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1. Fine Structure of Mycobacteria: Kazue FUKUSHI, Department of Bacteriology, Hirosaki

 University, School of Medicine.

2. Genetics of Mycobacteria: Yasuo MIZUGUCHI, Department of Micobiology, School of 

Medicine, University of Occupational and Environmental Health.

3. Newer Approaches for Structure Analysis and Physiology of Mycolic Acids: Ikuya YANO, 

Department of Bacteriology, Niigata University, School of Medicine.

4. Superoxide Dismutases of Mycobacteria: Masamichi KUSUNOSE, Toneyama Institute for 

Tuberculosis Research, Osaka City University, Medical School.

This syposium, entitled "Recent Advances in the Research of Tubercle Bacilli", was held to 

commemorate the Centenary of the discovery of tubercle bacilli by Dr. Robert Koch in 1882.

Since the discovery of tubercle bacilli, enormous amounts of knowledge have been accumulated. 

Various species of acid fast bacteria other than human and bovine tubercle bacilli (Mycobacterium 

tuberculosis and M. bovis), which have been found by Dr. Koch, were isolated from various sources 

and identified as members of genus Mycobacterium, and the relatedness of Mycobacterium with Gory

nebacterium and Nocardia were also established. The development of highly sophisticated instru

ments, such as electron microscopy and gass chromatography-mass spectrometer (GC/MS), enabled 

us to observe the ultrafine structures of tubercle bacilli and to analyze the detailed chemical struc

tures of very complicated mycobacterial constituents. Despite the many difficulties in experimental 

procedures, the studies on the metabolic activities and genetics of tubercle bacilli have achieved the 
steady progress.

The Japanese researchers have made great contributions for such advances in the fundamental
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researches of tubercle bacilli, as summarized in "50 Years in Tuberculosis Research" which was 

published to commemorate the Jubilee of the Japanese Society for Tuberculosis.

In this symposium, four symposists presented the most up-to-date results of their brilliant 

works.

Dr. Kazue Fukushi, Hirosaki University, showed many beautiful electron microscopic photo

graphies of the ultrathin section of whole bacilli, cell wall, cytoplasmic membrane, mesosomes, 

chromosomes, nucleus, polyphosphate granules and pili of mycobacteria. From these observations, 

he proposed the schema of the ultrafine structures of mycobacteria.

Dr. Yasuo Mizuguchi, University of Occupational and Environmental FIealth, developed the 

method for spheroplast formation and its reversion to bacillary form. Budding and elementary body 

formation were observed in the reversion process, and also a filamentous or mycelium-like growth 

accompanying branching and occasional septation were noticed in the regeneration process. These 

methods to induce spheroplast and to convert them to bacillary form may provide a way for the 

new manipulation system to study the genetics in Mycobacteria.

Dr. Ikuya Yano, Niigata University, reported the results of GC/MS analysis of mycolic acid 

and their temperature-induced changes in Mycobacteria and Nocardia. Overcoming the tremendous 

difficulties to analyse the chemical structures of such high molecular and complicated substances 

such as mycolic acids, Dr. Yano clarified the composition of molecular species of mycolic acids by 

the elegant application of gass chromatography-mass spectrometry. He also demonstrated that the 

mycolic acid composition varied  dramatically with the growth temperatures. In M. phlei, the 

longerchain molecular species increased at the higher temperatures and the shorter ones at the lower

 temperatures, while in N. asteroides the less unsaturated species increased at the higher temperatures 

and the highly unsaturated ones at the lower temperatures,

Dr. Masamichi Kusunose, Osaka City  University, purified superoxide dismutase (SOD), which 

is an enzyme to catalyze the reaction: O•E-2+2H+O2+H2O2, from various  myco

bacterial species. Molecular weight, contents of metal ions and amino acids sequence of SOD from 

several species of mycobacteria and other bacteria, as well as yeast mitochondria, were compared. 

Changes of SOD activities of M, tuberculosis, M. lepraemurium and M. leprae according to their growth 

phase or their physiological environments were followed, and the biological significance of this 

enzyme, SOD, for the survival of these mycobacteria within the host cells was discussed.

We, cochairmen and symposists, all expect this symposium would be a milestone to stimulate 

the interests of many researches for the further studies on tubercle bacilli.

1882年,Robert Kochが 結 核 菌 を発見 し,そ の病原

的意義を確立 してか らち よ うど100年 が経過 した。 この

間 に,結 核菌 の研究は絶え ることな く続 け られ,結 核菌

につい ての我 々の知識は,Kochの 時 代 とは比較 にな ら

ぬ までに蓄積 され てい る。Kochに よる人型お よび牛型

の結核菌 の発見に引 き続いて,数 多 くの類縁 の細菌がつ

ぎつ ぎ と発見 され,属 として のMycobacteriumが 確立 さ

れ,MycobacteriumとCorybacteriumやNocardiaと の

近縁関係 も明 らか にされ て,結 核菌が細菌分類学 の上で

占めるべ き位置 もほぼ定着 した。電子顕微鏡や質量 スペ

ク トロメーター ・ガス クロマ トグラフ ィーのよ うに高度

に洗練 された器械 の開発 に よつて,Kochの 時代には想

像 もできなかつた よ うな形態学的超微細構造や菌体成分

の詳細 な化学構造 の解析が可能 となつた。 さらに,発 育

の遅 さ,単 個菌液 の作 り難 さ,菌 体を破壊す ることの困

難 さ,な どの実験操作上 の制約 にもかかわ らず,結 核菌

代謝 お よび遺伝 の研究 も着実な発展を遂げて きてい る。

この ような結核菌研究 の進歩 に,我 が国 の研究者は多

くの貢献 を成 し遂げ てきてお り,結 核病学会創立50周 年

記念 として出版 され た 「結核研究 の五十年」 にも,そ の

一斑 を窺 うことができる。結核菌発見100周 年を記念す

る第57回 結核病学会総会 シンポジ ウムとして,「結核 菌

研究 の進 歩」 と題 した このシンポジウムでは,「 形態」

について福士主計,「遺伝」 について水 口康雄,「 菌体成

分」について矢野郁也,「 代 謝」 について楠瀬正道 の,4-

名の シンポ ジス トの先生方に よつて,世 界 に誇 りうる我

が国の結核菌研究 の最 尖端 の業 績が紹 介 される。

抗結核剤に よつて結核が比較 的容易に治癒 させ うる病
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気 とな るにつれて,結 核菌 の基礎的研究 に対す る関心が

薄 れ,た また ま腫 瘍の免疫療法へ の関心 の高 ま りともあ

い まつ て,結 核菌な もつぼ ら免疫研究 の道具 として,あ

るいは免疫療法剤の一つ として取 り扱 う傾 向が最近 強 く

な つて きてい る。それはそれで今 日的な重要 な研究主題

で はあ るけれ ども,結 核菌な一つの生物種 として,ま た

一 つ の病原菌 として眺めた とき,ま だ まだ 解 明 し尽 く

され ていない医学的課題が残 されてお り,ま た非常 に魅

力 的 な研究対象であ ることが,あ らためて認め られるで

あ ろ う。結核菌発見l00周 年 の記念すべ き結核病学会 総

会 にあたつ て企画 された この シンポ ジウムな機会に結核

菌 の基 礎 的 研 究 への関心が再び高 まる ことな期待 した

い。

なお,本 シンポジウムで発表 された矢野郁也先生の業

績 に対 し,日 本結核病学会今村賞が授与 された。本シ ン

ポジ ウムでの発表が,受 賞記念講演な兼ね るものであ る

ことな附言す る。

1.　抗酸菌の微細構造

弘前大学医学部細菌学講座 福 士 主 計

結核菌 の形態学的研究は100年 前の ロベル ト・コッホ

の発見に さか のぼ るが,結 核菌 の菌 体な細胞 の レベルで

観 察 できるよ うになつたのは,電 子顕 微鏡応用 の時 代に

入つ てか らの,1950年 代以後の ことであ る。 結核菌 発見

100年 にあた り,歴 史的な見方 もい ささか加えなが ら,

結 核菌なは じめ とす る抗酸菌 の 細 胞 構 築 について述べ

る。

1.　 コ ッホの初めて見た結核菌

1882年4月10日 号 のBer1iner Klinische Wochenschrift

に発表 されたRobert Koch1)の 論文 に従つ て喀痰中結核

菌 な染 色 してみる と,ビ スマル クブラウンの褐色 のパ ッ

クに,少 量 の水酸化 カ リウムな加 えた メチ レン青で染 ま

つ た青 い菌体な見 ることが できる。室温では20～24時 間,

40℃ では30～60分 染色が原法 であ る。

この発見 のあ と間 もな く,石 炭酸 フクシンに よる染色

法 が考察 され たので,Ziehl-Ncelsen法 に よつて 代 表 さ

れ る,赤 く染 まつた結核菌 のイメージがわれわれに定 着

す るよ うになつた。

2.　 電子顕微鏡で見 る抗酸菌

電子顕 微鏡 が微生物 の観 察に応用 され る ようになつた

当 初は,抗 酸菌 の膜 面培養菌 が好 んで用 い られ た。 これ

まで約30年 間の電顕 使用 におけ る抗酸菌 の微細構造研究

上 の主 要な報告 な表1に 示 す。

抗酸菌,Nocardia, Corynebacteriaに 特徴的 に観察 さ

表1　 抗酸 菌微細構造 研究 への貢献

れ る電子線不透過性顆粒が武谷 ら2)に よつ て研究 され,

ポ リリン 酸顆粒であ ると結論 され,Kornbergら3)の 報

告 と対比 した うえで,エ ネル ギープ ール の形 であろ うと

推 論 された。

細菌の超 薄切片観察が 可能 となつて,1957年 の 篠 原

ら4)の 細胞 質内膜構造 の発見 も,抗 酸菌 のみな らず,あ

らゆ る細菌細胞の構 築研 究 に大 きな貢献 な した とい うこ

とがで きる。

武谷 らの ミコバ クテ リオ フアージの増殖 機構 の超 薄切

片に よる観察5),細 胞壁 の線維溝造 の発見6)7)も画期的な

報告であ つた。

そ の後,抗 酸菌では他の細菌細胞に比 して研究 の遅 れ

ていた分野について も研究が進 展 し,徳 永 ら8)が 抗酸菌

に も線 毛(pili)の 存在 す ることな報告 し,福 士 ら9)10)が

核 染色体の 分 離 観 察な大腸菌 な どと同様に行 ない,水

口11)はプラス ミドの分離な報告 した。

3.　 綱 胞壁(cell wall)

