
非 定 型 抗 酸 菌 の 性 状 (Ⅰ)
一平 板 培 地 上 にお け る集 落観 察 の試 み (i)-

京都大学結核胸部疾患研究所 内科学第---

久 世 文 事 , 武 田 貞夫 ,前 川 暢夫

(原稿受付 昭和49年10月21日)

序 論

ヒト型結核菌 (Mycobacterium tuberculosis)

およびウシ型結核菌 (Mycobacteriumbovis)以

外の抗酸菌によっても肺結核ときわめてよく似

た病像を示す肺疾患が惹起されることは現在周

知の事実である｡この所謂非定型抗酸菌症につ

いては最近多 くの研究成果 が発表 されつつ あ

る｡ ことに細菌学的な知見の増加はめざましい

ものがあり,多 くの新菌種が決定され,臨床的

にも菌種ごとにその病像の検討 が行 わ れ ん と

する傾向にある｡(例 M.kansasii症,M.in-

tracellulare症等)

しか しなが ら本症に関する臨床的な解析はな

お不十分であり,今後多 くの症例をきめこまか

く検討 していかなければならない｡胸部 レ線像

の検討,病理組織学的な検討,さらに疫学的な

研究等今後 も多 くの知見が得 られ るで あ ろ う

が,本症の診断という観点か らみると抗酸菌の

｢菌種｣の正確な同定が何よりも重要なことで

ある｡

抗酸菌の同定に関 しては,他の薗種 と同じく

形態学的観察,生化学的検査,実験動物に対す

る病原性等を総合 して行われる必要があるが,

各々その必要度に応 じて,きわめて厳格な細菌

学的同定か ら実際の臨床検査の一部 として一般

検査室で も実施出来る簡単な同定検査迄,多 く

の段階を採 らざるを得ないであろう｡ 実際本邦

の現状か ら特に求められているのは,比較的誤

りの少ない,一般臨床家にも容易になじみ得 る

簡易同定検査であろう｡ 昭和47年 4月日本結核

病学会抗酸菌分類委員会か ら出された,抗酸菌

分類委員会試案1),束村 の簡易同定検査法2),

さらに Kubicaの方法3)等 もこの線にそった提

唱であろう｡

これ らの検査法は主 として生化学的検査に重

点を置いている様 に見受けられるが, Kubica

も述べている如 く,抗酸菌の集落形態の綿密な

観察は時に生化学的検査の誤 りを訂正 し得 る可

能性 もある様 で,現在迄比較的報告 は少 な い

が,Fregnanと Smith4~6),Kubica等7,8),又

RllnyOn等9,10)によって平板培地を用いた抗酸

菌集落の形態学的観察がなされ,その有用性が

報告されている｡ これらの報告によると菌種に

よっては同定が可能の様であり,又,短期間に

同定がなされ得るという利点 もある様である｡

この比較的簡単な手技を利用することにより,

臨床細菌学の立場か ら抗酸菌の簡易同定の一助

ともなし得 ると考え以下の観察を行 った｡

材料および方法

】) 培 地

一般細菌検査用のプラスティック製の無菌ペ

トリ皿 (90×15mm)に後述の寒天培地を 20ml

づつ注入 し使用に供 した｡今回 の観察 で は,

キル ヒナ- (Kirchner)寒天培地*,デ ュボス

*キルヒナー寒天培地 :キルヒナー液体基礎培地
900ml,細菌用寒天末 15g を加熱溶解後高圧滅
菌を行い,50oC まで冷まし牛血清を10%になる
ように加えるO
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(Dubos)寒天培地†,cornmealglycerol寒天

培地串の 3種類を使用 した｡

2) 使 用 菌 株

1%小川培地 で継代保存 している抗酸菌101

株を使用に供 した｡内訳は次の如 くである｡

M.tuberculosis:

H37Rv,H37Ra,青山B,患者分離株10株

M.kansasii:

P8,P18,ATCC12478および米国患者分

離株 3株

M.scrorulaceum:

P6,ATCC19981および患者分離株 3株

M･intracellulare-avium group:

P39,P40,P41,P42,P44,P45,P47,P48,

P49,P50,P53,P54,ATCC15985,100616,

121326,ATCC15769および米国患者分離

株 2株を含む患者分離株52株 (患者名又は

No.で記載)

