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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

3. 熱 に 対 す る 抵 抗 性

山 田 修

京都大学結核研究所編菌血清学部(指導 植田三郎教授)

受付 昭和34年3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 熱

に対 す る抵抗 性については,井 上1),柳 沢2)ら がか な

り詳細 に検 してい るが,こ れ らの業績 の多 くは,い ずれ

も「ミ」菌液全体 としての抵抗性 を,加 熱後 の菌液 を培養

して集 落の発育の可能の限界 を もつ て示 した もので
,個

々の菌体 の抵 抗性については顧慮 穿鑿す るところが ほと

ん どなか つた。す なわち この種 の菌類 が分裂菌 と同 じ立

場か ら眺 め られ,取 扱 われ た ことは明 らかであ る。

著者は前編3)に おい て,「 ミ」菌液 の酸 ・アル カ リおよ

び消毒剤 に対す る抵 抗性を経時的かつ定量的 に精査 した

結果,「 ミ」菌液 の抵抗 性分布 は分裂菌 とは異なつ て非連

続性で あ り,「 ミ」菌液 は抵抗性 が顕 著に異な る概 略2～3

種の菌 体か ら構成せ られ,そ の 中にはと くに抵抗性 の強

い菌体 があ ることを明 らかに しえた。今 回は各種の 「ミ」

浮游液 を各種 の温度で0定 時間,あ るい は一定温度 で各

時 間作用 させ,生 残菌 数の消長曲線 を求め,こ れ と前回

の酸 ・アル カ リあ るい は消毒剤 の場合 に得た成績 とを比

較検討 した ところ,こ の場合 に もまた「ミ」は酸 ・アル カ

リあ るいは消毒剤 に対 す るとほぼ似 た様式 の抵 抗性 を示

し,分 裂菌 とは異なつた所 見を得 たので以下 その概略 を

報告す る。

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 。牛 型結 核菌:

牛1号 株,RM株 。BCG。 鳥 型結核菌:鳥 京株 ,鳥獣

株。雑菌性「ミ」:ス メグマ菌,A1株 。対照 として分裂

菌 であ る大腸菌C1株 とブ ドウ球菌寺島株 を用いた。

〔菌液 〕 供試 「ミ」をグ リセ リンブ イヨンに37℃11～

14日 間培 養(A1株 だけは発育 が速 いため5日 間)し た

菌 膜 を,濾 紙で脱水後瑪瑠乳鉢で丁寧に磨 砕 し,0.1mg

/mlの 蒸 溜水浮游液 となし,で きるか ぎ り単個菌 を得 る

ために室温(20～23℃)に30分 間放置 して菌塊 を沈 澱

させ上清 を使用 した。

〔実験その1〕 菌 を浮游 させ る媒液の種類が

「ミ」の熱 抵抗 性に及ぼす影響

予備実験 として「ミ」の熱 に対 す る抵抗性 が媒液 の種類

を異 にす ることによつて どの よ うな差異 を示すか を検 し

た。鳥京株 お よび スメグマ菌 の菌液 をそれぞれ キル ヒナ

ー液
,燐 酸緩衝液,生 理食塩水お よび 蒸溜水10mlに

0.1ml宛 加 えて振盪混和 し,さ らに各試験管 の 内容か

ら・液面 お よび管壁 を避 けて5ml宛 を メス-ピペ ッ トで

それぞれ新 しい 滅菌試験管の 底へ 静か に移 し,各 温度

(40,45,50,55,60お よび65℃)の 重湯煎 に管 口近

くまで十分 に深 く浸 して30分 間加iし た。加熱後 ただ

ちに取出 して流水で冷却 し,よ く振盪 してか らそれ ぞれ

0.1mlを 卵培養基3本 宛に培養 し
,人 型 ・牛型菌 お よ

びBCGは8週 間,鳥 型菌 および雑菌性 「ミ」は6週 間

後に集落 数 を算 えて その平均値 を求 めた。この場合 ,対

照 の分裂 菌(大 腸菌,ブ ドウ球菌)は,24時 間 ブイ ヨ

ン培養 を上記各液 で10-6に 稀 釈 した ものを用い
,加 熱

後0.1mlを 寒天平板3枚 宛 に 混和培養 し48時 間後

に集 落 を計算 して その平均値 を求 めた。

他方,対 照 として鳥京株 お よび分裂菌(大 腸菌,ブ ド

ウ球菌)を ブイ ヨン,10倍 稀釈 ブ イヨン,キ ル ヒナー

液(血 清10%,1%お よび0%),燐 酸緩衝液 ,生

理食 塩水お よび蒸溜水 に浮游 し,加 熱せず に室温 に放置

した場合 に,時 間の経過 に伴 い生菌が どれほ ど減少す る

か をし らべた。すなわ ち0定 時 間ごとに0 .1mlを 取つ

て上記同様に培養基 に移 し発育集 落数 を算 え
,そ れ ぞれ

培養基3本 あ るいは平板3枚 の生残菌 数の平均 値 を求

めた。

上述の結果 は,図1鳥 京株お よび図2ス メグマ菌の

ごと く,熱 に対 す る抵抗 性は媒液 の種類 を異にす ること

に よつて著 しい差異があ り,キ ル ヒナー液においては そ

の影響 は もつ とも緩徐 であつた。また蒸 溜水 および生理

食塩 水を使用 した場合 は,菌 株 によつて も異な るが スメ

グマ菌 は図2に み るように とくに顕 著な影響 を受 けた
。

加熱せずに単に室 温に放 置 した場合 には,図3鳥 京株 に
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図1 浮游媒液の種類が「ミ」の熱抵抗性に及ぼす影響
〔その1鳥 京株 各温度30分 間加熱〕

図2 浮游媒液 の種類 が「ミ」の熱抵抗性 に及ぼす影響

〔その2ス メグマ菌 各 温度30分 間加熱 〕

図3 浮 游媒液 の種類 が「ミ」の熱抵抗 性に及ぼす影響

〔その3鳥 京株 室 温20～23℃ 放 置〕

つい てみ るご とく,6な い し24時 間後 にブ ィコンお よび

キル ヒナー液の 生菌 の減 少が もつ とも少な く,蒸 溜 水お

よび生理食塩 水ではかな り顕著に減少す るにいたつた。

大 腸菌 およびブ ドウ球菌(図4,5)は,室 温 に おいて

ブ イヨンおよび キル ヒナ ー液 では増殖 し,「 ミ」とは逆 に

生理食塩 水 よ りも蒸 溜水 におい て生菌 の減少が よ り多か

つた〇 この ように室 温で時間の経過 と ともに著 し く生菌

が減少す るよ うな媒液 を除外 して9以 後 の実験 には キル

ヒナー液 を使 用 した。

〔実験その2〕 各種 温度に30分 作 用させ た場 合の

生残菌 数

実験 その1と 同 じ方法で作つた 供試各菌 の キル ヒナ

ー浮游液 を,40,45,50,55お よび60℃ に30分 間

加熱後,そ れぞれ0.1mlを 培養 し,実 験 その1の 方

法 に準 じて発育集 落数(生 残菌数)の 平均 値 を求めた 。

図6の よ うに,大 腸菌以外 の供試 各菌株 は45℃ で

は生菌 数にはほ とん ど影響が な く,50。Cで はじめて 生

菌 の減少が認 め られ,55℃ では人型 ・牛型菌 および 分

裂菌 は と もに全部死滅 したが,鳥 型菌 および雑菌 性「ミ」

の菌液 中の一定数の菌体 は強 く抵抗 して生残 つた。

〔実験その3〕55℃ に各時間作 用させた場合 の生

残菌数

加熱 温度が高す ぎた りあ るいは低す ぎると,個 々の菌

体間の抵抗性 の差 異は識 別しがたいか ら・実験 その2を

参考 として55℃ を選び,温 度 を一定 にして時 間の経過

に伴 う生残菌 数の消長 をし らべた 。す なわち実験 その1

と同様 の方法 で,供 試 各「ミ」お よび分裂菌 のキル ヒナ0

浮游液 を作 り,55℃ に加熱 し,10分 間 ご とに60分

にいた るまで それぞれ0.1mlを 培養 して生残

菌 数の推移 を観察 した 。

図7の ごとく分裂菌(大 腸菌,ブ ドウ球菌)

