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Acid-phosphatase activity of various types of mycobacteria was examined using p-nitro-

phenyl phosphate as substrate, particularly with respect to intensity, optimal pH, and stability 

to heating.

Test strains of mycobacteria were 8 strains of M. tuberculosis, 2 of M. bovis, 9 of M. kan-

sasii including M. balnei, 4 of Schotochromogen, 5 of Nonphotochromogen, 5 of M. avium, 2 of 

M. fortuitum, 1 of M. phlei, and 1 of M. smegmatis. The reaction was conducted in the mix-

ture of 4 ml of 0.1 M of acetate buffer, 0.1ml of 0.5% p-nitrophenyl phosphate solution, and 

0. 5 ml of bacillary suspension. After incubation at 40•Ž for 1 hour, the reaction was stopped 

by adding 0.5ml 1N NaOH and the color of liberated p-nitrophenol was developed simultaneous

ly. The optical density of the supernatant of this reaction mixture was measured by Coleman 

spectrophotometer set at 420 ma with the control tube added with 1 N NaOH at 0 time. From 

the standard curve, the absolute amount (mcg) of liberated p-nitrophenol was calculated. For 

the heat-inactivation test, the tube of bacillary suspension was immersed into water bath 

maintained at designed temperature. After 10, 20 and 30 minutes, a portion of the suspension 

was pipetted out and its 0.1ml was put into the tubes where other constituents for the reaction 

had already been arranged in the optimal pH. Bacillary suspension was prepared mostly from 

the growth on the slants of Ogawa glycerol egg medium. The amount of bacilli needed for 

the reaction must be more than 10 mg in semi-dried weight.

For the examination of optimal pH, the reactions with the same amount of bacilli were 

conducted in 11 different pH ranging from 3.5 to 6.5 (10 acetate buffer solutions and 1 maleic 

acid buffer solution). Regarding the amount of liberated p-nitrophenol in the tube of the 

highest reaction intensity as 100, a pH curve of the activity was pictured by dotting % activity 

in each pH for each type of mycobacteria. They are shown in Fig. 1. Concerning heat-inacti-

vation test the amount of p-nitrophenol liberated by pre-heating bacilli was regarded as 100, 

and an inactivation curve was pictured by % activity in 10, 20 and 30 minutes for each temper-

ature (Fig. 2 and 3). Basing upon these results, a simplified type-classification table for 

mycobacteria was presented as a tentative plan as Table 2.

M. tuberculosis and M. bovis can be easily separated from other types of mycobacteria by 

their high activity at pH 6. 6 to 6. 5, and slight activity at pH 5. 0, and no activity at pH 3. 5.

 M. kansasii is also easily differentiated from other types by its high activity at any pH and 

also by its remarkable heat-stability at 70•Ž and 80•Ž. Other three types of " atypical myco-
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bacteria" (Nonphotochromogen, M. avium, and Schotochromogen) are distinct from others in 

that they have optimal pH in the range from 3.5 to 4.0. However, the classification among 

these three types is not so easy, and we must take account of the activating phenomenon at

 60•Ž for 10 minutes in M. avium and the inactivation at 70•Ž in M. avium and nonphotochro

mogen. M. fortuitum has a particular pH curve which appears like a combination of tendency 

of M. phlei and that of nonphotochromogen, and the activity is perfectly inactivated at 70•Ž for 

10 minutes. M. phlei has a high activity in a relatively narrow range of pH level centering 

on pH 5.0, but it is rather stable against heating at 70•Ž.

 This table should be further made precise and modified by examination of more strains, 

but it will be of some help to the work of type-classification of mycobacteria in combination 

with other test methods.

As the collateral findings of this work, the following two facts were made clear ; the 

enzymatic activity of this kind can not express the difference in virulence between H 37 Rv and 

H 37 Ra, and this enzyme of H 37 Ra is a "particulate enzyme ".

