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結 核 菌 ベ ル オ キ シ ダ ー ゼ に つ い て
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大阪医科大学臨床病理学教室(指 導 平井金三郎教授)

受 付 昭 和33年5月2日

緒 言

酸化酵素の1つ であるペルオキシダーゼは過酸化水素

の存在で種々の化合物 を酸化する酵素であ り,1855年

Schonbeinに よって発見 されLinossierに よ りベルオキ

シダーゼと命名され,さ らにRaundnitz,Loewに よ リカ

タラーゼと異なる酵素であることが明 らかにされた1)

。結核菌のベルオキシダーゼについては,わ が国では戸

田,占 部2)が 報告 し,カ タラーゼ についてもFujita,

Kodama3),戸 田4),占 部5)ら の 報告が あり,お のお

のその存在を証明している。

近来結核菌の代謝過程や酵素作用に関する研究の急速

の進歩により,沢 山の基礎的知識が得 られた。一一方化学

療法の進歩により薬剤耐性菌とその酵素作用の研究が進

め られて,Middlebrookら6)～8)がINH耐 性菌 の

カタラーゼ活性の低下消失 を認めた一連の報告以来,こ

れに関する研究が多 くなされた。

しかし薬剤耐性菌のペルオキシダーゼ作用に関するこ

れ らの研究は ほとんどなく,最 近Tirunarayanan9)

Hedgecock10)ら に よつて報告されたにすぎない。

本研究においては,結 核菌ペルオキシダーゼを種 々の

被酸化物を用いてこれを証明し,つ いで薬剤耐性菌 とペ

ルオキシダーぜ活性の関係をカタラーゼ活性 とともに検

討し,さ らに菌体内顆粒 との関係をしらべた。

実験材料および方法

検査材料は結核患者 喀痰 より分離 した結核菌を用い

た。すなわち直接法によりSM,PAS,INHの0,

1,10,100γ/ccを 含有する小川培地(3%第 一燐酸

カリ含有卵培地)に て薬剤耐性検査を行った菌,183例

を使用 した。なおINHに ついては0.1γ 耐性を も

検した。薬剤i耐性度判定は各濃度耐性培地に繁殖しえた

最高の濃度を もって耐性度 とした ものである。

実験方法

1)被 酸化物別による結核菌ペルオキシダーゼ活性につ

いて

次の各種の被酸化物を用いて,ペ ルオキシダーゼ陽性

である同一株についてその活性の反応速度,呈 色度を比

較検討した。すなわち2%Catecho1,0.1%Pyroga1-

Io1,1%3。4Dioxyphenylalanine,2%Benzidine

の各水溶液および2%Guajacア ル コール 溶液を用い

た。検査にさいして以上の各溶液に03%過 酸化水素

水を半量の割に混じて試薬を作成し,こ れを用いて直接

培地上の菌 を浸しその呈色状態を検した。また別に培地

集落上より掻きとった菌 を0.2M醋 酸緩衝液(pH5.0)

