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The effect of the culture filtrate Gemella haemolysans in enhancing mycobacterial 

growth has been previously demonstrated. In the present studies, an attempt was made to 

confirm whether the addition of the filtrate into the medium would be an effective method 

to promote the rapid detection of mycobacteria in sputum specimens of patients.

One-hundred and one sputum specimens pretreated with NaOH were inoculated with 

various media (Dubos, Dubos–agar, 1% Ogawa, Kudo PD, and Middlebrook 7H9) supple-

mented with the culture filtrate of Gemella haemolysans grown in blood–BHI or blood-
HEM at the dilutions of 1/32 or 1/64. Addition of the filtrate reduced the amount of time 

required to detect mycobacterial growth (Mycobacterium tuberculosis, M. avium complex, 

and M. kansassi) by an average of 60-70%. The media containing the filtrate formed 

significantly larger numbers of colonies compared with the control media, and those 

colonies inoculated developed more rapidly in size.

The findings clearly indicated that the culture filtrate promotes the effective growth of 

mycobacteria which cannot or only slowly grows in ordinary media. Also indicated was 

that the addition of the culture filtrate of Gemella haemolysans into media provides as a 

useful tool to allow the rapid diagnosis of mycobacterial diseases.

Key words: Gemella haemolysans, Myco-

bacteria, Rapid detection, Growth enhance-

ment, Culture filtrate
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菌検査 は結核の確定診断 に役立 ち,菌 検 出 は治療 方針

