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菌 の 検 討 と 培 養 法 選 択 の 意 義
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京都大学結核研究所細菌血清学部一主任 植 田 三郎教授

国 立 宇 多 野 療 養 所一所長 日下部周利博士
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緒 言

近時切除肺病巣中の結核菌に関す る報告はMedlar et

 al,1),Beck & Yegian2),Yegian3),Granville et al,4),

Falk et al,5),Hobby et al,6),Bernstein & Steenken7),

Steenken8),芳 賀9),伊 藤(忠)10),岡 ・菅原11),そ の他

極めて多い。これらの報告において特に注 目されている

のは塗抹(抗 酸性菌体)陽 性でありながら,培 養あるい

は動物接種で陰性に終 る場合がしばしばあるとい う事実

である。 著者12)も またかってこの問題を多少穿鑿した

が,そ の際えた成績は,「 このような場合の抗酸性の菌

体はほとんどあるいは全部が死菌体であり,易 染性形こ

そ発育形 として 注目すべ きである.」 とい う植田教授の

考え方13)14)に よって容易に説明しうるものであつた。

しかしなが ら他方菌が病巣内では今までの培養法で陽性

にしえない特異な状態にあるのであろうとする考え方 も

有力である。ことにHobby6)ら は長期液体培養によっ

て初めて陽性にしえた例がある点より,dormantな(眠

っている)菌 体の存在を主張し,こ れによつて塗抹 と培

養の喰違つた成績が解明しうるかの如 く報告 している。

これに対してSteenken7)8)ら の反対があるが,か れら

の培養法の吟味は充分とはいえない。

以下この問題を種々の培養法を選択しつっ吟味した成

績について述べたい.

材料および方法

切除肺48例 中の病巣64部 位の材料について検索した.

(この うち9例10部 位 については一部の方法のみで検討

した)

術前化学療法施行中の ものは病巣中に薬剤の残存 しな

いように約1週 前より投与を中止 した.材 料は切除直後

各病巣を互に独立に切開し,肉 眼的病理所見を記載し,

その病巣内容を無菌的に取出し,内 容が充分に軟なもの

はそのまま,硬 い場合は乳鉢あるいはホモヂナィザーに

て磨砕乳状 として以下の検索に供した。

塗抹はZiehl-Neelsen法,Ziehl-Heidenhaim.法(木 直

田)に よつて染色 し,菌 数 とともに菌の形態,分 布,配

列等に も注意して観察 した。

培養には卵培養基 としてはほとんどの場合にLowen-

stein-Jensen培 地を,極 く一部に小川氏1%酸 性培地を

用いた.い ずれ も斜面培地である。液体培養基 としては

始めの約半数例にはAlbumin加Kirchner培 養基(血

清の代 りに)を,以 後の例にはTweenな しのDubos

変法培養基(Albumin加TBbrothrnedium without

 Tween:Difco15)とKirchner培 養基(血 清加)を 併

用した。いずれ も5cc宛 中試験管に分注されたものであ

る。

培養法 としては普通法,稀 釈直接法,凝 結水中培 養

法,長 期液体培養法を併用した。 もちろんいずれ も酸,

アルカリ等の前処置は行っていない.

