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原 著

非 定 型 抗 酸 菌Mycobacteriumavium-intraoellulare complex(MAC)

血 清 型16型 特 異 ペ プチ ド糖脂 質 抗 原(GPL)の 構 造解 析 とそ の抗 原性
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STRUCTURE AND ANTIGENICITY OF THE GLYCOPEPTIDOLIPID ANTIGEN OF 

MYCOBACTERIUM AVIUM-INTRACELLULARE COMPLEX (MAC)SEROVAR 16

Keiichiro NISHIKAWA*

The characteristic lipids and specific surface antigens which typify serotypes of Myco-

bacterium avium-intracellulare complex (MAC) serogroup have been examined. The char-

acteristic lipids are recognized as glycopeptidolipid (GPL) antigen consisted of short-

chain acylated oligosaccharides linked to long-chain fatty acyl-D-Phe-D-allo Thr-D-Ala

-L-alaninol-O-3
, 4-di-O-methyl rhamnose 'core'. The lack of information on the proper-

ties of GPL antigen from serovar 16 and a large number of patients infected with MAC 

serovar 16 have prompted an examination of the chemical structures utilizing the analyti-

cal techniques of alditol acetates with GC or GC/MS, and making use of FAB/MS and

 11-I-NMR to analyze the intact GPLs
. The following structure of serovar 16 GPL antigen was 

proposed with molecular weight : 1933, main fatty acyl component: OH-C32: 0, and 

 oligosaccharides:

3-amido (2'-methyl, 3'-hydroxy, 4'-methoxy pentanoyl) 3, 6-dideoxy hexose•¨4-0-methyl-

L-rhamnose•¨L-rhamnose•¨L-rhamnose•¨6-deoxy-L-talose

 The unique structure may be an important factor in physiological and pathological roles. 

The GPL antigens were highly reactive in ELISA against sera from rabbits hyperimmunized 

with MAC strains, indicating its basic antigenicity. The type-specific antigen of serovar 16 

was also specifically reactive against sera from patients infected with MAC serovar 16, but 

invariant core was not. Apparently, the epitope of GPL antigen of serovar 16 was specific 

oligosaccharides, 3-amido (2'-methyl, 3'-hydroxy, 4'-methoxy pentanoyl) 3, 6-dideoxy 

hexose. It was found that the ELISA using GPL antigens was particularly useful for the 

serovar diagnosis of human infections with MAC.
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緒 口

