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結 核 菌 の 分 離 培 養 の 培 地 改 良 に 関 す る研 究

(第1報)歯 浮 游 液 の 培 養

横浜医科大学衛生学教室(主 任 萩原轍 教授)(指 導 宍戸昌夫助教授)

杉 田 暉 道

(受付 昭和30年12月26日)

緒 言

結核菌の培養 に よる証 明は,結 核症 の診断お よび予後

判定等 に際 して,非 常に重要 な役 目を持つ ていることは

今更改 めてい うまでもな く,ま た公衆衛生学的 に見 ても

これを早期 に検 出す るこ とは極めて重要であ る。加 うる

に近来諸 種の抗結核剤が 出現す るにお よんで,ま すます

その重要陸を加 うるに至つた。飜つ て今 日迄の諸先 人の

この方面の研究 をひ もといて見 るに,実 に多 くの また並

並な らぬ努力の研究 成果 が報告 され てお り,し たがつて

そ の培地 の数 もほ とん ど枚挙 にい とまが ない｡古 くか ら

結核菌 の培養に用い られてい る簡 単な培地 としては,5

%グ リセ リン寒天,5%グ リセ リン馬鈴薯及 び卵黄 を基

礎 とした培地があ るが,現 在結核菌 の分離培養 の固形培

地 としては鶏卵 を基礎 とした ものが最 も良い とされ,我

が国では岡 ・片倉 の培地1),こ れ を 改良 し た3%KH2

PO4培 地2),ま た は卵黄を節約 した占部 山田 ・H培 地3)

等 が広 く用 い られ,諸 外国 ではPetroff培 地4),Hohn

の培地5),Petragnaｎiの 培地6),Lowebsteinの 培地7)

Herroldの 培地8)等 が賞用 されている。 このよ うに鶏卵

を主成分 とす る他に寒天 を賦形 剤 とする 固 形 培地が あ

る。最 も古 いのはBordet-Gengou培 地 で本来 は百 日咳

菌 の培養 に用 いられたが,こ れが結核菌 の培地 として優

秀 な ことを最初 に発表 したのはLucky Mishu1ow9)で

あ る。すなわち本培地 はHerroldの 卵黄寒天培地 よ り

も発育が良 く,人 型 菌では12～15日,牛 型菌では2～

3週 位で発育する と称 している。 さらに氏 はCorperの

蓚酸法 によ りBordet-Gengou培 地 とLowenstein培 地 に

培養す る と同時 に動物接種を も行い,3者 の検 出率 の優

劣 を比較 してい る。 成績 は塗沫標本陰性の材料133例

中,Bordet-Gengou培 地 で陽性 のもの15例(11.3%)

