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新しい抗結核剤の効力を試験管内で検討するには,そ

の物質の抗菌力が,培 地組成等の因子により妨げられず

に表現され,成 績の判定が容易であ りしかもその判定に

客観性がある培地を使用することが理想的である。

そこで,既 知の抗結核剤の抗菌力が培地の種類によつ

てどのように表現されるかを しらべることにより,抗 結

核菌力に及ぼす培地の影響を再検討した。

このことは,薬 剤耐性検査の実際にも関連することが

大きいと思われるので,供 試培地としては日常使用され

る頻度の高いしかも耐性集落数を数えうるもの を 選 ん

だ◎すなわち,固 形培地として,鶏 卵を用いる小川培地

および寒天を固形培地の基材とするキルヒナー寒天培地

の2種 と,培 地性状としては液体培地に近いキルヒナー

半流動培地との計3種 の培地である◎

実験材料および方法

1・ 供 試薬剤1)dihydrostreptomycin硫 酸塩

(DHSM),2)viomycin硫 酸塩(VM),3)kanamy・

cin硫 酸塩(KM),4)isoniazid(INH),5)ethiom-

mide(1314Th),6)para-aminosaricylicacid-Na

(PAS)。

皿。 供試菌株 人型結核菌H37Rv株 。

皿・ 供試培地1)1%小 川培地(以 下卵培地と略),

2)10%馬 血清加キルヒナー寒天培地(寒 天培地) ,3)

10%馬 血清加キルヒナー半流動寒天培地(半 流動培地)
。

y.薬 剤の溶解および薬剤含有培地の作製◎

1314Thはpropylenglyco1に 溶解し,他 の5種 の

薬剤には蒸溜水を用いた。また稀釈はすぺての薬剤とも

蒸溜水で行なつた◎

1)卵 培地:培 地原液に全卵を混和後,培 地100魏1

につき2倍 稀釈によつて最終所要濃度の100倍 量の薬剤

を含ませた薬剤稀釈液を1裾 の割合で混入した。これ

を中試験管に6〃2Zず つ分注し,90℃,1時 間の凝固滅

菌を行なうた。ただしDHSMは 標示濃 度の2,4お よ

び8倍 量を含ませた。

2)寒 天培地:寒 天を1.5%に 加えた基礎培地を15」∂,

30分 間高圧滅-菌し,培 地温度が55～50℃ に降下するの

を待ち,濾 過滅菌馬血清を10%の 割合に加えた。 さら

にこれに卵培地におけると同様の方法により薬剤稀釈液

を加え,混 和後,中 試験管に5甥Zず つ分注 し,斜 面と

して凝固させた。

3)半 流動培地:寒 天を0.1%の 割 合に加えた基礎培

地を,寒 天培地の場合と同様の滅菌処理および馬血清の

添加を行ない,中 試験管に4.5認 ず つ分した。その う

えに最終所要濃度の10倍 量の薬剤を含む稀 釈液 を0.5

梛 ず つ注加 し,希 望する濃度の薬剤を含む培地を作 製

した。 また3培 地とも37℃,24時 間 の無菌試験を行な

つたあと実験に供した。

V.菌 接種1%小 川培地8日 培養のH37Rv株 を水

晶球入り丸コルベン手振法にて均等菌浮游液とし,比 濁

により約1〃28/〃2zの 菌液を調整した。これを順次10倍

稀釈 して1携9加zか ら10-5〃39/携zに いた る6段 階の

菌液を作 り,お のおの0.1〃 μ ずつ接種した。

W.判 定 卵培地および寒天培地は37℃ 培養4週

後に,半 流動培地は3週 後に発育集落数を数えた。この

場合,1薬 剤濃度につき3本 ずつ置いた試験管にともに

必ず発育集落が認められるものの うち,最 高稀釈菌量を

接種した試験管での集落数の平均値を出し,こ れにより,
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518

各薬 剤濃度における菌1〃38中 の生存菌数を算出した。

ただし,高 濃度薬剤含有培地では,1～2本 の試験管の

みに集落が認あられた場合でもその数を平均した。

実 験 成 績

上述の判定方法により得られた各薬剤濃度での生存菌

数により,卵 培地,寒 天培地および半流動培地における

各種抗結核剤の菌発育阻止力を比較 し示 したのが図1～

5で ある。以下個々の薬剤について述べる。

1)INH(図1)
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INHは 寒天培地では他の2培 地におけるよりも抗菌

