
287

ニ コ チ ン ア ミダ ー ゼ に よ る牛 型 結 核 菌 の 新 鑑 別 法

I Cell-free extractの ニ コチ ンア ミダーぜ

今 野 淳 ・長 山 英 男

東北大学抗酸菌病研究所(指 導 岡捨己教授)

受付 昭和34年11月14日

牛型結 核菌は従来培養基上の性質 と動物実験に よ り他

の抗酸菌 と鑑別 されて きた。すなわ ち人型結核菌 との鑑

別では グ リセ リンを含 む結核菌用培地で は牛型結核菌 は

劣性(Dysgonic)に 発育 し コ ロニーが 小 さ く発育 が悪

いが,人 型結核菌 は優性(Eugonic)に 発育 し コロニー も

大 きい。 また動物に対す る病原性で は牛型結核菌 は海〓

に も兎に も病原性 が強いが人型菌は兎には弱い。 しか し

人型菌 に もINH耐 性菌の よ うにDysgonicに 発育 す

る もの もあ り,また牛型菌で もBCGの よ うにEugonic

に発育 しかつ毒性 の弱い もの もあ る。

日本では牛 型菌 に よる感染 が 非 常に少な く1)あ ま り

問題 とな らないが,ヨ ー ロッパでは多 く,ド イツ,イ ギ

リスな どではいまだに多 くの牛 型結核菌 の感 染がみ られ

る。最近 の発表2)に おいて もドイツでは441人 の結核

患者 中に4.5%牛 型結核菌感 染を見 出だ してい る。牛

型菌 を他 の抗酸菌 か ら鑑別 す るこ とは細菌 学上重 要であ

るの みで な く,公 衆衛生学上 も重 要な問題 であ る。

今野3)4)お よびKonno,Kurzrnann and Bird 5)6)

は人型結核菌 をその ニ コチ ン酸産生 を利用 して生化学 的

に他の抗酸菌か ら鑑別す るNiacin-testを 発表 してい る

が,抗 酸菌の うち牛型結核菌に特異 性の ある生化学 的反

応 はい まだに発見 されてい ない。

Halpern and Grossowicz 7)はBCGお よびM.

