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第2報 諸種実験条件の影響の検討

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7月11日

緒 言

第1報1)に おいて著者はDubos-Middlebrook2),Des-

bordes5),Wilson4)の3反 応を諸種の抗酸性菌および非

抗酸性菌について観察した結果の比較検討 と,そ れ らの

反応 と動物実験成績の対比を報告したが,第2報 として

各種培地にに発育 した菌にによるいれ らの反応の差,殺 菌処

置を加えた菌 と然 らざる菌 との反応の差,陳 旧培養菌 と

新鮮培養菌 との反応の差等を検討した結果を報告す る。

日本においてもいれ らの反応の追試を行つた結果の発表

5)が なされているが,そ の結果は必ずしも著者の成績と

一致していない点 もある。

実験材料および実験方法

A)使 用菌株

1)各 種培地発育の菌のDubos,Desbordes,Wilson

3反 応 における差異を調べ るにには,教 室保存の抗酸性菌

のうち,第1報 に述べたモルモット脳内接種毒力試験にに

使用した牛型菌9株,同 鳥型菌6株 をPetragnani,小

川,岡 ・片倉の各固型培地,Kirchner,Sauton各 液体

培地に3～4週 培養した菌を用いた。

2)紫 外線照射死菌,加 熱死菌,陳 旧培養菌 と新鮮培

養生菌の比較の観察にはいずれ もPetragnani培 地3～

4週培養の,人 型菌5株,牛 型菌はBCGを 含 めて12株,

鳥型菌10株,非 病原性抗酸性菌16株 を使用した。

B)実 験方法

Dubes,Desbordes,Wilson3反 応 の実施方法は第1

報1)に 詳 しく述べたので省略す る。

紫外線照射死菌は白色磁製の絵具皿の径20mm,深 さ

5mmの 凹 みの中において,新 鮮被検菌ほぼ5粥8をpH

7.2Phosphate buffer1滴 を もつてで きるだけ細か くツ

マ楊子を用いて砕 き拡げて,15Wの マ ツダ殺菌燈で15cm

の距離より2時 間照射して実験に供した。

加熱死菌は,新 鮮被検菌を試験管にに移し,100℃,1

時間Koch釜 にて加熱して殺菌した ものを使用した。

新鮮菌は培地上に3～4週 培養のものを使用し,陳 旧

培養菌は培地上にに5～6ヵ 月以上発育したものを実験にに

供した。

実 説 成 績

A)培 地による菌の反応の強 さの差

1)Dubosの 反応においては,表1に 見 るように,固

表1 Dubosの 反応

型培地問にには,牛261株 がPetragnani,小 川両培地1にお

いて(++)で あ るのに対 し,岡 ・片倉培地において(+),

仙台株がPetragnani(++),小 川,岡 ・片倉両培地(H),

また獣鳥株がPetragnani,小 川(+)で,岡 ・片倉(H)

となつている他にに著 しい差を認めない。一方液体培地にに

おいては固型培地に比 し全般的にかな り反応の弱い傾向

が見 られ る。すなわち牛型菌ににおいて固型培地ににおいて

(柵)で 液体培地(++)の 数株が見 られ,い とににSauton培

地 の方が弱い。鳥型菌 も固型培地(++)で あ るもの も液体

培地(十)で ある。しか しながら両型を通 じて,陽 性,陰

性の入れ替つているような現象は固型培地間,あ るいは

液体培地間,ま た固型液体両培地間ににも認め られない。

2) Desbordesの 反応 もDnbosの 反応とほとんど同

様の結果が見 られ る(表2)。 すなわち固型培地間に多少

の差を認めるのみであ り,液 体培地,い と1にSauton培



1956年12月 729

表2 Desbordesの 反 応

地 ににお い て反 応 が 弱 く,陽 性,陰 性 の 転 換 は認 め られ な

い0

3) Wilsonの 反応 はSodium benzenoneindophenol

 Sodium benzenoneindo-3'-chlorophno1,Sodium2,6-

dibromobenzenoneindophenolの3酸 化 還 元 色 素 ににつ い

て実 施 し たが,3色 素 の実 験 結 果 に著 変 が な い の でSo-

dium benzenoneindopheno1に につ い て の結 果 の み を表 示

し た(表3)。 牛 型 菌 ににおい て は固 型 培 地 間 に それ ほ ど差

表3Wilsonの 反 応(Sodium benzenoneindophenol)

