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結核菌並びにBCGの 均等培養に関する研究

第2報 流動パ ラフィン加血清Kirchner液 による

振壷培養菌 の性状並びに均等度 について

広島医科大学細菌学教室(主 任 占部教授)

松 尾 吉 恭

(昭和26年7月29日 受付)

(この概究は文部省科学研究費によつた。占部)

先に報告したように私Dは10%血 浩加Kirchner液

に微量の流動パラフイソ(以下流パ)を添力πした登私の所

謂流パ加Kirchηer液 による振鑑培養の結果,結 捜菌並

びにBCGを 該培液内に容易且つほS"完 全に均等発育さ

せることに成功 したが,今 回はこの流パ加Kirchner

液による振盛培養(以 下流パ加Kirchller振 培)結 核菌

並びに同BCGの 諸性状並びに均等度についてえた知見

を報告する。

実験材料並び に方法
ヂ漕＼

1,供 試菌液:卵 培地上3～4週 間培養の人型結棲菌

Yrankfurt株(以 下人F)並 びに同BCGよ りの生塩水に

よる30分 間手摺 り平等浮游菌液
が

2・ 供試培液:5分 径試験管に麺 容れた10%血 清

加Kiゴch狛or液 に流パを駒込ピペ ツ.Fで1滴 々下 した

私の所謂流パ加Kirqhxxerr液 並びに対照として通常の

10%血 清加Kirchller液

3・ 実験方法:試 供菌液をそれぞれV4注 射針で1滴

ずつ供試培液に移植後37。Cに 培菱し,毎Bと りだし室

温で4～8時 問,毎 分約200往 復 の電気水平振盗機にか

けて振盛し,そ の後再び37℃ に瀞置培養することを繰

返すことBCGで は4週,入Fで は8週 間に及んだ◎対ほ か

照培液にも同種各菌液を同量ずつ移植 し同じ条件で振盤

培養した(対照Dほ かに,そ の3アCに おける静置培養

(対照∬)をも行つた○

実 験 成 績

1・流パ加KirchXieer振 培菌の菌長

成績は一括して表1に 掲げた。

表1に 示すように,人F並 びにBCGの いずれ もが振

最例においては静置例に比 して菌長が多少なりとも短縮

し・ことに流パ加例ではこの傾向が より大きいようであ

つた。この点については抗酸菌の発育形式の変化という

ことがその1因 としてとりあげられるのではなかろ うかo

すなおち振撮とい う機械的刺戟と流パによる菌体の被包

乃至は流パ自体の菌体に及ぼす未知の物理化学的要因と

第1表 流 ノぐ加Kirch}}er振 培 肇 の 菌長
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註 ン各例とも菌体200無 についての成蟹

が相挨つて,抗 酸菌の発宥形式の一環をなす伸延乃至分

枝増殖による発育が行われにく玉なるか,あ るいは行わ

れているとしても菌がなお幼若な うちに直に分裂するよ

うな状況下におかれる為に主として分裂鷺殖形式をとる

場合が多 くなり,従 つて菌長が短縮するような結果を招

来するのではないかと思われるの

なお第1報 で既に述べたように}流 パ添加により結後

菌のcordは 緩解されて単孤菌の状態に分散 し易 くなる

し,叉 たとえ菌塊として発育する場合にでも菌相互の排

列は従来の菌塊に比 して遙に疎になるものであるが,こ

の原因がBI◎ 曲 甥)の い う結捜菌のeOxed-f"rma形 成を

司るceyCt-factorな る ものの,流 パによる障碍にある

ものか どうかはとも角として,主 として分枝並びに伸延

増殖形式に基 くと見受けられる 醗d形 叢が流パによっ

て阻止乃至減殺される為に分裂増殖形式をと り易 くな

り,従 つて菌長が短 くなつたのではないか芝も思われる

が,以 上の諸点に関 しては今後の検討を挨たたければな

お確言は許 されない。

2.流 パ加Kix#hxxer振 培菌のMl繍 願 粒数

瓢粒染色はF磁 蕊 の法i)に よむその成績は喪2に

示 した◎

周知のように貌酸菌々体内願粒の本態乃至意義につい

ては現在なお明らかでないがの～わ,表2の 結果から判

るように人F,8CG共 に平均瓢粒数は僅かずつの差な

がら,流 パ加Kirchlter振 培劔くKirchxew去 培鰐く

KirehBer静 培例の順となり,殊 にB(唱 においては 硫

一9-__
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第2表 流 バ撫Kirchlteur振 培菌M知oh穎 粒 数
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識:各 例とも菌体200=に ついての成績

