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抗酸性菌の分類 に関する研究

第1編 抗酸性菌の諸種抗結核剤に対する感受性

札幌医科大学衛生学教室(主任 金光正次教授)

荒 木 雅

(受付 昭和29年8月12日)

緒 言

従来,抗 酸性菌 の分類 に関 しては,主 として形態学的

乃至血清学的な見地 から研究が行われた。そ の主な るも

のを挙 げると,ま ずC.A.Frey&W.A.Hagan1),戸

田2),占 部3),佐 藤 ・井田4)等が,コ ロニーの色調,形

態乃至発育状態 によつて これを群別 し,H.Schlossber-

geru・W・Pfa=nnenstei15),B・Lange6),占 部7)等 は,発

育温度域に よる分類 を試みてい る。又,内 藤8),草 場9)

は,洗 降反応,凝 集反応 について詳細な研究 を行い,特

に内藤 は,非 病原性抗酸性菌 において,沈 降反応 によ り

菌株 の所在 に特異性 を認め,こ れ を利用 して分類が可能

であ ると報告 した。又R.E.Gordonlo)11)一 派 は,抗 酸

性菌 の糖分解能 を測定 し,こ れ と発育 湿度域,耐 熱性 と

の関係から分類を試み,G.PensorZ)は,Bacteriophage

の特異性 による分類を 報 告 してい る。 さ ら に 最近平

本18),川 村他19)は,諸 種 のAntibioticsに 対す る感受性

に より本菌群の分類を試み てい る。 しか し本菌群が生物

学的及 び免疫学的に複雑 なために,そ の系統的分類が容

易でない ことは,諸 家 の等 しく認 め るところであ る◎ よ

つて私 は,こ れ らを綜合 した よ り広い角度か らその分類

を企図 し,諸 種の抗結核剤 に対 する感受性,並 びに耐性

獲得 の状態,耐 熱性,テ ルル酸加里 感受性,及 び諸 種の

酵素作用 を測定 し,こ れ と他 の細菌学 的諸性状 とを対比

して これ らの各因子 の相互 関係 の申に抗酸 性菌 の分類の

基準 を求め よ うと試みた。本編 においては,供 試菌 の細

菌学的性状 と,諸 種 の抗結核剤 に対す る各菌株の感受性

につ いて報告す る。

研 究 材 料 及 び 研 究 方 法

a)供 試 菌 株

札幌市 内及び近郊 の土壌,下 水,動 物糞 便等 の各種自

然界材料か らSδhngen氏 法13)によつて分離 した69株,

結核患者喀疫か ら分離 した1株,並 び に公衆衛生 院微 生

物学部か ら分与 された鳥型株,チ モテイ株 の計73株 の

抗 酸性菌 を用 いた。新 たに分離 した菌株 の病原性 につい

ては,動 物実験を行つ ていないので確言 できないが,諸

種培地 における発育速度,抗 煮沸性試験等 によ り,非 病

原 性 と推 察 される。尚実験に用 いた菌株 は,岡 ・芹倉培

地上 における色調,形 態,乾 湿 陸,Kirchner培 地 にお

け る増殖状態及 び抗煮沸性等 の性状を綜合 して,で きる

だけ相互 に異 る菌株 を用 いるよ うにした◎

b)発 育 状 態 の 観 察 方 法

固型培地 としては岡 ・芹倉培地,液 体 培 地 としては

10%馬1血 清加Kirchner培 地(以 下Kirclmer培 地 と認

す)を 使 用 し,そ の他4%グ リセ リン寒天,4%グ リセ

リンブイ ヨンを併用 して発育状態を観察 した。岡 ・芹倉

培地 においては,分 離後2代 乃至3代 の菌株 を,37。C

に10日 乃至2週 間培養 した コロニーについて,そ の色

調,形 態,乾 湿性,光 沢等を観察 し,Kirchner培 地 に

おいては,グ リセ リン寒 天から本培地 に移植 した37。C10

目培養 の菌株 につ いて,そ の発育状態 によ り,菌 膜形成

(以下膜 と記 す),平 等渥 濁(以 下濁 と記す),管 底 発 育

(以 下底 と記す)の3群 に分類 した。菌株 に より移行型

があつたが,い ずれ の群 に属 させ るかの判定 は容易 で,

各発育程度 の強弱 に応 じ,最 も適 当 と思 われ る群 に属せ

しめた◎

c)使 用 薬 剤

DihydroStreptmycinSulfate(SM)(武 田製)

S(rkumParaAminoSalcylate(PAS)(田 辺製)

