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   Recently, a number of biochemical tests, such as niacin test, amidase tests, arylsulfatase 

test etc., are widely used for the differentiation or the classification of mycobacteria. 

   In the present study, 16 kinds of biochemical activities were examined on 146 strains of 

mycobacteria, especially nonchromogens and scotochromogens which had not been fully chara-

cterized. The tests used were niacin test,  68°C heat stable catalase test,  100°C heat stable 

esterase and acid phosphatase test, formamidase test, nicotinamidase test, urease test, arylsul-

fatase test and  Biinicke's amide series tests. 

   The results obtained in the experiment were as follows  : 

 1) M. hominis and M. microti could not be differentiated from each other. 

   2) M. avium and nonchromogens were well differentiated from each other by arylsulfatase 

test. 

   3) Nonchromogens showed three types of patterns in  BOnicke's amide series test. 

   4) Several patterns of biochemical properties were observed in scotochromogens showing 

a heterogeneity of this group. 

   5) The heterogeneity observed in scotochromogens and nonchromogens was independent on 

their sources and isolation places. 

   6) Four strains isolated from frog, soil and sputum showed the same pattern as M. fortuitum.

緒 言

本邦における抗酸菌鑑別の研究の歴史はかな り古く,

大正15年 ころより戸田1)に よつて抗煮沸性,カ タラー

ゼ,ウ レアーゼ,リ パーゼ活性等がある程度鑑別に役立

ちうることが認められている｡一 方近年になつて世界各

地で次々に分離されるいわゆる非定型抗酸菌群の同定,

分類がその病原性等とあいまつて重要な課題 となるにお

よび抗酸菌鑑別の研究が注目を集めてきた｡今 野のナィ

アシンテス ト2)を皮切 りに今野3》,B6nicket)ら の アミダ

ーゼテス ト,Kubica5)の ア リルスルハターゼテス ト等,主

として生化学的性状とくに酵素活性を分類ない し鑑別に

応用 しようとする試みが現在 も盛んに行なわれている｡

またSneath6)が 提唱したアダンソン分類法 による考察

の重要性も認められつつある7)s)｡以上 のような方法がか

なり効果をあげていることは衆知の事実であるがまた一・

方,nonchromogensとscotochromogensの 両群 に関

してはまだ十分な結果が得られているとはいいがたい｡

本邦においてもかな りの数の非定型抗酸菌症が発見され

その大部分はこの両群のいずれかに属する株であるが総

合的に本邦分離株について検討した例はまだ少ないよう

である｡著 者はこれら両群を中心として各種の抗酸菌に

つき生化学的性状を検討して各菌 種 を比 較 し,ま た

nonchromoge欝 お よびscotechromogensの 分離源や分
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離 地 方 に よる差 異 の有 無 を 検 討 す る こ とに よつ てか な り

ヘ テ ロジ ニ ア ス で あ る とい わ れ て い る この両 菌 群 を整 理

す るた め の な ん らか の手 が か りを 得 られ るの で は な い か

と思 い 当 実 験 を 行 な つ た｡本 論 文 で はscotochr◎mogens,

nonchromogensの 他 ,ヒ ト,ウ シ,ネ ズ ミ,ト リ型菌

各 種 の迅 速 発 育 株(い わ ゆ るsaprophytesも 含 め る)