著者は最近,結 核感染に伴 う肝 ・脾組織の酸性phos-

phatase活 性上昇について報告し1),こ れ は網内系細 胞

の感染に対する反応表現の一つであると論 じた。一方,

この実験 と前後して,ブ ドウ球菌での知見を参考としつ

つ,結 核菌の毒力と酸性phosphatase活 性 との関係 に

ついても検討を行なった。ことに感染 という問題に資す

るには,H37Rv株 とH37Ra株 との問,あ るいはRave

-nel株 とBCG株 との間の毒力差が,こ のような酵素活

性によって鑑別され うるならば,興 味があると考えた。

しかし,こ の方向の試みは成功した とは思えなかった。

そこで,著 者は被検菌株を抗酸菌一般にひろげて反応

の強さ,至 適pH,耐 熱性についても実験し,そ こにな

んらかの生物学的意義を見出だすべ く検討を続けたが,

そ の結果は抗酸菌分類の一助にな りうるものと考えられ

た。この間,同 様の研究は占部 ら2),戸 田門下3)によつ

ても行なわれ,抗 酸菌分類の補助手段としてすでに報告

された。それぞれ活性測定法において同じではないが,

acid phosphomonoesterase活 性度の比較 とい う点 で共

通である。われわれの知見もここに報告して抗酸菌分類

の参考に供したい。

実験材料と方法

供 試 菌:結 核 菌 と し て はH37Rv,H37Ra,H37Rv IN-

HR,H2,H2SM-R,H2SM-D(streptomycin依 存 株

18b),H2INH-R,H2CM-R(chloramphenicol耐 性

株);牛 型 菌 と し てRavenel株,BCG株;M.kansasii

(photochromogen)と し てP1,P4,P8,P18,P24,

P26,永 井 株,岩 泉71株,M.balnei;Schotochromo

-genと し てP6,P19,P34,石 井 株;Nonphotochro-

mogenと し てP39,P41,P47,P55,121326;M.

aviumと し てKirchberg,4121,名 古 屋59,Flamingo,

MC;M.fortuitumと し て335と226;そ れ にM.

phleiお よびM.smegnlatisを 用 い た。 な お,実 験 の

一 部 に
,H37Ra株 生 菌 よ り機 械 的 に 分 画4)し た細 胞 壁 画

分,顆 粒 画分,可 溶 成 分 を も用 いた 。

活 性 度 測 定 法:緩 衝 液 とし て0.1規 定 の酢 酸buffer,,

基 質 とし て0.5%のp-nitrophenyl phosphate(Na塩),.

