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I緒 論

培養 に よる結 核菌の検出わ よび耐性結核菌の検査 は,

結核症 を取扱 う場合の欠 くこ とので きない もので あ り,

今後 もます ます重視 され るもの と思 われ る。しか し これ

らの方法 には大 きな1っ の欠 点が あ る。それは判定 まで

にか な りの長い期間 を要す るとい うことであ る。 この点

に関 して は今 まで多 くの諸先進 の努力 があ るが,そ の歩

み は遅 々た るものが あ る。われ われ もこの点 の改 良を試

みておっ たが,1っ の解決の方法 として固形 と液体培地

の混合 した培地,す なわ ち重層培地 を考案 したので ここ

に発表す る次第 であ る。

II実 験 方 法

種 々の試作培地 を作 り3%小 川培地 と比較 した。培

養す る材料 には,保 存 人型結 核 菌(H37Rv株,森 脇

株)お よび肺結核症患者の喀痰 を用い た。保存菌株 は1

%小 川培地,2～3週 培養 の ものを使用 したが,ま ず 型

の よ うに滅菌蒸溜水で菌液 の 原液 を作 り,こ れを4%

水酸化ナ トリウムで さ らに10倍 宛何段階か に稀釈 し,喀

痰 は4%水 酸化 ナ トリウムで5倍,あ るい は10倍 に

稀釈 して均等化 した ものを原液 として,さ らに菌液 同様

何段階 かに稀 釈 して,発 育 した集落 の計算 で きるところ

の適 当の稀 釈 と思われ るところを,メ ス ピペ ッ トで0.1

cc宛,5cc宛 分注 した培地 に培養 し,1週 間 ごとに 観

察 して,一 部は3週,大 部分は4～5週 で判定 し,主

として集落 の発育 す るまでの期間お よび集落数 によ り比

較 し,3%小 川培地の集落数 と同等,あ るい は それ以

上の もので,し か も発育 の早い培地を求めた。なお,培 地

は各稀釈段階 にっいて4～5本 宛使用 した。液 体培地お

よび重 層培地 では,接 種後 ただ ちに振盪 して混 ぜて均等

化 したのち,封 蝋す るか ゴムのキ ャップにか えて培養 し

た。 また固形培地 では,斜 面 の全体 に うるお うよ うに培

地 を縦軸 に沿っ てゆ り動か し,斜 面 を上 にして水平 に斜

面台 にねか し,1～2日,37℃ の 孵卵器 に 放置 し,培

地 内の液 のほぼ乾燥 す るのをまっ て封蝋 し,あ るいは ゴ

ムのキ ャップにかえ,た てて培養 を継続 した。

III実 験 成 績

i.Kirchner液 体培地 と3%小 川培地の比 較

まず保存人 型結核菌 の森脇株 を用いて表1で み るよう

に5×10-4mg～5×10-7mgま で培養 し,4週 で判定 し

た。成績 は表1の よ うであって,大 体 において,両 培 地

においては著明の差 はない。 次に塗抹陰性 の13の 喀痰

を4%水 酸化 ナ トリウムで5倍 に稀釈 して両培地 に接

種 した。 その結果,発 育 の点 では菌液 の場 合 と同様著 明

の差 はない。 しか しKirchner液 体培 地は39本 中の

18本,す なわ ち約半分において雑菌 の発育 をみた。3%

小川培地で はその1本 に雑菌 の発育 をみたにす ぎない。

以上2っ の実験 か ら,Kirchner液 体培 地に4%水

酸化 ナ トリウムで処理 した もの を0.1cc培 養 すれば,

発育 はす るが,と くに3%小 川培地 に比 して優秀 な点

はない。 また雑 菌の混入が多い点 で も,実 際的 には使用

で きない ことを知つ た。

ii.Kirchner液 体培地 に寒天 を混ぜ,う すい 流動 と

した培 地に よる実験

Kirchner培 地では菌量の多い場合は 菌膜 のよ うに 発

育 し,少 量の場合は試験管 の底 に沈渣 のよ うに発育す る

ので集落 数 を数 えることがで きない。集落が液 の中で撒

布 された よ うに発育すれ ば数 え るこ とが で きるし,ま た

見落 す こと もない。 この 目的 で寒天 を加 えて半流動 とす

ることを試 みた。寒天 はわが 国の製 品を使用 した。最初

