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From our experiences in overseas technical cooperations in South-East Asia, we 

keenly felt the necessity of development for easier and more reliable technique on the 

isolation culture of tubercle bacilli applicable in any rural area.

This paper presents the process of examinations on the dissolving for this problem.

I. Comparative studies between Ogawa original and WHO swab culture method

Ogawa's sputum culture method which is the standard method in Japan is very 

simple and unique technique that the specimen is directly inoculated by pipett into 

 medium after alkali treatment without neutralization. On the other hand, the sputum 

swab culture method which is appeared in WHO/Tbc/Techn. Guide is the simplified 

technique that the specimen stucked on cotton swab is treated by acid and then 

neutralized by weak alkali. This swab culture method is widely employed in many 

countries of South-East Asia.

The comparative studies between both methods using the same sputum specimens 

were performed by two leading laboratories in Thailand.

The results are shown in tables 1, 2 and fig. 2. It is concluded that the Ogawa's 

method is fairly superior to WHO swab method, especially in contamination rate, 

though there are no significant differences statistically in the positivity.

The swab inoculation procedure was applied, furthermore, to Ogawa's method for 

convenience in rural areas, and this method was compared with both Ogawa original 

and WHO swab culture method. The results are presented in tables 3, 4 and figs. 3, 
4.

There are no differences between Ogawa original and Ogawa swab method in both 

positivity and contamination rate, while Ogawa swab method is a little superior to 
WHO swab method.

* From the Research Institute of Tuberculosis
, Japan Anti-Tuberculosis Association, Matsu-

yama, Kiyose-shi, Tokyo 180-04 Japan.
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The advantage of Ogawa swab method is its extreme simplicity and stability.

II. Studies on the medium for swab method without neutralization

For the purpose of investigating more adequate medium for the swab method 

without neutralization, several examinations were performed.

A provisional formula of medium was theoretically set up as follows; KH2PO4 

2.0gr., Mg citrate 0.1gr., Na gultamate 0.5gr., distilled water 100ml dissolve by 

heating, after cooling, glycerol 4ml, 2% malachite green 4ml, egg homoginate 200ml 

mix and stire, dispense each 5 to 7ml into McCartney bottle or test tube and 

coaggulate in slant by heating at 90•Ž for 1 hour. (2% modified medium)

1. H37Rv strain was suspended in both distilled water and 4% NaOH solution. 

These suspensions were inoculated onto Ogawa, Loewenstein-Jensen and 2% modified 

medium. The numbers of colony in each reading week are shown in fig. 5.

2. Table 5 indicates the most suitable combination of the dose of KH2PO4 

contained in the modified medium and the concentration of NaOH in pretreatment 

agent. The best result is obtained from the combination of KH2PO4 2gr. and 1.0ml 

of 3% NaOH in sputum culture.

3. The comparison among several salts with Mg or citrate was made as a com

ponent of medium. The results suggest that Mg citrate in this medium can be 

substituted for Na citrate which dissolve more easily and more economical than Mg

 citrate.

