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   Mycobacteriocin produced by Mycobacterium fortuitum ATCC 6841 was detected only when 

the bacilli on the assay plate were treated with chloroform, whereas no bacteriocin activity was 

observed in the non-treated plate. Carbon tetrachloride, ethyl ether, benzen, 1,  2-dichloroethane, 

petroleum ether and aceton had similar effects to that of chloroform. The treatment with chloro-

form resulted in the complete killing of the bacilli, but other organic solvents tested had no 

killing effect. Therefore, the mycobacteriocin which was detected by chloroform treatment might 

not be due to the extraction of the active principle from bacterial cells after death. 

   On the other hand, in the control experiments with colicin, such effects of the organic solvents 

were not demonstrated, and colicin was detected either when the plate was treated with or without 

chloroform. 

   Mycobacteriocin, which showes its activity just after the treatment of chloroform, is quite 

distinct from colicin and other bacteriocin previously been reported in the literatures.

バクテリオシンとは同種または近縁の細菌に対 して増

殖阻止作用を示す蛋白性物質で,そ の産生能は遺伝的な

ものであることが知られている(Lwoff1))｡バ クテリオ

シンの中では大腸菌の産生す るコリシン2),緑 膿 菌の産

生するピオシン3)について詳細な研究がなされている｡

抗酸菌のバクテリオシンは武谷ら4)5)によつて発見され,

それを利用 した抗酸菌分類についての研究が始められた

ばかりでまだ詳細は明らかでない｡著 者は共同研究者と

して武谷 らとの抗酸菌バクテリオシンによる抗酸菌分類

の研究中,あ る菌株の産生す るマイコバクテリオシンが

クロロホルムその他の有機溶媒によつて初めてその発育

阻止作用を発現することを見出したので報告する｡

実 験 方 法

供試菌および供試培地:抗 酸菌としては武谷教授(九

大 ・医 ・細菌)か ら分与を受けた抗酸菌M.fortuitum

ATCC6841(6841株),M.smegnatisATCC14468

株(14468株)お よびM.diernhoferiATCC19340S

(19340s株)を 使用した｡こ れらの菌株はv・ずれもrapid

growerと して分類されている抗酸菌で,6841株 の産生
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Table1.EffectsofOrganicSolventsontheDet㏄ ・

tionofMycobacteriocinProducedbyM.

ノbrtuitumATCC6841andontheGro噌h
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Organicsolvent

Chlorofom
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?:Growthinhibitiondoubtfu1

錦+=CouIdgrow-3Failedtogrow

するマイコパクテリオシンによつて19340S株 の発育は

阻止されるが,14468株 は発育阻止を受けないことが知

られている｡実 験にはグリセ リンを加えたハー トイ ン

フ=一 ジ ョン寒天培地(GHA)に37｡C48時 間培養 した

菌を生塩水で適当な浮遊液として使用した｡対 照実験で

あるコリシンの実験においては,常 盤博士(福 岡県衛生

公害センター細菌部)か ら分与を受けたE.coli6株,

Paracoli1株 およびS.tyPhimurium2株 計9株 を使

用した(表1)｡こ の9株 のうちE.coliRow(col-)と

S.torρhimuriumcys36-co1一 の2株 がコリシン非産生

菌であ り,他 はすべてコリシン産生株である｡コ リシン

検出のindicator菌 としてはE.coliRow(co1一)株 を

使用した｡コ リシンの実験においては培地は普通寒天培

地および半流動寒天培地を用いた｡

供試有機溶媒:ク ロロホルム,四 塩化炭素1,2一ジ クロ

ールエタン,エ チルエーテル,石 油工一テル,ベ ンゼン,

アセ トン,メ タノール,エ タノール,イ ソプロパ ノール

およびln一ブタノール計11種 類の有機溶媒(和 光純薬,特

級)を 使用 した｡

実験方法:実 験方法は武谷らの方法4)5)に従 つた が,

詳細については成績の項に述べる｡

成 績

実験1:マ イコバクテリオシン検出に及ぼすクロロホ

ルムの影響

6841株 を3日 間グリセリン寒天平板上に画線培養 した

シ ャーレを2組 用意し,1組 は武谷 ら4)の方法に従つて
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Fig.1.E∬ectofChloloformontheDetection

ofMycobacteriocinProducedbyM.