Lowenstein培 地 で陽性 のもの9例(6.8%)ま た モル

モツ トによる動物核種陽性 のもの13例(9.8%)で あ

る｡わ が国 では和田10)が最 も早 く追 試を行 い,硫 酸法で

処理 した肺結核症 の喀 痰28例 をPetragnani, Lowe-

nstein, Bordet-Gengouの3種 の培地 に分離培養 した と

ころ,Bordet-Gengou培 地が最 も良 く,Petragnani,

 Lowensteinの 培地 の順 に悪かつた。 しか し雑菌 の侵入

はBordet-Gengou培 地が最 も 多かつた と発 表 し てい

る。最近伊藤等11)は,Bordet-Gengou培 地 と岡・ 片倉

培地 とを硫酸法 の前処理 によつ て比較 し,や は り前 者の

方 が陽性率 も良 く集落 の発育 も早いが,雑 菌 の侵入 も多

い ことも認 めている。それ で氏等 は雑菌侵入防止 の為 に

マ ラカイ ト緑,ま た はゲンチアナ紫 を加 えてい る。 なお

戦争 中または戦後一時鶏卵 が不足 した の で 鶏 卵 を節約

す る目的で,種 々の寒天培地 が考案 された。すなわち前

述の占部 山田 ・H培 地 の他 に上坂 ・友 田の培地12),小 川

等13)の培地等 があるが従来 の鶏卵培地以上 のものではな

い よ うで あ る。以 上述べて来 た如 くBordet-Gengou

培地 は,現 在最 も広 く使用 され ている鶏卵培地 と比較 し

て極 めて優秀な ことが認め られてい るが,雑 菌 の侵入 の

多 い ことが大 きな欠 点 とされてい る。

最近Tarshis等14),15)は 血液銀行 の血液 とグ リセ リ

ンを蒸溜 水中に加 えて これ を寒天 で固め,さ らに汚染防

止の為 にPenicillinを 加えた極 めて 簡単 な培地 を発表

し,従 来 の鶏卵培地 と比 較 して初 発集 落発生 迄の期 間が

短か く,ま た集落 も見易 く,か つ雑 菌侵入率 も極めて低

い と述 べている。わが国 では これを宇野16)が 追試改良

し,グ リセ リンを除 きKH2PO4お よび味の素を少量加

えた培地を作 り,こ れを第3燐 酸 ソー ダ処理法 に よつ て

1%KH2PO4培 地 と比較 して,そ の成績 は後者 に匹敵

してお り,培 地 の製法 も簡単で集 落の発見 も容易 であ る

か ら結核菌 の分離培養 に適 している とい う｡

筆者 は馬鈴薯 お よび血液銀行 の血液を主成分 とす る培

地を作 り,推 計学的実験計画法と7)によつて まず結核菌浮

游液を用いてその組 成について種 々なる検討 を加 えて改

善 し,さ らに これを現在最 も広 く行われ ているNaOH

水に よる前処理法 に適応す るよ うに改良 し,現 在最 も良
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い とされ ている3%KH2PO4培 地 に優 る培地 を得 たの

で,そ の第1報 として菌浮游液 の培養 について述 べる。

実 験 方 法

1.培 地の製法

よく水洗 した馬鈴薯(皮 をむかな くて もよい)の 細挫

した もの50g,グ リセ リン8mnl,水 道水100mlを 加 え

てア ウ トクラーフで30分 間滅菌 後 フランネルで瀘過 し

これをグ リセ リン馬鈴薯抽 出液 とす る。 この液50mlに

0.6%の 食塩 水130ml,粉 末寒天(純 正化学株式会社

製)6gを 加え てアウ トクラーフで30分 間滅菌 し,滅

菌 中試験管に5ml宛 分注 しさらに同様 に滅菌 しておき

使用時 にこれを50℃ に溶解 して血液を1/3量 加えた

(以下 これをPBG培 地 と略称す る。 これ は筆者の作 製

す る培地が馬鈴薯,血 液,グ リセ リンを主成分 とするの

でそれ ぞれ の頭文字を とつた ものであ る｡)血 液は血液銀

行 の採血後1カ 月前後 のものを使用 した。 この血液 には

抗凝 固液が21%入 つ ている(抗 凝 固液 の組成 は,ク エ ン

酸 ナ トリウム0.66g,ク エ ン酸0.24g,ブ ドー糖0.66g

を蒸溜水 を加 えて50mlと した ものであ る｡)

