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A taxonomic study has been made on a mycobacterial strain isolated from skin 

ulcer lesion of a 19 year—old Japanese girl who has lived only in Japan.By numerical 
classification,in which 108 characters were used,6 isolates of this strain formed one 

cluster together with Mycobacterium ulcerans strains.However,the isolates were 

distinguished from the M.ulcerans strains,forming a subcluster(Fig. 1).The isolates were 

differentiated by the characters shown in Table 2 from authentic M.ulcerans strains.The 

mycolic acids of the strain ATCC 33788 isolated from Japanese girl were distinguished from 

those of the type strain ATCC 19423 of M.ulcerans(Fig.2).The number of carbon atoms 

of alpha-mycolate of the former centered at 80, whereas those of the strain ATCC 19423 

at 76.The number of carbon atoms of the alpha-unit was 24 in both strains and the 

number of double bonds was 2 in both strains.The strain ATCC 33788 showed a 100% 
similarity with the strain ATCC 19423 in DNA hybridization.In view of the above results,

we have concluded that the strain belongs to a new subspecies of M.ulcerans(M.ulcerans 

subsp.shinshuense).Until now,M.ulcerans infection has occurred only in three area of

*From the National Chubu Hospital
,Obu,Aichi474Japan.
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the world,Africa,Oceania,and South and Middle America.Our case is the first case of 

M.ulcerans infection discovered in an area other than the above.However,the strain was 

not the same as the M.ulcerans described previously but differed from it in mycolic acids 

and some biological and biochemical characteristics.

Key words:Skin ulcer,Myco bacterium 

ulcerans—like organism

キー ワー ズ:皮 膚潰 瘍,Mycobacterium ulcerms

類 似菌

緒 言

1982年 に,御 子 柴 ほ か1)は,19歳 の 日本 女 性 の皮 膚

潰 瘍 か ら,Mycobacterium　 ulceransに 類 似 す る抗 酸

菌 を 分 離 し た こ と を 報 告 した 。M.ulceran8の 感 染症

は,太 洋 州,ア フ リカ,中 南 米 の 熱 帯地 域 に しか み られ

な い とさ れ て い た の で,こ の 分離 は極 め て 異 例 の こ と と

思 わ れ た2)3)。 そ こで,こ の 分 離 菌 の 性 状 は,Tsuka-

mura and Mikoshiba4)に よ っ て 詳 し く研 究 さ れ,

M.ulceran8と 近 縁 で は あ る が,明 らか に,そ れ と は

区 別 で き る新 しい型 の 抗 酸 菌 で あ る こ とが 分 か っ た。 わ

れ わ れ は,そ の 後,こ の 抗 酸 菌 の分 類 学 的 位 置 を明 らか

に す る た め に,計 数 分 類 学,mycolic acidsお よ び

DNA homology analysisの 立 場 か ら研 究 を行 った。

研 究 方 法

菌 株:被 検 株 は,御 子 柴 が,外 国 に行 った こ との な い

19歳 の 日本 人 女 性 の 皮 膚 潰 瘍 か ら分 離 し,東 村 に送 付

した6株 で あ る。 た だ し,こ れ らは,同 一 患 者 に 由 来 す

るの で,英 語 で言 え ば,one strainに 属 す る6isolates

で あ る。 最 初 の報 告 は,1982年 で あ るが1)4),実 際 の 分

離 年 は,1980年 で あ る。1980年 に,御 子 柴 か ら東 村 の

許 へ 送 られ,-20℃ に 凍 結 して 保 存 され た 。 これ らの

isolatesに は,44601－44606の 菌 株 番 号 が 付 され,1株

は,東 村 に よ りAmerican Type Culture Collection

(ATCC)に 送 付 され,ATCC33728(=44601)と して

保 存 され て い る。 これ らの菌 株 と比 較 す る た め に,皮 膚

感 染 菌 と して 知 られ る 次 の3菌 種 の 株 を 使 用 し た。

Mycobacterium marinum,M.haemophilum,M.

