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非 定 型 抗 酸 菌Mycobacterium avium-intracellulare complex

血 清 型4型 お よび16型 特 異 ペ プ チ ド糖 脂 質 抗 原 の ヒ ト末梢 血

単 核 細 胞 幼 若 化 反 応 に対 す る抑 制 作 用
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SUPPRESSIVE EFFECT OF GLYCOPEPTIDOLIPID FROM 

MYCOBACTERIUM AVIUM—INTRACELLULARE COMPLEX

 SEROVAR 4 AND 16 ON BLASTOGENESIS OF 

HUMAN PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELLS

Jun-ichi FUKUI*

Mycobacterium avium—intracellulare complex (MAC) consists of 28 serotypes. Co—infec-

tion of several specific serotype strains with the advent of acquired immunodeficiency 

syndrome (AIDS) has been dramatically increasing in the past fifteen years, although the 

reason for this fact is not clearly understood. Since the cell surface lipid components of 

MAC impaired the capacity of human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) to pro-

liferate, some particular glycopeptidolipid (GPL) with serologically specific carbohydrate 

chains are supposed to inhibit blastogenesis and to affect the immune response in MAC 

infection. In this study, we have investigated the effect of serovar 4 and 16 GPLs on the 

human PBMC function and cell mediated immunity. As the result, it was demonstrated 

that the percentage of viable cells was decreased prominently after the incubation of 

PBMC with the serovar 4 GPL. Blastogenic responses of PBMC to stimulation with the 

purified protein derivatives (PPD) were inhibited by the presence of GPL dose-

dependently. In the case of stimulation with anti-CD3 antibody (a-CD3 Ab), blastogenic 

response of PBMC was suppressed markedly by GPL at the concentration of 175 ƒÊg/ml. 

Flow-cytometric analysis demonstrated that the expression of interleukin-2 receptor alpha 

on a—CD3 Ab-stimulated T lymphocyte was markedly inhibited in the presence of GPL. 

Enzyme-linked immunosorbent assay showed that the production of interleukin-2 by a 

CD3 Ab-stimulated PBMC was reduced dose-dependently after the incubation of PBMC 

with GPL. In these results, there was no remarkable difference between serovar 4 and 

serovar 16 GPLs. These results indicate that serovar 4 and 16 GPLs inhibit the cell me-

diated immunity and serovar 4 GPL can affect the viability of PBMC.
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序 文

