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Cloning and Expression of Mycobacterium tuberculosis DAN in Escherichia coli 

Shintaro KIKUCHI and Papachan E. KOLLA TTUKUDY* 

Abstract 

Although Mycobacterium tuberculosis is one of the first identified pathogenic bacteria in man， the biochemical 

and immunochemical characterization of the bacterial antigens have been limited by difficulties in dealing with 

this bacilli in vitro 

As the the cloning and DNA recombination technique have been considered to be an effective strategy to 

survey the genes encoding protein antigens relevant for such studies， M. tuberculosis genomic DNA was isolated 

and the fragments with randomly generated endpoints were used to construct a lambda gtll reconbinant lib 

rary. The antigens encoded by the recombinant could be accumulated in Escherichia coli strain defective in pro 

tein degradation (l側)， because gtll permits insertion of foreign DNA in the iJ -galactosidase strudtural gene， 1αc 

Z， and promotes synthesis of hybrid proteins. A very low molecular weight polypeptide， .compared with the 

size of recombinant DNA， was detected by Western blotting with hyperimmune rabbit serum. These results 

have indicated that mycobacterial DNA could be expressed in E. coli， but the transcription.translation appar. 

atus of this enterobateria would recognize some M. tubeγculosis amino acid.coding.DNA sequence as the initia 

tion or terminination codon 

1 .はじめに

Mycobacteri um属細菌はグラム陽性の梓菌で.Mycobacterium smegmatisやM.phleiなどのよう

に土壌中に生息するものからf ヒト型結核菌 M.tuberculosisやらい(癒)菌 M.lepraeに代表され

る病源菌にいたるまで自然界にひろく分布しそれらの共通の性質である抗酸性にちなんで抗酸

菌と総称されている 1)。抗酸菌は，また，その生育速度にもとづいて，世代時間が 3~4 時間の

速育菌 fast.grower(M. smegmatisや烏型結核医JM. aviumなど)と，生育がきわめて緩慢で、とき

として世代時間が数週間にもおよぶ遅育菌 slow.grower(M. tubeγculosisあるいは M.intracellulare 

など)とに大別されるが，菌種によって生育速度に差異の生じる原因についてはまだ不明な点が

多く，わずかに，その遺伝子サイズが速育菌では平均4.8X109ダルトン，また遅育菌では平均

3.5X109ダルトンと，前者が後者よりも幾分大きな遺伝子を有していることが報告されているの
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みである2，3)。

