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Tuberculosis is a chronic disease caused by Mycobacterium tuberculosis infection. The 
major pathological changes are immunologically hypersensitive granuloma formation due 
to the local proliferation or infiltration of immune cells. However, the mechanism for 
the development of the disease has not been fully understood. The first step of infection 
is intracellular survival in the phagocytic cells and this process has been reported to be 
regulated by cell surface glycolipid virulence factors. As genetical heterogeneity of M. tu-
berculosis among strains has been reported recently based on DNA fragmentation pat-
tern, I have examined the distribution of cell surface glycolipids(cord factor, sulfolipids 
and penta acyl trehaloses) among the virulent(M. tuberculosis H37Rv and M. tuberculosis 
Aoyama B) and avirulent(M. tuberculosis H37Ra) strains by two dimensional thin-layer 
chromatography of silica gel. Seven characteristic glycolipid components of the virulent 

strains were detected and separated by thin- layer chromatography of silica gel. Each 

glycolipid was identified by fast- atom- bombardment mass- spectrometry (FAB/MS) analy-
 sis of the intact lipid and gas- chromatography mass- spectrometry(GC/MS) analysis of 

the fatty acid or the carbohydrate moiety. As the result, molecular weight(m/z 1, 200- 3, 000) 
of each glycolipid was determined clearly by FAB/MS analysis. The structure of fatty 
acids(C16-C40) or mycolic acids(C76- C88) were determined by GC/MS analysis. Cord 
factor(TDM, trehalose 6, 6'- dimycolate) and trehalose 6- monomycolate(TMM) showed 
strong granuloma forming activity, but other glycolipids practically did not. On the 
other hand, cord factor and trehalose 6- monomycolate showed phagocytosis inhibition
(but showed promotion in the presence of complement) and marked inhibition of 

phagosome- lysosome fusion, while sulfolipids showed strong phagocytosis promotion and 
marked inhibition of phagosome-lysosome fusion. Penta acyl trehaloses showed phagocytosis
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promotion but no effect on phagosome- lysosome fusion. Cord factor and trehalose 6- 
monomycolate existed ubiquitously among virulent and avirulent strains, while sulfolipids 

and penta acyl trehaloses were detected in only virulent strains(M. tuberculosis H37Rv 

and M. tuberculosis Aoyama B). These results indicate that the existence of these toxic 

glycolipids contributes to the virulence of M. tuberculosis, profoundly. It is suggested. 
that these glycolipids play an important role as virulence factors in the early stage of in- 

fection and expression of pathogenicity.
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緒 言

結核菌 を始 め とす る抗酸菌感染症 の発病機構 は,Ro-

bert Kochに よる結核 菌の発見1)以 来,"cord factor"

の発見 を経 て今 日に至 る110余 年 の間著 しい発 展 を遂 げ

たが,菌 体外毒素 を産生 する一般細菌 の病原機構 とは異

な り,複 雑 な細胞性 免疫反応 に もとつ く病変 の形成 は現

在 で も明確 には解明 されていない。一方,今 世紀前半 ま

で減少傾向 を示 していた結核 は最近その減少化傾 向が鈍

化 し始め,特 にHIV合 併症 として再び重 要視 されつつ

あるばか りで な く,さ らに抗結核 剤に対す る耐性菌 の出

現 は改めて結核の深刻 さを示 しているが,新 しい抗結核

薬の開発 において細胞内 に寄生す る菌に対 して十分 な抗

菌性 を期待す るため にも,結 核感染の免疫学 または分子

病理学的機構の解明 は極めて重要 と考え られる。われわ

れはcord factorを 始め とす る細 胞表 層糖脂 質 を中心

に,強 毒株お よび弱毒株 にお ける分布 を調べ,ど の よう

な成分が どの ような機構で結核菌のvirulenceに 関与す

るのか を検討 してきたが,今 回いずれ も トレハロースを

糖鎖 と して含有す る種 々の糖脂質 を強毒株 よ り単離 し,

化学構這 を推定 した上 で各 々のvirulence factorと し

ての性 質を解析 して,感 染 ・発病への寄与 について考察

した。

結 核 菌(Mｙcobαcｔeriｕm tubercuaosｉs)を 始 め と

す るMycobacterium, Nocardia, Rhodococcus属

の特 徴 は,抗 酸性 に染 色 され る こ と と,細 胞 表 層 が 強 い

疎 水 性 を示 す こ とで あ る が,こ れ ら菌 体 表 面 の 性 質 に寄

与 す る 成 分 は ミ コー ル 酸 を 始 め とす る種 々 の脂 質分 子 で

あ る 。 この うち ミコー ル 酸 含 有糖 脂 質 と して 特 にcord

 factor(TDM, trehalose 6,6'- dimycolate)2)3)は,そ

の 毒 性 に加 え免 疫 薬 理 学 的 な各 種 生 理 活性 につ い て の研

究 が 進 め られ,肉 芽 腫 形 成 能4)5),抗 腫 瘍 活性6)～8),ア

ジ ュバ ン ト活 性9),種 々 の サ イ トカ イ ン 誘 導 能10)～12),

protein kinase Cの 活 性 化13)さ ら に 走 化 性 因子 誘 導

能14)等が報告 されて きた ほか,最 近で は各 菌種 に よる

ミコール酸 の炭素鎖長や分子種の違いか ら,抗 原性 を始

め とする種 々の生理活性 と構造 との関係が注 目されつつ

ある6)10)15)。

また一方,人 型結核菌 はゲ ノム解析の結果,DNAの

restriction fragment length polymorphism(RFLP)

