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Kappler1)-3) and other several investigators4)-6) reported that determination of esterases activity 

in mycobacteria is useful for differentiation of mycobacteria. Kappler1) reported that both 

esterases activity were shown in M. tuberculosis, M. bovis and M. phlei, none in M. kansasii, 

M. marinum, M. fortuitum and M. smegmatis, and the alpha-esterase was always shown in 

M. avium and the Battey bacilli but the beta-esterase varied from strain to strain in these 

organisms. Recently, Kappler2)3) reported on the esterases activity of various mycobacterial 

species proposed recently as new species, using one (or two) representative (s) for each species. 

His results suggested that the determination of these enzymes be useful for differentiation of 

mycobacteria. Thus, the purpose of the present study is to make a more extensive study 

on the usefulness of the determination of esterases activity for the taxonomy of mycobac

teria.

Methods

The methods used by Kappler1) were applied to the present study, but commercial products 

of acetyl-alpha- or beta-naphthylamines (Tokyo Kasei Co., Tokyo) were used as substrates, 

though Kappler used those prepared in his laboratory.

The presence of naphthylamines were shown by the Riegler's reagent, in which p-nitro-

aniline was used as a component.

Results

The results obtained are shown in Tables 2 and 3. The results were in most cases in 

agreement with those of Kappler1)•`3), but some discrepancies were observed. The following 

conclusions were obtained.

Conclusion

1) M. tuberculosis and M. bovis show a strong alpha-esterase activity and a weak beta

esterase activity.

2) M. kansasii and M. marinum show no alpha-esterase but a weak or moderate beta

esterase activity.

3) Both M. scrofulaceum and M. gordonae (tap water scotochromogens) show strong 

alpha- and beta-esterases activity.

4) M. avium and M. intracellulare, which are pathogenic for human and animals, show
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strong alpha- and beta-esterases activity, whereas M. nonchromogenicum, M. novum, M. terrae 

and M. triviale, which are nonpathogenic, are heterogeneous in respect to the esterases activity 

and show usually a negative reaction in alpha-esterase activity and a weak or moderate beta-

esterase activity. M. gastri, a nonpathogen, shows no activity of both esterases.

5) Group IV is divided into the following subgroups in respect to the esterases activity.

a) M. phlei, M. thermoresistibile and M. chitae show a weak or moderate activity of both 

esterases.

b) M. fortuitum, M. abscessus, M. vaccae, M. parafortuitum and M. aurum usually show 

a negative reaction in alpha-esterase activity, but a positive reaction in beta-esterase activity.

c) M. smegmatis, M. thamnopheos and M. rhodesiae show a negative reaction in both 

esterases activity.

d) M. borstelense shows a moderately positive reaction in alpha-esterase activity and a 

strongly positive reaction in beta-esterase activity.

6) The test of esterases activity seems to be useful for the differentiation of species of 

the genus Gordona, a genus recently proposed as a new genus and taxonomically closely 

related to the genus Mycobacterium.

Kappler1)は 抗 酸 菌 の α-お よ び β-acety1-naphthyla

lnine-esterases活 性 を 測 定 し,M.tuberoulosis,M.

bovisお よ びM.phleiは 両 者 と も(+),M.aviumお

よ びGroupllIBattey型 は α-esterase(+)で,β

-esteraseは 菌 株 に よ り不 定,GroupIIは 不 定,Group

 IVは β-esteraseの み(+),M.kansasii,.M.smeg

matis,M.fortuitumお よびM.marinumは 両 者 と も

に(一)で あ る と報 告 した。 そ の 後,Kappler2)3)は 多 く

の 抗 酸 菌 のesterase活 性 を測 定 して,esterase測 定 が

抗 酸 菌 の 区分 に 有 用 で あ る と述 べ て い るが,使 用 菌 株 数

が 各菌 種 に つ い て1株 また は2株 で あ る ので,さ らに 多

数 の菌 株 に つ い て系 統 的 な研 究 を 行 な うこ とが 望 ま しい

と 思わ れ る。 本報 は,こ れ を 目的 と して行 なわ れ た 。

な おKapplerの ほ か に,Cann & Willox4),Naka

yama & Takeya5)お よ びNakayama6)はesterase

 zyrnogramsがGroup IV抗 酸 菌 の 同定 に 有 用 で あ る こ

とを報 告 して い る。

実 験 方 法

使用 した菌株 は表に示す通 りで,こ れ らの菌株 の大部

Table1.Expression of Esterase Activity

The method used is as follows

1) Mix 0.5ml of bacterial suspension (*1), 0.5ml of phosphate buffer (*2) and 0.5ml of substrate solution (*3),

 and incubate at 37•Ž for 4 hours (at 28•Ž for M. rnarinum and M. borstelense). 

