
117

液体培地に於ける結核菌 の発育による液体及び菌体の

生化学的変化に関する研究

第2報 人型結核歯H2及 びH37株 の 翫uf岨 培地 にお ける変(t

国立予防衛生研究所結核部(部長:柳 沢 謙)

浅 見 望 ・細井 正春 ・土屋皖 司

上野 一恵 ・土田 誠三 ・三 浦 馨

(昭和27年8月22日 受付)

1緒 言

結核菌を液休培地に培養した場合,菌 の発育に伴つて

菌体及び液体がどのように変化 してゆくかを調べる目的

をもつて,第1報i)に おいては,人型菌育肉B株 のSau一

伽 培地における変化について報告した○今回は同医な

実験を入型菌H-"及 び1玩 株について行つたので,そ

φ放績をここに報告する撫 ダ

亙1実 験 方 法

1.使 用菌株:a)人 型菌H2株(予 研保存のも

の),b)入 型菌II:c株(こ れは昭和24年 末にP.H.

W.の 好意によつて米円より分談されたものである)。

攣2.培 地及び培養方法:300ecの 三角コルベンにSau-

teR培 地100ccず つ を分注滅菌したものに,上 記各菌

株を移植後37◎Cで 培養 した礁

3・ 液体及び菌体の分離及び調製:毎 週2本 ずつの

培養コルーミンをフランキより坂りだし,2個 の内容を合

せ,殺 菌しないで,濾 紙をもつて液体と菌体とに別ち,

液体は滅菌水を加えて200ccと した後,各 試験に供 し
　

た。ま た菌 体 は一 部 を常 法 に従 つ て1cc一 ユOmgの 菌浮

游液 を作 り,残 部 は乾 燥 後 秤 量 した 。

4.pH,蒸 発残 量,乾 燥 菌 量 及 びDehydrogeDaSe等

は第1報 と同一 方 法 に よつ た翫

5-N祉 ごMicrokyeldahl法 によつたe給N量 は試

料 珈 に生里杓∫セ塩水5egを カ月えたもの2¢嫁 稜化 し,

N/50H,SO4で 滴定 した。蛋白N壁 は試料5UtCに10%

(マG・、COOIIsccを 加えその濾液2ef・ を酸化後滴定し

た価を,前 の総N量 から減じたものである。

6・ 選元量:HageltderxxeJcti・e??法 によつたit

7・ 定量培養:培 養基を小川瑠 こセこかえた他、よ前張

と同一である瀞

&力 価試験法;標 準液は予研の標準ッベルクリン

2,000倍 希 駅液を用い,各 週の試料も2,000倍 希釈液

としたものを用いた。なお感作動物は青山B死 菌流動パ

ラフィン乳剤の6m.9筋 肉内注射によつて感作 した天竺

鼠を各試料毎に5匹 ずつ使用 した,,。また人体試験のため

の対象集団はBCG接 種者及び非接種者を含む学童に対

し各試料毎約100名 ずつ用いた。

III実 験 成 績

Sauton培 地 に人型菌H・ 及び ∫玩 株を培 斐し,1～

14週 までの液体及び菌体の生化学的変化は第1麦 から第

5表 に示す如 くであ り,こ れを函示すれば第1図 から第

10図 の如 くであるewこれ らの図を見れば一一目瞭然 として

おるので説明は省略する。

第1表Saxltcl}培 地 ユOOecにH2株 を培 養 した場 合 の 変 化

液 体1菌 体1力 価(Ratio)
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虜 些5・2162・31L35{57 12.6 1.96 1.0581dO
i

46-35 0.82 lo.84 1.11
'E…5・1 ・55・51・5379 14.3 1.96

i
1.013100 一 1.16 LO7 L11

4x ・5・ ・i52・ ・1…88・ 13.2 1.12 0.933;00
…

67--30 1.01 1.01 1.11

〃x旺 5。0145.01.05180
…

14.0 1.12 0,867 100 66--45 0.97 0.78 1.10

〃xw
l

5・0140・3μ ・35!100
,16・0

0.56 0,858 OlO} 180以 上 0.87 0.94 1.03

註:定 量培養の生菌集落数は小川培地10本 の合計数

第2表Sautell培 地 ヱOOeeに 人型菌H,7株 を培養した場合の変化
㎜

試 料 の

発 育 週
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謎:第1表 に 同 じ

第3表H,株 の各 週 ツ ベル ク リンの 人 体 皮
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第4表H37株 の 各 週 ツペ ル ク ゥンの人 体 皮
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第5表H2及 びH37株 をSaut◎n培 地に培

養 した場合における培養液の定性反応
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IV総 括 及 び 考 察

1)SaRton培 地は人型菌II2及 びII:c株 を培養 し,

週を追つて各検査瀕 目を調べた場合,そ れらの変化は両

株とも殆んど等 しかつた。なおこの両株の各検査項目の

変化は前報の青山B株 とも類以 している。またH,sr株

のpH,菌 量及び還元量等の変化はさきにJohnS・n2)等

th;H・r,株について行つた成績と一致 していた。

2)今 回新たに測定 した総N量 の変化は培地中のアス

パラギンの変化を示す ものであつて両株とも培養後4～5

適において・アスパラギンが殆んど消費されるものと思

われる。また蛋白R量 はH2株 では培養後7週 目が最高
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なかつた◎さらにまた蛋

