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1.は じめ に

1982年 にHunterら1)に よ って らい菌 か ら フ ェ ノー ル 性糖 脂 質(PGLI)が 単 離 、 構 造 決 定 さ

れ て以 来 そ の血 清 学 的 性 質 が 多 くの研 究者 に よ って研 究 され て き た2囎8)。特 に糖 鎖 の化 学 合 成 が

成 功 した 事3-6)によ って 多 数 の血 清 試 料 を 詳 細 に検 討 す る こ とが 可能 に な っ た。 そ の 結 果PGL

Iの 糖 鎖 、特 に 三 糖 全 体 を 合 成 し、血 清 アル ブ ミ ソ(BSA)に 結 合 させ た 合 成 抗 原(NT-P-

BSA)4)が らい 菌 の感 染 を血 清 学 的 に診 断 す るた め の 道 具 と して きわ めて 有 効 で あ る こ と が 明

ら かに な り4'7'8)、現 在 で は この合 成 抗 原 を 用 い たELISAや ゼ ラチ ソ粒 子 凝 集 法 が実 用 化 され て

い る8)。

しか し この 方 法 は 健康 者 血 清 に対 して 数%の 偽 陽 性 を示 し4・7)、この点 を改 善 す る必 要 が あ る。

合 成 抗 原 を 用 い た 研 究 の 過 程 で フ ェ ノ ー ル 性 糖 脂 の 糖 鎖 の うち で 非 還 元 末 端 の 糖 で あ る

3,6-di-0-methy1一 β一D-91ucopyranoseが そ の 特 異 性 の 決定 に重 要 な役 割 を 果 た して い る こ と

が 明 らか に な っ て い る3)。 し か しそ れ 以 外 の 二 つ の 糖2,3-di-O-methyl-a-1,-rhamno-

pyranoseと3-0-methy1-a-Lrhamnopyranoseに 対 す る抗 体 も存 在 し、 これ が 偽 陽 性 の 原 因

とな っ て い る可 能 性 が あ るの で この 点 に つ い て検 討 を した 。

II.結 果と考察

1.抗 原の合成

PGLIの 糖鎖の部分構造に対する抗体を検出するために還元末端からそれぞれ一糖残基ず

つ順次結合 させた単糖(IM-P-BSA)、 二糖(ID-P-BSA)お よび三糖抗原(NT-P-BSA)

を用いて種々の由来の血清について血清学的活性を調べた。このうちIM-P-BSAとNT-P-BSA

については既報9)にしたがって合成 した。
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図 一1.ID-Pの 合 成 経 路

ID弓Pの 合 成経 路 を図 一1に 示 す 。即 ちbenzy14-O-benzyl-a-1,-rharnnopyranoside(1)

