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Mycolic acids, an a-alkyl P-hydroxy very long chain (C20-40) fatty acids are well known to be the 

most characteristic cell wall lipid, component in Actinomycetales and to contribute to the physiological 

characteristic of cell walls in acid-fast bacteria. In order to investigate the biosynthetic mechanism 

and physiological roles of such type of fatty acids, we have developed the powerful analytical method 

for mycolic acid composition from various species of Mycobacteria and related microorganisms using 

gas chromatography-mass spectrometry. The results showed, the first, M. phlei possessed a-mycolic 

acids (M1) ranging from C70 to C80 (dienoic monocarboxylic acids) and dicarboxy mycolic acids (M3) 

ranging from C52 to C64 (monoenoic dicarboxylic acids) with C20 or C22 alkyl chain at a position, as 

major components of both the extractable and cell wall bound lipids. The second, with using this 

method, the changes in mycolic acid composition upon the growth inhibition by the antituberculous 

drug, isoniazid (INH), were examined and the synthesis of longer chain mycolic acids in both sub

classes were shown to be strongly inhibited with the increase in the concentration of INH. Changes 

in acid-fastness (the disappearing of acid fastness) or surface structure of the cells were also observed, 

paralelled with the inhibition of mycolic acid synthesis. The third, the adaptive changes in mycolic 

acid composition were also demonstrated in response to the shift of growth temperature. Increasing 

the growth temperature from 20•Ž to 50•Ž resulted in an increase in longer chain species of both my

colic acid subclasses with a concomitant decrease in shorter chain homologues. The most abundant 

species were C76 of M1 and C58 of M3 in the 20•Ž grown cells, while the 50•Ž grown cells contained

 C80 in M1 and C62 in M3, most abundantly. Mass fragmentographic analysis revealed an increase 

in total carbon numbers of mycolic acids was caused by the elongation of straight chain alkyl unit, 

without any change in ƒ¿-branch. In vitro incorporation studies of 1-14C-acetate into long chain fatty 

acids by the ammonium sulfate precipitated enzyme fraction obtained from sonicated M. phlei extracts 

showed the radioactivity was incorporated actively into wide ranges of long chain even and odd num

bered fatty acids ranging from C24 to C50, which could be precursors of straight chain alkyl unit of my

colic acids. The 14C incorporation pattern on radio gas chromatogram was profoundly affected by
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the incubation temperature, the shorter acids were labelled at the lower temperature and the longer 

acids were labelled at the higher temperature, this indicating the adaptative change in mycolic acid 

molecule appeared again to occur at the straight alkyl chain, exclusively.

From the results obtained above, it was demonstrated the structure of mycolic acid are not only 

characteristic in the species of mycobacteria, but also vary by the environmental condition, such as 

the growth temperature or the presence of antituberculous isoniazid, followed by the changes in the 

cell wall surface structure.

I.　 緒 言

ミコー ル酸 は,結 核 菌 を 初 め とす るMycobacteriaお

よ び 類 縁 菌 で あ るNocardia, Corynebacteriaな ど の

Actinomycetalesに 属 す る細 菌 に 特 異 的 に 分 布 す る α分

枝,β ハ イ ドロキ シ酸 で あ る1)～4)。

これ らの ミコー ル酸 は菌 体 内 では,大 部 分 細 胞 壁 骨 格

や トレハ ロー ズ エ ス テ ル(trehalose dimycolate(TDM)

