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緒 言

第1報1)に おいてBordet-Gengou培 地 を改 変 したい

わゆ る筆 者のPBG培 地 が,菌 浮游液 の培 養において1

%KH2PO4培 地 に匹敵 す ることを述 べたので,今 回 は

最 も普及 されてい る前処理法 の4%のNaOH水 で処理

しだ菌浮游液 の培養 に適応す るよ うに改良 を行つ た成続

について,さ らにPBG培 地の成分の馬鈴薯,グ リセ リ

ン,血 液 について も諸種の検討 を行つ たので これ らの成

績 について も述べ る。

実 験 方 法

1.培 地 の製法

第1報1)の 成績 よ り,馬 鈴薯 を30g,グ リセ リソ8

mlを水道水100mlに 加 えてグ リセ リン馬鈴薯抽 出液 を 作

り,こ れ に血液 銀行の血液 を1/3量加 えて寒天量 を1.5%

としたPBG培 地 を作製 した。製法 および血液 成分等 は

第1報1)と 同様 であ る。 まずNaOH水 前処理 によ る検

討 につい ては,1%お よび4%のNaOH水 で前 処理 し

た菌 の平等浮游液 を,KH2PO4が0,02,0.4,0.6,

08の 各%量 含 有す るように作 製 したPBG培 地に 培 養

して比 較実験 を行つた｡次 に培地 の成分については,馬

鈴 薯,グ リセ リソ,血 液 の3因 子 をそれぞれ種 々の添加

量 に した培 地に培 養 して比較実験 を行つ た。対照 には3

%KH2PO4培 地 を用 いた。また各種培地 の凝 固水のpH

を比色紙で測定 して比較検討 を行つ た。

2.菌 液,培 養 および観察方法

1%KH2PO4培 地 に3～4週 間培養 した当教室保存

の人型結核菌 の菌株 を,滅 菌 蒸溜 水 を用いて1mg/mlの

菌量 を含む平等浮游液 とし,1%ま たは4%NaOH水

で0.1ml中 に10-3mg9ま たは10-4m9の 菌量 を含む よう

に稀釈 し,1本 の試 験管に5ml宛 入つてい る各種 の培

地3本 宛に0.1ml宛 分注 して4週 間培 養 した｡そ の間10

日,14日,17日,21日,28日 の5同 にわ たつて各試験管

の集落 につい てその数お よび大 きさを観察記録 し,こ れ

らの4週 後の集落数 につい て一元配置法 または多元配 躍

法2)5)に よる検 討を行 つた。

実 験 成 績

1.1%お よび4%NaOH水 前 処理 の場 合の比較

1%NaOH水 の場合 には大谷株 の10-3mgを 用 いて,

4%NaOH水 の場合 には大谷株 の10-3mgお よび 田中株

の104mgを 用い て実験 した。 なお本実験 は3週 間で観

察 を終了 した。実験成績 は表1,2に 示す 通 りで,1%

表11%NaOH水 前 処理

(誌)+は 集落 が小さ くて数 え られない もの

全 体 で は 有 意(1%)

0,1%KH2PO4な し

02,0.4,0.6,0.8な し
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表24%NaOH水 前 処 理

大 谷 株 田 中 株

全 体 で は 有 意(1%り

0,0.2な し

0.4,0.6,0.8,Kな し

(5%KH2PO4)

NaOH水 ではKH2PO4の 含有量が多 くな るに従つ て発

育が悪 くなつ てお り,4%NaOH水 で は,対 照が最 も良

く次いでKH2PO4の0.4%お よび0.6%含 有 され た もの

となつてい るが,こ れ ら三者の優 劣の差は あま りない。

推計学 的に検討す る と,1%NaOH水 では全体 を通 じ

ては1%以 下 の危険率 で有意 の差 を認 めたが,0%と 対

照培地 間および0.2,0.4,0.6,0.8の 各%間 では有意 の

差 を認 めなかつ た。4%NaOH水 で は大谷株 では全体

を通 じては1%以 下の危険率で有意の差 を認 めたが,0

%と0.2%聞 お よび0.4%,0。6%,0。8%,対 照培地間で

は有意 の差 を認 めなか つた。 田中株 では全体 を通 じ て

は1%以 下 の危険率 で有意 の差 を認 めたが,0.2%,0.