をdimethylformamide(DMF)中BaOとBa(OH)、 の 存 在 下 にCH,1で メ チル 化 し2を え た。

っ つ い て2をpalladium/carbonを 触 媒 に して加 水 素 分 解 で 脱 ペ ソ ジル し、 っ つ い て こ れ を ア

セチ ル 化 して3を 得 た 。 収 率 は ほ ぼ 定 量 的 で あ っ た。3をtoluene-trimethylsilylchloride

(10:3)中 で封 管 を用 い て120℃ で 加 熱 しク ロル化 して4を 得 た。 この ク ロル 化反 応 は か な り起

こ りに く く6時 間 を要 した が、 生 成 物 は比 較 的 安 定 で6時 間後 で も ご く少 量 の 分 解 物 しか 認 め

られ なか った 。 そ こで 反 応 生 成 物 を活 性 炭 処 理 した だ け で そ れ 以 上 の 精 製 は せ ず 次 の 縮 合 反 応

に用 い た 。

4と 、 既報4)に よ って 合 成 した5をsilvertriflateと1,1,3,3-tetraNmethylureaの 存 在 下 で

dichloromethaneの 中 で 一一夜 撹 絆 し た と こ ろ で 、 シ リカ ゲ ルTLC(benzene-acetone

4:1)でRfO.36の 主 生 成 物6とRfO.33の 副 生 物7が 認 め ら れ た。 両 者 を シ リカ ゲ ル カ ラム ク

ロマ トグ ラフ ィー で 分 別 し[α]D,NMRに よ って 構 造 を 決 定 した。 両 者 のNMRは 、 互 い に 良

く似 て お り6も7も4と5の 縮 合 した(1→2)結 合 の二 糖 で あ る こと を示 した が、 ア グ リ コ

ソの フ ェ ニル プ ロ トソ、 ア ノ メ リッ ク プ ロ トソ、 メ トキ シ プ ロ トソな ど に違 い が あ り互 い に ア

ノ メ リ ッ クエ ピマ ー で あ る こ と を示 唆 した 。6の[α コDは一43.20、7の 場 合は 一3.5。 で6は α
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体 で あ り7は β体 で あ る事 を明 瞭 に示 した。 この反 応 で は α体 と β体 の 比 は 約3:1で α体 に

選 択 性 が か な り保 持 され て い た。 これ は3,6-di-0-methylglucoseのperacetateの 場 合 そ の ク

ロ ラ イ ドを 同 一 の 条 件 下 で 縮 合 させ た場 合 の α体 と β体 の量 比(約4:1)に 近 い数 値 で あ っ

た 。 収 率 は 合 わ せ て約55.1%でKoenigs-Knorr反 応 と して は か な り良 い数 値 で あ っ た 。 一 般

にハ ラ イ ドの2位 が エー テ ル で 隣 接 基 関 与 が な い場 合 ハ ライ ドは非 常 に 不 安 定 に な り収 率 が悪

くな る うえ に立 体 選 択 性 も な くな る事 が分 か って い る が9)この 場 合 ク ロ ラ イ ドは ブ ロマ イ ドよ

りも安 定 な た め 、 収 率 、 選 択 性 と も に良 くな っ た もの と考 え られ る。6を 脱 ア セ チ ル化 し、 つ

づ い て脱 ベ ソ ジル して 目的 の二 糖 、n}P(8)を 得 た。8の 構 造 はNMRに お いて は5.55ppm(

五,1.99Hz)と5.20ppm(1・,2・1.67Hz)に 二 つ の ア ノ メ リ ック シ グナ ル を示 した 事 に よ っ

て α結 合 の二 糖 で あ る こ と を確 認 した 。NMRス ペ ク トル の 他 の シ グナ ル も8が 所 期 の化 合 物

皿γPで あ る こ とを 強 く支持 した 。 合 成 され たID-Pは これ をhydrazinemonohydrate中 で撹 搾

して ヒ ドラ ジ ッ ドに変 換 した後acylazide法10)でBSAに 結 合 させ て 二 糖 複 合体D-P-BSAを 得

た 。 この 複 合 体 は1mo1のBSA当 た り32.5mnolのID-Pを 含 ん で い た 。

2.合 成 抗 原 に 対 す る抗 体 の 検 出

人 血 清 中 に 存 在 す る三 種 の 合 成 抗 原 に対 す る抗 体 をELISAを 用 い て調 べ た(表 一1)。

表 一1.合 成抗原の種々 の血清 に対す る反応性

血清 例 数
陽 性 数 及 び 陽 性 率

NT-P-BSAID-P-BSAIM-P-BSA

らい

結核

健康者

33

15

60

23(69.7)22(66.7)15(45.5)

1(6.7)11(73.3)9(60.0)

5(8.0)29(48.3)22(36.7)

