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ペ ルオキ シダー ゼに よる活性INHの 変化 について
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緒 言

1957年Tirunarayanan,1) Hedgecock2)ら はINH

耐 性 結 核 菌 にペ ル オ キ シ ダ ー ゼ活 性 が 低 下 消失 して い る

こ と を報 告 し,さ らに1959年Tirunarayanan3)は

INHが ペ ル オ キ シダ ー ゼ に よつ て 非活 性 化 され る事

実 を報 告 して い る。

INH耐 性 結 核 菌の 酵 素 作 用,INFHの 生 体 内代 謝

等 に 関 して は現 在各 方 面か ら種 々 の研 究 が な さ れ,い ろ

い ろ論 議 さ れ て い ると こ ろで あ る。 著 者 もINH耐 性

と結 核 菌 ペ ル オ キ シダ ー ゼ活 性 との 関 係 に つ い て す で に

報 告4)～6)し て きたが,本 研 究 で は活 性INHが ペ ル

オ キ シ ダ ー ゼ に よ つ て受 け る変 化 に つ い て2,3の 実 験

を行 な つ たの で その 成 績 を報 告 す る。

実 験

〔実 験1〕 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ に よ るINHの 非 活 性

化 に つ いて

(実 験 材料 お よび 方 法)

表1,2に 示 す ご と く,各 種 濃 度INH含 有 液 体 培

地 に,各 種 濃 度 の ペ ル オ キ シ ダ ーゼ,ヘ ミン,カ タ ラ ー

ゼ を入 れ た さい のINH感 受 性 鳥 型 結 核 菌竹 尾 株 の菌

発 育 状 態 を調 べ た。

液 体 培 地 は血 清 を除 い たProskauer-Beckの 培 地 を

用 い た。(ア スパ ラ ギ ン5.0g,第 一 燐 酸 カ リ5.0g,硫

酸 カ リ0.5g,グ リセ リン20cc,蒸 溜 水1,000cc,

40%NaOHでpH7.0に 修正 後 ク エ ン酸 マ グ ネ シ

ウ ム1.5gを 加 え て120℃20分 滅 菌 後 使用 。)

培 養 期 間 は3週 間 と した。

ヘ ミン は第 一 化 学 薬 品,ペ ル オ キ シダ ー ゼ はHorse-

radishよ り抽 出せ る もの でNutritional-Biochemicals

 Corporation,カ タ ラー ゼ(牛 肝 カタ ラー ゼ)は 東 京化

成 工 業 の各 製 品 を使 用 した。 ヘ ミン水 溶 液 はAutoclave

で 滅 菌,ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ,カ タ ラー ゼ の 水 溶 液 は

Seitzの 濾 過 器 で 濾 過 した もの を加 え た。

(実 験 結 果)

1)　 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ に よ る活 性INHの 変 化

表1に 示 す ご と くINH20γ/cc含 有 培 地 で は,

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ3γ/ccの 存 在 でINH感 受 性 菌 が

十分発育す るの を認 めた。なお培養終了後,培 養液中の

INHの 残存 の有無 を調べ るためSchmiedel7)の 直立

拡散法 を用いて活性INH濃 度 を調べ たが,菌 の発育

良好な る ものの培養液中の活性INHは 全 く残存 して

いない ことを知 つた。

表1 INH, Peroxidase,含 有培地上 における

INH感 受性鳥型竹尾株の発育状態

+:菌 の発育良好なる もの

±:わ ず かに菌膜を形成する もの

-:菌 の発育を認めない もの

表2 INH, Haemin,含 有培地上におけ る

INH感 受性鳥型竹尾株の発育状 態

+:菌 の発育良 好なる もの

-:菌 の発育 を認 めない もの

2)　 ヘ ミンに よる活性INHの 変 化

表2に 示 すご と くINH20γ/cc含 有培地 では,

ヘ ミン10γ/ccの 存 在でINH感 受性菌が十分発育 す

るのを認 めた。

3)　 カタラーゼに よる活性INHの 変化

INH20γ/cc含 有培地 に カタラーゼ0,10,20,

50,100γ/ccを 加 えINH感 受性菌を培 養 したが,い

ずれの培 地に も菌の発育 を認 めえなかつた。

〔実験II〕 各種 微 生物の ペル オキ シダーゼ 活 性 と

INH分 解能について
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(実 験材 料 お よび方 法)

