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In the present report, studies were made on the various physical states of the media and

 their influence on the inhibition zone and further on the reliability of this method itself.

1) We have compared the inhibition zone of INH, using two kinds of test tubes, 695 

ordinary slant tubes and 608 crook-necked tubes, each with 3% Ogawa medium. The only 

difference of these two groups of medium was that the latter had the same thickeness allover.

After 2 days' incubation of the media inoculated with BCG, INH was poured on them.

 The reading was made after 3 weeks' incubation thereafter. The inhibition zone was measured 

from the bottom of the test tube.

With regard to all of the doses tested, there was no difference between the length of the 

inhibition zone of two groups. But among the culture media of one INH dose, it was varied 

in wide range, although it was almost the same in average in two groups (Table 1, Fig. 1, 2).

2) Among the 695 slant tubes above mentioned, there was no difference in the length 

and the distribution of the inhibition zone between the 160 tubes whose media were from 8. 2 

 cm to 9. 9 cm long and the 157 tubes whose media were from 12 cm to 17. 2 cm (Fig. 3).

3) Into the groups of 10 tubes, each containing 8, 6, 4 and 2ml of 3% Ogawa medium, 0.

2ƒÁ of INH was poured immediately after the inoculation of 0.05mg of BCG. The length of 

the inhibition zone was in average 3.9, 4.0, 4.6 and 5.1cm.

The growth of bacilli was similar between the tubes containg 8 ml of media and 6 ml of 

media, but revealed the decreasing trend in the order of tubes containing 4 and 2 ml of the 

media (Fig. 4).

In the next experiment, M. phlei was inoculated on two groups of 10 tubes of 1% Ogawa 

medium, one group containing 8 ml and the other 2ml. After 4 days, there was 9 times as 

many bacilli propagation in 8 ml of medium as that in 2ml of medium when inoculated with 

10-5mg, and 4 times more in the former when inoculated with 10-7mg (Table 2). We consider 

that there is a difference of about 10 times between 8 ml and 2ml of media concerning the 

propagation of bacilli, but the difference of 1cm of the inhibition zone seems to be too large
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even if this difference of the bacilli number is taken into consideration. However, the decrease 

of the bacilli number will certainly be one of the causes of the elongation of inhibition zone. 

in 2 ml media.

4) Into 40 tubes of 3% Ogawa media and 1% Ogawa media, INH was poured in 5 different 

doses from 2ƒÁ to 0.05ƒÁ immediately after the inoculation of 0.05mg of BCG. There was no 

difference in the length of the inhibition zone between 2 groups after 3 weeks' incubation. 

(Fig. 5).

But when M. phlei was inoculated and Ethambutol was poured in the doses of 12.5ƒÁ, 2.5ƒÁ 

and 0.5ƒÁ, the length of the inhibition zone was about 0. 5 cm longer in 1% Ogawa media than 

in 3% media (Fig. 6). In other words the influence of pH of media on the length of inhibition 

zone was different according to the differences of the species of the bacilli and the drugs.

5) Immediately after the inoculation of 0.05 mg of BCG, 0.5ƒÁ of INH was poured into 

the 3% Ogawa media preserved for 6, 28 and 65 days in room temperature in winter. The 

length of the inhibition zone was in average of 12 tubes 5.2, 5.1 and 5.2cm (Table 3). Thus. 

the media are preservable at least for 2 months.

6) Finally examinations were made on the reliability of the vertical diffusion method as 

to the results of 695 slant tubes (Table 1, Fig. 1). Statistically, the dimensions of the two 

times of the standard deviation occupy 95. 45% of total area of normal distribution. Fig. 7 

shows the standard curve of slant tube media with + two times of standard deviation. As 

seen in the figure, INH dose from 0.28ƒÁ to 0.8ƒÁ can be estimated by 5cm of the inhibition. 

zone. Also the inhibition zone of 6 cm will signify from 0.47ƒÁ to 1.45ƒÁ of INH.

Accordingly, to decide that the difference measured by vertical diffusion method between 

two drugs is significant, there must be a difference of more than three times of the amount 

with 5% risk.

