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Introduction

Inthepreviousreport(Tsukamuraeta1.:Kekkaku,41:401,1966),thepresentwriters

statedthatpathogenicscotochromogensisolatedinJapanshowedfairlyuniformcharactersand

weretoberecognizedasaspecies.Thesepathogenicscotochromogenswereshowntobe

identicalasルtycobacteriumsoγ のfulaceum(TsukamuraetaL:Kekkaku,42:219,1967).Onthe

otherhand,slowlygrowingscotochromogensoccurringinthesoilshowedsimilarcharacters

withthepathogenicscotochromogensandwereconsideredtobelongtothesamespecies

(TsukamuraetaL=Kekkaku,4215,1967).Theseresultssuggestahypothesisthatthe

scotochromogensoccurringinthesoilorwater(M「.scrofulaceum)enterthehumanbodyand,

ifthereexistsomestrainswithhighvirulenceamongthem,theycauseaninfectioninthe

human,beinginfluencedbytheconditionofthehost.Ifthishypothesisiscorrect,itwould

beexpectedthatsporadicisolatesofthescotochromogensoccurringinsputaareM.scr()fula・

cettmandtheirvirulenceisweakerthanthatofthepathogenicscotochromogens(multipleiso-

lates).Thepresentpaperdealtwiththecharactersandvirulenceofthesporadicisolate-

scotochromogens.

Methods

Themethodsweredescribedpreviously(Tsukamuraetal.;Kekkaku,41:395,1966).One

hundredcharacterspreviouslydescribedweretested.Inaddition,tencharacters,utilization

oftencarbohydratesinthepresenceofglutarnatenitrogen(glucose,fructose,sucrose,acetate,

citrate,succinate,malate,pyruvate,malonateandfumarate),werenewlyaddedtothe100

characters.Numericalclassi丘cationwasdoneaccordingtothemethodpreviouslydescribed

(Tsukamura:J.Gen.Microbio1.,45:255,1966).Twoscheduleswereused;oneconsistingof
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thetestsof100charactersandanotherconsistingofthetests

tersplus10charactersoftheutilizationoftencarbohydrates

nitrogen).

of110characters(100charac-

inthepresenceofglutamate

Results

1solat伽qプsZo2〃-9γ02〃 伽gscotochro〃zogens

Sixty-sixstrains。fsl。w-gr。wingsc・t・chr・m・genswereis・latedsp・radicallyf「omthe

patientsh。spitalizedintheChubuChestH・spitalduring4years(fr・mApri11961toMa「ch

1965).Frequency・fis・lati・nwas66/35,565cultures(0・186%)(Table1)・

Charact〃soゾthesPoradicisolate-scotochro〃zogens

F。rty.nine。f66strainsweretestedf・rtheirbi・1・gicalandbi・chemicalcharacters・and

theresultsobtainedareshowninTables2and3.CharactersofMツcobacteriumaquaealsoare

showninTable2.

Nu〃zericalclassiication

TheresultsofthenumericalclassificationsmadeaccordingtothescheduleI(100charac・

ters)andtothescheduleII(110characters)areshowninFig.1and2・Thesporadicisolate-

scotochromogensshowedS-valuesofmorethan91%tothe、M.scrofulaceumandルf・aquae・and

theyformedacompactclusterwiththeseorganisms.

Co〃iparisonOfthevirulence/bγ 励 θbetweenthe伽 〃iPleisolate-.sPoradicisolate一 αndsoil

isolate-scotochrO〃zogens

TheresultsareshowninTable4.Thevirulenceofthesporadicisolate-scotochromogens

islessthanthevirulenceofthemultipleisolate-scotochromogens(pathogenicscotochromo-

gens).

Conclusion

Slow-growingscotochromogensisolatedfromsputaoftuberculouspatientsassporadic

isolateswereidentifiedasルlycobac彦 〃 伽 初scrofulaceum.ルT.vcobact〃 伽 伽scrofulaceumand物oo・

bacteriumaquaewereshowntobeidentical.

Multipleisolate-scotochromogens(pathogenicscotochromogens),sporadicisolate-scotochro-

mogensandsoilisolate-scotochromogensareル1・scrofulaceum(ル1・aquae)・Thevirulencefor

miceofthesporadicisolate-scotochromogenswasweakerthanthevirulenceofthemultiple

isolate-scotochromogens.

