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To stimulate the growth of dysgonic bovine strains of mycobacteria, the effect of the

 addition of Tween 80 to M-Y RP medium was investigated, which contained glucose and Na

 pyruvate as main carbon sources and was regarded as the best medium among those tested in

 the foregoing experiments. In any of the media, which contained only one of the above

 mentioned three carbon sources, i. e. glucose, Na pyruvate and Tween 80, independently, no

 favorable growth was observed. However, in the media, which contained Na pyruvate and

 Tween 80, obviously better growth was obtained in most of the strains examined than in M-Y

 RP medium. On the other hand, the growth was stimulated obviously by the addition of Na

 pyruvate to the medium, which contained glucose and Tween 80 but did not enhance the

 growth of organisms favorably. Therefore, for the better utilization of Na pyruvate and

 Tween 80 as carbon sources, it seemed better to remove or reduce the amount of glucose to

 less than 0.5%. The semi-synthetic agar medium of the following prescription seemed to be

 adequate, at present, to stimulate the growth of dysgonic bovine strains of mycobacteria:

 KH2PO4 2.0, Na2HPO4.12 1120 1. 5, Asparagine 6.0, Na. citrate 2.0, CaCl2 0.0025, MgSO4.

 7 H2O 0.02, Glucose 5. 0, Na. pyruvate 2. 0, Tween 80 0.1ml, BSA Fraction V 5. 0, Yeast RNA

 100ƒÊg, Agar-agar 15. 0, Aq. 1, 000 ml.

分離当初の牛型菌は,一 般に小川培地では十分な発育

が得られないので,増 殖を良くする条件を見出すべく,

エネルギー獲得のための炭素源利用に 目標を集中して培

地組成に検討を加えた。 前報1)に述べたごとくこれら牛

型菌は,多 くの場合に,グ リセロールを加えずにグルコ

_ス とピルビ ソ酸Naを 含む半合成寒天培地(M-Y

 RP)1)で 発育が著しく促進されることが示されたが,中

にはその条件のみではまだ発育が十分とはいえないもの

もみられた。これらに対しては発育をいつそ う促進する

条件として脂肪酸代謝経路を検討する必要が考え られた

ので,M-Y RP培 地 を基礎としてこの点を調べること

にした｡

実験材料および方法

I.　実験材料

菌株:牛 型菌13株 。結核牛から分離培養後4年 以上

を経過してはいるが,卵 培地での発育がまだ比較的劣性

の菌株を選んだ。これらの菌株を用いて1年 にわたつて

行つた実験の問に,発 育速度に多少の差はあれ,全 菌株

とも小川培地に旺盛に発育するようになつた。

*From the Department of Tuberculosis, National Institute of Health, Kamiosaki, Shinagawa-ku,

 Tokyo 141 Japan.
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培 地:炭 素 源 と して グ ル コー ス と ピル ピ ン酸Naを 含

む 既 述 のM-Y RP培 地 とRedmondのRVA培 地(R)2)

を 対 照 と した。 グル コー ス と ピル ビ ン酸Na以 外 に,

新 た にTween 80を 追 加 し,こ れ ら3種 の 炭 素 源 の 単

独 あ るい は2,3者 共 存 の場 合 の 菌 の発 育 の差 異 を 観 察 し

た 。M-Y RP培 地 の 処 方 は 次 の 通 りで あ る。

KH2PO4 2.0g, Na2HPO4. 12H2O 1.5g,ア ス パ ラ ギ

ン6.09,ク エ ン酸Na 2.0g, CaC12 0.0025g, MgSO4.

 7H2O 0.02g,ピ ル ビ ン酸Na2.Og,グ ル コ ー ス5g,牛

血 清 アル ブ ミン(Fraction V)5g,酵 母RNA 100mcg,

粉 末 寒 天15g,精 製 水1,000ml.

