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ミコバ クテ リアINH耐 性 変 異 株 の

菌 体 内 ポル フィ リン とカ タ ー ゼ活 性(第1報)

戸 井 田 一 郎 ・斎 藤 千 代

結核予防会結核研究所(所 長 隈部英雄)

受 付 昭和55年9月29日

1研 究 目 的

結核菌のINH耐 性変異株は,特 異な栄養要求,カ

タラーゼ活性の減弱,毒 力の減弱などの点で,INH感

受 性原株 と異なることが知 られている。これ らの諸性質

のうち,と くにカタラーゼ活性の減弱とい う現象は,も

つとも基本的な ものとみなされてお り,他 の現象はカタ

ラーゼ活性の減弱にもとついて説明されている。(た と

えば,特 異な栄養要求はカタラーゼ活性減弱によるもの

で,発 育因子 となるものはいずれ も,カ タラーゼ活性を

もつ物質であるとい う主張。毒力の減弱は,病 巣に蓄積

す る過酸化水素によつてカタラーゼをもたこぬ耐性株は死

滅 し,そ のたこめに一たこん成立した病巣が退行することに

よるとい う主張。)そ れにもかかわ らず,INH耐 性

とカタラーゼ活性との関係について,たこちいつたこ研究は

ほとんど行われていず,わ ずかにINH耐 性株のポルレ

フィリン生合成能について論じたこFisher1)2),勝 沼

ら5)4),正 田5),堀6)の 業績が目につくのみである。

われわれは一方ではINHの 作 用機作,INH耐 性

化の磯作,他 方ではカタラーゼの生体における意義,ポ

ルフィリン生合成の径路などの諸問題を追及する一つの

足場として,ミ コバクテ リアのINH耐 性株 をとりあ

げ,そ のポル フィリン,ポ ルフィリン酵素およびこれ ら

と関連の深い代謝系について,一 連の研究を計画したこ。

ここでは,耐 性株の菌体内ポルフィリン量 とカタラーゼ

活性との関連について報告す る。

II材 料 と 方 法

菌株 および培養方法;Mycobacterium607は 東大農

学部応用 微生物 研究所 より,Mycobacterium avium

 AVTは 都立家畜衛生試験所より分与をうけ,と もに当

所細菌学研究科において1%小 川培地に継代保存 され

たこもの。培養はSauton合 成液体培地に38℃,静 置表

面培養を行つた。 使用に さきだつて 同培地に 数代継代

し,実 験結果に述べるような安定した発育を示すように

なつた ものを用いたこ。耐性株 としては,INH100γ/ml

添加Sauton合 成液体培地に継代して,こ の培地に実験

結果に述べ るような安定したこ,か つINH非 添加同培

地における感性原株に匹敵する発育 を示すようになつた

ものを用いた。培養はINH100γ/ml添 加sauton

合成液体培地に38℃,静 置表面培養を行つた。

ポルフィリンの抽出および定量:菌 体からのポル フィ

リン抽出は神前法7)に,ポ ルフィリン体の分別定量は

沢田 らの方法8)に 準じて行つた。すなわち,菌 体約1

g(湿 菌量)を とり,40g/dl KOH0.5mlを 加 え,

100℃ 水浴中で120分 間加熱,水 冷後,水1mlと 氷

酷酸2mlを 加 えてよく振盪抽出,濾 過,残 渣を醋酸エ

ーテルレ(氷 醋酸8:エ チルレエーテルレ100V/V)で よ く

洗つて濾液 と洗液 とを合し,十 分量の水で4回 洗つた

のち,5.0g/dl HCl 1.0mlず つで5回 抽出,HCl層

を合し,60g/dl NaOH 1.0mlで 中和,放 冷後,氷 醋

酸1mlと エチルエーテルレ5mlを 加 えて振盪,エ ーテ

ル層をとつて水で4回 洗つたこのち,0.5g/dl HCIで 抽

出,抽 出液がもはや赤色蛍光を示 さな くなるまで十分抽

出する(普 通4～5回 で十分)。HCI層 を合し コプロポ

ル フィリン定量に用いる。0.5g/dl HClで 抽 出した残

液を,5.0g/dl HClで 同様に十分抽出,こ の部分を合

してプ ロトポルフィリン定量に用いる。 定量はBeck-

