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緒 言

結核菌の培養は硫酸或はアルカリによる前処置法の案

出によつて,著 しく容易になつたごそして卵培養基の考

案 はこのような前処置法に都合よく適合 したために,こ

のような前処置注と卵培養基とを組合せ用いることによ

つて,今 日では結核菌の培養は左程困難ではないと考え

られている。併 しながら,多 量の結核菌を含有する材料

を培養してただ単にその申に結核菌が含有せられること

を証明すれば足 りる場合は,現 行の方法及び培養でよい

かも知れないが,微 量の結核菌を含有する材料中から,一ゴ

ー個の生菌をも逸 しないように培養するためには
,現 行の

、方法で万全であるかどうか◎例えば酸で前処置した材料

も,ア ルカリで前処置 した材料 も等 しく同一組成の卵培

養基に培養されているが,こ れで果 してよいものであろ

うか◎あるいは玄た,硫 酸あるいはアルカ.リによる前処

置を加えることなく、菌液或は組織粥等を培養する場合

に,現 在慣用されている色素加卵培養基 で巣 して艮いも

のであろうか。これ等の点に関連 して,最 近小川は,前

処置法に応じて,使 用する培養基の組成,就 中その緩衝

能に留意すべきことをあげ,2,3の 改良培養基を発表

した。余等は下記の如 く,硫 酸あるいは苛性曹達で前処

置 した喀湊を小ノ1ゆ培養基を始め,数 種の培逢基に定量

培養法にならつて培養 し,ま た何等前処置を加えない菌

浮溝液を定量的に培養 して,そ れぞれの場合におけるこ

れ等培養基の適否を比較検討 した◎

その1菌 浮淋液の培養

(1>実験方法及び材料

供試結核菌は、当研究室保存の人型結核菌青山8株 を

上坂 ・友田培地に3週 間培養 したものであつて,乳 鉢 に

て研磨 し蒸溜水を加えつ玉浮游液 とし,0。1cc中 に10-5,

10一6,10-?及 び10-8題9(乾 燥重量)を それぞれ含むよう

にし,直 ちに供試 した。供試培養基は、小川D2)3)4)の

1%及 び3%第1燐 酸加里、3%第2燐 酸曹達含有各卵

培地,ベ トラナニ師の,岡 。片倉7),2%寒 天加キルヒ

ナー培地8ろ 及び我々の研究室で日常慣用する下詑の組

成の上坂 ・友田培養墓δ)の7種 である。

上坂 ・友田培養墓の組成

ペフ1トン39を 水150cc中 に加熱溶解 し
,そ の冷却を

待つて,全 卵4個,卵 黄1個 を加え,強 く振盟 し,滅 菌

がボセにて濾過,次 いで全量の4%に なる如 く,グ サセ

リンを加え,さ らに2%マ ラヒツト緑5ccを 加えて振

盈,約1時 間静置後,分 注 し,1日1回85◎C30分 ず

つ3画 加熱して凝固滅菌する。

各培地は凝結水をビベットで吸取つてから,上 述の菌

液 α1cc宛 を加えて斜面を潤し,1昼 夜騨卵器内に水

平に保つた後,封 嬢し,第6週 に至る逡発育状況,集 落

数及びその形態を観察 した◎

②実験成績

集落の発育状況を見るに,2週 問以内に肉眼的にその

形成を認められるものは・キルヒ画一寒天と1%KH2P

O4培 地 のみである◎ しかもこれ等両培地及び上坂 ・友

田培地は比較的一斉に集落がでるために,4週 以後は著

明な増加を示さないが,ペ トラナニー,附 。片倉,及 び

3%燐 酸塩培地では散発的に出姶め,5週 に至る迄は週

毎に飛躍的に増加する傾向を示す(第1表 参照)。 各培地

の集落数を比較すれぽ,上 述の理由により,培 養早期に

おいては培地によつて,か なりの差があるが,第5週 に至

れば比較的その差は減少する。第1表 に示すように集落

数はキルヒナー寒天において最 も多いがラ1%KH2PO4,

ペ トラナユー,上 坂 。友田及び岡 。片倉培地 もこれに近

い成績を示す。 これら4種 の卵培地はいずれも近似のも

のと見倣 して差支えないであろう◎培地によつて週毎の

増加率に特徴のあることは既に述べた。

次に集落の形態と発育の優劣を第4週 の培養について

述べると,集 落には,培 養基の種類によつて殆んど正円

形隆起状の帯黄色不透明なものと,扁 平不整形な乳白色

半透明なもの及びそれ等の混在乃至移行形を呈するもの

とがある。ずなわち,キ ルヒナー寒天の集 落 は,乳 白

色,半 透明,扁平菲薄にして辺縁及び表面は著 しく不整か

つ粗で比較的大きい。但 し小 さな正円形のものも多少混

在する。早期の発育は他のいずれの培地 よりも優秀であ

るが,3～4週 間で多 くは発育が停瀦 し,5週 に至れぱ

集落数は甚しく大小不同となる。また本培地の集落は極

めて容易に剥離され,単 に水を入れたのみで水面に浮べ
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第1表 菌浮游液の場合

