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ノカルディアは周知の通 りミコバ クテ リウム

と最 も近縁の微生物であって,その中には組織

内及び培養基上に於て抗酸性を示す薗種 も数多

く,殊 に組織内に在っては抗酸性の程度 も強 く

結核菌 と区別で きない場合 もある1)ま'o その意

味に於て結核研究者のゆるがせ にす る事ので き

ない菌である｡更に ノカルディアの抗酸性 は木

蘭属の分類にとって従 来か ら極めて重要な性状

として考- られ, Bergeyの分類に於て もノカ

ルディア属分類の最初の Key は抗酸性の有無

である3)｡ しかるにこの性状は培養基上で継代

されると極めて変動 し易 くなる事 も亦,事実で

あって Gordon等 4)5)はノカルディア分類 に際 し

て抗酸性の有無,強弱を全 く無視 して居 る｡

滋 に於て ノカルディア培養菌の抗酸性 は如何

な る影響の もとに変動す るか,その変動に及 ぼ

す各種の要｢天Iを知 ることはただに ノカルディア

各 Species問の鑑別 同定の問題のみな らず, ミ

コバ クテ リウムとの関連に於て も解決すべ き基

礎的な事項であると考- られ る｡

郎

実 験 方 法

1) 使用菌株 Nocardiaasteroides52株,N.bra-

siliensis12株,N.madurae3妹,N.convoluta,N.

♪retoriana,N.tenuisconvoluia,N.lutea,N.Poly-

chromogenes,N.rubra,N.blackwellii,N.minima,

N.leishmanii,N.coeliaca,N.erythroPolis,N.

Corallina,N.rangoonensis,N.transvalensIS,N.

faycinica, N.globerula,N.bosiroemi,N.rubroI

perlincia,各 1菌株を用いた｡

2) 使用培養基 上記の各菌株 は総 て Bennett's

agar斜面に継代し,且,通常の抗酸件検査は本培地

に発育した集落を用いた｡Bennett'sagarの組成は

次の通りである｡

酵母エキス 1.0g 肉エキス 1.Og

N.Z.アミン 2.0g ブ ドウ糖 10.0g

悪 天 20.0g 蒸溜水を加えて 1βとす｡

pH 7.2-7.4

培養基成分の抗酸性に及ぼす影響を知る目的では各

種の COmplexmedia の外に合成培養基に種々の炭

素源を加えたものについて検討した｡合成培養基の組

成は次の通りである｡

NaNO3 2.0g,MgSO 4･7H20 0.5g,MnC12･4H20
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0.008g,K2HPO40.8g,FeSO4･7H20 0･01g,Zn

SO4･7H20 0.0002g,蒸潜水 16

培養温度は常に 30oCで行った｡

3) 抗酸性の程度の判定 染色 の方 法 は Ziehト

Neelsen法を常法通り行った｡

ノカルディア培養菌の抗酸性はミコバクテリウムの

場合と異なり,殆んど総ての菌体が抗酸性とい う事は

寧ろ稀であって,可成りの数の菌体乃至菌糸は非抗酸

性に留まる｡そこで標本の抗酸性の程度を表わすのに

次の様な表示法に依った｡染色標本の全視野を検鏡し

て抗酸性の菌体 (菌糸を含む)の数の全菌体 (菌糸を

含む)に対する比を求める｡而してこれを次の各Grade

せこ分けたo

Grade-0:全視野中に抗酸性の菌体の全く認められ

ない場合｡

Grade-1:抗酸性菌体の全菌体に対する比が 1%以

下の場合｡

Grade-2:同上比が10%以下の場合｡

Grade-3:比が10%と30%の間にある場合｡

Grade-4:比が30%と80%の問にある場合｡

Grade-5:比が80%以上の場合｡即ち殆どが抗酸性

の菌体より成る場合｡

尚,菌塊は計算に入れず単個菌のみを数えた｡

実 験 結 果

1. 塗抹標本上に於ける抗酸性菌体の分布
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Bennett'sagar斜面に発育 した集落か ら釣薗

して Ziehl-Neelsen染色を施 して検鏡するに倍

養 日数によって抗酸性菌体の標本上に於ける分

布が異な る事に気付いた｡勿論,抗酸性の大な

る場合 (Grade3,4,5等)には標本の何れの部

分にも抗酸性菌体が多数見 られ るのは当然 であ

るが,抗酸性の程度の小なる場合 (Grade1,2)

