
Title 液体培地中の結核菌發育に對する算定曲線(Verhulst)の適合性について

Author(s) 荻田, 友雄; OGITA, Tomowo

Description

Citation 結核の研究, 4, 3-6

Issue Date 1956-03

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/26590

Type departmental bulletin paper

File Information 4_P3-6.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



3 

液体培地中の結核菌綾育に封する算定曲線

(Verhulst)の遁合性について

荻田友雄

北海道大学結核研究所細菌部(主任:大原 達教授)

(昭和 31年 2月 20日受付)

1.まえがき

一般に細菌を液体培地中lこ培養した場合，増殖した菌

数を一定時間毎にグラフ上lζplotして行くと特定の曲線

が得られる O 乙の増殖曲線は多くの場合 sigmoidの形を

とるが， Robertson1)及び Rotka2)はとれが Verhulstめ

によって導かれた算定曲線(Iogisticcurve) 1こ良くー致

している事を報告した。わが国においては東大物療内科の

佐々木，'1)が黄色プドヲ球菌を用いてこれを確認している

タト，川上久川上・松山島等は staphylococcusaureus 

の methyleneblue還元に対する penicillinの影響を調

べた実験において，色素のちE色時間と penici11in濃度との

聞に同様な関係式が成立するのを見て居る。著者は結核菌

の如き発育の極めて緩徐なる菌を用いた場合にも，同様に

Verhulstの算定式を満足するような増殖が認められるか

否かを調べて見た。乙の実験においては，結核菌の菌数を

直接測定する代りに， micro-Kjeldahl法による菌体窒素

の測定及び spectrophotometerによる Opticaldensity 

からこの関係を調べたが，予期した通り略々算定曲線lこ適

合する事を知り得たので，その成績をままに報告する。

2. 実験材料並びに実験方法

i)使用菌株及び培地:馬鈴薯グリセ Pン培地より

Sauton培地へ移植せる BCG予研株を使用。培養 10日

目の菌膜を無菌的に秤量し，型の如く手振り法によって磨

砕した後 Tween80を加えた Kirchner培地l乙所定の濃

度になる様移結し，日を追って Opticaldensityの測定

及び菌体窒素の定量を行った。 Opticaldensity測定用の

菌は培養液中の濃度が犬々 percc 0.01 mg， 0.05 mg，及

び0.1mg (湿潤量)の 3種， micro-Kjeldahl定量用の菌

は菌体窒素量が夫々 percc 0.015 mgN; 0.02 mgN及び

0.03 mgNの3種を用いた。

ii)分光光度計 Ermaphotoelectric spectro-

photometer model IVを使用。

iii) Optical densityの測定法:上記3種の濃度に

菌を含む Kirchner 培地を毎日夫々 3乃至4本宛取り出

し，よく振重量して菌液を均等ならしめた後， blank 1ζ菌を

加えぬ Kirchner培地をおいて，分光光度計により夫々の

optical densityを読む。記録は 3-4本の平均値を以て

行った。なお，用いた波長は 500mμ，550mμ，及び 630

mμ の3種である。

iv)菌体窒素の定量 2日毎lこ同じく夫々の濃度の

培養菌液を3乃至4本宛取り出して.その全内容を遠沈管l乙

移し， 35∞r.p.m.60分間遠心沈澱後上清を吸引して捨て，
更に2@;蒸溜水を以てよく洗う。最後の沈溢を分解コノレベ

シにとってこれに触媒粉末(硫酸銅‘硫酸カリ 1:3)及び

濃硫酸を加え，液が硫酸銅色を呈するまで加熱沸騰せしめ

る。これを蒸溜水で稀釈して Kjeldahl装置の蒸溜コノレベ

ンlζ移し30%苛性カリを加えるoこれlに乙7水k蒸気(蒸溜y水k十

硫酸一滴)を通して発生するアンモニア.ガスを methyl

redで着色した n叫1υ/1∞HC引l中lにこ導き， n/100 NaOHで滴
定すれば，型の如き計算により菌休窒素を推定し得る。

v) Verhulstの算定式l乙対する適合性の検定。 Ver-

hulstは，生物の鴇殖する速度が，その時に存在する個体

数 y と，これが飽和の値Llζ達するまでの個体数の増加

(L-y)との関係から導かれるものと考え，微分方程式

旦Eー=K(L-y) 
dt 

を解いて次の如き算定式を導き出した。

L 
y ----;1c-+-，-----e=---r~(t---") 

