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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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ISOLATED FROM MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX (MAC) 

ON PHAGOCYTOSIS AND PHAGOSOME—LYSOSOME FUSION 

OF HUMAN PERIPHERAL BLOOD MONOCYTES
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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
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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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胞-リ ソ ソ ー ム融 合

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



16 結 核 第75巻 第1号

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,

16
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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。

謝 辞

本稿を終えるにあたり,本 研究に対 しご懇切なるご指

導,ご 校閲を頂 きました恩師矢野郁也教授に深甚なる謝

意をささげるとともに,ご 指導,ご 鞭撻を賜 りました宮

崎由子博士に深 く感謝の意を表 します。また,本 研究に

ご協力頂いた細菌学教室の先生方,第3生 化学教室市原

宏介教授,泌 尿器科学教室前川正信前教授および泌尿器

科学教室岸本武利教授と泌尿器科学教室の先生方に厚 く

感謝致します。

文 献

1) Guthertz LS, Damsker B, Janda JM, et al.:

 Mycobacterium avium and Mycobacterium

 intracellulare infections in patients with and

 without AIDS. J Infect Dis. 1989; 160: 1037

 1041.

2) Nightingale SD, Byrd LT, Wynne BA, et al .: 

Incidence of Mycobacterium avium intracel

 lulare complex bacteremia in human im

 munodeficiency virus-positive patients. J In

 fect Dis. 1992; 165: 1082-1085.

3) Schaefer WB: Serological identification of

 atypical mycobacteria. Methods Microbiol.

 1979; 13: 323-344.

4) McNeil M, Tsang AY, Brennan PJ: Structure

 and antigenicity of the specific oligosaccha

 ride hapten from the glycopeptidolipid anti

 gen of Mycobacterium avium serotype 4, the

 dominant Mycobacterium isolated from pa

 tients with acquired immune deficiency syn

 drome. J Biol Chem. 1987; 262: 2630-2635.

5) Crowle AJ, Tsang AY, May MH, et al.: Com

 parison of 15 laboratories and patients-

derived strains of Mycobacterium avium for 

ability to infect and multiply in cultured 

human macrophages. J Clin Microbiol. 1986;

 24: 812-821.

6) Bermudetz LE: Production of transforming

 growth-factor-ƒÀ by Mycobacterium avium

 infected macrophages is associated with un

 responsiveness to interferon gamma. J Im

 munol. 1993; 150: 1838-1845.

7) Bermudetz LE, Wu M, Young LS, et al.: In

 terleukin 6 antagonizes tumor necrosis fac

 tor-mediated mycobacteriostatic and myco

 bacterial activities in macrophages. Infect

 Immun. 1992; 60: 4245-4251.

8) Denis M, Gregg EO: Recombinant tumor 

necrosis factor-alpha decreases whereas re

 combinant interleukin 6 increases growth

 of a virulent strain of Mycobacterium avium

 in human macrophages. Immunology. 1990; 

71: 139-141.

9) Tsuyuguchi I, Kawasumi H, Kishimoto S, et 

al.: Mycobacterium avium-Mycobacterium 

intracellulare complex induced suppression 

of T cell proliferation in vitro by regula

 tion of monocyte accessory cell activity. In

 fect Immun. 1990; 58: 1369-1378.

10) Newman GW, Gan HX, Remold HG, et al.:

 Survival of human macrophages infected with 

Mycobacterium avium-intracellulare corre

 lates with increased production of tumor ne

 crosis factor a and IL-6. J Immunol. 1991;

 147: 3942-3948.

11) Miyazaki Y, Oka S, Yano I, et al.: Stimula

 tion and inhibition of polymorphonuclear

 leukocytes phagocytosis by lipoamino acids

 isolated from Serratia marcescens. FEMS 

Immunol Med Microbiol. 1993; 6: 265-272.

12) Ishibashi Y, Arai T: Specific inhibition of

 phagosome-lysosome fusion in murine mac

 rophages mediated by Salmonella typhimu

 rium infection. FEMS Microbiol Immunol.

 1990; 64: 35-44.

13) Jacobson MA, Hopewell PC, Sande MA, et

 al.: Natural history of disseminated Myco

 bacterium avium complex infection in AIDS.

