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血清中INH濃 度の微生物学的定量における判定法についての一考案

― 沈渣判定法について―
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緒 言

血清 中INH濃 度の 微生物学 的 定量 にはMandel

ら1)が 結核菌の 抗 酸性 消失度 を 判定の 指標 として 用

い,河 盛 ら2)3)が てれ をわが国の一般臨床に実用 し う

るよ うに改変 を加 えて紹 介 してい る。われわれは,か っ

て,て の方法に準 じてINH内 服患者の血清 中INH

濃 度の定量 を行 なっていたが,て の方法では,染 色法に

慎重 を期 していて も,時 に試供結 核菌の抗酸性消失率が

不安 定で判定に困難 を きたす事態 に遭遇 した。

とてうがDubos培 地 に順化せ しめた試供結 核菌の旺

盛 な発育 を観 察 してい ると,結 核菌 は培地 よ り重 く,1

夜 の静 置に よって てとで とく管底に沈澱 し,沈 渣が結核

菌発育 の程度 を表 現 してい るて とを知っ たので,て れ を

結核 菌に対す るINHの 発育 阻止作用の指標 となす可

能性に想到 したので ある。爾来吟味 を重ね た結果Man-

delら1)の 結核菌染色 に よる 判定法(以 下染色判定法

と称す)よ りもての沈渣に よる判定法(以 下沈 渣判定法

と称 す)の ほ うが,操 作 が簡単で客観 性が高 く判定が容

易で あるてとを実証 しえたので,実 施上の要点 を付記 し

っつ その方法 を発表 し,あ わせて染色判定法 との比較 を

行 なった。諸家の御批判 を得 られ るな らば幸い と考 えて

い る。

沈渣判 定法の実施な らびにその評価

第1章　 沈 渣判定法の実施について

〔I〕　実験材料 な らびにこ実験方法

(A)　 菌に関す る もの

(1)　使用培地:Dubos培 地(以 下D培 地 と称 す)て

れは市販品(栄 研製)を 用い た。(2)　使用結核 菌:H37Rv

のStreptomycin耐 性株(以 下H菌 と称す)て れは,

は じめにわれわれが,河 盛法2)にこよる血清 中INH濃

度測定に使 用 していた菌株 を,そ の まま使用 した。(3)H

菌の順化:は じめ固形 培地 にて保存 されていたH菌 の1

自金耳 をいわゆ る6分 の 試験管 に容 れた5mlのD培

地に接種 し,は じめの間は毎2週 間に,後 には毎週 に,

ての0.05ml宛 を新 しい 同量 のD培 地 にて継代培養 し,

5日 後 に肉眼で培地 に旺盛 な発育 を認 め られ る程度 にこ順

化 した もの を用い る。なお試供菌量 を多 く必要 とす る場

合 には,同 様の試験管の本数 を増加す るべ きで,三 角 コ

ル ペ ンを使用す る等 のよ うに条件 を異にす る培養法 を用

い ると,本 試験 に 失敗す るてとが あ るゆえ 注意 を 要 す

る。(4)試 供菌液 の作成:上 ので とくして,D培 地 に十

分順化せ しめたH菌 液0.05mlを6分 の試験管 に容

れ た5mlのD培 地 内に接種 し,毎 日1回 宛 振盪 し

なが ら5日 間培養 した ものを用い る。 てれは 引 き続 い

てINH定 量試験 に使用で きるよ うあ らか じめ準備 し

てわ く。 ての培地 を,本 試験 には,D培 地で5倍 にて稀

釈 して用い る。

(B)　 被検血清 の採取

