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ピ ラ ジ ナ マ イ ド 耐 性 結 核 菌 の 検 査 に つ い て

第2報 接 種後pH5,5に な るよ うに した鶏卵 培 地 を作 るた めの基礎 実 験

沢 井 武

北黒研究所附属病院(指 導 小川辰次)

受付 昭和34年3月6日

I緒 言

さきに第1報1)に おいてビラジナマイド(以 下PZ

Aと 略)耐 性結核菌の検査にはpH5..5の 固形培地が

有望であることを述べたが,今 回はpH5.5の 鶏卵 培

地の基礎実験をさらに進め,ま たpH5.5の4種 類の

鶏卵培地による通常検査を行って 比較したので報告す

る。

II実 験 方 法

a)便 用培地

イ)1%小 川培地2)

基汁

{

第1燐 酸 カ リウ ム1.0g 

グル タ ミン酸 ナ トリウ ム1.0g

 グ リセ リ ン6.0cc

 2%マ ラ カ イ ト緑6.0cc

 蒸 溜 水100cc

全 卵 液200cc

ロ)3%小 川培地3)

基汁

{

第1燐 酸 カ リウ ム 3.0g 

グ ル タ ミン酸 ナ ト リウ ム 1.0g 

グ リセ リン6.0cc

 2%マ ラ カ イ ト緑6.0cc

 蒸 溜 水100cc

全 卵 液200cc

ハ)Lowenstein-Jensen培 地4)

基汁

{

第1燐 酸 カ リウ ム 0.4g 

硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム0.04g

 ク エ ン酸 マ グ ネ シ ウ ム0.1g

 ア スパ ラ ギ ン0.6g

 グ リセ リン2.0cc

 2%マ ラ カ イ ト緑3.3cc

馬 鈴 薯 澱 粉5.0g 

蒸 溜 水100cc

全 卵 液170cc

ニ)Steenken-Smith培 地5)

{第1燐 酸 カ リウ ム0.4g 

第2燐 酸 ナ トリウ ム0.39

 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 0.06g

基汁
{クエ ン酸 マ グ ネ シ ウ ム0.25g 

ア スパ ラ ギ ン0.3g 

グ リセ リ ン12cc

 1%ラ クモ イ ド8.8cc

蒸 溜 水 100cc

全 卵 液 346cc

b)培 地pHの 修正 とPZA混 入 の方法

イ)pH5.5の1%小 川培地

さきに述べた1%小 川培地の基汁100ccに 対 して

8%塩 酸16ccを 加 え基汁のpHを1.7と す る。次

は図に示すような方法でPZAを 混入し基汁で稀釈す

る。

すなわちpHを 修正 した原液を5コ の コルベンに図

のように44cc,32cc,36cc,36cc,36ccと 分注す

る。(1)のコルベンはPZA濃 度5,000γ の 培地を作

るためのもので卵で稀釈されることを計算して3倍 量の

15mag/ccに なるよう基汁に入れる。 すなわち15mg

×44霊660mgを(1)の コルベンに混入し軽 く加温して

PZAを 溶解させる。(1)の中か ら8ccを(2)に 移 すと

1/5に 稀釈され(2)の 培地薬剤濃度は1,000γ となる。

ついで(2)から(3)へ4cc移 す と1/10に 稀釈 され培地の薬

剤濃度は100γ となる。同様にして(3)からt(4)へ4cc移

し混和後(4)から4ccを すてる。(5)は対照培地 として薬

剤を混 じない。稀釈完了後の基汁の量は各 コルベンとも

図のように36ccに なっているのでこの基汁5種 類に

それぞれ全卵液72ccを 加 え分注,凝 固する。 培地の
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pHは5.5で あ る。