ノbrtuitumATCC6841

(a)ChloToformtreated(b)Non-・treated

(1)砿 ノb7'露`傭 辮ATCC6841(2)砿 げ`87"加 ノleriATCC

19340S(3)ハd.smegmatisAT㏄14468

クロロホルム処理を行い,他 の1組 は無処理のままとし

た｡次 にこれらのシャー レにindicator菌 として19340S

株 および14468株 の生塩水浮遊液(約106ノml)を6841

株 の画線 と直角に,し かも接触しないように画線接種し,

37｡C72時 間培養後indicator菌 の発育情況を観察した｡

図1に 実験結果を示す｡定 法に従つてクロロホルム処

理を行つた場合,図1(a)に 示 すように6841株 の産生

するマイコバクテリオシンによつて19340S株 の発育は

阻止されたが,14468株 の発育は阻止されなかつた｡

この結果は武谷 らの成績 と一致するものであつた｡一

方,ク ロロホルム処理を行わなかつた場合においては図

1(b)に 示すように,ク ロロホルム処理を行つた場合と

異なり,14468株 のみならず,19340S株 の発育阻止も

全 く認められなかつた｡こ の結果から6841株 の産生す

るマイコバ クテ リオシンはクロロホルム処理を行わなけ

れば検出しえないことが判明した｡

実験2=ク ロロホルム以外の有機溶媒のマイコバクテ

リオシン検出に及ぼす影響

次に実験1で み られたように6841株 のマイコバクテ

リオシン検出にはクロロホルム処理が重要な役割を果た

していると思われるが,ク ロロホルム以外の他の有機溶

媒にはこのような作用はないかとい うことを調べる目的

で実験を行つた｡

実験方法は実験1に 準 じ,ク ロロホルムの代 りに,方

法の項であげた有機溶媒で処理を行V・,indicator菌 の発

育阻止を調べた｡こ れ らの有機溶媒の うちメタノール,

エタノール,イ ソプロパノールおよびπ一ブタノールで処

理 した場合には約5時 間放置後 も培地に揮発臭の残存が

認められた｡

結果は表1に 示すように6841株 のバクテ リオシンに

非感受性の14468株 は,ア ルコール類による処理の場合

を除いては有機溶媒の処理の有無にかかわらず,発 育阻
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Fig.2.GroWthInhibitionofIndicatorStrain

ontheBenzen--treatedPlate
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Fig.3.EffectofChloroformontheDetectionofCo且icin

止を受けなかつた｡一 方,感 受性の19340S株 は,無 処

置では発育阻止はみられなかつたが,四 塩化炭素,1,2一

ジクロールエタン,エ ーテルおよびベンゼンで処理した

場合にはク・ロホルム処理の場合 と同様醗 育阯 が認

められた｡図2に ベンゼン処理の場合の結果を示す｡な

おアルコール類で処理 した揚合には表には示していない

がマイコバクテリオシン産生菌接種の有 無 にかかわ ら

ずindicator菌 そのものの発育が認められなv・かあるい

は微弱であつたので,バ クテリオシン検出に及ぼす影響

についての判定は不能であつた｡こ れ らの結果は四塩化

炭素,1,2一 ジクロルエタン,エ ーテル,ベ ンゼン,石 油

工一テルおよびアセ トンもバクテリオシン検出において

クロロホルムと同様な効果を有することを示すものであ

る｡

実験3=マ イ コバクテリオシン検出における有機溶媒

処理 と菌の生死について

実験1,2に おV・て6841株 の産生するマイコバクテ

リオシン検出にはクロロホルムなどの有機溶媒処理が必

要不可欠であることを明 らかにしたが,こ れ らの処理は

殺菌的に作用しているのであろうか,す なわちバクテ リ

オシン産生には菌の生死が関係しているか否かを調べる

目的で有機溶媒処理後の菌 につ いて,培 養実験を行つ

た｡菌 は白金耳でG肌 斜面に接種して発育を調べた｡

結果は表1に 示すようにクロロホルム以外の有機溶媒処

理の場合にはすべて菌は生残していた｡一 方,ク ロロホ

ルム処理の場合には全 く菌の発育は認められなかつた｡

実験4=ク ロロホルム,ベ ンゼンおよびエーテル処理

のコリシン検出に及ぼす影響

抗酸菌6841株 のマイコバクテ リオシン検出には有機

溶媒処理が必要であるが,こ れが抗酸菌株に特異的な必

須条件であるか否かを知る必要から対照実験として,コ

coliRow(co1一)wasusedasanindicatorstrain.E

E.colCA18-B2ParacoliCA62-J+11
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EthylEtherontheDetectionofColicin
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E.coliRow(col-)wasusedasanindicatorstrain.

