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MycobacteriaのGrowthphaseとINAHの 殺 菌 作 用 と の 関 係

国立療養所大府蕪(薙 長 勝沼六郎博士)

鈴 木 錬三郎 ・東 村 道 雄

(受付 昭和30年5月2日)

緒 言

Isonicotinicacidhydrazide(INAH)が 結 核 菌 に対

して殺 菌作 用 を示 す こ とは,rNAHの 発 見 当 時 か ら ひ

ろ く知 られ て い る。 しか しこ のINAHのtuberculocidal

acti◎nと 結 核菌 のgrowthphaseと の関 係,す なわ

ちINAHが 結 核 菌 のgrowthphaseの どの よ うな時

期 に強 い殺 菌 作 用 を示 す か と云 う問題 につ い て は今 迄報

告 が ない◎ そ こで われ わ れ はgrowthphaseに よつ て

INAHの 殺 菌 作 用 に差 違 が あ るか ない か を検 討 して み

た。

実 験 方 法

被検菌はMycobacteriumavium獣 調株(以 下M・

avium)を 使用 した。 実験方法 の詳細は実験成績の各

項 で述べ る。

した。Sautonagar20mlを 直 経9cmの 平 板 に流 し

て平 板 培地 と した)に 流 し,白 金 線 ロ ー ラー で均 等 に な

ら して,37ecに5日 間 培養 して,5日 後 にviable
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第1図 培地 ユCC当 りの湿 菌量の変化

5

培 養 日 数

第2図 湿 菌 量mg当 りのviablecountsの 変化

案験成績ならびに考案

(1)M.aviumの 発 育 曲 線

まずM.aviumの 発育 曲線 を 観 察 した。M.aviumは

Sautonagarslant7日 培 養 菌 を,200ml容 量 の

Erle㎜eyer'sfaskに 分 注 した3%glycerinebOuillon

(3%Glycerine,O.5%POIアpeptone,O.5%meatextr-

act,pH7。0)50mlに 各 々湿 菌量1mg宛 接 種 した 。

37◎Cに 培 養 し、毎 日1コ 宛flaskを と り、これ に ガ ラ

ス玉 を入れ て振 撮 して培 養液 中 に菌 膜 を均 等 に懸 濁 させ

てLeitzのRouy-Photrometer,6ユOmyで 吸光 度 を 測

定 し,予 め作 製 した標 準 曲線 に よ り培 地 栩1当 りの湿 菌

量mgを 算定 した 。そ の結 果 は 第1図 に示 す通 りであ つ て,

1日 後 は大 凡誘導 期 の終 り頃 に相 当 し,以 後 は対 数 期 に

入 る もの と考 え られ る。 以 上 の培 地1栩1当 りの湿 菌 量

の算 出 と同時 に菌 を集 め て,ガ ラ ス玉 入 り=ル ベ ン で10

分振盛 し,軽 く遠 心 して上 清 を と り,生 理 的 食塩 水(生 食

水)を 加 えて比 濁 に よ り湿菌 量1"tg/mlの 浮游 液 を 作

製 した◎

この浮 游 液 を10'4に 生 食水 で稀 釈 し,そ の0.1ml

を1.5%Sauton寒 天 平 板 培地(pH7・0・Saqton培 地

に1.5%agarを 添 加 した もの◎Sauton培 地 は すべ て

Asparagineの 代 りにsodiumglutamirateを 同量 使 用
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countsを 算 出 した。viablecounts算 定 には1sample

につ き平板培地15-20枚 を使用 した。 この ようにして

算出 した湿菌量mg当 りのviablecountsの 変化 は第

2図 の通 りである。mg当 りのviablecountsは 培養

1日 後が最高 で以後急 に滅少 し,7日 以後大凡恒常期に

入る。すなわち培養2-7日 の間 は発育は対数期 で盛 に

増殖が起 る時期 であるが(第1図),と 同時に発育 不 能

になる菌の数 も著 しく多い と思われ る。7日 以後は生育

不能 とな る菌 と薪生 する菌 との比 が平衡状 態を保つてい

るもの と思われ るも
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(2)M.aviumのgrowthphaseと のrNAHの

殺菌作用 との関係

前述 の結果か ら誘導 期の終 りと考 えられ る1日 培養菌

すなわちyoungculturesの 菌 と対数期申 にあ ると考

えられ る7日 培養菌すなわち01dercUlturesの 菌 にっ

い てINAHの 殺菌作用 を観察 した。INAHを 作用 さ

せ る菌液の生菌数が比 較的近似 であ ることが望 ま しいの

で,予 備実験 を数回行つて,両 者 のviablecountsが

比較的に近似 してい る濃 度をえらんだ。

実験 は次 の ように行つた。

(1)1臼 菌生食水浮游 液4,0.