ロ)pH4.7,接 種後PH5.5の3%小 川培地

さきに述べた3%小 川培地の基汁100ccに 対 して

8%塩 酸26ccを 加 えてpHを 修正 した。PZAの 混

入および稀釈方法はpH5.5の1%小 川 培地の 場合

と全 く同様であ り,培 地のpHは4.7で4%NaOH

0G1cc流 注後のpHは5.5で あ る。

ハ)pH5.5のLowenstein-Jensen培 地

さきに述べたLowenstein-Jensen培 地 の基汁にPZ

Aを 混入 す る。稀釈方法はpH5.5の1%小 川培地

の場合 と同様であるが,後 に加える全卵液 と塩酸量を計

算として(1)のコルベンにはPZAを14.2mg×44=

624.8m8を 混 入する。稀釈 し終つた基汁36cc(5種

類)に 全卵液61ccを 加 え その後 それぞれのコルベン

に8%塩 酸4.8ccを 加 えて振鑑する。凝固後の培地

pHは5湿 である。

ニ)pHと5.5のSteenken-Smith培 地

さきに述べたSteenken-Smith培 地 の基汁にPZA

を混 入する。稀釈方法はpH5.5の1%小 川培地 と

同様であるが(1)のコルベンに混入するPZAの 量 は後

に加える卵液 と塩酸の量か ら計算して17.1mg×44=

752.4mgと なる。稀釈完了した5種 類の基汁36ccの

それぞれに全卵液117cc宛 を加え最後に8%塩 酸を

7.3cc宛 振盪 しなが ら加える。 凝固後の 培地pHは

5.5で あ る。

c)培 養の方法

イ)菌 液

菌株による実験にはpH5.5の1%小 川培地,pH

5.5のLowenstein-Jensen培 地,pH5.5のSteenken-

Smith培 地を用いた。水晶玉入 りの磨砕コルベンで1

mg/ccの 菌液を作 りこれを滅菌蒸溜水で稀釈してメス

ピペットで0.1cc宛 接種 した。 接種後1晩37℃ で

斜面台にねかし,翌 日ゴムのキャップにかえ,た てて培

養した。特別の場合はpH4.7の3%小 川培地を使用

したが,こ のさいの菌液の稀釈には4%NaOHを 用

いた。

ロ)喀 痰

前 日より投薬を中止 した患者喀痰を5倍 量の4%

NaOHで 均等化 しその0.1ccをpH4.7の3%小

川培地に接種し,残 りを8%HClで 中和してその0.1

ccをpH5.5の1%小 川培地,pH5.5のLowen

stein-Jensen培 地,pH5.5のSteenken-Smith培 地

に接種 した。接種後は1晩37℃ で斜面台に ねかし,

翌 日ゴムのキャップにかえ,た てて培養した。

d)判 定

実験の種類によつて異なるが対照培地に十分発育する

時期すなわち4～5週 目で判定した。

III実 験 成 績

(1)pHの 修正 と培地に混入する マラカイト緑の適量

の決定

第1報 において1%小 川培地に塩酸を加えて酸性

にする場合,pHが 酸性になるにつれて結核菌の発育が

悪 くなることを述べたが,な るべ く菌の発育を障害 しな

いような条件でPZA耐 性値を測定することが望まし

い。それで小川6)が1%小 川培地に 焦性葡萄酸を加

えた培地は1%小 川培地に比して菌の発育が優れてい

ると報告しているのに基いて,焦 性葡萄酸を用いて1%

小川培地のpHを 変えた培地 と塩酸を用いた ものとに

ついて菌の発育状態を比較した。次にpH5.5の 鶏卵培

地は発育は悪いことは前述のようであるが,色 素の量を

加減すればあるいは発育が多少 ともよくなるのではない

か と思い,1%小 川培地,3%小 川培地,L6wenstein-

Jensen培 地についてどの程度に マラカイ}緑 を混入し

たら菌の発育が もっともよく汚染 も少ないか を検 討 し

た。

a)1%小 川培地のpHの 修正に塩酸 と焦性葡萄

酸を用いた実験

1%小 川培地の原液50ccに8%塩 酸 を それぞれ

5,5cc,2.5ccを 加 えその後型のごとく卵液その他を加

えて培地pHを5.54と6.33と した1%小 川 培地

を作 り,ま た一方1%小 川培地 の 原液50ccに それ

