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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

* From the Department of Microbiology , Kurume University School of Medicine (Director: Prof. 
 M. Nakamura), Kurume 830 Japan.
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Table1.EffectsofOrganicSolventsontheDet㏄ ・

tionofMycobacteriocinProducedbyM.

ノbrtuitumATCC6841andontheGro噌h

ofM.プ'ortuitumATCC6841Treated

withOrganicSolvents

Organicsolvent

Chlorofom

Carbontetrachloride

1,2-Dichloroethane

Ethy里ether

Petroleumether

Benzen

Aceton

Methanol

Ethanol

Isopropanol

n-Buthanol

IndicatorStrain

19340S

ホ十

十

十

十

十

十

十

p

～

～

～

14468

7

.

,

｡

,

・

7

.

Non一treated

GrOWthof

6841strain

」**

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

零+:Growthinllibited-=Growthnotinhib詑ed

?: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

〆

.・ 回 駄.
拳ぐ

'
・、 .『

'、

執(・ 聰「AL,9t"
t、 ・.,〃v圃

曳＼

(1)M.ノbrtuit#mATCC6841(2)砿4`〃"加 ノleri

ATCC19340S(3)』lf.smegmaごisATCC14468

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

E.colCA53-14E.`o"CA38一E8+13

E.`o'K12-3ε トE16E.celiK12-317-E25

E.`o'Row(co1つ8S.tyρhimuri"mcys36-17

9S.tPtPhimuri謬mcys36rco1一

Table2.EffectsofChloroform,Benzenand

EthylEtherontheDetectionofColicin

Strain

Treatment

IN・n艦 「"1・・-i襯

J

J

Z

Z

7
レ

Z

O

O

O

O

O

O

ご

C

C

`

6

`

石

E

E

五

E

亙

CA18-B

CA53-I

CA38-E3十I

K12-30-El

K12-317-E2

Row(co1-)

ParacoliCA62-」 十1

5.tylbゐimuriumcys

36{

5.'),Phimuriumcys

36-col一

18*

7

7

7

15

0

19

11

0

3

戸0

9

ρO

rO

O

9

1

1

1
∴

7

0

・gl

8

Q
げ

8

∩
◎

0

1

1

2

11

0

9

6

8

7

0

0

0

1

2

2

8

0

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｡
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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

教授(九 大・医・細菌)コ リシン産生株を分与された常

盤博士(福 岡県衛生公害センター細菌部)に 感謝します｡
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