INH以 外の どん な薬剤 も被検者の 血清 中にては含 ま

れてい ない よ うにこ準備せ られ てい る被験者 よ り,凝 固防

止剤 を使用せず して採血せ られ た静脈 血約4mlを 綿栓

したス ピッッグ ラスに移 し,室 温 にこ約2時 間直立 静置

せ しめてのち,て れ を遠心沈澱 し,て の上清 を用い る。

操作のすべ ては,厳 重 に無菌的 で あ るよう注意 を 要す

る。

(C) INH濃 度定量手技

INH濃 度 定量試験 には,い わ ゆ る4分 の 試験管

(内径約11mm)を 用い る。 てれ には,管 底 に凹凸が な

くかっ歪 んでい ない もの を選択す る必要が あ る。

さて,綿 栓 を施 して滅菌 した4分 の試験管6本 を1

列にて並べ向かって左 よ り第1番 目 と第2番 目の試験管

(以下1番 管,2番 管 … と称す)に,(B)の 操作で

得 た試供血清0.4ml宛 をそれぞれ注入 し,2番 管よ り

5番 管 まで はD培 地で順次倍数稀釈 をそ廿ない,6番 管

に は,D培 地0.4mlの み を入れて お く。 各試 験管 に

(A)(4)で 得 た浮游H菌 液1.6ml宛 を追加 す ると,

血清 稀釈倍数は,1番 管 よ り5番 管 まで それぞれ,5,

10,20,40,80倍 とな る。 てれ を毎 日1回 宛振盪 しつ

つ,5日 ない し7日 間37℃ で培養 して,判 定 に供 す

る。
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(D)　 対照試 験

使用INHに て対 しては滅菌操作 を行 なわず,他 はす

べて無菌操作 に よって,ま ず80mg/10mlの 滅菌蒸溜

水溶液 を作 成 し,て れ よ り8γ/mlを 含 む溶液 を作 り,

てれ よ り以後の稀 釈にはD培 地 を使用 して,0.8γ/ml

を含 む 溶液 を 作成す る。 てのINHのD培 地溶液

0.4mlを と り(C)の 操 作に お ける血清 の 場合 と全 く

同様 に倍数稀 釈 その他の 操作 を行ない,(C)で 作 った

試験管 系列 と同時に培養 を行な う。

(E)　 判定方法

上記 の よ うな手技 で 培養 した 試験管 系列 を5日 ない

し7日 間(H菌 の発育 の極度 に 旺盛 な ときにては5日

間で よい)培 養 しての ちに,判 定 の 日にては培地 を振盪 し

ないままで沈渣 の占め る面積,そ の性状 を相互 に比較 し

て判定 す る。すなわち,左 よ り右へ移 るにつ れて試験管

内のINH濃 度が 順次 に 半減 してい くか,INH有

効濃度 がH菌 の発育 を阻止す る濃度以下 にな るや否や

H菌 の沈渣 は急激 に増加す る。 てのよ うにて沈渣 の 急増

す る試験管 の一本手前(倍 の濃度 の もの)試 験管 を標識

試験管 とよんで標識付 ける。 ての標識試験管 内のINH

濃度がH菌 の発育 を阻止 し うる最少有効濃度で ある と

み なし うる訳で ある。

さて,て の よ うに試 験管 を標 識付け るべ き対称 となる

とてろの,沈 渣の状態 の,試 験管 か ら誠験管 への移 り変

りをみ ると,図 で示す よ うに 原則的に,て れ を3っ の

群に分類 で きる。いず れの群 で も標識試験管 よ りINH

濃度 の低 い試験管 は,い ず れ も,沈 渣 の発達 は最大でほ

ぼ同一の大 きさを もっ てい る。 便 宜上6本 の 系列試験

管 の うち,向 かっ て左端 よ り3番 日の試験管(3番 管)

