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The test in the clinical laboratory should be done simply and reliably and the final results 

of the test would desirablly be brought out as early as possible. Considering those requirements, 

the following seven features were selected to be tested for the identification of clinical isolates of

 Mycobacteria: 1) colour tone of the colonies, 2) roughness of the colonies, 3) photoactive pigment 

production, 4) niacin production, 5) nitrate reduction, 6) heat stable phosphatase activity and 
7) Tween hydrolysis. To fulfil the above described requirements, test paper methods were employed 

in cases of niacin test and nitrate reduction test, and the commercial reagent kit for blood chemistry 

was employed in case of the heat stable phosphatase test.

Since these tests except the roughness of colonies were carried out by reading the colour change, 

the results of these tests were read simply and reliably. In addition, every test could be done 

within a few hours except the Tween hydrolysis, and the species name of the tested strain could 

be brought out on the day of examination in many occasions. Dividing the above described test 

combinations into two steps, the author succeeded to identify various strains of Mycobacteria of 

typical characteristics, such as M. tuberculosis, M. kansasii, M. intracellulare(M. avium-intra

cellulare complex), M. scrofulaceum and M. fortuitum by performing five or six tests out of the 

above seven tests.

 The test system herein described would contribute to the routine identification method of 

Mycobacteria in clinical laboratories.

緒 言

近年,非 定型抗酸菌分離例が次第に増 加 してお り,抗

酸菌 の鑑別が重要になつて きてい る。 抗酸菌 の鑑別 お よ

び同定を行な うには,抗 酸菌の生物学的性状,生 化 学的

性状,抗 結核剤耐性等の総合的な検査 を必要 とす るが,

抗酸菌鑑別の検査法の報 告は非常 に多 く11)～14)19)～25),検

査を実施す るものに とつて選択 に迷 うほ どである。

抗酸菌鑑別法 の比較検討は もちろん必要であ るが,検

査方法が簡便であ り,検 査結果の判定が容易で,信 頼 性

と再現性が高 く,更 に実施時間の短い ことが臨床検 査に

は要求 され よ う。

著者は試験紙法お よび市販 の検 査 試 薬 キ ッ トの導 入

等,7項 目の検査に よる抗酸菌の鑑別法を検討 し,日 常

検査に用い うるものと考え られたので報 告す る。

*From the Kanto Chuo Hospital , 6-25-1, Kamiyoga, Setagaya-ku, Tokyo 158 Japan.
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実験方法および成績

関東中央病院臨床検査科で分離 した抗酸菌 の うち,結

核菌以外 の抗酸菌67株 を含むすでに菌種同定 がなされて

いる18о 株を1%小 川培地に継代 し,そ の4週 培養を被

検菌 とし,次 の7項 目の検査を行 なつた。いずれ も保存

標準株,ま たは保存株 につ いて確認 された所見 と比較 し

て陽性,陰 性 の レベルを検 し,そ れを判定 の基準2)6)8)と

した。

1)　 集落 の色調:小 川培地上 の抗酸菌 の菌苔 の色調を,

人型結核菌4週 間培 養後 の集落 の色調 を淡黄色 として,

濃黄 色,榿 黄 色 と判定 された ものを榿色,ま た黄色調 の

認め られない集落を灰白色 と判定 した。

抗 酸 菌 の 集 落 の 色 調 と して 榿色,淡 黄 色 お よび灰 白色

の3つ の群 に 区 別 し,表1に み られ る よ うに,抗 酸 菌

18о 株 の うち,淡 黄 色 を 示 した もの が118株(65.6%)で

最 も多 く,つ い で 灰 白 色 の42株(23.3%),最 も少 な い

のは 榿 色 の2о 株(11.1%)で あ つ た 。 抗 酸菌180株 を菌

別 に分 け てみ る と,淡 黄 色 は 結 核 菌 と.M.kamasiiで

あ り,灰 白色 はM.intracellulare(以 下M.avium-in-

tracellulare complexと す る)お よびM.fortuitumに

み られ,榿 色 は全 株 と もM.scrofulaceumで あ つ た 。

2)　 菌 のS型,R型:抗 酸 菌 を 滅 菌 生 理 食 塩 水 の中 へ

菌 塊 を 入れ て くず し,容 易 に混 濁 液 が 得 られ た も のをS

型 と し,そ うで な い もの をR型 とした 。 成 績 は 表 に 示 す

ご と く,S型 の 性状 を示 した もの は180株 中67株(37.2

%),R型 の 性状 を示 した もの は113株(62,8%)で あ つ

た 。 抗 酸 菌 別 に み る とS型 はM.kansasii,M.scrofu-

laceum,M.avium-intracellulare cornplexお よびMr.

