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緒 雷

BCGワ クチンの力価検定方法Dの 一つ と して,わ が

国 においては,飼 形培地に よる定量培養方法が行われて

いるが,こ の目酌 に用いちれ る培地 と しては 多ワクチ ソ中

に含まれ る生菌量Vi芝潮eU煎 をでき うる限 り鋭敏 に証

明す る性能 を備え る必 要のあることはい う迄 もない◎検

定基 準には初め,従 来わ力迂 結 捜研究の分野 において広

く賞溺 されてい る岡 ・片倉(鶏 卵)培地2)が 規定 されたが,

その際,硫 酸処理の下 に分離培養用 として考案 された こ

の培地が,一 旦分離 され た菌 の純 粋培養や,な かんず く

定量培養 に対 して好適 であるか否かについては,殆 ん ど,

考慮が払われていなかつ たよ うである◎ しか しなが ら日

常 の実験に際 して,純 粋培養や定量培養 を行 うにあた り

培養時毎の集落数の動揺 や,同 一一量培養に対す る試験管

毎 の集落数の差異が相当著 しく現われ ることから,こ の

培地の性能が従来考え られ ていた よ うには鋭敏 でない よ

うに思 われ たので,こ れ を検討す るために,岡 。片倉,小

翔及びKl紬 血eτ血溝寒天の三種 の固形培地 を用いて,

BCGワ ク チンの定量培養 を行い,そ の成績 を比較 しよ

うと企てた。

実 験 方 法

〔1コ 培 地

三種の培地 の組成及び製法は次 の如 くであ る。

1)岡 。片倉培地:

原 液:KH2PO4

Na211PO,

グル タ ミ ン酸 ソ ーダ

蒸 旛 水

原 液100eeに 全 卵 液200ec,

0・59

0.5

1.0

100cc

グ リセ リ ソ6.Oce及 び2

%マ ラカ イ トXft6・Oeeを 加 え,分 注,第1日85。C,40分,

第2日,第r3日 各 々80。C,40分 宛 凝 固 滅 菌 す る。

2)小Jli培 地=

原 液:KH,PO41.09

グル タ ミ ン酸 曹レ逮1.0

蒸 衝 水100ee

原 液 ユ00ccに 全 卵液200cc,グ リセ リ ソ6・Oec及 び

2%マ ラ カ イ ト緑6・Ogeを 加 え,90◎C,60分1回 凝 固滅

菌,岡 。片 倉 培 地 とはNa2HPO4を 含 まず,KH2PO,の

倍 量 を含 む 点 で 異 つ て い る。

3)Kiirch惣er一 血 溜 一寒 天 培 地;Kirchner氏 原 液

に血清 を10%,寒 天 を3%の 割に加えて凝固せ しめた

固形培地 である◎

原液 ア スパ ラ ギ ン

KH,PO,

Na2HPO4。12H20

杓 薇 酸 ナ トリウ ム

MgSO4・7H£O

グ リセ リ ン

蒸 衝水

5。09

4.0

3.0

2.5

0。6

20。Occ

1000.cc

この原液 に対 し寒天30gを 加 え,30分 聞K◎oh釜

にて加熱溶 解,直 ちにガーゼ4枚 にて濾過 し,適 当量 を

分注 し,120。C,20分 問高圧滅菌 を行 う。 お よ そ50。C

近 くになる迄放置 して冷却 し,これ に10%の 割に血清を

加 えてよ く混和(50◎Cに 調節 した恒温槽 を用 うると便

利 である)後,滅 菌容器 に分注 し,冷 却凝固せ しめる。

フラン器 に一晩お き無菌検査 を行つてから使用する。

〔2〕 菌液及び培地接種量

使用 した菌液 は,検 定に提出 され た液体 ワクチ ン及び

乾燥 ワクチンから作 られた。稀 釈にはすべて蒸鱈水を用

い,10'-3mglceの 菌液 とな し,そ のo.1cc(10-4mg)宛

を,3種 の培地の5本 宛に同時 に接種 し,37。C7ラ ソ

器内にて培養,毎 週 の集落数 を記録 した。必要に応 じて

は,菌 液 をさらに稀釈 して10"'smyの 接種 をも行つた。

〔3〕 集 落 数

集 落数は できる限 り正 確 に算 える よ うに努めたが,

300個 以上 になると,多 くの場合,融 合 して算 定が不可

能 であ る為 に,。。の記号を以 て表わ した。表中。。の記号

は培地 の約半分 を覆 うて無数 に集落の生 じている状態で

ある。 なお雑菌の混入 あ る場合 はC(Coptaminati◎n)

