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1%小 川 培地 とAlbumin加Kirchner半 流 動 培 地 にお け る

接 種 菌量 な らび に培養 期 間 が α一ethy1-thioisonicotinamide

(1314TH)の 結 核 菌最 低 発 育 阻止 濃 度 に 及 ぼ す影 響
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Studiesweremadeabouttheeffectoftheamountofbacilliforinoculationandtheperiod

ofincubationontheminimalinhibitoryconcentrationof1314THtothegrowthofMyc.tuber-

culosis.

One%Ogawa'smediaandKirchner'ssemi-liquidagarmediawithalbuminin10%were

used.Theconcentrationsof1314THofthemediaweresopreparedastobecomeO,1,5,10,

20,50,100and200mcg/mlrespectively.Thesemediaweremixedthoroughly,dispensedinto

testtubesinsmlquantity,andusedafterbeingstoredinanincubatorat37。Cfor24hoursin

ordertoconfirmthesterility.Inconsiderationofourpreviousexperience,theinoculationswere

madeimmediatelyafterthepreparationofthemedia.

Threestrainswereusedforthisexperiment,thatis,H37Rv,Aoyama-Bandastrainiso-

1atedfromthesputumofapulmonarytuberculosispatientwithoutanyhistoryofprevious

treatment.

Thesestrainswereplantedon1%Ogawa'seggmedia,and2weekoldcultureswerealways

usedfortheexperiment.Bacillarysuspensionswerepreparedfromthesecultures,andby

usingelectricphotometertheamountsforinoculationweresopreparedastobecome10-1,10臼2,

10-3and10-4mginO.1ml.Aftertheinoculation,themediawereincubatedat37℃for6

weeksandsubmittedtotheweeklyobservationofthegrowthofcolonies.

Thefollowingresultswereobtained.

Theminimalinhibitoryconcentrationof1314THtothegrowthofMyc.tuberculosistends

tobecomehigherwiththeincreasingamountofinoculum.

Ineithermediumtheeffectofincubationperiodontheminimalinhibitoryconcentration

wasverymarked,thelatterincreasingobviouslywithprolongedincubationperiod.Sucheffect

wasmoreobviousin1%Ogawa'smediumthaninKirchner'smedium.

WheninOgawa'smedium10-3mgofinoculumwasemployed,theminimalinhibitorycon-
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centrationsof1314THwere5mcg/ml,20mcg/mland50mcg/mlrespectivelyin2week-.3week-

and4～5week-01dcultures.ThecorrespondingvaluesinKirchner・smediumwere5mcg/ml

and10mcg/mlin2week-and3week-01dcultures・

Themarkedriseintheminimalinhibitoryconcentrationobservedinthecaseofprolonged

incubationperiodisprobablyduetothedecreaseofdrugPotencybytheeffectofahightem-

peratureoftheincubator.

既報の実 験1)に続 いて接種菌量 と培養 期 間 と が,α 一

ethy1-thioisonicotinamide(以 下1314THと 略)の 結

核菌最低発育阻 止濃 度(以 下MICと 略)に 及ぼす影響

について,1%小 川培地 とAlbumin加Kirchner半 流

動培地 を用 いて実験を行 ない知見 を得た のでその成績 を

報告す る。

実 験 の 方 法

1)使 用 培 地

実験は1%小 川培地 とAlbumin(栄 研)を10%の

割合に加 えたKirchner半 流動培地(以 下それぞれ1%

小川,K半 流動 と略)を 用いて行 なつた。培地 中の1314

THの 濃度は,そ れぞれ0,1,5,10,20,50,100,200

mcg/mlに なる よ うに加えて十 分混和 した後,中 試験管

に5mlず つ 分注 して調製 した。 なおK半 流動 は調製後

37。C艀 卵器に24時 間収 めて雑菌混入 のない ことを確か

めた ものを使用 した。

既 報の実験の成績に鑑み,本 実験 にお いては,培 地調

製 後ただちに菌株の接種 を行 なつた。

2)供 試 菌 株

実験 にはH37Rv,青 山一Bお よび 未治療肺結核患者の

喀疾 よ り分離 した1株 の計3菌 株を使用 した。

3)接 種菌量 な らびに判定

実験 には供試 菌株を1%小 川 に植 え継いで2週 間のも

のを用 いた。比濁 法に よつて1,10-1,10-2お よび10-3

倍希釈 して均等 化 した菌 液 の0・1ml,す なわ ち10-1,

10-2,10'3お よび10-4mgず つ 各培 地に接 種 した。菌

株接種後37。C艀 卵 器に収め,1週 よ り6週 まで毎週観

察 して集落 の発 育の状況な らびに程度 を記載 して成績を

判定比較 した。

Table1.InfluenceofQuantityandCulturePeriodofInoculatedBacilliontheMinimalInhibitory