白の定性反応の結果 も大

体この定量威績 と一致 し

ていた,す なわち培養の

週が進むに従つて一度増

加した蛋白質が何故に減

少してゆくかということ

は,こ の実験だけでは証

明できないが,後 に述べ

る力価試験の成績等 と合

せ考えると,菌 の発育の

旺盛な時期 と自家融解を
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起す時期 とにおける蛋

質の量と質とに相違の

ることを思わ しめる。

お今回の試料は濾液を

縮 しない ものについて眺

㌦ 成績であるが今後灘
についても同様の試験

行つてみたいと思5。

3)人 体 と動物とに

る力価試験の結果は両

とも大体前報の青山R

と同様の傾向が見られ
'午 すなわち人体では両株

も,3週 において既に

準液と等力価を示し,

の最高時期はH2株

は6週,H:s7株 では9

であつた。その後H2g
　

では徐 々に力価の低下

みられるが1玩 株で

あまり力価の変化はな

つた。しかるに動物で

II,株 は培養週に比例

て徐 々に力価は上昇 し

o

メ幽 ワ週に到 り,は じめて標

液 と等 しくなり,以 後

＼ 馬 価はやや低下 している
轡 またH:17株 で も力価

上昇は徐々であるが5

に到 り標準液と等 しく

り,次 で多少の変動は
○一 △ るが大体等力価を保ち

つ,10週 まで進み12

び14週 目では急に力

は高 くなつている。か

の如 く培養の初期では

体には強 く,動 物には

く反応 している◎この

とは前報にも述べたよ

に夢菌の発育旺盛期と

家融解期とにおける濾
る ら

、"中 の有 効 因 子 の,イ ヒ
ノ ＼轟卜肇ヲク

＼ 的 ・量的 ・質的相遵

びに人体と動物とにお

る感作方法の相違及び

内反応術式の差異等に

声5匹"」 ゆhlo
吟 ・ o 5hiOつり _嚥L

吟 因するものと考 え ら

る。

18一
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4)結 核菌を液体培地

に培養し週毎に観察した

場合,菌 の発育曲線は徐

徐に上昇 してゆくもので

はなく,或 時期において

菌は急速に増殖 している

ことが磐 での実験によ

.つて解つた。而してH2

及びH・ζ7株では培養屡5

週目に菌体の急速な増加

が見られた。叉この時期 ・

においては他の項目にも

相当大きな変動が認めら

れる。その主なものはpH

9H,の 力価試験

亀。_〆 馨 、

植 ギ,
ノ

orl◎}ケ
刎 ↓レ魁

の酸性化,蒸 発残量(主 にグリセ リン)の 半減,総N量

(主にアスパラギン)の 最低値,還 元量の出現及び生菌

数の減少等が菌の急速に増加する時期において平行 して

急変しておる◎これを一括すれば第6表 の如 くである。

すなわち菌の発育と培地成分との問には相関関係の存す

ることはこの表からも窺知できると思 う。

第6表 菌の発育に伴い各検査項 目が急速な

変化を起す時期

検㌔謎 ∵撫 甜
噛 量{最 高775

急 増553・

pH酸 性 化554

蒸 発 残 量 最 初 の1/2以 下553

総N量 最 低55/

還 元 量 出 現55/

定 量 培 養106-一 で100ケ 以下456

DehydrGgeRase30分 以 上8810

糖 反 応{畿1 ,lll

蛋白反応{器 男6。H誌1

力 価 試 剛Rati◎ ・必 体433
動物956

V結 言

Sauten培 地に人型結核菌H2及 びH3?株 を培養し週

を追つて菌体 と液体 との変化を追求した結果次のことを

結言とする。

1)液 体のpHは 両株 とも培養後1～4週 ではアル

カリ性を呈し,5週 より急に5・5の 酸性となり,以 後徐

徐に酸性度を増していた◎蒸発残量は両株とも培養後か

なり急に減少し5週 では始めの1/2以 下 となり,以 後漸

10H:{7の 力価 試 験

ゆ 糺

,人 棒 へ 丸 ♪く

;＼/㌧ ＼ 賊'
・ ハ ノ賦・

、//＼メ
貿 脇 物

次その量を減じていた。還元量は両株とも5週 から出現

し,週 の進むに従つて漸次増量し,14週 では最高量(100

my/alt)と なつた。総N量 は培養後かなり急に減少し,5

週 では最も少なく,そ の後は幾分増加していた。

2)菌 体の乾燥量は両株とも5週 で急速に増加 し,7

週が最も多く,そ の後漸次減少していた◎生菌数は2週

後から徐々に減少し,5週 では10""5に おいて小川培地

10本 の合計が100コ 以下となつた。これに反しDehy-

drogena・geは両株とも7週 まで比較的強力な酵素作用を

有するも8週 からは急にその作用を減 じていた。
魯3)力 価試験の結果

,標 準液と同力価 となるのは,H2

株 の人体試験では4週,動 物試験では9週 であつた◎ま

たH:s7株 の人体では,3週,動 物では5週 であつた。

その後H2株 では多少力価の低下を示 したが,1■ ・x株で

はその後あまり著 しい変動は認められなかつた¢

4)今 回の検査項目の上では,H・ 株とHlc株 との

変化は始んど等 しかつた。

5)両 株 とも菌体の増殖に伴つて変化する項目はpH,

蒸発残量,総N量,還 元量及び生菌数等であつた◎

稿 を終るに当 り御指導と御助言とを賜つた柳沢部長に

謹んで謝意を表する◎また人体試験に御協力下さつた結

核部諸君の御好意を感謝する◎なおこの研究の一端は文

部省綜合研究結核研究委員会の援助によつたのでここに

謝意を表する。
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