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結核菌のマ ラカイ ト緑に対する抵抗性の基礎的実験

岡 本 享 吉

国 立 療 養 所 村 松 晴 嵐 荘

慶応義塾大学(指 導 牛場大蔵教授)

受 付 昭 和51年 ユ2月5日

緒 言

結核 の化学療法時代 に入つ て,い わゆ る塗抹陽性培養

陰性 の例 が多 く報告せ られ,そ の菌 の生死 の問題 も改 め

て取上 げ られ るに及 び,結 核菌 の培養技術 や培地 の種類

によ る発育 の差異 もまた再検討 されなければな らな くな

つた。

ここに,著 者 は現行培地 に最 も多 くの場合 用い られて

い る色素 であ るマ ラカイ ト緑 に対 す る結核菌 の抵抗性 の

基礎的実験 を行つた。

マ ラカイ ト緑 の結核菌発育 に及 ぼす影響 に関す る文 献

を顧 るに,マ ラカイ ト緑 を結核 菌培地 中に用いたのは,

Petragnani1)が 氏 の考案 した牛乳 馬鈴 薯卵培地 にマ ラヵ

イ ト緑 を混 じて,集 落発 見を容 易な らしめ,ま た,結 核

菌発育 を阻害せずかつ雑菌発育 を防止せ ん と企 てたのに

始 ることは周 知の事 実であ る。当時氏 は約1,600倍 稀釈

に なるよ うにマラカイ ト緑 を添加 してい る。

さらに,Hohn2),L6wenstein5),岡 ・片倉4)ら もまた

それ ぞれ考案 の培地に マ ラカイ ト緑 を用い たが,こ れ ら

の培地 には約3,000倍 ない し4,000倍 稀釈 にな るよ うに混

じ られ た。

その間,数 氏5)～14ノによつて各培地 中のマ ラカイ ト緑

濃 度 と結核菌検 出率 との閣係が検討 せ られ,大 略2,000

ない し4,000倍 稀釈で は結核菌 の発育 を著 し く阻害 す る

こ とな く,分 離培地 として使用 され るとされて きた。

荻原 ・南谷15)は氏 らの考案 した ブイヨ=ソ培地 にマ ラカ

イ ト緑 を125,000倍 稀釈 になるよ うに混 じて,結 核 菌分

離 に好成績 を得 た。

しか しなが ら,上 記 はいず れ も患 者の病 的材料検 査の

成績 を基 とした ものであ る。

一 方,結 核菌 の培養 において,均 等菌液 の調製 が困難

で あつたために,発 育 の数量的観察 は必ず し も不正確 を

まぬがれなかつた。

か か る見地か ら著 者は今 回数種 培地 中の マラカイ ト緑

に対す る結核菌の抵 抗性 を検す るに当 り,定 量的培養に

よる基礎的実験 に留意 した。以下 その成績 を報告す る。

実験材料ならびに方法

培 地;岡 ・片倉 培 地,グ リセ リン寒 天,グ リセ リン ブ

イ ヨ ン,Kirchner培 地 の作 製 は植 田16)の 記 載 に よつ た 。

3%小 川培地,耐 性検査用培地のそれは小川ユ7)によつた。

Dubos液 体培地はDifco製 品を使 用し,Dubos寒 天は

上記 に寒天 を2%に 加 えて100。C,30分,3日 間滅菌 し,

60。Cに おいて10%の 割合 に血清 を添加 した もので ある。

供試菌株:人 型菌H37Rv株,鳥 型菌竹尾株,非 病原

性菌 の一種 であ るMycobacterium607株,な らび に患

者喀痰 よ りの新鮮 分離菌株 および薬剤 耐性菌株 。

培 養方法:下 記の よ うに菌液 を調製 して,各 菌 液の約

0.1ccを 液体培地 におい ては単 に混和,斜 面培地におい

ては,そ の凝水 と混 じて斜面に流 して2日 間贈卵器内 に

放置 した後綿栓 をゴムキ ャップ と交換 し,直 立 して培養

を続 けた。

菌液 の調製:既 成菌 塊約2mgを 硝 子玉容 り試験管 内で

磨砕 して蒸溜水10ccに 浮游 せ しめ る。 この菌 液を3,000

rpm,3～5分 間遠沈 して上清 を原液 とす る。10倍 稀釈

を続 けて,原 液 の10倍,100倍,1,000倍 稀釈相当液 を作

る。 成績 の表 中にはそれ ぞれ 「原」,「10-1」,「10-2」,

「10-3」と記載 した。

判定:各 表 中記 載の成績 は各5本 あての培養 の平均 で

あ る。

マ ラカイ ト緑:本 実験中終始和光純薬工業株式会社製

