
6

結核菌ならびに非定型抗酸菌の細胞化学的鑑別に関する研究

第1報Cord形 成性 と中性紅反応 との関係について

幸 田 忠 彦

広島大学医学部細菌学教室(主 任 占部薫教授)

受 付 昭和51年7月15日

緒 言

抗酸菌の菌型,菌 種鑑別に関してはすでに多数の先入

により,そ の菌力に立脚する方法の他に主としてその形

態学的,生 物学的,あ るいは免疫学的所見などに準拠す

る方法について も種々検討が試みられてきてお り,そ の

結果 としてそれらのうちにはある程度信憑性のあるもの

もえられているようであ り例えばその培養所見とか抗煮

沸性 とかに拠る方法の如 きはすでにある程度実用的ない

し臨床的にも援用されるようになつているが,そ れに も

かかわ らずなお確実な同定,こ とにその菌力決定のため

の手段としては,い まだ動物接種をおいて他にはない も

ののようである。しかしながら,か かるin vivoの 方法

によるのではその決定までに比較的長期の日時を要する

ということのほかに,入 的,物 的の経費または消耗 もま

た必ず しも少なくないといつたような難点があることは

否めない。 さればこそ今 日なお多数の入々によつてかか

るin vivo法 に 代 るべ き迅速かつ確実なin vitroに よ

る抗酸菌の菌型,菌 種鑑別法ないし菌力決定法の探索が

引続 き鋭意なされつつある現況である。

1947年Middlebrookら1)は 顕微鏡的検索により抗酸

菌の うち,毒 力菌では各菌体が密接な並行排列を保 ち,

長軸の方向に延びつつ長い紐状の発育状態を示す(Cord

形成)が,毒 力菌は不規則な排列を示 し,一 定の方向に

発育しないことをみとめ,抗 酸菌のかかるCord形 成性

の有毒 と菌力との間には密接な関連性のある こ とを報

じ,つ いでDubosら2)は 抗酸菌の細胞化学的研究の 一

端としていわゆる中性紅反応について述べ,こ の反応の

程度と抗酸菌の菌力 との間にも一定の関連性のあること

を提唱した。

以来Richmondら5)も 抗酸菌の排列状態と動物接種に

よるその菌力 との間にかなり平行した関係のあることお

よびその菌体の並行排列状態と細胞化学的反応との間に

も相関性のあることを述べ,そ の他Morseら4)も 中性

紅反応が抗酸菌の菌力を知る方法として,動 物接種 と同

様に満足すべき方法であるのみならず さらに本反応は実

験室診断の所要時間を短縮 し,し かも感染の危険をもさ

けえられる方法であると述べ,Hughsら5)も またモルモ

ット接種による抗酸菌の菌力とこの反応による成績とは

完全に一致することをみとめた。

以上の中性紅反応はすべて肉眼的に菌塊について行わ

れ観察されたものであるが,1955年Krasnowら6)は

Molecular filter menbranesあ るいはFiltermenbr-

anes上 に抗酸菌を培養したのちのmicro-colonyに つい

て,こ の反応を試み,細 胞化学的反応 とそのCord形 成

性 とを同時に決定することを可能ならしめ,ま たWayne

7)も これを追試 して見 るべ き所見をえたことを報 じた
。

私は各種,各 型抗酸菌にっいて,そ の菌型,菌 種の鑑

別が細胞化学的分野か らも行われない ものかと考え,ま

ずその第1階 程として教室の尾田8)の 考案したSlide

 Culture変 法 を援用しつつ教室の藤田9)10の 分類による

抗酸菌のCord形 成相と中性紅反応との関連性を短期間

に同時に観察することを試みた結果,み るべ き所見をえ

たので以下報告する。

巽験材料ならびに方法

1.供 試 菌:

入 型 結 核 菌12株=入 型Frankfurt(以 下 人Fと 略),青

山B,H37Rv,H37Ra,保 利,H2,永 田,>10γSM耐

性 人F,>100γSM耐 性 入F,>1.,000/SM耐 性 人F,

>1,000γSM耐 性 安 マ お よび>10γINH耐 性 人F 。

牛型 結 核 菌6株=BCG,B15,RM,牛10,三 輪,

牛1号 。

鳥型 結 核 菌9株=S型 原 株 ―A-1,フ ラ ミン ゴ,獣

疫,A4110,A4121。R型 異 変 株 ―A62,京,獣 調,竹

尾 。

非 定 型 抗 酸 菌47株=R型 ― チ モ テ ー伝 研,ス メ グ マ

II,920,入 非5,蛙 慈 恵,牛 腺II,牛 糞,下 津,岡 田,木 戸

白,木 戸 黄,内 田D,竹 内K,石 川,佐 世保1,H36A,

H6,H85A,C-5,2,6,10,11,13,238 ,15,17,

B102白,BOKお よび 尿R。S型 ― ス メ グ マI ,麦,

松 本,口 腔3,B101,Blo2黄,1B,K71,S20,S

5gB,(5),5,27,38,3106,V7Kf1。

2.Slide culture術 式;

滅 菌 大型 特 殊 シ ャ ー レ(径9cm)の 中央 にU字 型 に

曲 げ た滅 菌硝 子棒 を置 き,そ の上 に滅 菌 ス ライ ド硝 子 片

(7.8cm×2.5cmの 慣 用 の ス ラ イ ド硝 子 を縦 横 に4切 断

した もの)を6枚 並 べ,こ れ らお のお の の ほぼ 中央 部 に



1957年1月 7

各供試菌よ り法に従つて入念につ く られ た1紫ng/cc生

塩水均等菌液をできうる限り薄 く1白 金耳 量ず つ 塗 抹

し,そ れが生乾 きになるのを待つてその上からKirchner

Sy-Ser培 液 を3～4滴 滴下する。そして培液の乾燥を防

ぐためにシャーレの底にU字 管上に並べたスライド硝子

片が浸 らない程度に1,000倍 昇汞水を約3cc注 加 したの

ち蓋を施し(以 上の操作はすべて無菌箱の中で行 う)一

定期間(3日,5日,7日)37℃ で培養 したのち次のよ

うな検査に供する。

3.検 査事項ならびに方法:

(1)Cord形 成性一上記の術式によつてえられた培養

後のスライドにZiel-Neelsen染 色 を施して500倍 油浸

装置でそのCord形 成の様相を観察する。Cord形 成性

は教室藤田910の 分 類に従つてI～IV型 に区別し,1～

1[型 をCord形 成性陽性,III～IV型 をCord形 成性陰性

と判定した。

なお,藤 田のCord形 成型別は要約して次のようであ

る。

1型:個 々の菌体が緊密な並行排列を示 しつつ集まっ

て紐状 とな りしか もそれ らがいわゆる 「縄をなった」よ

うな状況を示し,定 型的なCordを 形成する。そして日

とともにこの菌塊ないし微小集落は成長し,側 枝分行し

先端に行 くほど細長 くな りかつ彎曲を保ちなが らやがて

美麗な 「唐草模様」状を呈す。

n型:1型 のCordに 比 して菌体の並行排列は保たれ

てはいるもののCordの 巾はやや広 くなり菌体の緊密度

もやや粗であつてしか も菌体は1型 に比して幾分相交錯

す る傾向を示し菌塊における 「唐草模様」状 もやや粗雑

となる。

III型;菌 体は美事な並行排列を示してはいるがその緊

密度は極めて弱 くな りCordは 前2者 に比して幾分細長

くな り成長 した菌塊における 「唐草模様」状の様相 も定

型的でな くな りむしろ帯状の長いCordを 形成するよう

になるもの。

IV型:Cordを 全 く形成せず いわゆる不親則菌塊の状

態を示す もの。

(2)中 性紅反応一Krasnowら6)の 下記のようなa)b)

両法によつた。

a法;NR-6(95%エ タノーワレに中性紅を飽和せしめ

濾過 したのち1%塩 酸でpH6.0に 補性 したもの)を 上

記培養後のスライドの上に約2cc滴 下 し,10分 間放置し

た後同液を捨て,10%炭 酸 ソーダ水溶液を約2cc滴 下

し,5分 間放置 した後それを捨てて95%エ タノールを約

2cc滴 下 し,1分 間作用させた後捨て水洗する。すなわ

ちこれを要約す るとNR-6液10分 間→炭酸 ソーダ水溶

液5分 間→95%エ タノール1分 間→水洗とい うことにな

る。

b法:同 じく培養後のスライド上に約2c6の95%エ タ

ノーノレを1分 間作用きせ続いて同量のNR-6を10分 間作

用 させた後水洗し,苛 性 ソーダ水溶液(N/10)を 約2cc

注 いで3分 聞放置した後同液を捨て95%エ タノールで洗

い,の ち水洗する。すなわち95%エ タノール1分 間→N

R-6液10分 間→水洗→苛性 ソーダ水溶液3分 間→95%エ

タノールで洗い後水洗す る。

成績の判定はDubosら2)の 判定法に従つて赤色(廾)

