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Factors influencing the minimal inhibitory concentration (M.I.C.) of rifampicin for 
Myc. tuberculosis were examined.

Used strains were H37Rv and a strain isolated from the sputa of a previously

 untreated pulmonary tuberculous patient. 1% Ogawa's egg media and Kirchner's semi

liquid agar media with 10% albumin were used.

Following results were obtained.

1) Influence of pH; on alkaline side, the M.I.C. was low with I% Ogawa's egg media 

and high with Kirchner's semi-liquid agar media.
2) On both media, the more the dose of inoculated bacilli , the higher the M.I.C.
3) The longer the inoculation period, the higher the M.I.C., on both media.
4) When the media are preserved in high temperature, the M.I.C. of rifampicin 

became higher in eary stage. The longer the preservation period, the higher the M.I.C. 
And the influence of the preservation temperature was more remarkable in I% Ogawa's 
egg media than in Kirchiner's semi-liquid agar media .

既 報 の実 験1)に よっ て,培 地 のpH6.8,接 種 菌 量

10-3mgに お け る未 治療 結 核 菌 株 に 対 す るRifampicin

(以 下HFPと 略)の 結 核 菌 最 低 発 育 阻 止 濃 度(以 下MIC

と略)は,1%小 川 培 地4週 培 養 で は101ncg/ml,10%

Albumin加Kirchner半 流 動培 地 で は0 .25～0.5mcg/

mlで あ る こ とが認 め られ た 。 しか し,各 種 の 抗 結 核 剤

のMICは,種 々な 因 子 に よ って 影 響 を 受 け る2)3)が,各

因子に よる影響 の度合は,そ れぞれ の抗結核剤 に より異

なる ことは,広 く知 られてい るところであ る。著者 らは

1%小 川培地 とKirchner半 流動培地 を用 いて,培 地 の

pH,接 種菌量,培 養期間な らびに培地調 製 後 の 保存期

間お よび保存温度 の諸 因子 が,RFPの 結核 菌 に 対す る

MICに 及ぼす影響に関す る実験を行い,い ささか 知 見

を得たのでその成 績を報告す る。

* From Niigata National Sanatorium
, Akasakacho, Kashiwazaki City, Niigata Prefecture 945 Japan.
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実験I.培 地 のpHとRFPのMIC

1.　 実 験 方 法

1)　 使用培地

実験には1%小 川培地 と10%の 割 合 にAlbumin

(栄研)を 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 用いた。

2)　 培地 の調製法

(a) RFPの 原液 の調製 法

Methanol(関 東化学,特 級晶)10mlにRFP100mg

を溶解 して,RFPの 原液 を作 った。

(b) 1%小 川培地

出来上 った培地の凝固水のpHが,そ れぞれ6.0,6.4

6.8,7.2お よび7.6に な る よ う にH2SO4とNa2CO3

を用いて培地の原液 を修正 した。次 いでRFPの 原液 を

滅菌蒸留水 を加 えて希釈 し,培 地 内のRFPの 濃度 がそ

れぞれ0,2.5,5,10お よび20mcg/ml含 まれる よう

に添 加 して よく混和 した後,中 試 験管に5mlず つ分注

して調製 した。

(c) Kirchner半 流動培地

この培地 はH2SO4とNa2CO3を 用 いて基汁 のpHを

それぞれ6.0,6.4,6.8,7.2お よ び7.6に 修正滅 菌

後,Albuminを10%の 割合 に加 え た。次 い でRFP

の原液 に滅菌蒸留水 を加えて希釈 し,培 地 内のRFPの

濃度がそ れ ぞ れ0,0.1,0.25,0.5お よび1mcg/ml

含 まれ る ように添加 して よく混和 した後,中 試 験管に5

mlず つ分注調製 し,37℃ 孵卵 器内に1昼 夜収めて,雑

菌混 入のない ことを確認 した うえで,実 験に使用 した。

3)　 供試菌株

実験にはH37Rv株 と未治療肺結核患者 の 喀疾 より分

離 した1株,計2菌 株 を用いた。

4)　 接種菌量

実験 には1%小 川 に継代 して3週 間 培 養 した供試菌

株 を,比 濁 法に よって10-3mgず つ各 培 地 に 接 種 し

た。

5)　 判 定

培地に菌株 接種後,37℃ 孵卵器 に収 め,2週 より6週

まで毎週観察 し,集 落 の発育状況 な らびに程 度を記載 し

て,成 績 を判定比較 した。

2.　 実 験 成 績

Table 1. Influence of pH of 1% Ogawa's Egg Media on the Minimal Inhibitory Concentration
 of Rifampicin for Myc. tuberculosis (Inoculum size: 10-3mg/slant)
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1) 1%小 川 培 地

