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は じ め に

昭和40年6月 に組織 された 日本結核病学会抗酸菌分類

委 員会 は,臨 床細菌学的な立場か ら臨床材料に証明 され

る抗酸菌 の分類,鑑 別な らびに同定試案を報告 し(日 本

結核病学会抗酸菌分類委員会:結 核 ・呼吸・器抄録,23:

225,1972),も つ て同委員会 に課せ られ た任務 を一応終

了 した。

ところで,こ の試案 に関 して,特 に実地医家 よ り,よ

り簡便 な抗酸菌 の鑑別,同 定法が強 く要望 され,こ こに

同委 員会 はそ の後に得 られた新 しい若干 の知見を も加え

て この試案 の改訂を試み ることに した。

1.　 臨床材料に証明 され る抗酸菌 とその一般 性状

これは一括 して表1に 示 した。

表にかかげ られた菌種名はそれ らのす べてが決定的 な

ものではな く,将 来その国際的な とりきめが で きあがれ

ばそれ に よらねばな らない ことはい うまで もないが,現

時点では一応合法的 と思われ る ものを と りあげた。

2.　 抗酸菌 の鑑別,同 定 の試験 の実施法

抗酸菌 の鑑別,同 定上有用 と考え られ る以下 の試験法

は原法 あるい は標準法 の要約であ り,こ れ らを実 施す る

にあたつ ての一般的な留意事項 は次の ようである。

(1)　 供試菌は特に ことわ りのない限 り1%小 川培地

(以下小川培地)培 養を用 いる ことに し,培 養温度に留

意 し,通 常Slow growersで は2～3週,Rapid growers

では3～7日 の ものを用 いる。

(2)　 供試菌量 は特定 の場合を除いて必ず しも厳密を

要 しない ので,所 定 の大 きさの白金耳で菌 を採 取す る程

度で十分であ る。菌 液の調製には どの ような方法 を用 い

て もよいが,菌 に強 い障害 を与 える ような操作 はさけ る

べ きである。一法 として白金耳 で所定量 の菌塊 を試験管

に とり,ガ ラス棒 でていね いに摩砕 しなが ら蒸留水 また

は生塩水を1滴 ずつ滴下 しなが ら調製す る。必要な場合

には蒸留水 または生塩水を用いて菌を遠沈洗浄す る。 こ

れ らの操作は無菌的に行な うことが望 ましく,特 に反応

に長時間を要す る試験 の場合には無菌 的操作 を厳守すべ

きであ る。

(3)　 試薬類 はで きるだけ純 品を用 いる ことが望 まし

い。

1.　 小川培地上の性状

小川培地上 の性状は,原 則 として,分 離後あ ま り継 代

され ていない菌 の齢 が記載 され てお り,継 代を重ねた

菌ではその性状がかな り変わ つて くる ことがあるので留

意を要す る。 また集落のS型,R型 は必ず しも典型的 な

もののみではな く,そ の間に移行型が あ り,ま た時には

記 載 とは逆 の型 を示す もの もあるので注意を要す る。

なおM.xenopiはRunyonIII群 菌に分類 され てい

るが,黄 色集落 の菌株が多 く,白 色集落の ものはむ しろ

少 ない。

2. 鑑 別に用 いる培地

(1)　 パ ラニ トロ安息香酸(PNB)培 地(M.Tsuka-

mura・S. Tsukamura: Tubercle,45:64,1964)
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表1　 臨 床 材 料 か ら分 離

注: 1) ()内 の抗酸菌 は,ヒ トには非病 原性 であるが 臨床材料か ら分離 され ることもあ りうる。

2) 分離当初は37℃ で増殖しに くいが,継 代 を重ね ると増殖可能 とな る。

3) (+),(-)は10～30%の 菌 株が示す性 状。

4) 集落のS(R)は 時にR型,R(S)は 時 にS型,ま たRSはR型S型 の中間 の性状 を示す もの.

