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単個菌培養による耐性 ならびに感受性結核菌の研究

第1報 標準ならびに耐性結核菌の単個菌培養について

柴 田 一 郎

東京大学伝染病研究所臨牀研究部(部 長 北本治教授)

受 付 昭和31年7月23日

I緒 言

人型結核菌の抗結核剤に対する耐性上昇,感 受 性 復

帰,あ るいは薬剤耐性株のビルレンツ等の問題を検討す

る場合に,そ の菌株中に含まれる耐性菌の分布が問題に

されることはしばしばであるが,こ の際菌1個 を取 り出

し,こ れよ り分発裂増殖 した純系ともいうべ き株を求め,

それについて吟味することは有意義なことと考える。

私はP.deF onbruneのMicromanipulatorを 使用 し,

H37Rvそ の他の人型標準株 および各種薬剤耐性入型株

ならびにこれと比較する意味にわいて鳥型および牛型の

標準株につき,そ の単個菌分離ならびに培養を試み,そ

の実験方法,実 験条件,培 養成績ならびに単個菌分離前

後の薬剤耐性の推移等について検索 したので報告する。

II文 献的考察

細菌の変異,解 離,遺 伝,そ の他の 細菌生理学的問

題,細 菌の発育形式,発 育環の問題 あるいは菌体構造

物の生物学的意義等の諸問題の研究は従来の如 き一定数

以上の生菌の集団に対する実験にてはその厳正を期する

ことは困難であつて,厳 密な意味か らいえば当然従来の

いわゆる純培養株より単個菌分離により純粋株を求め,

これを対象 として実験を行 うべ きであると考える。

Micromanipulatorわ よびそれに附随す る顕微装作の

器械,器 具ならびに術式に関しても漸次種々の工夫,改

良が加えられてきたが,Micururgyを 細菌学方面に応

用した実験で従来発表 されたものは主として単個菌の分

離および動物接種試験である。すなわち,Barber1)は 自

ら考案せるMicromanipulatorを 使 用して,大 腸菌の種

々の温度における増殖率を測定し,37℃ においてその

率最大に達することを観察 している。なお氏は1920年2)

嫌 気性菌の純培養を うるのに単個菌分離法の適切なるこ

とを主張している。

peterfi3)(1926)は 単細胞の分離 を明暗両視野におい

て任意に行い うるPraparierwechselkondensorを 考案

し,本Kondensorを 利用し生菌の単個菌分離には明視

野よりも暗視野による方が容易で あ る こ とを主張し,

Hahn,SchUtzeお よびWamoscher4)は その暗視野法を

用いてビール加香料中よ り酵母菌の単個菌分離培養を試

み本法の優秀なるを述べている。wamoscher5)(1926)

