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The PNB medium is an egg medium (Ogawa egg medium or Lowenstein-Jensen 

medium) containing 0.5 mg of p-nitrobenzoic acid per ml9). To prepare it, p

nitrobenzoic acid is dissolved in propylene glycol at a concentration of 25 mg/ml and one 

volume of this solution is added to 50 volumes of egg medium before sterilization. The 

medium serves for differentiating tubercle bacilli from other mycobacteria. Mycobacter

ium tuberculosis, M. bovis, M. africanum and M. microti do not grow on this medium after 

incubation at 37•Ž for 3 weeks, while all other mycobacteria do  grow10)16)18). The 

medium is useful for differentiating non-tuberculous mycobacteria, including niacin

-positive M. simiae strains and niacin positive variants of other species, from the M. 

tuberculosis complex and for differentiating the M. tuberculosis complex strains, including 

niacin negative variants, from other mycobacteria (Table 5).
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結核 菌(Mycobacterium tuberculosis)を 他 の抗 酸菌

か ら区別 す る方法 と して最 も広 く用 い られ て いるの は

niacin testで ある。 この 方法 は今 野1)が1956年 に発 表

した もので,結 核 菌が ほぼ特 異 的に多量のnicotinic acid

(niacin)を 産生 す るこ とに基づ い てい る。結 核菌 と他

の抗酸 菌 とのniacin産 生 の差 は定 量的 な もので あって

定性 的 な もの で はな い2)。今 野の仕 事 は,こ の前 にPope

and Smith 3)がM.tuberculosisはniacinを 産生 するが,

M.bovisは 産 生 しない こ とを観察 して いた こ とに基づ

き,こ れ を他 の抗酸 菌 に適用 した もので あ るo当 時,

結核 菌 以外 の抗 酸菌 に よ る感 染症 今 日い う 「非定

型抗 酸菌 症 」が 問題 とな りつ つ あ ったの に鑑 み,よ り

簡単 な,ま たは よ り確 実 な非定 型抗 酸菌 のscreeningの

方 法の発 見 が要望 され た。次 に述べ るサ リチ ル酸培 地
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(SS培 地)お よびパ ラニ トロ安 息 香酸 培地(PNB培

地)は,こ の よ うな 目的で作 られ たが,必 ず しもniacin

 testに 置 き換 わるには至 らなかった。しか しなが ら,PNB

培 地 は英 国お よび我 国の 国立療 養所 非定 型抗 酸菌 症 共

同研 究班(国 療 共研)参 加施 設 で広 く使 用 され,そ の

有 用性 を信 じる もの も多 い。従 って,こ こに,PNB培

地 の使 用 の歴 史お よびその有 用 性 につ いて述 べ て読者

の参考 に供 した い。

サ リチ ル 酸 培 地(Salicylate-Ogawa Egg Medium)

(SS培 地)

「サ リ チ ル 酸 培 地 」
,通 称 「SS培 地 」 は"sodium

 salicylate培 地"の 頭 文 字 を 取 っ た も の で,sodium

 salicylateを0.5mg/mlの 割 合 に含 む1%小 川 培 地 で,

1962年 に 東 村4)5)に よ っ て 発 表 さ れ た 。Mycobacterium

 tuberculosisお よびM.bovisの 発 育 を 抑 制 す るが,他 の

抗 酸 菌 の 発 育 は 抑 制 しな い一 種 の 選 択 培 地 で あ る。1964

年 にTomasovic6)は この 培 地 の 有 用 性 を認 め る小 文 を

American Review of Respiratory Diseaseに 寄 せ て

い る が,国 療 共 研 で1960年 代 後 半 に実 用 され た ほ か は,

広 くは 使 用 さ れ な か っ た 。

国療 共研 で は,1968～1969年 に16,795株 の抗 酸菌 を

入院 患者喀 疾 か ら分離 し,こ れ をSS培 地 に接 種 して37

℃3週 培 養後 に発育 陽 性の株 を中部病 院 に送 り,詳細 な

検 査7)で 全 株 の同定 を行 なっ た。SS培 地 陽 性株 と して

送 付 され た株 が926株 で,そ の 中の820株(89%)が 非

定型抗 酸菌,残 りの106株(11%)がM.tuberculosisで

あ った8)。か な りのM.tuberculosisが 誤 ってscreening

され たの は,対 照 培地 よ り少 な い発 育 で も,発 育 が あ

れ ば送 付 され た ため と思 われ る。

パ ラ ・二 トロ安 息 香 酸 培 地(p-Nitrobenzoic Acid-

Ogawa Egg Medium)(PNB培 地)