を標識試験管 と判定 され た もの とし,沈 渣がすべ て,円

盤状で あ るもの として,説 明す るてとにてす るが,第1群

で は1番 管 よ り3番 管 まで は,沈 渣が わずかで あ り,あ

ま り増加 を示 さず して,4番 管 にい たっ て急激 に最大 の

沈渣 に発達 してい るもので,て の群 の判定 は きわ めて容

易 に行 なえ る。次 に第2群 に 属す る ものに は,3番 管

と4番 管 との間にては 著明 な沈渣 の増加が あるが,4番

管 の沈渣 は,5番 管,6番 管 と比較 して,や や小 さい も

ので あ る。す なわち,第2群 で は,沈 渣の 差の もっ と

も著明 な とてろの試験管 を標識付 けるて とに した。第3

群 では,1番 管 よ り2番 管,3番 管へ と向か うに っれ

て,少 しずっで はあ るが,沈 渣が発達 して ゆ き,3番 管

と4番 管 との間の沈渣 の差 もとくに 著明で は ないが,

4番 管以後 にい たって同様 の最大の沈渣 となつてい る場

合で あ る。 ての場合沈渣が最大 となつて それ以上の増大

を認 め られ ない試験管の1本 手前の もの を もつて 標識

す るて とに規定す る。 なお,て の よ うな例 は きわめて少

ない。

沈渣の移 り変 りは,以 上でほぼ表 わ され るが沈渣 の性

状 は,INH濃 度 が,最 少有効発育阻止濃度以上 であ る

場合 には,必 ず しも円盤状 とはな らず,不 連続 で輪状,

点状,班 状 の場合が珍 し くない。したが つて,沈 渣 を把

握す る場合,て れが大 きさ(直 径)の みな らず,そ の沈

渣の性状 を も同時 に観察 して総合判定 をす る必要が あ る

が,て の場合で も両属性 を合 して判断 しつっ,上 記 の判

定基準 を使用すれ ば,標 識付 けに困 るてとはほ とん どな

い。

図1　 沈渣変遷 の種 類

第1群

第2群

第3群

(F)　 人血清 のH菌 発育 に及ぼす影響

INHを 含有 していない種 々の人血清0.4mlをD

培地 で5倍 よ り80倍 まで 倍 数稀 釈 し,て れに(A)

(4)で 得 た菌液1.6mlを 加 えて 培養 し,人 血清 添加に

よるH菌 発育へ の影響 を検 した とてろ,人 血清 を加 え

る とH菌 の沈渣がわずかで はあ るが,増 加 す るてとを

約1/3の 例において認 め,ま た少数 には人血清 の濃度が

高 くな るほ どわずかに沈 渣の増大が認 め られ る ものが あ

つた。

しか し(E)に おけ るよ うにこ判 定基準 を設 定 しておけ

ば,て れ らは本法 の判定 を阻害 す るほ どの影響 を もた ら

さない て とを認 めた。

表1　 血清中INH濃 度測定の例

(2)　 稀 釈血清 に よる試験
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表2　 沈渣判定法と染色判定法との比較(a)

表2　 (b)

〔II〕　実験 成績

上来述べ た方法に基 づいて,わ れわれは,血 清 中に含

まれ てい る有効INH濃 度 を測定 し,次 の でとくに し

て容易 に判定で きたので ある。す なわ ち,対 照試験 とし

て行 なった既知濃度 のINHを 含有 した培養試 験管 系

列2例 の沈渣 の性状,大 きさを表1(1)で 示 し,未 知
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表2　 (c)

INHを 含有 す る人血清2例 の培養試験管系列 の沈渣

を表1(2)で 示 した。

なお,て の表 では,沈 渣 の直径 をmmで 表 わ し,沈

渣 の性状 は 帯,甘,+,土 として表 わ した。+++～+ま

で は沈渣 は円盤状 でその 厚 みの 程度 を示 し,士 とは沈

渣 が不連続分散 性の ものを表 わす てととした。また,標

識試験管 の位置 を分 か りゃす く表 現す るため,そ の区画

の右上角 を欠いて黒 く塗 った。 ての表 で分か るよ うにて,

表1(1)に おけ る標識試験管 中のINH濃 度は,と

もに0.04γ/mlで あ るてとが判 然 としてい る。また(2)