パ ター ンに著 しい多形性が見 られ ることお よび菌株(患

者分離株 および保存株)に よ りその感染性 ・病原性が異

なることが指摘 されてお り16)17),本菌が感染 した ときに

最初に宿 主食細胞 と反応す ると考 えられ る細胞表層脂質

成分 について,そ の組成 を強毒株 と弱毒株で比較す るこ

とは病原因子解析 には必須で ある。そ こで,人 型結核菌

強毒株M.tubercｕlosis H37Rv株 とM.tuberｃulosis

 Aoyama B株 お よび弱毒株M. tuberCulosis H37Ra

株の3菌 株 の糖脂 質お よび リン脂質組成 を2次 元薄層 ク

ロマ トグラフィー と質量分析 を組み合 わせて比較 し,そ

の分布 を明 らかに した。その結果,強 毒株 には弱毒株 に

含 まれ ない特徴 的な糖脂 質が存在 し,今 回,強 毒株M.

tuberculosis Aoyama B株 か ら7種 類 の糖 脂 質 を単

離精製 し,同 定 を行った。また,こ れ ら糖脂 質につ いて

感染性 ・病原性 と関わ りの深 い各種生理活性,す なわち

マウスに対す る毒性,肉 芽腫形成 能および人末梢血食細

胞 の貪食機能 について比較検討 し,感 染 にお け るviru-

 lence factorと しての役割 を考察 した。

実験材料および方法

1.結 核菌 の培養お よび粗脂質の調製

人 型結 核 菌M. tuberclosis H37Rv株(強 毒 株),

M.tuberculosis Aoyama B株(強 毒 株)お よ びM.

tuberCulosis H37Ra株(弱 毒 株)を,Sauton培 地 に て

4-6週 間37℃ で静 置表 面 培 養 した 。培 養 終 了 後,121℃,

20分 間 加 熱滅 菌 し,濾 紙 で濾 過 して 菌 体 を集 菌 した 。 そ

の菌 体 を超音 波破砕 して脂 質 を抽 出 し,蒸 留 水 とchloro-

form/methano1(4:1,3:1お よ び2:1,v/v)に よ っ
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て2層 分 配 し,chloroform/methanol層 を 回収 後,

濃 縮 乾 固 して 粗 脂 質 と した18)。

2.2次 元 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー

粗 脂 質 は フ ィ ン ガー プ リ ン トを得 る た め シ リカ ゲ ル薄

層 プ レー ト(Uniplate, 20×20cm, 0.25mm: Analtec,

 Inc., Delaware, U. S. A.)を 用 い て2次 元 薄 層 ク ロマ

トグ ラ フ ィー を行 った 。 粗 脂 質 を200μgス ポ ッ トし,2

種 類 の2次 元 展 開 溶 媒 系;solvent1〔1次 展 開 にchlo-

 roform/methano1/water(65: 25: 4, v/v),2次 展

開 にchloroform/methano1/aceticacid/water(80

: 12: 15: 4, v/v)〕,solvent2〔1次 展 開 にchloro-

 form/methano1/water(100: 14: 0.8, v/v),2次 展

開 にchloroform/methanol/acetone/water(50: 2.5

: 60: 3, v/v)〕,で 展 開 し,リ ン脂 質 はDittrner試 薬 で,

糖 脂 質 はAnthrone試 薬 で そ れ ぞ れ 検 出 した 。

3,糖 脂質の単離精製

各糖脂質 は極性,酸 性度等の違い により各種展 開溶媒

系を組み合わせて分離 し,薄 層クロマ トグラフィー(TLC)

