
(57)【要約】
【課題】ワクチンあるいは結核特異的抗体を検出するために使用することができる蛋白質
。
【解決手段】分子量が 28,779Daの Mycobacterium tuberculosis（結核菌）蛋白質と、この
蛋白質の配列の少なくとも一部を含むハイブリッド蛋白質。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 少 な く と も 下 記 配 列  No.３ の 一 部 を 有 す る 蛋 白 質 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ２ 】
　 少 な く と も 下 記 配 列  No.２ の 一 部 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 蛋 白 質 ：
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.３ の 少 な く と も 一 部 と 、 免 疫 応 答
を 誘 導 可 能 な ペ プ チ ド 配 列 ま た は 蛋 白 質 と を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 免 疫 応 答 が 体 液 性 応 答 お よ び ／ ま た は 細 胞 性 応 答 で あ る 請 求 項 ３ に 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 質 が 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 破 傷 風 毒 素 、 HBV ウ ィ ル ス の HBS 抗 原 ま た
は ポ リ オ ウ ィ ル ス の VP1 抗 原 も し く は そ の 他 任 意 の 毒 素 ま た は 抗 原 の 一 部 、 特 に エ ピ ト ー
プ で あ る 請 求 項 ３ ま た は ４ に 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 下 記 配 列  No.１ の 少 な く と も 一 部 を 有 す る 請 求 項 ６ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ：
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ８ 】
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　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛋 白 質 を 産 生 す る 微 生 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 上 記 蛋 白 質 の 少 な く と も 一 部 が 表 面 に 存 在 す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 微 生 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 細 菌 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 微 生 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 菌 、 特 に M. bovis BCGで あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ ～ 10の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
微 生 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ お よ び ８ ～ 11の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は 微 生 物 の 有 効 量 を 薬 学
上 許 容 さ れ る 希 釈 剤 ま た は ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ お よ び ８ ～ 11の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は 微 生 物 を 含 む 医 薬 ま た
は ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 結 核 抗 体 を 含 有 す る と 思 わ れ る 生 物 液 体 を 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛋 白 質
と 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 結 核 特 異 的 抗 体 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 蛋 白 質 を 担 体 に 固 定 す る 請 求 項 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛋 白 質 調 製 物 と 、 プ ロ セ ス を 実 施 す る た め の 緩 衝
液 と か ら な る 請 求 項 14ま た は 15に 記 載 の プ ロ セ ス を 実 施 す る た め の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 生 成 し た 抗 体 － 蛋 白 質 複 合 体 を 検 出 す る た め の 試 薬 を 含 む 請 求 項 16に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛋 白 質 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 微 生 物 蛋 白 と 、 こ の 蛋 白 を 産 生 す る 微 生 物 と に 関 す る も の で あ る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 こ の 蛋 白 の ワ ク チ ン ま た は 結 核 検 出 で の 利 用 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 結 核 は 現 在 で も 世 界 中 で 公 衆 衛 生 上 の 問 題 に な っ て い る 。 結 核 を 直 接 の 原 因 と す る 年 間
の 死 者 数 は 約 300 万 人 で 、 新 た な 結 核 の 件 数 は 約 1500万 人 で あ る 。 こ の 結 核 に よ る 死 者 の
数 は 先 進 国 で も 高 く 、 例 え ば フ ラ ン ス で は 年 間 1500人 に 達 す る 。 公 式 な 数 字 と 正 確 な 分 析
結 果 と の 差 に 関 す る ル ジ ョ ー の 評 価 方 法 を 考 慮 す る と 、 こ の 数 字 は ２ 分 の １ か ら ３ 分 の １
に 過 少 評 価 さ れ て い る 。 最 近 の 結 核 患 者 数 の 増 加 あ る い は 少 な く と も こ の 疾 患 の 発 生 頻 度
が 減 少 せ ず 、 横 ば い で あ る 状 況 は 感 染 性 Ｈ Ｉ Ｖ ／ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 疾 患 の 拡 大 と の 関 連 で 考 え る 必
要 が あ る 。 結 論 と し て 、 結 核 は フ ラ ン ス や 先 進 国 で も 依 然 と し て 頻 度 の 高 い 主 要 な 感 染 症
で あ り 、 発 展 途 上 国 で は 単 一 の 病 気 に よ る 死 亡 の 主 要 な 原 因 に な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 現 在 、 患 者 か ら 採 取 し た サ ン プ ル 中 の 細 菌 の 培 養 で 判 定 す る 診 断 結 果 の 確 度 は 結 核 患 者
の 半 分 以 下 で あ る 。 結 核 患 者 の 80～ 90％ を 占 め る 細 菌 の 検 出 が 最 も 容 易 な 肺 結 核 の 場 合 で
も 、 喀 出 物 の 検 査 で 陽 性 が 示 さ れ る の は 患 者 の 半 数 に 満 た な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ （ ポ リ メ ラ ー ゼ チ ェ ー ン リ ア ク シ ョ ン に よ る 増 幅 ） の よ う な 感 度 の 高 い 方 法 の 開
発 で 常 に 問 題 に な る こ と は サ ン プ ル 採 取 が 難 し い こ と で あ る 。 す な わ ち 、 女 性 や 子 供 は 一
般 に 唾 を 吐 く こ と が な く 、 幼 児 の サ ン プ ル を 得 る に は 特 殊 な 医 学 的 介 入 （ 例 え ば 神 経 節 の
生 検 や 腰 部 穿 刺 に よ る 頭 脊 柱 液 の 採 取 な ど ） を 必 要 と す る こ と が 多 い 。
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　 し か も 、 サ ン プ ル の 起 源 を 管 理 で き な い た め 、 サ ン プ ル を Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 使 用 す る こ と が で
き な い と い っ た Ｐ Ｃ Ｒ 法 そ の も の に 起 因 す る 制 限 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら に 、 顕 微 鏡 検 査 と 培 養 に よ る 伝 統 的 な 細 菌 学 的 診 断 法 は 感 度 が 低 い （ サ ン プ ル 中 に
10 4 ～ 10 5 オ ー ダ ー の 細 菌 が 必 要 ） た め 、 既 に か な り 細 菌 が 繁 殖 し て い る 状 態 、 す な わ ち 、
か な り 病 気 が 進 行 し た 状 態 で な け れ ば な ら な い 。
　 従 っ て 、 細 菌 自 体 の 検 出 が 困 難 ま た は 不 可 能 な こ の 病 気 の 診 断 で は 、 Mycobacterium tu
berculosis（ 結 核 菌 ） に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る 検 出 方 法 が 大 き な 助 け に な る も の と
思 わ れ る 。
　 研 究 者 達 は 結 核 の 血 清 学 的 診 断 方 法 を 確 立 す べ く 努 力 し て き た 。 こ の 分 野 で 行 わ れ た 研
究 の 概 論 は 下 記 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 特 許 PCT WO92/21758号 公 報
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 大 抵 の 従 来 法 で は 、 生 化 学 的 特 性 を 利 用 し て 蛋 白 質 を 予 め 単 離 す る 。 本 発 明 者 は こ の 蛋
白 を 単 離 し た 後 に 初 め て こ の 蛋 白 の 肺 結 核 患 者 検 出 能 力 を テ ス ト し た 。
　 上 記 特 許 文 献 １ （ 国 際 特 許 PCT WO92/21758号 公 報 ） に は 、 結 核 患 者 ま た は 生 菌 で 免 疫 処
理 し た モ ル モ ッ ト に 由 来 す る 血 清 を 用 い て 結 核 感 染 症 の 代 表 的 な 抗 原 を 確 実 に 選 択 す る 方
法 が 開 示 さ れ て い る 。 こ の 方 法 で は 従 来 の 試 験 法 と は 異 な り 、 分 子 量 44.5～ 47.5kDの M.bo
vis 蛋 白 質 を 単 離 す る こ と が で き る 。
　 こ れ ら 蛋 白 質 の １ つ の Ｎ 末 端 に 位 置 す る 17個 の ア ミ ノ 酸 は 下 記 の よ う に 決 定 さ れ て い る
：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 下 記 文 献 に は こ の 国 際 特 許 に 記 載 さ れ た 結 果 の 内 容 が 要 約 さ れ て い る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 ロ ー マ ン 達 、 1993、 Infection and Immunity, 61, 742-750
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の 論 文 は 特 に 上 記 45～ 47kDの 複 合 蛋 白 質 に 対 し て ウ サ ギ を 免 疫 処 理 し て 得 ら れ る 兎 の
ポ リ ク ロ ナ ル 免 疫 血 清 を 用 い た 競 合 ELISA 試 験 に つ い て 述 べ た も の で あ る 。
　 こ れ と 平 行 し て 、 ヤ コ ブ (JACOBS)達 に よ っ て 結 核 菌 の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー が 作 ら れ た （
下 記 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 多 数 の 異 な る ク ロ ー ン を 含 む 。
【 非 特 許 文 献 ２ 】 1991, Method Enzymol., 204, 537-557
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の マ イ コ バ ク テ リ ア 種 で あ る 癩 菌 (M. leprae) 由 来 の 蛋 白 質 が ワ イ エ ル (WIELES)達 に
よ っ て 同 定 さ れ て い る  (下 記 非 特 許 文 献 3参 照 )。
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Infection and Immunity, 62, 252-258, 1994
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の 蛋 白 は 43L と よ ば れ 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 推 定 さ れ る 分 子 量 は 約 25.5Daで あ る 。
そ の Ｎ 末 端 は  M. bovis BCG に お い て 同 定 さ れ た 45～ 47kDa の 複 合 蛋 白 質 の Ｎ 末 端 と 47％
の 相 同 性 を 有 し 、 そ の 17個 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 上 記 の と お り で あ る 。
　 既 に 述 べ た よ う に 、 ヒ ト の 医 学 分 野 で は 診 断 上 の 観 点 お よ び 治 療 上 の 観 点 で は 、 マ イ コ
バ ク テ リ ア 、 特 に 結 核 菌 に よ っ て 産 生 さ れ る 蛋 白 質 の 正 確 な 同 定 が 主 た る 興 味 の 対 象 で あ
る 。
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　 す な わ ち 、 実 際 に 直 面 し て い る 未 解 決 の 課 題 は 多 く の 疾 患 に 対 す る ワ ク チ ン の 製 造 で あ
る 。
　 も う １ つ の 課 題 は 、 マ イ コ バ ク テ リ ア に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 病 気 、 例 え ば 結 核 の 検 出
で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 従 っ て 、 本 出 願 人 は 、 免 疫 応 答 に お い て 主 要 な 役 割 を 担 う と 期 待 さ れ る 結 核 菌 の 蛋 白 の
配 列 決 定 を 行 っ た 。
　 本 出 願 人 は 、 上 記 45～ 47kDの 複 合 体 に 相 当 す る 蛋 白 質 群 が 同 一 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド
