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     One hundred characters have been considered to be useful for classification and identification 

 of mycobacteria. These characters showed either positive or negative reactions in test mycobac-

 teria, which had been maintained in this laboratory, except for four characters giving positive 

 reaction in all strains, growth at  28°C and at  37°C, utilization of glutamate as nitrogen source, 

 and utilization of glycerol as carbon source. These characters are as listed below. 

     Scotochromogens should be defined as organisms showing a marked yellow or orange 

 colouring in their initial colonies on Sauton agar. Scotochromogens thus defined showed a 

 relative uniformity in their characters as will be shown in the following report. Generally 

 speaking, colouring of colonies seemed to be more stable in Sauton agar than in egg media. 

     One hundred characters selected are as follows  : 

    (1) Colonial morphology (rough or  smooth); (2) Colonial pigmentation ; (3)  Photochromo-

 geneity ; (4) Growth  rate  ; (5) Nitrate reduction ; (6, 7) Three-day arylsulfatase and  2-week-
 arylsulfatase ;  (8-11) Susceptibility to hydroxylamine hydrochloride (62. 5  gag/nil,  125  pgiml, 

 250  atigiml, and 500  pg/m1)  ; (12) Susceptibility to  0.  2%  PAS  ; (13) Salicylate  degradation  ; (14) 

 PAS degradation ; (15, 16) Resistance to 0. 1% and  0.2% picric acid ;  (17-20)  Growth  at 28°C, 

 37°C, 45°C and  52°C  ;  (21—'30)  BOnicke's 10 amidase-pattern (acetamidase, benzamidase, urease, 

 isonicotinamidase, nicotinamidase, pyrazinamidase, salicylamidase, allantoinase,  succinamidase, 

 malonamidase) ;  (31-38) Utilization of organic acids for growth as sole carbon source ; acetate, 

 citrate, succinate, malate, pyruvate, benzoate, malonate, fumarate) ;  (39-51) Acid from 

 glucose, mannose, galactose, arabinose,  xylose, rhamnose, trehalose, maltose, lactose, raffinose, 

 inositol, mannitol, sorbitol ;  (52-71) Utilization of carbohydrates for growth as sole carbon 

 source ; glycerol, glucose, fructose, sucrose, mannose, galactose, arabinose, xylose, rhamnose, 

 raffinose, trehalose, inositol, mannitol, sorbitol, ethanol, propanol, propylene glycol, 1, 3-butylene 

 glycol, 1, 4-butylene glycol, 2, 3-butylene glycol ;  (73-78) Utilization of nitrogen compounds 

   * From The Chubu Central Hospital (National Sanatorium) , Obu, Aichi-Prefecture, Japan.
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forgrowthassolenitrGgenandcarbonsource;レ91utamate,レserine,91ucosaminehydro。

chloride,acetamide,benzamide,monoethanolami織e,trimethy1enediamine;(79～90)Utilization

ofnitr◎gencompoundsforgrowthassolenitrogensource;レglutamate,レserine,レmethio雛ine,

acetamide,benzamide,uτea,pyrazinamide,轟icotinamide,isonicoti獄amide,succinamide,NaNO3,

NaNO2;(91)Niacintest;(92)Susceptibilityto8-azaguanine(250μ91ml);(93)susceptibility

tothiophen-2-carboxylicacidhydrazide(10μ9/m1);(94,95)susceptibilitytothioctate(100

μ9/mland200μ9/m1);(96,97)susceptibilitytosodi犠msalicylate(o。5mg/mland1.omglm1);

(98)Petoxidase;(99)Catalase;(100)Cordメor1pation.

SusceptibilitiesweretestedinOgawaeggmediumandonlyresistancetoO.1%andO.2%

picricacidwasmeasuredinSauto益agar.

