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   Nocardia is characterized by its fragmenting impermanent mycelium and weak acid-fastness 

and Mycobacterium is by its absent or rudimentary mycelium and acid-fastness. However, 

there occur not rarely strains of these genera which fail to exhibit the characteristics of the 

genus, and there occur confusions. It is desirable to supplement several biochemical charac-

teristics to the usual morphological characteristics. 

   We tested five species of nocardia, which were supplied by Dr. I. Uesaka, Kyoto Univer-

sity, according to the schedule of our laboratory for the tests of mycobacteria and compared 

the characters of nocardia with those of mycobacteria. The results showed that nocardia 

simulate very much rapidly growing mycobacteria, but a few points for differentiation between 

these genera could be suggested : two-week-arylsulfatase and utilization of trimethylene diamine 

as simultaneous sources for nitrogen and carbon. Nitrate reduction also seems to be used as a 

supplementary one.

                                    Methods 

   Two-week-arylsulfatase. The medium used was composed of the following  : (A) : Dubos TB 

broth base Difco (without Tween),  6.5 g  ; tripotassium phenolphthalein disulfate,  1.3 g  ; 

distilled water, 800  m/  ; (B) Glucose,  7.  5 g ;  NaCl,  O.  85 g ; distilled water, 100  m/  ; (C) Bovine 

serum, 100  ml. The medium A was sterilized by autoclaving at 115°C for 30 minutes, medium 

by heating at 100°C for 15 minutes and medium C by heating at 56°C for 30 minutes. The 

above three were added aseptically and poured into tubes in 5  ml quantities. The medium was 

inoculated with the test organism and incubated at 37°C for 14 days. The presence of phenol-

phthalein was tested by addition of 1  ml of  10% sodium carbonate. 

   Utilization of trimethylene diamine (TMD) as simultaneous sources of nitrogen and carbon 

for growth. The basic medium was as follows  :  KH2PO4,  0.  5 g ;  MgSO4.7H20,  O.  5 g ; purified 
agar,  20.  0 g ; and distilled water, 1, 000  ml. The basic medium was added with 0. 1 M TMD 

 (7.  4  g11) or without TMD and the pH was adjusted to  7.  0 by addition of 10% KOH. The 
medium was sterilized by autoclaving at 115°C for 30 minutes and slanted after cooling. The 

medium was inoculated with one loopful of the test organism and the growth on the TMD 

medium was read after incubation at 37°C for 14 days in comparison with the growth on 

control medium. 

   Nitrate reduction. Fifty mg (wet weight) of the organism were suspended in 5  ml  O.  067 

M phosphate buffer (pH 7. 1) containing  O. 1% sodium nitrate, and incubated at 37°C for  16,
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hours・Formationofnitritewastestedbyaddingtwodropsof2%p-dimethylaminobe獄zalde｡

hydein10%HC1十1m110%HCL

Results

TheresultsareshowninTable1.Amongtwelvestrai漁s(fivespecies)ofnocardiatested,

0nlytwoshowedthepositivereactioninthetwo-week-arylsulfatase,whilealmostall

strainsofrapidlygr◎wingmyc◎bacteria,inexceptionofapartofM,醐 剛 魏strains,showed

thepositivereactioninthis.Onlyoneofthetwelvenocardialstrainssh◎wedthepositive

reactionintheutilizationofTMD,whilealmostallstrainsofmyc◎bacteria,withexception

ofM.chitae,ararelyoccurringspeciesrecentlyproposedbyTsukamura,showedthep◎$itive

reacti◎ninthis.Nitratereductionwasnotsodistinctiveastheabovetwotests,butitmay

beusefulasasupplementtesttotheabove.

