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論 文 の 内 容 の 要 旨

マイコプラズマは白樺増殖可能な最も下等な細薗で､いくつかの菌種では変則コドンを

使用している等ユニークな性質が明らかにされている｡一方､豚マイコプラズマ肺炎(月P

S;myCOplasmalpneumonia or sYine)は､広範に発生している豚の慢性呼吸器病の一種で

､これによる経済的損失は非常に大きい｡木病の原因菌ルcopJa5舶ムyo卯eU爪0仇ねeは､分
離､培養が極めて困難であるため､木菌の分離･同定による診断は行なわれていない｡MP

Sの生前診断法としては､血清学的診断法が用いられているが､従来の方法lまいずれも類

縁マイコプラズマ感染血清との交差反応が起こることが指摘されている｡森らが開発した

M.hyopneumonLae46kDa膜抗原タンパク質(P46)に対するモノクTj-ナル抗休を用いたEL

ISA法は､他の血清学的方法と比較し､特異性が極めて高い方法であることが明らかにさ

れている｡しかしながら､培養が難しい几ルol椚eUJ抑nJae歯休から抽出したl】46を抗原タン

パク質として必要とすることから､実用化には至っていない｡また､P46自休についても

､その性質の解明はほとんど行なわれていない｡木研究では､P46遺伝子のクローニング

､構造解析及びgscJIerJc山上a coHにおける大量生産系の確立を目的とした｡さらに､軋

hyopneun)01)Laeの検出法としてP46遺伝子をターゲットとしたPCR法についても検討した｡
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P46退伝子のクローニングは､イムノスクリーニング法､エピトープ選択法及びDNAハイ

