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In the previous study, we reported about the measurement methods in the vertical diffusion 

method. In this report, the relationship between the bacilli species and the length of inhibition

 zones of the instilled drugs was studied.

1) Five different quantities of B.C.G. were inoculated on 3% Ogawa media. After 2 days' 

incubation in horizontal state, the 5 different doses of INH were poured into the bottom of the

 media and kept in vertical state for 4 weeks. It was found that the length of inhibition zone 

was the longer when the quantity of inoculum was smaller (Tab. 1 and Fig. 1).

2) Directly after the inoculation of 0.05mg of 5 different species of mycobacteria (B.C.G.,

 M. Fortuitum. H7, M. Smegmatis and M. Phlei) on 1% Ogawa media, Ethambutol and INH were 

poured each into the bottom of them in different doses. The incubating period was 3 weeks 

 for B.C.G., 2 weeks for M. Fortuitum, and 4 days for the others. To measure the Ethambutol, 

M. Phlei was most suitable as seen in Fig. 2. Because by using this bacillus, not only the 

measurement was possible at a very low concentration of the drugs, but also the inclination 

of the inhibition zone by different doses was the slowest.

For INH, B.C.G. was most suitable in the above meaning (Fig. 3). Thus, each drug has 

its most suitable bacillus for the vertical diffusion method.

Next, we compared B.C.G. and H37Rv , but there was no difference between them (Fig. 4).

3) The preservable period of B.C.G. was much influenced by the presence of NaOH. 

B.C.G. diluted by water was preservable at least for 10 days in the refrigerator or even at 

room temperature (winter), although the growth of bacilli became worse by 2 hours' contact 

with 1% NaOH at room temperature (winter) and the length of inhibition zone became longer 

accordingly. When they were preserved for more than 2 days with NaOH at room temperature,

 growth of bacilli became so scanty that the inhibition zone could not be formed (Tab. 2).

4) The preservable period of INH solution showed the same tendency as in the case of 

the bacilli, that is, INH solution dituted by water was preservable at least for 60 days in 

condition of under 10•Ž (Tab. 3). But if INH was diluted with 1% NaOH, it was certainly 

destroyed. Table 4 and Figure 5 showed this clearly. INH solution diluted by 1% NaOH was 

 boiled for 5 minutes and preserved for 30 minutes at room temperature (summer). With this
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INH solution, the inhibition zone was almost lost. By INH solution with NaOH, preserved at

 31•Ž for an hour, the length of inhibition zone became shorter, and when it was preserved for 

4 hours, the inhibition zone was almost lost. When it was preserved in the refrigerator
, the 

preservable time became only a little longer.

So if NaOH was added to INH to avoid the growth of saprophytes, it was recommended to 

use it as soon as possible at the room temperature.

5) 0.05 mg of B.C.G. was inoculated on 3% Ogawa media . After 2 days' incubation in 

horizontal state, 0.5ƒÁ of INH was poured into the bottom of it and kept in horizontal state at

 37•Ž. INH solution was drawn out after various times as shown in Fig. 6 and then the media 

were kept again in the incubator for 3 weeks .

The length of inhibition zone was the same when the INH solution was drawn out after 

12 hours' contact with the media. It was proved that 12 hours' contact of INH solution with 

the media was enough for the determination of the inhibition zone . From this result and 

that of the previous report that the length of inhibition zone became shoter
, if the drug 

instillation was retarded, we concluded that the inhibition zone was decided by two factors
, that 

is, the diffusion's speed of the drug and the growth's speed of the bacilli .