0.3%～0.5%に 加 えてみ たが,こ の 程度で も結核

菌 の発育 には影響ない。 しか しこれで は多少硬い ので,

寒天 の量 を少な くし,0.1%～0.3%に 混入 し,5cc

宛分 注 して4%水 酸化 ナ トリウムで前処理 した,H37

Rv株 を0.1cc宛 培養 した。 成績 は表2で み るよ うに

これ らKirchner寒 天培地 では発育 の点 では差 はな く,
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表1森 脇株 を4%水 酸化 ナ トリウムで処理 してKircllner培 地 と3%小 川培地 に培養 した実験

注:1)表 中の数 字は5本 平 均の集落数を示す。

2)集 落数 の表示 は次のよ うで ある。

表2Kirchner培 地に寒天を種 々の濃 度に混入 して半流 動 とした培地に4%NaOHで 前処理 した

H37Rv株 を接種 した実験

注:表 中の記載 は集落の多少 を示す.

1)Kirchrer培 地の場 合は表1に 同 じ。

2)Kirchner培 地に寒天 を混入 した培地 では数は5本 の培 地の平均集落数 を,++++は無数 であることを示す 。

0.1%で も結核菌の集落は十分に撒布 された よ うに 発

育す ることが分か った。それでわれわれ は,重 層す る液

体培地 には0.1%の 寒天 を混 入す ることとした。

iii.重 層培地 におけ る固形培地,液 体培地 の 混合 の

比率 の実験

固形培地 としては3%小 川培地 を,液 体培地 として

は0.1%寒 天加Kirchner培 地を用いて,培 地 は全体

として5ccに な るよ うに し,3%小 川培地 とKirch-

ner培 地 の混合 の 比 を4:1,3:2,2:3,1:4の よ

うにしこれ らの種 々の混入比 の異な る培地 に,前 処理 し

たH37Rv株 の菌液 を培養 した。 なお 対照 として3%

小川培地 を用 いた。成績 は表3の よ うであ る。

す なわ ち3%小 川培地 の量 を減 少 し,Kirchner培

地 の量 を増 す とともに発育 が次第 に よくな る。それでわ

れ われ は固形培地1ccに 対 して,液 体培地4ccを 重

層 した もの を用い ることとした。 なお この固形1:液 体

4に 混入 した重層培地 と3%小 川培地 を比較す ると,

いずれの 接種 量に おいて も重 層培 地のほ うが 発育 が よ

い。

iv.重 層培地に使用す る固形 培地の実験

1%小 川培地,3%小 川培地,お よび固形培地(鶏

卵培地)の 基汁 を,蒸 溜 水にか えた固形 培地 をそれ ぞれ

試 験管 の底に1cc宛 分 注 して 固め,そ の上 に0.1%

寒天加Kirchner培 地 にマ ラカイ ト緑 を10万 倍 に混 入

した ものを4cc宛 重 層 して3種 の重 層培地 を作 つた。

これ らの培地 にGaffky5号 の喀痰O.S.を4%水

酸化 ナ トリウムで103～107位 の5段 階 に稀 釈 した もの

および塗抹標本 の検査 で菌 のみえない喀痰K.K.を 同

様 にして101～102に 稀釈 して,各 稀釈 を0.1cc宛 培

養 した。 その成績 は表4の よ うで あ る。す なわ ち3%小

川培地,1%小 川培地 を台 にして作づ た重層培地 では,

いず れの喀痰 において もまたその稀 釈度の如何 にかかわ

らず発育 の差 はないが,蒸 溜 水で固めた固形 培地 を台 と

した ものではいずれ も前2者 に比 して多少発育 が悪 い。

以上 の成績か らわれわれは,重 層培地 の台 としての固

形培地 は1%小 川培地 を用 い ることとした。

v.重 層す る0.1%寒 天加Kirchner培 地 の組 成に

関す る実験

1%小 川培地を台 として,こ れに重層す る液体培地

を次の ような種 々の ものに して比較 した。重 層す る量 は
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表3固 形培地と液体培地の混合比を種々にして前処理したH部Rv株 を接種した実験

