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It is said that Cycloserine (CS) is stable chemically in weak alkaline reaction, while Myc. 

tuberculosis grows well in acid media. These two matters seem to involve opposite factors in 

the resistance test of Myc. tuberculosis to CS. Accordingly, studies were made to investigate 

the influence of pH of media upon the minimal inhibitory concentration of CS to germ.

Media used were 1% Ogawa's egg slant and Kirchner's semi-liquid agar media. The basal 

media were adjusted to the pH level of 1.8, 3.2, 5.6, 6.6 and 7.0 with either HCl or NaOH, 

and the egg were added to them so that the pH level of condense water may become 5.6, 6.2, 

6.8, 7.4 and 8.0. They incorporated with CS in the concentrations 0, 10, 20, 30, 50 and 100

mcg/ml, respectively. The media were dispensed into test tubes 5ml each. Prior to use, 

Kirchner's semi-liquid agar media were kept in an incubator at 37•Ž for 24 hours to confirm 

sterility.

The following 5 strains were used for the studies: H37Rv, Aoyama-B, a strain isolated  from 

sputum of a pulmonary tuberculosis patient never treated with CS previously and 2 strains from 

those treated with CS. From the 3 weeks old cultures of the primary isolation on 1% Ogawa's 

egg slant, emulsions were made in a concentration of approximately 1mg/ml employing electric 

photometer and were diluted 10 times,  respectively. Then 0.1ml each of the emulsions was 

inoculated into media. Incubation period was 6 weeks at 37•Ž.

Results revealed that the most suitable pH level for the resistance test to CS was 6.8 in 

both kinds of media. The bacteriostatic effect of CS against Myc. tuberculosis seemed to be 

stronger in acid media than in alkaline ones. In both media, the minimal inhibitory concen

tration of CS to the susceptible strain of Myc. tuberculosis was shown at the concentration of 

20 to 30mcg/ml at a pH of 6.8.

*From Niigata National Sanatrium
, Okubo, Kashiwazaki City, Niigata Prefecture, Japan.

一 般にCycloserine(以 下CSと 略す)は
,化 学 的に

は 弱 アル カ リ性 の場合 に安定 である といわれ ている。一

方結核菌は培地 のpHが 酸性に傾 いているほ うが発 育が

よ い といわれ てお り,こ の2つ の事柄 はCSの 耐性 検査

に 当たつ て相反す る因子 を含 んでいるよ うに 考 え られ

る 。既報 の実験観察1)に よつてCSの 耐性 培地 としては,

1%小 川培地 かKirchner半 流動培 地(以 下 そ れ ぞ れ

1%小 川,K半 流動 と略す)が 適 当であ るこ とが判 明 し

たので,こ のたびは この両培地を用 いで,CS耐 性 培地

のpHが 結核菌の最低発育阻止濃度に及ぼす影響 につ い

で実験 し,い ささか所見を得た のでそ の成績 を 報 告 す

る。
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実 験 の 方 法

1)　 使 用 培 地

(a) 1%小 川 培 地 の 調 製 法

予 備 的 実 験 に よつ で原 液 をHClお よびNaOHを 用 い

でpHが そ れ ぞ れ1.8,3.2,5.6,6.6,7.0に な る よ う

に修 正 し,全 卵 を 加 え で調 製 す る と出 来上 が つ た培 地 の

凝 瞬 水 のpHは そ れ ぞれ5.6,6.2,6.8,7.4,8.0と な

る こ とが 判 明 した 。 そ こでHC1お よ びNaOHを 用 い て

出 来 上 が つ た培 地 のpHが そ れ ぞ れ5.6,6.2,6.8,

7.4,8.0に な る よ うに 原 液 を 修 正 し,こ れ に さ らにCS

の 濃 度 が そ れ ぞ れ0,10, 20, 30, 50, 100 mcg/mlに

な る よ うに 加 え で十 分 混 和 した 後,中 試 験 管 に5mlず

つ 分 注 しで 調製 した 。

(b) K半 流 動 培 地 の 調製 法

HClお よびNaOHを 用 い で基 汁 のpHを そ れ ぞ れ

5.6,6.2,6.8,7.4,8.0に 修 正 滅 菌 後,ア ル ブ ミ ン

(栄 研)を10%加 え,こ れ にCSの 濃 度 が そ れ ぞ れ

0,10,20,30,50,100mcg/mlに な る よ うに 加 え て十

分 混 和 した 後,中 試 験 管 に5mlず つ 分 注 調 製 後,37℃

Table 1. Influence of pH of 1% Ogawa's Egg
 Media on the growth of Mycobacterium

 Tuberculosis

*A strain isolated from the sputum of a pulmonary tu

berculosis patient untreated with Cycloserine.
**A strain isolated from the sputum of a pulmonary tu

berculosis patient treated with Cycloserine.

