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報 文

土壌 中 に 於 け る放線菌の 分布 （第 4 報 ＞Micr・bispara　K の 分離 及び 分類

野 々 村 英 夫， 小 原 巌　（山梨大学工 学部）

　MthinbtSpara属 は 著省 らが 土壌 か ら分離 した 放線菌で ， 気菌糸上に 2個宛 の胞子 を 形成す る と い う形 態 的特徴

があ り，StTePtomyces属 と MiCrenzenaspara属 を分 類学的 に 関 係ずけ る属 と して 設 定 した も の で あ る
1）1）．同 様 の 放

線菌 は 著者 らと同時に LacHEVAUER ら
’s）に よ つ て も発 見 され Waksmania 属 と命名 し報告 され た．そ の 後 BAL ・

DAccI や WAKsMAN は 放線菌目内に 於け る斯様な放線菌 の 分類上の 位置に つ い て
り

， また BlssET は 主 と し て

形態的観点か らそ の 分類学的意義を詳細 に 論 じて い る り．しか しなが らこ の 種類 の 放線菌 は M ・rnrea と W ・rOtea

の 各 1株宛報告 され て い るの み で その 後に 新 し く分離研究 され た報告 は な い よ うで あ る．

　 と こ ろが 著者らは 其後本属の 分離 に 適当な方法 を考案 し試 験 した結果，本属放線菌 は 各地 の 土 壌 か ら容易に 検

出分離 され る こ と，ま た場 合に よつ て は 土 壤 試料中で優性 な 繁茂 を示 す こ と さえ あ る こ と を知 つ た．依つ て 本報

で は こ の属 の分離法，分布，分離株 の 菌学的性質及 び その 分類に つ い て報告す る，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1，供　　試　　料

　供 試 土 壤 の 採 集 地 ，種類 試 験菌の 検出状態及び 供試株の 分離地 は 次報 Table　 1 に 示 され る ，ま た水分，　 pH

及び 灼熱損量 な ど供 試 土壤 の 性質 は 前報
2）に 同 じで あ る．な お菌株 M −20は既 報 D の M ．ra」ea の Type 　 culture

で あ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 皿．供試菌株の 検出， 分離 法

　 ペ トY　lt［Lに SKINNER の Soil　 extract 　 agars ）
（糸 状菌 や 細菌の 圧 倒的 に 繁殖す る と きは 薄め る） を 10〜15m1注

入 凝固させ ， そ の 表面 に 供試細土 の 少量 （約0 ・5g）を置き，そ の 周辺 は 薄 くまば らに な る よ う拡げ る，30℃ で 3

週間位培養す る と，培地上 の 土 粒周辺 ま た は 間隙 に 放線菌の 気 菌糸 が 発 達 して く る，時に は土 粒 全体が 本属放線

菌 で 白色に み え る こ ともあ る．之等 の 集落を顕微鏡の 低倍率 で検鏡 した 後，釣菌 して稀釈平 板 法 に よ り純粋に さ

れ た．

　 こ の 方 法 は 土 壌 の 稀 釈 液 を平 板 培養 す る時 とは 異な り，一
般の 放線 菌や 細菌の 発達 は 概 して 抑制 され ，

MiCrth

bilPc｝ra 及 び StrePtosparangiamの 両属放線菌が発達す る と い う選 択 分離 に 適 した もの で あ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 駈．分類試験 の 培地及び 方法

　分離株 は ビ タ ミ ン が生育に 必須 で あり， 其他 の 培地組成 に も特性 を 示すの で標準培地 を 多少改変した り代置 し

た もの が 多い 、

　（1 ） Oatmeal 　 agar （OA ）
，）．　 pH は NaOH で 6．8〜7．0と した ，

　（2 ） OA −Y ．　OA に Bacto−Yeast 　Extract （YE ） 1．Ogflを加えた．30℃ に 1 ケ 月間斜面培養 し主に 気菌糸 の

