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研究成果の概要（和文）：結核菌細胞表層の特徴的なミコール酸は炭素鎖長 80-90 からなる天然

では希な長鎖脂肪酸である。菌種特異的に炭素鎖長、構成分子種（α、メトキシ、ケト、ジカ
ルボキシ、エポキシ等）、不飽和度（シクロプロパン環、二重結合）が異なり、幾何異性体も存

在した。結核菌の特徴的形態（コード紐状）、抗酸性の減弱化に加え、ミコール酸分子種や修飾

基が構造特異的に宿主応答の制御因子として結核菌の病原性や毒性の発現に寄与していた。 

 
研究成果の概要（英文）：Mycolic acid is a characteristic cell wall component expressed 
in acid-fast bacteria containing Mycobacterium tuberculosis. The heterogeneity of 
mycolic acid subclasses ( α, methoxy, keto, dicarboxy, epoxy, etc), unsaturations 
(monoene, diene, cyclopropane), and geometrical isomers (cis, trans) effected to cord 
forming, acid-fastness, and host immune responses to Mycobacteria. The modifications of 
mycolic acids play an important role in their virulence and pathogenecity.  
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１．研究開始当初の背景 
 
結核は今なお甚大な被害をもたらす世界三
大感染症のひとつであり、世界人口の１／３
が感染し、毎年２００万人前後の尊い命を奪
っている。現在までに、タンパク抗原を中心
とした宿主免疫応答機構は種々の知見が蓄

積されているが、脂質分子の宿主免疫応答は
ほとんど未解明である。結核菌の細胞表層は
脂質成分に富み、宿主応答へ寄与しているこ
とが想定され、これら脂質分子を排して結核
の感染防御を論じることは適当でない。結核
菌の重要な細胞表層成分であるミコール酸
は菌種により構造的不均一であり、菌の形態、
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生化学的性状のみならず、宿主免疫応答への
関与が示唆されるが、その分子機序は明らか
でない。 
我々は、抗酸菌及び類縁抗酸菌由来ミコール
酸分子を系統的に構造解析し、また、マウス
肺肉芽腫炎症誘導能との構造相関からミコ
ール酸含有糖脂質は異物性及び過敏性の結
核類似肉芽腫炎症病変を誘導することを証
明した。今までの研究成果から、単にミコー
ル酸分子が抗原として宿主に認識されるの
ではなく、分子種や修飾基が構造特異的に宿
主応答と連関して制御因子として働き、結核
菌の病原性や毒性の発現に寄与することに
着想した。 
 
２．研究の目的 
 
ミコール酸の宿主免疫応答機構への関与は、
ミコール酸の分子種、修飾基が直接的に宿主
免疫応答を制御すると仮定した。本研究では、
各種ミコール酸合成遺伝子欠損結核菌変異
株の作製とミコール酸分子の宿主免疫応答
を制御する因子を同定する。さらに、ミコー
ル酸含有糖脂質分子の宿主細胞の応答機序
を解明することにより、結核における脂質分
子の役割についてその一端を解明すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ミコール酸合成遺伝子欠損結核菌変異
株の作製 
 ミコール酸合成に関連した遺伝子群の機
能と特徴を基に、ミコール酸合成欠損結核菌
変異株の作製をファージ型遺伝子導入法で
試みた。pcaA, cmaA2, kasB, mma4及びhma遺
伝子を候補とした。 

 

(2) ミコール酸合成遺伝子欠損結核菌変異株
の表現型 
 各変異株を野生株と比較して、形態学的・
生化学的相違を観察した。細胞壁の構造変化
は膜の透過性や宿主感染防御からのエスケ
ープ機構にも重要であり、電子顕微鏡による
細胞表層の特徴、抗酸性について重点的に検
討した。 

 

(3) ミコール酸およびトレハロースジミコー
ル酸（cord factor, TDM）の単離精製と構造
解析 
 各変異株の死菌体からミコール酸画分を
抽出した。メチルエステル誘導体を薄層クロ
マトグラフィーでミコール酸分子種を精製
純化した。Cord factorは死菌体を超音波破
砕後Forchの方法に準じて脂質画分を抽出し、
溶媒分画法により精製純化した。構造は、質
量分析装置（MALDI/TOF/MS）で質量数を、ト

リメチルシリル誘導体のGC/MSで炭素鎖長と
修飾基を、NMRで幾何異性体を解析した。 

 