Concentrationof1314THtoMycobacteriumTuberculosis(1%Ogawa'smedium)

Strain
Cu1-
ture

week

Quantityofinoculated1)acilli

10-1mg 10-2mg 10-3mg 10-4mg

。15r89傍15。1。 。2。。}。15r89傍15。1。 。2。。:。
mcg/mlmcg/ml
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柵 十仔冊 十H-71-一 一一

冊 冊 柵・冊 升2-一
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十肝 冊 十}十・丹什十H-12-一 一

・什十 冊 冊 十肝 十1十26-一

冊 什 一 一 一 一 一 一

冊 冊 →十 升 一 一 一 一

冊 冊 帯 升31-一 一

冊 冊 一H十十ト37-一 一

柵 覗什→十 十1-452-一

柵 冊 一 一 一 一 一 一

冊 柵 冊 卦 一 一 一 一

+HHny冊 冊 十ト15-一 一

十H一冊 冊 一H十23-一 一

柵 ・H十1一冊 十1十3511-一

冊 ・冊 一 一 一 一 一 一

冊 冊 一什120-一 一 一

冊 冊 ・H十十ト27-一 一 一

冊 冊 柵 朴33-一 一

柵 冊 制什。}十541-一

什 冊 一 一 一 一 一 一

「田十柵 十十95-一 一 一

冊 柵 一H-11615___

冊 冊 十ト12118-__

H十卜十冊 一十一十一14720-__

冊 柵 一 一 一 一 一 一

十什 柵 十ト25-一 一 一

斗冊・者H-十H-1205-一_

冊 刊什 十H-13316___

1十H一斗十}十十Hト146213-_

冊 帯 一 一 一 一 一 一

十田一十冊・403-一 一 一

冊 十}什151178-一_

十肝 冊1722910-一 一

冊 冊 十14113-一 一一

升 什 一 一 一 一 一 一

十H一判十65-一 一 一 一

・十H-十←83175-一 一

十H-・H十90258-一 一 一

斗冊 斗1什1033110-一 一

粁 十卜 一 一 一 一 一 一

什 十卜120-一 一 一 一

十什 十H-155242-一 一

冊 冊 升313-一 一

冊 覗什 十十369-一 一

十ト75-一 一 一 一 一

耕 升30-一 一 一 一

十1十十H-37102-一 一

十{十帯55142-一 一

・冊十 十肝60213-一 一一

ゆAstrainisolatedfromthesputumofapulmonarytuberculosispatientuntreatedwithantituberculousdrugs .
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実 験 の 成 績

