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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 ラ ー ゼ 活 性(第2報)

戸 井 田 一 郎 ・ 斎 藤 千 代

結核予防会結核研究焼(所 長 隈部英雄)

受付 昭和34年11月19日

Ｉ 序 言

ミコバ クテ リアのINH耐 性株 では どの よ うな機構

によつ て カタラーゼ活 性が減 弱す るのか,こ の ことは菌

に とつて どのよ うな 意義 が あ るのかを 知 る ためには,

INHと の関係 を一 応ぬ きに して,ミ コバ クテ リアの

カタラーゼ活性 が どのよ うな条件で変動 す るか,カ タラ

ーゼの生物学 的意義 は何 かをあ らか じめ検討 す る必要が

ある。われ われ はさ きに,菌 の発育 の過程 に伴 つて カタ

ラーゼ活性が減弱 し,逆 に菌体 内遊離 ポル フィ リソ含量

が高 ま るこ とを報告 した1)。 これに対 し,培 養 が古 くな

れ ば菌膜 中の死菌 の割合が増 大す るか ら,わ れわれの よ

うに菌膜全体 の平均値 とし憲の カタラーゼ活性 をみてい

く場合 には,活 性値 の低下は当然であ り,一 方ポル フィ

リン含量 は累積値 であ るか ら培養の古 いほ ど高 くな るの

は当然であ り,前 報 にはなん ら特別 の意 味はない とい う

批判 が成立 す る。 この批判は液体 培養菌膜 か ら菌液 を作

って固型培地 に接種 す る場合,培 養の古 い ものほ ど菌膜

単位重量 当 りの集 落形 成数が少ない ことを根 拠に してい

る。

われわれは この批判を考 慮にいれて,発 育の過程に伴

う菌 の カタラーゼ活性 とポル フィ リン含量の変動 をさ ら

に検討 し,次 に培地の鉄量が これ らに及ぼす影響 を検討

したので報 告す る。

II材 料 と 方 法

菌株 は前報のMycobacterium avium AVT株 の

INH感 性株 と100γ/mlINH耐 性株。培養条件 は

前報 と同 じ(注:前 報12頁 左欄15行 目 「湿菌量0.25

mg」 は 「0.25g」 の誤 り)1)。培地 は通常処 方の ソー ト

ン液 体合 成 培 地 お よび これか らクエン酸 鉄 ア ンモ ンを

ぬいたこもの,ク エ ン酸鉄 ア ンモ ンを通常 の5倍 量(1l

当 り0.25g)加 えたこもの を用い,そ れ ぞれ 通 常 培 地,

鉄 欠乏培地,鉄 過剰培地 とよぶ。鉄 欠乏培地 は特別 の除

鉄操作 を行 なっていないので,ク エン酸鉄 ア ンモ ンに換

算 して1～3γ/mlに 鉄 を含 んでい る。 感性株 は これ ら

培地 に,耐 性株 は100γ/mlINHを 加えた 同様 の培

地 に培養 したこ。

ポノレフ ィリン抽出 ・定量は前報 と同 じ く,神 前2),沢

田 ら3)の 方法によった(注:前 報11頁 右 欄8行 目

「水1mlと 氷酷酸2mlを 加 えて よ く振盪 のあ と

に 「エーテル5mlを 加 え栓 を して よ く振 り」 を 挿入

「抽 出,濾 過,残 渣 を…」 と続 く)1)。

カタラーゼ活性は前報 と同 じ くv.Euler&Josephson

 4)の方法に準 じて測 定 した1)。

III実 験 結 果

1)菌 の増 殖 とカタラーゼ活性

ィ通常培地 におけ る感性株 と耐 性株 の 比較(図1):

