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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2報)稀 釈 誤差 と稀釈液 について

東 村 道 雄 ・野 田 用 ・中 村 栄 一

国立療養所大府荘(荘 長 勝沼六郎博士)

受 付 昭 和52年7月51日

小川培地斜面(Ogawa medium slant)と 渦巻白金耳

接種 を用い る結核菌生菌数 の測定法 につい て第1報 で説

明 した.生 菌 数測定 の際 に必要 な ことは測定誤差 を明 ら

か にす ることであ る。 しか しなが ら,測 定誤差 の問題 は

米 国の少数 の研究者1)15)によつて論 じられただけであつ

て,欧 州およびわが 国ではほ とん どかえ りみ られていな

い現状 であ る。 このため実験 成績 の信頼性が著 しく疑 わ

しい ことも少 な くない よ うであ る。一体,生 菌 数測定 に

伴 う誤差 は,分 布誤差(distribution error)と 稀釈誤差

(dilution error)と に分 け られ る。 この うち分布誤差 の

測定 は比較 的容易 であ るが,稀 釈誤差 を実験 の度に測 定

す ることは極 めて困難 であ る。 このため米 国の研究 者 も

Jennison and Wadsworth15)が 理論 的に算 出 した稀釈誤

差(標 準偏差 の平均値 にたいす る百分 率で示 されてい る)

を代入す ることによつて総誤差(total error)を 計算 し

てい る(例 えば,Fenner1),Sever and Youmans14))。

しか しなが ら,こ の理論 的に算 出 された稀釈誤差 は,菌

が常 に均等 に分散 してい るもの として取扱 われてい る。

したが つて,菌 浮游液 を常 に溶液 の ように均等 に分散 し

てい るもの と考 えてよいか どうか問題であ る。実際 の稀

釈誤差が果 して理論値 に近似 す るか ど うかを検討 してみ

る必要が あ ると思 われ る。 したが つて,こ の研 究の 目的

は,(1)稀 釈誤差 を実測 して総誤差測定 の時の基礎資料

とす ることと,(2)稀 釈液 の種類 について検討 す ること

にあ る。

稀 釈誤差 の実測の詳細,稀 釈誤差測定の理論,生 菌数

計算式算 出の基礎 については,紙 面の都合上別に報告す

る。

実験材料および方法

Mycobacterium tuberculosis var.horninis青 山B株

を用 い,第1報 に述べ た方法で生菌 数測 定を行つた。

(1)稀 釈誤差 の検討

例 えば,湿 菌量1.0mg/ccの 結核菌浮游液0.02ccを

INAH1γ 培地n0本 に接種 して,平 均集落 数x0,標 準

偏差S0を 得,同 時 にその菌液 を10-mに 生理 的食塩水 で

稀釈 して,薬 剤 を含 まない培 地(以 下試 験管 とい う)n

本 に接種 して平均集落数 房,標 準偏差sを 得 た とす る。

この場合,総 生菌数 中に含 まれ るINAH1γ 耐性菌 の比

率は,一 応 あ 伝 ×10nと な る。 しか し,こ のx0の 測 定

には分布誤差が含 まれ,x×10nの 測定には分布 誤差 と

稀 釈誤差 が含 まれてい る。 これを考慮 す ると,恥 お よび

死の(1-a)%信 頼眼界 は次 の とお りとな る。

および

…(1)

(注1参 照)

た だ し,tはStudentの"t"で あ る。誤 差

は,Jennison and Wadsworth13)に

よつ て,

(総誤差)=v√ 分布差誤)2+(稀 釈誤差)2か ら導い た。

Sdi1は 稀 釈標 準偏差 であ るが,こ の場合は,稀 釈列1組

(列)で あ るか ら,稀 釈標準誤差はSdi1に 等 し くなる。

式(1)は 次の よ うにか きか え られ る。

…(1a)

式(1a)はt分 布 を用 いて,任 意 の2つ の平均値 の差

を比較す るのに便利 であ る。

更 に式(1a)は 次 のよ うにか きか え られ る。D=Sdil/死

とす れば,Sdil=Dx,こ れを式(1a)に 代 入して,

(1b)

この式 は,予 めSdi1を 実測 してDを 算 定 してあ る場

合,Dを 任 意の場合に代 用す るのに便利 であ る。

分布誤差 と稀釈誤差 とを,こ のよ うに合成す る方法は

米 国の研究者13)によつて用 い られた方法 であ るが,総 生

菌数 の信頼限界 の出し方 は,次 のよ うに考 える こともで

きる。原菌液か ら10-mま での稀 釈の誤差 を問題 と し な

かつ た ら,xの 信頼限界 は分布誤差だ けを考慮 して,次

の よ うに表 わす こ とが で きる。

これに10mを 乗 じるに 当つての稀釈誤差 を,(1±D)

