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血 清 中INH濃 度 の 生 物 学 的 定 量 法 の 考 案

結核菌の寒天高層混釈培養上 にINH溶 液 を重畳 してINH濃 度 を

測 定 す る 方 法 の 提 唱

岡 本 亨 吉 ・ 宇 都 宮 利 善 ・ 古 泉 桂 四 郎

国立療 養所村松晴嵐荘

受 付 昭 和35年5月10日

緒 言

われわれ は結核菌 の寒天高層混釈培養 につ い て 研 究

中,結 核菌 は キル ヒナー 寒天高層培地 に 混釈培養 す る

ときは,一 般に高層の きわ めて上層 にのみ集落層 を現 わ

す もので あ り,高 層の上 にINH溶 液 を重畳す ること

等に よ り,集 落の現われ る場所が高層の深部 に移動す る

こと等 を観察 して1),こ の移動 は結核菌株の薬剤 に対す

る感受 性 と関係 あること等 を知っ た2)。

今 回は,INHに 対す る感受 性の著 しい 結核 菌株 を

選 んで,寒 天高層混釈培養 を行ない,高 層 上に既知濃度

のINH溶 液 を 重畳 した ものを 対照 とな し,別 に,

INH服 用者血清 を 重畳 して,血 清 中のINH濃 度

を測定す る方法 に応用す ることを試み た。

従 来,血 清 中INH濃 度の 生物学的 測定法 として

は,Mandel3)の 正NHに よ る結核菌 の抗酸 性消失 の

程度 によ りその濃度 を測定 す る方 法,お よびSchmiede1

4)の 直立拡散法等が 発表 されてお り
,わ が国に おいて

も,河 盛5)6)はMande1の 方法 を 紹介 し,多 少 の変

法 を試 みて測定 した成績 を報 告 し,小 川7)は 小川 らの

考案 した直 立拡散 法に よる成績 を報 告 してい る。

われわれはわれわれの試 みた方法 もまた実地に利 用で

きると考 え,か っ,上 記諸法に比 して簡便 さの点で も有

利 であ ると考 え るので,大 方 の批判 を得た く,諸 実験成

績 を報告す る。

実験 材料 ならび に方法

1)キ ル ヒナー寒天高層混釈培養

下 記の菌液 に,溶 融 して約55。Cに 保っ てあ る 〔0.5

%〕 寒天1)2)を 当量 加えてよ く混和 し,た だ ちに冷水

中で凝 固せ しめ る。

菌液:キ ル ヒナー培地 の 各組 成が それぞれ2倍 に含

まれ てい る(た だ し,血 清 または血漿 の代 りにアルブ ミ

ソ(栄 研)を10%に 含む)培 地10mlに 対 して,供

試菌株 のDubos液 体培地(栄 研)〔10日 ない し3週

間〕培養の0・1初1を よ く混和 し,〔Wida1反 応用〕 試

験管 に分注す る。〔 〕 内は再検討 され ることを示す。

2)INH溶 液 または被検血清重畳

上記混 釈 培養上 に被検液 を 重畳 して37℃ で培養 す

る。 この さい,前 報2)で 述べ た とお り,集 落層 の移動

は混釈培養後重畳す るまでの時間 に影響せ られ るので,

今回は混釈培養後可及的早 く重畳す ることに した。

3)判 定方法

上記 の ように重畳 して培養 し,寒 天柱の深部 に集落 層

が現われた場 合,上 面 か ら集落 層 までの集落 発生 が現わ

れない部分 を 阻止帯 と 仮称 して 記述 す る。INH1.0

・γ/粥1,0.5γ/m1,0。25・ γ/ml,0.125・ γ/m1,蒸 溜水溶

液 を重畳 した培養 を対照 として,そ の阻止帯 の巾 と被検

血清 を重畳 した培養の 阻止帯の 巾 とを 比較 してINH

濃度 を読む。通常混釈培養後5～6日 ごろに集落が可視

的にな る。 この時期 に判定す るのが適 当で ある。

約2週 間後 には,INHが 不活性 とな るためか,上

層 に も集落が 発生 して くるので集落 層の境界 が不明瞭に

な る。

4)供 試菌株

化学療法 を行 なっ たことの ない肺結核患者の喀疾か ら

直 接法に よ り耐性検査用小川培地 に分離 され た抗結核剤

感受 性菌株(9株)お よびH37Rv株 。

実 験 成 績

算1章 基礎 的実験

INHの 慣用量 を服用 してい る患者 の 血清 中に含 ま

れてい ると推測 され る濃度に 等 しい濃 度(2。0γ/mlな

い し0.1γ/ml)のINHの 蒸溜水溶液 をINH感

受 性結核 菌の寒天高層混釈培養 上に重畳 した場合の集 落

層 の移動(阻 止帯 の巾)