さ れ る と い う こ と 、 そ し て プ ロ リ ン 含 有 率 が 高 い た め に 分 子 量 の 計 算 値 が ポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド ゲ ル 上 で 推 定 さ れ る 分 子 量 と 一 致 し な い と い う こ と を 見 出 し た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 対 象 は 下 記 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.３ の い ず れ か 一 方 の 少 な く と も
一 部 を 含 む 蛋 白 質 に あ る 。
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【 化 ２ 】
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.３ の 少 な く と も 一 部 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 蛋
白 質 と 、 人 間 ま た は 動 物 の 体 内 で 免 疫 応 答 を 誘 導 可 能 な ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 質 の 配 列 に 関
す る も の で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 抗 原 決 定 基 は 体 液 性 お よ び ／ ま た は 細 胞 性 の 応 答 を 誘 導 可 能 な も の で あ る の が 好 ま し い
。 そ の よ う な 決 定 基 は 各 種 の も の に す る こ と が で き 、 特 に 複 数 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体
の 合 成 を 誘 導 可 能 な 免 疫 源 性 組 成 物 を 得 る た め に 使 用 さ れ る 抗 原 性 蛋 白 断 片 、 好 ま し く は
糖 蛋 白 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 は 、 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.３ を 含 む 分 子 と 、 ジ フ テ リ ア
毒 素 、 破 傷 風 毒 素 、 Ｈ Ｂ Ｖ ウ ィ ル ス の Ｈ Ｂ Ｓ 抗 原 、 ポ リ オ ウ ィ ル ス の 抗 原 、 そ の 他 任 意 の
ウ ィ ル ス 毒 素 あ る い は 抗 原 の 一 部 、 特 に エ ピ ト ー プ と を 一 緒 に し た も の で 構 成 す る こ と が
で き る 。
　 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 合 成 方 法 は 、 必 要 な 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド し た ハ イ ブ
リ ッ ド Ｄ Ｎ Ａ を 製 造 す る た め に 遺 伝 子 工 学 で 用 い ら れ て い る 方 法 に す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 配 列  No.２ と 配 列  No.３ と を 含 む 蛋 白 質 ま た は こ れ
ら の 配 列 の 少 な く と も 一 部 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 蛋 白 質 に 比 べ て 機 能 的 な 変 性 を 与 え な い 二
次 的 な 相 違 点 ま た は 一 定 の 変 化 を 有 す る 蛋 白 質 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 配 列  No.３ に 相 当 す る 蛋 白 質 に つ い て 算 出 さ れ る 分 子 量  28779Da　 と 、 Ｓ Ｄ
Ｓ ゲ ル 電 気 泳 動 で 得 ら れ る 複 合 体 の 分 子 量  45 ～ 47kDと の 間 の 非 常 に 大 き な 差 を 明 ら か に
し た 点 に 注 意 さ れ た い 。 こ の 差 は ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 の プ ロ リ ン 頻 度 の 高 さ （ 21.7％ ） に よ
る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 他 の 対 象 は 、 上 記 定 義 の 蛋 白 質 を コ ー ド し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｒ Ｎ
Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ に あ る 。 こ の ヌ ク レ オ チ ド は 下 記 の 配 列  No.１ の 少 な く と も 一 部 を 含 む の
が 有 利 で あ る ：
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ９ 】
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　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 蛋 白 質 を 産 生 す る 微 生 物 、 特 に 上 記 蛋 白 質 を 分 泌 す る 微 生 物 に 関
す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ の 微 生 物 は  Mycobacterium bovis BCGの よ う な 細 菌 で あ る の が 好 ま し い 。 こ の バ ク テ
リ ア は 結 核 に 対 す る 免 疫 を 獲 得 す る 目 的 で 既 に 人 間 で 使 用 さ れ て い る 。
　 本 発 明 の ハ イ ブ リ ッ ド 蛋 白 質 を  M.bovis BCGで 製 造 す る 利 点 は 、 M. bovis BCGが ワ ク チ
ン 目 的 で 広 く 用 い ら れ て い る 株 で あ り 、 人 間 に 無 害 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 点 に あ る 。
こ の 株 は 人 体 に 注 射 後 、 15日 ～ １ ヵ 月 か け て 緩 や か に 増 殖 し 、 生 体 か ら の 免 疫 応 答 の 対 象
と な る 優 れ た 抗 原 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ れ に 対 し て 、 人 間 の 癩 病 の 原 因 物 質 で あ る  Mycobacteriumlepraeに つ い て は ほ と ん ど
知 ら れ て い な い 。 こ の 細 菌 は 現 在 で も 培 地 で 培 養 す る こ と が で き ず 、 M. bovisと 比 較 し て
成 長 期 間 が 非 常 に 長 い 。 ま た 、 こ の 細 菌 を ワ ク チ ン 処 理 に 利 用 し な い 理 由 と し て は 、 こ の
細 菌 の も つ 病 原 性 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.３ を 有 す る 蛋 白 質 は 、 結 核 患 者 の 体 内 に 存 在 す る 抗 体 に よ っ
て 認 識 さ れ る と い う 利 点 が あ り 、 従 っ て 、 先 天 的 に 免 疫 原 性 の 高 い 抗 原 を 構 成 す る 。
　 こ れ ら の 蛋 白 質 は  M. bovis に 非 常 に 近 い 種 で あ る M. tuberculosis に 由 来 す る 。 こ れ
ら ２ 種 類 の 細 菌 は そ れ ぞ れ 人 間 お よ び 家 畜 に お い て 結 核 の 原 因 と な る 。 M. tuberculosis 
由 来 の 蛋 白 質 は  M. bovis 内 で 発 現 さ れ 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る 細 胞 に よ っ て 培 地 中
に 分 泌 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 M. bovisは 人 間 の ワ ク チ ン 処 理 に 関 し て 上 記 の 利 点 を 有 す る と と も に 、 配 列  No.２ お よ
び 配 列  No.３ に 対 応 す る 蛋 白 質 は 人 間 に お い て 強 い 免 疫 応 答 を 誘 導 す る の で 、 M. tubercu
losis に 由 来 す る 蛋 白 質 の 一 部 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 蛋 白 質 を M. bovisで 生 産 す る の が 特 に
有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ワ ク チ ン 処 理 の 対 象 と な る 病 原 性 微 生 物 抗 原 は 特 別 な 方 法 で 与 え ら れ な い 限 り 、 人 体 内
で 非 常 に 微 弱 な 応 答 し か 誘 導 で き な い こ と は 広 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 下 記 ２ つ の 方 法 で こ の 問 題 を 解 決 す る ：
(1) ハ イ ブ リ ッ ド 蛋 白 質 を M. bovis BCGの 表 面 に 存 在 さ せ 、 お よ び ／ ま た は 細 菌 に よ っ て
排 出 さ せ 、
(2) 強 力 な 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が 分 か っ て い る 抗 原 決 定 基 す な わ ち 配 列  No.２ ま た は
配 列  No.３ を 有 す る 蛋 白 質 の 一 方 の 抗 原 決 定 基 を 、 単 独 で 注 入 し た 場 合 に は 弱 い 免 疫 応 答
し か 誘 導 し な い 抗 原 決 定 基 と 組 み 合 わ せ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.３ 蛋 白 質 の 一 方 の 抗 原 決 定 基 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、
ハ イ ブ リ ッ ド 蛋 白 質 の 第 ２ の 抗 原 決 定 基 に 対 す る 免 疫 応 答 が 増 幅 さ れ る 。 こ の 現 象 は お そ
ら く 、 ハ プ テ ン 担 体 効 果 と 関 連 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ の よ う な 操 作 が 、 M. leprae 由 来 の 蛋 白 質 、 例 え ば Wieles達 に よ る 論 文 （ 1994, 上 記
参 照 ） に 記 載 の 蛋 白 質 等 で は 不 可 能 で あ る こ と は 明 ら か で あ る 。 な ぜ な ら 、 M. tuberculo
sis と M.lepraeと の 間 に は は る か に 大 き な 違 い が あ る た め 、 そ の よ う な 蛋 白 質 は 適 切 に 発
現 さ れ な い 可 能 性 が あ り 、 こ の M. leprae 蛋 白 に よ っ て 誘 導 さ れ る 免 疫 誘 導 は あ ま り よ く
知 ら れ て い な い か ら で あ る 。 さ ら に 、 ワ ク チ ン 処 理 の 目 的 で 病 原 性 種 か ら 蛋 白 質 を 導 入 す
る こ と で 人 体 の 健 康 を 損 な う 危 険 性 が あ り 、 製 薬 業 界 は そ の よ う な リ ス ク を 進 ん で 負 う も
の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 以 上 の 点 か ら 、 蛋 白 質 配 列  No.２ お よ び 配 列  No.３ と Wieles達 の 論 文 （ 1994, 上 記 参 照
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） に 記 載 の M. leprae 蛋 白 質 と は 、 そ れ ら の 配 列 の 明 ら か な 相 同 性 （ 図 17参 照 ） に も か か
わ ら ず 、 互 い に 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 定 義 の 蛋 白 質 ま た は 微 生 物 を 少 な く と も 一 つ 含 む ワ ク チ ン ま た は
薬 剤 に 関 す る も の で あ る 。
　 非 グ ラ フ ト 化 蛋 白 質 を 含 む ワ ク チ ン は 、 結 核 に 対 し て 個 人 を 免 疫 す る た め に 使 用 す る こ
と が で き 、 M. bovis以 外 の 生 物 原 因 物 質 か ら 得 ら れ た エ ピ ト ー プ を 含 む グ ラ フ ト 化 蛋 白 質
は 他 の 病 気 に 対 す る 免 疫 処 理 で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 指 標 と し て 、 一 人 に 対 す る １ 回 投 与 量 当 た り １ ～ 500 μ ｇ の 蛋 白 質 あ る い は 一 人 あ た り
10 3 ～ 10 7 組 み 換 え バ ク テ リ ア を 皮 内 投 与 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 対 象 は 、 薬 学 上 許 容 さ れ る 希 釈 剤 ま た は ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ
た 上 記 蛋 白 質 ま た は 微 生 物 を 少 な く と も 薬 学 的 に 有 効 な 量 含 む 医 薬 組 成 物 に あ る 。
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 対 象 は 、 特 定 の 結 核 抗 体 の 存 在 を 調 べ る 生 物 学 的 液 体 を 上 記 蛋 白 質
と 接 触 さ せ る 結 核 に 特 異 的 な 抗 体 の 検 出 方 法 に あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 上 記 蛋 白 質 は 担 体 に 固 定 さ れ て い る の が 好 ま し い 。 こ の 検 出 法 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト （
イ ム ノ イ ン プ リ ン ト ） 法 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ (ELISA) 法 ま た は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (R
IA) 法 で 蛋 白 質 と 、 免 疫 反 応 を 可 能 に す る バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 、 必 要 に 応 じ て 用 い ら れ る 生
成 し た 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 検 出 物 質 と を 含 む 試 験 用 キ ッ ト を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 以 下 、 図 面 を 参 照 し て 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 が 下 記 の 説 明 に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。
　 ［ 図 １ ］ は 後 述 の 条 件 下 で イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 保 持 さ れ な い  M. tuberculosis画 分 を 分
子 濾 過  (si 300) し た 場 合 の 240nm に お け る 吸 光 度  (OD) 曲 線 。
　 ［ 図 ２ ］ は 上 記 分 子 濾 過 に よ っ て 得 ら れ た 画 分 １ に 由 来 す る 分 子 を 高 速 イ オ ン 交 換 カ ラ
ム  (DEAE) で 分 離 し た 場 合 の 220nm に お け る 吸 光 度 曲 線 。
