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Mycobacterium bovis BCG Tokyo株 の 培 養 濾 液 よ り

単 離 したMPB63:遺 伝 子 と免 疫 学 的特 性

河尻 克秀

要 旨:MPT63はM.tuberculosisH37Rvの 培 養濾液 か ら最初 に永井 らに より分離 された分泌 タンパ クで

あ る。本研究 ではMbovis BcGTokyo株 の ソー トン培地8日 目の培養濾液 か ら,永 井 らの方法 に よ

りこの タンパ クの分離精 製 を行 った。その結果,Mbov'sBcGTokyo株 も,こ の タンパ クを分泌 して

お り,さ らに種 々抗酸菌 につ いてMPT63を コー ドす るmpt63遺 伝 子の存 在 をPCR法 で 調べた結果,M

.tubemlosts complexに 特 異 的であった。従 ってM.bovis由 来 の タンパ クにつ いては,抗 酸菌 の他 の主

要分泌 タンパ クであ るMPB59やMPB64な ど と同 じように,MPB63ま た はMPB/T63と 呼 ぶ のが適切

であ る。 またMPB63とMPT63の タ ンパ ク をコー ドする遺伝子 の塩 基配列 を比較 した結 果,一 塩基

のみの違 いであ り,ア ミノ酸 レベ ルでこの両者 は全 く同 じタ ンパ クであるこ とが分か った。

M.bovis BCGの 生 菌,加 熱死 菌 またはM.tubmulosisの 加 熱死菌 で免疫 したモルモ ッ トのいず れに

おいて も,皮 内注射 したMPB63に 対 して遅延型 反応 はみ られなかった。 しか し,MPB63を 抗 原 とし

てELISA法 に よ り結核患者血清 の抗体 を調べ た ところ,感 度74%,特 異 性96%で あ った。従 って,

結 核 の血清診 断用抗原 の1つ として有望 なタ ンパ クである と考 え られ る。

キーワーズ:MPB63,分 泌 タ ンパ ク,培 養濾液,BCG,PCR,ELISA

は じ め に

永井 はM.tubmulosisお よ びM.bovis BCGの 培 養 濾液

中の タンパ クについて広範 な研 究 を行い電気泳動パ ター

ンに基づいて主要 なタンパ クスポ ッ トに対す る命名法 を

確 立 した。M.tubemlosisの 場 合 はMPT,M加visの 場

合 はMPBと し,電 気泳動 の相対移 動度 の値 を附す る方

式であ る。MPT63はM.tubmulostsの 培 養濾液か ら最初

に永 井 ら に よ り分 離 命 名 され た分 泌 タ ンパ ク で あ

る1)。M.kmsasii,M.avium培 養 濾 液の電気 泳動後 のスポ

ッ トに は抗MPT63抗 体 と反応 す る ものは な く,ま た,

サ ザ ンハイブ リダイゼー シ ョンによるmpt63遺 伝 子 の解

析 で もM.avium,M.kmsasii,Msmegmtisお よびM.he-

mopkilumは こ の 遺伝 子 を持 っ て い な い2)｡さ ら に抗

MPT63抗 体 はM.bovisのPPDに よ り吸収 され るが,M

.aviumのPPDで は 吸収 されない こ とか ら2),こ の タ ンパ

クはMtubmulosts complexに 特 異 的で あ る と考 え られ

ている。 またSugdenら3)は,M.bovis BCG Tokyo株 の培

養 濾 液 か らConA-Sepharoseク ロ マ トグ ラ フ法 に よ り

17kDaの タ ンパ クを分離 した。永 井 らがM.tubmulosis

の培 養濾 液 か ら,Phenyl Sepharoseカ ラ ム等 を組 み合 わ

せ た方 法 で分離 した18kDaのMPT63とN-末 端 のア ミ

ノ酸 配列 の相 同性 が高 い こ とか ら,彼 らは この17kDa

の タ ンパ クを,M.bovisの 他 の主要分 泌 タンパ クであ る

MPB59やMPB64な ど と同 じよ うに4),.M.bovis由 来 であ

るこ とか らMPB63と 呼 ぶのが 適切 で ある,と 記述 した

のがMPB63の 最 初 の報告で ある。

この報 告 はMPB63とMPT63の 全 ア ミノ酸159個1)の

う ち,N-末 端 の5ア ミノ酸 を比較 した もので,全 ア ミ

ノ酸配列 につ いて検討 した結 果で はない。 またMPB63

とMPT63が 同 じタンパ クであ るか,ど の程度 異 なるの

かを知 るためにそれぞれの菌種 でこの タンパ クを コー ド

して いる遺伝 子 の塩 基配 列の差 異 を比較 した報 告 はな

い。 さ らに遺伝 子増幅法 を用い たmpt63遺 伝 子 の有無 か
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ら,M.bovisBCGの 亜 株や非結核性抗酸菌中での,こ の

タ ンパ クの分布 の報告 はない。そ こで,著 者 は永井 らが

M.tubmulosisの 培 養濾液 か らMPT63を 分 離精 製 した方

法 で,M.bovisBCGTokyo株 の 培養 濾液 か らMPB63が

分 離精製 で きるか どうか を検討 した。

また各種 の抗酸菌でmpt63遺 伝 子の存 在 を調べ,さ ら

に この タンパ クの免疫学 的特性 を検索 し,結 核 の血清診

断用 または遅延型 反応 を利用 した診 断用 の抗原 としての

可能性 を探 るため,基 礎 的検討 を行 った。

材料 と方法

[M.bovisBCGTokyo172株 培 養 濾液 か らのMPB63の

分 離精製]

