
651

抗 酸性 菌 の試 験 管 内病 原性 試 験 に関 す る研 究

(第1報)諸 種試験法の比較検討 と動物実験成績 との対比

松 尾 仁

鳥取大学医学部細菌学教室―主任 高木篤教授

受 付 昭 和31年6月7日

あ る抗酸性菌株 の分類,同 定に当つて病原性 の有無 な

いしはその菌 力の強弱 までを知 ろうとす る目的のために

は,従 来動物実験が最 も確実 な方法 とされ,そ の他形態

学的特 性,こ とにCord形 成,抗 煮沸性の問題 も論ぜ ら

れて きてい るが,動 物実験を行 うことには,か な りの 日

数 を要 し,判 定 までに長 時 口待たねばな らない上 に相当

の費用 もかか るとい う欠点があ る。 このために,短 時 日

の うちに行 いえ られ,費 用 も少 な く,か つ,信 頼 のおけ

る病原性 ないしは菌力 の強弱 まで決定 し うる方法が求 め

られ るのであ る。

この 目的に副 つて,1948年Dubosお よびMiddlebrook

は アル カ リ性の緩衝液 中に 溶解 したNeutral red液 で

染色 した際,病 原性の ある抗酸性菌 は,溶 媒の アル カ リ

性に もかかわ らず,Neutral redの 酸性色で ある赤色 に

染 ま り,非 病原性抗 酸性菌は色 素 をとらないか,わ ずか

に黄色 に染 まるのみであ るとい ういわゆ るDubos-Mid

 dlebrookの 反応1)(以 下Dubosの 反応 と略)を 提案 し

た。 また1952年Desbordesは これ とは別 にNa2CO3の

溶液 中に浮游 した病原性抗酸性菌 は滴下 したNile blue

によつて青 く染 ま り,非 病原性抗酸性菌 は薄 いバ ラ色 に

染 ま り,しか もその成績 がDubosの 反応 と全 く一致 し,

かつ その着色 の度合 が菌力に平行 し,強 毒株 は濃 く,弱

毒株 は薄 く染 ま るとい うDesbordesの 反応2)を 提唱 し

た。 さらに1952年Wilsonら は,Phemol indophenol

他3種 の酸化還元色素 を用 いて,非 病原性抗酸性菌 は こ

れ らの色素 をpH7.0の 燐酸緩衝液 中で一 定時 間内に脱

色す るが,病 原性抗酸性菌 は脱色 しないか あ るい はわず

か に脱色す るのみ とい うWilsonの 反応3)を発表 した。

しか して,こ れ らの3反 応 を平行 して行い,3反 応が

抗酸性菌の病原性 とい う点に関 して大体一致 す るとい う

Hauduroyら の追試4)の他 に も,こ れ らの反応 を単独 に

行 つて,そ の成績 が動物実験成績 とよ く合致 し,菌力の差

まで もよ く表 わす とい うもの5)～7),あ るい はまた菌力の

有無 をある程度知 りうるが動物実験 その他の菌力判定法

と比較 して,そ の成績一致す るとはいい難 い とか,あ る

いは細かな菌力の差 は検 出 しえない とい うもの等8)～13)

