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緒 言

1957年Tirunarayanan玉),Hedgecock2)ら は,INH

耐性結核菌において,ベ ルオキシダーゼ活性の低下があ

ることを報告 し,著 者3も この問題について2,3の 知

見を報告したこ。本研究においては,べ ルオキシダーゼ活

性の検査が,INH耐 性 を判定 することに応用で きる

か否かについて検討し,さ らに継代によるペルオキシダ

ーゼ活性の変化 ,ま たこペルオキシダーゼ反応により生じ

たこ黒色物質の性質等についての知見を報告する。

実 験

〔実験1〕INH耐 性菌の対照培地 およびINH

含有耐性培地上におけるペルオキシダーゼ活性の差違に

ついて

実験方法:直 接法による耐性検査で得たこ菌について,

対 照培地およびINH含 有耐性培地(い ずれ も3%

第 一燐酸 ヵリ含有小川培地)に 発育せる菌集落につ き,

ペルオキシダーゼ活性をしらべたこ。ペルオキシダーゼ活

性は,先 の報告5)に 述べたこごとく被酸化物 としてCa-

techolを 用いたこ。 すなわち2%Catechol水 溶液 と,

その半量 の0.3%過 酸化水素水を混じ て試薬を作成

し,反 応は試薬で培地上の菌集落を浸して行ったこ。ペル

オキシダーゼ活性の判定は24時 間後に行い,菌 集落が

黄褐色,茶 褐色,黒 色を示す ものを陽性 とし,呈 色しな

い ものを陰性としたこ。

実験結果:同 一患者か ら分離 したこ菌で も,対 照培地上

のペルオキシダーゼ活性と耐性判定に用いるINH含

有 培地上のペルオキシダーゼ活性は必ずしも一致せず,

この分布状態によ り,次 の6型 にわけた。

I型 対照培地,耐 性培地 とも陽性の場合

II型 対照培地は陽性,耐 性培地は陰性の場合

III型 対照培地は陽性,耐 性培地において陽性集落と

陰性集落が混在する場合

IV型 対照培地,耐 性培地とも陽性集落 と陰性集落が

混在 している場合

V型 対照培地において陽性集落 と陰性集落が混在す

るが,耐 性培地において陰性集落のみよりなる

場合

VI型 対照培地,耐 性培地とも陰性の場合

耐性度の高い株においては,各 種濃度INH含 有培

地上においてもペルオキシダーゼ活性の差がみられる例

もあるが,本 研究における耐性培地上のベルオキシダー

ゼ判定は,そ の菌の最高濃度INH含 有培地で発育し

たこところの判定である。

各種INH耐 性菌153例 を この分類によつてわけ

たものが表1で ある。すなわち0.1γ 耐 性菌は対照培

地,耐 性培地 とも陽性を示 してい るもの(1型)が 多

く,ま たこ100γ 耐 性菌は両培地 とも,陰 性を示す もの

表1INH耐 性菌の対照培地 と耐性培地上にお

けるペルオキシダーゼ活性の差違による分類

(VI型)が 多い。そしてその間にII型 か らV型 までの対

照,耐 性培地上におけるペルオキシダーゼ活性の違つた

型が存在 している。とくにIII型,IV型,V型 に属す る20

例 は同一培地上にて陽性集落 と陰性集落がはつ きりとわ

かれて混在している例である。そして,こ のような混合

型は0.1γ,1γ 耐性株に多い傾向がみられたこ。

〔実験2〕 継代による結核菌ペルオキシダーゼ活性の

変化について

実験方法:ベ ルオキシダーゼ陽性および陰性菌,各10

例 をINHを 含 有していない3%小 川培地に4週 間

ごとに7代 継代してその活性の変化をみた。

ペルオキシダー ビ陰性INH耐 性菌については7代

継代後,間 接法4'に て その耐性検査を行つて耐性度の
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変化 もしらべたこ。