酵 素 液 とし て菌 蒸 溜 水 浮 游 液 を用 い て反 応 を行 なっ た 。

40℃ で1時 間 水 浴 後 に,1規 定 のNaOHを 用 いて 反 応

を停 止 せ し め,遊 離 し たP-nitrophenolを 発 色 せ し め

た 。 こ の遠 沈 上 清 を420mμ にsetし たColeman光

電 比 色 計 で 比 色 定 量 し,標 準 曲線 よ り絶 対 量 を 換 算 し

た 。 こ の さい0時 間 でNaOHを 加 え た 試 験 管 を 対 照 と

した 。 反 応 系 は,緩 衝 液4.0ml,基 質0.1ml,菌 液

0.5ml,そ して 反 応 停 止 の た め の1N NaOHは0.5m汐

が基 本 型 で あ っ た が,実 験 に応 じて 多 少修 飾 さ れ た場 合

もあ る。 こ とに菌 体 画分 を用 い た場 合 に は,緩 衝 液0.8

ml,画 分 浮 游 液0.1ml,基 質0.1mlを 用 い,0.1N

NaOH4mlを 用 い て 反 応 を停 止 せ しめ た 。

耐熱性試験:こ のためには,反 応施行直前菌蒸溜水浮

游液を目標温度に維持された水浴に入れ,一 定時間ごと

にその一部をピペットで吸出し,す でに用意されている

反応系中に加えた。

菌液調製:既 述の被検菌株は小川 鶏 卵 培 地(原 液に

1%にKH2PO4を 含む)に 継代保存されているものであ

り,実 際的な応用面をも考慮して,こ のものより直接に

蒸溜水菌浮游液を調製して実験に供 した。Schotochro

-mogen,Nonphotochromogen,M.aviumに 属す る菌

株の大部分は,発 育培地上に蒸溜水を加えて振盪す るの

みでよい菌液がっ くられ,こ れにてよく目的を達したが,

他 の菌株の場合には,水 晶球入 り丸 コルベンを用いる手

振法で菌液とした。後述のごとく,人 型結核菌,牛 型菌.

photochromogen,M.phlei以 外 は活性度はかなり弱い

ので,反 応に必要な菌量は一般に10～50mgで あるが.
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一方
,p-nitrophenol吸 光 度の標準曲線の直線部分は比