　 ［ 図 ３ ］ は 上 記 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 得 ら れ た 画 分 １ を 逆 相 カ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に か け た 時 の 220nm に お け る 吸 光 度 曲 線 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ［ 図 ４ Ａ ］ ～ ［ 図 ４ Ｅ ］ は そ れ ぞ れ 下 記 で 得 ら れ た Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜  (メ ン ブ レ ン ) の 写 真 ：
(1) Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 上 に 移 し た 分 子 (4A)の 着 色 剤
　 　 Aurodyne着 色 (Amersyam)、
(2) 生 菌 (4B)ま た は 死 菌 (4C)に よ っ て 免 疫 処 理 し た モ ル モ ッ ト
由 来 の 血 清 混 合 物
(3) BCG 由 来 の 精 製 抗 原 で 免 疫 処 理 し た ウ サ ギ の 血 清 (4D)
　 　 (Infection and Immunity (1993) 61 742-750)
(4) 参 照 番 号 I-1081の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 (4E)
　 こ れ ら Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に は 、 事 前 に 、 低 圧 イ オ ン 交 換 カ ラ ム で 分 離 し た 画 分 を ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 し た 分 子 を ブ ロ ッ ト し た 。 レ ー ン ０ は 開 始 材 料 に 対 応 し 、 レ ー ン １
は 保 持 さ れ な か っ た 画 分 に 、 レ ー ン ２ は 保 持 さ れ た 画 分 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ［ 図 ５ Ａ ］ ～ ［ 図 ５ Ｅ ］ は Si 300ゲ ル 濾 過 カ ラ ム で 得 ら れ た ５ つ の 画 分 （ １ ～ ５ ） お よ
び 低 圧 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ カ ラ ム で 保 持 さ れ な か っ た 画 分 （ ０ ） を マ イ グ レ ー ト さ せ て 得 ら れ る ゲ ル
に 相 当 す る Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 を 示 し て い る 。 同 一 の ゲ ル を 複 数 の Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ に 移 し た 後 、 蛋 白 質 着
色 剤 [Aurodye, Amersham (5A)]、 生 菌 (5B)ま た は 死 菌 (5C)で 免 疫 処 理 し た モ ル モ ッ ト 由 来
の 血 清 あ る い は 兎 血 清 (5D)ま た は モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 (5E)を 用 い て そ れ ぞ れ の 膜 を 検 出 し た
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ［ 図 ６ Ａ ］ ～ ［ 図 ６ Ｅ ］ は 高 速 イ オ ン 交 換 カ ラ ム で 得 ら れ た 画 分 （ １ ～ ３ ） と 分 子 篩 を
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用 い た 濾 過 で 得 ら れ た 画 分 １ （ ウ ェ ル ０ ） を マ イ グ レ ー ト さ せ て 得 ら れ る ゲ ル に 対 応 す る
Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 を 示 す 。 上 記 膜 は そ れ ぞ れ 下 記 を 用 い て 検 出 し た ：
　 蛋 白 質 着 色 剤 (6A)、
　 生 菌 (6B)お よ び 死 菌 (6C)を 用 い て 免 疫 処 理 し た モ ル モ ッ ト の 血 清 に 由 来 す る 抗 体 、
　 兎 血 清 (6D)、
　 モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 (6E)
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ［ 図 ７ Ａ ］ ～ ［ 図 ７ Ｄ ］ は イ オ ン 交 換 カ ラ ム で 得 ら れ た 画 分 １ （ ０ ） お よ び 逆 相 ク ロ マ
ト グ ラ イ フ ィ ー で 得 ら れ た 画 分 （ １ ～ ５ ） の 移 動 に 相 当 す る ゲ ル を ブ ロ ッ ト し た 膜 を 同 じ
コ ー ド を 有 す る 図 ６ Ａ ～ ６ Ｂ 、 ６ Ｄ ～ ６ Ｅ と 同 一 の 試 薬 で 検 出 し た 結 果 を 示 す 。
　 ［ 図 ８ ］ は 、 M. smegmatisに お い て M. tuberculosis H37Rv を 発 現 さ せ る た め の 遺 伝 子
ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 示 す 。 M. bovis BCG、 形 質 転 換 さ れ て い な い M. smegmat
isお よ び 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 組 み 換 え 蛋 白 質 を 発 現 す る ま た は し な い 組 み 換 え ク ロ ー
ン に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た M. smegmatisの 上 清 を 各 種 希 釈 率 で テ ス ト し た 。
　 ［ 図 ９ ］ は ラ イ ブ ラ リ ー よ り 選 択 さ れ 、 E. coli で 電 気 穿 孔 （ エ レ ク ト ロ ポ レ 、 electr
opore)） し 、 ア ル カ リ 溶 解 で 抽 出 し た ３ つ の コ ス ミ ド の ア ガ ロ ー ル ゲ ル 上 で の 移 動 を 示 す
。
　 ［ 図 10］ は BamHI(a)、 SmaI(b) 、 HpaI(c) 、 NotI(d) 、 SspI(e),EcoRI(f)お よ び HindII
I(g)で 処 理 し た E. coli NM554 か ら 抽 出 さ れ た  pLA1 の コ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の ゲ ル 上 で の 移 動
を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ［ 図 11］ は  45/47kDa 蛋 白 質 の マ イ コ バ ク テ リ ア に お け る 発 現 を 示 し 、 培 養 ７ 日 目 の 細
菌 培 養 液 の 上 清 を 洗 浄 し 、 Amicon PM10膜 上 で 濃 縮 、 凍 結 乾 燥 し 、 免 疫 イ ン プ リ ン ト で 分
析 し た も の 。 1/500 に 希 釈 し た 兎 血 清 の ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 に よ っ て 蛋 白 質 を 検 出 し た 。
　 ウ ェ ル は そ れ ぞ れ 下 記  (1)～ (4) を 含 む ：
(1) M. bovis BCG由 来 の 精 製 し た 45／ 47 kDa蛋 白 質 0.25μ ｇ
(2) pLA1に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た M.smegmatis mc 2 155の 上 清 ５ μ ｇ
(3) 形 質 転 換 さ れ て い な い M. smegmatis mc 2 155 の 上 清 ５ μ ｇ
(4) M. bovis BCG上 清 ５ μ ｇ 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ［ 図 12］ は マ イ コ バ ク テ リ ア に お け る 45／ 47kDa 蛋 白 質 の 発 現 を 示 し 、 細 菌 培 養 液 の 上
清 を 洗 浄 し 、 Amicon PM10 膜 上 で 濃 縮 し た 後 、 凍 結 乾 燥 し 、 競 合 ELISA 法 で 分 析 し た 。 凍
結 乾 燥 さ せ た 各 種 濃 度 の 上 清 を 8000倍 に 希 釈 し た 兎 の ポ リ ク ロ ナ ル 血 清 で 検 出 し 、 混 合 物
を 予 め 精 製 蛋 白 質 を 固 定 し た ウ ェ ル に 写 し た 。
　 ［ 図 13Ａ ］ 、 ［ 図 13Ｂ ］ は  pUC18の  pLA1 コ ス ミ ド を BamHI で 処 理 し て 得 ら れ る 断 片 を
リ ゲ ー シ ョ ン し て 得 ら れ た 各 種 　 pUC18: :M.tuberculosis H37Rv組 み 換 え ク ロ ー ン の プ ラ
ス ミ ド プ ロ フ ィ ー ル （ 13Ａ ） と 、 BamHI 制 限 プ ロ フ ィ ー ル （ 13Ｂ ） で あ る 。 こ の 図 は 検 討
し た 36個 の ク ロ ー ン の う ち 21個 を 示 す 。 ウ ェ ル 『 Ｐ 』 は 基 準 ベ ク タ ー で あ る pUC18 に 相 当
し 、 ウ ェ ル 『 ｍ 』 は pKN プ ラ ス ミ ド を PvuII に よ っ て 開 裂 さ せ た 断 片 で あ る サ イ ズ マ ー カ
ー に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ［ 図 14］ は 45／ 47kDa 蛋 白 質 の E.coliに お け る 発 現 を 可 能 に す る 挿 入 断 片 の 制 限 地 図 で
あ る 。 両 方 向 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ３ kbの 挿 入 断 片 を 含 む pLA34 お よ び pLA4プ ラ ス ミ ド か
ら 欠 失 に よ っ て 一 群 の ク ロ ー ン を 得 た 。 矢 印 は こ れ ら ク ロ ー ン か ら 『 直 接 』 お よ び 『 逆 』
プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 す る 時 の 方 向 を 示 す 。
　 B , Bam HI　  S , Sma I　 　  E , EcoR I　 　 K , Kpn I
　 H , Hind III　 Sa, Sal I　  Sp, Sph I
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ［ 図 15］ は E. coli に お け る 45／ 47kD蛋 白 質 の 発 現 を 示 し 、 細 菌 培 養 液 の 溶 解 物 を 免 疫
イ ン プ リ ン ト で 分 析 し た 。 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ 上 で 精 製 後 、 臭 化 シ ア ン に よ っ て 活 性 化 し た Sepharos
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e-4Bカ ラ ム 上 に 固 定 し た E. coli の 溶 解 物 上 に 吸 着 さ せ た 兎 の ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 に よ っ て
蛋 白 質 を 検 出 し た 。
　 ウ ェ ル は そ れ ぞ れ 下 記  (1)～ (4) を 含 む ：
(1) 精 製 さ れ た 45／ 47kDa 蛋 白 質 0.2 μ ｇ
(2) pLA34-2 で 形 質 転 換 し た E. coli XL-Blue の 溶 解 物 25μ ｇ
(3) pLA34 で 形 質 転 換 し た E. coli XL-Blue の 溶 解 物 25μ ｇ
(4) 形 質 転 換 し て い な い E. coli XL-Blue の 溶 解 物 25μ ｇ 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ［ 図 16］ は  E. coliに お け る 45／ 47kDa 蛋 白 質 の 発 現 を 示 し 、 競 合 ElISA で 分 析 し た 細
菌 培 養 液 の 溶 解 物 は 未 精 製 の 状 態 で 使 用 し た 。
　 ［ 図 17］ は 本 発 明 に よ る 配 列  No.２ と M. leprae (mln 431) 由 来 の 蛋 白 質 の 配 列 と を 比
較 し た も の で あ る 。
　 ［ 図 18］ は 配 列  No.２ の 蛋 白 質 の 疎 水 性 度 プ ロ フ ィ ー ル で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ２ 】

1)　
　 ソ ー ト ン (Sauton's)の 合 成 培 地 130 mlを 入 れ た フ ラ ス コ を 用 い 、 BCG の 培 養 に 関 す る 通
常 の 方 法  (Gheorghiu et al.,Bull.Institut Pasteur 1983, 81:281-288)で 、 M. tubercu
losis (H37Rv株 ) の 培 養 物 を 作 っ た 。 37℃ で 20日 間 培 養 後 、 培 地 を 回 収 し 、 室 温 で 沈 降 分
離 お よ び 濾 過 (0.22 μ ｍ ) し た 。 こ れ ら の 操 作 は 安 全 上 の 理 由 か ら グ ロ ー ブ ボ ッ ク ス 内 で
実 施 し た 。 回 収 お よ び 濾 過 し た 培 地 は 安 全 フ ー ド 内 で 再 び 0.22μ ｍ フ ィ ル タ ー を 用 い て 濾
過 し た 後 、 下 記 の 操 作 に 使 用 し た 。
　 窒 素 雰 囲 気 下 、 ２ bar 、 ４ ℃ で Amicon(PM10)膜 に 取 り 、 ４ ％ の ブ タ ノ ー ル を 含 む 逆 浸 透
水 (retro-osmosed water) を 用 い て 強 く 洗 浄 し 、 元 の 量 の 10～ 20倍 に 濃 縮 し た 。 Amicon P
M10 膜 で 除 外 さ れ な か っ た 分 子 を 含 む 濃 縮 培 地 を 凍 結 乾 燥 し 、 重 量 測 定 後 、 － 20℃ で 粉 末
状 態 で 保 存 し た 。 以 下 の 精 製 操 作 に 使 用 し た 12ｇ の 開 始 材 料 は 70リ ッ ト ル の 培 地 か ら 得 ら
れ た も の で あ る 。
精 製 操 作
【 ０ ０ ４ ３ 】
2)　
　 約 240 mlの  Triacyl Mゲ ル (SEPRACOR)の 高 さ が 300 mm、 直 径 32 mm の 調 製 用 低 速 イ オ ン
交 換 カ ラ ム を 準 備 し た 。 ４ ％ の ブ タ ノ ー ル を 含 む 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ 10mM　 Na 2 HPO 4  ／ NaH 2
PO 4 , pH=7 お よ び  10mM NaCl） を 用 い て カ ラ ム を 平 衡 化 し た 。
　 上 記 段 階 で 濃 縮 後 に 凍 結 乾 燥 し て 調 製 し た 材 料 を 、 上 記 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 に 溶 解 し 、 40
,000Ｇ で 12分 間 超 遠 心 分 離 し た 。 遠 心 後 の 溶 液 の 上 部 ４ ／ ５ だ け を 回 収 し 、 蠕 動 ポ ン プ を
用 い て イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 添 加 し た 。 カ ラ ム に 保 持 さ れ な い 第 １ 主 要 画 分 を 回 収 し た 。 緩
衝 生 理 食 塩 水 （ 10mM　 Na 2 HPO 4  ／ NaH 2 PO 4 ,pH=7.5お よ び 1M NaCl)を 用 い て 溶 出 し 、 第 ２ 画
分 を 得 た 。 ２ バ ー ル の 圧 力 下 で  Amicon (PM10)膜 に 取 り 、 ４ ％ ブ タ ノ ー ル を 含 む 逆 浸 透 水
を 用 い て そ れ ぞ れ の 画 分 を 強 く 洗 浄 し 、 約 15倍 に 濃 縮 し た 。 カ ラ ム に 保 持 さ れ な い 画 分 は
2.9 ｇ の 材 料 お よ び 大 部 分 の 分 子 を 含 ん で お り 、 こ れ を 次 の 段 階 で 精 製 し た 。 カ ラ ム に 保