われわれは第1報1)で,直 立 拡散法の測定 方法につい

て検討 し,一 般 に測定基点 として使われ ている液面 は不

定 の動点である ことを認 めた。さ らに阻止帯 は注入 した

薬液 の量 とは直接 的には無関係 であつて注 入薬剤 の総重

量 に よつて決定 され る ことを確認 した。す なわ ち注入液

量が 阻止帯 と直接的 関係が ない以上不定 の動点 であ る液

面 を測定基点 として採用す るべ きでな く,管 底を測定基

点 とす るべ きであ ると結論 した。

次に菌接種か ら薬剤注入 までの期間お よび培養期聞は

阻止帯に影響を与え る因子であ り,菌 接種当 日薬剤を注

入 したほ うが実際上操作が簡便であ りかつ阻止帯 も長 く

な るので好都合である と報 告 した。

その他測定上の誤差についての検討 を行 なつたが,今

回は第2報 として接種菌 お よび注入薬剤 と阻止帯 との関

Table 1. Fluctuation of Inhibition Zone 

of INH According to the Quantities

 of Inoculated Bacilli

INH instillation into the 3% Ogawa media

 which were inoculated with BCG and

 incubated for 2 days at 37•Ž.

Reading was made after 4 weeks' incubation

Length of inhibition zone is an average of 8 media 

of each group.

係 に つ い て の2,3の 実験 成 績 を報 告 す る。

[I] 接 種 菌 量

接 種 菌 量 の阻 止 帯 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 す る 目的 で 次 の

実 験 を 行 なつ た 。BCG菌 液5,0.5, 0.1, 10-2, 10- 3mg/ cc

の5組 を 作 り,そ の0.1ccず つ を3%小 川 培 地(斜 面

培 地)に1組40本 あ て 接 種 した(す な わ ち 接 種 さ れ た

函 量 は0.5,0.05,10-2,10-3,10-4mgで あ る)。 菌 接 種

後 菌 液 を 十 分 に 培 地 全 面 に ゆ きわ た らぜ た の ち37℃2日

間 水 平 に 静 置,INH水 溶 液3,1,0.5,0.3, 0.1γ/0.5 cc

Fig. 1. Fluctuation of Inhibition Zone 

of INH According to the Quantities

 of Inoculated Bacilli

INH instillation into the 3% Ogawa media 

which were inoculated with BCG before .

 2 days and kept in 37•Ž, Reading;

 after 4 weeks of incubation
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の5段 階 を1段 階 に つ き培 地8本 あ て各 組 に そ れ ぞ れ