孵卵器 内に24時 間お さめ,雑 菌の混入のない ことを才確

かめた ものを使用 した。

2)　 供試菌株な らびに判定

人型結核菌H37Rv株,青 山-B株,CS未 使用肺結核1

患者の喀痰 よ り分離 した1株 お よびCS既 使用患者の喀

痰 よ り分離 した2株 の5菌 株につ いで,1%小 川に3遷.

間継代培養後,比 濁法に よつ で10-2倍 希釈 して 均等化

した菌液 の0.1mlを それぞれの培地 に接種 し,37℃ 孵

卵器に おさめで,2週 よ り6週 まで毎週観察 し,集 落 の

発生状況 な らびに程度を記載 しで成績を判定比較 した。

実 験 の 成 績

1)　 結核菌 の発育に及 ぼす培地pHの 影響

(a) 1%小 川培地

表1に 示す ご とく,1%小 川 においでは5供 試菌株 と

もpH6.8で 集落 の発育が もつ ともよ く,4週 判定に おい

ではH37Rv株 と青 山-B株 とは+++++,CS未 使用株は+,

CS既 使用2株 は++で あ つ た。pH6.2に お い て は

H37Rv株 は+++,青 山-B株 は++++,分 離3菌 株はいずれ

も+で あつた。pH5.6に おけ るH37Rv株 は++,青

Table 2. Influence of pH of Kirchner's Semi

liquid Agar Media on the growth of 

Mycobacterium Tuberculosis

*A strain isolated from the sputum of a pulmonary tu

berculosis patient untreated with Cycloserine.
**A strain isolated from the sputum of a pulmonary tu

berculosis patient treated with Cycloserine.
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山-B株 は++++,分 離3菌 株 はいずれ も4週 には集落の発

育 を認 めず,6週 にいたつで辛 うじてCS既 使用2菌 株

に少 数集落 の発育 を認 めた。次 にアルカ リ性側 のpH7.4

に おいでは,H37Rv株 は3集 落,青 山-B株 は++++,3分

離 菌株 中CS既 使用1株 は+,他 の2株 は5週 にいたつ

て+を 認 め,い ずれ の菌株 も集落 の発育が遅 くかつ悪

くなつ ている。 さ らにpH8.0と なる と全供試菌株 とも

6週 後にいたつ ても集落 の発育 を認 めなかつた。

(b) Kirchner半 流動培地

表2に 示す ご とく,K半 流動に お い て はpH6.8と

7.4の 場合に集落 の発育が もつ ともよ く,3週 判定に お

け るpH6.8で はH37Rv株 と青 山-B株 とは 帯,分 離

3株 は+で あつた。pH6.2で はH37Rv株 は+,青

山-B株 は+++で あつたが,分 離株 では1株 に1集 落 の発

育をみたのみで,他 の2株 には集落の発育を認めなかつ

た。pH5.6で はH37Rv株 は++,青 山-B株 は+++で あ

つ たが,分 離 した3株 はいずれ も集落の発育を認めなか

つ た。pH7.4で はH37Rv株++,青 山-B株+++,3分 離

株 は+で あつ て,pH6.8の 場 合 と大体 同程度の集落

を数 えるこ とが できたが,pH8.0で はいずれの菌 株 も

発育は遅 くかつ悪 くなつ て,青 山-B株 を除 い て は3週

後に集落 の発育 を認 めなかつ た。

2) CS耐 性培地 のpHが 結核菌最低発育阻止濃度 に

及ぼす影響

(a) 1%小 川培地

表3お よび図1に 示す ご とく,1%小 川4週 判定に お

け るCSの 最 低 発育阻止濃度は,培 地のpH6.8で は.

H37Rv株 は20mcg/ml,青 山-B株 とCS未 使 用 株 ば

Fig. 1. Minimal Inhibitory Concentration of 
Cycloserine on 1% Ogawa's Egg Media to 

Mycobacterium Tuberculosis after 
4 Weeks' cultivation

Susceptible tubercle bacilli

 to cycloserine

Strain isolated from the sputum of a pulmonary 

tuberculosis patient treated with cycloserine.