ぞれ4%焦 性葡萄酸X3cc,5ccを 加 えさらに前同様

にしてpH5.59と6.38の1%小 川培地を作った。

対照としてはpHを 修正 しない1%小 川培地を 用意

した。pHの 測定には硝子電極pH計 を使用した。

これ らpHを 修正した4種 類の培地と対照培地に,1%

小川培地2週 培養のH37Rv株 と,4週 培養の 黒野株

のそれぞれで型のごとく手振 り法により菌液を作 り,さ

らに稀釈して10-1mg,10-2mg,10-3mg,10-4mgを

0.1ccに 含 ませて接種した。培地は2本 ずつ使用し5週

目に発育した集落数を数えた。 成績は 表1の ようであ

つて,塩 酸を用いてpHを 修正 した培地 も焦性葡萄酸

を用いてpHを 修正 した培地 もともに対照培地に比 し

て両株 とも集落数は少ないが,期 待に反して焦性葡萄酸

を用いてpHを 修正 した培地はpHの いかんにかかわ

らず,H37Rv株,黒 野株 ともに塩酸でpHを 修正 した

培地よりも集落数は少ない。以上の成績か ら培地pHの

修正には焦性葡萄酸より塩酸の方が適当であることが分

つた。

b)pH5・5の 鶏卵培地におけるeeラ カイ ト緑の 混

入適量の決定.

イ)菌 の発育

前に 述べたpH4.7の3%小 川 培地,pH5.5の

1%小 川培地,pH5.5のLowenstein-Jensen培 地 の

3種 類の培地について,そ れぞれの原液100ccに 対 し

て2%マ ラカイ ト緑を6cc,5cc,4cc,2cc,お よ
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表11%小 川培地の培地pHの 修正に塩酸と焦性葡萄酸を用いた実験

注:表 中の記載 は集落数 を示 す

++++……培 地全面に発育

+++……培地 面の約1/2に 発育

++… …培地面 の約1/3に 発育

数字 …集落数

-… …菌 の発育 しない もの

び色素を入れないものを作つた。本来3%小 川培地の

色調はpH4.7で2%マ ラカイ ト緑2ccの 培地に近

く,本 来の1%小 川培地の色調はpH5.5で2%マ

ラカイト緑2ccと4ccの 培地の中間であ り,本 来の

Lowenstein-Jensen培 地 の色調はpH5.5で2%マ

ラカイト緑2ccの 培地の色に近い。pH5.5の1%

小 川 培 地 とpH5.5のLowenstein-Jensen培 地 に

H37Rv株 の10-5mgを0.1ccに 含 ませ て 接 種 した 。

ま たpH4.7の3%小 川 培 地 に は 同 じ 菌 株 を4%

NaOHで 菌 液 と し その10-4mgを0.1ccに 含 ませ

て接 種 し た 。培 地 は お の お の10本 ず つ使 用 し5週 目の

集 落 数 を 数 え た。

表2培 養後のpH5.5の 培地におけるマラカイ ト緑の混入量 と菌の発育

注:表 中数字は平均集落数を示す

表3接 種後のpHを5。5に なるようにした固形培地におけるマラカイト緑の混入量 と汚染率

注:表 中数字は使用培地100本 に対する雑菌侵入培地数および雑菌侵入率を示す

成績 は表2の よ うで あ っ て,10本 の 培地 の 平均 集落

数 をみ る と,pH4.7の3%小 川 培 地,pH5,5の1

%小 川培 地,pH5.5のLowenstein-Jensext培 地 と

もに マ ラ カ イ ト緑 の量 が 多 くな る と集 落 数 が減 少 す る傾

向 に あ り,集 落 数 か らみ れ ば0～4ccの と こ ろが 菌 の

発育 が よ い 。

ロ)汚 染率

前述の 色素量の 異なる培地に患者喀痰20例 を接種

し,培 地内色素量 と汚染率の関係をみた。喀痰の接種方

法は実験方法の項で述べたのと同様であ り培地は1例 に

ついて5本 ずつ使用し4週 目の雑菌混入数を数えた。

成績は表3の ようであって,本 来の3%小 川培地,
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1%小 川培地の混入量で ある6ccで は全然雑菌が混入

