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イソニコチ ン酸 ヒドラジッド耐性結核菌の菌力に関する研究

第3報 過酸化水素 に対 する抵抗性 とINH耐 性度な らびに菌 力 との関係 について

杉 本 一

国 立 療 養 所 大 日 向 荘

受付 昭和55年5月5日

緒 言

INH耐 性結核菌は過酸化水素に対して 感受性が強

く,こ れに反して感性菌は抵抗が強いといわれているの

で,1%過 酸化水素(以 下H2O2と 略)を 耐性菌,感

性菌群の おのおのに作用 させて 障害 される程度と耐性

度,カ タラーゼ活性,ハ ツカネズ ミに対する菌力 との関

係をしらべた。感性菌がH2O2に よ り障害 されずに耐

性菌のみが死滅するものであれば,同 一の患者か ら喀出

され る喀痰中の結核菌において耐性菌と感性菌の占める

割合をしるとともに耐性度の上昇や低下につれてその割

合 も変化し,ハ ツカネズ ミに対する菌力 も種々ちがつて

くることが予想 されるので,以 上の関係を結核患者喀痰

より分離 した結核菌についてしらべた。

研 究 対 象

1)結 核 患者を54例 えらんでINH耐 性検査をお

こない・おのおのの培地か らえ られた菌群に対してH2

O2作 用実験 とハツカネズ ミに対する動物実験,カ タラ

ーゼ反応検査をおこなつた。

2)54例 の うち28例 は と くに6ヵ 月間,1ヵ 月 に

1同H2O2作 用 と カ タ ラ ー ゼ検 査,動 物 実 験 を お こな

つ た 。

3)静 的観察では54例 とともに28例 の中で6ヵ 月

間観察 したものも加え合計174例 の成績である。

研 究 方 法

1)INH耐 性検査・カタラーゼ検査 および 動物実

験は第1,2報 の とお りである。

2)H2O2作 用実験:H2O2の30%溶 液0 .25cc

を動物接種に用いた0.1mg/ccの 蒸溜水浮游菌液7.25

ccに 加 えて1%H2O2溶 液 とし,30分(は じめの

54例)な いし10分(残 りの 全例)に 作用 させたのち

順次に106倍 まで 定量稀釈し,ハ ツカネズ ミの注射に

使用した普通菌液の10倍 段階稀釈の もの と4週 間後の

培養成績を比較し集落数を算定した。

研 究 成 績

1)完 全耐性,不 完全耐性の場合のH2O2抵 抗性

臨床細菌学的に表現 されている完全耐性,不 完全耐性

の場合の耐性培地や無INH培 地 に培養 された菌群の

H2O2抵 抗性をみると表1(30分 作 用),表2(10分

作 用)と なる。接種生菌単位数 も等 しくn×103(10<

n<100)の ものである。10γ/cc耐 性菌では完全
,不

完全耐性を ふくめて10γ/cc耐 性培地上の菌群はH2

O2作 用 によ り全例が培養できなくな り,こ れに反して

10γ/cc耐 性菌で無INH培 地 に培養 された菌群では

はじめ104の 生菌単位数であつたものが101～104の

残存生菌単位数を残す ものの方が多 く,不 完全耐性の場

合にはとくに著 しい。1γ/cc耐 性菌群では完全耐性で

17/cc耐 性培地に培養された3例 と,不 完全耐性で無

INH培 地 に培養された1例 がH2O2作 用で培養で

きなくなつた以外は抵抗を示す ものの 方が多い。0 .1

γ/cc耐 性菌と感性菌ではH2O2作 用後 残存生菌単位

表1完 全耐性,不 完全耐性の場合の1%H2O2

30分 作用に対する抵抗性

(H2O2作 用前の生菌単位は104order)
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表2完 全耐性,不 完全耐性の場合の1%H2O2

