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The acid-fast bacteria contain Mycobacterium tuberculosis that are pathogenic to humans. A common 

feature of the acid-fast bacteria is that they are rich in lipids, and mycolic acid is representative lipid 

distributed in the cell wall. M. bovis BCG is the only available tuberculosis (TB) vaccine. In this 

study, it was analyzed the mycolic acids in BCG daughter strains. The subclasses were detected by 

using thin-layer chromatography (TLC). The molecular species were assigned by matrix-assisted 

laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). We established 

the protocol of mycolic acid analysis. The diversity was clarified by comparison of mycolic acid in 

BCG daughter strains. These results make it possible to discuss the features, biosynthesis, and host 

responses of mycolic acid, and promote better understanding of the relationships between structure 

and function in lipids. 
 

１１. 緒緒言言 
結核はネアンデルタール原⼈の化⽯にまで遡ることができる⼈類最古の感染症で、今なお甚⼤

な被害をもたらしている。結核の起因菌である結核菌（Mycobacterium tuberculosis）は R. Koch に
より 1882 年に発⾒され、それ以降、⼈類との⻑い戦いの歴史がある。世界保健機関（WHO）が
認める唯⼀の結核ワクチンであるBCGワクチンは、
フランス・パスツール研究所の A. Calmette と C. 
Guérin がウシの結核性乳腺炎から分離した強毒ウ
シ型結核菌（Mycobacterium bovis）を 1908 年から 13
年間、231 代にわたって繰り返し継代培養して病原
性を失った馴化菌株である。この弱毒化 M. bovis の
接種により、結核感染に対する免疫記憶が誘導され
ることが明らかとなり、Bacille de Calmette et Guérin
の頭⽂字をとって M. bovis BCG 株と名付けられた。 

BCG 株は 1920 年代から結核ワクチン株として世
界各国に分与され、14 株以上の亜株（娘株）が存在
する（図１）。分与時期による亜株の細菌学的な形質
の違いが指摘され，1926 年以前の早期分与株はオリ
ジナル BCG 株に近いと考えられている 1)． 

結核菌や BCG 菌を含む抗酸菌は、細胞表層が強
固で多量の脂質分⼦に覆われていることが特徴で
ある。その中で、ミコール酸は天然では希な⻑鎖分

 
図図１１  BCG 亜亜株株のの世世界界各各国国へへのの分分与与時時期期 
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岐脂肪酸として、抗酸菌に広く分布する特筆すべき脂質分⼦である。ミコール酸には、菌種特異
的に修飾基の異なるサブクラスが存在し、炭素鎖⻑が 80 超にも及ぶことから、菌体からの抽出・
精製や構造解析は極めて困難である。 

本研究では、BCG 亜株のミコール酸解析を⾏う過程でミコール酸のサブクラス同定・構造解析
の⼿法を確⽴した。また、BCG 亜株におけるミコール酸の多様性から感染性や抗原性といったワ
クチン効果への関連性について考察したので報告する。 

 

２２. 材材料料とと方方法法 

(1) 菌菌株株 

本研究で使用したBGC亜株とその由来を表１にまとめた。各菌株は 7H11寒天培地（10％Middlebrook 

OADC サプリメント, 0.5％glycerol 添加, Becton Dickinson, NJ, USA）で 37℃、2 週間培養した。また、

比較菌株としてヒト結核菌（M. tuberculosis H37Rv, Erdman 株）、ウシ結核菌（M. bovis B10, Ravenel 株）

の死菌体を使用した。 

 

(2) 菌菌体体かかららののミミココーールル酸酸抽抽出出 

各菌体を 10％水酸化カリウム溶液または 10% Tetrabutylammonium Hydroxide Solution（TBAH, Fujifilm, 

Tokyo）に懸濁して、95℃、16 時間以上、アルカリ加水分解した。冷却後、6 M 塩酸で酸性に戻し、蒸

留水とヘキサン或いはクロロホルムを加えて二層分配した。ミコール酸を含む有機層を別ガラスチュ

ーブに回収し、遠心エバポレーターで濃縮乾固した。（トリメチルシリル）ジアゾメタン溶液（2.0 M 

in Hexanes, Sigma Aldrich, St. Lous, MO, USA）でメチルエステル化してミコール酸メチルエステル画分

を得た。 
 

(3) ミミココーールル酸酸ササブブククララススのの検検出出 
ミコール酸メチルエステル画分の薄層クロマトグラフィー（Thin-Layer Chromatography, TLC）

を実施した。TLCには、Silicagel G（Uniplate; 20 by 20 cm, 250 μm; Analtech, Inc., Newark, DE, USA）
を⽤い、展開溶媒系はヘキサン:ジエチルエーテル（90:15, vol/vol）或いはベンゼンで各3回展開し