生育と色調，及び可溶性色素の 生産 を観察 した．また 別に平板培養で 15〜20日後，形態的観察を行な つ た．

　（3 ） OA −P．　OA に TAKEDA の Polypeptone　2．Ogμを加えた．30℃ で 10〜15日間斜面培養し主 に 基生菌糸

の 観察 を行 な つ た，

　（4 〕 Starch　 agar 〔SA ）・Y ・PR 【DHAM の Inorganic　Salt・SA に YE 　O．59 ！1追加 し た，30℃ ，15口間平 楓 培 養

し生育 ， 知菌糸 ， 炭酸 カ ル ン ウ ム の 溶解性を観察 した，

　（5 ） Glycerol−asparaginc 　 agar （GAA ）
−Y ．　GAA4 ）に YE 　O．5g！t 追加 した．30℃ ， 15日間平 板 培養 し，主 に

基性菌糸の 色 を観察 し た ，

　（6 丿 Potato　 agar 　（PA 丿 及 び Nut τient　 agar （NA ）．　 BAI．DAccl らりの 方法 に 従 つ た．

　（7 ．； Glycci’hl　 agaI
’
（GA ）、（14）の 91ucose を glycerin で 代隙 した，3〔〕℃， 1〜 2 ケ 月間斜面培養 し主 に 生

育良否 を 観察 した．

　（8） Melanoides ．　Peptone　agar4 ）を用い る方法 に 従 つ た ．
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　（9 ） Starch　hydrolysis．　SA−Y に 30℃
，
20日間 培養し LuGoL ’

s　solution で 検査iし た，

　（IO）　Gelatin　liquifaction．（a ）Gelatin　120g　YE 　O．5g　Dist．　watcr 　1000m1 の 培地で 30℃
，

1ヶ 月間培養し

た．（b）BALDA   1 ら
「）の 培 地 に YE 　LO9μ加 え，20℃ ，　CO−−60日間培養 し た・

　（11） Milk 　peptonization．　BALDACCJ ら
T）

の 方法に 従つ た．

　（12）　Nitrate　 reduction ．　Glucosc　nitrate 　brothe冫を 用 い 30℃， 7 日後検出 した．

（13） Vit・min 　 req ・ i… … ，基 礎 培 地 （Gl… se　 IO，　 P・p ・・n ・ 2
，
　KCI 　O・5・　MgSO ・　7H ・

0 　O・5・　K ・
HPO ・ O・3・

Dist．　 water 　IOOO
，
　Bacto．　agar 　20）に 8種 の B・Vitaminsi ）を加 え た もの ，　 B

・欠落 ，　
Biotin 欠落 ，　 B

・ と Biotin

の み 加 え た 4種の 培地 に 胞子 の 食塩水懸 濁 液 を接種 ，
30℃ ，15− 20日鑠比較 した ．

（14） S。9 。 ・ u ・iii・ a ・i・ n ．培地 （S・ g・・ 10，　C ・ ・ami ・。 ・・id　2，　KCI 　O・5，
・MgSO

・
・7H

・
O ・O・5・　K ・

HPO
・
・ O・3・・Di ・t・

water 　 lODO，　Bacto．　agar 　 20
，
　B・Vitamins）に 胞子懸濁液 を接種 30℃， 1ケ 月間斜面培養し対照と比較 した．

L−Rhamnose ，　L −Arabinose ，
　Xylose を試験 した．

　（！5） Antibiotics，放線菌を EMERsoN ’
s　agar 平楓 こ30℃ ，

15日間培養 し ，集落側面 の 寒天 を 切取 つ て 下 記 微生

物 の Bouillon　agar の 稀釈平板上 に 置 き阻 止 帯 を観察 した，　Asp・　 niger 　ATCC 　9642 ，　Pen・chrysvgenum 　
IFO

　
4626・

Cland．　krusei　Group　i　 d4 　RIFY ，　B．餌 う‘鸛 IFO 　3022，　E ・ceti　Bl−1 （東 大 ）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1V．観察結果及ひ 考察