Next, the standard curve of Ethambutol has a sharper slope than that of INH. When M. 

phlei was inoculated on 90 tubes of 1% Ogawa media, and incubated for 4 days after pouring 

of 0.5ƒÁ of Ethambutol, the inhibition zone was in average 2. 21 cm and its standard deviation 

was 0.16cm. In the same way, when BCG was inoculated on 109 tubes of 3% Ogawa media 

and incubated for 3 weeks after the instillation of 0.5ƒÁ of INH, the standard deviation was. 

0.34cm. Two times of the each standard deviation showed almost the same distribution 

(Fig. 8).

In the case of Ethambutol, if 0.5ƒÁ was poured, the inhibition zone showed the distribution 

ranging from 0.3ƒÁ to 0.8ƒÁ. In the same way when 1ƒÁ was poured the inhibition zone show

ed the distribution ranging from O. 6 r to 1.6ƒÁ. (in this case the inhibition zone was in 

average 2. 66 cm in 90 tudes and the standard deviation was 0.20cm).

From these facts we consider that three times of the difference of the amount of drug is 

required in order to find a significant difference in the vertical diffusion method. This relation 

indicates the limitation of reliability of the method itself, regardless of the kinds of the 

inoculated bacilli and the drugs.

われわれは直立拡散法 の測定方法,注 入薬剤 の重量 と

容量(濃 度)と の関係お よび菌接種か ら薬剤注入 まで の

期 間な どを第1報1)で 報告 した。第2報2)で は接種菌な

らびに注入薬 剤の問題について接 種 菌 量,菌 の種類,

NaOHの 菌液 お よび薬液に対す る影響,注 入薬剤の培地

との接触時 間の長短 における阻 止帯の変動な どを検討 し

た。今 回は培地 に関す るいろいろの因子 と阻止帯 との闘

係 な らび に直立拡散法 の信頼度 につ いての検討 を報告す

る。

I.　 斜面培地 と平面培地の比較

普通 の中試験管に3%小 川培地8mlを 分注斜面 に凝
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固 させた斜面培地な らびにに小川 の首 曲 り試験管 にに3%小

川培地5mlを 分注 し培地の厚 さを一定ににして凝固 させ

た平面培地 との2種 類 の培地 で,直 立拡散法 ににおけ る阻

止 帯の高 さを比較 した。0.5mg/mlBCG菌 液0.1mlず

つ接種,37℃2日 間培地 を水平 にに静置後,0.1γ/mlよ

り8γ/mlま での10段 階のINH水 溶液 を0.5mlず つ

管 底にに注 入,直 立 に保つて37℃3週 間培 養 した。阻 止

帯 は管 底 より測定 した。以上 の比較 実験 を7回 施行 し,

そ の培地総 数は斜面培地695本,平 面 培地608本 であ

る。

斜面培地平面培地 ともにに,阻 止 帯 の高 さと注入INH

量 の対数 との間には 直 線 関 係 が 成立 してい ることは表

1,図1の とお りであ り,か つINHの どの段階ににも阻止

Table 1. Comparison between 695 Slant Tube Media and 
608 Crook Necked Tube Media

INH was poured on 3% Ogawa medium two days after 
inoculation with 0.05 mg of BCG.

Reading; after 3 weeks, M; mean,
 Med; median, S; standard deviation

Fig. 1. Comparison between Slant Tube Media and

 Crook Necked Tube Media

After two days of inoculation cn Ogawa media, 

inoculated with 0.05mg BCG INH was poured. 

Reading ; After 3 weeks.

帯 の分布はか な り広範 であつ てそ の分布 の大 きさも両者

ほ とん ど同 じであつた。INHの 各段階 の平均値(表1)

