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INH耐 性 菌 の カ タ ラ ー ゼ 活 性 に 関 す る 研 究

第1報 抗酸性菌のカタ ラーぜ活性に関する基礎実験

豊 原 希 一

結核予防会結核研究所(所 長 隈部英雄)

受 付 昭 和52年5月50日

緒 言

細菌 カタ ラーゼに関す る研究 は,古 くGottsteiui),

Hahn2),Sieber3),Jensen4)ら によ りな されていたが,

当時は抗酸性菌の カタラーゼに関す る探究は,比 較的少

なかつ た。 このた め戸 田5)は,諸 種抗酸性菌の カタ ラー

ゼについて基礎 的研究 を行い,抗 酸性菌 は,他 の細菌 と

ことな り菌体外 カタ ラーゼの ない こと等 の重要 な る諸事

実 を発表 した。 さらに占部6)は,定 性,定 量両法 を用い

抗酸性菌 の培養 条件,保 存温 度等の菌体 内 カタラーぜに

及ぼす影響につ き詳細な検討を加 えた。戸 田 ら7)に よる

と人型,牛 型結該菌は,鳥 型結該菌 に くらベ カタ ラーゼ

作用弱 く,さ らに鳥型は,冷 血動物結該菌,人 癩系,鼠

癩系抗酸性菌お よび抗酸性雑菌に比 して カタラーゼ作用

が弱い といわれ,カ タラーゼ反応 を各型結 核菌 とその他

抗酸性菌の鑑別に資す るこ とがで きる と し た。 近 年,

Middlebrook 8)が,Isonicotinic acid hydrazid(INH

と略)に 耐性 を生 じた結 核菌 は,カ タラーゼ活性が減弱

ない し消失 す るこ とを発表 し,そ の後 これに関す る多 く

の研究業 蟹が相ついで報告 され てい る。こ れ よ り先,

Middlebrook9),Mitchison10),Morse11),Karlsoa12)ら

はモルモ ットに対 しINH耐 性菌 の毒 力が減弱す ること

を報 告 してお り,INH耐 性菌 の毒力の減弱 とカタラー

ゼ活 性消失 の関連は多 くの学者の研究 対象 と な つ て い

る。 しか しなが ら文献 を捗猟す るとINH耐 性菌の カタ

ラーゼの問題は耐性 度,毒 力 との相互関係,あ るいは カ

タラーゼ消失の機序に研究 が,集 中 されてい る傾 向にあ

り,カ タ ラーゼ反応に及ぼす諸 条件の研究 については比

較的少 ない13)14)。前記の如 くINH耐 性菌の カタラーゼ

活性 と毒力,耐 性度 との相互関係,あ るいは カタラーゼ

活性消失の機序 といつ た研究 も重要 にして興味あ る問題

で あ るこ とは論 を俟 たないが,抗 酸性菌一般の カタラー

ゼ活性 の問題 をふ りか え り,そ の一環 としてINH耐 性

菌 のカ タラーゼ活性消失 について基礎的研究 をこころみ

るの もまた必要 な ことで ある と考 える。かか る 見 地 か

ら,著 者 はINH耐 性菌 をふ くめた抗酸性菌 の 培 養 日

数,菌 量 によ りカ タラーゼ活性が,い か に影 響 さ れ る

か,ま た各菌株 の計測時 におけ る酸素発生 の時間的消長

等 につ き若干 の知見 を得 たので報告す る。

1実 験 方 法

(1)供 試菌株

KH1原 株.KH1SM10万 γ耐性株,KH1INH100γ

耐性株,AvT株(鳥 型菌),No.10株(抗 酸性雑菌)の6

株 。SM10万 γおよびINH100γ 耐性株 は,い ずれ も

試験管内でKH1原 株 よ り分離 した耐性菌 を単個菌培養

した もので ある。各菌株 とも1%小 川培地 に培養継 代 し

た。

(2)カ タラーゼ活性の測定方法

全菌株 ともWarburg検 圧計 を もつ て過酸化水素 を分

解 して発生 した酸素量 を定量的 に,測 定す る。容器 は円

錐状器 を用い,主 室 に菌液1ccと 緩衝液1.5cc,側 室 に

0.2mol8H2O2 0.3cc,副 室 に20%NaOH 0.3cc,対 照 と

しては側室 に緩衝液0.3ccを いれ る。緩衝液 はpH7.4の

燐酸緩衝液 を用い る。3705'Cの 水槽 中で振盪 し,10分 後

に 内容 を混和 し,混 和後 それぞれ5分,10分,15分,

20分,30分,40分 に発生 した酸素量 を測定す る。

II実 験 成 績

(1)測 定 時間 とカタラーゼ活性 との関係

カ タラーゼ活性 の指標 とな る発生酸素量 の測定時間別

増加 は,い か なるカーヴをえが くか,菌 株特異的 な発生

酸素量の増加 曲線が え られ るか否か を,培 養後2週,3

