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Vertical diffusion method is now generally used for the biological measurement of the drug 

concentration or the drug resistance. But there still remain some questions for further study, 

such as, kind of the test tube to be used, amount of inoculum, kind and amount of the culture 

medium, and the interval period between the inoculation of bacilli and the instillation of the 

drug. In this paper, results regarding such problems will be presented.

1) Immediately after instilling 5ml of INH solution into 1020 ordinary test tubes and 448 

crook-neckes tubes, both of which had been inoculated with BCG beforehand and kept in an 

incubator at 37•Ž in horizontal state for 48 hours, the fluid level was measured from the bcttom 

of the test tube.

The fluctuation of the fluid level was from 1.0cm to 2.1cm in the case of ordinary slant, 

and from 0.7cm to 1.2cm in the case of crook-neckes tube (Table 1). And even though the 

constant height and declination of the medium was kept, the fluid level changed considerably 

(Table 2, 3, 4).

2) The fluid level after keeping the media in an incubator at 37•Ž in vertical state for 3 

weeks, decreased more than 0.2cm in 19.2% and increased more than 0.2cm in 18% as compared 

with the state of the medium directly after prepared, in the case of the ordinary slant. Simi

larly, in the case of crook-neckes tube, the decrease was found in 7% and the increase in 17.8

%. Thus no definite tendency was found in the change of fluid level by the incubation (Table 5).

3) One microgram of INH was solved in 5 different quantities of water and each was 

poured carefully into the base of 3% Ogawa medium just inoculated with 0.05mg of BCG. 

The inhibition zone of each after 3 weeks from the date of the inoculation was almost the same 

when measured from the bottom of the tube (Table 6A). When the drug weight was 0.2 micro

gram, the same result was obtained (Table 6B).

This experiment demonstrated clearly that the inhibition zone was directly connected with 

the weight of the drug but not with the solution quantity.

4) From the above experiments, we can conclude that the length of the inhibition zone can 

be more accurately indicated when measured from the bottom of the test tube than from the 

fluid level which is not necessarily constant.
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5) 3% Ogawa media were inoculated with 0.05mg BCG, some of them immediately after 

and the others after preserving them for 2, 4, 6, 8, 10 days in an incubator at 37•Ž, and 0.5ml 

of one microgram INH solution was poured into the base of the culture medium and the incu

bation was continued again. The length of the inhibition zone was each 5.9, 5.4, 4.7, 4.2, 3.7, 

2.8cm after 3 weeks of incubation by counting from the date of inoculation and it was almost 

the same by counting from the date of drug instillation (Table 7).

This means that the length of inhibition zone becomes shorter accompanying with the elon

gation of the period from the inoculation to the instillation of the drug.

The length of the inhibition zone became also shorter with the elongation of the incubation 

period. It was 5.9cm after 3 weeks' incubation, and 5.7cm after about 4 weeks in the group. 

which received the drug solution immediately after inoculation (Table 7).

Accordingly the period from the inoculation to instillation, and the period of incubation 

should be always constant. It will be better to instil the drug immediately after inoculation 

because of the simplicity and the longer inhibition zone.

6) The inhibition zone of 86 test tubes (4.5%) was un even asshown in Fig. 1 among 1900 

tubes, in the case of INH measurement employing the slant inoculated with BCG.

In these cases, the distance between the highest and the lowest points was from 0.2cm to 

2.5cm, but most of them were within the limits of 0.5cm.

The measurement error between 2 persons was over 0.2cm because of the unevenness in 2 

tubes among 60 tubes (3.3%) for the measurement of ethambutol using M. phlei.

