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Growth of transparent, opaque and rough variants of Mycobacterium avium complex

(N-260,N-275)and M.tuberculosis(H37Rv,TB-20)was compared in two commercially 
available Dubos Tween(R)-albumin liquid media(E—Dubos,D—Dubos;see Table).The 

growth of the test organisms in D—Dubos was superior to that in E—Dubos.However,the 
growth of the organisms in E—Dubos was enhanced by exchange of albumin.Growth rate

(K value;see Fig.2)of transparent,opaque and rough variants of M.avium complex in 
D—Dubos was nearly the same. However,in the case of E—Dubos the rate of growth in 

rough variant was the highest,followed by transparent and opaque variants.
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は じ め に

Mycobacterium tuberculosisを 始 め 抗 酸 菌 の多 く

は発育 に際 して,そ れ ほ ど栄 養要 求 性 の 強 い菌 で は な く,

適 当 な 炭 素 源 と窒 素 源 を 与 え る と,ビ タ ミンな ど の発 育

素 の 添 加 な しに十 分 に発 育 す る こ とが で き る1)2)。

最 近,我 々 はM.avium complex(MAC)のSmD

 variant(smooth,opaque,dome-shaped colony)3)

が,E社 製Dubos液 体 培 地(E-Dubos)で はそ れ ほ

ど 良 好 な 発 育 を 示 さ な い こ と を 経 験 した。そ こで,今

回 我 々 はMACのSmD variantに 加 え る にSmT

(smooth,transparent)及 びRG(rough,granular)

variant並 び に.M.tuberculosisに 対 す るDubos液

体 培 地 の増 殖 支 持 能 を,E社 製 培 地 とD社 製 培 地(D-

Dubos)と を用 い て比 較 検 討 したの で 以 下 報 告 す る。

材料と方法

1.供 試菌

MAC感 染症 患者 よ り分離 されたMACN-260株 並

びにN-275株 のSmT,SmD及 びRG variant,並 びに
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M.tuberculosisの 業 室 株(H37Rv株)及 び臨 床 分 離

株(TB-20株)を 用 い た。 いず れ もD-Dubos中 で 増

殖 さ せ た 後,4℃ に保 存 した。 供 試 菌 液 は次 の よ う に し

て 調 製 した 。D株Dubos培 養 菌 を一 度1%小 川 培 地 に

移 し,37℃,10日 間 培 養 し た後,発 育 菌 を ガ ラ ス玉 入

り試 験 管 に と り,0.1% Tween 80加 蒸 留 水 を 加 え て 振

盪 して菌塊 を破 砕 し,静 置 後 得 られ た菌 浮 遊 液 をHandy

 Sonic(Model UR-20P:Tomy Seiko,東 京)の 最

強 パ ワ ー で15秒 間 処 理 後,150×g,5分 間 遠 心 し,そ

の 上 清 を 別 の 試 験 管 に 移 して 再 び5秒 間 超 音 波 処 理 し

た 。 こ の よ う に して 得 ら れ た 比 較 的 均 等 な菌 浮 遊 液 を

OD540nm=0.1に 調 製 し,更 に0.1% Tween 80加 蒸 留

水 で100倍 希 釈 した もの を供 試 菌 液 と して 用 い た。

2.Dubos培 地 の調 製

E-Dubosは 本 培 地 粉 末11.3gを 蒸 留 水900mlに 溶

解後,121℃,15分 滅 菌 し,約50℃ に冷 却 して か ら100

mlのE社 製 「結核 培地 用 ア ル ブ ミ ン」 を無 菌 的 に加 え,

5mlず つ ス ク リュ ー キ ャ ップ付 試 験 管(145×15mm)