永 井 らがM.tubmulosisの 培 養濾液か らMPT63を 分 離

精製 した方法1)で 行 った。

培 養 濾液:MPB63を 単 離 す る原料 と して,M.bovis

 BcG Tokyo172株 を ソー トン合成培 地で8日 間表面培養

した後 の培養濾液 を用 いた。

検 体 の 濃縮:ミ リポ アペ リ コ ンカセ ッ トシ ス テ ム

XX42PEL60(ミ リポ ア製)お よびア ミコンYM-5メ ン ブ

レン(AmiconYM-5membrane,ア ミ コン製),撹 拌式 セ

ルSTIRREDCELLS8400(ミ リ ポア製)を 用いた。

透析:ス ライ ド-A-ラ イザ ー(Slide-A-Lyzer,PIERCE

製)を 用 いた。

カ ラ ム:DEAE-SepharoseCL-6B,Sephacry1S200HR

お よびPhenylSepharoseCL-4B(フ ァ ルマ シ アLKB製)

を組み合わせて用いた。

フラ クシ ョン コレク ター:FRACTIONCOLLECTOR

SF-2100(ア ドバ ンテ ック東洋製)を 用 いた。

電気 泳動:カ セ ッ ト電気 泳動 槽 「第 一」,SDS-PAGE

グ ラ ジエ ン トゲ ルプレー ト,2D― 銀 染色試薬 ・II「第一」

(第一化 学薬品製)を 用 いた。

タ ンパ ク定量:Bio-RadProteinAssay(Bio-RadLabora-

tories製)とBCAProtein Assay ReagentA,B(PIERCE製)

を用 いた。

なお,精 製 の詳細 を 「結果」の項 に記 した。

[抗酸 菌中のmpt63遺 伝 子 の検索]

使 用 菌株:M.tubmulosis2株,M.bovisBCG5株 お よ

び臨床 分離株 を含 む抗酸 菌33株 を用いた。

PCR反 応:サ ー マ ルサ イ ク ラー(ミ ニサ イ ク ラー,

MJリ サ ーチ製),TaKaRaExTaq(TaKaRa製)を 用 いた。

電気 泳動:Mupid-2(ミ リ ポア製),NuSive3:1Aga-

rose(TaKaRa製)を 用 いた。

①mpt63のPCR用 プ ライマ ーの構築

Mancaに よ るMPT63タ ンパ ク を コー ドす る遺伝子 の

塩基配列2)か ら,プ ライマーの設計 を行 った°

プライマ ーT-63-S:

5LCCTAACGATGACCGACACCG-31

プ ラ イ マ ーT-63-A:

5'-ATCAGCAGATCCTCCATGCC-3'

PCR Product size:348bp,Annealing Temperature:59.8℃

と 計 算 さ れ た 。

②Mycobacteria40菌 株 のDNA抽 出 とp CR

DNA抽 出 とPCR:1%小 川 培 地(日 本 ビ ー シ ー ジ ー 製

造)に 培 養 し た 各 菌 株 一 白 金 耳 をTritonX-100加Tris-

EDTABuffer(pH8.0)100μl中 に 懸 濁 し,100℃30分

間 加 熱 し て 溶 菌 さ せ た 後,遠 心 分 離 し た 上 清 中 のDNA

含 量 を 測 定 し,各 株 のDNA含 量 を そ ろ え そ れ ぞ れPCR

用DNATemplateと し た ・

こ のTemplate2.0μl,PCRbuffer5.0μl,dNTPs8.0μl,

勲gDNAポ リ メ ラ ー ゼ0.25μl,プ ラ イ マ ーT-63-Sと

T-63-Aを そ れ ぞ れ2.5μlお よ び 滅 菌 水29.75μlを 混 合 し,

次 の 条 件 でPCR反 応 を 行 っ た 。

First Denaturation 94℃ 10min.

Denaturation 94℃ 1min.

Annealing 60℃ 1min.

Extension 72℃ 1min.

Denaturation→Extension30cycles

Termination 72℃ 10min.

PCR反 応 終 了 後,PCR産 物10μ1と ゲ ル ロ ー デ ィ ン グ

バ ッ フ ァ ー(プ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 含 有)2μlを 混

合 し,3%NuSive3:1Agarosegelで 電 気 泳 動 を 行 っ た 。脊

泳 動 後Ethidium Bromideで 染 色 し,UV-Transilluminator

で バ ン ドを 確 認 した 。

[MPT63(結 核 菌 由 来)とMPB63(BCG由 来)の 遺 伝

子 レベ ル で の 比 較]

DNAシ ー ク エ ン ス:GENECLEANIIkit(BIOFLOAT

製),日 製 産 業 ㈱ 科 学 機 器 セ ン タ ー の 協 力 でDNAシ ー

ケ ン サSQ5500E(日 立 製)を 用 い て 行 っ た 。

[MPB63の 免 疫 学 的 特 性]

モ ル モ ッ ト:ハ ー ト レ イ 系 ア ル ビ ノ 種 雌(日 本 医 科 学

動 物)体 重 約300gを 用 い た 。

BcG生 菌:M.bovisBcGTokyo株 生 菌 と し て,凍 結 乾

燥BCGワ ク チ ン(日 本 ビ ー シ ― ジ ー 製 造)にPBSを

5mg/mlと な る よ う に 加 え 懸 濁 し そ の0.1ml(0.5mg/

head)を 下 腹 部 皮 下 に 接 種 し免 疫 し た 。

BCG加 熱 死 菌:PBSで40mg/mlに 懸 濁 し た 凍 結 乾 燥

BCGワ ク チ ン を121℃ で15分 間 高 圧 蒸 気 滅 菌 し た 。 そ

の4.0mg/0.1mlを メ ノ ウ 乳 鉢 で 擦 り つ ぶ し な が ら ア

ジ ュ バ ン ト と し て 流 動 パ ラ フ ィ ン10mlを 加 え0.4mg/

mlと し,そ の0.25mlず つ 計0.5ml(0.2mg/head)を 左 右

大 腿 部 筋 肉 内 に 接 種 し た 。

結 核 菌 加 熱 死 菌:M.tuberculosis Aoyama B株 を121℃

で15分 間 高 圧 蒸 気 滅 菌 し た 後,100℃ で 乾 燥 し 加 熱 乾 燥
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死 菌 体 とし,そ の4.0mgを メ ノ ウ乳鉢で擦 りつぶ しなが