「パ ラ ・ニ トロ 安 息 香 酸 培 地 」 通 称-PNB培 地 」 は
,

1964年 にTsukamura and Tsukamura9)が 発 表 した

もの で,p-nitrobenzoic acidを0.5mg/mlの 割 合 に

含 有 す る1%小 川 培 地 また はLowenstein-Jensen培 地

で あ る 。 作 り方 は,p-nitrobenzoic acid(中 和 の 必 要

な し)を25mg/mlの 割 合 にpropylene glycolに 溶 解

し,こ の2容 を滅 菌 前 の 小 川 培 地100容 に加 えて分 注 し,

90℃60分 滅 菌 して 斜 面 とす る。 こ のPNB培 地 と対 照

の1%小 川 培 地 に被 検 菌 を1白 金 耳 ず つ 接 種 し,37℃

3週 後 に発 育 を 判 定 す る 。 薄 膜 状 以 上 の 発 育 を発 育 陽

性 とす る。M.tuberculosis, M:bovis, M.africanum, M.

microtiのM.tuberculosis series (complex)の-菌 は,

こ の 培 地 に発 育 せ ず,他 の 抗 酸 菌 は 発 育 す る10)o

この培 地 は,1964年 にTubercleに 発 表 され たが,英

国 お よび連合 王 国で広 く使 用 され,国 療 共研 で も1971

年以 降,こ の培地 を非 定型抗 酸菌 のscreeningに 用いて

い る。 また,こ の培地 は,抗 酸 菌検査 用 の再 現性 の高

い検査 の 一つ と して,菌 種 記載 時 の必須 検査 法 として

国際 的 に指 定 され て い る11)°

外 国 で 最 初 に この 培 地 を使 用 した のは,英 国 のTuber-

culosis Reference Laboratory (Mycobacterium

 Reference Laboratory)のMarks12)で,1965年 に 採

用 し て い る 。 次 い で,Barrie13)が1967年 に 非 定 型 抗 酸

菌 のscreeningに 有 用 な こ と を報 告 して い る 。ソ ビエ ト

のBarauskiene14)も 同 様 の 報 告 を1976年 に行 な って い

る 。 ま た,Marks15)は 「結 核 菌 お よ び 他 の 抗 酸 菌 の 検

査 法 」 に こ れ を 取 り入 れ て い る。

Tsukamura16)は1970年 にPNB培 地 に よる非 定 型 抗

酸 菌 のscreeningの 追 補 を発 表 して い る。PNB培 地 は,

こ の 目 的 に ほ ぼ 満 足 す べ き結 果 を示 した が,外 国 分 離

のM.kansasiiの 一 部 とM.marinumの 一 部 が 発 育 し

な か っ た た め に,こ れ を補 う意 味 で,そ の 前 に発 表 し

た 「Hydoxylamine培 地 」(NH2OH培 地)17)を 併 用 す

る こ と を す す め た 。NH2OH培 地 に は,125,250お よ

び500μg/mlと3種 類 が あ るが,こ こ に は125μg/mlの

も の を用 い た 。 こ の 併 用 に よ りほ ぼ 洩 れ な く非 定 型 抗

酸 菌 をscreening出 来 る と し た(表2)。 これ に 対 し て,

英 国 のCollins and Yates18)はPNB培 地 の み で 非 定

型 抗 酸 菌 のscreeningに は 十 分 で,NH2OH培 地 の 併 用

は 必 要 な い と述 べ て い る(表3)。

PNB培 地の発 育 とNiacin testの 相 関 関係 を研 究

Table 1. Screening for Non-tuberculous Mycobacteria by Sodium Salicylate-Ogawa

 Egg Medium (SS Medium)a

a Ogawa egg medium containing 0 .5mg of sodium salicylate per ml5) .

b Identified according to the methods of Tsukamura (1967)7).
Remark. The data of this table are cited from the report of the Co-operative Study Group of the 

