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Tsukamura and Mizuno" have reported that thin-layer chromatography of ethyl ether

-ethanol-soluble fraction of mycobacteria after incubation with 35S-methionine is useful for 

differentiation among mycobacterial species, and that distribution of radioactive spots in thin

-layer chromatograms show a pattern specific for the species, although it has been observed that 

M. gordonae shows various patterns2). In the present, study, the results on the mycobacteria 

previously not studied are reported. The majority of the mycobacteria studied in the present 

study belong to rapidly growing, scotochromogenic mycobacteria.

The strains used are shown in Table 1. The methods used were the same as reported 

previously1).

The results obtained are shown in Figs. 1 to 10 and in Table 2.

The following rapidly growing, scotochromogenic mycobacteria were shown to present an 

almost species-specific pattern of the distribution of radioactive spots in thin-layer chromato

grams: M. chubuense; M. aichiense; M. obuense; M. rhodesiae; M. gilvurn; M. duvalii; M. phlei; 
M. parafortuitum; M. aurum; M. neoaurum.

Only a few exceptions were observed. A strain of M. neoaurum lacked the spot f, although 

other strains of this species showed the spot (Fig. 3, F). A strain of M. aurum showed the same 

pattern as of M. parafortuitum (Fig. 4, F). M. parafortuitum and M. phlei showed the same 

pattern (Fig. 3 and 4). In contrast to the above species, M. flavescens showed different patterns 
within the species (Fig.5). However, the patterns could be subgrouped to approximately two

 groups: the first type (Fig.5, upper) contained the type strain of M. flavescens, and the second 

(Fig.5, lower) contained the type strain of the species originally received as M. gallinarum.
Among slowly growing mycobacteria tested in the study, M. kansasii, M. marinum and M. 

nonchromogenicum were shown to be a homogeneous species so far viewed from the pattern, 

showing the same pattern within the strains of each species.

M. triviale could be differentiated from M. nonchromogenicum, showing a different pattern, 

and M. terrae was differentiated from M. nonchromogenicum, as the former lacked the spot f.

*From the National Chubu Hospital , Obu, Alai 474 Japan.
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The pattern of M. malmoense resembled to that of M. avium-intracellulare complex. The 

strains of M. szulgai showed various patterns and seemed to be heterogenous when viewed from 

the pattern.

M. kansasii and M. marinum could be differentiated clearly by a difference of the pattern. 

The former showed the spot f and the latter lacked this spot.

To test the nature of the spot f, the concentrates of the ethyl ether-ethanol-soluble frac

tion of the strains of these species were added with petroleum ether and a little amount of 

water, and a separated petroleum ether-layer was concentrated under reduced pressure and 

subjected to the thin-layer chromatography in the same manner. The petroleum ether-extracts 

of M. kansasii showed only the spot f, and those of M. marinum showed no spot (Fig. 11). 

The results show that a substance showing the spot f is soluble in petroleum ether, whereas 

other substances showing the other spots are not soluble in petroleum ether.

The test of the distribution of radioactive spots in thin-layer chromatography of the ethyl 

ether-ethanol-soluble fraction of mycobacteria has been shown to be useful for the differentia

tion among mycobacterial species.

1) Tsukamura, M. and Mizuno, S.: Int. J. Syst. Bacteriol., 25: 271, 1975.

2) Tsukamura, M. and Mizuno, S.: Kekkaku, 53: 85, 1978.

