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抗生物質探索のブこめの放線菌の

鑑別法に関する研究

国立予防衛生研空所抗生物質部（指導部長 梅沢浜夫博士）

鈴
ノ、ズ

木
キ

本
モト

子

（受イ寸隙禾n35年6月13目）

          は   締

緒 言

A 既知抗生物質に対する感受性による蝋別法

 1 概要

 2 実験方法

 3 結果および考察

B 血清学的鑑別法

 1 概要

 2 実験方法

 3 結果および老察

C 士壌より新たに分敵した漁湶菌の三嵐別
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 2 実験方法
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総括および結語

          緒   雷

 放線菌類は近来抗生物質その他有川物質生産’菌として

ますます重要度を加えている。現在300有余の抗生物質

のうち260余りが放線菌の生産するところであり生産菌

種は100以．ヒにわたっている。新抗生物質の榛索にあた

っては既知抗生物質を生産する既知菌種を鑑別し，これ

を探索系外に取り除くことが最郡の過程であり重要な手

段である。従来放線菌種の分類鑑別にあたっては放糠菌

の形態的，生理的性状，すなわち基中菌糸の形状，色，

気菌糸の形，分枝法，色，胞子の形状，溶解性色素の産

出，蛋白分解能力，糖消化性などを各種の合成培地，お

よびゼラチン，牛乳，パブ］・ソなどの有機培地で調査

し，その総合判定によってその種が鑑別されているが，

鑑別過程は複雑であり，新抗生物質探索のための菌種鑑

別法としては簡明適切ではない。ここに著者は既知菌種

の既知抗生物質に対する放線菌の感受性スパ汐トラム

と，既知菌種の血清反応を検討し，抗生物質生産菌種ひ

いてはその生産する抗生物質の鑑別に遍応1した新鑑別法

を確立したので報告する。

 A 既知抗生物質に対する感受性による鑑別法

 1． 概要

 放線菌は形態的分化度においてかび類に近似し菌糸を

形成し，なかんずくストv’プトミセ7．（Streptomyces）

ほ気菌：糸を形成して1「｝かび，こうじかびなどの不完全菌

に酷似するが，いっぽうその大きさは細菌類に類似し，

1．827年Meycnのこの菌：顛発見以来分類学拓により，あ

乏：，ときはかび類としあるときは細菌類として取り扱わIし

てきた。近年Romaれ。ら1）， Cumminsら2）による放

線菌の細胞壁の研究によ1） ，放線菌はかび類よりもむし

ろ細菌類に属する紬胞壁構造を有するという，分類学上

の放線菌の本質的な位置づけの研究があり，また放線菌

は細菌と同じく抗細菌性抗生物質に阻害され，抗かび性

抗生物質に阻害され難いという事実から放線菌は本質的

には細菌に酷似するものであることが認められてきてい

る。Waksman 51は， tソー＝コチン酸ヒドラジドに対す

る結核菌，放線菌，かび類の感受性を調査し，放線菌は

かび類と異なり結核菌などと同じ態度を示すことを述べ

ているが，各種抗生物質に対する放線菌の感受性に関す

る系統的研究はない。ここに著者は放線菌，およびその

類縁菌の各種抗生物質に対する感受性を系統的に調査し

た。いっぽう抗生物質生産菌は互に近似の菌種であれば

互に交差発育せしめるとき拮抗現象を示し難く，異種で

あれば互に阻害現象を示すことを利用した抗生物質生産

菌の鑑別法があるが4）この拮抗現象の原理は主とし

て，抗生物質生産菌はそれ自身が生産する抗生物質には

1 otoko SUZUKI （DepartmenL of Antibiotics， National lnstitute of Heakh， Tokyo） ： Studles on the

identi ficatiov．i of antibloti c－proclucing－streptomyces for antibiotic screening．
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各種抗生物質に対する感受性
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表2 S．griseus中の各種菌株の感受性スペク1・．ラム

S． griseus
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阻害され難く，他の菌種の生産する抗生物質には阻害さ