は じ め に

結核対策 の中心 は感染源 の追求 とその排 除にあ ると思

わ れるが,そ の前提 として精度の高い結 核菌検出技術が

求め られるのは当然の ことであ る。現在結核菌検出手技

として最 も鋭敏な ものは分離培養法であ るが,一 方抗酸

菌 学の知見が拡 るにつれ,分 離菌 の性状を知 ることが以

前 よ りも重要視 され るよ うに なつ てきている。 したがつ

て,い かな る遠隔僻地で あつ ても結核菌 の分離 が必要 で

あ るにかかわ らず,そ の手技に習熟を要 し,設 備,資 材

に経費がかか るなどの点か ら,WHOで は塗抹染色法 を

中心に開発途上 国の結核対策 を進 めているのが現状 であ

る。

しか し,東 南 アジア 各 国 の 中心的結核菌 検査機関で

は,WHO推 奨の術式1)に よつてかな り広汎 な結核菌 分

離培養 を実施 している。1964年,1967年 の両度 にわ た

るタイ国における技 術協 力 とその前後 の東南アジア各国

の視察 を通 じ,こ れ ら各機 関の うちには,多 大の努力に

か かわ らず,そ の成績 の動揺に悩 まされてい るところ も

ある ことを知つた。 この ような事情か ら,よ り安定で簡

便 な方法を確立す ることが,こ れ らの地域 の結核対策に

益す るところ大であ ろ うと考え,爾 来多 くの検討を経 て

一応の成案を得 ることがで きた。以下 にそ の検討 の過程

と到達 した術式につ いて述べ,大 方 のご批判 とこ追試 を

請 う次第で ある。

I.　 わ が国の小川法 とWHOス ワブ法 の比較

意図:現 在東南 アジア各 国の検 査 機 関 の 大 部 分 が

WHO/Tb/Techn. Guide/67.71)所 載 の喀痰 ス ワブ培養法

(以下WHOス ワブ法 と略す)を 採 用実 施 してい るが,

これはNassauの 提案2)に よる酸処理 中和 法であ る。 こ

の方法 は簡便法 として示 されているが,な お操作は煩雑

で時 間を要 し,と ころに よつてはかな り汚染が多い。 こ

れ に反 し,わ れわ れが永年実 施 してい る小川 法3)4)は ア

ルカ リ処 理中和 な し法で簡便であ るが安定 した成績を示

し,と くに不 十分な条件下での検査に適 してい ると思わ

れる。そ こで この両法を現地 において現地の人の手に よ

つて比較 しようとした。

方法:こ の実験は1967年10月 より1968年2月 まで

にわたつて行われたが,そ のときまで バソコクの中央胸

部診療所(Central Chest Clinic, C.C.C.と 略 す)の

検査部はすでに5年 以上にわた るWHOス ワブ法 の経験

を も ち,一 方中央胸部病院(Central Chest Hospital,

 C.C.H.)の 検査室は著者 の指導に よつ て1964年 以降小

川法を実施 していた。

比較実験 にさい し,習 熟 の程度 に よるバイアスを避 け

るた め,こ の両機 関 より1名 ず つの女子検査技術者を推

薦 して もらい,10日 間にわた り相互に相手機関 で おの

おのの 日常検査手技を習得 させた。そ してC.C.C.で は

マ カ トニ瓶 に レーベ ンスタイン-ジ ェンセ ン培地(以 下
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Fig. 1. Illustration of Procedures

L-J培 地 と略 す)をC.C.H.で は綿栓 つき試験管 に3%

小想培地を作 り,そ の半数ずつ を毎週交換 した。後 の実

験では両機関で別 々に マカ トニ瓶入 り3%小 川培地 も作

つた。

この両機関に戻つた おのお のの技術者 が,新 しく習得

した方法 とそれ まで に習熟 していた方 法に よつて同一患

者喀痰につ いて平行 して検査 を実施 した。

術式は 図1に 示 した。

小州原法:喀 痰 に4倍 量 の4%水 酸化ナ トリウム水を

加 え,ピ ペ ッ トで約2分 間攪 拌の後,そ の混和液0.1ml

ずつ を綿栓 つき試験 管に凝固 した2本 の3%小 川培地に

流入接種 し,表 面を潤 した後,斜 面を水平に し て37。C

に2日 間静置後,封 蝋 して培養を続け る。

(3%小 川培地:燐 酸二水素 カ リ3g,グ ル タ ミン酸 ナ

トリウム1g,純 水100ml以 上加熱溶解冷却後,グ リセ

リン6ml,2%マ ラカイ ト緑 水6ml,全 卵均質液200ml

を加 え混和,5mlず つ分注,90℃1時 間斜面 に凝 固)

WHOス ワブ法:約20cmの 椰子 の葉 の線維 の一端

に ご く小量 の脱脂綿(0.1g以 下,長 さ2cm以 下)を

巻 きつけ糸 で縛 り滅菌(紙 で数十 本を包み,乾 熱滅菌)

