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人型結核菌 のDubos液 体培地 にお け る生菌数 と潤濁度 との関係

草 間 久 子

慶応義塾大学医学部細菌学教室(主 任 牛場大蔵教授)

受 付 昭 和32年8月25日

結核菌 を均等 に培養 す ること,す なわ ちhomogenous

cultureは 従来困難 な るもの とされていた。 その大 きな

理 由 としては,結 核菌 その ものが他の細菌 と異 なる1つ

の特徴 として細胞表面の疎 水性で あ るこ とが あ げ ら れ

る。 この疎水性 を除 く目的で各種 の表面活 性物質 が試 み

られたが,多 くの表面活性物質 は菌 の増殖 に対 して阻止

的 に作用す るので使用で きなか つた。 ところがDubos,

Middlebrook,Pierce1)2/5)ら に よつて表面活性物質で

あ る1種 の オレイン酸 エステルのTween80と 牛 アル ブ

ミンフラクシオ ンVを 用いて,結 核菌 を全 く均等 に発育

せ しめ,し か も菌の増殖 を阻止す る傾 向が 少な く,少 量

の菌量 を接種 して も比較的短 時 日中に均等 に発育 せ しめ

るこ とので きるこ とが考案 発表 された。Fenner,Leach

4)長 谷川5)ら もTween80と 血清 を用いて結核菌の均等

培養 に成功 した と追試,発 育 してお り,以 来 にのTween

80と,牛 アルブ ミンフラクシオ ンVを 用い た,い わゆる

Dubos液 体培地が 広 く結核菌 の 均等培養 の 目的に 用 い

られてい る。 私 はにのDubos液 体培地 を使 用して,人

型結核菌H37Rv株 を薬 剤添加お よび不加 の環 境で菌 を

培養す ると,し ばしば生菌数 と溷濁 度 との問に不一致 を

経験 した。その不一致 は培養 日数 にて変化 し,ま た添加

薬 剤の種類 によつて も異な る傾向に あつたので,両 者の

関係を基礎 的に追究す るため に行つ たのが 本 実 験 で あ

る。

実験材 料ならび に方法

1)供 試菌株 は当教室 で1%小 川培地 に継代保 存せ る

標準人 型結核菌H37Rv原 株 。

2)培 地は,溷 濁度測定 には市販 され てい るDubos

基礎培地(栄 研)にDifco製 ア ルブ ミンを10%の 割合に

混 合 したDubos液 体培地 を,Dubos液 体培地 中の 生菌

数測定には1%小 川培地 を使用 した。

3)添 加 薬剤 は3種 数で,ス トレプ トマイ シン(明 治

製薬,Crystalline Dihydrostreptomycinsulfate,以 下S

Mと 略)。 イ ソニ コチ ン酸 ヒドラジッド(中外 製薬,以 下

INHと 略)。 パ ラア ミノサ リチル酸 ナ トリウム(武田製

薬,以 下PAS略)。

4)菌 浮游液 な らびに添加薬 剤の稀 釈にはいずれ も滅

菌蒸溜水 を使 用した。

5)溷 濁 度測定 には 日立製光電光 度計 を使 用した。

Dubos液 体培地 には マ ラカイ ト緑が加 え られてい るの

で,に の緑色の障害 を補 う意味で フィル タ ーはNo。45,

波長450脚 の ものを使 用した。

6)溷 濁 度測定 に用い る試験管 は外径17mmの ものを

選 び さらに一定量 の水 を入 れて水位 の高 さが同一の もの

で,ま た測 定方向を定めた もの,試 験管 は化 学的に清純

な る もの を必要 とす るので,ク ローム硫酸液 に24時 間浸

した後,流 水で十分に洗滌 さ らに蒸溜水で洗滌 した もの

を乾燥滅菌 した。綿栓 は脱脂綿 を使用 した。培地 の作製

は,ま ずDし1bos液 体培地 はDubos基 礎 培地12gを 蒸溜

水900mlに 溶解 し,10%苛 性 ソーダ液 でpH7.0に 補正後

高 圧滅菌 冷却後,Difco製 アル ブ ミンを10%の 割合 に無

菌 的に混和 して試験管 に4.5mlず つ分 注し,薬 剤添加 の

場合 には薬剤稀釈液の0。5mlを,薬 剤 を添加 しない場 合

には蒸溜水 の0.5mlを 加 え,全 量5粥1と した。また使 用

薬剤 の滅菌 はINHの みはKirchner液 体培地 原液 に 溶

解 して(Dubos液 体培地 にはすでにTween80が 含有 さ

れてい るのでINHの 作 用が不活化 され るお それが ある

ので)高 圧滅 菌,PASは 蒸溜 水に溶解 してSeitzで 濾

過滅 菌,SMは 注射用瓶 に滅菌蒸溜 水を無菌 的に注入 し

て溶解 した。添加薬剤濃度 はそれ ぞれ単独薬剤 で完全 発

育阻止濃度 以下 であ る濃 度を用 いたが,SMお よびPA

Sは0.001,0.005,0.01,0.05,0.1,0.2,0.5γ とし,