表1に 示 す ご と く,3週 判 定 に お け るMICは,pH6.0

～6.8で は2菌 株 が5mcg/ml。pH7 .2で は2菌 株 が

2.5mcg/ml。4週 判 定 に お け るpH6.0で は2菌 株 が

10mcg/ml,pH6.4で は2菌 株 が5mcg/ml,pH6.8

で は2菌 株 が10mcg/ml,pH7.2で は1株 が2.5mcg/

ml,1株 が5mcg/mlで あ った 。 しか し,pH7.6で は

2菌 株 と も集 落 の 発 育 を認 め る こ とは で き な か った 。

2) Kirchner半 流 動培 地

表2に 示 す ご と く,こ の 培 地 の3週 判 定 にお け るMIC

は,pH6.0で は2菌 株 が0.25mcg/ml,pH6.4で は

1株 が0.25mcg/ml,1株 が0.1mcg/ml,pH6.8で

は2菌 株 が0.25mcg/ml,pH7.2・7.6で は2菌 株 と も

1mcg/mlで あ った 。

実 験II.　 接 種 菌 量 とRFPのMIC

1.　 実 験 方 法

1)　 使 用 培 地

実 験Iと 同 じ。

2)　 培 地 の調 製 法

実 験Iと 同 様 な方 法 に よ っ て,1%小 川 は 出 来 上 った

培 地 の 凝 固 水 のpHを,ま たK半 流 動 は 基 汁 のpHを

そ れ ぞ れ6.8に 修 正 して使 用 した。RFPの 添 加 濃 度 は,

実 験Iと 同 じ。

3)　 供 試 菌 株

実 験Iと 同 じ。

4)　 接 種 菌 量

1%小 川 に継 代 して3週 間 培 養 した 菌 株 を,比 濁 法 に

よ って そ れ ぞ れ の培 地 に10-1,10-2,10-3お よ び10-4

mgず つ 接 種 した 。

5)　 判 定

実 験Iと 同 じ。

2.　 実 験 成 績

1) 1%小 川 培地

表3に 示 す ご と く,4週 判 定 に お け るMICは,接 種 菌

量 が10-1mgで は1株 が10mcg/ml,1株 が20mcg/

ml。10-2mg・10-3mgで は2菌 株 が10mcg/ml。10-4

mgで は1株 が5mcg/ml,1株 が10mcg/mlで あ っ

た。

2) Kirchner半 流 動 培 地

表4に 示 す ご と く,こ の培 地 に お け る3週 判定 のMIC

は,接 種 菌 量10-1mgで は1株 が0.5mcg/ml,1株 が

1mcg/ml。10-2mgで は2菌 株 が0.5mcg/ml。10-3

mgで は2菌 株 が0.25mcg/ml。10-4mgで は1株 が

0.1mcg/ml,1株 が0.25mcg/mlで あ っ た。

実 験III.　 培 養 期 間 とRFPのMIC

1.　 実 験 方 法

Table 2. Influence of pH of Kirchner's Semi-solid Agar Media on the Minimal Inhibitory 
Concentration of Rifampicin for Mycobacterium tuberculosis (Inoculum size: 10-3mg/slant)

Note. The same to Table 1 .

Table 3. Influence of Quantity of Inoculated Bacilli on 1% Ogawa's Egg Media on the 
Minimal Inhibitory Concentration of Rifampicin for Myc. tuberculosis (pH of media: 6.8)

Note. The same to Table 1
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Table 4. Influence of Quantity of Inoculated Bacilli in Kirchner's Semi-solid Agar 
Media on the Minimal Inhibitory Concentration of Rifampicin for 

Mycobacterium tuberculosis (pH of media: 6.8)

Note. The same to Table 1.

Table 5. Influence of Culture Period of Inoculated 
Bacilli on 1% Ogawa's Egg Media on the Minimal

 Inhibitory Concentration of Rifampicin for
 Mycobacterium tuberculosis

 (pH of media: 6.8, inoculum size: 10-3mg/slant)

Note. The same to Table 1.

