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抗 酸 菌 の 分 離 培 養 法 の 改 良

第6報 結 核 菌 と非 定 型 抗 酸 菌 の 混 在 し て い る菌 株

よ りの 両 菌 の 分 離 の 経 験
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IMPROVEMENT OF CULTURE METHOD FOR PRIMARY 

        ISOLATION OF MYCOBACTERIA*

VI. Separation of Primary Cultures of Minowa Strain into 

 Tubercle Bacilli and Atypical Mycobacteria

Tatsuji OGAWA, Setsuko NISHIMURA, Kazuru SAITO and Minako OTANI

(Received for publication January 27, 1969)

     A  certain:Minowa, a 30-year-old company employee, was admitted to our hospital with 
 diagnosis of the relapse of pulmonary tuberculosis in October 1965. Acid-fast organisms were 
 isolated twice from his sputum ; one rough colony was obtained in the above month which 

 proved niacin-positive and smooth orange-colored fast-growing mycobacteria, 33 colonies per 
 tube, were isolated in March of the next year. 

    Drug sensitivity test shown in the Table 1 revealed that some culture of the latter strain 
 'contained a few rough colonies among smooth ones. All of the six cultures, therefore, were 

submitted to examination for purity. On preliminary subcultivation (Table 2) it was found 
 that out of six cultures at  37°C two 5 and  # 6) contained rough colonies and four  (# 1, 4, 

# 5 and #6) were niacin-positive. Further, the method described in the preceding paper was 

 applied to these cultures : a 1  mg/m/ aqueous suspension was prepared from each of the growth 
'of cultures. From these suspensions serial 10-fold dilutions were made up using distilled water , 
4% NaOH solution, and 4% H2SO4 solution, respectively. Each aqueous dilution was inoculated 

into four 1% Ogawa egg slants two of which were incubated at  37°C and the other two at  
:22°C. The alkaline and acidic dilutions were inoculated into 3% Ogawa egg slants and  3% 

 -N
a2HPO4 egg slants, respectively. They were incubated at  37°C. After one-month incubation 

 the resulting growth was read on the assumptions that rough colony was tubercle bacilli and 

smooth orange-colored one as atypical mycobacteria. The number of colonies per tube of the 
two types organisms was recorded in Table 3. It will be seen that all substrains except 5 
produced a few rough colonies in slants inoculated with the aqueous or alkaline dilution . On 
the other hand, smooth pigmented colonies were obtained on most of the slants at either 

temperature.

* From Kitasato Institute and Kitasato Institute Hospital
, Shiba Shirogane Sanko-cho, Minato-

 ku, Tokyo 108 Japan.
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1.緒 言

我 々は前報1》で結核菌 と非定型抗酸菌 の混入時の推定

お よび分離方法の基礎実験を報告 した。 このたび,肺 結

核症患者の喀擁 よ り分離 した非定型抗酸菌の耐性検査を

行なった ところ,偶 然に も結核菌 の混在が推定 されたの

で,前 報の方法に準 じて両菌の分離 を行 ない,結 核菌 と

非定型抗酸菌 を分離す ることができたので,報 告す る次

第である。

2.実 験方法 と実験成績

TableLD摺gSεn5itivityofAcid-F鱒tOrg・ani5m5
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① 症例の臨床経過の概略

〔症例〕 δ30歳t会 社員

昭和30年 頃に肺結核症 を発病,同40年4月,左 腕に

シ ュープを発見,同 年10月 当院に入院 した。

XPは 結核病学会の分類ではJII2で あ る。SM,PAS,

INHの 投与を受け,41年6月 左肺S塞÷2の区域 切除を行

なった。 その後は順調に経過 し,41年11月 に 退院 し

た。

② 非定型抗酸菌の中に結核菌混在を推定 した根拠

4%NaOH液 処理 の喀疾均等液を3%小 川培 地に0.1
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ml宛 接種 し,37℃ に培養 した入院 中の毎 月 の 検疾で

