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Acid-fast organisms were isolated from 240 soil samples collected at two areas in Japan 

and Korea. The biological and biochemical characteristics of the isolated mycobacteria were 

tested and compared with those of reference strains. The isolation rate and distribution of 

species of mycobacteria from soil were compared on three kinds of media with special reference 

to two different methods of isolation as well as different geographical areas. 

The results are summarized as follows:

1. Acid-fast bacilli were isolated most frequently on the 1% Ogawa medium with pretreat

ment of soil samples by the Sohngen's method.

2. No demonstrable difference was observed on the isolation rate between the soil from 

Hiroshima area and Seoul area.

3. As for Runyon's grouping, 82.6% of the isolates from Hiroshima and 75.4% from Seoul 

were rapid growers. Scotochromogens were isolated 9.6% and 12.3%, and nonphotochromogens 

4.5% and 8.2%, respectively. No photochromogens were isolated.

4. Three hundred and thirty-six strains were collected from the 240 soil samples. Neither 

tubercle bacilli nor M. avium-intracellulare complex were identified. The majority was M. 

fortuitum regardless of the area. The slow growers, especially M. scrofulaceum, were identified 

much more in Seoul than in Hiroshima, but the strain M. chelonei subsp. chelonei which was 

obtained in Hiroshima was not observed in Seoul.

1.　 は じ め に

1935年,Pinner1)は 結 核 症 とは 臨 床 症 状 を 異 に す る ヒ

トの病 巣 か ら,結 核 菌 や らい菌 とは 異 な る抗 酸 菌 を 証 明

し,こ れ をatypical acid-fast microorganismsと して,一

既 知 の病 原 性 抗 酸 菌 以 外 に も ヒ トに対 して病 原 性 を 示 す
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もののあることを示唆し,そ の後占部2)も 雑菌的存在 と

して看過されてきた抗酸菌群の中には,ヒ トに対しても

ある程度病原性を発揮 しうるようになるものも存在する

として注目を喚起した。しかしこれらの報告に関しては

必ず しも一般の関心をひ くにいたらなかつた。

非定型抗酸菌の起病性について注目されるようになつ

たのは1950年 代 の半ばに至 つ てか らで,Pollakと

Buhler(1951)3),BuhlerとPollak(1953)4),Timpeと

Runyon(1954)5),そ して占部(1956)6)の いわゆる非定型

抗酸菌に よるヒトの肺疾患の報告が行なわれて以後のこ

とである。

しか しなが ら,非 定型抗酸菌の起源および由来に関し

てはいまだ定説が明らかでなく,そ の感染,発 症機構の

解明が望まれている。

著者は自然界に広 く存在 している抗酸菌とヒ トの非定

型抗酸菌症との関係についての研究の一環として,ま ず

自然界か らの抗酸菌の分離方法と使用培地の検討を行な

い,か つ分離された抗酸菌の同定を試みたので,そ の成

績を報告する。

II.　実験材料および方法

A.　 実験材料

1.　 土壌:広 島大学本部,同 医学部および附属病院構

内120個 所 の土壌と韓国ソウルの延世大学校構内,医 科

大学およびセブラソス病院構内120個 所 の土 壌,総 計

240例 。

2.　 標準菌株:対 照菌株 として広島大学医学部細菌学

教室で保存継代されているヒト型結核菌ほか35株 を標準

菌株 とした。 これ らの菌株を1%小 川培地に移植 し,旺

盛に増殖 している時期の菌塊またはそれ よりの菌浮遊液

を用いた。

3.　 培地および試薬:試 料 よりの抗酸菌の濃 縮 に は

Sohngen培 地(Sohngen,1913)7)とtrypticase soy broth

を,ま たそれ よりの分離には1%お よび3%小 川培地,

Lowenstein-Jensen培 地(以 下L-J)お よびAmerican

 Trudeau Society培 地(以 下ATS)を 使用 し,分 離菌株

の同定のための生化学的性状試験の基本培地 と しては

Dubos液 体培地 またはSauton培 地を使 用 した。試薬

はすべて特級純粋試薬を用いた。

B.　実験方法

1.　 抗酸菌の分離:Fig.1お よび2に 示すようにティ

ースプン1ば いずつの土壌試料をSohngen法(1913)7)お

よびWolinsky法(1968)8)に 従つて処理 したのち分離培

地に移植した。

2. Runyon群 別:上 記各分離培地について試料移植

後1週 から8週 まで毎週観察して集落の初発 日数 と集落

性状を記録し,集 落が形成された場合は,そ の集落の一

部を取つて抗酸性染色を施して抗酸桿菌(以 下AFB)を

Fig.1. Isolation method by Sohngen (1913).