5) ア リールスル フ ァターゼは遅育菌では2週 間法,速 育菌では3日 間法の性状。
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さ れ る 抗 酸 菌 の 一 般 性 状
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小 川 培 地 にp-nitrobemzoic acid (PNB)を0.5mg/ml

の割 合 に加 え た もの。

PNB250mgをpropylene glycol10mlに 溶 か し

(25mg/mlと な る),そ の1容 量 を小 川 培 地50容 量 に 加

え,中 試 験 管(18×170mm)に8mlず つ 分 注 し,斜

面 に 固 め る。 冷 暗 所 で少 な くと も3カ 月 の保 存 に た え

る。

小 川 培 地 培 養 菌 に 白金 耳 を 軽 くふ れ て対 照培 地(小 川

培 地)お よ びPNB培 地 に 丹 念 に 塗 抹 し,37℃ に3

(～4)週 間培 養 す る。

PNB培 地 に は発 育 が 全 くみ られ な い か,あ るい は 僅

少 の分 離 集 落 の発 育 しか 示 さな い もの を 発 育 陰 性,対 照

培 地 と同 程 度 また は 少 し発 育 が 悪 くて も全 面 発育 の 場 合

を 発 育 陽 性 とす る。

PNB培 地 上 に はM.tuberculosisお よびM.bovisは

全 く発 育 しな い のに 対 し て,他 の 抗酸 菌 で は ご く少 数 の

例 外(M. kansasii, M. marinumお よびM.xenopiの

一 部 の 菌 株)を 除 い て よ く発 育 す る
。

(2)　 ヒ ドロキ シ ル ア ミン(HA)培 地(M. Tsuka-

mura: J. Bacteriol.,90:556,1965)

小 川 培 地 にNH20H・HClを62.5μg/mlの 割 合 に加

え た もの 。

NH20H・HCl625μg/ml水 溶 液 を作 り,そ の1容 量

を小 川 培 地9容 量 に加 え,中 試 験 管8mlず つ 分 注 し,

斜 面 に 固 め る。 冷 暗所 で少 な くと も3カ 月 の保 存 に た え

る。

菌 の接 種 な らび に判 定 の仕 方 は(1)と 同様 で あ る。

HA培 地 に は結 核 菌 の大 多 数 が 発 育 し な い の に 対 し

て,他 の抗 酸 菌 で は よ く発 育 す る。 した が つ てPNB培

地 に発 育 せ ずHA培 地 に発 育 す る菌 に はM. kansasii,

 M. marinumな らび にM.tuberculosisの 一 部 の菌 株 が

入 る の で,こ の場 合 に は光 発 色 性 試 験 に よつ て前2者 を

後 者 よ り鑑 別 す る ことが 必要 で あ る。

(3)　 エ タ ン ブ トー ル(EB)培 地(東 村 道 雄:結 核,

45:237,昭45)

小 川 培地 にEBを5μg/mlの 割 合 に 加 え,中 試 験 管

に8ml分 注 して 斜 面 に 固 め る。

菌 を接 種 して37℃,2(～3)週 後 に 発 育 の有 無 を 判

定 す るが,菌 接 種 な らび に 判 定 の仕 方 は(1)と 同 様 で あ

る。

EBに 対 してM. avium, M. intracellulare, M. xenopi

お よ びM. scrofulaceumは 耐性 で あ る が,M. nonchro-

mogenicum, M. terrae, M. gastriお よ びM.gordonae

は 感 性 で あ る。

(4)　 パ ラ ア ミノサ リチ ル 酸 ソー ダ(PAS)培 地(M.

 Tsukamura: Jap. J. Tuberc.,9:70,1961)

小 川 培 地 にPASを2mg/mlの 割 合 に 加 え,中 試 験

管 に8ml分 注 し て斜 面 に 固 め る。

小川 培 地 培 養 菌 の1白 金 耳 を塗 抹 し,37℃,1週 間 後

に お い て,発 育 菌 が培 地 を異 変 す る も のをPAS分 解 陽

性 とす る 。

M.cheloneiの 他 に,M.fortuitumの 大 部 分 も陽 性 で

あ る。

(5)　 ピク リン酸 培 地(M. Tsukamura: Amem. Rev.

 Resp. Dis.,92:491,1965)

変 法Sauton寒 天 培 地

グ ル タ ミン酸
ソー タ

4.0g

ク エ ン酸 ソー ダ 2.0g

KH2PO4 0.5g

MgSO4・7H2O 0.5g

ピ ク リ ン酸 2.0g

グ リセ リン 30ml

蒸 留 水 970ml

加温溶解後,10%KOHで

pH7.0に 修正。精製寒天

30gを 加えて加温溶解後

(必要 な らばpH7.0に 再

修正),中 試験管に8mlず

つ分注。115℃,30分 高圧

滅菌後,斜 面に固め る。

被 検 菌 の接 種 の方 法 は(1)と 同 様 で あ る。

37℃,2週 後 に発 育 陽性 の もの はRapid growersで あ

る。 た だ しM. chelonei subsp. cheloneiの み は例 外 で

発 育 陰 性 で あ る。

(6)　 グ ル タ ミ ン酸 ソ ー ダ ・ ブ ドウ 糖 加 寒 天 培 地

(M. Tsukamura•ES. Tuskamura: Amer. Rev. 

