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In view of an increasing demand for simple methods of identification of various mycobacteria for 

clinical use, our seven years' experiences were summarized and the results were evaluated to find out 

a better method.

A total of 263 strains of mycobacteria, which were either isolated in our Institute or referred to our 

laboratory from several other institutes, have been submitted to differential identification. The key

 differential features which we have adopted were (1) acid-fastness, (2) cell forms on smear, (3) speed 

of growth, (4) characteristics of colony (rough or smooth), (5) pigmentation at dark, (6) photoreactive 

pigmentation, (7) growth on Sabouraud's agar and nutrient agar, (8) PAS degradation, (9) Tween 80 
hydrolysis (5 days), (10) nitrate reduction, (11) semiquantitative catalase, (12) arylsulfatase, (13) ami

dases (urease and pyrazinamidase) and (14) niacin. The mycobacterial strains could be differentiated 

into six species and four groups, namely, Mycobacterium tuberculosis, M. kansasii, M. marinum, M. scro

fulaceum, other scotochromogens, M. intracellulare-avium complex, other nonphotochromogens, M.

 fortuitum, M. chelonei and other rapid growers. Further differentiation into species among each group 

was assessed to be not accurate enough due to our relatively simple identification system, however the 

system seemed to be valid as far as our present clinical situation concerns.

The validity of our identification system was again evaluated in this study using forty seven docu

mented strains, nearly all of which were kindly provided by the U.S.-Japan Cooperative Medical 

Science Program-NIAID in 1975 (Trudeau Mycobacterial Culture  Collection=TMC strains). 

Eleven key differential features were adopted in this reevaluation, and the seventh, twelfth and thir

teenth keys were excluded because of either relative complexity of the technique or paucity of differ

ential features in view of our present clinical situations.

Our second simplified system revealed to be still valid for the defferentiating various mycobacteria 

into six species and four groups.

Shortcomings of our differentiation system seem to be in case of identification of M. xenopi and 

M. szulgai which will be probably differentiated into "other scotochromogens" and also in case of 

niacin negative M. tuberculosis as well as M. africanum, though the former two species are almost 

negligible in their frequency in our clinical isolates.
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非定型抗酸菌症(以 下AM症)に 関す る臨床知見の増

加 に伴い,簡 易 な手技 でできるだけ再現性のあ る抗酸菌

の臨床細菌学的 な同定,鑑 別方法の確立が要請 されてい

る。臨床 にたず さわ る者に とつ ては,日 々進歩す る抗酸

菌 の分類に関す る詳細な細菌学的知見を取 り入れて,臨

床的 に意義 のある抗酸菌種 の確認につ とめ る必要があ る。

この 目的 のため の抗酸菌 の鑑別,同 定の試案 として,本

邦 では 日本結核病学会抗酸菌分類委員会に よる抗酸 菌分

類委員会試案1)(以 下試案 と略 す)を は じめ として東 村の

報告2)～4),正井の報告5)があ り,他 にKubica6),Runyon7)

