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Numerical classification of strains received as Mycobacterium nonchromogenicum, 

Mycobacterium terrae and Mycobacterium triviale (Table 1) was carried out, using 81 

characters (Table 4) and matching coefficients. The dendrogram prepared by single linkage
-clustering showed two "centroid clusters" (Fig. 1 and 2); one consisting of M. non-

chromogenicum strains, including type strain NCTC 10424, and another of M. terrae and M. 

triviale strains, including type strains ATCC 15755 and ATCC 23292. The range of these 

clusters were determined by the method previously described (Tsukamura, M.: J. Gen. 

Microbiol., 95: 207-212, 1976) (Table 2), and strains placed outside the centroid clusters
 were tested whether they enter either or both of these ranges. By this method, 9 strains 

were identified as M. nonchromogenicum and 8 strains as M. terrae-M. triviale (Table 3). 
Thus, in total, 33 strains were classified to M. nonchromogenicum and 43 strains to M. 

terrae- M. triviale. These results well agreed with the results obtained by a M value matrix 

(Fig. 3). In conclusion, the majority of the strains tested were classified as either M. 
nonchromogenicum or M. terrae-M. triviale. The strains received as M. terrae or M. triviale 
formed one cluster and regarded as one taxonomic unit.

The characters of the M. nonchromogenicum and M. terrae-M. triviale thus classified are 

shown in Table 4. Among these characters, four characters shown in Table 5 were 

considered as highly useful for differentiating between M. nonchromogenicum and M.
 terrae-M. triviale. All M. nonchromogenicum strains showed positive reaction in three or 

more of these four characters, while all M. terrae-M. triviale strains, except for only one 

strain, showed negative reaction in three or more of these four (Table 6). M. non-
chromogenicum strains are clearly differentiated from M. terrae-M. triviale strains by a 

combination of these  four characters.
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緒 口

Mycobacterium nonchromogenicum Tsukamura

 19651), Mycobacterium terrae Wayne 19662) お よび

Mycobacterium triviale Kubica 19703) は,一 連 の共 通

性 状 を もつ 遅 発 育 性 のnonphoto-chromogenicな 抗 酸

菌 と して 知 ら れ て い る4)～7)。こ の3者 は,従 来,非 病 原

性 と考 え られ て い た が,最 近 に至 り,こ れ ら に よ る 感

染 症 の 報 告 が 相 次 い で 現 わ れ た8)9)。 しか しな が ら,米

国 に お け るM.terraeま た はM.triviale感 染 症 の 報 告

の 菌 種 は,直 ち に,こ れ を信 じ る わ け に は い か な い8)10)。

な ぜ な ら,M.nonchromogenicumと の 区 別 が 全 く行 な

わ れ て い な い か ら で あ る。 更 に,日 本 に お け る感 染 症

の 起 炎 株 はM.nonchromogenicumば か りで あ っ た と

い う事 実 が あ る か らで あ る8)10)。 こ の よ うに,M.non-

chromogenicum,Mr,terraeお よ びMM.trivialeの 区 別

が,特 に 欧 米 で 明確 に 実 施 さ れ な か っ た 事 実 に鑑 み,

本 報 で は,こ の3者 の 分 類 の 問 題 を 改 め て 取 り扱 う こ

と と し た 。

研 究 方 法

菌 株:使 用 し た 菌 株 は90株 で,い ず れ もM.non-

chromogenicum,Mr.terraeま た はMM.trivialeと して

受 領 した 株 で あ る。 こ れ らは 表1に 示 さ れ て い る 。M.