週,4週 の各菌株について観察 した。菌量 は5mgと す

る。

(i)培 養2週 後の各菌株についての観察

図1に み る如 く,No.10,KH1,KHISM10万 γ耐

性菌 は測定開始後5分 で,そ の酸素発生量はほ とん ど最

大 とな り10分 以後 の変動 は僅少で あ る。AvTの 酸素 発

生量 は,5分 以後 も直線的な増加 をつづ け10分 でほ とん

ど最大庫 とな り,そ の後の変動は僅かであ る。 これに対

し,KH1INH1007耐 性菌 は全 くカタラーゼ活性 を示

さず酸素発生量 は常に負であ る。

(ii)培 養3週 後の各菌株 についての観察

図2に み る如 くNo.10は2週 培養 と同 じ く,5分 でほ

とんど最大値 に達 し,以 後 はご く僅かの変動 をみ とめ る

にす ぎない 。AvTも2週 培養 と同 じ く,10分 でほ とん ど

最大値 とな り,そ の後 の変動 は僅少で ある。 これに対 し
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図1測 定時間 とカタラーゼ活性 との関係

培養2週 目の菌株 についての観察

図2測 定時間 とカタ ラーゼ活性 との関係

培養3週 目の菌株についての観察

KH1お よびKH1SM10万 γ耐性菌 は5分 以後 も増加 を

つづ け酸素発生 曲線は20分 以後にな り漸 くゆ るやか とな

る。またKH1INH100γ 耐性 菌の カタラーゼ活性 は2

週 と同 じ くほ とん ど全 く認 め られない。

(iii)培養4週 後の各菌株 についての観察

図3に み る如 く,No.10の カタラーゼ活性 は,2,3週

培養 と同 じく,5分 でほ とん ど最 大値 に達 し,そ れ以後

の変動は微 少であ る。AvTは5分 以後 もその酸素発生量

にわずか なが らの上昇 がみ られ る。KH1お よびKH1S

M10万 γ耐性菌 は15分 までは,急 速 な上昇 を示す 。 この

傾 向はKH1SM10万 γ耐性菌 に特 にい ち じるしい 。 こ

れ に対 しKH1INH100γ 耐性菌は,2,3週 培養の菌 と

同 じくカタ ラーゼ活性 を全 く示 さない。

図3測 定時 間 とカタ ラーゼ活性 との関係

培養4週 目の菌株 につい ての観察

(2)培 養期間 とカタ ラーゼ活性 との関係

培養期間の違いで,各 菌株 の カタラーゼ活性 に差 があ

るか否か を検討 した。培養期 間は2,3,4週 とし,測 定

時間30分 の酸素発 生量を もつて比較 した。 これは前項 の

実 験で,測 定時 間30分 で カタラーゼ活性が,ほ ぼ一定 の

状態 に達 す ることを知 つたか らで あ る。菌量 は5mgと

す る、,図4に み る如 くNo.10は2週 培養 の菌 のカタ ラー

図4培 養期 間 とカタラーゼ活性 との関係

ゼ活性が最大 で,3週 は減少 し,4週 は再 び 増 加 す る。

KH1SM10万 γ耐性株 は3週 のカ タラーゼが最低で4

週 にな ると再 び増加 し,2週 培養 のカ タラーゼ活性 よ り

さらに大 であ る。KH1は2週 培養 のカ タラーゼ活性が

最大 で,そ の後急速 に減少 し,4週 培養 のカ タラーゼ活
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性 は,2週 培養に比 べ約60%ま で落 ちる。AvTは2週 が

最大 で,そ の後減少 し3週,4週 はほ とん ど差が ない。

またKH1INH100γ 耐性株の2週,4週 培養 は,僅 か

なが ら正の活性 を示すが,い ずれ も実験誤差範 囲 と考 え

て よ くKH1INH100γ 耐性株 のカ タラーゼ活性 は消失

してい ると考 え られ る。次 に各菌株別 にみる と,2週 培

養 ではNo.10とKH1が,ほ とん ど同程度の活性 を示 し

最大 で,つ いでKILSM10万 γ耐性菌,AvT,KH1I

NH100γ 耐性菌 の順 とな る。No.10,KH1の カタラー

ゼ活性 を100と す ると,KH1SM10万 γ耐性菌78,AvT

34,KH1INH100γ 耐性菌0の 比率 にな る。培養3週

では,カ タラーゼ活性 の強 さは,No.10,KH1,KH1

SM10万 γ耐性菌,AvT,KH1INH100γ 耐性菌の順

で,そ の比率 は100:88:77:29:0と なる。培養4週 で は

No.10,KH1SM10万 γ耐性菌,KH1,AvT,KH1I

NH100γ 耐性菌 の順 で カタラーゼ活性 の比 率は,100:

98:65:25:0と な る。以 上各菌株 ,各 週培養 の カタラー

ゼ活性 度について,一 般的 にいえ ることは,抗 酸性雑菌

No.10は 常に最 大で,KH1INH100γ 耐性菌は培養期

間 を問 わず陰性 と考 えてよ く,培 養期間 とカタラーゼ活

性 との間に は必ず し も一定の関係をみ とめない。

(3)死 菌の カタラーゼ活性

抗酸 性菌 の カタラーゼ活性 は生菌 にのみ存在 す るもの

か,あ るいは死菌 として もあ る程 度の活性が の こるもの

か とい う問題 につい て検討 を加 えた。供試菌株 は,培 養

4週 目のKH1とKH1INH100γ 耐性菌 を用い,100℃

30分 で加熱死菌 とした。生菌,死 菌 とも菌量10mgと し,

Warburg検 圧計 で30分 計 測値 を もつて比較 した。表1

に示す如 く,KH1生 菌10mgの30分 間の酸素発生量 は,

256.32μl,死 菌10mgの それは-3.00μlで 生菌 は高 い カ

タラーゼ活性 を示すが,死 菌 のカタ ラーゼ活性 は,完 全

表1菌 の生死 とカタ ラーゼ活性の関係

数値は菌量10mg,30分 間 の発生酸 素量(μl)

表2KH1INH100γ 耐性菌 の菌量 と

カタラーゼ活性 との関係

数値は30分間の発生酸素量(μl)

に消失してい る。またKHlINH100γ 耐性菌 の生菌 の

酸素発生量 は,3.18μl,死 菌 のそれ は3.24μlで両者間 に

差 は認 め られず,い ずれの場合に もカタラーゼ活性は,

消失 してい る と考 え られ る。以 上の成績 か ら,カ タラー

ゼ活性は加熱死 菌では消失す ることを知 つた。

(4)菌 量 とカタラーゼ活性 との関 係

次に,カ タラーゼ活性が,生 菌量 に一次的 に比例す る

か否 かを検討 した。供試菌株 はKH1お よびKH1INH

100γ耐性菌 とし,そ れぞれ1mg ,5mg,10mg菌 量の カ

タラーゼ活性 をみ た。 まずKH1に ついてみ る と,図5

に示す如 く5mg菌 量 の カタラーゼ活性 は,10mg菌 量の

図5KH1生 菌量 とカタラーゼ活性 との関係

カタラーゼ活 性の1/2で測定時間別 にみて も,常 に平行 し

てい る。しか し,1mg菌 量の それ は,前 二者の カタ ラー

ゼ活性 の測定時間別変動 に,必 ず し も平行せず,15分 計

測値 は特 に低い。次にKH1INH100γ 耐性菌 の菌 量 と

カタラーゼ活性 との関係をみ ると,表2に 示す如 く,両

者間には,な ん らの関係 も認 め られない。また この表 か

ら5μl～4μl程 度の差 は実験誤差 と考 えてよい と思 われ

る。菌量 は理論的 には,生 菌単位 に比例す る と考 え られ

るので,KH1の みでな く他の抗酸性菌で も,同 一菌株

の カタラーゼ活性 と生菌単位 とは,高 い相関性を もつ と

思われ る。

III考 察

INH耐 性結核菌 のカタ ラーゼ活性が,い か なる機序

で消失す るか は,い まなお不明で あ り,重 要 なる研究課

題で あるが,本 研究においては,こ の点についてはふれ

ず,INH耐 性結 核菌 を他の抗酸性菌 と同列にお き,主

として培養 条件,菌 の生死,菌 量 と抗酸性菌 の カタラー

ゼ活性 が,い か な る関 係にあ るか を検討 した。Jacobson

に よ り動植 物組織 には,過 酸化水素 を特 異的 に分解す
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る酵素 の存在 す ることが証 明 され,Loewが,こ の酵

素 をカタラーゼ と名づ けて以来,Willsttter,Eulerら

の研究に よ り酵素精製法は著 し く進歩 した。1937年Su-

mner,Dounceは,ウ シの肝臓 カタ ラーゼ を結 晶 とし

て分離 したが,そ の後多数の動物組織の カタラーゼが相

次 いで結 晶状 に分離 され,さ らに1948年D.Herbert,J.

