
応 既陽牲健康成入蜘 液 を培地 とナる為,岡 ・片倉培養法の

如 く培 養基 の調製 に日時を費 され る事 も無 く,且 つ培養

日数が 少な くて判定出来 る点,結 核菌 の早期発見上有意

義 と思考 され る。S・C鴻 ・法 は岡 ・片倉培養法 に比 すれ

ば菌発 見能力が低いが,本 法は検体が極 く少ない ことと,

顕 微鏡使用 による点 よりして止む を得 ざる も の と 思考

す◎ 一 〇

4)本 法 は培 養日数が進 むに従 い増菌 の程度 も大 とな

り8日 間,10日 闘 の培養 にて油浸装置 を使用せず して

結 核菌 の聚落が発見せ られ る便があ る。私 は螢光顕微鏡

法をS.C.C.法 に併用す ることによ り,倍 率200倍 に

て増殖 せ る菌聚落が光芒を放 ちて存 す る状態 を極 めて容

易に発見 し得 たので,S。C・C・ 法 に更 に螢光顕 微鏡法

を併用す る方 法は最 も適当 した もの と信ず る。

結 論

1)S・C・C・ 法 の菌発見能力は岡・片倉 培養法 に劣 る

が,田 村氏 集菌法 に等 しいか又はそれ以上 であ る。

2)培 養 日数が岡 。片倉培養法 より少な くてすむ点,

結 核菌 の早期発見上極めて有意義 である。

3)8日 間,10日 間培養すれば油浸装置を使 用せず

しτ増殖せる菌塊を認める為ジ鏡検上容易である◇

欄筆に臨み恩師林教授の御懇篤なる御指導と御校閲を・

謹謝し・多大の御緩助を載いた矢崎教授並びに国立栃木

療養所北村所長,小 原医務課長に感謝の意を表す。
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'結 核 菌
の 発 育 に 関 す る 研 究 ・

