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プラークが単一になるまで同じ操作を繰り返した。その結果、この抗原を発現している菌

体由来DNAは約1.5kbpの大きさであった。また、ウエスタンブ口ッティングよりこの

DNAの発現する蛋白は分子量33～35kDaであった。

  得られた1.5kbpのDNAの塩基配列を決めるために、DNAをpUC118プラスミドにサブ

クローニングし、オートラジオグラフイーおよび自動DNAシークエンサーにより塩基配

列を解析した。塩基配列から予想されるアミノ酸配列をみたところ、ATG(ヌチオニン）で

始まる2つのopen reading frame(〇RF)と考えられる部分が存在していた。大きさは

590bpと950bpであり、それぞれ蛋白の分子量に換算すると約21kDaと34kDaであった。

ウエスタンブ口ッティングより患者血清と反応した抗原蛋白は分子量33---35kDaであり、

後者の○RFに相当する大きさであった。さらに、その16b上流にはりポゾームRNAの結

合部位であるShine―Da塘狐10配列と思われる部分を有していることから、後者の〇RFが

抗原蛋白を発現している可能性が高いと考えられた。ただ、この〇RFはストップコドン

をもたないままEヒ匸）融siteに移行していたため、その下流部分のクローニングをgenome

wa］king法により行った。その結果、3．3kbpのDNAをクローニングしたところで、ストッ

プコドンが認められた。目的のORFの大きさは2547bp、849のアミノ酸からなり分子量

は94758．64Daであった。

  次に、ク口ーニングした遺伝子が実際に蛋白を発現しているかを調べた。ORFの前後

にプライマーを設定し、polymeraSeCh証nreac伍Onにて〇RFを含んだ領域のDNAを増

幅し、プラスミドベクターにライゲーションし、大腸菌を用いて蛋白発現の有無を調べた。

ウエスタンプロッティングを行ったところ、95kDaの大きさの患者血清と強く反応する

蛋白が認められた。この蛋白は健常人の血清とは反応がみられなかった。以上のことから、

クローニングした連鎖球菌由来の遺伝子は、蛋白を発現しており、この蛋白に対してべー

チェツ卜病患者は感作されていることが明らかとなった。

  同定した蛋白のホモ口ジーサーチを行ったところ、ヒト網膜の宮anonceuで発現さ

れているBm－めgeneproduCtとホモ口ジーがみられた。これはホヌオポックス遺伝子

のなかのPOUdomamに含まれており、生体の分化や機能維持に関係している。これま

でのところ、ヒトでは特定の疾患との関連は報告されていないが、ベーチェット病あるい

はぶ どう 膜 炎との関 連について検索して いく必要があると 考えている。
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学位論文審査の要旨

主査  教授  松田英彦
副査  教授  皆川知紀
副査  教授  小野江和則

    学位論文題名
Cloning and sequenclngofBES．1geneenCOdingthe
●  ●  ●
1mHlunogenlCandgenofSカゅめC〇CCZ岱駆乃z‘畠聯絡KTH‐1
  iSOlatedfromthepatlentS而thBeh¢t’SdiSeaSe