へ 分 注 した 。D-Dubosは 本 培 地 粉 末6 .5gを 蒸 留 水

900mlに 溶 解 後 高 圧 滅 菌 し,冷 却 して か らア ル ブ ミ ン

(Bovine albumin,Fr.V;Sigma Chemical Co.,

U.S.A.)を 用 い て 自 家 調 製 したD-Dubos用 ア ル ブ

ミ ン溶 液100mlを 加 え て上 記 同様 試 験 管 へ 分 注 した。

両Dubos基 礎 培 地 と も,滅 菌 前 のpHをpHメ ー タ ー

で6.8に 調整 した。両基礎培地並 びにアルブ ミン溶液の

組成 はTableに 示 す よ うであ る。 また,E-Dubosの

場合,D-Dubos用 アル ブ ミン溶 液 の調 製 に用 いた と

同一 の アル ブ ミンを用 いてTableの 組成 に従 って 自家

調製 したアル ブ ミン溶液 を用 いた場合 もある。

3.生 菌単位(CFU)の 測定

上記Dubos培 地 に各菌液 の0.1mlを 移植 し,37℃,

10あ るい は14日 間にわた って培養 した。 その間,日 に

1～2回 試験 管 を手 振 り し,所 定 日数後 にお け るCFU

を7H10寒 天平板上 で測定 した。

結 果

Fig.1は,MACN-260株 のE-Dubos及 びD-

Dubos中 に お け る増 殖 曲 線 を示 した。 前 述 した よ う に

SmD variant(B)のE-Dubos中 にお け る増 殖 の良 く

な い こ と は本 実 験 に お い て も確 認 さ れ たが,D-Dubos

で は これ に比 して,明 らか に良 好 な増 殖 が見 られ た。 ま

た,他 のvariant(SmT,RG)に お い て もD-Dubos

の増 殖支 持 能 はE-Dubosよ り優 れ て い る こ とが 分 か っ

た 。

次 に,D-Dubosあ る い はE-Dubos中 に お け る こ

れ らvariantの 増 殖 速 度 を 比 較 検 討 した(Fig.2)。

E-Dubosの 場 合(B),RG variantが 最 も速 い 増 殖

を示 し,そ の ピ ー ク は培 養5日 目 で あ り,次 い でSmT,

Table Formula of Dubos Twee(R)n-albumin medium
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(A) (B) (C)

Fig.1.Growth curves of SmT(A),SmD(B)or RG(C)

variant of M.avium complex N-260 in D-Dubos(•Z)or E

Dubos(•œ)medium

(A) (B)

Fig.2.Growth rates of SmT(•Z)
,SmD(•œ)or RG

(•¢)variant of M.avium complex N-260 in D-Dubos

(A)or E-Dubos(B)medium.The growth rates were 

caluculated from the formula K=(ln Nt-ln N
o)/(t

-to),where Nt and No are the number of CFUs at 

times t and to,respectively3)4).

SmD variantの 順 で あ っ た 。 他 方,D-Dubosで は

(A)RG variantに お い てSmD及 びRG variantに

お け る よ り も若 干 優 れ た増 殖 速 度 を 示 した が,こ れ ら3

者 間 に さ した る差 は見 られず,い ず れ も その ピー ク は培

養5日 目 で あ る こと が分 か っ た。

上 述 のFig.1に 示 し た 成 績 はMAC N-260株 の み

な らず,MAC N-275株 に つ い て も同 様 で あ っ た(図

省 略)。

次 に,D-Dubos及 びE―DubosのM.tuberculosis

業 室 株(H37Rv)(Fig.3A)並 び に臨 床 分 離 株(TB-

20)(Fig.3B)の 増 殖 支 持 能 に つ い て検 討 した と こ ろ,

両 菌 株 に 対 してD-DubosがE-Dubosよ り も幾 分 優

れ て い る こ とが 分 か った。

D-DubosとE-Dubosの 基 礎 培 地 の 組 成 と量 に は
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(A) (B)

Fig.3.Growth curves of H37Rv(A)or TB-20(B)strain of 

M.tuberculosis in D-Dubos(•Z)or E-Dubos(•œ)medium

(A) (B)