に重 要 で迅速 に検出す る方法が望 まれ る。近 藤 らは1),

抗 酸 菌 に 対 し衛 星 現 象 様 像 を つ く らせ る Gemella

 haemolysane2) 株 を発 見分 離 し,こ の発育 支持増 強力

を もっ菌株培養濾液 を従来の培地 に3)加 え ることで抗酸

菌 を迅速 に検 出で きることを見出 した。

今回,結 核患者喀痰を用 いて G.haemolysans 近藤

株 の種 々の培養濾液 と添加量お よび添加培地3)に ついて

検討 し,喀 痰か らも迅速 に抗酸菌を検出で きる所見 を得

たので報告す る。

方 法

1.　添加濾液の作成

衛星現象様像を作らせる G.haemolysans 近藤株を

BHI(brain heart infusion),SCD(tryptosoi) およ

び HEM(Hemoline perfomances diphasique) に

各 々 ヒ ト血 液 を7%の 割 合 に加 え た 培 地 で37QCで4日

間 培 養 後,3000rpm20分 遠 心 し0.45uフ ィル ター で 濾

過,こ れ ら濾 液(以 下 各 々,B.BHI.G.h,B.SCD.G.h.,

B.HEM.G.h.と す る)を-20℃ に保存,添 加 培 地 作

製 時 にそ の つ ど溶 解 し使 用 した 。

2.　 濾 液 添 加 培 地 の 作 製

Dubos培 地(Eiken)お よびDubos寒 天 を 滅 菌 し,

50℃ に冷 却 後,各 濾 液 を1/32× ～1/128× 終 末 濃 度 に

な る よ う加 え,試 験 管 に6.5ml分 注 し,液 体 お よび斜

面 培 地 と して 使 用 し た。Middlebrook7H9液 体 培 地

(MBチ ェ ッ クMボ トル 「ロ シ ュ」)に は,B.BHI.G.h

濾 液 を1/64× 終 末 濃 度 に添 加 し使 用 した。196小 川 培

地 お よ び工 藤PD培 地 と の 比 較 は,1%小 川 培 地 成 分

お よ び工 藤PD培 地 成 分(リ ン酸2水 素 カ リウ ム2g,

グ ル タ ミ ン酸 ナ トリウ ム0.59,ク エ ン酸 マ グ ネ シ ウ ム

0.1g,可 溶 性 で ん ぷ ん3.0gを 精 製 水100mlに 溶 解 後,

121℃ で15分 滅 菌 し冷 却 後,全 卵 液200ml,濃 グ リセ

リン4ml,2%マ ラカ イ トグ リー ン4ml,ビ ル ビン酸

0.2ml加 え る)にB.BHI.G.hを1/32× 終 末 濃 度 に 添

加 後,試 験 管 に6.5ml分 注,87℃ で2回,斜 面 凝 固 滅

菌後 使 用 した。

3.　 患 者 喀痰 の処 理 と培 養 検 出法

各 施 設 の1989年10月 ～91年3月 ま で の入 院 お よ び

外 来 患 者 で過 去1回 以 上 塗 抹 陽 性 者 の喀 痰101検 体 を 用

い た。 これ らの 喀 痰 に2%NaOH液 を等 量 加 え30分

処 理 し0.1mlを 各 々 の培 地(Dubos培 地,Dubos寒

天 培 地,MBチ ェ ッ クMボ トル 「ロ シ ュ」,1%6小 川 培

地,工 藤PD培 地 お よ び これ ら培 地 にG.haemolysans

近 藤 株 各 濾 液 添 加 培 地)に 接 種 後,37℃ で9週 間 培 養

し,固 形 培 地 で は 肉眼 的 可 視 コ ロ ニ ー形 成 時 を,液 体 培

地 で は菌発 育 を容易 に確 認 で き る混 濁(M.tuberculosis

1.0×107cfu/ml)を,比 濁 液(M.tuberculosis

 H37Rv株 培 養 菌 を メ ノ ウ ー乳 鉢 中で す りつ ぶ しなが ら

少 量Dubos液 体 培 地,つ い で生 理 的 食 塩 水 で 菌 液 を 作

―10―



1992　 年2　 月 99

表1　 喀痰 中 M.tuberculosis の発育混濁(1.0×107cfu/ml)を 容易 に確認で きる培養 日数 と短縮 日数

(Control.Dubos 1W•`9W)

る。800rpm5分 遠心 後,上 清液 をMcFarland標 準

液No.1.0濃 度菌液 に し,こ の菌液 を希釈 し小川培地で

菌数 を算定,ホ ルマ リンで不活化 した濃度菌液)と 比較

し,菌 検 出日数 と した。

結 果

濾 液 添 加Dubos液 体 培地 で の喀痰 中 M.tubercu-

losis検 出 培 養 日数 お よび 短縮 日数 を表1に 示 した。 添

加 培 地/無 添 加 培地 で検 出 日数 を比 較 した。 平 均 検 出 で,

B.BHI.G.h.1/64× 添 加 培 地 で は23.7日,無 添 加 培 地

は37.9日(検 出所 要 率100%)で14.2日 の短 縮(62.5

%),B.HEM.G.h.1/64× 添加 培地 は14.3日(63.0%),

B.SCD.G.h.1/64× 添 加 培 地 は10.9日(66.8%),

B.SCD.G.h.1/128× 添 加 培 地 は8.8日(73.2%)の 短
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表2　 喀痰 中M.auium complexの 発 育 混 濁(1.0×107cfu/ml)を

容 易 に確 認 で きる培 養 日数 と短 縮 日数

(Control.Dubos1～28日)

縮 を得 た。

表 に は示 し て い な い が,内 容 的 に は,14日/35日

(40.0%),14日/37日(37.8%),12日/37日(32.4%),

19日/56日(33.9%),29日/60日(48.3%),28日/60

日(46.7%)と,B.BHI.G.h.1/64× お よ びB.HEM.

G.h.1/64× 添 加 培 地 で 迅 速 な 検 出 検 体 が あ った 。 また,

無 添 加 培 地 で は検 出 で き な い に もか か わ らず,B.BHI.

G.h.1/64× 添 加 培 地 お よ びB.HEM.G.h.1/64× 添 加

培 地 で は検 出 で き た ものが,3件 あ っ た(37日/未 検 出,

33日/未 検 出,54日/未 検 出)。

喀痰 中.M.auium complex検 出 を表2に 示 した。

平 均 でB.BHI.G.h.1/64× 添 加 培 地 が11.0日/16.3日

(67.5%),B.HEM.G.h.1/64× 添 加 培 地 は9.8日/16.4

日(59.8%)で 検 出 し,.M.auium complex検 出 で も

同 様 に迅 速 化 され た 。

患 者 喀 痰 中M.tuberculosis検 出 の 固 形 培 地 にお け

る初 発 コ ロ ニ ー の肉 眼 的 可 視 所 要 日数 を 表3に 示 した 。

患 者No.78のDubos寒 天 培 地 お よ びB.BHI.G.h.添

加Dubos寒 天 培 地 で の50日 目 の コ ロ ニ ー形 成 所 見 を

図1に 示 した。B.BHI.G.h.1/64× 添 加Dubos寒 天 培

地 お よ びB.BHI.G.h.1/128× 添 加Dubos寒 天 培 地 に

は,大 き い コ ロ ニ ー形 成 が あ り,特 に1/64× 添 加 培 地

は,よ り多 くの コ ロニ ー数 形 成 が観 察 され た。 添 加 培 地

は,発 育 不 良 菌 や 劣 勢 発 育 菌 の 発育 を 促進 し迅速 検 出 を

可 能 と した。

各 種 卵 固 形 培 地 に お け る コ ロ ニ ー形 成 で,1%小 川 培

地 とB.BHI.G.h.1/32× 添 加 工 藤PD培 地 を比 較 す る

と,3w以 内 で は平 均18.0日 が13.7日(76.1%),4w

以 内 は23.3日 が16.3日(70.0%),8w以 内 で は37.9

日が25.2日(66.5%)で 観 察 さ れ,遅 発 育 菌 ほ ど短 縮

し検 出 した 。 これ ら平 均 で1%小 川 培 地27.0日(100

%),工 藤PD培 地22.0日(81.5%),B.BHI.G.h.