培養例間にみられる顯粒数の差は人Fの 場合に比 してよ

り顕著であつた#な お,無 穎粒菌についてはBCGの 場

舎,入Fに 比 してその頻度が一般に高 く,殊 に流パ加例

では対照のほX・2倍 に当る頻度を示 した。

近 く第3報 として報皆する予定であるが,私 は既に流

as加KirehMex振 培菌液では同種静置培養 よりの手摺

り菌液に比 して,菌 の生存期間がより延長する輿実を確

めえており,こ のことと上述の流パ茄例における無穎粒

菌の増加並びに穎粒数の減少という所見との醐には一脈

の関遮性があるようにも考えられ興味ある所である¢

3.流 パ加Ki驚h謝 譲培菌の抗煮沸性

抗煮沸聾検 査は占部教授$)の 術式に倣い・その結果は

衷3に まとめた*

第3表?kAma加Kirchxreer振 壇菌の抗煮沸桂
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色調のみとめにくいもの,十:な お赤色調を塁す

るもの

表3で 判るように人F㌧BCGの いずれにあつても

磯パ加Kik"chxer振 培例の抗煮沸牲は対照のそれに較べ

て殆んどい うべき差は見醐されなかつた◎従つて振鍛の

如飼襲溌パの膚無は抗酸菌の抗煮沸挫にさして影響を及

ぼさないといつてよかろ㌔

4流 パ加KixehRer振 培菌液の均等度

既に一部報告Dし たように,木 培養法による結捜菌並

びにBCGの 均等度は,な お充分完全とはいえないまで

も一D漁 儒の一恥の培液にしてなお1,000-・2,000コ の

菌体 よりなる菌塊が認められる箏実に徴するとき一かな

りす ぐれた均等度をもつことは明らかであつて,菌 塊数

紋碧 しく少 く,大 きいものでもせいぜい100t前 後の菌

体からなる程度の,し かも辺縁が円滑で菌の排列 も極め

て揺疎な球状の菌塊 として認められるにすぎなかつた⇔

さて量流パ魏Kl驚h躍 振培菌液を生塩水で10～100

借 に稀釈 し藷その荏意の部位から白金耳で釣菌 して載物

硝子上におき,拡 げずそのま エZieh1-Neelgen一 染色を

施 した標本及び卵培地上培養の同一菌株よ りの手摺り

1mg/㏄ 菌液の同様の稀釈液から同じよぢにして作つた

標本の,そ れぞれ任意の視野を鱗検した結果表4の よう

な所見がえられた◎

第4袈 流パ加Kirehr}er振 培菌液の均等度 一
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すなわち。任意の視野における単弧菌2,000コ を数え

るさいに同じ視野・に混在する菌塊の数を,そ れを構成ナ

る菌数によつて表4の 如 く大別 してみると,人F,BCG

共にそれぞれの手摺 り菌液に優るとも劣らぬ秀れた均等'

度をもつ 略のであることが判つたo

従来結核菌液,殊 にBCGワ クチソの均等度に関して

は10コ 以内の菌体よりなる菌塊の混在は不可避の竜の

とされており,従 つてこのさい問題とされるのは10コ

以上の菌体よりなる菌塊の混在程度であつて,こ の点よ

りすれぼ流パ加Kirehller振 培BCG液 は確に手摺りBO

G液 に優 るものといつてよかろう9し かも従来の方法に'

よるワクチンではその作成手按上相当数の死菌の混在は

免れえない所であり,均 等度を良好にする為に操作時間

を長 くすれば死菌もまたそれに従つて士曽加し,生 菌ワタ

チンとしての意嚢がそれだけ減殺されるということを考

慮に入れるならぱ,流 パ加Khch蹴 振培ワクチソはた

とえ現在の段階ではや偉 り小菌塊の多少の混在は不可避

であるにしても,こ のような入為的な死菌の漉在はその

作成過程よりしてより少いものと考えられるから,農舶

点からしても優れた特性を有するものと思われる。

5・ 流パ加Kir◎hner振 培BCG液 の均等

度及び菌発育燈と移植菌量 との関係

1ng/e。 の生塩水平鱒浮溝手摺 りBCG液 を菊注射針

で1滴 から4滴 迄各別に流パ加1〈irchher液40cず つ

に移植 した後前出同様振鯉培養 し,そ のさいの菌の発青

程度と均 等度とを相互に,並 びに移植に用いた手摺 り菌

液(対 照)の それと前出同様0検 査術式によつて比較したe

10一
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第5表 流パ加Kirchner振 培BCG液 の均

等度及び菌発育量 と移植菌量との関係
、
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駐滴 数は手摺 り稗 ん。BCG液 の沸・吻Ki・ 伽e・