グラム陽性菌に共通 な20～30nmの 厚 さな有す る。

そ の表面に,平 行に走 る2本 の線 維構造paired fibrous

 structureが 武谷 ら6)によつ て報告 された。分離 したcell 

wallの 表面 に も同様な 構造が 観察 され るが,ネ ガチ ブ

染色 よ りも,シ ャ ドウイングの方が この線維構造の観察

に適 してい る。武谷 らは種 々の有機溶媒処理 の成績か ら,

この構造は脂質な主成分 とす ると報告 してい る7)。

cell wallに 大部分 の免疫活性物質が存在す ることが,

最近 いつそ う明確 にされた(東 ら12))。抗原局在部位な形

態学的 に確認す るために,著 者 ら9)13)はフエ リチ ン抗体

法 な用 いて電 顕 観 察 な行 なつ た。図1は 正常 のMyco-

bacterium smegmatisの 超薄切片像 である。図2は この ミ

コバ クテ リアに フエ リチ ン抗体 法観察 な行 なつた1例 な

示 す。 グル タールアルデ ヒ ド法 で抗体 に結合 させた フエ

リチ ン粒子が,cell wall表 層に付着 し,抗 原 の局在部

位な示 してい る。分離精製 したcell wall画 分 とフエ リ
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図 1  Mycobacterium smegmatis の超 薄 切 片 像 ×82,000

 CW, cell wall; CM, cytoplasmic membrane; CrW, cross wall; Nu, nucleus.

図2　 フエ リチ ン抗体 の付着 し

た Mycobacterium smegmatis. •~

84,000

矢 印 が フエ リチ ン粒 子 な 示 す。

チ ン抗体 との反応に よつて も,そ の結合の特異性が確 認

された。

4.　 細胞質膜(cytoplasmic membram)

cell wallの 内側にあつて(図1),菌 体細胞質 な包む

膜で,極 めて生物活性に富み,各 種 の脱 水素酵素,呼 吸

酵 素,透 過酵 素,細 胞 壁成 分合成酵 素な どな含有 してい

る。

5.　 メゾソーム(mesosolne)

細胞質内に見出だ される膜構造 であつて,抗 酸菌 で初

めて発見 された構造であ る(篠 原 ら4),Zapf14))。 そ の後

の研究 に よつて,こ の構造 は細胞質 膜 と同じ二重膜構造

な有 してお り,細 胞質膜 の彎入 に よつ て形成 された もの

である ことが明 らかにされ た。そ の後多種 の細菌細胞 に

この構造 が見 出だされ,と くにグ ラム陽性菌 においては

図3　 Mycobacterium smegmatis

の 超 薄 切 片 像 。 ×82,000

M. mesosomes.

恒 常 的 な構 造 で あ る とみ られ る に 至 つ た。Fitz-James15)

の命 名 で メ ゾ ソー ムmesosomeと 一 般 に呼 ぼれ て い る。

図3にMycobacterium smegmatisの 切片 像 な示 す が,こ

の菌 体 で は メ ゾ ソー ムが 細 胞 分 裂 な開 始 し て発 現 した 隔

壁cross wallの 先 端 部 に 見 出 だ され,し か もそ の 一 端

は染 色体 を主 体 とす る核 部 位 と も隣 接 す る の で,細 胞 分

裂 に際 し て,隔 壁 形 成 だ け でな く,染 色 体DNAの 合 成

に も メ ゾ ソー ムが 積 極 的 な役 割 な 果 た し てい る こ とな 示

し て い る。

細 菌 メ ゾ ソー ム の形 態 と機 能 に 関 す る報 告 は 多 い が,

メ ゾ ソー ム の機 能 と して,表2の よ うに ま とめ る こ とが

で き よ う。 メ ゾ ソー ムな 細 菌 の 持 つ 膜 状 の"organelle"

と考 え る のが 一 般 的 であ る(Greenawalt & Whiteside16))

が,一 方 に お い て メ ゾ ソ ー ムを 単 な る細 胞質 膜 の彎 入 部

と して 理 解 し よ う とす る意 見 もあ る。
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表2　 メ ゾ ソー ム

6.　 核(nucleus)

細菌細胞の中央 部を占め,超 薄切 片像 では微細 な線維

様物質 の集合体 として観察 され る部分が核 である ことは,

広 く認め られて きたが,ほ とん どの細菌 お よび ウイルス

で行なわれ るよ うになつたKleinschmidt法 に よる染 色

体 の分離観察が,抗 酸 薗 については 試み られず,抗 酸

菌 の染 色体 の直 接 観 察 による知見は皆無であつた。 著

者 ら9)10)はMycobacterium smegmatisの 染色体分離を試

みて成功 した ので,他 の抗酸菌BCG,ヒ ト型 結 核 菌

H37Ra, H37Rv,薬 剤耐 性結核菌 な どについ ても同 様 な

実験を行ない,す べての抗酸菌 において染 色体 の分離観

察に成功 した。

抗酸菌 の染色体観察が これ まで成功 しなかつたのは,

スフエ ロプラス ト作製が難 しかつた ことに大 きな原因が

あつ た。 グ リシン とリゾチ ームを用い る方法が水 口 ・徳

永17)によつ で確立 され て,こ の障害が取 り除かれた。著

者 らは この方法 で 抗 酸 菌 の スフエ ロプラス トを作 り,

Kleinschmidt法 に従つ で染 色体を 観察 した。 そ の要点

は次の とお りである。

抗酸菌 をDubos培 地に懸濁培 養 し,対 数増殖期 に グ

リシンを1.5%に な るように加 えて培養 を続 け,遠 心 集

菌後に さらに グ リシ ンと リゾチ ームを含 有す る生食 水に

移 し,37℃18時 間 インキ ユベー トす ると,90%以 上の

菌体が スフエロプラス ト化す る。BCG,ヒ ト型結核菌で

は,こ の他 に リパーゼを添加す る とスフエ ロプラス ト化

率が高まる。 この ようにして得 られた スフエ ロプラス ト

化抗酸菌 を,0.01%チ トクロームcを 含有す る1M酢 酸

ア ンモニ ウム液に懸濁 した蒸留水に浮遊,展 開し,単 分

子膜 として菌体の染 色体をす くい上げ,電 子顕微鏡 で観

察 した。

図4はMycobacterium smegmatisの 染 色体の電顕 像で

あ る。1個 の菌体か ら連続 した1本 の染色体が放出 され,

そ の線維 はダブル ス トラン ドであつ て,DNAで あ るこ

とが酵素消化法そ の他 に よつで 確 認 された。 菌体か ら

ほぼ 完全 に放 出されたDNAの 長 さを実測す ると,M. 

