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結 核 菌 のSM耐 性 発現 に 及 ぼすpHの 影 響 に つ い て

岡 武 雄

国立宇多野療養所(所長 日下部周利)

受付 昭和33年11月22日

I緒 言

諸種抗結核剤の耐性発現機序の解明の方法として,試

験管内で諸種の因子が耐性結核菌の発現にいかなる影響

を与えるかを観察し,こ れより耐性結核菌の発現の機構

を探 らんとして,ま ず培地のpHがSMの 耐 性結核

菌の発現にいかなる影響を及ぼすかを検討してみた。

Hurwitz&Miller4)はSM感 性人型結核菌 はpH

6.0,7.0お よび8.0の いずれの培地においてもSM1.0

γ/ccで 発育が阻止 され るが,SM耐 性結核菌の場合は

pH7.0で107に 発育 し,100γ 以上で阻止 されるも

のが,pH6.0お よび6.5で はSM1,000γ で も発

育が阻止 されなかったと報告 し,さ らに彼 ら5)は 培地

のpHが6.5以 下に なるとSMは かえってSM耐

性結核菌の発育 を促進し,起 始pH6.0で はその結核

菌はSM依 存性になるといい,酸 性培地がSM耐 性

結核菌の発育に適している ことを 示している。 また 小

畠9)も 酸性 培地でSMは その 一定範 囲内でSM耐

性結核菌の発育を多少 とも促進す ることがあるが,SM

感 性結核菌ではかかることは認め られなかったと報じて

いる。しかしこれらの実験は酸性の培地がSM耐 性結

核菌の発育に適 しているとの実験成績であるので,本 実

験ではSM感 性菌か らSM耐 性菌に変異してゆく場

合に培地のpHは いかなる役目を演こずるかを観察し,

2,3の 知見を得たのでこれを報告す る。

IISMの 増量的継代培養における培地pHの 影響

(1)人 型結核菌 フランクフノレト株について

実験方法:使 用培地は10%山 羊 血清加 キル ヒナー

表1燐 酸塩の組成を変 えたキルヒナー培地のpH

燐酸塩 の量 は水1,000ccに 対す る量 を示 す

培地である。ただし表1に 示すごとく,キ ルヒナー培地

の基液の燐酸塩の組成を変 えて,相 異 なる4種 のpH

値 を有する培地を作製した(pH測 定は島津製ガラス電

極pHメ ーターを使用)。この4種 の各pH培 地 にSMを

1cc中0,0.25,0.5,1.0,5.0,10.0γ …になるよ

うに含有せしめ試験に供した。使用菌は3%小 川培地

に1ヵ 月培養のF株 菌を ガラス球入 りコルベンに 移

し,振 盪混和し,生 塩水で湿菌量1mg/ccの 菌液を作

り,こ の0.1cc宛 を上記のSM含 有の各pH培 地に

植え培養し,3週 後各pHの 培地でSMを 最高濃度

に含有する培地に発育をみた菌を小川培地に移植し,1

ヵ月培養後 これに発育した菌を再び上記のごとくして,

1mg/ccの 菌液を作 り,こ の菌液0.1cc宛 をおのおの

相当するpH値 を有す るSM含 有キルヒナー培地に移

し培養,3～4週 後再び各pH培 地で上記同様SMを

最高濃度に含有する培地で発育 をみた菌を小川培地に移

植す るといった操作を繰返し,継 代5代 に及んだ。な

お参考までにPASお よびINHに ついても上記同

様の方法で3代 まで継代した。

表2相 異なるpH培 地におけるSM耐 性上昇曲線

(菌株:F株)

実験成績:表2に 示すごとく,第1代 でpH5.7お

よび6.3の 培地で1γ/cc(以 下17の み とし/ccを

略)SM含 有培地まで菌の発育を みるに対し,中 性お

よびアルカり性の培地ではSM0.25γ までしか菌の

発育をみな く,代 を重ねるに従い,SM耐 性 となる速

度はpHが 低いほど早 く,結 局5代 継代でpH5.7の
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培地では結核菌は500γSM耐 性 となったのに対し,

pH7.3の 培地の結核菌はわずかにSM0.5γ に耐性

となったにす ぎなかった。なおpH5.7の 培地で500 γ

耐性 となった菌は中性培地でも同様に500γSM耐 性

となっていた。

なおPASお よびINHに ついても同様の実験を

継代3代 まで行ったところではかか る傾向を認めなか

つた(表3,4)。

表3相 異なるpH培 地におけるPASの

耐性上昇曲線

表4相 異なるpH培 地におけるINHの

耐 性上昇曲線

(2)枯 草菌について

実験方法:培 地は ブイヨンをHClお よびNaOHで

修正し,pH5.6,6.0,7.0お よび8.0の5種 の培地

を用い,こ れ らの培地のそれぞれにSMを 漸増的に含

有せしめ,こ の各種培地に寒天培地1日 間培養の枯草

菌を1白 金耳宛移植し,2日 間培養後,各pH培 地 で

SM最 高濃度含有培地に発育した菌を,お のおの1度

普通寒天培地に移植培養し,2日 後その培養菌の1白 金

耳宛を各相当するpHの ブイヨン培地に 移植するとい

つた操作を繰返し,継 代5代 目まで行った。

実験成績:こ の場合も表5に みるごとく培地のpH

表5各pH培 地におけるSM耐 性上昇曲線

(菌:枯 草菌)