は,40年10月 に無着色のR型 の集落1コ と,41年3月

に燈 色,S型 の集落32.5コ を認めた だけであ る。前者

はナ イアシ ンテス ト陽性であ り,後 者は非定型抗酸菌 と

推定 し,ナ イアシンテス トは行なわなかつた。結核菌検

査指針に準 じて行なつた薬剤耐性検査の成績は,表1の

よ うであつたが,こ こに問題 となつた のは,41年3月 に

検出された澄色S型 集落の耐性検査成績で,こ の場合に

みる集落は燈色で大部分はS型 であつたが,そ の中にR

型ら しい ものがINHsmcg,お よび1mcg添 加の耐性

検査培地にみ られ た。す なわち結核菌の混在が推定 され

た。 これ らの菌株 を表1で 示す よ うに,そ れぞれ 箕輪一

1株,箕 輪一2株 … …箕輪一6株 と呼ぶ ことにす る。

そこで,こ れ らの菌株を2本 の1%小 川培地に うす く

塗抹接種 し,コ ル クの栓を して37℃ と22。Cに 培 養 し,

その性状を見ると ともに,1カ 月培養後に,臭 化 シァ ン

一ペ ンジジ ン法に よ りナイアシ ンテス トを行なつた
。

成績は衷2の よ うに、37℃ で も22℃ で もよ く発見 し

たが,220Cで は多少発育が悪い。 性状 を 見 ると,37℃

培養では,箕 輪一5株 がR型 で無着色,箕 輪一6株 がR

型 とS型 の中閥 を示 し,燈 色に着色 していた。 また22℃

培養では全部S型 で燈色 を 示 し た。 ナイアシ ンテス ト

は37℃ 培養 では,6株 中の4株 が中等度陽性 を示 し,

他の2株 は陰性 を示 した。

以上の成績か ら箕輪株の中には,非 定型抗酸菌 と結核

菌が混在 しているもののあ ることが,い よいよは つき り

して きた。

③ 分離 の実験

箕輪一1株 ～箕輪一6株 の6株 を用 い て結核菌 と非定

型抗酸菌 の分離 を行 なつた。すなわち,ま ず1%小 川培

地 の斜面に発育 してい る菌苔をか きとり,摩 砕 コル ペン

を用いて,蒸 留水で1mglmlの 菌浮遊液 を作 り,蒸 留

Table3.SeparationTestofSixCulturesofMinewaStraininteTubercle

BacilliandAtypicalMycobacteria
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Incubation
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水で10倍 宛に希釈 しながら10'4・vlO"erngの4段 階を

