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Mycobacterium avium complex(MAC)血 清 型 特 異 的

glycopeptidolipid (GPL)の ヒ ト単 球phagocytosisお よ び

phagosome-lysosome fusionに 及 ぼ す 影 響
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Mycobacterium avium complex (MAC) is a typical intracellular parasite similar to M. 

tuberculosis and is one of the most important pathogens that coinfects AIDS patients. 

Attention has been focused on M. avium infection causing immunosuppression of hosts. 

Specific serotype—subspecies such as 1, -4 or -8 serotypes can be isolated frequently in 
humans infected with HIV. Furthermore, the prognosis after infection differs depending 

on the serotype. Serotype-4 in general shows unfavourable prognosis, while serotype-16 

yields rapid recovery. Therefore, we have been interested in the immunomodifying activ
ity of the surface glycopeptidolipid (GPL) antigen. However, no information has been 

available to date dealing on the virulent factor of MAC that is directly related with 

intracellular bactericidal activity. Recently, we have tried to test the effect of various 

GPLs purified from MAC on phagocytic processes of human peripheral blood monocytes 

(PBMC). We have used GPL—coated heat—killed staphylococcal cells to be phagocytosed 
by PBMC, and phagosome—lysosome fusion (P-L fusion) was estimated by the acridine 

orange staining of fused vesicles and bacteria. Results showed strong promotion of 

phagocytosis and marked inhibition of P—L fusion by serotype-4 GPL, while neither pro
motion of phagocytosis nor inhibition of P—L fusion in phagocytic cells were shown by 

serotype-16 GPL. Serotype-8 GPL showed concomitant stimulation of both phagocytosis 
and P-L fusion. These effects may be due to some unknown interaction between specific 

carbohydrate chain and organella membranes and serotype-4 GPL may be one of the

〒545-0051大 阪府大阪市阿倍野 区旭 町1-4-54  1-4-54, Asahi—machi, Abeno -ku, Osaka-shi, Osaka 
545-0051 Japan.

(Received 15 Mar. 1999/Accepted 4 Oct. 1999)

9―



10  結 核 第75巻 第1号

possible virulent factors in MAC. Comparison with known possible virulent factors such 
as trehalose 6,6' -dimycolate (TDM), trehalose 6-monomycolate (TMM), glucose 6-mono

mycolate (GM) or sulfatide was also reported.
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緒 言

