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1緒 論

此処に我 々が定性培養 と称したのは、喀疫を前

処理し、遠沈してその沈渣を培地斜面に塗抹培養

することにより、結核菌を検禺する従来の方法の

ことであつて、 これは我々の前に発表した一定量

の喀疫を使用して、その一定量を数える定量培養

に対比して①、そう称したのであつて、勿論化学

的の意味のような厳格なもでのはないQ我 たは岡

片倉培地を用いて喀疫を培養することにより、硫

酸法及びアルカリ法を吟味して見たので、此処に

発表する。

n実 験 方法 及び実 験 成績

(1)喀 疲分割の吟味

従来我々」は喀疾を材料 として培養し、その処理

方法等の優劣を比戦するのに喀疫を滅菌試験管に

探 り、 これに少量の滅菌蒸溜水を加え、滅菌した

割箸で充分にかきまわし、なるべ く均等になるよ

うにし、 ζれを処理方法の数に随つて駒込ピペツ

トで、等量に2分 するな り、4分 するなりして、

その分割 した喀疫中に含 まれる菌量が、なるべ く

同量であるようにした。この寿法は喀疫が純膿様

であるような場合には割合簡単に均等とな り、随

つて菌量 も大体平均して配分されるのであるが、

歪

喀湊が膿様の部分と粘液の部分 とが混合してる場

合、殊に粘液の部分が粘稠であ る よ うな場合に

は、長時闇かきまわしてV・ても、なかなか均等に

ならす随つて実験が不確実にな る こ と は免れ潅

V・。それで我々は可及的均等に菌量が配分される

ように乳鉢を使用することにした。即ち滅菌した

乳鉢に無菌的に探取した喀湊を入れ、乳捧 をもつ

て5-10分 位丹念に播ると、喀湊の膿様の部分と

粘液の部分とがよく混つて乳白色となる。これに

2～3滴 の滅菌蒸溜水を加えながら乳捧でよくす り

まぜ、充分に均等にして駒込ピペツトで吸い上げ

るごとの出来る程度にまで、蒸溜水を加えて喀湊

の稀釈液を作 り、心要に応じて、駒込ピペツ トで

同量宛に分けて比較培養することにした◎同憎の

喀疫で・一方は従来の方法で・即 ち割 箸 で掩拝

し、一方は前述の様に乳鉢 を使用して、その菌量

の分布状態を比較したのが第1表 である。

即ち塗抹標本で結核菌の証明出来ない粘液膿様

⑱喀=湊を用い、一方は割箸で、一方は乳鉢を使用
して・駒込ピペツトで0・5cc宛 各4ツ の試験管に

分け・これに4%硫 酸水を 鱒cc宛 加えて洛

滅菌した箸で よく麗搾し、遠心沈澱管に移 し30分

室温に放置し10分 間遠心し、その上澄を棄て、

沈渣を1白 金耳宛岡片倉培地に4本 宛培養し、封

蝋・して37◎Cの 艀卵・器に放置し、4週 目に発育し.
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弩 第1表 分 割 方 法 の 吟 柴

翠方淵 割 箸 使 用 …… 乳 鉢 使 用
＼ 培地

へ

沈澱管 ＼＼1(・)i(2)
(3) (4) 平 均

(比率) (・)1(2)1(3) (4) 平 均
(比率)

(イ)1…ii・2い ・6164198(・ 瑚2・1"1・ ・13613Ei;(・ ・8)

⑭1・68い 州 ・42い ・31・4・(2・7)145いd・ 司 川25(L5)

をう12・5い85i・95い 坤75(3・4)い5い2い3i× 20(1。0)

ω148{e・ 副g・15・(・ 輔3・1釧 ・913814・(2・ ・)

.註:91)

2)

3)

