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緒 言

1948年Dubos-Middlebrook1)に よ り試 験管内抗酸性

菌病原性試験 としてneutralred反 応が発表 されて以来,

追試,検 討 も多数行 われ てい るが,こ れ らは主 として菌

体 につい ての実験 であ り,菌体 に処置 を行 つた実験2)5)に

おいて もや は り菌体 におけ る反応 の強 さの減 弱 といつた

変化 を見てい る ものが主で,有 機溶媒 によ る抽 出の抽 出

液側にお ける反応陽性物質の追求 は少 ない 。Asselineau

 Lederer4)は,neutralred陽 性物質 は,WaxDが この反

応陽性で あることか ら糖脂質 に多 く含 まれ る遊離 の ミコ

ール酸が その本態 であろ うといつてい る。一方Ko玉bel5)

は ミコール酸 その ものには毒 性はないが,neutralred

反応 に遊離の脂肪酸が関与 する ことを脂肪酸 によ るモデ

ル実験か ら証明 し,さ らにそのカル ボキ シル基 によつて

neutralredの イオ ン的変化が お こるためneutralred

反応 が陽 性にな ると述 べてい る。Kolbelは 毒力株 か ら

ク ロロホル ムでNeutralrot-Virulenzfaktorと 称 す るも

のを抽出 しえた と言い,ま たかれのい う"relativeSaure-

Index"が 毒力 に関係あ るらし く,neutralred反 応の結

果 と も平行す るよ うだ といつてい る。

さて有機溶媒に よつて処置 を加 え られ た菌体 が,Du.