IsonycotinicAcidHydrazide(INAH)(山 之 内製)

d)薬 剤 感 受 性 測 定 方 法

薬剤感受性の測定には,ユ0倍 稀 釈法に よつ て調製 した

薬剤加Kirc㎞er培 地 を用 いた。すなわち各薬 剤を減

菌生理食塊水 に溶解 して100倍 原 液を調製 し,以 下10倍

稀釈法 によ り,1億 倍迄の系列を作 り,そ の0.5cc宛

をKirchner培 地 に分注 して各薬剤がlml当 り10万

Y,1万Y,1000γ,100Y,10γ,1γ,O.1Y,の 濃度 に窃

まれ るように した。接種菌液はKirchner培 地1週 間乃

至10目 培養 の菌 をKirc㎞er液 を以 つて1cc中 約1

mgの 菌が含む平等浮游液 とな し,そ の1滴 量 を各試験

管 に加 えて37◎Cに 培養 し,5日 後,10日 後,2週 間後

に肉眼的観察 によ り,菌 の発育状態 を観察 した。

案 験 成 績

a)供 試 菌 の 細 菌 学 的 性 状

まず岡 ・片倉培地上 にお ける発育状態をみ ると,白 色

系が最 も多 く22株(30.2%)を 占め,着 色 系では,紅
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色系が最 も多 く21株(28.9%),燈 色系,紅 色 系はそれ

ぞれ15株(20.5%)で あ る。一般 に白色系 では集落 の表

面状態が乾 燥 し,粗 雑 なものが多 く,こ れ に対 し着色系

では著 し く湿潤粘稠 なものが多い。.自然界抗酸性菌が培

養申 に色調 の変異 を生ず ることはR.E.Gordonlo)占

部3)等 によつて も報告 されてい るが,わ れわれ も数株 に

おいて これ を認 めた。 しか しなが ら色調 の判定 には,前

記の如 く可及的 色調 の変化を来 さない と思われ る時期,

すなわち分離後1カ 月以内及び培養10目 目を基準 とし

全菌株共 同一条件 の下 に観察 した。次 にKirchner培 地

上における発育状態 を培養10日 目に観察す ると,逼 半

数の54株(74%)か 管底発育 を示すが,こ の場合管底

の菌 は,雲 架状,粘 土状,毛 屑状等種 々の状態 を呈 し,

振 塗すると培地を凋濁 せ しめ るもの も認 め られ た。 しか
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Fig.1.,Relationsamongsensitivitiesof73strains

ofacid-fastbacteriaagainstINAH,SMandPAS.