ないし紅色(十)を 陽性,淡 桃色(十)な いし無色または淡

褐色(一)を 陰性 とした。

実 験 成 績

1.Cordi形 成性

a)人 型,牛 型および鳥型結核菌についての成績は一

括 して表1に 示 した。

表1人 ・牛 ・鳥各型結核菌のCord形 成相

注:Cord形 成型の説 明

I型 一個々の菌体が緊密な並行排列

を示 しつつ集まつて「縄をなつた」

状況楚示す込の。

皿型一I型 に比しCordの 巾は広く

なり菌体の緊密度は粗で菌 本は幾

分相交錯する傾向を示すもの。

Cord形 成 「陵性」

III型―菌 体は美事 な並行排列を示 す

も緊密度 は極 めて弱 くCordは 細

長 くなる。

IV型 ―Cordは 全 く形成 しない。
}Cord形 成 「陰性」

すなわち表1か ら判 るように入型結核菌では無毒力変

異株 とされているH37Ra株 を除いては抗 結核剤(SM

およびINH)に 対する耐性の有無ないし程度にかかわ

らず,供 試した菌のすべてがCord形 成性I型 で個々の

菌体は緊密な並行排列を示しつつ集まつて紐状とな り,

遂 には 「縄をなつた」状況を示すに至つた。他方無毒力

変異株H37Ra株 では菌体の並行排列は認められたがそ

の緊密度は鬆粗で帯状の細長いmicrocolonyを 形 成し



8
結 核 第32巻 第1弓

ており,Cord形 成(III型)陰 性に属するものと判定され

た。

牛型結核菌では6株 の うちBCG,牛1号 の2株 は1

型 を示 しB15,RMの2株 は1型 のCord形 成度に比し

てCordの 巾がやや広 く菌体排列の緊密度はより粗であ

り・菌体自身の相交錯す る傾向がより大であつて藤田の

分類に従えばII型 に属するものと判定され,ま た牛10,

三輪の2株 は1型 を示した場合 もII型を示した場合 もあ

つて不定ではあつたが,い ずれにして も弱毒株であるB

CGを ふ くめて牛型菌ではすべてCord形 成性陽性であ

つた。

鳥型結核菌では変異R型4株 中獣調株のみがII～III型

で他の3株(A62,京,竹 尾株)はII型 を示し,一 方S

型原株では5株 中A71,フ ラ ミンゴおよびA4121の3株

はII型 を示し残余の獣疫およびA4110の2株 はIII型であ

つた。

表2非 定型抗酸菌のCord形 成相

注:Cord形 成型の説 明は表1に あ

り

b)非 定型抗酸菌についての所見は表2に 示 した
。

まず供試47株 の非定型抗酸菌のうちR型 集落形成の31

株 についてみると,Cord形 成I型 を示す ものは全 くみ

とめられず,Cord形 成 がとにか く陽性 と判定されたも

のはわずかにII型 を示 した238株 ただ1菌 株のみであ り,

その他チモテー伝研株のみが ときにII型,と きにIII型を

示 した。これら2菌 株以外の29株 はいずれもCord形 成

陰性であり,そ のうちIII型を示したものは下津株ほか6

株(計7株:22.2%),IV型 を示したものは入非5株 ほか

20株(計21株:67.7%)で あ り木戸黄株のみはIII～IV型 を

示した。

次にS型 集落形成菌16株 についてみると,こ のさいに

はCord形 成性全株陰性であつてそのうちIII型を示した

ものは1B株 以下計5株(31.2%)で 他 の11株(68.8%)は

IV型 に属するものであつた。

以上よりすれば非定型抗酸菌においてはその集落性状

のS型 かR型 かによつてCord形 成相に劃然たる差が現

われるものとは愚われないようであつた。

II.中 性紅反応

抗酸菌のSlidecuIture標 本 のいずれで もそれにNR-

6を 注加すると一様に赤色に染色されるが,こ れに炭酸

ソーダ液または苛性 ソーダ液を加えると淡褐色 または燈

黄色に変色し,さ らに95%エ タノールを加 えるとここに