10分 作用に対する抵抗性

数が103以 上の ものが きわめて多い。

2)INH耐 性度,カ タラーゼ反応 とH2O2抵 抗

性 との関係

表3は 耐性菌,感 性菌のカタラーゼ反応 とH2O2抵

抗性の関係を示している。耐性菌群ではそれぞれの耐性

培地に培養 された ものだけである。接種生菌単位数 も等

しい。10γ/cc耐 性菌群をみると21例 全例が 「カ」陰

性,H2O2作 用で培養で きなくなる。17/cc耐 性菌群

では 「カ」陽性でH2O2に 抵 抗を示す ものが 多い。

0.1γ/cc耐 性菌群や感性菌は全例が 「ヵ」陽性でしか

も感性菌の1例 がH2O2に きわめて高い 感受性を 示

した以外はH2O2に 強 く抵抗を示した(図1)。

図11NH耐 性度,カ タラーゼ反応 とH2o2

抵抗 性との関係

表31NH耐 性度,カ タラーゼ反応 と1%H2O2

10～30分 作用に対する抵抗性 との関係

3)耐 性菌,感 性菌のH2O2抵 抗性 とハツカネズ ミ

に対する菌力 との関係

耐性菌,感 性菌群のH2O2抵 抗性 とハ ツカネズ ミの

肺臓内生菌単位数を示すと表4,図2と なる。耐性菌群

はそれぞれの耐性培地に培養 された もののみである。ハ

ツカネズ ミに対する接種生菌単位数はn×103(10<n

<100)の 等 しい ものばか りである。10γ/cc耐 性菌では

ノ)ツカネズ ミに対して肺臓内生菌単位数が104～103以

下の弱い 菌力を示し,H2O2作 用で 培養できなくなる

ものが21例 全例 である。1γ/cc耐 性菌)でもノ・ツカネ

ズ ミに比較的弱い菌力を示すものの方が,105以 上の生

菌単位数を示して感性菌の菌力に等 しいところの菌力を

示すものよ りH2O2に 対 して抵抗性弱く,H2O2作

用後,培 養できなくなるか,103以 下の残存生菌単位数

を示した。感性菌や0.1γ/cc耐 性菌では肺臓内生菌単

位数が105以 上の強い菌力を示した もの は全 例 と も

H2O2に も抵抗性強 く,た だ肺臓内生菌単位数が104

でH2O2に も感受性が強くH2O2作 用後培養で きな

くなつた感性菌の1例 があつた。

4)動 的観察

6ヵ 月間,1ヵ 月に1回 ずつ検査して耐性度の推移 と

H2O2抵 抗性 と カタラーゼ反応 とハツカネズ ミに対す

る菌力の変化 とを比較観察 した28例 の成績を耐性低下

群,耐 性不変群,耐 性上昇群にわけて示す。動的観察で

もH2O2作 用前後の生菌単位数の変化はすべて接種菌
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表41NH耐 性度,ハ ツカネズ ミに対する菌力と