し静 置状 態 に お い て培 地 を平 等 に渥 濁せ しめ る菌 株 は 比

巌 的 少 な く,図 に示 す 如 く7株(9.6%)に 過 ぎな い 。

これ 等 の もの は培 養 日数 を経 るに従 い,漸 次 沈 澄 を生

じ,](岡 ・片 倉 培 地 上 で は い ずれ もi著し く湿 潤 性 の集 落

を形成 した。 さらに12株(16.4%)に おいては,菌 膜

を形成 して発育 し,い ずれ も培地 は透明 であつた。次 に

菌 の形態 をZihl-neelsen染 色を施 して観察 し,短 桿菌

長 桿菌,及 びこれ らの混合 した ものを不同型 と して分類

する と,短 桿状は42株(57.5%)で 最 も多 く,長 桿状

10株(13.7%),不 同型21株(28.8%)で ある。長桿

状菌 申には典型 的形態 をとるものが多かつたが,申 には

糸状を呈す るものや,放 線状 に 排 列す るもの も認 めら

れ,短 桿菌中には,球 菌状の ものが相 当数認 め られ た。

抗煮沸性試験は諸家 の成績14)15)と 殆 ん ど大差 な く,い

ずれ も10秒 ～2分 以 内で脱色 した。すなわち30秒 以内

に脱色するもの26株(35.6%),30～60秒 の もの35株

(47.9%),1分 以上2分 以 内の もの12株(16.5%)で あ

つた。

b)諸 種 薬 剤 に 対 す る感 受 性

前記方法 に より,供 試菌73株 のINAH,SM,PAS

に対す る感受性 を測定 した結果,第1図 に示 す如き成績

を得た。すなわ ち5目 目で糊定 した場合,ま ずPASに

ついてみ ると,44株 中39株(約90%)が1万 γ/mlで,

他の5株 は10万Y加1で 発育 を阻止 され,1000γ/mlで

阻止 され た ものは僅か1株 である。す なわち自然界抗酸

性菌の本剤 に対す る感受性 は,後 途 の他薬剤 に比較す る

と極 めて鈍 く,且 つ菌株 による差 が少 ない。以上 の成績

か らPASに 対す る測定 は44株 に止 めた。 これ に対 し

INAHに おいては100γ/mlで 発育を阻止 され るものは

最 も多 く29株,次 で10y/mlで14株,1000Y/mlで

10株,1万 γ/mlで18株,10Y/mlで2株 が 発育 を阻

止 され,PASに 比 較する と一般 に感受性が高 く,且 つ発

育阻 止濃度 は菌株 によ りかな りの幅が認 め られ る。更に

SMで は10γ/mlで40株,1000Y/mlで23株,100γ/

miで8株,1万 γ/mlで2株 が夫 々発育 を阻止 され,感

受性 は最 も高 く,発 育阻止 帯の幅 はSM,PASの 中聞

に位 している。次 に培養2週 間 目で判定 した際には,い

ずれの薬剤 に対 して も感受 性がかな り低下 し,且 つ菌株

による差 はSMに お いて最 も大 きいが,】〔NAHに おい

ては,か えつ て縮小す る傾 向がみ られ る。この ことは小

川16)の い う如 く試験管内のSMの 作用が,時 聞の経過

によ り低下 したため と思われ る。

c)沓i薬 剤相互間 におけ る発育阻止濃 度の関係

全菌株のINAH・SM,PASに 対す る態度か ら,・これ

等3種 薬剤における発育阻止濃度 の間 に如何 なる関係が

あ るかを調 べる と,第1図 に明らかなよ5にINAHと

PAS,SMとPASと の間においては,本 菌群の殆ん ど

がPASに 対 し1万Ylmlと い う限定 され た濃度 で発育

が阻止 され ている関係上・両者 の間 には特異な関連 を認

め難 く,こ のことはINAHとSMと の間において も

同様 である。すなわち3種 薬剤 に対す る抗酸性菌 の感受

性 の間 には,特 別の関係 を認め ることができない。
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d)薬 剤感受性 とKirchner培 地上 におけ る発育状

態 との関 係

Ki「chmer培 地上 におけ る発育掬態 を,「膜」,「濁」,

r底」の3群 に区別 し,こ れ と各種薬剤に対 する感受性 と

の関係をみる と第2図 の如 くであ る◎まずPASの 場合

についてみ ると,本 剤 に対 し1万 γ!mlで 発育が阻止 さ

れた39株 は,「濁」i群に3株,「 膜」群 に10株,「 底」群

に26株 が属 し,10万 γ伽1で 発育が阻止 された4株 及
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び1000y/mlで 阻止 された1株 はいず れ も「底」群 に属 し