i・NecardiaはMycebacteriumと 分 類 学 的 に も近 縁 で
,

類 似 の 性 状 を 示 す 菌 と し て 知 ら れ て い る｡Bergey's

ManuaP)に よれ ば,genusMycobactenumは 菌 糸 を 欠

くか痕 跡 的 で,抗 酸 性 で あ る とされ,一 方genusNo-

cardiaは 部 分 的 抗 酸性 また は非 抗 酸 性 で発 育 初 期 に 菌

糸 を 示 す が,後rodformま たはcoccoidformに な る

と され て い る｡Nocardiaは 喀 疾 中 で は 抗 酸性 を呈 す る

こ とが あ り,Mycobacteriumと の区 別 が つ き に くい こ

とが あ る とされ て い るが,分 離 さ れ た 菌 株 では ル砂ω 一

bacteriumほ ど著 明 な抗 酸 性 を呈 す る こ とは な く,こ の

点 で の 区 別 は 必 ず し も困難 で は な い｡

わ れ わ れ の 手 許 に あ るNocardia株 に つ い て 観 察す る

と,Nocardiaで は 視 野 の菌 全 部 が 著 明 な 抗 酸 性 を呈 す

る こ とは な く,弱 抗 酸 性 か また は 菌 糸 の 一 部 のみ が抗 酸

性 を呈 す る のみ で あ る(菌 糸 の 中 で,既 にrodsに 分断 し

た 部 の一 部 とい つ た ほ うが 適 切 か も しれ な い)｡し か し

Mycobacteri#mで も発 育 の 速 い 菌,と くにMsmegmatis

で は,発 育 の初 期 に 非 抗 酸 性 の 菌 糸 状 体 を示 す こ とが あ

り,Nocardiaと の形 態 的 差 異 は 発 育 後 期 に 著 明 な抗 酸

性rodsを 示 す 点 だ け とい え る｡こ の 点,発 育 の 速 い

MycobacteriumとNocardiaの 区 別 は 必 ず し も 容 易で

な い こ と が あ る｡実 際 にN.globerula,N.γubra,N.

