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Mass chromatogram of gas chromatography/mass spectrometry(GC/MS)was used to 
detect 10–methyloctadecanoic acid(tuberculostearic acid,denoted TSA hereafter)which is 

known as characteristic fatty acid of acid–fast bacteria of order Actinomycetales.The 

analysis was performed on 5-7–day–old cultures of sputum specimens from 18 patients 

with pulmonary tuberculosis(TB)and non TB.Fatty acids extracted from cultures were 

converted to methyl ester then purified by thin–layer chromatography prior to subjecting 

to the GC/MS analysis.The average turn over time was 10 day,and this is much shorter 

than ordinary culture method of 4-8 weeks.TSA was detected in three of four specimens 

from TB patients and in all four from atypical mycobacteriosis patients,already diagnosed,

but neither in six from non TB patients nor in four from obsolete pulmonary TB patients.

The relative sensitivity and specificity were 87.5% and 100%,respectively.Since only two of 
above TSA positive specimens were culture(8 wks)positive,the high intrinsic sensitivity of 

this method is emphasized.
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緒 口

肺結核症 はその治療法の進歩 に比 し,診 断面 で は種々

の試 みはあるにせ よ,な お殆 どが従前 よりの検査法 に依

存す る状態で あると考え られ る。 しか し,日 常臨床 にお

いて は胸部X-線 写真上1cm以 下の径 の病巣で も鑑別

診断 の対象 となるので,よ り感度 の高 い検査法が必要で

ある。一方,呼 吸器疾患 の変貌 に伴 い,副 腎皮質 ホルモ

ン剤 や免疫抑制剤使用 中の肺結核 ない し粟粒結核 の合併

発症 も増加 してお り,迅 速診 断の必要性 は高 ま っている。

更に は,近 年 その発症頻度 を増 している高齢者結核 の場

合,そ の免 疫学 的特 徴か ら,胸 部X-線 写 真,ツ ベル

ク リン反応,培 養検査のいずれ もが典型像を示 さない場

合 も多 く1),従 来 よ り感度 の高 い診 断法の確立が強 く

望 まれ て い る。 ちなみ に昭和60年 度総会 シンポジウム

にお いて も示 され たよ うに,肺 癌 の診断率が90%を 超

えるのにたい して,肺 結核症 のそれ は,喀 痰の塗抹 ・培

養 検査 の みで は15.8%,気 管支鏡検査 を加 えて も35.3

%と,そ の診 断率 の低 さが 目だ っている2)。 この事実

は,日 常 臨床 において現在 もなお治療 的診断 に頼 らざる

を得ない症例 が少 な くない ことをよ く反映 してお り,よ

り感度の高い迅速診 断法の確立 が強 く望 まれる。

1929年Andersonら は結 核菌体成分 のアセ トン可溶

分画中 より,10-methyloctadecanoic acidを 抽 出 し,

tuberculostearic acid(TSA)と 命名 した3)。TSAは

10位 に メチ ル基 を持 っ,分 子量298のC19側 鎖飽和脂

肪 酸 で,ガ ス クロマ トグラ フィーで はC18直 鎖飽和脂

肪酸 のステア リン酸 の隣 に位置 し,結 核菌体成分中 にみ

られ る他 の側鎖 飽和 脂肪 酸 に比 しその分量 も多 い4)。

TSAは 生物活性 は乏 しいが3)5)そ の後 の研究 で結核菌,

非定型抗酸菌及 びノカルデ ィアに特有 な脂肪酸で あるこ

とが判 明 して い る6)御8)℃この点 に注 目 したLarsson