れやすいことにあると推定されるので，各種の精製抗生

物質に対する放線菌の感受性は菌種の鑑別に利用しうる

と考えられた。ここに著者は新抗生物質の探索にあたっ

て多数の菌の感受性を調査するのに最も簡便な方法を考

慮し，各種抗生物質を含有せしめたベーパーディスクを

場いて感受性を調べ鑑劉に有利な結果を得た。

 2．実験方法

 a）被検菌株：国際標準菌株を含む放線菌，およびそ

の類縁菌の斜面培養より一一H’金耳卑の三体を取り，500

CCの肩付振盛用フラスコ中のグルコース・肉エキス・

ベプbン培地（グ7レコース1．0％，肉エキス0．5％，ベ

プ1・ンO．5％，食Za O．2％， pH 7．0）100 ccに1峯i旧し，

毎分！40往復，振幅8cmの往復振蛋機上で28。 C，4日

間培養した菌体を被検菌懸濁液とする。

 b）標準抗生物質含有ペーパーディスク調製：それぞ

れ結晶状に純粋となった物質を100γ／ccの割合に蒸留

水に溶かし，これに直径8m皿，厚さ3mmの滅菌円型

濾紙（東洋濾紙No．51）を浸し，取り出して滅菌濾紙

．hで余分の液を吸い取った後シャーレ上で室温乾燥す

る。この抗生物質含有ペーパーディスクは冷室に保存す

れば長期保存に耐え必要に応じて適宜使用できる。

 C）感受性検査：直ff 9 cmの・k 〉り一シャーVにグ

ノレコース・肉エキス・・seプ1・ン寒天培地（上記グフレー＝ 一一

ス・肉エキス・ベプ］・ン培地に寒天を1．5％加えたも

の）20ccを基層として注入固化せしめk後，45。C内外

で4ccの同寒天培地｝（50％の割合に上記被検菌懸濁液

を混邸したものを菌液層として展開固化せしめる。この

検査寒天培地に各種抗生物質をしませた上記標準ベーパ

ーディスクを5～9箇所にのせ，27。C（Mycobacteria

は37。C）で5～8口間培養すると感受性の高い菌はベ

ーパーディスクの周囲に発育阻害環を生ずる。

 d）判定；阻止環の直径が15mm以」∴を常に示すも

のを鋭感受性（Very Sensitive：VS），15 mm以．．ドのも

のを感受性（Sensitive：S），ペーパーディスク外に阻

止環を示さぬものを非感受性（一で示す）とし実験ごと

に値の一定でないものをそれぞれ括弧（）で示した。

 3．実験結果および考察

 結果を表1と表2に示す。表1は既知菌種の抗生物質

感受性試験の成績を総括的に示してあり，表2はStre－

ptomyces griseus中の既知菌株の成績を示してある。表

2中S－1，S－2， S 一3はStreptomycin生産菌， H－12

0－60はGri sein生産菌， S M－1はStreptomycin生産

赤色変異株である。使用した抗生物質の性状の摘要を示

せば

 1． Actinomycin：S． antibioticus， S． flaveolus，

S，flavus， S． parvusなど広範囲にわkる菌種から生産

され，色素性ベプチヅドである。抗細菌性，抗腫瘍細胞

性があり，弱い抗かび作用もある。

 2． Actithiazic acid：S． virginiae， S． cinnamonen－

sisより生産され，チアゾーノレ核を含み，抗結核性があ

るが，ビオチンにより拮抗される。

 3．Amphomycin：S． canusにより生産され，両性

電解質のポリペプチツドで，抗細菌性で抗かび性は示さ

ない。

 4， Anisomycin：S． griseolusが生産し，抗かび，抗原

一14！4一
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虫性で抗紬菌性はない。

 5．Aureothricin ：S． thioluteus， S． albusにより生

産され硫黄を含み，抗かび，抗細菌性を示す。

 6．Bacitracin：B． subtilisより生産されるポリベ

プチツドで，抗細菌性で，抗かび性はない。

 7．Ch王oramphenicol；S． venezuelaeの生産する抗

細菌，抗ウィルス物質で，抗かび性はない。．

 8．Cycloheximide：S・griseus．の生産する抗かび性

物質で，抗紬菌性はない。

 9… Erythromycin；S． erythreusの生産するマク・

ライド物質で，抗細菌，抗ウィ・レス性があり，抗かび性

はない。

 10．Etamycin：S． griseus， S． griseoviridisの生産

するボ！）ベプチツドで，抗細菌性でとくに結核菌に作用

する。