phleiの 菌 抽 出液 を用いて グル タ ミン,ア スパ ラギ ソ,

ナ ィアシンアマ イドな どを 基質 として,そ のAmidase

作 用 を測定 してい るがM.phleiの ニコチ ンア ミダ ーゼ

がBCGの それ よ りも強い ことを認 め,Bonicke and

 Lisboa 8)9)は 人型結核菌 と牛型結核菌のEmulsionを

使 用 してその ニコチ ンア ミダ ーゼを比較 してい る。

われわれは種 々の抗酸菌 の無細胞抽出液 を用い その ニ

コチ ンア ミダ ーゼ作 用を測定 し,牛 型結核 菌が と くに そ

の酵 素作用が弱 い ことを観察 した。

方 法

1)使 用菌株

人型菌7株(毒 力菌3株,INH耐 性菌1株,弱

毒菌3株),牛 型菌8株(毒 力菌4株,INH耐 性菌

1株,弱 毒菌3株),鳥 型菌2株,非 定型抗酸菌4株

(この 非 定型抗酸菌 は いず れ も光 発色性菌photochro-

mogen 10)で 人間に 肺疾 患を 起 こし,か つ その喀痰 よ

り続 けて培養 され,ま た 切除肺 よ りも同 じ菌が培養 さ

れ,人 間 に病 原性あ りと された もので ある。Dr.Er-

nest Runyon, Veterans Administration Hospital, Salt

Lake City, Utah, U.S.A.よ り供与)お よび非病原抗酸

菌6株 を使用 した。

これ らの抗酸菌 を ソー トン合成液体培地に表面培養 し

3週 後(非 病原抗酸菌 は1週 後),菌 を濾紙 にて濾 して

蒸溜水で よ く洗源 して用いた。

2)無 細胞抽 出液の調整

水で よ く洗源 した菌約10gを 乳鉢 に入れ,ほ ぼ等量

の海砂 とと もに機械磨砕 を30分 間行 なつ て十分Paste

状にす る。 その さい固形炭酸 ガスを ときどき加 えて菌 を

冷やす。次に冷蒸溜水約50mlを 加 えて よ く懸濁 し,

超 遠心器にて冷や したまま10,000gで40分 間遠心沈

澱 を行な う。

得 られ る無 細胞抽出液 は ア ソモニァを 除 くため6℃

で1夜 蒸溜水 に透析 す る。 これ を酵素 液 として使用す

るが,Biuret法 によ り11)蛋 白の定量 を 行ない,蛋 白

量2mgを 用 い る。

3)ニ コチ ンア ミダ ーゼの定量法

菌抽 出液 蛋 白量2mに ニコチ ン アマ イド10μM

を含 む燐酸緩 衝 液(pH7.0)1mlを 加 える。37℃ に

て 恒温槽で3時 間反応 させ る。Controlと して は 菌抽

出液 と燐酸緩衝液 のみを用い る。 ニコチ ソア マイ ドよ り

生 じた ア ソモ ニアはFolinの 方法に よ り50℃ にて

N/50H2SO4 10mlの 中に 蒸溜 しNessler液 を 加え

て,日 立分光光度計 を 用い 波長425mμ でア ソモ ニァ

の定量 を行 な う。

アスパ ラギナ ーゼ の定量 は 基質 をL-ア スパ ラギ ソに

して上 と同一条件で測定 した。

4)pHに よるニ コチ ンァ ミダーゼ活 性の変化

pH5.0よ り10.0ま での 緩衝液 を 用い た。pH5.0

は クエン酸 ソー ダおよび塩酸に よる緩衝液,pH6.0よ

り8.0ま では 燐酸塩緩衝液,pH9.0お よび10.0は

硼酸-苛 性 ソーダ緩衝液 を用い,ユ コチ ンァ ミダ ーゼ活 性

を測定 した。

5)熱 に対 す るニ コチ ンァ ミダーゼの抵抗性
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これ らの抗酸菌 の無細胞酵素液 を60℃15分 間 お よ

び100℃15分 間水浴上 にて加熱 す るこ とによ りニ コチ

ンア ミダーゼ活性 の変化 をみたこ。

6)保 存 に対す るニ コチ ンア ミダーゼの安定性

菌抽 出液 を-20℃ にて2ヵ 月間 保存 したの ら,そ

の ニ コチ ソァ ミダーゼ活性 を新鮮抽 出液の ときの活性 と

比較 した。

7)ニ コチ ンァ ミダーゼの定性法

ニコチ ンァ ミダーゼの定量は鑑別 の 目的のた めには複

雑 す ぎるので簡便な定性 法 を試 みた。 ソー トン合成液 体

培 地に表面培養 した抗酸 菌 約1gを ネ スレル陰性にな

るまで水で洗つたの ち同量 の海砂 とともに20分 間乳鉢

で よく磨砕 す る。10mlの 蒸溜 水 を加 え3,000r.p.m.

で30分 間遠心す る。その上清 を酵素液 として用 い る。

その1mlに ニコチ ンァ マイ ド1μMを 含むpH7.0

の 燐酸 緩衝 液1mlを 加 え37℃ に6時 間放置 す る。

Controlと しては前 と同 じ く菌抽 出液 と燐酸緩衝液 との

みを用 い る。3時 間後Nessler試 薬0.5mlを 加 えそ

の色調 の変化 をたこだ ちに判定す る。

8)ア ソモニアの定性,定 最 にはRusselの インドフ

ェノール法12)を 用いて もよい。

結 果

1)ニ コチ ソア ミダーゼに対す るpHの 影響(表1,

図1)

H37Ra,BCG,P-8お よびM.607に つい てpHを

5.0よ り10.0に 変 えて それぞれのpHに お ける ニ コ

チ ンァ ミダーゼ活性 を測定 したこが,H37Ra,P-8お よび

M.607はpH6.0～9.0の 広い領 域に わ たこつ て 活性 を

示 したこ。至適pHは7.0～8.0で 両 者の 間に は ほ とん

ど差 をみない。BCGの み はいずれのpHに おい て も

ニコチンァ ミダ ーゼ活性 はほ とん どみ られ なかつ たこ。

2)ニ コチ ンァ ミダーゼに対す る加熱の影響(表2)

抗酸菌 の 無細胞 抽出液 を60℃15分 間 加熱 す る と

H37Raお よびM.607の ニ コチ ンア ミダーゼは それ ぞ

表1抗 酸菌 の ニコチ ンア ミダ ーゼ活性に対す る

pHの 影響

図1抗 酸菌 のニ コチ ンア ミダーゼに対す る

pHの 影響

れ対照 と比べて,16%し か活性 を示 さない。また100℃

15分 で はほ とんど 全部酵素活性が破壊 され るこ とを示

してい る。

表2抗 酸菌の ニ コチ ンア ミダーゼ活性 に対す る

加熱の影響

3)ニ コチ ンァ ミダーゼの保存 に対す る安定性(表3)

新鮮 な抽出液 の ニ コチ ンァ ミダーゼ活性 を測定 し,次

に それ を2ヵ 月間-20℃ に 冷蔵保存 して お き,そ

の ニ コチ ンァ ミダ ーゼ活 性 を新鮮 時の 活性 と比べた。

H37Raは2ヵ 月後70%の 活性 を示 しP-8は85%

の活 性を示 し,ニ コチ ンァ ミダ ーゼ活 性は-20℃ に保

存 しておけばほぼ安 定で あるこ とを示 してい る。

4)種 々抗酸菌 の無細胞 抽出液 の ニ コチ ンア ミダ ーゼ

活 性(表4,図2)

