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短 報

Mycobacterium kansasiiの 溶 血 能 に つ い て
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Mycobacterium kansasii has a strong virulence as compared with those of"mycobacteria 

other than tubercle bacilli".In this study,hemolytic activities of several strains of M.

kansasii were investigated.Secretion of hemolytic factor from these strains was not 

observed,since no hemolytic zone was found around the colonies grown on the7H11agar 

plate when5%rabbit blood agar was overlayed.On the other hand,weak hemolytic 

activities were detected after treatment of sonication and trypsin-digestion of M.

kansasii cells.They were also heat-resistant.These results indicate that endogenous 

nonproteinaceous factor was involved in the hemolytic activity of M.kansasii.Moreover,

these activities were not species—specific in respect to the kind of target erythrocytes used 

for the assay.However,hemolytic activity of M.kansasii was not increased in spite of 

the change of culture conditions or supplement of nutrients into the medium.It is unlikely 

that this hemolytic activity is directly associated with a pathogenesis of M.kansasii,but 

detailed studies were needed to clarify on this point.
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緒 言

Mycobacterium kansasiiは,"非 定 型"抗 酸 菌 の

な か で も,ヒ トに 対 す る病 原 性 が 最 も強 い と さ れ て い

る1)。 本 菌 は主 と して 肺 結 核 類 似 症 を ひ き起 こ し2),そ

の 発生 は,わ が 国 で は従 来 稀 な疾 患 と さ れ て い たが,近

年 に な って漸 増 の傾 向 に あ り,非 定 型 抗 酸 菌 症 の第2位

の 座 を 占 め て い る1)。 本 研 究 で は,Mycobacterium

 kaNsasiiの 病 原 性 解 明 の 一 助 と して,本 菌 の溶 血 活 性

について検討 した。

材料と方法

1.供 試菌株

M.kansasii7菌 株(ATCC12478株,木 村 株,梅 田

株,亀 谷 株,前 島 株,沢 田 株,甲 田 株)の1%小 川 培 地

上14日 培 養 菌 。

2.赤 血 球

0.4%ウ サギ赤血球(RRBC),ヒ ッジ赤血球(SRBC)
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Fig.Measurement for Cell-associated Hemolytic Activity of M.kansasii

お よび ヒ ト赤血 球(HRBC,type O)のPBS(-)浮 遊 液 。

3.溶 血能の測定

(1)可 溶性溶血活性物質の測定

上記供試菌株をMiddlebrook7H11寒 天(Difco)

平板 上で14日 間 培養後,5%ウ サギ血液加寒天を静か

に重層し,1～24時 間後の溶血の有無を判定した。

(2)菌 体内溶血活性物質の測定3)

そ の 概 略 はFigureに 示 す よ うで あ る。 す な わ ち,上

記 供 試 菌 株 のPBS(-)に よ る10mg/ml浮 遊 液 を45分

間 超 音 波 処 理(#1)後,こ れ に 等 量 の1%ト リプ シ ン

液 を 混 和 し,37℃,3時 間 作 用 後,加 熱(100℃,10

分)し(#2),さ ら に こ れ を121℃,15分 処 理 し た

(#3)。 これ らの各 試 料 のPBS(-)に よ る2倍 階 段 希 釈 液

1.5mlに 等 量 の0.4%RBCを 添 加 し,37℃,1時 間

反 応 後,10,000rpm,15分 間遠 心 し,得 られ た上 清 の

OD540mm値 を 測 定 し,OD値 が0.24よ り大 きい値(25

%溶 血)を 示 した 最 終 希 釈 倍 数 で 力 価 を 表 した 。

4.培 養条件による溶血能の検討

(1)温 度

上記供試菌株を33℃,37℃ 並びに37℃,5%CO2

環 境(CO2ふ らん器)下 で,1%小 川培地上14日 培養

後,#3の 試料について溶血能を測定 した。

(2)培 地組成

上 記 供 試 菌 株 をSauton培 地 あ るい は カ ザ ミノ酸(1

mg/ml,Difco),酵 母 エ キ ス(3mg/ml,Difco),

1%単 糖 類(グ ル コ ー ス,ガ ラ ク トー ス,キ シ ロー ス,

ア ラ ビノ ー ス,ソ ル ビ トール,マ ン ノ ー ス),ビ タ ミン

(リ ボ フ ラ ビ ン0.5mg/ml,p-ア ミノ安 息 香 酸0.1mg

/ml,ニ コチ ン酸0.1mg/ml,イ ノ シ トー ル1mg/ml

パ ン トテ ン酸0.1mg/ml)の 各 々 を含 むSauton培 地

に 浮 上 培 養 し,37℃,3週 間 培 養 後,高 圧 滅 菌 し,

10,000rpm,15分 遠 心 処 理 に よ っ て 回 収 さ れ た 菌 の

#3の 試 料 につ い て溶 血 能 を測 定 した 。

結 果

M.kansasiiの 溶血能:7H11寒 天培地を用いて,菌

体外に分泌されるような可溶性溶血活性物質の有無につ

いて調べたが,そ のような物質は見出せなかった。次に,

Table1.Cell-associated Hemolytic

Activity of

M.kansasii Strains
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Table 2.Effect of Nutrient-supplementation on the Hemolytic

