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輸送培地 2種（キャリブレア培地と活性炭含有アミーズ培地）における Neisseria meningitidis の生育の
関係性を解析した。N. meningitidis ATCC 13077および臨床分離株の菌液の一定量をスワブに接種後，4℃
または 25℃で静置した。1，3および 7日経過後，スワブをチョコレート（CA）寒天培地に直接塗抹する
方法（直接法），およびスワブを滅菌生理食塩水に浮遊後，その一定量を CA寒天培地に塗抹する方法（定
量法）により，経時的な生菌数を測定した。直接法と定量法において，ATCC13077株をアミーズ培地で 4℃
保存した生菌数は，25℃で保存した場合と比して，時間依存的な減少は穏やかであることを見出した。こ
れらの傾向はキャリブレア培地でも確認された。しかし，これらの結果は菌株の性質で異なる可能性も示唆
された。以上より，4℃条件下で本菌をアミーズ培地とキャリブレア培地で保存することは菌の死滅を最小
限に抑える方法であることが明らかとなった。
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序 文
侵襲性髄膜炎菌感染症（Invasive meningococcal disease,
IMD）は重症度が高く，海外では集団感染事例も多いため，
常に公衆衛生的上注視されている１）２）。一方，わが国では年間
20-40例ほどの希少感染症であるが３），過去に集団感染事例も
発生しているため４），決して軽視できる疾病ではない。さら
に，わが国で国際的なイベント開催等により，IMDが流行
した場合は，それらの情報をいち早く国内外で共有する必要
があるため，迅速な病原体診断や積極的疫学調査等の IMD
に対する行政検査体制の構築が求められている。

IMDの起炎菌である Neisseria meningitidis は，“fastidi-
ous organism”として知られ，特に低温や高い pH，乾燥に
影響を受けやすい５）。したがって，本菌の精査や疫学調査な
どの行政検査等に応じて菌株を輸送する場合は，その特性を
考慮した菌の生育能力を保持できる条件下で輸送する必要が
ある。しかし，これまで様々な輸送培地が臨床検体の輸送で
使用されているが，依然として，輸送培地の N. meningitidis
生育に及ぼす影響を解析した研究は国内外で極めて少ない６）７）。
今回我々は，わが国における IMDの行政検査に関わる
N. meningitidis の輸送条件を確立することを目指し，広く
臨床応用される主要な輸送培地 2種を用いた保存条件と
N. meningitidis の生育の関係性を解析した。

材料と方法
1．使用菌株と輸送培地
菌株は，マイクロバンク（イワキ）にて実験直前まで－80℃
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Fig.　1.　 Reduction of colony count using the direct method. Colony count (0, 1＋ , 2＋ , and 3＋) at 4℃ and 25℃ in Amies with charcoal 
and Cary Blair transport systems was compared among N. meningitidis ATCC 13077 (A) and clinical isolates (n＝5) (B). Data 
are means±standard deviation of biological triplicate experiments. Statistical significance was determined by Dunnett’s multi-
ple-comparison test compared to the 0 days after storage. ＊p＜0.05, ＊＊p＜0.01, ＊＊＊p＜0.001.

保存した N. meningitidis ATCC 13077および臨床分離株（5
株）を使用した。輸送培地は，キャリブレア培地含有シード
スワブ γ1号‘栄研’（以下，キャリブレア培地，栄研化学），
および活性炭入りアミーズ培地含有シードスワブ γ3号‘栄
研’（以下，アミーズ培地，栄研化学）を使用した。
2．各種輸送培地と保存温度における生菌数の測定法
①直接法：チョコレート寒天培地（以下 CA培地，日本ベ
クトン・ディッキンソン株式会社）で 35℃，24時間炭酸ガ
ス培養（CO2濃度：5%）した使用菌株について，輸送培地
専用スワブで 100コロニーを掻き取った後，輸送培地に戻し，
4℃または 25℃で 3日および 7日間静置した。その後，ス
ワブを取出し，CA培地のシャーレ外壁 12時付近に取出し
たスワブを直接塗抹し，白金耳にて一定方向で 6時付近まで
塗り広げた。菌を接種した CA培地は，35℃で 24時間炭酸
ガス培養後，目視にて発育コロニー（生菌数）を測定した。
結果は，CA培地の 1/3の面積をコロニーが占める場合は 1＋，
1/3～2/3の面積を占める場合は 2＋，それ以上の面積を占め
る場合は 3＋とした。なお対照は，各条件下で静置後，速や
かに上記の工程を行った成績とした。
②定量法：直接法と同様に前培養した使用菌株に対して，

