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    Although Niacin test, one of the methods to differentiate atypical mycobacteria from 

 tubercle bacilli, is widely employed, its disadvantage is to use dangerous reagents. To substitute 

 these reagents for safe method, two kinds of Niacin test paper have been tested : The "Patho-

 Tec" and "Kita-ken". This report presents results of these tests comparing "PathoTec" with 

 the Aniline method and Kita-ken" with the Benzidine method. Fifty eight strains of mycobacteria 

 isolated at Kanto Chuo Hospital were  employed. 

     Observations were made by using standardized  Niacin solution. The reaction of above tests 

 were clasified into four categories:  (*),  (+),  (±), and (—). 

    The results of "PathoTec" and Konno's Aniline methods, both of which show yellow 

 positive reaction for Niacin, were shown in Fig.  1: Out of 58 strains 51  (88.  0%) showed the 
 same results, 6 strains  (10.  3%) one category difference and 1 strain  (1.  7%) showed  -H- on 

 Aniline and ± on Patho Tec. 

     The results of "Kita-ken" and Benzidine methods, both of which present pinkish red positive 

 reaction to Niacin, were presented in Fig. 2. Out of 58 strains, 46  (79.  3%) showed the same 
 results, 11 strains  (19.  0%) one category difference and 1 strain  (1.  7%) showed on Benzidin 

 and doubtful on Kita-ken. 

     These results show that there were no marked difference between the "PathoTec" or "Kita-
 ken" Niacin test paper method and the conventional method. Moreover, when the former 

 method is employed, there is no danger in carrying out the Niacin test. It may be  concluded, 

 therefore, that the Niacin test paper method is appropriate for screening in differentiating 

 tubercule bacilli with atypical  mycobadteria.

緒 言
1;煽

近年,と くに呼吸器科領域にお熔て,結 核菌類似の非
ガ ミ

き

定型抗酸菌による感染症の報告があいついでおり,検体
Il、

から分離された抗酸菌の鑑別が必要になつてきたポ
垂

非 定 型 抗酸 菌 を結 核 菌 か ら鑑 別 す る検 査 法 と して,ナ

イ ア シ ソテ ズ ト1》は誠 に優 れ た方 法 で あ る｡最 近 この検

査 法 を 簡 単 に 試 験 紙 に よつ て 行 う とい う試 み か ら2つ の

試 験 紙 が 考 案 され て い る｡1つ は ア メ リカ のWarner・-

ClicottLaboratories開 発 の 「PathoTec」2)で あ り, 、い
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ま1つ はわが国の北里研究所で考案されたナイアシンペ

