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ミコバクテ リウムの特殊な抵抗性 とそれが薬剤耐性獲得に

さ い し て 演 ず る 役 割 に つ い て

2.消 毒 剤 に 対 す る 抵 抗 性

出 田 修

京都大学結核研究所細菌血清学部(指 導 植田三郎教授〉

受 付 昭 和54年5月14日

緒 言

結核菌その他の ミコバクテリウム(以下「ミ」と略)の 消

毒剤に対する抵抗性に関する業績は少な くないが,と く

に本邦では井上1)が かな り詳細に 記載 している。 しか

しなが ら従来のての種研究においては,て の種の菌類を

分裂菌 とみなして取扱い,菌 液全体 としての抵抗性を薬

剤の濃度 と作用時間との関係において吟味したにす ぎな

いようであって,菌 液中の個々の菌体の抵抗性に関して

はほとんど留意するとてうがなかつたようである。した

がつて菌液申のすべての菌体の抵抗性が一様に強いのか

あるいは一部の菌体のみが強い抵抗性を有するのか等の

点についてはうかがうべ くもなかつた。

著者は前編2)に おいて,「 ミ」の酸 および アノレヵリ

に対する抵抗性を検討した結果 「ミ」菌液は分裂菌のそ

れ とは異なつて,著 しく抵抗性を異にす るとてろの少な

くとも2種 以上の菌体か ら成立ち,そ の中には特別に強

い抵抗性を有する少数の菌体 もまた存在するてとを明 ら

かにした。そしててのような 「ミ」の示す特殊な抵抗性

を理解するためには,植 田5)が 闡 明した ての種菌類の

特別な発育様式と関連せしめて考えるのがより容易であ

るてとを示唆した。

 本実験においては 「ミ」菌液中で昇衆および石炭酸に

抵抗して生残る菌体を,経 時的かつ定量的に精査して在

来の 「ミ」の抵抗性に関する業績 と対比 しさらに進んで

は個々の菌体についての抵抗性分布が従来観察せ られた

分裂菌のそれとどのように異なるかを検討 し,前 編 と同

様な観点か らての種の菌の抵抗性の拠 りどてろを解明す

る資料 とした。

材 料

〔供試菌〕 人型結核菌:H37Rv株,フ ランクフル ト

株(以 下F株 と略)お よび青山B株 。半型結核菌:牛1

号株。BCGお よびVole菌 。鳥型結核菌:鳥 京株お

よび鳥獣株。雑菌性 「ミ」:ス メグマ菌お よびAI株 。

対照として分裂菌である大腸菌およびブドウ球菌を用い

た。

〔菌液 〕 「ミ」はグリセリンブイヨンに37℃11～14

日間培養(AI株 だ けは発育が 速いため5日 間)し た

菌膜を濾紙で脱水後,瑪 瑙乳鉢で丁寧に磨砕し1mg/ml

の蒸溜水菌液を作 り,で きるだけ単個菌を得るために,

室 温(15～18℃)に30分 間放置 して菌塊を沈澱 させ,

上清 を使用した。大腸菌およびブ ドウ球菌は24時 間ブ

イヨン培養5mlを 遠沈洗滌 して同量の蒸溜水に浮游 し

さらに100倍 に稀釈 したものを用いた。

〔実験その1〕 各種濃度の昇汞 および石炭酸に

対する抵航性

各種濃度の昇汞および石炭酸に30分 間作用させた場

合の菌の生残の様相を知 るために下記実験を行なつた。

0.0001,0.0005,0.001,0.005,0.01%の 昇汞水なら

びに0.05,0.1,0.25,0.5お よび1.0%の 石炭酸液

を各5ml宛 試験管に分注し,上 記各型菌の菌液 をそれ

ぞれ0.1ml宛 加 えて混和し,室 温(15～18 ℃)で30

分 間作用させたのち,蒸 溜水で100倍 に稀釈し0.1ml

を3本 宛卵培養基に培養した。人型,牛 型 および鳥型

菌は6週 間,雑 菌性 「ミ」は4週 間後に集落数を計算

し,そ れぞれ培養基3本 についての平均値を求めた。

大腸菌およびブドウ球菌は寒天平板各3枚 に混和培養

し,37℃48時 間後に集落を計算し,そ れぞれ平板3枚

について平均値を求めた。

ての実験は,一 定濃度の薬剤に菌を接触させて経時的

に生残菌数の消長をしらべるさいに,薬 剤の殺菌作用が

強すぎた り,ま たは弱すぎると個々の菌体間の抵抗性の