緒 言

Buhler&Pollaki》 が"yellowbacillus"に よ る人

体 感 染例 を報 告 して 以来,「 非 定 型 」 抗 酸 菌 の 問 題 は 多

くの研 究 者 に よ り,細 菌 学 的,疫 学 的,臨 床 的 に 取 り上

げ られた 。Buhler&Pollakの 菌 は,後 にRunyen2)

に よ りphotochromogens(groupl)と 呼 ば れ,今 日で

は一 つ のspecies,Mycobacteriumkansasiiと して 認

め られ て い る3》t)◎Runyon2》 は 非 定 型 抗 酸 菌 を4群 に 分

か ち,上 述 のphoto.の ほか にscotochromogens(9rouP

II),nonphotochromogens(grouplll)お よ びrapid

growers(groupIV)を 区 別 した 。scoto.の 病 原 性 に

つ い て は,Galli-Valerio&Bemard5),Prissick&

Masson6)7),染 谷 お よび 林8)の 報 告 が あ り,nonphoto.に

つ い て は,CrowetaL9),Smith&Stergusio》 に よ つ

て報 告 され た。groupIVに 属 す る も の と し て は,

Mycobacteriumfortuitumが ふ る くか ら知 られH),最 近

とき どき そ の感 染例 の 報 告 が あ る12)弔)。 非 定 型 抗 酸 菌

感 染 に関 す る総 括 的 報 告 は,Youmansi5),Meissneri6》,

Bojali117),日 比 野8》,Kovacs19),Carruthers&Ed-

wards20》 に よつ て な され た 。

細 菌学 的立 場 か ら非 定 型 抗 酸 菌 をみ て まず 問 題 とな る

の は,色 素 に重 点 を お く 「Runyon分 類 」 が 便 宜 的 な も

の に す ぎ な い こ とで,早 晩 他 の分 類 法 に よ りお きか え ら

れ るべ き もの で あ る こ とは誰 も異 論 は ない で あ ろ う。実

際,東 村(純)21)は 紫 外 線 照 射 に よつ てphoto.お よ び

scoto。 か ら色 素 産 生 能 を 失 つ たalbino型 を 分 離 し,つ

い でRunyon22》 もphoto.か らalbino型 を 分 離 した 。

またphoto。 か らscoto.型 変 異 株 を得 た とい う報 告 も

あ る23)24)◎

以 上 に か んが み,ま ず 必 要 な のは,非 定 型 抗 酸 菌 の 生

物 学 的,生 化 学 的 性 状 を系 統 的 に 観 察 して,色 素 に 頼 ら

な い 同定 体 系 を樹 立 す る こ とで あ ろ う。 しか るに 現 在 ま

で の研 究 は,毒 力 お よび 形 態 の観 察 が 主 とな り,こ れ に

加 え少 数 菌 株 に よ る 「ツ ベ ル ク リン」 反 応 お よび 免 疫 反

応の研究,な らびにphagetypingに よる研究があるに

すぎず,同 定体系の樹立にはまだ道遠い状態である(文

献は第2報 以下に記す)。

われわれの研究の目的は,主 として日本分離の非定型

抗酸菌の生化学的性状を明らかにして,非 定型抗酸菌の

分類および同定方法の樹立の緒口を得ることにある。第

1報 では検査に有用と判定された性状およびその検査方

法を紹介し,第2報 以下で本論に入 りたい。ここに提示

する100項 目(実 際には96項 目)の 検査は,わ れわれ

の研究室保存の抗酸菌株400株 について検討し,「有用」

と認められたものである。すなわち,あ るspeciesま た

は菌株群で大多数の株が陽性反応を与 え,他 のspecies

または菌株群では大多数の株が陰性反応を与え,"distin・

9uishingcharacters"と 認 められたものである。被検抗

酸菌のほとんど全株にわたつて陽性または陰性の反応を

与える検査または種々のspeciesに わたつて散発的に陽

性または陰性反応を与える検査は棄却 した◎

実 験 方 法

菌株の純化 試験菌株は,ガ ラス玉振湯法で菌液を作

製した後,10倍 希 釈列を作つて卵培地に接種 し,single

colonyiso1ati。nを2回 繰 り返した。受領した菌株は必

ずしも単一菌株ではなかつたので,菌 純化の操作は必須

と思われた。菌株は卵培地に継代保存 した。

予備的検査 被検株が 抗酸菌属(genusMyeobacter・

伽吻 に属することを確かめるため,次 の検査を 行なつ

た◎Bergey'sManual25)の 定義に従つて,(1)菌 糸形

成がない,(2)分 枝がない,(3)抗 酸性桿状菌の3点 を

確かめるため,ス ライ ド上にSauton寒 天 の薄層 を作

り,被 検株の微量をstreakに より接種 してシャーレ内

で培養し,生 標本でときどき観察 した◎一方卵培地の集

落をZieh1-Neelsen法 およびGram法 で染色し鏡検し

た。

検査項目 前述の定義で,「 有用」検査項 目 として 次

の100項 目を選んだ。この項 目は,被 検株が遅発育性抗
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酸菌か速発育性抗酸菌か不明である場合のもので,も し

