
Kekkaku Vol.67, No.9 625

第67回 総会 シンポジウム

IV.　結核菌菌体成分の生化学と免疫学

― 研究の現状と将来展望 ―

座長 東 市 郎(北 海道大学免疫科学研究所)

受付 平成4年7月9日

シンポジスト

1.　結核菌抗原蛋白質と関連蛋白質

永井 定(大 阪市立大学医学部附属刀根山結核研究所)

2.　コー ドファクターと関連糖脂質

矢野 郁也(大 阪市立大学医学部細菌学教室)

3.　ムラミルジペプチ ド(MDP)お よび合成関連化合物の免疫活性

東 市郎(北 海道大学免疫科学研究所)

4.　結核菌菌体成分の抗腫瘍活性

片岡 哲朗 ・山本 三郎 ・山本十糸子 ・徳永 徹(国 立予防衛生研究所)

The 67th Annual Meeting Symposium

BIOCHEMICAL AND IMMUNOLOGICAL STUDIES ON CELLULAR

COMPONENTS OF TUBERCLE BACILLI

Chairman: Ichiro AZUMA*

Symposists:

1. Antigenic Proteins and Their Related Proteins of Mycobacteria: Sadamu NAGAI

 (Toneyama Institute for Tuberculosis Research, Osaka City University Medical
 School)

2. Cord Factor and Related Glycolipids: Ikuya YANO (Department of Microbiology,

 Osaka City University Medical School)

3. Immunological Properties of Muramyldipeptides (MDP) and Related Synthetic

 Compounds: Ichiro AZUMA (Institute of Immunological Science, Hokkaido

 University)

4. Antitumor Activity of Mycobacterial DNA: Tetsuro KATAOKA, Saburo

 YAMAMOTO, Toshiko YAMAMOTO and Tohru TOKUNAGA (National Institute of 
Health Tokyo)

(Received for publication July 9, 1992)

Recently, the biochemical and immunological studies on the cellular components of

* From the Institute of Immunological Science, Hokkaido University, Kita-15, Nishi-7, 

Kita-ku, Sapporo 060 Japan.

―45―



626 結 核　第67巻　 第9　 号

tubercle bacilli were extensively carried out by the support of molecular biology and basic 

immunology. In this symposium, recent advances in these fields, especially the antigenic 

protein of tubercle bacilli, biological activities of cord factor (trehalose dimycolate, TDM), 
immunopotentiating activity of muramyldipeptide (MDP) and antitumor activity of DNA 

were reported.

In last decade, a variety of antigenic proteins of mycobacterial cells and culture filtrate 

were purified and their amino acid sequences were determined by using molecular gene 

technology. Dr. Nagai reviewed the biochemical and immunological properties of MPB 70, 

12 kDa protein, a antigen and 65 kDa protein.

Cord factor (trehalose-6,6'-dimycolate, TDM) has been purified from pathogenic 

tubercle bacilli as a toxic glycolipid. Recently, several biological activities including 

immunoadjuvant activity of TDM were reported and a variety of TDM related compounds 

were chemically synthesized. Dr. Yano summarized his recent results on the chemical 

polymorphism of TDM and trehalose monomycolate (TMM) and their biological activities 

such as toxicity, activation of alveolar macrophages, antitumor activity, cytokine induction, 

etc.

It is well known that tubercle bacilli are potent immunostimulant and immunoadjuvant 

activities of the several cellular components of mycobacterial cells such as cell-wall skeleton

 (CWS), TDM, DNA fraction and muramyldipeptide (MDP) were extensively examined. MDP 

was reported to be the minimal adjuvant—active subunit of CWS and several hundred MDP 

derivatives and related compounds for the immunostimulants were chemically synthesized. 

Dr. Azuma and his group developed MDP derivative, MDP-Lys (L18), as a cytokine inducer.

 MDP-Lys (L18) induces several cytokines such as IL-1, IL-6, TNF, CSF, etc. and was shown 

to be effective for the restoration of decreased number of leukocytes and platelet in the cancer 

patients who were treated with cancer chemotherapy and radiation therapy. The detailed 

mechanism of action of MDP-Lys (L18) was also discussed.

The antitumor activity of cellular components of tubercle bacilli is well established in 

experimental tumor systems and clinical trials. Dr. Kataoka and his associates reported that 

DNA fractions (MY-1) of tubercle bacilli was a candidate of cancer immunotherapeutic 

agent. By the biochemical analysis of MY-1 and chemical synthesis of related oligo-

nucleotide, Dr. Kataoka's group developed synthetic oligo—DNA nucleotides having the 

stimulating activity of NK cell function. The future aspects of the biochemical and immu-

nological studies on mycobacterial fractions were also discussed.

