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抗 結 核 剤 の 培 地 内 不 活 性 化 の 研 究

第1報　 活性炭末の混入量 と培地内不活性化 との関係

小 川 辰 次 ・大 谷 典 子

北里研究所付属病院(院長宗武藤)

受 付 昭 和55年10月4日

I　 緒 論

本 庄1)は 活 性炭末 を0.8%,PABAを50γ/ccに

混 入 した3%小 川培地 に4%NaOHで 処理 した も

の を接種ず る と,PAS, INHの100γ/ｃcを 培地

内で不活 性化で きると報告 した。氏 の実験 は3%小 川

培地 を用いてのPAS, INHだ けにこ限局 した実験で

あ るが,4%NaOHで 処理 した材料 を接種 す る培 地 と

しては,な お 寒天培地が あ るし,単 に4%NaOHで

前処理 す るだけではな くて,中 和 した材料,あ るいは前

処理 しない材料 を接種 す るこ ともあ る。 それで種 々の培

地 を用い,PAS, INHを 含 めたその 他 の 種 々の抗

結核剤 につい て,培 地 内の不活性化 を実験 したが,こ こ

で は,基 礎実験 の一部 として実施 した炭末 の混 入量 と不

活性化 との関係にこつ き報告 す る。

II　実 験 方 法

(1)　培地 の種類:鶏 卵培地 としては1%小 川培地,3

%小 川培地,寒 天培地 としては馬血清 お よび 保存全血

液2)を 使用 した変法III Kimchner寒 天培地3),Kirch-

ner寒 天培地4)を 用い た。 これ らの培地 はすべ て5cc

宛分注 し,斜 面 とした。

(2)　抗結 核 剤:SM, PAS, INH, Kanamycin(以

下KMと 略す),Viomycin(以 下VMと 略 す),

Cycloserine(以 下CYと 略す),TB-I,サ ル ファ剤

としては,Sulfisomezole, Sulfamethizol, Sulfadime-

thoxineに こつ き実験した。

(3)　実験培地の作 り方

イ.炭 末 の混 入:炭 末はNoritAを 用いた。 そして

鶏 卵培地で は凝固滅菌の前 に,寒 天培地では,オ ー トク

レーフで滅菌す る前 に,培 地全体量の0.1%,0.2%,

0.4%,0.8%に 混 入した4種 類 の培地 を作 つた。

ロ.抗 結核剤 の混入:前 述の種 々の培地 に活性炭末 を

0.1～0.8%に こ混 入した培地 のおのおのにこついて,培 地

160に こついて0γ,10γ,100γ,500γ にこよ るよ うにこ

流 し こみの方法 にこよつて作 つた。なお,対 照 として活 性

炭末 の混 入しない培地 について も,同 様 に流 し こみの方

法に よつて抗結核 剤 を混 入した。

(4)　菌株お よび培養 の方法:す べ ての 抗結核 剤に 対 し

て感 性で あ 為人型結核菌,H37Rv株 の1%小 川培地,

2～3週 培養 の ものを用 いた。 まず型の ように 手振 り法

に よつて1mg/66の 菌液 を作 り,3%小 川培地,変

法III Kirchner寒 天培地 には4%NaOHで 前処理 し

たこ菌液 を,1%小 川培地お よびKirchner寒 天培地 に

は前処趣 し ない菌液,あ るいは4%NaOHで 前処理

した もの をさ らに中和 してその0.166宛 を接種 した。

4%NaOH処 理 の もの と,中 和 した もの とを同時に

接種す る ときには,ま ず フェノール レッ ドの0.004%

に混入 した4%NaOHを 用いて,菌 液 を 前処理 して

1mg/ccと し,こ れ を メスピペ ットで2cc宛2本 の

中試験管 に と り,一 方 は8%塩 酸(容 量%)で 中和

し,他 方 は中和 に要 した塩酸 の量 だけの4%NaOHを

さらに追加混 入して両 方の菌液 の量 を同一 として,こ の

ように処理 した ものの 菌量 は,1mg/ccで はないが,

これ を1mg/ccと 称 した。中和 した ものは,さ らに滅

菌蒸溜 水で10倍 宛 に稀釈 して,4%NaOH処 理 の もの

は,4%NaoHで10倍 宛 に稀釈 して,こ れを10-1mg

/cc,10-2mg/ccと よんだ 。 このよ うに して 少 な くとも