しないがそれよ りも少ない4cc,5ccの 量 の ところで

も全然雑菌の侵入を認めない。またpH5.5のLowen

stein-Jensen培 地 でも4cc以 上の ところでは雑菌侵

入を認めなかった。

小括

以上の成績か らpH5.5の 培地を修正す るの には,

やは り塩酸がよいし,培 地に混入する色素の量は普通の

培地に使用されているより少ない量すなわち原液100cc

に対 して2%マ ラカイト緑4ccで 十分であることが

分つた。

(2)中 和 して 接種するpH5.5の1%小 川培地,

とLowenstein-Jensen培 地,Steenken-Smith培 地 およ

び4%NaOHで 処理したものをそのまま接種するpH

4.7の3%小 川培地の性能 とPZAの 耐性値の現わ

れ方

a)培 地の性能

患者喀痰99例 を上記4培 地に培養 して陽性例数,

集落数,初 発集落 を認めるまでの期間を比較した。喀痰

の培養方法は実験方法の項で述べたのと同様であ り5週

目に判定した。

成績は表4の ようであつて,ま ず陽性例数では喀痰の

表4接 種後pHを5.5に な るようにした種々の鶏卵培地の性能

塗抹 陽 性 陰 性別 に 分 け て み る と,塗 抹 陽 性 の36例 中pH

4.7の3%小 川 培 地32例(88%),pH5,5の1%

小 川 培 地31例(86%),pH5.5のLowenstein-Jen

sen培 地29例(81%)で 大差 が な く,pH5.5の

Steenken-Smith培 地 は22例(61%)で 陽 性率 が 低

い 。塗 抹 陰 性の63例 で はpH4.7の3%小 川 培 地

8例(12.7%),pH5.5の1%小 川 培 地5例(7.9

%),pH5.5のLowenstein-Jensen培 地3例(4.7

%),pH5.5のSteenken--Smith培 地2例(3.1%)