耐性株 はやや 長いlag phaseを もつが,一 た んlog

 phaseに 入れば感性株 と同等 の 発育 速度 を 示 し,最 大

収量(感 性株 では6日,耐 性株 では7日 目)も ほぼ等

しい。最大収量に達 したの ち両株 とも急激 に収量が減少

してい く。 カタラーゼ活性 は,前 報 の とお りlog phase

の ご く粒期 に非常に高い値 を示 し,は じめ急激 についで

徐 々に活性 は低下 し,感 性株で は6日,耐 性株 では10

日目に最低値に達す るが,の ち再び活性 は上昇 し14日

目の実験終了 まで上昇 を続 けた。活性の再上昇 は,感性株

では菌 収量の減少 と同時に始 まつたこが,耐 性株で はか な

り遅れて始 まつ た。このこ とと,活性 の最低値が耐性株 の

ほ うが低 くほ とんど0に なっ た こととの たこめ,6日 以

図1通 常 培 地
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前では両株 の カタラーゼ 活性 に差 が なかつたが7日 以

後では耐 性株 の 活 性は感性株 よ りもは るかに 低 くなつ

た。

ロ培地 の鉄含量が感性株 に及ぼす影響(図2):通 常

培地 と比較 して鉄過剰 培地 での増殖はやや早 く,4日 目

でほぼ最大 収量に達 し,4～6目 はほぼ同様 の 収量 を 示

したの ち収量減 少が始 ま る。菌膜 は厚 く粗 で,培 養が古

くな ると黄褐色 の部分 と濃褐色～錆色 の部分 とがい りま

じ り,動 揺 によつて沈 みやすい。一方鉄 欠乏培地 では最

初2日 間は通常培地 と同様 の経過 を とるが,3日 目に

一 たん菌量が少 し減 り(こ の ことは実験 ごとに毎 回み ら

れ た),そ のの ち通常培地 よ りずつ と低 い 速度で 対 数的

に増殖 を続 け,観 察 うちき りの18日 目にやつ と他 の場

合の最大収量の約半分に達 し,な おlog phaseを 続 け

ていた。菌体は白～紅色で繊細 な感 じで,菌 膜 は非常 に

薄 く稠密 で,菌 膜 の一部 を白金耳 でひっか ける と全体が

一緒 に持 ち上が る くらいであつた
。

図2感 性 株

カタラーゼ活性 についてみ ると,鉄 過剰 培地で は通常

培地 と同様 の傾 向を示 したが,通 常培地 の よ うな培養の

ごく初期 の非常 に高い活性 はみ られず,培 養 前半では通

常培地 よ りも低 い活性であつた。活性再 上昇 は同様に6

日以後 にみ られ,鉄 過剰 培地 では この上昇が非 常に著明

で8貝 以後 は 通常培地 を は るかに 凌駕 す る 活性 を示 し

た。一方,鉄 欠乏培地 ではやや様相 を異に し,2日 以後

わずかずつ活性が 高まつて4日 目にあま り明 らかではな

い1つ の山を作 り,再 び徐 々に活 性は低下 して実験終 了

の14日 まで低 い活性 のまま続 いた。

ハ培地 の鉄含量が耐 性株 に及 ぼす 影響(図3):耐 性

株 の カタラーゼ活性 は,鉄 過剰 培地 では,培 養の ごく初

期 の著 し く高い活 性 を示 さない点は感性株 と同様 であつ

たこ。活 性再 上昇 は感性株 に比 較 して遅 れて始 ま り,あ ま

り著明でな く,そ のため発育のずれを考慮 にいれれ ば培

養前半では両株 の活性 にほ とん ど差 はなかつ たが,培 養

後半 では耐性株 の活性 は感性株 よ りもか な り低 くなつた

(図4)。 一方鉄欠乏培地 では,培 養初期 に 高 い活性 を

示 さずに途 中で一 たん山を作 り,再 び活性が低下 し実験

終了 まで再 上昇 しない とい う全体的 な経過は,感 性株 と

同 じであったが,5日 目の 山は 感 性株 の4日 目の 山よ

りもは るかに著明な ものであつた(図5)。

図3耐 性 株

図4鉄 過剰培地　 図5鉄 欠乏培地

2)菌 体内遊離 ポル フイ リン含 量(表1,図6):鉄

欠乏培地 におけ る感性株 の異 常に高い ポル フィ リン含量

が注 目され る。 この菌 では培地 や菌体が しば しば深 紅色

に染 まつていた。他 の場合では6～7日 まではほぼ直線

的 にポル フィ リン量が増大 してい るのに対 し,こ の場 合

には3～6日 の 間に飛躍 的な増量が み られ る。耐 性株 も

鉄欠乏培地で は高い ポル フィリン含量 を示 したこが,こ の

場合 は感性株 のよ うな飛躍的 な増量 はな くほぼ直線 的に

増加 して お り,し たがつ て培養3～4日 以後で は感性株

よ りもずつ と低い含 量になつた。 また耐性株で はいずれ

も実験終了の10日 までほぼ直線的な増量 を続 けたの に

対 し,感 性株 では鉄 過剰培地 では6日 以後 ほぼ 現状維

持,通 常培地 ではかえつて著 しい減量 を示 したこ。 さ らに

感性株 では7日 までは通常培地 と鉄過剰培地 との 間に

差 はないが,耐 性株 では鉄過剰培地 のほ うが常 に高 い ポ

ル フィリン含量 を示 した。すべての場合 を通 じ,検 出 さ

れたのは コプ ロポル フ ィリンのみで あつ た。
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表1培 地鉄量 とポル フィ リン量

コプロポルフィリン γper 100mg菌 重量(乾燥重量)

