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小川培地斜面と渦巻白金耳接種を用いる結核菌生菌数の測定

(第1報)

康 村 道 雄 ・野 田 用

国立療養所大府荘(荘 長 勝沼六郎博士)

受 付 昭秘52年6月14日

1951年 にFenner1)はDubosoleic-acid-albumin-agar

 mediumに よる結核菌生菌数測定法の基礎的dataを 発

表した。その要点は,Tween-albumin liquidmedium

の菌液をWhatman No.42濾 紙で濾過した後,bovine

 albuminの0.1%水 溶液で稀釈 し,oleicacid-albumin-

agarmediumの 平板培地に0.020cず つ滴下接種するこ

とにある。そして,こ の培地はLbwenstein培 地 よりも

測定誤差が少ないと述べた。

最近結核菌の薬剤耐性その他を研究するために,結 核

菌生菌数を定量的に算定する必要が多い。しかしFenner

の方法は,た しかによい方法であるとして も,(1)平 板

を用いるために操作が面倒で汚染が起 り易 く,ま た培養

の際の培地の乾燥防止方法が面倒である。(2)接 種 に滴

下法を用いると,集 落融合が起 り易 く,集 落数算定がや

や困難である。(3)培 地が小川培地などの卵培地よりも

高価であるとい う点で難点がある。私たちは操作が簡単

で費用 もあまりかか らない とい う点で,中 試験管に分注

した1%小 川培地を用いてい る。そして接種には渦巻白

金耳を使用しているが,こ の方法は操作が簡単であるた

め結局頻回大量の実験を行 うことができる。以下,主 と

して生菌単位当りの耐性菌出現率を測定す ることを例 と

して,私 たちの常用している方法の基礎を説明したい。

耐性の研究では,固 形培地上で生育可能菌 数 を測 定

し,つ づいてその集落のpopulation構 成 を分析したい

こ とが多い。この目的のためには,固 形培地に生育した

集落を実験材料 とす ることが必要 となる。ここに述べ る

方法は,こ の目的に適 うもので もある。

この報告では,小 川培地に生育 した集落を用いる基礎

的実験の場合を例とするが,病 的材料について も同じ原

理で取 り扱 うことがで きる。

(1)被 検株の採取

被 検 株 と してMycobacterium tuberculosis var.ho-

minis青 山B株 を用 い た。

(a)被 検 株 は1%小 川 培 地 に本 報 で 述 べ る方 法 で 接 種

し,各 生 菌 単 位(sillgle viable units)か ら発 育 し た分 離

集 落(discrete coloniesま た はsingle colonies)を 菌 液

の 材 料 とす る6(b)こ の集 落 は試 験 管 当 りの集 落 数20～

50の もの か ら約100個 とつ て 用 い,(c)37℃6週 培 養 の

ものを使用する。(d)集 落 の採取は,ヘ ラまたは白金耳

でなるべ く集落全体を採取する。

ただし,生 菌単位当 りの耐性菌出現率測定 の 時 以 外

は,被 検株採取の条件を上述のように厳重にする必要は

ない。

(1a)分 離集落を使用す る理由

生菌単位当 りの耐性菌出現率は,発 育時期(growth

phase)に よって異なる6)。したがって比較のためには同

一phaseの 株 を用いる必要がある。 ところが 同じ培養

日数の株で も集落の大きさ(colonysize)は 試験管当 り

の集落数が少ないほど大 きく,多 いほど小さい。したが

って集落の大小によりgrowth phaseが 違つてい るもの

と思われ る。したがって被検株の採取を各生菌単位か ら

発育した分離集落に限定し,一 定のcolony sizeの もの

を実験に用いる。

(1b)試 験管当りの集落数20～50の もの約100個 を使

用す る理由

同じ分離集落を用いて も,colony sizeは 集落数に逆

比例して変化す るので,同 じgrowth phaseの 株 を使用

す るには条件を一定にしておかねばならない。それで,

ここでは20～50個 の数をえらんだ。試験管当 りの集落数

(以下たんに集落数)が10以 下 の時は,colony sizeが