Table 3. Influence of pH of 1% Ogawa's Egg Media on the Minimal Inhibitory Concentration 
of Cycloserine to Mycobacterium Tuberculosis

*A strain isolated from the sputum of a pulmonary tuberculosis patient untreated 
with Cycloserine.

**A strain isolated from the sputum of a pulmonary tuberculosis patient treated with Cycloserine
.
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130mcg/ml,CS既 使 用2株 は50mcg/mlで あ るが,pH

6.2で はH37Rv株 は10mcg/ml,青 山-B株,CS未 使

用 株 お よび既 使 用1株 は20mcg/ml,既 使 用 の 他 の1株

は30mcg/mlで あ つ て,pH6.8の 場 合 よ り1～2段 階

低 い 発 育 阻 止 濃 度 を 示 した 。pH5.6で はH37Rv株 と青

山 一B株 とは20mcg/mlで あ る が,分 離 株 で は 集 落 の 発

育 を み な い か,あ るい は遅 いた め4週 で は発 育阻 止 濃 度

を 検 べ る こ とは で き なか つ た 。pH7.4に お い て は い ず

れ の菌 株 も集 落 の 発 育 が 遅 くか つ 悪 くな り,4週 判 定 の

最 低 発育 阻 止.濃度 はH37Rv株,青 山 一B株 お よびCS既

使 用 の1株 で はpH6.8と 同様 で あつ たが,分 離2株 で

は 集 落 の発 育 を認 め る こ とが で きな か つ た 。 さ らにpH

3 .0で は いず れ の菌 株 も6週 に い た つ て も集 落 が 全 然 発

育 して こなか つ た 。

(b) Kirchner半 流 動 培 地

表4お よ び 図2に 示 す ご と く,K半 流 動3週 判 定 に お

け るCSの 最 低 発 育 阻 止 濃 度 は,培 地 のpH6.8で は

H37Rv株,青 山 一B株 お よびCS未 使 用 株 と既 使 用 の1

株 は20mcg/ml,CS既 使 用 の 他 の1株 は30mncg/ml。

pH6.2と5.6と で はH37Rv株 と 青 山 一B株 とはpH

6.8と 同 様 そ れ ぞ れ10mcg/mlと20mcg/mlで あつ た

が,分 離 株 はpH6.2でCS既 使 用 の1株 に1集 落 の 発

育 を み るの み で他 の2株 に は 集 落 の 発 育 を 認 め ず,ま た

pH5。6で は 分 離 株 は い ず れ も集 落 が 発 育 して こな か つ

た 。pH7.4に お け る最 低 発 育 阻 止 濃 度 は,H37Rv株 は

30mcg/mlでpH6.8の 場 合 よ り1段 階 高 く,青 山一B

株 と分離3株 とは20mcg/mlでpH6.8の 場 合 と同様

で あ つ た 。pH8.0で は 集 落 の 発 育 が 遅 くか つ 悪 く な

り,青 山 一B株 は20mcg/mlで あ つ たが,他 の 菌 株 は3

週 に 集落 の 発 育 を 認 め な か つ た 。

考 案

Steenkenら2)に よれ ばCSは,pH6.4～7.0のPro3-

kauem and Beckの 液 体 合 成 培 地14日 に お い て5mcg/

mlでH37Rv株 の発 育 を 阻 止 す るが,pH7.8で は10

mcg/mlが 必 要 であ り,pH5.8で は20mcg/mlが 必 要

で あ る。Nishimuraら3)はKimchmer培 地 に お け るB.

subtilisとM.aviumnのCSに 対 す る 感 受 性 は,培 地

の酸 度 の増 加 と と もに次 第 に増 し,増 加 の 程 度 はpH1

単 位 ご とに 約2～4倍 に な る 。 し か しM.tuberculosis

H37Rv株 に対 す るCSの 活 性 は,培 地 のpHの 変 化 に

対 して は 大 した 変 化 を 現 わ さな い が,こ れ は延 長 され た

培 養 期 間 に お け る薬 剤 の変 化 に よ る もの で あ つ て,100

mcg/mnlの よ うな 濃 度 の 小 さ いCSの 活 性 は,37℃7

日後 に 酸 性 溶 液 では75～90%失 われ る が,37℃16日

後 ア ル カ リ性 溶 液 に お い て は15%失 わ れ るだ け であ る

と報 告 して い る。 五 味 ら4)に よれ ばCSのH37Rv株 に

対 す る最 低 発 育 阻 止 濃 度 に 及 ぼ すDubos液 体 培 地 のpH

の 影 響 は,pH6.0で は10mcg/ml,pH7.0で は15

mcg/ml,pH8.0で は25mcg/mlで あつ て,酸 性 培 地

Table 4. Influence of pH of Kirchner's Semi-liquid Agar Media on the Minimal Inhibitory 