Key words: Antigenic Protein, Cord Factor

 (TDM), Muramyldipeptide (MDP), DNA

キ ー ワ ー ズ:抗 原 タ ン パ ク,コ ー ド フ ァク タ ー

(TDM),ム ラ ミル ジペ プチ ド(MDP),DNA

結核菌菌体成分に関する生化学的,免 疫学的研究は,

こ こ10年 間 に飛躍的進展を示 した。その背景に分子生

物学,基 礎免疫学など周辺科学に因るところが大きいが,

同時に結核菌のもっ学問的興趣がいかに奥深いものであ

るかを示すものであるともいえる。私は本学会第61回

総会で 「結核菌菌体成分の免疫」 と題するシンポジウム

を企画し,結 核菌菌体成分の免疫化学的研究について総

括を行ったが,近 年のこの分野の進歩は目覚ましいもの

がある。さらに昨年度の本総会において,徳 永徹博士司

会によって行われたシンポジウム 「結核研究における遺

伝子工学の応用」において結核菌研究における分子生物

学の応用が明瞭に示 され,結 核菌研究の一面が浮き彫 り

にされた。

本シンポジウムは結核菌菌体成分 として結核菌抗原 タ

ンパ ク,コ ー ドフ ァク ター,ム ラ ミル ジペプチ ド

(MDP)を 中心 とす るアジュバン ト活性物質,結 核菌

菌体成分の抗腫瘍活性物質に焦点を当て,わ が国におけ

るこの分野の第一線の研究者に最近の進歩を総括 してい

―46―



1992　 年9　 月 627

ただいた。

ッベルクリンタンパクを中心とする結核菌および関連

細菌のタンパクの構造およびその抗原エピトープが明ら

かにされ,熱 ショックタンパクとの関連も明らかにされ,

ツベルクリンタンパク研究は新世紀を迎えつつある。コー

ドファクターについても,矢 野教授 らを中心とする最近

の研究ではアジュバ ント活性のみならず結核症の診断抗

原としての役割も明らかにされつつある。MDPの 研究

は結核菌菌体成分の生体防御機構 への臨床応用が合成化

学物質レベルで可能 となり,画 期的な段階を迎えつつあ

る。さらに結核菌菌体成分の抗腫瘍活性については多彩

な展開があるが,合 成DNAに よる新 しい方向性につ

いて報告された。

1.　結核菌抗原蛋白質と関連蛋白質

大阪市立大学医学部附属刀根山結核研究所 永 井 定

F. Seibertに よ り開発されたPPD1)は,結 核感染

診断薬としてのみならず,免 疫学研究においても,抗 原 と

して繁用されてきた。 しかしそれに含まれる抗原性物質

の解析,特 に蛋白質成分について輪郭が見えはじめたの

は10年 あまり前のことに過 ぎない。蛋白質についての

分析と精製,モ ノクローン抗体作製技術の開発をはじめ

として,ELISAな どの鋭敏な抗体価測定法,お よびこ

れらに関連した技術,試 薬,機 器などの進歩が年を追 う

につれて爆発的な展開を見せ,そ の結果,培 養ろ液内分

泌蛋白質のみならず,ミ コバクテリア菌体内蛋白質の構

造解析や大腸菌における発現,他 の細菌蛋白質 との遺伝

子的関連,宿 主細胞 との関係など,広 範な分野において

知見が得られるようになった。細胞壁の破壊や毒力菌の

取扱いが容易でない ミコバクテ リア,特 にin vitroの

培 養がで きないMycobacterium lepraeは,開 発さ

れた新たな手法にとっては,ま さに格好な対象であった。

すでに検討された ミコバクテリア抗原性蛋白質は多数

であり,そ の各個についてここに詳述することはできな

い。先 に第61回 本総会 シンポジウムにおいて,演 者は

「結核菌ツベルクリン蛋白質」について当時の成果を述

べた2)。今回は,ミ コバクテ リア菌種に特異なもの,構

造あるいは作用について特記すべきもの,抗 原性が強い

蛋白質に注目して概略を述べることにする。

Mr.bovisに 特 異 で あ り,し か も多量 に培 地 中 に分 泌

さ れ る蛋 白質 は,BCG東 京 株 で見 つ け られ たMPB70

(22kDa)3)で あ る。 この 菌 種 特 異 性 が高 い た め に,M.

tuberculosisに 対 す る 抗 血 清 に よ る同定 法4)で 見 落 と

さ れ て い た と い う経 緯 が あ る。 こ の 蛋 白質 の分 泌 量 は

BCG菌 株 に よ っ て 大 差 が あ るが5)6),分 泌 量 が少 な い

BCG菌 株 も含 め てM.bovisす べ て の菌 株 にMPB70

の 産 生 が 認 め られ,一 方他 の ミコバ クテ リア菌 種 で は皆

無 で あ っ た7)。 最 近 のPCRに よ る 解 析 で は,M.

microtiを 除 くM.tuberculosis complexの す べ て

にMPB70の 遺 伝 子 は 存 在 す る と さ れ た の で8),分 泌

の 段 階 に 特 異 的 な 差 が あ る の か も しれ な い。MPB64

(26kDa)も,主 要分泌蛋白質でありながら,MPB70

と同 じようにBCGの 菌 株によ り産生能が異なるため

に,そ の産生がほとんどないBCG菌 株 に対する抗血

清を使う検索法では見落とされてきたものである。 この

MPB/MPT 64はMr.bovisお よびM.tuberculosis

に特異な分泌蛋白質である9)。

12kDa蛋 白質(BCG-a,MPB/MPT 57)は,BCG

菌体 による感作,モ ノクローン抗体の分離,そ の抗体に

よるアフィニティ-精 製という手法により得られた最初

の ミコバクテ リア蛋白質である10)。どの ミコバクテ リ

ア菌種の培養ろ液にも見られるが,遺 伝子解析によれば,

分泌型蛋白質に特有なシグナル ・ペフチ ドがない。低分

子で あることか ら,培 地内への移行が容易なのだろ

う11)。この12kDa蛋 白質の遺伝子構造 には大腸菌の

Gro ESに 類似の構造があり,熱 ショック蛋白質(HSP)

の一員と考えられる12)13)。MPB70,MPB/MPT64と

と もに比較的耐熱性であるため,加 熱滅菌を経たPPD

に お いて も見 られ る主成分の一つである。 しか し,

12kDa蛋 白質は抗原性は全 く乏 しく,PPDに かわる

皮内反応抗原ではない。

ミコバ ク テ リア菌 体 に よ り感 作 され た 動 物 か ら得 られ

た モ ノ ク ロ ー ン抗 体 は,菌 体 内 蛋 白質 に対 す る もの が 多

く14)15)菌 種 特 異 な蛋 白質 につ いて の 報 告 は希 で あ るが,

Avi-3(27kDa)はM.aviumに 特 異 な 蛋 白 質 と して

ア フ ィニ テ ィ-精 製 分 離 さ れ16),ア ミノ酸 配 列 も決定

さ れ た17)。

蛋 白質 の遺 伝 子 的 解 析 は,そ の 一 次 構 造 の決 定 を容 易

に したばか りで な く,分 泌 型 の 蛋 白 質 の 遺 伝子 配 列 に は,

成 熟蛋 白質 と して 分 泌 され る もの のN-末 端 に先 立 って,

20か ら40ほ どの ア ミノ酸 か らな る シ グナ ル ・ペ プ チ ド

の配 列 が あ る こ とが わ か った 。 この こ とが ミコバ クテ リ

ア 蛋 白質 で見 出 され た の は α抗 原(30kDa)が 最 初 で あ

る18)。 こ の 蛋 白質 はM.tuberculosisの 非 加 熱 培 養 ろ

液 か ら分 離 精 製 され た もの で あ り19),後 のantigen 64)

お よ びMPB/MPT 59,antigen 85B 20)に 相 当 す る。
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図1 M.tuberculosis α抗 原 蛋 白質(MPT 59)

の 硫 安 に よ る結 晶

図2 M.Tuberculosis H 37Rvソ ー トン培 地5週 培

養 ろ液 中の 蛋 白 質 の 二 次 元 電 気 泳 動 像(O'Farrell

法 に よ る)

蛋白量150μ9,一 次元:等 電 点電 気 泳動,二 次 元:SDS-電

気泳動,ク マ ジーブルー染色後 さらに銀染色。

スポ ッ トの数字:MPTナ ンバー,CAT:カ タ ラーゼ,SOD:

スーパーオキ シ ドデ ィスムターゼ。

□:65 kDa antigenの 位 置,☆:MPB 70の 位 置。

す な わ ち,培 養 ろ液 内 に見 出 され る蛋 白 質 は菌体 内 か ら

漏 出 した もの ばか りで は な く,ミ コバ ク テ リア にお い て

も積 極 的 な分 泌 が な さ れて い る と い う こ とが 判 明 した 。

(図1. α抗 原 の硫 安 に よ る結 晶)

