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Mycobacteriocin produced by human type tubercle bacilli could be demonstrated easily on egg 

medium containing 0.05% tween 80 by means of stab culture or streak plate methods, and eleven 

mycobacteriocin-types have been recognized on the basis of the inhibition pattern by using 9 

indicator strains of rapidly growing mycobacteria.

At present, types 1 (4.9%), 2 (13%), 4 (38.5%), 9 (2%) and 11 (14.8%) showed a stable 

mycobacteriocin pattern, but types 3 (7.8%) and 7 (6.7%) were apt to show type replacement to 

types 2 and 4, respectively, and strains belonging to types 5, 6 and 8 were few, less than 1.5% 

to the total. In order to perform a reproducible mycobacteriocin typing, our previous typing 

scheme was revised to be consisted of five groups (A-E). Among 438 strains, mycobacteriocin 

group C containing types 4 and 7 was 46.1% of strains tested, group B containing types 2, 3 and 

6 was 22.6%, group E containing type 11 was 15.1%, group A containing types 1 and 8 was 

5.5%, group D containing types 9 and 10 was 4.1%, and untypable strains were no more than 

6.6% among all tested strains.

 Human type tubercle bacilli classified as type 4, which consisted of more than 45% of strains 

tested, could be divided into three sub-types from sensitivity to M. gordonae 1324 and M. terrae 

1450.

Mycobacteriocin producing strains belonging to type D : 9 showed an extremly wide antibacterial 

activity to strains of more than 90% of rapidly growing mycobacteria (42 strains), to about 40% 

of slow growing mycobacteria (29 strains), and even to 10 strains of Staphylococcus aureus.

細菌 の産生 するバ クテ リオシンは遺伝的に安定な形質

である といわれ,現 在最 も解析 された コ リシンは プラス

ミッ トと呼ばれ る蛋 白性 の遺伝的単位か ら成つ てい る。

したがつ て,こ れ らを利用 して菌種 の分類 または型別を

行 な う試 み が あ り,従 来,主 と して グ ラ ム陰 性 菌 に つ い て

試 み られ て ぎ た1)～4)。 した が っ て バ ク テ リオ シ ン型 別 法

に は バ クテ リオ シ ン原 性 に基 づ い て型 別 す る"Bacterio-

cinogenotyping",と,1組 の感 受 性 菌 に 対 す る抗 菌 パ タ
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一 ンか ら型 別 す る"Bacteriocino typing"の2種 の方 法

が あ り,い ず れ の 方 法 も疫 学 的研 究 に応 用 され うる。

結 核 菌 の 型 別 法 に は 古 くか らフ ァー ジ型 別 法 が 試 み ら

れ て きた が5)6),い まだ方 法 論的 確 立 に 至つ て い な い 。

一 方 著 者 らは 抗 酸 菌 の 産 生 す るマ イ コバ クテ リオ シ ソを

明 らか に し,迅 速 発 育 菌 群 の マ イ コバ クテ リオ シ ン分

類7)を は じめ と して,主 と して"`Bacteriocino typing"に

よ る結 核 菌 の 型 別 方 法 に つ い て 研 究 して きた。 本 型 別 法

で は9株 の迅 速 発 育 菌を 指 示 菌 と してそ の抗 菌 パ タ ー ン

か ら結 核 菌 は11の マ イ コバ クテ リオ シ ン型 に型 別 可 能

で あ る こ とを 示 唆 した8MO)。 現 在 マ イ コバ クテ リオ シ ン

の遺 伝 生 化 学 的 性 状 に つ い て 積 極 的 に証 明 す る成 績が 得

られ て い ない が,最 近 島 元 ら11)に よつ てM.lactaeの 産

生 す る活 性 物 質 は蛋 白 性 の 低 分 子 物 質 で あ る こ とが 明 ら

か とな り,従 来Bradley!2)の 定 義 した低 分 子 の バ クテ リ

オ シ ン と類 似 の 性 状 を 示 す こ とが 明 らか に なつ て き た。

本 報 で は 結 核 菌 お よびMf.africa/nｕmの マ イ コバ クテ リ

オ シ ソ型 別 法 確 立 を 目的 と して 型 別 の現 状 を報 告 す る。

実 験 材 料 と方 法

菌 株:使 用 菌 株 と して は 非定 型 抗酸 菌 第IV群 菌 につ い

て はATCC系108株9)を 用 い,結 核 菌 に つ い て はDr.

