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液体培地に涛ける結核菌の発育による培地及び薦体の

生化学的変化に関する研究

第1報 入型結核菌青山B株 のSauton培 地における変化

国立予防衛生研究所結核部(部鐸 柳沢 謙)

浅見 望。関 叉蔵・林 久子・細井正春・土屋院 司

(昭和26年10月29H受 付)

1緒 冒""

液体培地 に結核菌を培養 した場 合の培地及び菌体 の生

化学的変化を詳細に追究 した業蹟は比較的 に少ない◎

」Ohis,gn&Renfxewi)・2)・3)は 人型菌,牛 型菌,鳥 型 菌

及びチモシー菌等 をLong培 地に培養 した場合 の培地 の

変化 をやや詳 しく調 べ,貝 原 ・杉山4)は 入型菌Frank-

furt株 をSaut◎US変 法培地 に培養 した際 の培地変化 を報

告 し,白 石5)も 人型菌青山B株 をSaHton培 地 に培養 し

た場合の生菌鍛及び動物に よる力価等に就て発表 した。

このよ うに培地組 成の変化についてはやや詳 しぐ調べ ら

れてい うが,ツ ベルク リンの有効成分の出現時期及びそ

の質的相違 と培地組成 との関係 についての報告は甚だ少

ないe蝕 において我 々は人型菌青山B株 をSauton培 地

に培養 した場合 の培地及び菌体の変化 と力価 との関係に

ついて実験 を行つたので,今 日までの成績 を報告す る。

II実 験 方 法ll

L実 験 材 料

1)使 用菌株;入 型菌青山8株

2)培 地:Sallt◎ 難培地,そ の処方lUt-一一

ア スパ ラギ ン(武 田)

第二 燐酸加里(メ ル ク)

クエ ソ酸(岩 井)

クエ ン酸鉄 アンモ ン(国産)

硫酸 マ グネシウム(局法)

グ リセ リン(ライオ ン油脂)

