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1.緒 論

ナイアシンテストの正 しい通常検査への応用を目標に

して,従 来まで種々検討し,そ の2～3i)2)に ついてはす

でに発表 したが,今 回は培養期間による影響 を検 討 し

た◇人型結核菌以外の抗酸性菌でも,長 い培養では陽性

を示すことが,諸 先進により証明されているので,陰 陽

性の判定にあたつて,培 養の期間をどのように考慮する

かの基礎資料としたいと考えたからである。ご批判を仰

ぎたい。

2.方 法

ユ)菌 株

使用 した保存菌株は人型菌2株,牛 型菌2株,鳥 型菌

1株,非 定型抗酸菌6株 で,こ れらは1%小 川培地に継

代され1～10カ 月の種々の期間培養された。新鮮分離株

は人型結核菌と推定されるもの567株,非 病原性抗酸性

菌 と推定されるもの51株 であり,こ れらはすべて喀疾,

喉 頭粘液,胃 液等より分離培養されたものである。この

中の人型結核菌を推定されたものは,初 代分離のものお

よび直接法,間 接法によつて耐性検査を実施した時の対

照培地に発育したものであつて,3～6週 の種々の期間,

3%小 川培地に培養された◎非病原性抗酸性菌 と推定さ

れ るものは1%小 川培地に継代され,1～8カ 月の期間

37℃ に培養された。保存菌株および新鮮分離の非病原

性抗酸性菌と推定されるものは,継 代 してあるために大

部分は発育がよく,培 養期間が異なることによつても,

集 落数およびその発育の度はほぼ同様であつた◎なお集

落数および発育を区分する場合には,第1報 のように集

落数は欄～十の5段 階に,発 育の度はa,b,cの3段 階

に分けた。

2)方 法

Runy◎n変 法のベ ンチジンー臭化シアン法によつ て行

なつた。 これはアニ リンー臭化シアン法に比して,ベ ン

チジンー臭化シアン法のほ うが,は つきりした成 績を示

したからである。 判定は第1報 のように 一(陰 性),土

(疑陽性),+(弱 陽性),十 ←(中等度陽性),帯(強 陽性)

に区分 したが,単 に陽性と記載 したのは十,昔,耕 の合

計である。

3.成 績

1)保 存菌株の成績

表1に 示したように,1カ 月までと,そ れ以上2,3…,

10カ 月 までにわたつて培養した菌株の成績を総括 した。

まず人型菌のH37RV株 は,1カ 月では升であつたが,

2ヵ 月では辮と増 し,9カ 月までは帯で差がない。竹橋

株は,3カ 月までの間では升で差はない。

次に牛型菌のRavene1株 は,2カ 月 までは陰性を示

したが,3カ 月には土,4カ 月には土または十のように

次第に陽性となつているが,5カ 月後もほぼ十である。

またBCG株 では最初の1カ 月に+で あるがその後9カ

月まではいずれも+で,培 養の期間による影響は認めな

い◎

次に非定型抗酸性菌ではPhoto-chromogenのPP8

株 は,6カ 月 の間の5回 の検査ではいずれ も一であつた

が,PP1株 は4カ 月までは一で,6カ 月で十を,9カ 月で

土を示 した◎Nonphoto-chromogenのNP23,NP39

株,Skoto-chromogenのSP29,SP38株 では,2カ 月

まではすべて一であつたが,3カ 月では+あ るいは土と

な りそれ以後の検査で も,3カ 月とほぼ同様の成績を示

している◎

以上の成績のように,抗 酸性菌の中には,培 養期間の

長び くとともに,陽 性のものはその度を増し,陰 性のも

のでも疑陽性あるいは陽性を示す菌株のあることが明ら

Tatsuji OGAWA  - Noriko OTANI (Kitasato Institute Hospital , Shiba-Shiroganesankocho, Minatoku, 
Tokyo, Japan) : Niacin Test for Differentiation of Mycobacterium Tuberculosis Var . Hominis from 
Other Acid Fast Bacilli. Ill. — Kekkaku, 38 (10) : 399-403 , 1963.