持 さ れ 、 塩 溶 液 で 溶 出 し た 画 分 に は 約 1.01ｇ の 材 料 が 含 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
3)　
　 50× 750 mm(SERVA) の 調 製 用 高 速 カ ラ ム （ Si300 カ ラ ム  3μ ｍ ） を ４ ％ ブ タ ノ ー ル を 含
む 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ 50mM　 Na 2 HPO 4 ,KH 2 HPO 4  を 用 い て pH=7.5に 調 整 し た も の ） を 用 い て 平
衡 化 し た 。
こ の 溶 液 は 予 め 膜 (0.22 μ ｍ ) を 用 い て 濾 過 し て お く 。 カ ラ ム の 流 速 は 1.25ml bar／ 分 に
調 節 し 、 45bar の 設 定 最 大 圧 に は 到 達 し な か っ た 。
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実 施 例 １
M.tuberculosis抗 原 の 精 製 法

抗 原 の 入 手

低 速 イ オ ン 交 換 カ ラ ム

ゲ ル 濾 過



　 カ ラ ム に 添 加 す る 材 料 は 緩 衝 液 ／ ブ タ ノ ー ル 溶 液 を 用 い て 濃 度 50mg／ mlに 調 製 し た 。 10
mlの サ ン プ ル を 調 製 し 、 － 20℃ で 凍 結 し た 。 解 凍 後 に 再 び 濾 過 し て カ ラ ム に 添 加 し た 10ml
の サ ン プ ル に は 約 500mg の 未 精 製 材 料 が 含 有 さ れ て い た 。 典 型 的 な 分 離 法 で あ る 240nm で
の 吸 光 度 プ ロ フ ィ ー ル を 図 １ に 示 す 。 こ の プ ロ フ ィ ー ル に 基 づ い て 選 択 さ れ た ５ つ の 主 要
画 分 を ４ ℃ で 濃 縮 し 、 Amicon PM10 膜 上 で ４ ％ の ブ タ ノ ー ル を 含 む 逆 浸 透 水 を 用 い て 強 く
洗 浄 し た 。 濃 縮 さ れ た 画 分 を そ れ ぞ れ 凍 結 乾 燥 し 、 重 量 測 定 し 、 － 20℃ で 保 存 し た 。 こ の
段 階 で 得 ら れ た 画 分 １ は 生 菌 を 用 い て 免 疫 処 理 し た モ ル モ ッ ト 由 来 の 抗 体 ま た は 結 核 患 者
由 来 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 主 要 な 分 子 を 含 ん で い た 。 こ の 画 分 の み を 用 い て 以 下 の 段
階 を 行 う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
4)　
　 ４ ％ の ブ タ ノ ー ル を 含 む 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ 10mM　 Na 2 HPO 4  ／ NaH 2 PO 4 , pH=7.5 お よ び 10
mM NaCl)を 用 い て 、 DEAE-TSK 5PW調 製 用 カ ラ ム  21.5 × 150mm (LKB) を 平 衡 化 し た 。 流 量
６ ml／ 分 で 最 大 圧 力 は 30bar 以 下 で あ っ た 。 溶 出 バ ッ フ ァ ー に 関 し て は NaCl濃 度 の み を 変
化 さ せ た （ １ Ｍ ） 。 合 計 100 mgの 上 記 材 料 を 含 む ４ mlの サ ン プ ル を 注 入 し た 後 、 図 ２ に 示
す 直 線 状 濃 度 勾 配 を 与 え た 。 240nm で の 吸 光 度 プ ロ フ ィ ー ル に 従 っ て 主 要 画 分 を 回 収 し た
。 こ れ ら の 画 分 を 濃 縮 し 、 Amicon PM10 膜 上 で ４ ％ ブ タ ノ ー ル を 含 む 逆 浸 透 水 を 用 い て 洗
浄 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。 重 量 測 定 後 、 各 画 分 を － 20℃ で 保 存 し た 。 こ の 段 階 で 得 ら れ た 画 分
１ の み が 生 き た 細 菌 を 用 い て 免 疫 処 理 し た モ ル モ ッ ト 由 来 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 分 子
の 大 部 分 を 含 ん で い た 。 こ の 画 分 を 用 い て 次 の 分 離 段 階 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
5)　
　 4.6 × 250mm の  RP300Ｃ 8  10μ ｍ (Aquapore Brownlee Lab.)カ ラ ム を 0.22μ ｍ の フ ィ ル
タ ー で 濾 過 し た 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム バ ッ フ ァ ー (20mM　 NH 4 COOCH 3 ) を 用 い 、 最 大 圧 力 115bar
、 流 速 ２ ml／ 分 で 平 衡 化 し た 。 10mgを 含 む １ mlの サ ン プ ル を 注 入 後 、 図 ３ の プ ロ フ ィ ー ル
に 従 っ て 90％ の ア セ ト ニ ト リ ル を 含 む 溶 出 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 溶 出 し た 。 220nm に お け る
吸 光 度 プ ロ フ ィ ー ル か ら ５ つ の 主 要 な 画 分 が 分 離 さ れ 、 そ れ ら 画 分 を 減 圧 下 に 40℃ で 蒸 発
し 、 濃 縮 し 、 そ の 後 凍 結 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
6)　
　 laemmli の 通 常 の 方 法 (Nature, 1970, 277: 680-685)に 従 っ て 、 10％ ポ リ ア ミ ド を 含 む
0.1 ％ Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ゲ ル を 調 製 し た 。 精 製 段 階 で 得 ら れ た 10～ ２ μ ｇ の 材 料 を 含 む サ ン プ ル
を ５ ％ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ３ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ お よ び 痕 跡 量 の ブ ル モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー を 含
む バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し 、 ゲ ル の ウ エ ル に 10μ ｌ ず つ 添 加 し た 。 電 気 泳 動 し て ブ ロ モ フ ェ ノ
ー ル ブ ル ー を ゲ ル の 端 ま で 移 動 さ せ た 後 、 一 夜 、 中 程 度 の 電 場 を 加 え て サ ン プ ル 中 に 存 在
す る 分 子 を Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ シ ー ト (Millipore) 上 に 移 し た 。 [Harlow and lane, Antibodies, A 
laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (Publishers), 1988]。
　 PVDEシ ー ト を コ マ シ ー ブ ル ー 溶 液 で １ 分 以 内 で 着 色 し 、 そ の 後 脱 色 し て 分 子 量 マ ー カ ー
を 識 別 可 能 と し 、 そ の 形 状 を 鉛 筆 で な ぞ る 。 完 全 に 脱 色 し た 後 、 PBS ＋ Triton X100 ３ ％
を 用 い て 室 温 で 30分 間 シ ー ト を 洗 浄 し 、 そ の 後 、 PBS 単 独 で ５ 分 間 ず つ ３ 回 洗 浄 し た 。 次
い で 、 ５ ％ の 脱 脂 粉 乳 を 含 む PBS を 用 い て 37℃ で １ 時 間 シ ー ト を 飽 和 し 、 PBS ＋ Tween 20
(0.2%)で ３ 回 洗 浄 し た 。
　 PBS ＋ Tween 20バ ッ フ ァ ー (0.2%)＋ 粉 末 ミ ル ク (5%)で 20倍 に 希 釈 し た 抗 血 清 を 用 い 、 37
℃ で １ 時 間 30分 、 定 期 的 に 攪 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 さ ら に PBS ＋ Tween を 用 い
て ３ 回 洗 浄 し 、 次 い で 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 用 い て 標 識 し た 抗 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗
体 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Biosys) を 用 い て 標 識 し た 人 間 と モ ル
モ ッ ト の 抗 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 を  PBS＋ Tween20 (0.2%)＋ ミ ル ク (5%)で 最 終 希 釈 倍 率 を
2500倍 に し て 使 用 し た 。 37℃ で １ 時 間 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 PBS ＋ Tween を 用 い て Ｐ Ｖ
Ｄ Ｆ シ ー ト を ３ 回 洗 浄 し 、 BCIPお よ び NBT （ Harlow and Lane 上 記 ） を 含 む 検 出 バ ッ フ ァ
ー 中 で 室 温 で ５ ～ 10分 間 培 養 し た 。 反 応 を 停 止 さ せ 、 乾 燥 さ せ た 後 シ ー ト の 写 真 を 撮 影 し
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た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
7)　
　 Beckmannの LS6300分 析 装 置 を 使 用 し て 、 Institut Pasteur Organic Chemistry Departm
entで 各 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 画 分 に つ い て 合 計 ア ミ ノ 酸 組 成 を 分 析 し た 。
　 45-47kD 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 頻 度 (amino acid frequency)で 表 し た 合 計 組 成 は 以 下 の と お
り ：
ASN/ASP:10.4％ ； THR:5.7 ％ ； SER:5.6 ％ ； GLN/GLU:6.3 ％ ； GLY:7.1 ％ ； ALA:19.3％ ；
VAL:6.2 ％ ； ILE:2.2 ％ ； LEU:4.4％ ； TYR:2.2 ％ ； PHE:2.4 ％ ； LYS:2.7 ％ ； ARG:2.7 
％ ； PRO:20.9％ 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 12～ 15匹 の モ ル モ ッ ト 群 （ Hartley の メ ス 、 試 験 開 始 時 の 重 量 ＝ 250～ 300ｇ ） に 生 き た
マ イ コ バ ク テ リ ア （ ２ × 10 7 単 位 の BCG を 0.1 ml生 理 食 塩 水 に 添 加 し た も の を ２ 回 皮 内 注
射 ） ま た は 同 じ 株 の マ イ コ バ ク テ リ ア 0.2 mgを 熱 殺 菌 (120℃ 、 30分 )し た も の を 完 全 フ ロ
イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に 生 理 食 塩 水 を 懸 濁 し て (1/1) 成 る エ マ ル シ ョ ン 溶 液 0.5 mlと し て 筋
肉 注 射 で 投 与 し た 。 免 疫 処 理 し て か ら ７ ～ 12ヶ 月 後 に 各 モ ル モ ッ ト 群 か ら 血 清 サ ン プ ル を
と り 、 濾 過 (0.22 μ ｍ ) 後 、 少 量 に 分 割 し 、 － 20℃ で 凍 結 保 存 し た 。 い く つ か の 群 の 血 清
試 験 を 行 っ た （ 生 菌 で 免 疫 処 理 し た も の ５ 群 と 死 菌 を 用 い て 免 疫 処 理 し た も の ６ 群 ） 。 そ
れ ぞ れ の 免 疫 処 理 タ イ プ を 代 表 す る 血 清 群 を 用 い て 得 ら れ た 結 果 を 示 す 。 同 じ 免 疫 処 理 方
法 で は グ ル ー プ 間 の 差 は 最 小 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
1)　
　 培 養 培 地 （ Amicon PM10 膜 を 用 い て 洗 浄 ・ 濃 縮 後 、 凍 結 乾 燥 し た も の ） を 超 遠 心 分 離 し
、 そ の 後 低 速 イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 添 加 し た 。 カ ラ ム に 保 持 さ れ な か っ た 画 分 と 、 高 モ ル 濃
度 緩 衝 溶 液 で 溶 出 し た 画 分 と の ２ 種 類 の 画 分 が 得 ら れ 、 こ れ ら を AmiconPM10膜 を 用 い て 洗
浄 ・ 濃 縮 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。
　 各 画 分 (10 μ ｍ ) を SDS ゲ ル の ト ラ ッ ク に 添 加 し 、 電 気 泳 動 し た 後 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に 移 し
（ ブ ロ ッ ト し ） 、 免 疫 検 出 法 で 各 種 血 清 と 反 応 す る 分 子 の 大 部 分 を 含 む 画 分 を 識 別 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ［ 図 ４ ］ は 同 一 の ゲ ル を 、 蛋 白 質 用 の 着 色 剤 (Aurodye-Amersham)(4A)、 生 菌 (4B)ま た は
死 菌 (4C)で 免 疫 処 理 し た モ ル モ ッ ト の 血 清 を 用 い て 検 出 し た 免 疫 イ ン プ リ ン ト を 示 す 。 免
疫 イ ン プ リ ン ト 4Dお よ び 4Fは BCG と 同 一 の 分 子 に 対 す る 兎 血 清  (Infection and Immunity
, 1993, 61, 742 ～ 750)お よ び パ ス ツ ー ル 研 究 所 の Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ  (Collection Nationale de 
Cultures de Micro-organismes) に 寄 託 さ れ た モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 生 産 す る I-1081ハ イ ブ
リ ド ー マ の 上 清 を 用 い て 検 出 し た 。 カ ラ ム に 保 持 さ れ た な か っ た 画 分 の み が 、 生 菌 ま た は
死 菌 を 用 い て 免 疫 処 理 さ れ た モ ル モ ッ ト 由 来 の 血 清 に よ っ て 認 識 さ れ る 45/47kDa分 子 ま た
は 上 記 ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 に よ っ て 認 識 さ れ る 45/47kDa分 子 を 含 ん で い た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
2)　
　 上 記 段 階 で カ ラ ム に 保 持 さ れ な か っ た 画 分 を 、 500 mgの 材 料 を 含 む 10mlの サ ン プ ル と し
て Si300 カ ラ ム に 添 加 し た 。 図 １ に 示 し た プ ロ フ ィ ー ル に 従 っ て 画 分 １ ～ ５ を 分 離 し 、 一
