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非定型抗酸菌P6(暗 発 色菌)の ミコール酸 について
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   An  a-mycolic acid was isolated from P 6, a strain of scotochromogenic mycobacteria, and 

its chemical structure was established. This acid consisted of 80 carbons and had two of  cycic-

propane-rings. The entire structure of this a-mycolic acid was found to be similar to those 

from M. kansasii and M. phlei.

緒 言

ミコール酸は炭素2の 位置に側鎖をもち,同 じく3の

位置に水酸基を有する高分子の脂肪酸であ り,結 核菌体

から抽出される毒性物質 として知られるコードファクタ

ー,ア ジュパント活性その他の種々の生物活性を有する

ロウDの 構成成分として重要な役割を果 している｡ミ コ

ール酸は ミコパクテリア,コ リネパクテリア,ノ カルデ

ィアから抽出され,こ れらの菌に特有であると考えられ

ているが,古 川,矢 野らは質量 分析を用いて,Achro-

mobactereuridiceに も ミコール酸類似の脂酸が存在す

ることを報告 している｡ミ コパクテリアについては現在

まで,種 々の菌蛛 についてそのミコール酸の構造が明 ら

かにされているが,暗 発色菌に ついてはまだ報告がない

ので以下の実験を行つた｡

実 験 方 法

1.抽 出と精製

ソートン培地に4週 発育の暗発色菌P6を 濾過,水 洗

後,Et6madii)の 方法に従い,5%メ タノール性KOHで レ

フラックス下に4時 間加熱し,塩 酸を加えて溶液を酸性

とした後,エ ーテルを加えて可溶画分を集め,こ のエー

テル層に2倍 量のメタノールを加えて4℃ におき生 じた

沈殿を遠心により集め,上 清は濃縮した後再びエーテル

に溶かし,2倍 量のメタノールを加え,4℃ で生じる沈

殿を集めた｡集 めた沈殿はもう1度 工一テルに溶かして,

2倍 量のメタノールを加えてできた沈殿をメタノールで

洗い,こ れを粗 ミコール酸 とした｡か くして得られた粗

ミコール酸はジアゾメタンによりメチルエステルとした

のちゴケイ酸カラムを用いたカラムク質マ トグラフィ働

を行つた｡溶 出ははじめに石油工一テル,つ いでベンゼ

ンの含有度をしだいに上げた石油工一テル:ベ ンゼンの

混液で行い,薄 層クロマ ト上,4つ のスポヅトが認めら

れたが,今 回は石油工一テル:ベ ンゼン(65;35)で 溶
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出された画分を調整用薄層クロマ トグラフィーで

精製 した｡薄 層クロマトグラフ ィーの展開溶媒お

よび発色は,Lan6elle2)の 方法に準 じて,n一 ヘキ

サ ン;エ ・・-yテル(85:15)で3回 展開後,ロ ーダ ミ

ンBで 発色させた｡か きとつたシ リカゲルGか ら

の抽出にはエーテルを用い,博 一ダ ミンBは フロ

リジルを通すことにより除いた｡薄 層クロマトグ

ラブ ィーはスポットが単一になるまで繰 り返 した｡

フ.分 析方法

赤外吸収スペクトラムには ミコール酸メチルエステル

をKBrデ ィスクとして用いた｡

核磁気共鳴スベ クトル の測定は日立一パーキンエルマ

ーR20型 装置を使用 し,CDC13溶 液中に溶解 した物質を,

テ トラメチルシランを内部標準 として行つだ｡ア セチル

化 にはピリジンと無水酢酸を用い,赤 外吸収スペ クトル

上,遊 離水酸基の吸収が認められないことを確認 した｡

『質量分析は島va-LKBgOOOを 用 い,電 圧は22.5eV

,とした｡TMSに はbis-trimethylsilylacetamideを 用

～・た｡

結 果

Fig.3.SpectrumofAcetylatedMethylester

ofα 一mycolicAcid

ケイ酸カラムを用いた クロマ トグラフィーの結果は表

の ごとくで,石 油工一テル中のベンゼンの濃度を上げる

に従つて薄層クロマト上認められる4つ の画分が溶出さ

れた｡今 回の実験で分析に用いたαミコール酸メチルエ

ステルは全体の35%を 占め,白 色粉末で,融 点は44～

46｡Cで あつた｡元 素分析の結果は,Cs1Hi5sOsに ほぼ一

致 した｡赤 外吸収スペクトル(図1)で は遊離水酸基に

由来する吸収のほか,3060,1030cm-iに サ イクロプロ

パン環を示す吸収が認められ｡核 磁気共鳴 スペ ク トル

(図2)上,9.42τ,10.3τ にシグナルがあ り,サ イクロ

プロパン環の存在が示唆され,6.4τ に み られる,メ チ

ルエステルのメチルプロトソに由来するシグナルの面積

と比較することによりサイクロプロパン環は2つ 存在す

ることが推測された｡二 重結合を示すシグナルは認めら

れなかつた｡図3は アセチル化されたメチルエステルの

核磁気共鳴スペクトルである｡遊 離の水酸基のアセチル
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化により,8.0τ に 新 しいシグナルが出現 しており,こ