M.fortuitum:

ATCC6841および米国患者分離株 2株

M.chelonei:

ATCC 19977,YamamotoS,Sato

以上の他,M.gordonaeと思われる啄疲より

の分離株 3株と,同じく円客疾より分離された

Noca･rdia3株を使用に供 した｡

以上の菌株のうち, Packagestrains(P株),

ATCC株,100616,121326,YamamotoS及び

Sato の諸株は, 大阪大学微生物病研究所 より

分与されたものであり,他の菌株は,われわれ

の研究室で同定を行 ったものである｡同定検査

には,コロニー性状,コロニー着色, 1%小川

培地上の発育日数,光発色性試験,カタラーゼ

半定量法, Tween80水解反応 (5日法), 硝

酸塩還元辞素反応,ア リルスルファクーゼ反応,

アミダーゼ反応,PAS 含有培地上の黒変, ナ

イアシンテス ト等を用いた｡

3) 観 察 方 法

上記菌株の 1%小川培地に発育 したものを用

い,ガラス玉 コルベンで均等な菌液を作成,約

10ー4mg/mlのものを 0.5mlづつ培地全面に接

種 した｡各ペ トリ皿は乾燥を防 ぐ目的でプラス

ティックバ ッグに入れ密封 し,37oCで培養 し,

接種後原則として 4日, 7日, 9日および12日

後に取 り出し (迅速発育菌では, 1日, 2日お

よび 3日後), ペ トリ皿を反転, 直下か らの透

過光を用い弱拡大 (10×10倍)で鏡検,集落の

形態を観察す る と ともに写真撮影を行 った｡

(NikonL型,EFM で,フイルムは Fuji35mm

NeopanSSASA IOOを使用｡)

観 察 結 果

1) 全般的にみた集落の形成状況

所藷迅速発育菌 (Rapidgrower)では接種後

24時間以内に, 又,iSlow growerでは4日以

内に,10×10倍ですでに小集落の形成を観察 し

得たOこの時期にみ られた形態は,伸長 した棒

状の菌体が束状に集まった一見不完全な紐状な

いし糸屑様のもの (写真1-A)か らきわめて初

期の不正円形の小集落 らしき構造 (写真トB)

まで,各々の菌株の発育の遅速によって種々の

発育相がみられた｡この時期には集落はいまだ

緊密ではなく,それを形成 している束状の菌体

集合が明 らかに見分けられた｡

接種後 Rapidgrowerでは 2日,Slowgrower

では 7日前後で,集落はそれぞれ固有の形態を

取 りはじめ,一方では所謂 コー ド形成 と名付け

られている毛髪の束状の形態 (写真1-C)に,

又,一方では円形の ドーム様の集落形態 (写真

トD)等に分化 してい くのが観察された｡接種

後 1週間目より2週間目にいたる間に,各抗酸

菌種,又,菌種によっては菌株によって,更に

使用 した培地によって多種多様の集落形態が観

察出来た｡以下菌種別に記載する｡

2) 菌種別の集落形態

Rapid grower で24時間以内 Slow grower

で 4日以内の集落形態は菌種間又は菌株間に著

†デ ュボス寒天培地 :BACTO TB broth base
dehydrated(Tween含有)Difco2.4gと glycerol
lOmlに蒸潜水 170mlを加え,高圧滅菌後牛血

清アルブミン液20mlを加える｡
キ cornmealglycerol寒天培地 :cornmealagar
(Difco)17g,glycero130mlに1,000mlの蒸潜水
を加えるo
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明な差違を示さなかったので,以下はそれ以後

の観察時期における集落形態を記載 した｡

(i) M.tuberculosis

キル ヒナ-寒天培地 (以下 KA と略す)には

良好な発育を示すが,corn mealglycerol寒

天培地 (以下 CMA と略す)には殆ど発育 しな

い｡菌株によっては CMA上でも梓状の菌体が

束状に集合 したきわめて徽純な集落を認めるこ

とがあるが,これ以上の発育は同培地上では認

められなかった｡

KA上の集落は特徴的で,きわめて緊密な紐

状の発育を示 し,全体的な印象は毛髪の束状 と

いう形容が当歌 った｡(写真 1-C, Ⅰ型 と仮称

する)写真 1-Cは H37Rv株の13日目の集落の

一部である｡ この形態は今回検討 した患者株の

全てに認められた｡

デュボス寒天培地 (以下 DA と略す)上にお

ける M.tuberculosisの集落形態は,KA 上に
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おける形態に比較するとその特殊性に乏 しい｡