Resp. Dis.,96:512,1967)

基礎培地

グル タ ミン酸
ソータ

4.0g

KH2PO4 0.5g

MgSO4・7H2O 0.5g

精 製 寒 天(栄 研) 20.0g

蒸 留 水 1,000ml

加温溶解後,ブ ドウ糖 を

1.0g添 加。10%KOHで

pH7.0に 修正後,滅 菌 中

試験管に8mlず つ分注。

100℃,15分 ずつ2回 間欠

滅菌 後,斜 面に固める。

被検菌 の接種な らびに判 定の方法は(1)と 同様 で あ

る。

M. scrofulaceum, M. gordonaeお よびM.intracel-

lulareは ブ ドウ糖加培地 に発育 す る。M. avium, M.

 xenopiお よび大部分 のM.nonchronzogenicumは ブ ド

ウ糖加培地,基 礎培地 ともに発 育 しな い。 本法 は特に

M.aviumをM.intracellulareか ら鑑別す る上に参考

とな る。 ただ し,M.intracellulareの 少数株 はブ ドウ糖

加培地 に も発育 しない ことがあ り,ま た.M.aviumの 中

に も発 育する少数 の菌株 があるので留意 を要す る。

3.　 生化学的 性状 の試験法

(1)　 光発 色性試験(一 般 に用 い られ る方法)

〔試験 材料〕

暗所 で1～2週 間培養 して発育が もつ とも盛んであ る

と思われ る小川培地培養菌 で,陳 旧培養は適 さない。 ま

た,集 落の散在す るものが望 ましい。

〔試験 法〕
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1)　 菌を培 養 した試験 管 または シャー レの一部 分をア

ル ミフ ォイルで巻 いて遮 光す る。

2)　 試験管な らば栓をゆ るめ る(色 素 の合 成にはO2

を必要 とす る)。

3) 30～60ワ ッ トの電球で約30cmの 距離か ら1時

間照射。 ただ し,光 照射の条件 は必 ず し も厳密 を要せ

ず,螢 光灯で照射 して もよい し,ま た散光 に曝露 して も

よい。

4) 37℃ の暗所に もどして1夜 培養 し,照 射部位 の

集落の色調の変化を非照 射部位 の集落 と対比す る。

〔判定〕

遮 光部の集落の色調 に変化が な く白色～象牙色で,光

照 射部の集落の色調 が黄 色～ レモ ン黄色に変化 していれ

ば光発色性陽性 と判 定す る。

Slow growersで は, M. kansasii, M. marinuni, M.

 sznzzae な らびに M. asiaticum が,ま たRapid growers

では M. vaccae が光発色性陽性で あ る。 ただ し,M.

 simiae の光発色性 の発現に は6～24時 間の光 の照射 を必

要 とす る。

な お, M. marianum (scrofulaceum), M. gordonae

お よび M. szulgai (11群 抗酸菌)は 曝光培養 に よつ て色

調 の増強がみ られ る。

(2)　 ナイア シン試験(今 野 淳 ・長 山英 男 ・岡捨 己:

日本胸 部臨床,20;867,昭36)