に つ い て 述 べ る｡M.kansasiiお よ びM.fortuitum,

Mru簸yoniiに つ い て は 他 に ま とめて 報 告す る 予 定 で あ

・るo

実験材料と方法

1)菌 株:ヒ ト型 菌13株(九 大 細 菌 学 教 室(以 下 九

大)保 存 株12,新 鮮 分 離 株1),ウ シ型 菌3株(九 大 保

存 株),ネ ズ ミ型 菌2株(阪 大微 研 保 存 株),ト リ型 菌7株

く九大 保 存 株),nonchromogens(以 下non.)61株(米

国 株24,日 本 株22,銭 湯 株5,野 犬 株59),象 株1iO),

熱 帯 魚株4),scotochromogen$(以 下scoto・)36株(米

国 株16,日 本 株16,熱 帯 魚株111),そ の他3株),非 定

型 抗酸 菌 を うた が わ れ る 川 村 株12)｡迅 速 発 育株M・

smegmatis2,M.phlei1,M.butyricum1,そ の 他

保 存株20｡non.とscoto・ の 米 国 株 はRunyon博 士 よ

り 日本株 の大 部 分 は 名 大 の 日比野 教 授 よ り分 与 され た も

の で あ る｡

2)培 養:1%小 川 斜 面 培地 を 使用 した｡遅 発 育 株 は

10日 な い し14日 間,迅 速 発 育株 は5日 ない し7日 間,

37℃ で 培 養 した｡熱 帯 魚株 は28｡Cで7日 前 後 培 養 し

た｡

3)方 法:④ ナイ ア シ ンテ ス ト,⑤68℃ 耐 熱 性 カ

タ ラーゼ テ ス ト13),◎ ホ ル ム ア ミダ ー ゼ テ ス ト14),⑥

100℃ 耐 熱 性 エ ス テ ラ ーゼ テ ス ト15),⑨ ニ コ チ ン ア ミ

ダ ー ゼ テ ス ト軌 ㊥ ウ レア ーゼ テ ス ト1η,以 上 は い ず

れ も原著 に基 づ い て行 な つ た｡⑧100℃ 耐 熱 性 酸 性 ホ ス

ハ タ ーゼ テ ス ト著 者 が は じめ て 試 みた 方 法 で あ る◎ この

方 法 に よれ ぽM.kansasiiとM.fortuitumお よびM.

phlei等 に強 い 耐 熱 性 酸 性 ホス ハ ター ゼ 活 性 が 認 め られ

る｡金 井18)もP一nitrophenylphosphateを 用 い て,M.

kansasiiお よ びM.phleiに 耐 熱 性酵 素 の あ る こ とを

認 め てい る｡

試 験 管 に 約30～40mg(湿 菌)/1・5mZの 菌 浮 遊 液 を

調 製 し,ふ つ と う水 浴 中 に10分 間浸 しつ い で 流 水 で 冷

却 後 下 に 記 す 基 質 溶 液O.5mlを 加え37℃ で3な い し

6時 間保 温 後1M-Na2CO3数 滴 を加 え て赤 変 の有 無 を

判 定 す る｡一 般 に3時 間 保 温 で十 分な 結 果 が 得 られ る｡

基 質溶 液:Phenolphthaleindiphosphate20mgをpH

5・0のN/10酢 酸 緩 衝 液10mlに 溶解 す る｡基 質は 保 存

中 に徐 々に分 解 す るの で 対 照 が うす く着 色す る こ とが あ

る が反 応 陽 性 株 は 非 常 に 濃 い 赤 色 を示 す の で実 際 上 は さ

しつ か えな い｡ま たP-nitr｡phenylphosphateは か な り
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安定で市販品でも着色がみられな糠ので基質としてこれ

を使用するほ うがよいと思われるので検討 した結果,両

基質 ともほぼ同 じ結果を示す成績を得ているが,詳 細に

ついては別に報告する予定である(表 の成績は・phenol・

phthaleindiphosphateを 用いたものである)｡

⑪ アリルスルハターゼテス ト5)

Kubicaの 原法はやや複雑で日数を要するので これに

検討を加え簡便化 した方法を考案した｡す なわ ち 基質

tripotassiumphenolphthaleindisulfateのO・004M

緩衝生理食塩水溶液(pH6.8)を1mlず つ試験管に分

注する｡こ れに湿菌5～10mg見 当を白金耳です りこみ

37℃ に3な い し5日 間保温 した 後,1M-Na2CO3を 加

えて赤変の有無を判定する｡迅 速発育株 の 場合は,M.