較的せまいので,適 当な反応の強さを得るためには2種

以上の菌量を用いることがときに必要であった。また,

定 量的な比較を行なう場合には,Sauton合 成培地上の

発育菌膜を吸湿した状態で計量して用いた。

実 験 成 績

1)　 至適pHに ついての検討:菌 型の分類を酵素活性

で行なう場合,量 的な基準で行なうよりも,質 的な点で

鑑別するほ うが容易であり,ま た実際的でもある。この

意味で,酸 性phosphatase活 性における至適pHが 菌

型ごとに差異があるか否かをまず検討 した。pH3.5よ

りpH6.22に い た る少 な く とも10種 の0.1M酢 酸

bufferに,さ らにpH6.5の0.1Mマ レイン酸buffer

を加 えて,各pHに お ける活性をそれぞれ同一菌量を用

いて比較した。活性が強すぎて比色定量に不適当であっ

た場合には,そ の試験管のみ菌量を減 らして再検討し,

しかるのち同一菌量による反応値に換算した。最高反応

値,す なわち,遊 離されたp-nitrophenolのmcg量 の

最高値を100と した場合の,他 のpHに おける%活 性度

をもって活性曲線をえがき,Fig.1に 示 した。

この曲線の形を通して各菌型の特徴がある程度とらえ

られる。ただし,こ れらの曲線によって各菌型問の反応

の強さを比較することはできない。

以 前 結 核 菌 の名 を冠 せ られ て いたM.bovis,M.avi-

umを,現 在 のM.tuberculosis(人 型 結 核 菌)と 比 較

し てFig.1-a*に 示 し て お るが,M.tuberculosisと

M.bovisは 被 検10株 す べ て 同一 パ タ ー ンを示 し,pH

6.0近 辺 に至 適 域 が あ り,pH6.5に お い て も強 い反 応

を 示 す が,pH5.0に な れ ば 活 性 は きわ め て 弱 くな り,

抗 酸 菌 中 他 に類例 の な い独 特 な もの で あ る。 これ に 反 し,

鳥 型 菌 は 被 検5株 とも至 適pHを3.5の 近 辺 に も ち,

pH5.0に お い て は活 性 は きわ め て微 弱 で あ り,pH6.5

に お い て は 全 く無 反 応 で あ る。 こ の鳥 型 菌 の パ タ ー ン は

Fig.1-b,Fig.1-cに 示 され て い るNonphotochromo

gen, Schotochromogenと 同 類。の も ので あ っ て,か つ て

結 核 菌 の一 つ と考 え られ た こ の菌 型 は,む し ろ"atypi-

cal mycobacteria"の 中 に 入 るべ きで あ る と い う 現 在

の 分 類 法 を,上 述 の所 見 は支 持 し て い る。Nonphoto-

chromogenの 中 に は,細 部 にお い て多 少 性 質 の 異 な る

も のが 入 っ て い る観 が あ るが,被 検5株 はP47とP41

を 両 端 と して,pH3.5よ りpH6.5に か け て次 第 に活

性 度 の落 ち るパ タ ー ン の 中 に お さ ま っ た 。Schotochro-

mogenはM. aviumとNonphotochromogenの 中 間

的 なパ タ ー ンで あ るが,こ の よ うな パ タ ー ンの末 梢 的 な

差 異 か ら,M.avium, Nonphotochromogen, Schoto-

chromogenが 鑑 別 で き るか とい う と,い まだ 検 討 の 余

地 も あ り,さ らに菌 株 を ふや して 再 現 性 を 確 認 す る必

要 が あ る。 こ とに,菌 型 鑑 別 の 仕 事 は 臨 床 検 査 室 で の

実 際 的 要 求 に 応 じう る もの で な け れ ば な ら な い か ら,

M.tuberculosisとM.bovisはpH6.0～6.5で 強 い

反 応 が あ り,M.avium, Nonphotochromogen, Schoto-

chromogenは そ こで 反 応 な く,一 方,pH3.5～4.0に

お い て は そ の逆 の 関 係 の 成 立 す る点 を のみ 重 視 す べ きで

あ ろ う。 しか しい ず れ に せ よ,こ れ ら非 定 型 抗 酸 菌 の3

菌 型 は,そ れ らの 至適pHに お い てす ら反 応 は きわ め て

弱 く,M. tuberculosisやM.bovisのpH6.0～6.5

に お け る反 応 とは 比 べ るべ く もな い。 次 に非 定 型 抗 酸 菌

の残 り1つ で あ るM.kansasii (photochromogen)に

つ い て は,Fig.1-dにM.balneiを 含 め た 被 検9株 の

成 績 を示 し た。 この菌 型 は か な り特 徴 の 強 い も ので あ り.

そろ っ て近 似 の富 士 山型 のパ タ ー ンを とっ た 。M.kaか

Fig. 1. Optimal pH for Acid-Phosphatase Activity of Mycobacteria

*上 段 左 よ り1-a
,1-b,1-c,下 段 左 よ り1-d,1-e,1-f.
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sasiiとM.balneiと の間 に も本 質 的 なパ タ ー ン の相 違

は み られ な い の で,こ の 両 者 の鑑 別 は発 育 に お け る温 度

条 件 に よ るべ きで あ ろ う。 また 逆 に い えば,M.balnei

が 本 質 的 に はM.kansasiiに 属 す るこ とが証 明 さ れ た

わ け で あ る。 また この 菌 型 は 活 性 度 そ の も のが 非 常 に 強

く,結 核 菌 並 み で あ る。 した が っ て,至 適pHを は-れ

たpH3.5～4.0,6.0～6.5に お い て もか な りの 反 応 が

み られ,結 核 菌 と非 定 型 抗 酸 菌 の双 方 の特 徴 を もっ て い

る とい え よ う。Fig.1-eはM:phleiで あ り,パ タ ー ン

に お い てM.kansasiiに 似 て い る が,pH3.5～4.0,

6.0～6.5に お い て 活 性 を ほ とん ど示 さな い 点 で 区 別 で

き る。 至 適pH5.0に お け る反 応 は か な り 強 い 。Fig.