韻 ここごこ
〉__接 種菌量＼ 一

　 ロ　 ヨ＼＼
＼ 　一＼

＼ 観察日重圏鎌罐睡 地
の量'三 里

一 纏ii{iii繍

10酬5解9 10-6〃39

1∬ 皿 1■ 皿

1

-29

51冊

90

3%;小 川 培 地 一6・56

1.5ろ

一25

i59

812

一 〇.21.6

10酬7〃 ¢9

II正 皿

◎.2

◎.2

1

2

一 ・一 〇.2

10欄8〃29

1■ 皿

一 一 〇.2

1

注:表 山の記載は集落¢多少を示すa

1)数5本 平均の集落数を示す。

2)珊 は集落が無数で数えられないことを示す。

表4固 形培地の台を種々にして作った重層培地に喀疾を前処理して培養した実験

喀疾 を採 取 した

患者 名 お よ び

Gaffky番 号

(1)■

Gaffky5号

(2)
GaffkyO号

け りヒ　 ヤ

＼ ト 喫の種類ま　
＼

観察 日
(週)

稀釈世 数

103

10藁

105

1%小 川 培地

1■ 皿IV

3%小 川 培 地

II【 皿正IV

一 升 鼎 甚 冊

一 ÷ 雛 ÷ 冊

一 十4].550

10窃 十2.55

107

101

一 一2 .32.3

一+惜

102 一 一 エ9。348

一 十47 .i554

一 十4 。25.7

0。5Qs

一 十 ・・1

24。743

基汁を蒸溜水にか
えて作った培地

1∬ 皿IV

土 器

琳

950,5

1.84.5

一 辮

G .830。5

注:表 申の記載は集落数の多少を示す。

数:字は平均舞落数
一は陰性

土は4本 の申の1～2本 が陽性で,し か も鼠が小さくi数えられない もの

+は5本 全部が、側生であるが集落が小さくて数えられないもの

帯 は集落が無数であることを示し
,+の 数の多いものほど集落が多いことを示す。器

器}

前 同様466と した。

①0.1%寒 天加Kirchner培 地

②0。1%寒 天加KirchRer培 地 よ り硫酸 マグネ シ

ウムと絢磁酸 ナ トリウムを除去 した もの

③ 前者の②において,第 一燐 酸 カ リウムの量 を100

66の 液 に対 して1.09と 増量 した もの

④ 前者の②において,第 一燐酸 カ リウムの量 を100

CCの 液 に対 して1.59と した もの

以上の4種 とし,こ れ らを1%小 川培地 を1CC固

めた上に重 層 して培地 を作 り,こ れ にH3τRv株 の4

%水 酸化 ナ トリウムで前処理 して10岬 吻9/CCと した

ものを0.160,0.2CCtO.360宛 を培養 した。 成績 は

表5の よ うで ある。すなわ ち0.1CCの 培養 では,第 一

燐 酸 カ リウ ムが1.0951.58に 混 入 され た ③ ④ の

培地が ① ② の培地に比して早憐 育し・
、ま#叩6ら

0。3CCの 培養 では,第 一燐酸 ガ リヴムめ量の 多い もの

ほどよい発育蛎 しアこ・恥 の成織 〉ら腋 聯 胸 中

に第一燐酸カリウムの1・Ogに 灘入された堵堆購デ1・5

9の ものとほぼ同様の発育を示し・かっ ②@僻 地

よ暁 育がよく・また α2・・をうえても興 する遮

た前処理 をしない菌液 の培養 で もa第 一燐酸 カ リウムが

1.09の 量 では発育 に悪 い影響 のない ことが分かってい

るので,第 一燐酸 カリウムの量 を1.Qと し,また硫酸'

マグネ シウム,拘 構酸 ナ トリウムは除去 して も発育 に影

響 のないこ とが誰明 され たので,Kirchner培 地 の 基礎

液 の組成 を次の よ うに変更 し,こ れに寒天 を0.1%に
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表5重 層す る0.1%寒 天 加Kirchner培 地の組 成 を種 々に して4%水 酸化 ナ トリウムで前処理