結核をはじめとする抗酸菌感染症は第二次世界大戦後

順調に減少 してきたが,近 年世界的にその減少傾向が鈍

化 し再び増加に転 じたところも認められている。1980年

代 より結核菌以外の類似抗酸菌である非定型抗酸菌のう

ちMycobacterium avium-intracellularecomplex

(MAC)感 染症がHIV感 染症の晩期合併症 として欧米

を中心に著増 し1),特 に血清型4型 菌については,合

併頻度が高く化学療法剤に対する感受性が極めて低いこ

とから,予 後への影響が憂慮されている2)。

一方
,MAC菌 の 日和見病原性 とその感染機構につい

ては未知の点が多いが,MAC菌 体脂質がリンパ球幼若

化反応 を抑制することより,MAC菌 体に特異的な脂質

が細胞性免疫の抑制に関与するのではないかと考えられ

ている3)。 同様に血清型特異的糖鎖構造を有するペプ

チ ド糖脂質glycopeptidolipid(GPL)が 細 胞性免疫

に対して血清型特異的に影響する可能性が考えられる。

そこで本研究では血清型4型 および16型GPLを 単離精

製し,こ れをヒト末梢血単核球に加えて培養し,細 胞性

免疫反応への影響を検討した。

研究材料および方法

1.菌 の 培 養

MAC菌 の 培 養 はMiddlebrook7H9培 地 にglyc-

erolお よ び ア ル ブ ミ ン を加 えた7Hgbroth液 体 培 地 で

行 い,AmericanTypeCultureCollectionよ り入

手 したMAC標 準 菌 株 血 清 型4型 お よ び血 清 型16型 を

37℃ で 約3週 間振 盪 培 養 した 。

2.GPLの 抽 出お よ び精 製

培養後オー トクレープにて滅菌 し遠心分離にて沈殿さ

せた菌体を,20倍 量(w/v)の クロロホルムとメタノー

ル(2:1,v/v)混 合溶媒中で,超 音波ホモゲナイザー

(BransonSonicPowerCo.)に よ り十分破砕 した。

菌体重量の30倍 に相当する容量の溶媒に懸濁後,少 量の

水を加えて分液ロー ト内で2層 分配 し,下 層の溶解脂質

を濃縮乾固させ総脂質とした。

総脂質を0.5NNaOH含 有 メタノールにより弱アル

カリ水解(37℃,1時 間)し た後,少 量の酢酸 を添加 し

pHを 中性 とした。再び二層分配し有機溶媒層 を濃縮乾

固して得 られたアルカリ安定脂質を20cm×20cmの シ リ

カ ゲ ル 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー プ レ ー ト(TLC

plate)(UNI-PLATE;Analtech,Delaware,NJ)

上 で ク ロ ロ ホ ル ム:メ タ ノ ー ル:水(60:16:2,v/v/v)

の混 合 溶 媒 に て展 開 した 。

展開後に50%硫 酸 を噴霧 し3-4分 間180℃ に保つと

GPLの バ ンドが黄金色を呈 して出現することを目印に

し,ス ポット位置を確かめるとともに,調 整用にはヨー

ド蒸気で発色位置を確認後TLCplateか らシリカゲル

ごとGPLを 回収 し,少 量のシリカゲルカラムを通 して

クロロホルム:メ タノール(2:1,v/v)の 混合溶媒で

抽出した。以上の精製はサンプルがTLCplate上 で単

一バ ンドになるまで繰 り返された。

3.質 量分析によるGPLの 同定

精 製 単 離 したGPL(10μg)は ニ トロベ ンジ ルア ル コー

ル:ト リエ チ レ ング リコ ー ル モ ノ-N-ブ チ ルエ ー テ ル

(1:1,v/v)を マ トリ ック ス と してJEOL-SX-102A型

二 重 収 束 高分 解 能 質量 分 析 計(日 本 電 子)に よ りfast

atombornbardment-massspectrometryを 行 い,

各 血清 型 特 異GPLの 分 子 量 お よ び糖 の結 合 位 置 を 同 定

した 。

4.GPLの コー テ ィ ング

エ タ ノ ー ル に 溶 解 した 血 清 型4型 お よ び16型GPL

(0・10・25・35μg/well)を96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト(Fal-

con;BectonDickinsonandCo.,LincolnPark,

NJ)に 加 え,ク リー ンベ ンチ 内 で約5時 間 室 温 乾 燥 さ

せ コー テ ィ ング した 。1well当 た りの エ タ ノ ー ル 量 を

統 一 し対 照 は エ タ ノー ル の み と した 。

5.末 梢 血単核細胞(PBMC)浮 遊液の調製

ツベルクリン反応陽性健常人5人 から得 られたヘパリ

ン化末梢静脈血をHanks液 に て倍数希釈 し,Ficoll

(Lymphoprep;NYCOMED)を 用いた遠心分離によ

りPBMCを 回収した。PBMCは 非働化10%ヒ ト血漿

含有RPMI1640液 に浮遊させた。

6.細 胞培養

細 胞 培 養 はCO2incubator(5%CO2,37℃)に て

行 っ た。

7， 細胞毒性の検討

4型 お よ び16型GPLを8穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト(Fal-

con)に コ ー テ ィ ン グ し,PBMC浮 遊 液(5×105/ml,

500μl/well)を 加 え て3日 間 培 養 し た 。GPL濃 度 は0

(エ タ ノ ー ル の み),50,125,175μg/mlと し培 養 後
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trypanblue染 色 に よ り生細 胞 数 をカ ウ ン トした 。

