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逆 性 石 鹸 を 応 用 せ る 結 核 菌

分 離 培 養 法 の 検 討

国立相模原病院内科(指 導 細谷省吾教授)

岡 野 実

(昭和28年4月27日 受付)

喀疲中よりの結核菌の証明は結核の確実な診断の一つ

である。
せ

その方法として一般に用いられているものに単純塗抹

染色による方法,或 いは最近検欝率の高いといわれてい

る螢光顕微鏡による方没などが行われているが,こ れら

の方法は必ず しも確実だとはいい得ない◎従つて,こ れ

ら直接塗抹検査で証明されない場合は,ア ンチホル ミン

その他の方法をもつての集菌法とか,ま たこれを材料と

して直接動物に接種 し結核菌の存在を証明しようとする

方沙が行われている。しか し臨床的に広 く行われている

のは,比 較酌に菌の検出率高 く,且 つ決定の確実な培養

洪がとられている◎

培養法の主なる前処理にはアンチホル ミン法D,硫 酸

法2),苛 性 ソ{ダ 法3)及 び苛性カリ。硫酸併用法4)t£ど

があり,最 近ではCorperら5)の23%NaspO4に よる

方法とか,4～8%NaOHに よる小川(辰)氏 法6),或 い

は金沢氏 らのホモヂナイザー法?)な どが挙げられ るが,

その殆んどが遠心器,或 いはホモヂナイザーなどを用い

る手技の煩雑さがあるので,臨 床的に広 く行われるため

の一つの欠点とされている¢又わが国での最近の培養法

は小川ぐ辰)氏9)も のべているように遠心器を使用しない

簡易な方法への傾向にあるようで,こ の点は欧米といさ

さか趣きを異にしている。

これより先,昭 和22年 に細谷 ・添田氏らξりは菌種に
ノ

よつて選択的に強い殺菌性を有する逆性石鹸(陽 性石鹸)

前処理による結核菌分離培養法,す なわち,そ のプリン

シプルが従来の集菌法とその趣きを全く異にし,遠 心器

を必要としないで,而 も検出率の大なる点において注員

に価する新法を紹介 し,その後一門小川(政 敏)氏 のx2)13),

或いは伊藤(緩)氏 ら粉,金 沢氏ら粉 及び伊藤(善)氏 ら

瑚 も喀疾中より結核菌の分離培養に逆牲石鹸を用 いい

ずれも従来の培養法に勝るとも劣らざる成績を得て,そ

の実用価値が広 く認められてきたの雲8)19)◎

最近に至 り再び逆性石鹸の消毒薬としての優秀性が紹

介され物 紹の,今 日再び入手 も容易になつたので今回私

は緬谷教長の御指導の下に逆性石鹸(haury1-ceramino-

form曜1-methyユーPyzi曲 沁迦chl◎ride,大 阪合同。ゲルミ

ノール液)を 用いて前処理 した喀疫を1～3%KII2PO4

培地ζ小川培地)の,カ ゼイン水解物を種々の割合に加え

た培地・或いは発育の早いとされているPeizerら の培

地2G)な どの各種培地及びそれらの培養法など発育を早

めるような種々の培養条件について検討 したので,そ れ

らの成績について報告する◇

予 備 実 験

1)2,3菌 腫に対する発育阻止試験

ヂフテリー菌,ブ ドー球菌及び大腸菌をそれぞれ 娼

時聞培養 したものをプィヨンに2mg/ceの 濃度に稀釈し,

その1白 金耳宛をゲル ミノール液1%,O.5%,0.1%,

0・01%溶 液 に入れ,室 温に1時 闘放置後さらにその1白

金耳宛をレフレル培地及び3%KH2PO・ 培地に塗抹培

養 し,48時 聞後の発育を検査 したところ,O・ユ%でそれぞ

れの発育を完全に阻止 した。

2)健 康人の睦液内雑菌発育阻止試験

健康人の唾液にそれぞれ等螢の1%,05%,O・1%,

O・Ol%tr"ル ミノール液を加 えて,第1表 の如く時闘の経

過と370C及 び室温での発育阻止の状態を観察した。そ

れによるとO・5%以 上の濃度においては,15分 以上の作

用時間で完全に口腔内常在菌及び雑菌の発育を阻止する

ことができた。.