0.5ccず つ 注 入,直 立 に 保 つ て37℃4週 間培 養 した 。

以 上 の 実 験 に よつ て 得 られ た 阻 止帯 の高 さ は表1,図1

に示 す とお りで,た とえばINH1γ で は接 種 菌 量 の多 い

組 か ら順 に 阻 止 帯 の 高 さは5.7,6.4,6.6,7.3,7.9cm

で あ り,ま たINH0.3γ で は4.0,4.1,4.7,4.8,5.0

cmと なつ て い る ご と く,0.3γ 以上 で はす べ て 接 種菌

量 が 少 な い ほ ど阻 止 帯 は 長 くな る傾 向 を示 した 。

[II]　 接 種 菌 の 種 類

BCG,M.Fortuitum,M.Smegmatis,M.Phlei,H7

株 の5菌 種 を 対 象 と して接 種 菌 の 種 類 と阻 止 帯 との 関 係

をEthambutol(以 下E.B.と 略 す)な らび にINHに

つ い て 検 討 した 。

上 記 の 各 菌 種 と も0.05mg(0.1cc)を1%小 川 培 地(斜

面 培 地)に30本 あ て 接 種,直 後 にE.B.水 溶 液5,2.5,

1,0.5,0.25γ/0.5ccの5段 階 を0.5ccず つ 各菌 種 と も

に1段 階 に つ き培 地6本 に そ れ ぞ れ 注 入,37℃ に 直 立

に 培 養 した 。BCGは3週 間,M.Fortuitumは2週 間,

他 は4日 に て 判 定 した 。 阻 止 帯 の高 さ は 図2に 示 す とお

りで あ る 。す な わ ちM.Phleiが もつ と も曲線 の傾 斜が

Fig. 2. Variations of Inhibition Zone 

of Ethambutol According to the

 Differences of Bacilli Species

ゆ る く,H7,M.Fortuitum,M.Smegmatisの 順 に 傾

斜 が 急 とな つ て お り,か つM.PhleiはE.B.0.25γ ま

で 測 定 可 能 で あ る が,H7は0.5γ,M.Fortuitumお よ

びM.Smegmatisは2.5γ,BCGは5γ 以下 で は阻 止

帯 を 形 成 しな か つ た 。

次 にE.B.の か わ りにINH2,0.5,0.2,0.1γ/0.5cc

の4段 階を0.5ccず つ,各 段階 ともに培地6本 ずつ に

注入 した。注 入直前 に上記5種 類 の菌種 をそれ ぞれ接種

した1%小 川培地を使用 した。他 はすべ て上 の実験 と同

一条件 で施行 した阻 止帯が 図3で ある。 すなわちBCG

お よびH7はINH0.1γ まで測定可能であつたが,M.

Fig. 3. Variations of Inhibition Zone of
 INH According to the Differences

 of Bacilli Species 
(1% Ogawa media)

Fortuitumは2γ が測定可能限界であ り,M.Phleiお

よびM.Smegmatisは 阻止帯を形成 しなかつた。 また

INHに 対す る これ らの阻 止帯の曲線 はBCGが もつ とも

ゆるい傾斜 を示 した 。

以上 図2,図3に み られ る ように接種菌 の種類 によつ

てその形成 され る阻 止帯の傾斜 は明 らか に異 なるが,ま

Fig. 4. Inhibition Zone of INH by BCG or H37Rv 
Inoculum quantity; 0.05 mg 3% Ogawa media

. Reading; after 3 weeks' incubation.

〔図2は 胸部臨床で発表2)し たが,接 種菌量お よびM.Fortuitumの

判定 日は誤 りであつたので本論 文のごと く訂正す る〕
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た 注入薬剤に よつて もそれぞれ阻止帯は異なつた傾斜 を

示す 。す なわ ちE.B.に 対す るM.Phlei,INHに 対す

るBCGの ご とく各測定薬剤 にもつ とも適 当 と思われ る

菌種が存在 し,菌 種 の違 いに よつ て阻止帯は まつた く異

なつた高 さを示 した。

次にBCGとH37Rvと を比較 した。3%小 川培地に

BCG,H37Rvと もに0 .05mg(0.1cc)を おの おの40

本ずつ接種37℃2日 間静置後,INH4,3,2,1,0.5,

0.4,0.3,0.2,0.1,0.05γ/0.5ccの10段 階について

おのおの培地4本 あて0.5ccず つ注入 し,直 立に37℃

3週 間培 養 した。 図4の ごとくBCGとH37Rvと では

阻 止帯の高 さに差を認 めなかつた。

[III]　 菌液保存可能期間

滅菌蒸溜水 で作製 した5mg/ccBCG菌 液を さ らに滅

菌蒸溜水 および1%NaOH水 でそれぞれ0.5mg/cc菌

液 に作製 し,そ れをお のお の室温(冬 期)お よび冷蔵庫

に分けて保存 した。同時に1γ/ccINH液(滅 菌蒸溜水

で稀釈)を 調整 し,冷 蔵庫に保存 した。上記の菌液お よ

びINH液 を使用 して次 の実験 を行 なつた。蒸溜水稀釈

群,1%NaOH稀 釈群 ともに菌液作製後2時 間(室 温保

存のみ),2,4,6,8,10,40日 後(た だ し40日 は水稀

釈の冷蔵庫保存分のみ)に3%小 川培地(斜 面)各4本

あて菌液0.1ccを 接種,す ぐにINH液0.5ccを 注入,

37℃3週 間直立 に培養 した。菌液,INH液,培 地 はす

べて同時に作製 され た ものを使用 した。

以上 の実験 による阻止帯 の高 さは表2の ごとく,蒸 溜

,水稀 釈菌液 では室温保 存において2時 間 か ら10日 まで

の阻 止帯 は5.3,5.6,5.4,5.1,5.5,5.1cmで あるが,

怜 蔵庫保 存の2日 か ら40日 までの阻止帯は5.3,5.2,

Table 2. Preservable Period of BCG 

(Inoculum quantity of BCG; 0.05mg, Instillation

 of INH 0.5ƒÁ, 3% Ogawa media, Reading;

 after 3 weeks' incubation)