bosの 反応 の強 さの低 下を示す もの とすれば,抽 出溶媒

の作用で呈色反応 に関与す る物質が単 に変化 を受 けるだ

けで あるか も知れないが,抽 出溶媒の方 に抽 出 され移行

す ること も当然想像 され るので,抽 出液か ら溶媒 を蒸発

させた残渣にneutral red反 応陽性物質 を証明 し,そ の

化 学的性 状 を知 りうる可能性 を想定 して実験 を行つた結

果,期 待 していた よ うな整然 とした成績 は得 られなかつ

たが,興 味あ る所 見を見出す ことがで きた。またneutral

 red反 応陽性物質 の菌体 におけ る所 在,そ の性状に関連

して若干 の実験 を行 つたので報 告す る。

実験材料および実験方法

1)実 験材料

使用菌株:Dubosの 反応陽性株 として教室保存の人型

菌松本,H37Rv両 株,牛 型菌牛1株,鳥 型菌A62株,非

病原性抗酸性菌の920(1)株の5株 を使 用 した。いずれ も著

者が既報の実験6)7)に おいて使用 し反応の性格既知の も

ので ある。 しか して菌量 をやや多量 に うる必要が あるた

め と,固 型培地発育菌では培地成分が入 り易 く,ま た培

地 に附加 して ある色素の影響 を受 ける可能性 を 考 慮 し

て,固 型培 地発育菌 よ りもDubosの 反応が弱 くで る場

合 もあ るけれ ど も,こ れ らの菌株 をSauton培 地 に8週

間前後培養 し菌膜形 成 させた もの を生菌 として用いた。

一方死菌 としてはSauton培 地発育菌 を,ツ ベル ク リン

作製 の時 と同 じ要領 で培養液 と共 に1000℃,1時 間加熱

し,培 養液 を濾過 した残 りの菌体 を用いた。

抽 出有機溶 媒;エ ーテル,ア セ トン,ク ロロホノレムの

脂 肪溶剤 のほか,脂 肪酸溶解 能のあ る もの として エタノ

ーノレ,メ タノーノレ,対 照 とい う意味を含 めて蒸溜水 を用

いた。

2)実 験方法

Dubosの 反応,Desbordes8)の 反応 とも原法 に則 り,

判定 もすべて第1,第2報 に報告 した通 りに行つ た。

i)抽 出操作;定 量 を 目的 としなかつたので加熱乾燥

死菌はほぼ19ず つを,生 菌 は濾紙 上で培養液 を濾過 し

た もの ほぼ38ず つを太 目の試 験管 にと り,お のおの に

溶媒20ccず つを加え,密栓 した後,10日 間,4℃ の氷室 に

て抽 出を行つ た。 しか して その 間1日2回 ずつ ガ ラス棒

を用いて菌塊 をば らば らに磨砕 す ると同時 に振盈 を加 え

抽 出の促進 を計つ た。か くして得 られ た ものを菌体 と抽

出液 とに濾紙で濾 し分 け,濾 液 は420℃ の乾燥器 中に溶

媒の蒸発す るまで放置 し,管 底 ない しは管底 に近 い管壁

に黄色 ない しは黄褐色 に附着 す る蒸発残渣 を採取 した。

抽 出済菌体 は軽 く1回 水で洗つ た後贈卵器 中で乾燥 させ

た。 この抽出物 と菌体について,菌 体部 は菌塊 を砕い て

直接Dubosのbufferに 浮游 し,抽 出物について も何 ら

処置す ることな くDubosのbufferに 投入 した後,色 素

反応 を行つた。

ii)加 熱死菌 に対 す る洗滌 の影響 を見 るためには50%

メ タノールおよび水に菌 を浮游 させ370q30分 放 置後 濾

紙 で濾別 し菌体 を集 め この操作 を2回 繰返え し,後 は生

菌 に対 す ると同様 の方法 を用 いた。

iii)菌 を水に浮 游 し加熱 によつ てneutralred反 応陽

性物質の破壊 あるいは抽出の有無 を見 るためにはH37Rv

株のSautonお よびPetragnani培 地培養菌 を10ccの 水

に適 当量浮游 させ,1000℃,2時 問加熱 し,後 は有機溶
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媒 に よる抽出の際 と同様に実験を行った。

iv)Sauton培 養液 におけるneutralred反 応陽 性物

質 の有無 を調べ るためには,加 熱 を行 わず菌体 を濾過 し

ただけの培養液 およびその1000C,2時 間加熱 した もの

について各1060を 試 験管 に と り,420Cの 乾燥器 中で水

分 を蒸発せ しめ営庭 に残っ た飴状の濃縮 物 につい て同様

neutralred反 応 を試みた。

実 験成 績

表1に 見 るよ うに,Sauton培 地 一培養生菌 と同培地培

養の死菌 についてDubosの 反応を試 みた ものにおいて

表1生 菌 と加熱死菌の比較(Dubosの 反応)

■}H37Rvl牛 ・IA6292・(・)

生 副 用
　

死 菌}_

惜 十 十

は,生 菌 は もち ろん前報 の場合 と同 じく陽性 を示 すのに

反 し,死 菌 の方は全株 とも陰性 になってい る。

.表2,表3は 抽 出を行 った場合 の死菌,生 菌 について

の菌体 および抽 出濾液蒸 発残渣 についてのDubosの 反

表2加 熱死菌有機溶媒抽出後の菌体および抽

出濾液蒸発残渣のDubosの 反応
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■
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十

十

十

十 十

十

920(1)

菌 濾

.体 液

十

十

表3生 菌有機溶媒抽出後の菌体および抽出濾

液蒸発残燈のDubosの 反応

■

菌 濾
,体 液

エ ー テ ル

ア セ ト ン

ク ロ ロ ホ ル ム

;エ タ ノ ー ル

メ タ ノ ー ノレ

水

十 十

卦

十 十

十ト

柵

H37Rv

菌 濾
体 液

十

. ,十

十

十

十十+
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菌 濾
体 液

十

荘

A62

菌 濾
体 液

920(1)

菌 濾体 液

十

十

応 の結果 であ る。表1に よって分 るよ うに,死 菌 は直 接

Dubo3の 反応 を行えば陰性で あ り,生 菌 は陽性 であ る

か らむ しろ生菌 か らDubosの 反応陽性物質が抽 出 され,

死菌か らは抽 出され ないであろ うと予測 したのであ るが
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事 実は反対 に死菌か ら多量に抽出 され,生 菌か らは抽出

が弱 かった。 この結果 については後に検 討 を加えたい。

表2に おいて■ ■A62の 両株 の メタノーノレ抽出 とA

62の 水 によ る抽 出において菌体 に弱いなが ら陽性が認め

られ るのは後 に述べ るよ うに,死 菌 をメ タノール,水 で

洗際す る ことによっ て陽 性に変 ることと関係が あ るが,

他のH37Rv,牛1,920(1)の 株 について は このよ うな こ

とが起 らない。(表4参 照)