被検株が遅発育性抗酸菌と分かつておれば,同 定のため

の検査はかなり省略してよい26)◎

菌株の試験培地への塗抹接種は,外 径3.Omm,内 径

2.Ommの 白金耳によつた。接種のさいには,可 視菌塊

を試験培地にもちこまぬよう注意した。培養温度は特記

しないかぎり37℃ とした◎発育の有無の判定は,速 発

育菌では卵培地で1週 後,寒 天培地で2週 後,遅 発育菌

では卵培地で3週 後,寒 天培地で4週 後に行なつた。判

定にさいしては必ず対照培地と比較した◎酵素検査の材

料の菌は,速 発育菌では卵培地(1%小 川培地,L6wen-

stein-Jensen培 地)に1週 培養,遅 発育菌では卵培地に

3週 培養の菌を材料 とした◎培地の分注量は,中 試験管

(170mm×17～18mm)に8mZと し,滅 菌後,斜 面と

した。

(1)集 落形態◎Sauton寒 天(sodiumglutamate

使用),1%小 川培地,L6wenstein-Jensen培 地 の集落

を観察 し,rough(R)ま たはsmooth(S)に 分けた。

(2)集 落色素。集落の色素も上述の培地で観察 した

が,判 定の基準にはSauton寒 天 を用いた。Saut◎n寒

天に初発集落から著明な榿色または黄色を示すもののみ

をscoto.と した◎初発集落が無色,ク リーム色 または

微黄色で,日 数を経ては じめて榿色となる ものはnon・

photo.と した◎

(3)光 発色性。卵培地およびSauton寒 天 に暗所で

培養して菌が十分発育 した後に,ゴ ム栓をとつて綿栓に

代え,室 温22～37℃ の室内に室内光にさらしつつ2日

間放置 した後,発 色の有無を観察した。綿栓に代えるの

は,光 発色には十分な酸素が必要なためである27)。上述

の方法は電灯光下培養と暗所培養を併用する従来の方法

と同一結果を与える。

(4)発 育速度。卵培地で3日 以内,Sauton寒 天 で

5日 以内に豊富な発育を示す ものを,速 発 育菌(rapid

growers),卵 培地で5日 以上,Sauton寒 天 で7日 以上

を経てはじめて豊富な発育を示 す も のを,遅 発育 菌

(Slowgrowers)と した◎

(5)硝 酸還元。0.1%NaNO3含 有0.067M燐 酸緩

衝液(pH7.1)に 菌を10mg/mlに 浮遊し,16時 間培

養後に,pdimethylaminobenzaldehyde試 薬(2%の

割合に10%HC1に 溶解)数 滴 と10%HCIO.5mlを

加 えて黄色に変じるものをもつて硝酸還元陽性とした。

対照には100℃5分 加熱死菌を用いた。

(6,7)Arylsulfatase3日 反応 お よび2週 反応。

Kubica&Vestal変 法培地28)を用いた。

(8～11)NH20H感 受性29)◎1%小 川 培地 を用い,

NH20H-Hc162・5γ/ml,125μ9/mz,250Pt9/ml,500

μ9/mZて の発育を観察 した。NH20Hな しの対照と比較

して発育の有無を検 した。対照に近い豊富な発育を示す
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もの を 陽性 と した 。 判 定 は 明 瞭 か つ容 易 で あ つ た 。