()は 陽性率を示す。

この 場 合 らい 感 染 の 血 清 診 断 は 主 と してIgMク ラ ス に つ い て 行 な わ れ て い る の で 本 実 験 で も

peroxidaseの 標 識 抗 体 は抗IgM抗 体 を 用 い た。 血 清 は健 康 者60例 、 らい患 者33例 お よ び結 核 患

者15例 で あ る。

NT-P-BSAに 対 して は らい 患 者 血 清 で69.7%、 結 核 患 者 で6.7%、 健 康 者 で8.0%の 陽 性 率

で これ まで 報 告 され た デ ー ター と よ く一一致 した。7・8)この事 は実 験 が 正 常 に行 な わ れ て い る事 を

示 して い る。ID-P-BSA及 びIM-P-BSAに 対 して は ら い患 者 で は そ れ ぞ れ66.7%、45.5%、

結 核 患 者 で は そ れ ぞ れ73.3%、60.0%と 高 い陽 性 率 を 示 した。NT-P-BSAは 結 核 患 者 や健 康

者 の血 清 に 対 して 非 特 異 的 に 反 応 す る率 は 表 一1か ら8%以 下 で あ る。 従 っ てID-P-BSA

やIM-P-BSAに 対 す る高 い 陽 性 率 は 、NT-P-BSAの 非 特 異 的 な反 応 に よ るの で は な く、 ら い

菌 のPGLの 糖 鎖 の一 部 、 例 え ば0-(2,3-di-0-methyl一 α一L-rhamnopyranosyl)一(1→2)-3-

0-methyl‐a-Lrhamnopyranose(ID-P-BSAの 糖 鎖 と同 じ)に 対 応 す る抗 体 が 健 康 者 に も

結 核 患 者 に も存 在 して い る こ と を意 味 して い る。 一 方 らい 菌 のPGLIを 持 つ 人 、 即 ち らい 菌

の感 染 を受 けた 人 が 健 康 者 や 結 核 患 者 の 中 に これ 程 高 率 に存 在 す る とは考 え られ な い 。 従 って

ID-P-BSAやIM-P-BSAに 陽 性 の 血 清 を 持 つ 人 はID-P-BSAやIM-P-BSAの 糖 鎖 と 同 じ構 造
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を持つ物質 を抗原 として持 ってい る可能性が高い。 この事は表一1の 実験でNT-P-BSA

に対 して陽性を示 した健康者の5例 の血清がいずれもID-P-BSAもIM-P-BSAに も高い活性

を示 したことからも支持され る。

この考えを証明するためにNT-P-BSAと 工M-P-BSAに 陽性を示 した血清の内かららい患者

血清6例 、結核患者血清2例 についてNT-P-BSAとID-P-BSAを 用いたゼラチソ粒子凝集法

で吸収試験を行なった。即ちテス ト血清をII}-P-BSAま たはNT-P-BSAで 感作 したゼラチソ

粒子で吸収 しID-P-BSAま たはNT-P-BSAを 抗原 として、残存する血清学的活性を凝集法に

よって測定 した。結果を表一2に 示す。テス トした血清の全例でID-P-BSAに 対する活性はす

べて皿}-p-BSAで 強 く吸収 されたが、NT-P-BSAで は全 く吸収されなかった。

表 一21D-P-BSAに 対 して 陽性 を示 す血 清 のID-P-BSA,NT-P-BSAに よ る吸 収 試 験

テ ス ト 吸
血清 粒 子

な し

らい ID-P-BSA 126

A NT-P-BSA <16

らい ID-P-BSA 32

B NNT-P-BSA 4

らい ID-P-BSA 32

C NT-P-BSA <16

らい ID-P-BSA 32w

D NT-P-BSA 16

らい ID-P-BSA 12w

E NT-P-BSA 512

らい ID-P-BSA 64w

F NT-P-BSA !28

結核 ID-P-BSA 64

A NT-P-BSA C`

結核 ID-F-BSA 128w

B NT-P-BSA <16

収 粒

ID--P--BSA

32

Clo

1A

16

<16

<16

<16

1

128w

512w

16w

128

16

<.L6

32w

<16

子

NT-P-BSA

!26

〈16

6iK'

〈 ユ6

t」

<16

3t;,

<16

vi2w

256

64w

64w

64

L1

128w

<16

血清学的活性は陽性 を示す最大希釈倍数で示 す。添字wはweakpositiveを 示 す
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逆 にNT-P-BSAに 対 す る活 性 はNT-P-BSAで は 吸 収 され る が 、ID-P-BSAで は全 く吸 収 され