Japanese National Sanatoria (1970)8)



1984年　 6月 363

し た もの に,米 国 のGangadharam and Droubi 19)の

仕 事 が あ る 。彼 らはNiacin testとLowenstein-Jensen

培 地 を用 い てのPNB耐 性 の 関 係 を調 べ た 。Niacin (+)

とPNB感 性,Niacin (-)とPNB耐 性 が共 存す れ ば

相 関 関係が あることになる。被検 株282株 中,Niacin (+)

でPNB感 性 の株 が136株,Niacin (-)でPNB耐 性

Table 2. Screening for Non-tuberculous Mycobacteria by p-Nitrobenzoic Acid-Ogawa

 Egg Medium (PNB Medium)a and Hydroxylamine-Ogawa Egg Medium (HA

 Medium)b

a Ogawa egg medium containing 0 .5mg of p-nitrobenzoic acid per ml9).

b Ogawa egg medium containing 0.125mg of hydroxylamine hydrochloride per ml17) . 
Remark. The data of this table are cited from Tsukamura (1970)16).

Table 3. Screening for Non-tuberculous Mycobacteria by p-Nitrobenzoic Acid-LOwen

 stein-Jensen Medium (PNB Medium)a and Hydroxylamine-Lowenstein-Jensen

 Medium (HA Medium)b

a Lowenstein-Jensen medium containing 0 .5mg of p-nitrobenzoic acid per ml .
b LOwenstein-Jensen medium containing 0.1mg of hydroxylamine hydrochloride per mt . 
Remark. The data of this table are cited from Collins and Yates (1979)18).
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の株 が113株 で あ ったの で,合 計249株(88.3%)が 相

関 関係 を示 した。

PNB培 地 は 非 定 型 抗 酸 菌 を結 核 菌 か ら区 別 す る 目 的

で,British Medical Research Council, Singapore

 Tuberculosis Service, Brompton Hospital, East

African British Medical Research Council, Hong

 Kong Tuberculosis Treatment Serviceお よ びCoop-

erative Tuberculosis Chemotherapy Studyin

 Poland 20)～28)に よ っ て 実 用 に 供 さ れ た 。我 国 で は 国 療 共

研 に よ り1971年 度 研 究 か ら一 貫 して 非 定 型 抗 酸 菌 の

screeningに 使 用 され て 来 た(文 献 は 省 略 す る)。

次 にPNB培 地の有 用性 に関す るもので未発表 成績 を

記述 す る。

1. PNB培 地 に よる非定 型抗 酸菌 のScreening

国療 共研 の1971年 度 研究 で,入 院 患者 の喀 痰 か ら分

離 され た抗 酸菌 は7,660株 で あっ た。この株 をPNB培

地 に接種 し,37℃3週 後 に発 育 した株は479株 であ った。

この479株 を中部病 院 に集 めて1971年 度報 告29)に示 した

方法 で 同定 した結 果,454株(94:8%)が 非定 型抗 酸菌

で あ り,25株(5.2%)が 誤 って入 ったM.tubemlosis

で あっ た(表4)。1975年 度研 究30)で は4,859株 の抗酸

菌 が分 離 され,そ の 中で364株 がPNB培 地 に発 育 した。

この 中で354株(97.3%)が 非 定型 抗酸 菌 と同定 され(同

定 法 は1975年 同定 法31)に よる),10株(2.7%)だ けが

誤 って入 っ たM.tubemulosisで あっ た(表4)。

2.　 非 定 型 抗 酸 菌 のScreening法 と し て のNiacin

testとPNB培 地 の 比 較

国療 中部 病 院の 入院 お よび外 来患者 か ら分離 され た

抗 酸菌103株 につ いて次 の実 験 を行 なっ た。

(1)103株 全 部 につ い て1975年 度 版 同 定 法31)に 記 した全

検 査 を 行 な っ た 。 こ の 検 査 は,形 態,温 度 域,栄 養 要

求,酵 素 反 応,薬 物 感 受 性 な ど に わ た るが,M:tuber-

culosisの 同 定 に 重 視 した の は 表5の 説 明 の 部 に 記 した

14性 状 で あ っ た 。M.tuberculosisと 判 定 し た 株 は14項

目 中少 な く と も13項 目 を満 足 した 。 一 方,非 定 型 抗 酸

菌(こ の 場 合,M.kansasii 1株,M.scrofulaceum 1

株,M.nonchromogenicum 1株,M.fortuitum 1株,

M.gordonae 1株,M.avium-M.intracellulare 10株)

