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At present there is no international consensus on the identification system of mycobacteria. 

We have only nationalistic or personal identification systems. It is expected to compare various 

methods of differentiation between species, to select more effective methods , thus to compose a 

good identification system. In the present paper, we showed various methods of differentiation 

between mycobacterial species and showed also various systems which are used in various countries.

緒 言

分 類 学(taxonomy)は 分 類(classification),命 名

(nomenclature)お よび同定(identification)の3者 か ら

成 り立つ。 このなかで,分 類 と命名については世 界の学

者 の合意(consensus)が 得 られてい るのに対 して,同 定

に関 しては国際的な合意はな く,今 日あ るのは(後 で述

べ るよ うに)nationalisticな 同定 法 また は個人的 な同定

法であ ると言つて よい。わ が国には,米 国の同定法す な

わち国際的に受 け入れ られ た同定 法 とす る者が あるが,

私は同意できない。そ こで,本 報 では,抗 酸菌 の同定法

の簡単 な歴 史 と現状 を述 べて,問 題点 を紹介 したい。

同定 とは何か

同定 とは,提 供 され た被検株が,既 知 のいか なる菌種

に属 するか を決定す ることである。手段は問わ ない。生

物学的 ・生化学的方法 で も,免 疫学的 な方法 でも,生 物

物理学的 な方法 のいずれ で もよい し,こ れ らを併用 して

もよい。 同定 とは,そ れに先行す る分類 と命名が存在 し

て,は じめて成立す るものであ る。

具体的には,被 検株 の性状を調 べて,既 知菌種の性状

と比較 し,既 知菌種 のあ るものと一致すれば,そ の菌種

名が同定 の答 とな る。 しか し,こ こに問題が ある。抗酸

菌 も生物 の一 つであ るか ら,そ の性状 に変異が あ り,必

ず しも既知菌種 の性状 と被検株 の性状が完全に一致す る

とは限 らない。それ では,ど の程度 の一致 でもつて同一

菌種 と判定 した らよいのであろ うか。 また,抗 酸菌 の菌

種 は既知 の ものが約50種 ある1)。 被検株を,こ れ らすべ

ての菌種 と比較 して区別 するには多数 のtestsが 要 るの

は 自明の理 である。 しか し,専 門的 な同定以外に,こ の

よ うな比較を行 な うことはあ ま りに複雑す ぎて実用 にな

らない。それ では,実 際問題 として同定の対 象 とす る菌

種を どのよ うに絞つた らよいのか。そ して,同 定 に必要

な性状testsの 数は,ど の くらい必要 なのであろ うか。

1)　 同定 の対象 とす る菌種

同定の専門家に とつては,同 定 の対 象 とな る菌種 は既

知菌種全部であ る。 しか し,一 般の臨床 家に とつ ては,

対象 とな る菌種は病源菌 として知 られ るもの と,こ れ と

鑑別を要す る特定 の非病源性菌 だけで よい。 こうすると

対 象は約30に 限定 され る(表1)。

2)　 同定 に必要 な性状の質

同定 に必要 な性状 は,あ る菌種 では100%陽 性(ま た

は100%に 近 い陽性)の 成績 を与 え,他 の菌種 では100%

陰 性(100%近 く陰 性)の 成 績を与 える性状 である。 こ

* From the National Chubu Hospital , Obu, Aichi 474, Japan



4 3 6 結 核 第 57 巻 第 8 号

Table 1. Clinically Important Mycobacterk

a) Mycobacterium avium complex is composed of M. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum and M. asiaticum (Tsukamura
 (1976)28)).

*These ususally occur as non-pathogens , but there are a few papers reporting that they have caused infection in humans.