な か っ た 。 こ の事 はNT-P-BSAに 対 す る抗 体 はID-P-BSAを 全 く認 識 しな い し、ID-P-BSA

に対 す る抗体 はNT-P-BSAの 部 分 構 造 を 認 識 して い る の で もな い 事 を強 く示 す 。 つ ま り この

二 つ の 抗 原 は表 一1の 実 験 で 強 く示 され た よ うに、 全 く別 の抗 原 で あ る こと を 意 味 す る。 これ

はIM-P-BSAの 場 合 に も当 て は ま る もの と考 え られ る。

と こ ろで ゼ ラチ ソ粒 子 に よ る テ ス トはIgG抗 体 に対 して は感 度 が低 い事 が知 られ て い る。 そ

こで この 考 え を 更 に確 認 す る た め にELISAに よ る阻 害 試 験 を行 な った 。IgG抗 体 の 場 合ID-P-

BSAで コー ト した フoレー トの 活 性 はID-P-BSAで 約50%阻 害 され た が、NT-P-BSAで は 阻 害

され なか った 。IgM抗 体 の場 合 で も同 じ結 果 が よ り明瞭 に認 め られ た(図 一2a,b)。NT-P-BSA

図 一2.ELISA阻 害 試 験
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II}-P-BSA(a,b)ま た はNT-P-BSA(c,d)で コー トした プ レー トにID-P-BSAに もNT-P-BSAに も陽 性 を

示 す血 清 を 加 えて 保 温 した後 洗 浄 し種 々 の濃 度 のID-P-BSA(○ 一〇)ま た はNT-P-BSA(● 一 ●)を

加 え て 保 温 、 洗 浄 し、残 存 す る活 性 を酵 素 標 識IgG(a,c)ま た はIgM(b,d)抗 体 を 用 い て 測定 した 。 抗 原

濃度 は プ レー トに塗 布 した 抗 原 の 濃 度(0.085nM)の 倍 数 で 示 した 。

で コー一トした プ レー一トの活 性 はIgG抗 体 の場 合 で もIgM抗 体 の場 合 で もNT-P-BSAで は 阻 害 さ

れ た がID-P-BSAで は 全 く阻 害 され な か った(図 一2c,d)こ れ らの実 験 結 果 はID-PBSAを 認

識 す る抗 体 とNT-P-BSAを 認 識 す る抗 体 は 全 く別 の 物 で あ る とい う考 え を強 く支 持 して い る。

ま た表 一1の 実 験 でID-P-BSA、IM-P-BSAに 対 して 高 い 陽 性 率 を示 す 結 核 血 清 や健 康 者

血 清 がNT-P-BSAに は 反 応 性 が 非 常 に低 か っ た の に 反 して ら い患 者 血 清 の場 合 の みNT-P-

BSAに 高 い 活 性 を示 した の は 、 共 通 の 抗 原 で あ るIEトP-BSAの 糖 鎖 に さ ら に非 還 元 末 端 の 糖

で あ る3,6-di-O-methylglucoseが 結 合 す る こ と で らい 菌 に対 す る特 異 性 が確 保 され る と考 え

られ る。 こ の事 は 単 ク ロー ソ抗体 を 使 った 実 験 や 、 特 異 性 の発 現 に3,6-di-0-methylglucose

が決 定 的 な役 割 を果 して い る とい う報 告3)と 良 く一 致 す る。 一 方 らい 菌(M.lelvrae)や 結 核 菌

(ル∫,tuberculosis)の 属 す る抗 酸 菌(Myc・bacteria)の 中 でM .tuberculoses,1・)M.加 厩5,12)

.M・marinum,13) .M,kasas1114)な ど に は ら い 菌 のPGLと 同 一 のphithioceroldimycolarate
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を脂質部分に持ち、互いに良 く似た構造の糖鎖 を持つPGLが 存在す ることが知 られている。

これ らのことを考えあわせ るとらい患者、結核患者、健康に共通に存在する二つの抗原物質は

ID-P-BSA,IM-P-BSAの 糖鎖と同一の糖鎖を持つPGLで ある可能性が高い。健康者にPGL

が存在す るのは血清を採取 した成人は 日本人の場合大部分の人が、M.tuberculosesの 感染を

受 けて いるかBCGを 接 種 して いるため と考 え られ る。 この実験 ではM.lepraeとM.

tuberculosisに ついてのみ考えたがこの二つの抗原物質はMycobacteria-一 般に存在する可能性

が強 く、菌体のchlorofom-methanol抽 出物等を注意深 く調べれば、検出できるものと思われる。

III.実 験 の 部

1.合 成

TLCはsilicage160FL254(0.25mm)を 用 いbenzene-acetone(A;16:1,B;8:1,C;4:

1,D;2:1)で 展 開 し た 。 〔α 〕DはHoribaSEPA2000旋 光 計 で 、NMRはHitachiR-24B

(60MHz)で 測 定 した 。 重 要 な シ グ ナ ル の み 記 載 す る。

a.Benzyl4-O-benzyl2,3-1'LOrzη θだzy1-〃-L-=rhamn(=～pyranoslde(2).一 一 一49

の1をdimethylformamide(32m1)中 で4.9m1のmethyliodide,5.04gのbariumoxidお よ び

1.93gのbariumhydroxideの 存 在 下 に 約35℃ で 一 夜 撹 搾 し た 。chloroformで 二 倍 に 希 釈 し不

溶 物 を ろ 去 した 。 ろ 液 を 水 、 飽 和NaHCO、 、 水 で 順 次 洗 い 乾 燥 、 乾 固 した 。 こ れ を シ リカ ゲ ル

カ ラ ム に 添 加 しchloroform-hexane(1:1)で 溶 出 さ れ る 部 分 を 集 め た(2,2.36g,6.34

mmole,54.5%);RfO.66(溶 媒A);NMR(chloroform-d):δ7.3(10H,Phex2),

4.88(1H,d,ノ1.21.5Hz,H-1),3.4(6H,s,OMeX2),1.25(3H,d,ノ5.67.5Hz,

Rha-Me).

分 析.計 算 値(C、6H%O、):C63.97;H9.40,実 測 値:C63.82;H9.65%.

b.1,4L1'LO「acetyl2,,3-dlO-methyl-a-1.-rhamnopyranose(3).一 一 一2。36gの2

を30m1のethano1に 溶 か しpalladium/carbon(5%,300mg)を 加 え て 、 約35℃ で0夜 撹 拝 し

た 。palladium/carbonを ろ 別 し、 ろ 液 を 濃 縮 し た 。 こ れ にpyridine-aceticanhydride(1:1,

20m1)を 加 え て 、 室 温 で 一 夜 ア セ チ ル 化 した 。 得 ら れ た ア セ チ ル 化 物 は シ リ カ ゲ ル カ ラ ム で

精 製 し て3を え た(1.73g,6.2mmole,98.9%);RfO.53(溶 媒B);NMR

(chloroform-d):δ6.16(1H,ノ1.20Hz,H-1),5.07(IH,t,ノ3,4-f4,59.8Hz,H-4),

2.13,3.45(3HX2,0AS),2.15,2.08{3HX2,0Me),1.17(3H,d,.15.68.5Hz,

Rha-Me).

分 析.計 算 値(C凸 。0,):C52.17;H7.30,実 測 値:C52.29;H7.43%.

c.3の ク ロ ル 化.一 一 一650mgの3をtoluene8m1に 溶 か し2.4m1のtrimethylsilyl

chlorideを 加 え 約100℃ で6時 間 加 熱 した 。tolueneを 加 え つ つ 濃 縮 を 繰 り返 し残 存 す るtrime-

thylsilylchlorideを 除 い た 。 こ れ をtolueneに 再 度 溶 か し て 活 性 炭 処 理 を 行 っ て4を 得 た(550

mg,1.83mmole,?7.8%).

d.P一 θr漉 ご加 即carわoηy勉 力y沙 ρ占θ雌14-O-benzyl-3LO「1η θ訪y1昭LO一 確 一く)「acetyl-

2,3」al-O-methyl-a-Lゴ カ∂」mη(～ρymη05yZ)一 〃-and1タ ーLrhamnopYranosrde(6お よ び7).

一 一 一4(550mg)をdichlorometane(2ml)に と か し 、5(420mg)、1,1 ,3,3-tetra-N-

methylurea(550mg)お よ びsilvertriflate(530mg)を 加 え て 、 室 温 で 一 夜 反 応 さ せ た 。

chloroformで 二 倍 に 希 釈 し て 不 溶 物 を ろ 過 し た 後 、 飽 和NaHCO,、 水 で 洗 い 乾 固 し た 。 こ れ

を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム に か け1%t-butanolを 含 むbenzeneで 先 に 溶 出 さ れ る画 分(6,283mg,
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0.41mmole,41.7%)と 遅 れ て 溶 出 さ れ る 画 分(7,93mg,0.13mmole,13.4%)を 集 め た 。

化 合 物6;〔 α 〕D-43.2。(c2.21,chlorofo㎜);RfO.36(溶 媒C):NMR(chloroform-

d):δ7.45(5H,CH2Phe),7.12(4H,AB型,0-Phe-CH2),5.50(IH,d,ノ 、,21.7Hz,

H-1),5.21(1H,d,」 ゴ,ガ1.7Hz,H-1'),3.68(3H,s,COOMe),3.58(6H,OMeX2),

3.51(3H,OMe),3.0-2.4(4H,m,CH2CH2),2.08(3H,OAc),1.28(3H,d,ノ6.3

Hz,Rha-Me),1.15(3H,d,」8.1Hz,Rha-Me).