Kleebergか ら分 与 され た41株 と,福 岡,長 崎 の 結 核

患 者 分 離 菌 株 を 使 用 し た 。M.africanum15株10)は

Dr.Kleeberg由 来 の 菌 株 で あ る。型 別 に 使 用 した 指 示

菌 はM. diemhoferi ATCC 19340, 19341, M. ther

-moresistibile ATCC 25815, 25814, M. ckitae ATCC

 19627, 25805, M. aurum ATCC 25797, 25800の9株

で い ず れ も小 川培 地 で継 代 保 存 した。

マ イ コバ ク テ リオ シ ン型 別 法:前 報10)に 報 告 した 方 法

に よつ た 。 す な わ ち 被検 結 核 菌 をTween80加 卵 培 地

に 線 状 に 接種 し,37℃2週 間培 養 後,ク ロ ロホル ムで1

時 間殺 菌 した。 次 い で 型 別培 地 上 に 約4mlの4%グ

リセ リン加 ハ ー トイ ン フ ユー ジ ョン寒 天 培 地 を 重 層 し,

3日 間 冷 室 に 保 存 した 。 一 方 継 代 に よつ て48時 間 培 養

後 の 各 指示 菌106/mlの 菌 浮 遊 液 を 作 成 し,各 指 示 菌 を

型 別培 地 上 に 画線,48時 間 後 に判 定 した 。 判 定 は 指 示 菌

の 阻 止 帯5mm以 上 の ものは 陽 性 と した 。 た だ し 被 検

結 核菌 の線 状 培 養 上 に指 示 菌 が 部 分 的 に 発 育 して も明 ら

か に 阻 止 帯(5mm以 上)が 認 め られ た も のに つ い て は 陽

性 と判 定 した。 この現 象 は 指示 菌M.amrumに しば し

ば 認 め られ た 。 な お被 検 結 核 菌 は 小 川 培 地 ほ ぼ2週 間 培

養 後発 育 良好 な菌 株 に つ い て型 別 を実 施 し,発 育 の遅 い

菌 株 に つ い て は継 代 を く り返 し,培 養2週 間 で 発 育 良 好

な 状態 で 型別 に使 用 した。

成 績

1。 結 核 菌 の マ イ コバ ク テ リオ シ ン産 生 と型 別

Photo 1. Detection of mycobacteriocin.

結 核 菌 の マ イ コバ クテ リオ シ ン産 生 性 は 固形 培 地 中 で

容 易 に検 出す る こ とが で き る(写 真1)。 しか し本菌 を デ

ュボ ス液 体 培 地 で 培 養 して も マ イ コバ ク テ リオ シ ン活 性

物 質 は 菌 体 か ら遊 離 しが た い 。 す な わ ち培 養遠 心 上 清 液

には マ イ コバ ク テ リオ シ ン活 性 は 認 め が た い。 したが つ

て発 育 良 好 な結 核 菌を 小 川 培 地 上 に せ ん刺 また は ス ト リ

ー ク し,培 養2週 後 に ク ロ ロホ ル ムで殺 菌 した後,感 受

性 指 示 菌 を 軟 寒 天 と と もに 重 層 また は画 線 す る と感受 性

菌 の 発 育 が 部 分 的 に 阻 止 され,マ イ コバ クテ リオ シ ン の

検 出 が 可 能 とな る。 本菌 群 の 産生 す る マ イ コパ クテ リオ

シ ン はM. diernhoferi, M, aurum, M. chitae, M.