結核 をは じめ とする抗 酸菌感染症は,今 なお感染症 の

中で重要な位置 を占めてお り,さ らに近年,人 型結核 菌

以外 に非定型抗酸菌 による感染症が増加の傾 向にある。

中で も-Mycobacterium avium complex(MAC)は,

AIDS患 者 に合併 し,予 後 に影響 を与え る日和見感染症

と して注 目されてい る1)2)。MACは,細 胞表層 成分 で

あ るglycopeptidolipid(GPL)の 抗 原性 の違 い に基

づ き,少 な くとも28種 の血清 型 に分類 され るが3),

AIDSに おい ては特定の血清型,特 に1, 4, 8型 によ る

感染頻度が高 く4),ま た4型 の合 併例 が最 も予 後不 良

といわれてお り,血 清型 と病原性 の関係が注 目されてい

る。また,MACは 細胞 内寄生性細菌で あ り,単 球 お よ

びマクロフ ァージに貧食 された後 も,ほ とんど排除 され

るこ とな く細胞 内で増 殖 し5),宿 主 に対 して さま ざま

な免疫 学的影響 を及 ぼす こ とが知 られ てい る6)～10)。

MACが マクロフ ァージに よる殺菌作用 を免 れ,細 胞 内

で生 きなが らえる機序 についての仮説 はい くつかあるが,

その実態はい まだ不 明な点が多い。また,こ れ らのマク

ロ ファージに対する抗殺菌作用は,MACの 血清型によつ

て差がある ことが知 られている。

今回,MACの 血清 型 間 にお け る病原性 の 違い に,

MACの 各血清型 を特異的 に決定する細胞表層成分で あ

るGPLが 関係 してい るのではない か と考 え,GPLの

ヒ ト単球 に よ る貧 食 お よ びphagosome-lysosome

fusion(P-Lfusion)に 及 ぼす影響 について検討 した。

比較す るGPLと して,AIDS末 期患者か ら最 も高頻 度

に分離 され,最 も予後が悪い とい われてい る4型,比 較

的高頻度 に分離 されるが病原性 は4型 に比べて弱い とさ

れている8型,お よび比較 的薬剤 に反応 しやす く予後 は

良い とされている16型 につ いて検討 した。

また,cord factor; trehalose 6,6'-dimycolate

(TDM)お よびsulfatideは,以 前 よ り結 核菌 の病 原 因

子 として知 られているが,P-L fusionに 及 ぼす 影響

に関 しては,と もに抑 制する とい う報告 が散見 され,い

まだ一定の見解 が得 られて い ない。そ こで今 回,GPL

以外 に,抗 酸 菌 に 特 徴 的 な細 胞 表 層 糖 脂 質 成 分 で あ る

TDM, trehalose 6-monomycolate(TMM), glu-

cose 6-monomycolate(GM)お よ び2,3,6,6'-

tetra-acyltrehalose 2'-sulphate(sulfatide)に つ

い て も同様 に検 討 し,GPLと 比 較 した 。

実 験材 料 お よ び方 法

1.MACの 培 養

菌株 はATCC由 来 の標 準 菌 を用 い た 。MACの 各 菌

株 を,glycerol(2ml/l)お よびMiddlebrook ADC

Enrichment(sodium chloride-bovine albumin-

dextrose-catalase: Becton Dickinson Microbiol-

ogy Systems)(100ml/l)を 含 むMiddlebrook 7H9

broth(Difco Laboratories)の 液 体 培 地 で37℃3週

間 振 盤 培 養 し集 菌 した 。

2. GPLの 単 離 と精 製

菌 体 か ら30倍 容 の ク ロ ロ ホル ム:メ タ ノ ー ル(2:1,

V/V)で 脂 質 を抽 出後,0.2N水 酸 化 ナ トリ ウム 加 メ タ

ノ ー ル 中 で37℃, 60分 間水 解 し,ア ル ヵ リ安 定 脂 質 を

得 た 。得 られ た脂 質 をSilica gel G薄 層 ク ロ マ トグ ラ

フ ィ ー(TLC)プ レ ー ト(20×20cm, 250μm: Anal-

tech, Inc.)上 で ク ロ ロ ホ ル ム:メ タ ノ ー ル:水(65:

25:4, V/V)を 展 開溶 媒 と して展 開 し,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)に て抽 出 し単 離 精 製 した 。 な お,GPLの ス ポ ッ

トは,展 開 したTLCプ レ ー トを 乾 燥 後,50%硫 酸 を噴

霧 して180℃ で 加 温発 色 させ,各GPLのRf値 お よ び特

徴 的 な呈 色 反応(黄 褐 色 一黒褐 色)に て確 認 した(Fig.1)。

単 離 精 製 し たGPLは,nitrobenzyl alcohol: tri-

ethyleneglycol mono-N-butyl ether(1:1,V/V)

をmatrixと して,fast atom bombardment mass

spectrometry(JEOL-SX-102)分 析 を行 い同定 した。

一 般 に
,GPLは,Fig.2に 示 す よ う に,炭 素 数32前

後 の 脂 肪 酸 に,(D)-phenylalanine,(D)-allo-

threonine,(D)-alanine,(L)-alaninolの4個 の ア

ミノ酸 が 結 合 し,さ ら に3,4-di-O-methylrharnnose

が結 合 したペ プチ ド糖脂 質 を共 通 の 構 造 と して持 ち,こ
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のallo-thre0nineか ら伸 びた 糖 鎖 構 造 に よ り,各 血 清

