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抗結核剤の試験管内抗菌力と培地通気性との関係

岡 本 茂 広 ・金 井 興 美 ・室 橋=豊 穂

国立予防衛生研究所結核部(部 長 室橋豊穂)

受 付 昭 和38年6月25日

前報告雲)においては,小 川培地上に接種された結核菌

とそこに含有された抗結核剤との接触時間と薬剤効果と

の問題をとりあげ,少 なくとも殺菌濃度域に関するかぎ

り,結 核菌の場合といえども,こ れに対する決定的な影

響が比較的短時日の うちに決まることを報告し,こ の時

間的関係において培地内の薬剤力価の安定性の意義を考

慮すべきであると論じた。

しかし文献2)の 報ずるところによると,Kirch鶴r液

体培地での深部発育のさいには小川固形培地上の薬剤接

触環境と異なり,抗 結核剤の殺菌作用が弱い。そしてわ

れわれ自身もそのような所見を経験 しているのでその理

由についていろいろな面を考察 したが,本 報告では試験

培地の通気性とい う点をとくにとりあげて検討した。

実験材料と方法

実験には2種 類の方法を用いた。一つは実際的意義を

重視して小川培地での通気性の影響を検討 し,他 は数回

の予備実験ののち,Kirchner高 層寒天での混釈培養を

利用して,通 気性と抗菌力との関係についてモデル実験

を行なつた。

A)小 川培地でり検討

小川培地での結核菌培養においては,菌 接種 後37℃

で少なくとも4週 間放置する必要がある。そしてこの間

の培地の乾燥を防 ぐため本研究室では1週 間前後で綿栓

をゴム帽にかえているが,こ の処置によって培地環境の

通気性は一応消失すると考えられる。そこで培地の乾燥

を防ぎながらしかもある程度の通気性を保つために,こ

の ゴム帽の中心に太さ1翅 甥 程度の糸を長さ約3ご甥 に

振って貫通せしめたものを使用し,こ の処置によって抗

結核剤の抗菌力にいかなる変動が現われるかを調べた。

小川培地は原液に第一燐酸カリを1%に 含む組成のもの

で,これにジヒドロス トレプトマイシン(SMと 略)を5,

10,20,40,80㈱8加1の5種 類の濃度に含有せ しめ
,

それぞれ24本 ずつっくり,別 に薬剤を含まぬ対照培地

を用意した。使用菌株はSMに ある程度耐性を獲得した

と考えられる人型菌(SI株)で 凍結乾燥保存菌 を使 用

した。 このものを蒸溜水で再浮游 し,そ の10一3餌9を

各SM濃 度培地を6本 ずつに,10一4勉9を8本 ずつに,

10『5〃39を10本 ずつに接種 した。 対照培地 に か ぎ り

10㎜6獅gを も14本 に接種した。 接種後1週 間37℃ に

放置培養してから,こ れ らの培地を等数の2群 に分け,

～方は普通のゴム帽で綿栓を置換 し
,他 方は糸を通 した

通気性ゴム帽で置換 した。さらに培養を継続 して4週 後

にその発育を比較観察した◎ 観察後10　 3携9接 種の各

SM濃 度培地より1本 ずつを選んで,前 報告1)に 記載さ

れた全培地乳剤稀釈法によつてこの培地o。59/裾 中 に

含まれる生菌数を測定 し,発 生集落数のない場合,そ れ

が薬剤の静菌作用によるものか殺菌作用によるものかを

追加検討 した。

B)高 層寒天混釈培養法による検討

1)培 地:Kirch捻er半 流動寒天培地を用いたが,こ

れはKirchner(Sy-Ser)液 体培地原液に馬血清を10%,

寒天を0・3%(栄 研脱脂寒天),マ ラカイトグリーンを

4耀9加 」に加えたものである。 この培地を試験管のか

わ りに注射針をつけた20〃 π の注射筒に分注 し,針 の

先端をゴム栓に刺して漏出を止め,上 端は綿栓のかわ り

に家庭用アル ミニウム箔をもつて包んだ。

2)菌 株:H37RV株 の凍結乾燥保存菌を,実 験に当

たつて再浮遊して用いた。

3)薬 剤および被検濃度:INH(0。04,0.03,0.02,

o。01翅09加z),DHsM(4,3,2,1,0.5甥69加z),

PAS-Na(o.1,0.08,0.06,0.04携cg加z)の13濃 度

である。

4)菌 と薬剤との接触培養:ま ず高圧滅菌した培地を

艀卵器中に放置 し,そ の温度が50℃ 前後になったとこ

ろで,馬 血清,薬 剤をそれぞれ所定の終末濃度になるよ

うに加え,さ らに菌液を加えて掩絆 し,そ の培地中の生

菌数が9.5×103加zと なるように した。次に上記の20
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認 の注射筒に20裾 ずつ分注 し,上 端にアルミニウム