は急峻 な傾斜 を もつてほぼ直線状 に 下 降 し,

30分 後 にはすべ ての菌体 が死滅 した。しか るに

「ミ」ことに鳥型菌,雑 菌 性「ミ」において は分裂

菌 と同様 に10分 間で死滅す る菌体が ある一方,

各 時間 ごとに一部の菌 体が生残 る傾向 を示 し・

60分 後に もなお少数の菌体が強い抵抗性 を示 し

た。人型 ・牛型菌 は分裂菌 と鳥型 ・雑菌1生「ミ」と

の中間 に位 したが,鳥 型・雑菌性「ミ」ほ どではな

いにして も多少それに近 似 した傾 向を示した。

〔実験その4〕 供試 菌の培養 日数を異に し

た場 合の抵抗性の相違

鳥京株の1週 と6週,A1株 の1週 と6

週,な らびに スメグス菌 の1週 と8週 の培養

菌 か らそれぞれ生理 食塩水菌液 を作 り,実 験 そ
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図4 各種媒液に大腸菌 を浮游 室温20～23℃ に放置

〔生菌数 の消 長〕

図5 各種媒液に ブ ドウ球菌 を浮游 室温20～23℃ に放 置

〔生菌数の消長〕

の1の 方法 に準 じて各温度(40,45,50,55お よび

60℃)30分 間加熱 後,そ れぞれ0.1mlを 培養 し生残

菌数(集 落)を 比較 した。対照 として大腸菌の24時 間

と10日 間 とのブイ ヨン培養菌 を用い た。

図8の ご とくA1株 において は,6週 培養菌 は1週

培養菌 に比べ て抵抗性 の強 い菌体 をよ り多数含有 してい

た。鳥京株の6週 と1週,ス メグマ菌 の8週 と1週

培養菌 との間に もこれ と同様 な関係が認 め られ た。す な

わ ち培養 日数の長い菌 は,短 い菌に比べて抵抗性の強い

菌体 をよ り多 く含 有す ることを知 りえた。他方,大 腸菌

では図9の ごとく 「ミ」 とは逆 に24時 間培養菌 は10

日間培養菌 よ りもよ く抵抗 した。

総括な らびに考案

微生物 の熱抵抗性 に関連 を もつ各種 の環境 因子 は先 人

の業績に もあるごと くか な り複雑 であ る4)～6)。 とくに

「ミ」の場合 は均質 な菌液 を得が たい とい う点だ けか らみ

て も,こ の種の菌 の抵抗性に関す る研究 は分裂菌 のそれ

の ごと く容 易でない ことが是認せ られ るが,実 験方法に

おいてすでに述べ た ごと く,上 記の点について も十分の

注意 を払 つて実験 を行ないかつ考案 した ことはい うまで

もない。

上述 の実験成績 に よ りすでに明 らかな ごと く,菌 を浮

游 させ る媒液 の種類 に よつて熱に対す る抵抗性は著 し く

異な るが,そ の程度は菌 の種類 に よつて も差異が あ り,

た とえば スメグマ菌(図2)の ごと きは,キ ル ヒナー液

では他の「ミ」に比べ て強い抵抗 性を示すに もかかわ らず

蒸 溜水,生 理食塩 水においては著 し く敏感 であ る。また,

菌液 を室 温に放置 す る場合(図3～5),た とえば,鳥 京

株で は分裂菌 とは逆 に生理食塩水菌液 におけ るほ うが蒸

溜 水の場合 よ りも生菌 の減少が著 しい。 この ことは「ミ」

菌液 を作 るさいに従来慣用の生理食塩水 を使用す ること

は再考 を要す ると思 う。燐酸緩衝液 の場合にお ける生菌

の減 少す る程度は キノレヒナ0液 と蒸 溜水 との中 間に位す

る(図3参 照)°

さて個 々の菌体 の抵抗 性の差異 を識別す るために,上

記予備実験 において知 りえた ところに従い もつ と も適当

