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われわれは,さ きに,結 核菌の寒天高層混釈培養上に

1NH溶 液を重畳してその濃度を測定する方法を考案し,

臨床上使用しうることを提唱すると ともに,INH血 中

濃度に関する臨床的観察を行ない成績を報告した1)～3)。

その後引 き続 き,SM,PAS,KM,VM等 について

も同様の基礎的実験を積み,さ らに,各 種抗結核剤を使

用 している患者の血清のそれぞれの抗菌力を,本 法によ

つて標示しうることを観察した。

従来,抗 結核剤の抗菌力の生物学的定量法については

薬剤が異なるごとに溶媒,培 地ならびに標示菌を異にす

る例が多い。種々の抗結核剤の併用時における総合的抗

菌力の検査には,SCC法 や直立拡散法4》魂)が 用 いられ

るけれども,前 者は手技が繁雑であり,後 者は鶏卵含有

培地を用いるときにおいては,薬 剤の吸着の問題がはな

はだ難解であ り,ま た寒天培地を用いるときにおいては

結核菌の均等な表面培養が困難である。

混釈培養重畳法は,均 等な培養を得るのに好都合であ

り,ま た体液とい う実際的な作用の場にある共通の溶媒

を用い,か つ結核菌という共通の標示を用いうるので,

抗菌力の比較検討に有利であると考えられる◎以下本法

に関する臨床実験成績を報告する。

実験材料および方法

1.培 地:前 鞭 〉～3)においては自家調製キルヒナー培

地を用いたけれども,そ の後市販デュボス培地および市

販のキルヒナー培地も用いうることを知 り,こ れら3者

を比較しながら使用した。

2,培 養手技:前 報わ～3)において述べた手技 と同様で

ある。すなわち,上 記培地の各成分が2倍 含まれている

培地で菌浮游液を作 り,駒 込ピペ ット等で,約2裾 宛

ヴィダール試験管に分注し,別 に用意した0.5%寒 天を

同量混じて,冷 水で凝固せしめる。

3.供 試菌株;主 として業室分離菌株を供試した。デ

ュボス液体培地に10～14日 間培養して増菌せ しめ,こ
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を重畳 しても阻止帯を現わさないけ れ ど も,SM10～

1.oγ1甥',PAS1.oγ 加 ∫,KMlo～1.oγ 加 」溶液重畳

により約2伽 までの阻止帯を現わす◎

(3)PAS100γ 耐性菌はPAS100γ 加 ∫溶液を重

畳しても阻止帯を現わさないがSMlo～1.oγ/〃3',INH

1.o～o。1γ加z,KMlo～1。oγ/〃3z溶 液重畳 に よ り約

2伽 までの阻止帯を現わす。

2.SM溶 液重畳について

(a)上 記供試菌株のほかに,業 室分離の栗原株 も,

デ ュボス寒天培地でほぼ同じ程度の感受性を示した。

(b)SM耐 性菌(衛 生検査法指針による検査成績)

について

(1)上 記実験1に おいては,自 家調製キルヒナー寒

天培地を使用 してある。本項の実験においては,同 株 と

デュボス寒天培地を用いた。1,000γ加Zま での溶液重畳

によつては,全 く阻止帯を示さなかつ た が,10〃381裾

溶液重畳でわずか1～2魏 櫛 の阻止帯が現われた。

(2)SM18筋 注6時 間後の血清重畳の効果 供試

血清は5例 で,各 々生理的食塩水で4倍,8倍 に稀釈し

て,各1裾 を重畳 した。

実験成績:阻 止帯は全く現われなかつた◎

3.VM溶 液重畳について

キルヒナー寒天培地では,1.5γ1〃μで表面 の発育 が

結 核 第38巻 第10号

な くなり,12γ 加zで1.3㈱,25γ1甥 ∫で1.9伽 の阻

止帯を示 した。デュボス寒天培地では,各 濃度に対する

阻止帯の幅がわずかに小さかつた。

4.PAS溶 液重畳について

栗原株,滝 株,堀 川株,H37Rv株

自家調整キルヒナー寒天培地で 上 記 株 は いず れ も

PAS1γ/〃3z重 畳 で約2～10〃3の 阻止帯を示し,10γ 加Z

重畳では集落がきわめて微細で判定困難であつた。

5。KM溶 液重畳について

(a)供 試菌株(堀 川株)

