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結 核 菌 培 養 の 研 究

三輪太郎 ・鈴村喜久夫・権 田三郎・川 口幸太郎・神 谷俊彦・小 川喜代子

国立療養所梅森光風園(所 長 青井節郎博士)

受 付 昭 和32年12月20田

ここ数年来化学療法 の進歩 はめざまし く,結 核症 の様

相 を大 きく変 えるに到 つた。化学療法 の効果 の判定には

喀痰 中結核菌 の検索 は欠 くべか らざ るもので あ るが,近

年喀痰中結核菌培養陽性率 の低下が 目立つてい る。 さ ら

に化学療法後に切除 された閉鎖性病巣か ら塗抹陽性培養

陰性菌が高率 に検出 され,そ の生死 を繞 つて内外の研究

者の間に論議が続 け られてい る。

喀痰培養に よる結核菌の生死 の決 定は病巣 内結核菌 の

態度の一面 を知 るとともに化 学療 法の効果 の限界 とい う

大 きな問題の解決に寄 与す る もの と思 われ る。

われわれは主 として病巣 内結核 菌の研究 を続 けて きた

が,同 時に喀痰 内結核菌検出について も種 々な考察 を行

い と くに塗抹陽性培養 陰性菌 の存在 に注 目し,2,3の

実験 を併わせ行つ てこれ らの点につ き解明 を試 みた。

供試喀痰 は当国立療養所入所患者 の もので一般 の培養

には3%小 川培地 を用い実験菌株 はH37Rv,ソ ー トン

培地 継代培養 の ものを用 いた。

1排 菌の実態

1.培 養陽 性率の推移

年 間6,000～8,000件 の喀痰培養 の成績 を表1に 示す。

表1結 核菌培養陽性率の年間推移

昭和27年 か ら昭和31年 の5年 間で陽性率はほぼ半減を き

た してい る。

2.塗 抹陽性培養 陰性 菌の検 出

同一 喀痰 を用いての塗抹培養 同時検査 成績 は表2で,

327例 中塗抹陽性培養 陰性 は33例(11%)で これは全塗

抹陽性例 中の17%に 当 る。

ま た塗抹陽性 であ りなが ら培養50コ ロニー以下の微量

菌検 出例 は21例 であ り,両 者 の合計54例 は塗抹 陽性例 中

の26%を 占めてい る。 これ らの例 は表3で み られ るよ う

に化 学療法 とのつなが りが深 く,塗 抹陽性培養 また陽性

表 芝 塗抹培養同時検査成績

培養(+)は1～50コ ロニー

表3菌 の状態と化学療法

例 と比 し明 らかな差 がみ とめ られ る。 とくにINAHと

の関係が深 い よ うであ り,塗 抹陽性培 養陰性例 で化学療

法中の ものの81%がINAH使 用中の ものであ る。

3.発 育遅延例

昭和27年4月 か ら31年3月 までの4年 間で,発 育が遅

く2ヵ 月判定で漸 く陽性 となつた例の うち,こ れを2回

表4発 育遅延例の療法別分類
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以上繰返 した ものは232例 で,こ れ らを療法別に よ り分

類 す ると表4の ごとく27～29年 には虚脱療 法例が,29('