で表 わす と次 のよ うにな る。

(2)
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ただ し,Dは 稀釈誤差 の平均値 にたいす る比 で あ つ

て,稀 釈列1組 の場合 には,D=Sdil/xで あ る。

以下 これ らの式 に代入すべ き稀釈誤差 この場合,

稀釈標準偏差 に等 しい お よびDを 測定す る。 この測

定は次の 目的 を もつてい る。稀釈誤差 を実験 の度 に毎 回

実測す ることは困難 なので,予 め測定 した稀釈誤差 を平

均 値にたいす る百分率で表 わしておいて,こ れ を1列 の

稀 釈列 を用い る任意の測定の際 に代入 して総誤差 を求 め

ることにあ る。 この よ うな方法は決 して完全な ものでは

ないが,稀 釈誤差 を考 えない よ りは,は るかに正確な推

定 を行 うことが で きよう。

稀釈 の方法

第1法 で述べ た方法で菌液 を作 り,こ れを生理 的食 塩

水 で10進 法 で稀 釈 した。

(1)駒 込 ビペ ッ ト法 。206駒 込 ピペ ッ ト(標 準偏差 約

0.0306)で2064回 と1001回 を計 つて作 る900と,他

の166と を用い る10進法 。

(2)メ ス ピペ ッ ト法 。1000メ ス ピペ ッ ト(標準偏差0.1

00)に よる966と,160メ ス ピペ ッ ト(標準偏差0.0106)

によつ て計 る1ccと を用い る10進法 。

接種 され る最終稀釈液(10-m液)は,接 種 によ り分離

集 落 を作 るこ とが必要で あるので,10-1稀 釈誤差測定 の

ための原菌液は稀薄 な もの,106稀 釈誤差測定 のための

原菌液 は濃 厚な ものが用い られ た。

稀 釈誤 差測定の計算式

同一の原菌液 を10-mに 稀釈す る際 に,i組 の稀釈列 を

作 つた とす る。 このi組 の10-m液 か ら一定等量 をj本 の

試 験管に接種培養 して,i×j個 の測定値(集 落数)xijを

得た とすれ ば,

各組の平均値:

総平均値:

この時,稀 釈標準偏差Sdilは 次の式に よつて与 え ら

れ る(東 村,野 田,中 村,別 報)。

(3)

(例)駒 込 ピペ ッ ト法 に よ る10-6稀 釈 の 場合 。

i=20組 。j=10本 。x=21.54。

Σ(x_xi)2=1473

Sdil=9.04

Sdilの 総 平均 値 死に た い す る百 分 率 は,

%Sdil=(9.04/21.54)×100%=42.1%

す な わ ち,D=0.421

駒 込 ピペ ッ ト法 で は,稀 釈 標 準偏 差 の 総 平 均 値 に たい

す る比Dは 次 の とお り とな る。

10-6稀 釈 …D6=0.421

10-5稀 釈 …D5=0.386

10-4稀 釈…D4=0.360(*)

10-3稀 釈 …D3=0.331

10-2稀 釈 …D2=0.298(*)

10-1稀 釈 …D1=0.266

た だ し,(*)印 は 作 図 に よつ て 得 た推 測 値 で あ る.

D6,D5,D3,D1の4つ の 実 測 値 は ほぼ 直 線 に な らぶ

の で,こ れ に よ りD4お よびD2を 求 め た 。

メ ス ピペ ッ ト法 で は,Dは 次 の とお りとな る。

10-6稀 釈 …D6=0.768

10-5稀 釈 …D5=0.755(*)

