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緒 言

一般に抗結核剤の制菌力をみる場合,液体培

地では培地に発育 した菌膜又は菌塊の総量によ

り,固形培地では斜面に発育 した集落の数によ

り判定されている｡制菌力は培地の種類1), 揺

地内の血清濃度2), 培地の pH3) 等種 々の因子

によって影響されるが, 当研究室の河田4)は,

10%血清加キルヒナ-培地に於ける各種抗結核

剤の結核菌発育阻止最低濃度 (MIC) の接種菌

量による変動について検討 し,結論として一般

的に,抗結核剤の MIC は液体培地 を 用 い る

と,接種菌量の大なる程上昇する傾向にあ り,

中でも接種菌量による MIC の差の大なるもの

として,PAS,TBI及び PZA を指 摘 して い

る｡一方,同形培地を用いた場合の接種菌量に

よる MIC の変動については,SM,PAS,及び

INH について吉原5) が詳細に検討 しているが,

この成績を液体培地を用いた河田4)の成績と比

較すると,液体培地では,接種菌量が 0.001mg

から 0.1mgへと増加するに対応 して,MICは

夫 々,SM では16倍に,PASでは64倍に,又,

INH では 2倍に上昇 しているに対 して, 固 形

培地では, INH は同程度の上昇を示すが,SM

では4倍に, PASでは 8倍の上昇に止 ってい

るO

以上の様に,接種菌量による MIC の変動は

固形培地よりも液体培地に著 しく, このことは

液体培地の一つの欠点ということが出来 よう｡

さて当研究室では, Silicone-Coated Slide

Culture Methpd (SSC)9,10,11'を薬剤の制菌作

用,菌の薬剤に対する感受性(耐性検査)の検査

にしば しば用いているので,本法に於ける接種

菌量と MIC の検討は実際的に極めて重要な課

題である｡叉この問題は SSCが培地として10%

血清加キルヒナ-培地,即ち液体培地を用いな

が ら,判定はスライ ド表面に発育 した集落の数

によって行われ,判定方法はむ しろ固形培地と

同 じである点か らも興味深いものと思われる｡

そこで,著者は SSC を用いて,MIC に及ぼす接

種菌量の影響を 検討 してみた｡ 即ち Silicone-

CoatedSlide(SS)表面に接種する菌量を種 々

に変えて各種抗結核剤の MIC を求め,接種菌

量による MIC の変動が常用の方法 (液体培地

に所定の菌液を滴下する方法)を用いた場合と

いかに異なるかを比較検討 した次第である｡

実 験 材 料

1) 培 地

培地は,10%牛血清加キルヒナ-培地を用い, pH

に関しては無修正で使用した｡なお無修正の上記10%

牛血清加キルヒナ～培地の pH は 6.4前後である｡

2) 検 体

検討した抗結核剤は,DHSM,PAS,INH,TBI,

PZA,VM,KM,CS,Sulfisoxazole(SI),Tetrac-

ycline(TC)及び α一ethyl-thioisonicotinamide

(1314TH)の計11種である｡DHSM,VM 及び KM

は 1g力価入り Vialを滅菌蒸溜水で溶解, FAS,

PZA 及び TCは粉末を秤量し70% エチール ･アル

コールに溶解滅菌して使用した｡TBI及び 1314TH
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は粉末を秤量,プロピレングリコールに溶解 し加熱滅

