
特別研究費概要報告

らい菌PGLの 糖鎖を用いた抗原抗体反応の

機構の研究

藤 原 り岡

研究主題 「らい菌PGLの 糖鎖を用いた抗原抗体反応の機構の研究」のもとに1990年4月

1日 ～1992年3月31日 の二年間にわたって特別研究費合計40万 円の交付を受け研究を行なった

ので、その概要を報告する。

研究成果 の概要

これ まで の研 究で らい菌PGLの 高 い特異性 はPGLを 構 成す る三糖[0-(3,6-di-0-methyl一

β一D-91ucopyranosy1)一(1→4)一(2,3-di-0-methyl-a-L-rhamnopyranosyl)一(1→2)-3-0-methy1一

α一L-rhamnopyranose]、 そ のなかで も主 と して非還 元末端 の3,6-di-0-methylglucoseに よ って

決定 され ている ことが明 らかにな った。しか し抗体が この抗 原を認識す る機構 は明 らかでない。

そこで この三糖 をモデル化合物 として これ に対す る単 クロー ン抗体 との反応を調べ、三糖 の構

造 と抗体 に対 する反応性 との相 関関係について検討 した。

実験材料 と実験方法

合成抗厘.合 成抗原はすべてBSA複 合体として用いた。表1に 抗原のリス トと略号を示す。

この内ID-P-BSAは 本研究の過程で合成を行なった。いずれの抗原 も1モ ルのBSA当 たり25～35

モルの糖を含んでいた。

単クローン抗体.こ の実験では表2に 示 したPGLに 特異的な11種 の単クローン抗体につ

いて解析を行なった。 これらの単 クローン抗体は本研究で調製 したものと、由来の欄に示 した

各所から分与されたものを含んでいる。ご好意に深謝する。

ELISA.WHOの 標準法によった。塗布する抗原の濃度は3.14×101nMか ら3.14×10-2

nMと した。

ELISA阻 害試験.3.14×10-'nMの 抗原を塗布 したプ レー トを1%BSAで ブロックした

後に100倍 濃度の阻害用抗原液を含む抗体を加え1時 間保温 した。これについて通常のELI

SAに よって残存する活性を測定 した。
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合 成 抗 原 の 樋 造 略 号
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表1合 成抗原一覧表

抗体 免疫源 由 来 希釈

ク ラ ス 倍数

mAb(1-21) IgG PGL Nishimura-lkeda 2,000

mAb(1-24) IgG PGL Nishimura-lkeda 2,000

mAb(1-25) IgM PGL Nishimura-lkeda 2,000

ml6Al2 IgG PcL P.Brennan 2,000

ml8A2 IgG PGL P.Brenann 1,000

ml8B2 IgG PGL P.Brennan 2,000

...

IgM PGL 冊OBank 500

F47-21-3 IgG PGL 冊OBank 500

SF-1 IgG PGL Sakamoto-Fujiwara 1,000

A-9 IgG NT-P-KLH" Sakamoto-Minagawa 2,000

DZ1 IgG NT-P-MBSA'Z J.Douglas :1111

零1キーホルリンベットヘモシアニン82メ チル化アルブミン

表2単 クロー ン抗体一覧表

結果 と考察

単 クロー ン抗体が認識す る抗原上 の範囲を決定す るために種 々の濃度の抗原 に対す る活 性を

ELISAに よ って測定 した。DZI以 外 の単 クロー ン抗体 はいず れ もNT-P-BSAに 対 して強い活性 を

示 したが、末端の3,6-di-0-methylglucoseを 欠 くID-P-、IM-P-、G-P-BSAに は いずれ の抗体 も

全 く活性 を示 さなか った。 この事 はPGLの 活 性 の発現 には3,6-di-0-methylglucoseが きわ めて

重要な機能を はた して いることを示 して いる。各 単 クローン抗体 につ いて行 な った解析の結果

を以下 に示す。

mAb(1-24)、mAb(1-21).mAb(1-24)は3,6-di-0-methylglucoseを 欠 くIM-P-、ID-P-BSAに

対 してま った く活性を示 さなか った。mAb(1-24)はNT-P-、NT-0-、ND-P-、20H-D-P-、 βαβT+

BSAに 対 して ほとん ど同 じ活 性を示 した。 βαβT-P-、NM-P-、 αM-P-BSAに 対 しては0.17nM以 下 で

NT-P-BSAに 比 べて活性が低下 したが その程度 は小 さか った。 これ らの結 果 はmAb(1-24)は 末 端
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の3・6-di-0-methy191ucoseの み を認識す る事 を示す。mAb(1-24)が ア ノメ リック配向 を認識 す