PolychPtomogenesの あ る株 は,Gordon&Mihm2)3)に

よつ てM.rhodochrousと 分 類 され,同 一 菌 株 が,あ る

研 究 者 に よつ て はNocardiaに,あ る研 究 者 に よつ て は

Mycebacteriumと 分 類 さ れ る とい う事 態 が 起 こ つ て い

る｡し た が つ てMycobacteri"mとNocardiaの 性 状 を

系 統 的 に 調 ぺ て,両 者 の比 較 を 行 な い,区 別 点 を もつ と

は つ き りさせ る こ とが 必要 と思わ れ る｡

Necardiaは す べ て発 育 が速 い ので,実 際 上 間 題 とな

る のは,発 育 の速 い 抗 酸 菌(物 ω ∂α醜 γ如 吻 とい う こ

と にな る｡発 育 の 遅 い 抗 酸 菌(Mycobacterium)は,発

育 が 遅 い うえ に,は じめ か ら 強 い 抗 酸 性 を 示 す の で

Nocardiaと の区 別 は 容 易 で あ る｡

わ れ わ れ は さ きに抗 酸菌 の 分 類 に 有 用 な 性 状 と して

100項 目を あ げ て,こ れ を実 際 に 分 類 に 使 用 して い る

が4),こ の 検 査 法 を そ の ま まATocαrdiaに 応 用 して 両者

の 比 較 を行 な つ た と こ ろ,arylsulfataseとtrimethy-

1enediamineのNC源 利 用 とが,両 者 の区 別 に有 用 な

ノ反 応 と考 え られた
｡

実験材料および方法

Nocardiaの 標 準株 と して使 用 した のは,1965年4月

に京 都 大 学 結 核 研 究 所 上 坂 一 郎 博 士 か ら受 領 した12株

で,こ れ らの菌 株 名は 表1に 掲 げ て あ る｡Mycobacte一

γ∫襯 は 一 応 発 育 の 速 い もの の み を検 討 の 対 照 と した｡

使 用 菌 株 は い ず れ も本 研 究 室 保 存 株 で,表1に 示 す ごと

く,計215株 で あ る｡

検 査 項 目は 既 報 した4)｡次 の3性 状 は,Nocardiaと

Mycobacteri"mと の 区別 に有 用 と 思 わ れ た の で,こ こ

に詳 細 を記 す｡

Arylsulfatase2週 反 応｡

培 地 は 次 の 組 成 か らな る｡培 地(A):DubosTBbroth

baseDifco(Tweenな し) ,6.59;tripotassiumphe-

nolphthaleindisulfate,1.3g;Aq.dest.,800ml｡培

地(B):Glucose,7.59;NaC1,0.859;Aq.dest,,

ユ00ml・ 培 地(C):bovineserum(栄 研) ,100ml.培

地(A)は115｡C30分 滅 菌,培 地(Bル は100℃15分

滅 菌,培 地(C)は56℃30分 加 熱 して非 働 化 す る｡以

上 の3培 地 を,滅 菌 後 に 合 して一 つ と し,無 菌 的 に 中試

験 管(170×17mm)に5mZず つ 分 注 す る｡各 培 地 に

被 検株 を1白 金 耳ず つ接 種 して,ゴ ム栓 を ほ どこ し,37

C14日 間培 養 した 後,10%Na2CO3を0.5mlず つ加

え て発 色 させ る◎arylsulfataseが 存 す れ ば,Phenol-

plxhaleinが 生 じて い る の で,ア ル カ リに よ り培 地 全 体

が 紅 色 に 染 まる｡

Trimethylenediamine(TMD)の 同時…NC源 と して

の 刊 用｡

TMDを 単 一N源 お よびC源 と して 発 育 す るか ど うか

の 倹 査 で次 の基 礎 培 地 を 用 い る｡基 礎 培 地:KH2PO4 ,
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Table1.Differentiationbetweenルlycobacteriuma捻dIVoo〃dia

Straiaorspecies

N田nber

of

strains

tested

2-Week
afy1SU1-
fatase

Nitrate
reductio9

TMD
§

N.gl・ み〃 晦NRRLN・.B1306*(U-75)i

ヱV.γ駕うra,CBS*(U4)

1V.Po砂o加o勉09朋 θs,CBS*(U-6)

N.astero

N.astere

N.astero

N.ast6γ0

2V,asteγo

N.astero

ハr.ast8γ0

ハT.bγasil

N.b7asiliens

des,Drake(U-72)

des,NRRL(U-73)

4θs,Emmons,NIH(9935)(U-93)

des,Emmons,NIH(9976)(U-94)

463,Gordon(3661)(U-123)

48s,Gordon,(R#409)(U424)

desGordGn《R#420(1))(U428)

伽ss,McMillan,0-410(U-145)

3,McMillan,0-415(U446)

十

十

十

十

十

十

か した もの)2滴 と10%,HCI

1・Omlを 加えて 亜 硝 酸 の生

成の有無を検 した｡亜 硝酸は

上記試 薬によつて黄 色を呈す

る｡

N.Phlei

M.chitaθ

2レf.プbγt乞eitumsubsp.γunyonii**

M.foγtscitumsubsp｡∫ ∂rtscitum

M.aurum

ルf.Paγ αプ'ortuitum

ルf,sme8matis

20

4

7

116

26

9

24

20

4

(3)

112

11

9

24

20

0

6

116

35

9

24

実 験 成 績

20

4

7

116

35

9

24

傘AccordingtoGordon
,ルfycobac～eア 戯 規rhodo`hrous

寧索AccordingtoBoja .1三1認al,,ル 紙.rltnyonii

NRRL・ ・NorthernRegio漁alResearchLaborat｡ries,Peoria,IUi総ois,U.S.A.

CBS・CentralbureauvoorSchimmel-cult犠res,Baam,Holland,

Thestrai額sofnocardiaused三 簸th¢studyweresupp1ユedbyDr.1｡Ue§aka,Kyoto

Un三ver$三ty,i漁April1965,whohadr¢ce三vedthestrai窺sfromDr.N.M.McC1礁g,

U箆 三vers三tyofGeorgia,U.S.A.

The職umberslisted三 臓thesectionofmycobacter三aarethenumberofstrai鶏s

show三ngthepositivereaction,

§TMD並Ut三1izatio登oftτimethyleRedねmi獄easthes｡1eso糠rceso£n三tro9磯and

caでbo簸(simultaneousso縫rcesofnitrogenandcarbon)forgrowth.