ま ちま ちであ る。一方Dubosの 反応 をす でに臨床的 に

結 核菌の短 時 日検 出の 目的で応用 してい る学 者 も あ る

14)～16)
。 その他抗酸 性菌の病原性の有無,強 弱の差 に よ

つて各種 の色素 に対 す る態 度の差 が認 め られ るとし,こ

れを応用 して抗酸性菌 の分類 を試 みてい る報 告 も あ る

17)～23)。

そこで著者 は これ らの3つ の反応 を各種抗酸性菌 およ

び非抗酸性菌 について種 々実験条件 を変 えて実施 し,結

核菌については菌力決定 をSmithburn24)-渡 辺25)の 法

に したがつて,モ ル モ ッ ト脳内接種に よ り行い,こ れ ら

のin vitroの 反応 が果 して どの程度 まで確 実に菌力 と平

行 関係を表 わす ものか観察 し,ま た臨床 上応 用可能 の有

無,あ るいはまたその限界 を追求 して見 たので 報 告 す

る。

実験材料および実験方法

A)使 用菌株

新 し く結 核患者か ら分離 した 入型結核 菌16株,教 室

保存入型結核菌5株,同 牛型結核 菌11株,BCG1株,

同鳥型結核菌10株,同 非病原性抗酸性菌19株 お よび各種

非抗酸性菌41株 を使用 した。しか して これ ら抗酸性菌 は

Petragnani培 地に3～4週 間培養 した もの を新鮮培養菌

の標準 として実験 に供 したが,Petragnami培 地以外の

各種の培地 に発育 した菌 を比較 して用い る場合 も,新 鮮

培養 としてはやは り3～4週 培養 の ものを使 用 した。 ま

た非抗酸性菌 は大部分24時 間培養 の菌を使用 したが,発

育 の遅 い もの は48時 間培養 の もの も若干使用 した。

B)実 験 方 法

Dubos,Desbordes,Wilson3反 応 と もほぼ 原 法 に し

た が つ て 実 験 した が,都 合 上 多 少 変 更 した 点 もあ る。概

略 を述 べ る と,

1)Dubosの 反応

菌量 ほぼ5mgを 採 り,Widal試 験管 内で50%メ タノ

ールの少量 を加 えつつ白金耳で磨砕 し結局2ccに 浮游せ

しめ,37℃ に1時 間放置後遠沈 し上清 を捨て,同 じこと

をなお1回 繰返え し,その後蒸溜 水で2～ 数回洗際 遠沈

を行 い,か くしてえた菌 を5%の 割 に食塩,1%の 割 に

Sodium barbiturateを 溶か した緩衝液2cc中 に浮游 し
,

これ に0.1%のNeutrai red水 溶液2滴 を加 え,振 盪混

和 し室温放置30分 後 にその結果 を観察 した。Neutral red
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水溶液 を嫌 え ると緩衝液 は 勲Hほ ぼ10.3で あ るために

Neutralredの アル カ リ色 の褐色がかっ た黄色 にな る◎

しか るにDubosの 反応陽性の菌 は数分後か らNeutral

redの 酸性色 を菌体 に とりはじめ る。しか して菌株 によ

りその赤 く染 ま る濃 さが 区々であっ て濃 い赤 に染 ま るも

のを(響),わ ずか に赤桃色 に染 ま るもの を(十),そ の 中間

の ものを(管)と し,わ ずか に黄色 に染 ま渇 か あ るい はま

っ た く色素 を とらない ものを(0)と した。反応開始後30

分で第1回 の判定 をしたが,念 の ため数時間後 に もう一

度観察 した。 しか し陽性の ものでは染 ま りが多少濃 くな

ってい るが,各 菌株 について陽 性度に差 異 を認 め るほ ど

で な く,30分後の判定で充分 と思われ る◎しか して,Neu-

trayredを 滴下 した際室 温が低 い と色素 は菌体に固着 さ

れ る以 前に紮状沈澱 となって析出 し,反 応 が進 行せず,

判定不能 とな る。 この ことは原著 には記載 はないが,そ ・

の原因 を追求 し温 度にあ ることをつ きとめた◎そ こで温

度を変 えて実験す るとともに室温 を測定 し,溶 媒であ る

緩衝液 の温 度10◎Cを 境 として それ よ り高温 度でなけれ

ばDubosの 反応 は進行 しない ことを知っ た。10℃ 以 上

で あれば:夏季の高い室温 まで反応 に差異 は認 め られない

ので緩衝液の温度が1◎ ℃ 以下 にな らないよ う考慮す れ

ば よい。

2)Desbordesの 反応

D曲osの 反応同様 にほぼ5卿8の 菌 を同様 な仕方で洗

溢 し,菌 の沈渣 を260の 蒸溜水 に浮游 した後,Na2CO3

の飽和溶液 でpH10。5以 上 にした溶液 を2滴 加 え混和.