表4加 熱死菌 メタノール,水 によ る洗源 の影響

(Dubosの 反応)

　

非 処 理1

メ タ ノ ー ノレ1

2回麟 一

水2回 洗鞠+※

H37Rv

十

牛 ・A6292・(・)

+※

十ト

十※

※ 陽性なれど極めて弱し

また抽 出後 の菌体 に も,抽 出濾液蒸 発残 渣に も陽性物

質の認 め られない個 々の例 が生菌 においてか な りあ る

が,こ れはやは り後 に検討 を加 えたい。

他方溶媒 の側 か ら見 ると,死 菌 においてはア セ トンが

最 も強 くneutralred陽 性物質 の抽 出を示 してお り,工

一テノレ,ク ロロホル ム,エ タノール,メ タノールに大差

が ない 。 しか るに生菌 においてはア セ 杢ンお よび エタノ

rノレによっ ていず れの株 か らも抽 出 された様 子がな く,

死菌 の場合 と明 らかに異 なってい る。また生菌 において

は他の有機溶媒 間に大差 はないよ うであ る。

表4は 前 に も少 しふれ たが,直 接Dubosの 反応 を行

ったので は陰性で ある ところの死菌が,メ タノール で処

置す ることによって陽性 にな り,水 によっ て も極 くわず

かに陽性に なることを示す もので あるが,洗 源 によ る陽

性 物質 の菌体表面への曝露の点 よ りこの現象 を説明 する

ことがで きるか もしれない。

表5はH37RvのSauton培 地お よびPetragnani培

地培養生菌 を1000Cの 水 で2時 間抽出 した際 の結果 であ

表5H37Rv生 菌 加 水1000C,

(Dubosの 反 応)

2時 間加熱 の:影響

Sauton培 地発育菌

菌 体 濾 液

Petragnani培 地 発 育 菌

陣 体 濾 液

十

るが,neutralred陽 性物質が破壊 され ることが想像で

きる。 しか してPetragnani培 地発育菌体 にわずか に残

存す るのが見 られ,Sauton培 地発育菌 よ りも破壊 され

に くい もののよ うで ある。

表6の 示す ところは,非 加熱 のまま生菌 を 濾 別 し た

Sauton培 養 濾液 を420Cの 乾燥器中で蒸発 させ た 残 渣
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表6H37Rv Sauton培 地培養濾液低温蒸 発残