上,単 一のスポ ッ トになるまで繰 り返 し精製純化 した。

なお,用 い た展 開 溶媒系 はsolvent3, chloroform/

methanol/acetone/acetic acid(80: 20: 6: 1, v/v), 

solvent  4, chloroform/methanol/acetone/acetic 

acid(90: 10: 6: 1, v/v), solvent 5, chloroform/ 

methanol/water (90: 10: 1, v/v)19), solvent 6,

benzene/methanol/acetone(95: 1: 1, v/v)で あ り,

TLCプ レ ー トを展 開 後,ヨ ー ドで 発 色 させ 各 画 分 を ゲ

ル と 共 に か き と り,カ ラ ム に つ め てchloroform/

methano1(4: 1, 3: 1, 2: 1, v/v)で 溶 出 した 。

4.糖 脂質 の構造解析

各 糖 脂 質 を メ タ ノ ー ル性0.2N水 酸 化 ナ トリ ウ ム 溶 液

で90℃,1時 間弱 ア ル カ リ水 解 し,あ らか じめ 平 衡 化 し

て お い た 陽 イ オ ン交 換 樹 脂DOWEX 50W-X8(The

Dow Chemical Company, U.S.A.)を 加 え てpH2.0

以 下 の酸 性に した 。陽 イ オ ン交 換 樹 脂 を除 去 後,hexane

を加 え て2層 分 配 し,水 層 部 分 を 回 収 ・濃 縮 後,TLC

を用 い て各 種 標 準 品 とRf値 を比 較 す る こ とに よ り糖 部

分 を分 析 した 。hexane層 か ら脂 肪 酸 を回 収 ・濃 縮 乾 固

後,ジ ア ゾ メ タ ンを加 え,室 温 で1時 間反 応 させ て 脂肪

酸 メ チ ル エ ス テ ル と した 。TLC分 析 は展 開 溶 媒 系sol-

vent 7, hexane/diethyl ether(80: 20, v/v)を 用 い

て行 っ た 。さ らに,N, O-Bis(trimethylsily1) trifluo-

 roacetarnide(BSTFA, Wako Pure Chemical In-

 dustories, Ltd., Osaka)に よ りTMS誘 導 体 と した 。

これ ら脂肪 酸 メ チ ル エ ス テ ル,TMS誘 導 体 を ガ ス ク ロ

マ トグ ラ フ ィー(GC),ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー/マ ス ス

ペ ク トロ メ トリ ー(GC/MS)を 用 い て 詳 細 に 分 析 し

た20)21)。Intactな 糖 脂 質 はfast- atom- bombardment

 mass- spectrometry(FAB/MS)分 析 し22),疑 似 分

子 イオ ンか らintactな 糖 脂 質 の 各 分 子 量 を測 定 した 。

5.肉 芽腫形成 能および毒性試験5)

各 糖脂 質300μ9/匹 をホ モ ジ ナ イ ザ ー に と り,溶 媒 を

留 去 し た 後,全 量 の3.2%と な る よ う にFreundin-

 complete adjuvant(Difco Laboratories, Mich.,

 U.S.A.)と 等量 のphosphate buffer saline(PBS,

pH7.0)存 在 下0.2%Tween- 80(Wako Pure Chemi-

 cal Industories, Ltd., Osaka)を 含 む 生 理 食 塩 水 に

浮 遊 さ せ,テ フ ロ ン製 ピ ス トン ホ モ ジ ナ イ ザ ー で

water in oil in waterミ セ ル に調 製 した 。

調製 した ミセル200μl/匹(300μg/匹)をICRマ ウ

ス雄4週 齢の尾静脈 より投与 し,体 重 の経時変化 を調べ,

7日 目の肺,脾 臓 における肉芽腫形成 能を下記 に示 した

臓器 インデ ックスで評価 した。

臓器 インデ ックス=(臓 器重量/体 重)×100

6． 貪 食 活 性 に お よぼす 影 響23)24)

(1)Stαphｙlococcus αureus菌体 の 調 製

S.αureus 209PをHeart infusion agar(Difco

 Laboratories, Mich., U.S.A.)の 平 板 培 地 で37℃,

24時 間 培 養 し,0.1%gelatin-Hanks液 中 に か き 取 り

浮 遊 液 と した 。 このS.αureus浮 遊 液 を オ ー トク レ ー

プ で121℃,20分 間 加 熱 滅 菌 し た 後,gelatin-Hanks

液 にて1×108cells/mlに 調 製 した 。

(2)人 末梢 血由来単球 の調製

ヘ パ リ ン 加 採 血 し た 健 常 人 末 梢 血 を 同 量 のLy-

 mphoprep Medium(NYCOMED PHARMA AS,

 Oslo, Norway)上 に重 層 し,20℃,1,500×gで30分

間遠 心 し,単 球 を 含 む 層 を 分 離 し た 。Tris- NH4 Cl

 bufferを 分 離 した 単 球 に加 え て,混 入 した 赤 血 球 を溶

血 させ,0.1% gelatin- Hanks液 に て3回 洗 浄 し た 後,

10%非 働 化foetal bovine serum(Gibco Inc., New

York, U.S.A．), pe(nicillin G(100U/ml),stlepto-

 mycin(100ga/ml)加RPMI1640 rnedium(Nissui

Seiyaku, Tokyo)に て5×106cells/mlに 調 製 した 。

(3）糖 脂 質で コー トしたS.αureusの 調 製

各 糖 脂 質 をhexane或 い はisopropanolに 溶解(0.2-

5μg/ml)し,S.αureus死 菌 体2.5×107cells/mlと

混和 して,エ バ ボ レ ー ター に て 溶 媒 を 完 全 に 留去 させ た

後,gelatin-Hanks液 を加 えて1分 間 ソニ ケ ー シ ョ ン
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し,さ らに ボ ル テ ック ス ミキサ ー にて 十 分 攪 拌 し,糖 脂

質 で コ ー トしたS.αureusの 浮 遊 液(2.5×107cells/mｌ

: gelatin- Hanks液)と した。

(4)糖 脂 質 で コ ー トした Ｓ. αureusのphagocytosis

単 球 浮 遊 液(5×106cells/ma)200μlをcover slip

上 で37℃,90分 間 イ ン キ ュベ ー ト した 後,RPMI 1640

mediumに て3回 洗 浄 し,非 付 着 細 胞 を 除 去 し た 。

cover slip上 に付 着 させ た 単 球 に各 濃 度 の糖 脂質 を コー

ト し たS.αureusの 浮 遊 液(2.5×107cells/ma:

 gelatin- Hanks液)を200μlず つ の せ37℃,3時 間 イ

ンキ ュベ ー ト した。RPMI 1640 mediumで3回 洗 浄

し,単 球 をmethanolで 固 定 し た 。 自 然 乾 燥 後,

methylene blueで 染 色 し,顕 微 鏡(1000倍)下 で 無 作

為 に選 ん だ200視 野 の単 球 数 お よ び貪 食 さ れ た 菌 数 を 数

えた 。

phagocytosisは 下 記 に 示 したphagocytic index

(PI)で 評 価 した。

PI=(貪 食 された菌の総数/単 球 の総数)×(菌 を貪 食

してい る単球の総数/単 球の総数)×100

(5)糖 脂 質 で コ ー ト し た Ｓ.αureusのphagosome-

 1ysosomefusion(P-L fusion)

P- L fusionは,cover slipに 付 着 させ た 単 球(5×

106cells/ml)にPBSで3μg/mlに 調整 したacridine

 orange(SIGMA Chemical Co., Louis, U.S.A.)