1)1%小 川培地におけ る接種菌量お よび培養期 間と

1314THの 結核菌最低 発育阻止濃度

1%小 川におけ る接種菌量 と培養期 間 とが,1314TH

のMICに 及ぼす影響 は,表1お よび図1に 示す ごとく

である。す なわ ち,

(a)接 種菌量10-1mgの 場合

1週 間培養(以 下1週 間 と略 し,こ れ に準ず る)で は

2標 準株 は少数 の集 落を認めたが,分 離株 には集 落の発

育 を認 めなかつ た。2週 間におけるMICは,2標 準株

は10mc9/ml,分 離株は5mcg/ml。3週 間ではH37Rv

と分離株 は20mcg/ml,青 山一Bは50mcg/ml。4週 間

ではH37Rvと 分離株は50mcg/ml,青 山一Bは100mcg/

ml。5～6週 間ではH37Rvと 分離株は100mcg/ml,青

山一Bは200mcg/mlで あつ た。

(b)接 種菌量10-2mgの 場合

1週 間では3供 試菌 株 とも集落の発育を認 め な か つ

た。2週 間におけ るMICは,3供 試 菌株が5mcg/ml。

3週 間では3供 試菌株が20mcg/ml。4～5週 間 では3

供試菌株が50mcg/ml。6週 間 では3供 試 菌 株 が100

mcg/mlで あつた。

(c)接 種菌量10-3mgの 場合

1週 間では3供 試菌株 とも集落の発育を認 め な か つ

た。2週 間におけ るMICは,3供 試菌株が5mcg/ml。

3週 間では3供 試菌株 が20mcg/ml。4～5週 間 では3

Fig.1.MinimalInhibitoryConcentrationof

α一ethy1-thioisonicotinamidetoMycobacterium

Tuberculosisafter3Weeks'Cultivation

(1%Ogawa'seggmedia)
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供試菌株が50mcg/ml。6週 間ではH37Rvと 分離株は

50mcg/ml,青 山一・・Bは100mcg/mlで あつた。

(d)接 種菌量10-4mgの 場 合

1週 間では3供 試菌株 とも集落の発育 を認 め な か つ

た。2週 間におけ るMICは,3供 試菌株が5mcg/ml。

3週 間では3供 試菌株が10mcg/ml。4～5週 間 では3

供試菌株が50mcg/mlで あつた。

すなわち接種菌量の多い場合には1週 間 で集落 の発育

を認め るが,少 ない場合には2週 間以降に なつ ては じめ

て集落の発育を認め る。概 して接種菌量が多 く な る と

MICは 高 く表現 され る傾向が認め られ る。 しか し1314

THの 感受性株に対す るMICは,接 種菌量に関係 な く・

培養の週の延長 と と もに 急激に上昇 し,4～5週 以降は

だ いたい横這い状態を示 して くる。

換言すれ ば,1%小 川 におけ る1314THのMICは,

接種菌量 による影響は比較的少 ないが,培 養期 間に よる

影響はは なはだ顕著であつた。

2)Kirchner半 流動培 地におけ る接種菌量お よ び培

養期間 と1314THの 結核菌 最低発育阻止濃度

K半 流動にお ける接種菌旦 と培養期 間 とが,1314TH

のMICに 及ぼす影響 は,表2お よび図2に 示 す ごと く

で ある。す なわ ち,

(a)接 種菌 量10-1mgの 場合

1週 間ではH37Rvと 分離株 のMICは1mcg/ml,青

山一Bは5mcg/ml。2週 間 で はH37Rvと 分離 株 は5

mcg/ml,青 山一Bは10mcg/ml。3週 間ではH37Rvと

分離株 は10mcg/ml,青 山一Bは20mcg/ml。4～6週 間

では3供 試菌株 が20mcg/mlで あつ た。

(b)接 種菌量10"2mgの 場合

1週 間ではH37Rvと 分離 株は1mcg/ml,吉 山一Bは

5mc9/ml。2週 間 では3供 試菌株 が5mcg/m1。3週 間

では3供 試菌株が10mcg/ml。4～6週 間 では3供 試菌

株が20mcg/mlで あつた。

Fig.2.MinmalInhibitoryConcentrationof

α一ethy1-thiosonicotinamidetoMycobacterium

Tuberculossafter3Weeks'Cultivation

(Kirchner'ssemi-liquidagarmedia)
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Table2.InfluenceofQuantityandtheCulturePeriodofInoculatedBacilliontheMinimalInhibitory

Concentrationof1314THtoMycobacteriumTuberculosis(Kirchner・ssemi-liquidagarmedia)

