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微 量 結 核 菌 に 対 す る 熱 に 安 定 な 液 体 培 地

(第1報)培 地の調製 と培養の性状

今 村 邦 雄

福島県立医科大学細菌学教室(指 導 山根績助教授)

受 付 昭 和52年2月25日

微量 の結核菌 を透 明な液体培地 に発育せ しめるにとは

1932年Kirchner1)に よっ て牛血清 を加 えた培地 によ り成

功 した。この培地 はその後各方面で微量結核菌の検 出に

用 い られてい るが,そ の発育が集落 として発生す るこ と

は培養 を定量的研究に用い る場合に1つ の大 きな欠点 と

なっ ていた。

ところが1945年Dubos2)に よ り発表 された,界 面活性

剤Tween80お よび牛血清V分 割 を含 む液体培地 は,い

わゆ る均等培養の形 で本菌 の微量 よ り発育 せ しめ ること

が可能で あるので,定 量的に動物接種 あるいは培 養実験

等に用い られ,従 来の本菌 の研究 方法を よ り正確 に,よ

り容易に行 うことを可能 に した。

しか しなが ら上述のKirchner培 地,Dubos培 地等 は

いずれ も牛血 清またはその成分 をその中に含有 し,こ れ

らは濾過滅菌 の後,高 圧滅菌 された他 の培地 成分 に無菌

的 に添加 されなければな らない。このよ うな操作 は長期

培養 を必要 とす る入型結核菌 に とつ て,し ばしば雑菌潟

入 の危険を伴 うものであ る。

私 は先 に当教室 の山根 らのが発表 したTwaen寒 天培

地 の調製滅菌操作 中に,そ の 中に含 まれ る卵黄 中の結核

菌発育促進物質がTween80水 溶液 中に溶液の状態に抽

出 され るに とを確認 し,し か も同抽出液が熱に安定な こ

とを認 めたので,同 抽 出液 を含 む高圧滅菌可能 な液体培

地 を調製 し,こ れ に微 鼠の入型結核菌 を発育せ しめたの

で報告す る。

、 実験材料お よび方法

菌種:Mycobacteriumvar.tuberculosis hominisの

H37Rv株 お よび当教室 において患者喀疾 よ り分離 され た

2株 。

接種菌液:小 川培地 に累代培養 された上述菌株 をDu-

bosの 培地(工 化ケ ン)に接種 し,1週 間培養 した もの を

2,000廻 転10分 間遠心 した上清 を4,000廻 転50分 遠心 し,

菌 を沈澱せ しめた後,2回 にわ た り0.05%のTriton A

20を 含 む食塩水 で洗滌 し,そ の窒素量 をMicro-kieldah

l法 で測定す る。上述 の窒素量 当 り菌の乾燥 量を算出 した

後,0.05%Triton食 塩水 を用 いて菌の含量が10-3,10

-4 ,10-5,10-6,10-7mg/mlに な るように各菌液 を調

製 し,そ の0.1nz1を 各培地 系列 におのおの接種す る。

卵黄抽出液の調製:Tween80の10,7,6,5,2,1,

0%の 各水溶液100mlに それ ぞれ卵黄10gお よび炭末19

を加 え120。℃20分 煮沸 した ものの遠心上清100mlを 基礎

培地 に加 え る(卵 黄 は可及的2個 以 上を用 いて混合 した

方 が成績 が一定 とな る)。

蓑礎 培 地:KH2PO4 1g

Na2HPO4・12H20 2g

グ ル タ ミン酸 ソ ーダag

ク エ ン酸 ソ ーダ19

クエ ン酸 ア ンモ ンン鉄5mg

(NH4)2SO40.5g

MgSO4・7H2O 0.1g

0.2%マ ラカ イ トグ リ ー ン水 溶 液0.5魂

Tween80水 溶液 卵 黄 煮 沸 上 清100

ml蒸 溜 水900ml

以上 を混ずれ ば培地のpHは6.～6.8に な る。 そこで

pHを 調整す ることな く,そ のまま5mlず つ試 験管 に分

注,120℃20分 滅 菌 し用に供 す る。

実 験 成 績

1)卵 黄抽出液におけ るTween80の 濃 度の菌 の発育

表1卵 黄抽出液 に用い るTween80の

濃 度の菌 の発育 に対す る影響
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に対す る影響:上 述各濃度のTween80水 溶液 に よる卵