れは前述の6.4τ のシグナル とその面積を比較すること

により,ア セチル化をうける水酸基は1つ であることが

わかる｡

図4,5に 質量分析の結果を示 した｡炭 素2と3の 間

の開裂を防ぎ,分 子イオンピークを捕える目的で,遊 離

水酸基を トリメチルシリル(TMS)化 した場合のスペク

トルが図4で,m/e:1235,1263に ピークがあり,こ れ

はM-15に 相当する｡し たがつてミコール酸メチルエス

テルは,も ともとC81HlssO3お よびCs3Hl6203で あ ると

考えられる｡ま たm/e=382に 大 きな ピークが認めら

れ,こ れは炭素2と3の 間の開裂とそれに伴 う分子の再

配列によつて生 じたC23H.COOCH3と 考 えると,骨 格部

には二重結合2つ かサイクロブPtパ ン環2つ が存在する

と考えられるが,赤 外吸収,核 磁気共鳴スペクトルを参

考にして,サ イクロプロパン環2つ が存在すると考えら

れる｡次 に骨格部にあるサイクロブ#パ ン環の位置を知

るために,TMS化 を しないメチルエステルそのままの

マススペクトル(図5)を み ると,炭 素2と3

の間の開裂によつて生 じるエステルのピークが

m/e=382と356に 認められ,こ れらのピーク

はC23H"COOCH3,C22H45・COOCH3に 由来すると考えら

れる｡ア ルデヒド部分に由来するピー クと してm/e=

768,796と824に 大 きなピー一クがみられ,こ れらはそ

れ,それCs5Hl｡60,C56Hlo80お よびCs7HHoOで あ ること

が示唆される｡ア ルデヒドからH20が とれたM-18も

弱いながら認められる｡m/e=515,543,571に 認めら

綱 働 獅 勤

れ る一 連 の ピ ー ク はC36H670+C37H71,C38H710+C3gH75

お よびC4cH7sO十C41H7gに 由来 す る も の と考 え られ る｡

アル デ ヒ ド部 分 の 溝 造 を 次 の よ うに 考 え る と,

町(唾響側 総(一
(a)(b)

(a)お よび(b)の と ころ で 開 裂 が 生 じた と考 え られ,

(a)に よ る開 裂 でC36H670,C3sH710,Cs｡H7sOが 生 じ,

(b)に よる開 裂 でC37H71,C3gH7s,C41H79が 生 じる こ と

に な る｡こ の アル デ ヒ ド部 分 の ス ペ ク トル でm/eニ796,

mノeニ543,571を 主 ピー ク と考 え る と,x十y十2=48,x

十y:32,y十z:29と な り,こ れ ら の 式 か らx=19,ジ

=13,z:16と な る｡

開 裂 に よ り生 じた エ ス テル の ピー クが 単 一 で は な い こ

とか ら もわ か る よ うに,ア ル デ ヒ ド部 分 の 長 さ も単 一 で

な く同 族 体 と考 え られ るが,最 も重 要 な アル デ ヒ ドは,

CH3-(CH2)1g-CH-CH-(CH2)13-CH-CH-(CH2)16-CHO
　ノ 　ノ
CH2CH2

と考えられ,以 上のべた分析結果から,P6の α ミコー

ル酸の構造は

CH3-(CH2)1g-CH-CH-(CH2)13-CH-CH-(CH2)16-OHCH-COOH
　 ノ 　 ノ ま ぎ
CH2CH2CH--Ca2H萄

を主とする同族体であると考えられる｡

考 案

Anderson3)が1938年 に ミコール酸を抽出してから,

種 々の抗酸菌の ミコール酸の構造について多くの論文が
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発表されている4)5)｡な か でもEt6madiの 系統的な研究

が高 く評価 されている｡薄 層ク揖マトグラフィーと核磁

気共鳴,質 量分析を中心 とする機器分析の発達が,純 粋

な物質の抽出と正確な構造の決定の うえに大きな役割を

果 している｡滴 定によつていた分子量の測定がマススペ

クトルの応用により正確さが著しく向上 し,コ リネパク

テ リア,ノ カルデ ィアを含む抗酸性菌特有と考えられて

いた ミコール酸が,Achromobactereuridiceに も存在

することが明らかにされた6)｡

結 核菌の ミコー一ル酸については,人 型菌では炭素2の

位置の側鎖はC24H4gで あ ることが知 られ,そ れ以外で

はC22H45で あ ると報告されている｡P6の 場合もCzaHtS

で あつた｡

菌体 またはロウCを ケン化しエーテル可溶画分からメ

タノール沈殿によって得られる粗 ミコール酸は,メ チル

エステルとして薄層クPtマ トグラフ ィーを行 うと4つ の

スポットが認められ,Et6madi7)は これらをpr6一 α,α,

α'お よび βと名付けている｡こ の うちpr6一 α はどの菌

株についても収量は微量で,分 析はあまり行われていな

いが,Et6madig)はTest株 のpr6一 α が αミコール酸

の立体異性体であることを認めている｡今 回の実験では

pr6一α は収量が少なく,分 析できなかつた｡薄 層クPt"9

トグラム上,時 々 α'と βのスポットの上に接 して小さ

なスポットが認められることがあつたが,お のおの α,,

β の異性体である可能性もあるが検討を加えていない｡

P6の α ミコール酸に類似 のものはM.kansasii9),

M・Phleii｡)に も報告されてお り,暗 発色菌P6の 分類上

の位置から言つてもこれらの菌株に近いことがうかがわ

れる｡

(本論文の要旨は仏文にて,TohokuJ・Exp・Med・ に

掲載される予定である)
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