普通法 とは材料をそのまま卵培養基2～3本 に1～2

白金耳宛接種 したもの,稀 釈直接法 とは材料をalbumin

加培養基で10倍,100倍 に稀釈 し,そ の0.1cc宛 を各約10

本 の卵培養基に接種,1夜 斜めにして乾燥をまってゴム

キヤツプをし,立 てて培養する.凝 結水中培養法とは稀

釈直接法の半数の試験管において,albumin加 培養基で

稀釈した材料0.1ccを 凝結水中に接種し,直 立のまま2

週間培養後,こ れを斜めに倒し斜面全体を潤し,1夜 乾

燥後再び立てて培養を続ける方法である。

液体培養では,材 料をそのままあるいはalburnin加

培養基で洗際,遠 沈した後,そ れぞれ4～6本 の培養基

に大体材料が1%の 割合になるように接種した.洗 源は

約10倍 量の培地で3,000同 転,20分,2回 繰返した。上

清を集めて培養した。いずれ も1.5ヵ 月,4ヵ 月,6カ

月,9ヵ 月後に振盪,攪 拌後おのおのより0.5c取 り出

し,5本 の卵培養基に0.1cc宛 移 して2ヵ 月後その集落

発生の有無をみた.多 数集落発生の場合は以後の検索を

行わなかつた.ま た4ヵ 月目に適当量の新 しい培地を添

加した。

成績の判定は卵培養基では接種後1ヵ 月後に集落を算

え,陰 性の場合は2ヵ 月後まで(擬 結水中培養法の場合

には斜面に接種後2ヵ 月後まで)観 察した。さらに一部

においては小川16)らの方法を行つた。すなわち2ヵ 月で

陰性の卵培養基に0.500宛 蒸溜水を加え,斜 面を潤して

さらに2週 間観察を続けた。液体培養ではその表面,深 部

の発育を観察するとともに,最 後的には上述の如く卵培
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養基に再接種 して確めた.ま た一部では その沈渣 を と

り,染 色によ り顕微鏡的集落の発育をも併せ観察した。

動物接種を併行実施した場合は,10倍 に稀釈した材料

を0.500宛2匹 のモルモツトの鼠蹊皮下に接種,ツ 反応

陽転せるものは3ヵ 月後に屠殺 し,陰 性の ものは6ヵ 月

後再びツ反応を検 して後屠殺 し,剖 検 した。 判定 は 内

臓,リ ンパ腺の肉眼的所見とツ反応によつた.

成 績

(1)各 培養法による成績の比較

病巣54部 位について普通法,稀 釈直接法,液 体培養法

による成績を比較したのが表1で ある。 い ず れ も陽性

表1各 培養法の比較

28,い ずれ も陰性21で あり,5部 位 において普通法陰性

で他の方法陽性の成績を示している。この喰違った成績

を示す場含の例を示す と表2の 如 くである。これらは陽

表2各 培養法で喰違った成績を示す例

性であって もある培養法中の一部の試験管にのみ陽性で

あり,こ とに稀釈直接法で集落の発生が極めて少なく,

また動物接種においても2匹 中1匹 陽性 とい う成績を示

しているのが注目される。

(2)普 通法および稀釈直接法の成績

一般 に発育集落数の多い場合には,ほ とんどあるいは

全部の試験管が陽性であ り,発 育集落数が少ない場合に

は表2に 示した例の如 く一部の試験管のみ陽性となる場

合が多い。稀釈直接法は材料をalbumin加 培養基で稀

釈 して病巣中の阻止物質の作用を除こうとしたが,普 通

表3凝 結水中培養法(そ の1)

材料 を稀釈(10倍,100倍)し,直 接卵培地に0.106宛 接種

(陽性本数が多 くなつ弛竜の2部 位 集落数が多 くなつた竜の6部 位)

法と稀釈直接法の10倍 液接種の ものとが大体同 じ集落数

を示 し,100倍 液接種では集落数が著減 しており,予 期

した成績ではなかった。

(3)凝 結水中培養法(植 田,伊 藤)

稀釈直接法の半数の試験管において凝結水中培 養法

表4擬 結水中培養法がよい成績を示した例

(Co.は 雑菌混入)
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(植田,伊 藤)を 行つた31部 位についての成績は表3の

如くである。対照すなわち初か ら斜面に接種するよりも

凝結水中で暫 く培養 した方がdormantな あるいは弱つ

ている菌が発育 し易いのではないか との考えで試みた方

法である。対照より良い成績を示す例が12部 位にみ られ

たが,表4に 例示せる如 く予期したような注目すべ き成

績はえられなかった。またこれをさらに詳しく行った9

例 の成績(方 法は表5参 照),表5,表6に おいても同様

である。ただ方法の性質上考え易いことではあるが,増

殖せしめて後斜面に接種す るため,対 照において集落数

が少ない場合で もこの方法では一般に集落数が多い.