の報告 もあ る。

臨床的な簡易同定法に含 まれ るべ き項 目の選 択に関 し

ては,前 述 のごと くそ の簡便 さと再現性の高い ことが何

より重要 であるが,臨 床 の実際 では更に個 々の施設の特

殊性,臨 床医が抗酸菌種の決定に関 していかほ ど詳細 さ

を要求す るか とい う点が,い わ ゆ るcentral laboratory

の必要性 の議論 とも関連 して,副 次的ではあ るが同定検

査の一般検査室への普及を 目指す場合,ゆ るがせにはで

きない問題であろ う。

私 どもが臨床上での必要を痛感 し,諸 家 の報告 の記載

を頼 りに,抗 酸 菌の簡易同定 を試 み出 してか ら数年が経

過 した。 約200株 の臨床分離株に加 え,諸 施設 よ り供与

を うけたいわ ゆる既 同定 の抗酸菌約50株 につい て現在 ま

での私 どもの成績 を報告 し,更 に私 どもの感 じた問題点

の若干を考 察 した い。

I.　実験材料 ならび に方法

1)　使用菌株

臨床分離株 は,本 研究所附属病院 ならびに近傍諸施設

よ り非定 型抗酸菌(以 下AM)の 疑 あ りとして供与を う

けたいずれ も未同定 株約200株(喀 疾 よ りの分離)と,

1975年NIHよ り供与を うけた既同定株(TMC-Trude-

au Mycobacterial Culture Collection株)42株 に加え,

1970年 大阪大学微生物病研究所 よ り供与 された同 じく既

同定株5株 を使用 した。

上記菌 株は供与を うけてからいずれ も1%小 川培地上

で継代,約-20℃ でキ ャップをテープで密封 して保存,

いずれ も数回 以上継 代を 繰 り返 した ものであ る。TMC

株は供与され た ときMiddlebrook 7H9で-70℃ でdeep

 freezerに より保存 され た と記載が あ り,そ の他の既同

定菌株 は小川培地上 の発育菌 を供与 された ものであ る。

2)　同定検査項目

最初使用 した 同定検査項 目は,次 の14種 類であ る。

(i)　抗酸性染色

Ziehl-Neelsen法 を用いた。 分離培地上の 発育菌は対

比染色を実施 したが,継 代培地上発育菌の抗酸 性の確 認

では レフ レル のメチ レンブルーに よる対比染色は省略 し

た ものが多い。分離培地 と継代培地で2回 確認 した。

(ii)　塗 抹 菌 の 形態 学 的 観 察(cellfbrm)

臨床分離株では,著 明に球菌状(coccoid)を 示 す もの

Table 1. Characteristics of the Mycobacteria Isolated
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と他 の桿菌状の ものを大 別 した。既同定株の検 討では,

他に継代保存 してい るM.kansasiiの 観察結果 か ら極 め

て長 く概 して太い桿状菌 を区別 し,上 記 の球菌状 を示す

形態 と他のあ ま り特徴の認め られ ない桿菌状 のものと合

わ せ計3種 に区別 した。

(iii)　発 育 日数

いずれ も継 代菌 を用 いて確認 した。継代に際 してでき

るだけ少量 の菌 を接種す る ように心掛け,発 育集落上に

軽 く白金耳を当てそれ を継 代培地全面 にす り込む よ うに

接 種 した。臨床分離株では当初,発 育 日数1週 間以 内,

1な い し2週 間以 内,2な い し4週 間以内,4週 間以上

の計4種 類 に分け たが,1週 間以内に発育が認め られた

ものについては,3日 以 内に旺盛 な発育 の有無 を再度確

認、した。

(iv)　集落の性状

分離菌集落 と継代培地上 の集落 の両者 で観察を行ない,

肉眼的判定に依存 し,R(rough)型,S(smooth)型 とそ

のいずれ とも判定 し難い ものをR-S型 とした。分離株の

観察 を参考に し継代培地上 の集落性状で最終判定を実施

したが,分 離培地 からスライ ド上への塗抹操作時の難易

さ(S型 では菌塊が湿潤 してお りスライ ド上への菌の薄

層塗抹が極め て容易 であ る)も 参考に した。

(v)　集落 の着色

暗所培養におけ る集落の着色を,無 色,淡 黄 色,黄 色,

榿色,レ ンガ色の5種 類に分別 して記載 した。

(vi)　光発 色性試験

継 代培地発育菌を用 いた。継 代接種 した1%6小 川培地

の うち1本 を小型ボール箱に入れ テー プを用 いて厳密に

露光を防 ぎその まま培 養 し,通 常 の方法 で同時に継代接

種 し暗所培 養 した他 の1本 をキ ャップを短時間除去 し通

気をはかつた後,20Wの 蛍光燈の直下30cmで2時 間

照 射 した。37℃1夜 暗所培養 し両者 の集落着色 を 比 較

した。2週 間培養菌 を用 いたが,発 育 の遅い もの では3

ない し4週 間培養 の菌 を用いた。

(vii)　サ ブロー培地,普 通寒天培地上 の発育

分離菌 の継 代に際 して,同 時に上記2種 類の培地に同

時 に接種 し,そ の発育 の有無を4週 まで観察 した(普 通

寒 天培地:ペ プ トン109,肉 エキス10g,NaCl2g,

寒 天20g,蒸 留水1,000ml)。

(viii) PAS培 地 の異 変

同様分離菌継代時,IPAS培 地に接種 し1週 間 後 そ の

黒変 を観察 した℃菌 の発育 日数に よつては4週 まで観察

した(試 案1)に よる)。

(ix) Tween 80水 解 試 験

(x)　硝酸 塩還元試験

上記2項 目はすべ て試案1)に よつた。(ix)は5日 法に

よつた。ただ し(x)で37℃2時 間温浴 の操作 は,2時 間

か ら3時 間37℃ 艀卵器に静置す ることで代用 した。

(xi)　カタラーゼ試験(半 定 量法)

