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好気性胞子形成桿菌類の抗生性に関する研究　v※

糸引納豆生成能の無い菌株の抗菌性物質

松　本　宗　人 （農産製造学研究室）

Muneto MATSUMOT0
　　On　the　Ant1b1ot1c　Act1Y1ty　of　Some　Bac1111

（Y）　Ant1b1ot1cs　of　severa1stralns　not　c1ass1f1ed　as

　　　　　　　　　natt6bacter1a

　　　　　　　　　緒　　　　言

　著者は，分離扁平培養基上で抗菌環らしきものを呈す

る好気性胞子形成桿菌の1株について抗菌性を確認検討

し，該菌の培養ろ液の呈する抗菌性は，極く一部が培養

ろ液の申性工一テル抽出物申の物質に由来し，一部は培

養ろ液の酸性工一テル抽出物の水蒸気蒸溜々出区分の物

質に因り，主体は酸性工一テル抽出物の不揮発酸区分に

在ることを知り，該区分より結晶物質を分離してこの物

質が抗菌性の主体をなすものと考察し，該物質をジピコ

リン酸と同定したが，この物質が既に糸引納豆より分離

きれて各種微生物に対して抗菌性を有することが確認さ

れていることを知ったので，供試菌について糸引納豆生

成能を調べてこれを有することを認め，ついで納豆菌の

数株について抗菌性を検討して，何れも，納豆洗脱液の

アルカリ性工一テル抽出物と酸性工一テル抽出部の揮発

酸区分とに抗菌性の一部を担う物質があること㌧酸性工

一テル抽出部の不揮発酸区分に抗菌性の主体をなす物質

の存在することを確認して，該区分よりジピコリン酸と

見られる物質を分離した1・2’孔4）．よって，此の物質が納豆

菌によって特徴的に生産されるのではないかと想定して

引き続き実験を試み，この推察を確かめるために，糸引

納豆生成能をもたないが低度の抗生性を有する数種の菌

株についてソピコリン酸産生の有無を検討した。結果

は，何れの供試株の培養液にもソピコリノ酸が存在して

いて興味ある知見であったので以下にその概要を報告す

る．

　この実験は前報と同当時のもので，御指導頂いた恩師

片桐教授，北原助教授（当時）に対して深謝申し上げる．

　　　　　　　　実験ならびに考察

1．供試菌株

※　納豆菌に関する生化学的研究　Y

　先っ抗菌性菌株を分離し，ついでその糸引納豆生成能

をしらべて生成能のあるものを除外して，残った菌株に

ついて培養液の抗菌性を検討して，好気的な胞子形成性

の桿状菌で糸引納豆生成能の無い抗菌性菌株を選別して

供試菌株とした．

　分離：　水田および畑地の土壌，雑草の枯草，刈取後

の稲株等を拮抗体源とし，土壌は殺菌水に懸濁したもの

を，その他は予め肉汁培地に投じて3ア。Cに1夜培養し

て菌の繁殖により混濁せる集殖培地をそれぞれ分離試料

とした．分離は常法の肉汁寒天培地の稀釈平板法によっ

たが，拮抗体の発見選択を容易にするために，含菌平板