ら ア ジ ュ バ ン ト と して 流 動 パ ラ フ ィ ン10mlを 加 え

0.2mg/0.5mlと し,そ の0.25mlず つ 計0.5ml(0.2mg/

head)を 左 右大腿部筋 肉内に接種 した。これ らのモルモ ッ

トは免疫 してか ら4週 後に実験 に用いた。

免疫4週 間後 にMPB63と 対 照 として精製 ツベ ルク リ

ンPPD(日 本 ビーシージー製造)を0.0008μg,0.003μg,

0.0125μg,0.05μg,0.2μgお よび2.0μg/0.1ml/PBSを,

脱 毛 した モルモ ッ トの背 部 の皮 内 に注射 し,24時 間後

発 赤 を測定 した。

[MPB63を 抗 原 としたELISA法 に よる結核診 断]

EHSA:96穴 マ イ ク ロプ レー ト(Nunc-lmmuno Plate/

PolySorp Surface,Nalgen Nunc製),マ イ クロプ レー トリー

ダーMPR-A4iII(東 ソ ー製),ペ ル オキシダーゼ標識抗

ヒ トIgG2次 抗 体(HRP-GoatAnti-HumanIgG,Zymed製),

基 質 と してo-Phenylendiamine(OPD,シ グ マ製)を 用 い

た。 そ の他 の試薬 は,和 光 純薬 製 を用 い,次 の方 法 で

ELISAを 行 った。

96穴 のマ イクロプ レー トにPBSに 溶 解 したMPB63を

0.25μg/wellと な る ように加 え,室 温 で1晩 静置 しコー

テ ィ ング した後,0.005%Tween20/pBS(PBS-T)150μl

で10分 間 ブロ ッキ ング→PBS-Tで 洗 浄(3回)→PBS-T

で201倍 に 希釈 した並1清を50μlず つwellに 加 え る→ 室

温 で1時 間反応 →洗 浄(3回)→PBS-Tで500倍 に希 釈

した標 識2次 抗 体(HRP-GoatAnti-HumanIgG)を50μl

ず つwellに 加 える→ 室温 で1時 間反 応→洗 浄(3回)→

クエ ン酸緩衝 液で1mg/mlに 溶 解 したo-Phenylendiamine

を50μlず つwellに 加 え室温 で30分 間反応 →1NH2SO4

を50μlず つwellに 加 え反応 を停 止 →492nmのO.D.を

測 定→ 抗原が コー トして あるwellのO.D.か らブ ラ ンク

のwellのO.D.を 引 き△O.D.を 算 出 した。

対象:臨 床 的 に結核 と診 断 され た結核 患者46名 とツ

反応 陽性 の健 常者45名 の血清 を用いた。

結 果

(1)M.bovisBCGTokyo172株 培 養濾 液か らのMPB63

の分 離精製

Step1培 養 濾液(CFP)の 濃 縮

M.bovis BcG Tokyo172株 を ソー トン培 地 で8日 間培

養 し,菌 体 を遠心分 離 に よ り除去 した濾 液約100lを 用

いた。 さ らに残存する菌体 をNo .2の 濾 紙(東 洋濾紙製)

で 濾 過 し,ミ リ ポ ア ペ リ コ ン カ セ ッ トシス テ ム で

PLCC00005(分 子 量5,000)の フ ィル ターを5枚 セ ッ トし,

分 子 量5,000以 下 の 培 地 成 分 や 代 謝 産物 を除 去 して

320mlま で 濃縮 した。 この 際,濾 液 を40～45℃ に加温

しなが ら濃縮 操作 を行 うことで,培 地中 に含 まれ るグリ

セ リンによる粘度上昇が抑 えられ,フ ィル ター を通 りや

す くな った。濃縮 液 をボ アサ イズ0.22μmの ミリポ アメ

ンブ レ ン(Milipac60,ミ リ ポ ア製)を 通 して 除菌 し,

60%飽 和 にな るよ うに固型硫 酸 ア ンモニ ウム を156g添

加 し,タ ンパ ク を沈殿 させ た。CFP100lよ り総 タ ンパ

ク約2.29が 得 られた。

Step2Phenyl Sepharoseに よるア フイニテ イ分離

Phenyl Sepharose CL-4Bを カ ラム(φ25mm,bedvol.

80ml,Bio-Rad製)に 充填 した。Step1で 得 られた タン

パ ク の懸 濁 液 の うち約160ml,総 タ ンパ ク量1 .1gを

6,000rpm,30分 間 遠心 して タ ンパ ク部 分 を集め,カ ラ

ム上 端 に添 加 した。10mMTris-HC1(TH7.5)に 濃 度が

500mM,200mM,100mMお よ び0mMと な る よ う に

硫酸 アンモニ ウムを加 えた もの を溶 出Bufferと して,そ

れぞれ200ml,100ml,200mlお よび200mlで 溶 出 した。

溶 出は室温 で行い10mlず つ 分 画 した。各分画 の溶 出パ

ター ンをBio-Rad法 よ り求め た。す なわち各分画 より20

μlのSampleを 採 取 し,96穴 の マイク ロプレー トに分注

し,5倍 希釈 したBio-Rad試 薬 を,そ れぞ れ100μ1加 え

発色 させ,直 ち にOD595nmを 測 定 し溶 出パ ター ンを求

め た。 このパ ター ンとMPT63を 標 準 としたSDS-PAGE

に よ りMPB63が 含 まれる分画 を確 認 し,硫 酸 アンモニ

ウム濃 度 が500mMと200mMで 溶 出 した分 画No.17か

らNo.37ま で の210mlを 集 め,ア ミコ ンYM,5メ ン ブ

レンをセ ッ トした撹拌 式セルに入 れ13.0mlに 濃 縮 した。

Fig.1Aに 溶 出パ ター ンを示 す。濃縮液 をス ライ ド-A-

ラ イザ ー に入 れて,10mMTH7.5で 透 析 後,0.45μmの

フィル ターで濾過 し,次 のstepに 用 いるまで凍結保存 し

た。

Step3DEAE-Sepharose CL6B/3%Methylcellosolveに

よる精製

DEAE-SepharoseCL-6Bを カ ラ ム(φ15mm,bedvol.