smegmatisに ついては1,100～1,148μmで,Langら18)の

分 子量計算法を 適 用 す ると,2-156～2.25×109daltons

とな る。 これは光学的 方法 に よる抗酸菌染色体 の分子量

図 4 Kleinschmidt法 で撮 影 し たMycobacterium

 smegmatisの 染 色体 。 ×10,000

とほ ぼ 一 致 す る。

染 色 体DNAの 複 製(レ プ リケ ー シ ョン)は 閉 鎖 環 状

で,い わ ゆ る大 腸 菌 型 また はCairnsタ イ プ と呼 ば れ る

形 式 で あ つ た 。

ス トレプ トマ イ シ ン 耐 性 のM. smegmatisお よび 多 剤

耐 性 ヒ ト型 結 核 菌 の細 胞 か ら,プ ラ ス ミ ド様 の 小 閉 鎖 環

状 のDNAを 分 離 観 察 した が,水 口11)が 遺 伝 学 的 手 法

を 加 え て,ミ コバ クテ リア の プ ラス ミ ドの存 在 を 報 告 し

た。

7.　 ポ リフ ォス フ ェイ ト顆 粒(polyphosphate

 granule);電 子 線 不 透 過 性 顆 粒

光 学 顕 微 鏡 的 に は塩 基 性 色 素 で メ タ ク ロマ ジー を示 す

異 染 顆 粒 と して 認 め られ,電 子 顕 微 鏡 で は,電 子 密 度 の

大 き い,電 子 線 不 透 過 性 の 円形 顆 粒 と して 観 察 され る。

これ は武 谷 ら2)19)の 研 究 に よつ て ポ リフ ォス フ ェ イ ト顆

粒 で あ る と報 告 さ れた 。

最 近,微 小部 の 元素 分 析 が可 能 な,分 析 用 電 子 顕 微 鏡

が 開 発,応 用 され る よ うに な つ た の で,著 者 らは本 装 置

を 用 い で,抗 酸 菌 の 電 子 線 不透 過 性 顆 粒 を構 成 す る 金 属

元 素 の 分 析 を 行 な つ た 。

Mycobacterium smegmatisをSauton液 体 培 地 上 に 膜

面 培 養 し,銅 製 グ リ ッ ドに のせ,空 気 乾 燥 してH-600-

KEVEX7000分 析 型 電 子 顕 微 鏡 で撮 影 記 録 した 。 透 過

型 電 顕 で観 察 さ れ る ミコバ クテ リア の小 コ ロニ ーを 図5



6 9 2 結 核 第 57 巻 第 12 号

図5　 分 析 電 子 顕 徴鏡 で 記 録 したMycobacterium smegmatisの 電 子 線 不 透 過 性 顆 粒 の

元 素 分 析

a. 菌 の小 コ ロ ニー b . 顆 粒部 の元 素 ス ペ ク トル c. Pの 線 分 析

 d. Kの 線 分 析 e. Pの 面 分 析 f. Kの 面 分 析
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aに 示す。電子線不透過性顆粒に スポ ッ トを当てて得 ら

れた分析 スペ ク トルは,図5bに 見 るように,燐 とカ リ

ウム元素を主成分 とす ることを示 してい る。菌 体の拡大

像を スク リーン上に観察 しつつ,数 個の菌体内の電子線

不透過性顆粒につい て線分析を行な うと,図5cで 燐 の

X線 強度が顆粒部に極めて高いのに比 して,カ リウムは

図5dの よ うに同 血じ顆粒部で もかな り低い ことを示 して

い る。 さらに走査電子顕 微鏡 部を用 いて,燐 とカ リウム

につい での面分析を行な うと,図5eの 燐 分析では顆粒

部分 に 一致 して燐元素が多量で,一 方,図5fの カ リウ

ム分析 では菌体全野にほぼ均等に分布 してい ることが示

された。

これ らの点分析 スペ ク トル,線 分析,画 分析を総合 し

てみ ると,燐 とカ リウムがM. smegmatisの 菌体 を構成

す る主要な金属元素であつて,共 に菌体 内に広 く分布す

るが,と くに顆粒部分には燐 が著 しく高濃度 に含有 され

てい ることを示 してい る。 この結果 は,電 子線不透過性

顆粒がポ リフォス フェイ トである ことを支持す る もので

あ るが,カ リウムそ の他の金属 元素 の存在 も推測 され,

今 後の検討 を必要 とす る。

なお,菌 体 に広 く分布 する燐 は燐脂質や核酸 の存在を

示 し,カ リウムは蛋 白合成そ の他 の代謝 に必要な イオン

の存在 を示 す ものであろ う。

8. 線毛(Pili)

菌体表面 の性的構造物 として,大 腸菌 の雄 性特異線毛

(F pili)が知 られ,雄 染色体は この中を通 つて雌細胞に

移行す る とされ ているが,ミ コバ クテ リアでも徳永 ら8)

に よつ て,M. smegmatis, H37Ra, BCGで 見出だ された

と報告 された。固型培地上に増殖 した菌で,細 胞あた り

1～2本 か ら多い ものでは密生す るもの まであ る。 しが

し性的接合 との関連は不 明であ るとしてい る。

9.　 抗酸菌形態の模型図

以上 の知見を まとめ ると図6の よ うに描 くことがで き

る。

個 々の菌体微 細構造 はほぼ 明 らか にされた と思われ る

が,そ れぞ れの構造物 の有機的 な関連が どのよ うになつ

ているか,ま たそれぞれ の菌体構築物 の合成 と形態形成

が どの ように行 なわれ ているか につい て,今 後研究を進

める必要 がある と思わ れる。

本研究 は下記 の方 々 との共 同研究 によるものであ る。

記 して感謝 する。

山 口淳二(近 畿大学医学部)

有路文雄(東 北大学抗酸菌病研究所)

浅野宏 司,佐 々木甚一,大 串靖子,山 崎武逸,小 山

弘(弘 前大学医学部)
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2. 抗酸菌の遺伝 とその周辺

産業医科大学微生物学教室 水 口 康 雄

共同研究者:有 働武三 谷 口初美 福長将仁 小川み どり

抗酸菌 における遺伝学 の研究 の レベルは,そ の対象 と

な る菌そ の ものが種 々の理 由か ら材料 として好適でない

こと もあつ て研究人 口が少な く,最 先端 の研究が華 々し

く繰 り広げ られ てい る大腸菌 などに比べ ると,病 原細菌

学的 には非常 に重要な地位を 占めてい るに もかかわ らず,

必ず しも満足すべ き状態 には達 していない。特に この属

のなか で も最 も重要 な結核菌 に関 しては殆ん ど何 もわか

つ ていない と言つ て も言い過 ぎでは ない といつた現状に

ある。

しかしなが ら抗酸菌 の もつ他 の細菌 にはみ られない種

々の特異的 な性状 もすべ ては染色体上 の遺伝子 の発現の

結果 もた らされ た表現型 にほか な らない ことを考 えると,

病原性,薬 剤耐性,更 には各種 の生物活性 などの特異的

な性状 を遺伝学 的な立場か ら明 らか にしてい くことは,

抗酸菌 を理解す る うえで非常 に重要 であるこ とは言 うま

で もない。我 々は この ような立場か らこれ までにも抗酸

菌 の遺伝学 的研究 を進 めてきた1)～3)が,本 シンポジウム

においては,こ の数年 間我 々の教室 で進め てきた抗酸菌

の プラス ミドの研究 と,最 近新 し く開発 された遺伝子伝

達 の方法 である細胞融合法を抗酸菌 に応用す る際 に必要

な プロセスである プロ トプラス トの形成 お よびプ ロ トプ

ラス トか ら桿状菌体へ の復帰 につい て得 られた結果を紹

介 したい。

1.　 抗酸菌 のプラス ミ ドにつ いて

これ までに多 くの細菌 について毒素産生性,定 着性,侵

襲 性な どの病原 性に関与す る性状や薬剤耐 性な どの医学

的に重要な性状を決定 す る遺伝子が プラス ミド上 に存在

す ることが報告 されてい る。我 々は抗酸菌 に もプラス ミ

ドが存在す るか否か,も し存在す るとすればそれはいか

な る機能を担つてい るで あろ うか とい うことに興味を も

ち,M. smegmatis, M. vaccae, M. intmcellulareの3つ の

種 に属す る菌 について プラス ミドの分離を試 みるのと同

時 にバ クテ リオシ ン産生 性,接 合能,薬 剤感受性,色 素

産生能な どプラス ミドに支配 されている可能性 が高 い と

思われ る性状 との関連性を検討 した。

プラス ミドの分離には菌 を温和 な条件 で溶菌 させ,細

胞内に存在す るDNAに 障害 を与 えない ように抽 出を行

な う必要があ る。 我 々は対数増殖期 のマイ コバ クテ リア

に1.5%の グ リシンを加 えて培養す る と細胞壁合成 が抑

制 され,そ の結果 菌が リゾチームに感受性 になる とい う

事実4)を 応 用 し,M. smegmatisの 場合には 約2時 間,

M. intracellulareの場合には約24な い し48時 間 グリシン

処理を行なつたあ と集菌 して リゾチーム処理 を行 ない,

溶菌後5モ ル の食塩を加えて核DNAを 除 き,上 清 中の

プラス ミドをその まま,も しくはセシ ウムクロライ ド・

エチ ジウムブロマ イ ド密度勾配遠 心に よつて精製 したの

ち アガロースゲル電気泳動にかけて解 析 した。 また,一

方 で電子顕微鏡に よつて もプラス ミドDNAの 存在 を確

認す るとともにその分子量の測定 を行なつた。

図1にM. megmatisR32株,P53株,R17株 の プラ

ス ミ ドDNAの 電気泳動 に よるパ ターンを示 した。R32

株 には5本(ま たは6本),R53株 には5本 の,R17株 に

は4本 のバン ドが認め られ る。同 じプラス ミドDNAで

もそ の分子形態(プ ラス ミドDNAが ただ環 状になつて

い る場合,OC型,そ れが更に捻れた形を してい る場合,

CCC型)が 異 な るとゲルの上 では異 なつた泳動 距 離 を

示す ので,図1か らは直 ちに何種類 のプラス ミドが,そ

れぞ れの菌体 内に存在す るかは結論 されないが,対 照 と

して用 いた大腸菌 の プラス ミドDNA, Col El(4.2Md),

PBR322(2.6Md)の 泳動度 とを比較す ることに よつて
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Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of 

plasmid DNA molecules isolated from 
M. smegmatis strains R32, P53 and R17. 
The position of Col El (4.2Md) and 
PBR 322 (2.6Md) are also given.