図6ポ ル フ ィ リ ン量 の 変 動

IV考 案

1)菌 の増殖 とカタラーゼ活性:菌 の増殖 曲線 とカタ

ラーゼ活性の変動 曲線 とを比較す る と,一 般的 な傾 向 と

して,菌 がlag Phaseか らlog Phaseに 移 り活 発 な

増 殖 を開 始す る時 期には カタラーゼ活 性 は高 く,増 殖

が軌道に乗つたlog phaseで は活性は 低 く,自 己融解

が始 ま りその産物 を基質 としての増殖が始 まる と再び カ

タラーゼ活 性は高 くな る。 この よ うな幾つかの菌発育の

phase,す なわ ち菌 の増 殖型式 の 変化は,菌 が 基質の質

的量 的の変動 や その他の環 境条件の変 動に対応 して代謝

型式 を変 えた ことの反 映 と考 え られ るが,カ タラーゼ活

性 の変動 もまたここの よ うな基 本的な代謝型式 の変化 の二

次 的な反 映 と考 え ることがで きよ う。た とえば,千 谷 らの

Pseudomonasに つ いての 業績 か ら類推 して5),log

 phaseに は もつ と も効率の よい チ トク ロム系が主動 して

い ると考 えれば,盛 んな増殖の割合には生体 内の過酸化

水素生産 は少な く,適 応 的に カタラーぜ活性 は低 下す る

だ ろ うし,チ トクロム系形成 以前 の培養初期 やチ トク ロ

ム系が系 としての 乱れ をみせ る培養後期には,自 己酸化

的 フラビン酵素系 の役割が相対的 に増大 して過酸化水素

生 産が増え,適 応的に カタラーゼ活性 も高 まるのであ ろ

う。また序言 で述べ た批判 に対 しては,培 養 が さ らに古

くなつ た時期 に カタ ラーゼ活性が再 上昇 す るとい う実験

結果 によつて答 え られ る。固 型培地 での集落形 成能力 を

菌の生死 と結びつ け ることが むしろ問題 で,こ のよ うな

集落形成能力 もまた基本的 な代謝 型式 の一現象 にす ぎな

いので あろ う。

さ らに カタラーゼ活性 は培養の過程で この よ うに大 き

く変 動す るので,た ことえば 「鳥型菌AVT株 の カタ ラ

ーゼ活性」 として一定の値 を示す こ とは無意味 に近 く,

2つ の異な る菌株 あるいは同一菌株 で培養条件の異 なる

場合の カタラーゼ活性の比 較 は,こ の変動 を十分に考慮

して行なわねばな らない。

2)培 地 の鉄 量 とカタラーゼ活性:鉄 は カタラーゼの

構成 要素 であ り,培 地 の鉄量が カタラーゼ活性に影響す

るこ と自体 はむ しろ当然であ る。 しか しその影響 の仕方

は,鉄 欠乏培地 の ように鉄量が菌 増殖のlimiting factor

になつてい ると思 われ る場合 で さえ も,鉄 が少ないだけ

活性 も低 い とい うよ うな単純 な ものではない。鉄はチ ト

クロム系 に も,二 価鉄酵素 ア コニ ターゼを通 じてTCA

サ イクル に も6),金 属 フラビン酵素 を通 じて フラビン関

与の酸化還元系 に も7),関 連 してい る。 したが つて鉄 の

多少 は,一 方で は これ ら基本的 な代謝系 のバ ランスに影

響 して8)9)1)で 述べ たよ うに 間接 的に カタラーゼ活

性 を コン トロール し,他 方では カタラーゼ自体 の構成材

料の多少 として直接的に その活性 を左右 し,あ わせ て複

雑 な影響 を及ぼすので あろ う。INHと カタ ラーゼ と