fortuitumを 鑑別するために,O.OOIMの 基 質溶液を用

い,37℃ に20時 間保温 して判定する簡便法とWayne

のテス ト法19)とを併用 した｡

① アミド系列テス ト鋤

おおむね原法にもとついて行なつた｡菌 の予洗操作は

省略 し,代 わ りに基質を入れていない緩衝液に菌をす り

こんで以下同様の操作を行ない対照 とした｡発 色には,

ネスラー法 とラッセル法 とを併用 し,各 段階希釈の硫酸

アンモン溶液を標準液 として使用 した｡以 上各テス トは

各菌株につき2な い し3回,必 要な場合にはそれ以上繰

返 して行なつた｡

実 験 結 果

結果はまとめて表1か ら表6に 示 した｡

1)ナ イアシンテス ト

諸家の報告と同じくヒト型菌,ネ ズミ型菌,熱 帯魚由

来のphotochromogens3株 に強い活性が認められた｡

またscoto・ のP19株 に もかな り強い活性が認められた｡

2)68℃ 耐熱性カタラーゼテス ト

ヒ ト型,ウ シ型菌では68℃ に加熱するとカタラーゼ

活性が消失し,そ の他の菌種では消失しないと報告され

ているが,ヒ ト型保存株の堀,今 村No.1の2株 では,

微弱ながら活性が認められた｡ま たネズミ型菌でも活性

が消失することが分かつた｡迅 速発育株のM.butyricum

と蛙黄株でも活性の消失がみられた｡

3)ア リルスルハターゼ

Kubicaの 結果とよく一致 して,ト リ型 の保存株およ

びRunyonに よつてnon.のaviantypeと されてい

るP50,P52,P53株 は陰性であつた｡ま た結核様症

状で発死 した象か ら分離された象株も陰性であつた｡迅

速発育株では粕屋27を 除いて全株が陽性であつた｡ま

たM・fortuitum鑑 別法では,陽 性7株,陰 性17株 で

あつた｡

4)ホ ルムアミダーゼテス ト

迅速発育株は粕屋27株 を除いて全株が陽性で,他 の
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菌種はすべて陰性であつた｡

5)100｡C耐 熱性エステラーゼテス ト

scoto.の36株 中11株 が陽性であつた他は全株が陰

性であつた｡

6)100℃ 耐熱性酸性ホスハターゼテス ト

迅速発育株保存株のうちMfortuitumと 考えられる

5株 とMphleiの みが陽性であつた｡

7)B6nickeの ア ミダーゼテス ト

ヒト型菌は諸家の報告 とよく一致したパターンを示 し

たが,ウ シ型菌では,Ravenel株 が尿素非分解 で あ つ

た｡川 村株は非定型のn◎n・と疑われていた株であるが,

尿素を分解し,ま たその他の性状からみてもウシ型菌に

非常によく似ていた｡た だペ ンツアミドを分解する点の

みがこれと異なつていた｡ネ ズミ型はヒ ト型と同じパタ

ーンを示 した｡

non・の大部分はニコチンアミドとピラジンアミドを分

解したが,そ の他にピラジンアミド,ニ コチンアミドの

いずれか一方のみを主として分解する株や,全 アミドを

分解 しない株もみ られた｡ト リ型菌はす でにB6nicke

に よつても認められているように,こ のアミド系列では

大部分のnon・ と区別できなかつた｡scoto｡は ア ミ ド系

列では表にみられるごとく5つ のパターンを示す小群に

分かれた｡迅 速発育株も非常に種々のパターンを示す小

群に分かれた｡

考 察

ヒ ト型菌は13株 中2株 が微弱ながら68℃ 耐熱性カタ

ラーゼ活性を示 したほかは,全 株が同じ性状を示 し,す

でに諸家によつて認められているごとくかなり均「な性

状を示した｡(表1)