な媒液 として,熱 の影響 の緩徐 な キル ヒナ0液 を用い,

かつ温度 として は55℃ を選 び,経 時的に熱 に対 して抵

抗す る生残菌数の消長 曲線(図7)を 得 た。 これによれば

分裂菌で ある大腸菌,ブ ドウ球菌 は,比較 的急 峻な傾斜 を

えがい てほぼ直線状 に,時 間の経過 に比例 して生菌 が減

少 し,55℃30分 後 にはすべての菌 体が死滅す るが,「ミ」

ことに鳥型菌,お よび雑菌 性「ミ」の菌液中に は分裂菌 と

同様 に30分 で死滅 す るような抵 抗性の弱い菌 体があ る一

方 で,50～60分 後 に もなお抵 抗 して生残 る菌 体が同時

に含 まれ てい ることが わか る。 この ことはすでに前編に

おいてみた ところの,酸 ・アル カ リあ るいは消毒剤に対

す る抵抗性 と類似 の性質 であつて強 くわれわれの注意 を

惹 くところであ る。ただ この場合,供 試 人型 ・牛 型菌 お

よびBCGの 抵抗性が鳥 型菌 や雑菌性 「ミ」ほ どではな

か つたのは これ らの菌 に対す る熱 の影響が酸 ・アルカ リ
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図6 各温度30分 間作用後の生残菌数

〔キル ヒナ ー浮游液〕

図7 55℃ 各 時間作用後 の生残菌数

〔キノレヒナー浮游液 〕

等 とは多少異 な るためで はないか と考 え られ る。

上述 の実験 成績 をさ らに詳細 に分析す るために,図7

の中のた とえば鳥京株 につ いて各観察(作 用)時 間 にお

いて死滅す る菌数 の もとの全生菌数 に対す る百分率 を求

め ると図10の ごとくにな る。 この図か ら明 らか なよ う

に鳥京株 の菌液 はおおむね10分 内外で死滅す る菌体 と

30分 内外 で死滅す る菌体 および60分 加熱 に よつて も

なお死滅 しない ごく少数 の菌体 の以上概略3種 か ら成 る

ことがわか る。 このよ うな事実 は,「 ミ」の発育過程 には

構造 ないしは生活機能 の 異な るほぼ3種 の 細胞が形成

せ られ ることを暗示 す るものであろ う。この点 について

は後 日われわれの研究室 におけ る形態学 的な研究が解決

を与え るであろ う。

図8 培養日数を異にした場合の熱抵抗性の差異

〔生理食塩水浮游液 各温度30分 間加熱〕

図9 培養日数を異にした場合の熱抵抗性の差異
〔生理食塩水浮游 大腸菌55QC加 熱〕

ひ るがえつて一般 分裂菌 に関す る殺菌作 用の 研究6)～

10)を み るに,そ の抵抗 性分布 が正規 分布 ない し それに

似 た連続性 の分布 曲線 を示 す ところか ら,分 裂菌 の各細

胞の抵抗 性はほぼ均 一視 せ られた。 この点か らも上述 の

著 者の得た「ミ」の抵抗 性は一般 分裂菌 の それ とは本質的

に異な る。

また,橋 本11)も 認 めてい るように分裂菌 の場合 とは

逆 に短 時 日培養菌 よ りも長 時 日培養菌 のほ うが熱 に対す

る抵 抗性が強い。 この ような「ミ」の培 養 日数に よる抵抗

性の差 異は第1編 の酸 ・アル カ リに対 す るそれの所 見 と

よ く一致 す る。何ゆ えに陳 旧培 養の中には抵抗 性の強い

菌 体が比較 的多いか とい う理 由の詳細に関 しては,今 日
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図10 55℃ に各 時間作用 させ た ときの抵抗性