振撮 し室温放 置後30分 にて菌のNileblueに よ る着色の

度合 を観察 す る。上清は常 に薄い灰色がか ったバ ラ色で

Desbordesの い うよ うには菌の菌力の程度 にしたがって

変わ るこ とな くfN亀CO3の 量 を加減 して見 たがや は り

認 め られ な か っ た。 判定 は青 く染 まる菌 を反応陽性 と

し,そ の度合 によって濃い ものか ら淡い ものへ ㈱ 〉(十十)

(十)と し,灰 色がかっ たバ ラ色 に着色 した もの を陰性 と

した。 しか してNa2CO3水 溶液 は緩衝能 な く比較的速か

にpHが 低下 し,菌 の青 の着色 が失 われて灰色ががっ て

きて,陰 性 の もの と同 じ状態 になっ て くるので30分 を標

準 として判定 した。Desbordesの 反応:はDuめosの 反応:

のよ うに低温 においてNileblueの 沈澱 を見 るとい うよ

うな ことはな く温 度の考慮 は木要 であった。

3)Wils◎nの 反応

Sodiumbenzenoneindophen◎ 玉(以 下Aで 表 わす),

Sodiumbenzenoneind◎ 一31-chlorophend(以 下Bで 表

わす),S◎diu搬2,6-dibromobenze烈oneindoPheno1(以

下Cで 表わす)の3つ の酸化還元色素 を使用 した。すな

わ ち原法 にしたがって1Zの 蒸溜水 にNaH2PO♂ ・999・

Na2HPO47。098£ を溶か しK9{{{/V燐酸緩衝液 にA5勉9:56ら

B5駕8二25¢o,C52%麟2500の 割 に溶か しt,.17ものを原

液 とし,使 用時 これ をさ らにAL3,B3;2,C2;15
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の割 に同 じ燐酸緩衝液 に稀釈 し色素液 として使用 した。

次 に縦3列,横4列 計12コ の凹 み(径 露棚 物,深 さ5蝦鯛

を有す る白色磁製の絵具皿の横の各列に同 じ 菌 の ほ ぼ

5卿gあ ての菌 を投入 し,ま ず各白み全部に色素 の溶媒

に用いた燐酸緩衝液 の1滴 あてを加えて木片 を もつて よ

く菌塊 を砕 き,後 に加 え る色素液 と速 かに よ く混 ず るよ

うに計った。か くして後,縦 の第 ・ま列 にはA,第:2列 に

はB,第3列 にはCの 各0.200あ てを滴下 し,と きどき

皿 全体 を廻 転ない し動揺 させて菌体 と色素液 が よく接触

す るよ うに しL15分 後 に色素 の脱色 度を観察,対 照 と比

較 してほ とん ど同 じ色 の濃 きに留 る もの を(轡),わ ずか

に色 調 を残 す ものを(十),そ の中間を(暦),全 く脱色 き

れて もとの色 調を認 め難 い ものを(一 〉とした。

4)動 物 実験

牛型 結核 菌8株,鳥 型結核菌6株 を・Dubos・Desbor・

des,Wils◎nの 各 反応陽 性の もの,陰 性 の も(わ,中 等 度

陽性 の もの等 を考慮 して選 び,S謡thbum25)一 渡辺24)の

方法 に したがって,あ らか じめ ツベル ク リン反応陰性 で

あ ることを確 めた3509前 後 の白色 モルモ ッ トに,菌1

株 につ き94匹 あて脳内接種 を行 い,定 型 的な結核 性脳

膜炎 の症状 を呈 して死 亡す るまでの生存 日数 を観察 し,

菌 力の程 度を判 定 し,上 記3反 応 と比 較 した。

実 験 成績

A)新 分離結核 菌

表1に 見 るよ うに,新 し く結核 患者 よ り分離 した

豪 儀i新 分離 結核菌株(入 型)、
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入型結核菌 と息 われ るものにおい ては,Dubosの 反応,

