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Not only in the isolation of tubercle bacilli from specimens but also in the direct drug 

sensitivity test, 3% Ogawa's whole egg medium which contains KH2PO4 in a concentration of 

3% is most widely used in Japan. Because, it is generally recognized that this medium is 

superior to LOwenstein-Jensen medium both in the simplicity in construction and in the prac -
tical usability. However, concerning the uniformity of the efficiency of all media prepared in 

different laboratories no observation has been made yet .

On the occasion of the Tuberculosis Mass-survey carried out in 1963 in Japan each 10 

slants of 3 % Ogawa's medium prepared in 47 different local Public Health laboratories were 

collected to the National Institute of Health laboratory to make the comparative studies on the 

efficiency in the isolation of tubercle bacilli. Number of slants tested was 149 in total including 

each 3 slants of 3 different batches of media prepared in NIH laboratory .
Two sputum specimens from tuberculosis patients were homogenized strongly with equal 

volume of 2% NaOH solution employing homogenizer and were diluted ten-fold with 2% NaOH .
Two dilutions of 10-3 and 10-4 of one sputum and a dilution of 10-3 of the other were . 

inoculated onto 149 slants of 3% Ogawa's media by three technicians .
From the former sputum (a) the growth of tubercle bacilli appeared after 4 weeks incu -

bation, but from the latter (b) it was after 6 weeks as shown in Tables 1 and 3. Square root 

of the average colony number developed on 149 slants was 5 .60.

Table 2 shows the statistical analysis of the variance of the colony number listed in . 

Table 1. According to the colony number these different 50 batches of media samples were 

grouped into 3, ie, A, B and C. To the group A 39, to B 3 and to C 8 batches belonged re-

spectively as shown in Fig. 1. Square root of the average colony number in each group was

 5.73, 6.78 and 4.60 respectively.

In each group the difference was statistically insignificant between different batches
. But, 

the differences between group A and B , and group A and C were highly significant.

That the average number of group B was larger than that of group A may be effected 

by the rather larger content of the condensed water in slants . Contrary to this, the smaller 

mean number of group C than group A may be due to some special conditions in the process of. 

media preparation.

* From Department of Tuberculosis
, National Institute of Health, Kamiosaki-Chojamaru, Shinagawa-ku, 

Tokyo, Japan.
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The latter sputum (b) gave the results that growth of tubercle bacilli was greatly affect-

ed by the type of stopper on the slants; namely, retarded growth or no growth was observed

 on the slants with air passable rubber stopper.

From these observation it was shown that 3% Ogawa's media prepared in different 

laboratory in Japan are rather uniform and not so much different in the efficiency of isolating 

tubercle bacilli from specimens.

