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Mixed paracrystal tuberculoprotein-glycoprotein (MCTP-GP) isolated from unheated culture 

filtrate of the strain H37Rv of Mycobacterium tuberculosis was shown to noncompetitively 

inhibit the in vitro activity of lysosomal enzymes such as acid phosphatase, N-acethyl-ƒÀ-

glucosaminidase, N-acethyl-ƒÀ-galactosaminidase, ƒÀ-glucuronidase, ƒÀ-galactosidase and ƒ¿-gluco

sidase. The inhibitory activity was the highest against acid phosphatase, the lowest against 

ƒ¿-glucosidase and moderate against the other four enzymes . The inhibition was optimal at pH 

5.0 to 5.5.

ヒ ト型結核菌H37Rv株 の非加熱培養濾液を デンプン

分域電気泳動 に より分画 し,分 画液にSASを 加 えると

タンパ ク質 性の針状結 晶様混合物 の析 出す る現象を観察

した。 この針状結 晶様析 出物 は,培 養液中 のタンパ ク質

性物質 とveronal bufferな らびにSASと の相互作用

の結果,析 出 して くるのであ るが,培 養液中に含 まれて

い る糖 タンパク質(mixed paracrystal tuberculopro-

tein-glycoprotein, MCTP-GP)は,針 状結晶様析出物

の形成を促進す る作用のあ ることを,前 報1)に おいて報

告 した。

結核菌 と感染宿主 と の 相互作用 に つ い てKanai2),

Kanaiら3)は,感 染 した結核菌 は生体 内で リソゾームと

の相互 作用 の結果,菌 体表面 に宿主 由来 のacid phos-

phataseお よびそ の他の リソゾーム由来 の構造物を保持

してい ることを示 してい る。そ こで私たちは,結 核病巣

内で,菌 体外に分泌 され た,ま たは細胞壁 中のMCTP-

GPが,ど の よ うな生物学 的反応 に関与す るか を明らか

にす る目的で,リ ソゾー ム酵素 とMCTP-GPの 相互作

用についてin vitroで 検討 した ところ,MCTP-GPは

acid phosphataseな ど数種 の酸性加水分解酵素 の活性

を非競合的 に阻害す るとい う興味深い生物学的活性を見

出 したので報告す る。

材料な らびに方法

1.　 結核菌由来糖 タンパ ク質(MCTP-GP)の 分離:

ヒ ト型結核菌H37Rv株 の非加熱培養濾液か ら前報1)の

通 りに行なつた。

2.　 リソゾー ム酵素の調製:モ ルモ ット(体 重 約400
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g)　 の腹 腔 に12%カ ゼ イ ン-生 理 食 塩 水,pH7.4(12ml/

