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I 緒 論

われわれは重層培地1)2)を 考案 し,こ の培地が喀痰

等の可検材料 よ りの結核菌の定量培養に優れ。こ発育 を示

す こ とを述べ た。 この たび,重 層培地が優れた 発育 を示

すのは,何 に よるか を検討す るために2～3の 実験 を行

なったので報告す る。

II 実験 方法 と実験 成績

a.重 層培地 を種 々に変法 して培養 した実験

血清や アル ブ ミンを混 入 した液体 培地は,固 形 培地に

比 して概 して早い発育 を示す ことは周知の事 実であ る。

われわれの 重 層培地は,液 体 と固形の 混 合培地 であ る

が,そ の大部分は液 体培地が 占めてい るので,わ れわれ

の重 層培地 の優 れた 発育 は この液 体の部 分だけに よるも

のか どうかを検討 す る。こめに実験 した。

方法:ま ず 製作 後4日 を 経過 した4本 の 重 層培地

と,重 層培地 よ り固体 培地 をは じめか ら除去 した培 地,

す なわ ち液 体の部分のみの 培地 を2本 用意す る。 これ

ら6本 の培地に4%水 酸化 ナ トリウムで 適当に 稀釈

均等化 した喀痰 を0.1cc宛 培養す る。 時に よ り4%

水酸化 ナ トリウムで さ らに10倍 宛に稀釈 して何段階か

の稀釈 とし,そ の稀釈段階のおのおの を前 同様に して培

養 した。 そして重層培地に 培養 した ものの 中の2本 は

1昼 夜37℃ の孵卵器に放置 した翌 日,別 の滅菌試験管

に液 体の部分のみ を移 して,さ らに37℃ の孵卵器に培

養 した。重層培地に培養 した 他の2本 と,液 体 培地だ

けの ものに培養 した2本 は,そ の ままとして37℃ の孵

卵器に培養 した。 この よ うに して17例 の 喀痰 を 培養

し,3週 で発育 した集落 数 を数 えて比較 した。

成績:17例 中の11例 の集落 数 を示 したのが表1で

ある。

(1)～(7)の患者,こ とに(1),(2)の ように数段階 の稀釈

を培養 した ものでは,は つ き り分か るように(1)の重 層培

表1重 層培地を種々にして培養した実験

注:I.表 中の記載は集落を示す。その表示は次のようである。
1)数 字は集落数を示す。

2)++++,+++,++等は多数で数えられないことおよび+の 数の多い

ほど集落数の多いことを示す。

II.培 養は次のようである。

1)重 層培地に.よる方法

2)重 層培地に培養,1晩37℃ に培養,翌 日液体の部分の

みを別の試験管に入れて培養したもの

3)最 初から重層培地の液体の部分のみをとり出して,こ れに

培養したもの

地 に 培養 して その ま ま と した もの は,(2)の 重 層培 地 に培

養 して,こ れ を さ らに液 体 培 地 に移 し変 え た もの,(3)の

は じ めか ら液 体 培 地 だ けに 培養 した もの に比 し て集 落 が
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多い。(1),(2),(3)の 培養 の仕力 の間に 著 明の 差の なか

