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   The base compositions of desoxyribonucleic acid (DNA) isolated from 6 strains of Mycobac-

teria including human type, bovine type, avian type, nonphotochromogen and  saprophyte, were 

studied. 

   DNAs were extracted from the mycobacterial cells disrupted by means of grinding with 

sea sands and dryice, in borate buffer containing  1.0m NaC1, and were precipitated by isopropyl 

alcohol after deproteinization with phenol. DNAs obtained were purified by treatments of 

trypsin, activated charcoal and ribonuclease. Purified DNAs were hydrolysed with formic  acid, 

and GC contents were estimated by paperchromatography. 

   The results obtained demonstrated that GC contents of Mycobacteria tested were  65.  5 to 

 68.  2%, and that mycobacterial DNAs were GC type. These DNA ratios could not be used for 

the classification of Mycobacteria, because there were only a slight difference of the ratios 

among various types of Mycobacteria.

近年,生 物の遺伝物質であるデ ゾキシリボ核酸(DNA)

の塩 基組成を示す%GC(グ ァ ニン+シ トシンの量)を

微生物の分類に利用 しようとする試みが行なわ れ てい

る1》。すなわちDNAの%GCが 微生物 の種によつて

特定の値を示すことを利用しようとするものである。

抗酸菌からのDNAの 分離およびその塩基組成につい

ては,抗 酸菌が7一般細菌と比較して材料として取扱いに

くい点があるためか,Chargaffら2》 吻 により詳細 な報

告がなされている他は報告は少なかつた。 しかるに最近

Wayneら5)はMarmurら6》 によって開発された方法を

用いて多数の抗酸菌のDNA塩 基組成を測定し,そ の実

験結果を報告した。われわれは数種の抗酸菌の菌体を機

械的に破壊する従来の方法を用いてDNAを 抽 出 精 製

し,ペ ーパーク抑マ トグラフィーによってその塩基組成

を調べたのでその結果を報告する。

実 験 方 法

1・ 供試菌株:供 試菌株 として教室保存のヒト型結該

菌Hs7Ra株,ウ シ型結核菌BCG株,ト リ型結核菌A-

71株,非 定型抗酸菌nonphotochromogenP-40株,雑 菌

性抗酸菌Mycobacteriumphleiお よびMycobacterium

smegmatisを 用 いた。

2.供 試培地:A-71株 お よびP-4e株 の2株 は小川

培地を用いて培養し,そ の他の菌はすべてSauton培 地

を用いて培養した。

3.DNAの 分離法:3週 間から4週 間培養 した菌 を

集め,生 塩水およびアセ トンで洗漁 した後,10倍 から

20倍 量のエーテルで1夜 脱脂した。脱脂 した菌体 に 海
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砂 お よ び ドラ イ ア イ ス を加 え,乳 鉢 を 用 い て 摩 砕 し,1,0

MにNaClお よび100mcg/mlにRNAaseを 加 え た

棚 酸 バ ッ フ ァー(pH8.4)を 用 い てDNAを 抽 出 した。

そ の 抽 出 液 に80%フ ェ ノ ール を等 量 加 え て 除 蛋 白 を 行

な つ た。 除 蛋 白は 変性 蛋 白 の沈 殿 が で きな くな る まで数

回 行 な つ た。 こ の除 蛋 白 液に イ ソ プ ロパ ノ ール を加 え て

DNAを 析 出 させ て 分離 した 。

4・DNAの 精 製 法1得 られ たDNA画 分 は さら に

Marmur法7),活 性 炭 処理 法9),Tumitaらt)の 方 法 に よ

つ て 精製 され た。 そ の 大 要 を述 べ る と,約10mg/m1に

な る よ う にDNAを0」M棚 酸 バ ッフ ァー(pH8.4)

に 溶 解 し,0.1%に トリプ シ ン(Sigma製)を 加 え37℃

6時 間 処理 し,NaClを1.OMに な る よ うに加 え たの ち

ク ロ ロ フ ォル ム ・ア ミル アル コ ール(4二1)を 加 えて 除

蛋 白 を 行 な い,イ ソ プPパ ノー ル を 用 いてDNAを 析 出

させ た。 こ れ を10mg/mlにo.1M燐 酸 バ ッフ ァ ー

(pH6.5)に 溶解 し,同 じパ ヅ フ ァ・一で 洗源 し た 活 性 炭

を1/5量 加 えてo℃1夜 放 置 し,31,000960分 遠 心 し

た 上 清に1.OMにNaC1を 加 え,イ ソプ ロパ ノ ール で

DNAを 析 出 させ た 。こ のDNAは さらに10mg/mlに 上

記 燐 酸 バ ッフ ァ ー に 溶 解 し,100mcg/mlにRNAase

(Sigma製)を 加 え て30℃1夜 処理 後1.OMにNaCl

を 加 え,ク ロ ロ フ ォル ム ・ア ミル アル コー ル を 用 い て除

蛋 白 を く り返 した 後,イ ソプ ロパ ノ ール に よ りDNAを

析 出 させ 分 離 した 。得 ら れ たDNAは3M酢 酸 ソー ダ に

0・001Mにethylenediaminetetraaceticacid(EDTA)