(人型青山B,蒸 溜水浮游液)一

菌 液

fKi
rch滋α

寒 夫

1%
KH2PO4

Pe幅9m捻i 上坂 。友田 岡 。片倉
}3%
KH黛PO4

…

∵3%

Na2HPQ凄

一

工0-5mg 243

10一 轟斑9 17

220 184 174 173

10 18 U 12

71

6

65

麟

4
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10-9m9 e.3 0 0 0。3

2 0 0

0 0

運

0

(誰)表 中数字は5週 間培養後の集落数(培 養基3本 の平均)

ることができる◎上坂 。友田培地では帯黄色不透明の小

さな隆起 した正円形でいわゆるS型 であわ,出 現時期は

早いが以後の発育は緩慢である◎ペ トラナニー培地では

帯黄乳白色の隆起 した小さな正円形集落が多いが,扁 平

不整形で乳白色半透明のもの及びその申心に娘集落の如

き半球を有するもの,す なわち,忽 然と隆起せずに周囲

に薄 ぐまたは駆い最を有ナるものがある◎比較的多形性

を示すとでもい うべきか。発育は遅いが6週 に至る迄絶

えず発育 して結局は大きな集落を形成するに至る◎岡 ・

片倉培地では大きな扁平不整形のいわゆるR型 が 多 い

が,そ の他の点ではペ トラナニーに似るge1%KH2PO4

培地 は,比 較的大きな黄色調の強い頗る扁平な集落を作

る。またその申心部に小突起を有する噛のがあり,辺 縁

及び表面は粗である。出現時期は早いが発育は緩慢であ

る◎3%KH2PO4培 地 の集落 も黄色扁平で不整形であ

るが・その幽現 日数は3%Na2HPO3培 地 とともに上駝

いずれの培地よりも遅い¢3%Na2HPO3培 地 では小さ

な円形隆起状が多 く,所 謂S型 集落である◎以上各種培

地の集落を形態学的にいわゆるR型 とS型 に大別すれば

第2表 の如 くであるc雑 菌混入は卵培地においては殆ん

ど皆無であるが,キ ルヒナー寒天のみは汚染され易い。

第2衷 培養墓のPHと 集落形態

(人型青山B,4週 問培養)

培 養 基

3タ6KII2PO4
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Kiychkex寒 天

岡 。片倉
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その2喀 擾の培養

ω 実験方法及び材料

i)供 試 培養基は上述 と同様の7種 であるo

ii)当 結 核研究所臨床の入 院患者の喀疾50例 を用い,

その中25例 は前処置液 として,5%硫 酸水 を使用 し残 り

の25例 は前処置液 として4%苛 性曹達水 を使用した。

iii)「スピッツグラス」 に上記の喀痩1◎Cを 採 り,こ

れに5%硫 酸水または4%苛 性曹達水4ecを 加え,よ く

振盟混和し,騨 卵器内に30分 間静置する◎所要の培養

基内の凝結水を捨て,こ れに上詑rス ビッツグラス」内の

上層液O・1CGず つ を 「メスビペヅト]で 流 し込み,培

養墓を静かに上下に動揺 させて上層液が斜面全体を潤う

ようにする◎斜面を潤 したならば培養基 を横木(斜面台)

にねかせ,そ の斜面を正 しく水平にして,上 層液がゐ方

に偏しないように注意 し,上 層液が乾燥する迄艀卵器内

に静縫 してお く◎こ航 うな もの酪 被検培養基につい

てそれぞれ3本 宛作成するo上 層液が乾燥し麦ならば封

蠣 して試験管立に立て 鼠騨卵器内に培饗する。

② 実験成績

培餐6週 聞後に発育 した集落数を比較 した。その成績

は第3表 及び第4表 の如 くであつた。各培地の優劣あ決1

定には,同 一喀痩において集落平均値の多い ものより順

次1,2,3,7と 点数をつけ,喀 痩20例 を'

