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鳥 型 菌 とNon-photochrornogen所 属 菌 株 のSauton培 地

上の発育性状による鑑別

高 橋 宏

国立予防衛生研究所結核部(部 長 室橋豊穂)

受 付 昭 和37年2月1日

一般 に細菌が液体培地表面 に膜状発育 を示す現象 は,

細胞表面 の疎 水性1)に よる とさ れ て い る。抗酸菌 の う

ち,人 型菌,牛 型菌 お よびR型 集落抗酸 雑菌 は,培 地

表面 に菌膜 を形成 し,培 地 の表面張 力を低 めないか ぎり

均等発育 を示 さない。それに対 して鳥型菌,非 定型菌 お

よびS型 集落 抗酸 雑菌 に属す るもの は 一般 に,R型

集落菌 と同程度には 菌膜 を形成 し が た く,培 地内に潮

濁発育 す る傾 向が強 い。 この両者の間には既報2)の よ う

に,水 あ るいは石油ベ ンジン懸濁性 に難易があ り,菌 体

細胞表面 の性状 に差異 のあ ることを示 してい る。

一方 ,い わゆ る非定型菌 の うちのnonphotochromo-

gen(以 下npと 略す)の 菌株 と鳥型菌 と は,種 々 の

invitrotestに おいて生物学的性 状に差異3)4)を見出だ

しがた く,ニ ワ トリに対す る病原性 の有無 が両者の鑑別

には不可欠 とされてい る。

そ こで,細 胞 表面性 状の差を考 え,Sauton培 地上の

両菌株 の発育性 状を比較 した。その結 果,実 験室保存の

真性 鳥型菌8株 のすべてが培養約3週 で菌 膜を形成す

るのに対 して,np所 属菌株の申には菌 膜 を形成す る も

の と,菌 膜 を形成せ ずに溺 濁発育 を示 す もの とが含まれ

てい ることが分かつた。液体培地におけ る菌 膜形成 の難

易は,菌 体細胞表面 の水に対 す る親 和性 の程度に関連 し

て,菌 型鑑別 上意 味あ る所見 と考 え られ るのでその検 討

成績 を報告す る。

実験材料および方法

使 用菌 株 こ 真 性 鳥 型菌8株 お よ びnp所 属 菌27

株(米 国 由来23株,国 内分 離4株)。 対 照 と して人 型

菌H2,非 定 型 菌2株(photochromogen p16,scoto-

chromogen所 属P6),抗 酸 雑 菌M.phleiの4株 を

用 い た。

実 験 方 法

1) urease試 験:戸 田 ら5)の 方 法 に 従 いurease

testを 行 な つ た 。

0.003%phenol red添 加M/100燐 酸緩衝液(pH

6.8)に,濾 過滅菌 した尿素 を2%に 加 えた 尿素溶 液

を3甥1ず つ試験管 に分注 し,こ の試験溶液 に小川 培地

1～3週 間培養の各菌体1白 金耳 を入 れ て37◎Cフ ラ

ンキ内に5日 間放置 した。 反応 の強 弱の程 度を淡 褐色

～董赤色 の発色変化 に従 つて,-,+,廾,卅 の 区 分

で判定 した。

2) Sauton培 地 に お け る発 育 の観 察:

(A)　 小川培地10日 培養菌 か らD%9/%Z菌 浮游液

を作 り,Sauton培 地を6魏1ず つ分注 した試験管に菌

液0.5癬 ずつ を接種 して,37。Cフ ランキ内に4週

間静置培養 し,Sauton培 地 におけ る発育状 態 と くに菌

膜形成 の有無 を観察 した。

(B)　 (A)と 同一条 件で フランキ内で培養 し た もの

を,培 養直後,5日 後,10日 後 に よく振 盈 し て 発 育程

度 を比濁計 で測定す る とともに,管 底 に発育 した菌 体の

振盈に よる分散性の難易 を調べ た。

3)　 ニワ トリに対 す る 病原性 の検 討:np所 属27

株の うち,Sauton培 地表面 に後述 の ごとくIA型 の

菌膜 を形成す る3株(P50,P52,P53>と,IB型

の発育 をす る2株(P23,P47)をDngず つ腹腔 内

に接種 し,ニ ワ トリに対す る病原性 を調べ た。

実 験 成 績

1) urease試 験:対 照 の3株(H2, M. phlei,

 P16)は 卅,P6は+の 陽性 を示 したの に対 し,鳥

型菌8株 お よびnp所 属27株 のすべて は5日 後の観

察において も陰性で あることを確認 した。
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2) (A)Sauton培 地に静置培養 した場

