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イソニ コチ ン酸 ヒドラジッ ト(INH)に 対 して耐性

を獲得 した結核菌 は,他 の薬剤 に対す る耐性菌 と異 な り

感受性母株 に比べ そのvirulenceが 低下す る。MiddIe-

brookら は ての事実 と 関連 してINH耐 性菌 の カタラ

ーゼ活 性の消失 を指 摘 した1。 その他,結 核菌のviru-

1enceの 差 異 と菌 の2,3の 性状 との関連が検討 されて

い るが2)～4),結 核菌の 病原性のす べ ての因子 を菌の側

にのみ求 めるてとは困難で,結 核症の消長 に関与す る重

要 な因子 として宿主 の抵抗性 の表現で ある炎症反応 を無

視す るてとはで きない。

先 にINH耐 性菌のモルモ ットに対 す るvirulence

を検討 した さい,virulenceの 減弱 を示す 菌株 が炎症部

位 に存在 す ると考 え られ る諸条件に対 して著 し く抵抗 性

が弱い てと を報 告 した5)。 その さい乳 酸の産 生に よる

pHの 低下お よび嫌 気状態がINH耐 性菌を 含 む数種

の結核菌の菌液 中にお ける生存 に及ぼ す効果 を検 討 し

た。

以下 の実験 では てれ らの うちいずれ の因子がINH

耐性菌 の生存 に阻害作 用を及ぼすかを検討 しそのviru

lence減 弱 の機作 の解 明を試 みた。

実 験 方 法(

1)結 核菌の生存阻止 に関与す る諸因子 の検討

結核菌の菌液 中にお ける生存 に阻害作用 を及ぼす乳酸

の存在,pHの 低下,嫌 気状態 の うちいずれが決定 的意

義 を もつか1てつ きH2,H2-RINHの2株 を用いて検討

した。

前報 と同 じ組成の無機塩類 溶液 を INのNaOHで

pH 5.5お よび7.0に 修正 した溶液,お よび ての塩類

溶液 に乳酸 を終末濃度0.025Mに なるでと く添加 し,

INのNaOHでpH 5.5に 修 正 した 溶液 の3種 を

作 り高圧滅菌後,菌 液 の作製 て用い た。1%KH2PO

4培地に培 養3週 後,発 生 した集落 を か きと り滅 菌(蒸溜

水 で洗滌後上記 の溶液 を加 え,マ イク ロガラスホ毛ゲナ

ィザーで0.5mg/ccの 菌液を 各株 にっ き3種 類ずつ

作製 した。 ての菌液 を小試験管5本 に分注 して ピロガ

ロル と苛性 カ リを入れ たガラス瓶 に納 め,37℃ の孵

卵器 中に嫌 気的に 保存 した。 同時に乳酸 を加 えたpH

5.5の 菌液 は別 に好気 的に孵卵器 中に保存 した。

保存1,2,3,5,7日 後 に各小試験管 を取 出して10

倍 段階稀釈 法を行い,0.1ccず つ を3本 の1%KH 2

PO4培 地 に流 し37℃ に4週 間培養後 発生集落 数を計

算 し,菌 液0.1cc(湿 菌量0.05mg)中 の生存菌数 を

計算 した。

2)乳 酸脱水素酵素活性 の測定

H37Rv, H37Ra, BCG, H 2お よびH2-RINHの

5株 をSautOR培 地 に培養,4週 後 発生 した 菌苔 を滅

菌 蒸溜 水 で2回 洗滌 してpH 7.4の1/15 M燐 酸緩

衝液 を加 え,5mg/ccの 菌液 を作 製 した。Thunberg

管 の反応管 に菌液2cc, pH 7.4の 燐酸緩衝液1ccを

入れ,側 室に10,000倍 の メチ レン青 水溶液1cc,基

質 として0.2Mの 乳酸 ソーダ1ccを 入れ,水 流 ポ ン

プで5分 間吸引 し内部 の空気 を十分群除 して閉鎖 し37℃

の恒温槽 に10分 間浸漬 した の ち内容 を混和 した。

 別 に10,000倍 の メチ レン青 水溶液 を原液 とし倍 数稀

釈法 を行い,BCGの 菌 液 を2mg/ccに な る でとく

加 えた比色 用基準液 を作 り色 調の変化 を比 較観 察 した。

実 験 成 績

表1に み るでと く嫌気状態 にお い て菌液のpHが 酸

性 であつ て も乳酸 の存在 しない場合 は結核菌 は相 当長期

間にわたって生存 し7日 目にい たつ て もその減少 は1/10

程度 にす ぎない 。またINH耐 性株 と感受性株 との間に

もその生存 状態 に大 きな差 異は認 め られない。 しかし乳

酸 の存在 のためpHが 低下す るときは表2の でとく,

好 気的条件お よび嫌 気的条件のいずれにおいて も菌液 中

の結核菌は漸次減 少 し,感 受性株の好気的条件下におけ

る消滅 はむしろ嫌気状態 にお ける場合 よ り早 く保 存後5

H目 か らその生存 を証明す るてとがで きなかつ た。IN

H耐 性株 についてはその生存阻 止作用 は さらに 著 明で

いずれの場合 も1日 後 か ら最早 その 生存 を証 明 で きな

かつた。

以上 の実験か ら菌液 中の結核菌 の生存 に阻止作用を及

ぼす諸条件 の うち乳酸 の存在が もつ とも重要 な意義 を有
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表1嫌 気的条件下における菌液中の

