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1緒 書 らないことは培地の適正化ではなかろうか¢もとより培

およそ結核菌の分離用培地に関す る研究は誠に多く,地 の優劣を左右する条件としてはます栄蒼素及び発育促

とぐに周形培地の種類は殆んど枚挙に逞がないほどで最 進物質が考えられるが,組 成の大体類似 している鶏卵培

近まではその取捨選択に迷わざるを得ない有様であつたe地 にあつては前述の如き培地pHと 前処浬液の種類との

しかるに人型結核菌(以 後人型菌と略陣に関する限 り培 関係を充分考慮に入れて検討する必要がある。この点に

養基の改良と相侯つて,岡,小 川,林1)2)3)等 に より培 ついて著者はかねてより鶏卵を賦形剤とした種々組成の

地pHと 前処理液の種類及びこれが濃度との闘に密接な 培地について牛型菌の分離実験を行つたのであるが,そ

る関係のあることが明らかにされ,以 来固形培地による の結 果 艮好 と思 われる成績を示 したもの でも従来の

人型菌の分離培養法は比較的容易に実施できる条件が明Petragnani,岡 ・片倉,小 川培地と比較すると,と ぐに

らかにされた。これに反 し牛型結核菌(以後牛型菌と略)進 歩 したと思われる成績を得ることはできなかつた◎

の分離培養が人型菌に較べるとはるかに琢灘 であること たまたま著者はVQIeBaeilIusに 関する研究中,培

は従来の諸先人による報告例から見ても明らかで,例 え 養性状に関する限り牛型菌と類似の性状を示して各種鶏

ば広木のは牛結捜材料よりPetragnapi培 地 により32卵 培地上に発育不艮の本菌が 「所謂キルヒナP寒 天」上

株の牛型菌を分離 したが集落の出現は早 くて5週,大 部 において極めて良好なる発育を示す ことから,分 離後薪

分は6週 以後でしかも集落は菲薄微細であると述べてい 鮮でいまだ鶏卵培地上に発育不良の牛型菌を培養したと

るe山 崎5)は 同様に諸種皮膚結捜症患者より5株 の牛型 ころ予期以上に良好なる発育が見られた◎ここにおいて

菌を分離したが集落の発現は4週 が1例 で他はすべて6若 干の予備実験を経てから牛結核材料よりの分離培養実

週以後であつた。 験を行つた◎

叉占部 。橋本のも外科的結捜症患者より同様にして3つ ぎに著者9)は,各 種抗酸性菌の発育に対するテルル

株の牛型菌を分離 したが集落の発現はいずれ も6週 以後 酸加里の影響状態により人型菌と非病原性抗酸性菌及び

であつた9さ らに最近柴田等7)は 岡 。片倉培地を用いツ とくに人型菌と牛型菌の鑑別がinvitroに より可能で

ペルクリソ反応陽性牛37頭 より28株 を分離 したが大 あることをさきに報告 した¢従来これが鑑別については

部分において集落の発現は4週 以後である"inviv"に よる方法,す なわち家兎接種法が唯一一の拠り

以上の如 く,わ が国における報告例を見ると牛型菌分 どころとされておりinvitroに よ り鑑別が可能である

離用培地として賞用され るのはPetragnani,岡 ・片倉培 ・ とすれば極めて有意義なことであると思 うoこ の点薯者

地等で,こ れ等優れた培地を用いた際においても早 くて のテルル酸加里培地(以後テルル培地と略)が分離培養に

3～4週,大 部分は5～6週 以後,中 には月余に及んで も応用できるか,ま た同時に菌型鑑別が可能であるか,

始めて集落の発生が認められている。さらに各著者が述 さらにグリセリン嗜好性 との関係はどうであるかについ

べる如く,初 期発生の集落は微細湿潤で色調も培地のぞ て実験を行つた。
ギ

れと寒似の傾向にあるためその観察は容易でないe加 う(本 論文中,テ ルル培地に関してはすでに第26回 結

るにこれ等鶏卵培地に分離した菌株を継代培養すると菌 核病学会及び第30回 日本獣医学会において報吉した。)

