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結核菌の Generationtime について

第 2報培養菌液の Turbidityによる Generationtimeの測定

新明美仁信太隆夫横井敏夫

(北海道大学結核究究所細菌部:主任大原達教授)

(受付昭和 30年 11月 30日)

1.緒 言

すでに前報において述べた如く，結核の研究において

は色々な目的から菌の Growthrate乃至 Generation

timeの測定が屡々必要となってくる。然しながら，結核

菌殊l乙人型菌の Growthrateが正確に調べられるように

なったのは比較的最近のことに属し，正しい意味では 1946

年における Youma閉じの発表を以て最初の報告と見倣す

べきであろう C 勿論それ以前lこもに菌の Growthrateを

求めんとする試みが全く無かったわけではない。然し従来

結核菌は薄膜の状態としてのみ培養されていたため，培養

に当って均→な inoculumが得統く，その上 Growth 

rateの測定は培地表面の菌苔を乾燥秤量するもので，技術

的な困難と不正確さは Muel1eりも指摘した通りである。

、今日では衆知の如く均等培養が容易となり，従って Ge-

neration time も比較的正確に求められるようになった

が，測定の方法に関しては前記 Youmans等1川、めの研

究lζ負う所が極めて多い。我々は主として Youmansの

方法附)1<::'倣しり前報においては Smallinoculum tech-

nique及び培養菌の窒素測定 (Micro-Kjeldahl法)によ

って結核菌の世代時間を計算した。本報においては培養菌

液の Turbidityを測定することによってこれを求めて見

たので，ここにその成績を報告する。すでに CoJorimeter

または N号phelometer等を用いて培養菌液の酒濁度を測

り，乙れから菌の成長状態あるいは薬剤の菌lζ対する影響

等を検しようという試みは， Wolinsky &; Steenkenベ
Fisher & Kirchheim宮r7)81， Volk & Myrrik9) 等によ

って成されているが，われわれは Spectrophotometerを

用いて菌液の Turbidityから Growthcurveを描き，こ

れより G号nerationtimeを計算した。

以下その詳細について述べるo

2. 実験材料及び実験方法

(i) 使用菌株:前報と同じく馬鈴薯グ Pセリン培地

よりソートン培地へ移殖培養せる BCG予研株を用いた。

ζの際われわれは実験を2回繰り返して行ったが，その第

I回目には馬鈴薯グリセリ Y培地よりソートジ培地へ移殖

1代目でソートン培養 12日間の菌，第2回目には同じく

10日間培養のものを用いた。尚第 i回目l乙使用した菌は

前報における Smallinoculum techniqueの第2回目の

実験lζ用いた菌と，また第2回目の実験lこ用いた菌はそれ

の第3回のものと夫々同ーの菌である。

Cii) 使用培地:前報と同じく Kirchner培地を用

い，これに Tween80を 0.05%の割に加えた。 Tween

80を加えたのは培地中になるべく菌が均等に成長する乙

とを目的としたものである C

(iii) 菌液の調製及び培地への接種:上記の如く培養

した BCGの菌膜を型の如く水晶玉入りヲノレペンに取り手

振り法で磨砕， Kirchner培地を以て適当に稀釈した後，

乙れを予め」定の Kirchner培地を容れた数本の大型ゴ

ノレベンlζ夫々 percc 10-1 mg， 0.0ラmg，10-2 mg (湿潤

量)となるように加え，各々を約4ccづっ 30-40本の試

験管l己分注した。このうちわれわれは，第l回目の実験l乙

は Kirchn邑r培地中 lこ菌が percc 10-1 mg及び 10-2

mgのもの，第2、回目の実験lこは同じく percc 0.05 mg 

及び 10-2mgのものについて測定を行った。

Civ) 分光光度計 Ermaphotoelectric spectro・

photmeter ModeJ IVを使用。

(v) 浪u定方法，上記の如く分注した，各濃度に菌を

含むKirchner培地を 370Cの解卵機lζおき，毎日それぞ

れ3-4本づ、つを任意Ir.取り出して turbidityを測った。

即ち各試験管をよく振濯して培養菌液を均等ならしめ，こ

れを光学的に均一な Cuvette1乙移した後， BJank 1ζ菌を

加えぬ Kirchner培地をおいて分光光度計によって夫々
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Optical densityの読みを記録したc この際われわれが用

