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Effective methods for preserving mycobacterial strains were studied. The results are shown in 

Tables 1, 2 and 3.

1) A simple method of storing cultures, which grew on Ogawa egg medium slants, is to keep 

them in a freezer at -20•Ž. The method succeeded to maintain the viability of bacteria for more 

than one year (Table 1).

2) By storing bacteria suspended in a 1% glycerol solution, 1% sodium glutamate solution, or

 10% glucose solution in a freezer at -20•Ž the viability was maintained for at least one year. Stor

age in a phosphate buffer solution and in distilled water were inferior to the above methods (Table 2).

3) By storing lyophilized cultures in a freezer at -20•Ž, the viability was maintained for at least 

two years. As a medium used in lyophilization, distilled water was more suitable than a 1% glycerol 

solution. Storage of lyophilized samples at room temperature caused loss of the viability after one 

month (Table 3).

While storing cultures in a freezer, Ogawa egg medium slants or tubes containing bacterial 

suspension were directly placed into a freezer. The ampules containing bacterial suspension were 

immersed individually into an ethanol-dry-ice mixture (-15•Ž) and then dried at -30•Ž.

The first method is the simplest, but the tubes occupy a lot of space in the freezer. The 

second method is suitable for preservation of a large number of strains, as the method does not 

occupy a large space in the freezer. The third method needs some explanation. We did not put 

Silica Gel in the ampules. Under such condition, we could probably provide a better condition 

for drying, when we used distilled water as a suspension medium than using a 1% glycerol 

solution.

抗酸菌の分類 ・同定に携わ る者が最 も苦心 する ことの

一 つに,標 準菌株 の保存があ る。菌株の保存に際 しては,

可及的継代な避けねばな らぬ ことは周知の ことである。

これは,継 代な重ねて行 くと菌株が分離 時の性状 と違 つ

た ものにな ることがあ るためであ る。例えば,現 在,諸

所 の研究室 に保存 され て い るMycobacterium smegmatis

は殆ん ど全部R型 か,R型 とS型 との中間型であ る。 し

か し,土 壌か ら新 たにM.smegmatisな 分離 してみる と,

す べてS型(そ れ もmucoidに 近 いS型)で ある 1 ) 。

抗酸菌に限 らず,一 般細菌において も,菌株保存 に最 も

しば しば用 い られ る方法 は,凍 結乾燥(lyophilization)

または凍結(freezing)で あ る。抗酸菌の凍結保存 お よび
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凍結乾燥につ いても若干 の報告があ る2)～8)。この うち,

