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培地のpHがEthambutolの 結核菌最 低発 育

阻止濃度に及ぼす影響
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EFFECTS OF pH OF MEDIA ON THE MINIMAL INHIBITORY 

      CONCENTRATION OF D-ETHAMBUTOL TO 

         MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS*

Masatoshi TAMURA and Satoshi TAKANO

(Received for publication November 1, 1968)

    The effect of pH of media on the minimal inhibitory concentration of D-ethambutol  to. 

Mycobacterium tuberculosis in vitro was investigated. Media used in this study were  1% 

Ogawa's egg slant and Kirchner's semi-liquid agar media with 10% albumin. 

    pH of the condense water of Ogawa's medium was adjusted to  6.  0, 6. 4, 6. 8, 7. 2 and 7.  if 
by adding suitable amount of 4% H2SO4 and 10%  Na2CO3 to basal media of 1% Ogawa's egg 

slant. D-ethambutol was added to each of them at the concentration of 0, 1, 2. 5, 5 and  10' 

 mcg/ml. The solution was mixed sufficiently, and 5  ml of them were dispensed into test tubes. 

   pH of basal medium of Kirchner's semi-liquid agar media was adjusted to 6. 0, 6. 4,  6.  8, 
 7.2 and  7.6 by adding suitable amount of 4% H2SO4 and 10%  Na2CO3. After cooling down, 

albumin was added at the concentration of 10%. D-ethambutol was added to each of them at 

the concentration of 0, 1, 2. 5, 5 and 10  mcg/ml. They were mixed sufficiently, and 5  ml of 

them were dispensed into test tubes. Before their use, they were stored in an incubator at 

 37°C for 24 hours so as to confirm the sterility. 

   The following 7 strains were used in this study  :  1-187Rv, Aoyama-B, 3 strains isolated  from 

previously untreated pulmonary tuberculosis patients and 2 strains isolated from patients who. 

had been treated by anti-tuberculosis chemotherapeutics including D-ethambutol. 

   The results obtained were summarized as follows  : 

   1) The bacteriostatic effect of D-ethambutol was stronger in alkaline than in acid on  both 

the media. 

   2) Inter-individual variation of the minimal inhibitory concentration of D-ethambutol  to' 

susceptible strains of  tubercle bacilli was the least in the media with pH  6.  8 interpreted at  3' 

weeks after inoculation on both the media. The minimal inhibitory concentration of  D-etham-

butol under this condition was 2. 5  mcg/ml on 1% Ogawa's slant and it was 5 mcg/ml in  Kir-

chner's semi-liquid agar media.

* From National Niigata Sanatorium , Akasaka-cho, Kashiwazaki City, Niigata  Prefecture: 
 945 Japan.
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既報1》の実験に引き続き耐性培地のpHが,Ethambu.

tol(以 下EBと 略)の 結核菌最低発育阻 止濃度(以 下

MICと 略)に 及ほす 影 鱒 に つ い て
,1%小 川培地と

Kirchner半 流動培地(以 下それぞれ1%小 川
,K半 流

動と略)を 用いて実験を行ない,い ささか知見を得たの

で,そ の成績を報告する。

実 験 の 方 法

L使 用 培 地

1%小 川 とK半 流 動 を 用 い て 実験 を 行 なつ た 。

1)1%小 川 培 地 の 調 製 法

予 備 実 験 に よつ て1%小 川 は,原 液 を4%H2SO,と

10%NaaCO3を 用 い て,pHが そ れ ぞ れ3.8,4.O,5,8,

6・6,7・2に な る よ うに 修 正 し,全 卵 を 加 え て 調製 す る

と,出 来 上 つ た培 地 の 凝 固 水 のpHは,そ れ ぞ れ6.0,

64,6・8,7.2,7.6と な る こ と が 判 明 した。 そ こで 培

地 の凝 固 水 のpHが,そ れ ぞ れ6.0,6.4,6.8,7.2,

7・6に な る よ うに4%eH2SO,と10%Na2COsを 用 い て

原液 を 修 正 し,こ れ にD体EBの 濃 度 が それ ぞれ0,1,

2・5,5,10mc9/mlに な る よ うに 加 え て 十 分 混 和 し た

後,中 試 験 管 に5mJず つ 分 注,凝 固減 菌 して使 用 した 。

2)Kirchner半 流動 培 地 の 調 製 法

4%H2SO,と10%Na2COsを 用 い て ,基 汁 のpHを

そ れ ぞ れ60,6・4,6.8,7・2,7。6に 修 正 し,冷 却 を ま

つ てAlbumin(栄 研)を10%の 割 合 に 加 え た。 そ し
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てこれにD体EBの 濃 度が,そ れぞれO,1,2・5・5・