Fig.4..Growth curves of M.avium complex N-260

(SmT)(A)or M.tuberculosis H37Rv(B)in D-Dubos

(O),E-Dubos(•œ)or recombined E-Dubos(•¢)medium

若 干 の違 い は あ る もの の,基 本 的 に は 同様 で あ る とい え

よ う(Table参 照)。 しか し,こ れ らに添 加 す るア ル ブ

ミン溶 液 の組 成 に つ い て み る と,E-Dubosで は炭 素 源

と し てdextroseとglycerolの 両 者 が 加 え られ,D-

Dubosで はdextroseの み でglycerolは 加 え られ て い

な い とい う違 い はあ るが,中 で も アル ブ ミンの 品質 が培

地 の 発 育 増 殖 支 持 能 を 大 き く左 右 す るで あ ろ う こ と は想

像 に 難 くな い 。 そ こでE-DubosへE社 製 結 核 培 地 用

ア ル ブ ミ ンの 代 わ りにD-Dubos用 の ア ル ブ ミ ン溶 液

調 製 に 用 い た ア ル ブ ミ ンを 用 いてE株Dubos用 の アル

ブ ミ ン溶 液 を 自家 調 製 して 用 い,ア ル ブ ミ ンの 品 質 の 違

い に よ る増 殖 支 持 能 を検 討 した(Fig.4)。 そ の結 果,

自 家 調 製 したE-Dubos用 ア ル ブ ミ ン溶 液 を添 加 した

E―DubosのMAc並 び にM.tuberculosisに 対 す る

増 殖 支 持 能 はD-Dubosよ り も若 干 劣 り は したが,E

社 製 結 核 培 地 用 ア ル ブ ミ ン添 加E-Dubosに お け る よ
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りも幾 分優れ,両 者の中間的支持能 を有す るこ とが分か っ

た。

考 察

今回の実験 にお いて供試 したE-DubosはDubos原

法培地を改良 し,ア ル カ リで前処理 した病的材料を中和

す ることな くその まま直接接種す るように作 られた もの

で あ るため(pH6.2),緩 衝能を強 く してあ り,ま た雑

菌に よる汚染を防 ぐためにマ ラカイ ト緑 が添加 してあ る

点がD-Dubosと 大 き く異 な って い る点 であ る。従 っ

て,今 後 これ らの点 について も十分検討 す る余地 がある

が,ア ル ブ ミンの種類 をかえ ることのみによ って培地 の

増殖支持能が幾分とも改善されることが今 回の実験 によ っ

て分 か った。Dubos基 礎 培地へ の血清 アルブ ミンの添

加 は,培 地中 のTween 80の 水解 によって生 じるオ レイ

ン酸 の菌 に対す る発育阻止作用 を中和 し,菌 の増殖支持

能 を高 め ることが知 られて いる5)。従 って,添 加 され る

アルブ ミンの品質の違 いによってその支持能が異な るで

あ ろうことは論を まつ まで もなか ろう。

従来,我 々 はE-Dubosを 用 いた薬 剤感 受性試 験 も

行 って きた が,D-Dubosに 比 べて増 殖 支持 能の劣 る

この培地 によ る感受性試験成績 は若干低 めに出 ることも

考 え られる ところである。

MAC感 染 症 患 者 よ り分 離 さ れたMACは,SmT

の集落 形態 を有 す るが,継 代 を繰 り返す ことによって

SmD集 落へ と変異 し,そ れに伴 って,抗 菌剤 に対す る

感受性 の増大,マ ウスに対す る病原性 の喪失 あるいはプ

ラス ミ ドの喪 失 な どが報告 されて い る6)～8)。その ほか

にSmDへ の変異 に伴 って増殖速度が増大す る3)と す る

もの と,逆 に低下す る4)と す る相反す る成績 も報告 され

てい るが,今 回の我々の成績 は後者の知見を支持す るも

ので あ る。 しか しなが ら,培 地 の組 成によ ってはSmT

並 びにSmD variantの 増 殖速 度 は ほ とん どか わ らな

い(Fig.2A)こ とか ら,SmT variantか らSmD

 variantへ の変異 に伴 う増殖速度 の変化 は菌側 よ りもむ

しろ培地組成,あ るいは成分 の方 がよ り重要 な要因 を成

しているので はないか と思 われる。

ま と め

MAc並 び にM.tuberculosisのE社 製Dubos培

地(E-Dubos)並 び にD社 製Dubos培 地(D-

Dubos)中 にお け る増 殖 能 を 比 較 検 討 した。 そ の結 果,

両 菌 株 と も,ま たMACのvariant(SmT,SmD及 び

RG)の 別 な くD-Dubosの 増 殖 支 持 能 がE-Dubos

の そ れ よ り も優 れ て い た。E-Dubosの 場 合 も添 加 す る

アル ブ ミンを か え る こ とに よ って増 殖 支 持 能 の亢 進 が み

ら れ た 。D-Dubos中 に お け るSmT,SmD及 びRG

 variantの 増 殖 速 度 は ほ ぼ 同 程 度 で あ っ たが,E-Du-

bos中 に お い て はRG>SmT>SmDで あ っ た。
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