Fromtheresultsobtainedinthepresentstudyandinthepreviousstudies,itissupPosed

thatM.scγofuZaceum(M.aquaのoccurringinthesoilandwaterenterthehumanbodyas

sporadicisolatesand,ifthestrainsarevirulent,theycauseinfectioninhumanbeinginflu・

encedalsobythehostcondition.

Runyon1)のgroupIIscotochromogensに 類 似 す る

抗 酸 菌 を,健 康 人 の 胃液,水,土 壌 か ら分 離 した とい う

報 告 は 多 い が2～15),こ れ らは た ん に 集 落 形 態 の類 似 に 基

づ く も の で,細 菌 学 的 な検 討 を経 た も の で は な か つ た 。

わ れ わ れ は前 に 土 壌 分 離 のslow-growingscotochro・

mogensが 人 体 分 離 のpathogenicscotochromogensに

一 致 す る こ とを 報 告 し16)17),さ らに 日本分 離 のgroupII

scotochromogens(pathogenicscotochromogens)が

MycobacteriumscrofulaceumPrissicketMasson18)19)

に 一 致 す る こ とを 認 め た20)。

以 上 の 所 見 か ら,土 壌 な い し環 箋 中 のM.scrofula・

ceumの 中 の毒 力 の 強 い もの が ,人 体 の条 件 と あ い まつ

て 感 染 を ひ き起 こす こ とが 想 像 さ れ た 。 も し,こ の仮 定

が 正 しけ れ ば ・ 人 体 か らsporadicisolatesと して頻 々

に 分 離 され るscotochromogensもM .scrofulaceumに

属 す るは ず で あ る。 そ して 土 壌,sporadicisolatesお

よび 病 源 性 を発 揮 したmultipleisolatesの い ず れ も が

M.scrofulaceumで あ る と証 明 さ れ れ ば ,pathogenic
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scotochromogensの 起 原 を 土 壌 な い し水 に 求 め る 考 え

に 大 きい 支 持 を 与 え る こ とに な ろ う。 本 報 で は,こ の よ

うな 意 図 の も と にsPoradicisolate-scotochromogens

の 細 菌 学 的 検 討 を行 なつ た 。

実 験 方 法

菌株。国立療養所中部病院(旧 大府荘病棟)に 入院中

の肺結核患者について,昭 和36年4月 から昭和40年3

月までの間,毎 月,結 核菌の培養検査を行な つ た さ い

に,sporadicisolatesと して分離されたscotochromo-

gens(以 下scoto.)を 菌株として保存した。多くは単一

集落として分離されたが,2集 落以上排泄され た もの

は,そ の中の一集落を保存菌株とした。

喀疾の採取にあたつては,滅 菌スピッツグラスに喀疾

をとらせ,こ れ に等量 の5%KOHを 加えて37℃ に

30分 保つて 溶 解 し,そ の0・02mlを 渦巻 白金 耳 で

L6wenstein-Jensen培 地(LJ培 地)に 接種培養した。

菌の発育の有無は8週 まで観察 した。

分離 した菌株はLJ培 地または1%小 川培地に培養

した後,こ れに10%91ycero1を 重畳し,-20。Cに 保

存 した。

菌の性状の検討は昭和40年4月 に開始 し,保 存菌株

から1%小 川培地上に継代培養 して使用に供 した。

使用にさいしては,ま ず1%小 川培地およびSauton

寒天培地に培養して,そ の発育速度を観察す る と とも

に,初 発集落および十分発育した集落の菌をとつてZiehl

-Neelsen法 で染色鏡検し,菌 糸が存在 しないこ とお よ

び抗酸性を確かめた。保存された菌株は計70株 であつ

たが(No・594株 か らNo・663株 まで),う ち4株 は部分

抗酸性で発育初期に菌糸が認め られたので除外し,の こ

りの67株 が抗酸菌(Mycobacterium)と 考え られた。

しかし,そ の中の1株 は発育速度が速く,raPidgrower

に属すると考え られたので,結 局,slow-growingscoto.

