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研究成果の概要（和文）：マイコバクテリアのミコール酸糖脂質は、ヒトの免疫細胞に種々の生

物活性を示す。本研究ではその合成酵素を用いて色々なミコール酸糖脂質を作り、その生物学

的な役割を明らかにした。本糖脂質の糖部分は、その生物活性を決定づけた。ミコール酸転移

酵素は種々の単糖のみならず、二糖についてもミコール酸を付加することができ、菌体からは

精製困難な糖脂質も作る事ができた。作成された糖脂質の活性を調べる事は、マイコバクテリ

ア感染症の理解を深めるのみならず、有用な糖脂質の検索に重要であった。 
 
研究成果の概要（英文）：Mycolylglycolipids from mycobacteria show a variety of biological 
activities for the human immune cells. In this research, we made various 
mycolylglycolipids by using its biosynthetic enzymes and clarified their biological roles. 
The sugar moiety of each glycolipid determined its biological activities. The 
mycolyltransferases can transferred the mycolate not only to various type of 
monosaccharides, but to disaccharides, thereby produced the glycolipids that are hard 
to be purified from the bacteria. Studies for bioactive mycolylglycolipids should be 
crucial to search useful glycolipid compounds as well as to understand the mycobacterial 
diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
 ミコール酸はMycobacterium属等の抗酸菌

に特徴的な超極長鎖の（Mycobacteriumでは側

鎖も含めて炭素数80余りにのぼる）α-アルキ

ル-β-ヒドロキシ脂肪酸であり、細菌の細胞

壁最外層でアラビノース多糖と結合し（mAra）、

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2007 ～ 2009  

課題番号：１９５１０２１６ 

研究課題名（和文） 多様な生物活性脂質の生合成を担うミコール酸転移酵素の機能解析 

 と改変                    

研究課題名（英文） Functional analyses and modification of mycolyltransferases  

that involve in biosynthesis of various bio -active lipids. 

研究代表者  

 松永 勇（MATSUNAGA ISAMU） 

京都大学・ウイルス研究所・准教授 

 研究者番号：００２５４４２５ 

 
 



細胞壁骨格を構成する他、trehalose-6,6’

-dimycolate (TDM)及びtrehalose- 

6-monomycolate (TMM)として存在している。

mAraやTDMは強く自然免疫を活性化すること

により生物活性（例えば抗癌活性）を示すこ

とが知られており、実際mAraを含む細胞骨格

部分は悪性腫瘍の治療剤として利用する試み

が進められている。これらの生物活性には糖

がミコール酸化していることが必須である。

このミコール酸付加を触媒するのがantigen 

85（Ag85）とも呼ばれる「ミコール酸転移酵

素」であり、本酵素は2分子のTMMを2つある基

質結合部位に結合させ、片方のTMMのミコール

酸をもう一方のTMM基質に転移しTDMを生成す

る。 

 一方、glucose-6-monomycolate (GMM)は、
TDM や TMM と類似の構造をとるものの、生物
活性の面では極めて特異な性質を併せ持つ
脂質である。即ち GMM は、免疫制御の鍵とな
る細胞である樹状細胞上の CD1b 分子に結合
し、この複合体を特異的に認識できるキラー
T 細胞を活性化して抗酸菌感染細胞を排除さ
せる「脂質 T細胞抗原」として振る舞う。我々
は Mycobacterium aviumからの GMM 産生を観
察していた時、培地に加えたグルコース量に
依存して GMM 産生が増加すると同時に、TDM
産生が減少することを見いだした。この事か
ら我々は、GMMのTDMに対する競合的産生は、
Ag85 が培地に過剰に加えたグルコースを基
質として利用した事によるのではないか、と
いう着想に至った。Ag85 が単糖を利用できる
と言う報告はない。しかし、Ag85 が mAra を
生成できるのであれば、Ag85 の基質特異性は
厳格に trehalose に規定されたものではない
だろう。換言すれば、本酵素を利用すること
で、新規な生物活性を有するミコール酸糖脂
質を試験管内で合成する事ができる可能性
がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、Ag85 が種々の生物活性を
もつミコール酸糖脂質の生合成でどのよう
に働くのかを酵素学的に明らかにし、それら
の酵素活性を利用して、有用な生物活性を有
する生物活性脂質の合成を目指した。 
 
３．研究の方法 
 （１）まず M. avium から３種類ある Ag85
遺伝子を pET 発現ベクターにクローニングし、
C末端にHisダグの付いた組換え酵素（Ag85A, 
Ag85B 及び Ag85C）として大腸菌に発現させ、
Ni-レジンカラムにより精製を行った。 
 （２）上で調製した酵素のうち最も精製酵
素が多く回収できた Ag85A について、酵素学
的性質を検討した。特にミコール酸を渡す側
の基質（ドナー基質）と、受け取る側の基質