mann分 光光電光度計(日 立製EPU2型)を 用い,コ

プロポルフィリンでは402mμ,プ ロトポルレブイリンで

は406mμ の吸光度を測定した。標準曲線はGrinstein

法9)に よ りヘモグロビンより調製したプロ トポ ルレフ

ィリン結晶によつて作つた ものを,両 者ともに利 用 し

た。

ポル フィリンのべ一パークロマトグラフィーによる同

定:さ きの抽出操作のさいの2回 目のエーテル層(2回

目の水洗後の)に ついて5.0g/dl HCl抽 出一中和一醋

酸酸性エーテル抽出一水洗をさらに2回 くりかえし,最

後のエーテル層を減圧濃縮したこものを試料 とし,沢 田 ら

の方法8)に 基いて,溶 媒クロロホルレム:30%醋 酸;

水=1:5:1,暗 室中室温で上昇法によりペーパークロ

マ トグラフィーを行い,紫 外線で蛍光を発するスポット

を検出したこ。

カタラーゼ活性測定法:von Euler & Josephsonの

方法10)に 準 じて 行つた。すなわち,50mlのM/15

燐酸緩衝液pH7.8中 の0.01NH2O2を いれたコルベ
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ン を氷 中 に深 く挿 入 し て冷 却 して お き,菌 液1.0mlを

加 えて 混 和,た だ ちに 反 応 液5.0mlを と り,あ らか じ

め20%(W/V)H2SO45mlを い れ て お い た フ ラ ス

コ中 に ふ き こむ と同時 に ス トップ ウ オ ッチ を お し ,90秒

後,180秒 後 に それ ぞれ 反 応 液5.0mlを とつ て 同様 に

H2SO4で 反 応 を 停止 す る。0.005N-KMnO4に て滴

定 。 それ ぞ れ の 滴 定値(ml)a0,a1.5,a3.0お よび 反 応

液51ml中 の乾 燥 物重 量(g)Wよ り,次 式 に よつ て

Kat.f.を 計 算 す る。す な わ ち,

III実 験 結 果

1)菌 の発育状況:100mlの 三角 コルベンに40mlの

Sauton液 体合成培地をいれ,一 白金耳の菌膜(湿 菌量約

0.25mg)を うえついだ 場合,M.607,M.AVTと も

に,感 性株では1.5～2日 で,耐 性株は2～3日 で液面

の1/2～2/3にわたつてごく薄い菌膜をつ くり,つ いでそれ

ぞれ3～4日,4～5日 で液面一杯に十分に発育した菌

膜をつ くり,7日 では菌膜は厚 く皺がよつて盛上 り,以

後は菌収量,菌 膜の状態はほぼこの状態を持続する。こ

れ らの状態を培養初期,中 期,後 期 と表現することにす

る。

2)菌 体内ポル フィリンの性質:0.5g/dlHCl抽 出物

の吸収曲線の一部分(日 立製EPU2型Beckmann

分光光電光度計による)を 図1,2に 示す。M.607,M.

図1M.607 0.5g/dlHCl抽 出物 の吸 収 曲線

(ブ ラ ン ク0.5g/dlHCl)

図2M.AVT0.5g/dlHCl抽 出 物 の 吸 収 曲線

(ブ ラン ク0.58/dlHCl)

AVTと も,感性 ・耐性にかかわらず同様に,207∞
209mμ の端在性の ピーク,402mμ に鋭い ピーク,
500mμ 付近,550mμ 付近 および595mμ 付近に不

明瞭なピークを示した。5.0g/dlHCl抽 出物は端在性

のピークのほかには,顕 著なピークを示 さなかつた。P

PCで は 各菌株を通じてRf≒0.38のspot以 外に

は明白なspotは み られなかつた。以上,抽 出法,塩 酸

に対する態度,吸 収曲線,PPCお よび赤色蛍光 によ

る検出結果よ りミコバクテ リヤの菌体内ポルフィリンは

コプロポル フィリン体であると考えられる。

3)菌 体内ポル フィリンの定量:培 養初期,中期,後 期

における各菌株の コプ ロポルフィリン量を表1に 示す。

表1培 養 時期 と コプ ロポ ル フ ィ リン含 量

(乾燥 菌 体100mgあ た りコプ ロポル フ ィ リン γ)

