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液体培地に於ける結核菌の発育に伴 う液体及び

粛体の生化学的変化に関する研究

第5報 人型 菌H2及 びH37株 をDorse七 培地 に

培養 した場 合 の変 化

国立予防衛生研究所結核部(部長 柳沢 謙)

浅 見 望 ・細井正春 ・土屋院 司

上野一恵 ・土 田誠三 ・三浦 馨

(昭 和27年11月5日 受 付)

1緒 言

Dorseti)が 合成培地を調製し,人 型菌を培養 したと

ころ,従 来のグリセ リソ・ブイヨン培地に比 し,菌 の発

育は数倍艮好であり,且 つッペルク リン(以下「ッ」)の力

価 も強いことを報告 した◎Seibert2)もPPDの 精製に

は初めこの培地を用いたが,「 ッ」が着色するのでこれを

止め,後 程はLOR9培 地を使用している◎終戦後米国

によつて紹介された「ッ」製造培地は,こ のDerset培 地

を用いるMich五gaRの 方法であつた。才)れわれも従菜

のグリセ リン・ブイヨン培地から,こ のD。rset培 地 に

かえるため,種 々の実験を行つたが,菌 株によつて発育

のよいもの,或 いは甚だ悪いものなどあつた。殊にわが

国の「ッ」製造用菌株であ る青出お株はこの培地に対し,

時 には良好な発育をなすこともあるが,多 くの場合,発

育は悪かつた。また牛型菌牛鶴糠及びBCG等 も青山

B株 以上に発育は不艮であつた。しかるに今回の実験に

使用 したH2及 び1玩 株は比較的発育が良好であ?た

ので,こ の2種 をDorset培 地に培養した場合の変化 と,

先・x)に報告 したSautoll培 地 における成績とを比較 し,

菌株 と培地との関係等を追求するためこの笑験を行つた

ので,そ の大要をここに報告する。

II実 験 方 法

1)菌 株;人 型菌II・.及 びH37株

2)培 地;Derset培 地 の処方は次の如 くであるo

アスパラギン14.Og

燐酸水素 カリ1・8β

クエン酸 ソー・ダO.9ρ

硫酸マグネシウム1。5g

クエン酸鉄0.39

プ ドゥ糖10.Og

グ リセ リンIOO.Og

蒸溜水を加えて1,000ccと す る

PHは6.7～6。8

これを300ccの 三角コルペンに100eeず つ分注し,

100◎C30分 ずつ3回 減菌した。

3)培 養方法;グ リセリン。ブイヨン培地に継代培養

した両菌株を上記培地に移植 し,隔 週毎に培養コルベン

2個 ずつを取 り出 して試験に供 した。

4)菌 体及び液体の調製 ・定牲及び定量試験 ・力価試

験:第2報 と同様なので省略する◎

IH実 験 成 績

これらの実験成績は第1～5表 及び第1～10図 の如 く

である。表及び図を見れば大体の傾向がわかるので,説

明は省略するe但 し先のSaut◎n培 地における比較は次

の考按のところで述べる◎

IV総 括 及 び 考 按

1)D◎rset培 地 における菌量は第7図 に見る如 く,

2つ の山を描いているfiす なわち第1の 山は,II2株 で

は6週 目に,Illl7株 では5週 目にあり,第2の 山は第1

の山よりも高く,H2株 では9週 目に,HSt株 では10

週 目にある◎また定量培養による生菌数もこの菌量と相

関 して増減している◎すなわち両株とも培養当初には多

数の生菌が認められるが,培 養の進むに従つて生菌数を

減 じてゆき,菌 燈の第2の 山のできる時期において,生

菌数は再び増 している◎たとえばHst株 では6週 の生

菌数は最 も少なく,そ の後の週においてはまた増加して

いるeま たIr・ 株 においても10輌5の 培養のところを見

れば7週 では零であるが8～12週 では再び少数ながら生

菌が認められる◎かかる現象は先のSautOlt培 地 におい

ては認められなふつたことである◎これは両菌株とも急

速な発育増殖をした後,培 養後5～6週 において培地成

分の変化によつて,一 方において菌の発育速度を減ずる

か,或 いは停止 し,他 方において死滅菌の自家融解が起

るため,菌 量は1時 減少するものと思 う。次で変化 した

培地に慣れた菌(或 いは耐えた菌)が第2次 の増殖をなす

ため第2の 菌量の山が描かれるもOと 考えられる。この

ことは菌株によつても相違がある。すなわち本実験では

H2株 よりもH:・7株 の方がより須著に表れている。また
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H37株 では後述するPH,力 価等の変化も大体にこの菌