いた波長は 500mf.l， 550 mf.l， 600 mμ 及び 650mμ の4

種である O 尚実験を行うに先立ち，予備実験として波長別

lζ菌液の濃度と Opticaldensityの読みとの関係を調べ

たところ，大体以上の波長についてはある範囲内(大体菌

液の濃度において percc 0.1乃至4.0mgの間， optical 

densityとして0.02乃至 0.7の間)においては La:mb色rt・

Beerの法則に適合して Opticaldensityは菌液の濃度に

正比例することが知られた。即ち普通方眼紙の縦軸IC.Op-

tical density，横軸l乙turbidityを取って図示すると，両

者の聞に原点 (0)を通るi直線関係が得られる。以上4種

の波長のうちでは 500mμが実際の測定に当って最も透過

率の低い， l'!Pち最も吸収度の高い波長であった。

3. 実験成績

上記の如くわれわれは，第 l回目の実験においては

Kirchner培地への接種菌量が夫々 percc 10-1 mg及び

10-2 mgの2種，第2回目の実験においては同じく 0.05

mg及び 10-2mgの2種につき，日を追って Optical

densityを浪IJった。その成績は第1表及び第2表に示した

通りである。第1表は実験 1，第2表は実験2における成

績で，表中の数値は Opticaldensityの読みを表わし，

第1表培養菌液 (B.C.G)の O.Dと
培養日数との関係 (EXP. 1) 

接種菌量 1(¥-1..........1O-1mg 1O-2m喧
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第2表培養菌液(B.C.G)の O.Dと
培養日数との関係 (EXP.2) 
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Fig. 1 培養菌液 (BCG)の O.Dと培養日数と
の関係 (Exp1.接種菌量Per・ccIO-lmg) 

かっこれ等 Opticaldensityの値はそれぞれ3乃至4本

の培養試験管について測った値を平均したものである。尚

これ等の表において点線を施した部分までが logarithmic



の成長を示す。

今縦軸l乙 Opticaldensityの 100倍の対数，横軸に

培養日数をり，各実験別及び菌量別l乙第 l表及び第2表の
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Fig. 2 培養菌液 (B.C.G)の O.Dと培養日数
との関係 (E.x:p J.接種菌量 10-2mg) .:'.主主主
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Fig. 3 培養菌液 (B.C.G)のO.Dと培養日数との
関係 (E.x:p2接種菌量 Percc 0.05 mg) 
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Fig.4 培養菌液 (BCG)のO.Dと培養日数との
関係 (E.x:p 2接種菌量 Percc 10-2 mg) 

成績を plotして見ると， Fig 1， Fig 2， Fig 3及び Fig

41こ示すような curveが得られる。これ等の図の直線部

分， ~pち logarithmic phaseの dataから第l報におけ

ると同様に最小自乗法によって Growthrate constant 
lol! 2 

(K)を求め，更に十一ーま によって G叩 eration

time (G)を求めると第3表iζ示す如き数値が得られる。

個々の数値は表に見る通りであるが，全体を通覧して見る

と，測定に用いた波長ならびに接種菌量l乙関係なく，何れ

第3表培養菌液 (BCG)のO.D.から得たK及びG

-早晩養費 L__~第一 l 一回 l 空 2一一里一一一
接種菌量 [10-1m〓昨1mg I 0.05 mg ¥ 10-2 mg 
J.l世主竺2--1一一 '-"15__1一一一一一一一十一一~I ←ー
ぷ台」竺 I_Gl~l~_!_~L~J K G 
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労別o 比O仏.吋ψ札 .4¥0.叫 4好7.雪向か加hhh.J1叫6
ω. 
I
仏 l吋49.9Io.152!好・5p.1684Lop-叫44・4

伺
1
0.161
1 
札 910・叫 47・310.同ω;0.1551 札 6

平均|。吋札210 • J49[ 佑 610 ・ 1日 43.4f.1兜1 45 • 4

K = Growth rate constant 

Gニ G邑neration. time 

の場合も大体一定した値が得られており，第3表から見て

も求むる BCGの G告nerationtimeは大体48時間内外
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と見倣されるc 尚以上の表ならびに図から明らかな如く本