束村 ・水野1)は 前に35S-methionineと 抗酸菌 とを培

養 した後,菌 のエーテル ・エタノール混液抽出画分の薄

層クロマ トグラフィー(薄 層クロマ ト)を 行 な い,35S

由来 の放射性スポットの分布が,菌 種によつ て 特 異 な

pattern(パ タ ン)を とることを観 察 した。その後,同

じ方法によつて遅発育性抗酸菌の若干の菌種についての

知見を補つたが2),今 回は,今 まで取 り扱つたことのな

い菌種について行なつた実験結果を報告する。今回取 り

扱つた菌種の中で,大 部分の菌種は特有のパタγを示し

たが,少 数の菌種ではパタンが不均一であつた。また放

射性スポットの中で,薄 層クロマ トでフロソ ト付近にみ

られるスポットの性状について新知見を得たので,あ わ

せて報告する。

実験材料および方法

被検株は表1に 示す。 実験方法は前報1)と同じである

が,以 下,簡 単にその概略を述べる。被検株の中で,迅

速発育性抗酸菌は1%小 川培地斜面に37℃5日,遅 発育

性抗酸菌は同じく14日培養 し,白 金耳で菌を集め,生 食

水で3回 洗浄 し,実 験に供 した。反応液は次の組成を使

用 した。M/15燐 酸緩衝液(pH7.1)4.0mlに,抗 酸菌

25mg/ml(湿 菌量),35S-methionine5μCi/ml,sodium

 acetate10μg/mlを 含む もの。 この反応液を37℃20時

間静置インキュベー トし,遠 心 して菌を 集 め,5mlの

氷冷水で2回 洗浄 し,10%三 塩化酷酸液2mlで2回 抽

出した。その後の菌をエチルエーテル ・エタノール(1:

1)混 液3mlで10分 ず つ2回 抽出した。 残渣は1%

NaOH液2mlに 加 え て100℃5分 加 熱 して溶 解 した 。

エ チ ル エ ー テル ・エ タ ノ ール 抽 出液(EE抽 出 液)お よ

び 残渣 画 分 か らお のお の0.2mlの サ ン プル を とつ て,

gas flow counter(神 戸 電 気 製)で 放 射 能 を 測定 した 。

そ の後,EE抽 出液(計6ml)を 減 圧 濃 縮 し,0.1ml

と し,こ れ を薄 層 ク ロマ トに か け た 。 薄 層 ク ロマ トは

Silica Gel H(Merch製)を 用 い,20×20cm;0.25mm

(厚 さ)の 薄 層 を作 り,次 の 溶媒 で 展 開 した 。n-propanol

-n-butanol-water-ammonia(50+20+20+3 ,容 積)。

展 開後 の薄 層 上 の放 射 性 ス ポ ッ トの分 布 を 日 本 無 線 製

automatic scalmerで 記 録 した。 記 録 の条 件 は,running,

300mm/hour;recording,150mm/hour;slit,30×3

mm;time constant,1,000cpm/30 secondsを 用 い た 。

使 用 した35S-methionineは,Radiochemical Centre,

Amersham, Buckingshire, England製 のL-[35S]-

methionine(Batch,133/5;specific activity,820Ci/

mmol)で あつ た。

実験成績および考察

迅速発育性抗酸菌

今 回,研 究 対 象 と した菌 種 は,迅 速 発 育 性,暗 発 色 性

抗酸 菌(rapidly growing,scotochromogenic mycobac-

teria)で あ る。 この 中 で,次 の菌 種 は被 検 株 全 部 が ほ ぼ

一 定 の パ タ ンを 示 した:M .ckubuense3)(図1のA,B),

M.obuense4)(図1のC,D),M.rhodesiae5)(図1のE,

F),M.gilvum6)(図2のA,B),M.duvalii6)(図2の

C,D),M.aichiense3)(図2のE,F),M.Phlei7)(図3
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Table 1. List of Strains Studied (1)
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Table 1. List of Strains Studied (2) (continued)
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Table 1. List of Strains Studied (3) (continued)

のA,B,C),M.neoaurum8)(図3のD,E,F),M.