10mcg/mlecな るように加えて十分混和した後,中 猷験

管に5m'ず つ分注。37℃ 艀卵器に24時 間納めて雑薗

混入のないことを確かめたものを実験に用いた◇

∬,供 試菌株,菌 株の接種ならびに判定

実験にはHs7Rv,青 山醤,未 治療肺結核患者の喀擁よ

り分離 した3性 およびEBと その他の抗結核剤既冶療肺

結核患者の喀疾より分離した2株 の7菌 株を用いたe供

試菌株は1%小 川に植え継いで3週 間培養 した後,比 濁

法によつて1mg/mlの 菌液を作 り10-2倍 希 釈して均等

化し,そ の菌液のO、1ml、 す なわち10-Smgず つそれ

ぞれの培地に接種。37℃ 艀卵器に納めて2週 より6週

まで毎週観察し,集 落の発青状況ならびに程度を記敏 し

て成績を判定比較した。

実 験 の 成 績

L1%小 川 培 地 のpHとEBの 結 杉 菌 鰻 低 発 青阻

止濃 度

表1お よ び図1に 示 す ご と く,5感 受 性 株の3週 閣培

養 に お け るEBのMICは,pH6.0～6.4で は1株 が

2・5mcg/m',4株 が5mcg/ml。pH6.8で は5株 と も

2・5mcg/ml。pH7・2で は1株 が1mcg/ml ,4株 が2.5

mcg/ml。pH7・6で は 対 照 培 地 に 集落 の 発 育 を 認 め る こ

とが で き なか つ た。4週 間培 養 に お け るEBのMICは,

pH6・0で は2株 が5mcg/ml,3株 が10mcg/nt。pH

Table1・lnfluence・fpH・f1%oOgawa'sEggMedia。ntheMiRimallnhibit。ry

C◎ncentratienofD-EthambuteltoMycobacteriumTuberculosis

S象ズai簸
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tio鶏time
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pH ofcondencgewater

6.0 6.4 6.8 7.2 7

0
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12.55 10 0
mcg/m'
12.55 薫0
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012,5510iO
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12.55 !0
1

0
7熟¢9

12.
6 「
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6・4で は3株 が5mcg!ml,2株 が10mcg/ml。pH6 .8