蒸溜水を加えて

4・09

0・59

2・09

.O.059

0.59

60¢c

1,000ccと す る ◎

グ リセ リンの比軍は1・2で あ るので60ccは509と

なるe従 つて この培地 の蒸発残蚤は57。05g;(5.7%)で あ

る¢

3)菌 の培獲:種 継 ぎ用Sattt◎n培 地 に培 養 した2

週培養 の うすい菌膜 を常 法に従つて,100ccのSautoR

培地 に移植 し,37ecで 培養 した。爾 移植 にはで きるだ

け澗・一の膜を撰 ぶ よ うに した。

4)液 体 の調製#毎 週3本 ずつの試料 を殺菌 しない

で別 々に濾過 し,濾 液は液燈及びpH測 定後100。C1

時 聞殺菌 し,冷 後蒸溜水 を加えて100ccと した◎ この

一部に石炭酸 を加 え,他 部はそのまま保存 した。

5)菌 液 の調製:濾 紙上 の菌体 を常法に従つて濾紙

で水分 を除 き,こ の うち100mgを 秤量 して50000肉 厚

=ル ペ ン(径7mm水 晶球70個 入 り)に 入れ,手 振法

に よつて ユcc=10m9の 菌液 を作 るc残 りで菌量を秤つ

た0

2・ 定 量 試 験 法

1)pH:水 素 イオ ン濃度試験紙 を用いた。

2)蒸 発残量:各 試料20eeを100～102CCで 恒量

になるまで乾 してから秤つた量である◎

3)菌 量:初 め湿潤量を秤つ た後,100～105。Cで

3時 聞乾燥 して秤量 した◎

4)結 核菌の定量培養:上 記の菌液 を常法により

10-4,10轍 、,10-c・に稀 釈 した ものを10本 の岡 。片倉

培地 に培養 し,6週 目におけ る集落を数え培地10本 の

合計数 を記 した。

5)DehydrOgenase:71hunbergの 方法を大林c・)等が

};(NG菌 について行つ た方法を用いた◎

3・ 力 価 試 験 法

A・ 動 物の皮 内反応法

1)使 用動物:現 行の ツベルク リン稀釈液基準に示

され た方 法に よつて感作 したモルモ ツ ト(青 山B死 菌流

パ ラ6mg)を 使 用 したe

2)試 料:標 準液 としては予研標準 「ツ」液(2,eoe

倍)を 用い,各 週別 の ものは常法の 一2,000借稀釈に相当

ナ る液 を用いた◎なお1～3週 の ものは100倍 稀釈相当

液 を も作つた。

3)皮 内反応術式:基 準に従つ た。

B・ 人体の皮内反応法 、

1)対 象集団:新 潟県高柳村 の学童を用いたcこ の学

童は数年来 ザツ!を 左右 に,し か も同時 に注射 し,陰 性

者 にはBCGの 接種を実施 してきたので,BむG接 腫者

と非接種者 との含まれ ている集団である◎

2)試 料及び皮 内反応術式:動 物の場合 と同一試料

を用い,皮 内反応は基準に拠つ た◎

II1実 験 成 績

SautOn培 地 に青山B株 を培養 し1～15週 までの各

週の液体及び菌体 の変化は第1～3表 及び第1～6図 に

一 一 .32一
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示す如くである◎以下各項 臼毎に検 討 してみ る◎

1)pH:培 養前7・2のpHが3週 までは弱 アルヵ

り性を示 し,4週 か ら急 に酸性側 に変 り・6週 以降はpH

6.0以 下となつた。

2)液 量:第2回 の如 く殆ん ど一直線 に漸減 し,15

週では300cと な つた◎併 し対照液 で も15週 では40ce

まで減少 した。

3)蒸 発残量:培 養前 のこの量 は5・0%(計 算値5・7

%)で あつた ものが,3週 では2・4%と な り初めの1/2

となり,更 に減量 し10週 では最 屯少な く0・6%と なり,

以後多少増量 したゆ これは培地中の塩類及 びグ リセ リソ

の減少 と菌の新陳代謝物及び 自家融 解等 の相乗 され た も

のであるが,そ の うちで も主 なものはグ リセ リソで ある。

4)菌 量:湿 潤量及び乾燥量 ともに3週 か ら急に増

加 し,5～6週 が最高 を示 し,以 後漸減 し15週 の乾 燥

量は最高時の40%も 減少 したDこ れ は一方菌の増殖 と

他方菌の自家融解 との変動 を示す ものであつて,5週 ま
く

では菌の増殖が多 く,6週 以後は菌の融解が多い ことを

示している◎

5)結 核菌の定量培養:こ の測定を行つ た2週 の生

菌数が最 も多 く,3週 では稽 ミ減少 し,4週 か らは急に

少なくなり,6週 以後 は更に少 ない◎ しか し12週 で も

少ないながら生菌 は認め られ たが15週 では10-4で も

集落はない◎

6)Dehydrogenase二2(…6週1ま5分 以 内で同一値

を示 し,こ の5ち4週 が最 も多い◎7週 以後 は急 に漸減

し10週 では30分 以上となる◎ しか し15週 では3時

間でも襯色 しない◎ この酵素作 用と培養 による生菌数 と

の関係を見るのに,生 菌数は4週 か ら急 に少な くなつて

いるにも拘らず酵素作用は7週 まで比較的多 く証明 され

ている。これは酵素作用あ るも培地上 に発育す る力 のな

い弱い菌か又は死滅直後 の菌が多い為 と考 えられ る◎

7)定 性試験:糖 の反応 は弱 いなが ら も6週 か ら認

められ,蛋 白の反応中最 も鋭敏 なTetrabromphen。1-

phthaleinethyユesterKaliumに よる反応 は2週 か ら証

明されるが他 の一般反応は4週 か ら認 められたc

8)力 価試験:動 物の場 合では1週 のRati◎O・45

で・次で週の進むに従つて漸次力価 を増 し,6～7避 で

Ratio1・00と な り殆ん ど標準濃 と等力価 であるe更 に力

価は増 しつつ15週 ではRati。1.30で か な り強い◎然

るに人体試験では3週 において既 にRati◎1.00と な り

5～7週 が最 も強 く,そ の後は徐 々に低下 し15週 では

再び4週 に近い力価 となつ た。また陽性率 において も大

体Ratioと 同様な傾向 を示 した。 しか し硬結触知数 は

酬 勿における如 く週の進 むに従つて漸次多 くなつた。更

に1～3週 の100倍 稀 釈液 を人体 に用いた場合,1週 目

にお、・てRatio1.20;陽 性率及びその他の反応 も標準

液よりも多い◎また2～3週 では総べての反応が更た強
'
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第3炎 各週別 の人体皮内反 応試験(48時 聞判定)

ir蘇 諏7ざ …唱　　 …

巨麹 　淑 一一

轍

囮義鴨
,硬 拮∫

__一一_一

藻 孝文%孫

1劉マ
発鞍

避
数/

`

轄 ゐ 引 ・…テ

　ぬ…m∵

5ご

◇

算li6 済

100

広 毎メ
o

ノ

o

0}
0

li・
π

}

{澱
{

・1

87;農2宮 ε

:liγ

し1∵7列 孚

μ7… ρ ぶs

l・7

;661欝 今

θi2を3

1多虜:1
「勲7

ゆ.1

遭 ア7鱒

罫o

今

～6

/o

/8

26

ノ3。2

2ノ。ノ

考.阜

2λ3

之2.o

ユア?

