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   Tuberculosis in man and laboratory animals is characterized by progressive wasting 

symptoms. As a causative agent of such intoxication signs in  tuberculou8 infection, H. Bloch 

has reported the existence of a peculiar lipid toxin possessing a characteristic delayed toxicity 

for mice in petroleum-ether-extract of virulent Mycobacterium tuberculosis. Since the sol-

vent extracted-bacilli have lost the property to grow in culture medium in forming "cords", 

this toxic lipid was named as "cord factor". The chemical structure of cord factor was sub-

sequently identified as a 6,  6'-dimycoloyl-ce,  a'-D-trehalose. 

   In a series of investigations on the biochemical mechanism of the toxic property of cord 

factor, it has been noted that cord factor induces, either in vivo or in vitro, a marked 

swelling and fragmentation of mitochondrial membranes and a functional damage of membrane-

associated electron transport and coupling of respiration and phosphorylation specifically between 

coenzyme  Q.cytochrome b complex and cytochrome c (coupling site  II). These results sug-

gested that cord factor accelerates the multiplication of tubercle bacilli in vivo by impairing 

the cellular energy metabolism and thus interferring with the development of the overall 

defense mechanisms in host tissues. 

   To verify this proposed hypothesis, an antibody which precipitates cord factor and 

neutralizes its toxicity was prepared in mice and rabbits by the vaccination with cord factor-

methylated bovine serum albumin (MBSA) complex. Active immunization with cord factor-

MBSA complex protected mice against both cord factor toxicity and infection with virulent 

 tubercle bacilli. The multiplication of tubercle bacilli in lungs and spleen of vaccinated mice 

was supressed 102 to  103 lower than that in non-vaccinated mice. Histopathological changes 

in the lungs of vaccinated mice were minimal. This infection-protecting effect of cord factor-

MBSA complex was specific for tuberculous infection among a number of experimental infections 

with a variety of cytopathogenic bacteria. 

   Serum of cord factor-MBSA-vaccinated rabbits contained an immunoglobulin M  (IgM) class 

antibody which demonstrates a precipitin reaction with the aqueous emulsion of cord factor. 

Passive transfer of the immune serum protected mice against cord factor-toxicity and infection
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withvirulenttuberclebacilli.However,seraofmiceandrabbitsvaccinatedwithliveBCGor

infectedwithvirulenthumanM .tubeγculosisH37Rvdidnotreactwithcordfacter｡Humansera

ofthecases◎factive,convalescentorpneumonectomizedpulmonarytubercul◎sisdidnotde・

monstratetheprecipitinreactionwithcordfact◎r,indicatingthattheprecipitinantib｡dyto

c◎rdfactorisnotas$ociatedwiththeinfectionwithM.彦uberculosis.

Theabovedataindicatethatcordfactorpromotestheinvivomultiplicationoftubercle

bacilliandplaysakeyroleinthepathogenesisoftuberculosis.

1.は じ め に

結核症が慢性の衰弱 ・消耗の症状を特徴とする感染症

であることは,結 核菌の発見以前から広 く世界中で認め

られていた｡感 染,発 症初期の肺結核患者においては,

咳 漱,喀 疾,胸 痛,呼 吸困難のような呼吸器系の諸症状

よりも,む しろ疲労,倦 怠感 脱力感 るい痩などの全

身的な症状を訴えることの方が多いことは,結 核診療に

おけるひとつの常識となつている｡そ してこのような全

身症状は感染の進展とともに次第に著明にな り,肺 に広

範な難治病巣をもち,持 続的に排菌を続けながら悪化の

一途をたどる重症肺結核患者の末期にみ られる高度のる

い痩や,衰 弱,消 耗の様相をみると,こ の疾患が古くか

ら 「肺務」あるい は"consumption"と い う名をもつて

よびならわされたことが理解できる｡

結核症におけるこのような全身衰 弱症状は,結 核菌体

に含まれる毒素様の成分によつて惹起されるのではない

か ということが予想されるけれども,結 核菌が他の病原

微生物における菌体外毒素あるいは菌体内毒素に匹敵す

る毒性物質を産生するか否か ということに 関 す る 知見

1は,1950年 代の初めまではほとんどなかつたとい うこと

ができる｡む しろ,結 核菌はいかなる種類の毒素 も産生

せ ず,そ の病原性は 「宿主体内増殖力」によつて規定さ

れるとい う考え方が定説をなしていた1)｡

1950年 にHubertBloch2)は,有 毒結核菌の生菌体を

石油工一テルで抽出すると,菌 が有毒菌株に特徴的なコ

ー ド状発育(cord--likegrowth)を 行 う性質を失 うととも

に,石 油工一テル中に反復腹腔内注射によつてマウスを

漸次衰弱,致 死させる一種の毒性脂質が抽出されること

を…報告した｡Blochは この毒性脂質が有毒結核菌の菌体

表層に存在 して,コ ード状の発育に関与すると考えこの

ものをcordfactorと 名付けた｡そ の後,No11とBloch3)