trehalose monomycolate(TMM))等 の 糖 脂 質 に エ ス

テ ル 型 と して存 在 し て い る。Mycobacteriaの 細 胞 壁 骨

格 は,他 の細 菌 と異 な り約30%の ミコ ール 酸 を 含 ん で

お り,こ れ らはarabinogalactanのarabinoseの5位 と

エ ス テ ル結 合 して お り,他 の構 成 成 分 と と もに 細 胞 壁 の

強 固 性rigidityを 保 ち,抗 酸 性 を 初 め と す る 種 々の 生

理 的機 能 と密 接 に 関連 して い る と考 え られ てい る。 また

ミコー ル酸 を含 む 糖 脂 質 の 主 要 な 成 分 と してtrehalose

に2分 子 また は1分 子 の ミコー ル酸 が エ ス テル 結 合 した

TDM,い わ ゆ るCordfactorとTMMが 存 在 し これ ら

は マ ウス に対 す る致 死 活 性 を有 し,抗 腫 瘍 性 や ア ジ ュパ

ン ト活 性,肉 芽 腫 形 成 能 な ど の生 物 活 性 を 示 す 。 これ ら

の細 胞 壁 の生 理 的機 能 や生 物 活 性 は,ミ コー ル酸 の分 子

種 組 成 と密 接 に 関連 して い る ことが 明 らか に な りつ つ あ

る5)～9)。

従 来,ミ コー ル酸 の構 造 に 関す る研 究 は,多 数 に のぼ

るが,い ず れ もsubclass混 合 物 と して の解 析 が 大 部 分 で

あ りそ の 熱 に対 す る不 安定 さか らガ ス ク βマ トグ ラ フ ィ

ー に よ る分 析 が 困難 で あつ た。 そ こで我 々 は,熱 に 安 定

な ト リメチ ル シ リル誘 導 体 を 調製 し,ガ ス ク ロマ トグ ラ

フ ィー ・マ ス ス ペ ク トロ メ トリー分 析 を行 な うこ とに よ

り,ミ コー ル酸 の 単 一 分 子種 の解 析 お よび定 量 方法 を 確

立 した10)。

一 方
,ミ コー ル酸 生 合成 経 路 の詳 細 はい まだ に 明 らか

に され て い ない が,C16,C18脂 肪 酸 か らmalonyl-CoAま

た は 一ACPの 縮 合 に よつ て延 長 さ れ 種 々 の長 鎖 脂 肪 酸

が 合 成 され,こ れ に さ らにC16～C24脂 肪 酸 がClaisen-

typcの 反 応 に よつ て縮 合 して,還 元 さ れ,種 々 の ミコ

ー ル 酸 が 合 成 され るの で は な い か と推 測 され て い る1 1 ) 1 2 ) 。

しか し,そ の 詳 細 は 明 らか で は な く,培 養 温 度 に よ る調

節 や 薬 剤 に対 す る反応 等,そ の機 構 に 関 して は全 く知 ら

れ ていない。

抗結核剤Isoniazidは,そ の抗菌作用 機構については

膨大 な報告があ るが,近 年INHが 結核菌 に特異 的な ミ

コール酸 の生合成を阻害す る こ と が 知 られ るよ うにな

り13)14),結核菌に高い特異性を有す る抗菌スペ ク トル と

作用機構 との関連性が注 目されてい る。我 々はMycoba-

cterium phleiを 用い,INH存 在下での ミコール酸 生合成

の変化 を検討 した ところ,ミ コール酸含量お よび分子種

組成 に顕著 な変動が認め られた。

また,一 般 に細菌 の細胞膜脂質は温度に対 して適応 し,

膜のfluidityを 適 当に保つため,膜 脂質のア シル基が変

動す ることが知 られ ている15)～17)。しか し ミコール酸 の

分 子種組成 が培養温度に よ りどのよ うに変動ず るかは,

全 く知 られ ていなかつ た。そ こでMycobacteria中 最 も

広範囲の温 度域 で 増 殖 可能 なM. phleiを 用い,培 養温

度 に よる ミコール酸 の変動を検討 した ところ,温 度に よ

つ て ミコール酸直鎖部分 の炭素数が変動す ることを見出

だ した。

また メロ ミコール酸 に相 当す ると考え られ てい る長鎖

脂肪酸 につ いて,硫 安分画酵素 を用い て検討 した ところ,

放 射能の取 り込 みは反応温度 に依存 して変化す ることが

明 らかになつた。

これ らの温度お よび薬 剤に よる分子種組成 の変動 の結

果 よ り,ミ コール酸生合成 お よびそ の調節機構 の一端を

解 明 したので,こ れ らにつ いて報告す る。

II.　実験材料 および 実験方法

1.　実験 材料 および培養条件

Mycobacterium phlei お よ びそ の他 のMycobacteriaを

1%glucose,0.5%peptone,0.2%yeastextractを 含

む液体培地(pH7.0)で 振 と う培養 した。各温度での脂

質組成を比較す るため,20,30,40お よび50℃ の各温

度で定常期初期 まで培養 した。 また温度を シフ トした後

短時 間での脂質組成 の変動を調べ るため20℃ で培養 した

菌体を対数 増殖期 に50℃ に温度を シフ トし,そ の後24時

間 まで培養 し経 時的変化を 検 討 した。抗結核剤Isonia-

zid(以 下INHと 略す)の ミコール酸 代謝に 及 ぼ す影

響を検討す るため,対 数増殖期初期 にINHO～500μg/

mlを 添加 し,そ の後3,6,9時 間お よび72時 間 まで培
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養 した 。 これ ら の発 育 は い ず れ の 場 合 も540nmの 吸 光

度 で 測 定 した 。

2.　 脂質 の抽 出 お よび分 離

菌 体 を13,500×g,20分 間(4℃)遠 心 して集 菌 した 後

Folchら18)の 方 法 に従 い,菌 体 の20倍 量 の ク ロ ロホ ル ム

・メ タ ノ ール(2:1,byvol)を 用 い 脂 質 を 抽 出 した 。 ク

ロ ロ ホル ム ・メ タ ノ ー ル 抽 出 脂 質 をextractable lipid

(以 下ELと 略 す)と し,抽 出 残 渣 い わ ゆ る細 胞 壁 結 合

性 の脂 質 をbound lipid(以 下BLと 略 す)と し,両 者

に含 まれ る ミコー ル酸,非 極 性 脂 肪 酸 を 分 析 した 。

3.　 ミ コール 酸 お よび 非 極 性 脂 肪 酸 の 分 離

ELお よびBLは,10%水 酸 化 カ リウ ム ・メ タ ノー ル

で3時 間 水解 後,6NHCIで 酸 性 と し,総 脂 肪 酸 をn-

ヘ キサ ン で抽 出 し,さ らに これ らを ベ ンゼ ン ・メ タ ノー

ル ・硫 酸(10:20:1,by vol)で メチ ル エ ス エ ル 化 した。

得 られ た メチ ル エ ス テ ル は,展 開 剤 と してn-ヘ キ サ ン・

エ チ ル エ ー テル(4:1,byvol)を 用 い,薄 層 ク ロマ ト

グ ラ フ ィー(以 下TILCと 略 す)に よつ て ミコー ル酸 と

非 極 性 脂 肪 酸 に分 離 した。 ま た別 にTLCで 各 成 分 を分

離 し9M硫 酸 を 噴 霧 した 後180℃ で 加 熱 し,出 現 した ス

ポ ッ トを 二 波長 ク ロマ トス キ ャナ ーCS-900(島 津)を

用 い て デ ン シ トメ トリーで 測 定 し,相 対 量 を 求 め た。

非 極 性 脂 肪 酸 メチ ル エ ス テル は,さ らに 硝酸 銀 薄 層 ク

ロマ トグ ラ フ ィー(以 下AgNO3-TILCと 略 す)に よ り,

展 開 剤 と して ベ ンゼ ン ・n-ヘ キサ ン(4:1,byvol)を

用 い て不 飽 和 度 の異 な るsubclassす な わ ち飽 和,モ ノエ

ン お よび ジエ ン画 分 に 分 離 した 。

4.　 ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー お よび ガ ス ク ロマ トグ ラ

フ ィー ・マ スス ペ ク トロ メ ト リー に よ る分 析

ミコー ル酸 メチ ル エ ス テ ルはBistrimethyl silyltrifluo-

roacetoamide(BSTFA)に よ りTMS誘 導 体 と しガ ス ク

ロマ トグ ラ フ ィー ・マ スス ペ ク トロ メ ト リー(以 下GC-

MSと 略 す)に よ り分 析 した 。GC-MS分 析 は 日立M-

60を 用 い,ガ ラ ス カ ラ ム50cm×3mm, 2% OV-1

ChromosorbW.注 入 温 度395℃,カ ラ ム 温 度310℃

ま た は340℃,molccular separator330℃,イ オ ン源

220℃,イ オ ン化 電 圧60μA,electron energy20eV,

accelerating voltage3.2kVで 行 な つ た。

5. Growing cellに よる2-4C酢 酸 の 取 り込 み と放

射 能 の測 定

M.Phleづ を35℃ で培 養 し,そ の対 数 増 殖 期 初 期 に2-

14C酢 酸 を 培 地 に 加 え温 度 を20℃ にshiftdownし た 場

合,50℃ にshift upし た 場 合 お よび35℃ の ま まの 場 合

のそ れ ぞれ に つ い て,5,10,15,20,30お よび60分 間

イ ンキ ュベ ー トした 後,ク ロ ロホ ル ム ・メ タ ノ ール(2:

1,byvol)に よつ て反 応 を止 めELお よびBLを 抽 出

し,水 解 後 脂肪 酸 メチ ル エ ス テ ル のTILCを 行 な つ た 。

お の お の の ス ポ ッ トの放 射 能 は 薄 層 ク ロ マ ト用 ス キ ャナ

-(日 本無 線)を 用 い て測 定 し,ま た お のお の の相 対 量 は,

二 波 長 ク ロマ トス キ ャ ナ ーを 用 い た デ ン シ トメ ト リー で

測 定 した 。 各 ス ポ ッ トの放 射 能 ピー ク面 積/各 ス ポ ッ ト

の デ ン シ トメ トリー の面 積 をspecific activityと した。

6.　 酵 素 液 の調 製 方 法 お よび 脂 肪酸 生 合成 の 測定

M.phlei対 数 増 殖 期 菌 体 を5倍 量 の20mMリ ン酸 カ

リ ウム緩 衝 液(pH7.9,0.1m MEDTA, 0.1m MDTT)

に 懸 濁 し,超 音 波(Branson sonifier)処 理 を1'30"×15

回 行 ない,100,000×g,30分 間 遠 心 沈 殿 を 行 ない さ らに

そ の 上 清 よ り硫酸 ア ンモ ニ ウム40～75%飽 和 画 分 を得,

これ を 酵 素 液 と して 使用 した。

脂 肪 酸 生 合 成 活 性 の 測定 は,100mMリ ン酸 カ リウ ム

緩 衝 液(pH7.5),5mM塩 化 マ グネ シ ウム,10mM炭 酸

水 素 カ リ ウム, 3mMATP, 0.3mMNADPH, 0.3mM

NADH, 8.3μM1-14C酢 酸 お よび 酵 素 液 を 含 め て 全 容

1mlと し,25,37,45お よ び55℃ で各60分 間 反 応 を 行 な

い,20%6水 酸 化 カ リ ウム,メ タ ノ ール 溶 液 で 反 応 を 止 め,

ア ル カ リ水 解 後,濃 塩 酸 で酸 性 に しn-ヘ キ サ ン8mlで

脂 肪 酸 を抽 出 した 。 こ の一 部 を と り,取 り込 まれ た 放 射

能 を液 体 シ ン チ レー シ ョン カ ウ ン タ ーで 測 定 した 。

7.　 ラ ベ ル され た 脂 肪 酸 の薄 層 ク ロ マ トス キ ャナ ー お

よびradioGLCに よ る分 析

ラ ベ ル され た 脂 肪 酸 を メチ ル エ ス テ ル 化 後TLCを 行

な い薄 層 ク ロマ トス キ ャナ ー(日 本 無 線)で ミコー ル酸

各subclassお よび 非 極 性 酸,そ の 他 の 極 性酸 中 の放 射

能 の分 布 を 調 べ た 。

非 極 性 脂 肪 酸 に 相 当 す る放 射 能 ス ポ ッ トを薄 層 か ら回

収 しradioGLCに よ りCl6-50各 脂 肪 酸 中 に 取 り込 ま

れ た 放 射 能 の分 布 を 調 べ た 。

radio GLCは 島 津G(】-6Aを 用 い,ガ ラ ス カ ラ ム

1.5m×3mm,2%6OV-1Chromosorb W.を 用 い,カ

ラ ム温 度160～330℃,3℃/minの 昇 温 で行 ない,キ ャ

リア ー ガス と して ヘ リウ ムガ ス を用 い た。 また 放 射 能 の

検 出 は,GLCと 連 結 し たPackard gas proportional

 countorで 行 なつ た 。

III.　 実 験 結 果

1.　 ミコー ル酸 の分 析

1-1.　 ミコー ル酸 のTLCに よ る分 離

Mycobacteriaの 菌 体 よ り抽 出 した 脂 肪 酸 の メチ ル エ

ス テ ル を シ リ カゲ ル のTLCを 用 い て展 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 ず る(Fig.1)。

極 性 脂肪 酸 は い くつ か のsubclass成 分 に 分 かれ,そ れ ぞ

れ α-ミ コ ール 酸(M1,M1'),ケ ト ミコー ル酸(M2),

ジ カル ボ ン ミコー ル酸(M3)に 相 当 す る10)。

1-2.ミ コー ル酸 分 子 種 のGC-MSに よ る分 析

前 項 で分 離 した ミ コー ル酸 の うちM.Phleiの ミコー

ル酸 の主 要subclass成 分 をTMS誘 導 体 と し た の ち,
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Fig. 1. Thin-layer chromatograms of mycolic acid methyl ester subclasses in various Mycobacteria. 

M1: ƒ¿-mycolic acid, Mi': shorter-chain ƒ¿-mycolic acid, M2: keto mycolic acid, M3: dicarboxy mycolic 

acid, M4, M4': unknown.

Fig. 2. Gas chromatograms of TMS-methyl mycolate from M. phlei (M1, M3).