型 が 特 異 的 に決 定 され る。4型GPLは 末 端 よ り,4-O-

methylrhamnose,2-O-methylfucose, rhamnose,

 -deoxytaloseの4個 の 糖 で 構 成 さ れ て い る 。8型

GPLは 末 端 よ り,4,6-(1'-carboxyethylidene)-3-

O-m-ethylglucose,rhamnose,6-deoxytaloseの3

個 の糖 で構 成 され てい る 。16型GPLは3-(2'-methyl-

3'-hydroxy-4'-methoxy pentanoylamido)3, 6-

dideoxyhexose,4-O-methylrhamnose, rhamnose

2分 子,6-deoxytaloseの5個 の糖 で 構 成 され てい る。

3.単 球 の調 整

ヘ パ リ ン採 血 した 健 常 人 末梢 血 を ,同 量 のMono-

Poly Resolving Medium(ICNBiomedical Japan

C0.Ltd.)上 に静 置 し,20℃ で1500rpm30分 間 遠 心

し,単 球 層 を分 離 した 。 分 離 した 単 球 を0.1%ge1atin-

Hanks液 にて3回 洗 浄 した 後,10%非 働 化foetalbo-

vine serum(GIBCO Laboratories),penicillin G

Fig. 1 Thin layer chromatography 
(TLC) of alkali stable lipids isolated 
from three MAC serovars. (1) Serovar 
4 crude lipid, (2) Serovar 4 GPL, (3) 
Serovar 8 crude lipid, (4) Serovar 8 
GPL, (5) Serovar 16 crude lipid, and 
(6) Serovar 16 GPL. Development of 
samples was undertaken in chloro
formmethanol  water (65:25:4, V/V) 
and visualized after treatment with 50% 
H2 SO4. Arrows indicate specific types 
of GPL.

(100U/ml),streptomycin(100μg/ml)加RPMI

1640 medium(日 研 生 物 医学 研 究 所)に て5×106cells/

mlの 濃 度 に調 整 した 。

4.MAC死 菌 体 の貧 食

MAC菌 体 を60℃ で60分 間加 熱 し,死 菌 体 と した 後,

gelatin-Hanks液 で3回 洗 浄 し,1×108cells/ml:

gelatin-Hanks液 の 濃 度 に調 整 した 。 一 方,同 様 に し

て得 られ た菌 体 か ら ク ロ ロホ ル ム:メ タ ノ ー ル(2:1,

V/V)に て 細 胞 表 層 の 脂 質 を除 去 した 脱 脂 菌 体 も1×108

cells/ml:gelatin-Hanks液 の 濃 度 に 調 整 した 。 調 整

した 単 球 浮 遊 液(5×106cells/ml)200μ1をcover slip

(13mm,round;三 光 純 薬)上 で37℃,90分 間 イ ンキ ュ

ベ ー トした 後 ,RPMI 1640mediumに て3回 洗 浄 し,

非付 着細 胞 を除去 した 。 こ の よ う に し てcoverslip上

に付 着 させ た単 球 に,上 記 の菌 体 浮遊 液(1×108cells/

ml)を 各 々200μlず つ 乗 せ,37℃ で1,3,6時 間 イ ン

キ ュベ ー トした 。 イ ン キ ュベ ー ト後,RPMI1640me-

diumで3回 洗 浄 し,単 球 を メ タ ノ ー ルで 固 定 した 。 乾

燥 後,ziehl-Neelsen染 色(TB Quick Stain Kit;

 BBL Microbiology Systems)し,顕 微 鏡(1000倍)

で 単 球 に貧 食 され た 菌 数 を数 えた 。

5. GPLでcoatingし たS. aureusの 貧 食

GPLは メ タ ノ ー ル に 溶 解 し(0.2～25μg/ml),S.