Tinne1)に よつて考案 され,Schrniede12),小 川3),6)ら

に よつ て改良 された直立拡散法は,そ の手技 の簡便 さが

ゆ えに薬剤耐性検査法 と してまたは体液中 の薬剤濃度 の

生物学的測定法 と して現在広 く用 い られ ている。

直立拡散法に よる耐性検査術式は小川3)に よれぼ 「特

殊 の首 曲 り中試験管に3%KH3PO4(小 川)培 地6ccず

つを分注,試 験管を水平に静置 しで培地 の厚 さを一定に

な るよ うに85～88℃ で65～70分 滅菌凝固 させ る。凝

固水を よ くす ててか ら菌 液(被 検材料)を0.1ccず つ

均 等に培地面にひろげ るよ うに丁寧に定量培養す る。栓

を とつて またはゆ るめて37℃24時 間水平にお き,培 地

面がおおむね乾燥 してか ら薬液0.5ccを 培 地 にふれな

い よ うに管壁にそつて流 しこみ垂直に保つて37℃ に培

養 す る。4～6週 で判定 し,判 定法は薬液上面 よ り細菌発

育 前線 までの阻止帯の長 さを測定す る」 となつてい る。

Schmiede12),4),5),小 川3),6)は培地の厚 さを平面にす る

ために特殊 な首曲 り試 験管を考案 してい るが,著 者の一

人飯 尾7)は 普通結核菌培養 に使 われ る斜面培 地で も首曲

り試験管 による平面培地 と同様 阻止帯は直線 関係が成 立

す るこ とを認 めてお り,Grossetら8)は 斜 面 培地を用い

て」血清 中活性INH量 の測定を行なつてい る。

われわれ は直立 拡散法 の基礎 的検討 を行 ない,斜 面培

地 と首 曲 り試験管 に よる平面増 地 との比較等2,3興 味

ある所 見を得たが,今 回はまず 判定法についての実験結

果 を報 告す る。

[I]　 液面 の高 さについて

普通結核菌培養 に使用す る3%小 川培地(斜 面培地 ・

培地量8cc)を 無選択 に1,020本 と小川 氏の首曲 り試験

管を用 いて培地 の厚 さが一定に なるよ うに作製 した3%

小川培地(平 面培地 ・培地量5cc)448本 とについて,

それぞれ凝 固水を できるだけ完全にす ててのちBCG菌

液0.1ccず つ接種,48時 間37℃ に水平 に静 置 してか

らINH液0.5ccず つ管底 に注入 した。INH液 注 入直

後 の試験管管底 よ り液面 までの高 さを測定 した成績 は表

1の とお りで,斜 面培地 では1.0cmか ら2.1cmま で

の1.2cmに わたつ て液面 の高 さに差が み られ,平 面培

地 では0.7cmか ら1.2cmま での0.6cmに わたる分

布が認 め られた。

斜面培地 の高 さ,傾 斜角度 はまちまちであるか ら液面

の高 さも当然そ の影響を受 ける と想像 され るため,上 記

の斜面培地 の うち893本 につ いて傾斜 角度,高 さを測定

した。液面 の高 さと傾斜 角度 の関係は表2の ご とくであ

る。度数をf,総 数をn,横 軸 の階級 を単位 とした仮平

均 よ りの偏差をdx',縦 軸の階級を単位 とした 仮平均か

らの偏差をdy'と して相関係数(r)お よび その標準誤

差(Sr)を 次の式に従つて計算す ると,
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Table 1. Fluid Level Directly after