 tlzermoresisti6il8, M. rubrum, M. phleiな ど の 迅 速

発 育 菌 とM. intracellulare, M. avium, M. gordonae,

 M. terraeな どの遅 延 発 育 菌 の一 部 に対 して のみ 特 異 的

に 発 育 を 阻 止 す る比 較 的狭 い抗 菌 ス ペ ク トルを 示 す 。 し

た が つ て 比較 的 短時 日に結 果 を判 定 し うる とい う点 か ら

迅 速 発 育 菌9株 を 指示 菌 と して使 用 し,そ の抗 菌 パ タ ー

ンか ら11種 の マ イ コパ クテ リオ シ ソ型 に一 応 型 別 し10),

そ の 後 の 成 績 に基 づ い て改 定 した ものを 表1に 示 した 。

この 型 別 法 に よ る と,1型(4.9%),2型(13.0%),4

型(38.5%),9型(2,0%)お よび11型(14.8%)の 各 型 は

安 定 した 抗菌 パ タ ー ン を 示 す 。 一 方5型(1.1%),6型

(1.3%),8型(0,5%(は 型 別 頻 度 が 少 な く,ま れ な マ イ

コパ クテ リオ シ ン型 で あ る た め,こ れ ら の型 の 存 在 は 現

在 の と ころ保 留 す る ことが 望 ま しい と考 え られ る。7型

お よび10型 は それ ぞれ4型 お よび9型 に 類 似 の抗 菌 パ タ

ー ンを 示 す
。 また3型 はM.aurm15009ま た は25797

株 に対 す る感 受 性が 不 安 定 で2型 と類 似 のパ タ ー ンを 示

す こ とが あ り,現 状 で は2型 と3型 を区 別 しが た い こ と

が あ る。 した が つ て型 別安 定 性 の面 か ら再 検 討 した 結 果,

11型 型 別 法 を整 理 統 合 してA:1お よび8型,B:2,3

お よび6型,C:4お よ び7型,D:9お よび10型,E:

11型 の5群 の マ イ コパ クテ リオ シ ソ型 に 群 別 し,次 い で

各11型 の マ ィ コバ クテ リオ シ ン型 に 型 別 す る方 法 が よ

り実 用 的 で あ ろ う と考 え て い る。
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Table 1. Mycobacteriocin Patterns of Mycobacte

 rium tuberculosis by using 9 Indicator

 Strains

*1) M .diernhoferi 19340, 2) M.thermoresistibile 25815, 3)

 M.thermoresistibile 25814, 4) M. chitae 25805, 5) M. 
aurum 15009 or 25797, 5) M. aurum 15011 or 25800, 7) M.

 aurum 15002, 8) M.diernhoferi 19341, 9) M. chitae 19627, 
V : Variable.

Table 2. Mycobacteriocin Typing Results Sum

 marized in Five Groups

Table 3. Sensitivity to M. gordonae and M. terrae 

of Type C: 4

こ の 方法 を438株 の分 離 結 核 菌 に 応 用 す る と,表2に

示 した とお り,C群46.1%,B群22.6%,E群15.1%,

A群5-5%お よ びD群4.1%の 順 で 型 別 され,型 別不 能

は 供試 菌 株 の6.6%に す ぎな い 。 しか しC:4型 の マ イ

コバ ク テ リオ シ ン型 が 型 別 菌 株 の 約40%を 占 め た た め,

こ の型 を亜 型 に 分 類 す る必 要 が生 じた。 供 試C:4型 結

核 菌76株 に つ い てM.gordonaeTMC1324株,M.

terraeTMC1450株 の2株 に対 す る感 受 性 を 調 べ た 結

果,表3に 示 した よ うに3種 の亜 型 が 設 定 され る こ とが

Photo 2. Mycobacteriocin patterns of type D : 9. In
 dicator strains: 1) M. diernhoferi 19340,

 2) M. thermoresistibile 25815, 3) M. ther
 moresistibile 25814, 4) M. chitae 25805, 5)