注:乾 燥菌重量は約80℃ で重量が一定になるまで乾燥 した場合の重量

M.607,M.AVTと もに,ま た感性株,耐 性株 とも

に,乾 燥菌量あたりの コプ ロポルフィリン量は,培 養 日

数に対し,ほ ぼ直線的に増大している(図5,6)。 感性

株 と耐性株 とを比較すると,M.AVTで は両者の間に

差はなく,M.607で は耐性株の方が 感性株 より コプロ

ポルフィリン含量は大であ り,こ の差は培養が古 くなる

につれてますます著明になつている。

4)カ タラーゼ活性:カ タラーゼ活性と培養 日数との

関係を図3,4に 示す。この場合のKat.f.は 菌膜全体の

図3M.607の カ タ ラ ー ゼ活 性
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図4M.AVTの カ タ ラー ゼ活 性

平均値 としてのカタラーゼ活性の表現であるが,Kat.f.

は培養が古 くなるにつれ,図 のようにはじめは急激に,

の ちに徐々に減少して一定値に近づいてゆく。このよう

な関係はすべての菌株にみられたが,M.AVTで は各

期を通じてKat.f.の 値は,感 性株 と耐性株の間にほと

んど差 を認めないのに対し,M.607で は 耐性株の発育

の遅れによる約1日 のずれを考慮にいれて比較すると,

培養中期以後 とくに培養後期では耐性株のKat.f.は 感

性株のそれよりも明 らかに低い値を示している。

5)カ タラーゼ活性とポルフィリン含量 との関係:図5

にまとめて図示した。培養 日数の経過 とともに,菌 膜全

図5カ タ ラ ー ゼ活 性 と コプ ロポル フ ィ リン量 との 関 連

体の平均的なカタラーゼ活性が減弱してい くのに対し,

逆 にポル フィリン含量は増大してい く。この傾向はどの

菌株に もみ られた。M.AVTで はKat.f.の 減少,ポ

ルフィリン含量の増大 ともに,感 性株,耐 性株の間に差

を認めないのに対し,M.607で は 培養の 経過 とともに

耐性株のカタラーゼ活性は感性株のそれよ りも低下し,

同時にポル フィリン含量は感性株をはるかに凌駕す るの

が注日され る。

IV考 案

1)INH耐 性株のポルフィリン生合成能:Fisher1)

2)はINH耐 性株はポルフィリン生合成能を失つたた

めに発育因子としてヘ ミンを要求するとし,勝沼 ら3)4),

正 田5)は 鳥型菌INH耐 性株 では コプロポルフィリ

ンが消失 し,ま たこの ものを培地に加 えるとINH耐

性度には変化なくカタラーゼ活性が 回復するとしてい

る。しかし堀6)は 鳥型菌でも培養条件に よつては感性

株と耐性株の間にポルフィリン生合成能に差がないごと

をみている。われわれの培養条件や発育状態にとくに留

意して行つた実験ではM.AVTで は 培養の各期を通

じて感性株,耐 性株間にポルフィリン含量の差はな く,

M.607で はかえつて 耐性株の方に多 くの ポルフィリン

が含まれていた。以上の各報告間に認め られる不一致は

用いられた菌株,培 養条件,発 育状態などのちがいによ

るものであると考えられるが,い ずれにせよポル フィリ

ン合成能の欠如とい う性質がINH耐 性株の特異的,

普遍的な性質であるとい うごとはいえないであろう。

2)INH耐 性 とカタラーゼ活性:INH耐 性株が

カタラーゼ活性を失 うごとについては多 くの報告がある

が,ミ コバクテリアのすべての菌株の,す べてのIN

H耐 性株がカタラーゼ活性を失 うとい うのではない。た

とえばB6nicke11)は 牛型,人 型結核菌,彼 のいわゆる

echte TuberkelbazillenはINH高 度耐性化により

必ず カタラーゼ活性を失 うが,鳥 型菌 その他 いわゆる

atypische Tuberkelbazillenは100γ/ml INH耐 性

株でもカタラーゼ活性に変化がないと述べている。われ

われの実験ではM.AVTで は感性株,耐 性株の 間にこ

カタラーゼ活性の差はなく,M.607で は培養中期以後,

と くに後期では耐性株のカタラーゼ活性は明らかに減弱

していた。しかし全 く消失はしなかつた。Bonickeの い

うようにechte Tuberkelbazillenとatypische Tuber-

kelbazillenと の間に,INHに 対する態度に本質的な

差があるかどうかについては,わ れわれは人型菌,牛 型

菌について同様の実験を行つて検討中である。なお,発育

の時期によつて菌膜全体の平均 としてのカタラーゼ活性

が変化する点については,わ れわれは発育の過程におけ

る菌膜全体 としての,よ り一次的な代謝状態の変化が二

次的にカタラーゼ活性の減弱として表現されるのだろう
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と解釈している。INH耐 性株の カタラーゼ活性減弱

