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前報告三)において,種 々の抗核結剤 の抗菌力が,1%

小川培地,キ ル ヒナー寒 天培地 および キル ヒナ ー 半 流

動培地で,ど の よ うに表 現 され るかを,H37Rv株 を試験

菌 としてその生存 曲線に より比較検討 した。その とき使

用 した両キル ヒナー培地への添加血液成分は,い ずれ も

馬血清であつた。 高橋2)は 彼のTween80加 アル ブ ミ

ン寒天培地を使 用す るにあた り,ア ルブ ミソの入手が容

易でないため,こ れに代わ るべ き血清 アル ブ ミンの 自家

精製法を考案 しているが,ア ルブ ミンが市販 されている

今 日では,む しろ血清 の入手に困難 さを感 じてい る。ま

た寒天を含む培地 で核結菌を培養す るためには,寒 天中

の脂肪酸 の核結菌発育阻害作用を中和す るために,中 和

剤 を添 加するか3)～8),または脱脂肪酸寒天を使用す る こ

とが必要 である9)。 しか もこの中和剤は培 地中に含 ませ

た抗 結核 剤を吸着 もしくは不活性化 しない ものでなけれ

ぽ な らない盤。)魂)。そ こで,培 地に添加 され る血 清を市

販 アル ブ ミンで置 き換 えられれば,抗 結核 剤のinvitro

testに あた り,材 料 入手 の困難 さがあ る程度解消 され,

よ り使 いやす い培地 となるであ ろ う。

本報告では合成剤お よび抗生物質のいずれの化学療 法

剤において も,もつ とも安定 した抗結核菌力を表現 したリ

キル ヒナ ー半流動培地について,馬 血清添加時 と,市 販

アル ブ ミソ添加時 とに お け るdihydrostreptomycin,

viomycin,kanamycin,isoniazidお よびethionamide

の5種 の抗 結核 剤の抗 菌力を,試 験 菌の生 存曲線 に より

比較 した◎

実験 材料 および方法

供試培地

1)10%馬 血清加キル ヒナ ー半流動寒天培地(以 下血

清加培地 と略)

2)10%ア ル ブ ミソ"栄 研加"キ ル ヒナ ー半流動寒天

培地(ア ルブ ミソ加培地 と略)

3)10%ア ル ブ ミン"栄 研"お よび クエ ン酸鉄 アンモ

ニウム加 キル ヒナー半流動 寒 天 培 地(ア ル ブ ミン ・Fe

加培地 と略)

供試薬剤

1)dihydrostreptomycin硫 酸塩(DHSM),2)vio-

mycin硫 酸塩(VM),3)kanamycin硫 酸塩(KM).

4)isoniazid(INH),5)ethionamide(1314Th)o

供試菌株:感 性人型結核菌H37Rv株 ◎

薬剤の溶解お よび薬剤含有培地の作製法,菌 接種,判

定等は前報告竃》のキル ヒナ ー半流動培地に関する項に準

ず る。

なお,ア ル ブ ミン ・Fe加 培地はキル ヒナー基礎培地

に,ク エ ン酸鉄 アンモニウムを50り鷲9μの割合に加えた

ものであ る。

実験成績および考察

血清加培地お よび アル ブ ミン加培地のほかに,ア ルブ

ミソ ・Fe加 培地を置 いたの は,次 の よ うな実験結果 に

よる。

すなわち,5種 の薬剤に対 しておのおの耐性を獲得 し

てい る研究室保存H87Rv株 について1%小 川培地,馬血

清加キル ヒナー半流動培地お よび アル ブ ミソ"栄 研"加

キル ヒナ ー半流動培地におけ る発育状態を しらぺた とこ

ろ,H37RvR-INH株 は,ア ルブ ミン"栄 研"加 キル ヒ

ナー半流動培地ではその発育が非常に抑制 されていた。
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しか し,こ の培地に クエ ン酸 鉄ア ソモニウムを50〃38μ

あて加えてお くと,馬 血清加培地 に匹敵す る発育をみる

ことがで きた(表1)。INH耐 性菌が種 々の栄 養素を要

求す ることは よく知 られてい るが15)～22),新 しい抗 結核

剤 のinvitrotestで の試験株 としてINH耐 性株を使

用す る頻度 も非常に多い。そ こで,そ の場合を考慮 して

この保存株が要求するFeを 含 ませた培地 も,抗 菌力を

比較す る培地に加 えた。
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theGrowthofDrug-Resistant

TubercleBacilli

Straia

…

G!ycerol
eg9

(Ogawa'8)i
medium

Kirchner'88e1滋 三一so践dagaτ

med三aaddedwith

H37RvR-INH

H37RvR-PASl

H37RvR-SM

H37RvR-VM

H訂RvR-KM

47.8

4.3

14。8

11.6

16.5

A1bu搬 三臓

鑛i今 贈i鰹
Citr.喰

83

12.3

19.8

15.6

18.4

十1103**62.4

9.77.7

18.413.2

15.615.2

9.77.7

Note:Colo織ynu】 【箆berwas三adicatedastheaverage

箆u鵬berof3～5tubes至no¢ 犠!atedwith10禰6mgeach,

except紳with10禰31蹴9.

