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人型 結核 菌 と他 の抗酸 性菌 との鑑 別 法と しての ナ イア シ ンテ ス ト

第1報 人型結核菌の集落数および発育度 との関係

小 川 辰 次 ・大 谷 典 子

北里研究所附属病院(院 長 福住定吉)

受 付 昭 和37年2月21日

I　 緒 論

今野 ら1)～8)は,人 型結核菌 のナイア シンの産 出量 が,

他 の病原性結核菌 および非 病原性抗竣 性菌 に比 し10倍

も多い ことか ら,人 型結核菌 とそれ以外の抗艘性菌 との

鑑 別が化学 的にで ぎることを発表 し,氏 らの直接法 によ

り鑑 別 していた。その後,結 核菌の発育 した周 形 客地 に

水を加 えて,菌 体の抽 出液 を用 いて実施 す るRunyon9)

の変法 と発展 したが,最 近は今野 ら10)11)もこの方法 に準

じて行な うよ うに改良 してい る。 われ われ は,こ の ナイ

アシンテス トを臨床検査に用 いて種 々利益 を 得 で い る.

が,人 型結核菌で あろ うと推定 され た もので も,陰性 を示,

す ものが多 々あつ た。 この ことは,今 野 らも述 べてい る'

よ うに,使 用 した菌量 の少 ない ことに よるが,て の よ う

な間違 いの陰性は,今 野のDubos Tween albumin液

体培地を用い ることに よ り,あ るいはRunyonの 変法

に よつてかな り救 われ るよ うになつた とはい えヂ実際検

査にたず さわ る人に とつては大 きな問題で ある。.そこで

われわれは,こ の ナイアシ ンテス トの正 しい用 い方 にっ

いて研究す ることが必要で ある と考 えた。まず第一 に、,

臨床検査において培養,陽 性 を示 した人型結核菌 にっい,

て種 々の集落数お よび発育度の異 なる ものにナィア シン

テス トを実施 し,ナ イア シンテス ト陽性 を示 すには どの

程度の集落数 と,ど の程度 の発育 が必要 なのかを検 討 し

たので御 批判 を仰 ぎたい。

II　爽 験 方 法

(1)　対 象

予備実験には,保 存人型結核菌,保 存 牛型結核菌 と同

時 に,肺 結核症の患者 よ り分離 した非 病原性抗酸性菌 を

用 いた。本実験 にはSM,PAS,INHの 耐性検 査

において,対 照 培地あ るいは抗結核剤の混入 された嬉地

に発育 した菌 株を用いた。 これ らは,中 試験管に ゴムキ

ヤ ップの施 された培地 に1～2ヵ 月37℃ で培養 さ れ

た もので,い ずれ も人型結 核菌 であ り,発 育の程度お よ

び集落数 は種 々であ る。

(2)　集落数 および発 育度の決 め方

集落数は

の5段 階 とし,発 育度は,

の3段 階 に分 けた。 そ して これ らは,ナ イアシ ンテス

トの直前 に観察 し記 録 した。

(3)　ナイア シンデス トの実施お よび判定方法

a.　実 施方法:方 法 は,Runyonの 変法 を今野 が こ

れ に準 じて改 良 した方 法に よつ た。す なわち,結 核菌 の.

発育 してい る中試験管の培地に生理的食塩液 を1ml入

れて軽 く振盈 し,斜 面台にねか して菌体 によ く接触 す る

よ うにす る。5～10分 後液 を中試験管 に移 しとる。 これ

を抽出液 とす る。(イ)臭 化 シア ンーアニ リン法;抽 出液

0.25mlを2本 の試験管 に とり,そ の一方 に4%ア

ニ リンエダノール液(95%の エ タノールにアニ リン4

%に 加 えた もの)と10%臭 化 シア ン(臭 化 シアンを

水 に溶か した もの)と を0.1ml宛 加 える。他の1本

は対照 とし10%臭 化 シア ン の代 りに 蒸 溜水0.1ml

を加 え る。(口)臭 化 シアンーベ ンチ ジ ン法;(イ)の4%

アニ リンエ タノールの代 りに3%ベ ンチジ ンエタノー

ル(95%エ タノールにベ ンチ ジンを3%の 割 りに加

えた もの)を 用い るだ けで他は(イ)と 全 く同様で ある。
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試薬 を加 えた らよ く振盈 し,た だ ちに判定す る。抽 出液

