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第 1章 緒 論

先きに当研究室の内藤,津久問,東等 1) が発

表 したシリコン被覆スライ ド培養法 (SSC)は,

結核菌が池水界面に吸着される性質を応用 した

新 しいスライ ド培養法で,スライ ドえの菌の定

着が極めて良好なため,スライ ドからの菌の脱

落という従来のスライ ド培養法にみられた現象

が殆ど起 らないという特徴をもっている｡従 っ

てスライ ド上に培養された結核菌は,肉眼的判

定が可能なまで増殖 してもスライ ドから脱落せ

ず,固形培地での判定と同様,スライ ド上の集

落の算定を肉眼的にも行いうるし,又,スライ

ド上の結核菌及びその集落は,過大な発育,機

械的な払拭,脂肪溶剤による洗源等を加えない

限 り,普通の細菌学的操作では脱落 しな い の

で,結核研究の分野にいろいろと応用範囲の広

いことが明らかとなり当研究室でも多 くの新 し

い実験方法を生んだ｡即ち,恒村の生体染色培

養法2), 松島の迅速耐性検査法3), 井本の血液

内結核菌培養法4), 神田の培地置換培養法5),

伊藤の殺菌力検査法6), これらを利用 した池田

の薬剤問飲投与方式の試験管内研究7), 及び中

井の薬剤交互投与方式の試験管内研究8)等がそ

れである｡

さて,いづれの実験に於ても,もっとも基礎

となるものは菌の接種であるoSSCに於てはス
ライ ド-の菌附着 (接種)にあたり次の3点に

注意をはら必要がある｡

(1) 単孤菌化｡スライ ドに附着せる菌は出来

るだけ単孤菌に近いものでなければならないo

もし初めからスライ ド-菌集塊が 接種 され れ

ば,後の顕微鏡的判定に際 して判定を誤 る怖れ

がある｡ もっともSSCにあっては肉眼t'倒Z-IJ定
が可能であり,これのみによって判定する場合

は単孤菌化はさして厳密を要 しない,

(2) 菌附着の均等性｡菌がスライ ド表面に平

等に附着 していないと集落の定量的判定に困難

を生 じたり,又判定を誤 る可能性がある｡

(3) 接種菌量の均一性｡一連の実験を行うと

き,いずれのスライ ドにもほぼ同数の結核菌を

附着させる必要があるo

これ等の 3点を満足させるためには,SSCに
使用される菌液の各々について菌附着に関係あ

る諸岡子を出来るだけ詳細に検討せねばならな

い｡

すでに束 9,10,ll) は結核菌を水に懸濁させた菌

液について,菌液濃度,菌液へのスライ ド浸漬

時間,菌液の温度,結核菌の生死, Subculture

に使用された培地の種類,菌懸濁妹の pH,薗懸

濁媒の成分等とスライ ド-の菌附着との関係に

ついて検討 し,その成績を報告 した｡ しかし,

その後の経験で,束の成績の一部 (菌液-のス

ライ ド浸潰時間と附着菌数)に疑問を生 じ,又

実際に SSCによる実験を行うには, 尚2, 3
の因子について追加検討する必要を認めた｡史

にこの方法で SSCに適 した, よく分散 した菌
液を作るにはかなり熟練を要することから,級

述する2種の菌液についても検討をすすめるこ
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とになった｡

辻,山本12)は,結核菌の分散媒 として脂肪溶剤

が極めて良好で,この中に分散 させ られた結核

菌は殆ど単孤菌に近い状態になること,石油エ

ーテル,石油ベ ンジン,ベ ンゾール, トリオー

ル,エーテル,クロロホルム等の脂肪溶剤の中
で結核菌に対する障害作用は石油ベ ンジンが最

も弱いこと,石油ベンジン菌液を 用 い る と,

mucin,12)血清12),卵白12),珪酸ゼ リー13)等の特

別な菌附着剤を用いな くても,.結核菌がスライ

ドに附著 しやすいことを証明 し,スライ ド培養

法に於ける石油ベ ンジン菌液の利用を提唱 し,

その優秀性は広 く評価されている｡

松島3)は, SSCによる迅速耐性検査法 に石
油ベ ンジン菌液を使用 し,SSCに於いても,石
油ベ ンジン菌液の有用なことを示唆 した｡

Tween-Albumin培地培養菌液 (以下 丁-A

菌液と略す)は,一般に現在最もひろく用いら

れている菌液である｡これは培養結核菌がすで

に比較的細 く分散 しているために,更めて菌を

分散させる操作を特に必要としないこと,生菌

数が多いこと,培養 日数によって生菌数を大体

予知 し得 ること等の利点がある ため で あ る｡

Fisher14) や衷 ll) は Tween80が 結核菌の シ

リコンスライ ド-の吸着を阻害することを証明

し, Tween-Albumin培地が SSC用の培地と
しては不適当であることを明らかにした｡ しか

し菌液としてな ら使用出来 るかも知れず,この

点はなお検討の余地があろう｡

以上の点から,著者等は,石油ベ ンジン菌液

及び T-A菌液がSSCに利用出来るかどうか,
更にこの場合に於ける菌附着に関与 す る諸 因

千,即ち菌液濃度と附着菌数,スライ ド浸漬時

間と附着菌数,スライ ド浸漬回数 と附着菌数,ス

ライ ド浸漬中の菌液振塗が附着菌数に及ぼす影

響,同一菌液を反復使用 した時のスライ ド浸漬

枚数と附着菌数との関係等を検討 し,併せて,

既に東が報告 した水性菌液についても補足,再

実験 したのでここに報告する｡

(SSCを応用 した 既発表論文の 実験方法は
多少 とも本論文に記載 した基礎実験の結果を利

用 している｡本論文に記載 した諸成績は,SSC
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応用の基本となるべきものであるため,実験を

再三 くりかえ して成績を確めた｡このため発表

が非常におくれたことを附記 しておく｡)

第2章 実験材料と実験方法

Silicone-CoatedSlide(SS):SSとはスライドグ

ラスに所定の処理を加えてその表面を Siliconeの薄

膜で被覆したもので,スライドグラスは普通のスライ

ドグラスを縦に3切したもの(9×75mm)を使用した｡

即ち上記のスライドグラスをクロム硫酸中に24時間浸

漬後,流水中で数時間洗源してから乾燥,更に石油ベ

ンジンで洗源した後,室温で乾燥させ,次いでこれを

粘度 350-500centistokesの DimethylSilicone

(DowCorning社製 ′′DC200Fluid′′)の2% (Ⅴ/v)

