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菌検査（小川培地・ナイアシンテスト）

㈶広島県環境保健協会　齋藤　　肇

は じ め に

　わが国における結核菌（抗酸菌）検査法に関する優れ

た研究業績は多々あるが，なかでも小川辰次先生の“定

量培養法の構築”（1949_1950年）と，抗酸菌の生化学

的鑑別・同定法のパイオニア今野淳先生の“ナイアシン

テストの発見”（1956年）を挙げることができよう。以

下に両先生の業績の一端を紹介したい。

小川辰次先生の業績

　小川は，検体中に結核菌が陽性か陰性かを目標とした

従来のいわば定性的な培養法ではなく，一定量の検体中

に存在する生菌数（単位）を求めることを目標とした定

量培養法を開発した。

Ⅰ. 小川培地（KH2PO4 培地）の開発

　当時，代表的な卵培地としては Petroff（1915年），

Petragnani（1927年），Löwenstein（1931年），岡・片倉

（1940年）といった培地が知られていたが，わが国では

それらの中でも発育支持能のすぐれた岡・片倉培地が一

般に用いられていた。

　岡・片倉培地の調整法は，原液（KH2PO4，Na2HPO4お

よび味の素の各 1gを蒸留水100 mlに溶解），鶏卵液200

ml（全卵 4コ，卵黄 1コ），グリセリン 6 ml，2%マラカ

イトグリーン 6 mlを混和後，ガーゼで濾過し，中試験管

に 5～7 ml宛分注後，血清凝固器またはKoch釜で85，80
および 80℃，各40分で間欠滅菌する（凝固水のpH：6.8）。

　小川は岡・片倉培地の各成分の控除ならびに培地の滅

菌法が結核菌の発育に及ぼす効果について検討した。

（ 1）培地成分の控除

　①KH2PO4：菌の発育は全くみられない。KH2PO4の最

適添加量は 1%である。

　②Na2HPO4：菌の発育は多少とも良くなる。

　③味の素：菌の発育には影響はない。

　④グリセリン：1～5%の添加では菌の発育に差はみ

られない。10%では多少抑制される。

　⑤マラカイトグリーン：培地全量の0.04%に用いられ

ており，結核菌の発育に著しい影響はなく，雑菌の発育

阻止力は強く，集落の観察は容易となる。

（ 2）培地の凝固滅菌

　温度，時間は培地により異なるが，いずれも間欠滅菌

が行われていた。小川は85～90℃，60分 1回の滅菌で

従来法に比べて何らの遜色もないことを明らかにした。

　上述したような新知見をえた小川は下記組成の卵培地

を開発し，岡・片倉培地よりも優れた菌発育支持能を有

することを明らかにした。

1%小川培地
（1%KH2PO4培地）

原液　KH2PO4 .............................................................. 1.0 g*
　　　味の素（グルタミン酸ナトリウム）.............. 1.0 g
　　　蒸留水................................................................100 ml
全卵液............................................................................200 ml
グリセリン....................................................................    6 ml
2%マラカイトグリーン .............................................    6 ml

濾過，分注し，90℃，60分 1回凝固滅菌。
* 2.0 g添加により 2%小川培地，3.0 g添加により 3%小川
培地を作りうる。

Ⅱ. 小川培地による結核菌の定量培養法

（ 1）菌浮遊液

　小川培地上発育集落を磨砕し，滅菌蒸溜水による1 mg/

mlの菌浮遊液を調製し，10－5，10－6希釈液の0.1 mlを小
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川培地に接種し，培地表面を潤おし，斜面台にねかし，

37℃で培養する。その日数は菌株により異なるが，だい

たい 4週間前後である。

（ 2）喀痰

　喀痰の塗抹染色で菌陰性の場合には 4%NaOHで 5～

10倍に希釈し，菌陽性の場合にはその菌数の多少によっ

て集落が数えられるように10倍希釈し*，その0.1 ml宛

を 3%小川培地に接種・培養し，一定量中の喀痰内菌数

を定量的に推定する。
*概略の希釈倍数
　Gaffky 1～ 3号：101～103倍／Gaffky 4～ 6号：103～105倍／

　Gaffky 7～10号：104～106倍

　本法は従来の硫酸法よりも喀痰が容易に均等化され，

また使用培地のpHは6.2であるが，培養後も同様のpH

（6.2）に傾くため雑菌の迷入も少ない。本法によれば，

一定量の喀痰中の生菌単位を知ることができ，かなり正

確にその消長を知ることができる。しかし，採痰時によ

って排菌数にはかなりの変動があり，連続培養すること

が推奨されるという。

（ 3）実験動物由来検体

　内臓の還元培養には従来は喀痰と同様硫酸処理し，そ

の遠心沈渣を培養する方法が採用されてきた。その後，

定量法が試みられたが培地の汚染率が高く，かつ操作も

あまりにも煩雑で実用的でなかった。小川（1949年）

は検体を1～2%H2SO4で処理し，岡・片倉培地で培養

する方法を開発したが，検体が均等になりにくく，また

古い病巣の培養では菌の発育が不良であった。小川はそ

の改良法として，内臓を可及的に汚染をさけて採取し，

1%H2SO4よりも臓器を均等化しやすい 1%NaOHを用

い，1%小川培地に0.1 mlを接種することとした。

Ⅲ. 抗酸菌分離培養法の現状

　わが国における抗酸菌の分離培養法は1990年代に入

り急速な進歩をとげ，なかでも液体培地ならびにその自

動培養システムの導入など液体培養法には著しい進歩が

みられた。他方，固形培地としては，わが国では卵をベ

ースとした培地が主流をなしており，小川培地が汎用さ

れている。

　小川は喀痰，その他の検体からの結核菌の分離培養に

はNaOHをその消化・汚染除去剤として用い，自己の開

発した第 1燐酸カリ培地（小川培地）での培養法を開発

した。その後，喀痰の消化・汚染除去には，NaOHの抗

酸菌に対する傷害作用の軽減を図ったN_アセチル_L _

システイン・水酸化ナトリウム（NALC-NaOH）法が用

いられ，小川の用いた 3%小川培地に代えて 2%小川培

地が用いられている。
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