実験結果:ペ ルオキシダーゼ陽性菌(い ずれ もINH

感受 性で,黒 色を示す強陽性 の もの)の10例 中8例

は7代 継代後も強陽性を 続けているが,2例 は 弱陽性

(黄褐色)と な りその活性の低下を認めたこ。

ベルオキシダーゼ陰性INH耐 性菌10例 の継代に

よるベルオキシダーゼ活性の変化と7代 継代後の 耐性

の変化は表2に 示すごとく,100γ 耐性 ベルオキシダ

ーゼ陰性菌4例 は継代後 も陰性を続け
,耐 性度にも変

化はないが,INH耐 性度の低 いものには ベルオキシ

ダーゼ活性が陽性化 し,ま たこ耐性度も低下していること

を認めたこ。

表2INH耐 性 ペルオキシダーゼ陰性菌の継代に

よるペルオキシダーゼ活性および耐性度の変化

〔実験3〕 ペルオキシダーゼ反応により生じたこ黒色物

質の種 々なる溶媒に対する態度について

実験方法:ベ ルオキシダーゼ反応により生じたこ黒色物

質を表3に 示す各種の溶媒に溶解するか否かを検したこ。

すなわち小試験管にこれ ら各種溶媒を少量入れそれに黒

色を呈 した菌集落を混入すると溶解する場合は溶媒が茶

褐色に呈色するが,溶 解 しない 場合は 溶媒は 着色しな

い。

実験結果:表3に 示すごとくこの 黒色物質は 有機溶

媒,有 機酸,無 機酸等には全 く溶解せず,た だアンモニ

ア,苛 性 ソーダ液のごとき塩基にのみ溶解 しやすいこと

を認めたこ。

考 案

Middlebrook5)はINH耐 性 結核菌の カタラーゼ

活性を対照培地上とINH含 有培地上に発育 したこ菌に

ついて比較 し,対 照培地で カタラーゼ陽性,INH含

表3ベ ルオキシダーゼ反応によ り生 じたこ黒色

物質の溶解性

有耐性培地でカタラーゼ陰性を 「Mixed」 といつたこ。す

なわち感受性菌 とカタラーゼ陰性の耐性菌 の混在 であ

る。また対照培地,耐 性培地 ともカタラーゼ陽性の場合

を 「special mixed」 といつたこ。すなわち感受性菌 とカ

タラーゼ陽性の耐性菌の混在であるといつている。

Van Liew6,,鈴 木 わ らもINH耐 性結核菌の対照

培地および耐性培地におけるカタラーゼ活性の差違につ

いて報告し,臨 床的に耐性検査の応用に関して述べてい

る。

以上のことが本研究にて行つたペルオキシダーゼ活性

について も考えられる。すなわち直接法によるINH耐

性検査のさい,INHを 含有していない対照培地とI

NHを 含有している耐性培地上に発育せる菌のペルオ

キシダーゼ活性は必ずしも同一でない。すなわちその菌

株の中には種々なる耐性度を有するものが含有されてい

るのであるか らペルオキシダーゼ活性 も違 うのは当然で

ある。とくにペルオキシダーゼ反応は培地上の集落別に

て陽性,陰 性をはつ きりと区別しうる点,カ タラーゼ反

応とくらべて この変化は 明 らかに認められる利点があ

る。本研究にては対照,耐 性培地上のベルオキシダーゼ

活性の差違をくらべて6型 にわけたこ。最高濃度 耐性培

地発育菌株でベルオキシダーゼ陰性で も対照培地で陽性

の もの もあり(II型),ま たIII,IV,V型 のごとく同一

培地にて陽性,陰 性集落の混在 している例においても対
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照培地 と耐性培地でベルオキシダーゼ活性の分布が異な

つている。 この ことか ら考 え耐性検査を行わないで,

INHを 含有していない 対照培地上でのみ ペルオキシ

ダーゼ検査を行つてINH耐 性 の有無を推定する場

合,ベ ルオキシダーゼ陽性の場合はINH感 受性のこ

ともあ り,耐 性菌の存在している場合 も考えられるので

ある(INH感 受 性菌は先の報告5)に て述べたこごとく

全例がベルオキシダーゼ陽性を示している)。一方,対 照

培地で陰性の場合,あ るいは陽性集落 と陰性集落が混在

している場合は著者の成績か ら考え少なくとも0.1γ 以

上のINH耐 性菌があることが推定しうると思われる

のである。(培 養期間は4～8週 間のもの)