INHは0.001,0.005,00.01,0.05,0.1γ に 終 末 濃

度がな るよ うに添加 した。生菌数測定の1%小 川培地の

添加 薬剤 はSMの み2倍 量含有せ しめ,PAS,INH

は そのま まの濃度 を含有 させ て850℃1時 間滅菌凝固 せ

しめた。

Dubos液 体培地 に移植す る菌液 は1%小 川培地14日

間培養菌か ら手振法 にて 均等菌 浮游液 となしOptico l

Denstity(以 下O.D.と 略)0.194と な るよ うに規 定 し,

にれの0.1mlをDubos液 体培地 に接種 した。

実 験 成 績

薬剤不加Dubos液 体培地 の生菌数 と溷濁度

薬剤 の添加 されないDubos液 体培地 にH37Rv原 株 の

上述 の基礎菌 液 を0.1桝 接種 して毎 日軽 く振盪 して溷濁

度を測定 す ると共 に,培 養7日,10日,14日,21日 と溷

濁度 と生菌数 との関係 を 日を追つて観察 した。

その成績 は図1に 示すが,接 種直 後の生菌数は2×105
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図 重 生菌数 と溷濁度 との関係(薬 剤無添加)

コでO.D.0.036の 読 みを示 してい る。 溷濁 度は培養1

日よ り2日 まで は増加が み られずlagphaseを 示 してい

る。生菌 数は培養紅期 に測定 しなかつ たのでlagphase

を明確 に示す ことはで きないが,培 養7目 ま で は 生 菌

数,溷 濁 度 とが共 に平 行して増 殖曲線 を示 した。生菌数

は培養7日 よ り14日 にいたつて最高 に達 し,そ れ以後 よ

り徐 々に,し か も僅か に減 少す る傾 向 が み られ る。 こ

れに反 して溷濁度 は培養7日 目よ り一定 の割 合 を 保 ち

なが ら生菌数の カーブをよぎつて上昇 し,培 養21日 目で

最高に達 し,生 菌数 と溷濁度 との開 きが 著明 に 示 きれ

た。

薬剤添加Dubos液 体 培地 の生菌数 と溷濁度

1)SM添 加培地 の生菌 数 と溷濁度

図2はSM濃 度0.05,0.1,0.2γ を含 む試験管 のみ,

3日(溷 濁度 のみ),7日,14日,17日(溷 濁 度のみ)21日

図2SM添 加培地における生菌数と溷濁度

間 と日を追つ て生 菌 数 と溷 濁 度 との関係 を示 した もの

で,SM0.05γ の存在 下では生菌数の状態 は図1の 薬剤

不加 対照 に比較 して,培養7日,10日,14日,21日 間 と,

ほぼ同 じよ うな程度の増 殖を示し,生 菌数の著 しい変化

はみ られない。しいていえば全体 的に僅かに生菌 数が少

ない よ うで あ るが誤差範 囲程 度であ ると愚 われ る。 これ

に反 して溷濁度の読 みは図1の 薬剤不加対照 に比較 して

菌の1agphaseと 思われ る 日数が僅か に延長 されたか と

観 察 され,7日,10日,14日 目と同じよ うな程度の増加

を示 した。そして14日 か ら17日 目で最高 に達 してい るが,

溷 濁 度 は一般に弱 く,生 菌数 との開 きは対 照に比較 し

て著明 とはいはれない。SM0.17,0.27とSMの 濃度

が 高 くな るにしたがつて,14日 目以後生菌 数の増 加は抑

え られ減 少の傾 向にあ る。 にれに反 して溷濁 度の読みは

低濃 度の場合 と僅 かの差 があ るのみであ る。いずれに し

て も3者 の生菌数 と溷 濁度の開 きは さほ ど著 明でな くむ

しろ少 ない。

2)PAS添 加培地の生菌数 と溷濁度

図3PAS添 加培地 におけ る生菌数 と溷濁度

図3に 示す ものはPAS濃 度0.01,0.1γ の生菌数 と

溷濁 度の関係であ るがPAS低 濃度0.01γ の存在下 にお

い ては,図1の 薬剤 不加対照 に比較 す る とやや減少 して

い るが,図2のSM0.05γ におけ るとほぼ同様 で7日 よ

り14日 目で最高 に達 して以後減 少を示してい る。溷濁 度

の読み は薬剤不加対照 に比較 してはやや弱い程度であつ

て,SM0.05γ 添加時 に比較す ると比較的強 い。生菌数

と溷濁 度の開 きはSM添 加の場合 よ り著明 であ り21日 目

に最高の溷濁 度 を示 してい る。PAS0.1γ の存在下 に

おいては生菌 数,溷 濁 度両者共 に10日 目まで平行 してい

るが その増 加度は最 も少な く,溷 濁 度 も10日 目以後 にお

いてはやや強 く増 加,培 養21日 印 に至つて最高に達 して

い る。しか し他 のいずれの場合 よ りも極 めて低 い値 を示
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し,O.D.0.200を 示す程度で あつた。 生菌数 において