近年,抗 酸菌 が再 び感染症 の中で重要 な位置 を しめて

きてお り,非 定型抗酸菌 による感染症が増加 の傾 向にあ

る。なかで もMyoobacterium avium-intracellulare

 complex(MAC)は,ヒ トか ら分離 される非定型 抗酸

菌 の70%以 上 を占めるこ とが明 らかに されてお り1)2),

欧米 においては最 近AIDSに お ける 日和 見感 染 の主要

な原因菌 として注 目されてお り3)～5),本 邦 にお いて も

近年増加傾 向を認 めている6)｡

MACはSchaeferに よる凝 集反応抗 原 に よ り20以 上

の亜種 に細分 されてお り,現 在 までに28種 の血清型 が報

告 されている7)8)。AIDSに おいては特 定の血清型,特

に4型 に よる感染頻 度が高 く,本 邦では血清 型1型,4

型お よび16型 の分離 頻度が多い ことな ど,血 清 型 とビル

レンスの関係 が論 じられている。 しか し,MACは 遅発

育菌の中でRunyon分 類 第III群の菌(非 光発色 菌non-

photocromogens)に 属 し,分 離培 養 に は長時 間 を要

するため菌種 や血清型の同定は困難 を極 める｡

Brennanら9)～11)は 非定型抗酸菌症 の疫 学的検 索 の

際,薄 層 クロマ トグ ラフィー(TLC)等 に よる抗 原糖

脂質の分析 お よび血清学的診断の必要性 を強調 してお り,

血清型特異 ペ プチ ド糖 脂 質抗 原(glycopeptidolipid,

GPL)の 構 造分析 が重要であ ると して,そ れ らの構 造

を明 らか にしつつある。 しか し未 だ多 くのGPLsの 構

造 は不明であ り,構 造決定が望 まれてい る。 また血清型

を凝集反応やTLCプ レー ト上のGPLsのRf値 の みで

決定す ることは困難 な場合があ り,ヒ トや動物か らの分

離菌株 よ りGPLsを 抽出 し分析す る方 法 で血清 型決 定

が行われて きたが,多 大 な時間 を費やすため迅速かつ正

確 な診断法が望 まれていた℃

Ikawaら12)13)は,動 物(特 にブタ)に おいて従来 と

は異 な り,標 準菌 よ り単離精 製 したGPLsを 抗 原 とし

て用いたELISA法 による血清型の迅速診断法の有用 性

を報告 してお り,ヒ トにお ける迅速診断法への応用の可

能性が示唆 され ていた。

そこで,MACの なかで本邦 において比較的分離頻 度

が高 く,抗 原構造が未 だ明 らかで ない血 清型16型GPL

の構造決定 を従来の 方法 お よび新 た にintact GPLを

ソ フ トイ オ ン化 質量 分析 法(fast atom bombard-

ment mass spectrometry,FAB/MS)で 分 析 し,

その糖鎖構造 を同定 し,ヒ トか ら分 離 され るMACに

つ いて,標 準菌GPLsと 患者 血清 を用 い たELISA法

によ り,血 清型16型GPLを 中心 に反応性 を検討 した℃

その結果,ヒ トMAC感 染症 において血清 型16型GPL

は16型 患者血清 とのみ特異 的に反応す るこ とが 明らか と

な り,ヒ トに応用 で きるこ とが示唆 されたので報告する。

実験材料および方法

1.抗 酸 菌 の培 養 お よ びGPLの 調 製

MAC菌 株 はATCC由 来 の標 準 菌 を 用 い た 。 血 清 型

4型(ATCC35767),血 清 型6型(ATCC35773),血

清 型9型(ATCC35774),血 清 型12型(ATCC35762),

血 清 型14型(ATCC35761),血 清 型16型(ATCC

13950),血 清 型17型(ATCC35763)の そ れ ぞ れ を7Hg

brothお よ びDubosの 液 体 培 地 で37℃2-3週 間振 盗 培

養 し集菌 した 。 集菌 後,菌 体 か らク ロロホ ルム:メ タ ノー

ル(2:1,v/v,20mlな)で 室 温 で18時 間脂 質 を抽 出 し,

そ の脂 質 を0.2N水 酸 化 ナ トリウ ム加 メ タノー ルで37℃,

60分 間水 解 し酢 酸 でpHを 修 正 した 。

次 にTLCプ レー ト(Uniplate,20×20cm,0.25mm

:Analtec,Inc.,Delaware,U.S.A.)上 で ク ロ ロ ホ

ル ム:メ タノ ー ル:水(60:16:2,v/v)を 展 開 溶 媒 と

して 展 開 し,ヨ ー ド蒸 気 に さ ら して 発 色 さ せ た 後,

GPLをTLCプ レー トか ら回収 しク ロ ロ ホ ル ム:メ タ

ノ ー ル(2:1,v/v)で 抽 出 単 離 した 。 展 開 した ス ポ ッ