1)混 釈菌量,寒 天濃度

実験材料 および方法

a.供 試 菌株:栗 原,米 川,佐 川,滝 株 。

b.混 釈菌量:3%小 川培地か らDubos培 地 に移

植 して12日 間培養 した菌液 を 原液 として,10倍 稀釈

を続 け,そ れ ぞれを0・5%の 割合 に混釈 した。 それぞ
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れ,原,10刊,10-2・ …10-5と 記 載 し た。

c.寒 天 濃 度:0.5%,0。25%,0。125%。

d.INH溶 液 滅 菌 法:1.0γ/m1溶 液,0.1γ/m1

溶 液 を100℃ で20分 間加 熱 滅 菌 後 室 温 で冷 却 。

実 験 成 績(図1)

1例 を図 示 し て所 見 を記 述 す れ ば次 の とお りで あ る。

図1混 釈 菌 量,寒 天 濃度

0、17/ml液 重畳 の 場合は,原 液 またはその10倍 ま

たは102倍 稀釈菌液 を混釈 して あった ときは 阻止帯 が

現われなかった。 さ らに稀釈 した菌液 を混釈 してあった

ときは,図 に示す ように阻止帯 が現われた。 この場合,

混釈菌量が少ない ほ ど阻止帯の 巾が大で あるけれ ど も,

集落層 の巾が大 であ り,集 落 の数が少 ない ので,両 層の

境界 は不 明瞭で あ る。

1.07/m1液 重畳の場合は,原 液 を混 釈 して あつ た培

養 の阻止帯 の巾は約2cmあ り,集 落層 の巾は0.5

cmあ り,集 落 は密 であっ たので,両 層 の境界 は明療 であっ

た。

混釈菌量 の少 ない ほ ど阻止帯 の巾が大 とな り,102倍

以 上稀釈菌液 を混釈 してあつ た ときは,管 底 まで,集 落

は全 く現 われなか った。

.すなわ ち,同 一濃度 のINH液 を重畳す る堤会,阻

止帯 の巾は混釈菌量 が少ないほ ど広 く,両 者 の関係は著

明で ある。

以上の所見に関 して,(1)供 試 菌株 間には 著 しい 差 異

はみ られなかった。(2)供 試寒天濃 度の 間 に も差異はみ

られ なかっ た。0.125%で は 軟 らかす ぎるた め 操作 に

不便 であ り,0.5%は0.25%に 比 して透明 さが劣 り,

集落発育 を遅延せ しめ る(し たがって,以 下0・25%を

常 用 した)。

2)2,0・ γ/ml,1.0・ γ/ml,0。5・γ/ml,0。25γ/ml1,

0。1257/剛,0067/ml液 重 鼠 に よ る 阻止 帯 の 巾 の差

(感度 と仮 称)

実 験 材料 お よび 方 法

a。 供 試 菌 株:栗 原,米 川,佐 川,千 川 原 株 お よ び

H,胃Rv株.。

b.寒 天濃 度10.25%。

c.混 釈 菌 量:Dubos液14日 間 培 養 原 液 ま た は そ

の102倍 稀 釈液 を0.5%の 割 合 に混 釈 。

d.INH溶 液 滅 菌 法:同上 。

実 験 成績(図2)

1例 を図 示 して 所 見 を記 述 す れ ば 次 の とお りで あ るし1

栗 原 株 原 液 混 釈 培 養 上 にINH溶 液 を重 畳 した 場 合,

阻 止 帯 の 巾 は,2.0γmlで 約3、5α",1・07/mlで

2.5cm,0.5γ/mlで16cmあ り,0.25～0.1257/卿1

で も0.5～0、2cm巾 の 阻 止帯 が現 わ れ た 。

図2感 度(栗 原株)

同株原液 の102倍 稀釈 の 混釈 培養 上にINH溶 液

を重畳 した場合,そ れ ぞれ原液混釈 の場合 に比 して・阻

止帯 の巾は一段 と広い けれ ども,集 落 の数が少ないため

両層 の境界 は不明瞭であった。米 川,千 川原両株 の場合

は栗 原株 の場合 よ りもINH濃 度に よる阻止帯 の巾の

差 が著 しか った。H37Rv株 も ほぼ同様で あった けれ ど

も集落 数が 少なかつた。 佐 川 株 原液混 釈培養の 場合・

2.0γ/m1重 畳で阻止帯の 巾が10cmで 各濃 度間の差 は

著 し くなかった。菌量 によ る差異 は再確認 され た。

3)重 畳に用い るINH蒸 溜 水溶液 の滅菌法

実験材料 お よび方法

a.供 試菌株:栗 原株Dubos培 地8日 培養 お よび

3週 間培養。

b.INH溶 液滅菌 方法

(1)10粥9/ml液 をザ ィツ濾過器で濾過後所要濃度 に

稀釈 。

(2)10mg/ml液 を100QC,20分 間加熱後水浴で 急

冷 して所要濃度 に稀釈 。

〔3)同 上 中加熱時 間40分 。

(4)所 要濃 度に稀釈 したINH溶 液 を/00℃,20

分加熱 後急冷。

実験成績

(1),(2)の(2。0γ/m1)重 畳 においては管底 まで集落

層が現 われなかっ た。(0・125γ/初1)で も阻止帯の 巾が
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約0.3cmあ つた,(3),(4)の(2.0γ/ml)で は管底 に