(4)培 養2ヵ 月陰性の卵培養基に0.50c蒸 溜水を入れ潤

表5凝 結水中培養法(そ の2)

材料 を10倍,50倍,100倍,500倍 に稀釈し,そ の0.2cc

宛 を卵培地に接種

a)直 ちに1夜 斜めにして乾燥後培養

b)斜 めに潤したままずっと培養 各3本 宛

c)3週 間凝結水中に培養後1夜 斜めにして乾燥後培養

d)5週 聞 〃

表6凝 結水中培養法(そ の2)の 例

表72ヵ 月後判定陰性の卵培地培養に蒸溜水0.500を

加 えて斜面を潤してさらに3週 聞培養(小 川等)

し,さ らに3週 聞培養(小 川ら)16)し た場合

表7の 如く31部位 の普通法および稀釈直接法において

これを試み,31部 位 中5部 位,542本 中6本 にこの方法

で陽性化 しえた。 しか しいずれ も同じ材料が他の培養法

で も陽性であ り(表8),こ の方法のみで陽性 となった例

はなかった。

(5)液 体培養の肉眼的判定

普通法および稀釈直接法で集落数が多い例では液体培

養を1.5ヵ 月後に観察すると,多 くの場合に表面,深 部

表8小 川 らの方法で陽性化 した例(()で 示す)

に充分な発育がみられ る。 しかし普通法または稀釈直接

法で集落数が少ないか陰性の場合には,液 体培養基では

肉眼的に発育が不明瞭で判定が困難な場合が多 く,こ の

ような場合には卵培養基に再接種 してその集落発生の有

無によらなければ判定できないことが注 目された。また
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図1の 例に示した如 く肉眼的に発育が不明瞭で も沈渣を

みれば顕微鏡的集落の発育が観察 される場合 もある.

(6)材 料 をalbuminで 洗瀞,遠 沈したか否かによる成

績の比較

Hobbyら はその方法の1つ の特徴 としてalbumin液

で材料を洗瀞,遠 沈す ることによって,病 巣中の菌に対

す る毒性物質を中和しえて陽性率が高まった として い

る。液体培養の場合 この操作をした例としなかった例の

比較は表9の 如くで,洗 灘した例の方がやや陽性例が多

い。しか し他の培養法での成績と対照してみて,こ の操

作によつてのみ陽性にしえた例はなく,ま た反対に,こ

の操作をしなかつたか ら陰性になったと認められる例 も

なかった.

表9初 めに材料をalbumin加 培地で

洗瀞遠沈したか否かの比較

(7)Dubos培 養基(without Tween)とKlrchner培

養基 との比較

これは同じ例の材料の同一量を各培地2～6本 に接種

した場合の比較で表10の 如 く,血 清加Kirchner培 養基

で も決して遜色はない。むしろKirchner培 養基の方が

特に肉眼的に表面発育が良好な場合が多い。 す な わ ち

albumin加 培養基が特に優れた成績ではない。

表 組Dubos培 地(without Tween80)と

Kirchner培 地 との比 較

(8)液 体培養か ら卵培養基に再接種した成績,特 に矛盾

した成績を示す場合について

52部 位の全液体培養の成績は表11の 如 く197本 中陽性

106本,陰 性91本 である。

表11液 体培養の各試験管の成績

この陰性91本 中8本 は1～2回 の再接種以後雑菌混入

その他のために以後の検索が不能となつたが,83本 につ

いては9ヵ 月後まで途中4回 にわた り検索しえたいずれ

も陰性に終つたものである。陽性106本 中92本 は1.5ヵ 月

後に移した卵培養基上に多数の集落を形成して陽性とな

つた もの,次 に1.5ヵ 月後か らは少数の集落しか発生せ

表置 液体培養で遅れて陽性になった例

ず4ヵ 月後か らは多数の集落がみ られた例が5本 ある.

