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Mycobacterium nonchromogenicum Tsukamura (1965)1), M. terrae Wayne (1966)2), M. novum Tsuka

mura (1966)3), and M. triviale Kubica et al. (1970)4) are slowly growing, nonphotochromogenic myco

bacteria belonging to Runyon's Group III and are isolated from sputum specimens. These are closely 

related to each other5),6). M. novum is considered as a synonym of M. terrae7). It was reported that M . 

nonchromogenicum and M. terrae are differentiable from each other by nicotinamidase and pyrazinamidase 

activities and some other properties8)•`11), but it is also certain that these are very closely related6). The 

purpose of the present study is to search useful characters which are able to differentiate between these 

two organisms. The results of the present study have shown that the following characters are useful: 

nicotinamidase, pyrazinamidase, nitrate reduction, heat-stable acid phosphatase, growth at 42•Ž, and 

thin-layer chromatography after uptake of 35S-methionine.

M. nonchromogenicum usually grows at 42•Ž, shows positive heat-stable acid phosphatase activity, 

and shows a radioactive spot at Rf value 0.94 to 0.98 in thin-layer chromatography. In contrast to the 

above, M. terrae does not grow at 42•Ž, does not show heat-stable acid phosphatase activity, and does 

not show any spot at the Rf value 0.94 to 0.98 in thin-layer chromatography. Usefulness of the heat

stable acid phosphatase activity for differentiating these two organisms was shown by Saito et al.161 

This was confirmed by the present study. The other two useful characters, the growth at 42•Ž and the 

presence or absence of the radioactive spot at the Rf value 0.94 to 0.98, were added in the present study. 

The substance which shows the spot at the Rf value 0.94 to 0.98 is extracted from bacterial cells by 

diethyl ether-ethanol (1:1) mixture, and it is soluble in petroleum ether. It is considered to be a 

sulfolipid. This substance is found in M. nonchromogenicum, but it is not found in M. terrae.

1) Tsukamura, M.: Med. & Biol. (Tokyo), 71: 110, 1965.

2) Wayne, L.G.: Am. Rev. Respir. Dis., 93: 919, 1966.

3) Tsukamura, M.: Med. Sc. Biol. (Tokyo), 73: 244, 1966; Japan. J. Microbiol., 11: 163, 1967.

4) Kubica, G.P. et al.: Int. J. Syst. Bacteriol., 20: 161, 1970.

緒 言

Mycobacterium nonchromogenicum Tsukamura (1965)1),

 Mycobacterium terrae Wayne (1966)2), Mycobacterium 

novum Tsukamura (1966)3)および Mycobacterium triviale

 Kubica et al. (1970)4)は,い ずれも Group III nonpho

*From the National Chubu Hospital , Obu, Aichi 474 Japan.
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Table 1. Biological and Biochemical Characters Useful for Differentiating Species Mycobacterium 

nonchromogenicum, M. terrae, M. novum, and M. triviale

' n' is total number of strains tested.

a Growth was observed on Ogawa egg medium after incubation for 3 weeks.

b Tested according to the method ofBOnicke (Bull. Un.Int. Tuberc., 32:13, 1962) extending the incubation time to 24 

hours and using twice the amide concentration.

c Tsukamura, M.: Identification of mycobacteria, Publ. National Chubu Hospital, Obu, Aichi, 1975.

d Tsukamura, M.: J. Gen. Microbiol., 80: 553, 1974.

e Tsukamura, M. etal.: Iryo, 28: 275, 1974.

f Tested after incubation of bacterial suspension at 70•Ž for 30 minutes.

g Tsukamura, M. and Tsukamura, S.: Am. Rev. Respir. Dis., 98: 505, 1968.

h Tsukamura, M.: Tubercle, 48: 311, 1967.

i Tsukamura, M. and Mizuno, S.: Kekkaku, 46: 197, 1971.

Table 2. Differentiation between Mycobacterium nonchromogenicum and M. terrae by Thin-Layer

 Chromatography after Uptake of 35S-Methionine

As to the method of thin-layer chromatography, refer to Tsukamura, M. and Mizuno, S.: Int. J. Syst.Bacteriol., 25: 271, 
1975.