を加 え,37℃,15分 間 反応 させ た後,RPMI 1640 me-

 dium(抗 生 物 質 を含 ま な い)で3回 洗 浄 した。acridine

orangeで 標 識 した 単 球 に,各 糖 脂 質 を コ ー ト したS.

 αureusの 浮 遊 液(2.5×107 cells/ml: gelatin- Hanks

液)を200μlず つ の せ37℃,3時 間 イ ンキ ュベ ー トした 。

そ の 後,RPMI 1640 mediumで3回 洗 浄 し 自然 乾 燥

させ た。P- Lfusionは,蛍 光 顕 微 鏡(波 長550nm)を

用 い,無 作 為 に 選 ん だ200視 野 の単 球 数 お よ びacridine

orangeに 染 色 され た 菌 数 を 数 え た 。P-L fusionは 下

記 に示 したfusion index(FI)で 評 価 した 。 引 き 続 い

て単 球 をmethanolで 固 定 し,自 然 乾 燥 後methylene

blueで 染 色 し,単 球 数 お よび貪 食 さ れ た菌 数 を数 えPI

を算 出 した 。

FI=(P-L fusionを お こ した菌 の 総 数/単 球 の 総 数)

×(P-L fusionを お こ した単 球 の総 数/単 球 の 総

数)×100

図12次 元TLCに よる人型結核菌3菌 株間 における脂 質組成 の比較

(A, D: M. tuberculosis H37Rv, B, E: M. tuberculosis H37Ra, C, F: M. tuberculosis Aoyama B)
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表1人 型結核菌3菌 株 間におけ るリン脂 質および糖脂質の分布の比較

Phospholipids

PL- 1, 2: phosphatidylinositolmannoside
PL- 3: phosphatidylethanolamine
PL- 4: diphosphatidylglycerol(cardiolipin)

Glycolipids

PL- 1: di acyl trehalose 2'- sulfate(SL 3)
PL- 8: tri acyl trehalose 2'- sulfate(SL 2)
PL- 10: trehalose 6- monomycolate(TMM)
PL- 11: trehalose 6, 6'- dimycolate (TDM)
PL- 12: tetra acyl trehalose 2'- sulfate(SL 1)
PL- 16: penta acyl trehalose (PAT)