には培養の若い時期 (培養 5日, 7日)には抗

酸性の菌体 (菌糸 も含めて)は標本上に平等に

分布 して居 り,且,同一の菌体或は菌糸にあっ

て も抗酸性の部分 と然 らざる部分 とが相隣 して

見 られ る場合が屡 々であったが,培養が古 くな

り,1,2或は4ケ月になると抗酸性菌体 は塗抹

部の周辺にのみ見 られ る様になった｡第 1図,

第2図はその例である｡ 第1図は N.asteroides

No.166の Bennett'sagar 1ケ月培養の塗抹標

本であるが,全視野 (3842視野)中に抗酸性の

菌体は僅か29個 しか認め られなかった｡そ して

その何れ もが塗抹部の周辺にのみ存 した｡第 2

図はやや 抗 酸 性 菌 体 の 多 い N.asteroides

No.177の 1ケ月培養の塗抹標本であるが全視野

(2829視野)の中,抗酸性の菌体 は矢張 り殆ん

どが周辺部に存す る｡

註 :黒枠は被検視野,数字は抗酸菌数

第 1図 N.asteroidesNo･166Bennett'sagar1ケ月培養,塗抹標本
Ziehl-Neelsen染色 3842視野図
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第 2 図 N.asteroidesNo.177

硫酸術数 (3視野毎)

■ > 100

田 100-50

図 50-10

● 10- 1

Bennett'sagar1ケ月培養,

塗抹標本 Ziehl-Neelsen染色 2829視野図

2 培養 口数による抗酸性の変動

ミコバ クテ リウムに於ては若い培養には非抗

酸性乃至易染性の菌体が多 く見 られ,古 くなる

につれて認め難 くなる事は周知の如 くであるが

6),ノカルディアに於て もErikson7)は Proacti-

nomycesopacaをブイ ヨン培養 した処,始めの

14日間は全 く非抗酸性で次で抗酸性が現はれ始

め,培養が古 くなると再び罪抗酸性 となる事を

認めて屠 る｡ これはその他のノカルディアに於

ても質実であるかどうかを検討 して見た｡

第 1表に見る如 くN.asteroidesに於て培養

N.asieroides
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5日目には抗酸性の GradeO 即ち全 く非抗酸

性の株が59株中19株 (38%) もあったのに2日

後の 7日目には21.5%に減少,更に 1ケ月後に

は 9.6%とな り残 りの 90.4%の菌株は強弱の差

はあれ抗酸性の菌体を認めた｡ しかるに2ケ月

後には再び非抗酸性の菌株が増加 して 全 休 の

19.2%を占め, 4ケ月後には21.7%に達 したr

N.brasiliensisの抗酸性は N.asteroidesよ

りも一般に強い事は表に見 る如 く培養 5日日で

Grade3及び4の株が12株巾11株を占める事か ら

も窺はれるが,抗酸性の減弱は N asieroidse

第 1 表 培 養 日 数 に よ る 抗 酸 性 の 変 動
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克美 4ケ月目に3枚は培養基枯渇 して検査不能
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N.asteroides
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第 2 表 2%グリセリンと1%ブドウ糖の抗酸性に及ぼす影響

抗酸性の Grade

二_-_ ~∴ 二

1 ド 2 3

i

122
N.brasiliensis

抗酸性の Grade H 0
2% グリセリン 1 0
1% ブ ドウ糖 ; 0

3

㌃

6

2

…
2

1

1

3
0

4

㌦
3

5

5

㌦
4

0

その他の Nocardiasbesies

抗酸性 の Grade

2%グリセ リン

1% ブ ドウ糖

汁

=

=

⊥

..
-...