4%,0.6%,対 照培地問で は有意の差が な く.0%と0.8

%間 では1%以 下の危険 率で有意の差 を認 めた。以 上の

成績 よ り1%NaOH水 に よる前 処理 の時 はPBG培 地 に

KH2PO4を 全然添加 しない ものが,4%NaOH水 に よる

全 体 で は 有 意(1%)

02,0.4,0.6,Kな し

(5%KH2PO4)

0,0.8な し

前処理 の時 には0.4%にKH2PO4を 添加す るのが最 もよ

い よ うに考 え られ る。 さ らに各種濃度 にKH2PO4を 加 え

表3各 種 培 地 のpH

(註)各 種馬鈴薯のものは2本 の培地のpHを 示す。

たPBG培 地 のpHは 表3の 如 く,培 養 前 は6.6～5.8と

な つ て い るが 培 養3週 後 に は6.8～5.8と な つ て い る。 そ

う して培 養 前 で は0%の もの が1%KH2PO4培 地 のPH

と,0.4%の もの が3%KH2PO4培 地 のpHと そ れ ぞ れ ほ

とん ど一 致 して い る。 な お,1%NaOH水 の時 の対 照

に は1%KH2PO4培 地 を用 い た。 ま た 田 中株 で は それ ぞ

れ の培 地 に5本 の 試 験 管 を用 い た。



296 結 核 第31巻 第5号

表4H2株17日 後

表5H2株21日 後

2.馬 鈴 薯,グ リセ リン,血 液の3因 子の検討

1)の 実験で4%NaOH水 によ る前処理 の時 にはKH2

PO4を0.4%含 有 した ものが最 もよい こ とがわかつ たの

で これ を用い て実験 した。 まず馬鈴薯 については,水 道

水100mlに 対 して馬鈴薯 を0,10,30,50の 各g宛 加 えて馬

鈴薯抽 出液 を作 り,こ れ らの抽 出液 に グ リセ リンお よび

血液 を培地全体の それぞれ0,2,4,8お よび10,20,30の 各

%と な るよ うに加 えて比較実験 した。す なわ ち 馬 鈴 薯

09含 有の培地 は,グ リセ リン0%で は血液 を10,20,30の

各%含 有す る もの3組 ある。同様 にしてグ リセ リン2%

4%,8%の もの もそれ ぞれ3組 宛 出来 るか ら,馬 鈴薯

0gの 培 地は計12組 とな る。従つ て馬鈴薯 を0,10,30,50

の各g含 有 した培地 では それぞれ12組

出来 るか ら総計48組 の培地 が出来 るわ

けで ある。菌株 は 氏 株お よびH37Rv

株 を用 いて10-4m2の 培 養量で実験 を

行 つた。 まずH2株 の実験 成績 につい

て述べ ると,培 養後17日,21日,28日

の成績 が表4,5,6に 示 されてい る。培

養後10日,14日 はそれ ぞれの培地 の優

劣 を論ず る程集落 の発生 を見なかつた

ので その成績 は省 略 した。 これ ら3つ

の表 を通覧 してまずわか ることは,グ

リセ リンが0%お よび20%の もの は非

常 に発育 が悪 い とい うことで ある。次

に各表 のそれぞれの培 地の集落数 の平

均値 に丸 を附 して あるの は3%KH2

PO4培 地 と同程 度か また はそれ以 上に

発育 した ものであ るが,こ れ らを中心

として各種培地 の菌 の発育状態 を培 養

日数 を追つ て比較 してい くとおのおの

の培地 の優劣 が よくわか る。すなわ ち

培養17日 後 ではグ リセ リンが4%お よ

び8%添 加 された培 地で は,馬 鈴薯が

0g～30gの 培 地において良好 な発育 を

示 すが特 に10%お よび20%の 血液添加

の方が30%血 液 添加の もの よ り良い 成

績 を示 した。培 養後21日 にな ると10%

の血液 量で は先 によい 成績 を示 した培

地 の半 数の ものが対照の3%KH2PO4