II.　実 験 方 法

小 川 培 地 上 に 塗抹 接 種 培 養 して 得 た 菌 苔 を 用 い て 前

法1)通 りに 菌 液 を 作 り,希 釈 し て,10-5ま た は10-6mg

ず つ培 地2本 ま た は3本 に接 種 し37℃ で 培 養 した 。1

週 間 後綿 栓 を ゴ ム キ ャ ップ に替 え,3お よび4週 後 に集

落 を 数 え発 育 状 態 を 観 察 した 。

Tween 80は 精 製 水 で10倍 に 希 釈 して か ら120℃ で

15分 間 滅 菌 し,ア ル ブ ミ ンや グル コ ー ス な どと と もに,

あ らか じめ 滅 菌 して お い た 培 地 に 加 えた 。Tween 80濃

度 は 滅 菌 前 の 培 地 量100mlに 対 し,10倍 希 釈 のTween

 80を1.5mlあ るい は0.1ml加 え た 場 合 を そ れ ぞ れ

0.15%お よび0.01%と して 表 現 した 。

実 験 成 績

1. 0915% Tween 80含 有 培 地 に お け る発 育

牛 型 菌 株6株 を用 い た。 グ ル コー ス と ピル ビ ン酸Na

を 含 むM-Y RP培 地 とRVA培 地 を対 照 と し,M-Y RP

培 地 か ら ピル ビ ン酸Naを 除 き代 りにTween 80を0.15

%に 加 えた 培 地 に お け る集 落 の発 育 を 調 べ た 。表1に 示

す よ うに,0.15% Tween 80含 有 培 地 で は3お よび4

週 と もに 集 落 数 が 少 な く,そ の大 き さ も対 照 両 培 地 に 劣

り,発 育 が 思 わ し くな か つ た 。 一 方,対 照 両 培 地 を み る

と,集 落 数 で はM-Y RP培 地 の ほ うがRVA培 地 を 凌

い で 多 数 の 集 落 を 生 じ,発 育 菌 量 で も3株 がM-Y RP

培 地 で ま さ つ た が,残 りの3株 で はRVA培 地 のほ うが

多 く,し た が つ てM-YRP培 地 で もRVA培 地 に 劣 る

とは 思わ れ な か つ た 。

2. 0.03%お よび0.01% Tween 80含 有 培 地 に お け

る発 育

実 験1と 同様 に対 照M-Y RP培 地 か ら ピル ビ ン酸Na

を 除 い て,代 りにTween 80を0.01%に 減 量 して 加

えた 場 合 と,ピ ル ビ ン酸Naを0.2%に 加 え,こ れ に

Tween 80を0.01あ るい は0.03%に 共 存 させ た 場 合

に つ き,5菌 株 を 用 い て 調 べ た 。 こ の場 合,'培 地pHは

6.4と した 。 表2に 示 す よ うに,ピ ル ビ ン酸Naを 除 い

Table 1. Effect of Pyruvate and Tween 80

 on the Growth of M. bovis in the

 Glucose Containing Agar Media

Note. Inoculum size: 10-6 mg.
*—P: Removal of Na . pyruvate. 

+T: Addition of Tween 80.
**RVA: Redmon's medium . 

Table 2. Effect of Tween 80 Concentrations

 on the Colonial Growth of M.,bovis in the

 Glucose Containine Afar Medium

Note. Inoculum size: 10-6mg.

 G: Glucose, P: Na. pyruvate, T: Tween 80.
*Tween 80 0 .01%,**Tween 80 0.03%.