GILCで 分 析 した と ころFig.2に 示 す よ うにM1,M3と

もGC上5～7つ の ピ ー クに 分 離 した の で 各 ピー クにつ

い て質 量 分 析 に よ り,そ の構 造 を 解 析 した 。

Mlは 炭 素 数70～80α ミコー ル酸 のhomologueで あ

る。Mlの 主 要 な3つ の分 子 種,C74,C76お よびC78の

マ ス ス ペ ク トルをFig.3に 示 し た。 各 分 子 種 の総 炭 素

数 お よび 二 重 結 合 数 は 分 子 イ オ ン[M]+,[M-15]+,

[M-29]+,[M-31]+,[M-32]+イ オ ンお よび[M-90]+

イ オ ンか ら 同定 され,ま た 直 鎖 部 分 は,c2-3開 裂 に よ る

フ ラ グ メ ン トイ オ ン 〔A]+お よび[A-90]+イ オ ンか ら,

一 方分 枝 構 造 はC3 -4開 裂 に よ る イ オ ン[B工+お よ び

[B-29]+等 よ り明瞭 に 同 定 され た 。 そ の結 果C74:2ミ コ

ー ル酸 はC52:2直 鎖 部 分 お よびC22:0αunitか ら構 成 さ

れ る か,ま た はC50:2直 鎖 部 分 お よびC24:0αunitか ら

構 成 され る こ とが 明 らか に な つ た 。 同 様 に してC76:2は

C52,2直 鎖 部分 とC24:0αunit, C78:2 はC54, 2と C24,0か

ら構 成 され て い る こ とが示 され た。

一 方 ,M3は 炭 素 数54～64の ジ カル ボ ン ミコ ール 酸

に 相 当 し,そ の主 要 な3つ の分 子 種 の マ ス スペ ク トル を

Fig.4に 示 した。M1の 場 合 と同 様 に して,総 炭 素 数,

二 重 結 合 数,直 鎖 部 分,側 鎖 部 分 が 同定 され た。M1の

場 合 と異 な る点 は,フ ラ グ メ ン トイ オ ン[A]+に も う一

つ の カル ボ キ シ メチ ル エ ス テ ルが 含 まれ る こ とで あ り,

この こ とか らM3は ジ カ ル ボ ン ミコ ール 酸 で あ る と同 定

され た 。 そ の結 果C56:1ジ カル ボ ン ミコ ール 酸 はC34:1

直 鎖 お よびC22,0αunit,C58:1はC36:1ま た はC34:1直 鎌

お よびC22:0ま た はC24:0αunit,C60:1はC36:1直 鎖 お よ

びC24:0αunitよ り構 成 され る こ とが 明 らか に な つ た。
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Fig. 3. Mass spectra of TMS-derivatives of a-mycolic acid methyl esters (C74, C76 and C78:M1)

Fig. 4. Mass spectra of TMS-derivatives of dicarboxy mycolic acid methyl esters (C55, C58 and C60:M3).

2. INHの 影響

2-1. INHの 増殖へ の影 響

M.phleiの 培 地中にINHO～20μg/mlを 加 えて,そ

の増殖 速度を調べ る とFig.5に 示す よ うに,2μg/ml以

上 の濃度 で顕著 な発育阻害が認め られた。 これ に対応 す

る培地200ml当 りの菌体重量はINH濃 度 が高 くなる

ほ ど減 少 し,10μg/mlで コン トロールの1/10に 減少 し

た。

2-2. INHの ミコール酸含量 お よび分子種組成 に及

ぼす影響

前項 の各INH濃 度 で72時 間培養 したpacked cell当

りの脂肪酸量をEILお よびBLに つ いて定量 した 結果

をFig.6に 示 した。EL,BLと も共通 して脂肪酸量 は減

少 したが,BLの 脂肪酸量 の方が著 し く減少 した。 さら

にBLの ミコール酸 分子種組成 の変動 を検索 した ところ

INHに よ り分子種組成は 著 しく変動 した。 ジカル ボン

ミコール酸 はC60が 主成分 であるが,INH濃 度を高め

ると長鎖 の分子種(C62,64)ほ どそ の含量が減少 し,こ れ

と相対的に短 鎖の分子種 が増加 した。 このよ うにINH

存在 下の培養 では,長 鎖 ミコール酸 の絶対量が減少す る
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傾 向が認め られた(Fig.7)。 この ような傾 向はINH添

加後短時間 の観察(約3～4時 間)で も認 め られ た。

3.　 培養温度 の影響

3-1.培 養温度 の増殖へ の影 響

M.phleiはMycobacteriaの 中では,極 めて広範囲の

温 度域 で発育 可能 な菌 である。Fig.8に 示す よ うに,そ

の至適発育温 度は40℃ 付近 であ り20℃では増殖は阻害 さ

れ るが,50℃ の高温 で も良好 な発育が認 められ る。

3-2.　 培養温 度の ミコール酸生合成へ の影響

各培養温度の定常期菌体 よ り得 られ たELの ミコー

ル酸 と非極性酸 の相対 的な割合 は温度に よ り著 しく異 な

り,高 温にな るほ ど ミコール酸 の割合が増加す る傾 向が

認 められた(Fig.9)。 一方BLの 総脂肪酸量はpacked

 cell1g当 り10～15mgで あ り,こ の うち ミコール酸 は

85～90%6を 占めてい る。 これ らのBLの 総 脂肪酸量す な

Fig. 5. Growth inhibition of M. phlei by various 

concentration of INH.

わち ミコール酸含量 は温 度に よつ てあま り影響 を うけ な

かつた。

次にELお よびBLの ミコール酸分 子種 組成 の温度に

よる変動をGC-MS分 析に よ り検討 した。培 養温 度20,

30,40お よび50℃ の菌体 のELお よびBLのM1(α

ミコール酸)の 分子種組成 の変動をFig.10に 示 した。

ELお よびBLの いずれに も共通 して 培養温度に よ りミ

コール酸 分子種 組成 に著 しい変動が認め られ,温 度が高

くな ると長鎖の分子種,特 にC80分 子種が著 しく増加 し,

これ と相対的に よ り短鎖 のC74,76分 子種が減少 した。同

Fig. 6. Effect of different concentrations of INH 

on the amount of fatty acids in M. phlei.

Fig. 7. Changes in mycolic acid-molecular species composition by different 

concentrations of INH.
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M. phlei

Fig. 8. Growth curve of M. phlei at various 

temperatures.

Extractable(EL) Bound(BL)

Fig. 9. Thin-layer chromatograms of mycolic acid 

methyl esters in M. phlei grown at various tempera

ture. Total fatty acid methyl esters were obtained 

from cells grown at 20, 30 or 40•Ž.

様 の傾 向がM3(ジ カルボ ン ミコール酸)で も認 め られ

た(Fig.11)。 す なわち培養温度が 低 い 場合 には,短 鎖

のC58,60が 主成分であ るが温度が高 くな るほ ど,短 鎖 の

分子種 は減少 しこれ と相対的に長鎖のC62,C64分 子種 が

主成分 となつた。

これ らの培養温度に よる変動が温度をシ フ トした後 ど

のよ うな時間的経 過を経 てみ られ るかを検討 するため,

温度を20℃ か ら50℃ にshift upし て経時 的に分 子 種 組

成 の変動を調べた。そ の結果,温 度shift up後 す で に

数時間以内に変動が認め られshift up後5時 間 で長鎖 の

C62,C64分 子種 が増加 し,短 鎖 のC56,C58分 子種 の減少

EL BL

Fig. 10. Changes in the molecular species composi

tion of ƒ¿-mycolic acids in extractable (EL) and cell 

wall bound (BL) lipids according to growth temper

ature. Values are relative percentages of mycolic 

acids.

EL BL

Fig. 11. Changes in the molecular species composi
tion of dicarboxy mycolic acids in extractable (EL) 
and cell wall bound (BL) lipids according to growth 
temperature. Values are relative percentages of 
mycolic acids.