った ものは10例 あったが(8)～(11)の 患 者の成績 はその

一部 を示 してい る。 これ らの例 は,表1で み るよ うに,

集落 数が 多 くて数 え ることので きない ものだ けで あ るか

ら,さ らに稀釈 して集落 の数 え ることので きるよ うにし

て培養 した ら,そ の中のあ るものは差がで ておっ たので

はないか と推定 され る。

以上の成績 か ら,重 層培地の底の1%小 川培地は,

重層培地中の一組成 として必要な ものであ ることが推定

され る。

b.重 層培地 の浸出液 に よる培養 の実験

i.保 存期 間 を種 々に して作 つた浸出液培地 に前処理

した喀痰 を培養 した実験

重 層培地 中の1%小 川培地 よ り上清 の液 の中に発育

を促進す るものがで て くるか どうか を検討 した。

方法 二内容500 ccの5コ の三角 コル ベンの 底に1%

小 川培地 を入れて凝 固 し,そ の上に無菌 的に重 層培地 の

液体培地 を加 えて,1%小 川培地 と液体培地 との 比 を

1:4,1:5,1:7,1:10と す る。 さ らに別 に血清 を

除去 した液体培地 を1:4の 割合 に加 えて,こ れ らの全

部 を37℃ の孵卵器に,11日 間保存す る。 そして,2

日,4日,5日,7日,9日,11日 の6回 にわ たっ て

これ らの コル ベンか ら無菌 的に液 のみ をと り出 して4cc

宛,滅 菌中試 験管に分注す る。 これ らを浸出液 培地 と

よぶことにす る。 そして これ らの保 存期 間を異に して得た

種 々の浸出液培地 に,喀 痰 を4%水 酸化 ナ トリウムで

処斑稀釈 した ものを原液 として,さ らに数段 にわたって

稀釈 し,各 段階 を2本 の培地 に0.1cc宛 培養 し,4週

後 に発育 した集落数 を比較 した。 なお,対 照培地 として

血清の混入 した重層培地,お よび血清 を除去 した重層培

地 を使用 した。

成績:(1)の 喀痰 は104倍 稀釈の ところを,(2)の 喀

表2 重層培地の浸出液による培養の比較

その1保 存の期間を種々にして作つた浸出液に前処理した喀痰を培養した実験

注:欄中の記載は集落を示す。その表示は表1に同じ。

痰 は101倍 稀釈,(3)の 喀痰 は102倍 稀釈 を0.1cc宛

接種 した。(2),(3)の喀痰の培養では,血 清 の混 入 されて

ある浸 出液培地で は,接 種菌量の多かったた めに,混 入

比の差お よび保存 日数に よる差 は認め られなかっ。こので

この表か ら省いた。 成績 をみ ると,表2の よ うに(1)の

喀痰では,血 清 混入の浸出液 培地に おいては,1;4で

は4日 で,1:5,1:7で は5日 で,1:10で は7日 保存

で対照の重 層培地 とほぼ同数の集落 を認 めた。す なわ ち

われわれの重 層培地 で使 用 してい る1:4の ところでは4

日 くらいで発育促 進物質が液 中にでて くることが推定 さ

れ るが,液 体培地 の混 入量が 多 くな ると,でて くる発育促

進物質は,沢 山の液で稀釈 され るために,比 較的には少

な くな り,し たがつて1:4の 浸 出液培地 と同程度の発

育促 進物質 の濃 度 とな るのには,長 く保存 す る必要のあ

ることを示 してい る。次 に血清 除去 の浸出液培地 は,そ

のいず れの喀痰 の培養 において も,血 清入 りの浸 出液培

地 に比 して発育が著 明に悪 く,5～7日 の保存 では じめ

て集落 の発育 を認 め る。保存期間が9～11日 と長 び く

に従っ て集落数は増すが,保 存11Hで も,対 照の血清

除去の重層培地に比 して集 落数は少ない。 この成績は,

1%小 川培地 よ り血清除去 の 液中に 発育 促進物質が移

行す ることをさ らに裏書 きす る ものであ るが,こ の場合
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には発育促 進物質は11日 以後 において も徐 々にでて く