した ものを用意 す る(ス ワブ)。試 験管立てに2列 に短

かめの試験 管を立て,前 列へは5%蓚 酸水,後 列 には5

%ク エ ン酸ナ トリウム水を試験管の 高 さの2/3ま で分

注 してお く。喀痰を このス ワブに付着 させ,静 かに前列

の蔭酸水へ漬 し35分 間放置す る。次いで この スワブを

後列 のクエ ン酸ナ トリウム水に移 し10分 間静置す る。

そ の後,こ のスワブ を引 き上げ マカ トニ瓶(ネ ジ蓋つ き

厚手 オンス瓶)に 凝 固させ たL-J培 地 の斜面表面 に絞

る ように塗擦接種す る。 ネジ蓋 は直 ちに しめる。

(L-J培 地:燐 酸二水 素カ リ2.4g,ア スパ ラギ ン3.6

g,ク エ ン酸 マグネシア0.6g,硫 酸マグネ シア0.24g,

純 水600ml以 上を溶か し,こ れ に グ リセ リン12ml,

2%マ ラカイ ト緑水20ml,全 卵均質液1,000mlを 加

え混和5mlず つ分注,85℃45分 間斜面に凝固)

小州 スワブ法:WHOス ワブに用 いる同 じス ワブに喀

痰を付着 させ,短 い試験管 にあ らか じめ約2ml分 注 し

ておいた4%水 酸化 ナ トリウム水 中で1～2分 間十分に

攪拌混和す る。 このス ワブの綿 に吸い込んだ液を,マ カ

トニ瓶に斜面に凝 固 した3%小 川培地 の表 面に絞 りなが

ら塗擦接種す る。 この操作 を2本 の培地 に くり返す。 ネ

ジ蓋 は当初37℃ 中に2日 間ゆるめておいて後 しめたが,

後 には接種直 後に しめた。

成績1.小 川 原法 とWHOス ワブ法 の比較

表1,表2に み る通 り,両 機 関 ともほぼ同様の結果を

示 した。小川法に慣 れたC.C.H.で は小川法:WHOス

ワブ法は陽性率47.2%:41.8%,集 落 数では前者 の ほ

うが多い もの56に 対 し後者に多い もの8,汚 染率では

部分汚染(判 定は可能であ るが少 しで も雑菌 の侵入 した

と思われ るものお よび2本 の培地 の一方だけ に汚染 の起

つた もの)7.55%:23.11%,全 面汚染(判 定不能 な も

の)0.94%:7.08%で あつた。

一方WHOス ワブ法を永 く実施 していたC.C.C.で

は同様 に,陽 性率65.0%;58.4%,集 落数65;46,部

分汚染4.66%:27.66%,全 面汚染1.0%:11.67%で

あつ た。

成績2.小 川原法 と小川 ス ワブ法,WHOス ワブ法 と

小川 ス ワブ法の比較

前者 はC,C.H.,後 者 はC.C.C.に おいて実施 した。
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Fig. 2. Growth Rate-1 Fig. 3. Growth Rate-2 Fig. 4. Growth Rate-3

表3に 示す よ うに小州原 法:小 頬 ス ワブ法は陽性率40.7

%:39.8%,集 落数51:15,部 分汚染6.43%:9.84%,

全面汚染4.24%:5.57%。WHOス ワブ法:小 川ス ワブ

法で は表4の 通 り陽性 率33.3%:37.5%,集 落 数8:

12,部 分汚染40.83%:11.66%,全 面 汚 染1.6S%:

1.66%で あつた。

なお以上の各方法におけ る集落発生の速度を,各 判定

週 における陽性数の最終 陽性総数に対す る百分率を結ぶ

曲線 で示 す と図2～4の よ うにな る。

考察:わ が国の小川法は世界に類 をみ ないアルカ リ処

理中和な しとい う特異 な方法で あるが,こ れが簡便,経

済的であ るにかかわ らず結核菌検 出精度 に優れ ている と

い う確信を以前か らもつ ていたが,タ イ国で技術指導 を

行つた機会に,現 地機 関の手 に よつてできるだけ客観 的

な方法で,こ の小川法 と東南 アジアで広 く用 い られてい

る喀痰 スワブ法 を比較 しようと試 みた。小川法 とL-J培

地に よる遠心 中和 法の比較 は林 ら5)に よつて,喉 頭粘液

で の小川培地 とL-」 培地 の比較 は小川 ら6)によつて基 礎

的に検討 され ていて,い ず れ も小川法がやや勝つてい る

と述べ ている。

本実 験の結果 は,現 地の人 の10日 間 とい う短期間 の

習 練にかかわ らず,小 川法に よつ て 永 ら く習 熟 した

WHOス ワブ法を上回 る成績 の得 られ ることが立証 され

た。 もつ とも陽性率 の差は推計学的 に有意 とはいえなか

つたが,汚 染率には有意 の差が あつた。

さらに現地事情を考慮 に入れ,小 川法 にスワブ接種 の

手技を導入す ることに よ り,一 層 の簡略化 と術者 の感染

防止が期待 できる と考 え られた ので,と くに現地 で入手

しやす いマカ トニ瓶 に小川培地 を作 り,従 来 の両方 法 と

比較 した。

小耀法 にスワブを用 いて も,原 法に比べ成績 はほ とん

ど遜色が な く,発 育集 落数 にのみ,材 料 の接種量 の差 に

よる と思 われる差 がみ られた。(原 法は0.1ml,ス ワブ

法は0.05ml前 後 の接種量 である)

またWHOス ワブ法 と小川ス ワブ法の比較 で はや は

り小川 スワブ法のほ うが勝つ ている。 しか し検 出能 力の

点以上 に大 きな利点 は小川 ス ワブ法 が著 しく簡 便で時 間

も少 な くて済む点 にある。術者 感染 の危険性は両者 とも

ほぼ 同様 に少 ないもの と思わ れる。

また中和 な し法は中和 法に比べ,結 核菌に対す る傷害

が強 いのではないか とい う危惧は図2～4の 集落発生速

度 にみる ように,小 川 原法 の立 上 りがWHOス ワブ法 よ

りや や遅 い程 度で,最 終 的には差がない。 しか も小川法

も接種量 の少ないス ワブ法 とすれば,WHOス ワブ法 と

ほ とん ど同 じにな り,全 く問題はない。

II.　 中和口な しスワブ法におけ る培地 の検討

意図:1実 験の成績か ら3%小 川培地 による中和 な し

ス ワブ法が多 くの優れた点 をもつ ことは明 ら か で あ る

が,ス ワブ による4%水 酸化 ナ トリウム水処理 喀痰液 の

接種量は0。05±0.01ml程 度 であ り,0.1ml接 種 を前

提 とす る3%小 川培地 の組成 はさ らに検討 する必要 があ

ると思われた。そ こで とりあえず従来 の経験 や文 献な ど

か ら以下 のよ うな培地組成 を設定 してみ た。

燐酸二水素 カ リ2g,ク エン酸 マグ ネシア0.1g,グ ル

タ ミン酸 ナ トリウム0.5g,純 水100ml,以 上を加熱溶

解 後冷却,こ れ に グ リセ リン4ml,2%マ ラカイ ト緑

水溶液4ml,全 卵均質液200mlを 加え よく混和 し た

後,5～7mlず つ試験管 またはマ カ トニ瓶 へ 分注90℃

1時 間斜面 に凝 固,こ の培地 を2%変 法培地 と 仮称 し

た。

燐酸二水 素カ リを3gか ら2gに 減 らしたの は 上 述

の ようにアルカ リ処理 喀痰 の接種 量が少ない こ と に よ

る。 クエ ン酸 マグネシアはL-J培 地 に も入 つているが,

Dubosら7)も 大量発育 にはMgが 不足す る と述 べ て い

る。ダル タ ミン酸 ソーダは卵培地 ではあ まり重 要な因子
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ではな く,加 えない培地で も結核菌は発育 しうるので8),