が 認 め られ た 。 また24時 間経 過 す る と主 成 分 が 短 鎖 の分

子 種 よ り長 鎖 の分 子種 に ほ ぼ 入 れ 変 わ つ た(Fig.12)。

さ らに これ らの温 度 に よ る ミ コー ル酸 分 子 種 組 成 の変

動 が ミコー ル酸 分 子 の ど の部 分,す なわ ち 直 鎖 また は α

側 鎖 に 由来 す るか を検 討 す る た め,ミ コール 酸 メチ ル エ

ス テ ルTMS誘 導 体 の マ ス フ ラ グ メ ン トグ ラ フ ィー を 行

な つ た。Fig.13に20,30℃ お よび50℃ のM3の 直鎖 部

分 に相 当す る フ ラ グ メ ン トイ オ ン[A]+お よび α側 鎖 に

相 当す る フ ラ グ メ ン トイ オ ン[B]+[B-29]+の マ ス フ ラ

グ メ ン トグ ラ ムを 示 した 。 α側 鎖 のC22:0,C24:0に 相 当

す る フ ラ グ メ ン トイ オ ン[B]+,[B-29]+は 温 度 に よ り

ほ とん ど影 響 を うけ ず,ほ ぼ 一定 で あつ た。 一 方直 鎖 の

C32:1,C34:1,C36:1お よ びC38:1に 相 当す る フ ラ グ メ ン ト
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Fig. 12. Changes in the dicarboxy mycolic acid 

(M3) composition of the extractable lipids after 

shifting up the growth temperature from 20•Ž to 

50•Ž.

a b

Fig. 13. Mass fragmentographic analysis of dicarboxy 

mycolic acids from cells grown at various temperature.

a: Fragment ions due to C2-C3 cleavage (A).
b: Fragment ions due to C3-C4 cleavage (B) and (B-29).

20℃ 35℃ 50℃

Fig. 14. Incorporation of 2-14C-acetate into mycolic acid subclasses at various incubation 

temperatures in M. phlei after shifting up to 50•Ž or down to 20•Ž from 35•Ž.

EL: chloroform methanol (2:1, by vol.) extractable lipid, BL: cell wall bound lipid, M, a

mycolic acid, M3: dicarboxy mycolic acid.

イオ ン[A]+の 相対的 な割合 は培養温度に よつて著 しく

変動 した。 これ らの結果培養温度に よる ミコール酸 総炭

素数の変動は α側鎖 ではな く,直 鎖部分 の炭素数 の変動

に由来す ることが明 らかに なつた。

3-3.2-14C酢 酸 め ミコール酸へ の取 り込みに対す る

温度の影 響

Growing cellに おいて2-14C酢 酸 の非極性脂肪酸お

よび ミコール酸へ の取 り込みを検討 した ところ両者への

取 り込 みの割合 は温度に よ り変化 し,温 度が高いほ ど ミ

コール酸へ取 り込 まれ る放射能 の割合が多 くな つ た。

2-14C酢 酸 の ミコール酸へ の取 り込みをELお よびBLの

M1,M3に つ いて検討 した結果をFig.14に 示 し た。各

温度 とも,最 初ELの ミコール酸に放射能が取 り込 まれ,

20℃ では30分 で,35℃ では10分 で,50℃ では5分 で最高
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に な り,そ の後減少 してい く傾 向が認め られた。 これに

代わつ てBLの ミコール酸へは遅れて放 射能 が取 り込 ま

れた。 これ らのBLへ の取 り込 みは温 度に よ り著 しい影

響を うけ,35℃ では10分 よ り,50℃ では5～10分 後 よ り

増 加 しは じめたが20℃ では30分 後において もわずか な取

り込 み しか認 め られ なかつ た。 この結果,初 めにELの

ミコール酸 に放射能が取 り込 まれ,こ れが さらにBLに

移行す ることが示唆 された。 また この移行は温度に よつ

て影響を うけ,温 度が高いほ ど移行が速やかで,細 胞 壁

の ミコール酸 の生合成が活発に行なわれ てい ることが明

らかになつた。

4. C30～50長鎖 脂肪酸 の酵素的生合成

4-1.　 硫安画分酵素に よる1-14C酢 酸の長鎖脂肪酸へ

の取 り込み に及ぼす反応温度 の影響

Fig.15に 示す よ うに1-14c酢 酸 の長鎖 脂肪酸へ の取

り込み活性は20℃ か ら55℃ と比較的広い温度域 に認 め ら

Fig. 15. Effect of incubation temperature on the 

enzymatic incorporation of 1-14C-acetate into 

fatty acids in M. phlei.

25℃

37℃

45℃

Fig. 16. Radio thin-layer chromatograms of enzymatic product after incubation 

of 1-14G-acetate with crude ammonium sulfate fraction of M. phlei.
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25℃

37℃

45℃

Fig. 17. Radio gas chromatograms of 14C-labelled fatty acid methyl esters synthesized enzymatically 

at 25, 37 or 45•Ž in M. phlei.

Fig. 18. Mass spectra of very long chain, non-polar fatty acid methyl ester from M. phlei.
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Fig. 19. Mass fragmentograms of very long chain (C18-60) fatty acid methyl esters from M. phlei.
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Table 1. Molecular Ions of C30-50 Very Long Chain Fatty Acid 

Methyl Esters in M. phlei

れ,そ の至適温度 は40℃ 付近 であつた。 また この活性 の

認 め られ る温度域 はM.phleiの 発育温度域 と も よ く一

致 していた。

4-2. TILCに よる極性酸 ・非極性酸 の分離 と14C放

射能 の分布

硫安分画酵素 によ り合成 された14C脂 肪酸 メチルエス

テルをTILCで 分離す ると放射能 ピー クは主 として二つ

認 め られ,そ れぞれ非極性脂肪酸,3-hydroxy脂 肪酸 メ

チルエステルのRf値 と一致 した(Fig.16)。 これ らの

相対比 は反応温度に よつ て影響を うけ,温 度が高 くな る

ほど非極性脂肪酸へ の取 り込みが高 くなつた。なお,こ

の反応 条件下 では ミコール酸へ の取 り込みはほ とん ど認

め られ なかつた。

非極 性脂肪酸 に相 当す る放射能 ピークを薄層 よ り回 収

し,さ らにAgNO3-TILCに よ り不飽和度 の違いに よる

Subclass(飽 和,モ ノエンおよび ジエン画分)に 分画す る

と放射能 の90%以 上 は飽和画分に認 められた。

4-3. GILCに よる各炭素数 の脂肪酸 の分離 と14C放

射能 の分布

前項 の飽和画分を薄層 よ り回収 しradio GLC分 析 を

行 なつ た ところ,放 射能 はC18～C50の 極めて多数の長鎖

脂肪酸 に取 り込 まれ ていることが 明らかに なつた(Fig.