1はcordfactorの 抽出と精製の方法を改良 し,こ の物質

を化学的に単一な糖脂質として分離す る こ とに成功 し

fc｡1956年 にはNollら4)に よつて,cordfactorの 化

学構造が6,6'-dimycoloy1一 α,α'-treha1◎se(図1)で あ

ることが決定され,こ の構造式は合成によつて確認され

た5)｡こ の ように して,結 核菌がマウスに特異な遅延性

毒 牲を示す糖脂質を産生することが確定的となつたが,

この物質の毒性の機序や,感 染におけるc◎rdfacterの

役割に関してはなお不明な点が残されていた｡

そ こで著者は,cordfactorの マウスに対する遅延性

毒性の機序を明らかにするとともに,こ の物質が結核感

染において果たす役割を解明することを 目的として,以

下に述べる一連の研究を行つた｡

II｡Cordfactorの 作 用 機 序

No11とBlochの 方法3>に よつてヒト型結核菌H37Rv株

か ら分離i,精 製 したcordfactorを,BayolFやDrakeol

6VRの よ うな鉱物油に溶解して,5～10μ9ず つ2日 お

きに反復してvウ スの腹腔内に注射するか,あ るいは10

～100μgを1回 腹腔内に注射す る と,い ずれの場合に

もマウスの体重は注射の翌日から持続的に減少 し,注 射

後1～2週 間の間に高度の衰弱,消 耗の症状を示 して死

亡 す る｡精 製cordfactorの 平均体重209の マ ウス

Fig.1.
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Fig.2・SiteofFunctionalDamageInducedbyCordFactorinMitoch◎ndria
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CoQ:CoenzymeQ;Pi:Inorganicphosphate.
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seお け る50%致 死 量(LD50)は50μgで あ る6)｡マ ウ ス