法で試験生物を同時植菌した．すなわち，試験管内の融

解培地に分離試料を接種稀釈して後に被検菌を接種して

皿に注下した．被検菌（試験生物）には，黄色葡萄状球

菌寺島株（京大病院）をえらび，この菌の肉汁，3パC，

1日培養後室温に数日置いた培養液を20倍に肉汁で稀釈

したものの／滴を加えた．皿は3ア。Cに培養し／昼夜後

に観察して，抗菌環を示す集落をリンゲル氏液に釣って

これをしばらく振温分散してから肉汁寒天培地で再分離

した．

　糸引納盲生成試験　　上記によって得た／2菌株につい

て糸引納豆生成能の有無を調べた　すなわち，煮熟大豆

を三角瓶にいれて1気圧30分間殺菌したものに各菌株を

1白金耳宛接種混合して，37oCに1昼夜培養して状況を

観察し，その後室温に置いて5日後に観察して，生成能

を判別して菌株を選択した．此の判別は官能に依る主観

的なもので必ずしも容易ではなかったが，供試株のうち

で納豆生成能の無いものと判断した菌株の観察結果は第

／表に示す如くである．AS1菌株は外観は納豆様に繁殖

したが菌苔量は甚だ豊富でや㌧濃色粗雛である上に，混

合するも菌苔が均質とならず帯褐色の菌苔が残った。

AS4菌も生成菌に近いがAS1株と同様の傾向がある上

sokyu
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第／表 選別菌株の糸引納豆生成試験緕果

菌　　株

繁　殖

菌苔色調
　　　皮膜

　　　雛

　　　粘質

　　　均質性

糸　引

軟　化

PH※2
納豆臭，

NH3臭
異　臭

納豆味

菌型，胞子

生成能

AS1
　　連巨　　　由　　豆　　　昌

白一帯淡褐白色

乾燥状粗大激曲

　　多，大

　　普　通

　　悪　い

　　中程度

　　普　通

　　　7．8

　　あ　る

　　強　い

　　な　い

　　桿，有

　　無　い

AS4
　　豊　富

白一帯淡褐白色

乾燥状粗餓曲

　　多，大

　　普　通

　　不　良

　　申程度

　　普　通

　　　7．6

　　あ　る

　　強　い

　　や㌧酸臭

　　桿，有

　　無　い

ASア． AS8
　　豊　富

白　淡黄白色

乾燥様薄膜

　　な　い

や㌧少い’

　　良　い

　　申程度

　　低　い

　　　ア．6

　　あ　る

　　申程度

　　な　い

　　桿，有

　　無　い

　貧　弱

淡黄褐色

滑，半光沢

　な　い

　少　い

　良　い

　申程度

　悪　い

　　7．4

　な　い

　弱　い

腐敗臭酸臭

　桿，有

　無　い

AS1／

　　貧。弱

淡褐　帯紅褐色

　滑半光沢

　　な　い

　　少　い

　　良　い

　　　小

　　悪　い

　　　5．4

　　な　い

　　な　い

　　酸　臭

　　桿，有

　　無　い

H／※コ

珪巨　　由
昆　　昌

白　黄白色

乾燥粉状

　多，小

　普　通

　良　い

　申程度’’