kg)を 注 入 し,18時 間 後 にHanks液 に て腹 腔 に 滲 出 し

た 好 中 球 を採 取 した。 採 取 した好 中球 は2～3回Hanks

液 また は 生 理食 塩 水 で 洗 浄 し,最 後 に0.1% Triton X-

100を 加 え,Vorex Homogenizerに よ り好 中 球 の ホ モ

ジネ ー トを 作製 し,リ ソ ゾー ム酵 素 液 と した 。

3.　 供 試基 質:4-methylumbelliferyl (4-MU) phos-

phate, 4-MU-2-acetamido-2-deoxy-β-D-glucopyrano-

side, 4-MU-2-acetamido-2-deoxy-β-D-galactopyrano-

side, 4-MU-β-D-glucuronide, 4-MU-β-D-galactopy-

ranosideお よび4-mU-α-D-glucopyranoside (Koch-

LightLaboratories, England)を そ れ ぞ れdrymetho-

xyethanolに10mMに な る よ うに溶 解 した もの をstock

 solutionと し,用 に 臨 み 希 釈 して用 い た 。

4.　 酵 素 活 性 の測 定:酸 性 加 水 分 解 酵 素 活 性 の 測 定 は

4-methylumbelliferoneを 用 い た 蛍 光 比 色 法 に よ る

Meadら4)5)の 方法 に従 つ た。 各 基 質 のstock solution

を0.2% Triton X-100含 有0.1M acetate bufferに

基 質 が0.2mMに な る よ うに 調 製 し,こ の0.2mM 基

質 液 の0.1mlと 好 中 球 の ホ モ ジネ ー ト0.1mlを 混 合 し,

37℃ で20分 間incubateし た 後,5mM EDTA含 有50mM

 glycine buffer, pH 10.4で 反 応 を停 止 させ,基 質 よ り

遊 離 した4-MUをE365 F460nmで 蛍光 比 色計(日 立 製,

分 光 蛍 光 光 度 計204)で 測 定 し,酵 素 活 性 はn mole/min/

mlで あ らわ した 。

5.　 リソ ゾー ム酵 素 活 性 阻 害 作 用 の測 定:前 記 の 「酵

素 活 性 の 測定 」 と同様 の手 順 で行 な う,す なわ ち 基 質 液

の0.1mlにMCTP-GP液0.05mLお よび 好 中 球 の ホ

モ ジネ ー ト0.05mlを 混 合 し,そ の酵 素 活 性 を測 定 し,

これ をMCTP-GP(+)activityと し,MCTP-GP液 の

代 わ りにMCTP-GP液 を溶 解 して い るbuffer 0.05ml

を加 えた もの の活 性 をcontrol activityと し,下 の式 に

よつ て阻 害 率 を 算 出 した 。

%Inhibition=
control act.-MCTP-GP (+)act.

/ control act.

×100

成 績

1. β-glucuronidaseに 対 す るMCTP-GPの 阻 害 活

性:β-glucuronidaseに 対 す るMCTP-GPの 阻 害 活 性

をpH3.5か ら6.0ま で のpH域 に お い て測 定 した結 果

は,表1お よび 図1に 示 した よ うに 測定 したpH域 の い

ず れ に お い て も阻 害 活 性 が 認 め られ た が,特 にpH5.0

以上 に おい て は90%以 上 の阻 害 活 性 が 認 め られ た。

2. Acid phosphataseお よびNAc-β-glucosamini-

daseに 対 す るMCTP-GPのdose response: MCTP-

GPの 量 を125μg/mlか ら2倍 希 釈 の 系 列 に お い てpH

5.5に お け る阻 害 活 性 を 測 定 した と ころ 図2に 示 す よ う

Table 1. Influence of pH on the Effect of 

MCTP-GP on ƒÀ-glucuronidase 

Activity

*:n mole/min/mg

Fig. 1. Per cent inhibition of MCTP-GP on ƒÀ

-glucuronidase activity at various pH

にMCTP-GPの50% inhibitionはNAc-β-gluco-

saminidaseに 対 して は 約50μg/mlで あつ た が,acid

 phosphataseに 対 し ては 約20μg/mlで あ り,acid phos-

phataseに 対 し,よ り強 い 阻 害 活 性 が 認 め られ た 。

3. pH 4.0お よび5.5に おけ る各 種 リ ソ ゾー ム酵 素 に

対 す るMCTP-GPの 阻 害 活性:一 括 して表2に 示 した 。

供 試 した いず れ の酵 素 に対 して も程 度 の差 は 認 め られ る

が,阻 害 活 性 の あ る こ とが 認 め られ た。

4. リソ ゾー ム酵 素 に対 す るMCTP-GPの 阻 害 機 構

:NAc-β-glucosaminidaseに 対 す る阻 害機 構 につ い て

検 討 した 。4-MU-2-acetamido-2-deoxy-β-D-glucopy-

ranosideの0.02か ら0.20mMま で の 間 で,MCTP-GP

添 加群 と非 添 加 群 そ れ ぞ れ のNAc-β-glucosaminidase

活 性 を表3に 示 した 。 図3は 表3のdouble reciprocal

 plotでMCTP-GP添 加 群,非 添 加群 いず れ も1/s軸 上

-5 .0/mMで 交 わ りnoncompetitive patternを 示 した 。
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Table 2. Inhibitory Activity of MCTP-GP on Lysosomat Enzyme Activity

*Optimal pH of each lysosomal enzyme in casein-induced guinea-pig peritoneal

 polymorphonuclear leukocyte homogenate

Fig. 2. Dose response of MCTP-GP on acid

 phosphatase and NAc-ƒÀ-glucosamini

 dase activity at pH 5.5

Fig. 3. Kinetics of MCTP-GP inhibition on NAc

 fi-glucosaminidase activity (double recipro
 cal plot)