箔を軽 く被せて綿栓の代用とした。冷却凝固後37℃ の

艀卵器中に直立静置 して培養した。

5)薬 剤接触後の生菌度の測定:菌 の発育は培地中に

層状に発生する集落形成をみて判定できるが,集 落形成

のない場合もその部位での菌の生死を次の方法で検査し

薬剤の殺菌力を観察した◎ この検査は接触直後と6日,

14日 後の3回 にわたつて行なつた。培地深部に存在する

菌検出のためにはまず注射針先端のゴム栓を除去 し,す

ばや く先端を試験管に入れて培地1認 を滴下せしめ,

これを採取して被検対象とした。一方,培 地上層部の菌

は駒込 ピペ ットで注射筒最上部の培地を1〃31採 取 し,

これを検査の対象とした◎

かくして得 られた培地中の生菌数測定のためには,連

続10倍 稀釈液としてそれぞれ小川培地に0。1〃3Zず つ

接種するが,そ の さいの稀釈用媒液 としては初回のみ

0。05%Tween80水 溶液を使用 し,以 下は蒸溜水によつ

た。4週 間37℃ で培養後,発 生した集落数より生菌数

を算出 した。

実 験 成 績

A)小 川培地での検討

培養4週 時における発育所見を通気性と非通気性とを

対比してTable1に 示 した。 用いた菌株はすでにある

Table1.GrowthofaStrainofStreptmycin-

ResistantTubercleBacillio難Ogawa'sMedium

ofAir-Tight,orAir-PassableCondition

.叢鑑瀞
Growthin.below-i簸dicated
SMcoace蕊 甑t三 〇蕊s(憩cg/m1)

0510204080

Air-tight

10-3

10　 4

10葡5

10轡6

帯*帯 帯 粁00

十ト 十ト 十ト92.200

57.4*50.44.4000

5.7-一 一 一 一

Air-

passable

10-3・ 帯

10輸4→ 十

10曹557

10-65.7

帯 昔000

十←33.7000

5。80000

Note:拳Di血segrowthwasexpressedarb三trariIyby

gradedsylnbols董 什a塗d滑,andso韮itafycolo雄 塁algrowth

wagexpre8sedbymeancOlo箆 三a1無 犠㎜beτ8.Read薫 登gof

growthwasmadeatthee熱d◎f4week三nc縫bat三 〇aat

37肇C.

程度SMに 耐性を獲得しているものであつたが,そ の耐

性表現が通気環境によつて同一でないことがわかる。す

なわち通気性ゴム帽を使用のさいはSM20桝09/認 で

全 く発育集落がなかつたが,非 通気性の場合はこの濃度

で発育が観察された。発育の程度差は10,5甥09砺Zで

も同様に見出だされた。

結 核 第38巻 第13号

ここで注目すぺきはSMを 含まぬ対照培地上におい

ては発生集落数が この両環境において全 く同一であつた

にもかかわ らず,集 落の大きさにおいては通気性培地上

の ものが常にまさつていた点である◎

以上の所見を総括して考えれば,通 気性の保持された

発育に適 した培地環境においてSMの 結核菌に対する影

響力が大であるといえるし,ま た通気性が悪 く結核菌の

分裂増殖のおそい環境においてはSM耐 性菌の形質発現

がむ しろ発揮されやすいともいえるであろう。10顯3り鵬8

接種培地上の発育を4週 時に全培地 とともに乳剤 として

Fig.1.ViabillityExaminationoftheCul・
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生菌数を しらべた成績がFig.1で あ るが,こ の成績よ

り再びTable1を 考察すれば,非 通気性40甥09加 ∫の

場合発生集落がなかつたのは接種された菌が殺菌された

のでなく,静 菌作用を受けて分裂 停 止 して生残してい

たためであることが分かり,ま た同様のことが通 気 性

20耀g加1に ついてもいえる◎すなわち小川培地上にお

いて,SMの 殺菌濃度域以下のところに静菌濃度域のあ

ることが,こ のような耐性菌についても表現 され,前 報

告霊)にみ られたSM感 受性菌の場合と同一である。いず

れにせよSMの 抗菌力は通気性培地環境でよりよ く表
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現 されることが証明された◎