ているo

以上の如 く底群 に属す る菌株の感受性の幅は,他 群 に

比較 しやや広い傾 向が認 められ るが,こ れは底群 に属 す

る菌株 が比較的多 いため と思われ,本 剤に対 す る感受性

とKirc㎞er培 地上 にお ける発育状態 との間に特 別な関

係は認め られ ない。 】[NAHの 場 合について も同様関連

はない。 しか しSMの 場合 には「濁」群 に属す る7株 申

6株 が10Y/mlで 発育 を阻止され,「 膜」群 に於 ても同様

12株 中9株 が10Y/〃hlで 発育を阻止 され,両 群 は本 剤

に対 し極 めて感受性が高い。 これに対 し「底 」群では,10

Y/mlで 発育 の阻止 される菌株 は,54株 中25株 で半数

以 下であ り,更 に1000Y/〃ntで 発育が阻止 され るもの20

株,1万 γ/m1で 阻止 され るもの2株 が認 め ら れ,「底」

群に属す る菌株 は,本 剤 に対す る感受性の輻が,他 群に

比較す ると広 くな る傾 向が ある。すなわちKirclmer培

地 における発育状態 とSM感 受性 との間には,第2図

の点線 で示す様 に「濁」,「膜」,「底 」発育 の順に感受性 の

鈍 い菌株が増加す る傾向がある。

e)薬 剤感受性 と岡 ・片倉培地上における色調 との関

係

第3図 は各薬剤 に対す る感受性 を岡 。片倉培地上にお

け る色調 と比較 した ものである。すなわちPASの1万 γ/

mlで 発育 を阻止 され る群には,各 色調 の菌株が殆ん ど

同数 ずつ含 まれてお り,両 者の間に特別 な関係 は見 られ

ない。 】rNAHの 場合 も同様,本 剤に対す る感受性 と色

調 との間に見 るべ き関連 はないが,SMに 対 しては紅色

系i群に属す る21株 申19株 が10Y/mlで 発育 が阻止 さ

れ,本 剤に対 して極 めて鋭敏で あるのに対 し,灰 白色系

群では22株 申19株 が1000Y/m1で 発育を阻止され,

紅色系に くらべて感受性が著 しく鈍い ものが多 い。更 に

図に見 る如 く燈色系,黄 色系では,本 剤に対する感受性

が紅 色系 と白色系 の申間 に 位 してい る。 すなわち紅,

燈,黄,白 の順 にSMに 対す る感受性が鈍 くな り,こ

1coOOO
6

(
》
す

0

6

Q

《U

ρ

ハU
・

《
U

-
ニ

ー台

写

咽↓
咽ω
信
o
ω

(V4
01

曽

鞠
∩

AU
4

1

'

o● 翼メ憶旗

● ●●
oO● ●●

■oo
o

●● o■●●●
つ

属A尺嵐κ 民xx民 鷺 ぜ ㌔〔貿 、「冒 ㌔ 舞、 蔑繁

属翼属尾β x罵翼 躍 覧冒蟻x墜 へ、A)し 農

●●■●
o ◎○σ

●●●
ooc

888認
Φc◎¢く}
◎○◎⇔

貿

の

G●●●●
ρ

oo●●●●

o¢ ◎静◎㌦再

●●●●o ■◆●oo

oタ ■鱒●
o●曜 一

oo●o
oo◎ ◇G◎ooo

●

oOコ》o癖
¢ご

o● ●馨◆

o{》oOo
oく》9◇燈

¢◎◎o¢

く》¢

■

o畠 ○Φ¢◎ooo Φζ〉

一

PinkOrangeYellowwhite

ColouringofcoleniesonOka-Ka加kuramedia

●INAHOSMxPAS

Fig.3.Relationsbetweensensitivitiesofacid-fast

bacteriaagainstINAH,SM,PASandcolourings
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の際 において もKirchner培 地上で見 られた とほぼ同

様 な関連が認め られ た。か くの如 く抗酸性菌の培地上 に

おける諸性状が,諸 薬剤中SMに 対 してのみその感受

性 との間 に特異 な関連があ るとい うことは,極 めて興 味

ある現 象 といえ よう。.

総 括 及 び 考 按

現今,結 核菌 と自然界乃 至非病原性抗酸 性菌 との鑑別

法 として,コ ロニーの色調,或 いは発育状態 の相違,又

は抗煮沸性,酵 素作用,テ ル ール酸加里感受性差等 を以

つてす る方法が報告 されてお り,こ れ等 は両者 を区別す
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るとい う点では意義があ るもの と思われ る。 しか しなが

