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血 液 寒 天 培 地 の組 成 検 討 な らび に 同培 地 に よ る薬 剤耐 性 検 査 に つ い て
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緒 言

1950年にTarshisな らびにFrischが 発表 した血液

寒天培地1)は,そ の組 成が簡単 であ り,培 地 を容 易に 準

備 で きること,主 成分 であ る血液 の供給源 を血液銀 行の

期 限切 れ保存血に 求 めてい るので入手容易か つ鶏卵培地

よ りも経済 的であ ること,さ らに接種 材料 中の結核菌 が

少数の場 合に も早期 に発育 を もた らすな ど,多 くの利 点

が強 調 されて紹介 された。 さ らに1952年に は,培 地 中

にペ ニシ リンを加 え ることに よつて従 来の結核菌 用寒天

培地 の弱点であつた汚染 が多い とい う問題を解決に 導 い

てい る2)。1953年に は血液 や グ リセ リンの量に っいて

再検討 し3),1954年に は 寒天 の各種 サ ンプルを 比較検

討 してい る4)。 これ らの検討に 基づい てTarshisが 推奨

す る血液寒天培地の組成 は,人 銀行血液25～30%,寒

天(Bacto-Agar)1.5%,グ リセ リン1.0%ベ ニシ

リン50～100u/cc,蒸 留水74～69ccで あ り,最 終

pHは6.8で ある。

この培地に つい てClark5)は,血 液 の 代 りに 人血漿

を使 い,こ の培地 は半透 明で無色 なので発生 した集落 数

を容易に 確か め られ るとい うこと以外に は,血 液 を用い

た場合 と大差 なかつた といつてい る。Whitcombら6)

M,Lowenstein培 地やATS培 地に 比べ て,血 液寒

天培地の集落初発が 早かつた と報告 してい る。Hsiung

ら7)もRoutineの 結核菌分離 に おい て,Lowenstein

培地 よ りも早期に 結核菌 の発生 を証明 で きた といつてい

るが,こ の成績 は接種後5な い し7日 以 内に,結 核菌

が培地表面 を被 うて,う す い膜(Slight Film)を 形成

して きた ときに,こ れ をか きとつて抗酸性染色 を行 ない

鏡検 した場合の結果で あ り,肉 眼 的の初発 日数で は差が

なかつた と報告 してい る。宇野8)はTarshisの 原法培

地の組成 を検討 したこ結果,グ リセ リンを 省 き,味 の素

0.5%を 加 え,血 液 は15%に 減量 し,さ らに燐酸一

カ リウ ムを0.3%に 加 えて,前 処理過程 を容易に しよ

うと試 みてい る。寺 山9)はTarshisの 処方に よる培地

と3%小 川培地 とを比較 して,培 養陽性率,集 落発生

時期,発 生集 落数 などにおいて,小 川培地 よ りも劣 り,

製作簡便,価 格 低廉 とい う以外に は実用的な培地 と認 め

がた い と報は告してい る。

著 者は血液寒天培地がTarshisの い うよ うに 数 々の

利 点を もつに もかか わ らず,わ が 国ではあま り利用 され

ていない のは,小 川培地に 比べ て どん な 欠 点が あ るの

か,そ の組 成につい て検討 したので報告す る｡

実験方 法ならび に実験結果

〔第1実 験 〕 血液 お よび寒天量 に対す る検討

1.実 験方法

血液寒天培地 の作製 は,Tarshisの 記載に 従つた 。血

液 は採血後6～7週 の血液銀行保存血 を 用 い,寒 天M

Bacto-Agar(Difco)を 使 つた 。供試菌株 は 人型結核菌

H37Rv株 で,3%小 川培地に 発育 した もの を1～2白

金耳量 と り,DubosのTween-Albumin液 体培地に4

週 間均等発育 させた ものを,1cc×10-5に 希釈 し,そ

の0.1ccず つ を接種 した。実験の各組合せ ごとに 培地

5本 を使用 し,集 落数 はその合計 を と り,また 集落 の初

発 日数 をみ るために,判 定M接 種後1日 お きに4週 ま

で行 ない,以 後 は1週 ごとに17週 まで観察 した 。

2.実 験結果(表1～4)

