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   Modifications for the neutral red test described by Dubos and Middlebrook have been tried 

by many investigators, and it is recognized that the intensity of the reaction depends on the 

methods employed. The authors have observed that the Aratani strain of atypical group organ-

isms gave a negative reaction for this test when the bacterial mass was pretreated with 50% 

methanol, while positive with absolute methanol. 

   One handred and thirteen acid-fast bacilli, including 8 human strains, 6 bovine strains, 

9 avian strains, 4 photochromogens, 21 scotochromogens, 21 nonphotochromogens, 27 rapid— 

growers from human sources, 17 rapid-growers from natural sources, were examined of the 

neutral red reaction, using 50% and 100% methanol, respectively, as a pretreatment agent. 

   Human strains of  tubercle bacilli showed much stronger reaction by the treatment with 50% 

methanol, whereas the majority of M. kansasii and scotochromogens showed much stronger 

reaction by the treatment with 100% methanol. 

   Irrespective of the concentrations of methanol, the majority of bovine, avian and nonpho-

tochromogenic strains showed much the same intensity of  tne reaction, and the rapid-growers 

both from human and natural sources showed a negative reaction.

中性紅反応 はMiddlebrookな らびにDubos1)が 病原

性抗酸菌は陽性 を,ま た非病原性抗酸 菌は陰性をそれぞ

れ示 し,こ れ によ り病原性抗酸菌 と非病原性抗酸菌 との

鑑別がで きる と発表 して以来,抗 酸菌 の毒 力試験法の一・

つとして動物実験 に代 りうるもの と高 く評価 さ れ て い

た2)3)｡そ の後非病原性抗酸菌の中にも陽性反 応 を 示 す

ものがあ ることが分か り4)'"6),その声価は低下 したが,

現在で もなお抗酸菌 の生物学的性状 テス トの重要な一つ

であ ることに変 りはない よ うである｡こ の中性紅反応に

はDubOsの 原法のほか に,種 々の変法が考案され7)～9),

その方法に よつて反応 に強弱の差のあることは占部 幸

田lo)あるいは松尾 日)12)によつて,く わ し く報告 されて

いる｡

ところでわれわれは,国 立 賀茂療 養所 で分 離 さ れ た

scot｡chromogenで あ るところの荒 谷株 の中性紅反応 を

検査 中,た また ま菌塊 の前 処理 に あた つ て,50%メ ダ

ノールを使用す ると陰 性ないし疑陽性 を示す にかかわ ら

ず,無 水 メタノールを使用する と強陽性 を呈す ることを

発見 した｡そ こで他の抗酸菌株 の中にもこの ような反応.

を示す ものがあ るか どうか,も しあ るとすれば抗酸菌の

分類上役立つか ど うかを検討す るた め,各 種抗酸菌を供

試 し,そ れ らの菌塊 を一方 では50%メ タノールで前処

理 し,他 方では無水 メタ ノールで前処理 を行ない,そ れ

ぞれについて中性紅反応を行なつてみた｡

* From Department of Bacteriology (Director : Prof . Kaoru Urabe), Hiroshima University School of 
 Medicine, Hiroshima, Japan.
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供試菌株