400 結 核 第38巻 第10号

TableLExperimentsUsingStockCultures

Le無gthofcu菰tureia斑onth

Typeofacidfastbacmi ～1 ～H ～皿 一y國 一w一 π 一剛 一R-x

Humantuber-
clebacilli

H37RV I

Takehashi

暮,升 滑

暮 升

十ト,帯 帯,辮,帯 十卜
・帯 ジ惜

T

Bovinet駿ber-

clebacilli

{Ravene1肛

BCG 十 十,十,十

土,土

十

十,十,±,±

Avianmyco-

bacterium

Atypicalacid
fastbacilli

十 十,十 十,十 土,十

十 十 十 十 十

Kirchberg 土 十 十,十,十 十,十 十 十,十 十 十 十,十

Photo-PPll± ・ 土

chromogensPP8-,

Nonphot◎-NP23

chromogensNP39

Skoto-SP29

chromogensSP38

,

,

,

嚢

十

土

十

土

土

土

十

土

十

土

十

土

十

土

十

土

Notes:1)hthecolum塾ofthele漉gthofcuユt犠re,(～1)三 簸d三catesw三thin!鵬o就h ,(～ ∬)moretha蕊1monthbuUess

tha職2塒Ohths,鋤dtherestinthesame血a船er。

2)Sevefalresultswerereported三 簸so燃eco1登!m捻ss三 簸cetestswererepeatedatiatervalswithinthoseperiods .

Le無gthof
Cultu劉9

3weeks

Table2, ExperimentsUsi総gFreshlyIsolatedStrainsConsideredtoBe

MycobacteriumTuberculosisVar。Hominis

N燃nberofcolo蹴ies&growt

N蟻 瀟erou9(什 ～冊)

a&b C

一 土+什 帥 ・taI 一 土 ÷ 什 州t。taI

N燃nberofcolo蹴ies&growthrate,Resultsof簸iaci獄test

302327410
}一

21

Co雛atable(十 エ～200)

a&bc

一 土 州 州t・ta1一 土+什 州t・ta1

13422

6.3%47.6%

4weeks 41661211831813351
}一・7 。1%53.7%

67 8615
}
51.7%

29 1211 14

5weeks 184112984522
}-
13.3%61.0%

31 511
}
68.8%

16 2 2

6weeks 139915024
}
20.0%

6 254
}
81.8%

11 1 1

Tota1 63193443633126671 1251148344
1

60 1711 19

Note:FigUfegindicatethe加 澱berofstraing.

かになつた。 しか し,人 型菌以外の抗酸性菌では,陽 性

になつたとしても十程度であつて,長 期の培養によつて

も,人 型菌のように昔あるいは辮といつたように中等度

あるいは強℃・陽性は示 していない。

2)新 鮮分離菌株の成績

④ 人型結核菌と推定され る菌株

検査株数は567株 である。集落数および発育の程度が

さまざまであつたので,こ れを表2の ように,数 を有数

と無数に,発 育の普通あるいは普通よりよいa,b群 と

とくに発育の悪いc群 とに分けて3週 ～6週 の種々の期

間に培養された菌株によつて実験した。

培養の期間を週単位に したのは,耐 性あるいは分離検

査の観察終了後,間 もなく実験 したものが大部分である

からである。その成績の評価方法 として,集 落数が無数

でaとbの 発育の群では大部分が陽性を示すので,中 等

度の卦および高度の帯の陽性率を,無 数でCの 発育の群

と有数でaとbと を示す群では,陽 性を示すものが少な

いので,十,升,帯 を合計 した陽性率をみた。成績は表

2の ように,無 数のa&b群 では3週 で6.3%,6週

で20%,無 数のc群 では3週 で47・6%,5週 で61%

といつたように培養の期間の長び くとともに陽性率は増

している。有数のa&b群 では数が少ないのではつき

りしないが,ほ ぼ同様の傾向を示している。なお,有 数

のc群 では数が少ないので評価から除外 した。
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以上の成績から,新 鮮分離の人型結核菌でも,培 養期