黄抽 出液 をそれ ぞれ10%の 割合に含 む培地に種 々の菌量

のH37Rv株 を接種 し,37℃14貝 の培養成績 は表1の 如

くである。表 に見 られ るよ うに5%お よび6%のTween

80水 溶液 によ る卵黄抽 出液 は透明 であ り,こ れ を含 む培

地 では培養1媚 でいずれ も10-8mgま でH37Rv株 を発育

せ しめ ることがで き,対 照 として用いたDubos培 地 と

同程度まで微量菌 を発育せ しめ るこ とが で きる。臨床か

ら分離 された他 の2株 について もTween80の 濃 度に関

して同様 な成績 が得 られた。

次に5%ま たは それ以下 の濃 度のTween80抽 出液 で

は,抽 出液 自体 が相 当溷濁 して くるので,培 養 のvisible

 growthの 観察 を不正確 にす るお そ れ が あ る。 それ故

Tween密 の濃 変としては6%が 最 も適 当で ある。

2)6%Tween80卵 黄 抽出液の培地 添加 量の検討:

1)の 実験で は卵黄抽 出液 に使用す るTween80溶 液の濃

度 は6%が 至適で あることが決定 したので,っ ぎに基礎

培地 に添加すべ き抽 出液 の液量 を表2の 如 く10%,20%,

30%の 各添加量 につい て検討 した。

表26%Tween抽 出液の基礎培地への添加 量の影響

表 にみ られ るよ うにH37Rv株 培養14日 の成績では,10

%添 加 の成績 が断然優秀 で10つ10-9mgの菌 の発育 を許 し,

むし ろDubosの 培地に優 る成績 を得 た。 これ とほぼ同

様 の成績 が他の臨床2株 に関して も得 られた。

それ故卵黄抽 出液の基礎培地 に対す る含 鼠は10%が 至

適 であ ることが決定 された。

3)基 礎培地組 成の検討:山 根 ら4)が発表 してい るY

MY培 地 の無機塩組 成を基本 として,種 々培地成分 を変

更,菌 を接 種してDubos培 地 にお ける菌の発育 と比較

検討 した。

まず調製 された培地 のpHを 調整す ることな くpH6.6

～6.8に し,し か もで き上 つた培地が滅菌後 も潤濁 しな

いよ うにす るためには,燐 酸緩衝剤 の組 成を既述 の如 く

KII2PO419;Na2HPO4・12H2O2g〃 とす ることが適

当であ ることが 明 らか にな り,さ らに必須無機塩 として

添加 さるべ きMgSO4・7H2O0.1g/Lと 上記燐酸塩が不

溶性 の塩 をつ くらないよ うにす るためにクエ ン酸 ソーダ

1gを 加 えた。グル タ ミン酸 ソーダは最 も有効 な窒素源

として3g添 加 すれば充分 であ ることが判明 し,鉄 は ク

エ ン酸 ア ンモ ンの形が最 もよいこ とも種 々の2価,3価

の鉄 を改変添加 して比較 した結果 決定 された。

4)培 養の均等性の検討:本 培地 に37℃10日 問培養

した培養 は管底 に沈着 し,こ れを静 かに手振 した所見で

肉眼的 にはDubos培 地の培養 と幾分異 な り,後 者 の如

く真 に一面 に溷 濁した状態 ではな く,極 めて微 細な顆粒

状 に見 え るが,Kirchner培 地 にお け る培養 の如 く大小

の集 落 となつて発育 す ることはない。

この所見 は顕微鏡下 に見 られ る菌 の状態に も対応 す る

もので,D曲os培 地1週 間の発育菌 の如 くほ とん ど単個

菌 のみ よ りな ることはな く,大 部分2～3個,稀 に4～

5個 の菌 よ りな る集 塊状態 をな してい る。

この ことは菌 の発育 がDubos培 地 よ りも旺盛でTween

80が 培地 中 よ り消失 してゆ くため と考 え られ45),本 培

地の培養5ccに5%のTween水 溶液 を0.5mlほ ど添加

す るにとに よ り菌 は単個菌の状態にほ ぐれてゆ くのが観

察 され る。

5)本 培地 によ る菌の収量:本 培地15mlを500ml三

角 コル ベ ンに分注滅菌 した もの に,Dubos培 地 に37℃1

週 間培養 したH37Rv株 の菌液2ml(菌 量約0.14ηmg/m

lを接種 し37℃ に2週 間培養す ると,約61mg(乾 燥量)