問題 となる例は以下の,1.5ヵ 月後か らは陰性,4ヵ 月

以後陽性の3本,始 めずつと陰性9ヵ 月後に初めて陽性

となつた1本,お よび1.5ヵ 月陽性以後陰性の5本,の

矛盾 したおのおのの例である。例示すれば表12,表13の

如 くで,こ れ らはいずれ も併行実施した他の培養法およ
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表13液 体培養で初め陽性,後 に陰性の成績を示した例

び動物接種では陽性であり,し か も普通法,稀 釈直接法

での発育集落数が極めて少ないのが特に注 目される。

(9)動 物 接種および塗抹(抗 酸性の菌体)と 培養 との比

較

表14は 動物接種まで併せ行つた36部 位の成績である。

このように種々の培養法を併行実施したためか,動 物接

種 との間にほとん ど差がみられない。しかし動物接種に

おいても同一例の2匹 中1匹 のみ陽性 とい う丁度上述の

培養法にみられたと同様な結果を示す場合があることが

注目される。

表14動 物接種との比較

また表14に おいて塗抹 との関係をみると,な お塗抹陽

性,培 養陰性,動 物接種陰性 とい う問題になる例が8例

ある。このような場合の菌形態は図2に みられる如 く短

小願粒状で菌塊を形成して存在するものが多 く,図3に

示す如き普通法で多数の集落をみる場合の菌形態 と著 し

い差異がある。これと関連があるようにも考 え られ る

が,液 体培養9ヵ 月後の沈渣においても発育の像はもち

ろんみられずして,し か も抗酸性の菌体がなお残存する

(図4)の も注 目された。

(10)病 巣別培養成績および術前化学療法 との関係

表15は 病巣別にみた培養成績で,培 養(十)は 普通法あ

るいは稀釈直接法で少数の集落しか発生しないか,あ る

いは液体培養のみ陽性とい う例で,培 養(骨)は 多数の集

表15病 巣別培養成疲

落が発生する場合である.空 洞では培養(H)が 多 く,閉

鎖病巣では培養(十)ま たは(一)が 多い。

しかし術前化学療法の期間との関係をみると,表16の

如 く,長 く続けられた術前化学療法と培養成績 との間に

特に注目すべ き関係はみられなかつた。

表16術 前化学療法の期間と培養成績

考 案

以上の如 くして各培養法の優劣を論ずる場合,あ らか

じめ材料中に多数の生菌が含まれていると考 えられる場

合,す なわち普通法および稀釈直接法で多数の集落が発

生する例では,液 体培養で も(動 物接種で も)も ちろん

陽性とな り,一 応問題とはならない.し かし材料中の生

菌が極めて少数 と考 えられる場含,す なわち普通法ある

いは稀釈直接法で少数の集落が発生するかあるいは陰性

とい う場含には,各 培養法あるいは各培養試験管におい

て,そ のうちの一部培養法あるいは一部試験管のみが陽

性 となる場合がほとんどである。ここに見逃してはなら

ない重要な問題が存在する.材 料中に生菌数が少ない場

合には,多 量の材料を培養基に移すことので きる方法の

方が陽性となる可能性が大であり,ま た同様な理 由 で

2～3本 の培養基のみに培養された場合には陰性であつ

ても,よ り多数の培養基 に培養(こ れはより多量の材料

が接種されたことになる)さ れた方が陽性の試験管が現

われる可能性が多いはずである。すなわち普通法で陰性

で も,他 の稀釈直接法あるいは液体培養法で陽性 となる

場合がありうることは,方 法の性質上よ り多量の材料に
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附 図説 明

図1液 体培養で肉眼的に発育が不明瞭だが,そ の沈渣を染色,検 鏡して観察された顕微鏡的集落(200×)

菌束は蛇行状,発 育の像を示 している。No.82

図2塗 抹陽性,培 養陰性(動 物接種陰性)の 場合にみられる菌形態(1,800×)

ガ フキー6号,菌 は顆粒状,集 合し菌塊形成No.33被 包乾酪巣。

図3塗 抹陽性,培 養陽性(十十)の場合にみられる菌形態(1,800×)

菌 は長 く,略 々均一に染色され,抗 酸性形(濃)と ともに易染性形(淡)も 混在No.17-1空 洞。

図4図2の 例No.33の 液 体培養9ヵ 月後の沈渣にみ られた抗酸性の菌体(1,800×)