に お け る この よ うなcordfacter中 毒 死 の 様 相 は,マ ウ

ス の実 験 的 結 核 感 染 に お い て 感 染 死 が 起 こ る時 期 の 症

状,あ るい は さ らに ヒ トにお け る重 症 肺 結 核 の末 期 症 状

紅 酷 似 して い る｡

こ の よ うなcordfact◎rの 毒 性 の機 序 を 追 求 す る端 緒

、と なつ た の は,S.P.Martin一 派 に よ る結 核 感 染 モ ル モ

ッ トにお け る呼 吸 酵 素 系 代 謝 異 常 の 研 究 で あ つ た｡す な

一わ ち ,ChaudhuriとMartin7)は ヒ ト型 有 毒 結 核 菌 を 感

染 した モル モ ヅ トの腎 臓 皮 質 の ホ モ ジ ネ ー トを 酵 素 材 料

と して,コ ハ ク酸 ・ネ オ テ トラ ゾ リウ ム還 元 酵 素 活 性 を

測 定 し,感 染 の 進 展 に 伴 つ て こ の酵 素 活 性 が 次 第 に 低 下

す る こ とを 報 告 した｡著 者 ら8)9)は,cordfactor中 毒 マ

ウス の肝 ホ モジ ネ ー トに お い て も,コ ハ ク酸 あ るい は 還

元 型 ニ コチ ンア ミ ド ・アデ ニ ン ・ジ ヌ ク レオチ ド(NAD

H)に 共 役 す る種 々の 基 質(リ ン ゴ酸,乳 酸 α一グ リセ

ロ リン酸)に よ る テ トラ ゾ リウ ム色 素 の 還 元 活 性 が 低 下

す る こ とを 認 め,結 核 感 染 に お け る呼 吸 酵 素 系 の 代 謝 異

常 がcordfactorに よつ て 惹 起 され る こ とを 明 らか に し

'た10)
｡結 核 菌 体 脂 質 を 系 統 的 に 分 画 して,そ れ ぞ れ の 画

分 の阻 害 活 性 を 検 討 す る と,コ ハ ク酸 ・ネ オ テ トラ ゾ リ

ウ ム還 元 酵 素活 性 を低 下 させ る作 用 は,cordfacterと

結 合脂 質(丘rmlyboundlipids)の 画 分 に だ け 認 め られ

る11)｡最 近,結 合 脂 質 中 に 含 ま れ る 有 効 物 質 は,cord

factorと 構 造 的 に 近 似 したtrehalosemonomycolate

で あ る こ とが 明 らか に され た 働｡

つ ぎにcordfactorが マ ウス 肝細 胞 内 呼 吸 酵 素 系 の ど

の 部位 を 阻 害 す る のか とい う点 を明 らか に す るた め に,

コハ ク酸 酸 化 酵 素 系 を 構 成 す る各 酵 素 分 節 の 活 性 に 対 す

るcordfactorの 阻 害 作 用 を 検 討 した｡そ の 結 果,こ れ ら

の 酵 素 活 性 の うち,還 元 型 コ エ ソチ ー ムQ・ チ トクPt一 ム

c還 元酵 素(reducedcoenzymeQ-cytochromecre-

ductase)の 活 性 だ け がcordfactorの 注 射 に よつ て 特 異

的 に 低 下 し,コ ハ ク酸脱 水 素 酵 素(succinatedehyd-

rogenase),コ ハ ク 酸 ・コエ ンチ ー ムQ還 元酵 素(suc-

£inate-c｡enzymeQreductase)お よび チ トク ロ ー ム酸

化 酵 素(cytochromeoxidase)の 活 性 は,cordfactor

中 毒 マ ウ ス肝 に お い て も正 常 値 を 維 持 す る こ とを 明 らか

に した13)｡す なわ ち,cordfactorはinvivoで 細胞 内

呼 吸 酵 素 系 を,コ エ ンチ ームQ・ チ トク ロ ー ムbコ ン プ

レッ ク ス とチ トクPt一 ムcの 間 で 特 異 的 に 阻 害 す る と考

え られ る(図2)｡

コハ ク酸 ・チ トク ロ ームC還 元 酵 素 活 性 の 低 下 は,結

核 菌 を 感 染 した マ ウ スの 肝 ホ モ ジ ネ ー トに お い て も,感

染 後 週 を お つ て 認 め られ る14)｡酵 素 活 性 の 低 下 が 著 明 に

な り,感 染 死 が 起 こ る4週 後 に,マ ウス の 肺 内 で 増 殖 した

結 核 菌 を 分 画 遠 心 に よつ て 集 め,こ の 菌 体 を マ ウス の 静

脈 内 に 注 射 す る と,や は り肝 細 胞 の 呼 吸 酵 素 活 性 は チ ト

Fig.3.EffectofSerumofRabbitsVaccinatedwith

CordFact｡r-MBSAComplexontheT◎xi-

cityofCordFactorinMice
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クP一 ムc還 元の段階で低下した14)｡し たがつて結核感

染によつて惹起される呼吸酵素活性の低下は,宿 主組織

内で増殖 した結核菌(invivogr｡wntuberclebacilli)の

菌 体成分 一cordfact◎ ト によつて起こると考えられる｡

このように呼吸酵素活性の低下 した肝ホモジネー トか

らミトコン ドリアを分離 して,そ の機能的および形態学

的変化を追求すると,ミ トコン ドリアの呼吸とリン酸化

反応の比活性の低下に伴つて,蛋 白量および リン脂質量

で表わされるミ トコンドリアの量的減少と,ミ トコンド

リアフラグメントの増加が認 め られ た15)｡電 子顕微鏡

的には,肝 細胞内 の ミトコンドリア の 膜構造は,cord

factorの 注射によつて著明 に膨化,崩 壊 し,ク リステ

(cristae)の 膨化と消失が認められる16)｡こ れ らの成績

から,cordfactorはinvivoで 細胞内 ミトコン ドリア

の膜構造に障害を与え,そ の構造を崩壊させるとともに

呼吸とリン酸化反応の機能を低下させると考えられる｡

このようなcordfactorの 作用 をinvitroの 反 応系

でより直接的に証明するために,cordfactorを エ ーテ

ルに溶解したのちエタノールと水を等量加え,減 圧,加

温下に有機溶媒を除去することによつてcordfactorの

均等な水エマルジscン を作つた17)｡こ の ものを ミトコン

ドリアにinvitroで 作用させると,ミ トコンドリア の

膨化と部分的崩壊18)に伴 つて,コ ハク酸経路およびNA

DH経 路の呼吸とリン酸化反応が,cordfactorの 濃度

と接触時間に比例して低下することが観察された17)｡こ

の場合の阻害の部位は,伽 ρ蜘 の場合と同様に共役部

位 皿(couplingsite皿,図2)に 特異的であつた｡ま た,

cordfactorとinvitroで 接触した ミトコンドリアにお

いても,膜 構造の変化が認められた｡す なわち,ミ トコ

ン ドリアの内膜は著明に膨化,断 裂の像を示 し,内 膜粒

子(inner-membranespheres)が 膨化,崩 壊 した基底

構造から脱離する像が観察された19)｡

以上の成績 か ら,cordfactorはinvivoお よびin

vitroに おいて ミトコン ドリア膜 を直接障害し,そ の膨

化,崩 壊を惹起するとともに,膜 構造の"integrity'に

依存する呼吸とリン酸化反応の活性を,共 役部位皿にお

いて特異的に阻害すると結論される｡こ のような ミトコ

ンドリアの構造 と機能の変化は,cordfactorと 同様の

毒性を示す合成類似物質に は す べ て認められる20)｡し

か しなが ら,毒 性を欠くミコール酸,ア セチル化cord

factorお よび無毒の合成類似体には,ミ トコンドリアの

構造と機能を障害する作用が全 く認められない2｡)｡し た

がつて以上述べたミトコンドリアの膜構造の崩壊と,酸

化的 リン酸化反応の阻害が,cordfactorの 毒作用の機

序の,少 なくともひとつであると考えられる｡

III｡Cordfaetorの 感 染 に お け る役 割

Cordfactorが 宿 主 細 胞 内 ミ トコ ン ド リア の構 造 と機
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能をinvivoお よびinvitroで 障害す るという実験事