トは風 乾 後50%硫 酸 を 噴霧 して180℃ で 加 温 発 色 し,各

標 準GPLのRf値 を呈 色 反応(黄 褐 色 ―黒 褐 色)に て

確 認 した 。

2.GPLの 糖 組 成 の分 析

抽 出 単 離 したGPLを2M3フ ッ化 酢 酸 中 で80℃60

分 一120℃2時 間 の 間 で 条 件 を変 え 水 解 し,NaBH4ま

た はNaBD4で25℃14時 間還 元 後,無 水 酢 酸 ま た は重 水

素 置 換 無水 酢 酸 お よび ピ リ ジ ン(1:1,v/v)中 で ア セ

チ ル 化 し,生 じたalditolacetateを1.8mキ ャピ ラリー

カ ラムTM-2380(Spelco,Bellefore,PA)を 固 定 相

と した ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー(GC),ガ ス ク ロ マ トグ

ラ フマ ス ス ペ ク トロメ トリー(GC/MS)に か け て150-

220℃(1℃/min)の 昇 温 分 析 に よ り 同 定 した｡な お

GC/MSに 関 して は 化 学 イオ ン化 法(Chemical ioni

-zation,CI)お よ び 電 子 衝 撃 イ オ ン 化 法(Electron

 impact,EI)を 用 い て 検 討 した 。

3.GPLの 脂 肪 酸 の 分析

抽 出 単 離 したGPLを0.5%塩 酸 メ タ ノー ル に溶 解 し,

100℃3時 間 加 熱 して メチ ル エ ス テ ル 化 した｡脂 肪 酸 メ

チ ル エ ス テ ル はGC/EI/MSに か け て170-250℃(1℃/

min)の 昇 温 分 析 に よ り同 定 した 。

4.GPLの 全 体 構 造 の 分 析

抽 出単 離 したGPL(1-2μg)を 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matrixと し,JEOL-SX-102型 二

重 収 束 高 分 解 能 質 量 分 析 計(Tokyo,Japan)を 用 い

intactの ま まFAB/MS分 析 に よ り同定 した 。

5.GPLのNMR分 析
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抽出単離 したGPLを 重水素 置換 メタノールで溶 解洗

浄後濃縮乾 固 し,重 水素 置換 クロロホルム:重 水素置換

メ タノール(1:1,v/v)に 溶解後,NicoletNT-360を

用 い1H-NMR分 析 によ り同定 した｡

6.β-elimination法 による不完全GPLの 調製

抽 出単 離 したGPLを エ タ ノ ー ル に 溶 解 し1N-

NaOH,D20お よびNaBH4を 加 え60℃14時 間水解 し

酢酸で 中和 し濃縮乾 固後,ク ロロホルム:水(1:1,v/

v)に 溶解 し1400G,10分 間遠心後 クロロホル ム層 よ り

不完全GPLを 抽 出 した。 なお構造 はFAB/MSに よ り

同定 した。

7.標 準菌免疫家兎血清の調整

Goodら14)の 方法 に従い各血清 型標 準死 菌 を525nm

でOD0.3に なるようにリン酸緩衝生理食塩水 に浮遊 し,

各0.2ml―1.0mlず つ計5回,2羽 の家 兎耳 静脈 に接種

し凝集価が血清稀 釈320倍 以上の力価 とな った こ とを確

認 した後採血 した｡

8.ELISA法 に よる血清抗体価 の測 定

ELISAはYanagiharaら15)の 方法に従 って行 った。

すなわちMACの 標 準菌か ら抽 出単離 したGPLsを

エ タノールで0 .1mg/mlと なる ように溶解 し,各well

に25μlまたは10μlず つ入れ一晩4℃ で風乾 させ た 。次

に標準 菌で免 疫 した家兎血清 または臨床分離菌 よ り抽 出

したGPLのTLC,GCお よびFAB/MS分 析 に よ り

血清 型16型 と診 断された感染患 者血 清 をTween-20加

リン酸緩衝 液で稀釈 後50μlず つ 各wellに 加 え37℃30

分 間反応 させ2次 抗体(抗 兎IgG抗 体,抗 ヒ トIgM抗

体 および抗 ヒ トIgG抗 体,500倍 稀釈)を50μl加 え,

Fig. 1 Thin layer chromatograms (TLC) of
 alkali stable lipids from some sero-

vars in MAC. Plate was developed 
with a solvent system of chloroform-
methanol-water (60: 16: 2, v/v) and was 
charred after spraying with 50% H2SO4.