株 によつては発育不良のため所謂種切れをするのもあな 皿 実 験 方 法

がち稀ではなく,こ れ等の点についてはひとたび本菌の1)培 地の製法

分離培養を経験 した屯のの等 しく認めるところであろ,う。*Aキ ル ヒナー寒天培地

しからば牛型菌は人型菌の如 く周形培地上において早期 キルヒナー液体培地にPaper-agarを1・5～L7%

に分離培養を行 うことが全 く姻難なのであろ うかoこ の(普 通の寒天なら約3%)に 加え高圧滅菌を行う◎用に

原因については勿論菌型の相違とい う根本的の質的差が 臨み溶解 してからMaIachite-・9reeRを100万 倍の割に

当然考えられ るのであるが,さ らに軍要視 しなければな 加え距撮煎上にて55～60℃ に保温してから健康牛(馬)
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虫清を10%に 加 えて試験管に分注,凝 固させる(こ の

場合グリセ リyを 加えたものと加えないものとを作る)。
ま

なお対照培地としては小川氏の1%第1燐 酸加里培地を

用いた(PetragnaRi及 び岡 ・片倉培地についても比較

i実験したが小川培地より幾分劣る結果が得られたので省

略する)◎ 、

蹄 テルル酸加里培地

小川氏第1燐 酸加里培地にテルル酸加里をO・025%の

割に加えよく混和 したものを試験管に分注,加 熱凝固滅

菌する。

2)供 試 材 料

牛結核材料はいずれも生前の臨床的観察及びッペルク、

リソ反応により結核症と診断され屡殺されたものの内臓

または淋巴腺15例 と,病的材料を直接家兎に接種 して全

身結核で蜷れたものの内臓4例(N◎1・2及 び大宮〕冥oL

2)並 びに結核牛より分離後鶏卵培地に2代 継いだ牛型

'菌株を家兎に接種 して全身結核で麗れた内臓1例(No

13),計20例 である。 また人型菌対照 として肺結核患

者喀i屡10例 を用いた◎.