ここに Lは t=∞の時の yの値， !lPちyの達し得る上

限， aは yが;に達するまでの時間， rは tが aな

る時の発育速度lctを乗じたものである。
T. ¥ I dv、 4

即ち LニY(t=∞)， a=t( yニー:;)， r = ( ~:) x一一1ιF 、dtJt_，、 L
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実験値がかかる算定曲線l乙適合するか否かは佐々木引に倣

い 逆数定差図脚注〕を作り，測定値が一直線上に並ぶか否

かによって検討した。

3. 実験成績

実験 1.培地中の菌数と Opticaldensityの関係。
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第1図第 1表の図示
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結核菌は他の細菌類に比較すると viablecount における 0.3 

誤差が大きいため，今回の実験においては実際の菌数を数

える代りに Opticaldensity及び菌体窒素量を増殖の指標

として growthcurveを求めた。故iこ先ず予備実験とし:

て， Optical densityの読みは実際の菌数と parallelで

あるか否かを調べた。第 l表がその成績である。この表は

Kirchner培地中の菌濃度が正確に percc 0.12ラmg，0.25

mg， 0.5 mg， 1.0 mg，及び 2.0mgとぜるような結核菌

第1表培地中の菌量と Opticaldensityの関係

¥¥尽 (mμ)I 6ラoI 600 ! 
5∞ 

菌量(percc)¥¥¥ 

2.Q mg 0.35 i 0.39 1 0.46 1 0.49 

1.0 mg I 0.18 I 0.20 I 0.24 I 0.27 
0.5 mg I 0.095 I 0.10 0.12 I 0.135 

0.25 mg I 0.045 I 0.05 I 0.06 I 0.07 

0.12ラmg I 0.02ラI0.025 I 0.03 I 0.035 

浮世在液を作り，ラOOmμ からのOmμ までの波長において

Optical densityの読みを調べたものであるが，図示して

見ると第 11玄]の如く，菌量と Opticaldensityの簡には

締麗な直線関係が認められる O 即ち一定の波長の範聞にお

0.2 

0.5 1.0 

波長('111件)

t:s-6. 500 
時-4t 550 
cr-o 600 
ト-e 650 

2.0愉g
芭壷cp也γCC)

いては，菌量が2倍l乙なれば Opticaldensityの読みも 2

倍になるもので， この事から Opticaldensityそのもの

を菌量の代りに用い得る ζとが明らかとなった。

実験2. Optical densiyの読みによる定差図の作

製。 Kirchner培地l乙植えた4つの sampleについて， 24 

時間毎l乙測定した Opticaldensityの読みとその逆数を

纏めて見ると第2表の如くなる。表における Opticalden. 

sityの実測値をそのままグラブ上に plotすると S字状の

曲線を得るが，その逆数を取って定差図を描いて見ると第

2図の如きl直線が得られる O ζの事から見て，結核菌の発

育は， Optical density によって測定した場合大体におい

て Verhulstの算定式を満足するものという事が出来る。

第 2表 培養結核菌液の OpticalDensity 

~ft 1~:tl~I_._I__1 _2_1_~__L_4___1_5_i_6ι仁川竺|11 112川lピ
:;J !}l lド川OωωベOの引jイ(山;よr山:?オヰ恥~21ヰ巾山|ド同はμ3;よr叩::r1:?1作~31作|い:2f口511t1L1l;山:
5日1示J:flitlTill:一三!TUi-::;:l::2-J
止竺!;二1旦同羽;;PF7k;11;;:l止11q中;;l:1←-
T-lJ!?:J雪山;1111山;::l::ii:::jpj:::fltii千
註:一般にある量 y が時間 tの函数である時，一定時間

♂ h毎に測定した y の値を夫々 a，b， C， …と「れば，

第l時貼を横軸の座標，第2時貼を縦軸の座標とする貼

(a， b)， (b， c)，ー…を順次グラブ上に plotしたもるのを

定差図とt、う O



実験 3.菌体内窒素量測

定による定差図の作製。

Micro-Kjeldahl法によって

菌体窒素量を定量する場合

は，測定技術上ある程度以上

の菌量を必要とするので，乙

ーの実験においては初接種量が

窒素lこ換算して夫々0.01ラmg，0.02mg，及び003mgとな
る程度の可なり大量の菌を培

養した。その後の菌体内窒素

の増加を2日目毎lζ測定した

成績は第3表に示す如くであ

る。との成績をそのままグラ

ブ上に plotすれば倣物線様

の曲線を得るが，窒ヰ雪量の逆

数を取って実験2の場合と同 o 
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第 2図 Optical Densityによる結核菌発育の等差関
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第3図 窒素定量による結核蘭発
育の等差図