Fig. 2. Electron micrograph of plasmid DNAs of 

M. smegmatis strain P53. Arrow indicates plasmid 

with molecular weight 28Md.

M. smegmatisに は比 較 的 小 さい 分 子 量 を もつ プ ラ ス ミ ド

が 存 在 す る こ どが 明 らか とな つ た 。 一 方,電 子 顕 微鏡 を

用 い てR32株 にみ られ る プ ラ ス ミ ドの 長 さを 測定 した

とこ ろ,2.3Md,2.5Md, 3.4Md, 3.9Md, 4,0Mdの

5種 類 の分 子 量 の異 な る プ ラ ス ミ ドが見 出 だ され た。 同

じ くP53株 に は2.5Mdと2.9Mdの 小 さい プ ラス ミ

ドの他 に 図2に 示 す よ うに28Mdの 大 き さを もつ もの

が 存 在 し でい た 。 これ らの プ ラス ミ ドが い か な る機 能 を

もつ て い るか,M. smegmatisの 場 合 に は接 合能 お よび バ

クテ リオ シ ン産 生能 との関 係 に つ い て調 べ で み た が,現

在 必 ず し も結 論 を 出 せ るま で の結 果 は得 られ で い ない 。

た だP53に 見 出 だ され た28Mdの 大 き さ の プ ラス ミ

Fig. 3. Agarose gel electrophoresis of 

plasmid DNA isolated form M. vaccae. 

V1, photochromogenic smooth colony 

forming wild type; V2, photochromo

genic rough colony forming variant; 
V4, nonphotochromogenic smooth colony 

forming variant.

ドはそ の大 きさか らみて接合に関与 している可能性 があ

るのではないか と考えでい る。

次にM. vaccaeに ついで プラス ミドの解析 を行なつた。

この菌はsmoothな 集落 を形成す る発育 の早 い ミコバ ク

テ リアであ るが,光 発色性を有 しかつバ クテ リオシン も

産生す る。 この菌を 植え継 いでい くと しぼ しばrough

型の集落を形成す る変異株 や光発 色能 を失つた変異型 が

出現 す るので,こ れ らの性状のいずれかは プラス ミド上

にその遺伝 子が存在 する可能性 が高い もの と思われた。

そ こで親株V-1か ら得 られたrough型 のvariantで あ

るV-2株 と,光 発 色能 を失つたV-4株 につい てプ ラ

ス ミドの検 討を行 なつた。 なお,バ クテ リオシン産生能

を失つた菌は分離 されなかつた。結果 を図3に 示 した が,

V-2株 はV-1株 と同 じプラス ミドのパターンを示 した

のに対 しV-4株 では2種 類 の プラス ミドの うち分子量

の小 さい方が欠損 しでいるのが認 め られ,こ の失われた

プラス ミドが光発 色性 に何 らか の役割を演 じている可能

性 が高い もの と思わ れる。

M. intracellulareは我 が 国におけ る非定型抗酸菌症 の

原 因の約90%を 占める菌 であるが,各 種 の抗結核剤に対

して強 い抵抗性を示す ことでも有名な菌 であ る。 この菌

はアル ブ ミンの入つた寒天培地上 で集落形成を行なわせ

る と,平 らでかつ透 明な コロニー(Tr)を 作 るが,そ の

なかか ら低頻度 にではあ るが不透 明で盛 り上がつた コロ
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Fig. 4. Agarose gel electrophoresis of 

plasmid DNA isolated from M. interacel
lulare strain 103. Tr, transparent co
lony forming wild type; Op, opaque 
colony forming variants. The position 
of Col El (4.2 Md, OC and CCC form) 
is also given.

ニーな作 る変異株(OP)な 分離す る ことが知 られ てい る。

このOP株 は 薬剤感受性が 上昇 しているのみな らず動

物 に対 す る病原性 も低下 している といわれ ているので,

我 々は このTr→OPへ の 変化に プラス ミドが 関与 して

い る可能 性について検 討な行なつた。 患 者 由 来 のM.

intracellulare103Trよ りOP変 異株を数株分離 し,そ

れ らの菌 の プラス ミド保有状況 な調 べた ところ,図4に

示 す ように親株 のTrに は約50Mdの 比較的大 きなプ

ラス ミドと2Mdの 小 さな プラス ミドが認 め られた のに

反 し,OP株 はいずれ も50Mdの プラス ミドのみを有

し小 さい プラス ミドな欠 いていた。 この ことはTr→OP

へ の変化に プラス ミドが関与 している可能性 が極め て高

い ことな意味 してい るが,こ れ らのOP株 はいずれ も多

くの抗結核剤に対 し,感 受性が上昇 している ことと考 え

合わせ ると,お そ らくこの2Mdの プラス ミドは細胞壁

もし くは細胞膜 の何 らか の構成成分の遺伝 子な有 してお

り,こ の プラス ミドがな くな ることに よつて細胞壁 の構

造 に変化が生 じ,集 落形態の変化,薬 剤通 過性の変 化な

もた らした ものであろ うと考え られる。

以上,3種 の菌について プラス ミドの存在 が明 らかに

されたが,ミ コバ クテ リアか らの プラス ミドDNAの

検 出は必ず しも容易でな く,現 在の技 術では これ らの菌

に存在す るすべ てのプラス ミドな検 出 しえたか否 かにつ

いてはまだ疑問が残つ てい る。 とは言え,こ の よ うな プ

ラス ミドの うちのある ものについ ては これ らの菌 に何 ら

か の性質 な与 えてい る可能性が強 く示唆 された ので,今

後 更に プラス ミドの検 出技術 に改良な加 え,マ イコパ ク

テ リアにおける プラス ミ ドの意義な 明らか にしてい きた

い。

2. M.smegmatisの プ ロ トプ ラス ト形成

とそ の桿状菌体への復帰 について

異 なる菌株 か ら作成 した プ ロ トプラス トな ポ リエチ レ

ン グ リコールで融合 させた あ と,細 胞壁な有す るもとの

菌 体へ復帰 させ る とい う細胞融合法や,プ ロ トプラス ト

を用 いた形質転換法が新 しい遺伝子伝達法 として最近注

目な引いている5)。 この方法は バクテ リアのみでな く動

植物細胞 で も行 なわれ てお り,自 然界では全 く起 こ りえ

ないよ うな細胞 どうしの雑種形成な どな行なわせ ること

が 可能 で,極 め て将来性 に富 んだ遺伝子伝達法 と考え ら

れ ている。我 々はこの方法 のマイコパクテ リアへ の応用

の可能性 な探 るため,M.smegmatisか らプ ロトプラス ト

の形成 と,得 られた プ ロ トプ ラス トか ら桿状菌体への復

帰 の条件 につい て検討な行 なつた。

まず プ ロ トプラス トの形成であ るが,上 記の 目的のた

めにはで きるだけ安定な プロ トプラス トな高率に含む浮

遊液な実験に必要かつ充分な量作成 する必要があ る。そ

こで種 々の条件について検討 した結果,以 下 の ような方

法に よ り,ほぼ上記条件な満足す るプロ トプラス ト(もし

くは スプエ ロプラス ト)浮 遊液な作成で きることが明 ら

か となつた。 まずTween80加 トリプ トソイブ イヨンで

M.smegmatisな 振 とう培養 し,対 数増 殖期 の中期 で グ リ

シンな0.75～2%(そ の至適濃度は菌株に よつて異な り,

例 えぼP53株 では1%)に 加え,そ のまま1夜 培 養な

続 ける。 この とき大部分 の菌 には菌体の一部が膨 隆 して

い るのが認め られ る。 翌 朝 遠 心 に よ り菌な集め,蕪 糖

0.5Mな 含むbufferで 洗つた後,ス フエ ロプラス ト化

培地(培 地 中に蔗糖0.5M,リ ゾチ ーム50～100μg/ml,

お よび前培養 と同じ濃度に グ リシンな加えた もの)に 移

し更 に軽 く振 と うしなが ら15～20時 間培養な続け ると,

90%あ るいはそれ以上 の菌が細胞壁 のゴース トな脱 ぎ捨

てるよ うな形な とりなが ら球状化す るのが認め られ る。

この時点 で残存す る桿菌お よび ゴース トな除 くため綿な

詰 めた カ ラムで濾過 し,更 に遠心洗滌に よ りグ リシン,

リゾチームな除 いてや る。

図5に 示 した のは このよ うにして 得 られたP53株 の

細胞壁欠損細胞 であ る。電子顕微鏡 による観察(図5b)

において 細 胞 壁 と思われ る構造は殆ん どみ られないの

で,お そ らくプ ロ トプ ラス トといつ てよい もの と考え ら

れ る。

次 に,プ ロ トプラス トか ら桿菌体へ の復帰について,

そ の条件 の検討 と共 に経過な形態学的に追跡 した。復帰
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Fig. 5. Cell wall deficient form of Mycobacterium smegmatis strain 

P53. (A) Purified suspension of cell wall deficient forms (bar re

presents 5ƒÊm) (B) Ultrathin section of a protoplast (bar repre

sents 0.05ƒÊm).

Fig. 6. Phase contrast micrographs of regenerating mycobacterial protoplasts. (A) 

after 2 days, (B) after 4 days, and (C) after 7 days incubation in regeneration 

medium (bar represents 5ƒÊm).