ulcerans,こ れ らの菌 株 の 由来 は,Table1に 示 した。

計 数 分 類:各 菌 株 に っ い て,108性 状 を検 査 した。 こ

の 中 の103性 状 は,Tsukamura5)が 前 に示 した104性

状 か ら"Gram染 色"を 除 いた103性 状 で あ る。 今 回 は,

こ の103に,次 の5性 状 を 追加 した 。(1)28℃7日 後 の

発育,(2)28°C14日 後 の 発 育,(3)28℃28日 後 の 発 育,

(4)succinamideのN源 と して の 利 用,(5)L-serine

のN源 と して の利 用 。28℃ で の発 育 は,被 検 株 を 約

0.1mg(湿 菌 量)「1%小 川 培 地 」 に接 種 した場 合 の発

育 の有 無 を示 した。M.haemophiZumに 関 す る検 査 は,

Dawson and Jennis6)の 報告 に基 づ い て,1%Ferric

ammonium citrateを 添 加 した小 川 培 地 で行 った。 計

数 分 類 は,matching coefficientを 計 算 し,single

linkage法7)で"clustering"を 行 った。

Mycolic acids:Mycolic acidsの 抽 出 お よ びC原

子 数 の 測 定 は,mass spectrometrygas chromato-

graphyに よ り行 っ た8)。

DNA Hybridization:DNA hybridizationは,

dot blot法 で 行 い,近 縁 と み られ た菌 種 の 比 較 は光 学

的 に行 っ た 。DNAの 標 識 は,photo-biotineに よ っ

た 。DNA hybidizationの 方 法 お よ びguanine+

cytosine(G+C)mol%の 測 定 の 方 法 は既 報 した9)10)。

研 究 結 果 お よ び考 察

計 数 分 類

計 数 分 類 の結 果 をFig.1に 示 す 。Matching coeffi-

cient 88%の レベ ル で,3つ のclustersが み られ る。 第

1のclusterは,08004お よび08005の2株 を除 い た24株

の,M.mariηumか ら成 る。 第2は,5株 のM.hamo-

philumのclusterで あ り,第3のclusterは,5株 の

M.ulceransと6株(6isolates)の 信 州 大 学 分 離 株 か

ら成 る。 この 結 果 を み る と,信 大 株(日 本 女 性 株)は

M.ulceransと 同 定 す べ きで あ る と思 わ れ る。 しか し,

他 の"authentic"なM.ulcerans株 が 互 い に似 て い る

の に対 し,信 大 株 は,こ れ らと若 干 違 って い る こ とが,

図 の結 果 か ら分 か る。 事 実,信 大 株 と"authentic".M.

ulcerans株 の 性 状 を 比 較 して み る と,Table2に 示 す

よ うな差 異 が み られ る。

(1)信 大 株 は発 育 が速 く,28℃14日 後 に,小 川 培 地

に よ く発 育 す るが,M.ulceransは,ほ とん ど 発 育 し

な い 。

(2)信 大 株 は,薄 い 褐 色 な い し黄 色 のR型 集 落 を形

成 す るが,.M.ulceransは 無 色 で あ る。

(3)信 大 株 は,Rifampicin25μg/mlに 耐 性 で あ る

が,M.ulceran8は 感 受 性 で あ る。

(4)信 大 株 は,6株 中5株 がIsoniazid10μg/ml感

受 性 で あ る が,M.ulceransは 耐 性 で あ る。
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Table1,Strains Used

a)S.Sato,Tohoku University,Sendai,Japan;b)American Type Culture Collection,Rockville,Maryland,

U.S.A.;c)R.Bonicke,Forschungs—institut Borstel, Borstel,Germany;d)M.Tsukamura,National Chubu 

Hospital,Obu,Aichi,Japan;e)D.J.Dawson,State Laboratory of Microbiology and Pathology,Brisbane,

Australia;f)D.Sompolinsky,Asaf Harofe Hospital,Zerfin,Israel;g)H.Boisvert,Institut Pasteur,Paris,

France;h)H.Mikoshiba,Shinshu University,Matsumoto,Nagano,Japan.
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Fig.1.Dendrogram of strains prepared by the 

single linkage—method of the clustering .