17)。 しか も,こ れ らの放射能 の分 布 は反応 温度によ り

著 しく異 な り,反 応温度25℃ では取 り込み はC28あ た り

に とどまるが,反 応温度37℃ とす るとC40あ た りに まで

放 射能が認 め られ,さ らに温度が高 くなると,よ り長鎖

の脂肪酸へ の放射能 の取 り込みが認 められた。 また反応

温度 が高 いほど,ま た長鎖 の脂肪酸にな るほ ど,放 射能

ピークが多数に分離 し,直 鎖脂肪酸 のみな らず,分 枝酸,

シク ロプ ロパン酸等に取 り込 まれてい ることが示唆 され

た。

4-4. マス フラグ メン トグラ フィーに よるC30～C50長

鎖脂肪酸 の同定

これ らの放 射能 ピー クをさ らに詳細に 同定す るため,

菌体 よ り長鎖脂肪酸を抽 出 し,そ の飽和酸画分につい て

GC-MS分 析を行 なつた。そ の結果,M.phleiの 非極性

酸中には,C16～20前 後 の脂肪酸以外に,C30～50ま たはそ

れ よ りさらに長鎖の脂肪酸 がかな りの量存在 し,こ れ ら

はGLCの 保持時 間か ら直鎖偶数酸 のほか奇数酸,分 枝

酸 を含む ことが明 らか になつ た。 しか も炭素数が増加ず

るに従 つて,飽 和直鎖脂肪酸 に一致 しない ピークが多 数

前 後 して出現 したので,そ れぞれ の炭素数 の ピークにつ

いてマスフ ラグメ ン トグ ラフ ィーに よる同定 を行 なつたひ

す なわ ち偶数飽和,奇 数飽和,奇 数 モノ不飽和お よび偶数

モ ノ不飽和 の各脂肪酸 に相当す る分子 イオン[M]+ま た

は[M-32]+イ オンを モニターず ることに よ り(Table 1)
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これ らすべ ての成分を独立に検出 した(Fig.18,19)。 そ

