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研究成果の概要（和文）：MAC症の起因菌であるMAC菌は糖ペプチド脂質抗原GPLにより28種類の血清型が規定さ
れている。臨床分離株Ku11株由来新規GPLの糖鎖構造、生合成遺伝子を解析した。GPLの宿主認識は、糖鎖のアセ
チル基修飾が重要で修飾位置によりTLR 2を介した宿主認識機構から回避されることを明らかにした。また、M. 
smegmatis J15cs株はGPL生合成遺伝子mps1の変異によりGPLが欠失し、細胞形態がrough型に変化し、宿主内で長
期に生存することを証明した。以上の結果から、MAC菌は血清型特異GPLにより感染性・病原性が制御されている
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mycobacterium avium-intracellulare complex (MAC) is the most common pathogen
 of nontuberculous mycobacteria which causes pulmonary disease. MAC species are classified 28 
serotypes according to the species-specific glycopeptidolipid (GPL) antigen. In this study, we 
identified a novel GPL in structure and biosynthesis gene cluster from clinical isolate. The host 
recognition of GPLs by toll-like receptor-2 (TLR2) was escaped by the position of acetyl groups in 
the oligosaccharide. On the other hand, Mycobacterium smegmatis J15cs strain deleted GPLs by the 
mutation of mps1 gene. The bacterial morphology of J15cs strain changed the rough type from smooth 
type, and can survived longer in the host cells. These results implied that serotype-specific GPLs 
play important roles in MAC infections and pathogenesis.

研究分野：細菌学、微生物学、脂質生化学、食品衛生学
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１．研究開始当初の背景	

(1)非結核性抗酸菌症の主要起因菌であるMAC

菌の特徴	

	 MAC 症は、非結核性抗酸菌症の約 8 割を占

め、抗結核薬の効き難い難治性の呼吸器感染

症である。特に AIDS 患者を含む易感染性宿主

に甚大な被害を与えている。MAC 菌は細胞壁

が強固な脂質成分に富む（菌体の約 40%）こと

が最大の特徴であり、結核菌に存在しない糖

ペプチド脂質である GPL 抗原を細胞表層に有

している。GPL 構造と血清反応から 28 種類の

血清型に分類され、血清型により MAC 菌の感

染性が異なり、血清型と病原性の連関が指摘

されている。	

	

(2)GPL に関する国内外の研究動向	

	 MAC 症は疫学的調査から血清型に偏在性が

あり、GPL を抗原とした血清学的迅速診断法

が開発され、病態との連関が指摘されている。

現在のところ、血清型特異 GPL の化学構造は

17 種類のみ同定され、生合成経路は共通糖の

糖転移酵素遺伝子	(gtfB,	rtfA)	がクローニ

ングされているが、完全糖鎖の生合成経路の

解明には至っていない。貪食細胞の活性化、

TLR を介した宿主認識、サイトカイン産生能	

(IFN-γ,	TNF-α,	IL-10 等)	が報告され、血

清型により宿主応答に差があり、GPL は MAC 菌

の病原性・感染性を反映する重要な菌側因子

である。我々は MAC 症の宿主感染機序を脂質

生化学・宿主免疫応答の両側面から検討を行

っている。	

	

２．研究の目的	

	 我々は GPL 構造の違いや天然型 GPL の TLR2

を介した宿主認識機構から、MAC 菌の感染性

や病原性への GPL 関与を報告した。本研究で

は、MAC 菌が感染宿主内で GPL のアセチル基

修飾の変化により、宿主免疫応答から逃避し

て長期生存を可能にすることを分子機序から

実証する。新規臨床分離 Ku11 株を含む MAC 菌

GPL の構造解析、生合成遺伝子からの生合成

経路を解明する。これらの結果を基に GPL の

アセチル基修飾の位置や個数による宿主応答

への影響を解析することで、MAC 菌の宿主内

生存戦略を脂質免疫学的に解明する。これら

の知見から、新規抗菌薬・ワクチンの開発を

目指した新思考を提案する。	

	

３．研究の方法	

(1)GPL の精製と構造、生合成遺伝子群の解明	

	 MAC 菌を培養集菌後、Forch 法に準じて脂質

画分を抽出し、弱アルカリ加水分解、アセト

ン沈澱、Sep-pack カラムクロマト、TLC によ

り GPL を精製純化した。新規 GPL は MALDI-TOF	

MS から質量数、MS/MS 解析から糖配列、アル

ジトールアセテート誘導体の GC/MS から糖の

分子種、部分メチル化アルジトールアセテー

ト誘導体の GC/MS から糖鎖結合位置、NMR 解

析（COSY,	 HMQC）からアノマー体同定を実施

し、最終的に構造を決定した。rtfA 遺伝子を

標的に GPL 生合成遺伝子群をクローニングし

た。生合成遺伝子群の open	 reading	 frame	

(orf)を決定し、各 orf のデータベース相同性

検索と orf 欠失株の産生 GPL 構造相関から、

個々の orf の機能を推定した。	

	