大 きくなるし,100以 上 では小 きくなるので混合して用

いないようにする。

集落約100個 を とる理由は,次 のようである。発育の

出発点となるviable cellsは 母集団 で あ るbacterial 

populationか ら任意にとられたsampleで あ り,適 当

な大 きさであることが望ましい。しかし一方,耐 性菌出

現率をしらべ る場 合 に は,最 初の出発点が突然変異菌

(mutants)を 含 まぬこと,す なわち感性菌のみである

ことが望ましい。この点,約100個 のviableceUsに は

mutantsを 含む確率は極めて小さく,ほ とんど無視でき

よう。これ らの点を考えて,各 生菌単位から発育 した分

離集落約100個 を集めて材料とした。

(1c)6週 培養を使用する理由

6週 培養を用いる理由はgrowth phaseを 一定 とす る

ためであることはもちろんである。しかし時期を一定に

しておけば何週培養で もよいようであるが,対 数期(log

phase)の 培養では種 々の要素の動揺が大 きいと思われ
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るので,停 止期(stationaryphase)の 培養を用いる方

が安定した条件をうることになる。この点を考慮して,

特 に停止期であると思われる6週 培養を用いることにし

た。

その他の重要な理由は,各 生菌単位(singleviable

units)か ら発育 した分離集落の6週培養を用いる場合は,

本報で述べる条件では,実 用的に,生 菌単位=生 育可能

菌数(single viable units=single viable cells,以下生育

可能菌をたんに生菌 という)と みなしうるか らである。

本報の方法で測定した湿菌量1mg当 りの生菌単位の

平均値およびその95%信 頼限界(以 下()内 に95%信 頼

限界を示す。その算出方法は後述する。)は4週 培養で,

85.90(51.80-120.0)×5×105/m8,6週 培養で15.77

(10.43～20.17)×5×105/粥9で ある。

したがって6週 培養 と4週 培養のmg当 りの生菌単位

の比は,平 均r5.43(1:2.66～11.6)と な る。したが

って,か りに4週 培養の菌のすべてが生育可能であつた

として も,6週 培養の菌で生育可能なものは,そ の総菌

数の1:5.43(1:266～11.6)に す ぎないことになる。

したがって6週 培養の株を用いた場合には,実 験に用い

る菌液中に,5.43(2.66～11.6)の 菌の集団(clumps)が

あつて も,そ のclumpsの 中で生育可能な ものはただ1

個 しかないことにな り,生 菌単位数 認生菌数 とみなしう

ることになる。実際に私たちが用いる菌液は,ほ とんど

大部分が単個菌または2～5個 の菌の小clurnpsか らで

きているので,こ の条件で測定した生菌単位数(集 落数)

は事実上生菌数に等しいか,非 常に近いと考えてよいと

思われる。なおこの点にっいては第2報 で詳述す る。

(1d)集 落全体(wholecolony)を 採取する理由

同一集落であって も,集 落の表面 と培地に接す る底部

とでは,growthphaseが 違 ってい ると思われ る7)。した

がって,あ る集落では一部だけをとり,あ る集落では全

体をとつたのでは,あ つめてできた株のgrowthphase

が不揃いになる。したがってgrowthphaseの そろつた

株をうるには,な るだけ集落全体(wholecolony)を と

って集めなければならない。この点,集 落i数20～50の 試

験管か らは白金耳で比較的容易に集落全体を拾 うことが

で きる。

(2)接 種菌液の作製

(a)集 落 を滅菌ナス型 コルベンに入れて,ガ ラス玉 と

ともに10分 間振塗する。この際,水 分を添加することな

く,少 菌量を数個のコルベンで振盛する。(b)コ ルベン

に適当量の滅菌生理的食塩水を加えて,振 議し菌液をつ

くる。これらを集めて,試 験管で30分 放置した後,上 半

部の菌液を滅菌 ぜペットで別の試験管に移す。菌液の濃

度は湿菌量1～3mg/ccま たは20～30mg/ocと す る。(c)