ーパー 「北研」3)である｡わ れわれはこの2種 類のナイア

シン試験紙を入手したので,こ れら試験紙の有用性を検

討 してみた｡す なわち 「PathoTec」 は ナィアシンテス ト

原法のアニ リン法と比較 し,「北研」はナ イ、アシンテス

ト原法のペンジジン法と比較 し,抗 酸菌鑑別についての

精度を検討 したのでここに報告する｡

研究対象および方法

昭和48年1月 から6月 までの半年間に,関 東 中央病

院臨床検査科において,1,007件 の喀疾培養から分離さ

れた抗酸菌の うち.結 核菌以外の抗酸菌15株 を含む58

株 を小川培地に継代 し,そ の4週 培養を被検菌とした｡

「PathoTec」,「 北研」お よび ア昌 リン法,ペ ンジジ

ン法は下記のように実施 した｡小 川培地上の菌苔に滅菌

蒸留水を約1.5ml注 ぎ,培 地表面をおお うように試験

管を傾斜し,15分 か ら20分 間放置して培地および菌体

のナイアシン滲出をはかる｡次 いでその抽出 液 約1ml

を別の小試験管に移 し,ナ イアシン試験紙 を入れて15

分後に,rPathoTec」 の 場合は試験管底部の液の色調

を読み,こ れが黄色に変色したものを陽性,透 明のまま

を陰性と句ヒ｡ま た 「北研」の場合は投入した濾紙上部

の色調の変化を読み,こ れが桃赤色になつた もの を陽

性,変 化しない ものを陰牲とした｡ア ニ リン法,ベ ンジ

ジン法は抽出液0.2mlを 用 い,常 法に従つて行つた｡

同時に100mcg/mlか ら0.3mcg/ml零 でのナイア ー

シン標準液系列を作製 し,ア ニ リン法,「Path｡Tec」 法,

ベ ンジジン法お よび 「北研」法それぞれによりナイアシ

ンテストを行いその色調を検 した｡

成 績

各方法のナイアシン検出能

表1に み られるごとく,ア ニリン法,「Path｡Tec」 法

Table1.SensitivityofFourMethodstoDetect

Niacin

轟 盤li・ ・回3・12・

Aniline

PathoTec

Benzidine

Kita-ken

井

1・15 坤2
[

一

±

±

±

±

±

±

十

十

十

十

十

十

十

十

O｡6 0｡3

ではナイアシン含有量1.2mcg/ml以 下のものは(一)

であ り,2.5mcg/m9は(±),5mcgノmlか ら10mcg/

mlま では(+),20mcg/ml以 上含む ものの色調は(経)

と規定しえた｡同 様にペンジジ ン法,「 北研」法はO・6

mcg/ml以 下のものが(一),1・2mcg/mzか ら2・5mcg/

mlま でのものが(±),5mcg/mlか ら10mcgノmZま で

は(十),20mcg/ml以 上のものを(昔)と 区分 しえた｡以

下の実験におけるナイアシンテス トの色調の判定はこの

規準に従つて行つた｡

「PathoTec」 と アニ リン法,「 北研」とペンジジン法

の4方 法のナイアシンテス トの成績 は表2に 示 した｡

「PathoTec」 ではナイアシン(卦)を 示したものは17株 ・

29.3%,(十)の ものは22株,38.0%で あ り,(±)の も

のは4株,6.9%,(一)は15株,25.8%認 め られた｡対

照のアニリン法で(昔)の ものは20株,34・5%あ り・(十)

は22株,38.0%で,(±)は1株,1｡7%,(一)の ものは

15株,25.8%で あつた｡

「北研」のナイアシン(升)の ものは15株,25.8%で あ

り,(十)は22株,38.0%認 め られ,(±)の は6株 、

10.3%で あ り,←)の ものは14株,24.2%認 め られ

た｡他 に濾紙全面が うすい茶色の色調を示 し,陽 性か陰

牲か判定できないものが1株,1・7%あ つた｡対 照のペ

ンジジン法で(升)を 示 したものは19株,3Z8%e,(十)

のは23株,39｡7%で あ り,(±)の ものは、1株,1・7%

で,(一)は15株,25.8%認 め られた｡

これらの成績のうちでナイアシンテス ト判定のさい・

陽牲が同じ黄色の反応を呈す るrPathoTec」 法 とアニ

リン法を比較すると図1に 示すようになる｡両 者の一致

を認められるものは58株 中51株,88.0%で あ り,そ

の内訳は(昔)の ものは16株,(十)に19株,(±)の は1

株,(一)は15株 であつた｡ま た一致をみたものからお

のおの1ラ ンクのずれ をみると,「Path｡Tec」 が(暑)

でアニリン法が(十)の ものは1株,「PathoTec」 が(十)

でアニリン法は(昔)が3株,「PatheTec」 は(±)で アニ

リン法が(十)の は2株 の計6株,10.3%認 め られた｡不

一致のものは 「PathoTec」 の(±)で アニ リン法が(昔)

の1株,1.7%の みであつた｡(±)以 上を反応陽性と判

定した場合,人 型結核菌とその他の抗酸菌を上記の2法

は同様に鑑別 した｡

陽性反応が桃赤色を呈する「北研」法とペ ンジジン法の

比較は,図2に みられるようtr.一一4致を示 した ものは58
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Fig.2.Comparisonbetween"Kita-ken"andBenzidine

