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人 型 結核 菌 イ ソ ニ コチ ン酸 ハ イ ドラ ジッド耐 性株 の 菌 力 に 関 す る研 究
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人型結核菌の イソニコチン酸ハイドラジッド(INAH

と略)耐 性株がテンジクネズ ミに対して病原性が減弱し

ているということが,Middlebrook1),Morse2),Kar-

lson3ら に よつて報告 され,ま たこハツカネズミを用い

た成績2,4～8)も 種 々報告されている。また,INAH耐

性菌のカタラーゼ活性が低下ないしは消失しているとい

うことに関しても幾多の報告9)～11)が なされてきた。

しかしなが ら,こ れ らの報告を総括してみて も,そ の

成績は必ずしも一致していないし,病 原性ないしは毒力

の評価の方法に も一貫したこ考 え方が み られず,さ らにま

たこ,INAH耐 性菌の耐性度,カ タラーゼ活性,毒 力 との

間の相関についてはまだ一定の結論は得 られないようで

ある。

著者 らは,結 核菌菌株の菌力を規定する1つ の尺度 と

してハツカネズ ミ全身homogenize法 を川いた実験12)

～15)を数年来行つてきたこが ,こ れによつて,1つ の閉鎖

したこ系 としての宿主体内における感染菌の全populatiOn

の消長を種々の菌株について観察したこが,毒 力株 と非毒

力株 との間にそれぞれ特異的なpopulation消 長のパタ

ーンを得 ることがで きたこ。そこで,こ の方法を用いて耐

性株の菌力を検討し,同 時にそれ ら菌株のカタラーゼ活

性を測定して,各 菌株のINAH耐 性度との間に一定の

相互関係がみられるかどうかを追究した。

実 験 方 法

1.使 用菌株:人 型結核菌INAH耐 性株 としては

GB株,MD株,RA株(い ずれも伝染病研究所 北

木氏により分離 されたもの),な らびに水木R株 の4株

,(以 上いずれも阪大竹尾結核研究所庄司氏より分与

をうけた。)

これ らのINAH耐 性株の耐性度を1%KH2PO4小

川培地上で検査した結果は次の通 りである。

GB株;>50γ(INAH濃 度50γ/mlま での培地

土では対照培地 とほぼ同数の集落数を生ずる

ことを示す。以 下同様)

MD株:>50γ

RA株:>100γ

水木R株:>20γ

ハ ツカネズミに対する菌力検定 の対照 としてINAH

感受性H37Rv株 な らびにH37Ra株(い ずれ も1954

年に国立予防衛生研究所結核部か ら分与されたこもので,

1%KH2PO4小 川培地に月1回 継代 保存 しているも

の)を 使用 した。

2.使 川動物:体 重159前 後 の雄性ハツカネズ ミ(Na

-2系),飼 育 はOriental Pellet Diet MC 5 と水 によ

る.

