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第 3 報 不活性化培地の吟味
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I 緒 論

われわれは,第1報1),第2報2)に おいて,培 地

内に活性炭末 とパラア ミノ安息香酸(以 下PABAと 略

す)を 混入す ると,ど のような培地において も,ま た前

処理の如何にかかわ らずほとんどすべての抗結核剤を培

地の中で不活性化 で きることを示 した。 これ らの 実験

は,活 性炭末,あ るいは活性炭末 とPABAを 同時に混入

し,こ れ らのおのおのの培地にさらに種々の抗結核剤を

0,10γ,100γ,500γ に混入した1組 の培地に結核

菌を培養し,不 活性化す ることを認めたものであって,

この事実は,抗 結核剤の混 じっている可検材料中に生存

している結核菌を,こ の不活性化培地に接種す ると,こ

のまま接種して も,培 養できることを暗示す るものであ

る。

それでわれわれは,さ らに基礎実験を進めて不活性化

培地によつて,抗 結核剤の溶液中に混入した結核菌の分

離培養を試みたので報告する。

II　 実 験 方 法

(1)　抗結核剤;SM, PAS, INH, KM, VM,

Sulfamethizolを 滅菌蒸溜水で500γ/ccの 溶液として

便用した。

(2)　培地:第1報,第2報 と同様で あって,鶏 卵培

地では1%小 川培地,3%小 川培地,寒 天培地 とし

てはKirchner寒 天培地,変 法IIIKirchner寒 天培地を

用いたが,こ の場合 も血清を10%に 使用 した培地と,

保存全血液を10%に 使 用した培地を 準備した。 そし

てこれ らの培地に活性炭末(NoritA)を0.8% , PA

BAを50γ/ccに 混 入した培地 と,こ れらの ものを混

入しない対照の培地を用いた。前者を本庄にな らい不活

性化培地 とよぶことにする。なお,培 地はすべて5cc

宛 中試験管に分注 し,斜 一面とした。

(3)　菌株:す べての抗結核剤に感性で ある保存人型結

核菌のH37Rv株 の2～3週 培養の もので10-1mg/cc

の菌液を作 り,500γ/ccの 抗結核剤の溶液18ccの 中

に2cc宛 分 注して,10-2mg/ccの 菌液 とした。このよ

うにしてほぼ500γ/ccの 抗結核剤の中に,10-2mg/cc

の結 核菌の混じっている菌液 と,さ らに対照 として,滅 菌

蒸溜水による10-2mg/ccの 菌液を用いた。

(4)　接種:抗 結核剤の500γ/ccに 混 入した 菌液 と,

対照の蒸溜水の菌液を準備した直後,そ の0.1cc宛 を

1%小 川培地,血 清 および保存全血液使用のKirchner

寒天培地で作った不活性化培地および対照培地の2本 宛

に接種 した。また別に,0.5cc宛 を とって,こ れに8

%NaOHを 等 量に加えて よく混ぜ,そ の0.1cc宛 を

3%小 川培地,血 清および保存全血液を使用 した変法

IIIKirchner寒 天培地で作つた不活性化培地および対照

培地の各2本 に接種した。さらに これ らの抗結核剤お

よび滅菌蒸溜水による菌液を37℃ の孵卵器に保存 し,

1日,3日,7日 後 に同様にして接種した。接種後は型

のように,鶏 卵培地では1～2日,寒 天培地では2～3

日,斜 面台にねかして,液 のほぼ乾燥したところでゴム

キャップに変え,立 てて培養を継続した。

(5)　判 定:集 落発育の有無を毎週観察し,4週 で陰陽

性をきめるとともに,発 育 した平均集落数を出した。

III　成 績

第1実 験 はSM,PASに ついて,第2実 験は

INH,KM,VM,Sulfamethizolに ついて実験した。

(1)　鶏卵培地の成績

表1の ようである。

まず対照の蒸溜水の菌液か らみてゆ くと,保 存期間の

長びくとともに次第に集落数が 減少し,第1実 験では

3貝 まで,第2実 験では7日 まで集落を認めるが,対

照培地 と不活性化培地 との間には,集 落数の うえにほ と

んど差がない。

次に抗結核剤の菌液でも,蒸 溜水の場合同様,直 後,

1日,3日 と次第に集落数が減少しているが抗結核剤の

種類によって,そ の消長は 異なる。SM,INHFで は

直後だけ,VMで は1日 まで,PASで は3Hま

で,KM,Sulfamethizolで は7日 まで検出 されてい

る。蒸溜水の場合 と著明に異なることは, PAS, IN

H,Sulfamethizolで は 前 処理の有 無にかかわ らず,

またSMで は,そ のままの接種において,不 活性化培

地にのみ集落を 認め,対 照培地には 集落を 認めないこ
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表1　 鶏 卵 培 地 の 成 績