連 の 添 加 に よ っ て 得 ら れ た 精 製 物 を 合 わ せ 、 洗 浄 、 濃 縮 、 凍 結 乾 燥 し た 。
　 各 画 分 （ 10μ ｇ ） を Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル の ト ラ ッ ク に 添 加 し 、 電 気 泳 動 を 行 っ て Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に 移
し 、 免 疫 検 出 法 で 各 種 血 清 と 反 応 す る 蛋 白 質 の 大 部 分 を 含 む 画 分 を 同 定 し た 。
　 ［ 図 ５ ］ は 同 一 の ゲ ル を 、 蛋 白 質 着 色 剤 (Aurodye Amersham)、 生 菌 (5B)ま た は 死 菌 (5C)
で 免 疫 処 理 し た モ ル モ ッ ト に 由 来 す る 血 清 を 用 い て 検 出 し た 免 疫 イ ン プ リ ン ト を 示 す 。 免
疫 イ ン プ リ ン ト 5Dお よ び 5Eは 、 BCG か ら 精 製 し た 分 子 に 対 す る 兎 血 清 お よ び I-1081モ ノ ク
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ロ ナ ル 抗 体 を 用 い て 検 出 し た 。
　 画 分 １ に 存 在 す る 45kDお よ び 47kDの ２ 種 類 の 抗 原 は 主 と し て 生 菌 を 用 い て 免 疫 処 理 し た
動 物 に 由 来 す る 抗 体 、 ポ リ ク ロ ナ ル 兎 血 清 ま た は モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ た 。
こ の 画 分 を 第 ２ の 精 製 段 階 用 に 選 択 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
3)　
　 上 記 画 分 の サ ン プ ル 100 mgを Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － Ｔ Ｓ Ｋ 調 製 カ ラ ム に 添 加 し 、 NaCl濃 度 勾 配 を 付
け て 溶 出 さ せ た 。 溶 出 分 子 の 220nmに お け る プ ロ フ ィ ー ル か ら 主 要 な ３ つ の 画 分 （ 図 ２ ）
が 画 定 さ れ た 。 一 連 の 添 加 で 得 ら れ た 各 画 分 を 集 め 、 洗 浄 、 濃 縮 お よ び 凍 結 乾 燥 し た 。
　 上 記 画 分 を ５ μ ｇ ず つ Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル 電 気 泳 動 し 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ シ ー ト 上 の 免 疫 イ ン プ リ ン ト を
蛋 白 質 着 色 剤 (Aurodye)(図 ６ Ａ ） 、 生 菌 （ 図 ６ Ｂ ） ま た は 死 菌 （ 図 ６ Ｃ ） を 用 い て 免 疫 処
理 し た モ ル モ ッ ト の 血 清 、 兎 血 清 （ 図 ６ Ｄ ） あ る い は モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 （ 図 ６ Ｅ ） を 用 い
て 検 出 し た 。 １ － Ｄ Ｅ Ａ Ｅ 画 分 は 、 死 菌 を 用 い て 免 疫 処 理 し た 動 物 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ
れ る 抗 原 を ご く わ ず か し か 含 ん で い な か っ た 。 一 方 こ の 同 じ １ － Ｄ Ｅ Ａ Ｅ 画 分 は 生 菌 を 用
い て 免 疫 処 理 さ れ た モ ル モ ッ ト 由 来 の 抗 体 お よ び 兎 血 清 お よ び モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 に よ っ て
強 く 認 識 さ れ る 45/47kD の ダ ブ レ ッ ト を 含 ん で い た 。 こ の 画 分 １ － Ｄ Ｅ Ａ Ｅ を 用 い て 次 の
精 製 段 階 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
4)　
　 10μ ｍ  RP 300 カ ラ ム を 、 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ 20mM） で 平 衡 化 し 、 上 記 １ －
Ｄ Ｅ Ａ Ｅ 画 分 を 最 大 ５ ～ 10mg含 む サ ン プ ル １ mlを 添 加 し た 。 図 ３ に 示 す ０ ～ 90％ の ア セ ト
ニ ト リ ル 濃 度 勾 配 を 付 け て 溶 出 し 、 ５ つ の 主 要 画 分 を 回 収 し た 。 こ れ ら の 画 分 か ら 40℃ で
減 圧 蒸 発 し て ア セ ト ニ ト リ ル の 大 部 分 を 除 去 ／ 濃 縮 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。
　 Aurodye を 用 い た 蛋 白 質 の 着 色 （ 図 ６ ） で は 、 画 分 ４ （ ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 30～ 50％ ）
が 生 菌 を 用 い て 免 疫 処 理 し た 動 物 由 来 の 抗 体 あ る い は 兎 血 清 中 に 存 在 す る 抗 体 ま た は モ ノ
ク ロ ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 分 子 の 大 部 分 を 含 ん で い た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

1)　
1.1 
　 ソ ー ト ン の 合 成 培 地 で  M. bovis BCG （ 1173Ｐ 2  株 ） を 37℃ で ７ 日 間 培 養 し 、 上 清 液 を
0.22μ ｍ の 膜 で 濾 過 し た 。 こ の 上 清 液 を ４ ％ ブ タ ノ ー ル の 存 在 下 で 未 精 製 状 態 で 保 存 す る
か Amicon-PM 膜 を 用 い て 濃 縮 後 に 凍 結 乾 燥 し た 。
　 M. segmatis mc 2 155 （ Snapper 達 、 Molecular Microbiol.4, 1911-1919, 1990） を 、 7
H9 ＋ OADC液 体 培 地 で 37℃ で ７ 日 間 培 養 し た 。 pYUB18:M. tuberculosisラ イ ブ ラ リ ー 由 来
の コ ス ミ ド に よ っ て 形 質 転 換 し た 各 M. smegmatis mc 2  155ク ロ ー ン を 25mg／ mlの カ ナ マ イ
シ ン 存 在 下 で 培 養 し た 。 そ の 後 培 養 液 を 5000rpm で 15分 間 遠 心 分 離 し 、 培 養 液 の 上 清 を 分
離 し て 、 ４ ％ ブ タ ノ ー ル 存 在 下 で ４ ℃ で 保 存 し た 。 培 地 組 成 に よ っ て 妨 害 さ れ な い ELISA 
試 験 は こ れ ら の 調 製 物 を 用 い て 行 っ た 。 ク ロ ー ン 培 養 液 の 上 清 を SDS-PAGEゲ ル 上 で 分 析 す
る 際 に は 、 そ れ ら を ソ ー ト ン 合 成 培 地 で 37℃ で ７ 日 間 培 養 し 、 0.22μ ｍ 膜 を 用 い て 培 養 物
の 上 清 を 濾 過 し 、 Amicon-PM10 膜 で 濃 縮 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 E. coli NM554 お よ び XL 1-Blue 株 を 固 体 ま た は 液 体 Luria-Bertani (LB)培 地 で 37℃ で
培 養 し た 。 pUC18 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し た E. coli XL 1-Blue ク ロ ー ン を 25μ ｍ ／ ｌ の
ア ン ピ シ リ ン 存 在 下 で 培 養 し た 。
　 E. coli XL1-Blueと pUC18:M. tuberculosis 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し た ク ロ ー
ン と を 一 夜 (16h) 培 養 し た 後 、 培 養 液 を 一 連 の 急 激 に 凍 結 ／ 溶 解 （ － 70℃ ／ ＋ 60℃ ） す る
こ と に よ っ て 培 養 液 溶 解 物 を 調 製 し た 。 溶 解 物 を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 分 離 し 、 － 20℃ で 保
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存 し た 。 こ れ ら 調 製 物 か ら の 蛋 白 質 の 分 離 は BCA 法 で 行 っ た (Pierce)。
【 ０ ０ ５ ７ 】
1.2 
　 使 用 し た M. tuberculosis の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー （ Jacobs達 1991、 上 記 ） は 、 M. segma
tis mc 2 155へ の 電 気 穿 孔 法 に よ り 、 Stewart Coleに よ っ て 作 製 さ れ た 。 本 出 願 人 は 400 個
の 組 み 換 え 体 を 使 用 し た 。
　 ラ イ ブ ラ リ ー は コ ス ミ ド の シ ャ ト ル ベ ク タ ー pYU818内 で 作 製 し た 。 こ の シ ャ ト ル ベ ク タ
ー は 、 pYUB12プ ラ ス ミ ド  (Snapper 達 、 Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1988, 85:6987-6
991)に 由 来 す る も の で 、 こ の プ ラ ス ミ ド は λ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の Cos 配 列 が 挿 入 さ れ て
フ ァ ー ジ 溶 解 物 状 態 の ラ イ ブ ラ リ ー に お け る 組 み 換 え コ ス ミ ド の 増 幅 と 良 好 な 保 持 が 可 能
に な っ て い る 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 以 下 の 方 法 で 作 製 し た 。
　 す な わ ち 、 M. tuberculosis H37Rv 株 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 最 大 35kbか ら 45kbの 断 片 が 得
ら れ る よ う な 条 件 で 、 酵 素 Sau 3aで 部 分 的 に 処 理 し 、 こ れ ら の 断 片 を 精 製 後 、 pYUB18に リ
ゲ ー シ ョ ン し 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ BamHI で 処 理 後 、 脱 燐 酸 基 化 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 pUC18 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー (Yanisch-Perron 達 、 Gene, 1985, 33: 103-119)を 用 い て 、
E. coli XL-Blue へ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 こ の 多 コ ピ ー プ ラ ス ミ ド は β ガ ラ ク ト
シ ダ ー ゼ の 末 端 ア ミ ノ 酸 断 片 を コ ー ド し た E. coli の ラ ク ト ー ス オ ペ ロ ン に 由 来 す る Ｄ Ｎ
Ａ を 含 む 。 こ の 断 片 は イ ソ プ ロ ピ ル β － Ｄ － チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (IPTG)に よ っ て 誘 導
可 能 で 、 E. coli XL1-Blue宿 主 株 に よ っ て コ ー ド さ れ る 不 完 全 な β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ フ ォ
ー ム と 供 に ア ル フ ァ 相 補 性 (alpha-complementation) を 確 立 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、
外 部 DNA の 挿 入 に よ っ て 、 ア ル フ ァ 相 補 性 の 全 廃 が 誘 導 さ れ る 。 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド は 、
宿 主 株 に 形 質 転 換 さ れ る と コ ロ ニ ー が 白 色 を 呈 す る こ と に よ っ て 確 認 さ れ 、 こ れ に 対 し て
細 菌 が pUC18 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ る と コ ロ ニ ー は 青 色 を 示 す 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ
は 、 IPTGお よ び X-Gal 酵 素 基 質 の 存 在 下 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
1.3 
1.3.1 
　 い く つ か の 変 更 を 加 え て M. smegmatis用 に 適 応 さ せ た ア ル カ リ 溶 菌 法 (Jacobs 達 、 1991
, 上 記 ) を 用 い て 組 み 換 え  pYUB18:M. tuberculosis コ ス ミ ド の 抽 出 を 行 っ た 。 培 養 ５ 日
目 （ 指 数 増 殖 期 終 了 後 ） に 細 菌 を 回 収 し 、 5000rpm で 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 細 菌 残 留 物 （
３ ml） を ５ mlの 溶 液 Ａ (50 mMグ ル コ ー ス 、 25mMト リ ス HCl pH８ 、 10mM EDTA 、 リ ゾ チ ー ム
10mg／ ml) に 再 懸 濁 し 、 37℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ２ 倍 量 （ 10ml） の 溶 液 Ｂ (0.2
N NaOH、 1%SDS)を 添 加 し 、 逆 混 合 し た 。 混 合 物 を 65℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後
、 ４ ℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に 1.5 倍 量 (7.5ml) の 溶 液 Ｃ （ 5mM 酢 酸 カ リ ウ
ム 、 酢 酸 11.5％ ） を 添 加 し 、 逆 混 合 し た 。 混 合 物 を ４ ℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 続
い て 調 製 物 を ４ ℃ で 13000rpm、 15分 間 の 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 回 収 し て 、 同 量 の フ ェ ノ ー ル
／ ク ロ ロ ホ ル ム 50／ 50で 処 理 し た 。
　 抽 出 後 、 試 験 管 を 4000rpm で 10分 間 の 遠 心 分 離 し た 。 水 相 を 清 潔 な 試 験 管 に 移 し 、 － 20
℃ で 保 存 し て お い た ２ 倍 量 の エ タ ノ ー ル を 用 い て ２ 回 処 理 し た 。 反 転 後 、 こ れ を － 20℃ で
少 な く と も １ 時 間 保 存 し 、 そ の 後 、 12000rpmで 20分 間 遠 心 分 離 し た 。 最 後 に 残 留 物 を 同 量
の 70％ エ タ ノ ー ル （ － 20℃ に 保 存 し て お い た も の ） で 洗 浄 し 、 Speed-Vac で ５ 分 間 乾 燥 さ
せ た 。 乾 燥 残 留 物 を 500 μ ｌ の 滅 菌 水 に 懸 濁 し 、 － 20℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
1.3.2.　