はIII型強毒肺炎双球菌の葡萄糖ブイヨン培養を使用 し,

暗視野法にて単個菌分離を行い,1な いし150の 菌数を

もつてマウスに感染試験を行い,1個 の菌数にても9頭

中6頭(23.8%)の マウスを死 亡せ しめるのを見ている。

Georg,Zeltanお よびMaltos6)は 同様の方法で感染動

物脾 よりの脾脱疽菌につき,マ ウスに対する感染試験を

行い,20個 の菌を感染 させたマウスは100%死 亡 し,1

個 の菌では28%死 亡,平 均5。6日生存 した の を 見,

Marx7)も 連鎖状菌(ArOnson)敗 血症で斃死 したマウス

の脾または心血の生理的食塩水浮游液 より単個菌分離を

行い,そ れにつきマウス感染試験を施行 し,1個 注射で

は32%,2個 では50%,10個 では90%死 亡させている。

Wamoscher8)お よびStoeklin(1928)は 入型結核菌の

単個菌分離 を行い,こ れを海狽に接種し,強 毒菌1個 接

種群は40%,2個 群は67%に おいてROmer反 応陽性,淋

巴腺腫大を見たと述べている。

Kahn9)(1928)はLong培 地 を使用し,懸 滴法により

鳥型結核菌の分離を行い,そ の増殖形式を観察 し,本 菌

が複雑な発育環を有す ることを証明しようとした。 しか

るにこの実験方法に対してはOerskov10)の 反論 もあつ

た。

1935年 に至 り中村教授11)～15)によ り従来の懸滴法の欠

点を除いた単個菌 フィルム培地培養法が考案 され,こ の

方面の研究は一大進歩を遂げた観がある。すなわち同氏

門下の許13)14)は 本法により鳥型菌を用いてその発育環

を詳細に観察 し,か つ菌体の顆粒を切 り取 り,そ の単個

培養によりこれより確実に新菌体を生ずるものがあるこ

とを証明した。なお同氏はDiphtherie菌 の発育形式お

よび菌体内顆粒の意義について,ま た鼠チフス菌を用い

てS型,R型 の発育形式について も研究している。高橋

教授12)はPasteur研 究所にて本法により鼻疽菌の変異

壱こつ き研究した。

最近Zelleお よびLederberg16)17)は 細菌の遺伝学の

問題を扱い,フ ィルム培地を用 い てdiploidの 細胞が

haploidの 細胞に分離す ることを確認し,ま た中村教授

門下の坂本18)は薬剤含有フィルム培地を作成し,大 腸菌

およびブドウ球菌よ り分離した単個菌,極 く微量菌およ
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び単個菌分離培養株につき耐性 を測定し,移 植薗 量の大

なるほど抗生物質に対する耐性力高 く現われろことを認

め,ま た単個菌 を 上記 フィルム頃地に継代して耐性獲得

ならびに感性復帰の様相を研究 した。

戸川教授門一下の 占,部教授19)20)は 自然界抗酸菌 ならび

に鳥型結核菌につき,4%グ リセリン寒天培地における

発育 初期の菌苔よ り1/2白金耳を釣菌 し,Kirchner培 地

を加え軽 く研磨 し、その 上層液をフィルム培地 上 に拡

げ,こ れにっ きMicromanipulatorを 用いずに単個菌に

ついて発育形式の研突を行い、その多形態性について種

々観察した。

以上単個菌に関する研究の概略を列挙したが,人 型結

核菌の単個菌培養を行い,そ の純系株をえ,こ れによっ

て実験 を行つたという報告 は未だ聞かない。

なわ佐藤21)は濾過寒大フィルムを作成し,これを20等

分 し,そ の小片1個 の上に単個菌を坂 り出し,こ の単個

菌含有寒犬 フイルムを少量の液体培地中に1個 て移 し

増殖せしめるとい ケー変法を考案 しているので私の笑験

には培養の便宜上本法を便用 した。

III実 験 方 法

使 用 菌 株 は標 準株 と し て は伝 研 保 存 のH37Rv,H2,

青 山Bお よびFrankfurtの 入 型4株,牛 型(10),鳥 型

(A-62)の 各1株 を,耐 性 株 と し ては 患 名 か ら分 離 した

各種 薬 剤 の 耐 性株14株 お よび これ よ り単 個 菌 分 離 した 新

株4株 を使 用 した 。

以 上の各 菌株 に つ き,こ れ をDubos培 地 に 継 代均 等

増 殖 せ しめ た もの か ら,図1に 示 す 如 く滅 菌 被蓋 硝 子 に

菌液1白 金 耳 を]反 り,P.de FonbruneのMicromalli

 pulatOrを 用 い て,長 焦 点 の 位相 差 顕 微鏡 下 に 直径8な

い し10μ のMicropipettに よ り菌 を 多数 吸 引 し,こ れ

を約2mm2の 濾 過 寒 天 フ ィル ム.図1に 示 す如 き も の に

図1結 核菌単個菌培養実験法

て,被 蓋 硝子 上に約1Cm2大 の濾 過 寒 天 フ ィル ムを 作 り,

これ}こつ きほ ぼ等 分 に系従5回,横4回,別 の 被蓋 硝 子 の

縁 に て 切 断 し,ず らせ るよ うに して1枚 の 被蓋 硝 子 の 上

に碁 盤 状 に20個 の 小濾 過 寒 天 フ ィル ム をな らべ る。)の表

画 に単 個 菌 と して取 り出 し,予 め6×70mm大 の 小試 験

管 に約0.2ccあ て分 注 せ る液 休 培 地 の各1本 に,こ の単

個 菌 含 有 フ ィル ム寒 天1個 あて を移 し,2な い し4週 間

37℃ の 孵 卵 器 内 に培 養 した。

使 用 液 体 培 地 と して はDubos培 地,Youmans培 地 お

よびYoumalls培 地 の血 清 の 代 りにAlbumin-V(Difico)