Solvent: n-propanol-n-butanol-water-ammonia (57: 20: 20: 3, in volume). Unidimensional ascending run. Recorded by an 

automatic thin-layer chromatogram scanner. Silica Gel H (20 by 20cm; 0.25mm thick). Symbols+to+++show small to 
large radioactive spots. Symbol-shows that no spot is detectable.
a Strainstested: 09003 (ATCC 19530; NCTC 10424; type); 09013 (ATCC 19531); 09033 (ATCC 19533; NCTC 10479); 09112 

(ATCC 19689); 09113 (ATCC 19690).

b Strains tested: 38001 (W-167); 38002 (W-168A); 38013 (W-45; ATCC 15755; type).
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tochromogensに 属 す る抗 酸 菌 であ る が,互 い に近 縁 関

係 に あ る と考 え られ て い る5)6)。 こ の中 で,M.novumは

一 応M .terraeの 同 義 語 と考 え られ て い る(M.terraeと

M.novumは,共 に1966年 に別 個 に発 表 され た が 同一 の

菌 と され て い る)7)。残 りの3者 の 中 で,M.nonchromogeni

cumとM.terraeは 特 に近 縁 で,Tsukamura5)6)は 同 一

菌 種 に属 す る もの と考 え て い るが(若 干 の性 状 の差 は 認

め られ た5)),Kappler8)9),Kubica et al.10),Runyon et

 al.11),Meissner et al.7)は,一 応,区 別 し うる もの と し

て い る。 以 上 の よ うな,分 類 学 的 知 見 の 現 状 に か ん が み,

特 にM.nonchromogenicumとM.terraeに つ い て,両 者

を 区 別 し うる,何 らか の 性状 が あ るか ど うか を検 討 して

み る こ と と した 。

実 験 材 料 お よび 方 法

菌 株 。 使 用 した 菌 株 は 当研 究 室 保存 株 で,M. non chro

mogenicum36株,. M. terrae15株, M. novum27株, M.

 triviale21株 で あ る。 M. nonchromogenicumとM. novum

は 当 研 究 室 で分 離 され た もの,M.terraeはDr. Law en ce

 G.Wayne,Vaterans Administration Hospital,Long

 Beach,California,U.S.A.よ り分 与 さ れ た もの,M.

trivialeはDr.George P.Kubica,Center for Disease

 Control,Atlanta,Gcorgia,U.S.A.か ら分 与 され た も

の であ る。

発 育 温 度 。 小 川 培 地2週 培 養 菌 か ら1mg/ml(湿 菌 量)

の 菌 液 を 作 り,1白 金 耳(直 径3mm)ず つ,4本 の1

%小 川 培 地 斜 面 に 塗 抹 接種 し,穴 あ き ゴム栓 を して次 の

温 度 の フ ラ ン器 に3週 培 養 後,発 育 を判 定 した 。 培 養 温

度 は,28℃,37℃,42℃,お よび45℃ の4種 。

Nicotinamidaseお よびpyrazinamidaseはBonicke12)

の方 法 で測 定 した 。 た だ しamidesの 濃 度 は2倍 と し,

amideと の培 養 時 間 は37℃,24時 間 とした 。

硝 酸 還 元 は 束 村13)の 方 法 に よつ て検 査 した 。基 質 液:

M/15phosphate buffer(pH7.1)100ml+Tween80

0.5ml+NaNO30.2g。 これ を試 験 管 に1mlず つ 分 注

し,120℃,20分 間 滅 菌 して保 存 す る。 こ の液 に,被 検

株 を3白 金 耳(3～5mg湿 菌 量)を 加 え て,よ く混 合 し,

37℃,24時 間 培 養 す る。Ehrlich氏aldehyde試 薬2滴,

10%HCl0.5mlを 加 え,黄 色 に なれ ば 陽 性 と す る。

Ehrlich氏aldehyde試 薬 は,p-dimethylbenzaldehyde

:2gを10%HC1100mlに 溶 解 した もの で あ る。

β-Galactosidase測 定 法 は 既 報 に よつ た14)。

Acid phosphatase測 定 法 は,既 報 の2法 の中,簡 易 法

に よつ た15)。

耐 熱acid phosphatase測 定 は,上 記 と同様 な方 法 に

よつ た が,は じめに 菌 液 を70℃ の湯 煎 で30分 間 加 熱 して

使 用 した 。 本 酵 素 の測 定 は,Saito et al.16)に よ り有 用

性 が発 表 され た が,こ こで は,著 者 の方 法 に あわ せ て変

Fig. 1. I and II, Radioactive spots in thin-layer chroma

tograms of diethyl ether-ethanol-soluble fraction of M. 