2

/

0
0

午
φ

OI

Ol

〆

o

ク

0
1

2。。0倍i

甲}守 ∫
{

、V引

1

i み齢

μ 季

s

ア1

6

7

…馨4擁

;多鞠

〃
～/

厚
1解

ノ2.1
〆λ6

ノ乱7
3α4

象

之

5

{o

◎}　

ノ

ノ

}ゾ1 % 〃3 δ
ア 1多

!鱒
κ5闊

/o

β

タ拳1 2

争
0
0

糊 η μ/ 5

ア
72
81

ぶ∂3
91◎

夢
ノ8

3ず
22.2

'

6
∂

o
」

V摺 ρ0
毒

〃7
δ

γ
`3
7之

黛0
72◎

8
ノり

β.8
ユ6.今

3

` ゑ1
lxl応1 /.!∂

3

γ
曾l

lη

602

7銑8
ノ6
3、∫職

扉6
舞7

3

δ

く

o

ol

i

/X ノ砿 ぬρ9
3
ア 結 3ア ρ

533

£
∫8

～?.∫

32」

3
θ 別

lX縛 1午2 ρ ヲ s
γ

ノ26

/3ン

8ぶ9
望η

よ
～6

爾
12、拶

o

o

o
ρ

×y 131 μ8 叢
γ

ノ2之
!之3 努る 辞

2↓ユ

争zλ

∫
5

o
〃

ξ

工 1ヂγ !.20 ε

γ

3!
%

6アユ

73.5「

29

4ノ
誕 。3

奮77

o

乎

θ

∂1
…

lOσ借 丑 鱈 '碧 3

ア 盗
3藷3

遷乱5臨

藷拶

チ3

ノぶ3

諏6
タ
〃

o自

OI

皿 B発 疋静 3
γ

ρ衝
β7

芯7P

微 ∫罵

ユ6

/30

z健

鰐
ρ

騨

0

7

} 4

くなつている#こ のよ うに1週 目において弱 いなが ら も

「ツ」有効物質 の濾め られ たことは興味ある事実 である"