　 pYUB18コ ス ミ ド お よ び pUC18 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド の 迅 速 な 抽 出 は ア ル カ リ 溶 菌 法 (Birnb
oim 達 、 Nucleic Acids Res., 1979, 7: 1513)で 行 っ た 。
　 ア ル カ リ 溶 解 操 作 後 、 関 連 す る コ ス ミ ド と 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド と を 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム の
存 在 下 で 塩 化 セ シ ウ ム 濃 度 勾 配 超 遠 心 分 離 で 精 製 し た (Maniatis 達 、 Cold Spring Harbor
,　  New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1982)。
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【 ０ ０ ６ １ 】
1.3.3 　

　 こ の 一 般 的 方 法 は  pUC18組 み 換 え プ ラ ス ミ ト で E. coli XL1-Blueを 形 質 転 換 す る の に 使
用 し た 。 ま ず 最 初 に コ ン ペ テ ン ト バ ク テ リ ア を 調 製 し た 。 20mlの 2YT 培 地 に 、 一 夜 培 養 し
た プ レ カ ル チ ャ ー を 1/100 の 割 合 で 植 え つ け た 。 細 菌 を 、 攪 拌 し な が ら 37℃ で ２ 時 間 、 OD
＝ 0.6 に な る ま で 培 養 し 、 そ の 後 ４ ℃ 、 400 rpm で 10分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 残 留 物 を ８ ml
の 100mM CaCl 2  に 懸 濁 し 、 氷 浴 中 に 15分 間 保 持 し 、 そ の 後 再 び ４ ℃ で 4000rpm 、 10分 間 の
遠 心 分 離 し た 。 最 後 に 残 留 物 を 1.6 mlの 100mMCaCl 2 に 懸 濁 し 、 氷 浴 中 で 30分 間 保 持 し た 。
　 こ う し て 調 製 し た コ ン ピ テ ン ト バ ク テ リ ア は す ぐ に 形 質 転 換 に 利 用 す る か 、 あ る い は ４
℃ で 数 日 間 保 存 し て も よ い 。 形 質 転 換 時 に は ２ μ ｌ の DNA に 200 μ ｌ の コ ン ピ テ ン ト バ ク
テ リ ア を 混 合 し た 。 混 合 物 を 氷 浴 中 で 45分 間 保 存 し 、 そ の 後 42℃ で ２ 分 間 の 温 度 シ ョ ッ ク
を 加 え た 。 800 μ ｌ の 2YT 培 地 を 添 加 し 、 そ の 後 攪 拌 し な が ら 調 製 物 を 37℃ で １ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 Mlア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト に 50μ ｌ ～ 200 μ ｌ ／ プ レ ー ト の 割 合 で 拡 げ た 。
翌 日 、 コ ロ ニ ー を カ ウ ン ト し 、 形 質 転 換 効 率 を 計 算 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 こ の 方 法 は 大 型 ベ ク タ ー を 用 い て E. coli を 形 質 転 換 す る た め に 使 用 し た 。 す な わ ち 、
E. coli の NM554 株 を 、 50kb以 上 の サ イ ズ を 有 す る 組 み 換 え pYUB18コ ス ミ ド を 用 い て 電 気
穿 孔 に か け た 。 コ ン ピ テ ン ト バ ク テ リ ア は 新 規 に 調 製 し た 。 200 mlの  2YT培 地 に 、 一 夜 培
養 し た プ レ カ ル チ ャ ー を 1/100 の 希 釈 率 で 植 え つ け 、 37℃ で ３ 時 間 細 菌 を 培 養 し た 。 そ の
後 、 6000rpm で 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 残 留 物 を ４ ℃ の 滅 菌 水 10mlに 取 り 、 そ の 後 ４ ℃ の 滅
菌 水 190 mlに 懸 濁 し た 。 細 菌 を 、 再 び 6000rpm で 10分 間 遠 心 分 離 し 、 ４ ℃ の 滅 菌 水 10mlを
用 い て 再 度 洗 浄 し た 。 最 後 に 残 留 物 を 400 μ ｌ の 10％ グ リ セ ロ ー ル に 懸 濁 し た 。
　 電 気 穿 孔 は Bio-Rad Gene Pulser を 用 い て 行 っ た 。 ４ mmの セ ル 内 で 100 μ ｌ の 細 菌 を １
～ ４ μ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ と 混 合 し た 。 混 合 物 に 電 気 シ ョ ッ ク を 与 え （ 2500Ｖ 、 25μ Ｆ ） 、 そ の 後
、 １ mlの 2YT 培 地 を 素 早 く セ ル に 添 加 し た 。 全 体 を 試 験 管 に 移 し 、 攪 拌 し な が ら 37℃ で １
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 培 養 液 を ML－ ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト に 50μ ｌ
～ 200 μ ｌ ／ プ レ ー ト の 割 合 で 拡 げ た 。 翌 日 コ ロ ニ ー を カ ウ ン ト し 、 形 質 転 換 効 率 を 計 算
し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
1.3.4 
　 ク ロ ー ニ ン グ す べ き Ｄ Ｎ Ａ を BamHI 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 し た 。 pUC18 プ ラ ス
ミ ド を 同 様 の 方 法 で 処 理 し た 。 所 望 の pYUB18組 み 換 え コ ス ミ ド か ら 得 ら れ た 断 片 を 、 T4 D
NAリ ガ ー ゼ 酵 素 (Amersham)の 活 性 を 利 用 し て プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に リ ゲ ー シ ョ ン し た 。 リ
ゲ ー シ ョ ン は 、 20μ ｌ の 容 量 で 16℃ で 一 夜 行 っ た 。 リ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 全 体 を 用 い て E. c
oli XL1-Blueの 形 質 転 換 を 行 っ た 。 遺 伝 情 報 発 現 後 、 全 て の 細 菌 を 25μ ｇ ／ ml、 (TPTG 、
X-Gal)の 割 合 で Ml- ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト に 拡 げ た 。 ア ル フ ァ 相 補 性 が 確 立 さ れ な い ク ロ
ー ン が 、 コ ロ ニ ー の 色 （ 白 色 ） に よ っ て 確 認 さ れ た 。
　 ク ロ ー ニ ン グ に よ る 精 製 後 、 組 み 換 え ク ロ ー ン を 検 討 し た 。 ア ル カ リ 溶 解 に よ っ て プ ラ
ス ミ ド DNA を 抽 出 し 、 そ の 後 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ BamH Iに よ る 処 理 の 前 ま た は 後 に
0.8 ％ の ア ガ ロ ー ル ゲ ル を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
1.3.5 
　 両 方 向 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ３ kbの BamH I-BamH I 断 片 を 含 む pLA34 お よ び pLA4組 み 換
え プ ラ ス ミ ド を 、 pUC18 マ ル チ サ イ ト リ ン カ ー （ ポ リ リ ン カ ー ） 内 の 部 位 を 有 す る 各 種 の
制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 し た 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ BamH I、 Hind III、 Sph I 
、 Xba I 、 SalI、 Kpn I 、 Eco RIお よ び Sma I を 用 い て 単 一 ま た は 二 重 の 処 理 を 行 い 、 0.
8 ％ ア ガ ロ ー ル ゲ ル を 用 い て 分 析 し た 。 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ を 染 色 し た 後 、 そ
れ ら の 移 動 距 離 を マ ー カ ー （ イ ン タ ー ナ ル ラ ボ ラ ト リ ー ス タ ン ダ ー ド , Pvu　 II で 処 理 し
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た pKN プ ラ ス ミ ド ） と 比 較 し て 各 断 片 の サ イ ズ を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
1.4 　
1.4.1 
　 競 合 ELISA 法 に よ っ て ポ リ ク ロ ナ ル 血 清 （ Romain達 、 1993,
上 記 ） を 用 い て 、 細 菌 培 養 物 よ り 得 ら れ る 各 種 調 製 物 中 の 45／ 47kDa 蛋 白 質 濃 度 を 測 定 し
た 。
　 こ の 兎 の ポ リ ク ロ ナ ル 血 清 は 、 通 常 の 免 疫 処 理 方 法 （ フ ロ イ ン ド の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト
に 懸 濁 し た 精 製 蛋 白 質 50μ ｇ を 注 射 し 、 １ ヶ 月 後 に 25μ ｇ を 注 射 す る ） に 従 っ て 45／ 47蛋
白 質 に 対 し て 作 製 さ れ た も の で あ る 。
　 第 １ の マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ ェ ル を 炭 酸 塩 緩 衝 液 を 用 い て １ μ ｇ ／ mlに 調 製 し た 精 製 蛋
白 質 溶 液 か 15日 目 の Mycobacterium1 bovis BCG 上 清 液 （ 10μ ｇ ／ ml） の い ず れ か で 覆 っ
た 。 37℃ で １ 時 間 か け て 抗 原 を 固 定 し 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を PBS で ５ 回 洗 浄 し た 。 第 ２ の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で は PBS と 0.5 ％ ゼ ラ チ ン と ４ ％ ブ タ ノ ー ル と を 含 む 溶 液 を 用 い て 37
℃ で １ 時 間 、 ウ ェ ル を 飽 和 さ せ た 。 そ の 後 、 PBS-Tween 0.1 ％ を 用 い て マ イ ク ロ プ レ ー ト
を ５ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 試 験 は 以 下 の よ う に 行 っ た ：
　 第 ２ の マ イ ク ロ プ レ ー ト 内 で PBS-Tween 0.1 ％ 、 0.25％ ゼ ラ チ ン 、 4 ％ ブ タ ノ ー ル を 用
い て 各 種 濃 度 （ 純 粋 、 1/2 、 1/4 、 1/8 等 ） に 希 釈 し た 分 析 す べ き 上 清 50μ ｌ と 、 PBS-Tw
een 0.1％ 、 0.25％ ゼ ラ チ ン 、 4 ％ ブ タ ノ ー ル を 用 い て 希 釈 倍 率 1/4000に 調 製 し た 兎 血 清 5
0μ ｌ と を 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 混 合 物 を 第 １ の マ イ ク ロ プ レ ー ト に 移 し
て 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 0.1 ％ の PBS-Tween を 用 い て マ イ ク ロ プ レ ー ト を 10
回 洗 浄 し た 。 最 後 に 、 兎 に 対 す る 抗 IgG H ＋ L 複 合 抗 体 (Byosys)を ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ を 用 い て 標 識 し 、 　 PBS-Tween 0.1 ％ 、 0.25％ ゼ ラ チ ン 、 4 ％ ブ タ ノ ー ル を 用 い て 希 釈
率 1/4000に 調 製 し た も の を 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBS-Tween 0.1 ％ を 用 い て
マ イ ク ロ プ レ ー ト を 10回 洗 浄 し た 。
　 最 後 に 、 酵 素 基 質 で あ る パ ラ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト (pNPP)を 、 NaHCO 3 、 MgCl 2
、 pH9.6 緩 衝 液 を 用 い て 40mg／ 24ml濃 度 に 調 製 し た 状 態 で １ 時 間 ま た は 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 Titerteck Twinreader上 、 414nm お よ び 690nm で ODを 読 み 取 っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
1.4.2 
　 変 性 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 上 で 行 う 通 常 の ゲ ル 電 気 泳 動 方 法 を 採 用 し た (Laemmli, Natu
re, 1970, 277:680-685)。 そ の 後 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に 電 気 的 に 移 し た (Towbin 達 、 Proc. Natl
. Acad. Sci. USA, 1979, 76:4350-4354; Pluskal 達 、 Biotechniques,1986, 4:272-283)
。 ゲ ル 上 で 分 析 し た サ ン プ ル を 定 量 し 、 M. smegmatis上 清 に つ い て は 凍 結 乾 燥 体 の 重 量 μ
ｇ  (５ μ ｇ を 添 加 ) を 、 E. coli 溶 解 物 に つ い て は 蛋 白 質 の 重 量 μ ｇ (25 μ ｇ を 添 加 ) を
測 定 し た 。 精 製 し た M. bovis BCG蛋 白 質 を 、 ト ラ ッ ク あ た り 0.25μ ｇ 蛋 白 質 の 濃 度 で ゲ ル
上 に 添 加 し た 。
　 膜 上 に 移 さ れ た 蛋 白 質 は 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 中 で 発 現 さ れ る 蛋 白 質 に 対 す る 兎 の ポ リ ク
ロ ナ ル 血 清 （ 希 釈 率 ： 500 分 の １ ） を 用 い て 検 出 し た 。 E. coli 内 の 組 み 換 え 蛋 白 質 を 検
出 す る た め に 、 こ れ ら ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 を  DEAE(Trisacryl D ) カ ラ ム で 精 製 し 、 そ の 後 得
ら れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 臭 化 シ ア ノ ゲ ン (Pharmacia) に よ っ て 活 性 化 し た Sepharose-4B
カ ラ ム 上 に 固 定 さ れ た E. coli の 溶 解 物 に 吸 着 さ せ た (Maniatis 達 、 1982) 。 保 持 さ れ な
か っ た 抗 体 は ４ ℃ で 保 存 し 、 100 分 の １ の 希 釈 率 で 膜 に 移 さ れ た 蛋 白 質 を 検 出 す る た め に
使 用 し た 。
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 標 識 さ れ た 種 特 異 性 の あ る 抗 Ig H＋ L 複 合 抗 体 (Bio-Sys) を