　普　通

　　6．8

　　良

　申程度

　な　い

　普　通

　桿，有

　有　る

※コ：共較，納豆菌，北大保存株　， ※2：5日目観察

に，や㌧酸臭があった．・ASア株は外観が納豆様を呈さ

ず，菌苔は薄く粘質少く豆粒の軟化も弱かった．AS8

菌もAS7株同様め性状で納豆臭無く腐敗臭酸臭があっ

た．AS1／菌は，AS8菌株様の性状がさらに強く酸臭
も弓虫カ・った．

　抗菌性再検定　　選別菌は含菌平板法で葡萄状球菌寺

島株を試験生物として分離したものであるが，培養液に

ついてぞれぞれの抗菌性を質的，量的に調べた．すなわ

ち，各菌株を肉汁培地（肉エキス／％，ペプトン2％，

食塩0．5％，葡萄糖0．5％，PHア．0）（20〃〃を／50〃〃

容三角フラスコに入れ，1気圧30分殺菌，表面積：液容

量＝／．5強）に培養（3アoC，静置）した液を酸性の場合

は中和してザイツ無菌ろ液として，稀釈法で肉汁培地を

用いて寺島株に対する活性をしらべた．結果は第2表に

示す如くであった．AS／1菌を除いて他の菌株は何れも

　　　第2表　選別菌株の培養ろ液の抗菌性

　　　　　　　　稀釈率，被検菌の繁殖度　　AU

菌株　pH　　　　　　　（／m1申）
　　　　　　　　　2倍　　5借　　／0倍

AS　l

AS4
ASア

AS8
ASl／

H1

7．6

7．8

ア．6

・7．’4

6．4

ア．4

7・6

　　士

　　士

　　士

　　士

’2＋～3＋

　　士

2＋～3＋

2＋

2＋

2＋

2＋

5＋

2＋

5＋

3＋

3＋

3＋

3＋

3＋

3＋

3＋

2
2
2
2
0
2
0

培養／日と3日の液を試験しだが同結果であったの
で／日培養の液の結果のみ表示した．稀釈法1）は一

　般法で，被検菌の対照の繁殖濁度を（3＋），無接種対

　照管の濁度を（一）として表示した．　AUは抗菌力

　価3）で，繁殖濁度が（±）の試験管の液の抗菌性物

　質の濃度を／m1申1AUとして計算した値．H／株
　は埠較用，北大保存納豆菌．

糸引納豆菌程度の低度抗菌力を示した．AS1／株の培

養液には抗菌力を認め得ないので，念の為，肉汁寒天培

地に寺島株を同時植菌して3㍗C／日培養して観察した

ところ，集落周囲には明かに約1mm巾の抗菌環を認め

た．従って該菌は確かに拮抗体であるが，培養液に抗菌

性物質を認めることは出来ないので，該菌の培養液のPH

も納豆生成試験におけるPHも低く酸臭が強い点等から，

拮抗性が培地の酸性化によるものかと推察して除外し

た．

　以上の経過で選別したAS／，4，7，8め4菌株を供

試した．AS／，4両株は共に京都市北部の水田刈取後

の刈田土壌を，AS7株は同地域の畑地土壊を，AS8株

は同地域の雑草枯草を分離源としている．

2．抗菌性物質の抽出と分離同定

　加糖ペプトン強化肉汁（肉エキス1％，ペプトン2％，

食塩0．5％，葡萄糖0．5％，水道水，PHア．O）を培地と

し，3立容フェルンバッハ瓶に1立宛を注加して（表面

積：液容量比／．5強）1気圧30分間殺菌したものに，予

め肉汁20棚に培養した各選別菌株を注加して3ア。C2日

間培養したものを供試した．AS／，4両株は菌蓋を残し

て傾しゃした培養液を，ASア，8両株は菌膜がわずか

で分離し難く液中に繁殖せる菌体を含んだ培養液そのま

㌧を，それぞれ試料とした．培養液は各株につき5立宛
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を培養し，1回／立を大型連続抽出器を用いて処理した．

