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馬鈴薯澱粉を加えた酸性鶏卵培地に就いて

結核予防会結核研究所

続 木 正 大 ・斎 藤 悦 子

(昭和28年8月17日 受付)

緒 言

岡 ・片倉培地])の 第二燐酸曹達を除いて第 一燐酸加 里

のみを原液の1%(又 は3%)に 加えた小川培地2)3)は 結

核菌用培地 として前者 に比べ てその性能 が優れ てい るこ

とは既に国内で一般 に認 められてい る｡小 川 は鶏卵培地

は酸性の方が良 いと指摘 してお り,小 川培地 の凝固水の

pHは6.6(3%の 場合は6・2)で ある｡然 るに恥we戚 一

eibJensen培 地4)5)6)が 略 々中性 であるにも拘わ らず定

量培養を試み ると4週 間後には殆ん ど常にその集落数 に

おいて小川培地を凌駕す る｡こ の ことはpHの 問題 と

は別に,L6wengtein-JeRseB培 地 の本質的な優秀性を思

わせ るもの として,そ の組成に就 いて種 々検討 を加 えた

結果,馬 鈴薯澱粉 が大 きい役割を果 してい ることが認め

られた｡こ の馬鈴薯澱粉 を適当に含み しか も酸性 の鶏卵

培地を試み,人 型 菌及び乾燥BCGワ クチ ンの定量培

養に就 いて,岡 ◆片倉培地,小 川1%第 一燐 酸加里鶏卵

培地,及 びL6wensteiかJe期 鋤 培地 と比 較 し,又 喀疾

の定 量培養を行つて,小 川3%99-一 燐酸加里鶏卵培地 と

比較 した｡

実験材料及び方法

1)培 地の製法

馬鈴薯澱粉加酸性鶏卵培地(AEP培 地 と仮称)

