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Total lipids were extracted from Mycobacterium tuberculosis with chloroform— 

methanol(2:1),applied on a silica-gelel thin—layer plate,and developed with chloroform—

methanol-acetone(90:10:5).Glycolipids were detected by spraying Anthrone-reagent 

and heating.Strain H37Rv of M.tuberculosis showed four Anthrone-positive spots,

namely trehalose-monomycolate,unidentified glycolipid,trehalose—dimycolate and GL—Rv,

and strain H37Ra showed only two spots corresponding to trehalose-monomycolate and 

trehalose—dimycolate.(Fig.1)Other 4 laboratory-stock strains of M.tuberculosis showed 

glycolipid—pattern identical with either of these two patterns.
One hundred and fifty—eight  strains of M.tuberculosis,isolated clinically from 

tuberculosis patients,were classified into 7 types according to their glycolipid—pattern.

(Fig.2)Twenty-seven strains contained one more Anthrone-positive spot other than 
those of strain H37Rv.Pattern II was most frequently observed(60 strains),and then 

pattern I(33 strains),VI (29 strains),IV(13 strains),V(9 strains),VIE(8 strains),and III
(6 strains).Pattern I corresponded to that of strain H37Ra and pattern VI corresponded 
to that of strain H37Rv.

Glycolipid—pattern did not correlate to clinical features of patients from whom the 

bacilli had been isolated.

A glycolipid,which moved to just under the solvent front,was a new glycolipid which 

has been found by us and designated as GL—Rv.Chemical structure of GL—Rv was 

clarified by us as trehalose-polyacyl derivatives(no mycolic acid as the acyl residue)

(Reference 9).Glycolipid—pattern was very stable and reproducible for each strain of M.
tuberculosis. The procedure is very simple and does not require any special instruments.

Glycolipid—pattern of M.tuberculosis may be very useful as a complementary method for 

the sub—tvoina of M.tuberculosis.

*From the Research Institure of Tuberculosis,Japan Anti-Tuberculosis Association,3-1-24,

Matsuyama,Kiyose—shi,Tokyo 204 Japan.
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1.は じ め に

単 一 菌 種 で あ るMycobacteriumn tuberculosisが,

い くつ かの亜型 に分 類 で き る こ とは広 く認 め られ て い る。

例 え ば,イ ギ リスの結 核 患 者 か ら分 離 さ れ た結 核 菌 は,

イ ン ドの 患 者 か ら分 離 され た結 核 菌 よ り も毒 力 ・病 原 性

が 高 い1)こ とな ど も,亜 型 の存 在 の証 拠 の一 つ と して あ

げ る こ とが で きよ う。

亜 型 の 分 類 は,例 え ば,再 発 の と きの菌 が初 発 の と き

の菌 と同 じか ど うか の判 断 や,集 団発 生 が疑 わ れ る と き

の感 染 源 の 確 定 な ど,理 論 的立 場 の み な らず,臨 床 や結

核 対 策 な どの 実 地 面 か ら も重要 な 問題 で あ る が,結 核 菌

の亜 型 分 類 は,他 の 菌 種 の場 合 ほ ど容 易 で は な い。

Mycobacteriumn属 の うち で もM.avium-intracel-

lulareやM.scrofulaceumで は,血 清 凝 集 反 応 を 利

用 して 亜 型 に 分 類 す る こ と が で き,Schaeferの 方 式2)