3.感 染菌液の調製な らびに感染:土 記各菌株の ソー

トン培地3週 間培養の菌膜からガラスビーズ ・フラスコ

法により,そ れぞれ湿菌量1mg/mlの 菌浮游液 を作

第 各菌殊につ き10匹 ずつのハツカネズミに尾静脈内

にそれぞれ0。3mlず つ注入 したこ。一方,こ の使用菌液

を1%KH2PO4培 地に接種して集落数を測定し,ハ ツ

カネズ ミ体内に注入されたこ生菌単位数を計算した。

4.全 身中生菌単位数の測定:感 染後24時 間,1週,

2週,4週,6週 後 にそれぞれの感染動物群か ら2匹 ず

つ とりだして殺し,全 身homogenize法9)に 従つてハ

ツカネズミの全身homogenateを1%KH2PO4小 川

培地を用いて培養し,感 染後の各時期における全身中の

生菌単位数を測定した。

5,カ タラーゼ活性の測定;各 供試菌株のソー トン培

地3週 間培養菌膜を滅菌蒸溜水にて洗瀞,濾 紙にて脱湿,

秤 量したのち,Potter-Elvehjemの ガ ラスホモジナイザ

ーを用いて約7分 間,氷 冷しつつ磨砕し,100mg(湿

量)/mlの 割 合に生理/的食塩水に浮游させたものを酵素

液 として用い,Von Euler and Josephson16)の 方法に

従つてカタラーゼ活牲 を測定した。すなわち,0.01N

の割 に過酸化水素を含む燐酸緩衝液(M/150溶 液,pll

6.8)50mlを0℃ に氷冷してお き,こ れに1mlの 前

記酵素液を添加する。添加後2分 ごとに反応液中よ り5

mlを採取 しただちに5mlの2N硫 酸液中にできるだ

け速やかに注入し,酵 素作用を停止せしめ,そ のおのお

のについてN/200KMnO4溶 液 を用いて淡紅色 となる

まで滴定する。このとき得 られる滴定値から,次 式に従

つて1次 反応速度恒数Kを 求めることができる。
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a1,a2… …は2分 ごとのN/200KMnO4滴 定 量