プリダイゼーション法により行なった｡転写開始点はプライマー伸長法により同定した｡

塩基配列分析の結果､P46遺伝子と思われるオープンリーディングフレーム(ORF)の長さ

は1,257bpであった｡このORF内には､他のマイコプラズマでトリプトファンコドンとして

機能していることが明らかにされているTGAが3僻､伽cqpJa甜a CapricoJu爪では存在しな

いことが示されているCGGが1個､それぞれ見出だされた｡M.)JYOEmeun,Oniaeより抗休カラ

ムで精製したP46を､^rg-CエンドベプチダーゼあるいはCNBrで処理した後にTG^及びCGGに

対応するペプチド断片を電気泳動法で単離し､そのアミノ酸配列を決定した｡その結果､

T^Gはトリプトファンを､CGGはアルギニンをそれぞれコ,ドしていることが明らかになっ

た｡推定されるP46開始フドンの10bp上流にはShine-Dalgarno配列が存在した｡さらに､

ORF上流には､細薗の-10領域に共通の配列が認められた｡しかしながら､-35領域には他

の細菌と共通する配列は存在しなかった｡P46コード領域のN一末端付近には､細菌のリポ

タンパク質に類似する配列が見出だされ､木タン/くク質がリポタンパク質の一種であるこ

とが推定された｡

単離したP46遺伝子をg.coHで発現させるために､部位特異的変異法を用いてORF内の3

個のTGAコドンをTGGに置換した｡この変異遺伝子のシグナルペプチドを含むコード領域を

プラスミドベクターpM^L-Cに導入し､P46前駆休(P46p)をE.co)iマルトース結合タンパ

ク質(MBP)との融合タンパク質として発現させた｡精製はアミロースレジンカラムクロ

マトグラフィーによった｡HBP部分は制限プロテアーゼ池田子により除去した｡また､シ

グナル領域を欠損したP46コード領域をプラスミドベクターP耶9に導入し､P46のN一束端領

域にヒスチジン6量休を有した形(IIis-LagP46)で発現させた｡flis-tag P46はNi2'キレ

ートカラムクロマトグラフィーにより精製した｡得られた2種類の組換えタンパク質の免

疫学的反応性は､抗P46こモノクロール抗体を用いたダブルサンドイッチELISA法により検討

した｡組換えP46p及びIlis-tagP46は､いずれも､H.hyopneumonla感染豚血清とは強く反

応したが､他の類縁マイコプラズマ感染血滑とは反応せず､〝.JけOp8eU胱血ae由来のP46と

同様の反応性を示した｡これらの結果より､得られた組換えタンパク質が肝Sの診断に有

効であることが示された｡特に､tIis-t喝P46は精製が容易であることから､実用上有用

であると言えよう｡

H.]JyOPneumOnLaeの培養法に代わる検出法として､P46遺伝子をターゲットとしたPCR法

を検討した｡P46遺伝子の塩基配列から設計したプライマーを用い托Rを行なったところ､

几力yopneu肌)扇ae実験感染豚から採取した鼻腔スワプ､肺病変部乳剤､気管洗浄液からの

検出を試みたところ､すべての気管洗浄液､肺乳剤から予想されるサイズのDNA断片の増

幅が認められた｡さらに､培養法による菌分離が非常に難しいとされている鼻腔スワプか

ら柚出したDNAについても､7試料中5試料において増暗が観察された｡以上の結果より､

木方法は培養法に代わる〝.砂op〃eU爪0扇aeの検出法として極めて有効であることが示され

た｡
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審 査 結 果 の 要 旨

JレcopJas桐山yop8eU爪0扇aeが原因菌である豚マイコプラズマ肺炎は､養豚産業に大きな

経済的損失を与えているが､本歯の培養が困難なため分離･同定による本肺炎の診断が実

施できない状況にあり､迅速診断法の開発が望まれていた｡本論文は､几ムγOp8el畑0扇ae

の特異抗原である46kDa膜抗原タンパク質(P46)に着日し､P46遺伝子の単離とその構造解

析､並びにEscherichla col如こおけるP46の大量発現系の確立を行なうともに､それを用

いた豚マイコプラズマ肺炎の迅速診断法の開発を目的に行なわれたもので､併せて､P46

遺伝子をターゲットとしたPCR法を用いる且hyopneumoniaeの検出法を確立している｡

イムノスクリーニング法､DNAハイプリダイゼーション法等により単離したP46遺伝子は

1,257bpからなり､その中に3個のTGAコドンと1個のCGGコドンが存在していることを認め

た｡普遍コドン系で､TGAは終止コドンとして､また､CGGはアルギニンコドンとして機能

しているが､TGAは､伽cop)as視では変則コドンとしてトリプトファンを指定し､CGGは､

H.caprico)unlでは｢使用されていないコドン｣と考えられている｡そこで､P46をArg-C

エンドペプチダーゼ及びCNBrで処理し､TGA及びCGGに対応するペプチド断片を単離､その

アミノ酸配列を決定､解析している｡その結果､M.hyopneumoniaeにおいても､TGAはトリ

プトファンを指定していたが､CGGはアルギニンを指定していることを明らかにした｡CGG

がアルギニンを指定していることの発見は､CG含有量が極端に低いJレcopjas爪aにおける方

向性のある変異圧(AT圧)やそのコドン選択の偏りについて研究している分野の研究者に

対し重要な知見を提供するもので､極めて高い学術的価値があるものと考えられる｡さら

に､P46開始コドンの-10bp上流にShine-Dalgarno配列が認められたものの､細菌のプロモ

ータである-35領域には共通した配列が認められず高AT含有領域が存在することを指摘し

ており興味深い｡

P46遺伝子をE.coli内で正常に発現させるために､3個のTGAコドンをKunkel法を用いた

部位特異的変異処理によりトリプトファンの普遍コドンであるTGGに置換した｡また､生

産された組換えタンパク質を効果的に精製するために､シグナルペプチド領域を含むP46

(P46p)はマルトース結合タンパク質との融合タンパク質として､また､同領域を欠失し

たP46はヒスチジン6量体を付加した形(flis-tag P46)でそれぞれ発現させた｡組換えP46

pはアミロースレジンアブイニテイクロマトゲラフイーの後､Ⅹa因子でマルトース結合タ

ンパク質を除去して柄製し､IIis-t媚P46はⅣi2◆キレートアフィニテイクロマトグラフイ

一により精製している｡このようにして得られた組換えタンパク質を抗原として血清学的

反応性を抗P46ニEノクロール抗休を用いるダブルサンドイッチ肌ISAに供した｡いずれの組

換え抗原タンパク質とも仇ムγ0叩eロ㈲扇ae実験感染豚血清に強い反応を示し､他の豚由来

の各種伽COpJa5爪a実数感染豚血清との交差反応は認められなかったとしている｡特に､精

製が容易であることから､11is-tagP46が豚マイコプラズマ肺炎のELISAによる診断に極め

て優れた組換え抗原タンパク質であることを示している｡P46遺伝子の塩基配列を基に設

計したプライマーを用いたPCR法が､乱わ即据U爪0扇aeの検出法として特異性が高くかつ鋭
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敏な方法であることを実証した｡このように､本研究で確立された血清学的診断法並びに

PCR法はともに､擢息豚の早期発見やそれに伴う二次感染の防御など､養豚管理上､大い

に貢献するものと期待される｡

以上､学位論文審査委員会は､提出論文並びに学位論文の基礎となる学術論文等につい

て慎重に審議した結果､審査委点全員一致をもって本提出論文が博士の学位論文として十

分な価値があるものと判定した｡
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