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Production of mycobacterial lipase inhibitor (MLI) in the unheated culture filtrate of 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv and its purification and characterization were studied.

The activity of MLI against lipase prepared from guinea pig peritoneal macrophages was 

measured fluorimetrically. Production of MLI reached the maximum level six weeks after 

incubation at 37•Ž on a modified Sauton liquid medium. Purification of MLI was performed 

by successive procedures with ammonium sulfate saturation, ion-exchange chromatography and 

gel filtrations. Four MLIs (MIA-1,2,3 and 4) were finally isolated. The molecular weights were 

estimated to be 150,000, 62,000, 29,000 and 600,000, respectively, by gel filtration on a 

Sephacryl S-300 column. All the MLIs were resistant to heating at 100•Ž for 20min in boiling

 water, to treatment with butanol or Streptomycin, whereas they were sensitive to proteolytic 

enzymes such as trypsin, pronase and protease. The results obtained from gel filtration on a 

Sephadex  G-200 column and preliminary SDS-polyacrylamide gel disc electrophoresis strongly 

support the idea that some of these MLIs would be aggregates composed of similar poly

peptides.

The activity of MLIs against lipase from guinea pig peritoneal macrophages was more 

pronounced when 4-methylumbelliferyl (4-MU)-oleate was used as a substrate than 4-MU

palmitate or 4-MU-elaidate as a substrate. MLIs acted little against lipase preparations from 

human peripheral blood leukocytes, guinea pig polymorphonuclear leukocytes and mouse 

peritoneal macrophages, and none of other lysosomal acid hydrolases such as acid phosphatase,

 ƒÀ-glucuronidase , N-Ac-ƒÀ-glucosaminidase and N-Ac-ƒÀ-galactosaminidase prepared from guinea 

pig peritoneal macrophages.
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緒 言

結核 菌 に対す るin vitroの 殺 菌 には,そ の 表面 活性

作 用 を介 しての 遊離長 鎖脂 肪 酸 の関与 が古 くか ら知 ら

れ て い る1)が,近年Kondoら2)4)5)お よびKanaiら3)に よ

って,in vivoに おけ る結核 菌 の殺菌 に も宿 主 食細胞 の

膜構 成脂 質 よ り遊 離 した抗 菌性 長鎖 脂肪 酸 が,体 液 中

の タ ンパ ク質 に よ る中和作 用 を免れ て作 用 しうる可能

性 の ある こ とが指摘 され,そ の抗 菌性 長 鎖脂 肪酸 の遊

離過 程 にお け る脂 質分解 酵素 の果 す役 割 の重要 性 が示

唆 され た。

私達 は,宿 主 食細 胞 に貧 食 され た結 核菌 が リソ ソー

ム に含 まれ る種 々の殺 菌 性物 質や加 水分 解 酵素群 に さ

らされ るに もか かわ らず,食 胞 内で生 残 し,増 殖 す る

機 作 には結核 菌 と宿主 食 細胞 の リソソーム 酵素 との 間

で,酵 素 作 用 を修 飾す る何 らかの菌 側 の因 子が介 在 す

るので は ないか と考 え,こ れ を明 らか にす る こ とを 目

指 して きた。

その結 果,こ れ まで に ヒ ト型結核 菌Mycobacterium

 tuberculosisH37Rv株 の培養 濾 液 中 よ り,モルモ ッ ト

由来 のβ-glucuronidase活 性 をnon-competitiveに 強

く阻害 するβ-glucuronidase inhibitor(βGI)を 分 離 し6)