次に,別 に使用酵素液の1mlを 時計皿 上に とつてお

いたものを,約90℃ にて数時間乾燥 し,の ち乾燥器中

にて1昼 夜乾燥 して乾燥量を計測する。 この乾燥量のグ

ラム数で上記の1次 反応速度恒数Kを 除した値をもつ

てKat.f.値(Katalase fahigkeitの 略)と する。

実 験 成 績

1.ハ ツカネズミ全身中生菌単位数の推移:各 菌株の

ハツカネズミに対する接種生菌単位数ならびに接種後の

各時期において計測されたこ全身中生菌単位数を表1に 示

す。これによつて明 らかなように,最 初に注入されたこ菌

表1ハ ツカネズ ミ全身より回復 されたこ生菌単位数

量は各菌株 ともその 生菌単位数 において もほぼ10彰 の

orderに 揃つている といえる。RA株 援種群 の動物は

接種後4週 か ら6週 にいたこる間に2匹 死亡したため,4

週 までの成績しか得 られていない。 またこ,H37Rv群 も

5週 前後に1匹 死亡したこため,6週 の成績は1匹 につい

てのみ得 られたこものである。上記以外の各群では実験期

問中死亡したこものはなかつたこ。各欄に示す2匹 ずつの値

の平均値の対数をとり,全 実験期間6週 までの推移を図

に示すと図1の 通 りである。これによつて供試の各INAH

耐性株の菌数推移を対照の有毒株H37Rvな らびに無毒

株H37Raの それ と比較すると,そ れぞれの菌力水準が

よくうかがえる。すなわちRA株,GIB株,水 木R

株 の順にいずれ もH37Rv株 よ りも高い菌力を示し,M

D株 だけはやや無毒株H37Raに 近 い菌力 を示す もの

といえる｡

2.各 菌株のカタラーゼ活性:実 験方法の項に記述し

た通 り,お のおのの菌株についてKat.f.値 を測定した

が,そ の成績は表2に 示す通 りである。すなわち,4つ

図1全 身中生菌単位数の推移

の供試INAH耐1生 株はいずれも,対 照のH27Rv:と 比

較してカタラーゼ活{生はいちじるしく低下もしくは消失

しているといえる

表2各 菌殊のカタラーゼ活性

考 察

一般に,結 核菌菌株の病原性の強弱を評価するに当つ

ては,厳 密に規定されたこ条件の もとにおける宿主寄生体

関係のあらわれとしてとらえられなければならない とす

る立場か ら,菌 力という概念が使われるようになつてき

たこ,、一定の細菌が単に生物としての存在か ら,さ らに病

原性細菌 としての属性が与えられるたこめには必ずそれに

対する宿主が規定条件 として設定 されなければ,単 に病

原性 ・非病原性という類別は意味がない と思われる。し

たがつて,一 定の動物を宿主 としてえらんで行つた菌力

実験の結果か らたこだちに,用 い られたこ菌株の病原性(人

に対する)を 論ずることはできない。たこだ,実 験 上のい

ろいろの特性がすでに検討 されてい るような既知菌株を

標準として,一 定の条件のもとに菌力を比較する場合,

あ る程度病原性を論ずる根拠 となりうるのではなかろう

か。このような考 えか ら,本 実験においては任意にえら

んだ少数例のINAH耐 性株について,そ の菌力を全身

homogenize法 を用いて検討したこわけである。この方法

による菌力の測定に関しては,種 々の抗酸性菌株につい

て実験をか さねてその 成績はすでに報告12～15し てい

る。今回のINAH耐 性株 の菌力に関する成績 をみ る

と,用 いたこ4つ の耐性株のうち3つ までは,対 照 として

えらんだ人型結核菌毒力株H37Rvよ りも高い菌力水準
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を示してお り,し かも,そ の順位はINAH耐 性度 とは

併行していない。このことは.も ちろ/し,こ こに絹いた

INAH耐 性株のParent株 その ものに元来.菌 力の差

異が存 していた結果によることが考 えられる。しかしな

が ら,少 なくとも任意にとりあげたINAH耐 性株 相互

0)間 に,そ のINAH耐 性度から菌力の差異を推定する

ことの妥当でないことを示している。 ことに,RA株

については,ハ ツカネズミに対して,既 知の実験室内保

存人型菌菌株のどれにもみられなかつたこほどの高い菌力

がみとめられる。しか も,こ の菌株の小川培地上におけ

る耐性度検査の成績 をみると,50γ/mlのINAH濃

度 にいたるまでのすべての検査濃度において,INAHを

含 まぬ対照培地に比し発育集落数の差はみとめられない

(100γ/m1で は発育集落数は対照の約70%)。 したこが

つて少数の感性菌 の混在 とい うことも考えられない。

次に,こ れ らINAH耐 性株の カタラーゼ活性 との関

係をみると,わ れわれの用いたこ活性測定方法において対

照のH37Rv株 では明 らかに活性がみとめられるにもか

かわらず,INAH耐 性株については供試4株 ともカタ

ラーゼ活性は検出されなかつた。

Colm,Middlebrookら78)はINAH耐 性菌はCat-

alase testの 陽性陰性 とテンジクネズミに対する菌力の

強弱 とは併行すうが,ハ ツカネズミに対してはCatalase

 test陰 性 のINAH耐 性菌でもvirulentで あ ると報告

している。そのほか,Bloch5),Hobby6),Karlson4)ら

も静脈内感染の場合INAH耐 性菌でもハツカネズ ミに

対してvirulentで あ るとい う成績をだしている。一方,

INAHに 対する感受性 とい うこととは 無関係に ,一 般

にあらゆる抗酸性菌のカタラーゼ活性を比較してみた場

合,人 型,牛 型結核菌は,鳥 型菌に くらべてカタラーゼ

活性は弱 く,非 病原性抗酸性菌はもつ とも強いときれて

おリ17)18),人 型結核菌 無毒株H37Raや 牛型弱毒菌

BCGに ついて カタラーゼテス卦を行つても陽性であ

ろことが報告されていろ19)。

以 上の諸成績な らびに今回のわれわれの実験成績を考

え合わせ ると,結 局,1つ のINAH耐 性株をと1)あ げ

た場合,そ の カタラーゼ活性の有無やINAHに 対する

耐性度のいずれか らも一義的にその病原性を評価すろこ

とはできない ことは確かであろう。

結 論

4株 の人型結核菌INAH耐 性株について,そ のハツ

カネズミに対する菌力を全身homogenize法 を用いて測

定し,人型結核菌毒力株H37Rvな らびに無毒株H37Ra

を対照として比較 したこ。またこ,各 菌株のカタラーゼ活性

の測定を合わせ 行つた。その結果は,INAH耐 牲株は

そのINAHに 対する耐性三度な らびに カタラーゼ活性 と

は無関係に ハツカネズ ミに対して強い菌力水準を示す も

のがあ り,いずれのin vitro testの 結果か らも,INAH

耐性株の病原性を評価することはで きない ことをたしか

めた。

本実験は九州大学医学部教授山村雄一博士の直接指導

のもとに行われたこことを記し,感 謝の意を捧げる。またこ

菌株の分与を賜わつたこ大阪大学竹尾結核研究所庄司宏 博

士に深謝する。
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