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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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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

■
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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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