〔試験 材料 〕

a)　 小 川培地培養菌:中 等大 集落50コ 以上,あ るい

は培地 の1/3以 上 をおお う程 度の菌 量が必要である。

b) A液:3%Benzidine ethanol液

B液:10%Bromcyan水 溶液

A液,B液 とも褐色瓶 に入れ て密栓 し,冷 暗所 に保存

すれ ば,数 カ月間は使用 で きる。 なお,B液 は空 気の流

通の よい場所で手早 く調 製す る。

〔試験法〕

1)　 菌培養試験管に沸 騰水1.5mlを 注加 し,全集落が

浸 るよ うに水平に約5分 間静置す る(ナ イアシン抽 出)。

2)　 抽出液 の0.2mlず つを2本 の小試験 管に移す。

3) 2本 の試験管にA液0.1mlず つを加え,う ち1

本には更にB液0.1mlを 加え る。

〔判定〕

A,B両 液を加えた試験管に桃色～赤色の沈殿 の み ら

れた ものを陽性,対 照 とほぼ同様の白色沈 殿のみ を生 じ

た ものを陰性 とす る。

. tuberculosis 以外 の抗酸菌 ではほ とん ど す べ て陰

性であ るが, M. africanum, M. simiae, M. ulcerans

な らびに一部 のBCGお よびM. cheloneiの 菌 株は陽陸

で ある。

〔注〕

(1)　 本試験は菌液を用いて も実施す る こ と が で き

る。 この場合 は少 な くと も10mg(湿 菌量)が 必要であ

る。

(2) Bromcyanは 毒物であ るか らゴム帽をつけた ピ

ペ ッ トを用い て取 り扱い,絶 対に 口で吸つ て は な らな

い。

また反応終了後 の試料を捨て るときには必ず ク レゾー

ル石けん液 の中に小試験管 とともに捨て る。酸性 のもの

を使用す る流 し場に捨 ててはいけない。

(3)　 耐熱性 カ タ ラ ー ゼ 試 験(G.P. Kubica・G.L

. Pool: Amer. Rev. Resp. Dis.,81:387,1960)

〔試験材料〕

a)　 小 川培地培養菌:数 白金耳 の菌 をM/15リ ン酸緩

衝液(PB;pH7.0)0.5mlに 分散 させ た もの。

b) (1) 10%Tween80水 溶液

(2) 30%H2O2

〔試験法〕

1)　 菌液をいれた小試験管を68℃ の温湯に20分 浸 し

た後,室 温 まで冷却。

2) Tween80-H2O2等 量混液0.5mlを 注加。

〔判定〕

発泡 の有無を 肉眼的に観察す る。発泡があれば陽性,

20分 間観察を続け て もなお発泡 のみ られ な い ときは陰

性。

本試験は M. tuberculosis, M. bovis, M. gastri お よ

び大多数の M. marinum の菌 株は陰 性であ るが,他 の

菌 種 で は ほ と ん ど陽 性 で あ る。

〔注 〕

M/15PB(pH7.0)

(A液)M/15KH2PO4:KH2PO49.7gを 蒸 留 水 に

溶 か し,1,000mlと す る。

(B液)M/15Na2HPO4:Na2HPO4・2H2O11.87g

ま た はNa2HPO4・12H2O23.88gを 蒸 留 水 に 溶 か して

1,000mlと す る。

A液 とB液 と を40:60の 容 量 比 で混 合 す る。

(4)　 硝 酸 還 元 試 験(S. Virtanen: Acta Tuberc.

 Scand. Suppl.48:119,1960)

〔試 験 材料 〕

a)　 小 川 培 地 培 養 菌

b) (1) M/100NaNO3溶 液:NaNO30.085gをM/

45PB(pH7.0)100mlに 溶 解 し,高 圧 滅 菌 し て保 存 。

(2) HCl溶 液:濃HClを 水 で2倍 に希 釈

(3) A液:0.2%Sulfanilamide水 溶 液

(4) B液:0.1%N-(1-Naphthyl)-ethylenediamine

 dihydrochloride水 溶 液

A液,B液 は室 温 保 存 で2週 間 は有 効 で あ るが,着 色

す れ ば 捨 て る。

〔試 験 法 〕

1) NaNO3溶 液2mlを 小 試 験 管 に と り,1白 金 耳
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の菌塊(湿 菌量約5mg)を 入れ る。

2) 37℃,2時 間温浴

3) HCl溶 液0.1ml,A液0.2ml,次 いでB液0.2

mlを 加えた後,軽 く振 る。

〔判定 〕

陽性であれば 直ちに赤 色～紫赤色に なる。全 く着色 の

ない ものや,う す い桃色 の ものを陰性 とす る。反応陰性

の場合 には被検液に少量 のZn末 を加 え,液 が赤変す る

(陰性)か ど うか確か めた方が よい。

各菌種 の本試験 の成績 は表1参 照。

(5)　 耐熱性酸性 フ ォスフ ァターゼ試験(H. Saito et

 al.: Amer. Rev. Resp. Dis.,97:474,1968)

〔試験 材料〕

a)　 小川培地培養(注1参 照)

b) α-Naphthylphosphoric acidお よびDiazonium

 o-dianisidineを それ ぞれ0.2%お よび0.4%と な るよ う

にM/5ク エ ン酸塩緩衝液(pH5.0)に 溶解 する。

〔試験法〕

1)　 培養試験管を70℃,30分 加熱後水冷

2)　 上記培養菌 の1～2白 金耳を と り,濾 紙(東 洋濾

紙No.50)上 にほぼ1cm2の 広 さにご拡 げ る。

3)　 上記 の試薬溶液を1滴 滴下(1/2注 射針を使用)