力が低 く現わ されていた。すなわち,半 流動培地および

卵培地では,約10-1加8v.uの 菌 中o.08桝og1〃3zで

わずかに約20コ の集落が認められるにすぎなかつたが,

寒 天培地ではなお105に 近 い菌数が数えられ,前2培 地

で生存菌が認められなかつたo.32獅091〃3zで も寒天培

地には3×10② の菌が生残 していた。また寒天培地 での

生存曲線は半流動培地および卵培地でのそれと平行せず,

INHの 濃度が増すに従つて菌数の差が大きくなつ てゆ

く傾向がみられ,再 実験によつても同様の傾向が再現さ

れた。半流動培地と卵培地とを比較すれば,半 流動培地

でやや抗菌力が強 く表現されていたが,そ の差は菌数に

してほぼ10rder程 度の開きであつた。

2)1314Th(図2)

1314Thは 卵培地お よび寒天培地で抗菌力が弱く現わ

されていた。すなわち,半 流動培地ではo.5～1甥og1携Z

か ら菌数の減 少 が み られ は じめ,8甥08加Zで 約10

(0・000036%)の 生存菌が数えられるのみであつたが,
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卵培地および寒天培地ではまだそれ ぞれ3.7x105(約

7%),15×104(約1.8%)の 菌 が認められ,32〃309/携z

でもなお約103の 菌 が生存 していた。

3)DHSM(図3)

DHSMの 抗菌力は半流動培地および寒天培地で は等

しく現わ されていた。しかし,卵 培地では減弱がみられ,

前2培 地に匹敵する抗菌力を卵培地で表現させるために

は,加 熱凝固前に4倍 量のDHSMを 含 ませてお く必要
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があつた。

4)VM(図4)

VMの 抗菌力は半流動培地でもつとも強 く・以下寒天

培地,卵 培地の順に弱く表現された◎

Fig.4.ComparisonoftheAnti-Microbial

ActivityofViomycinAgainstH37Rvon

theGlycerolEgg,Kirchaer'sAgar

Slant,andinKirchner'sSemi-
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での10備3〃39菌 量接種時の抗菌力を表示 した◎PASは

発育阻止濃度だけでみれば,3培 地とも同様な抗菌力を

現わ していた◎しかし発育集落の有無の判定は卵培地が

もつとも容易であり,半 流動培地では困難であつた。

Fig.5。Comparis◎noftheAnti-Microbial

ActivityofKanamycinAgainstH3?Rv

ontheGlycerolEgg,Kirch短er's

Agar,andinKirchneゼsSemi-
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卵培地での生存曲線は寒天培地でのそれとほぼ平行し

た曲線が得られ,卵 培地でのVMの 抗菌力は寒天培地

での約1/4～116程 度だと推定される。しか し,半 流動培

地での生存曲線は他の2培 地での曲線と平行せず,寒 天

培地および卵培地では割合に緩やかな菌の減少がみられ

たのに対し,半 流動培地での抗菌力は急激な菌の減少を

示した。

5)KM(図5)

KMの 抗菌力も半流動培地,寒 天培地,卵 培地の順

に減弱して現わされていた。しかし,半 流動培地と寒天

培地との差はわずかであり,約10rderの 菌数の開きが

みられたにすぎなかつた。これに対し,卵 培地での抗菌

力の減弱は著しく,寒 天培地で接種菌数を約10rder減

少させたKMの 濃度は0.4甥091甥Zで あり,ま た約3

0rderの 減少が0・8甥og加Zで 約50rderの 減少が1.6

駕g1裾 でみられたのに対 し,卵 培地でこれに対応する

菌数の減少を現わしたKM濃 度は,お のおの6.4甥09/

鱗z,12・8甥09加 」および25.6携09加zで あり,卵 培地

でのKMの 発育阻止力は寒天培地でのほぼ1/16程 度だ

と思われる。

6)PAS(表1)