表表１１  菌菌種種・・菌菌株株のの由由来来 
No. strain ATCC No. synonym 備考 

1 M. tuberculosis H37Rv ATCC 25618  ⽮野郁也博⼠より死菌体として分与 

2 M. tuberculosis Erdman   ⽮野郁也博⼠より死菌体として分与 

3 M. bovis B10   ⽮野郁也博⼠より死菌体として分与 

4 M. bovis Ravenel   ⽮野郁也博⼠より死菌体として分与 

5 M. bovis BCG Russian ATCC 35740   

6 M. bovis BCG Brazilian (Moreau)  Brazil  

7 M. bovis BCG Japanese ATCC 35737   

8 M. bovis BCG Swedish    

9 M. bovis BCG Birkhaug    

10 M. bovis BCG Danish ATCC 35733 Denmark  

11 M. bovis BCG Glaxo ATCC 35741   

12 M. bovis BCG Mexican ATCC 35738   

13 M. bovis BCG Tice ATCC 35743 Chicago  

14 M. bovis BCG Montreal ATCC 35735 Frappier  

15 M. bovis BCG Connaught ATCC 35745 Toronto  

16 M. bovis BCG Phipps ATCC 35744 Philadelphia  

17 M. bovis BCG Australian ATCC 35739   

18 M. bovis BCG Pasteur ATCC 35734   
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た。検出は、20％硫酸/エタノールをTLCプレート表⾯全体に噴霧し、180℃で含有物が完全に⿊化
するまで焼き切り、ミコール酸メチルエステルをスポットとして検出した。ミコール酸メチルエ
ステルを精製する場合は、TLCプレートにサンプルを帯状に滴下し、展開後にTLCを密閉容器に
⼊れ、ヨウ素で飽和させて⻩⾊に変⾊したミコール酸画分に⽬印を付けた。ドラフト内でヨウ素
を⼗分に⾵乾除去した後、予め⽬印を付けた画分のシリカゲルを掻き取り、試験管内でクロロホ
ルム抽出した。遠⼼分離でシリカゲルを除いた上清を回収し、濃縮乾固した。展開したTLCプレ
ート上で単⼀スポットが得られるまで繰り返し精製した。 

 

(4) ミミココーールル酸酸のの質質量量分分析析 
精製したミコール酸メチルエステルをマトリックス⽀援レーザー脱離イオン化⾶⾏時間型質量

分析装置（matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometer, MALDI-TOF/MS, 
UltrafleXtreme, Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA）を⽤いて質量分析した。濃縮乾固した精製ミ
コール酸メチルエステルをクロロホルムで 1 mg/ml に調製し、ターゲットプレート上にマイクロ
シリンジで 1 µl添加した。拡がるのを防ぐため、⼩まめに乾燥させながらスポット添加した。⾵
乾後、マトリックスとしてクロロホルム:メタノール/1:1（vol/vol）で 10 mg/ml に調製した 2,5-
dihydroxy benzoic acid（DHB, 東京化成株式会社）を 1 µl追加した。ターゲットプレート上でサン
プルと均⼀になるようにマイクロシリンジの先でよく混和した。MALDI-TOF/MS は加速電圧 20 
kV, Reflector Positiveモードで測定した。 

 

３３. 結結果果 

(1) 抗抗酸酸菌菌由由来来ミミココーールル酸酸解解析析法法のの確確立立 
難溶性であるミコール酸の菌体からの抽出・精製・分析には、疎⽔性の特徴を活かした取り扱

いが必要になる。先ず、菌体からアルカリ加⽔分解により脂肪酸画分を抽出し、ヘキサンやクロ
ロホルム等の有機溶媒で抽出した。濃縮乾固してトリメチルシリルジアゾメタンでメチルエステ
ル誘導体にした。TLC で各種展開溶媒系を組み合わせてサブクラスに分離することが出来た。ア
ルカリ加⽔分解については 10％⽔酸化カリウム溶液、10％TBAH のどちらで実施しても、得られ
るミコール酸画分に差異はなかった。また、ヘキサン、クロロホルムでの抽出については、クロ
ロホルム抽出の⽅がミコール酸メチルエステル以外の不純物が TLC 上、多く含まれていた（data 
not shown）。ヒト結核菌、ウシ結核菌由来のミコール酸メチルエステル標準品との移動度（Rf値）
の⽐較でサブクラスの同定が可能になった。ミコール酸分⼦種は MALDI-TOF/MS で m/z を検出
し、ミコール酸サブクラスの推定構造式（図２）と質量数の⼀致から同定した。これらの結果を

 
図図２２  ミミココーールル酸酸ササブブククララススのの推推定定構構造造式式 
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基に、抗酸菌由来のミコール酸解析を可能にしたプロトコールを完成させ、図３に⽰した。 

 

