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医学研究実習 (基礎配属)レポー ト

黄色ブ ドウ球菌にお け る 食 塩 耐性の機構をこついて

―医学研究実習における知見―

新潟大学医学部4年 (指導 :細菌学講座 兼山正雄教授)
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Sta♪恒IIororrtt∫azLT･(7lSisknowntoshowahighlevel()fsaltresistarleeandthispropeny

hast譜enaSCl-ibedtoitsabilityt()incoll)OrateSeヽ･･eralosmolytesincludingglycinebetaine.

Wehaveinvestigatedthemoll)hologicalchangeandthegrowthrateofthisbacterium in

ahighsaltenヽ,irollment. WhenS.attrE,ItsWasgrowninahighsaltmedium,C()lonies

e.血ibitedadiminishLtlsize,h()wever,thesizeofeachbacterialcellobservedunder.miCroscopy

wasincreased.Thegenerationtime｡fbacteriawasincreasedfrom 28min atrtlgularNaCI

concentrationto14Ominin7.59-らNaCl,indicatingthelimitationofmetabolicacti＼･･ity

underahighsaltenヽTironm(､11t.
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黄色ブドウ球菌,食塩耐性,オスモライ ト

緒 言

苗色j トド1球菌 (Slaf)h.vl()rorrtLialtT･CtLS)は､各種

化膿性感染症,毒素性食中毒や近年問題となった MRSA

院内感染原因歯として重要な病原細菌である.本菌種の

示す細菌学的特徴のひとつに高度食晦耐性 (saltresistance)

があり,この性質を利用 してマソニット食塩培地などを
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用いた選択分離が可能である一方,塩蔵など高い浸透圧

による古来の食品保存法は本菌には効果が低いと考えら

れ 食品衛生学的に問題となる,

食塩耐性のメカニズムについては,高漫遠圧環境下で

どのようをこ細菌菌体内部の浸透圧を上昇させるかという

観点からの研究が多くなされており1),アミノ酸性のオ

スモライ ト (osmoiyte)を取 り込むということが知 ら
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れている2).我々は,平成8年度医学研究窯習 (基礎配

属)で細菌学教室において黄色ブドウ球菌の食塩耐性に

関した実験を行い,菌の増殖に及ぼす各濃度の食塩の影

響を調べた.

材 料 と 方 法

使用菌株 :新潟大学医学部細菌学教室保存の LblfaP/7.1･-

/()r()rctLilItEl･E.,tLiN0.56を用し､た.

培養方法等 :基本的には brajlllleallillfusi(111(BHl)

agar(0.50oN;lCl含有.栄研化学,東京)を用い,

特級 NaC-I(和光.大阪)を添加して2.5%きざんで最

大15.096までの NaCl最終濃度となる培地を作成した.

また液体培養.'こ際 しては NaCl濃度0.5%と7.5%の

2穂頬の BHIbr()thを用意 し.L字管で37℃振漁培養

して適当な時間後n生菌数を定量培喪法にて求めた.さ

殴対物 レソズで観察される像をポラロイドカメラで撮影

し,写真上の球菌の直径をビデオミクロメ一････一タ (01〉TnPuS

VM-31)を用いて測定 し､平均値を算出した.

結 果

各種 NaCt濃度平板増地における菌の増殖

NaCl終濃度をそれぞれO.5.2.5.5.0.7.5,10.0,

12.5.15.OO｡とした平板培地に S.lLtLrCtE∫を塗沫接種

し,37℃､･夜培養後観察 したところ.7.50dNaCl培

地までは colony形成が見られたが.lop,.L上Lの濃度

の NaClを含有する培地では colony形成は見()Ilな

かった.なお..二E]間培養 したところ,10%JNaCl培

地にも微少の C()lolly形成が見られた.以上のことか

ら,S.aureusは成番に記載されているように高い食

塩耐性を示すことが確認された.とこ7)那,eolonyの

サ仁ズが NaCl濃度に応 じて′トさくなる傾向が観察さ

れたため.高 NaCl濃度では個々の菌体のサイズ (径)

が小さくなる可能性を考え,次の実験を行-､た.

各種濃度 Narl平板培地における菌休の径の変

化

NaCl終濃度0.5,2.5,5.0,7.596の寒天平板培地

をこおいて増殖 したコロニーの菌体径を,それぞれランダ

ムiこ30ずつ測定 した.表 lに示すように,NaCl濃度

が上昇するに従って菌体の径は大きくなる傾向がうかが

われた.