合発育性状 は菌株 によつて相違す る 。 そ

こで その相違点 に基づ き次のIV型 に区分

し,各 菌株の所 属 を 表1に 示 した。

1型:培 地表面に菌膜 を形成す る もの

で,発 育の遅 速に よ り次の亜型に分け る。

IA型:3週 間培養 で菌 膜を形成 す る

もの。

IB型:4週 間以上培養 しては じめて

薄 い菌膜 を形成す る もの。

II型:菌 の発育 によつ て 培地が多少

溷濁 し,菌 膜形成は遅 く,し か も菌膜か ら

下方に菌糸状の発育が認 め られ る もの。

III型:溷 濁均等発育 を主 とし,4週

間培養 して も菌膜が形成 されがたい もの。

IV型:Sauton培 地では発育が不良で,菌 膜は形成

き れず溷濁 もみ られず,わ ずかに管底に発育す る もの。

固型培地上の集落 形態か らみ ると,鳥 型菌 とnp所 属

菌株 とは一見 区別 しがたいが,Sauton培 地にお ける発

育性状 には,表1に 示 す よ うな 著 しい差が認 められ,

しか も,np所 属菌株には異なつた発育性状 を示す もの

が混在 してい ることが明 らか となつた。

さて,IA型 には鳥型菌8株 の全例 と,np所 属の

3株(P50,P52,P53)が 含 まれ る。鳥型菌 の うち名

古屋59は,予 研 で近年分離6)し た菌株 で,分 離当初は

発育が悪 く,そ のためにSauton培 地 での発 育 もIV型

を示 した。 しか し小川培地継 代培養 を繰 り返 し た の ち

は,Sauton培 地 に もよ く発育す るよ うにな り,IA型

に属す る表面発育 を示す よ うにな つた。IB型 に属す る

P23,P47の2株 はIA型 に比 べ て,発 育 は遅 いが

一応菌膜 を形成す る
。 この差異 を確認す るために,IA

型 とIB型 所属の これ らの菌株 につ い て,実 験観察 を

繰 り返 し毎常同 じ結果 を得 ている。 また,H型 には14

株,皿 型には5株 が所 属す るが,27株 のnp所 属菌

株の大半がII型 あるい はm型 で あることは,こ の よ

うな発育性 状がnp所 属菌 株の一特性で あることを示 し

てい る。IV型 所 属の3株 は,Sauton培 地内での発育

が不良であ り,し か も,こ の3株 はいずれ も水に比較

的懸 濁 されがたい。 と くにP2,P45の2株 は,固 型

培地上 ではRS型 集落 を形成 し,石 油ベ ンジンに懸濁

され る特異 な菌株 である。

と こ ろ で,対 照 に 用 い たP6はII型,H2,M.

Phlei,P16の3株 は一応IA型 に属 す る発育 を示 し

た。 この うちP16の みは,菌 膜 の薄 い時期 に振盗 す る

と培地の溷濁 をきたさな いが,н 型 にみるよ うな 菌糸

状の発育 を伴つた 菌膜 を形成す る中間的な性状 で あ つ

た。

(B)SautOn培 地の管底に発育 した菌体には,振 盗

Table 1. Growth Type of M . Avium and 
Nonphotochromogens in Sauton Liquid Medium

•¦ Stock culture of M. avium.

* Identified as M. avium.

に よる分散性 に2つ の型が あ り,前 述の発育性状 によ

る区分 との間に一定の関連が ある。すなわ ち,溷 濁発育

を示す 皿 型菌株 は当然 として,IA型,IB型 菌株 も

振盪 に よつて比較 的均等にな りやすい。 こ れ に 対 し て

II型 菌株 は,管 底 に縄状 に付着 して 均等にな りに くい

傾 向がみ られ る。

また,Sauton培 地 におけ る発 育増殖 の程度 を比濁計

で測定 した結果 は,図1に 示 す ごと くで ある。 静置培

養でIB型,II型 お よ び 皿 型 の発育性 状を示 す菌

株は,濁 度の面か らみる と必ず しも発育 がIA型 の菌

株 に劣 る ものではな く,あ る ものでは,Sauton培 地で

は るかに良好に発育 しなが ら,菌 膜形成が み られない こ

とが明 らかに され た。

Fig. 1. Growth Curves in Density of M . 
Avium and nonphotochromogens in 

Sauton Liquid Medium

3)　 ニ ワ トリに対 す る病 原性

IA型 の3株(P50,P52,P53)と,IB型 の2
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株(P23,P47)の 計5株 をニ ワ トリに接種 した 結果