渣のDubosの 反応

※ 陽性なれど極めて弱し

と,1000℃,30分 加熱滅菌 後菌体 を濾別 したSauton培

養濾液 を同 じく420℃ の乾燥器中で蒸発 させ た残渣 とに

ついてneutral red反 応 を行つ た成績で あるが,非 加熱

の場合明 らかにneutral red陽 性物質の存在が示 され,

それが熱 によつて破 壊 され るらしい こと も窺 え る。

表7は 加熱死菌 を洗源 その他の処置 を加え ることな く

直接Dubosの 反応 およびDesbordesの 反応 を行 うと,

表7Sauton培 地 発育 加熱 死 菌 のDubos,

Desbordes両 反 応 の 比 較

生菌 において両反応 を同 じ条件 で実施 すれば,第1,第

2報 に述べ たよ うに全 く一致 して陽性 の成績 が得 られて

い るにかか わ らず,こ の場合 はDubosの 反応 は全株陰

性 で,Desbordesの 反応 は全株 同じよ うに陽性 を示 して

い る。すなわ ちDubosの 反応 とDesbordesの 反応の機

構 とが必ず しも同一でない ことが想像 され る。

考 案

抗酸性菌 の病原性 に関係 した物質 の本態 はまだ確 定 さ

れ てい ない。毒力株 と無毒株 の菌体成分 に化学 的の差 の

あ ることか ら毒力株 に多い物質が病原姓.に関係あ るもの

で あろ うと考 え られ,各 種 のlipoid,polysacchar{de,

ことにcordfactor(Wax C),PMKO(lipopolysacch -

aride),Wax Dの 他糖脂質 に含 まれ る ミコール酸等が あ

げ られてい る。 またDubosの 反応が提案 されて以来 こ

の反応 によ りあ る程度毒力株 と無毒株の区別が可能で あ

るので,該 反応陽性 物質 の本態 が追求 され,毒 力 との関

係 が求 め られて きてい る。 今の ところMycobacterium

以外 の菌 はすべ て陰性 であ り,Mycobacteriurnの うち

毒力株 と思 われ るものに陽 性の もの多 く,無 毒株 に陰性

の ものが 多い こ とよ り,ま た化学 的菌体成分 の分析 か ら

Assejinau,Ledererの 糖脂 質ない しは遊離 の ミコール酸

で あるとい う説や,Kolbe1のrelative Saure-Indexな

る ものがDubosの 反応 と平行 す るらしい とい う説 があ

る。

しか し抗酸性菌 の病原性 は恐 らく単一 の物質 の働 きに

よる ものではな くい ろい ろなfactorの 複雑 な組合せに

よつて もた らされ る ものであ ろうことは,絶 刻的な病原

性関係物質の確定がな されてお らず,か つ各種の物質が

病原性 との関連において考 え られてい ることか ら想像 で

きる。

さて著 者の実験 は,こ のneutral red反 応陽性物質

は,有 機溶媒 で処置 を加 え ることによつて菌体側 の反応

が弱 くな るとすれ ば,こ れ ら溶媒が陽性物質 に対 し抽 出

的 に働いてい るこ とが考 え られ るので,溶 媒の方 に移行

したか ど うか を調べ,如 何 なる物質で あるかの推測の根

拠 を求 めたので ある。

まず加熱乾燥死菌 を処置 を加 えることな く直接Dubos

の反応 を実施 すれば生菌 陽性,死 菌全株陰性 であ るので

一まず加熱 によつて陽性物質 の破壊 され ることが考 え ら

れ る。しか るに この死菌 を50%メ タノール に浮游,370

℃・30分 保持 を2回 繰返 えす と陽性 に変 るので加熱 によ

つて破壊 されてい る とはいい難い。恰 も菌体表面 を覆つ

てい た物質が メタノール によつて除去 され,そ の 内側 に

あ る陽性物質が反応にあずか ることがで きた もの と解釈

され る状態であ る。 メタノールの代 りに水に よつて も弱

いなが らこの現象が見 られ るので ます ます表面の物質の

除去 とい うことが考 え られ る。生菌 の場合50%メ タノー

ル で洗 う方が しか らざ る場合 よ りも強 く反応 が現 われ る

とい う結果 も同様 の現象 と考 え られ るが,生 菌 ではメタ

ノール処置が な くて も元来陽性にで てい るので,死 菌 に

おいて全 く陰性の ものが陽性 に変ず るの とは同意義で は

ない。

さて この加熱死 菌は完全 にneutral red陽 性物質が破

壊 されていない とすれば,生 菌 と同様に有機溶媒で抽出

可能 であ り,ま た生菌の方が よ り強 く抽出 され る もの と

予 想 したが,結 果 は反対 に死菌 か らの抽出の方が よ り強

か つた。 この事 実を如何 に説 明すべ きであ ろ うか。加熱

によつて死菌 の方が抽 出 され易 い状態 にあ ることも考 え

られ るが決定 的なこ とは判 明 しない。 しか して生菌 を有

機溶媒 によ り抽 出操作 を行 うと菌 の種類 によつては蒸溜

水抽 出の場合 と同様 に抽 出済菌体 も抽 出濾液蒸発残渣 も

共 に反応が陰性に なつてい る例が見 られ る。 これ は抽 出

過 程 あるいは抽出濾液 蒸発過程にお ける陽性物質の変化

によ る陰性化 が起つた とい うよ りほか致 し方ないが同 じ

よ うな例 は死菌 抽出例 に も若干認 め られてい る。

死菌 は乾燥 され る際表面 に培養濾液 物質 が濃縮 乾澗 さ

れ て表面 に附着す ることが考 え られ,し か もこの濾液 物

質 はneutral red反 応陰性 であ るので(表6),こ の物質

の表面被覆 によ り死菌の反応が陰性 にな る司能性 も考 え

られ る。表3に おいては蒸溜水処理 によつて生菌のne-

utral red反 応 が陰性 に変つたのが見 られ るが,こ れ は

蒸溜水処理が加熱 とは無関係に菌体 内反応陽性物質の分

解に関与す るか も知れ ない こ とを示唆 し,ま た加熱 はこ

のよ うな変化 を促進 す ること も考 え られ る(表5)。 なお

加熱は陰性化 させ ない まで も反応陽性物質の質的変化 を
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お こす ことは表2,表3の 各種溶媒に よ り抽 出され方が