第一燐 酸加里1.Ogm

アスパ ラギンO.5gm

蒸溜水100｡Oml

以上 を混和 ・加温溶解 して原液 としこれに馬鈴薯澱粉

(可溶 性灘粉)5・Ogmを 加 え煮沸水中で半透 明になる迄

強 く振邊 しなが ら熱 し,56｡C前 後で全卵液200.Omlを

加 え,次 で グリセ リン6.0惣 ら2%マ ラカイ トグ リーン

6.Om〃 を加 えてよ く混和 して後分注,90｡C1時 開凝固

滅菌す る(小 川法を用いて喀疲培養を行 う場合 は第海

酸加里を3.Opmと しアスパ ラギンを除去する)｡

2)菌 液｡培 養及び観察方法

人型結核菌はKH,株 及びKH,株 の何れ もSa(1ton

培地 に3～4週 間培養の ものを,乾 燥BCGワ クチ ンは

日本BCG製 造株式会社の製 品を使用 した｡滅 菌蒸溜

水を用いて0・lml中 に10『Smg又 は10』Gmgの 菌 を含

む菌浮游液 を作 りこれを各培地 の5本 宛 にO・1ml宛 分

注,376Cに4週 間培養 し,そ の間14日 ・17日 ・21

日及 び28日 の4回 に亘つて各試験管 の集落数 及び各5

本 の集藩平均 値を記録 した｡

3)喀 疲 の培 養

当所内結核患者 の喀綾で鏡検 にて結核菌陰性の もの67

に就いて小川法7)を 用いて定量培 養を行つた｡す なわち

喀疲 に等量の8%NaOlrを 加 えてよ く撹絆 して後,そ

のO・lml宛 を各培地 の3本 宛に分注,37つCに 培養 し2～3

日で培地表面が乾燥 して後封ろ うした｡培 養後10日 で

第1回,そ の後 は培養後6週 迄毎週1回,集 落 の発生,

その大 きさ等 を観察,斎 試験管の集落数 を算定 し,斉3

本 の集落平均 値を記録 した｡

実 験 成 績

1)人 型菌KHI株 の定量培養における岡｡ffr倉 培地

小川培地,1.・{SwemsteizFJeRsell培地及び馬鈴薯澱

粉加酸性鶏卵培地の比較

人型菌K璃 株 の10mm5mg(ikO.1mり を用 いて上記

4培 地 を比較 した｡結 果 は第1表 に示 した通 り馬鈴薯澱

粉を加 えたこの酸性鶏卵培地(AEP)は 岡 ・片倉培地,

小川培地及びL-J培 地 よ りも優れ てい る｡す なわ ち岡・

片倉,小 川,L-J各 培 地 においては培 養i後2週 では未

だ全 く集落 の発生が見 られないがAEP培 地では微 量

(平均3)な が ら初発集落 を認めた｡そ の後 も迅速に発

育 して3週 迄に集落の発生は殆ん ど終 り,4週 後の集落

平均値 はL-J培 地 に比べ てそ の約20%,小 川培地に

比 べ丁その約40%岡｡片 倉培地 に比べ てその約60%

多かつ た｡な お他培地 に比べて集落の形が大 き く又5本

の各試験管毎の集落数の差が最 も少なかつた◇LJ培 地

は小川培地 と比 べて初期 の集落発生状態 は劣 るが4週 後

の集落数が多い｡

2)人 型菌KH£ 株 の定量培養 にお け る 岡｡片 倉培

地,小 川培地,Lδwenstein-Jensen培 地及 び

AEP培 地の比 較

人型菌KH£ 株 の10幽 勉g(沁o・1ml)を 用いて上 記

4培 地の比較を行 つた｡結 果は第1表 及 び第1図 に示 し

た通 りAEP培 地が最 も優 れている｡す なわち培養後

17日 の集落数は既 に他の三者 に比ぺ て最 も多 く,そ の

後も短期間に多 く発生 し4週 後の集落平均値 はL-」 培

地の18%増,小 川培地の45%増,岡 ・片倉培地 の57

%増 を示 した｡前 実験 と同様AEP培 地 の集落 ほ他に比
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第1崇 人型菌の定量培養におげ る各培地 の比較(10-5mg)
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*O-K・F15%=Ogawa培 地 の28日 集 落 平 均 値 はOka顧K培 地 の 同24.6よ り も15%多 い こ と を示 す

以下 同 じ

して大 ぎく又 同一量 培養 の各5本 の試験管の集落数 の差

が最 も少なかつ た｡な お小川培地はL-J培 地 に比 ぺて

集落が大き く初期の集落発生数 においても勝 るが4週 後

の集落数 においてはかな り劣つている¢尤 も岡 ・片倉培

地に比 べれば形 も大 き昭く集落数 も多いΦ

第1図

各培地 の各期におけ る集落平均 値.
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3)乾 燥BCGワ クチ ンの定 量 培 養 にお け る岡 ・片 倉

培 地,小 川 培 地,Lδwellstein-JeRseR培 地 及 び

AEP培 地の比 較(D

乾燥BCGワ クチン(L◎t・N◎,50C)の10-5my及 び

10-fimg(inO・lmt)の 定量 培養 をf予つて上記4培 地を比

較 した結果は第2表 の如 くで他 の3培 地 に比較 してAE-

P培 地が最 も優位 を示 したe10-5mgIg養 においては17

日で集落の発生 したのは 昭AEP培 地以外 には数 におい

て稽 々劣 る小川培地 のみであつ た｡10動 ψ 培養の4週

後の集落数は入 型菌の場 合 と同様AEP培 地が最 も多

いがその差は余 り著 しくはない｡10ha6mgに お いても殆ん

ど同 じ傾 向を示 しているが特 にこの場合 には集落数の差

が甚だ しく,L-J培 地 の39%増,小 川培地 の88%

増 を示 した｡岡 ・片倉培地 の4週 後の集落平均値12.2

は小川培地の8・4に 比べてかな り多い｡5本 中の1本

20個 が大 き く影響 してお り,従 来岡｡片 倉培地 では この

ような結果を時に経 験 しているが これは同培地 の不安定

性の一 っゐ現われではないか と思 う｡こ の よ うに集落 の

多い場合 でも同培地 の集落 は非常 に小 さ い の が常 であ

る｡

4)乾 燥BCGワ クチンの定量培養におけ る岡 ・片

倉培地,小 川培地,L6vvenstein・Jensen培 地及 び

AEP培 地 の比較(歴)