Kubicaの 報告6)を参考に した。培 地量4.0mlの1%

直立小川培地を作成(培 地の凝固操作は80℃ か ら90℃

40分 程度 が適当),そ の 上 面 に1週 な い し2週 培 養 の

from Sputum (April, 1970•`April, 1975)
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Dubos Tween Albumin培 養菌液0.2ml滴 下 し,培 地

上面 に菌 の発育 を認 めた とき,カ タラー七試薬(30%過

酸化水素水 と10% Tween 80水 溶液 の 等 量 混 合 物)

1.0mlを 重層 し5分 後に生ず る泡柱の高 さをmmで 示

した。

(xii)　 ア リール スル フ ァ タ ーゼ 試 験

「結核菌 の臨床細菌学」(結 核予防会)記載8)の 方法に

よつた。ただ し判定は3日 後,2週 後に行なつ た。

(xiii)　ア ミダ ーゼ試 験

Wayne9)の 方法 に よ る簡 易 法 でureaseとpyrazmami-

daseを 実 施 した 。 前 者 は3日,後 者 は7日 判 定 で あ る 。

(xiv)　 ナ イ ア シ ン試 験

ア ニ リン法 を主 と して使 用 し,ナ イ ア シ ン テス トペ ー

パ ー 「北 研 」 を一 部 併 用 した 。

II.　 実 験 成 績

1)　臨床分離株 の成績

喀 疾 分離 株189株(1970年4月 よ り1975年4月 まで の 分

離)の 同定 成 績 を表1に 示 した 。 同定 項 目に 記 載 した 諸

検 査 の 結 果 に よ り,Mycobacterium tuberculosis,M.schofu-

lacmm, otherc Scotochromogens, M.intracellulare-avium

 complex,other Nonphotochromogens,M.fortuitm,M.

ckelmiの 各 菌 種 な らび に 菌 種 群 に 推 定 分 類 を 行 な つ た 。

M.kamsiiとM.marinumな らび にother rapid grower

の 分 別 も設 け た が,上 記189株 中に は これ に 該 当す る も

の は な か つ た 。表 中 下 段 の 計54株 は 既 同定 株(TMC株)

で,数 種 の 生 化 学 的 検 査 に お け る対 照 の た め 同様 操 作 を

実 施 した もの で あ る。表2は,そ れ 以 降1977年12月 ま で

の成 績 を 追 加 した もの で あ る。M.kansasiiとM.mari-

num各1株 ず つ が 分 離 され て お り,い ず れ も疾 患 に 関 連

が あつ た 。 同一 施 設 も し くは 同 一 地 域 か らの 分 離 で はな

い が 症 例 の頻 度 か らはM.intracellulare(-avium complex)

症 が ほ とん どを 占 め て い る。 他 にsingle isolateで あ る ツ

がNocardiaと 思 わ れ る菌 株 が3株 あ り,他 に 極 め て

dysgonicで 継 代,増 菌 で ぎな か つ た1株 が あつ た 。

以下,各 同定検 査項 目ごとの成績 と問題点 を述べ る。

(1)　抗酸 性染色

分離菌がMycobacterimに 含 まれ るか否か の必須検査

であるが,他 にNocardiaな どの部分抗酸性を もつ菌種

の発見の端緒にな ること,ス ライ ドグラス上へ の塗抹操

作に よつ て肉眼的な集落め性状の判定(R型,S型,R-S

型)を 補い うる,と い う2点 が利用でき ると考 え られ る。

M.tuberculosisを は0じめ としてR型 の菌 はス ライ ド上

へ の塗抹 を薄 く平等に行な うことが困難なのに反 して,

S型 の菌 は コロニー自体が極めて柔 らか く湿潤 してお り

ス ライ ド上へ の平等 な薄層塗抹が極めて容易であ る。継

代培地発育菌 を使用 した抗酸性 の再確認では対比染色は

多 く省略 したが,最 初 の分離培地上 の発育菌の確認では

雑菌の混入の確認 に も有利 である と考 えられた。

(ii)　塗抹 菌 の形 態 学 的 観 察(cell fbrm)

表1に 含 まれ る菌 株では,極 めて短小な球菌状(coc-

coid)を 呈す るもの(図1)と それ以外 のもの(適 当な語が

な くbaciilaryと 記載)と を分けた。 この分類 は検者 の

主観にかな り左右 され るが,図1に 示 した ごとき典型 的

な ものはM.intracellulare-avium complexと 群別推定 した

菌株に多 くみ られ約75%を 占めてい るが,臨 床材料 よ り

分離直後 の塗抹 ではやや多い 印象があつた。

表2に はM.kmsasiiが1株 含 まれ て い るが,こ の 株

は 分 離 判 定 時 集 落 の 一 部 が 鮮 黄 色(lemon yeilow)に 着

色 し てい た こ と と,図2に 示 す ご と く長 く太 く,明 瞭 な

Table 2. Mycobacteria Isolated from Sputum (April, 1970•`DEc., 1977)
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Fig. 1. Morphology on smear of M. intracellzdare 

(TMC 1469) (Ziehl-Neelsen's stain, 10•~100).

