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It is known that most bacteria maintain their viability at freezing state if they are suspended

 in 5 to 20% glycerol (1.2). Postgate and Hunter (2) reported that storage of Aerobacter aero

genes at -20•Ž depended on the protective agent used; only glycerol permitted extended storage. 

They observed that these organisms maintained their viability at 85% after 40 days of freezing

at -20•Ž. Since similar studies on mycobacteria have not been made, the present study has

 concerned with this, and the storage of mycobacterial strains was extended to 6 months of 

freezing. The purpose of the study is to find a conventional method for maintainance of stock 

cultures of mycobacteria.

M. smegmatis Jucho, M. tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG, M. kansasii Forbes 84, nonpho

tochromogen N 100616, and scotochromogen P-5 were used. E. coli K-12 also was used.

M. smegmatis Jucho was suspended in various solutions at concentration of 5. 5 mg (wet 

weight)/ml and stored in a refrigerator at -15•Ž. At different intervals, one tube of each 

group was taken and diluted with saline to 1: 1 to 1: 1,000,000 dilutions. Aliquots (0.02ml 

samples) of these dilutions were inoculated to LOwenstein-Jensen medium and the number of 

colonies was counted after five days of incubation at 37•Ž. The results are shown in Table 1. 

When suspended in saline, the organisms decreased their viable numbers, but when suspended 

in Sauton medium, 3% glycerol broth, and 10% glycerol, all of which contained glycerol
, they 

maintained their viability even after 42 days of storage. Similar experiments were conducted 

using E. coli. Determination of viable numbers was made similarly but in use of nutrient broth 

agar medium for counting. The results are shown in Table 2. The resutls showed that stor

age in 10% glycerol was most satisfactory to maintain the viability. Suspension of nutrient

 broth without glycerol decreased the viable number markedly.

In view of the above results, storage of five strains at -20•Ž was examined in 10% 

glycerol (aquaeous solution). The observation was made until the end of the sixth month. 

The results are shown in Table 3. This method of storage maintained the viability of the 

test strains almost completely until the end of the third month. After six months of storage 

also, the viability was maintained fairly well in M. tuberculosis and M. bovis and almost satis

factorily in other three strains.

In view of the results obtained, storage of mycobacterial strains in 10% glycerol at -20•Ž 

was considered to be useful to maintain the stock cultures in laboratories.

*From The Obuso National Sanatorium
, Obu near Nagoya, Aichi-pref., Japan.
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細 菌 は 一 般 に 冷 凍 に 対 して は抵 抗 が 強 い が,と くに5

～0%glycerolに 懸 濁 した 場 合,そ の 生 菌 数 を 失 うこ

とな く保 存 で き る こ とが 知 られ て い る(Smithの 総説1))。

しか し,い ま まで の 観 察 期 間 は あ ま り長 くな く,た とえ

ばPostgate&Hunter2)はAerobacter aerogenesを

-20℃ に 保 存 す る さい,10%glycerolが 保 護 剤 と して

もつ と も有 効 で,40日 後 も85%の 生 菌 数 が 維 持 され た

と述 べ て い る。 冷 凍 の細 菌 に 及 ぼす 影 響 は,そ れ 自体 生

物 学 的 に 興 味が あ るが,菌 株 保存 とい う実 用 的 な面 か ら

も注 目さ れ る。 従 来,凍 結 乾 燥 が細 菌類 の もつ と も有 効

な 保 存方 法 で あ る こ とは 広 く知 られ1),抗 酸 菌 で はBCG

の 凍 結 乾 燥 は す で に 実 用 化 され て い る。 しか し菌 の 凍 結

乾 燥 に は 特 殊 な 装 置 が 必 要 で,ど この 実 験 室 で も簡 単 に

これ を 行 な うわ け に は い か な い 。 一 方 前 述 の-20℃ 保

存 は,一 般 に 普 及 して い る冷 蔵 庫 の凍 結 箱,ま た は 比 較 的

低 価 格 の市 販 ア イ ス ク リー ム保 存 箱(-15℃ の ものが 多

い)で 可 能 であ る。 した が つ て こ む方 法 を,菌 株 保 存 の

実用 方 法 と して一 考 す る価 値 が あ る と思 わ れ る。 問 題 は

保 存 に用 い る媒 液 で あ る が,抗 酸 菌 の冷 凍 保 存(-20℃)

に つ い て は,Heckly3),Stern&Tompsett4),Jones5),

 Tarshis6)の 研 究 が あ る が,使 用 され た 媒 液 は,蒸 溜 水,

5%bovine serumn albumin, liquid oleic-acid-albumin

 mediumn,炭 末 水,生 理 食 塩 水(0.85%NaCl),glycerol

 brothな どで あ つ て,他 の菌 で もつ とも有 効 といわ れ る

10%glycerolに つ い ての 検 討 が 行 なわ れ て い な い。 ま

た抗 酸 菌 につ い て の これ らの著 者 の検 討 は期 間 は3年 の

長 きに わ た つ て い る もの もあ るが,生 菌 数 保 存 に つ い て

の 定 量 的 検 討 は 行 な わ れ て い な い 。 そ こで わ れ わ れ は,

10%glycerolお よび 他 の 媒液 に つ い て,生 菌 数 計 算 の

定 量 的 方 法 を 適 用 して 検 討 を 試 み た 。

実 験 方 法

被 検株.M.tubercmlosis H37Rv, M. bovis BCG, M.