を 図に とり両方 の培地 の阻止帯を比較 してみる と両者 の

間 には差が ない(図2)。 な お平均値 の代 りにに中央値を と

つ ても両者 の関係 はまつた く同 じであつ た。

II.　 培 地 の 高 さ

斜面培地 と平面培地 との比較 実験 で使 用 した培地 の う

ち平面培地 は試験管 の構造 上培地 の高さはほぼ一定 であ

るが,斜 面培 地では とくに規定 せずに培地 を作 製 したた

め,8.2cmか ら17.2cmま での種 々の高さの ものが含

まれていた。培 地の高さの阻止帯にに及ぼす影響 を検討 す

るためにに,前 記の斜面培地695本 の うち培地 の高 さ9.9

cm以 下 の160本 と12cm以 上の157

本 とにについて阻止帯を比較 した。図3

の ごとく両者の間に差を認めない。す

なわち 日常培養にに使われ る培地程度の

高 さの差異では阻止帯の高 さにに影響 し

ない。

III.　 培 地 の 量

使用培地 の量 と阻止帯 との関係ににつ

いて次 の実 験を行なつた。 培 地 量8

ml,6ml,4ml,2mlの4種 類 の3%

小 川 培 地(斜 面)に0.5mg/mlBCG

菌液0.1mlを 各培地10本 ずつそれ

ぞれ接種,直 後 にに0.4γ/mlINH液

0.5mlを 管底に注入 した。37℃3週

間直立にに培養 した阻止帯 の高 さは各組

平均3.9,4.0,4.6,5.1cmで あ つ

た。 すなわち8ml培 地 と6ml培 地

には差 を認 めないが,4ml培 地,2ml

培地 の順 に 阻 止 帯は高 くなつ てい る

(図4)。 さ らににこの実験 では菌 の繁殖

状態 の差が注 目にに値 した。8ml培 地

と6ml培 地 の間には肉眼的に菌数の

差はほ とん ど 感 じ られないが,4ml

培 地にな ると菌の減少は 明瞭であ り,

2ml培 地 では さ らに繁 殖 菌 数は減少

していた。すなわち繁殖菌数の少ない

培 地ほ ど阻止帯は高 くなつてい る。

以上 の培地量 に よる阻止帯の差 と繁

殖菌数 との関係をみ るために さ らに次

の ごとく菌 数 測 定 を 行なつた。10-4

mg/mlお よび10-6mg/mlに 希釈 した

2種 類 のM.Phlei菌 液 を培地量8mZ

な らびにに2mlの1%小 川培地 ににそれ

ぞれ0.1mlず つ接種,37℃4日 間培
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Fig. 2. Comparison between Slant Tube 

 Media and Crook Necked Tube Media

•œ•~ Mean value from Table 1.

Results were also the same when median value was 

taken.

Fig. 3. Height of the Media in the Slant Tube 

 and Inhibition Zone (from Table 1)

160 media whose height is under 9.9cm and 157 media 

whose height is over 12cm.

養 した。各培地10本 平均 の集落数 は10-5mg接 種群で

は,8mnl培 地で1090コ ロニー,2ml培 地 では122.9

コロニーであつた。す なわ ち両方 の培地 の繁 殖菌数 の差

は約9倍 で ある。10-7mng接 種群 ではそれぞれ16.3コ

ロニーお よび4.2コ ロニーで両者 の差 は約4倍 である。

(表2)

以上の 実験はBCGで な くM.Phleiを1%小 川培

地 にに接 種 した ものであ るためい くぶん条件 の違いはあ る

Fig. 4. Quantity of Media and Inhibition Zone

Inoculation; 0.05mg BCG on 3% Ogawa media .
 instillation; 0. 5ml of 0. 4y/ml solution of 

Reading; after 3 weeks.

Table 2. Colony Number on 8 ml Media 
and 2ml Media

1% Ogawa media. Inoculation M. Phlei .
Reading after 4 days

Note: Colony number is an average of 10tubes .