 Instillation of 0・5mlINH

表2はr=0.298,Sr=0.031で,r>3Srで あ るか ら

この 相 関 係 数 は 有 意 で あ る が,r2=0.09で あ る こ とは

液 面 の 高 さに 対 す る傾 斜 角 度 の影 響 は9%の み で あつ て

これはかな り低い相関関係 と思われ る。 したがつ て仮 に

一定の傾斜角度の培地 のみを選 んで使用す る としても表

2で み られ るごと く液面 の高 さはか な りの分布範 囲が あ

り,た とえば傾斜角8度 の培地では液

面は1.1cmか ら1.8cmま でのひ ら

きがある。

次に斜面培地の高 さと傾斜角度の関

係は表3の ごとく相関係数-0.830±

0.010で はなはだ高い逆相関の関係が

成立する。同様に斜面培地の高 さ と液

面の高 さの関係 も表4の ごとく相関係

数-0.256±0.033で あつ て培地の高

さの液面に対す る影響は6.5%の みで

あつた。すなわ ち培地 の高 さ,傾 斜角

度を一定になる よ うに選んで使用 して

も液面 の高 さの分布 はか な り広範 であ

つ て,液 面 の高 さを一定 にす るこ とは

きわ めて困難であ る。

次に上記 の斜面培地 および平面培地

を37℃ に3週 間直立に培養(キ ル ク

Table 2. Relationship between Culture Media 

Declination and the Fluid Level Directly 

after Instillation of 0.5ml INH

Correlation coefficient r=0.298
Standard deviation Sr=0.031

Table 3. Relationship between the Culture 

Media Declination and the Height

 of the Culture Media

r=-0.830,Sr=0.010

Table 4. Relationship between the Height of Culture Media and 

the Fluid Level Directly after Instillation of 0.5ml INH

r= -0.256, Sr= 0.033



2 1 0 結 核 第 40 巻 第 6 号

Table 5. Change of Fluid Level of 0.5ml INH 

in the Culture Media with Cork Stopper

 after 3 weeks' Cultivation

栓使用)後 の液面 の高 さの変動 をみたのが表5で ある。

斜面培地 では注入時 の液 面よ り0.2cm以 上 高さが減 少

したものは1,020本 中195本(19.2%)で あ り,0.2cm

以上液面が 高 くなつたものは183本(18.o%)で あつた。

平面培地 についでも液面 が0.2cm以 上減少 した ものは

448本 中31本(7.0%)で 増加は80本(17.8%)で あ

る(0.1cmの 液面 の増減は測定誤差 を考慮 しで 除外 し

た)。す なわち3週 間の培養に よつ で,両 培地群 ともに

18%の 液面の増加がみ られた ことは少な く と も これ ら

の例では37℃48時 聞水平に保つで乾燥 させで もなお液

が培地 よ りしみ 出しでい る証拠であ る。 これは直立拡散

法の判定法 としで 「液上面か ら菌発育前線 までの高 さを

測る」その一つの基点であ るべ き液上面が静止 した点で

な く,注 入 した ときの液面 よ り増加 もすれば減少 もす る

動点であ ることを示 しでい る。 しか も薬液注入直後の液

面で さえも斜面培地,平 面培地 ともにかな りの液面の差

が認め られでい る。

以上の成績か らわれわれは不定 の動点 である液上面を

測定基点 としで設定す るよ りも静 止点 である試験管管底

を 測定 の基点 とす るほ うが順 当である と考 える。

[II]　注 入薬剤 の重量 と濃度(容 量)

斜面 培地 の凝固水 をす てたのち,0.5mg/ccBCG菌 液

Table 6. Relationship between Weight and

 Solution Quantity of INH Instilled

 in Culture Media.

[A]

[B]

0.1ccず つ 接 種,約30分 後 に1γ/cc INH液 1.0 cc,

2γ/ccINH液0.5cc,4γ/ccINH 液 0.25cc, 6γ/ cc

 INH液0.17cc,8γ/ccINH液0.13ccを お の お の 培 地

8本 ず つ 管 底 に注 入,そ の ま ま直 立 に で3週 間37℃ に

培 養,菌 発 育 前 線 ま で の高 さ を試 験 管 管 底 よ り測 定 した 。

す なわ ち各 培 地 と も に 注 入 した 液 の 量 は1.0ccか ら

0.13ccま で5段 階 に 異 な つ でい るが そ の含 まれ るINH

の重 量 は いず れ も1γ に な る よ うに調 整 した 。表6[A]

に み られ る とお り阻 止 帯 の 高 さ は お の お の 平均6.7,

6.4,6.7,6.7,6.9cmと 大 体 同 一 の 高 さを 示 した 。 さ

らに 注 入INH量 を0.2γ に な る よ う に 調 整 しで,0.2

γ/ccINH液1.0cc,0.4γ/ccINH液 0.5cc, 0.6γ/ cc

 INH液0.33cc, 0.8γ/cc INH液 0.25cc, 1.0γ/cc INH

液0.20ccを 同 様 各 培 地8本 ず つ に 注 入 した 場 合 の 阻 止.