クロロホルム溶液に約1分間浸漬後,室温で1及至2

時間風乾し,300cc 1時間熱処理を行なったO

菌及び薗液 :本実験に使用した薗液は,当研究室に

継代保存 してある H37Rv株から作成したもので,

1%小川培地に培養約3週間目の集落 と,Tween-

Albumin培地に培養約10日目の培養薗液を用いた｡

(i) 石油ベンジン菌液作成方法

上述の,1%小川培地に増殖した集落を白金耳にて

鈎取し,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

験管壁で白金耳によって菌塊を磨砕しつつ,徐々に石

油ベンジン中に分散させた｡かかる方法で約 1.0mg/

ccの石油ベンジン菌液を作成し, これを更に所定の

濃度迄石油ベンジンで稀釈したものを実験に供した｡

(ii) T-A甫液作成方法

上述の,Tween-Albumin培地で約10日間培養の

培養菌液を,同じくTween-Albumin培地で所定

の濃度に稀釈して実験に供した｡

(iii) 蒸滑水菌■液作成方法

上述の,1%小川培地に増殖した集落を小川氏肉厚

丸底ガラス玉入コルベンで約1分間振婆磨砕し,蒸溜

水で所定の濃度迄稀釈して実験に供したっ

以上の諸菌液の濃度判定には衛生検査指針記載15)

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た｡

SS浸漬操作

上述の如くに作成した菌液は,いずれも小試験管に

2cc宛分注し,特に記載のないかぎり,分注した菌液

2ccはそれぞれSS1枚のみの使用に供し,菌液の反

復使用は避けたっ



-114-

浸演に際しては耳鼻科用 ピンセットで SSの一端
を挟み,他端を菌液中に浸漬し,特に記載のないかぎ

り約 1-2秒にして引上げ,次の操作に移った｡石油

ベンジン菌液を用いた場合にのみ, SSを菌 液 から
抜去して後,SS表面の石油ベンジンが蒸発するのを
待って次の操作に移った｡又石油ベンジンの結核菌障

害作用に関する実験以外では,石油ベンジン菌液を用

いた場合,SS浸演操作は菌液作成後約20分以内に終
了した｡

判定方法

SS表面-の附着菌数の判定は次の2っの方法で行
った ｡

(i) SSを浸潰後,直ちに10%ホルマリン液に投入

滅菌し,次いで ZiehトNeelsen民法で染色を施し,

強拡大で鏡検して附着菌単位数を算定した｡ (以下判

定方法(i)とす)

(ii) SSを 浸潰後,直ちに10%牛血清加キルヒナー

培地に投入し約10日間培養後,10%ホルマリン液に投

入滅菌し, ZiehトNeelsen民法で染色,弱拡大で鏡

検して発育集落数を算定した｡ (以下判定方法 (ii)と

す)

石油ベンジン菌液に関する検討では主として判定方

法 (i)に,T-A菌液に関する検討及び蒸滑水菌液に関

する検討では主として判定方法 (ii)によった｡なお鏡

検算定に際しては,原則としてSSの断端及び菌附着
部の上端を避け,中央部を任意の数視野算定した｡

第 3章 実 験 成 績

第 1節 石油ベンジン菌･,夜に関する検討

京大結研紀要 第12巻 第 2号

実験 1 菌液濃度 と附着菌単位数

方 法

第 2章で記載 した方法で 1.0mg/cc,0.1mg/cc

及び 0.01mg/ccの 石油ベ ンジン菌 液 を 作 成

し, これに SSを各 々5枚づつ約 1- 2秒間浸

潰 し,判定方法 (i)によって SS上 の附着菌単

位数を算定 した｡鏡検倍率は 7×40又は 7×90

で行い, 1スライ ドにつ き3視野づつ, 5ス ラ

イ ドで計15視野の附着菌単位数を求めた｡尚表

1には 7×40倍に換算 して示 した｡

成 績

0.01mg/ccの菌液濃度では,結核菌は SS表

面上 に殆 ど単弧菌 として附着 しているのがみ ら

れた｡ 0.1mg/ccか ら 1.0mg/cc- と 菌液濃度

が増加するに従い,結核菌はわづかなが ら集合

す る傾向がみ られたが,多 くは 1菌単位中の菌

数は 4- 5箇の範囲に止 り,後述す る,Tween-

Albumin培地培養菌液や蒸滑水菌液を使 用 し

た時に比べて,単弧菌 として附着 しているもの

が圧倒的に多か った｡ 又, SS表面-の菌の附

着状態は極めて均等に行われ,各スライ ド間の

附着菌単位数の変動 も,表 1に示す様に極めて

少 く,各スライ ドについて 3視野のみの合計を

もって比較 しても,その平均附着菌単位数 との

変動が,50%以上 に達す るものは殆 ど見 当らな

か った｡菌液濃度 と SS上-の附着菌単位数 と

の間には大略比例関係が認め られた｡即ち菌液

表 1 菌液濃度と附着菌単位数 石油ベンジン菌液

菌 液 濃 度

S S 番 号

1.0mg/cc

附 着 菌 単 位 数 L 計

0.1mg/cc

附着 菌 単位 数 【 計

1 i2448⊆2769

計

2188 i 7405 】 3叫

210 1 i2050i2208

0.01mg/cc

附 着 菌 単位 数 計

434;357 】 11551 63j 7 8 r 671 208

48F 34

1視 野 平 均 1 2057 1 2981 72

附着菌単位数比 1 28･6t 4 ･ 1 i l･0

鏡検倍率 :7×40
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濃度が10倍になると附着菌単位数は約 5倍にな

っている｡又菌液濃度 1.0mg/ccで倍率 7×40

を用いると,附着菌単位数は 1視野につき凡そ

2×103 箇である｡ 勿論この数字は死菌単位数

も含めた数であって,生菌単位数比 に つ い て

は,別に考慮せねばならない｡

実験2 SS浸漬時間と附着菌単位数

方 法

約 1.0mg/ccの石油ベンジン菌液を作成 し,

これを用いて SS浸漬時間と附着菌単位数の関

係を検討 した｡ 浸漬時間 としては, 1秒, 2

秒, 5秒,10秒,30秒及び 1分間を対象 とし,

それぞれ 3Slidesづつ検討 した｡ 附着菌単位

数の算定には判定方法 (i)を用いた｡

表2 浸漬時間と附着菌単位数
石油ベンジン菌液

浸 漬 時 間

亡 軒 =:? 秒‖ 5 鋸 10 町 30秒 1分)

鏡検倍率:7×90

成 績

表 2には,1Slideにつき3視野, 5Slides

計15視野か ら求めた 1視野平均附着菌単位数を

示 した｡本実験の範囲では, SS浸漬時間と附

着菌単位数との問に特別な関係はない｡

実験 3 SS浸漬回数と附着菌単位数

方 法

約 0.1mg/ccの石油ベ ンジン菌液を作成 し,

SS浸潰回数と附着菌 単位数との関係を 検討 し

た｡SS浸潰回数としては, 1回,2回, 5回

及び10回を対象 とし, それぞれ 3Slidesづつ

検討 した｡附着菌単位数の算定には 判 定 方 法

(i)を用いた｡ 尚 1回の 浸漬 時間は 1- 2秒

で, 菌液か ら SSを抜去 し, 石油ベンジンの

蒸発するのをまって次の浸潰操作に入 った｡

成 績

表 3には 1Slide5視野づつ,3Slides,計

15視野から算定 した 1視野平均附着菌単位数を

示 した｡表に示す如 く,SS浸ti責回数と附着菌単

位数は凡そ比例することが明らかになった｡
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表 3 SS浸漬回数と附着菌単位数
石油ベンジン菌液