の結果,直 鎖偶数お よび奇数酸は,C30～40程 度に とどま

りC25～30に はモ ノメチル分枝酸 が存 在 し,さ らに長鎖

にな ると偶数 お よび奇数 モ ノ不飽和酸,す なわ ちシク ロ

プロパ ン酸お よびモ ノメチルモ ノシク ロプ ロパン酸が圧

倒的に多 くなることが明 らかになつた。 これ らのC40～50

長鎖脂肪酸の構造 は本菌 の ミコール酸 の直鎖部分に一致

し14C放 射能 は短鎖側 では偶数直鎖飽和酸へ,長 鎖側で

は この ような分 枝酸 お よびシク ロプ ロパン酸へ も取 り込

まれ ることか ら,本 菌 の ミコール酸 の直鎖部分(メ ロ ミ

コール酸)に 相 当す る長鎖脂肪酸が この酵素系で合成 さ

れ た ことが示 唆 され た。以上 の ことか ら,M.phleiに お

け る ミコール酸生合成に おい ては,温 度が極めて重要で

細胞 壁 ミコール酸 の鎖長を調節 してい ることが明 らか と

なつ た。

IV.　 考 察

Eukaryotic,お よびprockaryotic cellの膜 脂質 は環境

温 度に対応 して適 当な膜 のHuidityを 調節 するために構

造 が変動す ることが知 られてい る。一般に グラム陰 性菌

では,低 温環境 で リン脂質中 の飽和お よび シクロプロパ

ン酸 に対す る不飽和脂肪酸量が 増 加 す る15)～17)。対照的

に グラム陽 性菌 または不飽和脂肪酸を含 まない細 菌の場

合 には,膜 の機能 の調節は 脂肪酸 のacyl基 の側鎖構造

か,ま た は鎖長を変化 させ ることに よ り行なわれ る19)。

Mycobacteriaお よび そ の類 縁菌 では,細 胞壁 お よび膜

の脂質組成が極端に複雑であ り,直 鎖 お よび側鎖 脂肪酸

を もつ特徴的 な種 々の リン脂質お よび ミコール酸 を含む

glycolipid,ミ コール酸の結合 したcell wall skelton等

か ら成 つ て い る。Mycobacteriaの ミコール 酸 はex-

tractableま たはcell wall bound lipid中 では総脂肪酸

に対 してそれぞれ20～30%ま たは80～90%を 占め20,,生

理的に重要な役割を果た している と考 え られ ているが,

環境温度の変化に よ りどの ような影 響を うけるかは全 く

知 られていなかつた。

一方,各 種抗酸菌は感染宿主に よつてそ の至適発育温

度が異な り,人 型結核菌では37℃,鳥 型結核 菌は これ よ

り高 く37～45℃ で良好な発育が認 め られ,変 温動物に寄

生性 のあ る抗酸菌M.fortuitumお よびM.cheloneiは こ

れ よ りは るかに低い至適発育温度を もつ ている。特 に人

型結核菌は37℃ か ら急激に低温環 境に移す と菌が死滅 し

いわゆ る"Coldshock"と いわれ る現象が認 められ,こ

の とき ミコール酸生 合成が停止す る ことが報告 され てい

る21)。これ らの菌 の ミコール酸は,人 型菌ではC80～86,

鳥型菌C80.90,M. fortuitum C70～78,M.cheloneic72～78と

その炭素数はその菌の至適発育温度 に依存 して異 な り,

至適発 育温度域が高 くな るほ ど,鎖 長が長 くなる傾 向が

認め られ てい る22,25)。したがつて ミコール酸 の 分 子 種

組 成がMycobacteriaの 発育可能 な温度を決 める一つ の

要因であ ることも示 唆 され る。

しか しなが ら,実 際に ミコール酸組成 が培養温度 によ

りどのよ うに 変 動 す る かは全 く知 られ てい なかつた。

M.phleiはMycobacteriaの うちでは極 めて広範 囲の温

度に適応す る菌であ るので,我 々は これ を実験材料 とし

て用い ミコール酸 の温度に よる変動 を調べ た。M. phlei

の ミコール酸は,α ミコール酸 以外 にジ カルボ ン ミコー

ル酸が含 まれ る点が特徴的であ る23)。ジ カルボ ン ミコー

ル酸 は,M.avium等 のslow growing groupの ほか,種 々

のrapid growing mycobactcriaひ こ分布 し,抗 酸菌 の分

類学 的位置 づけ と密接 な関連性が あることを我 々は報告

した24)25)。Et6madiら は これ らジカルボン ミコール酸は,

Baeyer Villiger反 応 の 生化学的 アナ ログとして ケ トミ

コール酸 の酸化 によつ てエステル ミコール酸が形成 され,

それ か ら生成 され る と推測 している23)。我 々の結果 では,

エステル ミコール酸 の水解に よ り多分形成 され るであろ

うoctadecanol-2とeicosanol-2の 割合は,温 度変化に

応 じて変動 し,ジ カルボン ミコール酸 の分子種組成 の変

化 と並行 した26)。M.phleiの α ミコール酸お よび ジカル

ボ ン ミコール酸 の含量は温度に よ り著 しい影響を うけ,

高温培養 ほど,菌 体 の ミコール酸含量が増加す ること,

また ミコール酸 の分子種組成 も温度に よ り影響を うけ,

高温 ほど長鎖 の分子種が増加す ることを見出だ した。好

熱菌Bacillus stearothermophilusで は 温度 に よ り,イ ソ

およびアンテイ ソ分枝酸 の比率が変化す るのみな らず 脂

肪酸 の鎖長が変化す ることが知 られてい る19)。M.phlei

の ミコール酸について も同様 の傾向が認め られ るが,そ

の炭素数 の変動 の幅 は大 き く20℃か ら50℃ の範囲で平均

炭素数3～4個 の変動が認め られ,絶 対量 として も,高

温ほ ど長鎖分子種 の含量が多 くなつた。 また分子種組 成

の変動は,温 度 のshift upに 対 して極めて 鋭 敏 に反応

し3～5時 間 の短時間で分子種 の変動が認 め られ た。 こ

れ らのことか ら ミコール 酸 が,Mycobacteriaの 主要構

成脂質 として,細 胞壁や細胞膜の温度適応 の少な くとも

一端 を担つ ていることが 明らかになつた。

抗結核剤Isoniazidは そ の作用機作に 興 味 が もた れ

種 々の研究が行 なわれ てきた。INHは そ の化学構造 が

ピリ ドキサ ール燐酸に類似 してい るので これを補酵素 と

す る種 々の酵素系,特 に ア ミノ酸代謝に関連す る酵 素系

に対す る阻害作用が注 目されたが27),抗 菌作用 に必要 な

濃度 よ りか な り高い濃度で しか阻害が認め られず,真 の

作用機作 とは考え られていない。近年,Takayamaら は

14C酢 酸を用いたcellで の実 験 か ら
,結 核菌 の ミコー

ル酸生合成がINHに よつ て阻害 され28),cell-free系 に

おい て もミコール酸 の直鎖部分(メ ロ ミコール酸)に 相

当す ると考え らられ るC30～60直鎖 脂肪酸 の合成が低濃度

INH添 加で抑制 され,特 にC28以 上 のelongationが 阻
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害 されてい ることを明 らかに した29)。我 々はM.phleiに