零=Figuresindicatethediameterofinhibitedareainmm .

リシン検出におけるクロロホルム,ベ ンゼンおよびエー

テルの処理の影響について検討した｡

寒天平板に穿刺培養によりコリシン産生株および非産

生株9株 を1夜 培養したシャーレを4組 用意した｡そ の

うちの1組 は無処置 とし,他 の3組 は定法に従つてそれ

ぞれクロロホルム,ベ ンゼンおよびエーテル蒸気によつ

て処理 した後,indicator菌 を106/mlに 混ぜた半流動寒

天培地を重層し,37｡C1夜 培養 した｡

コ リシン検出はindicato噛 の発育阯 の有無}こよっ

た｡成 績は表2お よび図3に 示す｡

無処置の場合にもまたクロロホルム,ベ ンゼンおよび

エーテル処理を行った場合 もほとんど変わ らない阻止が

み られた｡す なわちコリシン産生菌の場合にはこれ らの

有機溶媒による処理は,コ リシン検出とは無関係 といえ
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る｡

考 察

一般にコリシン検出の実験においては
,コ リシン産生

菌を殺菌するためにクロロホルムが使用されており,こ

れはreutine化 されている｡抗 酸菌においても同様な目

的でクロロホルムが使用されているよ うで あ る｡し か

し,今 回の実験結果か ら抗酸菌6841株 の産生するマイ

コバクテリオシンはクロロホルム処理を行つてはじめて

検出されることが明 らかである、このことはコリシン発

見以来routine化 されているコリシン産生菌殺菌のため

のクロロホルム処理が単に殺菌の目的のみならずその他

の意義を検討する必要のある重要な課題を提示するもの

と考える｡ま た実験2に 示 したようにクロロホルム以外

の有機溶媒によつてもクロロホルム処理の場合と同様な

結果が得 られたが,コ リシン検出の場合と全 く異なる結

果(実 験4)と 考 え合わせると6841株 のマイコバクテ

リオシン検出においては有機溶媒が重要な役割を果たし

ていることが考えられる｡こ のような抗酸菌6841株 の

マイコバクテリオシン検出における有機溶媒処理が抗酸

菌特有の現象か株特異的現象かについても今後検討を要

するであろう｡更 に実験3の 結果が示すようにクロロホ

ルム以外では生残菌がみ られたことは定量的測定でない

のではつきりしたことはいえないにしても菌の生死 とバ

クテリオシン産生 との関係がないようにもみえる｡こ の

ことについては更に検討する必要があろう｡最 後に,抗

酸菌6841株 において見出されたクロロホルム処理によ

つて初めて検出され うるマイ コバクテリオシンが,従 来

知られているようなバクテリオシンと同一カテゴリーに

属するか否かについては現在不明である｡

結 核 第49巻 第10号

結 論

抗酸菌6841株 の産生す るマイコバクテリオシンにつ

いて検討した結果,次 の結論を得た｡

1.抗 酸菌6841株 の産生す る抗酸菌19340S株 に対

するマイコバクテ リオシン検出におV・ては,6841株 の

クロロホルム処理が必要不可欠の条件である｡

2.同 様 な効果は四塩化炭 素,1,2一 ジクロルエタン,

エチルエーテル,ベ ンゼンおよびアセ トンによつても得

られた｡

3.直 接塗抹培養法で調べた結果,ク ロロホルム処理

の場合のみ菌の発育がみ られず,他 の有機溶媒処理を行

つた場合菌は発育 した｡

4.対 照 として行つたコリシン検出につい て の有機溶

媒の影響は全 くみ られなかつた｡

以上の結果から抗酸菌6841株 の産するマイコバ クテ

リオシンは従来 コリシンなどについて知 られているもの

と異なる性質を有するものと思われる｡

稿を終わるにあたりご校閲を頂いた中村昌弘教授に心

から感謝すると共に,抗 酸菌株の分与を頂いた武谷健二
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