た培地では,Tween 80を0.01%に 減 らして加えても

集落数は少なく,そ の大きさも対照培地に劣 り,発 育は

思わ しくなかつた。4週 に至つてこの両培地での集落数

の差は小さくなつたが,集 落の大 きさ,し たがつて発育

菌量はやは りピルビン酸Naを 含む培地には及ばなかつ

た。これに対してピルビン酸Naを 追加した場合には,

集落発育が非常に促進され,す でに2週 培養で集落の大

RVA培 地(R): BBL, Cockeysville, Maryland 21030,

U. S. A.
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きさはTween 80無 添加培地に比べて最大径で2～5倍

以上の差を示 した。また培養2な いし3週 の早期におい

ては,Tween 80濃 度の0.01%よ りも0.03%に おい

て集落発育の遅れが大きく表われたが,4週 では0.03%

濃度 の培地で急速に集落が大ぎくなるものがみられ,中

には0.01%濃 度の培地を凌 ぐ菌株 もあつた。本実験 と

は別の時期に対照としてRVA培 地を追加し,4菌 株を

用 い て 同 様 の 実 験 を 行 つ た が,ピ ル ビ ソ酸Na・Tween

 80共 存 培 地 上 の 集 落 がS型 で きわ め て湿 潤,ド ー ム状 の

も り上 りを 示 した の に 対 して,RVA培 地 上 の 集 落 がSR

型 で 扁 平 に 培 地 面 を這 う よ うな 様 相 を 呈 した の は ぎわ め

て 対 照的 で あ つ た 。M-Y RP培 地(GP)お よび そ れ に

Tween 80を 追 加 した ピル ビ ン酸Na・Tween 80共 存 培

地(GPT)上 の 集 落 の 性 状 を 菌株No.11お よびNo.15

Photo 1.Myo. bovis No.11 (4 week-old-culture)

A B

Medium 
A: Contains glucose and Na. pyruvate (GP)

 R: Contains glucose, Na. pyruvate and Tween 80 (GPT)

 Photo 2. Mac. bovis No. 15 (4 week-old-culture)
A B

Medium

 A: Contains glucose and Na. pyruvate (GP) 
B: Contains glucose, Na. pyruvate and Tween 80 (GPT)
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を例として写真1お よび2に 示 した。

3.　 グルコースあるいはピルビン酸Naの 各単独また

は2者 共存培地に0.0196にTween 80を 追加した

培地における発育

実験2に おける5菌 株において,グ ルコースとピルビ

ン酸Naの 共存する培地にTween 80を0.01%に な

るように追加した場合には,菌 発育が著しく増強される

ことが示された。 この効果の一般性を 確かめると 同時

に,炭 素源として,Tween 80が 単独で含まれる場 合

と,他 の炭素源と共存する場合とで発育にどのような相

Table 3. Effect of the Addition of Glucose ,
 Pyruvate and Tween 80 Either Inde

 pendently or in Combination on the 
Growth of M. bovis in 

Agar Medium

Note. Inoculum size: 10-6 mg.*10-5 mg . 
" Refer to Table 1 & 2

. ***Confluent growth.