したH37Rv株 を種 々の量培養 した実験

注:1)表 中の数 字は培地5本 の平 均集 落数 楚示 す。

2)+は5本 全部陽性 であるが,集 落が小さ ぐて数 え られない ことを示 す
。

表6重 層す る0.1%寒 天加変法Kirchner培 地 にマ ラカ イ ト緑 を種 々の量 に加 えて作 った重 層培 地

に4%水 酸化 ナ トリウ ムで前処理 した喀痰 を培養 した実験

注:1)× は雑 菌の侵 入を示 す。雑 菌の侵入培地数は結 核菌 の発育 した もので も全部 人れた。
2)数 字 は平均集 落数 を示 す。

3)+++,++++,+++++等 は数 え られない くらい多い ことを示 す。

加 え ることに した。なお第 二燐酸 ナ トリウムはこれ を除

去 して も発育 には影響 はないが,こ れ を除去す ると培地

が濁 るのでそのまま とした。

第 一 燐 酸 カ リウ ム……1.0g

第 二 燐 酸 ナ ト リウ ム……0.3g

ア スパ ラ ギ ン……0.50

グ リセ リ ン……2.0cc

蒸 溜 水……100.0cc

この培地 のpHは6.2で あっ て,4%水 酸化 ナ トリ

ウ ムを0.1cc加 えて よ く振盪 して混 和 した ときのpH

は6.4～6.5で あ る。

vi.液 体培地中 に混入す る色素 の実験

実験成績iで もみ られた よ うに,液 体培地が 重 層 し

てあれば当然雑菌 は入 りやすい。 それで雑菌 を阻止す る

ためのマ ラカイ ト緑 の量 を きめ るために1%小 川培地

で台 を固め,そ の上 に重 層す る0.1%寒 天加Kirch-

ner変 法 培地 に,マ ラカイ ト緑 を10万 倍,20万 倍,

40万 倍,80万 倍 に加 えた もの と,対 照 として加 えない

もの とを作 り,こ れ らの培地 に塗抹染色標 本の検査で菌

の陰性 の喀痰 を,4%水 酸化 ナ トリウムでほぼ5倍 に

稀釈,均 等化 した喀痰 を6本 宛 の培地 に培養 し,雑 菌の

侵入 の程度お よび発育 の状態 を比 較 した。

その成績 は表6の よ うで ある。す なわ ちマ ラヵ イ ト緑

を加 えた培地 は対照 に比 して雑菌 の侵入培地数 は明 らか

に少ない。 そして10万 倍,20万 倍混入の 培地で は ほ

ぼ3%小 川培地 と同 じであった。また10万 倍,20万

倍混入の培地 にお け る菌 の発育 をみ ると,3%小 川培地

に比 して集落 数はほ とん ど差 がないが,集 落の発育 まで

の期 間は明 らかに早い。

以上の成績 か ら,雑 菌 の発育 を阻止 す るために マラカ

イ ト緑 を10万 倍 に加 え ることに した。すなわ ち0.1%

の マ ラカ イ ト緑 を,液 体培地100ccに 対 して1ccの
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表7血 清除去の重層培地に前処理した喀疾,保 存菌株を培養した実験

＼ 響 轡 一轍 去重層剛 重層培L3%小 川培地
＼ 観察目

璽 賂 ま魔 麺 攣軌11Hw
103

(1)喀 湊 10↓

+冊

+柵

Gaffky5号 105

106

26.534.5

2.5i5.0

(2)喀 湊

GaffkyO号

101 +惜

102 17.531.5

1■ 皿IV 1∬ 皿IV

一 升 柵 柵

一+冊

十41.550

十2.34.0

一+冊

19.548

柵

一二一一一二_二 一22.3

一5 .5

十← 柵

12.5.