異はなく,し か もDubos,Desbordes両 反応陰性の牛型

3,MD両 株 は固型培地は,い ずれの固型培地について

も他の株 よりも脱色が強い。液体培地ににおいては明らか

に脱色が固型培地にに比 し高度で,Kirchner培 地 の方が

より強 く脱色 している。鳥型菌ににおいてはPetragnani

培地 を除き全般的に液体培地の方が塵かながら固型培地

よりも脱色が明らかに強 く,株 にによる差 もよく現われて

いる。

B)殺 菌処理菌 と生菌の反応の差

1)紫 外線照射死菌 と生菌の比較

表4の1に に見 られるように,入 型菌,牛 型菌ににおいて

表4の1紫 外線照射死菌と生菌の比較(1)

は,Dubos,Desbordes両 反応は死菌の方が多少反応が

弱まつている株が約半数ある。反対にに死菌の方が反応が

強まつてい るようなものが牛型菌に2株 見 られ る。しか

し生菌陽性で死菌陰性 というような株は見 られない。一

方Wilsonの 反応は全 くといつていいほど生菌死菌にに差

表4の2紫 外線照射死菌 と生菌の比較(2)
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が見 られない。

しかるに鳥型菌および非病原性抗酸性菌においては表

4の2に 見 られるようにDubos,Desbordes両 反応が生

菌死菌に多少差があるものの他に生菌陰性,死 菌陽性に

転 じている数株が注目される。Wilsonの 反応は表にに見

るように死菌ににおいては生菌に有していた脱色力の消失

ないしは低下をきたしているものがほとんどである。

2)加 熱死菌と生菌の比較

人型菌,牛 型菌,鳥 型菌,非 病原性抗酸性菌とも,3

反応においてほぼ紫外線照射死菌の場合と同様な結果を

えている(表5の1お よび2)。BCGはDubos,Des

-表5の1加 熱死菌と生菌の比較(1)

表5の2加 熱死菌 と生菌の比較(2)

bordes両 反応において死菌の方がやや強 く反応が出て

お り,紫 外線照射死菌の場合 と異なつている。

3)陳 旧株 と新鮮株の比較

表6の1に 見 るように,人 型菌,牛 型菌 ともに新鮮培

養菌 と陳旧培養菌 との間にDubos,Desbordes両 反応にに

おいて数株多少成績不一致が認められ るが,新 鮮菌が一

般にに強い とか,陳 旧菌が一般にに強い といつた関係は見 ら

れず,ま た陽性,陰 性の転換 も見 られない。Wilsonの

反応においても脱色力の差は認められ ない。 鳥型菌,

表6の1陳 旧株と新鮮株の比較(1)
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表6の2陳 旧株 と新鮮株の比較(2)