量と平行して2ッ の山を描いている点からも肯定される

と思㌔

2)Dvrset培 地 と先のS鍛 鵡n培 地とにおける両菌

株の最大発育時期の菌量を比較すると次の如 くである・

菌株

・H,

H;ζ7

Sant◎k培 地(S)

一

週 菌 量 比

71。1659100

70.893977
導

D(,欝8et培地(D)

　

週 菌 量 比

9L676∫7100

102.335yユ39

第1表

倍数劇

1。44

2、61

す なわ ちSautoM培 地 ではH2株 の菌 量 を10Ω と ず

れ ば1玩 株 は77と な り,後 者 の 発育 は 劣 つ てい る・・.し

か る にD(n'set培 地 で は こ の反 対 で あつ てIL株 の100

に対 しH:;r株 は139と な り,後 者が 明 らか に前 者 よ り

発育 が 艮 好 で あ る,,こ の 実 験 か らす れ ば1玩 株 はD醒 戯

培 地 に 対 し好 適 で あ る とい い得 る 。

ま た両 培 地 にお け る菌 量 を比 較 す るに,S餅tg簸 培 地

を1と した場 合DeTS"t培 地 で は,H驚 株 が1・44借,

H・・7株が2・61倍 の増 量 と な り,両 株 と もD"rset培 地

人型 菌H2株 をDors.et培 地 に培 養 した場 合 の変 北
蝉

週

別
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駐:1,対 照 は第1表 と同 じ 2,定 慧 培 養 は10本 の総 数 を認 した
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第4表II?株 の人体皮内試験(48時 間後判定)
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第5表1玩 株の人体皮内試験(48時 間後判定)
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がSauton培 地 よりも,は るかに発育が艮好であつた。

なお,わ れわれがDerset培 地 を使用し初めた頃に行

つた実験ノートを参考に記せぱ次の如 くである◎この実

験は各培地100eeを300eeの 三角コルペン5本 に培養

し,培 養9週 後において殺菌したものの乾燥菌量(5本

の平均量)で ある。

菌 株

菌量

皆 山BO.69g

FraRkfurtO.71

牛 頻0.87

BCGO.71

Glycerol

broth培 地

ノ ー 一 一齢ノ 、 一 ■騨順 、

比

100

101

126

101

Sautelt培 地borget培 地

一 一一一・、1一 鞠・一人一

菌 量

O.65g

O。72

0.92

1。08

比

100

111

141

166

菌 量

1.55g

L35

0.79

e.27・

比

100

87

51

17

この表で見る如くグ泌セリン・ブイヨン培地ではこの

4菌 株による菌量差は少ないが,Sa鞭tOk培 地 ではBC

Gの 菌量が最 も多く,牛1◎ 株これに次ぎ,青 山B及 びフ

ランクフル トの両株は少ない◎これに反 しDorset培 地

では青山8株 が最もよく,フ ランクフル ト株はこれに次

ぎ,BCGは 甚だ悪かつたg

このように結核菌の発育は,そ の菌株 と移植培地との

間に,菌 の増殖上密接な関係がある◎なおかかる比較実

一14
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験を行 う際においては移植前の培地,そ の培地における

継代回数,培 養日数並びに移植菌量鯨甚だ微細の点まで

注意を払つて行つた実験でなければ,正 しい比較をなし

得ないのは勿論のことである◇

3)D・rtsetに よれば培養8週 後のrツ」液のPHは ア

ルカリ性となつている。しかるに今回の実験においては,

H2株 では先のSautOn培 地 の場合と等 しく培養り進む

に従つて酸性の度を加えている◎ただH・{7株 のみは20

週まで中性近 くを保つたに過ぎないっしかしわれわれが

先に行つた実験ノー トのPHの 成績を 示せば次の如く

である◎

ー&

7

6ρ

5

β
か

＼

1PH

レv
イへ"一一一A

轟

H…n

＼

瞬 一 一xM2＼
、xム

4

菌 株

青 山B

FrUiikfurt

牛lo

BCG

Glycerol

byeth培 地

5.6

5。4

5.6

5。4

SalitOlt培 地Dor$et培 地

5.4

5。4

54

5.8

8。1

9.2

6.8

6。0

上 の 如 ぐ グ リセ リン ・ブ イ ヨ ソ及 びSanteii培 地9週

培 養 のPIIは,い ず れ の 菌株 も大 体5。4～5・6の 間 であ る

が,Dり τset培 地 のPHは 人 型 菌 の2株 は ア ル カ リ性 で

あ るが,牛le及 びBCG株 では6・8及 び6・0で あつ た"