 Activity of M.kansasii

全菌体よ り調製 した3つ の試料(#1,2,3)のRRBC

溶血 能を測定 したところ,Table1に 示す ように,#1

(超音 波処理)で は,供 試全菌株において溶血能を示 さ

なかったが,#2(#1の トリプシン処理)で は,2～4の

低い溶血価を示し,こ の活性は#3(#2の 高圧滅菌処理)

で も失われなか った。以上の結果か ら,M.kansasii

菌体 内には非常に低い力価ながら,耐 熱性,非 タンパク

性の溶血活性物質が存在することが示唆された。また,

木 村株,ATCC12478株,梅 田株の溶血活性 は,ウ サ

ギ,ヒ ッジおよびヒト(O型)赤 血球に対 して,同 程度

の低い活性(2～4溶 血価)し か示さなかったことから,

用 いた赤血球に特異的な現象でないといってよいようで

ある。

培養温度:33℃,37℃ お よび37℃(5%CO2下)

の いずれの条件下において も低い活性(2～4溶 血価)

しか示さなかった。

培地組成:各 種栄養素(カ ザミノ酸,酵 母エキス,単

糖類あるいはビタミン)を 含むSauton培 地上で培養 し

たところ,Table2に 示 すように,い ずれの培地上で

培養 しても,低 い力価(2～8)を 示すにすぎなかった。

考 察

正常赤血球は,細 菌毒素によるほか,浸 透圧やアルカ

リ,補 体など諸要因によって溶血を起こす。今回,わ れ

われが検討 したM.kansasiiの 溶血活性は体液と等張

のPBSを 用 いて行われた実験であるので,浸 透圧の影

響は除外できるし,ま た,ト リプシンと赤血球の混液で

の溶血もまった くみられなかったことから,ト リプシン

によるものでないことも明 らかである。 したがって,

M.kansasii自 身が溶血能を有しているわけであるが,

この活性物質の本体は蛋白性外毒素4)で はないと思われ

る。その理 由としては,(1)供 試菌を移植 ・培養 した

7H11血 液 寒天培地上で,溶 血斑がみられなかったこと,

(2)こ の溶血活性 は耐熱性,ト リプシン抵抗性であるこ

と,(3)溶 血価が非常に低いこと,な どが挙げられよう。

これらの性状は,む しろ内毒素様の菌体構成成分がこの

溶血活性に関与 していることを示唆 しているものであろ

う。Takeyaら5),Moriら6)はM.phleiの 細 胞壁成

分(耐 熱性,非 蛋白性)が 低い溶血活性を有することを

報告 しているが,こ れは今回のわれわれのM.kansasii

にお ける成績 とよく一致するものと思われる。今後,

M.kansasiiの 溶血活性の菌体内所在部位を明 らかに

することが必要であろう。

M.kansasiiは,非 常 に低 い 溶 血 価(2～4)し か 示

さず,ま た,培 養 温 度 や 培 地 組 成 を変 え て もそ の 亢 進 は

み られ な か っ た。 ま た,"saprophytic"と 考 え られ て

い るM.phleiも,比 較 的 強 い ビ ル レ ンス を有 す るM .

kansasiiと 同 程 度 の 溶 血 活 性 を示 した こ とか ら,本 菌

の 溶 血 活 性 と ビル レ ン ス と は,特 に関 連 は な い よ うに思

わ れ た 。 しか しな が ら,M.kansasiiの 溶 血 活 性 が,

生 体 内 に お い て何 らか の ビル レ ンス因 子 と して 働 いて い

る可 能 性 もま った く否 定 しえ な い と思 われ るの で,こ れ

らの点 につ い て,今 後,詳 細 な検 討 を 行 いた い。

結 語

M.kansasiiは,菌 体内に,耐 熱性,非 蛋白性の溶

血活性物質を有 しているが,そ の活性は非常に低 く(2

～4力 価) ,今 回 の実験の限 りでは,培 養温度 ・培地組

成を変えてもその亢進は認められなかった。本菌の溶血

活性 と病原性 との間には直接的関連性はないことが示唆

された。
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