種 々の抗酸菌27株 の ニ コチ ンア ミダ ーゼを10μM

の ニコチ ンァマ イドを加 えて測定 したこ。人型結核菌7株

は3.2～4.4μMの ア ソモニ アを生成 したこ。 このア ンモ

ニァ生成は菌 の毒力 またはINHの 耐性 には関係が な

く,毒 力菌H37Rv,無 毒菌H37Raも,ま たH3,Rv

INH-R菌 もほとん ど同 じニコチ ンァ ミダーゼ活性 を

示 した。牛型結核菌8株 はいず れ も ニ コチ ンァ ミダー
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表3抗 酸菌の ニ コチ ンァ ミダーゼに対す る

保 存期 間の影響

ゼ性 が ほ とん どな く,毒 力菌Vallee,Ravenel,弱 毒

菌BCGお よびINH耐 性 のRavenel,INH-Rな

どいず れ もわず かに0.1～0.2μMの ア ンモニアを生

成 したにす ぎなかつた。

鳥型結核菌2株 はいずれ も3.8μMの ア ンモニァを

生成 したこ。 病原性 非定 型抗酸菌4株 は3.2～5.3μM

の ア ンモニアを 生成 した。 非病原性抗酸菌の6株 ニ コ

チ ンア ミダーゼは いずれ も強 く6.2～7.4μMの ア ン

モニアを 生 成 した。 これ は 牛型菌の60倍 以上,人 型

菌,鳥 型菌,非 定型抗酸菌 の約2倍 の ニ コチ ンア ミダー

ゼ活性 であ る。

5)ニ コチ ンア ミダ ーゼの定性に よる牛型菌の鑑別法

(表4)

抗酸菌 を海砂 とともに 磨砕 し3,000r.p.m.で 遠心沈

澱 したの ち,上 清1mlに1μMの ニ コチ ンァマ イド

を加 え37℃6時 間Incubateし た。 それにNessler試

薬を0.5ml加 えると人型菌,鳥 型菌,非 定型抗酸菌 は

ただ ちに黄色(+)に 変化 す る。非病原抗酸菌 は黄燈色

ない し橙色(++)に 変化 す る。 これに対 し牛型菌のみ は

色が変化 しない 。 このNessler試 薬 に よる 反応 は 試

薬添加後 ただ ちに判 定 しなければな らぬ。時間がたつ と

牛 型菌 で も黄色 に変化 して くる。

図2抗 酸菌抽 出液 のニ コチ ンァ ミダ ーゼ活性

Russelの イ ン ドブ ェ ノ ール 法11)に よつ て ア ンモ ニ

ア を定 性 して も牛 型 菌 は反 応 し な い。

6)抗 酸 菌 の無 細 胞 抽 出液 の ア ス パ ラギ ナ ー ゼ(表5)