Strain

H37Rv

Cu1-
ture

week

Quantityofinoculatedbacilli

10-■mg

mcg/ml

O151020

1

皿

皿

W

V

Aoyama-

B

Tamaki*

1

皿

皿

W

V

1

皿

皿

W

V

一

一
什

帯

冊

一
什

帯

帯

冊

帯

冊

冊

冊

冊

冊

冊

冊

冊

冊

一

一
什

什

冊

冊

一
25

升

冊

冊

什

什

冊

冊

冊

冊

冊

帯

柵

柵

冊

冊

冊

一

一
什

什

什

一
什

帯

帯

柵

帯

帯

冊

冊

冊

冊

冊

冊

柵

冊

10-2mg

mcg/ml

O151020

一
什

帯

冊

冊

什

冊

冊

柵

冊

帯

什

冊

柵

冊

一

一
升

帯

冊

冊

什

冊

柵

柵

冊

冊

升

冊

冊

冊

冊

冊

一

一

21

25

26

一

什

昔

朴

帯

什

什

冊

冊

冊

冊

柵

冊

冊

冊

10-3mg

mcg/ml
O151020

一

一

2

3

3

一

升

升

帯

冊

昔

冊

冊

冊

冊

什

冊

冊

冊

冊

一

一

一

13

17

21

一

一

什

冊

什

冊

什

冊

冊

冊

冊

冊

什

冊

冊

冊

什

冊

一

一

一

1

2

一

35

什

什

昔

什

帯

冊

帯

皿
川

什

冊

冊

冊

冊

10-4mg

mcg/ml

O151020

一

一

一

2

5

一

什

什

什

什

什

什

柵

冊

什

什

帯

什

冊

冊

一

一

一

10

12

17

一

一

什

升

帯

冊

8

什

什

冊

冊

冊

30

什

帯

冊

冊

冊

一

一

一

2

3

一
20

35

41

朴

什

什

朴

什

帯

什

升

升

什

帯

Note:ThesameasinTable1.

(c)接 種菌量10-3mgの 場合

1週 間ではH37Rvと 分離株 は集落の 発 育がな く,青

山一BのMICは5mcg/ml。2週 間 で は3供 試 菌 株 が

5mcg!ml。3週 間では3供 試菌株が10mcg/ml。4週 間

では 分離 株は10mc9/ml,2標 準株は20mcg/ml。5～6

週 間では3供 試菌株が20mcg/mlで あつ た。

(d)接 種菌量10"4mgの 場合

1週 間ではH37Rvと 分離株は 集落の 発育が な く,青

山一BのMICは5mcg/ml。2週 間 で は3供 試 菌 株 が

5mcg/ml。3週 間 では3供 試菌株 が10mc9/ml。4週 間

ではH37Rvと 分離株は10mcg/ml,青 山一一Bは20mcg/

mZ。5～6週 間 では3供 試菌株 が20mcg/mZで あつた。

す なわち,こ の培地において も接種菌量 の多 い場合 に

は1週 間培養において も集落の発育 をみ るが,少 ない場

合 には2週 間以降で集落の発育を認め る。そ して接種菌

量 が多 くな るとMICは,わ ずかに高 く表現 されて くる

傾 向が伺われ る。 しか して実験 の範囲内におけ る接種菌

量 では,感 受性株に対す る1314THのMICは,培 養

期間4週 までは培養 の週の延 長 とともにだいたい1濃 度

ずつ上 昇 し,4～5週 間以降 はほぼ横這い状態を示 した。

換言すれ ば,K半 流動にお い て も ま た1314THの

MICは,接 種菌量 に よる影響 は 少 な い が,培 養期間に

よる影響は大 きかつ た。

考 案

耐性検 査の成績に影響を及ぼす 因子2)3)のうち,培 地

調製 後の保存温度な らびに保 存期 間が1314THの 結核

菌 に対 す るMICに 及 ぼす 影響につ いては,す でに報告1)

した。 今回は接種菌量 と培養期 間が,1314THの 結核'菌

に対す るMICに 及ぼす影響につ いて,1%小 川 とK半

流 動を用いて実験を行 なつ た。

賀来4)は 集落計数可能 な培地 におけ る抗結核剤 の抗菌

力表 現の差異に関す る研究 において,生 菌数 の減少は濃

度 の増加に伴い急激で あるが,あ る濃度か らは減少が緩

や かにな る。 したがつ て接種菌量 としては,こ れ らの低

感 性菌 の影響が な くなるよ うに希 釈 した ものを用い る必

要 があ ると述べてい る。 しか し結核菌検査指針5)に 従つ

て,対 照培地の集落数 が帯 ～冊にな るよ うな菌量,10-1

～10-4mgを 接種 して実験を行 なつ た。

一 般に抗結核剤のMICは
,接 種菌量が 多けれ ば高 く

表現 され る6)～8)といわれて いる。上 述の ごと く,本 実験

におけ る1314THの 結核菌に対す るMICも,他 の 抗

結核剤におけ るご とく,接 種 菌量が多けれ ば高 く,少 な

ければ低 く表現 され て くる傾向が認め られた が,そ の影

響 はわずかであつた。それ ゆえ川合9)が10%牛 血 清加

Kirchner培 地 におけ る1314THの 結 核菌に対す るMIC

は,接 種菌量の差に よる影響 はほ とん どない と述 べてい
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るご とく,日 常 の耐性検査においては10-3mg前 後の菌