 結核菌の消長とpHと の関係

57℃ に保存 された0.5mg/ocの 菌液0.1cc中 の生存菌

数 を示す

表2乳 酸加菌液中の結核菌の消長と

 保存条件の関係

0.025Mの 乳酸 を含みpH5.5の 菌液(0.5mg/cc)0.1cc

中 の生存 菌数を示す

図1各 株の乳酸脱水素酵素活性

メチレン青基準液の稀釈濃度を縦軸にとつた。BCGは 話性

易易く表から割愛した

す るてとを知 り,次 に数種 の結核菌 について乳酸脱水素

酵素活性 を比較 した。

BCGは 測定 開始3時 間後 には じめてわず かに褪色

をみたが4時 間後 に もそ の色調 は 開始 時の1/2に 達せ

ず酵素活性は もつ と も弱い。H37Rv株 は使用 した5株

の うちで もつ と も強い酵素活性 を示 しメチ レン青の槌色

は10分 後に測定開始時の1/2と な り1時 間後には1/8

に達す る。 その後一たん色調がやや復元 す るが以後 大 き

な変化 をみ なかつた。H37Ra株 はH37Rv株 と全 く同

様 な経過 を示 した。H2株 では1時 間20分 後 に褪色

は測 定開 始 時の1/2と な り3時 間 後 は1ん に達す るが

その後H37Rv株 と同じ く色調 は2倍 に 復 元 し た。

H2-RINH株 の経過 はH2株 とほ ぼ同様 で あつ たが色

調の復元はみ られ なかつた。

すなわ ち結 核菌の乳酸脱 水素酵素活性 の間には株 によ

 りかな りの差異が認 め られ るが,H37Ra,あ るいはH2

-RINHと 株 の でと く変 異株 とみな され る 株 は親株 とほと

んど同程度の酵素 活性 を示 した。

考 察

先に炎症 反応に伴 う局所の物理化学的条件がINH耐

性菌の生存 に不利 に作用 す る事実を報告 したが5),嫌 気

状態 お よびpHの 低下 が結核 菌 の増 殖を抑 制 す るてと

はす でに認 め られ てい る6)～8)。厳密 な 嫌気的 条件 を作

るてとは非常 に困難で,て てで は酸素分圧の きわ めて小

さい と考 え られ る条件で実験を行つたが,以 上の著者の

実験結果 か ら INH耐 性菌の生存 を阻止 す る作 用は単

な るpHの 低 下,ま たは嫌 気的条 件 よ り もむ しろ乳酸

の存在 にあ ると考 え られ る。

しか し同程度 の乳酸 脱水 素酵素 活性 を示すH2お よ

びH2-RINH株 にっい て乳酸の 生存阻止 作用が と くに

H2-RINH株 に著明 な事実 は,乳 酸の菌液中の結 核菌に

対す る抗菌作 用の差 異が菌の乳酸 脱水素酵素活 性の差 に

直接起因す る ものでない てとを示 してい る。また もつ と

も弱い酵素活 性を示 すBCGと,も つ とも強 い活性 を

もつH37Rv株 との,乳 酸 を加 えた菌液 中におけ る消長

にほ とんど差 のない てとは前報 に報告 した5)。

INHは 結核菌の乳酸脱水素酵素活性 を阻害 しIN

Hに 対 して耐性 を獲得 したBCGに 乳酸脱 水素 酵素

活 性の低 下を認め た報告が あ るが9),て てに使 用 した

H2-RINH株 の酵 素活性はH2株 と変 りなかつた。 乳

?脱 水素酵素活性 はH37Rv, H2, BCGの 各株 の間

では明 らか な相違 を示すがH37RvとH37Ra, H 2と

H2-RINH株 ので とく変 異株 とみな され る株 と親株 との

間にはほとん ど差異 をみ ない。 またGeronimusら は人

型菌,半 型菌お よび非病原性抗酸性菌について乳 酸の呼

吸促進作用 を検討 し,乳 酸の存在に よる酸素消費量の増

加 と各株 のvirule丑ceの 程度 との間 に負の相 関関係の

存在 を認 めたが10),本 実験の示す結果で は各菌 株 の乳

酸脱水素 酵素活性 は全 くvirulenceと 関係 し ない と考

え られ る。一方乳酸 の結核 菌に対す る増殖阻止効果 は各

菌株 のvirulenceの 程度 と関連 し,強 毒株 の増殖阻止

に要 す る濃度 は弱毒株 に対す る増殖阻止濃度 よ り高い と

いわれ る10)。 ての点については1%とKH2PO4培 地に種

々の濃度の乳酸 を添加 し各株 の増殖に対 す る影響 を検討

した。 その結果0.1%以 上の乳 酸を含 む培地 でINH

耐性株 に軽度の増殖阻止傾 向をみた。 しか しその結果 は

一定せず図表 か ら割愛 したがBCG , H37Ra株 にっい

ては増 殖阻止 を認 めなかつた。 したが つて必 ずし も各菌

株 に対 す る乳酸 の増殖阻止濃度 とそのvirulenceと の 間

に相 関関係が あ るとは考 え られ ない。

乳酸 は結核菌 の呼吸作用 を促進す る10)11)。しか しそ
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の増殖 を必ず し も促進せず ある程度以上の濃度ではか え