さ らに,詳 細 な構 造 比 較 が可 能 と な っ た た め,予 想 外

に相 互 の近 似 性 が あ る こ とな ど が わ か っ た。 α抗 原 は,

ろ液 内 蛋 白 質 の70%も 占 め る と考 え られ た が19),抗 血

清 で 測 定 され た この 量 に は,少 な く と も4つ の近 似 構 造

を持 っ 蛋 白質(α 抗 原 フ ァ ミ リー)が 含 ま れ る こ とが わ

か り21)22),そ の 内 の2つ(31kDa,MPT 44,antigen

 85 A,お よ び31.5kDa,MPT45,antigen 85C)も 全

ア ミ ノ 酸 配 列 が 決 定 さ れ23)24),残 る1っ(27kDa,

MPT 51)に つ い て も検 討 され て い る。 α抗 原 は ミコバ

ク テ リア 菌 種 に 特 異 な 蛋 白 質 で あ り,し た が ってMr.

kansasii25),M.leprae 26)27)に も α抗 原 は存 在 し,そ

れ らの 近 似 構 造 が解 析 さ れ て い る。 これ らの近 接 した相

対 分 子 量(Mr,kDa)を 示 す 蛋 白 質 の 同 定 に は二 次 元

電 気 泳 動28)が 有 用 で あ り,M.tuberculosis H37Rvの

ソ ー トン培 養5週 の ろ液 蛋 白質 を 展 開 した もの を 図2に

示 す 。

この α抗 原 フ ァ ミ リー に はな お 一 つ の 特 性 が あ る。 そ

れ は 宿 主 細 胞 の フ ァ イ ブ ロ ネ ク チ ン と の 結 合 能 で あ

る27)29)30)。 こ の 分 泌 型 の 抗 原 を 介 して 菌 が 定 着 す る こ

とに な るか,あ るい は多 量 の分 泌 に よ り定 着 を阻 止 す る

こ と にな るの か は不 明 で あ るが,宿 主 と の免 疫 的 関 連 に

何 らか の 役 割 を 担 って い る もの と思 わ れ る。 特 にT細 胞

が 分 泌 す る フ ァ イ ブ ロ ネ クチ ン との結 合 は,遅 延 型 ア レ

ル ギ ー の発 現 に関 与 して い る と見 られ る31)。

ミコバ ク テ リア遺 伝 子 断 片 を フ ァ ー ジを使 って大 腸 菌

遺 伝 子 に組 込 ませ,こ の ラ イ ブ ラ リーか ら特 定 の 蛋 白質

に 対 す る モ ノ ク ロ ー ン抗 体 で 検 索 選 別,そ の 蛋 白 質 の

DNA配 列 を 決 定 す る と い う手 法32)は,い わ ゆ る65

 kDa antigenの 構 造 解 析 で 威 力 を 発 揮 した33)～35)。 こ

の 蛋 白 質 は ミコバ クテ リア菌 種 に広 く見 出 され る菌 体 内

蛋 白 質 で あ る。 そ の ア ミノ酸 配 列 は,M.tuberculosis

とM.bovis BCGと の 間 に は相 違 が な く,M.leprae

と は95%の 一 致 で あ った36)。

抗原として も強い活性を持っ ものとして注目された

65 kDa antigenで あるが,そ の存在が ミコバクテ リア

に止まらず,大 腸菌にも類似の構造のものが見出された

ことは,特 異性の面からみれば,抗 原としての価値は薄

らいだ。 しかしそのモノクローン抗体による反応が他菌

種の`Common antigen'や 大腸菌のGroEL蛋 白質

(HSP)で もみ られ,事 実Mr.smegmatisに おいて熱

感受性の蛋白質(HSP)と して認められたことから,再

び注 目を浴びるところとなった37)。M.tuberculosis

につ いて熱やストレスに対する増減を調べると,す でに

現在知 られているDnaK,GroEL,GroES相 当の70

kDa,65kDa,12kDa蛋 白質以外にも,90,28,20,15

kDaのHSP存 在 がみられた38)。HSPは 通 常の生育

温度でも必須であるが,熱 ショックや膜透過の時に蛋白

質の高次構造の形成や維持を助ける機能を持っ介添え蛋

白質(シ ャペロン)と も考え られている。上記のM.

tuberculosisのHSPの 熱 ショック対応は一様ではな

いので,い くつもの機構が組合っているものと思われる。

生命維持に基本的な役割を持っ蛋白質として引続 き活発

な検討がなされるだろう。

多 くのミコバクテリアの蛋白質が分離精製され,そ の

構造 解析 もなされたが,な おPPDに かわる強い抗原

性を持ち,し かも菌種特異性が高い蛋白質の探索は続い

ている。この点から見れば,古 くantigen5 4)と された
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38kDa蛋 白質(Pab39),MPT47)は 特筆 に値する。

この蛋白質の量は多 くはなく,分 泌型特有のシグナル ・

ペプチドを持っとされているにもかかわらず培養が進ま

ない間は培地中にみ られる量は少ない40)。しかし精製

された この蛋 白質の皮内反応抗原性はPPDの 活 性を

説明 し得るほどの強さである。精製されたものに糖の含

有がみ られる41)の で,原 核生物では珍しい糖蛋白質と

いうことになる。さらになお リポ蛋白質とする報告40)

もあるが,や がてその強い抗原性の根拠が解明されよう。

分泌型であるα抗原の特色を利用し,こ のDNAに

他 の蛋 白質の エピ トープDNAを つ なぎ,投 与 した

BCGワ ク チンからその抗原を分泌させようとする試み

がなされた。実際には,M.kansasiiの α抗原C-末

端 のDNAにHIV-1のB細 胞エピトープの塩基配列

を っな ぎ,BCGワ クチ ン株に導入,こ の形質転換

BCGが このウイルス蛋白質のエピ トープを融合 した

M.kansasiiの α抗原を分泌することが証明された42)。

BCGが 持 っアジュバント効果 とともに,抗 原が絶え間

な く産生分泌されるわけであり,今 後の研究進展が期待

される。
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2.　 コ ー ド フ ァ ク タ ー と 関 連 糖 脂 質

大阪市立大学医学部細菌学教室 矢 野 郁 也

は じめ に

結核菌をはじめとする抗酸菌細胞壁の最 も大きな特徴

は,天 然では疎水性の極めて強い長鎖分枝脂肪酸である

"ミ コール酸"を 含む点である
。 これらの細胞壁脂質成

分 は,多 糖体アラビノガラクタンエステルとして抗酸菌

表層の物理化学的性質(抗 酸性や疎水性)を 特徴づけて

いるばかりでなく,コ ー ドファクター(trehalose 6,6'-

dimycolate,TDMと 略す)の 構成成分として宿主細

胞に対 しても種々さまざまの活性を示 し,マ ウス致死毒

性をはじめとして免疫薬理学的にも,ア ジュバント活性,

肉芽腫形成能,マ クロファージ活性化能,抗 腫瘍性,非

特異的感染防御抵抗増強能等の活性が報告されてきた。

コードファクターは元来,人 型結核菌の強毒株が液体

培地表面培養したときにコー ド状に配列 し,そ の表層か

ら石油工ーテル抽出により得 られる物質に対 して名づけ

られた名称で,マ ウスに対する致死毒性を示 したことか

ら,結 核菌の産生する唯一の毒性成分と考え られたが

(Blochら)1),そ の後類似のミコール酸含有糖脂質は,

非 病 原性 抗酸 菌 は もち ろんの こ と,Nocardiaや

Fig.1 Thin-layer Chromatograms of Various Mycoloyl Glycolipids

 (MGLs) Synthesized by N. rubra-M-1
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Fig. 2 Mycolic Acid-Containing Glycolipids (MGLs) Synthesized by N.rubra