で,中 和 した もの は い ず れ も陽 性 率 が 低 く,こ れ は 中和

す る と きに 稀 釈 され た た め と 思 わ れ るが この 中 で も

Lowenstein-Jensen培 地 とSteenken-Srnith培 地 が と

くに陽 性 率 が低 い 。 次 に4培 地 と も集 落 算 定 の で きる9

例 に つ い て 平 均 集 落 数 を み る とpH4,7の3%小 川

培地 が45.1,pH5.5の1%小 川 培 地 が31,pH5.5

のL6wenstein-Jensen培 地 が12.6,pH5.5のSteen-

ken-Smith培 地 が10.9で 記 載 順 に 集 落 数 が へ つ て

い る。 次 に4培 地 と も陽 性 の24例 に つ い て初 発 集 落 を

認 め る まで の 期 間 を平 均 週 数 で み る と,pH5.5の1%

小 川 培 地 が3.75週,pH5.5のLowenstein-Jensen

培 地 が3.87週,pH4.7の3%小 川 培 地 が4.0週

,PH5.5のSteenken-Smith培 地 が4.33週 で あ っ た 。

次 に4つ の 培 地 に共 通 した こ と と して,培 地 斜 面 の上 部

にの み 結 核 菌 が 発育 して 下 部 に発 育 しな い ものが み られ

た 。これ を不 平等 発 育 と名 づ けた 。この 現 象 は4%NaOH

で処 理 して うえ るpH4.7の3%小 川 培 地 に 非 常 に

多く99例 中27例(27.3%),培 養陽性 例40例 中

67.5%に み られ,中 和してうえる培地にも2～5例 み

られたが,4%NaOH処 理の ものに比して著しく少な

い。

次に雑菌侵入率を比較した。対照培地に発育した雑菌

は表4に 示すようにpH4.7の3%小 川培地ではみ

られず,pH5.5の1%小 川培地に3例,pH5.5の

Lowenstein-Jensen培 地 に8例,pH5.5のSteenken-

Smith培 地に11例 み られ後2者 に雑菌侵入が 多かっ

た。また薬剤濃度別に雑菌侵入の差があるかどうかと思

ったが,PZAは 雑菌侵入に対する影響はなかった。

これは高橋 ら7)の 成績 と一致する。

b)耐 性値の現われ方

前に述べたpHse5の4種 類の培地の耐性値の現わ

れ方をPZA未 使用患者99例 の喀痰について検査し

た。喀痰の培養方法は実験方法の項で述べたとお りであ

る。5週 目の成績をとった。

成績は表5の ようであって,対 照培地に 発育した集

落数を++++,+++,++,+に 分 けて耐性値をみると,完 全耐

性でとると大部分は10γ 以下であるが,pH4.7の3

%小 川培地では培養陽性の43例 中2例,pH5.5の

てLowenstein-Jensen培 地では34例 中1例,pH5.5

のSteenken-Srnith培 地では24例 中3例 に1007に

耐性を示す ものを認めた。不完全耐性値でとると,約 半

数の例は完全耐性値より1段 高い耐性値を示し,1.000γ

の耐性を示すものもあ り100γ 以上の ものはpH4.7
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表5 接種後のpH5.5の 培地におけるPZA未 使用例の耐性値と不規則耐性

注:1)表 中数字は例数を示 す

2)集 落数の記載は次の よ うであ る

++++……培地全面に発 育した もの

+++……培地面 の約2/2に 発育 した もの

++… …培 地面 の約1/3に 発 育し弛 もの

+… …集落算定ので きる もの

表6不 規則耐性の例

注:表 中の記載は集落数を示す
+++……培地面の約1/2に 発育

++……培地面の約1/3に 発育
数字……集落算定のできるもの

の3%小 川培地で43例 中9例,pH5.5の1%小

川培地で38例 中6例,pH5。5のLowenstein-Jensen

培地 では34例 中6例,pH5.5のSteenken-Smith

培地 では24例 中6例 み られた。 なお対照培地に発育

した集落数 と耐性値 との間に相関があり,集 落数の多い

ものは耐性値の高い ものが多かった。次に4つ の培地に

共通 したこととして,培 地内薬剤混入濃度の低いところ

と高いところに結核菌が発育しその中間濃度のところに

菌が発育 しないものがあり,こ のような例を不規則耐性

とよぶことにする。

その例は表6の ようである。この現象は表5に 示す

ように,検 査 した99例 中,pH4.7の3%小 川培地

では5例(12.5%),pH5.5の1%小 川培地 では

11例(30.6%),pH5.5のLowenstein-Jensen培

地では4例(12.5%),pH5.5のSteenken-Smith

培地では5例(20.8%)あ った。

IV考 案

さきに第1報 においてPZA耐 性 結核菌の検査に

は従来使用されている培地では不適当であ り,次 善の策

としてpH5.5の 固形培地が有望であることを述べた。

今回はさらに実験をすすめ,pHの 修正に用いる薬品と

して焦性葡萄酸が多少菌の発育を促進するとい う小川の

報告に基いて焦性葡萄酸を用い第1報 で 用いた塩酸に

よるpH5.5の 培地と比較したが,焦 性葡萄酸に よる

ものは菌の発育が悪かったのでやは り塩酸を使用するこ

とにした。次にpHを5.5と し,処 方通 りマラカイト

緑を用いると培地の緑色が非常に濃 くなるし,で きるだ

け発育のよくなるようにと思い検討した結果1%小 川

培地,3%小 川培地,Lowenstein-Jensen培 地 ともに

原液100ccに 対 して2%マ ラカイト緑4ccを 混入
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すると菌の発育 もよく雑菌侵入 もないことが分った。次