はじめて菌株により赤色,紅 色,淡 桃色,無 色または淡

褐色のいずれかの色調を示すようになる。

a)入 型,牛 型および鳥型結核菌についての成績は表

3に 示 した。

表5人 ・牛 ・鳥各型結核菌の中性紅反応成績

注:中 性紅反応度の説明
-:淡 褐色

⊥・淡桃色}陰 性

+:紅 色

廾:赤 色}陽 性
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すなわち,人 型結核菌のうちこの反応(廾)(赤 色調)を

示した ものは人F,保 利の2株 であり,一(淡 褐色)を 示

したものはH37Ra株 のみであつた。そしてこれら以外

の9菌 株はその抗結核剤に対する耐性の有無ないし程度

の如何にかかわらず,す べて紅色反応,す なわち弱陽性

(十)と 判定された。

牛型結核菌は6株(BCG,B15,RM,牛10,三 輪,

牛1号)と もに紅色弱陽性(十)の 反応を示 した。

鳥型結核菌では変異R型4株 の うち,竹 尾株のみが紅

色反応を呈して弱陽性(十)で あり,京 および獣調の2株

は淡桃色反応(⊥)を 示し,A62株 は無色(一)で 反応完全

陰性であつた。またS型 原株5株 にっいてはA71,フ ラ

ミンゴおよびA4121の3株 が弱陽性(十),獣 疫 およびA

4110の2株 が疑陽性(⊥)で あつて完全陰性例は1株 もな

かつた。

b)非 定型抗酸菌についての成績は表4に まとめて示

表4非 定型抗酸菌の中性紅反応成績

注:中 性紅反定度の説明は表5に あ

り

した。

すなわち,非 定型抗酸菌R型 株においては表4に かか

げたように鼠癩系の920号 株,髄 膜炎様症状を呈した患

者の髄液か ら分離 された11)佐 世保1株 および土壌中よ

り分離 され教室の井村12)に よ り多少 とも抗酸性物質を

産出することが確められた238号 株 の3株 が弱陽性反応

(十)を呈 した以外はすべて反応陰性であり,ま たS型 株

では供試16株 の うち陽性反応を呈するものは全 く認めら

れなかった。

皿.Cord形 成性と中性紅反応との関係

以上の諸成績より各型,各 種抗酸菌のCord形 成性と

中性紅反応との相関性をまとめてみると表5の ようにな

つた。

表5中 性紅反応 とCord形 成性との関係対比表

注:中 性 紅反 応陽性=赤 色(碁)お よび紅色(+):同 陰性=淡 桃色(⊥)

お よび淡褐色(一)。Cord形 成 性(十)=I型 わよびII型:同(一)=

III型およびIV型

すなわち,℃ord形 成性,中 性紅反応共に陽性の もの

は,人 型結核菌では11株 中無毒力株(H37Ra)を 除いた10

株,牛 型結核菌では6株 中6株,鳥 型結核菌ではS型 原

株5株 中3株(60%),R型 変異株4株 中1株(25%)に み

られたのに対して非定型抗酸菌では47株 中わずかに1株

(238号株)(2.1%)の みであつた。ところが中性紅反応陽

性でCord形 成性陰性の ものは病原性抗酸菌には全 くみ

られずわずかに非定型抗酸菌の うちに2株(920号 株 およ

び佐世保1株)あ るだけであつた。他方中性紅反応は陰

性であるにかかわらずCord形 成性が陽性を示した もの

は鳥型結核菌にのみしか もそのR型 変異株の3株(A62,

京,獣 調株)に おいて認められたのみであ りまたCord

形成性,中 性紅反応ともに陰性の ものは,結 核菌では人

型結核菌のうち無毒力株とされているH37Ra1株 と鳥

型結核菌S型 原株に2株(獣 疫,A4110株)あ つたにすぎ

ないのに反して非定型抗酸菌ではその大多数,す なわち

R型27株,S型16株 が これに属した。
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総括ならびに考案