差異を識別しがたいか ら,適 当な濃度を選定するために

行なつた予備実験である。

図1(昇 汞)の でとくAI株 は全体 として抵抗性が

強 く,大 腸菌はとくに弱いが,供 試人型 ・牛型 ・鳥型結

核菌およびBCGは いずれも0.005%30分 間で菌

液中のすべての菌体が 死滅し,ま た0.0005%で は作

用が弱す ぎるてとを知つた。したがつて,次 の実験(各

時間でとの生残菌の検査)に は0.001%を 使用するて
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図1各 種濃度昇汞に対する抵抗性
〔30分間作用後の生残菌数〕

図2各 種濃度の石炭酸に対する抵抗性
〔30分間作用後の生残菌数〕

とにした。さらに濃度の薄い0.0001%で は 大腸菌の

ほかは,生 菌の減少がほとんど認め られなかつた事実か

ら,0.001%に 作用後100倍 に稀釈して培養すれば,

もはや薬剤の残留による影響は顧慮しなくても差支えな

いてとを知つた。なお図1の でとく0.001%昇 汞30

分作用後にブドウ球菌はすべての菌体が死滅し,人 型 ・

牛型および鳥型菌等では一部の菌体が死滅した。すなわ

ち 「ミ」の菌液中にはブ ドウ球菌 と同程度

の抵抗性しか有しない菌体が同時に含まれ

るてとが明 らかになつた。

図2に は各種濃度の石炭酸 を30分 間作

用させた場合の生残菌数を示した。昇汞の

場合と異なつて,供 試各菌株間の抵抗性の

差異はさほど顕著でなかつた。1%で30

分後 にはいずれの菌 もすべて死滅し,0.25

%で は作用が弱す ぎたので 上記 と同じ理

由により次の実験には0.5%で 各時間で

との生残菌の消長をし らべ るてとにした。

〔実験その2〕0.001%昇 衆 および0.5

%石 炭酸に対する抵抗性

実験その1を 参考 とし,一 定濃度の薬剤

に対する各時間でとの生残歯 数の消長をし

らべた。0.001%昇 汞 および0.5%石

炭酸を各5ml分 注 した試験管に各供試菌

液0.1mlを 加 えて混和し室温において,

5～10分 でとに60分 に いたるまで,そ

の後は30分 でとに180分 に いたるまで それぞれ0.1

mlを ピベットで取出し,100倍 に稀釈後上述 と同様に

して培養した。

その成績は図3の でとく,分 裂菌(大 腸菌およびブド

ウ球菌)は30分 以 内に直線的に減少して菌液中のすべ

ての菌体が死滅し,個 々の菌体間に抵抗性の幅を認める

てとは困難であつた。しか るに「 ミ」の供試各株におい

ては,菌 株間には多少の程度の差はあつたが それぞれの

菌液中には長時間の作用に耐えて生残 る菌体があつた。

とくに鳥型菌および雑菌性 「ミ」AI株 は,菌 液中に抵

抗性の強い菌体が多く180分 作 用後にもなおかつ 生残A

る菌体が他の菌型,菌 株に比べて多かつた。同じ雑菌性

「ミ」で もスメグマ菌の抵抗性はAI株 とは異な り,

人型および半型菌に近い位置を占めた。人型および牛型

菌では,菌 液中の一部の菌体は分裂菌 と同様に30分 以

内で死滅 したが,60分 後には最初の全生菌数の1/15～

1/18が 抵抗して生残 り,さ らに60分 後,す なわち合

計120分 の間では殺菌される率は少な く,階 段状をな

して抵抗するように思われた。てのように「 ミ」の菌液

を構成する個々の菌体間の昇汞に対する抵抗性の幅は,

分裂菌に比べると著しく広かつた。

0.5%石 炭酸液中における各時間でとの生残菌数の

消長は図4の でとく,「 ミ」だけについてみれば上述昇

汞 と多少類似の傾向がみ られ,て とに鳥型鳥京株および

雑菌性 「ミ」AI株 は,他 の菌株,菌 型に比較して生残

曲線は幾分緩やかで あつた。 しかしなが ら,分 裂菌 と

「ミ」との間には昇汞の場合のような顕著な差異はみ ら
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図30.001%昇 汞 に対する抵抗性