も10日 目以後 も徐 々に増 し21日 目において はじめて最高

に達 したが,他 の 場 合の 最高生菌数 よ りか な り少 な く

5×106程 度であつた。生菌数,溷 濁度 との開 きは最 も

少なかつた。

3)INH添 加 培地の生菌数 と溷濁度

図41NH添 加培地にお ける生菌数 と溷濁度

図4はINH存 在下 にお ける生菌数 と溷濁度 を示す成

績 で,INH微 量0.001γ,0.01γ 添加の 場合で ある。

溷濁 度にあつては接種後の1agphaseと 恩われ る時期 は

図1薬 剤 不加 対照 とほぼ同 じであ るが培養7日 間で対照

の それよ りやや強 く,INHO.0017の 存在下 において

は培養10日 目においてすでにO.D.の 読み は0.310を

示 し対照 の0.D.0.22よ りは,は るかに高い値 を示 し

21日 目でO.D.0.44の 最高を示 した。 』また0.01γ の存在

下 で も平 行して著明な溷濁 度を現わ し17日 目で最高 に達

してい る。生菌 数において もINHO.001,0.01γ 共 に

まつた く平行して7日 目よ り10日 目で最高に達 しINH

の添加 に もかかわ らず その開 きはか えつて薬剤不加対照

よ り生菌 数はやや多 くみ られた。 しか し対照の最高生菌

数 が得 られた14日 目では僅かの差でINH含 有環 境の場

合の方が生菌 数は少ない程度であつた。生菌数 と溷濁 度

の両者の開 きは,SM,PAS,含 有の場合 また薬剤不

加の対照の場合 よ りも最 も著明 な開 きを示 してい る。

各種濃 度薬剤添加時の溷濁度の比較

表1はSMま たはPASO.001,0.005,0.01,0.05,

0.1,0.2,0.5γ,INHO.001,0.005,0.01,0.05,

0.1γ 添加時の培養7日 目と14日 目 の溷濁 度の 比 較 を示

す もので ある。微量濃度各薬剤0.001γ の存在下培養7

日 目 におい てはSM,PASに お いてほぼ 同 じよ うな

表1各 種濃度i薬剤添加時の溷濁度

溷濁 度の読 みで薬剤 不加対照の場合 と一致 す る価で ある

が,INHの 存在 下においてはかな り強い濁 りを示 して

お り,薬 剤 不加 対照 の場 含よ りも強い価であつた。培養

14日 目の場合 も前者 同様INHの 存在 下において著明な

溷濁度 を示 してい る。ところが薬剤濃 度が増加 されてゆ

くと,例 えば0.1γ とな ると,SMの 存在 下において培

養7日 日,14日 目の溷濁 度は強 くかえつて薬 剤不加対照

に比較 してやや強 く,PAS,INHの 順に溷濁 度は弱

くなつてい る傾 向が現 われてい る。また薬 剤 その ものの

各濃度 と溷濁 度 とを比較 してみ ると,SMの0.001γ よ

り0.01γ までの濃 度では培 養7日 目において も14日 目

において も各濃度 間におけ る差 は 見 られなかつた。0.57

の濃 度においては培養7日 目,14日 目共 に溷濁度の読み

は低価 を現 わしてい る。PASの 存在 下の場合には,微 量

濃 度0.001γ よ り0.01γまでは培養7日 目において も14日

目におい て も共 に薬剤濃 度によ る溷濁 度の差 は著明では

なか つたが,PAS0.05γ,0.1γ,の 存在 下においては

培養7日 目におい て著 明に溷濁 度の低価 を示し,0.2γ,

0.5γ,の 含有 にお いては,7日 目,14日 日共 に溷濁 度は

急激 に落 ちて濁 りが 少なかつた。INH微 量濃 度0.001γ

よ り0。01γの存在 では培養7日 目において も14日 目にお

いて もINH濃 度 によ る溷濁度 の差 は僅か にみ られ るの

みでいずれ も濁度 は強 く0.05γ,0.1γ と増 してゆ くと,

他の薬剤SM,PASの 場合 と異 な り濁度か急激 に減少

して最 も弱い価 を示 した。

総括 ならび に考 案

Dubosの いわ ゆるTween80ア ル ブ ミン液体培地 にお

いて結核菌 は比較的短時 日中 に均等 なる増殖 を営 むに と

は前 に もふれた よ うにすで にDubosら に よ り見 出 さ
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れ,長 谷川 らによつて も追試報告 されてい るが,長 谷 川

