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研究成果の概要（和文）：非結核性抗酸菌症は、予後の悪い難治性の呼吸器感染症である。糖ペプチド脂質 
(Glycopeptidolipid, GPL) は非結核性抗酸菌に含まれる特徴的な脂質分子で、細胞表層に存在する。GPL欠損が
菌体の形態に影響してrough型を呈すること、宿主内での長期生存を可能にすることを分子レベルで解明した。
M. smegmatis J15cs株のGPL研究成果をMAC症に応用して、臨床分離株Ku11株のGPL生合成遺伝子を解析し、2種類
の糖転移遺伝子を同定した。また、GPLがTLR2を介して宿主認識されることを見出した。感染性や病原性の解明
に資する知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Mycobacterium avium-intracellulare complex (MAC) is classified into 28 
serotypes based on the serotype-specific glycopeptidolipid (GPL) antigen. M. intracellulare Ku11 
strain was isolated from a patient in Kumamoto, and produced a novel GPL. The Ku11-GPL was composed 
of 6 pieces of non-acylated sugars. The gene cluster involved in GPL biosynthesis was isolated and 
sequenced. We checked the similarity of the deduced amino acid sequences in the open reading frames 
(ORFs). In this study, it was identified the two ORFs that are functionally responsible for the 
elongation of oligosaccharide, glycosyltransferase. In addition, it is clarified that GPL was 
recognized via TLR2 not TLR4.
These results make a new avenue of the diagnosis and protection in non-tuberculous infection.

研究分野：細菌学

キーワード： 非結核性抗酸菌症　glycopeptidolipid

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性の呼吸器感染症である非結核性抗酸菌症の感染性・病原性を細胞表層に存在する糖ペプチド脂質抗原を中
心に検討した。脂質生化学的、脂質免疫学的な基礎研究から非結核性抗酸菌症における有益な知見を得た。今
後、診断や治療、予防への応用が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

(１) 非結核性抗酸菌症は、結核に類似した病変を示し、近年増加傾向にある。抗菌薬が効かず、多

剤耐性菌の出現も多く、難治性の呼吸器感染症である。糖ペプチド脂質 (Glycopeptidolipid, GPL) は

非結核性抗酸菌に含まれる特徴的な脂質分子で、細胞表層に存在し、その構造はコア部分に 6-

deoxy-talose が付加した apolarGPL と、糖鎖が伸長した polarGPL に分かれる。GPL は、糖・テトラペプ

チド・脂質部分から構成され、生合成遺伝子群として糖転移酵素遺伝子 (gtfB, rtfA)、テトラペプチド合

成遺伝子 (mps1-2)、脂質合成遺伝子 (mmpSL family) 等がクローニングされている。 

 

(２) M. abscessus, M. smegmatis 等には apolarGPL、Mycobacterium avium-intracellulare complex 

(MAC) 菌には polarGPL が存在する。M. abscessus は病原性の異なる smooth, rough 型が分離され、

smooth 型に比べ GPL を欠損した rough 型は強毒株で予後が悪い。形態と病原性の関連が指摘されて

いる。非結核性抗酸菌症の約 8 割を占める MAC 症の起因菌である MAC 菌は polarGPL の糖鎖構造

から 28 種類の血清型に分類される。MAC 菌も病原性の違いが報告され、細胞表層成分である GPL の

関与が示唆される。 

 

(３) 我々は M. smegmatis J15cs 株における GPL の研究成果として、GPL 欠損が菌体の形態に影響し

て rough 型を呈すること、宿主内での長期生存を可能にすることを報告した。細胞内寄生性細菌である

MAC 菌は、polarGPL を細胞表層に有し、血清型により MAC 菌の感染性が異なることから、M. 

smegmatis J15cs 株における GPL の研究成果を MAC 症に応用することで、その感染性や病原性の解

明に資する知見が得られると考えた。 

 

２．研究の目的 

M. smegmatis J15cs 株における GPL の研究成果を難治性呼吸器感染症 MAC 症の主要起因菌

MAC 菌に応用し、MAC 症の治療・予防に資する脂質生化学的基礎研究を提案する。具体的には、

MAC 菌由来 GPL の存否が宿主感染に及ぼす影響を証明するため、GPL 生合成におけるテトラペプチ

ド合成遺伝子 mps1 を破壊させることで GPL 非産生 MAC 菌の構築を試みる。また、MAC 菌由来 GPL

の生合成遺伝子を解明し、GPL 産生を制御する。これら変異株の形態、宿主応答、細胞内生存を評価

し、感染性・病原性への関与を解明する。他方、GPL に対する宿主応答機序について TLR2 を介した

自然免疫と抗体産生の詳細を分子レベルで解明する。 

 