に準 じて 広 く実 施 され て い る。 しか し,M.tuberculo-

sisの 場 合 は,自 然 の 凝 集 が 強 い た め に血 清 凝 集 反 応 を

利 用 す る こ と は不 可 能 で あ る。

フ ァー ジ に よ る タ イ ピ ン グが 最 も有 望 で,実 際 に も利

用 され て い る けれ ど も,菌 株 特 異 性 を 示 す フ ァー ジの種

類 が限 られ て い る こ とや,M.tubereulosisが 固型 培 地

上 で孤 立 した コ ロ ニ ーを 作 って 均一 な ロー ンを作 りに く

い な ど の技 術 的 な難 点 の た め に,な お 問題 点 を残 して い

る3)。 現 状 で は,決 定 的 な 一 つ の 方 法 を求 め よ う とす る

よ りは,そ れ 自体 補 助 的 で あ って も,い くつ か の性 状 を

組 み合 わせ て 亜 型 分 類 を 試 み るの が 現 実 的 で あ るよ うに

思 われ る。

わ れ わ れ は,M.tuberculosisの 糖 脂 質 の 研 究 中 に,

M.tuberculosisのH37Rv株 とH37Ra株 と が 異 な

る 糖 脂 質 パ タ ー ン を示 す こ と を 認 め た4)。 さ らに,M.