は次の よ うで ある。P53はKirchbergと 同 じ 程度の

結 核結節 を各臓 器に形成 し,接 種後32日 にニ ワ トリを

弊死せ しめた。 こ れ に 対 し てP50,P52の 両株は,

肝,脾,腸 間膜 に結核結節 を形成 したが,6週 間の観察

時間には弊死せ しめなかつた。 これ ら3株 はニ ワ トリ

未通過株で あるが,以 上の所見か ら鳥型菌 と判 定 さ れ

た。 ところがIB型 のP23,P47の2株 は,接 種6

週後 の屠 殺剖 検において肉眼的に結核性変化 を示 さず,

観察期 間中体重 増加 も大 幅であ リニ ワ トリに対 して病原

性が認 め られなかつた。

考 察

本実験に用 いた鳥型菌お よびnp所 属菌 株 は す べ て

urease試 験陰性で,鳥 型菌,np所 属菌株,お よび抗酸

雑菌の一部の み が,urease陰 性 である とす る戸 田 らの

成績 と一致 した。

最近Meissner7)は,鳥 型菌が43℃ の培養温度に発

育可能か つINH低 感受性 とい う2性 状 にお い てnp

所 属菌株 と異な ることを述べ ている。 またKubicaら8)

は,np所 属菌株がarylsulfatase activity testに 弱陽

性 以上の呈色反応 を示すのに対 して,鳥 型菌 は全 く陰性

であ ることか ら両者 を区分 しえたと述べてい る。本実験

の観察 を反復確認 してい るときにKubicaら の 成 績 を

知 つた。検討 の対 象 とした性 状は彼 とは異な るが,期 せ

ず してP50,P52,P53の3株 が 鳥型菌 と同定 さ れ

たわけで ある。 そ して本実験 で観察 された培養性 状の違

い とaryisuifataseお よびurease試 験,ニ ワ トリに対

す る病原性 との間 にきわめて高 い相関が認 め られ た こと

は,菌 型鑑別上培養性状の観察が有意義で あることを示

す もので ある。 し か しBergeyの 必 携9)に よれば鳥型

菌鑑別 上の特性 として,グ リセ リンブ イヨン,ブ イヨン

あ るいはグ リセ リン牛血 清の よ うな液体培地には菌 膜 を

形成 しない と記載 されてい るが この点 は考察 を要 す る。

前述の ごと く,名 古屋59は 分離 当初Sauton培 地 に

菌膜の形成 をみず(IV型),や が て 菌膜 を形成 し うる

(IA)型 よ うになつ た菌株 である。 したが つて分離 直後

に鳥型菌 と判定せね ばな らぬ場合 にお いては,本 実験方

法 の適用は ある程度制限 を受 けること に な ろ う。 しか

し,菌 型の鑑別同定にはただ一つの性状のみでな く,他

の諸性 状を参考 にすべ きであ ることはい うまで もない。

また,継 代培養 に よる良 好な発育菌 について調 べ ること

を怠 るべ きではない。本実験 の結果 か らみて,鳥 型菌 は

Sauton培 地 に管底発育 した菌体が 振盈 によつて分散 し

やす く,か つ培地表面 に菌膜 を形成す る ものであるこ と

をと くに強調 したい。 この よ うな菌膜形成は,細 胞表面

の性状 の相違 に起因す るものであ り,IB,н,皿 各型

所属株 よ りも発育が良好 な ことに必 ず しもよらない こと

が明 らかに され た。 そ して培養性状 の観察 とい うきわめ

て簡単 な方法 に よつて,き わ めて困難視 されていた鳥型

菌 とnp所 属菌株 との鑑別 を相当高い信頼性 を もつ て行

な い うる ことは,抗 酸菌 の分類 同定上資す るところがは

な はだ大 きいと思 う。

総 括

S型 集落 を呈す る抗酸菌株は,一 般にSauton培 地

上 に菌膜 を形成 す ることが困難で ある。 と くに現在分類

上 問題視 されてい るnonphotochromogen所 属の菌株

は,表 面発育が きわめて困難 で,な かには澗濁発育のみ

を示す もの である。 この点 において菌 膜を形成 し うる鳥

型菌 とは著 しく性状 を異 に し,こ れ ら両者 の細胞表 面の

疎 水性の程度に相違が あるごとを示 し て い る。 また,

Sauton培 地にお ける発育性状 をurease試 験,ニ ワ ト

リに対 す る病原性の面 と比較検討 し,高 い相関が認 め ら

れた。nonphotochromoge纂 所 属菌株 を鳥型菌か ら鑑別

同定す るうえに,Sauton培 地培養性状の観察は きわ め

て簡易か つ有用 な方法 と考 え られ る。

稿 を終わ るに あた り御校閲 を賜 わつた室橋 部長,佐 藤

主任に感謝 します。
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Differentiation of Avian and Non-photochro-

mogenic Strains of Mycobacteria by Their 

Growth Types in Sauton Medium.

According to the general conceptions, mem-

braneous growth of bacteria on the surface of a 

liquid medium depends on the hydrophobic 

properties of their cell surface. S-type myco-

bacteria, such as avian, anonymous and most of 

the saprophytic strains tend to grow in the 

depth of a liquid medium somewhat more dis-

persed than those of R-type and hardly form a 

pellicle on it, suggesting the differences in their 

cell surface properties.

In the present paper, investigation results on 

the growth types of mycobacteria, especially on 

the differences in the pellicle formation on 

Sauton medium between avian and non-photoch-

romogenic strains were related.

 Mycobacteria examined were 8 avian and 27 

non-photochromogenic strains and all of them 

were proved to be negative to urease test. 

They were grouped into the following 4 different 

types by their growth attitude on Sauton  me-