H37Ra,BCGお よ びM.607の3株 の ア ス パ ラギ

ナ ー ゼ をみ る とア スパ ラ ギ ン10μMを 基 質 と したこ場 合

H37Raは7.6μM,BCGは7.2μM,M.607は

や や 多 く8.2μMの ア ンモ ニ ア を 生 成 す る。 人型 菌 と

牛 型 菌 の 間 に は ア ス パ ラギ ナーゼ活 性 の差 は全 然 認 め ら

れしなか つ た 。

考 案

抗酸菌の無細胞抽 出液のニ コチ ンァ ミダーゼは比較 的

広い領域のpHに わたつて 活性 が あ り,pH6.0～9.0

において相 当の活性が認 め られたこが,も つ とも活性の強

かっ たの はpH7.0お よび8.0で あった。ただ しBC

Gは いずれのpHに おいて もニ コチ ンア ミダーゼの 活

性 は認 め られ なかっ た。

Oka2)はyeast extractの ニ コチ ンア ミダーゼ につ

いてpH5.0か ら9.0ま での間に 活性が あ るが,pH

7.0が 至適で ある といつてい る。われわれの もの は抗酸

菌のextractで 菌は異な るが いずれ広い 領域のpHに

わたこつて活 性が認め られてい る。加熱に対 して は不安定

で60℃15分 間の加熱ですでに85%以 上の活性が失

われ100℃15分 間 で は ほ とん ど 完 全に失活す る。 し

か し低温の保存 に対 しては抵抗 が強 く-20℃2ヵ 月の

保存 で20～30%し か活性 が低下せず低温に保存 すれ

ば,大 体安 定 してい ると思 われ る。

次 に もつ とも重 要なのは種 々の抗酸菌 の無 細胞抽 出液

の ニコチ ンア ミダ ーぜ活性の比 較であ るが,牛 型結核菌

のみその毒 力またはINH耐 性に関係な く著 し く活性

が低 く人型菌,鳥 型菌,非 定型抗酸菌 の1/30以 下であ

り,ま た非 病原抗酸菌 の1/60以 下であ ることは注 目す

べ きことであ る。 この ニコチ ンァ ミダ ーゼ活牲 は牛 型菌

にのみ低 く,他の型の菌 は毒力 に関係な くいずれ も高い。

それゆえ ニコチ ンァ ミダーゼを測定す ることによ り牛 型

菌 が生化学 的に鑑別 され ることにな る。また この ニコチ

ンア ミダーゼ活性 は菌 を海砂 とともに乳鉢 で磨砕 し超遠

心せず普通 の3,000r.p.m.で 遠心 しその上清 を使 つて

ア ンモニアの生 成を肉 眼 的に比 色 し,ニ コチ ンア ミダ

ーゼ活性 を定性 的に測定 を行 なつて も牛 型菌 は定性 的に

鑑別で きる。 この さい ア ンモニアを蒸溜 しないでNes-

sler試 薬 を加 えてニ コチ ンァ ミダーゼ 定 性 を行 な うと

きはたこだ ちに判定 しなけれ ばな らない。時間が たつ と牛

型菌で も黄色に発色 して くる。Russelの 方法 では この

よ うな ことは認 め られ ない し,ま たア ンモニァを蒸溜 し

てNessler試 薬 を 加 えれば この よ うなこ とはない。 菌

を磨砕せず菌の懸濁液 を使用 してBonicke 8)は 牛型菌
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表4種 々抗酸菌抽 出液 の ニ コチ ンァ ミダーゼ活性

(pH7.0 37℃ 3hr.)

-対 照と同じ色+黄 色反応++橙 色反応

表5抗 酸 菌 抽 出液 の ア ス パ ラギ ナ ー ゼ活 性

(pH7.0 37℃ 3hr.)

と人型菌 のニ コチ ンア ミダー ゼを比較 し両 者を鑑別 しう

る としてい るが,著 者 らの経験 では菌 を磨 砕 して菌体 内

酵素 を出 したほ うが 処理が煩雑 で も結果 が確 実であ る。

ただ しこの方法は感染 の危険があ るのでで きるだ けこの

危険がない ように方法を簡便安 全な らしめよ うと努力 し

てい る。 これ らの菌のア スパ ラギナ ーゼを ニコチ ンァ ミ

ダーゼと比較 してみ ると,ア スパ ラギナ ーゼにおいては

人型菌,牛 型菌 は全 く活性が同 じであ り,非 病原抗 酸菌

はやや活性が強かつた。

結 論

ソー トン 合成液体培地 に 表面培養 した 種 々の 抗酸菌

27株 を海砂 とともに磨砕 し,超 遠心器 で遠心 し上清 を

さ らに1夜 透析 してそれを酵素液 とし それ に ニ コチ ン

ァマ イドを加 えて,抗 酸菌の無細胞抽 出液の ニ コチ ンア

ミダーゼ活性 を測定 した。

1)抗 酸菌の うち,牛 型結核菌のみがほ とん どニ コチ

ンア ミダーゼ活性が認め られなかつたが,牛 型菌以外の

抗酸菌 は活性が強 く,人 型菌,鳥 型菌,非 定型抗酸菌 は

牛型菌の約30倍 以上の活 性を示 し,非 病 原性抗酸菌 は

60倍 以上の活性 を示 した



1960年4月291

2)こ の ニ コチ ンァ ミダーゼ 活性 は菌 の 毒力 または

INH耐 性 には関係な く型特 異性が あ り,そ れゆえ こ

の酵素活性 を測定す ることによ り,抗 酸菌 の うち,牛 型

結核菌 は生化学 的に鑑別 で きる。

3)ま たここの ニ コチ ンア ミダ ーゼ活性 は,普 通 の遠 心

器 を使 用 して その 上 清 に8コ チ ソァマ イドを 加 えて

Nessler法 またはRusselの インドフェノール法 に よ

る発色 を肉眼的 に判定す ることによつ て も,定 性が可能

で牛型菌のみ陰性で あるが,他 の抗酸菌 は陽性の結果 を

示 し定性的に も鑑別可能で ある。

4)抗 酸菌の ニ コチ ンア ミダーゼはpH6.0～9.0に

わたつて活 性を示 し,至 適pHは7.0～8.0で あ る。

また加熱に対 しては不安 定で あるが,低 温保存に は安定

性 を示 す。

5)抗 酸菌 のア スパ ラギナ ーゼには牛型菌 と他の菌型

によ る差 は'認め られなか つた。
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