8.リ ンパ 球 幼 若 化 反 応

リンパ球刺激は,MAC菌 蛋 白PurifiedProtein

Derivatives(PPD)お よび抗CD3抗 体(BectonDi-

ckinson)の 添加により行い,PPDは 国立予防衛生研

究所芳賀伸治先生より寄贈していただいた。刺激濃度を

決定するにあた り,刺 激物質の純度を考慮のうえ数種類

の濃度 を検討 し,GPL非 存 在下 に対 象者 全員 の

PBMCを 刺激した。すなわち各個体差の影響を軽減 し

かつ十分な反応が得られる最低刺激濃度および刺激時間

を設定 した。

その結果PPD刺 激の系では刺激濃度100μg/mlに て

抗生剤存在下7日 間培養する条件(PBMC5×104/well,

200μ1/well),抗CD3抗 体刺激の系では刺激濃度0.06μg

/mlに て3日 間培養する条件(PBMC1×105/well,

100μ1/well)が それぞれ最適と考えられた。PBMCは

GPLと2時 間前培養後それぞれの系で刺激 され培養終

了18時 間前に3H-thymidineを 添加しハーベス トした。

取 り込まれた放射性活性を液体シンチレーションカウン

ターにて測定(count/minute)し,平 均±標準誤差 を

求めた。

9.IL-2receptorα お よ びHumanLymphocyte

Antigen-DR(HLA-DR)発 現 お よ びIL-2産 生 の

検 討

PBMCとGPLを2時 間培 養 した後 に抗CD3抗 体 に

て20時 間刺 激 し,Tリ ンパ 球 上 に発 現 す るIL-2recep-

torα お よびHLA-DR発 現 量 をflowcytometryに

よ り定量 した 。

培 養PBMCは 培 養 後PBS(pH7.4)で 洗 浄 し,

Fluorescein結 合 抗CD3抗 体(BectonDickinson),

Phycoerythrin結 合 抗CD25抗 体(BectonDickin-

son)お よび抗HLA-DR抗 体(BectonDickinson)

に て 染 色 後1%Formaldehydeに よ り 固 定 し,

Facscan(BectonDickinson)に て解 析 した 。

またIL-2濃 度 は培 養 上清 を滅 菌 フ イル タ ー に 通 した

後,免 疫 酵 素 抗 体 法(Quantikine;Researchand

DiagnosticSystems)に よ り測 定 した 。

10.統 計学的検討

結果の統計解析はpairedStudent'sttest(両 側検

定)に より危険率5%未 満をもって統計学的有意差 とみ

なした。

結 果

1.GPLの 単 離

精 製 単 離 したGPLは,TLCplate上4型 お よ び16

型 特 有 のRf値 を示 し,50%硫 酸 噴 霧 後180℃ 加 熱 に て

GPL特 有 の 黄 金 色 を 呈 し た 。Positive fast atom

 bombardment-mass spectrometryで は,い ず れ も

Fig. 1 Positive FAB-MS Spectrum of Glycopeptidolipid from Serovar 4 MAC
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Fig. 2 Positive FAB-MS Spectrum of Glycopeptidolipid from Serovar 16 MAC

Fig. 3 Effect of serovar-specific GPLs on

 viable cell number evaluated by tryp-

an blue exclusion test.
 Data are expressed as  means±standard

 error. (n=5) 

* p<0.01 vs. control

Fig. 4 Effect of serovar-specific GPLs on

 3 H-thymidine uptake of PBMC sti-

mulated with PPD.

 Control: PBMC was cultured without GPL

 Data are expressed as mean •} standard 

error. (n=5) 

*p<0.05 vs. control

C32メ トキシ脂肪酸を含む分子種が中心であり,こ れに

対応する疑似分子イオン(M+Na)+は,4型 では1693

(Fig.1),16型 では1970に それぞれ検出され(Fig.2),

単離精製したGPLは 高純度であると確認された。

4型 は4-O-methylrhamnose,2-O-methylfuco-

se,rhamnoseお よ び6-deoxytaloseを 糖 鎖 と し,既

知 のGPLと 構 造 が 一 致 し た1)。16型 は3-(2'methyl-

3'-hydroxy-4'-rnethoxypentanoylarnido)-3,6-
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Fig. 5 Effect of serovar-specific GPLs on 

3 H-thymidine uptake of PBMC sti-

 mulated with anti-CD3 antibody. 

Data are expressed as mean •} standard 

error. (n=5)

Control: PBMC was cultured without GPL.