(4) Cord factor投与によるマウス肉芽腫炎
症病変誘導 (in vivo)  
 各欠損株から精製した構成ミコール酸分
子種、修飾基の異なる cord factor を
water-in-oil- in-waterミセルとしてマウス
尾静脈より投与した。経時的に各臓器（肺、
脾臓、肝臓）に誘導される肉芽腫炎症病変を
下記の項目について検討した。 

 

① 病理組織学的な臓器病変部の解析（HE、免
疫染色） 

② 臓器や血清の免疫機能分子群（ケモカイン、
サイトカイン、接着分子等）の発現をELISA

法、PCR法で解析した。 

③ Percoll密度勾配法により分取した臓器病
変部白血球画分を各種細胞表面特異抗原マ

ーカーで蛍光ラベルし、フローサイトメトリ

ー（FACS）で浸潤細胞や構成細胞群を解析し

た。また細胞内サイトカイン蛍光ラベル法を

用いて主要サイトカイン産生細胞を検索し

た。 

 
４．研究成果 
 
ミコール酸合成遺伝子欠損結核変異株の表
現型 
 ミコール酸合成遺伝子欠損結核変異株∆
pcaA, ∆kasBについてその表現型と宿主応答
を解析した。個々の変異株で特徴的な表現型
（ミコール酸合成、形態学的特徴、宿主応答、
病原性）を以下に示した。 
 
(1) ∆pcaA（ミコール酸シス型シクロプロパン
合成遺伝子）株 
①∆pcaA株はシクロプロパン環をもつαミコ
ール酸が無くなり、シクロプロパン環合成の
中間体である二重結合を有したミコール酸
が産生されていた。 
②メトキシ、ケトミコール酸はトランス型の
みでシス型は存在しなかった。 
③結核菌に特徴的な形態であるコード紐状
が減弱化していた。 

図１．Cord factor投与後のマウス肺病変 



 

 

④∆pcaA株由来cord factor投与におけるマウ
ス肺病変は親株由来cord factorに比べ組織
学的に肉芽腫炎症病変が軽度であり（図１）、
関連サイトカイン産生（TNF-α, IL-12p40等）
も抑制されていた。マウス感染実験では∆
pcaA株が親株に比べ弱毒化していた。感染初
期における肺生菌数、炎症性サイトカインの
発現が抑えられたことが要因と考えられた。 
 
(2) ∆kasB（ミコール酸伸長遺伝子）株 
①親株に比べミコール酸炭素鎖長が2-6個分
短鎖になっていた。α、メトキシミコール酸
の炭素鎖長は２分子、ケトミコール酸は６分
子短鎖であった。 
②幾何異性体に変化が生じ、トランス型のメ
トキシ、ケトミコール酸が激減していた。結
果として∆kasB株はミコール酸の鎖長が短く
なり、シス型のみのα、メトキシ、ケトミコ
ール酸サブクラスから構成されていた（図
２）。 

図２．ミコール酸組成の比較 
 

図３．コロニー形態と抗酸性 
③抗酸性が消失し、コロニーが小さくなって
いた（図３）。 
 
④抗酸性の消失はミコール酸組成の変化に
よると考えられ、透過電子顕微鏡観察でミコ

ール酸を多量に含む細胞壁を中心に∆kasB株、
親株、相補株で比較観察した。３株間で細胞
膜を含むcell envelopの厚さに有意差はなか
ったが、細胞膜と細胞壁部分の電子密度は∆
kasB株が親株、相補株に比べ高値を示し、細
胞壁ミコール酸密度が抗酸性を含む表現型
に関与していることが示唆された。 
⑤∆kasB株由来cord factor投与マウスの肺肉
芽腫炎症病変は親株由来cord factorに比べ
軽度であった（図４）。マウス感染実験から
∆kasB株は感染後の肺生菌数も低くマウスが
長期に生存した。 
 

図４．Cord factor投与後のマウス肺病変 
 
⑥∆kasB株のミコール酸短鎖化は親株が炭素
鎖80-86に対して数％程度であり、表現型へ
の影響の度合いは低いと考えた。むしろトラ
ンス型ミコール酸の欠失が細胞表層の分子
間ミコール酸配列に影響して細胞表層の変
化をもたらし、抗酸性や宿主応答の変化に重
要であると考えられた。 
 

以上より、結核菌細胞表層の特徴的なミコー

ル酸における構造修飾は結核菌の特徴的形

態（コード紐状）、抗酸性に加え、宿主応答

の制御因子として結核菌の病原性や毒性の

発現に寄与していることが明らかとなった。 

今後、脂質分子を標的とした新規脂質ワクチ

ン、新規抗菌薬開発に新思考を提供できると

確信する。 
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