75ml,Bio-Rad製)に 充 填 し,10mMTH8.7+3%MC+

20mMNaClBuffer500mlで 平 衡化 した。Step2で 得 ら

れたサ ンプルを添加 し,平 衡化 に用いたBufferに20mM

か ら350mMの 濃 度勾 配 とな るようにNaClを 加 えた溶出

Bufferで 溶 出 した。溶 出 は10℃ で行 い5mlず つ 分画 し

た。前Stepと 同様 に各 分画 の溶 出パ ター ンお よび電気

泳動パ ター ンか ら集め る分画 を決定 した。ただ し,溶 出

パ タ ー ン に は,BCA試 薬(PIERCE製)を 用 い た。

MPB63を 含 む分 画No.34か らNo.42ま で の40mlを 集

め,同 様 に3.6mlに 濃1縮し,透 析 後凍結保存 した。

Step4Phenyl Sepharoseに よ るアフィニテ ィ分離

PhenylSepharoseCL-4Bを カ ラム(φ25mm,bedvol .

80ml,Bio-Rad製)に 充填 し,10mMTH75+900mM硫

酸 ア ンモ ニ ウム150mlで 平 衡 化 した。Step3で 得 られ

た タンパ ク溶液3.6mlに900mMと な る ように硫酸 アン

モ ニ ウ ム428mgを 加 え カ ラ ム 上 端 に添 加 し,10mM
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A)Step2

B)Step4

Fig. 1 Isolation step 2 and 4. 

A) The concentrated culture fluid was applied to a Phenyl
 Sepharose CL-4B column and eluted with Tris buffer con-

taining stepwise decreasing concentrations of Ammonium
 sulfate.

B) Elution pattern from a Phenyl Sepharose CL-4B column
 with Tris buffer containing stepwise decreasing concentra-

tions of Ammonium sulfate.

Tris-HCI(TH75)に,濃 度 が900mM,500mM,100mM

お よ び0mMと な る ように硫酸 ア ンモニ ウムを加 えた も

の を溶出Bufferと して,そ れぞれ150ml,200ml,200ml

お よび200mlで 溶 出 した。溶 出は室温 で行 い10mlず つ

分画 した。前Step同 様 各分画のBio-Rad法 に よる溶出パ

ター ンお よび電 気泳動 パ ター ンか ら集 め る分 画 を決定

し,MPB63を 含 む分 画No.40か らNo.49ま で の100ml

を集 め,3.0mlに 濃 縮 し,透 析 後凍結保存 した。Fig.1B

はStep4の 溶 出パ ター ンを示す。以下 のステ ップには,

同様 の行程で得 られた2回 分のサ ンフ.ル計約6.0mlを 合

わせ て用 いた。

Step5DEAE-SepharoseCL-6B/3MUrea,GradientNaCl

に よる精製

DEAE-SepharoseCL-6Bを カ ラ ム(φ25mm,bedvol.