4)室 温(21～25℃)に10分 間放置

〔判定〕

赤色～紫赤色に着色すれば陽性,発 色 しない ものは陰

性。

〔注〕

(1)　 小川培地培養を使用す るとマ ラカイ ト緑 の混入

が成績 の判定を不明確にす ることがあ るので,マ ラカイ

ト緑を加え ない1%小 川培地を使用す ることが望 ましい。

(2) M/5ク エ ン酸塩緩衝液(pH5.0)

(A液)M/5ク エ ン酸:C3H4(OH)(COOH)3・H2O

42.02gを 蒸留水に溶か して1,000mlと す る。

(B液)M/5ク エ ン酸 ソ ー ダ:C6H5O7Na3・2H2O

58.82gを 蒸留水に溶か して1,000mlと す る。

A液20.5mlにB液29.5mlを 混和 し,蒸 留水 を加

え て全量を100mlと す る。

(3)　 試薬b)の 入手が困難な場合には本法 にかわ る

に一般臨床検査で血清の酸性 フォス ファターゼの測定 に

汎用 されてい るKind-King法 に よつて も同様 の成績が

得 られ る(正 井秀雄,斎 藤肇,山 岡弘二:未 発表)。

方法:生 塩水0.5mlに1白 金耳量 の菌 を浮遊 させ,

これに0.01Mフ ェニール リン酸 ソーダ0.5mlお よび

0.2Mク エ ン酸 緩 衝 液0.5mlを 加えて,37℃,1時

間保 つ。 これ に0.5mlず つの0.5NNaOH,0.5M

NaHCO3,0.6%4-ア ミノア ンチ ピリン,2.4%赤 血塩を

加え る。赤 褐色～濃赤 色の ものを陽性,黄 色～帯微紅黄

色の ものを陰性 とす る。上記 の試薬 はヤ トロンよ り発売

され て い る酸 性 フ ォス フ ァタ ーゼ 測 定 用 試薬S(ACP-S)

の基 質緩 衝 液 お よび 呈 色試 薬 を用 いれ ば よ り簡 便 で あ

る。

(6)　 ア リール スル フ ァタ ー ゼ 試 験(G.P. Kubica・

A.L. Vestal: Arner. Rev. Resp. Dis.,83:728,

1961;G.P. Kubica・A.L. Rigdon: Amer. Rev.

 Resp. Dis.,88:737,1961)

〔試 験 材料 〕

a)　 小 川培 地 培 養 菌:生 塩 水 に よ る1mg/mlの 菌 液

を調 製 した もの。

b) (1) DubosのTween-albumin培 地(栄 研)

(2)　基 質溶 液:Tripotassium phenolphthalein disul-

fate (=Phenolphthalein disulfonic acid potassium

salt)の2.69を50mlの 蒸 留 水 に溶 か し(0.08M),

濾 過 滅菌 して4℃ に 保存 。

(a) 0.01M基 質液:基 質溶 液2.5mlを(1)の200ml

に 加 え て2mlず つ小 試 験 管 に分 注(3日 法 に 用 い る)。

(b) 0.03M基 質液:基 質溶 液7.5mlを(1)の200ml

に 加 え て2mZず つ 小 試 験 管 に 分 注(2週 間 法 に 用 い

る)。

(3) 1MNa2CO3:Na2CO31.069を 蒸 留 水 に 溶 か し

て100mlと す る。

〔試 験 法 〕

1)　 菌 液0.1mlを 基 質 加 培 地 に移 植 。

2) 3日 法:菌 液 移 植(2)-(a)を37℃ で3日 培 養 後,

(3)の0.1mlを 加 え て発 色 させ る。

2週 間法:菌 液 移 植(2)ｰ(b)を37℃ で2週 間 培 養 後,

同様 に して発 色 させ る。

〔判 定 〕

無 色(-),微 桃 色(±),淡 桃 色(+),桃 色(++),

淡 赤 色(+++),赤 色(++++),深 赤 色(+++++)

〔注〕

迅 速 マ イ ク ロア リー-ル ス ル フ ァ タ ー ゼ 試 験(M.S. 

