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Several modified methods of the niacin test have been made with a reagent
impregnated paper strip. As it was thought that various methods have to be improved 

in their stability, sensitivity and feasibility, the authors prepared a new niacin test 

paper and compared with the routine niacin test.
I) Method to prepare the test paper

Following reagents were used; 50% acqueous chloramine T, 60% KSCN in 8% citric 

acid and 10% para-aminosalicylic acid (PAS) in 95% ethanol. Filter paper was cut into 
50mm by 3mm strips. Acryl sheet was cut into the same size . One set of our test 

paper needs two paper strips and one acryl sheet. Using a capillary pipette, one drop 
 of 60% KSCN in 8% citric acid and 3 drops of 50% acqueous chloramin T were 

 added to the strip (a). Two reagents were not allowed to diffuse into one another on 

the paper strip. One drop of 10% PAS in 95% ethanol was added to the strip (b). 

Acryl sheet was placed between the two paper strips. Strip (b) is the front and strip

 (a) is the back of the test paper. They are covered with the vinyl sheets. The front 
 of the cover is colorless transparent vinyl, and the back is the white one. The vinyl 

cover was sealed except its foot (Fig. 2). This test paper is kept in a brown, 

transparent plastic bottle with silicagel and left at room temperature.

II) Method of experiments
1.5ml of sterile distilled water was added into the 1% Ogawa's egg media with well 

grown colony, and laid down on the slope for 5 minites to gain the extract. 0.2ml of 
the extract was divided into a test tube for the routine niacin test. The test paper 

was placed in a tube of 1% Ogawa's egg media for 15 minites. The foot of the test

 paper is set in the extract. The development of a orange color at the part of the PAS 
is positive, and the absence of this color is negative. (Fig. 1)

III) Results
1) The test paper method and the routine niacin test showed nearly the same results, 

and the test paper presented positive reaction to 2mg/ml niacin. (Table 1)
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2) The both methods presented nearly equal reactions in 158 strains isolated from 

sputa of pulmonary tuberculous patients. (Table 2)

3) The effect of the quantity of the sterile distilled water added into 1% Ogawa's 

egg media to gain the niacin extract was examined with 11 strains isolated from sputa of 

pulmonary tuberculous patients. 10-2mg of each strain was inoculated and cultured. 
The less the quantity of the water, the stronger the reaction. (Table 3)

In conclusion, the merits of our test paper were summarized as follows;

(a) There is no fear of gas poisoning.

(b) This method does not need a procedure to divide the extract containing 
numerous bacilli.

(c) A paper is easily preserved.

1.　緒 言

喀痰等より分離される抗酸菌については,人 型結核菌

と他の抗酸菌を区別するために,わ が国では結核菌検査

指針1)に 基づいてナイアシン-テス トが広 く行 わ れてい

る。これは有力な方法であるが,手 技は必ず しも容 易で

はない。最近試験紙を用いてより簡 便 に行 う方 法 が

Kirburn2), William3),栄 研,杉 山4)～7)らにより開発

報告されている。 しか しこれ らも感度や保存の面でさら

に改良の余地があると思われる。そ こでわれわれの1人

佐野がKirburmと 同 じ試薬を用いて改良 を試みたナイ

アシン-テ ストペーパー北 研を,従 来の指針法 と比較検

討した。

2.　 実 験 方 法

1)　試験紙の製法

使用薬剤は50%ク ロラミンT水 溶液 ・60%チ オシア

ン酸カリ8%ク エン酸水溶液 ・10%パ ラアミノサ リチル

酸95%ニ タノール溶液である。発色の原理は図1の ご

とくである。すなわちクロラミンTと チオシアン酸カリ

によりCICNを 発生 させ,こ れによつてナイアシンを

分解 し,ア ミンと反応させて試験紙上に発色させる。試

験紙の製法は図2に 示すごとくである。すなわち東洋濾

紙No.2を 長 さ50mm,幅3mmの 短 冊としたもの2

枚,濾 紙と同じサイズのアクリルシート1枚 で,試 験紙

1組 分となる。図2の ごとく,濾 紙(a)上 に60%チ オ

シアン酸 カリ8%ク エン酸水溶液1滴,50%ク ロラミン

T水 溶液3滴 を落とす。各試薬同志が拡散により接しな

いように注意する。濾紙(b)上 に10%パ ラア ミノサ リ

チル酸95%エ タノール溶液1滴 を滴下する。両濾紙が

Fig. 1. Principle of Chemical Reactions Occuring in the Formation of Orange Color 