第1表

疽 ＼ ユ%0・5%O・1%・Ol%対 照
時 間 度 ＼

15・37・C_-i-}帯

3・・ 鰭==;庸

45/370C-一 一 十

6α 難 二 二=藩 藩

・120ノ 室温 一。 噛 一i冊 冊

本 試 験

当院入院中の肺結核患者の早剃喀疫を採取後,数 時蘭

以内のものを材料として,観 察は2週 以内は3～4日 毎,

それ以後は毎週行い,最 終判定は5週 目に行つた。叉各

例とも使用培地はすぺて2本 宛とした。なお,雑 菌によ

る集落1コ 以上,培 地の液化 したものに至るまですぺて

雑菌汚染 とした◎

一一24-一 一
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峡 験一1り

被検例数20例(塗 抹陽性 ・陰性とも各々10倒)の 喀療を

2等 分し,一方の小塊を1%ゲ ルミノ戸ル液(以 下ゲ液と

酪称する)1ccを 入れた中試験管にとり・白金耳でよく

磨砕して直ちに3%KH2PO・ 培地のに1白 金耳宛塗抹培

養した。他方の喀疫を対照(以 下同様方法による)と し

て8%NaOHに て処理 した後,3%KH2PO4培 地 に小川

(辰)氏の方法6)に 準拠 して培養した"そ の培養成績は・

塗抹陽性例20本 申・結核菌培錫 性と「4つたものは12

本,培 養陰性であつたもの8本 叉塗抹陰性例20本 中

培養陽性となつたもの6本,培 養 も陰性であつたもの14

本であつた。又2週 以内の培養H数 で結核菌集落の発現

を見たいわゆる早期培養陽性のものは塗捧陽性例20本

中8本,塗 抹陰性例20本 中2本 であつた。しかるに対

照では塗抹陽性で培養 も陽性となつたものは20本 中16

本,塗 抹陰性で培養陽性となつたものは20本 中7本 で

あつた。又2週 以内の培養日数で陽性となつたものは塗

抹陽性例では20本 中7本,塗 抹陰性例では20本 中1

本 もなかつた。なお,雑 菌による汚染は対照では認めな

かつたが,ゲ 液による もの で は40本 中11本 見られ

た。この高い汚染率については,ゲ 液による前処理の時

聞が1～2分 の余りにも短時間であつたことと,今 まで

も指摘されていたように11)12)15),ゲ液 申で喀湊の小塊が

塊状に凝固してゲ液が深部に浸透しないうちに培地に塗

抹培養する結果,雑 菌による汚染が強い 屯の と思われ

た。そこで喀湊を初めにできるだけ溶解 し,ゲ 液の作用

を均等化すべ く細谷研究室において分離 した蛋白溶解性

を有する1土 壌菌(B.fulminallS)27)の 液状培i養塵液よ

り細谷法をもつて部分的精製濃縮して得た酵素液(以 下

酵素液と略称する)を 使用して次の実験を行つた。

〔実験一2〕

被検例数13例(塗 抹陽性9例,陰 性4例)の 喀湊小

塊に酵素液0.3～0.5ccを 加 えて白金耳で磨砕後,室 温

に1時 間放置し喀褻の溶解するのを待つてさらにビペ ツ

トでその全量を吸い上げ,1%ゲ 液1eeに 強 く吹き出し

ついで,駒 込 ピベ ットをもつて混和かくはんを数回繰返 翠

して後,室 温に20分 鷹倣 置する◇その後1%KH2PO4

培地6)に1白 金耳宛塗抹培養 し,対 照(実 験1に 準ず

る)と比較 した。その培養成績は塗抹陽性例18本 申培養

陽性となつたもの15本,塗 抹陰性例8本 中培養陽性と

なつたもの4本,又2週 以内の培養日数で陽性を示 した

ものは塗抹陽性例18本 中4本 であつたが塗抹陰性例で

は見られなかつたo.