*p<0.05 vs. control, **p<0.01 vs. control

 dideoxy hexose, 4-0-methyl rhamnose, rhamno-

seお よ び6一deoxytaloseを 糖 鎖 と して 含 む こ とが 明

らか に な った 。

2.GPLの 細胞毒性

GPLを 含 まないcontrol培 養 については,3日 間培

養時の全細胞数は培養前とほぼ同等で著 しく減少するこ

とはなかったが,4型GPLを 添加 した場合の生細胞数

は濃度依存的に減少 し,対 照と比較 して125μg/ml以 上

の各濃度において統計学的有意差(p<0.01)を 認めた。

これに対 し16型 の場合,0～125μg/mlの 濃度でGPL

の影響は軽度であり,対 照 と比較 して統計学的有意差は

認められなかった(Fig.3)℃

3.GPLの リンパ球幼若化反応に対する影響

PPD抗 原刺激による幼若化反応に対しては(Fig.4),

4型 お よび16型 いずれのGPLも 濃度依存的に抑制 し抑

制程度は4型 が16型 よりも強く対照 との比較では4型 は

50お よび125μg/mlに て統計学的有意差(p<0.01)を

認め,16型 は125μg/mlの み有意差(p<0.01)を 認 め

た。

これに対 し抗CD3抗 体刺激の結果は(Fig.5),先 の

Fig. 6 Effect of serovar-specific GPLs on the expression of interleukin-2 re-

 ceptor alpha on anti-CD3 antibody stimulated T cells. (n=3)
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PPD抗 原刺激の場合とやや異なり,い ずれのGPLに

おいても50μg/ml以 下 では3H-thymidineの 取 り込

みはやや促進し,GPLを 加 えずに抗CD3抗 体刺激の

みの場合との比較で有意差(p<0.01)を 認めた。 しか

し50μg/ml以 上 では逆に抑制的に作用 し,16型 では175

μg/mlに て有意差(p<0.01)を 認めた。

また4型GPLに おいても3H-thymidineの 取 り込

みは減少したが,こ の点は先に検討したviabilityへ の

影響が強 く表れ生細胞数が減少したためではないかと考

えられた。

以上 より,GPLはPPD抗 原刺激だけではな く抗

CD3抗 体刺激に対してもリンパ球幼若化反応を抑制す

ることが明らかとなった。

4.IL-2産 生 お よ びIL-2receptorα とHLA-DR

発 現 に対 す るGPLの 影 響

抗CD3抗 体刺激によるCD3陽 性細胞中のIL―2re-

ceptorα の発現については,GPL50お よび125μg/ml

存在下でreceptor発 現量が対照と比べて明らかに抑制

される傾向が認められた。すなわちGPL125μg/mZの

場合,4型 については対照の7%ま で抑制され,16型 に

ついては対照の10.3%ま で抑制された。しか し血清型間

の明らかな差異は認められなかった(Fig.6)。

また,抗CD3抗 体 刺激 によるHLA-DR発 現 は

GPL50,125μg/lnZに おいて軽度に抑制される傾向が

認められた。すなわちGPL125μg/mlの 場 合,4型 に

ついては対照の30%ま で抑制され,16型 については対照

の38%ま で抑制された。しかし血清型による明らかな差

異は認められなかった(Fig.7)。

抗CD3抗 体刺激によるIL-2産 生量は,4型 および16

型のいずれにおいても125μ9/ml以 下 の範囲で産生が

抑制されたが,こ の場合 も血清型間の差異は認められな

かった(Fig.8)。

考 察

MACは3種 類 の類縁性 の高 い抗酸菌M.avium,

M. intracellulare およびM. scrofu,laceum を含み血

Fig. 7 Effect of serovar-specific GPLs on the expression of HLA-DR 

on anti-CD3 antibody stimulated T cells.(n=3)
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Fig. 8 Effect of serovar-specific GPLs on 

interleukin-2 production by anti-

 CD3 antibody stimulated PBMC. 

(n=3)