 kansasii Forbes84, Nonphotochromogen N100616,

ScotochromogenP-5,M.smegmatis獣 調 株.(注1:獣

調 株 は 前 に,M.aviumと 命 名 され て い たが,最 近 の 研

究 の 結 果,少 な く と もわ れ わ れ の 保 存 株 に 関 す る限 り,

そ の性 質 は まつ た く.M.smgmatisに 一 致 した7)。 む し

ろ定 型 的M.smegmatisと い つ た ほ うが よい 。 な お 獣 調

株 をCF1系 マ ウ スに 尾 静 注 す る と一 時 的 に 脾 で軽 度 の

増 殖 が 起 こ るが,こ の 現 象 は は じめ か らM.smegmatis

とされ てい る株 で も起 こ る。注2:Forbes84,N100616,

P-5の3株 は 九 州 大 学 武 谷 健 二 教 授 よ り分 与 を 受 け た)。

以上 の ほ かに,比 較 の 目的 でEscherichia coliK-12株

も 実験 に 用 いた 。 こ れ らの 菌 株 はLowenstein-Jensen

培 地 ま た は1%小 川 培 地 に継 代 保 存 さ れ て い た 。E.colf

は普 通 寒天 に継 代 され た 。

上 記 の培 地 か ら白金 耳 で菌 を と り,抗 酸 菌 は ガ ラス玉

コルベンで10分 間振盪 して均一 化 して,表 に示 した濃

度(湿 菌量mg/ml)に,種 々の溶液 に浮遊 させ,こ れを

-15℃ また は-20℃ の冷 凍箱に保存 した。分注量は5

mlま た6mlで,遠 心管 または 小試験管に入れた。 一

定期間保存 した後,試 験管を と り出 して室温に保つて融

解 し,ピ ペ ッ トでパ ン ピ ング した後,生 理食塩水で10

倍ない し100万 倍希釈液をつ く り,そ の0.02mlを 渦

巻 白金耳でLowenstein-Jensen培 地に塗抹 し,37℃ に

培養 した。E.colfで は普通寒天平板に0.1mlず つ接種

した。集落数算定 はM. tuberculosisお よびM. bovisは

4週 後,M.kansasii, nonphotochromogenお よびsco

tochromnogenは3週 後,M. smegmtisは5日 後,E.

 coliは2日 後に行 なつた。

以上 の操作 の中には菌 浮遊 液の凍結,そ して生菌 数測

定のための融解 とい う操作が含 まれ る。 したがつて生菌

数の減少が,こ の段階で起 こることが十分考え られ る。

ただ しこの凍結 と融解の操作はいずれのサ ンプルで も同

様に行なわれてい る。 したがつ てここにい う各溶媒の良

否は,こ の凍結,融 解の影響 も含めた総合的な もの であ

る。 なお各サ ンプルは,は じめ に多数作つ て1本 ずつ取

り出 して生菌数算定に供 し,1回 使用 した サンプルは棄

却 した。生菌数 算定 に当たつ ては各 サンプルか ら3列 の

希 釈列を作 り,各 希釈列の各希 釈液 を5本(5枚)の 培

地 に接 種 して平 均値を とつた。算定の基礎 としては,平

均値が正規分布か らはずれ る10以 下 と,集落融合が起 こ

りうる100以 上 を避け て,10～100の 間の平均値を示す

希釈度か ら,生菌数 を計 算 した8)。したがつて1サ ンプル

につい て,(3希 釈列 ×7希 釈度(1:1-1:1,000,000)

×5本=105本)の 培地 を用 いた。

結果 および考 察

1. M. smegmatis獣 調株を-15℃ に 保 存す る時の

媒液(表1)

表1に 示す よ うに生理食塩水を媒 液 とした ときには,

2週 以降で生菌数減少 が 起 こつ たが,glycerolを 含む

Table 1. Viable Numbers of M. smegmatis Jucho,

 Maintained at -15•Ž Various Conditions

*Suspended in 6ml of solutions at concentration of 5.5

mg/ml and maintained at -15•Ž.
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Table 2. Viable Numbers of Escherichia coli K-12 

Maintained at -15•Ž at Various Conditions

* Suspended in 6ml of solutions at concentration of 3.0

mg/ml and maintained at -15•Ž.