一方,対 照では塗抹陽牲で培養 も陽性となつたものは

18本すべて陽性 ・塗抹陰性で培養陽性となつたものは8

本申4本 であつた◎又2週 以内の培養日数で陽性となつ

たものは塗抹陽性例では18本 申2本 であつたが・塗抹

陰性例では見られなかつた◇

〔実験 一3ノ

実験2の 場合の酵素液の作用時間を60分 より10～15

分 に短縮 して行つた実験では,被 検例数27例(塗 抹陽

性13例,陰 性14例)で ある9そ の培養成績は塗抹陽

性例26本 のすべてが培養も陽性であ り,塗 抹陰性例28

本 申,培 養陽性となつたもの13本 であつた◎又2週 以

内の培養日数で陽性となつたものは塗抹陽性例26本 中

21本 で極めて多 く,塗 抹陰性例28本 中2本 であつた◎

一方対顯では塗抹陽牲で培養 も陽性となつたものは26

本すべて陽性であり,塗 抹陰性で培養陽性となつたもの

は28本 申15本 であつた◎叉2週 以内の早期培養陽性

となつたものは塗抹陽性例では26本 中16本,塗 抹陰

性例では28本 中2本 であつた◎汚染は54本 中2本,

対照にはない。

〔実験一4〕

本実験では酵素液を10・v15分作用せ しめ,ゲ 液を0・5

%と し室温に20分 放置後培養 したが,培 養方法及び対

照試験はすべて実験2に 準 じた◎

被検例数は25例(塗 抹陽性11例,陰 性14例)と

し,そ の培養成績は第2表 の如くで,そ の陽性率は高 く

対照に遜色なく,殊 に2週 以内の短期問の培養で陽性と

なつたものは対照より遙かに多 く見られた。

第2表

嘩;＼ 方法}

叢採 風 」

瓢 ノ峨 繍 撫)

蓼i・42・2835汚 染
14212835汚 染

25

例

陽

性

陰

性

例数

管数

1181010113

22111718203

61011110

71922220

例数1424782

管数2833513152

03770

0414140

以上の実験から陽性率において,喀 疫の大量を材料と

した小川(辰)氏 法より僅かに低かつたが,短 期間の培養

陽性率はむしろ小川氏法に勝る成績を得た◎このことは

小川氏法と同様,喀 疫の大量を使用するか,或 いは酵素

液の酵素価を高めて,こ の実験に使用 した如き喀湊小塊

ではなく大量の喀痩を材料として用いたならば,必 ず し

も小川氏法に勝るとも劣るものではないと信ずる◎

次に例数を増して次の実験を行つた◎

〔実験 一5〕

被検例数67例(塗 抹陽性33例,陰 性34例)の 喀

湊 より申試験管に取つた小塊に酵素液0・3ご6を加えて磨

砕 し,15分 室温で作用せしめ,さ らに0・5%ゲ 液lce

を加えて,ピ ベ ットでよく混和 してから室温に20分 間

放置後,そ の1白 金耳宛を1%KH,PO4培 地 に塗抹培養

した。対照として喀渓の小塊を用いる小川(辰)。 佐波氏

らの25%NaOH法28)を 他方の療で培養比較 した。その

一一 一25-一 一.
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第3表

、
ミ

%

ル

偽

グ
喉樫塗被

検
総{
数}抹}

陽

67

1性

ノ ー ル 法

雌 一 認魂
一 一

33

66

数

験
数

例

試
管

263132334

486163644

て?2,6)(9を 。ξヲ)(05.5)(97`◎)(6ゆ コ)

小 川 。、佐 波 法

(25タ6NaOH)

汚14212835

染

202930302

375659592

i(56・0)(85・0)(89・5)(89・5)(32)

騰
灘
陰

性

例
34

68

71519212

132636404

(19.1)(38.2)(53.0)(59。0)(5.9)

61416201

82429352

(11.7)(35.2)(42・6)(51・5)(2・9)