実から,こ の毒性脂質が結核感染において演ずる役割を

つぎのように推定 した｡す なわち,マ ク#フ ァージ内に

取込まれた結核菌体表層のcordfactorは,菌 体周辺の

ミトコンドリアに構造的,機 能的変化を惹起する｡そ の

ために,結 核菌を取 り囲む細胞 内環境におけるミトコン

ドリアの呼吸とATP産 生 の 持続的な低下が起こり,

phagosome膜 の新生や水解酵素 の合成などの抗菌機序

の発現が抑制される｡そ の結果,結 核菌の増殖に有利な

環箋が生れ,菌 の増殖に伴つて上記のcordfactorの 作

用はより広い細胞内環箋に広がつて,感 染の進展をうな

がすと考えられる｡

この推論を実態的に立証 し,cordfact◎rの 結核感染

における意義を明らかにするためには,cordfactorの

毒 性を中和する抗体を作 り,こ の抗体がinvivoでcord

factorの 毒性を中和するときに,結 核生菌による感染の

経過がどのように修飾されるかということを検討するべ

きである｡そ こ で研究 のつぎの段階として,抗cord

factor抗 体を産生させる方法の開発を行つた｡

ヒ ト型有毒結核菌のcordfactor(Cls6Hs66017)の 分子

量は3,000以 下 であり,し か も抗原活性の弱い糖脂質で

あるために,従 来この物質には抗原性の全 くないことが

認められていた2)｡ま たcordfactorは 水 に不溶である

ために,こ のものを適当な蛋白に結合させることも困難

であつた｡し か しながら,前 項に述べた方法17)によつて

cordfactorの 均等な水エマルジ ョンを作ることが可能

になつたことから,抗 原活性を もつcordfactor一 蛋 白

結合物を作ることもできるように なつた｡著 者はcord

factorと コンプレックスを作る適当な蛋白を種々検索す

る途上で,井 上と野島21)による抗カルジオ リピン抗体産

生の成績を参照する機会を得た｡す なわち,カ ルジオリ

ピンは レシチンを補助脂質として,メ チル化牛血清アル

ブ ミン(methylatedbovineserumalbumin,MBSA)

とコンプレックスを作 り,こ の抗原で免疫することによ

つて,ウ サギ血清中に高力価の抗カルジオ リピン抗体が

産生される｡こ の方法をcordfactorに 応用 し,cord

fact｡rとMBSAを1;3の 割合に混合して2℃ に1夜 静

置すると架状の沈降物が生成され る こ とを認めた鎚》｡

U」4C一酢酸 ソーダを含む培地で培養 したHs7Rv菌 体か

ら,14C一 標識cordfactorを 抽出,精 製 し,こ のものを

MBSAに 加えて作つた沈降物について定量 を行 うと,

このコンプレックスは、cordfactorとMBSAを10二1

の割合に含んでいる22)｡中 性糖脂質であるcordfactor

がMBSAと どのような機序でコンプレヅクスを作るの

かとい う点は明らかではないが,ミ コール酸やアセチル

化cordfactorがMBSAと は結合しない こ とか ら,

cordfactor分 子中の トレハPt-一・スの水酸基が,コ ンプ

レックス形成になんらかの役割を果していることが推定
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Table1.EffectofVariousVaccinesonCordFactorToxicity

Vacd箆e事

Cordfacto卜MBSA

Cordfact◎r-MBSA

Cordfactor-MBSA

Cordfacto卜MBSA

Cordfactor-MBSA

Cordfactoronly

MBSAo獄1y

Cordfactor十BSA

Mycolicacid十MBSA

Acetylatedcordfactor十MBSA

Methy16--mycoloy1α 一D-glucopyranoside-MBSA

6,6ノ ーDimycoloylsucrose-MBSA

LiveBCG

No捻e

Adjuvant

十

十

Routeofvaccination

十

十

十

十

十

十

十

Subcutaneous

Footpad

Subcutaneous

Footpad

IntravenOUS

Subcutaneous

Subcutaneous

Subcutaneous

Subcutaneous

Subcutaneous

Subcutaneous

Subcutane◎us

IntravenOUS

Protect三 〇n(箆o.ofsurv三vors/

熟o.testedat!4days)寧 毒

Expt1

9/10

10/10

1/10

0/10

5/10

0/10

1/10

2/10

0/10

0/10

1/10

0/10

0/10

1/10

Expt2

1

13/15

14/15

1/15

ND†

8/15

ND

ND

2/15

2/15

ND

O/15

ND

2/20

0/15

寧AllvaccinesexceptBCGwereinjectedtwiceawe¢kfor3weekswithorwithoutFreund's三nco斑plete

adjuvantbythedesignatedrouteofvacci箆ation.BCG(1.5x107viableun三ts)wasvaccinatedintravenously

4weeksbeforethetestofcordfactortoxlclty.

紳Cordfactortoxidtywastestedbyi臓jecti薮gm 、icewith10μgofcordfactorat2一dayintervalsfor14days.

†N｡tdone.