Fig. 7. Scanninig electron micrographs of regeneating protoplasts of M. smegmatis. (A) 

20hr after incubation (bar represents 1ƒÊm). (B) 3days after incubation (bar represents 

0.5ƒÊm). (C) 7 days after incubation (bar represents 2ƒÊm).
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Fig. 8. Daughter cell formation of regenerating protoplasts. (A) Elementary body 

formation. (B) Irregularly septated protoplast. (C) A protoplast releasing daugher 

cells (bar represents 0.5ƒÊm).

培地 には 一定 量のCa++とMg++が 必要 とされ てお り,

事実 ミコバ クテ リアにおいて も最少培地な ベース とした

場 合には蔗糖 とともに この両者 な20mMお よび50mM

程度 に加 える必要 があつ たが,栄 養豊富な培地では必ず

し も必要 ではなかつた。 プ ロ トプラス トか ら桿菌体への

復帰 率は培地 の種類や実験 ごとによる変動があ りその幅

は0.1～10%く らいであつた。

復帰 の経過な図6～8に 示 したが,桿 菌への復 帰には

2通 りの方 式が ある ことが 明らか となつた。その第1は

図6お よび図7に 示 した よ うに プロ トプラス トか ら出芽

が生 じ,芽 の部分が次第 に伸長 して菌糸状に発育 し,や

が てこの菌糸に断裂が起 こつて,も との桿 状菌体 に もど

る場合であ る。 この菌糸状の菌体にはあち こちに分岐が

生 じ(Fig.6c,Fig.7c),隔 壁 の 形 成 は 非 常 に少 ない

(写真省略)。 このよ うな菌糸状発育 は通常 の菌 な培養 し

た ものか らは決 してみ られない もので,復 帰途上 の菌が

なぜ この よ うな発育なす るかは不明であるが,こ の状態

の菌は抗酸性が認め られないか極 めて弱いので何 らか の

細胞壁成分に変化が起 こつてい るもの と考 え られ る。第

2の 方式は図8に 示す ように膨大 した プロ トプラス ト内

に娘細胞が生 じ,こ れが殻な破つて外 に飛び出 して くる

場合であ る。

以上の2つ の方式が実際 どの程度 に培地上 で起 こつ て

い るかは まだ必ず しも明 らかになつていないが,ミ コバ

クテ リアにおけ るプロ トプラス ト形成 と桿菌体へ の復帰

方 法が確立 された と考 えて よいもの と思われ るので今後

この方法な用 いて遺伝 的な研究を行 なつ てい く予定であ

る。
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3.　 ミコール酸の構造解析と生理

新潟大学医学部細菌学教室 矢 野 郁 也

結核菌 な中心 とす るMycobacteria(お よびその近縁 細

菌)の 最 も大 きな 特 徴 は,"抗 酸 性"な 有す ることで

あるが,そ の発現には細胞壁 の化 学 構 造 が大 き く関与

している もの と考 え ら れ て い る。 ミコール酸 はOrder

 Actinomycetalesに 属す る細菌細胞壁に存在 する超 高級

分枝脂肪酸 で,炭 素数20か ら90ま での広 範囲にわ たる

α分枝,β ヒ ドロキシ脂肪酸であ り(図1),こ れ らの細

菌細胞壁 の疎水性な保つ うえで必須の成分であ る。 この

ような脂肪酸 はそ のアルキル鎖が天然 の生体膜脂質成分

中では著 しく長 いため に,構 造面で も機能面 でも極めて

ユニー クな成分 と考 え られ,そ の構造解析については約

40年 も前 か ら活発 な研究がすすめ られ てきた1)～5)。しか

しなが ら,こ の ような脂肪酸は熱に対す る不安定 さか ら

ガス クロマ トグ ラプ ィー(GC)に よる分析が困難 で単一

成分 の解析 は行 なわれ ていなかつた。一方,ミ コール酸

の構造 は,菌 種 によつ て著 し く異な り(図2),炭 素数,
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Rお よびR'はCl0-50の アルキル

鎖か らな り,菌 種に よつ て炭素数

,および二重結合数が異な る。)

図1　 ミコール酸 の基本構造

図2　 種 々の抗酸菌お よび類縁 細菌か ら

得 られ る ミコール酸 の構造

二重結合数 は もとより,シ クロプ ロパン環や メチル側鎖,

メ トキシ基 な有す るもの,ジ カル ボン酸 ミコ ール酸な ど

極 性の異 なる ものが種 々知 られてお り,"分 子 種"レ ベ

ルでは著 しく多彩 な成分 な含 んでいる。分類学的 には ミ

コール酸 の存在 が"属"の 定 義に必須 であ り,ま たそ の

構造 が"種"に より異 なる ことか ら,菌 種 の同定 にも極

めて 重要な 項 目とされ てい る6)7)。我 々は,ミ コール酸

研究 のための新 しい方法論な確立 し,こ れな用い て化学

分類学 や生理学的研究 に役立 てる 目的 で,ガ スク ロマ ト

質量 分析計 に よる単 一分子種 の分析法 につい て研究な行

なつてきた。

ミコール酸構造の解析法

ミコール酸 の構造解析 の研究は,既 に長年多数 の研究

者達 に よつ て行 なわ れてきた ことは先述 したが,一 般 に

はケイ酸 カ ラム クロマ トグラフ ィーな中心 とした分離法,

元素 分析 や質量 分析,赤 外吸収 スペ ク トルやNMRス

ペ ク トルが有用 な手段 として用い られ てきた。なかで も

最 も有 力な分析法は質量分析 で,ミ コール酸 の炭素数や

二重結合数,直 鎖部分や α側鎖 の構造,カ ル ボニル基,

メ トキシ基 の同定 には必須 の方法 と考 えられて きた。問

題点 は,ミ コール酸が構造上,高 温に極めて不安定 な こ

とであ り,250～300℃ ではC2とC3位(α β)間で容易に

炭素炭素 の結合が開裂(熱 分解)し てしま うことであ る。

図3　 ミコール酸のGC/MS分 析法 の概略

したがつて,従 来は"pyrolysis product"す なわ ちメ ロ

ミコラール(直 鎖 部分 由来 のアルデ ヒ ド)と α側鎖 に由

来 する メチルエステルな分析 して構造解析が なされ てお

り,その方法な発展 させ てpyrolysis gas chromatography

が行 なわれ てきた8)。 けれ どもこの方法では,intactな

ミコール酸 の解析が不可能であ り,各 分子種 の定量 は極

めて困難であ る。そ こで我 々は,ミ コール酸 の分 子種 な

で きるだけ元の構造 の まま,簡 便に,定 量 性 よく分析 し

たい と考え て,ミ コール酸 メチルエステルのtrimethyl-

silyl(TMS)誘 導体な調製 し,こ れな最近 発展 して きた

新 しい分析法 であ るガスクロマ ト質量分析計(GC/MS)

に よつ て解析 しようと試みた。その方法の概略 な図3に

示すが,こ の方法はTMS化 が定 量的に行 なえ ることと,

TMSメ チルエステルは高温 でも安定 で,調 製法 が簡便

な こと等か ら多数 の試 料の分析に も適 してお り,マ スス

ペ ク トル中 のフラグメン トイオ ンの情報量 や内容 も適度

であ ると考え られ,C60.80程 度の ミコール酸 までは,極

めて よい再現性が得 られてい る(方 法の詳細は文献 な参

照 されたい9)～12))。最近 では,silica gel薄 層 クロマ ト,

不飽和度な異にす る同族体の分離に有用 な硝酸銀薄層 ク

ロマ トグラフィーお よびGC/MS法 な 組 み合わせ て,

単一な ミコール酸分子種 な分離す ることが可能 となつ て

い る。 また,こ れ らのほか 米 国 のグル ープ(Takayama

ら13)お よびGrayら14))は,高 速液体 クロマ トグ ラフ ィ

ー(HPLC)な 用 いて ミコール酸 分子種 な分離 し,定 量

な行なつてい るが,GC/MS法 と異 な り,各 分子種 の質

量分析は,直 接導入法に よらなければな らない点 が難点

で改良の余地 があ るように思われ る。
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ミコー ル 酸 の薄 層 ク ロ マ トゲ ラ フ ィー(TLC)

お よび ガ ス ク ロマ トヴ ラ フ ィー ・マス スペ ク

トロ メ トリー(GC/MS)

一 般 にNocardiaやMycobacteriaの 菌 体 な水 解 後,

抽 出 して 得 た 脂 肪 酸 メチ ル エ ス テル を,silica gelの

TLCな 用 い て,hexane-diethylether(4:1,v/v)の 混 合

溶 媒 で展 開 す る と,非 極 性 酸 と極 性 酸 メチ ル エ ステ ル が

明 瞭 に分 離 す る(図4)。CorynebacteriaやNocardiaで

は,菌 種 に よつ てRf値 が 若 干 差 が あ る もの の 極 性 酸 の

ス ポ ッ トが ほぼ 単 一 で,こ れ が コ リノ ミコ ール 酸 また は

ノカル ドミコ ール 酸(M1)に 相 当 す る。 これ に対 して

Mycobacteriaの 極 性 酸 は,一 般 に2個 以 上 の スポ ッ ト

図 4 Mycobacteriaお よびNocardiaよ り得 られ る ミ コー ル酸(M1,M1',M2,M3,M4,M4',MeO)メ チ ル エ ス

テル の薄 層 ク ロマ トグ ラム

図 5 M.phleiの α-ミ コー ル酸(M1)メ チ ル エ ス

テルTMS誘 導 体の ガス クロマ トグ ラ ム。 カラム

(2%OV-1)温 度345℃,各 ピー ク上 の数字 は炭 総

素数お よび二重結合(ま たは シクロプロパ ン環)の

数な示す。

図 6 N.polychromogenesお よびG.bronchialisのC60

ミコ ール酸 メチ ル エ ス テ ルTMS誘 導 体 の ガ ス ク ロ

マ トグ ラム。 カ ラム(2%OV-1)温 度325℃,各 ピ

ー ク上 の数 字 は総 炭 素 数 な 示 す 。
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な示 し,時 に は これ らが殆 ん ど重 な りあつ た状 態 な 示 し