（ベーチェット病患者から分離されたStreptococcus

sanguis KTH-1の免疫抗原遺伝子BES-1の解析）

  ベーチェット病は内因としての病因遺伝子が存在し、ある特定の外因が作用したときに

発症する多因子性疾患であると考えられており、外因としては微生物感染が古くから研究

されている。申請者らはこれまでべーチェット病患者の口腔内細菌叢を調ベ、Stre )toc-

occus (S.) Scangl出が健常人に比ベ有意に増加していること、その血清型は標準株とは異

なる新しいタイプの血清型であること、この菌に対して患者は高い抗体価を示し細胞性免

疫能も亢進していることを明らかにしてきた。本論文ではべーチェット病における連鎖球

菌の免疫学的な役割を検討するために、連鎖球菌抗原の同定を行った。材料としてべー

チェット病患者の口腔内から分離されたS． sangufsKIH－1を用い、菌の発現する抗原蛋

白のうち患者血清と強く反応する蛋白の遺伝子ク口ーニングを行った。まず菌を培養後、

アルカリSDS、プ口テイネースKなどを用いて菌体DNAを抽出した。DNAをE（如融で消

化し、スgt11を用いてDNAライブラリーを作製した。このスgt11を大腸菌に感染させ、

プレート上でIPI℃で飽和したニト口セル口ースフィルターを被せ、ローガラクトシダーゼ

融合蛋白質を発現させた。非特異的蛋白質結合部位をブ口ックした後、患者血清を一次抗

体、アルカリフオスファターゼ結合抗ヒトIgG抗体を二次抗体とするイムノスクリーニン

グを行った。もっとも反応の強いプラークを取り出しスクリーニングを繰り返した。その

結果、抗原を発現している菌体由来DNAは約1．5kbpであった。また、ウエスタンブロッ

ティングよりこのDNAの発現する蛋白は分子量33～35kDaであった。得られた1．5kbp

のDNAの塩基配列を決めるために、DNAをpUC118プラスミドにサブク口ーこングし、

オートラジオグラフイーおよび自動DNAシークェンサーにより塩基配列を解析した。塩



基配列から予想されるアミノ酸配列をみたところ、ATGで始まる2つのopen reading

frame（〇RF)と考えられる部分が存在していた。大きさは590 bpと950 bpであり、それ

ぞれ蛋白の分子量に換算すると約21 kDaと34 kDaであった。ウエスタンブ口ッテイング

より患者血清と反応した抗原蛋白は分子量33～35 kDaであり、後者の○RFに相当する大

きさであった。さらに、その16b上流部分にはりボゾームRNAの結合部位であるShine―

Da塘amo配列と思われる部分を有していることから、後者の○RFが抗原蛋白を発現して

いる可能性が高いと考えられた。ただ、この〇RFはストップコドンをもたないままE、，c〇融

siteに移行していたため、その下流部分のク口ーニングをgenomewalg法により行っ

た。その結果、3．3kbpのDNAをク口ーニングしたところで、ストップコドンが認められ

た。目的の○RFの大きさは2547bp、849のアミノ酸からなり分子量は94，800Daであっ

た。次に、クローニングした遺伝子が実際に蛋白を発現しているかを調べた。ORFの前

後にプライマーを設定し、PCRにて○RFを含んだ領域のDNAを増幅し、pGEM‘rベクタ

ーにライゲーションし、大腸菌を用いて蛋白発現の有無を調べた。ウエスタンブ口ッティ

ングを行ったところ、95kDaの大きさの患者血清と強く反応する蛋白が認められた。こ

の蛋白は健常人の血清とは反応がみられなかった。以上のことから、ク口ーニングした連

鎖球菌由来の遺伝子は蛋白を発現しており、この蛋白に対してべーチェット病患者は感作

されていることが明らかとなった。同定した蛋白のホモロジーサーチを行ったところ、ヒ

ト網膜のgangnonCeuで発現しているB・・m－3bgeneproduCtとホモ口ジーがみられた。

  以上の発表について、皆川知紀教授から口腔内にべーチェット病特有の連鎖球菌を持つ

患者と持たない患者との間で、同定した連鎖球菌抗原に対する反応に違しゝがみられるかど

うかという点について質問があった。小野江和則教授から同定した連鎖球菌抗原に対する

べーチェット病患者の免疫反応においてT細胞、特に76T細胞はどのように関わってい

るか、ホモ口ジーのみられたBmイ，bの網膜における役割ついて質問があった。次いで主

査の松田英彦教授から抗原を同定することにより治療への応用の可能性について質問があ

った。いずれの質問に対しても申請者はこれまでの口腔内細菌検索、血清抗体価の測定、

抗原を用いた皮内反応のデー夕等を引用し、患者の抗原に対する反応の相違、T細胞、B

細胞の相互作用、B向―3bとのrnimicWについて、および抗原特異的免疫反応の抑制によ

る治療についてspeculationを交えて、豊富な知識に基づいて明解に回答した。

  審査員一同は、これらのぺーチェット病における免疫抗原を同定することにより発症機

序の解明から治療へと発展させることのできる研究成果を高く評価し、申請者が博士（医

学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと判定した。


