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結核蔚並びにBCGの 均等培養に関する研究

第4報 振盛培養の抗結核剤の抗菌価測定への応用

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9月12日 受付)

(この研究 は文部省科学研究費に よつた¢ 占部)

曲先に私Dは 抗結核剤の抗菌価測定に当 り用 うべ き培液

の種類並 びにそのplIに っいてSむept伽y伽,PAS-

X滋 漁 拠 及びVit離 沁K:峯 を用いて稀釈法に よる一連

の検討を試みた結果,pH6。8の 血清加Kirehxxex液 を

用 うべきであると提唱 したが,た とえ該液 を用い た場合

にあつて もその際培 液内におけ る結核菌発育 の状況如何

菌塊発育 ◎均等発育等に よつ ては,添 加抗菌剤 の現わす

抗菌乃至殺菌作用に多少の差 を生 じるで あろ 弓ことは想

像に難 くない鑛

第1報 粉 において私 は血溝魏Ki油 灘α 液 に よる振

撮培養の結果結核菌並 びにeCGの か な わの程度 の均等

発育が えられ費さらにの 流動バ ラ フ ィ ソ(以 下流 パ)

加Kl踊 躍 液 による際 にはその均等度は極めて良好 と

なる旨報告 したが警如上の見 解か らかか る振鐸熱養法に

よれば或いは瀞鐙培養法 によるより竜抗結捜剤の抗 菌価

が より鋭敏 に現われ るのではないか と考 えて以下の実験

を行 い,興 昧ある知見 をえた◎

実 験 窯

A難 笑験材料並 びに方法

1供 試菌 二卵培地上4週 聞培養 の入型結核菌Fxasxxk-sw

f撚t株(以 下入F)よ9のlmy/ge生 塩水平等浮游菌液

2供 試培液並びにそのpH:血 潜加Kixehircx液 の

pH62,6S及 びZ2の3段 階液

3供 試薬剤:St驚 μ伽y¢altMe鷺k〔Ciユ 伽 鎗ch!o-

Xide9"mPヱex)LetN◎ 。1923(以 下SM),PAS-N畿 樋 一

撒 〔武田試製コ(以下PAS)及 びV五tamaMxx瓦 〔武田

Kat五x?'一一一1deOec中V。K轟 辮ρ 含ig-)〔 以下V。Kゆ

れ る菌数 の多寡 を顕 微鏡的 によみとつた外に,8週 後新

しい血清加Kirchnex液 への還元培養 によりその生死 を

竜判定 した◎

B〕 実 験 成 績

実験成績は一・xgして表1に 掲 げた(次頁)ce

表1に よつて判 るよ うにSM,PAS及 びV・K3の 人

Fに 対す る発育完全阻止濃度は供試 した限 りのpHに よ

つ ては左右 され ることな く,8M,PASで は2Y/ces肌

K書 では50Y/ecの 濃度 であつたが,そ れ らの発育擁欄

濃度域 にあつてはpHの 差に より,ま た培養法別 により

入Fの 発育 に差 を生 じる場 合 とぞ うでない場合とあるこ

とが判つた○

この関係 をまとめ ると表2の よ うな結果 となつた◎

第2表 転

養培愚

、

振養培置静

洌法

度

養幽

濃
＼
薬

剤

SM

1.AS

1Y/ご ¢

襯田欝嚇一一

iα5〃
…

6・8>6・2>7小8>6・2≒ 乳2
旬
6.8>6.2>7。26.8>6.2≒7.2

・ 〃168>6,2>7・26・8>6・2-Z2

V.K3

ワ0

.5〃6,8>62>7.26。8>6.2=7・2
塾

ミ

25〃16・8>62≒72…6・8-6・2≒ 乞2

10〃6・8>6・2>Z2i6・8-6・2-7忍

4実 験方 法:各pllの 血滑 加K勧}撚 α 液3.6ccに

幽水に よる供 試薬剤液0.4egを 加え,終 末濃 度がSM並

びにPASで はそれ ぞれ2Y初,1Y/ec及 びo・5Y/eeに,

V.K,で は50γ/ee,25Y緬 及 び10y/eeに 含まれ るよ

うに し,薬 剤 を添加 しない ものを対照 と した(凡 て1実

験3本 ずつ)。 これ らに供試菌液を%注 射針 で1滴 宛

移植 してその半数は血温に静置培養 し 他は既報甥)の

術式 に従 い振醗培養す ることいずれ 屯8週 間 に及び,そ

の間毎適静置例 では管底 並びに液面 におけ る菌の発育程

度 を肉眼的 によみ とり夢振梁例 では培液 の任意の部位か

ち1白 金耳ずつ釣菌 して染色 した標本 の各視野に認 めら

6

対 照6・8>6・2>7・216S>6・2=7・2

謡=表 中数字 は培液のpHを1寵 号は発育良好 〉発

育不 良 を示 す 」

す なわ ち,静 置例ではpH6.8の 場合 にSM,PAS及

びV∵K{の 抗 菌価 は凡て最 も低 く現われ,次 でpH6・2・