って阻止作 用 を示す12)～14)。Blochは 種 々 の物 質 につ

いて結核菌の 呼吸促進作用 と増殖に 対 す る影 響 との間

に,な ん らの相関関係の ない てとか ら,両 者が全 く異な

る代謝 機構 に よる可能 性を推 論 してい る15)。またDu

bosは 嫌気状態下で は0.1%以 上の濃 度の乳酸 が結核

菌 に対 して殺菌作用 を有す るて とを示 したが13),て の

実験 では乳酸 を 加 えた菌液 中のH2株 はか え つ て好気

的条件の もとに早 く消滅 してい る。 ての てとはしか し乳

酸の阻害作用は嫌 気状態 下では じめて有効 に作 用す ると

い うDubosの 結論 に必ず し も背反す るもので はな く,

菌 のおかれ た環境 の相違 に起因す ると考 え られ る。す な

わ ちDubosの 実験 ではTween-albumin培 地が使用

されてい るが,本 実験では乳酸 以外に有機 物質 を含 まぬ

無機塩類溶液 を用いた。すなわ ち溶媒か ら栄養 物質 を摂

取 しえない菌液 中の結核菌は乳酸に よって呼吸作 用を促

進 され る結果 好 気状態下 において は遂 には生存 に必要

な ェネル ギーを も呼吸作 用のため消費 しつ くして嫌気状

態 下におけ る場合 よ り早 く死滅す るのであろ う 。

INH耐 性菌が乳酸の抗 菌作 用に対 して 抵抗 性が低

い てとは注 目に値す る。MiddlebrcokはINH耐 性

菌のvirulenceの 減弱 に関連 してその カ タラー ゼ活性

の消失 を重視 し,生 体 内において グフレタチオ ン,シ スァ

ィンので ときSH基 を もつ化合物が酸化 され る結果生

ず るH2O2がINH耐 性菌 に阻止作 用を及 ぼす可能

性 を論 じてい るが16),結 核菌が乳酸 を酸 化 す る さいに

もH2O2が 産生 され る可能性が ある17)。 1とNH耐 性

菌が感受性母株 とは もちろんH37Ra,BCGの で とき

無 毒ないし弱毒株 給 めた各種 の結核菌 に比 し乳酸 によ

る生存阻 止が著明 な事実は,乳 酸 の酸化 に さい して生ず

ると思われ るH2O2が カタラーゼ活 性を消 失 したI

NH耐 性菌の生存 を阻止 す る てとにあ るので はないか

と考 え られ る。 しか しカタラーゼ活性 を消失 したINH

耐性菌 で も乳酸 の薙 作用 に対す る抵抗性が強 く,同 時

にvirulence減 弱 の程度 の少な い株が 存在 す るてと

は5),結 核菌におけ る物質代謝の諸性状 とvlrulenceと

の関係の解明のために今後 さ らに広汎な研究 をまたねば

な らない てとを示 してい る。またH37Ra,BCG等 の

緒 ない し弱鰍 の諸性状が あ る場合 は強毒株 と全 く差

 異がな く,乳 酸 の抗菌作 用に対 して も強 い抵抗性 を もつ

 てとは,結 核菌のvirulenceが い くつか の限 られた条

 件に よつて決定 され る ものでは な く宿主寄 生体 双方の諸

 条件 の総合的表現で あ るてとを示 してい る。

以 上3報 にわ たる諸 実験で各種 の結核菌,と くに1 

とNH耐 性菌 のマウスお よびモル モ ットに対す る viru