s Kita-ken一
Benzidine

十

±

欝

◎

◎◎◎◎◎

◎◎◎◎◎

◎◎◎◎◎

◎◎◎◎◎

◎◎

◎◎◎◎

◎

◎ ◎◎◎◎◎

◎◎◎◎◎

◎◎◎◎

◎

19

23

-
▲

51一
◎M｡tuberculosi8

◎Atypicahny¢obacteria

株中46株,79.3%で あつた｡内 訳は(粁)の ものが14

株,(+)の は17株,(±)は1株,(一)の は14株 認めら

れた｡こ れらか ら1ラ ンクのずれは「北研」で(升),ベ ン

ジジン法は(十)の ものが1株,「 北研」が(十)で あつてベ

ンジジン法の(卦)が5株,「 北研」の(±)で ペ ンジジン法

(十)は4株,同 じく「北研」の(±)で ペンジジン法(一)が

1株 あり,1ラ ンクのずれは計11株,19.0%認 め られ

た｡不 一致を示 したものは「北研」で茶色の発色を示 し,

判定不能としたもので,ペ ンジジン法では(十)の1株,

1.7%で あつた｡(±)以 上を陽性とした場合,ベ ソジジ

ン法は人型結核 菌 と他の抗 酸 菌をすぺて区別 したが,

「北研」法では人型結核菌以外の抗酸菌中1株 が(±)の 反

応を示した他は陰性を示し,人型結核菌は陽牲と判定さ

れた｡

考 察

非定型抗酸菌を結 核 菌か ら鑑別する検 査 法として,

1956年 今野が人型結核菌および1～2の 菌はナイアシン

を多量に産生 し,多 くの非定型抗酸菌はナイアシンをほ

とんど産生 しないことを認めた｡そ れを応用 したナイア

シンテストが人型結核菌 と非定型抗酸菌鑑別のアプロー

チとして広く用いられ,多 くの追試4》'"le>V;rよつ てこの方

法は高く評価されている｡し か しナイアシンテストを実

施するにあた り,近 年ペンジジンが製造および使用禁止
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となり,事 実上ペンジジンーブ ロームシアン法を用いて

のナイアシンテス トが不可能になつた◎また毒物である

ブロームシアンやアニリンを使用するため常用しがたい

点がある｡こ の危険を避けるために開発されたのが,ア

メリカの 「PathoTec」 や わが 国の北里研究所の田村3)