分 析.計 算 値(C3正L60、2):C63.14;H7.17,実 測 値:C63.24;H7.06%.

化 合 物7;〔 α 〕D-3.5。(c3.08,chlorofoml);RfO.33(溶 媒C):NMR(chloroform-

d):δ7.42(5H,CH2Phe),7.14(4H,AB型,Phe),(1H,d,./7i,aO.7Hz,H-1),

3.71(3H,s,COOMe),3.68〈3H,s,OMe),3.48(3H,s,OMe),3.32(3H,s,OMe),

2.07(3H,s,OAc),1.23(6H,d,J6.1Hz,Rha-MeX2).

分 析.計 算 値(C,、H盛60、2):C63.14;H7.17,実 測 値:C63.11;H7.35%.

e.P-('2-Methoxycarb・ 酬 θ吻 ガP加 朗3」Omethyl-2-O-(2,.3」1」-Omethyl.-a-・-

1カa加 刀ρρy㎜05yO-〃r乙 蝦 力a加 刀(2ρy凋 η05掘 θピ82.一 一 一 化 合 物6(283mg)を5mlの

methano1に 溶 か し終 濃 度0.1Mに な る よ う にsodiummethoxideを 加 え て2分 間 煮 沸 した 。 冷 後

AnmberliteIR120(H+)で 中 和 し、 乾 固 し た 。 こ れ を2mlのethano1に 溶 か しpalladium/

carbon(5%,80mg)を 加 え 約35℃ で 一 夜rし た 。'palladium/carbonを 除 去 し乾 固 し て シ

リカ ゲ ル カ ラ ム に 添 加 しbenzene-acetone1:1で 溶 出 され る 部 分 を 集 め て8を 得 た(165mg,

0.29mmole,72.0%)RfO.07(溶 媒D);NMR(chloroform一 の:δ7.17(4H,AB型,

Phe),5.54(1H,d,五21.99z,H-1),5。20(IH,d,rl',2'1.67Hz,H-1'),3.73(3H,s,

COOMe),3.43(3H,OMe),3.55(6H,OMeX2),3.0-2.5(4,m,CHzCH2),2.88(2H,

broad,OHX2),1.33(6H,Rha-MeX2).

分 析.計 算 値(C、 晶80、 、):C58.35;H7.44,実 測 値:C58.63;H7。62%.

2.血 清 学

a.ELISA.一 一 一peroxidase標 識 抗 体 と し て ヒ ト μ 鎖 特 異 マ ウ ス 抗IgMを 用 い 既 報7)

に 従 っ て 行 な っ た 。

b.吸 収 試 験.一 一 一 ゼ ラ チ ソ 粒 子 凝 集 法 に よ っ た 。50μ1の 試 料 血 清 に350μ1のID-P-BSA

ま た はNT-P-BSAで 感 作 した ゼ ラ チ ソ 粒 子(再 構 用 緩 衝 液 で1%に け ん 濁 す る 。)を 加 え20

分 間 室 温 で 吸 収 した 後 上 清 を 富 士 レ ビ オ 製 のU型 凝 固 反 応 用 プ レ ー トに 移 し 既 報8)に 従 っ て 凝

集 反 応 を 行 な っ た 。

c.ELISA阻 害 試 験.一 一 一NT-P-BSAま た はEトP-BSAで コ ー ト し た プ レー ト(糖 と して

0.315nM,50μ1)にNT-P-BSAに もID-P-BSAに も 陽 性 の 血 清(50μ1,300倍 希 釈)を 加 え

37℃,60分 保 温 し た 。 洗 浄 後 種 々 の 濃 度(0.078-5.04nM)の 正 トP-BSAま た はNT-P-BSAを

加 え37℃ で60分 保 温 し洗 浄 後 残 存 す る 活 性 をELISAで 測 定 した 。
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