培 地 よ り発育が劣 り,そ の他 の ものは

その まま28日 迄優秀 な発育 を示 した。

血液 量20%,30%の ものは17日 に発育

の好かつ た ものは,28日 に至 る も良好

で あつ た。 これ を繰 り返 しに よる3因

子 の多元配置法 の要 因分析 を以て検討

した成績 が表7で あ る。なお この分析

では グ リセ リンを0%お よび2%含 有 し

た ものは対照 の3%KH2PO4培 地 に比較 して極 めて悪

か つたので,こ れ らを除外 して検討 した。 さて表 の示す

所に よると,馬 鈴 薯,グ リセ リンお よび血液 の3因 子 す

べ て5%ま たは1%の 危険率で有意の差 を示 し,お のお

のの因子の交 互作 用 も1%以 下の危険率で有意 の差 を示

した。 これ らの有意の差 を示 した諸種 の要 因を追究 す る

べ く作製 したのが表8で あ る。これ を簡単 に説 明す ると,

表 をよ り見易 くす るために表6の グ リセ リンを4%お よ

び8%含 有 す る培地 の それぞれの集 落数 よ り55を引いて

3本 の試 験管 の集落 数の和 を示 したのが(そ の1)で,

馬鈴薯 と血液 との関係 を知 るために(そ の1)の 表 の4

%と8%の グ リセ リンの培 地の集落数の 和を示 したのが
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表6H2株28日 後

表7H2株

表8H2株(そ の1)

(そ の2)

(その2)で ある。(そ の3)は 馬鈴薯 と

グ リセ リンとの関係 を知 るために(そ

の1)の 各馬鈴 薯量の培地 において,

血液 の含有量 を無視 して グ リセ リンの

4%と8%の 培 地について,そ れ ぞれ

の集 落数 を加 えた もので,(そ の4)は

グ リセ リンと血液 との関係 を見 るため

に,(そ の1)の それぞれの血液量 の培

地 について,馬 鈴薯量 を無視 して グ リ

セ リンの4%と8%の 培地 において そ

れぞれの集落数 を加 えた ものであ る。

まず(そ の1)に ついて検 討す ると,

各培地 の数値 に丸 を附 してあ るのは表

6で 丸 を附 してあ るもので,こ れ らを

対照 の3%KH2PO4培 地 の集落数 を も

加 えて一元配置法で検討す る と5%以

下の危険率で有意 の差 を示すが,84,

105,125の 数値 を示す培地間お よび こ

(そ の3)

(そ の4) の3つ の培地 を除い

た残 りの ものの間で

は有意 の差がなかつ

た。 すなわ ち馬鈴薯

量 が10g～30gで 血

液量が10%ま たは30

%含 有す る ものが最

も良い よ うに愚 われ

る。次に(そ の2),(そ の3)よ り馬鈴薯 と血液 および グ リ

セ リンとの関係について見 ると,馬 鈴 薯量 が509の もの

は どの血液量 で もまた グ リセ リンとの関係において も他

の馬鈴薯培地 に比較 して最 も悪 く,反 対 に馬鈴薯30gの

ものは最も よい。 ところで推計学的 には馬鈴薯量509の

培地 を除 くと09,109,309間 には有意 の差 を見 出 しえ

なかつた。血液量 を(そ の2),(そ の4)に ついてみ る

と10%含 有 の ものが最 も良 く20%と30%と はそれ程優劣

の差が ない。推計学的 に処理 して も同様 の成績 を得 た。

い まこれ を最 も発育 の悪 い馬鈴薯量50gの 培地 を除い た

もの について検討す ると表9に なる。す なわ ち10%と30

%の 血液量の培地の集落数の和 はほ とん ど同数で20%の

ものが最 も悪 い｡推 計学的処理 において も同様 の成績 を
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衷9H2株