（アクセプター基質）の基質特異性についは
詳しく検討した。 
 （３）(2)をふまえて、Ag85A, Ag85B 及び
Ag85C の３つの酵素で酵素学的に違いがある
か否かについて調べた。その際、速度論的な
僅かな違いよりも寧ろ基質特異性が大きく
異なる様なことがあるかどうかについて、よ
り注目した。 
 （４）他種のマイコバクテリア（本研究で
は、らい菌を用いた）の Ag85 についても、
組換え酵素の性質を比較・検討した。らい菌
酵素を用いた理由は、当初本酵素に GMM 特異
的な産生機構があるかも知れないと想定し
たからである。 
 （５）(4)の検討の結果、予想に反してら
い菌酵素が M. avium の酵素に比べて高 GMM
産生能を示すような事はなかった。寧ろ、ド
ナー基質のアシル鎖部分に対する特異性が
厳しい事を示す結果を得たので、既に解けて
いる結晶構造などを参考にしてそれぞれの
酵素に変異を導入し、機能改変を試みた。 
 （６）M. aviumの酵素は飽和量の glucose
存在下に、ほぼ純粋に GMM を生成する事がわ
かったので、GMM と TDM の機能の差をマクロ
ファージに対する nitric oxide synthase 誘
導能を指標に比較した。 
 （７）GMM 以外に Ag85 で生成できるミコー
ル酸糖脂質として、arabinose または
arabinobiose にひとつミコール酸が付加し
た化合物に注目した。それぞれ酵素反応によ
ってできた生成物を純化し、樹状細胞に対す
る活性を調べた。 
 
４．研究成果 
 （１）M. avium には Ag85 遺伝子が４つあ
る（A,、B、C 及び D）。しかし Ag85D は活性
中心に変異がありミコール酸転移酵素とし
ては不活性である事が知られているので、残
り３つ（Ag85A、Ag85B 及び Ag85C）を組換え
酵素として調製した。まずそれぞれの酵素に
活性があることを、M. aviumの TMM を基質に
用いて TDM の生成を観察する事で確かめた。
その結果、３つの酵素はほぼ同程度の TDM 生
成能を示した。この事より、少なくとも in 
vitro においては上記の酵素の TMM 基質利用
能に違いがない事が示された。 
 （２）酵素が最も多く調製できた Ag85A に
ついて、その基質特異性を詳細に調べた。(1)
の結果から本酵素が TMM をドナー基質として
使えることは明らかである。過去の報告によ
ると Ag85 は TMM のミコール酸を、ミコール
酸化されていない trehalose に転移すること
ができる。そこで TMM からグルコースが１分
子とれた GMM がドナー基質にならないかどう
かを、trehalose をアクセプター基質として
用いて調べた。その結果、GMM と trehalose
を基質にしても、TMM は生成しなかった。ま



た TDM と trehalose を用いても TMM の生成は
見られなかった。転移できるアシル鎖につい
て は M. avium の 炭 素 鎖 長 85 か ら
Corynebacteriumの炭素鎖長32のミコール酸、
更には鎖長 12 のラウリン酸まで利用でき特
異性を認めなかった。また trehalose を
sucrose に代えた sucrose monolaurate もド
ナー基質にすることができた。これらの事か
ら、Ag85 のドナー基質になるためには、アシ
ル化された二糖である必要がある事が示唆
された。 
 次に Ag85A のアクセプター基質としてどん
なものが利用できるか、について検討した。
C85TMM をドナー基質とし、アクセプター基質
として glucose、mannose、arabinose、又は
xylose を用いると、前３者ではほぼ同等量の
生成物（それぞれ GMM、mannose monomycolate、
arabinose monomycolate）を生成したが、
xylose を用いても全く生成物は確認できな
かった。ミコール酸が転移している位置はい
ずれも１級アルコール基であった。よって
arabinose の場合は arabinofuranose のかた
ちをとっている事が推測された。しかし
xylose が基質にならない事を合わせ考える
と、ミコール酸が転移される水酸基と隣接す
る水酸基（arabinose、xylose の場合は３位）
の立体配置が重要であるのかも知れない。い
ずれにしてもミコール酸転移酵素はある種
の単糖にミコール酸を転移できる事が示さ
れた。特にこれまで生合成系が知られていな
かった、脂質 T細胞抗原として重要な GMM の
生成を本酵素が担う事を明らかにした点は
後の研究に大きく寄与した。 
 （３）これまで Ag85A 及び B はバクテリア
内で主に TDM 生成を、また Ag85C は細胞壁多
糖体であるアラビノガラクタン末端の
arabinose へのミコール酸転移を担っている、
との報告がある。よってそれぞれの酵素が基
質特異性を異にしている可能性があるので、
本研究では各酵素の GMM 産生効率に違いがあ
るかについて検討した。しかし TDM 生成能の
場合と同様に GMM についても、その生成能は
酵素によってほとんど違いが無かった。 
 Ag85A による GMM 生成は基質として加えた
glucose の濃度に依存して増加するだけでな
く、反対に TDM の生成を減少させる。これは
アクセプターTMM と glucose が転移されるミ
コール酸を競合的に奪い合っている為と考
えれば非常によく説明できる。各 glucose 濃
度における GMM と TDM の産生量比は、酵素実
験と菌を glucose 添加培地で培養した時とで
極めて良い一致を示した。即ち M. avium が
GMM を産生するのは、どの Ag85 を用いていよ
うと只生育環境中の glucose 濃度に依存する
事が明らかとなった。またこの GMM 産生は、
生育環境中の glucose が菌増殖による消費で
枯渇しないかぎり、ヒトなどの宿主がもつ生