を10%の 割 に 加 え た 私 共 の い わ ゆ るYoumans-Albumin

培地 を使 用 した。

図2小 液体培地中の菌発育状況

培養陽性の場合には図2に 示す如 く,菌 膜を形成す る

場合もあるが,お お む ね管底に1個 の直径約1な いし

2mmの 白色塊状の顆粒(grain)の 形成を見る。4週 後に

grain形 成の有無にかかわ らず,各 小培地の全量を1%

小川培地に還元培養して結核菌集落の発生状況を6ヵ 月

に亘 り観察の 上判定 した。またか くしてえた単個菌培養

の株を更にDubos培 地に移植継代し,そ の ものについ

て薬剤耐性をYoumans培 地 を用いて間接法により測定

し,耐 性分布の状況ならびに耐性の推移等につき検討 し

た。

IV実 験 成 績

1)使 用液体培地の種類 と培養成績:

表1液 休培地の種類 と培養或績(人 型株のみ)

表1の 如 くDubos培 地 で は釣 菌 回 数87個 中陽 性1個

(1.1%),Youmansで は146個 中1個/2.8%),Youmans-

Albuminで は992個 中90個(9.1%)に 陽 性 で,Youmans -

AlbUmin培 地 は最 も高 い陽 性 率 を示 した の で,後 半 の 実

験 では す べ て このYoumans-Albumin培 地 を使 用 した)

以 上 は すへ て 人型 菌 の成 績 で あ るが,鳥 型 菌(A-62)
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表2鳥 型(A-62)株 の各種培地における培養成績

を用いてDubos,Youmansお よびKirchner培 地 につ

いて実験した成績は表2の 如 くで,40.9%な い し54.5%

の陽性成績で,い ずれの培地にて もほぼ同等に高率に陽

性を示した。

2)単 個菌培養成績:

入型株全体 としての実験成績は表3の 如 く釣 菌 回数

1225に 対 し95個(7.8%)陽 性 であつたが,陽 性中9個 は

液体培地中にはgrainの 形 成等陽性の所見がな く,1%

小川培地に移植後初めて集落の発生を見た ものである。

表3結 核菌の単個菌培養成績

注:耐 性株 としてはSM,PAS10γ/co,INH1γ/cc以 上の株 をとつた

使用菌株 とその単個菌分離培養成績については,標 準

株は246個 中57個(23.2%)陽 性で,そ の うちH37Rvは

105個 中12個(11.4%)陽 性,H2は35個 中13個(37.1%)陽

性,青 山Bは54個 中18個(33.3%)陽 性,Frankfurtは52

個 中14個(25.8%)陽 性で,如 何なる理由によるのかは不

明であるが,H37Rvは 低率で,他 の3標 準株はほぼ同等

の成績であつた。

次に薬剤耐性株では,INH1γ,SMお よびPAS

10γ/cc以上 を耐性株 として検討 して見ると,SM耐 性3

株では130個 中7個 陽性,PAS耐 性3株 では93個 中m

個陽性,SM,PAS2者 耐性2株 では62個 中5個 陽性

を示 し,以 上を合計してINHに 耐性なき耐性株 は285

個 中22個(7.7%)陽 性であつた。INH耐 性6株 では449

個 中8個,INH,PAS2者 耐性3株 では176個 中3

個,INH,PAS,SM3者 耐性1株 では69個 中5個

陽性であ り,以 上よりINHに 耐性を有する株は694個

中16個(2.3%)陽 性であつた。

耐性株全体 としては979個 中38個(3.9%)陽 性 となつ

た。したがつて標準株の方が高率で,薬 剤耐性株は陽性

率が一段低 く,ま たINB耐 性 を有するものと有しない

ものとでは,INH耐 性 を有する方が低い陽性率を示し

ている。

なお牛型標準菌1株 は48個 中10個(20.8%)陽 性 にてほ

ぼ人型標準株に近 く,鳥 型標準菌1株 では124個 中54個

(43.5%)で これらに比 し甚だ高い陽性率を示している。

3)超 音波照射 と単個菌培養成績:

Dubos培 地で均等増殖したものを顕微鏡下に釣菌する

際,な お小菌塊を形成するものがあ り,技 術的に1個 を

釣菌するのに不便が感ぜ られ,ま た菌の若 さにおいても

培地全体の菌を一様に均等化 した方がよいのではないか

と考えられたので,実 験の中途 より釣菌直前に500KC,

約300W出 力の超音波を20秒 作用せしめた菌液を使用し

たところ,表4に 示す如 く超音波を使用せざる場合には

表4超 音波照射と単個菌培養成績(人型菌のみ)

釣菌回数654中 陽性29(4.4%)で あつたが,使 用せる場合

には571中 陽性66(11.6%)で,超 音波を使用した場合の

方が高い陽性率を示した。

4)Dubos培 地培養期間 と単個菌培養成績:

上述の各使用菌株はDubos培 地 中の保存株より新に

Dubosに 移 し,菌 増殖の遅速に従い1週 またはそれ以上

培養の ものを使用したが,Dubos培 地への移植後の 口数

と単個菌培養陽性率の間の関係を示すと表5の 如 く,1

表5Dubos培 養期間と単個菌培養成績

(人型菌のみについて)

週 内外のものは釣菌回数253中37個(14.7%)陽 性,2週

内外のものは312中21(6.7%)陽 性,3週 内外のものは

316中19(6.0%)陽 性,4週 内外の ものは27中 陽性0で,1週 内

外の若い菌液を使用した場合が最 も成績良好であつた。



20
結 核 第32巻 第1号

5)単 個菌分離培養株の薬剤耐性:

単 個菌分離以前の菌株 と分離培養後の新菌株 とにつき

耐性の比較測定を行つた。

PAS,INH両 者 に耐性の(111)株,す なわち(SM

1γ,PASmγ,INH100γ)は 単個菌分離Dubos初

代で(SM0γ,PAS1γ,INH100γ)を 示 し,(152)

株,す なわち(SM1γ,PAS10γ,INH10γ)は 分

離初代にて(SM1γ,PASmγ,INHは 主動で1γ,

中間で10γ)を 示 し,単 個菌培養新株においてもこの新

(152)株 のINH耐 性 の如 く一薬剤に対 し程度の異なる

耐性菌分布の認められ るものがあつた。

表6はSM,PASに 耐性の(P57)株,お よびこれよ

り単個菌分離せる新株5株 の耐性を示したが,こ れに見

る如 く新株は原株に対し必ずしも同様の耐性を示す もの

のみではなく,こ とに新株Gr5で はINH,PASに

対 し原株 とは著 しい差異を示 した。

表6薬 剤耐性株.P57)の 単個菌培養における

原株および釣菌5株 の耐性比較

(Youmans培 地,接 種菌量0.01mg)

注:Gr.1よ りGr.5は 同一原株(P57)よ り単個菌 分離せ られ た新株 。

GはYoumans培 地にてGrainの み認め られた る場合 であ る

次に前述の(111)株 よ り単個菌分離せる新(111)株 につ

き,さ らに単個菌分離培養を繰 り返えし,新 々株4株 を

え,こ れ らにつき新(111)株 と耐性の比較を行 うと表7

の如 く,Gr.3のPAS17に 関 し他の3株 と差異を認め

るのみでほとん ど新々株4株 の耐性に差異を見ない。

次にINH耐 性株(M70),こ れ は(SM0γ,PASOγ,

INH10γ)で あるが,こ れより単個菌分離によりえた

新株 につき耐性を測定せるに,表8の 如 く分離後Dubos

継代3代 の ものは(SM0γ,PAS0γ,INHmカ

で,さ らに8代 の もの も(SM0γ,PAS0γ,INH

10γ)で あり,8代 までにはINH耐 性の低下は認められ

ず,か つこの新株はINH10γ/ccの 耐性のみよ りな り,

私共のいわゆる中間菌,別 動菌は認められない。

表7単 個菌分離株新(111)よ り更に単個菌分離

せる新株4株 の新(111)と の耐性の比較

(Youmans培 地,接 種菌量0.01mg)