の関係について も,直 接的な相互作 用10)の ほかに,基

本的な代謝 系がINHに よつて乱 され るこ とに由来す

る間接 的な影響 を も考 慮 しなけれ ばな らないだ ろ う。

3)培 地 の鉄量 と菌 体 内遊離 ポル フィ リン含量:鉄 欠

乏培地 で遊離 ポル フィ リンが蓄積す る とい うわれわれの

成績 は,Micrococcus lysodeikticus 11), Corynebact.

diphtheriae12)な どについての成績 と一致 し,鳥 型菌竹

尾株13)に ついての成績 と一致 しない。ヂ フテ リア菌 で

は,毒 素 生産 と関連 して培地 の鉄 とポル フィ リンの関係

について多 くの研究 があ り,鉄 の欠乏がチ トク ロム形 成

を不可能 にし遊離 の形 の ポル フィ リンが蓄積 す るとされ

てい る12)14)。 鉄 欠乏培地 の感性株 で3～6日 の間に飛

躍 的にポル フィ リンが蓄積 した ことは,菌 生育 の一定の

時期 にチ トクロムが形成 され るとい う千谷 らの業績 で説

明で きる5)。通常培地 の 感性株 で7日 以後 カタラーゼ

活性の再上 昇 とともにポル フィリンが減少 した ことは,

蓄積 した コプ ロポル フィ リンの再動員に よるカ タラー ゼ

生産 を想像 させ るが,コ プ ロポル ブイ リソはヘ ム生合成

経路か らはずれたこby-productと 考 え られてお り15),

さらに検討 を要す る11)。 カタラーゼ 活性 と ポル フィ リ

ン含量の間 には一 定の関係は認 め られなかつた。
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4)感 性株 と耐性株 との差異:両 株 の差異 を現象 的に

拾 いあげてみ ると,鉄 欠乏 培地 におけ るポル フィ リン

含 量は耐性株 のほ うがは るかに低い。 と くに耐性株 ては

感 性株 にみ るよ うな飛躍 的な増加 はみ られない。 鉄欠

乏培地で み られ るカタラーゼ活性 の山は,耐 性株 のほ う

が感性株 よ りもはるか に著明で ある。ハ通常培地,鉄 過剰

培地にお けるカタ ラーゼ活性 の再上昇 は,耐 性株 では感

性株 よ りもか な り遅れ て始 ま り,し たこが つて これ以後耐

性株の活性は感性株 よ りも低 くな る。ニ感性株 の ポル フ

ィ リン含量 は通常培地 と鉄過剰培地 とで差が ないが,耐

性株 では鉄過 剰培 地で高い含 量 を示す。-こ れ らの現

象 的な差 が,INHの 抗菌作用やINH耐 性 と どの

よ うな本質 的な関連 を もつか につい ては現在何 もい うこ

とはで きない。1)2)で もふれた よ うに,基 本的 な代謝

系 とINHと の関 係を明 らかにす ることに よつて これ

ら現象 の意味 づけが は じめて可 能にな ると,わ れわれは

考 えてい る。

V結 論

1)鳥 型菌 の培養 の過程 に伴 うカタラーゼ活姓 とポル

フ ィ リン含量 との変動 を検討 した。

2)培 地の鉄量 は,菌 のカ タラー ゼ活性 に複雑 に影響

す る。

3)培 地の鉄 を制限す る と,菌 体 内遊離 コプ ロポル フ

ィ リンの著明 な蓄積 をみ る。

湯沢 ・隈部先生の御校閲 を感謝い たします。
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