第 3表 培養結核菌液の窒素量

zlrL-
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様lζ逆数定差図を作って見ると第3区!の如くなる O 即ちこ

の場合も測定値は略々一直線上に並び， Verhulstの算定

式が満足せられた事を示して居る。

Verhulst によって導かれた算定曲線は，人口増加，

酵母の発育面積等によく適合することが知られている他，

前述の如き学者によって一般細菌の増殖にも適用されるこ

とが証明されている O 今回の実験は，増殖速度において一

般細菌とは梢趣きを異にする結核菌の発育もまた，この算

定曲線IC従うことを示したものである O その適合性を検討

するに当って逆数定差関7)を作り，測定値が一直線lこ並ぶ

か否かを見たのは次の理由による(文献7)参照)。

即ち一定時間 hの間隔ををおいて結核薗の発育を測

定した場合，若しそれが算定曲線l乙従うならば

4.考察

o 10 
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(1)より

(2)より

Y (t)=←一千五一一一iナe-r(t-::t.)

y (t十h))ニ一一一主← 3一一l十e-f(t+h-:吋

e-r(t-a)ニー主 ーl
y (t) 

e-r(t-ωe-rh~ L一一 1
y(t十 h)

(3)を(4)に代入すれば

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

e-131t-L一一 L一一ニザhー 1(5)
y(t) y(t十h)

となり-~ーと一一]一ーとは一次式の関係にある。従
y(t) ~ y(t+h) 

って横軸を一軸，縦軸を 十一軸とし，相続く 2y(t) ，..，.， '1'''-''''''- y(t+h) 

つの実測値を夫々横座標，縦座標の値とする点を順次につ

ないで逆数定差図を作るならば，これ等の諸点は一直線上

lζ載る筈である。逆にいえば，定差図がーl直線をなせば菌

の発育が算定曲線lζ従うことが証明されたことになる。

尚 Verhulstの算定式には a，r及び Lの3個の常数

が含まれて居るが，これ等はすべて直接等差図から求め得

る。

llrJち定差直線の方向係数は(5)式より e-rhであるが，

hは既知(われわれの場合，毎日あるいは隔日に測定を行

第4表定差図より求めた a.r及びL

測定法'，1誤 1. a I r I 

optical 

density 

0.20 
mlcro-

0.28 
kjeldahl 

0.28 

っているので h=しまたは h=2)であるから，定差l白

線の横軸lこ対する傾斜8を凶から求めれば， tan () = e-rh 

によって T を;求め得る Lは t=∞の時の y の値であ

りその場合 y(t)ニy(t十h)であるから，定差図の原点を

通り両軸と 450 の角をなすl直線と定差直線の交点を求めれ

ば良い。この時の読みはιの値を示すからこれよりi直ち
に Lを求め得る。

また aは L=与なる時のaの値であるから--;ト
ー 1

を爽む2つの yの実測値から補間法によって求められる。

かくして求めたra，'r， Lの値をー表に纏めたものが第

4表である。この表から見ると， turbidityを指標とした

場合も菌体窒素量を指標とした場合も， 'Lの値は可なり均

ーなものとして与えられて居る。即ち培地が一定ならば，

接種菌量の大小に拘らず到達し得べき菌数の上限LI幸一定

である o aはその半分の個数iこ達するまでの時間であるか

ら最初の接種量に関係し，従って乙の場合一定の値が得ら

れないのは当然である O なお佐々木.1)!乙よれば， plate 

count によって菌数を測定した場合は，菌数そのものを

用いるよりはその対数を用いた方が良く Verhulstの式

に一致するというが，著者の場合 Opticaldensity及び

薗体窒素量は，対数をとらずにそのまま用いて良く算定式

を満足することが出来た。

5.結論

結核菌 (BCG予研株)の Kirchner培地中における

発育を turbldity及ひ‘菌体窒素定量によって調べた場合，

その増勉の状態は Verhulstの算定曲線l乙大体一致する。
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