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結 核 菌 用 寒 天 培 地 の 研 究

第6報　 保存全血液 を用いた寒天培地

の改良-そ の2

小 川 辰 次 ・大 谷 典 子

北里研究所附属病院(院 長 福住定吉)

受 付 昭 和37年5月19日

1　 緒 論

先に小川11は,保 存全血液寒天培地 に可溶性澱粉 を加

え斜面に接種物 をの りやす くし,さ らにそ の組成 を簡単

にす ることに成功 したが,こ れ らの培地で も詳細 にみれ

ば,鶏 卵培地に比 して発育の劣 るものが あるこ と,雑 菌

の侵入の多い こと等が分かつ たので,そ の後 さ らに実験

を重ね,従 来 の欠点 をほぼ除 きえた と思 われ る培地 に到

達す ることがで きたので,こ こに発表す る次第で ある。

2　 実験の目標および実験方法

(１)　実験の 目標

試 作改 良の途中であつた4%NaOH処 理液,0.1cc

接種 用の変法 皿 に準 じた次の ような基汁の培地

KH2PO4　 1.0g

Na2HPO4・12H2O　 0.3g

硫 酸 マ グネ シ ウム　 0.069

ク エ ン酸 ナ トリ ウム　 0.25g

ア スパ ラギ ン　 0.5g

〔(グル タ ミ ン酸 ナ トリ ウム)　 0.3g〕

グ リセ リ ン　 1.5cc

0.1%マ ラ カ イ ト緑　 0.25cc

可 溶 性澱 粉　 2.0g

精 製 寒 天　 2.0g

蒸 溜 水　 100.0cc

および中和 した材料 の0.1cc接 種用 のKirchnerに 準

じた培地,す なわち前者 の基汁 中のKH2PO4 1.0gを

0.4gに した ものを基準 に し,こ れ よ りも発育 のよい,

雑菌 の少 ない しかも組成 の簡単 な培地 を作 るこ とを目標

と して,KH2PO4の 適 量,Na2HPO4,硫 酸 マグネ シウ

ム,ク エン酸ナ トリウム,ア スパ ラギン(グ ル タ ミン酸

ナ トリウム)等 の必要性 の有無 さ らには雑菌阻止剤 と

してのマ ラカイ ト緑,ペ ニシ リンの適量等 を決定 した。

(2)　実 験 方 法

接種 には塗抹 陽性 の喀疾を用いた。すなわ ち,ま ず喀

疾 を中試験管 に と り,4%NaOH液 を 約10倍 量 入

れ,よ く振盈 して均等化 し,こ の部分 を101倍 稀釈 と仮

定 し,さ らに4%NaOHで10倍,100倍 等 に稀釈

してこの部分 を102,103倍 稀 釈 と仮定 した。 そ して,

ガフキー号数 に応 じて次 の3段 階 を0.1cc宛2～3本

の試作培地 および対照 としての3%小 川培地 に接種 し

た。

ガ フ キ ー1～3号… …101～103倍 稀 釈

4～6号 ……102～104倍 稀 釈

7～10号 ……103～105倍 稀 釈

また,中 和 した材料 を接種す る場合 には,フ ェノール

レッ ドを0.004%に 混入 した4%NaOHで 喀疾 を

約10倍 に 稀 釈 し,1～2ccを 別 の試験管 に とり8%

HClで 中和 してこの部分 を101倍 稀釈 と仮定 し,さ らに

滅菌 蒸溜水で10倍,100倍 等 に稀釈 して この部分 をそ

れぞれ102,103倍 と仮定 して,4%NaOH処 理 同様

3段 階を0.1cc宛 試作培地 お よび1%小 川培地 に接

種 した。 接種 し た ら,斜 面全体 を接種物 で うる お し,

37。Cの 艀卵器に斜面 を水平 に してねかせ,寒 天培地は

2～3日,鶏 卵培地 は1～2日 保存 し,液 のほぼ乾燥 し

た ところで ゴムキャップにかえ,た てて培養 した。

(3)　観察お よび判定の方法

毎週観 察 して,発 育の よい ものはほ ぼ4週 で,発 育 の

悪い ものは さらに観 察 を継続 し7～8週 までみて集落数

を記録 した。そ して,こ れ らの3段 階接種の 中で,最 少

10コ,最 多200コ までの集落が発育 した系列に よ り,

比較 した例 数の平均集 落数 を求 め,試 作培地の集落数の

多少 を比較 した。

3　 成 績

イ.　試 作培地改 良のための実験

(1) KH2PO4の 適 量の決定

Tatsuji OGAWA and Noriko OOTANI (Kitasato Institute Hospital, Shiba Shirogane Sanko-cho, 