両者菌単位疫
(1視野里些)

比

浸 漬 回 数

1B]i2 回r5 回il0回

鏡検倍率 :7×40

実験4 SS浸漬中の 菌液振塗と附着菌単位

数

方 法

実験 1,実験 2及び実験 3では,いずれも静

置 した菌液に SS浸演を行なったが,本実験で

は,SS浸漬操作中に菌液を振塗 した場合, SS

上への附着菌単位数は如何なる影響を受けるか

を検討するために,次の比較実験を行 った｡即

ち,菌液に SSを投入後,静かに3分間そのま

ま静置 した場合 と, SS投入後 3分間間断なく

菌液を入れた小試験管を手で振塗 した時との附

着菌単位数の差を観察 したものである｡附着菌

単位数算定には,第 2章に記載 した 判 定 方 法

(ii)を用いた｡ なお菌液濃度は 0.1mg/ccを用いた｡

表4 SS浸漬中の菌液振塗と附着菌単位数

計

204 ; 186

231 281

530 625

鏡検倍率 :7×10

成 績

表 4には, 静置浸演と振塗浸漬とを各々 3

Slidesづつ行い,各 Slideにつき5視野を 7

×10で鏡検算定 した発育集落数を載げた｡振塗

浸演を行 った Slideでは Slideの断端的 5mm

の巾の部分には,静置浸漬 したスライ ドに比べ

ると明らかにより多 くの集落数発育が認め られ

た｡ しか し Slide中央部の発育集落数は,静置

浸活と振塗浸演の間に有意の差を認 め な か っ
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た｡

実験 5 同一菌液反復使用時の SS浸潰枚数

と附着菌単位数

方 法

小試験管に 5cc注入 した約 1.0mg/cc の石

油ベンジン菌液に137枚の SSを連続的に約 1

秒間づつ浸漬 し,1枚冒,18枚目,35枚目,103

枚目, 120枚目及び137枚目の SS についてそ

の附着菌単位数を算定 した｡判定方法 (i)を用

い,1Slideにつき5視野づつ算定 し表 5には,

1視野平均附着菌単位数を載げた｡

表5 同一菌液反復使用時のSS浸漬枚数

と附着菌単位数 石油ベンジン菌液

ス ラ イ ド 枚 数

18枚目 i35夜 目 F1 03枚目

2581 278≡ 384! 287
274】 229

鏡検倍率 :7×90

成 績

表 5に示す如 く,いずれの SSも同程度の附

着菌単位数を有 し,本実験の範囲内では附着菌

単位数の減少は認められなかった｡即ちもし,

石油ベンジン自体の結核菌障害作用による生菌

単位数の経時的減少がないとすれば,菌液濃度

1.0mg/ccで,菌液量 5ccの石油ベ ンジン菌液

は,少 くとも130枚程度のSS連続浸漬が可能で

あることが明らかになった｡

実験 6 石油ベンジン菌液中の生菌単位数比

について

方 法

第 2章に記載 した様に, 1%小川培地に培養

約 3週目の集落で,約 0.5mg/ccの石油ベンジ

ン菌液を作成 し,これに20枚の SSを約 1秒間

浸漬 し,その内10枚は直ちにカルボール ･フク

シンで染色 し, 7×90倍で10視野の附着菌単位

数の合計をそれぞれの Slideについて求めた｡

又他の10枚は菌液-浸漬後直ちに10%牛血清加

キルヒナ-培地に投入 し,約10日間培養後,染

色 し7×10倍で10視野の発育集落数の合計をそ

れぞれの Slideについて求めた｡

京大結研紀要 第12巻 第 2号

表 6 石油ベンジン菌液中の生菌単位数比

SS番号 附着菌単位数 l発 育 集 落 数

58887 1 2239

46980 1 1788

46575 E 1868

44631 1 1351

57915 1 1165

計

比

61065 ; 1003

53460 1 569■

521154 t 13015

40.0 】 1.0

鏡検倍率 :7×10

成 績

表 6には同一倍率 7×10に換算 した附着菌単

位数と発育集落数が示 してある｡両者の比は約

40であり,かなり死菌の多いことが 注 目 され

た｡

実験 7 石油ベンジンの結核菌障害作用(i)

方 法

石油ベンジン自体の結核菌障害作用の凡その

程度をみるために,石油ベンジン菌液作成後,

それぞれ 5分,10分,15分,20分,30分,60分

及び24時間経過 した菌液に SSを浸漬 し,直ち

に10%牛血清加キルヒナ-培地に投入 し,約 2

週間培養後, SS上の菌発育の状態を肉眼的に

観察した｡なお菌液は約 1.0mg/ccのものを使

用 した｡

成 績

表 7に示す如 く, 第 1回目の実験では, 石

油ベンジン菌液作成後60分にしてかなり生菌数

の減少が認められる｡又実験 1でも実験 2でも

一昼夜放置した菌液を使用 したものでは著明な

発育集落数の減少が認められ,これらの成績か

らすれば, 石油ベンジン菌液を用いた時の SS

浸潰操作は,石油ベンジン菌液作成後30分以内
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表 7 石油ベンジンの結核菌障害作用 (i)

菌 液 作 成 後 の 経 過 時 間

5分月0分 口5分 20分.30分 60分 :24時間

実験 1___.___聖 ｣ _旦 _L竺 サ ｣竺⊥ 1 ｣__i

菌液濃度 :1.0mg/cc

判定基準 :

什 :スライド全面に菌発育が認めら
れ集落間隙透見不能

十 :集落は各筒に区別出来るが 100
以上で,肉眼的に集落数算定殆
ど不能のもの

に終了するのが無難 と思われる｡

実験 8 石油ベ ンジンの結核菌障害作用 (ii)

方 法

前実験に引続いて,石油ベンジンの結核菌障

害作用をより詳細に検討する目的で,約 1.0mg

/cc の石油ベ ンジン菌液作成後, それぞれ 5

分,10分,20分,25分,30分,45分, 1時間,

1時間30分, 2時間, 2時間30分及び 3時間放

還した菌液に SSを 3枚づつ浸漬 し,直ちに10

%牛血清加キルヒナ-培地に投入,約 2週間培

養後 SSを10%ホルマ リン液に投入同定,更に

染色後, SS上の菌発育状態を顕微鏡的に観察

したっなお石油ベ ンジン菌液作成には, 1%小

川培地に約 1ケ月間培養の集落を用いた｡

成 績

各スライ ド別の5視野 (5×40)の集落数の

計及び肉眼的な判定を同時に表 8に示 した｡肉

眼的な判定では,いずれの SSも(朴)の発育を示

し全 く差異がなかったが,昆頁徽鏡的に算定 した
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集落数で比較すると,菌液作成後 1時間以上放