Desbordesの 反応 ともに例外 な く全部(+++)の強陽性 を示

し,株 によ る細か い着色 の差 は認 め難 く,か つ この両反

応 は全 く一致 した成績 を示 した。これに対応 す るWilson

の反応 を見 ると,Aに おい てはわずか に脱色 され た1株

を認 め るが他 の株 は全 く脱色 して お らず,Bに おいて は

半数が脱色 を受 けず,残 りが軽度 に脱色 され,Cは2株

にわずか の脱色 を見 たが残 りは脱色 されてい ない。 これ

によつて見 ると,Bが もつ とも脱色 され易い色素で ある

こ とが窺 えるが,各 菌株 について見 るとA,Cを 比較す

ると,1,2の 不一致 はあるが,大 部分が(+++)で一致 し,

全体 として はつ きりと脱色 されない ことを示 し,各 菌株

と もA,B,Cを 通 じてWilsonの 反応全体 と見 るな ら

ば,Dubos,Desbordes両 反応 と平行 した成績 と見做せ

る。 しか してDubos,Desbordes両 反応において すべ

ての菌株 において(+++)の反応 を示 し,い わゆ るこれ らの

Wild strain中 に も菌 力の差 は当然あ るはずであ るが,

細か い着色 の差 として示 しえていない ことは 注 目 さ れ

る。

B)保 存人型結核菌

この菌株群 において も表2に 示 すよ うに,Wild strain

表2保 存人型結核菌株

と全 く同様,Dubos,Desbordes両 反応 とも例 外 な く

(+++)で,Wilsonの 反応 について も3つ の色素 の脱色が

あま り見 られず,Bが 脱色 され易 い ことは前表 に示 した

の と同 じ傾 向で あ る。すなわち これ ら保存入型1核 菌株

も,Dubos,Desbordesお よびWilsonの3反 応 が平行

した成績 と見 るこ とが で きるので ある。 ただ しこの場合

も,松 本株 と青山B株 の間 に動物実験 によつ て明 らか に

菌力の差が 証 明 されてい るに もかかわ らず(山 本25)参

照)3反 応 には着色 ない し脱色度 の差 として表わ されて

いない。

C)保 存 牛型結 核菌

表3に 見 られ るよ うに,ま ずBCGはDubos,Desbo-

rdes両 反応 ともに弱陽性の(+)で あ るが,Wilsonの 反

応 は表1,2に おけ る病原性 あ りと思 われ る入型結核菌

および同 じく表3の 牛型結 核菌 と同様 に色素の脱色が認

め られ ない。 その他 の牛型結核菌で は,牛3,MD両 株の

集 落 に色の着 いた ものはDubos,Desbordes両 反応陰

表3保 存牛型結核菌株

性,他 は大部分 が(+++),2株 が中等 度陽性 の(++)を 示 し

てい る。 しか して これ らに対す るWilsonの 反 応は,

Dubos,Desbordes両 反応陰性の牛3,MD両 株 はA,

B,Cと もに他のDubos,Desbordes両 反応陽性 の株 よ

りも強 く脱色 してお り,Dubos,Desbordes両 反応陽 性

株 は牛10がBを 中等 度に脱色 してい る他は,い ずれ も人

型菌の有毒株 と同 じよ うに脱色 していない。 す な わ ち

Dubos,Desbordes両 反応 とWilsonの 反応 はBCGを

除いて,牛 型結核菌 において も3反 応平行 した成績 と考

え られ る。

D)保 存鳥型結核菌

表4に 示す よ うに獣鳥,A62の2株 を除い て残 り全株

表4保 存鳥型結核菌株

がDubos,Desbordes両 反応 と も陰性 であ る。 しか して

これ に対応す るWilsonの 反応で はDubos,Desbordes

両反応陽性 の株 はA,B,Cと もに脱色度低 く,陰 性の

株 は,A,Cに おい て脱色完全でない もの もあるが大体

においてほ とん ど脱色 を示 し,こ とにBは 全株 と も完 全
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に脱色 し,は つ き りと人型菌,牛 型 菌に比 し脱色 の強い