量 を接種すれば,接 種菌量 の差 に よる影響は,あ ま り考

慮す る必要は ない よ うに思われ る。

これに反 して,培 養期 間に よる影響 ははなはだ大 きか

つた。す なわ ち感 受性株に 対す る1314THの 結核菌に

対す るMICは,1%小 川においては接種菌量が10-2～

～10'3mgの 場合,2週 間培養 で は5mcg/ml,3週 間

培養 では20mc9/mZ,4～5週 間培養 では50mc9/mlで

あ り,K半 流動においては接種菌量 が10-3mgの 場合,

2週 間培養 では5mcg/ml,3週 間培養では10mcglmz,

4週 間培養 では10～20mcg/ml,5～6週 間培養では20

mcg/mlで あつ て,培 養期間の延長 とともに1%小 川 に

おいては急激に,ま たK半 流動において は1濃 度ずつ上

昇する。 しか し,そ れぞれの週におい ては安定 した成績

を示 し,4～5週 以降は両培地 ともだ いたい 横 這 い状態

を示 して くることが認め られた。 した が つ て1314TH

の 日常の耐性検査にあたつ ては,菌 株を接種 して何 週後

に判定す るかに よつて成績が著 しく影響 され る点に,と

くに留意す る必要が ある と思 う。

この よ うに培養期 間の 延長に よつて1314THの 結 核

菌に対す るMICが,急 激に上昇す るのは,既 報 の実験

成績 よ り勘 案 して,艀 卵器 内の温度 の影響 に よる力価の

低下に基づ くもの と考 え られ る。

結 論

H37Rv,青 山一Bお よび未治療の肺 結 核 患 者 の喀疾 よ

り分離 した1株,計3菌 株 を用いて,接 種菌量 と培養期

間が,1314THの 結核菌最低発育阻止濃度 に 及 ぼ す 影

響について実験 を行 なつ た。 実験 には1%小 川培地 と

Albuminを10%の 割合に加 えたKirchner半 流動培

地を用 いた。実験 の成績 は次の ごとくであつた。

1)1314THの 結 核菌最低発育阻止濃度は,1%小 川

培地 においてもKirchner半 流動培 地において も,接 種

菌量 が多けれ ば高 く,少 なけれ ば低 く表現 されて くる傾

向が うかがわれた。
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2)1314THの 結核菌最低発育阻止濃度 は,培 養期間

に よる影響ははなはだ大 き く,両 培地 ともそ の期 間が延

長す ると急激に高 く表現 され て くるが,そ の影響 は1%

小川培地のほ うが よ り著 しかつ た。

3)感 受性株に対す る1314THの 最低発 育阻止濃度

は,接 種菌量10-3mgの 場合,1%小 川培地 においては、

2週 間培養 で5mcg/mZ,3週 間培養で20mcg/ml,4～

5週 間培養 で50mcg/mlで あ り,Kirchner半 流動培地

においては2週 間培 養 で5mcg/ml,3週 間 培 養 で10

mcg/ml,4週 間培養で10～20mcg/ml,5～6週 間培養

で20mc9/mlで あつ て,各 週それ ぞれ 安定 した成績を
●

示 した。

4)培 養 期間の延長に よつて1314THの 結核菌に対

す る最 低発育阻止濃度が,急 激に上昇す るのは,艀 卵器

内の温度の影響に よる力価の低下に基づ くもの と考 え ら

れ る。

本論文の要 旨は,昭 和42年10月15日 第22回 国立病

院療養所総合医学会におい て報告 した。

欄 筆にあた りご指導 ご校閲を賜わつ た所長江 川三 二博

士に深謝す るとともに,本 研究 は厚生省一般研 究費 と第

一製薬株式会社 よ り α一ethy1-thioisonicotinamideの 純

末の供与を受けて行 なつた こ とを記 して謝 意を表明す る。
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