PASを 含有させた供試3培 地での菌の発育は非 常に

dysgonicで あつたため,集 落数を正 しく数えるこ とが

できなかつた。そこでPASに ついてはおのおのの培地

Table1。ComparisonofPASSusceptibilityof

H37RvonGlycerolEggMedium,Kirchger's

AgarSlantandi薮Kirchner's

Semi-SolidMedium

Stra海 Medium
PASm[cg/cc

・1・ …i・ ・⑳ ・;・ ・5
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十

十

帯

暮

彗

総括および考察

種々の培地での抗結核剤の発育阻止力の差異を系統的

に比較検討した報告としては,供 試培地として4種 の液

体培地を用いた早坂1)お よび液体培地2種 と卵培地とで

比較を行なつた津久間2)ら の報告がみられるが,い ずれ

もおのおのの培地での薬剤の最小発育阻止濃度をみるこ

とにより検討が加えられている◎しかし発育集落数を数

えうる培地を用いておのおのの培地での抗菌力の現れ方

を比較する場合には,同 一菌集団を接種すれば,薬 剤を

含有する各培地における発育集落数の差によつて発育阻

止力の現れ方の強弱を,し かも抗菌力を現わ し始めた濃

度から,発 育を完全に阻止 し終わつた濃度にかけて,定

量的に知ることが可能となる◎このためには,薬 剤を含

まない対照培地での菌の発育性にも差がみられないこと
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も一条件であるが,著 者の供試3培 地での菌1携9あ た

りの生菌単位数にほとんど差の認められないことから,

薬剤を含む各培地での発育菌数の差は,お のおのの培地

での抗結核剤の抗菌力の差を現わす ものとみなしてよい

と考えられる。

一般に抗生物質は,卵 培地でその抗菌力が低下 して現

われることは広 く認められてお り,衛 生検査指針S)に も

DHSMは 卵培地には所要濃度の2倍 量を含ませ る よう

指示されている。卵培地と半合成培地での耐性検査成績

で,卵 培地に2倍 量のDHSMを 含 ませてもなお卵培地

で耐性値が高 く現わされるという報告4)・5)がみ られるが,

著 者の成績も,卵 培地で薬剤感受性菌の菌数を半流動培

地 または寒天培地におけるとほぼ等 しく減少させるため

には,加 熱凝固前に4倍 量のDHSMを 加えておく必要

があつた。 しか しこの4倍 という値は1%小 川培地とキ

ルヒナー半流動培地または同寒天培地との間の抗菌力の

現 され方の差であつて,卵 培地中でのDHSMの 力緬減

少値を意味するものではない◎したがつて抗菌力の表現

に2倍 以上の差がみられる培地を用いて耐性値を比較す

』れば,た とえ2倍 量のDHSMを 加 えたとしても卵培地

で耐性値が高 く示されるのは当然のことであり,耐 性値

の不一致という現象から,ただちに卵培地へのDHSMの

補 足量を云々することは早計だと思われる。

KMお よびVMの 卵培地での抗菌力 の現れ 方につ

いては,大 川4)は キルヒナー寒天培地との間にKMは

20倍,VMは5倍 の抗菌力の差を認め,ま た耐性 検査

の比較を行なつた小川(政)6)は,卵 培地でのKMは キ

ルヒナー寒天培地のほぼ1110に 阻止力が低下 していた

と報告し,中 井ηらも,同 じく卵培地では寒天培地での

ユノ10程度の抗菌力を現わすにすぎなかつたと発表してい

る。これらの報告者 と類似の,ま たは同一組成の培地を

用いた著者の成績も,卵 培地でのKMの 抗菌力は寒天

培地のほぼ1/16程 度 と推察された。 しか し,卵 培地中

でのKMの 抗菌力価を測定 した林ら8)に よれば1%小

川培地中のKMは,22～14%が 残存 していたと述べて

いる。 したがつて,培 地間の比較でみられた発育阻止力

の差 よりも,卵 黄成分への吸着8)・9)による抗菌力価減少

の割合のほうが小さく,力 価の減少分を補・うたとしても

卵培地と寒天培地での抗菌力は等しく現わ されないと思

われる。

またVMやINHで みたごとく,菌 の減少がおの お

のの培地で平行して現わされない,換 言すれば低濃度の

薬剤を含ませたおのおのの培地での抗菌力の差 と,高 濃

度の薬剤を含有 した培地での抗菌力の差が等しく現わ さ

れないものもあ り,比 較培地間の抗菌力表現を,1菌 量

接種時の最小発育阻止濃度のみによつて比較してもその

値が各濃度に共通した差を示すものとならない場合もあ

る ことに注意する必要があると思われる。
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合成剤が寒天培地でその抗菌力を低下 して現わされる