非病原性抗酸性菌は新鮮培養菌 も陳旧培養菌 もDubos,

Desbordes両 反応ににほとんど差はないが,Wilsonの 反

応は陳旧培養において,ほ とんど全株脱色力の低下ない

しは消失を現わしている。

考 案

1)培 地にによるいれ らの反応の差について考 察 す る

と,牛 型菌,鳥 型菌 ともににDubos,Desbordes両 反応は

固型培地間にに著しい差がない いとより,固 型培地成分の

差はいれ らの反応ににあずか る菌体物質にそれほど影響を

与えるものでないいとが示唆される。液体培地ににおいて

反応が弱いいとは従つて固型培地 との成分の差が影響す

るものと考えねばならないが,果 して如何なる物質が如

何ようにに働いているかは興味ある問題であろう。いとにに

無蛋白培地であるSauton培 地が最 も弱いいとは注目さ

れ る。しかしてDubos,Desbordes両 反応の実施は,菌

株にによる差が強 く出 るとい う見地において,固 型培地い

とににPetragnani培 地上にに発育した菌によるのがよいと

考えられ る。

Wilsonの 反応は 固型培地よりも液体培地の方が強毒

の牛型菌ににおいても脱色がかなり強 く,か つ株 にによつて

その差が明瞭にに出難いか ら,固 型培地にによるのが無難で

ある。鳥型菌1においてもPetragnaniを 除いて液体培地

の方が脱色の強い傾向を示している。Petragnani培 地

は他の固型培地,液 体培地よりも鳥型菌の脱色が明瞭にに

現われている。したがつてWiisonの 反応 もPetragnani

培地 によるのが牛型菌,鳥 型菌の差 も,菌 株による差 も

よく現わし,最 もよいと思われる。

2)紫 外線照射死菌は入型菌,牛 型菌ににおいてDubos,

Desbordes両 反応が死菌にに多少弱 く反応がでる株がある

が著しい差は認められぬのでいの両反応は紫外線にによつ

て破壊されない物質が関与するものと考 えられるが,や

は り明瞭に反応を判定する上からは生菌によるのがよい

と思われる。人型菌,牛 型菌1についての,Wilsonの 反

応は生菌死菌間にに差がないが,い れは生菌 も脱色力が非

常に弱いか,ほ とんどないのであるか ら紫外線によつて

酵素系の破壊を受けたとして も差が現われないのは当然

である。しかるにに牛3,牛MD両 株 は生菌,死 菌 ともにに

(続)で変化がみられないいとは鳥型菌,非 病原性抗酸性

菌が照射死菌の場合にに明らかに脱色力が低下す るいとと

一致せず,矛 盾 した結果 といえる。しかしながら鳥型菌

の中にも1～2株 は照射にによつて も脱色力の低下を見な

いものもあつた。いれ らの菌株では酸化還元酵素系の紫

外線抵抗性が特にに強い条件にあつたのか も知れない。

鳥型菌,非 病原性抗酸性菌ににおいてはDubos,Des-

bordes両 反応 とも,生 菌ににおいて陽性のもののうち死

菌の方がやや強い反応を示す ものも認められ,ま た生菌

において陰性の株で死菌の方に弱いなが らも陽性ににでる

ものが数株が見 られる。いれはあるいは生菌ににおいて反

応陰性に出るように働いていた物質が破壊されたいとに

よるものではないかと想像される。Wilsonの 反応は生

菌において有していた脱色力が死菌にに消失ないし低下し

ているが,や は り酵素系の破壊によるものであろう。

3)加 熱死菌においては3反 応各個にについてもまた菌
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株 毎の考察で もほぼ紫外線照射死菌 と同 じような結果を

えているので,意 義についても同様にに考えられる。

したがつて殺菌処置を加えた菌体にによる実験にについて

総合すると,入 型菌および牛型菌対,鳥 型菌および非病

原性抗酸性菌の差が明瞭でかつ菌株の差がはつきり現わ

れるので実際面の検査実施にには生菌にによる方がよいと考

えられる。

4)5ヵ 月以上の陳旧培養菌については,入 型菌,牛

型菌はDubos.Desbordes,Wilson3反 応 とも新鮮培養菌

との差がそれほど認め られないので,い の両型にについて

は少々古い菌体で も検査にに差支えないといえる。Wilson

の反応は入型菌,牛 型菌とも,生 菌ににおいて も色素の脱

色力がないので陳旧培養で死菌が増えた ものに脱色が見

られなくても比較の意i義は少ない。しかし,Dubos,De

sbordes両 反応ににおいて死菌の増えた筈の陳旧培養が新

鮮培養 と差がないので,い れ ら2反 応ににあずかる菌体物

質は菌の死ぬいとにによつて速かに破壊されないしは消失

するものでないいとを示す ものと考えられる。

一方鳥型菌および非病原性抗酸性菌においては
,Du-

bos,Desbordes両 反応は入型菌,牛型菌と同様にに陳旧培養

と新鮮培養に差が見 られないのはやはり反応ににあずかる

物質の消失がないいとを示し,該2反 応は古い培養でも

差支 えないといえる。Wilsonの 反応で陳{日培養が明 ら

かに脱色力の低下をきたすのは,古 い培養では死菌が増

し同時に酵素系が働かな くなつたためと考えられ る。よ

つて3反 応を比較実施するには新 しい培養にによるのがよ

いといえる。

また紫外線照射死菌,加 熱死菌ににおいて,Dubos,De-

sbordes2反 応 にに,生 菌のとき陰性であつたものが陽性

に出るものがあるのに,一 方死菌の増している筈の陳旧

培養にかか る現像が現われないいとは,同 じ死菌で も,

紫外線照射,加 熱等にによつて死菌体とした=場合と,自 然

に長時間のうちにに死菌となつた ものの間にには菌体物質の

破壊消失に差があるためと考 えられる。

総 括

試験管内抗酸性菌病原性試験 と して のDubos,Des-

bordes,Wilson3反 応 を種々条件を変えて実施し,日

常検査にには固型培地いとにPetragnani培 地発育の菌に

よる方がよく,ま た紫外照射,加 熱等による死菌,あ る

いは陳1日培養菌よ りもPetragnani培 地3～4週 培養の

新鮮菌によつて実施す る方がよいとい う結果を得た。か

つ死菌にによる反応の減弱等の機構にについて若干の考察を

加えた。

高木教授の御指導 と御校閲を感謝す る。
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