と判 定 さ れ た株 は 少 な く と も8項 目以 上 該 当 し な か っ

た 。 同 定 の 結 果,103株 中88株 がM.tuberculosis,15株

が 非 定 型 抗 酸 菌 と判 定 さ れ た 。

(2)103株 につ い て別 個 にPNB培 地 だけで判 定 した結

果,88株 がPNB培 地 に発 育 陰性,15株 が陽[生と判 定 さ

れ,先 の同定 結果 と100%適 中 した。

(3)103株 に つ い て,別 個 にNiacintestを 行 な っ た。

Niacin testはWayne et al.32)の 方 法 に よ っ た 。1

株 に つ き2本 の 小 川 培 地 に 接 種 し,1本 を4週 後 に,

他 の1本 を6週 後 に 使 用 してNiacintestを 行 な っ た 。

そ の 結 果,非 定 型 抗 酸 菌 は15株 と も陰 性 と な り,正 し

く判 定 さ れ た 。 しか し,M.tuberculosisは4週 培 養 を

使 用 す る と82%だ けが 陽 性 と な り,6週 培 養 を使 用 し

て も96%陽 性 で,4株(4%)のM.tuberculosisが

Niacin(-),即 ち 誤 っ て 非 定 型 抗 酸 菌 と判 定 さ れ る結

果 と な っ た 。

多 剤 耐 性 で 発 育 が 遅 いM.tuberculosisがNiacin

(-)と な る こ と は,Tsukamura 33)が 指 摘 した とこ ろ で

あ る が,Wayne et al.32)に よ る と6週 培 養 を使 用 す る

と殆 ん ど全 部 のM.tuberculosisが(+)に な る と い う。

Table 4. Screening for Non-tuberculous Mycobacteria by p-Nitrobenzoic Acid-Ogawa

 Egg Medium (PNB Medium) in the Co-operative Study of the Japanese National

 Chest Hospitals

a From April 1971 to March 1972.

b From April 1975 to March 1976.

c Acid-fast strains isolated in June, September, December and March in the participating

 hospitals plus strains isolated in the Chubu Hospital by monthly examinations.

d Identified according to the schedule described in the reference 29.

e Identified according to the methods described in the reference 31.
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しか し,い く ら慎 重 にNiacin testを 行 な っ て も,Niacin

(-)のM.tuberculosisが 存 在 す る こ と は,Szabo et

 al.34)お よ びGruft et al.35)が 報 告 して い る とお りで あ

り,本 報 の 表5に 示 す 結 果 も,比 較 的 多 剤 耐 性 結 核 菌

を含 む 率 が 多 い 対 象(国 療 入 院 患 者)で は 約4%の

Niacin(一)の 株 が あ る こ と を示 して い る。

一 方
,M.tuberculosis以 外 でNiacin(+)の-菌 が か

な りあ る こ と を忘 れ て は な ら な い 。M.bovisの 中 に も

稀 にNiacin(+)の 株 が あ り7),M.marinuuの 中 に は

相 当数 のNiacin(+)の 株 が あ る7)10)。M.kansasiiの

中 に稀 にNiacin(+)の 株 が あ る こ と は,Yueetal.36)

お よ びGimpl et al.37)に よ り報 告 され,ま た,M.mium

-M .intmellularecomplex中 に も稀 にNiacin(+)