3)培 養 方 法

キルヒナ ー寒天に対 しては,牛 材料の適当大を滅菌磁

製乳鉢でよく研磨,こ れに4%苛 性曹達を2ee徐 々に加

えて均等乳剤として室温に30分 放置してから滅菌鞭

2k6ceを 加えて乳剤のアルカy度 を大体1%と してその
ゆ

O・1ee宛を各培地3～5本 宛に流注,斜 面位として艀卵

器に納め培地面が完全に乾燥するのをまつて綿栓をゴム

帽と代えた◎ 観察はキルヒナ ー寒天 では培養12日 後

(落湊の場合は10日),テ ルル培地にあつては3週 後か

らで集落発生の有無 とその数を比較観察 した◎

なお予備実験として,キ ルヒナー寒天培養時における

4%苛 性曹達及び5%硫 酸による材料の前処理法を比較

し,さ らに雑菌発生阻止剤 としてMalachite-greeR及

びCopgo-redの 添加適量を検討した。

テルル培地に対する培養法はキルヒナー寒天の場合と

全ぐ同様である。ただ純培養菌についてはメノー乳鉢に

て型の如 く均等なる蒸鰭水浮游 液を作りその10　 4の

0・1eeを流注培養した(こ の場合培養菌量が極端に多い

と人型菌でも時にテルル培地に発育するものがある)。成

績の判定は対照小川培地 とテルル培地に発生 した集落数

を計算,発 育阻止 の程度を比較観察 した。

皿 実 験 成 綾

1)予 備笑験成績

A前 処理法について

患者喀痩2例 について4%苛 性曹達と5%硫 酸で処理

したものの培養成績を比較すると,硫 酸法では極めて発

育が悪いが,苛 性曹達法では対照小川培地に比較して毫
タ

も遜色のない成績で,む しろ集落初発日及びその数にお

いて幾分優れている。

B雑 菌発生阻止剤について

供試材料は患者喀褻5例 で,分 離成績を見ると対照小

川培地と色素を添加せぬキルヒナー寒天の培養4週 後に

おける平均集落数を比較すると両培地の聞に差が見られ

ない◎しかるに培養初期,と くに12日 後 の成績では集落数

において両培地の聞に相当の開きがあり早期検繊の意味

からはキルヒナー寒天が勝つていることは明らかである、

ただし雑菌の発生は供試培地総数中,小 川培地がO%で

あるのに対しキルヒナー寒天では実に36%に 雑菌の発

生が見られており,こ のままでは到底分離培地として不

適当である。一方色 素を添加 した培 地の成績を見ると

Mal拙chite暫 ¢enの10-4～5×10-5加 では結核菌の発育

が全 く阻止され,10sで は色素非添加キル ヒナー寒天の

発生集落数に対 し約60%,5xlo-sで は約73タ 」に発育,

10"6で は発育に殆んど影響がなく,か つ雑肖の発生を

阻止する¢つぎにC◎ngo-redで は本実験に用いた程度の

濃度すなわち,9xIO-4～1σ4で は菌の発育にとくに著

しい影響を与えぬようであるが雑菌発生の阻止力が弱く

実用上不適当であると認めた。以上の予備実験成績から

見て以後の本実験には前処理法として4%苛 性曹達法を

用い,ま た培地には ・AIalachite-greenを100万 借の割

に加えることとした。

2)テ ルル培地における分離培養成績

牛結核材料6例,キ ルヒナー寒天により牛材料から分

離 した菌株の うち6例 及び患者喀湊5例 の培養成績を示

すと第1表 の如 くである◎すなわち牛材料及びこれが由
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来菌においては対照小川培地に集落が発生すると詞時,

または相前後 してテルル培地にも灰黒色の集落が見られ

その数 も両培地の閲に差がない。一方人型菌に由集する
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と思われる患者喀痩にあつては,対 照小川培地に2～3

週 で集落が発生,4～5週 でその数は最高に達するが,

テルル培地に涛、つては培養8週 後まで観察 して も集落の

発生は全然見られなかつた瀞

このようにテルル酸加里が人型菌の発育を阻止する濃

度を知るために患者喀覆と保存菌株について予め実験を

行い第2表 の如き結果を得た。また本テルノし培地が基礎
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湊よりの分離培養成績
…一}{一A牛 結核材料よりの分離成績を

示

すと第3表 に示す如く,供 試材料18

例 中,培 養8週 後の観察で培養陽性の

ものがキルヒナー寒天では13例(72。

2%),小 川培地では9例(50%)で あるe

集 落初発の時期を見るとキルヒナー寒

天ではすでに培養12日 後に陽性のも

のが6例 もあつてその平均所婁日数は

わずか15・2日 である。一方小川培地では大部分が4週

似後でその平均日数は33・4日 である◎雲た同一材料の

両種培地上における発生集落数を比較すると大体同数の

ものもあるが多くは2～10倍 程度にキルヒナー寒天の方

が小川培地 より多い。

網菌の混入率は両培地の開に差が見られない。

B患 者喀褻5例 についての分離成績は第4表 に示す

如 く,培 養5週 後における発生集落数の比較では両培地

の問に差が見られない。

しかるに培養初期,と くに10～14日 頃 の戊績ではキ

ルヒナー寒天の方が小川培地より集落数が著明に多く,

またその大きさも大であるため観察が

容易であつた◎本成績は牛材料にあつ

てはグリセリンを除いたもの◎患者喀

痩にあつてはグリセリンを加えた培地

についての成績である◎'