　（1 ） 気菌糸は Oatmeal 　agar −Y に 培養した場 合が 最 も良 く 形成 され ， 充分成熟した時は ピ ン クを帯び た 白

色 乃至 は ピ ン ク 色 で あ つ た，基 生菌糸 は Oatmeal 　agar −P に 培養す る （30℃ ・10〜15 日） と生育 が 良
・くそ の 色 調

が強 く現 わ れ て ，気 生菌糸 の 生成 は 少ない の で観察 に 適当と考 え られ た．

　な お 顕微鏡 に よる形態観察 の 結果は 供試株間 で 殆 ん ど差 異 が み られ な か つ た．

　（2 ） 紫色色素 の 結晶 （水不溶 ，
r一タ ノ ー　JV ，ベ ン ヂ ン 可溶）が 大半 の 供 試 菌 株に よ つ て 種 々 の 寒天 培 地 上 若

し くは 寒天培地中に 生成されるの が見られ た，F三g・4 はその 拡大写真で あ る．多い もの で は （Key ， 1−ge）基 生

菌 糸 は こ の 結晶 に よつ て 埋 め られ，少 な い もの で も （Key ，互
一
群）Oa 【meal 　agar 上 1 ケ 月の 斜面培養や ，平板

培養検鏡の 際 な どに 確認 され ，分 類に 利用で きる特徴 と して 考 え られ た ．な お 同 様の 色 素結晶 は StrePtesparangiVm

属 の あ る種 で も生成 さ れ る の をみ たが，他 の 放線菌に つ い て観察 した報告は み られ な い よ うで あ る．

　メ ラ ノ イ ド色素の 生 成 株 は な か つ た が，Oatmeat　agar −Y を梢々 暗 色化す る もの （Kcy ，1一群）が あ り ， また

M −22は こ の 培地を褐色から帯暗 緑 色 とな し Oatmeal 　agar で は Slate　purple，2 〜3 ケ 月 して 蔑色 に した．

　（3 ） 硝酸 塩 の 還 元性は結果が明瞭且 つ 安定 で 分類上重視で きる と考え られ た．ゼ ラ チ ン 液化性は重要で あ る

が 方法  と  で は 結果が一致 せ ず記 載に は （a ）の 結果 を示 した．また 牛乳 の ペ プ トン 化は確実安定化 した 性質とは

考 え られ な か つ た．な お 澱粉を明らか に 分解す る株 は 4 株 に 過ぎな か つ た．

　 ビ タ ミ ン 要求性 はN 一源 に ペ プ トン を 用 い る と生育良 く且つ ビ オ チ ン の 有無に よ る 基生菌糸 の 色 の 変化 が 明 ら

か で あ つ た （N
一
源 に カ ザ ミ ノ 酸 を用 い た場合 の ビ オ チ ン 要求とは一致 し な い ）．

　（4 ） 糖類の 資化性 は無機塩 を N 一源 とす る 会成培地 で 供 試 株全体に 適 当 な もの が な か つ た の で カ ザ ミ ノ 酸 を

用い ， 無糖培地 よ り生育の 良い 場合を資化す る とみ な した が ， こ の 培地 で は 結果が不明の 株 もあ つ ア：．

　抗菌性 は若 干 の 株 が E ．　 cOli 又 は B．　subtets に 対 して 抗菌力 を示 し，ま たM −2 の振盟培 養 濾 液 （ペ プ ト ン 欠

EMERSON 液体培地）は C．　kntsciを肉汁寒 天上 で 可成強 く抑制す るが 加 糖培地で は その 効果が 認 め られ な か つ

た ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V 、分類及び記 載

　試験の 結果に 基 き，供試22株 を 次の 様に 5 種 2 変種に 分類 し， そ れ ぞれ標徴を記載 した．こ の 中1種 を除 き他

は 新種 と して 命 名 し提案 す る もの で あ る．な お 抗菌吐及 び糖類 の 資化性 は 別 に Table　lに 表示 した．

　　　　　　　　　　　　　　　 Key 　to　the 　species 　of 　the　genus　M 伽 凶 吻 σ

　 1，Vielet　crystals 　 abundant 　on 　 oatmeal 　agar ； no 　or 　vcry 　peor　growtb 　on 　glycerin　 agar ．