Minato-ku, Tokyo, Japan): Studies on Agar Culture Media for Mycobacterium Tuberculosis, VI

-Kekkaku, 37 (11):611•`615,1962,
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Table 1. Determination of Optimal Amount of Potassium Phosphate, 

Monobasic

前 述の4%NaOH処 理用 および 中和処理用 の 培地

に混入 され ているKH2PO4の 量を,基 汁100ccに 対

して 表1の よ うに0,0.1g,0.3g,… と0.2g宛 増

量 して0.99ま で混入 した6種 の保存全血液寒天培地

を作 り比較 した。 成績 は 表1の よ うで あ つ て,4%

NaOHの 前処理 の4例 の実験では,平 均集落数 のもつ

とも多いのは0.5gで あ つ て,そ れ よ り減 量 したとこ

ろでは急に,そ れ よ り増量 した ところで は徐々 に集落数

が減つ て い る。0.5g混 入 され て い る培地 のpHは

6.25,こ れ に4%NaOHを0.166混 入す ると7,04

となる。

次 に,中 和処理接種の5例 の実験 では,0,0.1gが

もつ とも多 く,量 の増加 とともに次第に集落数が減少 し

てい る。 もつ とも多 い集落 を示 した0,0.1gの 培地 の

pHは,そ れぞれ7.18,6.70で ある。

(2) Na2HPO4,ク エ ン酸 ナ トリウム,硫 酸 マグネシ ウ

ム,ア スパ ラギ ン,グ ル タ ミン酸ナ トリウム等 の必 要性

の検討

(1)の 実験成 績か ら,KH2PO4の 混入量 を基汁100cc

に対 して0.5g,0gに 減 量 したNaOH用 お よび 中和

用培地 を基準 として,KH2PO4以 外 の前述の塩 類 を除去

した り加 えた りして,そ の混入 の必 要性について検討 し

た。 まず,Na2HPO4・12H2Oを 除去す る と,可 検材料

を接種 した ときに斜面 に集落 と間違いやすい沈澱がで き

Table 2. Investigation of Necessity of Na2HPO4• 12H2O, Sodium Citrate,

 Magnesium Sulfate, and Asparagine or Sodium Glutamate in the

 Medium for Inoculation of 4 % NaOH Treated Specimen

Note: Figures in the row of composition indicate gram in 100 cc. basic solution,
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Table 3. Investigation of Necessity of Na2HPO4• 12H2O, Sodium Citrate,

 Magnesium Sulfate, and Asparagine or Sodium Glutaminate in the 

 Medium for Inoculation of Neutralized Specimen

Note: 1) As table 2.

2) (s) in the row of size of colonies indicates smaller colonies which predominate in 
comparison with colonies on other media.

るので,沈 澱 を起 こ さないためにこの ものが必要 である

こ とが 分 か つ た。次 に表2の ように,4%NaOH処

理用 の(1)培 地 を基準 として,こ の 培地 よ りクエ ン酸

ナ トリウム と硫酸 マグネ シ ウムを同時 に除去 した培地 を

(2),ク エン酸ナ トリウム,硫 酸 マグネ シウム,ア スパ

ラ ギンを同時 に除去 した培地 を(3),さ らにクエ ン酸 ナ

トリウム と硫酸 マグネ シウム とを同時 に除 き,ア スパ ラ

ギ ンの代 りにグル タ ミン酸ナ トリウムを0.39混 入 し

た培地 を(4)と して,こ の4種 の培地 を6例 につ いて

実験 した。その成績は 表2の よ うで あつ て,(2),(4)