2) Add 1.0ml of acetate-acetic acid buffer (*4) and 1.0ml of the Riegler reagent (*5), and observe the colour. 

For colouring of the standard alpha- or beta-naphthylamine solutions, substitute the standard solution for 

the substrate solution. The concentrations shown in table are not final concentrations but those of the 

standard solution. 

(*1) Bacterial suspension, 20 mg moist weight/m/ saline. 

(*2) 0.132 M phosphate buffer (pH 6.6). 

(*3) A=0.03 M acetyl-alpha- or beta-naphthylamine solution in 96% ethanol. B=1% Tween. 80 solution. The

 substrate solution is a mixture of 1 volume of A and 3 volumes of B. 

(*4) 1 M sodium acetate-acetic acid buffer (pH 4.5). 

(*5) For preparation of the Riegler reagent, add 1 g of p-nitro-aniline in 20ml of distilled water, add then 

3ml of concentrated HC1 and dissolve by heating. To this, add 160ml of warm water. After cooling, add

 20ml of a 2.5% NaNO2 solution. The reagent is prepared at every experiment.
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Table 2. Alpha- and Beta-esterases Activity of 

Various Species of the Genus Mycobacterium 

and the Genus Gordona

* The term "positive" means the presence of 10 ƒÊg/m/ or 

 more of alpha- or beta-naphthylamine.

分 の同定については前に記載 した7)。

α-Acetyl-naphthylarnine esterase(以 下 α-esterase

と 略 称)お よ び β-acetyl-naphthylamine esterase(以

下 β-esteraseと 略 称)の 測 定 法 は 次 の 通 りで あ る。

1.菌 液:被 検株を1%小 川 培 地 で37℃ に培 養 し

(M.borstelenseお よびM.marinumは28℃),発 育 し

た菌を 白金耳で とつ て滅菌生理食塩水に浮遊 させ,あ ら

.かじめ 測定 した比濁 曲線を利用 して,湿 菌量20mg/ml

の 菌液 を作つた。菌液 の作製に さい しては,白 金耳で と

Table 3. Alpha- and Beta-esterases Activity of 

Various Species of the Genus Mycobacterium

 and the Genus Gordona

* As to the criteria of the reaction of esterases activity, 

refer to Table 1.

# These strains were identified in this laboratory, but 

it was found in this study that, unlike the strain ATCC 
14474 (type) of M. flavescens, these show a strongly 

positive alpha-esterase activity.

つた菌を試 験管壁に こす りつけて菌を均一 化 した。

菌 の培 養 日数 は,Group IVで は7日,Group I,II,

IIIは2～3週,結 核 菌 は3週 と した 。M.intracellulare

の 中 に は 発 育 の遅 い もの が あ るの で,こ の よ うな菌 で は
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培養 日数を4週 とした。

2.燐 酸 緩 衝 液:Sorensen燐 酸 緩 衝 液(0.132M)

pH6.6を 使 用 した。

3.基 質 液

(a)α-esterase測 定 用 基 質 液:N-acetyl-α-naph-

thylamine(M.W.185.2)を96%ethanolに 溶 解 し

て,0.03M液 とす る(氷 室 に 保 存 す れ ば4週 使 用 可 能)。

別 に1%Tween80液 を 作 り,前 者1容 と後 者3容 を

合 わ せ て基 質 液 とす る。

(b)β-esterase測 定 用 基 質 液:N-acetyl-β-naph-

thylarnine(M.W.185.2)を96%ethanolに 溶 解 して,

0.03M液 とす る。 こ の液1容 と1%Tween80液3容

を 合 わ せ て 基 質 液 とす る。

4.酢 酸 緩 衝 液:1M酢 酸Na・ 酢 酸 緩 衝 液(pH4.5)

