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抗 酸 性 菌 の 分 類 に 関 す る 研 究

第4編 抗酸性菌の脱水素酵素及びカタ ラーぜ作用について

札幌医科大学衛生学教室(主 任 金光正次教授)

荒 木 雅

(受付 昭和30年1月5日)

緒 餐
A)

わたくしは,さ きに1)一一3),自然界抗酸性菌約70株 の

充結核剤に対す る感受性,温 熱に対す る抵抗力,テ ルル

駿加里感受性お よび諸種培地上における発育状態を観察

し,これ等性状間の関係 について記述 した。本編 では,

きらに本菌群 の脱水素酵 素およびカタラーゼ作用 を測定

してこれ と前記諸性状 を対比す るとともに,SM,INAH

垣薬剤 に対す る耐性獲得 と諸種酵素作用 ならびに耐熱性

ヒの関係について報告す る。

実 験 方 法
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1)薬 剤感受性,耐 性上 昇度,耐 熱性の測定 は,い ず

幡 さき1)-3)に述べた方法に準 じて行つた。

2)脱 水 素酵素作用 の測定 は,Thunbergの 方法に よ

)た。すなわ ち主室にはDubos培 地2週 間培養の菌を

)ub◎sの培液でperccsmgの 濃度 に 調 製 し,そ の

.5ccお よび燐酸緩衝液(pH6.9)O.5ccを,副 室 に

業,基質(5%乳 酸,M5號 珀酸 をいずれ もpH7.2に

証 して用いた>O.5ccと,標 示 色 素 と してM!500

.6-Dich1◎ropheno1-lndopheno1を 入れ,管 内の真空

廷が約4mm程 度 となるまで排気 し,30◎Cに おいて10

澗 おいた後,両 室の内容 を混 じ,色 調が対照試験管濃

こと同程度 まで脱色す るに要する時間 を測定 した。 この

iDubos浮 游液 を使用 したの は,で きるだけ均等 な菌

1を得るためである。南等6)・7)は,Tween80自 身が結

1菌によつてよ く利用 されることを報告 しているが,わ

二くしは,Dubos培 地 に含 まれているTween80が 自

堺 抗酸菌の脱水素酵素作用 に如何な る影響 を及ぼすか

稠 べるために次の実験 を行つた。す なわ ちまず6株 の

1について前記方法によつて調製 したDubos菌 浮游 液

1よびこれ を1時 間4000回 転遠心 して菌体を洗瀞 後,

:塩水浮游液 としたもの について,そ れぞれ乳 酸を基質

して脱水素酵 素の測定を行 つた。 その結果,第1表

N)に示す如 く鳥型株 を除いた全 部の菌 においてDubos

游液の還元時悶が多少短縮す る傾向を示 した。そ こで

らに鳥型株を用い,種kな る濃度にTween80を 含 ま

たDubos培 地を使用 してその影響 につい て調べた と

Tween80wereaddedtoDubo,imediawiththe

co】α㏄n.trationofO.50!e
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ころ,第1表(B)の 如 くTween80が1%以 上 の 濃

度 とな る と脱 色 時 間 が か な り短 縮 され る こ と が わ か つ

た。 以 上 の 成 績 か ら,菌 が 均 等 発 育 を営 む の に支障 な く,

且 つ 酵 素 作 用 に 影響 を齎 す こ とが 最 も少 ない と思 わ れ る

Tween80の 濃 度 を0.5%と し,こ の 培地 に培 養 した 菌

液 につ い て 脱水 素 酵 素 の 測 定 を行 つ た。 カ タ ラー ゼ の測

定 は,同 濃度 の菌 を生 理 的 食 歴水 に浮 游 し た も の に つい

て,過 マ ン ガ ン酸 加 里 法8)sg)に よ り行 つ た。

実 験 成 績

1)脱 水素酵素作用 と諸種培地上 にお ける発育状態 と

の関係

A)脱 水素酵素作用 と岡・片倉培地上 における=Ptニ

ーの色調 との関係

第1図 は,被検菌70株 に対 して號珀 酸および乳酸 を基

質 として脱水素酵 素の測定 を行 い,これ と岡・片倉培地上
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Fig。1. Relationsbetweendehydr◎genaseactivitiesofacid・fastbacteriaandtheir