は(1)と 差がな く,(3)は 前2者 に比 して集落数 は大

差 ないが集落は小 さい。以上の成績か ら,こ の場合 クニ

ン酸ナ トリウム,硫 酸 マ グネシ ウム,ア スパ ラギ ンの う

ち結核菌 の発 育に影 響のあ るのは,ア スパ ラギ ンだ けで

あるこ と,ま たグル タ ミン酸 ナ トリウムはアスパ ラギ ン

に代 りうるこ とが分 かつた。

次に,中 和用培地の(1)を 基準に して硫酸 マ グネシ ウ

ム とクエ ン酸 ナ トリウム を除去 した(2),硫 酸 マ グネシ

ウム,ク エ ン酸 ソーダお よびアスパ ラギ ンを同時に除去

した(3),硫 酸 マ グネシ ウム とアスパ ラギ ンとを除いた

(4),ク エ ン酸 ソーダ とアスパ ラギ ンとを除いた(5)の

5種 類 の培地 を5例 によつて比較 した。成績 は表3の よ

うであつ て,(1)に 匹敵す る発育 を示 しているのは(2)

だけであつ て,(3),(4),(5)は 集落 が少 ないか小 さい。

以上 の成績 か ら,中 和用培地 で も,発 育 に影 響のあるの

はアスパ ラギンだけであるこ と,ま た他 の実験成績 か ら

アスパ ラギ ンはグル タ ミン酸ナ トリウムで代 え られ るこ

とが分かつた。

(3)　マ ラヵ イ ト緑お よびペ ニシ リンの適量 の決定

KH2PO4を 基汁100ccに 対 して0.59と し,硫 酸

マ グネシ ウム とクエ ン酸ナ トリウムを除去 し,さ らにア

スパ ラギ ンの代 りに グル タ ミン酸ナ トリウムを 用 い た

Table 4. Investigation of the Highest Concetration of Malachite Green

 and Penicillin not Affecting the Growth of Myco. Tuberculosis

Note: Figure in columns indicate the average number of colonies .
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4%NaOH用 培地 お よび前述の4%NaOH用 培地 か

らKH2PO4を 除去 した中和用の培地 を用いて,こ れ らの

雑菌阻止剤が結核菌 の発育 に影響 のない最高 の混入量 に

つ き検討 した。す なわち,ま ず0.1%マ ラヵイ ト緑液

を培地100ccに 対 して0,1cc,3cc,5cc,7ccと

混入 した5種 の培地 を4%NaOH用 では5例,中 和

用 では6例 について比較 した。成績は 表4で み るよ う

に,4%NaOH用 では,マ ラカイ ト緑 の混入量 の増す

に したがつて集落数が減少す るが,中 和用 では,著 明な

減 少の傾向はみ られ ない。

次 に,0.1%マ ラカイ ト緑液 を培地100ccに 対 し

て3cc混 入 した もの を基準 にして,ペ ニシ リンを培地

1ccに つ き50単 位,100単 位,150単 位 を混入 した3

種 の培地 を用 い て4%NaOH用 および 中和用の もの

をそれ ぞれ6例 につ いて比較 した。成績 は 表4の よう

で あつ て,4%NaOH用,中 和用 ともに150単 位 まで

の混入量 では,集 落数 の著 明な減少 は認 め られない し,

また マラカイ ト緑混入 の培地 と比較 して も大 差はない。

ロ.　試作培地 の決定

以上 の成績 か ら,わ れ われ は次の ような培地 に到 達 し

た。両培地 とも可溶性澱粉,グ リセ リン,寒 天等 の量は,

以前 に検討 したこ とがあるので,そ の ときの成績 をその

まま用 いた。

(1)　4%NaOH用 の培地

KH2PO4　 0.5g

Na2HPO4・12H2O　 0.3g

グル タ ミ ン酸 ナ トリ ウム　 0.3g

可 溶 性澱 粉　 2.0g

グ リセ リ ン　 1.5cc

精 製 寒 天　 2.0cc

蒸 溜 水　 100.0cc

0.1%マ ラ カイ ト緑　 3.0cc

(あ るい はペ ニ シ リ ン　 100単 位/cc)