pH7,2の 順 となつているが,振 縦例ではこれ とや や趣

を異 に しSMvPASで ばpH6.8の 場合にはやは り抗菌

価が最 も低 ぐ現われてはいる ものの,pH6・2とpH7・2

とでは殆ん ど差が認 められず,V・K{に 至つてはpHに

よる差は全 くみられ ない といつて よか つた◎

この よ うに抗結核剤の抗菌価が培液 のpHに よ りやや

左右 孝れ たことは既報Dの 結果 と同然 であつたが,静 置

例 と振撮例 との間に多少 の差 を生 じた所 以の1部 は,或
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いは振辮例 におけ る判定が顕微鏡的 の ものである関係上

必ず しも常 に麹察条件 を同 じくしえなかつた とい う点に

あるのではなか ろ うか撫

液体培地 内におけ るsMの 人型結核 菌に対す る最小 阻

止濃度は夢贋いられた培液 の種類 や菌株 によつて諸家の

～粉 の底績にかな 翰の開 きが 認められ るが ,大 体0・2～

2Vgeの よ 蔀に考え られ る#私 の成績で も用いたSMの

人Fに 対す る最小 阻止濃度は2Ykeで あつたが,そ の抑

鵜濃度域 において培 液のpllが 紹 の場合にSMの 抗'

菌作用が最 も低か つたのは,こ の謄 べFの 発育 が最 も良

好であつた ことと,SMの 活性が謁駿性培液中 でやや低

下 したこととが相挨 つて招来 された結果 とみられ るので

あつて,菌 の発育 に良好な培地中ではSMの 抗 菌価が低

下す るとい5C雛p纏 ら軌 の見解 と一致す るところであ

るの

}》ASの阻止濃度 について諸家跡 藷粉 婁④ ン悠)ジ物 ～助 の

榮報 によれば1～ ユ0¥/ecの閥 であるよ うで,私 の場合供

用 したP・娼 の人Fに 対す る完 全阻止濃度は3Y脚 であ

つ たがそれ以 下の濃度 ではSMの 場合 と全 く同様 な成績

かえ られた#PASも またアル カ リ測でそ の 活性が増 強

され る点よ りして この成績 も首肯 され うると考 える癖

V・1〈,,の人繋結 捜菌 に対す る阻止作用について も先進

粉 ～駒 の接∴が あるが,こ こに示 した成績 ではその発育

抑棚濃度域 におけ る抗菌作用の窺 われ方は静置例につい

第3表

ては前2者 同様pHに より多少の差が みられたにも拘ら

ず ・振撮例では3pH闘 に殆 んど差 を認 めえなかつた6'

以上の成績 から抗結核剤の抗 菌価を測定す るには供試

菌 の発育 に好適な条件 下で行わ るべきで》pH6.8の 血

溝加Kir◎h難er濯 が この 目的 にそ うものといえるが,こ

こに用いた稀 釈法によつては静置培養 によつても振醗

養 によつて もえられ る成績聞に特 にい うべき差は出ない

ものの よ うに思 われ た。

実 験II

A〕 実験材料並びに方 法

1

2

3

4

供 試 菌;1実 験1に 同 じ

供 試培 液lpH6・8の 血 漕 加Kimh滋 鍍 液及 び同

流 ノぐ力訂Kirchxxer液

供 試 薬剤:実 験1と 同 じStreptomyoik(SM)

実 験方 法;供 試培 液 に お け るSMの 終末 濃度が

それぞれ2Y加 か ら02Yず つ の差を以つて1γ/ccに

至 るよ うに6段 階 に区分 し対照試験管 にはSMを 添加し

なかつたeそ れ らの1半 は静置培養 し他の1半 は振湯培

獲 しつつ前出同様の観察 を行つた◎

B〕 実 験 成 績

成績は一括 して表3に 掲げた◎ ・

表3の 結果か ら,pll6・8の 血清加KirehRer液 を用

いた場合人Fに 対す るSMの 抗菌価は静置培養によるよ

りも振 礎培養 による方が,ま た振盤培養に よる場合にあ

つて も流 パ 加

＼ ＼ 培

液

き　 へてノな

寧 ン

血 清
あ

加Kixchner

静

置

培

流力霞パ ラ フィ ン加 血 清Kirchner

3

4

蘇

8

養

瑠

LOユ 。2薫 。41.{9L82.O

一/一/一/一/一/一/

/一/一/一/一/一/一

一/一/一/一/一/r/

/⊥/+/一/一/一/一

一/一/一/一/一/一/

/苔/井/+/⊥/一/一

+/一/一/一/一/一/

/帯/辮/+/+/一/一
蝿

ま

鰻

ぬメ
旦

L《)L2L41.61.82.0

升/一/一/一/一/一/一/
/辮/一/一/一/一/一/一

鼎/一/一/一/一/一/一/

/+/+/一/一/一/,/併

麟/一/一/一/一/一/一/
/辮/升/井/+/一/一/一

鶴/一/一/一/一/一/一/

/辮/冊/辮/+/+/一/一 一

対
照

(+)← 一)