growthcha】ncteri§ticsonsolidandinfluidmedia

におけ るコロニーの色調 との関係を示 したもので ある。

図 に明 らかなよ うに最 も作用 の強い ものは,號 珀酸 では

20分 乳 酸では10分 で脱色 を完了す るが,そ の他 の菌株

の活性度 は種kで ある。 また,2時 間以上経過 して もな

お脱色しない ものは,酵 素作用 を有 しないものと判定 し

たが,これ は號珀酸を基質 とした場合は,22株(38。5%),

乳酸を基質 とした場合には19株(27.1%)を 認めた。

さ らに酵素作用の程度 ない し有無 とコロニーの色調 との

関係 をみ ると,號 珀酸 を基質 とした場合には,岡 ・片倉

培地上 で紅色の コロニーを生 ずるもの21株 中10株 は

全 く作用 を示 さず,榿 色系で は,12株 中8株 が酵 素作

用を有 していない。 これ に対 し黄色系 および 白色系では

酵素作用を認めぬものは,そ れぞれ13株 中2株,20株

中2株 であつて,紅 色お よび燈色株 に比べ るとその数 は

極め て僅少である。又白色 系の菌株 は概 してその作用が

弱い傾向が認められ る.こ れ に対 して乳酸脱水素酵素作

用の有 無 と色調 との関係は,號 珀酸を基質 とした場合に

比較 すると左程著明でな く,か つ白色系 の酵素作用はか

えつて強い ものが多い。

B)脱 水 素酵 素作用 とKirchner培 地 における発育

状態 との関係

Kirchner培 地 における発育状態を,管 底発育,平 等

漏濁,菌 膜形成 の3群 に大 別 して,こ れ と脱水 素酵素作

用 との関係 を観察 したが,第1図(A)お よび(B)に

示 すよ うに,i號 珀酸あるいは乳酸のいずれを基質 とした

場合 におい ても両者の間に特別 な関係は認 められない。

2》 カタラー

ゼ作用 と耐熱性

との関係

次 に被検菌に

対 してカタラー

ゼ の 測 定 を行

い,こ れ と耐熱

性 との関係を第

2図 に示 したe

この場合におい

てもカタラーゼ

作用 は,菌 株に

ょつてかな りの

差異があるが最

も強 力 な もの

は,256倍 迄陽

性,最 も弱いも

のは,2倍 迄陽

性 で,他 の菌株

憶その中間の値

を示 した。つぎ

にカタラーゼの

強 さと耐熱性 との関係 は図 に示す如 く両者の間に極めて

顕著 な関係が認 められ る。すなわ ち カタラーゼ作用の強

い菌株程耐熱性が弱い。
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3》 カタラーゼ作用 と岡 ・片倉培地上 におけるコPtニ

ーの色調 との関係

第3図 は・ カタラーゼ作用 と岡 ・片倉培地におけるコ

揖ξ一の色調 との関係を示した もので,紅 色系が最も弱

く・榿 。黄色系は前者に比 し遙か に強 く,.白色系で嫉こ
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れ等の中間に位す る傾向が ある。