誰:()内 は%を 示す

培養成績は第3表 の如 く,対 照の小川 ・佐波氏らの方法

に比 して例数及び管数においての陽性率及び2週 以内の

短期聞の培養陽性率は極めて良好であつた◎

第4表

被

検

数 11'欄
　

ゲ ル ミ ノ ー ル オ ス ノぐ ン

/贈 ・42・2835
14212835

10

!陽 例数

性 筒数10

5 3555

6101010

1555

291010

ウ
白

4

ウ
臼

4

2

4

噌■

ラ
酬

3

4

3

4

2

3

1

2

5

10

数

数

例

管

陰

性
例

〔実 験 一6コ

ゲ ル ミノ ・一ル と,同 じ く逆 性石 鹸 オ スメ

ン(DimethylDctyl-dodecyl-amUnonium.

chl・ridc,武 田薬工)末 のo.5%液 で第4

表 の如 く10例 につ い て 両者 の比較 実験 を,1

実験5の 方 法 に準 じて 行 つ た。 すなお ち表

の 如 く塗 抹 陽 性 で2週 以 内 の短期 間培養で

陽 性 とな つ た ものが オス バ ンに比 して ゲ液

に多 か つ た点 以 聖 ま全 く両者 の問 に差が見

られなかつた◎

〔実験 一η

説:但 し汚染はいずれもなし

第5表

1950年 にPeizer及 びScheeterら26)が,早 期結核菌

培養に推奨 した培地すなわちソートン培地の各要素にヵ

ゼイソ水解物(CasamiB◎acidBacto・T・)。 馬鈴薯澱

粉 。寒天を加えて基礎培地を作 り,さ らにオレイン酸ナ

トリウム。卵黄 ・グリセリン。1%マ ラヒツトグリーン

及び葡萄糖を加えた培地(A及 びB培 地)で 好成績を拳

げていたので,細 谷研究室で作製したカゼイン塩酸加水

分解物(以 下CaS・A・ と略称する)を 用いPeizer及 び

Sch㏄terら の方法(A及 びB培 地使用)に よる培養を

それぞれ第5表 の如 く10例 と22例 で行い,対 照とし

て酵素液で処置後0・5%ゲ 液 で処理 し1%KH2PO4培 地

による実験5の 方法を同時に行つた◎すなわち第5表 の

如 く上記のCas.A.を 用いた場合,い ずれも対照のゲ液

を用いた方法に較べて勝るものとは思われなかつた。

次にPeizer及 びSehecterら の培地B

脱

被
検
例
数

、一＼ 塗 抹＼ぐ 轟
塑 筆議 養

数 数 ・421nS35」 染 数 数j142128 ・sl染 として・各 々瀬 液艇 澱 α5%ゲ 液を

用い第6表 の如 く14例 と26例 について03
554 実験

5の 方法に準じて比較 した。 す なわ

ち第6表 の如 くいずれの培地 も対照の1%

K馬PO4培 地 には及ばなかつた。

〔実験一8〕

1%及 び3%KH2PO4培 地にCas・A・

を各種濃度に加えた培地を使用して,第7・

8i表の如 く,19例,21例 の喀渓を酵素液

で処置後 α5%ゲ 液で処理 し,実 験5の 方性

法に準 じて比較実験を行つた。

培 養 日 数 汚 その培養成績は第7,8表 の如 くO・1%

14212835染 にCas.A.を 加 えた1%及 び3%KH,PO,

培地がやや高い陽性率を示した◎

〔実験 一9>

この実験では培地として0・1%にCaS・A・

を加えた1%KH,PO、 培地と,1%KH2PO4

培地及び3%KII2PO、 培地をそれぞれ使用

し,今 まで使用 してきた酵素液 の代 りに

と,こ の培 地 のCasaminOa。idBacto'T。

性 の 代 りに 当教 室 作 製 のCas .A.を 加 えた培
　

日 数{汚 地を,そ れぞれ1%KH2PO,培 地を対照
一{

Ca9.A.(A) 1268ggoi8
10

聡 晒 ▲i6珍n-E・4i8 24442

認
Cas,A.(B)