 11．Griseolutein：S． griseo］uteusの生産する物質

で，フS一ナジン核を含み，抗細菌性で，抗かび性はな

い。

 12．Isonicotinic acid hydrazid；抗結核菌性の化学

合成物質である。

 13．Kanamycin：S． kanamyceticusの生産する水溶

悔塩基性物質で，抗細菌性があり，抗かび性はない。

 1．4．L畦¢q皿ycin l S・tqpashiepsisの生産する色素性

物質で，抗細菌性があり，抗かび性はない。

 15．Neomycin；S． fradiaeの生産する水浴性塩基性

物質で，抗紬菌性があり，抗かび性はない。

 16．Nystatin：S． nourseiの生産する7ドリエン物質

で，抗かび性があり，抗細菌性はない。

 17．Olygomycin：S． sp．の生産する抗かび物質で，

抗細菌性はない。

 18．Oxamycin：S． garyphalusの生産するオキサゾ

リドン物質で，抗細菌性があり，抗かび性はない。

 19．Puromycin：S． albonigerの生産する物質で，

プリン核を有する。抗細菌，抗アメーバ性があり，抗か

び性はない。

 20．Pyridomycin：S． pyridomyceticus の‘二i三産する

物質で，抗細菌性があり，抗かび性はない。

 21． Streptomycin：S． griseus， S． bikiniensis， S．

mashuensis， S． rameus， S． galbusなどにより生産さ

れ，抗細菌性で，抗かび性はない。

 22．Tetracyclin：S． rimosus， S． aureofaciensよ1）

生産され，抗細菌，抗ウィルス性があり，抗かび力はな

い。

 23． Viomycin：S． Eloridae， S． californicus， S．

griseus var．， S． luteoverticillusより生産され，抗細

菌性で，抗かび性はない。

 これらの抗生物質はそれぞれの化学的性状，すなわち

・iミリペプチヅドであるか配糖体であるかに無関係に表1

に見るごとく，抗細菌性の抗生物質はかび類には阻止環

を示すことはなく，Streptomyces， Nocardiaなどの放

線菌はMycobacteriaと同様抗細菌性抗LL物質によって

阻害される場含が多い。これに反して抗かび物質は放線

菌に，Nystatinを除いては全く阻止環を示さない。こ

のことは放線菌がかび類よりもむしろ細菌類に密接な関

係を有していることが示され，Romano ら，および

CumminSらの示した細胞量の組成構造の差を考え合わ

せれば，阻害物質に対する感受性の差は細胞壁の差によ

るところ大なることが考えられる。Streptomyces属中

の各菌種は各種の抗生物質に対して特定の感受度を持つ

ことが示されており（表1aを参照）表2に示されるご

とく，異なった抗生物質を主として生産する異なった菌

株でも一菌種中に属するときは近似の感受性スベク1・ラ

ムを示している。この各菌種に特異の感受性スベク1・ラ

ムは菌種の判定にも利用しうるが，特に抗生物質生産菌

の鑑別に当っては，その菌種は，それ自身が生産するこ

とのある抗細菌性物質には非感受性（耐性）であること

が強く指摘される。すなわちS。griseusは， Strepto－

mycinを生産する菌株はもちろんGriseinを主として

生産する菌株もStreptomyc三n耐性であり， S． griseus

のひとつの特異性であるといってもさしっかえない。アこ

だしS．griseusは抗細菌性物質に対してStreptomycil■

ばかりでなくViomycinにも非感受性であることは興

銀1a Streptomyces属菌種の各抗生物質に対する感受性

菌 種
抗 生 物 質 ！000こ口cc

面繭・呵謡・・・・…n．廊・ac・・御・・整mph・n…ii・…e・1塑iセ・…m・…

S． venezuelae

  O－163
S， lavendulae

  E－2
S． roseochromo－
 genes B－2

S． netropsis
 NRRL 2268

s

vs

s

（一）

vs

s

vs

（一）

s

（一）

s

vs

（s）

（一）

（s）

（一）

s

（s）

一1410一一
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味深い。Vjomycinは発見当時S． floridae， S． cali－