　　　 A ．　NLtrites　produced 　fronu　nitr
’
ates ・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1，A4．　 ameth ．vsto．eenes

　　　 B，Nitrltes　 not 　 prod 　uced 　 fl’o 皿 nitrates ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1a．　 M ．　 amethJStogenes 　var ・・va・ redUcans
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                     (YkN, 4hza) :L:ue*}cncUeblvaeeopfini  (eg4W) (403)
                                                                  '

  ,( . Violet crystals  littte to  trace, poor  growth, on  oatmeal  agar;fair  grvwth  on  glycerin agar.

                                      2. M, parua

  1. No  violet  crystals  on  any  medium  ; moderate  growth  on  glycerin agar,

     A.  Soluble  pigment  dark yellowish gray  to pale purple in oatmeal  agar-Y"",  pale violet  in

        oatmeal  agar.

                                      3, M  chremngenes                                                                 '

      B. Soluble pigment  not  produced  or  pale  yellow  in oatmeal  agar-Y  or  oatmeal  agar.

      1. Starch hydrolysed.

                                      4. M,  diastalica

     2. Starch not  hydroiysed,

        a. Nitrites produced  from  nitrates,

                                      5. M  rasea

       aa.  Nitrites not  produced  from  nitrates.

                                      5a, M, msGa  var.  nonnittitogenes

    
W
 Y  signifies  that  Bacto yeast extract  was  added  to the  medium.

  1. Mictabispora amettwagenes  spec,  nov,

  Ametbystogenes,  refeTring  to the  
`ivioiet

 crystal  producing" character,

  Oatmeal agar  (OA)-Y : Aeria! mycelium  pale pink to pink, scanty  (M-9, 8) to abundant,  Solublc pi-

gment  pale yellowish brown. Violet crystals  abundant  on  the medium  (or on  the OA)  after  one  month

at  30"C. Oatmeal  agar  (OA)-P:Substratum growth  flat, light brown  to brownish  gray, with  scant

aeria!  myceiia  after  15 days. Starch agar  (SA)-Y plate : Aerial mycelium  pale pink to  pink. Grewth

raised  and  the reverse  brown to brown  purpie.  Calcium carbonate  dissolved. Glyeerol asparagine  agar

(GAA)-Y plate  : Growth  very  poor. Potato  agar  (PA) : Growth wrinkled,  dark brown,  without  aerial

mycelium,  Glycerin agar  (GA) : Growth  very  poor, Nutrient agar  (NA) : Growth  usuarly  very  poor.

  Spores oval  er rouncl,  l.3-vl.6p, Aerial mycelia  O.5-O.7pt wide,

  Physiological properties : Melanoides  not  produced  ; starch  not  hydrolysed ; milk  peptonized slowly  ;

nitrites  produced frem  nitrates  ; thiamine  requirecl  csscntially  and  biotin secondariiy,  or  slightly  (M-18)
 ; gelatin liquified,

  Six strains  were  studied  ; M-8, M-10, M-12, M-13, M-9,  M-18.

  2, Micrabispara ametbystagenes  var.  nenreducans  var.  nov,

  Nonreducans, referring  ro the nitrate 
"not

 reducing"  prQperty.

  The cultural  and  morphelogical  characteristics  of  the  variety  are  covered  with  the  dcseription of  the

spec]es.

  Nitrites not  produced  from nitrates.

  Thiamine  required  essentially  and  biotin scondarily  or  searecely  (M-16,17),
  Five strains  wcre  studicd  ; M-11,  M-14,  M-15,  M-l6,  M-17.

  3. Micmbimpra pane spec. nov.

  Parva, referring  to  the  
"feebie"growing

 en  eatmeaL  agar.