結核菌の分離用培地 として,わ が国では3%小 川培地

が常用 されてい る。その性能につい ては,す でに定評が

あ り,Lowenstein-Jensen培 地 よ りも実用性におい て

勝 ると考 え られてい る。そ して この培地は,患 者材料か

らの結核菌直 接分 離をか ねて,直 接法に よる薬剤耐性検

査 にも広 く用 いられ ている。耐性検査 法やその成績 の評

価は,異 なつた施設で作 られた培地を用 いて得 たそれ ぞ

れ の成績に基づ いてなされ てきた。 この場合 にも,小 川

培地は,そ の製法が簡単で,均 一 なものを作 りやす く,か

つその性能は優秀であ るとい う前提 のもとに,つ み重ね

られた成績を資料 としてい る。 しか し小川培地がそ の性

能 において優秀な培地であ るとして も,異 なつた施設で

それぞれ の作製 条件で作 られた培地を用いて,結 核菌の

検 索を行な うときには,そ れ らの培地の性 能に差 のない

ことを一応 確認 してお くことが必要であろ う。また一方

においては,い わゆる市販 の小川培地 がかな り普 及 され

つつある ようにみ られ るが,こ れ に伴 つて全 国的 な調査

を行な う場 合にはむ しろそれ に よつたほ うが よくはない

か とい う考 え方 もないでは ない。 これ らの点につ いての

議論は さておき,昭 和38年 の結核実態調査に さ い し て

は,全 国都道府県市 の衛生研究所で作 った3%小 川培地

を用いて,結 核菌の分離検索を実施す ることになつた。

その理 由は,小 川培地の製法については均一性を想定 し

うるこ とと,製 造後比較 的短時 日に用い うるために,保

存 に よる動揺 をさけ うるか らである。

昭和38年4月,結 核 実態調査 のための講 習会 を 予 研

結核部 が主催 して開 いた。 そのさい全 国都道府県市 の衛

生研究所で作 られた3%小 川培地を各受講者に持参 して

もらい,こ れ らの培地を用い てか くた ん中 の結菌核 の分

離培養を試み,そ の成績か ら培地性能 の均一性につい て

検討 した。 この試みはただ1回 の観察にす ぎないが,前

提 となつている培 地性能 の均一性 については,ほ ぼ満足

すべ きものがあ ることを認めた。それ とともに,さ らに

将 来研究課題 とす べ き問題 点 も認め られたので,そ れ ら

の観 察成績を ここに考 察を加えて資料 として報 告す る。

実 験 方 法

1.　 各衛生研究所 の受講者 が持 参 し た3%小 川培地

を任意 に3本 ずつ3群 に分 けた。 これ ら3群 の 培 地 に

NaOH液 で処 理 したか くたん材料を0.1mlず つA,B,C

3名 の接 種 者 そ れ ぞ れ1人 で1群 の 培 地 に うえた 。 す な

わ ち2つ のか くた ん(a,b)を とつ て,こ れ に2%NaOH液

を それ ぞれ 約2倍 量 加 え た の ち モ ー タ ー つ きか くは ん機

で 均 等 化 した。 そ の材 料 に つ き,Malachitegreen・Fu-

chsin染 色 を施 し,材 料0.1ml中 の緑 染 菌 数 を算 定 し

た 。a,b両 材 料1ml中 の緑 染 菌 数 は,そ れ ぞ れ9.3×

106,1.4×106と 推定 され た 。 この 算 定 数 を 考 慮 し て,a

材 料 は さ らに2%NaOH液 を 用 い て 希 釈 し,100倍 お

よび1,000倍 希釈材料 を0.1mlず つ,そ れ ぞれB,C

両 人が一斉に うえた。b材 料 は100倍 希釈 し た も の を

0.1mlず つAが 接種 した。接種前 に,培 地上 に凝 固水

を認 めたものはす べてこれ を振 つて捨 てた。A,B,C3

名 ともほぼ同時 に うえ始 め,約150本 の培地 に前後約40

分 間で接種 を終 わつた。型 どお りフ ラン器 におさめたの

ち,綿 せ んを使用 して いる培地は,1週 間後に ゴムキ ャ

ップにか え,以 後立 てて培養 した。 スク リューキ ャップ,

穴あ きゴ ムキ ャップ などを使用 してい る培地は,2週 間

斜位にお き,以 後立ててその まま培養を続けた。a材 料

については,培 養3週,4週 間後に1名 の術者が これを

観察 し成績を読 み とつた。b材 料 につ いては,8週 間後

まで他 の術者 が観 察 した。

2.　 講 習第3日 目に受講 者中の有 志24名 が,5実 験

室に分かれて,そ れぞれBCG浮 遊液 を用 いて,い わ ゆ

る定量培養を実施 した。 すなわち,当 日80mg入 り凍

結乾燥Vaccineよ り浮遊調 製 した1mg/mlのBCGを

中試験管に分注 して各室に分けておいた。 これ よ り試料

を とつて各 自が滅学菌蒸溜水で10倍 段階希釈 を行 な い,

10-4m8/mlお よび10}5mg/ml希 釈菌液を1mlピ ペ ッ

トを用いて0.1mlず つ,そ れ ぞれ1%小 川 培地3本 計

6本 に接種 した。接 種終了後,全 培地を一室に集めたの

ち培養,ゴ ムキ ャップの交換,集 落数 の算定 は1名 の術

者が実施 した。

実 験 成 績

1.　 か くたん(a)に ついて10一3希 釈を接 種 した とき,

培養4週 問後 の成績はほ とんどすべて+と 判定 されたの

で,表 に示す ことは省略 した。 表1に は10-4希 釈を接

種 した ときの成績を示 した。施設No.は 接種 した と き

の順番に従つてい る。C1,C2,C3は 予研結核 部製 の

3%小 川 培地 についてそれ ぞれ最初,中 間,最 後 に うえ
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Table 1. Colony Number of Tubercle Bacilli 
Isolated from Sputum (a) on 3%