次 にペルオキ・シダーゼ陽性および陰性菌をINHを

含有していない3%小 川培地に継代することによ り,

その活性の変化をしらべたこ。細菌の酵素活性は継代によ

り,ま たその培地の性質によ り変化をきたこすことは当然

考えられ ることである。INH耐 性菌の 継代に よる試

験管内耐性の変化 と カタラーゼ活性の変化 について,

Manten8)ら は10γINH耐 性菌を 継代し耐性不変

の ものはカタラーゼ陰性を続け,耐 性の低下したこものの

多くにおいてヵタラーゼ活性が陽性化したと報吉してい

る。

本研究において,ベ ルオキシダーゼ陰性INH耐 性

菌10例 を7代 継代し その変化を検討 したが,7代 継

代後 もベノレオキシダーゼ陰性を続けている7例 には耐

性に変化はなく,ベ ルオキシダーゼ陽性化 した3例 は

いずれ も耐性の低下を認めた。一方INH感 受 性ベル

オキシダーゼ陽性菌10例 を継代しその活性の変化をみ

たこが,10例 中8例 までは強陽性を続けペルオキシダー

ゼ活性に変化はなかつたこが,2例 においてその活性が低

下してきた。Middlebrookg)は 陳 旧株 においては,カ

タラーゼ活性は陰性を 呈す と述べ,ま た占部10)も10

～11ヵ 月放置したこ菌はカタラーゼが 陰性となると述べ

ている。B6nickeも 培養i日i数により菌のカタラーゼ活性

に変化があることを報告している。本研究にては継代す

ることによつて もベルオキシダーゼ活性に変化を きたこす

ことを認めたものである。

ベノレオキシダーゼ反応にて生じたメラニン様物質につ

いて 種々の溶媒に対する溶解性 を しらべた。平井 教

授12)はProteus vulgarisに よる1-Tyrosinよ りのメ

ラニンは塩基,ア ル コール,氷 酷,ア セトンに溶解 し,

水,無 機酸,エ ーテル,ク ・・ホルム,べ=ソ ヅォーノレ

等には溶解 しがたこい と述べ,ま た四熊15)は 大 腸菌によ

る1-Tyrosinよ りのメラニンに ついてもその溶解性に

ついて同一・の結果を得ている。すなわち作用せしめたる

菌の種類は相異なれるもメラニンの母体が同一なるとき

はその溶媒に対する態度も同一であ り,メ ラニンの母体

が異なるときは各種の溶媒に対しその溶解度を異にする

ものであるといわれる。本研究 にては結核菌ベルオキシ

ダーゼによりCatecho1に よつて生じたこメラニン様黒色

物質が アンモニァ,苛 性 ソーダ液等の 塩基にのみ 溶解

し,他 の溶媒には溶解しがたこいことを認めたこ。この事実

を応用して,ベ ルオキシダーゼ反応後の結核菌の一定量

を一一定量の塩基溶媒にとかす ことによ り,そ の溶液の着

色度を比色す ることによ り,ベ ルオキシダーゼ活性の肉

眼的判定よ りも正確なペルオキシダーゼ活性の定量が可

能 とされるのである。

結 語

1)直 接法による耐性検査の 結果,INHに0.1γ

以上耐性のあるもの153例 について,対 照培地 および

INH含 有耐性培地上での菌集落 の ペルオキシダーゼ

活性の差異をしらべ,そ の結果6型 に分類した。

2)INH感 受性および耐性結核菌各10例 を3%

小川培地上に7代 継代しベルオキシダーゼ活性の 変化

をしらべたこ。

a)INH耐 性 ベルオキシダーゼ陰性菌10例 申

7例 はベルオキシダーゼ陰性を続け,耐 性度 も不変で

あつたが,3例 はペルオキシダーゼ活性が陽性化 し耐

性度の低下がみ られたこ。

b)INH感 受性 ベノレオキシダーゼ陽性菌10例

中8例 は継代後 もその活性に変化は なかつたこが,2

例 に低下を認めた。

3)ベ ルオキシダーゼ反応にて生じたこメラニン様黒色

物質は塩基にのみ可溶性であることを認めたこ。

稿を終 るに臨み,御 指導,御 校閲を賜わつた恩師平井
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