㈹(ロ)の←)は遠心沈澱管の番号を示 し(1)(2×3)(4)は培地番 号を示す。

x印1雛 菌侵入 のため成績不明 の もの。

数は4週 目に発 膏 した聚落数 を示 す。

光聚落数を比較した。すると割箸使用の場合は平

均i聚落数ぱ、98ケ 、140ケ 、175ケ 、51ケ である。

これを1番 数の少い51を1と して比率を見ると

19、2.7、3.4、1、 であつて、その聚落の広が り

は1～3.4と 云 うことになる◎また、乳鉢使用では

此率は、1.75、1.5、1、2、 となつて結局、聚落の

分布の広が りは1～2と いうことになる。即ちこ

れ を見ると、割箸使用に比 して乳鉢使用の芳が聚

落の分布の広が りが狭い。 これはとりもなおさす

乳鉢使用の方が誤差が少い と い う ことを意味す

る。切つて我々は喀疫 を材料 として方法等を比較

す る場合には、必す乳鉢で よくすつて、比較実験

す るようにした。

(2)硫 酸法に依る塔養成績判定の吟味

硫酸は結核菌に対して発育を阻 害 す る 力が弱

く、しか も雑菌を殺す力が強い。 これは硫酸法の

妙味ある点である。しか し硫 酸は雑菌を殺す以

上、結核菌の発育に影響が無いとい うことは理論

上あり得な㌔(ことであり、事実住吉②氏が硫酸法

を発表した当時か ら結核菌に対してある程度発育

を阻害することは知られていることであるが、我

々が行つた二、三の実験を示せば 次 の よ うであ

るo

第1例 はGaffky.6号 程度の結核菌の証明さ

れた。倉の喀疫であるが、～二れを前述のように乳

鉢です り、表に示す ように2%-15%の5種 類の

濃度の異つた硫酸水による影響を、また第2例 は

1%一 一8%の8種 の濃度の異つた硫酸水による影

響を時聞的に追及したものである。即 ち之等の異

ノ

つた濃度の硫酸水で処理 して、直ちに1分 間3000

廻転の遠心器で10分 間遠心して、その沈渣を1

白金耳宛培養したも4)が直後であり、これ を更に

室温に放置して、10分 聞経過して培養したもの

が・10分 であ り、同様にして10分 誇きに60分 ま

で培養し、5週 目に発育した聚落を比較 した。

即ち第2表 でわかるように、硫酸の濃度の濃 く

なるに連れて、また処理時間の長び くに連れて結

核菌の発育を阻止する傾向が強 くなることは明瞭

である。それで結核菌の発育 をなるべ く阻止しな

いで、しか も充分に雑菌を殺 し得る濃度及び処理

時間の問題が、諸先進によつて研究された◎その

結果、我 々が現在使用しているような方法となつ

たのであるが、我々の所では4%(容 量%)の 硫

酸水 を喀疫の5-10倍 加えて30分 闇処置して、

10分 聞遠心して培養するとい うことにしている。

これは岡片倉(3)氏に従つたのであるが、 この硫酸

法の詳細な術式即ち硫酸の濃度及び処理時聞等は

学者によつて必すしも一様ではなV・。随つて我々

は硫酸法のある術式 を用いて培養した結果、聚落

の発育しない場合に、他の術式を用いて培養した

時に聚落の発育することがないかどうか?即 ち

ある術式 を用いて培養して陰性の場合には、実際

上、その喀湊の中には、結核菌が ない と称 して

も、いいものかどうか?と いう様な疑問の起る

ことは当然である◎それで我々は、我々の所で行

つている方法、即ち岡片倉培地④を用いて4%の

硫酸水で30分 処理し、10分 遠心して培養する方

法につき上述 の疑問を解決しようとして亥のよう

一_35_
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第2表 硫酸の濃度並びに作用時間の培養に及ぼす影響
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第三表 硫酸の濃度並びに作用時間の培養に及ぼす影響(其ρ1:=)
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註:+荘 等のわきの数字 は聚落数 を示す

その他 は第二表 と同 じ

な実験をした。即 ち1Qom一一一40a迄 の4種 の硫酸水 たがって理論的には;硫酸の濃度の低い所で、また

を作 りゾーつの喀疫を前述の様に乳鉢を用いて4は 処理時間の短い所で結核菌の発育することはあ

つに均等に分ち・之等の硫酸水で各を処理し・これ りうるが・しかし実際問題 とすれば、この様な事:

を直後・10分 ・20分 ・30分 と10分おきに60分 ま は考慮する必要はなV・ものと思われる。以上の:事

で放置して培養したQ塔 婆は塗抹標本で陰性であ 実か ら我々は、4%硫 酸水で30分 処理 して培養

って・しかも今までに何回 も培養して見たが陰性 する方法は充分に信用 し得る方法であって、 この 、
であったもの・及び聚落が出ても・数の非常に少 、 成績をその儘信用 して差支えないと思 う。

いものを選んで培養した。之等合計80ケ の喀疫(3)酸 及びアルカ リに依る処理の比較

を使用した中・全然陰性のものが62ケ ・残 り18我 々は酸としては4%の 硫酸水(容 量:%)及 び
や

ケは結核菌を証明されたものであるが・その二・ これと同嶋規定度にした塩酸水(容 量:%に して大

三の例を示せ聯3表 のようである・ 体47%)、 アルカ リとしては4%の "Jy1一一_達 水及

第3灘 培難2ヶ 胴 観察した繰 である・ 彼 れと同噸 定黙 した難 埋 水(大 体56

之等の例は一つの培地に発育した聚落の数1ま大多%)と を比較培養した訪 法は前述の様に喀城 乱

数は10ケ 以下である9そ して4%離 水で3・分tで 側 て塒 にし、これを4分 して夫々の謙

処理 した時に結核菌が発育しない へ それ よりも に入れ、良 くまぜ、直ちに10分 間謝 して培養

低臆 度で・または処理時間の短v・部分でのみ結 したのが画後であって、順次10分 おきに培養し

核菌の発育した例は1例 もない。随って実際的に て、60分 迄培養 した。喀疫は2 。Occ前 後であっ

は4%の 硫酸水で30分 処理 して結核菌の発育し た故、各試薬で処理した喀疫量は0.5cc前 後 と

ない場合は・その喀湊中に結核菌がないと称して なる。その成績の一部あ三つの例を示せば次のよ

もよいと思 う。しがし我 々の経験 した例 数 は少 うである。之等は塗 抹標本では結核菌の証明出来

く・また我々の今までの経験に依っても・結核菌 なかったもと)である。第1、 第2の 例は発育した
の菌様の硫酸に対する抵抗は千差万別である。 し 聚落の数は少い。また第3の 例では多い。先ず結

一調 」37___
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第4表 酸 及びアルカ リによる処理の比較
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十100134
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さ

6281{5052
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231269
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198200

155180

145174

1話 幻o

5254i
305d

171200

140191

13018α

襯6・1

註1)表 中+と かいてあ るのは聚落 は発見 され たが下 さ くて数え られ ない ことを示す

2)数 字は聚落数 を示す

3)Xは 雑菌の侵入 を示す

4)か ん さつ 日は培養 後の経過 日数 を示す

核菌の発育するまでの期間をみると第1、 第2の

例では、アルカ リ例は酸例に比して明かに発育が

お くれている。また第3の 例では差がない。我h

はこのように して塗抹標本で結榎菌陰性のもの及

び陽性であっても菌の少いものを合 して51人 の

喀痩にりき実験した◎その結果、聚落の数の多い

ものでは第3の 例で見るように発育すちまでの期

間は両者の間にほ著明な差は見 られないが、聚落

の数の少V・ものでは酸偲がアルカ リ側に比して明

かに発育が早かった。攻に聚落の数であるがr第

4表 を見ると、:大体において酸側がアルカ リ側に

比 して聚落の数が多いことが認められる。発育し

た聚落の数の多い場合は、どちら側が聚落が多い

のか区別のつかないものもあるが、聚落の数 える

ことの出来 る程度のものは、その殆んど全部にお

いて酸側が聚落の数が多い。次に酸及びアル カリ

の癩 の液で喀疫 を処理して培養し直後より60分

迄の処理時間の聞・その全部に齢 て聚落の発育

したものの中で・ 聚落の数えることの幽来る13

例につき・聚落を集めて平均して見た。その結果

は獅 表のようである・表でわかるように
、直後

に紳 ても・30努 において も、60分 においても、
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酸側の方が、アルカリ側に比して聚落の数が著明