の よ うな 性 状 は 「重要 性 状 」(key character; distingui-

shing character; differentiating character; important

 character)と 呼 ば れ る。 あ る菌 種 で60%陽 性,他 の菌 種

で40%陽 性 とい つ た 性 状 を 使 用 す る こ とは 有 害 無 益 で あ

る。

3)　 同定 に必 要 な性 状 の数

AとBの2つ の菌 種 を 区別 す る のに,Aで100%(+),

Bで100%(-)の 成 績 を与 え る性 状 が あれ ば,区 別 に は

唯1つ の 性 状(test)で 十 分 で あ る。 しか し,そ の よ うに

都 合 の よい 性 状 は 実 際 に は ほ とん どな い と言 つ て よい。

あ るの は,せ い ぜ いAで95%(+),Bで100%(-)と い

つ た 性 状 で あ る。 した が つ て,AとBと の 区 別 を,よ り

確 実 に 行 な うた め に は,更 に も う1つ か2つ の 性 状 を 追

加 しな け れ ば な らな い(理 論 的 に は,AとBの 区別 に3

testsを 行 な うこ とが 望 ま しい2))。 この よ うに,正 確 な

同定 を 行 な うた め に は,勢 い 性 状 の数 は 多 くな ら ざ るを

え ない 。 性 状 の数 を 減 らせ ば,そ れ だ け 正 確 さが 減 じ る

ことを覚悟 しなければな らない。 したがつて,同 定法は,

複雑 では あるが正確 な方法か,簡 単ではあ るが正確 さを

欠 く方法 のどち らか となるわけ で,簡 単 で正確 な方法は

理論的に存在 しえない。

4)　 同定の方法

同定法は,多 数の性状を検 査 し て 行 な う 「計数 同定

法」3)と 比較的少数の性状を検査 して行 な う 「古典的 同

定法」に分け ることがで きる。前 者は同定 を客観的 に行

ない,か つ正確 な成績が得 られ るので,よ り望 ましい方

法 であることは言 うまでもない。 しか し多大の労力を要

す るので 日常 の検査に適用す るわけにはゆか ない。後者

は一般 に広 く使用 され る方法 であるが,同 定表 の中に ピ

ッタ リ適合す る菌種が見 出だ され る場合は よいが,そ う

でない場 合は,検 者 の経験に より裁定が行 なわれ る。 し

たがつて,ど うして も主観 が入 らざるをえない。 しか七,

日常の同定 業務 は この方法で行なわ れ るのが普通 である。
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同 定 法 発 達 の 歴 史

同定 法 の歴 史 を 遡 れ ば,1882年 のRobert Koch4)に

よ る結 核 菌 の 同定 に ま で言 及 す べ きで あ ろ う。 しか し,

こ こ では,も つ と身 近 な,現 在 我 々が 使 用 して い る方 法

の開 始 の頃 か ら始 め た い 。 同 定 法 は,抗 酸 菌 の 生 化 学 的

な研 究 と密 接 に 関 係 して い る。 した が つ て,抗 酸 菌生 化

学 の曙 の時 代 か ら始 め た い 。

1.　 同 定 法 の 礎 とな った 戦 前 の 研 究

こ の時 代 の研 究 を 展 望 した 名 著 にH.G. Wells & E.

R. Longの"The Chemistry of Tuberculosis" (2nd

 edition)(1932)5)が あ る。 こ の著 者 の1人Long6)7)は,

卵 や血 清 を加 え ない 合 成 培 地 を 用 い て,種 々の 炭 水 化 物

のC源 と して の利 用,種 々 の ア ミノ酸 や ア ミ ドのN源 と

して の利 用 を研 究 した 。 こ の よ うな研 究 を 行 なつ た もの

にBraun et al.8), Kondo9)10), Merrill11), Thomson12),

 Gordon13), Gordon & Hagan14)が あ る。 これ らの 研 究

は1920～1938年 に行 なわ れ,対 象 と され た 抗 酸 菌 は 今 日

の M. tuberculosis, M. bovis , M. avium, M. phlei, M.