よく知られているように M.tuberculosisはR.Kochによって初めて近代免疫学的，病原細菌学

的な見地からの記述のなされた抗酸菌であるが4.5¥ かつては猛威をふるったこの病原菌も，そ

の後の抗生物質の発見やイソコチン酸ヒドラジド (INH)などの化学療法剤の発展にともなって

減少の方向にある O しかし，今日でもなお全世界で三千万人の人々がこの抗酸菌に感染している

ものと推定されており，特に発展途上国においては毎年二百万以上の新たな感染者が発生してい

るといわれている6)。わが国においては結核予防法に基づく予防・治療のー貫した方策がとられ，

ウシ型結核菌 BCG株 (M.b仰 isBacillus Calmette-Guerin)培養j慮、液から調製された糖タンパク質

を主たる抗原とする予防接種が実施されているが，この抗原は免疫化学的な特異性にとほしく，

その有効性について制限の付与される場合もあった。したがって，この抗原の生化学的，免疫化

学的な解析は至急の研究課題とはされながらも M. bovisが遅育菌であることや抗酸菌の取り扱

いが繁雑であることなどのために有効な研究方法が確立されておらず，その開発のまたれる状況

であった。

一般的に，このような抗原タンパク質の解析のためには，それをコードする遺伝子(デオキシ

リボ核酸， DNA)のクローニングと，クローニングした遺伝子を生化学的に解析の容易な一般

細菌細胞で発現させる，いわゆる遺伝子組み換え技術がきわめて有効なアプローチと考えられて

いる O しかし抗酸菌は他の細菌とは異って，その細胞表面に多量の脂質を含有するため7-10)温和

な条件下に細胞を破砕して遺伝子組み換えに使用しうる分子サイズの DANを抽出することが国

難であり，したがって従来の紐み換え技術をそのまま抗酸菌に適用することはできないとされて

きた。われわれは抗酸菌をシクロセリン存在下で培養するとこの細菌が細胞壁溶解酵素リゾチーム

に対して感受性となり，その結果一般細菌と同様きわめて温和な条件下に細菌から DANを抽出

しうることを見出した。さらに，こうして得た抗酸菌 DANを発現ベクターファージ lambdagtll 

によって大腸菌 DNAに組み換えたところ，抗酸菌抗原タンパク質をコードしていると推定され

る遺伝子を検出することができ その遺伝子構造について若干の知見を得たのでそれらの結果を

以下に報告する。

2.実験材料および方法

使用菌株の培養と DNAの抽出

ITR Bioch印 licalResearch (米国シカゴ市)より譲与された M.tuberculosis BCG 361株を Davis

らの方法ll)に従って PTO培地，およびSauton培地で培養した。菌の生育が対数増殖期前期に達

した時，あらかじめ液過滅菌した D シクロセリンを最終濃度 1mg/mlとなるように培地に添加

し，さらに 7日間培養を続けた。培養後，遠心分離によって集菌した菌体を50mMエチレンジア

ミン四酢酸 (EDTA)/50mMトリス 塩酸緩衝液 (pH8.0)からなる溶菌緩衝液に懸濁し，こ
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れに最終濃度 1mg/mlとなるように卵白リゾチームを加え370Cで90分間溶菌反応、をおこなっ

た。反応後，溶菌液に最終濃度 1Mとなるように塩化ナトリウム水溶液を加え，次いで、等容の

クロロホルム フェノール混液 (1 l，v/v) を加えて室温で15分間撹狩した。 3，OOOXgに

て30分間遠心分離を行って水層を分取した後 これに等容のクロロホルム イソアミルアルコー

ル混液 (24: 1， v/v) を加えて15分間撹杵した。 3，000Xgにて15分間冷却遠心分離を行って

水層を分取し，これに2.5倍容の冷エチルアルコールを加えて粗 DNAを析出させた。こうして

得た粗 DNAを0.4塩化ナトリウム水溶液に懸濁し，.l.5% (w/v)セチルトリメチルアンモニウ

ムブロマイド処理による多糖類の除去を行った後， 0.5μgのウシすい臓由来 RNA分解酵素 (R

Nase A) によって残存するリボ核酸を除き，再度クロロホルム フェノール処理，冷エチルア

ルコール沈澱をおこなって精製 DNAを得た。

DNAライブラリーの作成

精製 DNAをO.lM塩化ナトリウム/0.1μMEDTA/20μMトリス 塩酸緩衝液 (pH7.5)に

溶解し， 25ゲージの皮下針を通過させて平均5，000塩基対(5 kb)の長さに切断した。 t)日断の程

度は水平型アガロースゲル電気泳動によってモニターした。次いで、 DNA溶液に50μlのEcoRIメ

チラーゼ緩衝液(1μM EDTA/50μMトリスー塩酸緩衝液， pH 7.5) と5μlの10μMSアデ

ノシルーL~ メチオニン，および過剰量の Eco RIメチラーゼを加えて DNAのEcoRI切断をメチル

化した後， T4DNAポリメラーによって DNA末端をブラント化した。この DNA溶液に等容の冷

エチルアルコールを加えて DNAを沈澱回収した後，これを10f1M塩化マグネシウム/10μM

DTT/50mMトリス一塩酸緩衝液 (pH7.5)に溶解して T4DNAリガーゼによる EcoRIリンカー

( 8量体)の接続をおこなった。以上のごとく処理した DNAフラグメントをエチジウムブロマ

イドをふくむアガロースゲルによって電気泳動的にサイズ別に分離し 1~ 10キロ塩基対のフラグ

メントを Bio.Rad社製のBio.Trap装置を用いて回収した。この DNAフラグ、メントを0.01μM

EDTA/lOμMトリス 塩酸緩衝液 (pH7.5) に溶解した後，定法に従ってファージ lambdagtll 

(Giga.Pack社由来株)に tnvüro でパ y ケージし，次いで大腸菌 Y~1088株を宿主として増幅した

ライブラリーのスクリーニング

ライブラリーのスクリーニングでは M.tuberculosis菌体抽出減を抗原として家兎により作成し

た抗血清(ガンマグロプリン幽7れを用いて YoungとDavisの方法に従っておこなった13.14)。

すなわち， 0.2% (w/v)マルトース添加培地 (LB)で培養して細胞表面のファージ受容体を誘

導した大腸菌 Y~1090株懸濁液0.2mlを約 5X 104pfu (プラーク・フォーミング・ユニット)の

ファージ粒子と混合した。次いでこれを3TCで15分間温置して細菌細胞表面にファージ粒子を

吸着させた後， 2.5mlの LBソフトアガーと混和してプレート上に分散した。プレートには，あ

らかじめ LBハードアガーを入れて固化させておいた。プレートを420Cにて約 4時間培養したと
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あらかじめイソプロピルチオガラクトシド(IPTG)でころプラークの形成が認められたので，