fornicusなる菌種から得られたと発表されたが，この

菌株は後にS．griseusに近似のものであるとされ現在

S．griseus var．に属せしめられていることからも注目

される事実である。これらのことは分類学的な菌種の決

定にも利用しうるばかりでなく，特に新抗生物質探索ス

クリーニングに当たって土壌から分離した菌の菌種を知

り，いかなる抗生物質を生産する可能性があるかを早急

に知るのに大いに利用される。すなわち従来土壌より分

離した菌がいかなる抗生物質を生産する可能性があるか

を知ることもでき，また感受性を示した抗生物質を生産

する可能性が少いことも有意に推定されよう。

 このような新抗生物質：探索の冒的には，著者の老案せ

る簡易ペーパーディスク感受性試験法は土壌から分離し

た多数の菌株を検索するのに適している。被検菌の調製

は放線菌が一般に生’無しやすい培’地を選んだが，ときに

は生産が推定される抗生物質の生産に最も適した培地で

菌液を調製し，更に同培地平板で感受性試験を行なうこ

とが望ましい場合もある。すなわちある抗住物質に対す

る非感受性を確かめるさい，その抗生物質が最も生産さ

れやすい培地ではその菌は更にその抗生物質に対する非

感受性（醗性）が高められることが考えられるからであ

る。またベーパーディスクに含めた抗生物質の量は相当

に加減できるが，50γ／ccでは感受性 （阻害環）の発見

が明瞭でない場合があり，反対に濃度を高めることは非

感受性（耐性）を確認するためには有利であるが，水に

難溶性のものと，易溶性のものとの取り扱いに注意を要

する。

 上述の方法により分離菌の生産抗生物質の推定に当た

って検索範囲を特定化することが可能となったが検索を

更に有効に追及する方法が要求される。この目的に適応

するものとして著者は次の血清学的検索法を検討し

た。

B 血清学的鑑別法

1． 概要

属

Streptomyces

   ll

   t／

   グ

   tl

   ヴ

   ft

   t！

   tl

   1／

   lr

      種
一一 u． @藍5罪証…t．．．’．

   albus

   antibioticus

   aureofaciens

   aureus
   californicus

   fradiae

   flaveolus

   flavovirens

   griseolus

   grlseocarneu＄

表3

 、謡己のごとく抗塵物質に対する感受性により検索すべ

き菌種の特定化を行なった後，更に特定菌種を簡易に鑑

別する方法として既知標準菌あるいは抗生物質生産菌の

抗血清と凝集反応に注目した。すなわち同種の抗原抗血

清間の凝集価は異種間のそれよりも顕著であることを利

用し，上記のごとく既知菌種の中から特定化された菌種

のいずれに最も近似であるかを推定することの可能性を

検討した。

 標準菌種についてウサギによる抗血清を得，抗原性を

欠くもの，あるいはほとんど凝集価の一ヒ昇せぬものが認

められたが，いっぽう凝集価の一1二昇を得た血清について

は，他の菌種の抗原との擬集に互に若干の交差性がある

にもかかわらず，各菌種について特異な凝集価スベク］・

ラムが示されること，および各菌種の抗血清はそれぞれ

の菌種の抗原に最も高い凝集価が示されることを認め菌

種同定にあたって有効な手段となりうるこどを知った。

近年秦氏ら5）をはじめとして抗生物質生産菌株につい

て凝集反応や沈降反応の研究があるが複雑な交差反応の

故に菌種菌株の検索に適確性を欠くことが示されてい

る。岡奥氏は6），S． lavendulaeの近縁菌のみをとり

あげて互の吸収試験により一菌種（S．venezuelae）に

特異の抗血清を得ているが，かかる特異抗血清が得られ

る可能性は広く検討されていない。著者は菌種菌株の検

索には前記感受性試験の後にこの血清学的方法を用いる

べきであることを考慮するとともに，抗生物質研．究スク

リーニングにさいして多数の菌を取り扱うのに最も簡便

な方法でなければならぬことを必須条件として研究を行

なった。

 2．実験方法

 a）試験菌株：本実験に用いた放線菌は国際標準菌

株，および著者の研究室にて分離した菌株22種で表3に

示す。

 b）免疫用抗原の調製；抗原として用いる放線菌の菌

体懸濁液はベプ1・ン培地（ペプ1・ソ0．75％食塩0。2％，

グノレコースlo％， pH 7．0）100 ccを500 ccの振i騒培養

血清学鑑別法に用いた標準放線菌

株 1 属 l
    L

Z－1－6

ATCC 3381

1 F O 3126

NRRL 2209

1 F O 3303

ATCC 3320
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フラスコに分注し，1200C，20分問高圧滅菌した後，表