精 製 した7)。βGIは,モ ル モ ッ ト腹 腔マ ク ロフ ァー ジ(GP

-PMφs)のCandida parapsilosisに 対 す る細 胞 内殺 菌

作用 に抑 制的 に作 用 した8)ので,リ ソ ソーム酵 素 阻害物

質 が感染 の場 に おい て菌の 増殖 に有 利 に作用 し うる可

能性 の あ るこ とが 示唆 され た。

そこで 更 に,抗 菌 性長 鎖脂 肪酸 の 膜構成 脂 質 よ りの

遊 離 の過程 で重 要 な役 割 を演 ず る と考 え られ る脂 質分

解 酵素 の阻 害物 質 を検 索 した とこ ろ,同 じ く結 核菌 培

養 濾液 中 に,GP-PMφs由 来 の リパーゼ に対 す る強 い

阻 害作 用が 認め られ た。これは,前 出 の βGIと は異 な

る因 子 で あ る の で,Mycobacterial lipase inhibitor

(MLI)と 名付 け た9)。

今 回の 報告 は,MLIの 産 生,分 離 お よび性 状 に関す

る もので あ る。

実験 材料 および 方法

1.　供 試 菌株

国 立予 防衛 生研 究所 金井興 美博 士 よ り分 与 を受 けた

ヒ ト型結核 菌Mycobacteriunm tuberculosisH37Rv株 。

2.　培養 濾液 の調 製

M.tuberculosisH37Rv株 を変 法Sauton培 地10)に,

37℃6週 間 浮上 培 養 後,グ ラ ス フ ィ ル ター(GF/B:

Whatman),必 要 に応 じて更に メンブランフィルター(TM

4:東 洋濾紙)で 濾 過 した。

3.　酵 素 活性 の測定

リパ ー ゼ 活 性 は,4-methylumbelliferyl(4-MU)-

oleate,4-MU-palmtateお よび4-MU-elaidate(い

ず れ もKoch Light Laboratories)を 基質 と し,螢光 比

色 改 良 法11)で 測 定 し た 。

ま た,他 の リ ソ ソ ー ム 酸 性 加 水 分 解 酵 素 活 性 は,4-

MU-phosphate,4-MU-β-D- glucurollide, 4- MU-

2-acetamide-2- deoxy- β- D- glucop yrano sideお

よ び4-MU-2-acetamide- 2- deoxy- β- D-

galactopyranoside(い ず れ もKoch Light Labora-

tories)を 基 質 と し,Meadら の 方 法12)に 準 じ,既 報 の 方

法6)で 測 定 した 。

4.　 酵 素 阻 害 活 性 の 測 定

リパ ー ゼ に対 す る 阻 害 作 用9)13)お よ び他 の リソ ソー ム

酸 性 加 水 分 解 酵 素 に 対 す る阻 害 作 用6)7)の 測 定 は,い ず

れ も既 報 の 方 法 に 従 っ た 。

5. MLIの 分 離

培 養 濾 液 の70%硫 安 飽 和(SAS)画 分 を,0.02MTris-

HClbuffer(pH8.0)に 対 し て 透 析 溶 解 し,そ の

100,000×g120分 超 遠 心 上 清 に除 核 酸 処 理14)を 施 した。

即 ち,10mlの 蒸 留 水 に 溶 解 し た1バ イ ア ル の 硫 酸 ス ト

レプ トマ イ シ ン(1g力 価:明 治 製 菓)を,上 清 液 の1/10

量 添 加,掩 拝 し,そ の 遠 心 上 清 を上 記bufferで 透 析

し て ス トレプ トマ イ シ ン を 除 去 した 。 透 析 内 液 の タ ン

パ ク 量 を約10mg/mlに 調 整 した の ち,希 硫 酸 を加 え て

pH5.5と し た(pH5.5処 理)。こ れ の遠 心 沈 渣 は 上 記buL

ferで 透 析 溶 解 し,上 清 は0.02MAcetate buffer(pH5.5)

に対 して 透 析 した。そ れ ぞれ の タ ンパ ク量 を1～2mg/

mlに 調 整 し た の ち,前 者 はpH8.0,後 者 はpH5.5の

も とで,10%き ざみ の硫 安 飽 和 度 で 更 に 細 か く硫 安 塩

析 を行 な っ た。得 られ た 各 硫 安 画 分 につ いて,GP-PMφs

の リパ ー ゼ に 対 す る活 性 阻 害 作 用 を 測 定 し,阻 害 活 性

画 分 よ りMLIの 精 製 を 試 み た 。

6. MLIの 精 製

pH5.5処 理-上 清 の20～50%SAS画 分 をAcetate

 bufferで 透 析 脱 塩 後,あ らか じめ 同bufferで 充 分 平 衡

化 して おい たDEAE-SepharoseCL-6B ( 2.5×35cm:

 Pharmacia Fine Chemicals)に よ る イ オ ン 交 換 クロ マ

トグ ラ フ ィー を行 な っ た 。即 ち, 0.1M NaCl加Acetate

 buffer (400～500ml) で 溶 出 し た の ち,0.1～0.5 MNaCl

 gradient (総 量600ml)で 溶 出 を行 な い,5mlず つ 分 画 し

た。 リパ ー ゼ 阻 害 活 性 画 分 を プ ー ル し,Acetate buffer

で 透 析 脱 塩 後,Diaflo membrane PM-10 (Amicon)を

用 い,窒 素 ガ ス圧3～4kg/cm2下 で 加 圧 限 外 濃 縮 した 。

これ を0.5MNaCl加Acetate bufferで 平 衡 化 して お い

たSephadexG-200 (2.5×95cm:Pharmacia Fine

 Chemicals)で ゲ ル 濾 過 し て3mlず つ 分 画 し,阻 害 活

性 画 分 を 同 様 に限 外 濃 縮 後, SephacrylS- 300 (1.5×95

cm: Pharmacia Fine Chemicals)で 再 度 クロマ トグラ

フ ィ ー を 行 な い,1.5mlず つ 分 画 し た 。

他 方,pH5.5処 理-沈 澱 にっ い て は0～20%SAS画

分 をTris bufferで 透 析 脱 塩 後,pH8.0の も とで 同様 に

してMLIの 精 製 を行 な っ た。た だ し, SephadexG -200

に か え て Sepharose6B (2.5× 95cm: Pharmacia
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Fine Chemicals)に よ りゲ ル 濾 過 し た 。

7.　 分 子 量 の 測 定

各MLIの 分 子 量 は,SephacrylS-300(1.5×95cm)に

よ る ゲ ル 濾 過 法 に て 測 定 し た 。

標 準 タ ン パ ク と して は,分 子 量 測 定 用 標 準 タ ンパ ク

キ ッ ト低 分 子 量 用 お よ び 高 分 子 量 用(い ず れ もPhar-

macia Fine Chemicals)を 用 い,チ ロ グ ロブ リン(MW:

669,000),フ ェ リチ ン(MW:440,000),ア ル ドラ ー ゼ

(MW:158,000),ア ル ブ ミン(MW:67,000),オ ブ ア ル

ブ ミン(MW:43,000),キ モ ト リプ シ ノー ゲ ンA(MW:

25,000)お よび リボ ヌ ク レ ア ー ゼA(MW:13,700)の 溶

出 パ ター ン と比 較 し た 。

8. MLIの 純 度 の 検 定

部 分 精 製 され た 各MLIに つ いて,Tamuraら の 方 法15)