得 た。20%の 血液量 の ものが他の培地 に比較 して意外 に

悪 かつたのは,馬 鈴 薯 を109含 有 した培 地が極 めて悪か

つ たためで,ま た30%の 血液量 の ものは馬鈴薯量509の

表10H37Rv株21日 後

表11H31Rv株28日 後

表12H37Rv株

培 地が非常 に悪かつ たために前記 の成

績 を示 したので ある。 これ らは もちろ

ん表8,9を 見れ ば明 らか であ る。 グ

リセ リンを(そ の3),(そ の4)に つ

い て見 ると8%の 方 が4%よ り遥 かに

良 い。特 に(そ の3)に おいて馬鈴 薯

が109お よび309の もの,(そ の4)

では血液量 が1G%の ものが最 も良い。

推計学 的処理 において も同様の成績 を

得た。次 にH37Rv株 について述べ る

と,本 株 は培養後21口 に漸 く集落 の比

較がで きる程度 に発育 し～こので21日 と

28日 の集落数 につい て検討 した｡前 者

は表10に 後者 は表11に 示 され てい る。

各表 の平均値 に丸が附 して あ る の は

H2株 の場合 と同様 に対照 の3%KH2

PO4培 地 に匹敵す るか またはそれ以 上

によい,培 地 を示 す ものであ る｡これに

つい て2つ の表 を比較 す るとH2株 の

時 とは反対 に28日 の方が21日 の それ よ

りも培地 の数が増 加 してい る。 また血

液 の含 有量 が多 くな るに従つて培地の

集落 数 も増加 してい ることがわか る。

28日 後の集 落数 を繰 り返 しの多元配置

法に よ り処理す ると表12の 如 くグ リセ

リンを除いて はすべ て1%以 下 の危険

率で有意 の差 を示 した。 これ をH2株

の場合 と同様 な方法 で分析 す ると表13

の(そ の1)～(そ の4)と な る。(その

1)は 表11の 各培地 の集落数 よ り8を

引い て3本 の試験管 の集落 数の和 を示

した もので,血 液量 の増加 と共 に培地

の集落数 も増 加 してい る。 これは前 に

も述べ たが推計学的 処理 で も同様 の成

績 を得 た。次 に各数値 に丸を附 してあ

るのは,表11に おいて丸 を附 してあ る
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表13H37Rv株(そ の1)

(そ の2) (そ の3) (そ の4)