が低いほど,SM耐 性菌は早 く出現す るのを認める。

III各 種pH培 地 でおのおの最高濃度のSM

含有のものに発育 した結核菌のSM耐 性

度の比較について

前回の実験では継代にさいして,小 川培地に発育した

菌の同量について,継 代した もので,生 菌数がはたして

同数であったか否か不明であるので,本 実験では相異な

るpHの1系 列のSM含 有培地で一度結核菌を培養

した場合,培 地のpHは 次代のSM耐 性発現に いか

なる影響を与えるかを,接 種生菌数を測定して検討して

みた。

実験方法:菌 株は人型結核菌H37Rv株 で,培 地 は

Dubos Tween Albumin培 地 を使用した。 すなわち

Dubos培 地 はDifcoの 製 品で,こ れを所定のごとく作

製すると,培 地のpHは6.9と な る。この培地とこの

培地100ccに 対 しそれぞれKH2PO4 0.49, Na2HPO4

 0.4gお よびNa2HPO4 0.60を 別 々に加え,pH6.4

7.3お よび7.6の4種 の相異なるpH培 地を用いた。

この各培地にDubos培 地 に2週 間培養したH37Rv菌

を0.1cc宛 加 え,2週 培養後各pHの 培地でSMを

最高濃度に含有す るものに発育してきた菌液を採 り,お

のおの生塩水で洗滌して,お のおの生塩水で比濁によ り

同濃度の菌液 として,お のおの の0.1cc宛 を1系 列

のSM含 有1%小 川培地に移植し,同 時にそのおの

おのの0.1cc中 の 接種菌数を小川培地に よって測定

した。

実験成績:表6に みるごとく,酸 性培地でSM1.0

γ まで菌の発育をみるに対し,中 性あるいはアルカり性
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表6培 地 のpHの 差 に よ るSMの 抗 菌 価 の比 較

(H37 Rv Dubos Tween Albumin)

+++:菌の発育による溷濁のために全く培地の不透明となつたもの

++:〃 やや不透明のもの

±:培 地透明であるが,わ ずかに菌の発育 を認めるもの
-:培 地透明で,菌 の発育全く認めないもの

表7各pHの 培 地 でSM最 高濃 度含 有 培 地 に

発育 した 菌 のSM耐 性 度

++++:コロニー多数で互いに融合し,培 地全面にわたるもの

+++:〃 培地の一局部に止まるもの

++:コ ロニー多数であるが,互 いに融合していないもの

+:コ ロニーの数300～500コ

数字:コ ロニー数

培 地 で はSM0.25γ ま で しか 菌 の 発育 を み な い 。 そ

こでpH6.4でSM1.0γ に発 育 し た菌 とpH6.9,

7.3お よび7.4の 培 地 に発 育 し た菌 につ い て各SM耐

性 度 を比 較 し た の で あ るが,そ の 結 果 は 表7に み る ご

と く,培 養28日 目 でSM100γ の 小 川 培 地 でpH

6.4か らの菌 は非 常 に 多数 の コ ロニ ー を認 め るに対 し,

pH6.9で コ ロニ ー5コ,pH7.3で0コ,pH7.4で

30コ と酸 性 よ りの 菌 と中 性 あ るい は アル カ り性 培地 よ

りの菌 との 間 に は 有意 の 差 が認 め られ る。 なお この 場 合

接種生菌数はpH6.4の ものが とくに他より多数では

なく,pH7.3の ものを除いて,や やより少数でさえあ

った。ただし本実験ではなんらかの培地条件でSM耐

性菌が異常に多 く発現しているので,さ らに今度はDu

bos培 地 のpHをHClお よびNaOHで 修正してpH

6.2とpH7.4に ついて,上 記同様にして,SM10γ

含 有小川培地に発育 しアこコロニー数を比較してみたが,

この場合 もpH6.2の 培地よりの菌は1cc中65コ の

SM10γ 耐性菌を算したに対し,pH7.4の 培地 より

の菌はわずか2.5コ にすぎず,こ の場合の接 種菌数 も

ほぼ同数であった。

IV各 種pHの 培地でSMを 同濃度に含有す

る培地に発育 した菌のSM耐 性度の比較

について

実験方法:IIIの 実験と同じ材料 ならびに方法で行つ

た。ただ今度は各pHの 培地で,い ずれ もSM0.25γ

含有培地に発育した菌について,SM含 有 小川培地で

おのおののSM耐 性度を比較 した。

表8各 種のpH培 地 でSM同 濃 度(0.25γ/cc)