結 果

1.2次 元TLCに よる人型結核菌強毒株 お よび弱 毒耕

3菌 株 の脂質組成の比較

3菌 株 の 脂 質 組 成 を2次 元TLCで 分 析 し,そ の 結 果

を 図1に 示 した 。 また 各 菌株 の リ ン脂 質 お よび糖 脂 質 の

分 布 を 表1に ま とめ た 。結 核 菌 に特 徴 的 な リン脂 質 は図

1A-Fに 示 す よ うに 主 な もの が5種 類 存 在 し,TLC上

のRf値 と発 色 を既 知 の標 準 品 と比 較 し てPL4お よ び

PL- 2はphosphatidylinositolmannoside, PL- 3は

phosphatidylethanolamine, PL- 4はdiphospha-

 tidylglycerol(通 称cardiolipin)と 同 定 さ れ た 。 こ

れ らの成 分 はM. tubmuaosis H37Rv, M. tuberou-

 losis Aoyama Bお よ びM. tuberculosis H37Ra株

の3菌 株 に共 通 に存 在 し,そ の量 比 も菌 株 に よ る違 い は

認 め られ な か っ た。

一方
,糖 脂 質 につ いて は2系 列 の 展 開 溶 媒 系 で 計16の

ス ポ ッ トが 確 認 され,3菌 株 を比 較 す る と結核 菌 に 特 有

のtrehalose 6- monomycolate(TMM)(GL- 10)お

よびTDM(GL- 11)は す べ て の 菌 株 に存 在 してい たが,

そ の 含 量 が 異 な り強 毒 株 のM. tubercuaosis H37Rv株

とM. tuberｃulo8is Aoyama B株 に 多 く含 ま れ,弱

毒 株 のM. tuberculosis H37Ra株 で は少 な か っ た 。 ま

た,M. tuberculosis H37Rv株 で はGL-.6お よびGL-

 9が,M, tuberｃulosis Aoyama B株 で はGL- 4, GL-

 5お よ びGL- 9が, M. tuberculosis H37Ra株 で はG

L- 4, GL- 5, GL- 6, GL- 8, GL- 12お よびGL- 16が そ

れ ぞ れ 欠 損 し て い た 。GL- 12はM. tuberculosis

 Aoyama B株 お よ びM. tuberoulosis H37Rv株 に含

まれ て い た が,M. tubθrculosis H37Ra株 に は 存 在 し

な か っ た 。 こ れ 以 外 に もGL- 16はM. tubercoulosis

 Aoyama B株 とM. tuberculosis H37Rv株 の 強 毒 株

にの み存 在 し,M. tuberculosis H37Ra株 で は 確 認 で

きな か っ た 。 こ の よ う に3菌 株 で 比 較 す る と,糖 脂 質 組

成 に差 が あ り,共 通 して 含 まれ るTDMやTMMに つ

い て もそ の含 量 が 異 な り,ま た,強 毒 株 にの み 多 く含 ま

れ る特 徴 的 な糖 脂 質 が 存 在 した 。

2.M. tuberculosis Aoyama B株 か らの 糖 脂 質 の

単 離

強 毒 株 に特 徴 的 な7種 類 の糖 脂 質 をsolvent 3- solvent

 6の 展 開 溶 媒 を組 み 合 わ せ る こ と に よ っ てM. tuber.

 Culosis Aoyama B株 か ら単 離 精 製 した(図2)。 こ

れ らの 糖 脂 質 を弱 ア ル カ リ水 解 後 得 ら れ る親 水 性 成 分

(糖)お よ び疎 水性 成 分 に つ い てFAB/MSお よ びGC/

MS等 の 質 量 分 析 を組 み 合 わ せ て 構 造 解 析 し た 結 果

(Fujiwara et al., in preparation), TDMとTMM

に加 えて3種 類 のsulfolipid(SL)と2種 類 のpenta

 acyl trehalose(PAT)で あ る こ とが 明 らか と な った 。

図2の 左 か ら単 離 したsulfolipid 3(sL 3), TMM,

 sulfolipid 2(SL 2), sulfolipid 1(SL 1), TDM,

 penta acyl trehalose 2(PAT 2)お よびpenta acyl
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Chloroform/Methanol/Acetone/
Acetic acid= 90/10/6/1

Benzene/Methanol/
Acetone=95/1/1

SL 3 SL 2 TDM PAT 1

TMM SL 1 PAT 2

 PAT 2 PAT 1

図2M.tuberculosis Aoyama B株 か ら

分 離 した糖 脂 質 のTLC

Solvent: Hexane/Diethyl ether=80/20

SL3 TMM SL2 SL1 TDM PAT2PAT1

図3糖 脂質の構成脂肪酸のTLC

trehalose 6, 6'- dimycolate(TDM)