4》 諸種酵素作用 とその他の性状 との関係

以上述べた如 く,自 然界抗酸菌 においては,脱 水素酵

素作用 と岡 ・片倉培地上 における コロニーの色調,カ タ

ラーゼ作用 と耐 熱性 および岡 ・片倉培地上 におけ るコロ

ニーの色調 との間 には,そ れぞれ特異の関連が認められ

たが,脱 水素酵 素作用 と菌型態 ・抗煮沸性 ・薬剤感受性 ・

耐性上昇度 ・テルル酸加里感受性お よび カタラーゼ作用

との間には何等特別 な関係はない.ま た カタラーゼ作用

の場合において も耐熱性お よび岡 ・片倉培地上 における

コ巨ニーの色調以外の諸性状 との間には 同 様 関 係 が な

い。

5)薬 剤耐性獲得 と耐熱性 との関係

被検菌70株 中抗結核剤 に対 し,比 較的高い耐性菌に

ついて耐熱性を測定 し,こ れ と原株の耐熱性 を比較 した

成績を第4図 に示 したcす なわ ちSM,INAHに 対す

る耐性上昇度の強弱 にしたがい,SMの 場合は100倍,

1000倍 ・1万 倍,lNAHで は100倍 ,1000倍 上昇の

各群 に分 けて,原 株 と耐性菌間 における耐熱性の変動を

観察 したものである。すなわち耐性菌 の耐熱性が原株 の

それ より低下 した ものが34株 中19株 で過半数を占め

ているが,一 方 これ とは逆 に耐性菌の耐熱性が原株 よ り

も上昇 したものが10株,さ らに全 く耐熱性 の変化 しな

い ものが5株 であるe又 原株 と耐性菌間の耐熱性の変化

と耐性上昇度 との関係をみると,SMに 対 し100倍 の耐

性を獲得 した菌株 の耐熱性は,原 株のそれに比較 して大

多数が下降 してい る。 これに対 して1000倍 お よび1万

倍耐性獲得群の約半数は,か えつて耐性 菌の耐熱性が上

昇 してい る。 このよ うに高濃度 のSMに 発育が可 能 に
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なつた耐性菌の耐熱性 が原株 よ り増大 した ことは注 目す

べき事実 と思 う。他方INAHで は100倍 以上耐性 とな

つた14株 中13株 迄が原 株よ りも耐熱性 が下降 してお

り・SMの 場合 とはかな り異つている。

6)耐 性菌 と原株間 における耐熱性 と酵 素作用 との関

係

前述の如 く自然界抗酸菌 にSMに 対する耐性 を与 える

と・その耐熱性 において原株 よ り下降するもの,上 昇す

るものお よび変化のな い もののa群 が区別され るが,

工NAH耐 性株ではほとん どすべてが原株 よ りも耐 熱 性

が下降 した。 さらに耐性菌 とその原株について號珀酸 お

よび乳酸脱水素酵 素作用 とカタラーゼ作用 を測定 し,薬

剤耐性の獲得 とこれ等の酵素作用,お よび耐熱性 との関

係 を観察 した ところ,次 の成績 を得た。

A)SM耐 性菌 と原株間における耐熱性 と酵素作用 と

の関係

a)耐 性菌の耐 熱性が原株 よ りも低下 した場 含

一 一23-_鞘
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第2表 は,SM耐 性菌の耐熱性が原株 と比較 し て低

下 したものの中,さ らにその下降の度合が比較的著明な

もの14株 を選び,各 菌株 について耐性菌 と原 株の脱水

素酵素作用お よびカタラーゼ作用の変動の状態 を観察 し

たものである.こ れを例 示す るとCB2株 は原株が65ρC

5分 問,耐 性菌が60。C15分 間でそれぞれ殺菌 され,耐

性菌の耐熱性 魑遙か に低い。 さらに同耐性菌の琉珀酸脱

水素酵素は原株 よ りも増強 し,乳 酸脱水素酵 素は原株よ

りも減弱 し,カ タラーゼ作用 は原株 と耐性 菌の間に変化

がない事 を示 している.本 表 こおいてSM耐 性菌の耐熱

性が著 しく下降 した菌株中,現 珀酸脱水素酵 素作用が原

株 よ り滅弱 した ものは4株,全 く消失 した ものは5株 で,

両者を合わせ ると過半 数に達 してい る。 これに対 し耐性

菌の號珀酸脱水素酵素作用が原株 に比べ て 上 昇 した も
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stFali}s

の,お よび原 株にこの酵 素作用が認められなかつたもの

が耐性菌において新たに出現 したものが4株 であ る。 さ

らに乳酸を基質 とした場合におい てもほ とん ど同様の成

績 がみられ る。一方 カタラーゼにおいては,耐 性菌の作

用が原株よ りも増強 したものは全 くみ られず,耐 性菌 と

原株との間 に変 化が ないか,あ るいは減弱してい る.

