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結 核 菌 の 呈 色 反 応

豊 原 希 一

結核予防会結核研究所(所 長 隈部英雄)

受 付 昭 和31年7月27日

緒 口

1948年R.Dubosに よ りノイ トラル ロー トによ る結核

菌培養 菌塊の 細胞化学反応 が 報告 され てか ら1)2)そ の

追試3)4や 他 の色素 に よる新 法の紹介5)6)が次々 と発表 さ

れ た。 その多 くは にの反 応が菌 の毒力 と平行す るもので

あ るか ら毒 力を 判定 す る 有力な 手段 であ る とし更 に

Cord形 成の程 度を併せみれば一層正確 を期 し うるとい

う報告 もあ る7)。しか し この反応に関す る基礎 実験 の報

告 は少な く僅 かにParaf,Desbordes等 によ る成績 があ

るにす ぎない8)。

この反応が化 学的反応であ るだけに不安 定であ るにと

はいなめない ところであ り従 つて十分 な基礎実験 を行 わ

ず して毒 力 との平行性 を云 々す るの は早計 と思 われ る。

このため私は ノイ トラル ロー トおよびその他 の色素 によ

る呈色 反応の基礎実験 を こころみ,こ れ ら反応が条件 に

よ り相 当に変動 し毒 力 と平行 す ると考 えるの は危険で あ

るとい う結果 をえた9)。

今回は更に培地 上の コロニ ーの所見か らは結核菌か抗

酸性雑菌か判然 としない ものを臨床 材料 よ りえ らび呈色

反応 と動物実験 を平行 して行 い両者の相互 関係を検討 し

た。

(1)実 験 方 法

動物:ツ 反(-),体 重500～700gの モル モ ッ トを各株

につ き2匹 ずつ用いた。

培地:3%小 川培地で分離 その後1%培 地 に継代 し

た。

(1)各 菌株 につ きZiehl-Neelsen染 色 を行 う。

(2)菌 塊一 白金耳 を と りノイ トラル ロー ト反応,お よ

び亜硫酸 ソーダ,フ ク シン反応 を行 う。

(3)菌 量0.02mgを モル モ ッ トに接種,接 種後8週 目

に殺 し臓器の病変 を観察 し肝肺の定量培養 を行 う。

(4)培 養陽性例の菌塊 について更 にその ノイ トラル ロ

ー ト反応 および亜硫酸 ソーダ,フ ク シン反応 を行 う。

(II)実 験成 績

(1)菌 塊のZiebl-Neelsen氏 法 による染色 所見

赤染菌のみか らなる菌株 もあるが青染菌 を相当 にふ く

む菌株 もあ る。各菌株 の性状 は表1に 示すが如 くで ある。

結核菌か否か不明株 を特 にえ らん だため コロニーの性状

はS型 の ものが多 い。

(2)呈 色 反応

(i)ノ イ トラノレロー ト反応

菌塊一 白金耳 をと りメタノール 中で2度 よく洗 いpH

8.9の 緩衝液*を2cc加 え更に0.05%ノ イ トラル ロー ト

0.1ccを 加 えよ く振盪 し30分 後 に菌塊の呈色度 をみ る。

菌株:患 者 の喀痰 よ り分離培養 した もの10株 および

表1菌 の 性 状

注:(clory typeの 記 号.

H37Rv,H37Raを 用い た。

患者喀痰 よ りの分離株 は染色 所見では抗 酸性菌で ある

が コロニ ー所見 は結核菌か否か即断で きない ものをえ ら

んだ。

呈色 度は 番 号であ らわ し大 きな 数 ほ ど反応 がつよい。

(反応陽性の場合は菌塊が桃色 ない し赤色 に呈色す る。)

各菌株の呈色度 は表2に 示す通 りで ある。比較的呈色

度の高 い 菌株 は坂井,種 村,水 越No.607の4株 で強

毒株H37Rvは 弱陽性 であ る。 またH37Ra,遠 藤,QT,

*緩 衝液

NaCl5gNaHCO31g,水1000cc
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表2接 種 前 ノ イ トラル ロ ー ト反 応