間の長びくとともに,中 等度および強陽性の率,あ るい

は陽性の率が増してくることは明らかである。このこと

は,保 存人型結核菌の場合 とほぼ同様である。

② 非病原性抗酸性菌と推定される菌株

実験 した菌株は51株 延べ実験回数は149回 である。

1～8カ 月までの種々の期間培養したものについて実験

した◎表3は 月別に分けて陽性回数をみたものであるが,

1カ 月までのものでは・1株 も陽性例はないが,2ヵ 月

で2.6%,3カ 月で16.7%と 陽性率は増してい る。そ

れ以後は検査例数が少ないので確実ではないが,3カ 月

までとほぼ同様の傾向を示しているように思われる。

次に・実験の期間中・1回 でも陽性を示した菌株11株

を集めて,ナ イラシンテス トが培養の期間によつてどの

ような消長を示すかをみたのが表4で ある。この成績を

みると,陽 性 といつても弱陽性が全部であるし,一 度陽

性を示した菌株はそれ以後の培養でも,弱 陽性か疑陽性

を示 している◎これ らの菌株の集落の性状および初発集

落数は,培 養の期間中引きつづき陰性を示 した菌株 との

間に大差を認めない。

以上の成績から,新 鮮分離の非病原性抗酸性菌でも,

培養の期間が長びけぽ陽性となる菌株があること,し か

し陽性 といつても弱陽性であ り,そ の後の培養を継続 し

ても,陽 性の度が増強されないことが明らかとなつた◎

このことは,保 存の非定型抗酸菌 と同様である。

4.総 括および考察

われわれの成績では,培 養期間の長びくとともに,人

型結核菌では陽性の度が増してくるし,そ の他の抗酸性

菌の中には弱陽性を示すもの が あ る。 この 成 績 は,



J.M.Gutierrez-Vaquez3)(1960),M.S.Tarshis4)

(1962),MS.Tarshis5)(1961),今 野6)(1962)の 人

型結核菌について の成 績,牛 型 のJ.M.Gutierrez-

Vaquez(1960),非 定型抗酸菌のJ.MGutierrez-Vaquez

(1960),佐 藤 ら?)(昭37)の 成績 とほぼ同じである◎

しかし,牛 型についてのS.Gilani8)ら(1958)の 常 に

陰性を示 した成績,M.S.Tarshis(1961)の 保存の如何

にかかわらず常に弱陽性を示した成績,鳥 型については,

2～10週 で陰性を示 したS.Gilani(1958)の 成 績,98

日まで常に陰性を示 したJ.MGutierrez-・Vaquez(1960)

の成績,非 病原性菌についての2～10週 まで陰性を示 し

たS。Gilani(1958)の 成績,常 に陰性を示 したM.S.