2, 3, 6, 6'- tetra acyl trehalose 2'- sulfate

2, 3, 6, 2', 4'- penta acyl trehalose

図4主 要 トレハロース含有糖脂質の構造
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Days

図5ト レハロース含有糖脂 質投与後 のマ ウスの体重変化

trehalose1(PAT1)を 示 し,図1の ス ポ ッ トと対 応

させ る と,GL-1はSL3,GL-8はSL2,GL-10は

TMM,GL-11はTDM,GL-12はSL1,GL-16は

PAT1,PAT2に 相 当 した 。 な お,SL2,SL3お よ

びTMMに つ い て は,solvent3の 展 開 溶 媒 で繰 り返 し

精 製 し,TDMとSL1の 分 離 はsolvent4の 酸 性 溶 媒

で混 合 画 分 を分 取 した 後,solvent5の 中性 溶 媒 で 展 開

す る こ とに よ り精 製 した｡PAT1お よ びPAT2は 非

常 に低 極 性で あ り,solvent6の 溶 媒 を 使 用 して 単 離 し

た 。

各 糖 脂 質 の構 成 脂肪 酸 に つ い て のTLCパ タ ー ン を 図

3に 示 した 。 さ らにGC/MSお よびFAB/MSに よ りの

子 種 組 成 を構 造解 析 した結 果(Fujiwara et a1.,in pr-

eoaration)か ら,TDMとTMMはC76-C88の ミ コ ー

ル1酸(α,methoxy,keto)が トレハ ロ ー ス に エ ス テ

ル結 合 した もの で あ る こ と,3種 類 のSLは 硫 酸 基 が ト

レハ ロ ー ス に結 合 し,C40の フ チ オ セ ラ ン 酸,C40の ハ

イ ドロ キ シ フ チ オ セ ラ ン酸,さ ら にC16ま た はC18の 直

鎖 脂 肪 酸 が ア シ ル基 と して そ れ ぞ れ4個,3個,2個 エ

ス テ ル結 合 した もの で あ る と考 え られ た 。 ま た,2種 類

のPATは トレハ ロ ー ス にC25:1-C27:1の フチ エ ノ ン酸

C27:0の3一 ハ イ ドロ キ シ フ チ オ ン酸,C16ま た はC18の

直 鎖 脂 肪 酸 が合 計5個 ア シ ル基 と してエ ス テ ル結 合 した

もの で あ る と考 え られ た 。単 離 精 製 で きた7種 類 の 糖 脂

質 の 基 本 的 な構 造 式 を 図4に 示 した 。

3.マ ウ ス に対 す る毒 性 お よび 肉芽 腫 形 成 能

マ ウ ス 尾 静 脈 よ り各 糖 脂 質300μgをwater in oil in

 waterミ セ ル に して投 与 した 際 の 体 重 の経 時 変 化 を 毒

性 の 指 標 と して 図5に 示 し た 。TDMお よ びTMMの

投 与 で は1週 間以 上 に わ た り顕 著 な体 重 増 加 の抑 制 が 認

め られ,明 ら か な毒 性 が 示 さ れ た 。SL1,SL2お よ び

Glycolipids

図6ト レハロース含有糖脂 質投与 による

マウス肉芽腫形成

SL3も 対 照 と比べ て軽度 なが ら体重増加 の抑 制 が認 め

られたが,PAT1お よびPAT2で は体 重増 加 の抑制

は全 く認め られなかった。

各糖脂質投与後,7日 目の肺 ・脾臓 における肉芽 腫形

成能 を図6に 示 して比較 した。この結果 は各臓器重量 の

変化 と体重 の変化 を反映 した結果 とな り,TDMお よび

TMMで は対照 に比べ て脾臓 で約4倍,肺 で約6倍 の極

めて高い臓 器イ ンデ ックスの上昇が認 め られた。これ ら

臓器イ ンデ ックスの上昇 が単球 を中心 とす る各臓器実 質

細胞 数の増 加を反映 していることはす でに報告 した とお

りであ り5)14),浮 腫 による重量 の増加 でないこ とは確認

した。

4.人 末梢血 食細胞 の貧食活性 にお よぼす影響

結核 菌を始 め とす る抗酸菌 は,人 末梢血食細胞 による

貧食 を受けやすいが細胞表層脂 質を除去す るこ とによ り

貧食 され難 くなる。そこで単離 した各糖脂 質をコー トし
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Concentration of TMM 
(pg/ml)

Concentration of TMM 

(iug/ml )

Concentration of TDM 
(jig/ml)

Concentration of TDM 

(jig/ml)

図7TMMお よびTDMの 人末梢血単球貧食活性にお よぼす影響

Concentration of SL 1 

(ig/ml)

Concentration of SL 1 

(ug/ml)

Concentration of SL 2 

(pg/ml)

Concentration of SL 2 

(jg/ml)

Concentration of SL 3 
(lcg/ml)

Concentration of SL 3 
(jcg/ml)

図8SL1,SL2お よびSL3の 人末梢血単球負食活性 におよぼす影響

たS.aurms死 菌体 を人末梢血単球 とインキ ュベー シ ョ

ン して貧食 させ,貧 食 に与 える影響 を調べ た結果,TDM

お よびTMMは 図7に 示 した よ うに 濃 度 依存 的 にpha-

gocytosisを 抑 制 し,P-Lfusionを 抑 制 す る こ とが 分
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Concentration of PAT 1

 (,ug/ml)

Concentration of PAT 2 

(,ug/ml)

Concentration of PAT 1 

(,u g/ml)

Concentration of PAT 2 

(,ug/ml)

図9PAT1お よびPAT2の 人末梢血単球貧食活性 にお よぼす影響

表2ト レハ ロース含有糖脂 質の病原 因子 と しての活性

かった。 これに対 してSL1,SL2お よびSL3は 図8

に示 した ように,す べ て 同様 に,濃 度 依存 的 にpha-

gocytosisを 促 進 し,P-Lfusionを 顕著 に抑制 した。

また,PAT1お よびPAT2も 図9に 示 したようにpha-

gocytosisを 促進 したが,P-Lfusionに は影響 しなかっ

た。実 際にFI/PI比 を とる とSLは 非常 に低 い値 とな

り,貧 食に与 える影響 として,菌 が細胞 内に侵入 し,侵

入後 も殺菌機構 か ら逃れる確率 を高めることが分かった。

毒性,肉 芽腫形成 能お よび貧 食活性 に与 える影響 につ

いて表2に ま とめた。

考 察

今 回用 いた人型結核菌M.berculosisH37Rv株(強

毒株),M.tuberculosis Aoyama B株(強 毒株)お よ

びM.tuberoulosisH37Ra株(弱 毒株)は 人 に対 して

病原 性が異 なってお り,病 原因子 と考 え られ る細胞表層

の糖脂 質成 分の分布 について2次 元TLCの 結 果か ら考

察 した。

リン脂 質の分布 につ いては菌株間で差が な く,ま た,

検出で きた5種 類 のリン脂質の うちい ちば ん多量 に含 ま

れ て い た の はdiphosphatidylglycerol(通 称card-

iolipin)で あった｡こ の ように リン脂 質 の種類 が少 な

くの布に差 がないことか ら,菌 株間で リン脂 質 のviru-

lenceへ の影響 に差 はない もの と考 えられた。次 に,糖

脂質組成 については菌株 間で顕著 な差があ り,今 回確認

で きた糖脂 質のスポ ッ トは計16種 類であ った｡全 体的 な

糖脂質の分布 を見 てみ ると,16種 類の うち9種 類は3菌

株 共通に存在 してお り,そ の他の菌株間で差があ る7種

類の糖脂 質に注 目してみ ると,弱毒株M.tuberculosis

 H37Ra株 の糖脂 質の欠損が強毒株 に比べ て多 い こ とが

分かった。TDMとTMMは 抗酸 菌 に共通 して含 まれ

てお り,そ の含量 は菌株 によって異 なってい たが,こ れ

らの構成成分 である ミコール酸 について は,3菌 株 すべ

てに炭素鎖長C76-C88の α,methoxy,ketoの3種 類
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のサ ブクラスが存在 してお り21)25),構成 ミコール酸組成

