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STC[2,3-diphenyl-5-thienyl-(2)-tetrazoliumchloride]の

応用 に よ る結 核 菌 発 育 の 早期 判 定 に関 す る研 究

第2報STCの 分離培養および直接謝性検査への応用に関する 研究
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STUDIES ON EARLIER DETECTION OF MYCOBACTERIAL GROWTH 

    BY APPLICATION OF STC  [2,3-DIPHENYL-5-THIENYL-  (2) 
 -TETRAZOLIUNI  CHLORIDE]*

Report  2: Studies on Application of STC for Isolation

Culture and Direct Resistance Test

Toshio OHSATO and Hisako SHIMIZU

(Received for publication April 20, 1971)

   The usefulness of the application of STC  a new tetrazolium salt  for the earlier 

detection of bacillary growth in the mycobacterial examination using the stock strains and the 

isolated strains was presented in the report 1. 

   This paper presents the results of the application of STC for the isolation culture and the 

direct resistance test. First, the influence of 1% NaOH treatment on the application of STC 

was examined. 

 10-3 and  10-5mg of  HvRv and Kurono strain treated with 1% NaOH were inoculated on 

 1% Ogawa's media. 0.1  Jul of  0.  5% aqueous STC solution was added immediately, 1, 7 and 

14 days after the inoculation, and bacillary growth was examined at 10, 14, 21, 28 and 42 days 

after the inoculation. The results were shown in table 1. In the case of  1 NaOH treatment, 

the immediate addition of STC solution was also favourable for the earlier detection of bacillary 

growth, similar to the results presented in the report 1. The inhibitory effect of STC was not 
seen even in the case of immediate addition of STC solution. 

   The addition of STC solution was applied for the direct resistance test in which the sputa 

treated with 1% NaOH were inoculated on 1% Ogawa's media containing drugs. The results 

were shown in table 2. In the last case discharging atypical mycobacteria, the bacillary 

growth was seen earlier on the STC added media than the control media.

* From the Research Institute Sanatorium
, Japan Anti-Tuberculosis Association, Kiyose-shi, 

 Tokyo 180-04 Japan.
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緒 言

　 著者 らは第1報1)に おい て,柿 本ら2》に よつて新 しく合

成 されたtet・razolium塩 で あるSTC-[2,　 3-diphenyl-

5-thienyl-(2)-tetrazolium　 chloride]　一一の0.5%水 溶液

0・1m'を1%小 川培地に添加す ることに よつて,菌 液

を用い る実験 および間接耐惟検 査の場rfに 発育 した菌集

落は赤褐色に着 色 し,判 定 しやす く,STCを 添加 しな

い場合に比ぺ て菌発育 を早期に判定 し うる こと,ナ イア

シソ反応な どに影轡を及ぼさない ことを報告 した,、また

STC溶 液 の添加時期は菌液接種直後が有利 で あ り,こ

の程度 の量の添加では従来のtetraz◎1i蟻m塩 のよ うな菌

発育阻害作用を認めなかつ た ことを報信 した。

　STCを 結核菌の臨床検 査に応 川するためには,喀 疾か

らの分離培養,喀 疾 を用い ての直接耐性検査におけ る有

用性について検討する必要があ る¢そ こで本報において

は この点について検討 した成績 を報告す る◎

研究方法と研究成績

　 実験1:1%NaOHに よつてf乍製 した菌液 を用いた実

験におけ るSTCの 応用

　 実験方法 二1%NaOHの 影響につい て検討 するため,

H37Rvお よび クロノ株を用い,1%NaOH液 を用 い て

1　mg/mlの 菌液を作製 し,こ れ を1%NaOHで100倍

に希釈 し(10廟2mg/ml)そ の0・1mJを10本 ず つ の

1%小 川培地に接種 し(10鳶3mg接 種),10"2　 mg/mtの

菌液は1%NaOHで さらに100倍 に 希釈 し(10漏4　mg/

ml),0・1mlを10本 ずつ の1%小 川培地に 接種 した

(10一5　mg接 種)◎ したがって各菌株 に つい て20本 の培

地を使用 した◎各接種群の うち2本 はSTCを 添加 しな

い対照培地 とし,残 りの培地の2本 ず つに菌液接種直後

(0日),1日,7日,14日 後 にO.　5%STC溶 液0.1

mlを 添加 した。菌発育の判定は10,14,21,28,42日

に行なつ た。

　成績:以 上 の実験成績は表1(a)お よび(b)に 示 した

ご とく,10-3mg接 種群では7日 までにSTCを 添加 し

た培地 では10日 判定で明 らかに菌の発育を認めたが,

非添加 の培地では菌発 育はみ られ な か つ た○ す なわ ち

1%NaOHで 菌液を作製 した場合で もSTCの 添加は菌

接種後早期に行な うほ うが有 利 で あ り,STCに よる コ

Ptニ ーの着色に1%NaOH処 理は認むべ き影響を及ぼ し

ていない ことが判明 した。 また早期にSTCを 添加 した

場合で もその後の菌発育に阻害作用を及ぼさない ことは

滅菌蒸留水を用 いて菌液 を作製 した場合の実験成績1)と

同様であつた。

　実験2:1%NaOH処 理喀疾 を用いた直接耐性検査に

おけるSTCの 応用

　前述 の成績か ら1%NaOH処 理はSTCの 応用に と く
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に影響を及ぼ さない と思われたので,塗 抹 陽性の喀疾 を

用いて一次剤の直接耐性検査を実施するさい にSTCが

有用であるか否 かを検討 した◎

　実験方法:塗 抹 陽性 の5例 の喀 疾 を 用 い,4倍 量 の
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　壌ContaE血臨ratien

　 Bacmi　iselated　fr◎m　lust　cage　wer¢identMed　 a3　atyp。
　 ical議7◎ob醜r沁 澱(M.　intratell灘ldve).