b)耐 性菌 の耐熱性が原株 よ りも上昇 した場合

第4図 にも示した如 く,SM耐 性菌 において,耐 熱性

が原株 よりも上昇 した菌株があつたが,こ の中か ら耐性

上昇度が比較的高い7株 を選び,前 項 と同 じ方法で酵 素

作用 と耐熱性 との関係を観察 した、その結果 は第3表 の

如 く,脱 水素酵 素作用 は,ほ とん どが耐性菌 において新

たに出現す るか,あ るいは増強 している。特 に號珀酸 を

基質 とした場合では7株 中4株 が,原 株 において全 く

認められなかつた脱水素酵 素作用が出現 した。 レか し耐

性菌の カタラーゼ作用は,前 述の耐性菌の耐熱性が下降

した群 と同様,減 弱す るか,又 は不変の傾向 を認めた。

B)INAH耐 性菌 と原株 間にお ける 耐熱性 と酵 素作

用 との関係

前記SMの 場合 と同様,工NAHに 対 して比較的高い

耐性を獲得 した耐性菌 と原株間の耐熱性 と酵素作用 との

関係を第4表 に示 した。す なわち耐性菌 の耐熱性が比較

的著明に下降 した8株 と,逆 に耐性菌 の耐熱性が原株 よ

りも上昇した1株 について観察す ると,AT株 は,原 株,

耐性菌共 に脱水 素酵素作用 が認め られ ない。又Cc株 は,

耐 噛 の耐熱性 が,明 らかに下降 しているにもかかわら

ず乳酸,號 珀 酸に対す る作用はか えつて原株 よ りも増大

してい る。他の7株 においては,原 株 と耐性株 との聞 に

おいて,耐 熱性 と酵素作用がおよそ平行 して昇降 してい

る。 この ことは前述 したSM耐 性菌 にもみられ た現 象

であつて,本 菌群の耐熱性 と脱水素酵 素作用 との闇;こは

密接 な関連のあることが想 像され る。 しかし,INAH耐

性菌の カタラーゼ作用 は,SMの 場合 と同様,原 株 よ り

も低下す るかあるい は不変である.

総括お よび考案

広 く細 菌 の 脱 水 素酵 素 作 用 に関 し て はQuastel,

WethamW)がBact,coliに ついて行つたのを始め と

し,そ の後数多 くの報告があるが,抗 酸性菌 については,

川畑u),大 林等惣)-14)有馬15)が結核菌ない しBCGを 用

いてそれぞれ詳細な研究 を行い,さ らに自然界抗酸菌に

関しては,井 田ユG)が乳酸脱水素酵素作用 と本菌群の 自然

界 におけろ所在 との関係を報告 している。 またカタラー

ゼ作用に関しては,戸 田1?)占部Σ8)広木9)が 各型結核菌お

よび 自然界抗酸菌 における本作用の差異を明か にして こ

れ等菌群の鑑別が可能であることを報告 し,大 川ユ9),草

場⑳)は,本 菌群 のカタラーゼ作用 と培養性状 との関係を

観察 している。わた くしは,70株 の 自然界抗酸菌 につい

て號珀酸および乳酸脱水素酵素作用の有 無ない しその程

度を観察すると共 にカタラーゼ作用を測定 し,こ れ と前

編1)-3)に報告した諸性状,す なわち菌型態 ・抗 煮沸性 ・薬

剤感受性 ・耐性上昇度・耐熱性 ・テルル酸加里感受性お よ

び諸種培地上における発育状態 との関係を観察 した.ま

ず脱水素酵 素作用の有無 の状態 をみる と,號 珀酸 を基質

とした場 合に陽性を呈 したもの は,70株 中48株(68.5

%)で,乳 酸を基質 とした場合 には,70株 中51株(72。9

%)で あ り,乳酸脱水素反応の陽性率が高 く認め られた。

井 田16)は,乳 酸 を基質 とした際 の脱水素反応 の 陽 性率
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は約82%と い つてい るが,私 の成績 と比較す ると10%