置すると,放置時間が 1時間以内のものに比べ

て,少 しく集落数が減少 している｡従 ってこの

実験でも,石油ベンジン菌液を用いた時の SS

浸漬操作は,石油ベンジン菌液作成後30分以内

に終るのが良いことが明らかになった｡

第2節 TweerL-Albumin培地培養

菌液に関する検討

実験 1 菌液濃度と発育集落数

方 法

第 2章で記載 した方法で,1.0mg/cc,0.1mg/

cc,0.01hlg/cc,0.001mg/cc及び 0.0001mg/cc

の5種類の濃度の T-A 菌液を作成 し,これに

SS各 3枚づつ 約 1- 2秒間浸漬 し, 判定方

法 (ii)によって SS 上に発育 した集落数を算

定 した｡鏡検倍率は 7×10を用い, 1スライ ド

につき5視野づつ, 3スライ ドで計15視野の発

育集落数を求めた｡

成 績

表 9に示す如 く菌液濃度と SS上の発育集落

数との問には大略比例関係が認められた｡即ち

菌液濃度が10倍になると発育集落数も約10倍に

なっている｡ しか し 0.001mg/cc以下の濃度の

菌液では発育集落数が少 くこの関係は明らかで

はなかった｡ 尚 1mg/ccの菌液を 使用すると

1視野 (7<10)につき, 約300の発育集落数

を得 ることが出来 る｡

又,スライ ド表面の発育集落数の分散は均等

で, 特は O.01mg/cc以上の濃度の菌液を使用

表 8 石油ベンジンの結核菌障害作用 (ii)

スライド番号

1

2 1

3

菌 液 作 成 後 の 経 過 時 間

539

■㌫

(旦 )

637 659 654 648 616 574

(4W8)0 (6W8)1 (6W4㌢ (5W9)i･ (6JZ)2; (61号
495 339; 408･ 411 428

菌液濃度 :1.0mg/cc
( )内は肉眼的判定
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表 9 菌 液 濃 度 と発 育 集 落 数 T-A菌液

菌液濃度

SS番号
1.0mg/cc 0.1mg/cc

発育集落数

1 i320;364L352j388J368I1792i26陣4桝7i

計

0.01mg/cc

発育集落数i計

0.001mg/cc

2 回 244J2721248｣280j1248｣48j61363｣3榊 243】10t5il再 7
3 J2843432j332J312L276f1636;40J62J48榊 2

発育集落
数 比

5

2 02

日担

043

0.0001mg/cc

HU

0

1

000

11

日U

O

334

7

3 2

日H86 47

1

3

311.7 1 47.3

鏡検倍率 :7×10

表 10浸 潰 時 間 と発 育 集 落 数 T-A菌液浸 潰 時

問

981 F 2040 】 8688

鏡検倍率 :7×10

した場合はその分散は極めて良好であった｡

T-A菌液中の菌の分散状態も,SS浸漬後直

ちに染色 して凡その観察を同時に行ったが,分

散状態は極めて良好なものであった｡ しかしな

がら石油ベンジン菌液と比較すると, 1菌単位

中の菌数はかなり多 く,単孤菌として存在する

ものはかなり少い｡多くは4-5箇の菌が 1菌

単位をなしており, 1菌単位中の菌数が10箇前

後のものも稀に見 られる｡ しかし単孤菌は少 く

ても, 1菌単位中の菌数はほぼ一定 しており,

SS表面に発育した集落の大きさも均 等 で あ

り,各スライ ド上の菌発育は極めて平等にみら

れた｡

実験2 SS浸漬時間と発育集落数

方 法

約 0.1mg/ccの T-A菌液を作成 し,これを

用いて SS浸漬時間と発育集落数との関係を検

討 した｡浸漬時間としては1秒,5秒,10秒,

1分,5分,10分, 1時間及び24時間を対象と

し, それぞれ 3Slidesづつ検討 した｡附着菌

単位数の算定には判定方法 (ii)を用いた｡

成 績

表10には, 1Slideにつき5視野,3Slides

計15視野から求めた合計発育集落数を示 した｡

この成績では,浸漬時間30分以内では発育集落

数は殆ど増加しないが,浸漬時間が一時間以上

になると発育集落数は著明に増加している｡

実験 3 SS浸潰回数と発育集落数

方 法

約 0.1mg/ccの T-A菌液を作成 し,SS浸漬

回数と発育集落数との関係を検討 した｡ SS浸

漬回数としては, 1回,2回, 3回, 5回及び

10回を対象とし,それぞれ 3Slidesづつ検 討

した｡判定方法は (ii)を用いた｡ 尚 1回の浸

潰時間は1-2秒で,菌液から SSを抜去後,

直ちに次の浸漬操作に入った｡

表11SS浸漬回数と発育集落数
T-A菌液

浸漬回数

5回 110回

発育集落数

(15視野計)_

比

5921458

鏡検倍率 :7×10
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成 績

表11には 1Slide 5視野づつ 3Slides計15

視野の発育集落数の合計を示 した｡本実験の範

囲では浸漬回数を増加 しても発育集落数には殆

ど影響しないことが明らかになったO

実験4 SS浸漬中の菌液振盤と発育集落数

方 法

実験 1,実験 2及び実験 3では,いずれも静

置した菌液に SS浸演を行なったが,本実験で
は,SS浸漬操作中に菌液を振塗 した場合,SS

上の発育集落数は如何なる影響をうけるかを検

討するために次の比較実験を行った｡即ち,約

0.1mg/ccの T-A菌液を用い, 菌液に SSを

投入後,静かに3分間そのまま浸漬 した 場 合

と, SS投入後 3分間間断なく菌液を入れた小

試験管を手で振塗 した時との発育集落数の差を

観察したのである｡ 判定方法は(ii)を用いた｡

表12 SS浸漬中の菌液振塗と発育集落数
で-A菌液

168 ; 217

462 695

鏡検倍率 :7〉<こ10

成 績

表12には, 静置浸漬と振漁 浸 漬 とを各 々

3Slidesづつ行い, 各スライ ドにつき5視野

を7×10で算定 した発育集落数を載げた｡浸塗

浸演を行ったスライ ドではその断端的 5mm の

巾の部分に極めて多数の集落が発育しているの

を認めた｡ 静止 した菌液に浸漬した Slideの
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発育集落数に比べてこの部分の発育集落数は明