らは生菌数 のみをみて,そ の溷濁 度 と生菌 数 との関係は

みていない。 今 回の研究 はDubos液 体培地 中の 生菌 数

と溷濁度 との 関係 を抗結核剤 を添加 しない環境 と,完 全

発育阻止濃度 以下 の抗結核剤 を添加 した環 境 で 検 討 し

た。 その結果 を総括す ると,抗 結核剤 を添加 しな くとも

また添加 した場 合におい て も,Dubos液 体培地 申におい

て,結 核菌H37Rv株 の生菌 数 と溷濁 度 との 最高 に達す

る時 日にずれが あ り一般 に溷濁度増加が生菌数増加 を う

わ まわ り,両 者の間 に不一致 を しばしばみ ることがわか

つた。 さ らにまた抗結核剤 を添加 した場合 の成績 を検討

す ると,.1二記の生菌数 と溷濁度 との間の開 きに薬剤 の種

数 その ものの特徴が あるよ うに思 われ た。す なわちIN

H添 加時 において注 目すべ きこ とは微量0.001γ を添加

した場合に生菌数は薬剤不加対照 に比較 してよ り以 上に

増加 した ことであ るが,こ れ はINH高 濃度 においては

殺菌 的に作 用 を有す る もので あるの に反 して,極 めて低

濃 度においては,か えつて刺戟的 に作用 した結果で はな

いか と想像 され る。 この ことはINH濃 度が0.05γ 以上

にな るとそれ らの溷濁 度の急 激な減少のみ られた ことか

らもうかが えよ う。そして この際 生菌 数の増 加に比 べて

溷濁度 の増加が薬剤 不加対照 に比 べ さ らに著明 となつて

い るが,こ れ は1つ には微量INHに よ り増 殖が刺 戟 さ

れた結果,生 じた死菌体 の多いこ とが 想像 され,ま た1

つには菌体の膨化 とい うこ とも合 せて想像 され る。SM

の添加 された環 境 におい てはSM低 濃度0.05γ 添加 にお

いて も増 殖 しつつあ る菌 に対 して増殖阻止的 に作用 して

生菌数 の増加 が弱 く,そ のため に薬剤不加対照 よ りも生

菌数 が少ない ことは想像 され る。 そして生菌数 は少 ない

なが らも対照 と同様 に増加 して培養7日 目よ り14日 目で

最 高に達 し,そ れ以後は減少の傾向 をたどつ てい るが,

溷濁度 の増加 は対 照に比べて弱かつた。 これ はSM加

Dubos液 体培地 中 におい てはbacteriostaticに 仇 くS

Mの ために増加 し得 なかつた多 くの菌が生菌数計算 の際

には小川培地 上に発育 し得たため に溷濁度 と生菌数 との

開 きが他 の群に比 較 して著 し く少な くなつた もの と考 え

られ る。そして この際SM濃 度が高 くなるにしたがつ て

最 高時の生菌 数は減 少してい るが溷濁度 との開 きの程度

はいずれ も少 な く,3種 の濃度で いず れ も同程 度であつ

た ことが注 目され る。PASの 存在下 において は生菌数

と溷濁 度 との関係はINH,SM,添 加時にお ける関係

の中間の位置 を占めていた。

結 論

1)生 菌数 と溷濁 度 との関係は薬剤 の有無 にかかわ ら

ず生菌数 は培養7日 目よ り14日 目に最高に達 し,そ の後

幾分減少 の傾向 を示す場 合が 多いのに反して,溷 濁度の

読 みは7日 目以後 において著 明に増加 し,14日 目よ り21

日目以後 において最高 に達す るよ うな相違 を認 め,両 者

はか な らず し も一致 せず,生 菌 数 と溷濁度が平行す るの

は培養7日 以 内にす ぎない。

2)生 菌 数 と溷濁 度 との開 きはINH添 加 時において

最 も著 明で,SM添 加 時において最 も少な く,PAS添

加時 におい てはこの両者 の中問に位す る結果 であつた。

さ らにINHで は微量添加 によ り生菌 数および溷濁 度を

む しろ増加せ しめるこ とが注 目された。

3)以 上の ことは結核菌の液体培地培養時 におけ る溷

濁 度 と生菌数 との関係 を基礎的 に明 らかにす ると共 に,

各薬剤 の作 用機序の差に示唆 を与 える もの と思 われ る。
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