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Specificity of antigen determinants in alpha antigens of Mycobacterium intracellulare and 

Mycobacterium kansasii was investigated in 159 strains classified into 14 species of slowly 

growing mycobacteria by the agar gel diffusion technique using the respective absorbed anti
alpha serum. The specific antigen determinants in alpha antigen of M. intracellulare were 

detected in 85 out of 87 strains classified as M. intracellulare or M. avium, and not in strains 

belonging to other species. The specific antigen determinants in alpha antigen of M. kansasii 

were detected only in all the 20 strains classified as M. kansasii.
Fifty-two strains of clinical isolates of slowly growing mycobacteria were subjected to 

serological identification using absorbed anti-alpha antibodies against M. intracellulare, M. 

kansasii and M. tuberculosis. Thirty-two strains were identified as M. intracellulare, 6 as 

M. kansasii and one as M. tuberculosis by both the serological and routine methods with 100% 

agreement. None of other strains belonged to these species. These results suggest that the 
absorbed anti alpha-M. intracellulare and -M. kansasii sera are useful for serological identification 

of these species of slowly growing mycobacteria.
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緒 言

非定型抗酸菌 を血清学的に鑑別ないし同定 しようと

する試みは,多 くの研究者によってなされて来た1)～ 3 ) 。

しか し,残 念なが ら臨床的に用いられる方法はいまだ確

立されていない4)。その理由 としては,多 くの場合 に精

製されていない抗原が用いられ,そ れが,判 定および

再現性に問題 を生 じているため と考えられ る。

抗酸菌か ら分離 ・精製 された抗原の1つ に米田 ・福

井5)～10)に よ っ て Mycobacterium tuberculosis  H37Rv株

の非加熱培養液から精製された α抗原がある。α抗原

は分子量約30,000の タ ンパ クで,遅 育抗酸菌種に広 く

分布するcross-reactingmaterialで ある。αタンパ ク

分子は遅育抗酸菌種 に広 く分布する共通抗原決定基の

ほかに,特 異抗原決定基の少な くとも2群 の抗原決定

基群 をもっ もの と考えられるので,特 異抗原決定基を

検討 し,遅 育抗酸菌の血清学的鑑別の可能性 を追究 し

ようと意図 した。既報11)のよ うに遅育抗酸菌か らの精製

α抗原は,米 田 ・福井の精製法 を改良 し,更 にその共

通抗原決定基の特性 を利用する免疫学的吸着 クロマ ト

グラフィー法 を用いることによって,比 較的容易に得

ることができる。そこで,我 国の非定型抗酸菌症の90%

以上の原因菌である Mycobacterium intracellulare12),

および最近,全 国各地から感染症の報告がなされ るよ

うになった Mycobacterium kansaii12) の α抗原を精製

し,そ の特異性を既命名菌株および臨床分離菌株につ

いて血清学的検討を行なったので,以 下報告 する。

材料ならびに方法

1.　 α 抗 原 の 精 製: M. intracellulare ATCC 19350

株のR型 変異株および M. kansasii ATCC 12478株 を

そ れ ぞ れ 根 本 ら13)の 変 法Sauton培 地 に37℃,4～6週

間浮上培養 した。それぞれの培養液より既報11)の方 法に

従い,濾 過,50%硫 安 塩析 により析出 したタンパ ク性

沈殿物についてUltrogel AcA54に よるゲル濾過およ

びDEAE sephacelで イオン交換クロマ トグラフィー

を行 ない,部 分精製 α抗原液 を得た。分画液中の α抗

原の検出は,非吸収抗 α-M.  tuberculosis (抗 α-T)抗 体

を用いて寒天ゲル内沈降反応で行なった。部分精製 α

抗原を,更 に抗 α-T抗 体結合sepharoseカ ラムを用い

る吸着 クロマ トグラフィー法で処理 し,精 製 α-M

 intracellulare (α-1)抗 原 お よび α M. kansasii (α-K)

