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1緒

VoleBacillus(Wells)に 関 す る 研 究

第5報 液体培養 に関する研究(II)

国立予防衛生研究所結核部(部長 柳沢 謙)

言

室 橋 豊 穂 ・関 叉 蔵

(昭和28年7月28日 受付)

VolebaciUu8が 通 常結核菌の培養に用いられる液体

培地,例 えばSauton培 地やKir・hnerr血 溝培地など

にもよく発育しうることは既に報告 したD｡こ の実験の

出発点となつた臓器ブイヨン培養についてもその際簡単

に触れておいたが,そ の場合の発育過程を詳細に観察す

る上には,培 地材料 としての臓器を比較的大量必要とす

る関係上多少の困難を伴い,実 験終了迄に稻 々長い期聞

を必要 とした｡前 報告に示されたSantOP培 地やKirch-

ner血 清培地上の発育過程よりするならば,そ して又 そ

のようにして菌膜を得ることを以て足 りるとす るな ら

ば,こ のような培地成分の工夫は実際的には既に余 り重

要な意義を持ち得ないか も知れない｡然 し液体培地に

eug｡nicな 発育を営'ましめる好適な条件を検索する為に

は,こ の問題は一応吟味されなくてはならぬと考える｡

前 に述べたKirchner培 地における発育と比較 しうるた

めに,本 実敷は,そ れと可及的近似な実験条件の下に,

同様な観察方法を以て行われた｡

2実 験 方 法

天竺鼠の肝及び脾から夫々浸出液を作り,こ れに塩類

その他を加えた培地,並 びにSauto・ ・培地の3種 を,夫

夫15本 宛の100ce容 量 のコルベンに30ee宛 分注 し,

Sauton培 地3代4週 培養のVolebacillus菌 膜 を,径

10ntmの 渦巻白金耳で1白 金耳宛移殖培養し,5週 迄の

発育状況を比較観察 した｡

観察は,培 養後毎週,菌 量,培 地PH,生 菌 単位数及び

菌体の大きさなどに就いて,各 培地共その都度3本 宛の

コルペンを取 り出して行つた｡菌 最は夫々の種類の培地

に就きコルペン3本 から得られた総湿菌量の1本 当 り平

均殖で比較 し,菌体の大きさは,沓培養からの塗抹染色標

本について測定した1,000maの 菌体の平均値を以て表わ

した｡又 生菌単位数は,10-4及 び10--5mgの 菌浮游液

を接種 した5本 の小川培地に,10週 培養後に見られた

発生集落数の平均値を以て判定 した｡

実験に用いた臓器ブイヨン培地は著者の1人 関の考案

になるもので,組 成及び製法は次の如 くである｡

第 一燐 酸 加 里

ペ プ トン

グル タ ミン酸曹 達

グ リセ リ ン

O.19

0.5

0.6

3｡0

臓器浸出液100.0¢ ¢

以上を加温溶解し,4%NaOHでPHを7.2に 修

正 して加温,冷 却後濾過して分注し,1∞｡Cで1時 間滅

菌する｡

臓器浸出液の製法

肝又は脾(細 切)50g

蒸溜水100ec

以上をコル〈ミンに入れて,重 撮煎で65｡～70｡C,1時

間浸出,次 で,100｡Cに 上げて30分 間処理後,室 温に

静置,冷 却後濾過する｡脾 の濾液は號珀黄色で,PHは

凡そ5・8,肝 の濾液は淡黄色で塵かに螢石調を帯び,PH

は凡そ6・2で ある｡前 報告予備実験に用いた培地 との相

違は,ペ プトンを加え,グ リセ ㌻ン量を増 し,グ ルタミ

ソ酸曹達を激量 した点である｡

3実 験 成 績

表及び図に示す如 くである｡培 養3週 目の菌膜は写真

で示した◇ 掛

1)培 地PHの 変動

培養直前の培地PHは,Saut(m培 地6.8,臓 器 ブイ

ヨン培地は共に7・2で あつた｡Saut｡iユ 培地では,第1

週 目(7・6)か ら笙4週 目(7.4)迄 は弱アルカリ性を呈

したが,第5週 に至つて酸性(5.2)に 転 じた｡こ れに

対 して臓器ブイヨゾ培地では終始アルカリ性に経過し,

就中第4週 目には9.0(肝)及 び9.6(脾)を 夫々示し

た0

2)菌 量

図に示した発育曲線から直ちに認め うるように,臓 器

ブイヨン培地における発育は急速で,SautoM培 地のそれ