おいてはcell当 りの ミコール酸 の含量が,INH濃 度 に

比例 して著 明に減少す るのみな らず,ミ コール酸 の分子

種組成 も変動 しINH濃 度が高 くな ると長鎖 の ミコール

酸 が減少す る ことを見 出だ した。 これ らのINHに よる

ミコール酸 の炭素数 の変動は,M. smegmtisの 場合 に も

認 められ,マ スフラグメン トグラフィーの結果 より,直

鎖部分 の変動(短 縮)に 由来す ることが明 らかになつ た

(unpublished)。 また,こ れ と関連 してINHの 抗菌 スペク

トルは特異性が高 く,結 核菌に対 しては強 い抗菌 力を も

つ ているが,他 の細菌に対 しては抗菌力が低い ことが知

られ て い る 。Nocardia rubra お よび Corynebacterium xerosis

はMycobacteriaの 類縁菌であ りミコール酸 が存在す る

が,こ れ らの ミコール酸 の炭素数はMycobacteriaと 比

べ て短 くN. rubra C36～50,でC. xerosisでC26～36で あ る。

これ らの菌 の増殖に対す るINHの 影響 を調べ てみ ると,

N. rubraで はINH2μg/ml以 上 で顕著 な発育阻害が認

め られ たが,C. xerosisに は全 く阻害が 認 め られ なかつ

た。 またINH阻 害の 認 め られ るNocardiaで はINH

に よる ミコール酸分子種 の変化が認め られ,比 較 的長鎖

の ミコール酸C42,44,46が 減少 し,一 方阻害のかか らない

Corynebacteriaで は全 く分子種組成の変化は認 め られ な

かつ た30)。したがつ て,以 上 の結果か らINHの 主(一

次)作 用点につ いては,メ ロミコール酸に相当する長鎖

脂肪酸 合成 系のいずれか の段階 で比較的長鎖,特 にC24

以上 のchainの 合成(延 長反応)を 阻害する ことが示唆

され る。 この ように温度 およびINHの 影 響に よる ミコ

ール酸組成 の変化は一見類似 してお り,温 度が低いほ ど,

また高濃 度のINH添 加時ほ ど,ミ コール酸含量 が減少

す るのみ な らず長鎖 の脂肪酸が減少 し,こ れ らの調節段

階 や作用点 の詳細 な解析が今後必要 とされ る。

この よ うに ミコール酸 はcell wall, cell membraneの

脂質 の主要構成成分 であ るため,こ れ らの脂質成分の変

動が細胞 壁の表面構造に どのよ うな影響を及ぼ してい る

かを知 ることは興 味がある。そ こでM. phlei20℃,50℃

培 養菌,INH非 添加時 の菌体,INH添 加時 の菌体を走

査電顕に よ り菌体表 面の観察を行 なつ た。Mycobacteria

の細 胞壁表面 の微細構造 は極 めて特徴的 であ り表面に約

80Aの 幅を もつ 多数 の線維構造 を有 してお り,こ の構

造 は脂質を主体 とす る もの と考 え られ てい る。50℃ お よ

びINH非 添加 のcontrolで は,M. phleiは 長い桿菌で

表面には多数 の線 維構造(flbrous structure)が 認め られ

るが,20℃ お よびINH阻 害菌 ではいずれ も菌全体が丸

みをおび表面 が平滑 になつ ていた30)。このよ うに ミコー

ル酸 の分子種組成 の変動 に並行 して菌体 の表層構造に変

化 が認 め られ,細 胞壁 の疎水的 な性質が明 らかに変化 し

ている ことが示唆 された。

これ らの ミコール酸 の酵素的生合成機構については,

い まだに明 らかでは な い が,INHや 温度に よる分子種

組成 の変化 の詳細 な機構を明 らかにす るためには,生 合

成機構 の解明を行な う必要があ ると思われ る。Promeら

は Corynebacterium diphtheriae の粗 酵 素 液 を用 いC16:0パ

ル ミチ ン酸 が2分 子 縮 合 し,炭 素数 の 非常 に短 い,い わ

ゆ る コ リネ ミコ ール 酸 を 合 成 した31)32)。 これ らの研 究 よ

りEtemadiら はMycobacteriaの ミコー ル酸 で は,C16,

C18の 脂 肪 酸 がn個 の 酢 酸 と縮 合 して で き た ミ コー ル酸

の母 体(C50.60メ ロ ミコー ル酸)にC16～C24の 脂 肪 酸 が

縮 合 し て分 岐 部 を 形 成 し,ミ コー ル酸 が生 合 成 され る と

考 え てい る33)。Blochら は これ らの メ ロ ミ コー ル酸 に 相

当 す る長 鎖 脂 肪 酸 の合 成 に つ い て 報 告 し,Mycobacteria

は,二 つ のfatty acyl基 の生 合 成systemを 有 し,一 つ

はsynthetase Iで あ りC16～C24の 合 成 に寄 与 して お り,

またsynthetase IIはC30ま で の鎖 長 のelongationを 行

ない34)35),両 者 は 反 応 温 度 が 高 くな る と平均 炭 素 数 が増

加 す る こ とを 報 告 して い るが,そ の 解 析 はC30ま で に と

ど まつ て い る。 これ らの メ ロ ミコー ル酸 に相 当 す る長 鎖

脂 肪 酸 の合 成 に つ い てはTakayamaら がM. tuberculosis

 H37Raを 用 い 粗 酵 素 系 でmalonyl-CoAの 取 り込 み を

行 な いC50ま で放 射 能 の取 り込 み を 認 め て い る29)。 我 々

の行 なつ たM. phleiの 硫 安 分 画 酵 素 標 品 に よ る1-14C

酢 酸 の長 鎖 脂 肪 酸 へ の取 り込 み 実 験 の 結 果 で は,生 成 物

に二 相 性 が認 め ら れC18～28ま で とC28以 上C50～60ま で

の二 つ のsystemが 考 え られ る。 おそ ら くC28以 上 の脂

肪 酸 合 成 はelongationに よ り行 な わ れ て い る と考 え ら

れ るが,こ の段 階 は 反 応 温 度 に 対 して 極 め て 鋭敏 に反 応

して,長 鎖 脂 肪 酸 の鎖 長 の 調 節 が 行 な われ,こ の結 果,

ミ コー ル酸 の分 子 種 の構 造 が 決 定 され る こ とが示 唆 され

る。

この よ うに して合 成 され た ミコ ール 酸 が 菌 体 内 で細 胞

質 か ら細 胞 壁 へ ど の よ うにtransferさ れ るか につ い て も

全 く知 られ て い なか つ た。Takayamaら は,whole cell

で 酢酸 を取 り込 ませINHで 菌 の 増 殖 を 阻 害 す る と,初

め にELのTMMへ の取 り込 み が 阻 害 され るの に対 し

て,非 極 性脂 肪 酸 へ の取 り込 み は 阻 害 され な い こ とを認

め て い る36)。我 々はM.phleiの 対 数 増 殖 期 の菌 体 にINH

を 添 加 した とき の 短 時 間 の 変 化 をEL,BLに 分 け て調

べ た と ころ,ELの ミコー ル 酸 分 子 種 の 変 動 が3時 間 よ

りまず 認 め られ,さ らに数 時 間後 にBLの 分 子種 が 変化

す る こ とを認 め て い る。 またM. phleiのwholl cellと

2-14C酢 酸 をincubateす る と放 射 能 は 初 めEL(お そ ら

くTMM,TDMと 考 え られ る)に 取 り込 まれ,さ らに

お くれ てcell wall boundミ コ ール酸 に 取 り込 まれ る と

い う結 果 を 得 て い る。 低 温 で は 特 にcell wallへ の取 り

込 み が 阻 害 され た。 この ことか らMycobacteriaの ミコ

ー ル酸 は おそ ら く細 胞 膜 ま た は細 胞 質 内 で合 成 され,合

成 され た ミコ ール酸 は,何 らか の 形 で細 胞 壁 にtransfer
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Scheme. 1. Proposed pathway and regulation for fatty acid and mycolic acid 

biosynthesis in Mycobacterium phlei.

され るのではないか と考え られ る。

以上 の結果か ら予想 され る ミコール酸生合成 のpath-

wayを 示す とScheme Iの ようにな る。C16～C24程 度

の脂肪酸が 合 成 さ れ,さ らにC24以 上 の長鎖脂肪酸が

elongationさ れ て,C44～C54程 度 の脂肪酸 とな り,ミ コ

ール酸 の直鎖部分が合成 され,次 にC24脂 肪酸 との縮合

に よ りC74,C76,C78程 度の α ミコール酸が合成 され る

もの と考え られ る。 これに対 して,ジ カルボン ミコール

酸は,ケ トミコール酸か らエステル ミコール酸が合成 さ

れ,こ れが水解 されて生 成 した もの と考 え られ るが,こ

れ らの詳細な機構については,な お将来検討 を要す る。

このよ うに,ミ コール酸 合成反応 の各段階 には,種 々の

調節 因子(遺 伝 的な らびに環境的 な)が 存在 し,in vitro

お よびin vivoで 作用 している ことが考 え られ るが,今

後,詳 細に解析 したい と考 えている。 またこのよ うに し

て生成 した ミコール酸 の トレハ ローズ脂質(TMMお よ

びTDM)へ の取 り込 みや細 胞壁へのtransferに つ いて

もそ の詳細は明 らかで ないが,抗 酸菌細胞 壁合成 の調節

因子解 明には,極 め て重要 な段階であ ると考 え られ る。

稿 を終わ るにあた り,終 始御懇篤 な御指導,御 鞭燵を
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