1/32× 添 加 工 藤PD培 地 は,18.4日(68.1%)で あ り,

近 藤 ら1)が 報 告 した1%小 川 培 地 添 加 培 地 で の短 縮 と同

様,工 藤PD培 地 添加 で は さ らに短 縮 し,M.tubercu-

losisを 検 出 した 。

最近 検 出 され る結 核 菌 に は,小 川 培 地 で は発育 が悪 く,

微 小 コ ロ ニ ー しか 生 え て 来 な い もの が 増 加 して い る。 特

にINH高 度 耐 性 菌 は こ の よ うな もの が 多 い。 図2に,

患 者No.67の 工 藤PD培 地,B.BHI.G.h.1/32× 添 加

工 藤PD培 地 お よ び1%小 川 培 地 検 出で の培 養22日 目

コ ロニ ー所 見 を示 した。 小 川 培 地 で優 勢 発 育 を示 す 菌 株

で は,あ ま り著 明 で は な い が,そ の 中 で もB.BHI.G.h.

1/32× 添 加 工 藤 培地 で の コ ロニ ー検 出 は早 く,初 発 コロ

ニ ーの 肉 眼 的 可 視 まで の 期 間 を短 く し発 育 を促 進 した。

図3に,患 者No.72の1%小 川 培地 とB.BHI.G.h.

1/32× 添 加 工 藤PD培 地 で 検 出 の 培 養29日 目の コ ロニ

ー 所 見 を 示 し た。B .BHI.G.h.1/32× 添 加 工 藤PD培

地 は,1%小 川 培 地 で の微 小 発 育 菌 や 劣 勢 発 育 菌 を,著

し く発 育 促 進 させ コ ロ ニ ー検 出 を早 く した。 図 で は示 し

て い な い が 工 藤PD培 地 もB.BHI.G.h.添 加 工 藤PD

培地 と同様 の所 見 を示 した。

図4に,患 者No.66の 工 藤PD培 地 とB.BHI.G.h.

1/32× 添 加 工 藤PD培 地 で の検 出26日 目 の培 養 所 見 を
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表3 固形培地 における初発 コロニーの肉眼 的可視所要 日数

(患 者 喀 痰 中,M.tuわerculosis)

a)N社 市販製品b)NB社 市販製品c)自 家製品d)3w以 内発育e)3w～4w発 育f)4w以 降発育

示 した。初発 コロニーの肉眼的可視所要 日数で はあま り

差 が ないが,B.BHI.G.h.1/32× 添加 工藤PD培 地 で

は コロニ ー数 を多 く,工 藤PD培 地 の発育不良遅発育

菌を も迅速 に検出 した。

図5に,M.auiumcomplex検 出 の患 者No.96の

24日 目Dubos寒 天 添 加 培 地 発 育 所 見 を,図6に,1

%小 川 培 地,工 藤PD培 地 お よ びB.BHI.G.h.1/32×

添 加 工 藤PD培 地 所 見 を 示 した。M.auiumcomplex

はSmTとSmD集 落 形 態4)5)が 観 察 さ れ,添 加 培 地

は,特 にSmDコ ロニ ー を早 く大 き く し,SmTも 迅 速

に検 出 した。

図7に,.M.kansassiを 検 出 した患 者No.101の24

日 目の1%小 川培 地,B.BHI.G.h.1/32× 添 加1%小 川

培 地,工 藤PD培 地 お よ びB.BHI.G.h.1/32× 添 加 工

藤PD培 地 発 育 所 見 を 示 した 。B.BHI.G.h.1/32× 添

加 工 藤PD培 地 は,コ ロ ニ ー形 成 数 が 特 に良 好 で,1

%小 川 培 地,お よ びB.BHI.G.h.1/32× 小 川 培 地 で の

発 育 不 良 菌 や 劣 勢 発 育 菌 を 検 出 し,工 藤PD培 地 よ り

数 多 く早 く検 出 した。

表4に1%小 川 培 地,Middlebrook7H9液 体 培 地

―13―
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図1　 劣勢 発 育 を示 す 菌 の添 加培 地 で の 発育