含有培地に発育した菌のSM耐 性度

接種菌:H37Rv,培 地:1%小 川培地,培養日数:35日

各戯の数字は各培養菌1cc中の菌数を示す

実験成績:表8に みるごとく,今 度は先 と反対に酸

性培地よりの菌は中性あるいはアルカり性培地よ りの菌

よりSM耐 性度が低い。 すなわちpH6.4よ りの菌

はSM5γ,10γ の小川培地で菌の発育を全 く認めな

いのに対し,pH6.9で は コロニー100コ を認め,ま

たpH7.4で もわずかでは あるが コロニーを認めた。

その他 も同様の傾向を認めた。この場合 も接種生菌数は

ほぼ同数であった。 なお本実験はDubos培 地 のpH

を燐酸塩で修正したものであるが,こ れをHCl, NaOH

で修正 して 同様の 実験を行ったが 同様の結果を得た。

V考 察

IIに おいて述べた 実験成績に みるごとく,そ れ ぞれ

pHの 異なる培地でSMの 増量的継代培養を行 うと,

結核菌および参考 までに用いた枯草菌 ともにそのSM耐

性発現は明 らかに培地のpHが 低いほど早 く現われ,こ
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れは前述のHurwitz4)や 小 畠9)ら のSM耐 性 結核

菌が酸性培地で発育が促進 されるとい う成績 と相通ず る

と考え られる。しかし上述の実験には種々の条件が加わ

っているので一応 これを考察する必要がある。まず培地

のpHを 変えるのに燐酸塩を用いているが,同 時に行

った培地pHの 修正をNaOH, HClで しても同様の結

果 を得ているので,こ れは考慮にいれる必要がない。次

に結核菌の 発育至適pHで あるが,こ れは諸家11)に

よ り弱酸性あるいは中性付近 とされているが,Dubos1)

らはpH6.7～6.4で あ るとしている。 もし結核菌の発

育至適pHが 酸性であるために 上述の結果が でるもの

とすれば,PASお よびINHで も同様の結果が で

るはずであるが,か かる傾向は両者では,3代 までの継

代ではあるが,認 め られなかった。したがって結核菌の

発育 至適pHがSM耐 性 発現に影響を 及 ぼしてい

るとは考えられない。次にSMが 酸性でその力価を減

少するために上述の結果がでたのではないか ということ

である。事実結核菌以外の 菌については酸性の環境は

SMの 力価を減少 さす と報 じられている2)3)6)8) 。し

かし結核菌では小畠はSMは 酸性側でその抗菌価を減

少するといっているが,Hurwitz,白 井10)はpH6.2

～7 .4で はSMの 力価に差異がないといっている。ま

た松尾7)も キルヒナー培地 ではpH7.2でSMの 力

価は最強でついで6.2,6.8の 順 とな り,ソ ー トン培地

ではpH7.2の 培地でSMの 力 価は 他に比 し弱いと

いってお り,必 ずしも結核菌に おいては酸性の環境が

SMの 力価を減少するとは限 らないようである。 しか

し本実験のDubos培 地 を用いての結果では明 らかに酸

性でSMの 力価は 減少している(表6)。 このことは

IVの 実験成績か らで も明 らかである。すなわち相異なる

pH培 地で,SMの 同濃度含有培地に 発育した菌につ

いておのおのSM耐 性度を調べると酸性培地よりの菌

は中性あるいはアルカリ性か らのそれよりSM耐 性菌

の発現率は低い。これは酸性でSMの 力価が減少する

ために,そ れだけSMに よるSM耐 性菌の発現に対

するSerectionが 弱 く,し たがってSM耐 性菌の 発

現率が低 くなったと考え られる。か く酸性の環境はSM

の力価を減少するので,相 異なるpHの 培地でSMを

最高濃度に含有する培地に発育 した菌はたとえ酸性培地

でSMの よ り高濃度含有培地まで菌の発育を認めたと

しても,当 然他のpH培 地の菌 と同程度にSMの 発育

阻止 作用を受 けているはずで ある。 したがって各pH

培地よりの菌のSM耐 性分布は等しいはずである。し

かるに実際は皿に述べた実験成績のごとく,酸 性培地で

SMの 最高濃 度含有に 発育した菌が もっ ともSM耐

性度が高い。したがって酸性の環境でSMの 効菌価が

下 るということよ り上述の酸性ほど早くSM耐 性菌が

で きるということを説明す ることはできず,他 のなん ら

かの因子によ りSMの 増量的継代培養をするとき酸性

の培地ほど早 くSM耐 性菌が出現す るといいうる。

VI結 論

結核菌をSMの 増量的継代培養するとpHの 低い培

地ほど早 くSM耐 性菌が発現する。また相異なるpH

のSM含 有培地で一度結核菌を培養し,お のおのSM

最高濃度含有培地に 発育した 菌について,SM耐 性分

布を調べてみて も酸性培地の ものが もっ ともSM耐 性

度が高い。しかしこれはSMの 同濃度に発育した菌の

場合は反対に酸性培地の菌が もっともSM耐 性度は低

い。以上の ことよ り酸性はSMの 抗菌価を減弱する

が,し か もSM耐 性発現に対しては促進的に働 くなん

らかの因子があると考えられる。
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