理的濃度の glucose で十分起こりうる事が示
され、マイコバクテリア感染症における脂質
T 細胞抗原の有り様に関して重要な知見を公
表する事ができた。 
 （４）GMM に反応性の T 細胞株は、ハンセ
ン病患者から樹立されたものである。この事
は我々に、らい菌の Ag85 に GMM を特異的に
産生する機構があるのではないか、もしそう
ならそれを利用して GMM 特異的生成酵素を作
成できるのではないかという事を想起させ
た。そこでらい菌ゲノム DNA から、らい菌の
AG85A 遺伝子をクローニングし M. aviumの場
合と同様に組換え酵素の発現を大腸菌で試
みた。しかしその発現はおもわしく無かった。
らい菌 Ag85A が大腸菌で低発現なのは大腸菌
における低使用頻度コドンを用いているか
らだと考え、それらのいくつかに変異を導入
し高使用頻度コドンに改変した。その結果、
発現量は数十倍に増加し解析に必要な酵素
量を確保する事ができた。 
 この酵素の性質を M. avium の Ag85A と比
較した。意外なことに、M. avium 由来の
C85TMM や Corynebacterium の C32TMM を基質
にした時、らい菌酵素は M. avium のそれに
比べて著しく TDM 生成能が低かった。これは
アクセプター基質として glucose を用いた時
も同様で、予想に反してらい菌酵素が GMM を
生成し易いというような結果を得る事はで
きなかった。しかし興味深い事に、側鎖をも
つミコール酸ではなく直鎖で炭素鎖長の短
いラウリン酸をもつ trehalose monolaurate 
(TML)をモデル基質に用いると、両酵素は
trehalose dilaurate、glucose monolaurate
のいずれについても同等の生成能を示した。
この事は、らい菌酵素が単にアシル鎖転移活
性が低くて TDM や GMM を生成できなかったわ
けではなく、ミコール酸をもつ基質をドナー
基質として利用しがたいように設計されて
いる事を示唆している。 
 （５）我々は(4)の結果に関心をもち、ら
い菌酵素がどのような仕組みでミコール酸
をもつドナー基質を排除しているのか、それ
は変異導入で解除し得るものなのか、につい
て検討した。まず既に結晶構造が解けている
結核菌の Ag85A の構造を参照して、結核菌、
M. avium及びらい菌のアミノ酸配列を比べる
ことで、この排除機構に関わりのありそうな
酵素内部の構造を探した。これにより我々は
らい菌酵素の Leu130 に注目する事になった。
この残基は結核菌と M. avium では Ser であ
り、その側鎖がミコール酸のα分枝鎖が結合
すると想定されているトンネル内腔に突き
出ている。そこで我々は、らい菌酵素の
Leu130 が本当にミコール酸基質の結合をじ
ゃましているか否かを変異導入によって確
かめた。M. avium 酵素の Ser130 を Leu に変
えると、C32TMM を基質にした時の活性は著し