parafortuitum9)(図4のA,B,C),M.aurum10)(図4の

D,E,F)の10菌 種 。

た だ しM.neoaurumとM.aurumに は,1株 ず つ

の例 外 が み られ た 。M.neoaurumは 大 部 分 が 図3のD

お よびEに 示 す パ タ ンを 示 した が,1株(10005)だ け は

ス ポ ッ トfを 欠 い た 。 またM.aurumは 大 部 分 が 図4

のDお よびEに 示 す パ タ ンを示 した が,1株(15067)だ

け は 図4のFに 示 す パ タ ンす なわ ちM.parafortuitum

の パ タ ン(図4のA,B,C)を 示 した。 ま たM .phleiの

パ タ ン(図3のA ,B,C)は,M.parafortuitum(図4の

A,B,C)と 本質 的 に は 区別 しが た い。

以 上 の10菌 種 のrapidly growing,scotochromogellic

 mycobacteriaが,僅 少 の例 外 を除 い て,菌 種 特 有 の パ

タ ンを 示 した のに対 して,M.flavescensの パ タ ンは 不

均 一 で あ つ た 。12株 のM.flavescensと 同定 され た 菌 株

の中 で,9株 は 図5のA,B,Cの パ タ ンを示 した。 こ の

三 つ の パ タ ンは 少 しず つ違 つ て い るが,図5の 下 のD,
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Fig. 1. Radioactive spots in thin-layer chromatograms of ethyl 
ether-ethanol-soluble fraction from A. M. chubuense 48002, 
B. M. chubuense 48014, C. M. obuense 47002, D. M. obuense 
47006, E. M. rhodesiae 02001, F. M. rhodesiae 02003. Vertical 
scale shows counts per minute (cpm).

E,Fと 比 較 す る と互 いに 似 か よつ てい る。 残 りの3株

は 図5の 下 のD,E,Fの パ タ ンを 示 した が,こ れ らの パ

タ ンは,上 の パ タ ンに 比 較 す る と互 い に 似 て い る。 した

がつ て,M.flavescensの パ タ ソを,図5の 上 の 「I型 」

と図5の 下 の 「II型 」 に 大 別 で き る よ うに 思 わ れ る。 図

5のAは,33001(ATCC14474)の もの で,こ の株 は

M.flavescens11)の`type strain'で あ る。 一 方,図5の

Dは,32001(ATCC19170)の もの で,こ の株 は,は じ

めM.gallinarum12)と し て報 告 され た もの で,の ち東 村

に よ りM.flavescensと 同 定 され た もの で あ る(未 発 表

成 績)。 した が つ て,M.flavescensの パ タ ンは,元 来 の

M.flavescens型(I型)とM.gallinarum型(II型)

に2大 別 され る よ うに思 われ る。

遅 発 育 性抗 酸 菌

最 近,新 菌 種 と して報 告 され たM.malmoense13)は 図

6の パ タ ンを示 した。Mmalmoenseの パ タ ンは,先 に

示 したM.avium,M.intracellulare1)2)の そ れ に 似 てい

る。b,fの2ス ポ ッ トを示 す もの と,bス ポ ッ トのみ

を 示 す もの と,ス ポ ッ トが な い ものが あ る。

M.szulgai14)の パ タ ンは変 化 が多 い(図7)。1菌 種 で

種 々の パ タ ンを示 した例 と し て は,先 に報 告 したM.

gordonae2)が あ る。M.szulgaiは 性 状 の点 で も多 分 に

M.gordonaeと 類 似 点 が あ る15)。 種 々 のパ タ ンを 示 す

点 で,M.flavescens,M.szulgaiお よびM.gordonae

は特 別 な地 位 に あ る よ うに 思 わ れ る。 こ の3者 と もに 暗

発 色 性 抗酸 菌 で発 育 が 遅 い(M.flavescensは 発 育 が 他

の2者 よ りや や 速 い)。

M.nonchromogenicum16)の パ タ ンは,先 に 示 した よ

うに1),被 検 株 全 部 で互 い に類 似 して い る(図8)。 す な

わ ち パ タ ンの均 一 性 か らみ て,均 一 な 株 か らな る菌 種 と

み られ る。 これ に反 して,M.nonchromogenicumと 近

縁 また は 同 一菌 種 とみ られ るM.terrae17)の パ タ ンは 均

一 性 を 欠 く(図9のA ,B,C)。M.terraeのtype strain

で あ る38013(ATCC19755)の パ タ ンはM.nonchromo-

genicumと よ く似 て い る。 唯 一 の区 別 点 は,38013で は

ス ポ ツ トfを 欠 く点 で あ る。 ス ポ ッ トfはM.terraeの

被 検 株 全 部 で欠 如 し,こ の 点 でM.nonchromogenicum

とM.terraeを 区 別 で き る。

M.triviale18)はM.nonchromogenicumと 近 縁 では

あ るが 区別 で き る菌 種 とされ て い る15)。 こ の菌 の パ タ ン
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Fig. 2. Radioactive spots in thin-layer chromatograms of ethyl 

ether-ethanol-soluble fraction from A. M. gilvum 29006, B. M. 