 Ogawa's Medium Prepared in
 Different Laboratories

Fig. 1. Grouping of 50 Samples According 
to the Colony Number Isolated 

from Sputum (a)

た もので ある。表 中に は各施設 の3本 の培地上 に分離 し

えた集落 数の実数x1,x2お よびx3を 示 した。√xは

x1,x2お よびx3の 平方根 の算術平均 である。

これ よ り48施 設 で作 られた3%小 川培地の うち,最

高 の集落数 を示 した ものはNo.1の6.84で あ り,以 下

No.3の6.80,No.8の6.70で あつた。最低 の集落数

を示 したものは,No.14の3.90,No.37の4.05で あ

る。 そ してC1,C2,C3の 成績が示 す よ うに,接 種所

要時 間40分 の間に,分 離 集落数 が とくに減 少 した とは

認 め られ なかつた。 図1は,√xに ついて度数分布を と

つ たものである。

表2は,表1の 結果 を図1の ようにグループ分 け し,

Table 2. Analysis of Variance for

 the Data of Table 1

要 因を培地 として,一 元配置法 に よ り分散分析 した分析

表で ある。C1か らC3ま で全標本50の 平均値は5.60

で,そ れ らについて分散 分析 した結果,(1)に 示 す よ う

に培地 間に1%以 下 の危険率 で有意差 を認 めた。No.1,

3,8の 標本(B群 とす る)の 平均値 は6.78で,そ れ らの

間には(2)に 示す ように,培 地 間に有意差 を認 めない。

またC1,No.14,C2,37,45,46,47,C3の8標 本

(C群 とす る)の平均値 は4.60で それ らの間にも(3)に

示す ように,培 地 間に有意差 を認 めない。 さ らに全標本

よりB群 お よびC群 計11の 標本 を除 いた39の 標本(A

群 とす る)の 平均 値は5.73で,そ れ らの間には(4)に

示す よ うに,培 地間に有意差を認め ない。つ ぎにA群 と

B群 とにつ き分散分析す る と(5)に 示す よ うに,培 地

間に著 しい有意差を認め,A群 とC群 との間に も(6)

に示す よ うに著 しい有意差を認めた。

つ ぎに,か くた ん(b)に ついて得 られた成績を表3に

示 した。本菌は分離培養時に毎回発育の とくに遅い こと

が知 られていたが,そ の 目標 に一致 して,37℃ 培養で4

週,5週 お よび6週 間後において陽性 と判定 された もの

は,48施 設の培地の うちそれぞれ4,20,43培 地であつ
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Table 3. Isolation of Tubercle Bacilli from
 Sputum (b) on 3% Ogawa's Medium

 Prepared in Different Laboratories

Note: Growth reading is after 8 weeks incubation at

 37•Ž.

*Special plug used .

(M): marketing media.

Table 4. Quantitative Culture of BCG on

 Ogawa's Medium by Twenty 

Four Technicians

た。培養8週 間で打切 りとし,陽 性 となつたものにつ き

sign testに より集落数の多少の程 度,個 々集 落の大小

に基づ き,こ れを5段 階 に分 けてみた。す なわ ち+,+,

⊥(+の 約半分程度の発育) ,(⊥)(⊥ よりはるか に集

落数が小 さい)お よび微小集落(1～20ぐ らいで数 えら

れ ない)と す る と,表2の ように48種 の培地 の うち そ

れ ぞれ9,10,17,7,4培 地 とな り,陰 性 となつた もの

は2種 となつてい る。衛 研製培地の うち特別 のせ んを し

てある培地 は6種 であつた。 この うち+と 判定 された2

種類 の培地No.44,45は ス ク リューキ ャップつ き試験

管 を使 用 していた。その他の4種 類の培地はいずれ も通

気 を計 つたゴムキ ャップない しその他のせんを した もの

で あった。 これ らa,bの2材 料について,府 県施設 で

Fig. 2. Grouping of 22 Samples According to

 the Colony Number in 10-5 mgof BCG

持参 した いわ ゆる市販 培地 について2メ ー カーの3Lot.