の菌 が得 られ る。 対照 として用いたDubos培 地 の収量

は約32mgで あ り,約 倍量の収量 を得 たわけであ る。

この際乾燥菌量 の計算 は6,000廻 転30分 遠心集菌 した

ものを生理的 食塩水 に よ り3回洗滌 し,この一部 の含窒 素

量 をMicro-kiehladahl法 で測 定 し,こ れをSteephenson

の結 核菌 の含窒素量 か ら逆算 した ものであ る。

考 察

Dubosの 発表 したTween-albumln培 地 は,入 型結 核

菌 をその微量 よ り発育せ しめ うるこ と,お よびその培養

がほぼ均等 であ る点 は以後 の結核 菌の定量的研究 にあ る

種 の革 命を もた らし,こ れ を著 しく容易 な らしめ,多 く

の研究者6～9)は きそつて この培地 を使 用す るよ うにな

つ た。 しか しなが らこの培地 に含 まれ るbovine plasma

 V(ま たは牛血清)は 他 の培地 成分 の高 圧滅菌後,無 菌的

に添加 され なけれ ばその微量菌 よ りの発育能 を喪失 し,

また培地の透 明を保持 しえない こ とは,本 培地 の致命的

欠 陥 といつて も過言 ではない。

お よそ細菌培養 の培地 の理想 は,そ の培地 が120。℃20

分の高圧滅菌1回 です ぐ用に供 し うる点 にあ ると考 え ら

れ る。著者は この よ うに高圧滅菌1回 で微量結 核菌の発

育 を許 し,しか も均等培養 を うる培地 を得ん として,微 量

結核菌 の発育 を可能 な らしめ る成分 を卵黄 中に もとめ,

右成分が卵黄 のTween水 溶液で熱浸す ることによ り透

明な状態 で抽 出 され るこ とを確 め,上 述の培地 を調製す

るこ とに成功 した。 その微量 よ り発育せ しめ る性質は,
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Dubos培 地の それ に 全 く匹敵 し,ま た その均等度 も,

Dubos培 地の それ とほぼ同様 であ るがDubos培 地 よ り

発育収量が大 きいためやや これ に劣 ると考 え られ るが,

この場合滅菌5%Tween水 溶液 の少量 を右培養 に添加

す るこBとによ りその均等 度がDubos培 地同様 にな りう

ることは,こ の培地 を本菌の発育実験 に,ま たは本菌の

培養 をそのまま動物接種材料 として定量的 に使用 して差

支 えないこ とを示 してい るといえよ う。

また本培地が微黄色 を帯 びた透 明であ るこ とは,本 培

地の培養 を比濁 によ り定量す るこ とを少 し もさまたげな

い こ とは次報で報告 され よ う。

要 約

1)KH2PO41g,Na2HPO4・12H2028,グ ル タ ミ

ン酸 ソー ダ39,ク エ ン酸 ソー ダ19,ク エ ン酸 鉄 ア ン

モ ン5mg,(NH4)2SO40.5g,MgSO4・7H2O0.1g,

0.2%マ ラカ イ トグ リ ー ン溶 液0.5m1,Tween80、 水溶 液

卵 黄 煮 沸 上 清100ml,蒸 溜 水900多mlよ りな る液 体 培 地

は120。 ℃20分 の 高 圧滅 菌 後,人 型 結 核 菌H37Rv株 他2

株 の菌 を,そ の10-8mgの 微 量 よ り培 養2週 間 に し て発

育 せ し め るこ とが で きた 。

2)ン 本培 地 に よ る培 養 は ほ ぼDubos培 地 同 様 に 均 等

で あ り,定 量 的 な培 養 実 験,動 物 接 種 実 験 等 に使 用 し う

る。

(本報の一部は英国Nature誌 上に予報 として 報 告 し

た。).
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