(2)GPL の宿主認識機序、構造相関の解明	

	 天然型、アルカリ安定型 GPL の構造比較か

ら、天然型 GPL の糖鎖修飾基、部位を特定し

た。天然型 GPL のアセチル基修飾は MALDI-TOF	

MS で質量数変化	(43 マス,	CH3CO-)	から解析

した。TLR2,	4 を形質導入した HEK293 細胞を

天然型、アルカリ安定型 GPL で刺激し、レポ

ータージーンアッセイで NF-kB 活性化を検討
し、宿主認識の構造相関を解明した。	

	

４．研究成果	

(1)	M.	intracellulare	ku11 株由来新規 GPL	

	 非結核性抗酸菌症の臨床分離株 Ku11 株を

16S	 rRNA,	 rpoB,	 hsp65 の相同性試験から系

統樹を作成し M.	 intracellulare であること

を確認した。7H11 寒天培地で培養した菌体か

ら総脂質画分を抽出し、弱アルカリ加水分解

を施してアルカリ安定脂質を回収した。アセ

トン沈殿法、カラムクロマトグラフィー、薄

層クロマトグラフィーにより Ku11 株特異 GPL

を精製純化した。MALDI-TOF/MS（分子量決定）、

MALDI-TOF/MS-MS（糖配列決定）、GC/MS（糖の

 

図 1．Ku11株由来新規 GPLの構造 



アルジトールアセテート誘導体から糖の分子

種・結合位置決定）、NMR（アノマー体決定）等

の各種分析から Ku11 株特異 GPL の糖鎖構造

をα-Rha-(1→3)-2-O-Me-α-Rha-(1→3)-α-

Rha-(1→3)-α-Rha-(1→3)-α-Rha-(1→2)-

6-d-α-Tal と決定した（図 1）。	

	

(2)	M.	smegmatis	J15cs 株の特徴	

	 M.	smegmatis	J15cs 株は M.	smegmatis	mc2	

155 株に比べ宿主細胞内で長期に生存するこ

とが明らかになった。脂質生化学的特徴を検

討した結果、J15cs 株が mc2	155 と相違する点

は GPL が欠損していることが明らかとなり、

宿主細胞内での J15cs 株の長期生存は GPL に

起因することを立証した。J15cs 株の GPL 生

合成遺伝子 mps1 遺伝子が mc2	155 に比較して

18	bp 欠損しており、J15cs 株に mc2	155 株の

mps1 遺伝子を入れ戻した変異株は GPL 産生を

回復した。この変異株の特徴を精査したとこ

ろ、細胞形態が J15cs 株本来の rough 型から

mc2	 155 株の smooth 型に変化し、宿主細胞内

での生存期間も mc2	 155 株と同様の挙動を示

し、J15cs株本来の長期生存が認められなかっ

た。以上より、J15cs 株は細胞表層に存在する

特徴的な GPL 分子を欠損により形態が smooth

型から rough 型に変化し、宿主認識に支障を

来したこと、また、GPL 欠損により TLR2 レセ

プターによる認識機構から回避したことによ

り宿主細胞内で長期生存することが示唆され

た（図 2）。	

	

(3)Ku11 株由来新規 GPL の宿主応答機序	

	 MAC 菌は弱アルカリ加水分解して得られた

GPL の糖鎖構造と血清反応の違いから 28種類

の血清型に分類されるが、天然では、GPL 糖鎖

水酸基の一部がアセチル化された天然型 GPL	

(intact	GPL)	を保有していた。MALDI-TOF	MS

解析の結果、Ku11 株の intact	GPL は、6-deoxy	

Tal および 2-O-methyl	Rha に 1 から 3 個のア

セチル基が結合し、その結合位置と結合数の

違いにより 6 種類の intact	 GPL が同定され

た。Ku11 株が含有する intact	 GPL のアセチ

ル化パターンと宿主応答について検討したと

ころ、2-O-methyl	Rha にアセチル基修飾がな

い intact	 GPL は、TLR2 を介して宿主認識さ

れたが、アセチル化 2-O-methyl	 Rha を持つ

intact	GPL は、TLR2 によって宿主認識されな

かった。このことから、TLR2 による認識を回

避するために、Ku11 株は GPL 糖鎖の 2-O-

methyl	Rha をアセチル基で修飾している可能

性が示唆された（図 3）	

	 以上より、MAC臨床分離株Ku11のGPLは新規

GPLであり、アセチル基付加により宿主応答が

異なったこと、M.	smegmatis	J15cs株は、GPL

欠損により菌体形態が変化し、宿主内での長

期生存が可能となったことを明らかにした。

特定の糖脂質分子がMAC菌の形態、宿主応答に

関与し、感染性・病原性の発現に重要な役割

を果たしている。これらの知見は糖脂質分子

が病原性発揮や汗腺をコントロールするター

 
図 2．J15cs株の形態と細胞内長期生存 

 

 
図 3．Ku11株 intactGPLのアセチル修飾



ゲット分子となり感染症制圧に貢献できるこ

とが示唆されたと考える。	
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