らは1979年,肺 結核症 患 者の喀痰 の5日 間短 期培養検

体 中 よ りこのTSAを 検出す ることがその迅速診 断に有

用 で ある ことを提唱 した9)即13)。今回我 々は彼 らの方法

に準 じ,喀 痰の短期培養検体 よりTSAの 検 出を試 みた

ので報告す る。

目 的

喀痰 の短期培養検体 中よ りTSAを 検 出す ることによ

り,肺 結 核症 におけ る迅速診 断法 としての有用性 を検討

す る。

対 象

喀痰 の塗抹 ・培養検査 あるいは経気管支肺生検な どに

よ り既 に確定診断 のっ いて いる活動性 の肺結核症患者4

例,非 定型抗酸菌症患者4例 と,非 結核性呼吸器疾患患

者6例,並 びに臨床 的に陳旧性肺結核症 と判断 され た患

者4例 を対象 として喀痰 を採取 した。

方 法

検 出手 順 の概要 はFig.1に 示 した よ うに,ま ず,患

者 よ り採取 した喀痰約2mlを3分 し,一 部 は,Ziehl－

Neelsen染 色 に よる塗抹 検査 を,一 部 は培 養検査用 と

して,4%NaOHで 処理 後0.1mlを3%小 川培地 に

植 え,8週 間 まで培養 した。残 りはTSA検 出用検体 と

して4%NaOHで 処理後,0.1mlを3%小 川 培地 に植

え5～7日 間,同 様 に培 養 した。培地 に0.996NaCl水

溶 液5mlを 加 え,洗 出回収 した検体を オー トク レープ

にか け,加 熱滅菌(120℃,60分 間)後,凍 結乾燥 した。

次 に検体中の脂質抽 出のため,chloroform:meth-

ano1(2:1,v/v)5mlを 加 え,振 とう(10秒 間)後 一

夜室 温 で静 置 したの ち遠心分離(4000rpm20min)に

よ り固形 物を分離 し溶液 を移 し取 り溶媒 をN2ガ ス流 で

Fig.1.Procedure of the Present Method
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Table 1.Conditions of GC/MS*

* Instruments:JEOL JMS —DX300 with JMA-3500 DATA SYSTEM

飛 ば して 乾 固 さ せ た。 残 渣 に3%塩 酸 メ タ ノー ル11nl

を加 え,片 方 を封 じた ガ ラ ス管 に移 し替 え た上 で ガ ラス

管 を熔 融 密 封 し,80℃ 恒 温 槽 で 一 晩 加 熱 し,脂 質 の メ チ

ル ェ ス テ ル化 を行 った 。 室 温 まで 冷却 後 ガ ラス管 上 部 を

切 断 し遠 心 分 離(4000rpm20min)し て上 澄 を試 験 管

に取 りN2ガ ス流 で 乾 固 した。 管 壁 に付 着 した メ チ ル エ

ス テ ル化 物 をn-hexane200μlに 溶 解 し,シ リカ ゲ ル

薄 層(メ ル ク社 製,0.25nnm層10×20Cln)上 に線 状 に

塗 布 しn-hexane:diethylether(9:1v/v)を 展 開 相

と して,薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー(TLC)に よ り脂 質 成

分 の分離 を行 った。 標 品 との 対応 で相 当部 分 を掻 き取 り,

酢 酸 エ チ ル で 抽 出 後,N2ガ ス 流 で 再 び乾 燥 し,n-

hexane(50μl)溶 液 と し た も の をGas-chromato-

graphy/Massspectrometry(GC/MS)の 検 体 と し

た。

本 研究 で使 用 したGC/MSは 日本 電 子 製DX300で,

使 用 条 件 はTable1に 示 した。TSAの メ チ ル エ ス テル

化 物 を 検 出 す る こ と に な るの で 分 子 イ オ ンM/z=312

Fig.2.Synthesis of Standard Compound
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Fig.3.Mass Spectrum of Standard Compound(TSA methylester).

Character M and the number 312 in the figure show the mass number of the 

molecular ion,and other numbers correspond to those of fragment ions of 

synthetic TSA methylester shown in the literature.

Table 2.Results of TSA Detection and Other Tests
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の マ ス ク ロ マ トグ ラ ム を記 録 し,標 品 の 保 持 時 間 との比