③ 保 存 菌 株
H37Rv株

10-5〃zg 2.4i58.838.8 一25244.E4a5! 0.416.221.4

10-6溺9 一 一5.46.0 一2 .03.811.6 2.62.6

注:1)数 字は平均集落数 を示す。

2)+は 発育しているがあまり小さくて数えられな 略 の,朴 帯 冊 冊 は無数を示す。

割合 に加 えれ ばよい。

vii.液 体培地 中の血清 除去 の実験

1%小 川培地 で台 を固 め,0.1%に 寒天 を 加 え た

Kirchner変 法培地 にマ ラカ イ ト緑 を10万 倍 に 混 入し

て作 っ た液 体培地 を4CC重 層 した もの と,前 者 よ り血

清 を除去 して作った液体培地 を重層 した もの とに,4%

水酸化 ナ トリウムで前処理 した喀疾お よびH37Rv株 を

培養 してみた。成績 は表7の よ うで あ る。す なわ ち(1)の

喀疾 では,血 清除去 の培地は血清混入の ものに比 して発

育 は悪 いが,3%小 川培 地に比 して優 れてい る。 また喀

疾(2)においては,2種 の重 層培地の間には ほとん ど差が

ない。 しか し3%小 川培地 に 比 しては 発育 が よい。

H37Rv株 では,血 清除去 の培地 は血清 の 入った 培 地に

比 して発育が悪いが,3%小 川培地 に 比 しては 遜 色が

ない。以上 の成績か ら.血清 は混 入す ることとした。

viii.出 来 上が った重 層培地 の組成 と作 り方

前述の よ うに,重 層培地 とは下 に固形培地 の台 を作 っ

てお き,そ の上に液体培地 を重層 した ものであ る。重 層

す る液体 培地はKirclmer液 体培地 の変法 であっ て,組

成は次の ようであ る。

第 一燐 酸 カ リウム1・09

第 二燐酸 ナ トリウム0.3g

アスパ ラギ ン0.5g

寒 天0.1g

グ リセ リン2.OCC

O.1%マ ラカ イ ト緑液1.OCG

蒸 溜 水100.OCC

以上の液に馬血清 を10%の 割合 に 加 え る。 これ を

重 層液 とす る。作 り方は,ま ず前述の よ うな組成の液 を

作 り,寒 天 を溶かすために コ ッホ釜で1000C30分 加熱

す る。 これを濾紙 で濾 し,濾 液 をオー トクv一 ブあ るい

は コッホ釜 で30分(コ ッホ釜 な ら60分)滅 菌す る。

液 の冷却す るのを まっ て 無菌的 に採取 され た 馬血清 を

Berkefeldの 濾過管で 濾過 して,無 菌 的に10%の 割

合 に加 え る。 次 に 固形 培地 は1%小 川 培地 を 使用す

る。す なわ ち所定の よ うに して作った凝固前の鶏卵 と基

汁,グ リセ リン,マ ラカイ ト緑 の混合液 を中試験管に1cc

宛分注 して,竹 籠 に入 れ,た てて コ ッホ釜で固め る。固

めるのに は最初蒸気 を徐 々1と出して600Cで20分 前後

ついで80。Cで30分 前後 で 固 め る。 このよ うに して

申試 験管 の底に1CCを 固めた1%小 川培地の 上 に,

上述 の重 層液 を4CC宛,無 菌的 に 重 層 し,370Cの 贈

卵器 に2日 間入れ て雑菌試験 をし,無 菌 の もののみ を使

用す る。 この培 地の液 の部分のpHは6.2で あって,

4%水 酸化 ナDウ ムを0.1CC加 えてpHを 測 ると

6.4～6.5で あ る。 この 重 層培 地には4%水 酸化 ナ ト

リウ ムで処理 した材料 を0.1CC接 種す る。

IV総 括お よび 考察

われわれの重 層培地は上述の よ うに液 体 と固形の混合

培地 であ り,液 体の組成はKirchner培 地1.の 変法で

あって,そ の組 成を簡単にす るために,硫 酸 マグネ シウ

ム,桐薇酸 ナ トリウムを除去 してあ る。これ らを除去 して

も発育 には影響 はない。次 にあ らか じめ第 一燐酸 カ リウ

ムの量 を本来 のKirchner培 地 の2.5倍 に増加 して培

地 のpHを 酸 性に してあ る・ これは4%水 酸化 ナ ト

リウムで前処理 した液 を,そ の まま0.1CCう え ること

ので きるよ うに調整 した もので あっ て,'こ れ は鶏卵培地

で ある3%小 川培地2)の 理論 を そのままあて はめた

ものであ る。また液 中には寒 天を0.1%に 混入 してあ る
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ため,結 核菌 は点状 の集落 を作 り液 中で撒布 され たよ う