nonchromogenicum strain 09033 and M. terrae strain 38013, 

respectively, and III and IV, those of petroleum ether

extract of Silica Gel of spot e of M. nonchromogenicum 

strain 09033 and M. terrae strain 38013, respectively.

The reaction mixture used for obtaining I and II consisted 

of 4ml of a M/15 phosphate buffer solution (pH7.1) contain

ing 25 mg (wet weight)/ml bacteria, 5ƒÊCi/ml "S-L-methionine, 

and 10ƒÊg/ml sodium acetate. The reaction mixture was incu

bated at 37•Ž for 24 hours. The bacteria were harvested by cen

trifugation, and washed three times in 2ml of distilled water, 

and then fractionated as follows. The bacteria were extracted 

twice with 2ml of a 10% trichloroacetic acid (TCA) solution 

for 10 minutes, and extracted twice with 3  ml of a mixture of 

diethyl etherethanol (1:1) at 37•Ž for 10 minutes. The diethyl 

ether-ethanol extracts were combined and concentrated until a 0.1

ml volume by allowing to stand at 37•Ž. The concentrate 

was subjected to thin-layer chromatography using Silica Gel H

 (20•~20cam; 0.25mm thick) and n-propanol+n-butanol+water

+ammonia water (57+20+20+3 in volume). The chromatogram 

was recorded for their radioactivity using automatic thin-layer 

chromatogram scanner, Nihon-Musen Co., Tokyo (slit, 30•~3

mm; time constant, 1,000 counts per minute/10 seconds; runn

ing speed, 300 mm/hour; recording speed, 150 mm/hour). The 

figures I and II show the results of this scanning. After this 

scanning, spot e was cut off and extracted with 5 ml of petro

leum ether. The extract was evaporated under reduced pressure 

until 0.1ml and subjected to thin-layer chromatography in 

similar manner. The figures III and IV show the results of the 

second scanning.

改 した 。

Sauton寒 天 培 地 にお け る0.1%NaNO2耐 性 は17) ,

0.1%NaNO2含 有Sauton寒 天培 地 に,被 検 株 を1白

.金耳 接 種 し,37℃,3週 後 に判 定 した(通 常2週 判 定 で

あ るが13),こ こで は3週 判 定 と した)。

Glucoseお よびn-propanol18) ,お よびn-butano1お よ

びiso-butanol19)のC源 と して の利 用(NH3-N源)は 既 報

の 方 法 に よ り検 査 した 。

35S-methionineと りこみ 後 の薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィ ー
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は 既 報 の 方 法 を用 い た20)。