Note: 1) *Growth of bacilli was very bad, especially
 after 2 days of presevation, showing less than

 30 colonies.
**There were only one or 2 colonies , being

 impossible to mesure by vertical diffusion
 method.

2) Length of inhibition zone is an average of 4 
media.

3) Room temperature in winter.

5.1,5.4,4.7,6.3cmで あ る。す なわ ち室温で も冷蔵

庫 に保存 した菌液 でも大体10日 間 くらいは阻止帯に有

意 の差は な く,し たがつて10日 間は保存可能であつた。

しか し1%NaOHで 稀釈 した菌液を使用 した群 は,室

温に2時 間放置 した ものですでに菌の繁殖状態は悪 くな

り,阻 止帯 も6.7cmと 長 くなつている。2日 以上室温

に放置 した ものは1～2コ ロニーの菌 をみるのみで阻止

帯を形成せず,冷 蔵庫 に保 存 した もので も菌 の繁 殖は培

地 にパ ラパ ラ散在 する程度で,ほ とん どが30コ ロニー

以 下 で あ つ た。 す なわ ち雑菌防止 のた めに菌液 に1%

NaOHを 加え2時 間以上放置する と阻止帯 は著明な影響

を受 ける成績を示 した。

[IV] INH液 の保存可能期 間

前記BCG菌 液の保存可能期間の検討に使用 したINH

液は作製後冷蔵庫に保存 し,必 要に応 じて使用に供 した

が,当 然菌液のみでな くINH液 お よび培地の保存に よ

る影響 も考慮 しなければな らな い。(培 地の保 存可能期

間は次報の予定)

まずINH液 の保存可能期 間についての実験成績を次

に記す 。BCG菌 液0.05mg(0.1cc)を3%小 川培地

(斜面)に 接種直後,作 製時期 および保存方法 の異 な る

1γ/ccINH液 をそれぞれ培地8本 あて0.5ccず つ注入

した。使用 したINH液 は60日 前お よび15日 前に作

製(と もに滅菌蒸溜水 で稀釈 した もの)し,室 温(冬 期
10℃ 前後)

,冷 蔵庫(0～5℃),氷 室(-10℃)に お のお

の保存 した もの と,使 用直前(1時 間前)に 作製 した も

の とであ る03週 間37℃ に培養 した阻止帯は表3の と

お りであ る。使用1時 間前作製 のINH液 では阻止帯は

Table 3. Preservable Period of INH Solution 

BCG inoculum; 0.05mg, 3% Ogawa media.

 Instillation of 0.5ml of 1ƒÁ/ml INH.

 Reading was made after

 3 weeks' incubation.

Length of the inhibition zone is an average of 8 media.

5.2cmで あ り,15日 間冷蔵庫保存 した液では5.1cm,

60日 間保存 した ものでは室温5.6,冷 蔵庫5.3,氷 室

5.2cmで あつた。す なわち保存法 とほ とん ど関係な く,

INH液 は割合安定 で60日 間は使用に耐え うる ことを認

めた。

しか し薗液 と同様雑菌混入防止 の意味でNaOH液 を

入れた場 合は次 の ごとき実験成績 を得た。1γ/ccINH液

調整の最終段階を1%NaOH水 で稀釈 した もの と,滅

函蒸溜水のみで処理 したINH液 とを,そ れぞれ冷蔵 庫
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Table 4. Effect upon the inhibition zone of INH diluted with 1% NaOH

 BCG inoculum; 0.05mg. After 2 days' incubation 0.5ml of 1ƒÁ/ml

 INH solution was instilled into the bottom of 3% Ogawa 

media. Reading was made after 3 weeks' incubation

Length of inhibition zone is an average of 4 media (for 24 hours' group, it is 
an average of 2 media).