抽出は，培養液を苛性ソーダで充分アルカリ性として工

一テル抽出を紺6時間行って，アルカリ性エーテル抽出

物を得，残液に硫酸を加えてこれを酸性として工一テル

抽出を約／6時間行って酸性工一テル抽出物を得，：各抽出

物は温水で溶出して水溶部を申和して抗菌力を寺島株に

ついて検定し，酸性抽出物は水蒸気蒸溜して揮発酸部と

不揮発酸部とに分け，各部を申和して抗菌力を検定し

た。不揮発酸部を各株毎にまとめて，それぞれ平圧加熱

濃縮し冷却して細柱状の結晶を得た．既に酸性工一テル

抽出申に受器の工一テル溶液の界面にや㌧黄色を帯びた

菊花様の結晶小塊が幾つか認められ，このものは以後の

処理で温水に溶解したが，一部をとって融点を測定した

ところ，各株に於て，230．C付近で分解発泡しピリジン

臭を発したのでジピコリン酸を予想した．上記の粗結晶

は約230．C付近で融けて分解発泡しピリジン臭を発し，

またや㌧太い細管申に加熱して分解発泡して出る蒸気を

石灰水上澄液に導いて白濁を認め，何れもジピコリン酸

と判断した．これらの粗結晶を肉汁に約0．／，0．2％に

溶解して寺島株に対する抗菌力をしらべた結果は，何れ

も0．／％で静菌時に，0．2％で殺菌的に抗菌性を示した。

上の経過による培養液の抽出分別区分の抗菌カや取得結

晶について第3表に示した．何れの菌株も納百菌4）と

同等または以上の抗菌力を示し，また，アルカリ抽出部

に極く一部の抗菌力があり，揮発酸部に一部の抗菌カが

あり，抗菌力の主体は不揮発酸部にある．この様相は納

豆菌における場合と全く同傾向である．なわ株によって

　　　　　　　　　　第4表I供’試菌の性状

第3表 培養液の抗菌性物質の抽出結果

AU　　　　AS　l　　AS4　　AS7　　AS8

培養ろ液　　　　約10，000約／0，000約／0，000約10，000

アル々リ性抽出物

酸性抽出物

　揮発酸部

　不揮発酸部

　200
8r000

2．500

6，500

　200　　　　　200　　　　　200

8．500　　／6．000　　／5．000

2．000　　　2．500　　　3．000

6．500　　／5．000　　／4，000

結晶取得量，g

結晶融点，℃

　0．1　　　0．1　　　　0，／2　　　0．14

232　　　　　234　　　　　232　　　　　228

～233　～235　～253　～23q

　　AU：第2表註参照，結晶融点：不訂正

は揮発酸部の抗菌カのや㌧強いものがある（AS8株）が

恐らく有機酸生成量が多いのであろう．また，AS7，8

両株の場合には培養ろ液の抗菌力価に比べて抽出物の坑

菌カ価はかなり高いが，これは，既に前報2）で認めた

如く抗生物質（不揮発部に来るもの，おそらくジピコリ，

ン酸）が菌体内にも存在していて溶出されたものと考え

る．以上の経過により，納言菌に属さない有胞子好気桿

菌の抗生物質の内容が判明して，酸性抽出物の不揮発酸

部にその主力が存在し，またその主要物質はジピコリン

酸と見られるので，ジピコリン酸産生は，いわゆる納豆

菌に特徴的な性質ではないという甚だ興味ある事実を明

かにすることが出来た．

4．供試菌株の性状

　選別供試菌株の菌学的性状を常法に従って調べた結果

は第4表の如くであった．この結果を・Bergey’s　Man－

ua15）に照すと，AS1，AS4株は共に且舳脇〃s　Cohn．

菌株記号

菌　　型

胞子部位

胞子形成膨大

菌体大さ，μ

胞子大さ，μ

胞子形状

鞭毛，運動性

グラム染色

肉汁寒天平板

同上斜面

肉　　汁

肉汁膠穿刺

牛　　乳

馬鈴薯

AS／

　　　桿　　状

　　　申央的

　　　　す　る

　0．8～1．0×3．6～4．0

　／．0～／．2×1．2～／．6

　　　や㌧だ円

　　　周毛，有

　　　　陽　性

大不正円形，粗雛粗面，
扁平，帯褐黄臼，縁線状

拡布状，扁平，無光沢，
粗激，帯褐黄白，膜質．

液面粗餓膜状，壁上昇，
液澄

　　　　地層状

　　　　溶　解

多量繁殖，粗餓，澱粉分
解。

AS4
　　桿　状

　　申央的

　　す　る

0．8×2．4～3．6

／．0×1．2～／．4

　　卵　形

　周毛，有

　　陽　性

大不正円形，中餓や㌧粗
面，扁平，灰白，全縁状

籍鱗扶躍白秤綴

液面細雛膜状，壁上昇，
液澄，汗臭

　　　　地層状

　　　　溶　解

多量繁殖，や㌧粗雛や㌧
濃灰色，澱粉分解

AS7
　　　　桿　状

　　　　申央的一■

　　　認め難い

　1．0～1．4×2．4～4．4

　　／．0×1．2～／．∠1

　　　卵や㌧だ円

　　　周毛，有

　　　　陽　性

円形　拡布，半光沢．丘
状，自から灰色を加える

　や㌧拡がる，半光沢
　粘質均質

　薄膜
　液や㌧澄となる

　　　　ろ斗状

　　　凝固，溶解

粘質，半光沢，黄色を帯
びる，多量繁殖，水解

AS8
　　　桿　状

　　　申央的

　　認め難い

／．2～1．4×2．0～3．6

／．0～1．2×／．4～／．6

　　　卵　形

　　周毛，有

　　　陽　性

　円形，半光沢
　丘状，全縁

　　粘性，平滑

極く薄い膜を認める
濁る，器底に菌体．

　　ふくろ状

　凝固せず，溶解

灰白色凹凸あり，澱
粉水解，多量繁殖
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インドール形成 陰性 陰性 陰性 陰性
硫化水素形成 弱陽性 弱陽性 弱陽性 弱陽性