に差 は認め られ なか った。

次 に,弱 毒株 には含 まれず強毒株 に特徴 的に多 く含 ま

れ る糖脂質 の存在が明 らか とな り,こ れ ら糖脂質 と結核

菌のvirulenceと の関 わ りについて興味が もたれた。そ

こで,強 毒株 のM.tuberculosis Aoyama B株 か ら糖

脂質 の単離精製 を行 った ところ,種 々の展開溶媒系 を組

み合 わせ るこ とによ り7種 類 の糖脂 質が分離で きた。質

量分析 を中心 にこれ ら糖脂 質の構造 を解析 した結果,大

き く分 けて3つ のグループか らなってお り,3菌 株 に共

通 して含 まれるTDMとTMM以 外 に3種 類のSLと2

種類 のPATの 存在 が確認 された26)27)。これ らの構造 を

比較 してみる と,糖 はすべ て トレハ ロースで共通 してお

り,各 糖脂 質を特徴 づけているのは脂肪酸 であることが

分 かった。

TDMとTMMに 含 まれる ミコール酸 は α位 にC26の

側 鎖があ り25),立 体的 に大 きな空 間 を占め る こ とが予

想 されるのに対 して,SLは 硫酸基 を もつ こ とか ら酸性

糖 脂質であ るが,ア シル基 としてC40の フチオセ ラ ン酸

とハ イ ドロキ シフチオセ ラン酸の ような多メチル分枝脂

肪 酸 を含んでい ることが特徴であ る。 また,PATは ア

シル基 として5個 の脂肪酸 をもち,C25:1-C27:1の フチ

エ ノン酸の ようなやや短鎖の多 メチル分枝脂肪 酸を含 む

ことが特徴であ る。

次 に,こ れ ら糖脂質のvirulenceと の関わ りについて

生)活 性 と して毒性,肉 芽腫形成能お よび貧食活性に与

える影響 を検討 した。 肉芽腫形成能 について は,対 照に

比べてTDMお よびTMMは4-6倍 の顕著 な臓 器 イ ン

デ ックス の上昇が認め られた。これ は,ミ コール酸の分

子構造 によ り立体 的に細胞膜内 で非常 に大 きな空間 を支

配 し,細 胞膜障害性が強 いため異物性 肉芽腫の形成 に関

わる細胞 に強 い刺激 を与 えて食細胞増殖や活性化 ・分化

を引 き起 こす ため と考 え られる。

矢野 らは ミコール酸 分子 種 の異 な る各種TDMの マ

ウスにおける肉芽腫形成 能につ いて炭素鎖長が長い もの

ほ ど顕著 な肉芽腫形成 能があるこ と,さ らに ミコール酸

分 子種 が ほ ぼ同 じで構 成糖 の異 な るfructose myco-

late, mannose mycolate, arabinose mycolate ‚Í 

trehalose dimycolate, glucose mycolate ‚É”äƒx‚Ä

肉芽腫形成能が極めて低 い こ とを報 告 してお り28),肉

芽腫 形成能 には ミコール酸の分子構造 に加えて,糖 部分

の構造特異性 も密接 に関 わ ってい る こ とが示 され た。

SLの 毒 性お よび肉芽腫形成能は非常 に低か った。 また,

SL1,SL2お よびSL3で 顕著 な差 は認め られず,ア

シル基の数 による違い は明 らか にで きなか った。

SLは 糖 と して トレハ ロースをもってい るが,ア シル

基が ミコール酸 に比べ炭素鎖長が約2分 の1で あ り,し

か も側鎖がメチル側鎖 のみであるため立体構造 がTDM

やTMMに 比べ て小 さい こ とに よ り,膜 へ のpertur-

bationが 低 く肉芽腫形成 能が低下す る もの と考 え られ

た｡さ らに,PATは アシル基 の炭素鎖長 が ミコール酸

の約4分 の1で あ り,最 も活性は低 かった｡SLとPAT

はアシル基以外 にも硫酸基の有無が大 きな差 であるが,

硫酸基 の存在 は肉芽腫形成能に余 り大 きな影響 はない も

の と考 えられた｡

実際,人 への結核菌の感染 を考 えてみる と,結 核 菌が

感染 して増殖 を始め4.8週 間後 に細胞 性免疫が成立 し,

宿 主側 に明 らかな炎症反応が現れ,そ の最 も典型的 な病

変が肉芽腫性炎症 である。組織学的 には多数の活性化 さ

れたT一 リンパ球やマ クロファージの浸 潤 ・増殖 か らな

る増殖性 の病変 を誘発す ることであ るが,そ の機構 は明

らかではない。肉芽腫性炎症 は元来,分 化 の程度 の異 な

るさまざまなT一 リンパ球 とマクロファージが主体となっ

て緩やかに集合 した非特異 的な炎症性反応であ り,ま た,

菌 自体 もこの病巣の中心 部に集積す る傾 向が あ り,肉 芽

腫反応が強ければ殺 菌能が強化 される。

しか し,一 方では肉芽腫 中心 のマクロフ ァージの高度

の活性化 によ り,組 織 が乾酪壊死 に陥 り結核性空洞 の形

成へ と進んでい く。肉芽腫組織周 辺は循環血 液中か ら集

積 してきたT一 リンパ球や単球で占め られ,こ れ らの細

胞が活性化 されて産生す るTNF,IL-1,INF-γ は さ ら

に周辺細胞 を刺激 し,強 く活性 化 される。 この ように ミ

コール酸含有糖脂質 は結核感染において タンパク質抗原

とともに細胞性免疫や抗体産生系 を刺激 して感染 に対 す

る防御機能 を高め ることによ り宿主生体に有益に働 くが,

免疫 反応 を介 してその刺激が強す ぎる と乾酪壊死 を引 き