らのナイアシン試験紙 「北研」である｡

この両ナイアシン試験紙を用いて,rPathoTec」 は原

法のアニリン法と,「北研」はペンジジン法と比較 した｡

ベ ンジジン法もアニ リン法も原法は2種 類の試薬作製 も

含めて,や や複雑で危険な操作を必要とする｡

「PathoTec」 法は培地,菌 体からの抽出液を小試験管

に移して,試 験紙を入れるだけでよい｡ま た「北研」法の

操作は培地に蒸留水を注入 したのち,試 験紙を培地に入

れ るだけで よく,あ とはナイアシン試験紙の色調,あ る

いは投入液の色調を読む ことにより陽性か陰性かを判定

す る｡し たがつて危険な試薬であるブロームシアン,ア

ニ リン,ペ ンジジンの作製,取 り扱いを避けられること

で検査を実施するさい,ナ イアシンテストを極めて安全

かつ容易に しうる利点がある｡DroubiM}は ナ イアシン試

験紙Kirburn法 を用いての成績では原法アニリン法と

の一致は92.9%oで あるが,感 度がやや低いと報告して

いる｡わ れわれの成績でみると試験紙の方に原法よりナ

イアシン反応が弱 くあらわれた も のは,rPathoTec」

〈十)が3株,(±)は4株 の計7株 であり,ま た 「北研」

〈十)は4株,(±)が5株 計9株 が認められた｡試 験紙の

方が原法 より強い反応を示 したものは「Path◎Tec」,「北

研」ともに1株 ずつであつた｡以 上のごとく試験紙の方

に弱いナイアシン反応を示 したものが多 く認められた｡

ナ イアシン試験紙「北研」について田村3)ら はペンジジ

ン法とよい相関関係があ り,試 験紙によるナイアシン検

出の限界は2mcg/mlと 発表している｡ま た大里12)らの

成績でも「北研」法とベンジジソ法の成績は よく一致 して

お り,ナ イアシンの最少検出量は5mcg/mlで あるとい

う｡わ れわれの成績でも「北研」法とベ ンジジン法はよい

相関関係を示してお り,明 らかな陽性の判定の限界は5

孤cg/mlで あつた｡

ナ イアシン試験紙 「PathoTec」 法 で もアニリン法 と

の相関関係があり,明 らかな陽性の限界は5mcg/mlで

あつた｡

抗酸菌58株 の菌の分類とナイアシンテストの成績を

表3に 示 した｡人 型結核菌43株,M・intracellulare10

株,M.scrofulaceum3株,M・f◎rtuitum1株 であつ

た｡こ れらに関しては他の生物学的,生 化学的,抗 結核

剤耐性検査によつて同定した｡1株 はナイアシン陰性の

人型結核菌を疑い,現 在国立予防衛生研究所に同定を依

頼中である｡ナ イアシンテスト陽性は人型結核菌43株

中,ア ニ リン法,ベ ンジジ ン法に42株 ずつ,rPath｡

Tec」 法に39株,「 北研」法に36株 とM・intracellulare

1株 に認められた｡ナ イアシンテス ト疑陽性を示 した株

はアニリン,ベ ンジジンに1株,「PathoTec」 に4株,

「北研」に6株 あつた｡こ の4法 に疑陽性を示 した1株

は人型結核菌であるが,多 種の抗結核剤に常用検査濃度

で完全耐性であつた｡人 型結核菌の1株 が 「北研」法で

茶色の発色を示 し,判 定不能であつたが同・一株を用いて

再検の成績は陽性を示 した｡今 回の4法 のいずれにおい

てもナイアシン反応陰性のものは一致 してお り,人 型結

核菌を疑つた1株,M.intracellulare10株,M・scrofula・

ceum3株
,M.f｡rtuitum1株 の15株 で あつた｡

ナイアシンテス トの各方法で,明 らか な強 い呈色を

示した もの,す なわち判定基準で十とした例をみると,

rPathoTec」 とアニリンの組み合わせでは58株 中55株,

94.2%の 一致率,ま た 「北研」とベンジジン法 では58

株 中51株,88.0%の 一致率をみた｡± 以上を陽性とす

ると,4法 の成績は完全に一致する｡こ れは2.5mcg/ml

以上のナイアシン抽出液にあらわれる場合である｡明 ら

かな陽性株,陰 性株を対照株 として使用すれば,± 例を

陰性とすることはないであろ う｡従 来のナイアシンテス

ト原法を行つてきた検査機関において,上 記2試 験紙法

を用いても,今 回用いた15分 間のナイアシン抽出を行

えば,検 査成績の質的な差 を 生 ず ることは避けられよ

う｡こ れらのことから臨床検査科において結核菌と非定

型抗酸菌鑑別のために,こ れらナイアシン試験紙をスク

リーニングとして用いることは実用的価値のあるものと

考える｡

Table3.ComparisonofFourMethodsforTestingProdにcti㎝ofNiacinbyMycobacteria
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結 論

抗酸菌58株 を用いて2種 類のナイアシン試験紙1)

fPathoTec」2),「 北研」と原法の アニリン法,ベ ンジ

ジン法とそれぞれを比較検討 した｡両 試験紙ともナイア

シン反応が明らかな陽性を示す限界は5mcg/mZで あ

り,弱 い陽性を示す実用的な限界は2.5mcg/mlで あ

つた｡強 い反応で判定 した場合,結 核菌と非定型抗酸菌

の鑑別は 「PathoTec」 とアニリン法で94.2%,「 北研」

とペンジジン法で88.0%の 一致率を示した｡ナ イアシ

ン試験紙を結核菌と非定型抗酸菌鑑別のスクリーニング

として用いるのは適切な検査法といえる｡両 ナイアシン

試験紙はナイアシンテストの操作が原法と比ぺて簡便で

かつ安全であつた｡

稿 を終わるに当た り,若 宮診療所江波戸欽弥先生にご

指導を,結 核研究所高橋昭三先生にご校閲を賜 り心か ら

感謝いたします｡ま た国立予研佐藤直行,当 院小須田達
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夫,野 坂謙二,伊 藤不二雄,二 階堂和彦の諸先生方のご

援助ご協力にお礼申し上げます｡
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