注:Gr.1よ りGr.4に 至 る4株 は新分 離株

表8INH耐 性株(M70)の 単個菌分離後継代

3代 および8代 におけるINH耐 性

(耐性測定はYoumans培 地,接 種菌量0.01mg,継 代はDubos培 地)

V総 括 ならびに考案

現今結核症に対する化学療法の進展に伴い抗結核剤の

結核菌に対する薬剤耐性の消長,こ とにINH耐 性の消

長な らびにINH耐 性菌のビルレンツの問題は目下吾人

の最大関心事の一つとなつてきた。しかるに薬剤耐性菌

の問題に関しては緒言にも触れた如 く従来行われてきた

いわゆる純培養を用いた実験は数百万個以上のPopulat-

ionを 対象 とした統計学的研究に止まり,生 物学的に純

系とい うべき単個菌分離培養によつてえた菌株につき研

究を行わぬ限 り解決されない問題が多々あろ うと考 え

る。

私は人型菌を主とした結核菌の単個菌培養を行い,そ

の実験方法,実 験条件,培 養成績ならびに単個菌分離前

後の薬剤耐性の推移等について比較検討 した。

標準株および患者耐性株を用い,こ れをDubos培 地

に均等増殖したものか ら,P.de FonbruneのMicrom-

anipulatorを 使用し,佐 藤法によつてこれを濾過寒天フ



1957年1月 21

イルムの小片上に単個菌として取 り出し,こ れを更に少

量の液体培地に移し増殖せしめた上,1%小 川培地に還

元培養の上判定した。小液体培地中にて培養陽性の場合

には管底に白色塊状のgrainの 形成を認めるにとが多

く,菌 膜を形成するもの もあつた。

使用液体培地としてはDubos,Youmans,Youmans-

albumin培 地 を用いたがYoumans-albumin培 地が最

も良い結果をえた。当初Dubos,次 いでYoumans培

地 を使用し良果をえなかつたため,Dubosで は恐 らく

Tween-80が 増殖に悪影響を及ぼし,Youmansで は血

清中の増殖抑制物質の影響 によるものではな い か と考

え,ま たAlbuminに よ り,発 生可能の増殖抑制物質を

吸着せしめようと考え,Youmans-Albumin培 地 を作成

使用し良い成績をえた。

鳥型菌においてはDubos,Youmansお よびKirchner

培地で実験を行つて見たがいずれの培地においてもほぼ

同様に約半数において陽性を示した。

人型菌は釣菌回数1225回 に対し95個(7.8%)陽 性であ

つた。そのうち標準株は246個 中57個(23。2%)陽 性で,

使用せる菌株はほぼ同等の陽性率を示した。 耐 性 株 は

979個 中38個(3.9%)が 陽性であり,INHに 耐性を有し

ない株と,INH耐 性株とに分けると前者は285個 中22

個(7.7%)に 陽性で,後 者は694個 中16個(2。3%)に 陽性

であつた。すなわち標準株は最 も陽性率高 く,耐 性株は

こをより一段低 く,な かで もINH耐 性株は一層低い陽

性率を示している。INH耐 性株 を用いた実験では陽性

の ものが少なかつたため頻回に釣菌を行つたが,実 験中

に もINH耐 性株は生え難いという印象が強かつた。な

お牛型標準株はほぼ入型標準株程度の,ま た鳥型標準株

では甚だ高率(約50%)の 陽性成績をえた。

また釣菌直前に菌液 に超高波を作用させて 見 た と こ

ろ,顕 微鏡下に釣菌する際小菌塊がほとんどな くな り,

各 菌はほとんどすべて単個菌 として存在し技術的に操作

が容易とな り,か つ培養成績 も照射せざる場合の654中

陽 性29(4.4%)に 対 し,照 射せる場合は571中 陽性66

(11.6%)と な り良好であつた。これは50KC,300W出

力で20秒 程度の超音波では菌増殖に悪影響を与えること

な く,ま た培養液中の老幼種々の菌を一様に均一に する

ため若い菌を釣菌する場合が多 くなるのでは あ る まい

か。

Dubos培 養期間と単個菌培養成績との関係は1週 内外

の菌液を使用した場合が最 も成績良 く,4週 内外の もの