の中に入れた菌浮遊液にて も同様の検査を行った。

2)各 種薬 剤感受性菌 および耐 性菌 とペルオキシダー

ゼ,カ タラーゼ活性の関係について

ペ レオキシダーゼ活性は,被 酸化物 として2%Cat-

echo1水 溶液を用い,0.3%過 酸化水素水との割合は上

記の通 りで,反 応は試薬で培地上の菌集落を浸して行つ

た。このさい試薬 を培地斜面上に発育せる菌の下半分の

みに作用 させ上半分は,の ちに行うカタラーゼ活性判定

のために残しておいた。ぺルオキシダーゼ陽性集落の呈

色は反応後15分 くらいでおこりはじめ,褐 色よ り黒色

とな り,早 い ものは3時 間後には完全に黒色 となるが,

判 定は24時 間後に行い,ペ ルオキシダーゼ陽性度をそ

の呈色度により次の3段 階にわけた。

強 陽 性(掛)黒 褐色あるいは黒色 となるもの

中等度陽性(一日一)茶褐色 となるもの

弱 陽 性(+)黄 褐色 となるもの

陰 性(一)呈 色 しないもの

以上のごとくペルオキシダーゼ判定にさいしては集落

の呈色度によ り決め られた。同一培地上における呈色度

が均一であるものと,そ うでないものすなわち陽性集落

と陰性集落がはつきりと識別 しうるものを認めた。すな

わち黒い集落 と白い集落が混合 して存在 している場合で

あるがこの例については別に報告す る。以下の成績は同

一培地上における各集落の呈色度が均一であるもののみ

について検討した ものである。 カタラーゼ活性の測定

は,30%過 酸化水素水と10%Tween80水 溶液 の

等量で培地上の集落を浸して発泡の状熊をみた。このさ

い先に行ったべルオキシダーゼ反応試薬を捨て新たにカ

タラーゼ試薬を加 え先に残 しておいた斜面培地上の上半

分の集落にて観察 した。しかし発泡はペルオキシダーゼ

試薬を作用 した集落か らもなお発生しているものも認め

た。カタラーゼ陽性度の判定は次の3段 階にわけた。

強 陽 性(帯)発 泡が加えられた試薬の表面をこえて

もりあがるもの

中等度陽性(骨)発 泡が試薬の表面をおおうもの
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弱 陽 性(+)発 泡が試薬表面の一部あるいはわずか

に集落上に認めるもの

陰 性(一)発 泡のおこらないもの

なお判定はカタラーゼ試薬反応後5分 後 とした。

各耐性菌 とこれ ら酵素作用の消長を検討するさい,い

ずれ もその最高濃度の ところで増殖した菌について反応

を行いその耐性度と酵素の関係をしらべた ものである。

3)ペ ルオキシダーゼ反応後の陽性集落 と陰性集落より

得た菌 をそのまま塗抹標本 を作成,ま た松本 ・長尾氏

法11)に よ りこの両者の菌体を別々に砕解したのち,同

じく塗抹標本を作成,光 学顕微鏡下にて観察 した。

実 験 成 績

種々の被酸化物別による結核菌ペルオキシダーゼ活性

の結果は次の通 りである。

Catecho-呈 色 反応は反応後10分 くらいより始まり

30分 後には茶褐色を呈し12時 間後 には黒色 となる。

PyrogaUo1:Catecho1と 同様呈色 反応は早 くおこり

茶褐色 となるが試薬自体が自然酸化され呈色される傾向

が強かった。

3・4Dioxyphenyialanine;反 応速度 はおそく・1時

間後にわずかに黄褐色化を認め24時 間後には褐色化を

呈したが黒褐色にまではならなかつた。

Benzidine:1時 間後に黄色化 を認め24時 間後 には

黄褐色化を呈するにいたった。

以上いずれ も培地集落上に直接反応を試みる方が菌浮

遊液にて行う場合よ りも呈色度は強く,反 応 もすみやか

であつた。

Guajacは 菌 浮遊液にては,淡 青色を示すが,ア ル コ

ール溶液および試薬 自体が黄色のため培地上での反応に

は不適と思われる。

各種薬剤感受性および耐性菌 とペルオキシダーゼ,カ

タラーゼ活性については次の3群 にわけて耐性度と酵素

活性の関係をしらべた。

A)INH感 受性菌(SMお よびPASに も感受性)