Table 3. Kinetics of MCTP-GP Inhibition on

 NAc-ƒÀ-glucosaminidase Activity

*S 4 -MU-2-acetamido-2-deoxy-P-D -glucopyranoside

**v: NAc-ƒÀ-glucosaminidase activity

考 案

結核菌に限 らず 細胞 内寄生性細菌 のいずれか ら もリソ

ゾー ム酵素に対 する阻害物質が産生 され てい るとい う報

告には,未 だ接 していない。われわれが結核菌 の培養液

中か ら得たMCTP-GPは リソゾーム酵素活性を阻害す

ることが示 された。 この物質 は菌体表層 に も見 出す こと

が できる1)。 このMCTP-GPの リソゾーム酵素に対す

る非競合阻害活性はin vitroの 現象 として観察 された

にす ぎないか ら,こ れ が感染 宿主 内で も同様 の活性を示

し,結 核菌の病原 性発現 に積極的役割 りを果た してい る

か否かは,今 後の検 討に待 たねば な らない。 もつ とも,

個 々の酵素の至適pHは 必ず しも同 じでは ない(表2参

照)に もかかわ らずMCTP-GPの 阻害活性はいずれ の

酵素に対 して もpH5.0～5.5の 間に おい て強 く発揮 さ

れ てい る。Phagolysosome内 のpHに ついてSprick6)

は,Mycobacterium tuberculosisお よびM. smegmatis

の菌体表面を 標示 色素で染 色 して,マ ウスあるいは モル

モ ヅ トの単球 および好中球に貧食 させ ると,貧 食 された
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菌 体 表 面 のpHは4.7～5.5で あ つ た と報 告 して い る。

またJensenら7)もphagolysosome内 のpHは,細 胞

に よ つ て か な りの違 い が あ るが,pH3～5の 間 に あ る と

述 べ てい る。 わ れ わ れ が 今 回 検 討 したMCTP-GPの 阻

害 活 性 の至 適pHがphagolysosome内 のpHと ほぼ

同 じ域 値 に あ る とい うこ とは 極 め て 興 味 深 く示 唆 に富 ん

でい る とい え よ う。

病 原 細 菌 で は な い が,放 線 菌 の培 養液 よ り梅 沢 らに よ

つ て分 離 され た リソ ゾー ム酵 素 の 阻 害物 質 と して,ペ プ

ス タ チ ン8)9)は カテ プシ ンDを,な らび に イ ソフ ラボ ン

ラ ム ノ シ ド10)は 中 性,酸 性 β-ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ をそ れ

ぞ れ 阻 害 す る こ とが 報 告 され て い る。 更 にAvilaら11)

は,生 体 内 物 質 の ヘ パ リン,コ ン ドロイ チ ン硫 酸 お よび

ピアル ロ ン酸 な どの ガ ラ ク トサ ミノ グ リカ ン類 に阻 害 活

性 が 認 め られ る と報 告 して い る。

結 核 病 巣 に 特 有 な 乾 酪化 の成 立 原 因 と して戸 井 田12)は,

「結 核 菌 の 場 合 に は,lysosome膜 の活 性 化 ない し脆 弱 化

を ひ き起 こ さな い で,lysosome内 に 存 在 し,増 殖 し う

る よ うな,い わ ば 一種 の平 和 的共 存 の状 態 が,細 胞 の破

壊,消 化,吸 収 を伴 わ な い凝 固壊 死 とい う"お だ や か な

死"を 来 す 理 由 で あ ろ う と考 え られ る」 と述 べ てい るが,

MCTP-GPの リソ ゾー ム酵 素阻 害 作 用 とマ ク ロ フ アー

ジの"お だ や か な死"と の 関連 を検 討す る の も興 味 あ る

こ との よ うに 思 われ る。

結 語

結 核 菌 の培 養液 中 か ら,ま た は 菌 体 表 層 か ら分 離 した

糖1タ ンパ ク質 は,acid phosphatase, N-acetyl-β-glu-

cosaminidase, N-acetyl-β-galactosaminidase, β-glu-

curonidase, β-galactosidaseお よび α-glucosidaseな

どの リソ ゾー ム酵 素 の活 性 を非 競 合 的 に 阻 害 す る とい う

興 味 深 い生 物 学 的 活 性 を示 す こ とをin vitroで 明 らか

に した 。

今 後は,阻 害活性を指標 として培養液中 よ り阻害物質

の分離 ・精製 を行 ない,阻 害 スペ ク トラムの検討な らび

にin vivoに おけ る活性 を明らかに してゆ きたい。

本研究にあたつ て,リ ソゾー ム酵素活性の測定 につい

て御指導 ならびに便宜をはかつ て頂いた本学薬学科石橋

貞彦教授 ならびに高野達哉助教授(現 帝京大学薬学部教

授)に 深謝 します。

本論文 の要 旨は第51回 日本結核病学会総会お よび第50

回 日本細菌学総会において報告 した。
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