帯 の 高 さ も3.6,3.6,3.6,3.7,3.7cmと 同一 の 高 さ
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に なつた。(表6 [B])

以上 の実験成績 は注 入 した薬 剤の重 量が一 定 で あ れ

ば,注 入薬 液の容量は異なつで も阻止帯は同一の高 さを

示す(試 験管管底か ら測定 しで)。す な わ ち阻止帯の高

さを決定す る因子は注入 した薬 剤の総重量に影響され る

が,注 入 した液の容量 とは無関係であ る。

以上[I],[II]の 実験か ら液上面を一方の測定基点

とする よ りも管底を基点 とす るべ きであ る と考 える(以

後の実験成績は とくに記載がない限 りすべ で管底 よ りの

測 定値で示す)。

[III]　 菌接種か ら薬剤注入までの期間な らびに培養

期間

菌を接種 しでか ら薬液を注 入す るまで の期間が阻止帯

に及ぼす影響を見 る目的で,培 地1組4本 としで6組 の

3%小 川培地(斜 面培地)計24本 に同時に0.5mg/cc

BCG菌 液を0.1ccず つ接種,菌 液接種後す ぐに培地4

本について1γ/ccINH液0.5ccを 管底に注入,培 地

を垂直に保つで37℃ に培養 した。他の培地は2日,4

Table 7. Fluctuation of Inhibition Zone According to the 

Period from Bacill Inoculation to Drug Instillation

 (0.1ml of 0.5mg/ml BCG, 0.5ml of 1ƒÁ/ml INH, 

3% Ogawa media)

1) The length of the inhibition zone is the average of 4 cases.

2) BCG emulsion, INN solution and culture media were prepared at the 
same time.

3) INH solution was stored in the refrigerator each time used.

Fig. 1. The Unevenness of the Inhibition Zone

Arrow shows the highest and the lowest point.

日,6日,8日,10日 間37℃ に水平 に静置後,冷 蔵庫

に保存 した前記 のINH液 を同様に注入培養 した。 菌接

種か ら3週,3週+2日, 3週+4日, 3週+6日, 3

週+8日,3週+10日 目に全培地に つ い て阻止帯の高

さを測定 した成績 が表7で ある。

菌接種か ら3週 目の阻止帯の高さは各組の平均 でそれ

ぞれ5.9,5.4,4.7,4.2,3.7,2.8cmで 菌 接種 か ら

薬剤 注入までの期 間が長 いほ ど阻止帯 は短か くなつでい

る。 これ は3週+2日,3週+4日 等 いずれ の判定 日に

つ いてみて も同様 であ り,ま た薬液 注入か ら3週 目の阻

止帯 の高さ に つ いて も5.9, 5.4, 4.7, 4.1, 3.6, 2.5

cmと まつた く同 じ傾 向を示 した。

次 に菌接種 当 日に薬剤 注入 した組についで3週 目と3

週+8日 目(約4週)の 阻止帯 を比較す ると5.9cmと

5.7cmで この間に0.2cmの 短 縮 がみ られた。 これ も

各組 ともに判定 日が長いほ ど阻止帯は短縮の傾向を示 し

てお り,す なわち培養期 間が長 いほ ど阻止帯は短 くなつ

ていた。

以上 の成績か ら菌接種 か ら薬剤 注入までの期間は明 ら

かに阻止帯 の高 さ決定 の一 因 子 で あ

り,ま た菌接種か ら判定 まで の期間 も

菌株,注 入薬剤,使 用培地に よつ で多

少 の差 はあつ で も阻止帯に影響を与 え

てい る。 したがつで菌接種か ら薬剤注

入 までの期間な らびに判定 までの培養

期間は常に一定にすべ きであ る。

[IV]　 阻止帯の測定誤差

BCG菌 液 を接種,INH液 を注入測

定 した培地1,900本 中86本(4.5%)