飽和させておいたニトロセルロースフィルターをプレート表面に重層し，

してさらに 3時間培養を続けた。フィルターを取り出して TES緩衝液 (O.lM塩化ナトリウム/

プレートを370Cに移

(w/v) の牛血清ア

ルブミン (BSA) をふすむ TES緩衝液 (B-TES) に30分間浸してブロックをおこない，次いで

フィルターを TES緩衝液で103倍に希釈した抗血清をふくむ B-TESに移して室温で 1時間抗原

5%  O.OlmM EDT A/50mMトリス一塩酸緩衝液， pH 8.0)で洗浄した後，

および0.05% (w/v) Tween80 

をふくむ TES緩衝液で、洗浄し，さらに放射性ヨード標識プロテイン A (NEN杜， 125I_Protein A， 

抗体反応をおこなわせた。反応後フィルターを， TES緩衝液，

比活性 25Ci/g) をふくむ B-TESに移して抗原一抗体複合物の標識をおこなった。フィルターを

およびTween80をふくむ TES緩衝液で洗浄後，風乾させて医療用レントゲンフィ

ルム(コダック社， RX-グレード)によるオートラジオグラフィーをおこなった15)。

TES緩衝液，

3.結果と考察

M. tuberculosis DNAのlambdagt 11への組み換えとライブラリー作成の概略を図 1に示した。

シクロセリン存在下で培養してリゾチーム感受性とした M.tuberculosisより分離，精製した

この結果から精製標品に RNAのDNAの260μmおよび、280μmにおける吸光度比は1.83であり，

これを機械的に切断して得られた 1-10キロ塩基対の

定法

爽雑はないものと推定されたので(図 2)， 

DNA断片に EcoRIリンカーを接続し lambdagt11のEcoRIサイトに組み込んだ。その後，
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に従って invitroパッケージを行ってファージ粒子とし，これを大腸菌に感染させライブラリー

を作成した。 lambdagtl1は，その粒子内にイニシエータ(転写開始領域)をふくむ大腸菌のβ

ガラクトシダーゼ遺伝子 (lacZ) を有するので，外来遺伝子がこの酵素遺伝子に融合遺伝子と

して組み込まれると大腸菌のタンパク質合成装置による外来遺伝子からのタンパク質合成がおこ

なわれる O すなわちファージ粒子内に組み換えられた外来遺伝子がコードするタンパク質はβ

ガラクトシダーゼとの融合タンパク質として大腸菌細胞内で合成されるので，この酵素活性を指

標として組み換えの可否を容易にスクリーニングすることができる O この方法によってわれわれ

は 3X 104pfuの一次ファージ粒子を得，さらに大腸菌 Y-I088株を宿主として 1ml当り lOl1pfu

にまで増幅した。これら増幅二次ファージ粒子について 5~クロモ 4 クロロ← 3~インドイ

ル グガラクトシド (X-gal)を基質とするグーガラクトシダーゼ活性による組み換え率の測定

をおこなったところ，その約66%がM.tuberculosis DNAを組み込んで、いることが明らかとなっ

た。次いで，M. tuberculosis抽出液を抗原として作成した抗血清をプローブとし，これら組み換

え体のスクリーニングを行ったところ 4個のプラークに陽性シグナルが認められた。その一例を

図3に示した。国 3においては強く検出された陽性シグナルと微弱な陽性シグナルとを示しであ

り，これらはそれぞれ検出される陽性シグナルの上限と下限とを示すものである。シグナルの強

弱は合成されたタンパク質の大きさ(すなわち，

組み換えられた遺伝子の大きさ，あるいは転

写・翻訳の効率)，そのタンパク質のもつ抗原

決定基の数などによって生じるものと考えられ

るO これらの結果は 4種の M.tuberculosis 

DNAが lambdagtl1のpガラクトシダーゼ遺伝

子下流に正当な方向性で組み換えられ，また組

み換えられた DNAは大腸菌タンパク質合成装

置による読み取りが可能な塩基配列を有してい

ること， したがってその結果，プローブである

抗血清と免疫化学的に反応する抗原タンパク質

が合成されたことを示すものである O

Fig. 3 Arrays of antigens from mycobacterial 

DNA clones probed with rabbit hyper 

immune serum. The arrow (A) and (8) 

were typical examples of a strong sig 

nal and a weak one， respectively 

次いで二次および三次スクリーニングをおこ

なって，これら 4種のファージをそれぞれ単一

に精製することを試み，最終的に 1種の精製

ファージ粒子を得た。このファージ粒子を大腸菌 Y-1088株で増幅した後，定法に従ってファー

ジDNAを抽出し16) これを制限酵素 Sac1，あるいはK仰tII，または両者の混合酵素液で切断

した。その切断パターンを水平型アガロースゲル電気泳動によって検討した結果を図 4に示した。
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sac 
sac I kpn I kpn 

kb 
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7 -・
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234567  

Fig. 4 Agarose gel electrophoresis of DNA 

from gtII: M. lubercωosis recombinant 

molecules before (Ianes 2， 4， and 6) 

and after (lanes 3， 5， and 7 ) diges 

tion with restriction enzymes indi. 