第1実 験で は,血 液 と寒天 の量に ついて検討 し,3%

小川培地 と比較 した 。 血液 は それぞれ15,25,30,50

%と し,寒 天 はそれ ぞれ1.5,2.0,2.5,3.0%と し

て,こ れ らの組合せ の うちか ら,結 核菌が もつ ともよ く

発育す る組合せ を求 めた 。表1は 培養4週 後の成績で

あるが,血 液で は15%,寒 天で は2.0%が よ く,こ

の両者 を組合わせ た培地で は,初 発 日数16日,集 落数

415で,こ れ は対照の3%小 川培地の成績(初 発 日数

が18日 で,集 落数は328)よ りもやや優 れ て い る。

ところが,培 養6週 後に な ると表2に 示す ように,寒

天1.5%の 群の集落 数増加が 日だ ち,と くに 血液15

%の 培地 群では,寒 天1.5%と2.0%と の間に ほ

とん ど集落 数の差 を認 めない(396と432)。 また3%

小川培地の集 落数(414)と の差 もな くなつてい る。 表

1お よび表2の 成績 か ら考 えると,血 液 量は15%,

寒天量 は2.0な い し1.5%が よい といえ る。

次に 表1に よつ て培地個 々の 発生集落 数 を 検討す る

と,最 良 の組合せ す なわ ち血液15%寒 天2.0%で
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は大体集落 数が そろつてお り(150～57,平 均83),3%