分布 〔鳥京株〕

なお具体 的な説 明は もちろん困難 であ るが,発 育様式 と

なん らかの関連が あ るので はないか とい うよ うな こと も

考 え られ る。す なわ ち「ミ」の発育様式 の過程 において,

自然 に形 成 され るあ る菌 体が不適 当な環境 におい て発育

力 を保持 す るために どのよ うに変形 す るか と い う こ と

(植田12))と 関係す るのではないか と思 う。

前2編 の酸 ・アル カ リお よび消毒剤に対す る所見に さ

らに上記熱 に対す る抵抗性所見 をあわせ考 えると,「 ミ」

が一般 に分裂菌 とは著 しく異な る特 殊 な抵抗性 を有す る

ことがおのずか ら明 らかになつて くる。 しか もここにみ

た抵抗 性は,酸 ・アル カ リ,消 毒剤,熱 等,影 響 す る因

子 の種類 を問わず いずれの場合 に も共 通 して非特 異的に

表現 され る性質 であつて,お そらくは「ミ」の発育 の それ

ぞれの段 階におけ る菌体 の構造 ない しは機能に起因す る

もの と推測 され る。

結 論

各種 の「ミ」の浮游液 の熱 に対 す る抵抗 性を,菌 液 中の

個 々の菌体 の それに溜意 しなが ら検討 した結果 次の所見

を得 た。

1)熱 に対 す る抵抗性 は,菌 を浮游 させ る媒液 の種類

によつて異 な り,キ ル ヒナー液,ブ イヨンでは強 く,蒸

溜水,生 理食塩水 では弱 いが とくに スメグマ菌 ではその

傾 向が顕著 であつ た。対照 として室温 に放置 した場合 に

も蒸 溜水 ことに生理食塩水 では時 間の経過 に伴 う生菌 の

減少が著 し く,た とえば 鳥京株の生菌数 は6時 間後 に

最初 のそれ のほぼ%に 減少 した。 この場合分裂菌(大

腸菌,ブ ドウ球菌)は 「ミ」と逆 に生理食塩水 では蒸 溜水

におけ るよ りも生菌 の減少が少 ない。

2) 「ミ」の キル ヒナー浮游液 を一定温度55℃ に加熱

し,経 時的 に生残菌数(発 育集落数)の 消長 をし らべた

ところ,人 型 ・牛 型菌 およびBCGは 上記実験 におい て

はそれ ほ ど明 らかで はなかつたが鳥型菌,雑 菌件「ミ」は

一般 分裂菌の場合 とは著 し く異な り,個 々の菌 体間の抵

抗 性の幅が広 く,そ の菌液 は抵抗 性が顕著 に異な る概 略

3種 の菌体か ら成立 つ ことが 判明 した。 すなわ ち55℃

10分 内外 および30分 内外で死滅す る菌体 と,50～60

分以上 に も耐 えて生残 る抵抗性 の強 い菌体が あ る。

3)前2編 の酸 ・アルカ リおよび 消毒剤 に 対す る所

見 にさ らに上記熱 に対す る抵抗性 の所見 をあわせ て考 え

ると,「 ミ」が一般に分裂菌 とは著 し く異 なる特殊 な抵抗

性 を有す ることは明 らかで ある。 しか もその抵抗性は酸

・アル カ リ,消 毒剤,熱 等,影 響 す る因予の種類 を問わ

ずいずれの場合に も共 通 して非特異的に表現 され る性質

であつて,お そ らくは「ミ」の基本的 な構造 ない しは機能

に起因す る もの と推測 され る。

4) 培養 日数 の相違 によつて熱抵抗性 に差 異があ り,

「ミ」の陳 旧培養 中には短時 日培養 に比較 して抵抗性 の強

い菌体が よ り多 く含 まれ る ことを認 めた。その理 由につ

いて はここで は深 くふれ ることはで きないが,お そ らく

は陳 旧培養中には発育力保持のた め特殊 な形態が形成 さ

れてい ること と関係す るので はないか と考 え られ る。

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 。
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