NaCl濃度に応じた増殖速度 (世代時間)の変化

先の実験において,予想に反 し菌体サイズは NaCl濃

度iこ応 L.て大きくなることが判明した.しかし同一･一一培養

時間では.NaC･1濃度が上昇するに従って明t､-かiこeolony

のサイズが小さくなるという変化が肉眼的に確認された

ため,増殖の速度に違いがある可能性を考えて.NaCl濃

度を変えた液体培地における増殖能を比較 した.

NaCl濃度0.596と7.506で比較 したとこ/-).図 1に

示すよIblに,O.5% NaClの培地iこおける増殖の万が7.5

% NaCl培地における増穂より速かった.計算される

世代時間に-1lL､ても,表 2に示したとおり,0.500NaCl

培地での増殖(こ比べ7.50oNaCl培地では著明に延長

していた.また.0.50oNaCl培地におけるtiUti時間

表 1 食塩漉慶と菌体径の関係

NaCl濃度 (%)

0.5 2.5 5.0 7.5

菌体径 l00.0 l:～4.4 135.0 129.3

(相対値) ±9.7 ±17.6 ±16.8 士16.5

寮 望 商食塩濃度における世代時間の延長

NaCl浪寛 ぐod) 計算された世代時間 (分)
培養0-60分 培養60-110分

0.5 28.7 28.2
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図 I NaCl濃度の違いによる S/Oがt_tJll7 -
coccusaw eus増殖の変化

S.aZLl･ETtLSNo.56株を brainheartinfusionbroth
iこ懸濁 し,培地中の NaCl濃度が0.5%と7.5%
の場合での増殖の違いをコロニーカウント法にて比

較した.
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は.-一定であ--たLl)に対 し.7.500NaCl培地における

世代時間は培養当初は長 く,その後短 くなる傾向が見ら

れた.

考 察

Sf〟P/LTll/()(､()r､rtt."ItLl･llL∫(')食塩耐性の メカニ-<tムにつ

いては以下のように考えられている.菌体外の osmolauity

が高い環境におかれた菌は,--磯 には菌体内外の 犠mdaTity

遂により原形質分離 してしまう.ところが食塩耐性の高

い菌では glycinel認taineを choline等と入れ替える

ことをこよって菌体内に貯蔵 したり,prolineや taurine

などの osmolytesを取 り込むことによって細胞内の

osmolarityを上昇させ,菌体内外の浸透圧を平衡に保

つと考えられている2).また proiineの取 り込みには,

aifimityの異なる2つのシステムがあり何れも Na+港

度に依存的であることも報告されている3).このように,

細菌の浸透圧調節機構は主にアミノ酸 との関連4)で研

究が進められてきている,

しか しながら文献をしらべた限り,高い NaCl濃度

環境における形態変化や増殖能の変化についてはほとん

ど報告が見られなかった.今回の我々の実験では,食塩

濃度の上昇に伴って菌体のサイズは不変またはやや大型

化 した.高い食塩濃度では osomolyteを取 り込むので

菌体サイズが大きくなるとも考えられる.また,食塩濃

度が高いと世代時間 (generatiolltime,GT)が延長

したが.表 2に示 Lたように最初〔r)60分の GT:140min

に対 して次の60分では GT:3臥3minと適応 している

様子が見られた.そのメカニズムは不明であるが次のよ

うな可能性が考えられよう.ひとつは,浸透圧調節を行

う過程がエネ′しギ-依存的であL)､菌にとって原形質分

離を回避するための osomolyte取 り込ムが最優先とな

るために,エネルギ-依存的な増殖に関連 した細胞壁や

蛋白合成を抑制するという考えである.pTOlineの取 り

込みが proton-motiveforceに依存しATPを要求 し

ない可能性は示唆されているが3㌧ 他の osmolyteにつ

いては不明であり,この説を否定することはできない,

もうひとつの可能性は,やはり osmo隻yte取 り込みを
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優先させ,膜での transportsystem を働かせる必要上,

膜の大きな変化をぎたす分裂増殖を抑制するという考え

である.これらの何れであるのか,または他のメカニズ

ムが作用するかは今回のわずかな実験で明らかにするこ

とはできないが,食塩耐性に伴 う増殖抑制の報告はみら

れないので,我々が見い出した現象は霧要であろうと思

われる.

古くから食品の塩蔵は人々の経験的な知恵であったが,

10% NaClでも増殖する S.aureusについては全 く無

意味と思われてきた. しかし今回の実験で得られた,死

滅はしないが世代時間が延長するという現象からは,や

はり-定の抑制効果はあるということができ,食品の塩

蔵は黄色ブドウ球菌など酎塩菌についてもそれなりの意

味はあると思われた.
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