ことに関しては,佐 藤10)はキルヒナー寒天培地と1%小

川培地とを用いてINH耐 性 検査を行なつたところ・キ

ルヒナー寒天培地のほ うが高い耐性値が得られたと報告

し,ま た高橋1叢)は,彼 のアルブミン寒天培地と小川培地

でINH耐 性菌の耐性値を比較 し,ア ルブミン寒天培地

がやや高い耐性値を示す傾向をみている。しかし,高 橋

はこの原因をアルブミン寒天培地は小川培 地 よ りINH

耐性菌の発育に適しているためではないかとしている◎

薬剤感受性菌を用いた著者の成績もINHの 抗菌力は寒

天培地では低下して現わされていたが,半 流動培地での

結核菌の発育は,ル ーペを使用すれば4日 で判定できる

というKnox12)の 報告のように,寒 天培地に比べ れば

はるかに勝れてお り,半 流動培地と寒天培地とでのINH

の抗菌力の差が,菌 の発育に対する培地の適否のみによ

つて生 じたものとは思われず,菌 と薬剤との接触環境の

相違のほかに,寒 天自身の影響 も無視 しえないものと考

えられ る。

しかし1314Thに ついては,キ ルヒナー寒天培地と

同半流動培地とではその抗菌力に差がみられなかつたと

の報告13)もあ り,こ れらの成績と著者の成績との相違の

原因については明らかでない。

また一般に接種菌量が大きなときは,薬 剤の最小発育

阻止濃度が低下 して現わされる14)・瑚◎図1～5に 示した

生存菌曲線からも明らかなように,培 地中の薬剤濃度が

増すに従つて菌数は急速に減少 してい くが,そ のまま零

になることはなく,あ る濃度まで くれば菌数の減少曲線

はその傾斜が緩やかになり,あ るものでは横軸に平行し

てほぼ同数に近い菌が試験管2～3本 にわた り生残し続

けている。これは,た とえ薬剤感受性菌の集団でも大量

の菌の中には感受性の低い菌が存在 していることを意味

するものと思われる。この低感受性菌の影響をnegligi・

bleに す るためには接種菌量を10『3り鷲8以 下にするか,

または大量の菌を接種 した場合には,あ る薬剤濃度に菌

の発育が認められても,そ の菌数が数十コ以下の場合は

その濃度をもつてendpointと しているMarks16)の 薬

剤感受性検査の判定基準に準じる必要があると考える。

最後に,菌 の薬剤感受性に及ぼす試験管用キャップの

影響について付記すれば,図6に 示 したごとくINHお

よびKM含 有小川培地での生存菌数には,通 気性 また

は閉塞性キャップのいずれを用いてもほとんど差がみら

れないのに反し,DHSMで は通気性キャップを使用す

れぽその抗菌力は強く現わされるようにな り,と くに

0.8〃30gノ梛 とい う発育阻止力を顕著に現わ しはじめた

濃度では閉塞性キャップ使用時に比べ約3◎rder以 上の

菌数の差がみられた。

Halpern二7)やRei18)が 行 なつたほどの積極的な通気

でないにしても,薬 剤無含有培地での集落初発日数およ



び 集 落 増 大 の速 度は 通 気性 キ ャ ップ培 地 がは るか に 勝 れ

て い た。 増 殖 期 の菌 に の み 抗菌 作用 を示 すDHSM19)が

閉 塞性 キ ャ ップ 培地 で 発 育 して い る菌 に働 くよ りよ り強

く作 用 した た めで あれ ぽINHpa>で も 同様 の 現 象 が み ら

Fig.6.EffectoftheModeofTube--Sealing

ontheSensitivityofH37RvtoIsoniazid,

DihydrostreptomycinandKanamycin

ontheGlycerolEggMedium

れてよいはずである。池田鋤は通性嫌気性菌を好気的お

よび嫌気的に培養 してSMを 作用させると,嫌 気的 な

条件下ではSMの 発育阻止作用が弱くなると報 告 して

おり,結 核菌でもDHSM感 受性 と培地上の酸素分圧と

が全く無関係22)だと断定できないと考える。この現象は