24一
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第2表 乾燥BCGワ クチ ンの定量培養におけ る各培地の比較(D一
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第3表 乾燥BCGワ クチンの定量培養におけ る各培地の比較(短)
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乾燥BCGワ クチ ン(L｡t・No・46B)の1σ 励ρ及び

ユO-emy(inO.1mり の定黄培 養におけ る比 較の結果は第

3裏 及び第1図 に示 した｡全 般の傾 向は前回 におけ ると

全 く同様 であ るが,他 の培地 との差 が特 に大 き く,10-s

my,10-Sm.q共 に2週 後には少数乍 ら既 に集落 が発生

し,10-5mgに おける集落数の差 も可 な り著 しく,10司

mgに おけ る4週 後 の集藩平均値はIrJ培 地に60%以

上,小 川培地及び岡 ・片倉培地 に90%以 上 の差 を示 し

た｡な お有毒菌の場 合 と同様 に,集 落の形 は他培地 にお

けるよ りもかな り大きい¢

5)AEP培 地 におけ る馬鈴薯 澱粉 の量 に就 いて

原液に添加 する馬鈴薯澱粉の最 も効果的 な量を知 るた

め に,原 液に6%～3%の 種 々な澱粉量 を加 えた酸 性鶏

卵培地を作 りこれ等 と小川培地 とを比較 し第4表 の如 き

結果を得 た｡人 型菌 にお いて も叉乾燥BCGワ クチン

において も6%と5%は 殆ん ど同 じ結果 であつ た｡4%

ではかな り成績 が悪 く3%で は益 々効果 は減少 した｡な

お6%以Lヒ は粘稠 に過 ぎるため,卵 液 との混和が困難 と

な り9%以 上の場台は煮沸水申 にて振盟 中全 く凝固 して

了 う｡

6)AEP培 地 におけ るアスパ ラギン及び マラカイ ト

グ リーンの量 に就いて

(附,1%味 の素.AEP培 地)

原液中のア スパ ラギンの量 を0・5%及 び1%と した

AEP培 地,次 にア スパラギンは0・5%で2%マ ラカイ ト

第4表 各澱粉量のAEP培 地

グ リーン液 の燈 を稽 々減 らして原液 の5%(岡 ・片倉及び

小川の両培地 では共に原液の6%す なわ ち全体 の2%で

あ り,L・J培 地 では原液 の約3.3%,全 体 の約1・3%)