2段 階の稀 釈液 を培養 し,な るべ く集落 の数 え ることの

で きる ところで実験 しよ うとした。

菌接 種後 は,鶏 卵培地で は1～2日,寒 天培地 では

3～4日,斜 面台 にねかして37℃ に保存 し,液 のほぼ

乾燥 した ときに,ゴ ムのキ ャップ に変 え,立 てて培養 し

たこ。

(5)　判定:毎 週観察 し,4週 で決定 した。 そ して 集落

の発育 した最高 の抗結核剤 の濃度 を もつて不活 性化 の濃

度 とし,炭 末混 入量 との関係 をみた。

III　成 績

(1)　鶏 卵培地の成績

この実験は,次 の ように6回 に わたつて 実施 された

もので ある。

i. 3%小 川培地に よ るSM, PAS, KM, VM,

 Sulfisomezole…4%NaOHで 前処理 して10-3mg

接種,

ii. 1%小 川培地に よるSM, PAS, KM, VM
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表1　 鶏 卵 培 地 に よ る 成 績

注:1)表 中 の記載 は集落効 を示 してい る その表示は次 のよ うであ る
。

(1) +,++… 無数であ ること楚示 し,の 数 の多 いほ ど集 落が多い ことを示す。

(2)　数字 は集 落の実際 の数 を示 す。

(3)-は 陰 性を示す。

… 前処理 しないで10-3mg接 種
,

iii. 3%小 川 培地,1%小 川 培地 に よ るINH

…4%NaOHで 前 処 理 して10-3mg
,前 処 理 し ない

で10-4mg,



34 結 核 第36巻　 第1号

iv. 3%小 川 培 地,1%小 川培 地 にこ よ るCY,

TB-I…4%NaOHで 前 処 理 し,さ らに 中 和 して

10-2mg接 種,

w.3%小 川 培 地,1%小 川 培 地 に よ るSulfadi-

methoxine…4%NaOHで 前 処理 し,さ らに 中 和 し

て10-2mg接 種 。

い ず れ も こ こに記 し た接 種 菌 量 の10倍 量,あ るい は

1/10量 の もの を 同 時 にこ実 験 した が,成 績 は 上述 の 接 種

菌 量 にこお け る もの で あ るが これ を 一 括 して 表1に 示 し

た 。 ま ず 活 性 炭 末 の 混 入 して い ない 対 照 培 地 に お け る

H37Rv株 の これ ら抗 結 核 剤 に対 す る 発育 の 態 度 を み る

と,SM, PAS, KM, Sulfisomezole, INH, TB

-I , Sulfadimethoxineで は,10γ 以上 の濃 度 にこは発

育 しな い 。 ま た,VM, CY, Sulfadimethoxineで は

10γ ま で 発育 し,100γ 以 上 の濃 度 に は 発育 しな い 。

次 に炭末 の 混 入 してあ る培地 の 発育 の 態 度 をみ る と,

3%小 川培地 も1%小 川培地 も,PASを 除いたす

べての抗結 核剤 におい ては,活 性炭末 の混 入量の増 す と

ともに,次 第 に高濃度 の抗結核剤 の混 入 してい る培地 に

発育 す るよ うにな る。すなわ ち炭末 の混 入量 と抗 結核蘭

の不活 性化 とは平行す る。

もつ とも不活性化の強い0.8%の 混入濃度で抗結核

剤の不活性化の状態 をみ ると,も つ とも著 明なのはTB

-Iの500γ,Sulfadimethoxineの1%小 川培地 に

おけ る500γ で,次 にVM, Sulfisomezole, INH, 

CY,3%小 川培地 のSulfadimethoxineの100γ,

SM, KMの3%小 川培地 の10γ,1%小 川培地

の100γ であ る。SM,KMに おいて1%小 川培地

が3%小 川培地に比 して,一 見不活性化の強い傾向 を

示 してい るの は,本 質的 な差 では な くて,1%小 川培

表2　 血清の混入したこ寒天培地による成績

注:表1と 同 で あるが,× は雑菌 こ入のた めに成績 の不 明であ る乙とを示 してい る。
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地 におけ る接種菌量 の多かつたた めで あろ う。