また動物 と人体 との力価 の相違は「ツ双 応 の目安が動物

では硬結 により,人 体 では発赤に よるためではないか舜

IV総 括 及 び 考 按

D結{乞 蔚を液休培地に培 養 した場合の菌童 の変化 に

ついてはJ・軸s曲,貝 原及 び白石等 の実験 に よつて慧

の最高 に達す るのは5～6週 であつて,そ の後 は漸次減

少 してゆ き,そ の菌 の減少は 自家融解に よるといわれて

い る奪我 々の業蹟 も大体先人の もの と一致 してお わ,菌

の増殖 の最高時は この笑験 では5週 であつた○ この後 は

自家融解が増殖 に優 るため菌は漸次減少 してい る◎また

菌 を培養 した際 初め1～2週 澗 その発育 が甚だ しく徐 々

であつて,3週 位 から急 に菌 の増殖する ことは甚 だ興昧

あ る事実である燈 これ は初め菌が培地成分 を徐 々に分解

して菌の発育 に適す ろ物質が生 じた後 において,菌 は急

速に分裂増殖 を行 うものであろ う◎故 にこの中開分解産

物 の本態 を究明すれば結 撲菌 の発育速度を更に短縮す る

ことが できるのではないか◇

2)液 体培地に結 捜菌を培養 した際,培 地 の変化は

pHに よつ て容易 に知 ることができる#

この実験 において もpllは 培 鍵後3週 までは弱 アルカ

リ性 を保 ち,4週 から酸性側 に変 り,6週 以後 はpH6 .O

以下 となつ た◎ このpHの 酸 牲 となる時 と菌量の急増

の時 とが一致 していることは前述の ことを襲付けるもの

であ る◎Johmsonは 培地 申のアスパ ラギ ンの分解によ

つ て生ず るア ンモニアが培養初 期のアル カ リ性を示 して

い るといい,代 居7)は ソー トン培地では アンモXア はア

ミノ酸の絶え ざるア ミノ基脱 に より培地中に生成 され
,

結核菌に よく利用 され るとい う。また太絹E8)はグ リセリ

ンの分解 に よつて生ず る酸性物質 が酸性 を示す といって

いる。か くの如 く培地 のpHの 変化 は培地成分特にアス

パ ラギン及び グ リセ リンの分解 に よつて生 ずる物質に起

因す るものである畝 ぎにグ リセ リンの変イヒをよく調ぺ,

菌の発育に よつ て グリセ リンの大部分が減少することを

発表 したのは太縮3)で あるcそ の後J◎hnson及 び貝原

も同様 の成績 を得てお り・また笹川 。山村9)は 鳥型菌の

グリセ リン分解酵素は菌の旺盛期 に強 いことを報告 して

いる¢我 々の笑験において も蒸発残量(主 に グリセ リン

の量)は3週 目で初 めの 垂に減少 し,6週 以後は更に少

な く善以下であつ た。 これ らの業蹟から考え るに,菌 は

グリセ リソ分解酵素 によつて グ リセ リンを種 々なる有機

酸 に分解 し,然 る後菌は このなかか ら自己に必要な物質

を搬取 して増殖 す るものであろ う◎故 に8週 以上培養 し

た「ツ」液 中には初め加え られ た グリセ リンの 善量以下 し

か存在 していない◎

3)ツ ベルク リンの有効物質 の出現時期及び質等に関

す る放 績は比較的少 ないeYeだ,Boquet1の 及び白石等の

モルモ ツ トによる力価試験があるにす ぎない¢我 々がモ

ルモ ツ トを用いて調べた成績 では,培 養後6週 において

標 準液(2,000倍)と 同力価 であつた◎その後週の進むに

従つて力価は漸次強 くなつ た◎ しか るに人体における成

績では,培 養後3週 においてすでに標準液 と同力価 とな

り,6週 目が最高 を示 し,以 後 力価は漸次低 下の傾向で

あつた。 この人体 と動物 とに よる力価の相違は ツペルク

リン反応 の計測の 目安は,動 物 では硬結,人 体では発赤.

であるとい5点 に起因す る もの と思 うeも しもこのこと

が事実であ るならは,糟 谷1Dの い う如 く,ツ ベルクリ.

ン中 には硬結 と発赤 とを起 す物質 が存在 し,そ の産生時

期は初期 には発赤物質が多 く,後 期 にいた り硬結物質が

出現 して くることになる♂ しか し100倍 稀釈液を用いた

例では1週 で も標準 液 よりも一搬 反応 は強 く現 れ て い

るゆ故 にこの発赤物質 と硬結物質 とに闘 しては今後更に

追究す る必 要があるO

V結 言

人 型菌青 山P稼 をSautott培 地に培養 し1～15遡 ま

で液体及 び菌体の生化学的変化を追 究 した結果,次 のこ

とを結言す る。 ノ

1)液 体 のpllは 培養 後3週 まで弱 アルカ リ性となり

4週 より弱酸性に移 り,6週 以後 は6。0以 下 となつたc
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2)蒸 発残 量 は3週 目で培 養 前 の 善に減 少 し,6週 以

後は 忌以下 ま で減 少 した ◎

3)糖 の反 応は6週 か ら,蛋 白 の 一般 反 応 は4週 か ら

証明 され た。 ま た最 も鋭 敏 度 の高 いTeterah}'"mpheme"k-

pbthaleiit-ethylesterKaliumの 反応 は2週 か ら認 め

られ た◇ 曝
隔4)菌 体 の乾 燥量 は3週 か ら急

に 増加 し,5週 で 最 高

に逮 し,6週 よ り漸次 減 少 し,15週 で は最 高 時 の40%

も減量 した。

5)結 核菌 の定量 培 養 では4週 か ら急 に生 菌 数 を減 じ

てい る。 しか しDehydrogeymseの 作 用 は2週 よ り6週

まで殆ん ど同…作用力 を看 し,7週

よむ漸次減 少 した・

の モルモツ 罫に よる力価試験で

は β～7週 で2,000倍 稀釈標準液 と

等力kliiとな り,以 後週 の進むに従い

漸次力価は増加 した○ しか るに入休

による試験では,3週 ですでに標準

箔 と等力価 とな り,5～7週 で最高

を示 し,♪履 幾分か力価は低下 の傾

殉 を示 した。
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