な形で発育す る。それで集落 を数 え るこ とが で きる。また

雑菌の侵入 を防 ぐためにマ ラカ イ ト緑 を混入 してい る。

以上 のよ うなこ とに よっ て,3%小 川培地 と 同様水

酸化ナ トリウムで処理 した ものをそのまま0.1cc培 養

で き,し か も3%小 川培地 に比 して早 く発育す るし,

集落数 も多い。

しか し深部 に発育す る液体培地,た とえばKirchner,

萩原 ・南谷3),Dubos培 地4)だ けで も固形培地 に比 し

て早い発育 を示す ことは多 くの諸先進5)～10)に よっ て証

明 されてい る。最近Robert Knox11)は 変法Kirchner培

地やDubos培 地にわれわれの よ うに寒天 を0.1%～0.125

%に 混入 して前処理 して中和 した 喀痰 を培養 し 早 く検

出で きることを証 明 してい るし,井 上 ・深川12)ら もこ

れ を追試 しほぼ同様 の成績 を得 てい る。 われわ れの重層

培地は液 体培地 のほか にこ1%小 川培地が加 えてあ る。

この ことに よって集落は さ らに早 く発育 し,集 落数 も多

くなってい る。 この優れ た発育 に対す る1%小 川培地

の役割 は今後 さ らに検討す るっ もりで あ る。

なおわれわれの培地がKirchnerやDubosの 液体培

地 と大 きな違いが あ るのは,上 述 のよ うに固形培地が加

わっ た とい うこ とだ けで はな くて,液 その ものの組成が

か え られ てい るこ とであ る。す なわ ち前述 の液体培地 で

は,酸 で前処理 した沈渣 を白金耳 で うえ るとか,あ るい

は水酸化 ナ トリウムで処理 した ものを さらに中和 して接

種す る必要が あ るが,わ れ われの培地 は前述 のよ うに中

和す る必要 はないし,均 等化 した材料 を0.1cc宛 うえ

るよ うにしてあ るので,稀 釈 を一定 にす れば定量培養 が

可能 であ る。 また非病 原性抗酸性菌 は,固 形培地 で着色

した集落 を示 す ものは重層培地 の液 中で も着色 す るし,

無色 の非病 原性の抗酸 性菌 で も集落 が粗 であ るか ら結核

菌 と区別す ることは可能 であ る。われわれの考 え とほぼ

同様 の ものに植 田13)の 方 法があ る。す なわ ち氏 はLo-

wenstein培 地 に培養 したの ち,1昼 夜37℃ の孵卵器

に保存 し,雑 菌侵入 のない ことを確 かめ,Kirchner培

地 を注加 し,完 全に斜面 をKirchner培 地中に 没せ し

め,そ のまま培養 を続 け ると集落 は早 く発育 し,そ の後

の発育 も良好 であ ることを認 めてい る。

しか しわれわれの重層培地 は氏 らの培地 とはかな り異

な ることは上述 のよ うであっ て,こ の種 の培地 は従来 ま

で発表 をみていない。

この よ うな こ とか ら本 重 層 培 地 は実 際 にこ使 用 で き るの

で は ない か と考 えて い るが,通 常 検 査 に お け る使 用 に関

して は さ らに研 究 を続 けて み るっ も りで あ る。

V結 論

結 核 菌 の 発育 を良 好 にす る培 地 を研 究 した 結 果,1%

小 川 培 地1ccを 中試 験管 の 底 に 固 め,そ の上 に0.1%

に 寒 天 を混 入 し た変 法Kirchner培 地 を4cc重 層 し た

培 地,す な わ ち重 層 培 地 を考 案 した 。 この 培 地 は4%水

酸 化 ナ トリウ ムで 処 理 し た もの を0.1ccう え るの に作

っ た 培 地 で あっ て,結 核 菌 は液 の中 に分 散 し て発 育 す る

か ら,集 落 を数 え るこ とが で き る。 喀 痰,保 存 菌 株 の培

養 に よ る基 礎 実 験 で は3%培 地 に比 し て発 育 が 早 く,

集 落 数 も多 い 。

本研 究 は 結 核 予 防 会 結 核 研 究 所 在 職 中 の もの で あ っ

て,本 研 究 の 一 部 は 昭 和25年11月,昭 和26年7月

文 部 省 科 学研 究 費 綜 合 研 究 結 核 研 究 班 細 菌 科 会 に発 表 し

た 。

な お 本 研 究 に は文 部 省 科 学 研 究 費 の補 助 を うけ た。 厚

く感 謝 す る。
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