1-fに 示 したM.fortuitumは,こ れ も多 少 性 質 を 異 に

す る もの の 総 称 で あ る感 が あ るが,No.335とNo.226

の2株 を検 討 した と こ ろ,図 に 示 した ご と く多 少 のず れ

は あ っ て も,パ タ ー ン と して は 同 一 で あ り,Rapid gro

werと してM.phleiに 似 たpH5.0を 頂 点 と す る 富

士 山 型 の パ タ ー ンを 示 しっ っ も,pH4.0近 辺 に お い て

な お反 応 を 示 し,そ の 強 度 はNonphotochromogen,

、Schotochromogenに 匹 適 し う る もの で,非 定 型 抗 酸 菌

の 性 質 を か ね て い る とい え よ う。 この 菌 型 の 分 類 上 の位

置 に 関 して示 唆 す る点 が あ る。M.smegmatisに 関 し

て は再 三 の 試 験 に もか か わ らず,被 検 株 は い か-るpH

に お い て も活 性 を 示 さな か っ た 。

2)耐 熱性に関する研究:抗 酸菌の酸性phosphatase

に 耐熱性のものがあることは,す でに山村ら5)に よって

報告されているが,そ れはいまだ抗酸菌の分類が今日ほ

どすすんでいなかった時代の所見であるので,こ こにあ

らためて検討を行なった。加熱前の至適pHに おける活

性度,す なわち既述の条件 で の遊離P-nitropheno1量

を100と し,加 熱後の%を もって失活曲線をえがきFig.

2,Fig.3に 示 した。被検温度は60℃,70℃,80℃ で

ある。

井上 ら3)も認めたように,耐 熱性のもっ とも強いのは

Fig. 3. Temperature Activation and Inacti

 vation of Acid-Phosphatase

 Activity of M. Avium

Fig. 2. Temperature Inactivation of Acid Phosphatase Activity of Mycobacteria
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M.kansasii (photochromogen)で あ っ て,70℃,30分

の加 熱 後 も活 性 は70%ほ ど残 っ て い る。80℃10分 後

も30～40%の 活 性 を示 し,こ の菌 型 の大 き な特 徴 で あ

る。 また,70℃30分 の 加 熱 に よっ て も,多 少 な りと も

活 性 の残 る の は,M.tuberculosis, M.bovis, M.phlei,

 Schotochromogenで あ り,M.avium, Nonphotochro-

mogenお よびM. fortuitumは 完 全 に失 活 した 。Non-

Photochromogenの 中 に は60℃ の加 熱 に よっ て も完 全

に 失 活 す る も のが あ っ た が,こ れ に 関 して は さ らに 被 検

菌 株 を ふ や して検 討 す る こ とが,こ の 菌群 の 不 均 一 性 か

らみ て 必 要 で あ り,ま た 興 味 もあ る。 さ らに 注 目す べ き

は,M.aviumの 被 検5株 の うちMCを 残 した 他4株 が,

60℃10分 の加 熱 に よっ て活 性 の上 昇 した現 象 で あ り,

この 点 もさ らに 菌 株 数 を増 し1(,で き うれ ばNonphoto-

chromogenを も含 め て ひ ろ く検 討 す る必 要 が あ ろ う。ま

た,600C以 下,た とえ ば50℃ の 加 熱 に よっ て この よ う

-活 性 化 現 象 が 起 こ るか を,他 の菌 型 に っ い て行 な う こ

と も意 義 が あ ろ う。

3)　毒 力との関係,H37Rv株 とH37Ra株 との比較:

Fig. 4. Acid-Phosphatase Activity of Two
 Strains of Tubercle Bacilli Different in
 Virulence (H37Rv and H37Ra Grown 

on Sauton's Liquid Medium)

Table 1. Distribution of Acid Phosphatase 

Activity in the Cellular Components 

of the Tubercle Bacillus (H37Ra)