供試培地 デュボス寒天培地

血清中KM定 量を実施したさいに設置された対照を

通覧して見るに,本 株では,20γノ〃31重畳で約2ご 拐,1。25

γ加 」重畳で阻止帯はoに 近い。

(b)培 地による相違

Fig.4. DifferentEffectsofMediaon

InhibitoryZones
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キルヒナー寒天培地におけるほうが,デ ュボス寒天培

地におけるよりも,阻 止帯がわずかに大きく現われた。

すなわち(Fig.4)に み るとおり,堀 川株はキルヒナー

寒天培地において,KM25γ 加z重 畳に より約2.7ご 拠

の阻止帯を現わし,デ ュボス寒天培地においては約20桝

であつた。また最少発育阻止濃度は,キ ルヒナー寒天培

地ではo.3γ1裾 以下と現われ,デ ュボス寒天培地では

o.7γ/〃μ と現われた。

(c)KM血 中濃度定量法

供試菌:堀 川株デュボス液体10～20日 培養

培 地:デ ュボス寒天培地

血 清:種 々の抗結核薬を使用 している患者に,採 血

の前 日から抗結核剤の使用を中止 し,当 日朝 食前KM

18を 筋注する。4時 間後昼食前に正中静脈より5甥 ∫採

血 し,遠 心沈澱により血清を分離 して,生 理的食塩水で

2倍,4倍,8倍,16倍 に稀釈したものを各1甥 」ずつ重

畳 した◎

判定法;20γ 加z～o・6γ1甥Zの 間において,蒸 溜水で

倍数稀釈 したKM溶 液各1認 を重畳して培養 したもの
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Fig.5.TitrationofKMSerumConcentration
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を対照として,5～10日 目に観察し,阻 止帯の幅を比較

して一致する対照の濃度を稀釈血清中KM濃 度 と した

(Fig.5)◎ 各稀釈血清に与えられた濃度値を血清原液の

濃度に換算した。すなわち本例では,4倍 稀釈血清の阻

止帯の幅は水溶液10γ1甥zと5γ1携 ∫の阻止帯の幅の中

間にあり,7γ 加1に 相当すると認められる。したがつて

原液では28γ 加1と 推定される。16倍 稀釈血清につい

ては1。25×16γ 加z=20γ 加Zと 推定される。

(d)血 清中KM濃 度の分布

Fig.6.KMSerumConcentration
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本 項 の成 績 は,前 項 に述 ぺ た方 法 に よつ て 得 た 値 の 算