として観察の対象となつたのは66株 であつた。これ ら

Table1・ModeofExcretionofSporadicIsolates

oftheScotochromogens

Numberofcolonies

perculture

1

2

3～4

5～10

11～20

Morethan100

Tota1

Number
of
cases

Frequencyof
excretionof
scotochromogens

」4

7
4

∩
∠

-
⊥

-
↓

-
⊥

5 10nce
l

Twice

}Threetimes

Number
of

patients

Q
》

9
白

1

5

Tota1 62

66

Examinationperiod:FromApri11961toMarch1965(4

years).Frequellcy(Tllenumberofculturesinwhich

thescotochromogenswerefound!Thenumberoftotal

cultures)=66/35,565=O.186%.

3

66株 のscoto・ の 分離 の 状 況 を表1に 示 す。 分 離 の頻 度

は延 べ35,565回 の 培 養 に つ き,66回 で,そ の 頻 度 は

0.186%と な るo

検 査 方 法 お よび 毒 力 の 検 定 法 は 既 報 に よつ た21)22)。

Numericalclassification(数 的 分 類)

数 的 分 類 は 既 報21)の100性 状 に つ い て 行 な つ た が,さ

らに これ ら100性 状 に,glutamateをN源 と した さい の

10種 炭 水 化 物 の利 用 の10性 状 を 加 え て110性 状 を 用 い

る方 法 も併 用 した 。 追 加 の10性 状 は,glutamateをN

源 と した と きにglucose,fructose,sucrose,acetate,

citrate,succinate,malate,pyruvate,malonate,

fumarateをC源 と して 発 育 に 利 用 す るか 否 か の検 討 で,

さ きに 東 村23)がM・ariumとgroupIIInonphotochro・

mogensを 区 別 す る方 法 と し て発 表 した も の で あ る。

数 的 分 類 の 方 法 ば 既 報 した24)。

実験成績および考察

Sporadicisolate-scotochromogensの 性 状

3年 間 に分 離 したsporadicisolate-scotochromogens

の66株 の 中 で,4g株 に つ い て詳 細 な性 状 の検 討 を 行 な

つ た。 こ の49株 は番 号 の若 い株 か ら49名 の患 者 の 株

を とつ た もの で,特 別 の選 択 を行 な つ た もの で は な い。

同一 患 者 か ら2回 ま た は3回 排 泄 した例 で は,最 初 の排

泄 の株 を検 査 対 象 に 入 れ た。

49株 の性 状 を一 括 して示 せ ば,表2お よび表3の ご

と くで あ る。sporadicisolates49株 の 性 状 は きわ め て

よ く類 似 して い る。

Smallschedule-numericalclassification

数 的 分 類 の 結 果 を 図 示 す れ ば,図1お よび 図2の ご と

くな る。 図1ば100性 状 を 用 い た 場 合,図2は110性 状

を 用 い た 場 合 で あ る。こ の数 的 分類 に は,M.xenoPei25)26),

M.aquae27)28),M.scrofulaceum18)19),M.aurum24)29)

を 組 み 入 れ た 。M.aquaeはDr.R.B6nickeよ り,M.

xenopeiお よび1匠.scrofulaceumは 、Dr.E.F.Lessel

(ATCCニAmericanTyPeCultureCollection)よ り分 与

され た 。

数 的 分 類 の結 果,sPoradicisolate-scotochromogens

は,M.scrofulaceumお よびM.aquaeと と もに,S-

value91%以 上 のcomPactなclusterを 形 成 す る。 と

くに ルf・scrofztlacei〃mATCC15978と の 類 似 性 が 高 い 。

す な わ ちsPoradicisolatesはM・scrOfulaceumと 同 定

され る と と も1こ,几/.scrofulaceumとM.aquaeと は

同 一speciesで あ る こ とが示 さ れ た 。

一 群 の 菌 株 がspeciesを 形 成 す るか 否 か は
,他 の

speciesと の 比 較 の うえ で 決 定 され る べ きで ,S-value

が91%以 上 とい う こ とだ け で ば十 分 な 条 件 とは い え な

い。 しか しM.scrofulaceumの 場 合,別 報 す る ご と く,

M.tuberculosisお よびM.bovisに 対 す るS-valueぱ
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Table3. CharactersofSporadicIsolatesoftheSlow-growingScotochromogens

Character

Number
of
stralns
showing
the

positive
reaction

Character

Roughcolonialmorphology

Colonialpigmentation

Photochromogenicity

Growthrate(rapidgrowth)