 smegmatis で あ つ た(た だ し,Merrill以 下11)～14)は

"saprophytic" mycobacteriaの み)
。 こ の な か で 特 記 す

べ き こ とは,Kondo(金 沢)10)が1925年 に . tuberculosis

はNH3-N源 の存 在 下 でglucoseをC源 と し てわ ず か し

か発 育 しないが, M. bovis はglucoseをC源 と して よ く

発育す ること,ま た . avium はglucoseをC源 と し て

発 育 しない ことを観察 してい ることである。 この所見は

M. tuberculosis と M. bovis との代謝 の差を示 した最初 の

報 告 で あ る と思 わ れ るが,惜 しむ ら くは著 者 自身 が あ ま

りこの所 見 に 注 目 して い な い。 同様 な所 見 は,1931年 に

Merrill11)に よつ て観 察 され て い る。

種 々の 炭 水化 物 を単 一C源 と して利 用 す る「パ タ ー ン」

が 菌 種 に よつ て 異 な る こ とを,初 め て 明 らか に した の は

Gordon & Smith15)16)お よびGordon & Mihm17)で あ

る。 彼 らは M. phlei, M. smegmatis, M. fortuitum によ

る炭水化物利用パ ターンの差 を明 らかに した。Gordon

など18)は,Bergey's Manual第7版(1957)で,発 育温

度域,rhamnoseお よびinositolか らの酸 形成,動 物に

対す る病源性 の差をkey charactersと する同定 法を発

表 した。

2.　 生化学的方法による菌種 鑑別の発展

第二次世界大 戦後 まもな く米国で非定型 抗酸菌症が注

目され,こ れが世界的に関心 を引いてか ら,非 定型抗酸

菌(結 核菌以外 の抗酸菌)と 結 核菌 との鑑別 が必要 とな

り,こ の方面へ関心が集 まるとともに抗酸菌 の分類法 お

よび同定法に も興味が持たれ るよ うになつた。

この方面の仕 事のきつかけ と な つ た の は,Pope &

 Smith19)に よつ て M. tuberculosis は合成培地 中でニ コチ

ン酸(niacin)を 形 成 す るが, M. bovis は これ を形成 し

ない とい う事実が見 出だされた ことであつた。今野20)は,

これ を . tuberculosis と他 の抗酸菌 とを区別す るために

応用 し注 目を集 めた。

そ の後 の時代 の菌種鑑別法 の発展は,前 の時代に引 き

続 いてのC源 お よびN源 の利用 「パターン」を利用す る

方法 と酵素 活性 「パターン」を利用す る方法に分け られ

る。 この うち,酵 素活 性検査 による方法は次項に譲 り,

ここではC源 お よびN源 の研究 につ いて述 べる。

C源 お よびN源 の研究 は,1957年 にSneath21)22)に よ

つて始 め られた計数分類学 と関係が ある。 この方法は菌

と菌 との類似度 を比較 して客観的 な分類 を行 な う方法 で

あ るか ら,類 似度 の信頼 性を高 めるた めには多数 の性状

の検 査を必要 とす る。 このために,比 較的簡単 な方法 で

多 くの性状testsが 可能 であ るC源 お よびN源 のtests

が使用 され るよ うになつた。 こうして計数分類が行 なわ

れ ると,そ の結果得 られ る同定 のための性状 と してC源

お よびN源 の検 査が登場 してきた。抗酸菌 の分野 で,は

じめて計数分類を行なつたのは,メ キシ コのBojalil et

 al.23)で,彼 らは そ の成 果 と し て M. gordonae とM. fla-

vescens の2つ の新 菌種を発 見 した。 彼 らの示す 同定表

に はC源 利 用testsが 多 い 。 次 い で,Tsukamura24)は,

抗 酸 菌 と して は,は じめ て 計 数 分類 に 必要 と され る50～

60以 上 の 性状(94性 状)を 用 い て 計数 分類 を 行 なつ た。

そ の 結 果,迅 速 発 育 菌 と遅 発 育 菌 とは,単 に発 育速 度 だ

け で な く,他 の 種 々の 性 状 で も分 け られ る こ とが分 か つ

た 。 こ の結 果,両 者 は 亜 属(subgenus)に 相 当 す る もの

と考 え られ た25)。 迅 速 発 育 菌 と遅 発 育 菌 を 区 別 す るの に,

発 育 速 度 だ け を 調 べ る と間 違 い が 起 こ る こ とが あ るが,

これ に ピク リン酸 耐 性26),亜 硝 酸 耐 性27)な どの 性 質 を 追

加 す る と確 実 に 両 者 を 分 け る こ とが で き る28)。

Tsukamura24)25)が 使 用 した の は 糖,ア ル コ ール,有 機

酸 のC源 と して の利 用 「パ タ ー ン」 で あ るが,そ の 他 に,

次 の7種 のN化 合 物 のN源 お よびC源 と して の 同 時 利 用

の 「パ タ ー ン」 が 迅 速 発 育 菌 の 同定 に 有 用 で あ る こ とを

見 出 だ した 。L-glutamate, L-serine, glucosamine, ace

-tamide, benzamide, monoetbanolamineお よびtrimeth-

ylene diamine.

Tsukamura29)は 無 機N化 合 物 のN源 と して の 利 用 を

研 究 した結 果,菌 種 の発 育 速 度 と利 用 され るN化 合 物 の

種 類 と の間 に一 定 の関 係 が あ る こ とを 見 出だ した 。 最 も

発育が遅い M. tuberculosis complex は ア ンモ ニ ウム 塩

しか利用 しないが,他 の遅発育性抗酸菌は アンモ ニウ ム

塩 と硝酸塩を利用す る。そ して迅速発育性抗酸菌は,こ

れ ら2者 のほかに亜硝酸塩 もN源 として利用す る(表2)。

また,Tsukamura30)は 単一C源 として利用 され る有

機酸 の種 類と発育速度 の間に関係があ ることを見出だ し

た(表3)。 以上の 表2お よび表3の 結果は抗酸菌の進

化を考え る うえで興味があ る。 M. tuberculosis は栄養要
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Table 2. Utilization of Inorganic Nitrogen Compounds as Sole Nitrogen Source

 by Various Mycobacteriaa)

a) Cited from Tsukamura (1966)29)
.*These species were shown as nonphotochromogens , scotochromogens (multiple 

patient-isolates), and scotochromogens (sporadic patient-isolates), respectively, in the 

previous paper (Tsukamura (1966)29)).

Table 3. Relationship between Growth Rate and Chemical Structure of Organic Acids Which Are

 Utilized as Sole Carbon Source in the Presence of Ammoniacal Nitrogena)

a) Cited from Tsukamura (1968).

b) 2-carbon organic acid: acetic acid. 3-carbon organic acid: pyruvic acid. 4-carbon organic acids: succinic acid,
 malic acid, and fumaric acid. 6-carbon organic acid: citric acid.

c) Modified by the author for this review.