に多い◎

以上のように岡片倉培地を用いた場合は、酸側

に器いてはアルカリ側に比して、聚落の発育が早

いこと、また聚落の数 も多いこと等のことか ら、

結核菌の発育の京か らいうならぽ酸 を用いて処理

した方が良V・とbう ことが出来る◎次に雑菌の侵

入の点であるが、その成績は、第6表 の ようであ

第5表 酸 及びアル カ リに よる処理 の比較(聚 落 の数)

匝≧ 璽l
Na・Hli

直
◎

後 30ノ 60ノ

76(3SO～1)37(163(v3) 30(126～3)

KOH 80(255～3) 1 45(172～4) 42(178～2)

HSO4 鋒 16「7(465～11) 119(387～4) S4(277～3)

HC1
「 ・56(C・9-5)

122(280～1) .74(208～1)

註:1)表 中の数字 は聚落 の平均 数を示 す

2)()の 申は最多 と最少 を示す
}

第6表 酸及びアルカ リによる処理 の比較(雑 菌 の侵入)

鷲

51

翻療 避 　直後い σ
盟 30ノ 4。t理5。r 10タ

H£04

10211CI

9(S8タ5)i4(3・9%/6(5・8%)16(5・8%)・ ・(…7%)}8(7・8%) 8(7.8%)

11(10.7タ6)
∫

9(&8%)1・2(…7%)1・(α9%)1・ ・(9・8%)1・ ・(剛4(3・9%)

NaOII

}KOH

5(4・7%)i5(4・7%)IS(7・ ・%)・ ・(9・8%)7(6・8%)4(3・9%)14(3・9%)

3(2・9%)15(矧 ・・(9・8%)14(3・9%)5(4・9%)3(2・7%)17(6・8%)

註:数 字は雑菌の入つた培地数を示す

る。～二の成績は11ハ1よ り16/Kの=暑 い季節に実

験した ものを集計したものであつて、2ケ 月聞の

観察中に侵入した ものを集めたものである。封蝋

は従来の方法によつたもの、及び小川⑤の方法に

よつたものの二種類で、之等封蠣の方法は、4種の

液につき平行的に行つて来た ものである。表でわ

かるように、酸、アルカリの如何にかかわらす、

また処理時聞の長短にかかわ らす、殆んど差が無

いということが出来る。次に沈渣の量の点である

が、一般にアルカリ側が酸働より少量であること

は周知の事実である。我々は1ケ の喀疫につき、

次のようにして、喀疲の使用量を種々にし、酸及

びアルカ リによつて同時に処理して、沈渣の量と

集菌の状態 とを実験して見た。

その成績は第7表 のようである◎これは塗抹染

色標本で結 核菌の陰性の喀痩を材料とし、これを

乳鉢内でよく揺 り、これに滅菌蒸溜水を少量加え

て駒込ビペツ トで吸い込むことの出 来 る程 度と

し、これを6つ に分けた。即ち駒込ピペツ トで、

0・1cc、O・3cc、1・Occと各2本宛め滅菌試験管に分

注し、これに直ちva-一方は4%の 硫酸水、一一方は

4%の 苛性加里を5cc宛 加 えて、各を滅菌 した杉

の割箸でよく撹搾し、直ちに同一の大 きさの遠心

沈澱管に移 し、1分 聞3000廻 転の遠心器で10

分聞遠心して、上澄 を同一程度の調子で棄て、そ

の沈渣の溜つている遠心沈澱管の部分に墨で印を

つけ、直ちに各の沈渣を1白 金耳宛、岡片倉培地

に10本 宛培養 した ものは直後であつて、更に30

分、60分放置して、同様にして培養し、2ケ 月闇

に亘つて観察した。培養 しおわつたら遠心沈澱管

の沈渣を棄て、これに先に印をつけた所まで水 を

入れ、その耀を1ccの メスピペットで測 り、沈澄
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第7表 喀痩使用量と培養成績との関係