tuberculosisの 種 々 の 研 究 室 保 存 株 お よび 臨 床 分離 株

につ いて検 討 した と ころ,こ れ らは7通 りの 糖 脂 質 パ ター

ンに分 類 で きる ことが明 らか に な った。 この 糖 脂 質 パ ター

ンに よ るM.tuberculosisの 分 類 は,M.tuberculosis

の亜 型 分 類 の補 助 手 段 の一 つ と して 有 用 で あ る と考 え ら

れ るの で報 告 す る。

2.方 法 お よ び材 料

a)菌 株 と培 養

研究 室 保 存 株 と して は,M.tuberculosisのH37Rv,

H37Ra,Schachat,Yamamoto,Kuronoお よ び

AoyamaBの6株 を 用 い た。 これ らの菌 は,ソ ー トン

液 体 合 成 培 地 に37℃ で 通 常3週 間,実 験 に よ って は10

日 な い し6週 間 表 面 培 養 した。

臨 床 分 離 株 は,当 研 究 所付 属 病 院 で入 院 ま た は通 院 で

治 療 中 の結 核 患 者 か ら分 離 され,発 育 速 度,コ ロニ ー性

状,色 素 産 生,ナ イ ア シ ン ・テ ス ト,薬 剤 感 受 性 な ど に

よ っ てM.tuberculosisで あ る こ とが 確 認 さ れ た158

株 を用 い た。 これ らの 菌 は,分 離 に 用 い られ た3%小 川

鶏 卵 培 地 か らソ-ト ン液 体 合成 培地 に継 代 し,少 な く と

も3代 の継 代 を繰 り返 して 安 定 した発 育 が え られ るよ う

に な って か ら実 験 に用 いた 。 実 験 用 の 菌 は,ソ ー トン培

地 に37QCで3週 間 培 養 した 。

b)脂 質 の 抽 出

菌 を ろ過 に よ って 収 穫 し,十 分 に水 洗 した の ち,半 乾

燥 状 態 の 菌 に 菌 重 量 の 約20倍 容 の ク ロ ロホ ル ム:メ タ

ノ ー ル(2:1)を 加 え,室 温 で 時 々 振 と う しな が ら一 夜

抽 出 した。 ろ過 後,ろ 液 に0.2容 の生 理 的食 塩 水 を加 え

て穏 や か に混 和,一 夜 低 温 室 に放 置 した。 ク ロ ロホ ル ム

層 を 乾 固 し,秤 量 した の ち20mg per mlに ク ロ ロホ

ル ム に溶 解 した。

c)薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

全 脂 質 の ク ロ ロ ホル ム溶 液 の10μlを シ リカ ゲ ル 薄層

プ レ ー ト(0.25mm厚,Merck社)に 添加 し,ク ロ ロ

ホ ル ム:メ タ ノ ー ル:ア セ ト ン(90:10:5)で 展 開

(約10cm)し た。 フ。レー トを 乾 燥 した の ち,ア ンス ロ

ン試 薬 を 噴 霧 し,110℃ で 約10分 加 熱 した 。 ア ンス ロ

ン陽 性 の赤 紫 色 の ス ポ ッ トは糖 脂 質 の 存 在 を 示 し,こ れ

らの ス ポ ッ トを マ ー ク した。

ア ンス ロ ン試 薬 は,0.1gの ア ン ス ロ ン と2.Ogの チ

オ尿 素 を200mlの66%硫 酸 に溶 か して 調 製 し,褐 色瓶

に保 存 した。

3.結 果

a)M.tuberculosis,H37Rv株 とH37Ra株 との 糖

脂 質 パ ター ン

H37Rv株 とH37Ra株 の全 脂 質 の糖 脂 質 パ タ ー ンを

Fig.1に 示 し た。H37Rvで は,4つ の ア ンス ロ ン陽 性

の ス ポ ッ トが 認 め られ,こ れ ら は移 動 度 の低 い順 に,

trehalose-monomycolate,未 同定 の糖 脂 質,treha-

lose―dimycolate,お よ び わ れ わ れ が 新 た に 発 見 し

GL―Rvと 名 付eけ た 糖 脂 質4)で あ る こ と を 確 認 した。

H37Raは,trehalose-monomycolateお よびtreha-
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Fig.1.Glycolipid Patterns of Strains H 37 

and H37 Ra of M. tuberculosis

lose-dirnycolateに 相 当 す る2つ の ア ン ス ロ ン陽 性

ス ポ ッ トの み を 示 した 。

H37Rvお よ びH37Raは と も に最 初America

 Mycobacterial Culture Collection(TrudeauInst'