実験IIと 同 じ。

2.　 実 験 成 績

培養期間がRFPのMICに 及ぼす影響は,各 接種 菌

量 におい てぼぼ同様 な傾 向を示す ので,こ こでは標準 的

な10-3mg接 種 した場合の成績 につい て 述べ る ことと

す る。

1) 1%小 川培地

表5に 示す ご とく,こ の培地 に お け る2供 試菌株 の

MICは 全 く同 じで,2週 間培養 で は2.5mcg/ml,3週

間培養 では5mcg/ml,4～6週 間培養では10mcg/mlで

あ った。

2) Kirchner半 流動培地

表6に 示 す ごとく,こ の培地 におけ るMICも2供 試

菌株 が全 く同 じで,2週 培養 では0.1mcg/ml,3週 培養

では0.25mcg/Ml,4週 ・5週 培 養 で は0.5mcg/ml,

6週 培養では1mcg/mlで あ った。

Table 6. Influence of Culture Period of Inoculated 
Bacilli in Kirchner's Semi-solid Agar Media on the 
Minimal Inhibitory Concentration of Rifampicin 

for Mycobacterium tuberculosis 

(pH of media: 6.8, inoculum size: 10-3mg/slant)

Note, The same to Table 1.

Table 7. Minimal Inhibitory Concentration of 
Rifampicin for Myc. tuberculosis on 1% Ogawa's 

Egg Media Used Directly after Adjustment

Note. The same to Table 1.

実験IV.　 耐性培 地の保存 温度な らびに保存期間 と

RFPのMIC

1.　 実 験 方 法
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1)　 使用培地

実験Iと 同 じ。

2)　培 地の調製法

両培地 とも実験 皿と同様 に してpHを6.8に 修正後,

1%小 規にはRFPを それぞれ0,2.5,5,10,20,40

お よび80mcg/mlず つ添加 して調製。 またK半 流動 に

はRFPを それぞれ0,0.1,0.25,0.5,1,2お よ び

4mcg/mlず つ添加 して調製 した後,37℃ 孵卵器 に1昼

夜収めて雑菌混入のない ことを確かめた。か くして調製

した培地は,直 ちに5℃ 冷蔵庫 と20℃,30℃ お よ び

37℃ 孵卵器に分納 して,1週 間～8週 間貯蔵 し,実 験 に

用いた。

3)　 供試菌株

実験Iと 同 じ。

4)　 菌株の接種 法

供試菌株は毎週新 たに1%小 川 に植 え継 ぎ,実 験培地

には常に3週 間培養 した ものを,比 濁 法 に よ っ て10弓

mgず つそれぞれ調製直後 の 培 地 と5℃,20℃,30℃

お よび37℃ の各温度 に1～8週 間保 存 した培地 の1系

列に,8週 間後 まで毎週接種 した。

5)　 判 定

実験Iと 同 じ。

2.　 実 験 成 績

1) 1%小 川培地

(a)　 調製直後 の培地

耐性培地調製後,直 ちに菌株 を接種 した場 合における

RFPのMICは,表7に 示 す ごとく,4週 間培養 では2

供試菌株 とも10mcg/mlで あった。

耐性培地調製後それぞれ の温度 に1～8週 間保 存 し,

菌株 を接種 した場合 のRFPのMICは,表8に 示 す ご

とくであ って,4週 間培養 におけ る成績は,次 の ご とく

であ る。す なわち,

(b) 5℃ 保存培地

この培地 を5℃ に保存 して菌株 を接種 した場 合のMIC

は,2菌 株が1週 間か ら8週 間保 存 ま で4週 判定 で1o

mcg/面 で あった。

(c) 20℃ 保存培地

この培地 を20℃ に保存 した場合 のMICは,2菌 株が

1～4週 間 まで10mcg/ml,6週 間で は20mcg/ml,8週

間では40mcg/mlで あ った。

(d) 30℃ 保存培地

この培地を30℃ に保存 した場 合 のMICは,2菌 株

が1週 間では10mcg/ml,2～3週 間 では20mcg/m1,

4週 間では40mcg/mlで あ った。 しか し6～8週 間保

存 した場合は80mcg/mlで も菌株の発育 を認め た。

(e) 37℃ 保 存培地

この培地を37℃ に保存 した場 合のMICは,1週 間 で

は1株 が20mcg/ml,1株 は40mcg/ml,2週 間 で は2

Table 9. Minimal Inhibitory Concentration of 

Rifampicin for Myc. tuberculosis in Kirchner's 

 Semi-solid Agar Media Used Immediately

 after  Preparation

Note. The same to Table 1.