/
帯

一
/

一/

/帯

一/

/帯

/
帯

「
/

(+)(一)

蹴;表 中の記号 はすぺて第1表 に準ず

Ki鵜h聡r液 に

よる方が流パ非

添加液によるよ

りも,そ れぞれ

ともにより高く

現われるものと

解釈され る¢

先 にDRb◎§ら

L't{」)}こより結核菌

の液内拡散発育

が行われるに及

び氏等の培液に'

よる抗結核剤の

抗菌価測定実験
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培液内で結捜菌が拡散発育す るよ うな状況下 におかれ る

と,よ り高 く現われ ることが認められ てい るよ うで,こ

れは培液中のTween80に よる結綾菌 の拡散発育 に基 く

ものと解釈 されてい る。

ところで上述 の私の威績 からす ると歩振 盗培養による

方が静置培養 によるよりも,ま た振 鰻培養 に際 して微量

の流パを添加 した培液 による方がそ うで な い 場合 よ り

も,と もにsMの 人Fに 対す る抗菌価 のよ り高 ぐ親 われ

ることが首肯 され るのであるが,既 報2)の よ うに血浩加

KirBhner液 による振雛培養 によつて も結 核菌 のか な り

の程度の均等培養が えられ,こ の さい流 パ加液 にあつて

はその均等度はi著しく良好 となるのであつ て,こ の こと

とDnbぐ〕sの培液における成績 とか ら均等 に発育 した結

核菌は抗結核剤に対 して よ り強い感 受性 を示す よ うな所

見を呈す るもの と考えて差支 えなか ろ ㌔

総 括 蔚 結 辞

抗結核剤 の抗菌価測定 に当 わ用 うべき培液 としては移

植菌量を均一 にな し5る,し か も結 捜菌 の発育に好適な

pH6.8の 血浩加Kirchney液 が遡 当であるとい うこと

は既報Dの よ うに各種培液 による数種抗結核剤の抗菌価

測定に当つて確 められた ところであるが,今 回の実験 に

おいてこのことは静澄培養例 についてのみならず,振 澱

培養例において も適 用され ることが判つた。

抗結核剤の抗菌価 は実験1に おけ るよ 彗な倍数稀釈法

による測定法にあつ ては静澄 。振揚両培養倒 の閥に全 ぐ

差を認めることが できなかつたのに対 して,実 験ll1のよ

うに薬剤稀釈 を倍数法 によらずその阻止濃度附近で小 刻

みにした場合には振鍛培養に よる方が静置培養 によるよ

りも,ま た同 じ く振盗培養 にあつて も穫量 の流パ添湘の

方が同非添加 の場合 よりも,そ れぞれ ともに抗菌価が よ

り高 く現われた とい うことは興味あ るところであ る◎ こ

れは先に も述べた ように結核菌の液 内均等発育の程度如

何に基 くものと考 え る。

さて以上の成績 を要約す ると次の よ うになる◇

1)培 液として血清加Kiychlley液 を用いた場令,静

慶 。振盛両培養の別 を問 わず,稀 釈法による抗結捜剤の

抗菌価はpH6.8の 培液 において求め らるべきである◎

2)pH6.8の 血満加Kif。h欝y液 を用い 倍数稀釈法

によつて抗結核剤 φ抗菌価 を測定す る場 合には,瀞 置培

養によつた場合 も振 盛培養 によつた場合 も成績 は大体一

致 した。

3)し か しなが ら薬剤 をその阻止濃度附近 で小刻みに

して検討すれば,振 礎培養 によつた方が静置培養 によつ

た場合 に比 して抗菌価が より高 くでた肇また この際静置

例にあつては血清加K1どeh塗欝 液 に微量の流パを添加 し

てもしな くて もその阻止濃度は同一 であつた の に 反 し

て,振 鍛例では結核菌 の最 も佳良な均等発育が期待 でき

るところの流 パ加Ki油 膿 液に よる方が ・均等発育が

それ程 で もない ところの同非添加液 によるよ りも抗菌価

が より高 く現われ た。

の 従つて抗結核剤の抗 菌価 を左右す る諸因子の1と

して培液内の結揺荷の発育様式を もあげ ることができる

よ うであつて,結 捜菌が培液内に均等 に発育す る程 その

抗菌価 は高 く現われ るものと思われ る箒

終始御懇篤 な御指導夕御校閲 を賜つた恩師 占部教授 に
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