(M1+M1'),菌 種 に よつ ては 極 め て複 雑 な パ タ ー ンな 示

す。 この こ とはMycObacteriaで はNocardiaやCory-

nebacteriaと 比 べ て 明 らか に ミコー ル酸 のsubclass組 成

に差 が あ る こ とな示 して お り,菌 種 に よつ て特 徴 な もつ

こ とな示 唆 して い る。 この よ うな ミコー ル酸 メチ ル エ ス

テ ル なTLCプ レ ー トか ら回 収 し てTMS化 な 行 な い

GC/MSな 用 い て 分 析 す る と,ま ずCorynebacteriaで

はC32な 中心 と して,Rhodococcusで はC30-50前 後 の,

またNocardiaで はC40-60前 後 の,そ してMycobacteria

で はC60-80前 後 の 主 と して 偶 数 ミコー ル酸 に 相 当す る

多数 の ピー クが検 出 さ れ る(図5お よび 図6)。 これ ら

の ミコ ール 酸 メ チル エ ス テルTMS誘 導 体 の う ち1V.

polyckromogenesのC58,60,62,64,ミ コー ル酸 の誘 導 体 の

マ ス スペ ク トル な 図7に 示 す 。 そ の 結 果,ミ コー ル酸

メ チル エ ス テルTMS誘 導 体 の マ ス スペ ク トル は,図8

に 示 す よ うな 解 裂 機 構 に よ り多 数 の フ ラ グ メ ン トイオ ン

な 形 成 し,分 子 イオ ン(M)+,(M-15)+,(M-90)+イ オ

ン等 に よ り,ミ コ ール 酸 の総 炭 素 数 お よび 二 重 結 合 数 が

決 定 され た 。 これ に対 し て フ ラ グ メ ン トイオ ン(A)ま た

は(A-90)イ オ ン も一 般 に顕 著 に 検 出 され るが,こ れ らは

直 鎖 部 分(す な わ ち メ ロ ミコ ラ ール)の 構 造 な 示 して お

り,一 方,フ ラ グ メ ン トイオ ン(B)ま た は(B-29)イ オ

ン は α側 鎖 の解 析 に有 用 で あつ た 。M.phleiか ら得 られ

図 7 N.polyckromogenesのC58,60,62,64,ミ コ ー ル 酸 メ チ ル エ ス テ ルTMS誘 導 体 の マ ス ス ペ ク トル

図 8 EIマ ス スペ ク トル に お け るTMSミ コー ル酸 メチ ル エ

ス テル の フ ラ グ メ ン トイオ ン生 成 機構
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るC72-80の α-ミ コ ール 酸(M1)の 分 析 結 果 を 表1に 示

す 。 この結 果,M. phleiのC72-80α-ミ コ ール 酸 は,直

野国鎖 部 分 がC50-55ま で のdiene構 造(ま た は シ ク ロプ ロ

パ ン環 を 含 む)を 有 して お り,主 と して偶 数 酸 か ら成 る

が,一 部 奇 数 酸 も含 ん で い る こ と,α 位 の ア ル キ ル側 鎖

はC20ま た はC22で あ る こ と等 が 明 らか に な つ た15)。

これ に対 し てN. polyohmogemesの ミコー ル酸 は,炭 素

数C56か らC66に 至 る偶 数 酸 か らな るが,そ の不 飽 和 度

表 1 M. phleiα-ミ コ ール 酸(M1)メ チ ル エ ス テ ルTMS誘 導 体 のGC/MSよ る分 析

表 2 N. poly6hromgemesミ コ ール 酸 メチ ル エ ス テルTMS誘 導 体 のGC/MS分 析
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(二 重 結 合数)はMycobacteriaと 比 べ て 著 し く高 く,

最 高hexaeneま で を含 ん で お り,ま たそ の二 重 結 合 は ミ

コー ル酸 の 直 鎖 部 分 に 存 在 す る ことが 明 らか となつ た

(表2)12)。 こ の こ とは,Mycobacteriaの ミコ ール 酸 が

最 高dieneま で に とど ま る こ と と比 べ て,物 理 化 学 的 性

質 が著 し く こと な る こ とを 意 味 し てお り,両 者 の細 胞 壁

の 性 状 の違 い を 反 映 し てい る も の と考 え られ る。

ミ コー ル 酸 分 子 種 組 成 の 定 量 と化 学 分 類 学

へ の 応 用

ミコ ール 酸 は,前 述 した よ うにOrder Actinomycetales

に 属 す る細 菌 の 特 徴 的 な 成 分 で あ り,現 在 ま で にMyco

bacteria, Rhodococcus, Nocardia, Gordona, Bacterionema,

 Corynebacteriaお よびBrevibacteriumに そ の存 在 が知

られ てい る。 炭 素 数 は 一 般 にCorynebacteriaの ミコー

ル酸 が 最 も短 く,C20～38で 偶 数酸 か ら成 るの に対 して,

Bacterionemaで は 偶 数 奇 数 多 数 の 分 子種 か ら成 る。 ま た

Nocardiaで はC52が 中 心 でtctracneま で の二 重 結 合 同

族 体 が含 ま れ る が,Rhodococcusの 各 菌 種 は構 成 幅 が 極

め て大 き く,C30-34(monoeneま で),C40-46(dieneま で),

C50-58(tetraeneま で)お よびC64-68前 後 の もの(penta-

お よびhexaeneま で)等,極 め て 多 彩 で あ る。 これ に

対 して,Mycobacteriaの ミコ ール酸 は一 般 に 炭 素 数 が

多 く,subclass組 成 も複 雑 で,菌 種 に よ り著 し く変 化 に

富 み,直 鎖 モ ノカ ル ボ ン酸(α-ミ コ ール 酸)を は じめ 種

々 の メ チ ル側 鎖 や シ ク ロプ ロパ ン環 を もつ もの,メ トキ

シ酸 お よ び ジ カル ボ ン酸 等 極 性 の異 な る同 族 体 か ら成 る。

ミコ ール 酸 のTILCお よびGC/MSに よ るsubclassな ら

びに分子種組成の分析結果から,M. tuberculosis complex

は互いに極めて類似 した パターンを示 し, M. intracellu

lare-avium-scrofulaceum complex とは明確な差が認めら

れ ること,ま た迅 速 発 育 菌群 中でも M. phlei のよ うな

発 色菌群 と, M. smegmatis のよ うな非発色菌群 との間 に

はジカルボン ミコール酸(エ ステル ミコール酸 由来 のも

の と考 え られ る)の 有無 によつ て大 きな差があ ること16),

さ らに これ らの菌種 同士 も分子種組成に明 らかな差があ

る ことが見 出だされた。そ の結果,従 来位置づけ の不 明

確であつた菌群 (M. parafortuitum と M. diernhoferi の

差, M. chelonei と . fortuitum の差, Rhodococcus の不

均一 性や Gordona aurantiaca の位置づけ等)の 分類学的

グルー プ分 けが可能 となつた。 図9にNocardiaお よび

Rhodococcusミ コール酸 の分子種組成 と平均炭素数を,

また図10に はMycobacteriaの α-ミコール酸(M1+M1')

の分子種組成を示す17)。

ミコール酸組成の変動 と細胞壁合成の温度

による調節

Mycobacteriaや そ の近縁細菌 は 一 般 に,宿 主寄生性

の もの と土壌 や水中に棲息す るものの両者を含 むが,前

者の場合,そ の環境特に発育温度は宿主依存性の ものが

図 9 Nocardiaお よびRhodococcusの ミコ ール 酸 分 子 種 の分 布
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Molecular Species Composition of "ƒ¿" Mycolic Acids(Mi1-M1') in Mycobacteria 

(Runyon-IV, Rapid Growers)

