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酵素標識免疫法によるヒト型結核菌および近縁菌群の検出十

馬絹・菊池慎太郎

Detection of Mycobacteria by Enzyme Immunoassay. 

Juang MA and Shintaro KIKUCHI 

Abstract 

An enzyme immunoassay using antiserum against fatty acid synthetase 1 (FAS-1 ; a malonyl-CoA-

dependent， acyl carrier protein (ACP)-requiring system) from an avirulent mycobacteria， Mycobacterium 

smegmatis， was examined for detection of cells of this genus. The antiserum was cross-reactive with virulent 

and avirulent species of mycobacteria such as M. tuberculosis， M. bovis BCG and M. phlei， respectively. 

Only a weak reactivity was， however， observed with Nocardia sp. possessing both FAS-1 and FAS-II (fatty 

acid synthetase II ; an acetyl-CoA-dependent， ACP-requiring system)， and no cross-reactivities were found 

with bacteria like Eschelichia coli and Bacillus subtilis having only FAS-II. These results suggested that 

virulent and avirulent Mycobacterium sp. could be detected and identified specifically by the immunoassay 

method using the enzyme-Iabeled antiserum aganst FAS-1 . 

1.はじめに

mycobacteria属細菌はグラム陽性の梓菌で、 Myco加cteriumsegmatisやM.phleiのように土壌中に

存在するものから、ヒト型結核菌 M.tuberculosisやらい(癒)菌 M.lepraeに代表される病原菌にい

たるまで自然界に広く分布し、それらの共通の性質である抗酸染色性にちなんで抗酸菌と総称され

ている O 1) 

抗酸菌の中でも特にヒト型結核菌は、かつては世界的にも脅威とされていたが、その後の抗生物

質の発見やイソニコチン酸ヒドラジド (INH) なと々の化学療法斉iJの発展に伴って一時は感染者も減

少の傾向にあった。しかし 1996年の世界保健機構 (WHO)の発表によれば、中国、インド、およ

び東南アジア諸国をはじめとする諸地域においては、今日でもなお毎年八百万人以上の新たな感染

者が出ているとも報告されている O

他方、ヒト型結核菌の検出・同定は主として上述の抗酸染色やその他の細菌学的、生化学的方法

(脚注) t 本研究の一部は日本科学協会・笹川研究助成によって実施したものである O

本研究の概要は日米共同薬科学研究会において発表した。
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によって行われているが、 2) これらの方法は繁雑で、あると同時に実施者の技術的熟練も要求され、