写真2-Aおよび2-CはH37Rv株および患者分

離株の 7日目の集落であるが,円形で平滑な ド

ーム様集落で,後述するごとく,M.intracellu-

1areの DA 上の集落形態 と一見同じ様であっ

た｡ただ培養 日数がたつにつれ集落周辺が平滑

さを欠き,不正円形の度合が増 して来るのが認

められた｡(写真2-Bおよび 2-D)

(ii) M.kansasii

M･tuberculosisと同じく,KA および DA

には良好な発育を示すが,CMA 上の発育は不

良で,検討 した 6株中 1株のみに後述するⅠVa

型の集落形成を認めたにすぎなかった｡

KA 上 の集落形態 は KA 上 にお け る M.

tuberculosisの形態 と酷似 し相互に鑑別するこ

とが不可能であった｡(写実3-A)

DA上の M.kansasiiの集落形態は 1株を除

いて全て KA 上の形態 と同様であった. 写真

写真 1 ④ M･intracellulare(ATCC15985)CMA,4日目

⑧ M.intracellulare(Aiba)CMA,4日目

⑥ M･tuberculosis(H37Rv)KA,13日日 〔I型〕
⑳ M intracellulare(100616)CMA,12日目 〔Ⅲ型〕
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写真 2 ④ M･tuberculosis(H37Rv)DA,7日目

⑧ M･tuberculosis(H37Rv)DA,12日目

⑥ M.tuberculosis(患者株)DA,7日目

⑳ M･tuberculosis(患者株)DA,12日目

写真 3 ④ M.kansasii(T3518)KA,13日日

⑧ M.kansasii(T3518)DA,7日目
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写真4 ④ M.intracellulare(P48)KA,9日目

⑧ M.intracellulare(No.24)DA,12日目

写真 5 ④ M.intracellulare(No.19)CMA,12日日 〔Ⅱ型〕

⑧ M.intracellulare(No.57)CMA,12日目 〔Ⅱ型〕

⑥ M.intracellualre(No.73)CMA,12日日 〔Ⅳd型〕
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写真6

④ M.intracellulare(No.35)CMA,12日目

〔Ⅳa型コ

⑧ M.intracellulare(No.64)CMA,12日日

〔Ⅳb型〕

⑥ M.intracel】ulare(No.41)CMA,12日日

〔Ⅳ｡型〕

写真7

④ M.intracellulare(Aiba)CMA,12日目

〔Ⅱ型+Ⅲ型〕

⑧ M.intracellulare(No.27)CMA,12日目

〔Ⅲ型十Ⅳ型〕

@ M.intracellulare(Shimamoto)CMA,
12日目 (Ⅱ型十 Ⅳ型(I)〕
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3-Bのごとく緊密な紐状の発育が認められた｡

(iii) M.intracellulare

KA上には写真4-Aのごとく,多 くの菌株で

円形で不透明な ドーム様 の集落 が認 め られ,

DA上でも写真4-Bのごとく本質的に同様な円

形で表面平滑な ドーム様集落が認められた｡

CMA においては,M.intracellulareは種々多

様な集落形態を示すことが観察された｡大別す

ると基本的に次の 3形態がある様である｡

① 写真1-Dに示される円形で表面平滑で不透

明な ドーム様の集落｡周辺 も平滑で分業は認

められない｡(ⅠⅠⅠ型と仮称する)

⑧ 写真5-Aおよび5-Bに示 したごとく,KA
上の M.tuberculosisに観察された紐状ない

し毛髪状に近い粗な集落｡(ⅠⅠ型 と仮称する)

③ 写真5-Cに示 したごとく,きわめて透明で

薄い周辺が大き く分葉 した花弁状 の集落｡

(ⅠⅤ型 と仮称する)