 J Infect Dis. 1991; 164: 994-998.

14) Tomioka H, Sato K, Yamada Y, et al.: Sus

 ceptibility of Mycobacterium avium and My

 cobacterium intracellulare to various anti

 bacterial drugs. Microbiol Immunol. 1989; 33:

 509-514.

15) Brennan PJ, Goren MB: Structural studies 

on the type-specific antigens and lipids of

 the Mycobacterium avium Mycobacterium

 intracellulare Mycobacterium scrofulaceum

17



18 結 核 第75巻 第1号

serocomplex. J Biol Chem. 1979; 254: 4205-

4211.

16) Brennan PJ, Aspinall GO, Nam Shin JE:

 Structure of the specific oligosaccharides 

from the glycopeptidolipid antigens of sero

 vars in the Mycobacterium avium-Mycobac

 terium intracellulare Mycobacterium scro

 fulaceum complex. J Biol Chem. 1981; 256:

 6817-6822.

17) Brownback PE, Barrow WW: Modified lym

 phocyte response to mitogens after intra

 peritoneal injection of glycopeptidolipid an
 tigens from Mycobacterium avium complex.

 Infect Immun. 1988; 56: 1044-1050.

18) Tassell SK, Pourshafie M, Barrow WW, et

 al.: Modified lymphocyte response to mito

 gens induced by lipopeptide fragment de

 rived from Mycobacterium avium serovar

 specific glycopeptidolipids. Infect Immun. 

1992; 60: 706-711.

19) Pourshafie M, Ayub Q, Barrow WW: Com

 parative effects of Mycobacterium avium 

glycopeptidolipid and lipopeptide fragment
 on the function and ultrastructure of mono

 nuclear cells. Clin Exp Immunol. 1993; 93:

 72-79.

20) Frehel C, Chastellier C, Rastogi N, et al.:

 Evidence for inhibition of fusion of lysosomal 

and prelysosomal compartments with pha

 gosomes in macrophages infected with patho

 genic Mycobacterium avium. Infect Immun.
 1986; 52: 252-256.

21) Rastogi N, Bachelet M, Carvalho de SJP: 

Intracellular growth of Mycobacterium avi

 urn in human macrophages is linked to the

 increased synthesis of prostaglandine E2

 and inhibition of the phagosome-lysosome 

fu-sions. FEMS Microbiol Immunol. 1992;

 89: 273-280.

22) F el C, Ryper A, David H, et al.: The elec

 tr( transparent zone in phagocytized Myco

 ba avium and other mycobacteria:

 for t Aion, persistence and role in bacterial

 survival. Ann Inst Pasteur/Microbiol (Paris). 

1986; 137B: 239-257.

23) Mayer BK, Falkinham JO: Superoxide dis

 mutase activity of Mycobacterium avium,

 M. intracellulare, M. scrofulaceum. Infect Im

 mun. 1986; 56: 631-635.

24) 矢野郁也: 抗酸菌ミコール酸含有糖脂質の構造と肉

芽腫性病変の形成. 結核. 1988; 63: 797-804.

25) Natsuhara Y, Yoshinaga J, Yano I, et al.:

 Granuloma-forming activity and antitumor

 activity of newly isolated mycoloyl glyco

 lipid from Rhodococcus terrae 70012 (Rt.

 GM-2). Microbiol Immunol. 1990; 34: 45-53.

26) Fujita T, Sugimoto N, Yano I, et al.: In

 duction of interferons (IFNs) and tumor ne

 crosis factor (TNF) in mice by a novel glyco

 lipid trehalose 2, 3, 6 -trimycolate from Rho

 dococcus aurantiacus (Gordona aurantiaca).

 Microbiol Immunol. 1990; 34: 523-532.

27) Spargo BJ, Crowe LM, Crowe JH, et al.: Cord

 factor (ƒ¿, ƒ¿-trehalose 6, 6'-dimycolate) in

 hibits fusion between phospholipid vesicles.

 Biochemistry. 1991; 88: 737-740.

28) Goren MB, Hart PD, Armstrong JA, et al.: 

Prevention of phagosome lysosome fusion

 in cultured macrophages by sulfatides of My

 cobacterium tuberculosis. Proc Natl Acad

 Sci USA. 1976; 73: 2510-2514.

18