ゆFerricammoaiu血citrate:50血9/～of灘ediu血
.

さて,血 清加培地,ア ルブ ミン加培地お よび アル ブ ミ

ン ・Fe加 培地におけ る前 記5種 類薬剤の抗菌 力を,そ

の個々について述べ ると次のごと くであ る◎

1)DHSM

、
Fig.1.ComparisonoftheInvitroActivityof

DihydrostreptomycinagainstH37Rvinthe
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図1に 供試3培 地におけ るDHSMの 抗 結核菌 力を示

した。す なわ ち,試 験菌H37Rv株 の生存曲線で表わ し

て比較 した。

供試3培 地での生存曲線はほ とん ど重 な り,DHSM

の抗菌 力には添加血液成分に よる影響 が認 め られ なかつ

た◎

2)VM

図2に 示 した ごとく,菌 数の減少を現わ しは じ め た

Fig.2.ComparisσnoftheInVitroActivity◎f
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1甥q望加 」で,血 清加培地 とアルブ ミン ・Fe加 培地 との

間には10rder以 上の開 きがみ られたが,VMの 濃 度を

増すに従 つてその差 は小 さくな り,4郷91瞬 ではほ と

ん ど差がみ られな くなつた◎ また アルブ ミソ加培地 での

生存曲線は,前2培 地 での それのほぼ中間を通 り,著 明

な差はみ られなかつた◎

3)KM

KMの 抗結核菌力 も,図3に 示 した ごとく供試3培 地

ではほ とん ど等 しく表現 され,培 地間の差は認 め られな

かつた。

この実験に用いた薬剤 中,抗 生 物 質 はDHSM,VM

お よびKMの3種 のみであ るが,抗 生物質に関するか

ぎ りは,半 流動培地に添 加す る血清の代 りに市販 アル ブ

ミンを代用 して も,そ の抗結核菌力の表現に影響を及ぼ

さない ものと推察 され る◎

また,対 照培地におけ る菌1携9あ た りの生菌単位数

に も,3培 地間にはほ とん ど差がなかつた が,集 落初発

日数は血 清加培地,ア ル ブ ミン加培地,ア ルブ ミン ・Fe
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Fig.3.ComparisonoftheInVitroActivityof

ViomycinagainstH訂RvintheKirchneゼs
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加培地の順に早 く,集 落の大きさも血清加培地で もつ と

も大 きく形成 され,他 の2培 地 でのcolonycountは や

や困難であつた。

4)INH

血清加培地,ア ル ブ ミン加培地 およびアル ブ ミン ・Fe

加培地でのH37Rv株 に対す るINHの 抗菌力を,得 ら
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れた菌1携8中 の生存菌数に よ り生存曲線を描 き比較 し

た ものが図4で あ る。

INHの 抗菌 力は,ア ル ブ ミソ培地 お よび アル ブ ミン・

Fe加 培地では著 しく減弱 して現わ された。 す なわち薬1

剤無含有対照地で約1071勉9の 生菌単位数 を示 した 菌

集団中,INHをo.02耀9加zに 含む培 地に生存 してい

た菌は,血 清加培地では4×1伊(約0・32%)に 減少 し,

o.04携09加 ∫でのそれは25×10(約o・oo2%)を 残 す

にす ぎなかつた◎ しか しアル ブ ミン加培地お よび アル ブ

ミソ ・Fe加 培地でのINHは,o・oo2耀91伽zで は,ま

だ菌増殖阻止作用をみせず,o・08拠og加zで アルブ ミソ

培地9.3×104(0.58%),ア ルブ ミン ・Fe加 培地7・7×

104(o.52%)と 減少 しは じめ,o.16甥 ¢91裾 で もおの

お の4.3×103(0.02%),7.7×103(0・052%)の 生存

菌 が認 められた。

INHの 抗 菌力の減弱は,と もに馬血 清を添加 した キ

ル ヒナー寒天培地 とキル ヒナー半流動培地 との間で も認

め られた が 》,こ の実験に関 しては含有寒天量は3培 地

とも等 しく0.1%で あ り,し た がつ て同 じ作 用 環 境 で

のINHと 菌 との接触 に よつ て も,基 礎 培地への添加物

の相違 によ りその抗菌力に差が生 じることが 示 唆 さ れ

る。

この ことか ら次 の2つ の ことが考 えられ る◎す なわち.