The back side of the test paper

Chloramine-T Potassium thiocyanate Cyanogen chloride

The front of the test paper

Niacin Cyanogen chloride ƒÁ-carboxy glutaconic aldehyde

4-carboxy 3-hydroxyl (4-carboxy 
amino benzyl)-5(3-hydroxy-4

-carboxyiminobenzyl)-penta-1, 3-diene
 Orange color
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Fig. 2. Schematic Structure of the Niacin Test Paper

互いに接するのを避けるため,間 にアクリルシートをは

さむ。この全体に,表 側には無色透明,裏 側には白色の

ビニールシートをあて,電 気鰻で下端以外を封じる。呈

色反応の場はパラアミノサ リチル酸の滴下されている部

分であるから,濾 紙(b)が 表側に くるようにする。

2)　 比較の方法および判定

被検菌株がよく発育 している1%小 川培地の試験管に

滅菌蒸留水8)1.5mlを 加え,5分 間斜面台に寝かせて抽

出液を作る。各菌株に対し試験管1本 ずつ用意し,抽 出

液0.2mlを 分注して指針法に用いる。十分に抽出液の

残つている1%小 川培地試験管に試験紙を投入すると,

試験紙上で呈色反応が行われる。すなわち陽性ではパラ

アミノサリチル酸の部分がオレンジ色 となり,陰 性では

呈色 しない。これを試験紙法 と呼ぶ ことにする。指針法

は5分 で,試 験紙法は15分 で判定 した。

3.　 実 験 成 績

まずナイアシン粉末で希釈列を作 り,試 験紙法 と指針

法 とを比較 した。表1に 示す ように,両 法はほぼ一致す

る傾向を示 した。またこの試験紙法では2mncg/mlま で

(+)で あつた。

2)　 患者の喀痰 より分離 した抗酸菌158株 について,

試験管法 と指針法を比較した。呈色の強さに多少強弱の

ばらつきが見 られたが,表2に 示すごとく陽性と陰性の

比率 という点ではほぼ一致 した。

3)　 次に1%小 川 培地の試験管に加える抽出液を得る

ための滅菌蒸留水の量によつて,呈 色の強さに差が現わ

Table 1. Examination of the Toot Pater

れるか どうかを検討 した。加える蒸留水が少ないほど高

濃度のナイアシン抽出液が得られ,し たがつて呈色も強

いことが予想される。それには各試験管の菌量をできる

だけ同じにしなければならないので,ま ず結核菌の定量

培養を行つた。10-1mg/dlの 結核菌浮遊液を作製 し,各

菌液0.1mlず つ1%小 川培地11本 に接種 した。それ

を用いて試験紙法,指 針法を行つた。成績は表3に 示す

ごとくである。予想通 り,加 える蒸留水が少ないほど呈

色が強 く現われる傾向が認められた。

Table 2. The Results Obtained with Our Niacin 

Test Paper was Compared with that 

Obtained by Routine Niacin Test

i) The number in this table shows the number of used 

straines.

ii) Routine niacin test•c•cTest paper

++•cDeep pink•c•cDeep orange

+•cPink•c•cOrange

•}•c Slightly pink•c•cSlightly orange

-•cWhite•c•cNot present orange color

Table 3. The Influence of the Quantity of the 

Sterile Distilled Water Added into 1% Ogawa's

 Egg Media to Gain the Niacin Extract

i) The number in this table shows the number of used 

 strains.
ii) The strains were prepared by quantitative culture
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Table 4. The influence of the Preservation Period