3000分 の １ の 希 釈 率 で 上 記 抗 体 を 検 出 す る た め に 使 用 し た 。 最 後 に 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ の 活 性 は 、 ２ 種 類 の 人 工 色 素 産 生 基 質 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ル ー と 5-ブ ロ モ -4- ク ロ ロ
-3- イ ン ド リ ル ホ ス フ ェ ー ト を 用 い て 検 出 し た 。
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【 ０ ０ ６ ８ 】
1.5 
　 ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 決 定 は 、 ２ 種 類 の ク ロ ー ン pLA34 お よ び pLA4か ら 各 種 欠 失 に よ っ て
得 ら れ た ク ロ ー ン 群 を 使 用 し て 行 っ た 。 欠 失 は 作 製 し た 制 限 酵 素 地 図 に 準 じ て 選 択 し た 。
　 配 列 決 定 は ２ 本 鎖 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ マ ト リ ク ス を 用 い て 行 っ た 。 Ｔ ７ シ ー ケ ン シ ン グ キ
ッ ト (Pharmacia) お よ び 3 5 Ｓ Ａ Ｔ Ｐ を 用 い て サ ン ガ ー の 方 法 を 適 用 し た 。
　 各 種 の 欠 失 ク ロ ー ン お よ び pUC18 プ ラ ス ミ ド の ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー (Direct and Re
verase Primer)、 続 い て 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 配 列 を 決 定 し た 。
　 配 列 は 、 ２ 種 類 の 相 補 鎖 に つ い て 決 定 し た 。
　 M. tuberculosis の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の Ｇ Ｃ の 割 合 が 高 い (65 ％ )
コ ン プ レ ッ シ ョ ン 領 域 は 、 7-Deaza dGTPす な わ ち dGTPの 化 学 的 類 似 物 を 含 む T7 Deaza G/A
　 配 列 決 定 キ ッ ト (Pharmacia) を 用 い て 配 列 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
1.6　  
　 得 ら れ た 隣 接 す る 配 列 の 比 較 お よ び 組 合 わ は STADENプ ロ グ ラ ム を 用 い て Unix (登 録 商 標
)で 行 っ た 。 EMBLお よ び Gen-Bankデ ー タ バ ン ク の 配 列 か ら 検 索 し た 配 列 の 相 同 性 は  GCGの F
ASTA お よ び T-FSTAプ ロ グ ラ ム を 用 い て 作 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
2)　
2.1 

2.1.1 

　 使 用 し た 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー (Jacobs 達 、 1991, 上 記 ） は 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Sa
u 3aを 用 い て ゲ ノ ム を 部 分 的 に 切 断 し て 得 ら れ る 40kbの 断 片 を pYUB18コ ス ミ ド ベ ク タ ー 内
に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 作 製 し た 。 パ ル ス フ ィ ー ル ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 4200
kbと 推 定 さ れ る ゲ ノ ム の サ イ ズ は 、 約 100 ～ 150 個 の ク ロ ー ン に 含 ま れ る 。
　 競 合 ELISA を 用 い て 液 体 培 地 中 の 蛋 白 質 を 決 定 し た  (Romain達 、 1993, 上 記 ） 。 そ れ に
よ っ て M. bovis BCGの ７ 日 目 の 培 養 物 の 上 清 に 含 ま れ る 45/47kDa蛋 白 質 の 量 の 検 出 お よ び
定 義 が 可 能 に な っ た （ 図 ８ ） 。
　 こ の 試 験 は 以 下 の よ う な 利 点 を 有 す る ： 優 れ た 感 度 す な わ ち 8000分 の １ に 希 釈 し た ポ リ
ク ロ ナ ル 血 清 を 用 い る こ と に よ っ て 液 体 培 地 中 の 蛋 白 質 を １ ng／ mlの オ ー ダ ー で 検 出 で き
 (Romain達 、 1993, 上 記 ） 、 さ ら に 一 連 の サ ン プ ル を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め 操 作
が 容 易 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 電 気 穿 孔 法 で M. smegmatisに 導 入 さ れ た 400 個 の pYUB18::M.tuberculosis H37Rv組 み 換
え ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 　 そ の た め に 、 各 種 の ク ロ ー ン を 7H9 ＋ OADC培 地 で ７
日 間 培 養 し た 。 こ の 試 験 で は 、 培 養 液 を 遠 心 分 離 し て 得 ら れ る 上 清 を 分 析 し て 組 み 換 え 蛋
白 質 を 検 索 し た 。
　 M. bovis BCG 45/47kDa 蛋 白 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 蛋 白 質
を 発 現 す る ３ つ の ク ロ ー ン が 見 出 さ れ た （ 図 ８ ） 。 こ の 第 １ の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 、 45／ 47kDa 蛋 白 質 が 全 質 量 の ２ ％ と 測 定 さ れ た M. bov
is BCG培 養 物 の 上 清 で 覆 っ た 。 選 択 し た ３ 種 類 の ク ロ ー ン を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
の ウ ェ ル を 精 製 し た 45／ 47kDa 蛋 白 質 で 覆 う 第 ２ の 試 験 で 確 認 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
2.1.2　  
　 選 択 し た 各 種 コ ス ミ ド を 検 討 す る た め に 、 変 形 ア ル カ リ 溶 解 に よ っ て M. smegmatis DNA
を 抽 出 し た 後 、 電 気 穿 孔 法 に よ っ て E. coli NM554 に 導 入 し た 。 マ イ コ バ ク テ リ ア の 染 色
体 外 Ｄ Ｎ Ａ は 細 胞 壁 の 複 雑 さ （ 溶 解 が 困 難 で あ る ） お よ び ベ ク タ ー コ ピ ー 数 の 少 な さ （ 細
菌 １ 個 に 付 き 平 均 ３ ～ 10個 ) に よ っ て 採 取 が 困 難 で あ る 。 E. coli NM554 に 形 質 転 換 さ れ
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た ３ 種 類 の ク ロ ー ン を ML－ カ ナ マ イ シ ン プ レ ー ト 上 で 単 離 し 、 ア ル カ リ 溶 菌 に よ っ て 抽 出
し た コ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 0.8 ％ ア ガ ロ ー ル ゲ ル 上 で 分 析 し た 。
　 ３ つ の ク ロ ー ン は サ イ ズ  50kb 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で い た 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Ba
m HIに よ る 処 理 を 行 い 、 選 択 さ れ た ３ つ の コ ス ミ ド の プ ロ フ ィ ー ル を 識 別 し た 。 こ れ ら は
同 一 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 ９ ） 。 プ ロ フ ィ ー ル は 、 pYUB18ベ ク タ ー に 対 応 す る
12kbの バ ン ド を 示 し 、 さ ら に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ 約 40kb） に 相 当 す る 一 連 の
低 分 子 量 バ ン ド を 示 し た 。 得 ら れ た バ ン ド の 数 お よ び ゲ ル 上 の そ れ ら バ ン ド の 位 置 を 考 慮
す れ ば 、 単 離 さ れ た コ ス ミ ド は 同 一 で あ る と み な す こ と が で き る 。
　 Ｇ ＋ Ｃ を 多 く 含 む Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 幾 分 多 く の 開 裂 部 位 を 有 す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
を 用 い て 、 pLA1コ ス ミ ド 単 独 の 各 種 処 理 を 行 い 、 45／ 47 kDa蛋 白 質 の 遺 伝 子 （ 単 数 ま た は
複 数 ） を 含 む の に 十 分 な 中 程 度 の 長 さ を 有 す る 断 片 を 識 別 し 、 そ れ ら の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
を 行 っ た （ 図 10） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
2.1.3　  
　 約 40kbの 挿 入 部 分 を 含 む pLA1コ ス ミ ド に よ っ て M. smegmatisに お け る 組 み 換 え 蛋 白 質 の
発 現 が 行 わ れ 、 培 養 物 上 清 中 で ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ た 。
　 発 現 さ れ た 蛋 白 質 の お お よ そ の サ イ ズ を 決 定 す る た め に 、 培 養 ７ 日 目 の 上 清 の 凍 結 乾 燥
物 を 免 疫 イ ン プ リ ン ト に よ り 分 析 し た 。 M.smegmatis に お い て 発 現 さ れ た 組 み 換 え 蛋 白 質
は ２ 種 類 の 分 子 量 45／ 47kDa を 有 し 、 こ れ は 明 ら か に M. bovis BCGに お い て 発 現 さ れ る も
の と 同 一 で あ る （ 図 11） 。
　 別 の 試 験 で は こ れ ら 組 み 換 え 蛋 白 質 の 発 現 レ ベ ル は M. bovisBCG に 匹 敵 す る も の で あ っ
た 。 凍 結 乾 燥 し た 上 清 か ら 得 ら れ た 所 定 量 の 蛋 白 質 を 競 合 ELISA で 定 量 し た 。 各 種 濃 度 の
凍 結 乾 燥 し た 上 清 を 、 8000分 の １ に 希 釈 し た 兎 の ポ リ ク ロ ナ ル 血 清 を 用 い て 検 出 し た 。 組
み 換 え M. smegmatisは 、 M. bovis BCGと 比 較 し て ５ 倍 量 の 蛋 白 質 を 発 現 し た （ 図 12） 。 こ
の 挿 入 部 分 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 並 び に 異 種 宿 主 (E. coli)に お け る 組 み 換 え 蛋 白 質 の 分 析
を 行 っ て 、 こ れ ら の 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 数 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
2.2 

2.2.1 
　 pLA1を 異 種 宿 主 で あ る E. coli NM554 に 形 質 転 換 す る と 、 細 菌 培 養 物 ま た は 溶 解 物 の 上
清 か ら は 組 み 換 え 蛋 白 質 は 検 出 さ れ な か っ た 。 こ れ ら 蛋 白 質 の 発 現 を 促 進 す る た め に 、 コ
ス ミ ド を Bam HIで 処 理 し て 得 ら れ る 断 片 を pUC18 プ ラ ス ミ ド に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 操 作
を 行 っ た (Yanisch-Perron 達 、 Gene, 1985, 33: 103,119)。
　 E. coli XL1-Blueに 形 質 転 換 さ れ た pUC18::M. tuberculosis組 み 換 え プ ラ ス ミ ド を 宿 主
細 菌 の β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 発 現 の 欠 損 に よ っ て 選 択 し た 。 一 連 の 36個 の ク ロ ー ン の う ち 『
白 色 』 ク ロ ー ン の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 、 ア ル カ リ 溶 解 お よ び 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Bam 
HIに よ る 処 理 を 行 っ て 調 製 し た 。
　 ア ガ ロ ー ル ゲ ル 上 で 観 察 さ れ る 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド の サ イ ズ は 、 数 種 類 の プ ロ フ ィ ー ル
を 示 し 、 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド が 異 な っ て い る こ と が 示 さ れ た （ 図 13Ａ ） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ア ガ ロ ー ル ゲ ル 上 で 観 察 さ れ る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 挿 入 部 分 の サ イ ズ も 、 異 な る 制 限 プ
ロ フ ィ ー ル を 示 し た （ 図 13Ｂ ） 。 こ れ ら の プ ロ フ ィ ー ル は 全 て 、 pUC18 ベ ク タ ー に 相 当 す
る 2.8kbの 断 片 と 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 挿 入 部 分 に 相 当 す る サ イ ズ の 異 な る 一 連 の 断 片 と
を 示 し た 。
　 サ イ ズ が 大 き い た め に ク ロ ー ニ ン グ の 困 難 な 12kbの 断 片 を 除 い て 、 全 て の 処 理 断 片 を 単
独 、 ２ 個 ま た は ３ 個 ず つ ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 選 択 し た 36個 の ク ロ ー ン に つ い て 、 E. coli XL1-Blueに お け る 組 み 換 え 蛋 白 質 の 発 現 を
誘 導 す る 能 力 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 こ の 試 験 は 上 記 と 同 じ 競 合 ELISA テ ス ト
に よ っ て 行 っ た 。
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　 細 菌 培 養 物 の 上 清 中 に 組 み 換 え 蛋 白 質 は 検 出 さ れ な か っ た 。 一 方 、 ３ kbの 挿 入 断 片 を 少
な く と も １ つ 含 む ク ロ ー ン の 細 菌 溶 解 物 中 に 組 み 換 え 蛋 白 質 が 検 出 さ れ た 。
　 こ の 試 験 で 測 定 さ れ た 蛋 白 質 の 発 現 レ ベ ル は 、 プ ラ ミ ド の サ イ ズ に よ っ て 影 響 さ れ る も
の と 思 わ れ た 。 検 討 し た 36個 の ク ロ ー ン の う ち 、 発 現 を 可 能 に す る ２ つ の ク ロ ー ン 、 そ れ
ぞ れ ３ kbお よ び ７ kbの 挿 入 部 分 を 含 む pLA34 お よ び pLA35 が 見 出 さ れ た 。
発 現 レ ベ ル は 、 表 １ （ 下 記 参 照 ） の 結 果 に 示 す よ う に pLA34 の 方 が 高 か っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