ウシ型菌ではBCG株 は尿素を分 解 したがRavenel

株は非分解であつた(表1)｡Ravenelだ け の 特異的な

性状であるのか,あ るいは牛型菌に2通 りの性状がみら

れるのかさらに検討が必要であろ うと思われる｡ま たこ

のほかに保存株の牛 ミワ株についても各テス トを行なつ

たが,ヒ ト型菌 と全 く同 じパターンを示した｡こ の株ほ

長期間継代保存されていた株であるからその間に変異を

きたした可能性が考えられるが,同 時に継代のさいの誤

りの可能性もすてるわけにはいかない｡い ずれにしても

他のウシ型菌 とは異な り,ウ シ型菌としての特徴の大部

分をもつていないので,一 応別に取扱つたほうがよいと

思われる｡

川村株12)は下 出らによつて患者から分離され非定型抗

酸菌ではないか として分与された白色株であるが一応,

non.の 性 質とされている尿素非分解の性状に一致せず,

またベンツアミド分解の点を除いてはBCGと 同 じパタ

ーンを示 し,コ ロニー性状も非常に似ているのでウシ型

菌ではないか と思われる｡

ネズミ型菌はヒト型菌と同 じ性状を示した｡北 村21)は

アセ トアミドを分解すると報告しているが今回の成績で

は,分 解 しなかつた｡(表1)

トリ型菌保存株はKubicaの 報告とよく一致 してアリ

ルスルハターゼ活性が弱く,こ の性 質 に よつて,non.

と区別することができた｡銭 湯由来株,野 犬,象,熱 帯

魚由来の白色株 も一応,人 由来株とともにn◎n.群 とし

て処理したが,ま ずア ミダ ーゼ系列で はB6nickeが

Gr.皿.non.の パ ターンとして報告 した ニコチンアミ

ド,ピ ラジンアミドを分解する型を示す株のほかにアミ

ド非分解の株が61株 中6株 みられた｡他 のテス トでは

両者を区別することはできなかつた｡各 表中,下 線を付

した株は頻回分離されて非定型抗酸菌症の原因菌 と考え

られている株であ り,他 はまだ未明のものないしは一過

性に分離された株であるが,両 群をとくに区別できるよ

うな性状は見出だされなかつた｡ま た動物実験鋤やツ反
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Table2｡BiochemicalPropertiesofM.aviumandNonchremogens(1)
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Table3.Bi◎chemicalPrepertiesofM.aviumandNenchromogens(2)
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Seurces
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Human
(USA)

(Japan)

Bathwater

Dog

Elephant

Tropicalfish

Human

Dog

Human

Tropicalfish
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肋
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嶋
循
鞠
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嗣
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10/10

19/21

17/22

5/5

3/5

1/1

2/4

2/21

2/22

2/5

2/22

2/4

1/22

Nameofstrains

A714121リ リ

P52P53
,

4110,3717,E38686,flamingo,Jueki,P50,

P2,P3,P7,P17,P20,P23,P25,P39,P40,P41,

P42,P44,P45,P49,P51,P54,P55,100616,121326

Ueda,Shinkura,Gamo,Minamizawa,Saito,Onari,

Hatsuno,Subara乳Iizima,Shimamoto,Mitsui,Saka・

ishiHasegawa,Iwai,Ichihara,Nagai,Okita

#1,#2,#5,#9,#15

Yakatabaru-3,Kasuya-24,Jieitai-97

Zo

Bg,Bt

P47P48
,

Kofu,Yoshihara

Mizuma-21C,Ukiha-1-2

Machida,Adachi

Pg-1,Pg-5

Munaishi

癒 特異性23)の研究の結果と同じく,銭 湯や野犬株 と人由

来 の株との間にも明確な違いはみ られなかつた｡本 村が

M.elephantisと して報告 している象株はアリルスルハ

ターゼテス ト陰性であつて,他 の性状もトリ型菌 と全 く

祠一のパターンを示して トリ型を疑わせる株である｡こ

の事実は,発 育鶏卵卵黄嚢内において象株が トリ型 と同

じく,non.よ り盛んな増殖を示 した とい う報告24)とよ

く一致するものである｡

熱 帯 魚 由 来 の4株 は,100｡C耐 熱 性 酸 性 ボ スハ タ ーゼ

活 性 が 非 常 に 強 く,こ の 点 で 他 のnon.と 異 な り,M.