表3に 示 す 微 生 物34株 に つ い て培 養 液 中 のINH

分 解 能 を調 べ た。

B. ColiはINH2γ/cc含 有 佐 々木 氏 無 蛋 白培 地8)

(食塩5.0g,第 一 燐 酸 カ リ2.0g,硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム

0.1g,炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム1.0g,グ リセ リン20cc,

蒸 溜 水1,000cc)に5日 間 培 養 した。

表3　 各種微生物のペ ルオキシダーゼ活性 と

INH分 解能

Proteus vulgaris, B. subtilis, B. pyocyaneusの 各

菌株 もB. coliと 全 く同 じく培養 した。

Candidaの 各菌株 はINH2γ/cc含 有 サブ ローブ

イ ヨンに2週 間培養 した。

Mycobacterium avium(竹 尾株)の2株 はINH

2γ/cc含 有の血 清を除 いたProskauer Beckの 培地に

3週 間培養 した。

以上の各種微生物 を培養後,培 養液中のINH濃 度

の変化 をSchmiedel7)の 直立拡散法 によつて測定 した。

なお対照実験 と して,各 実験 と も,微 生物の接種 して い

な いINH2γ/cc含 有の各培地 を用 い同 じくINH

濃度の変化 を測定 した。

また各種微生物のペルオ キシダーゼ活性は被酸化物 と

してカテコールを胴 いて これを検 した。 すなわ ち2%

カテコール水溶液 と,そ の半量の0.3%過 酸化水素水

で試薬 を作成 し,Candida, Mycobacteriaは 直接固型

培地上 の集落 を試薬 で浸 して反応 を行 ない,他 の腸 内細

菌等 については,普 通寒天培地 よ 強pH7.0の 燐酸緩衝

液上 に掻 きとつて作 られた菌浮遊液 について反応 を行 な

つた。菌集 落が茶褐色 か ら黒色 に呈色 す る ものを陽性,

呈色 しない ものを陰性 とした。

(実験結 果)

表3に 示す ご とく実 験を行なつた34株 と もINH

分解能 を もつ株 は認 め られなか つた。す なわち各種微生

物 のペルオキシダーゼ活性 の有無 にか かわ らず,本 方法

によつてはINHを 分解 しえなか つた。

〔実験III〕 血 中活性INH濃 度 と血 清ペルオキシダ

ーゼ反応 との関係 について

(実験材料 および方法)

血 中活性INH濃 度 測定:

肺結 核患者33例 にINHをPro Kilo5mg経 口

投 与後4時 間後 の血 清中の活性INH濃 度を,Sch

miede17)の 直 立拡 散法に より測 定 した。

血 清ペルオキシダーゼ反応 陽性度 の測定:

上 記患者 について,血 清 ペルオキシダーゼ 反応 を行な

つてその陽性度 を数値 で表 わ した。

(1)　試 験管にpH7.5の 燐酸緩衝液2cc入 れ る。

(2)　被検血 清0.5ccを 加 え る。

(3) 2%カ テ コール水 溶液1.5ccを 加え る。

(4) 0.3%過 酸化 水素水1.5ccを 加えて全量5.5

ccと す る。

(5)　1時 間37℃ 放置後,褐 色に 呈色 せ る程度を光

電比色 計にかけて測 定を行な う。

(6)　ブ ラン クは被検 血清0.5ccにpH7.5の 燐酸緩

衝液5.0ccな 加 えて全量5.5ccに した ものを使 用す

る。 なお上記実施(1)(2)ま での操作 を行なつたの ち,20

%H2SO4あ るいは1%KCN水 溶液0.5ccを 加 え

てさ らに上記(3)以 後 の呈色反応 を行 なつたが全 く呈色

しなか つたので,こ の呈色反応 は酵素 によ るものと考 え

られ,こ れをブラン クと して使用すべ きで あ るが,血 清

の稀釈液が硫酸や青酸 の影響 によ り湖濁す るので試薬 の

入つ ていな い血清稀釈液 をブランクと した。

(7)　光電比色計に よる 測定は,波 長500mμ を使用

し,ブ ランクを100%の 透過率 目盛 に合わ し被検液の

透過率 を読 み,別 に作成 した標準 グラフの透過率か ら被

検 液のペルオ キシダーゼ反応陽性度 を測定 した。

標準 グラフの作成:

あ らか じめ既知のペルオキ シダーゼ濃度(0.1,0.5,

1.0,2.0γ/cc)の 水溶液 を作 る。標 品ペルオ キシダーゼ

は 〔実験I〕 に使用せ る もの,す なわ ちHorseradish

よ り抽出せ るペルオキ シダーゼでNutritional Bioche

micals Corporationの 製品 を使用 した。 そして各濃度

のペルオ キシダーゼの水溶液について上記測定法 と同 じ

方法で呈色反応 を行なつた。なお この さいのブ ラン クは

蒸溜水 と した。標準 グラフは大体原点 を通 る直 線 となつ

た。
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以上 のごと き方法 で血清 についてペル オキシダーゼ反

応 な行な い,そ の呈色度 な標品 ペルオ キシダーゼ の γ/

ccに 相当す る呈色度 と して表わ した もの な 血清 ペル オ

キシダーゼ反応陽性度(γ/cc)と した。

(実験結果)

33例 の肺結核患者につ き,上 記方法 によ り,血 清 中

INH濃 度 と血清 ペルオキシダーゼ 反応 陽性度 な調 べ,

その関係 な図1に 示 した。

血中INH濃 度 は0.2γ か ら2.5γ/ccの 間に存

在 し,血 清 ペルオキシダーゼ反応 陽性度 は,0.1γ か ら

2.3γ/ccの 問に あつ た。

(なお,別 に健康 人10名 につ き同 じ方法で血清ペル

オキシダーゼ反応 陽性度な測 定 したが,0.3γ か ら2.2

γ/ccの 間 に存在 していた。)

血 中INH濃 度 と血清ペルオキ シダーゼ反応陽性度

との問 には図1に 示 すご と く,と くに明 らかな関係は

認 められなかつた。

図1　 血 中INH濃 度 と血清ペルオキ シダ ーゼ

反応陽性度 との関係

考 案

1954年Fischer9)10)はINH耐 性 結 核 菌の 発 育 要

素 の 一 つ と して ヘ ミンが 必 要 で あ る こ と な報 告 し,1955

年Barry11)ら は 血 清,あ るい は 粗 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ,

あ るい は 塩 化 鉄 等 がINH100γ 耐 性 菌 の あ る もの の

発 育 要 素 と な つ た と 報 告 した。 ま た 同年Knox12)は

INHは ヘ ミン に よ つ て破 壊 さ れ る こと な認 め た。 さ

らに1957年Tirunarayanan,1)Hedgecock2)ら は

INH耐 性 結 核 菌 にペ ル オ キ シ ダ ーゼ 活 性 の低 下 消 失

して い る事 実 な報 告 し,さ らに1959年Tirunaraya

nan5)はINHは ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に よつ て非 活 性

化 され る事 実 な 認 めて い る。 以上 の ご と くINHの 作

用機序,INH耐 性の問題 と,ヘ ミン,ペ ルオキ シダ

ーゼ とは密接 な関係があ ることが想像 され る。本研究 に

てはINHの 非活性化 の問題について,ペ ルオキシダ

ーゼ活性 な中心 として試 験管 内実 験,お よび各種微 生物

のINH分 解能,お よび血中INH濃 度 との関係に

ついて検 討な加えた。

最初の試験管内実験にお いては,Tirunarayanan5)