cated. Bacteriophage lambba DNA 

digested with Sty 1 was used as size 

marker (lane 1). The sizes of frag 

ments were given， in Kb， to the left of 

対照として lambdaDNA (全長48.6キロ塩基対)

の制限酵素 SかI消化物を使用した。図 4に示

されるごとく，ファージ粒子は約 2キロ塩基対

のM.tuberculosis DNAを組み込んでいた。こ

の精製ファージをタンパク質分解酵素欠損変異

株(lon-)である大腸菌 Y-1089株に感染させ，

370Cで 3時間培養してタンパク質合成を誘起

した。次いで培養温度を420Cにシフトして，

ファージ・サイクルを溶原サイクルから溶菌サ

イクルへ変換しファージ溶菌能の誘導によって

大腸菌を溶菌させ，組み換え DNAにコードさ

れているタンパク質をふくむ大腸菌抽出液を得

た。この抽出液を定法に従ってポリアクリルア

ミドゲル電気泳動した後17) ウエスタン・ブ

ロッティング法によって組み換ええ DNA由来

のタンパク質を解析した18)。その結果，分子量

約104に相当する泳動位置に抗血清と反応するタンパク質バンドが認められ，これから組み換え

the gel 

DNAにコードされているタンパク質の分子量が推定された。その結果を図 5に示した。ここで

アミノ酸の平均分子量を150とすると 2キロ塩基対の DNAにコードされるタンパク質の分子

量は約105であり，また上述のごとく lambda

gtllをベクターとして大腸菌細胞内で合成されm.w 

105_ 

104-

↓
 

'
S
 A

U
 -X 『，

Fig. 5 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

and Westernblotting analysis of hyb-

rid protein accumulated. Lysate were 

loaded on polyacrylamide， subjected to 

electrophoresis， and blotted on a nit 

rocellulose filter. The filter was incu 

bated with anti-serum followed by in 
125 

cubation with"""I-protein-A， and pro 

cessed for autoradiography 

るタンパク質はs-ガラクトシダーゼ(分子量

約1.8X106) との融合タンパク質であるので，

検出されるタンパク質の分子量はこれらの総計

と考えられる。しかしながら，ウエスタン・ブ

ロッティングにおいてタンパク質バンドが分子

量約lO4に認められたことは，組み換えられた

2キロ塩基対の M，tuberculosis DNAのうちの

わずか数百塩基対のみが大腸菌細胞内で転写・

翻訳されたにすぎないことを示すものであり，

このことから，組み換えられた M，t叫 berculosis

DNA鎖には M.tuberculosisにとってはアミノ

般をコードする塩基配列であるが，大腸菌に

128 



ヒト型結核菌 Mycobacteriumtuberculosis遺伝子のクローニングと組み換え遺伝子の大腸菌における発現

E T2 T， P 

+ + + + 
二二E ー・圃竺竺

2・_5'

Fig. 6 Molecular map of galactosidase: M. tuberculosis 

recombinant region. _， s -galactosidase 

structural gene; - ， M. tubercωosis DNA in 

serted; Tl， T2， base sequences recognized as the 

termination codon by E. coli; !， base sequences 

recognized as the initiation codon by E. coli; E， 

Eco R! cleaving site. The orientation 01 trans 

cription was indicated by 5' and 3' ends 

よってイニシエーター(開始領域)あ

るいはターミネーター(終結領域)と

して認識される配列の存在することが

推定された。すなわち，図 6に示した

ごとく，組み換え DNA鎖において，

まず，sーガラクトシダーゼ遺伝子プ

ロモーターに依存したタンパク質合成

が開始され，これは M.tuberculosis由

来 DNA鎖上に存在すると推定される

“大腸菌にとっての終結配列 TI" に

よって終了する。ウエスタン・プロッ

ティングによってこのタンパク質が検

出されないことから， T]はpーガラクトシダーゼ遺伝子の下流に位置し， しかもこの酵素遺伝子

のきわめて近傍に存在していることが示唆された。その後，開始領域Iからの第二のタンパク質

合成がはじまり，終結領域 T2まで継続すると考えられる o 1およびT2のβ ガラクトシダーゼ遺

伝子下流における配位順は図 6に示された通りであり，また前述のウエスタン・ブロッテイング

の結果からこれらふたつの遺伝子領域座の距離は，分子量104のタンパク質をコードする塩基数

であることが推定される O

微生物界における一般的な“タンパク合成開始塩基配列"あるいは“終結配列"以外の掴有の

配列によって，抗酸菌がタンパク質合成の調節をおこなっていることは遺伝子工学的にきわめて

興味深く，さらに，この固有の塩基配列の詳細な解析は，抗酸菌タンパク質抗原の生化学的，免

疫化学的研究と抗原の生物工学的生産に有意な情報を提供するものと考えられる。
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