の同一Lotめ 製 品を使用 した。表 中にはMGと 略記 した。

実験 成 績

I数 種培地 中の マラカイ ト緑濃 度 と結 核菌の発育

岡 ・片倉 培地 中の マラカイ ト緑 濃度 と結核菌の発育

供試菌株 は3%小 川培地 に継代培養 したH37Rv株 で

あ る。本項 の菌液 のみ,菌 塊を硝 子玉容 り試験管 中で磨

砕 して蒸溜 水に浮游せ しめたままの ものを用 いた。

成績 は表1に 表 示 した。表に見 るよ うに,い ずれの濃

度の菌液 移植の場合 も,マ ラカイ ト緑濃 度が高いほ ど,

H37Rv株 の集落発育 はやや劣 る。10-3mg～10-4mg移

植の場 合は発生集 落数が多す ぎるため計 数は困難であ る

が,一 見 して,マ ラカイ ト緑の濃度が高い程集 落数がや

や少ないのが認 められ る。

1,000倍 稀釈 マ ラカイ ト緑 はH37Rv株 の発育 を著 し く

抑 制し,10-6mg～10-7mg移 植 の場合各培地 に1～2

個 の集落発生 を見 た例 と全然集落発生 を見 ない例 とあっ

た。10,000倍 以 上稀釈 の培地 では集落発生 を見 ない培地

はなかった。
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なお,本 表の成績 は培養23日 の判定で あるが,マ ラカ

イ ト緑10万 倍以上稀釈の培地で は,14～16目 でいずれ に

も集 落発生が見 え始め,1万 倍稀釈 の培地で は10-3mg

～10-4mg移 植 の場合 は 上 と同様 であ るが,10-5mg～

10-7mg移 植 の場合 は16日 までに集落が見 えるこ とは稀

で あつた。1,000倍 稀釈 の培地で は10-5mg～10-7mg移

植 の場合,23日 頃に至つて漸 く集落発生 を認 めた。

表1岡 ・片倉H37Rv(23日)

数:集 落数+,＋+,+++:集 落数が多いので計数不適であるが+の 数に
応 じて発育良-:集 落発育を認めながつた(以 下各表同じ)

鶏 卵培地(岡 ・片倉)と 寒天培地(Dubos寒 天)と に

お けるマラカイ ト緑濃度 と結核菌の発育

成績 は表2お よび表3に 表示 した。

表2岡 ・片倉培地 とDubos寒 天H37Rv(4W)

±:集 落発育が現われた試験管と現われないのとあつれ(以下各表同じ)

表3岡 ・片倉培地 とDubos寒 天福 田株(4W)

表2はH37Rv株 の同一菌液 を 岡 ・片倉培地 お よ び

Dubos寒 天に移 植4週 間の成績 であ る。岡 ・片倉培地 の

所見は前項 の所見 とほぼ等 しい。

Dubos寒 天においては,鶏 卵培地 と異な り,マ ラカイ

ト緑1万 倍稀釈で もH37Rv株 の発育 は完全 に抑 制 され

た。10万 倍以上稀釈で も濃度 に応 じて,集 落数お よび集

落 の大 きさか ら見 て,僅 かずつ阻止作用 を増 してい るよ

うであ るが,著 明ではない。

なお,本 表 には示 されてないが,Dubos寒 天にお ける

方 が岡 ・片倉培地 におけ るよ り2～3日 早 く集 落発生が

認 め られた。 これは寒天培地 においては透過光線に よ り

集落 を認 め易 い ことに もよるであ ろ う。

表3は 患者喀痰 よ り分離 したばか りの菌株 を上記同様

移植 した4週 間 目の成績 であ る。

新鮮分離菌株 の両培地 にお けるマラカイ ト緑に対す る

抵抗性 は保存 したH37Rv株 とほぼ同様であ る。すなわ

ち,岡 ・片倉培地 において1,000倍 稀釈 マ ラカイ ト緑 は

著 し く抑制 し,発 育 した集 落数 は極 めて少な く,か つ,

著 し く小 さい。 しか し,完 全 に阻止 す ること は な い。

Dubos寒 天 においては,1万 倍稀釈で完全に結核菌の発

育 を阻止 す る。

ただ,新 鮮 分離菌株 の場 合,両 培地 と もマラカイ ト緑

を含まない培地の方が却つて それ ぞれ1万 倍,10万 倍稀

釈 に含 んでい る培 地 よ り集 落数が少ない とい う不規則 さ

が現 われた。

グ リセ リン寒天培地 中の マ ラカイ ト緑濃度 と鳥 型 菌

(竹尾株)お よびM.607株 の発育

成績 は表4の 通 りで あっ た。

表4G玉ycerin寒 天,竹 尾 株,M.607株(96hrs)