清型により28種 のsubspeciesに 分類 されている4)5)。

感染は人畜共通であり,以 前はヒトの発症は少なかった

が,1980年 代 前半 よ りAIDSの 晩期 合併 症 として

MAC感 染症は結核 と並んで劇的に増加 し2),剖 検 にて

AIDS患 者 の約50%にMAC感 染が認められている7)。

AIDS患 者から分離される血清型には偏 りがあ り,欧

米ではM.aviumに 属する1型,4型,8型 などが多く,

なかでも4型 菌の分離は高頻度であ り7)～9),米 国 にお

けるAIDS患 者180例 の喀痰培養の結果では,約50%に

4型 菌が検出されている1)。

MAC感 染 における細胞性免疫反応については,感 染

者の リンパ球幼若化反応の抑制お よびIL-2産 生 能低

下10)や,菌 体および菌体脂質によるリンパ球幼若化反

応の顕著な抑制3)な どが報告されており,MAC感 染 に

おいて細胞性免疫反応が低下す る原因の一つ と して

MAC菌 体脂質が重要な役割を演ず ると指摘されている。

本研究では菌体表層脂質の一部であるGPLに つ いて

検討し,特 に4型 および16型GPLに リンパ球幼若化反

応に対する抑制作用が認められ,MAC感 染 により惹起

される細胞性免疫の抑制にはGPLが 関与 している可能

性を示唆した。

とこ ろ で,リ ンパ 球 幼 若 化 反 応 に対 す るGPLの 研 究

は,M.aviumに 属 す る4型11)～14)お よ びM .intra-

cellulareに 属 す る14型15)に つ い て い ず れ もマ ウス 脾 細

胞 に 対 す るconcanavalinAお よ びphytohemag-

glutinin刺 激 に 対 す る影 響 が 検 討 さ れ て い る 。Bar-

rowら はGPLを 糖 鎖 部 と糖 鎖 部 以 外 の β-lipidに 分

け て 検 討 した 結 果,抑 制 活 性 部 位 は β一lipidに 存 在 し

GPLお よび糖 鎖 部 に は 認 め られ な か っ た と報 告 して い

る12)～14)。 しか し β-lipidの 化 学 構 造 はMAc28種 す

べてにおいて共通 しており,分 離頻度の血清型問での偏

りや病原性に関する差異の原因をβ-lipidに 求めるこ

とは困難である。むしろ血清型による明らかな構造的差

異は糖鎖部分に認められ,糖 鎖部分が免疫反応抑制の相

違に関与 している可能性が高い。

以上の観点から,本 実験 においては糖鎖構造 を含む

GPLに ついて検討し,ま たTリ ンパ球の刺激物質につ

いては既報告において未検討であるPPD抗 原 および抗

CD3抗 体 を検討 した。またMAC感 染者 において産生

が抑制 されるIL-210)に 与 える影響 を調べ,IL-2産 生

時にTリ ンパ球上に発現するII.-2receptorα 鎖 β鎖

γ鎖のうち活性化Tリ ンパ球上に著 しく発現するα鎖

およびHLA-DRの 発現を検討 した。

その結果,血 清型4型 および16型GPLはPPD刺 激

によるヒトリンパ球幼若化反応を抑制し,抗CD3抗 体

刺激の結果では濃度50μg/rnlに おいてリンパ球幼若化

反応がやや促進されながらも,こ れより高濃度において

は顕著に抑制された。この結果が既報告12)～14)と異 なっ

た原因は不明であるが,GPL精 製純度の相違がGPL

濃度 の差異 として影響 した可能性が考えられた。

本検討ではリンパ球幼若化反応の抑制機序は解明され

なかったが,GPLはIL-2産 生 を低下 させTリ ンパ球

上のIL-2receptorα お よびHLA-DRの 発現 を抑制

した。MAC菌 体粗脂質は抗原提示細胞 を介 して作用す

る3)こ とから,同 様に本検討においてもGPLが モ ノサ

イ トに影響することで,モ ノサイ トを介 してTリ ンパ

球のIL-2産 生 が影響された可能性が考えられた。

結 語

1)非 定 型抗酸菌 Mycobacterium avium-intra-

cellulare complex 血清型4型 お よび16型 特異ペプチ

ド糖脂質抗原 glycopeptidolipid (GPL)を 単 離精製

し,ヒ ト末梢血単核細胞(PBMC)に 対 する作用 を検

討 した 。

2)GPLのPBMCに 対 する細胞毒性 は血清型4型

に著 しく認められたが,16型 では顕著ではなかった。

3)PPD抗 原刺激によるリンパ球幼若化反応 は,

GPLO～125μg/mlに おいて濃度依存的に抑制された。

4)抗CD3抗 体刺激時の3H-thymidineの 取 り込

みはGPI。50μg/mlに て促進され,そ れ以上の濃度で

抑制された。

5)抗CD3抗 体刺激時のTリ ンパ球上のIL―2re-

ceptorα お よびHLA-DRの 発現はGPLに よ り抑制

される傾向を示 した。また抗CD3抗 体刺激Tリ ンパ球

のIL-2産 生 もGPI.の 濃度依存的に抑制 される傾向が

みられた。

―11―
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