fortuitumで あ り,R型 は結 核 菌 のみ で あつ た 。

3)　 光発色性:小 川培地4週 間培養 の菌苔を,窓 近 く

の 自然 光 に15分 間 さ ら した のち,37℃ に培 養 し翌 日な

い し翌 々 日菌 苔 を 観 察 した 。 色 調 の 榿黄 色 の増 強 を示 し

た 株 を陽 性 と し,変 化 しな い もの を 陰 性 と した 。 抗酸 菌

180株 中陽 性 は5株(2.8%)で あ り,175株 は 陰 性 で あ

つ た。 菌 別 で は光 発 色 性 陽 性 を 示 した も のは 全 株 と も

M.kansasiiで あ つ た 。 結 核 菌,M. scrofulaceum, M.

 avium-intracellulare complexお よ びM.fortuitum

は 陰 性 を示 した。

4)　 ナイ アシ ン産生能1)2):小 川培地上の 菌苔 に 高 温

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 させ,15分 間放置 して ナイアシンの溶 出

をはかつた。次いでその抽 出液約0.5ml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,試 験

管底部 の液 の色調が黄色に変色 した ものを陽性,透 明の

ままを陰性 としたо また"北 研"ナ イアシソ試験紙法3)

では濾紙上部が赤色帯を示 した ものを陽性 とした。

成 績 は表1に 示 した 。 抗 酸 菌18о 株 中 ナ イ アシ ソ陽 性

は113株(62.8%)で,陰 性は67株(37.2%)で あ つ た。

抗 酸 菌 別 に み る と ナ イ ア シ ン陽 性 は 全 株 と も結 核 菌 で あ

り,M.kansasii,M.scrofulaceum,M.avium-intra-

cellulare complexお よびM.fortuitumは い ず れ もナ

イ アシ ソ陰 性 を示 し た。

5)　 硝酸塩還元能4):小 試験管のM/100 NaNO3溶 液

2mlに 抗酸菌 を1白 金耳量 入れ,振 湯後37℃ の温浴に

2時 間保ち,そ れ に試験 紙BMテ ス トN5)6)を 投入 し,

3о秒後に下 辺部の 濾紙の 着色 の有無 に よつ て陽性,陰

性を判定 した。紅 紫色か ら桃色 の ものを陽性 とし,着 色

の認め られない ものを陰 性 とした。

成績は抗酸菌180株 中陽性は125株(69.5%)で あ り,

陰性は55株(30.5%)で あつた。 これ を抗酸菌別 にみ る

と硝酸塩還元 能 陽 性 の も の は 結 核 菌,M.kansasii

Table 1. Results of the Tests on Various Strains of Mycobacteria Isolated from

 Clinical Specimens

L: Light yellow O: Orange, evident yellow W: White, gray
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Table 2. Key Features for Differentiation of Mycobacteria

L: Light yellow O: Orange, evident yellow
* Photochromogenicity was confirmed .

お よびM.fortuitumで,陰 性 を 示 し た も の はM.

 scrofulaceum および M. aviuni-intracellulare complex

で あ つ た。

6)　 耐熱 性ホスフ ァターゼ7):小 試験管 内 の 生理食塩

水0.5mlに 抗酸菌 を1白 金耳量入れ,70℃ の温浴で

30分 間加熱 したのち,Kind-King法8)に よるホスファ

ターゼ基質 液2mlを 加 え,37℃ の温浴 で60分 間保ち,

発 色液 を2ml追 加 した。赤褐色か ら赤色 のものを陽性,

黄 色のままに止 まるものを陰性 とした。

成 績 は180株 中 耐 熱 性 ホ ス フ ァタ ー ゼ 陽 性 の も の は

12株(6.7%),陰 性 を 示 し た も のは168株(93.3%)で あ

つ た。 抗 酸 菌別 に分 け る と,陽 性 はM.kansasiiお よ

びM.fortuitumで あ り,陰 性 の もの は 結 核 菌,M.

 scrofulaceum お よび M. avium-intracellulare complex

であ つ た 。

7)　 Tween 80水 解 能9):M/15pH7.0の 燐 酸 緩 衝 液

100mlにTween 80の0.5mlお よび0 .1%中 性 紅 水

溶 液2mlを 混 合 し,試 験 管 に4mlず つ 分 注,高 圧 滅

菌 した 。 この 基 質 液 に 抗 酸菌1白 金 耳量 入れ,37℃ に

お き,5日 後 に 観 察,色 調 が コハ ク色 か ら赤 ～ 淡 紅 色 に

変 化 した もの を 陽 性,コ ハ ク色 の ま ま を陰 性 とし た。

成 績 は 抗 酸 菌180株 の うち,Tween 80水 解 能 陽 性 の

もの は5株(2.8%)で あ り,陰 性 は175株(97.2%)で あ

つ た 。 抗 酸 菌 別 に み る とM. kansasiiの み がTween 80

水 解 能 陽 性 を 示 し,結 核 菌,M. scrofulaceum,M.

