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微 量 結 核 菌 に 対 す る熱 に 安 定 な 液 体 培 地

第2報 本培地の性状補遺および応用

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8月2日

前報1)に おい ては著者 は一種の結核菌均等発育 の培地

を調製 し,そ の培地成分等 につ き種 々検討 を加 えたが,

本報 におい てはまず本培地 におけ る各種菌量 におけ る菌

の発育態度 を追究 し,ま た本培地 に発育 した菌 の動 物に

対す る毒力 を検討 し,さ らに本培地 を用 い る人 型結核菌

の薬剤耐性測定の成績 を他培地 のそれ と比 較考察 す るこ

ととす る。

実 験 方 法

菌株 および純培養:人 型結核菌H37Rv株 お よび当教室

において結核 患者喀疾 よ り分離 した結核菌,仮 称第2株

の2株 を本培地 に370℃1週 間培養 した もの。

菌量 の決定:本 培地 で培養 された菌 を遠 心集 菌 して,

これ をM/15燐 酸緩衝液 で2回 洗滌 した もの を電気乾燥

器 中に90。 ℃で8時 間乾燥 せしめ,さ らに これ を五酸化

燐 の入 つたデシケ ーター中で重量 の変化 のな くな るまで

陰圧乾燥 した ものを化学天秤 で秤 量 して,菌 乾 燥量を算

出した。

実 験 成 績

1)各 菌量にお ける菌の発育 曲線:中 試験管 に7ml

の割合 に分 注 された本培地3本 にそれ ぞれ10-4ml,10

M5mg
,10-6mg,10-7mg,10州8mgの 割合 にH37Rv株 培

養 を接種 して370℃ に孵温 し,1日 お きに その発育 を 口

立光電光 度計EPO-B型 を用いて640脚 の フィル ター

によ り比濁 した。 にの際 可及的に培地成分の蒸去 を防 ぐ

ため,試 験管 には薬 包紙 で包んだ ゴム栓 を施 した。

図は同一接種菌量 の試 験管3本 の平均 値 を逐 日的 に図

示 した ものであ る。図に見 られ るよ うに,接 種菌量が少

ないほ ど増 殖誘導期 は延長す るが,対 数期 よ りいわ ゆる

算 術増 殖線(arithmetic grgwth line)2)に おけ る増殖率

は接種菌 量に無関係にほ とん ど同一で あつた。 また10

-4mg接 種群 において,孵 温20日 よ り24日にかけて一種の

diauxieと 見 られ る曲線 を示 したが,こ れが原因につい

ては なん らか偶然的 なもの と考 え られ,他 のにの種の実

験で は見 られ なかつ た。一方,菌 の示す濁度 は孵温28日

頃 まで ほぼ 同一速度 を示 し,以 後 わずか にその進行が衰

えるが,な お孵温32日 頃 まで少 しずつ濁度 は増加す る。

本培地 におけ る生菌 の増 加 を接種菌 量10-4mgでTwe-

図 各種接種菌量による発育曲線

eR寒 天平板 中のcolony countに よ り行つたところで

は,測 定16日 まで増加 し,以 後増加が 見 られ なかつた こ

とよ り,16日 以後 の濁 度の増 加は死菌体 の蓄積 とも考 え

られ,ま た可及 的注意 したに もかかわ らず,培 地水 分の

蒸去 によ る単位培地容量 中の菌数 の増加 を示 してい るの

か も知れ ない と考 え られ る。

II)本 培地 によ る結核菌培 養のマ ウスに対 す る毒力:

本培地 に1週 間培養 したH37Rv株 を集菌 洗滌 した後 に

Tween80を0.05%の 割合 に含 む生理 的食塩水 に浮游 せ

しめ,一 方 これ と同量 の菌 の浮游液 を遠心集菌 して,同

浮游液 中の菌体乾燥量 を後 に求 め,同 菌液 および10倍 稀

釈浮游液,100倍 稀釈浮游液 を調製 し,そ の0.1m1を 約

209のD-D系 マ ウスの尾静 脈 よ り接種 し,さ らに対 照 と

してH37Rv株 のSauton培 地培養 をメノウ乳鉢 にて磨砕

後,前 者同様の処置で同数のマ ウスに接種 して30日 間観

察 した成績 が表1で あ る。観察期間中斃死 しなかつた マ

ウス も観察期間後直 ちに全部剖検 し,そ の肉眼的所見 を
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表1マ ウスに対 す る毒力