で は4株 が2・5mcg!ml,1株 が5mcg/m'。pH7.2で

は5株 と も2・5mcg/ml。pH7.6で は こ の 週 に お い て

も対照 培 地 に は,集 落 の 発 育 を全 く認 め なか つ た 。

EB既 治療 の2分 離 株 の3週 間 培 養 に お け るMICは,

pH6・oで は1株 が1mcg/ml。1株 が5mcg/ml。pH

Fig.1.MinimalInhibitoryConcentrationof

D-ethambutolon1%Ogawa'sEggSlantto

SusceptibleMyc.TuberculosisInterpreted

at3WeeksAfterInoculation

mcg/ml

2.5

6・06・46魯87.27.6pH

●一一 一一 ●H訂R響

o-一 一一一〇Aoya通a-B

三三無 鰭 溜纈蹴 艸

6・4～6・8で は1株 が1mcg/ml,1株 が10mcg/mlo

pH7.2～7.6で は2株 と も集 落 の 発 育 は 認 め なか つ た。

4週 間 培 餐 に お け るMICは,pH6,0～6、4で は1株 が

5mcg/mlで,1株 は10mcg/mlで も集 落 の 発 育 を阻 止

で き な か つ た。pH6・8で は1株 が2・5mc9/ml。1株

が10mc9/ml。pH7・2で は1株 が1mcg/ml,1株 が

10mcg/ml。pHZ6で は2株 と も集 落 の 発 育 は,認 め

られ なか つ た。

皿.Kirchner半 流 動 培 地 のpHとEBの 結 核 薗 最低

発 育阻 止 濃 度

表2お よび 図2に 示 す ごと く,5感 受 性 株 の3週 間培

養 に お け るEBのMICは,pH6.Oで は1株 が2.5

mcg/ml,1株 が5mcg/ml,3株 が10mcg/mちpH

6・4で は3株 が5mcg/ml,2株 が10mcg/mlopH6.8

で は5株 と も5mcg/ml。pH7.2で は2株 が2.5mcg/

ml,3株 が5mcg/ml。pH7,6で は2株 が1mcg/ml,

2株 が2、5mcg/ml,1株 が5mcg/mlで あ つ た。4週

間 培 養 に お け るMICは,pH6.oで は1株 が5mcg/

ml,4株 が10mcg!ml。pH6.4で は3株 が5mcg/ml ,

2株 が10mc91ml。PH6・8で は4株 が5mc9/ml,1

株 が10mcg/rnz。pH72で は2株 が2.5mcg/ml,3

株 が5mcg/ml。pH7.6で は1株 が2.5mcg/ml,4株

が5mcg/mlで あ つ た 。

EB既 治療 の2分 離 株 の3週 間培 養 にお け るMICは,

pH6・oで は1株 が10mcg/ml,1株 は10mcg/mlで

も集 落 の発 育 を認 め た 。pH6,4で は1株 が5mc9/ml,

Table2.In魚enceofpHofKirchneゼsSemi-1iquidAgarMediaontheMinimaI

hhibitoryCo獄ce職trationofD-EthambutoltoMycobacteriumTuberculosis

Observa-S
traintio窺t薫me

(Weeks)

pHofbasalmedium

6.06.4 6.87.27 、6

H37Rv

・ 滞6ml1・ 。 礫ml1・ 。 門 罫鶴1。 。 臨ml1。 び 礫ml1。
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Fi窪 、2、MinimalInhibitoryConcentrationof

D-ethambutolinKirchner,sSemi-1iquidAgar

MediatoSusceptibleMyc,Tuberculo8ig

Interpretedat3Week8

AfterIn◎cul縦tion

mcg/m'

10

5

2,5

㍉改
　

戟

、
、

蕊

、
、
、

、

』 噌一一

6.06.46.8727.6pH

Note:The鰍metonotoi獄F馳ig.1.