gilvum 29009, C. M. duvalii 29505, D. M. duvalii 29506, E. M. 
aichiense 49004, F. M . aichiense 49005.
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Fig. 3. Radioactive spots in thin-layer chromatograms of ethyl ether-ethanol-soluble 

fraction from A. M. phlei 14006, B. M. phlei 14005, C. M. phlei 14025, D. M. neoaurum 

10002, E. M. neoaurum 10003, F. M.neoaurum 10005.
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Fig. 4. Radioactive spots in thin-layer chromatograms of ethyl ether-ethanol-soluble 
fraction from A. M. parafortuitum 16001, B. M. parafortuitum 16002, C. M. parafor
tuitum 16008, D. M. aurum 15066, E.  M. aurum 15068, F. M. aurum 15067.

Fig. 5. Radioactive spots in thin-layer chromatograms of ethyl ether-ethanol-soluble 
fraction from A. M. flavescens 33001, B. M. flavescens 33004, C. M. flavescens 33022, 
D. M. flavescens 32001 (Originally, M. gallinaruin), F. M. flavescens 33021, F. M. fia
vescens 33025.
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Fig. 6. Radioactive spots in thin-layer chromatograms of ethyl ether-ethanol-soluble 

fraction from A. M. malmoense 8451, B. M. malmoense 8452, C. M. malmoense 8453, D.

 M. malmoense 8454, E. M.malmoense 8455, F. M.malmoense 8456.

Fig. 7. Radioactive spots in thin-layer chromatograms of ethyl ether-ethanol-soluble 

fraction from A. M. szulgai SZ12001, B. M. szulgai SZ12003, C. M. szulgai SZ12010, 

D. M szulgai 5Z12004, E. M. szulgai SZ12002, F. M. szulgai  SZ12018.
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Fig. 8. Radioactive spots in thin-layer chromatograms of ethyl ether

ethanol-soluble fraction from A. M. nonchromogenicum 09003, B. M. 

nonchromogenicum 09013, C. M. nonchromogenicum 09033, D. M.

 nonchromogenicum 09112, E. M. nonchromogenicum 09113.

Fig. 9. Radioactive spots in thin-layer chromatograms of ethyl ether-ethanol-soluble 

fraction from A. M. terrae 38001, B. M. terrae 38002, C. M. terrae 38013, D. Al. triviale 

37003, E. M. triviale 37004, F. M. triviale 37002.
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Fig. 10. Radioactive spots in thin-layer chromatograms of ethyl ether

ethanol-soluble fraction from A. M. kansasii 07063, B. M. kansasii 

17062, C. M marinum 08003, D. M. marinum 08011.

Fig. 11. Radioactive spots in thin-layer chromatograms of petroleum 
ether-soluble extracts of the concentrate of ethyl ether-ethanol-soluble 
fractions from A. M. kansasii 07063, B. M. kansasii 07062, C. M. ma
rinum 08011, D. M. marinum 08003. Vertical scale shows counts per 
minute (cpm).
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Table 2. Radioactive Spots in Thin-Layer Chromatography of Ethyl Ether-Ethanol-Soluble 

Fraction of Mycobacteria after Incubation with 35S-Methionine

The spot shown by a large letter is a large spot, and that shown by a small letter is a small spot. The spot shown in brackets 
is a spot which appears or does not appear according to the test strain. 

The spots in this table, A, B, C, D and F correspond to the spots in a previous study (Tsukamura, M. and Mizuno, S. : Int. 

J.Syst. Bacteriol., 25 : 271, 1975), a, b, c, d and e, respectively. The Rf values of the previous study are not correct, and the 
values in this table are correct.