ることが推定 され るし,あ るいは1%小 川培地が発育

の うえに,な ん らか の物理学的 な役 目を果 。こしてい るの

か もしれ ない 。

ii.保 存温 度を異にして,ま た振 盪の有無 に よって得

た血清 除去 の浸出液 培地に,前 処理 しない菌液 を培養 し

た実験

重層培地の底の1%小 川培地 よ り上清の液体培地へ

の発育 促進物質 の移行 は,保 存温度に よっ て差が あ るか

どうか?ま た振盪の有無 によっ て差が あ るか どうか と

思い実験 した。

方法:前 同様 にして三角 コルベ ンの底 に1%小 川培

地 を入れて凝 固 し,そ の上に血清 除去 のKirchnerの 基

礎培地 を無菌的に加 えその比 を1:4と した。 この よ う

に して作つた コル ベ ンを6コ 用意 し,2つ 宛 を1群 と

して3群 に分 け,各 群 を37℃ の 孵卵器,20℃ の室

温,5℃ の冷蔵 庫に保存 し,か つ2つ 宛 の一方 はその

まま とし,他 の一方 は毎 日朝,昼,夜 の3回 にわたっ て

10分 間宛強 く振盪 し,1週 間 保存 したの ち,こ れ らの

コル ベ ンよ り上清 の液体培地 のみを と り出し,中 試験管

に4cc宛 無 菌的に分注 して培 地 とし,こ れ らの培地2

本 宛に,人 型結核菌 の青 山B株,H37Rv株 を1mg

～10-4mgま での5段 階 を培養 し,3週 間観察 して,

どの接種菌 量 まで発育 す るか をみた 。なお対照培地 とし

て,本 来の 血清入 りのKirchner液 体培地,お よび血清

の入っ てい ない基礎培地 を46c宛 分注 して 用いた 。

表3 重層培地の浸出液による培養の比較

その2保 存温度を異にして得 た血清除去の浸出液に前処理しない菌液を培養した実験

注:欄中の記載は集落を示すUその表示は表1に同じ。

成績:表3の ようであ る。

まず保存 温度に よって差が あ るか どうかであ るが,青

山B株 では,振 盪 の有無にかかわ らず保 存温度に よる

差 は ない。H37Rv株 では,37℃,20℃ の保存では

10-4mgま で発育 して い るが,5℃ では10-2mgま

で発育 してい るにす ぎない。 これ らの成績 は,保 存 の温

度に よって浸出す る促進物質の差 はあ るとして も,そ の

程度はわずかであ ることを示す ものであ ろ う。

次に振盪 の有無に よつて発育 促進物質の出方に差 があ

るか ど うか を青 山B株 に よって実験 したが 保存 の温度

の 如何に かかわ らず 振盪 しない もので は10-2mg～

10-3mgま で発育 を示 してい るが,振 盪 した ものでは

10-3mg～10-4mgま で発育 してい る。 す なわ ち振

盪す るこ とによって発育促進物質 の出方が増加 して くる

こ とが推定で きる。

なお保存 の温度 の如何 にかか わ らず,また 振盪 の有無

にかかわ らず,青 山B株 によ る実験 で も,H37Rv株

によ る実験で も,こ れ らの浸 出液培地 はKirchner培 地

に比 しては発育が悪いが,血 清 の入っ てい ない基礎培地

よ りは発育が よい。

以上の成績か ら,発 育促進物質 の出方 は,保 存す る温

度 によ る差 はほ とん どない こ と,ま た振盗 の有無 によつ

て差 のあ るこ とが分か った。

III 総 括お よび 考察

一般 に,液 体培地 は固形培地 に比 して集落が早 く認 め
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られ ることは多 くの 研究 者の 等 し く認 める ところで あ