10-4稀 釈 …D4=0.702

10-3稀 釈 …D3=0.685

10-2稀 釈 …D2=0.526

10-1稀 釈 …D1=0.271

(*)作 図 に よ る推 定 値

ただ し,駒 込 ピペ ッ ト法 では,i=20,j=10,メ ス ピ

ベ ッ ト法 では,i=10,j=10。

これ らの結果 で注 目され るこ とは,意 外 に も,メ ス ピ

ベ ット法の方が駒込 ピペ ッ ト法 よ りも稀釈標準偏差が大

きい ことで ある。 また,こ れ らの実測値がJennison and

 Wadsworth13)の 理論値 よ りも,は るか に大 きい こ とで

ある。特 に10-1稀 釈の場合の偏差が大 きい 。 こ の こ と

は,稀 釈のため に菌液1ccを 採取す る時 に,分 布誤 差が

介入 してい ることを考 えさせ る。 なぜ な ら,10-1稀 釈 に

際 して,こ の よ うに大 きい容量計測 のバ ラつ きを きたす

ことは到底考 え られないか らであ る。すなわ ち,稀 釈誤

差 として表われて くる誤差 の大部分が,容 量計測 のバ ラ

つ きよ りも,菌 の分布のバ ラつ きで あるこ とが考 え られ

る。換言すれば,稀 釈誤差 として表われて くる誤差の大

部分は,実 は分布誤差 にほか な らぬ こ とが想像 され る。

この よ うに考 えれ ば計量が,よ り正確で あるはず のメス

ピペ ッ ト法がかえつて誤差 が大 きい とい うこと もあ りう

ることと思われ る。すなわ ち,実 際 にメスピペ ットを用

い る時の菌 の混 和は不十分ではないか と思われ る。私た

ちの実験で も,菌液 を約10回 上下 させ ることに よつたが,

メス ピペ ッ トか ら流 出す る液 の速 度が遅 いために混和不

十分 の恐 れが十分 あ るよ うに思 われた。駒 込 ピペ ットに

よる稀釈が よ り小 さい稀釈標 準偏差 を もた ら し た 理 由

は,容 量計測 の正確度 で劣 つて も,パ ンピングに よつて

十分 な混和 を もた らしたため と思 われ る。稀釈誤差 の本

体が,大 部分分布誤差 にある と考 えれ ば(1000か ら106

を採取す る時,100中 に含 まれ る菌量 のバ ラつ きが 主で

あつて,160の 計測のバ ラつ きだ けではない),駒 込 ピベ

ッ ト法が メスピペ ット法に まさつてい ること も根拠 のあ

ることと思われ る。

ここに実測 した ように稀釈誤差 が意外に大 きい とい う
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こ とは,実 験計画 をたてるに当つて次の ことを考 えさせ

る。

population分 析の場合の よ うに,同 一菌液か ら等量 を

種々の培地に接種 して,各 培地の平均 集落数 を数 える場

合には,誤 差 として分布 誤差 だ けを考 えれば よいか ら,

各培地10～20本 の試 験管 を使 用す ると,信 頼度の高い推

定 を行 うことがで きる。

これに反 して,濃 厚 な菌液 の総生菌 数を算 定す る場合

のよ うに,稀 釈 を必要 とす る実験 では,稀 釈列 を増加 す

るこ とが必要 である。1稀 釈列 では集落数測定 の試験管

数だ けを多数 にして も信頼度 を有効 にたか める ことはで

きない。

i組の稀釈列,各 組j本 の試験管 を用 いた場合 の総平均

値 死の(1-a)%信 頼限界 。

もし十分な試 験管 を用意 して,各 組j本 の試 験管,i組

の稀釈列を用いれ ば,次 の とお りとなる。

(4)

た だ し,

(Siは 各組 の標 準偏差)(Aは 分布誤差)

(Bは 稀釈誤差)

これ をt分 布 を用 い る平 均 値 の比 較 に便 利 な よ うに改

め る と・t(ij-1,a)≒t(i-1,a)と し て,次 の とお り と

な る。

(4a)

ま た は,

(4b)

ただ し,Sdisは 平均 分布標準偏差。

(II)稀 釈 液(diluents)の 検 討

Fenner1)は 結 核菌生菌 数の測定 にあたつて稀釈液の種

類 が重 要であ ることを強調 し,0.1%bovine albumin

液 の使 用をす すめてい る。 そこで私た ちは次の4種 の稀

釈液 を検討 してみた。

(1)生 理 的食塩 水(0.9%NaCD。

(2)M/15Na盤HPO4・12H2O

(3)M/15NaHCO3

(4)0.1%bovine albumin(Difco)

ただ し,Fennerの 用りた結 核菌 はDubos培 地に生

育 した ものであ り,私 た ちの用いた ものは,小 川培地に

生育 した ものであ るか ら,多 少 ちがつた結果 がで て も一

般 にお しひろめ ることはで きないか もしれない。 と もか

く,こ こでは,私 たちの方法 に適す る稀釈液 を求 め るこ

とを目的 とす る。

原液 を生理的食塩水でつ くり,直 ちに上の4種 の稀釈

液で10-6ま で,駒 込 ピペ ッ ト法で稀 釈 して室 温(20℃)

に3時 間放 置 した後,10.5お よび10簡6液をおのおの試 験

管20本 に等量(0.0200)接 種 し,37℃3週 後 に集落 数を

算 えた。 もし,分 散状態 の悪 い もの,ま たは発育 を阻止

す る ものがあれば,平 均集落 数が減 じるであ ろ うか ら,

平均集落 数の多いほ ど,よ い稀釈液 であ るといえ るはず

であ る。

Number of viable cells per tube obtained by 

inoculating the same quantity(0.02ml.)of 

10-6-and 10-5dilutions prepared by various 

diluents.