く低下した。しかしこの時、TML を基質にし
たときの活性は野生型と同等に保たれた。こ
れとは逆に、らい菌酵素の Leu130 を Ser に
改変すると TMM に対する親和性が増すととも
に、TDM の生成量が増加する結果を得た。こ
れらの事から、らい菌酵素では確かにドナー
基質の利用がミコール酸部分を結合し難く
することで制限されているのが明らかにな
り、その原因は Ser 残基が Leu になっている
ためだとわかった。これまで、分枝鎖脂肪酸
であるミコール酸のα側鎖が酵素の内腔に
あるトンネルに結合することはモデリング
によって示唆されてはいたが、本研究はこれ
を実証的に明らかにするとともに、後で言及
する様に、らい菌が TDM をはじめとするミコ
ール酸糖脂質を作れない分子機構を明らか
にする事で、らい菌の宿主内における生存戦
略の一端を示唆することができた。 
 （６）TDM と GMM の産生は、その生成機構
から必然的に、互いに競合的である。古くよ
り TDM は強いアジュバントとしてマクロファ
ージなどの自然免疫系を構成する細胞を刺
激することが知られているが、産生機序のう
えで競合的な GMM はマクロファージに対して
どのように働くのであろうか。本研究ではマ
クロファージ中で殺菌に重要な一酸化窒素
（NO）の誘導能について両化合物を比較した。
マウス骨髄から誘導したマクロファージを
プライミングすると同時に、TDM または GMM
による刺激を行うと、TDM では誘導型 NO 合成
酵素(iNOS)が強く誘導されてくるのに対し、
GMM はこれをほとんど誘導しなかった。これ
に対応するように、TDM 刺激マクロファージ
は NO を産生したが、GMM 刺激ではごく少量の
NO 産生しか検出し得なかった。M. avium に
ついて TDM と GMM をそれぞれ主に作っている
菌を使って、マクロファージによる貪食され
やすさを比較したが両者に差は認めなかっ
た。また TDM または GMM でコートしたビーズ
を用いて同様の実験を行ったが結果は同じ
であった。 
 以上の結果から、我々は次の様なモデルを
考えている。M. avium の様な環境常在菌は、
自然環境中では非常に glucose の限られた状
態にあり、主として TDM を産生している。こ
れが動物宿主に感染すると、菌が持っていた
TDM に対して宿主の自然免疫応答が起こり、
菌を排除しようとする。しかしながら、この
初期の免疫応答を免れた菌がいる場合には、
菌は宿主のグルコースを使って TDM の代りに
GMM を作り宿主の自然免疫応答を免れようと
する。このような菌の宿主免疫からの「回避」
に対して、宿主は CD1 を介した GMM を標的と
した特異的免疫応答を発動し、菌を排除しよ
うとする。らい菌の場合はこれとは少し様相
を異にしている。らい菌はミコール酸転移酵
素が TMM を利用し難くすることで、そもそも

TDM や GMM の産生自体を抑えて自然免疫と獲
得免疫両方から逃れようとしている様にみ
える。それなら酵素自体を欠失してしまえば
よいようなものだが、それが起こっていない
ところから考えるとミコール酸糖脂質はマ
イコバクテリア細胞壁の機能を維持するの
に最小限度は必要なのかも知れない。此の様
にマイコバクテリアの感染現象における、こ
れまで提唱された事がないスキームを提唱
することができた。 
 この理論はマイコバクテリアの生存戦略
をよく説明するが、精製された GMM による特
異的免疫誘導を企図した「脂質ワクチン」を
考えると、別の問題点が浮かび上がってくる。
即ち GMM がそれ自体アジュバントとして働か
ないのであれば、GMM という化合物と相性の
良い別のアジュバントを考えてやらなけれ
ば、結核菌を排除できる程の GMM 特異的免疫
を効率よく誘導するのは恐らく困難であろ
うと言う点であり、これは今後の課題である。 
 （７）更に我々は、本酵素が二糖或は三糖
にミコール酸を付加できるか検討した。糖の
種類はマイコバクテリア細胞壁にある
arabinose 多糖体に注目し、arabinobiose と
arabinotriose を用いた。本酵素は arabinose
と arabinobiose にはミコール酸を付加する
事ができたが、arabinotriose にはミコール
酸を付加しなかった。マイコバクテリアでミ
コール酸は、非常に複雑な構造をしている
arabinose 多糖体に結合した状態で存在する。
それ故菌から単糖或は二糖にミコール酸が
ついた糖脂質を純粋に取り出す事は非常に
難しい。本研究ではそれらを試験管内で作り
出すことに成功した。次に、それらを精製し
て生物活性を調べた。これまでマイコバクテ
リア感染が、アトピーなどのアレルギーを抑
制するとの報告がある。そこでアレルギーを
惹起する T細胞の誘導に関与すると考えられ
ている OX40 ligand の発現をマウス骨髄から
誘導した樹状細胞を使って調べてみた。その
結果、arabinobiose、次いで arabinose を頭
部にもつミコール酸糖脂質で発現の抑制を
示唆する結果を得た。よってこれらの糖脂質
は抗アレルギー活性をもつ可能性が示唆さ
れた。 
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