にpH5.5の1%小 川培地,Lowenstein-Jensen培

地,Steenken-Smith培 地 および4%NaOHで 処理 し

たものを0.1cc接 種 してpH5・5と なる3%小 川培

地の諸性能を比較 すると,Lowenstein-Jensen培 地 お

よびSteenken-Smith培 地 は3%小 川培地,1%小

川培地に比 して陽性率が劣 り,集 落数 も少なく,さ らに

雑菌の侵入率 も多かったので,わ れわれは3%小 川培

地および1%小 川培地に 希望をつないだが,3%小

川培地においては不平等発育の率が多いことは,あ るい

は欠点ということがで きるか もしれないが,こ のような

ことがあっても耐性の測定が正しくで きるとすれば大し

た障害にはな らないと思われ る。次に耐性値であるが,

全培地において完全耐性をもってとれば,100γ を示す

ものは少ないが,不 完全耐性で とつてみると100γ を

示す ものが相当あ り,さ らに1,000γ を 示すものもあ

る。McDermott8)はSteenken-Smithの 培地では耐性

値は10γ どまりで あるといって いるが,わ れわれの

Steenken-Smith培 地 では前述のように完全耐性をとつ

ても100γ,不 完全耐性を とれば1,000γ を 示す もの

もある。これ らの例はがいして対照に発育 した集落数の

多い例に みられ る。籏野 ら9)はpH5.56の1%小

川培地を用いて患者喀痰中結核菌のPZA耐 性値を測

定しているが,や はり大部分10γ の耐性値を示し中に

は50γ,200γ の耐性を示すものもあるといっている。

W.Steenken10)ら は58株 の人型結核菌を実験したと

ころ,7株 のみは10γ で著明な発育を示さ なかつた

が,100γ あ るいは100γ 以上の耐性を示したもの も

あったという。

次にいずれの培地においても不規則耐性を示す ものが

15%前 後にみ られた。このようなことは従来のSM,

PAS,INHそ の他の耐性検査では み られないこと

であって,pH5.5の 培地をもってしても,確 実な耐性

検査をすることが むずかしいことを 物語 るもので あろ

う。しかしわれわれは希望をすてずにpH5.5の 培地

をさらに改良してゆきたい と思っている。

V結 論

1)pH5.5の 固形培地を作 るさい,pHの 修正に用い

る酸は焦性葡萄酸より塩酸の方が適当である。またPH

5.5の 固形培地に加える2%マ ラカイト緑の量は基汁

100ccに 対 して4ccが 適当である。

2)接 種後pH5.5と な る固形培地4種 類 すなわち

1%小 川培地,3%小 川培地,Lowenstein-Jensen培

地,Steenken-Smith培 地 のうち,菌 の発育 汚染の少

ない点で1%小 川培地,3%小 川培地が優れていko

耐性値では4つ の培地の間に大差がないが,完 全耐性

でとると大部分は10γ どまりであるが,対 照に発育 し

た集落数が多いと100γ の ものもある。 また 不完全耐

性でとると,100γ の ものが 増加 し1,000γ の耐性を

示す もの もみ られ,さ らに不規則耐性を示す ものも15%

前後にみ られた。

この研究の一部は 昭和32年5月11日 第41回 結

核病学会関東地方会において発表した。

稿を終 るにのぞみ,慶 応大学教授石田二郎先生および

本所附属病院部長小川辰次先生に終始変 らぬ御指導 と御

校閲を賜わつたことを厚 く感謝いたします。
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