の少ない場合に は,一 方法の みを用いた。また対 照 をお

かなかつた場合 もある。なお,本 実験 には,陽 性 の標 準

菌株 とし てH37Rv株(1%小 川培地に コルク栓 を し

て2～3週 培養 した もの)を 併 置 して実験 した。

b.判 定:判 定 はテス ト実施完 了の直後 に行なつた℃

アニ リン法 では液が透 明な黄色 となつた ときに,ま た ベ

ンチジ ン法 では ピンクの沈 澱を生 じた ときに陽性 とし,

この陽性の度 をその程度 によ り次 の段階 に分 けた。

+(弱 陽性)… 誰が みて もはつ きり陽性 を示 してい る

もの

廾(申 等 度陽性)… 陽性の程度が前者 よ りも強 い もの

卅(強 陽性)… 前者 よ りもさ らにはつ き りしている も

の

そ して陽性か 陰性か はつ きりし な い もの を ±(疑 陽

性)と し,黄 色の着色が ない ものあ るいは白い沈 澱だ け

の ものは 一(陰 性)と した。 なお アニ リン法 で培地の

マ ラカイ ト緑に よる緑色の ために,判 定不可能 の ものは

判定不能 として除いた。

III　実 験 成 績

(1)　予 備 実 験

保存菌株 は,人 型結核菌H37Rv株,黒 野株,H2株

お よび牛型結核菌Revenel株 の1%小 川 培地 に コル

ク栓を施 し約1ヵ 月培養 した菌株 に ついて 実施 した。

これ らはいずれ も集 落数 も多 く発育 もよか つたが,成 績

は人型 結核菌は菌株 の如何にかかわ らずいずれ もアニ リ

ン法,ベ ンチ ジン法 ともに サ,什 を示 した。 また牛型

菌 ではアニ リン法,ベ ンチ ジン法 と もに ± を示 し,結

核症患者の可検材料 よ り分 離 した非病原性抗酸 性菌 と推

定 され る12株 は,と もに陰性 を示 した。

(2)　本 実 験

a.　集落数 および発 育度 との関係

イ.　初 代 培 養

耐性検査 を実施 したと きの材料 を初代培養 とよぶ こと

にす る。 これに属す る菌株559株 を,集 落数 と集落 の

発 育度に よつて区分 し,お のおのの群―につ いての 陽性率

をみた。成績 は アニ リン法に よる もので あ り,こ の場合

の 陽性 は,卅,廾,+の3者 を全部合併 した もので あ

る。成績 は表2の よ うで あつて陽性率 は,集 落の数 とそ

の発育度 によつて影響 され ることがはつ き りしてい る。

すな わち,集 落 の数 え ることので きた+で は,aの

発育で71.4%,bの 発育 で39.4%,cの 発 育では

0の 陽性率で あるし,集 落数 柵 の ところでみ ると,a

の発育では100%,bで は98.6%,cで は77.8%

の陽性率 を示 してい る。 これ を合計す ると,559株 中の

400株,す なわ ち71.6%が 陽性 を示 した ことになる。

ロ.　継 代 培 養

初代培養で アニ リン法 一,± を示 すであろ うと推定

された(実 際に は+を 示 した もの もあ る)集 落の少な

い もの あるいは発育の悪 い菌株93株 を,テ ス ト実施前

に1%小 川培地に コル ク栓 を施 して継代培養 し,約1

ヵ月後 に再検 査 して初代培養の成績 と比較 してみた。

成績 は 表3の ようで あ つ て,初 代で 一 を示 した

56株 はいずれ も陽性 とな り,± を 示 し た25株 も1

株 を除 いては皆 陽性 となつた。 しか もその大部分は 什,

卅 を示 していた。 また,+の12株 も2株 を除いて

辞,卅 を示 した。継代後 もなお ± を示 した1株 は,

集落数は 冊 で あつ たが 発育 はcの ものであつた。 そ

の他の ものはいずれ もよい発育 を示 した ものであ る。

Table 1. Results of Preliminary Tests

Note: 1) Method

BrCN-an.; Cyanogen bromide-aniline method
BrCN-be.: Cyanogen bromide-benzidine method

2) Figures in results of niacin tests lclicate the  number of strains,
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Table 2. Relation between Results of Niacin Tests, Number of 

Colonies and Size of Colonies in Primary Culture

Table 3. Results of Niacin Tests after 

 Subculture of Strains with Negative, 

Doubtful or Weakly Positive Reaction 

in Original Culture

Note: Figures represent the number of strains.