術 平 均値 に よつ た 。 そ の数 値 を 列記 す る と,8,9,9,

11,11,14,14,14,15,15,19,20,22,23,23,24,

24,24,25,27,27,30,30,33,37,40,40,40,40,

40,40,80,80,80,80で あつ た ◎

図示 す る と(Fig.6)の よ うで あ り,大 部 分 は10～40

γ加 」で あ り,10γ 加z以 下,ま た は80γ 加z以 上 の 例

もあつ た 。

6.抗 結 核薬 併 用 時 に お け る血 清 の総 合 的抗 菌 力

供 試 菌 株:SM,PAS,INH,KM,VMに 感 受 性 の

菌 株

供 試 血 清:種 々 の抗 結 核 剤 を 使 用 して い る患 者 にっ い

て薬 剤 摂 取 後,4時 間,6時 間,12時 間 後 に採 取 した 血

清を重畳 して,そ の効果を観察した。1例 を図示すると

(Fig.7)の ようである。

SM,PAS,INHを 摂取して4時 間後の血清を重畳 し

た場合は他の例に比して,集 落は小さく,数 が少なく,

阻止帯の幅が著しく大きい◎

12時 間後の血清重畳では,SM,PASお よびINHを

併用 した血清の場合は,阻 止帯がわずかに認められ,集

落数が少ない。他の例においては,い ずれ も阻止帯は全

く現われない し,重 畳液中にも増殖し,ま た集落ははな

はだ密である◎

以下同様の実験により各種血清の抗菌力を観察したの

であるが,常 に次のような点に注意した◎すなわち,毎

常同一菌株の混釈培養を用いて,同 時に数例の血清を検

するように留意した◎また血清は,毎 回,2倍,4倍,

8倍,お 倍に稀釈 した。なぜならば,併 用薬剤の種類ま

たは個人的差異により,著 しい抗菌力を示す場合は,集

落がはなはだ小さく,集 落数がきわめて少ないために,

集落層を認めがたい場合がある。また逆に阻止帯が現わ

れない場合もある。このような場合,本 法の大略を承知

するまでは,お のおのの場合の条件を考慮しなけれぽな

らなかつたからである。その結果,毎 回同じ条件の混釈

培養に対 して血清が異なるごとに,阻 止帯の幅および集

落の大きさ,集 落数,集 落層の幅等が異なることが観察

され,互 いに他と異なることが確認された◎

考 案

1.混 釈菌量

混釈菌量により,集 落層の幅や阻止帯の幅が多少異な

ることはすでに報告 したとお りであるb◎ しかしながら.

実験を行なう場合,最 初の菌液すなわちD誠bos培 養の

菌数を一定にすることは困難であるので実験ごとに対照

を設置しなけれぽならない。単独薬剤の血清中濃度を測

定しようとするときは,そ のようにして実施することが

できる。しか し薬剤を併用するときは,溶 媒が血清の対

照となるかどうかが別に検討されなけれぽならない◎血



清の総合的抗菌力を検査するさい,こ の問題を避けるた

めに,今 回は同一菌液について数例の血清を同時に検査

して,互 いに他を対照として差異を認めることに注目し

ながら,一 連の実験を行なつた。この結果,最 初の菌液

の菌数を比濁法等により規定するならぽ,1例 の検査で

も,阻 止帯の幅により抗菌力を検討することができるこ

とを修得したと考えるにいたつた。
曳

2.培 地について

市販デュボス培地,市 販キルヒナー培地,自 家調製キ

ル ヒナー培地につき,Tween80,MalachiteGreenが

含 まれると否 との相違に着目したけれども,い ず れ も

SM,KM,VM,INHの 検査に対 して支障を与えなかつ

た。デュボス培地における発育がもつ とも良好で,他 に

比 して集落層の幅が小で,阻 止帯の幅がやや小さいので

観察しやすかつた◎

3.標 示菌株について

臨床的に単独の薬剤の血清中抗菌力を検する場合は,

他 の薬剤の残留効果を除外するため,そ れらの薬剤に対

す る耐性菌を使用することが望ましく,併 用薬剤の総合

的抗菌力を検する場合は,い ずれの薬剤にも感受性の菌

を使用しなければならないのは当然である。

4.採 血の時期および稀釈血清について

第1項 の実験等にもみられるように,SM,PASINH,

お よびKM等 については,投 与後12時 間経過すれば残

留効果はきわめてわずかになるので,そ の後新たに,被

検薬剤を投与して4～6時 間後の血清について検査する

のが適当であると考えられた。しかし,こ の時期の血清

の8倍 稀釈でも著しい抗菌力を示し,集 落層の発現がな

い例がしばしばあるので,2～16倍 に稀釈した血清を供

試するのが適当と考えた。

5.KM血 中濃度について

KMlg筋 注4時 間後における血清中濃度については,

本法による成績は8γ/ml～80γ/mlで あ り,諸 家7)～1。)