3に示した菌株の斜面培養から一白金四丁の菌を接種

し，28。C，3日間振湯培養（振幅8cm，毎分140往復

の振撮機jl∵の し．た後，3000 r，ILm．で遠心して菌体を

集め生理的食塩水で3回洗浄して得る。200ccの培養液

から5A・13 9の三体（湿った状態）が得られ，これをホ

モゲナ／ザーで均一化して250 mg／ccの懸濁液を調製

し，殺菌剤として1000倍のマーゾニソを加える。ウサギ

に免疫するに当たって，10倍希釈25mg／ccとして使用

する。

 c）抗血清の調製：免疫するウサギは2kg～3kgの

体重のもの3頭を選び，．．t，記の抗原を1日目0．2cc，2E．【

目0．4cc，3日目0．6cc，4日目0．8cc，5日艮1cc，

6日貝を休み次の週からは3週間続けて1ccつづ注射

し，4週間識こ全採血する。しかし4週問目に行なう部

分採血でまだ凝集価の．．ヒ昇せぬものは更に1週間追加す

るがなお．．ヒ昇しない時はそのまま中止して全採血を行な

う。Ait清を分離して後，56。 C 30分間加熱非動化し，1万

倍のマーゾニンを添加して冷蔵庫に保存する。なおウサ

ギに免疫する前に，その菌に対する自然抗体が存在する

か否か予備試験を行なった。

 d）凝集反応：冷蔵庫に保存したウサギの放線菌抗！fi1，

清を生理的食塩水で5倍より倍数希釈し，小試験管（1

crn×6cm）に0．5ccづっ分注し免疫用に調製したもの

と同じ抗原を0．5ccずつ添加しよく混和して，37℃に

2時闇作用させた後凝集価を測定した。

                  表4
                          

    属    …   種    i   株
  ．．．．．一．．．一．．．   ．．．．．E             l

・・rep・・myce・1・b・k・・n…．1・一一一1一・一一6

    ’1     … griseocarneus  I Benedict
                                       

    ・ …9・i・e。1・・  IFO33・O
         I

 3．実験結果および考察

 放線菌の菌種により免疫中ウサギが死亡する菌種，ま

た凝集価の一ヒ昇せぬ菌種もあり，64⑪倍以上の凝集価を

示す抗血清を得k菌種は9櫨．eあっt；、 （表4に示一．ハ

死亡したウサギの死因については抗原菌種中S．abiko－

ensisは Abikoviromycin （LD506．6mg／kg i．v．）

Viomycin様物質：〔Vio皿ycin（LD50200 mg／kg i ．v．）〕，

Candicidin様物質（Candicidin（LDr，012．5mg／kg i．v．）〕

を，S． griseocarneusはHydroxy streptomycin （LD

r，0500mg／kg i，v．）を， S． griseolusはAnisomycin

（LDt， o 140 mgfkg i．v．）， Argomycin （LD．一． e 170mg／

kg i．v．）， Griseomycin （LD．一，一，o 210 mg／kg i．p．）， Fer－

111icidi・p一（LD50180 mg／kg i．v．）をそれぞれ生産するが，

種々の抗生物質を生産するS，1avendulaeでも上記の

ごとく洗浄調製し静脈に投与した鍛では致死量になるこ

とはほとんど考えられないので，むしろ抗原として用

いた放線菌の菌糸細胞の物理的な障害によると考えられ

る。凝集価の一ヒ高せぬ菌種についてその原因を系統的に

解明することは行なわなかったが，S． griseusは繰返し

実験を行なっても，また他のS．griseus菌株を用いて

も凝集価の一ヒ昇は得られず，この条件下でS．griseus

の示す一種の特性として見ることもできると考えられ

る。いっぽう表5および表6に示されるように，各菌種

により凝集反応の出現度（一li．1，砦，十，⊥によって示さ

れる）が質的に異なるごとく見える。すなわち＋の凝集

が1280倍まで見られる：ものでも，それより濃い抗血清に

免疫中ウサギの死亡した菌種

      1  属
       

種

目

         ．I           Streptomyces

          l   グ
          i
          1

凝集価の上昇せぬ菌種（1：320以下）
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の  凝  集  反  応
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おいて÷；・あるいは計の擬集状態が得られるものと，得ら