第1報 漕 性炭 末添 加無 蛋 自深部 培養

九大医学部細菌学教室(圭 任 戸田忠雄教授)三 淵'一 二

(本論文の要旨は昭和%年 第一回結核病学会九州地方学会に於て報告した。)一

夏 ま え が き

結核菌 は液体培地 に於て一般に液 表面 に菌膜 を形成 し

て発育 し,液 面下 に於ては非常に発育 しに くいか或は全

く発育 を俸止す ることは衆知 の事実である・

然 るにKirchner(1)は 液 体培地 に血清 を添加 して結

核菌の深 部培 養に成功 し,そ の後荻 原(2),増 田(3)は血漿

又は血 漕を主成分 とする培地 を考案改良 し艮好 な培養成

績 を報 告 してい る◎又新 しくはDubos(4)に よりTween

80と 牛アルブ ミンとを以て結核菌の迅速均等深 部 培養

が報告せ られ,結 穣菌深部培養 に関 して世の注意 を引 く

に至つた。

一方Y◎umans(5・6)は 血清や蛋白質成分 を使用せず に

培地 の液潔 を浅 くす る事 に より結核菌が液 表下 に発育す

ると報 告 し,サ ル フア ミン剤 や抗 菌性物質の試験管 内実

験 に この培養法 を応胴 してい る◎両又C◎rper等(7)は

W◎ng培 地 に於て液深 を1・i}}以下 にすると結 核菌が液

深部 に良 く発育す るが,3幟 以 上の深 さになると最早深

部発育 は不 能 で液表面に於 てのみ発育す ると述 べ,更 に

Wong培 地 にセルローズ ゴムを添加 し菌の 懸 濁培養を

行つた所,結 核菌の深 部液表下発育 出来 るのは液面 よ ⑫

2emの 深 さ迄 であつた と報 告 してい る。

現在迄 の結 核菌深部培養法 は上述 の如 く培地 に血溝又

は蛋 白質成分を添 加す るか又 は培地 の液層 を浅 くして酸

素 の浸透をはか り結核 菌の深 部発育 を可能 な らしめる二

つ の方法が行われてい る様 に考 え られ る。・

然 して前方法に用い られ る血清 は室中酸素 の浸透 し得・

ない深部に於て良 く結 核菌 を発育 させ るのであつて,そ

の作用が如何 な る機 序に基 いてい るあであるかは筒解明

され ていない◎一

さて他方活性炭末 と結 核菌培養 に関 しては,柳 沢は活

性炭末 に菌 の発育促進性 あ りと述べ,益 子等(8),多 田隈

等(9)は グ リセ リン寒天に炭 末を加 え ると結核菌が良 く

発育 出来 ると報告 してい る。更 に新 津σの は炭 末添加寒

天培地 の凝 固水 中に結核菌の発育す る都 実を認 め,氏 の

活牲炭末添 加 ロツケマ ン培地に結 捜菌が良 く深部発育出

来 ると報 じている◎
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活性炭末 には元来種 々の物質 を扱 着す る作 用のある事.

微 良 く知 られてい る事実であ るが,爾 興味 ある作用 とし

てNVarbur9(11)に よ り見出 され た触媒的有機物酸化作

用があ り,こ の酸化作 用は生体 内酸化 ど非常 に類似 して

い るのである。 ・

私は この炭末 の酸化作用 に著眼 し活性炭末 を培地 に添

加す ると血清の作用 に代 りうるのではないか と考 えて キ

ル ヒネル原液 に骨炭末 を添加培養 した所,結 核菌が潔部

に発育出来 るばか りでな く,血 清加培地の場合 と劣 らな

い発育 を見 る事が嵐来た。こ こに於て炭末 の作用機転 を

知 る事 は或は血清の作用 を知 る為 の一助 とな るのではな

い かと以下=,三 の実験を試 みたので報 告する次第であ

る。

一一MII実 験 方 法

1・ 活性炭末添加培地
タ

予 め乾熱減菌 した一定量の活性炭末(出 来 るだけ微 粉

に して使 用)に 滅菌キル ヒネル原液 を加え一定濃度 の活

性炭末懸濁液 を作 り,更 にキル ヒネル原液を以て之 を無

菌 的に稀釈 し所 要濃度 の活性炭末添加培地を作 つた。本

培地 は血溝その他の蛋 白質 を全 く含有 していない。

〔註〕 培地作製 にあた り加熱滅菌 を行わなかつたの

は培地中のア ミノ酸が炭末に より分解 され るのを さけ

第
■

週

表

骨 炭 末(メ ル ク)灰 分2・72%,Fe:

0.46%

血 炭 末(ヵ 一ルパウム)灰 分21・6%,Fe:

3.98%

ヘモグuビ ン炭末(自 製)_Fe=5.o%

蕪糖炭末及 びヘモグロ ビン炭末 はWarburg(12)の 方

法 に準 じて自製 した。以上六種 の活性炭は使 用前総 てそ

の吸着能 を薬局方試験σ3)に より検査 し,そ の吸着能 の

優秀 なることを確認 した上で培地 に添加使用 した。

3・ 培養実験 法

培養実験 には常 にキル ヒネル血清加培地を対照 とな し

結核菌の潔部発育度を比較 した。接種結核菌は青 肉B菌

であつて ソー トン培地表面に三週間培養 した菌苔 より型

の如 く菌浮游液 を作製 し各試験管 に正確 に10講m窪 の菌

を接種,37。Cで 培養,一 週間毎 に潔部 発育 を観察 した◎

1H実 験 結 果

1・ 炭末添加無蛋 白培地 に於 ける結核菌発育状態

・骨炭末を0.1%添 加 した無蛋白培地 に結核 菌を培養ナ

ると,一 ～二 週 後 試 験管を軽 く振 り動かす際浮上す る

炭末懸濁液 中に微小白色の菌塊 を見出 しうる程度 である

が,更 に三～四適聞培養では管底 に沈澱せ る炭末 の黒色

表面 に菌が白色班状をな して増殖 して くる。又炭末沈澱

部の周縁部 に も屡 気白

培蜘 司 一 週 週

試 験 管 番 暑1 皿1皿 け1∬1皿{1国 皿

藤 糖 炭 自製

活 性 炭

一 一 一 ± 士 一

(一)(一)(一)(昔)(等)(+) +++1

片山1(=)(=)(二)1(‡)(;5(;){ +++{
一1

__薬 用 炭 』藤 沢

;(一)(一)