まず原法 による培地において,寒 天量 について検討 し,

次 に食塩水 の必要 性の有無について,さ らに馬 鈴薯 の含

有量 について比較実験 を行つ た。 対照 として1%KH2

PO2培 地 を用 いた。

2.菌 液,培 養 お よび観察方法

当教室保存の人型 結核菌 の1%KH2PO4培 地 に3～

4週 問培養 した菌株 を,滅 菌蓋溜水を用 いて0.1ml中

に10-5mgま たは10-6mgの 菌量 を含む平等浮游液 を作

り,こ れを1本 の試 験管 の5ml宛 入つている各種 の培

地3～5本 宛 に0.1ml宛 分注 して3週 間培養 して,その

問10口,14日,17口,21日 の4回 にわ たつ て各試験管

の集落 につい て,そ の数お よび大 い さを観察記録 し,こ

れ らの3適 後 の集落数について一元配置法 に よる検討 を

行つた。

実 験 成 績

1.寒 天量の相違 による比較

岡本株,H37Rv株 の11-5mgを 用いて寒天量 を1,

2,3の 各%と なるよ うに して実験 した｡成 績 は表1お

よび図1に 示 した通 りで,岡 本株 では寒 天量 が濃 くなる

に したがっ て集落数 は減少 してお り,1%寒 天 のPBG

培地 はKH2PO4培 地 よりやや劣 る程度 であつた。 こ

れ を推計学的 に検討す ると,全 体 を通 じては5%以 下の

危険率 で有意 の差が認め られたが,1%寒 天 のPBG培

地 とKH2PO4培 地 間および2%寒 天 と3%寒 天 のPB

G培 地間には有意 の差 を見 出 し得な かつた。H37Rv株 で

は,KH2PO4培 地 は最 も集落数の多い2%寒 天 のPBG

培地 とほ とん ど変 りな く,3%寒 天のPB培 地 は1%寒

第1表 寒天量 による比較

第1図

天 のそれ よ りや 優ゝ るよ うであるが,推 計学 的処理 の結

果 は全然有意 の差を示 さなかつた。

以上 の成績 よ り寒天量 について検討 する と,1～2%の

間が よい よ うに思 われ る。 その上H37Rv株 の1%寒 天

PBG培 地 の5本 目のよ うに,1%で は寒天 が固ま りに
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くくて培地が くずれ易 く,そ の為 に菌 の発育が悪 くな る