注:1)　 表中の数字は集落数を示す。 その表示 の仕方 は次のよ うで ある。

(1)数 字は平均集落数

(2)++,+++等 は無数 である ことを示 す。

(3)-は 陰性 を示す。

2)　 対 は対 照培地を,N+PはNoritAとPAnBAの 混 入した不活性培地 を示す。

と,KM,VMで は前処理の有無にかかわらず,ま た

SMの4%NaOHに よる前処理ではともに 不活性化

培地に比して少数の集落を)対照培地に認めることで あ

る。以上の事実は直後の培養において もっ ともはっ きり

しているが,保 存後の培地において もみられ る。

上述の不活性化培地のみに発育することは,菌 ととも

に培地内に入つた抗結核剤が,そ の抗結核剤の阻止濃度

以 上であつたか らであるし,対 照培地に発育した こと

は,阻 止濃度以下であつたためであろう。

これを要するに,不 活性化培地を用い ると,抗 結核剤

の中に混ざつている結核菌で も,こ れを前処理するとし

ないとかかわ らず,培 義により検出することができるこ

とを認めた。

(2)　血清を使用した寒 天培地の成績

表2　 血清を使用した寒天培地の成績

注:1)　 表1に 同 じ。

2)　 ×は雑菌の侵入 のために成績 の分 か らなかつた ことを示す。

成績は表2の ようであるが,第1,第2実 験 ととも

に,蒸 溜水による菌液では3日 まで 発育している。 そ

して保存期間の長びくとともに次第に集落数が減少し,

7日 では集落を認めない。次に抗結核剤の菌液の場合を

みよう。

まずSM,INHで は,発 育を認めるのは直後だけ

であつて,1日 以後は集落を認めない。PASとVM

は1日 まで,KMで は3日 まで,Sulfamethizolで は

7日 まで少数の集落を認めてい る。

以上の成績は鶏卵培地 とほぼ同じである。鶏卵培地 と

異なるのは,SMに おける変法IIIKirchner寒 天培地

では,対 照培地において も集落を認めないこと,KM,

VMで は,そ のままの接種で対照培地に集落を認めな

い点であるが,こ れ らのことは,血 清の入つた寒天培地

が,鶏 卵培地に比して結核菌の発育を阻止す る力の強い

ことに帰せ られ るであろう。
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表3　 保存全血液を使用した寒天培地の成績