Nitratereduction

3-day-arylsulfatase

2-week-arylsulfatase

Salicylatedegradation

PASdegradation
'Gro
wthonPASmedium(0.2%)

GrowthonNH20Hmedium

62.5μg/ml

125μg/ml

250μg/ml

soOKzg/mZ

GrowthonO.1%picricacid

GrowthonO.2%picricacid

Growthat28。C

Growthat370C

Growthat45。C

Growthat52。C

Acetamidase

Benzamidase

Urease

Isonicotinamidase

Nicotinamidase

Pyrazinamidase

Salicylamidase

Allantoinase

Succinamidase

Malonamidase

UtilizationasCsource

Acetate

Citrate

Succinate

Malate

Pyruvate

Benzoate

Malonate

Fumarate

Acidformation

Glucose

Mannose

Galactose

Arabinose

Xvlose

Rhamnose

Trehalose

Inositol

Mannitol

Sorbitol

UtilizationasCsource

Glucose

Fructose

1

0/49
49/49
0/49
0/49
0/49
0/49
42/49
0/49
0/49
45/49

49/49
49/49
48/49
34/49

0/49
0/49
49/49
49/49
0/49
0/49
0/49
0/49
47/49
0/49
0/49
0/49
0/49
0/49
0/49
0/49

49/49
0/49
0/49
0/49
49/49
0/49
0/49
0/49

0/49
0/49
0/49
0/49
0/49
0/49
0/49
0/49
0/49
0/49

47/49
'

4/49

1

隔
1

一

雪

ー

I

j

14

1一
I
i

I
■1
ー

」
1

一

吋

、̀

1ロー

1
樋

ー

j

I
ー
ド

ー
1

「ー
1

1

匡

ー

-
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Ii

-け

ー
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ー
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II口

一-
ー

I
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隠
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1

-1

-

1

ー

ー

Sucrose

Ethanol

Propanol

ProPyleneglycol

1,3-Butyleneglycol

1,4-Butyleneglycol

2,3-Butyleneglycol

Mannose

Galactose

Arabinose

Xylose

Rhamnose

Trehalose

Inositol

Mannitol

Sorbitol

UtilizationasNandCsources

レGlutamate

L-Serine

Glucosamine-HCl

Acetamide

Benzamide

Monoethanolamine

Trimethylenediamine

UtilizationasNsource

レGlutamate

L-Serine

L-Methionine

Acetamide

Benzamide

Urea

Pyrazinamide

Isonicotinamide

Nicotinamide

Succinamide

Nitrate

Nitrite

Niacin

GrowthonTCHmedium(10μ9/m1/

Growthonsalicylatemedium

O.05%甲salicylate

O.1%salicylate

UtilizationasCsourceinthe

presenceofglutamatenitrogen

Glucose

Fructose

Sucrose

Acetate

Citrate

Succinate

Malate

Pyruvate

Malonate

Fumarate

5

Number
of
strains
showing
the

positive
reactlon

0/49

27/49

48/49

0/49

0/49

0/49

0/49

0/49

0、49

0/49

0/49

0/49

0/49

0/49

0/49

0/49

27/49
0/49
0/49
0/49
0/49
0/49
0/49

49/49

49/49

4/49

48t49

1/49

16、・49
　

49/49
49/49
49/49
49/49
49/49
0,'49
0/49
49/49

49、49

4849

44・'.19

35/49

6149

47/49

1 、49

26149

649

4649

4/49

3/49
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Fig,1.DiagrammaticRepresentationofthe

S-valueTableoftheScotochromogenlc

Mycobacteria,ObtainedbyShadingthe

SquaresoftheS-valuebetweenthe

Strains.ScheduleI(100charac亡ers)

Fig,2.DiagrammaticRepresentationofthe

S-valueTableoftheScotochromogenic

Mycobacteria,ObtainedbyShading

theSquaresoftheS-valuebetween

theStrains.ScheduleII

(110characters)
12345678910111213141516171819202122

■100～96%匡 議ヨ95～91%E==]90～86%E三]85～81%

口 ぐ70%

Theorderofstrainsisasfollows(fromthetop(1eft)

tothebottom(right)):