としたAEP培 地を作つて,こ れ等 と小 川培地 を比較 し

た｡な お別 に原液のO.5%の アスパ ラギ ンの代 りに岡｡

芹倉,小 川両培地 と同様,原 液 に1%の 味 の素 を入れ て

作つ たAEP培 地 とも比 較 してみた｡之 等 の結果 は第5

表 に示 した通 りである｡す なわち入 型菌,乾 燥BCGワ

クチ ン両場 合共 にアスパ ラギ ン1%で は培養初期 の集落

数は稽 々多い よ うであ るが集落 の形 がか な り小 さ く叉3

週頃か らは集 落数 も0｡5%の 方が多 くなつ た｡マ ラカ

イ トグ リーンを少 な くして原液の5%と した場合 も初期

には稽 々良好 の如 く見 えたが結局6%の 方 が貯転 した｡

この理 由は分 らない◎なお味の素1%よ りもアスパ ラギ

ン0.5%の 方が明 らか に結果が良い｡

7)喀 湊内結核菌分離 培養におけ る小川 培地 とAEP

培地 の比較

小 川法 を用 いて喀痩 の定量 培養を行 い,小 川3%第 一

燐酸加里鶏卵培地 と,第 一燐酸 加里 を原液 の3%と しア

スパ ラギンを除去 したAEP培 地 とを比較 した｡各喀疫 に

就 いての比較は第6表 に,而 して これ等 を まとめ たもの

が第7表 であ る｡喀 疾内結核菌分離培養 において もAEP

培地の成績 は良好 であつ た｡喀 疲総数67の 内,陽 性数

は37で,こ の内,両 培地共 に陽性は24(64.9%),AEP

培地 にのみ陽性の ものは13(35・1%),こ れに反 して小川

培地 にのみ陽性の もの

＼

MEDIA
OGAWA8TRAINS

(DAYS)

KH1

(10一 δmg)

4

7
・
1

8

1

1

2

2

DRIED14
BCG17

VACCINE21

(10-6mg)28

4

6

2

↓1

9
臼
8

0

1
▲
2

2

8

2

4
轟

0

{正
8

AU1

AEP

(AMOUNTSOFPOTATO肌OWER)

6% 5% 4% 3%

6

4

2

2

2

3

Ω
り
噌正

9
臼
0
り
9
9

0

0

8

4

Q
9
5

ハり
Q
り

2

9
り
つ
U

4

8

2

0
り
2

5

0

1

0
9
9
り

0

17.0

27.8

31.6

6

8

8

0

鱒b

1

4

¶
正
¶
上

0

5｡0

12.6

14.6

4
桑
Ω
り
4

0

5

1

3

1

雪
■

4

AU

6

0

4

0
》
壌
↓

1

第5表 ア ス パ ラギ ン及 び マ ヲ カイ トグ リe--d■ンの量 の 異 る

AEP培 地(附,1%味 の索AEP培 地)

＼ ＼＼ 〕MEDIA

STRA・館 ＼＼
(DAYS) ＼ ＼

KH1
(10-:ing)
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BCG
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細
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OGAWAA
gparagine
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Asparagine
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は1例 もなかつた｡す

なわ ち陽性 のV3以 上

がAEP培 地 のみに与

つた ものであ る｡AEP

培地は陽性 であつた も

のの全部 に関与 し,小

川培地 はその64｡9%に

のみ関与 しているわけ

であ るo次 にAEPの

集 落初発平 均 日数 は

22・0で 小川 の24.8に

比 ぺて少 ないoな お菌

液 の定量 培養 における

と同様,こ の喀疾定量

培養 にお いても小Jl陪

地 に比べ て集落数 が一

般 に多 く,形 が 大 き

いo

総括及び考按

馬鈴薯澱粉 を原液の・

5%の 割合 に加 えた酸

性鶏卵培地 は人型結 核
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十:集 落が全面に発生 して算定不能