注:表1に 同 じ。

これを要するに,血 清 を使用した変法IIIKirchner

寒天培地,Kirchner寒 天培地で作つた不活性化培地は,

種 々の抗結核剤の 溶液の 中に混入 されている結核菌で

も,前 処理の有無にかかわらず,培 養により検出できる

ことが分かつた。

(3)保 存 全血液を使用 した寒天培地の成績

対照の蒸溜水の菌液では,第1実 験では7日 まで,

第2実 験では3日 まで集落が発育 していること,前 処

理したものでは著明に集落が減少していること,対 照培

地 と不活性化培地の集落の数がほとんど同じである事等

は,鶏 卵培地や血清を使用した寒天培地の場合と同様で

ある。また抗結核剤の中に混入している結核菌の培養に

おいて も,血 清を使用した寒天培地における傾向とほと

ん ど同じである。

KMの 直後の,4%NaOHの 前処理の対照培地にお

いて 集落の 発育してい ないこと,SMの 直後の4%

NaOH処 理 の対 照培地において菌の発育 している こと

は,血 清を使用した寒天培地 と異なる点であるが,こ れ

らの事実 も,こ の保存全血液を使用した寒天培地の結核

菌の阻止力が,血 清を使用した寒天培地のそれ と異なる

ためであろう。

これを要するに,保 存全血液を使用した寒天培地で作

つた不活性化培地において も,抗 結核剤の溶液の中に混

ざつている結核菌を培養により証明することができた。

IV　 総括および考察

われわれは,SM,PAS,INH,KM,VM,

Sulfamethizolの500γ/ccの 溶液の中にH37Rv株 の

菌液を混入 し,そ の直後および1日,3日,7日 と37

℃ の孵卵器に保存 した ものを,対 照の培地 と不活 性化

培地に,そ のまま あるいは4%NaOHで 前処理 して

培養 してみた。その結果,培 地内に菌 とともに混入 され

た抗結核剤の濃度が阻止濃度以上で,対 照の培地には菌

の発育を認めない場合で も,不 活性化培地では発育を認

た。この場合は もちろん,4%NaOHで 前処理するこ

とによつて,そ のままの接種に比して集落数は減 るので

あるが,前 処 理の如 何にかかわ らず,ま た培 地の如何

にかかわらず同様に培養することがで きた。そして発育

した集落の数をみると,4%NaOHで 処理 して接種す

る3%小 川培地,血 清および保存全血液を使用した変

法IIIKirchner寒 天培地 との間,お よび 前処理しない

材料を接種 した1%小 川培地,血 清使用のKirchner

寒天培地,保 存全血液使用のKirchner寒 天培地 との間

に も著明の差のないことをみた。しか も対照培地 とPA

BAとNoritAを 混入した不活性化培地 との間には,

菌液のみの培養ではほ とんど差がない。

このようなことか ら本庄の不活性化培地は,ほ とんど

すべての抗結核剤の混入されたものでもある濃度以下で

あれば,こ れを不活性化で きるものであることが分かつ

た。しかし実際には,前 にも述べたように活性炭末の混入

された不活性化培地は,い ずれ も雑菌の侵入が多く,こ

とに寒天培地は使用するものが血清であつて も保存全血

液であって も著明に多い。したがつて雑菌の阻止す る方

法を研究することも必要であろう。また実験に使用した

H37Rv株 では,こ の不活性化培地は対照に比 して 発育

に差はないが,Diran Yegianら3)は,PABAがSM,

PAS,INH等 に対 して2重,3重 の耐性を示して

いる結核菌に対 して阻止力が強いこともあると発表して

いるので,こ れ らの点 も含めて,喀 痰中の結核菌につい

て検討する必要があろう。

V　 結 論

すべての抗結核剤に対 して感性である保存人型結核菌

のH37Rv株 を,SM,PAS,INH,KM,VM,

Sulfamethizolの500γ/ccの 溶液中に混入して,直 後

わよび37℃ の孵卵器に1日,3日,7日 と 保存した
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ものを,一 部は4%NaOHで 処理して,5cc宛 分 注

した3%小 川培地,変 法IIKirchner寒 天培地(血

清および保存全血液使用)で 作つたPABA50γ/cc,活

性炭末(NoritA)0.8%に 混 入した不活性化培地に,

また一部は前処理しないでそのまま,5cc宛 分注した1

%小 川培地,Kirchner寒 天培地(血 清および保存全血

液使用)で 作った不活性化培地に,そ れぞれ0.1cc宛

を接種して,次 のような成績を得た。

1)　 対照の蒸溜水で作つた菌液を培養 したときは,4

%NaOHで 処理するとしない とにかかわらず,不 活性

化培地 と対照培地 との間には,集 落数の うえにおいて差

がなかつた。

2)　 抗結核剤の 溶液に混入した 菌液の 培養において

は,4%NaOHで 処理したと,そ のまま接種したとの

如何にかかわ らず,対 照培地で陰性であつた場合でも不

活性化培地が陽性を示すし,菌 の接種 とともに培地に混

入された抗結核剤の濃度が阻止濃度以下のときは,対 照

培地にも発育す るが,不 活性化培地のほうは,対 照培地

に比 して集落が多い。

3)　 抗結核剤の種類別に結核菌の検出できる期間をみ

こ,SM,INHて は直後だけ。VMで は1日,KM,

PASで は1～3日,Sulfamethizolで は7日 まで検

出で きた。なお,滅 菌蒸溜水による対照の菌液では3～

7日 まで検出できた。

この論文の一部は,昭 和35年7月 第8回 化学療法

学会総会において発表した。
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