註 :使用培地 :Bennett'sagar斜面

培養 日数 :1ケ月

よりも早 く現はれ 4ケ月後には全体の半数以上

(6株)が非抗酸性となる｡勿論,以上は大体

の傾向を示すものであって,菌株によっては早

くか ら強い抗酸性を現はし,且,長期に持続す

るものも,逆に遅 く抗酸性となってす ぐに消失

する株 もある｡

3 培養基成分の抗酸性に及ぼす影響

(a) 炭素源の抗酸性に及ぼす影響

最 も普通に使用されるグ リセ リンとブ ドウ糖

の影響を見るために Bennetl'sagarにグ リセ リ

ン2%或はブ ドウ糖 1%を加-た培地でノカル

ディアの抗酸性を検 した｡

第 2表に見 る様に2%グ リセ リンと 1%ブ ド

ウ糖との間には抗酸性に及ぼす影響で大差がな

い様である｡即ち N.asteroidesの場合49株申

7株が2%グ リセ リンで非抗酸性であり, 1%

ブ ドウ糖では52株巾5株が非抗酸性 で あ っ た

(2%グ リセ リンでは52株中3株が 1ケ月後に

発育 しなかった)oN.brasiliensis及びその他

の Nocardiaspecies(14菌種について実験)に

於て も両炭素源の間に著差があるとは思はれな

かった｡

次に各種の炭素源について検討す る た め に

N.brasiliensisより3菌株, N.madurae 3

菌株その他の菌種 (N.asteroidesを除 く)18

菌種 (18菌株)合計24菌株を用い,合成培養基

に各種の炭素源を 1%に加-たものについて抗

酸性を検討 した｡まづ発育であるが 4週培養後

に第 3表に見る如 くグ リセ リンとマル トースで

は被検菌株の総てが発育 したが,その他の炭素

源 ことに Adonitol,Erythritol,及び Rhamnose

では半数以上が発育できなかった｡

第 3表 各種炭貴さ源の抗酸性と発育に及ぼす
影響

炭 素 源
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第 4 表 パラフィン合成培養液,2%及10%グリセリン合成寒天,2%グリセリン Bennett'S
及び Dubos寒天培地に於る N･asteroidesの抗酸性 (1ケ月培養)

抗酸性の Gradei0
;,蒜 7討 議 針 8* 16 .6斗*幸 12

2%グリセリ
ン合成 寒天

10グ%
ン合成寒天

ン Bennett'S
塞 天

-
天

七
塞
-ノ

932

17 4 3.5( 3 33.,

Dubosoleic 1
albumin
塞 天

2

46. 9 E 34 .9_i 12._2
10 ･ 15 .12

3

4 ㌦0

0
3

6

.

8

7

4 0

汁

8

4

39

49

100

】49

14.31 20.4 ･ 30.6 24.5: 6.11 4.1 1 100

7 1 1 5 ･.8 13 .6

26.｡ 】 12.0

* 菌株数 ** 同パーセント

又抗酸性については何れの炭素涼で も発育菌

株の半数前後は非抗酸性で特に抗酸性に好影響

を与-ると恩はれるものはなかった｡

(b) 合成培養基 とComplexorganicmediaと

の比較

パ ラフィ ン片加合成液体培養基, 2%及び10

%グ リセ リン加合成寒天培地, 2%グ リセ リン

加 Bennett'S寒天及び Dubosoleicalbumin寒

天を用いて N asieroidesの 4週間培養後の抗

酸性を検 した｡

第 4表に見る如 く2%グ リセ リン合成寒天で

は約半数 (43.5%)が非抗酸性であ り,グ リセ

リン濃度を10%に増加 して も大差はなかった｡

併 し乍 らパラフィ ン加合成培養基では非抗酸菌

株は16.6%であ り,グ リセ リン加合成培地の場

合に比 して明かに少な くこの点ではグ リセ リン

Bennett'S寒天 (14.3%)に比肩 し得 る｡ しか

し Bennett'S寒天では Grade5の菌株が 2株あ

りこの点か ら見ればパラフィ ン片加合成培液よ

りも好いと言い得 られよう｡

Dubosoleicalbumin 寒天は被検培地の中で

は抗酸性に最 もよい影響を与-る｡即ち非抗酸

性の菌株は僅かに 1菌株で 6株が Grade 5で

あ り,Grade4以上の菌株は19株 (38.0%)に

及んだ｡

以上の結果か ら.(1)パラフィ ンは 抗 酸 性 に

関 してはグ リセ リンよ りも好影響を与- る,(2)

Complexorganicmediaは合成培地 より明かに

抗酸性に好影響を与-る,(3)Complexorganic

mediaの中で も Dubos培地 は特によい様であ

るO

次に Dubos培地が好影響を与- るのはその中

の Oleicalbuminの75ではないかと考-て次の

実験を行った｡

2%グ リセ リン加 合成寒天培地に Oleicalbu-

minを10分の1量加-斜面 とした ものにN.aste-

roidesを培養 した処1ケ月後に非抗酸性 (Grade

0)の菌株は 8(16%)で Grade4と5の合計は 6

株 (12%)であった(第 5表)｡ この結果は Oleic

albuminを加-ない 2%グ リセ リン合成寒天の

場合 (第 4表参照)に比べて著 しく抗酸性菌株

が増加 して屈 る事が分る｡即ち oleicalbumin

第 5蓑 2%グリセリン+10% oleicalbumin
加合成')ii天斜面上の N.asteroidesの

抗酸性 (1ケ月培養)