さ れ る｡ま たcordfactorは 牛血 清 ア ルブ ミ ン(BSA)と

は コ ンプ レ ック ス を作 らな い こ とか ら,メ チ ル化 に よつ

て 疎 水 性 を ま し たMBSAが,水 相 に均 等 に 分散 した

£ordfactorと 疎 水 結 合 に よつ て結 合 す る結 果 沈 降 物 の

形 成 を 導 く とい う可能 性 も考 え られ る｡

このcordfactor-MBSAコ ン プ レ ヅ クス を 水 に 分散

し,Freundのincompleteadjuvantと 混 和 して,マ ウ

ス の皮 下 に 週2回,3週 間 にわ たつ て 免疫 し,最 終 免疫

注 射 後1～2週 た つ て か らcordfactor10μgを 反 復 腹

控 内 に注 射 す る と,cordfactorの 毒 性 に 対 す る著 明 な

抵 抗 性 の 発 現 が 認 め られ た22)｡こ の 場 合,cordfactor-

MBSAコ ンプ レ ヅク ス を ア ジ ュ バ ン トと と もに皮 下 また

は 足 瞭 に免 疫 す る こ とが,cordfactor毒 性 を中 和 す る

効 果 の発 現 に必 須 の条 件 で あ つ て,cordfactorま た は

MBSAを そ れ ぞれ 単 独 で ア ジi.・ 〈ン ト と と も に用 いた

場 合 は無 効 で あつ た｡ま たMBSAをBSAで 置 換 え た

場 合 や,cordfactorを ミ コー ル 酸,ア セ チ ル 化cord

factor,あ る い は.6,6'-dimycoloyl-sucroseやmethyl

6--mycoloyl一 α一D-glucopyran0sideの よ うな 合成 類 似体

に 変 え た もの を用 い て マ ウス を 免疫 して も,cordfactor

毒 性 を 中和 す る 能 力 は附 与 さ れ な い(表1)22)｡

以 上 の成 績 か ら,cordfactor-MBSAコ ンプ レ ッ クス

で 免疫 す る こ とに よつ てcordfactor毒 性 に 対 す る抵 抗

性 を 獲得 した マ ウス の血 清 中 に,毒 性 を 中 和 す る 抗 体 が

産 生 され た と 考 え ら れ る｡こ の点 を 実 証 す る た め に,

cordfactor-MBSA抗 原 で 免疫 した ウサ ギ の 血 清 を マ ウ

ス の 皮下 に連 日注 射 した｡こ の マ ウス にcordfacter10

μ9の 反復腹腔内注射を行 うと,c｡rdfactor-MBSA抗

原によつて能働的に免疫 したマウスの場合 と同様 に,

cordfactor毒 性に対する 著明 な 抵抗性 が認められた

(図3)an)｡

Cordfactor-MBSA抗 原 で 免疫 したウサギの血清に

cordfactorの 水エマルジョンを加えることによつて,

免 疫血清中にcordfactorと 沈降反応を示す抗体が証明

される(表2)22)｡表3に 示すように,こ の沈降抗体は

cordfactor-MBSAで 免疫したマウスおよびウサギの全

抗血清中に証明されるが,無 処置およびBCG免 疫 動物

の血清中には証明されない｡

抗cordfactorウ サギ血清に種々の量のKC標 識cord

factorを 添加し,沈 降物中のcordfactor量 と抗体量を

定量することによつて,定 量沈降曲線を求めると図4に

示すような成績が得られた｡こ の沈降反応の等量域にお

Table2.PrecipitationofCordFactorwithCord

Factor-methylatedB◎vineSerumAlbumin

(MBSA)-VaccinatedRabbitSerum

Serafrom:

CF-MBSA--vacci-

nated

BCG-vaccinated

Non-vaccinated

SerumdilutiOn宰

2×20x40x8◎x160x320xGGB**

帯 辮 升+++一

一一一}[一±

一【「一一一±

ゆS¢ru鵬vo1縫me:0 ｡25認,di撤edwithα2Mglyci難eb犠ff¢r

(pH:7.4)containingO.1%gelati簸 琳ゆ.

Cordfacter:100μ9/0.05矯1.Oto20for7days.
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Table3. Pr◎ductionofAnti-cordFactorPrecipitinAntibodyinMiceandRabbitswithCord

Factor--MBSAComplex

Anima1 Vaccine 海 諾d幣舗hi
Mice

Mice

Mice

Rabbits

Rabbits

Rabbits

Cordfacter-MBSAcomplex

LiveBCG

None

Cordfactor-MBSAcomplex

LiveBCG

None

9/9

0/10

0/20

15/15

0/4

0/5

Ant三bodytiterbyprecipitationゆ

1:320(±)1;80

(
》

0

0

ρ0

ハ0

6

0

「
↓

-

勺■

R
》

O
●

■
O

O

拶

0

9

1

1

1

可
⊥

1=80

1:40

1:40

N◎precipitatewithundilutedsera

Noprecipitatewithundilutedsera

1:640(±)1:3201:80

1:320

1:320

1:320

1:320

1二2(±)

1:1

1:1

1:1

1:1

1:1

1:1

1:1

1:1

1:1601:80

1:1601:80

1;1601:40

1:1601=40

寧Thelastdilutio簸ofserumwhichg三ves1十 〇r土precipitinreaction .