230ml,Bio-Rad製)に 充愼 し,30mMTH75+3MUrea

+20mMNaCIBuffer500mlで 平 衡 化 した。Step4で 得

られた タ ンパ ク溶液6.0mlに3Mと な る ように尿 素1.29

を 加 えた。 これ を カ ラ ム に添加 し,平 衡 化 に用 い た

Bufferに20mMか ら100mMの 濃 度勾 配 とな る よ う に

NaC1を 加 えた溶 出Bufferで 溶 出 した。溶 出は10℃ で行

い5mlず つ 分画 した。前Stepと 同様 に各 分画 の溶 出パ

ター ンお よび電気泳 動パ ター ンか ら集 め る分 画 を決定

し,MPB63を 含 む分 画No.97か らNo.120ま で の120ml

を 集 め,4.0mlに 濃 縮 し透析 後保存 した。 ただ し,溶 出

パ ター ンにはBCA試 薬(PIERCE製)を 用 いた。

Step6S200HR/10%EG,0.3MNaC1に よ る分子節 い

SephacrylS-100HighResolutionを カ ラ ム(φ2.5mm,

bedvol.545ml,Bio-Rad製)に 充填 し,10mMTH7.5+

10%EG+0.3MNaClBuffer500mlで 平 衡化 した。Step5

で 得 られたサ ンプル4.0mlに 最 終10%と な る ようにEG

(Ethylene Glycol Monomethyl Ether)0.44mlお よ び 微 量

のNaC1を 加 え,カ ラム上 端 に添加 し,平 衡化 に用 いた

Bufferで 溶 出 した。溶 出は10℃ で行い5mlず つ分 画 した。

前Stepと 同 様 に各 分画 の溶 出パ ター ンお よび電気 泳動

パ ター ンか ら集 める分画 を決 定 し,MPB63を 含 む分 画

No.65か らNo.74ま で の50mlを 集 め,5.0mlに 濃 縮,透

析 後凍結保存 した。

Step7DEAE-SepharoseCL-6Bに よる精製

DEAE-SepharoseCL-6Bカ ラ ム(φ15mm,bedvo1.70

ml,Bio-Rad製)を30mMTH8.7+40mM NaCI Buffer500

mlで 平 衡化 した。Step6で 得 られたサ ンプル5.0mlを カ

ラム上端 に添加 し,平 衡化に用いたBufferに40mMか ら

70mMの 濃 度勾配 となる ようにNaClを 加 えた溶 出Buf-

ferで 溶 出 した。 溶 出は10℃ で行 い5mlず つ 分画 した。

前Stepと 同様 に各分 画 の溶 出パ ター ンお よび電気 泳動

パ ター ンか ら集め る分 画 を決定 し,MPB63を 含 む分画

No.43か らNo.51ま で の45mlを 集 め3.0mlに 濃 縮 し,透

析 後最終 精製MPB63と して凍結保 存 した。Fig.2Aは,

Step7の 溶 出パ ター ン,Fig.2Bに 得 られた分画 のSDS-

PAGEの 結 果 を示す。

MわovisBcGTokyo172株 の培 養濾 液 か らも,永 井 ら

の方法 でMPB63の 分 離精 製が可能 であ った。 ただ し収

量 に関 しては,各 過程 で得 られた分 画を適宜合 わせ て最

終行程 まで行 ったので,正 確 な数値 は出せ なかったが,

100l当 た りに換算 す る と約0.5mgで あ った。 これ は同

様 に培 養8日 目の濾液か ら精 製 した同 じ分泌 タンパ クで

あ るMPB645)に 比 べ,か な り少 ない収量 であった。

また,分 画 を集 め透析後 の最終精製 と したMPB63の

SDS-PAGEを 行 った結果,18kDaの バ ン ドの他 に36kDa

に もバ ン ドが見 られた ことによ り,こ の タンパ クはDi-

merを 形 成す るもの と思 われ る(Fig.3)。
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Fig. 2 Isolation step 7. 

A) Elution pattern from a DEAE-Sepharose CL-6B column

 with a NaCI gradient in Tris buffer.

B) SDS-PAGE analysis of the fractions.
 M: Molecular size marker-6.5(lowest), 14.3, 20.1, 30

and 45 kDa. The gel was stained with silver staining.

(2)抗 酸 菌 中のmpt63遺 伝 子の検索

MPT63は,分 子量18kDaの 分 泌 タ ンパ クで あ りDNA

ハ イ ブ リダ イゼ ーシ ョンと,抗MPT63抗 体 を用 いた イ

ムノブロ ッティ ングの結果か ら,結 核菌群 に特異的であ

る とい われて い る。 しか しなが ら,BCG菌 株 問で この

タンパ クをコー ドす る遺伝子の有無 についての報告は な

く,ま た抗酸菌菌株間での比較 も少 ない。

そ こで,PCR法 に よ り種 々のBCG菌 株 お よび抗酸 菌

菌株 についてmpt63遺 伝 子の有無 を調べ た結果,PCR産

物 につい て分子 量348bpの バ ン ドが確 認 で きたの はM.

bovisBCGの5株 とM.tuberculosi3H37RvとAoyamaBの

み であった。す なわちこれ ら結核菌群の菌株 にはmpt63

遺 伝 子が存在 したが,他 の非結核性抗酸菌株 には存在 し

なか った(Fig.4,Table)。 こ の こ とよりMPT63は 結 核

菌群 に特異 的な タンパクである と思 われ る。

Fig. 3 SDS-PAGE of final product after isolation step 7 . 
Molecular size marker-6.5 (lowest), 14.3, 20.1, 30 and 
45 kDa. The gel was stained with silver staining.

Fig. 4 Genomic analysis of the mpt63 gene by PCR. 

PCR products were electrophoresed on 3% agarose gel. 

Lanes : M. Molecular size markers cb 174 Hae III digest.

1. M. bovis BCG Tokyo 172
2. M. bovis BCG Denmark 1331
3. M. bovis BCG Glaxo FIO
4. M. bovis BCG Pasteur 117
5. M. tuberculosis H37Rv
6. M. fortuitum
PCR product was 348 bp.
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Table Genomic analysis of the mpt63 gene by PCR

(3)MPT63(結 核 菌 由来)とMPB63(BCG由 来)の

遺伝 子 レベルでの比較

Mancaら が 決定 したM.tuberculosisのMPT63タ ンパ ク

を コー ドす る遺伝 子 の 塩基 配列 か らPCR用 の プ ライ

マ ー を設計 し,M.bovis BcG Tokyo172株 よ り前 出 の方

法 で 抽 出 したDNAをTemplateと し てPCRを 行 っ た。

PCR産 物 を1%Agarose gelで 電気 泳動 し,ク マ シーブ リ

リア ン トブルー(CBB)で 染 色 後得 られ たバ ン ドを切 り

取 り,GENECLEAN II kitでPCR産 物 のDNAを 抽 出 し

た。 このDNAの 塩 基 配列 を解析 し,得 られたM.わovis

BCGTokyo172株 由 来のDNAの 塩 基配列 と,Mtubercu-

losis由 来 の もの と比較 した(Fig.5)。

M.tuberculosis由 来 の遺伝子 では,474番 目が アデニ ン

(A)で あ ったの に対 して,M.bovis BcGTokyo172株 由

来で はチ ミン(T)で あ った点(⇒ 印)を 除 けば,他 の遺

伝 子配列は同 じであった。 さらにア ミノ酸 レベルで比較

す ると,こ の両者は全 く同 じである ことか らMtubercu-

losis由 来 のMPT63とM.bovis BCGTokyo172株 由 来 の

MPB63は,同 じものであ ることが分か った。

(4)MPB63の 免 疫学的特性

MPB63の 皮 膚反応活性

BCG生 菌,BCG加 熱 死 菌お よび結核 菌加熱死 菌 で免

疫 した モルモ ッ トと,対 照 として免 疫 して いない モル

モ ッ トで,MPB63に よ る遅延型皮膚反応(DTH)を 調 べ

た ところ,対 照 と して用 いた精製 ツベ ル ク リン(PPD)