喀 疫 あ 量0.1ce/
　 　 りゆニ ほ

鯉 順 噸 類K・Hl・ ・-S・■K…

0。3cc

H£ ・4/K・H

・.・ec一 一1

H2SO4

実

　
比

沈
清
量

数

尋

聚

落

数

直 後

30ノ

60ノ

0.05cc α05cciO・ ・5・¢ ・・2cclo・05cc 0。30G

・ 「「 「 「「「{ 4

14.6

(1～5S)

1 6

轟

り鷺⑩
9.7

(2～25)

10。5

(3～41)

o・11 2。6

(0～6)

1。2

(0～4)

)

4

20

9

～¢)3

6

1

a

～σ)

7

7
。
-
よ

7

～
⑳

6.7

(1～16)

6.7

(1～16)

7.8

(4～17)

註1)聚 落数は培地10本 の平均 値を示 し

()の 中は最多 と最 少 とを示す

の量を間接的に測定した。先づ沈渣 の 量 を見 る

よ 苛 性 櫨 に よ る処 理 で は、 喀疫 の 量がo.lc。

の 場 合 で も・α3ccの 場 合 で も1・Occの 場 合 で も

全 く同様 で あつ て 、 各O.05ccの 程度 で あ る。酸

で 処 理 した 場 合 は、Glcc、O.3cc、1.Occと 使 用 量

の 増 す に 随 つ て沈 渣 の 量 も夫 々、0.05cc、0.2cc、

O・3ccと 次 第 に増 加 し てい る。 即 ち沈 渣 の 量 は 喀

痩 の 使用 量 の増 加す るに 随つ て、 ア ル カ リと酸 と

の 間 の 開 きが 大 き くなつ て来 る こ と は 明 瞭 で あ

る◎之 等 を培 養 して発 育 した 聚 落 の数 を見 る と、

Qlccの 喀 疾 の 使 用 の 場 合 は30分 に お い て苛 性

加 里で 処 理 した もの に1本 の培 地 に聚 落 が1ケ 発

育 した の み で あ るか ら比 較 に な らない が 、O.3cc

使 用 の 場 合 は明 に硫 酸 処 理 の方 が アル カ リ処 理 の

場 合 に 比 して 聚落 の数 が 多 い。 また1.Occ使 用 の

場 合 に は 、両 者 の 闘 に お い て は著 明 の 差 は 認 め ら

れ な い 。

我 々の今 まで や つ て 来 た培 養 にお レ・て は、 前 述

の よ うに1cc乃 至2ccの 喀疫 を4分 し て比 較 して

来 た の で 、 喀 疫 の 使用 量 はO.25cc乃 至 はO.5cc
ノ

程度となり、随つて酸がアルカリに比して優秀な

成績を示したものと考えることが出来る。酸、ア

ルカリ処理の優劣は多 くの諸先進によつて検討さ

れている。そしてある学者は酸に、ある学者はア

ルカリに賛した。我々の岡片倉培地を用いての実

験に依れば、前述の様に少量の喀疾使用におV・て

は酸がよかつたし.更 に喀疫の 使 用 を増して逆

に、酸、アルカリ同等の成績を得た。諺

なお酸による処理においては、従来迄は硫酸の

みを使用していたが、我 々の実験によれば4表 、

5表 、6表 で示されたように、塩酸による処理は

聚落の発育するまでの日数においても、また聚落

の数においても、また雑菌の侵入 の 点 に おいて

も・硫酸と殆んど差がない。それ故塩酸 も硫酸と

同様に使用 してよいと思 う。またアルカリ側にお
'

いても苛性曹達と苛性加里とでは、その成績にお

いて全 く差がない。随つてアルカ リを使用する場

合は、そのどちらを使用 してもよいと思 う。

また前述のように、酸を使用して もアルカ リを ・

使用しても・雑菌の侵入は時間的に余 り著明の差

がなb◎ しかも、第2表 、第4表 、第5表 で見る

様に・酸処理にせよアルカ リ処理にせよ、時間の

経過するに蓮れて、聚落の数が次第に減少して来

る。随つて処理 した ら放置することなしに、面ぢ

に10分 聞遠心 して培養した方がよい。このよう

にすると培養もより確実 とな り、時 聞 も と らな

bo

U1結 論

(1)喀 疾を材料 として、 これを分割してその

各につきいろV・うな処理方法等の比較する場合に

は・乳鉢で喀疫を5分 乃至10分 聞よく播つて、

駒込ピペツ トで同量宛に分割すれば、誤差を可及 、

的少 くすることが出来る。
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(2)4%の 硫酸水で喀疫を30分聞処理して、