の測定値とほぼ同じ範囲にあるけれども,な お個人差が

著しい◎

6.本 法の臨床上の意義

抗結核剤の抗菌力または血清中濃度の測定法には,化

学 的定量法と生物学的定量法が用いられている◎生物学

的定量法においてはSM,KM,VM等 は,ぶ どう球菌

または枯草菌が供試 され る例11)～16)が多い◎ 化学療法剤

が次々と発見され,INHの 生物学的定量には結核菌が

供試された4)～17)。このようなとき,SMとINH等 の総

合的な抗菌力の標示もまた臨床上必要とな り,そ の方法

が考究されなければならない◎化学的定量法による個々

薬剤の血清中濃度だけでは,併 用療法における総合的静

菌効果を推測することは困難であ り,生 物学的定量法に

おいても,個 々の定量法が異なるときは,同 様に併用効

果の推測は困難である。

今回の実験成績は,本 法が各種抗結核剤の総合的な抗

菌力を示すことができることを示唆 し,SCC法,直 立

拡散法に比 して簡便であると思われ る。

また各個体の結核菌に対するその個体の血清の抗菌力

を検査するならぽ,症 例ごとに,直 接的に薬剤の選択に

ついて示唆を与えうるであろうと考えることができる◎

結 論

結核菌の寒天高層混釈培養上に抗結核剤溶液または,

化学療法中の患者血清を重畳 して培養することにより,

おのおの異なつた阻止帯を現わすことを観察し,血 清の

総合的な抗菌力を測定する方法を考案 した◎

したがって,本 法により臨床例ごとにその血清の抗菌

力を推定することは,薬 剤の選択に対 して示唆を与える

ことができるであろうと考えられる◎

稿を終わるにあた り,御 指導御鞭燵を頂いた加納保之

教授に感謝いたします。
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 A Method for Evaluation of Antituberculous 

Drugs by Their Diffusion into Depth Culture of 

Tubercule Bacilli in Semi-Solid Agar Medium. 

 The aim or our study is to investigate the prop-

erties of semi-solid agar medium for depth culture 

of  tubercle bacilli as compared with those of solid 

medium for surface culture and with those of liquid 

medium for submerged culture. The results have 

been reported in part. The observations made by 

us disclosed that in cultures under oxygen environ-

ment or with INH solution superposed on the me-

dium, the disc of colonies submerged below the 

surface of the medium, the distance from the sur-

face of the medium being related to the concentra-

tion of INH, that is, the growth of tubercle bacilli 

was inhibited in the uppermost layer of the medium. 

 Each of minimum inhibitory concentrations of 

SM, KM, VM, PAS and INH obtained with this 

culture method using semi-solid agar medium was 

very close to that obtained from the dilution method 

with liquid medium. 

 The present method was also found to be useful 

for the detection of the antibacterial effect of sera 

of patients under treatment with various antituber-

culous agents. Following are the results obtained. 

 1) Serum level of KM after intramuscular ad-

ministration 

 The minimum inhibitory concentration of KM 

obtained with the present method was about 1 mcg/

ml, and this method could be employed for measur-

ing the concentration of KM ranging from 20 to 

1 mcg/ml. 

 Two-fold dilutions of the serum were used for 

the tests. Serum levels 4 hours after 1 gm intra-

muscular administration in 30 cases ranged from 

80 mcg/ml to less than 10 mcg/ml. 

 2) Specific effect of serum under combined drug 

therapy 

 The depths of the inhibitory zones and appear-

ances of discs varied in accordance with the various 

drugs combined as in the cases treated with INH 

or KM. Especially, serum 4 hours after SM-PAS-

INH administration showed marked growth inhibi-

tory effect in the tube cultures. Colonies in the 

discs were smaller and less in number than those 

in cases treated with INH or KM alone. The 

growth inhibitory effect of sera collected 12 hours 

after administration was less than 4 hour sera. 

  At present, various antituberculous agents are 

clinically available and usually given combined. 

Therefore, it is important to know the total effect 

of the combined drug therapy in vivo as well as 

the effect of individual drugs in vitro. 

 The culture method described can be used for the 

evaluation of the total effect of the combined drug 

therapy with a single medium and sera of patients. 

 Tubercle bacilli grow in 5 to 6 days with this 

culture method and the examination described above 

can be conducted in this short period.