(1)ルf,-renopeiATCC19156;(2)MxenoPeiATCC

19276;(3)M.aq〃aeSN601;(4).VαqltaeSN645;(5)」 、1.

aq～taeSN651;(6)M、ag～taeSN703;(7)ルr,scro∫ ～ttace～捌

ATCC19073;〔9)M.scro.1'uiace～,〃 ～ATCC15978;(9)Spo-

radicisolateNo.622;(10)SporadicisolateNo.623;(11)

SporadicisolatcNo.625;(12)SporadicisolateNo.626;

(13)Sporadjc三so1atcNo.628;(14)SporadicisolateNo,

629;(15)SpQradicisolateNo,630;(16)Sporadicisolate

No.631;d7♪SporadicisolateNo.632;(18)Sporadic

isolateNo.633;(19)M.att〃tlJlNCTC10437;(20)ハf.α ～,rlttJz

NCTC10438;(21).Vα ～ρ ～θ〃NCTClO439:(22).V,au)・ 〃m

NCTC10440.

12345678910111213141516171819202122

■100～96%騒95～91%[コ90～86%〔 ヨ85～81%

口80～76%[コ ・〈70%

Theorderofstrainsisasfo110ws(fromthetop(1eft)

tothebQttom(right)):

(1).V.xe"oP〔 ・iATCC19156;(2)M..reno1」eiATCCユ9276;

(3)11faqTtac'SN601;(4)M,aquaeSN645;(5)M.aquae

SN651;(6).VaqttaeSN703;(7)M,scrofttlaceitmATCC

l9073;(8hM.5c70ノ.ulacetti〃ATCC15978;(9)Sporadiciso-

lateNo.622;(10)SporadicisolateNo.623;(11)Sporadic

isolateNo.625;(12)SporadicisolateNo,626;(13)Sporadic

isolateNo.628;(14)SporadicisolateNo.629=(15)Sporad-

icisolateNo.630;(16)SporadicisolateNo.631;(17)

SporndicisokteNo.632;(18)SporadicisolateNo.633;

(19)M.att)マf)〃NCTC10437;(20)M.(lll川,〃NCTC10438;

(21)Ma～,rtt"tNCTC10439;(22)ITIo～IJ・ ～tillNCTC10440.

80%L'/1;,M.novum,ルf.feansasii,AL7narinum}こ

対 す るS-x.'alueは85%以 下 に と ど ま る の で,こ れ ら

のspeciesと の 区 別 は 明 らか で あ る 。 問 題 に な る の は,

"M .avium-group'7を 形 成 す る 「Vf.avium,Af.terrae,

M.gastri,M.intraceltulare(Battey)と の 区 別 が 必 ず

し も 明 ろか て.な い こ と で,と く にM.intraceltulareと

の 間 に 色 素 形 成 以 外 の 明 確 な 差 が あ る か ど う か が 判 然 と

し な い 。ilf.scrofulaceum(aquae)とM.avillmお よ び

A4.tc・rraeと の 区 別 に つ い て は 既 報 し た16)。"M.avium-

group"内 の 相 互 の[iみ1係 に つ い て(Xこ れ が 当 面 の 最 大

の 問 題 で あ る こ と に か ん が み,別 の 機 会 に 詳 述 し た い 。

と くiニ ハf.scrofulaceum(aquae)とM.intracellulare

の 関 係 は 近 い 将 斗こ論 議 の 対 象 と な る こ と と 思 わ れ る が,

も し 将 来,両 者 が 同 一speciesと 考 え ら れ る こ と が あ れ

ば,命 名 の 優 先 権 はM・scrofulaceum(aqorae)に あ ろ う。

今 回 の わ れ わ れ の 研 究 で は,M.scrofulaceumとM.