 (MA=C36•`C50)

Rhodococcus等 近 縁 の 各種 放 線 菌 細 胞 壁 に も広 く分 布

す る こ とが 明 らか とな って,毒 性 の 解 析 に と どま らず,

む しろ免 疫 反 応 と関 連 した 各 種 生 理 活 性 の 研 究 に 好 適 な

材 料 と な って き た。

わ れ わ れ は,人 型 結 核 菌 を 含 む 各 種 のMyco-

bacteriumを は じ め と し て 土 壌 放 線 菌 に 属 す る

NocardiaやRhodococcus等 近縁 細菌 か らコ ー ドフ ァ

ク ター(trehalose 6,6'-dimycolate)を は じめ さ ま

ざ ま の ミコー ル酸 含 有 糖 脂 質 を単 離 して,そ の親 水 性 部

分(糖 鎖)お よ び疎 水 性 部 分(ミ コー ル酸)の 構 造 を 明

らか にす る と と もに,そ れ らが生 体 防御 反 応 に どの よ う

に寄 与 して い るか を,主 と して マ ウ スお よび ラ ッ トに お

け る肉 芽 種 形 成 能 を 中 心 に 検 討 して きた2)～5)。

a.　 ミコ ー ル酸 含 有 糖 脂 質(MGL)の 多 様 性:一 般

に 遅 発 育 性 お よ び迅 速 発 育 性Mycooacterium属 の 各

菌 種 はtrehalose dimycolate(TDM)お よ びtre-

halose monomycolate(TMM)を 含 む が,菌 種 に よ っ

て はglucose monomycolate(GM)そ の 他 未 知 の

MGLを 含 有 す る4)5)。 い ず れ も菌 種 に よ り ミコ ー ル酸

の 構 造 が 異 な りC50程 度 の もの か ら,C88以 上 の長 鎖

の も の ま で 極 あ て 多 岐 に わ た る。Nocardia(ま た は

Rhodococcus)の 一 群 は,各 種 単糖 を 唯一 の炭 素 源 と

して 培 養 した と き にTDMお よびTMM以 外 に糖 部 分

の異 な るglucose monomycolate (GM), mannose

 monomycolate (MM),fructose monomycolate

 (FM)お よ びarabinose monomycolate(AM)等 を

産生する(Fig.1お よびFig.2)。

b. MGLのW/O/Wミ セ ル投与によるマウス肉芽

腫形成能:上 記 のC44よ り長鎖の ミコール酸 を含む

TDMやGMお よ びTMMは,W/O/Wミ セ ルとし

てマウス尾静脈より投与す ると,7～14日 で肺 ・脾お

よび肝臓に顕著な肉芽腫を形成するが3),MM,FMお

よびAMに は このような活性がなく,糖 部分の構造に

特異性が認められた(Fig.3)。 また肉芽腫形成活性は

ミコール酸部分の構造によっても変動し,長 鎖のものほ

ど活性が大きかった(Fig.4)。

c. MGL特 にcord factorの 毒 性:す でにBloch

ら1),お よびKatoら6)に よ り報告 されて以来,cord

 factorを オイル ミセルとしてマウス腹腔内に投与 した

ときマウスは腹膜炎症状を発症するとともに顕著な体重

減少をきたし,致 死毒性を示すことが知 られている。 ミ

コール酸の構造の異 なるTDMの マウスに対する毒性

を体重減少を指標としてしらべたところ,毒 性はミコー

ル酸の炭素数 と並行 し,Mycobacterium中 で も特に

人型結核菌のTDMが 最 も強力であった(Fig.5)。 ま

たTDMと 比べてTMMの 毒性は低く,さ らに>GM

>MM>FM>AMの 順 に毒性が低下した。毒性の発

現に長鎖のミコール酸が必要なこと,ま た特定の糖部分

の構造の重要性が示唆される(Table1)10)。

d. MGLの 抗腫瘍性:MGL特 にcord factorと

その類縁糖脂質が抗腫瘍性を示すことは既知のとおりで

あるが,わ れわれは毒性の弱いNocardiaのMGLの
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Fig. 3. Time Course for Granuloma Formation by 

Various Carbohydrate-containing Mycoloyl 

Glycolipids from N.rubra (Rhodococcus ru-

ber)

Fig. 4. Granuloma Forming Activity of
 Various Trehalose Dimycolate

 (TDMs) Differing in Mycolic

 Acid Structure in Lungs or
 Spleen in Mice

抗腫瘍効果をSarcoma-180ま た はMeth-A fibro-

sarcomaの ような固型腫瘍退縮活性で しらべたところ,

TDMやGMに は顕著な活性がみ られたにもかかわら

ず,MM,FM,AM等 には認め られず,こ こでも糖部

分の重要性が明 らかとなった。またこれらの糖脂質は投

与方法によっても抗腫瘍性に差があり,多 量単独投与よ

Fig. 5. Toxicity of Various Trehalose Dimycolate(TDMs)

 Differing in Mycolic Acid Structure in Mice
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Table 1. Virulence of R. equi strains Containing Different Types of Mycolic Acid
 in Mice after Intraperitoneal Injection

Table 2. Antitumor Effect of Trehalose Dimycolate (TDM) 

from N. rubra against Sarcoma-180 and Meth-A

りも少量頻回投与が,明 らかに強力な腫瘍退縮効果を示

した7)(Table2お よびTable3)。

e. In viuoに おけるサイ トカインの誘導:結 核感染

における免疫応答は,マ クロファージの活性化に始まり

空洞形成に至るまで,極 めて多彩な段階をたどると考え

られるが,IL-1やTNFお よびIFNsの 産 生が各種

Teble 3. Antitumor Effect of Various Glycolipids from 

N. rubra against Sarcoma-180

免 疫 反 応 を 調 節 し て い る 可 能 性 は極 め て 大 き い。In

 vivoでMGLでprimingし た の ちLPSで 刺 激 した

マ ウ ス 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ のTNFα,IFNお よ び

IL-1等 の サ イ トカイ ン産 生 能 はTDMとGMで 顕 著

に促 進 され たが,MM,FMお よびAMで は効 果 が認

め られ な か っ た4)7)8)(Table4お よ びTable5)。

f. In vitroに お け る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化:

TDMを は じめ 一 般 にMGLは 化 学 的 に も疎 水 性 が 強

く,水 溶 性 溶 媒 へ の 拡 散 が 困 難 で あ る が,microtiter
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Table 4. TNF-priming Activity of Various Glycolipids 

with or with out Eliciting with Lipopolysaccharide

a: Lipopolysaccharide of E. coli(100ƒÊg) was injected intravenously

b: Dilution of serum which showed 50% cytotoxicity on L-929 cells

plateに 展 着 させ たMGLに マ ウス の腹 腔 マ ク ロ フ ァー

ジ を加 え て イ ンキ ュベ ー トして活 性化 す る こ とに よ り,

コ ロ ニ ー 刺 激 因 子(CSF)4)(Fig.6)や 走 化 性 因 子

(CF)9)(Fig.7)お よ びPGE2やPGF1・ α,leuco-

trieneC4等 プ ロ ス タ ノ イ ドの 産 生 を 促 進 す る こ とが 明

らか と な っ た 。 ま たO2-産 生 の 増 大 が 認 め られ た こ と

か らマ クロ フ ァー ジ の刺 激 伝 達 系 の 解 析 を 行 った と こ ろ,

MGL刺 激 後短時間でinositol phosphateレ ベ ルの

上昇およびdiglycerideの 増 加が認め られ,PKC関

与 の細胞内刺激伝達系の可能性が見いだされた。

g.細 胞内増殖因子mRNAの 発 現:肉 芽腫形成の

最も特徴的な組織変化は短期間における著しい細胞増殖

と浸潤であるがその機構は明らかでない。これを解明す

る た めの 一 つ と してTDM投 与 後核 内遺 伝子 群

mRNAの 発 現について検討 した。その結果TDM投

与 後1～12時 間 で肉芽腫形成に先立ちc-fos,c-jun

お よ びc-myc等 細胞内増殖因子mRNAの 発現がみ

られた。 この活性は肉芽腫形成高反応系マウスの臓器

(肝,脾 お よび肺)に 強 く,ま た肉芽腫形成能の高い

TDMやGM等 の糖脂質投与時に顕著な発現がみられ

た。

以上の結果をまとめてTable6に 示すが,こ れらの

成績か ら,TDMを は じめとす るMGLは 結 核感染時

に蛋白質抗原とともに宿主に作用して種々の免疫反応を

修飾するとともにさらに免疫反応を介 して生体に不利な

反応(病 原性等)を 示したり,ま た一方で細胞性免疫や

抗体産生系を刺激して結核菌感染に対する防御機能を高

めることによって生体に有利に働くなど,ミ コール酸や

糖部分の構造と密接な関連のもとに極めて多彩な生理活

性を示すものと考えられる。今後関連分野の進展 ととも

に,こ れ ら細胞壁糖脂質による生体防御反応の調節機構

の解明に興味が持たれる。
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3.　ムラミルジペプチ ド(MDP)お よび合成関連化合物の免疫活性

北海道大学免疫科学研究所 東 市 郎

1.　 は じ め に

結 核 菌 が 強 い免 疫 増 強 活 性(ア ジ ュバ ン ト活 性)を 有

す る こ と は周 知 の 事 実 で あ るが,そ の ア ジ ュバ ン ト活 性

因 子 と して す で に ロ ウD,細 胞 壁 骨 格,DNA画 分,

コ ー ド フ ァ ク タ-(trehalose-dimycolate
,TDM)

な ど が 報 告 さ れ て い る 。 さ き に筆 者 ら1)は 細 胞壁 骨格

(cell-wallskeleton,CWS)画 分 が 最 も重要 な ア ジ ュ

バ ン ト活 性 因 子 で あ る こ と,さ らに結 核 菌 を は じめ とす

る細 菌 細 胞 壁 の ア ジ ュバ ン ト活 性 因子 が ペ プ チ ドグ リカ

ン部分であることを明らかにした。さらに細胞壁骨格の

構成成分のうちペプチ ドグリカンがアジュバント活性発

現に最も重要な役割を果たしていることを明らかにした。

その後,筆 者ら2)はCWS画 分を用いる癌免疫療法につ

いて実験的,臨 床的にその有効性を明らかにした。

1974年,Ellouzら3)は 細 菌細胞壁の有するアジュバ

ント活性は,ペ プチ ドグリカ ン構造のうちN-acetyl-

muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine(MDP)で あ

ることを天然の細菌細胞壁のペプチ ドグリカンか ら精製

したMDPお よび化学的に合成 したMDP標 品 を用い
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N-acetylmuramyl L-alanyl-D-isoglutamine (MDP)

図1　 ムラミルジペプチ ド(MDP)と その関連化合物の構造活性相関

て明らかにした。

2. MDPの 生物活性

MDPの 発見後,多 数のMDP関 連化合物が化学合成

され,そ のアジュバント活性が検討されたが,そ の成績

は図1に 要約される。MDPお よびその関連化合物のア

ジュバ ント活性以外の生物活性にっいても検討され,多

彩な活性が見出された(表)。MDPを 抗原と共にFre-

und's incomplete adluvant(FIA)に 油中水アジュバ

ン トとして動物 に投与す る と,Freund's complete

 adjuvant(FCA)に 匹敵 するア ジュバ ン ト活性を示

す4)。

一方
,MDPを 水溶液として用いた場合,そ のアジュ

バ ント活性の発現はきわめて限られている。この理由と

して,細 菌細胞壁骨格は生物活性を有する多糖や脂質の

特殊構造と,さ らに交差結合をなす高分子のペブチドグ

リカンから構成されるのに対 し,MDPは 分子量492の

水溶性糖 ペ プチ ドであ り,水 溶液 として投与された

MDPは 容 易にかつ速やかに排泄されることに起因する

ことが示唆されている。

MDP生 物活性の中で血中抗体産生,細 胞性免疫の誘

導などを中心とする免疫応答の増強作用のほかに,ヒ ト

疾患への応用を考えた場合,MDPに よる宿主の生体防

御機構の強化による癌の予防,治 療,転 移再発の防止,

細菌 ・真菌 ・ウイルスなどに対する感染の予防 ・治療な

どが考えられる。さらに細菌やウイルス,原 虫などに対

するワクチンの効果の増強や,MDPを 結合 した新しい

合成 ワクチンの開発なども試みられている。

1) MDPの 親油性誘導体の生物活性

MDPは 水溶液としてin vivoに 投与された場合,き

わめて速やかに排泄され,後 述する細菌に対する宿主の

非特異的感染防御能の増強など限られた生物活性のみを

示すにとどまり,免 疫アジュバント活性に関しても十分

な活性を期待す るにはMDPをFreund型 の油中水エ

マルジョンとして投与することが必要である。

MDP誘 導体の各種脂肪酸誘導体が数多 く合成され,

そ の生物活性が検討 された。筆者 らはMDPの ムラミ

ン酸のC-6位 お よびC-2位 の水酸基,ま たはアミ

ノ基 に炭素数2～80の 各 種脂肪酸を導入 したアシル誘

導体を合成 し,ア ジュバ ント活性,細 菌に対する宿主の
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表 In vivoに お け る ム ラ ミル ジペ プ チ ド

