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緒 言

細菌 の示す酸化還元電位(ORP)は 細菌菌株 によつ

ておのおの異 な ることについては幾 多の業績が あ る。そ

の うちに,抗 酸性菌 の毒力 に関す る研究 の1つ として酵

素系,な いしはORPの 面か ら毒力株 と無毒株 を区別 し

よ うとす る試 みが あ り,メ チ レン青 の還元力,還 元時 間

の測定,ORPの 測定等 によ る結果が報告 され てい る。

さきにAksianzew1)は 結 核菌浮游液のORPの 時間

曲線 を測定 し,無 毒株 と有毒株 の間には,無 毒株 の曲線

下降が有毒株の それ よ りも緩かであ ることの他特 に差 は

認 め られず,測 定 した電位は+380mγ か ら+5mVの 間

に あった と述べてい る。辻岡2)は 抗酸性菌の発育 に伴 う

培地のORPをSauton培 地 にっ き日を追って測定し,

そのORP曲 線 に酸化傾 向を示す もの と還元傾 向を示す

もの とが 区別 され,そ のおのおのに カーブの急 な もの と

緩か な もの とが あ るが,要 す るに菌株 の毒力 とORPの

間に多少 関係あ るもののよ うであ るが,そ れ によつて抗

酸性菌 の完全 な分類 を行 うことは不可能 であ ると述べ て

い る。 また内田3)は 人型菌,牛 型菌,鳥 型菌各1株 ずつ

につ き,燐 酸塩緩衝液 中に菌 を浮遊 し,ORP曲 線 を作

りその下降速度が人型菌,牛 型菌,鳥 型菌 の 順 に 速 い

が,単 に下降速度が異 な るのみで下降 曲線か ら結核菌 の

分類 はで きない と述べてい る。

さてWilsonら4)は 色素 による抗酸性菌の試験管 内病

原 性試験 の1つ としてPhenol indophend他3種 の酸化

還元色素 に よるいわゆ るWilsonの 反応を発表 したが,

この反応 は抗酸性菌 の酸化還元酵素 系に由来 す る もの と

され てお り,事 実Wilsonら は,抗 酸性菌 の示 すORP

が菌株 によつ て異 な ることを,無 血清 のYoumanに よ

るPmskauer&Beckの 変 法培地 に培養 した さいの培

養液のORPを 測定す る ことによつ て明 らか に抗酸性菌

は人型お よび牛型菌の毒力株,減 毒株,鳥 型菌,非 病原

性抗酸性菌の4群 に大別で きるところの それぞれ異なつ

たORP曲 線 を示 し,ほ ぼ －0.2VのE'0を もった酸化

還元色素 を緩衝液 中にて抗酸性菌に接触せ しめ ると,毒

力株 に よつて脱色 されず,無 毒株 に よつて脱色 され るで

あ ろ うと予測 して実験 を行った。か くて これ らの色素 は

大体毒力株 に よつては全 く脱色 されないか,わ ず か に

1,2の 色素が脱色 され るに留 るが,非 病原性抗酸性菌

および鳥型結核菌 によつては脱色 され,減 毒株 は脱色 す

るもの もしない もの もあるとい う結果 を得,抗 酸性菌 の

地vitroの 毒力試験 として有意義で あることを発表 した

ので ある。しか して この反応の追試が種 々試み られ5)～8)