この菌液を原液(10。液)と して,こ れか ら10進法で104

～10-6液 を作る。稀釈には生理的食塩水を用い,10ccと

16cの メスピベッNこ よって稀釈する。または駒込 ピベ

ットによる容量法による。

(2a)集 落 をガラス玉 とともに振蛋す る時には,培 地

か らとった集落をそのまま乾燥したコルベンに移して振

盗する。液体は全 く加えない。水分が多いと細かい分散

の菌液をうることができない。

(2b)湿 菌量1～3mg/ccの 菌液か らは,104ま たは

10'5稀 釈液で,20～30mg/ccの 菌液か らは105ま たは

10-6液 で算定に都合のよい集落数がえられる。

本文で30分 放置す ると述べたが,30分 放置す ると菌の

沈澱が起って,20～30mg/ccの 菌液をうることは困難で

ある。したがって,20～30mg/cc液 の時は,30分 放置し

ないで10進 法稀釈に移る。そして原液接種の時には,ピ

ペットで混合する必要がある。原液接種は耐性菌をうる

ためにのみ用いられるので,た とえ凝集が起 っ て い て

も,生 菌数106以 上に1個 の出現率の耐性菌が凝集 し合

つて,実 際よ り少ない数値を与える確率は極めて少ない

と考 えられる。

(2c)生 菌単位数(集 落数)を 生菌数 と(実 際的に)

みなしうる理由

この方法で作つた10-1ま たは102液 の菌の分散状態

を,Ziehl-Nedsen法 染色標本で鏡検してみ ると,ほ と

んど大部分は,単 個菌 または2～5個 の小集団か らなっ

ている。しかし少数の数10個 の菌か らなる小菌塊 も混 じ

てい る。 もし,こ のような菌塊か ら発育した集落があれ

ば,早 期に集落発生が認められるか,不 揃いに大 きい集

落が混じる筈である。ところが,実 際にはこのような現

象をみることは,非 常に稀である。これは,菌 塊の混在

が少数であるので,総 生菌数算定の試験管の中には入っ

てこない ものと思われる。しかし,こ の菌液には2～5

個 の集団は相当多い。これらの集団から発育 した ものが

生菌単位(集 落)を 作る率は相当多いと思われる。とこ

ろが,前 述(1c)し た ように6週 培養を用いると生育可

能な菌は5。43(2.66～11.6)に1個 しかないので,た とえ

2～5個 の菌の集団があって も,生 菌単位を作 るのは,

その申の1生 菌細胞であると考えてよい。

(3)培 地 の作製

培 地 は1%小 川 培 地 を使 用す る。 原液(1%sodium

 glutamateお よび1%KH2Pq)100cc,全 卵 液200cc,

Glycerine6cc,2%Malachite green水 溶 液6ccを 混

じて 各試 験 管(内 径17～18mm,長 さ170mm)に8ccま

た は10ccず つ分 注 し,88℃60分 滅 菌 し て斜 面 に 仕 上 げ

る。傾 斜 は斜 面 の長 さが11～11.5cmに な る よ うに す る。

Dihydrostreptomycin sulfate(DHSM),isonicotinic

 acid hydrazide(INAH),sodium p-amillosalicylate(P

AS)な どの薬 剤 は,滅 菌 前 に適 当量 を添 加 す る。 試 験
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管の数は,各 稀釈液にたいして20本,少 なくとも10本 と