凍 結保存について,Heckly3)は-34℃,Kubica7)は

-70℃ な用 いてい るが,こ の温度 は手軽に得 られ る温度

ではない。 したがつ て,多 数 の菌株 な保存す るには経済

的な制約を免 れ え な い。 先 に,東 村(純)5)は,10%

glycerol液 に菌株 な浮遊 して-20℃ に保存す ることに よ

り,少 な くとも6ヵ 月間,菌 株 な保存 で きる ことを報告

した。我 々の研究 室は,2,000株 以上の抗酸菌 お よびそ

の類縁菌な保存 してい るため,こ れ らの菌株を,い かに

して経済的に,そ して最小 の手間で保存す るかに苦心 し

てい る。 したがつ て,前 報5)以 後,菌 株保存法について

経験 したことを本報に記 したい。

実 験 方 法

実験 に使用 した菌株 お よび方法につ いては,表1～ 表

3に 英文 で記 したので,こ こに重複 しては述 べない。

保存 方法 としては,凍 結 保存 と凍結乾燥 を用 いた。

凍結保存 は東芝業務用冷凍庫(RGC-41RS)(東 京芝浦

電気KK,東 京)を 使用 した。 これ に抗酸菌 の浮遊液 を

入れた小試 験管 または菌の発育 した小川培地斜面を含む

中試験管(165×16.5mm)を 直接 入れ た。冷凍庫に入れ

る前に,浮 遊液をethanol-dry ice mixtureを 凍結 させ

るよ うな前処置(例 えばHeckly3))は 行なわなかつた。

凍結 した浮遊液は37℃ のフラン器に放置 して溶解 し,そ

の菌液 な1%小 川培地に接種 して菌 の生存を確かめた。

凍結乾燥に は,凍 結 真空乾燥 器(共 和真空技術KK,

共 和式RL-7MB,東 京)を 使用 した。 菌液 をアンプル

に入れてethanol-dry ice mixture(-15℃)で 凍結 した

後,真 空乾燥器にかけた。真空乾燥 時の トラップの温度

は,カ タログに よれば-30℃ であ る。凍結乾燥 した標品

の生菌数測定には,ア ンプルを切つ て,滅 菌 ピペ ッ トで

0.9%NaCl液0.5mlを 入れ て菌を浮遊 させ,そ の1

白金耳(0.02ml)を1%小 川培地に接種 し37℃ に培養 し

た。

実験 結果 および考察

1) 小 川培地に発 育 した ままの冷凍保存

1%小 川培地に発育 した菌を,小 川培 地に生や した ま

ま-20℃ に保存 して も,菌 は少な くとも16ヵ 月後には発

育可能 であつた。 この方法は最 も簡単であ るが,常 用の

培地 のままでは冷凍庫 内のspaceを 多 く と り,多 数 の

菌株 の保存 のために は不適 当である。 しか し,少 数 の菌

株 の保存 のために は最 も簡便 で,良 い方法 と思 わ れ る

(表1)。

2) 菌液 としての冷凍保存

この実験には,Mycobacterium aurumと 抗酸菌 と近縁

のGordona aurantiacaを 用 いた。5種 の媒体に菌 を浮遊

し,-20℃ の冷凍庫に入れて凍結 した後,時 間を追つて

Table 1. Preservation of Mycobacterial Strains at

 -20•Ž-Preservation on Ogawa Egg

 Medium Slants

Each Ogawa egg medium slant was inoculated with 

one loopful of test strain and incubated at 37•Ž for 14 

days (M. tuberculosis and M. bovis) or 6 days (M. smeg

matis). The media with growing bacteria were preserv

ed in a freezer at -20•Ž. After preservation for 6 

months and for 16 months, one loopful of bacteria on 

the surface of medium was inoculated onto two Ogawa 

egg medium slants, respectively, and growth was ob

served after incubation at 37•Ž for 3 weeks (M. tuber

culosis and M. bovis) or for one week (M. smegmatis).

 Membraneous growth.

菌 の生死を検査 した。そ の結果,4週 までは,い ずれの

媒体 で も同じであ るが,そ れ以上にな ると優劣が生 じた。

1%グ リセ リン液,1%グ ルタ ミン酸 ソーダ,10%グ ル

コース液 では1年 後 も菌 は生存 してい たが,燐 酸緩衝液

お よび水では,M.aurumの 生菌数 が減少 した(表2)。

この方法は,0.5mlの 菌液 を5×50mmの 細試験管

(特別注文品)に 入 れ て凍結す る も の で,冷 凍庫 内で

spaceを 取 らず,多 数 の菌株 の保存に便利であ る。

3) 凍結乾燥に よる保存

凍結乾燥 の際に菌 を浮遊 させ る媒体 としては,蒸 溜水

の方が1%グ リセ リン液に勝つ ていた。 これは,や や意

外 な結果 であつたが,1%グ リセ リン液 を使用 した際に

は,乾 燥 に時間がかか り,か つ,い かに時間 なかけて も

菌が膠状状態になつた。すなわち,恐 らく,水 分の除去

が不充分な状態に とどまるために,発 育能力の喪失が起

こるのではないか と想像 され る。 また,凍 結乾燥 した菌

を室温に放置す ると急速に発育能力喪失が起 こつた。 し

か し,蒸 溜水に浮遊 して凍結乾燥 したサ ンプルを-20℃

に保存す る場合は2年 後で も充分発育可能であつた(表

3)。

以上の我々の 実 験 で は,凍 結乾燥用 アン プ ル 内 に

Silica Gelは 入れ てない。 しか し,American Type

 Culture Collection (ATCC)ま たはNational Collection

 of Type Cultures (NCTC)か ら凍結乾燥 した菌株 を受

け取つた場合,ア ンプル内にはSilica Gelが 封入され て

い る。 これ らのType Culture Collectionsか ら受け取つ

た菌株が発育 しなかつた ことは ない。 これに対 して,外

国の研究所(上 記 のよ うな菌株保存機関以外 の研究所)

か ら凍結乾燥 した菌株 を受け とると30～50株 に1株 は発

育不能(菌 が死 んでいる)の ものが ある。 これ らの研究

所 の凍結乾燥 標本にはSilica Gelが 封入 され ていない。
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Table 2. Preservation of Mycobacterial Strains at -20 Comparison among Various 

Suspension Media

Each 0.5ml sample of a bacterial suspension (1mg wet weight/ml) was poured into tubes, 5 by 50mm, and stored in a 

freezer at -20•Ž. After various intervals, tubes were melted allowing to stand at 37•Ž, and one loopful (0.02ml) of 

suspensions was inoculated onto two Ogawa egg medium slants. The growth was observed after incubation at 37•Ž for 7 

days.

Abundant membraneous growth; ++ Partially confluent growth; + Discrete colonies (more than 100).