その結果 は表 の とお りである。10田 稀釈 の場 合を前述
6

の式/2)に よ つ て95%信 頼 限界 を 求 め る と(こ の 場 合10

は共 通 で あ るの で省 略 す る),

(1)(28.42～56.93)×(1±0.42)=16.4～81.0

(2)(32.50～68.87)×(1±0.42)=18.8～93.0

(3)(16.89～35.00)×(1±0.42)=9.80～49.7

(4)(15.03～34.59)×(1±0.42)=8.73～49.2

もし,式(1a)を 用 い て95%信 頼 限界 を求 め れ ば,

(1)41.5±35.6=5.9～77.1

(2)49.0±41.7=7.3～80.7

(3)25.2±21.6=3.6～46.8

(4)23.8±20.7=3.1～44.5

これ を式(2)に よつ た 前 述 の 限 界 と比 較 す る と,若 干 の

ず れ は あ るが 大 差 は な い 。

次 に 式(1b)か らt分 布 を用 い る方 法 で,各 平 均 値 間

の差 の 有 意 性 を検 定 して み る。

式(1b)で,2つ の平 均 値 をx1お よび 死2,試 験 管 数 を

n1お よ びn2,標 準 偏 差 をs1お よ びs2と す る。 ただ しD

=0.42(10-6稀 釈 の場 合),

{s1留+(√n1D6x1)2}=A12,{s22+(√niD6x2)2}

=A22と お け ば(い ず れ も分 散 で あ る) ,

総 分 散 は,s2=n1A12+n2A22/n
1+n2-2

これ か ら,標 準 偏差sを 得 れ ば,次 の 式 に よつ て,x1

とx2の 差 の 有 意 性 を検 定 で きる。
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4種 の 稀 釈液 の 場 合 に,こ の式 を 用 い る と,

(1)A12=6235,A1=79.0

(2)A22=8624,A2=92.7

(3)A32=2308,A3=48.0

(4)A42=2119,A4=46.0

n1=n2=20,

例 え ば(2)と(4)を 比 較 す る と,

s2=5372,s=73.2

し たが つ て,t=1.09

ま た(1)と(4)を 比 較 す る と,

s2=4177,s=64.6,t=0.87

t38,0.05=2.02,t38,0.10=1.68,

t38,0.25=1.16,t:悪8,0.50=0.68

し たが つ て,― 上述 のtは い ず れ も危 険 率25%と50%の

間 に あ る の で,有 意 の差 は ない 。

す な わ ち,私 た ち の条 件 で は,生 理 的食 塩 水 ま た は

M/15Na2HPO4・12H2Oと0.1%bovine albunninの 間

に有 意 の差 は なか つ たが,前2者 を用 い た場 合 の生 菌 数

平 均 値 の 方が,か えつ て 多い 結 果 を得 た。 し たが つ て,

少 な く と も私 た ち の条 件 で は,0.1%bovine albuminを

用 い る積 極 的 な理 由 は み あ た らない 。生 理 的食 塩 水 ま た

はM/15Na2HPO4・12H2Oを 用 い て十 分 こ とた りる と

思 わ れ る。

(注1)式(1)(1a)(1b)で は,本 来 分 布 誤 差 に乗

じ られ るべ きt(n-1,a)が 稀 釈 誤 差 に も乗 じ られ て い

る。 しか し,稀 釈 列1列 の この 場合,稀 釈 誤 差 を 大 き く

み る方が 安 全 で あ るの で,稀 釈 誤 差 にt(n-1,a)が 乗

じ られ る形 の まま で あ る こ とが,か え つ て望 ま しい こ と

で あ る。

総 括

(1)分 布誤差 と稀釈誤差 を考慮 した,結 核菌生菌数測

定値の信頼限界算 出式 を提 出した。す なわち,稀 釈列1

組 を用い た場合 には,式(1,1a,1b)ま たは(2),稀

釈列i組 を用い た場合 には,式(4,4a,4b)で ある。

またt分 布 を用い る平均値 の差 の有意性検定方法 を示 し

た。

(2)稀 釈誤差 を実測 して,こ れを稀釈標 準偏差 の平均

値 にたいす る比 として掲 げた℃

(3)稀 釈誤差 の実測値 は,理 論値 よ りは るかに大 きい

ので,Jennison and Wadsworthの 理論値 を稀 釈誤差 と

して代用す ることは適 当でない 。実際 に起 る稀釈誤差 の

大部分は,容 量計算 のバ ラつ きよ りも,む しろ稀 釈時の

菌の分散の不均 一に由来す る もの と想像 され る。

(4)私 た ちの実験条件では,稀 釈液 として0.1%bovi-

ne albuminの 使 用を支持 す る積極化 な理 由は見当 らず,

生理的食塩水 またはM/15 Na2HPO4・12H2Oを 使 用 し

て こと足 りると思われ る。

(勝沼六郎荘長ならびに日比野進教授の御校閲を感謝す

る)
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