とは対蹴的な著 しい相違を示 した｡す なわち,培 養第1

週 から第2週 にかけて急速に菌盤を増し,第2週 目には

Sauto!}培 養の凡そ5倍(肝)乃 至9倍(脾)と な り,

第3週 目にはほぼ極値に逮 した◇ これはSanton培 地上

の発育が第5週 迄盧線的に上昇したのと著 しく相違する

点で,前 報告に述ぺたKixehner血 清培地の場合と相似

ている｡

3)菌 体 の大きさ

培地毎に毎回作製 した塗抹染色標衣について測定 した

値は表に示す如 くである｡第1週 昌には何れの培養のも

のも1・73～1.7雛 程度,第2週 欝には1｡駆 程度の短形

になつたが,培 地による差異は見られなかつた｡このよう
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な短形は,就 中臓器培地では,そ の発育が急速な対数期

に在るためと考えられる｡第3週 以褒Sauton培 養及び

脾ブイヨン培養では共に大きさを増 し,第5週 目には夫

夫1.74y・,1.65p.igとなつたが,肝 ブイヨン培養のみは1・53

三 こ止まつた｡

4)生 菌単位数

表に示すように,1mg宛 りの生菌単位数はSauten培

養においては常に他の培養よりも稻々多 く見られた｡培

養日数から見ると,ど の培地の場合でも,第4週 以後生

菌単位数は減少し,Saut｡n培 養では第5週 目1mg7.2

x104程 度 となり,又 肝ブイeン 培養では第5週 目,脾

ブイヨン培養では第4週 目から,10-4mg接 種でも菌集

落を発生しなかつたが,こ の相違は,表 面培養された菌

膜の発育速度 と関係 しているように見える｡但 し,通 常

量にグリセ リンを含んだ小川培地に定量培養 して集落発

生をみなかつたとしても,そ の成績そのままが,BCG

菌液を接種した場合 と同じ意義を持つか否かに就いては,

そのグリセリン耐容度などの立場から別に検討 される必

一要があろう｡

4総 括e考 按

1949年 に アメリカを経由して分与 されたVolebaoi-

11us(D、s株)は,通 常用いられる液体培地に表面培養す

ることが甚だ困難だといわれ,Wells自 身2)は,グ リセ リ

ンを含まないDouglas馬 鈴 薯浸出液加肝 ブイヨン培地

に謹かながら2回 発育せしめ得たにすぎないという｡然

し我々の持つ菌株がV◎lebac・Dlsで あ る限 りにおい

て,WeUsの 記述にも拘 らず,前 報告1)に も述べたよ

うに,通 常のSautOR培 地 にも,Kirehner血 清培地に

も充分発育を営 ましめることができるのである｡又Ki・ 一・・

rchner .血清培地における旺盛な発育や,dysgonioな り

とはいえSaut｡B培 地 に継代 しうるとい うことは,こ の

菌の生物学的性状を検索 し,培 地中に産生されるツベル

クリン物質に就いて考察を進める上に甚だ有利なごどで

あるに相違ない｡そ れと同時に,この2種 の液体培地に異

なつた発育状態を示 したとい うことから,こ の菌の発育

促進に要する物質や,或 いは又これ等の培地に通常の方

法を以てしては一般にdysgORicな 発育しか営み得ない

菌株(殊 に分離直後の牛型菌)に おける物質代謝上の問

題を洞察する手懸

膿
騰
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1｡783

1｡578

L655
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7.8

7.8

8｡2

9.0

8｡6

湿菌量
(mg)

40

446.5

1193

1207

1295

生菌数}蓼?誘

2

29

31

25

0

1.732

1.524

1.632

1｡508

1.537

生 菌 数 は10-5mg10週 培 養小 川 培地5本 の 平 均,曇10-4mg培 養 の 値
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Week◎fCultivationの