穎粒が観察 され,粗 な束状排列を示す特徴的な塗抹所見

に よ りM.kansasiiの 疑 いが まず もたれた ものである。保

存株の観察 でもM.kansasii多 数株に この所見がみ られた。

(iii)　発 育 日数

発育 日数の判定 にあたつ ては2段 階 の確 認を採用 した。

1週 以内でかな り旺盛 な発育 を示す ものを迅速発育菌の

可能性 が極 めて大 きい と判断 し,更 に再検 の上3日 以内

の旺盛 な発育 を示 した とき初 めて迅速発育菌 と推定 した。

手技 としては,継 代に あたつ て軽 く白金耳を被検菌に当

て,菌 塊 をできるだけ継代培地上に持ち込 まない よ うに

努 力 した。R型 の菌株 では,こ の手技で時に接種が培地

面 に不平等にな ることがあ り,ま れに判定に困難があつ

た。確認 のた め,あ らか じめ ガ ラス玉 コルベ ンで菌液

(ca.0.1mg/ml)を 作成 し,そ の1白 金耳を接種す る方法

も試みたが,実 際には前者で3日 以内の判定 を厳 密にす

れば さほ ど問題はない と考え られた。1週 程度 で発育 の

旺盛 な菌 株はM.intracellulare-avium complexを は じめ多

数 あ り,other nonphotochromogenと 判定 した菌 株の

多 くが1週 以内で発育が旺盛 であつたのが注 目され る。

(iv)　集 落の性状

前述 した ごと く,塗 抹操作におけ る難易 さも参考 に し

たが,継 代培地発育菌 の肉眼 的観察を主眼 とした。表1

の189株 中M.tuberculosisと 判定 した ものが34株 に及 ん

だが,こ れ らの大 部分は近傍施設 よ り集落 の性状 のみで

S型 であろ うとして送付 された もの であつた。R型,S

型 の判定には主観 的な ものが 多 く混 入 した ことが考 えら

れ る。 これ らは分離培地 で直接 判定 された ものが多 く,

継 代培地 上での観 察(自 家製 ガラスキャ ップ付1%小 川

培 地)で はかな り容易にR型 と判定 された。 しか し肉眼

的には,こ とにdysgonicの 傾 向があ る菌株でR-S型 と

判定 せざるをえないものも少数例存在 した。

実体顕微鏡の使用も試みたが,簡 易同定には肉眼的判

断で充分であつた。

(v)　集落の着色

表1　では無色,淡 黄色,黄 色,榿 色,レ ンガ色の項 目

Fig. 2. Morphology on smear of M. kansasii 
isolated at the author's institute (Ziehl-Neelsen's 
stain, 10 x 100).