(MDP)の 生 物 活 性

感染防御能の増強活性,抗 腫瘍活性についても検討 した。

C-6位 またはC-2位 に脂肪酸を導入 した場合,モ

ルモットでの遅延型アレルギー誘導に対するアジュバン

ト活性はいずれも保持されるが,血 中抗体産生に対する

アジュバ ント活性は導入脂肪酸の鎖長に応 じて減少 し,

と くに炭素数32,48,80の コ リノミコール酸,ノ カル

ドミコール酸,ミ コール酸をC-6位 またはC-2位

に導入 したイシル誘導体では著明な活性の減弱が認めら

れた。

MDPのC-6位 の アシル誘導体では炭素数2～30

の脂 肪酸(と くにステア リン酸)の 導入によりMDP

と同等以上の感染防御活性が認められたが,C-2位 の

ア ミノ基 に脂肪酸(ス テア リン酸)を 導入 したMDP

の2-ス テアロイルア ミノ誘導体では感染防御活性が認

められなかった。抗腫瘍活性については,C-6位 にコ

リノミコール酸,ノ カル ドミコール酸,ミ コール酸やキ

ノン酸(QS-10)を6導 入 したアシル誘導体にマウス同

系移植腫瘍系において活性が認められた。

2) MDPの 感染防御活性

i)　 細菌感染に対する効果

すでにBCG-CWSな ど細菌細胞壁画分が細菌感染に

対する宿主の非特異的感染抵抗性を増強することが報告

されているが,1977年Chedidら5)はMDPお よびそ

の 同族体22種 についてマ ウスにおけ るKlebsieua

-pneumoniae感 染 に対す る非特異的感染抵抗性の増強

活性を検討 し,5検 体に有効性を認めた。これ らMDP

同族体は静脈内,皮 下,筋 肉内,経 口いずれの投与経路

でも活性を示 した。

さらにMDP同 族 体のマウスやモルモ ットにおける

血中抗体産生や遅延型アレルギーの誘導を指標としたア

ジュバ ン ト活性 とK.pneumoniae感 染 に対する宿主

抵抗性増強活性とは必ず しも平行せず,こ れ ら実験系に

おけるMDP同 族体 の作用機作が異なる ことが示唆さ

れた。その後MDP誘 導体 を中心に抗感染アジュバン

トの開発に関 して多 くの研究が行われた。

3.　アシル-MDP誘 導体[MDP-Lys(L18)]

の開発

筆者 ら6)卍8)はMDPの アシル誘導体54種 を中心に,

STDddYマ ウスにEscherichia coli 77156株 を皮下

感染 して得 られる肺血症型実験モデルを用いてスクリー

ニングし,2種 のステアロイルMDP誘 導体 ,6-O-

stearoyl-MDP(L18-MDP)お よびNa-MDP-

Nε-stearoyl-L-lysine[MDP-Lys(L18)]を 選抜

した(図2)。

そ の一連の研究で,MDPの ア シル化の際アシル基の

炭素数の長さによって丑coli感 染 に対する感染防御活

性が異 なり,C16～C18の 脂肪酸でアシル化 したMDP

誘導体に最 も強い感染防御活性が認められた。

図2 L18-MDPお よびMDP-Lys(L18)の 化 学 構 造
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上記2種 のステアロイルMDP誘 導 体は感染抵抗性

が多形核白血球(PMN)に 依存すると考えられる大腸

菌,ブ ドウ球菌,カ ンジダなどに対 し有効であったが,

感染抵抗性がマクロファージに依存すると考えられるリ

ステリア,サ ルモネラ感染には無効であった。ステアロ

イルMDPは 上 記細菌感染に対 し24時 間前に投与した

場合最 も強い活性が示された。さらに免疫低下動物を用

いた実験モデルとして加齢動物,サ イクロホスファミド

処理動物,X線 照射動物,コ ーチゾン処理動物を用い

て肺血症型感染または局所感染動物に対するステアロイ

ルMDPの 有 効性が明らかにされた。

また,化 学療法剤との併用実験において,E.coli感

染 に対す るセファゾリン,P.aeruginosa感 染 に対す

るゲンタマイシン,S.aureusに 対するペニシリン,C.