1%H2O210～30分 作用に対する抵抗性と

の関係

図21NH耐 性度 とH2O2抵 抗性および

ハツカネズ ミに対する菌力との関係

0.01mg(0.1cc中)の 生 菌 単 位 数 の変 化 を のべ る。

耐性低下群;INHを 服用せずに10γ/cc耐 性か ら

1γ/cc耐 性 に低下した1例 をみると はじめ10γ/cc完

全耐性であつたときは無INH培 地上の菌群は 「カ」

±で,H2O2に 対 する抵抗は比較的強く102の 残存生

菌単位数を示し,10γ/cc耐 性培地上の菌群は 「カ」陰

性でH2O2に 対 して きわめて感受性が 高く両者とも

103の 肺臓内生菌単位数を 示していた。 これが1γ/cc

耐 性になると耐性培地上の菌群は 「カ」±となりそれで

もH2O2に 対 する感受性はまだ強 く肺内生菌単位数は

104と 多 くなり,さ らに無INH培 地 か らの菌群は

「カ」陽性でH2O2に 対 しては抵抗強くな り,103の

残存生菌単位数を示 し菌力も105以 上の 肺臓内 生菌単

位数とな り,耐 性低下 につれて 「カ」陽性,H2O2に

対 する抵抗 も強 く,ま た菌力 も強 くなつてきた。10γ/cc

完全耐性か ら10γ/cc不 完 全耐性 となつた1例 は不完

全耐性のときの無INH培 地上の菌群は 「カ」陽性と

な りH2O2に 対 して も抵抗強 く104の 残存生 菌単位

数を示し菌力は強 くなつてきた。

耐性不変群:10γ/cc完 全耐性を持続 した5例 の う

ち4例 は耐性培地で も無INH培 地か らの菌群 も「カ」

陰性H2O2に 対 して も感受性が強くH2O2作 用後培

養できなくな り,菌 力の変化 もみられず劣つていた。ま

た 他の1例 は無INH培 地 上 の菌 群 は 「カ」陽性

H2O2に 対 して も104以 上の残存生菌単位数を示し,耐

性培地上の菌群は 「カ」陰性H2O2作 用で培養で きな

くなるところの感受性の強い状態をつづけ,前 者は肺臓

内生菌単位数 も105を 示 し,後 者は104の 肺臓内生菌

単位数でこの関係が6ヵ 月間 つづいた。h/cc耐 性 を

つづけた例は耐性培地上 の菌群は 「カ」陰性でH2O2

作 用で培養 できなくな り,肺 臓内生菌単位数は104を

つづけ,無INH培 地上 の 菌群 は 「カ」廿,H2O
2

作用で50～60コ の残存生菌数を示し肺臓内生菌単位数

は105を つづけた。0.1γ/cc耐 性をつづけた1例 と感

性をつづけた2例 はいずれ も 「カ」陽性H2O2に 対 す

る抵抗 も強 く,さ らに菌力 も不変であつた。

耐性上昇群:INH感 性 か ら0.1γ/cc耐 性 に 上昇

した3例 はいずれの場合にも 「ヵ」陽性でH2O2に 対

する抵抗 も強 く菌力の変化 も少なかつた。感性か ら1

γ/cc耐 性 に上昇した2例 のうち1例 は菌力の変化な

く 「カ」陽性,H202に 対する抵抗 も強い状態をつづ

け,他 の1例 は はじめ 「カ」陽性H2O2に 対 して も

104の 残存生菌単位を示し肺臓内 生菌単位数は105以

上の強い ものだ つたが,17/cc耐 性 に 上昇 したときは

菌力は劣つてきて 「カ」 も耐性培地上の菌群では±とな

り,H2O2に 対 しても104か ら102の 残存生菌単位

とな り抵抗性が 少しく弱くなつた。17/cc不 完 全耐性

か ら1γ/cc完 全 耐性 となつた例は無INH培 地か ら

の菌群は菌力が強 くな り,1γ/cc耐 性培地上の菌群は

やや弱 くなつていたが 「カ」はいずれの場合にも陽性で

H2O2に 対する抵抗 も著明な変化はなかつた。

INH感 性 か ら10γ/cc耐 性 に上昇した3例 はい

ずれ も無INH培 地 か らの 菌群の 「カ」は陽性で 不

変,H2O2に 対 して も強い抵抗を示 しつづけ菌力 も不

変で あつた。 そして10γ/cc耐 性 に 上昇 したとき10

7/cc耐 性培地上の菌群は2例 が 「カ」陰性,H2O2に

対 して も感受性が きわめて強 く,ま た1例 は 「カ」±と

な りH202作 用で培養できなくな り,感 性菌喀出の場

合に比 して著しく劣つた菌力を 示した。また0.1γ/cc
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耐性か ら10γ/cc耐 性 に上昇した3例 では無INH