表1か ら表4ま でに示 した よ うな,人 型結核菌8株,

牛型結核菌6株,鳥 型結核菌9株photochrom｡9ens4

株,scotochromogens21株nen-ph0tochromogens21

株,人 体 よ り分離のいわゆ るrapid-growers27株(着

色株19株 お よび非 着色株8株)な らびに自然界系抗酸

菌17株(着 色株4株 お よび 非着色株13株)の 総計

113株 を供試 した｡な おその さい結 核 菌,photochromo-

gens,scotochromogensお よびnon-ph◎tochromogens

は1%e小 川培地に4週 間培養iした も のを,ま たrapid-

growersお よび 自然界系菌は1%小 川培地 に2週 間培

養 した ものをそれぞれ用いた◎

実験方法

2な い し3白 金耳量の菌 塊を50%メ タノールお よび

無水 メタノールの5mlず つ入つた遠沈管 に各別に と り

菌塊を よく砕 き37℃ のふ らん器 に1時 間入れ,遠 心沈

殿 しアル コールを捨てる｡同 様 の方法を再度 く り返 し菌

塊の入つた遠 沈管にアルカ リ緩衝液5mlとO.05%の

中性紅溶液O.2mlと を加え,よ く振 と うし37｡Cの ふ

らん器に入れ15分 後 に成績 を判定 した｡

成績判定

全 く着色しない ものを(一),淡 燈色 にな つ た ものを

(土),紅 色の ものを(十),深 紅 色の ものを(帯)と し,

さらに(十)と(帯)と の中間の色調を呈す る も の を

(吾)と した｡

実験成績

表1に 示 し た よ うにH37Rv,保 利,河 上,青 山B,

Frankfurtの5株 は50%メ タノール処理 では 強陽性

な いし中等度陽性を示 したにかかわ らず,無 水 メタノー

ル処理 では陰性ない し疑陽 性を示 した｡ま たH2,吹 田

の2株 は50%メ タノール処理では強陽 性を示 したの に,

無水 メタノール処理では弱陽性を示 した｡

H37Ra株 は50%メ タノール処理 では弱陽性を,ま た

無水 メタノール処理では疑陽性を示 した｡い ずれ にせ よ

人型結核菌では菌塊を50%メ タ ノール で処理 した もの

のほ うが無水 メタ ノール で処理 した もの よ りも中性紅反

応 は強 く現われ た｡

牛型菌 では芝,RMお よび三輪の3株 は どち らの方法

で も陰 性を示 し,牛263お よびBCGの2株 は どち らの

方法 でも同程度 の弱陽性 を示 した がRavene1株 のみは

50%メ タノールで処理 す る と強陽性を示 したにかかわ

らず,無 水 メタノール処理では弱陽 性を示 し,人 型結核

菌 と同 じ傾向がみ られた｡

鳥 型菌 ではKirchberg,A4121の2株 は どち らの方

法でも強陽 性を示 し,Flamingoお よびA71の2株 は

どち らの方法 でも同程度 の中等度陽性 を示 した｡他 の5

株は どち らの方法 でも陰性であつた｡要 す るに鳥型菌で

は2つ の方 法に よる反応 の強 弱の差 はみ られなかつ た｡

結 核 第42巻 第8号

Table1.ResultsoftheNeutralRedTestwith

M.tuberculesis,M.bOvis,andMavium

Strains

M.tuberculosis

M.1)ovis

M.avium

H37Rv

Kawakami

Aoyama

Frankfurt

Hori

H37Ra

H2

Fukita

Ushi263

BCG

Ravenel

Shiba

RM

Miwa

Flamingo

A71

Kirchberg

A4121

A62

Takeo

Torikyo

Torijuchyo

TBl3

Age就s

Absolute50%
methaROImethanol

土

土

十

十

十

十

十

+

辮

辮

十

十

帯

井

升

帯

次に非定型抗酸菌 にあつ ては表2の よ うにphotochro・

mogensで はP1,P16お よびP22の3株 は無水 メタ

ノール処理では弱陽性 を示 した にか かわ らず,50%メ

タノール処理では陰性 を示 したがP8株 のみは両方法 と

も疑陽性であつた｡す なわ ちphotochrom◎gensで は4

株中3株 にあつて無水 メタノール処理のほ うが50%メ

タノール処理 よ りも強い反応を示 した｡

scotochromogensで は荒 谷,P6,P31,Frost,Bri-

dge,大 久保,渡 辺,松 井,中 桝,藤 井,倉 田,蓮 見,

森 田の13株 は50%メ タノール処理では陰 性ない し疑

陽 性を示 した にかかわ らず,無 水 メタノール処理では強

陽性 ないし中等度陽性を示 し,二 宮S5,Brooks,竹 の

3株 は50%メ タノール処理では陰 性ないし疑陽性 であ

つ たが,無 水 メタノール処理では弱陽性 を示 した｡

倉本株は50%メ タノール処理 では弱陽性 を,ま た無

水 メタノール処理では強陽 性をそれ ぞれ示 した｡大 野 お

よび中島の2株 のみは これ とは反 対に50%メ タノール

処理では中等度陽性を,無 水 メタ ノール処理 では疑陽性

ない し陰性をそれぞれ 示した｡な おP5,山 崎 の2株 は

どち らの方法で も陰 性 で あ つ た｡す なわちscotechro・

mogensの21株 の うち16株 は50%メ タノール処理
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Table2.ResultsoftheNeutralRedTestwithAtypicalMycobacteria