較 か らTSAに よ る ピー ク を 同 定 し た 。 ピ ー クのS/N

比 が2以 下 の場 合 に は再 度 測 定 を 行 い,偶 発 性 の大 きな

ノ イ ズ に よ る ピー クで はな い こ とを 確認 した。 標 品 は 国

立 予 防 衛 生 研 究 所 よ り御 提 供 頂 いたdihydrosterculic

acidか ら合 成 した も の を 用 いた 。 標 品 の 合成 の概 略 は

Fig.2に 示 す 。 合 成 さ れ た 標 品 は10-nlethyloctade-

canoicacid15),9-methyloctadecanoicacid,no-

nadecanoicacid(45:45:10)の 混 合 物 で あ るが,前

2者 はGC/MSで も分 離 不 能 で あ り,そ の マ ス ス ペ ク

トル の パ ター ンか ら,TSAと 同 一 物 が 含 まれ て い る こ

とを確 認 して い る(Fig.3参 照)。

成 績

対象患者 の概要並 びにTSA検 出結果をTable2に 示

す.活 動性群 において は肺結核症患者4例 中3例,非 定

型 抗酸 菌症患者4例 中4例 でTSAを 検 出 した。一方,

非 結 核 症 群 の 非 結 核 性 呼吸 器疾 患患 者6例 で は全例

TSAは 検 出 され なか った。ちなみに陳旧性肺結核症 と

臨床 的 に判定 された4例 について もTSAは 全例 陰性 で

あ った.活 動性結核群のTSA陽 性の7例 はそのすべて

が塗抹検査陰性で,う ち5例 は培 養検査 も陰性 であ った

(感度87.5%,特 異 度100%)。Fig.4-Bに はTSA陽

性 の クロマ トグラ ムの実 例 を示 すが,分 子 イオ ンM/z

=312を ターゲ ッ トとしたマスク ロマ トグ ラムの ピーク

Fig.4.Mass Chromatogram at M/z=312 

A:non—TB, B:TB,C:standard

の中 に標 品(Fig.4-C)と 同 じ保 持 時間(8分06秒)

で 出現 して い る ものが確認 される。一方,Fig.4-Aに

示 され るTSA陰 性 の検体 では同時 間に ピークを認 めな

い。以上 の本 法では,喀 痰提 出か らTSA確 認 までの全

操 作で10日 を要 したのみである。

考 案

TSAは 結核 菌菌体 成分 の一つで あり,そ れ 自体を検

出 しよ うとす る本法 は,そ の特異性 において意義が大 き

い。即 ちTSAを 検出す ることは結核菌 自体を検出する

ことに匹敵す る意味を持つ。 しか もTSAは 単純 な構造

の側鎖脂肪酸であ り,生 物活 性 も乏 しいため3)5),化 学

的にも安定な物質で検体処理過程 での影響 も受 けに くく,

検体の保存 も容易であ る。 これ らの特徴 を鑑 み,本 法 の

有用性 に注 目して我 々はまずLarssonら の方法 に準 じ,

予 め多量(約105～106個)の 結核菌(H37Rv)を 混 じ

た喀痰 についてTSAの ピークが マスクロマ トグラム上

に明 らかに認 め られる ことを確か め,逆 に菌を混 じな い

ときに はTSAが 検 出され ないことを確認 した。従来 よ

り言 われているように,大 まかで はあ るが塗抹検査 で は

104/ml以 上 の 菌数 が,ま た培養 検査 の場 合 は102/

ml以 上 の菌数 が必要 と思 わ れ るが,こ の菌数 とTSA

検 出感度 との関係 につ いて検討 してみた。希釈単個菌液

培養 により生 じた コロニー数か ら濃度 を決定 した菌分散

原液(3×107/ml)を102倍,104倍,106倍 に希釈

した もの,及 び非結核症患者 の喀痰 に同様 の濃度 となる

よ うに菌 分散 液を加 えた もの,そ れぞれ2mlに つ いて

TSA検 査 を行 った。 その結果,菌 分散液 の場合2×10,

喀痰 に混入 した場合2×103の 菌数で も,S/N比4以

上 で ピークが観測 され ることを確認 した。以上の検討を

基 に実際 の臨床例 に応用 してみ た。

Larssonら が検 出を試 み た症例 がすべて塗抹検査 陽

性例 で あ ったの に対 し,我 々の症例では,TSA陽 性 の

7例 全例が塗抹陰性,更 にその うちの5例 は培養検査 で

も陰性であ った。 この事実 は,本 法 の感度 が塗抹,さ ら

には培養検査 レベルのそれを も上回 って いることを示唆

してい る。 なお,本 研究 中で も塗抹 ・培養 ともに陽性で

あ りなが ら5日 間培養 ではTSAを 検出 しなか った一 例

を経験 して い る(更 に2回5日 間培養でTSA検 査 を

繰 り返 したが すべ て陰性,た だ し,14日 間培養 した も

の につ いて はTSAを 検 出 した)。 この点 に関 して は前

処理,抽 出過程 の操作 の不手際,あ るいは採取 された喀

痰 の性状,治 療 と菌 の成長速度 との関係な どが考慮 され

るが,症 例 を重 ねて検討す る必要があ る。

TSAが 培養 陰性 の喀痰 短期培養検体 か らも検 出され

たとい う事実 は,本 法 の感度 レベルの問題 もさる ことな

が ら,結 核菌が5～7日 間の短期培養では現実 的にはそ

れほどの増菌効果が期待で きない点な どを考慮 すると,
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TSAが 単 に結 核菌体 に存在 す るのみでな く,積 極的 に