の3%小 川培地の性能を検討す ることがで きた。

a材 料については,表2のC群 の成績 とほぼ等 しい集

落数を得たが,b材 料では表3に 示 したM1,M2,M3

の結果であつた。 これ ら市販の小川培地を含み,b材 料

の場 合菌 発育の程 度が劣 る培地は,な ん らかの工 夫ない

し装 置を施 して,い わ ゆる通気 を計 つたせんを した試 験

管入 りの培地 に多 い傾 向にある ことは注 目に値す る と思

う。

2.有 志24名 の手に よる定量培養 の成 績 を 表4に 示

した。表 中のx1,x2,x3お よび √房 ほ,表1に 示 した

事項 と同 じであ る。10-5mgを 接種 した とき,術 者No.5

Table 5. Analysis of Variance for 

the Data of Table 4
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お よびNo.19の 集 落 数 は,そ れ ぞ れ お お よそ170,200

で あ つ た が,10-6mgを 接 種 した と きの 集 落 数 よ り推 定

す れ ば,こ れ らは 明 らか に 希 釈 試 験 管 を 誤 つ て 接 種 した

た め と思 わ れ る。 この 場 合,最 高 の 集 落 数を 認 め た も の

は,術 者No.1の(7.30,2.77)で あ り,最 低 の も の

はNo.22の(3.64,0.80)で あ る。 図2は,√xを と

って 表4の 結 果 を 度数 分 布 図 に した も ので あ る。 つ ぎに

表4に 示 した10-5mg中 の生菌単位数 に基づ き,こ れ

を グル ープ分け して,一 元配置法 に より術者 間の分散分

析 を行 ない,そ の結果を表5に 総括 した。術者No.1よ

りNo.24ま での標本22の 平均値 は4.71で,そ れ らに

つ いて分散分析 の結果,(1)に 示す ように危 険率1%以

下 で有 意 差 を認 め た。 また 術 者No.1とNo.13を 除

い た標 本20の 平 均 値 は4.50で,そ れ らに つ い て も,(2)

に示 す よ うに,な お 術 者 間 に 有 意差 を認 め た 。術 者No.1,

13,4,11,16,20,22を 除 い た標 本15(A群 とす る)