表 に見 る通 り,両株 と もマ ラカイ ト緑 に対 して,Dubos

寒天上の結核菌 とほぼ等 しい抵抗 を示 してい る。

M.607株 にお いては,新鮮分離菌株 に見 られ たよ うに,

マ ラカイ ト緑 を100万 ～1,000万 倍稀釈 に含 む培地 に最 も

多 く集落 を見 た。

獣炭末加 グ リセ リン寒天培地 中のマ ラカイ ト緑濃 度 と

鳥型菌(竹 尾株)とM.607株 の発育

獣 炭末 寒天培地18)を試用 して,マ ラカイ ト緑に対す る

両株 の抵 抗性 を試 験 して見た。

すなわ ち,グ リセ リン寒 天の処方に マラカイ ト緑お よ

び獣炭末(Norite0.1%)を 加 えて高圧滅菌 した。 とこ

ろが,マ ラカイ ト緑 の色調は 著 し く消褪 した。 し か し

て,両 株の発育 は表5に 示す通 りで あっ た。

獣炭末 グ リセ リン寒天培地 において は,マ ラカイ ト緑

1万倍稀釈で も両株 の発育 をほとんど抑制 しない。5,000

倍稀釈で も完全 に阻止 しない こと もあ る。獣 炭末 を含 ま

ない対照 は前項 の成績 と等 しく,1万 倍 マ ラカ イ ト緑 は

完全 にM.607株 の発育 を阻止 す る。
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表5獣 炭末寒 天,竹 尾株,M.607株(96hrs)

液 体培地 中の マラカイ ト緑濃 度 と結核菌の発育

Kirchner培 地 中の マ ラカイ ト緑濃 度 とH37Rv株 の

発育

成績 は表6の1お よび2に 示す通 りで ある。2の 培地

に加 えた入血清 は採集 に当 り,一 部溶血 し,ま た,添 加

に当 り,少 量血球 も含んだ。

表6Kirchner,H37Rv(4W)

1.

2.

両回 と も1万 倍稀釈 マ ラカイ ト緑 はほぼ完全 に抑制 し

た。ただ,2の 場合「原」におい ての み僅か に小集落 が生

じた。1の 場合10万 倍稀釈で も抑制 は著 し く,生 じた集

落は他に比 して著 し く小 さかつ た。100万 倍で も多少抑

制的 に現 われ た。

表7Glycerin BouiUon竹 尾 株,M.607株(96hrs)

グ リセ リン― ブイヨン中の マラカイ ト緑濃度 と竹尾株

およびM.607株 の発育

表7に 見 るよ うに,両 株 と も,10万 倍稀釈 ラマカイ ト

緑 によつてほぼ完 全に抑制 され る。 また,M.607株 はマ

ラカイ ト緑1,000万 ～100万 倍稀釈に含む方が僅かに発育

が可 良であ るよ うであ る。

小 括

以 上各種 培地にお けるマラカイ ト緑の抗酸性菌 の発育

抑制作 用を一括すれば表8の 通 りにな る。

表8各 種培地中のMG濃 度と抗酸菌の発育

II結 核菌 の化学療法剤耐性検査 用培地 中の マラカイ ト

緑濃度 と結核菌 の発育

一般 に行 われ てい る結核菌 の化 学療 法剤 耐性 検査用培

地 中の化学療法剤 とマ ラカイ ト緑 との結核菌発育 抑制 作

用 に相乗性 または拮抗性 の有無 を検す る目的で,Strep-

tomycin(以 下SMと 略),PAS,INHの 濃 度 とマラ

カイ ト緑 の濃度 を種 々組合 せた3%小 川培地 に各剤耐性

菌株 を培養 して見 た。結果 は表9,表10,表11に 示す通

りで,3%小 川培地 では,各 剤 とマラカイ ト緑 との間に

相乗性 も拮抗性 も認 め られなかった。

す なわ ち,表9の1は 喀痰直接 法に よ りSM20γ/ml

に完全耐性 と判定 された菌株 の10γ/ml培 地 の集落 か ら

菌液 を調製 して,表 記の よ うにSMお よび マラカイ ト緑

を含む培地に移植 した成績 で ある。

表示の通 り,10γ/mlま ではいずれの培地に も同程度

またはほぼ同数の集落発生 を認 めた。25γ/ml～507/ml

で は集落数 は著 し く減少す るが マ ラガイ ト緑の濃度 によ
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表9の1SM20γ/cc耐 性 菌(10γ/ml培 地 よ り)(4W)