 Numbers on the TLC spots show type 
specific glycopeptidolipid antigens.

Fig. 2 Gas chromatograms (GC) of alditol acetates of GPLs from MAC serovar
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A

B

Fig. 3 GC/Cl/MS of alditol acetates of MAC serovar 16 GPL antigen. 
 A : reducted by NaBH4 and acetylated by (CH3C00)20

 B: reducted by NaBD4 and acetylated by (CD3C00)20
 Ionization by NH3 gas.

さらに45分 間反応後基質(0.2NNa2HPO4+0.1Mク エ

ン酸+0-フ ェニ レンジ ア ミン10mg+H20210μl)を50

μl加 えELISA Reader(コ ロナMTP-100)に て吸光

度(OD:492-630nm)を 測定 した。

結 果

1.TLCパ ター ン

GPLは 脂肪酸 ペ プチ ドお よび糖鎖 よ りな り血 清型

で糖鎖構造 は異 なる｡TLC上 は糖鎖 の極 性 の違 い によ

り種 々のRf値 を示 し,Rf値 に よ り血清 型 の推測 が可

能 で あ るが,Rf値 が 近 似 す る もの で は 一 種 の 溶 媒 の み

で は血 清 型 の 同 定 は困 難 で あ った(Fig.1)｡

2.血 清 型16型GPLの 構 造 同 定

1)血 清 型16型GPLの 糖 組 成

(1)GC分 析 の 結 果

血 清 型16型GPLを 水 解 後 ア セ チ ル 化 し 生 じ た

alditol acetateをGCで 分 析 した と こ ろ(Fig.2),

モ ル比1:1:2で 共 通 糖 成 分 で あ る3,4-di-0-methyl

 rhamnose,6-deoxy talose,rhamnoseの ピー クが

検 出 さ れ,2倍 量 のrhamnoseを 含 む こ とが 明 ら か と

―16―
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A

B

Fig. 4 GC/EI/MS of alditol acetates of MAC serovar 16 GPL antigen.
 A: reducted by NaBH4 and acetylated by (CH3COO)20

B: reducted by NaBD4 and acetylated by (CD3COO)20

なった。 さらに4-O-methylrhamnoseと2つ の 未

知糖(X-1,X-2)の ピーク も検 出 された｡水 解 条件 に

よりX-1とX-2の 相対 比が変化 し,X-1はX-2の 水

解操作 中の副産物であ りX-2が 本 来の 未知糖 で あ る こ

とが明 らか となった。同時に行った血清 型17型GPLの

GC分 析 と比較 した ところ,末 端糖 のみが異なる ことが

明 らか となった。

(2)GC/MS分 析 の結果

alditol acetateをNH3を 反応 ガス に用 い てGC/CI

/Msで 分析 した ところ(Fig.3),x-1の(M+NH4)+

はm/z393,(M+H)+はm/z376に,X-2の(M+H)+

はm/z520に 検 出され,X-1の アセチ ル化糖 の分 子量

は375,X-2は519と 同定 された。またX-1とX-2の 間

には分子量144の 差 があるこ と,ま たTLC上 のRf値 と

糖組 成が血清型17型GPLに 類似す るこ とよ り,低 級脂

肪酸 がN-ア シル基 として存在 する と考 え られた。

次 にalditol acetateをGC/EI/MSで 分析 した とこ

ろ(Fig.4),x-1は 還元 末端,非 還 元 末端両 側 よ り無

水酢 酸では60マ スずつ,重 水素 置換無水酢酸 では63マ ス

ずつ の解裂 を認 め た｡こ の こ とよ り3,6-dideoxy

―17―
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Fig. 5 GC/EI/MS of short-chain fatty acid methyl esters of MAC serovar 16 GPL antigen.