しか しこの2菌 株 と も ・SanteM培 地 に比 す れ は 中性 に傾

7

＼勘
OweeK 5

3蒸 発 残 量

01

劉

ー01

'『

OweeK

㌦ 議/へ ＼昼37

5総N

→
}＼ 一魂
・旨4

秘t

week

還 元 量

__埠_一 ノ ー譜 、 ・㍉ 、・～賦CO就

戦か ム。_ム』蟹
一
week
6蛋 白N
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7菌 量 8培 養10-s

.ST」

20

Oi

,へ

箋 ＼H37{

。L____
OweeK51014

籍
薮

鋤

weeK

Hsv♪

ム__ム 礁一_.a/

9Dehydr◎gekase

㌔〈 ノ＼
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陥
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へH3卿/
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(H)一 躊・人{ホ 、

(A}… 動 物

いている。しかしこの実験の後,青 出B株 をDorset培 地

に培鑑を繰返 してゆ くと,あ るときはアルカリ性 となり,

1,る ときは酸性となb,終 末PHが 培養毎に異 り,常 に

一定ではなかつた◎この原因の探求は行つていないが,

考 えられることは使用薬晶の純度と培地の滅菌方法等が

この培地のPHを 左右するものと思 う。例えば今回の実

験において も,菌 を移植 しな い対照培地をフランキに

12週 聞入れておいただけで初め6・8のPHが5・2ま で

酸性となつている◎もしこの射照培地をなが くフランキ

に入れて置いてもPHに 変化を来さないようなDorset

培地 であれば,こ れに菌を移植 した成績 もおのずから今

回の成績 とは異るであろう。

の 最後に力価について検討 してみるのに,H2株 で
の

は動物及び人体試験とも比較的弱 い がH,7株 ではH2

株 よりはるかに力価は強く,特 に人体試験では先に報告

したいずれの菌株よりも強かつた¢なお動物と人体 とに

よる力価の差 もこの培地では顕著である◎これらの培養

8週 における威績を先のSant◎ll培 地 のもののRatio及

び蛋白Nと を比較すれば次の如 くである◎

菌 株

2

賓

H

瑛

Sauton培 地　
動 物 人 体 蛋 白N

mg/dl

O.821.111.96

0.961.012.80

D{}rset培 地

　

動 物 人 体 蛋 白N
mg/dl

O.860.991.40

1.211.7330.24

上の如 く,動 物と人体とによる力価試験の結果はやや

相違するも,大 体においてSaut◎R培 地では両株の差は

少ないのに反 し,D・rset培 地 ではH驚7株 がH2株 に比

し,は るかに強い◎また「ツ」申の蛋白N量 もSauton培

地 では両株の聞に著 しい差は認められないが,Dorset培

地 では,H2株 はSaUt◎u培 地と等 しいがH37株 はSau-

toxx培 地 の10倍 以上の蛋白N量 を有 している◎ すな

わちこの蛋白N量 と力価とは大体において平行している

ことが認められる◎さらに菌量と力価との関係を見るに・

H訂 株では平行関係を有するも,H2株 ではDorset培

地の菌量がSanteB培 地 よりも多いのにも拘らず力価は

等しいか,或 いはやや弱 く表れているoこ れは菌の発育

は艮好であつても濾液中の蛋白量が少なければ,力 価の

増加は来さないものと思 う◎故に力価と関係の深いのは

16



275

菌量よりも,む しろ「ッ」中の蛋白量であると思われる◎

V結 言

人型菌 馬 及びII37株 をD◎rset培 地 に培養し,週

を追つて,菌 の発育と培地申の成分の変化を調べた結果

次のことを結言する◎

iJ菌 量はIil)iS7株がH・ 株より多 く,ま た両株 とも

歯の増加には2つ の山が認められた◎

2)PHは 恥 株では4週 以後酸性となるも,H・V株

では4週 から12週 まで中性を保つていた◎

3)培 地中の葡萄糖は菌の発育に伴つて,減 少してゆ

き,両 株とも5～6週 にいたれば初め加えられた量の1/8

位まで減少し,そ のpaH・7株 ではさらに徐々に減少する

も,馬 株では幾分増加の傾向を示 した。

4)総N量 は菌の発育するに従い減少するも,蛋 白N

量は漸次増加 しているaこ の変化はH37株 がH2株 よ り

も顕著であつた◎

5)定 量培養による生菌数は,H2株 では培養週の進

むに伴い漸減するも,H37株 では5週 まで漸減 し,そ の

後14週 まで比較的多数の生菌が認められたり

6)力 価は,H2株 では培養が進んでも比較的弱 く,

H37株 では人体による場合4週 以後急速に高い力価を示

したが,動 物では漸次力価を増 しているΦ

終りに臨み常に御指導を賜つた柳沢部長に深謝する◎

またこの研究費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記して謝意を表する○
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