小川培地で は(87-55,平 均65.6)と い うよ うに さ ら

に安定 した成績 を示 してい る。 これに 反 し,た とえば血

液50%群 に使用 した計20本 の 培地 の 発生集落 数を

個 々に検討 してみ ると,最 良培地 では47と い うよ うに

接種菌量に 相応 した集落 数を発生 してい る反面,陰 性例

が あま りにも多 く(20本 中17本),非 常に 不安定な培

地 とい える。 そこで この培地 の安 定性 と血液 ない し寒 天

量 との関係を 調べ るた め,表3に おいて 集落 不発育

例 の分布 を検討 してみた 。 まず培養4週 後 では,血 液

量が15,25,30,50%と ふえ るにつれ て 未発育例が

それ ぞれ1,8,15,17と ふ えてい るのに 対 し,寒 天量

が1.5,2.0,2.5,3.0%と ふ えて も未 発育 例は11,

8,11,11と い うよ うにほ とん ど一 定 してい る。 さらに

培養後17週た つ て もなお陰性に とどまつた7例 では,

6例 まで を血液50%群 が 占め,残 る1例 も血液30%

群 であ り,寒 天 量 と陰性例 との間に は特別の関係は認め

られない。すなわ ち血液量 が増加 すれば不発育例 がふ え

る と い う結果 であ るが,し か し培養後4週 での未 発

育41例 も17週 まで観察 を続 けれ ばその大半(41-7

=34例)が 遅発集落 を出現 させた こ と,お よび血液 量が

多 くて も培地個 々の うちには比 較的早期に 接種菌量に 相

応す る集落 数 を発生 した もの もあ るとい うことか ら,要

す るに血液寒天培地 においては,血 液量が増加 す るにつ

れて,培 地個 々の性能 の安定性が低下す るとい え る。

次に 寒天量に つ き再検討 した 。 す なわ ち培養4週 後

の成績(表1)で は,寒 天2.0%の 成績 が よ く,Ta-

rshisが 用いてい る寒天量(1.5%)で は 発生集落数,

初発 日数 と もに劣っていた ので,寒 天2.0%の 好成績

に再現 性が あ るか どうか を み るため 次の実験 を 行なつ

た。血液量 は15%に 一 定 し,寒 天量 を それぞれ1.5

%,2.0%,2.5%の 群1に分 け,人 型 結核菌H37Rv

株 を接種(菌 量 は後述の第2実 験 と同 じ)し,週 を追つ

て観 察 した。結 果は表4に 示す とお り,寒 天1.5,2.0

2.5%群 を比 較 してみ ると,集 落 初発 日数Mそ れ ぞれ

16,20,20で あ り,発 生集落 数 では培養5週 で78,

222,56を 示 し,培 養6週 でM302,379,58を 示 し

た。す なわ ち寒天2.0%群 および1.5%群 では とも

に優れた 結果 を 示 したが,2.0%群 でやや 集落数が多

か つた 。

表1血 液および寒天量の各種組合せと集落発生

注:*集 落初発日数

()内 は培地1本 ずつの集落数

表2血 液および寒天量の各種組合せと発生集落数 表3集 落不発育例の検討

注:()内 は17週
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表4寒 天 量 の 再 検 討

注:柴 集落初 発1数

表5グ リセ リンお よび窒素源(味 の素,ア スパ ラギ ソ)添 加の影響

注:幹 集落初 発日数

〔第2実 験〕 グ リセ リンおよび窒素源(味 の素,ア ス

パ ラギ ン)添 加の影響に 対す る検討

1.実 験方法

本実験 ではグ リセ リンの必要性 と,味 の素 あ るい はア

スパ ラギンな どの窒素源 を添加 した ときの影響 を検は討 し

に。第1実 験での結果か ら,血 液 は15%,寒 天は2.0

%と した培地に,ペ ニ シ リン50u/ccを 加 え,こ れに

グ リセ リン1.0%を 加 えた ときの効果 な らびに 味の素

(0.5%お よび1.0%)または アスパ ラギ ン0.5%

を添加す るこ とによる結核菌発育への影響 を 調 べた 。

供試菌株は 人型結核菌H37Rv株 でDubos-Albuはin

培地に 均等発育2週(第1実 験では4週)の もの を使つ

た ほかは,す べて第1実 験に 準 じて接種 した。

2.実 験結果(表5)

培養4週 後の発生集 落数か らみて,も つ と も多か つた

のは 対照 とした3%小 川培 地(532)で,次に ア スパ

ラギ ン0.5%と グ リセ リン1.0%の 組合せ(324)

で あ り,つ いで グ リセ リン1.0%,味 の素0.5%を

組合わせた 培地(241)で あつた が,こ れ らの3培 地 で

は集 落の発生 も早 く,い ずれ も接種後13日に 集落 が出

現 した。

さて 表5で グ リセ リンの効果 を み ると,グ リセ リン

1.0%を 単独に 加 えた場合には その効果が 認 め られ な

い。 しか し グ リセ リン1.0%に 加 えて 味の素0.5%

が存す ると きには,グ リセ リン添加に よる好影響が認 め

られ る。 また味の素0.5%は グ リセ リンが な くて も結

核菌の発育 を多少促進 したが,グ リセ リンが あればその

効果は 著 明 となった 。す なわ ちグ リセ リン1・0%と 味

の素0.5%と の間には,結 核菌 の発育促進に あたって

相乗的 な効果が認 め られ る。また発生集落数は 窒素 源の

添加に よつて増加 し,こ れに グ リセ リンが加わ ると集落

の発生時期が早 くなるよ うな傾向が認 め られた 。

〔第3実 験〕 酸性血液寒天培地 とその前処理法に 対す

る検討

1.実 験方法

Tarshisの 血液寒天培地のpHは6.8で あ り,喀 痰

の前処理には 中和 を要す るが,中 和法 よ りも1段 階操作

が簡便 な アル カ リ法で すませ るために,培 地 の 組 成に

KH2PO4(燐 酸一 カ リウム)を 加 えて 培地pHを 酸 性

に変 え る試 みがな されてい るので8),追 試 してみた｡こ

の実験で用いた血液寒天培地は,第1お よび第2実 験 の

結果か ら,血 液は30%か ら15%に 減量 しアスパ ラ

ギ ン0.5%を 加 えた変法培地(寒 天 ・グ リセ リン ・ペ

ニ シ リソの量は 原法通 り)と し,こ れ にKH2PO4を そ

れぞれ0.3,0。4,0.5%に 加 えて 酸性血液寒天 培地

(培地作製6日 後の 凝固水 のpHは,Beckは&nの

pH-Meterで 計測 して,そ れぞれ6.13,6・10,5・93

で あつた)を 作 り,3%小 川培地 を対照 とした｡

供試病材は ガ フキー陽性の肺結核 患者3名 の3日 連

続 早朝喀痰 であ り,そ の前処理は,pH中 性の血液 寒天

培地では 中和法,す なわ ち4%NaOH水5倍 量 を加

えて希釈,20分 間均等化 してか ら0.004%BTB加

N/1HCIで 中和 し,そ の0.1ccを 接種 した。 酸 性血

液寒天培地お よび3%小 川培地では アル カ リ法 すなわ
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ち4%NaOH水5倍 量で希釈 し,よ くか きまぜ て混