に 準 じてpH10.0-7%ゲ ル を 用 い て,ポ リア ク リル ア

ミ ドゲ ル デ ィ ス ク電 気 泳 動 法(PAGE)に よ り純 度 の検 定

を行 な っ た 。

9. MLIの 物 理 化 学 的 性 状

(1)　加 熱 の 影 響

タ ンパ ク量 を1mg/mlに 調 整 し た各MLIを,100℃

の 沸 と う水 中 に て 加 熱 処 理 後 急 冷 し,そ れ ぞ れ の 阻 害

活 性 を 測 定 し た 。

(2)　タ ンパ ク分 解酵 素処 理 の影響

トリプ シ ン(TypeIII,Sigma),プ ロナー ゼE(科 研 化

学)お よひプ ロテアーゼ(TypeVIII,Sigma)を0.04MTris-

HClbuffer(pH8.0)に2mg/mlに なるよ うに溶解 し,

その1容 に蒸留 水 に対 して透 析後 タンパ ク量 を1mg/

mlに 調 整 した各MLIを 等 量加 えて37℃60分 間処理 し

た。その後,100℃10分 間加 熱処理 して残 存す る酵素 活

性 を止 め て阻害 活性 を測 定 した。

実 験 成 績

1. MLI産 生 の 時間的 経過

変 法Sauton培 地 で37℃ 浮上培 養 した結 核 菌 の培養

濾 液 を2週 目ご とに取 り出 し,総 タ ンパ ク量 とMLI

産 生 の時 間的経 過 を検 討 した。Fig.1に 示 す よ うに,

培 養 濾液 中 の総 タ ンパ ク量 は,4週 まで直線 的 に増加

し,以 後 ほ ぼplateauに 達 した の に対 して,MLIの

産生 はや や遅 れ4週 か ら急増 し,6週 目に最 高 に達 し

たの ち急速 に低下 した。 比活性 も,培 養6週 目に50%

阻害 量 で0.56μgと 最 も強 い値 を示 した。

2. MLIの 分 離 と精製(Table 1)

培 養 濾液 中 の総 阻害 活性 の大 部分 は70%SAS画 分 に

回収 され た。この画分 をス トレプ トマイシンで 除核酸 処

Table 1. Purification of MLI
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Fig. 1. Time course of production of mycobacterial lipase in

 hibitor (MLI) from Mycobacterium tuberculosis 

H37Rv.

The culture supernatant fluid of M. tuberculosis strain 

H37Rv, cultivated on a modified Sauton medium (200ml/

flask), was collected at two weeks intervals. Total protein 

(-•›-), total activity (-•œ-)and 50% inhibition dose 

(--•¢--) of each culture were expressed as the value per 

flask.

Fig. 2. Elution profile of MLI on a DEAE-Sepharose CL-6B

 column.

Precipitates of SAS-fractionation (20 to 50% saturation) 

of the supernatant of pH5.5-treatment were dialyzed against 

0.02M acetate buffer (pH5.5)and applied on a DEAE-Seph

arose CL-6B column (2.0•~35cm). After stepwise elution 

was performed with the acetate buffer containing 0 .1M 

sodium chloride, a linear gradient of 0.1 to 0 .5M sodium 

chloride in the buffer (600ml in total) was started
. Efflu

ent fractions (5ml) were collected.
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Fig. 3. Gel filtration pattern of  MLI-1, 2, and 3 on a Sep

hadex G-200 column.

Inhibitory active fractions eluted from DEAE-Sepharose 

column were gelfiltrated on Sephadex G-200 column. Elution 

was performed with 0.02M Tris-HC/ buffer (pH8.0) contain

ing 0.5M sodium chloride, and effluent fractions (3ml) were 

collected. Bars showed the pooled fractions.