求が狭 くかつ厳 し く,寄 生 の必要性を示唆 してい る。単

一C源 として利用 され る有機酸 の種類を調 べることは抗

酸菌 の同定に役に立つ。

3.　 酵素活性検査に よる菌種鑑別

酵素活性測定 も生化学的手法に含 まれ るが,以 下,項

を改めて述べ る。

抗酸菌の鑑別に最 も早 く酵 素反応 を利用 したのは 日本

の戸 田であ る(1926)(戸 田:結 核 菌 とHCG(1944)31)

よ り引用)。 戸 田は . tuberculosis お よびM. bovisは 大

概urease陽 性 で あつ た が, M. avium は陰性 であつた と
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述 べ てい る。 酵 素 反 応 を 用 い る菌 種 鑑 別 法 の な か で,最

も重 要 な の はVirtanen(1960)32)の 硝 酸 還 元 反 応,

Bonicke(1962)33)のamidase tests, Kubicaな ど(1961)

34)お よ びWayne(1961)35)のarylsulfatase testで あ

ろ う。

Virtanen32)は, M. tuberculsis は硝酸還元(+)で ある

が M. bovis と M. avium は(-)で あ る こ と を示 した 。

Virtanen32)を は-じめ 多 くの 研 究 者 は,形 成 され た 亜 硝

酸 イオ ンの 証 明 にShinn試i薬 を用 い た が,東 村(1951)36)

はEhrlich試 薬 を 用 い た 。Tsukamura38)は 多 く の 抗

酸 菌 の 硝 酸 還 元 反 応 を 行 な つ た 結 果,Runyon(1951)37)

のGroupIIお よ びGroupIIIの 特 徴 の一 つ と し て

硝 酸 還 元 反 応(-)を あ げ た38)。 また,こ の 反 応 は,

GroupIの M. kansasii (陽 性)と M. marinum (陰性)

の 区 別39),GroupIVの M. fortuitum (陽 性)とM. che-

lonei (陰 性)の 区 別40), M. szulgai を 他 のGroupIIの

菌 か ら区 別 す るた め に も用 い られ る41)。一 般 に,硝 酸 還

元 反 応 と言 え ば,Virtanen32)の 文 献 が 引用 され るが,

わず か1年 遅 れ でBoisvert42)も ほぼ 同 じ所 見 を報 告 し

て い る。

Amidaseはamideを 分 解 し てNH3を 産 生 す る酵 素

で,Bonicke33)以 前 に も幾 つ か の報 告 が あ る が,Boni-

ckeに よつ て10種 のamidase反 応 が 「パ タ ー ン」 と し

て用 い られ て は じめ て 同定 に威 力 を発 揮 した と言 つ て よ

い 。Bonickeが 用 い たamidasesは 次 の10種 で,菌 種 に

よつ てamidasesのrパ ター ン」 が異 な つ て い る:(1)

acetamidase; (2) benzamidase; (3)urease; (4) isoni

cotinamidase; (5)nicotinamidase; (6) pyrazinamidase;

 (7) salicylamidase; (8) allantoinase; (9)succinamid

- ase;(10)malonamidase.表4はBonickeg3)の 成 績 を

Tsukamura43)が 補 つ た も の で あ る。

Arylsulfatase(3日 反 応)は M. fortuitum に特異的

と し て発 表 され た が34)35),そ の 後, M. fortuitum とM.

 chelonei が区別 され るよ うになつたので,現 在 で は,

M. fortuitum と M. chelonei に特異性の高い反応と言え

る。 た だ し,新 規 分 離 の土 壌 抗 酸 菌 に は 上 記 以 外 で3日

反 応 陽 性 の ものが まれ では ない 。

Tsukamura44)は1961年 に 土 壌 抗 酸 菌 の2種 がp-am-

inosalicylateお よびsalicylateを 分 解 し てcatecholを

形 成 す る こ とを 発 見 した 。 こ のcatecholか ら更 に 黒 色

物 質 が 形 成 され る。 この 反 応 の 至 適pHは7.1で,反 応

は モ ノ ヨー ド錯 酸,azide,重 金 属 イオ ンに よつ て 阻 害 さ

れ た。 こ の反 応 は,後 に早 石 な ど45)に よつ てsalicylate

 hydroxylaseと 名 づ け られ た 酵 素 に よ る も の と思 わ れ る。

Tsukamura46)47)は1965年 に,こ の 反 応 が M. fortuitum

に特異的 であると報告 したが,そ の後 の分類学の進歩に

よ り,現 在 では M. fortuitum お よび M. chelonei に特異

的 と考 え られ る48)。な お,土 壌か ら分離 され る迅速発育

性 scotochromogenic Mycobacterium で あ る M. obuense

もこ の作 用 を示 す49)。1961年 にTsukamura44)がsali-

cylate→catecholの 実 験 に使 用 した菌 は M. fortuitum と

M. obuense であつ た と分かつ た。

Table 4. Amidase Pattern of Various Mycobacterial Speciesa)

a) Prepared by the present author citing from Bonicke (1962)33) and from Tsukamura 

(1975)43).
b) 1. Acetamidase;2. benzamidase; 3. urease; 4. isonicotinamidase; 5. nicotinami

dase; 6. pyrazinamidase; 7. salicylamidase; 8. allantoinase; 9. succinamidase; 