滅菌生理食塩水にてMcFarland no. 4の濁度に調整後，約 106

CFU/mLの菌液をマイクロピペットにて輸送培地専用スワ
ブに 100 μL接種した。菌液を添加したスワブは各輸送培地
に戻し，4℃または 25℃で一定期間（1～7日）静置した。そ
の後，取出したスワブを滅菌生理食塩水 1 mLに入れ，しっ
かりと菌を浮遊させた。その菌浮遊液を階段希釈後，それぞ
れ 100 μLを CA培地に接種した。菌を接種した CA培地は，
35℃で 24時間炭酸ガス培養後，生菌数を測定した。結果は，
対照の生菌数（各条件下で静置後，速やかに上記の工程を行っ
た成績）を 100％として相対的な割合で示した。
3．統計学的解析
直接法と定量法による N. meningitidis 生菌数の測定は，そ
れぞれ 3重測定（biological triplicate）を行い平均値±SD
で表した。統計学的処理は GraphPad Prism version 7.0を
用いて Dunnett法による多重比較検定を行った。p＜0.05を
統計学的有意水準とした。

結 果
1．直接法による各輸送培地・保存温度の生菌数
ATCC 13077株が接種されたアミーズ培地における生菌
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Fig.　2.　 Reduction of colony count using the quantitative method. Relative colony count (%) at 4℃ and 25℃ in Amies with charcoal (A) 
and Cary Blair (B) transport systems was compared among N. meningitidis ATCC 13077 (A) and clinical isolates (n＝5) (B). Data 
are means±standard deviation of biological triplicate experiments. Statistical significance was determined by Dunnett’s multi-
ple-comparison test compared to the 0 days after storage. ＊＊＊p＜0.001.

数は，4℃静置後 7日目でも生菌数を認めたのに対し（Fig.
1A），25℃静置では 7日目で検出感度以下を示した。これ
らの結果は，キャリブレア培地でも同様の傾向を示した。
一方，臨床分離株 5株を用いた解析では，双方の輸送培地
に菌を接種し 4℃で静置後，3日目から生菌数が減少し，7
日目でさらに低下した（Fig. 1B）。これらの結果は菌株間で
差が認められた。また，双方の輸送培地を 25℃で静置した
場合，その生菌数も 4℃の結果と同様の傾向を示したが，そ
の値は 4℃のものと比して迅速に低下した。
2．定量法による各輸送培地・保存温度の生菌数
直接法によりアミーズ培地とキャリブレア培地の双方にお
いて，4℃で静置後，7日目まで生菌が確認されたため，よ
り詳細な変動を確認する目的で定量法を実施した。ATCC
13077株が接種されたアミーズ培地およびキャリブレア培地
では，4℃で静置後，ともに生菌数は 3日目で減少したが，7
日目でもそれぞれ 10％および 3％の生菌が確認された（Fig.
2A）。しかし，25℃で静置した場合は，双方の輸送培地と
も 1日目で対照の 25％程度まで生菌数が減少し，3日目以
降は生菌が 1％以下に低下した。
一方，臨床分離株（5株）をそれぞれアミーズ培地とキャ

リブレア培地に接種し 4℃で静置した場合の生菌数は，1日
目で 50％程度まで減少し，7日目では 10％以下を示した
（Fig. 2B）。しかし，この 7日目の結果は，双方の輸送培地
で菌株間の差が認められ，検出感度以下を示す株も確認され
た。また，双方の輸送培地を 25℃で静置した場合の生菌数
は，4℃で静置した場合と比して速やかに減少し，7日目で
は全ての株が検出感度以下を示した。定量法の結果は，直接
法の結果を支持するものであった。