菌株が80mcg/mlで あった。 しか し3～8週 間保 存 し

た場合には80mcg/mlで は2菌 株 の発育 を認 めた。

2) Kirchner半 流 動培地

(a)　 調製直後の培地

K半 流動耐性培地を調製 して,直 ちに菌株 を接種 した

場合におけ るRFPのMICは,表9に 示 す ごとく,3週 間

培養では2供 試菌株が0.25mcg/mlで あ った。

耐性培地調製後それぞれ の実験温度 に1～8週 間保 存

し,菌 株を接種 した場合 のRFPのMICは,表10に 示

す ごとくであ って,3週 間培養 におけるMICは,次 の ご

とくであ る。すなわち,

(b) 5℃ 保 存培地

この培地を5℃ に保存 して菌株 を接 種 した 場 合 の

MICは,2供 試菌株 が1～8週 間保 存 まで0.25mcg/ml

であ った。

(c) 20℃ 保存培地

この培地を20℃ に保存 した 場 合 のMICは,2菌 株

とも1～6週 間 まで は0.25mcg/ml,8週 間 で は0.5

mcg/mlで あ った。

(d) 30℃ 保存培地

この培地を30℃ に保存 した場合のMICは,1週 間で

は2菌 株が0.25mcg/ml,2週 間では1株 が0.25mcg/

ml,1株 が0.5mcg/ml,3～4週 間では2菌 株 が0.5

mcg/ml,6週 間では2菌 株が2rncg/mlで あ った。 しか

し8週 間保存 した場合には2菌 株 とも4mcg/mlで 発育

を認めた。

(e) 37℃ 保存培地

この培地を37℃ に保存 した場 合のMICは,2供 試 菌

株 がl週 間の保存では0.5mcg/ml,2週 間では1mcg/

ml,3週 間では2mcg/mlで あ った。 しか し4～8週 間

保存 した場 合には4mcg/mlで2菌 株の発育を認めた。

考 案

使用す る培地 の種類 に よってRFPのMICが 異な る

とい う報告4)～26)は枚挙 にい とまない。既 報 の 実 験1)に
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よって,未 治療肺結核患者の喀痰 よ り分離 した菌株に対