しろ,消 極 的に しろ,菌 体外 へ分泌 されている可能性 を

示唆 してい る。事実,TSAの 代謝 に関 しては,TSAが

オ レイ ン酸 よ り積極 的に産生 されているとい う報告 もあ

るが14),そ の詳細 並 び にTSA自 体 の意味付 けにつ い

ては不 明であ る。 ちなみに本法 の中で標品合成 に使用 し

たdihydrosterculic acidの 三員環構造 は,結 核菌体

を形作 る特徴 的脂肪酸 である ミコール酸 の構造 に類似す

る点,極 めて示唆 的で興味深 い。

Larssonら が,結 核菌 体成 分 中に数種 ある側鎖脂肪

酸 の うち,こ のTSA(10-methylstearicacid)に 注

目 したのは,そ の含量が菌体成分 の3%と 言われ るよう

に12),比 較 的多量 に含 まれて いる点 と,生 物界 に普遍

的 に存 在す るstearic acidの す ぐ隣 に位置す るピーク

と して検 出 され るとい う分 か りや す さにあるのであ ろ

う4)。 しか し,TSAに 比 し,は るか に多量 に含 まれ る

stearic acidと 隣 り合 わせの位 置関係 で存在す るとい

う事 実 は,TLCに お ける両者の分離を困難 にし,更 に

GC-MSに おけるTSAの 分離 に大 きな影響を与えてい

るの も事 実で あり,臨 床検体中のTSAが 微量であ る以

上,両 者の分離を改善 させ ることは本法 にお ける今後 の

大 きな課題で もあ る。

TSAはActinomycetales目 の抗 酸菌 に特有 な脂肪

酸であ って,結 核菌のみに特有な脂肪 酸ではない。 その

中で現在臨床上問題 とな り得 るの は,結 核菌,非 定型抗

酸 菌 とNocardiaの3種 で あ るが,こ れ らはすべ て

TSAを 有 してお り,本 法 の選択性 については問題 をの

こす。一方,本 研究 中で示 したよ うに,陳 旧性肺結核症

4例 の喀痰 中か らは全例TSAを 検 出 し得 ていない事実

も考 え合 わせ ると,活 動性 の指標 として もTSA検 出が

有用であ る可能性 を示唆 している。

本 法 はTLC,GC/MSな どを使用 する点,そ の検 出

手順 に多少 の煩雑 さを伴 うが,前 処理後検 出までには1

～2日 程度 しか要 しないので,日 常臨床 において肺結核

症 が疑 われなが ら既存 の検査法 では診断確定 に至 らない

ような症例 に絞 り,中 枢施設で検出を行 うようにすれば,

日常臨床 レベルでの応用 も十分可能 と思われ る。我々 は

胸水検体か ら短期培養を経ず直接検出を試み た結果,検

出が可能で あったことに力を得,現 在喀痰 につ いて も検

体か らの直接検出を検討中で あり,こ れ により更 に迅速

化が期待 され る。

ま と め

1.呼 吸器疾 患患者18例 よ り得 た 喀 痰 に つ い て,

1.arssonら の方法 に準 じ,喀 痰 の5～7日 間短期

培養検体か らGC/MSに よってTSAの 検出を試み

た。

2.既 に診断の確定 している肺結核症患者4例 中3例,

非 定型抗 酸菌症患者4例 中4例 でTSAを 検 出 し,

非 結 核 性 呼 吸 器 疾 患 患 者6例 で は全例 にお いて

TSAを 検 出 しな か った。 また,臨 床的に陳旧性肺

結 核症 と判定 され た4例 について は全例TSAを 検

出 しなか った。

3.TSA陽 性7例 は全例塗抹検査陰性で,そ の うちの

5例 は培養検査 も陰性であ った。

4.以 上より本法は活動性の肺結核症並びに非定型抗酸

菌症 の診断 に極 めて有用であ り,培 養検 査よ りも感

度 が優れ ていると思わせ る結果であ った。

最後 に,ご 指導 いただ いた大阪市立大学医学部の矢野

郁也先生及 び標品 の原料を御提供頂 いた国立 予防衛生研

究所 の赤松穰先生 に感謝 いた します。
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