Strains

Agents

盆譜舗Le瓢｡1

の
5

ねの
0
8
0
三

り
£
2

Pl

P8

P16

P22

十

土

十

十

土

Strains

雲

続

｡
霞
o
主

8

98
の

Aratani

P6

P31

Frost

Brooks

Bridge

Watanabe

NinomiyaS5

Matsui

Nakamasu

Fujii

Kurata

Hasumi

Morita

Take

Kuramoto

Ono

Nakajima

P5

Yamasaki

Agents

謝 描}me撒｡1

帯
…
帯
…
十

三什

惜

十

帯
…
帯
…
升

…什

帯
∴
什

十

帯
…
土

土

土

土

土

土

土

土

十

StraiRS

の
器

bゆ
o
ε
｡
三

り
e
o琶

ム

o

Hashimoto

Ueda

P20

Shimamoto

121326

0kayama

5808

Sasebo

Takakuwa

P25

K6fu

YamamotoSl

YamamotoS2

Kinshi

T3133

D◎uglas

355

SngerNo.3

SngerNo.4

SngerNo.6

SmgerNo.16

Agents

謡 皇描Le器 髪n｡1

+

辮

辮

帯

+

帯

昔

昔

+

帯

十

辮

土

では陰性ない し疑陽性 であつたのにかかわ らず,無 水 メ

タノール処理では陽性を示 し,他 の2株 では50%メ タ

ノール処理で陽 性,無 水 メタノール処理 で陰性ない し疑

陽性 であつた｡残 余の1株 は どち らの方法でも陽性であ

つたが無水 メタノール で処理 したほ うが反応 はよ り強 く

現われた｡つ まりscotochromogensで は 大部分の菌株

において上述の人型結核菌 とは反対の態度を示 した｡

non-photochromogensで は橋本,上 田,P20,嶋 本,

121326の5株 は50%メ タ ノール,無 水 メタノール のい

ずれに よつて処理 しても ともに同程度の陽性反応を示 し

た｡と ころが岡山お よび5808の2株 は無水 メタ ノール

で処理す ると強陽性を示 した に もかかわ らず,50%メ

タノール処理では陰性お よび弱陽性をそれぞれ 示した｡

また佐世保株 のみは50%メ タ ノー・ル処理で強陽性を示

し,無 水 メタノール処理では逆 に弱陽性を示 した｡な お

その他の13株 はいずれの処理 方法 でも陰性であつた｡

すなわちnon-photochromogensで は21株 中5株 が

鳥型菌 と同傾 向の態度を示 し,2株 がscotochromogen

型,1株 が人型結核菌型 とで もい うべ き態度 を示 したの

であ る｡

次に人体材料か ら分離 されたいわ ゆるrapid-grewers

では表3に 示す よ うに,ま た 自然界系抗酸菌では表4に

示す ように,い ずれ も全株が無水 メタノールで処理 して

も,50%メ タノールで処理 して も と もに陰性成績 に終

始 した｡

総括ならびに考案

す でに占部,幸 田10)によつて抗酸菌の中性紅 反応は,

Dubos原 法の50%メ タ ノール 液 の 代 りに,エ タ ノー

ル,エ ーテル等量混合液を用い ると,一 般にその呈 色度

が増強 され ることが報告 され てい るが,わ れわれ も50%

メタノール使用では呈色反応 が陰性 であ るに か か わ ら

ず,無 水 メタノールを使用す ると強陽性を示す菌株のあ

ること(表2)を 知つたので,総 計113株 の抗酸菌を供

試 して50%メ タノールを使 用 した場合 と無水 メタノー

ルを使用 した場合 との呈色反応の異同を追究 してみた｡

その結果に よると人型結核菌8株 ではその うち7株 まで

が50%eメ タ ノール処理では中等度ない し強陽性 を示 し

たにかかわ らず,無 水 メタノール処理では陰性4株,弱

陽性2株,疑 陽性1株 であつた｡す なわち人型結核菌 で

は8株 とも50%メ タノール処理 のほ うが無水 メタ ノー

ル処理の場合 よりも強 い中性紅反応を示す ことがみ られ

た｡

牛型菌6株 の うち3株 はいずれ の方法で も陰 性であつ

たが,残 余の3株 の うち2株 ではいずれの方法で も同程

度の弱陽性を示 し,ま た1株 のみ は人型結核菌 と同様 に

50%メ タノール処理 のほ うが よ り強い反応を示した｡

次に鳥型菌についてみ るに9株 の うち陽性を示 した4
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Table3.ResultsoftheNeutralRedTestwith