違が表われるかをこの実験で観察 した。

被検13株 はほぼ3カ 月の間隔で3回 に分けて実験に

供された。 成績は表3に 示した。 全菌株 ともグルコー

スを 単独に 含む培地(G)で 発育が 最も悪 く,こ れに

Tween 80を 加 えても(GT) ,集 落数の著しい増加は2

株(No.7, No.11)に 示 されただけで,と もに3週 培養

は4週 に比べて集落数に関しはなはだしく劣つた。しか

し集落の大きさはTween 80添 加培地(GT)で まさ り,

その差は4週 で明らかであつた。ピルビン酸Na単 独含

有培地にTween 80を 添加した場合(PT)も 同様で,

集 落数の増加を示さない菌株でも,集 落の大きさが顕著

に増加 し,こ の効果は使用全菌株に認められた。Tween

 80添 加による発育促進効果はグルゴース含有培地に加

えた場合と異な り,2～3週 の培養の早い時期ほ ど差が

明らかに示された。対照としたグルコース ・ピルビン酸

共存培地(M-Y RP:GP)にTween 80を 追 加した場

合(GPT)に も,集 落の増大がみ られ,そ の大きさの差

は培養早期に大きいことが示された。

これ らの3種 の炭素源をおのおの 単独に 含む場合に

は,;Tween 80は おおむねピルビン酸Naに 匹敵する程

度に集落を発生せ しめるζとがわかつた。両者の違いは,

Tween 80を 炭素源 とする培地のほうで集落発生の遅れ

が示され.培 養3週 以降に多 くの集落が数えられること

である。集落はピルビン酸Na含 有培地では白く乾固し,

厚みがあるR型 であるのに対し,Tween 80含 有培地で

は半透明で薄くS型 を呈した。試験管1本 当りの菌量が

Tween 80含 有培地で多いようにみえたのは3株 で,残

り10株 では,ピ ルビン酸Na含 有培地のほ うがまさる

菌株と両培地ともほぼ同等の菌株とが相半ばした。

全被検菌株を通じ集落の大 きさでは,常 に グルコー

ス ・ピルビン酸Na共 存培地(GP),あ るいはピルビン

酸Na単 独含有培地(P)に それぞれTween 80を 加 え

た培地(GPT)あ るいは(PT)が 格段にまさり,菌 量で

もこの両培地がまさつていた。菌株別に各培地での発育

状態をみると,最 も良い発育は,培 養3週 では8株 まで

が上記前者の培地で,7株 が後者で,1株 がグルコース ・

ピルビン酸Na共 存培地(GP)で それぞれ得 られ,培 養

4週 でも培地の発育支持力のこの順位は変わ らなか つ

た。グルコース単独含有培地(G)で は全株とも菌量が

最も劣 り,次 いで,菌 株により変動があ り必ず しも一律

ではないが,グ ルコース ・Tween 80共 存培地(GT)で

劣つた。

固型培地での発育状態を客観的に表現するための一法

として,任 意に8菌 株を選び,発 生した集落を,肉 眼的

に辛うじてみえるものから直径0.4mmま で,0.9mm

まで,1.9mmま で,2.9rnrnま で,お よび3mm以 上

の5段 階に群別し,1菌 株ごとに大きい集落を多 く含む

培地を上位にして培地に序列をつけてみた。最も大きい
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Photo 3. Colonial Growth on Agar Slants (4 week-old-oulture)
 Myc. bovis No. 43

集落は どの菌株でもピル ビン酸Na・Tween 80共 存培地

(PT),あ るいはそれにグルコースを加えた培地(GPT)