nonchromogenicumの 中 で,患 者 名 の つ い て い な い 株

は,我 々 の 研 究 室 で 土 壌 か ら分 離 し た もの で あ る。 患

者 分 離 株 も全 部 我 々 の と こ ろ で 同 定 した 。M.terrae株

は,ATCCno.の もの 以 外 は,す べ てDr.L.Wayne,

Veterans Administration Medical Center,Long

 Beach,California,U.S.A,か ら,M.triviale株 も

ATCCno.の 株 以 外 は,す べ てDr.G.P.Kubica, Center

for Disease Control, Atlanta, Georgia,U.S.A.か

ら受 領 した 。ATCC株 はAmerican Type Culture

 Collection, Rockville, Maryland,U.S.A.か ら受 領

し た 。M.nonchromogenicumの 土 壌 分 離 株 は

1960～1965年 に 分 離 さ れ た 。M.terrae株 は1966年 に,

M.triviale株 も1966年 に受 領 し た。 こ れ ら の 株 は,―

20℃ に 保 存 さ れ,年1回 継 代 さ れ た 。 そ の た め,前2

者 は 元 々S型 で あ っ た の に,大 部 分 がR型 に 変 異 し て

し ま っ た 。M.trivialeは 元 々R型 で あ っ た 。 従 っ て,

本 報 の 集 落 形 態 に 関 す る成 績 は,必 ず し も分 離 当 初 の

特 徴 を 反 映 し て い な い 。

検 査 性 状:90株 の 各 株 に つ い て,表4に 示 す81性 状

に つ い て 検 査 し た。 こ れ ら の 性 状 の 検 査 方 法 に つ い て

は 前 報 し た11)。

計 数 分 類 二検 査 の 結 果 を1(+)ま た は0(-)と

し てcode化 し,matchimg coefficient(M value)を

次 式 で 計 算 し た。

M(%)={ns/(ns+nd)}×100%。

こ こ に,n,は2株 間 で 同 一 のcode記 号(11ま た は

00)を 示 した 性 状 数,mdは2株 で 異 な るcode記 号(1

0)を 示 し た 性 状 で あ る。 菌 株 のclusteringはsimgle

linkage-methodに よ っ た12)。計 数 分 類 の結 果 は,single

linkageに よ っ て 作 っ たdendrogramお よ びMvalue

matrix(菌 株 ×菌 株 のmatrix)と して 表 わ した 。

後 に 成 績 の 項 に示 す よ うに,本 報 の 計 数 分 類 で は,

dendrogramで 明 確 なclusteringの 形 成 は み られ なか っ

た(被 検 株 全 部 を 明 ら か な2群 ま た は3群 に分 つ こ と

は で きな か っ た)。 しか し,94%レ ベ ル で,2つ のclusters

が 認 め られ た の で,こ れ を"centroidclusters"と 名 付

け て,Liston et al13)の 方 法 で,こ れ らのcentroid

clustersのhypothetical median organism-pattern

(HMO)を 作 っ た 。 こ のHMOに 対 す るcentroid

cluster内 の 各 株 のM valueを 測 定 す る こ とに よ り,

centroid clusterの 範 囲 を(M±2s)と 定 義 す る こ と が

で き た14)。 こ こ に,Mは,cluster中 の 各 株 のHMOに

対 す るMvalueの 平 均 値,sは,そ の 標 準 偏 差 で あ る 。

こ の(M±2s)%の 範 囲 に は,centroid cluster内 の 株

の95%が 含 まれ る14)。任 意 の 株 の2つ のcemtroidclus-

tersのHMOsに 対 す るM valuesを 測 定 し,cluster A

のHMOに 対 す る測 定 値 がAの 範 囲 に入 り,cluster B

のHMOに 対 す る 測 定 値 がBの 範 囲 外 に あ れ ば ,被 検

株 は,centroid clusterAに 属 す る もの と同 定 で き る14)。

こ の 方 法 で,centroid clustersに 入 ら な か っ た株 の 同

定 を 試 み た 。

研 究成 績

計 数 分 類 の 結 果 を,dendrogram(Fig.1お よ び2)お

よ びM value matrix(Fig.3)と し て 示 した 。

先 ずdendrogramを み る の に,94%M valueレ ベ ル

で2つ のclustersが 認 め られ る。第1のclusterはFig.

1の09013か ら09070に 至 る24株 で,す べ てMr.non-

chromogenicumと し て 受 領 し た も の で,こ の 中 に は

Type strainの09003(ATCC19530=NCTC10424)

も含 まれ て い る。第2のclusterはFig.2の37006か ら

38017に 至 る35株 で,こ れ らの 株 はM.terraeま た はM.

trivialeと し て 受 領 し た も の で あ る。こ のclusterに は,

Mr.terraeのType strain ATCC 15755お よ びMM.