内外の差異が認 められ るが,こ れ は還元時間の測定がそ

れぞれ異なる標準で行われたためと考え られる。 次に脱

水素酵素作用 と他 の諸性状 とを比較す ると,岡 ・片倉培

地 におけるコロニーの色調 との間に特異 な関連のある こ

とを知つた.す なわ ち燈色系 ・紅 色系 の菌株は,脱 水 素

酵 素を全 く欠 くものが多 く,黄 ・白色系 においては少 な

く,こ の傾向は,i1ziLii"珀酸 を基質 とした際 によ り明 らかに

認 められた。又脱水素酵素作用 と菌型態 ・耐熱性 ・薬剤

感受性 ・テ ルル酸加里感受性お よび カタラーゼ作用 との

悶には関係が ない。以上 の如 く本菌群 には脱水素酵 素作

用を有す るもの と,こ れ を欠 くもの とが あるが,カ タラ

ーゼは,作 用の強弱はあるが全菌株に証明 された。 つぎ

に本 実験において最 もカ タラーゼ作用 の強 か つ た も の

は,256倍 迄陽性の3株(4.3%》,最 も弱かつた ものは

2倍 迄陽性 の1株(1.4%)で,4倍 ・》128倍 迄陽性の

菌株が最も多い。戸田8)は,最 も強いものは128倍 ・広

木9)は,68倍 としている。す なわち私の成績 の方がやや

高い ようであるが,こ れは私の場合 とは使用 した菌の濃

度が違 うので,そ の成績 には大差 ない もの と思 う9さ ら

にカ タラーゼ作用 と菌の培養性状 との関係 について,占

部ユ8)は,コPニ ーの色調 ならびに乾湿性 との間に関係 は

認め難い といい,草 場助 は,本 作用の強い ものは,す べ

て燈色系 に属する旨を報告 している。私の成績では,紅

色系 においては最 もカタラーゼ作用が弱 く,檀 ・黄色系

は強 く,白 色系 はこれ等の中間に位 してお り,こ れ は草

場 の成績 に類似してい る、つぎにカタラーゼ作用 と他の

諸性状 とを比較 したところ,耐 熱性 の高い菌株程 カタラ

ーゼ作用の弱い ことを知つた。Edwards,Rettger2Dは)

B.mycoides,B・subtilisそ の他多 数の細菌 を用い,こ

れ等 の細菌のIndo・phenolOxidase,Catalase,Succino・

dehydrogenaseの 最底破壊温度 と最高発育温度 とを測

定して,細 菌の呼吸酵素 と温疫 に対 する抵抗性 との間に

密接な関係のあ ることを明 らか にしてい る。私の実験で

は,酵 素活性 と殺菌温 度 との 関係 を 観 察 し た の で,

Edwards等 の成績 と直 接比較 す ることは 困 難と思われ

るが,抗 酸菌 において カタラーゼ作 用 と耐熱性 との間 に

一定 の関係が認め られたことは,氏 等の成績 と考え合せ

る と極めて興味ある現象 と思 われる,

ただし,わ た くしの場合では,號 珀酸お よび乳酸脱水

素酵素作用 と耐熱性 との間に特別な関係 はなかつた。近

時,化 学療法剤の細菌 に対す る作用機序 を解明する為 に,

これ等薬剤が菌の生物学的性状,物 質代謝 ない しは酵 素

系に与 える影響 について数多 くの研究 が行われている.