kansasii,M・fertuitumと 共 通 の 性 質 を 示 した｡

Runyonに よつ てnon・ のaviantypeと され て い る

P50,P52,P53の3株 は ト リ型 と同 じ成 績 で あ つ た｡

な お 宗 石 株 はSR型,汚 桃 色 の コPtニ ー で ニ コチ ンア ミ

ド非 分 解,ピ ラジ ンァ ミ ド弱 分解 で 他 の株 と違 う性 状 を

示 した◎
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P36,P37 ム
Matsumoto,Ishii,Watanabe,Okubo,Tomita,Goto,Naga-

shima,Kubota,Waseda,M.marianum,M.scrof鷺1aceum,M.

parafhnicum

P15P19P38,,
ム

Tomi難aga,Nakagawa,Sasaki,Ono,Ishikawa,Miike,Hirano,

Sf3

Table5.BiochemicalPropertiesofSc◎tochromogens(2)
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P5P15P19P34P38,,,,
へ

Matsumoto,Ishii,Miike,Gotδ,Nagashima,Tomita,0簸o,

Waseda,Tominaga,Ishikawa,Hirano

P6,P31ム
Okubo,Kubota,Nakagawa,Sasaki,Watanabe*

P36,P36,M.para伍nicum

P29,P30,P32,M、marianum,M.scr◎furaceum

P27P28P33**P35
,,,

*StraiAWatanabe **StrainP33

以上のようにnon.に は ニゴチンアミド,ピ ラジンア

ミド分解型と非分解型 とがあ り,そ の他そのいずれかの

アミドを分解するような,い わば中間のパターンを示す

ような株もみられた｡た だこの中間のパターンの性状が

安定なものであるか否かはなお問題になるところであろ

う｡ま た他の性状では熱帯魚由来株を除いては区別する

ことはできなかつた｡(表2,3)

scoto・は非常に雑多な性状を示していくつかの小群に

分かれた｡と くにBδnicke20)のGr.皿a,Gr.皿bの パタ

ーン,す なわち尿素分解型と非分解型のほかにニコチン

アミド,ピ ラジンアミドあるいはアセ トア ミドを分解す

るような株もみ られた｡し かしこれらを継続して継代し

2年 後に同じ方法で数株につきテス トした結果は前回と

かならずしも一致 しなかつた｡た とえばP6,P19,P36

M.paraMnicum,M.marianum等 では前回 と同じ結

果が得られたが,P29で は尿素とニコチンアミドの ほ

かピラジンアミドを分解 し,P32で は,ニ コチンアミド

を分解しなかつた｡ま たP34は 尿素を分解 した｡一 方

ヒト型,ト リ型,Mkansasiiで は このような現象は認

められなかつた｡こ の事実はこの菌群の上述のアミダー

ゼ活性が,培 養の条件ないしはその後の継代の過程でか

なり変化 しやすいものではないかとい うことを示さして

いるといえよう｡東 村25)の 結果 で は 人 由来 の株には

B6nickeの 示 した2型 しか認められていな いが 北村21)

の結果ではニコチンアミド,ピ ラジンアミドを分解する

菌株が多 く認められていた｡ま た北村の結果と著者の結

果 とはかな らずしも一致しなかつた｡scoto.は またアミ

ド系列以外の性状によつても少なくとも2群 に分 かれ

た｡こ れは耐熱性酵素活性の有無によるものである｡武

谷 らのツ反応特異性に関する報告23)によればP6,松 本,

渡 辺,石 井,大 久保の5株 はお互いによく類似 した特異

性を示 し,三 池株はこれとかな り違 う特異性を示す事実

があるが,前 者5株 には耐熱性エステラーゼ活性が認め

られず,後 者には活性が認められた｡免 疫学的性状が抗

酸菌においては非常に安定であること,ま た特異性が強

いことなどを考慮 してこれをとくに重視し,ま た酵素の
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量的な差よりも質的な差異に注目するとすれば,scoto.