  OA-Y  : Ac:ial mycclium  white  to  paie pink. Solublc pigment  faint pale yellow, Violet  crystals  rnay  be

trace. OA  ; Growth  poo:, Violet crystals  present after  one  rnonth  at  300C. OA-P  : Substratum  mycelium

pale yellowish brown or  pale light brown, poor, with  scant  aerial  mycelia  after  15 clays. SA-Y

plate : Aerial mycelium  feeble, white  te  pinkish white,  Substratutn growth  poor and  the revcrse  white.

aalciutit carbonatc  not  dissolved. GAA-Y  plate  : Grewth modetatc  to fair, raised,  brown,  PA  : Growth

wrinkled,  dark brown,  GA  : Growth  good, Nutrient  ugar  : Grewth  fair.

  Spores eval  or  round,  1.3--1.6ll, Aerial  mycclia  O.5--O,7p wide,
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(tK)4) (twAt*!t, zihwt) ± WA4eCtstt b' tuwaeeopfifi (ee4va)

  Physiological properties:Melanoides  not  produced;starch  not  hydrolysed;gelatin  attacked  slightly;

milk  not  or  very  slowly  peptonized ; nitrites  not  producccl  frorn nltrates  ; thiamine  required  essentially

and  biotin secondarilv.                 .

  Three strains  were  studied  ; M-2,  M-3,  M-4,

 4. Mic,ubispera ehromogenes  spec,  nov,

 Chromogenes,  referring  to the soluble  
"pigment-producing'i

 property,

 OA-Y  : Aerial mycelium  distinct pink, abundant,  Soluble pigmcnt  dark purplish gray (slate purple in

OA).  No  violet  crystals-afteT  one  month  at  30bC. OA-P  : Substratum  mycclium  orange  after  15 days,

SA-Y  plate : Growth  raised.  The  reverse  dark orange.  Calcium  carbonate  dissolved-after 15 days. GAA-

Y  plate : Growth  raisecl,  substratum  brown. PA  ; Grewth palc orange  with  pale pink aerial  mycclia  and

pale yellow soluble  pigment, GA  : Growth fair, Latcr dark green soluble  pigment. NA  : Growth fair,

  Spores oval  or  round,  1,3--l,6pt, Aerial mycelia  O.5-O,7pt wide.

  Physioiogica1 properties:Mclanoidcs  not  produced;starch  not  hydrolysed;gelatin liquified;milk not

peptonized ; nitrites  produced  from  nitrates  ; thiamine  required  essentially and  biotin secendarily,

 One  strain  was  studied  ; M-22

 5, Mictvbispora diastatica spec,  nov,

 Diastatica, referring  te the  
"starch

 hydrolyzing" property.

 OA-Y  : Aerial mycelium  distinct pink, abundant.  Soluble pigmcnt  paLe yeliow. No  vielet  crystals.-

after  15-30 days at  30"a. OA-P  : Substratum mycelia  pale yellowi$h brown  covered  entirely  with  pale

pink aerial  ;nycelia  after  15 days. SA-Y  plate:Growth  raised  with  pink aerial  mycelia,  The  reverse

ycllow orange,  Caicium carbonate  dissolved-after 15 days. GAA-P  pLate:Growth  raised.  Substratum

mycelium  pale yellow, GA  : Growth good. NA  : Growth very  goocl without  acrial mycelium.

  Spores oval  or  round,  1.3-vl,6p, Aerial mycelia  O.5co,7pt wide,

  Physiological properties : Melanoides  not  produced ; starch  hydrolysed ; gelatin Iiquified (M--5 slightly)

 ; milk  peptonized slightly  ; nitrires  not  produced  from  nitrates  ; thiamine  required  essentially  and  biotin

scarcely.  Rhamnose  utilized  fer the growth.