抗原を得た。

2.　抗 α抗体の作製:既 報11)通 り,そ れぞれの精製

α抗原をFreundのincomplete adluvantと 等量混和

し,油 中水滴 として,ウ サギを免疫 して作製 した。

3.　吸収抗 α抗体 の作製:既 報11)の方法に従い,そ

れぞれの抗 α抗体 より硫安分画により粗精製 したIm-

nlunoglobulin G20-40mg/mlに 対 し部分精製 α-T抗

原10～20mgを 加 え,37℃ に1時 間,更 に4℃ に一夜

放置後遠沈 した。

4.　 供試菌株:既 命名遅育抗酸菌14菌 種,159菌 株

(Table 1参 照),お よび臨床分離株は国立療養所広島

病院分離株33株 中速育抗酸菌5株 を除いた28株(同 定

名は伏せて分与をうけた),広 島大学医学部附属病院中

央検査部分離株10株(未 同定)お よび1978年 以 降地域医

療機関よ})同 定を依頼された遅育抗酸菌14株 の計52株 。

5.　供試菌よ りの抽出抗原液の作製:既 報11)の方 法

に従い,供 試菌 をそれぞれ1%小 川培地上37℃,2～3

週 間,た だし Mycobacterium marimtm の み は33℃,

1～2週 間,培 養 した の ち,-20℃ に 冷 却 した 小 型 乳 鉢

に 移 し,ほ ぼ 等 量 の ガ ラ ス ビ ー ズ と と もに 磨 砕 し,0.02

M Tris buffer, pH8.0を 加 え,遠 沈 し,タ ン パ ク量2

mg/ml以 上 に な る よ う に 調 製 し た 。

Table 1. Strains Used for Serological Identification
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Table 1. Cont'd

a) The serotypes are followed by the numbering of Wolinsky and Schaefer (14).

b) K. Kanai and H. Takahashi, National Institute of Health, Tokyo, Japan M. Tsukamura,

 The National Chubu Hospital, Obu, Japan H. Saito, Hiroshima University, Hiroshima,

 Japan.

実 験 結 果

I. 既命 名菌株について

1.　抗 α-T,抗 α-1お よび抗 α-K抗 体 の比較:

Fig.1に 示 すように,抗 α-T抗 体 は α-1お よび α-K抗

原との間に一部融合する沈降線を形成 した。同様に,

抗 α-1抗 体 は,α-Tお よび α-K抗 原 との間に,ま た

抗 α-K抗 体は,α-Tお よび α-I抗 原 との間に一部融

合する沈降線を形成 した。

2.　吸収抗 α-T,吸 収抗 α-Iお よび吸収抗 α-K抗

体の特異性:共 通抗原決定基に対する抗体を除去する

ために吸収処理を行なったところ,そ れぞれの吸収抗

α抗体は対応する抗原とのみ沈降線 を形成 した(Fig.

2参 照)。 したがって,こ こに形成 された沈降線は特異

抗原決定基に由来するもの と思われ る。

3. α-I抗 原 の分布 と特異性の程度:Table2に 示

したように吸収抗 α-I抗 体は, Mycobacterium avium20

株(中Schaeferのserotypes1～3,各2株 ずつ6株 を

含む)中18株 の抽出抗原液 との間に融合す る沈降線 を

形成 した。同様 に, M. intracellulare69 株(中Schaefer

のserotypes4～21,各2株 ずつ36株 を含む)中67株 の

抽出抗原液 との間に融合す る沈降線 を形成 した。 これ

に対 しM. avium-M. intracellulare complex 以外の供

試12菌 種,70株 の抽出抗原液 との間には,沈 降線の形

成 は全 く認め られ な か った。他 方, M. avium-M.

 intracellulare complex89 株中88株の抽出抗原液と吸収

抗 α-Tお よび吸収抗 α-K抗 体 との間にも沈降線の形

成は認められなかったが,他 の1株(ATCC19076株)

のみは吸収抗 α-T抗 体 との間にのみ 一部融合する沈降

線 を生 じた。

M. avium-M. intracellulare complex に分類されて

いる菌株の うち吸収抗 α-I抗 体 との問に沈降線 を形成

しなかった4株 について,若 干の生理学的および生化

学的性状の検査 および抗原分析 を行なった(Table3

参 照)。ATCC17939株 はTween水 解 陽性およびEth-

ambutolに 感受性 の点で M. avium-M. intracellulare

 complexと は異な り,ま た,そ の抽出抗原液中に α抗

原の存在は認められなかった。ATCC17939株-束 村株

も,全 く同様の性状 を示 した。6195株 は 暗所で培養 し

ても黄色の集落で,2週 間露光培養す ると光増強効果

が認め られたので M. avium-M. intracellulare coni-

plexと は 異 な っ た 。P49株 お よ びATCC19076株 は,α

-I抗 原 の 特 異 抗 原 決 定 基 を も た な い 点 以 外 は
,M.