は 図9の 下(D,E,F)に 示 す よ うに,ス ポ ッ トaと ス ポ

ヅ トfの 二 つ を 示 す が,ス ポ ッ トfを 欠 く株 もあ る(図

9のF)。

M.kansasii19)お よ びM.marinum20)も お の お の 均 一

なパ タ ンを 示 す(図10)。 この両 者 の主 な区 別 点は,M.

kansasiiで は ス ポ ッ トfが あ り,M.marinumで は,こ

れ が ない こ と であ る。

ス ポ ヅ トfの 有 無 は,.M.kansasiiとM.marinumの

区別 お よびMnonchromogenicumとMterraeの 区別

に重 要 で あ る。 した が つ て,こ の ス ポ ヅ トを 示 す 物 質 の

性 状 を知 るた めに 次 の実 験 を 行 な つ た 。M.kansasiiお

よびM.marinumzか ら得 たEE抽 出液 を 減 圧 濃 縮 して

0.1mlと し,こ れ に5mlの 石 油 工 ー テル(片 山 化 学;

specific gravity,0.62～0.67;fraction(30～70℃),

mimimum90v%;mon votile ,maximum 0.002%)と

0.5mlの 水 を 加 え る と,上 の石 油 工 ー テル 層 と下 の水

層 に分 か れ る。 この石 油 工 一 テ ル層 を減 圧 濃 縮 して0.1

mlと し,前 と同 じ方 法 で薄 層 ク ロマ トを 行 な うと,

M.kansasiiの 石 油 工 ー テ ル抽 出液 か らは ス ポ ッ トfが

得 られ た が,M.marinumの そ れ か らは 得 られ な か つ た

(図11)。 石 油 工 一 テル 可 溶 画 分 か らは スポ ヅ トfの み が

現 れ,他 の ス ポ ッ トは 現 れ な か つ た の で,薄 層 ク ロマ ト

で み られ るa,b,c,d,e,fの 六 つ の ス ポ ッ トの 中で,

ス ポ ヅ トfを 示 す 物 質 のみ が 石 油 工 一 テル 可 溶 で あ る と

分 かつ た。 この物 質 は35S-methionine由 来 の35Sを 含

有 して お り,こ の物 質 の存 否 が 抗 酸 菌 の菌 種 の区 別 に か

な り重 要 な意 義 を もつ てい る と思 わ れ る。

今 回 研究 対 象 と した抗 酸 菌 各 菌 種 の薄 層 ク ロマ ト上 の

ス ポ ッ トの位 置 を表2に 聡 揺 レて示 した(表2)。

結 論

35S-methionineと 抗 酸 菌 とを 培 養 し た 後,菌 体 か ら

の エ チ ル ・エ ー テ ルーエ タ ノー ル抽 出画 分 を 薄 層 ク ロ マ

トに か け て放 射 性 ス ポ ッ トを記 録 す る方 法 は 抗 酸 菌 の菌

種 の 区別 に役 立 つ 。,.

今 回,研 究 対 象 と7した 次のrapidly growing, scotoch-

romogenic mycobacteriaは ほぼ 菌 種 特 有 の放 射 性 ス ポ

ヅ トの 分布 パ タ ンを示 した: M. chubuense , M. obuense,

M. aichiense , M. rhodesiae , M. gilvum, M. duvalii, 

M. phlei, M. parafortuitum, M. aurum, M. neoaurum.

これに対 して M. flavescens のパタンはほぼ2型 に大

別 され た。 一 つ は M. flavescens のtypestrainを,他

は M. gallinarum のtype strainを 含 ん でい た 。

遅発育性抗酸菌の中では, M. kansasii, M. marinum,
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M. nonchromogenicum が均 一 な パ タ ンを示 した。M.

nonchromogenicum complex を構成する3菌 種の中で,

M. nonchromogenicunz とMterraeは ス ポ ッ トfの 有

無 で 区別 で き た。M.trivialeも ほ ぼ 特 有 な パ タ ンを 示

した。M.szulgaiは パ タ ンの面 か らみ る と不 均 一 で あ

つ た。 また M. malmoense は M. aviurn-intracellulare

に近いパタンを示 した。
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