３．研究の方法 

（１） GPL 生合成遺伝子破壊株の作製とその表現型 

GPL 欠損株の表現型（コロニー形態、紐状形態、菌体長、抗酸性等）を検討し、親株との相違点を明

確にし、細胞表層脂質成分への影響について精査した。GPL産生を欠損させることが可能かどうかを検

討した。テトラペプチドの合成遺伝子群 (mps1) をターゲット遺伝子に想定して、全ゲノム解析が実施さ

れている M. avium 104 株を利用して検討した。Forch 法に準じて脂質画分を抽出し、アルカリ安定脂質

を薄層クロマトグラフィー (TLC) で展開することで、GPL の欠損や変化を確認した。 

 

（２） Ku11-GPL の生合成遺伝子解析 

臨床分離株 M. intracellulare Ku11 株は、予備検討より糖鎖がアシル基修飾のない 6 個のヘキソー

スからなる GPL 産生を確認した。単純糖鎖からなる GPL は宿主応答機序の解析を容易化できるので最

適である。Ku11 株から rtfA, gtfB 遺伝子を中心とした GPL 生合成遺伝子群のクローニングを実施した。

M. smegmatis の open reading frame (orf) とデータベース上で相同性を比較して、Ku11 株の各 orf 機

能を推定した。各 orf を pVV16 ベクターに挿入して、エレクトロポレーション法により M. smegmatis mc2 

155 株或いは M. intracellulare NF113 株を形質転換して、産生される GPL の変化を検討した。 

 

（３） GPL 生合成遺伝子の機能解析 

変異株の産生 GPL の構造を同定することで、各 orf の機能を推定した。糖鎖構造は ESI/MS, 

ESI/MS/MS 解析により、糖毎に得られるフラグメントイオンと質量数から同定した。 

 

（４） GPL の宿主応答機序 

精製 GPL で TLR2, 4 を発現した HEK 細胞を刺激し、レポータージーンアッセイ法により評価した。 

 



４．研究成果 

（１） GPL 生合成遺伝子 mps1 破壊株の取得 

M. smegmatis J15cs 株で GPL 欠損に導いている GPL 生合成遺伝子 mps1 を破壊して、GPL 欠損

MAC 菌の作製を試みた。先ず、全ゲノム解析が実施されている M. avium 104 株の mps1 遺伝子に相

当する部位をハイグロマイシン (Hyg)、カナマイシン (KM) 耐性遺伝子で置き換えることを試みた。

pTA2 ベクターに PCR で増幅させた mps1 遺伝子 10.2 kbp の一部 4.4 kbp を挿入した。mps1 遺伝子中

の PshA1, Sph1 サイトを利用して Hyg, KM 耐性遺伝子を連結し、mps1 (KM-R/Hyg-R) -pTA2 プラスミ

ドを構築した。本プラスミドを用いて形質転換したところ、Hyg, KM に耐性をもつクローン株が得られた。

pTA2 ベクターは抗酸菌のレプリケーションオリジンが存在しないため、単独で増幅することはなく、プラ

スミドがゲノムに挿入され KM, Hyg 耐性を維持していると考えられた。 

得られたクローン株 (Hyg, KM 耐性) の GPL 発現を評価したが、全て GPL 産生株であり、GPL 欠損

株の取得は達成されなかった。M. avium 104 株は自然耐性を獲得し、抗菌剤による選択が困難であっ

たこと、mps1 遺伝子欠損に対して代替遺伝子が働き GPL が産生されることが、原因として考えられた。

薬剤濃度の変更など種々検討したが、GPL 欠損 M. avium 104 株は現段階では得られていない。 

 

（２） M. intracellulare Ku11 株の GPL 生合成遺伝子解析 

① Ku11 株の GPL 生合成遺伝子群のクローニング 

Ku11 株由来 GPL は糖鎖構造が 6

糖 (Rha-2-O-methyl Rha-Rha-Rha-

Rha-6-deoxy Tal) からなり、既存の

血清型 GPL28 種類に比べ糖鎖が 1

個伸張したユニークな新規 GPL であ

った。Ku11 株の GPL 生合成遺伝子

を解析した。GPL 生合成遺伝子群の

シークエンスを完了し、糖鎖合成に関

連すると考えられる候補 orf を抽出し

た（図１）。 

 

