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1.緒 論

鶏卵培地で分離 されあるいは継代 された人型結核菌 に

ついてのナイアシンテス ト1)(以下NTと 略す)は,ほ

ぼ満足すべき結果を示 した ことは さきに発表 した ようで

ある。 しか し,結 核菌の分離培養 耐性 の検査は鶏卵培

地 だけでな く,少 数には寒天培地に よつ ても行なわれて

いる。それでNTは 寒天培地で も鶏卵培地 同 様 に 実 施

で きるか どうかを,こ れ らの培地に発育 した人型結核菌

につ いて検討 した ので報告す る◎

2.実 験 方 法

(1)使 用 した寒天培地

陣 清寒天馳 締 全血液寒天馳

纏 絹 欝 轟 麟 身B嚥 天馳3)

中和処理用 寒K契ch塔「地B擦 天馳

なおこの他にTarshis培 地対照 として鶏卵培地の3%,

1%小 川培地を使用 した◎血清寒天培地に は血清が10%

に,ま た雑菌阻止のために α1%の マラカイ ト緑液が,

基汁10000に 対 して0.2500混 入 され てい る。 また 保

存全血液寒天培地 のBIr,BI培 地では,保 存全血液が

10%に,Tarshis培 地では30%に 混入 されてい る◎

雑菌阻止 のために,B皿,BI培 地では0.1%マ ラカイ

ト緑液が3.Ooo,Tarshis培 地では,ペ ニシ リンが混入

され てい る。なお変法皿Kirchner寒 天培地 とB∬ 寒天

培地では,4%NaOH処 理液接種後の培地 のpHが ほぼ

中性 になるよ うに,KHaPO4の 量がKirchner寒 天培地

やBI寒 天培地 に比 して多 く入つてい る◎ これ らの培地

はすべて中試験管 に500宛 分注 し,斜面 として固 めた。

(2)菌 株の分離方法

指示薬 としてフェノール レッ ドを0.004%に 混入 した

4%NaOH液 で喀疾 を均等化 して4%NaOH用 培地に

さらに8%HC1で 中和 した ものを中和 用培地 に それぞ

れ0.100宛 を接種 後,斜 面全体 を うるお して,2～3

日鱒卵器 に斜面 を上に水平にねか し,液 のほぼ乾燥 した

ところでゴムキ ャップにか え,立 てて培養 し,1～2カ

月観察 した。

(3)使 用 した菌株 の集落数お よび発育度

菌株は前述の分離 方法によ り発育 した初代の分離株で

あつ て,第1報bと 同様に集落数 を艦～+の5段 階に,

集落 の発育 の度 をa,b,cの3段 階に分けた◎

(4)NTの 実施 方法お よび判定

同一患者の喀疾 を,前 述 の4%NaOH処 理用 培 地 と

中和処理用培地 の全部,あ るいはその2～3種 類によつ

て同時に分離 された ものが大部分であ る が,一 部4%

NaOH処 理用のみあるいは中和用 のみで分離 され た も

の もあ る。NTの 実施にあたつ ては,同 時に使用 した培

地にほぼ同数の集落数 を示 し,発 育 もほぼ同 じものを選

んだ。 方法は,第1報 同様Runyonの 変法に準 じて行

なつた◎大部分は臭化 シア ンーアニ リン法(以 下 ア ニ リ

ン法 と略す)と 臭化シア ンーベ ンチジ ン法(以 下 ベ ン チ

ジン法 と略す)と を併用 したが,一 部一方のみを行なつ

た もの もあ る。なお,保 存 全血液寒天培地に発育 した菌

株のNT実 施には必ず使用 してい ない培地を1本 立 て

て対照 とした。判定はその直 後に行 ない,成 績 は 陰 性

(一),疑 陽性(±),弱 陽性(+),中 等度陽性(昔),

強陽性(帯)と した。そ して,上 記の基準 によつ て判定

す る と同時に,各 培地において判定の簡単 にで きたもの.