aqz`aeと は 同 一 で あ る と示 され た が,問 題 はpathogenic

scotochromogensのspecies名 と して ,い ず れ が 優

先 権 がll5る か とい5こ と で あ る。BOnickeば,Galli-

Valerio27)の 記 載 に 優 先 権を 認 め てM.aquaeな る 名称

を 提 唱 して い る28)。しか し遺 憾 なが ら今 日Galli-Valerio

のoriginalstrainは な くな つ て い る。B6nickeの 私 信

に よれ ば 彼 の 意 見 は 次 の ご と くで あ る。"菌 株 の 継 代 は

往 々に して テ ク ニ シ ャ ンに ま か さ れ て お り,必 ず し も責

任 あ るcontro1を うけ て い る とは い い が た いaま して

30年 以 一.ヒ前 に 寄 託 され た菌 株 の継 代 に は 種 々 の 誤 りが

あ つ たi.if能性 が.多い 。したが っ て 今 日、LausanneCollec-

tionに 存 す るGalli-Valerioの 株 がM・smeg}・natisと

変 わ つ てい て も,は じめ てsceto・ に よ る感 染 を 記 載 し

たGalli-Valerioのpriorityを 無 視 す るわ け に は い か
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Table4. ComparisonoftheVirulenceforMicebetweentheMultipleIsolate-,

SporadicIsolate-andSoilIsolate-scotochromogens

M・scrofulaceu〃z(aquae)

Multiplehumanisolates

Sporadichumanisolates#

Soilisolates

M.avium

M.in〃ace〃ulaγe*

M.terrae(Tsukamura's)

Numberof

strainstested

Q
り

4

7
.

只
)

FO

=
」

-
⊥

-
⊥

-
↓

Numberofstrains

Grade
O

Virulenceformice
GradeGradeGrade

123

Grade
4

0

1
占

(U

O

O

O

0

噌⊥

4

0

5

7
・

1

4

2

2

1

2

4

4
る

0

1

2

4

4

-
占

0

0

5

」4

(U

OnemilligramofthetestorganismwasinoculatedintravenouslytotenmiceoftheCFlstrainweiglling22to

24g,and,countingtheviablenuml)ersinthespleenandinthelungsasameasureofthevirulence,thevirulence

wasgroupedintofivedegrees,grade4beingthemostvirulentandgradeObeingdefinedthelessvirulent.As

tothedefinitionofthevirulenceandthemethod,referJap.J.Tuberc.,13:49,1966.
*PathogenicnonphotochromogensorBatteyorganisms(Runyon:Amer .Rev.Resp.Dis..95:861,1967).

な い 。"Bdnickeの 意 見 に は もつ と もな 点 が 多 い が,今

日Galli-Valerioの 原 株 が な い とす れ ば,M・scrofula・

ceumの ほ うが 有 力 とな る の もや む を えな い 気 が す る。

わ れ わ れ は 向 後pathogenicscotochromogensをM・

scrofulaeeum(aquae)と 記 載 す る こ とに す る。

Multipleisolate-scotochromogens,sporadicisolate-

scotochromogensお よびsoilisolate-scotochromogens

の マ ウス に 対 す る 毒 力 の 比較 。

結 果 を 一 括 す れ ば 表4の ご と くで,sPoradicisolates

の毒 力はmultipleisolatesよ りも弱 い 。 こ の結 果 は,

動 物 に 対 す る毒 力 が た だ ち に 人 体 に対 す る毒 力 に等 しい

とい え るか ど うか とい う問題 は あ る に して も,次 の示 唆

を 与 え る。 す な わ ち 人 体 に はsporadicisolatesと して

み られ る ご と く,M.scrofulaceum(aquae)が 侵 入 して

い るが,そ の 毒 力 は 弱 く,感 染 が成 立 す るに は い た らな

い 。 しか した また ま毒 力 の 強 い株 が あ る と感 染 を ひ き起

こす もの で あ ろ う。 感 染 の成 立 の 条 件 と し て は,宿 主

(人 体)の 状 態 もさ る こ とな が ら,菌 株 自 体 の毒 力 が 因

子 とな つ て い る こ とが示 唆 され る。

結 論

Sporadicisolatesと し て 喀 疾 中 に 見 出 さ れ るslow-

growingscotochromogensは,pathogenicscotochro-

mogensす な わ ちMycobacteriumscrofulaceumと ・・一…A致

す る 。MycobacteriumscrofulaceumとMycobacterium

α卿 αθ と は 同 一 で あ る 。

菌 株 を 分 与 し て い た だ い たDr.R.B6nicke(For・

schungsinstitutBorstel,BorstelbeiBadOldesloe,

Deutschland)お よ びDr・E・F・Lessel(AmericanType

CultureCollection)な ら び にDr・E・H・Runyon(Vet-
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