る差 は認 め られ ない。

表9の2は 直接 法で100γ/ml完 全耐性 と判定 され た菌

株 の10γ/ml培 地 の集落か ら菌液 を調製 して移植 した成

績で あ る。

50γ/mlま で はいずれ の培地 に も大略同数集落 が 発生

した。 マ ラカイ ト緑 の濃 度によ る差 は全 く認 め難い。25

7/ml～100γ/mlで はいずれの培地において も集 落発生が

見 えるまで の 日数 が他 の培地 に比 して長かっ たが,マ ラ

カイ ト緑濃度 によ る差 は認 め られ なかつ た。

表9の2SM100γ/cc耐 性 菌(10γ/ml培 地 よ り)(4W)

表10PAS耐 性菌 の発育(5W)

表11INH100γ/cc耐 性 菌(0γ/ml培 地 よ り)(4W)

表10はPAS100γ/ml耐 性 と判定 され た菌株のPAS

を含 まない培地の集落か ら菌液 を調製 して移植 した成績

で あ る。

両株 において は5,000倍 稀釈 マ ラカイ ト緑 の発育抑制

作用が比較的明瞭 に現われ た。

表11はINH100γ/ml耐 性 と判定 され た菌株 のINH

を含 まない培地 の集落か ら菌液 を調製 して移植 した成績

で あ る。

両株 において も5,000倍 ない し1万 倍稀釈 マ ラカイ ト

緑 を含 む培地 において集落数がやや少ない。

なお,以 上の実験 におい ていずれ の培地 におい て も2

～4週 間 の間 に集落 は漸次増加 して くるのが認 め られ,

集落 を認 めた範 囲で化学療法剤 の濃 度が最高 の培地 にお

い ては集落発生 は著 し く遅延 し,集 落 も小 さい。 この場

合 マ ラカイ ト緑 の濃度 によ る差 はほとんど認 め られ な

い。

総括ならびに考案

著者は結核菌集 落 よ り均 等菌液 を調製す る こ と に 努

め,該 菌液 を各種濃度 のマ ラカイ ト緑 を含 む数種培地 に

移植 して,結 核菌の マ ラカイ ト緑 に対す る抵抗性 を観察

し,併 せ て化学療法剤耐性検査用培地 中の同色素 の影響

を も観察 した成績 を述べ次の考察 に及 んだ。

保存菌株 と新鮮分離菌株

3%小 川培地 に継代培養 して保存 したH37Rv株 の実

験 におい ては,岡 ・片倉培地,Dubos寒 天 ともほぼマ ラカ

イ ト緑濃度 に応 じて抑制作用 を増す のが認 め られ た。す

なわち,岡 ・片倉培地 におい て1,000倍 稀釈で は著 し く

抑制せ られ,集 落数 は著 し く減 じ集落 は小 さく,集 落発

生 も遅延 した。 ただ し,完 全 に抑制 され ることはなかっ

た。1万 倍稀釈で は100万 倍稀釈―0の 約1/2となつ た。

Dubos寒 天において は1万 倍稀釈では完全に 阻 止 さ

れ,10万 倍で は100万 倍稀釈―0の 約1/3となつ た。

新鮮分離菌株で もほぼ同様で あ る。

近時Youmans et al.19)はGeneration Timeの 測定 を

提 唱 し,Gutierrez-Vazqez et a1.20)はLowenstein培 地

中の マラカイ ト緑濃 度 との関係 を観察 し,1,000倍 稀釈

で も完全 に発育 阻止す ることはないが,6,000倍 ～1,000

倍稀釈 で発育 を遅延せ しめ ると述べ てい る。 この関係 は

著 者の実験 で もほぼ同様 と思 われ る。

ただ し,新 鮮分離菌株 では色素 を含 まない培地 よ りも

100万 ～10万 倍稀釈 の培地 に 集落数 が やや多 い傾 向 さえ

認 め られ た。 また,M.607株 において も同様 の ことが認

め られ た。

寒天培地 について

H37Rv株 および新鮮分離菌株 ともDubos寒 天 におい

て,マ ラカイ ト緑1万 倍稀釈で完全に発育阻止せ られた 。

M.607株 お よび竹尾株 もまたグ リセ リン寒天 において1
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万倍稀釈で完全 に発育阻止せ られ た。