 aureus死 菌 体(1×108cells/ml)と 混 和 し,エ バ ポ

レ ー タ ー に て 溶 媒 を 完 全 に蒸 発 させ た 後,gelatin-

Hanks液 を加 え て1分 間sonicationし,さ らにvoltex

に て 十分 掩 拝 し,GPLでcoatingし たS.aureusの 浮

遊 液(1×108cells/ml:gelatin-Hanks液)と した。

上 記 方 法4.と 同様 に してcoverslip上 に付 着 させ た 単

球(5×106cells/ml)に,GPLでcoating(0.2～25

μg/ml)し たS.aureus浮 遊 液(1×108cells/ml)を

200μZ乗 せ,1,2,3,4時 間 イ ンキ ュベ ー トした 。 イ ン

キ ュベ ー ト後,RPMI 1640 mediumに て3回 洗 浄 し

た 後,メ タ ノ ー ル で 単 球 を 固 定 し た 。 乾 燥 後,

methylene blueで 染 色 し,顕 微 鏡(1000倍)に て 無

作 為 に選 ん だ 少 な く と も100視 野 に お い て,1視 野 当 た

りの 単 球 数 お よび,1個 の単 球 に貪 食 され た 菌 数 を数

え た11)。 結 果 は10サ ンプ ル の平 均 値 と した 。

6. GPLでcoatingし たS. aureusのphagosome-

lysosome fusion(P-L fusion)

P-Lfusionの 実 験 は,Ishibashiら12)あ る い は

Fig. 2 Common structure of glycopeptidolipid (GPL) antigen in MAC .
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Serovar 4 Serovar 16

Fig. 3 Time-course for phagocytosis of intact (•E) and delipidated 

(•Ÿ) MAC serovar 4 and 16 by human monocytes. Each point repre

sents mean•}S.E. (n=10)

Miyazakiら11)の 方 法 を一 部 変 更 して 行 っ た 。 上 記 方

法4.と 同 様 に してcover slip上 に付 着 させ た単 球(5×

106cells/ml)に,PBS(日 研 生 物 医学 研 究所)で5μg/

mlに 調 整 したacridine orange(SIGMA Chemical

 company)を 加 え,37℃ で15分 間 反 応 さ せ た 後,

RPMI 1640 medium(抗 生 物 質 を含 ま な い)で3回 洗

浄 した 。 こ の よ うに してacridine orangeで 標 識 し た

単 球 に,GPLでcoating(0.2～25μg/ml)し たS.

aureus浮 遊 液(1×108cells/ml)を 乗 せ,3時 間 イ ン

キ ュ ベ ー ト し た後,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520nm)を 用 い,無 作 為 に 選 ん だ 少 な く と も100視 野

にお い て,1視 野 当 た り の 単 球 数 お よ びacridine or-

angeに 染 色 され た 菌 数 を数 えた 。 引 き続 い て,単 球 を

メ タ ノ ー ルで 固 定 し,乾 燥 後methylene blue染 色 し,

方 法5.と 同様 に単 球 数 お よ び菌 数 を 数 え た 。P-Lfu-

sionはfusion index(FI)で 評 価 し,さ ら にpha-

gocytic index(PI)に 対 す るfusion indexの 比FI/

PIに つ い て も評 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

FI=(P-L fusionを 起 こ した 菌 の総 数/単 球 の総 数)

×(P-L fusionを 起 こ した 単 球 の 総 数/単 球 の

総 数)