  Three  strains  were  studied  l M-5,  M-6,  M-21,

  6. Microbispora rosea  Nono. et  oh.  J, Ferm. Teeh, (Japan), 35 (8), 306-311 (1957)
  OA-Y:Aerial  mycelium  pale pink. Soluble pigmcnt  faint pale yellow. No  violet  crystals-

after  one  rnonth  at  30`C, OA-P  ; Substratum  growth  orange  after  15 days. SA-Y  plate : Aerial mycelium

white  to pale pink. Substratum growth  thin, then  the  reverse  white.  Calcium  carbonate  not  dissolved-

after  15 days, GAA-Y  plate : Growth  very  poor, often  mDderate.  PA  : Growth  wrinkled,  brown,  GA  :

Growth fair to good, NA  : Growth  fair,

  Ssperes oval  or  round,  1.3-1.6#. Aerial  mycelia  O.5--O.7y wicle,                                                                                   '

  Physiotogical  properties:Melaneides  noL  produced;starch  not  hydrolysed;gelatin  attacked  slightly;

milk  net  peptonized ; nitrites  produced  from nitrates  ; thiamine  required  essentially  and  biotin secondarily.

  Three  strains  studied  ; M-l,  M-7,  M-20.  The  last strain  is thc  one  deseribed in thc  prcceding  papcr.i)2)

  7. Micrthitbera rasea  var.  nonnitritagenes  var,  nov,

  Nonnitritogcnes, referring  to thc  
"nitrite

 not  producing" property.

  The  cultural  and  morpholegicaL  characteristics  are  covered  wiLh  thc descriprion of  the species,

  Nitrites  not  produced  from  nitrates,

  One  strain  was  studied  ; M-19.
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Table　L 　Antibietic 　spectrum 　and 　sugar 　utMzation ，
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　旨

　 1，StrePtomrvvetaceae科 MiCrCbtSPora属 の 放線菌を独 向の 方法に よ り各地 の 土壤か ら検繊 し，こ れ らが 広 く普通

に分布 して い る こ と を 明 らか に した．

　 2 ．分離した 22株 に つ き分類学的特性を研究 し，5種 及 び 2 変種 に分類 し，そ の 標徴 を記載 した．そ の 中 1種
を除 き他 は新種 及 び 新 変種とし て そ れ ぞれ を命名 して 提案す る もの で あ る．

　3 ．供試菌株 は い つ れ も形態 上 の 差 異 は 比 較 的少 な く，生育に ビ タ ミ ン Br が 必 須 で あ り ビ オチ ン も必 須又は

副次的 に 要求す る こ と， ま た 大 半 の 供試 菌 株は水不溶，ベ ン ヂ ン 可溶 の 紫色色索の 結品 を 種 々 の 寒天培 地 に 多量

に生成す る こ とを知つ た．なわ若干の 供試菌種は抗菌性 を示した．
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土 壌 中 に 於 け る 放 線 菌 の 分 布   5 報 ）

StrePtosPorangium属 の 分 離 及 び 分 類

野 々 村 英 夫 ， 小 原 巌 （山梨 大学 工 学部 ）

　CouaH2 丿 は 胞子 ノ ウ を形 成 す る放 線菌 と して Actinoplanaeeae科 （1955） を設 け，胞 子 に 運 動性 の あ る　Acti−

noPtanes 属 と 運 動性 の な い StrePtasPeran．giam 属に 分 類 した が ， 後者の 属で は まだ Type 　 species 　i 種の 記 載以外報

告 を見 な い よ うで あ る．

　著者 らは前報
1）
で MiCrebiSpara属の 分離法に つ い て 述べ t：が そ の 方法 は 本属 5加 惣 吻 rα η脚 加 属 に も選 択 的 で

あ る こ とを 知つ た ．そ こ で そ の 方法 に よ りわ が 国各地の 土壌 に つ い て 本属が普通 に 分布 して い る こ とを確 め ， 若

千の 分離株 を選 ん で 分類 学的研究を行なつ た の で 報告す る．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1，供 　 　 試 　 　 料

　供 試 土 襲 の 種類 ， 本属 （及 び MiCrbOiSPora属）が容易1こ検出 され た 土 孃（＋ ）及 び供試菌株を Table　l に 示 した，

な お 供試菌株 S −14は CouCH から分譲 され た S．　 rose” m の Type 　 cukurc で あ る．
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