は図1に 示す よ うに阻止帯は水平な直

線を示 さなかつた。 この場合われわれ

は菌が密集 しもつ とも直線に近い と思

われ る点を測定点 とした。 これ らの阻

止帯の最高 と最底の高 さの差(図1の

矢 印参照)は われわれ の86本 につい

ては0.2cmか ら2.5cmま でであつ

たが,大 部分は0.5cm前 後 で あ つ

た。

次 に同一培地 を測定 した場合 の個人

差についで検討 した01%小 川培地 に

M.Phleiを 接 種,1γ/ccEthambutol

を注入37℃4日 間培養 した 培地60

本についで,1名 が阻止帯の高 さを測

定 した後に他の1名 が再び同一培地を

測定 し,最 初の成績 との比較結果は次

の とお りであつた。

0.2cm高 く測定 1本 (1.5%)
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0.1cm高 く測定 19本 (32%)

一 致 34本 (57%)

0.1cm低 く測定 5本 (8%)

0.2cm低 く測定 1本 (1.5%)

0.1cmの 差 は40%存 在 するが,0.2cm以 上 の 差 は

60本 中2本(3.3%)の みであつた。 この2本 の測定誤

差 は上 記測定点の決め方 の差異に よるものであつ た。す

なわちBCGに よるINHの 測定で も,M.Phleiに よる

E.B.の 測定で も測定点 の決 め方 に よつ で阻 止帯 は0.5

cmの 誤差 を見 込む必要があ り,そ の 出現率は5%以 下

であ る。

総 括 考 案

Schmiede12),4),5),小 川3),6),9)は直立拡散法 における測

定法 としで液上面か ら菌発育前線 までを計測す る と規 定

しでい るが,わ れわれは液面 の動揺 に疑 問を持ち,薬 液

注入直後 の液面 の高さを管底か ら測定 しで培 地に よ りか

な りの差が ある ことを認 めた。 しか もGrossetら8)が い

うよ うに一定 の傾斜,一 定 の高 さの培 地を選 んで も,ま

た小川 の平面培 地で も液 面の高 さの分布はかな り広範で

ある。その上37℃3週 間培養(キ ル ク栓使用)で 培地

の約30%は 液面が0.2cm以 上の増 または 減 を 示 し

た。す なわち液 面は培養に よつで必ず しも一定 の傾 向を

示 さず,不 定に動揺す るこ とを認めた。 さ らに注入薬剤

の重量が同一であれば,注 入液量が異なつ ても阻止帯 は

管底か ら測つ で同一 の高 さに なる実験成績か らみで も,

不定の動点で ある液面 を測定基点 とす るよ りも測定基 点

は管底にお くべ きで ある との結論 を得 た。

また注 入液量 とは直接 的相関がな く注 入薬 剤の重量が

阻 止帯 の高さ決定の一因子であ ることは,薬 剤が完全に

培地 内に抽 出され る条件が得 られ るな らば薬液注入の代

りにデ ィスクを使用す ることも当然可能のはずであ る。

これについでは小川9),工 藤10)が耐性 測定に 試み でい る

が,工 藤10)はデ ィスクを5日 以後に投入す ると阻止帯は

短 くな り接種菌量が少ない と長 くな るが培地の新旧,長

短,凝 固時間等 はほ とん ど阻止帯に影響が ないといつ で

い る。われわれ は菌接種か ら薬剤注入 までの期間 および

培養期間 は長 くなれ ば阻 止帯 は短 くなる(表7)こ とを

認 めでお り,薬 剤 注入期 間および培養期間 は一定 に定 め

る必要 がある と思 う。 薬剤注入期間 につい では小川3)は