〔各時間でとの生残菌数〕

図40,5%石 炭酸に対する抵抗性

〔各時間でとの生残菌数〕

れなかつた。てれは薬剤の作川機作の相違によるものと

思われる。

総括ならびに考案

消毒剤の代表的かつ古典的な地位を占める昇汞および

石炭酸を選んで,「 ミ」の菌液の抵抗性を個

々の菌体のそれに留意しなが ら検討した。従

来昇汞は結核菌およびそれを含む病原材料の

消毒にはやや不適当とされ,他 方石炭酸の効

果は高く評価 されている。

上述の実験によつてすでに明らかなように

「ミ」の菌液中の個々の菌体についての,昇

汞に対する抵抗性の幅は,分 裂菌(大 腸菌,

ブ ドウ球菌)の それとは異なつて著しく広い

てと,お よび「 ミ」の菌液中にはとくに抵抗

性の強い一定少数の菌体が存在す るてとがわ

か る。しかしなが ら,0.0001～0.0005%昇

汞 を30分 間,ま たは0.001%昇 汞 を10

～30分 間作用 させ るてとに よつて,分 裂菌

とほぼ同様に速やかに死滅す るかなり多数の

菌体 もまた同時に含まれてい る点に注意しな

ければな らない。

上記昇汞の場合の実験成績について,さ ら

に詳細に検討す るために前編において述べた

でとくにして抵抗性の分布図を求めた。すな

わち図3か ら,各 作用時間における死菌数の もとの全生

菌数に対す る百分率(%)を 求 めた。図5は その1例 と

図5 0.001%HgCl2に 各時間作用させた場合

〔青山B株 の抵抗性分布〕

して入型青山B株 の抵抗性の分布を示したもの であ

る。同図によれば,青IUB株 の菌液は,0.001%昇

汞 に対して.10分 内外の とてろで死滅する菌体(A群)

と60分 内外のとてろで 死滅する菌体(B群),お よび

90分 以上抵抗するでく少数の 菌体(C群)と の,以 上

3種 か ら成 り,か つA群 とB群 とは非連続性でそれ

ぞれ明 らかに体制を異に する菌体 か ら成ると考えられ

る。てのてとは前編において述べたとてろの,酸 および

アルカリに対する抵抗性の場合と類似の現象である。

近時,細 菌に対する薬物の作用機作は,ス ルファミン

に関す る業績以来,代 謝拮抗に関する研究が活発に な

り,そ の方面の解析を通 じて も行なわれるようになつた

(Woodlley,4), peterson 5)お よびFoster 6))け れ ど

も,従 来分裂菌に対す る消毒剤の殺菌作用に関する数多

くの業績(Chick 7), Madsen 8), Brooks g), Behringlo)
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Zinsser 11)に おいて,時 間的な殺菌過程を対数尺で 作