Rapid-growersfromHumanSources

Strains

Agents

盆譜描lme撒｡1

Imaoka

Idenoue

D6men

6ta

Kurokawa

Morishita

Takehara

Konaka

Yokogawa

P豊 朧dKushida

150

Banmeto

Kataoka

Murakami

Kodama

Deki

Miyashita

Sugimoto

Dai
ヤ

NinomiyaS11 一
↑

一

Okugawa 一 一

Kiji 一 一 田

Nonpigπ1ent一 Shimosaki 一 一

edstrains Kashihara 一 一

Togikawa 一 一

『

Makio 一 一

Uefuji 一 一

≒

株は ともにいずれ の方法に よつて も同程度 の 着 色 を 示

し,両 法に よる強弱の差はみ られ なかつた｡

photechromogensで は4株 の うち3株 は 無 水 メタノ

ール処理では陽性を示 し た の に
,50%メ タノール処理

では陰 性を示 し,｡ヒ 述 の人型結核菌 とは逆の着色態度を

示 した｡

ところが,こ こに興味あ ることにはscetochromogens

では21株 の うち17株 まで もが無水 メタ ノール で処理

したほ うが50%メ タノールで処理 した場合 よ りもは る

かに強い着色反応を示 した｡そ して他 の2株 のみが人型

結核菌 と同 じように50%メ タノール処理の さい,よ り

強 い着 色反応 を示す こ とがみ られた｡

non一photochromogensで は21株 の うち8株 が陽性

反応を示 したが,そ の8株 の うち5株 まで もがいずれの

方法で も同程度に着色 し,こ れ は鳥型菌 と同 じ傾向の反

応 型 と判断され た｡と ころが他 の2株 では無水 メタノー

ル処理 のほ うが よ り強 く着 色 し,こ の点scotochremo-

gensと 同 じよ うな反応型を示 した｡な お佐 世保株 のみ

結 核 第42巻 第8号

Table4.ResultoftheNeutralRedTestwith

AcidイastBacillifr◎mNaturalSources

Strains

Agents

盆譜矯lme臨｡1

KTsuchi31 壕
一 一

Pigmented KTsuchi111 一 一

o

strams B14 一 一

B3 一 一

lllB

ll

餐
N鯉 盤譜B7

§19
B16

Tsuchi5A

Tsuchi30

238

は人型結核菌 と同 じよ うに50%メ タノール で処理 した

ほ うが より強 く着 色した｡

人 体 より分離 のいわゆ るrapid-grewersお よび 自然界

系抗酸菌では着色系 と非着 色系 とを問わず計45株 とも

いずれの方法によつ ても陰性 を示 した｡以 上 の所見 よ り

して中性紅反応 の,多 少にかかわ らず陽性 を示す抗酸菌

においてはその菌種 の如何 によつて,菌 塊 の 前 処 理 を

50%メ タ ノール で行な う場合 と無水 メ タ ノ ールで行な

うさい とで反応度に著 しい差異のみ られ るもの とそ うで

ない もの との別 のあ ることが分かつた｡す なわち全株 中

性紅反応陽性 であ るところの人型結核菌では50%メ タ

ノール処理の場合のほ うが,無 水 メタ ノール処理 のさい

に比ぺて常に よ り強い着 色度 を示すが,鳥 型菌,牛 型菌

な らびにnon-photochromogensの 中性紅反応陽性の菌

株においては両処理間に着 色度 の差は生ぜず,ま たpho・

tochromogensな らびにscotochromogensで は 多少の

例外 はあるに してもその中性紅反応が無水 メタノール処

理法 によると陽 性 を 示すのに,50%メ タノール処理法

では全 く陰性か または疑陽 性程度の反応 しか示 さない こ

とがみ られた｡

したがつて如上の知見は抗酸菌の群別ない し同定に多

少 とも参考になるこ ともあ るのではないか と思われ る｡

なお一般 にいつ て上記の中性紅反応の程度差は培養期間

のあま り短い場合には著明には現われない ことを付 記 し

て お く｡

結 論

1)抗 酸菌の中性紅反応は菌塊の前処理を無水メタノ



1967年8月

一ルによつた場合 と,50%メ タノールに よつ た さい と

では菌種,菌 株に よりそ の着色度に多少にかかわ らず強

弱の差 の出現す ることがある｡

2)人 型結核菌では50%メ タノールで処理 したほ う

が着色反応が より強 く現われ るが,photochromogensな

らびにscotochr｡mogensで を3それ らの大部分 の菌株が

逆に無水 メタノールで処理 したほ うが強い着 色 度 を 示

す◎

3)と ころが牛型 菌,鳥 型菌な らびにnon-photochro-

mogensの 中性紅反応陽性株では大部分の菌株 において

両処理間に着色度の差はみ られなかつた｡

4)人 体系rapid-9rowersな らびに 自然界系抗酸菌

におい ては全菌株 ともいずれの前処理法によつ ても中性

紅 反応は陰性を示す｡

稿を終わるに臨み,終 始 ご懇篤 なご指導を賜わ りご校

閲をいただいた恩師 占部薫教授 に深謝 します とともに,

ご援助をいただいた斉藤肇講師な らびに久保西健司所長
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に感謝いた します｡
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