(5)信 大 株 はUrease陽 性 で あ るが,M.ulcerms

は 陰性 で あ る。

(6)信 大 株 は,glutamateの 存 在 下 で,pyruvateを

C源 と して発 育 す る が,M.ulceransは 発 育 しな い。

以 上 の よ うに,両 者 の問 に は,か な り判 然 と した生 物

学 的,生 化 学 的性 状 の差 が み られ る。

Mycolic　 Acidsの 比 較

信 大 株 の44601株(ATCC33728)とM.ulceran8の

type strain(ATCC19423)のmycolic acidsを 比 較

して み る と,次 の よ うな差 が み られ た。 薄 層chromato－

F i g.2.Comparison of the gas chromatograph

ic patterns of a trimethylsilyl ether derivative 

of the cr—mycolate between the type strain 28504

(ATCC19423)of M.ulcerans(upper)and the iso

late 44601(ATCC 33728)(lower).

The numbers in figure are those of carbon atoms .

graphyで は,両 者 と も にa-mycolate(M1),

methoxy-mycolate(MeO)お よ びketo-mycolate

(M2)に 相 当 す るspotsが み られ たが,massspectro-

metryで 調 べ たa-mycolate(M1)のC原 子 数 は,

信 大 株ATCC33728で は,76,78,80お よ び82,平 均

80で あ っ た の に対 し,.M.ulceran8ATCC19423株 で

は,72,74,76,78お よ び80,平 均76で,両 者 の間 に

判 然 と した差 が み られ た(Fig.2)。 しか し,両 者 のa-

unitのC原 子 数 は24,double bonds数 は2個 で,同

じで あ っ た 。 以 上 の ご と く,mycolic acidsの 分 析 で

は,は っ き り と両 者 を 区別 す る こと がで き た。

DNA Hybridization

信 大 株ATCC33728株 のG+Cmol%は61.8,M.

ulcerans ATCC19423株 の そ れ は61.4で,ほ と ん ど

差 が な か っ た。dot blot法 でDNA hybridizationを

行 う と,信 大 株 は,前 に使 用 した抗 酸 菌 の いず れ と も関

連 性 を 示 さ な か った11)。 しか し,.M.ulceransのtype

strainと は 区 別 し が た か っ た 。 そ こで,こ の 両 者 の

hydridizationの 程 度 を光 学 的 に測 定 して み た が,100

%のhydridizationで あ る と示 され た。

以 上 の3つ の 研 究 の 結 果 は,そ れ ぞ れ違 い が あ り,そ

の分 類学 的意 味 づ け に若 干 苦 慮 しな けれ ば な らな か った。

ま ず,mycolic acidsの 成 績 を み る と,両 者 のC原

子 数 の分 布 は,明 らか に違 って お り,両 者 を 別 種 の もの
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Table2.Characters Useful for Distinguishing among Four Taxa of Skin Pathogens

a)Tested in Ogawa egg medium.b)When received all M.marinum strains except 08002,08003 and 08006 formed smooth 

colonies.c)The photochromogenicity was tested at 37•Ž,incubating one tube in the dark and another under exposure to 

Light.d)Tested at 28•Ž.e)Unless noted,the utilization of carbohydrates was tested in the presence of ammoniacal 

nitrogen.f)Thin membraneous growth after 6 weeks.

と して よ い こ と に な る。 一 方,DNA hybridization

の結 果 で は,両 者 は全 く同 一 菌 種 とみ な さ な けれ ば な ら

ない こ とにな る。計 数 分 類 の結 果 を み る と,M.ulceran

株 と信 大 株 は明 らか に区 別 で き る もので あ るが,両 者 を

合 し た"cluster"は,他 のM.marinum株 お よ びM.