半量に減 らした。ダ リセ リンは ヒ ト結核菌 の発育 に特別

な役割を もつ とされてい るが,そ の発育支持濃度 にはか

な り幅があ り7)9),む しろ広 い範 囲の抗酸菌 の 検 出には

少な 目のほ うが よいのではないか と思われ る。 しか しこ

れ 以上減 らす と培地が乾燥 しやす く保存性が悪 くな る。

色 素は本来雑菌阻 止 と集落を見やす くす る目的で加え ら

れ ているが結核菌 に もかな り傷 害を与 えるので,汚 染の

ふ えない範囲 ではできるだけ少 ないほ うが よい。

1.　 従来 の培地 と2%変 法培地 の比較

方法:H37Rv株 ソー トン培地菌膜 より摩砕 に よ り1

mg/mlの 純水浮遊液を作 り,こ れを もとに して 純 水 お

よび4%水 酸化ナ トリウム水で10進 希釈 を行 い,そ れ

ぞれ10-2,10-3,10-4mg/mlの 結核菌浮遊液 を用意 し

た。

3%小 川,1%小 川(3%小 川培地 の燐酸二水素 カ リ

を1gと した もの),L-J(こ の実験 では90℃1時 間凝

固 した),2%変 法培地(上 述)の 各培地5本 ず つ に,

純水浮遊菌は0.1mlず つ,水 酸化 ナ トリウム浮遊菌 は

3%小 川培地 にのみ2倍 に希釈 してそ の0.1mlを ,他

の培地にはそれぞれ0.05mlず つ を正確 に ピペ ッ トで

流 入接種 した。

成績:毎 週発 生集落数を計 測 した。その うちで適 当な

数 を示 した希釈 について図5に 示 した。

上方 の1群 は純水浮遊菌10-5mgを 接 種 した もの。

下のほ うは4%水 酸化 ナ トリウム 浮 遊 菌 の10-4×0.5

mgを 接種 した もので ある。図中週 を経 るにご従 い逆 に集

落数の減つてい るのは,発 育 に伴 う集落 の融合 に よる も

のであ る。 この図にみ るよ うに この2%変 法培地 は初期

Fig. 5. Comparison of Growth Activities of Media

発育 も集落数 も従来の培地 にご比べやや優れ ている と考え

られ る。 とくに水浮遊液,ア ル カ リ浮遊液 の両者 に共 に

良好な成績を示 したのは従来 の培地 に比べ多 目的 に用 い

うる可能 性を示 唆 してい るよ うに思われ る。

2.　 変法培地 中のKH2PO4の 量 と前処理用NaOH濃

度 との関係

方法:上 記2%変 法培地組成 中の燐 酸二水 素 カ リの量

を0.5,1.0,1.5,2.0gと した4種 類 の培地 を作製 し

た。患者喀痰(10検 体を用 いたが,集 落 の正確 に 算定

できたのは3例 にす ぎなかつた)を1,2,3,4%の 水

酸化 ナ トリウム水で10～100倍 に希釈,境 拝機 で3分 間

丁寧 に攪 拌 し,上 記の各培地 に0.1mlず つ接種 し,型

Table 5. Research for Adequate Concentration of KH2PO4 in Modified Medium with 
Combination of NaOH Pretreatment (Numbers of colonies in each reading time)
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通 り毎週集落数を算定 した。

成績:集 落の発生は2週 ころか らわずか に認 め られ る

ものが多い。表5に み るよ うに,こ のよ うな水酸化 ナ ト

リウム処理中和 なし接種 では前処理濃度 とは関係 な く燐

酸二水素 カ リの量 はある程度 多 くない と発育 は良 くない

よ うで ある。(因 み にL-J培 地 の燐酸二水 素カ リ量 は変

法培地 に換算す ると0.4gに 相当す る)