Sauton培 地,3%glycerol broth,10%glycerolに 浮

遊 した ときには,42日 後も生菌数の 減 少 は起 こ らなか

つた。

2. E. coli K-12を-15℃ に保存 す る と き の溶媒

(表2)

E.coliの 場 合 は 生 理 食 塩 水,普 通 ブイ ヨン,3%

glycerol brothに 浮遊 した ときに生菌数の減少が起 こつ

た。 とくに発育に適当な普通ブイ ヨンに浮遊 させた とき

の生菌数減 少が もつ とも著 明であつた。E. ciliの場合 も

10%glycerolが もつ とも有効 であつたが,若 干の 生菌

数低下 は避 け られ なかつた。 一般にE.coliよ りも抗酸

菌のほ うが冷却に堪 える抵抗 力が強 い ことが 考え うる。

3.　 抗酸菌の6ヵ 月保存(-20℃)

以上の実験か ら10%glycerolが 保存に最適 と思われ

たので,5株 の抗酸菌株について,-20℃6カ 月の凍結

実 験を行なつた。その結果は表3の とお りで,少 な くと

も3カ 月までは,生 菌 数はほぼ完全に保存 された。6カ

月に なる とM. tuberculosisお よびM.bovisで は軽度 の

生菌数減 少が起 こつたが,そ の 程 度 は 表3に もみ られ

る とお り著 明 な もの ではな い。他 の3株 では6ヵ 月後

も生菌数は よ く維持 され ていた。 以上 の実 験か ら10%

glycerol浮 遊,-20℃ 保存 の方法 は有 効で,お お よそ

6ヵ 月は菌株 を保 存で きる と思われた。

Table 3. Viable Numbers of Mycobacteria Maintained in 

10% Glycerol at -20•Ž

Suspended in 5ml of 10% glycerol at concentrations of 0 .9 to 1.0mg/ml and 

 maintained at 20•Ž.

凍結に よつ てなぜ菌 の寿命が延長 す るか,ま たglycer-

olが なぜ有効かにつ いては まだ十分分かつ ていない。凍

結すなわ ち菌 の代謝 の停止が これに 関 係 す る こ とは 当

然考 え られ る こ とで ある。東村9)は前にM. smegmatis

を燐欠乏培地に培養す る と菌 の生菌数が著 しく長 く保 た

れ ることを観察 してい る(温 度37℃)。 この場合 も燐欠

乏に よつて代謝が低下 してい ることが考え られな くはな

い。菌の発育能力の喪失 とい う現象が燐代謝 と関係 して

い るか ど うかは将来の問題であ ろ う。著者は 抗 酸 菌 を

chloramphenicol(CM)20γ/ml含 有sauton培 地に培

養 し,対 照のSauton培 地 における生菌 数の推移 と比較

した。CMは 蛋 白合成阻 害剤 として知 られるので,蛋 白

合成阻 害の影 響を考 えたのであるが,結 果は菌 株に より

まちまちであつ た(成 績省略)。 す な わ ち,培 養1ヵ 月

後のmg当 り生 菌 数 は,sauton培 地 では1/4～1/105

に低下 したが,CM含 有培 地 で は,M.tuberclosisと

M.bovisで は対照 よ り生菌数の低下が著 しく,一 方M

.kansasii, nonphotochromogen, scotochromnogenで は

mg当 り生菌数は培養 当初 とほ とん ど同 じに保たれた。

菌 の代謝 を低下させ ることが,生 菌数保存に関係 して

いるか どうかを しる試 み として,抗 酸 菌の嫌 気的保存の

検討 も行 なつ た。1%小 川培地 に 発育 したM. tubercu-

losis青 山B株 お よ びM.smegmatis獣 調 株 を3%

glycerol bmothに 浮遊 させ て(操 作を 実用 的且簡 易化す

るため,集 落を 白金耳でか き とつ て,そ のまま浮遊 させ

た),50～100mg/5mlの 懸 濁 液 と し(青 山B株 では集

落 は速 やかに管底に沈降す る),そ の うえに滅菌 した局

法流動 パ ラフ ィン2ccを 重畳 して 室温に保存 した。6

ヵ月後お よび2年 後に,懸 濁 液を1白 金耳 す くつて1%

小川培地 に塗抹 し,36℃6週 培養す る と数十 集落 の発育

を認めた。 この実験 では定量 的検討 は行 なわ な か つ た

が,6ヵ 月後,と くに2年 後に はか な り著 明な生菌減 少

があ るごとく思われた。 しか し菌株保存 の 目的には,一

応簡単に使用で きる便法 であ る と思われた。

以上 の凍結,燐 欠乏,嫌 気条件な どが,菌 生菌数を延

長 保存 させ ることをみ ると,菌 の代謝停止な い し鈍 化

が,菌 の生菌数保存 と関係す るこ とが

示 唆 され る。

結 論

抗酸菌菌 株保存の方法を生菌数の定

量 的算定 を行 なつて検討 した結果,次

の方法が適 当 と思われた。抗酸菌菌株

を10%glycerolに 浮 遊 さ せ て,

-20℃ に保存す る と少 な くとも3カ

月は生菌数 の減少 を起 こす ことな く保

存 できる。6カ 月後に は軽度 の生菌数

減少を起 こす株があ るが,そ の程度は
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軽微であ るゆ え,実 用的には6カ 月に1回 の継代で菌株

を保存す ることがで きよ う。
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