 M. aurum 15009, 6) M. aurum 15011, 7)
 M. aurum 15002, 8) M. chitae 19627, 9)
 M. diernhoferi 19340.

わ か つ た。 この2株 の 感受 性菌 は 遅延 発 育型 で あ るた め,

判定 は 指示 菌 画線 培 養 後6～7日 後 に 行 なつ た。 マ イ コ

バ ク テ リオ シ ンに よ る指 示 菌 の阻 止反 応 は迅 速 発 育 菌 と

同 様 に 明 瞭 で,5mm以 上 の阻 止 帯 を 陽 性 と判 定 した 。

2.マ イ コバ クテ リオ シ ソD:9型 の性 状

9株 の 指示 菌 に対 して抗 菌 性 を示 す マ イ コ バ ク テ リオ

シ ンD;9型 の型 別 頻 度 は 低 いが(表1),9株 の指 示 菌

す べ て に抗 菌 性 を示 す特 異 な マ イ コパ ク テ リオ シ ン型 と

して 注 目 され る(写 真2)。 した が つ て こ の型 に 属 す る結

核 菌(5株(を 用 い て,画 線 法 に よつ て多 数 の他 の抗 酸 菌

種 に対 す る感 受 性 を調 べ た結 果 は 表4に 示 した とお りで

あ る。 す なわ ち迅 速 発 育 菌 群 につ い て は供 試42株 中38

株(90.4%)が,ま たM. intracellulare, M. gordonae,

 M. scrofulaceum, M. terrae, M. marinum, M. xenopi

の29株 中11株(38%)が,更 にM.avium3株 中1株

が感 受 性 を示 し,こ の型 の マ イ コバ ク テ リオ シ ソは 広 域

抗菌 ス ペ ク トル を有 す る こ とが 明 らか に され た 。

一 方D:9型 のS .H株(20年 の病 歴 を 有 す る患 者 で,6

回 の 排菌 株 の マ イ コバ クテ リオ シ ン型 別 成 績 は い ず れ も

D:9型)は デ ュボ ス液 体 培 地4週 培 養 後 の菌 体 抽 出 液 が

マ イ コパ クテ リオ シ ソ活 性 を有 す る こ とが わ か つ た 。 す

なわ ち,本 菌 の デ ュボ ス1l培 養 液 の 菌 体 を 集 菌 に よっ

て 集 め,5mlのTris-HCI緩 衝 液(pH7.8)に 浮 遊 し,

超 音波 処 理(久 保 田200M,200W20分)後10,000rpm

20分 遠 心 した上 清 はM.diernhoferi19340株 に 対 して

ス ポ ッ ト法 で2倍 の マ イ コバ ク テ リオ シ ソ活 性 を示 した。

こ の マ イ コバ ク テ リオ シ ン粗 標 品 に つ い て 各抗 酸 菌 に対

す る抗 菌 域 を 検 討 した 。 そ の 結 果 供 試74株 の うち24株

に 抗 菌 活 性 が 認 め られ(表4),画 線 法陽 性 株 の約50%

に 対 して 菌 体 抽 出 液 に よつ て もマ イ コバ クテ リオ シ ン 活
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Table 4. Antibacterial Spectra to Atypical Myco-

bacteria of Type D : 9

*The sample for spot method was prepared by the sonic

 extraction of cells of type D: 9 strain S. H.

性 を証 明 す る こ とが で きた 〇 こ の マ イ コバ ク テ リオ シ ソ

活 性標 品 は大 量 に抽 出す る こ とが 困 難 で あ るた め,現 在

この活 性物 質 の物 理 化 学 的 性 状 を 明 らか に す る こ とは で

きな い が,熱(90℃530分 で失 活)に 対 し ては 比 較 的 安 定

な 活 性物 質 で あ ろ う と推 定 され る。 一 方,こ の マ イ コバ

クテ リオ シ ンの グ ラム陰 性,陽 性 菌 に 対 す る抗 菌 域 に つ

い て も検 討 した 。使 用 した 菌 種 はStrePtococcus,Micro-

coccus,Sarcina,Bacillus,Salmonella,Esckerichia,

Skigella,ProUidenciaお よびStaPhylococcusの10菌

属 で あ る。D:9型 結 核菌 を マ ラカ イ トグ リー ン を除 い

た 卵 培 地 に ス トリー ク し,2週 培 養 後,ク ロ ロホ ル ム で

殺 菌 した 後,各 グ ラ ム陰 性,陽 性 菌 の ブイ ヨ ン1夜 培 養

液 を画 線 し,24時 間 後 阻 止 の 有 無 を 観 察 した 。s.aureus

を 除 く他 の 菌 種 に は 抗 菌 性は 認 め られ なか つ た が,S.