以上 を溶解滅菌 し,55～60℃ に冷却 してか ら保 存全

血液 を10%に 加えて よ く混合 し,中 試験管 に5cc宛

分注 して斜面 として固め る。pHは そのま まで6.25前

後,4%NaOHを0.1cc加 え ると7.04前 後であ る。

この処方で既報2)の もの と異 なるのは,雑 菌阻止剤 とし

てペニシ リンをマ ラカイ ト緑の代 りに用いた点で ある。

この培地は今 までの実験成績か らで も分か るよ うに,3

%小 川培地や従来の保 存全 血液寒天培地に比 して集落数

が多い。

(2)　中和用培地で は,4%NaOH用 培地 と異 なるのは,

KH2PO4が0.5gの ものが0.1gに 減量 され ているこ

とだけであ る。中和用培地 では,KH2PO4は0,0.1g

混入 の両者 に大 差ないが,そ の後 の研究 によ りある菌株

ではKH2PO4が 入 つておつたほ うが発育 のよい もの も

認 められたので,前 回ではKH2PO4を 除去 したが,今

回0.1g混 入す るこ とに改 良 した。 また既報 の処方 に

は,硫 酸 マグネ シウムが混入 され ていたが,そ の後 の研

究 によ り全 く影響 のない こ とが分 かつ たので,除 くこ と

に した。pHは6.63前 後 である。 この培地 も,今 まで

の実験成績 か ら分 か るように,1%小 川培地や従来 の

保存全 血液寒天培地 に比 して集落数 が多い。

4　 総括および考察

われわれ の保存全血液混入 の培地 は,4%NaOH用

のものは 血清 混入の変法III3)Kirchner寒 天培地,鶏

卵培地 の3%小 川培地 に,中 和用 のものは血清混入 の

Kirchner寒 天培地,鶏 卵培地 の1%小 川培地 に相 当

す るものである。保存全 血液寒天培地 の基汁 に,保 存全

血液 の代 りに血清 を加 えて作つた培地 は発育が悪い,ま

た鶏 卵培地 に混入す る ことに よつて結核 菌の発育 を促進

した焦 性ブ ドウ酸 を加えて も保 存全 血液寒天培地 には影

響 ない。 この事 実は,混 入 す るものが 保 存全 血液 血

清,鶏 卵 とい うよ うに異 なることによつて,結 核菌 の発

育に もつ ともよい組成お よびその量 の組合せが存在す る

ことを意味す るもので あろ う。各研究者 によつ て,保 存

全 血液寒天培地 におい ての血液4)～9)の混入す る適量,混

入 され る塩類 の必要性,KH2PO46)7)10)11)の 混入量 等 が

区々で あ る こ と は,同 じ保存全血液寒天培地 であつて

も,そ の内容が異 なるためで はなかろ うか。

4%NaOH用 および中和用 ともに今 回の改 良によつ

て,従 来 の保存全血液寒天培地や対照 の3%,1%小

川培地 に比 しても常 に集落数 が多 い。 しか もその組成 は

簡単 にな り,保 存全 血液 の混入 量 も,Tarshis12)の 培

地,F.C.Whitcomb13),吉 岡14),杉 田11)の培地 では

30%で あるのに比 して,わ れ われ のものは松村(15)同

様10%で あるか ら,培 地 の分注 の ときに楽で あ る。

また,雑 菌 の侵入 阻止 も考慮 され てい る。

われわれの保 存全 血液寒天培地が,従 来多 くの学者 に

よつて発表 されてい る種々の保存全血液寒天培地や血清

の混入 した培地 に比 して,あ るい は鶏卵培地 に比 して,

どの程度の地位 にあるかは,さ らに検討 してみ たい。

5　 結 論

改良 の途 中で あつ た4%NaOH処 理液0.1cc接 種

用 および中和処理液0.1cc接 種用 の培地 は,そ の後 の

実験 によ り鶏卵培地 に比 して発育 の劣 る菌株 が多少 み ら

れ た し,雑 菌 の侵入 の多 いこ とな ども認 めたので,従 来

の培地 よ りも発育 の優れ た,雑 菌侵入率 の少 ない しか も

組成 の簡 単な培地 を作 るために,培 地 中に混入 されてい

るKH2PO4の 適量,Na2HPO4・12H2O,硫 酸 マ グ ネ

シ ウム,ク エ ン酸 ナ トリウム,ア スパ ラギ ン(グ ルタ ミ

ン酸 ナ トリウム)等 の必要性の有無 雑 菌阻止剤 として

のマ ラカイ ト緑,ペ ニシ リンの適量等 につ き検討 した結
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果,次 の ような培地 に到達 した。