菌の後使用した｡又 INH 及び SIはそれぞれ, 2

%,10%のアンプル入溶液をそのまま蒸潜水で稀釈 し

て使用した｡

3) 有珠及び奮液

菌株は,当研究室保存の H37Rv感性株を用いた｡

SSC には石油ベンジン菌液6)杏, 一方対照として検

討 した常用法には, Tween-Albumin培地培養菌液

を用いた｡

石油ベンジン菌液作成方法 :上記菌株を 1%小川培

地に約 3週間培養し,斜面上に発育 した集落を白金耳

にて釣取 し,これを別に用意 した約 5ccの石油ベンジ

ンを入れた滅菌試験管に移 し,石油ベンジン表面に近

い試験管壁で菌塊を白金耳で磨砕 しつつ,徐々に石油

ベンジン中に分散 させた｡ かかる方法で 1.0mg/′cc

の石油ベンジン菌液を作成 し,これを更に石油ベンジ

ンで稀釈 し,1.0mg/cc,0,1mg/cc,0.01mg/CC及び

0.001mg/ccの4種類の濃度の石油ベンジン菌液を作

成 してこれを実験に供 した｡

Tween-Albumin培地培養菌液作成方法 :Tween･

Albumin培地に約10日間培養 した培養菌液を滅菌蒸

潜水で稀釈 し,2.0mg/cc,0,2mg/cc,0.02mg/cc及

び 0.002mg/cc の都合 4種類の菌液を作成 し, これ

を実験に供 した｡

なお石油ベンジン菌液の濃度判定には衛生 検 査 指

針7)記載の結核菌液 1.0mg/ccに相当する BaSO4溶

液を用いて肉眼的に比濁判定 し, TwBen-Albumin

培地培養菌液作成の際には,培養10日間の培養菌液が

約 4.0mg/ccの濃度になることを 利用 して 上記の稀

釈を行なった｡

実 敢 方 法

10%牛血清加キルヒナー培地を10管 1系列のガラス

キャップ付小試験管の第 1管に 3.6cc,第 2管以下に

は 2.0ccづつ注入 し, 第 1管には所定の濃度の 薬剤

稀釈液 0.4ccを混和, 次いで型の如 く倍数稀釈を 9

管迄行ない,第10管を薬剤を含まぬ対照培地とした｡

第 1管に含まれる薬剤の濃度は,SM,KM 及び 1314

TH は 10γ/cc,PASは 5γ/cc,INH は 1γ/cc,

VM,CS,TBI及び TC は 100γ/cc,PZA 及び

SIは 1000γ/ccである｡なお各薬剤につき上記の倍

数稀釈系列を 8系列づつ作成 し,4系列を SSC に,

残りの4系列を常用法に供 した｡両法共, 1種類の接

種菌量につき1系列づつ使用した訳である｡

SSCでは, 前項に述べた4種類の濃度の 石油ベン

ジン菌液を そのまま SS浸活用菌液 として 用いたO
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即ち1種類の菌液濃度につき各薬剤共 10枚づつの SS

を使用 した｡SS浸演時間はいずれも1-2秒で, 浸

溝後直 ちに薬剤稀釈系列に投入,37oCで培養 し, 培

養開始後 2週目と4週目に, SS表面に発育 した結核

菌集落を肉.眼的に観察 し MICを求めた｡

対照として検討 した常用法では,前項に述べた4種

類の濃度の菌液を滴下用の菌液として使用し,これを

1.0cc約20滴になる駒込ピペットにて 1試験管当り1

滴,即ち菌量にして 約0.1mg,0.01mg,0･001mg及び

0.0001mgになる如 くに接種 した｡なお判定はSSCと

同じく培養後 2週目と4週目に培地内の結核菌発育状

態を肉眼的に観察 し MICを求めた｡

実験成練並びに考接

SSC と常用法 とによる 接種菌量別 MIC は

表 1か ら 表 6迄 に示 した｡ 又 図 1か ら図11迄

の図 には, 各薬剤 ごとに, 両培 養法 に於 ける

接種菌量 の多寡 による MIC の変 動 を 比 較 し

易い様 に図示 してあ る｡ 但 し SSC と常用法 と

表1 SSC による接種菌量別 MIC (その1)

SS浸 活 用
石油ベンジン
菌 液 濃 度

DHSM

MIC (γ/cc)

1･0mg/cc lO･625

0.1mg/cc 盲0.625

0.01mg/cc :0.625
0.001mg/cc 10.625

1.0mg/cc L<0.39

0.78

0.78
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表 2 SSCによる接種菌量別 MIC (その2)

PZA

VM

菌 液 濃 度 ; 2 週

1.0mg/cc L 62.5

0.1mg/cc 31.3

0.01mg/cc と 31.3

0.001mg/cc 1 31.3

1.0mg/cc l 1.56

i

0･01mg/cc い ･56

i

1.0mg/cc ≒ 1.25

0.01mg/cc L 1.25

0.001mgノcc ≡. 0.625

1.0mg/cc

0.01mg/cc 1 3.13

0.001mg/cc t 3.13 L 6.25

表 3 SSCによる接種菌量別 MIC(その3)

薬 剤

TC

1314TH

i ∴ ∴ _ _ 二 _
【

0.1mg/cc 0.78 ; 12.5～

0･001mg/cc ! 0･39

0.1mg/cc . 0.625

0.01mg/cc 0.313

0.001mg/cc l 0.313

0.6250.625

ー 99一

義4 常用法による接種菌量別 MIC(その1)