を以 て表わ した。

実 験 成 績

〔1〕 液体 ワクチ ソを培養 した成績は第1表 の如 くで

ある。

まず岡 。片倉培地 と小川培地とを比較するとLot235

～Lot247の12L◎tsに ついては,2週 目に集落 を認 めた

蚤のが前者では甚だ少いのに対 して,後 者ではすでに相

当多量 に集 落を生 じ,4週 末の集落数 も,前者 に比 して後

者では明らか に多かつた。 なかんず く,L◎t239の よ う

に岡・片倉培地 に全然集 落を発生 しなかつた場合で も,小

川培地 には相 当多 くの集落 を見 ることが できた◎以上傭
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いずれ も10撫bUgのBCGを 接種培養 した成績 である。

次に小川培地 とKirehner血 清寒天培地 とでは,後 者

の方が明 らかに良好 な成績 を示 し,5本 の試験管には殆
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示 したが,僅 か ながら雑菌 の
08

99998混 入硯 られた。
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は第2表,第3表 の如 くであ るo第2
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も一層顕著 な差異が見 られた◎すなわ

、272,9雲48ちKi・ch簸e・ 寒天培地では2週 目から

188駕 蹴8擢 集落を発生しその数も多くr且つ鍛
管毎 の差が 少 く,そ れ等の点において

岡 ・片倉培 地 に数等優つているが,な

か んず く凍結乾燥の影響 も殆 んどない

と思われ る程に早期 に集落 の発生 した

点は注 目に値 ナるところであ る◎

総 括 考 按

以上の笑験成績か ら,岡・片倉培地 で

拡 培養2週 目にまだ全然 集落を発生 し

ないか,或 いは発生 して も極 く僅か に

認め うるにす ぎず,多 くの場合 には3

週 目か ら集落を生 じ,4週 に至つてそ

の数 を増加す るに対 して,小 川培地及

びKirehlter寒 天培地 では,す でに2

週に して相当多数 の集落 を生 じ,3週
Noteε1)CmeansContamination.

2)Sampleswithtbes五gnof※werec可tivatedo:)

KirchRer・ 奪y-ser-Ag批alonewith10輪5nlgofBCG.

一一 一ta-19一

に至つてその数 を増加す るが,4週 に

至れば殆 ん どその増加は見られ ない と

い う相違 を知 ることができるΦすなわ
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ち集落発生 の時 期 が 早 く,菌 の発育が迅速 に行われて

しか も集落数が多い,と い う点 において,小 川 培 地 と

Kh'chxer寒 天培地 とは,岡 。片倉培地 よりも,少 な く

と も発育促進的であ ると考 え ることがで きるであろ ㌔

さらに同一量の菌 を各培地5本 に接種 した成績 では,

岡 ・片倉培地 においては5本 の試験管(培 地)毎 の集落数

の差が相当著 明に現われ,他 め両培地に おいて はこの よ

うな試験管毎 の差 を殆ん ど示 さないのと著 しい対照をな

して いるが,こ れは液体 ワクチンの場合 よりも繋凍結乾

燥操 作 によつて菌の生活力 の減弱が予想 される乾燥 ワク

チ ンの場合 において・一層碧 明であつた。

なかんず く,岡 。片倉培地で集 落を全然 認め得ない場

N◎te:CmeansCo蹴aminati◎n.