こ とが往 々あ るので,こ の よ うな ことを考慮 して次 の実

験を行つた。

2.食 塩水を除いた場合 と寒 天量 の相違 に よる比較

本実験はPBG培 地 の食塩水を除いて もよいのではな

いか と考 えて,金 子株の10-5mgを 用 いて0.6%の 食

塩水130mlを 除いたPBG培 地 で寒 天量を1.5%に

したもの と,原 法に よるPBG培 地 で寒天量 を1%お よび

1.5%に した ものとについ て,BCGで はさらに寒天量を

2%及 び3%に した ものを加えて10恥5mgお よび10-6mg

の菌量 を用 いて比較 した。成績 は表2お よび図2に 示す

通 りで,金 子株 は1.5%寒 天のPB培 地が断然優れ,次 い

第2表 寒天量 お よび食塩水 を除い た場合 の比較

＊集落発生せ るも小 き くて数 え られぬ もの｡以 下同 じで

第2図

KH2PO4培 地,食 塩水を除 いた1.5%寒 天 のPBG培

地,1%寒 天のPBG培 地 の順 に発育が悪い。 これを推

計学的 に検討す る と,全 体 を通 じては1%以 下 の危険率

で有意 であるが,1.5%寒 天 のPBG培 地 を除 くと有意

でな くなつ た。1%寒 天のPBG培 地 の発育 の 悪 い の

は,前 実 験 と同様培地 が相当 くずれ か ゝつ ていた為 と思

われ る。BCGで は10-5mgで も10-6mgで も1.5%寒 天

お よび2%寒 天 のPBG培 地 とKH2PO4培 地 とはほ とん

ど優 劣の差 がな く,3%寒 天のPBG培 地 が最 も悪 かつ

た。食塩水 を除いた1.5%寒 天 の ものは,10-5mgで は

3%寒 天の もの よ りは発育が好 く10-6mgで は最 も発育

が好かつた。しか しなが ら推計学的処理 の結果 は10-5mg

でも10-6mgの 場合 でも有意の差が認 め られなかつた。

なおPBG培 地 は初 発集落 の発生期間がKＨ2PO4培 地

よ り3日 程早かつた。 また食塩水を除いたPBG培 地は

他 の培地 に比較 して集落が極めて大 きかつた。

以上 の成績か ら1.5%寒 天 の食塩水を除いたPBG培

地 は,添 加す る馬鈴薯量を適当 に加減すれ ばさらによい

成績 を得 るのではないか と考 えて次 の実験 を行つた。

3.各 馬鈴薯量 に よる比較

(その1)1.5%寒 天で食塩 水を除いたPBG培 地 に

おいて,馬 鈴薯量 を各0g,20g,40g,60g,80g,100g

宛加えた培地を作 り,H2株,青 山B株 のそれぞれ10-5

mgお よび10-6mgを 用 いて比較 した。成績は表3お よ

び図3の その1に 示 した。菌株H2に お いては,馬 鈴薯

量 が20gのPBG培 地 が最 も優れ,次 いでKH2PO4培

地,0g,40g,60g,80g,100gの 各馬鈴薯量 のPBG

培地 の順に悪 かつた。 これを推計学 的に考察す る と,全

体 を通 じては5%以 下 の危険率で有意 とな り,0,20,

40の 各gのPBG培 地 とKH2PO4培 地間では有意
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第3表(そ の1)馬 鈴薯量 に よる比較

でな く,60,80,100の 各gのPBG培 地問では5%以

下の危険率 で有意 となつたが,60g,80g間 では有意 の

差 を認 めなかつ た。 青山B株 では,20gの 馬鈴薯量 の

PBG培 地 とKH2PO4培 地 とが最 も優れ同集落数 をな

し,次 に0gの 馬 鈴薯量のPBG培 地が良かつた。推

計学的 に処理す ると,全 体 を通 じては5%以 下 の危険率

で有意 となつたが,0g,40g,60g,80g,100gの 各培

地 間お よび20gのPBG培 地 とKH2PO4培 地 間では

有意 とならなかつた。

(そ の2)PBG培 地 の原法 に よる製法 において,グ

リセ リン馬鈴薯抽出液 とこれ に加 える0.6%の 食塩水 と

の割合を種 々変えた培地 を作つ て比較 した。 すなわちグ

.第3図(そ の1)

リセ リン馬鈴薯抽出液 を50mlと 食塩水を150ml加 え

た培地 を(a)と し,前 者 を100ml,後 者 も100ml加 え

た培地を(b)と し,前 者 を150ml,後 者 を50ml加 え

た培地を(C)と し,前 者 のみ を201ml加 え後者を加 え

ない培地を （d)として,そ れ ぞれ の培地 につ いて,青 山

B株 の10-5mgを 用 いて比較 したの が表3お よび図3

のその2の 成績であ る。すなわち(b)が 最 も優れ,次 い

で(a),(c),KH2PO4の 順 に悪いがその差は礎少で,(d)