り く まニ

(一){(斗)

一 ・十
++姑(+)(+){

土 一 一 十 土骨 炭 メル ク

(+)(一)(一)(十)(十) (祠 柵 夢

血 炭
カ ー ル バ ウ ム

ヘ モ グ ロビ ン炭

自製

± 一 士!++昔

(昔)(+)(升>i(帯)(十)(帯)
f

"昔 昇

㍉
著 夢+早 粧 副

キルヒネ剣 と=)

血 清 加 培 地

(一)(一)(一)(一)(一)

十 十 十 什 十 升 帯 帯 帯

(升)(菩)(件)

四 週

・国 皿

十 十ト 朴

昔 昔 昔

昔 唱一 升

柵 井 帯

帯 帯 帯

冊 冊 冊

一 一 ±

冊 柵 鼎

( )

んが為であ る。 ・

2・ 使 用 した活性炭末の種類

薦糖炭末(自 製)

薬用炭末(藤 沢)

活性炭末(片 山)

'
顕微 鏡所見

灰 分0.31%

色褒状の発育層を明白

に認め5る 様に}sるc

尚培養が進むと深部の

みならず液表面にも菌

膜を形成してくる◎菌

の発育量(肉眼的観察)

や菌塊発見日数は血溝

加培地に比べて稽ζ劣

、つている。

塗抹染色標本として

鏡検すると菌は初め炭

末表面に出芽状に発育

形之が次第に増殖分岐

し互に結合して菌塊を

形成してくる像を認め'

る。爾菌塊内部には多

くの微小炭末が含まれ

ている像も見られる。

結核菌の配列状態,染

色性や菌箇々の形態等

は血清培地 の場合 と相違 を認めない◎

2・ 各種活性炭末 と結核 菌の深部発育(第 一表)

前記六種類の活性炭末 を0・05%添 加せ る培地 に つ い

て比較培 養す ると,ヘ モグロ ビソ炭及び血炭培 地は最 も

発育良好 であつて顕微鐘的 には・一週聞 目に菌増殖像 を認
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めた。且つ全培養期聞中発育は血漕加培地 のもの と較べ

て殆 ど大差な く同程度 の発育 を示 していた。然 して骨炭

培地の発育は これにつぎ,薬 用炭,活 性炭,蕪 糖炭末 と

発育が悪 くなつてい る◎ こめ 事は活性炭末申の灰分 ・こ

とに鉄含有燈 と密接 な関係が ある様であつて,鉄 含量 の

多い活性炭末程結核菌 の深部発育 を艮好な らしめている

様に考 え られ る◇

&其 他活性物質並びに察気含有物質添加 と結 核菌の

発育(第 二表)

炭末以外の活性物質であ るカオ リン(メル ク)及びア ド

ソル ビン(三共)と,吸 着能 はないが察気を含有す る素焼

表

培 養 口 数 週 週1三

015%)の 濃度 に添加培 養 した所,ヘ モ グロビソ炭及 び漁

炭 末培地 では最 も発育 よ くO.01mg/ecの 微掻添加 に於て

す ら良 く発育す るのを認めた。 この際加 えた炭 末は管底

にわず かに沈澱 し菌が発育す ると,炭 末は殆 ど菌塊 に覆

われて見 られな くなる◎(穿 真1・ 皿参照)

5・ 炭末添 加培弛 の察気遮 断培 養

炭末培地 上に流動 パラフィンを重厨 し菌 を培養 した所

菌の発 育は室気遮断 に よつ て低下 したが対照 とせ る同様

処置の キル ヒネル血清加培地 に於て も菌は深部発育が低

下す るのを認めた。.