判定 の難 しかつた もの,ま た他の培地でははつ き り陽性

を示 しているにかかわ らず,培 地 よ りのマラカイ ト緑 あ

るいは血 色素 の混 入によつ て陰性を示 した もの,す なわ
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ち見せ掛けの陰性 を示 した例,あ るいは判定ので きなか

つ た例を集めてみた◎

3.成 績

検 査株数は366株 で,ア ニ リン法で延べ,1,101株,

ベ ンチジ ン法 で延べ1,154株,合 計2,255株 の実験で あ

る◎

(1)判 定 困難,判 定不能お よび見せ掛け の陰性を示

した率の培地に よる差異

判定 困難な例 とは,一 見す ると判定は難 しいが よくみ

る と判定で きるものであつ て,判 定不能の例 とはその名

の よ うに判定で きなかつ たものであ る。見せ掛けの陰性

を示 した もの とは,同 時に実施 した他の培地では陽性 で

あ るのに,マ ラカイ ト緑,あ るいは血色素の混入のため

に菌 の発育 してい ない対照培地の呈色 と差がな く,陰 性

を示 したものであ る。

種 々の培地に発育 した人型結核菌を材料 として,ペ ン

チ ジン法に よつて実施 したNTの 中で(+)以 上を陽性

とし,陽 性 率を集落数 と発育の度 とに区別 して集めた。

もちろん判定不能 の ものは除いた◎

① 保存全血液寒天培地

B皿 培地 による160株,BI培 地156株 の成績 を表2,

表3に 示 した◎表でみ るよ うに,集 落数 の多 くな るに従

つ て,ま た集落 の大 きいほ ど陽性率が増 してい る◎

② 血清寒天培地

変法 皿Kirchner寒 天 培地 に よ る168株,Kirchner

寒天培地に よる35株 の成績を表4,表5に 示 した。 こ

の場合 も,保 存全血液寒天培地同様の傾向を示 した◎ こ

れ らの例を合計す ると519株 にな るが,陰 性 を示 したも

のはB∬ 培地で25株,BI培 地32株,変 法皿Kirch・

ner寒 天培地41株,Kirchner寒 天 培地4株 であつて,

これを合計す る と102株 とな り,519株 に対 して19.7%
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成績は表1の よ うで ある◎ まず鶏卵培地 をみ ると,ア

ニ リン法では3%小 川培地が1%小 川培地 に比 してこれ

らの株 が多い。ベ ンチ ジン法では,3%小 川培地 に判定

不能 のものが1株 あつただけで,1%小 川培地で は1株

もない。

次に保存全血液寒天培地をみる と,ア ニ リ ン 法 で は

Tarshis培 地 がとび離 れて もつ とも多 く,次 にBll,B

I培 地 であつ て,こ の両培地 ではほ とん ど差がない。ベ

ンチ ジン法でもやは り,Tarshis培 地が著 明に多 く,B

I[,BI培 地 と続い てい るが両者の問にはほ とん ど差は

な い。

血清培地では,方 法の如何を問わず,ま た種類の如何

を問わず,こ れ らの例は1株 もみ られない◎以上を方法

別 にみ ると,血 清寒天培地は問題外 として,Tarshis培

地 では両方法問に差はないが,B∬,BI培 地,鶏 卵培

地 等では,ア ニ リン法が多い。

(2)種 々の培地におけ る人 型結核菌の陽性 率
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であ る。 これ ら陰性 の例をみ ると,発 育が よくても集落
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数 の少 ないもの,あ るいは集落数が多 くても発育 の悪い