図すれば,し ばしば直線的な画数を示す てとか ら,細 菌

の死は単分子的反応であると説明された。てれは前編に

おいて も述べたでとく菌集団(popu玉ation)が 一様にほ

ぼ等 しいような抵抗性の菌体か ら成つてい るとい う仮定

に基づいている。近年になつてJordan & Jacobs12)は

大 腸菌の抵抗性が 正規分布を示 さない てとを明 らかに

し,ま た とLamanna 15)お よびDubos 14)は,細 菌は増

殖過程の各時期において,あ るいはその他の条件によつ

て,生 理的,形 態的に相違するてとを述べてい るが,今

回著者が 「ミ」に消毒剤,た とえば昇汞を作用させたさ

いに認められた上述のでとき非連続性の分布,す なわち

同一培養中において抵抗性を著しく異にするような菌体

が存在す るてとは分裂菌においては未だかってみ られな

かつたとてろである。「 ミ」菌液はその抵抗性か らみて

少なくとも3種 以上の菌体か ら成立つ ものと察知される

と同時に,そ の中にはとくに抵抗性の強い少数の菌体が

存在するてとは注意 されなければな らない。

 では,て のような「 ミ」の特殊な抵抗性は,は たして

何に起因するのであろうか。諸種の化学物質の殺菌作用

の機作については,維 解未詳の点が多いけれども,分 裂

菌に対する昇汞の殺菌作用の1つ は,水 銀 イオンとSH

基 との結合であって(Lamanna 15),Dubos14),Oginsky

 & Umbreit 15)),細 胞 内への 拡散 およびSH基 との

反応の段階はいずれも可逆的であり,さ らに作用が進む

と不可逆的となるてとが知 られている。ての点は「 ミ」

といえども現在の段階では,そ の基本的なものは分裂菌

と類似の酵素系に依存 していると考えられるか ら「ミ」

においても同様な考え方が許され るであろう。したがつ

て,「 ミ」菌液が昇汞に対す る抵抗性か らみて少な くと

も3種 の菌体か ら成 るとい う上述実験成績 も,同 じ機

転にょって,て れ ら3者 の水銀 イオγに対する感受性

の差異によつて現われてい るのではないか と思 う。

「ミ」が諸種の毒性物質に感受性を示しがたい理由と

して,て れが豊冨な脂質を有す るためと一般には考えら

れやすいが,前 編において述べたでとくてのような脂質

が被膜 として菌体表面に存在するわけではな く,ま た脂

溶性物質に よるよりも水溶性物質の方が はるかに よく

「ミ上に作用す る14)。事実,「 ミ」は水溶性 栄養物質

を容易に利用するし,水 溶性ス トレプ トマイシンにょっ

て顕著な影響を受ける。元来, 「 ミ」の脂質 とか被膜 と

かいわれているのは,す べての菌体にてれ らの物質が一

律に含まれているとい う仮定にすぎず,て の種の菌の個

々の菌体を分裂菌同様に均一視した考え方である。ての

ような考え方をもつては,上 述のでとき,「 ミ」菌液が

特殊な抵抗性分布を示した り,あ るいは水溶性物質がよ

く影響する等の 機転は 到底説明しがたい。 したがつて

「ミ」の抵抗性を理解するための拠 りどてろは,特 別に

異常な代謝 とか菌体の脂質,被 膜 とかを離れて他に求め

られねばならない。

 ひ るがえつてての種の菌の発育様式をみるに,植 田5)