以上 3種類の典型的な集落形態のほかに, こ

れらの移行型 もしくは亜形と思われるものおよ

び同一菌株でもこれ らの形態の混在が認められ
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写真8

④ M.gordonae(No.3)CMA,7日目

⑧ M･fortuitu- (ATCC6841)CMA,2日冒

⑥ NocardiaCMA,7日目

た｡ことにⅠⅤ型の亜形 と思われるものは多 く観

察され, ⅠⅠⅠ型にきわめて近いと思われる円形

ドーム様集落の周辺に小さい太陽のコロナ様突

起の認められるもの(写真6-A,ⅠVa型 と仮称す

る)か ら,次第に周辺の分業が著明になり(写真

6-B,ⅠVb型 と仮称する),さらに円形 ドーム様

構造 と周辺の分葉構造が両者共著明に観察され

るもの (写真6-C,ⅠVe型 と仮称する)にいた

り,ついには写真5-Cに示 した透明な薄い花弁

状の集落 (IVd型と仮称する)までのものが観

察された｡

2種類の集落の混在はⅠⅠ型 とⅠⅠⅠ型 (写真7-
A),ⅠⅠⅠ型とⅠⅤ型 (写真7-B),ⅠⅠ型とⅠⅤ型(写

真7-C)に認められ, これ ら3種の集落形態は

相互に移行することが想像される｡写真7-Aに

示 したものはⅠⅠ型とⅠⅠⅠ型との混在 しているも

のであるが,写真の右下(矢印)には,ⅠⅠ型 とIII
型の同一集落中での混在が認められ,ⅠⅠⅠ型から

ⅠⅠ型-の移行ではないかと想像される｡

(iv) M.scrofulaceum

M.intracellulareにくらべると,今回検討 し
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た M.scrofulaceumの菌株数はきわめて少なく

一定の傾向を論 じ得ないが,M.intracellulare

で認められた集落形態以外のものは認められな

かった｡即ちⅠⅠⅠ型 とⅠⅤ型の集落が主として認

められ,又,ⅠⅠⅠ型 とⅠⅤ型の混在 も認められた｡

写真8-Aは M.gordonaeと思われる1菌株

に認められたⅠⅠ型 とⅠⅠⅠ型の混在である｡

Ⅰ型

Ⅲ型

(V) M.fortuitum

M.fortuitum と M.cheloneiに関しても検

討 した菌株数は少なく,ただ M.fortuitum に

写真8-Bの如 く針状の突起を持 った集落形態が

特徴的である様に思 わ れた｡又, 写真8-Cに

Nocardiaの集落をしめしたが,M.fortuitum

の集落形態はこれとかなり類似 している様に思

図 1 抗 酸 菌 集 落 形 態 の 模 式 図

Ⅳ型 C

Ⅳ塑 b

Ⅳ型 d

M.tuberculosis(KA),M.kansasii(KA,DA)

M･intracellulare(CMA,KA)

M.gordonae(CMA)

M.intracellulare(CMA,KA,DA)

M.scrofulaceum(CMA,KA,DA)

M.tuberculosis(DA)

M.intracellulare(CMA)

M.scrofulaceum(CMA)
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われた｡

3) 集落形態の分類とまとめ

以上の観察結果より,主として SlowGrower

についての集落形態を前述 のⅠ型,ⅠⅠ型,ⅠⅠⅠ

型およびⅠⅤ型に大別 して模式的に示 したのが

図1である｡右欄にはそれぞれの集落形態を示

した菌種と使用培地を示した｡

考 案

一般細菌検査用の平板培地を用いた抗酸菌集

落の形態学的観察はFregnanとSmith5)によっ

てすでに試みられている｡ oleicacidalbumin

agarを用いたこの報告では,10数種の集落形態

を記載 しているが, その記載方法として, (1)

smooth か roughか, (2)コー ド形成の有無

(Cs),(3)transparentか dome様か (T,D),

さらに,(4)色素沈着の有無 (y,S)とか, (5)