Fig.2. Isolation method by Wolinsky (1968).

確認 した後,こ れを2%のNaOH溶 液で処理した菌浮

遊液0.1mlず つを,分 離時に使用した各培地12本 に接

種 した。このうち2本 は光線を遮断したまま37℃ の恒温

室で培養 し,残 り10本 は2本 ずつ28,33,37,45お よび

52℃ で6週 間培養 した。接種後1週 間は毎日,2週 目か

らは1週 間間隔で,集 落形成の有無と形成された集落の
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形 態 お よ び 着 色 の 有 無 を 観 察 し,Runyon群 別(1959)9)

に よつ て これ を 分 類 した 。

3.　 生 化 学 的 性 状 試 験:純 培 養 菌 に つ い てniacin産

生 試 験(Konnoら,195810);Runyonら,195911)),aryl-

sulfatase試 験(KubicaとBeam,196112);Tarshis,

196313)),Tween 80 hydrolase試 験(Wayneら,196414)),

acid-phosphatase試 験(Saitoら,196815);Tsukamura

ら,197416)),catalase活 性 試 験(Kubicaら,196617)),

nitrate還 元 試 験(Virtanen,196018);Tsukamura,196719),

196920)),neutralred試 験(DubosとMiddlebrook,

194821);前 田,196522))の ほ か 炭 水 化 物 な ら び に 有 機 酸

利 用 能,amidase試 験 お よ び 薬 剤 感 受 性 試 験 を 実 施 し

標 準 菌 株 の 性 状(Saito,197523);Tsukamura,197524))と

対 比 観 察 し て 分 類,同 定 の 指 標 と した 。

III.　 実 験 成 績

A.　 抗酸菌分離培養成績

広島およびソウルの土壌試料それぞれ120例 か らの分

離方法別および分離培地別の抗酸菌分離成績はTable1

の よ うである。

供試 した4種 の分離培地 の うち,特 に1%小 川培地

における培養陽性率が高 く,ソ ウル地域の土壌 か らは

Wolinsky法 では120例 中70例(58.3%)の 高率であつ

た。地域別にみると,広 島および ソウル両地域間に全般

的には分離率に特にい うほどの差は見出せなかつたが,

広島地域か らは速発育菌の,ま た ソウル地域からは遅発

育菌の分離率がやや高い傾向を示 した。

試料の処理方法別では両地域 ともにSohngen法 の方

がやや勝つていたが,3週 以後になつてようや く集落の

初発をみた例はSohngen法 では皆無であつたのに対 し

て,Wolinsky法 では4週 以後にも集落初発例がみ られ

た。 また,Sohngen法 では抗酸菌以外の來雑微生物の一

部がその処理に耐えて残存 し,培 地を汚染 して3週 以後

の観察不能となつた例がWolinsky法 に比べてより多か

つた。

B.　培養抗酸菌のRunyon群 別成績

Sohngen法 に より分離 され,純 培養が可能であつた

抗酸菌株について試みたRunyon群 別 の成績はTable2

の よ うである。

広島地域で分離された抗酸菌総計178株 中W群 が147

株(82.6%),1[群 が17株(9.6%)そ してIII群が8株(4.5

%)で あつた。 ソウル地域のものでは,総 計171株 中IV

群が129株(75.4%),II群 が21株(12.3%),そ してIII群

が14株(8.2%)で,両 地域ともにI群 の光発色菌は1株

も分離されなかつた。

なお分離された抗酸菌中1%小 川培地の7株,L-J培

地 の2株,ATS培 地の4株 がそれぞれ継代培養では発

育 しえなかつた。

C.　培養温度別発育性状の観察成績

各培地別分離培養抗酸菌株の発育 温 度域 はTable3

の ようである。

広島地域の遅発育抗酸菌株の25株 とソウル地域の35株

Table1. Isolation of Acid-fast Bacilli from 120 Soil Samples Each from Hiroshima and Seoul
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Table2. Runyon's Grouping with the Acid-fast Bacilli Subcultured

Table3. Growth Pattern of Subcultured Acid-fast Bacilli at Different Temperatures