す る。通常,総 生菌数測定のためには各稀釈液にたいし

て10本,耐 性菌数測定のためには,原 液を試験管20本 に

接種する。

(3a)分 注量を8cc(100c)と す る理由

分注量を4,6,8,10,12ccと し,各 組を100本 の試

験管とし,同 一菌液を等量接種し,37℃4週 後,各 試

験管の平均集落数を算えると表1の 通 りとなる。分注4

表1培 地分注量と平均集落数の関係

c6と6ccの 間には有意の差がないが,6ccと8ccの 間に

は高度に有意の差がある。しかし8co以 上の間では有意

の差がない。これは,6cc以 下 では,集 落の発育が小 さ

く,ま た接種面が小 きいために集落融合が起 るためと考

えられる。この成績を考慮して,分 注量を8ccま たは10

ccと した。

(3b)培 地 に添加 された薬剤が滅菌によって受ける影

響にっいては,DHSMに っいては小川,芳 賀8),INAH

およびPASに ついてはDrummondetal.9),土 屋10)の

研究がある。INAHお よびPASは 滅菌によって影響を

受けない ものと思ってよい。実際に私たちの経験で も卵

培地によって得 られる成績は,安 定で再現性のあるもの

である。tibione,viomycin,cycloserine,sulfonamides

な どは熱にたいして安定であるので,滅 菌による力価減

弱を考慮しなくてよい。

(4)接 種

菌液を培地に等量接種するためには,渦 巻白金耳を用

いる。渦巻白金耳で1回 にす くいあげる量は0.02ccと

す る。渦巻白金耳で菌液をすくいあげて,試 験管壁にふ

れないように培地上に もつてきて,塗 り込むような気持

で数回培地表面をこする。この際,試 験管下部の凝固水

にふれぬようにし,培 地の上部(培 地の薄い部)お よび辺

縁部には塗抹しないようにする。接種を終った試験管は

直 ちにゴム栓 をして孵卵器に格納 して370Cに 培養す る。

(4a)渦 巻 白金耳の作製

渦巻白金耳を作 るには,渦 巻の間に表面張力によって

液が常に張 られるように加減する。作ったら,こ れで水

をすくいとつて,試 験管外にとり出した培地上に5回 ま

たは10回,毎 回場所をかえて液をもり(塗らない),こ れ

を ミクロピベットで吸つて量を測 り,1回 にとる液の量

を計算しておく。毎回の接種量の変動は後述の分布誤差

に含まれるが,後 述す るように他の方法にまさるとも劣

ることはない。

(4b)培 地 の凝固水は除かないでよい。渦巻白金耳に

よる0。026c接 種 では,培 地を放置乾燥 させ る必要がな

く,そ のまま立てて格納してよい。この点は先の接種量

の均等性 と と もに,こ の方法の最大の利点の1っ であ

る。渦巻白金耳による接種法は,ビ ベット法または滴下

法に比較して,(i)接 種操作が簡単迅速であり,(ii)培

地 の乾燥を待つ必要がない,(iii)集 落融合が起 り難いの

で精度が高い点です ぐれている。私たちの研究室では,

基礎的実験に も,病 的材料からの定量培養に も,こ こ3

年 来使用している。

(5)判 定および計算

(a)集 落数すなわち生菌単位数(上 述の方法では生育

可能菌数とみなしうる)の 算定は,370℃3週 および4週

後に行 う。PAS含 有培地では4週 後では算定がで きな

いので,6週 後に算定する。(b)計 算の基礎としては,

で きれば試験管当 り集落数20～50の ものを用いる。 もし

この間の数がえられない時は,5～100(や む をえぬ場合

は150ま で)の 間の数をとる。

(5a)4週 後判定を原則としているが,集 落数が多い

と融合することがあるので,3週 後にも算定してお く。

PAS含 有培地ではPAS耐 性菌で も発育が 遅 れ る の

で,判 定を6週 後にする11)～12)。PAS耐 性菌を多量に

接種すれば4週 後で も十分発育が認められるが,単 個菌

からの発育では集落形成が十分でない。これが,PAS

耐性菌がone-step selectionで 感 性株中にみられない

と誤 られ易い原因となる。

、(5b)平 均集落数20～50(ま たは5～100)を 計算の基

礎とする理由

平均集落数が多いと集落融合が起って(た とえ単個菌

からの発育で も,接 種された場所が接近していると集落

が融合して1個 の集落となる),実 際の値より小さい数

値 を与える。上述の培地ではおおよそ200ま では算定で

きるが,集 落融合を考えると上限が低い方がよい。しか

し,平 均集落数が小 さいとPoisson分 布 となり,大 きい

と正規分布に近づく1)～5)。平均値4以 下であるとPoisson

分布に近づ くので,一 応下限を5,上 限を100と した。

平均集落数の採用する範囲を狭 くとれば,そ れだけ測定

条件が揃 うので,で きれば20～50の 範 囲をとりたい。

(6)統 計的処理(測 定誤差)

xi=各 試 験管 の集 落 数,n=試 験 管 の本 数,と す れ ば,

(1)平 均 値:x=Σxi/n

(2)分 散:S2=Σ(xi-x)2/(n-1)