10分 闇遠心 し、その沈渣を培養した結果が陰性で

あつた場合には、実際上はその喀疫の中に結核菌

が存在しないと見倣して零い。

(3)岡 片倉培地を使用 して喀疫を培養する場

合には、喀疫の量が少量であれば、酸の方が アル
ぷ

カ リに比して成績が良 く、喀疫量の多 くなるに随

つて、酸 とアルカリとは同成績となつた。

(4)酸 を使用する場合には、硫酸でも塩酸で

も、どちらで もよい6ま たアルカ リ使用の場合に

は苛性曹達でも、苛性加里でも同様である。

(5)硫 酸法で藍 アルヵ り法でも、処理した

ら直 ち に培 養す る こ とに すれ ば 、 それ だ け結 核 菌

の 発育 も よ くな り、 時 聞 的 に も経 済 で あ る◎ しか

して 、 これ が た め に 雑 菌 の 侵 入が 多 くな る とい う

こと は なしへo

・ 文 蔽
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(5)小 川:未 発 表、結核 に掲載 の予定◎

喀 淡 中 へ の 型 物 質 の 排 泄 に 就 い て
～

第一編、肺結核患者喀疾中の型物質の排出

東京大傳染病研究所第八研究部 主任 美甘義夫教授

及 川 泰 彦 摩

第一 章 緒 言

1932年Schi宜 ① 及び佐 々木氏等は同種赤血球

凝集阻止反鷹 より見て、唾液中の型特異物質の有

無により唾液を排出型と非排禺型とに分ち得るこ

とを発表し、爾來之に関する研究が 盛 ん に なつ

た。1936年 鈴木氏(2)は唾液に就て排出型、非排出

型 を認め、また。唾液申に型特異的凝集素を認め

た。 この型物質の問題は喀湊にも及び1946年 柳

下氏(3)は肺結核及び肺膿瘍患者の喀湊に就て楡索

し、型特異的凝集阻止物質の存在を認めた。私は

美智敷授の御指導の下に肺結核患 者 の 喀疲に就

て、その型特畢的物質を凝集反鷹及び凝集阻止友

懸によつて検索 し、併せて血清の凝集素及び唾液

の型物質を槍索し、之等を比較瞼討 して以下の如

き成績を得たので鼓に報告する次第である。

第二 章 実 験 材 料

及 び実験 方法

(1)喀 疾:早 朝、食前、含漱後喀出せる肉眼的

、に又化学的に血液を混入しない疫を滅菌シヤーレ

中で生理食塩水で充分洗灘して唾液其他の混入を

除き、之を秤量し、その三倍量の食塩水 を加え、

滅菌乳鉢中で疫が大体均等な液歌を呈するまでよ

く研磨 し、之を濾過して得る清澄な液(喀 疾の3

倍稀釈液)を 生理食塩水で落数稀釈し、6,12,24,

30,60,120,240,480倍 液を得た、以下次の如 く

にした◎

(イ)凝 集反慮:上 記喀疫稀釈液各々 α5ccに1

%人 血球浮游液 を一滴宛加え振盟混和して3PC

に2時 聞保ち、然る後凝集反磨を検し、凝集が起

つている最後の試験管の稀釈度 を凝集債とした。

(導)凝 集阻止反慮:上 記喀疫稀釈液(但 し此の

場合は稀釈度は3840倍 迄)各 々 α3ccに10借

稀釈の0型 人血清0。3ccを 加え、振燈混和して

37。Cに2時 聞傑ち、氷室に一書夜放置し、然る

後に1%人 血球浮游液を一滴宛加え、振撮混和 し

て37。Cに2時 闇保ち、然る後 凝 集 の有無を楡