hexoseで ある と考え られた。またアセチ ル化糖 の疑似

分子 イオ ン(M+H)+が376で あ ること,ま た血清型17

型GPLに 類似 するこ とよりX-1はNを 含 み,C3位

はア ミ ド結合である と考え られた。また本 来の未知糖で

あ るX-2は 同様 にm/z187か ら127へ,m/z190か ら

127へ,60あ るいは63マ スずつの解裂 を認 めた 。 この こ

とよりX-2もN-ア シルア ミ ド糖 で先 のN-ア シル低 級

脂肪酸にはhydroxy基 が存在 するこ とが 明らか とな っ

た｡ま た両条件 下においてm/z59が 存 在 す る こと よ り

methoxy基 が存在す る と考 え られた。

(3)脂 肪酸分析 の結果

GC/MSの 分析結果 よ り末端糖 には低級脂肪酸部分が

存在 する ことが明 らか となったため,脂 肪酸部分 の炭素

数 を解析 す る ためGPLの メチル エス テル化 脂肪 酸 を

Gc/EI/Ms分 析 した ところ(Fig.5),c14よ り短 鎖側

にSFA(short-chain fatty acid)-1お よ びSFA-2

が 検 出 され,SFA-1の マ ス ピ ー ク よ りM+のm/z176

が 検 出 され,炭 素 数5の 極 性 低 級 脂 肪 酸(C8H1604)で

あ る こ とが 明 らか と な った 。 またM-59のm/z117よ り

32マ ス 解 裂 したm/z85,C2とC3で 解 裂 し たm/z88

が 認 め られ た｡こ の こ と よ り末 端糖 のN-ア シ ル 化 低 級

脂 肪 酸 は2'-methyl,3'-hydroxy,4'-methoxy

 pentanoic acidと 考 え られ た｡こ の こ と よ り血 清 型16

型GPLの 未 知 糖 は,3-amido(2'-methyl,3'-

hydroxy,4'-methoxy pentanoyl)3,6-dideoxy

 hexoseで あ る と同 定 され た｡

以 上 よ り血 清 型16型GPLの 糖 鎖 構 造 は,3-amido

(2'-methyl, 3'-hydroxy, 4'-methoxy pentanoyl)

3, 6-dideoxy hexose•¨4-O-methyl-L-rhamnose 

•¨L-rhamnose•¨L-rhamnose•¨6-deoxy-L-

―18―
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Fig. 6 Proposed structure of MAC serovar 16 GPL antigen.

taloseと 同 定 され た(Fig.6)。

2)血 清 型16型GPLの 脂 肪 酸 組 成

先 に行 っ た血 清 型GPI.の 脂 肪 酸 分 析 よ りinvariant

 lipid core(脂 肪 酸,peptido,3,4-di-O-methyl

 rhamnose)の 主 な脂 肪 酸 組 成 はC30:1,C32:1と 同

定 さ れ た(Fig.5)。

3)血 清 型16型GPI.の 全 体 構 造

血 清 型16型GPLをintactの ま まnegativeFAB/

MSで 分 析 した とこ ろ(Fig.7),GPLの 分 子 イ オ ン か

らプ ロ トンが1分 子 離 脱 した と思 わ れ る(M-H)+がm

/z1932に 検 出 さ れ,糖 鎖 部 分 の非 還 元 末 端 か ら;ま ず

N-ア シ ル デ オ キ シ 糖 の 解 裂 に よ り306マ ス 少 な いm/z

1626の ピー ク,次 に4-O-methyl rhamnoseの 解 裂 に

よ り160マ ス 少 な いm/z1466の ピ ー ク,そ し て

rhamnoseの 解 裂 に よ り146マ ス ず つ 少 な いm/z1320,

1174の ピー ク,さ ら に6-deoxytaloseの 解 裂 に よ り

146マ ス 少 な い1028の ピー クが そ れ ぞ れ 認 め ら れ た 。 こ

の こ と よ りinvariant lipid coreの 脂 肪 酸 はOH-C32

:0(一 部C32:1お よびC34:0も 含 む)で あ り,水 解

後 ガス ク ロマ トグ ラ フ ィー で 分析 して 得 た 結 果 と一 致 し

た 。

4)血 清 型16型GPLの1H-NMR

血 清 型16型GPLを1H-NMR分 析 した とこ ろ(Fig.