B)INH感 受 性であるが,SMあ るいはPASに

耐性のある菌

C)INH耐 性菌

A)INH感 受性菌の両酵素活性の関係1は図3に 示す

ごとく30例 全例において両酵素 とも陽性でまたその活

性度 もほとんどすべてが強陽性および中等度陽性を示し

ていた。

B)INH感 受性 でSMあ るいはPASに 耐性で

ある菌 とこれ ら酵素 との関係は図1,図2に 示すごと

く耐性度 とペルオキシダーゼ活性,カ タラーゼ活性 との

間に何の関係 も認められ えなか った。 す な わ ちSM

耐性菌36例 中ペルオキシダーゼは全例に陽性で,カ タ

ラーゼは2例 を除いて34例 が陽性を示してい る。同じ

くPAS耐 性菌についても15例 全例がペルオキシダ

ーゼ,カ タラーゼとも陽性を示している。かくのごとく

SMあ るいはPAS耐 性菌には感受性菌 との 間に両

酵素活性の差はないことを認めた。

図1SM耐 性菌 の ペ ル オ キ シダ ーゼ,カ タ ラー ゼ

図2PAS耐 性 菌 の ペ ル オ キ シダ ー ゼ,カ タ ラー ゼ

C)INH耐 性菌102例 とこれ ら酵素 との関係は図3

表1に おのおの示すごとくその耐性程度の高 くなるにつ

れてペルオキシダーゼ活性およびカタラーゼ活性が低下
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図31NH感 受性菌およびINH耐 性菌

のペルオキシダーゼ,カ タラーゼ

表1各 種INH耐 性菌のベルオキシダーゼ,

カタラーゼ活性

消 失 を示 し てい る。

1)0.1γINH耐 性 菌36例 中 ベル オ キ シダ ーゼ

は 陽 性30例,陰 性6例,陽 性 率83、3%,カ タ ラ ー

ゼは 陽 性26例,陰 性10例,陽 性 率72.2%で あ る。

2)1γINH耐 性菌34例 で は ペ ル オ キ シ ダ ーゼ

陽 性26例,陰 性8例,陽 性 率76.5%,カ タ ラー ゼ は

陽 性24例,陰 性10例,陽 性 率70.6%で あ る。

3)10rINH耐 性菌19例 で は ペル オ キ シダ ー ゼ

陽 性1例,陰 性18例,陽 性 率5.3%,カ タ ラ ー ゼ は

陽 性2例,陰 性17例,陽 性 率10.5%で あ る。

4)10071NH耐 性菌13例 で は ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ,カ タ ラ ー ゼ と も,全 例 陰 性 を示 した 。