Fig. 5. Effect Upon the Inhibition Zone 
of INH Diluted with 1% NaOH 

Inoculum; BCG 3% Ogawa media, 
Reading after 3 weeks

(4℃),室 温(31℃)お よび100℃ の水浴 中で5分 煮沸

後室温 に保 存 した3種 類 にさ らに分 けて実験 に供 した。

BCG菌 液0.05mg(0.1cc)接 種後37℃ に2日 間水平

に静置 した3%小 川培地に,上 記の6種 類のINH液 を

おのおの薬液調整後30分,1,4,6,12,24時 間 目に0.5

ccず つ,1群 培地4本 ずつ注入(24時 間 目のみは2本 ず

つ),37℃3週 間培養 した。阻 止帯 は表4,図5に 示 す

ように滅菌蒸溜水 のみ で処理 したINH液 は いずれ の保

存法 で も大体 同 じ高 さであるが,1%NaOH水 で処理 し

たINH液 につい ては,煮 沸群では薬剤調整後30分 に

注 入 した ものでもす でに阻止帯はほ とん ど液面に接す る

までに低下 し,室 温(夏 期)保 存群では1時 間で阻止帯

の短縮 を認 め,4時 間以後

は液面 近 くまで低下 した。

最 後に冷蔵庫 保存群が もつ

とも阻止帯の低下速度が遅

いが,そ れ でも4時 間で短

縮 を認 め12時 間以後は完

全 に阻 止帯 は低 下 した。

以上表3な らびに表4の

実験成績か ら滅菌蒸溜水で

処理 したINH液 は相 当に

安定で あるが,1%NaOH

水で処理 したINH液 は保

存方法すなわち保存温度に

よつ て速度 は異 なるが,と にか くNaOHに よつてINH

は破壊される ことは明 らかである。 したがつて雑菌 防止

のためにNaOHを 使用する場合は少な くとも1時 間以

上 室温 に放置す るこ とは避 けるべ きである。

[V] INH液 と培地 の接触時 間

直立拡散法 で注入 した薬液 と培地 の接触す る時間 と阻

止帯 との関係につい て,BCG0.05mg接 種2日 間37℃

静置 した3%小 川培地に1γ/ccINH液0.5cc注 入,

37℃ に直立 に培養 した。INH液 注入後2分 ,30分,1,

4,12,22,72時 間の各時 間に培地4本 ずつ ピペ ッ トで管

底の薬液をで きるだけ完全 に吸い出 した。さ らに72時

間 目に全培地 につ いても う一 回排液 しておいてそ のまま

3週 間培養 した。阻止帯 の高 さは各時間順に0.9,2.8,

3.6,4.7,5.5,5.5,5.2cmと なつた(図6)。 す なわ ち

INH液 の培地 内における拡散は割合に速 やか で,12時

Fig. 6. Connection between the Length 

of Inhibition Zone and the Contact

 Time of INH with Media 

BCG inoculum; 0.05mg. After 2 days' 

incubation, 0.5ml of 1ƒÁ/ml INH solution 

was justified into the bottom of 3% 

Ogawa media. Reading; after

 3 weeks' incubation

間以後に薬液を捨てて も,も う阻止帯には影響はみ られ

ず,12時 間以内に拡散 された薬剤の菌発育阻止力が阻止

帯 の高 さを決定 してい る。
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総 括 考 案

われわれは菌量を少な く接 種すれば少ないほ ど阻止帯

は長 くなる傾向を認めたが,こ の 点 で は小川3),工 藤5)