が,8ml培 地 と2ml培 地 とでは繁殖菌数 に差が ある こ

とは明 らか であ り,そ の差 は大体10倍 以内 とみな して

もよい と思 う。接種菌量が少 ない ほ ど阻止 帯は長 くなる

傾 向を示すが(第2報2)),INH0.2γ の注入 で菌量 の差

10倍 ににおける阻 止帯 としては図4の 示す差 はいささか

大 きいよ うにも思われ る。 したがつ て8ml培 地 と2ml

培地ににおけ る阻止帯 の差は繁殖菌量 の影響 も一つ の大 き

い要因ではあ るが,そ の関係 の程度は上記 の実験では 明

確に しえなかつた。

IV. 3%小 川培地 と1%小 川培地の比較

培地 のpHが 阻止帯にに与 える影響を3%小 川培地 と

1%小 川培地 とにについて検討 した。O.5mg/mlBCG菌

液を0.1mlず つ接種,直 後 に2,0.5,0.2,0.1,0.05

γ/0.5mlの5段 階 のINH液 を0.5mlず つ各段階 とも

にに培地8本 ずつ両方 の培地 にそれぞれ注入 した。直立 に

保つて37℃3週 間培養 した。阻止帯の高 さは3%小 川

培 地で7.7,5.3,3.7,2.4,1.5cmで あ り,1%小 川

培地 では8.1,5.4,3.6,2.3,1.5cmで あつた。すな

わ ち両 方の培地 の間にには阻止帯の高 さになん ら差 を認め

なかつ た。(図5)

次 ににE.B.を 対照 として上記 と同 じよ うに培地 にによる

阻 止 帯 の比較 を行なつた。0.5mg/nllM.Phlei:菌 液
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Fig. 5. Comparison between 3% Ogawa Media 
 and 1% Ogawa Media in the Case of INH

Immediately after inoculation of O. 05mg of BCG , 

solution was poured.

Reading; after 3 weeks. •œ•~ average of 8 media.

Fig. 6. Comparison between 3% Ogawa Media 

 and 1% Ogawa Media in the Case 

of Ethambutol

Immediately after inoculation of 0.05mg of M. Phlei , 

Ethambutol solution was poured.

Reading; of ter 4 days. •œ•~ average of 16 media.

0.1mlを 接種,直 後に12.5,2.5 ,0.5γ/0.5mlの3段

階 のE.B･水 溶液を0.5mlず つ 各段 階 とも培 地16本 ず

つ 両方の培地に注入,37℃4日 間直立に培養 した。阻止

帯の高 さは3%小 川培地 で2.8,2.1,1.4cmで あ り,

1%小 川培地で3.2,2.5 ,1.8cmで あつた。(図6)

以上の実験成績か らBCGを 接種 しINHを 注入 した

場合 は3%小 川培地 で も1%小 川培地 で も阻止帯に差

は ないが,M.Phleiを 接種 したE.B.の 場 合は明 らか

に1%小 川培地 で阻止帯 が高 くなつ ている。す なわ ち培

地 のpHに よる阻止帯へ の影響 は接種菌 の種 類,注 入薬

剤 の種類 によつ て異 な り一定 していない。

V.　 培地 の保存 可能 期間

培地作製後6,28,65日 間室温(冬 期)に 保存 した3

Table 3. Preservable Days of Media 

Inoculation of 0.05 mg of BCG on 3%Ogawa media. 

Instillation of 0.05ml of 1ƒÁ/ml of INH solution.

Reading; after 3 weeks

Note: 1. Media was kept in room temperature (winter).
2. Average of 12 media.

種類 の3%小 川 培 地 を 使用 した。BCG菌 液0.05mg

(0.1ml)を 上記培地各12本 に接種,直 後1γ/mlINH

液0.5mlを 管底に注入,37℃3週 間培養 した。BCG

菌液お よびINH液 は実験当 日調整 した ものを使用 した。

阻止帯 の高 さは各12本 平均 で5.15,5.12,5.19cmと

3種 類の培地 ともまつた く同 じ高 さを示 した(表3)。 す

なわち3%小 川培地 では2カ 月間は室温(冬 期)保 存で

阻 止帯に影響 を与えない。

IV.　 直 立拡散 法の信頼度

直立拡散法 は生物学的測定法 であるか ら相当の誤差 を

伴つ ている ことは容易に推 察され る ところである。事実

図1に み られ るよ うに同 じINH量 を注入 してもそ の阻

止帯 の分布 はか な り大 きい。表1,図1に 示 した斜面培

地695本 を例に とつて直立拡散法 の信頼度を検討 した。

統計上標準偏差(σ)の2倍 で示 され る正規分布 の面積は

全分布面積の95.45%を 占める。 したがつ て上記INH

の標準曲線にそれぞれ ±(2× 標準偏差)を 書 き込 む と

図7の よ うにな る。 す な わち図 でみ られ るとお りINH

O.28γ か ら0.8γ までは阻 止帯5cmと なる可 能 性が,

あ り,阻 止帯6cmはINH0.47γ である場合 も1.45γ

である場 合 もあ りうる。0.8γ は0.28γ の約3倍 であ

Fig. 7. Reliability of Vertical Diffusion Method
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り,1.45γ は0.47γ の大体3倍 に当たる。す なわ ち直