もので あつた◎

4.総 括および考 察

現在行 なわれてい る間接 法によるNTの 判定 に 当 た

つ て,鶏 卵培地に混入 されたマラカイ ト緑や血液寒天培

地 の血色素が,抽 出液 に混 じつ て呈色反応 を邪魔す るこ

とは直接法に比 し少な くなつたとは いえ,な お存す るこ

とはE.H.Runyonら4)に よつ て認 められた ところであ

るが,培 地に よつてあ るいはアニ リン法 とベ ンチ ジン法

に よつて どの程 度の差があるのか といつた細かい点につ

いての記載はない。 それでわれわれは この点について実

験 した結果,色 素の混 入の少 ない血清寒天培地では,両

方法 とも全然 認めなかつたが,鶏 卵培地では3%小 川培

地が1%小 川培地 に比 して多かつた。方法の うえか らい

えば,ア ニ リン法がベ ンチ ジン法に比 して多いこ とを認

めた。

1%小 川培地 に比 して3%小 川培地が多いのは,3%

小川培地ではKH2PO4の 量を多 くして酸性 として あ る

ために,緑 の色が濃 く,NaOH処 理液 を接種 したのちに

は,菌 抽 出液 と同時に抽出 され るマ ラカイ ト緑 も多 いの

ではなかろ うか と思われ る。次にアニ リン法で多 くベ ン

チ ジン法 に少ないのは,陽 性 の色がアニ リン法で は黄色

であるために,マ ラカイ ト緑 や血色素に よ り呈色反応が

はつき りしな くな るのに,ベ ンチ ジン法で は桃色で ある

ため呈色反応が邪魔 されない ことに よる。 それで3%小

川培地であつて も,ベ ンチ ジン法で実 施すれぽ マラカイ

ト緑に よる障害は さけ るこ とができる◎

次に保存全血液培地中のTarshis培 地では,ベ ンチ

ジン法で も,ア ニ リン法でも全 く同 様 で ほぼ40%を 示

した。 これはわれわれ の実験 ではもつ とも多い。われわ

れのB皿,BI培 地では,Tarshisの 培地に比 しこれ ら

例 が少なかつたが,こ れは血液がTarshis培 地の1/3量

混入 されているた めで ある。B皿,BI培 地において も,

アニ リン法にこのよ うな例が 多くベ ンチ ジン法に少 ない

のは,前 述 のよ うに陽性 の呈色反応の差に よるものであ

ろ う◎ ㌦

以上のことか ら,血 清寒天培地は どち らでもよいが,

鶏卵 培地 を用 いるならベ ンチ ジン法が よい し,保 存全血

液寒天培地 はNTに は不 向きのよ うに思われ る。

次 に保存全血液寒天培地お よび血清寒天培地に発育 し

た人型結核菌 の陽性の出方をみた◎結 果は予期 した よ う

に,保 存全血液寒天培地で も血清寒天 培地で も,陽 性率

は集落数 と集落の大 きさに左右 され ることが 明 らかに さ

淑 た◎ また,発 育の悪い ものにおいては,い ずれの培地

で も集落数が多少多 くとも陰性 を示す ことは注 目すぺ き

で あろ う。 したがつて,こ の ような場合は継代 して再検
■一』 「L一 一 一 量 ■哺闇騨● 嵩 、 膚_一 齢_塵_臨_



様で ある。 継 代 してテス トす るときにM.S.Tarshis5)

