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Tween寒 天 培 地 に よ る人 型 結 核 菌 の 生菌 計 算 の研 究

第1報 混釈平板法 による生菌計算

後 藤 瀬 平

福島県立医科大学紬菌学教室(主任 山根績助教授)

受付 昭和31年12月25日

1緒 言

従来結核菌は腸内細菌の如 く,培 養が容易でな く,か

つ均等性培養はほとんど不可能にに近かつたので,生 菌計

算は容易でなかつた。 というがDubosお よびその共同

研究者達1)が 界面活性剤Tween80を 培地成分に導入 し

て,液 体培地においては結核菌の均等性培養が可能 とな

り,ま たいれに寒天を加えた固形培地においては微量の

結核菌を培養 しうるようにになつたが,い れ らのいわゆる

Dubosの 培地はいずれ も牛血漿v成 分が含まれ,い れ ら

は無菌的に培地中にに加えられなければならない。RFe-

nner2),O'Hea,AJ3)は いのDubosの 培地を利用して

表面平板法ににより結核生菌の計算を行い,さ らににJ.P.

Albericci,J.A.Fletcher4)はFBnner,Martinら の均等

性菌液の作製および生菌計算法に改良を加えて優秀な成

績を得ている。

一方山根およびその共同研究者達は血清成分を含まぬ

熱に安定なTween寒 天培地5)お よび結核菌の均等性増菌

用の改変Y.M.Y.培 地6)(表1)を 作 るにおよび生菌計算

表1改 変Y.M.Y.培 地

表2粉 末化Tween寒 天培地

がますます簡単確実になつた。さらに最近山根は粉末化

Tween寒 天培地7)(表2)を 導 き出すいとに成功 した。著

者は最近結核患者の喀痰か ら分離 した入型結核菌25例 お

よびMyco.tuberculosis H37Rv株 を用いて,大 腸菌,サ

ルモネラ等1に一般 にに用い られている寒天混釈平板法8)に

よつて,粉 末化Tween寒 天培地に培養 し,小 川培地を

対照 として生菌計算を行つたのでその成績を報告する。

II実 験 方 法

実験材料として使用した菌株は,最 近結核患者の喀痰

か ら分離 した25例 の保存結核菌および試験管内に継代培

養 されているMyco.tuberculosis H37Rv株 である。ま

ず改変YMY.培 地 を500mlの コルベンに200mlず つ分

注 し,い れに患者か らの分離株およびH37Rv株 を一白金

耳ずつ接種 して,1な いし2週 間37℃ に静置培養し,培

養期間中は毎 貝1回 ずつ培養 コルベンを静かに振盪 して

培地を攪拌 した。か くして得た培養を遠心し,そ の沈渣

に滅菌生理的食塩水を加えて菌体を洗滌し,い れをさら

に遠心し,上清を捨て,沈渣に0.5%Tween食 塩水を加え

て菌体を洗滌し,い れを遠心して上清を捨て結核菌浮游

液を作つた。いの浮游液に0.5%Tween食 塩水を加えて

適度の濃度にし,寒 天混釈平板法によつて粉末化Tween

寒天培地に接種した。すなわち菌液を滅菌生理的食塩水

をもつて100万 倍,1,000万 倍,1億 倍 と稀釈し,100万

倍菌液を0.5mg/ml,0.2mg/ml,0.1mg/mlの3階 段にい

分けて培養 した。1,000万 倍,1億 倍 の場合 も同じ方法

で培養を行つた。いれ と同時に,小 川培地では大試験管

および中試験管の2種 類を用い,大 試験管の場合は上記

100万 借,1,000万 倍,1億 倍 の稀釈菌液を0.2mg/mlず

つ2本 の試験管にに,中 試験管の場合は0.1mg/mlず つ3

本 の試験管に接種 し,37℃ に培養 し日を追 うて 聚落の

数を計算した。稀釈菌液の培養方法は表3に 示す如 くで

ある。生菌計算は培養後 一般 に14日 目頃より始め,約1

ヵ月間行つた。なお菌量は各例とも乾燥量を もつて表わ

した。

III実 験 成 績

粉末化Tween寒 天培地は透明であるため,聚 落は非

常に見易 く,上部の聚落は正円形,中 部の聚落は紡錘形,
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表3混 釈平板法による生菌数の求め方

(乾燥量1,168mg)

附 図1

底部のものは丸 く粗髄な形を呈している(附図1)。 これ

に反し小川培地では表面にのみ聚落が認められほとんど

正円形てある。粉末化Tween寒 天培地にわいては,大

体12日 頃 よ り聚落が認められ,急 速に増加 し,20日 頃最

高に達 し,その後は聚落の増加はほとんど認められない.

いれに反し,小 川培地にわいては早い もので14日 か15「[

頃 より聚落が認められ,日 を追うて徐 々に増加し,28日

が>30日頃最高に達するが,往 々その後 も極 く少数増加す

ることがある。表4は1例(菌 株番号10)を 示す ものであ

表4培 養日数に伴う1mg中 の生菌数(単 位万)

るが,培 養 日数に伴 う1瓱 中の生菌数を比較すると,粉

末化Tween寒 天培地では培養後16Hか ら21日 にかけて

急速に増加 し,以 後増加の傾向を示 さない。いれに反 し,

小川培地では16口 か ら徐々に増加し28目 に最高に達して

い る。両培地における菌の増殖を逐 日的に 「グラフ」で

示せば図1,図2の 如 くである。次に個々の被験例1いつ

図1菌 株番号10

図2H37Rv株

いて見ると,分離 した結核菌株によ り,培 地に対す る培

養の態度を異にし,さ らに1瓱 中の生菌数にも多大の差

異を生じているものがある。表5は25株 わ よびH37Rv株

の1瓱 中の生菌数を示す ものであつて,数 字は培養期間

中最 も多い場合の生菌数を表わす ものである。H37Rv株

て は粉末化Tween寒 天培地の方が約4,400万 も多 くなつ

ている。被 験25株中18株 は粉末化Tween寒 天培地の方

が多 く,5株(第5,第12,第17,第18,第25株)は 少

な くなつている。しか も第6株 では粉末化Tween寒 天

培地ては約4億 の生菌が認められているのに反して,小

川培地では菌は全然発育 していない。いれと反対に第13
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表5 1mg中 の生菌数の比較(単 位万)