を 用 い る。

5.Riegler試 薬:20mlの 蒸 留水 に1gのp-nit

roanilineを 加 え,さ らに3mlの 濃HClを 加 え て 加 熱

溶 解 す る。 これ に160mlの 熱 水 を 加 え る。 上 記 の 液 を

冷 却 した 後,2.5%NaNO2水 溶 液20mlを 添 加 す る。

この 試 薬 は 毎 回 新 調 す る。

6.標 準 液:α-naphthylamineお よ び β-naphthyla

mine水 溶 液 で,次 の 濃 度 の 液 を 用 い る 。0,2.5,5,10,

20,30,40,50μg/ml。

実施方法

菌 液0.5ml

燐 酸 緩 衝 液0.5ml

基 質 液0.5ml

以 上 を 混 合 し て,37℃(M.marinumお よびM.

borstelenseは28℃)の フ ラ ン器 に4時 間保 つ。 対 照 に

は,菌 液 の代 りに 生 食 水 を用 い る。

4時 間後,試 験 管 を と りだ し て,

酢 酸 緩 衝 液1.0ml

Riegler試 薬1.0ml

を添加す る。

α-eSteraseま た は β-eSteraseが 陽 性 で あ れ ば,

acetyl-α-ま た は β-naphthylamineが 分 解 され て 遊 離

の α-ま た は β-naPhthylarnineが 生 じ るの で,こ れ が

酢 酸 緩 衝 液 の存 在 の も とでRiegler試 薬 と反 応 し て 赤

紫 色 な い し赤 色 の呈 色 を示 す。

標 準液の発 色には,α-ま た は β-naphthylarnine液

を基質液 の代 りに用 い,菌 液 を生理食塩水 に代 えて同様

に操 作 し発色させる。判定 は試験添加後,た だちに行な

う。 しか し少 々放置 して も色調 は変わ らない。

判定基準 は表1に 示 した。表1の 濃度は標 準 液 中 の

α-ま た は β-naphthylamine濃 度を示す もので,系 の

終末濃度で はない。

また便宜上(+)ま たは(-)の2つ に区分す る場合に

は,次 の基準に よつた。

標準液 の濃 度0～5μg/mlに 匹 敵する色調 の場 合(-)

標準液 の濃度10μg/ml以 上に匹敵す る色調 の場合

(+)

使 用 した 試 薬:acetyl-α-ま た は β-naphthylamine

(東 京 化 成,東 京),α-ま た は β-naphthylamine(N-

1-naphthylacetamideま た はN-2-naphthylacetamide)

(片 山 化 学,大 阪),Tween80(片 山 化学,大 阪)。

な おKappler1)はacetyl-α-ま た は β-naphthyla

minesを 自家 製 造 して 用 い て い るが,わ れわ れ は 上 記 の

よ うに,東 京 化 成 の製 品 を用 い た。 ま たKappler1)の 論

文 中 にRiegel試 薬 と あ る の は,Riegler試 薬 の誤 りで

あ り,同 論文 中Nitranilineと あ る の はp-nitro-aniline

で あ る(Kappler私 信)。

実験結果および考察

成績 は表2お よび表3に 一括 した。

KapPler1)の1965年 の 報 告 に は,M.tuberculosis,

M.bovis,M.kansasii,M.marinum,M.avium,M.