trinialeのType strain ATCC 23292も 含 ま れ て い る。

こ のcentroid clusterを 形 成 し たM.nonchro-

mogenicum24株 か らHMOを 作 り.HMOに 対 す る24

株 の平 均M valueを 求 め る と93.7±2.5%と な る(Table

2)。 こ れ か ら(M±2s)%の 範 囲 を 求 め る と

98.7～88.7%と な る 。一 方,他 のcentroid clusterを 形

成 し たM.terrae-M.triviale35株 の 上 記HMOに 対 す

る 平 均M valueは82.2±2.5%,菌 株 の95%を 含 む 範

囲 は87.2～77.2%で あ り,M.nonchromogenicum24

株 の 分 布 の 範 囲 とM.terrae-M.triviale35株 の分 布 の
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Table 1. Mycobacterial Strains Used
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Table 1. continued
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a 1. M.Tsukamura, National Chubu Hospital, Obu, Aichi, Japan

2 . L.G. Wayne, Veterans Administration Medical Center, Long Beach, California, U.S.A.

3. G.P. Kubika, Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, U.S.A.

4. American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, Maryland, U.S.A.

5. National Collection of Type Cultures (NCTC), London, England.

b Isolated from guinea pig organs inoculated by soil samples.

範 囲 とは 重 複 し な い(Table2)。

M.terrae―M.trinialeのcentroid cluster形 成 株 の

HMOに 対 す るM valuesの 分 布 の 計 算 で は,M.mon

chromogenicum株 とM.terrae-M.triviale株 のM

 value分 布 の 間 に 僅 か のoverlapが あ るが,前 述 のM.

nonchromogenicumのHMOを 用 い た 比 較 で は,両 群

の 区 別 が 可 能 で あ る の で.こ の2群 は 区 別 可 能 と み な

して 差 支 え な い 。

次 に.上 述 のcentroid clustersに 入 ら な か っ た 菌 株

が,M.nonchromogenicumに 属 す る か 「ま た はM.

terrae-M.trivialeに 属 す るか を検 定 し て み た 。即 ち,

これ らの 菌 株 の 上 記2つ のHMOsに 対 す るM valueを

計 算 して,

(1)M.nonchromogenicum-HMOに 対 す るM.val-

ueがM.nanchromogemcum centroid clusterの 範 囲

に 入 り.一 方M.terrae-M.triviale-HMOに 対 す るM

 valueもM.terrae-M.triviale centroid clusterの 範

囲 に 入 る もの が3株 あ っ た 。 こ れ ら は 「中 間 型 」 と考

え ら れ る(Table3)。

(2)M.nonchromogenicum-HMOに 対 す るMval-

ueが,そ の 範 囲 に入 り,M.terrae-M.triviale-HMO

に 対 す るM valueが,そ の 範 囲 に 入 ら な い 株 が9株 あ

っ た 。こ れ ら は,M.nonchromogenicumと 同 定 して よ

い と思 わ れ る(Table3)。

(3)前 の 逆 で,M.terrae-M.trivialeと 同 定 さ れ る

もの が8株 あ っ た(Tabie3)。

(4)2つ のHMOsに 対 す るM valuesが,と も に 範

囲 外 に あ り,い ず れ と も 同 定 しが た い 株 が11株 あ っ た

(Table3)。

以 上 の ご と く,M.nonchromogenicumのcentroid

clusterを 形 成 した24株 に,新 た に 同 定 さ れ た9株 を加

え て,M.nonmomagenicumと 分 類 し え た株 は 合 計33

株 と な る 。 また.M.terrae-M.trivZaleのcentroid

clusterを 形 成 した35株 に.新 た に 同 定 さ れ た8株 を加

え て,M.terme-M.trivialeと 分 類 し え た 株 は 合 計43

株 と な る。

こ の 結 果 を,M value matrix(Fig.3)と 比 較 し て

み る と.両 者 は 大 概 一 致 し て い る こ とが 分 る。M value

matrixで も,被 検 株 で もお お よそ2群 に 分 た れ,2つ

のclustersが 形 成 され て い る 。 上 記 の 計 算 で 中 間 型 ま

た は 同 定 不 能 と さ れ た 株 は.Fig.3のclustersに も入 ら

ず,2つ の 方 法 の 分 類 の 結 果 は.よ く一 致 して い る。

Table4に.M.nonc加omogenicumお よびM.terrae

-M .trivialeの 性 状 の 比 較 を 示 す 。

Table4の 性 状 の 中 で,M.nonchromogenicumと

Fig.1. Dendrogram(1).
Strains 09013 to 09270 (24 strains) form a centroid 
cluster of M nonchromogenicum at a 94%-level.Strain 
09003 is the type strain of M. nonchromogenicum.
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M.terrae-M .trinialeと の 間 で.最 も著 し い 差 を 示 す 性

