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緒 言

抗酸菌の カタラーゼ活性 については1926年 以来戸田

1),占 部2),広 木5)に よ り種 々の基礎実験が行 なわれ,

カタラーゼ活性は牛型菌が もつ と も弱 く,つ いで人型菌

で鳥型菌はやや強 く,非 病原性抗酸菌 は きわめて強 い こ

とが知 られ ている。

1958年O.Schweigerら4)は 種 々の条件下 において

人型菌,牛 型菌お よび自然界抗酸菌 のカ タラーゼ活性 を

定量的に測定 し,種 々の温度 とpHに お ける カ タラー

ゼ活 性値 よ り人型お よび牛型菌の毒力菌 を人型お よび牛

型の無 毒力菌,自 然界抗酸菌 よ り分類 しうることを述べ

Table 1

Catalase Activity of Mycobacteria at Various pHs
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た。1960年G.P.Kubicaら5)は 一定条 件下で各種 抗

酸菌 のカ タラーゼ活 性について定性試験を行ない,人 型

菌,牛 型菌 を他の抗酸菌 よ り分類す る手段 と して有効 な

方法 である と報告 してい る。 われわれは 種 々のpH,

温度下 において抗酸菌 のカ タラーゼ活性 を定性 す ること

によ り抗酸菌 を分類 しうるか どうか,人 型菌,牛 型菌の

毒力菌 を無毒力菌 よ り大 別 しうるか どうか検 討 し若 干の

知見 を得 たので報告す る。

実 験 方 法

1)　 使用菌株

表1に 示 す ごと く人 型菌,牛 型菌,鳥 型菌,非 定型

抗酸菌,自 然 界抗酸 菌計26株 について実験 した。

各菌 株 と も1%小 川培地4週 間培養 の もの を 使用

した。

2)　 pHと カ タ ラ ーゼ 活 性 との 関 係

1%小 川 培 地斜 面 よ り2白 金 耳(3mgの 標 準 白-金

耳)の 菌 を と りbuffer0.5ccの 中 に 入 れ,懸 濁20分

間 放 置 後10%Tween80と30%H2O2の1:1

混 合 液0.5ccを 静 か に 加 えて 発 泡 の 状 態 を観 察 した。

各 菌 株 と もpH1,7,10に お い て 室 温 で 定 性 した。

pH7の 場 合 は1/15mol phosphate buffer使 用,pH

1,10の 場 合1/15citrate bufferを 使 用 した 。

3)　 温 度 と カ タ ラ ーゼ 活 性 との 関 係

2)　 と同 様 に2白 金 耳 の 菌 をpH7.0,1/15mol

 phosphate buffer 0.5ccに 入 れ た 菌 懸 濁 液 を恒 温 槽 に

20分 間 入 れ た の ち10%Tween 80と30%H202

1:1混 合 液 を静 か に加 え発 泡 の 状態 を観 察 した。 温 度

は室 温,50℃,58℃,60℃,68℃,70℃,80℃ に お

い て定 性 した。2),3)と も中試 験 管 を 用 い て 実 験 した 。

Table 2

Catalase Activity of Mycobacteria at Various Temperatures
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4)　 カタラーゼ活性判定 の方法

発泡の状態 を10%Tweenと30%H2O2等 量

混合液添加後20分 間観察 した。発泡の状態 は表 には下

の ごとき判定基準 で記 載 された。

-泡 が全 く発 生 しないまたは表面に数 コの泡が発生

± 表面 に一層 程度 の泡発生

+表 面 に層 をな して泡 発生(泡 の層3mm以 内)

++表 面 に層 をな して泡発生(泡 の層3mm以 上)