6.培 養液の深 さと結 核菌の発育(第 四表)

,炭 末添 加培地 と キル ヒネ

ル」血清加培地 を中試験管 に

週{四 週

試 験 管 番 号ili皿1皿i・lffim}lt皿1皿1・1皿1皿

カオリン メ列 一 ■ 一 一 ン ー 一 一 一 一

ア ドソル ビン 三共 卜 一 一1-一 ■ 一

可 子i毛 縮 川 一・一 一 ト ー::1…-1-一

素 焼 陶 器 唄 一 ■ 一 一 ト ー ■ 一 一 一

キ ル ヒ ネ ル 原 液 卜 一 ■ 一 一 一 ト ー-1-一 一

血 清 力・ 培 地1+++ 十 十 升 帯 柵 帯 柵 柵 冊

lce,3ce}6ee,12、e入 れ る

と,液 の深 さは そ れ ぞ れ

1。0¢m,2.3¢迦,4。2e通,8。O

cza、とな る。 これ に菌 を 培

養す ると両 培地共 に液深 の

増大す ると共 に発育は低下

して くるので あつて,結 核

菌の潔 部発育 は液表 面 より

の察気浸透 と密接 な関連性

が ある購か 窺われ るo

ゆ

陶器為 微小硝子毛 細管片 をキル ヒネル原液 に添加培養

を試みたが,こ の場合総て結核菌深 部発育 は不能 であつ

た。

4.活 性炭末添加量 と結核菌 の発育(第 三表)

各種活 性炭末 を0・5m9/・e(0・05%)よ りO・01m9/。。(0・0

第

●

7・ 炭末撒布表面培養(第 五表)

ソー トン培地 の液面 に予 め滅菌 した活性炭末 を微量撒

布浮上せ しめ,こ れ に結核菌膜 の ユ欄 直径の もの を 浮

か し表面培養 した所,血 炭 撒布培地 では一週間 目にナ で

に2～3倍 の大 きさに発 育 し増 殖 が旺んであつ た。 然

表 し乍 ら培養

培 養 日 剃 週 週

添加濃 度搬9んc ・・5・1e・251…2!咽 α・31・ ・・…S・1・ ・251…21…61…31…1

藤 糖 炭

活 性 炭

血 炭

ヘモグ ロビ ン炭

血 清 加 培 地

士

士 士 一

十

±

士 ± 一 ・一

"昇+++一

十ト 静 十4"+土

培 養 日 酬

添加濃卿 伺 α5・1・ ・2S1…2iα ・6…31…1・ ・5・

一
〇、25 ・・121… 司 咽 …1

丞

炭

糖

性

萱

活

血 炭

^モ グ ロピン炭

血 清 伽 培 地

夢+ ±

夢 十++十 ±

導帯 昔 砦 静 亭

帯 岸 静 昔 昔

帯

・'昔 十++ 士 ±

帯 帯 菩 十 。 斜+

帯 帯 帯 帯 碁

{冊 帯 柵 帯 斗ト 十

冊

が永くなる

と菌膜の大

きさは殆ど

総ての培地

に於て同一

大きさとな

つたが,こ

れは添加炭

末が微量な

る為発育と

共に炭の有

効量の減少

を来たした

為と思われ

るのであつ

て・血炭に

は確かに結

鞍菌の発育
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含有塞気のみが深部発育の重要因子とは
第 四 声 考えにくい様である

。更に若し炭末含有

培 地 種 類 血 炭 培 副 蜻 加 培掛 キルヒネル購 空気が灘 鞘 の最姻 子であるとすれ

箏璽坐]里lr息]11繭 驚撒 糠 欝 蒙灘
・1ee… …1◆0鋤 帯 帯 帯 惜 慌 帯+こ れ らの方法で結核 菌深部発育が低下 し

3ce… …2・,㌔m帯 辮 帯 帯 帯 静+± て くる事実 よ りも此の事が 窺 い 知 られ

6ee"… ・4.2em帯'辮 ・ るo

鼠 更 に吸着性 に関連 し炭 末が培地中12
ee……8.Oem.十 ト 十

の有害物質 を吸着除去 し,そ の為 に発育

三 週 間 培 養 を促 してい るのではないか と考 え られ る

第 五 表 茄 これは透析膜培養で徽 齢 殆 ど

灘 数 四 日 「 週 二 週 三 週 響 朧 轡 蕨 より否定される

試験 管醜II1皿 国{1∬1皿 ・iif1皿ll皿m4.私 は炭末撒蔽 面鞭 こ於て活
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対 照1.51.01.32.01.52.22.82.53.04.03.54.0し め る結 果 と合 せ考 え て,炭 末 に は他