では陽性0と い う結果をえたが,こ れは菌の増殖の速か

な場合が成績良好 とい うことで当然の結果であろう。

単個菌分離以前の菌株 と分離培養後の新菌株 と につ

き,耐 性を比較してみると,一 部の株では原株と新株と

の間にかな り著明な耐性の相違が見 られ るものが あっ

た。 にとに(P57)株,(SMlOγ,PAS100γ,INH

0γ)よ り分離したGr.5(SMIOγ,PAS1000γ,IN

H10γ)の 如 きは著明である。この事実か ら原株に種々

の程度の薬剤感受性の ものが混入してい ることが考えら

を,当 然の結果であると思考する°かかるが故に単個菌

分離培養が必要になつてくるのであろう。 また新(111)

株 よ り更に単個菌分離 された新々株4株 においては相互

の間にほとんど耐性の差異を見ない。 このにとは単個菌

分離株の生物学的純系であるにとを示すもので,こ れ も

当然の結果であると考える。

なお新(152)株 のINH耐 性の如く,一 薬剤に対し程

度の異なる耐性菌分布の認められるものがあつたが,こ

の事実は何を意味するものか継代の上今後検討して行き

たいと考える。

またINH耐 性株(M70)(INH10γ)は 分離後Dubos

継代3代 および8代 においていずれ も(INH10γ)で あ

り,中 間菌,別 動菌は認め られず全部INH10γ の菌の

みより成 り,継 代中に耐性の減弱は認めらをない。

今後更に単個菌分離による各種耐性株の継代を続け,

その耐性の推移ならびにビル ソンッの問題を観察検討し

て行 く予定である。

VI結 論

人型を主とする標準ならびに耐性結核菌につ い てP.

de FonbruneのMicrom-anipulatorを 用いて濾過寒天フ

ィルム上に単個菌分離を行い,さ らにこの単個菌含有濾

過寒天フィルムを小液体培地中に移し培養の上1%小 川

培地に還元培養を行い,陽 性成績を え,次 の 知見をえ

た。

1)使 用液体培地はDubos,Youmansお よびYoum-

ans-Albumin培 地のうちYoumans-Albumin培 地が最

も成績良好であつた。

2)培 養陽性の場合には小試験管底に直 径1な い し

2mmの 白色塊状の顆粒(grain)を 見 るにとが多 く,菌 膜

を形成する場合 もある。

3)人 型株全体としては釣菌回数1225中95個(7.8%)

陽性であつた。そのうち標準株は最 も陽性率が高 く,耐

性株はこれより一段低く,な かでもINH耐 性株は低い

陽性率を示した。牛型標準株は人型標準株に準じ,鳥 型

標準株は甚だ高い陽性率を示した。

4)釣 菌直前に菌液に対し超音波を照射 し好結果をえ

た。

5)Dubos Tween-Albumin培 地 による菌液を使用し

たが,1週 内外の ものが最 も成績良好であ り,古 い もの

ほど陽性率は低 くなつた。

6)単 個菌分離以前の菌株 と分離後の新菌株 とにつ き

薬剤耐性の比較測定を行つたとにろ,新 株の耐性は必ず

しも原株に一致しない ものがあつた。また更に単個菌分

離株 より単個菌分離 した新々株はほとんど等しい耐性を
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示 した。なお単個菌分離株において も同一薬剤に対 し異

なる耐性菌分布の認められるものがあつた。

7)INH耐 性10γ の(M70)株 につき単個菌分離後,

Dubos継 代3代 および8代 の ものの耐性を測定したが,

いずれ も(INH10γ)で あ り,菌 株はすべて(INH

10γ)の菌のみよりな り,ま た耐性の減弱は認められなか

つた。
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だいた本研突所第6研 究部の工藤正四郎教授,佐 藤和男

樗士ならびに栗原孝子氏の御厚意に深謝する。なお諸々
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