(3)標 準 偏 差:S=√ Σ(xi-x/n-1)2

(4)標 準誤差:SE=S/√n
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(5)変 動係数(%分 布誤差): Cx=
SE

/x
×100%

(6)平 均値の信頼限界=(Studantのt)×(標 準誤差)

これらの数値を適用するためには,正 規分布であるこ

とが前提なので,念 のため毎回正規性の検定を行 う。な

お,以 上はもちろん,分 布誤差 くdistribution error)に

関する処理である。

(a)例 えば,PAS耐 性株の同一菌液を対照培地 とP

AS100γ 培地に接種して,PAS100γ 耐性菌の含有

率を検す る場合は,'誤 差は分布誤差だけを考えればよい

から,2つ の培地の集落数の平均値の差の有意性は容易

に検定できる。

(b)感 性株中に含まれるSM20γ 耐性菌の総生菌数当

りの出現率の場合は,原液 をSM20γ 培地に接種して耐性

菌数を数え,10-5液 をSMな し培地に接種して総生菌数

を数えるので分布誤差のほかに稀釈誤差(dilutionerror)

を考慮しなければならない。 したがって総誤差はJen-n

ison and Wadsworth12)に ょれば,

総誤差=√(分 布誤差)2+(稀 釈誤差)2

とな る。しかし,稀 釈誤差を毎回実測す ることは困難な

ので,例 えば稀釈に標準偏差0.206の100cの メスピペッ

トと標準偏差0。02ccの1ccの メ スピペットを用い る場合

は,Jennison and Wadsworthの 表12)に よ り10-5,10

-4
,10-3,10-2稀 釈液の作製にそれぞれ,14.2%,11.4

%,8.4%,5.6%の 標準偏差を挿入する方法がよく用い

られている(例えば文献1お よび14)。 す なわち,(%総

誤差)=γ(%分 布誤差)2+(%稀 釈誤差)2(稀 釈誤差に

ついては第2報 で検討する)。

(C)Fenner法 との比較

Femler1)は 滴下法でDubosのoleic-acid-a1bumin-

agar培 地 とLむwenstein培 地 の分布誤差の平均 を比較

して前者が後者よりまさっていると報告している。この

原因は滴の培地上でのひろが り方に関係していると想像

表2Fenner法 とわれわれの方法における分布誤差の

比較

(†)各 実 験列は10本 の試験管(replicates)か らなる

(*1)実 験 筑271列(平 均集落数20～100)の 平均値 および最 小,最 大 値

(*2)実 験 倒45例(平 均集落 数5～100)の 平均値 および最 小,最 大 値

され る。ところが,私 たちの方法では表2に 示 す よ う

に,FennerのDubos寒 天培地を用いるのとほぼ等しい

成績 となっている。これはFennerの 方法では,0.02cc

の滴 が直径15mmの 範 囲に拡がるにすぎないのにたいし

て,ら私たちの方法でははるかに広い範囲に拡げて接種す

るため,集 落融合が起 りに くいためと思われ る。このよ

うに最 も重要な測定誤差の点で差がなければ,操 作が簡

単な点で私たちの方法の方が用い易い と思われる。

結 論

中試験管に分注した小川培地 と渦巻白金耳を用いる結

核菌の生菌数算定法の術式 とその理論的根拠 を記 述 し

た。方法は本文(1～6)に 述べた。この方法の特徴は,

(1)平 板法 と比較して雑菌による汚染率が少なく,(2)

接種が簡単で,接 種後直 ちに孵卵器に格納できる,(3)

6週 培養の分離集落を使用することによ り,生 菌単位数

を生育可能菌数 とみなしうる,(4)測 定誤差がFenner

浅 と差がない,と いう点にある。

(勝沼六郎荘長と賃比野進教授の御指導に感謝の意を表

する)

文献は第2報 にまとめて掲げる。