2.2.2 
　 pUC18 の マ ル チ サ イ ト リ ン カ ー （ ポ リ リ ン カ ー ） 中 に 存 在 す る 一 般 的 な 制 限 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ に 対 す る 各 種 開 裂 部 位 を 同 定 す る こ と に よ っ て pLA34 プ ラ ス ミ ド に つ い て の 制 限
地 図 を 決 定 し た （ 図 14） 。 単 一 の 制 限 部 位 Eco RIが 、 ３ kbを ２ kbお よ び 1kb の ２ つ の 断 片
に 分 断 し て い た 。
　 ２ kbの BamHI-EcoRI 挿 入 部 位 を 有 す る pLA34-2 ク ロ ー ン は 、 上 記 の ク ロ ー ン か ら 欠 失 に
よ っ て 作 製 さ れ た 。 こ の ク ロ ー ン も ま た 細 菌 溶 解 物 内 に 組 み 換 え 蛋 白 質 を 発 現 さ せ た （ 図
15） 。
　 細 菌 溶 解 物 の 免 疫 イ ン プ リ ン ト 分 析 の 結 果 、 45／ 47kDa の ２ 種 類 の 分 子 量 を 有 す る 蛋 白
質 が M. bovis BCG内 で 発 現 さ れ る 天 然 の 蛋 白 質 と 明 ら か に 同 一 で あ る こ と が 示 さ れ た （ 図
16） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
2.2.3 
　 45／ 47kDa 蛋 白 質 を コ ー ド し た 遺 伝 子 の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 上 流 の 配 列 お よ び ア
ミ ノ 酸 か ら 推 定 さ れ る 配 列 を 、 配 列 No. １ お よ び 配 列  No.２ に 示 す 。
　 蛋 白 質 ダ ブ レ ッ ト の 発 現 を 可 能 に す る 単 一 の 遺 伝 子 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 1082か ら 2056
ま で の 位 置 に 975 塩 基 対 を 有 す る 。 　 リ ボ ソ ー ム 固 定 の コ ン セ ン サ ス 配 列 (Shine Dalgarn
o)は 遺 伝 子 の 上 流 で 確 認 さ れ た 。
　 こ の 遺 伝 子 は Ｇ Ｃ 含 有 率 が M. tuberculosis の 65％ に 比 べ て 69.4％ と 高 い 。 こ の 遺 伝 子
か ら 推 定 さ れ る 蛋 白 質 は シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ の ANA 開 裂 部 位 を 含 む 典 型 的 な シ グ ナ ル 配
列 を 有 す る 。 こ の 遺 伝 子 は 39ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 325 ア ミ ノ 酸 の 蛋 白 質 を コ ー
ド し て い る 。
　 M. bovis BCGお よ び M. tuberculosis か ら 精 製 し た 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 組 成 を 生 化 学 的 分
析 し て 得 ら れ る 結 果 と 蛋 白 質 配 列 か ら 類 推 さ れ る 結 果 と を 比 較 す る と 、 非 常 に 優 れ た 一 致
が 見 ら れ る （ 表 ２ ） 。
　 従 っ て 、 Mycobacterium smegmatis お よ び E. coli に お い て ２ つ の 分 子 量 を 有 す る 蛋 白
質 の 発 現 を 可 能 に す る 単 一 の 遺 伝 子 が 存 在 す る と い う 結 論 が 導 か れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
2.2.4 
　 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 計 算 さ れ る 分 子 量 は 28.7kDa で あ る 。
　 等 電 点 の 計 算 値 は 4.36で あ る 。 こ の 結 果 も 精 製 し た M. bovisBCG 蛋 白 質 に つ い て 行 っ た
生 化 学 的 な 等 電 点 の 測 定 と 非 常 に よ く 一 致 す る 。
　 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら プ ロ リ ン と ア ラ ニ ン の 含 有 率 が 高 い こ と が 示 さ れ る (21.8 
％ お よ び 19.1％ ) 。
　 完 全 な 配 列 は 最 近 発 表 さ れ た Mycobacterium leprae由 来 の 蛋 白 質 と の 間 に 相 同 性 を 示 す
。 ２ つ の 配 列 の 比 較 を 図 17に 示 す 。 ２ つ の 蛋 白 質 間 の 相 同 性 率 は 65.4％ で あ る 。 Mycobact
eriumlepraeに つ い て 報 告 さ れ た こ の 蛋 白 質 も 分 泌 蛋 白 に 特 異 的 な シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る
。
　 M. tuberculosis か ら 導 か れ る 蛋 白 質 （ 本 発 明 の 対 象 ： 配 列 No. ２ ） の 疎 水 性 プ ロ フ ィ
ー ル を 求 め た 。 こ れ を 図 18に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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【 表 ８ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ １ 】
【 図 １ 】 イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 保 持 さ れ な い  M. tuberculosis画 分 を 分 子 濾 過  (si 300) し
た 場 合 の 240nm に お け る 吸 光 度  (OD) 曲 線 。
【 図 ２ 】 上 記 分 子 濾 過 に よ っ て 得 ら れ た 画 分 １ に 由 来 す る 分 子 を 高 速 イ オ ン 交 換 カ ラ ム  (
DEAE) で 分 離 し た 場 合 の 220nm に お け る 吸 光 度 曲 線 。
【 図 ３ 】 上 記 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 得 ら れ た 画 分 １ を 逆 相 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に か け た 時 の 220nm に お け る 吸 光 度 曲 線 。
【 図 ４ 】 Ａ ～ Ｅ は Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜  (メ ン ブ レ ン )の 写 真 ：
【 図 ５ Ａ － Ｃ 】 Ａ ～ Ｅ は Si 300ゲ ル 濾 過 カ ラ ム で 得 ら れ た ５ つ の 画 分 （ １ ～ ５ ） お よ び 低
圧 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ カ ラ ム で 保 持 さ れ な か っ た 画 分 （ ０ ） を マ イ グ レ ー ト さ せ て 得 ら れ る ゲ ル に 相
当 す る Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 を 示 す 図 。
【 図 ５ Ｄ － Ｅ 】 [図 5A-C]の つ づ き 。
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【 図 ６ 】 Ａ ～ Ｅ は 高 速 イ オ ン 交 換 カ ラ ム で 得 ら れ た 画 分 （ １ ～ ３ ） と 分 子 篩 を 用 い た 濾 過
で 得 ら れ た 画 分 １ （ ウ ェ ル ０ ） を マ イ グ レ ー ト さ せ て 得 ら れ る ゲ ル に 対 応 す る Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜
を 示 す 図 。
【 図 ７ 】 Ａ ～ Ｄ は イ オ ン 交 換 カ ラ ム で 得 ら れ た 画 分 １ （ ０ ） お よ び 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ イ フ
ィ ー で 得 ら れ た 画 分 （ １ ～ ５ ） の 移 動 に 相 当 す る ゲ ル を ブ ロ ッ ト し た 膜 を 同 じ コ ー ド を 有
す る 図 ６ Ａ ～ ６ Ｂ 、 ６ Ｄ ～ ６ Ｅ と 同 一 の 試 薬 で 検 出 し た 結 果 を 示 す 図 。
【 図 ８ 】 M. smegmatisに お い て M. tuberculosis H37Rv を 発 現 さ せ る た め の 遺 伝 子 ラ イ ブ
ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 示 す 図 。
【 図 ９ 】 ラ イ ブ ラ リ ー よ り 選 択 さ れ 、 E. coli で 電 気 穿 孔 （ エ レ ク ト ロ ポ レ 、 electropor
e） ） し 、 ア ル カ リ 溶 解 で 抽 出 し た ３ つ の コ ス ミ ド の ア ガ ロ ー ル ゲ ル 上 で の 移 動 を 示 す 図
。
【 図 １ ０ 】 BamHI(a)、 SmaI(b) 、 HpaI(c) 、 NotI(d) 、 SspI(e),EcoRI(f)お よ び HindIII(
g)で 処 理 し た E. coli NM554 か ら 抽 出 さ れ た  pLA1 の コ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の ゲ ル 上 で の 移 動 を
示 す 図 。
【 図 １ １ 】 45/47kDa 蛋 白 質 の マ イ コ バ ク テ リ ア に お け る 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ２ 】 マ イ コ バ ク テ リ ア に お け る 45／ 47kDa 蛋 白 質 の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ３ 】 Ａ 、 Ｂ は  pUC18の  pLA1 コ ス ミ ド を BamHI で 処 理 し て 得 ら れ る 断 片 を リ ゲ ー シ
ョ ン し て 得 ら れ た 各 種 　 pUC18: :M.tuberculosis H37Rv組 み 換 え ク ロ ー ン の プ ラ ス ミ ド プ
ロ フ ィ ー ル （ 13Ａ ） と 、 BamHI 制 限 プ ロ フ ィ ー ル （ 13Ｂ ） の 図 。
【 図 １ ４ 】 45／ 47kDa 蛋 白 質 の E.coliに お け る 発 現 を 可 能 に す る 挿 入 断 片 の 制 限 地 図
【 図 １ ５ 】 E. coli に お け る 45／ 47kD蛋 白 質 の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ６ 】 E. coliに お け る 45／ 47kDa 蛋 白 質 の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ７ 】 配 列  No.２ と M. leprae (mln 431) 由 来 の 蛋 白 質 の 配 列 と の 比 較 図 。
【 図 １ ８ 】 配 列  No.２ の 蛋 白 質 の 疎 水 性 度 プ ロ フ ィ ー ル 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ Ａ － Ｃ 】

【 図 ５ Ｄ － Ｅ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 9月 20日 (2006.9.20)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 下 記 の 配 列  No. 有 す る 蛋 白 質 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ２ 】
　 下 記 の 配 列  No. 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 蛋 白 質 ：
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.３ 、 免 疫 応 答 を 誘 導 可 能 な ペ プ
チ ド 配 列 ま た は 蛋 白 質 と を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 免 疫 応 答 が 体 液 性 応 答 お よ び ／ ま た は 細 胞 性 応 答 で あ る 請 求 項 ３ に 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 質 が 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 破 傷 風 毒 素 、 Ｈ Ｂ Ｖ ウ ィ ル ス の Ｈ Ｂ Ｓ 抗 原
ま た は ポ リ オ ウ ィ ル ス の Ｖ Ｐ １ 抗 原 も し く は そ の 他 任 意 の 毒 素 ま た は 抗 原 の 一 部 、 特 に エ
ピ ト ー プ で あ る 請 求 項 ３ ま た は ４ に 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 下 記 の 配 列  No. 有 す る 請 求 項 ６ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ：
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ８ 】
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　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛋 白 質 を 産 生 す る 微 生 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 上 記 蛋 白 質 の 少 な く と も 一 部 が 表 面 に 存 在 す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 微 生 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 細 菌 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 微 生 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 菌 、 特 に M. bovis Ｂ Ｃ Ｇ で あ る 請 求 項 ８ ～ 10の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 微 生 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 結 核 抗 体 を 含 有 す る と 思 わ れ る 生 物 液 体 を 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛋 白 質
と 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 結 核 特 異 的 抗 体 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 蛋 白 質 を 担 体 に 固 定 す る 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛋 白 質 の 調 製 物 と 、 プ ロ セ ス を 実 施 す る た め の 緩
衝 液 と か ら な る 請 求 項 ま た は に 記 載 の を 実 施 す る た め の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 生 成 し た 抗 体 － 蛋 白 質 複 合 体 を 検 出 す る た め の 試 薬 を 含 む 請 求 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 蛋 白 質 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 。
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要解决的问题：提供可用于疫苗或检测结核病特异性抗体的蛋白质。解决方案：公开了分子量为28,799Da的结核分枝杆菌蛋白质
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