においては,第1例 では20倍,第2例 では40倍 の

血清稀 釈度の とてろが容 易に標識 付け られ る。 したがつ

て,被 検血清 中INH濃 度は それぞれ0.8γ/ml,1.6

γ/mlと 推定せ られ る。

第2章　 沈 渣判定法 と染色 判定法 との比較

〔1〕　実験 材料な らびに実験方法

結核菌培養 を用い る血清中INH濃 度の定量法におい

て,沈 渣 判定法 を用い るほ うが,染 色判定 法を用い るよ

りも,チ ール ネル セ ン染色 法 とい う複雑 な操作 の介 入が

ないだ けに,判 定に も混 乱 を きたす度合が少ない よ うに

思われ るが,実 際 には,て の考 えが妥 当であ ろ うか。

てれ を実験す るために,わ れわれは,第1章 で述 べ

た方法に よつて血清 中INH濃 度の微 生物学的定量 を

行な うに さい して,定 量用試験管 系列 を孵卵器に入れて

か ら3日 間後 に,ま ず系列中の各試験管 よ り1滴 のH

菌浮游液 をプ ンパ ラー トに採 り,て れに型の でとく,チ

ール ネル セ ン染色 法 を行 なつて,個 々試験管の抗酸性消

失 率 を記録 してお き,同 一の培地 をさ らに引 き続いて,

は じめよ り5日 ない し7日 間培養 し,沈 渣判定法にてよ

り沈渣の状態 を記録 して両判定法 を比較 した。 なお,染

色判定法で はH菌 の抗酸性消失率 を%で 表示 したの

で あ るが,て のさい に気付い たて とは,含 有す る人血清濃

度 によつ てH菌 の染 り方が異 なるて と,一 般 に非抗酸性

菌 の染色 され方が不安定で あるて とで あつ た。 それで染

色 には細心 の注意 を払つ た心算 で あ る。 なお,沈 渣判定

法におけ る沈渣 の大 きさ,性 状 の 記載方法 は表1に 準
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じた。

〔II〕　実験成績

INH濃 度 を測定す るた めの 各系列試験管 に お ける

H菌 の沈渣の状態 と,H菌 の抗酸性消失率 とを併記 し

て比較 を行 なつ たのが 表2で あ る。 表2(a)は 既知

のINH濃 度を 有 す る対照試験 にお け るもので あ る

が,標 識 試験管の抗酸性消失率 を50%で おさえる て

とにてよつて,染 色判定法の標識試験管 は沈渣判定法 によ

るそれ とよ く一致 し,1例 は てれ を30%と す る てと

に よつて一致 した。次に血清中のINH濃 度測定試験

にお けるもので あるが,染 色判定法での標 識試験管の抗

耐 性消失率の下界 を50%と 定め るて とに して,両 判

定法の標識試 験管の位置 を比較 し,両 者が一致 した例 を

集 め ると,表2(b)の でとく11例 あつた。次に両 者

の一致 しなかつた ものがやは り同 じく11例 あ り,て れ

を表2(c)で 示 した。表2(c)を み ると,染 色判 定

法 において,抗 酸 性消失 率が表2(b)に 比較 して,一

般 に低 い ようにみえ るが,て の場合,何 パー セン トの と

てろを下界 の基準 に して試験管 を標識付 ければ よいか の

決 定は困難 な てとが 分か る。表2(c)で,強 いて50

%前 後 で標識 の基準 を 決 め るとす ると,大 きい誤差 を

生ず るべ きてとが,染 色判 定法 と比較 して明 らか に され

たので あ る。

一方沈 渣判定 法の記録 を通 覧す るとどの例 をみて も,

標識試験管 の判 断に困難 と思 われ るものはほ とん どない

のであ る。また本判定法で雑 菌混入に よ り汚染 されたの

は,本 表 の全例 を通 じて4本 の 試験管のみで あつて,

表2(c)No.20に おいて てれが 標識試験管の 近傍に

起 てつたが,い ずれ も判定 を不可能 とした ものは なかつ

た。

総括な らびに考案

われわれはINH感 受性結核菌 を培養 し,沈 渣判定

法に よつ て血清 中INH濃 度 を測定 す る方法 を述べ た

が,本 法 を可能 な らしめ るためには,少 な くとも次 の要

約 が必要 な てとが分か る。すなわ ち,(1)使 用結核 菌の

比重 が培養液 の比重 よ りも大で あるてと,(2)結 核 菌が

培地 内で密 着せず して発育 し,分 散沈 澱す るてと,(3)