10. malonamidase.
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Wayne et al.(1964)50)はTween水 解 の有無に よつ

て,GroupIIとGroupIIIの 病源性菌 と非病源性菌を分

け られ ることを発 見 した。病源 性菌 は水解(-)で あ り,

非病源性菌は水解(+)で あ る。 この反応 は実用的価値

が最 も高い ものの一つであ る。

抗酸菌は元来すべてcatalase反 応陽 性であ るか ら,半

寒量的方法 しか利用価値がない。Kubica et al.(1966)51)

はcatalaseの 半定量 的測定 法を発表 した。catalase反

応の結果は,半 定量法であ るだけに決定 的な意義があ る

とは言い難 いが,反 応陽性の場 合には参考 とな る。 例え

ば, M. avium complex のなか で M. avium と M. in-

tracellulare は(-)で あ るが M. scrofulaceum は(+)

で あ る。 た だ し,か な りの 例 外 が あ る。

そ のほ か,有 用 な酵 素 反 応 と して はacetylnaphthyl

-amine esterases52), acid phosphatase53),耐 熱 性acid

 phosphatase54), diamine-oxydase55)な どが あ る。

4.　 生 物 学 的 性 状 に よ る 菌種 鑑 別

抗 酸 菌 の 発 育 速 度 に差 が あ る こ と,発 育温 度 域 に差 が

あ る こ と,集 落 形 態 にR型 とS型 が あ る こ とな どは,古

くか ら知 られ て い る18)。発 育 速 度 お よび発 育 温度 域 を検

査 す るに は,分 離 集 落 を 生 じ る程 度 の 薄 い菌 液 を接 種 し

て 判 定 す るの が 正 確 で あ る こ とは 言 うまで もな い(Ber-

gey's Manual第8版(1974)56)で は 発 育速 度 の検 査 に

こ の方 法 を 推 奨 して い る)。 これ は 耐 性検 査(耐 性 検 査

とは 薬 剤 含 有 培 地 で の 発 育 速 度 を 検 査 す る こ とで あ る)

で"actual count法"57)58)が よ り正 確 な 方 法 で あ る の

と全 く同 じ理 由に よ る。 しか し,日 常 の 同 定 法 で,

"actual count法"で 発 育 速 度 や発 育 温 度 の 検 査 を 行 な

うこ とは あ ま りに も面 倒 で あ る。 同 定 に は 通 常1白 金 耳

接 種 を 用 い て も用 が 足 りる と思 わ れ る。 た だ し,そ の 際,

判 定 日数 を 多 少 修 正 す る必 要 が あ る(抗 酸 菌 の 場 合,3

日 で 豊富 な膜 状 発 育 が あれ ば 迅 速 発 育 菌 と判 定 す る-

Bergey's Manualは"actual count法"で7日 判 定 と

なつ てい る)。

集 落 形 態 に つ い て は,菌 株 保 存 中 に 屡 々R→Sの 変異

が 起 こる こ とに 注 意 す る必 要 が あ る。 例 え ば,M. smeg

-matisはR型 と記 され て い る こ とが あ るが,Tsukamura59)

に よれ ば M. smegmatis の新鮮分離株は ことごとくS型

で あつ た とい う。

光 発 色 性 はRunyon(1959)37)の 群 別 以 後,必 須 の検

査 項 目と なつ て い る。Tsukamura(1962)60)に よ れ ば

M. kansasii に よつ て光合成 され る色素 は 主 と し て β-

caroteneで,光 合 成 に 際 して は 酸 素 を 必 要 とす る とい う。

Wayne & Doubek(1964)61)も 酸 素 の必 要 性 に つ い て述

べ て い る。 更 に,東 村 ・東 村(1966)62)は 光 合 成 に は酸 素

の供 給 と と もにglucose, glycerolま た はpyruvateを

必 要 とす る と述 べ てい る。

菌 の形 状 も菌 種 の 区 別 に 役 立 つ56)63)64)。M. kansasii や

M. gordonae は長い桿菌で菌体内顆粒を示すのが特徴で

あ る 。

5.　 種 々 の 化 合 物 に 対 す る 感 受 性 テ ス トに よ る 菌 種 鑑 別

1) Pentaheterocyclic carboxylic acid hydrazides

 Bonicke(1958)65)66)はM. tuberculosisはpentahetero-

cyclic carboxylic acid hydrazidesに 耐 性 で あ るが,

M. bovis は 感 性 で あ る こ とを見 出 だ した 。 これ はM. tu-

berculosis と M. bovis とを鑑別す る実用 的 な 方 法 で,

thiophene-2-carboxylic acid hydrazide (TCH)耐 性 は

niacintestお よび 硝 酸 還 元 と並 ん で 広 く使用 さ れ て い

る。

2) p-Nitrobenzoic acid (PNB)