の3株 はH3Rvよ り更 に呈色度が低い。QT3山 原,吉

野,内 野株 はほとん ど呈色 しない。基礎実験 によると有

毒結核菌の呈色度 は5以 上で ある。

(ii)亜 硫酸 ソーダ,フ クシ ン反応

菌塊一 白金耳 を培地 をか きとらないよ うに注意 して と

りこれを亜硫酸 ソーダ,フ クシン試薬*中 にいれ呈色度

をみ る。結果 は表3に 示 す通 りであ る。基礎実験 による

と結核菌の呈色 度は3～4で 抗酸性雑菌 は5以 上 あ るい

は逆に2以 下 であ る。番号 が大 きくな るほ ど桃色がつ よ

くな る。

表3接 種前亜硫酸 ソーダ,フ クシン反応

(3)動 物 接 種

図1に み る如 く明 らか に 病原性 を示 したの はH37Rv

種 村,遠 藤,水 越の4株,ご く軽度の肉眼的変化 を示 し

たのはH37Ra,No.607,QT、,QT3,吉 野,内 野,坂 井

株,全 く変化 をみなかつたのは山原株 で ある。H37Rv

種村,遠 藤3株 を接種 したモル モ ッ トの平均脾重 は2g

で あるが,そ の他の株 を接種 した モル モ ッ トの そ れ は

0.7gで あつた。

(4)臓 器定量培養

モル モ ッ トの肝 および肺の一定量 を とり,こ れを10倍

および100倍 に稀釈 しその0.100を1%小 川培地 に培養

す る。培養8週 目の コロニ ーを観察す ると表4の 如 くな

表4臓 器 定 量 培 養

註10-1に 稀釈 しその0.1cc培 養

る。定量培養 によつて陽性 となつたH37Rv,種 村,遠

藤三株 は臓器の肉眼的所見 もい ちじるしくおおむね臓器

変化 と培養 所見は一致 してい る。なお,内 野株 によ るコ

ロニーの性 状は非病 原性 と思 われた。

(5)定 量培養 に よつて得 られた コロニ ーの呈色反応

定量培養 で陽性 となつたH37Rv,種 村,遠 藤,内 野

水越 の5株 の コ ロニ ーにつ きノイ トラル ロー トおよび亜

硫 酸 ソーダ フクシン反応 を同時 に行 つて接種前 の コロニ

ーの呈色反応 と差異 があ るか否か をみた。結果 は表5に

表5動 物通過後の呈色反応

*亜 硫 酸 ソ ーダ ,フ ク シ ン試 薬:

1gフ クシンを200coの 沸騰水 中に加 え50℃ まで ひや

し濾過す る。濾液 に1NHCl20ccを 加 え25℃ まで冷却

する。 これ に無水亜硫酸 ソーダ19を 加 え冷暗所 に静

置 し液 が黄色味 をおび るまで待 つ。用 にの ぞみ上記液

80ccに10%無 水亜硫酸 ソーダ100ccを加 え る。

示す如 くで ある。強い病原性 を示 した4株 の菌塊 は二反

応 と も哺乳動物結核 菌 と考 えられ る反応を示す が内野株

は抗酸性雑 菌の反応を示す。表2の 接種 前の菌塊の反応

と比較 す るとノイ トラル ロー ト反応 では動物通過後 にえ

られた菌塊の反応が,よ り強 く,こ とに遠藤株 に この差

は著明であ る。亜硫酸 ソーダ,フ クシン反応で は表3に

み る如 く両者間の差 はみ とめ られ ない。

図1臓 器 の変化 と脾重
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(III)考 案

R.Dubosを は じめ多 くの 追試者 は ノイ トラノレロー ト

反応 によつて菌 の毒力 を判定す るこ とが て きるとしてい

るが著者 は前著 におい て9)ノ イ トラル ・一 ト反応 および

その他の呈色反応 は哺乳動物結核菌,鳥 型菌,非 病原性

抗酸菌の区別 はで きる,す なわ ち有毒菌 と無毒菌の区別

はで きるが毒力の強弱 を判定す ることは困難で あるとの

べた。

本実験 において もH37Rvは 有毒 人型菌 であ るが ノィ

トラル ロー ト反応の呈色度は弱い。 に もかかわ らず動物

通過 後の菌 について同反応 を行 うと呈色 度は相当強 くな

つていて,培 地のみ に継代す ると反応が弱ま るとい うこ

と も考 えられ る。 また遠藤株で は動 物通過前のZiehl-

Neelsen氏 法 による染色所見は赤染 菌 の み で な く青 染

菌 も相当 にみ とめ られ抗酸性が強い とはいいがたいわけ

で,こ の こと も動物通過前の反応が弱い一要素 となつて

い ると思われ る。逆 に坂井株 の如 く抗 酸性 もつ よ くノイ

トラル ロー ト反応 も強い に もかかわ らず動物 接種 陰性 と

い うの もある。No.607株 の場合 も坂井株 ほ ど反 応は強

くは ないが相当程度陽性で あるにかかわ らず動物 接種 成

績は陰性で ある。 これは基礎実験9)に おいてBCGが 無

毒で あるの にノイ トラル ロー ト反応 は強陽性で あつた こ

と と相似 てい る。

次 に亜硫酸 ソーダ,フ クシン反応 についてみ ると基礎

実験 によると9)抗 酸性雑菌 は強 く紅変す る もの と全 く変

化の ない もののこ種類が あ り哺乳動物結核菌は ある程度

紅変す るが微弱で あ るとい う結果 をえてい る。今回の実

験で無毒菌 と思 われ た もの はQT、,H37Ra,吉 野,内 野株

で あ り逆 に有毒菌 と思 われた もの はH37Rv,QT3,種

村,山 原,遠 藤株 であつた。 モル モ ッ トに対 し明 らか に

病原性 を示 したのはH37Rv,種 村,遠 藤の三株のみで亜

硫酸 ソーダ,フ クシン反応 のみで毒性 の判定 をす ること

も危険であ ることを思 わせ る。しか し臓器培養 によつて

えられた コロニーの反応 をみた ところ動物通過前 と同 じ

反応を示 した。 この点,ノ ィ トラル ロー ト反応 とやや趣

を異 にす る。

ノイ トラル ロー ト反応の追試 者の多 くは,こ の反応 が

動物 実験 とよ く一致 してい ることを強調 す るが種 々の条

件で結核菌か否か判然 としない発育 を示 す場合 は呈色反

応のみで毒力の程度は もちろん,毒 力 の有無 を判定 す る

こと も危険であ ると思われ る。

(IV)結 論

固形培地 上で有毒結核 菌か抗酸性雑 菌か判然 としない

集落 を示 す菌株12株 につ きノイ トラル ロー ト反応,唖 硫

酸 ソーダ,フ クシン反 応の呈色 反応を行 い同時 にモノレモ

ッ トに菌液 を接種 し呈色反応 によ り毒力 が推定で きるか

否か を検討 した。

モルモ ッ トに毒力 を示 したの は3株 であつ たが ノィ ト

ラル ロー ト反応で は種村株の みが相 当につ よ く呈色 して

い たにす ぎず逆 に強 く反応 してい る坂井株で も毒力 を示

さなか つた。

また亜硫酸 ソーダ,フ クシン反応 はノイ トラル ロー ト

反応 と逆 に動物接種陰性の菌 に もかかわ らず有毒菌の如

く反応す る もの もあつた。

反応 を行 う前 に,抗 酸性染色 を行い,染 色所見上,抗

酸性菌の存在 をまずた しかめ,つ いで両法を併用すれば

培地上一見紛 らわ しい場合 で も結核 菌 と抗 酸性雑 菌の鑑

別が相当程度可能 とな るが一つの呈色 反応のみで断定的

な判断 を下す ことは危険であ る。

稿 を終 るに当 り御懇切 な御指導 を賜つた当所,工 藤 博

士 に深甚の謝意 を表 します。
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