実験において菌が対数的増殖を示した期間は概ね 7日前後

であり，乙の logarithmicの成長期を過ぎたあとにおけ

る Opticaldensityの読みは， arithmeticな増加を示す

ように思われた。

4. 総括ならびに考按

最近 Youmans等は結核菌の metabo1ismIζ関する

一連の研究10)-15)において，培地の適否，発育促進ならび

に阻止物質，菌の代謝過程等を Generationtimeの面か

ら検討しているが，われわれも結校菌の物質代謝について

研究せんとするに先立ち，まづ Generationtimeの測定

法に比較検討を加える目的から前報ならびに本報の実験を

試みた。即ち今回は培養菌液の turbidityから Generati-

on timeを求めんとし，以上の如く 500，550， 600， 650 

mμ 等種々の波長において菌の opticaJdensityを時間的

に測定した。その成績は第3表に見る如く，何れの波長で

測定しでも菌の Growthrate constant及び Generation

time にさしたる影響は見られなかった。表に示された多

少の差は実験誤差の程度と見るべきで，波長の種類によっ

て著しい差異を認めるといっ程のものではない。このこと

は， optical densityの読みが菌液の濃度と直線的比例関

係にある範囲の波長を用いる限り， Generation timeの

測定には何れの波長る用いても差支えないことを示してい

るO しかしながら吸収度の低い波長(例えば乙の場合には

600， 650 mμ の波長)を用いた場合， Optical densityの

読みは多少低く表われるから，僅かの誤差でも dataIこ与

える影響が幾分大きいということは0'えるかもしれない。

従ってとの場合，求められる Generationtimeの値に対

する誤差もまた大きくなるに反し，吸収度の高い波長(こ

の場合5∞， 550mμ の波長)で測定を行う時には OpticaJ

densityの読みが高く与えられるから，多少の誤差があっ

ても dataIζ対する影響は前者よりも少いと考えられる。

次I乙波長別の外，接種菌量別lこGenerationtimeを

眺めて見ると，実験!と実験2の聞にやや差が認められる

とはいえ，夫々の実験においては接種菌量に関係なく大体

一致した Ge.nerationtimeの値が得られている。このこ

とは第l報の Micro.Kjeldahli去においても同じく認め

られた事実で，この範囲の菌量では接種量l乙関係なく成長

速度は大体同一と考えて差支えないものと思われる。

尚前出の Fig1乃至 Fig4において，理論的には縦

軸lこ菌量の対数を取るべきであり，かっ Generationtime 

の算出に当つては Opticalden雪ityの値からその場合の

菌量を計算して出し，その値J;り Generationtimeを求

むべきであるが，実際には Opticaldensityそのものを

. 