を 加 え た 液 に溶 解 し,イ ソプ ロパ ノ ール を 滴 下 して 析 出

したDNAを 分離 した後,70%か ら90%の エ タ ノー ル

で 段 階 的 に 洗源 しさ らに アセ トンで 洗濫 して乾 燥 した。

5.ペ ー パ ー ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る 塩 基組 成 分

析9)=精 製 した2～4mgのDNAに2mlの 蟻 酸 を 加

え 加 水 分解 を 行 な い,減 圧 下 で 乾 固 し た 後,1N-HCl

O.2mlに 溶解 した ◎ 東 洋 濾 紙Ne・51に そ の10～20Pt

を スポ ッ トした後,イ ソプPtパ ノ ール ・塩 酸 ・水(170:

41二40)を 溶 媒 と して 上 昇法 に よ り塩 基 の 分 離 を 行 な つ

た。 分離 され た 塩 基 は0・01N-HC15mlで 溶 出 し,各

塩 基 に特 定 の波 長 で吸 光 度 を 測 定 し,モ ル比 を 算 出 し

た0

6・DNAの 測 定lo》;ジ フ ェ ニー ル ア ミン 法 に よ り測

定 した◎

7・RNAの 測 定:Zamenhofの 方 法11)を 改 変 した 方

法 を用 いた 。 す な わ ちDNAを 約500mcg/ml含 有す る

試 料O・2mlを 取 り,こ れ に1mlの オ ル シ ノ ー ル試 薬

を 加 え,10分 間 湯 浴 中 で加 熱 し,冷 却 した 後,3mlの

水 を加 え,660mμ の 吸 収 を 測 定 した。 こ の 方 法 に お い

て も5mcg/ml以 下 のRNAを 測 定 し う る◎

8.蛋 白の 測 定:Lowry-F◎1in法12》 に よ り測 定 した 。

9.糖 の 測 定 ニア ンス ロ ン法IS)に よ り測 定 した 。
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10.燐 の 測定:Fiske-Subbarow法lt}に よ り 測 定 し

た 。

実 験 結 果

1.DNAの 化学分析

精製 したDNAの 化学分析の結果を表1に 示す。各試

料ともDNAは 約90%で あ り,そ の他に蛋白および糖

が含まれている。すなわち約2・6～6.0%の 蛋 白および

約L3～4・3%の 塘 の存在が認められ た。RNAは 約1

%前 後含有されているが,こ れはDNAに 対 しては1.0

～1.5%の 含有率である。

2・RNAの 塩基組成分析に及ぼす混在RNAの 影響

今回の実験条件においてRNAの 混在がDNAの 塩基

組成に及ぼす影響を調べ るた め,コ ウ シ胸 腺DNA

(Sigma製)お よびイーストRNA(Sigma製)を 用い

て実験を行なつた◎DNA量 に対 してRNAを0,1,3,

5,10%に 加 えた試料を作製し,こ れらを 同一条件によ

り蟻酸分解 した後,ベ ーパークロマ トグラフィーにより

塩基の分離を行ない,%GCを 測定した。表2は その結

果である。DNAの みの場合およびRNAが1%存 在す

る場合においては,構 成塩基のモル比および%GCは 文

献値15)にほぼ一致す る。 しかしRNAが3%以 上 存在

する場合には・これらの値は文献値に比較して大きな差
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Table3、RfValueofDNABaseofMycobacteriainP叩erchr◎matogram
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Table4、BaseCompositionofDNAIsolatedfromMycobacteria