1%KII2Pq▲

培 地{

11

22;1791001

22i172121210
§

11

22

22

02243

51012140

「

註:▲ 印 はゲ ル ミノ ー ル法 に よ る

第6表

地

へ＼
＼

培

N

被

検
例

数

猷 陽 性 陰

;例管 培

数数14
§

　

養 日 数 汚例筒

212835染 数 数1

14

糠 欝){51　 }

6

8

10

9

10

10

10

10

0

0

9

18

18

2

6

2

6

2

7

2

7

4

1

26

1Ca、
。A.(B)ド18;

嗣 く・r・P・・:9　 &

3
計

12
:

11

18

16

18

16

18

4

3

17

34

ρ41

0

6

6

13

11

18

13

18

7

5

26
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第7表

被 検 例 数

第8表

19

凱 11
披 検 例 数一 21

9 1ゼ 　 　

塗 抹}陽 性 陰 性 塗

試 験 管 数 16

抹 陽 倒 陰 性
22 試 験 管 数

培 亀

培養日数と
1醗

1・42・2S35i染;・42・2835

i培 養 日数 毒 培 養 日数 騎

1%Cag.A・ 加

1%KH2PO4培 地

0。5%Cas・A・ 加
ク

0.25%Ca,g.A.加

　

O,1%Cag.A.加
〃

8131315

11141616

ユ2ユ4ユ616
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0.5%NaOHを 用い0・5%ゲ 液 による実験5の 方法に準

じて3者 め比較実験を29例 について行つたのが第9表 で

ある。すなわち塗抹陽性例での培養陽性率はいずれも大

差ないが,塗 抹陰性例で培養陽性となつたものは1%K

H2PO4培 地が,文2週 以内の短期聞の培養陽性率はO.1%

Cas.A・加1%KH2PO・ 培地がそれぞれ多かつた。

〔実験一10〕

次にO.5%NaOHで 処置後0.5%ゲ 液 で処理 し0.1%

第9表

Cas.A.加1%KHaPO,培 地による方法(新 ゲ液法)と,

8%NaOHで 処理後3%KH2PO4培 地による小Jli.IZ法の

との比較を第10表 の如 く57例 で行つた◎すなわち,

その成績は表の如 く対照に遜色なく,殊 に2週 以内の短

期聞での培養陽性率は,む しろ勝つた成績を得た。

考 按

逆性石鹸(陽 性石鹸)は 水1容性で浸透性に勝れ,強 い

殺菌力と洗浄力を有することなどから増山氏2D22)2:1)は

その紹介の中で,現 下の消毒薬として最 も

被 検 例 数
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註=()内 は%を 示 す

推奨さるべきものの一つとして挙 げ て お

り,叉 細谷教授ら鋤 は殺菌性が選択的で

あることを見出し初めてガス壊痕より嫌気

性菌の分離に応用し,次 いで結核菌の分離

培養に応用して検m率 の大な る こと を報

じS)1の,そ の後小川(政)氏U遡)粉,伊 嘆

氏ら14)及 び金沢氏ら15)の 報告にあるよう

に硫酸法に劣らず,集 し1検診にも応用し得

る成績を挙げ得たが,そ の欠点としては,

それが蛋白凝固性を有 し喀屡の均等化に問

題があると指摘 されてきた1D一 勢○このこ

とは喀i屡深部にある雑菌による汚染或いは

集菌の良否により陽性率に影響のあること

は見逃せない。殊に今までの方法で粘稠な

喀療を白金耳で直ちに逆性石鹸液に入れ,

磨砕混和 しても喀綾iは白金線に凝固附着し

てしばしば操作が嗣難であり,喀 疫深部に

薬剤が十分浸透 しない憾みがあつたので,

私はまず喀痩を酵素液叉はO・5%NaOH

でで きるだけ均等溶解せしめ,こ れをヒペ

ツトで0。5%逆 性石鹸液申に加え,充 分か

くはん混和 して薬剤の接触浸透面を大にし

雑萬を殺すようにして培地に塗抹すること

とした◇すなわちその培養法で好戊績を挙

げ得たが,例 えば0.S%ゲ ル ミノールで処

理後1%KII204培 地による方法で行つた

～27一
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試 験 管 数480本(240例)で の私 の 成績 と,オ スパ ン錠