和 し20分 間均等化 してか ら,そ の0.1ccず っ を 接種

した。

2.実 験結果1表6)

表6に は,12,14お よび28日 の培養 成績 を示 した。

酸 性血液寒天培地 では集落 の初 発がやや遅 れ る傾 向が あ

る。す なわ ち,中 性 の 血液寒天培地で は,喀 痰3件に

用いた 培地15本 の全例に,培 養12日 で集落の初発 を

みた のに 対 し,0.3,0.4%にKH2PO4を 含 む血液寒

天培 地では15本 中各5本 ず つ遅 れ,0.5%KH2PO4

の培地 では,15本 中8本 の初発が遅 れた 。 さ らに3%

小川培地 で も12本 中3本 の 集落発生が 遅れた 。接種

菌量が多かつた ので,発 生集落数か らこれ ら培地 を比 較

す ることは困難 であ るが,血 液寒天培地に よる喀痰 中結

核菌 の分離培養成績 を,3%小 川お よび10%保 存血

加 キル ヒナ ー寒天培地 と比較 した結 果は,別に 報告す る

予 定であ る10)。

アル カ リ法処理 喀痰 を接種 した酸 性培地群 でM,集 落

発生がやや遅れた 培地が あつた が,中 和法処理喀痰 を用

いた 中性培地で は全例に そろつ て発育 した 。中和法で は

アル カ リ法の 毅階が すんでか ら,0.004%BTB加

N/1HClで 中和す るときに,さ らに十分に か きまぜて

中和 点を求め るので,喀 痰 の均等化 が よ り完 全に な り,

また遠 心沈澱 は しないので,ア ル カ リ法に 比べ て それほ

ど面倒 な操作 ではないよ うに思 われ る。そ こで,血 液寒

天培地 の組成 中にあ えてKH2PO4を 加 え る必要 はない

表6酸 性血液寒天培地と前処理法

ように思 われ る。

総 括お よび 考案

Tarshisが 発表 した血液寒天培地 の組成 を検討 した結

果,血 液 は15%,寒 天は2.0な い し1.5%,グ リセ

リンは1.0%,味 の素 またはア スパ ラギン0.5%,ペ

ニ シ リン50u/cc,こ れに 蒸留水84ccと い う 組成が

良好 な培養 成績 を示 した 。 各 実験を 通 じ,3%小 川培

地 と比較 し,集 落 の初 発 日数では血液寒天培地 がやや早

いか,少 な くとも同等で あ るこ とを認 め,また 発生集落

数で は,発 生 当初 はほ とん ど同数で あ るが,週 を追 うに

従い3%小 川培地の集落数が増加す るよ うな傾向 を認

めた 。

Tarshisは,そ の血液寒天培地の成分中で,結 核菌の

発育に 本質 的な役割 を演 ず るのは,血 液 の濃 度であ ると

し,25な い し30%が 最良濃 度であ ると述べ てい る3)。

宇野 は15%と25%と の間で培養 成績 に著 しい差 を

認 めないか ら,血 液量 は15%に 節約 し うると述べ て

い る8)。著 者の実験成績 では,血 液量 が増加 す ると集落

発生が遅延 あ るいは欠 除 して くる培地が 多 くな り,した

がっ て培地個 々の性能 の安定性が低下 して くる傾 向が み

られた(表3)。 この傾向は 寒天量の 増減 とは関係が な

か つた｡Tarshisが いってい るように1),血 液の濃度は

結核菌 の発育に 対 す るA Limiting Factorで あるが,

血液量が ふえ るにっれ て培養 成績が よ くなつた とい う宇

野の成績8)と 比べ て,著 者 の 成績で はむしろ 逆 の傾 向

がみ られた 。 この よ うな傾向 を生 じた原因 につい ては,

推定の域 をでないが,培 地作製時 とくに血液 を寒天基汁

中に混入す るさい,血 液濃 度が ますに つれて凝固 しやす

くな るので,培 地内諸成分 が十分に混 合せず,こ のた め

生 じた培地個 々の成分 の不均 一が,そ の性能の不安 定を

もた らした のであ ろうと考 え られ る。

次に 寒天量に つい ては,Tarshisら はその終末濃度が

1.6%ま でな らば,ほ かの どんな 培地 と比 べて も有効

であつた といつてお り12),宇 野は1.5%で 培地作 製が

もつ とも容易 であつた と述べ てい る8)。 著 者がBacto-
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Agar(Difco)を 用いて検討 した2回 の実験では,1.5