を2群 に大きく分けることが可能であるか も しれ ない

が,種 々の点でこれは今後の研究の結果に待つべき問題

であろう｡東 村25)は,ア ダンソン分類法による考察を行

なつて,本 邦人由 来株 のscoto.もB6nickeの い う
"Maquae"と して1つ のspeciesに い れてもよいの

ではないかと述べている｡

富 田株はscoto.と して分離継代されている株である

が,ツ 反応特異性の点でnon.に 非常に似てお り,ま た

生化学的性状でも一部のnon.と も共通のパターンを示

してアミド非分解であつた｡九 大細菌学教室で継代して

きた株のコロニーは,典 型的なscoto・ の 色調を呈さず

むしろ白黄色のnon.に 近い色調であるので少なくとも

現在ではscoto.の 一型とするよりはnon・ と考えるほ

うが妥当ではないか と思われるが,こ の点に関しては他

の研究室保存株について検討した うえでの判断が必要で

あろう｡(表4,5)

以上 のごとく今回用いたような方法ではnon.scoto.

を問わず分離源,分 離地方による特別な差 は認 め られ

ず,ま た頻回分離株と少数回分離株 とを区別することも

できなかつた｡こ れらの事実はツベルクリン反応特異性

や病原性その他の研究においてもすでに認められている

事実と一致 し,非 定型抗酸菌症がいかなる機作で起こつ

ているのかとい う命題に対 して一つの示さを与えるとと

もに,自 然界由来説の一つの裏付けになるのではないか

とも考えられる｡

迅速発育株は非常にi雑多な性状を示 した｡Mfortui-

tum鑑 別のためリアリルスルハターゼテス トで 大部分

の株は陰性であつたが,、7株 が陽性 で あ りこの うち蛙

慈恵,人 非5,B16,B23,B24の5株 はアミド系列で

も共通のパターンを示 した｡こ れはM.fortuitumの パ

ターンと同じであり,さ らにBirgey'smanua1に 基づ

くM.fortuitumと しての性状やツ反応特異性な どを検

討した結果これらがM.fortuitumら しいことが判明し

た｡詳 細については別に報告するが耐熱性酸性ホスハタ

ーゼ活性の存在がこれ らの菌群の一つの特長である｡こ

の菌群のほか鼠癩か ら分離された黄榿色の内田D,木 戸

黄株もアリルスルハターゼ陽性であつた｡こ の2株 は他

の迅速発育株に比 して活性を示すアミダーゼの数は少な

かつた｡ま た犬から分離された白色の粕屋27株 はホル

ムアミダーゼ活性が認められず,カ タラーゼ,ア リルス

ルハターゼ活性等の点でも特異な性状を示す株である｡

佐藤26)も迅速発育株の糖分解の研究で認めているが,一

般に動物由来の菌株のほ うが酵素活性が低い傾向が認め

られた｡M・phleiはMfortuitumと 同 じく耐熱性酸

性ホスハターゼ活性を示した｡従 来 トリ型菌 と され て

いたが,そ の後各方面からの性状の検索によつて トリ型

菌とは異なるといわれている獣調,伝 鳥,細 谷,竹 尾の

4株 は,M｡smegmatisと 全 く同一の パターンを 示 し

た｡(表6)

総 括

各種抗酸菌,と くに 本 邦分離 のnonchromogensと

scotechromogensを 中心に,16種 類の 生化学的性状に

ついて検討した｡当 実験結果の範囲内で以下の事実が観

察された｡

1)ヒ ト型菌 とネズミ型菌とは区別できなかつた
｡

2)ト リ型保存株と 肌 はアリルスノレ・・ターゼ活性
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で一応区別できた｡

3)nonchrom◎gensで はB6nickeの ニ コチソアミ

ド,ピ ラジンアミド分解型のほかに,非 分解の型や,い

ずれか一方のみを分解する中間の型を示す株がみられた｡

4)scotochrom◎gensは かな り雑i多なパターンを示

した◎

5)nonchrom0gensお よびscotochromogensで は,

分離源や分離地方による差はとくに現われなかつた｡

本論文の一部は第16回 日本医学会総会において発表

されたものである｡

当実験の機会をお与え下さつた戸田忠雄九大名誉教授

ならびにご指導下さつた武谷健二教授に厚 く感謝致しま

す｡
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