dium:

I type: strains of this type are able to form 

pellicle on the surface of Sauton medium and 

are divided into two sub-groups according to 

their growth speed.

I-A: strains in this sub-group form a pellicle 

within 3 weeks cultivation (8 avian and 3 non-

photochromogenic strains).

B: strains in this sub-group form a thin 

pellicle later than 4 weeks cultivation (2 non-

photo. strains).

11-type: strains of this type tend to grow 

more or less dispersed in the depth of Sauton 

medium and later, form a pellicle attached with 

filamentous growth (macroscopic cords). (14 

non-photo. strains).

III-type: strains of this type show mainly dis-

persed growth in the medium and scarcely form 

a pellicle even after 4 weeks cultivation ( 5 non-

photo. strains).

IV type: strains of this type grow only poorly 

at the bottom of the culture tube  (3 non-photo. 

strains).

Three non-photochromogenic strains of I-A

: ype, which formed a pellicle on Sauton medium

rather early, were identified as the true avian 

strains by their pathogenicity to chicken. On 

the contrary, 2 strains of I-B type, which 

formed pellicle rather late, were found to be 

non-pathogenic to chicken and defined as the 

non-avian strains.

 The fact that most of the non-photochromo-

genic strains, i. e. 19 out of 27, showed either if 

or in type growth is most likely to suggest that 

the growth of these types is one of the impor-

tant biological properties of non-photochromo-

genic strains to differentiate them from the avian.

 Turbidometrical examination of the growth in 

Sauton medium revealed that among the strains 

of I-B, 11 and III types, there are some which 

are able to grow more vigorously dispersed in 

the depth of the medium than I-A type strains, 

in spite of their inferior ability in pellicle for-

mation.

 According to Bergey's remarks, one of the 

distinctive characters of avian strains is regard-

ed as the disability to form pellicle on liquid 

media, such as broth, glycerol broth and glyc-

erol beef serum. However, the present studies 

clearly demonstrated that the true avian strains 

are able to form pellicle on the surface of 

Sauton medium, even though the degree of the 

growth is inferior to the R-type strains includ-

ing mammalian. This fact seems to be really a 

new finding and is thought to be very useful in 

the identification of the true avian strains.

Among 8 avian strains examined, Nagoya 59 

could hardly grow in Sauton medium (IV type) 

immediately after the primary isolation. How-

ever, with the successive cultivation, its growth 

became better and better, and now, it shows

 I-A type. In the case of freshly isolated avian 

strains, generally, identification simply by the 

degree of pellicle formation on Sauton medium 

may not always prove successful, and in such a 

case, examination after several successive cul-

tivations is indispensable.

The results obtained show that a simple meth-

od to investigate growth types on Sauton 

medium is believed to be very useful enabling 

us to differentiate true avian from non-photoch 

romogenic strains.