×100

7. TDM, TMM, GMお よ びsulfatideでcoating

したS.aureusの 貪 食 お よ びP-L fusion

TDM,TMM,GMはRhodococcusterrae70012

株 菌 体 よ り,ま たsulfatideはMycobacterium tu-

berculosis Aoyama B株 菌 体 よ り抽 出 精 製 し た もの

を使 用 した 。TDM,TMM,GMお よ びsulfatideに

ついて も,GPLと 同様 の方法で貪 食,P-L fusionお

よびFI/PIに ついて評価 した。 た だ し,こ れ らの糖脂

質 は2-プ ロパ ノールに溶解 させた もの を用いた。

結 果

1. MAC菌 体お よび菌体か ら脂質 を除去 した脱脂菌 体

の単球 による貪食

まず,GPLの 貪 食 に及 ぼす 影 響 を調 べ る前 に,

MAC菌 体表面 の脂質が貪食 に関係 して いることを確 認

す るために,MAC血 清型4型 菌 お よび16型 菌 につい

て,intactな 死菌体 お よび菌体 か ら脂質 を除去 した脱

脂 菌体 を ヒ ト末梢血 単球 に貪 食 させ た。Fig.3に そ の

経 時的変化 を示 す。MAC血 清 型4型 菌 お よび16型 菌

は,と もに1～6時 間で経 時的に顕著 に貪食 された が,

菌体か ら脂質 を除去する と,貪 食は著 しく阻害 された。

また,6時 間のイ ンキュベー トにて,血 清型4型 菌は16

型菌 に比 べ て,よ り活発 に貪 食 され る 傾 向 を示 した

(0.01<p<0.05)。 そ こで,MAC血 清 型 間 におい て特

異的 に異 なる最 も特徴的 な細胞表層成分GPL抗 原が,

単球 による貪食 に影響 を及 ぼ してい るので はないか と考

え,MAC各 血清型菌体表面 の脂質か らGPLを 単離 し,

その貪食 に及 ぼす影響 につ いて調べ た。

2. GPLの 貪食 およびP-L fusionに 及 ぼす影響

4,8お よび16型GPLでcoatingし たS.aureusを,

各々,単 球 と3時 間イ ンキュベー トして比較 したところ,

Fig.4に 示 す ように,4型 お よび8型GPLでcoating

したS.aureusは と もに,GPLの 濃 度 が5μg/mlま

では,GPLの 濃度依存 的に貪食は促 進 され,GPL 5μg/

mlで 貪食はcontrolに 比べて約2倍 に促 進 され た。 一

方,16型GPLでcoatingし たS.aureusで は,貪 食に

特 に影響 は認め られ なか った。

単球 による貪食の後 に続い て起 こるP-L fusionに

12
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Serovar 4 Serovar 8 Serovar 16

Fig. 4 The effect of GPL on phagocytosis of S. aureus by human 

monocytes. S. aureus (1•~108/ml) were coated with GPL derived 

from MAC serovar 4, 8 and 16 and incubated with human 

monocytes for 3hr. The values represent mean S .E. (n=10)

Serovar 4 Serovar 8 Serovar 16

Fig. 5 The effect of GPL on P-L fusion of human monocytes. S. 

aureus (1•~108/ml) were coated with GPL derived from MAC 

serovar 4, 8 and 16 incubated with human monocytes for 3hr. And the 

fusion index was calculated. (See materials and methods) The val

ues represent mean•}S.E.(n=10)

対 して,各 血 清 型GPLの 及 ぼ す 影 響 に つ い て 調 べ た と

ころ,Fig.5に 示 す よ うに,4型GPLでcoatingし た

S.aureusで は,GPLの 濃 度 依 存 的 にfusion index

(FI)は 低 下 し,GPL 5μg/mlで はcontro1に 比 べ て

FIは1/2以 下 に低 下 した 。 しか しな が ら,8型GPLで

coatingし たS.aureusで は,逆 にGPLの 濃 度 が5μg/

mlま で は,GPLの 濃 度 依 存 的 にFIは 上 昇 し,GP L

5μg/mlで はcontrolに 比 べ てFIは 約2倍 に上 昇 した。

一 方
,16型GPLでcoatingし たS.aureusで は,FI

はcontrolに 比 べ て特 に有 意 な 変 化 は認 め られ な か っ

た 。

以 上 の 結 果 よ り,S.aureusの 菌 体 表 面 にcoating

した4型GPLは,単 球 に貪 食 さ れ た後,P-L fusion

を顕 著 に抑 制 し た が,逆 に8型GPLはP-L fusion

を促 進 させ る作 用 が 認 め られ た。 また,16型GPLはP-

L fusionに 影 響 を及 ぼ さ なか った 。

次 に,GPLの 貪 食 お よびP-L fusionに 及 ぼ す 影 響

をFI/PIに よ って 評 価 す る と,Fig.6に 示 す よ うに,4

13
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Serovar 4 Serovar 8 Serovar 16

Fig. 6 Comparative FI/PI ratio induced 
by GPL of MAC serovar 4, 8 and 16.