Tsukamura & Tsukamnura(1964)67)は M. tuberculosis

と M. bovis は 卵 培地(小 川 培 地 ま た はLowenstcin-

Jensen medium)でPNB(0.5mg/ml)に 感性であ るが,

他 の抗酸菌は耐性であ ることを見出だ した。 この方法は

英 国および国療非定型抗酸菌症共 同研究 班で使用 され て

いる。例外 と して,少 数 の M. kansasii と M. marinum

の株 がPN8培 地 に 発 育 しな い 。 これ らを 拾 い 上げ るた

め に,Tsukamura(1970)68)はNH20H・HCl(62.5μg/

ml)培 地 を併 用 す る こ とを 推 奨 して い る。 しか し,日 本

分離の M. kansasii お よび M. marinum ではPNB培 地

に 発 育 し ない 株 は ない(筆 者 の未 発 表 成 績)。

3) Hydroxylamine (NH20H・HCl) (HA)

Tsukamura(1965)69)はHA耐 性testが 抗酸 菌 鑑 別

に役立つ ことを報告 した。M. tuberculosis と M. bovis が

最 も感受性が高 く(62.5μg/ml感 性),次 いで M. kansasii,

 M. xenopi お よび M. gastri が比較的感受性が高 く(250

μg/ml感 性),他 の遅発育性菌 は250μg/mlに 耐性 であ

る28)69)。迅 速発 育菌 で は M. fortuitum と M. chelonei の

み が500μg/ml耐 性 で,他 は 感 性 で あ る2)48)69)70)。 な お,

Wayne et al. (International Working Group of Myco-

bacterial Taxonomy=IWGMT)71)は M. tuberculosis

と他 の抗 酸 菌 を区 別 す る と き のniacin testの 欠 点 を補

うた め にHA耐 性test(250μg/ml)を 行 な う こと をす す

め て い る。

4) Sodium salicylate (SA)

Tsukamura(1962)72)は M. tuberculosis と M. bovis と

はSA(0.5mg/ml)に 感性であ るが,他 の抗酸 菌は これ

に耐 性であ ることを見 出だ し,結 核 菌 (M. tuberculosis

お よび M. bovis) と他の抗酸菌の鑑別に使用できるとし

た 。

5)　抗 結 核 剤 特 にethambutol (EB)とcycloserine(CS)

後 述 す る よ うに,抗 結 核 剤 に 対 す る耐 性 パ ター ンは 同

定 法 のsystemに 組 み 入 れ られ る こ とが 多 い 。 しか し,

個 々 の薬 剤 につ い て際 立 つ た 意 味 づ け が な され て い る も

の が あ る。

東 村(1970)73)は 種 々 の 抗酸 菌 のEB感 受 性 をtestし
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た 結 果,GroupIIとGroupIIIの 抗 酸 菌 で はTween

水 解 と関連 性 が あ る こ とを見 出 だ した 。す なわ ち,M. avi-

um, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. xenopi は EB

5μg/mlに 耐 性 で あ るが, M. nonchromogenicum complex,

 M. gastri お よび M. gordonae は感性であつた。

CSも M. fortuitum complex を他の迅速発育抗酸菌

か ら区別す るのに役立つ。迅速発育抗酸菌の なかでM.

 fortuitum complex だ け が,卵 培地 中でCS500μg/ml

に 耐 性 で あ る74)75)。

Rifampicin (RFP) は rifamycin SV の誘導体であ

る 。 M. kansasii と M. gastri は と も にRFP25μ9/ml

に感性 である。 しか し, rifamycin SV に対 しては.