れないものとがあることが注意される。しかしこれは用

いた抗原が復合性の抗原であり，あるいは抗原の．調製に

きいする培養条件その他により必ずしも一階でないこと

も考えられるので菌種についての時性として見ることは

危険である。いずれにせよS．fradiaeの抗血清はS．

fradiaeの抗原に， S． aureusの抗血清はS． aureusの

抗原に対して最も凝．集価を高く示し，他の菌種の抗原に

対しては無いかあるいはそれより低い凝集価を示す。他

の菌種と交差凝集はあるがそのスペク1・ラムを通観すれ

ばそれぞれに特異の凝集スベク1・ラムを示していること

がわかる。表7に示されるように同菌種中の異なった菌

株も高い凝集価が示され，吸収試験によってほとんど1司

質の抗原構造を有することが示される。これらを考察す

るに少なくともNeomycinを生産するS． fradiaeはS．

fradiae 117の標準…血清に対し高才集計を示し，新分雛
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菌種検索に利用しうることが知られる。しかしながら上

述のごとく他菌種との交差反応が比較的広く見られるこ

となどから，この凝集反応のみによって直接菌種を鑑別

することは不可能であり，前述の感受性試験に．よって選

択特定化した範囲の菌種中で菌種を鑑別するのに利用す

ることができると考えられる。

 C 土壌より新たに分離した放線菌の鑑別

 1．概要

 上記の感受性試験および血清反応により菌種鑑別の可

能性が見出きれたので，新たに土壌より分離した放線菌

を用いて上述の方法を行い菌種の鑑別が行なわれること

を確認した。

 2． 実験方法

 a）土壌より放線菌の分離：土壌109を20ccの生理

的食塩水に懸濁し，Krainskyのグフレコース・アスパラ

ギン寒天平板．ヒに塗布展開し，7日間，27。Cで培養後

表7 S．fradiae中の菌株の凝集価

抗 原
40X

    S． fradiae 117

gox M’ P i66tt ’ i’”ci20． ” P ，4，llll

標準抗血清に対する擬集

lgtsg．．x l 2s60x l si20x 1io240x

S． fradiae 117

  グ   261

措    ・日÷

・引朴
十1÷    暑

・引粁
晋

十ト

暑

一F

昔

，L

．

1

抗   血   清

 S， fradiae 117

    11

吸  収  抗  原 抗 原 凝  集  価

S． fradiae 261 ’S， fradiae 117

   グ

1 ： 40

1 ： 5120

一／4／．0一
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分離．菌番号

1560

1561

1562

1563

1564

1565

阻止環を示さず

表8

Sttttl）1）． auz’eus’ @1

  209P（mm）

抗  生  物  質

20．0 ＊

新分離放線菌培養液の抗菌力

       
E．coli   Mycoba¢t，

 ’NIHJ      1      607

  一 ［ …
  ＿   1  一一

 17．o l 19．0

  －   1  一
  ＿   1   ＿

＊：数字は阻止環直径（mm）

表9 1562菌株の感受性試験

睡止環直径（mm）

Aspergl／ ll u．s

 niger

抗  生  物  質

SacclJarom．vce
 c，erevisiae

Actithiazic acid

Amphomycin
Chloramphenicol

Erythromycln

Etamycin