これ を要す るに,4%NaOHで 処理 して3%小 川

培地 に接種 した場 合 と,前 処理 しないで,あ るい は中和

した ものを1%小 川培地 に接種 した場合 とでは不活 性

化 の傾向 は全 く同 じであつて,PASを 除 くすべての

抗結核剤が活性炭末 によつてあ る程度不活 性化 され るこ

とを示 してい る。

(2)　血清 を使用 した寒天培地の成績

SM, PAS, INHの 実験 と,KM, VM, Sul-

famethizolの 実験 とは,別 々に実施 され た もの で あ る

が,と もに4%NaOHで 前処理 した もの と,中和 した

もの を同一の量 として,4%NaOH処 理 の ものは変法

III Kirchner寒 天培地に,中 和 した もの はKirchner寒

天培地 に接種 した ものであつて,前 者の実験では10-2

mg,10-3mgを,後 者の実験では10-1mg,10-2mgを 接

種 した。成績 は表2の よ うであ るが,こ の表 には10-2mg

を接種 した成績 のみ を示 した。

まず,活 性炭末 の 混 入 して いない 対照培 地に おけ る

H37Rv株 の これ ら抗結核剤に対す る発育 の態度 をみ る

と,4%NaOHで 処理 して変法III Klirchner寒 天培地

に接種 した場合 と,中 和 してKirchner寒 天培地 に接種

した場合 とで は全 く同様で あつて,い ずれ の抗結核剤 にこ

対 して も10γ では発育 しない。次 に活性炭末 の混入 さ

れた培地にこつい て発育 をみ ると,い ずれ の抗結核剤 にこ対

して も活性炭末の混入量の増す とともに,不 活性化が著

明 となつて くる。

寒天培地 では,鶏 卵培地において不活性化 され なかつ

たPASに おいて も不活性化がみ られ る。 もつ と も不活

性化 の強 い0.8%の 混 入の ところで抗結 核剤 の不活性

化 の状態 をみると,著 明な ものは,INH, Sulfame-

表3　 保存全血液を混入した寒天培地による成績

注:表2に 同 じ。
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thizolの500γ で あつて,次 にVMの100γ ない