図 10 Mycobacteria (RunyonIV群,Rap呈dgrowers)の α ミコ ール 酸(M1+M1')分 子種 の 分布

図 11 M. phleiの α-ミコール酸分子種 組成 の温 度

による変化。EL:chloroform-methanol抽 出脂 質

の α-ミコール酸,BL:細 胞壁結合 脂 質 の α-ミコ

ール酸。

多 く,人 型 結 核 菌 は急速 に冷却す る ことに より"cold

 shock"を 起 こし,鳥 型菌 は高温側 に,ま た変温動物 寄生

性のM. cheloneiやM. fortuitumは 低温側に至適発育温

度を有 してい る。 これ に対 してM. phleiを は じめ とす

るsaprophyticな 菌群 は広範 囲の温度領域 に適応 し,細

胞壁の 温度 適応機構 の 解析には 好都合 な材料 であ る。

最近 著者 らは,ミ コール酸 の構 造 が,培 養条件殊に温

度を変化 させた場合に 著 しく変動 す ることを 見 出 だ し

た15)18)～20)。こ の 現 象 は,抗 酸菌細胞壁の 温度適応現

象 の一つ と考 えられ,Mycobacteriaの 場 合 に は 主 と

して炭 素鎖長が変化 し,Mycobacteria中 最 も発育温度

領域の広いM. phleiの 場 合,20℃ と50℃ の間で α

-ミコール酸 の炭素鎖長 の差はC4に も達 ずる(図11)。 こ

れ に対 してNocardiaで は,培 養温 度変化に際 して不 飽

和度が変化 し,低 温培養時には,高 度不飽和酸 が,高 温

培養時には飽和酸が増加す る。図12にN. asteroidesの 低

温お よび高温培養時 の ミコール酸組成を マスフラグメン

トグラフィーに よ り解析 して得た結果を示す。 これ らの

ミコール構造 の変動はいずれ も生理的には明 らかに適応

性 の変化 であ り,こ のことは またESRを 用いた実験で

も証 明された。 また,こ れ らの適応性変化は,い ずれ の

菌 の場合 で も温度 シフ ト後比較的短時間(1世 代時間内)

で認め られ(図13),抗 酸菌細胞壁 ではそ の機能を維持す

るために ミコール酸組成 が活発 に変動 して環境 に適応 し

ている ことが 明 らか となつた。

安定 同位元素 を用いた ミコール酸生合成の研究

ミコール酸生合成 の研究 は,従 来,方 法論的 な困難 さ

のために,と くに分子種 レベルでの検討 はほ とん ど行 な

われていなかつた。著 者 らは,種 々の14C放 射性 同位元

素 ラベル前駆体 のみな らず,18Oや13C等 安定 同位元素

ラベル前駆 体の取 り込 み実験を行 ない,GC/MSを 用い

て取 り込 まれた同位元素を定 量す る方法を検 討 した結果,

これ らは,放 射性同位元素 と同等 または さらに詳 細な情

報を与 えることが 明らか となつた。 そ の結 果,M. phlei

をは じめ とす る発色菌群お よびMAIS-complexに 広 く

分布ず るエステル ミコール酸は,Baeyer-Villiger型 酸化
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17℃ 50℃

図 12 N. asteroidesの ミ コー ル酸TMSメ チ ル エ ス テル の マ ス フ ラ グメ

ン トグ ラ ム。 高 温 菌(50℃)で は飽 和 ミコー ル酸 が,低 温 菌(17℃)で は

ジエ ンお よび トリエ ン ミコ ール酸 が 多量 を 占 め る。

図 13 N. asteroidesの 温 度 シ フ ト後 の ミコ ール 酸 組 成 の変 化 。

対 数 増 殖期 ま で17℃ で培 養 後,50℃ にshift upし,経 時 的

に ミコー ル酸 組 成 を し らべ た結 果 を 示 す 。

図 14 M. phleiに お け るエ ス テル ミコ ール 酸,ジ カル ボ キ シ

ミ コール 酸 お よび2級 アル コ ール の合 成 機 構
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図15 N.rubra休 止菌液 に よる2-13C-酢 酸 の ミコー

ル酸直鎖 および α側鎖へ の取 り込み。C48モ ノエ ン

およびジエン ミコール酸へ の13Cの 取 り込 み を 示

す。 いず れ も(M-15)イ オンは+24マ スのシフ ト

を,直 鎖部分 に由来す るフラグメン トイオ ン(A)は

+16マ スの,α 側鎖 に由来す るフラグメン トィオ ン

(B)は,+8マ スの シフ トを示す。

反応 に より,分 子状酸素(18O2)が 直接,ケ トミコール酸

に取 り込 まれて生成 する こと(図14)21),ま た,N.rubra

の ミコール酸 合成はC2→C14,16ま での脂肪酸が速やかに

合成 され るほか,C14,16か らC30,36ま での脂肪酸直鎖 の

伸 長反応 に よ り中間体(メ ロ ミコール酸)が 合成 され,

前 者 との縮 合,還 元 に よりC40-50ミ コール酸 が 生成す

ることも明 らか となつた(図15)22)。 これ らの結果 か ら,

ミコール酸生合成の遺 伝的お よび環 境条件 に よる調節機

構 が,各 種 中間体合成 の段階に存在 す ることが示 唆 され

るが,今 後詳細な検討を行ないたい。

本研究の推進 にあたつて,(元)新 潟大学 医学 部細菌学

教室鳥山(水 野)浄 子博士お よび帝塚 山短期大 学富安郁 子

助教授 の多大な御協力を得た。 また,本 研究の初期の段

階か ら大阪市立大学医学部刀根 山結核研究所楠瀬正道教

授 の有益な御助言を頂いた。併せ て深 く感謝 の意を表 す

る。
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4.抗 酸菌 のスーパ ーオキサイ ド・ジスムターゼ

大阪市立大学医学部刀根山結核研究所 楠 瀬 正 道

スーパ ーオキサ イ ド ・ジスムターゼ(superoxide dis-

mutase,SOD)は 次 の反応 を触媒す る酵素 である1)。

O2.-+O2.-+2H+→O2+H2O2

本酵素は1969年,Fridovichに よつて 赤血球 中に初め

て見 出だ された。基質 のスーパ ーオキサ イ ド(O2.-)は

細胞 の内外で酸素分子か ら一電子還元に よ り生 じる ブ リ

ーラジカルで,Fridovichら に よ り生物 にご有 害な活性酸

素 と考 え られた1)。 彼 らはSODの 役割はO2.-を 迅速

に除去 して細胞をそ の害か ら防御す るもの と報告 した。

このSODの 発見が突破 口とな り,生 体 と活性酸 素の関

係 につい ての研究がにわかに活発化 し,過 去 約10年 間に

毎年 多数 の研究 が発表 されてい る2)～4)。最近 の 研 究 で

は,生 物 に直接有害 な作用を発揮す るのはO2.-自 身 よ

りも,O2.-か ら二次的につ くられ るヒ ドロキシ ラジ カル

(・OH)や 一重項酸素(1O2)で あ るといわれてい るが,

SODの 重要性 に変わ りはない。 われわれは結核菌 が好

気性細菌 で,肺 のよ うな酸素分圧 の高い(当 然O2.-濃

度 は高い)環 境下 で増殖す ることか ら,酸 素毒 性防御機

構 の一 としてSODが 発達 してい ると予想 した。 さらに

白血球や マ クロフ ァージがO2.-を 発生 して殺 菌作用に

関与す る ことが 明 らか となつ てきた3)4)。 これ らの知見

か らも,結 核菌をは じめ とす る病原 性抗酸菌 の宿主細胞

内増殖 に とつ て活性酸素 の代謝は極め て重要 と考え られ

る。抗酸菌 のカタラーゼやペル オキ シダーゼ の報告は古

くか ら数 多いが,SODに 関す る研究は全 くみ られない。

そ こでわ れわ れは種 々の抗酸菌 のSODに ついて実験を

行 ない,以 下 の成績を得た。

I.　抗 酸菌SODの 性質

われわれは種 々の抗酸菌 か らSODを 均一に まで精製

し(Fig.1),そ の性状について研究 した5)～9)。SODは 生

物 中にご広 く分布す るが,細 菌 には鉄 を含 む酵素(Fe-SO

D)と マ ンガ ンを含 む酵素(Mn-SOD)が 知 ら れ て い

る1)。結核菌H37Raお よびH37Rvよ り分 離 したSOD

は 分子量が約8万 の4量 体で,4原 子の鉄が結合 し,水

溶液は黄色を呈 してい る5)。一 方,他 の細菌 のFe-SOD

はいずれ も分 子 量 約4万 の2量 体 で,1～1.8原 子 の鉄

を含 んでいる。即 ち結核菌 のSODは 大変 ユニークな存

在 であつたが,l981年,2種 のarchaebacteria(好 熱好酸

菌10,とメタン産生菌11))か らも4量 体のFe-SODが 分

離 された。 これ らの菌 は真正細菌 とは全 く異 な り,真 核

生物 にご類 似 した生 化学 的性質 も具 え,第3の 生物系統 に

属 す ると考え られている ものである。次 に結核菌以外 の

抗酸 菌(類 縁菌 も含 めて)のSODは いずれ もマンガン

を含 み,ピ ンク色を呈 している。分子量 は菌種 によ り異

Fig. 1. Slab gel electrophoresis of SODs 

from various species of mycobacteria and 

other bacteria. 