IV　 総括 および考 察

ナイア シンテス トが人 型結核菌 と他の抗酸性菌 との鑑

別に役 立っ てとは,多 く追試 した学者12)～15)によつ て も

証 明 された ところであ るが,実 際の運用につ いての研究

は まだな されていない。 そこで われ われは,ま ず第一 に

通常検査で検 出され た結核菌が ナイア シンテス ト陽性 を

示すの は どの程度 であ るか を集落数 および発 育度の2点

を考慮 して実験 してみた ところ,陽 性 率が案外 低いのに

驚 いた。 すなわ ち,検 査総例数の28.4%は 陰性 を示

してい る。 これ ら陰性の例は,今 野 らもいつてい るよ う

に,十 分の菌量に達 していない ことを意味す るので ある

が,最 近の通常検査の材料では,集 落数の少な い もの,

集落の発育の悪 い ものが 多い ことを示 し て い る。 しか

し,継 代培養 して菌量の十分 な材料 を用 いた ときはその

ほ とん どが 陽性 を示 してい るか ら,初 代で陰性 を示 して

も継代 培養 を して再検査 を実 施す る必要 があろ うし,継

代 して も菌 の発 育の悪 い ものは検 査不能 として,ナ イア

シンテス ト以外 の検 査方法に よるべ きで あろ う。なおわ

が国では あま り問題 とな らないか もしれな いが,牛 型菌

は,わ れわれの成績で も他の多 くの研究者 によつ て も疑

陽性 を示す もの のあ ることが証明 されてい るか ら,判 定

にあたっては ± は陽性 の中に入れないほ う炉 よい。牛

型菌 を避 け る意 味では,Rudolf Bonickeら16)17)は 今野 ら

の用 いてい るKonigの 反応 よ りも弱 いPeknice反 応,

Asmus-Garschagen反 応 を用 いたほ うが よい といつて

い るが,Konig反 応で もはつ きり陽性 にでた もの の み

を とれば,こ れは避 けることがで きる と思 われ る。なお

わ れ わ れ は,継 代 してナイア シンテス トを実 施 した と

き,同 一菌株で一度 は陽性 を,一 度 は陰性 を示 した場合

が ある。 これ を精査 した結果,陰 性 だつたのは,コ リネ

バ クテ リアの混合汚染が あつた ことが分かつた。 したが

つて疑 わ しい と きには,必 ずZiehlneelsenで 染色 して

その抗酸性 を確か めてみ る必要 があろ う。

V　 結 論

保存人型結 核菌,保 存牛 型結核菌,肺 結核患者か ら分

離 した人型結核菌お よび非病原性抗酸性菌 にっ き,ナ ィ

ア シンテス トをRunyonの 変法 に準 じて行ない,次 の

よ うな成績 を得 た。

1)　 保存人型結核菌H37Rv株,黒 野株,H2株 は臭

化 シア ンーアニ リン法,臭 化 シア ンーベ ンチ ジン法 と も

に 陽性 を示 し,保 存牛 型菌 は両方法 と もに疑陽性(±)

を示 し,肺 結核 症の患者 か ら分離 した非病原性抗酸性菌

は ともに全部 陰性を示 した。

2) 559株 の人型菌について,発 育の度,集 落数 によ

り臭化 シアン-ア ニ リン法で その陽性率 をみる と,集 落

の発育が よ くな るとと もに,ま た集落数 の増 す とともに

陽性率は高 くなつ た。 これ らの通常検査 の中で陰性 を示

した もの は159株28.4%で あ つ た。 また,一,±

を示 した もの,+を 示 した 一部 について コル ク栓を し

て1%小 川培地 に約1ヵ 月継代 培養 し,そ れに つ い

て同様 の検査 を行 なつた。その結果93株 中発育の悪か
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つた1株 のみが 陰性 を示 し,残 りは全 部陽性 を示 し,そ

の陽性の度 も,ほ とん どが 中等 度,強 度陽性 を示 した。

3)以 上の成績か ら,ナ ィア シンテス トは,人 型結核

菌 と他の抗酸性菌 との鑑別 に役立 つ てと,ま た正 しい成

績 を得 るに は,十 分 な菌量が必要 であ るてと が 分 か つ

た。
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Niacin Test for Differentiation of Mycobacte

rium Tuberculosis Var. Hominis from Other 

Acid-fast Bacilli. I. Relation between the num

ber of colonies, growth rate of mycobacterium 

tuberculosis var hominis and the results to 

Niacin test. 

 Niacin tests were performed by the method of 

Runyon's modification on the stored mycobacte

rium tuberculosis var. hominis and non-patho

genic acid-fast bacilli isolated from the patients 

with tuberculosis. At the same time, the 

number of colonies and size of colonies on the 

culture media were observed and the following 

results were obtained.

1) The results of Niacin tests were positive 

in all 14 strains of stored myco. tbc var. homi

nis, doubtful in one stored strain of myco. tbc. 

var. bovis and negative in all 12 strains of 

non-pathogenic acid-fast bacilli isolated from 

tuberculous patients.

2) The rate of positive reactions among 559 

strains of myco. tbc. var. hominis isolated from 

tuberculous patients increased with an increase 

in the number of colonies and in the size of 

colonies. The results were positive in 71. 6% of 

all strains tested. Remaining strains with 

negative reaction, 28. 4%, presented either a 

small number of colonies or poor growth. On 

93 strains which showed either negative, doubt

ful or weakly positive reaction, subcultures 

were made and the tests repeated. All exhibited 

moderately or strongly positive reaction with 

the exception of one with poor growth.

3) From the above experiments, it is appar

ent that niacin test is useful for the differentia

tion of mycobacterium tuberculosis var, hominis 

from other acid-fast bacilli, and that an ade

quate amount of organisms is necessary for ob
taining proper results.