実 験 結 果 お よび 考 察

成 績 は,表1,表2お よび 図1に 示 した 。

4菌 種 の間 で,か な りの差 が あ る と思 わ れ た 性状 は,

42℃ で の発 育 の有 無,nicotinamidase,pyrazinamidase,

硝 酸 還 元,耐 熱 性acid phosphataseお よび35S-methi

onine摂 取 後 の薄 層 ク ロマ トの6性 状 で,M.nonchromo

genicumとM.terraeを 区 別 す る うえ で,最 も有 用 と思

わ れ た のは,耐 熱 性acid phosphataseと 薄 層 ク ロマ ト

の2つ で あつ た 。 耐 熱 性acid phosphataseが,こ の両 者

を 分 か つ のに 有 用 で あ る こ とは,Saito et al.16)が 報 告 し

て い るが,本 報 で も,そ の結 果 が 支 持 され た 。

また 薄 層 ク ロマ トで,Rf値0.94～0.98の 位 置 の 放 射

性spotが,M.nonchromogenicumで は 存 在 し,M.terrae

で は 存 在 しな い 。 この 群 値 の薄 層 部 を 石 油 エ ーテ ル で

抽 出 し,再 び 同 じ方 法 で薄 層 ク ロマ トを 行 な うと,spot

は前 者 で は存 在 し,後 者 に は あ らわ れ ない 。 また 菌 体 の

diethyl ether-ethanol(1:1)混 液 抽 出物 を 濃 縮 し,石 油

エ ー テ ルで 抽 出 した 後,同 じ溶 媒 で薄 層 ク ロマ トを 行 な

うと,.M.nonchromogenicumで は,Rf0.94～0.98に 単 一

の放 射 性spotが み られ,M.terraeで は,こ れ が み られ

な い(表2,図1)。 こ の物 質 は,石 油 エ ーテ ル 可 溶 で,

35sを 含 む と ころ か ら,一 種 のsulfolipidで あ ろ うと思

わ れ る 。 この物 質 の有 無 が,上 記2菌 種 の差 で あ ろ うと

思 わ れ る。

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

は,上 記 の性 状 で 区 別 され る とは い え,他 の性 状 で 区別

しが た い こ とは,今 まで の 研 究 結 果 か ら明 らか な とお り

で5)6),こ の 両 者 が 極 め て近 縁 で あ る こ と も,ま た 事 実

で あ る。 従 来,こ の両 者 を 区 別 で き る性 状 と し て,

nicotinamidaseお よびpyrazinamidaseの 有 無 が,

Kappler8)9)に よ り指 摘 され,ま たTsukamura5)も 大 体

の 傾 向 と して これ を認 め,一 般に も,そ う信 じられ てい

るが7)11),本 報 に も示 す ご と く,こ の酵 素 活性 の 有無 は

決 定 的 な もの とは い い が た い 。

本 報 の成 績 に よつ て,新 た に 追 加 され た 両 者 を 区 別 し

うる 性状 は,42℃ で の発 育 の有 無 で あ る。M.nonchromo

genicumの 大 部 分 の株 は,こ の温 度 で 発 育 す る が,M.

terraeの 大 部 分 の株 は発 育 しな い 。 しか し,こ の性 状 も,

表1に 示 す よ うに,決 定 的 な差 で は な い 。

M.terraeとM.novumと は,同 一 と考 え られ て い る

が7),本 報 で も,こ の両 者 の区 別 は つ け が た か つ た 。 た

だ 硝酸 還 元能 が強 い傾 向が,M.novumで 認 め られ た が,

勿 論,決 定 的 な差 で は な い。 や は り,こ の両 者 は,同 一

菌 種 とみ なす べ き で あ ろ う。

M.trivialeも,他 の3者 と類 似 の性 状 を示 す こ とは,

表1か ら明 らか で あ る。 しか し,こ の菌 はM.terraeと

類 似 点 が 多 い 。

以 上 の類 似 性 に か ん がみ,臨 床 検 査 室 で,こ の3者

(M.nonchromogenicum,M.terraeお よびM.triviale)を

区 別 す る こ とは 困 難 で あ り,ま た,そ の必 要 性 も 少 な

い と ころ か ら,3者 を 合 し て,"M.nonchromogenicum

 complex"と す る のが 妥 当 であ ろ うと思 わ れ る。

結 論

M.nonchromogenicumとM.terraeと を 区別 す る性 状 と

して,nicotinamidaseお よびpyrazinamidaseの 有 無 が

あげ られ てい るが,そ の他 に,42℃ で の 発 育 の 有 無 も役

に 立 つ こ とが 分 か つ た 。 しか し上 記3者 よ り,よ り有用

な の は,最 近Saito etal.(斉 藤 肇 ほ か)に よつ て 報 告 さ

れ た耐 熱 性acid phosphataseの 有 無 で あ る。 またM.

nonchromogenicumに は,35S-methionineと りこみ 後 の薄

層 ク βマ トで,M.terraeに は ない 放 射 性spotが 見 出 さ

れ る。
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