状4つ を と る と,Table5に 再 掲 す る ご と くに な る。

そ して,Mr.noncmomogenicumと 同 定 され た33株 お

よ びM.terrae-M.trivia陀 と 同 定 さ れ た43株 で,こ の

4性 状 の 陽 性 頻 度 を数 え る とTable6に 示 す 結 果 が 得

られ た。即 ち,M.nonchromogenicumで は,31株(94%)

が,こ の4性 状 全 部 につ い て 陽 性 の 成 績 を 示 した の に,

M.terme-M.trivia陀 で4性 状 全 部 に 陽 性 を示 し た 株

は1株 も な か っ た。ま た,M.nonchromogenicumは 全

株 が,上 記4性 状 中3性 状 以 上 で 陽 性 反 応 を示 し た の

に 対 して,M.terrae-M.trivialeの 中 で,こ の よ う な

反 応 を 示 した もの は 唯1株(2%)し か な か っ た 。 こ

の 成 績 か ら,Table5の4性 状 を検 査 し て,3性 状 以

上 に 陽 性 反 応 を 示 す 株 をM.nonchromagenicumと 同

Fig.2. Dendrogram (2) .
Strains 37006 to 38017 (35 strains) form a 
centroid cluster of M.terrae M .triviale complex 
at a 94%-level. Strain 37014 is the type strain of

 Mtriviale, and strains 38016 and 38017 are the
type strain of M terrae, which were received

trom the American Type Culture 

Collection at different times.

Fig. 3. Schematic representation of the M value matrix, in which the M values higher than 88% are 

shown as closed circles. The strains are arranged in the same order as shown in Figures 1 and 2.
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Table 2. Mean M Values of Strains Forming a Centroid Cluster to Hypothetical Median Organism

 Pattern (HMO) of their Own Cluster and to the HMO of another Cluster

a Strains 09013 to 09270 (24 strains) received as M.nonchromogenicum, which formed one cluster at

 a 94%-level (Fig.1).

b Strains 37006 to 38017 received as M.terrae and/or M.triviale, which formed one cluster at a 94%

-level (Fig
.2).

The values shown in table are (mean)+(standard deviation). The range of M values of the strains 

forming the centroid cluster is (M•}2s)%, where M is the mean M value and s is the standard 

deviation. (14).The ranges are shown in parenthese.

Table 3. Classification of Strains Which Were Placed Outside the Centroid Clusters by Comparison of 

M Values to the HMO of Two Centroid Clusters

定 し,3性 状 以上 に陰性 反 応 を示 す株 をM.terrae-Mr.る もの と思わ れ る。

trivialeと 同定 す る時 は,ほ ぼ完全 に同定 の 目的 を達 す
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Table 4. Comparison of Characters between Mycobacterium nonchromogenicum Strains and

 Mycobacterium terrae-Mycobacterium triviale Strains

Unless specially noted, the utilization of carbohydrates as sole carbon sources were tested in the 

presence of ammoniacal nitrogen. a Tested in Ogawa egg medium. b Tested in a modified 

Sauton agar medium, in which sodium glutamate (4g/liter) was substituted for asparagine .
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All strains showed positive reaction in the following 9 characters:

1) Growth at 28t; 2) growth at 37t; 3) resistance to NH2OH.HC/, 125ug/mla; 4) resistance 

to NH2OH.HCl, 250ug/mla; 5) resistance to thiophene-2-carboxylic acid hydrazide, 1ug/mla; 6) 

resistance to sodium salicylate, 0.5mg/mla; 7) resistance to p-nitrobenzoic acid, 0.5mg/mla; 8) 

Tween 80 hydrolysis (14 days); 9) Catalase semiquantitative (foam height>45mm).