合において さえ も,他 の両培地 では相 当多数に集落を生

じていたのであ り,少 くとも菌の発育 に封 して促進的に

作 用 し得 ない何等かの因子が岡 ・片倉培地には存するの

ではないかと考 えられ るのである。

その理由が何であるかを今直にち結論す ることはでき

ないが,こ の場合培地組成の上から考え うる可能性につ

いて考 察する ことが必要であろ ㌔

小川培地 と岡 ・片倉培地 とは,そ の培地組放が僅かに

KH2PO,1.O,qとKH2PO4(O.5.q)+〕N碗HPO4(O・59)と

の差 にあるにす ぎない◎従つて存在す る相違はKイtソ

の多宴 と,Naイ オ ンの有無並びに之 に基 くPIIの 相違

であるといい5る の であ る。 この点につ い て小川3)が

一 一20
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Table3. Cu工tureResultofDriedVaceine(皿)
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KH2PO,を 培地 に不可欠の ものであ るのに封 してNa2H

PO4を それ程重要な ものでは ない と詳細な比較実験 の成

績から述ぺてい ることは興味深 いところであ る。

しか しなが ら他面Kimhner寒 天培地がN恥HPO4を

組成と して含有 している点 を考 えるならば,Naイ ォ ン

の存否にのみその原因 を求 めることは困難 であ り,燐 酸

塩とい う緩衝剤の培地PHに 与え る影響 につ いての考

察が必要 となるのである◎従つて,も つと詳細 な分析が

行われなければ,こ のよ うに培地の性能 の差が現われた

原因を明らかに し得ないであろ う。

次に,小1i陪 地 とKirehner寒 天培地 とについて比較

を行 うならば,次 の点 において一長一短があ るよ うに思

われるoす なわ ち,

集落発生が よ り早期 に且つ多数 に認められ,乾 燥 ワク

チンのよ うに菌の生活 力が或程度低下 していると思われ

る場合において もよく集落 ¢溌 生を見,し か も試験管毎

の集落数の差異が甚 だ少い とい う点で,Kirchner寒 天

培地は小川培地 に勝つてい る。

しか しなが ら,集 落の形態が小川培地の場 合に比 して

Kirehner寒 天培地では一般 に小 さ ぐ,背 景の培地色調

が淡黄色であるために集落数 の算定に困難 を感ず ること

が多い こと,加 之培地 にマラ ヒツ ト緑の よ うな色素 を含

まないために,時 に雑菌 の混入 を許す ことが あるとい う

点において,Kirchner寒 天培地は小川培地 に劣 ると考

えられ る。

以上の ことか ら,BCGワ クチ ンの力価を検 定すべ き定

量培養用培地と しては,岡 ・片倉培地は用い るべ きでは

なく,小 川培地或いはKirchner寒 天培地を用いるべ き
'ボ

であるが,こ の両 者の問 には集落発生 に対 して左程の差

異は ない よ うに思 われ るので,日 常の操作 に便利な小川

培地 を用 うる方が,雑 菌 の混入を防 ぐ上から もよい よ う

に思われ るのである。

結 論

BCGワ クチ ンの定量焙 養用培地 と していずれが適当

であ るかを知 るために,岡 。片倉,小 川及びKirchner-・ 血

清一寒天の三種 の固形培地 について の比較実験を行つた◎

1)菌 集落 の発生時期 が早 く,発 育が迅速で,集 落数

が多 ぐしか も試験管(培 地)毎 の差が殆 んどない点で,小

川培地及びKirchner一 血 清一寒天培地 は岡 ・片倉培地 に

勝つていた。

2)こ のよ うな差異は液体 ワクチ ンの場合 よりも乾燥

ワクチソの場合 に著明 であつた。

3)集 落発生時期,集 落数の多少,試 験管差 の多 少と

い う点において,Kirchner一 血清一一寒天培地 は三=者の内

最 も勝れ ていたが,集 落の箕 定に困難 を感ず る場合 のあ

ること,時 に操作申 に雑菌の混入す ることな どの点か ら

考 えれば,小 川培地が最 も実用的 である◎

4)す なわち定量培養用培地 と しては,小 川培地が最

も適当であ るとい うことがで きる。
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