注:本 文参照

記載す るど共 に,そ の肺の一部 を磨砕 して これ を塗抹染

色鏡 検 して,結 核菌の有無 を定量的に観察記載 した。

表 中大活 字で5と 記載 されてい るのは,全 肺野お よび

肝,腎 等 に結核結 節を生 じて婆死 した例 であ り,4は 両

肺野 に無数 の結節 を生 じなが ら斃死 しなかつた例,3は

片肺野 に多数 の結 節 もし くは両肺野 に少数 の結 節を有 し

て壁死 しなか つた例 であ る。0は 全然所見 を有 しなか つ

た例 であ る。また大活字5の 肩 に附 してあ る数字 は接種

後 よ り髪死 までの 日数で あ る。菌数項 中の+印 は塗抹染

色標本 中の結核菌の存在程度 を示 し,丗 は全視野 に多数

の菌の見 られ る もの,廿 は一視野平均2～3個 の菌の見

られ る もの,+は 全 視野 に2～5個 の菌の見 られ る もの

であ り,-は 全 然菌 の見 られなかつた例 であ る。

斃死例 は一般 の他 の培養 法によ る先 人5)の 成績 よ り少

数であ るが,20gと い う毒力検査用 のマウス としては少

し大 きなマウスを用 いた ことおよび観察期 間が す こし く

短期 間で あつた点よ り,成 績が強毒 の如 く現 われ なか つ

た ものと考 え られ,こ のことは接種菌量が約1/2であ ると

はい え,対 照 として用い たSauton培 地培養菌の成績 と

比較す る場合,ほ ぼ 同等 の毒力 を有 してい る点か らも,

本培地の培養菌 のマウスに対す る毒力 はSauton培 地培

養菌 の毒力 に少 な くと も劣 らない ものとい えよ う。

III)本 培地 によ る結核菌 の薬剤 耐性測定:本 培地5

ccにSM,INAH,PASを それ ぞれ100γ,10γ,1γ,0.1

γ,0.01γ/mlの 割合 に加 え,こ れ に本培地 に5日 間培養

したH37Rv株 お よび当教室 において患者喀疾 よ り分離 さ

れ たSM耐 性株 の培養0.1mlを 接種 して,37℃5日 間孵

温 し,2株 の上記薬剤 に対す る感受性 を調べ た成績が表

2で あ る。

表 に見 られ るよ うに,対 照実験 として行 われた小川培

表2薬 剤耐性測定成績

注H37Rv株 を使 用,菅:1.Yamane:Nature,179:45.1957.

注 当教室にて患者喀痰より分離せる第2株 を使用

地 によ る現行療研法 におけ る成績 に比較 してSMに 対す

る菌の感受性が見か け上一桁強 く現 われ ることは,Du

-bos培 地,YMY培 地 と同様 に含Tween80培 地 の共通

の所見で あ り,ま たPASに 対す る感受性境界が鮮明 に

現われず,本 薬剤の種々の濃 度の稀釈系列 に漸移的 に発

育 が阻止 され ることを示 してい る。 この ことは小川培地

におけ る耐性 測定において も,耐 性 の測定 をいわゆ る間

接 法で孵温14日 で行 うか21日 で行 うかそれ とも28日 で行

うかによつて耐性 度の程 度が 種 々異 な ることか らも4),

PASに 対 す る耐性測定 に関して,他 の抗結核剤 のそれ

と本質 的に異 な る性質 を示 す ものであ る。

このよ うな感受性境界 の不鮮 明 さを避 け るため,培 地

pHお よび 培地成分 を種 々変化 させ て実験 を行つ たが,

所期の結果 を得 られ なかつ た。他の菌種 に関 して も一般

に同様の成績が得 られ,測 定 は370℃5～8日 で達 成せ

られた。

考 察

結核菌の静置培養 に関す るい わゆ るarithmetic linear

 growth curveな る現象 はFisher,Kirchheimer and

 Hess2)に よつて報告 され,そ の後Volk and Myrvick5)
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によ り,本 現象 の原因の説明 に関す る実験が 報 告 さ れ