R. sp. received as "Nocardia asteroides", but 

very similar to Rhodococcus blackwellii. P. 

ovalis, Pseudomonas ovalis.
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な り,鼠 らい菌6),M.smgmatis7), M.phlei8)の 各 酵 素 は

それ ぞ れ2,3,4量 体 で,類 縁 菌 のRhodococcus7)の 酵

素 も4量 体 で あ る。 一 方,他 の 細菌 のMn-SODは,前

述 のFe-SODと 同 様 に,大 部 分 が2量 体 で あ る。 と こ

ろが,抗 酸 菌 のSODは マ ン ガ ン の 他 に少 量 の 鉄 も酵 素

に結 合 し てい る こ とが 明 らか とな つ た 。Mf.smgmatisの

SODで は1.7原 子 の マ ン ガ ンの 他 に,約1原 子 の鉄 が 含

まれ てい る。 こ の よ うな マ ン ガ ン と鉄 の 両 金 属 を 含 む

SODの 存 在 は,抗 酸 菌 や6)～8)Rhodococcus9)に 特 異 的 で

あ る。

つ ぎ に結 核 菌5),M.smegmatis7),鼠 らい 菌(M.leprae-

murium6))お よびR.bronchialis9)各SODに つ い てEd

-man分 解 法 に よ りN末 端 ア ミノ酸 配 列 の決 定 を36段 ま

で行 な つ た(Fig.2)12)。 各SODは 互 い に極 め て類 似 し

た ア ミノ酸 配 列 を 示 す 。 例 え ば 結 核 菌 とM.smgmatis

の 両 酵 素 は10番 目の ア ミノ酸 が そ れ ぞ れ ト リプ トフ ァ

ン とチ ロ ジ ンで,他 は 全 く同 じ配列 で あ る。Fig.3に 抗

酸 菌お よび他の細菌や下 等藻類等 のSODのN末 端 ア ミ

ノ酸配列の相同性%を 示す。 これ より抗 酸 菌 のSOD

の構造は,一 般細菌 よ りも ミトコン ドリアのSODに 類

似 す るとい う注 目すべ き結果が得 られた。抗酸菌 と酵母

ミトコン ドリアSODの 相同性が約65%に 対 し,抗 酸

菌 と一般細菌(10菌 種),な らびに酵母 ミ トコゾ ドリアと

一般細菌 の酵素 の相同性はそれぞれ約40%お よび47%で

あ る。なお真核生物 の細胞質 に 存在す る銅を含 むSOD

(Cu-SOD)は 細菌や ミトコン ドリアのSODと は共通 し

た構造 を全 く有 しない。 以上の成績は ミトコン ドリアの

細菌共生起原説を支持 す るのみな らず,抗 酸菌 が進化 の

面で一般細菌 よ りも ミトコン ドリア と近 い関 係にある と

い う可能性を示唆す るものである。

II.　抗酸 菌のSOD活 性の変動

つ ぎにわ れわ れは種 々の抗酸菌 のSOD活 性 につい て

検討 した結果,成 育環境 に応 じて著 し く変動す る ことを

見 出だ した。

Fig. 2. The N-terminal sequence of SODs from mycobacteria and related bacteria.

Fig. 3. Percentage similarity matrix for various SODs.
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Fig. 4. Changes in SOD, catalase and 

peroxidase activities of the crude ex
tracts from M. tuberculosis H37Ra dur

ing growth.

1)　結核菌 のSOD活 性

結核菌H37Raは ソー トン培地 に培養,一 定時間後に

菌体を超音波 で破砕,抽 出液 のSODや 他の酵素活性を

測定 した(Fig.4)13)。SOD,カ タ ラーゼ,ペ ルオキシ ダー

ゼ各活性は培養時間 と共に増加 し,培 養3週 目に ピー ク

に達 し,以 後急激に減少 した。 ところがSOD活 性のみ

は再び上昇 し,第7週 で第2の ピークに違 した。 さらに

菌の膜 画分のO2-生 成活性 も第3週 で ピー クに達 した。

おそ ら くこの時期では菌体内のO2-とH2O2の 濃度は

最高 にな り,そ れに対応 してSODや カタラーゼの活性

が増加 した ものと推定 され る。 しか しSOD活 性の第2

の ピークについては,そ の理由は全 く不明であ る。一 方,

イ ソクエ ン酸脱水素酵素,乳 酸酸 化酵素,プ ロテアーゼ,

NADH-チ トクロームc還 元酵素 の活性は 培養時期 で殆

ど差は認め られなかつた。 以上の成 績は結核菌 が環境 の

変化に対 応 してSODや カタラーゼ活性 を変動 させる調

節機構を具えてお り,結 核菌 における活 性酸素代謝 の重

要性を示唆す るものである。

2)　鼠 らい菌のSOD活 性

1%小 川卵黄培地 に約2カ 月間培養 した鼠 らい菌 ハ ワ

イ株の超 音波破砕抽 出液のSOD活 性 は100～200単 位/

mgタ ンパ ク質 で,こ の価は今 までに報告 され たいずれ

の生物 のSOD活 性 と比べ ても桁外れに高い6)。本抽 出液

か らわずか18倍 の精製 で純 粋のSODが 分離 されるので,

抽 出液の全 タンパ ク質の5～6%(1/18)がSODと 推定

で きる。 この性質はハ ワイ株 以外 の鼠 らい菌8株 につい

て も同様であ る(Fig.5)。 したがつ てSOD含 量 に関 し

ては鼠 らい菌 は全生物 中最 高である。つ ぎに鼠 らい菌が

増 殖 したマ ウスの 皮下結節か ら菌を 分離 し,SOD活 性

を測定 した ところ,比 活性はわずか1～1,5単 位/mgタ

ンパ ク質 であつた。 しかしなが ら培養鼠 らい菌か ら精製

したSODを ウサ ギに注射 して得 られた鼠 らい菌SOD

抗 体を使用 して,定 量沈降反応に よ り測定す ると,SOD

Fig. 5. Polyacrylamide disc gel electrophoresis of 

the crude extracts from M. lepraemurium. 

Left, stained for SOD activity. Right, stained for 

protein; the protein pattern was scanned at 620
nm.

Fig. 6. Effect of successive cultivation on SOD 

content in M. lepraemurium. 

•›, SOD activity; •œ, SOD content determined by 

quantitative precipitin reaction with the anti-SOD 

antibody.

含量 は4%で あつた。 この細胞内増殖菌を小川卵黄培地

に培養 し,4代 まで植 えつ いでお のお のの菌 のSOD含

量を測定 した(Fig.6)。SOD活 性は代を重ね るに従 つて

増加す るが,免 疫学的手法で測定 したSOD含 量 は 殆

ど変化 しなかつた。 後 者 は おそ らくSODのinactive

 formに よる もので,培 養菌 の細胞 内でactive formに

変換す るものと考 えられ る。

3)　 らい菌 のSOD活 性

らい菌(Mf.leprae)が 感染増殖 した アルマ ジロの肝臓

(WHOよ り分与)か らDraper法 に よつて らい菌 を分

離,菌 体を超音波 で破砕 して得 られた抽 出液 のSOD活

性は18～30単 位/mgタ ンパ ク質であつた14)。この価は鼠

らい菌以外 の菌 と比べ ると低い ものではない。 しか もア

ル マジロの肝臓は長時間保存 された ものであ り,ま た組

織か ららい菌分離 の際 に長時間かつ繁雑な操作(コ ラゲ
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Fig. 7. Gel filtration of the cell-free extracts of 

M.leprae on a Sepharose 6B column (1•~75cm). 

The elution rate was 9ml/h. Fractions of 1.5ml 

each were collected, and assayed for protein at 

280nm (-), and for SOD (•œ) and catalase

 (•›) activity.

ナーゼ処理,DNAse処 理等)を 必要 とす るために,そ

の間に らい菌 のSODが 著 明に失活 した可能性が高い。

この ことを考慮 す ると,本 来 の らい菌のSOD活 性は極

めて高い と推定 され る。この らい菌 の抽 出液 をSepharose

カラムの ゲル濾 過にかけ ると,SODは7.5倍 精製 され,

分 子量 は約4万 と推定 された。さ らにカタラーゼの存在

も認 め られた(Fig.7)15)。次 に同抽 出液 のポ リア クリル ア

ミド電気泳動 を行 な うと,数 種 の 主 要 なタンパク質 の

bandが 認め られ,SOD活 性はそ の一つ と一致 し,こ の

bandは 鼠 らい菌SOD抗 体 を加 える と免疫沈降物 とし

て沈殿 した14)。今 まで らい菌 の酵素 につい てはdiphenol

 oxidase活 性に関す る研究 のみで あ り16),し か もその 酵

素 の本体 は全 く不 明であ る。 したがつて,SODと カタ

ラーゼは らい菌 に存在 する酵素 として明白に証 明された

最 初の酵 素である。 らい菌 の一般 の代謝活 性は極端 に低

い と考え られ るなかで,SOD活 性が 著 しく高 い ことは,

らい菌において も活性酸 素の代謝 の重要 性を示唆す る も

のであ る。

以上,結 核菌 と共 に最 も代表 的な細胞 内寄生性抗酸菌

であ る鼠 らい菌 とらい菌について もSOD活 性 に関す る

実験成績を示 した。抗酸菌は環境に対 す る抵 抗性が強 く,

多 くの菌種が宿主細胞内で増殖 す るが,そ れには酸素毒

性に対す る防御機構 としてSODが 大 き く与 つている と

考 えられ る。

(共同研究 者:大 阪市大 結研 ・楠瀬 恵美,川 崎医大 ・

市原宏 介,刀 根山病院 ・野 田庸二郎,東 京都立大理 ・奥

山典生,礒 辺俊 明,武 野大策,阪 大微研 ・森 竜 男,京

大 皮膚特研 ・和泉真蔵)
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