All strains showed negative reaction in the following 37 characters:

 1) Colony pigmentation in the dark; 2) photochromogenicity; 3) growth after 3 days; 4) growth 

at 45•Ž; 5) growth at 52•Ž; 6) degradation of p-aminosalicylate to catechol; 7) tolerance to 0.1% 

sodium salicylateb; 8) degradation of salicylate to catechol; 9) tolerance to 0.2% picric acid'; 10) 

niacin production; 11) acetamidase; 12) benzamidase; 13) urease; 14) isonicotinamidase; 15) 

salicylamidase; 16) allantoinase; 17) succinamidase; 18) serine as simultaneous N and C 

sources; 19) glucosamine hydrolchloride as simultaneous N and C sources; 20) acetamide as 

simultaneous N and C sources; 21) benzamide as simultaneous N and C sources; 22) monoeth

anojamine as simultaneous N and C sources; 23) trimethylene diamine as simultaneous N and C 

sources; 24) citrate as C source; 25) succinate as C source; 26) malate as C source; 27) benzoate 

as C source 28) malonate as C source; 29) fumarate as C source; 30) sucrose as C source; 31) 

ethanol as C source; 32) n-propanol as C source; 33) propylene glycol as C source; 34) 1, 3 

butylene glycol as C source; 35) 1, 4-butylene glycol as C source; 36) 2, 3-butylene glycol as C 

source; 37) iso-butanol as C source.

Table 5. Characters Highly Useful for Differentiating Mycobacterium nonchromogenicum from

 Mycobacterium terrae Mycobacterium triviale

a Tested in Ogawa egg medium.

Table 6. Frequency of Four Distinguishing Characters in the Strains of Mycobacterium non

 chromogenicum and of Mycobacterium terrae Mycobacterium triviale
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考 察

M.nonchromogenicum Tsukamura19651),M .terrae

 Wayne19662)お よ びM.triviale Kubica19703)は,こ

の 順 に報 告 され た 発 育 の 遅 い 非 光 発 色 性 の 抗 酸 菌 で あ

る が,3者 は 互 い に類 似 し,区 別 は'必 ず し も容 易 で は

な か っ た 。1967年 に,Tsukamura15)はM.non-

chromogenicumとM.novumの 区 別 点 と し て,aryl-

sulfatase反 応 と炭 水 化 物 の 利 用 能 を あ げ た が,M.

novumは 後 にMeissner et al.7)に よ っ てM.terraeと

同 一 と 考 え ら れ る に 至 っ た の で,こ の 区 別 点 はM.

nonchromogenicumとM.terraeの 区 別 点 と考 え て よ

い 。 続 い て,Kappler16),Tsukamura4),Meissner et

 al.7)はM.nonckromogenicumがnicotinamidaseお よ

びpyrazinamidase陽 性 で あ る の に 対 し,M.terrae

は 陰 性 で あ る こ と を 報 告 し た 。 ま たTsukamura &

 Mizuno17)は35S-methionine摂 取 後 の薄 層 クロマ トグ ラ

フ ィー で 両 者 の 区 別 が 可 能 な こ とを 報 告 し,束 村 ほ か18)

はM.nonckromogenicumは 石 油 エ ー テ ル 可 溶 のsul-

folipidを 含 有 す る の に対 し て,M.terraeは,こ れ を 含

有 し な い と報 告 し た 。Van den Berghe & Pattyn19)も,

bacterial lysatesのpolyacrylamide gel electrophor-

esisで 両 者 の 区 別 が 可 能 と報 告 し て い る 。 ま た,Saito

 et al.20)はM.nonchromogenicumは 耐 熱 性 酸 性 フ ォ ス

フ ァ タ ーゼ が 陽 性 で あ る の にM.terraeは 陰 性 で あ る こ

と を 見 出 し,Tsukamura et al.8)は,M.non

chromogenicumがbleomycin耐 性 で あ るの に対 し,M.