Concentration of Cycloserine to Mycobacterium Tuberculosis

*A strain isolated from the sputum of a pulmonary tuberculosis patient untreated with Cycloserine.

**A strain isolated from t he sputum of a pulmonary tuberculosis patient treated with Cycloserine.
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Fig. 2. Minimal Inhibitory Concentration of 

Cycloserine in Kirchner's Semi-liquid'Agar 

Media to Mycobacterium Tuberculosis

 after 3 Weeks' Cultivation

にお いて抗菌力 の増強を,ま た アルカ リ性培地におい て

は抗菌 力の減 弱がみ られた。 また 津久間5)は培地 のpH

を5.5～7.5に 修正 したKirchner液 体培地を用 いて静

菌力の差を比較 し,CSはpHの 影響をほ とん ど受け な

かつた と述べ てい る。

一般にCSは 化学 的には弱アルカ リ性 の場 合に安定で

あつ て,CSの 水溶液は100℃30分 でpH8.0で はほ

とん ど変化がないが,pH6.4で は約1/2に 低下する6)。

しか し一方結核菌の発育に影響を及ぼす ものの一つは培

地 のpHで あつ て,中 性 よ り酸性に傾い ているほ うが結

核菌 の発育が よい といわれ てお り7),こ の2点 はCSの

最低発育阻止濃度に相反す る影響を与 える因子を含ん で

いるよ うに考 え られ るので,1%小 川 とK半 流動 とを用

いて,培 地 のpHがCSの 最低発育阻止濃度 に 及ぼす

影響 を実験 して,上 述 のご とき成績を得た。

す なわち1%小 川に おける集落 の発育は,H37Rv株

と青 山-B株 とはpH6.8に おいて もつ と も よ く,次 が

6.2,5.6,7.4,8.0の 順であ り,分 離3株 ではpH6.8,

6.2,7.4,5.6,8.0の 順 で あ つ て,8.0で は5供 試菌

株いず れ も集落の発 育をみなかつ た。K半 流動 における

集落 の発育 は,H37Rv株 と青 山-B株 とはpH6.8≒7.4

が もつ ともよく,次 が6.2≒5.6≒7.4,8.0の 順 であ り,

分離3株 ではpH6.8≒7.4,次 が8.0,6.2,5.6の 順

であつて,分 離 菌 株 で はpH6.2で2株 に,ま たpH

5.6で は3株 全部に集落の発育を認 めなかつた。

す なわち結核菌の発育は1%小 川ではpH6.8に おい

て,ま たK半 流動 ではpH6.8≒7.4に おいて もつ とも

よかつた。 しか して1%小 川にあつてはpHが6.8よ り

酸性に傾いた側において結核菌 の発育に対する影響が少

な く,K半 流動にあつてはpHが6.8よ りむ しろわず か

にアルカ リ性に傾いた側において,結 核菌の発育に対す

る影響が少なか つ た。 ま たH37Rv株 や青 山一B株 に比

して分離株は,培 地のpHが6.8よ り酸 性あるいはアル

カ リ性側に傾 くと,急 速に集落が発育 しに くくなつて く

るが,こ れは化学療 法に よつて菌 がいためつけ られ生活

力の減 弱を来た し,そ の一 環 として培地 のpHに 対 して

耐え うる限界がせばめ られるため と考 え られ る。

次 に1%小 川4週 判定におけ るCSの 最低発育阻止濃

度 は,pH6.8で はH37Rv株 は20mcg/ml,青 山-B株

とCS未 使用株 は30mcg/ml,CS既 使 用 の2株 は50

mcg/mlで あつ て,pH6.2で は各-菌株 ともpH6.8の

場合 よ りも1～2段 階低い濃度 で発育が阻止 され るが,

pH5.6に おいては ことに分離株の 発育をみ るこ とが で