%と2.0%と の間に ほとん ど差が ない よ うで あ り,

2.5%,3.0%で は やや発育 を抑制 す るよ うで ある。

ただ し1.5%で は培地がやや軟弱 とな り,斜 面形成に

長 時間を要 し,ま た凝固 水が多い ので培養途 中で試験管

壁が水滴 で くもつた り,培 地表面 に沈渣 を生 じ た りし

て,集 落 の発 見に困難 を覚 えた。

グ リセ リソに関 してTarshisら は,結 核菌発育 に 対

す る本質 的な価値 を認 めていない12)が,グ リセ リソ1

%の 添加に よつて培地の感度 をい くらか 高め,発 育 初

期 に発見容 易な よ り大 きい集落 を得た と報 告 してい る。

宇 野8)は 添加の必要な しとして 省略 してい る。 著者は

グ リセ リン0,1%の 場合につ き検討 し,両 者の 間に

ほ とん ど差 を認 めなかつ たが,こ れに窒素源が加わ ると

相乗的 な発育支持効果が み られ,か つ集落 の初発 を早 め

たので,グ リセ リン1.0%と 窒素源 とを一緒 に培地 の

組成 中に加 えたい 。

味 の素 の発育促進効果 につい ては,宇 野が報告 してい

る8)が,著 者の成績で も発生集 落数の増加 を認 めた。

喀痰 の前処理法 を 簡単 に す るため,培 地 の 組 成中に

KH2PO4を 加えた酸 性血液 寒天培地では,集 落 の 初発

が 不安 定で,か つ第2報11)で 報告 す るよ うに ジヒ ド

ロス トレプ トマ イシンの抗菌活 性に対 して燐 酸塩の拮抗

が認 め られ るので,組 成簡単な中性培地に,よ り完 全な

均等化が得 られ る中和法処理喀痰 を接種 した ほ うが よい

よ うに思われ る。

結 論

1)Tarshisの 血液寒天培地 の組 成を検討 して,血 液

は15%,寒 天(Bacto-Agar)は2.0な い し1.5%,

グ リセ リン1.0%,味 の素 またはアスパ ラギ ン0.5%,

ベ ニシ リン50%/cc,蒸 留水84moの 組 成で 良好 な培

養 成績 を得 た。

2)血 液 寒天培地の組成の うちで,結 核菌の発育 に対

して本質的な役割 を演ず るのは,血 液 量で あるが,血 液

の濃度が濃 くな るにつれて(25,30,50%),培 地個 々

の性能が安定性 を欠 くよ うにな る傾向 を認 めた。

3)グ リセ リン1.0%と 味の 素0.5%と を一緒に

培地 中に加 え ると,相 乗的 な発育促進効果 を認 めた。

4)血 液寒天培地 のpHは 中性 とし,喀 痰 中 結核菌

の分離培養 に あたっては,中 和脚 こよる処理 喀痰 の接種

が適 当であ る。

5)小 川培地に比べて血液 寒天培地 はその組成が簡単

で経済的で あ り,集 落初発がやや早 く,発 生集落数 も小

川培地 に近い成績が得 られ るが,や や安定性 にか け る。

また培地作製 にあたっては,凝 固滅菌 を要 しないが,一

方無菌操作 を必要 とす る。

稿 を終 わ るにの ぞみ御懇 篤な御指導な らびに御校閲 を

賜わつた慶大 細菌学教室牛場大蔵 教授に深 甚の謝意 を表

します。 また終始御指導,御 鞭 撻いただいた伊藤 忠雄 博

士に深 謝いた します。

なお本研究に対 して は,厚 生省 よ り研究費の補助 を受

けた ことを付記 し,こ こに感謝の意 を表 します。

本論文の要旨 は第13回 国立病院療養所総合医学会に

おいて発表 した 。
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