液への移植量,菌 数並びに菌塊数はV憩 稀釈液塗抹

100視 野 に見つかる数 を示 し,%は ユ0コ 以上の菌

体よりなる菌塊数の単孤菌数に対する比率 を示す

その所見は表5に 一括 して示 したように,培 養例によ

り多少のずれは認められたが,菌 液1及 び2滴 移植の場

合には単孤菌数並びに菌塊の分布度は表4に 示した結果

とほぼ同様で,そ の発育菌量からみれば1泌 銃¢の手摺

り菌液に匹敵し,そ の均等度においてはそれに優る成績

を示すのみならず,10コ 以上の菌体よりなる菌塊総数の

単孤菌数に対する比率はそれぞれ3.28,3。30%で 対照

の4・63%に 較べてかなり低率であつたから,こ の点か

らしても均等度のより優れていることが窺われる。

しかるに菌液3及 び4滴 移植例では,な る程全体とし

ての発育量は増加 したが菌塊数 もまたそれ以上に著 しく

増加し,単 孤菌数に対するその比率はそれぞれ5・09,

5。26%と なり,先 の場合に比 して対照のそれより竜高

率であり,従 つて均等度の点では対照のそれにむ しろ劣

るという結果となつた。

勿論 私がこ瓦に用いた検査術式はあくまで顕微鏡的

のものであるから,こ れのみによつて凡てを律すること

は危険を伴 う屯のであることを認めるのに各かではない

が,既 報の如く,流 パ加Kim加er液 は振露によつて培

液が強く白濁する為に菌の発育量を肉膜的に検知するこ

とは不可能であむ,ま た光電比色計その他の理学的検査

も行いえなかつたので,そ の含有生菌乃至発育菌魁を知

る為には卵培地への還元培養によるか雰又は多数例の検

索により不完全な点を可及的に補 うよう心掛けつ 叢行 う

鏡検法に倹たねばならなかつ編 なお還元培養による発

生集落数の計測成績(第3報)に よると,流 パ加Ki紬nex

張培菌液申の生菌数は先の移植菌量を1滴 として培養し

た場合には,1題9んcの 手摺 り菌液の調製直後よりのそ

れとほぼ同数かもしくはそれより竜多少とも多いことが

確められたので,こ 玉に示 した鏡検法に基く成績は,検

索手技の点からすればや 玉不完全の憾みはあるにしても,

か なりの程度まで信慧性をもつ ものといつτも過言では

あるまい。

総 括 的 結 辞

周知のように供試した結核菌並びにBCGは 液体培地

内に静置培養されると,密 接に平行した排列をとりつ 蕊

堅い感 じのする紐状の発育を行 うものであるがelMidd・

Iebr◎。kI3)らは このような発育形式を示す菌を一括 して

eerdfoxmin9◎ 卸9頗鋤 遠と呼携 このcord-fo℃mと 抗

酸菌の毒力との間には関連性があるのではないかとい う

ことを示唆 した○その後,Blech2)は か 鉱るeerdforma・

ti◎kは毒力結核菌並びにBCGに 特異な竜のであつて
タ

これは菌体表面におけるある分泌物により行われるもの

であろうと推論 し,数 株の ¢○斑 形成菌から石油工一テ

ルもしくは流パ可溶性の物質を抽出し,こ の抽描物が抗

酸菌のcerd形 成に重要な役割を演ずるものと考えてこ

れをc◎rd-faeterと 称 した9

この石油工一テル並びに流パ可溶性のcord一デ甑 醒 な

るものが果 して抗酸菌の毒力と関係があるか否かとい う

点に関 しては暫 く措 くとして,と に亀角にも,流 パ加

Kirchner液 に よる振 鍛培養 結核菌は,そ の 特異な

e◎rd-f◎rmを失つて培液内に均等発育 し,菌 塊を作つて

発育する場合にも球状の疎な群列を示すに至つた¢この

現象が,Bl◎chの い うようにe◎rd-facterが 流 パに移行

した為にeord-f◎rmを とりえなくなつた結果 として均

等発育像を示したものであるか,あ るいは単に菌体表面

における油水系の表面張力の差によつて菌体が個々に分

れ,そ れに更に振盗とい う操作が加わつて均等発育が捉

進されたものであるか,は たまたその他の理由によるも

のであるかなどとい う点については軽 々に断 じえない所

であるが,い ずれにしても流パ添加による振蓬操1乍で結

核菌並びにBCGの 発育相に著 しい変革がおこり,そ の

形態学的性状に対 して もある程度の影響を与えたことは

興昧ある点である。'.

いま,以 上の成績を要約すると

1)私 の所謂流パ加Kimh澱 液による撚 髪培養の結

果,結 撲菌並びにBCGは 該培液内に均等発育 し その

さい移植菌量が手摺 り1紳 緬 菌液1～2滴 で培養期間

4週 の場合の菌発育量並びに菌液の均等 慶 は,手 摺わ

1搬薮¢菌液の含菌量並びに均等度に優るとも劣らぬ結

果を示 したが,移 植菌量がそれ以上になると発育菌量は

増加するがその均等度は却つておちるようであつた導

2)流 パ加Ki難h雄 敬液による振盛培養結捜菌並びに

BCGの 菌長は培養例により多少の差は認められたが一

般にや 玉短縮する傾向があつた◎

3)本 培養菌のM窺ch穎 粒 数も亦減少し,殊 にBCG

では無穎粒菌の出現が著 しかつた◎

本培養によつて結核菌並びにBCGの 抗煮沸性は左右

一11-in-一 一一一.一一一一一



されることはなかつた○

脱稿に当り,御 懇驚な御指導並びに御校閲を賜つた恩

肺占部教授に満腔の謝意を棒げる。
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