4本 の1%小 川培 地に接 種 し,2本 は37。Cに,2本 は

22℃ に培養 したa更 に同 じ菌浮遊液 を,4%NaOH液 ・

4%HaSO`液 で処理 して,そ の直後に それ ぞれ3%小

川培地 と3%NasHPO`培 地に,10-`～le"7mgの4段

階 を2本 宛接種 して37℃ に培養 した。 毎週観寮 して1

カ月後に判定 し,R型 の無色の集落は紹 核菌,S型 燈色

の 集落は非定型抗酸菌 と仮定 して記載 した。成績は表3

に示す ごと くで、結核菌 と思われ る菌株 の分離がで きた

のは,箕 輪一5株 を除いた他の5株 であつて,集 落数は

少 な く,い ずれ も10コ 以下であつた。接種菌量別に分

離 できた 回数を見 ると,10-4mgで は5回,10'Smgで

は3回,10謄 ●mgで は2回,10,7mgで は0回 であつた。

次に非定型抗酸菌の分離は,蒸 留水希釈では,37℃,

22℃ ともにほ とん どすべての接種菌 量に おいて分 離 さ

れ た。 また4%NaOH液 処理では5回,4%H,SOi液

処理 では13回 分離 された。

④ 分離 した結核菌お よび非定型抗酸菌 と 仮定 した菌

株 の吟味 と薬剤耐性

蒸留水,4%NaOH液 で分離 した結核菌仮定の5株,

蒸留水,4%NaOH液,4%H2SO,液 で分離 した非 定型

抗酸菌仮定の15株 を1%小 川培地に2本 宛塗抹接種 し,

コル ク栓を して37℃ と22℃ に培養 し,毎 週観察 して1

ヵ月後に判定 した。 そ して37℃ に発育 した ものはナイ

ァシ ンテス トを行なつた。成績は表4で み るように,結

核菌 と仮定 した5株 の中の4株 は,37℃ でのみ良い発育

を示 し,22℃ では発 育しなかつた。集落はR型 で無着色

であつた。 ナ イアシ ンテ ス トはいずれ も強 陽 性 を 示 し

た.こ の成績 は,入 院当初,喀 療 よ り分離 された 結核菌

お よび41年6月 に 切除肺 縞核劔巣 よ り分離 した結核菌

と岡 じであつた。

22℃ に発冑 した ものは,箕 輪一一6株 よ り蒸留水で希

釈 した菌浮遊液を培養す ることに よつて分離 した もので,

発青は不良であつた し,集 落はS型 で燈 色に着色 し,ナ

イアシ ンテ ス トは陰 性であつたoな お37℃ に発育 した

ものは 発育が 良 く,ナ イアシ ンテス トは陽性 であつた。

次に非定型抗酸菌 と仮定 した15株 は・37℃ で も22℃ で

も良 く発育 した022℃ では37℃ に比 して発 青瀞多少遅

れ てい るが,培 獲1週 目に おけ る集落は盛 り上 つてい る

ので,Runyonの 分顛 では迅速 発育菌であろ う。な おこ

れ らの集落はいずれ もS型 で,燈 色 を示 していた。訂℃,

1カ 月培養 した菌株 を用い たナイ アシ ンテス トは。いず

れ も陰性であつた。 更に同一菌株 よ り分離 した結核菌 と

非定型抗酸菌 および昭和41年6月 に 切除飾 結核病巣 よ

り分離 した結核菌の薬剤耐性の成績は表5に 示 した ごと

くで,結 核菌 と仮定 した もの と非定型抗酸菌 と仮定 した

ものの薬剤耐性の成績は全 く異な る。 また各菌 株よ り分

離 され て結核菌 と仮定 した菌の耐性は,箕 輪一6株 よ り

分離 した菌のVMに 対す る耐性が異 な るだけで,そ の

他はほ とん ど同様の成 績を示 してい る。 これ を切除肺結

核病 巣 より分離 した 結核菌 の耐性 と比較 すると,VM耐

性が箕輪一6株 よ り分離 した もの と同 じであ る ことが,

その他の菌株 と異なるだけ であつて,そ の他の耐性の成

績は全 く同 じである。 次に分離 した非定型抗酸菌の耐性

Table4. GrowthCharacteristicsoftheDifferentiatedColoniesasTuberdeBacnlia轟d

AtypicalMycobacteria(ldenti丘cationtest)
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Min◎wa辞4
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22℃
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Table5。 ComparativeD潤gSe臓sitivityTestonAcid-Fa8tOrg餉i8鵬8Sepamted

fromtheMixedCulturesandtheLesionofRe3ectedLung
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もほ とんど差がない。

以上の よ うな成績か ら,結 核菌 と仮定 した ものはやは

り結核菌であ り,非 定型抗酸菌 と仮定 した ものはやは り

非定型抗酸菌 である ことが分 かつた し,耐 性検査に用い

た4種 の結核菌 および4種 の非定型抗酸菌は,そ れ ぞれ

同 じものであることが推定 された◎

3.考 察

本例では,非 定型抗酸菌を思わせ る集落を 認 め た の

は,10ヵ 月の入 院期 間中,す なわ ち10回 の検疾 の中で

1回 だけであつたから,非 定型抗酸菌 はおそら く呼吸を

通 しての迷入であろ う。分 離当時集落の性状は非定型抗

酸菌単独の姿を とつていたが,耐 性検査に よつては じめ

て,耐 性検査培地 のあるものだけに結核菌の混在を推 定

させ る集落の発育が 認め られた。 この ように結核菌混 在

を うきぼ りにした ものは,結 核化学療法薬の結核菌 と非

定型抗酸菌に対す る阻止力の違いであ る◎ 更に耐性検査

培地に発育 した集落を継代 して37℃ に培養 した6株 中

の2株 にR型,R型 とS型 の混在 した ものが見 られ た こ

と,ま た6株 中の4株 が ナイアシ ンテス ト陽性 を示 した

ことは,我 々の推定を更に裏づけた。

両菌 の分離の方法は,既 報の基礎実験 で述 べ た も の
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で,本 例 ではその方法を実際に 当てはめたにす ぎない。