至適pHか らも,ま た耐性からみても,こ の酵素活性に

よってH37RvとH37Raと を鑑別することができない

ので,培 養条件を厳密に規定 して活性の強さから差異の

あるか否かを検討 した。Sauton合 成培地上にぎわめて

近似した膜様発育をなす培養をそれぞれ用意し,そ の2

週発育より型のごとく定量的に菌液を調製して反応を施

行したが,Fig.4に 示すごとく,両 者の活性はほとん

ど同じであり,こ の反応から毒力差を表現することは瞬

難であった。

4) H37Ra菌 体画分の活性度:H37Ra株 生菌より機。

械的に分画した穎粒画分,細 胞壁画分,可 溶成分の凍結乾

燥品をそれぞれ10m8用 いて反応を施行した。Table1

の示すごとくこの酵 素 は"particulateenzyme"で あ

ることが証明された。可溶成分,細 胞壁画分のもっ弱い

活性度は,穎 粒画分の混入のためとみ るべきであろう。

考 察

現在抗酸菌の生化学的分類法は長足の進歩6)を とげ,

い くっかの手技を組み合わせれば菌型鑑別はそれほど困1

難 な仕事ではなくなった。著者 が酸 性phosphatase活F

性 を通してみた抗酸菌の菌型も,す でに分類整理されて

Table 2. A Tentative Plan for Type-Classification of Mycobacteria

 by Acid-Phosphatase Activity
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ちいる体系を修飾する新味はないが
,逆 に考えればこの酵

素活性によってもこれまでの分類体系の妥当性が示唆さ

れたことになろう。そこで試みに,以 上の実 験 結 果 の
ぼ"key point"を お さえて

,簡 単な分類鑑別表 を作製 し

てみるとTable2の ご とくなる。M.tuberculosisと

M.bovisに 関 しては,こ のものがpH6.5に おいても

強 い活性を示す ことによって容易に他から鑑別され,あ

えて耐熱性検討の要もないであろう。Photochromogen

はpH3.5,5.0,6.5の いずれにおいても強い活性を示

し,ま た他と比べて圧倒的に強い耐熱性によってこれも

鑑別容易である。Schotochromogen, Nonphotochromo

gen, M.aviumはpH3.5に おける弱い活性が共通で

あり,こ れ らの間の鑑別は耐熱性を参考 とすべきである

が,さ らに60℃10分 加 熱による活性現象がみ られ れ

ばM.aviumに 属す る。 しかしこの現象がみ られなく

ても,M.aviumを 否定することにはならない で あ ろ

う。前述のごとく,こ れ ら3群 に関しては株数をまして

検討を続ける必要があろう。M.fortuitumとM.phlei

とは反応の強さのみでは現実的な鑑別はむ ず か し く,

TpH曲 線 と耐熱性の検討が必要である。M.smegrnatis

は被検株は1つ であるが,こ れに関するかぎり菌量を増

しても活性は全 くみられなかつた。これも株数を増して

さらに検討したいところである。

井 上 ら3)は85℃ に安 定 な 酸 性Phosphatase活 性 を

基 質 とし てphenolphtalein diphosphateを 用 い て測 定

し,こ れ をM.kansasiiに お い て のみ 証 明 した 。 占部

ら はpH6.4で β-glycerophosphateを 用 いて 実 験。し,

ひ ろ く抗 酸 菌 一 般 につ い て検 討 し て い る が,こ れ ら の報

告 にお い て共 通 な こ とは,反 応 時 間 を きわ め て長 く要 す

ることである(3～24時 間)。 これは彼らがそれ ぞれ の

菌型における至適pHを 用いていないこと,ま た基質に

対する感度が弱いことによるのかもしれない。活性の強

さによるのみの菌型鑑別は,菌 量,菌 の培養条件等に影

響されやすいので,至 適pH,耐 熱性,基 質の種類等を

加味して,質 的な差異から行なうのが望ましいのではな

かろうか。

結 論

P-nitrophenol phosphateを 基 質 と して,抗 酸 菌 の酸

性phosphatase活 性 を比 較 検 討 し,至 適pH,耐 熱 性,

活 性 の 強 さに お け る各菌 型 の 特 徴 を 記 載 した 。 そ の 成 績

は,こ の 酵 素 活 性 が 抗 酸 菌 鑑 別 の一 助 に な りう る こ とを

示 唆 す る も ので あ る。 また,結 核 菌H37Ra株 に つ い て

の実 験 は,こ の酵 素 が"particulate enzyme"で あ る

こ とを 証 明 した 。

室橋部長の御校閲,な らびに本研究部抗酸菌室の御援

助に感謝する。
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