haemophilum株 と比 肩 し得 る 位 置 に あ る。 した が っ

て,信 大 株 をM.ulcermsに 属 す る が,明 らか に標 準

株 と は 異 な る亜 種(subspecies)と み な す の が妥 当 で

あ る と思 わ れ る。 この よ うに考 え る と,DNA hybridi-

zationに よ り区 別 で き な い の は 当然 で あ る し,一 方,

mycolic acidsお よ び 生 物 学 的 性 状,生 化 学 的性 状 で

区別 で き て もよ い。 この よ うな例 は, Mycobacte-

rium fortuitum subspecies acetamidolyticumで

経 験 さ れ た11)。 こ の よ うな 結 果 は,DNA hybridiza-

tionを 基 準 に して 考 え る と,mycolic acids分 析 の 結

果 は,必 ず し も菌 種 と一 致 しな い こ とを 示 して い る。

mycolic acidsの 特 異 性 は,菌 種 の 独 立 性 を 示 す 必 須

条 件 で は あ る が,mycolic acidsが 異 な って い れ ば,

必 ず別 菌 種 で あ る とは い え な い こ とを示 唆 して い る。 同

一 菌 種 で も,異 な っ たmycolic acids組 成 を示 し う る

こ とが考 え られ る。

現 在,菌 種 の 定 義 に関 して,す べ て の研 究 者 の 合 意 は

得 られ て い な い 。 計 数 分 類 で 独 立 した"cluster"を 示

す 菌 が あ れ ば,そ れ を 菌 種 とみ な す の は,計 数 分 類 学 の

立 場 で あ る12)。 一 方,mycolic acids研 究 者 に と って

は,異 な ったmycolic acidsを 示 す 菌 は,異 な った 菌

種 と考 え る立 場 が 主 張 され て い る13)。DNA hybridiza-

tionの 立 場 か らす れ ば,一 致 率70%以 上 の 菌 を も って
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Table3.Comparison of the Characteristics of Strains 08004 and 08005 with 

Those of Other Mycobacterium marinum Strains

Strain 08004 was received as `M.platypoecilus'from S.Sato in 1964 .
Strain 08005 was received as `M.ranae'L-17 from S.Sato in 1964 .

同 一 菌 種 と み な す の が,大 方 の 見 解 の よ うで あ る14)。

いず れ の立 場 に立 って も差 支 え な いの で あ るが,現 在 で

は,DNA hybridizationが 重 視 さ れ る趨 勢 に あ る よ

うで あ る。 したが って,わ れ わ れ も,そ の よ うな立 場 に

立 て ば,信 大 株 をM.ulceransの 新 亜 種 とす るの が妥

当 で あ る と思 わ れ る。以 後,信 大 株 を,Mycobacterium

uιceranssubspecies shinshuenseと 呼 ぶ こ と にす る。

Type strainは,す で にAmerican Type Culture

Collectionに 寄 託 したATCC33728株 で あ る。

0804株 と08005株 の 分 類 につ い て

Fig.1の 計 数 分 類 の 結 果 に示 した よ うに,従 来,M.

marinumと さ れ て い た08004株 と08005株 は,他 の

M.mariηumと は か な り違 っ て い る。 こ の2株 は,東

北 大 学 抗 酸 菌 病 研 究 所 の佐 藤 三 郎 教 授 が 所 持 され て い た

株 で,今 野 淳 博 士(後,教 授)か ら1964年 に分 与 され

た。 東 村15)は,1966年 の発 表 で,こ れ をM.marinum

と した の で あ る が,上 述 の よ うに,他 のM.marinum

と は,少 し違 っ た 性 状 を 示 す 。Table3に,そ の相 違

点 を 示 す 。 しか し,計 数 分 類 に示 す よ うに(Fig.1),

他 の菌 種 と比 較 す る とM.marinumに 最 も近 い。

結 論

御 子 柴 甫 に よ っ て,外 国 に行 っ た こ とが な い19歳(当

時)の 日本 女 性 の皮 膚 潰 瘍 か ら分 離 され た抗 酸 菌 は,

Mulceran8に 属 す る と考 え られ る。M.uιceran8は,

従 来,太 洋 州,ア フ リカ,中 南 米 以 外 で は分 離 され た こ

とが な い ので,こ れ が 日本 で 分 離 され た こ と は,極 め て

異 例 の こ と と いえ る。 しか しな が ら,こ の 株 は,従 来 知

られ る ―M.ulceran8と は,そ の 生 物 学 的 性 状,生 化 学

的 性 状,mycolic acids組 成 に お い て,明 らか に異 な っ

て いた 。 しか し,DNA hybridizationで は,.M.ulce-

ran8と 区 別 で きな か った。 した が って,こ の株 は,,M.

ulceransの 新 しい亜 種 を形 成 す る もの と考 え られ た。
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