小川培地のみでなく,半 流動培地ででもみられ,ま たス

クリューキャップ培地ではキャップと試験管との密着度

の適否によつても差が生じた。新しく考案されたキャッ

プに切り換えるさい,ま たは使用キャップを異にする培

地での成績を比較するときは,キ ャップも成績の動揺の

一原因となりうることに注意する必要がある
。

結 論

日常の薬剤感受性検査に用いられている培地のうち,

使用頻度の多い3種 の集落計数可能な培地,す なわち小

川培地,キ ルヒナー寒天培地およびキルヒナー半流動培

地について,そ れらの培地における各種抗結核剤の抗菌

力表現の差異を薬剤感受性人型菌H37Rv株 を試験菌と

して定量的に比較 し,次 のような結果を得た。

1)抗 生物質DHSM,KMお よびVMの 抗菌力は小

川培地ではいずれも低下 して表現された。小川培地での

DHSMの 発育阻止力をキルヒナー寒天培地または同半

流動培地で現わされた抗菌力とほぼ等しく発揮させるた

めには,加 熱凝固前に4倍 量を加えておく必 要 が あつ

た。またVMお よびKMの 場合は,寒 天培地での生存

菌数とほぼ等 しい菌数の減少がみられた濃 度はVMは

4～6倍,KMで は16倍 を含 ませた培地であつた。

2)DHSMは キルヒナー寒天培地と同半流動培地 と

では抗菌力の表現にほとんど差がみられなか つ た が,

KMは 半流動培地でやや強 く現わされていた。また寒天

培地でのVMの 抗菌力は割合に緩やかな生存曲線 とし

て現わされたのに対 し,半 流動培地での作用は急激な菌

減少を示すものであつた。

3)合 成剤INHお よび1314Thの 発育阻止力は寒天

培地では低下 して現わされ,ま た1314Thは 小川培地

ででも抗菌力の低下がみられた◎

4)INHやVMに み るごとく,培 地間の阻止力が平

行 して現われないものもあり,一 菌量接種時の最小発育

阻止濃度差のみでは,そ の値が各薬剤濃度に共通の差を

示すものとならない場合もあると思われる◎

5)培 地中の薬剤濃度を増すに したがつて生存菌数は

急速に減少していく。 しか し,あ る濃度までくれば菌減

少は緩やかになる。したがつて,接 種菌量としてはこれ

らの低感受性菌の影響がnegligibleと な るように稀釈

したものを用いる必要がある。

6)第1級 の化学療法剤INHと いえども,発 育阻止

力を現わ し始めた濃度といわゆる感受性菌発育阻止濃度

との間には8倍 の開きがみられた◇ したがつて,低 感受

性菌の影響をnegligibleに しても接種菌量によつては

発育阻止力に8倍 以内の変動を生じることは避けがたい

と思われる。 また1314Thの ように緩やかな発育阻止

力をしか現わしえない"minor"級 の薬剤では,そ の変

動域はさらに大きくなると思われる。

7)半 流動培地は抗生物質または合成剤のいずれの場

合にでも安定 した抗菌力を表現しうる培地と思われる。

8)培 地用キャップの相違も,発 育阻止力表現に差異

を生 じる一原因とな りうることに注意する必要があると

考えられる。

稿を終わるにのぞみ,御 指導御校閲をたまわつた室橋

部長,金 井室長,小 関室長に深射するとともに,技 術的

援助をくださつた赤松現文部教官に謝意を表する。
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  Expressions of the In Vitro Activity of Anti-

tuberculous Chemotherapeutics Depending on Dif-

ferent Colony-Countable Media. Report I. Oga-

wa's Glycerol-Egg Medium Containing 1  %  KH2PO4, 

Kirchner Agar Slant, and Kirchner Semi-Solid 

Agar. 