用いて差支えない。何となれば実験方法の項に述べた如

心ある一定の範囲内では Opticaldensityと培養菌量

との聞にl白線関係が存在するからである(このことをわれ

われは予備実験において確かめた)。即ち菌量が2倍にな

れば Opticaldensityの読みもまた2倍になるのマ， Fig 

l乃至 Fig4の如く縦軸lζOpticaldEmsityの対数をと

った場合も菌量の対数をとった場合も，得られた直線の傾

斜即ち Growthrate Constant IC変りはない。従って

Generation timeの計算も前出の図のままで算出し得ら

れる乙とになる O

さて，かくして求めた BCGの Generationtimeは

大体 48時間であった。これを第l報における Smallin-

oculum technique及び Micro-Kjeldahl法によるそれ

と比較して見るに，前者では大体 20時間内外，後者では

3乃至4日内外で，何れも今回の値との聞に可なり大きな

喰い違いを示している。得られた値の大小から見ると，今

回の TurbIdityによる Generationtimeは，丁度Small

inoculum technique及び Micro-Kjeldahl法から求めら

れた値の中間l乙位する。いうまでもなく菌の Generation

timeは菌型，菌株l乙によって異り，また同じ菌株でも菌

の発育状態， age，培地の種類，測定方法等によって異る

ものであるから，それぞれの状態において測った Gener-

ation timeの値は何れが正しく何れが誤りというべきも

のではな0'0しかしわれわれが前報ならびに本報において

用いた菌株は何れも同じ BCG予研妹であり，使用培地も

また同一である。そうなると上述の 20時聞から 4日lこ至

る Generationtimeの開きは，何lζ由来するかを当然考

えて見なければならないであろう。殊lこ本実験において使

用した菌はすでに実験材料の項で述べた如く，第I報の

SmalI inoculum technique において用いた菌と同ーのも

のである(即ちわれわれはこの2つの実験を同時に平行し

て行った)。 にも拘らず本報で得た値は概ね48時間であり

Small inocuulm technique によって得た値 (20時間内

外)I乙比較すれば2倍以上の聞きが認められた。かくの如

く使用菌及び培地が同一であるにも拘らず測定値に相当の

聞きがあることを見れば，その原因は菌の生理的条件l乙関

係するものではなく，専ら測定方法に帰国するものと考え

なければならないであろう。

しからば0>ずれの測定値が真に近いものであり，いず

れの方法がより優れたものであるか，という問題も起って

米るが， i度ちにこれに解答を与えることは難し0'といわね

ばなるま0'0ただことで考えられることは，今回の方法と

Small inoculum techniqueの場合において，初めの接種

菌量l乙相当の聞きがあるということである。後者において

は名の示す通り極めて微量の薗量から Generationtime 



を算出したのであるが，今回の如き turbidityを測定す

る方法においては，単位容量における菌の濃度が一定度以

上に達しない限り光学的に溜濁度を測定し得なl.::.o従って

この方法では最初の接種量としてある程度以上の菌量が必

要になってくる O とはいえ， 1直ちにこれを測定値の異る理

由と考える ζとは，前述した如く本実験において菌の成長

速度が接種菌量lζ関係なく同一であったという事実と矛盾

することになるかも知れない。然しこれはある一定の範囲

内に於てのみ認められることであって，ある程度以上大量

の菌を接種した場合には，菌の憎殖はなお対数的であると

しても，成長速度が多少遅くなるということは想像し得ら

れるのではあるまいか。 培地l乙少量の菌を接種した場合，

多量の菌が培養された時よりも成長速度l乙対し好適の条件

を与えるということはすでに Youmansめも指摘している

所である O 果して然りとするならば， turbidityを測定す

る本法よりも更K大監の菌を必要とする Micro-Kjeldahl

J去において Generationtimeの債が一層大きなものにな

ったこと，も一応説明し得られるであろう。勿論このことの

みによって Generationtimeの聞きを理解しようとする

のは早計というべきで，例えば本報の方法は連続的な方法

であるに対し， Small inoculum techniqueは非連続的な

方法であるというような ζとも関係しているかも知れな

い。然し何れにせよ，培養に用いた最初の菌量が最も少い

Small inoculum technique，菌量中等度の本法，菌量最

大の Micro-Kjeldahl法という順に，求められた Gen-

eration time の値もまた同じ順序をとるという事実は興

味深く思われる。

但し 3つの方法を比較して見た場合， 1つの方法で成

長速度の早かった菌は他の方法においても同様であった。

この場合は同一菌隊，同一培地であっても測定された菌の

生理的状態が違っていたものと考えるべきであろう。例え

ば本報において実験 Iよりも実験2に用いた菌の方がやや

早い Growthrateを示したが， ソートン培地における実

際の発育が後者は確かに良好なものであった。

なお Kirchheimer& Youmans町は結核菌lζ対する

Streptomycinの影響を検討するに当って Generation

timeの測定を行っているが，乙の報告において彼等の求

めた Generationtimeは 21.1土 0.2時間であった。乙

の備は Nephelometerを用いて本報と同様に turbidity

から算出したものであるが，我々の Smallinoculum 

飴chniqueによる依と大体近似して居る。従って turbi-

dity測定による我々の値 (48時間内外)とは可なり開き

があるが， Youmans等の用いた菌株は H37Rv，使用培

地は Dubos変法培地であり，われわれの用いたBCGと

は菌型菌株が異るのみならず，薗自身の生理的条件におい
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ても当然違いがあると思われるから，彼我の成績を直接比