らかに多かったが,この原因は不明である｡ス

ライ ド中央の発育集落数は表12の如 く,振漁浸

演を行ったスライ ドに発育集落数がごく僅か多

く認められたにすぎなかった｡

実験 5 同一菌液反復使用時の SS浸漬枚数

と発育集落数

方 法

小試験管に 2cc入れた約 0.1mg/ccの T-A

菌液に30枚の SS を連続的に約 1-2秒 間 づ

つ浸漬し,1枚目,5枚目,10枚目,15枚目,20枚

冒,25枚目及び30枚目のSSについて発育集落数

を算定 した｡なお同一実験を3回行なってある｡

発育集落数の判定は判定方法 (ii)によった｡

成 績

表13には,各スライ ドにつき5視野づつの発

育集落集を示 したが,いずれの成績も, SS連

続浸漬30枚迄は発育集落数に有意の差は認めら

れなかった｡即ち菌液濃度 0.1mg/ccで菌液量

2ccの T-A の菌液には,少 くとも30枚の SS

連続浸テ責が可能であることが明らかになった｡

実験 6 Tween-Albumin培地培養薗液中の

生菌単位数比について

方 法

Tween-Albumin培地で約10日間培養 した培

養菌液を用い, 生理的食塩水で稀釈 して約 0.5

mg/ccの菌液を作成 し, これに20枚の SSを

約 1秒間浸漬 し,その内10枚は直ちにカルボー

ル ･フクシンで染色 し, 7×90倍で10視野の附

着菌単位数の合計をそれぞれのスライ ドについ

て求めた｡又他の10枚は菌液-浸漬後直ちに10

%牛血清加キルヒナ-培地に投入 し,約10日間

培養後染色 し7×10倍で10視野の発育集落数の

合計をそれぞれのスライ ドについて求めた｡

表 13 同一菌液反復使用時のSS浸潰枚数と発育集落数 T-A菌液

鏡 検 倍率 : 7×10



ー120一

義14 T-A菌液中の生菌単位数比

1 1 3807

2 1 2106

4 1 648

5 【 1215

8 】 3240

9 1 891

1296 r 952

計 1 1692 1 8196

比 J 2.1 1 1.0

鏡検倍率 :7×10

成 績

表14には同一倍率 7)く10に換算した附着菌単

位数と発育集落数が示 してある｡両者の比は約

2であり,死菌は極めて少い｡

実験 7 菌培養日数と発育集落数との関係

方 法

種々の培養日数の T-A 菌液を用いて,菌培

養日数 (即ち菌令)と発育集落数との関係を検

討 した｡即ち Tween-Albumin培地で培 養 3

日目,5日目,10日目,15日日及び20日目の菌

液を使用 し,これを同じTween-Albumin培地

で稀釈,0.5mg/ccの濃度に統一 し,各々にSS

を5枚づつ約 1-2秒間浸漬し,直ちに10%牛

血清加キルヒナ-培地に投入, 約10日間培 養

後,各スライ ドにつき5視野の発育集落数を7

×10倍で顕微鏡下に算定し,合計集落数を比較

検討した｡

成 績

表15に示す如 く,培養日数の増加するに従っ

て発育集落数はかなりの変動を示すことが明ら

かになった｡即ち培養日数10日以内のものに比

べて培養日数10日乃至15日のものでは明らかに

発育集落数は多く,又培養日数がそれより長く
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表15 菌培養日数と発育集落数
T-A菌液

菌液作成に用いた菌の培養目数

3 日 15 日 】10 日 f15 日∃20 日

･0967 780 1 2616 日 824 1 1300
鏡検倍率 :7×10

なると発育集落数は再び減少 しているのが認め

られた｡

実験 8 Tween80の SS上-の 結核 菌 附

着に及ぼす影響について

方 法

約 1ケ月グリセリンブイヨンで培養したH37

Rvの菌膜を用い, 小川氏丸底ガラス玉入コル

ベンにてこれを振意磨砕し,キルヒナー原液に

て約 1.5mg/ccの菌液を作成する｡ これを 3.6

ccづつ8本の小 型 試 験管に分注する｡別 に

キルヒナー原液を用いて,稀釈度40倍,80倍,

160倍,320倍,1280倍,5120倍,及び10240倍

の Tween80溶液を作成, これらをそれ ぞ れ

0.4ccづつ既に菌液を分注 した 7本の小試験管

に注入 した｡残る1本にはキルヒナ ～原 液 を

0.4cc注入 し,これを Tween80を含まない対

照菌液とした｡ 即ち Tween80 を 0.25%,

0.125%, 0.0625%, 0.0313%,0.0078%,

0.0019% 及び 0.0009%の濃度で含む菌液を作

成 した訳である｡これら8種類の菌液に, SS

を5枚づつ約 1-2秒間浸漬し,直ちに10%牛

血清加キルヒナー培地に投入 し, 10日間 培 養

級,SS上に発育 した集落数を各 スライ ドにつ

き5視野づつ 7×10倍で顕微鏡下に算定 し, 5

Slides計15視野の合計を求めた｡なお集落の性

質として Cord形成の程度も比較観察した｡

成 績

Tween80濃度と発育集落数との関係をみる

と表16に示す如 く, Tween 80の稀釈度3200

倍以下 (0.03%以上)では, SS上の発育集落

の分布も比較的不均等で又集落数も少い｡Cord

形成も著明で集落相互間の Cordによる連絡が

かなり頻繁にみられた｡ これに反して Tween

80の稀釈度3200倍以上 (約0.03%以下)では,
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表 16 菌液中 Tween80の濃度と発育集落数
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Tween80濃 度 % (Ⅴ/v)