菌 妹 数

同 %

. i;三酎 fZの 3Gra言e 5 ト 計

∴ ~ _- I _ ~_

第 6表 牛乳培養基に於ける N.asteroidesの

抗酸件 (1ケ月培養)

抗酸件の Grade

薗 株 数 ～ 5 8 9

同 % 】10 16 18

3 4

4 13

5

〟
11 0

0

5

0

1
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は抗酸性を著 しく増強させると言い得る｡

更に牛乳はノカルディアの抗酸性に好影響を

与-ると言はれる7)9)10) が牛乳に培養 した場合

を検討 して見た｡第 6表に見る様に N.aster-

oides 1ケ月培養の結果 Grade5が50株中11株

(22%)に及んで居る｡ 5株の非抗酸性株があ

ったとは言へ,牛乳 も亦,抗酸性を強 く増強せ

しめると言はれやう｡

㈲菌株 と抗酸性の関係

全般的に言って N.asieroidesや N.brasi-

1iensisが少 く共 partiallyacid-fastである事は

疑い得ない処であるが,個 々の菌株に立入って

見ると必ず しも妥当しない｡ 例へば No.95株

(N.asteroides) は何れの培地に於ても非抗酸

性でありNo.161株 (N.asteroides)は Dubos

oleicalbuminagarで僅かGrade lの抗酸性で

あった｡之に反 して Nos.93,97,123,139,及

び176(何れもN.asteroides)は何れの培地に於

ても Grade 3或はそれ以上の抗酸 性 を 示 し

た｡その他の個 々の菌株について使用培地の一

一を挙げてその抗酸性の詳細を述べる事は省略

するが,概括的に言-ば蛋白含有培地で Grade

3,4,5の如 く多 くの抗酸性菌体を認めた菌株

は合成培地に於ても (GradeOになる場合 も勿

論あるが)少数乍 ら抗酸性菌体を認める場合が

多 く,逆に蛋白含有培地で抗酸性の弱い菌株は

合成培地では殆んど GradeOであった｡

即ち抗酸性はかな りの程度に於て菌株 (Stra-

in)と関係のある性状 と言い得るが Speciesに

特有の性状とは言い得ない｡

更に Bergeyの分類に於て8)非抗酸性の群に

入れ られて居 る N.madurae,N.lutea及び N.

blackwellii についても第 7表に見る様に蛋白

含有培地を用いる場合には時として強い抗酸性

を呈する.唯,N.maduraeでは抗酸性の変動

が激 しく Dubos培地 1週 目では Grade5の抗

酸性であったのに4週 日には 0とな る事 もあ

り, この様に激 しい変動は N.asteroidesや

N.brasiliensisでは見 られない処である｡

尚,N.blackwelliiは従来考へ られて居た様

な非抗酸性の speciesではな くむ しろ強い抗酸

京大結研紀要 第 9巻 第 2号

第 7表 所謂非抗 酸 性 ノ カルディ ア の抗 酸性 の

Grade
グ リセ リン
寒 天 Lp竺空 竺 一 旦 乳

::--Ill;::-:-=Iti-JrIt-i二 _ 丁 -

No,637

N.luiea

No.192

N.blackwellii

No. 81

4 (1

5 4

4 2 i

2 4 ! 5

註 :表中の数字は抗酸性の Grade

性を示 した｡

(5) 継代による抗酸性の変動

ノカルディア培養菌の抗酸性が variableで

あるといふ事は,例-同一条件で継代を行って

もその都度,抗酸性が変化するものであるとい

ふ印象を与-る｡果 してそうであろうか｡

第8表 N . asteroidesの継代 による抗酸性の変

動 (1ケ月毎継代)

菌 株 ＼ ＼弓 I II Ⅲ

No.10

54

72

73

84

93

94

95

96

97

1iFl

123

124

126

127

128

129

130

131

132

133

3

4

3

3

2

4

4

0

3

3

3

3

3

2

3

3

4

3

3

3

2

1

2

2

3

1

4

2

0

4

4

3

2

4

1

4

2

3

3

4

4

3

昭 吾 享

4

4

0

4

4

156

158

158A

4 3

33

1 1

Jl:三 日 :

163

164

165

166

167

175

176

34 弓L三言;

0 1

2 1

34

1 1

1 0

3

2 3

2 2

1 1

侶 …5日 … 32
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この疑問に答-る為に Bennett'sagarに Ⅳ.