(12)O.2%PAS-Na感 受 性30)◎02%sodiump-

aminosalicylate含 有1%小 川培 地 で の発 育 の有 無 を観

察 した。

(13,14)Salicylate分 解 お よびPAS分 解30)31)。0.1

%Na-salicylate含 有Sauton寒 天 また はO.260PAS-

Na含 有1%小 川 培 地 に 豊 富 に 発育 して 培 地 を黒 色 に変

じる もの を陽 性 と した 。 判定 は通 常1週 後 に 行 な つ た。

(15,16)Picricacid耐 性32>◎O.1%picricacidお

よび0・2%picricacid含 有Sauton寒 天 に3週 後 に発

育 す る もの を陽 性 と した 。

(17～20)発 育 温 度 ◎1%小 川培 地 で,28℃,37℃,

45。C,52℃ で の 発 育 を 観 察 した。 判 定 は 速 発 育 菌 で は

1週 後,遅 発育 菌 で は3週 後(4週 も観 察)に 行 な つ

た 。

(21～30)Amidasepattem.B6nicke33)の 方 法 に よ

り,10種 のamidesを 用 い た 。acetamidase,benza-

midase,urease,isonicotinamidase,nicotinamidase,

pyrazinamidase,salicylamidase,allantoinase,suc-

cinamidase,malonamidase。 培 養 時 間 は16時 間 と した 。

(31～38)有 機 酸 のC源 と して の利 用25)。 次 の培 地 に

発 育 す る もの を陽 性 と した 。判 定 に さい して はC源 な し

の 対 照 を 参照 し,判 定 は,遅 発育 菌 で は4週 後,速 発育

菌 で は2週 後 に行 なつ た ◎培 地 組 成:有 機 酸Na塩,

0.02M;硫 酸 安 門,2.649;KH2PO4,0.59;MgSO4-7

H20,0.59;精 製 寒 天20.09;蒸 留 水,1,000ml.10

%KOHでpH7.0と し,115℃30分 間 滅 菌 した 。 次

の有 機 酸 を 試 験 した◎acetate,citrate,succinate,ma-

late,pyruvate,benzoate,malonate,fumarateo

(39～51)炭 水 化 物 か らの酸 形成as)◎ 次 の 培 地 を用 い

た 。 炭 水 化 物,5.Og;硫 安,2.64g;KH2PO4,0.5g;

MgSO4-7H20,0.5g;O.2%bromthymolblue(0.02M

NaOHに 溶 解),20ml;精 製 寒 天,20.09;蒸 留 水,

980mZ.10%KOHでpH7.1～7.2と し,100℃15分

2日 間 滅 菌 した。 酸 形 成 の 有 無 は28℃2～4週 後 に 判定

した(遅 発育 菌 では4週 後,速 発育 菌 では2～3週 後)。

遅 発 育 菌 で は 上述 の組 成 にyeastextractO・2gを 添加

した 。 使 用 した炭 水 化 物 は 次 の とお り◎glucose,man-

n◎se,galactose,arabinose,xylose,rhamnose,tre-

halose,maltose,1actose,ra伍nose,inositol,mannito1,

sorbitolo

(52～71)炭 水 化 物 のC源 と して の 発育 へ の利 用 。 次

の基 礎 培 地 を 用 い た◎ 硫 安,2.649;KH2PO4,0.59;

MgSO4-7H20,0.59;精 製 寒 天 ,20.09;蒸 留 水,1,000

mち 上 述 の 基 礎 培 地 に,糖1%o,alc◎ho10.1Mの 割 合

に加 え,10%KOHに よつ てpH7.0と し,100℃15分

2日 間 滅菌 した 。 試 験 したC源 は 次 の とお りcglycer◎1,

glucose,fructose,sucrose,maRnose,galact◎se,ara一
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binose,xylose,rhamnose,ra伍nose,trehalese,ino。