さらには mycobacteria属と近縁にある Nocardia属や Corynebacterium属との区別がしにくいなどの

欠点があり、科学的には必ずしも満足できる方法ではない。このような観点から、簡便でかつ特異

的な抗酸菌検出法の開発と確立が待たれている状況にあるが、近年、感度および特異性に優れるこ

とから「酵素標識抗体法 (EnzymeImmunoassay，EIA) J 3，4)を利用する試みが数多くなされるに至り、

例えば抗酸菌DNA伸長酵素を抗原とする抗体をプローブとして用いる方法、 5)あるいは抗酸菌細

胞外殻の68k Da熱ショックタンパク質を抗原とする抗体をプローブとして用いる方法 6)などが報

告されている。しかし残念ながら、これらはいずれも mycobacteria属に近縁の抗酸菌とも反応し、

あるいは時として抗酸菌以外の細菌とも交叉性を示すなどの特異性に乏しいものであった。

以上を踏まえて本研究においては、ヒト型結核菌をはじめとする mycobacteria属細菌に個有のタ

ンパク質を検索し、これを抗原とする抗体をプローブとして用いる酵素標識抗体法による簡便で特

異的な病原抗酸菌の検出について検討した。

2.実験材料および方法

使用菌株とその培養

以下の抗酸菌菌株を、それぞれ下記のように培養した。ヒト型結核菌 Mycobacteriumtuberculosis 

ATCC 1128株、ウシ型結核菌 M.bovis var. BCG ATCC 1228株は菊池らによって報告された POT培

養法によって培養した。 7)トリ型結核菌 M.avium ATCC 1573株は、菊池らによって報告された牛血

清アルブミン添加ブドウ糖一塩化アンモニウム培地で培養した。 8) Mycobacterium smegmatis A TCC 

14468株、および IFO13167株、 M.phlei 13160株、M.rhodochrous IFO 13164株、M.vacce 14898株、

および M.fortuitum IFO 1315株は小川培地並びに Sauton培地によって培養した o Nocardia 

corynebacteroides ATCC 14898株、並びに Nocardiasp. ATCC 14326株は、酵母エキスー牛心抽出

物 N. Z. アミン培地によって培養した。 Corynebacteriumxerosis ATCC 7094株は、ベプトンー

酵母エキスー無機塩類培地によって培養した。対照菌として、 Luria-Bertani培地で培養した大腸菌

(Escherichia coli ATCC 11105株)及び枯草菌 (Bacillussubtilis IFO 3013株)を使用した。

I型指肪酸合成酵素 (FattyAcid Synthetase Type 1， FAS-1 )の精製

Mycobacterium smegmatis (オハイオ州立バイオテクノロジーセンター、 P.E.Kolattukudy教授より

譲渡された菌株)を、 1mMEDTAおよび 1mMDTTを含む 0.1M リン酸緩衝液 (pH7.5) (以下、

緩衝液A) に懸濁し、超音波破砕 (133W，20kHz， 20分間)した後、1O，000xgで'20分間冷却遠心分

離して粗細胞抽出液を調整した。次いで、常法に従って粗細胞抽出液に粉末硫酸アンモニウム(以下、

AmS04) を添加して、 35-55% Am S04飽和分画を得た。これを緩衝液Aに対して透析、あるいは

緩衝液Aで希釈した後、あらかじめ緩衝液Aで平衡化した DEAE-セルロースカラム(カラムサイ

ズ:2X30cm) に負荷した。溶出は、 lmM DTTを含む 0.25M リン酸緩衝液 (pH7.5) (500ml) 

と 1mM  DTTを含む 0.7Mリン酸緩衝液 (pH7.5) (500ml)からなる直線濃度勾配によって行つ
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た。各溶出画分の I型脂肪酸合成酵素(以下、 FAS-1と省略)活性を以下に記載した方、法に従っ

て測定し、高い活性を示す画分を集めた。次いでこの画分に上記と同様に粉末 AmS04を添加して、

0-60% AmS04飽和画分を得、さらにこれを Bio-Ge1A-5 mカラム(カラムサイズ:1.5X 90cm) に

負荷してゲル櫨過したO 溶出は1mM  DTTを含む 0.5M リン酸緩衝液 (pH7.5) によって行い、上

記と同様に FAS-1活性を測定して活性ある画分を集め、以下の実験に供した。

I型脂肪酸合成酵素活性の測定

反応液は以下の組成から成る O すなわち最終容量 1m1中に O.lmmo1リン酸緩衝液 (pH7.2)、lμ

mo1 EDTA (エチレンジアミン四酢酸)、 lμmo1DTT (ジチオスレイトール)、 10nmo1 FMN (フラ

ピンアデニンモノヌクレオチド)、 25 nmo1アセチルー CoA、 25 nmo1 2-14C -マロニルー CoA(比放

射活性:0.4 Ci /mol)、 250 nmo1 NADPH (還元型ニコチンアデニンジヌクレオチドホスフェイト)