実 験 成 績

表1に 示 す ご と くpH1に お い て 人 型 菌,牛 型 菌,

鳥 型 菌 の 中 でH37Rvの み+で 他 は-で あつ た。

atypical acid-fast bacilliで はphotochromogenic

 strainのNo.1,No.8,scotochromogenic strainの

No.6,三 池 株 がpH1で+で 他 は-,自 然 界 抗酸

菌 はす べ て-で あ つ た 。pH7で は 各菌 株 と もカ タ ラ

ー ゼ 陽 性 で あ つ た が 人 型 菌 のH37R
v,H37Ra,

photochromogenic strain,scotochromogenic strain,

rapid grower,自 然 界 抗 酸 菌 が と くに強 陽性 で あ つ た 。

pH10に お い て も人 型菌,牛 型菌,鳥 型菌 の 中 でH37Rv

の み+で 他 は 一 で あ つ た 。atypical acid-fast bacilli,

自然 界 抗 酸 菌 で はpH10で は ほ とん ど カ タラ ーゼ 陽

性 で100616の み が-で あつ た。 温 度 と カ タ ラ ーゼ 活

性 との 関 係 は 表2に 示 した 。

す な わ ち50℃ で はBCG予 研 株 の み カ タ ラ ーゼ

陰 性 とな つ た が58℃ で は 人 型 菌H37Rvと 牛 型 菌

D4を 除 くす べ て の 人 型 菌,牛 型 菌 は カ タ ラ ーゼ 陰 性 を

示 した 。68℃ で は人 型菌,牛 型 菌 の す べ て が 陰 性 とな

つ た 。 鳥 型 菌A71,non-photochromogenic strainの

100616,自 然 界 抗酸 菌 の ±3株,竹 尾株 は68℃ で

カ タラ ーゼ 陰性 を示 したが,atypical acid-fast bacilli

お よ び 自然 界 抗酸 菌 は一 般 に70℃ で もカ タラ ーゼ 活

性 強 陽性 の ものが 多 い 。 鳥 型菌11755,4110は70℃

で もカ タ ラーゼ 陽性 で あ つ た。80℃ で はす べ ての 抗 酸

菌 は カ タ ラ ーゼ 陰 性 で あつ た。

総括および考案

1926年 戸田はわが国において は じめて 抗酸菌の カタ

ラーゼ作用 についての基礎的研究 を行ない,非 病原性抗

酸菌 は カタラーゼ作用が強 力であ り他の抗酸菌 よ り分類

可能 である ことを報告 した。また非病原性 抗酸菌 を用 い

pHお よ び 温度 と カ タラーゼ 活性 との関係 について調

べ ・チモテ菌 は75℃ で カタラーゼ 活性消失す ること

を認 め,か つ非病原性抗酸菌 はpH6.4～7.7で カタラ

ーゼ作用が強 いことを報告 してい る
。

占部,広 木等 も追試かつ検討 し戸 田と同様の成績 を得

てい る。結核菌 の カタラーゼ作用については当研究所,

海老名 ら6)お よび 石川7)はBCGを 用いて研究 を行

なつてい る。す なわ ちBCGの カタラーゼ活性 を定量的

に測定 し,BCGの カタラーゼ活性は その生菌数 と平行

関係 にあ りBCG効 力 の迅連 判定法 として有効な方法

で あることを報告 してい る。1954年G.Middlebrook8)

の報告以来INH耐 性菌の毒力低下,カ タラーゼ活性

低 下の問題については多 くの報告9)が 行 なわれている。

毒 力 とカタラーゼ活性について 注 目し,O.Schweiger

らはSauton培 地培養 の人型菌,牛 型菌,自 然界抗酸菌

の カ タラーゼ活性 を種 々のpH,種 々の温度 下において

定量す ることに よ り,人 型毒力菌,牛 型毒 力菌 を人 型無

毒力菌,牛 型無毒力菌,自 然界 抗酸菌 と大 別 せ ん と試

み,次 の結論を得た。

す な わ ち 「人 型 毒 力 菌,牛 型 毒 力 菌,M.phleiは

pH1.2で カ タ ラ ーゼ 陽 性,人 型 無 毒 力 菌,牛 型 無 毒 力

菌 はpH1.2で カ タ ラー ゼ活 性 が は つ き りしな い 。 人

型毒 力菌,牛 型 毒 力 菌 は64℃ ～68℃ で カ タ ラ ーゼ 活

性 消失 す るが,人 型無 毒 力 菌,牛 型 無 毒 力 菌 は58℃ ～

60℃ で 消 失,自 然 界抗 酸 菌 は70℃ ～88℃ で消 失 す

る」 と。1959年M.Nastaら10)は 非 定 型 抗 酸 菌 をO.