も大体同様の意味の ことを報告 している。 したがつて薬

剤濃度測定 と して 小川3)はH37Rv10-2mg(0.1cc),

Schmiede18)はH37Rv0.05mg/ccを2～3エ ー ゼ,

Grossetら9)はH37Ra0.005mg(0.2cc)と 菌量を決め

て いるが,接 種菌量が阻止帯に影響す る因子であ る以上

当然 と思われ る。

次に接種菌 の種類に よつて阻止帯が異な ることは菌種

に よる薬剤感受性 の相違か らみ ても容易に想像 され るが,

BCGとH37Rvと では 同一 の阻止帯を示 した。薬剤濃度

測定に一般にH37Rvを 使用 して いるよ うであ るが,わ

れわれは感染 の危険性か らみ てもBCGの 使用をすすめ

た い と思 う。 しか しGrossetら9)はBCGとH37Raを

使用 し,自 然耐性菌が少 ない点 でH37Raを 推奨 してい

る。(わ れわれはH37Raの 使用経験が ないた めこの点は

さ らに検討 してみた い と思つ ている)

BCG菌 液の保存可能期間は菌液 の 調製 に滅菌蒸溜水

のみを使用すれぼ室温(冬 期)で も10日 間は保存可能

で あるこ とを認 めた。 しか し1%NaOHで 稀釈調製 し

た菌液は調製後2時 間です でに使用不能 であつた。 この

こ とはINH液 で も同様であつ て蒸溜水 のみで処理 した

ものは2カ 月間の室温 保存(冬 期)で も使用可能 である

が,1%NaOHの 混入 したINH液 は1時 間室温保存(夏

期,31℃)で す でに阻 止帯 に影響 を認 めた。 したが つて

雑菌防止のためにNaOHを 混入する場合は,菌 液INH

液 いずれについて も阻止帯に対す る影響 を考慮 してでき

るだけ早 く使用 するべ きである。

INH液 を培地内に注入後12時 間以上経過すれ ば液を

捨 てて も阻止帯の高 さに影響 はなかつ た。Grossetら9)

も7時 間培地 と接 触す れば阻止帯 は一定 の高 さになる こ

とを認 めてお り,培 地 内で割合に短 時間(12時 間以内)

に拡散された薬 剤の濃 度で阻 止帯の高 さは決定 され てい

る。 この成績 と前報1)で 報告 した菌接種 か ら薬剤注入 ま

での期 間が長ければ阻止帯は短 くなる実験結果 と考 え合

わ せて,阻 止帯 の高 さは注入薬剤 の拡散速度 と接種菌 の

繁 殖力(生 活力)と の2つ の因子の組 合せによつて決定

される もの と考え られる。

結 語

(1)　 直立拡散法における接 種菌および注入薬剤 に関

する検討を行なつた。

(2)　 接 種菌量は阻止帯に影響する因子の一 つであ り,

菌量が少ないほ ど阻止帯は長 くなる傾 向がある。

(3) E.B.とINHに 対する5種 類の抗酸 菌の示す

阻止帯はそれぞれ異な り,測 定薬剤に よつておのおの も

つ とも適当な菌種が存在す る。す なわちE.B.に はM.

Phlei,INHに はBCGが もつ とも低濃度 まで測定可能

であ りかつ阻止帯の傾斜がゆ るかつた。 しか しBCGと

H37RvのINHに 対す る阻止帯 は一 致 した。

(4)　 滅菌蒸溜水で調製 したBCG菌 液は冬期室温保

存で10日 間,INH液 は2カ 月間保存可能 であるが,1

%NaOHで 処理 した ものはBCG菌 液 で は2時 間室温

(冬期)保 存 で,INH液 は1時 間室温(夏 期)保 存です

でに使用不能 であつた。

(5) INH液 を培地内に注入後12時 間以上経過すれ

ば注入薬剤を捨 てても阻止帯は影響を受け ない。すなわ

ち阻止帯 の高 さは注入薬剤 の拡散速度 と接種菌 の繁殖力

との組合せで割合に早期に決定 され る。

本論文 の要 旨の一部は第38回 結核病学会総会(昭 和

38.4)〔 結核38:8・9,374〕 で報告 した。
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