た。 しかし微量菌接種 時のarithmetic linear growth

 stadium以 前のlag-お よびlag-phaseの 解析 的研究 は

未だ報告 され てい ない。

比濁法で捕捉で きる範 囲で は,図 に見 られ る如 く接種

菌量の減少 は 単 に そのlag-phaseを 遅延せ しめ るだ け

で,そ の後 に続 く短期 のlag-phaseお よび長期 のarit

-hmetic linear growth phaseに お け る発育速 度に影響 を

与 え るもので はない ことが 明 らか になつ た。

またVolk and Myrvick5)はrotary shakerを 用 い

ての振盪培養 では,BCGを 使 用してlog-phaseを 持続

させarithmetic growth phaseを 消失 せしめ,偏 性好 気

性菌 のsubmerged cultureに おけ るarithmetic growth

の生ず る原因を酸素 の供給 の不充 分な ことに帰 せしめた

が,著 者の人 型結核菌 の実験6)で は微量菌 の場合は,振

盪 す ることによ りかえつて静置培養 よ りも菌 収量が悪 く

10-6～10-7mgで は全 然菌が 発育 しない成績 が得 られて

い るので,か な らず し もVolk and Myrvickの 考 え方

が正 しい とは思 われない。

培養 された結核菌の マウスによる毒力検査 はLange7

)に よ り初めて行われ,戦 後水之江4)に よ りその基礎的研

究が行われた。著者は水之江の最 も敏感 とい われ る静脈

内接種 法 と水之江の用いたD-D系 マウスを使用 したが,

ただ諸種の事情で約203程 度の マウスしか使用で きず,

また観察 日数 を30日 と限定 したために精密 な定量 的表現

に よ り毒力 を表現す ることがで きなかつ たが,少 な くと

もSauton培 地培養 のそれ に劣 らない ことは明 らかで あ

る。 この ことはDrea8)の 結核菌の深部培養が モル モ ッ

トに対す る毒力検査 におい て も決 して表面培養の それ に

劣 らない報告 を参照 して もほぼ推定 に難 くない。

Dubosお よび その一門 によ り創始 され た い わ ゆ る

Tween-albumin mediumは,そ の使用法の簡単 なるこ

とお よび検定 に要す る時 間が短時間で あるため,す で に

多 くの研究者 によ り化学療法剤 に対す る結核菌の感受性

を検定す る目的 に用い られてい るが,SMに 対す る結核

菌 の感受性がSauton培 地,Lockemann培 地等Tween

80を 含有 しない培地に比 して,Dubos培 地 を用い る場合

には,見 か け上10倍 の高感受性 に検定 され ることは,す

で に山根9),Fisher10)ら によ り報告 され てい る。

本培地 を用 いた場合 も,表2に 見 られ るよ うに小川培

地 の如 くTween80を 含有 しない培地 のそれ に比 して10

倍 の高感受性が観察 され てお り,ま たINAHの それ にお

い て も同様 なことが見 られ る。 このことは,薬 剤 に対 す

る結核菌の耐性測 定 を行 う場含嘆用培地 を明確 に しなけ

れば,互 い に多 くのデ ータを比 較検討 す ることが無意 味

であ ることを教 えるものではなか ろ うか。

またPASに 対す る感受性が著 し く不鮮 明で ある結果

が本培地で見 られ るのは,PASの もつ結核菌発育阻止

の様式が他のSM,INAHに 比較 して全 く異 なるか,ま

たは本培地 中でPASが 不安定で,培 地成分 と反応 して

無力 な誘導体 を形成す るかのいずれか と考 え られ,今 後

この問題 に対 して は,本 質的 な検討 を加 えなけれ ばな ら

ない 。

総 括

1)微 量菌接種 時におけ る本培地 中の結核菌 の発育 曲

線 は,接 種菌量が 減少す るにつれてそのlag-phaseが 延

長 す るがlog-phaseお よびいわゆ るarithmetic linea

 growth phaseに おけ る発育速 度に変化 はなかつた。

2)本 培 地に培 養 された人型結 核菌 の静脈 内接種に よ

るマウスに対す る毒力 はSauton培 地培養菌の それ と比

較 して低 くない傾向 を示 した。

3)本 培地 によるi薬剤の結核菌 に対す る耐性測定は培

養5日 で達成 され るが,SMお よびINAHに 対す る耐性

は,本 培地 を用い る場合,小 川培地 にょる成績 に比較 し

て10倍 の高感受性を示 し,PASに 対す る耐性度 は,そ

の境界が不鮮明 なる傾向 を示 した。
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