0.5g;MgSO4・7H20,0.5g;精 製 寒 天(和 光 また は 栄

研),20.Og;蒸 留 水,1,000ml｡対 照 として 基 礎 培 地

自身 を使 用 し,一 方 基礎 培 地 に0.1Mの 割 合 にTMD

を加 え(TMD培 地,TMDの 添 加 量 は,7.49/1,000

ml),10%KOHでpH7.0に 修 正 し,8mZず つ 中試

験管 に 分注 し,115℃30分 滅 菌 後,斜 面 とす る｡対 照

お よびTMD培 地 に 被 検 株 を1白 金 耳 ず つ 接 種 し,

37℃14日 培 養 後,対 照 と比 較 して 発 育 の 有 無 を 検 す

る｡TMD培 地 に発 育 を 示 す もの は,TMDの 利 用 陽 性

であ る｡本 法 は 判 定が 明瞭 で,接 種 は 上 記 の 白 金耳 接 種

法で 十分 再 現 性 の あ る結 果 が 得 られ る｡

硝 酸還 元｡

卵培 地 に 発 育 した新 しい菌 を とつ て,ス ピ ッツ グ ラ ス

の内 壁 にす りつ け,湿 菌 量50mgを 測 る｡こ れ を ガ ラ

ス棒 で管 壁 に こす りつ け て均 一 化 した 後 ,0.1%NaNO3

含 有O.067Mphosphatebuffer(pH7.1)に 浮 遊 させ

る｡こ れ を37℃16時 間 培 養 し た 後,P-dimethyl-

aminobenzaldehyde液(2%の 割 合 に10%HCIに 溶

100項 目の 性 状 に つ いて,

MycobacteriumとNocardia

の 比較 を行 な つ た が,大 部 分

の 性状 に つい て は 両者 の間 を

区 別す る差 異 は な か つ た｡

た だ抗 酸 性 の ほ か に,2週

arylsulfatase,TMD利 用 の

2者 が 両 者 の 間 で 著 明 な差 を

示 した｡硝 酸 還 元 も 」吻 ω一

bacteγiumで は,M.aurum

の一 部 お よ びM.プbrtuitum

subsp.runyonii(Bojalilet

al.5)に よれ ば,M.runyonii)

の 他 はす べて 陽 性 で あ つた が

Nocardiaで は 陰 性 の も のが

多 か つた ので 参 考 とな る と思

わ れ た｡

2週arylsulfataseはNe.

cαrdiaで は12株 中2株 の

み 陽 性 で 他 は 陰 性 で あ つた の

に対 し,Mycobactenumで は

215株 中206株 が陽 性 であ つ

た｡紛 ω δα吻 γ伽 携 で この 反

応 に 陰 性 成 績 を 示 した のは,M.aurumの 一 部 のみ で あ

つ た｡

TMDの 利 用 はNocardiaで は1株 だ け 陽性 で あつ た

のに 対 し,Mycobacteγiumで は215株 中210株 が 陽 性

で あつ た｡Mycobacteri#mで はM.chitaeが 陰 性 成 績

を 示 した｡(表1)

考 察

MycobacteriumとNoeαrdiaを 比 較 す る と,前 者 は

後 者 よ り抗 酸 性 が 強 い1)(抗 酸 性 はZiehl-Neelsen染 色

でFuchsinに 染 ま る意)｡そ の ほ か 前 者 は 後 者 よ り,

ア ル カ リ,酸malachitegreenに 対 す る抵 抗 性 が強 い

といわ れ る6)｡ま た 強 烈 なpink色,赤 色 の 集 落 を作 る

も のはNocardiaに 限 られ,Mycebacteγiumに はみ ら

れ な い｡卵 培 地 に 食 い 込 む 発 育 も一 般 にNocα γdiaに み

られ,Mycebacteriumに はみ られ ない｡

従 来MyeobacteriumとNocaγdiaの 区 別 点 は,(1>

前者 は菌 糸形 成 を 欠 くか 痕 跡 的 で あ り,分 枝 を形 成 しな
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いのに対 し,後 者は少な くとも発育初期 には菌糸が認め