1)　 4%NaOH処 理 液0.1cc接 種 用培地

KH2PO4　 0.5g

Na2HPO4・12H2O　 0.3g

グル タ ミ ン酸 ナ トリ ウム　 0.3g

可 溶 性 澱 粉　 2.0g

グ リセ リ ン　 1.5cc

精 製 寒 天　 2.0g

O.1%マ ラ カイ ト緑　 3.0cc

(あ るい は ペ ニ シ リ ン　 100単 位/cc)

蒸 溜 水　 100.0cc

以上 を溶解,滅 菌 して55～60。Cに 冷却 し,保 存全

血液 を10%に 加 えてよ く混合 し,中 試 験管に5cc宛

分注 して斜 面に固め る。pHは そのままで6.25前 後,

4%NaOHを0.1cc加 え ると7.04前 後 とな る。

2)　 中和処理 液0.1cc接 種用培地

1)に おけるKH2PO4の0.5gが0.1gに 変更 され

ただけで あつ て,そ の他 は全 く同様 である。

これ らの培地 は従来 の保存全血液寒天培地 に比較 し,

また3%小 川,1%小 川培地 に比 して集落数 が多 い。
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Studies on Agar Culture Media for Mycobac-

terium Tuberculosis VI. Modification of agar 

culture media by using stored whole blood. 2.

The authors have been trying to improve two 
kinds of agar culture medium for Myco. tuber-
culosis, that is, the medium for inoculation of

 0.1 cc of specimen treated with 4% NaOH 
and that for 0.1 cc of neutralized specimen. 
In the course of this study, some strains of 
Myco. tuberculosis were found to grow more 
poorly and contaminations by other organisms 
were experienced more frequently on these media 
than on the egg culture medium.

For the purpose of preparing a medium which 

is more suitable for the growth of the Myco. 

tuberculosis, less frequently contaminated by 

other organisms, and has more simple constitu-

ents than the conventional media, the follow-

ingpoints were investigated: 1) a favorable 

amount of potassium phosphate, monobasic, 

and sodium phosphate, dibasic which were to 

be added in the medium; 2) whether or not an 

additional magnesium sulfate, sodium citrate, 

asparagine or sodium glutamate etc. were req-

uisite for the growth of Myco. tuberculosis; 

and 3) an appropriate amount of malachite 

green or penicillin to inhibit the growth of 
contaminants. Consequently a modified medium 

was prepared, having the following composition.

1) A medium for inoculation of 0.1 cc of 
4 % NaOH treated specimen

KH2PO4 　0.5g

Na2HPO4・12H2O 　0.3g

Sodium glutamate 　0.3g

Soluble starch 　2.0g

Glycerine 　1.5cc

Purified agar 　2.0g

0.1% malachite green 　3.0cc

(or Penicillin 　100u/cc)

Distilled water 　100.0cc

These constituents were dissolved, sterilized 

in an autoclave and cooled to 55•Ž to 60•Ž, 

to which stored whole blood was added and 

mixed well to make its final concentration 10%. 

Five cubic centimeters of the medium was 

dispensed into each test tube to make a slant, 

whose pH would be around 6.25 and become 

around 7.04 after the addition of 0.1 cc of 4% 

NaOH.

2) A medium for inoculation of 0.1 cc of 

neutralized specimen

The amount of KH2PO4 in the medium 1) was 
reduced from 0.5g to 0.1g.

That of other constituents were the same as 

above. pH of this medium was around 6.63.

More colonies were noted on these media 

than on a conventional stored whole blood agar 

medium, 3 % and 1% Ogawa egg media.