1株 は10mcg/mlで も集 落 の発 育 を 認 め たopH6.8で

は1株 が5mcg/ml,1株 が10mcg/ml。pH7.2で は

1株 が2.5mcg/ml,1株 が10mcg/ml。pH7.6で は

1株 が2.5mc9/ml,1株 が5mcg!mlで あ つ た。4週

間 培 養 に お け るMICは,pH6.0と6,4で は2株 と も

3週 間 培 養 と 同 じで あ つ た 。pH6.8で は1株 が5mcg/

mt,1株 は10mc91mlで も 集 落 の 発 育 を 認 め た 。pH

7.2で は2株 と も3週 間 培 養 と同 じで1株 は1mc9!ml,

1株 は10mc91ml。PH7,6で は1株 が5mc91ml,1株

は10mcg/mlで も集 落 の 発 育 を 認 め た。

す な わ ちEBのMICは1%小 川 にお い て もK半 流

動 に お い て も,pHが 酸性 側 に傾 くと高 く,ア ル カ リ性

側 に 傾 くと低 く表 現 され て くる。

また5感 受 性株 に 対す るEBのMICは,両 培 地 と も

pHが6.8,3週 間 培 養 に お い て 安 定 した成 績 を示 し,

1%小 川 で は2・5mcg!ml,K半 流 動 で は5mcg/mlで

あ つた 。

考 案

培地のpHとEBのMICに 関す る文献は,比 較的

少ないようであるが,抗 結核剤のMICが 培地のpHに

よつて影響を受けやすいことは,周 知の事実である2,8㌔

それ故にEBに っいても耐性検査におけ る培地の至適

pHを 知つてお くことは,意 味のないことではないと考

えられる。既報の実験に続いて本問題に関し,1%小 川

とK半 流動を用いて実験を行ない,上 述のごとき成績を

得た◎

感受性株に対する1%小 川,3週 間培養におけるEB

結 核 第44巻 第1号

のMICは,pH6,0～6,4で は2.5～5mcgノ 醜1,pH6・8

で は 実験 に 用 い た 感 受 性 株 の 全 部 が2、5mcglnd,pH

7,2で は1～2.5mcg/ml、pH7,6で は 舛 照 培 地 に も 集

落 の 発 青 を 認め な か つ た 。また4遇 間 培 養 に お け るMlC

は,pH6,0～6,4でet5・v10mcglml,pH6・Sで は2・5

～5mcg/rnl,pH7、2で は 感 受 性 株 の 全 部 が2・5mcg/

mt,pH7.6で は この 週 で も対 照 培 地 に 集 落 の 発 青 を認

め なか つ た 。 す な わ ち1%小 川 に お い て はpH6・8・3

週 間 培 養 とpH7、2,4遇 間 培 養 の 際 に,実 験 に 用 い た

感 受 性 株 の 全 部 のMICは 同 じで2・5mcglmlで あ つ てt

最 も安 定 した 成 績 を 示 して い るeし か し,結 核 薗 の 発 青

はpH6.8に お いて 最 も良 好 で あ るω。 し た が つ てEB

の 耐 性 検 査 も培 地 のpH6.8で 実 験 す べ き こ とは,ニ ニ

に 改 め て 論 ず る まで もな い と思 う。

感 受 性株 に 対 す るKirchner半 流 動,3遇 間 培 養 に お

け るEBのMICは,pH6.0で は2.5-・ ・lemcgノ 回,

P.H6,4で は5～10mcg/ml,pH6・8で は 実験 に用 い た

感受 性 株 の 全 部 が5rncg/ni,pH7・2でst2・5・vsmcg/

ml,pH7.6で は1～5mcg/rnlで あ つ た 。 ま た4遇 間

培 養 に おけ るMICは,pH6.0～6.8で は5～10mcg/

ml,pH7。2～7,6で は2.5～5mcg1回 で あ つ た6す な

わ ち,こ の 培 地 に お い て もpH6.8,3週 間 培 養 に おけ

るMICが,最 も安 定 した 成績 を 示 したe

上 述 の ご と くEBのMICは,両 培 地 と もpHが 酸 性

側 に お い て 高 く,ア ル カ リ性 側 に お い て 低 く表現 され て

く る。 こ の 点 に 関 し て は 岩 井s}が10%牛 血 清 加Kir・

chner液 体 培 地 を用 い て行 な つ た 実験 と同 じで あ つ た。

す な わ ち氏 の成 績 に よれ ば,EBのMICは 接 種 菌 量

O・Olmg,4週 間 培 養 の 場 合,培 地 のpH5。5で は6.25

mcg/ml,pH6・5で は3.13mcg!ml ,pH7。5で は1。56

mcg/mlで あ つ た 。

一 般 に抗 結 核 剤 のMICは
,1%小 川 とK半 流 動 とは

等 しいか,そ うで な い場 合 に は 後 者 に お い て 低 く表 現 さ

れ て くるの が 普 通 で あ る。 しか しEBで は逆 で あ つ て,

前 者 の 方 が 後 者 に お け る よ りも1濃 度 で は あ るが,低 く

表 現 され て くるの が 特 議 的 で あ る。

結 論

培地のpHがD体Ethambutolの 結 核菌最低発育阻

止濃度に及ぼす影響について,1%小 川培地とAlbumin

(栄研)を10%の 割合に加えたKirchner半 流動培地

を用いて実験を行なつた。実験にはH87Rv ,青 山一B,未

治療肺結核患者の喀疾より分離 した3株 およびEBと そ

の他の抗結核剤既治療肺結核患者の喀疾より分離した2

株の7菌 株を用いた◎実験の結果,次 の成績を得た
。

1)Ethambutolの 結核菌最低発育阻止濃度は
,両 培

地ともpHが 酸性側において高 く,ア ルカリ性側におい

て低 く表現されて くる。



1969年1月

2)感 受 性 結 核 菌 に 対 す るD体Ethambuto1の 最低 発

育 阻 止 濃 度 は、 両 培 地 と もpH6.8,3週 間培 養 に お い

て最 も安 定 した成 績 を示 し,1%小 川 培 地 に お い て は

2.5racg/ml,Kirchner半 流動 培 地 に お い て は5mcg/m'

で あ つ た。

本論文の要旨は,昭 和42年4月5日 第42回 日本結核

病学会において報告した。

欄筆に当たりご校閲を賜わつた所長江川三二博士に感

謝します。なお本硬究は厚生省一般研究費と科研化学株
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式会社よりD体Ethambuto1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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