 avium-intracellulare complexお よびM. fortuitum

は陰 性 で あつ た。 以 上,7項 目の性 状 検 査 と抗 酸 菌 種 名

を ま とめ る と表2の ご と くであ る。

考 察

近年,結 核菌 と同様な病変を起 こす非定型 抗酸菌が 注

目され,Runyon10)は 光発色性,集 落 の色調お よび発育

速度に よつて これを4群 に分類 した.以 来,抗 酸菌鑑別

の検査法,あ るいは抗酸菌種 名の報告 はおびただ しいも

のがあ り,病 院検査科 において結核菌,あ るいは非定型

抗酸菌を鑑別す る機会は今後増加 する もの と思われ,こ

れ ら抗酸菌 を鑑別す ることの重要 性は増す であろ う。

臨床検査科 は これ らの菌種 が分離 され,最 初 に鑑別 を

行な う責任を負 う機 関である。 したがつ て臨床細菌検査

室で行なわれ る検査法 は理論的 に基礎細菌学的批判に耐

え,し か も再現性高 く,技 術的個人差 の少 ない ものであ

る ことが必要 である。 また特定 の菌種を,他 の多 くの菌

種 か ら短時 日中に一定 の精度 で,鑑 別で きる方法であ る

こ とが のぞ ましい。限 られた時間内に これ らの要求をみ

たす実験 を行 な うことが できるのは,臨 床的な情報を利

用 しうることによる。病院検査室では,臨 床的に病巣を

形成 している,な い しは病原性を示 してい る菌の可能性

が高い菌株について検討す ることが多い。

抗酸菌においては,3度 以上 く り返 して分離 され た も

の,ま たは1度 に多数の集落をえた ものに限定 し,病 原

性 のあ る既知 の菌種 と同定 し うるか ど うかを検討 し,そ

の後,同 定 しえない菌株は専門家の判 断にゆだね るべ き

であ ろ う。今回の検討は この時 間 と精度 の制約 の中で,

病院検査室での検査の可能性 と限界 について考察 しよう

とした ものであ る。

抗酸菌鑑 別の諸報告 の うち,主 な ものをい くつか あげ

てみ ると,結 核菌検査指 針11)では13の 検査法を用いて,

11の 抗酸菌種 を同定 してお り,ま た米 国のNTRDA12)

は27項 目に よつて10菌 種 の抗酸菌を,Kubica13)ら は

19項 目の検査法 に よつ て,20菌 種 の抗酸菌を鑑別 し,

抗酸菌分類委員会14)では19の 検査項 目を用 いて,17菌

種 の抗酸菌 をそれぞれ掲げ て抗酸菌鑑別法を述べてい る。

臨床細菌検査室におい て,こ れ らに掲げ られてい る検査

法を 日常実施す ることはやや困難であ り,検 査項 目お よ
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び 検 査 法 を 必 要 最 小 限 とす る よ う意 図 した。

わ が 国に おい て検 出 され る病 原 性 抗 酸 菌 種 と し て 山

本15)は 結核 菌,M. kansasii, M. marinum, M. scro-

falaceum, M. avium-intracellulare complex, Mf. ch-

eloneiお よびM. fortuitumの7菌 種 で あ る と述 べ て

い る。 な おM. bovis, M. avium, M. xenopiお よび

M. ulceransは こ こ10年 来 報 告 を み な い か,あ るい は

菌 を 分 離 した こ とが な い と して い る。

そ こで,上 記の7菌 種 の鑑別,あ るいは同定を 目的 と

して検査項 目を検討 し,ま た検査 を実施す るにあた り,

1)検 査法が簡便であ り,2)検 査成績 の判定が容易 で,

3)信 頼性,再 現性が高 く,4)操 作時 間の短縮 が図れ る

ことも考慮 した。

検討 の結果,こ こで行なつた1)集 落の色調,2)菌 の

S型,R型,3)光 発色性,4)ナ イアシソ産生能,5)硝

酸塩還元能,6)耐 熱性 ホス ファターゼ,7)Tween 80

水解能 の7項 目が必要かつ十分な ものと考え られた。集

落 の色調 は抗酸菌分離時に多 くの場合判定可能であ り,

M. scrofulaceum等 は容易に取 り上げ ることがで きる。

また菌 のS型,R型 を併せ て行 なえば抗酸菌を結核菌 と

それ以外 の菌 とに区別 する1つ のか ぎ とな り う る。 更

に光発色性試験を 実施すればM.kansasiiお よびM.