が最 も悪かつた。推計学 的処理 においては,全 体 を通 じ

ては5%以 下の危 険率 で有意 であつたが(b)を除 くとそ の

差 はな くなつ た｡

なおその1で は,馬 鈴薯量0gのPBG培 地お よび

KH2PO4培 地 の集落 の大 いさは他 の培地 よりも相当 に

小 さ く,そ の2で も(a)の 培地 の集落 の大い さが他 の培

地 よ りも相当に小 さかつ た。 また前 実 験 の場 合 と同様

に,馬 鈴薯量が20g,40g,60gの 各PBG培 地お よび

(司,(b),(c),(d)の 培地 の方が対照 のKH2PO4培 地 よ り

も初発集落 の発生期間がやや短 かつた｡

以上 の成績か ら,そ の1で は馬鈴薯量が20g,40gの

各培地 において,そ の2で は(b),(c)の 各培地 において

最 も菌の発育が良い。今仮 に添加 した馬鈴薯量を培地全

体量 の%で 表 わ してみ る と,そ の1で は0,13,27,

40,53,67の 各%含 有 され たこ とになる。そ の2で は

(a)では8%,(b)で は16%,(c)で は25%,(d)で は33%

含有 された ことになる。 こ うい う風 に考え ると先 の最 も

優れてい る馬鈴薯量 は,そ の1で は20,40の 各gで あ

るか ら,13,27の 各%と な り,そ の2で は(b),(c)で

あ るか ら16,25の 各%と なつてその濃 度はほぼ一致す
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第3表(そ の2） 馬鈴 薯量 に る。すなおち馬鈴薯 量を15
よる比較

～25%添 加す るのが最 も良

い とい うことになる｡

総 括 お よ び考 察

筆者は結核菌の分離培地

に用 うる 目 的でBordet-

Gengou培 地 の改 変に着 目

して,当 教室保存 の結核菌

株 の平等 浮游 液を用 いて検

討を試みた。 まず培地 の製

法 を極 めて簡略化 して,馬

鈴薯 を皮 をむか ないでよ く

洗 條す るのみ とし,こ れを

用 いてグ リセ リン馬鈴薯抽

出液 を作 り,食 塩水お よび

粉末寒天 を加 えて滅菌後濾

過 しな いで滅菌 中試験管に

分注 した ものを用いて種 々

の検討を行つた。第1に 寒

天の含有量について比較実

験 した結果1.5%量 が最

も優れてい ることがわかつ

た。 これ はTarshis等14),

宇野15)も唱 えてお り,寒

天はあ る程度菌の発育 を抑

制す る性質があ るとHirsch18)が 指摘 しているこ とか ら

考 えても含有量が低い方が よい ことは明 らかである。 た

だ1.5%含 有培地は作製 した直 後は,試 験管 を種 々の方

向に回転 した際培地 もそれにつれ て滑 り動 く欠点があ る

が一両 日放置す ると動かな くな る。 しか し培地 は動 いて

も培養 には支障 を来た さない。次に食塩 水を除 いてもそ

の集落数 はあま り減少せず,か えつて集 落の大 いさが大

となつて遙 かにKH2PO4培 地 よ りも見 易 くなるこ と

がわかつ たので,さ らに発育を良 くする為 に馬鈴薯量 に

ついて検討 した ところ,こ れが大 きな役割を果す ことが

わかつた。そ うしてその量 は15～25%が 最適 の ように

思われ る。か くして1%KH2PO4培 地 に匹敵 する培地

を作 るこ とが出来た。 この馬鈴薯 について,現 在行つ て

いる ように馬鈴薯その ものを使用 す る方 が良いか,も し

出来れ ば馬鈴薯澱粉を使用 して もその成績 が変わ らない

とすれ ばさらに好都合で,こ れについては次回 に報告 し

た い。なお血液,グ リセ リン等 については第2報 に報告

第3図

す る予定 であ る｡

最後 に本実験の よ うな場合 に推計学的処理 をなす場合

には,多 元配置法 が最 も理想的 な興味 ある方 法 で あ る

が,種 々の条 件の不足か ら今回 は最 も簡単な一元 配置法

を用いた。 しか しこれに よつても,単 に実験成績その も

のよ り判断す る従 来の考察方法 よ りも,さ らに正確に且

幅 を持たせ ることが出来 ると思 う。

結 論

結核菌の分離培地 としてBordet-Gengou培 地を改変

して用い る目的で,製 法 を極めて簡 略化 したPBG培 地

を作 り,結 核 菌浮游液 を用 いて種 々検討 した結果,原 法

よ り食塩水 を除き,馬 鈴薯量 を15～25%す なわち23～

38g/100mlに して グ リセ リン馬 鈴薯抽 出液 を作 り寒天量

を1.5%に した ものが優れ,1%KH2PO4培 地 に匹

敵す ることがわかつた。
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