sitol,mannitol,sorbite1,ethano1,propano1,propy-

leneglyco1,1,3-butyleneglycel,1,4-butyleneglycol,

2,3-butyleneglycol。 判 定 は ,C源 な しの 対 照 と比 較 し

て,速 発 育 菌 で は2週 後,遅 発 育 菌 で は4週 後 に 行 な つ

た 。

(72～78)7種N化 合 物 の 同時N,C源 と して の 利

用3i>◎ 次 の培 地 を 用 い た 。KH2PO4,0.59;MgSO4-7

H20,0・59;精 製 寒 天,20.09;蒸 留 水,1,000ml。 以

上 の 基 礎 培 地 に次 のN化 合 物 の1つ をO.02M(*印 は

0・1M)の 割 合 に加 え,10%KOHでpH7.0と し,115℃

30分 滅 菌 した(た だ しglucosamineは100℃15分2

日間 滅 菌 した)。L-glutamate,L-serine,91ucosamine-

HCI,acetamide,benzamide,monoethanolamine*,

trimethylenediamine*◎ 発 育 の判 定 は,NC源 な し の

対 照 培 地 と比 較 し,速 発 育 菌 で は2週 後,遅 発育 菌 で は

4週 後 に 行 な つ た ◎

(79～90)N源 の 発 育 へ の利 用Sti)。次 のi基礎培 地 にN

源 を0.02M添 加 した。Glycero1,30ml;KH,PO,,0。5

9;MgSO4-7H20,0.59;ク エ ン酸,1.09;精 製 寒 天,

20.09;蒸 留 水,970ml.10%KOHでPH7.0と し,

115℃30分 滅 菌 し た(amidesは100℃15分2日,

NaNO2は100℃5分1回)。 次 のN化 合物 の発 育 へ の利

用 を 検 討 した。 発 育 はN源 な しの 対照 と比 較 し,速 発 育

菌 は2週 後,遅 発 育菌 は4週 後 に 判 定 した 。Na-gluta・

mate,L-serine,L-methionine,acetamide,benzamide,

urea,pyrazinamide,nicotinamide,isonicetinamide,

succinamide,NaNO3,NaNO20

(91)Niacintest。 今 野 の方 法 に よつ た36)。

(92)8-Azaguanine感 受 性29)。250μ9/mZ8-azagu・

anine含 有1%小 川 培 地 で の 発 育 を 観 察 した 。 対 照 は

1%小 川培 地 。

(93)Thiophen-2-Carbonsaurehydrazid(TCH)感

受 性37)◎10μ9/mlTCH含 有1%小 川 培 地 の 発 育 を,

対 照(TCHな し1%小 川 培 地)と 比 較 観 察 した 。

(94,95)Thioctate感 受 性s8>。100μ9/m∫ お よび200

μ9/mlsodiumthioctate含 有1%小 川 培 地 の 発 育 を,

対 照 と比 較 観 察 した ◎

(96,97)Salicylate感 受 性39)。0.5mg/mlお よ び

1。omg/mlsodiumsalicylate含 有1%小 川 培 地 で の

発 育 を,対 照 と比 較 観 察 した ◎

(98)Peoxidase活 性 ◎Tiranarayanan&Vischer40)

の 方 法 で 観 察 した 。

(99)Catalase活 性 ◎1白 金耳 の菌 を30%H202に

浸積 して 発 泡 に よ り観 察 した 。

(100)Cord形 成")◎Saaton寒 天 培 地 上 のmicro・

coloniesの 弱 拡 大観 察 に よつ た。Sauton寒 天 に 発 育 不

良 の菌 は,Tweenな しDub◎s培 地 に 培 養 し,管 底 の

結 核 第41巻 第9号

発育を白金耳でスライ ド上にのせ,そ のまま乾 燥 固定

し,Ziehl-Neelsen法 で染色鏡検した。

実験成績および考察

抗 酸 菌 属 の分 類,同 定 に 有 用 な性 状 は,genUSの 菌 株

で異 なつ た 反 応 を示 す こ とが 必 要 で,全 株 に陽 性 また は

陰 性 では 意 味 が ない 。 上 述 の100項 目の性 状 は,当 研究

室 保 存 の抗 酸 菌 株 に 適 用 して,あ る菌 株 では 陽 性,あ る

菌 株 では 陰 性 の 成 績 を 与 え,genUSの 分 別 に 有 用 と思わ

れ た 性 状 で あ る。

以 上 の ほ か に 検 討 の 結 果,あ ま り有 用 で な い,ま たは

無 用 と判 定 され た もの は 次 の ご と くで あ る。(紙 数 の 都

合 で デ ー タを省 略 す る)