24時 間37℃ に培地を乾か しでか ら薬液 を注入 と規定 し

でいる以外はほ とん ど報告がないが,菌 量を多量接種 で

きる薬剤濃度測定には菌接種直後薬剤を注入 したほ うが

阻止帯は長 くな り,し か も操作が一回ですむ点簡便であ

るのでわれわれは 日常菌接種直後薬剤注入す る方法を採

月 しでい る。

直立拡散法 の信頼度に 関 しでは,2つ の測定結果が3

倍 以内の濃度差 では有意 の差 としで判定す るこ とは困難

であ る とすでに報告 した11)が,測 定手技 の う え か ら も

INH,E.B.に おいでは,同 一人で も ま た別 人で測定 し

て も測定部位の決 め方に よつ で0.5cmの 測 定誤差 は起

こ りうる と考 え られ,そ の起 こりうる可能性 は5%以 下

であ る。

結 論

(1)　 直立拡散法 の判定 に関す る基礎 的検討 を行 なつ

た。

(2) BCGを 接種 した斜面培地1,020本 お よび平面

培地448本 につ いでINH液0.5cc注 入直後の管底か

ら液面 までの高 さは斜面培地 で1.0～2.1cm,平 面 培地

で0.7～1.2cmの 分布 があ り,培 地 の高さ,傾 斜角度を

一定 に しで も液面 の差 はかな り広範 であつた。

(3) 37℃3週 間培養 に よる液 面 の 変 動 は斜面培地

で37.2%,平 面培地 で24.8%が0.2cm以 上の増また

は減 を示 した。

(4)　 注 入薬剤 重量が一定であれば,注 入液量が異な

つ て も管底 よ りの阻止帯の高 さは同一であ る。

(5)　 以上(2),(3),(4)の 成績か ら直立拡散法

の測定法 としでは,不 定の動点であ る液面 よ りも管底を

測定基点 とす るべ きであ ると考 える。

(6)　 菌 接種か ら薬剤注入 までの期間お よび培養期盟

は常に一定に決め る必要があ り,両 者 ともに期間が長 く

なれば阻止帯は短 くなる傾 向があ る。 したがつ で薬剤濃

度測定には菌接種直後薬剤を注入 したほ うが阻 止帯 は長

くな り操作 も簡便 である。

(7) BCG接 種INH液 注入におけ る阻止帯の測定部

位 の決 め方 によつ で0.5cm前 後の測定誤差は起 こ りう

る。 その出現 率は5%以 下 である。M.Phlei接 種E.B.

測定 においで も同様 である。

本論 文の要旨は第38回 結核 病学会総会(結 核38-8,

374)で 報 告 した。

文 献

1) Tinne, J. E.: Lancet, 30: 901, 1950.
2) Schmiedel, A.: Beitr. Klin. Tbk., 112: 475,

 1954.
3) 小 川 政 敏: 日本 臨 躰 結 核, 16: 417, 1957.

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

1958.
6) Ogawa, M.: Ann. Rep. Japan. Ass. Tbc., 3: 117, 

1958.
7) 飯 尾 正 明: 結 核 研 究 の 進 歩, 27: 221, 1959.

8) Grosset, J., et Canetti, G.: Rev. Tbc. et Pneum., 
24: 633,  1960.

9) 小川政敏: 結 核, 36: 475, 1961〔 第36回 結核 病

学 会 シン ポ ジ ア ム 〕.

10) 工 藤 祐 是 他: 結 核, 38: 374, 1963〔 第38回 結 核

病 学 会 演 説 〕.

11) 馬 場 治 賢 他: 日本 胸 部 臨 床, 23: 862, 1964.