4)　 保 存による影響について,患 者 より分離 した329

株 の抗酸菌を用いて,3カ 月保存までの試験紙について,

指 針法 と比較しながら検討 した。保存法は,シ リカゲル

を入れた褐色透明のプラスチック容器に入れて蓋をし,

室 温に放置した。表4の ごとく,3カ 月目に はやや感度

の低下がみられたが,陽 性と陰性の区別は 可 能 で あつ

た。

4.考 察

今野9)は,人 型結核菌は多量のナイアシンを産生する

が,人 型菌以外のほとんどの抗酸菌はナイアシンの産生

量が著しく少ないということに着 目した。そしてこのナ

イアシンを,臭 化シアンとベンチジンを用いた呈色反応

で定性的に検出することにより人型菌 と他の抗酸菌を鑑

別する方法を発表 した。今日わが国の結核菌検査指針に

採用され広 く用いられ て い る の は,今 野 の 原法 を

Runyonら10)に より改良された変法である。これは有力

な方法であるが,試 薬の臭化シアンが猛毒であるため取

扱いに厳重な注意が必要であること,ベ ンチジンが入手

困難になつてきていることから,よ り簡便に行いうる方

法の開発 は 意 味 あ る こ と と思 わ れ る。Kirburn2),

William3),栄 研,杉 山4)～7)らに より試験紙法が報告され

ている。 指針法の呈色の限界がほぼ1～2mncg/mlで あ

るのに対 し,Kirburn2),William3)ら の方法は各2mcg/

ml,5mcg/mlと 報 告されている。杉山法は追試 してみ

た ところ,1mcg/mlで あつた。 また呈色の場が,Kir-

burn, William,栄 研法では抽出液中で,黄 色を示すが,

杉 山法は試験紙上で桃色に呈色する。液中よりも試験紙

上での呈色のほうが判定しやすいと思われる。それ と従

来の指針法によるナイアシン-テス トでは抽出液の分注

という操作があるが,簡 易化の際にはこの段階を省けな

いかと考えた。それには液中で黄色の呈色反応では判定

しに くい。そこでまず杉山法について検討してみた。杉

山氏のご好意により,神 奈川療養所で作製後1.5カ 月の

試験紙の分与を受けて追試した。その結果は予想に反 し

て全く呈色しなかつた。これはおそらく保存の点に問題

があるのであろうと考えた。杉山氏は4℃ で6カ 月変化

のないことを報告しているが,常 温での報告がなかつた

からである。そこで杉山氏に従つてわれわれの検査室で

作製,直 後に使用してみた。すると試験紙上に鮮かな桃

色を発色し,従 来の指針法に勝 るとも劣らないみごとな

呈色であつた。保存温度に関し検討したところ,や は り

4℃ では力価の低下が認められないが,22℃,37℃ では

2週 間ですでに全 く呈色反応を示 さな くなつてしまう。

容器内の空気の窒素置換も試みたが無効であつた。

そこでKirburnら と同様の試薬を用い,試 験紙の形

を上述のように変えることにより,試 験紙上で呈色し,

また小川培地に直接投入することを検討 した。感度の点

では杉山法のほうが優れているが,感 度,保 存,使 いや

すさ,さ らには毒ガスの発生を認めないこと等を考えあ

わせると,わ れわれの改良法は実用に耐えるものと思わ

れる。

抽出液を得る際,斜 面台に5分 間寝かせたが,こ の時

間を長 くすることにより高濃度の抽出液を得ることがで

き,そ れにより感度の増強が期待できるのではないかと

考えられる。この点については今後の研究に待ちたい。

なお抽出に少量の液を用いた実験成績は微量法の可能性

を示唆するものであろう。保存に関しては3カ 月以上追

求することや,冷 蔵庫保存 も今後試み た い と思つてい

る。



1 9 7 3 年 1 0 月 4 5 1

5.　 結 論

1)　 ナイアシン粉末で希釈列を作 り比較すると,こ の

両方法はほぼ一致 した。 また試験紙法では2mg/mlま

で陽性を示 した。

2)　 患者 より分離した158株 の抗酸菌を用いて両方法

を比較しても,ほ ぼ一致した成績を示 した。

3)　 患者 より分離した抗酸菌11株 を1%小 川培地に

10-2mgず つ接種,培 養 した材料で,抽 出に用いる液の

量の影響をみると,液 の少ないほど,呈 色が強かつた。

したがつて利点として次のことがあげられる。

(1)　有毒ガスが出ない。

(2)　被検菌の抽出菌液を分注する操作が省ける。

(3)　簡 単な保存法でも3カ 月間は有効であること。

(この実験は北里研究所付属病院勤務中 に 行い,本 論

文の要旨は昭和48年4月2日 第48回 日本結核病学会総

会において報告した。
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