特 にSMは,抗 菌 スペ ク トルが広い為に各種の 菌 に つ

い て研究 されてお り22)-28),】:NAHに おいては,結 核菌

に対 して特異な抗菌力を示す関係から,主 として結核菌

について行 われているnVM33)。しか しながら自然界抗酸菌

を多数使用 してこの種の研究を行 つた報告 は・未だみな

い ようである。わた くしは,SM,INAHに 対 し・比較

的耐性度 の高い数種の菌 について,原 株 と耐性菌の耐熱

性お よび酵 素作用の異同を比較 観察 した。そ の結果・前

述の如 く,INAHの 場合では殆 ん どの菌株 において耐性

菌の耐熱性 が原株 よ りも低下 したが,SM耐 性菌におい

ては,1)原 株 よ りも下降 するもの,2)原 株 との間に変

化のない もの,3)原 株 よ りも上昇す るものの3通 りの

場合がみ られた、Clapper34)こ よるとStreptoeoccus

mitisをSulfathiazoleを もつて耐性 とした際,原 株に

なかつた種 六の性状が新たに出現 し,特 に耐性菌のみが

10。Cお よび45◎Cに おいて も発育 した とい う報告は,わ

た くしの成績 にみ られたSM耐 性菌 の耐熱性増 強 とい

う事実 とともこ,化 学療法剤の耐性 獲得 の機序 を研究す

る上に,注 目すべ き現象 と思 われ る。堂野前32)は,]〔NAH

が鳥型結核菌の脱水素酵素作用を抑制 する ことを報告し

てい る。私 の成績 においてもINAHを 用いた場合,耐

性菌の脱水素酵 素作用 は,殆 ん どの菌株 において原株よ

りも減弱するか或 いは全 く消失 した。 これ に対 しSMの

場 合では,1)原 株に本作用 があるにもかかわら ず耐 性

菌 において消失 したもの,2)原 株 よ りも耐性菌の作用

が減弱 した もの,3)原 株 と耐性菌 との間 に差がなかう

た もの,4)原 株よ りも耐性菌の作用が減弱 したもの,

5)原 株 になかつた作用 が耐性菌 において新たに 出現 し

た ものの5通 りの場合がみ られ,】NAHの 場合 とはか

な り違つた成績 を示 した。北村x5)は,人 型結核菌および

BCGを 用いてSMが 乳酸脱水素酵素作用を阻害するこ

とを報告 しているが,榊 原:ss)は,Staphyr6COCCusaureus

Terasi血aをSMで 耐性 となし,そ の耐性株の特性の1

つ として,1次 的にStreptomycinaseを 産生してSM

を分解 し,2次 的 に酸産生 および脱水素酵 素を産生する

と述べ てい るが,か よ うな見解か らすれば,本 菌群にお

い て,或 種の菌の脱水 素酵 素作用が原株 よ りも増強ない

し新 たに出現す ることは容 易に想像 され る。Aronson動

は,人 型結核菌 とBCGと についてINAHが それ らの

カタラーゼ作用を減弱せしめることを報告 している.私

の成績 によれば,SMお よびINAHに 対 して耐性を獲

得 した抗 酸菌 の カタラーゼ活性は,大 多数が原株 と同様

か,又 は原株 よ りも減弱 し,脱 水 素酵素 の如 く,原 株よ

りも作用が増強す るものは認め られ ない。つ ぎに極めて

興味あ ることは,薬 剤耐性獲得に伴 う耐熱性お よび脱水

素酵素作用の変化であ る。す なわ ち,ま ずSMの 場合・

耐性菌の耐熱性が原株 よ りも上昇 した群で は,ほ とんど

菌株 において脱水素酵素作用 が増強,あ るいは新 たに出

現 し逆 に耐熱性が原株 よ りも下降 した群では,大 部分の

菌株 において耐性菌の脱水素酵 素作用が減弱ないし消失

し,さ らにINAHの 場合におい ても,耐 性菌 と原株聞

における耐熱性の変動の状態 と脱水 素酵素作用の変動が
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平行 して昇降す る傾向がみ られた。す なわ ち本菌群 にお

いて耐熱性 と脱水素酵素作用 との聞には極めて顕著な関

係のあることを知つた・

結 論

自然界抗酸性菌の號珀酸お よび乳酸脱水素酵素作用 と

ヵタラーゼ作用を測定 し,こ れ と他の種 汝なる生物学的

ないし細菌学的性状 とを対比し,更 にSM,INAHに

対する耐性獲得 と耐熱性 および諸種 の酵素作用 との関係

を観察 してつぎの如き成績を得 た。

1)脱 水素酵素作用 および カタラーゼ作用 と岡 ・片倉

培地における コ揖ニーの色調 との間に信一定の関係が認

められる。

2)カ タラーゼ作用の強い菌』株程耐熱性の弱い傾向が

ある。

3)脱 水素酵素作用,カ タラーゼ作用 と薬剤感受性,

耐性上昇度,テ ルル酸加里感受性,菌 の型態お よび抗煮

沸性との間 に特異 な関係はない。

4)SM耐 性菌の耐熱性は原株 に比 し,増強す るもの,

不変の ものお よび減弱 す るもの がある。 これ に対 し,

INAH耐 性菌では,ほ とん どの菌株 において原株 よ りも

耐熱性が下降する。

5)SM,INAH耐 性株 と原株の脱水素酵 素作用お よ

び耐性菌 と原株の耐熱性の昇降 はおよそ平行する。ただ

しカタラーゼ作用においては,こ のような関係はない。

脱稿す るに際 し,恩 師金光正 次教授の終始御懇篤 な

る御指導 に対 し,衷 心か ら感謝の意を表す る。

本論交の要 旨は,第29回 日本結 咳病学会総会 にお

いて,ま たその一部は第4回 日本結 核病学会北海道地

方会においてそれ ぞれ演述 した。
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