傾向 を示 してい る。すなわ ち鳥型菌 において も3反 応は

平行 した成績で あ るとい える。 しか しなが ら入型 菌,牛

型菌 のよ うに反応強陽性 の毒力株 の傾 向を示 し て い な

い。

E)保 存非 病原性抗酸性菌

表5に 見 るよ うに920(1),920(2)を 除いて他 の非病 原

表5非 病原性抗酸性菌株

性抗酸性菌 は全部Dubos,Desbordes両 反応 とも陰性で

あ る。 この2株 を除外 して考 え るな らば,Dubos,Des-

bordes両 反応 は非病原性抗酸性菌にあつては陰性 であ る

ことがい える。 しか るにこれに対応す るWilsonの 反応

は強陽 性の もの あ り,弱 陽性の もの あ り,陰 性の もの あ

りといつ たまちまちの結果が え られ,Dubos,Desbordes

両反応 と平行 した成績 とはいいえない 。しか しなが ら病

原性抗酸 性菌の成績(表1,2)と 比較 す るな らば,非 病

原性抗酸性菌の方がWilsonの 反応全体 として はかな り

脱色 の傾 向が強 い とい うことはいい うる。

F)非 抗酸性菌

3反 応を非抗酸性 菌について試 みた結果 は表6に 示 し

た。表には41株 について実験 した うちの代表 的の菌株 に

ついての成績の み例示 して あるが,Dubos,Desbordes

両反応 とも例外 な く陰性で ある。 しか るに対応す るWi-

lsonの 反応は,全 くまちまちの成績で あつ て,脱 色強い

菌,弱 い菌があ るのみでな く,同一菌種 の うちの菌株 の相

違 によつて成績 が異 なるのみな らず,1つ の菌株 につい

表6非 抗酸性菌

て も3つ の色素 の うちいずれかを脱色 す るが 他は脱色 し

ない もの もあるといつた具合に,菌 株 について も色素 に

ついて もまちまちの結果 をえた。

G)動 物実験成績 と3反 応 の比較

表7動 物 実 験 成 績 とDubos,Desbordes,

Wilsonの 反 応 の 比 較

生:70日 以上生 存
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成績 は表7に 示す。表では,脳 内接種 後70日 以 上生存