培地 の菌群の菌力は不変であり 「カ」陽性H2O2に 対

して も抵抗を示す状態 をつづけたが,耐 性培地か らの菌

群はいずれ も耐性度の上昇につれて弱い菌力を示し「カ」

陰性H,02に 対 して も著 しく感受性が強 くなつた。1

7/cc耐 性か ら10γ/cc耐 性 に上昇した4例 では2例

が耐性度の上昇にしたがい菌力 も弱くな り,耐 性培地上

の菌群 も 「カ」陽性 であつた ものが 陰性とな りH2O2

に対する抵抗性 も前段界よ りはい くらか弱 くなるか,著

しく弱 くなつていた。他の2例 は耐性度が上昇しても菌

力は不変であつた。この2例 は耐性度の上昇によ り 「カ」

も陰性とな りH2O2に 対 して も無INH培 地上の菌

群は抵抗強く,耐 性培地上の菌群は高い感受性をつづけ

た1例 と,耐 性上昇時の耐性培地上の菌群が 「カ」陽性

か ら±とな りH2O2に 対する抵抗は反対に耐性上昇時

に無INH培 地上の菌群では逆に強い抵抗を示した1

例 よ りなつてい る。10γ/cc不 完全耐性か ら10γ/cc完

全耐性に上昇した例は菌力も 「カ」 もH2O2抵 抗 性 も

不変をつづけた。

総括ならびに考案

Warburgの 呼吸酵素 とは鉄ポルフィリン体であるが

ポルフィリン誘導体は動植物の細胞原形質中にひろく分

布 し,そ の呼吸色素の基本を形成するものであるとされ

ている1)。一方,他 の好気性菌のように ミコバクテリァは

鉄をふ くんだ酵素つま りH2O2をH20とO2に 還

元する カタラーゼを もつて いることが しられていた。

Middlebrook2)は カタラーゼの中の鉄 ポル フィリンが

ある種の生理的条件の もとでINHと 反応 し,こ のた

めにH2O2をH2OとO2に 還元するための酵素の

触媒力を不活性 とするとい うことを示した。そしてさら

にオレイン酸アルブ ミソ寒天培地に発育したH37Rvの

INH耐 性菌がH2O2に 障害 されることを報告 した。

その後同じような報告がPeizer,Widelock3)4)ら に

よ り報告 され,カ タラーゼを 欠く細菌の細胞はH2O2

に高い感受性を示すことが予想 された。Cohn5)ら はカ

タラーゼを欠乏する菌がカタラーゼ陽性の菌よりも試験

管内でH2O2に 対 してよ り感受性 であることを確認

し,静 菌的反応にせよ,ま た殺菌的反応にせよカタラー

ゼ陰性菌がH2O2に 対 して高い感受性をもつことは,

それ らが カタラーゼ活性を欠くことと明 らかに両立する

とい う見解をえた。

私はINH耐 性菌がH2O2に 感受性が高い とい う

ことを応用して臨床細菌学的に用い られている直接法に

よつて判定されたINH耐 性菌,感 性菌のH2O2抵

抗 性を中心 として,INH耐 性度,カ タラーゼ反応,

ハ ツカネズミに対する菌力などとの相関関係を追求して

みた。

第1に 耐性菌,感 性菌の おのおのに1%のH2O2

溶液 を10～30分 作用 させ ると107/cc耐 性菌では全

例がH2O2に よ り障害 され培養 できなくな りH2O2

に対 する感受性が非常に高いという結果をえた。これが

10γ/cc耐 性菌で も1γ/cc,0.17/cc耐 性培地や無I

NH培 地 に培養 された菌群 ではH2O2に 抵抗 す るも

のが著明とな り,と くに不完全耐性 と判定 されたもので

無INH培 地 に培養 された菌群では非常に多い残存生

菌単位数を示した。これ らの培地に培養 されたものでは

感性菌あるいは10γ/cc耐 性以下の 耐性菌を ふくんで

い る割合が 多い とい う ことを物語 るものであろう。1

7/cc耐 性菌ではH202に 感受性を示し全部が死滅す

るもの もあるが,多 くは高い残存生菌単位数を示し,と

くに0.17/cc耐 性培地や無INH培 地 に培養 された

ときには感性菌に等 しいH2O2抵 抗 を示 していた。

0.1γ/cc耐 性菌や 感性菌はH2O2作 用に対して 抵抗

強 く94%以 上が原菌液に対して1/100以 内の残存生

菌単位数を示していた。

第2に カタラーゼ反応 との 関係を みると10γ/cc耐

性菌は全例が 「カ」陰性,H2O2作 用で死滅 し,1γ/cc

耐性菌では 「カ」陰性でH2O2に 感受性の強い ものと

「カ」陽性でH2O2に 抵抗の強い ものとがみ られた。

その他の 「カ」陽性の ものは耐性菌で も感性菌で も大部

分のものがH2O2作 用に抵抗 して多い残存生菌単位数

を示 してお り,感 性菌に近づ くほど 「カ」反応の程度 も

つよくH2O2作 用 に障害を うけることが少ない。ただ

感性菌の1例 で 「カ」陽性でH2O2に 非 常に感受性の

強い例がみ られた。

第3に ハツカネズ ミに対す る菌力 との関係をみると肺