】
L

PAS 卜 ㌔

0･oolmg io･15610･3130.0oolmgi0.078 . 0.156

0･1mg≒
0･Olmgio･0625; 0･25

0.001mg 1 0.03131 0.0313

0.olmg i25 ち25

0･001mg 112･5

0.0001mg 1 6.25

を接種菌量について正確に同 じ条件にして比較

することは,もともと無理なことである｡何故

な ら本実験に於て SSC用 に使用 した石油ベ ン

ジン菌液では,作成の都度菌液中に含まれる生

菌数はかな り変動 し,予定 した生菌数を正確に

接種することは困難である｡ したが って常用法

と SSCとの接種生菌数を等 しくすることが甚

だ困難である｡又たとえ両法の接種生菌数を等

しくし得ても,常用法では培地内,とくに試験

管底 に発育 した菌の量により,SSCではSS上

に肉眼的にみとめられる迄に増大 した集落の数

により判定するのであり,実験条件がかな り異

っている｡唯我 々の成績6)では SS表面-の附

着菌単位数は,浸漬用菌液濃度に凡そ比例 して

増加するので,接種菌量による MIC の変動は

SS浸活用菌液の 濃度を変えれば観察 すること

が出来 る｡ そこで 常用法では培地 2cc当りの

接種菌量を 0.1mg, 0.01mg, 0.001mg 及び

0.0001mg に, SSCでは SS 浸法に用いた石
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表 5 常用法による接種菌量別 MIC (その 2)

0.01mg E 6.25

0.001mg 】 3.13

0･1mg ; 2.5

0.0oolmg F o.625

表 6 常用法による按種菌量別MIC (その3)

培地2cc当り j MIC(γ/cc)

0.1mg

0.01mg

0.001mg 1 31.3

0.0001mg

0.1mg E 3.13
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油ベ ンジン菌液の濃度を 1･Omg/cc,0･1mg/cc,

0.01mg/cc及び 0.001mg/ccにかえて接種菌量

の MIC に与える影響をみた 訳 で ある｡従 っ

て,両法に使用 した菌液の濃度は正確に対応す

るものではな く,我 々が実際に諸実験に用いる

接種菌量で,両法に於ける接種菌量の多寡によ

る MIC の変動を対比観察するために取 り上げ
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たものであることをお断りしたい｡

以下,各薬剤ごとに成績を述べるが,成績を

評価する際 次の諸点を 主として 考慮 した｡ 即

ち,

1) SSC と 常用法との間に概観的にみて 特

に MIC の差の大きい薬剤があるかどうか ?な

おこの評価には,本実験に於ける中等量接種菌

量 (SSC では 0.1mg/cc又は 0.01mg/ccの浸

活用菌液を用いた時,又常用法では 接 種 菌 量

0.01mg又は 0.001mgのもの)で 4週 判 定に

於ける両方法の MIC を比較 した0

2) 接種菌量の多寡による MIC の変動は両

方法のうちいずれが大きいか ?

3) 2週判定と4週判定との間の MIC の差

異はいずれの方法に著 る しい か ?の3点であ

る｡

SM:中等量の菌接種では､MICは SSCと常

用法との問で著明な差はないが,按種菌量によ

る MIC の変動は,常用法に於てはるかに顕著

である｡培養 日数による差は両法共 僅 少 で あ

る｡

PAS:中等量の菌接種では両方法に於て MIC

の差はないが, SM と 同様, 接種菌量による

MIC の変動は常用法に於てはるか に大きい｡

又培養日数による MIC の変動は,常用法に於

ても認められるが,SSC に著明である｡

INH:SM 及び PASと同様､ 中等量の菌接

種では両方法に於ける MIC の差は僅少である

が,接種菌量による MIC の変動は,培養 2週

間では殆どないが,培養 4週間では両方法共か

なり大きく,大量菌接種の場合の阻止力判定に

際 しては注意すべき点であろう｡これは,神田

の培地置換培養法8'の実験成績の示す様に,恐

らく,培地内の薬剤不活性化と関係あるものと

考えられる｡

TBI:既述の諸薬剤と異 り, 中等量の菌接種

でも両方法の MIC の間に極めて大きな差があ

ることが注目される｡接種薗量による差は常用

法では僅かながら認められたが, SSCでは 認

められなかった｡培養 日数による MIC の変動

は常用法では僅かであった｡ SSC では 2過判

定では 0.39γ/cc以下､4週判定では 0.78γ/cc
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で,培養日数による差は不明であった｡