tute,Saranac Lake,New York)か ら分 与 を 受 け

もので,当 研究 所 の数人 の ス タ ッフ に よ って そ れ ぞ れ 違 っ

た条 件 下 で 維 持 され て き た もの で あ るが,ど の 継 代 株 を

用 いて も,す べ て 同 一 の 糖 脂 質 パ タ ー ンが 得 られ た 。 ま

た,こ れ ら両 株 の糖 脂 質 パ タ ー ンは培 養 日数 に よ って 影

響 され ず,10日 か ら6週 の 間 の い ろ い ろ な時 期 に収 穫

さ れ た菌 は,い ず れ も同 一 のパ タ ー ンを 示 した。 ソ ー ト

ン培 地 の グ リセ ロ ー ル を等 モ ル の グ ル コ ー ス に置 き換 え

た変 法 ソー トン培 地 で 菌 を培 養 した場 合 に も,全 脂 質 の

収 量 に は違 い が み られ たが,糖 脂 質 のパ タ ー ンに は変 化

は な か った。

b)薬 剤 耐 性 と糖 脂 質 パ タ ー ン

H37Rvを 種 々 の 抗 結 核 薬 剤 を含 有 す る培 地 に継 代 を

繰 り返 して,ス トレプ トマ イ シ ン,カ ナ マ イ シ ン,カ プ

レオ マ イ シ ン,ツ ベ ラク チ ノ マ イ シ ン,サ イ ク ロセ リ ン,

リ フ ァ ン ピ シ ン,イ ソニ ア ジ ド,パ ラア ミノ サ リチ ル酸,

エ タ ンブ トー ル,お よ び エ チ オ ナ ミ ドの そ れ ぞ れ に耐 性

を 示 す 変 異 株 をin vitmoで 選 択 した 。 こ れ ら薬 剤 耐 性

変 異 株 は,薬 剤 感 受 性 の親 株 と同 一 の糖 脂 質 パ タ ー ンを

示 した。

c)研 究 室 保 存 株 の糖 脂 質 パ タ ー ン

検 討 し た6株 の う ち,H37Rv,Kurono,Aoyama

Bは 同 じ糖 脂 質 パ ター ンで4つ の ア ンス ロ ン陽 性 ス ポ ッ

トを 示 し,H37Ra,Schachat,Yamamotoは2つ の

ア ンス ロ ン陽 性 ス ポ ッ トか らな る 同一 の糖 脂 質 パ タ ー ン

を示 した。 これ ら6株 の うち,H37Rv,Schachat,Ku-

ronoお よ びYamamotoの4株 は 強 毒 株 で あ り,

H37Raお よ びAoyama Bの2株 は弱 毒 な い し無 毒 株

で あ る。

d)臨 床 分 離 株 の糖 脂 質 パ ター ン

検 討 した158株 のM.tuberculosisは,149株 が か く

た ん,3株 が 膿 胸 の 膿,2株 が 胸 膜 浸 出液,1株 が リ ン

パ 節 生 検 材 料,2株 が 切 除肺,1株 が尿 か ら分 離 さ れ た

もの で あ る。

これ ら臨 床 分 離 株 の 糖 脂 質 パ ター ンは,Fig.2に 示

した よ うに7つ の パ ター ンに分 類 で き た。 パ ター ンIII,

IV,VIIで は,H37Rvに み られ た4つ の ア ンス ロ ン陽 性

の スポ ッ トのほか に,trehalose-dimycolateの ス ポ ッ

トとGL-Rvの ス ポ ッ トの 中 間 に,他 の ス ポ ッ トとは

色 調 が異 な って鮮 紅 色 を呈 す るス ポ ッ トが認 め られ た。

GL―Rvの ス ポ ッ トは,パ タ ー ンV,VI,VIIの46株

(29.1%)に 認 め られ た。Trehalose―monomycolate

お よびtrehalose-dimycolateに 相 当 す る2つ の ス ポ ッ

トは,す べ て の菌 株 に認 め られ た。

パ タ ー ン1はH37Raの,パ タ ー ンVIはH37Rvの

パ ター ンに そ れ ぞ れ相 当 す る。

臨 床 分離 株M.tuberculosis158株 の うち で,最 も頻

度 の 高 か っ た の は パ タ ー ンIIの60株(38.0%),続 い

Fig.2.Glycolipid Patterns of Clinically Iso

lated Strains of M.tuberculosis
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て パ タ ー ン1の33株(20.9%),パ タ ー ンVIの29株