した モル モ ットを生 とし,他 は生存 日数 を表 わ し て い

る。表 中菌株毎の実験 モル モ ット頭 数が3匹 のみ となつ

てい る ものが あるのは,接 種後短時 目で死 亡した ものを

事故死 として実験 データか ら除いたた めで ある。表に見

るよ うに,Dubos,Desbordesの 反応強陽性の牛型 菌株

に も70日以上生存 した もの もあ り,平 均26.5日,36.5日

で死亡 した株 もあ り,ま た中等度陽性の株牛261は 平均

14.0日 で菌力強い にかかわ らず反応は それ と一致 せず,

反応 と菌力 とは,平 行 した成績 とい えない。一方,鳥 型

菌 に も反応 中等度陽性のA62株 が平均 して生存,反 応陰

性のA4121株 が平均26.0日 で死 亡してい る等反対の結果

をえ,総 体 として動物実験成績 とこれ らの反応 の強 さは

一致せず,反 応の強 さは菌力の程度を表 わ していない。

考 案

以上の実験成績 よ り検討 す ると,

1)新 らし く分離 した入型結核菌 お よび保存入型結核

菌 においては,Dubosお よびDesbomdes両 反応 は全部

強陽性で,Wilsonの 反応 は極 くわずかに脱色 を示す も

の もあ るが全 体 として脱色 の傾向弱 く,3反 応平行 した

成績 で,病 原性 菌株 であ る入型結核菌 におけ るこの成績

は非病原性抗酸性菌が極少数の例外 を除 きDubos,De-

sbordes両 反応陰性で あること と比較 し判然 とした区別

点 とな るで あろ う。 しか しなが ら入型結核菌株 中のいわ

ゆ るWildstrain中 に もまた 保存株 の中に も菌 力差は

当然 あ るはずであつ て,こ れ を各反応が 同程度の強反応

を現 わし,強 さの差 として表 わしていない ことは,こ れ

らの反応 の応用限界 を認 めね ばな らない こ とにな る。

2)牛 型結核菌 にあつては,ま ずBCGはDubos,

Desbordes両 反応弱陽性で,減 毒株 として の性格 と一致

してい る。 しか るにWllsonの 反応 にお いて は強毒 の人

型,牛型 菌 と同 じように反応 してい る。この ことはDubos,

Desbordes両 反応 が抗 酸性菌のlipo-polysaccharidelこ

関係があ り,Wilsonの 反応 は酸化還元酵素系 に由来す

る もの と考 え られてい るところか ら,あ るいは抗酸性菌

の菌力がlipo-polysaccharideに 関係が あ り,酸 化還元

酵素 系の物質 に関係がない ことを示 す もの と推察 す るこ

とが で きるか も知れ ない。

他 の牛型結核菌 について検討す る と,牛3号,MD両

株 は病原性菌株の はずで あつたが と もにDubos,Desbo-

rdes両 反応陰性,他 の牛型菌に比 し,Wilsonの 反応 も

脱色やや強 く,集 落 も培地内部 に根 を下 して発育 し離れ

難い傾向が認 め られ るとと もに着色 が認 め られ る の で

(表3参 照)動物 実験成績 と比較 して確 かめ る必要 が ある

が 病原性 の点について他 の牛型菌 と異 な るか も知 れない

とも想像 され る。 しか してモル モ ッ ト脳内接種 による と

(表7参 照),MD株 は動物が70目 以 内に死 亡 していない

ので,弱 毒 ない しは無毒株で はないか と推定で き,こ れ

らのin vitroの 反応 は正 し く菌の性 質を表 わ してい る

か も知れないので ある。 この2株 を除いて大部分の株 が

Dubos,Desbordes両 反応強陽性,2株 が中等 度陽性 で,

これに対す るWilsonの 反応はほ とん ど脱色 の傾向が見

られず,こ れ らは前述の入型 菌で見た病原性株 としての

態 度であ り,3反 応 も平 行 した成績 で,や は りin vitro

の これ らの反応 は限界 はあ るが病原性 判定の上に意義 あ

る もの と考 え られ る。

3)鳥 型結核菌

実 験成績 の項 で も述べ た ように,鳥 型菌 においては3

反応平行 した結果 をえてい る が,獣 鳥,A62株 の他 は

Dubos,Desbordes両 反応陰性 で,Wilsonの 反応 にお

いて も脱色 の傾 向強 く,入 型,牛 型 の病原性菌 に属 す る

もの とは異なつた反応 を示 し,む しろ表5に 示 した非 病

原性抗酸性 菌に似 た成績 であ る。 この ことはWilsonら

3)が酸化還元電位 曲線 において,鳥 型菌 は他 の病 原性抗

酸性 菌 と もまた弱毒菌株 お よび非 病原性抗酸性菌 と も異

なつた曲線 を えてい るところと符合 してい る。すなわ ち

鳥型菌 は病原性抗酸性菌で あ りなが らこれ らのin vitro

の病原性試 験では人型,牛 型の両病原性抗酸性菌 とは異

なつた反応を示 し,病 原性菌で あることを表わ しえなか

つた。

4)非 病原性抗 酸性 菌

Dubos,Desbordes両 反応 は漂鼠27)か ら分離 した920

(1),920(2)の2株 を除いて他は全部陰性で あつて,こ

の ことは非 病原性 とい うこととよく一致 した 成 績 で あ

る。 しか るに これに対応 す るWilsonの 反応 が まちま ち

の結果 であ ることはWilson3)お よびその追試者10)が い

うよ うには好結果 といい難 く,病 原性抗酸性菌 に比 し脱

色の傾 向はか な り強 いけれ どもWilsonの 反応 だけで も

つて病原性抗酸性菌 と非病原性抗酸性菌 の区別 を推 定す

ることはか な り危 険が あ るよ うで,同 時 にまた3反 応が

一致 した成績 でないのであ る
。

なお,非 病原性抗酸性菌の内 に も少数例外的では ある

が,Dubos,Desbordes両 反応が陽性 の ものがあ ること

は注 目して よか ろ う。

5)非 抗酸性菌

Dubos,Desbordes両 反応 はHeim5)の 実験 と もよく

一致 して例外 な く陰性 であ る。 もちろん この ことは病原

性,非 病原性抗酸性菌 とい う点か らは意義 はないが,少

な くとも非抗酸性菌 はこの2反 応が陰性 であるこ とが認

識 され る。一方Wilsonの 反応 は実験成績 の項 で も述べ

た よ うに,全 くまちまちの成績で あつて,要 す るに非抗

酸性ら菌について は一致 した成績 を示 さないのであ る。

6)動 物実験成績

in vitroの これ らの反応 と動物実験 成績 は一致 した結

果 をえていない。すなわ ち実験 に供 した株 は大体3反 応
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が一致 した成績 を見 てい るもので あ るに もかか わ らず,