および細胞抽出液(酵素液)を含む。 37
0

Cで 5分間、反応を行った後、反応液に 10% KOH溶液

を添加して反応を停止し、さらに 90
0

Cで 30分間ケン化した。その後、反応液に 6N塩酸を添加し

て中和し、ヘキサン抽出画分の放射能を液体シンチレーションカウンターで測定して FAS-1活性

とした。

その他の脂肪酸合成酵素活性の測定

E型脂肪酸合成酵素 (FAS-II)の活性は 25nmo1デカノイルー CoA(C附 -CoA) をプライマーと

し、 20 nmo1 2_14C_アセチルーCoA(比放射活性:O.4Ci/mol)を縮合単位として既報に従って測定し

たo 5) 37 oCで 20分間反応を行った後、反応液に 10% KOHを添加して反応を停止し、さらに 90

℃で30分間ケン化した。その後、反応液に 6N塩酸を添加して中和し、ヘキサン抽出画分の放射能

を液体シンチレーシヨンカウンターで測定して FAS-II活性とした。脂肪酸仲長酵素 (FES)活性

および一般細菌脂肪酸合成酵素 (GFAS)活性は 25nmo1アセチルーCoAおよび 20nmo12-14ιマロニ

ルーCoA(比放射活性:0.4 Ci / mo1 )を縮合単位とする既報聞の反応系に依って測定した。 37
0

Cで

20分間反応を行った後、反応液に 10%KOHを添加して反応を停止し、さらに 90tで 30分間ケ

ン化した。その後、反応液に 6N塩酸を添加して中和し、ヘキサン抽出画分の放射能を液体シンチ

レーションカウンターで測定して FESあるいは GFAS活性とした。

抗血清の作成

抗血清の作成はニュージーランド白色家兎(雄)を免疫動物として以下のように行った。すなわ

ち、精製 FAS-1 (l5mgータンパク質/ml)を等容の Freund完全アジュパントと混合して十分に乳

化した後、家兎背部の数カ所に初回免疫した。次いで、十日後に、 2回目の免疫(追加免疫)を行

った。なお以後の追加免疫においては Freund完全アジュパントに代えて、 Freund不完全アジュパ

ントを用いた。 2回目の免疫後、 14日ごとに 3回目および4回目の追加免疫を行った。最終免疫後、

10日目に心臓から採血し、血清を調整した後、常法に従ってオクタローニ一二重拡散法によって抗

体力価を検定した。 11)
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I型指肪酸合成酵素の固定化

FAS-1の固定化は CNBr-activated Sepharose 4 Bを固相として行った。すなわち 1gの CNBr

activated Sepharose 4 B樹脂を 1mM塩酸中で15分間膨潤した後、 1 mM塩酸によって数回洗浄、さ

らに 0.5M NaCI-0.IM酢酸緩衝液で洗浄した。他方、 0.5 M NaCI-O.IM炭酸水素ナトリウム緩

衝液 8mlにM.smegmatis粗抽出液 4mlを加え、これを前述のごとく処理したセフアロースゲルに

加えて 4
0Cで一夜静かに撹杵した。次いで、樹脂をグラスフィルター上で洗浄した後、 1Mエタ

ノールアミン (pH8.0) を加えて、室温で2時間処理し過剰活性基をブロックした。その後さらに

0.5M NaCl-0.1 M 炭酸水素ナトリウム緩衝液 (pH8.3) と0.5M NaCl-0.1 M 酢酸緩衝液で洗浄

し、固定化抗原として実験に供した。

抗 FAS-1免疫グロブリンの酵素標識

lmlの 0.3M 重炭酸ナトリウム溶液 (pH8.1)に 20mgのベルオキシターゼを溶解し、これに 0.1

mlのジニトロフルオロベンゼンーアルコール溶液を加えて室温で撹#した O これに常法に従って

0.08Mの過ヨウ素酸ナトリウムおよび 0.16M エチレングリコールを加えてペルオキシターゼを活

性化した。その後、活性化ベルオキシターゼ溶液に約 5mgの免疫グロプリン (IgG) を加えて標識

し、セファデックス G-150カラムによって酵素標識 IgGを精製した。

3.実験結果と考察

mycobacteria属国有タンパク質の検索

微生物の脂肪酸合成酵素(系)はそのプライマー依存性やアシルキャリアタンパク質 (ACP)要

求性に従って、マロニル-CoA依存性ACP要求性脂肪酸合成酵素(1型脂肪酸合成酵素、 FAS)、

およびマロニル-CoA依存性ACP非要求性脂肪酸伸長酵素系(一般細菌脂肪酸合成酵素系、 GFAS)

とに大別されるが、各種の微生物細胞におけるこれらの脂肪酸合成酵素の分布と脂質合成への関与

については未だ十分には知られていない。これに基づき各種微生物細胞、すなわち Mycobacterium

属、および細菌学的、生化学的にそれと近縁の Nocardia属と Corynebacterium属、ならびに対照と

しての大腸菌と枯草菌におけるこれら脂肪酸合成酵素の分布について検討した。表lに示すように、

ヒト型結核菌(M.tuberculosis)、ウシ型結核菌 (M.bovis BCG)、 トリ型結核菌 (M.a~叩m) などの

検討したすべての Mycobacteri um属菌株において特徴的に I型脂肪酸合成酵素 (FAS-1 )は極めて

高い活性を示し、他方この属との近縁にある Nocardia属、 Corynebacterium寓および対照菌菌株に

おいてはほとんど活性を示さないか、あるいは全く示さなかった。このような特徴的な活性の分布

は FAS-1 以外の脂肪酸合成酵素(系)においては認められず、この酵素が Mycobacterium属に

固有の酵素であることが示唆された。
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Table. Fatty Acid Synthetases in Microorganisms. 

GFASd) 

M. tuberculosis 

M. bovisBCG 

FAS-1 ，) FAS-II b) FES') 

++ + + 

++ ++ 

++ ± ++ 

++ ++ ++ 

++ ++ ++ 

++ ++ ++ 

十十 士

++ 

++ 

M. avium 

九1.smegmatis (A TCC) 