立拡散法の測定で得 られた2つ の未知のINH量 を有意

の差 とみなす には5%の 危険率 で3倍 以上 の差が必要 で

ある ことを示 している。

以上はBCGを 接種 してINHを 測定 した場合 である

が,M.Phleiを 接種 しE.B.を 注入 した標準 曲線 は第

2報2)に 示 した とお りINHの 標準 曲線 よ りははなはだ

傾 斜 が急 である。 この場 合の精度検討 の 目的 で次 の実験

を行 なつた。M.Phleiを1%小 川培地(斜 面)90本

に 同時に接種,直 後1γ/mlE.B.水 溶液0.5mlず つ

注入(す なわ ちE.B.0.5γ 注入),直 立に37℃4日 間

培 養 した阻止帯の高さは平均2.21cm,標 準偏差0.16

cmで ある。 また2γ/mlE.B.0.5ml(E.B.1γ)を 同

じく培 地90本 に注入 した ものも平均2.66cm,標 準偏

差0.20crnで あつた。一方BCGを3%小 川 培地(斜

面)109本 に同時に接種,1γ/mZINH液0.5ml(す な

わちINH0.5γ)を 注入,直 立に37。C3週 間培養 した

阻止帯 の標準偏差は0.34cmで ある。INH・E.B.各0.5

γ注入 した群の標 準偏差 の2倍 をそれ ぞれ の標準曲線に

書 き込む と図8に み られ るよ うに阻止帯の分 布に よつて

Fig. 8. Reliability of Vertical Diffusion Method

Comparison between INH and Ethambutol.

: Inoculation of BCG Instillation of INH.

---: Inoculation of M . Phlei, Instillation of Ethambutol.