Schweigerの 成 績 に 従 つ て 分 類 を試 み てい る。1960年

G.P.Kubicaら は 定 性 的 に 追 試 実 験 しpH7,温 度

68℃ で カ タラ ーゼ 陰性 の もの は人 型 菌,牛 型菌 で あ り,

陽 性 の もの は 他 の 菌 型 で あ り分 類 上 有 効 な もの と報 告 し

て い る。 わ れ わ れ の 実 験 で はpH1でH37Rvは カ タ

ラ ーゼ 陽 性 で 他 の 人 型 菌,牛 型 菌 は 陰 性 で あ り,人 型

菌,牛 型 菌 の 中 でpH1で カ タ ラ ーゼ 陰 性 の もの は 無

毒 力 とは結 論 しが た い 。photochrornogenic strainlこ

属 す るNo.1,No.8,scotochromogenic strainに

属 す るNo.6,三 池 株 はpH1で カ タ ラー ゼ 陽性 で

あっ た。non-photochromogenic strainはpH7,

PH10い ず れ にお い て もカ タ ラーゼ 活 性 が 低 い傾 向が

認 め られ た。PH10に お い てH37Rvを 除 い て人 型

菌,牛 型 菌,鳥 型 菌 は す べ て カ タ ラーゼ 陰 性 で あ り,

atypicalacid-fastbacilliお よ び 自然 界 抗 酸 菌 で は

100616以 外 の す べ て が カ タ ラ ーゼ 陽 性 で あつ た。

温 度 と カ タ ラ ーゼ 活 性 との 関 係 をみ る と,58℃ で は

H37Rv,牛 型D4株 を 除 くす べ て の人 型菌,牛 型 菌 が カ

タ ラー ゼ 陰性 とな り,68℃ で はす べ て の人 型菌,牛 型

菌 が 陰性 とな つ た 。58℃ で カ タ ラーゼ 陰性 の もの はす

べ て無 毒 力 株 と はい い が た く,O.Schweigerら の結 論

とは 完 全 に は 一 致 を認 め えな い。 しか しH37Rv,牛 型

毒 力 株D4で は60℃ で カ タ ラ ーゼ 陽 性 で あ り,彼 らの

結 論 と一 致 の傾 向 を 認 め うる。 ま たG.P.Kubicaら は

68℃ で カ タラ ー ゼ 陰性 の もの は人 型菌,牛 型菌 で あ る

と した が,わ れ わ れ の成 績 で は人 型 菌,牛 型菌 の ほ か 鳥

型菌A71,non-photochromogenic strainの100616,

自然 界 抗酸 菌 の 竹尾 株 で も68℃ で カ タ ラーゼ 反 応 陰

性 の成 績 を得 た。 こ の カ タ ラ ーゼ 定 性 試 験 で はす べ て培
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養4週 目を使用 したので 培養 日数の影響 も考慮 すべ き

もの と思われ る。

結 論

1%小 川培地に4週 間培養の各種抗酸菌 につい て 種

々のpH,種 々の温度下 におい て カタラーゼ 活性定性

試験 を行ない次 の結 論を得 た。

1)　 室温pH1,お よび 室温pH10に お いて人型

菌4株,牛 型菌6株,鳥 型菌3株 の うちH37Rvを

除 く12株 は カタラーゼ 反応陰性で あつた。atypical

 acid-fast bacilliお よび自然界抗酸菌 は室温PH10に

お いてカ タラーゼ反応強 陽性 または陽性 の ものが多い。

2)　 人型菌,牛 型菌 はpH7.0,68℃ で カタ ラーゼ

反応陰性で あつ た。 しか しpH7.0,68℃ で カタラーゼ

陰性の もの は人型菌,牛 型菌 である とは断言 で きない。

3)　 カタラーゼ定性試験 は菌型鑑 別上参考 にな りうる

が確実な判定法で はない。
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Studies on Catalase Activity of Acid-fast 

BAcilli. Especially of atypical acid-fast bacilli. 

Kozo SATO and OKo SATAKE (The Research 

Institute for Tuberculosis and Leprosy, Tohoku 

University. Director: Prof. Toshiaki EBINA)

In 1958 Schweiger et al. determined catalase 

activity of acid-fast bacilli quantitatively at dif

ferent pHs and temperatures, and suggested the 

possibility of discriminating virulent human and 

povine strains from their avirulent variants and 

saproplytic acid-fast bacilli.

Also Kubica et al. in 1960 proved the qualita

tive catalase activity determination to be an 

effective method for the classification of the 

strains.

The present authors discussed the possibility 

of subgrouping on the basis of catalase activity 

at different pHs and temperatures.

Experimental Method

From 4-week-old cultures on Ogawa's slant*

of 26 strains of humar, bovine and avian 

tubercle bacilli, and atypical acid-fast bacilli, 

2 loop-fuls of colonies were taken in 0.5 cc of a 

buffer solution to prepare homogenous suspen

sion. After a test tube 17 mm diameter contain

ing the suspension remained standing for 20 min

utes at room temperature, 0.5 cc of a 1:1 

mixture of 10 per cent Tween 80 and 30 

per cent hydrogen peroxide was added and the 

evolution of bubbles was observed.

Catalase activity was determined at pH 1, 7 

and 10 at room temperature and at 50•Ž, 58•Ž, 

60•Ž, 68•Ž, 70•Ž, and 80•Ž at pH 7.

The criterion of the degree of evolution of 

bubbles was as follows:

- no bubbles or several bubbles at surface

•} barely forming a layer of bubbles at surface

+a layer of bubbles below 3 mm in height

 at surface

++H a layer of bubbles above 3 mm in height

 at surface

Experimental Results

As shown in Table 1, of the human, bovine 

and avian strains, H37Rv alone was catalase-pos

itive at pH 1 and the others were all catalase

negative.

Among atypical acid-fast bacilli, photochro

mogenic strains No.1 and No. 8 and Scotochro

mogenic strain No. 6 were catalase-positive at 

pH 1 and the others were negative. Saprophytic

Ogawa's egg medium cantaining 1% potassium dihyd

-rogen phosphate.