臓内生菌単位数が103以 下の 感性菌にくらべ 菌力の劣

る10γ/cc耐 性菌は 全例がH2O2作 用 により培養で

きな くなつた。また17/cc耐 性菌でハツカネズ ミに対

して菌力が強くなるほどH2O2作 用 によつて も抵抗を

示す ものが多 くなる。0.1γ/cc耐 性菌や 感性菌は菌力

も強くH2O2作 用 にも強い抵抗を示したが,た だ1例

のみがH2O2作 用に感受性が強いに もかかわ らずハツ

カネズミに も比較的菌力が劣つていた。10γ/cc耐 性菌

で無INH培 地や1γ/cc,0.1γ/cc耐 性 培地にはえ

た菌群の方が107/cc培 地には えた もの よ りH2O2

作 用 に対して抵抗が あり菌力 も強い ものが多く,10γ/cc

耐性培地にはえた菌群は菌力 も劣 りH2O2に も感受性

が高い。これが不完全耐性の場合にはとくに著明な傾向

であつたが感性菌の混在を考えると了解 される。

Knox6)の 実験では耐性菌はH2O2に 対する感受性

が強く0.5%H2O2に 接触させると10Gだ つた菌数

が5分 で0に な り,感 性菌 のときは107だ つた菌数

が15分 で5×103程 度の減少であるといつている。

私の成績では患者喀痰か ら分離した菌群であるが感性菌
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で は さらに抵抗が強いように 思われた。また感性菌は

「カ」陽性でH2O2に も抵抗強い ものが 大部分で,

「カ」陽性でH2O2に きわめて感受性の高い比較的菌

力の劣る1例 もみ られた。

同一患者の耐性の推移を動的にみると,10γ/cc耐 性

か ら1ッ/cc耐 性 に低下した場合には 「カ」 も陰性か ら

陽性 とな り,H2O2に 対する抵抗 も強 くな り菌力 も平

行して強 くなつた。 このような ことは10γ/cc完 全耐

性か ら107/cc不 完全耐性になつたもので無INH培

地か らの菌群の場合にもみられた。また耐性不変群 とし

て10γ/cc完 全耐性を 臨床的につづけた 例の多 くは常

に 「カ」陰性であり,H2O2に 感受性強 く,か つハツ

カネズ ミに対する菌力が弱かつた。耐性上昇群では,と

くに10γ/cc耐 性 に上昇 した場合には耐性培地上の菌)群

は「カ」陰性H2O2に も感受性が高 くなるものが多く,

かつハツカネズ ミに対する菌力の弱 くなるものが多かつ

た。

結 論

肺結核患者の喀擁か ら分離されたINH耐 性菌およ

び感性菌の174例 のH2O2抵 抗性,カ タラーゼ反応

およびハツカネズ ミに対する菌力を全肺臓内生菌単位数

で比較検討するとともに28例 を6ヵ 月間 動的に観察

して次の結果をえた。

1)INH10γ/cc耐 性菌 では全例が著 しく感受性

が高い。1γ/cc耐 性菌ではH202に 対 して抵抗を示す

ものが過半数で あつた。0.1γ/cc耐 性菌 と感性菌では

1例 の例外を除いた以外はH2O2に 対 して きわめて抵

抗が強かつた。

2)臨 床細菌学的に10γ/cc完 全 耐性 と表現 された

場合で も無INH培 地 に培養 された菌群では感性菌 と

同じようにH2O2に 抵抗するものが ある。それが不完

全耐性の場合には,む しろH2O2に 抵 抗するものの方

が多かつた。

3)「 カ」陰性菌ではH2O2に 感受性の著 しく強い

ものが多いが,b/cc耐 性菌の1例 がH2O2に も強

い抵抗を示した。「カ」陽性菌では大部分の ものがH2

O2に 強い抵抗を示したが感受性の強いものも若干みら

れた。

4)H2O2作 用で 感受性が強く 「カ」陰性 の ものは

ハツカネズ ミに 対して 菌力が劣 り,H2O2に 抵抗を示

し 「カ」陽性の ものは著しく菌力が強かつた。しかし感

性菌に属して 「カ」陽性であるにかかわ らずH2O2に

対 して も著しく感受性が高 く菌力の弱い1例 がみられ

た。

5)耐 性の推移を動的に観察した場合,10γ/cc耐 性

か ら1γ/cc耐 性 になつた場合には耐性低下時に菌力は

強 くなり 「カ」 も陰性か ら陽性に,ま たH2O2に 対 し

て も感受性の低下が みられた。 これは10γ/cc完 全耐

性か ら10γ/cc不 完全耐性になつた場合にもみられた。

また耐性度の上昇してい く場合には菌力の劣つて くるも

のが多く 「カ」 も陰性化しH2O2に 対 しても感受性が

強 くなつていた。

終 りに御校閲と御助言を賜わつた群馬大学三橋進教授

および御指導,御 校閲を戴いた予研柳沢謙部長に深甚な

る感謝の意を表し西野龍吉荘長,内 田達次博士の御援助

を感謝します。

本論文の要旨は第33回 日本結核病学会において発表し

た。
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