31年 には化 学療 法例が圧倒 的に多 くなつてい る。

以 上の結果 か ら近頃化学療 法 と関連 して生 えに くい菌

や,遅 くなつ て漸 く生 える菌が増加 して きた事実 を確か

めえた。

II培 養方法について

これ らの培養 しに くい菌 を生 えや す くす るための試 み

としては

1)弱 つた菌 を さらに障害 す るよ うな前 処 理 を 避 け

る。

2)喀 痰 内混入 の化学療法剤 を非活性化す る。

3)発 育の早い培地,微 量菌検出能の良い培地 を使用

す る。

4)培 養頻度を多 くす る …等 々が考 え られ る。

1.前 処理 について

a)苛 性 ソーダ:苛 性 ソーダ濃 度 と菌 発育 との関係 は

表5NaOH濃 度 と菌発育

Cは 汚染,数 字 はコ ロニー数

表6前 処理NaOH濃 度 と陽性率,汚 染率

表5で 示す よ うに低 けれ ばそれだ け発育が良いが,実 際

に喀痰培養の際用い る と表6の よ うに汚染が多 く1%処

理で は実用 に適 しない。

b)ペ ニシ リンお よび トリコマイシン:苛 性 ソーダを

用いない時の菌 発育 は当然なが ら良好 であ りこの状態 に

近 づけたい ために汚染防止剤 として菌阻害作用の ない濃

度のベ ニシ リンを用いた。しか し250単 位/ccで もなお汚

染 を防 ぎえない時 もあ り,こ れ らか らカンデ ィダを検 出

した ことか ら抗 カンデ ィダ剤 であ る トリコマイシ ン(三

洋)を 使用 した。これ らを組 み合わせて用いた結果 を表7

に示す。少量のNaOH併 用 によ り喀痰の均質化 は甚だ容

表7ペ ニ シ リン,ト リコ マ イ シ ン含 有 培 地

易 となつた。

2.化 学療 法剤 の非活性化 につい て

内服剤 であるINAH,PASに ついて考 察 を 加 え

た。INAHに ついては焦性 ブ ドウ酸,ヘ ミン,ア ル ブ ミ

ン・PASに はパ ラア ミノ安息香酸(PABA)を 用いた。

a)焦 性 ブドウ酸:0.25%焦 性 ブドウ酸加小川培地1)

を用い610例 に培養 を行つ た。その結果 は表8に 示 す。

表8焦 性ブドウ酸加培地の効果

全陽性例 の37%に 発育増強 をみ,INAH服 用中の陽
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性例の40%強 にに効果 をみた。 しか し陽性化せ しめた例 は

10例5%に にす ぎなかつ た。

いれ らの結果 か ら焦性 ブ ドウ酸 の抗INAH作 用は不

確 実な ものであ るいとがわかつた。

b)ヘ ミン:ヘ マチ ンを苛性 ソーダ溶液 として培地

に混入使用 した。濃度 は1γ/ccで ある。H37Rvの 十分発

育 した斜面 にに1～100γ/cc濃 度のINAHを 接触 させ時間

を追つ てヘマチン加培地 に還元培養 した。ヘ マチ ン培地

で は112例 中57例(51%)に 発育増強 をみ,う ち26%に

は強い発育促進作用 をみた。

C)ア ル ブ ミン:ア ル ブ ミンを含 むデ ュボ ス・ キル ヒ

ナー培地 をそれ ぞれ2%寒 天 として上記のINAH接 触菌

を培養 したが とくに効果 はみ られなかつた。 アル ブ ミン

を用 いて洗源培養 した もの もまた同 じで あつた。

d)PABA:10,50,100γ/ccPABA加 小川培地 を用

いPAS服 用中患者喀痰 を培 養 した結果 は表9で 集落早

発 を3例 にみた。

表9PABAの 効果

3.培 地について

高性 能,と くに微量 菌検出能のす ぐれた ものが要求 さ

れ るが臨床的に用いやすいため には判定のや さ し い も

の,汚 染の少ない ものでな ければな らない。 そのた めに

主 として固型培地 を用い た。

a)有 機酸の添加培地:表10の よ うに1%小 川培地 に

有機酸 を加 えて菌 発育 をみ るとわずか ではあるが各培地

とも対照 に比 し発育促進が み られ,少 数菌 にに対 して もそ

の作用が み とめ られ た。いれ らの培地 を100例 の喀痰培

養 にに用いた結果,陽 性化6,促 進21計27例 に効果 をみ,

全陽性例中の48%を 占めた。中で も焦性 ブ ドウ酸,現 珀

酸加培地 は良い成績 をえた。

b)寒 天培地の使用:グ リセ リン血液寒天2)は 臨床的

に用い ると汚染が多 く,ま たNaOHを 前処理に用い る時

は緩 衝能がな く実用 しににくい。デ ュボ ス培地 のアル ブ ミ

表10有 機酸の効果

前列の数字は集落初発日数

後列の数字は集落数(50までの場合)

ンに代 えて全血 を用い た時 もほほ 同様で あつた。

培地 に加 えた寒天は血液寒天の1%の 他 はすべ て2%

表11寒 天培地 の性能.小 川培地 と比較 して
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とした。表11は いれ ら各種の培地 を小川KH2PO4培 地 と