Pinsentは 細菌 カタラーゼ の分離 につ いて報 告 してい

る。細菌 カタラーゼのこまかい化学的差異 については,

い まなお開拓 され てい ない点が極 めて多い よ うで あ る

が,菌 株 によ りあ る程 度の質的差異 はあ るもの と思 われ

る。本実 験において も,測 定時 間 とカタラーゼ活性 との

関係 をみ る と,培 養各週 ともNo.10とAvTの 酸素発生

曲線 は概ね平行 してい る。 またKH1とKH1SM10万 γ

耐性菌 の それ も,概 ね平行 してい る。 これ は,No.10と

AvTお よびKH1とKH1SM10万 γ耐性菌 の カタラーゼ

が,そ れ ぞれ質的に類 似 してい ることを示 す ことによ る

と考 え られ る。戸田 ら7)は鳥型菌は人型菌 よ りカタラー

ゼ活性が強い といつてい るが,本 研究では.鳥 型菌AvT

は入 型菌KH1あ るい は,KH1SM10万 γ耐性菌 よ り,

は るか に活性 度が弱 く約1/3であつ た。また入型菌 は抗酸

性雑菌 に比 し,そ の カタラーゼ活性 は弱いが,大 差 はな

い。 これ らの点 は先入 の報告 と一致 しないが,分 離後 の

菌株 の新 旧等 も関係 す る もの と患 われ る。いずれ にしろ

発育速 度のはやい菌株 ほ どカタラーゼ活性が つよい とは

必ず し もい えない。培養2週 お よび4週 目のKH1INH

100)耐 性菌 は酸素発生 を全 く示 さず,む しろ逆 に僅か な

が ら負の値 を示 してい る。 また3週 培養 の菌株 は,15分

計測値 をのぞ き僅 かなが ら酸素 を発生 してい るが,こ の

程度の差は実験誤差 と患われ るので,結 局INH100γ

耐性菌の カタラーゼ活性 は,い かな る時期 で も消失 して

い る と考 えて よいだ ろ う。次に加熱死 菌の カタラーゼ活

性 は,全 く消失 してい るこ とを知つた。酵素 は一般 に熱

には弱い もので あるか ら,死 菌 とい う条件 よ りも加熱 と

い う条件が よ りつ よ く影響 してい るのではないか とい う

ことも考 え られ る。自然死菌 による実験 を本研究で は行

わなか つたが,占 部 は自然死菌 のカタ ラーゼ活性 も消失

してい ることを報告 してい る6)。 カタラーゼ活性 と菌量

との関係をみ ると菌量5mgと10mgの 酸素発生量 は各測

定時間 ともよ く比例 し,後 者は前者の2倍 量 になつてい

るが,1mgの 場合 は,前 二者 の酸素発生 曲線 と完全 に平

行 してい る とはい えない。恐 らくこの差は実験誤 差に よ

るもの と思 われ,計 測 の場合菌量が あま りに少 ないのは

一考 の余地が あろ う。

IV結 論

Warburg検 圧洗に よ り,KH1感 姓菌,KH,NH

100耐 性菌,KH1SM10万 γ耐性菌,鳥 型菌AvT,抗

酸性雑菌No.10以 上5株 の カタラーゼ活性 に関す る基礎

実験 を行い,次 の如 き知見 を得た。

(1)KH1INH100γ 耐性菌 の カタラーゼ活性 は培養期

間 を問 わず,常 に消失 してい る。

(2)KH1とAvTは 培養2週 のカタラーゼ活性が最大で,

その後減少す るが,No.mとKH1SM10万7耐 性では

培養期 間 とカタラーゼ活性 との間 には一定 の関係が み ら

れなかつた。

(3)酸 素発 生量 を計測時 間別 にみ ると各菌株 とも培養期

間が短 いほ ど短 時間で最 大値 に達 す る傾 向が あ り20分以

後の変動はほ とん どない。

(4)カ タ ラーゼ活性の大小 を,比 較す ると,抗 酸性雑菌

No.10が 最大 で,人 型菌KH1お よびKH1SM10万 γ耐

性菌が,こ れ につ ぎ,つ いで鳥型菌AvT,KH1INH

100γ耐性菌 の順序 とな る。

(5)加 熱死菌 の カタ ラーゼ活性 は消失 してい る。

(6)菌 量 とカタラーゼ活性 は,概 ね比例関係 にあるが,

菌 量が す くなす ぎると実験誤差が,大 きくなる危険が あ

る。

稿 を終 えるにあた り,御 校閲を賜 つた岩崎先生,大 林

先生,な らびに直 接御教 示を賜 つた工藤先生 に深甚 な る

謝意 を表 します。
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