Tarshis: Acta Tuberc. Scand.,45:221,1964)

〔試 験 材 料 〕

a)　 小 川 培 地 培 養 菌

b)　 基 質 溶 液:Tripotassium phenolphthalein di-

sulfateの0.001M水 溶 液 を10ポ ン ド,20分 滅菌 。 密栓

し5℃ に 保存 す れ ば6カ 月 は使 用 で き る。

〔試 験 法 〕

1)　 小 試 験 管 に 基 質 液0.1mlを 入 れ る。

2)　 菌 液60～80mg/mlの0.1mlを 加 え,37℃,48

時 間保 つ 。

3)　被 検 液 に1MNa2CO3水 溶 液 の1滴 を滴 下 し,軽

くふ つ て 室 温(25℃)に30分 放 置 。

〔判 定 法 〕 上 記 した と同 様 で あ る。

(7) Tween80水 解 試 験(L.G. Wayne: Amer. Rev. 

Resp. Dis.,86:579,1962)
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〔試験材料〕

a)　 小川培地培養菌

b)　 培液

M/15PB(pH7.0)
100ml

Tween800.5ml

0.1%中 性 紅 水 溶 液
2.0ml

4mlず つ試験管 に分 注し,

121℃,15分 滅菌。 遮光 し

て4℃ に保存すれば2週 間

は使用可能。

〔試験法〕

上記培液に1白 金耳の被検菌 を分散 させ,37℃,5,

10,20日 後に観察す る。通常5日 の観察で十分であ る。

〔判定〕

コハ ク色 の培液が桃色 ～赤色に変われば陽性。

M. kansasii, M. marinum, M.gordonae, M. gastri,

 M. nonchromogenicum は5日 以 内 に 陽 性,M. tuber-

culosis, M. scrofulaceum, M. avium, M. intracel

 lulare, M. xenopiで は ほ とん どす べ て2週 後 も陰 性,

.M.szulgaiは2週 後 微 弱 陽 性 。

(8)　 ア ミダ ーゼ 試 験(R. Bonicke: Zbl. Bakt. I

 Abt. Orig.,179:209,1960)

〔試 験 材 料 〕

a)　 小 川 培 地 培 養 菌:生 塩 水 に よ る濃 厚 菌 液 を 作 製,

遠 沈(3,000rpm,15分)に よつ て生 塩 水 で2回 洗 菌(洗

浄液 にNH3の 証 明 され な い こ とをNessler試 薬 でチ ェ

ッ ク),沈 渣 をM/15PB(pH7.2)に 分 散 させ て約10

mg/mlの 菌 液 を 調 製 。

b) A液:ア ル カ リ性 フ ェ ノ ール試 薬

特 級phenol25gに 蒸 留 水10mlを 加 え て 氷 冷 し,

振 盪 しな が ら冷 却 した5NNaOH54mlを 少 量 ず つ 加

え た 後,蒸 留 水 を 加 え て100mlと す る。 用 に 臨 み 調 製

す る。

B液:次 亜 塩 素 酸 ソー ダ溶 液

市 販 の 次亜 塩 素 酸 溶 液(ア ンチ ホル ミ ン,有 効 塩 素 濃

度 約10%6)を 蒸 留 水 で 約7倍 に 希 釈 し て使 用 す る。

C液:0.003M硫 酸 マ ンガ ン水 溶 液

MnSO4・4H2O66.9mgを100mlの 蒸 留 水 に溶 解 。

c) 0.00164M基 質 水 溶 液:蒸 留 水100mlに 溶 か

す10種 の ア ミ ドの 量 は 以下 の よ うで あ る。

1. Acetamide 9.68mg

2. Benzamide 19.85mg

3. Urea 9.84mg

4. Isonicotinamide 20mg

5. Nicotinamide 20mg

6. Pyrazinamide 20.2mg

7. Salicylamide 22.5mg

8. Allantoin 25.9mg

9. Succinamide 19mg

10. Malonamide 16.7mg

〔試験法〕

1)　試験管 に菌液1ml,基 質液1mlを と り,37℃

に16時 間保つ。菌液 対照(菌 液1ml+蒸 留水1ml)な

らびに 基 質 液 対 照(基 質液1ml+PB1ml)も 用意す

る。

2)　 上記反応液な らびに対照液にC液0.1ml,A液

1ml,B液0.5mlを 順 次加 えて振盪混和。

3) 2)液 の試験管を沸騰水 中に15分 浸 し,冷 水で2

分 間冷却 した後,室 温 に約20分 放置 して発色 させ る。

〔判定〕

液 の着色(青 緑色～青色)の 程度を標準NH3溶 液を

用 いた場合の着色 と比較 して,次 の ように判定す る。

<2μg/ml(+)