St・ainAdenineGuanineCy㎞i薫T蘇 ∬-PUPY%GC

M.tubαculo8isH87Ra17.433.532.6 16,31.04166.1
…

M.bovisBCG17.431.835.0 15.80.9766.8

M.aviu血A-7116.434.234.0 15.61.02168.2

NonphotochromogenP-4017332。433.1 17.20.99165、5

M.phlei17.132.933,1 16.91.00 66.0

M.s血egmatisg18.131.034.6 16・30・97} 65.6

異を示した。すなわち,こ の実験 か らRNAは 約1%

の存在では構成塩基のモル比および%GCの 測定にそ う

大きな影響を与えないと思われる。 これより,今 回の実

験に用いられた抗酸菌6株 のDNAは 十分使用できるも

のと考えられる。

3。 塩基組成分析

各抗酸菌より分離したDNAを 蟻酸分解 し,ベ ーパー

クロマ トグラフィーにより各塩基の分離を行なつた。各

試料ともウラシルのスポットは認められなかつた。

表3に 各試料の構成塩基のRf値 を示す。表4は6株

の抗酸菌から得られたDNAの 塩基組成分析をまとめた

ものである。これらのDNAの%GCは それぞれHs7Ra

66.1%,BCG66.8%,A-7168.2%P-4065.5%でM.

phlei66.0%お よびMsmegmatis65.5%で あつた。

この結果から抗酸菌のDNAはGCタ イプのものであ

ることが確認された。実験に使用した菌株数が少ないの

で各種抗酸菌間における%GCの 差 を断定することはで

きないが,大 差はないと思われる。

考 察

抗酸菌から機械的に菌体を破壊 してDNAを 分離する

実験についてはChargaffら により詳細な報告がなされ

ている2)-1)。彼らの報告によるとかなり純度の高いRNA

freeのDNAを 得ている。われわれは機械的方法 を用

いて菌体を破壊し,実 験方法の項で述べたような方法で

DNAを 分離精製した。得られたDNAは 約1%のRNA

を含有するものであつたが,表2に 示したようにRNA

含量がDNA量 に対して約1%で あれば測定された塩基

組成は,ほ ぼ正確な値を示すものと思われるので,今 回

の実験において得られた値は信頼できるもの と思 われ

る。またペーパークロマ トグラフィーによる分離におい

てもウラシルのスポットは認められなかつた。

6株 の抗酸菌から分離したDNAは 表4に 示すように

GCタ イブであ り,各 菌株ともよく類似した値を示すも

のであつた。%GCに ついていえば トリ型菌 の68.2%

を除けば他はすべて65～67%で あつた。これらの値は

BCG菌 についてTumitaら4》,SpirinらiG>に よつてま

たM.phleiに ついてBelozerskyら17》 によつて著され

た値にほぼ一致するものである。使用した抗酸菌がヒ ト

型,ウ シ型,ト リ型,非 定型,雑 菌性とそれぞれ型の異

なる株であつたにもかかわらず,そ の%GCが よ く似た

値を示したことは,使 用菌株数が少なく,確 実なことは

いえないとしても,各 種抗酸菌の分類にこれらの結果を

利用することは困難と思われる。この分類の問題にっい

てはmolecularhybridizationの 実験に待つべきであろ

う。

近 年Marmurら6》 に よ りDNAのdenaturation

temperatureか ら%GCを 測定する方法が開発され て

以来,種 々の微生物について%GCが 測定され,こ れら

の結果は微生物の分類に応用されるようになつた獲)。抗

酸菌については,最 近Wayneら5》 が酵素的方法を用い

てDNAを 分離 し,Marmurら の方法で%GCを 測定

している◎彼らは30株 の各種抗酸菌について,実 験を

行ない,そ の%GCは64～70%で あ ることを 報告し

た◎この値は全く方法の異なるわれわれの実験結果とほ

ぼ一致している◎

結 論

機械的に菌体を破壊する方法を用いて6株 の抗酸菌か

らDNAを 抽 出し,ペ ーパークロマ トグラフィーにより
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GCcontentの 測定を行ない次の精果な得 た。すなわち
ジ

それぞれの%GCは ヒ ト型菌Hs7Ra66,1%,ウ シ型菌

BCG66.8%,ト リ型 菌A7168.2%,nenphotochre・

mogenP-4065、5%,雑 菌性抗酸菌M。phlei66.O%お

よびM・smegmatis65、5%で あつたeこ の繍果から次

の結論を得る。

1)抗 酸菌のDNAはGCtypeを 示す。

2)抗 酸菌の型による%GCの 差はごくわずかなもの

であり,こ れによって抗酸菌を分類することは困難であ

ると思われる。

稿を終わるにあた り,懇 切なご指導,ご 鞭搬をいただ

き,ご 校閲を賜わつた中村教授に深く感謝致 します。ま

た種々ご教示をいただいた九州大学医学部細菌学教室武

谷教授,久 留米大学医学部医化学敦室松本助教授に深謝

致します。
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