に 分 類 した 。 無 色 と淡 黄 色 の区 別 に は か な り主 観 が 入 り,

こ の区 別 は 実 際 的 に 無 用 であ る と考 え られ た 。M.intra-

cellulm-aoium complexを は じめM.tubehculosisに お い

て も ご く淡 い 黄 色 を 示 す も のは 観 察 され る。 表1に お い

て黄 色,橙 色,レ ン ガ色 の もの を 有 色 とす るの が 妥 当 で

あ る と考 え られ た 。 な お表 中M.intracellulare-avium com-

plexと 分類 した菌 株 の 中 で,菌 株 の 送 付時 か な り長 期

間 室 内に 放 置 した 菌 株 で,数 株 が 黄 色 に 着 色 して い るの

が 観 察 され た 。 継 代 して 同 定 操 作 中 に は か か る着 色 は 明

確 で は な く,光 発 色 も通 常 の 手技 で は陰 性 で,ナ イ ア シ

ンテ ス トも陰 性 を示 し,上 記 菌 種 群 に属 す る もの と判 断

した。

(vi)　光発色性試験

表1に 含 まれ る菌株 は本試験はすべ て陰性 であつたが,

研究室保存株 の検討 よ り,本 試験 は培養2週 以前 のもの

で実施 する ことが望 ましい こと,4週 以後 の陳 旧化 した

集 落では半数 以上 のものが陰性 を示 した。集落 の散在す

るものが望 ま しいと思われ るが,陳 旧培養菌を厳密に避

ければ,旺 盛 な発育菌に よる判定 もそれ ほど困難 ではな

い。最近,M.kansasii2株 を分離培地 よ り同定す る機会

を得 たが,1菌 株 では判定操作中に 当初無色 の集落が,

発育 の観察回数 を重ね るとともに 明らかに鮮黄色に発色

して くるのを検者が気付いてお り,他 の1株 では菌株 の

運搬途中 で集落 の着色が明瞭にな り,直 ちに前 述 の塗抹

に よる菌形態 の観察(図2参 照)がM.kansasii発 見 の

端緒 となつた。暗発色性菌 とはやや異なつた鮮 やかな レ

モン黄色に注 目す ることも参 考になろ う。

(vii)　サ ブロー培地,普 通寒 天培 地上の発育

発育 日数1週 以内の全菌 株 と他 の一部 の ものにつ いて,

上記2培 地上での発育 の有無 につ いて検討 したが,3日

以内に1%小 川培地 上で発育 を認 めた迅速発育菌 のすべ

てに,両 培地上で1週 以内に旺盛 な発育 が認 め られた。

ただ し,slow growerの 中で も少数 株ではかな りの発育

を認めている。
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(viii) PAS培 地 の黒 変

前記項 目と同様1週 以 内の発育菌を主な る検査対象 と

したが,M.cheloneiと 判定 した菌株は陽性を示 したが,

M.fortuitumと 判定 した菌株 の一部は陰性 であつた。今

回検討 したsrow growerは すべて陰 性を示 した。

(ix) Tween 80水 解 試 験

比較的簡易 な検査項 目で判定 も容易で あつ た。Run-

yonのII群 菌 とIII群 菌 内の諸菌 種におけ る病原菌 と

非 病原菌 の分別判定に最 も重視 した。

(x)　硝酸塩還元試験

ナイア シン試験 陽性の菌株 は す べ て陽性を示 し,M.

intracellulare-avinm complexな らびにM.scrofulaceumと

判 定 した ものはすべて陰性で,迅 速発育菌は陽性 と陰 性

の菌株に分かれた。本試験の問題点は,弱 い発 色の場合

の判定 であ る。薄 く桃色がかつた ものは陰性 と判定 した。

(xi)　カタラーゼ試験(半 定量法)

M.tuberculosisの 全 菌 株 とM.intrmllulare-avium com-

plexの 大 部 分 の株 が45mm以 下 で あ つ た が,他 の菌 株

は45mm以 上 の もの も多 か つ た 。 本 検 査 は 液 体 培 地 使

用 の必 要 が あ り,操 作 はか な り繁 雑 であ るが 判 定 自体 は

極 め て容 易 で あ る。

(xii)　 ア リル ス ル フ ァタ ー ゼ試 験

本反 応 と次項 の ア ミダ ー ゼ反 応 は一 部 の菌 株 に つ い て

実 施 した 。3日 反 応 で は,M.fortuitumとM.ckeloneiと

判 定 した菌 株 の す べ て が 陽性 を示 した 。slow growerは

砥 とん どの も の が 陰 性 で あ つ た が,other nonphoto-

chromogensの 中 に一 部 陽性 の ものが 認 め られ た 。

(xiii)　 ア ミダ ー ゼ 反 応(Urease,Pyrazinamidase)