理 後,pH5.5処 理 を行 な うと阻害 活性 は上 清 に53%,沈

澱 に48%と ほぼ2分 され て回収 され るこ とがわ か った。

そ こで,そ の各 々 につ いて更 に細 か く硫 安分 画 を試 み

た とこ ろ,pH5.5処 理 上 清画 分 では,0～20%飽 和 ま

では タ ンパ ク量,阻 害活 性 とも殆 ん ど沈澱 して こな い

が,50%飽 和でほぼ100%が 回収 されるのに対 して,pH5.5

処 理-沈 澱 画分 の それ は,20%飽 和 とい う比較 的低 い硫

安 飽和 度 で タンパ ク量,阻 害活性 の大 部分 が 回収 され

ることがわかった。そこで,pH5.5処 理-上 清では20-50%

SAS画 分 を,同 一 沈澱 では0-20%SAS画 分 を とるこ

とに よって各 々98%お よび75%の 阻 害活 性 を得 る こ と

が で きた。

次 い で,そ の各 々 につ いて カ ラム クロマ トグラ フ ィ

ー に よ る精 製 を試 み た。pH5.5処 理 一 上 清 の20-50%

SAS画 分 の イオ ン交 換 クロマ トグラフ ィー の結果,阻

害 活性 はNaCl濃 度 お よそ0.2Mに よ り溶 出 して くる

OD280nmの 吸 収 ピー クにほぼ一 致 した2峰 性 の ピー クと

して溶 出 され た(Fig.2)。 この画分 をま とめて濃 縮後,

SephadexG-200で ゲル 濾過 を行 な うと,大 き く4つ に

分 け られ る吸 収 ピー ク全体 にわ た って阻害 活性 が連 続

して溶 出 された(Fig.3)の で,各 ピー クごとにSephacryl

S-300でrechromatographyを 行 なったところ,Fraction

1を 除 く3つ の ピー クに 阻 害 活 性(MLI-1,2お よ

び3)が 認 め られ た。

一方
,pH5.5処 理 一沈澱 の0-20%SAS画 分 につ いて

は イオン交 換 クロマ トグラフィーで,お よそ0.25MNaCl

濃度 に よ って溶 出す る ピー クにほぼ 一致 して阻害 活性

Fig. 4. Polyacrylamide gel disc electrophoresis pattern of each

 MIA sample on a pH10.0-7% gels.

Arrows show the elution position of common band, stained 

extremely faint.

の溶 出が認 め られ た。阻害 活性 画分 を濃縮 してSephar-

ose6Bに よ るゲ ル濾過 を行 なっ た結 果,単 一 ピー ク

とそれ に一致 す る阻害 活性 が認 め られ たので,こ の画
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Table 2. Physicochemical Properties of MLI

Table 3. Relative Activity of MLI

分 を 更 にSephacrylS-300でrechromatographyを 行

な いMLI-4と した 。

各 精 製 過 程 のMLIの 阻 害 活 性 をTable1に ま とめて

示 し た 。pH5.5処 理-上 清 で は,MLI-2が,ま た 同-

沈 澱 で はMLI-4が そ れ ぞ れmainな 阻 害 活 性 物 質 と考

え られ るが,そ の い ず れ も50%阻 害 量 は0.21μgで,出

発 材 料 に 比 して 比 活 性 で わ ず か2.7倍 の 上 昇 にす ぎな か

っ た 。

各MLIの 分 子 量 は,MLI-1が150,000,MLI-2が

62,000,MLI-3が29,000,MLI-4が600,000と 計 算 さ

れ た 。

3. MLIの 純 度

pH10.0-7%ゲ ル を用 い るPAGEで の 各inhibitorの

泳 動 像 をFig.4に 示 した 。MLI-1～3に は そ れ ぞ れ に

majorな バ ン ドの 他 に,1～2本 のminorな バ ン ドが

認 め ら れ て お り,ま た ご くか す か に で は あ る が 特 定 の

inhibitor相 互 間 に は 共 通 の バ ン ドの 存 在 も認 め られ た 。

しか し,MLI-1～3全 てに共 通 なバ ン ドは認め られなか

った。

一 方
,MLI-4は 分 子 量が大 きいた めか,ゲ ル 内 に入

りきれ ず,濃 縮用 ゲ ル内 に と どまる部分 が 認め られ た

(Fig.4)。 ゲル 濃度 を うす くす る とbroadな バ ン ドと

してゲ ル内 に入 る ものの,3.5%ゲ ル を使 用 して もなお

濃縮 用 ゲル 内に とどま る部 分 があ り,し か もこの部分

に は阻害 活性 が認 め られ ない こ とか ら,MLI-4に つ い

て もなお 複数 のバ ン ドの存 在が 疑 われ た。

4. MLIの 物 理化 学的 性状

MLI-1～4は いず れ も100℃20分 間の加 熱n-ブ タノ

ール に よ る抽 出
,ス トレプ トマ イ シン に よる除核 酸処

理 に安 定 で あっ たが,タ ンパ ク分 解酵 素処 理 に よって

は完全 に失活 した。中性糖 は検 出 され なか っ た(Table

2)。

5.　各種 リソ ソー ム加 水分解 酵 素 に対 す るMLIの 阻

害作 用
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リソソーム由 来各種 酵素 に対す るMLIの 阻害 活性 は