0.25 0.125 0.062 0.0313 0.0078 0.0019 0.0009 0

発 育 集 落 数 605 1075 999 1274 . 1710 1334 1503 1422

1

蓑 17 菌 液 濃 度 と発 育 集 落 数

鏡 検倍率 :7×10

Cord 形成 +汁:著明

≠ :中等皮

蒸潜水菌液

1

r
2

1

11

1視野平均

､亮育豪商~
数 比

92.6403230211613112

804282321:221420100

11

159.2 1 9.9

I

2.5 1.1

2.3 1.0

l

■■■■■■■■■■■■lll■■■■■■■■■■1- ■■l■llll■■■■■■■■■■■lll■llll■■■■■

鏡検倍率 :7×10

r
2

｢
1

肝
0

集落数も比較的多 く,又かなり均等に発育 して

いるのが認められ, Cord形成も程度が軽かっ

た｡

第3節 蒸溜水菌液に関する検討

実験 1 菌液濃度と発育集落数

方 法

第 2章に記載 した方法で,1.0mg/cc,0.1mg/

cc,0.01mg/cc,0.001mg/cc 及び 0.0001mg/cc

の5種類の濃度の蒸溜水菌液を作成 し,これ

に SSを各 3枚づつ約 1- 2秒間浸漬 し,判定

方法 (ii)によって SS上に発育 した集落数を

算定 した｡ 鏡検倍率は7〉(10を用い, 1slide

につき5視野づつ, 3slidesで計15視野の発育

集落数を求めた｡

成 績

表17に示す如 く, 菌液濃度と SS上の発

育集落数との問には大略比例関係が 認 め られ

た｡即ち菌液濃度が10倍になると発育集落数も

約10倍になっている｡しかし 0.001mg/cc以下

の濃度の菌液では発育集落数が少 く,この関係

は明らかではなかった｡尚 1.0mg/ccの菌液を

使用すると, 1視野(7×10)につき約 160の発

育集落数を得ることが出来る｡スライ ド表面の

集落の均等性については, 石池 ベンジン又 は

T-A 菌液を用いた場合に比較するとかなり不

良で.過大に発育 した集落や極 く小さい集落も

散見される｡ しかしスライ ド表面-の集落の分

散はかなり均等であった｡蒸潜水菌液中の菌の

分散状態も, SS浸漬後直ちに染色 して凡その

観察を行ったが,この所見も上の成績を裏付け

るものであった｡即ち 1菌単位中の菌数はかな

り多く,多 くは10箇前後の菌が集合 し,時に30

-50箇の菌が 1菌単位を作っている所見がみら

れた｡

実験2 SS浸漬時間と発育集落数

方 法

約 0.1mg/ccの蒸滑水菌液を用い, SS浸漬

時間と発育集落数との関係を検討 した｡浸漬時
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表 18 SS浸 漬 時 間 と 発 育 集 落 数 蒸溜水菌液

浸 潰 時 間

5 分l秒 0 3

133 j 159 238

24時間

間としては 1秒, 5秒, 10秒,30秒, 1分,

5分,10分, 1時間及び24時間を対象とし,各

々につき 3Slidesづつ検討した｡ 算定方法に

は判定方法 (ii)を用いた｡

成 績

表18には, 1Slideにつき5視野, 3Slides

計15視野から求めた合計発育集落数を示 した｡

この成績では,浸漬時間の延長するに従い発育

集落数は次第に増加する傾向を示 している｡浸

潰時間 1秒のものに比べて,浸漬時間 1分です

でに有意の増加がみられる｡浸潰時間 1時間で

は,浸漬時間 1秒の10倍以上の発育集落数を認

めた｡ しかし浸漬時間24時間のものは浸潰時間

1時間のものに比べて発育集落数はやや少 くな

っており,発育集落も浸潰時間 1時間のものに

比べてかなり小さかった｡この原因としては,

菌液放置による菌増殖能の低下が考えられる｡

実験 3 SS浸漬回数と発育集落数

方 法

約 0.1mg/ccの蒸滑水菌液を作成 し, SS浸

潰回数と発育集落数との関係を検討 した｡ SS

浸漬回数としては, 1回,2回, 3回, 5回及

び10回を対象 とし, それぞれ 3Slidesづつ検

討 した｡判定方法は (ii)を用いた｡ なお 1回

の浸潰時間は1-2秒で,菌液から SSを抜去

後直ちに次の浸漬操作に入 った｡

成 績

表19には 1Slide 5視野づつ, 3 Slides計

表 19 SS浸漬回数と発育集落数
蒸潜水菌液

数回

演痩

(15視野計)

比 】1.00ll.99i3.1713123r3･73

鏡検倍率 :7×10鏡検倍率 :7×10

15視野の発育集落数の合計を示 した｡この成績

によれば,浸漬回数 3回迄は,発育集落数は浸

漬回数にほぼ比例 して増加 しているが, 5回以

上の浸演ではその関係は明らかではなかった｡

しかし浸漬回数が増加するに従い発育集落数が

増加する傾向は,浸漬回数5回以上でも見 られ

る様である｡

実験4 SS浸潰中の菌液振塗と発育 集落数

方 法

実験 1,実験 2及び実験 3では,いずれも静

置した菌液に SS浸演を行 ったが, 本 実 験で

は,SS浸漬操作中に菌液を振塗 した場合, SS

上の発育集落数は如何なる影響をうけるかを検

討するために次の比較を行った｡即ち約 0.1mg

/ccの蒸潜水 菌液を用い, 菌液に SSを投 入

後,静かに3分間そのまま浸漬 した 場 合 と,

SS投入後 3分間間断なく菌液を入れた小試験

管を手で振塗 した時との発育集落数の差を観察

したのである｡

表20 SS浸漬中の菌液振塗と発育集落数
蒸溜水菌液

SS番 号 ‡静 置 浸 ラ責 t振 亜 浸 潰

312 i 213

計

24 1 161
55 1 374

鏡検倍率 :7×10

成 績 表20には, 1 Slide につき3視野

の発育集落数の合計を示 したが,菌液を振親 し

つつ Slideを浸漬 した方が発育集落数は明らか

に多い. 又振塗浸理を行った SSでも発育 集

落の分布に関しては特に不均等な箇所は認めら

れなかった｡
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義 21 同一菌液反復使用時のSS浸漬枚数と発育集落数 蒸滑水菌液

実 験 5 枚 目 L10枚 目 ;15枚 目 t20枚 目

67
37 t 53

実験 5 国-菌液反復使用時の SS浸漬枚数

と発育集落数

方 法

小試験管に 2cc分注 した 約 0.1mg/ccの蒸

滑水菌液に30枚の SSを連続的に約 1秒間づつ

浸漬 し, 1枚目, 5枚目,10枚目,15枚目,20

枚目,25枚目及び30枚目の SSについて判定方

法(ii)を用いて発育集落数を算定 した｡ 尚同一

実験を 3回行った｡

成 績

表21には,各スライ ドにつき5視野づつの発

育集落数を示 したが, 3回の実験共, 30枚目

の SS上の発育集落数は 1枚目の SS上の発育

集落数と大差なく,菌液濃度 0.1mg/ccで菌液

量 2ccの蒸滑水菌液には,少 くとも30枚の SS
の連続浸漬が可能であることが明らか に な っ

た ｡

実験 6 蒸潜水菌液中の生菌単位数比につい

て

方 法

1%小川培地に培養約 3週目の集落を用いて

約 0.5mg/ccの蓑滑水菌液を作成 し, これに

20枚の SSを約 1秒間浸漬 し,その内10枚は直
ちにカルボール ･フクシンで染色 し, 7)く90倍

で10視野の附着薗単位数の合計をそ れ ぞ れ の

Slideについて求めた｡ 叉他の10枚は菌液-浸

漬後直ちに10%牛血清加キルヒナ-培地に投入

し,約10日間培養後染色, 7×10倍で10視野の

発育集落数の合計をそれぞれのスライ ドについ

て求めた｡

成 績

表22には同一倍率 7×10に換算 した附着菌単

位数と発育某落数が示 してある｡両者の比は約

7であった｡

鏡検倍率 :7×10

表 22 蓮沼水菌液中の生菌単位数比

SS 番 号

1

2

3

4

5

6

8

9

10

計

比

l'''ほl:I,日.Lf:･r.-..: .●こ(巨.､.,･:;l'.､

1215 】 138
r

2268 ≒ 348

160

■

1539 : 213

1

198

1.0

鏡検倍率 :7×10

第 4章 総括及び考按

一般の細菌学的検査でも菌の培養にはその接

種条件が非常に重要な因子となっ て い る が,

SSCに於ても菌の接種,即ちSSへの薗附着の
聞題は極めて重要である｡そこで 著 者 等 は,

SSC用の菌液として, 集落をガラス玉で磨砕,
水又は食塩水に懸濁させる普通の 水 性 菌 液,

Tween-Albumin培地による深部均等培養液,

及び石油ベ ンジン菌液の 3種を取 り上げ,これ

らの菌液を使用する場合,種々の因子が菌附着

にどの様な影響を与えるかを詳細に検討 した｡

得 られた結果を総括すると次の様になる｡

1) 附着菌からみた菌液中の 菌の分散, SS
上の菌の分散状態,各スライ ド-の菌附

着の平等性等について
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附着菌からみた菌液中の菌の分散状態につい