PZA:TBIと同 じく中等量の菌接種で,両方

法での MIC にかなりの差が認められた｡又接

種菌量による差は常用法に於てかなり認められ

たが, SSCでは僅少である｡ 培養日数によ る

MIC の差は SSCに於ては認められず,常用法

に於てもどく僅かであった｡

VM:中等量の菌接種に於て, 両方法の間に

MIC の差が かなり認められた｡ 接種菌量によ

る MIC の差は常用法では大きいが, SSC で

はごく僅かである｡培養日数による MIC の変

動は両方法共僅少である｡

KM:中等量の 菌接種に於ては, 両方法の問

に MIC の差は殆ど認められない｡接種菌量に

よる MIC の差は,常用法に於てはかなり認め

られたが, SSCでは殆ど認められず, 培養 日

数数による MIC の変動も両方法共ごく僅かで

あった｡

CS:SSC法と 常用法との 間に, 種々な点で

殆ど差違を認めなかった｡

SI:中等量の菌接種に於て, 両方法に於ける

MIC の差はごく僅かであるが,接種菌量 に よ

る MIC の変動は, SSC に於ては僅かなのに

反 して,常用法では著明であった｡培養 日数に

よる MIC の変動は,両方法共僅かである｡

TC:中等量の 菌接種では, 両方法に於ける

MIC の差は殆どなく,接種菌量による MICの

変動は常用法に於てかなり認められるが, SSC

に於ては僅かである｡但 し PAS,INH と同様,

培養日数による MIC の変動は両方法共著明で

ある｡ この現象も,神田の成績8) の示す通 り,

恐 らく TC の培地内不活性化が一因と思われ

る｡

1314TH:中等量の菌接種では, 両方法に於

ける MIC の差は殆どない｡接種菌量による変

動は,SSCではごく僅かであるが, 常 用 法で

はかなり著明に諌められたO培養 日数による変

動は, SSCでは僅かであるが, 常用法では少

しく認められた｡

以上の諸成績を要約すると,中等量の菌接種

に於で,SSCと常用法との間に MICのかなり

著明な差を示す薬剤としてほ, TBI及び PZA
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があり,VMが次にあげられる｡いずれもSSC

に於て MICが低い｡ DHSM,KM 及び SIに

於てもこの傾向は僅かにみられる様である｡又

接種菌量の多寡による MICの変動 に 関 して

は,常用法に於て,MICの変動がかなり著 明

であるにかかわ らず,SSCに於ては そ の 変動

が予想外に少い薬剤がかなりあるのが注目され

る｡即ち,DHSM,PAS,TBI,VM,KM,SI及

び 1314THである｡

培養 日数による MICの差に関 しては,PAS,

INH及び TCに於て,培養 日数 2週間の MIC

と培養 日数 4週間の MICの問にかなり差があ

り,いずれも2週判定では, MICは著明に低

くなっている｡この傾向は両方法に於て等 しく

認められた｡

以上の成績は, SSCに於ては, 液体培地を

使用 しているにもかかわ らず,液体培地を用い

る常用法に比 して,抗結核剤の制菌作用が強 く

表われ,かつ接種菌量の多寡による MICの変

動は小 さいという,寧ろ同形培地のそれに似た

態度を示 している｡このことは,抗結核剤の制

菌作用を判定 したり,与えられた菌の耐性を調

べたりする上に極めて有利な点であろう｡

結 論

以上, DHSM,PAS,INH,TBI,PZA,VM,

KM,CS,SI,TC及び 1314TH の計11種の抗

結核剤について SSC 及び常用法の両方法を用

い,接種菌量別の MICを検討 した所,次の結

果を得た｡

1) 中等量の菌接種を行 った場合,両方法に

於ける MICを比較検討 してみると,TBI,PZA

-103-

及び VM の SSCを用いた時の MICは, 常

用法を用いた時に比べて かなり低かった｡ 又

DHSM,KM 及び SIにもごく僅かではあるが

この傾向がみ られる様である｡

2) 接種菌量が増すに従 って, MICが上昇

する傾向は, SSC,常用法共に認められたが,

常用法に於て接種菌量による MICの変動がか

なり著明であるにもかかわ らず, SSC に於て

は,その変動が予想外に少い薬剤がかな りあっ

た｡即ち,DHSM,FAS,TBI,VM,KM,SI及

び 1314THである｡

3) 常用法で,培養 日数 2週間と4週間とで

MIC の著明な差がみ られる PAS,INH 及び

TCは,SSCに於ても同様の傾向がみられ,こ

れ ら薬剤では2過判定の MICに比べ 4週判定

の MICはかなり大きく上昇 している｡

(潤筆にあたり終始御指導を賜った当研究室津久間

博士に深甚の謝意を表しますO)
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