きないか,集 落の発育が きわめ て遅 くかつ悪いので,耐

性検査には不適当 と考 え られ る。 またpH7.4で は集落

の発育が遅 く悪 くなつて,最 高発育阻止濃度は高 く表現

される傾向が うかがわれるが,pH8.0で はいずれの供

試菌 株 も発育 して こないので,最 低発育阻止濃度の検査

はまつた く不能 となる。

K半 流 動3週 判定におけ るCSの 最 低発育 阻 止 濃 度

は,pH6.8で はH37Rv株,青 山一B株 およびCS未 使

用株 と既使用 の1株 は20mcg/ml,他 の 既 使 用1株 は

30mcg/mlで あつ て,pH6.2で はH37Rv株 は10mcg/

ml,青 山-B株 と辛 じて1集 落 の発 育をみたCS既 使用

1株 は20mcg/ml,他 の分離株は集落 の発育 をみ なかつ

た。pH5.6に おいてはH37Rv株 と青 山-B株 とは,pH

6.2と 発育阻止濃度は 同様 であつたが,3分 離株は いず

れ も集落 の発育 をみなかつた。pH7.4で は6.8と 集落

の発育 はほぼ同程度 であつたが,発 育阻止濃度はH37Rv

株 では1段 階,CS既 使用 の1株 は2段 階高 い価 を示 し,

他 の3菌 株 は同 じであつた。pH8.0で は集落の発育は

遅 くかつ悪 くな り,青 山-B株 を除 い た4菌 株 は3週 に

集落 の発育 を認 めなかつた。

す なわちCS感 性結核菌に対す るCSの 最 低 発育阻

止濃度 は,培 地 のpHが6.8の 場合には1%小 川4週 判

定においては20～30mcg/mlで あ り,ま たK半 流動3

週 判定においては20mcg/mlで あつて,パ ラツキ が も

つ とも少なかつた。またCSの 結核菌に対す る 抗 菌 力



2 1 8 結 核 第 40 巻 第 6 号

は,両 培地 とも酸性側において強 く,ア ルカ リ性側にお

い て弱 く表現 され る傾向が認め られ るが,こ れは培地の

pHの 条件に よつ て,CSが 化学的変化を受 け る 影響 よ

りも,結 核菌の発育に及ぼす影響のほ うが,よ り大 きい

ことを示 してい るのではないか と考え られる。

上 述の ごときCSの 化学 的安定性 と結核菌 の発育状 況

お よび最低発育阻止濃度等 の 成 績 よ り勘 案す る と,CS

の耐性検査に用い る培地のpHは,1%小 川に おいては

凝 固水のpHが6.8に なるよ うに,ま たK半 流動に おい

ては基汁のpHを6.8に 調製 した場 合が もつ とも適 当の

よ うに考え られる。

結 論

H37Rv株,青 山-B株,CS未 使用肺結核患者 の喀痰

よ り分離 した1株 お よびCS既 使 用患者 の喀痰 よ り分離

した2株 の5菌 株を用いて,1%小 川 培 地 とKirchner

半 流動培地のpHが,結 核菌 の最 低発育 阻止濃度 に及ぼ

す 影響について実験 して次の成 績を得た。

1) CSの 耐 性検査に 用い る培地は,1%小 川培地 に

おいては凝固水のpHが6.8に な るよ うに,ま たKir-

chner半 流動培地 においては基汁 のpHを6.8に 調製

した場合が もつ とも適当 と考え られ る。

2) CSの 結核菌に対す る抗菌力は,両 培地 とも酸 性

側に おいて強 く,ア ル カ リ性側において弱 く表現 される

傾向がある。

3) CS感 性結核 菌に対す るCSの 最低発育阻 止濃度

は,凝 固水のpH6.8の1%小 川培地4週 判定お よび

基汁のpH6.8のKirchner半 流動培地3週 判定に おい

ては20～30mcg/mlで あつた。

本論 文の要旨は,昭 和39年10月7日 第19回 国立

病院療養所総合 医学会に おいて報告 した。

擱筆 に当た りご懇篤 なご指導 とこ校閲 を賜わつた所長

江川三二博士に深謝す る とともに,本 研究は厚生省一般

研究 費 と塩 野義製薬株式会社 よ りCycloserineの 純末 の

供与 を受 けて行 なわれた こ とを記 して謝意を表 明す る。
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