基礎培地 に添加 された アルブ ミンまた は クエ ソ酸鉄 アン

モ ニウムのためにINH自 身の抗 菌活性が減弱 された と

い うことと,INHに 対す る結核菌の薬剤感受性が,こ

れ らの添 加物 によつ て変 化を受けた とい うことであ る。

INHの 培地中での抗菌活 性の減弱に 関 し て はPan。

sy鋤 らはDubosandMiddlebrookのTween-serum

albumin培 地35>にINHを 加 え,37℃ にincubateし

た ところINHが 不活性化 され ることを知 り,こ れに及

ぼす培地 組成の影響を検 討 した結果,こ のINH抗 菌力

の低 下は クエ ソ酸鉄 ア ソモニウムと燐酸緩衝 液 と の 組

合せ に より起 こる ことをみた が,こ れ はアル カ リ性 緩

衝液 中でのみ であつた と述べて いる◎ またLewin%)ら

もFe+÷,Fe+++の 存在 下では中性緩 衝液中で もINHは

その抗菌 力を減 じる ことを認めてい る◎ しか し10%血

清加 キル ヒナー培地 とDubos-Albumin培 地(Difco>

で のINHの 分解を比較 した勝沼%)に よれば,こ の両培

地間 にはほ とんど差 がみ られ なかつた と報告 してい る。

著 者の実験 にお いて,血 清加培地に比 しアルブ ミン ・

Fe加 培地 でINHの 結核菌増殖阻 止力に減弱がみ られ

た ことを,添 加 された クエ ン酸鉄 ア ンモニウ ム に よ る

INH不 活性 化に よる ものだ とす れば,Feが 添 加されて

い ない アル ブ ミン培地での同様 な抗菌力 の減弱 が解 しえ

ない◎ またINHの 分解に差 がない血清加培地 とDubos-

Albmin培 地において%)は,一 般 にDubos-Albumin培

地で抗菌力 が増強 して示 され,Dubos培 地ではキル ヒナ
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一培地の約2～4倍 強い発育阻 止力がみ られてお り鋤幻),

これはDubos培 地に含 まれている界面活性剤に より,

薬剤が菌 に 浸潤 しやす くなつたためであ ろ う鋤鋤 とさ

れている◎ アル ブ ミン加培地 またはアル ブ ミン ・Fe加

培地に比 し血清加培地でINHの 抗菌力が強 く表現 され

たの も,血 清は薬剤に対す る菌 の感受性を高め る働 きを

も有するのか,ま たは増殖菌 にのみ しか働かないINH30)

が,菌 の発育が もつ とも良好であつた血清加培地で より

強 く作用 したた めかは明 らかではないが,DHSM,VM

またはKMの よ うに血清加 またはアルブ ミン加培 地 で

その抗菌 力に差 がみ られない場 合 もあ り,こ れ らの機序

については今後 の検討に またなけれぽ ならない◎

5)1314Th

供試3培 地 での1314Thの 抗 結核菌力表現 の差 異 は

図5の ごとくであつた。
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この生存曲線で明 らかなよ うに,1314Thも アルブ ミ

ン加培地でその抗菌 力が減弱 されてい る。す なわち,薬

剤無含有対照培地 で,血 清加培地 に27.7×106加9,ア ル

ブ ミン加培地に7×106加8の 生菌単位数が数え られ た

菌が,1314Th4〃3`8加z含 有血清加培地 では4。7×104(約

0・17%)と 減少 していたが,ア ルブ ミン加培地では まだ

まだ菌発育阻止作用がみ られていない。 また8拠09加z

では血清加培地で約10(約0・000036%)の 生存菌を数

えるのみ であつたのに対 し,ア ル ブ ミン加培 地 で は ま

だ106(約25%)の 菌数 が認め られた◎ し か し ア ル

ブ ミン加培地に クエ ソ酸鉄ア ンモニ ウムを507η8μ 添加
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した培地中での抗 菌力は血清培地中でのそれ と匹敵す る