(2) BCG 亜亜株株由由来来ミミココーールル酸酸ササブブククララススのの解解析析 

図３のプロトコールに従い、BCG 亜株の菌体からミコール酸画分を抽出した。ヒト結核菌、ウシ結

核菌を指標として TLC を実施し、ミコール酸サブクラスの偏在性を検討した（図４）。早期分与株 5

株は、ヒト、ウシ結核菌と同様に、α-, メトキシ-, ケト-ミコール酸が検出された。全ての後期分与株

9 株は、メトキシ-ミコール酸が欠失していた。また、各ミコール酸サブクラスのスポットに濃淡があ

り、TLC の各スポットを Image-J で解析して組成比を算出した（図５）。ヒト結核菌のミコール酸サブ

クラスの含量は、α>>メトキシ>ケトであったが、BCG 亜株はケト>>α≒メトキシであった。全ての BCG

亜株のケト-ミコール酸含量は約 60%であり、組成比はヒト結核菌と大きく異なることが特徴であり、

菌種特異的であった。 

 

ミコール酸の抽出 
1. 菌体約 200 mg（湿重量）をネジ付ガラス試験管に取り、10％水酸化カリウム溶液（エタノール/水, 1:1, vol/vol）

或いは 10% tetrabutylammonium hydroxide（TBHA in methanol）1 mlを追加 
2. 95℃のヒートブロックで 16時間以上反応 
3. 自然放冷後、6 M 塩酸で酸性化 
4. 蒸留水 1 ml、ヘキサン或いはクロロホルム 6 mlを加えてよく振り、二層分配 
5. ヘキサン層（上層）或いはクロロホルム層（下層）をパスツールピペットで回収 
6. 濃縮乾固（遠心エバポレーター或いは窒素気流下） 
7. ヘキサン/メタノール混液（19:1, vol/vol）1 mlを加えて溶解 
8. （トリメチルシリル）ジアゾメタン（2.0 Mヘキサン溶液）10 μlを添加 
9. 室温で 30分以上静置し、メチルエステル化 
10. 濃縮乾固（遠心エバポレーター、窒素気流下） 

 
ミコール酸サブクラス同定 

1. クロロホルムに溶解し、薄層クロマトグラフィーで展開して確認 
2. 展開溶媒; ヘキサン:ジエチルエーテル（90:15, vol/vol）或いはベンゼンで 3回展開 

 
ミコール酸分子種同定 

1. 精製ミコール酸 1 mg/ml溶液をターゲットプレートに 1 µl 添加 
2. マトリックス DHB 10 mg/mlを 1 µl追加して混和 
3. MALDI-TOF/MS測定（Reflector Positiveモード, 加速電圧 20 kV） 
4. 推定構造式と質量数の一致から分子種を算出 
 

図図３３  抗抗酸酸菌菌由由来来ミミココーールル酸酸解解析析ププロロトトココーールル 

 
図図５５  各各菌菌株株由由来来ミミココーールル酸酸ササブブククララスス

のの組組成成比比 

 
図図４４  各各菌菌株株由由来来ミミココーールル酸酸ササブブククララススのの

TLC 比比較較 
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(3) BCG 亜亜株株由由来来ミミココーールル酸酸ササブブククララススのの分分子子種種同同定定 

TLC で繰り返し精製純化したミコール酸サブクラスを MALDI-TOF/MS で分析した。ターゲットプ

レート上に各サンプルを載せ、マトリックスである DHB を追加・混和して乾固した。Reflector Positive

モードで測定すると、ミコール酸メチルエステルのピークは m/z; [M+Na]+として推定構造式と一致し

た質量数が検出され、ミコール酸分子種が同定できた。WHOがBCGワクチンの reference reagents（RRs）

に採択した Japanese 株、Danish 株、Russian 株 2)と BCG 亜株の親株である Bovis B10 株を代表株とし

て、各ミコール酸サブクラスの MALDI-TOF/MS スペクトラムを図６に示した。同様の手技で全 BCG

亜株についてミコール酸サブクラスの分子種を同定し、その分布を表２、３、４にまとめた。各ミコ

ール酸分子種ではメインのピークを中心に前後炭素鎖長 2-4 程度の幅で分布していた。α-ミコール酸

は C78:2 と C87:1 を中心とした 2つのクラスターが存在し、早期分与株は C87:1 を中心とした 1つの

クラスターのみで、主に後期分与株に 2 つのクラスターが存在した。ヒト結核菌は後期分与株のミコ

ール酸分子種の分布に近いことがわかった。メトキシ-、ケト-ミコール酸の分子種についてはヒト結核

菌、ウシ結核菌、メトキシ-ミコール酸欠失株以外の BCG 亜株間で大きな差異はなかった。 

 

図図６６  ミミココーールル酸酸ササブブククララスス MALDI-TOF/MS 解解析析 

- 5 -



原著論文 

 