1948年Dubosら2)が 抗酸菌について中性紅反応とい

う新しい細胞化学的検討法を考案し,こ の反応の程度に

よつて抗酸菌の菌力が試験管内で極めて容易に推定でき

ると報じて以来,欧 米において引続きRichmondら5)

Morseら4)Hughesら5)の 追試が行われ,そ の結果本

反応がかな りよく動物実験による成績 と一致することが

認められ,ま た本邦においても教室の内藤15),坂 井14)

の各種抗酸菌についての本反応 と他の生物学的諸検査 と

の比較検討,高 木 ら15),松 尾16)の 本反応についての報

告,Toyohara17)の 他の色素との比較検討などがみられ,

本反応は従来のin vivoの 方法に較べるとその操作 も簡

便であり,検 査の所要 日時 も短縮 され ることが判つてき

た。しかしながら如上の諸報告においては本反応実施に

当つては供試抗酸菌を固形培地上に一程度以上癸育させ

て得 られる菌塊によらなければならないとい う不便さが

あったようである。 ところが1955年Krasnowら6)は

Molecular filter menbranesま たはFilter menbranes

上に短期間発育させた抗酸菌の微小集落について本反応

を実施して も,如 上のDubos以 来の中性紅反応に匹敵

する成績の期待できることを報告 し本反応に1進 歩を も

たらした。ところがこのFilter menbranes法 はなるほ

ど所要時間のより短縮 という点ではたしかに1進 歩 とい

うことはできようが反面その手技ないし操作においては

いまだ必ずしも簡易 とはいいにくい もののように思われ

る。

そこで私は抗酸菌の菌液か ら微小集落が容易かつ短時

間後にえられるところのSlideculture法 の この方面へ

の援用を考えついたので,こ れの喀痰内抗酸菌について

のいわば直接法への実用化 を期 して,ま ずその1階 程と

して前述のように多数の業室株を供試 して追求するにい

たつた ものである。

その結果は,私 の今回の方法によればKrasnowら6)