比較 した もので あるが,デ ュボス,キ ル ヒナー培地 も寒

天培地 とした時は小川培地 以上の ものではなかつた。

4.培 養頻度について

a)連 続培養:毎 月1回 の培養 で陰性 者,1年 間に1

～2回 の陽性者および微量排 菌者18例 ににつ いて喀痰 の全

量 毎 日培養 を1ヵ 月間行い,そ の12例67%に 菌 を検 出 し

た。培養 回数20回,20日 日で陽性率 は最高 にに達 したが そ

れ 以後 は陽性例 の増加 はみ られ なかつ た。 また排菌 の型

につ いては3例 の突発 的1回 のみの排菌 を除い ては数 日

にわたる排菌が続 きその間に比較的大量排菌の 日が混つ

ていた。

3回 以上の連続培養 を行つた250例 の陽性率は38%で

高いが,毎 日法 と毎週 法 との問には とくにに差 はみ られ な

かつた。

b)連 続3日 後週1回 培養 法:当 療養所 で行つ てい る

結核教室(1ヵ 月間の結核 ドック)で の1年 問の入所者

118例 は主 として軽症で あ り,非 結核 ,健 康者 も混つ て

い るが,い れ らに連続3日 とその後は毎週1回3週 間
,

計6回 の培養 を施行 した成績が表12で ある。

表12連 続 培養 ど菌検出

大量排菌例 は初期 にに,微 量排菌例 は培養 回数が 多 くな

るにつれ て検出 され て くる。

III総 括お よび考案

すでにに小川3)ら は近 頃の結核菌 培養 陽性率 の低 下を指

摘 したが,わ れ われ の療養所 での観 察 もまたいの5年 間

にに陽性率が約50%低 下 した い とを認 めえた.塗 抹陽性培

養陰性で も,発 育遅 延例 で も,い れ らが化学療 法剤 ,い

とにINAH投 与 と密接 なつ なが りにあ るいとは否定 し

が たい。Collard4),瀬 倉5),寺 山6)ら もINAHと の

関連 を注意 してい る。

しか し昭和29年 以前 にお ける発育遅延例が虚脱療法 と

関連があつたよ うにに,化 学療 法以外の影響 ,す なわ ち病

巣 の物理化学 的環境,菌 傷害物質 の存在が考 え られ る。

いの いとはDubos7),Hirsch8)ら の唱 える というで あ

り,わ れわれ もまた化学療法が唯一の原因で ない と考 え

てい る。

いれ らの観点か ら行つたわれわれの観察 ,実 験 の結果

にについて考察 を加 える。

1)伊 藤9)は 前処理 のNaOHに よつ て50～80% ,Gray
10)は80%Yegian11)は50%の 菌が殺 され る といい

,い

れ に関す る小川12)の 詳細な報告 もある。小川は4%以 下

のNaOH,H2SO4で 菌が新 たに培養陽性 とな る場 合はご

くまれであ るとしてい るが,最 近 の弱つ た菌,増 殖能 の劣

る菌 と考 え られ てい る場合 は如何 な もので あろ うか。わ

れわれ は切除 リンパ腺や病巣か らNaOH処 理な しの場合

にの み少数菌発育 をみた例を経験 してい る。 いの意味で

われわれは2%,1%のNaOHを 用 い,ま たNaOHを 使

わない 目的でSommermeyer13)の すすめ るベニシ リン

前処理 を行い,ま た ト コマイ シンを用い てみたが喀痰

の均 質化 が困難 であ り,し たがつ て培養操作 もむずか し

くな り少量 の低濃 度NaOHを 併用せ ざ るをえなかつた。

前処理 ににアル ブ ミン洗滌 を行 うHobby14,の 方法 も用

い たが とくにす ぐれた結果 はえ られなかつた。

2)化 学療法剤 にについ ては,INAHの 病巣内滲透 度

の高い い と,経 口投与のためINAH,PASの 大 量が

喀痰 内に混入す るいとは否定 しがた くFriihlinger15)も

すで にPASに ついて いれを指摘 した。

焦性 ブ ドウ酸加培地 についてはDubos16),Schaefer17)