に 集中し,逆 に小さい集落はグルコース(G),あ るいは

それにTween 80を 加 えた培地(GT)に 多 く集まつた。

上記7種 類の培地すべてについての集落数の推計処理

は4菌 株にしか行われなかつたが,4週 培養ではいずれ

もグル コース単独含有培地(G)に おいて対照培地 よりも

集落数が有意に少なく,1株 は ピルビン酸Na・Tween

 80共 存培地(PT)で,他 の1株 はピルビン酸Na単 独

(P)お よびグルコース ・Tween 80共 存培地(GT)で も

少なかつた。

結局,培 地 の発育支持力はグルコース ・ピルビン酸

Na・Tween 80の3者 共存培地(GPT)で 最 もまさり,

ピルピン酸Na・Tween 80共 存培地(PT)が これ とほ

とんど並んで続 き,次 いでグルコース ・ピルビン酸Na

共存培地(GP),ピ ル ビン酸Na(P),Tween80(T)の

各単独,グ ルコース ・Tween 80共 存(GT)の 各培地の

順 とな り,グ ルコース単独含有培地(G)で の発育が最

下位となつた。検討した各培地上の集落発生状況を菌株

No.43を 例 として写真3に 示した。

考 察

牛型結核菌の脂肪酸利用に関しては,す でにSchaefer

ら3)(1952年)に よつてTween 80-albumin液 体培地

を用いた実験成績が報告されている。本実験は,新 鮮分

離牛型菌の発育を炭素源利用の面か ら検討した前報告を

補 うもので,培 地の発育支持力を高めるために,Schae-

ferら の脂肪酸利用に関する研究を参考とし,他 の炭素

源と組み合わせた場合のTween 80の 効果を寒天斜面

.培地を用いて調ベた。

Tween 80が ピルビン酸Naと 同じ程度に菌の発育を

促進するか否かをグルコースの存在下で比較した実験1

お よび2で は,0,15お よび0.01%の いずれの添加濃度

でもピル ビン酸Naに 比べてその効果は明らかに劣 り,

発育はきわめて悪かつた。一方,ピ ルピン酸Naお よび

Tween 80の 各 単独含有培地においては,4週 でTween

 80は ピルビン酸Naに 全 く遜色ない数の集落を発生させ

ることがでぎ,両 培地間の総体的な発育程度の差は,グ

ルコースと共存する場合に示された差ほどには顕著では

なかつた。すなわちグル コース ・ピルビン酸Na共 存培

地における発育は,ピ ルビン酸Na単 独含有培地におけ

る発育 よりもまさるのに対し,グ ルコース ・Tween 80

共 存培地においてはTween 80単 独 含右培地における

発育よりも劣る傾向を示す菌株があつた。

これらのことから,ピ ルビン酸Naお よびTween 80

おのおのとグルコースとの共存培地において,グ ルコー

スは,相 対的に,ピ ルビン酸Naを 主要炭素源とする菌

発育に対しては発育増強的に,ま た,Tween 80を 主要

炭素源とする発育に対 しては抑制的に,そ れぞれ影響を

与える 傾向があるようにみえる。 しかし菌株 に よつて

は,ピ ルビン酸Na含 有培地の場合でも,グ ルコースと

の共存では初発日数の遅れなど初期の発育が抑制される

場合があることは,否 定できない。グルコースによるこ

の発育抑制影響の有無を菌株本来の性質とみるか,あ る

いは発育抑制を受ける菌株については,Ramakrishnan

ら4)や金井5)の 報告にも示唆されているように,培 地へ

の継代が重ね られる経過の中で,比 較的酸化経路の比率

の多い菌が選択されたために生じた現象 とみるかについ

ては,比 較の対照となる分離当初の菌に関する成績がな

いので明らかではない。しかし,こ の抑制が示されるの

も培養2週 前後までで,そ の後はむしろグルコースとの

共存下で発育が増強される場合のほうが多かつた。

これに対し,Tween 80の 場合を脂肪酸の利用として

考えると,い つたん分解が始まれば莫大なエネルギーが

獲得されることはその長鎖構造か ら予想されるが,実 際

にはTween 80単 独培地では十分な発育量を得ること

ができなかつた。またグルコースが共存する培地条件で

は,Tween 80単 独の場合よりも発育が抑制される場合
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があつたのに対 して,ピ ルビン酸Na共 存培地では顕著