一 部 の菌 株 に 実 施 した が,M.tubehculosisで は両 反 応

と も陽 性 の傾 向 が あ り,M.intracellulare-aviumn complex

ではUreaseは 陰 性,Pyrazinamidaseは 陽 性 の 傾 向 が あ

つ た 。other nonphotochromogensに お い て も実 施 菌 株

数 は 少 な い が そ の傾 向 に あ つ た 。

(xiv)　 ナ イ ア シ ン試 験

ア ニリン法 を主体 として判定 した。 ナイアシンテス ト

ペ ーパー 「北研」 も一部併用 したが,従 来 のベ ンチ ジン

法,ア ニリン法 の方が判定 しやすい印象を受けた。

2)　 臨床分離株 同定につい ての私 どもの鑑別主眼点

今 回の臨床分離株 同定に あたつ ての私 どもの考え方 の

概要 は図3に 示 した。私 どもは実地臨床上 の特殊性を考

え,で きるだけ速やかに主治医へ報告 できる可能性を考

慮 して,同 定鑑別操作 を概念的に2段 階に分けて考えた。

最初 に私 どもが受け取 る材料 は,多 くは臨床材料 よ り3%

小川培地に 分離 された発育菌 である。私 どもが今回採用

した 同定項 目の(i)抗 酸性染色,(ii)塗 抹菌 の形態学的

観察,(iv)集 落 の性状,(v)集 落の着色の観察は,ほ と

ん どの分離菌におい て直 ちに実施 し うるものであつて,

これ らの検査 は第1段 階 と考 え て い る。 項 目(i)で は

Mycobuteriumの 確認が可能 であ る。部分抗酸性(Nocar-

dia等),非 抗酸性を示す菌は,Mycobacterium以 外 の菌

種 を考えね ばな らない。項 目(11)で はMyco6acteriumの

中で,太 い長桿状菌を示す もの(図2)と 極めて短い球

菌状 のもの(図1)を 観察すれば,前 者はM.kansasii,

後者 はM.intraceltulm-avim complexの 可能性がかな

り濃厚 で,以 後の同定操作に参考に なる ことが多い。 こ

れに加 えて,コ ー ド形成 の名残 りであ る緊密な束状排列

はM.tuberculosisの 可能性を示唆す る。 項 目(iv)で は

明 らかにS型 と断定で きる場合に意味があ り,S型 であ

る ことが まず確 かであれ ばAMと 考えて も大 きな誤 り

はない と考 え られ る。項 目(v)で 明らかな着色があれば

これ もAMと 判定 できる。 したがつ て,第1段 階 の操

作でかな りのAMを 確認で き,rS型 であるか,明 瞭な

着色を認める も の」 はAMと して主 治医にprelimmi-

nary reportを 送付す ることが できる。

第2段 階の操 作は,で き るだけ早期 に数本 の1%小 川

培地へ分離菌を継 代す ることに よつ て開始 され る。継代

培地2本 はで きるだけ前述の要 領で接種菌量 を可及的に

少な くし,1本 は一部(も しくは全体)を 光 より遮断 し

光発色性試験に備え,他 の1本 は発育 日数の観察に用 い

る。3日 以内に旺盛な発育を認めた ものは迅速発育菌 に

属 し,こ の中 で明 らかな着色を認め るものをother non-

pathogenic rapid growersと して除外 し,残 りの ものは

硝酸塩還元試験を主眼 としてM.fortutitumとM.ckelonei

に大 別 し,光 発色性試 験,PAS培 地 の黒変,Tween 80

水解試験,カ タラーゼ半定量法 も実施 してお くとともに

同時に ナイアシン試験 で確認す る。旺盛な発育に3日 以

上要す る菌株につい ては,以 後1週 ごとに発育 日数を確

認 し,発 育がみ られれば直ちに(v)集 落 の着色(暗 所),

(vi)光 発 色性試験 を同時に実施す る(こ れ と平 行 して

(xiv)ナ イアシン試験 も実施す る)。 これだけ の操作 で,

光発色性菌 と暗発色性菌,更 に非光発色性菌 の3種 に大

別 できる。 この段階 で多 くのM.tuberculosisが ナイアシ

ン試験を通 過す るので,ナ イアシン陽性 でR型 の菌株は

M.tuberculosisと して同定操作 を実質上打 ち切れ る。

光 発 色性 を 示 す 菌 株 は,本 邦 で はM.kansasiiかM.

marinumと 考 え ら れ る の で,(x)硝 酸 塩 還 元試 験,(ix)

Tween水 解 試 験,で きれ ば(xi)カ タ ラー ゼ半 定 量 法 を

実 施 し,前2者 が 陽 性,後 者 が>45mmで あ れ ばM.

kansasiiと 考 え,硝 酸 塩 還 元 試 験 が 陰1生 であ り,更 に カ

タ ラー ゼ 試 験 が く45mmで あれ ばM.marinumと 考 え

られ るで あ ろ う。 また,臨 床 の実 際 に お い て は分 離 材 料

の 由来 が 重 要 な 決 定 点 とな る(皮 膚 病 変 由 来 の も の は

M.marinum)。

暗 発 色 性 を示 す菌 株 は,M.scrofulaceumとother sco-

tochromogensで,後 者 はM.gohdonaeが そ の大 部 分 を 占

め る と思わ れ る 。Tween 80水 解 試 験 で陰 性 で あれ ば 前
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Table 3. Characteristics of the Documented Species
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+,L: quite long, banded and beaded

廾,C: veryshort(coccoid)