② 糖鎖転移遺伝子 orf8, 16 の同定 

orf の機能を解析するため、各 orf を

pVV16 シャトルベクターに導入した。先ず、

GPL core のみからなる M. smegmatis mc2 

155 株の系で orf8, orf8+orf16 を組み込んだ

変異株を作製した。GPL 産生を薄層クロマト

グラフィー (TLC) で確認したところ、野生

株、orf8 挿入株、orf8+orf16 挿入株の順に

Rf 値が減少した。orf8 を発現した変異株は

糖鎖が 3 個、orf８, orf16 を共発現した変異

株は糖鎖が 4 個であることが、Rf 値の減少

度から示唆された（図２）。Rf 値の減少は糖

付加により親水性が増加したためと考えら

れた。次に、糖鎖の最も少ない 2 糖からなる

血清型 1 型 MAC 菌（NF113 株）を用いて同様の組換え

変異株を作製した。これらの表現型から糖転移遺伝子を

同定した。orf8 と orf8, orf16 共発現した 1 型 MAC 菌は

TLC の結果から、M. smegmatis 変異株と同様の Rf 値の

変化が確認された。また、orf１６単独の変異株でも orf8, 

orf16 共発現と同等の Rf 値が示された（図３）。orf16 のみ

で糖鎖が 4 個まで付加していることが示唆され、正確な構

造解析から各 orf の機能解析を行った。 

 

 

 

 

 
図 1．ku11 株の GPL 合成酵素遺伝子クラスター領域と orf 

 

図２．M. smegmatis 変異株の GPL 変化 

 

図３．MAC NF113 変異株の GPL 変化 



③ 糖鎖転移遺伝子 orf8, 16 の機能解析 

図 3 の変異株の GPL を含むアルカ

リ安定脂質画分をβ-elimination 処理

により、糖鎖、ペプチド脂質部分に分

解した。2 相分配により水層部分の糖

鎖を得た。ESI/MS/MS (4000QTRAP, 

AB Sciex Inc.) による質量分析から糖

鎖の解析を行った。6 糖からなる Ku11

株の糖鎖は[M+Na]+が m/z; 934 を示

し、各糖部分で切断されるフラグメント

イオンとして m/z; 788, 628, 482, 336

が得られた。同様に orf16、orf8+orf16

共発現した変異株の GPL 糖鎖を解析

すると最大ピークの m/z; 628 は糖が 4

個からなる糖鎖であることがわかった。

さらに、最大質量数であるｍ/z; 774

は、Ku11 株の 5 番目の糖鎖の m/z; 

778 からメチル基が付加していない 14

マス減少した質量数であった（図４）。 

以上より、orf8 挿入株は糖鎖が 3 個、orf8+orf16 挿

入株は糖鎖が 4 個、orf16 挿入株は糖鎖が 4 個伸張

した構造であった。また、orf8+orf16, orf16 挿入株で

は、主産生 GPL は糖鎖 4 個であったが一部糖鎖 5 個

に伸張した GPL が産生されていた。Ku11 株の完全

GPL 生合成のためには、末端の 2-O-methyl-Rha, 

Rha の糖転移遺伝子解明のみとなった（図５）。 

 

 

 

 

 

 

④ Ku11 株の天然型 GPL と宿主認識機構 

長期生存性、感染性・病原性の

解析については、Ku11 株の天然

型GPLが各糖鎖にメチル基がラン

ダムに付加していた。天然型 GPL

を TLR2, 4 を発現させた HEK 細

胞での認識機構を検討した結果、

TLR2 を介した宿主認識機構が明

らかになった（図６）。MAC 菌の

GPL は TLR2 を介して宿主認識さ

れること、MAC 感染者から GPL 抗

体が検出されること、M. smegmatis

の GPL 非産生株が宿主内で長期

に生存すること等から、GPL 分子

が宿主病原性に寄与していること

が示唆された。 

 

図 4．質量分析による推定糖鎖構造 

 

図５．Ku11-GPL の推定構造と orf の機能 

 

図６．天然型 GPL と宿主応答機序 
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