合計 して最 も点数の少いもの程優秀な培地 と決建 した。

硫酸水前処置による場合は3%N亀HPO4培 地が最

も優秀であり,続いてペ トラナニー,上 坂・友田,岡 。片

倉・2%寒 天加キルヒナ{,1%KH2PO4,3%KH,,1)04

培地 の順序であつた¢苛性曹逮水前処置による場合には

3%KI■2PO,培 地 が最 も優秀であ り,続 いてペ トラナ

=一 ・岡 。片倉,上 坂 。友田,ヱ%KH2PO42%寒 天

加キルヒナ㍉3%Na:HpO4培 地 の順序であつだ。

各培地に発育 したコthn一 の性状は2%寒 天加キルヒ

ナー培地を除いては各被検培地と略著 しい差異は認めら

れなかつた◎すなわち2%寒 天加キルヒナー培地に発育

した コロニーのみは乳白色・半透明・扁平罪薄な帽針頭大

の円形を呈 していた・他の6種 の灘 培地}こ発育 したコ

10-一 一
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第3表5%硫 酸水前処鷺喀疲の場合
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(註)表 中i数字は培養基3本 の平均集落数(但 し※印は2本)
{

第4表4%苛 性曹達水前処置喀羨の場合
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(融)第1表 に同 じ

賛ニーは帯黄色,不 透明な帽針頭大～粟粒大～半米粒大

の隆起 した円形を呈 した○

また雑菌による汚染は硫酸水においては,岡 ・片倉培

地に1本,土 坂 ・友田培地に1本,2%寒 天加キルヒナ

ー培地に3本 を認めたc苛 性曹達水前処置のものにおい

ては,上 坂 ・友碑培地に1本,2%寒 天加キルヒナ…一一培

地に2本 を認めた"こ の雑菌汚染を来 したものは,そ れ

を除外し それぞれ残り2本 の培地における平均殖を竜

つて集落数を表わした癖

総括並びに考按

菌浮溝液培養の結果よりすれば,培 養基によつて早期

に集落ができ,そ の後の発育が比較的早く停滞するもの

と,集 落形成は遅いが比較的遅 く迄発育を継続するもの

とがあ鯛 結局集落数は前者の方が多い舞すなわち生存

菌数を最 竜正確かつ比較的短期聞に知るには前者が適当

してお り,キ ルヒナー寒天,上 坂 ・友田及び1%KII2P

O4培 地はこれに該当する略のと考えられ るが ,ペ トラ

ナニ～ 岡 。片倉培地 もまた決 してこれ等に劣るもので

はない暮また培養基の組成の相違が,そ れぞれ特徴ある

集落を発育せ しめることが本実験から認知されるe酸 性

培地では主としていわゆるR型 を,塩 基性培地では主と

してS型 集落を形成する傾向が見られるが,PHと の確

実な闘係についてはさらに検討を加えたい。

なお培養基には,た とえ幼弱なまたは相当機械的損傷

を受けた菌体でも 一旦そのメヂウムに触れると,発 育

は旺盛でなくとも直ちに菌がこれに適応するものと,発
ノ ぎ

育は駐盛であるが培地に適応するのに時間を要ナるため

に・上記の如き菌体の一部分は死滅し,乃 至は遅れて発

育するものとがあるために,上 述の如き結果が招来 され

るのではないかと考える◎従つて比較的粗大な菌塊から

も

なる菌液を培養せば,集 落の特徴はもとより,上 述各種

の所見もまた培養基によつて左程顕著な差異を示さない,

であろ ㌔

喀湊の培養は,通 常の如 く白金耳で材料を培養基上に

移 す方法では,ま た多少共成績が違つて来る事が予測で

きるが,上 述の如 く定量培養の方法による時は,小 ノ1ゆ

掲摘するように硫酸処置材料の培養にはアルカリ性の第

二燐酸曹達加培地が,ま 失苛惟曹達処置材料の培養に織
セ

酸性の第一燐酸加里加培地が艮好な成績を与えることは

間達いない。併 しながら,ペ トラナこ一,上 坂 ・友田,

岡 ・片倉の各培地が前処置法め如何を問わずいずれの場

合にも平均 した成績を与えることは見逃すことができな

い。すなわち小川の培地を予め用意する時には,利 用ナ

ベき前処置法が自ら限定せられるが,上 記3種 の培養基

ではそのようなことがなく,用 に臨んで好む所の前処置

法を利胴 し得 る利点がある◎ これを要するにこれ等3種

の培養基殴喀疫の培養にもあるいはまた菌浮游液の培養

に竜用い易い培養基であるとい うことができる◎

結 論

主 として定量培養について結核菌用培養基 を比 較 し

た◎菌浮游液を培養する場合には,キ ルヒナー寒天,1

%K耳2PO4培 地・ベ トラナニー・,上 坂 ・友田及び岡。

片倉培地上の集落の発育はほぼ相似た竜のであることを

知つた。併 しながら培養基の種類 によつて,そ れぞれ形

態上特徴ある集落を形成する⇔

喀湊の培養においては,小 川の培養基は前処置法と培

養基との関係を顧慮 して使用 しなければならないが,ペ

トラナニー・岡 ・片倉 上教 ・友田培地は前処置法の如

何を間わず用い得るという点で便利であろう。'
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