の平 均 値 は4.75で,そ れ らに つ い て は,(3)に 示 す よ

うに術 者 間 に有 意 差 を認 め ず,術 者No.4,11,16,

20,22の5標 本(B群 とす る)の 平 均 値 は3.76で,そ

れ らに つ い て も,(4)に 示 す よ うに 術 者 間 に 有 意 差 を

認 め な い 。 そ して,A群 とB群 との有 意 性 を 検 定 す る と,

(5)に 示 す よ うにA,B両 群 間 に 有 意 差 を 認 め た 。

論 議

47施 設 で作 られた3%小 川培地を概観す る と,培 地

の 色調は全 く異なつていた。総括者側の ミスで,作 製月

日を調査 しえなかつたが,数 名の受講者 も一致 して ど う

して こんなに違つた外観を呈す るのか と,感 想を述べ合

うほ どであつた。培養の結果をみなければ,外 観のみで

小 川培地の性能を云 々 しえない としておいたが,観 察の

結 果は まさにその とお りであ った。

ここで気のついた試 験管その他1,2の 点についてふ

れ てみ る。 まず綿せ んについてみ ると,細 菌学で常識 と

されてい る点に注意が払われていない ことであ る。 シン

のない綿せん,原 子雲型の綿せんには,培 地の移動 ごと

に細心の注意を払わせ られた。現代は,綿 せ んのあ り方

につい て要点を説 く時代でない ともよ くいわれてい る。

しか し,多 数 の培地を取 り扱 う側に とっては,神 経をい

らだたせ るものであ るが,こ の点 はやは り必要最低限 の

制 約を守 るべ きであ る。

つ ぎに 中試験管 の外径,長 さをおおよそ測定 してみ る

と,外 径では17mm,18mmの ものが50施 設 のものの

うち,そ れぞれ13,32種 であつた。 長 さは15cm,16

cm,17cm,18cmの ものが,そ れぞれ11,18,4,7種

で あった。外径 と長 さを組み合わぜ ると,種 々の型 の試

験管が使用 されてい ることにな るわけであ る。経済的理

由に よつて,ガ ラス の質の不良な ものを使用す るのは止

むを えないであ ろ うが,こ れ らの中試験管をみ ると,わ

が 国の研究検 査室の現状の一端,す なわち消耗 品にいか

に費用 をかけぬ ようにす るか とい う点が,ほ ぼ推 定 し う

るよ うで あつた。

さて,主 題 の小川培地 の結核菌分離性能 について考 察

してみ よう。 ここで問題 となるのは,試 験菌側 の条 件で

ある。実験成績の中でふれた ように,こ の観察において

は2種 の結核菌 を用いた。その1つ は通常に発 育す るも

の(a)で あ り,他 の1つ は発 育の遅 い もの(b)で あ

る。後者すなわち集落の形成に6週 間以上 を要す るよ う

な結核菌が,現 在 どれ くらいの率で存 在す るのか具体的

には知 りえないが,少 数例なが ら存 在す ることは確かで

あ る。 しか しその率の低い ことか らして この よ うな特殊

の結核菌を用いて培地の性能を しらべ ることは主 目的か

らはずれ るとい う評 もあ りえ よ う。 しか し,本 観察の よ

うな場合,こ うした特殊な結核菌を用いた意義は少な く

ない と思つてい るが,こ の よ うな特殊の結核菌を分離す

るさいの培養条件についてはなお検討すべ き点があ ると

思われ る。

さて衛研製3%小 川培地の分離性能を普通 の生理的条

件を もつ結核菌 の集落数 よ り見 ると,表2に 示 した結果

よ り48施 設50標 本 の うち,B群 の3標 本で は集落数が

A群 よ り多 く,C群 の6施 設8標 本で は集落数 がA群 よ

り少 ない といい うる。B群 で は凝 固水 が多 いた めに,1

本 の培地上 の集落数 の移動 に よる増加が平均値 に影響 し

た ものとみ られ る。C群 につい て集落数減少 の原 因を推

定す ることは難 しいが,予 研製 のC1,C2,C3に 関す

るか ぎ り,凝 固温度 の上昇(92℃ になった)が 特 記 す

べ きことで あつた。 そ の他45,46,47は 綿せ んを用い

ない試験管 を使用 してお り,培 地 の凝 固過程 にその原 因

を求むべ きか も知れ ない。14,37に つ いては,全 く推

定 しえないが,施 設14で はその後鋭意改善 に努 力され,

ほぼ満足すべ き状態に達 した と報告 を受 け て い る。(付

記参照)

ここで,表1と 表3と の成績 の間に 関連 があるか ど う

かをみ ると,両 者 間に関連 がない。 ゴムキ ャップにつ い

て模型実験 を試 みた結果 でも,前 述 した通気 せんに よる

発育へ の影響 は認 め られ た。す なわ ち,本 実験 で培養 し

た(菌集落 をとって菌液 を作 り,そ れ を1%小 川培地 に う

え,綿 せんを交換す る とき培地 を切半 して,一 方 にゴム

キ ャップ,他 方 に絹糸縫 合糸を通 したゴムキ ャップをも

って培地 を閉 学じた。培養4週 間後に,10-3mg,10-5mg

を うえた培 地上 に,前 者 ではそれ ぞれ平均+,7.6,後

者 ではそれぞれ+(微 小集落),0と い う発 育を認 めた。

すなわち初 代分離培養の ときほ ど著明ではないが,通 気

せんに よつて本結核菌の発育が抑制 され るとい う性状は,

継代2代 目において もなお持続 していた。

ここで培地試験管 の閉(じ方が問題 とな る。 もち ろん,

この点は発育の遅い特殊な結核菌の発育に及ぼす影響の
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ほ かに,培 地調 製時に培地ので き上 りに及ぼす影 響 も見