菌の group 名および菌種 (S,A,F)にいたる

まで形態記載の記号に用いており,個々の集落

形態の記載は詳細であるにかかわらず,分類上

の見地か らみるとかなり繁雑な感じをまぬがれ

ない｡

smooth と roughの区別を強調 しすぎるこ

とは菌の毒性または免疫学的な性質との混乱を

まね く恐れがあるし,一方流動的で種々な集落

形態の相互移行 もあると思 われ る Mycobacト

erium の形態を誤って一面的にとらえ易い可能

性 もあると思われる｡ 又,平板培地で培養早期

に観察する時は色素沈着 も明確でなく,肉眼的

な誤りをおか し易いし,菌種とか菌 group の

名称は集落形態の流動性をさらにゆがめること

にもつながると思われる｡私共がこれらの用語

の記載をさけた理由である｡

以上 の諸点 は念頭において,Fregnan等の

観察結果 と私共 の結果 とを照合 してみ ると,

Rough-Csは私共のⅠ型に相当し, Rough-R,

Rough-Ry,および Rough-A と記載されてい

るものは私共のⅠⅠ型に大体相当している様であ

る｡今回の私共の観察では,Ⅰ型は M.tubercu-

losisと M.kansasiiにかなり特異的で, KA

上でこの形態を示す時は鑑別同定の面か ら重要
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だと考えられる｡ ただ CMA において私共が

ⅠⅠ型と名付けた集落形態がⅠ型と鑑別困難な可

能性がある｡ M.tuberculosisに代表されるⅠ

型では,集落全体にわたって紐状または毛髪の

東棟構造が著明に存在するのに対 して, CMA

上で時に M.intracellulare等にみられるⅠⅠ型

は,上記の構造がかなり不明瞭で,全体的にフ

ィラメント様構造が密集 した集塊といった印象

を示すか,(写真 5-A参麿)又は,かなり膨隆

した中心部から比較的線純な毛髪用構造物が放

射状に周辺部に向っている写真5-Bのどときも

のであって相互に鑑別は不可能ではないと思わ

れる｡もちろん CMA には M.tuberculosisは

殆ど発育 しないので,この点を考慮すれば誤 り

は殆どないと思われる｡

次に Smooth-S, Smooth-Sy, Smooth-K,

Smooth-Kw 等の形態学的な記載は全て私共の

ⅠⅤ型に含まれ,又,私共がⅠⅠⅠ型と分類 した形態

は, Smooth-D とか Smooth-F として記載さ

れているどとくである｡私共がⅠVd型として分

類 したものは Smooth-T として記載 されてい

る｡さらに Smooth-Iの記号で,Smooth-S と

Smooth-D との混在を記載 しているが,私共も

III型とIVd型の混在を観察 し得た｡(写真7-B

参照)

Kubica等7･8)の報告 もFregnan等の集落形

態記載法を踏襲 して い る｡ M.intracellulare-

avium Groupに関して,CMA 上の形態はほ

ぼ私共の観察と一致 している｡

RunyonlO) は抗酸菌の分類 に関 して集落形

態観察の有用性を強調 して いるが,1969年 に

Veterans-Administrationから出されたパンフ

レットに同定に資する集落形態をまとめている

が,M.tuberculosisの集落形態として tightly

cor°edtexture(7HIOmedium),M.kansasii

の serpentinestranding,M.intracellulare-

avium complex の thin transparentcolony

(CMA),entirecirctllarcolony(7HIO),tllicker

domedcolony(CMA),roughcolony(7H10)

および roughorRSvariant(CMA)等の形態

を記載 しているが,これらに相当すると思われ

るものは全て私共の観察でも認められている｡
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1%小川培地で M.intracellulareを継代保