B)高 層寒天混釈培養法による検討

Fig・3,4,5に6日 および14日 における生残菌数の

消長を,INH・SM・PASに ついて個別的に示 した。破

線は表層での消長を示 し,実 線は下層での消長を示 して

いるが,前 者は一応通気環境,後 者は非通気性の乏 しい

環境とみなしたのである。

はじめに対照についてみれば,Fig.2に 示 したよ う

Fig.2Growth-lnhibitoryEffectofAnti。

tuberculousAgentsinKirchneガs

Agar-BacilliMixture
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に発育は表層直下に層状をなした多数の集落として観察

されたが,そ れ以下は底部にかけて全く集落の発生をみ

なかつた。

Fig・3,4,5に 共通な対照(Drug-free)の 菌数消長

曲線より考えれば,表 層と底部の違いは接種6日 以後の

過程にあることが分か り,底 部においては6日 より14日

にかけて生菌数は、1110に減 じている。 他方,表 層にお

いては100倍 以上に菌数増加があつた◎

INHに ついてみると,Fig・2に 示されているように

o・02魏qg1携∫で発生集落数はかなり減 じ寒天内の集落層

は疎となり,ま たその幅は逆に増 してo.04徽 管加zで

は集落発生層はかな り底部近 くに及んでいる。この所見

は実験A)で み られたような・非通気性環境において耐

性が発現しやすいという事実と共通である。 しか しさら

に興味があるのはFig・3で 示されている表層部と底部
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における生菌数の消長であつて,こ とに底部において,

o・01,0・02伽09加ZのINHの 存在により,対 照培地に

おけるような菌数減少が阻止されている事実である◎表

層菌の増殖に対してo.04魏09/〃2zは きわめて顕著な増

殖阻止を示 しているが,こ の抗菌力は通気性の悪い底部

に接種された菌に対 してはあまり効果がない。すなわち

INHの 抗結核菌力も通気性培地環境において よく発揮

されるものと考えるべきであろう。

SMに ついてFig.2を み ると,発 育阻止濃度限界点

とみられるo・5〃zo8/裾 において,菌 は表面 よ り深 さ

10〃協 の層において幅5獅 携 の発育集落層 を形 成 し

た。ここでも通気性の乏 しい環境において耐性が発現さ

れやすい例となつている。1〃3`8加z以 上においては肉

眼的発育はなかつたが,Fig。4の 示すところに よると

1〃z曜加」は表層菌(こ の場合は集落層の上部にな る)