Griseolutein

． Kic nainycin

Luteomycin

Neomycin

18．0

19．0

2e．0

19． Jr・

18． 5

18．5

17． 0

｝阻止環直径（mm）
i

放線菌の集落を二二し同じくグルコース・アスパラギン

斜面寒天に継代分離した。

 b）菌学的菌株同定が光学顕微鏡による気菌糸形態，

各種培地（合成培地，肉汁塞天，グフレコース加肉汁寒天，

馬鈴薯切片，ゼラチン，牛乳培地，澱粉合成培地など）

．ヒの集落の形態，色素の産出，生理性状（蛋白分解九

澱粉分解能．など）を調査記載した。

 c）生産抗生物質の同定：グフレコース・肉エキス・＝・・

プトン培地（グノレコース1，50％，肉エキス0．75％”．プ

トン0．75e％，食塩0．3％）100 ccを500 ccの肩付振湯培

養フラスコ中で滅菌し，これに被検菌（グ7レコース・ア

スパラギン寒天斜面培養）を一白命耳接種し，280Cで

8cm振幅，毎分140往復の振罎機で培養する。4日後

の培養液をカップ法7）により抗菌力を常法に従い調査

した。同時に濾液をペーパース］・リップにスポヅ〉し，

各種溶剤を用いて一ヒ昇法により展開し，上記の抗菌像試

験で阻害を受けた菌を含む寒天上に二布し，37QC培養

後，抗菌スポッ］・を検し標準既知抗生物質と比較し同定

を行なった。

 3，実験結果および考察

 土壌より新たに分離した菌株は抗菌力試験より表8の

結果を得たがそのうち抗菌力の示：された1562号菌は典型

的なStrertomyces属の性状（気菌糸を着生）を示し

ていたのでBacitracinのごどき細菌から産生され．る抗

生物質，および抗かび性抗生物質を除き感受性試験結果

Oxamycin
Puromycin

Pyridomycin

Streptomycin

Tetracycline

Viomyc三n
Actinomycin

Aureothricin

17． 5

18．5

／8． 0

20．0

19．0

18．5

20．0

を得7こ。表9のごとく1562号菌はActithiazic acid，

Neomycin， Viomycinに耐性であったが， Actithiazic

acidは表1に見るごとくすべてのStreptomycesに阻

．害作用を示：さない。従ってNeomycin， CS． fradiaeが

産生）あるいはViomycin（S・californicusが産生）を

産生する可能性が推定されるが，抗菌像（表8）からはい

ずれか判定することはできない。（NeomycinもVio－

mycinも同じ抗菌像を示すことが多い）ただ1562号菌

は桃色の気菌糸を着生することがS．californicusより

S．fradiaeに近いと思われるが更にいずれかの確認が必

要である。そこで次に血清反応によりその確認を行なっ

た。表10に示すごとく1562号菌はS．californicusより

むしろS．fradiaeに近似であることが示された。次に

はたして1562号菌がに属するか否かを菌学的に確かめ

抗．

表10 1562菌殊と標！隼抗血清とのi疑集反応

原

凝集価（抗血清希釈倍数）

 標準抗 血清
S． fradiae
 117

1562号菌

S． fradiae
  117

s． ．caiifLorpigys 1

ATCC 3320 i

1 ： 2560

1 ：5120

1 ：80

S． californicus
ATCC 3320

1 二80

1 ：40

1 ． i ： 204so

rJ420一
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表11．1562菌株の菌学的性状とS．fradiaeとの比較