marinumを 他の菌種か ら区別が可能 である。

生 化 学 的 検 査 の 多 くは 各 抗 酸菌 種 の 特 徴 を示 す 項 目で,

ナ イ ア シ ン試 験 は 結 核 菌 のみ が 陽 性 を 示 し,他 の 臨 床材

料 由来 の抗 酸 菌 は 陰 性 で あ り,ま た 硝 酸 塩 還 元試 験 で は

結 核 菌,M. kansasiiお よびM. foprtuitumが 陽 性 で あ

る と ころ か ら,結 核 菌 とM. bovis, M. fortuitumと

M. avium-intracellulare complexの 鑑 別 が 可 能 で あ る。

耐 熱 性 ホ ス フ ァ タ ーゼ 試 験 はM. kansasiiお よびM.

 fortuitumが 陽 性 を 示 す の で,結 核 菌 とM. kamasiiあ

るいはM. avium-intracellulare complexとM. for-

tuitumと の鑑別 に用 いることが できる。Tween 80水

解能試 験 は 光 発 色 株 で あ るM. kansasiiお よびM.

 marinumを 除 い て,病 原 菌 は 陰 性 を 示 す ので,M.

 scrofulaceumとM. gordonaeと の区別,あ るいは非

発色株 の病原菌 と非病原菌 との鑑別に も応用 し うる。ナ

イアシ ン産生能,硝 酸塩還元能,耐 熱性 ホスファターゼ

お よびTween 80水 解能 のいずれ の検査におい て も,

各種抗酸菌の陽性,陰 性の反応 は再現性 の高い成績を示

した。なお当検査科で約1о年 間に結核菌423株 を 検 出

し,3株 のナ イアシソ陰 性株16)を発見 した。それ らの株

はいずれ もR型 を示 し,unknown株 としたが,硝 酸塩還

元,コ ー ド形成試験17)とも陽 性,ま た光発色性,Tween

 80水 解能試験陰性 の成績を得たので結核菌 と判 断 し,

予研結核部 に同定を依頼 した結果,ナ イアシン陰性の人

型結核菌 と同定 された。

検査 方法 の簡易化を図つた ものとしては,ナ イアシン

試 験,硝 酸塩還元試験 および耐熱性 ホスフ ァターゼ試験

の3項 目があげ られ る。検査法 はナイアシン試験お よび

硝酸塩還元試験では試薬 の作製 を省き,単 に試験紙を投

入す るだけで よく,ま た耐熱性 ホスフ ァターゼの場合 も

検査試薬を作成す る必要がな く,市 販試薬 キ ッ トを利用

し うる。いずれ の検査 もそのつ ど試薬 作製 の煩雑 さを省

き,ま た長期保存に も耐え るので,検 査法の簡易化が可

能 であつ た。

この7項 目の検査法に よる鑑別を行なつた検査成績は

表1に み られ る ように,ど の検査項 目とも菌種鑑別に利

用度 が高いこ とを示 した。 また判定につい ても,菌 集落

の色調,光 発 色性,ナ イアシソ産生能,硝 酸塩還元能,

耐熱性ホス ファターゼ お よびTween 80水 解能 とも 色

調の変化で よむため判定 しやす く,ま た菌 のS型,R型

Table 3. Procedures for Differentiation of Mycobacteria

*M .intracellulare(M. avium-intracellulare complex)