A B C D

Fig. 7 The effect of TDM, TMM, GM and sulfatide on phagocytosis of S. 

aureus by human monocytes. S. aureus (1•~108/m/) were coated with TDM 

(A), TMM (B), GM (C) and sulfatide (D) and incubated with human 

monocytes for 3hr. The values represent mean•}S.E. (n=10)

型GPLでcoatingし たS.aureu8で は,PIは 上 昇 す

るが,逆 にFIは 低 下 す る の で,FI/PIはGPLの 濃 度

依 存 的 に さ らに著 明 に低 下 した 。一 方,8型GPLで は,

PIは4型GPLと 同様 に上 昇 す るが,FIも そ れ に 平 行

して 上 昇 す る の で,FI/PIは ほ ぼ一 定 とな っ た 。 ま た,

16型GPLで は,PI,FIと も特 に影 響 を 及 ぼ さ な か っ

た の で,FI/PIも ほ ぼ 一 定 とな っ た 。

3. TDM,TMM,GMお よ びsulfatideの 貪 食 お よ

びP-L fusionに 及 ぼ す 影 響

抗 酸 菌 に特 徴 的 な細 胞 表 層 糖 脂 質 成 分 で あ るTDM,

TMM,GMお よ びsulfatideの,単 球 に よ る貪 食 お よ

びP-L fusionに 及 ぼす 影 響 に つ い て 調 べ た 。Fig.7

に示 す よ う に,TDMお よ びTMMでcoatingし たS.

aureusで は,と もにTDMお よ びTMMの 濃 度 依 存 的

に貪 食 は 抑 制 され た が,GMでcoatingし たS.aureus

で は,貪 食 に特 に影 響 は 認 め ら れ な か っ た 。 ま た,

sulfatideでcoatingし たS.aureusで は,sulfatide

の 濃 度 依 存 的 に貪 食 は促 進 され た 。

Fig.8に 示 す よ う に,TDMお よ びTMMでcoat-

ingし たS.aureusで は,と も にTDMお よ びTMM

の濃 度 依 存 的 にFIは 低 下 したが,GMでcoatingし た

S.aureusで は,FIに 特 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ

た 。 また,sulfatideでcoatingし たS.aureusで は,

sulfatideの 濃 度依 存 的 にFIは 低 下 した 。 以 上 の 結 果

よ り,TDM,TMMお よ びsulfatideは と も にP- L

fusionを 顕 著 に抑 制 した が,GMはP-L fusionに 対

して 特 に影 響 を及 ぼ さな か っ た 。

同 様 にFI/PIに て 評 価 す る と,Fig.9に 示 す よ う に,

14
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A B C D

Fig. 8 The effect of TDM, TMM, GM and sulfatide on P-L fusion of human 

monocytes. S. aureus (1•~108/m/) were coated with TDM (A), TMM (B), GM 

(C) and sulfatide (D) and incubated with human monocytes for 3hr. And the 

fusion index was calculated. (See materials and methods) The values represent 

mean•}S.E. (n=10)

A B C D

Fig. 9 Comparative FI/PI ratio induced by TDM (A), 
TMM (B), GM (C) and sulfatide (D).