に 対 す るDTHは,全 て の免 疫 モ ル モ ッ トで注 射 した

PPDの 濃 度 に比例 した反応 を示 し,免 疫 してい ないモル

モ ッ トでは反応 を示 さなか った が,MPB63は い ず れの

免疫 抗原 で免疫 したモ ルモ ッ トで も,今 回用 い た濃度

(0.0008～2μg/0.1ml)で はDTHを 示 さなかった。

(5)MPB63を 抗 原 としたELISA法 に よる結核診断

健常人45人 と結核患者46人 についてMPB63を 抗 原 と

してELIsAを 行 った。Fig.6は △O.D.の 分 布 で あ る。

患 者 では低 い とこ ろか ら高 い △O.D.で 広 く分 布 して い

るが,健 常者 では低 い ところに集 中 してい る。 そこで,

△O.D.の 平 均値 ±標準偏 差(SD)を 計 算 した結果,健 常

者45人 の 値 は0.027±0.0235,結 核 患者46人 で は0.22±

0.261で あ り,StudentのT-testで こ の両群 に有 意差 を認

め た(P<0.05)。 健 常 者 で求 め た △O.D.の 平 均+2S.D.

で あ る0.074を カ ッ トオ フ値 とす る と,結 核 患者46人 の

うち陽性 と判 定 された人 は34人,健 常者 の うち陽性 と

判定 された人は2人 であった。 この結果 か ら,MPB63を

抗 原 とす るELISAの 感 度73.9%,特 異 性95.6%,擬 陽性

率26.1%,擬 陰 性率4.4%,陽 性 的 中率94.4%,陰 性 的中

率78.2%お よび有効性84.6%と 計 算 された。

考 察

MPT63は,最 初 永井 らによ りM.tubemlosisH37Rv株

培 養 濾 液 よ り分 離 さ れ,SDS-PAGEに よ る 分 子 量

18kDa,159の ア ミ ノ酸 か らな り計 算 上 の 分 子 量 は

16.5kDa,そ の うち29ア ミノ酸 の シグナルペプチ ドを持

つ結核 菌の分泌 タンパ クである1)。 この タンパ クは結核

菌群 に特異 的で ある といわれ ているが1)2),M.bovis BCG

Tokyo172株 も この タンパ クを分泌 し,N-末 端 がMPT63

と同 じ17kDaの タ ンパ クとして分離 されている3)。

この タ ンパ クを発現 す る遺伝子 配列 を,M.tubmulo-

sisH37Rv株 とM.bovisBcGTokyo172株 で 比較 した結果,

474番 目が前者 ではアデニ ン(A)で あ ったの に対 して後

者 で はチ ミン(T)で あ ったが,ア ミノ酸 レベル では両

者 は同 じタンパ クであった(Fig.5)。 従 って,抗 酸菌 の
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GAC ACC GTT GGC CAA GTC GTG CTC GGC TGG AAG GTC AGT GAT CTC AAA TCC AGC ACG GCA 300

Glu Thr Val Gly Gln Val Val Leu Gly Trp Lys Val Ser Asp Len Lys Ser Ser Thr Ala

GTC ATC CCC GGC TAT CCG GTG GCC GGC CAG GTC TGG GAG GCC ACT GCC ACG GTC AAT GCG 360

Val Ile Pro Gly Tyr Pro Val Ala Gly Gln Val Trp Glu Ala ACT Ala Thr Val Asn Ala

ATT CGC GGC AGC GTC ACG CCC GCG GTC TCG CAG TTC AAT GCC CGC ACC GCC GAC GGC ATC 420

Ile Arg Gly Ser Val Thr Pro Ala Val Ser Gln Phe Asn Ala Arg Thr Ala Glu Gly Be

T

AAC TAC CGG GTG CTG TGG CAA GCC GCG GGC CCC GAC ACC ATT AGC GGA GCC ACA ATC CCC 480

Asn Tyr Arg Val Um Trp Gln Ala Ala Gly Pro Glu Thr Ile Ser Gly Ala Thr He Pro

CAA GGC GAA CAA TCG ACC GGC AAA ATC TAC TTC GAT GTC ACC GGC CCA TCG CCA ACC ATC 540

Gln Gly Glu Gln Ser Thr Gly Lys Ile Tyr Phe Asp Val Thr Gly Pro Ser Pro Thr He

GTC GCG ATG AAC AAC GGC ATG GAG GAT CTG CTG ATT TGG GAG CCG TAG ATC GTA GCT AAT 600

Val Ala Met Asn Asn Gly Met Glu Asp Leo Leu Ile Trp Glu Pro *

Fig. 5 Nucleotide sequence of the gene encoding the MPT63 protein of M. tuberculosis and MPB63 protein of M . bovis BCG.

Fig. 6 Distribution of the antibody titers against MPB63 

among TB patients and Healthy controls.

The cutoff value (0.074) determined as mean delta OD492 plus 
2 SD by use of Healthy controls.