顕微鏡的性状

分  離  菌  株

各培地上の形態及び生
理作用

        1562

基中菌糸ぽよ．ぐ原旧し気歯系忙ほ亮蠕に
多くの螺旋性が見られる。胞子は多く螺
旋部に見られる。卵円形で1．0×1．2μの
大きさをもつp．

    国際標準菌株
    S． fradiae Waks 3535
一一C粛糸ば線）伏｝こ真面どめびるがとぎ1どき

 鉤状，輪状が見られる。胞子は短王地，
 または卵形で0．5一）O．7×1．25μの大きさ
 をもつ。           ．．．．一．．．．

① 合 成 地
拡散性の発育で無色あるいは暗黄色を呈
する。気菌糸は厚くうすいピンク系の褐
色で溶解性色素はない。

拡散性の無色で滑らかな発育で気菌糸は
厚く綿状に表面をおおい桜貝様のピンク
を呈する。可溶性の色はない。

② 肉 汁 寒天
褐色を帯びた暗黄色の発育で気菌糸は生
じにくく白く点状につく時があろ。可溶
性色素は生成しない。

黄色の限局型の発育で除一こ黄燈色に変
化する。可溶性色素は生成しない。

③グルコース加肉汁
  寒天

湿潤性のクIJ一ム色の発育で気菌糸は生  光沢のある滑らかな限局型の発育をし鈍

じにくい。可溶性色素は生成しない。   黄色を呈する。

④馬鈴薯切片
搬のある燈色の発育で気菌糸は黄色味が

かる。切片の色は変らない。

限局型の発育で燈色を呈する。色素は可

溶性でない。

⑤ 肉汁ゼラチン培地 蘇禦田子鰭避難一斗響需麗蕪搬嗣子
成しない。液化は迅速である。     が見られる。

◎澱粉合威培地
褐色をおびた無色の発育で気菌糸は桃色。
可溶性色素はない。澱粉消化は行なわれ
る。

拡散性の無色の発育。澱粉消化は：行なわ

れる。

⑦ 牛  乳  培  地

ク1） 一ム色の発育で表罫，試験管壁に環
状に生え，擬固は一t週間で生じベプ｝ン．
化する。

クリーム色に試験管壁に弱い環状の発育

をする。凝固，ベプ］・ン化する。

⑧生産抗生物質 抗細菌性物質を生産すろ。 抗細菌性物質Neomycinを生産すろ。

た。表1！のごとく1562号菌はS．fradiaeに属する

ことが判明したが更に1562号菌の産生する抗細菌性

物質がNeomycinであることをs・一パークm・マ］・法8）

により確認した。（図！）これらのスポットは対照に用

いたNeomycinとほぼ同一のRf値を示すものであり

Neomycinに耐性のMycobacterium 607を用いると

スポットが示されないことで1562号菌の抗細菌物質の示

すスボツ｝はNeomycinであることが確認された。

          総   括

 1．放線菌の国際標奉菌株，および著者の分離した放

線菌のうち20種の放線菌を用い22種の標準抗生物質に対

する感受性を簡便なディスク法を用いて調査し菌種によ

り特異な感受性スベク1・ラムが示されることを知った。

 2．各放線菌はその生産する抗生物質には非感受性

（耐性）で，また他の抗生物質のうち特定のものに対し

ても感受性を欠くものが知られた。したがって被検菌の

菌種1司定に当たって，既知抗生物質に対する藍性によっ

て検索菌種の範囲を特定化することができる。

 3．上記のごとく検索された特定の数菌種から．一．tつの

菌種を決定するには次の血清学的方法が考慮：される。標

準菌株についてウサギによる抗血清を得た。抗原聾を欠

くもの，あるいはほとんど凝集価の上昇せぬものが認め

られたが，いつぼう凝集価の上昇を得た抗血清について

は他の菌種の抗原との凝集により各菌種について特異な

凝集価スV9．クトラムが示されることを知った。

 4．ことに各菌種の抗血清はそれぞれの菌種抗原1こ最

も高い凝集価が示されることは菌種の同定に当たって検

索すべき菌種を特定化すろのに貢献しうることを知っ

た。

 5．土壌より著者の分離した菌株について．ヒ記感受姓

試験，および擬態試験を行ない菌種の同定，お．よび生産

抗生物質の鑑別に成功した。

          結   語

 抗生物質生産放線菌の迅速簡便な菌種鑑別法として，

著者は標㌍抗生物質に対する感受性試験と標準抗血清に

対する血清反応とを組合わせた新法を考案し，これを実

・．一 y41 1一
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図1 1562菌株培養液の総合クロマ｝グラム

検定菌Staph． aureus 209 P

溶 剤 A ブタノっレ（水飽和）

    B 3％塩化アンモニウム
    C 7、5％；フエノー7レ

    D 50．％アセトン

    ∵＝糊1＿

      メチルオレγヂ15g
    F E十メチフレナレyヂ

    G鍔三；毘認！齢液
    H蒸留．水 ∫

地に応川して優秀な戚績をおさめた。今移新抗生物質の

．研究に応用さるべき方法と考える。

 本研穿に趣」・し終始御懇篤な御指逗を賜わった部長梅

沢浜夫博士に潔甚な感謝の意を捧げる。また著者は本論

：文の御校閲を賜わった平野憲正教授に深く感謝する。
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