TDMお よびTMMでcoatingし たS.aureusで は,

ともにFIは 濃度依存 的に低下 したが,PIも 同様 に低下

しているので,FI/PIは ほぼ一定 となった。また,GM

は,PI,FIと もに影響 を及 ぼ さなか ったの で,FI/PI

も一定 となった。一 方,sulfatideで は,4型GPLと

同様 に,PIは 上昇す るが,逆 にFIは 低下 するので,FI/

PIはsulfatideの 濃度依存的 にさらに顕著 に低下 した。

考 察

1943年 に,ミ ネソタでMACに よる呼吸 器感 染症 患

者が初めて報告 され て以来,数 多 くのMAC感 染症例

が報告 されて きたが,AIDSの 出現 までは,そ のほ とん

どの症例 は呼 吸器 感染 症で あ った。 しか しな が ら,

AIDS患 者で は,消 化管お よび気管支 を初感染巣 と し,

全 身の播種性感染へ と進行 し重篤化す る症例 を多 く認め

る13)。 また,抗 結核剤 をは じめ とす る種 々の化 学療 法

に対 して も治療抵抗性 を示す場合が多 く,治 療法 も確 立

されてい ないのが現状である。

一方
,MACは,Schaeferら に よれば血 清凝 集反応

によ り20以 上の群に細分 されてお り,現 在 まで に28種

の血清型が報告 されて いるが3),ヒ トか らの分離 株 に

は血清型に よって偏 りがあ り,例 えば,AIDS患 者 では

1,4,8型 の分離頻度が高 く,特 に4型 はその50～77%

を占め ると報告 されてい る4)。 また,血 清型 によ り化

学療法 の奏効性 が異 なる とい う報 告 もあ り14),血 清型

と病原性 の関係が注 目されている。

15
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一方
,Brennanら は,グ ラム陰性細 菌 のLipopoly-