る。 われ われ の重層培地 は,固 形 と液体の混合培地で あ

るが,こ の培地 は固形培地 に比 して陽性率は多少 よい と

して も,そ う著明 な 差ではない。 もつ と も 目だっ こと

は,集 落が 早 く発育 す ると い うこと であ る。 したが っ

て当然重 層培地 の中に併 用 されてい る1%小 川培地 の

果 たす役 目につい て関心が もたれ る。

われ われ は喀痰 および保存菌株等 を接種材料 として培

養 し,そ の集落数,あ るいは接種菌の発育 す る稀釈限度

を比較 す ることに よ り種 々実験 した。その結果,固 形培

地 と液体培地 を併 用 したわれわれの重層培地 は,液 体だ

けの培地 に比 して も,ま た 一たん重層培地に培養 した も

の を,さ らに上の液体培地のみ を移 し変 えて培養 を継続

した場合に比 して も優 れていた。 この 事 実は,1%小

川培地 は,重 層培地 においては,必 要 な1つ の要素 であ

るこ とを示す もので あ るが,さ らに1%小 川培地の意

味 につい て検討 した。す なわ ち1%小 川培地 を三角 コ

ル ベンの底に固め,そ の上に液 体培地 を種 々の比に加 え

37℃ の孵卵器に保存 し,液 のみを と り出 して,こ の液

を培地 として使用 してみ ると,い ずれ の比 の場合で も,

保存期 間の長い ものほど発育が よかった し,ま た比 を中

心 として成績 を検討 してみ る と,固 形培地 と液体培地の

比の多 くな るに従って発育の悪 くな る傾向 を認 めた。 こ

の事実は,1%小 川培地 よ り上の液体培地 に,結 核菌 の

発育 を促 進す るような ものが徐 々に滲 出す ることを示す

ものであ ろ う。なお,こ の物質 は何であ るかは検討 して

いないが,保 存 の温度には無 関係にでて くるし,振 盪 し

た場 合に多 くでて くることが 推定 された。すなわ ち重 層

培地 は,液 体培地 中の種 々の要素 と,固 形培地 よ りでて

くる発育促進 物質 とが 相合 して,液 体培地単独 の もの よ

りもさ らに優 れた発育 を示す ものであ ろう。あ るいは さ

らに固形培地が液体培地 の ささえ として,な ん らかの物

理学 的な意味 の発育促進 を担っ てい るのか もしれ ない。

IV 結 論

重層培地中の固形培地は必要な ものか どうか?重 層

培地の発育の優れてい るのは何故か?等 の問題を解決

す るために実験 した。

1)4%NaOHで 前処理 した 喀痰 を重層培地,重 層

培地 中の液 の部分 のみの培地 に培養 し,重 層培地 に培養

した ものは,そ のまま培養 を継続 した もの と,培 養 した

翌 日,液 体 の部分 のみを別 の試験管 に移 して培養 を継続

した もの とに分 けた。 その結果,重 層培地に培養 を継続

した ものが もっ と も発育 が よ く,次 に よいのは,重 層培

地 に培養 して,液 体 の部分 のみを 移 し 変 え。こもの であ

り,最 初か ら液体培地 に培養 した ものは,も つ とも発育

が よ くなかった。

2)三 角 コルベ ンの底 に1%小 川培 地 を固め,そ の

上 に 液体培地 を1:4,1:5,1:7,1:10の 比 に して

混入 し,こ れを37℃ に 保存 し,11日 の 間の6回 に

わ。こっ て,液 の部 分のみを と り出 して4%NaOHで

処理 した喀痰 を培 養 した。 その結 果1:4の ように液体

培地 の比較 的少ない場 合には,4日 保存 で対照 の重 層培

地 と同程度 に発育 したが,1:10の よ うに液体培地 の多

い ところで は,7日 保存で対照 と同程度に発育 した。血

清の 除去 した 液体培地 を1:4の 割に 加 えて 実験 した

が,こ の ときは保存期 間の長 び くとと もに次第 に発育 は

よくなって くるが,11日 の保存 で も対照 の 培地 に 比 し

て発育が遅れ ていた。

3)前 同様 にして三角 コル ベ ンの 底 に,1%小 川培

地 を入れ て凝固 し,そ の上に血清除去の液体培地 を1:

4に 加 えた もの を2つ 宛作 り,こ れ を1群 として これ

らを37℃ の孵卵器,20℃ の室温,5℃ の冷蔵 庫に保

存 し,2つ の うちの1つ は その まま とし,他 方は 振盪

して1週 間保存 したの ち,液 の部分 のみを と り出 して,

保存人 型結核菌 を培養 した ところ,発 育 は保存 の温 度に

よっ て差 はないが,振 盪 した もののほ うが振盗 しない も

のに比 して優れた発育 を示 した。

以上の諸実験か ら1%小 川培地は重層培地の1つ の

要素 として必要であって,こ の固形 培地 よ り液 中に,長

期 間にわた って発育促進物質がでて くることが推定 され

る。
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