し500γ,SM, KMの100γ,も つ とも軽度 の もの は

PASの10γ であ る。 この場合 も変法III Kirchner

寒天培地 とKirchner寒 天培地 とは,不 活性化の傾向 は

ほ とん ど同じで ある。

以上の成績 は10-2mg接 種 にこおけ る もので あ るが,

接種 菌量 の10倍 多い10-1mgで も,ま た1/10の

10-3mg接 種で も,ほ ぼ同様の成績 を示 した。

(3)　保存全 血液 を使用 した寒天培地の成績

SM, PAS, INHの 実験 と,KM, VM, Sul-

famethizolの 実験 は,別 々に なされ た もの で あつて,

接種 菌量,接 種の方法は(2)　の場合 と全 く同様で ある。

成績 は,表3の よ うで あるが,こ の表に示 した ものは,

10砂2mg接 種 の ものであ る。

成績 をみ ると,(2)と 全 く同様 であつて,実 験 したす

べ ての抗結 核剤 において,活 性炭末 の混 入量 の増加 とと

もに,不 活 性化 の程度 は次第 に増 大 してい る。また不活

性化 の もつ とも強 い0.8%の 混 入濃度 の ところでは,

INH, Sulfamethizolは500γ まで,VMは500γ

ない し100γ,SM, KMは100γ,PASは10γ

まで不活性化 されてい るし,変 法III Kirchner寒 天培地

とKirchner寒 天培地 とは,全 く同様 の成績 を示 した。

IV　 総括お よび考察

われわれの 目的は,培 地 中で種 々の抗結核 剤 を不活 性

化 して,可 検材料 よ りの結核菌 の分離培養 を正確 に しよ

うとい うのであ るが,そ れは従 来まで発表 されてい る可

検材料 中で不活 性化 す る方法が予期 に反 した成績 であつ

たか らであ る。

さて,活 性炭末 を培地 の中に入 れ ると,抗 結核剤 が培

地 の中で不活性化 され ることは,後 で述べ るがすでに研

究が あ る。 しか し これ らの研究 の多 くは結核菌 の検査 に

応用す る目的でな され たのではな く,断 片的な ものが多

い。本庄の研究 にして もPASとINHだ けで,培

地 も3%小 川培地のみで あ る。それ でわれ われは,世

に行 なわれてい る抗結核剤 の大部分 につ き,培 地 も種 々

の もの を使用 して,ま ず第一 に,活 性炭末が これ らの培

地に,ど の程度にこ混入 され る とどの程度 にこ不活性化 す る

か を検査 した。 その結果,鶏 卵培地で はPAS以 外 の

すべての抗結核剤が,ま た寒天培地で は検査 したすべ て

の抗結 核剤が,活 性炭末の混入量の増す とともに次第 に

不活 性化 され ることを認 めた。この不活性化の程度は,抗

結核剤 の種類 に よつて異な るが,抗 結核剤 の阻止力 とは

必 ず しも平行 しない。次に培地 の種類 か らみ ると,4%

NaOHで 処理 した もの を接種す る培地 と,中 和 し,あ

るいは前処理 しない ものを接種 す る培地 との間では,不

活 性化 の傾向 はほ とん ど同 じで あ る。す なわち3%小

川培地 と1%小 川培地,変 法III Kirchner寒 天培地 と

Kirchner寒 天培地 とで はほ とん ど同 じであ る。 また寒

天 培地の 血清 を使用 した場合 と,全 血液 を使用 した場 合

とで は全 く同様で あ る。次 に鶏卵培地 と寒天培地 とでは

多少の差が あ る。す なわ ち前述 のよ うに,寒 天培地 では

PASが 不活性化 され るし,ま たVMの 不活 性化 の

程度が強い。 しか し鶏卵培地 で不活性化 されない ように

み えるの は,最 低 の 混入濃度 を10γ とし,そ の上 を

10倍 量の1007と したためで あっ て,こ の間を もう少

し,小 きざみ にこきざんでい た ら,あ る程度 の不活 性化 は

み られた もの と思われ る。 したがつて本 当の意味 は,不

活性化が軽度で ある とい うことで あろ う。なお われ われ

の使用 した活性炭末 はNorit Aと 称す るもので,こ れ

はJames A. Hirsh 5)が 氏 の寒天培地 にこ用い た もので

あって,と くにこの製品で なければい けない とい うこと

ではない。 しか し寒 天培地にこ混入 した ときに,あ ま り効

果 のない活性炭末 もあるか ら,一 応,検 定 してか ら使用

すべ きであ る。

われわれの成績 は,諸 先進の成績 とは,実 験条件が異

な るので正確 な比較はで きないが,岡 ら6)7)のLock-

man培 地 に炭末 を1%に 混入 した ときに,INHを

100γ,PASを100γ 不活性化で きた との報 告,松

村8)のKirchner培 地 の基汁 に炭末 を1%に 混入 し

た ときに,SMが10γ,PASが50γ,INHが

100γ 不活性化で きた報告,本 庄が3%小 川培地 に活

性 炭末 を0.8%に こ混 入 した ときに,INHが100γ

不活 性化て きた との報告 とは,軌 を同 じにす る ものであ

る。なおEdward Lewin 9)が 炭末培地 と,オ レイン酸

アルレブ ミン培地 を比較 した ときに,炭 末培地 ではINH

の阻止力が減少 したのに,SM, PASで は 差 がなか

っ た こと,山 根10)が 氏 のTween寒 天培地 は,1%

小川培地 に比 して,SMで は 耐 性値 が 低 く,PAS,

 INHで は差 がなかった ことは,こ れ らの 培地 では,

炭末が0.1%の よ うに少量 が用い られた ことと,山 根

培地で はTween80が 混入 され てい るため と思 われ る。

V　 結 論

4%NaOHで 処理 した ものを接種 す る3%小 川培

地,変 法III Kirchner寒 天培地(血 清お よび保存全血液

使用),中 和 した材料お よび 前処理 しない 材料 を接種す

る1%小 川培地,Kirchner寒 天培地(血 清お よび保

存全血液 使用)に 活 性炭末(Norit A)を0.1%,0.2

%,0。4%,0。8%に 混入 した培地 を 用いて,H37Rv

株 を接種 してSM, PAS, INH, KM, VM, C

Y, TB-1, Sulfisomezoie, Sulfamethizol, Sulfadime-

thoxineの 培 地内での不活性化 の実験 をした結 果,次 の

ような成績 を得た。

1)　 鶏卵培地 では,PASを 除 く他の すべ ての 抗結

核剤 にこおい ては,活 性 炭末 の混入量 の増加 とともに不活
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性化 の 程度 が増 加 し,炭 末 の0.8%に 混 入 した と ころ

で は,TB-1は500γ までINHは100γ まで(500

7は 実 験 して い ない),VM, CY, Sulfisomezole,

 Sulfadimethoxineは100γ まで,SM,KMは10～

100γ ま で 不活 性化 した 。 そ して3%小 川 培 地 と1%

小 川培 地 とで は,不 活 性化 の 傾 向 は 同 じで あつ た。

2)　 血 清 を使 用 した 寒 天 培 地 で は,PASを 含 め た

すべ て の抗 結 核 剤 に お い て,鶏 卵 培 地 と ほぼ 同 様 の 不 活

性化 の傾 向 が認 め られ た 。

炭末 の0.8%に 混 入 され た と こ ろ で は,INH,

 Sulfamnethizolは500γ まで,VMは100～500γ,

KM, SMは100γ ま で,PASは10γ ま で 不 活

性 化 され た 。 そ して変 法III Kirchner寒 天 培 地 とKir-

chner寒 天 培 地 とで は,ほ とん ど同 じ成績 を示 し た。

3)　 保 存 全血 液 を使 用 した寒 天 培 地 で は,血 清 を混 入

した寒 天 培 地 とほ とん ど同 じ成績 を示 し た。

この研 究 の 一部 は,昭 和35年6月,第8回 日本 化

学 療 法 学 会 総 会 にお い て発 表 した 。
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