硝酸塩還元 する する する しない

生　酸 グリセリン，葡萄糖，蕉 グリセリン，葡萄糖，1熊 グリセリン，乳糖，葡萄 グリセリン，乳糖，葡萄
糖，マンニット，アラビ 糖，マンニット，アラビ 糖，薦糖，マンニット 糖，藤糖，マンニット，ア
ノース，キシロース ノース，キシロース ラビノース，キシロース

瓦　斯 陰性 陰性 陰性 陰性
アンモニア 陽畦 陽性 陽性 弱陽性

アセトイン 陽性 陽性． 陰性 陰性
酸素 通性好気 通性好気 通性好気 通性好気

適　温 40．C’ 40◎C 35－40℃ 35℃

クリセリン，乳糖，葡萄

　　　　　　キソロース

の1株とみられ，AS7株はβγ㈱榊肋s　Gotthe11

またはβ伽〃κ郷LOhn1s　and　Westermamに，就申

後者にほゾー致し，‘AS8株は　且脇8α伽〃㈱De

Baryの／変株と“（文献記載の菌体の大きさに比しAS8

株の菌体はや㌧小さいが）見られる．

　以上，土壌又は枯草よ’り分離した好気性胞子形成桿菌

の，納盲菌類似の抗菌環を示す菌株でしかも糸引納豆生

成能を持たない数種菌株について，抗菌性物質の様相を

検討したところ，供試菌株は納豆菌類似の抗菌性を持ち

且つ主要抗菌性物質としてジピコリン酸を生産すること

を知った．ジピコリン酸は近年，Powe11ら6），Foster

ら7），ほか’8）が数種め胞子形成桿菌類に認め，胞子申

に存在するとし，その生理的意義や生成機作について続

報しており，また青かびの培地にも発見され9），微生物

界で極めて興味ある物質となった．

　　　　　　　　　摘　　　　要

　土壊または枯草より分離した好気性胞子形成桿菌のう

ち，納豆菌類似の抗菌環を示す菌株で，糸引納豆生成能

の無い菌株を数種選び，それらの抗菌性物質を検討し

た．

　供試菌株の培養液（菌株により菌体を含む）の抗生物

質の極く一部は，アルカリ性工一テル抽出物として得ら

れ，一部は酸性工一テル抽出物の揮発酸区分に在り，主

力は不揮発酸部にあって，この不揮発酸部の主体はジピ

コリン酸と判断した．供試菌株の抗菌性物質の様相は納

豆菌のそれに全く類似しており，ジピコリン酸産生が納

豆菌に特徴的なものではないことを知った。

　供試した4種の菌につき，2株を且舳脇κs　Cbhn．の

／株と，／株をβ∂㈱c㈱LOhn1s　and　Westermam

の1株と，／株を且刎昭α伽肋物De　Baryの1株と
同定した．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S皿㎜㎜蹴y

　Ant1b1otlcs　were　mvest1gated．of　severa1strams　of　Bac11111so1ated－from　s011s　of　farm　f1e1ds　or

dry　weeds　by　ways1d．es，hav1ng　no　potency　to　prod．uce〈ミnatt6”on　soybeans

　The　stra1ns　exh1b1ted．the　ant1b1ot1c　act1v1ty111ke　nattδ　bacter1a　and－prod．uced．d－1p1co11n1c　ac1d．

1n　the　cu1ture　f1u1ds　as　a　Ina1n　substance　of　ant1b1ot1cs

　The　resu1ts　revea1ed　that　the　prod．uct1on　of　d，1p1co11mc　ac1d　was　not　the　spec1flc　character　of

nattδbacter1a

　The　two　of　four　strams1nvest1gated－were　both　ld．ent1f1ed　as33必勿1z∫，the　one　was　as　B

6伽た〃5and．the　remainder　was　as且刎θgα肋ぴ加肌