8),脂 肪 酸 ピ ー ク が1.0PPMに,3個 のO-methyl基

に も とつ くピ ー クが3.2-4.0PPMに,5個 の 糖 ピ ー クが

4.4-5.2PPMに 認 め られ た 。 ま た,糖 ピ ー ク の う ち1個

の ピー ク は2倍 量 で あ る こ とが 明 らか とな っ た ° こ の結

果 は,糖 鎖 構 造 のalditol acetate分 析 お よ びFAB/

MSに よる解 析 で得 られ た結 果 と一 致 した 。

3.血 清 型16型 不 完 全GPLの 構 造

β-elimination法 で」糖鎖 を離 脱 した血 清 型16型 不 完

全GPL(β-eliminated GPL)は,negative FAB/

MSで 分析 した ところ(M-H)+がm/z1028が 検 出 さ

れ,3,4―di-O-methyl rhamnoseの 解 裂に よるm/z

854が 認め られた。 この こ とよ りβ-eliminatedGPL

はinvariant lipidcoreで あ ることが明 らか となった。

4.ELISA法 によるMACの 血清型迅速診断

1)GPLと 標準菌免疫家兎血清 との反応性

単離精製 した各GPLを 抗 原 と しGoodら の方法 で

作成 した標準菌免疫家兎血清 を用い て血清 稀釈640倍 に

お いてELISA法 で反応性 を調べ たところ,血 清型4型,

9型,12型 お よび17型GPLはhomologousな 血清 と

のみ反応 し他 の血清 とはほとんど反応 を認 めなか った。

これに対 して今 回構造解析 した血清型16型GPLは,末

端糖 のみが構造 の異 なる血清型17型 標準菌免疫家兎血清

と非常 に弱 い交差反応 を示 したが,他 のGPLと は交差

反応 を示 さず高い特異 性 があ る こ とが 明 らか とな った

(Fig。9)℃

2)ELISA法 に よる患者血清 中の抗GPLs抗 体 の測定

臨床分離菌 より抽 出 したGPLのTLC,GCお よび

FAB/MS分 析 に より血清型16型 と診 断 された患者 血清

中のGPLsに 対 する抗 体価 を調べ た ところ,IgM画 分

で は血清稀 釈320-5120倍 の い ず れ に お い て も多 くの

GPLsに 対 しほぼ同程度の 非特 異反応 を示 し,血 清 型

の決定は不可能であった 。 これ に対 して,IgG画 分 で

は患者血清 は血清稀釈320-5120倍 のいずれにおいて も血

清型16型GPLと 特異的 に反応 し(Fig.10),血 清型 が

ELISA法 によ り決定で きた。

3)ELISA法 による患者血清の 血清型16型GPLと 不

完全GPLの 反応性の比較

次 に構造 の異 なる血清型16型GPLと β-eliminated

GPLを,抗 原量 を変 えて,血 清型16型 患者 血清 と反応

させIgG抗 体価 を調べ たところ,GPLで は1μgで も

2.5μgと 同 様 に 特 異 的 反応 が 再現 され た 。 しか し
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Fig. 7 Negative FAB/MS spectrum of MAC serovar 16 GPL antigen.
(fatty acid component (OH-C32:0))

Fig. 81H-NMR spectrum of MAC serovar 16 GPL antigen.
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Fig. 9 ELISA demonstrating the reactivity of GPLs from MAC serovar 4 , 9, 12, 16 
17 against homologous and heterologous rabbit antisera .