Corper et al.1)もまた マラカイ ト緑はDorset培 地 中

1万 倍稀釈で は何 ら結核菌発育 を障害 しないが グ リセ リ

ン寒天 中で は完全 に阻止す ることを指摘 してい る。

しか して,H37Rv株 と竹尾株 の成績お よび新鮮分離菌

株 とM.607株 の成績 はそれ ぞれ酷似 してい る。

獣炭末寒天 につ いて

0.1%獣 炭末寒天培地で は マ ラカイ ト緑 は著 し く褪色

した。す なわち,マ ラカイ ト緑 は獣炭末 によつて何 らか

の方法で不活化 され るもののよ うで あ る。 しか して,本

培地上 のM.607株 および竹尾株 は,鶏 卵培地上 の結核菌

とほぼ同様 の発育 を示 した。 す なわ ち,5,000倍 稀釈で

は1万 倍 ない し10万 倍稀 釈の約%と な り,1万 ～10万 倍

稀釈で はほ とんど障害 されなか つた。

液体培地 について

Kirchner培 地 にお けるH37Rv株 のマ ラカイ ト緑 に対

す る抵抗 とグ リセ リンブイ ヨンにおけ る竹尾 株 お よ び

M.607株 のそれ とはほぼ同程 度であつた。す なわ ち,1万

倍稀釈 はい うに及 ぼず,10万 倍稀釈 で も著 しくまたは完

全 に抑制せ られた。荻 原 ・南谷 は氏 らの考案 した血清培

地 におい て125,000倍 稀釈で結核菌分離 に好成績 を挙 げ

たが,室 橋et al.21)は喀痰 のアル カ リ処理 および マ ラカ

イ ト緑加Kirchner培 地 によ り結核菌 を選擢培養せ ん と

試 み,該 色素5万 倍稀釈で は3～7日 の接触で著 し く,

また10万 倍稀釈で も抑制す る ことを指摘 し,20万 倍稀釈

が適 当で あ ると考 え ると述べ てい る。

著者の実験 において もほぼ同様で あ るが,本 培地 に加

える血 清に よ り成績に著 しい変化 を見 たので,本 培地 に

お ける該色素の影響観察 には注意 を要す ると考 えた。

耐性 検査用培地について

3%小 川培地 において,マ ラカイ ト緑 とSM,PAS

お よびINHの 結 核菌発育抑制 には相乗性 も拮抗性 も認

めなかつたが,全 般 的にみて5,000倍 稀釈 マラカイ ト緑

がかな り抑制的であ ることは他 の実験成績 と 同 様 で あ

る。

結 論

数種培地 を用いて,均 等菌液の微量菌 を定量的 に培養

し,各 培地 中の マラカイ ト緑濃度 と結核菌の発育 を観察

して,次 の結論 に至つ た。

1.鶏 卵培地 申1,000倍 稀釈 マ ラカイ ト緑 は結核菌の

発育 を著 し く抑制 し,発 育集落 は色素 を含 まない培地の

約1/5～1/2にな る。

1万 倍稀釈で は約1/4～1/2%とな り,10万 倍,100万 倍稀

釈 で も集 落数 はわずか に減少す る。

2.寒 天培地 中1万 倍稀釈 で完全 に抑制 し,10万 倍,

100万倍稀釈 で も発育集落数 は減 ず る。

3.Kirchner培 地 中1万 倍稀釈で は完全 に 抑 制 し,

10万 倍稀釈で は著 し く抑制的で あ る。

100万 倍稀釈で も発育 しない菌 があ る。

4.人 型菌 と鳥型菌 お よびM607株 のマ ラカイ ト緑 に

対す る抵抗 はほぼ等 しい。

5.新 鮮分離菌株 は色素 を含 まない培地 よ りも,10万

倍～100万 借稀釈で良 く発育 す ることがあ る。

6.マ ラカイ ト緑 はSM,PAS,INHと の間に,

それぞれの抑制作用の相乗性 も拮抗性 もない よ うで あ

る。

7。 獣炭末(Norite)は 寒天培地 中の マラカイ ト緑 を

吸着 して,そ の作用を不活化す る ものの よ うであ る。 し

か して,0.1%獣 炭末加 グ リセ リン寒天において,5,000

借稀釈 マラカイ ト緑 はM.607株 の発育 を軽度に抑制 し,

1万 倍稀釈では,竹 尾株,M.607株 の発育 をほ とん ど抑

制 しなかつ た。

稿 を終 るに臨み,御 指導な らびに御校閲 を賜つ た牛場

大蔵教授 に深謝致 します。
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