C源 と して 検 討 し た 化 合 物:可 溶 性 殿 粉,ethylene

glycol,tetramethyleneglycol,methane1,resorcino1,

benzochinon,catecholo

同時N,C源 と して検 討 した 化 合 物 源:L-methienine,

L-glycine,tyrosine,L・-cystine,L-leucine,urea,

pyrazinamide,isonicotinamide,nicotinamide,suc-

cinamideo

N源 お よび 同 時N,C源 と して 検 討 した 化 合 物:me・

thylamine,dimethylamine,trimethylamine,ethyl-

amine,ethylenediamine,n-propylamine,n-butyla-

mine,hexamethylenetetramine,uricacid,creatinine,

L-cystine,histidine-HCI,arginine-HCI,L-lysine,L_

proline,L-91ycine,L-leucine,tyrosine,allantoine,

salicylamide,picricacid,p-aminobenzoateo

感 受 性 を 検 討 した 化 合 物:p-,m-,o-nitrobenzoates,

p-,m-,o_nitrophenels,p-,m-,o--aminophenols,Na-

NO2,catecho1,resercinol,benzochinon,hexy1--Na,

pyr◎nin,thionin(検 査 濃 度:O,10,50,100,250,500,

1,000μ9/ml)。MgCl2-6H20,ZnSO4,Na2SO4,MgSO4

--7H20,FeCls-6H20,CaCl2(検 査 濃 度:0
,0.1,0.2,

O・5,1,2,5%)◎propyleneglycol(O,5,10%)。(以

上,1%小 川培 地)。 一

そ の 他:p-aminobenzoate分 解,p-oxybenzoate分

解,NaNO2分 解 。

た だ し以上 の 中 で 次 に あ げ る もの は,有 用 と思 わ れ た

が 今 回 の100項 目に 入れ な か つ た 。P-nitroben¢oate感

受性,nitrophenols感 受 性,aminophenols感 受 性,

NaNO2感 受 性,catechol感 受 性(1%小 川 培 地 使 用)。

L-1eucineお よびnicetinamideのN,C源 と して の 利

用。L-proline,L-lysine,tyrosine,histidine-HC1,

arginine-HCI,L-・cystine,creatinineのN源 と して の

利用 。propyleneglyco1感 受 性 。(1%小 川培 地)

従 来,集 落 の 色 素 に つ い て は 通 常 卵培 地 で 観 察 され て

い るが,わ れ わ れ の 観察 結 果 に よる と実 験 条 件 に よ る発

色 の 変 動 培 養 の 陳 旧 化 に伴 う発 色 の 変 化 は,卵 培 地 で
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起こりやすく,Sauton寒 天 培地(純 合成寒天培地)で

は起こりに くい◎ したがつて発 色 の基 準 と して は,

Sauton寒 天培地における発色をとつたほ うがよいと思

われる◎ とくに培養の陳旧化に伴 う発色の変化が卵培地

ほど著明でないことが,大 きい利点といえる◎ただしこ

れはすべてに合成培地がよいとい う意ではない。たとえ

ば耐性の判定は,対 照培地と耐性培地の発育の比較によ

つているので,人 型,牛 型結核菌の発育の不安定な合成

寒天培地は必ず しも適当とはいえない。

Scoto.の 定義は,Sauton寒 天培地に初発集落から著

明な黄色ないし燈色を示すもののみ と定義したい。後報

するごとく,こ のように定義されたscoto.の 性状は比

較的均一でenespeciesを 形成すると思 われるので,

scote.の 定義をはつきりさせたほ うが 好都合 と思われ

る。このように定義すると,nenphoto.の 中に,発 色の

あいまいな菌株が入ることにな るが,も と も とnon-

photo。 は無色の 菌株のみとつてもかなり不均一な性状

を示すので,こ のような定義によつて失 うところは少な

い。一方,も しscoto.に 従来のごとくあいまいな発色

の菌まで含めると,nonphoto.もscoto.も 不均一な菌

株の集合となり,混 乱の解決には一歩も近づかない。

総 括

抗酸菌の分類,同 定に有用な性状100項 目を選んで提

示した。これ らのうち28℃ および37℃ で の 発育,

L-91utamateのN源 としての利用,glycero1のC源 と

しての利用の4項 目を除いて,他 の96項 目は,被 検抗

酸菌で(十)ま たは(一)の 成績を与え,分 類および同定に

有用と思われた。

scotochromogensは,Sauton寒 天培地で初発集落か

ら著明に黄色ないし榿色を示す菌と定義することを提唱

した。色素の発色は,一 般に,卵 培地よりSauton寒 天

培地のごとき純合成寒天培地で安定 している。
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