M. smegmatis (IFO) 

凡1.phlei 

九1.rhodochrous 

M.v.丘cce

M. fortuitum 

N. coryne-

bacteroides 

N. sp. ATCC 10844 

士

+ 

+ 

C. xerosis ± ± 

E. coli ± 

B. subtilis 

士

土

土

十

++ 

土

++ 

+ 

，) fatty acid synthetase 1 ， b) fatty acid synthetase II ， 

，) fatty acid elongation system， d) general fatty acid synthetase 

++; very high activity， +; high activity，士 lowactivity，ー noactivity 

居有タンパク質 (FAS-1 )の精製

次にこのタンパク質の抗原としての精製を試みた O

「実験材料および方法」の項に記載したように FAS-1 

は硫安分画および数種のカラム・クロマトグラフイー

によってタンパク質化学的に純粋に精製され、また詳

細は省略するが、ゲルj慮過および、 SDS-電気泳動にお

ける標準タンパク質の溶出位置および易動度との比較

等から本酵素の分子量は約 1，400kDaと推定された。

…
凶
同警

護
襲
撃
庫
銀
y
F

噌'1-

'10四唱・ー

Fig.1 網島

Slab Gel Electrophoresis of Purified 

FAS-1 .Molecular standards are 

indicated on the left 
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抗 FAS-I血清の反応性

図2に精製酵素 (FAS-1 )標品を、ヘキサエチレンメタアクリレート (HEMA) を支持体として

固定化した標品の蛍光免疫法の結果を示した。すなわち、既報吋こ従って調整した FAS-1抗血清固

定化 (HEMA)標品の超薄切片と M.smegmatis細胞粗抽出液あるいは大腸菌細胞粗抽出液とを、

生理的食塩を含むリン酸緩衝液 (PBS) 中で反応させ常法に従って洗浄後、さらに蛍光

(fluorosceinisothiocyanate : FITC)標識抗家兎 IgG血清を第二抗体として反応させ、洗浄後に固相面

の蛍光分布を蛍光顕微鏡で観察した。図に示すように M.smegmatis抽出液の場合(図2(a))に

おいては切片面に強い蛍光が観察されるのに対して大腸菌抽出液の場合には蛍光はほとんど認めら

れず、 FAS-1 を抗原とする抗血清が Mycobacterium属およびこれと近縁にある細菌の検出に適当

であることが示唆された。

a b Fig. 2 lmmunofluorescent Micrographs of th巴Polymer

Matrix. Cell -f旨巴eextracts of M. smegmatis (a) 

or E. coli (b) were immobilized on the polymer 

Matrix (HEMA) and stain巴dwith FITC -

conjugatedanti -F AS-1 -rubbit serum. 

酵素標識抗体による mycobacteria属の検出

図3(a) に酵素標識法による抗FAS-1血清と mycobac町 ia属菌株との反応性を、また図3(b) 

にこの抗血清と近縁細菌および対照細菌との交叉性を示した。すなわち、「材料および方法」に記

載した方法で調整した固相化抗原 (FAS-1 )懸濁液を酵素(パーオキシターゼ)標識した抗 FAS-

I血清と混合し、次いでこれに被検細胞抽出液を加えて反応した O その後、遠心分離して B

(bound) - F (free)分離し、 PBSで洗浄後に固相に検出される酵素活性を測定した。本法の原理

は「措抗(競合)法jに基づくものであり、従って第二抗体を利用する「サンドウイツチ法jに比

較して一般的にその感度(定量限界)は劣るといわれている。しかし図3(a) に見られるように、

a 

-
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Enzyme lmmunoassay of Bacterial Cells by the Competition Method. The purified F AS-1 of M. smegmatis 

was immobilised on Sepharose beads and incubated with peroxdase (POX) -labeled anti -FAS -1 -s巴rumand 

cell -free ex住actsof Mycobacterium sp. (a) or otherbacteria (b). After the " B -F separation ， POX -
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activities bound on beads were measured .・ M.smegmatis， M. phlei and M. avium， (・); 

M.tuberculosis and M. bovis， (企); M. rhodochrous and M. fortuitum， (*) M. vacce， (ムE.coli 

and B. subtilis， (ロC.xer('~is， (0) ; N. corynebacteroides and N. sp 

800 -1000 ng/mlの Mycob明日erium属菌株に由来するタンパク質 (102 細胞/mlに相当)の検出が可

能であり、さらにヒト型結核菌 (M.tuberculosis) あるいはウシ型結核菌 (M.bovis BCG) などの病

原性抗酸菌においては 200-1000 ngタンパク質/ml(10-102細胞/mlに相当)の検出が可能であっ

た。他方、この抗血清は大腸菌(E.coli) あるいは枯草菌 (B.subtilis) などの対照菌とは全く反応

せず、 Nocardia属をはじめとする Mycobacterium属と近縁にある微生物との反応性(交叉性)も極

めて低いものであった (100四 500μgタンパク質/ml: 10'細胞/mlに相当、図3(b)) ことから、

本法がヒト型結核菌をはじめとする病原性抗酸菌の特異的検出に極めて有効であることが示され

た 。(平成8年 6月4日受理)
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