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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 
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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
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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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