phlei,M.fortuitum,M.thamnolpheosお よびM.smeg

matisの 成 績 が 記 載 され て い るが,わ れ わ れ の 結 果 は

M.fortuitumを 除 い て だ い た いKapplerと 同一 で あつ

た。 次 い でKappler2)3)は 最 近 種 々 の菌 種 に つ い て の成

績 を発 表 して い る が,こ の報 告 で は大 部 分 の菌 種 に つ い

て1株 だ け しか 実 験 され て い な い。 わ れ わ れ の 成 績 と

Kappler2)3)の 成 績 を み る と次 の相 違 点 が み られ る。

(i)KapplerはM.scrofulaceum2株 に つ い て検

して α-お よび β-esteraseと もに(-)と し てい るが,

わ れ わ れ の成 績 で は20株 全株 が α-お よび β-esterase

(+)で あ る。

(ii)KapplerはM.nonlohromogenicum(M.terrae

 Tsukamura),M.novum,.M.tarrae(Wayne)の1

株 ず つ を 検 して,前2者 は α-お よび β-esteraseと も

に(-),.M.terraeは β-esterase(+)で 両 者 異 な る と

して い る。 しか し,わ れ わ れ の 成 績 で は,被 検 菌 株 数 は

そ れ ぞ れ39,20,15株 で,3菌 種 ともesterase活 性 に

つ い て は ま ち ま ち で菌 株 差 が大 き く,esterase活 性 で こ

れ らを 区別 す る こと は で き な い と思 わ れ た 。

(iii)M.borstelenseに つ い てKapplerは α-esterase

(-),β-esterase(+)と し てい るが,わ れ わ れ の 成 績

で は両 者 と もに(+)で あ つ た｡こ の場 合,Kapplerの 検

したATCC株 は わ れ わ れ も同 時 にATCCか ら 受 領 し

て 検 した のに 成 績 が 異 な つ て い る ので,基 質 のacetyl-

α-ま た は β-naphthylamineの 差(Kapplerは 自家 製,

わ れ わ れ は 東 京 化 成製)に よる疑 い もあ る。

(iv)M.parafortuitumに つ い てKapplerは 両 者

(-)と して い るが,わ れわ れ の 成 績 で は α-esterase

(-),β-esterase(+)で あつ た 。

わ れ わ れ の成 績 か らは次 の結 論 が 得 ら れ,esterases
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の測定 は抗酸菌 の区分 に有用 な方法 の一つ と思われた。

結 論

(1)M.tuberculosisお よびM.bovisは,α-este-

rase(〓),β-esterase(+)で 両 者 と もに 陽 性 。M.mio

roti(1株 のみ)も 同 じ反 応 を示 した。

(2)Group IのM.kansasiiお よ びM.marinum

は,α-esterase(-),β-eSteraSe(+)～(〓)で あ つ た 。

(3)Group IIのMsorofulaceumお よ びM.gor

donae(tap water scotochromogens)は,α-esterase

(〓)～(〓),β-esterase(〓)～(〓)で 両 者 と も に 活 性

が 強 い 。

(4)Group IIIで は 病 源 性 の 有 無 に よつ て 多 少 態 度

が 異 な る。 病 源 性 のM.aviumお よびM.intracellulare

は,α-esterase(〓),β-esterase(〓)で あ り,両 者 と

もに 活性 が 強 い 。しか し非 病 源 性 のM.nonchromogeni

cum,M.novum,M.terraeお よびM .trivialeは 一 般

にesterase活 性 が 上 記 の病 源 性 の も の よ り弱 く,反 応

の 強 さ も菌 株 差 が 大 き い。M.gastriはesterase活 性

が 弱 く,両 者 と も(-)で あ る。

(5)M.flavescens ATCC 14474は α-esterase(-),

β-esterase(〓)で あ るが,最 近 わ れ わ れ が 喀 痰 か ら 分

離 し て同 定 した 菌 は,α-esteraseお よび β-esteraseと

もに(〓)で あ つ た 。

(6)Group IVは お お よそ次 の3群 に 分 け る こ とが

で き る。

(a)M.phleｉ,M.thermoresistibile,M.chitaeは ま

α-esterase(+)～(〓),β-esterase(+)～(〓)で 両 者

と もに陽 性。

(b) M. fortuitum, M. abscessus, M. vaccae, M.

parafortuitum,M.aurumは α-esterase(-),β-

esterase(+)～(〓)。

(C)M.smegmatis,M.thamnopheos,M.rhodesiae

は 両 者 と も に(-)。

な おM.borstelenseは α-esterase(〓)～(〓),β-

esterase(〓)で あ り,esterase活 性 に よ りM.abscessus

と 区 別 で き る よ うに 思 わ れ た 。

(7)Gordona属 で は"Mycobacterium",rhodochrous

は 両 者 と も に(-),G.bronchialisお よ びG.rubraは

α-esterase(-),β-esterase(+)～(〓),G.terraeは

両 者 と も に(+)～(〓)で あ つ た 。G.aurantiaoaは α-

esterase(-),β-eSteraSe(+)で あ つ た 。
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