INAH液,10y・9/ml1,0.

(2)1日 菌生食水浮游 液4,0.

生食水

第1表INAH2Ptgfml申 に37。G24時 間 浸積 し3回

洗 諜 した後 のviablecomtsの 変化

(3)7日 菌 生 食水 浮游 液

rNAH液,10pag/ml

(4.)7目 菌 生 食水 浮游 液

1 日 菌 7 日 菌

1,0.

4,0.

1,0。

4,0.

1,0.

対 照(生 食 水)17"・6±128・51975・1± ・96・3

・NAH2P9/mll・r2・9±86・51757・S±1・9S

生食水

菌液 は1日 菌お よび7日 菌を集 めて,ガ ラス玉 コルベン

で振盟 した後生食水 で,予 め概算 した結果か ら,1目 菌

0。16mg/ml,7日 菌O.40mg/mノ の浮游液 とした。 これ

を37。C24時 間放置 した後 に,遠 心 と生食水の洗源 と

を3回繰返 し,最後に再び ガラス玉 コル ベンで振量 して生

食水 でコル ベンを数回洗灘 して菌 を集め,4×104mlに

稀釈 した。 すなわち最初の浮游液 の10"`稀 釈液 と した

訳 であ る。 これを0.1ml宛,1。5%sauton寒 天平 板

培地 に流 して,37。C5目 培養の後viablecountsを 算
ゑ

定 した 。使 用 した 平 板 培地 は前 お と同 様 で,1sample

にっ いて10-12枚 使 用 した。 その 結 果 は第1表 の通 り

で あつ て,】NAH添 加 例 で は対 照 に比 して相 当 のviable

countsの 減 少 が認 め られ る。 このviablecountsの

減 少 を一 応INAHの 殺 菌 作 用 と定 義 す れ ば,INAH

2Yg/ml24時 聞 の作 用 に よ り,7目 菌 で は約22%,1

日菌 で は約63%が 殺 菌 作 用 を受 け た こ とに な る。 す な わ

ち1日 菌 で は対 照 の平 板1枚 のviablecountsの 平 均

は744・6±128・5で あ り,】NAH2μ9!ml作 用 後 で は

Viablecountsの 平均 は272・9±86.5で あ つ て,両 者

注1目 菌 は0.16mg/ml×10"`,O・1m1のviablecoun・

ts,7目 菌 はO.40mg/ml×10"4,0.1m1のviable

countsを 示 す

の間 に有意 の 差 が あ る。 これ に対 して,7日 菌 で は,

対 照 の平 板1枚 のviablecountsは975.1±196.3で

あ り,】〔NAH2a,9/〃nl作 用 後 で はviable◎ountsは757。8

±169・5で あ つ て この間 に は有 意 の差 は認 め られ ない。

した がつ て1日 菌 す な わ ちyeungculturesの 菌(誘 導

期 の終 り)に た い す るINAHの 殺 菌 作 用 は7日 菌 すな ・

わ ちoldercUlturesの 菌(対 数期 後 半 と考 え られ る)

に対 す る殺 菌 作 用 よ り も著 しい と考 え られ る。

結 論

Mycobacterium,aviurn(獣 調 株)でgrowthphase

とrNAHの 殺 菌作 用(viablecel血tsの 減 少)と の関

係 を検 討 した。1日 培 養 菌 す な わ ちyoungcUlturesの

菌(誘 導期 の終 η)は,7日 培 養 菌す な わ ちolderCul-

turesの 菌(対 数 期 後 半)に 比 較 して,INAHの 殺 菌作

用 を署 明 に うけ た 。
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