saccharidesのO抗 原 と同様の免疫 学的性 質 を持 つ,

MAC細 胞表層LI layerのC-mycosideに 含 まれ る

血清型特異glycopeptidolipid抗 原(GPL)の 構 造 を

解析 し,そ の特異 な糖 鎖構造 の性 質 を明 らか に して き

た15)16)。GPLはlipopeptidyl-O-methyl rhamnose

を共通の構造 と して持 ち,allo-threonineか ら伸 びた

01igosaccharideが エ ピ トープ とな り,各 血清 型 が特

異的 に決定 される。

これまで に知 られてい るGPLの 免疫活 性と して は,

(1)血清型4型GPLは,非 特 異 的なmitogen刺 激 に対

す る リンパ球 の幼若化反応 を抑制す る17)18),(2)血 清 型

4型GPLお よびそのlipopeptide fragmentは,マ ク

ロフ ァージのC3bi補 体 レセプターの発現 を抑制 し,ま

た,マ クロフ ァージに対 してTNF産 生作用が あ る19),

な どの報告 が散見 されるのみである。

MACが マクロ ファージに よる殺 菌作用 を免 れ,細 胞

内で生 きなが らえる機序 としては,(1)マ クロフ ァージ内

に取 り込 まれたMACがP-L fusionを 抑制 し,水 解酵

素のphagosomeへ の移行 を阻害する作 用 を持つ20)21),

(2)たとえP-L fusionが 起 こって も,菌 体 表面 を覆 う

electron-translucent capsuleが,リ ソソーム酵素 の

菌体への浸透 を妨げ る22),(3)マ ク ロフ ァージ 内に取 り

込 まれたMACがsuperoxide anionの 産 生 を抑制 す

る23),な どの機序 が報告 されている。Frehelら20)は,

MAC生 菌お よびγ線で殺菌 した死菌体 ともに,マ ク ロ

ファージのP-L fusionを 抑 制 した こ とよ り,MAC

の細胞表層成分 あるいは細胞壁 成分 がP-L fusionの

抑制 に関与 しているので はないか と指摘 してい る。

今 回,著 者 は,MACに 特有 な細胞表層成分であ り,

各血清型 に特異 的なGPLに 注 目し,GPLの ヒ ト単球

に よる貪食 およびP-L fusionに 及 ぼす 影響 につ い て

検討 した。その結果,4型 および8型GPLでcoating

したS.aureusで 貪 食 は促進 されたが,16型GPLで

は貪 食に特 に影響 を及ぼ さなかったこ とよ り,各 血清型

間における貪 食の差に,GPLが 関与 してい る可 能性 が

示唆 された。一般に,マ クロ ファージに よる異物 識別の

機序 に,異 物表面の疎水性 に よる機序があげ られ,細 菌

の疎水性 と貪食 されやす さとは相関するといわれている。

今回用いたGPL間 におけ る疎水性の違いは,薄 層 クロ

マ トグラフィーの結果 よ り,最 も疎水性が強いのが4型

GPL,次 に16型GPL,最 も疎水 性 が 弱 い の が8型

GPLと 考 えられ る。 しか し,こ の疎水性の違 い は,今

回示 した各GPLの 貪食 に及 ぼす影響の違い を説明す る

こ とはで きず,そ の機序 は不 明であ る。 また,同 様 に何

故4型GPLはP-L fusionを 抑制 し,8型GPLで は

P-L fusionが 促進 され たの か を説 明す る こ とはで き

ない。今 回の実験 に用 いた糖脂質 の中で,P-L fusion

の促進 を認 め たの は8型GPLだ けで あ ったが,8型

GPLの 糖鎖 の末端 には4,6-carboxyethylidenei基 が

あ り,酸 性糖脂 質 となっている。このユ ニークな酸性基

がP-Lfusionに 影響 を及ぼ してい る可 能性 があ り,

今後の検 討が必要 と思われる。 さらに,今 回の研究 で最

も興味深い結果は,GPLが 単 球のP-L fusionに 影響

を及ぼ し,し か も各血清 型問で顕著な差 が認 め られた こ

とであ る。特 に,最 も病原性 が強い4型 菌 より得 られた

GPLで 特異的 に貪食の促 進 とP-L fusionの 抑制作 用

が認め られた ことは,MACが 単球お よびマ クロファー

ジに貪食 された後 も排除 され ることな く増殖 し,宿 主 に

対 して さまざまな免疫学的影響 を及ぼ しなが ら病原性 を

示す という過程 を考 えると,MACの 血清型間 にお け る

病原性 の違い にGPLの 貪 食 お よびP-L fusionに 及

ぼす作用が 関与 している可能性 を示唆す るもの と考 えら

れた。

さ らに今 回,GPLと 比較す るため に,抗 酸 菌 に特徴

的な細胞表層糖脂 質成分 であるTDM,TMM,GMお

よびsulfatideに ついて も同様 に単球 の貪食 とP-L fu-

sionに 及ぼす影響 について検 討 した ところ,TDMと

TMMは ともに貪食 お よびP-Lfusionを 抑制 したが,

GMは 貪 食,P-Lfusionの いずれ にも影響せず,ま た

sulfatideは4型GPLと 同様 に貪食 の促進 とP-Lfu-

sionの 抑制作 用 を示 した。この うち,TDMは,肉 芽腫

形成能24),抗 腫瘍活性25),種 々のサイ トカイ ン誘導 能26)

等 さまざまな免疫薬理学的活性 を持 ち,以 前 よ り結核

菌の病原因子 として知 られ てお り,P-L fusionに 関

して は抑制す るとい う報告が散見 されるが,い まだ一定

の見解 は得 られていない。Spargoら27)に よる と,No-

cardia asteroidesよ り単 離 したcord factor (TDM)

は,intactな 状態でP-L fusionを 抑 制す るが,tre-

haloseあ るい はmycolic acid単 独で は,こ の抑制 作

用 は認 められないと述べてい る。sulfatideも また 以前

よ り結核菌 の病原 因子 と して知 られて い るが,Goren

ら28)に よ る と,M.tuberculosis H37Rvよ り単 離 し

たsulfatideは,マ クロファージをsulfatideで 直接 刺

激 した後 にyeastを 貪食 させ た場合,お よびsulfatide

でcoatingし たyeastを 貪食 させ た場合,と もにP-L

 fusionの 抑 制が認め られた と報告 してい る。 今 回の実

験 で は,M.tuberculosis Aoyama Bよ り単離 した

sulfatideで,P-L fusionの 抑 制 とともに貪 食 の促進

作用 も認め られたが,こ れは,MAC血 清 型4型GPL

で認め られた作用 と同様の結果であ り,4型GPLの 病

原性 に及ぼす影響 を考え る上で興味ある結果 と思われた。

以上,MAC血 清型特異的GPLの,ヒ ト単球 によ る

貪食お よびP-L fusionに 及ぼす影響 について検討 し,
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血清型問 にお ける病原性の差 にGPLが 関与 してい る可

能性が示唆 された。今後,実 際 にこの ようなGPL存 在

下 におけ る食細 胞内の抗酸菌が,い か に細胞 内殺 菌機構

か ら逃れ得るかについて検 討する必要がある と考えてい

る。
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