Tarshis(1961)の 成績,60日,1年 まで陰性を示 した

今野(1962)の 成績 と異なる。このように人型結核菌で

はほとんど同じ傾向を認めるのに,そ の他の抗酸性菌に

よる成績が多少のくいちがいがあるのは,人 型結核菌で

は中等度あるいは高度の陽性であるのに,他 の抗酸菌で

は弱陽性がほとんどであり,わ れわれは方法としてもつ

とも鋭敏なペンチジン法によつたので,他 の研究者 との

間に差が生じたのであろう◎

以上のように,人 型結核菌以外の抗酸性菌の中にも,

培養期間の長いものは陽性を示すものがあることは,そ

れが弱陽性であるとはいえ,人 型結核菌でも弱陽性の場

合 もあ りうることなので,一 応,ナ イアシンテス トでは,

人型結核菌と他の抗酸性菌との鑑別はむずかしいという

ことになる。しかし,わ れわれの成績では,人 型菌以外

の抗酸性菌が陽性を示すのは,培 養2カ 月以後であるか

ら,培 養の期間をほぼ1カ 月と規定 し,も し発育が悪い

等のことで1カ 月以後に検査するときには,判 定の基準

をかえて陽性の度の強いもののみを陽性とし,弱 陽性を

陰性 と判定するか,あ るいは継代 して1カ 月以内に普通

の ように検査するようにしたらどうであろう。

従来までは,人 型結核菌がなるぺ く陽性になるように

との考慮から,主 として集落の大きさあるいは数につい

て規定されていたが,さ らに人型菌以外の抗酸性菌が陽

性 にならないような配慮のために,前 述のように培養期

間を規定 しておけば,よ り正 しい判定ができるのではな

・いかと思われる◎

5.結 論

ナイアシンテス トの成績の判定に当たつて,検 査した

菌株の培養期間をどのように考慮すべきであるかを明ら

かにするために,保 存株として人型2株,牛 型2株,鳥

型1株,ア メリカ由来の非定型抗酸菌6株 を1%小 川培

地に継代したもの,ま た新鮮分離菌株として,3%小 川

培地で分離されあるいは耐性の検査を実施完了 した人型

結核菌と推定されるもの567株,非 病原性抗酸性菌 と推

定される51株 を1%小 川培地に継代したものについて,

延べ実験回数149回,培 養の期間を最低1カ 月から最高

10ヵ 月の間の種々とし,Runyon変 法のペンチジンー臭

化シアン法によつてナイアシンテス トを実施 し,次 のよ

うな成績を得た。

1)人 型結核菌:は じめから陽性のものは,培 養の期

間の長 くなるとともに陽性の度が増加するし,集 落数が

少ないかあるいは発育のよくないために陰性を示したも

のでも,培 養の期間の長びくとともに陽性となるものが

多いが,陽 性の度の増したものは,そ の後の培養期間が

長びいても,陽 性の度は同じであつた。

2)人 型結核菌以外の抗酸性菌:BCGは は じめから

弱陽性であるが,期 間が長びいても陽性の度は変わらな

い。その他の抗酸性菌では,培 養1～2カ 月では陰性を

示したものであつても,培 養の期間の長びくとともに疑

陽性とな りあるいは弱陽性 となるものがあつた。そして

弱陽性となつたものは,さ らに培養の期間が増しても,

陽性の度が増強されることはなかつた。

以上の成績から,ナ イアシンテス トの判定にあたつて

は,集 落数やその発育を基準にした十分な菌量というこ

とだけでな く,培 養の期間をほぼ1カ 月と決めて従来ど

お りの判定をするか,2カ 月以上の培養の判定にあたつ

ては弱陽性は陰性と判定したほ うがよい。

牛型結核菌,鳥 型結核菌,非 定型抗酸菌の分与を受け

た予研佐藤博士に感謝の意を表す。
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 Niacin Test for Differentiation of Mycobaete-

rium Tuberculosis Var. Hominis from Other Acid 

Fast Bacilli.  M. Effect of the length of culture. 

 For the purpose of performing niacin test cor-

rectly, the authors conducted several studies, of 

which the results were partly reported elswhere. 

 In the present study, the effect of the length of 

culture period on the results of niacin test was 

examined. The procedure employed was a modi-

fied Runyon's method using benzidine cyanogen bro-

mide. The stock cultures used were 2 strains of 

human tubercle bacilli, two of bovine tubercle bacilli, 

a strain of avian mycobacterium and six of atypi-

cal acid fast bacilli, all of which had been succes-

sively transferred on 1 % Ogawa media at 37°C for 

1 to 10 months. Also freshly isolated strains con-

sisted of human tubercle bacilli and atypical acid 

fast bacilli were used. Among there five hundred 

sixty seven strains were considered to be human 

tubercle bacilli which had either been isolated from 

sputa on 3 % Ogawa media, or grown on the con-

trol media for the sensitivity tests, and cultivated 

for 3 to 6 weeks. Fifty one strains were consider-

ed to be non-phathogenic acid fast bacilli which 

had been successively transferred on 1 % Ogawa 

media for 1 to 8 months. The total number of the 

tests performed was 149, the results of which were 

expressed as negative (—), doubtful (±), weakly 

positive (+), moderately positive (-1-E) and strongly 

positive (*). Following were results obtained. 

  1) On M. tuberculosis var. hominis 

  When a stock culture, H37RV was used as a test 

organism, the reactivity of some strains which were 

moderately positive in the first month increased in 

the following 2 months and remained the same there-

after up to the 10th month of the culture. The 

reactivity of a stock culture Takehashi remained 

moderately positive for 3 months . The reaction of 
the freshly isolated strains frequently increased 

with the increasing culture periods , even when 
the number and growth of colonies were unchang-

ed. And some strains with negative reaction in 

the first month became positive with the lapse of

time. 

 2) On acid fast bacilli other than M. tuberculosis 

var. hominis 

 The rusults of the tests on BCG, a bovine tuber-

cle bacilli, were weakly positive after one month of 

the culture but the reactivity did not increase upon 

further cultivation. On the other hand, the reac-

tions of a strain Ravenel were negative for the first 

2 months of the culture which became weakly posi-

tive at the 4th month and remained unchanged 

thereafter. 

  When a strain Kirchberg, an avian mycobacte-

rium, was tested, the reaction was doubtful for the 

first month but became weakly positive after 2 

months of the culture and remained so thereafter. 

 Among the 6 strains of atypical acid fast bacilli 

tested, one remained negative even after the prolong-

ed cultivation, one became weakly positive after 

6 months, and two became doubtful after 3months 

remaining thereafter unchanged. The other two 

strains were negative for the first 2 months, 

becoming weakly positive at the third month, and 

remained so on further cultivation. 

 Among acid fast bacilli which were isolated from 

the sputa, laryngeal swabs and gastric lavage and 

were considered to be non-pathogeinic, all were 

negative for the first month of the culture but the 

number of strains with weakly positive reaction 

increased to about 20 % when culture was continued 

for more than 3 months and about a half of them 

became weakly positive between the 6 th and the 

8th month of the culture. 

  Thus, niacin test sometimes becomes positive even 

in acid fast bacilli other than human tubercli bacil-

li with the prolonged culture period. Therefore 

in its practical application, the following precau-

tions are considered to be neccessary : The age of 

the culture to be used is desirable to be approxi-

mately one month : In case the cultures older than 

one month are used, the reaction should be accept-

ed as positive only when it is strongly positive, 

and as negative when it is weakly positive.