のがすわ けにいかぬ と思 う。綿 せんにかかわる人力を節

約す る意味 で,そ れ に変わ るもの として,ス ク リューキ

ャ ップつ き試験管,ガ ラスキ ャヅプ,金 属製 キ ャップ,

ポ リエチ レンキ ャップ など,さ らにゴムせ んに種 々の考

案を施 した もの など,今 日で は種 々の形式 のものが用い

られてい る。

人型結核菌 のニ コチ ン酸産生量は,小 川培地上 の発育

菌 量の多少に比例 し,ゴ ムせ んで密封す ると,ニ コチ ン

酸陽性であ るべ き株 まで陰性 と判定 され る場合のあ るこ

とは,現 在周知の事実 となつてい る。 したがつて この検

査 では,い わゆ る通気を計 る ことが,成 績の判定に絶対

有利で あ り,必 要 な条件 である。

これ に反 し,通 気 を計 るこ とが検査 の結果 に相 当の影

響 を及ぼ しているとみ られ る例 として,ス トレプ トマイ

シン耐性検査 の場合があ る。それは少数例の耐性菌であ

るが,ゴ ムせ ん法 と通気を計つたゴ ムせん法 とを比較す

ると,前 者に比 し後者のほ うで耐性値 が低 く出 るとい う

ことであ る。 この場合 も,臨 床 的意味づけは もち ろん分

か っていないが,検 査法の要因 としては,ゆ るがせに し

えない点 と考 えてい る。それ と,前 述 した特殊 な結 核菌

の分離 培養の場 合である。 この ような結核菌 を排 出 して

いる患者 が,入 院 例であれば,前 回の成績か らしてあ る

程度 の予備 知識 も得 られ,適 当に処理 しうる と思 うが,

疫学 的調査 や外来 患者 例を取 り扱 う現場 ではそ うした予

備知識 を得 る ことは難 しい と思 う。

未解決 の点 をあげ て考 察 してきた ようにみ えるが,前

述 した よ うに,こ うした現在 の検査 にまつわ る培地 の問

題点 をときほ ぐす ことは,培 地側 と菌側 の条件が錯雑す

るため,至 難 中の難であ る。 しか し,日 常の臨床検査の

現 場で観察 ので きることが らであ るか ら,多 くの人 々が

探 い関心を向け られ,よ りよい解決が得 られ るよ う望む

も のであ る。

結 び

全国都道府県市 の衛生研究所で作 られた3%小 川培地

を一 ヵ所に集めて,か くたん中結核菌の分離培養を実施

し,培 地の分 離性能を比較 した。普通の培養期間で発育

しうるような結核菌を分離培養 し,計 数で きる集落数 に

基づ き,一 元 配置法に よ り培地間の分 散分析 を 行 な つ

た。 その結果,48施 設で作 られた培地 の うち,6施 設

の培地 では得 られた集落数 が甚 しく有意 に少ない と判 定

された。 しか し,発 育 のきわ めて遅 い特殊 な結核菌 の場

合 には,結 核菌 の発育 に著 しい差 のあるこ とを認 めた が,

それ は培地 の閉 じ方 に よって影響 され る傾 向が強 い よう

であつた。

いずれに しろ,こ の観察に よつ てみ るか ぎ り,こ れ ら

48施 設で作 られた3%小 川培地の性能は,ほ ぼ満足すべ

きものがある といつて よい。

付 記

表1の 集落数 の実数 は,結 果判 明す ると同時 に各衛生

研究所に報告 した。 と くに集落数 の少 ない ことを問題 と

された1,2の 施設では,鋭 意そ の原因の探求に努め ら

れ,ほ ぼ満足すべ き段階に達 した と,そ の後報告を受け

てい る。そ の施設では技術者の入れかえ,凝 固 器 の 更

新,試 薬の吟味,試 験管 の型の検討な どを実施 した とい

う。それぞれの因子が,培 地の出来上 りに相当関連す る

ことは間違いない。一度 くずれて固定化 したルチ ンワー

クを,正 しく調整 して満足で きる小川培地を作 るとな る

と,い かに抜本的な処置を要 し,多 くの労力を費やす も

のであ るかを,こ の報 告は物語つてい る。

本観 察のために,部 内の高橋宏,吉 田幸之助,岡 本茂

広,丸 岩米夫の諸君,加 藤睦子 さんの技術的援助を受け

た。 また資材面 では結 核実態 調査協 力会のご 協 力 を 得

た。 ここに記 して感謝 の意 を表す る。

最 後に,室 橋 部長のご指導ご校 閲を感謝す る。