大体 におい て動物実験 を除外 しえないが,毒 力判定の た

めの有意 な方法で あると報 告 されてい る。著者 も第1報

9),第2報10)に おいて1)ubos11) ,Desbordes12)の 反応

と平行 してWilsonの 反応 を行い,動 物実験 との関係 を

追求 し,ま た実験条件に よるこれ らの反応の差等 につい

ての結果 を報 告した。一 方松 原 ら13)14)はWilsonの 反

応 と抗酸性菌の示すORPの 関係 を見 るために固型 培地

発育 の菌 を血清 を加 えないKirchner液 に浮游 させてO

RPを 測定 し,ま た血清 を加 えないKirchner培 地 に培

養 し,そ の培養液 のORPを 測定 し,抗 酸 性菌のORP

とWilsonの 反応 との間に関連性が あ り,ま た菌 の カタ

ラーゼ含有量,活 性 度 と平行 関係あ りと報告 してい る。

本報告 において著者 は第1報,第2報 において実験 に

用 いた 教 室 保 存 の抗酸性菌 につい て,こ れ ら の 菌 を

Sauton培 地 に菌膜 発育 せしめ,呈 色 反応,こ とにWir

sonの 反応 との関連性 を調 べ る目的で その培養液のOR

Pを 測定 した結果 につい て述べ る。 とい うのは,著 者 の

行 ったWils0nの 反応にお ける結果 では,Wilsonの 反

応 におい て非病原性抗酸性菌 はやや不規則 な成績が得 ら

れてお り,ま たWilsonら が抗酸性菌 のORPを 測定 し

たの は無血清のProskauer&BeckのYoumanに よ

る変法培地 に培養 した もので あ り,松 原 らの実験で も固

型 培地 の菌 を緩衝液 に浮遊せ しめた もの,あ るいは無血

清のKirchRer培 地培養液 についての測 定であ り,無 血

清 の液体培地 に抗酸性菌 を培養 した著 者の経験 では,非

病 原性抗酸性菌,鳥 型結核菌 はか な り発育 を見 るが,人

型,牛 型結核菌 は同一培養 日数 では充分 な発育 を認 め ら

れ ないので,こ れ らを比較 す ることはか な り無理が あ る

もの と思 えた。 そ こで 薯者 は,Sauton培 地 に菌膜発

育せ しめ,そ の培 養液 のapparent ORPを 測定 し,

Wilsonの 反応 との関係,非 病原性抗酸 性菌が示 し た

Wilsonの 反応 にお ける菌株 によ る差 との間に も関連性

が認 め られ はしないか とい う考 えの も と に実験 を行 っ

た。
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実験材料ならびに実験方法

1)使 用菌株:人 型 結核菌4株,牛 型結 核菌10株,B

CG1株,鳥 型結核菌10株,非 病原性抗酸性菌17株 でい

ずれ も教室保存株で ある。 これ らの菌株 のPetragnani

培地1ヵ 月培養 の菌 塊ほぼ5mgを,直 径2cm,深 さ18cm

の太めの試 験管 にSauton培 地 を正確 に15ccず つ分注

し コル クの小片を浮かせた ものの上に載せ,37℃ の孵

卵器 中で正確 に28日 間培養 した。菌膜 発育 した菌体 の混

入 しない よう注意 しつつ培地全体 を均一 にな るよ うに静

か に ピペ ッドで混和 し,そ の5ccず つを径18mm,深 さ

45mmの ガラスカ ップに と り,ORPの 測定 に供 した。

また対照 としては,培 養 に用い たSauton培 地 で菌 を

接種 しない ものを同様 な方法 でORPを 測定 した。

2)ORP測 定法

i)電 位差計:島 津K2型 電位差計

ii)検 流計:島 津L型,感 度1.4×m-8A

77×10-6V

iii)電 池構成:飽 和甘汞電極 を基準 と し て 測定 し

た。す なわち被検液(抗 酸性菌Sauton培 地培

養液)に 白金極 を浸 し,飽 和寒天橋 を もって対

極飽和甘汞電極 と液絡 した。

しか して著者の実験 は絶対的 なORPを 意味す るの で

は な く,各 菌株 によるORPの 差 を比較す るのが 目的 で

あるた め空気の遮断等敢 えて行わず,飽 和甘汞電極 に対

す る被検液 のapparentのORPを 測定 したこ とにな る。

読み取 りは白金電極 を被検液 に浸 した直後か ら10分お

きに行い,一 応終末点は100分 とした。 これはORP曲

線で特に急 な傾斜 を示す1,2の 例外 を除 き,大 部分の

例が測定開始後50～60分 位の ところで ほぼ安 定 し一定の

値に近づ き,あ ま り変動が認め られなかったためで ある。

実 験 成 績

測 定時間を横 に,電 位 を縦 に とって電位時間曲線 を作

つて見 るな らば,図1～ 図5の 如 くな る。 またORP測