ては,SSを菌液へ投入後,直ちに染色, 鏡検

することによって凡その観察が可能である｡著

者等が検討 した3種の菌液の中で,石油ベンジ

ン菌液に於て,菌液中の菌の分散状態が最も良

好で殆ど単孤菌として浮済 していること,従っ

て SS上の菌の分散状態が他の2種類の菌液を

使用 した時に比べて最も良好で,各スライ ド-

の菌附着の平等性 も極めて信頼 し得るものであ

ることが明かとなった｡ T-A 菌液中の菌分散

状態もかなり良好なものであったが, SS上へ

附著 した状態から推定するに単孤菌となって浮

薪 している菌はかなり少ないものと思われ,多

くは4-5箇,稀に10箇前後の菌が 1菌単位と

なって SSに附着 しているのがみられた｡又蒸

潜水菌液では 1菌単位中の菌数は更に増加 し,

多 くは10箇前後の菌が集合 し,時に30-50筒の

菌が 1菌単位をなしてスライ ドに附着 している

のがみられた｡各スライ ド間の菌附着の平等性

についても凡その良否は,菌液中の菌の分散状

態の良否に平行する様であり,石油ベンヂン菌

液が最も良好で,次で T-A 菌液が載げられ,

蒸潜水菌液が最も劣る様である｡

2) 菌液濃度と附着菌単位数

菌液濃度と附着菌単位数との関 係につ い て

は,以上 3種の菌液のいずれをとっても,菌液

濃度の増加するに従い附着菌単位数もこれに応

じて増加している｡石油ベンジン菌液 に於 て

は,菌液濃度が10倍になると附着菌単位数は約

5倍に増加 し,蒸潜水菌液及びT-A菌液では,

菌液濃度が10倍になると附着菌単位数もやはり

凡そ10倍に増加するのが認められた｡ しかしこ

の関係は低濃度の菌液については明らかではな

かった｡又石油ベンジン薗液と,蒸潜水菌液及

び T-A 菌液との問に,その附着菌単位数増加

の態度に少 しく差があることについてはその原

因は明確ではない｡

3) SS浸漬時間と附着菌単位数

SS浸潰時間と附着菌単位数に関しては,T-

A菌液と蒸滑水菌液 とを用いた場合に明らかな

正相関が認められ,浸演時間 1-2秒のものに

比べて前者に於ては浸漬時間 1時間で,後者で

京大結研紀要 第12巻 第2号

は1分間で附着菌数は有意の増加を示 して い

る｡石油ベンジン菌液では,菌液を長時間放置

すると石油ベンジン自体の結核菌障害作用によ

って生菌数の著明な減少を来すので,実際上長

時間浸演は不可能であり,浸漬時間は 1分以内

に止めたが,この範囲内では浸漬時間と附着菌

単位数との相関関係はなかった｡

4) SS浸溝回数と附着菌単位数

T-A 菌液を用いた場合は, 浸漬回数の如何

にかかわらず附着菌単位数に有意の差はない如

くであるが,石油ベンジン菌液を用 い た場 合

は,附着菌単位数は浸活回数に凡そ比例 して増

加している｡蒸滑水菌液を用いた場合は,石油

ベ ンジン菌液に於ける程明らかな関係は認めら

れないが,浸漬回数 1回のものに比べて2回以

上のものが明らかに附着菌単位数は多く,浸漬

回数と附着菌単位数との問に正相関が成 り立つ

と思われる｡

5) SS浸漬中の菌液振塗と附着菌単位数

菌液振盤により附着菌単位数が最も大きく影

響を受けるのは蒸滑水菌液であり,菌液を振塗

することにより明らかにより多 くの附着菌単位

数を得ることが出来た｡ T-A 菌液も菌液振漁

により附着菌単位数をわづかに増加せしめるこ

とが出来たが,石油ベンジン菌液を用いた場合

は,その影響は殆ど除外し得る程度のものであ

った｡

6) 同一菌液の反復使用

同一菌液の反復使用に関する検討では,いず

れの菌液でもかなりの SSを反復浸潰し得るこ

とが明らかになった｡しかし石油ベンジン菌液

に於ては,生菌数のかなり速やかな経時的減少

が認められるので,むしろ,石油ベンジン作成

から SS浸漬操作終了迄の時間を出来るだけ短

縮することに努めるべきであろうo

T-A 菌液及び蒸潜水菌液では 実際上実験の

都度かなり多量の菌液を作成し得るので,著者

等は同一菌液を反復使用する場合, SS浸活枚

数は20-30枚程度に止めている｡この程度の反

復使用は充分可能であることが明らかになって

いる｡

7) 諸種薗液中の生菌単位数
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表 23 SSへの結核菌附着に影響する諸因子の検討

総 括

菌 附 着 に 及 ぼ す

石 油 ベ ン ジ ン菌 液 I T-A 菌 液
因 子

菌 液 濃 度

浸 漬 時 間

浸 漬 回 数

菌液濃度が10倍になると
附着菌単位数は約5倍に
なる∩

影 響

液 蒸 潜 水

菌液濃度が10倍になると
附着菌単位数も約10倍に
なる∩

1分間以内では関係なし 浸漬時間と共に増加

浸漬回数に比例 して増加

菌 液 の 振 凌

殆ど関係なし

浸漬時間と共に増加

浸漬回数と共に増加

殆ど関係なし

使
単
液
菌
菌
着
の
附

晶三

1視野,7×10)