朴=全 面発生ヂ ー部融合

帯=全 面融合

数字 は培地各3本 の集落平均値

菌並びに乾燥BCGワ クチンの定量培養 において,岡 ・

岸倉培 地,小 川培地及 びLδwenstein-JenseR培 地に比

較 して優 れている｡結 核菌用培地の定量培養 におけ る優

劣は集落初発時期 ・集落数 ・同一量 培養 におけ る各試 験

管毎の集落数 の差,集 落の大 ぎさ等 の如何 によつて大 凡

判定 し得 るもの と思 う◇馬鈴薯澱粉加酸 性鶏卵培 地は こ

れ等の諸点で他の培地 に優れてい る｡す なわ ち集落初発

時期は多 くの場 合3日,或 場合には1週 間早 く,集 落数

は30～40%,或 いは90%以 上 多い｡更 に同一量培養

における各試験管毎の集落数の差は最 も少 な く,こ れは

培地の安定性を示す ものの一つ と思 われ る｡な お集落 の

形 も他 に比べ て一般 に大 きい｡-

L6wensteiR-Jetisei}培 地 は製法がかな り複雑 であ り,

マラカイ トグ リーンの添加量が少ないために雑菌 によつ

て汚染 され る機 会が多 く,又 色調の関係及び集落が一一般

に小 さいため,殊 に培養初期 におけ る観察 に不便 であ る

が,終局 におけ る集落数 の多 いこと,同一量 培養 におけ る

試験管毎 の集落数の差が非常 に少ない とい5こ と,こ れ

等2点 では他 の既存培地 に比べ て遙かに優 れているe小

川培地はL6weBsteiR-JeRseB培 地に比 べて特 に製法が

簡 単であ り,マ ラカイ トグリーンの量が適当であるため

に汚染 度が少 な く,色 調 も観察 に便である｡殊 に小川が

培地を酸 性に した ことは非常 な進歩で,そ のために岡｡

片倉培地等 に比べれば安定惟が高 く,集 落数 も多 い｡併

し,L-J培 地 に比ぺれば,こ れ等 の2点 でなお遜色のあ

ることを隠め ざるを得 ない｡著 者は両培地 の組成及びそ

れ等 の量 に就いて検討 を加 えた結果,}J培 地 にのみ含

まれていて然 も優 れた効果を発揮する ものは馬鈴薯澱粉

である ことを確認 した6馬 鈴薯澱粉加酸 性鶏卵培地は こ

の馬鈴薯澱粉を含み,然 も酸性 で,他の組 成に就 いて も適
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第7表 喀疾 内結核菌分離 培養におけ るAEP培 地 と小川培地 の比較

A喀 婆培養 の一般内容

喀疲培養総数

陽彊…総数

陰性総数

汚染総数

7
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7
.

7
「

ハ0

3

9
臼

B両 培地 におけ る陽性数の比較

AEP培 地 に陽性,小 川培地 に陽性

AEP培 地 に陽性繋小川培地に陰性

AEP培 地に陰性,小 川培地 に陽性

数

忽

13

AEP培 地陽性総数

小 川培地陽性総 教

0

C両 培地 にお ける発 育促度 の比較

AEP培 地の集落初発平均 日数

7

4

3

9
翻

小川培地の集落初発平均目数

AU

R
V

22

忽

3

集落初発期間(日)

