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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。
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