1977年9月 427

について も混濁の有無をみるので,成 績 の誤 の生 じる可

能性は少ない と考え られ る。

更 に 時 間 の短 縮 の 点 で は7項 目の 検 査 の うち,Tween

 80水 解 能 の5日 間,光 発 色 性 の 翌 日判 定 を 除 い て は,

い ず れ も1～2時 間 で検 査 が 完 了 す る の で,菌 種 に よつ

て は そ の 日の うち に 判定 が で き る もの も少 な くな い。

表3に み られ る ご と く7項 目の 検 査 を1次screening

お よび2次 険 査 に 分 げ,1次screeningで は1)集 落 の

色 調,2)菌 のS型,R型,3)光 発 色 性,4)ナ イ ア シ

ンの4項 目を 全菌 株 に実 施 し,2次 検 査 項 目は 全 菌 株 に

は 行 な わ ず,硝 酸 塩 還 元能,耐 熱 性 ホ ス フ ァタ ー ゼお よ

びTween 80水 解 能 の 各項 目を1次screeningの 性 状 の

確 認,あ る い は細 分 化 の た め に行 な うこ とが で き る。 検

査 は7項 目で あ るが,1次 と2次 に 分 け る こ とに よ り,

各 抗 酸 菌 につ い て実 施 す る の はお お よそ5～6項 目で あ

る。 な お,M. avim-intracellulare complexに つ い て

は集 落 の色 調 お よび 菌 のS型,R型 を 除 い た 検 査 法 で 陰

性 の性 状 を 示 す ので,全 項 目を 列 記 した 。 陽 性 の 性 状 で

もつ てM. avium-intracellulare complexを 確 認 す る

た めに,耐 熱 性 カ タ ラ ー ゼ試 験18)を 表3に()で 示 し

た。 ま た こ の検 査 を 用 い る こ とで,耐 熱 性 カ タ ラー ゼ 陽

性 の性 状 を 示 すM. avium-intracellulare complexと

陰 性 の性 状 を 示 す 結 核 菌 との 鑑 別 も可能 で あ る。

これ ら の検 査 に よつ てM.cheloneiは 硝酸 塩還 元 試 験

お よび 耐 熱 性 ホ ス フ ァタ ー ゼ試 験 陰 性 の 点 でM. fortui-

tumと 鑑 別 され る。M. terrae-M. nonchromogenicum

 complexはM. avium-intracellulare complexと 類 似

す るが,M. terme-M. nonchromogenicum complex

がTween 80水 解 試 験 陽 性 であ る点 で 鑑 別 され る。 ま

たM. terrae-M. nonchromogenicum complexとM.

 kansasiiの 鑑 別 はM. kansasiiが,光 発 色 性 試 験 陽 性

であ る こ とに よ り鑑 別 され る。

5～6項 目の検査の結果,同 定 の条件 を 満足す る もの

に限 り,各 抗酸菌種 名をあて るべきであ る。 これ ら検査

成績の判定は厳 しくと り,ど の項 目であつ て も疑わ しい

成績が認め られ たな らば,不 明の菌 として更 に検索 をす

すめ るか,あ るいは専 門機 関に依頼すべ きである。以上

7項 目の検 査法を実施 する ことに よつ て,病 院 の日常検

査におけ る抗酸菌 の鑑別 は,十 分可能 であると考え る。

結 論

臨床細菌検査室 において抗酸菌 を鑑別,同 定す ること

を考慮 し,次 の7項 目の検査法 を選 んだ。1)集 落 の色

調,2)菌 のS型,R型,3)光 発色性,4)ナ イアシソ

産生能,5)硝 酸塩還 元能,6)耐 熱性 ホスフ ァターゼ,

7)Tween 80水 解能 である。

そ の うちのナイアシ ンお よび硝酸塩還元は試験紙法を

用 い,ま た耐熱 性ホスフ ァターゼは市販 の血液化学用測

定 キ ッ トを応用す ることで,検 査方法の能 率化を図つた。

成績 の判読では菌のS型,R型 以外 の各項 目は色調 の

差異,あ るいは変化を比較す るので判定 の誤 りは生 じに

くかつた。

時間 の短縮 の点はTween 80水 解能 お よび 光発色性

を除いては,1～2時 間で 判定 できるので菌種 の鑑別は

即 日終了で きることも少な くなかつ た。

7項 目の 検 査 法 を1次screening 4項 目と2次 検 査3

項 目に 分 け る こ とに よ り,全 菌 株 に7項 目を実 施 し な く

て も,5～6項 目 を 行 な うこ と で 定 型 的 な 結 核 菌,M.

 kansasii, M. scrofulaceum, M . intracellulare (M.

 avium-intracellulare complex)お よびM . fortuitum

を 他 の菌 種 か ら鑑 別 しえ た。

これ ら7項 目の検査 を実施す ることに よ り,抗 酸菌鑑

別 の 日常 化は可能 となる ものと考 える。 ここで鑑別 しえ

ない ものは,専 門機関に同定 を依頼すべ きであ ろ う。

稿 を終わ るにあた り,本 研究につい てご指導,ご 校閲

を賜つ た結核研究所高橋昭三先生に心か ら感謝いた しま

す。 また有隣病院江波戸欽弥,島 根医科大学斎藤 肇,東

方学会菊地雄二,当 院野坂謙二 の諸先生方 のご援助,二

階堂和彦,野 崎俊行両氏 のご協力にお礼を申 しあげ ます。
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