定開始直後 お よ び 測定終末値 を,Dubos,Desbordes,

Wilsonの 各色素 反応その他 と比較 して見 るな らば,表

の如 くであ る。人型菌,牛 型菌,鳥 型 菌,非 病原性 抗酸

性菌 とも,各 菌株 によ りか な りま ちま ちの曲線 を描 いて

い るが,ほ とん どの例が測 定開始後 最初 は急 な傾斜を示

し,時 間が進 む と共 になだ らか にな り,50～60分 ごろか

ら水平 に近 くな り,90～100分 値 あた りではそれ ぞれ ほ

ぼ個有の一定値 に終 るよ うに思 われ る。

なお菌発育程度 と,そ の培養液 の示 すORPと の関係

を見 る と,発 育程度 良 と判定 した もの と,そ れ よ りも発

育の度合低 く,や や良 と判定 した もの とに,は つ きりし

た差異が な く,発 育良好 で陽電位 を とる もの,陰 電位 を

と るもの両者が あ り,や や良 とした ものに も陽電位,陰

電 位両方が見 られ るので発育 程度が電位を決定 してい る

表1ORPと 色素反応 の関係

*A:S A urn benzenoneindophenol 

B:Sodium enzenoneindo-3-chlorophenol 

C:SoCium 2,6-dibrornobenzenon-indophenol

ものではない と言 え る。

1)Sallton培 地(菌 未 接種)の 示すORP(図 略)

日を変 えて2回 測定したが2例 と もわずかに下降の様 相 を

示 すが40分 値あた りか らほ とん ど水平に近 い曲線 であ り

最終値 は+71mV,+65mVを それ ぞれ示 し,図1～ 図

5に 見 られ る菌 接種 のSauton培 養液 の示すORP曲 線
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とは異 な り,後 者 は当然 の ことなが ら発育菌 の代謝産物

に よ り影響 を受 けてそれ ぞれ特有 なORP曲 線 を示 して

い ることが 明 らか であ る。

図1人 型結核菌のORP曲 線

2)人 型結核菌 のORP曲 線

実験 に供 した4株 中,松 本,H37Rv2株 は最初 なだ ら

か な下降 を,青 山B株 は下降の後 なだ らか な上昇傾向を

示 し,人F株 は急 な上昇 を示 したが,い ずれ も30分値 あ

た りか ら水平に近 くなってい る。 しか して4株 と も最終

値は陽電位で+70mV～+130mVの 間にあ る。すなわ ち

人型菌は4株 と も培養液の最終値は陽電位であ ることは

一致 してお り,Wilsonの 反応 において人型菌 が脱色 に

おいて示す共 通な態 度 とほぼ一致 した成績 であ るといえ

よ う。(図1参 照)

3)牛 型結 核菌のORP曲 線

図2牛 型結核菌のORP曲 線(1)

図3牛 型結核菌 のORP曲 線(2)

BCGは 初 めか ら目立つ た陰電位 を示 し,最 初 はやや

急,後10分 値以降水平 に近い 曲線 を示 し,最 終値は陰電

位 であ る。減毒株 であ るBCGと しては牛型菌 の大 部分

が陽電位 を示 す ことと対比 して特徴 的であ るといえ る。

他 の牛型菌 について見 ると,10株 中7株 が陽 の,3株

が陰 の最終電位値 を与 えてい る。 しか して前者の 中に も

最初か ら陽電位 で上昇 して最終値陽電位 であ るもの4株

(牛3,牛10,牛261,R-14)と,最 初か ら陽電位 で下

降 し,や は り陽電位の最終値 を とるもの(牛2),初 め

陰電位で あるが直 ちに上昇 して陽電位 にな り,最 終値が

陽電位で ある もの2株(RM,仙 台)が ある。一方最終

値陰電位 である3株 に は,最 初陽電位で あるが直 ちに陰

電位 に変 り,下 降 して最終値 に到 る もの(牛1),最 初

か ら陰電位で下降 して最終値 に到 る もの(MD),上 昇

の傾向 をた ど りつつ最終値に到 る もの(三 輪)等 かな り

曲線の性状がま ちま ちであ り,牛 型 菌全 体 として陽電位

を とる ものが多 く,陰 電位 を とる ものが少ない としか い

えない よ うであ る。

ところで最終値 とWilsonの 反 応を比較 して見 ると,

Wilsonの 反応において色素脱色 を見 ないか あ るい は極

くわずか に脱色 を見 るもの について も陽 の電位 を示 す も

の6株,陰 電位 を示 す もの2株 とに別 れ,Wilsonの 反

応 で他の牛型菌株 に比 し脱色の強 い牛3,MD両 株が そ

れ ぞれ前者は陽電位,後 者 は陰電位 を示す等,色 素反応

とORPと の間 には必ず し も一致 した成績 を見 出しえな

い。(図2,3参 照)