asteroidesを培養 し,正確に 1ケ月毎に継代 し

てその都度,抗酸性を検 した｡

第 8表の様にその変動は左程著 しいものでは

ない｡ しか し No.10,139及び185は Gradelと

3の間に変動 している｡前述 した様に Gradel

の如 くご く少数の抗酸性菌体を含む場合にはそ

れ らは標本の周辺部にのみ見 られる事が多 く中

心部のみを検鏡 して居 ると Grade O と間違へ

られる可能性が多い｡それ故変動のある事は確

かであるが,それが実際よりも誇張 して見 られ

る場合 も多いであ らう｡

以上は継代を 2回或は 3回のみ行った実験の

結果であるが,更に長期に互って継代 した場合

の変動については目下検討中である｡

考 察

今回の実験で興味のあった事の一つは 1ケ月

以上の古い培養で少数の抗酸性菌体 しか含まれ

ない場合,塗抹標本の周辺部にのみ抗酸菌体が

見 られるといふ事実である｡その理由について

は目下の処憶測の域を出ないが菌体内の リピ ド

含量が同じく抗酸性菌体 と言って も培養の老若

によって異なるのではないかと考へ られる｡即

ち若い培養菌体の リピ ド含量は抗酸性の有無に

よって大差がないが古 くなると抗酸菌体内に多

量の リピ ドが含有 されそれが細胞膜の表面張力

を低下せ しめ塗抹郡の周辺に菌が集まる株にな

るのではなか らうか｡何れにして もこの事実は

ノカルディアの抗酸性を検する場合に標本の周

辺部まで充分に検査 しなければな らぬ事を教-

るものである｡

ノカルディアの抗酸性が培養 目数によって変

化することは既に FeistmantelB) (Streptothrix

farcinica について)や Erikson7) (proactin0-

mycesopacaについて)によって認め られてい

る処である.N.asieroidesや N.brasiliensis

も同様に始め非抗酸性か ら抗酸性 とな り,次で

再び抗酸性を失って行 く事が今回の実験で確め

られた｡ しか し抗酸性を獲得する時期,それを

再び失ふ時期は菌株,培養基,等により異なる

ばか りでな く,継代の都度,多少共異なるもの
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の如 くである｡

培養基成分の抗酸性に及ぼす影響について も

亦, 従来か ら研究 されている7)9)｡ 蛋白成分が

抗酸性に好影響を及ぼす事はノカルディアが組

織内で強い抗酸性であると言はれる事 と考-併

せる時興味深い｡ ノカルディアが組織内に侵入

する時は非抗酸性乃至弱抗酸性であって も,組

織に定着 し増殖を開始すると組織内の蛋白或は

その構成 々分に影響 されて抗酸性を獲得するの

ではなか らうか｡蛋白の構成 々分 (ア ミノ酸)

のノカルディア抗酸性に及ぼす影響については

後報で述べる｡

最後に抗酸性菌種 と言はれる N.asteroides

でも菌株によっては或は培養基,培養 日数によ

って非抗酸性 とな り得 るものであり,逆に非抗

酸性 と言はれる N.maduraeで も培養基によ

り,又培養時期によっては抗酸性 とな り得るも

のであって Bergeyの分類に見る如 くこの性質

をノカルディア分類の第 1の Keyにする事に

は賛成できない｡む しろ抗酸性は菌株 (Strain)

に関係する性状 と見た方がより妥当である｡

結 論

Nocardiaasteroides52菌株, N,brasiliensis

12菌株,N.madurae3菌株,その他のNocardia

species18菌種合計 85菌株の培養菌の抗酸性に

及ぼす各種の影響を検 した結果次の様な成績を

得た｡

(1) 抗酸性菌体の数が少ない場合,培養 1ケ

月以上経過すると,その塗抹標本に於て抗酸性

菌体は主 として周辺部に見 られる｡

(2) 培養初期は一般に非抗酸性であるが 日数

の経過 と共に抗酸性が強 くなり,古 くなると再

び抗酸性は減弱乃至消失する｡但,その時期は

菌桂,菌株,その他の原因により必ず しも一定

しない｡

(3) 培養基中の炭素源の中パラフィンは抗酸

性を増強するが,グ リセ リン,ブ ドウ糖その他

の糖類の抗酸性に及ぼす影響は弱い｡蛋白は一

般に抗酸性増強作用が強い｡ことに Oleicalbu-

min及び牛乳の作用は強い｡

㈲ ノカルディアの抗慢性は菌種 (Species)
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よ りもむ しろ菌株 (strain) によ り関係する性

状である｡ この意味で抗酸性をノカルディア分

類の第 1の Key とする事に疑義がある｡
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