Table 3. Preservation of Mycobacterial Strains by Lyophilization-Comparisons of Suspension

 Medium and of Method of Storage

A 0.5ml sample of a bacterial suspension (10mg wet weight/ml) was poured into ampules, 10 by 50mm, and lyophil

ized. After various intervals of storage in a freezer at -20•Ž or in room temperature, the content of ampules was 

suspended in 0.5ml of a 0.9% NaCl solution and its 0.02ml sample was inoculated with a spiral loop onto two Ogawa 

egg medium slants. The growth on these media was observed after incubation at 37•Ž for 7 days.

 Membraneous growth; ++ Partially confluent growth; + More than 100 discrete colonies; Less than 10 colonies; 

No growth.

Silica Gelの 封入は無意味に されてい るはずはな く,長

期 に安定 して菌株を保存す るためには必要な ものであ る

ことは間違い ない。 しか し,こ のよ うなSilica Gel入

りのアンプルは我 々には入手困難であつた。Silica Gel

の封入 されていない アンプルを使用す る場 合,菌 を蒸 溜

水 に浮遊 させ るのが,よ い方法であ ることが分かつた。

我 々は昭和43年 か ら凍結乾燥に よる菌株 保存 を始 めた

が,当 時 は媒体 として,10%グ ル コース液 お よび1%グ

ル タ ミン酸 ソーダを 使 用 し た。 これ らの標本を冷蔵庫

(5℃)に 約1,000本,室 温に約1,000本 保存 したが,10年

後に アンプルを切つ て菌 の生死を検す ると,冷 蔵庫保存

の ものは約30%が 生存 していた。 これに対 して室温保存

標本で発育可能 のものは1本 もなかつた。 この経 験 と本

報 の結果を考え るとき,経 済的に余裕ので きた現在では,

凍結 乾燥標本は-20℃ の冷凍庫に保存す るのが適 当であ

ると考え る。

最近,Kubica7)は 菌株の移送(送 付)に は凍結乾燥が

最 適 と述べてい る。 これ は,当 然 の ことで,ATCCま

たはNCTCも 全面的に凍結乾燥標本を移送に使用 して

いる。 しか し,ATCCま たはNCTCの よ うなSilica

 Gel入 りの アンプルが使用 されない場 合は,必 ず しも凍

結乾燥が最適 とは言い難 い面があ る。それ は,国 際間で

の菌株 の授受 の場合,移 送に暇がかか ること,移 送中の

温度上昇があ るためであ る。 このため,米 国の ような先

進 国か ら菌株が送 られ て来 る場 合で も,菌 が発 育不能 の

ことが希 とは言い難 い。 あ る中進 国か ら凍結乾燥標 本を

受 け取 つた場 合に は約半数 が発 育不 能であつ た。 この と

き,時 間的にはるかに短 い ヨー ロッパに送 られ た株 は発
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育可能であつた と聞 くので,日 本に来 るまでに多 くの時

間がかかつた ことお よび移送時の温度上昇な どが発育能

力の喪失 の原因 と考え られ る。

(税関吏 の知識不足 のために通関 のため税関 に 放置 さ

れ る場合があ る。夏季な ど数 日放置 され ると影響が大 き

い と思われ る。)以上 のよ うな凍結乾燥標本 の 発育能力

喪失 の事情 は,表3の 結果か らも推定 され る。上述 の我

々の経験にか んがみ る と,菌 株移送には,む しろ培地 の

ままの送付 の方が確実 と考 え られ る。培地 のまま送付 さ

れ た菌 株が発 育不能 であつた ことはない。不完 全な凍結

乾燥 よりは,培 地 の ままの移送の方が勝れ てい る。そ し

て,ATCCお よびNCTC以 外 で完 全な凍結乾燥標 本

を受け取つた ことはない。菌株の移送に凍結 乾燥 を用い

ることは,Kubicaの 言 うごと く簡単ではない。

以上を総括 して次の結論を得た。

結 論

1) 菌株保存 の最 も簡単 な方法は,小 川培地に菌を発

育 させ て,こ れ をそ のまま-20℃ の冷凍庫に保存す るこ

とである。 この方法 で少 な くとも1年 は菌を 保 存 で き

る。

2) 多数 の菌株 を保存す るには,次 の方法が よい。菌

を1%グ リセ リン液,1%グ ルタ ミン酸 ソーダ液,10%

グル コース液に浮遊 させて小試 験管に入れ,そ のまま冷

凍庫に入れて-20℃ で保存す る。 この方法で少な くとも

1年 は保存 可能 であ る。

3) 凍結 乾燥 する場 合は,菌 を蒸溜水に浮遊 させ,凍

結 乾燥 してア ンプルの封を し,冷 凍庫 で-20℃ に保存す

る。 この方法で少な くとも2年 間は保存で きる。
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