死菌 と生菌 とでは異 なることか らも知 られ(例 えばアセ

トンは死菌 沐か らは良 く抽出 したが,生 菌体か ら抽 出 し

ていない),こ の よ うに 考 えると各表の一見予盾 したよ

うな結果 もあ る程度 説明で きるよ うに思 われ る。

Sauioh培 養液 と共 に 菌 体を加熱 した場合陽性物質が

破 壊 されて しまわない ことは,培 養濾液は蒸溜水 とは異

な り溶存 す る塩類,結 核菌代謝物のため分解が ある程度

阻止 されてい ると考 え られ よ うか。

さて本実験ではneutral red反 応陽性物質が アセ トソ

によつて死菌 か らは強 く抽出 され,そ の他の溶媒に よつ

て生,死 菌 双方か らあ る程度抽出 された とい うことか ら

neutral red反 応陽性 物質が 何であ るか を推定す ると,

これ らの脂 肪溶剤に抽出 され うる脂質,脂 肪酸が考 え ら

れまたアル コールに溶け ることか ら脂肪酸で あること も

想 定 され るとい う位 しかいえない。 また加熱 乾燥死 菌に

何 ら処置を加 えないで,Dubo3,Desbordes両 反応 を実

施 すればDesbordesの 反応のみ陽性に現われ ることか

ら両 反応陽性物質 の本態は 同じ ものでは ない よ うに想像

され る。

結 び

1)Dubosの 反応陽性 の抗酸 性菌5株(人 型結 核菌2

株,牛 型結核菌1株,鳥 型結 核菌1株,非 病原性抗酸性

菌1株)に ついて,Sauton培 地培養後 に得 られた加熱

乾燥死菌 と,同 培 養の生菌 とで,エ ーテル,ア セ トン,

クロロホル ム,エ タノール,メ タノールの5種 の有機溶

媒 で抽出を行い,抽 出済菌体 と抽出濾液蒸発残渣につい

てDubosの 反応 を試みneutralred反 応陽性物質が抽

出濾液蒸 発斑 査に証 明 された。 しか して該陽性物質は生

菌 か らよ りも,抽 出処置を加 えないで その ままDubos

の反応 を実施す れば陰性 であ るところの死菌か らよ り著

明に抽 出 され,か つア セ トンに よつていずれの株か らも

最 も強 く抽 出 された。 しか るにア セ トンに よつて生菌か

らは抽出 されなかつた。溶媒の種類に よつては抽出後の

菌体 に も抽出濾液 蒸発残 渣に も陽性物質が証 明 されない

場 合 もあつた。

neutral red反 応陽性物質 は,本 実験か らは確定 的な

ことはいえないが脂肪酸系統の もので あ るらしい。

2)生 菌 を蒸溜水で抽出処理 を行 うと,今 まで陽性で

あつた菌 体の反応が陰性に なる。

3)Sauton培 養 よ り得 た加熱乾燥死菌 は そ の ま ま

Dubosの 反応 を行 えば陰性で あ るが50%メ タノール,あ

るい は水 に浮游 し37℃ に30分 保持 す ることによつて陽

性 にな る。

4)H37Rv株Sauton培 地培養後加熱 を行わず生菌 を

濾別 した濾液 を420℃ で水分 を蒸発 させ た残渣 にDubos

の反応 を試 み ると弱陽 性を示 す。

5)蒸 溜水 に浮游 したSauton培 地発育H37Rv株 生菌

を100℃,2時 間加熱す ると,菌 体 も,濾 液蒸 発残渣 も

neutral red反 応陰性 であ る。

6)Sauton培 養加熱乾燥死菌は,そ のままDubos,

Desbordes両 反応 を 実施すれ ば,Desbordesの 反応陽

性,Dubosの 反応陰性 の結 果が得 られ,両 反応本態物質

は同一でない よ うであ る。

7)以 上の実験結果 の解釈 に関 して可能 な限 り考察 を

試 みた。

高木教授の御指導と御校閲を感謝する。
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