は と もに45℃ 以 上 で は1株 も発 育 しなか つ た が,速 発 育

抗 酸 菌 株 の場 合 は,前 者147株 中45℃ で68株,52℃ で15

株 が発 育 し,後 者129株 中45℃ で30株,52℃ で8株 が そ

れ ぞれ 発 育 可 能 で あつ た 。

D.　 培 養 抗 酸 菌 株 の 同定 成 績

各 種 試 験 成 績 を 標 準 菌 株 のそ れ と比 較 観 察 して得 られ

た 同定 成 績 はTable4に 一 括 して ま とめ た 。

総 計336株 中 に は 結 核 菌 お よ びM.intmoellulareは

1株 も存 在 しなか つ た 。 広 島 と ソウル の 両 地 域 を 通 じて

最 も多 く分 離 され た 菌 株 は,M.fortuitumで ほ ぼ40%

を 占め,M.scrofulaceumが これ に 次 い だ。 地 域別 に み

る と,ソ ウル で はM.SCrofulaceum,.M.nonchnnogen-

icumお よびM.aurumが よ り多 く分 離 され た の に 対

し て広 島 で はM.tkermoresistibile,M.smegmtisお

よびM.pkleiの 分 離 率 が ソ ウル のそ れ よ り高 く,ま た

M.ckelonei subsp.cheloneiは ソ ウル で は 全 く検 出 され

なか つ た こ とな ど,地 域 的 に 若 干 の差 異 が み られ た 。

IV.　 考 察

自然界か らの抗酸菌の分離培養については今日まで多

くの研究者たちにより多様の報告7)8)25)～38)が行なわれて

きた。著者は広島 お よび ソウル両地域の土壌内非定型

抗酸菌の分布状況を比較する目的で土壌の前 処 理 に は

Sohngen法 とWolinsky法 とを用い,4種 の抗酸菌分

離培地における分離率 と分離された菌の生物学的生化学

的性状を検討 した。抗酸菌の分離率は一般に1%小 川培

地上でのそれが最 も高 く,広 島地域の土壌か らは44.2～

46.7%に,ま た ソウル地域のそれか らは45.8～58.3%に

分離され,次 いで3%小 川培地,L-J培 地,ATS培 地

の順であつた。

試料の処理方法を比較す る と,分 離率ではS6hngen

法がWolinsky法 にやや勝つていたが,前 者では操作過

程における腐敗菌の除去が5%H2SO4に よるためか十

分でないことが観察され,遅 発育抗酸菌分離のためには
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Table4. Identification of Acid-fast Bacilli According to the Physiological and Biochemical Properties

む しろH2SO4水 にこかえてNaOH水 を用いればより効

果的ではないか と考 え られ た。他方Wolinsky法 は

cyclohexamideとNaOHと の併用により一般細菌の殺

菌が より効果的に行なわれるため培地の汚染は少ない反

面,NaOH水 が4%と い う比較的高濃度で用い られ る

ため,結 核菌に比べるとNaOH感 受性の比較的高い自

然界抗酸菌にも障害が及び,分 離率が より低い結果とな

つたのではないかと思われる。

分離された抗酸菌のうち13株 が継代培養不可能であつ

た。土壌内に存在する抗酸菌中にご人工培地上に継代培養

が不可能な抗酸菌,す なわちfastidiousな ものが存在 し

ているかどうかは現時点では明らかでないが,こ の点に

ついて継続して研究したいと考える。

Sohngen法 に より分離され継代可能であつ た抗酸菌

株の発育速度および光感受性検査に よるRunyon群 別 の

結果,Table2に 示 した ように,両 地域ともにIV群 菌

が大多数を占めていた。Kubicaら(196128),196330))お よ

びJefferiesら(1963)39)は 自然界からはII群 菌 と皿群菌

との分離率が高 く,IV群 菌 はその中間程度にすぎないと

述べており,ま たGerszten(1963)40)は 人体における非

定型抗酸菌の分離率はI群 菌が4%,II群 菌が79%,III

群菌 が35%,IV群 菌 が4%と 報告 し,IV群 菌 の分離率は

いずれの場合も著者の今回の成績のように高 くはない。

このことは土壌 という試料が同じであつても地域別の差

異があ り,ま た人体 と土壌 とでは抗酸菌の分布が異なる

ためであろ う。

なお遅発育抗酸菌株については,広 島分離の25株 中4

株,ソ ウル分離の35株 中5株 が28℃ では発育できない低

温感受性菌であつた。

一方各種試験に基づいた成績をSaito(1975)23)お よび

Tsukamura(1975)24)の 抗酸菌標準菌株の各種酵 素 活 性

成績 と比較 した結果広島地域のIV群 菌147株 中17株 とソ

ウル地域のIV群 菌129株 中21株 は必ず しも標準株の成績

とは一致しなかつ た の で,一 応unidentifiable株 とし

た。

両地域の分離菌種にはやや差が認められ,ソ ウル地域
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からは広島地域に比べて遅発育菌,特 にM. scrofulaceum