以 上 の事 実 か らペ ル オ キ シダ ー ゼ活 性 は,カ タ ラー ゼ

活 性 と同様,INH耐 性菌 に の み変 化 を きた し,IN

H耐 性 度 の強 い ほ ど これ ら酵 素 の 活 性 度 の 低 下 消失 を

認 め た 。

INH耐 性菌102例 におけるベルオキシダー ゼとカ

タラーゼの両者の関係は表2に 示した。ペルオキシダー

表2INH耐 性菌のペルオキシダーゼ,

カタラーゼの相互関係

ゼ陽性57例 中 カタラーゼ陽性は46例 で11例 は 陰

性,そ の うちぺルオキシダーゼ強陽性33例 中にもカタ

ラーゼ陰性が2例 あった。この2例 は0.1γ お よび1γ

耐性菌 であった。 また,ベ ルオキシダーゼ中等度陽性

12例 中にも,カ タラーゼ陰性が4例 あ り,こ れは0.1γ

耐性菌2例,1γ 耐性菌2例 である。一方ベルオキシダ

ーゼ陰性45例 中カタラーゼ陰性は39例 で,5例 は カ

タラーゼ弱陽性で1例 はカタラーゼ中等度陽性を示して

いる。この1例 は10γINH耐 性菌 であった。 この

ようにINH耐 性菌のベルオキシダーゼ活性 とカタラ

ーゼ活性は大体平行す るように愚えるが平行しない例 も

認められた。

次にペルオキシダーゼ陽性および陰性集落より得た菌

を上記方法にて観察すると,陽 性菌の菌体内顆粒の多 く

は黒 く染まって認められるに反し,陰 性菌の顆粒の多 く

はそ うではな く両者の問に差を認めえた。

考 案

ベルオキシダーゼによつて過酸化水素の存在のもとに

酸化され うる物質はかなり多 く知 られている。すなわち

一価Pheno1類 としてPheno1 ,Creso1,α-Naphtol,二

価Pheno1類 としてCatecho1,Hydroquinone,そ の誘

導体 としてGuajaco1,Adrenaline,三 価Pheno1類 とし

てPyrogaUoi等 がある。また他にBenzidine,Guaja-

con酸,ヨ ード水素酸,Phenolphthalineも 知 られてい

る。これ ら被酸化物は着色せる物質に酸化されこの着色

度によりベルオキシダーぜ活性の強弱を知 りうるのであ

る。

結核菌 ベルオキシダーゼの証 明 に 戸 田2)はGuaj-

acon酸,Phenolphthalineを 用 いてこれを証明した。

実際検査 にあたっては最初加 えられる試薬が無色 であ

り,ペ ルオキシダーゼの作用により速やかに着色 される

鋭敏なものであることが望ましく,こ の点から結核菌集

落のペルオキシダーゼ活性の証明には,黒 色になり,反

応時間 も速いCatecho1が す ぐれていると思 う。他の化

含物 も変化は認められたが,着 色度が明瞭 とな らなかつ
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た り,ま た自然酸化の影響が強かったりす るのでいの種

の実験には適さないように思われる。

薬剤耐性結核菌 と酵素作用の問題については,1954年

Middlebrook6)が,INH耐 性 菌においてカタラーゼ

活性の低下消失 を認めまた病原性の弱い菌ほどカタラー

ゼ作用が低下していると報告 し,そ の後いれ に関する基

礎的,あ るいは臨床的研究が多 くなされている12～19)。

INH耐 性菌のカタラーゼ活性の測定に関しては発泡

法,ク エン酸モ リブテン酸アンモン比色法,過 マンガン

酸カリ滴定法,ワ ールレブルグ装置にによる測定法等が報告

されその方法,判 定規準により幾分の差はあるが,い ず

れ もINH耐 性菌においてその耐性度の高 くなるにつ

れて,カ タラーゼの低下消失を認めている。本研究にお

いてもカタラーゼ活性 とINH耐 性菌の間には大体い

れ らの報告 と一致した成績を得た。INH耐 性菌のペ

ルオキシダーゼにについては,Tirunarayanan9)はIN

H耐 性菌に,ペ ルオキシダーゼ 活性の定性を行つて,

その活性の消失 を認めベルオキシダーゼ活性の消失は,

カ タラーゼ活性の消失よりも先においり,0.1γINH

耐性菌で も陰性 となった と述べている。 またHedgeco-

ck10)はPyrogallol-Peroxidaseを 定量し,ペ ルオキ

シダーゼ活性はINH耐 性度の上昇 とともに減少しペ

ルレオキシダーゼ活性とカタラーゼ活性の間には一致せる

関係があると報告しているが,な お多 くの問題が残され

ている。

本研究結果を検討すると,ベ ルオキシダーゼ活性 もや

は りカタラーゼ活性 と同様INH耐 性菌においてのみ

その低下消失 を認め,SM,PAS耐 性 とは関係がな

いいとを知 った。INH耐 性度 との 関係 にっい ては

0.1γ,1γ の耐性では検査数の半数以上が陽性を示し
,

0.1γ と1γ 耐性菌 との間ににはあまり差はないが ,10γ

以上の耐性になるとベルオキシダーゼ,カ タラーゼ活性

ともほとんど陰性を示した。

INH耐 性菌おのおのの ベルオキシダーゼ とカタラ

ーゼの関係にっいては10γ 以上に耐性の菌では両者 と

もほとんど陰性で その間にい平行関係が 認められたが,

0.1γ,1γ の低濃度耐性では 必ずしも両酵素活性の間

1に平行しない例があるいとを認めた。

なお上記症例中には含めていないが同一培地上の集落

にペルオキシダーゼ陽性と陰性の集落が判然と区別でき

た ものがあったが,い れは同一耐性培地にに生えた菌で も

必ずしも酵素的に同じ性質をもつているものでないいと

を示す ものであり,発 泡法にによるカタラーゼ検査や菌浮

遊液にて行 らベルナキシダーゼ検査では認めえない事実

である。

INH耐 性菌に関しては,各 方面か ら種 々の 研究が

なされ現在いろいろと論議がなされている。Fischer20)