ら緒言に述ぺた よ うに抗酸性菌全体 を より系統的に分類

す るため には,こ れらの性状 のみでは不可能 であつて,

他の新 たな性状 とともに多角的に綜合考察す る必要が あ

るが,こ の方面の研 究は未だ少ない。私は一般細菌学的

性状が互 に相異 ると認 められ る抗酸性菌 惚 株 をかか る

考想 の下 に分類 しようと試み,そ の第一段階 としてIN

AH,SM,PASに 対す る感受性 を測定 しこれ と一般 細

菌学的性状 との関係を観察 した。 その結果 まず岡 ・片倉

培地,或 いはKirc㎞er培 地上 におけ る発育状態,抗 煮

沸性,顕 微鏡的形 態等 の間 においては何 等関連 が認 めら

れず,占 部15),草場17)も 報告 した如 く私の成績 において

も,分 類 の基準 となる よ うな性状 は見出 されなかつ た。

次 に薬剤感受性 と細菌学的諸性状 との関係をみる と,ま

ずPASで は発育阻止力 が極 めて弱 く,し か も殆 ん どの

菌株が1万Y/m1の 濃度で発育が 阻止されたのでこれ と

他 の性状 とを比較す ることは不可能 であつた。

又INAHに 対 しては菌株 に よる感受性 の差がか な り

著 しいにも拘 らず,他 の性状 との関係はPASの 場合 と

同様認 めることがで きなかつた。この培養性状 と薬剤感

受 性 との問題に関 して平 本18)はSM感 受性 と岡 ・芹倉

培 地上における色調 との間には関連 は見 出 し難い と報告

しているが,私 の実験では,紅 色系 は本剤に対す る感受

性が高 く,白 色系は鈍 く,更 に樫,黄 色 系は凡 そ両者の

中間に位す るとい う成績 を得 た。又川村等19)は 】〔NAH,

SM,PAS,TM中SMに おいてのみ培養性状 と一定の

関連が認 められた といい,私 の成 績 とほぼ一致 してい

る。

次に佐藤等20),占部21)は,諸 種液体 培地 申の発育状態

に よ り,抗 酸性菌 を分類乃至鑑別す ることは不可能で あ

るといつ ているが,私 の成績 ではKirc㎞er培 地 におけ る

発育状態 とSM感 受性 との間 には,岡 。片倉培地上で

見 られた と同様 に一定 の関連があ ることを見 出 した。す

なわち本培地 での発育が 「濁」,「膜 」,「底」 の順に漸次

SMに 対す る感受性 の鈍 い菌株が増加す る傾 向が見 られ

た。 次 に供試菌 に対す る薬剤の感受性 に つ いてである

が,太 田22)はSMに 対す る非病原性抗酸性菌 の原株感

受 性が最 高32万 倍,最 底4000～8000倍 であつた と報

告 しているが,こ れを私の場合 と比較す ると,5日 目判

定の場 合,最 小発育阻止濃度は,10γ/m1(10万 倍)で,

1Y/ml(100万 倍)で 発育が阻止 され る菌株 は認 められ

ず,又最高発育阻止濃度は1000γ/ml(1000倍)で1万Y/ml

(100倍)で 発育 し得 る菌株 もなかつ た◎す なわ ち私 の

場 合では10倍 稀釈法に よつたので細 かい濃度 は現れて

いないが,以 上 の成績 は太田 のそれ とほぼ一致 する とい

え よう。堂野前23)は,INAHの 鳥型 菌,チ モ テイ菌,

ス メグマ菌 に対す る感受性を測定 した結果,最 小発育 阻

止濃度 を,そ れぞれ15・6Y/ml,3・9γ/ml・62・5yfmlと し

ているが,私 の用 いた鳥型株 チモテイ株は,共rc10Y/ml

で発育が阻止 され,そ の他,此 の濃度で感受性 を有 した

ものは44株 中9株 であ り,1γ伽1で 発育を阻lhさ れ る

菌株 はSMの 場 合 と同様認め られず,又 最高発育阻止

濃 度は10万Y/mlで あつ た。最後にPASに ついてであ

るが,Sievers24)は,本 剤 の非病原性抗酸性菌 に対 する

発育抑制力 は殆ん ど認め られない と報告 している。私 の

実験にお いても1菌 株 のみが・1000Y/m1で 発育 を阻止 さ

れているが,残 る43株 は悉 く1万Y/ml以 上の濃 度を

要 し,PASの 発育阻止力 は本菌群に対 し,極 めて弱 い

とい う成績 を得た。以上の如 く,3種 薬剤の本菌群 に対

す る発育 阻止力 は,比 較的初期 では,SMが 最 も有効 で

あ り,次 で 】〔NAHが 強 いが,時 日を経 過 してからの判

定においてはか えつて 】ENAHの 抗菌力が強い とい う成

績を得 た。又 これ等3種 薬剤聞におけ る発育 阻止濃度 の

間に全 く関連がないことか ら,本 菌群 に対す るINAH,

SM,PASの 作用機序がそれ ぞれ独 自な ものであろ うと

想縁 され る。

結 論

自然界及 び結核患者か ら分離 した73株 の抗酸性菌 に

っいて 】〔NAH,SM,PASに 対す る感受性を測定 し,こ

れ と他の細菌学的 な性状 とを対比 して抗酸 性菌 の分類 を

試み,次 の成績 を得た。

1)自 然界抗酸性菌 に対す るPASの 発育 阻止濃度 は

殆 ど一一定 してい るがINAH,SMの それ は菌株 によ り

著 しい差異があ る0

2)3種 薬剤の発育阻止濃度の間には,特 異 な関連が

ない。

3)SMに 対す る感受性 と岡 ・片倉培地上 における色

調及 びKirc㎞er培 地 における発育状態 との間 には,

一・定 の関連が認 め られる。

4)諸 培地上の発育状態,抗 煮沸性,菌 の形態 の問 に

おいては関連 がない。

稿 を終 るに臨み,恩 師金 光議授 の御懇篤な る御指 導

に深甚な る感謝 の意 を表す る。叉 鳥型株,チ モテイ株

を御分 与下 さつ た公 衆衛 生院微生物学部 染谷四郎部

長 に衷心 より感謝す る。
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