についても同様の解釈が成立つのではないだろうか。わ

れわれはこの点についてINH耐 性株のH2O2分 解

機構 と同時にH2O2産 生機構の検討を計画している。

3)ポ ル ブイリン含量 とカタラーゼ活性 との関連:わ

れわれの実験では培養が古 くなるにつれてカタラーゼ活

性が低下し,こ れに対しコプロポルフィリン量はかえつ

て増加している。カタラーゼは作用基 としてプロトポル

フィリンの鉄誘導体であるプロトヘムを もつ酵素である

か ら,こ ごにみ られるポルフィリン量 とカタラーゼ活性

との逆相関については次の3通 りの仮説が考 えられる。

すなわち,

(1)コプ ロポル フィリンがカタラーゼ合成径路上の正常

の前駆物質であるごとを前提にして,培 養が古 くなると

鉄の欠乏,apocatalase部 分の生成低下,こ の蛋白部分

の他の方面への利用,ヘ ム部分 と蛋白部分の結合機構の

障害などがおこり,こ のために正常に進んできたカタラ

ーゼ合成機構がコプロポル フィリンよ りは先に進まず,

正常に合成 されてきたコプロポル フィリンが利用されず

に遊離の形で菌体内に蓄積す るという仮説。

(2)コプ ロポルフィリンは正常の前駆物質ではな くby-

productで あ り,培 養が古 くなると正常のポルフィリン

カタラーゼ合成機構に(1)で述 べたような障害ないし低下

がおごり,side reactionが 活発に なつて コプ ロポ7レフ

ィリンがつ くられるとい う仮説。

(3)コプ ロポルフィリンはやは り正常の前駆物質ではな

く,カ タラーゼの崩壊の結果生じるend-productで あ

り,培 養が古 くなるとカタラーゼの生産は衰え,逆 に崩

壊が促進されて コプ ロポル フィリンが増加するという仮

説。近時,Falk,Dresselが,ポ ルフイリン生合成径路

として,従 来の(1)にかわる(2)の径路を提案しており,こ

の説にこよるとウロー,コ プロー,プ ロトーポルフィリン

はいずれ も正常の合成径路の上にはなく,by-product

として扱われている12)13)。 この説はわれわれの仮説(2)

(3)を 支 える一つの根拠 と考え られ る。

以上の3通 りの仮説については今後検討を続けたい。

(1)Glycine 
Succinyl-CoA

•¨ƒÂ Aminolevulinic acid•¨Porphobili

(ƒÂ-ALA)nogen (P B G)

•¨ Uropor.phyrin III•¨7•~•¨6•~•¨5•~•¨Coproporphy

-rin III•¨3•~•¨Protoporphyrin IX•¨Haem

(2)•¨PBG•¨8•~•¨7•~•¨6•~•¨5•~•¨4•~•¨3•~•¨Haem

Uro III Copro III Proto IX 

Uro I ...•¨Copro I

V結 論

Mycobacterium 607,Mycobacterium AVTのI

NH感 性 原株 と100γ/mlINH耐 性変 異株 の カ タ ラ

ーゼ活性 と菌体内ポルフィリンについて検討した。その

結果,

1)各 菌株 とも菌膜全体の平均 としてのカタラーゼ活性

は培養 日数 とともに低下する。

2)各 菌株 とも菌体内ポルフィリンは コプロポルフィリ

ン体である。培養 日数 とともに コプロポルフィリン含量

は増大する。

3)M.AVTで は カタラーゼ活性,ポ ルフィリン含

量 ともに感性株,耐 性株の間に明 らかな差はない。

4)M.607で は培養中期以後では 耐性株の カタラー

ゼ活性は感性株のそれよりも減弱し,ポ ルフィリン含量

では逆に耐性株が感性株をはるかに凌駕する。

5)以 上の事実に基いて培養過程におけるカタラーゼ

活性の変動の原因,お よび菌体内コプロポル フィリンの

カタラーゼ生合成における意義について若干の考案を行

つた。

最後にいろいろと助言を与えて下 さつた大沢義信,原

稿をみて下 さつた湯沢健児,岩 崎龍郎の諸先生に感謝い

たします。
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