albicansに 対 するアンホテリシンの治療効果はステア

ロイルMDPと の併用により著 しく向上 し,両 者の相

乗効果が認められた。

筆者 らはマウスにおける日和見感染モデルを用いてL

18-MDPお よ びMDP-Lys(L18)の 免 疫低下宿主に

おける感染抵抗性の増強能を検討 した。 コーチゾン処理

によって免疫能を低下 させたBALB/cマ ウスにCory-

nebacterium kutscheriを 感染させるとマウスは感染

死するが,感 染1日 前にアジュバントを投与 した場合,

正常 マウス(コ ーチゾン非投与)と 同様C.kutscheri

感 染 に対 し抵抗性を示す。とくにMDP-Lys(L18)が

強 い宿主抵抗性の増強活性を示 した。これらステアロイ

ルMDP誘 導体の作用機作として多形核白血球の遊走,

貪食,過 酸化水素産生などの機能亢進があげられる。

1)　 ウイルス感染に対する効果

筆者 ら9)はMDP-Lys(L-8)経 鼻投与によってマウ

スにおけるインフルエンザウイルス感染に対する強い非特

異的抵抗性の増強を認めた。C57BL/6マ ウスにセンダ

イ ウイル ス感 染1日 前 にMDP-Lys(L18)やL18-

MDPを 経鼻腔投与すると,セ ンダイウイルスの経鼻腔

感染に対して強い宿主抵抗性の増強活性を示す。MDP-

Lys(L18)の セ ンダイウイルスに対する宿主抵抗性の増

強活性は経鼻腔投与が最 も効果的で,静 脈内または腹腔

内投与ではその活性が弱 い。MDP-Lys(1/18)の みの

経鼻腔投与によってはインターフェロンの産生は認めら

れないが,MDP-Lys(L18)の 経鼻腔投与後セ ンダイ

ウイルスの経鼻腔感染によって肺局所において高力価の

インターフェロンの産生が認められた。

さらにこれらMDP-Lys(L18)の サイクロホスファ

ミド投与により免疫能の低下 したマウスにおけるヘルペ

ス1型 ウイルスに対する感染防御活性についても明らか

にされた10)。

2)　 サイ トカイン誘導活性 と白血球増多活性

MDP-Lys(L18)はin vivoま た はin vitroの 系 に

おいて主 としてマウスおよび ヒト単球系に作用 して,

1-L-1,IL-6,G-CSF,M-CSF,TNF,IFN-γ など

を誘導することが明らかにされた11)。中島 ら12)13)はサ

ルにMDP-Lys(L18)を1mgず つ10日 間連続投与す

ることにより白血球,と くに好中球,マ クロファージお

よび単球数の著 しい増加が認められることを見出した。

さらに血小板数の著 しい増加も認められた。またX線

照射やシクロフォスファミド投与 したマウスにおいても

低下 した白血球数がMDP-Lys(L18)の 投与によって

速やかに回復することが明 らかにされた。これら造血機

能 に対するMDP-Lys(L18)の 作用 は,さ きに述べた

MDP-Lys(L-8)に よって誘導されたIL-6,G1-CSF,

M-CSFに よるものと推察されている。

3) MDP-Lys(L18)の 臨床応用

第I相,第II相 試 験を経て,MDP-Lys(L18)の 臨

床応用は化学療法,放 射線治療によって減少 した癌患者

の白血球の回復に応用された。

各種悪性腫瘍患者の癌化学療法および放射線療法によ

る白血球減少に対する後期第H相 試験においてMDP-

Lys(L18)の 白血球減少回復効果が認められ,至 適用量

は1日200μg/manと 考 えられた。

放射線治療による癌患者の白血球減少に対する効果に

関する第皿相試験では,イ ソシンを対照 とした無作為比

較試験を実施 した14)。投与14日 目(投 与終1日 後)の

有効率は,MDP-Lys(L18)群 が72.3%(32/44)お よ

びイソシン群が54.0%(20/37)で あ り有意差は認めら

れなかったが,MDP-Lys(L18)群 の方が高率であっ

た。

一方そのときの著効率での比較では,MDP-Lys(-L18)

群 が61.4%お よ び イ ソ シ ン群 が37.8%で あ り,

MDP-Lys(L18)群 が有意 に優れていた。白血球のみ

ならずMDP-Lys(L18)の 投与 によって,放 射線療法

によって減少 した血小板数も増加 した。また,各 種固型

腫瘍患者における癌化学療法剤による白血球減少に対し

て もMDP-Lys(-L18)の 回 復効果 が広 く確 認 され

た15)～17)。

グルタチオンを対照 とした無作為比較試験において,

種 々の癌化学療法剤による白血球減少に対 してMDP-

Lys(L18)は グルタチオンに比 し回復効果が有意に優れ

てい ることが明 らかにされた15)。また,MDP1Lys-

(L18)の 低 用量(20μg)を 対 照 とした二重盲検比較試

験 にお いて対照群の優効率(「 有効」以上)は23.2%

(13/56)で あ ったのに対し,200μg群 では50.0%(31/

62)と 有意に高かった16)。

以上 のようにMDP-Lys(L18)は 放 射線療法におい

て放射線照射を中断することな く治療を行うことが可能

であることを示唆 しており,ま た癌化学療法剤使用によ

る白血球減少を速やかに回復させることが可能なことを
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示 した。さ らに興味深いことはMDP-Lys(L18)投 与

によって好中球,単 球のみならず血小板数の回復 も可能

なことである。これらの臨床成績は悪性腫瘍患者におけ

る放射線治療,化学療法の支持療法剤 としてMDP-Lys-

(L18)が 臨床上有効なものと考えられる。

4) MDP-Lys(L18)の 副作用

第II相,第III相 試験並びに一般臨床試験において行わ

れた副作用判定において,704例 中,副 作用 は275例

(39.1%)に 認 め られ,そ の主な ものは発熱(217例)

お よび注射部位反応(96例)で あった。症状の内訳で

は発熱,悪 寒,戦 慄,全 身倦怠感などの全身症状が230

件(32.0%)で あ り,そ の他食欲不振,悪 心などの消化

器症状が13件(1.8%),発 疹,廣 痒感などの皮膚症状

が31件(1.8%),疹 痛,発 赤,紅 斑,硬 結などの注射

部反応231件(32.8%)な どであり,こ れらの症状の大

部分は軽,中 等度であり,一 過性のものであった。

4.　お わ りに

MDP-Lys(L18)は 生体においてIL-1,IL-6,G-

CSF,M-CSF,IFNな どのサイ トカインを誘導するこ

とにより,生 体の免疫機能の調節を行 っており,そ の際

必ずしも過度の免疫反応を誘導 しないことも臨床的に明

らかにされている。 ここに例示 したように,MDP-Lys-

(L18)は 減少 した好中球,単 球数のみならず血小板数の

回復にも有効であり,担 癌患者など二次的免疫不全患者

の免疫能改善に重要な役割を果たすものと考えられる。
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4.　結核菌菌体成分の抗腫瘍活性DNAを 中心 と して-

国立予防衛生研究所 片 岡 哲 朗 ・ 山 本 三 郎

山 本 十糸子 ・ 徳 永 徹

結核菌菌体が多彩な生物学的活性を有することから,

その抗腫瘍作用についても検討がなされ,す でに30数

年前に幾つかの実験成績が発表されている1)2)。しかし,

1970年 代 は じめにいわゆる"癌 の免疫療法"の 主役と

してBCGな どが脚光を浴 びた背景 には3),(1)近 交系

実験動物の可移植性 同系腫瘍系が確立され,中 で も

Zbarら に よりモルモットの肝癌において,腫 瘍細胞と

BCGと の混合接種による腫瘍増殖の抑制4),BCGの 腫

瘤内投与 による腫瘍の退縮5),そ れに随伴 して特異免疫

が誘導されるというみごとなモデルが示されたこと,(2)

ほぼ時を同 じくしてMatheが 小児急性白血病患者に6),

Mortonが 悪性黒色腫瘍患者に7)BCGを 投与 し著効例

を報告 したことが挙げられよう。

この後10年 間ほど,世 界的規模で,多 種多様なプロ

トコールによりほとんど全種類の腫瘍に対する。BCG療

法が試みられた。現在膀胱癌等に対 して依然 として用い

られ続けているが,ひ ところの過大な期待は鎮まり,着

実な研究が行われている現状である。

この間に基礎的研究により,BCGの 抗腫瘍作用の機

序の解明が進 められた。その結果,RESの 活性化など

宿主に非特異的免疫増強をもたらし,宿 主-腫 瘍の関係

を宿主優位に変えることにより,二 次的に特異的抵抗性

の獲得につながるということが分かった8)。一方,本 シ

ンポジウムの内容からも明らかなように,結 核菌の有す

る生物学的活性がそれぞれ成分に分けて研究され,抗 腫

瘍活性についてもMethanol extract residue(MER),

コ ー ドファクターおよびP3,各 種水溶性アジュバント

(WSA)類 。などの物質がつぎつぎと取り上げられたが,

臨床においては初期にMER最 近では細胞壁骨格(CW-

S),ム ラ ミルジペプチ ド(MDP)と その誘導体がアジュ

バ ン ト療 法 としてひろ く試用 された。とくにCWS,

MDPは 徳永 らによって開発されたBCGのDNA画 分

(MY-1)と と もに,わ が国で発展させられた物質であ

る。

免疫力の低下 した担癌患者に,BCG生 菌 を投与する

ことに対する危惧は当初から言及されていた。一方BCG

Table 1 . The 45mer Oligonucleotides with Sequence from cDNA of BCG Proteins
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Table 2. Regression of IMC Tumor in Oligonucleotide-treated CDF 1 Mice

a) Numder of mice in which tumor eventually disappeared.

b) Growth inhibition (%)=(1-test/control)•~100.

c) NS, not significant.

d) DNA extracted from BCG by Marmur's method.