存 していて気付 くことであるが,最初は全 く平

滑で湿潤 していた集落が次第に粗で乾燥気味の

集落に変化することがある｡CMAでのⅠⅠ型集

落の出現はこの変化と対応 している様 とも考え

られる｡

DunbarおよびRunyon等11)は M.intracel1-

ulareの集落形態とマウスに対する病原性 との

関係を検討 しているが,患者かちの分離直後の

ものは殆ど thin-colonytypeを示 しマウスに

対する病原性 もあるが,継代を重ねていくにつ

れ domedcolonytypeの割合が次第に増 し,

マウスに対する病原性 も低下 していくことを観

察 している｡thincolonytypeは私共の分類 し

たⅠVd型集落に相当し,domecolonytypeは

ⅠⅠⅠ型に相当すると思われる｡実験動物に対する

病原性を検討する時留意せねばならないことで

あろう｡

次に集落形態の変化に関して私共の観察結果

を合せ考案する と,今回の検討ではいずれの菌

株も少なくとも2回以上の継代を経たもののみ

を用いており,所謂ⅠVd型の集落のみを示 した

菌株はわずか2株にすぎず,ⅠⅠⅠ型の集落を示す

菌株が最 も多 くみられ,そのうち多 くはⅠⅤ型と

の混在であった｡又,2株に殆どⅠⅠ型のみの集落

がみられ,数株にⅠⅠ型とIV型の混在がみとめら

れている｡私共は経時的に集落形態の変化を追

求 していないのでいまだ推定に止 ま るが,ⅠVd

型とⅠⅠⅠ型との問に移行形と思われるⅠVe,ⅠVb,
IVa等の集落形態が認められること,又,写真

7-Aに示 したごとく,ⅠⅠⅠ型よりⅠⅠ型-移行 し

ていくどとき様相が同一集落内で観察出来るの

で,現在の所,IVd型よりIVc,IVb,IVaを経て

ⅠⅠⅠ型に変化 し, ⅠⅠⅠ型よりさらにⅠⅠ型への移

行が集落形態の変異の主たる順序ではないかと

考えている｡今後の検討が必要である｡

最後に当初私共の目的であった抗酸菌種の臨

床細菌学的な同定という面より観察結果を評価

してみると,M.tuberculosisの集落形態はKA

ではきわめて安定 しており,特徴的で, この点

とCMA上での発育が殆ど認められないことを

参照すれば鑑別同定に有用であると思われる｡

M.kansasiiが KAでは M.tuberculosisと殆

ど同じ形態を示すことが多 く,又,CMA上の

発育も同様みとめられないことが多いので, こ

れら両者の鑑別には光発色性試験をはじめとす

る生化学的検査が重要になって来る｡

DA においては,M.tuberculosisでも一見

円形で ドーム様集落を示す ものが多いのに反し

て, 今回検討 した M.kansasiiの殆んどが,

KAにおけるM.tuberculosisとか M.kansasii

の集落と同様な Ⅰ型を示 したのは注目すべき所

見であった｡

KA を用 いて M.tuberculosis又 は M.

kansasiiの可能性が殆んど否定された場合,吹

には CMA での集落形態を観察するのが有用

であろうと思われる｡今回の検討では M.intra-

cellulare-avium groupと M.scrofulaceum 又

は M.gordonae相互間の鑑別は不可能であっ

た｡ これらの菌種では一般に KA では集落形

態の多様性にとぼしく,又,集落形態の分化も

CMAにおけるどとく明確でない｡CMAを用

いた場合の集落形態の多様性は同定の面か らみ

ると一つの欠点であるが,前述の如 く集落形態

の変化を動的にとらえて観察すれば,予備的な

同定にはその一助として十分使用出来る可能性

があり,何よりも, これ らの培地を用いること

による観察期間の短縮は一つの大きな利点であ

る｡

RapidGrowerに関 しては M.fortuitum に

かなり特徴的な集落形態がみられた他は,私共

の検討はいまだ十分でな く次の機会にゆず りた

い｡

培地に関して,KAは血清を加えるためその

透明度にやや難点があり,DAは雑菌の混入が

比較的多 くみとめられたが,CMAは培地作成

手技も簡単で雑菌混入もきわめて少なく,非定

型抗酸菌の集落観察には有用であると思われた｡

結 論

一般細菌検査用の平板でキル ヒナ-寒天培地,

デュボス寒天培地および cornmealglycerol

寒天培地を用い,諸種の抗酸菌の集落形態を顕

微鏡下で観察 した｡キルヒナー寒天培地におけ
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る M.tuberculosisおよび M.kansasiiの集落

形態 (Ⅰ型) は特徴的で,短期間の予備的な同

定に利用可能 と思われた｡ corn mealglycerol

寒天培地上 に お け る M.intracellulare-avium

group の集落形態は種 々の ものが認 め られ,そ

れ らをⅠⅠ型,ⅠⅠⅠ型,ⅠⅤ型に大別 し各集落形態お

よびそれ ら相互間の関係を考察 した｡又, corn

mealglycerol寒天培地上には M.tuberculosis

および M.kansasiiはほ とん ど発育せず,同定

の一助に し得 ると考 え られた｡
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