M.tuberculosis50日 目(患 者No.78),B,

BHLG.h.1/128× 添 加Dubos寒 大 培 地(左)､

B.BHI.G,h.1/64× 添 加Dubos寒 天 上音地(中

央),Dubos寒 天 培 地(右)

図3　 微 小発 育 を 示 す 菌 の 添 加 培地 で の 発 育

M.tuberculosis29日 目(患 者No.72),

B.BHI.G.h.1/32× 添 加 工藤PD培 地 〔左),

1%小 川培 地(右)

図2　 優勢 発育 を 示 す菌 の添 加 培 地 で の発 育

M.tuberculosis22[[1〔 患 者No,67),11

藤PD培 地(左 〉,B.BHI.G.h.1/32× 添 加 工

藤PD位 地(中 央) .1%小 川 培 地(右)

図4　 発 育 不良 遅 発 育 を示 す 菌 の 添 加 培 地 で の

発 育

M.tuberculosis26[[1(患 者No,66).

B.BHLG.h,1/32/添 加 工藤pD培 地(左),

.L藤PD培 地(右)
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図5　 微 細 で 劣勢 発育 しか示 さな い 菌 の 添加 培

地 で の 発 育

M.auiuｍ complex24日 目(患 者No.96).

B.BHI,G.h.1/128× 添 加Dubos寒 天培 地(左).

B.BHI.G.h.1/64× 添 加Dubos寒 天 培 地(中

央),Dubos寒 天 培 地(右)

(MBチ ェ ッ クMボ トル)お よ びB.BHI.G.h 、1/64x添

加MBチ ェ ッ クMボ トルで のM.tuberculosis検 出 目

数 を 示 し た。 検 出率 は,1%小 川 培 地33.3%.Mボ ト

ル お よ びB .BHLG,h.1/64× 添 加Mボ ト・レは58.3%で

あ っ た 。MBチ ェ ッ クMボ ト ル お よ びB.BHI.G.h.

1/64× 添 加MBチ ェ ックMボ トルが 検 出 率 が良 好 で あ

った。,三 者 の 険 出 日数 〔所 安率)は ,27.0日(100%),

25.1ヒ1(93.0%),20.7日(76 .7%)で,Mボ トル と

BBHLG,h.1/64× 添加Mボ トル の両 者 で は検 出率 は違

わ な い が,後 者 で よ り甲 く検 出,濾 液 添 加 で 迅 速 化 が な

され た。

図8に 患 者No.90の32日 目培 養 所 見を 示 した。 す で

にB,BHI.G.h.1/64× 添 加Mボ トル で は 混 濁 が あ り,

菌 発 育 を 肉 限 的 に 確 認 観 察 で きた.

考 察

RFPを 含 む 強 力 な 化学 療 法 の 普及 に伴 い,今 後 は,

微 量 排 菌 を重 視 し排 菌 の有 無 を明 確 にす る必 要 と,塗 抹

陽 性 培 養陰 性 例が 問 題 に な り菌 険 出方 法 が 検 討'され て い

る6)1) 。 ま た 非 結 核 性 抗 酸 菌 の 臨 床 的 意 味 が 重 祝 され,

迅 速 検 出同 定 法 が 倹 討さ れ て い る7～10)12）

こ れ らの 中 の1つ のBACＴECTB460シ ス テ ム は

図6　 微 細 で 劣 勢 発 育 しか 示 さな い菌 の 添 加培

地 で の 発 育

M.auiuｍ complex24EIF1(患 者No.96),

B.BHLG.h,i/32× 添 加 工 藤PD培 地(左),

工 藤PD培 地(中 央),1%小 川培 地(右)