の 発育 促 進 因 子 が あ る もの の様 に愚 わ

数 値 … …菌 膜 の直 径 伽 れ る
◎

を促進す る作 用あ りと考 えられ る。

8・ 透析膜 培養

小透析膜(コ ロヂオ ン膜)を 培地 内に浸漬 しその内部

に炭末を入れ て膜外部 に結 核菌を培養 した。即 ち菌 と炭

末が直接接触 出来ない様に して培養を試 みたところ,三

～四週聞後 に極 く微量の菌 発育 を認め る程度 であつた。

9・ そり他の培地 に炭末を添加 した場合

キル ヒネル原液以外 にソー トソ培地,グ リセ リンブイ

ヨソ等 に血炭末を添加す ると同様 に菌が よく深部 に発育

した。 キ茂 ヒネル血清加培地に炭末 を加 えた場合 には特

庭結核菌の深 部発育 を良好 とな したとは思えなかつた。

Iv考 察

活性炭末添加 によ り無蛋白状態 で結核菌を深部培養す
'る事が出来 たので あるがジこの活性炭末が果 して如何な

る作用に より深部発育を促進 してい るものか以上 の実験

よ り考察 してみ ると;-

1・ 先ず活性炭末 の菌吸着が問題 となるが,炭 以外の

活性物質で潔部発育 の起 らない事実 より炭 の菌吸着が発

育 の足場 を提供 しているのではない。

2・ 次に最 も問題 とな る事は炭末が その吸蒼性 により

相 当量の塞気 を粒子内 に含有 してい る事 である。 この含

有 察気 が菌の深部発育 に役立つてい るのではないか と考

えられ るのであるが・炭以 外の塞気含有物質添加では結

核菌は深部に発育す る事が出来ない し,一 方又 ヘモ グロ

ビソ炭 や血炭 ではO・Ol・vO・03m9/eeの如 き極 く微量 の添 魅

加で さえ よく深部発育 を可能な らしめる事 実か ら,単 に

然 して六種類の灰分殊 に鉄含量 を異にす る活性炭末 の

比較培養実験 より明 らかな如 く,炭 末申の鉄含量 の多い

もの程結核菌の深部発 育が艮好 とな る事実 は,活 牲炭末

の酸化作用はそ の申に含まれ る鉄 に最 も関係 している と

言 うWarburg(11×12)の 記載 と照 し合せて非常 に興 味あ

る事実 であつて,活 性炭末 に よる結核菌潔 部発育 に於て

も炭末 の鉄 による触 媒的酸 化作用が之 に最 も密接 な る関

係を有 するのではないか と考 え られ るので ある。

然 し乍 ら既の際,炭 の酸化作用が結核菌発育に如何様

に作 用 しているのか,即 ち菌 呼吸 と一つの連な りを形成

す るのであるか又 は炭末が培地 に或種の酸化 的傾 向を附

与 し,そ の結果結核菌が深部発育出来 るのであ るかぽ本

実験 より知 る事は出来ない。 謬

Vむ す び

1・ キル ヒネル原液 に血清 を添蜘す る代 りに活性炭末

を加えると無蛋白状態 で結 核菌が良 く潔 部 に 発 育 出来

る。

2・ 炭末以外 の活性物質の カオ リンやア ドソル ビン及

び座気含有物質で ある素焼陶器片や毛細管片り添 加では

菌は深 部発育 出来ない。

3・ 灰分殊 に鉄含量を異 にする六種類(㍗活性炭末:薦

糖炭,活 性炭 κ片画,,,薬 用炭,骨 炭,血 炭,ヘ モグ 捻

ビン炭 を比較培養 した ところ,こ れ らの内,鉄 含量 の多

い血炭及び ヘモグ ロビン炭が最 も発育良好でO.01～O.03

mg/CCの 微量添加 で良 く菌が深部発育出来 たゆ

4・ 活性炭末添 加培地 はキル ヒネル血清培地 と同様 に



液深の増大や察気遮断により菌の深部発育が低下する。

5・ 炭末を透析膜に入れ之を培地に浸漬し,そ の外部

に菌を培養すると殆ど深部発育しなかつたc

6・ 各種炭末をソートン培地上に撒布し結核菌を表面

培養すると血炭は明らかにその発育を促進した。

7・ 活性炭末による結核菌深部発育促進作用はその吸

着性や含有察気の影響や有審物質の吸着除去によるので

はなく,鉄含量の多い炭末程深部発育を艮好とする事実

より考えて活性炭の触媒的酸化作用に最も密接な関連性

を有する竜のと考えられる。

(この研究は文部省科学研究費の援助による。)