表表２２  菌菌種種、、菌菌株株にによよるる α-ミミココーールル酸酸分分子子種種のの多多様様性性 

 
表表３３  菌菌種種、、菌菌株株にによよるるメメトトキキシシ-ミミココーールル酸酸分分子子種種のの多多様様性性 

 
表表４４  菌菌種種、、菌菌株株にによよるるケケトト-ミミココーールル酸酸分分子子種種のの多多様様性性 
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４４. 考考察察 
結核菌や結核ワクチン株であるBCG菌を含む抗酸菌は、他の細菌と⽐べ⼤きな相違点として、

脂質画分に富み乾燥重量の約 40％含まれることである。特に、ミコール酸分⼦は抗酸菌に特徴的
で、16S rRNAによる相同性による遺伝⼦解析⼿法が近年の主流である新種提案においても、ミコ
ール酸の存在が抗酸菌の必須条件となっている 3)。また、ミコール酸は CD1d 分⼦を介した新た
な宿主免疫応答機序が明らかになり、抗酸菌感染症においても重要な分⼦である 4)。本研究では、
ミコール酸解析に焦点を当て⼩スケールで的確に解析できるプロトコールを完成した。脂質抽出
は、基本的にはアルカリ加⽔分解と Forch法に準じた疎⽔画分の分取である。TLCの Rf値からミ
コール酸サブクラスを同定し、推定構造式と MALDI-TOF/MS による質量数の⼀致から分⼦種構
造まで解析できる。⼀般的に汎⽤されるガスクロマトグラフィー（GC）や液体クロマトグラフィ
ー（HPLC）を利⽤した報告はあるが 5)-6)、GC, GC/MSの場合は、ミコール酸メチルエステル分⼦
が⻑鎖で分⼦量も⼤きく、気化が難しい。カラム限界温度を考慮して、Rhodococcus, Nocardia属
などの短鎖ミコール酸を発現している類縁抗酸菌由来ミコール酸分析に有効であるが、
Mycobacterium 属菌が発現する炭素鎖⻑ 80 超のミコール酸分析には検出条件が厳しい。また、
HPLC, HPLC/MS の場合は、検出のための誘導体化が必要であり、分⼦種を分離できる分解能の
カラム条件設定が困難である。近年、脂質分⼦を分析する疎⽔性適応カラムが開発されつつある
が、未だ分解能が⼗分ではない。現状として、ミコール酸分析においては GC に⽐べても分解能
が劣っていることは否めない。本研究では、詳細な分⼦種の同定に MALDI-TOF/MS による分⼦
種別のピーク検出が最適であると考えた。⼀般的に、MALDI-TOF/MSは分⼦の構造によってイオ
ン化の傾向に違いがあり、ピーク強度に定量性を求めることは難しいと考えられる。しかしなが
ら、ミコール酸の分⼦種同定に特化すれば、分⼦種の相違は炭素鎖⻑の微細な構造相違であり、
イオン化強度による分⼦種の定量化は可能と考え、表２-４において分⼦種の多様性を議論した。
BCG亜株のミコール酸は、主要分⼦種の前後に炭素鎖⻑が偶数個だけ異なる分⼦種が分布してい
た。脂肪酸の伸張が炭素数 2個ずつ付加する⽣合成機序と⼀致する結果であった。 

BCG亜株 14種類のミコール酸の多様性は、⼤きく分けて早期分与株 6株と後期分与株 9株で
2つの⼤きなクラスターが形成された。特徴は、後期分与株がメトキシ-ミコール酸を⽋失してい
ることである。BCG のメトキシ-ミコール酸⽣合成遺伝⼦の変異に起因していると考えられた。
また、ヒト結核菌と⽐較すると、ミコール酸サブクラスの組成⽐が異なっており、ヒト結核菌は
α-ミコール酸が多いのに対して BCG 亜株はケト-ミコール酸が全体の約 60％で主であった。こ
れらの相違点は、ヒト結核菌が病原性を有し、BCG株がワクチン株として抗原性や感染性に優れ
ていることへの連関が⽰唆される。BCG亜株については、脂質分⼦に偏在性があり、菌株によっ
て細胞表層成分であるフェノール糖脂質（PGL）の存否が異なることが報告されている 7)。我々
は、本邦で BCG Japanese株からワーキングセルとして利⽤されている BCG Tokyo172のコロニー
形態が smooth型、rough型の混在で、rough型は PGLを⽋失していること、PGLの脂質部分フチ
オセラン酸ジマイコセロセート（PDIM）合成遺伝⼦ ppsAの変異に起因していることを報告して
いる 8)。今後、引き続き、本研究の成果を基礎に、抗酸菌の⽣化学的特徴、宿主免疫応答や病原
性への脂質分⼦の関わりについて発展させていく必要がある。 
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	帝塚山大学現代生活学部紀要第20号_納品のコピー_Part11