<5μg/ml+

<10μg/ml++

>10μg/ml+++

通常,判 定 は標準液 の発色 と対比せず,単 に肉眼的に

行 なつてよい。

〔注〕

(1)　 次亜塩素酸溶液 は反応 を厳密に実施す る必要 の

ある ときは,市 販 品を適宜希釈 した液2mlに 蒸留水10

mlを 加え,更 に5%ヨ ー ドカ リ溶液2ml,氷 酢酸1ml

を添加 して,可 溶性殿 粉を指示剤 として0.1Nチ オ硫

酸 ソーダ溶液 で滴定 し,7.5～8.0mlの チオ硫酸 ソー ダ

溶液を所要す る溶液を調製す る。

(2)　 基質液 の調製 は,基 質を滅菌容器に入れ,滅 菌

蒸留水 に溶解 した もので試験に さしつかえない。

(3)　 簡便 な ウレアーゼ ・テス ト(戸 田忠雄,萩 原義

郷,武 谷健 二:医 学 と生物学,55:184,1960)

高圧滅菌 したM/100PB(pH6.8)に 尿素を3%,

0.1%フ ェノール赤 を1%の 割 に可及的無菌的 に加え た も

のの約4mlを 滅菌 試験管に分注 し,こ れ に約1白 金耳

量 の菌 を移植す る。37℃,3日 後に媒液 が微紅色 ～濃紫

赤色に着色すれば陽性,赤 変 しない もの(対 照 色)は 陰

性 と判定す る。

(9)　 ジア ミン酸化試験(R. Bonicke・H. Nolte: Zbl. 

Bakt. I Abt. Orig.,202:479,1966)

〔試験材料〕

a)　 小川培地培養菌:生 塩水に よる濃厚菌液を作製,

遠沈(3,000rpm,15分)に よつて生塩水で2回 洗菌(洗

浄液 にNH3の 証明 され ない ことをNessler試 薬 でチ ェ

ック),沈 渣をM/15PB(pH7.0)に 分散 させ て 約

5mg/mlの 菌液を調製。

b) 0.005MPutrescine溶 液:Putrescine (Diami

-Robutane) dihydrochlorideの860μg/ml水 溶液。

c) Nessler試 薬:市 販 品で よい。

〔試験法〕

1)　小試験管 に基 質液0.2ml,菌 液1.8mlを 加え,

37℃,24時 間 保つ。
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2) 1)の 基質 ・菌 混和液を遠 沈,除 菌 する。

3)　上 清にNessler液0.1mlを 加 えて着 色を観察す

る。

〔判 定〕

反応液が黄色～褐黄色に着色すれば陽性 とす る。

4.　 そ の 他

(1)　 紫外線照射に よる抗酸 性喪失試験(T. Muroha

shi et al.: Amer. Rev. Resp. Dis., 94: 114,

 1966)

小 川培地培 養菌 の生塩水 に よる30～50mg/mlの 濃厚

菌 液を調製 す る。 この菌液 をス ライ ドグ ラスに円形(直

径10～15mm)に 塗抹 して自然に乾燥 させ る。 塗抹面

の半 分をアル ミホイルお よび黒い紙でお おい,Mazuda

(R)GL-15の 殺菌燈 で10cmの 距離 よ り3時 間照射 した

後,火 炎固定 して次 のよ うに染色す る。

染色液:95%エ タノール100mlに1.5gの 酢 酸 カ リ

ウムを溶解 し,次 いで ビク トリアブルー(5～7g)お よ

び ビスマル クブラウン(0.6～0.7g)を 溶解 する。 この

溶 液を1昼 夜室 温に放 置 して不溶解物 を沈 殿 させ て得 ら

れ た上 清を10倍 に希釈 して染色液 とす る。

塗 抹標 本に染 色液を重層 し,湯 気が 出る程度に加温 し

た後,標 本が冷却す るまで静置 し,染 色液を捨 て,0.1%

硝酸-70%エ タノールで20分 脱色 し,水 洗す ることな く

濾紙 で吸湿す る。

染色標本を肉眼的に観 察 す る。 こ の 条 件 で はM.