者 を,陽 性 で あ れ ば 後 者(other scotochromogens)に 分

別 で き る。

非 光 発 色 性菌 も同 様 に して,硝 酸 塩 還 元 試 験,Tween

 80水 解 試 験 が 両 者 とも陰 性,カ タ ラ ー ゼ試 験<45mmで

S型 で あ れ ば まずM.inthacellulare-avium complexと 考 え

られ,Tween水 解 試 験,硝 酸 塩 還 元 試 験 の い ず れ か ま

た は両 者 が 陽 性,も し くは カ タ ラ ー ゼ試 験 も>45mmの

とき は集 落 のR型 も参 考 に して,other nonphotochro-
'
mogensと して鑑 別 で き る と考 え られ る。

以上が臨床分離菌 の簡易 同定操作に おけ る私 どもの基

準 の概要 であ り,主 と して試案1)とKubica6)の 報告を

参照 した ものである。

3)　 既 同定株 の成績

以上 の臨床分離株を用いた私 どもの簡易 同定 の有用性

と限界を確 認する た め の一手段 として既 同定 のAM株

計47株 を用 いて,ア リルスルフ ァターゼ試験,ア ミダーゼ

試験等を除いた(i)抗 酸性染色,(ii)塗 抹菌 の形態学的

観 察,(iii)集 落の性状,(iv)集 落 の着色,(V)発 育 日数,

(vi)光 発色性試験,(vii)PAS培 地 の黒変,(viii)カ タラ

ーゼ試験(半 定量法) ,(ix)Tween80水 解試験(5日 法),

(X)硝 酸 塩還元試験,(xi)ナ イアシン試験(ア ニ リン法)

の計11検 査項 目に よる簡易同定を試みた。

成 績 は 表3に 示 し た 。 表3に 示 す ご と く,M.tubem-

losis,M.kansasii,M.intracellulm-avium compiex,M.

fortuitum,M.cheloneiに お い て は ま ず 鑑 別 可 能 で あ つ た

が,(1)M.tuberculosis-compiexに 含 ま れ るM.africa-

numが 菌 種 確 定 で き な か つ た こ と,(2)M.xenopi
,M.

gordonae,M.flavescmsがother scotochromogensと し て

一 括 さ れ た こ と
,(3)M.phleiがother rapid growers

と し て 菌 種 の 確 定 が さ れ な い こ と,(4)M.triviale,M.

terrae-mmkromogeniCum complex,M.gastriが 一 括 し て

other nonphotcchromogensと さ れ た こ と が 問 題 点 で あ

つ た 。

III.　 考 案

以上,臨 床医の立場で,諸 家の報告を参照しつつ数年

間に私どもが実施した抗酸菌の臨床細菌学的な簡易同定

の結果を総括した。

(i)抗 酸 性 染 色,(ii)塗 抹 菌 の 形 態 学 的 観 察,(iii)集

落 の性 状,(iv)集 落 の着 色,(v)発 育 日数,(vi)光 発 色

性 試 験,(vii)PAS培 地 の 黒 変,(viii)カ タ ラー ゼ試 験

(半 定 量 法),(ix)Tween80水I解 試 験,(x)硝 酸 塩 還 元

試 験,(xi)ナ イ ア シ ン試 験 の計11項 目の検 査 に 加 え,分

離材料の出所を知れば,抗 酸菌を

M

. tuberculosis, M.

 kansasii, M. marinum, Al. scrofulaceun2, other scotochro

mogens, Al. intracellulare-aviunz complex, other nonpho

tochromogens, M. fortuitum, Al. chelonei, other rapid 

growersの10種 の菌種 また は菌種群に あ まり誤 りな く大

別す ることが可能であ ると思われ た。

一 般 に 臨 床 で用 い る 同定
,鑑 別 方式 は,簡 便 で検 査 項

目 もで き るだ け 少 な い の が 望 ま しいが,重 要 な菌 種 の確

定 は 是 非 と も必要 で,検 査 項 目も あ る程 度 多 くな る の も

や む を え な い と考 え られ る。 試 案1)で は,必 須 検 査 項 目

と して(1)25℃,30～35℃,37℃,45℃ で の発 育,

(2)発 育 速 度,(3)集 落 の着 色,(の 光 発 色 性 試 験,(5)

ナ イ ア シ ン試 験,(6)硝 酸 塩 還 元 試 験,(7)Tween 80

水 解 試 験,(8)ウ レア ーゼ,(9)耐 熱 カ タ ラー ゼ,(10)