もので図示す る如 く31種類 の培地が これに該当す る。 こ

れ を対照の3%KH2PO4培 地 を加 えて一元配 置法で処

理 す ると1%以 下 の危険率で有意の差 を示 し,最 も集 落

数 の多 い49の 数値 を示す2種 類 の培地 を除い て も5%以

下 の危険率で有意の差 を示 した。 それで さ らにこれ を分

析 して0～20の 数値 の培地27種 類 について検討す ると有

恵 の差 がない。 また21以 上の数値 を示す培 地について も

43の 数値 を示 す2種 類 の培地 を除 くと有意の差がなかつ

た。すなわ ち馬鈴薯量 が309で 血液 を3C%含 有す る もの

が最 も良い ことにな る。(そ の2)で は馬鈴薯量109の 所

が他の ものに比 較 して平均 して集落 数が多 く,馬 鈴 薯量

30gで は血液量30%に おいて断然他 を引 き離 して集落数

が多い。 これは(そ の1)の 表において も明 らか で あ

る。推計学 的検討では馬鈴 薯量10gと308間 では有意 の

差 がな く,03と50gで は有意 の差 を示 した。 すなわ ち

103～ ε08の 馬鈴薯量が最 も良い よ うに思 われ る｡次 に

グ リセ リンについて見 ると(そ の3)の 表で馬鈴薯量が

108～309の 所 ではグ リセ リンが2～8mlに おいて非常

に集 落数が多 く,(そ の4)で も血液量が20%～30%の 所

で はやは リグ リセ リンが2～8mn1に おいて極 めて発育

が良い。 これ は表12で 述べ たよ うに,他 の因子 を無視 し

て グ リセ リソのみ を検討 した時 には僅かの差で有意の差

を示 さなかつ たが,グ リセ リンと馬鈴薯お よび血液 との

交 互作用 を検討す ると高度に有意の差 を示す ことか ら考

えて も明 らかで あ る。次 に各種培地 のpHは 表14に 示す

通 りで馬鈴薯お よび グ リセ リンはpHに はほ とん ど影響

がな く,血 液 量のみが影響 す ることがわか る。 そうして

培養前で は血液量が20%～30%で はpHが あ ま り変 らな

い よ うに愚われ る。 また培養後1ヵ 月では3%KH2PO4

培地 よ り多少 アル カ リ性 に傾 いていた。 また集落 の大 い

さは,第1報 では馬鈴薯 を加 えた方が遥か に大 であつた

が本実験 ではそれ程著 明ではなか つた。

表14各 種 培 地 のpH
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第1報 に引 き続 いて今 回はNaOH水 で前処理 した も