予期 した よ うに,こ の方法に より,精 核囲 と非定型抗酸

菌 を分離す ることがで きた。分離 した結核 菌の集落が 少

な かつたのは蓼大量の非定型抗酸菌 の中に少量 の紹核菌

が混在 していた ことに よるであろ う。 したが って燕留水

に よる希釈菌浮遊液の培養では,結 核菌 の集落は認め て

も、 た くさんの非定型抗酸菌 の中に混 じつ てい るために,

結核菌を分離す ることは不可能であつ た。 この よ うにた

くさんの非定型抗酸菌の中に少■ の結核菌の混在の時に

役立 つのは前処理であつた。 しか し4%NaOH液 だけ

に結核菌が分離 され て,4%H2SOi液 処理では1回 も分

離で きなかつた。 これは 混在 してい た非定型抗酸幽に対

して4%H2SOi液 よりも4%NaOH液 の方が障害の程

度が強かつたことに よるであろ う。 しか し詳細に見 ると,

箕輪一5株,箕 輪一6株 では,4%H2SO,液 の方が4%

NaOH液 よりも高度であ ることを認めるが,こ れは技術

的 な誤差 であつたのか もしれ ない。な お箕輪一一5株では,

そ のいずれ の場合において も結核菌を分離で きなかつた

が,こ れは実験に用いた菌 浮遊液 の中の結核菌が少なか

つ た ことに よるであろ う。

=我 々の方法に よつて分離 した結核菌お よび非定型抗酸

菌 と仮定 した菌株は,吟 味2)に よつて,そ の大部分は結

核菌 あるいは非定型抗酸菌 であることを認めたが,蒸 留

水 で希釈 した菌浮遊液の培 養に よつて分離 し,結 核菌 と

仮定 した菌株は,22℃ にも発育 した。 この ことは 結 核

菌 の中に非定型抗酸菌が混 じつていた ことを 示 す と共

に,こ の分離の方法には まだ問題のあ ることを示す もの

緒 核 第44巻 第6号

であ る。 したがつ て分離 した菌株に ついては必ず吟味す

る ことが必要であ る。 この方法は不完全では あ るが、前

述 の ように 臼常検査 と して吟味 を行 ないなが ら実施する

ことは許 され て もよい もの と思 われ る0

4.総 括

肺結核症 として入院 中の症 例の喀 疾 よ り分離 され た抗

酸菌はS型 檀色で,一 見非定型抗酸 菌の姿を示 していた

が,薬 剤耐性検査に よ り,非 定型 抗酸 菌の中にR型 無色

の結核菌 らしい菌株の混在 を認め たので,耐 性検査培地

に発育 した6株 の菌株 よ り両薗の分離 を行なつた。す な

わち菌浮遊 液を瀟留水で希釈 し,更 に4%NaOH液,

4%HsSO4液 で処理 して,そ れぞれ10'4・v10'7mgを 培

地に接種 し,萌 者は37℃,22℃ に,処 理 し た もの は

37℃ に培 養 し,1ヵ 月後に発 育 した無色R型 の集落 を結

核菌,燈 色S型 の集落を非定型抗酸菌 と仮定 した。縞核

菌は蒸留水希釈,4%NaOH液 処理の ものか ら分離 され

たが,4%H2SO,液 処理の もの からは分離 で きなかつた。

また非定 型抗酸菌は いずれの場合に も分離 され た。 分離

され た菌株 を吟 味 し,結 核菌 と仮定 した1株 だけに非定

型抗酸菌 の混在 を認め たが,そ の他の菌株は,そ れぞれ

結核菌 と非定型抗酸菌 であるこ とを確かめえた。
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