は ての種の菌が分裂菌 とは異なつたやや複雑な発育を営

み,ま たその発育の過程において,自 然に形成せ られる

とてろの特別な構造を有す る一定の形態が存在するてと

を指摘した。てれによつても,「 ミ」の各菌体の脂質,

被膜あるいはその他の構造を均一視した従来の考 え方な

いし実験結果の考察の仕方は再検討されねばな らぬてと

が うかがえる。「 ミ」の菌液中の菌体が,昇 汞に対する

抵抗性か らみて3種 に区別 で きるとい う事実は,植 田

5)16)の 発育様式に関する研究,と くに発育の段階によ

つて菌体の構造が変化するというような所見が,て のよ

うな事実を理解する一助となるのではないかと思 う。一

定少数のとくに強い抵抗性を示す菌体についてもまた同

様な立場か ら,そ の特殊な抵抗性を理解する端緒がある

ように思われる。

 石炭酸の場合には昇汞の場合とは異なつて,「 ミ」 も

また分裂菌と同様に顕著に影響せ られ,微 弱な抵抗性し

か示さなかつた。てれは作用機作が昇汞 とは異なるため

であろうと考え られるが非常に興味のあるてとである。

元来石炭酸は表面活性剤であ り,ま た非解離の分子 とし

て も作用するか ら,そ の殺菌作用は著 しく強 く,そ の作

用はきわめて早い段階で除かぬか ぎり完全に不可逆性で

あるといわれている15)～15)。また表面 活性の ゆえに菌

体表面に集中し,溶 液 自身の濃度以上の濃度で作用する

であろうが,そ れが毒性を発揮す るには細胞内に拡散滲

透するてとを必ず しも必要 とせず,細 胞表面のある要素

と結合して細胞膜のある機能を傷害すれば殺菌の目的は

達せ られ るといわれる15)14)。 本剤に関するか ぎり「ミ」

と分裂菌 との間に,昇 汞におけるほどには顕著な差異が

現われなかつたのは,あ るいはてのような機転の差異と

多少関連す るのか もしれない。薬剤の脂溶性と「 ミ」の

菌体脂質および抵抗性との間に因果関係を確立させがた

い てとはすでに述べた。作用時間,濃 度等についてさら

に検討し,他 の方法を用いれば,石 炭酸に対する「 ミ」

と分裂菌 との抵抗性の差異は もつと明 らかになるか もし

れないが,て の点に関す る検討は他 印て期したい。

昇汞に対する「 ミ」菌液の生残菌曲線ないし抵抗性分

布の傾向が,前 編における酸およびアルカ リに対する場

合に近似 してお り,同 じてとがまた後編の熱および抗菌

物質に対する抵抗性についても認め られるのであるが,

「ミ」の抵抗性はてれ ら各種の影響にさいして,あ る相

似 した傾向を示す。すなわちてれ らの影響のそれぞれに

ついて特異性がな く,む しろてれ ら各種の影響に対して

常にほぼ共通したある基本的な態度をもつて対応すると

い うことにとくに留意、しなければな らない。
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結 論

「ミ」菌液の昇禾および石炭酸に対する抵抗性を,菌

液中の個々の菌体のそれに留意しなが ら,定 量的かつ経

時的に検討した結果次の所見を得た。

1)「 ミ」の菌液は,昇 乗に対して,分 裂菌の場合とは

全 く異なり,顕 著に抵抗性を異にする少な くとも3種 の

菌体か ら成立ち,と くに特別に抵抗性の強い一定少数の

菌体が存在するてとに注意したい。てのてとは前編にお

いて,酸 およびアルヵりにっいて観察した所見と相似し

ている。

2)「 ミ」菌液が昇煮に対 して特殊な抵抗性分布を示す

てと,と くに一定少数の菌体が とくに強い抵抗性を示す

理由を,て の種の菌類の有する豊富な脂質ないしは蝋様

被膜等に求めるてとはもはや困難であって,理 解の拠 り

どてろは当然他に求め られねばな らない。発育様式か ら

する理解はその一助 となるものと思 う。

3)石 炭?に 対しては,上 記実験に使用した濃度ある

いは作用時間の範囲内では「 ミ」 もまた分裂菌 と同様に

微弱な抵抗性しか示すてとができなかつた。

稿を終わるに臨み御指導と御校閲を賜わつた恩師植田

三郎教授に深謝し,上 坂一郎助教授の御助言を謝す。

主 要 文 献

1)井 上棟樹:熊 本医学会雑誌,8;1336,昭7.

2)山 田修:結 核,34;614,昭34.

3)植 田三郎:結 核菌の研究 1.形 態及び発育様式,南

 江 堂,昭26.

4 ) D.W. Woodlley : A study of antibiotics, 

Published by John Wiley & Sons, N.Y., 1952.

5) A. Peterson & H. Pope : J. Bact., 64 : 25, 

1952.

6) J.W. Foster & R.F. Pittilo : J. Bact., 66 : 478, 

1953.

7) Chick, H. : J. Hyg., 8: 92, 1908 ; A System of 

Bacteriology, Vol. 1, 101, 1930, Published by 

His Majesty's Stationary Office, London. 

8) T. Madsen & N. Nyman: Z. Hyg.,57 : 388, 1907.

9) Brooks, C. : Botan. Gaz., 42 : 359, 1906.

10) Behring, E. Von : Z. Hyg. Infectionskrank., 9: 

395, 1890.

11) Zinsser & Bayne-Johns : Textbook of Bacte 

riology, 1939, D. Appleton Century Co. Inc., 

N.Y., London.

12) Jordan, R.C. & Jacobs, S.E. : cited in (13).

13) C. Lamanna & M.F. Mallete : Basic Bacteri

ology, The Williams & Wilkins Co., 1953.

14) R.J. Dubos : The Bacterial Cell, Harvard Univ. 

Press, Cambridge Mass., 1949.

15) E.L. Oginsky & W.W. Urnbreit : An introduc

tion to bacterial physiology, Copyright 1954 

by W.H. Freeman and Company, Inc.

16)植 田三 郎;結 核,32:181,241,昭32.