較すべきでないことはし〉う迄もなかろう O

次K本実験における BCGの成長曲線を眺めて見ょ

う。上記の実験成績に見られる如く，われわれの実験では

菌が logatithmicの増殖を示す期間は概ね7日前後であ

った。然し実験1の如く接種菌が percc 10-1 mgという

ような比較的多い菌量を最初から接種したものでは，その

対数増殖期がやや短縮しているのを認めた。このことは第

l報の Micro-Kjeldahl法による Generationtime測定

の成績と対照して，一般に最初の接種菌i量の多いもの程

logarithmic phaseは短くなると考えてよい可能性を示す

ものと思われる。かかる logarithmicの成長期を過ぎた

あとの Opticaldensityの読みは前述の如く arithmetic

i乙増えるように思われるが， この点に関して Fisherへ
Volklり，HalpenL8) ̂ 浮の興味深い報告のあることは第l報

において述べた。

尚最初の接種;菌量が percc 10 -1 mg及び0.05mgの

ものでは， Qptical densityの読みが培養後最初から日を

追って対数的K増加し，所謂 Lagphaseと思われるよう

な時期は存在しなかった。但しこれよりうすい percc 10 

-2 mgの菌液においては，培養後2日間程その Optical

d唱nsityを正確に読み得なかった為， Lag pha鉛の存否K

関し明言し得ないのを遺憾とする。われわれの今回の方法

は，前報において述べた SmaIlinoculum techniqueや

Micro-Kjeldahl法などと同様に，本質的には細菌の質長

の増加を測る方法である O かかる方法lに乙おいて細菌が好適

な Mediui首m正

ら一定の速度で進行することは，すでlにこ Heぽrs釘ch恥eyl7)η)，

Wi加n凶slow& Walkerが1ち吋〕等lに乙よつても示されている。

然し最初の接種菌量が percc 10-1 mgより濃いもの

では， Optical densityと培養日数との聞に直線関係は得

られなかった。即ち対数的な増殖は認められなかった。乙

の事実と，最初の接種菌墨の多いもの程その logarithmic

phas3が短縮するという前記の事実とは互に関連のある

問題と思われる。 ζの点は，菌量の多いために培地中の栄

養分が比較的の不足を釆し，菌が十分な栄養を得られない

ことに起因するとも考えられるし，また Halpen& Ki-

rchheimer1oi) ゃ Volk& Myrrik9)のl>う如く，酸素の

消粍，或いは培地中酸素の分散度と菌の酸素要求量の不均

衡ということも考慮に入れなければならないであろう。ま

た菌液の濃度の高いため Opticaldensityの読みが不正

確になるととも考慮する必要があり，われわれの実験資料

だけでは断定の出来ない問題である O

以上分光光度計によって培養菌液の Opticaldensity 

を測定しとれから Generationtimeを算出する方法は，
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るとはいえ， Micro-Kjeldahl法による培養菌液の窒素測

定を以てする方法よりは遥かに簡単であり，かつ結核菌の

成長状態を対数増殖期の前後lこ亘って長く観察することが

出来るという点においてはSmallinoculum techniqueよ

り優って居るともいい得る。従って本報に記載した方法は

前報の二者と共に結核菌の metabolismの研究や，種々

なる物質あるいは物理化学的条件等の結核菌成長速度l乙与

える影響等を検するのに広く用い得るものと考えられる。

5.結論

BCG予研株を 0.05% Tween加 Kirchner培地lこ

培養して turbidityの増加を日を追って測定し，得たる

Optical densityの読みから Generationtimeを測定す

る方法について述べた。第I回自には接種時の菌量 per

cc 10-1 mg及び 10-2mg，第2固には perccO.05 mg 

及び 10-2mgのものを用い，夫々 500，ラ50，600及び

650mμ の4種の波長について2回実験を行ったが，得た

る BCGの Generationtimeは概ね 48時間であった。

この方法は結核菌lζ対する血清・薬剤等の影響を検する上

lζ，あるいはまたその metabolismの研究等に，広く応

用し得るものと考える O

稿を終るに臨み，終始御指導を頂いた大原教授に深く

感謝する。
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