わずかに集落 が現われ,(0.125γ/ml)で は阻止帯が み

られなか った。一般 に(同 じ濃度)で も,(1),(2)の ほ

うが(3),(4)よ りも阻止帯 の巾が わずか に広い けれ ども

一段階の差 はない 。上記所 見に関して,供 試菌株 の混釈

培養前培養 貝数 による差異 は認め なかっ た。

4)そ の他 の実験

(1)INH溶 液 滅菌法 不詳の 場合10株 と も(1.0

7/粥1)な い し(0.1γ/ml)で 全然 阻止帯が 現われ なか

つた ことがあ る。

(2)キ ル ヒナー培地0)2倍 の組 成の 液 で 菌液 を調製

して,こ れ を24時 間37℃ で培 養 したの ち寒天 で 固

めて培 養を続 けた場合 は,集 落 が粗大 であって,集 落 層

の境界 ははなはだ 不明瞭 であつた。

β)試 験管 の太 さ1図1,2は 中試験管 を用い た 成 績

で あ り,そ の他 はWidal反 応用試験管 を用い た実験で

あるが,記 述の所見に関す る差 異は認めなかつた。

第2章 血清中INH濃 度の測定

1)健 康者血清重畳の効果(図3)

実験材 料お よび方法

a.供 試 菌株:栗 原株 。

b.供 試血清1健 康 者(20例)の 血清 を原液 のまま,

または生理 的食 塩水で4倍 に稀釈 して 約1cmの 高 さ

にな るよ うに重畳す る。

c.INH慣 用量服用者血清 を同様 に重畳す る、,

d.対 照用INH溶 液dO"?g/ml液 を100℃,

20分 加熱滅菌後所要濃度 に稀 釈。

実験成績(図3)

対照の感度は良好で あっ た。健康者豆正清重畳で は,集

落 は寒天 柱の最上層 に約0.5cmの 深 さまで密生 し,阻

止帯 を現わ した例はない。

INH服 用者血清重 畳の場 合,図 の例では,原 液 は

対 照の0.5γ/桝 液相 当の阻止帯 を生 じ,41音 稀釈血清

は0、125γ/ml液 相 当の阻止帯 を生 じた。よって,こ の

血清中INHは0.5鬼 γ/mlで あ ると判定 す る ことと

す る。

2)」 血清中INH濃 度の試 験的測定成績

a.供 試 菌株:栗 原株。

b.対 照用INH溶 液110"mg/m1液 をザ イツ濾過

器 で濾過 しての ち所要濃 度に稀 釈,

c.被 検血清:INHとPASを 毎 昼服 用中の 患

者 につ き,採 血前 日お よび当 日採血 までPAS服 用 を

中止 し,当 日午前8時 にINH200mgを 経 口投与

して3.5～4時 間後昼食前採.血,遠 心沈澱法 によ り血清

を分離 し,生 理的食塩水で2倍,4倍 に稀釈 して重畳 し

た。

実験成績

1)対 照 の阻止帯 の巾:1.0γ/ml…2cm ,0,5γ/ml

図3血清 重畳 の効 果(栗 原株)