1%oNaOHを 加え撹搾器で均等化 し,そ のO.　1　mlを 一

次剤耐性検査培地(1%小 川培 地)2組 ずつに接種 し,

1組 には0・5%STC溶 液 α1mJを 浜加 し,2,3,4,

6週 後の菌発育状況を観 察 した。

　 成績:5例 の うち2例 の略療 を接種 した培地は,雑 菌

汚染に よる判定不能の培地が 多い ため 今回の研究か ら除

外 し3例 の成綾を表2に 示 した。 この成績か らみ ると,

結核菌の2例 においてはSTC添 翻 の有利 さはみ られな

かつたが,第3例 の非定型抗酸菌(」M.intracell"lare)

例においては,STC添 加培地 では2週 後に菌 の発 育 が

認め ら払 添加 しない培地に比 して早期に菌発育の判定

が可能であつた。 この成績か らみ ると,多 数の例に応用

すれば,1%NaOH処 理喀疾か らの分離培養.あ るいは

直接耐佳検査 に対 してSTCが 有用な場合 が少な くない

と考え られる。またSTCの 添加は この程度の量では菌

発育に阻害作用は 認め られ ないの で,臨 床的に応用する

うえで とくに不利 な点は ない と思われる。

考 案

　締 本 らnに よつて新 たに 合成 され たtetrazelium塩 で

あるSTCのO・5%水 溶 液O・　1　mlを 菌接種直後に 添加

する ことに よつ て,菌 液 を用い る研究 あるい は間接耐
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性検査 の場合に菌発育の有無が判定 しやす く,か つ早期

に判定 しうる ことはすでK報fii}し たが,今 回はSTCを

分離培養に応用 し,そ の有用働 こついて検討 したe

　 分離培地 と して1%小 川培地 を使用す る場合に は,昭

療 な どの検査材料は1%　 NaOHで 前処理 される ことが 多

い ので,1%NaOH処 理 のSTC添 加に及ぽ「す影響を検

討す るため,HStRv株.クPtノ 株を用い,1%NaOH溶

液 で薗液を作製 し,10鴫 および10""imgを1%小 川培

地1こ接種 し,そ の後た だ ちにe.5%STC溶 液0。1mt

を添 加 して培養 し,10,1C　 21,28,42圓 後に菌発育状

況 を検討 した結果,減 菌蒸留水を用いて作製 した菌液 を

用い た場合の成績 と同 じく,STCの 添加は菌発 育の早期

判定に有用である と思われ る成績が得 られ た。そ こで次

に塗抹陽性の略疾 を用い1%NaOH前 処理 後1%小 川

耐性検査培地に接種 し,た だちに05%STC溶 液0.1

認 を添加 し 添加 しない場合の成績 と比較 した。 そ の

成績か らみ ると,2例 の結核菌例では とくに差が認め ら

れ なかつたカ㍉　これ は判定の開始を2週 間後に した こと

に よるのか もしれない 。他の1例 の非定 型 抗 酸 菌 の 例

では,STCの 添加Kよ つ てよ り早期に 菌発育 を認 め る

ことがで きたe直 接耐性検査に用 いた5例 の うち2例

はSTC添 加有無に関係な く培地汚染がみ られ たため,

今回の成績か ら除 外 したが,1%　 NaOHで 前処理 した材

料を1%小 川培地に接種 した場合の汚染率の高い ことは

広 く認め られてい るところであ り,routineの 分離培養

におけ るSTCの 有用性 を検討す る場合に は汚染率の低

い方法を用いて実験 を行な う必要があろ う¢

　 また第1穀 ηお よび 今回の第2穀 を 通 じてみ る と,

STCの 添加は菌発育をよ り早期に判定する うえ に も.

また滋加の手数 を軽減す るために も菌接 種直後が最 も有

利であ るとい う結論に なるカ～ この よ うな早 期 にSTC

溶液を添加 した場 合には,STCは 培地内に拡 散 し.実 質

的 にはSTC含 有培地に なるもの と考え られ るifそ こで

次の機会に は,STC含 有培地の有用性につい て 検討 を

加える ことに したい 。STC含 有培地が有用 で あれ ば,

別個に溶液を滋 加す る手数 もな く臨床上広 く応用 しうる

もの と考え られ るむ

結 論

　O・　5%　STC溶 液O.　1　mlの 添加が分錘培養における菌

発 育の早期判定に 有用であ るか ど うかを検討 した結果次

の結 論を得た。

　1)　 1%NaOHで 作製 したHscRv株.クPtノ 株の菌

液 を接種 し,そ の直 後にSTC溶 液を溢加す る ことに よ

つ て,菌 発育を より早 期 に 判 定 し うる,し た が つ て

STCはNaOH処 理に よる分離培養に応用 し うると考え

られ る◎

　2)　 塗抹陽性喀察 を1%NaOHで 前処理 し1%小
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川耐性検査培地2組 に接種 し,1組 にSTC溶 液を添加

してSTCの 有用性 を検討 した結果,3例 の うち1例(非

定型抗酸菌)はSTC溶 液 の添加に よつて より早期に菌

の発育を認め ることができた。

以上の結果か らSTCは 分離培養お よび直接耐僅 検 盗

に応用 しうるものと考え られ る。

稿を終わるに当た り工藤祐是博士のこ助暫を深 く感謝

いた します。
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またSTCを 提供された第一化学 薬品株式会社 に感謝

いた します聯

本文の要 旨は第46回 日本結核 病学 会総 会において大

肌が報告 した蜷
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