約 800

軽度に増加

約 300

かなり著明に増加

約 160

種の菌液の中では以上の3点から考えて石油ベ

ンジン菌液が最も適当な菌液の様である｡特に

定量的な判定を要求される諸実験に於ては最も

信頼 し得る｡SS表面に発育した集落を顕微鏡

的に観察しても又肉眼的に判定 しても,いずれ

の集落も均等な発育を示 し,極めて小さい集落

とか,過大に発育した集落は殆ど認 め られ な

い｡しかしながら一方,石油ベンジン自体の結

核菌障害作用がかなり強いものであることは非

常に大きな欠点である｡石油ベンジン自体の結

核菌障害作用は,菌液作成から SS浸漬操作終

了迄の時間を30分以内に制限することで,殆ど

さけ得ることが判明したが,しかし多数のSS
を浸漬しなければならない実験では,数回石油

ベンジン菌液を新たに作成せねばならず,実験

操作はかなり繁雑になるのをまぬがれない｡著

者等が石油ベンジンの長所を持ち,かつ結核菌

障害作用のより少い菌懸濁妹を求めること切な

る所以である｡

T-A 菌液では,石油ベンジン菌液の持つ 欠

点,即ち菌懸濁媒自体の結核菌障害作用がない

が,SS上への菌附着の効率が石油ベンジン菌液

に比べてかなり落ちるのが大きな欠点である｡

又 SS浸活の際,SSを菌液から抜去すると極

く少量の菌液が小さい水滴となって SS表面に

附着 し,SSを再び液体培地に投入する際, そ

の少量の菌液が培地内に混入 し,試験管底にも

菌の発育が僅かであるがみられることがある｡

しかしその管底の菌が同じ培地内にあるSS表
面に重ねて附着するという可能性は強度の振塗

でも行なって,その菌塊を分散させない限 り殆

ど起 らないものと思われる｡しかしかかること

は石油ベンジン菌液を用いた時は殆ど起らず,

やはり T-A 菌液の一つの短所であろう｡しか

し T-A 菌液は, 菌附着の均等性と各スライ

ド-の接種菌量の均一性からみて石油ベンジン

菌液についで優秀な SSC用菌液である｡
蒸潜水菌液については,T-A 菌液と同様 な

欠点に加えて,菌附着の均等性と各スライ ド間

の接種菌量の均一性について上記の2菌液に比

べるとかなり劣る所がある｡肉眼的判定に際し

てはさほどでもないが,顕微鏡で判定すると集

落の大きさの不均等, SS表面への附着の不平

等性がかなり目につく｡又上記2種の菌液に比

べて菌液作成操作が一番繁雑である｡

結局,以上の諸点を考慮 した上で著者等は定

量的に集落の算定を要求される様な実験では石

油ベンジン菌液を,肉眼的な判定のみを要求さ

れる実験には T-A 菌液又は場合によっては蒸

滑水菌液を使用するのも良い,との結論に連し

ている｡又いずれの菌液についても云えること

であるが,菌液濃度が低 くなるに従 って,成績
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判定の際の誤差が大きくなる可能性があるので

やむを得ない場合以外は 0.1mg/cc以上の菌液

濃度で諸実験を行うのが良い｡又石油ベンジン

菌液を使用する時に限り,浸漬回数と附着菌単

位数との問に比例関係が認められることは,低

濃度の菌液を使用する際利用価値の多い性質と

思われここで再び強調 しておきたい｡

終りに,本実験で得 られた諸成績を界面現象

の上から一応の説明を試みてみたい｡

で菌脱落がみられないという画期的な利点は,

SS表面が強い掩水性 (親油性) を示 し, これ

と液体培地 (水相)との界面に親油性である結

核菌を吸着するという性質によっている｡従 っ

て SS浸潰操作に於て, SS表面への結核菌の

附着が,結核菌と SS表面との吸着現象のみに

あるとすれば,菌附着の効率は石油ベンジン菌

液に於て悪い筈であり,蒸潜水菌液に於てむし

ろ良 くなければならないであろう｡処が,石油

ベンジン菌液を使用 した場合, SS表面-の菌

附着の効率は極めてよく,T-A菌液と蒸溜水菌

液のそれをはるかにしのぐものがある｡従 って

石油ベンジン菌液を用いた場合の SS表面-の

菌附着の機転は次の様に想像される｡即ち浸漬

終了後SSを抜去すると,結核菌を均等に分散 し

た石油ベンジンが,親油性である SS表面に極

めて均等に薄層を作った状態になると思われ,

4-5秒経過 して石油ベンジンが蒸発した後に

は,SS上にはもはや結核菌しか存在せず, し

かも上記薄層中に含まれる結核菌のすべてがか

なり強 くSS表面と結合されるのであろう｡浸

漬回数と附着菌数との関係に於ける特異な態度

ち,上の現象が反覆されるに過ぎないと考えれ

ば理解 し易い｡ しかし一度 SS表面に密着 した

菌が,第2回,第 3回の浸漬で再び石油ベンジ

ン菌液に遊離 しないのはいかなる機転によるの

か説明の困難な事実である｡

蒸溜水菌液では,浸漬時間 1秒間と1分間の

差が附着菌単位数の有意の増加として認められ

るのに,石油ベンジン菌液に於ては 1秒間の浸

漬でも1分間の浸漬でもほぼ同じ附着菌数しか

得 られないのは,前述 した如 く,石油ベンジン
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菌液L恒こ浸漬された SS表面と結核菌 は い ま

だ吸着に類する何 らの機転にも関与 していない

と云う一つの裏付ともなろう｡石油ベンジン菌

液を使用した場合,菌液振塗の影響が附着菌数

に表われ難いのも同じ様に理解出来る｡

一方これに反して,蒸滑水菌液を用いた時の

SS表面-の附着菌数の態度は,一応 SS浸漬

時に於ける SS表面と結核菌との水を介 して行

われる吸着現象にその説明を求めてもよいであ

ろう｡ SS浸漬時間と附着菌数との関係も,浸

漬回数と附着菌数との関係も両者共吸着現象で

理解出来ると思われる｡ SS表面に結核菌が吸

着されるには,両者の距離が必要な程度近づか

なくてはならない｡かかる必要条件を満たす結

核菌の数を増加させるのが, SSと菌液とのよ

り長時間の接触であり,又より多 く反覆する浸

漬操作であるO又菌液の振塗も吸着現象を促進

さす一つの方法に他ならない｡

T-A 菌液に於ても,SS表面への菌附着はや

はり吸着現象で説明されると思われるが,浸漬

時間,浸漬回数及び菌液振盤の影響が蒸潜水菌

液の場合ほど明らかでないのはやはり Tween

80の影響ではないかと考えられる｡

第5章 結 論

SSC に使用するため, 著者等は, 石油ベン

ジン菌液,T-A 菌液, 及び蒸潜水菌液を取り

上げ,その各々について,SS表面-の 結核菌

の附着に影響する諸因子を詳細に検討 し,次の

結論を得た｡

石油ベンジン菌液,T-A 菌液, 及び蒸溜水

菌液はいずれも SSC用の菌液として 使用可能

である｡SS上への菌附着の効率, 薗附着の均

等性,接種商量の平等性からみて,以上 3柾の

菌液の中では石油ベンジン菌液が最も優れ,吹

に T-A 菌液が載げられ,蒸滑水菌液は上記2

種類の菌液に比べるとやや劣る様である｡叉集

落数算定を要求される諸実験に於ては石油ベン

ジン菌液を使用することが望ましい｡但 し石油

ベンジン菌液では菌液作成後,かなり遠な菌液

中生菌数の経時的減少があるので,菌液作成後

SS浸漬操作終了迄の時間は30分以内に制限す

る必要がある｡
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