4)鳥 型結核菌のORP曲 線

図4鳥 型結核菌 のORP曲 線(1)

図5鳥 型結核菌 のORP曲 線(2)
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供試10株 すべ て測定直後か ら陰電位 で最終値 も陰電位

であ るが,そ の うち7株 は下降の傾向 を示 し,や や急 な

下降4株(A62,TB13,竹 尾,獣 疫),緩 か な下降3

株(A4121,鳥 京,獣 調)が あ り,他 方上昇 の傾向 を示す

3株 の うち2株 は緩かで(A71,獣 鳥),1株 はかな り急

な電位の上昇 を示す(A3171)。 しか して最終値 として

はすべ ての株が陰電位 であるが,-18mγ か ら-264mγ

とかな り広い範 囲の値 をとってい る。

Wilsonの 反応 との関係を見 ると,そ の電位 の値 ない

しはその曲線 と同反応 におけ る脱色 度 との間には一定 の

関係は見 出 されない ようであ る。すなわ ち陰電位 の絶対

値が大 な るほ ど脱色が 強い とはいえない こ とが 知 られ

る。(図4,5参 照)

5)非 病原性抗酸性菌のORP曲 線(図 略)

非病原性抗酸性菌 は18株 中,最 終値 において陰電位 を示

す もの15株,陽 電位 を示 す もの3株 で ある。 しか して前

者す なわ ち陰電位 を示す ものについて もその値は区 々で

あ り,-10mV(長 崎 ケ ドロフスキー)か ら一562m7(木

村II)ま での広い範 囲にあ る。曲線 の性状 も,測 定開始

直後か ら陰電位で,最 終値 も陰電位にあ る ものの中に も,

水 平に近 い傾 斜で最終値 に到 る もの(長 崎ケ ド ロフスキ

ー,木 戸黄,S50B,チ モ テー,B102A,920(2),549,木 村

II),緩 かに下降 して最終値 に到 るもの(学 非,石 川),

緩 かに上昇 す るもの(B101A),急 な下降 を示 して最終

値 に到 るもの(H麦),測 定開始直後 は陽電位 であ るが

す ぐに陰電位側 に移 り,下 降 して陰電位 の最終値 に到 る

もの(肋 滲黄,肋 滲赤),一 方陽電位 の最終値 を示 す も

のは,い ずれ も初 めか ら陽電位 であ るが,上 昇 して最終

値 に到 るもの(920(1),人 非33),下 降 して最終値 に終

る もの(Duval)等 前述の陰電位の もの と同様,多 様 な

相が見 られ る。

これ をWilsonの 反応 との対比 において見 ると,陽 電

位 を示す もの に もWilsonの 反応 において脱色 の度合の

低い もの もあ り,そ の反対 に脱色 がかな り強い もの もあ

る。一 方陰電位 を示 す ものにおいて も同様であ る。しか

しなが ら陰電位 を示 す ものについて,そ の うちやや高い

電位 を示 す もの(絶対値 の小 な るもの)に脱色 の弱い もの

多 く,そ れに比 しやや低 い電位 の もの(絶 対値 の大 な る

もの)の 中には脱色 の強 い ものが 多い とい う傾 向が見 ら

れ な くはない よ うであ る。しか し前述 のよ うに,非 常 に

低い電位(絶 対値大 な もの)で 強 い脱色 を示 さない もの

もあ るの で(木村II,-562mV)全 体 的にいつてWilson

の反応にお ける脱色 と,ORPと の間に平行関係が認め

られ るとは言い難 い。

考 案

Wilsonの 反応 は,酸 化還元色素 が,抗 酸性菌の有 す

る酵素 に由来 す るORPの 差 に基 き,比 較的ORPの 低

い菌株 によって還元 されて脱色 され,ORPの 比較的高

い菌株 によつては還元 され難 く,脱 色 され ない ことを予

測 して行 われた ものであ り,Wilsonら の菌浮游液 につ

い て測定 した結果 は脱色反応 とよ く一致 した成績が得 ら

れ てい るoそ こで さきに著者が,Dubos,Desbordes,

Wilson3反 応について比 較検討 した菌株 の大部分につ

いて,菌 の発育 に伴 うその代謝産物に よる培養液の変化

に よ りORPの 差 として現われ る と考 え,そ れ と主 とし