(戸田教授の御指堪御校閲と中川前助教授並びに武谷

助教授の御好意を深謝します。)"
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実験的家兎肺結核症のレ線学的研究

国立健康保険療養筋(駈 長 久貝貞治)し 、
'千 葉大学医学部病理学教室(教 授 石橋豊彦)

神 山 英 明 ・北 沢 幸 夫

(本論文 の要 旨は第25回 日本結核病学会 に迫加発表 し・又第7回 日本結核病学会関東地方会 に発 表 した。)

緒 冒

吾 々は以 前から家蒐 の経気道性肺結核 の研究 に従事 し

既 にその肺血管変化 を申心 とした成績 を報告 し て き た

が,更 に実験的肺結核症の本態を追求 する為 に病理組織

学的検査に併 ぜτ生存 中の胸部 レ線 撮影 を行い,そ の進

展状況を追跡 した。 レ線 を利用す る,かか る試みは既 に喝

Soper等(1927)Burke(1935),Chien-UaP9(1938)及

び矢野(1937)に 依つて行われ,爾 昭和%年 の放 射線学

会総会に於てH下 部が報告 して い るが,吾 々は独 自の日'

的及び方法 に依つて之 を実施 し,一一定 の成績 を得たので

戴 に報 告する次第 である。

一'実 験 方 法

動物:家 兎22匹,之 を感作群9匹,非 感作群13匹

の玄二群 に分けた。

使 用菌:症 状停止性の特定患 者の喀痩 よ り 分 離 した

初代人型菌(K-1号 株)を ペ トラニヤー二培地 に6週

聞培 養 し発育艮好な集 落 より釣菌 した○

感作方法:

上記の結核菌5拍9を 玩 の生理的食塩 水 に浮溝 ぜ し

め,皮 下接種 し,3～4週 後10借 稀釈液 に依 る ツ^ミル ク

リソ反応陽転を見 て再感染 した◎

経気道感染方法:.

上記結 核菌25m9を5ccの 生理的 食塩水 に浮 游 し,

頸部切開に倭 り,直 接気管内 に注入 した。 この際 病変を

一側 に限界 させ ようとして頭 部を高 く,約40度 傾斜 さ

せ,更 に左側 を下に して約60度 左 に傾斜 させたち

レソ トゲ ソ撮影は初め 日を逐つて行 つたが後 にはその

必 要を認めず4～5臼 聞隔 で適時行 つた。

レ線条件=500血a発 生装置,二 次 電 匡31《 β6KV

1・3加,0・05秒10～12乙5繊asで ある。

撮 影時 の体位 は人聞 の場合 と全 く同様で ある。各症例

に就て組織 学的検査 を行い,更 に本実験以前 に行つた実1

験例の感作群19匹,非 感作群23匹 の成績を も参照 し

た。

実 験 成 緕

非感作群=(第1表 参照).

感染後,日 を逐つ て撮影 して も直 ちには異常陰影を認

めず,最 も早 い場合 は第6Hに 限局性 の淡い均等陰影が

現れた。多 くは第8日 頃 に軽微 な陰影 を認 め,更 に1～

2日 後 には一一側肺野 の半分以上 を占める明瞭な陰影 とな

%そ の後 漸次広汎且つ濃厚 とな り,感 染第13～ 第19

日には一側全肺野に亘 る均等陰影 に発展 す る◎少数例 に

於て この陰影発現 には2～3日 のずれが ある・ 又5拠9

の菌 を使用 した他 の実験例では陰影出現 は感染後 お週頃.


