ラ ク チ ン

レセ プ タ ーや ヒ ト成 長 ホ ル モ ン レセ プ ター な ど と類 似 の

構 造 が 保 持 され て い る。

plL-5R.2お よ びplL-5R.39の ヌ ク レオ チ ド配 列 は

pIL-5R.8と ほ とん ど 同 じで あ っ た が,そ れ ぞ れ膜 貫

通 部 分 を コ ー ドす る と予 想 され る塩 基 配 列 の小 部 分 が欠

失 して お り,そ の結 果 フ レー ム シ フ トが み られ た。 欠 失

部 分 の5'側 は2っ の ク ロ ー ンで 一 致 して お り,こ れ ら

のcDNAはalternating splicingに よ り起 こ る と推 測

さ れ る。IL-5Rの ほ か に,IL-4, IL-7,成 長 ホ ル モ

ン な ど の レ セ プ タ ー に も膜 結 合 型 と分 泌 型 レセ プ タ ー

cDNAの 存 在 が 報 告 され て い る。 分 泌 型IL-5RcDN

Aの 存 在 は分 泌 型 レセ プ ター が免 疫 反 応 や造 血 系 に お い

て 何 らか の 調 節 作 用 を 持 って い る こ とを推 測 さ せ る。

IL-5Rの 存在が確認されている細胞群に限って,5.0

-kbと5 .8-kbの2種 類のIL-5RmRNAの 発 現が

観察され,そ の発現量はIL-5結 合試験で求められた低

親和性IL-5R数 に比例 していた。5.0-kbと5.8-kb

mRNAの 発 現比 はIL-5R陽 性株化細胞の問で違いが

あった。なぜ2種 類のサイズのIL-5RmRNAの 発現

があるか現在のところ説明ができない。分泌型IL-5R

の発 現をPCR法 で検索 したところ,Y16以 外 の株化

細胞でも,膜 結合型と分泌型 レセプターのそれぞれに対

応するmRNAの バ ンドが検出された。

plL-5R.8cDNAをCOS7細 胞 で 発 現 させIL-5結

合 試 験 を した が,COS7細 胞 はKd-2.OnMの 低 親 和

性 結 合 の み 示 し た 。 高 発 現 ベ ク タ ー系pCAGGSに

plL-5R.8の イ ンサー ト部 分 を挿 入 し(pCAGGS-5R),

COS7細 胞 で 発 現 さ せ た と こ ろ,plL-5R.8導 入 細 胞

に比 し約70倍 のIL-5Rを 発 現 した が,や は り1種 類 の

低親 和 性結 合(Kd=9.6nM)し か検 出 され なか っ た。

pCAGGS-5Rを 遺伝子移入 したCOS7細 胞 を放射

標識IL-5と 反応させ化学架橋実験を行 ったところ,約

97kDのIL-5/IL-5Rの 架橋複合体が認められた。ま

た複合体の形成は非標識IL-5の 過剰添加により消失 し

た。ヨード標識COS7細 胞の膜画分をH7mAbで 免疫

沈降させると,約60kDの 膜 タンパク質が検出された。

以上より,単 離 したcDNAに よってコードされるタ

ンパ ク質は早期B細 胞株上に検出された,IL-5Rの 主

な構成成分である約60kDaの 膜 タンパク質によく一致

した性状を示 し,こ のcDNAがIL-5Rを コードする
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と結論 した。

高親和性IL-5Rは60kDaの タ ンパク質(p60)と

約130kDaの タ ンパク質(p130)よ り構成 される。わ

れわれはp130が 線維芽細胞では発現しておらず造血系

細胞で発現 していると予測 し,FDC-P1細 胞(IL-5

に全 く反応 しない)にpCAGGS-5RとpSV2neoを

導入 し選択培地で増殖する細胞株(FDC-5R)を 樹立

した。それ らはKd=6nMの 低親和性 レセプターと

Kd=30pMの 高親和性IL-5Rを 発 現 していた。親株

のFDC-P1やpSV2neoの み を導入 した細胞はIL-5

に全 く反応 しないのに対 し,FDC-5RはIL-5に 反応

して増殖す るよ うにな っ.た。このことより単離 した

cDNAは 機能的IL-5Rの 構成成分である6ことが証明さ

れた。

以上より高親和性IL-5Rの 構築には,そ れ自身では

IL-5を 結 合 しないp130(FDC-P1で は発現されてい

る)が 必須であり,そ れがH7抗 原(p60)と 会合 し機

能的高親和性IL-5Rを 構築すると考えるとよく説明で

きる。これまで樹立されたIL-5反 応性細胞株の多くの

ものがIL-3に も反応することや,Rolinkら が樹立し

た抗IL-5R(R52.120)mAbがIL-5やIL-3依 存性

細胞の増殖を阻害するなどの知見,機 能的IL-5Rの 構

成成分がIL―3依 存性細胞株に構成的に発現 しているこ

となどを考えあわせ,わ れわれは高親和性IL-5Rは

IL-5結 合 分子(p60)とIL-3R関 連 分子(p130)よ

り構成されていると考えている。

お わ り に

本稿においては,筆 者 らが行 ったIL-5とIL-5Rの

同定 とその遺伝子単離にっいて述べた。IL-5はB細 胞

のみならず好酸球の増殖 と分化を誘導する。そのシグナ

ルは細胞表面上のIL-5Rを 介 してなされる。いかなる

機構でIL-5シ グナルが細胞内へ伝達されるのか不明の

点 も多い。われわれはIL-5R分 子(p60)の 遺伝子単

離 をしたが,そ れ単独の発現では低親和性IL-5Rし か

発現 しない。われわれは最近p60と 会合するp130の 同

定をした。それはIL-3R類 似分子(AIC2B)で あ り,

それ単独ではIL-5へ の結合能を示さなかった。 したが

ってp130はIL-5/p60の 結合を安定化させ,低 親和性

か ら高親和性IL-5Rに 変換させると考えている。COS7

細胞 にp60cDNAとp130cDNAをco-transfection

す ると高親和性IL-5Rの 発現はみられるが,IL-5に

対 する応答性はみられない。このことよりIL-5の シグ

ナル伝達系には未だ同定 されてない第3の 分子の関与が

考え られる。

IL-5と そ のレセプター系をはじめ,サ イ トカインと

その レセプターシステムが抗結核免疫にいかなる役割を

果たすのか,現 時点では明らかでないが,近 い将来に必

ず解明されるものと思われる。

ここで述べたIL-5とIL-5Rに 関する研究は,熊 本

大学医学部免疫医学研究施設生物学部門において多くの

共同研究者と行ったものである。また国内 ・国外の多 く

の共同研究者との研究のまとめでもある。 ここに共同研

究者に心か ら謝意を表したい。
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