 aviumは 抗酸性を保持 してい るので標本は青 く染 まるが

M. intracellulare, M. xenopi, M. nonchromogenicum

な どの場合 は菌 が抗酸性 を失 い,褐 色に染 まる。

〔注〕

(1)　 塗抹標本 の作製に さいしては,同 一 スライ ドグ

ラスの上に被検菌を は さ ん で既知抗酸菌(例 えばM. 

aviumとM. intrscellulare)を 塗抹 し,対 照 とす るの

が よい。

(2)　 紫外線照射は上 記 の殺菌 燈に よらな くて もよい

が,他 の装置を用い る場合には照射 距離,時 間な ど,予

備実験を行なつ て実験条件 を決めてお く。

(2)　 兎に対 す る毒 力試験(占 部薫 他:結 核,42:

511,昭42)

小 川培地上2～3週 間培養菌 よ り生 塩 水 に よ る10

mg/mlの 均等菌浮遊液 を調製 し,体 重2～3kgの 兎 の

耳縁 静脈内 に1ml接 種す る。

被検菌がM. aviumの 場合は接種動物は3週 以内にす

べ て斃死,こ の間,黄 疸 の出現(耳 朶,眼 球 結膜の黄

染),体 重減少は顕著で,菌 接種2～3週 後において も

血中な らびに内臓か ら多数の抗酸菌 を評 明 しうる。他方

M. intracellulare の場合は菌接種後3週 以内には動物

は まず死亡せず,こ の間,黄 疸 はみ られず,多 くの動物

では体重が増加 し,菌 接種後2～3週 では血 中か ら証明

され る抗 酸菌 はきわ めて少 な く,ま た内臓 中の抗酸菌 も

M. aviumの 場合に比 べては るかに少 ない。

〔注〕

(1)本 試験 にさいし て は 既知 のM. aviumお よび

M. intracellulare を対照 に と り,被 検 菌 の毒力を比較

す ることが望 ましい。 また,他 の試験 法(ア リールスル

フ ァターゼ,グ ル タ ミン酸 ソーダ ・ブ ドウ糖加寒 天培地

上 の発育,紫 外線照 射に よる抗酸 性の喪失 など)に よつ

て被検菌が

M

. avium か M. intracellulare のいずれ に

属す る もの らしいか とい うところまであ らか じめ調べ て

お くことが肝要 である。

(2)　 本試験 は菌接種動物 の黄疸 出現,体 重 の増減,

生死 を観察すれば,ま ず十分であ り,血 中,内 臓中の菌

の還元培養は必ず しも必要ではない。

5.　 抗酸菌の鑑 別実 施法

一 般臨床 検査室 で も十分行 ない うると思われ る
,結 核

菌 と他の抗酸菌 との鑑別 のスク リーニ ング法(表2)な

らびに同定 方式(図)の1試 案 を示 した。わが 国におけ

る現在 の この方面 の研究 の一つ の案 として参考になれば

幸 いである。

表 2 M. tuberculosis と 他 の 抗酸菌 とのス ク リー

ニ ング法
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付 記

昭和40年 に組織 され た抗酸菌 分類委 員会 は昭和47年 そ

の任務を一応 終了 して廃 止 され た。

したがつて現在の時点 で本文 を抗酸菌分類委員会試案

として掲載す る ことには疑 問 と抵抗 を感ず る ものである

が,昭 和47年 試案 が公表 され た当時か らす でに と くに実

地 医家 よ り,更 に簡便 な抗酸菌 の鑑別,同 定法 の発表が

強 く要望 され ていたので,分 類委員会 の委員で あつた斎

藤肇博士 にお願 い して,同 博士 を中心 として数名 の旧委

員の方 々に分類委 員会試案 の再検討を していただいた。

そ の結果 できあがつ たのが本文 であ り,斎 藤博士 の執筆

に なるものである。

委 員会試案(旧)か ら本案が できあが るまで約4年 の

年 月をけみ しているので,本 案に はそ の間に得 られた新

しい知見,な らびに将来 をお もんばかつ て,抗 酸菌分類

国際研究班(理 事長:L.G.Wayne博 士,ア メ リカ)で

新菌種 としてと りあげ るか否かが現在検討 され てい ろ数

株 の菌種 の性状がつけ加え られ てい る。

このよ うない きさつか ら本文は当然斎藤 博士他数名 の

方 々の連名 で公表 され るべ きものであるが,斎 藤博士の

たつ ての希望に よつ て抗酸菌分類委員会試案(旧)の 改

訂案 として発表す ることになつた のを了 とされたい。
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