(18.4%),パ ター ンIVの13株(8.2%),パ タ ー ンVの

9株(5.7%),パ タ ー ンVIIの8株(5.1%),パ タ ー ン

IIIの6株(3.8%)で あ った。

e)糖 脂 質 パ ター ンの再 現 性

同一 の全 脂 質 抽 出 サ ンプ ル の繰 り返 しテ ス トで は,常

に 同一 の糖 脂 質 パ タ ー ンが み られ た。 ま た,同 一 の 菌 株

を継 代 し,違 った継 代 代 数 の菌 体 か ら抽 出 した全 脂 質 サ

ン プ ル も常 に 同 一 の 糖 脂 質 パ タ ー ンを示 した。24例 の

排 菌 を繰 り返 して い る症 例 か ら,時 期 を 隔 て て そ れ ぞ れ

2株 の菌 を分 離 し,そ れ らの糖 脂 質 パ タ ー ンを比 較 した 。

.7例 で は 同 一 患 者 か らの2つ の菌 株 は それ ぞ れ 同 一 の

糖 脂 質 パ ター ンを示 した。 残 りの7例 で は,2つ の 菌 株

の パ タ ー ンは一 致 しなか っ た。1回 目の 分 離 株 が パ タ ー

ンVIで,2回 目 の分 離 株 でパ タ ー ン1を 示 した例 が2例,

パ ター ン皿 を示 した例,パ タ ー ンVを 示 した 例 が そ れ ぞ

れ1例,1回 目 の 分 離 株 が パ タ ー ンVIIで,2回 目の 分 離

株 で パ ター ンIV,V,VIを 示 した もの が それ ぞ れ1例 で

あ った。

f)糖 脂 質 パ ター ンと臨 床 指 標 と の関 連

M.tuberculosisが 検 出 され た と きの 臨 床 指 標 と,そ

の菌 の糖 脂 質 パ ター ンと の関 連 を 検 討 した 。 検 討 した 臨

床 指 標 は,空 洞 の有 無,病 巣 の拡 が り,病 歴 の 長 さ,治

療 状 況,菌 の量,細 菌 学 的 予 後,薬 剤 耐 性 の 状 況 で あ る。

これ ら臨床 諸 指 標 は,い ず れ も,分 離 した 菌 の 糖 脂 質 パ

タ ー ン と関 連 を示 さ なか っ た。1例 と して,空 洞 の 有 無

と糖 脂 質 パ ター ンと の関 連 をTableに 示 した 。

な お,全 脂 質 抽 出物 一 ク ロ ロ ホ ル ム溶 液 の 色 調 も糖脂

質 パ ター ン と関 連 を示 さ なか っ た。

4.考 察

M.tuberculosisを 亜 型 に分 類 す る こ と は,学 問 的 な

興味か らのみでなく,臨床 や疫学 の立場 か らも重要 な問題

であ るが,M.tuberculosisの 特性 か らくる技術上 の難

点のために,他 の細 菌菌種 で有効 に応用 されている血清

型分 けや ファー ジ型分 けなどの単一 の方法 では完全 に満

足で きる型分 けが困難 であ り,そ れ自体 は補助 的な方法

であ って もい くつかの方法 の組 み合 わせ によ ってよ り確

実な結 果を期待 せざるをえないのが現状 である。 このた

め には,現 在 広 く利用 されているフ ァージ型分 けや低濃

度薬剤 感受性 テス トなどのほかに,よ り多 くの補助的 な

方法の開発 が望 まれる。

単一 菌種 の うちの菌株 によ って糖脂質パ ター ンに違 い

があ ることは,Mycobacterium属 の細菌 にあって も,

例 えば,M.avium-intracellulareの 血清 型 を規定す

るの は糖脂 質 で あることが明 らかに されてお り5)6),ま

た,M.tuberculosisに あ って もGorenら7)8)は,毒

力 ・病 原性 の強い菌株 ではsulfatidesの 含有量が高 く,

逆 に毒力 ・病原性 の低 い菌株 ではattenuation indica-

torlipid(AIL)と 彼 らが名 付 けた脂 質 の含 有量 が高

い ことを報告 している。

われわれは,こ の報告 で,M.tuberculosisの 研究室

保存株 ・臨床分 離株 につ いて糖脂質パ ター ンを調べ,7

つの型 に分類 で きる ことを報告 した。 このテス トは全脂

質抽 出物 の薄層 クロマ トグラフ ィーによるもので,高 価

な機具,特 別 の熟練 を必要 とせず,比 較的容易 に実施す

ることがで きる。再現性 も満足で きる程度 に十分であ る

と考 える。 同一症例 か ら時期 を隔てて分離 した2株 の菌

株 のパ ター ンが一致 しない例が少数 あったが,こ れ らの

症例 はいずれ も,病 気 の経過が非常 に長 く,種 々の治療

をうけており,空 洞を含む複雑 な病変 を持 ったものであ っ

て,実 際に複数 の菌株 が混合 して存在 して いる可能性 も

十分 に考 え られる。

糖脂質 の うち,わ れわれ の用 いた展開溶媒で フロン ト

Table Correlation between X— R ay Findings and Glycolipid—Pattern

*Number of strains isolated from sputum of tuberuculosis patients
.Numbers in parentheses are

 percentage to the total numder.
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の す ぐ下 に まで 移 動 す る糖 脂 質 は,わ れ わ れ が初 め て発

見 ・精 製 してGL-Rvと 名 付 け た もので,そ の化 学 構 造

は 片 岡 ら9)に よ ってtrehalose-polyacyl derivatives

で あ る こ とが 証 明 さ れ て い る。acyl基 と して は,ミ コー

ル 酸 は含 ま れ て い な い。GL-Rvは,Mycobacterium

属 の うち で も,M.tuberculosisの み で 検 出 さ れ,M.

bovisを 含 め て 他 の 菌 種 で は検 出 さ れ な い。 精 製 した

GL-Rvは,マ ウ ス に注 射 した と き,ほ とん ど毒 性 を示

さ な か った。

5.結 論

ヒ ト型 結 核菌Mycobacterium tuberculosisは,薄

層 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る糖脂 質 パ タ― ンに よ って,

7つ の亜型 に分 類 で き る。 この テ ス トは簡単 に 実 施 で き,

再 現 性 もあ り,M.tuberculosisの 亜 型 分 類 の 補 助 手 段

と して 利 用 で き る。
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