の作用機序が細胞レベルで解明されたことから,マ クロ

ファージ活性化作用,NK細 胞増強作用,イ ンターフェ

ロン(IFN)を 筆頭とする各種サイ トカイン産生誘発活

性などを指標として,種 々の菌体成分やその誘導体が単

離精製あるいは合成されて検討が続けられている。

われわれも例えばB30-MDPの 抗腫瘍免疫誘導にお

けるアジュバン ト効果9)10)に つ いてなど,い くつかの

物質 につ いて実験動物腫瘍系,あ るいはin vitroで の

検討を行ってきたが,矢 野教授,東 教授による前出の報

告と重複を避けるため,わ れわれグループが独自に開発

し精力的に研究を行っているBCGのDNAに 話題をし

ぼって,最 新の知見を紹介することにしたい。

BCG由 来単鎖DNA(MY-1)11)の 免疫学的活性に

つい。ては,そ の抗腫瘍活性も含めて第61回 本学会総会

(1986年)の シンポジウムで山本により報告された12)。

その後,臨 床試験においてほとんど毒性の示されないこ

とから,種 々の癌患者に対して治療実験 も進行中で一部

著効例なども認め られている13)14)。一方invivo,in

 vitroの 試験において,IFN-α/β,-γ(マ クロファー

ジ活性化因子:MAF)産 生 の強力な誘発剤であり,

NK活 性の数倍の増強をもたらす作用が知られた15)16)。

作用機序解明をめざして,種 々検討を重ねている。

活性を担う構造をみっけるために,ま ず種々のオ リゴ

ヌクレオチド(オ リゴDNA)を 合成しその構造と活性

Table 3. Augmcntation of NK Cell Activity by 

the Synthetic 45-mer Oligonucleotides

BALB/c mouse spleen cells (1•~107) were Incu

bated with or without 50 ittg of the 13 kinds of 45 mer 

oligonucleotides in 1 ml RPMI 1640 medium supple

mented with 10% FCS at 37C for 20 hr. The cells were 

assayed for NK cell activity at an E/T ratio of 50.

の 相 関 を 調 べ る こ と と した17)～19)。MY-1の 分 子 サ イ

ズ の 分 布 を み る と45mer附 近 に ピ ー クが あ るの で17),

こ の 大 き さ の オ リ ゴDNAを 合 成 す る こ と に した。 す
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Table 4. The 30 mer and 15 mer Oligonucleotide Fragments of BCG-A 4

Table 5. NK Cell Activation and MAF and IFN-induction by 

the 30 mer and 15 mer Oligonucleotides

a) ND, not done.

BALB/c mouse spleen cells (1•~107) were incubated with or without 100 ttg of 

the oligonucleotide in 1 ml of RPMI 1640 medium at 37•Ž for 20 hr. Then, the cells 

were assayed for NK cell activity, and the culture supernatants were assayed for MAF 

nd IFN activities.

Table 6. Effect of Anti-interferon Antibodies on the Activation of NK 

ells and the Induction of MAF and IFN by BCG-A4a

BALB/c spleen cells (1•~107/ml) were incubated with 100ƒÊg/ml of BCG-4Aa 

in the presence of 500 NU/m/ of either anti-IFN ƒ¿/ƒÀ, anti-IFN ƒÀ or anti-IFN 

y antibody at 37•Ž for 20 hr. The cells were harvested and tested for NK cell 

activity against YAC-1 target cells. MAF activity and IFN titer in the culture 

supernatants were also tested.

な わ ちBCGが 産 生 す る65KDa熱 シ ョ ック 蛋 白20),

ツ ベ ル ク リン活性 物 質 で あ るMPB-70蛋 白21),お よ び

α抗 原22)を それ ぞ れ コー ドす るcDNAの 塩 基 配 列 か ら,

Table1に 示 すように任意の部分を選んで13種 類のオ

リゴDNAを 合成した。

これらの抗腫瘍活性を調べると,Table2に 示 すごと
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く6/13に 腫瘍 の増殖を阻止する活性がみられた。NK

活性増強作用についても,同 じくこれら6種 が活性を示

した(Table3)。 この活性のないオリゴDNAは,用

量を変えて も,あ るいはE/T比 を上げてもその作用が

認められなかったことか ら,本 質的に活性を示す構造 と

不活性な構造とに分かれることが明らかとなった。

MY-1の 場合と同 じく,抗 腫瘍活性がIFN産 生誘導

活性およびNK増 強活性 と平行 しているので,以 後の

解析はこれ らin vitroの 活 性を指標 として行うことと

した。 次 にTable4に 不 す ご と く,活 性 の あ るA4の5

側 あ る い は3'側 か ら30merの 配 列 を,さ らに 種 々 の 部

位 か ら15merの 配 列 を 選 ん で 合 成 しそ の 活性 に つ い て

調 べ た と こ ろ,NK活 性 増 強,IFNあ るい はMAF産

Fig. Correlation between Antitumor Activity 

and NK Cell-Augmenting Activity 

induced by the Oligonucleotides

生誘発能は,A4aが 最大で,他 では低いか全 く認めら

れなかった(Table5)。IFNに 対する抗体を加えて反

応 させ ると,MY-1で 示 されたと同 じく16),IFN-α

産生 の誘発がNK活 性増強 につながること,MAF活

性がIFN-γ によることなどが再確認 され(Table6),

この オリゴDNAが 示す活性が,MY-1の 活性 と等 し

いことが示唆された。
'

5側 の30merに 活性が偏 ったことから,こ の中に活

性構造が存在す るものと仮定 して先の13種 の合成オリ

ゴDNA中 で 活性の示 された6種 と比較検討 した
。そ

の結果,6merの パ リンドローム配列の有無が,活 性,

不活性を左右 していることが分かった。すなわち,パ リ

ンドローム配列 を有す るオ リゴDNAは,抗 腫瘍活性

を有するとともにNK増 強活性を示すことが認められ

た(Fig.)。 このことは,さ らに不活性のA2aの 中 に

このパ リンドローム配列を組み込んで合成 して,そ の活

性を調べたところ,A4aと まったく同等のNK増 強活

性を示 したこと(Table7)か らも確認された。

しか し,詳 細に検討 してみ ると,GACGTCの 他に

AACGTT,AGCGCT,GGCGCC,TGCGCAな ど活

性を示すパ リンドローム配列がみっかった一方で,Fig.

のM1の ようにACCGGT,AATATT ,GCGCGCと

い った同 じ6merパ リン ドローム配列 を含むオ リゴ

DNAで も活性を示さないものも存在 した17)19)。

以上の成績か ら,特 定 の塩基配列を有する6merパ

リンドローム構造が,DNAの 生物学的活性の発現に必

須であることが明 らか とな った。さらにオ リゴDNA

の活性の機序について,分 子生物学的手法を用いて追求

中である。
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