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研究成果の概要（和文）：難治性の呼吸器感染症 MAC 症の起因菌である Mycobacterium 

avium-intracellulare complex (MAC) 菌は糖ペプチド脂質抗原 glycopeptidolipid (GPL) によ

り 28種類の血清型が規定される。本研究では、構造類似の血清型特異 7, 12, 13型について糖

鎖構造を明らかにし、生合成遺伝子の解析を行った。さらに、これら血清型特異 GPLが Toll-like 

receptor 2 (TLR 2) を介して宿主認識されることを解明した。宿主認識には GPLの糖鎖のア

セチル基修飾が重要であった。以上の結果から、MAC菌は血清型特異 GPLの違いにより感染

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), which causes 

pulmonary and extrapulmonary diseases, is the most common isolate of nontuberculous 

mycobacteria. MAC species are classifiable into 28 serotypes according to the epitopic 

oligosaccharide structure of the species-specific glycopeptidolipid (GPL) antigen. A GPL 

consists of a serotype-common fatty acyl peptide core and serotype-specific oligosaccharides 

extending from the 6-deoxy-talose. In this study, we defined the serotype 7-, 12-, and 

13-specific GPL structures and biosynthesis gene cluster, and clarified the host recognition 

of GPLs by toll-like receptor-2 (TLR2). These results implied that serotype-specific GPLs 

play important roles in MAC infections. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 非結核性抗酸菌症（含、MAC症）の特徴 

 抗酸菌感染症（結核、非結核性抗酸菌症）

は約 200 万人／年が死亡する世界三大感染症

の一つであり、MAC症は非結核性抗酸菌症の
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約 80%を占める抗結核薬の効力が低い難治性

の呼吸器感染症である。一方、抗酸菌は菌体

の 40%以上が脂質成分からなり、抗酸菌の宿

主感染論をこれら脂質分子の関与を排して論

じることは適切でない。MAC菌は細胞表層に

結核菌にはない糖ペプチド脂質抗原

glycopeptidolipid (GPL) を発現し、その糖鎖

構造から 28種類の血清型に分類され、疫学的

偏在性から血清型による病原性・感染性への

差異が示唆されていた。 

 

(2) 国内外の研究動向 

 GPLは MAC菌の形態、バイオフィルム形

成に関与し、宿主免疫応答との連関が指摘さ

れた。しかしながら、血清型は GPL抗原の薄

層クロマトグラフィー (TLC) と抗血清反応

から同定され、16 種類の血清型特異 GPL の

化学構造が報告されているのみで、それ以外

は構造未同定であった。 

 我々は GPL の宿主感染における役割の解

析を目的に、生化学的特徴（GPLの構造特異

性、生合成経路）と宿主免疫応答機序の両側

面からアプローチしてきた。 

 

２．研究の目的 

 我々の MAC 菌における脂質分子の生化学
的、脂質免疫学的な取り組みの発展により、
新規血清型 13型GPLの構造解析と生合成経
路の解明が可能である。さらに、GPL糖鎖構
造の差異が宿主免疫応答の制御因子として
MAC 菌の病原性・感染性に関与していると
仮定した。本研究では 3つの観点（血清型特
異 GPL 構造の差異、生合成経路、宿主免疫
応答）から本仮定を実証し、脂質分子をター
ゲットとした新規抗菌薬、新規ワクチンの開
発を可能にする脂質免疫学的新思考を提案
する。 

 

３．研究の方法 

(1) 血清型 13型 GPLの精製と構造解析 

 血清型 13型菌を培養集菌後、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カラムクロマトグラ

フィー、TLCにより GPLを精製純化した。 

 血清型 13型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。 

 

(2) 生合成遺伝子群による生合成経路の解明 

 コスミドライブラリーを作製し、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。血清型 7, 12型 GPL生合成遺伝子

群は既にクローニング済みであり、本研究で

は血清型 13型についてクローニングした。生

合成遺伝子群の open reading frame (orfˆ)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 の機能を確定した。 

 

(3) GPLの宿主応答と認識機序、構造相関 

 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-) から明らかにした。 

 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
ポーターアッセイで NF-B活性化を検討し
た。また、TLR2, 4-KO マウスの骨髄性マク
ロファージの活性化を TNF-の産生量で評
価した。血清型 7, 12, 13 型 GPLを抗原とし
た比較検討を行い、宿主認識の構造相関を解
明した。 

 
４．研究成果 

(1) 血清型 7, 12, 13 型 GPL は 6-deoxy-Tal- 

Rha-Rha-Rha-4-N-acylated-4,6-dideoxy-He

x を共通の基本骨格とし、末端糖とそれにグ

リコシド結合した Rha に転移している O-メ

チル基の数と結合位置が相違点であった。末

端 Hexは、7型 GPLが 2位、12型 GPLが 3

位にメチル基転移し、13 型 GPL ではメチル

基転移はなかった。末端から 2番目のRhaは、

12, 13型 GPLが 4位にメチル基転移し、7型

GPLではメチル基転移はなかった。コスミド

ライブラリーを作製し GPL 生合成関連遺伝

子領域を同定した。血清型を規定している

ORFで各MACを形質転換して機能解析した

ところ、これらメチル基転移反応は独立した

3 種類のメチル基転移酵素遺伝子 orf2, orfA, 

orfB により規定されていた。各遺伝子のメチ

ル基転移は orf2 が末端 Hex の 2 位に、orfA

が末端から 2 番目の Rha の 4 位に、orfB が

末端Hexの 3位に転移する基質特異性を示し

た。12, 13 型 MAC は共に orfA-orfB を有す

るが、13 型 MAC は orfB に 1 塩基置換を認

め、機能欠失のため GPL構造が変化していた。 

 

(2) 血清型GPLはアルカリ安定脂質であるが、

天然では糖鎖にアセチル基が付加した状態で

存在していた。血清型 13型 GPLは付加する

アセチル基の数と位置によりTLC上で6種類

のスポットを確認し、質量分析から付加アセ

チル基の数を決定した（結合位置は未同定）。



 

 

弱アルカリ加水分解によりアセチル基は全て

脱落し、薄層クロマトグラフィー上で 1 スポ

ットに収束した。宿主応答機序の検討から、

アルカリ安定 GPL でマウス脾臓細胞を刺激

しても細胞は活性化されなかったが、天然型

GPL 刺激によりマウス脾臓細胞の活性化が

認められた。この宿主認識は TLR2 依存的マ

クロファージの活性化であることを解明した。 

 

(3) MAC 臨床分離株 Ku11 の GPL は新規

GPLであり、血清型 13型 GPLと同様にアセ

チル基付加により宿主応答が異なった。Ku11

株 GPL は糖鎖へのアシル基付加がないため、

天然型 GPL の宿主応答を検討することで

TLR2 を介した宿主—構造相関が解明できる

と期待される。 

 

以上より、MAC 菌に特徴的な血清型特異
GPLは宿主応答に関与して感染性・病原性の
発現に重要な役割を果たしていると考えら
れた。GPL構造、生合成遺伝子、宿主応答の
解明は、MAC症の診断のみならず、GPL発
現をコントロールする新規治療薬、新規ワク
チン開発のターゲット分子として MAC 症制
圧に貢献できると考える。 
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