ける抗体 と抗原の重量比が約1.0で あること,お よび後

述するように抗cordfactor抗 体は主としてウサギ血清

の免疫グロブ リンM(IgM)画 分に産生される点を考慮

すると,こ の沈降反応においては抗体 の存在下にcord

fact｡rが ミセルを作つて,抗 体の周囲に沈降物を形成す

るのではないかと考えられる｡Cordfactorと 抗血清の

間の沈降反応は,血 清を2一 メルカプ トエタノール で処

理することによつて完全に消失する｡

結核菌のcordfactorの ほか,ジ フテリア菌の産生す

Fig.4.
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言
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翰
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醒
く
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日

るcordfactor(6,6'-dicorynomycol◎yl一 α,α 仁D-tre-

halose23))も 抗cordfactor血 清 と沈 降 反 応 を呈 す るが,

ミ コー ル 酸,ア セ チ ル 化c0rdfactor,6,6'-dimycoloyl

sucrose,methyl6-myco1｡yl一 α一D-glucopyranosideお

よび6,x-di-(3'-acetoxy,x-meth◎xymycoloy1)-N--

acety1-D-glucosamineな どのcordfactorの 誘 導 体や

合 成 類 似 体 は,cordfactorに 対 す る抗 血 清 とは 反 応 し

な い｡こ の こ とは,cordfactor分 子 中 の 抗 原 性 決 定基

が そ の 糖 部 分,す なわ ち トレハ ロ ー ス で あ る こ とを示 唆

す る と考 え られ る｡こ の 点 を確 か め る た め に,種 々

の糖による沈降反応の阻止作用を検討 す る と,cord

factorと 抗 血清の間の沈降反応は α一D-trehaloseに

よつて特異的に阻止されることが明らかにされた(図

5)｡ミ コール酸 に は沈降反応阻止活性が認められな

いo

Cordfactor一 抗体結合物 をinvitroで マ ウス肝 ミ

トコンドリアに作用させると,こ のものには ミトコン

ドリアの膨化,崩 壊を惹起する作用も,酸 化的 リン酸

化反応を阻止する作用も全 く認められない(図6,表

4)｡す なわち,cordfactorは 抗体と結合することに

よつて,invivoの 毒性が中和されるとともに,ミ ト

コンドリアの構造と機能に対す るinvitroの 障害作用

をも失 う｡こ の成績は,前 項で述べたように,cord

factorの 毒性の生化学的機序が,ミ トコンドリアの酸
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Table4. EffectofCordFactorandCord

OxidativePhosphorylation

Factor-anti-cordFactorComplexonMit◎chondria1

Substrate

Succinate十

r◎tenone

Pyruvate十

malate

Coτdfactorco篇ce籍tratio蕊

(μ9/凱gprotin)亀

毛

0

25

50

100

0

25

50

100

Cordfactor

Ox三datio益rate(翻a論oatoms

oxyge裁/m三 無/加gprotein)
P/0

210

200

186

172

1.93

1.58

1.24

1.03

2

5

2

00

7
8

6

4

0δ

2.96

2.45

2.03

1.78

Cordfactor-a熟t三cordfact◎rcomplex

9鴇書蕾鑑i孟鐵ぽ唱器9謡勢Sp/o

205

208

212

206

R
V

AU

《
》

Q
》

ρ0

7
馨

7
響

ハ◎

1｡99

1.95

1.91

2.00

3.01

2.98

3.02

3.01

aMitoch伽driawerepr¢i獄cubated15minat20｡withorwithoutcordfactorandcordfactor -antlcordfactor

complex(equivalenttothedesig陥tedlevelsofcordfactor)beforeadd三tio捻totheassaymedium｡

Thereactio捻rnediumcontained三nafinalvolumeof2.Om1:100to125拠Msucrose,4mMTrls-hydrochloride

(pH7.4),15mMpotassiumphospha亀e(pH7.4),20.5μMcytochrome`,2.5mMade癒os三nediphosphate(ADP),

30mMglucose,0.5mghex◎kinase,5mMMgC12,4mMKF,10mMs纏bstrate,a簸d3to6瓢gofmitochondrial

protein.Thereactionsyste瓢w三thsucci短ateassubstrateco鶏ta三 聡ed100nMrotenone三nadditiontotheabove

components.Oxyge簸uptakewasmeasuredat25｡for15之020mln,

化 的 リン酸 化 反 応 の 阻 害 で あ る こ とを 裏 付 け る と考 え ら

れ る｡

以上 の よ うに,cordfactor-MBSAコ ンプ レ ヅ クス で

免疫 す る こ とに よつ て,cordfactorの 毒 性 をinvivo

お よびinvitroで 中 和 す る抗 体 を作 る こ とが で きた の

Fig.5.
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serumO.25ml十Cordfactor500μ9.