terraeお よびM.trivialeは 陰性 で あ る こ とを報 告 した 。

Meissner et al7)は,M.nonchromogenicumは 硝 酸

還 元 反 応(一)で'あ る が,M.termeは(+)で あ る と

報 告 して い るが,こ の 所 見 は,束 村 ほ か18)に よれ ば 全 く

誤 っ て い る 。M.nonchromogenicumに もM.termeに

も,硝 酸 還 元(+)の 株 と(-)の 株 が あ り,硝 酸 還 元 は

全 く同 定 の役 に 立 た な い 。Meissner et al.7)の 研 究 で は

実 験 菌 株 数 が 少 なか っ た た め に 偶 然 上 記 の 結 果 が 出 た

可 能 性 が 強 い。不 幸 な こ と に,こ の 結 果 が,Manual of

 Clinical Microbiology1980年 版21)に,そ の ま ま 引 用 さ

れ て,M.nonchromogenicumと 他 の 唯 一 の 区 別 点 と さ

れ たため に,以 後,こ れ らの菌種 の同定 に著 しい混乱

を招 くこ と とな った。

M.nonchromogenicum,M.terraeお よ びM.triviale

は,は じめ 非 病 原 性菌 と考 え ら れ て い た が,最 近10年

ば か りの 間 に,こ れ ら の 菌 の 感 染 症 が 相 次 い で 報 告 さ

れ る よ う に な っ た(東 村 総 説 参 照9))。 これ らの 報 告 は,

主 と して,米 国 お よ び 日本 で 報 告 さ れ た が,米 国 で の

報 告 は,区 別 点 を硝 酸 還 元 だ け に お い て い る た め,感

染 株 が 果 た し て 報 告 の とお りで あ る か ど うか 全 く疑 わ

し い 。 一 方,日 本 に お け る 感 染 株 の 同 定 は,

nicotinamidaseお よ びpyrazinamidase,耐 熱 性 酸 性 フ

ォ ス フ ァ タ ー ゼ,な ら び にbleomycin耐 性 の 組 合 せ に

よ っ て行 な わ れ た 。 そ の 結 果 は,肺 感 染 株6株(6名)

お よ び 足 関 節 感 染 株1株(1名)の す べ て がM.non-

chromogenicumと 同 定 さ れ た 。

本 報 の 研 究 は,M.nonckromogenicum,M.termeお

よ びM.trivialeの 分 類 を も う一 度 や り直 し,正 確 な 同

定 の 方 法 を 決 め る 目的 で 行 な っ た 。 そ の 結 果 は,M.

nonchromogenicumを 他 の2者 か ら 区 別 す る こ とは で

きた が,M.termeとM.trivialeは 同 一clusterに 入 り,

区 別 す る こ とが で き な か っ た。か つ てTsukamura4)は,

M.trivialeはM.terraeのR型 変 異 株 で あ ろ うと述 べ た

が,本 報 の 結 果 も,こ れ を 裏 付 け る 結 果 と な っ た 。

M.nonchromogenicumと 他 の2者 を分 つ 性 状 と して

は,先 に 述 べ たnicotinamidaseお よ びpyrazi-

namidase,耐 熱 性 酸 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ,お よ び

bleomycin耐 性 の 組 合 せ よ り も,Table5に 示 した4

性 状 の 組 合 せ の 方 が,よ りす ぐれ て い る と考 え ら れ た 。

即 ち,(1)ofloxacin(DL8280)而 寸性,(2)bleomycin耐

性,(3)glutamate-N原 存 在 下 で のpyruvate利 用,(4)

rifampicin耐 性 の4者 の 組 合 せ で あ る。 こ の 中 で も,

最 も効 果 的 な の は,ofloxacin耐 性 で あ る。M.non-

ckromogenicumはofloxacin2.5μg/mlを 含 む1%小

川 培 地 に 発 育 す る が,M.terraeお よ びM.trivialeは 発

育 し な い 。

結 論

計 数 分 類 に よ っ て,M.nonchromogenicumをM.
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terraeお よ びM.trivialeか ら 区 別 す る こ と が で き た 。

しか し,M.terraeとM.trivialeと は 区 別 で き な か っ

た 。M.nonchromogenicumをM.terraeお よ びM.

trivialeか ら区 別 す るのに最 も有 用 な性 状 は次 の4性 状 で

あ る と 思 わ れ る 。(1)DL8280(ofloxacin)而 寸性,(2)

bleomycin耐 性,(3)glutamate-N原 存 在 下 で の

pyruvate利 用,お よ び(4)rifampicin耐 性 。 こ の 中 で,

DL8280耐 性 検 査 が 最 も有 用 で あ る 。
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