てWilsonの 反応 との間になん らかの関係を見出 し うる

のではないか との考 えの もとに実験を行い,人 型結核 菌

のSauton培 養液がすべて陽電位 を示 し,鳥 型結核菌 の

それが全 部陰電位 を,牛 型結核菌 の大部分において陽電

位,非 病 原性抗酸性菌 の大 多数において陰電位 を示した

とい う結果 を得 たが,こ れ らの菌株 の1つ1つ について

見 るな らば,そ れぞれ特異 なORP曲 線 を示 してい ると

言 え,人 型,牛 型,鳥 型,非 病 原性抗酸性各菌 のおのお

のの群 に共通 な絶対 的に特異 な曲線 の性状 とい うものは

認 め られ なか つた。Wilsonの 反応 との対比 において も

脱色 の見 られ る株 におい て陰電位 を とるものが 多 く,反

対 に脱色の起 らない もの あ るい は弱い ものに陽電位 を示

す ものが 多い とい うことはい えな くはないが,こ れ も個

々につい て絶対的 とはい えず,電 位の高低 と脱色 との 問

に平行 は見 られ ない。(表 参照)

辻 らはKirchnerの 無血清培地 に菌 を培養 した さいの

を 日を追つて測定 し,チ モテー,A71,BCG,H37Rv

の順に陰の電位の絶対値が小 さ くな るとい う結果 をえて

い るが,著 者のSauton培 地28日 培養液 についての結 果

はチ モテー,BCG,A71,H37Rvの 順 に絶対 値が小

さ くなってい る。BCGは 牛型菌の1つ であ るが大多数

の牛 型菌 と異な り培養液 のORPは 陰電位 であつた こと

は減毒株 としての性格 を現 わしてい るのか も知 れ な い

が,こ れ も陰電位 のORPを 示 す牛 型菌 もあ るか ら絶対

的 といわれ ない。

著者 の行 つた実験 は前述 のよ うに菌株 の差 によ り,代

謝産物 の差 によ る影響か ら培養液 のORPの 差 を求 め,

毒力株 と無毒株 との違い を比較せ ん とした もの で あ る

が,Wilsonら,辻 らが菌浮游液 を用いて得 た結果 とは

一致 しなかつ た。

由来細胞が生活 を営んでい るのは,複 雑 な酵素 系が動

的平衝状態において働 いてい るので あるが,そ れが培地

中の被酸化物,被 還元 物に接触す ることに よって,ま た

代 謝産物の混 入に よって培養液 の電位 をあ るいは陽の,

あ るいは陰の電位 の変化 として現 わす ことは当然 であ る

けれ ども,そ れ を化学 的に もなお本態 の究 朗 され ていな

い抗酸性菌 の複雑 な毒力物質,な い しは毒性 と直 ちに結

び つけえない のではなか ろ うか 。

結 論
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抗酸性菌 の試 験管 内病 原性試験 としての呈色反応,主

としてWilsonの 反応 の強 さと,Sauton培 地 に菌膜発

育せ しめた さいの代謝産物 によ る培地 の酸化還元電位の

変化 との 間の関係の有無 を知 ろ うと試 み,apparellt O R

 Pは 人型結核菌 は陽電位,牛 型結核菌 は陽電位 を示 す も

の 多 く,鳥 型結核菌 は陰電位 を,非 病原性抗酸性菌 にお

いて は陰電位 を示す ものが多 く,ま たWilsonの 反応に

おいて脱色の傾向強い ものに陰電位 を示す もの多 く,脱

色 の傾向の弱い ものには陽電位を とる ものが多い とい う

傾向は覗われた。 しか しなが ら個々の菌株について見 る

な らば,そ のORP曲 線 はかな り特 異な相 を示 し,人 型

牛型,鳥 型,非 病原性抗酸 性菌 の各 群のおのおのに共 通

で,他 群に対 し特有 と思 われ るORP曲 線 の型は認め難

く,お のおのの菌株 の示 す電位 の値 も区々であつた。し

たが ってWilsonの 反応 ないしは,Dubos,Desbordes

の両反応 との問に絶対 的な関係は認 め られ なか った。

御指導 と御 校閲 を得 た高木教授 に感謝 す ると共 に,多

大 の御助言 を頂 いた飯塚幹夫助手 に感謝致 します。
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