で,cordfactor-MBSA抗 原で免疫したマウス,お よび

抗cordfactorウ サ ギ血清を反復注射したマウスに有毒

結核菌を感染 した場合に,抗cordfactor抗 体 が結核感

染をどのように修飾するかを検討 した鍛)｡

図7に 示す ように,cordfactor-MBSA抗 原で免疫し

たマウスは,結 核感染に対 してBCG免 疫 マウスと同程

度の抵抗性を示す｡免 疫マウスの肺および脾内生菌数 レ

ペルは,対 照マウスのそれに比べて102～103低 く,肉

眼的および顕微鏡的にみた肺の結核性病変も軽度であつ

Fig.6.
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Minute$

Thetestmediumco登tai捻sin3.OmJ:0」54MKα ÷ ◎｡02M

Tr三s-Hα(pH7.4),0,6mg瓶itoOhondrialpr◎t磁 捻aAd¢ord

factor(CF)◎rcordfact◎r-anti-cordfactOrCQ漁P1¢x(e甲i-

valentto100μgofcordfactor)｡
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Fig｡7.EffectoftheVaccinationwithCordFactor-

MBSAComplexonSurvivalofMiceInfected

withVirule鶏t鈎 ω 肱o渉8γ 伽 携Tubeγculosis
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Cordfactor毒 性に対する中和効果の場合と同様に,こ

の ような感染防御効果の発現には,Cordfactor--MBSA

抗 原をアジュバン トと混合 して免疫することが必須の条

件であつて,ア ジュバントを使用しない場合,あ るいは

アジュバ ントを用いてもcordfactorあ るいはMBSA

単 独で免疫した場合は無効であつた｡さ らにMBSAを

BSAで 置換えた り,cordfacterを ミコー一ル酸 アセチ

ル化cordfactor,あ るいは種々の合成類似体に変えた

場合にも感染防御効果は認められない｡す なわち,cord

factor毒 性が中和される場合にだけ感染防御効果が発現

す る｡

また,cordfactor-MBSA抗 原による感染防御効果は

結核感染に特異的であつて,リ ステ リア,ブ ルセラおよ

びサルモネラによるマウス実験的感染症には,本 抗原に

よる免疫は全 く無効であつた｡

そ こでつぎにはcordfactor-MBSA抗 原で免疫し

たウサギか ら抗cordfact◎r血 清を分離 し,こ の血清

がマウスの実験的結核症に対して感染防御効果を発揮

するか否かを検討 した｡

図8は,cordfactorに 対する沈降抗体価160倍 ～

320倍 の抗血清を感染1週 間前か ら皮下に注射し,有

毒結核菌の静脈内接種後は週3回 抗血清の注射を続け

た場合のマウスの生存曲線を示す｡無 処置ウサギおよ

びBCG免 疫 ウサギの血清を注射 した感染マウスが,

血清注射を行わず結核菌を感染した対照マウスと同様

の経過をたどつて,約4週 間以内に全数感染死するの

に対して,cordfactor一MBSA免 疫 ウサギの抗血清を

注射した群においては,有 毒結核菌の大量静脈内接種

に対して全vウ スが30日 間生残した｡30日 目に抗血

清の注射を中止するとこの群のマウスは次第に死亡す

るが,感 染60日 後においてもなお40%の マ ウスが生

残している｡す なわち抗cordfactor血 清の注射によ

つてcordfactorの 毒 性が中和 されている期間は結核

感染は抑制されると考えられる｡抗cordfactor血 清

の感染防御作用は結核感染に特異的であつて,リ ステ

リア,ブ ルセラおよびサルモネラによる感染には無効

であつた鋤｡ま た抗血清を連続投与す る こと によつ

て,肺 内結核菌の増殖はcordfactor-MBSA抗 原に

よる能働免疫の場合と同様に抑制される鋤｡

IV.抗cordfactor抗 体 の 免 疫 化 学 的 性 状25)

Cordfactor-MBSA抗 原 で免疫 したウサギ血清中に

産生される抗cordfactor抗 体 が,い ずれの免疫グロ

ブ リンクラスに属するかを決定するために,抗 血清を

セファデックスG-200に よ るゲル濾過によつて分画

し,そ れぞれの画分にcordfactorの 水 エマルジョン

を加えた成績を図9に 示 した｡Cordfactorと 沈降物

を形成する活性は,19S免 疫 グロブ リンM(IgM)の 画

分にだけ認められ,7S免 疫グロブ リン(IgG)や アルブ

ミン画分はcordfactorと 反 応しない｡抗 血清からKek・

wickの 方法26)に よつてグロブ リン分画を 分 離 してゲ

ル濾過を行つた場合も,IgM画 分にだけcordfactorと

結合 して沈降反応を示す活性が認められた｡ま た抗血清

に種 々の量のcordfactorの 水エマルジHン を加え,生

ずる沈降物を遠心によつて除いた上清のゲル濾過を行う

と,加 えたcordfactorの 量 に比例 してIgMピ ークの

下降が認められる(図10)｡し たがつて,抗c｡rdfactor

抗体 は血清のIgM画 分 に産生されると考えられる｡

この点をさらに証明するために,c｡rdfactor一 抗体結

合物か ら抗体 を解離させて,そ の免疫化学的性状を検

討 した｡Cordfacter一 抗体結合物は酸性条件下では解離

しないが,高 濃度の塩を含む緩衝液中で部分的に解離す
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る｡そ こで15%の 食塩を含むグリシン緩衝液(pH8.0)