な発育促進を示した。これ らのことか らすると,ピ ルビ

ン酸Naが きわめて有効な物質 として即効的に利 用 さ

れ,こ れによつて脂肪酸の好気的酸化経路への道が開か

れて十分に酸化が行われ,そ の結果 として生合成が効率

よく進んだのではあるまいかとも推察される。この場合

に,添 加したピルビン酸Naに よつてCO2の 蓄積が促

進され,Tween 80構 成成分であるオレイ ン酸の利用効

率が高まつたと推察することもTsujimotoら6)の 成績と

関連してできそうに思われる。 しかし反面,Tween 80

に よる発育促進をオ レイン酸の利用のみに帰することに

は疑問もあ り,む しろTween 80の 細胞壁透過性亢進

効果に基づく問題 として,菌 体表面の変化に期待するほ

うにあるいは意味があるのかもしれない。 この点に関し

南ら7)は人型H37Rv休 止菌の酸素吸収の測定によつて,

Tween 80自 体,し かもそれが一つの完全な分子の形に

おいて代謝利用 されるのであろうと推定している。続い

て山根ら8)は培養実験により,Tween 80が 炭素源 とし

て利用されることを報告した。 南 ら7)の報告中の,グ ル

コースにTween 80を 加 えた場合よりも,グ ルコース

を除いてTween 80の み とした場合 にいつそう酸素吸

収が増加し,メ チ レンブルーの脱色時間も短縮されると

い う成績は,本 実験のグルコース ・Tween 80共 存培地

における菌発育の良否に示唆するところがあるように思

われる。

実験の最初,グ ルコース添加には栄養源としての他に

培地の酸化還元電位を下げて,解 糖経路の比重が大きい

と考えられる分離直後の牛型菌発育に有利な条件を与え

るとい う意図が加えられていた。しかし,す でに小川培

地で旺盛な発育を示すまでに至つた菌株が,代 謝経路の

違い4)5)による発育量の差で選択された,酸 化経路の比

重の高いもので占められている可能性を考えると,上 記

のような意図におけるグルコース添加の意義はもうなく

なつてしまうことになろう。ピルビン酸Na・Tween 80

共 存培地に加えられたグルコースは,し たがつてむ し

ろ,酸 化的経路の比重の大きい菌の選択的発育を抑制す

るのにかえつて力を貸す結果になるとも考えられるので

あつて,一 般的に牛型菌の場合にはグル コースを0.5%

を限度として,そ れを越えない濃度に留めたほ うがよい

ように思われる。

以 上の考察から,発 育劣性と称される牛型菌の培養条

件の問題点は,エ ネルギー源となる炭素源の種類がこれ

まで必ずしも適切ではなかつたことにあるといえよう。

グルコースを基調として,ピ ルビン酸Naお よびTween

 80で 炭素源を補強すれぽ,RVA培 地のようなきわめて

複雑な組成の培地を用いないでも,た とえばM-Y培 地

のような比較的簡単な組成の寒天培地でも牛型菌の発育

を 相 当 良 く支 持 す るの で あ る。

本実 験 で み る 限 り,グ ル コー ス は ピル ビ ン酸Naお よ

びTween 80よ りも利 用 能 率 が 劣 る ので,そ れ を培 地

に 加 え な い ほ うが早 く増 殖 す る菌 株 もあ る が,こ れ を加

え る場 合 に は0.5%を 限 度 とす るほ うが よい で あ ろ う。

以 上 の実 験 成 績 か らみ て,発 育 劣 性 牛 型 菌 の増 殖 を あ

る程 度 計 りうる半 合 成 寒 天 培 地 と して は,次 の処 方 が 今

の と こ ろ適 切 の よ うに 思 わ れ る。

KH2PO4 2.0g, Na2HPO4.12H20 1.5g,ア ス パ ラ ギ

ン6.0g,ク エ ン酸Na2.0g, CaCl2 0.0025g, MgSO4.

7H2O 0.02g,ピ ル ビ ン酸Na2.0g,グ ル コ ー ス59,

Tween 80 0.1ml,牛 血 清 アル ブ ミ ン(Fraction V)5

g,酵 母RNA 100mcg,粉 末 寒 天15g,精 製 水1,000ml,

pH6.6～6.70

総 括

牛 型 菌 の 増殖 を 促進 せ しめ る た め に,グ ル コー ス ・ピ

ル ビ ン酸Naを 主 要 炭 素 源 と した 前 報1)のM-Y RP培

地 に さ らにTween 80を つ け 加 え,こ れ ら3種 類 の炭

素 源 の 単独 お よび2,3者 共 存 の 菌 の 発 育 に 及 ぼす 影 響 を

検 討 した。 そ の結 果,各 炭 素源 の単 独 含 有培 地 で は いず

れ も満 足 す べ き発 育 が 得 られず,0.2%ピ ル ビ ン酸Na

と0.01% Tween 80共 存培 地 で迅 速 な 増殖 が 得 られ る

こ と が示 され た 。 そ の程 度 は一 般 に,グ ル コー ス ・ピル

ビ ン酸Na共 存 の場 合 よ りも 強 力 で あ る こ とが 示 さ れ

た 。

0.5%グ ル コ ー ス と0.01% Tween 80と の共 存 培 地

で は 発 育 が 思 わ し くな い が,こ れ に ピル ピ ン酸Naを 追

加 す る と増 殖 が 促 進 され る ので,結 局 は ピル ビ ン酸Na

とTween 80が 非 常 に 早 く利 用 され るた め に,菌 株 に

よつ て,グ ル コ ー スを 除 くか あ るい は 減 量 す るほ うが 発

育 を 早 くす るに は よい と思 わ れ る。 した が つ て グ ル コ ー

ス を0.5%を 越 え な い 濃 度 に 留 め,ピ ル ピ ン酸Naを

0.2%に,Tween 80を0.01%に 含 む3者 共 存 培 地 が

適 切 で あ る と考 え る。
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