影響 され る範 囲はE.B.もINHと 大体同 じであ る。す

なわ ちE.B.に つい ても0.5γ 注入分 は0.3γ か ら0.8

γ までの約3倍 差の分布があ り,E.B.1γ 注入分 でも

0.6γ か ら1.6γ までの約3倍 差 に相 当す る範 囲を 占め

ている。

したがつて2つ の薬剤量 を有意差 とみなす には3倍 以

上の差を要する ことは接 種菌の種 類お よび注入薬剤に関

係な く,直 立拡散法その ものの もつ 性質であつ て,こ の

検査法の信頼度を示す もの と考え る。

総 括 考 察

直立拡散法 の使用培地 として培地 の厚 さを一定にす る

平面培地 はSchmiede13)4)5),小 川6)7)8)によつ て報 告 さ

れ現在広 く使われてい る。一方斜面培地 はTinneら9),

Grossetら10)11),飯 尾12),工 藤13)が使用 してお り,平

峰14)15)は両者の耐性度を希 釈 法 と比較 して3法 とも耐

性値に有意差はないが斜面培地が平面培地 よ りも希釈法

との一致率が劣 ると報告 してい る。 しか しわれわれ の斜

面培地 と平面培地 とのおのおの600本 以上の比較実験で

は両者の阻止帯は完全に一致 してお り(図2),し か も斜

面培地の高 さに よる阻止帯への影響は考慮 しな くて もよ

い成績(図3)を 得てい る。すなわち培地の作製,操 作

取扱いの不便な平面培地をわ ざわ ざ使わな くても,日 常

培養に使用す る斜面培地そ のままで十分 であ る。

阻止帯に影響す ると思われ る培地 の諸因子 の うち培地

の量 につ いては8mlと6mlと では差 はないが,4ml

以下 にな ると阻止帯 は長 くな る(図4)。 これ は繁殖菌数

の減少に よる影響 も一つ の大 きい要因 となつ ている。 こ

の培地量 による阻止帯 の差を利用 して2ml培 地を使 え

ば薬剤 の測定可能限界を 引き下 げるのに都合 のよい場合

が ある。次 に3%小 川培地 と1%小 川培地 との阻 止帯

の差 は接種菌種,注 入薬剤 によつ て異 な り,BCG接 種

INH注 入では差はな く(図5),M.Phlei接 種E.B.測

定 では明 らかに差 が認 め られ た(図6)。 培地 の保存期 間

につ いては3%小 川培地 では冬期 室温で2ヵ 月間保存で

は阻止帯に差 はなかつ た。

直 立拡散法 と従 来の希釈法に よる耐 性度の比較報 告は

多いが,直 立拡散法その ものの信頼度に関す る検討は見

当た らない。われわれは斜面培地695本 のINHの 阻止

帯の分布状態か ら2つ の測 定 値 を有 意 差 とみなす には

5%の 危険率 で3倍 以上 の薬剤量 の差 が必要 である こと

を認めた。 この関係はM.Phleiを 接種 しE.B.を 測定

した場 合 も同様であ る。すなわち接種菌種,測 定薬剤に

関係な く直立拡散法その ものの もつ信頼度である ことを

確認 した。(図7,8)

結 語

(1)　 直立拡散法におけ る培地のいろいろの因子 と阻

止帯 との関係,な らびに直立拡散法の信頼度について検

討 した。

(2)　 斜面培地695本 と平面培地608本 とを対比 し

て両培地間に差 のない ことを認めた。すなわ ち使用培地

として は,取 扱いな どで不便 な平面培地 でな くても 日常

培養 に使用す る斜面培地 でよいとの結論を得た。

(3)　 日常使用す る斜面培地 にみ られ る程度 の高 さの

差異 では阻 止帯は影響 され ない。

(4)　 培地 の量 は8mlと6mlと では差が ないが,
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4ml以 下にな ると順 に阻止帯 は長 くなる。 これは繁 殖

菌量 の減 少 も一つの大 きい因子 として影響 してい る。

(5) 3%小 川培地 と1%小 川培地の阻止帯へ の影響

は接 種菌種,注 入薬剤の種類に よつ て異 な り,一 定 して

いない。

(6)　 培 地は冬期室温で2ヵ 月間は保存可能 であ る。

(7)　 直立拡散法の信頼度は,2つ の測定値を有意差

とみなす には5%の 危険率で3倍 以上 の薬量差が必要 で

あ る。

本研 究の数学的な検討は立教大学理学部豊 田利幸教授

に ご指導 ご校閲をいただいた。厚 く謝意を表 します。

本論文の要 旨の一部は第38回 結核病学会総会(結 核

38:374)で 報 告 した。

文 献

1) 楊 維垣・田島洋 ・飯尾正 明他: 結核, 40: 207, 1965.

2) 楊 維 垣 ・田 島洋 ・飯 尾 正 明紬: 結 核, 40: 289, 1965.

3) Schmiedel, A.: Beitr. Klin. Tbk., 112: 475, 
1954.

4) Schmiedel, A.: Z. Tbk., 112: 48, 1958.
5) Schmiedel, A.: Beitr. Klin. Tbk., 119: 206, 

1958.
6) 小 川 政 敏: 日結, 16: 417, 1957.

7) Ogawa, M.: A.R.J.A.T., 3: 117, 1958.
8) 小 川 政 敏: 結 核, 36: 475, 1961.

9) Tinne, J.E. •EHenderson, J.C.: Lancet., 30: 

901, 1950.

10) Grosset, J. •ECannetti, G.: Rev. de la Tbc., 

22: 1077, 1958.

11) Grosset, J. •ECannetti, G. : Rev. Tbc. Pneum., 

 24: 633, 1960.

12) 飯 尾 正 明: 結 核研 究 の進 歩, 27: 221, 1959.

13) 工 藤 祐 是: 結核, 38: 374, 1963 (第38回 結 核 病

学 会 総 会 演 説).

14) 平 峰 繁: 臨 床 検 査, 7: 461, 1963.

15) 平 峰 繁: 臨 床 検 査, 7: 527, 1963.