同 じ強毒株 の反応 を示す 株で も,平 均生存 日数が26.5

日,36.5日 の もの もあれば,一 方70日 以 七生存 の もの も

あ り,鳥 型 菌において も同 じく無毒株 の反応を示す もの

にあつて も,平 均生存 日数26.0日 の株 もあ るし,70日 以

上生存 の もの もあ る。またDubos,Desbordes両 反応弱

陽性 の株 が22.5日 の生存 日数 を示 し,反 対に中等 度陽性

の株 の方が70日 以 上生存 してい るとい う具合 に一致 を示

さない。鳥型 菌は酸化還元 電位曲線 で も他の入型,牛 型

の強毒株,弱 毒株,非 病原性抗酸性 菌 と異なつた別の曲

線 を示す ことよ りして3),Wilsonの 反応が菌 力の判定に

おいて入型,牛 型菌 とは異な り別の意 味 を持 つか も知 れ

ない と考 え られ るので,鳥 型 菌で これ らの反応 と動物実

験成績 が一致 しない ことで もつて他型菌 の場合 に もin

 vitroのtestが 全然無意義 と断定す ることはで き な い

として も,牛 型菌 の方に もin vitroの 反応の強 さとモ

ルモ ット生存 日数 との間に不一致 の あることは,あ き ら

かにin vitroのtestが,そ れだ けでは菌力の強 さまで

表わす といい うる ものではない ことがい える。Heim5)