株では小川培地では6,773万 の生菌が認められているの

に,粉 末化Tween寒 天培地では全然聚落が現われない。

また第3株 では小川培地では60貝 目に漸 く聚落が認め ら

れたのである。以上分離 した結核菌25例 の1彪 中の生菌

数を平均すれば,粉 末化Tween寒 天培地では5,680万
,

小川培地では3,710万 で あ り,粉 末化Tween寒 天培地の

方が遥かに優つている。

IV考 案

実験に使用 した25例 の臨床菌株 およびH37Rv株 はい

ずれ も保存株で,患 者の喀痰を直接培地に接種して実験

に供したものではない。したがつて保存株の如 く培地に

馴れているものと,直 接患者より分離 し培地に馴れてい

ないものとでは,生 菌計算の成績が大分違つてくるので

はないか と患考せられ る。これに関しては第二報で考察

せられ る。次に 「ストレプ トマイシン」「パス」「イソニ

コチン酸 ヒドラジット」等の結核抗生剤を使用する関係

上,従 来の培地 に対する態度が多少なりとも変 つ て き

て,あ る培地に培養する場合は生菌数が多 く,あ る培地

に培養する場合は少な く,あ るいは全 く発育しない。例

えば 「ス トレプ トマイシン」を使用した結核菌は小川培

地にはよく発育するが,粉 末化Tween寒 天培地には余

り生えない(第5,12,13,17,18,25株)。 反対に 「イソ

ニコチン酸 ヒドラジット」を使用 した結核菌は,粉 末化

Tween寒 天培地にはよく発育するが,小 川培地には余 り

生えないといういわゆる抗生物質の使用により結核菌が

培地に対する選択性を獲得するに到 るのではないかと考

えられ,ま た菌株によ り1瓱 中の生菌数が著 しく両培地

とも異なることは培養の均等性,保 存性に関 してさらに

検討されるべ きであろう。次に生菌計算に当つて両培地

を比較すれば,粉 末化Tween寒 天培地は透明で聚落が

余 り大 きくならずまた接着 しないため,一 平板内1,000

個 までの聚落の計算は可能である(計 算に当つては落下

光線よ り透過光線の方が便利である)。 これに反 し小川

培地は不透明で,聚 落がどんどん大きくなるため接着 し,

1本 の培地上100個 以上の聚落の計算は不能で,1ヵ 月

近 くになると計算ができなくなる場合が往々ある。なお

著者が実験 した25例 の うち18例 において,粉 末化Tween

寒天培地の方が生菌数が多かつたのであるが,40目 間の

培養では小川培地に生えない もの,粉 末化Tween寒 天

培地に生えない ものおのおの1例 ずつあつたことは注 目

に値することである。また第3株 では小川培地において

培養.帽 目に漸 く聚落が認められ た の で,結 核菌の陰

性,陽 陰を決定する場合は慎重を期 さなけれ ば な らな

いQ

V結 論

1.粉 末 化Tween寒 天培地では小川培地に比較し,

一般 に結核菌の発育がよく,か つ早 く,大 体培養12日 頃

より聚落を認めることがで き,そ の後は急速に増加し,

20日 頃最高に達 し,そ れ以後はほとんど増加の傾向を示

さない。 これ に反し小川培地では,結 核菌の生え方が

一般に達 く,早 い もので14日 か15日 頃 で,そ の後徐々に

増加 し,28日 か30日 頃最高に達する。しかし時にはそれ

以後に も極 く少数増加することが あ る。 それ故粉末化

Tween寒 天培地は人型結核菌の早期発見に適当 と思考

せ られ る。

2.被 験25例 中18例 は粉末化Tween寒 天培地の方が

生菌数が多 く,5例 は少なく,1例 では生菌は全然認め

られなかつた。また小川培地においても全然生菌の認め

られない ものが1例 あつた。 したがつて粉末化Tween

寒天培地および小川培地を併用すれば結核菌の発見には

理想的である。

3.粉 末化Tween寒 天 培地は透明であるため,生 菌

計算は正確で便利で,さ らにその製法が一般に簡単で経

済的であるため小川培地に優つている。
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閲を賜 りました恩師山根績助教授に敬意を表 す る と共

に,絶 えず御協力下さいました福島医大細菌学教室兵藤

三郎氏に感謝の意を表します。

交 献

1) Dubos, R. J., and Middlebrook, G.: Am. Rev. 

Tuberc., 56: 335, 1947.

2) Fenner, F.: Am. Rev. Tuberc., 64: 353, 1951,



298 結 核 第32巻 第6号

3) O'Hea, A. J.: J. Path. Bact., 69: 169, 1955.

4) Albericci, J. P., and Fletcher, J. A.: J. Gen. 

Microbiol., 14: 692, 1956.

5) Yamane, I., Hydo, S., Honda, T., and Kadoya, 

K.: Fukushima T. Med. Sci., 2: 35, 1955.

6) 今村: 結核, 発表予定.

7) Yamane, I.: J. Bact., 73: 1957 (to be pub

-lished).

8) Topley and Wilson's Principles of Bacterio

-logy and Immunity (4 th edition)., P. P. 98, 

1955, London.