はTweenAlbuminナ イ アシンテス ト培 地,Tween

Charcoa1ナ イアシ ンテス ト培地 を考案 してい るが,こ

れは発育のす ぐれた しか も色素の障害のない よ うに との

意 味 らしいが,継 代 の場合で も鶏卵型地で十分であつて,

と くにその必要はなさそ うで ある。

これを要す るに,い ずれ の培地において も集落が多 く,

しか も発育が旺盛な人型菌 な ら,ほ とん どNT陽 性で

あ るといい うる。

5.結 論

喀疾 を4%NaOH液 で処理 して,鶏 卵培地 の3%小

川培地,血 清混 入の変法 皿Kirchner寒 天培地 および全

血液混入の保存全血液 皿寒天培地に,ま たそれ を中和 し

て,鶏 卵培地 の1%小 川培地,血 清混入のKirchner寒

天培地,全 血液混入の保存全血液1寒 天 培 地 お よび

Tarshisの 培地 にそれぞれ0.1cc宛 接種 して,1～2カ

月の観察 の期間中に発育 した人型結核菌につ い てRun-

yon変 法のアニ リン法お よびベンチ ジン法 を 併 用 し て

(一部一方法 のみ)ナ イアシ ンテス トを実施 し,こ れ ら

の培地か らのマラカイ ト緑,血 色素等の結核菌抽 出液 中

へ の混 入による呈色反応の障害 のために,判 定 しに くい

ものお よび判定 できない ものがどの程度あつたかについ

て検討する とともに,血 清混 入お よび保存全血液混 入の

培 地における陽性率出現の傾 向をベ ンチ ジン法に よつて

実 験 し,次 の ような成績を得た。

1)判 定困難 判定不能お よび見せ掛けの陰性 の率

① アニ リン法:も つ とも多いのは,Tarshis培 地の

42.0%,Bll,BI培 地 の15.4%お よび13.0%が こ

れ.に次 ぎ,以 下3%小 川培地 の4.9%,1%小 川培 地の

0.9%の 順 であつた。変法皿Kirchner寒 天培地,Kir-

chner寒 天培地 ではその よ うな例は1株 もみ られなかつ

た。

② ベ ンチ ジン法:も つ とも多いのは,Tarshis培 地

の37.1%で,BE培 地 の&2%,BI培 地 の7・0%が

これに次 ぎ,さ らに3%小 川培地 のO.3%で あつて,1

%小 川培 地お よび血清寒天培地 では これ らの例 は1株 も

認めない。

③ アニ リン法 とベ ンチジ ン法 の比較:①,② で示 し

た よ うに,Tarshis培 地 では両方 法で大差 ないが,血 液

混入のBI,B皿 培 地お よび3%,1%小 川培地ではベ

ンチ ジン法が著 明に少ない。

以上の成績か ら,保 存全血液寒天 培 地 はNT用 には

つ とめて避けたほ うが よい し,鶏 卵 培 地 でNTを 行な

うのにはベ ンチ ジン法が よい。 また血清培地では どちら

の方法で もよい。

2)陽 性出現の傾向の差異

集落数 の増す とともに,ま た集落の大 き く、な るととも

に陽性率が増 して くるし,陽 性 の度 も強 くな る傾向は,

保存全血液寒天培地(BI,B皿 培地)お よび血清寒天

培 地(変 法皿Kirchner寒 天,Kirchner寒 天培地)と

もに同 じである。 なお,集 落数 の少 ないために また集落

の小 さいため に陰性 を示 した ものが,検 査株数519株 中

102株 で19.7%で あつた。
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 Niacin Test for Differentiation of Mycobacte-

rium Tuberculosis Var. Hominis from Other Acid 

Fast Bacilli. IV. Difference in Results Obtained 

with Various Media. 

  Satisfactory results were obtained when niacin 

test was performed on human tubercle bacilli iso-

lated or successively transferred on the egg culture 

media, as reported previously. However, egg me-

dium is not the sole medium either for the isolation 

of tubercle bacilli or for the sensitivity test for 

chemotherapeutic agents, agar media also being used 

for such purposes, although smaller in number. 

Therefore, experiments were made on whether or

not niacin tests can be conducted with tubercle 

bacilli cultured on agar media as satisfactorily as 

with those on egg media. 

O. 1 ml. of sputum treated with 4 % NaOH was 

inoculated on each of 3 % Ogawa egg medium, 

modification III of Kirchner's agar medium contain-

ing serum and B II medium containing whole blood, 

while O. 1 ml. of neutralized sputum pretreated with 

4 % NaOH was inoculated on each of 1 % Ogawa egg 

medium, Kirchner's agar medium containing serum, 

B I medium containing whole blood and Tarshis' 

medium. By using 366 strains of tubercle bacilli 

with various numbers of and various sizes of colonies



grown for one to two months of observation periods, 
1, 101 niacin tests were  carried out by means of 

cyanogen bromide-aniline method (anilin BrCN meth-

od) modified by Runyon and 1, 154 tests by means 

of cyanogen bromide-benzidine method (benzidine 

BrCN) in order to see the effects of malachite green 

and hemoglobin intermixed with the extract of tu-

bercle bacilli on results of the color reaction, that 

is, how often these substances rendered the evalua-

tion of the test results difficult or impossible. At 

the same time, the incidence of positive tests obtain-

ed from tubercle bacilli grown on the media con-

taining serum or blood was investigated according 

to the number and the size of colonies. 

  Following results were obtained. 

  1) Percentages of test results which were impos-

sible or difficult to evaluate. 

i ) Aniline BrCN method : The highest rate of 

42 % was seen with tubercle bacilli grown on Tar-

shis' medium and the incidence decreased in the 

order of B II medium (15. 4 %), B I medium (13. 0 %), 

3 % Ogawa medium (4. 9 %) and 1 % Ogawa medium 

(O. 9 %). And all the strains grown on the media 
,containing serum were evaluated without difficulty. 

 ii) Benzidine BrCN method : Also with this meth-

.od, the highest rate of 37. 1 % was experienced 

with Tarshis' medium. The incidence decreased 

in the order of B II medium (8. 2 %), B I medium 

(7..7 %) and 3 % Ogawa medium (O. 3 %), and no

strains grown on 1 % Ogawa medium or on media 

containing serum caused difficulty in reading test 

results. 

 iii) Comparison of aniline BrCN method with 

benzidine BrCN method. With regard to Tarshis' 

medium, as stated above, there was no striking dif-

ference between the results obtained by these two 

methods. However, with B I, B II, 1 % and 3 % 

Ogawa media, the incidence of the cases in which 

the evaluation was difficult or impossible was much 

lower when benzidine method was employed than 

when aniline method was employed. It can be con-

cluded from these results that blood agar media are 

not recommended for the niacin test, that the ben-

zidine method is superior to aniline method when 

the bacilli are cultured on the egg media, and that 

either method can be employed when the bacilli are 

grown on media containing serum. 

 2) Differences in the incidence of positive tests. 

 When B II medium, B I medium, modification III 

Kirchner's agar medium and Kirchner's agar medi-

um were used, the incidence of positive tests and 

the intensity of the reactions increased as the num-

ber of colonies increased and the size of colonies 

became larger. Such a tendency was also observed 

when egg media were used as reported previously. 

On the contrary, 19. 7 % of the tests were negative 

because the number or size of colonies was small.