lenceと,菌 株 のい くっかの性状 との関係について検討

した。

その結果,一 たん宿主体内で増殖 したINH耐 性菌

が間 もな く減少す る事実お よび結核菌がINHに 対 し

耐性 を獲得す ると乳酸の抗菌作用に対す る抵 抗性が著明

に低下す る場合が あ るて とを知つた。 てれ らの 事実 は

INH耐 性菌 のvirulence減 弱の機作に関す る推察 を

可能な らしめ る,,す なわ ち宿 主体 内に侵 入後,増 殖 した

結核菌 は炎症 を惹起 しある場合は さ らに増殖 して進行性

の病変 を形成す るが,INH耐 性菌 は炎症部 位に発生

す る種 々の条件,と くに嫌気 的解糖作 用によ り多量 に産

生 され る乳酸に よって その生存を阻 止 され,一 たん成立

した病変 も漸次消褪す るのであ ろ う。 ての見地か らI

NH耐 性菌喀 出患者 に新 しい 結核性病変の 進展が少な

い とす る臨床的観察 は きわめて興味深い18)。

結 核菌のvirulenceの 差 異を菌 の 諸性状の差 異に求

めよ うとす る試みは以前か ら行われい くつかの知見が得

られ てい る。現在の と てうそれ らの試み は必ず し も満足

すべ き結果 に達 していないが,生 体 内にお け る結核菌の

消長 とその代謝諸 性状 との関係の追究 は,結 核症 の感染

か ら発病にいた る経緯 の解明に重 要な示唆を与 え,さ ら

に結核症 の治療 と防止 に大 きな貢献 を期待 し うるで あろ

う。

結 論

先 に菌液 中にお ける結核菌の消長が種 々の条件に影響

され るてとを知 り,H2お よびH2-RINHの2株 を用

いてそ れ らの条 件 を検討 し,さ らにvirulenceを 異 に

す る数種 の結核菌 にっいて乳酸脱水素酵素活性 の測定 を

行い次の結果 を得 た。

1) 著者の採つ た条件に おいては 結 核菌の 生存 に対

し,嫌 気状態お よびpHの 影響 は 少な く乳酸 に明瞭な

阻止効 果 を 認 めた。 またその 影響 はH2株 よ りH2-

RINH株 に対 して著朗で あつた。

2)乳?脱 水素酵素活 性は使 用 した5株 の うちBC

Gに もつ と も弱 くH37Rvで もつ と も強い 酵素 活 性を

示 したが,H37RvとH37Ra,H2とH2-RINH株 の

でと き変異株 と親株 との 間にはほ と ん ど差 異 を認めな

い.ま た各株のvirulenceの 程度 と乳酸脱水素 酵素 活

性 との間に相 関関係 は認 め られ ない。

以 上の実 験 か らINH耐 性菌 のvirulence減 弱 の

機作の一部は炎症部位 におけ る乳酸 の抗菌作 用に起 因す

る と推定 しその機作について考 察を加 えた。

擱筆 にあた り本 実験が今 は亡 き伊豆逓 信病院 の故山岡

克巳院長の終始変 りな き御好 意 と東京 大学応 用微生 物研

究所 の藤 田暉通氏の御協力 による もので あるてとを付記

し,あ わせ て懇切 な御指導 と御校閲 を賜 わつ た北本教授,

 福原博士に深 甚の謝 意を表 す る次第 であ る。
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