 kansasii のみ が 感 性 で あ る76)。 M. szulgai もRFP25μg

/mlに 感 性 で あ るの が 一 つ の 特 徴 で あ る41)。

Tween水 解 とEB耐 性 のtestsを 併 用 す る こ とは,

GroupIIお よびGroupIIIの 抗酸 菌 を 同定 す る う えで

有用 であ る。 . szulgai は,は じめ特異 な脂質パター ン

を示す菌 として筆者の所に送 られて きた が,Tween水

解だけでは M. scrofulaceum と区別 し難 かつた。 しか し,

この 菌 がEB感 性 で あ る点 で 区別 で き た。 そ の 他,硝

酸 還 元 反 応 陽 性 も重 要 な 区 別 と し て 分 か り,Marks,

 Jenkins & Tsukamura(1972)41)の 名 に よつ て新 菌 種 と

して報 告 され た事 情 が あ る。

6)　色 素

Picric acid (PA)(0 .1%)耐 性 の有 無(Sauton寒 天培

地)が 遅 発 育 菌(感 性)と 迅 速 発 育 菌(耐 性)の 区 別 に

役 立 つ こ とはTsukamura(1965)26)に よつ て報 告 され た 。

Tsukamura(1976,1980)28)77)は 後 にPA濃 度 を0 .2%に

改めた。迅速発育抗酸菌中 M. chelonei subsp. chelonei

の み が感 性 で あ る の で,こ の菌 の 同定 に役 立 つ48)77)。

Jones & Kubica(1965)78)も 種 々 の色 素 に 対 す る感 受

性 (malachite green, methyl violet, pyronin Y, eosin

 Y, biebrick scarlet) が抗酸菌の鑑別に役立つと報告して

い る。

7) MacConkey 寒 天培地,NaCl耐 性, Iron Uptake

Jones & Kubica(1964)79)はM. fortuitumの み が

MacConkey寒 天 培 地 に 発 育 した と述 べ てい る。 しか し,

筆 者 の追 試 に よれ ばM. fortuitumで も これ に発 育 しな

い も のが 多 い70)。

遅 発 育 抗 酸 菌 と迅 速 発 育 抗 酸 菌 を 分 か つ 方法 と して,

先 にPA寒 天培 地26)77)お よ びNaNO2寒 天 培地27)を あ

げ た が,こ れ と同 じ意 味 を もつ も の と し て,Kestle et

 al.80)の5%NaCl耐 性(卵 培 地)お よびTison et al.81)

のiron uptakeが あ る。 遅 発 育菌 は 両 者 と もに陰 性 で,

迅 速発 育菌 は陽 性 で あ る。

抗 酸 菌 の 同 定 法

前 章 では 抗 酸 菌 の 菌 種 鑑 別 法 に つ い て 述 べ た 。 上 述 の

方 法 は あ くまで 菌 種 の 鑑 別 法 で あ つ て 菌 種 同定 法 で は な

い 。 菌 種 の 同 法 に は,こ れ らの 方 法 を 組 み 合 わ せ る必 要

が あ る。 しか し,先 に 触 れ た よ うに,現 在,国 際 的 に 合

意 され た 同定 法 とい う も の は 存 在 し な い。 在 る のは

nationalisticな 同定 法 また は個 人 的 な 同定 法 だ け で あ る。

同定 法 と し ては まず メ キ シ コ のBojalil et al.(1962)23)

お よびCerbon & Trujillo(1963)82)の も のを 挙 げ ね ば な

ら ない 。 前 者 はC源testsと 生 物 学 的 性 状 を 組 み 合 わ せ

た もの,後 者 はC源tcstsと そ の 前 年 に 出 たBonicke

(1962)33)のamidase testsを 組 み 合 わ せ た も の で あ る。

発 表 当時 と して は最 高 水 準 の もの で あつ た が,現 在 で は

歴 史 的 な もの と言 え よ う。

ドイ ツの 同定 法 と してはBonicke(1962)33)のamid-

ase testsが あ る。 これ は元 々 同定 法 と して発 表 され た 。

今 日か らみ る とamidase testsだ け で同 定 を行 な うわ け

に は ゆ か な いが,当 時 と しては 画 期 的 な も の で あつ た 。

amidase testsは 今 日で も多 くの研 究 者 の同 定 法 に 組 み

入 れ られ て い る。 東 ドイ ツのKappler(1968,1971)83)～85)

の 同定 法 はC源tests,生 物 学 的 性 状 の ほか にesterases,

 phosphatase, amidasesの 酵 素 反 応 を 組 み 合 わ せ た もの で

あ る。 ま た,Iwainsky & Kapplcr(1974)86)は 代 謝 の 面

か らみ た 菌 種 の区 別 法 に つ い て モ ノ グ ラ フで 詳 述 して い

る。 これ に は 同定 に 用 い る種 々の 手 法 が 集 め られ て い る。

米 国 の学 者 の意 見 は,Bergey's Manual(1974)56)お

よびManual of Clinical Microbiology(1980)87)に 集

約 され てい る と 言 つ て よ か ろ う。 これ らは,前 者 は

Runyon, Wayne & Kubica,後 者 はRunyon, Karlson,

 Kubica & Wayneの 個 人 的著 述 で あ るが,米 国 内 で他

に 有 力 な同 定 法 のsystemを 発 表 した 人 は い ない か ら,

米 国 を 代 表 す る意 見 と言 つ て よい。 この 同定 法 で は発 育

温 度 域,酵 素 反応 の ほ か に,色 素 に対 す る感 受 性tests

な らび にMacConkey寒 天 培 地 の よ うに 米 国 の業 績 を

多 く取 り入 れ て い るの が 特 徴 で あ る。 この ほか にKestle

 et al.(1967)80),Kubica et al.(1975)88)の も の が あ る

が 内 容 は類 似 して い る。

ベ ル ギ ー のPattyn & Portaels(1972)89)の 同 定 法 は,

集 落 形態 を 詳細 に観 察 し,こ の所 見 を 重 視 し てい る のが

特 徴 で あ る。 ただ し,集 落 形 態 を 微 に 入 り細 に 入 り分類

して あ る の で追 試 が 困 難 で あ る。

英 国 のMarks(1973,1975,1976)90)～92)の もの は簡 便

同定 法 に 当 た る も ので,発 育 温 度 域 と抗 結 核 剤 感 受 性

testsが 主 体 とな つ て い る。screeningに はPNB培 地 が

取 り入 れ られ て い る。Marksのsystcmは 簡 単 で あ る

に もか か わ らず,著 者 の 彼 との共 同 研究 の経 験 に よれ ば,

は な は だ 正 確 な 同 定 が 可能 で あ る点,驚 嘆 に値 す る。

日本 で はTsukamura (1966,1967)24)25)の 同定 法 が あ

る。 これ も発 表 当 時 は最 新 の もの で あ つ た が,そ の 後 の

抗 酸 菌 分 類 学 の進 歩 に よつ て 今 日で は 陳腐 の 感 を免 れ え
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な い 。新 しい もの で は矢 張 りTsukamura(1975)43)の も