す るRFPのMICは,培 地 のpH6.8,接 種菌量10-3

mgの 場合には,1%小 川4週 培養では10mcg/mlで

あ り,ま たK半 流動3週 培養では0.1～0.25mcg/mlで

あ ることが認め られた。

抗結核剤 のMICは,種 々な因子に よって影響 を受 け

るが2)3),各 因子 による影響 の度合は,そ れぞれ の 抗 結

核剤 によ り異 なる ことは広 く知 られている と こ ろ で あ

る。そ こで,わ が国で広 く用 い られている1%小 川 と,

各種 の抗結核剤 で最 も安 定 した成績 の得 ら れ るK半 流

動27)を用 いて,各 種 の因子 がRFPのMICに 及ぼす影 響

について試験管 内実験 を行 った。

上述 の ごとくRFPのMICは,培 地のpHが アルカ リ

側 において,1%小 川 では低 く,K半 流動では高 く表 現

されて くる ことが認 め られた。

RFPの 水 溶液 中におけ る安 定性に関 しては,中 性 付

近 では分解速 度は遅 いが,酸 性側では主 としてRifamy-

cinAFが 分解生成 され,弱 アル カ リ側で は 主 と し て

Rifampicin quinoneが 分解生成 され る。 しか し強アル

カ リ側では 主 にDesacetylrifampicinが 分 解 生 成 さ

れ28)29),この ものの抗菌力はRFPの それ よ り劣 る30)と

報告 されてい る。 また既報の実験31)32)によって1%小 川

においては,pH7.0よ リアルカ リ側 では結核 菌 の 発育

は漸次悪 くなることが認め られ た。 したがって1%小 川

におけ るアルカ リ側 でMICが 低 く表現 され るのは,本

実験 の範 囲内における弱 アルカ リでは,RFPの 抗 菌 力

は さ した る影響 を受け ないが,結 核菌 の発育 のぼ うが悪

くなることによるもの と推測 され る。一方,K半 流 動に

お いてアルカ リ側 で,RFPのMICが 高 く表現 されて く

るのは,こ の培地 においては弱アルカ リとな って も結核

菌 の発育 はほ とん ど影響 を受 けない31)32)。したが って,

RFPの 分解 に よる抗菌力 の低 下に よる もの と 考 え られ

る。 しか しこの培地 では固形 培地 と異 な り,拡 散 現象の

関与 もまた,そ の一 因 として無 視で きない ように思われ

る。

両培地 におけるRFPのMICは,接 種菌 量が多ければ

高 く,少 なければ低 く表現 されて くることが 認 め られ

た。

また培養期間が長 くな るほ ど両培地におけ るRFPの

MICは,高 く表現 され て くる ことが認 め られ た。

両培地におけ るRFPのMICは,保 存温度が高いほ ど

きわめて早期に高 く,ま た高い温度 に長 く保存す るほ ど

著 しく高 く表現 され て くる ことが認 め られ た。 しか し

て,こ の因子 による影響 は1%小 川 のほ うが,K半 流動

よ りも著 しか った。 なお,こ の保存温度 の上 昇によって

RFPの 力価が低下 してゆ く速度は,Arrheniusの 方 程

式33)に近似 しているよ うに思われ る。(図1,図2参 照)

上述 の成績 か らRFPの 耐性検査 の成績 に影響を及ぼ

Fig. 1. Relation between Preservation Period of 
Media and Minimal Inhibitory, Concentration of 

Rifampicin for H37Rv (4 weeks' cultivation 
 at each preservation temperature with 1% 

Ogawa's egg media after preparation,
 inoculum size: 10-3mg/slant, 

pH of media: 6.8)

Fig. 2. Relation between Preservation Period of 
Media and Minimal Inhibitory Concentration of 

 Rifampicin for HuRv (3 weeks' cultivation 
at each preservative temperature with 

Kirchner's semi-solid agar media 
 after preparation, inoculum size:
 10-3 mg/slant, pH of media: 6.8

Note. The same to Fig. 1

す 諸因子 の うち,使 用培地のpH,接 種菌量,培 養期間

な どについては,結 核 菌検査指針34)に準拠 して行 えば,

安 定 した検 査成 績が得 られ るものと思われ る。 しか しわ

が国の夏季の ごとく,30℃ を越す高温多湿の国土 に お

いては,耐 性培地調製後の保存法 とそ の取扱い方 に,特

段 の注意を払 う必要のあ ることを示唆 してい るものと考

え られ る。
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結 論

1%小 川培地 と10%Albumin加Kirchner半 流 動

培地 を用い て,抗 結核剤 のMICに 影響を及ぼす 各種 因

子につい て,RifampicinのMICに 及ぼす影響 に 関す

る実験を行 った。実験 に はH37Rvと 未 治療 肺結核患者

の喀痰か ら分離 した1株 の2菌 株 を用 いた。実験 の成 績

は次の ごとくであ った。

Rifampicinの 結核菌最低発育阻止濃度 は,

1)　 培地のpHが アル カ リ側 におい ては,小 川培地 で

は低 く,Kirchner半 流動培地では高 く表現 され て くる。

2)　 両培地 と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。

3)　 両培地 とも培養期問が長 くな るほ ど高 く表現 され

て くる。

4)　 両 培地 とも調製後の保存温度が高いほ どきわめ て

早期 に,ま た保存期 間が長 くな るほ ど著 しく高 く表現 さ

れ て くる。 しか して,保 存温度に よる響影は,Kirchner

半流動培地 よりも小川培地 のぼ うが一層顕著であ った。

本論文 の要 旨は,昭 和48年4月2日 第48回 日本結核

病学会総会 におい て報告 した。

擱筆 にあた りご指導,ご 校 閲を賜 った所長江川三二博

士に感謝す る。なお,本 研究 は厚生省一般研究費 と第一

製薬株式会社 よ りRifampicinの 純末 の供与 を受け て行

った ことを記 して謝意を表明す る。
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