に対 して著明な殺菌力を発揮しており,14日 目において

は接種生菌数の1/100に もなつている。ところがこの強

い殺菌作用も底層菌に対してはあまり顕著でなく,14日

目においては対照と生菌数に関する差異はわずかであつ

た。静菌濃度とみられる0.5耀9加Zに ついてはこの濃

度のSMに よつて底部接種菌の必然的な生菌減少が完

全に阻止された結果をまねている。不利な環境において

、は分裂増殖が菌の究極的な死を来たす とすれぽ,静 菌濃

結 核 第38巻 第13号

度域の薬剤に接して菌はかえって生残する機会を得たの

ではなかろうか。また前報告1)で証明されたようにPAS

は本質的に静菌的な薬剤であるので,Fig・5.は もつと

もよく上述の所見を再現 し,ま たその説明のしかたを支

持 しているように思われる。

すなわちINH,SM,PASの いずれに関 しても,抗 結

核菌力は通気性の保持された環境で菌の分裂 しうる培地

で著明に発揮 されることが証明された◎

考 察

結核菌の分裂増殖のためには通気性とある一定の酸素

分圧が必要であ り,こ の報告の実験B)で 用いられたよ

うなKirchner半 流動寒天においては集落形成は表面よ

りごくわずか下のところから始まるのが一般である。ま

たこの報告の予備的実験において,酸 素分圧を高めたデ

シケイター中で混釈培養を行なつたところ,集 落形成層

は寒天深部層に移行 した。 この所見も結核菌の発育に至

適酸素分圧の存在することを示唆 している。

ところで抗結核剤の抗菌力が通気性のよい環境でより

よく発揮 されるという本報告の観察は,そ の環境におい

て菌の分裂速度,代 謝回転が早いため薬剤の働く機会が

多いし,ま た作用が強いとい う普遍的現象に基づくもの

か,あ るいは通気性の乏 しい環境での菌の代謝形式がこ

れら抗結核剤の作用に鈍であるとい う質的条件によるも

のか疑問のあるところである。もちろんそれはこの報告

の所見のみでは決めがたい点であるが,問 題は単に薬剤

感受性試験,耐 性検査に関係 しているぽかりでなく,臨

床的に病巣あるいは菌の所在環境 という点にもつながっ

ている。少なくとも結核化学療法にお い て は,菌 ・薬

剤 ・宿主という3者 の相互関係が治療効果を決定するで

あろうという一一つの有力な示唆となつている。

次に本報告において強調したい点は,殺 菌濃度域以下

のところに静菌濃度とい うものがSM,INHに 関 して

存在 し,ま た殺菌力も静菌力とともに通気性のよい環境

でよく表現されることである。

また通気性の乏 しいところに接種された菌数が倍養中

減少するのは,い わゆる"growtodeath"で あつて,

不 自然な環境で菌が本来の代謝形式のまま分裂するため

であると考えられる。なぜならば静菌 濃 度 域 のSM,

INH,PASに よつてその生菌数減少が阻止されるからで

ある。

さて最後に問題としたいのは,そ れでは一体薬剤感受

性試験においてあるいは耐性検査において,小 川培地の

乾燥防止のための手段をとる場合,密 閉するのと通気性

にするのといずれが正しいかとい う点である。本報告の

実験A)に おけるように,密 閉といつてもそれは接種の

1週 後から始まつたわけであつて,も しそれ以前からこ

の処理をとるならば,成 績は通気性の場合か らさらにへ



充たるであろ う。 しかし現在いずれかを正 しいとする理

論的根拠もあまりないようである。要は成績評衝の統一一

性のためにいずれか一方に決めるのが望ましいというこ

とであろう。

したがつて高層寒天での混釈培養による耐性検査3)と

いうことも,本 報告に述べたような論理を一応考慮すべ

きであろう。 ただ岡本4),古 泉5)が 試みたような患者血

中のINH濃 度の測定に,高 層寒天に血清および血漿を

重層するという方法はきわめて興味もあ り,か つ臨床的

価値の高いもののように思われる。

総 括

小川培地斜面およびKirchner高 層寒天混釈培養法を

用いて,培 地の通気性とSM,INH,PASの 抗菌力との

関係を検討した。その結果静菌力,殺 菌力ともに,通 気

性環境においてより効果的に発揮されることが証明され

た。
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  In Vitro Activity of Antituberculous Agents in 

Relation to Ventilation in Culture Medium. 

  In the previous  paperl), it was reported that tuber-

cle bacilli inoculated onto the surface of Ogawa's 

glycerol egg medium were highly sensitive to the 

bactericidal activity of streptomycin and isoniazid 

contained therein. According to some report2), how-

ever, such strong bactericidal activity is not 

exhibited against tubercle bacilli of submerged 

growth in Kirchner's liquid medium, where culture 

conditions are so different from those on Ogawa's 

glycerol egg slant. The present authors presumed 

that one of the factors responsible for such differ-

ence might be " ventilation" in test medium. And, 

this problem was examined using Ogawa glycerol 

.egg slants of air-tight or air-passable conditions
, 

and also using Kirchner's semi-solid agar mixed 

with the bacilli. 

  In our laboratory, the cotton plug of Ogawa's 

:slants inoculated with tubercle bacilli is usually 

replaced with a gum-cap in a week or so of incu-

bation to prevent them from drying. This treatment 

does not allow the air ventilation on the surface of 

medium any more. However, as a device to pre-

vent the medium from drying but to allow air-pas-

sage to some extent, a double-winded thread of 

1 mm x 30 mm was passed through the center of 

gum-cap. Then, a streptomycin-sensitivity test 

was made of a strain of streptomycin-resistant

tubercle bacilli comparing the growth between the 

case of air-tight slants and the case of air-passable 

slants. The results are shown in Table 1 and Fig. 

1, where stronger bactericidal and bacteriostatic 

activities are expressed in the air-passable condi-

tion than in the air-tight condition. 

 In the Kirchner's agar-bacilli mixture, both the 

bactericidal and bacteriostatic activities of SM, INH 

and PAS were much stronger in the overlayer of 

the agar than in the bottom layer in which air 

ventilation was poor and oxygen tension was low. 

In the control case without antituberculous agents, 

numerous small colonies formed a turbid layer near 

the surface of the medium, but this colonial layer 

became sparse, increased in breadth, and moved 

deeper into the medium when the threshold concen-

trations of INH and SM were added. This finding 

also shows that the drug sensitivity of tubercle 

bacilli is lower in the poorly-ventilated area of the 

medium. In Ogawa's glycerol egg slants, colonial 

formations in both conditions were the same in 

numbers, but colonial size was larger in the air-

passable tube indicating the rapid multiplication of 

tubercle bacilli. Therefore, it will be concluded 

that the activity of those antituberculous agents is 

stronger in the environment where air-ventilation 

is adequate for the bacilli and their multiplication 

is more rapid.