・・4。5cm,0.25γ/ml…0。56粥,0。125・ γ/ml…06"¢

(図2と ほぼ同 じ)。生理的食塩水 …0,健 康者血清2倍

…0 ,4倍…O。

2)被 検血清 の2借 お よび4倍 稀釈重畳か ら得た値

の平均値 を列記すれ ば次の とお りであ る(単 位 γ/ml)。

0.8,0。7,2。8,0。8,1。2,1、05,1。3,1、6,0.8、0.2

0。8,0、7,1、4,1.5,1.6,2、0,0、45,1。0,2、6

3)そ の他の実験

(1/寒 天 柱浮上 防止:血 清 を重畳 した場合,、血清が管

壁 と寒天柱 との間隙に浸入 して混濁す ることが ある。極

端な場合には,血 清が管 底に沈 んで,寒 天柱が浮上す る

ことがあ る。 この ことは血清 を稀釈 した場合 のほ うが少

ない 。そ こでわれわれは,Widai反 応 用試験管 に硝 子玉

を容れ た ものを使用 し,混 釈培養後 は 管 を急激 に 回転

した り,傾 倒 した りしない よ う注意 して と り扱 うことに

よって,一 応,寒 天柱の浮上 をみない よ う習熟 した(図

3の(2))。

(2)INHの 水溶液 と血清 溶液 との比較:INHの

健康入血清溶液 重畳の場合のほ うが,水 溶液重畳 よ りも

阻止帯 がわずか に深 い。その差 は約10%で あった。7H

以上重畳培養 した場合,低 濃度(α125γ/m1)水 溶液

重畳 では阻止帯が漸時 不明瞭 になったけれ ども,血 菌 溶

液で は,な お明瞭 な阻止帯 を残 した。

(3}Nat.cit、溶 液,Heparin溶 液 は隙止帯 を生 じな

かっ た。

総 括お よび考案

上記諸実験に よ り,iNH感 受 性結核菌 の 寒天高 層

混釈培養 上に既知濃度 のINH溶 液 を重畳 して対照 と

な し,被 検血清重畳 によ る菌 発育阻止帯 の巾を比較す

ることに よ り血清中INH濃 度 を測定 す ることがで き
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た と考 える。

1)本 法 とMandel氏 法5),直 立拡 散法4)7)と の

比較:Mandel法 は判定 までの所要 日数4～5日 で直立

拡散法 よ りも早 いけれ ども,後 者 の手技 は前者 に比 しは

るか に簡便 であ り,日 常 の使 用に適す るとされ てい る6)

8)9)。 ただ し,直 立拡散法 は判定 までに約2週 間 を要

し,結 核菌研究上一般 に痛感せ られ る不便 さを含 んでい

る。われわれの方 法では通常5～6日 で集落 が可視 的 と

な り,判 定可能 であ る。また,こ の種研究 においては菌 量

を一定にす ることが重要であ り,本 法においては,直 立

拡散法にお ける菌移植の手技的困難 を避 けることがで き

る。本法において,菌 液 は 可及的速やかに寒天で固め る

べ きこと(実 験4)一(2))お よび混釈培養後は なるべ く

早 く重畳すべ きで あること2)は 注意 を要す る。

2)阻 止帯の 巾について:本 文 において,阻 止 帯 と

は,INH液 を重畳 して培養 し,寒 天柱 の 深部 に集落

層が現われ た場合,そ の上部 に現われ た集落 のない部分

を仮称す ることとしたので あ り,そ の適否 につい ては,

なお研究 を要 す る。 この阻止帯 の巾に影響 す る因子 は,

菌株 のINHに 対す る感受 性2),重 畳 す るINHの 濃

度,混 釈菌量 が主であ る。感受 性菌株 間の相違 は著 しく

ないので,一 般 的な方 法で感受性 と判 定 されだ菌株 は,

いず れ も,2.0～0.1γ/m1の 測 定に使 用す ることがで

きた。

供試菌株 の混 釈前培養 日数は著 しい影響 を与えない。

寒 天濃 度,試 験管 の太 さ も影響 がない。 したがって,同

一菌株 を使用す る場合,混 釈菌量 を一定にす ることが望

ましい けれ ども,こ れ は不可能 ともい うべ く,毎 回対照

を使用 しなけれ ばな らない こ とは論 をまたない 。

3)INHの 蒸溜 水溶液 は 加熱 によ り不活性 とな る

ことが報告せ られてお り,こ とにアル カ リ性の場合 は著

しい とされてい る10)。 本実験の蒸溜 水はpH6・7く ら

い であ り,2.0～0.1γ/ml1液 を100℃,20分 加熱 に よ

り約10%の 不活化 がみ られたけれ ども,10mg/ml

液 を同様加熱後急冷 しての ち稀釈 した場合 はザイツ濾過

器で濾過 しての ち稀釈 した場合 と差 はなかっ た。また重

畳 して放置す る場合,蒸 溜 水溶液 は漸時不活化す るけれ

ども,血 清溶液で は 約4週 間観察 した範 囲では阻止帯

の消失 はみ られ ない 。

結 論

結核菌 の キル ヒナー寒 天高層混釈培 養上 に既知濃度の

INH溶 液 を重畳 して対照 とな し,INH含 有血清重

畳 に よって 生ず る菌発育阻止帯の 巾 か ら,2・0～

0.1γ/m1の 血清 中INH濃 渡 を測 定す る方法 を考案

した。 本法 はMandel法 に比 し手技簡便で あ り,そ の

判定 貝数は直 立拡散法の2週 間に比 し,5～6日に 短縮

された。

稿 を終 わ るにの ぞみ御指導頂い た慶大牛場大蔵教授 に

感謝い たします 。終始御鞭燵下 さった加納保 之教授 に感

謝い たします 。
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