はDubosの 反応の菌 の赤染 の強 さは菌 力 と一致 す ると

いつてい るが,著 者は到底 それほ どの細かい一致 は認 め

えないので ある。

さて次に これ ら3反 応の個 々について考 察 して見 るこ

とにす る。

Dubosの 反応 は人型菌 において は例外な く強陽性,牛

型 菌 もBCGと い う特殊 な株 は弱陽性で あ り,2株 が全

く陰性で あるけれ ど も他の大部分の株が強陽性ない しは

中等度陽性で あ り,一 方鳥型菌お よび非病原性抗酸性菌

は これ も1,2の 例外は あるが大部分が陰性で ある。す

なわ ち人型 菌,牛 型 菌,非 病原性抗 酸性菌 において は大

体病原性,非 病原性 を識別で きるよ うで あるが,鳥 型菌

は入型,牛 型菌 と異 な り癖原性菌た るこ とを示 しえず非

病原性抗酸性菌 と区別がで きない。つ ま りDubosの 反

応 は鳥型菌 の大部分,牛 型菌 な らびに非病原性抗酸性菌

の極少数の例外 を限界 とし,か つ それだ けで もつ て絶対

的 とは考 え られ ない けれ ど も該反応が陽性 な らば病原性

抗酸性菌で あ り,陰 性 な らば非病原性抗酸性菌か非抗酸

性菌で はないか との大体 の見 当をつけ うるも の と い え

る。 ことに臨床材料か ら人型結核菌 と愚 われ る抗酸性菌

を分離 した際,Dubosの 反応が試 み られ陽性 であ るな ら

ば,該 菌が病原 となつてい る結核菌 であろ うとい う診断

の補助的意義 を,し か も極 く短 時間 内に うることが で き

るといえよ う。しか しなが ら菌 の染 ま りの度合 によつ て

菌力 の強弱 の差 は細か く識別 しえず,限 界 を認 め るので

あ る。実施 は容易 かつ安全 で時 日を要せず,溶 媒 の緩衝

能 も大で保存 もきき,判 定 も容易 で単独 で行 うに もつ と

もよい方法 であ る。

Desbordesの 反応は,成 績 は著者 の実験 で もまつ た く

Dubosの 反応 と一致 してい る。 しか しDesbordesの い

うよ うには2)菌 の菌力のいか んによつて上清の色 まで異

なる とい うこ とも認 め られずNa2CO3水 溶液 は安定 した

緩衝液 といい難 く,比 較的速か にpH低 下 し,判 定 も容

易で な くなつて くる。 したがつて著者 は30分 後 に一定の

着色度 を示す よ うにNa2CO3の 濃度 を考慮 し,原 法0.2cc

を0.1ccに 改 め,か つ必ず30分 を標準 として判定 を行つ

た。 このよ うな考慮の もとに実験す るな らば,Dubosの

反応 同様菌株 によつて菌体 の着色 の差 を示 し,一 致 した

成績 がえ られ,Dubosの 反応に次 いで意義 あ る反応 とい

え る。また実施 も容易で あ る。

一方Wilsonの 反応 は,人 型菌 お よび大部分 の牛型菌

において各色素 をほ とん ど脱色 せず,鳥 型菌 は大部分 の

株が脱色強 く,こ れ らはDubos,Desbordes両 反応 と一

致 した成績 で同様の意義 を認 め る。 しか るにBCGは 強

毒株 の態 度を取 つてい る。 この ことはBCGが 菌力 に関

し特殊 な株 であ ることよ りしてむ しろ興 味あ る結果 とい

える。一方非 病原性抗酸性菌 においては一言 に してい え

ば,か な りま ちまちの成績 で,Wilsonの 反応だけでは

判定を下 すには危険であ るといえ る。以上 によ りWilson

の反応は人型 菌,牛 型菌 の病原性抗酸 性菌においてはB

CGを 除 きよく病原性 菌株 としての反応 を示すが,鳥 型

菌 においてはDubos,Desbordes両 反応 と同様病原性菌

株 の反応 を示 さず,非 病原性抗酸性菌 において は当にな

る成績 をえがた く,し たがつてWilsonの 反応はDubos,

Desbordes両 反応 に比 し信頼性は少ない とい える。 しか

し実施容易で あ りかつin vitroのtestと して補助的意

義は ある もの とい えよ う。

以上3反 応 を総合 して見 る と例外 もあ り,こ とに鳥型

菌の大部分が病原性菌 としての反応 を示 さず,限 界 を認

めない訳 には行かないが,3反 応 を同時 に平行 して実施

す るか,あ るいは単独で行 うとすれば,Dubosの 反応の

実施 によ り,動 物実験 を不用 とす るほど確実 な もので は

ない けれ ど も,集 落の状態,抗 煮沸性の検査等 と相並 ん

で,あ る程度被検菌 の菌型 の鑑別 あ るい は病原性抗酸性

菌で あるか否かすべ てその見 当を短 日につ け ることがで

き,意 義 あ る方法 と考 え る。

結 論

Dubos,Desbordes,Wilsonの3反 応 を各種抗酸性菌

につい て平行 して実施 し,か つ若干株 につ きモル モ ッ ト

脳 内接種法 によ りその菌力 との関係 を調べ た。 その結果

鳥型菌 を除 き少数の例外 はあるが,病 原性抗酸性菌(人

型,牛 型)と 非病原性抗酸性菌 を識別す るこ とが短時 日

に可能 であ ることが判つた。 その うち,Dubosの 反応 は

実施 も容易で安定 した判定成績が え られ もつ ともよい方

法で あ る。Desbordesの 反応が これ に次 ぐが判定がやや

困難で あ る。Wilsonの 反応 はや や確実性が乏 しい。 し
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か しなが らこれ らの反応は細かい菌力の差 を表わ さず,

動物 実験成績 と比較 して見 るな らば,必 ず し も菌力の強

さと反応の度合は一致 せず,菌 力差 の判定に動物実験 を

除外 しえない。鳥型菌 は入型菌 お よび牛型菌 と異 な り,

同 じく病原性抗酸性菌 であ りなが ら,こ れ らの反応 にお

いては異 なつた態 度を示 す。

御指導と御校閲をえた高木教授に感謝するとともに,

牛型,鳥 型結核菌株多数を分与された広島大学占部教授

に深謝致します。
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