るかど うかを調べ るために配 向を変 えた合成抗原 に対す る反応性 をテ ス トしたところ、どの抗

原 に対 して もNT-P-BSAと ほ ぼ同一 の活性 を示 し、 どの アノメ リック配 向を も認識 しない ことは

明 らか であ った。mAb(1-21)はmAb(1-24)と ま った く同0の 活性を示 した。

mAb(1-25),mAb(1-25)はmAb(1-24)と よ く似 た活性のパ ター ンを示 した。mAb(1-25)はIM-P-、

ID-P-BSAに 対 して活性 を示 さず 、ND-P-、NT。0-BSAに 対 してはNT-P-BSAと 同 じ程度の活性 を示

した。NM-P-BSAに 対 して はmAb(1-24)と 違 って低抗原濃度 で活性が低 か ったが 、高抗原濃度で

はNT-P-BSAと 同 程度の活性を示 した。 この ことはmAb(1-25)は 他 の部分 の影響 を多少 は受 ける

ものの本質 的 には3,6-di-0-methylglucoseを 認 識す ることを しめす。mAb(1-25)は αM-P-BSAに

はNM-P-BSAと 同程度 の活性を示 した。 またαααT-P-BSAに 対 して は、活性 の低下 がみ られたが、

その程度 は比 較的小 さくNM-P-BSAと 同 レベルで あ った。 従 ってmAb(1-25)は3,6-di-0-methyl-

glucoseの ア ノメ リック配向を認識 しない もの と考 え られ る。

m16A2、ml8A2、m18B2.m16A12、m18A2お よ びm18B2はNT-0-BSA、ND-P-BSAに 対 してN

T-P-BSAと ほ とん ど同 じ活性を示 した。 またNM+BSAに は全 く活 性を示 さなか った。 これ らの

結 果か らm16Al2、m18A2お よ びm18B2は 外 側 の二糖を認識 を認 識す る もの と考え られ る。 こ

れ らの抗体 はβααT-P-BSAに 対 して高抗原濃度 ではかな り高 い活性 を示 し、3-a-metylrhamnose

の ア ノメ リック配向を認 識 しない事 を示 したが、低抗原濃度で の活性 の低下が認あ られ た
。 こ

の理 由は明 らかでないが、 これ らの抗体が還元末端の3-0-methylrhamnoseを 認 識 しな い事 は分

か って いるので、BSAの 表 面 にお ける立体 障害が可能性 のひ とっであ ると思 われ る。m16A12は

ββαT-P-BSAに は βαβT-P-BSAに 対 する活性 とほぼ同程度 の活性を示 したが 、αααT-P-BSAに は活性

を示 さなか った。m18A2とml8B2は ββαT-P-BSAに も αααT-P-BSAに も活性を示 さなか った。 こ

の事 はm16Al2は 二 糖 の中のア ノメ リック配 向のみを、 またm18A2とm18B2は 外 側 の二糖の 中

と外の両方 のア ノメ リック配向 を認識す る ことを示 す。

m16A12は20H-D。P-BSAに 対 して活性 を示 したが、m18A2とm18B2は 活 性を示 さなか った。

この事 はm16A12は2,3-di-0-methylrhamnoseの2位 の メチル基 を認識 し、m18A2とm18B2は

これを認識 しないことを示す。

PG2B8F.PG2B8FはND-P-、NT-0-BSAにNT-P-BSAと 同 程度の活性 を示 したが、NM-P-、aM‐P‐ 、

IM-P-、ID-P-BSAに は全 く活性 を示 さず、PG2B8Fが 外 側の二糖 を認識す る ことは明 らか であ っ

た。またPG2B8Fは βαβT-P-BSAに は 活性を示 したが、αααT-P-、 ββαT-P-BSAに は 全 く活性 を示 さ

なか った。 この ことはPG2B8Fが 外側 の二糖の中 と外の両方の アノメ リック配向を認識す る こと

を示す。

F47-21-3.F47-21-3はNT-0-BSAに 対 してNT-P-BSAと 同 程度の活性 を示 した。ND-P-BSAに 対

して はNT-P-BSAに 対 す る活性 の約1/2の 活 性 しか示 さず 、NM-P-、aM‐P-、IM-P-、ID-P-BSA

に は全 く不活性で あ った。 またPG2B8Fは βαβT-P-BSAに 対 して活 性を示 すがαααT-P-、 ββαT-P-

BSAに は活性を示 さなか った。 この ことはF47-21-3がPG2B8Fと 同 様外側の二糖 の中 と外の両方

の アノメ リック配向を認識す ることを示 す。
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SF-1.SF-1は 特 徴的で 、NT-O-BSAに 対 してNT-P-BSAよ り少 し低 い活 性を示す以外他 の抗