この実験 では燐酸二水 素 カ リ2.0g添 加の培地 に3%

水酸 化ナ トリウム水 で処理 し0.1ml流 入 した ものが最

も良い成 績を与えてい る。 したがつてス ワブに よる4%

水酸 化ナ トリウム処理0.05±0.01ml接 種 は この実験

の燐酸二水素 カ リ2な い し3gに 相 当す る こ とに な ろ

う。

3. 2%変 法培地中の クエ ン酸 マグネシア

方法:本 培地を 日常検査 にも広 く用 いる よ う に なつ

て,1つ の問題が提起 された。それは本培地組成 中 の ク

エ ン酸マグ ネシアが溶解 しに くい うえに,入 手が時 に困

難であ るとい う点で ある。(用 途 の狭 い薬 品な の で製 造

量 が少 な く,輸 入が途絶 え勝 ちの由)そ れで この薬 品を

他 の塩類 に替 え られ ないか を検討 した。

1%変 法培地(2%変 法培地 の燐酸 二水素 カ リを19

に減 らしたもの)を 基礎 とし,そ の組 成中の クエ ン酸マ

グ ネシアを クエ ン酸 ナ トリウム0。2g,0.3g,ク エ ン酸

ナ トリウム0.2gと 硫酸マグ ネシア0.05g,硫 酸 マグ

ネシア0.05gに 替えた ものお よび クエ ン酸 マグ ネシア

を加えない ものの6種 類の培地を作製 した。 凝 固 水 の

pHは クエ ン酸 マグネシアを加 えない培地 が6.5で 他 は

すべて6.6を 示 した。

H37Rvソ ー トン培養菌膜 より摩砕 に よ り,10-2,10-3,

10-4mg/mlの 純水浮遊液 を作 り,そ の0.1mlず つ を

各培地5本 ずつへ流入接種 した。

また2%変 法培地を用い て同様 の実験 を患者 喀痰(塗

抹陽性痰)に ついても試み た。 喀痰 を4倍 量 の4%水 酸

化 ナ トリウムで処理 した もの0.1mlを 同様 に これ ら6

種類 の培地 に接種 し,集 落数を数えた。

成績:1%変 法培地 にご結核菌 浮遊液を培養 した成績の

うち集落 数の正確 に数え られた10-4mgを 接 種 した4

週 目の ものを図6に 示す。 この図か らみ るとクエ ン酸 ナ

トリウム0.3gは クエ ン酸 マダ ネシアとほぼ 同じ成績 を

示 していて,Mgは とくに意味を もたない よ うにもみ え

る。

しか し一方2%変 法培地での患者喀痰 に よるものでは

表6の よ うに一貫 した優劣はつけ難 く,こ れ らの間には

手 技的な誤差 しかない よ うにみ え る。(総 検査 件数120

例中か ら集落数が10以 上150コ 以下 のもののみを示 し

た)

Fig. 6. Growth Supporting Activity of Modified Media under 
Changing Elemental Salts (H37Rv 10-4mg/ml)

Table 6. Growth Supporting Activity of Modified Media under 
Changing Elemental Salts (Positive sputa)
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以上の よ うな結果 か らクエ ン酸 マグ ネシアは必ず しも

加 え る必要がないか もしれない し,あ るいは クエ ン酸ナ

トリウムを加え るだけで よいか もしれない。ただ し1%

変 法培 地を結 核菌 浮遊液に よる実 験に応用す る場合は少

な くともクエ ン酸 ナ トリウムは加えたほ うが よい よ うに

思われ る。

考察:I実 験 において良い成績 を示 した中和 な しス ワ

ブ法 に,よ り適 した培地 を開発 しようとして,2%変 法

培地 と仮称す る組成 を土 台に2,3の 検討 を加えた。

そ の結果,結 核菌浮遊液 に よる基礎 的検討 では従来 の

広 く用 い られ ている培地 よりもやや優れ た発育 支持 力を

示 し,水 酸化 ナ トリウム前処理 では2～3%の 濃 度 で

0.1ml接 種す なわ ち4%で0.05mlの 接種量 が 適合

してい ることが知 られた。 さ らにクエ ン酸 マグネシアの

代 りに入手 しやすい クエ ン酸 ナ トリウムを用 いてもよい

とい う成績を得た。

しか しクエ ン酸 マグ ネシアの実験で も示 され たよ うに

結 核菌菌液に よる成績 と,臨 床検査 としての喀痰 にごよる

成績では大 きく食違 うのがふつ うで ある。た とえば卵培

地 に何 らかの発育促進物質を添加 して,菌 液ではかな り

大 きな差 を示 して も,臨 床検査では有意 の差が示 されな

い とい う数 多 くの経 験を もつてい る。 したがつて この よ

うな結核-菌分離培養用 の培地は実際の臨床検査の場にお

いてのみ評価 さるべ きであろ う。 これ らについては後述

す る。

本論文 の一部 または要旨は第44お よび第47回 日本結

核病学会総会 な らびに第21回 国際結核会議 に おいて発

表 した。
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