結核 菌の発育 が十分に旺盛で あるて と等で ある。以上3

要約のいずれ を欠いて も本法は成功 しない。本法 におい

て(1),(2)の 条件 は,H37Rv株 をDubos培 地 に培

養す るてとによつて,解 決せ られた ものであ るが,(3)

の要約 を満足 せ しめ るために,わ れわれは工夫 を しなけ

ればな らなか つた。まず,培 地 に ベニシ リンの使 用は,

さけ ざるをえなかつた。またStreptomycin, PABAの

使用 も避 けた。継代培養 には常に6分 の試験管 に5ml

のDubos培 地 を容 れた ものを用いて,0.05ml宛 毎週

1回 植 え継 ぎを行な うてとに し,も し,多 量 の菌液 が必

要 な ときに も,そ の本数 を増加 し,決 して条件 の異 なつ

た 大量培養法 を 行 なつ ては な らない てとを 経験 してい

る。 また,採 血時 にこは,い か なる凝固防止剤 を も使用 し

ない よ う工夫 した。 さ らに,血 清中に はINH以 外の

薬 剤 を含 んでいない よ う留意 す る必要が あつ た。

したがつて,本 判 定法はMandelら1)の 方法の よ う

に血清 中にStreptomycin, PASを あわせ含有 してい る

場合 には,実施 しに くい 。 ての点,染色判定 法 よ り不利 で

ある。しか し,第2章 で吟味 した ようにて,INHだ け

含有す る血清 にこおい ては,沈 渣判定法 によ るほ うが,操

作が はるか に簡単で あ り判定 が容易で あ り,結 果 が安 定

してい る。

なお,Schmiedel 4),小 川5),岡 本 ら6)は,固 形培地

にINH容 液が浸透拡散す るのを利 用 して,て れに培

養 した結核菌の発育阻止の幅 を測 り,対 照 と比較 して血

清 中INH濃 度 を 定量 してい るが,て れ らの 方法 で

は,培 地の作成 に少 なか らざる労力 と時間 を要 す る模様

で ある。 また培地の凝固条件が難 し く,結 核菌 の接種手

技に も相 当熟練 を要す る と考 え られ る。

われわれの行 なつた方法で は,市 販のDubos培 地 を

使用 して満足 な結果が得 られ るので,培 地 の調製 にはほ

とん ど苦労が ない。血清の倍数稀釈や菌液添加 の操作 にこ

して も特別の 熱練 を 要 しない し,INHの 滅菌操作 を

省略 し,Penicillin, Streptomycin, PABA等 の添加 を

も行 なわ なかつ たので,操 作 はさ らにこ簡易化 され てい る

点 も強調 して よいで あろ う。

INHの 滅菌 に つい ては,て れ の8γ/mlの 蒸溜水

溶液(pH6.0)を100℃,20分 間な らびにこ40分 間滅

菌 し,しか らざる もの とともに本法で力価 を比較 したが,

両者 と もに明 らかに力 価の低下(後 者で はほ とん ど半減

す る)す るのが認 め られ た。

なお,本 法 は他の化学療法剤 の結核菌 に対す るスク リ

ーニ ング として も便利 にて使 用 され るもので あ ると考 え

る。

結 語

われわれ は,河 盛の改変 したMande 1法 に準 じて 血

清 中有効INH濃 度 の微生物学 的定量 を行 な うにあた

り,培 地 に順化 して旺盛 な発育 をなすINH感 性結核

菌の一定量 を,判 定用試験管 に 接種 して7日 間培養後

に管底の結核菌沈渣の状態 を観察 し,て れ を培地 に含 ま

れ てい るINHの 結核菌発育阻止作用の指標 として用

い て,血 清 中INH濃 度の測定 を行 なつ た。そして,

ての方法 を実施 上の要 点にふれつ つ記述 した。 さらにて,

本法はMandelら の染色 にこよる結核菌抗酸 性消失 率を

指 標 とす る判定法にこ比 して,操 作にこおいては るかにこ簡 易

で あ るとともに,判 定が容易で あ り,確 実 な結果が得 ら

れ るてとを実証 しえた。
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