原 に対 して全 く活性を示 さなか った。 この事 はSF-1が 非 常 に厳 しい特異性 を持 ちPGLの 三糖

の完全な構造のみを認識す ること、 また この際にフ ェニール基の一部 を も認識 して いる可能性

があ る事を示す。

A-9.A-9はSF-1よ り も更に厳格 な特異性 を持 ちNT-0-BSAに も反 応せず、NT-P-BSAがA-

9の 反 応す る唯一 の単 クロー ン抗 体であ った。 この ことはA-9が 三 糖全体 と更 に フェニ ール基

を も含めて認識す るを示 す。

DZ1.DZ1は 他 の抗体 とはその性質 を全 く異 に し、IM-P-、ID-P-BSAに 対 してNT-P-BSAと 同

程度 の活 性を持 って いた。NM-P-、 αM-P-、ND-P-、20H-D-P-BSAに は活性 を示 さなか った。 こ

の ことはDZlが 内 側の3-0-methylrhamnoseを 認 識 してい る事を示す。DZlは αααT-P-BSAに 対 して

NT-P-BSAと 同程度 の活性 を示 した。βαβT-P-BSAに 対 して は、低抗 原濃度で は活性が下 が り、 こ

の活性低 下 はββαT-P-BSAで は さ らに著 しか った。従 ってDZ1の 活 性 には還元末端の3-a-methyl-

rhamnoseの 非 還 元末端側の アノメ リック配向を認識 し、還元末端 側 の配 向につ いて も限定的な

関与 があ るもの と考え られ る。

3,6-OMe,-anomeric2,3-OMe-anomeric3-OMe-anomericphenyl

glucoserhamnoserhamnose

Ab(1-21)

Ab(1--24)

Ab(1-25)

16Al2

18A2
..

...

F47-21-3

SF-1

Ag

DZl

羅

購

一一
購 認識する 部分的に認識する

表3単 ク0ロ ン抗体の認識範囲

これ らの単 クローン抗体が認識するPGLの 糖鎖の範囲をまとめて表3に 示す。この表から

抗体が抗原を認識する単位、すなわちエピトープは一糖残基であることが明らかである。 しか

し部分的に糖残基のメチル基を除去 した合成抗原(20H-D-P-BSA)や メチル基の位置を変えた抗

原(TB-IM-P-BSA、CM-P-BSA)な どに対する反応性などの結果か ら、糖残基の部分構造を認識す

る、すなわち最小のエ ピソープは0糖 残基よりも小さい場合もあることが分かった。

この実験では、三糖で免疫 して得 られたクロー ンの中には還元末端側か らの二糖(ID-P。BSA

に相当)を 認する抗体が得 られなか った。ただし、ID-P-KLHは 非常に強い免疫源性を持ちこれ

で免疫 した場合、多種類のクローンが得 られるが これらは全てID-P-BSAかIM-P-BSAを 認識する

抗体でNT-P-BSAを 認識する抗体は得 られなかった。この理由は三糖の状態では中央の糖残基は

一17s



藤原:ら い菌PGLの 糖鎖を用いた抗原抗体反応の機構の研究

両側に糖残基があ り、立体障害が大きいために抗体がこの部分に接近 しにくいためであ り、

ID-P-KLHで 免疫すると多数のNT-P-BSAを 認識できない単クローン抗体が得 られるのは、末端に

糖残基がないことによって生 じる4位 のOH基 の強い抗原性によるものと考え られた。 これは

ID-P-BSAの4-OH基 にグルコースを附けた合成三糖抗原GT-P-BSAに 対 して、これらの単 クロー

ン抗体 は活性を持たないことからも裏付けられた。NT-P-MBSAで 免疫 したときにIM-P-BSAを 認

識する単クローン抗体(DZ1)が えられたが、これは還元末端の糖残基が中央の糖残基よりも立

体障害がすくないためと考え られ、上記の結果とよく一致する。

この一連の研究で らい菌のPGLの 糖残基に対する単 クローン抗体のフルセッ トが得られた

訳で、これが抗原抗体反応の機構の解析におおいに役立 った。またこの単 クローン抗体はPG

Lの 定量やPGLを 利用 した組織染色など細胞病理学の分野などでの利用 も行なわれ始めてお

り、この研究の意義は大きいものと思われる。

(付 記)

本 研究 は国立多摩 研究所 の皆川文重 、坂本芳幹 両博 士、UniversityofHawaiiのJamesT.

Douglas博 士 との共同研究の一一環 と して行 なわれ た もので ある。

研究成果の発表

本研究の成果 はInfectionandImmunityに 投 稿す る予定であ る。
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