発育阻止力を示 す ようにな り,こ の アルブ ミン ・Fe加

培地 と血清加培地 との生存菌 数 に は1～4〃 霧091協 の間

で10rderの 差 もみ られな くなつた◎

血 清加培地 に比 しアルブ ミン加培地 で薬剤 の抗菌力 が

減 弱 して現わ され るとい う現象はINHで もみ られた が,

INHの 場合は アル ブ ミン ・Fe加 培地で もFeを 含 まな

い培地 と同様に その抗菌力が減弱 されていた。 これに反

して1314Thは アルブ ミン加培地 ではその抗菌力 が 低

下 して示 されるが,こ れに クエ ン酸鉄 アンモニ ウムが添

加 される とその培地 中での抗菌力は血清加培地 でのそれ

に近 く増 強 して現わ され るよ うになつた。

血清加Youmans培 地 とTween-Albmin培 地での

1314Th抗 菌力につ いてみ ると,Rist3bは 血清)qYou-

ma難s培 地で,Steeake薮32)ら はTween-Albmin培 地

で強い抗 菌値 を得ているが,1314Thの 抗菌力の低下は

合成培地にTween80を 加えただけで も み ら れ て お

り33),こ れ らの培 地組成 を異 にす る血清 または アル ブ ミ

ン加培地間での抗 菌力の比較 と,培 地組成は同 じで,た

だ添加血液成分のみを異にす る培地 を使用 しての著者の

成績 とを同一には論 じられないであろ う。ただ遠藤 ら34)

は10%Albmin加 キル ヒナー液体培地にH37Rv株 を

10　2獅8接 種 した ときの1314Thの 最小 発育阻止 濃 度

は5獅09加Zで あつた と報告 してお り,著 者 の10%ア

ル ブ ミン加キル ヒナー半 流動培地で の成績 と大 きな開 き

があ るが,そ の原因については明 らかではない◎

結 論

キ ル ヒナ ー半流動培地 を基 本培地 として,こ れ に 添

加 され る血液成分が抗 結核剤の抗菌 力 に 及 ぼす影響を

DHSM,VM,KM,INHお よび1314Thの5種 の薬剤

について試験菌の生存曲線の面か ら比較 した。その結果,

1)DHSM,VMお よびKMの よ うな抗生物質に関

して は,キ ル ヒナ ー半 流動培 地に添 加 され る馬血清を市

販 アルブ ミンで置 きかえて も,そ こで現わ され る抗菌 力

は馬血清加培地におけ るとほ とん ど差がみ られなかつた。

2)合 成剤であ るINHお よび1314Thは アルブ ミ

ン加キル ヒナー半流動培地では,馬 血清添 加培地に比 し

抗菌 力が減弱 して示 された。 しか し1314Thで は アル

ブ ミン加キル ヒナー半流動培地に クエ ン酸鉄 ア ンモニウ

ムを補えぽ馬血 清加培地 での抗菌力にはほぼ匹敵す る程

度に まで抗 菌力が増強 して現わ された。

3)馬 血清培地 は,す べ ての薬剤の抗菌力を もつ とも

安定 して示 し,菌 の発育 も もつ とも良好であつた。

4)キ ル ヒナー半流動培地 に添加す る血液成分と して

市販 アル ブ ミソを代用する ことに対 しては,必 ず しも満

足す る結果は得 られず,と くに この培地が勝れた抗菌力

検査用培地 とは認めがたかつ た。
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previous  reportl). When ferric ammonium citrate 

was used, it was added to the basal medium in the 

concentration of 50 mg/l. This consideration came 

from our observation that if it was not added iso-

niazid-resistant tubercle bacilli were extremely poor 

in growth in Kirchner liquid medium added with 

albumin, and that this might be an obstacle to drug-

sensitivity test in clinical laboratory. 

Results : I) Concerning DHSM, VM, and KM, 

there was no significant variation in the expression 

of their antibacterial activity depending upon the 

kind of added protein factors to the basal medium, 

namely, horse serum or albumin solution. II) The 

activity of INH and ethionamide was expressed in

a lower way in the medium with albumin than in 

those with horse serum. This decreased activity 

of ethionamide in the media with albumin was restor-

ed by added ferric ammonium citrate to almost the 

same grade as that in the media with horse serum. 

Regarding INH, however, this phenomenon was not 

observed. III) In the media added with horse se-

rum, the activity of all the test drugs was express-

ed more regularly, and the bacillary growth was 

more abundant. IV) The medium added with albu-

min instead of horse serum was not proved satisfac-

tory as the medium for drug-sensitivity test of— 

tubercle bacilli.