起 こ し,生 体 に不利 に働 き病原因子 となる ことも考 えら

れる。例 えば,TNF-α やIFN-γ は活性化マ クロファー

ジに より産生 され菌の殺菌 を導 くと言われてい るが,高

濃 度では結核 の一般的症状であ る発熱,体 重減少,細 胞

の破壊 や乾酪化 といった病巣形成 に関わ ってお り,過 度

のマクロフ ァージ活性化 は生体 にとって不利 な反応 を引

き起 こす もの と考 え られる29)。

脂質は基 本的に疎水性 であ り,水 溶性 タンパ ク質 と異

な り水溶系 での反応 とはな じみ難 いが,こ の ように細胞

表層脂質成分である糖脂 質の投与 によ り肉芽腫が強 く形

成 され ることは,糖 脂質が直接細胞 か ら細胞へ のシグナ

ル として作用 してい ない として も,結 核 感染 において各

種サ イ トカインの誘導 を惹起 し,免 疫 反応 を調節 してい

る可能性が示 され,感 染性 ・毒性 ・病 原性 に関わる重 要

な因子 であることは十分 に示唆 される。

次 に感染初期 において,結 核 菌は単球あ るいはマ クロ

フ ァージに貧食 され細胞内 に取 り込 まれた後 も生存 し,

増殖 し続 けることが病巣の形成 に必要であ るが,そ の メ
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カニズムについては十分 に解 明されてい ない。最近,補

体が重要 な役割 を してい るこ とや30),マ ク ロフ ァージ

上 の特異 的 レセプターを介 して食細胞内 に取 り込 まれ,

貧食 はその レセプター によ り調 節 され てい るこ と31)な

どが報告 されている。また,Myrvikら は人型結核菌 の

強 毒 株(H37Rv)は 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ のphago-

someを 容易 に破壊 し細 胞 質内 で増殖 す るが,弱 毒 株

(H37Ra)はphagosome内 でのみ 生存 す る ことを報

告 してお り,P-L fusionが 促進 されるか抑制 され るか

が病原性 の大 きな鍵 にな る と考 えて いる32)。結 核菌 は

そ の感染 に際 して菌体表層 に多量 に脂 質成分が含 まれて

い るため貧 食 されやす く,ま たいったんマ クロファージ

内に侵入す ればこれ ら菌 側 のvirulence factorに よ り

P-L fusionが 抑 制 され殺菌機i構か ら逃 れて感 染が成 立

す る もの と推 察 される。一方,結 核菌 は増 殖速 度が遅 く

(分裂 に18-24時 間を要 する),内 毒素 や外 毒素 を産生 し

ないこ とも特徴 であ り,感 染 に際 し宿主が即時 に反応 し

ないこ とも感染 成立の要因 となる。 したが って,感 染初

期 においては宿 主の反応性 と菌の毒 力のバ ランスによ り

感染 の進行 が決定 される と考え られる。

そこで,今 回各糖脂 質の食細胞 に対す る直接 的な貧食

活性 に与 える影 響33)に つ いて検討 した結果,TDMと

TMMはphagocytosis,P-L fusionを 共 に抑 制 し,

PATはphagocytosisを 促進 した。 また,SLに 関 し

て はphagocytosisの 促進 とP-L fusionの 顕著 な抑

制 を示 した｡さ らに,TDMとTMMに は補 体結 合能

が あ り,補 体存 在下 で はphagocytosisを 促 進す る こ

とも確 認 されている(安 田 ら,未 発表)。 この ように各

糖脂 質が貧食活性 に影 響 を与える ことは,結 核感染 の際

にその感染1生に寄与する重 要な因子 となると考えられる。

実 際にphagocytosisを 促 進す る こ とは,結 核菌 が細

胞 内に侵入 しやす くする ことであ り,ま た,P-L fusion

を抑 制する ことは,結 核 菌が細胞 内に侵入 した後,宿 主

生 体の殺 菌機構 か ら逃れ,細 胞 内寄生性細菌 として増殖

す る ことを支持す るものである｡

以上,こ の ように人型結核 菌は遺伝的に極 めて不均一

で細胞 表層脂質成分のみ について もその組 成に大差 があ

り,こ れ ら糖脂 質が感染宿主 に対する感染性 ・病 原性 に

寄与 してお り,結 核菌のvirulenceの 実現 に極 めて重要

な因子であ ることが示唆 された。すで に述べ られている

ように人か ら分離 され る結核菌株 につ いて もvirulence

の強 さは極めて不均一で,強 毒株か ら弱毒株 に至る各種

の菌株が得 られてお り,強 毒株 には強酸性脂質が存在す

るの に対 して弱毒株 には存在 しない ことが指摘 されてい

る34)～36)。今後 さらに糖脂 質の分子構造が リンパ 球や マ

クロファージの機能分化誘導 に際 し,ど の ようなシグナ

ル を与 え,ど のような細胞 内刺激伝達機構で免疫細胞 を

活性化す るのか について検討 を行い,結 核 感染の分子病

理学 的機構 の解明 に努めたい と考 えてい る。
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