Table3に 示 した。

GP-PMφs由 来の リパ ーゼ に対 しては,MLI-1～4の

いずれ も基 質 と して4-MU-oleateを 用いた場 合 に阻害

作 用 は最 も強 く,ま た,GP-PMφs由 来 の リパーゼ に

対 す る阻 害作 用 に比較 して,ヒ ト末 梢血 白血球,モ ル

モ ッ ト好 中球 お よび マ ウス腹腔 マ クロフ ァー ジ由来 の

酵素 に対 して は明 らか にその 阻害作 用は弱 か った。 な

お,GP-PMφs由 来 の他 の リソソー ム加 水分 解 酵素 に

対 しては全 く阻害効 果 は認 め られ なか った。

考 察

先 に,私 達 はM. tuberculosis H37Rv株 の非加 熱培 養

濾 液 中にGP-PMφsの リパーゼ に対す る強 い阻害 作用

が存在 し,こ れが 以前私 達 が 同種 濾 液 よ り分離 ・精 製

した βGI6)7)とは明 らか に 異な る ものであること,お よび

この 因子(MLI)に は分 子量 あるいは分子 量 と等 電点 の双

方 に差 のある複数 の ものが存 在す る可能 性 を報 告 した9)。

MLIは,結 核菌 培養 濾 液 中に産 生 され る タンパ ク性

因子で,培 養4週 目頃 か ら産 生 量が 急激 に増加 して6

週 目に最 高 に達 し,以 後 す みや か に低 下 す る傾 向 を示

した(Fig.1)。 培 養4週 目以 降,培 養 濾液 中 の総 タ ンパ

ク量 の増加 は殆 ん ど認 め られ な いこ とか ら,こ の 阻害

活性 の低下 は培養 濾 液 中に存在す る種 々のproteaseに

よるMLIの 失 活 と考 え られ る。

培 養 濾 液 中 のMLIの 大 部 分 は,70%飽 和 硫 安 塩

析 で 回収 され るが,こ れ を除核 酸後0.02MTris-HCl

 buffer(pH8.0)に 対 して透 析 して イ オ ン交 換 ク ロ

マ トグラフ ィー を行 な う と,阻 害活 性 が失 活す る傾 向

が 認 め られ る(未発 表 デ ー タ)。 この 失 活 は 混 在 す る

proteaseの 作 用で あることが予 想 され たので,protease

の至 適pHを はずす 目的 でpH5.5のAcetate bufferに

対 して透 析 した とこ ろ,析 出物 が生 じた。 この析 出物

お よび上清 の双 方 に,同 程 度の 阻害 活性 が認 め られ た

ことか ら上 清 は,0.02MAcetate buffer(pH5.5)に 対 し

て,ま た析 出物 は0.02MTris-HCl buffer(pH8.0)に 対

して透析 後,更 に細 か く硫 安分 画,イ オ ン交換 クロマ

トグ ラフ ィーお よび ゲル 濾過 を行 な った。そ の結果,分

子 量が150,000,62,000,29,000お よび600,000のMLI-

1,2,3お よび4の4種 類 のinhibitorが 分 離 され た。

これ らのinhibitorは いず れ も耐熱 性の タンパ ク性 因子

で,且 つ類 似 の阻 害活性 を示す こ とか ら,そ の分 子構

成 にあ る程 度 の規 則性 が考 えられ たが,pH10.0-7%ゲ

ル を用 い るPAGEで は これ を裏づ ける成績 は得 られ な

か っ た。しか し,予備 的 に行 な ったSDS-PAGEに よれ

ば,MLI-1,2お よび3の 泳 動 像 は い ず れ も2-mer-

captoethanol(2-ME)の 影 響 を殆 んどうけないこと,MLI-

1と2の 泳 動像 は極 め て 類 似 して い る こ と,更 に は

MLI-4は2-ME非 添加 時においては通 常 のPAGEに お

ける と同様 ゲル内 に入 らないが,2-ME添 加 時 にはMLI-

1お よび2と 極 め て類似 の泳 動像 を示 す こ とがわか っ

て いる(未発 表デ ー タ)。したが って,少 な くと もMLI-

1お よび2の2種 類 は類似 の ポ リペプ チ ドが疎水 結合

を介 してaggregateし て お り,MLI-4は これ らの 内の