IV総 括 と 考 案

およそ人畜を問わず結核症の診断に

菌の検出が決定的役割を有するもので

あるとい うことには何人も異論のない

ことであろう○この見地から畜牛結核

の細菌学的診断,こ とに分離培養法に

ついては多くの研究者により検討され

〆たがその成績を人型菌分離の場合と比

較すると格段の相違が見られ,牛 型菌

の分離培養が容易でないことは今日な

お常i識とされているようであるg戦 後

乳製品の需要が益々増加の途上にある

わが国において も,畜 牛数は年々増加

し,ま た一方結核牛の発生も相当数存

することが考えら綱 時に牛型菌の人

体感染問題を真剣に併せ考えるとき・

牛型菌分離培養の確立は公衆衛生上極

めて重要なることであると思 う。ここ

においてii穿老は,ま ず結核牛よりの菌

の分離を目的として培養基の改艮及び

菌型の簡易鑑別法に関する実験を行つ

た◎その結果分離用培地として所謂キ

ルヒナー寒天を若干改良することによ

44-一 騨



り従来賞用されてきた各種鶏卵培地に比較してはるかに

良好なる成績を得た。すなわち供試材料18例 中,培 養

腸性のものがキル ヒナー寒天では13例,小 川培地では9

例である。ことに特記すぺきことは集落の初発時期で,

すでに培養12日 後に陽性のものが6例,2週 が3例,

17日が2例,3及 び4週 が各1例,平 均所要日数はわず

かに15・2日 である◎一方小川培地にあつては,2週 後

陽性のもの1例 ・,3週 が1例,4,5及 び6週 が各2例,

8週 が1例 で,平 均所要日数は33・4日 である。またと

もに陽性成績を示 した同一材料の発生集落数を比較する

と大体同数のものもあつたが多 くは2～10倍 にキルヒナ

ー寒天の方が多い。雑菌の漉入率は両培地の聞に差が見

られなかつた。以上の如 く人型菌の場合と同程度の日数

で牛型菌の分離培養ができる培地はレまだその報告がな

いところで,こ の点Peizer9)が 寒天を賦形剤の一部と

して応用したAgar``A"及 び"B',が,検 出率及び集

落初発日においてLcewenstein-Jensenま たはPetrag・

nani培 地 より優れた成績を示す ことが寒天を賦形剤と

した点において,著 者のキル≒ナー寒天 と一脈相通 じる

ものがあり興味をひく。

ここに重要なことは従来の諸先人による報告例から見

てあまりにも迅速なる発育を示したキルヒナー寒天分離

菌が,はたして牛型菌であるか否かとい う点である。この

点については,結 核牛から純粋 にdysgonicの 性状を示

して分離されたことダまた一部分離菌については家兎接

種笑験によりその病原性の強いことから判断 して,ま ず

牛型菌であると判定して誤 りはないものと思 う。この菌

型の問題に関連して望まれることは簡易鑑別法で,と く

にinvitroに より鑑別が可能であるとするならば極め

て好都合なことである。この点についてi著者が報告した

テルル培地法が分離培養 と同時に菌型の鑑別が可能であ

るかを少数例ではあるが牛結核材料について笑験し旋。

その結果はグリセリン嗜好性成績 ともよく一致してin

vitroに より菌型を鑑別することがある程度可能である

ことを思わせた◎なお保存菌株による実験はさきに報告

したところであるが最近柴田等が本法を追試 して・ほぼ

著者の成績と一致 した結果を報告している¢今回さらに

キルヒナー寒天によつて分離 した菌株について再度実験

を行つたが前回と全 く同様の結果を鴛た。とくに継代培

養によつてグリセリン嗜好姓が変化し,こ のために鑑別

することの不可能 となつた牛型菌株でも薯者のテルル培

地法によれば牛型菌としての成績が得られることを再確

認 した。

以上の如 く,キ ルヒナー寒天及びテルル培地に関する

実験成績から見て,両 培地の併用は牛型菌の早期検出及

びinvitroに よる菌型鑑別の目的をある程度満足させ

ることができるものと信ずる◎

v結 論 ・・

キルヒナー寒天及びテルル酸加里培地を用い肺結核患

者喀疾及び畜牛結核臓器より結核菌の分離培養を試みつ

ぎの如き成績を得た◎

1)キ ルヒナー寒天による肺結核患者喀褻よりの人型

結核菌分離成績は小川培地より早期検出の意昧から幾分

優れている。

2)キ ルヒナー寒天による畜牛結核臓器よりの牛型結

核菌分離成績は,小 川,岡 ・片倉及びPetragnani培 地

より,は るかに優れている◎

3)テ ルル酸加里培地の応用は,牛 型結核菌の分離培

養と同時に,菌 型の鑑別が可能である。

以上の成績から,牛 型結核菌の分離培養にはキルヒナ

ー寒天及びテルル酸加里培地の併用を推奨するものであ

るo

稿を終るに臨み,御指導と御校閲を賜つた部長,

染谷四郎博士に謹んで感謝の意を表する。また実験

上種 の々便宜を受けた国立予防衛生研究所獣疫研究

部長,田 嶋嘉雄縛士及び遠藤元清按官に感謝す。
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