  Expressions of the In Vitro Activity of Antituber-

culous Chemotherapeutics Depending on Different 

Colony-Countable Media. Report I. Ogawa's Glyc-

erol-Egg Medium Containing 1 % KH2PO4, Kirchner 

Agar Slant, and Kirchner Semi-Solid Agar. 

  Experimental research work was conducted to ex-

amine the medium-dependent variation of the anti-

bacterial activity of known antituberculous agents, 

and thereby to see the influence of test medium upon 

their antituberculous activity. In view of the prac-

tical significance of this work in association with 

clinical drug-resistance test, three kinds of colony-

countable culture medium were brought under our 

examination, which have most frequently been used 

in routine laboratory work in this country. 

 Materials and Methods : Test drug samples were 

dihydrostreptomycin sulfate, viomycin sulfate, kana-

mycin sulfate, isoniazid, ethionamide, and para-

aminosaricylic acid (sodium salt). The employed 

strain of tubercle bacilli was H37Rv. Test culture 

medium was Ogawa's glycerol-egg slant containing 

KH2PO4 in 1 %, Kirchner agar slant containing hores 

serum in 10 %, and Kirchner semi-solid agar con-

taining horse serum in 10 %. Excepting ethionamide 

which was dissolved in propylen glycol, other 5 test 

drugs were dissolved in distilled water. Then, these

six drug solutions were diluted with distilled water to 

be added to the media in desired concentrations. 

Serial ten-fold dilutions of the test tubercle bacilli 

ranging from 1 mg/m1 to 10-5 mg/ml were prepared 

and each of those dilutions was inoculated to the 

media in an amount of 0.1 ml. Reading of growth 

was conducted at the end of 4 week incubation at 

37°C in the cases of Ogawa's glycerol-egg slants and 

of Kirchner agar slants, but at the end of 3 week 

in the case of Kirchner semi-solid agar. From the 

colonial numbers on appropriate media, the numbers 

of living bacillary cells contained in 1 mg inoculum 

were calculated. 

  Result : I) The in vitro activity against tubercle 

bacilli of antituberculous antibiotics such as dihydro-

streptomycin sulfate (DHSM) kanamycin (KM), 

and viomycin (VM) was expressed in a lower 

grade on glycerol-egg slants than on Kirchner agar 

slants, for example, 1/4 concerning DHSM, 1/4 to 

1/6 concerning VM, and 1/16 concerning KM. II) 

The activity of DHSM was expressed in almost the 

same intensity in Kirchner agar slant and Kirchner 

semi-solid agar, but that of KM was expressed 

a littie stronger in the latter medium. On the other 

hand, the antituberculous activity of VM was ex-

pressed as a rather gradual survival curve on Kirch-

ner agar slant. III) The activity of the synthetic 

compounds such as INH and ethionamide was express-

ed lower in other kinds of medium. Ethionamide 

was less active on glycerol-egg slants. IV) With 

the increase of drug concentration in culture me-

dium, the bacillary survivors decreased rapidly.



However, in the concentrations above a certain level 

specific to each drug, the decreasing rate of the 

surviving bacilli became much gradual indicating 

the presence of drug-resistant bacilli of the rela-

tively low grade mixing in the cell population of so-

called "sensitive strains". V) Even in the case of 

INH, there was an interval of 8 times of the drug 

concentration between the first appearance of growth-

inhibitory effect if any and the so-called "complete 

inhibition". Accordingly, it might be inevitable 

that there would occure the difference of  "M.  I.  C." 

to such an extent as 8 times depending upon the 

size of inoculum. Particularly, this variation will

be liable to occure concerning the drugs whose anti-

bacterial activity is mild and gradual as in the case 

of ethionamide. VI) Kirchner semi-solid agar me-

dium was proved to make both antibiotics and syn-

thetic compounds express theirs antituberculous 

activity in the most stable and unvariable way among 

the media under the test. VII) In the case of 

streptomycin, the activity was expressed more in-

tensely when inoculated test tubes were sealed with 

an air-tight gum cap instead of an air-passable one. 

However, this observation was not obtained con-

cerning KM and INH.