他 の主要 タ ンパ ク と同 じように,結 核 菌由来 の もの を

MPT63,M.bovis由 来 の もの をMPB63,あ るい は両者 を

統合的 にMPT/B63と 呼 ぶのが適 当である と思 われる。

Mancaら2)は,種 々抗 酸 菌のmｐt63遺 伝 子の分 布 をサ

ザ ンハ イブリダイゼー シ ョンによ り調べ た結果,結 核 菌

群 に特異的であ った としている。本研 究では,PCR法 に

よ りmpt63遺 伝 子の分布 を,臨 床分離株 を含 む抗酸菌 で

調べ た結果,Mancaら の結 果 と同様 に,結 核 菌群 に特異

的であ り,M.tubmulosisのH37RvとAoyamaB株 に,ま

たM.bovis BCGの 亜 株 で はTokyo,Glaxo,Copenhagen,

Pasteurお よびConnaught株 の いず れ にもmpt63遺 伝 子 が

存在 していたが,非 結核性抗酸 菌には欠損 していた。 こ

の ことよ り,結 核 菌群 に特異 的な診 断用抗原 の候補 とし

て有望 だ と思わ れ る。今 回,BCGワ ク チ ン製造 時 に使

用 され るM.bovis BcG Tokyo172株 を ソー トン液体培地

で8日 間培 養 し た培 養 濾 液 か ら,永 井 らの 方 法 で

MPB63の 分 離精製 を行 った。 この際に,BCGで はMPB

70が 多 量 に分 泌 され 混在 してお り,初 期 のStep2と

Step3に お い て溶 出bufferの 量 を増 や し分離 を試 みた

が,こ の段 階ではMPB70を 除去 す るこ とは困難 であ っ

た。 そ こで,MPB63とMPB70が 混 在 す る分画 を大胆 に

除 き,Step4で も う一度CL-4Bカ ラ ム による アフ ィニ

ティ精製 を行い精製 を進めた。 しか し,各 分画の電気泳

動像 か らみる と,培 養8日 目の濾 液 に含 まれ るMPB63

の 量 は非常 に少 な く,同 じ方法で分画 した別のサ ンプル

と合わせて精製 を行 う必要があった。そのために正確 な

収量は算出で きなか ったが,計 算上 はM.bovis BCGTo-

kyo172株 の培養 濾液100l当 た り約0.5mgと 推 定 された。

これは同 じ培養8日 目のM.bovis BcG Tokyo172株 の濾

液 中に含 まれるMPB64の 収 量 約15mgに 比 べ る と,分

泌 量が少 ない タ ンパ クで ある といえる。 このMPT63は

シ グ ナルペ プチ ドを持つ こ とよ り菌体 内 には蓄積 され

ず,培 養液 中に蓄積 され,M.tubmulosis H37Rv株 を ソー

トン液体培地で3週 間培 養 した濾液中の分泌量 は多 い1)。

M.bovisBcGTokyo172株 の 場合 も,培 養期 間の長 い濾

液 中には,8日 目の ものよ り多 く含 まれ ると思 われ るが,

相 対 的にMPB70な ど,他 の タンパ クの含有量 も増加す

るので,単 離 で きるMPB63の 量 はH37Rv株 由 来 の もの

に比較 して少ない ことが予想 される。
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本研 究で は単 離 したMPB63の ア ミノ酸 配列 につ いて