の分離率が高かつた。

現在非定型抗酸菌のうち M. ulcerans, M. kansasii,

 M. marinum, M. avium, M. intracellulare, M. xenopi,

 M. scrofulaceum, M. szulgai, M. fortuitum, M.

 chelonei (subsp. chelonei および subsp. absessus) はそ

の 起 病 性 が 明 らか に され て お り,そ れ 以外 に も まれ に感

染 す る可 能 性 が あ る と さ れ る も の にM.simiae,M.

shimoideiが あ る。 更 にM.gordonae,M.trivialeお よ

びM.nonckromogenicumは 「非 病 原性 」 非 定 型 抗酸 菌

と され,ま れ に 人体 に感 染 した とい う報 告(Tsukamura,

197738))も あ る。

非定型抗酸菌の由来に関してはいまだ定説は得 られて

いない。古くRunyon(1959)9)は 病原性非定型抗酸菌の

出現に関して自然界で非病原性抗酸菌 と病原性抗酸菌 と

が混在することによつて新 しい変異型抗酸菌が発生 し,

臨床症状をひき起 こすのであろうと推定 し,こ のように

してできた菌種が偶然な機会に人体 と共生ないし寄生 し,

人体に対する病原性抗酸菌へと変異発展 してきたのでは

ないか と述べた。

Tarshis(1958)41)やXalabardar(1961)42)も 病 原 性 抗 酸

菌 の一 部 が 抗 結 核 剤 の使 用 や 免 疫 作 用 等 に よつ て非 定 型

抗 酸 菌 に 変 異 す る と考 え た 。

Mallmannら(1962)43)は ウシやブタ等における非定型

抗酸菌の感染を報告してお り,こ の分離菌は土壌に分布

しているBattey型 と類似の性状を示すのでそれが水や

牛乳を媒体として伝播されるのであろ うと推定 した。 ま

たKubicaら(1963)30)は 農村の方が都市 よりは非定型抗

酸菌の感染率が高いこと,非 定型抗酸菌症が地理的に散

発的であつて,ヒ トからヒ トへの感染がまだ知られてい

ないこと,お よびこれら原因菌の生物学的ならびに生化

学的性状が土壌から分離された抗酸菌 と類似している点

が多いこと,な どから非定型抗酸菌の土壌由来を強 く示

唆 した。その後WolinskyとRyneason(1968)8)は 土壌

が非定型抗酸菌の由来 となる可能性が多いとしているし,

Tsukamura(1977)38)は 非 定型抗酸菌が自然環境に散在

的に存在 しており,宿 主側の条件 と抗酸菌の地理的分布

および菌力と関連 した一種の 「opportunistic infection」

が非定型抗酸菌症であろうと述べている。

著者の今回の検討によると結核菌 お よびM.avium-

intracellulare complex々 ま広島,ソ ウル両地域のいずれ

の土壌か らも分離されなかつたがM.fortuitumが 高率

に検出されたばか りでなく,特 に ソウル地域からはM.

sorofulaceumが か なりの頻度で分離された。

これ らの起病性が明らかな菌種の感染経路とその発症

要因との究明は非定型抗酸菌症の今後に残された重要な

課題であろう。

V.　 結 論

自然界抗酸菌に関する基礎的研究の一端 として,広 島

およびソウル両地域の土壌試料計240例 について,そ れ

よりの抗酸菌の分離方法 と分離率を検討 し,更 に分離さ

れた抗酸菌株の生物学的生化学的性状を観察 してその同

定を行ない,地 域的分布の比較を試みた。

1.　試料の前処理にSohngen法 を用い,1%小 川培

地上で分離 した場合の分離率が最も優れていた。

2.　 両地域か らの分離率にはほとんど差がみ られなか

つた。

3. Runyon群 別 に従 うと,IV群 菌 は 広 島 地 域 で は

82.6%,ソ ウル地 域 で は75.4%と 最 も多 く,II群 菌 は そ

れ ぞ れ9.6%と12.3%,1II群 菌 は4.5%と8.2%で あ つ た

が,I群 菌 は1株 も存 在 しなか つ た 。

4.　 総 計336株 中 結 核 菌 お よびM.avium-intracellu-

lare complexは1株 もな か つ た 。 両 地 域 と もに 最 も多

く分 離 され た 菌 種 はM.fortuitumで あ つ た。 また ソ ウ

ル 地 域 で は 遅 発 育 菌 こ と にM.scrofulaceumの 分 離 率

が 比 較 的 高 か つ た が,広 島 地 域 で 検 出 され たM.chelonei

 subsp.ckeloneiは 分 離 され な か つ た 。
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