いず れか をsubunitと す る重合体 で あるこ とが強 く示 唆

され る。

Kondoら2)4)5)お よびKanaiら3)は,in vitroで リポ ソ

ームや 食細 胞 の膜分 画 と結核 菌 とを混合 イ ンキ ュベ ー

トす る系 に ホス ホ リバーゼA2を 添加 す る ことに よって,

結核 菌が殺 され る現 象 をみ,こ の系 に コ レステ ロー ル

エ ス テラーゼ を加 える と,一 層 強 い抗菌 力 の発現 す る

現 象 を とら えた。更 に,exogeneousな ホ スホ リパ ー ゼ

お よび コレス テ ロー ルエ ス テ ラー ゼが な くて も,培 養

時間 を延長 あるい は,菌 との接触 に先 立 って細 胞分 画

をpre-incubateす る こ とに よ り,膜 内在性 の これ らの

脂質分 解 酵素 の作 用で菌 が殺 され ることを明 らか に し,

in vivoに お け る食 細胞 の抗 菌 力の発現 に,膜 由 来の脂

肪酸 の動 態 が極 め て重要 な役 割 を果 してい る こ とを示

した。

GP-PMφsの リバ ーゼ に は,中 性 リパー ゼ と酸性 リ

パーゼの少な くとも2種 類 があ り13),MLIのGP-PMφs

由来 の リパーゼ に対 す る阻 害作 用 は,pH4.5以 下 の酸性

pH域 に おい て著明 で ある13)ことか ら,MLIは お そ らく

リソソー ム 由来 の酸性 リパ ーゼ に対 して はた らいて い

る と思 われ る。私達 が,4-MU-oleateを 基 質 として測

定 したGP-PMφs由 来 の リパ ーゼ活性 は コレステ ロー

ルエ ステ ラーゼ'と考 え られ る。 食細 胞の抗 菌 力発現 の

重要 なfactorの 一つで ある脂質分 解 酵素 に対す る強 い

阻害 活性物 質 を結核 菌 が産 生す る とい う事 実 は,結 核

菌 の細 胞内増 殖性 を考 える上 での一 つの 方 向性 を示す

もので あ ろ う。

結 語

ヒ ト型結 核 菌Mycobaolerium tuberculosis H37Rv

株 の培 養濾 液 中 よ り,モ ル モ ッ ト腹腔 マ クロフ ァー ジ

の リバー ゼ活性 を強 く阻害 す る4種 類 の 耐熱性 の タン

パ ク性 物質(Mycobacterial lipase inhibitor: MLI)

を分 離 した。

各 リパ ーゼ 活性 阻害 物質(MLI-1,2,3お よび4)の 分

子 量は,そ れぞれ150,000,62,000,29,000お よび600,000

と計算 され たが,い ずれ も類似 の 阻害 活性 な らび に物

理 化学 的性 状 を有す るこ と,更 には予備 的 に行 な った

SDS-ポ リア ク リルア ミドゲル デ ィス ク電気 泳 動の結 果

か ら,こ れ ら4種 類 のinhibitorの うちの あ る もの は,

類似 の ポ リペ プチ ドのaggregateあ るいはその重合 体

で'あるこ とが うか が われ た。

一 方
,既 にMLIの モル モ ッ ト腹腔 マ ク ロフ ァー ジ由

来 の リパ ーゼに対す る阻害機 構 はnon-competitiveで

あ り,そ の阻害 作用 は,pH4.5以 下 の酸 性pH域 にお い

てのみ 強 く認め られ,し か も リソ ソー ム由 来 と思 わ れ
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る酸性 リパ ーゼ に対 して特 に強 いこ とが明 らか に なっ

て お り,こ れ らの こ とと合 わせ て,更 に この物質 の性

状 を明 らか にす る こ とは,結 核菌 の 細胞 内増殖 性機 構

解 明 に向 けて の興味 あるア プ ロー チ であ る と考 え られ

る。

稿 を終 わ るに臨 み,リ ソ ソー ム酵 素活性 の 測定 に当

た って便宜 をお はか り頂 いた本 学医学 部 法医 学教 室の

小 嶋 亨教授 な らび に同教 室員 各位 に深 謝 いた します。
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