菌は少数中央に存在,発 育の兆はない。
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ついてより多数の培養基を使つて吟味していることにな

るから,充 分着肯 されうる。(表2)こ の ことは動物接種

の成績においてもまたいいうる.す なわち問題はその培

地に生菌が接種 されえたか否かにかかつているのであろ

う一機会の問題一とする考え方である。

このことはまた液体培養1.5ヵ 月後に卵培養基に移し

て陰性で,4ヵ 月後に初めて陽性にな りえた場合に も同

じことをいい うるのではないか。すなわち出発の生菌数

が極めて少ない場合には発育 していて も全体としては生

菌数が少なく,1.5ヵ 月後卵培養基に移 した0.50中 に生

菌が含まれない可能匹が考えられる,し か し4ヵ 月後に

はすでに生菌数が或数に達していて,そ れを卵培養基に

移したとき陽性になつたのではないか(表12)。 類似の

例として1.5ヵ 月後少数集落陽性,4ヵ 月後多数集落陽

性の例(表2,No.11-2)が 同様に説明されえよう。また

1.5ヵ 月後陽性以後陰性の例(表13)も,存 在した生菌が1。

5ヵ 月後に採取 した0.5ccの 中に全部移行 してしまつて,

以後は陰性になつたものと考えることが可能であろう。、

このような考え方か らHobby6)ら の成績を吟昧する

に,液 体培養のそれぞれか ら各回0.150宛 しか固形培地

に移していないが,2ヵ 月以内に陽1生の例では同一例の

培養試験管のほとんど大部分が陽性であるのに対して,

遅 れて陽性の例では同一例の試験管中の一部少数の試験

管のみが陽性 となつている。 このような結果は上述の私

の例の場合 と同じような考え方で充分説明ので きること

で1、衰ないかと考える.(し か しHobbyら の成績中には

直接固形培地に接種した対照の成績がない点 もまた当然

批判されねばならない)

上述の説明は,私 の例において同時に併せ行つた液体

培養以前の方法(稀 釈直接法等)に おいていずれも同時

に陽性であることか ら,こ れ らの矛盾 した成績を示す長

期培養の試験管にも最初極 く少数の通常の発育能力を有

する生菌がやはり同様に接種されたに違いないという推

測にもとつ ぐものである。

しかしながら,液 体培養で9ヵ 月後に初めて陽性 とい

う例がHobbyら の場合にも,私 の成績にもまた少数例

なが ら確かに存在 している。 これについては上述の説明

のみでは充分に肯けない.こ のためにこそHobbyら は

dormantな 菌の存在を主張している。すなわち病巣中

において弱められあるいは休眠状態にされた菌が長期に

培養されて蘇生されえたのであろうという興味ある考 え

方である。

このような意味で吟味 された凝結水中培養法(表3,

4,5,6)の 試 みはその成績が直ちに特殊な状態の菌の存

在を示唆するものではな く,む しろ少数の生菌を検出し

易 くする点で多少興味があるというべきものであつた.