は検 討 して い ないが,先 のmpb63遺 伝 子の検 討,お よ

びM.tubmulosis培 養 濾 液か らの精製 法 と同様 の方法で

MPT63と 同 じ分子 量の ものが単 離 で きた こ とよ り,M

bovisBCG由 来 のMPB63とMr.tubmulosis由 来 のMPT63

は,同 じタンパ クである と考 え られる。

Harthら6)は,病 原性が ない速育菌のM.smegmtisとM

.vaccaeを 宿 主 と して,M.tubemlosisの16kDaタ ンパ ク

をコー ドす る遺伝 子 を挿入 し,リ コンビナ ン トタンパ ク

を産生 させ た。 この16kDaタ ンパ クは,N-末 端 の配列

と計算 上 の分 子 量 か ら,比 較 ・同定 さ れて い ない が

MPT63と 同 一 タ ンパ ク,す なわちMPB63と も 同 じであ

る と思わ れ,こ の リコ ンビナ ン トMPT63の 収 量 は,培

養液1l当 た り2.5mgと 大 量であった。またMancaら2)は,

大 腸菌 を宿主 としてリコ ンビナ ン トMPT63を 産 生 させ,

nativeMPT63と 比 較 した結果,こ れ らは同 じタンパ クで

あった と報 告 してい る。従 って,大 量 のMPB63が 必 要

な場合,こ の ような遺伝子組 み換 え技術 を用 いるこ とが

で きよう。

M.bovisBCGTokyo172株 の 生 菌,死 菌お よびMtu-

bmulosisH37Rv株 の 死菌でモ ルモ ッ トを免疫 し,MPB63

の 皮 内注 射 に対 す るDTHを み た結 果,い ず れの免疫 条

件 で もコ ン トロールのPPDに 対 す る反応 はみ られ た も

の の,MPB63に 対 して は反応が み られ なか った。 しか

しLyashchenkoら7)は,HsdPos:DH系 の モルモ ッ トをM

bovisBCG日 本 株 あ る い はM.avium生 菌 で 免 疫 し,

MPT63を2μg/0.1ml濃 度 で注射 した ところ,BCGで 免

疫 した モルモ ッ トで は75±1.6mm,M.aviumで 免 疫 し

た ものは0.5±1.Ommの 反応 があ り,こ の ことよりMPT

63は 結 核 菌群 に特異 的 に皮膚 反応 を惹起 す る として い

る。 また,ハ ー トレイ系 モルモ ッ トにMPT63に ア ジュ

バ ン トを加 えて免疫 した場合,MPT63はDTHを 誘 導 す

るとの報告 がある8)9)。MPB63に 対 してDTHが 惹 起 され

た り,さ れ なか った りす るの は動物の系統差 によるもの

か,今 回使用 した抗 原濃度2μg/0.1mlが 閾値 で あるの

か不 明 であ るが,MPT63そ の もので免疫 した場合 は反

応 が惹起 される こ とと,BCG生 菌 で免 疫 して得 られ た

反 応 は,結 核 菌群 の主要 な分泌 タ ンパ クであ るMPB64

に対 す る反応5)に 比べ て も非常 に弱 い ことよ り,生 体 内

で もMPB63の 分 泌 量が少 ない もの と思 われ る。DTHの

成 立がin vivoで 分 泌 され る抗 原量 に依存す る とすれば,

in vitroで のM.tuberculosisのMPT63分 泌 量 はBCGに 比

べ多い1)こ とか ら,in vivoで の 分泌量 もBCGに 比 べ 多い

と予 想 され,M.tuわmulosis生 菌 で免 疫 した場合 には,

DTHが 成 立 す る可 能性が想 定 され る。 また,MPB64の

場 合,結 核菌群で免疫 したモルモ ッ トで は皮内注射で強

いDTHが 得 られ るが,ヒ トで は皮 内注射 で反応 が出 な

い。 しか し,投 与 をパ ッチ法 で行 う とヒ トで も反応が認

め られ る10)11)。MPB63も こ の タンパ ク と同 じ よ うに,

BCG生 菌 で免疫 した場 合 で もパ ッチ法 な ら反応 が認 め

られるか も知れない。

一方
,M.bovis BCGTokyo172株 あ るい はM.tubmulo-

sisH37Rv株 の 死菌 をアジュバ ン トと共に注射 した免疫動

物で は,MPB63はDTHを 起 こさなか った。他の報告 で

も,同 様 な結 果で あった1)2)。 こ れは,MPB63は 分 泌性

が強 く死菌菌体 には残存 してい ないためだ と思われ る。

この ことよ りMPB63は,結 核菌 が体 内で活 発 に増殖 し

ている状態,す なわち活動性の結核症患者のみ に特異的

に反応す る可能性が示唆 され るが,前 述の ように反応が

安 定 しないのでDTHに よ る結核 診断用抗 原 と して利用

については,さ らなる検討が必要 である。 また,末 梢血

単核 球 のin vitro刺 激 によるIFN-γ 産 生 につ いては今後

検 討す る予 定である。

また,M.tuわmulosisを 経 気 道感染 させ たモ ルモ ッ ト

の血清 につ いて,MPT63を 抗 原 と してELISAを 行 った

結果,高 い抗 体価が み られた とい う報告が ある2)。 さ ら

に,Mわovisを 感 染 させ た実験 的ウシ結核 にお いて,種 々

の タ ンパ クを抗原 としてその血清 中のIgGを 調 べ た とこ

ろ,MPT63はESAT-6,14-kDaタ ンパ ク,MPB70,MPT

64お よびMPT32と 同 様,強 い抗体応答 を示 した ことよ

り,ウ シ結核 の体液性免疫 の指標 として有望であ るとの

報告 がある12)。

本 研 究で,臨 床 的 に結核 と診 断 された人46名 につ い

て,MPB63を 抗 原 として血 清 中のIgG抗 体 価 を調 べ た

結果,陽 性率 は約74%で あ り,こ の検 査 だけで血 清診

断 を行 うに は低 い感 度で あ ったが,特 異 性 は96%と 高

か った。Lyashchenkoら13)は,MPT63を 含 む10種 類 の タ

ンパ ク抗 原 を用 い結核 患者 のIgG抗 体 をELISA法 で 調

べ,健 常 人のOD値 の平 均+3SDを カ ッ トオ フ値 とし

て陽性率 を算 出す る と,そ れぞれ単一抗原の陽性率 は低

い ものの,使 用す る抗原 を何種類か組み合 わせ ることに

より,い ず れか一種 以上 の抗原 に対 して陽性 の場合 を総

合 的 に 「陽性」とす る と,結 核患者 のほぼ90%を 検 出で

きる としている。 これは結核患者 に より抗原 を認識す る

免疫機構が遺伝 的 に異 なるためだ と思 われる。従 って,

何種 類かの抗原 を組み合 わせて用 いる ことに より,種 々

の患者でそれぞれ異な る抗原 を検出する ことで感度を上

げることがで きるが,そ の反面組 み合 わせ を考 えない と,

特 異 性が低 下す る こ とになる。MPB63は 結 核 菌群 に特

異 的なタ ンパ クであ り,血 清診断用の抗原の一つ として

か な り有望 な候補 タンパ クで ある と思 われ る。 さ らに,

患 者背景 と抗体価 との関係 を検討す る必要があ る。

抗酸菌 の分泌 タンパ クの中で,そ の生理機能が分か っ

て い る もの は 少 な く,非 常 に よ く研 究 さ れ て い る
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ESAT-6,MPB/T64やMPB70で さえもその機能は分かっ

ていない。MPB/T63に ついてもその生理的役割につい

ても今後の解明が必要である。
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ISOLATION OF MPB63 IN THE CULTURE FLUID OF MYCOBACTERIUM BOVIS BCG 

     TOKYO : GENETICAL AND IMMUNOLOGICAL CHARACTERIZATION

Katsuhide KAWAJIRI

Abstract MPT63 is a secretory protein first isolated from a 

culture fluid of M. tuberculosis H37Rv by Nagai et al. In this 

study, this protein was isolated from an 8 -day-culture fluid 

(Sauton synthetic medium) of M. bovis BCG Tokyo 172 ac-
cording to Nagai's method. It was shown that M. bovis BCG 

Tokyo 172 secreted this protein in the medium. The mpt63 

gene was detected only in the species of M. tuberculosis com-

plex by polymerase chain reaction (PCR) among 40 different 
mycobacterial species. Therefore, it is appropriate to designate 

this protein as MPB63 or MPB/T63 from M. bovis BCG, in 

similar way as other major secretory proteins of  Mycobacte-
ria, such as MPB59 and MPB64. Comparison of the nucleo-

tide sequences of the genes encoding MPB63 protein of M. 
bovis BCG and MPT63 protein of M. tuberculosis showed 

only single nucleotide difference at the position 474 where 

thymine (T) in the former was replaced by adenine (A) in the 

latter. Amino acid sequences of both proteins were completely 

identical. MPB63 didn't show delayed-type hypersensitivity

(DTH) skin reaction in the sensitized guinea pigs with live or 
heat-killed M. bovis BCG or heat-killed M. tuberculosis. 

 However, the measurements of serum IgG antibody titers of 

active tuberculosis patients by enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) showed 74% sensitivity and  96% specificity 

compared to healthy subjects. Therefore, MPB63 seems to be 

a promising candidate as an antigen for serodiagnosis of 
active tuberculosis.

Key words : MPB63, Secretory protein, Culture fluid, BCG, 

PCR, ELISA
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