られ,分 枝 もみ られ る,(2)前 者は 抗酸性 であるが,

後者は部分的抗酸性か非抗酸性であ る,の2点 であると

されてい る1)｡

上坂,McClung7)に よれば,Nocardiaは 培養初期

は一般に非抗酸性であ るが 日数の経過 とともに抗酸性が

強 くな り,古 くなると再び抗酸性は減弱な い し 消 失す

る｡た だ しそ の時期は菌種,菌 株 その他の原因に より

必ず しも一定 しない とい う｡一 方われわれの経験 では,

Mycobacteriumで も培養 初期には非抗酸 性 で あ る｡し

か し日数を経 る と急 に全部 の菌が抗酸性 とな り,陳 旧に

なつて も大多数が抗酸 性に とどまる｡し たがつて培養の

各時期にわたつて経時 的に観察すれぽ両者の区別は比較

的容易である｡し か しこの両者を抗酸性 とい う唯一の性

状に よつて,異 な るfamilyま たはgenusに 分かつ こ

とが妥当か ど うか とい う疑 問が起 こる｡両 者を区別する

も う一つの性状,す なわち菌 糸形成 の有無 について も,

物 ωうσ漉 プ如獅 は菌 糸を欠 くか痕跡 的 とされ てい るが,

Mycobacteγiumの 中には発 育初期 に菌糸 に似た形態を示

す ものが あつ て,菌 糸形成の有無のみを もつて両者を区

別す るのに困難を感 じることがある｡

したが つてわれわれは,こ の両者 を区別す る他 の生化

学的,生 物学的性状がほ しいわけで,わ れわれが この研

究 を行 なつた 目的 もここにあ る｡ま た分類学的な見地か

ら,両 者 の関係を もつ と広 く比較検 討す る必要が あると

思われ る｡

われわれが本報に示 した 鑑 別 性状,(1)2週ary1・

sulfataseお よび(2)TMD利 用,さ らに参考性状 と

しての(3)硝 酸還元は,100%の 確率でclear-cutに

両者を区別で きるものではない｡し か しこの点は,菌 糸

の有無,抗 酸性 について も同様である｡

われわれは ある対象菌群 を2群 に群別す る性状 として,

少 な くとも3種 で きれぽ5種 の性状 をあげ ることが望 ま

しい｡少 な くとも数種の性状で分 割できるものでなけれ

ば,分 類学的に意味 のあ る群 とはいいがたい｡そ して群

別 に用 い られ る性状は,必 ず しも100%oの 確率で2群 を

分 ける もので な くて もよく(実 際上 この よ うな100

%確 率 の性状は存 しない)少 数の例外 を含んでいて

差 支えない9)｡

われわれが ここにあげ る性 状をつけ加 えることに よ り,

MycobacteriumとNocardiaの 区 別 が 将 来 よ り明 確に

な る もの と信 じ る｡わ れ わ れ の 今 回 の 研 究 で は,Ne-

cardiaの 株 数 が 十 分 とは い え な い の で,将 来 よ り多数

のNocardia株 を用 い て,両 者 の区 別 を 明 らか に してゆ

きた い と考 え て い る｡

結 論

MycobacteriumとNocardiaの 区 別 点 と して,2週

arylsulfataseとtrimethylenediamine(TMD)のNC

源 と して の利 用 の2性 状 が あげ られ る｡硝 酸 還 元 も参 考

性 状 と して有 用 と思 わ れ る｡発 育 の速 いMycobacterium

は2週arylsulfatase陽 性 で,TMDの 利 用 陽 性 で あ る

が,Nocardiaは2週arylsulfatase陰 性,TMD利 用

も陰性 で あ る｡ま たMycobacteriumで 発 育 の 速 い菌 は,

一 般 に硝 酸還 元陽 性 で あ るが ,Nocardiaに は硝 酸 還元

陰 性 の ものが 多 い｡

以 上 の所 見 か らMycobacteriumとNocαrdiaを 区別

す る性 状 と して,次 の4性 状 が示 唆 され る◎(1)抗 酸

性,(2)菌 糸形 成,(3)2週arylsulfatase,お よび

(4)TMDのNC源 と して の利 用｡

(Nocardiaの 菌株 を 分与 して下 さつ た京 都 大 学 結 核 研

究 所 上 坂 一 郎 教授 に 謝 意 を表 す る｡)
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