の場合に劣 らずきわめて短期間内(入,牛 型菌は5日,

鳥型菌は3日,非 定型菌は3日 以内ですむ)に 中性紅反

応の成績を判定することが可能であるばか りでなく,そ

の手技 もまたきわめて簡易であつてしか もえられ る成績

もまた従来のとおおむね一致することなどが判つた。

次に,こ のようにしてえられた成績について以下総括

的にふれてみたい。すなわち無毒力入型結核菌H37Ra

株 を除いては供試した人型および牛型結核菌のすべての

菌株が中性紅反応陽性であり,鳥 型結核菌ではその本来

の集落相(S型)を 示す5株 では3株(た だし変異R型

株では4株 中1株)が 反応陽性であつたのに反して,非

定型抗酸菌では計47株 中わずかにR型 の3株 のみが反応

陽性でその他の菌株ではそのR型,S型 の別をとわず,

また由来の如何に関係なく,す べて陰性であつた。この

ような成績は抗酸菌の病原性の有無と本反応の陽否 との

間に相当みるべき関連性があるという先人の多 くの所見

と軌を一にする許 りでな くさらにViallar18)が 胃液およ

び喀痰よ り分離した非定型抗酸菌26株 のすべてが反応陰

性であつたと述べていることとも一脈相通ずるものがあ

るといつてよかろう。

ところでここに興味あることは非定型抗酸菌中本反応

陽性を示した稀有の菌株 ともいうべ き920号 株 は占部に

よつて鼠癩より分離 された ものであ りまた佐世保1株 は

結核性髄膜炎様症状を呈 して治癒 した患者の髄液より分

離 されたものであるということであつて,こ れ らが中性

紅反応では毒力菌 と同 じく陽性の成績を示したことは,

近来非定型抗酸菌のうちにも病原性を示す菌株のあるこ

とが漸次知 られてきている19～21)こ とと思い合わせ て

まことに注 目に価するものといえよう。

ところが,他 方弱毒化牛型結核菌といわれるBCGお

よびその病原性について近来疑義 をもたれっつあるIN

H耐 性入型結核菌は私の場合,と もに 本反応陽性を示

し,こ の点Goldmanら22)の 成績 と一致するところでは

あつたが,こ のような成績は一面において本反応の程度

ないし陽否 と抗酸菌の菌力の強さとが必ずしも平行ない

し一致するものとは限らぬことを示唆す るものといつて

大過ないであろう。

次に抗酸菌のCord形 成性にっいて ふ れ る。 かつて

Middlebrookら1)が 抗酸菌のCord形 成性とその菌力と

の間には一定の関連性のあることを報 じたのち,Bloch

25)は毒力結核菌のCord形 成性に関与する因子はその菌

体表面の新陳代謝物質たるCordfactorで あ るとして結

核菌の菌力 とこれとの間の関連性について強調したが,

教室の藤田910)は 各種抗酸菌のCord形 成性の程度を系

統的に検討した結果 これをI～IV型 に分類できるとし,

これと菌型,菌 種 との関係についてCord形 成性I～II

型 を示す抗酸菌はその多 くが毒力菌ではあるが反面その

うちには無毒力菌 もまた包含されることを検知しえて抗

酸菌のCord形 成性はその菌力の他にその集落相がR型

であるということにも関連があるのでないかと考え,続

いて各種抗酸菌よりCordfactorの 抽 出をこころみた結

果Cord形 成性の弱いか,ま たは全 く欠如するところの

III～IV型の菌株の うちにも菌株によつては多少ともCo-

rdfactorの 抽出されるもののあることを認めた。また松

尾24尾Cordfactorは 結核菌の菌力とは必ずしも直接の

関係をもたないようであると述べている。

ところでCordfactorがCord形 成性因子であるか ど

うかは別 として,今 回の私の成績では前述の如 く中性紅

反応陰性の無毒力入型結核菌H37Ra株 を除いては,供

試 した人型および牛型結核菌のすべての菌株がCord形

成性陽性であつてこれ らはまたすべて中性紅反応 も陽性

であつた。また鳥型結核菌ではS型 原株5株 中3株 まで
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はComd形 成陽性であり,中 性紅反応 もまた陽性を示し

た。他の2株 は両者ともに陰性を示したが変異R株 では

4株 中3株 までがCord形 成陽性であつたのにそれ らは

すべて中性紅反応陰性であり両者間に不一致を示した。

他方非定型抗酸菌では47株 中 わずかにR型 株の1株

(238号 株)の みが明確なCord形 成性陽性を示し,し か

もこれは中性紅反応 も陽性であつたのに他の46株 はすべ

てCord形 成性陰性でありしか もその44株 までが中性紅

反応 もまた陰性を示 した。

以上の成績により各型,各 種の抗酸菌の中性紅反応と

Cord形 成性 とを一その菌力の問題は別 として一 併せ考

案すると,こ の両者は人型,牛 型両結核菌においてはす

べて並行状態を示し,鳥 型結核菌においてもその非変異

原株では両者間に並行関係を示すがその変異R型 株では

この関係はむしろ乱れ るようでありまた非定型抗酸菌に

おいて も大多数の場合両者間に平行関係が成立す るが時

にわずかの頻度ながらこの関係の乱れる菌株 も存在す る

もののように解してよろしいであろう。

結 論

1)Slideculture法 を援用することによつて3～5日

の短期間内に抗酸菌のCord形 成相と中性紅反応とが同

時に観察しえられしか もそれら両者間の関連性について

も併せ追求可能である。

2)中 性紅反応の程度と抗酸菌の菌力の強さとは必ず

しも平行しないが,多 くの場合には両者間にみるべ き関

連性があるようである。

3)中 性紅反応とCord形 成性 とは人型結核菌にあつ

てはその抗結核剤(SMお よびINH)に 対 する耐性の

有無にかかわらず,牛 型結核菌ならびに非変異鳥型菌 と

ともに明 らかな平行関係を示すが非定型抗酸菌において

はわずかながらこの関係のみだれる菌株が存在 しまた変

異鳥型菌にあつてはさらにそのみだれが著明になるよう

である。

(稿を終るに臨んで,御 懇切なる御指導 と御校閲を賜つ

た恩節占部薫教授に対して深甚なる謝意を表す る)。

この論文の要旨は第29回 広大医学部研究会(昭31.3.

21)に おいて発表 した。
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