 avium-M. intracellzilare complex に一致する性状 を示

した。

4. α-K抗 原 の分布 と特異性の程度:吸 収抗 α-K

抗体は,供 試 M. kansasii20 株,全 株の抽出抗原液 との

間にのみ融合する沈降線を形成 した。M. marinum を
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Table 2. Distribution of Specific Antigen Determinants of ƒ¿-T, 

ƒ¿I and ƒ¿-K Antigens among Strains of Slowly Grow

 ing Mycobacteria

* spur formation

Table 3. Characteristics and Antigen Analysis of Strains P 49 and ATCC 19076 

of M. intracellulare and Strains ATCC 17939 and 6195 of M. avium

Tested by the method of Tsukamura et al18).
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は じめ M. kansasii 以外の供試13菌 種,139株 の抽 出

抗原液 との間の沈降線の形成は皆無であった。他方,

M. kansasii20 株の抽出抗原液は,吸 収抗 α-Tお よび吸

収抗 α-I抗 体 との間に,い ずれも沈降線 を形成 しなか

った(Table2参 照)。

II.　臨床分離株 について

C-13株 の寒天ゲル内沈降反応の例をFig.3に 示 した

C-13株 抽 出抗原液は吸収抗 α-I抗 体 との間にのみ融合

する沈降線を形成したので,M. intracellulare と同定 し

た。このようにして検討 した成績は,ま とめてTable

4に 示 した。国療広島病院分離28株(A-01～A-28)中,

13株 は M. intracellulare に,ま た5株 は M. kansasii と

同定された。 この結果 を報告 し,従 来法での同定結果

と照合 したところ,M. intracellulare および M. kansasii

に関しては100%の 一 致であった(望 月孝ニー私信)。

広島大学医学部 附属病院 中央検査部分離の10株(B-

01～B-10)中 で は, M. intracellulare 6株 お よびM.

 tuberculosis 1株 が血清学的に同定 された。その後,従

来法で同定 した ところ,こ れも血清学的同定 と100%の

一致 をみた
。本学の関連医療機関か ら同定を依頼 され

た14株(C-01～C-14)中,C-01～C-12の12株 はM.

 intracellularell 株および M. kansasii 1 株が血清学的

に同定され,既 同定の結果 と一致 した。C-13株 お よび

C-14株 は,血 清学的検討ののちに従来法で同定 したが,

両菌株 ともいずれの方法で も M. intracellulare であっ

た 。

以上のように,臨 床分離52株 中の M. intracellulare32

株, M. kansasii 6 株および M. tuberculosis 1株 は,血

清学的に100%正 確 に同定 された。なお,血 清学的同定

が陰性に終 わった菌株は,従 来の同定法ではすべてこ

れ ら以外の菌種 に属するものであった。

考 察

非定型抗酸菌の同定法には,日 本結核病学会抗酸菌

分類委員会15),東村16)お よび内藤 ら17)の提 案があ り,ま

た最近,簡 易同定法 として東村 ら18)および斎藤ら19)の方

法が報告されている。これらはいずれ も抗酸菌の生理

学的および生化学的 性状検査に基づ く方法で,免 疫学

的方法は,いまだ実際の同定に応用 されるに至 っていな

い。しか し,血 清学的診断法は,特 異性の高い反応で

Table 4. Serological Identification of Clinical Isolates of Slowly Growing

 Mycobacteria by Absorbed Anti-alpha Antibodies
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Fig. 1. Antigen analysis of alpha-T , alpha-I and alpha-K with respective 
unabsorbed anti-alpha serum.

Fig. 2. Agar gel precipitation pattern of alpha-T, alpha-I and alpha-K 

antigens using absorbed anti-alpha sera.