の を培 養す る場合の培地の改変について実験 を行つ たの

で あるが,ま ず1%NaOH水 で前処理 した ものはKH2

PO4を 添加 しないPBG培 地に培 養す るのが,培 養前 の

培 地のpHが6.6～6.8で 中性 に近 くて成績 も最 も良 く,

4%NaOH水 で前 処理 した もの を培 養す る時 は 培 地 の

pHを さらに酸性 にして3%KH2PO4培 地 のpHと 同値

の6.2に した場合が最 も良好 であ ることが わか つた。 こ

れ は小川 の行つ たKH2PO4培 地 におけ る研究4)で も明 ら

か な通 り,培 地 のpHが 中性 に近い時 には濃 度 の 低 い

NaOH水 で前処理 した ものを,よ り酸性 にな るに従 つて

濃度 の こいNaOH水 で前処理 した ものを培養 す る方が良

い ことを示 してい る。

次 にKH2PO4を0.4%添 加 したPBG培 地 で,そ の成

分 の馬鈴薯,グ リセ リンお よび血液等 について検 討を行

つた｡特 に馬鈴 薯 は第1報1)で 既 に23g～38g添 加 す る

のが最 も良い と述 べたが,培 地 をよ り酸 性に した場合 も

その含 有量 に変化 がないか どうかを再 吟味 す るために追

試 を行 つたわけであ る。 その結果 は第1報 の成績 と大差

な く10g～30gが 最 も良い ことがわかつた。 これ を容量

%で 表わす と109の 場合 は含有血液量が10%～30%と 変

化 してい るので7%)9%と な り,309の 場 合 は同様 に

21%～27%と な る。 グ リセ リンについてみ るとH2株 で

は8%が 断然良 く,H37Rv株 で は2%～8%が 断然 良

かつた。Tarshisら5)に よれ ば,グ リセ リンを1%添 加

す る時 には,し ない場合 よ りも菌 の発育 は良いが3%に

した場合 はか えつ て発育が悪 くなる と述べ てい る｡筆 者

の実験で は加 えた方が加 えない場合 よ りもよい成績 をえ

てい るので,グ リセ リンを2%～8%添 加 した方が 良い

と思 う。血液量 につい てみ ると,H2株 では10%と30%

が同程度に良 く,H37Rv株 では血液量 の30%が 最 も良

か つた。宇 野6とは血液量 を15%に 迄減量 で きると述べ て

い るが,筆 者の実験において も前記 の如 く,H2株 では

10%で も30%と 同程度に発育 が良かつた。 しか しこの量

をあ らゆ る結核菌 の分離培 地に適 用で きるか否か とい う

ことにな るとい ささか疑問の点が あるのではないか と思

う。H37Rv株 の成績 か ら考 えて も血液量 は30%に した

方が無難で はないか と思 う。次に馬鈴薯お よび グ リセ リ

ンの添加量 に相 当に幅が あるこ とがわかつ たが,こ れ は

結核 菌の発育要素 の量 は,決 して厳密 に決 め られ る もの

でな く,あ る程度幅 を持つ こ とを如実 に示 してい る もの

だ と思 う。 そ うしてこのこ とは結核菌 のみで な く他の細

菌 につい て も言 えるので はないか と思 う。

さて従来 の培地 の改 良に関す る研究 におい ては,そ の

必要 な成分 につい て,一 度 に各種濃度 におい てしか もそ

れ ぞれ の成分 の相互作用 を も検討考察す る方法が あま り

な され てい ない よ うで ある。筆者 は本題 目の研究 を,い

わゆ る一元配置法お よび多元配置法 の実験計画法 を用 い

て先 に述べた ことを幾分で も満 たそ うと考 えて本実験 を

行 つたわけで あるが,そ の結果 は実験成績 に示 され る如

くある程度満足 な成績 を得 たので はないか と思 う。例 え

ばTarshisら7)の 発表 した培地 には馬鈴薯が全然添加

されてい ないが,本 実験 において も馬鈴 薯量 が09で も

相当に菌 の発育が良い培地が あ るこ とが わか つた｡し か

し本実験成績か ら明 らか な通 り,ま た続木 ら8)も述べ る

よ うに馬鈴薯 は10g～30g加 えた方が よい よ うに考 え ら

れ る。 ただ本実験法 は数多 くの菌 につい てで きない憾 み

が あ るので,代 表菌株 のH2株 お よびH37Rv株 につい

て行つ た。今後,今 回の実験 成績 を基 として実際 の喀痰

か らの分離培 養について検討 したい と考 えてい る。

本実験 で馬鈴薯,グ リセ リンおよび血液 を種 々の濃度

に加 えた48組 の培地 に小 川9との研究 か ら考察 して全 卵を

加 えた方が 良いのではないか と思 い,よ く撹拌 した全 卵

を無菌 的に各種培地 に10%宛 加 えた もの を,さ らに作製

して同時に実験 を行 つたが,こ れ らの培地 は全 然全卵 を

加 えない培地 に比 較 して極 めて菌 の発育 が悪かつ たので

実験成績 も省略 した。Tarshisら5)もBordet-Gengouの

培地 に25%の 卵黄 を加 えて実験 を行い,や は り卵黄 を加

えない もの よ り悪 かつた と述べてい る｡

結 論

第1報 に引 き続い て4%NaOH水 で前処理 した もの を

培 養す ることがで きるよ うにPBG培 地 をさ らに改変す

る目的で本 実験 を行つた。 その結果KH2PO4を0.4%添

加すれば よい ことがわかつた。次にPBG培 地 の成分 の

馬鈴 薯,グ リセ リンお よび血液 につい て検 討 を 行 つ た

所,馬 鈴薯量 は 第1報 と大差 な く水道水100/nZに 対 し

て109～30g加 えて馬鈴 薯 エキスを作 り,こ れ に培地全

体 に対 してグ リセ リンを2%～8%,血 液 を30%そ れ ぞ

れ添加 し1.5%量 の寒天で固 めた培地が最 も良 く,か つ

3%KH2PO4培 地 と比較 して これ に劣 らないばか りか,

これ よ りも優れ てい るこ とが わかつ た｡
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