らの抗INAH作 用 の報告 はあ るが臨床 的に用 いた報告

はない。われわれは本剤 の結核菌 発育促進作用 と抗IN

AI1作 用 に期待 したが,そ の効果 は再現性 に乏 し く,か

つ とくにINAH服 用者 にのみ著 明な効果 を もた らす と

い うもの で もなかつ た。

ヘ ミンについ てはFisher18),岡19)の 報告が あ り
,も

つ とも有効な拮抗剤 とされ てい るが,い れ また絶 対的な

ものではなかつた。 もちろん実験 の不備 もあ ると思 われ

るが,INAH接 触菌 の発育 をなお50%促 進 したい とは

今後検討 の必要が あろ う。

PABAlに ついてはDuerr20)はPABA加 培地 で著 明な

早期発育例 をみてい るが,本 研究の結果は香 し くなかつ

た。

いれ らの薬剤 不活性化 はいず れ も不確実 な 結 果 に 終

り,結 局培養施行前24～48時 間 の投 薬中止 とい う姑息的

手段 を採 らぎるをえなかつた。

3)培 地 についてはAckart21),Gerundo22)は2基 酸

が菌 の発育 を促進す る といい,小 川1)も 焦性 ブ ドウ酸 に

いの作用が あるいとを認めてい る。

Dubos7),Ilirsch8)ら の乳酸 を始め とす る病巣内結核

菌 発育 阻止 物質,毒 物質 の中和 に効果が あ るとい う点か

らもまたケ トージス と菌増殖 とい う点か らみて も,さ ら

に前述 の抗INAH作 用 を も期待 して焦性 ブ ドウ酸 を用

い たが その結果 はわずか な促進 をみるに止 まつた。

発育 の早い培地 はまた微量菌検出能に もす ぐれてい る

との見地 か らデ ュボス,キ ル ヒナ ー液体 培地 が優 秀な い

とは岡19)ら もみ とめてい る。

しか し臨床的にには汚染 も多 く判 定が困難 であ る。その
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にめ寒天培地 としたが,そ の結果は小川培地 にに劣 るいと

となつ た。いれ らの実験 の中か ら活性炭末は血清代用 と

な り,そ の うえ高圧滅菌可能 なため用いやすい い とをた

しか めえた。

いとに ソー トン寒天培地 にに活性炭末 を加 え るときは原

法培地 に比 し著 明な強化培地 となつ た。

4)培 養頻 度につ いては長沢23)の 精密 な報告が あ る

が,わ れわれの観察 もほぼ いれ と一致 した。培養頻 度を

で きる限 り多 く,か つ排菌の波をつかみやす くす るため

に3日 連続後週1回 を3回,計6回 の連続培養法を行つ

たが その結果 はか な り良好 であつた。

結局,前 処理,化 学療法剤の不活性化,培 地の改良等

と相 まつ て,培 養 回数 を多 くす る とい う原始的方法が も

つ とも有効 な結果 を得 た とい える。

いれ らの過 程で出現 した塗抹陽性培養陰性菌 の本態 に

ついては酸素 の問 題,乳 酸 その他菌 の発育 を阻止す る物

質 の存在等,多 方面 にわた るさらに精密 な実験 と観察が

必要 であ り,わ れ われ も1,2の 実験 を中心 にに解 明に努

めてい る。

IV結 論

われわれ の療養所 の喀痰培養成績 にによると陽性率 は5

年 前に比 し半減 し,ま た塗抹陽性培養陰性菌 の出現 も多

く,そ れ らは化学療 法剤 いとににINAHと のつ なが りが

深 い とい ういとが 明 らか となつ た。

いれ らの菌 の生死 に関連 して生 えに くい菌 をよ り生 え

やす くす るため培養方法について種 々検討 したが とくにに

著効 ある方法,培 地はな く,結 局培養前24～48時 間の投

薬 中止 と培養頻度 を多 くす る方法 とが もつ とも有効で あ

り,薬 剤 の不活性化 は効果が不確 実であつ た。 しか しい

れ らの問題はなお検討 を要 す る もの と思 われ る。

終 りにに御指導御校閲 を賜わつた青井所長,青 山教授に

深甚 の謝意 を表す る とともに直接御指導いただいた松原

助教授 に厚 く感謝す る。

本論文 の要 旨は 日本結核病学会東海地方 会7回,8回,

9回 にそれ ぞれ発表 した。
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