8Pleek-bOui11◎nり を掴 み うるか も

PH騰 引蹴 儲 知徽
騨 グ

8、2130191・745リ セ リ ンを 含む 培

78712.5101.585地 に発 育 し難 い と

い うWellsの 主8
.61500191,714

張 は,勿 論 著 者 等
9、6126401.657 も認 め て い るが

,

8・8131201・650而 も例 えば 通 常 の

小 川 培 地 に 継 代 培

養 す る場 合 に,次

第に集落が発生 し易 くなることや,種 々の馬鈴薯培地に

も,数 代継代すれば,比 較的良好な発育を営みうるとい

うようなBCGと 異なる態度は,恐 らくはグリしセリン耐

容度の相違によるものであろうこと,そ して又,継 代に

よつて良好な発育を漸次示すようになるのは,耐 容度の

比較的高い変異株が選択的に増殖する結果ではあるまい

かとい うことを想豫せ しめるのである｡我 々が液体培養

を開始した当初の肝ブイヨン培地は1%に,Kir｡hner

.血清培地は2%に,又 今回の実験に用いた臓器ブイヨ

ン培地は3%に 夫 々グリセリンを含むもの で あ つ たこ

と・そしてそれ等iq)培地上では・5%に グリセリンを含

む対照としてのSa"tOR培 地上におけるよりも遙かに遠

かな発育を示したことなどを考えると,添 加された臓器

エキスや血清の影響が当然大きな因子であると考えると

しても,同 時に,含 有 されているグリセリン量の異同

が,相 当大きな条件塑して,そ の発育に重要な役割を演

じていたように、憲われるのである｡グ リセリンを通常量
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CultivationoftheVolebaciIlusonthe

surfaceofl量quidmedia(3wee1【sold)
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に含むSautem培 地 にeugonicな 発育を営んだE・G-

rassetの 変異株3)は,ApodemusSylvaticus通 過 に

よつて解離 されたものであつて,こ のような変異株の存

在することは,培 地のグリセ リン量に対する態度を異に

した変異株によつてVoユebac.が 構成されているので

はあるまいかとの想像を可能ならしめるように思 う｡同

時に,WellsがSaut｡n培 地 に表面培養しえなが つた

D・s株 が,現 在我 々の手によつて同培地に継代せしめら

れているとい うことは,継 代によつて,グ リセ リン耐容

度の高いものを,偶 然選択的に培養して来た結果ではな

かろうかと考えられるのであろ｡

他方又,我 々が臓器ブイヨンを用いたのは,鶏 卵培地

.以外には発育 しえないという困難さを克服するために企

てられたもので,天 竺鼠において最も屡々結節を生じ易

い脾や肝のエキス中に,発 育促進的な物質が存在するで

あろうとの漠然たる予想から出発している｡こ れと同様

な試み としては,E.Grasset4)等 によつて行われた成

績を挙げ うる｡彼等はVolebacillu9に 対 して天竺鼠 よ

りも感受性の強いTateraAfraの 臓 器や筋肉の浸出液

を加えた,1%グ リセリン加Dorset固 形培地上に,他

の固形培地におけるよりも良 好 な発育を見ている程度

で,そ の培養から解離された集落を,グ リセリンを含む

通常のSautonや 上記浸出液を加えたグリセリン添加又

は非添加の培地に移植しても,時 に薄い菌膜を作りうる

が継代培養ずることができなかつたと述べている3),4)◎

我 々の場合には実験成績に述べたように,臓 器エキスや

血清を加えた場合(前 報告)に,1～3%程 度 にグリセ

リンを含むに拘らず,移 植初代からeugOnieな 発育を

営みえたが膨このことから,こ れ等の添加物質が,菌 の

生活に必要な炭素源としてのグリセリンに対する耐容度

の低さとい う不利な条件を乗 り越えて,菌 のグリセリン

代謝に有利に作用するという何等かの役割を演じたので

あろうと想像 されるのである｡そ して前報告 と本報告 と

に示されたようにSautGn培 地 における表面培養が,た

とえdysgonicな りとはいえ,継 代:も叉可能であるとい

うことと共に,VoleBaci11u8D三5に 関する限り最初に

5

得られた液体培地表面培養の成績であるだけに,こ の成

績は甚だ興味潔 く思われる所である｡

この意昧において,TweeB-Albumin培 地 にVoleBac.

を深部培養したDubos5)の 成績や,分 離直後の牛型菌

に就いて同培地を用いてglycerol代 謝 に関する考察を

進めているSchaefferの 報告は極めて示唆に富むもの

であり,就 申Volebaeilhsの 液体培養iに当つて,今 後

検討 さるべき点だと考える次第である｡

5結 論

Volebacillus(DiS)をSautOlt培 地 並びに3%〆

リセリン加肝或いは脾(天 竺鼠)ブ イヨン培地に表面培

養 し,そ の発育状態を比較 した｡

Sauton培 地上の発育は甚だdysgonicで,第5週 迄

漸増的に菌量を増加 したが,他 の2培 地における発育は

急速で,第3週 目に極値に達 した｡こ のような発育の相

違は,培 地に加えられた臓器エキス並びにグリセリン添

加量に関係しているように思われる｡

本研究は丈部省科学研究費の援助に よつてなきれ,綜

合研究結核研究委員会においてその要旨が報告されたe

委員長今村教授,細 菌科会長戸田教授に謝意を表す｡

欄筆に臨み,御 校閲を戴いた柳沢部長に謝意を表す｡
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