の 株 が 存 在 す る こ とが,Zvetina and Wichelhausen38),

佐 藤 な ど39),Tsukamura et al.40)に よ り報 告 さ れ て

い る。Tsukamura et al.40)に よ れ ば,Niacin(+)の

株 の 出 現 率 は(2/104)=約2%で あ り,Niacin(+)の

株 の 血 清 型 は13と16で あ っ た 。 ま た,Bonicke und

 Ewoldt41)お よ び 東 村 な ど42)は,M.chelonei subsp,

 cheloneiにNiacin(+)の 株 が あ っ た こ と を 報 告 して

い る。

以 上 は,菌 種 の 中 に 稀 に,あ る い は 相 当 数(M.mar-

inuu),Niacin(+)の 株 を含 む 例 で あ る が,菌 種 全

体 と し てNiacin(+)の 菌種 がM.tuberculosisの ほ か に

2つ あ る 。 そ れ は,M.africanum43)とM.simiae44)で

あ る 。 こ の 両 菌 種 は,ま だ 今 の と こ ろ,日 本 で は 分 離

され て い な い が,将 来 分 離 さ れ る可 能 性 が あ り,そ の

際,Niacin testをscreeningに 用 い て い て は 絶 対 に発

見 さ れ え な い 菌 種 で あ る。

以 上 の よ うに,Niacin testは す ぐれ たscreeningの

方 法 で あ り,そ れ ゆ えに 広 く使 用 され て い る もの で あ る

が,決 して こ れ 一 つ でscreeningが 完 全 に 出 来 る もの で

は な い 。一 方,PNB培 地 に も少 数 のscreening洩 れ の

危 険 が あ る が16),Collins and Yates18)の よ う に,こ

Table 5. Comparison of Screening for Non-tuberculous Mycobacteria by p-Nitroben

 zoic Acid-Ogawa Egg Medium (PNB Medium) with Screening by Niacin Test

a All 103 acid-fast strains isolated were the subjects of the identification according to the 

methods of Tsukamura (1975)31). Identification as M. tuberculosis was carried out by a combination 

of the following criteria: (1) Growth at 37•Ž but no growth at 28t and 42t; (2) nonphoto

chromogenic, rough colonies; (3) slow growth after 10 days or more; (4) compact grouping (cord 

formation) of bacilli; (5) susceptibility to NH2OH. HO, 0.125mg/ml, in Ogawa egg medium; (6) 

absence of the growth on the Sauton agar medium; (7) Nitrate reduced to nitrite; (8) a-and fi

esterases positive; (9) urease, nicotinamidase and pyrazinamidase positive; (10) absence of the 

utilization of acetate, pyruvate and glucose as the sole source of carbon in the presence of 

ammoniacal nitrogen; (11) susceptibility to sodium salicylate,0.5mg/ml, in Ogawa egg medium; 

(12) susceptibility to p-nitrobenzoic acid,0.5mg/ml, in Ogawa egg medium; (13) niacin  production

 (14) resistance to thiophene-2-carboxylic acid hydrozide, llig/ml, in Ogawa egg medium. The 

strains showing all the above 14 characters and/or 13 characters were identified as M. tuberculosis. 

Non-tuberculous mycobacteria lacked 8 or more characters.

The screenings by the PNB medium and by the niacin test were carried out independently of the 

above identifications.
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れだ けで十 分screening可 能 とい う人 もい る。PNB培

地 の特 色 を挙 げれ ば次 の ご と く言 え る。

1)　耐性 検査 の際 にPNB培 地 を加 えておけば4週 で

検 査 が完 了す る(PNB培 地 の判定 は3週 が 原則 で ある

が4週 で もよい)。Niacintestで も菌 量 が少 な い と継

代 しな けれ ばな らな いか ら手数 は 同 じで あ る。Niacin

testで6週 培養 をす るよ りは判定 が速 く出来 る。

2) PNB培 地 に発 育 し な い菌 種 は,M.tuberculosis,

 M.bovis,M.africanumお よ びM.uicrotiのM.

tuberculosis seriesに 属 す る 菌 種 で あ る(M.africanum

はNiacin test同 様,PNB培 地 に よ っ て も 区 別 出 来 な

い)。 他 の 抗 酸 菌 は 殆 ん ど 例 外 な く(Niacin(+)のM.

siuUleも 含 め て)こ の 培 地 に 発 育 す る 。

結 論

PNB培 地 は 非 定 型 抗 酸 菌 のscreening用 培 地 として

す ぐれ た 培 地 で あ る。 日本 で は,M.tuberculosis series

に 属 す る菌 種 でM.tuberculosis以 外 の もの は 人 間 の 臨

床 材 料 か ら分 離 さ れ た こ とが な い か ら,PNB培 地 に発

育 しな い 菌 はM.tuberculosisと 考 え て よ い 。PNB培 地

はNiacintestと 比 較 して 若 干 の 利 点 も持 っ て い る 。
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