14C標 識 のMiddlebrook7H12B液 体 培地を使用
,遊

離 され る1℃ で ラベ ルされ た炭 酸 ガ スの量を測る こと

で迅速 に検 出.同 定可能 との報告 がある,一 方,DNA

プロー ブの開発か ら鑑 別同定 が試 み られている。 前者 は

病 院検 査室あろいは検 査セ ンターでの利 用となる と問題

が残 る。1つ はハザー ド対策,も う1つ は放射性物質で

ある。肉眼的混濁所 見やコロニー形態観察 は,臨 床検査

室 での薬剤感受性検 査および同定検索に重要な ものがあ

る。Gemella ｈaemolysans近 藤株培 養濾液に は抗 酸

菌 を迅速 に発育 させ る物質が存在 し,従 来の液体培地 お

よび各種卵培地 に添加するだけの簡便 さで発育 の迅速 化

を,ま た劣勢 発育菌 や発育不良菌 の発育を促進 し検出 で

きることが確 かめ られた。 これ らか ら従 来の検査室で,

しか も従来 の検 査法で使用 でき,さ らに前処理の工夫で,

よ り検 出率 を高 め,迅 速化が 可能で あろう,,ま た迅速同

定 のMiddlebrook液 体 培地 を基 礎 と したBACTEC

シ ステムや,DNAプ ローブ法に も応用で き,診 断,薬

剤感受性検査の迅速化.そ して治療 に役 立つ もの と思 わ

れ る。

ま と め

Gemella haemolysaｎs近 藤 株 の ヒ ト血 液加BHI

―1 5―



104 結 核　 第67巻　 第2号

図7　 M.Kansasiiの 添 加培 地 で の発 育

M,Kansasii24日 目(患 者No.101),B.

BHI.G.h.1/32× 添加 工藤PD培 地(左),工

藤PD培 地(左 よ り2番 目),B.BHI.G.h.

1/32× 添 加1%小 川 培 地(左 よ り3番 目),1

%小 川培 地(右)

(B. BHI. G. h), SCD(B. SCD. G, h)お よ びHEM(B.

 HEM. G. h)培 養濾 液 を 従 来 の抗 酸 菌 用培 地 に添 加 し,

結核患 者喀痰101検 体 中 の抗 酸 菌 の迅 速 検 出培 養 を試 み.

以 下 の知 見 を 得 た。

1. Dubos液 体 培 地 へ の 濾 液 添 加 は,終 末濃 度1/64

×量 が 適 当 で,BBHI.G.hエ お よびB.HEM.G.h.添

加 培 地 で はM.tuberculosis検 出 で,無 添 加 培 地 の平

均 発 育 所 要 日数38日 を,24目(所 要 率62%)前 後 に,

M.auiumcomplexで は,16.4日 を9.8日(59.8%)

で 検 出 した 。Dubos寒 天 培 地 へ の添 加 で も肉 眼 的 可 視

所 要 日数 を短 縮 し,コ ロニ ー 形成 を良 好 に した。

2.各 種 卵 培 地 へ のBBHLG.h,添 加 は,終 末 濃 度

1/32x量 で 初 発 コ ロ ニー の 肉 眼 的 可視 所 要 日数(発 育 所

要 率)を 短 縮 した 。 特 に,M.tuberculosisの 検 出 で.

B.BHI.G.h,1/32× 添 加 工 藤PD培 地 は,従 来 の1%

小 川 培 地 で の 平 均 発 育 所 要 日 数27.0日(100%)を

18.4日(68.1%)に,工 藤PD培 地 で の 検 出22.0目

(81.5%)を,さ ら上 回 る短 縮 を 示 した。 ま た1%小 川

培 地 で の 発 育 不 良 菌,劣 勢 発 育 菌 お よ び工 藤PD培 地

で の 遅 発 育 菌 の コ ロニ ー形 成 後 の 発育 を 良 好 に し,観 察

を 容 易 に した。

3.BACTECシ ス テ ム の 基 礎 培 地Middlebrook

7H9液 体 培 地(MBチ ェ ックMボ トル 「ロ シ ュ」)へ の

添 加 で も迅 速 化 が な さ れ た。Mボ トル の25.1日(100

%)を,B.BHI.G.h.1/64× 添 加Mボ トル で は20.7日

(82,5%)で 検 出 した。

4.Gem2lla haemolysans培 養 濾液 に は抗 酸 菌 を

迅 速 に発 育 させ る物 質 が 存 在 し,濾 液 添 加 培 地 は,従 来

の培 養法 でM. tuberculosis, M. auiumcomplexお

よ びM. kansassiiを,60%～70%前 後 の 所 要 日数

(所 要 率)で 検 出,微 小 コ ロニ ー形 成 菌 に は著 明 な発 育

促 進 効 果 を 示 し,従 来 の 液休 培 地 お よ び固 形 培 地 で の発

育 不 良 菌,お よ び 劣勢 発 育菌 を も迅 速 に検 出 した。

図8　 MBチ ェ ッ クMボ トル 添加 培 地 で の 発育

M.tuberculosis32日 目 慮 者NO.90).B.BHI.G.h.1/64× 添

加MBチ ェ ツクMボ トル培 地(左).MBチ ェ ックMボ トル(右)
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表4　 Middlebrook7H9液 体培地(MBチ ェ ックMボ トル)に

濾液添加時 の検 出所要 日数

(患 者 喀 痰 中M.tuberculosis)

a)N社 市販製品b)R社 市販製品
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