の が あ る。 これ は現 在 で も著 者 の研 究 室 で使 用 して い る

方 法 で,こ れ 以 後,追 加 した性 状 は42℃ 発 育 と菌 形 状 所

見 の み で あ る。 著 者 の 方 法 は,発 育温 度 域,種 々 の化 合

物 に 対 す る感 受 性tests,C源tests,酵 素 反 応 の ほ か に,

独 特 な も の と し てN化 合 物 のN源C源 と して の 同 時 利 用

のtestsが 入 つ て い る。 こ のNC源 利 用 パ タ ー ンは 迅

速 発 育 性 菌 の 同定 に非 常 に 有 効 で あ る。 要 す るに,簡 単

な 手 法 で 可 及 的 多 くのtestsを 行 な うよ う心 掛 け た の が

特 徴 で あ る。最 新 の もの に は,遅 発 育 性抗 酸 菌(Tsuka

-mura(1976)28)),迅 速 発 育 抗 酸 菌(Tsukamura(1981)93);

Tsukamura et al.(1981)94))の3部 作 が あ る。 後 者 に は

104性 状 が 用 い られ て い る。

一応 ,日 本 の 研究 者 の意 見 を集 約 した ものに 日本 結 核

病 学 会 抗 酸 菌 分類 委 員 会(1976)95)の 同定 法 が あ る。 こ

れ は 日本 の 研究 者 の業 績 を十 分 考 慮 して作 られ た もの で,

米 国 に おけ るBergey's Manua156)お よびManual of

 Clinical Microbiology87)の 同定 法 に匹 敵 す る もの で あ

る。 今 日も なお 十 分 通 用 す る方 法 と思 わ れ る。

日本 の簡 便 同定 法 と し ては,Tsukamura(1971)96),衛

生 検 査 指 針(1972)97),東 村(1977)98),内 藤 ほ か(1979)99)

そ の他 の ものが あ る。 衛 生 検 査 指 針97)の 方 法 は,こ の ま

ま使 用 す る と誤 りを 犯 す 可 能 性 が 多 い100)。 東 村 の1971

年 の もの も今 日では や や 古 くなつ て い る。1977年 の も の

が 筆者 の現 在 の 意見 を 代表 して い る。

以 上,各 国 の 同定 法 を簡 単 に展 望 した が,こ のほ か に

同定 法 と して は ま とめ られ て い な い がIWGMTの 一 連

の 研 究 が あ る(Wayne et al.(1971)101);Kubica et al.

(1972)102);Meissner et al.(1974)103);Saito et al.

(1977)104);Wayne et al.(1978)105))。 これ らの成 績 は,

そ の ま ま同 定 法 と して 使用 で き る もの で あ る。IWGMT

は,こ の ほ か に,再 現 性 の 高 い11のtestsを 発 表 し,新

菌 種 記 載 の際 の必 須 検 査 法 と し て い る(Wayne et al.

(1974)106);Wayne et al.(1976)71))。

抗 酸 菌 の鑑 別 法 に 関 す る文 献 は 本 報 で 取 り上 げ た もの

以 外 に も多 数 あ る。 しか し,筆 者 の 個 人 的 見 解 で 取 捨 し

た 。 また 追 試 的 な研 究 は す べて 省 略 した 。 この ほ か,同

定 法 と しては 脂 質 分 析 に よ る方 法 お よび 免 疫 学 的 方 法 に

つ い て も述 べ る べ き で あ ろ う。 しか し,現 在,こ れ らの

方 法 は分 類 学 の研 究 に は 重 要 な役 割 を 果 た し てい るが,

実 際 の 同定 に は役 立 つ て い な い。 唯 一 つ,Marksお よび

そ の 協 同 研究 者107)～111)の 方 法 のみ が 同定 の実 用 に 供 さ

れ て い る。 脂 質 分 析 は 将 来,抗 酸 菌 同定 の重 要 な手 段 と

な る可能 性 が あ る と思 わ れ る。 同定 法 に 関 す る これ か ら

の 問 題 は,菌 種 鑑 別 の た め の種 々 の方 法 を比 較 して取 捨

選 択 して ゆ く こ とで あ ろ う。M. fortuitum complexの

screeningに 関 す る筆 者 ら70)の 仕 事 は,そ の小 さい 第 一

歩 で あ る。
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