また小川 らの試み(表7,8)に おいて陽性化 しえた例 も

同一例の他の培養ではすでに2ヵ 月で陽性で あ る点 か

ら,発 育 していたが2ヵ 月では肉眼可視にまでな りえな

かった集落が,条 件を良くし,さ らに観察を続けたため

に肉眼可視にまでな りえたにす ぎないと考えられる。

液体培養においても長期に培養して初めて陽性になっ

た例については,dormantな 菌の存在を肯定する前に,

同一例の他の培養法で通常の意味ですでに培養陽性にな

つている点が,私 の観察か ら注 目されなけれ ば な らな

い。ここで通常の発育能力を持った生菌が接種 されたと

しても,適 当な培養基,培 養法を用いても,と きには除

きえない何 らかの原因で発育が阻止あるいは抑制 される

場合があるのではなかろうか,と い う問題を考える必要

があろう。

材料がalbuminで 稀釈 され洗際 されても特によい成

績にならないことは私の成績からみても,ま た生理食塩

水を対照 としたSteenken7)ら の成績か らみても明 らか

であろう。すなわちalbuminを 用いるか否かはHobby

らの主張する如 く成績を左右するものとは必ずしも考え

られない。液体培養において肉眼で発育が不明で も顕微

鏡的発育がある場含(図1)も 注 目されたが,特 に遅れ

て陽性になる例では発育が少なくとも非常に遅れている

かあるいはほとんど発育 していないと考 えられる。すな

わち病巣内に存在す る阻止物質は一応充分に稀釈され,

albumi獄 で 中和されるとはいえ,常 にその作用を全 く取

り除 きえているかは疑問であろう。ことに極 く少数の生

菌か ら発育が出発する場合にはときに除きえなかった何

らかの原因によって発育が抑制される場含があ りうるの

ではなかろうか.こ れと上述の機会の問題 とす る考え方

とを組合せれば,4ヵ 月後,9ヵ 月後に初めて陽性とな

る例 も,初 め少数集落陽性,後 に陰性となる例 もともに

一応説明が可能である
。また小川らの試みで陽性化 され

る例 も説明できるのではなかろうか。 このような考え方

でHobbyら の例を考察するならば,9ヵ 月後に初めて陽

性 という例の液体培養の全量をもし早期に固形培地に移

したならば少数の集落が通常の経過で発生 したのではな

かろうか,と も考えられる。

もちろん上述の私の観察のみによってdormantな あ

るいは弱っている菌が存在 しないと断定す ることは差控

えたいと思 うが,Hobbyら が氏 らの成績か ら直 ちに

dormantな 菌の存在を立証しえたものとする考 え方 に

はにわかに賛し難い。

すなわちいずれ も単一な説明では充分に解明しえない

が,や は り主なる役割は機会の問題が演 じているようで

ある。 このことは将来培養法が改良され陽性率が高めら

れたとす る場合,充 分に考慮 されねばならない と考 え

る。

さらに塗抹(抗 酸性の菌体)成 績との関係においてこ

のdormantな 菌が論 じられているが,た とえdornlant

な菌の存在を肯定したとして も,そ の成績か ら大多数の
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菌が蘇生したとは考えられず,ま た特に長期に液体培養

してもなお陰性でしか も塗抹で陽性の例がかなり存在す

る点や塗抹陰性培養陽性の例 もまた存在する点等を注目

すれば,培 養法の選択あるいは改良が決してこの塗抹陽

性培養陰性の問題を解決するものでないことが理解され

よう。 また培養陰性の場合の菌の形態(図2)が 培 養

(唇)の 場合の菌形態(図3)と 非常な差異のある点およ

び9ヵ 月間液体培養して培養陰性の沈渣にもち ろん 発

育の兆はないがやはり抗酸性の菌体の残存している(図

4)点 も注 目され る。すなわちこのような場合の抗酸性

の菌体はほとんどあるいは全部が死菌体と考えるのが妥

当ではなかろうか.

なお培養成績が術前の化学療法に直接関連せず,む し

ろ病巣性状との間に関係がみられた。特 に閉鎖病巣では

生菌数が少ない例が多いことが当然なが ら注目された。

結 論

48例64部 位 の切除肺病巣中の結核菌について,主 とし

て各種培養法を併用 しつつ検討した.

普通の如 く卵培養基に材料を直接接種 した場合より,

稀釈直接法および液体培養法の方がよい成績 を示 した

が,こ れは主 として材料中に生菌が少ない場合で も多量

の材料 を多数の培養基に接種,培 養 したために少数の生

菌を検出しえたにすぎないと考 えられた。長期の液体培

養の成績 も直ちにdormantな(眠 っている)菌 の存在

を示す ものとは考え難 く,ま たこのような菌の検出を期

待 したわれわれの凝結水中培養法 も小川 らの試みもとも

に特に注 目すべ き成績ではなかった。

塗抹陽性培養陰性の場合のほとんどの抗酸性の菌体が

これらの方法で蘇生せしめうるとは考 え難 く,や は りほ

とんどあるいは全部が死菌体と考 えるのが妥当であろう

と考えられる。
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