Fig. 3. Serological identification of clinical isolates of slowly growing 

mycobacteria by ager gel diffusion technique using anti-alpha sera.
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Table 4. Cont'd

+=fuse formation, =spur formation

あり,質 のよい抗血清 を得 ることができれば,細 菌同

定の一手段 として有用なことは異論のない ところであ

る。各菌種か らspecies specificな 抗 原 を見出だ し分

離 ・精製するこ とがで きれば,そ れに越 したことはな

いが,そ れはなかなか困難なことである。

米田・福井によって分離された α抗原に対 しDaniel

ら2)は,Antigen6と 同一の ものであろ う,そ して,こ

の ものは抗酸菌全般 に共通な抗原決定基 と結核菌およ

び非定型抗酸菌 にそれぞれ特異的な抗原決定基の少 な

くとも2群 の抗原決定基をもっているだろ うと指摘 し

ている。私たちは,非 定型抗酸菌全菌種 に共通な特異

的な抗原決定基 とい う点に疑問を抱 き,非 定型抗酸菌

各菌種のもつ特異抗原決定基の特異性の程度 を明 らか

にしたいと考 え,検 討 をはじめた。

その結果, M. intracellulare のα抗原の有する特異

抗原決定基は,テ ス トした M. avium-M. intracellulare

 complex89株 中 Mycobacterium scrofulaceum および

Mycobacterium nonchromogenicum complex に所属

させ る方が適切 と思われ る2株 を除いた87株 中85株

(97.7%)に 見 出だされ,結 核菌 を含む遅育抗酸菌12
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菌種,70株 中 には全 く見出だされない特異性の高い も

の で あ っ た 。 M. avium, M. intracellulare お よびM.

 scrofulaceum は 計 数 分 類 的20)～23),脂 質 分 析 的24)お よ び

血 清 学 的25)26)に 類 似 の 性 状 を呈 す るこ とか らM. avium

-M . intracellulare-M. scrofulaceum complex27) の名前

が提案されてお り,最 近東村 はこれ ら3菌 種に,更 に

M. asiaticum を加えた4菌 種 を M. avium series23) と

呼 ぶ こ とを提 案 して い る。M. aviumと M. intracellulare

の α抗原の特異抗原決定基は同一の もののようである

が,M. scrofulaeumは 吸 収抗 α-I抗 体 との間に沈降線

を形成 しない(Table 2参 照)こ とから異なる特異抗

原決定基を有 しているもの と予想される。束村27)は,M.

 scrofulaceum と M. intracellulare の中間型の存在を報

告 してお り,こ れら中間型 とα抗原の特異抗原決定基

との関係 にも興味が もたれる。M. kansasiiの α抗原の

有する特異抗原決定基は,テ ス トしたM. kansasii20株,

全株(100%)に 見出だされたが,そ の他の遅育抗酸菌

13菌 種,139株 中には皆無であ り,species specificな

ものであるといえよう。

以上の結果 より,α抗原の特異抗原決定基は,Daniel

らの 言う非定型抗酸菌全菌種 に共通な ものではな く,

M. avium-M. intracellulare complex お よ びM.kan-

sasiiに は,そ れぞれ特異的な抗原決定基があり,そ の

特異性の程度は,血 清学的同定 を行な うに充分 な,極

めて有用な もめ と思われたので,引 き続 き臨床分離株

について血清学的同定 を試みた。その結果,遅 育抗酸

菌52株 中32株 は M. intracellulare に,6株 は M. kan-

sasiiに,お よび1株 はM. tuberculosisに,血 清学的方

法で も従来法でも100%の 一 致をみて同定 された。

吸収抗 α抗体 を用いる遅育非定型抗酸薗の血清学的

同定の可能性は,大 きい ものと思われ るので,更 に抗

α抗体の種類 を増や して検討 したい と考えている。

結 語

M. intracellulare お よ びM. kansasiiの α 抗 原 の 特

異性 および菌種内分布 について,遅 育抗酸菌14菌 種,

159株 について検討 した。

M. intracellulare の α抗原の特異抗原決定基は,M.

 avium-M. intracellulare complex に特異的で,そ の生

理 ・生化学的性状 を満足す る供試87株 中85株 に 見出だ

されたが,そ の他の遅育抗酸菌株 中には見出だされな

かった。

M. kansasiiの α抗 原の特異抗 原決定基 はspecies

 specificで,供 試M. kansasii20株 全 例にのみ見出ださ

れた。

臨床分離の遅育抗酸菌52株 中の M. intracellulare,

 M. kansasii お よび M. tuberculosis は血清学的方法で

も従来法で も100%の 一 致をみて同定 された。

M. intracellulare お よ びM. kansasiiの α 抗 原 の 特

異抗原決定基は,血 清学的同定のマーカー とな りうる

充分な条件を満たしているもの と考 えられた。
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