一一10

11--14

15-21

22-28

29-35

36-42

AEP培 地

数%

12.7

1022｡0

1232.5

1129.7

38.1

00.0

数

0

6

8

5

1

4

小川培地

%

0.0

25.0

33.3

20.8

4.2

16.7

%

64.9

35.1

0｡0

100.0

64｡9

当 に考慮 されているので,小 川,L-J両 培地 の長所 を集

めた ことにな り,結 局 雨培地 の性能を凌 ぐ結果 となつ

た｡

馬鈴 薯澱粉 の鑑 に就いては,原 液の6%で は稽 々粘稠

に過 ぎる感が あ りジ効果 は殆ん ど同様である こと等か ら

原漉の5%と す ることに した｡林4)はDiffco製 の可

溶 性澱粉が良い といつてお り,レJ培 地 の製法には透

明になる迄振巖 加熱 する と記載 してある9し か し,現

在 入手困難であ り,著 者 の場合には国産 の可溶性澱粉

(C6H1｡05)n+xH,Oを 使用 したためか,か な り振巖加

熱 を続 けても透明にはならず,半 透 明の状態の まま卵液

と混和 したが,目 的 は充分達せ られた と思 うoD五ff｡o

製 ならぽ透明にな り,又 増量 して もつ とよい結果を得 る

ことが出来 るか とも思 う｡何 れに しても日本薬局 洪の馬

鈴薯澱粉は粘稠度が強 く,固 まり易 い故,使 用を避 ける

ぺ きであ る｡卵 液 との混和の際 の温度はL-J培 地 にお

け る如 く厳密 でな くともよい¢ただ,温 度が高過 ぎた り

又低遇 ぎた りす ると,卵 液が固 まつた り又でき上 つた培

地の表面に凸凹乃至は小穴が多 くで きた りして,培 地の

性 能 も稽 々低 下する｡50｡C～60｡Cで 卵液 と混和す ると

い う程度 の留意 で充分であ る｡

ノアスパ ラギンの量は原液 の0・5%が 良い｡ア スパ ラ

ギ ンの代 りに岡 ・片倉,小 川両培地 と同様に味 の素を1

%の 割合 に加 えてみたが結果は良 くない｡味 の素使用は

アスパ ラギン不足時代 の遺習 とい う感が な いで もない｡

事実,岡｡片 倉,小 川両培地共

に味の棄 の代 りにア スパラギン

を使用 した方 が 成 績 良 好 であ

る｡L-J培 地 のマ ラカイ トグリ

ー ン含有量(原 液 の約3・3%}

全体の約1・3%)は 僅 少に過 ぎ

て余 り効果が ない と思 わ れ る

が,こ の汚染防止 の効果を落 さ

ぬ程度 にマラカイ トグ リーンの

量を減 らせば,そ れだけ結核菌

の発育を阻害 しな いで良結果を

得 るのではないか と の 考 え か

ら,岡 ・片倉,小 川両培地 にお

け ると同様 の原液 の6%(全 体

の2%)を 精 々減 らして5%(全

体の約1・7%)と して試み たの

であるが余 り差 はな く,終 局に

おいてはむ しろ逆な結果 さえ現

われ た｡之 は誤差 範 囲の もの

か,他 に理由のあ ることか不 明

であ る｡と もか く菌 の発育 を故

ら阻害 する ことさえなければ,

雑菌 に よる汚染防止 の 上 か ら

も,又 観察上便利な色調を こわす必要 もないので6%と

する ことにした｡こ の よ うな ことは勿論,岡 ・片倉,小

川等 によつて既に充 分検討済み のこ とと思われ る◎ちな

み に,L-J培 地のマ ラカイ トグ リーン量 を,岡 ・片倉,

小川両培地なみに全体 の2%に 増量 してみたが殆ん ど差

異 は認め られなかつ たeな おLJ培 地中の硫 酸マ グネ

シウム,ク エ ン酸 マグネシウム等 の効果,グ リセ リンの

量 に就いて も種 々検討 してみたが余 り問題 にはならない

ので省略す る｡

喀婆培養においては小川3%第 一燐酸加里培地 と,第

一燐 酸加里 を原液 の3%と し
,馬 鈴薯 澱粉 を5%の 割合

に加 え,ア スパラギンを除去 した酸性鶏 卵培地 とを小川

法 によつて比較 した のであ るが,喀 湊総数67の 内,陽

性数は37で あ り,こ の内,両 培地共 に陽性 は24(64.9

%)で,残 りの陽性13(35・1%)に 就 いては,小 川培地

にのみ陽性 であつた ものは皆無 で全 て馬鈴薯澱粉加酸煙

培地 にのみ陽性であつた｡こ の結果 は余 り予期 しなかつ

た良成績 であるが,喀 疫総数が少 な く,こ の程度の例数

では決定的な ことはいえないの ではなか ろ うか｡今 後多

数 の材料 に就いて比 較を続行す るつ も りであ る｡な お,

林4)は 喀終 よりの結核菌分離培養 に就いて,小 川法 と

L-J法 とを比較 し,L-J法 が幾発優れてい ると報告 して

い る｡喀 痩培養 におけ るL-」 培地 と,AEP培 地 との

比較は是非試みたい と思つ てい るe

一一一28一



、 結 論

馬鈴薯澱粉を原液の5%め 割合に加 えた酸 性鶏卵培地

は,人 型結核菌及び乾燥BCGワ クチンの定量培養 に

おいて,岡 ・片倉培地,小 川培地,L6wensteiB一Jensen

培地 より優れてお り,喀 疾内結核菌分離培養においては

小川培地 よ りも優 れてい る｡
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