耐 熱 フ ォス フ ァ ター ゼ,(11)ア リル ス ル フ ァタ ー ゼ(3

日),(12)HA培 地 増 殖,(13)5ugEB培 地 増 殖 を使

用 して お り,Kubica6)は,(1)speed of growth, (2)

Niacin, (3)Nitrate reduction, (4)Semiquantitative

 catalase test, (5)Catalase activity after 68℃for

 20minutes, (6)pigment, dark, (7)pigment, Photore-

active, (8)Tween 80 hydrolysis(5days), (9)Tellu-
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rite reduction (3days), (10) NaCl tolerance, (11)

Arylsulfatase(3 days), (12) MaConkey agarと12項 目

を あ げ てい る。 肺 そ ら く10項 目程度 の 組 合 せ は,臨 床 細

菌 学 的 な 同 定 に も必 要 最 小 限 の もの で あ ろ う。

AMの 中 で 最 近 病 原 菌 と して考 え られ つ つ あ る も のに,

M.simiae,M,szulgaiが あ る。 私 ど もは これ らの 菌 種 を

同定 した 経 験 が な く,前 述 の項 目で 菌 種 の 推 定 が 可 能 か

ど うか 明 らか で な い 。M.simiaeは 光 発 色 性 が あ る と記

載 され,か つ ナ イ ア シ ン試 験 が 陽 性 な の で,私 ど もの 方

法 で も推 定 可 能 と も思 わ れ るが,M.smlgaiは 硝 酸 塩 還

元 試 験 しか よ りど ころ が な く,本 試 験 の判 定 のや や 不 安

定 な こ と もあ つ て,mf.scrofulaceumと 誤 認 す る可 能 性 が

あ る と思 わ れ る。また,M.xenopiも 同 様M.scrofulaceum

に 誤 認 の可 能 性 が あ り菌種 推 定 不能 で あ ろ う。 この両 菌

種 の よ り正 確 な 同 定 に は,2,3種 類 の温 度 域 で の追 加 検

討 が 必 要 で あ ろ うと考 え られ た 。更 に 私 ど もの 同定 検 査

項 目では,M.bovis, M.tuberculosis-complexに 含 まれ る

M.africanumな らび に ナ イ ア シ ン試 験 陰 性 のM.tuber-

culosis10)の 正 確 な 鑑 別 が 困 難 で あ ろ うと思 わ れ る。今 後,

以 上 の点 を 考 慮 し て,同 定 項 目 の改 善 を 期 した い と考 え

てい る。

一般細菌 の同定 と比較す ると,検 査手技 自体はかな り

簡便 であるに もかかわ らず,抗 酸菌 の同定は特殊な専 門

施設 を除い ては充分実施 されてい るとは言い難 い印象を

受け る。そ の普及には今後 の努力に待つ ところが多い。

しか し,極 めてまれな菌種 とか定型的な性状を示 さない

菌 株の 最終的 な 同定には,reference laboratoryの 設置

も真剣に考慮 する必要が ある と考 えられ る。

IV.　 結 論

最近数年間に私どもの施設で実施した抗酸菌の同定,

鑑別の結果を総括し,使 用した同定検査項目についての

問 題 点 を 考 察 した 。計11種 類 の 同 定 検 査項 目,す なわ ち,

(i)抗 酸 性 染 色,(ii)塗 抹 菌 の 形 態 学 的 観 察,(iii)集 落

の性 状,(iv)集 落 の 着 色,(v)発 育 日数,(vi)光 発 色 性

試 験,(vii)PAS培 地 の 黒 変,(viii)カ タ ラー ゼ試 験(半

定 量 法),(ix)Tween 80水 解 試 験(5日 法),(x)硝 酸

塩 還 元試 験,(xi)ナ イ ア シ ン試 験 を 用 い る こ とに よつ て,

抗酸菌 を, M. tuberculosis, M. kansasii, M. marinum, M.

 scrofulaceum, other scotochromogens, M. intracellulare

avium complex, other nonphotochromogens, M. fortui

turn, M. chelonei, other rapid growers. の10種 の菌種 また

は菌種群にほぼ誤 りな く大別 する ことが できた。

今 後 同定 の必 要 が 生 じ る可 能 性 の あ るM.sirniae, M.

szulgai, M.xenopi, Mafricanumを は じめ,ナ イ ア シ ソ

試 験 陰 性 のM:tuberculosisな どの 同定 に 関 して は なお 検

討 の上,同 定 項 目の 追 加 が 必要 と考 え られ た 。
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