考 察
臨床検体中に含まれる起炎菌の生育が悪い場合は，培養同
定等の検査成績に影響を及ぼすことが知られる８）。そのため，
病原体の性質に応じた輸送条件の検討は極めて重要である。
米国微生物学会の臨床微生物学マニュアルにおいて，
N. meningitidis の保菌が疑われる咽頭スワブ検体は，栄養
要求の厳しい細菌の輸送に適したアミーズ培地で保存する方
法が示されている９）。今回我々もアミーズ培地を用いて検証
した結果，直接法と定量法により ATCC 13077株を 4℃保
存した場合の生菌数は，25℃で保存した場合と比して，時
間依存的な減少は穏やかであることを見出した。これらの傾
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向はキャリブレア培地でも確認されたことから，25℃保存
と比して 4℃保存では菌体内の様々な代謝が低下したことで
自己融解が抑制され，生菌数の穏やかな減少を引き起こした
可能性が考えられた。したがって，4℃による一週間の保存
であれば，双方の輸送培地で N. meningitidis の生育能力を
維持できることが示唆された。
一方，Wasasらは６），N. meningitidis の保存に活性炭含有

の変法アミーズ培地を使用し，室温保存 1日目で速やかに生
菌数が減少することを報告している。この報告では使用菌液
量など方法の詳細な記載が無いため，我々の定量法と異なる
可能性は否定できないが，ATCC 13077株と臨床分離株 5
株を使用した我々の結果も同様の傾向が認められた。しかし，
今回，臨床分離株における生菌数の結果から，同一の保存温
度であればアミーズ培地とキャリブレア培地でほぼ同様の減
少傾向を示すことが明らかになったが，菌株の性質によりそ
の減少率が異なることが示唆された。また，今回の定量法は
微量な菌液を用いた方法であったが，臨床分離株の直接法で
見られた結果から，スワブへの接種菌量を増加させることで，
25℃保存後 7日目で自己融解が進み一部が死滅したとして
も生菌を得られる可能性が示唆された。

結 語
N. meningitidis をアミーズ培地やキャリブレア培地で 4℃

保存する方法は，時間依存的に生菌数は減少するが，25℃
保存の方法と比して本菌の死滅を最小限に抑えるため，本菌
の行政検査等を目的とした輸送に有用であると考えられる。
しかし，スワブへの接種菌量を増加することで，双方の輸送
培地で 25℃保存する方法も本菌の輸送方法として期待され
る。
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Appropriate preservation of fastidious bacteria is required during transport because bacteria examination depends on the
viability of bacteria in clinical specimens, which can be affected by conditions such as storage, shipment temperature and
transport media. However, limited data are available on the storage conditions for keeping the survival of Neisseria meningi-
tidis . In this study, we aimed to evaluate the ability of different transport media in maintaining the viability of N. meningiti-
dis . Swabs inoculated with bacterial suspension of either N. meningitidis ATCC 13077 or clinical isolates (n=5) were stored
in two transport media, Amies with charcoal and Cary Blair for 7 days at 4̊C and 25̊C. Both direct and quantitative methods
were used to assess the number of viable cells. With the direct method, swabs were directly plated on chocolate agar fol-
lowed by colony count. While with the quantitative method, swabs were first floated in sterile saline, a portion of the bacte-
rial suspensions was then plated on chocolate agar, and colonies were counted. In both methods, the viability of ATCC 13077
kept in Amies with charcoal showed a milder time-dependent decrease at 4̊C, compared to those stored at 25̊C. Similar re-
sult was also obtained when Cary Blair was used; however, it was possible to be strain-dependent. Our findings indicated
that the viability of N. meningitidis was maintained in both Amies with charcoal and Cary Blair and it will contribute to fur-
ther understanding on the right condition for the shipment of N. meningitidis .