21)はINHは 結核菌の ポル フィリン代謝を阻止する

と考 え,ま たINH耐 性菌のあるものは,ヘ ミンが発

育要素 となるいとを認め,ま たINH耐 性菌にはヘ ミ

ソ合成の障害がおいると述べた。 またBarryら22)は

血清あるいは粗ペルオキシダーゼ あるいは塩化鉄等 が

INH100γ 耐性菌のあるものの 発育要素 となったと

報告している。 またMiddlebrook23)は カタラーゼ陰

性INH耐 性菌 を発育させるために牛肝カタラーゼを

加えるいとを報告している。ペルオキシダーゼもカタラ

ーゼと同様ヘ ミンを含んだ酵素であ り,ヘ ミンか ら合成

されるかも知れない点,INH耐 性菌 におけるいれ ら

両酵素活性の消失はINH耐 性菌の発育要素 と関係が

あるいとは想像される。

ペルオキシダーゼ陽性および陰性集落より得た菌の菌

体内顆粒の状態にっいて両者の間にに差を認めた。結核菌

体内の顆粒にについては,1907年Muchが いれを認めて

Much氏 顆粒 といわれたがその後の研究によ りまた電子

顕微鏡的観察等によりいの顆粒 も大 きさ,性 質に種々の

相違があり単一のものでないとの報告がなされ るにいた

った。また酵素 学的にはYamamura24),Kusunose25)

MiUman26)27),Darter28)ら は 顆粒成分 の分離 をし

て各種酵素 の所在を報告している。耐性結核菌と菌体内

顆粒 との関係について も研究が進 められ,Gupta29)は

電子顕微鏡的観察によ り各種薬剤耐性菌に菌体の伸長 と

不規則化を認め,中 村30ら も同じく耐性菌の顆粒の変

化,と くにINH耐 性菌ににおいて顆粒数の減少を報告

している。菌体内顆粒は酵素を含んだ ものであ り,ま た

耐性菌において変化をうけるものであるいとがわかりつ

つあるが,本 研究においてはINH感 受性菌 と耐性菌

をベルオキシダーゼ活性の面か ら眺めて上記のごとく形

態学的に差異を認めたものである。

結 語

1)結 核菌 ペルオキシダーゼを種々の被酸化物を用いて

証明し,そ の反応度を検討した。 被酸化物としては,

Catecholが す ぐれていた。

2)患 者喀痰 より分離 した薬剤感受性および耐性結核菌

183例 についてペルオキシダーゼ活性およびカタラーゼ

活性をしらべた。

a)薬 剤感受性菌は全例ペルオキシダーゼ,カ タラー

ゼとも陽性であった。

b)SMお よびPAS耐 性菌 もベルオキシダーゼ,

カ タラーゼとも陽性で感受性菌 との間に差は認めなかつ

た。

c)INH耐 性菌はその耐性度が高 くなるにつれて

ペルオキシダーゼ,カ タラーゼ活性は低下消 失 を認 め

た。いの両酵素の活性度は多 くのものは平行的であるが,

耐性度の低い菌において必ず しも平行でない もの もみ ら

れた。
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3)INH耐 性 ペルオキシダーゼ陰性菌において菌体

内顆粒のベルオキシダーゼ活性の低下を認めた。

稿を終るに臨み,御 指導,御 校閲を賜わつた恩師平井

金三郎教授に対し深謝を表するとともに,終 始本研究に

御協力戴いた大阪阿武山赤十字病院研究室,小 山田耕治

郎氏に感謝致 します。

本研究の要旨は昭和32年11月 第17回 大 阪医科大

学医学会総会において発表した。
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