aureus209P株 を は じめ 供 試 黄 色 ブ ドウ状 球菌10株 に

対 して抗 菌 性 が 認 め られ た 。 しか し菌 体 抽 出法 に よ る抗

菌 活 性 は 認 め られ な か つ た。

3.M.africanumの マ イ コバ クテ リオ シ ン産 生 能

Table 5. Mycobacteriocin Pattern of M . africanunz

* 1) M . gordonae 1324, 2) M. telrae 1450, 3) M. intraoel

 lulare P54, 4) M. intracellulare 97, 5) M.diernhoferi 

19340, 6) M.aztrum 25797, 7) M.autum 25800.

Dr.Kleeberg分 与 の11株 と結 研 由 来 の4株 のM.

africanumに つ い て マ イ コバ クテ リオ シ ソ産 生 と感 受 性

を 調 べ た 。15株 の 本菌 は小 川 培 地 で10代 以上 継 代 し,

2～3週 で十 分 発 育 可 能 な 菌 と した 。 多 数 の 抗 酸 菌 に

つ い て感 受 性 を検 討 し た 結 果,表5に 示 し た と お り

M.gordonae TMC 1324,M.terrae TMC 1450,

M. intracellulareP54,97株 お よび迅 速 発 育 菌 群 菌 の

M.diernhoferi 19340,M.auru初25797,25800株 の

7株 に対 して の み マ イ コパ クテ リオ シ ソ活 性 が 認 め られ

た 。 した が つ て結 核 菌 型 別 法 に よる と本 菌 は す べ てB:

3型 に型 別 され た。

考 察

一 般 に結 核 菌 の産 生 す る マ イ コバ ク テ リオ シ ンは 非 定

型 抗 酸 菌 迅 速 発 育 菌 に つ い て はM.diernkoferiMf0.cki-

tae,M.zkermoresistibile,M.aurunz,M.giae,M.rubr-

um,MPeregrinum,M.Pkleiな ど の菌 種 に 対 し,一 方

遅 延 発 育 菌 に つ い て はM.intracellulare,M.gordonae,

M.terrae,M.aviumな どのそ れ ぞ れ 一 部 の 菌 種 に 対

し て のみ 抗 菌 性 を 示 す 。 しか し例 外 的 に マ イ コバ ク テ リ

オ シ ンD:9型 の 結 核菌 の よ うに 供試 迅 速 発 育 菌 の約90

%に 対 し て マ イ コバ ク テ リオ シ ソ活 性 を有 す る広 域 抗 菌

スペ ク トルを 有 す る産 生 株 の あ る こ と も事 実 で あ る。 更

に このD:9型 産 生 株 が ブ ドウ状 球 菌 に 対 して も抗 菌 活

性 を 示 した こ とは 本菌 の産 生 す る マ イ コバ ク テ リオ シ ソ

が 種 属 を 越 え て 抗 菌 性 を もつ可 能 性 を示 して い る。 しか

し一 方,こ の 抗 菌 性 は マ イ コバ クテ リオ シ ン とは異 な る
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抗菌 物質 の産生 による可能性 も完全には否定で きない。

Hammonら13)は グラム陽性菌の産生す るパ クテ リオシ

ソはそ の活性 スペ ク トルか らグラム陰性菌に及ぶ ことは

な いと しなが らも,種 属を越えて抗菌性を示 す ことがあ

り,ま た バクテ リオシソ活性は しば しば 自己の産生菌 に

対 して も活性を示す と定義づけ てい る。 またGagliano

ら14)はブ ドウ状球菌のあ る菌 株の産生す るバ クテ リオシ

ソが 同一菌種属内だけでな く,一 部の グラム陽性菌 に対

しても活性を示す ことを報告 してい る。 したがつてD:

9型 の産生す る活性物質が ブ ドウ状球菌 に抗菌 活性を示

す ことは,こ の現象がマ イコバ クテ リオシ ンに よる もの

として説 明で きるが,他 の抗菌物質の産生に よる可能性

も完全に否定す るためには今後更に検討が必要であろ う。

前報においては9株 の指示菌に対 す る抗菌 パター ンか

ら11型 の マイコバ クテ リオシ ソ型 別法 を報告 した。そ

の後 の型別追試に よれば5型,6型,8型 お よび10型 は

まれなマ イコパ クテ リオシ ン型 であ り,ま た3型 が2型

に,7型 が4型 に しば しば型置換現 象を示 した。す なわ

ち同一患者排菌株が型置換を起 こす ことは前報10)におい

て示唆 したが,そ の後の患者分離株 について も4～6回

の再排菌 株9例 中2例 に同 じ現象 を見 出 している。 一方

これ らの再排菌 型置換株 の薬剤耐性 には顕著 な変化は認

め られない。 型置 換の要 因 としては,1)マ イコパクテ

リオ シソ産生因子の脱落,消 去,2)マ イコバ クテ リオ

シ ン耐 性菌 の出現 に よる指示菌 の変異現象 など遺伝学的

背 景に起 因する ことが推定 され る。 したがつて,こ れ ら

の問題の解 明は本菌群 の遺伝学的解析に待つ以外にない

が,現 状 では類似 の抗菌 パターンを示すマ イコパ クテ リ

オシン型 は同一 の群 として本報で示 した よ うにA～Eの

5群 に整理 して表現 し,今 後特異性 の高い指示菌の開発

に よつてそれぞれ のマイ コバクテ リオシン型を確立すべ

きであろ う。

M.africanumは 前報10)に おいて11型 すなわちマイ

コバ クテ リオシソ非産生 であ ると報告 した。 しか しその

後小 川培地 で10代 以上継代 した後型別 した結果,マ イ

コノミクテ リオシン産生性 であ る こ と が わ か つ た。M.

africanumは 元来発育不 良 のため 前報 の実験 に際 して

は,マ イ コバクテ リオシソが十分産生 されていない状態

で判定 したため非産生 と誤つた もの と考え られ る。結核

菌 型別法 に よる とM.africanum15株 はすべ てB:3型

に型別 され,更 に非定型抗酸菌M.intracellulare,M.

gordonae,M.terraeの 一部の菌 種に対 して抗菌性 を示

し,結 核菌 と類似 の抗菌パ ター ンを示 す と考 え られ る。

したがつ て今後 とも培養2週 で十 分発育 可能 な菌株 のみ

を本型別に使用す る必要があ る。

今後結核菌 を中心 として各種抗酸菌 の同一菌種内にお

け るマイ コバ クテ リオシン型別 とそ の疫学的応用法の確

立 と同時 に,各 菌種間 の鑑別に マイコバ クテ リオ シソ産

生性 を利用 し うる可能性 もあ り,今 後更に これ らについ

て検討 を進めたい。

結 論

著者 らは先に 結核菌 の マイ コバ クテ リオシソ型 を11

型 に型別す ることを提案 したが,そ の後の実験成績 か ら

一部不安定 なマイコバ クテ リオシ ソ型が認め られ たため,

本報に おい ては本型別法を5群 に整理 した。 この方法 に

よれば438株 の分離結核菌はC:4,7型46.1%,B:

2,3,6型22.6%,E:11型15.1%,A:1,8型5.5

%お よびD:9,10型4.1%の 順 に型 別され,更 に

C:4型 はM. gordonae 1324, M. terrae 1450株 に対

す る抗菌パ ターソか ら3亜 型に細分類可能 である ことを

示 した。

D:9型 のマ イコバ クテ リオシ ソ産生株 は迅速発育菌

群に対 しては90%以 上,そ の他の非定 型抗酸菌 に対 して

は約40%の 菌株に対 して,更 に菌 種の異な るSta助y-

lococcus aureusに 対 して も抗菌活性を示す 広域抗菌 ス

ペ ク トルを有す ることが明 らかにな った。

終 りに臨み,多 数の菌株分与 を受けた 国立福岡東病院

長 ・瀬川二郎博士 に対 し厚 くお礼 申 し上げ ます。
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