(0・29含 有,Dimethy1-lauryl-bellzyl-◎xyethyl-・aii}。

}1・◎liiUiHch1面de,武 田薬 工)に よ る1%溶 液 を使 用 した

金 沢 氏 ら15)の 方 法 で の 成績 を比 較 して 見 る と,汚 染 率 は

金 沢氏 らの23・8%に 対 し6・6%で あ り,塗 抹 陽 性 で培 養

陽 性 と なつ た もの は金 沢氏 ら の75・9%に 対 して94.5%

を示 し,塗 抹 陰 性 で培 養 陽性 と なつ た もの は金 沢氏 ら の

19・5%に 対 して53・1%の 好 成 績 を示 した こと は,培
モ

地及びこの培養法の勝れていることを示し,し かして逆

牲石鹸による本方法の実用価値を一段 と裏付けるものと

考える◎

交O・5%ゲ ル ミノi・…Fルを用い,1%KI塚'ら 培地によ

る方法と0・1%Ca3・A・ 加1%KH2PO,培 地 による新ゲ

液法との比較では殆んど両者の聞に大差はなかつた。し

か し1'eizer及 びSchecterら26)のCasaminoacidBa-

cto・T・ 培地や,そ れを用いる方法は培地の作 り方及び

遠心器を用いての操作 も決 して簡易でなく,叉 その検出

率 も逆性石鹸ゲル ミノールによる方法には遙かに及ばな

い放績 を得た。

結 論

1)喀 湊の小塊に1%ゲ ル ミノ・・一・7L液を加えて磨砕混

和後,直 ちに3%KH,PO,培 地 に塗抹培養 した場合,

陽性率はかな り艮好で あつ た が雑菌汚染率が大であつ

た。

2)こ の汚染を少なくするため,予 め蛋白溶解性を有

する1土 壌菌(B・fulminans)の 液状培養濾液よりの酵

素液文はO・5%NaOHで 溶解均等化 した喀痩を0,5%ゲ

ル ミノール液で処理後,1%KII・PO,培 地 に塗抹培養す

る方法は陽性率が高 く,殊 に2週 以内の短期閥培養での

F曳:性率は極めて良好で,汚 染 も僅かであつたe

3)ゲ ル ミノール法と同 じく喀湊の小塊 を用 い る小

川 ・佐波氏らの25%NaOH法28)と の比較では遙かにゲ

ル ミノール法が勝れた成績を得た◇

4)Pelzer及 びSchecterら のCasan}inoacidBac-

to・T・を用いる培地及び方法は陽性率が低 く,汚 染も多

くゲル ミノ{ル 法に及ばなかつた0

5)1%及 び3%KH2P軌 培地に各種濃度にカゼイン

塩酸加水分解物(:a.sul}lixx◎acidを加 えた場合,O.1%に

加 えたものが,や や瑛かつた◇

6)私 の上記酵素液又はOf5%NaOHで 処 置後O・5%

ゲル ミノ・・ル液で処理 し1%KII2PO4培 地,或 いは0.1

%にCasaminoacid(Cas.A。)を 加えた1%KH2PO4培

地 による結核菌分離培養法は,雑 菌汚染を少なくし陽性

導も筒 く,殊 に2週 以内の短期間の培養陽性率は良好で

あつた◎こあ逆性石鹸による方法は小川(辰)氏 法にも遜

色なく,そ の実用価値を認めた◎

(終 りに御懇篤なる御指導御 校 閲を賜わりました細翁

教授並びに種々御援助を賜わ りま した伝研第一研究部宮

崎(正)博 士,予 研藤本博士および・国立相模原内科医長

後藤博士に衷心より感謝致します◎

叉研究費の一部は厚生省医務局研究費によりました。

なお,本 論文の要旨は昭和28年3月 の伝研予研集談会.

で発表 した◎)
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