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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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