Fig. 10 IgG antibody titers of patients sera excreting MAC serovar 16 against 

 various GPLs.

invariantlipidcoreで あ る β-eliminated GPLで

は,血 清稀釈320-5120倍 の いずれ におい ても反応 はほと

んど認 められず,GPLの エ ピ トープは糖鎖 部分 で あ る

ことが明 らか となった(Fig.11)｡

考 察

近年,非 定型抗酸菌感染症がAIDS患 者3)～5),ス テ

ロイ ド長期使用患者,人 工透析患者等宿 主の抵抗力 の低

下を伴 う患者 に増加 してお り注 目されて きている｡な か

で もMACは その主要原 因菌 であ り,一 般 に難 治性 で

あ ることか ら本菌種 の診断は重要である｡MACは 感染

宿主の局所的 ・全身的抵抗 力の強弱に より分離 される血

清型 に偏 りがあ り,米 国では8,16,4型16),本 邦 で は

16,1,4型6)が3主 要血清型 であ る な ど感染 頻度 に地

域性 があるこ と,血 清型 によ りビル レンスが異なること,

また血清型 によ り化学療法 の奏 効性 が異 な る17)こ と等

の諸家 の多 くの報告が あ り,MAC感 染症 において は血

清型診 断が ます ます重要 と考 えられてい る｡
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Fig. 11 IgG antibody titers of patients sera excreting MAC serovar 16 against 

GPL and 13-eliminated GPL from serovar 16.

Brennanら は,グ ラ ム 陰 性 細 菌 のLipopolysac.

charidesのO抗 原 と対 比 して コ ロ ニ ー の性 質 と も関 連

の 深 いMAC細 胞 表 層LIlayerの ℃-mycoside'に

含 ま れ る18)血 清 型 特 異 ペ プ チ ド糖 脂 質抗 原(GPL)の

構 造 が重 要 で あ る と しエ ピ トー プ で あ る糖 鎖 構 造 の解 析

同 定 を行 っ て い る 。 い ず れ の糖 鎖 もO-メ チ ル 化 糖,デ

オ キ シ糖,N-ア シ ル化 糖 等 天然 で は 極 め て 特 異 な 糖 を

含 む こ と を報 告 し,現 在 まで にMACの28種 の 血 清 型

の う ち13種 の 血 清 型GPLの 糖 鎖構 造 を同 定 して い る3)

19)～28)
。 こ れ に よ り血 清 型 診 断 が 可 能 と な りつ つ あ る

が,し か し未 知 の 血 清 型GPLも 存 在 しそ の 糖 鎖 構 造 の

決 定 が 望 ま れ て い る 。

既 知 の 血 清 型17型GPLの 糖 鎖 構 造 が4-(2'-

methyl,3'-hydroxy)butyramido4,6-dideoxy

hexose→4-O-methyl-L-rhamnose→L-rhamnose

→L-rhamnose→6-deoxy-L-taloseで あ る こ と を考

慮 し,未 知 の 血清 型16型GPLの 構 造 解 析 を行 い,そ の

構 造 は 主 な 分 子種 は 分 子量1933で あ り,末 端糖 に低 級 脂

肪 酸 を持 つ ア ミ ド糖 が 存 在 す る新 しいGPLで 糖 鎖 構 造

は3-amido(2Lmethyl,3'-hydroxy,4'-methoxy

pentanoyl)3,6-dideoxyhexose→4-O-methy1-L-

rhamnose→L-rhamnose→L-rhamnose→6-de-

oxy-L-taloseと 同 定 さ れ た 。 今 後13C-NMR,

permethylation(perdeuteriomethylation)法 を用

い た糖 鎖 構 造 の結 合 位 置 の検 討 が必 要 と考 え られ る 。

後 藤 ら29)は,MACのGPL構 成 脂 肪 酸 はC30以 上

の 直 鎖 酸 の ほ か に抗 酸 菌 特 有 の 長鎖 多 メ チ ル分 枝 酸 を含

み,さ ら に2-hydroxyC32:1酸 を含 む こ と を 明 ら か

に し,血 清型16型GPLの 脂肪 酸組 成 はC30:1とC32

:1の 含量が高 いと報告 してい る。 今 回の分 析 の結 果で

は脂肪酸組成 はOH-C32:0(一 部C32:1お よびC34:

0も 含 む)で あ り一致 した。

またGPLをintactの ま まFAB/MS分 析 す る こと

は分子量 の決定 に必須 であるのみな らず,そ のフラグメ

ン トイオ ンを解析す るこ とで糖鎖構造 の配列 の解析 を可

能に し,さ らに血清 型16型GPLの ように末端糖 が特異

構 造 を持つ場合,血 清型診断 を迅速かつ容易 にする可 能

性があ ると考 えられた。

Yanagiharaら15)は,MAC臨 床分離菌 よ り抽 出 し

たGPLを 抗原 と して用いたELISA法 にて血清 型 を検

討 したところ,TLCの 結果 と良好 な一致 を示 した と報

告 している。 しか し,こ の方法 は分離菌 よ りのGPLの

抽 出に長 時間を要す るため感染動物か ら菌 を分離す るこ

とな く血清型診 断を行 う方法が検討 されていた。

Ikawaら12)13)は,ブ タMAC感 染症 においてMAC

標準 菌 より抽 出 したGPLを 抗原 としてELISA法 を行

い抗GPL抗 体価 を測 定 し,そ の上昇 が認め られた14例

中13例 の分離菌につ いてTLCパ ター ンお よびSchae-

ferの 凝集反応 を行った。その結果両者は良 好 な一致 を

示 し,こ の方法 は短時間(4時 間以内)で 正確 に結果 が

得 られ ることか ら,感 受性お よび特異性の両面 において

満足 のい くものであ った と報告 してい る。

今 回同定 した血清型16型GPLは,末 端糖 と して天然

では極 めて特徴 的な構 造 の3N一 ア シル デオ キシ糖 をも

つペ プチ ド糖脂質抗 原 であ る こと よ り,ヒ トMAC症

においてELISA法 による血清型迅速診 断の可能性 が示
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唆 されたため,16型GPLを 中心 に検討 したところ,16

型GPLはMAC血 清型16型 標準菌免疫家兎血清 と特異

的 に反応す ることが認め られ た。

そ こで血清型16型 感染 と診 断 され た患者 血清 と16型

GPLのELISA法 を行 った ところ,IgG画 分 では血 清

稀釈5120倍 とい う高稀 釈 において も極 めて特異性の高い

反応 を示 し,ヒ トMAC感 染症において もELISA法 に

よる血清型迅速診断法の可能性 が示唆 された。ただ し,

血清 型16型 のみが 分離 された 症 例 の 血 清 抗 体 の16型

GPLに 対す る反応性 を検 討 したがELISA法 で は分 散

が大 きく,OD値 の平均 を求める ことは困難 と考え られ

た。

次にその反応 部位 を検 討するため糖 鎖 を離脱 した β-

eliminated GPLを 作 成 し反応性 を比較 検討 した と こ

ろ,β-eliminatedGPLの 反応性 は血清稀釈320-5120

倍 のいずれにおいて も非常 に弱 く,GPLの エ ピ トープ

はその糖鎖 部分 にあるこ とが確認 された。

血清型16型GPLの よ うに末端糖 が極 めて特異 な構造

を もつ場合 にはその反応 が非常 に特異 的であ り,今 後,

症例 数を増 や しGPLの 抗原量 および患者血清 の稀 釈倍

率 についての検討 を行 い,cut off値 を設 定す れ ば血清

型診 断は可 能になる と考 え られる。

以上MACの 血清型16型GPLの 糖鎖構造の解析 同定,

さ らにそ の抗原性 につ いて報 告 した 。 今 後,未 知 の

GPLsの 糖鎖構造の解析 同定お よび血清 型迅 速診 断法

につ いての検討が必要 と思 われ る。
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