中に2｡Cで1夜 静置することによつて,cordfactorか

ら解離させた抗体溶液を集めゲル濾過を行 うと,IgM領

域に単一の蛋白ピークを与えた｡こ の抗体蛋白は,ア ガ

ロースゲル内沈降反応でウサギ全血清に対する抗血清と

の間に1本 の沈降線を生じ,こ の沈降線は抗ウサギlgM

血清 との間の沈降線とフユーズする｡し かしながら,抗

ウサギIgGお よび抗ウサギIgA血 清 と,抗cordfactor

抗体 との間には沈降線の形成は認められない(図11)｡

したがつて,抗cordfactor抗 体はウサギ血清のIgM画

分 にだけ産生されると結論される｡

IgM抗 体 の産生が,MBSAと コンプレックスを作つ

たcordfactorの よ うな糖脂質ハプテンに特異的な現象

であるのか,あ るいは免疫方法や血清採取の時期を変え

ることによつて,他 の免疫グロブ リンに属する抗体を作

ることができるのかとい う点に関しては,将 来の検討に

待たなければならないと考えられる｡

V.抗cordfactor抗 体 と結 核 感 染 の 関 係

以上の成績から,cordfactor-MBSAコ ンプレックス

による免疫の結果,ウ サギの血清中のIgM画 分にcord

factorと 沈降反応を示 し,そ の毒性をinvivok'よ びin

vitroで 中和する抗体が 産生されること,お よびこの抗

体によつて結核感染が防御されることが明らか に され

た｡こ のような抗体が結核感染に伴つて宿主の血清中に

産生され,抗 結核免疫になんらかの役割を果たすか否か

Table5.,SerumPrecipitinTesttoCordFactor

Serurnsource

Mice

Cord

cinated

BCG-vaccinated

H37Rv一infected

Normal

Rabbits

Cord

cinated

BCG-vaccinated

factor-MBSA一vac・

factor-MBSA-vac一

KilledH37Rv一injected

H37Rv-infected

Normal

Tuberculosispatients

Sputum-positive

Convalescent

Pneumonectomized

No,of
POsitive
tests/no.
tested

12ノ12

0/10

0/6

0/10

20/20

0/5

0/3

0/5

0/10

0/10

0/8

0/5

Preeipitintitero

1:40-1:160

1=40-1;320

醸Rangeofhighestserumdilutiongivingadefinitemac -

roscopicprecipitationbytheadditionoftheaqueous

emulsionof100pgofcordfactor.
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とい う点について検討 した｡

表5に 示すように,実 験動物 レベルではBCG生 菌に

よる免疫,ヒ ト型有毒結核菌による感染あるいは死菌感

作のいずれによつても,血 清中に抗cordfacter沈 降抗

体は産生されない｡ま た結核患者血清について,排 菌陽

性例,回 復期の菌陰性例,お よび外科手術によつて結核

病巣を切除した例などの種々の病 期に,抗cordfactor

抗体 の有無を検討 したけれ ども,い ずれの場合にも抗体

の存在を証明することはできなかつた%)｡す なわち,沈

降抗体に関する限 りに おい て は,結 核感染に抗c◎rd

factor抗 体は関与 しないと考えられる｡

VI.お わ り に

本研究の目的は結核臨床におけるひとつの観察事実,

す なわち結核患者における慢性,進 行性の消耗症状の原

因を明らかにし,そ してこのような感染による衰弱,消

耗の過程を防御する方法を追求することであつた｡

結核菌が産生する毒性糖脂質"cordfactor"の 化学構

造が6,6'-dimycoloy1一 α,α'-D-trehaloseと 同定され,

この物質がマウスに遅延性の致死毒作用を示すという事

実を出発点として,そ の毒性の機序を追求した｡そ の結

果,c◎rdfactorがinvivoで 宿主細胞内ミトコンドリ

アの膜構造を崩壊させるとともに,呼 吸とリン酸化反応

活性を阻害することを明らかにした｡さ らにcordfacter

の水 工vル ジ ョンを用いるinvitroの 系で,ミ トコンド

リアにおける生化学的病変の部位を追求 し,cordfactor

が ミ トゴンドリア内膜の膨化と断裂を惹起 し,電 子伝達

と共役リン酸化反応を共役部位皿において特異的に阻害

することを証明した｡

このようなミトコンドリアにおける生化学的病変が,

結核感染においてどのような役割を演ずるかを明らかに

するために,cordfactor-MBSAコ ンプレックスを抗原

として抗cordfactor抗 体を作 り,こ の抗体 がcord

factor毒 性をinvivoお よびinvitroで 中和するとと

もに,有 毒結核菌による感染に対する抵抗性をマウスに

付与することを認めた｡

以上の成績から,cordfactorは 結核菌 の感染経過中

にinvivoで 産生され,宿 主細胞の呼吸とリン酸化反応

の代謝障害を惹起することによつて細胞機能の低下を来

し,組 織内における結核菌の増殖と感染の進展を促進す

ると考えられる｡
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