の報告せ るごと く,ペ ルオキ シダ ーゼ,ヘ ミンがINH

を非活性化 し,カ タラーゼ には この作用のない ことな確

認 した。 さ らに本実験では この事実 な確か めるため,結

核 菌培養後の培養液中の活性INHの 残存の有無 な調

べ たが菌の十分発育 した ものには活性INHが 全 く残

つていない ことな明 らかに した。

Youmans13)14)はINH感 受性結核 菌は,そ の培

養濾液中に抗INH物 質 な産生 し,こ の抗INH物

質は,INH耐 性結核菌株 には少な いと述べ てい る。

と くに菌 の浸 出液 にはそれ らの菌 の培養濾液 よ りも強 い

INH拮 抗物質が存在す ることな推定 し,ま たその物

質 は菌 のカタラーゼ活性 と も関係がな いと述べ てい る。

この問題 についてはさ らに検討中 であ るが本研究 では各

種微生物のペル オキシダーゼ活性 とINH分 解能 との

関係 な調べ たが実験 に使用 した34株 すべ てにおいて,

本研究 で行 なつた方法 ではINH分 解能 な もつ株 な認

め ることがで きなかつた。すなわ ちCandida4株,鳥

型竹尾(INH5γ 耐性)株 は,ペ ルオキシダーゼ強

陽性 であつたが,培 養液中 のINH分 解は認め られな

か つた。 この事実 は これ らの微生物 のペルオキシダーゼ

が菌体 内 あるいは菌体表 面にのみ存在 し,発 育 中に培 養

液 中には容易に影 響な与えない もの と考 え られ る。

次 に生体 内での活性INHの 変化について検 討な加

えた。 血中活 性INH濃 度については,そ の値に大 き

な個人差が あることは現在 各研究者 の一致 した意見で あ

り,著 者 もSchmiede17)の 直立拡散法に よつて肺結核

患者の血中INH濃 度 な測定 しその成績 はすでに報告

6)し て きた。血中活性INH濃 度の個人差 については

人種別,あ るいは遺伝的 な原因に よるとの 報告19)も な

されてい る。INHが 経 口的に投 与され た場合,消 化

管,肝 臓,血 液 中等 において変化 な受 け非活性化 され る

ことが考 え られる。 と くに肝臓 にお けるINHの アセ

チル化作用 によつてINHが 非活性化 され る点が注 目

され,肝 臓機能 と血 中活性INH濃 度 の 関 係 につい

て,報 告15)16)17)が な されてい るが,も ちろん この関

係 について も一致 した意 見なみない現状 であ る。著者 も

先 の報告6)で 主 として膠質 反応 に関与す る肝 機能 と血

中INH濃 度 との関係を調べたが,と くに著 しい関係

は認 め られなかつた。また腸管 より吸収 され る以前 に供

試腸 内細 菌等 に よつてINIIが 分 解 されえ な い こ と

も,本 研究の第 皿 実験に よつて も明 らかに された。
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そこで血清中のペルオ キシダーゼ 反 応 陽 性度 と血中

INH濃 度 との関係 につ いて検討 を加 えた。 健康人血

清 ペルオキ シダーゼ 反応陽性度は 著者の 方法に よると

0.3γ か ら2.2γ/ccの 間に存 在 していた。血清 カタラ

ーゼ値については古 くか ら研究 が あ り
,ま た現在膵臓機

能検査の一つ として も応用18)さ れ ているが,血 清ペル

オキ シダーゼ反応の問題についてはほ とん ど 報 告 が な

い。本報告で行なつた血 清ペルオキ シダーゼ反応陽性物

質 については血 清中のCatecholを 酸化す る酵素お よび

鉄 成分等 も関係 してい ることが考 えられ るか ら,な お ま

だ真のペルオキ シダーゼ値 とはい えない。また各疾患時

におけ る血清 ペルオキシダーゼ反応陽性度について も,

さらに検 討中であ る。 本研究 で行なつた血 清ペルオキシ

ダーゼ反応陽性 度 と血 中INH濃 度 との 関係 を み る

と,血 中INH濃 度の高い もの数例には,血 清ペルオ

キシダーゼ反応陽性度 が低 い もの も認 められたが,血 中

INH濃 度 の低 い例 では,血 清 ペルオキシダーゼ反応

陽性度の高 い もの も低 い もの もあ り,明 らか な関係 は認

めえなかつた。

以上INHの 非活性化 の問題 について,試 験管 内,

お よび生体 内にて活性INHが ペルオキシダーゼに よ

つ て受 け る変化 につ いて考察 を加 えたが,INH代 謝

とペルオ キシダーゼ活性 の問題,と くに生体 内の 活 性

INHの 変化 につ いては今後 なお多 く検 討 され る必要

が残 されてい ると思 う。

結 語

ペルオキ シダ ーゼに よるINHの 非活性化 につ いて

実 験を行なつた。

1)　試 験管 内実験においてINHは ペルオキ シダー

ゼ,ヘ ミンに よつて非 活性 化 され,カ タラーゼに よつて

は非活性化 されなか つた。

2)　 各種微生物34株 をINH含 有液 体培地に培養

して,培 養液 中のINH分 解能 な調べ たが,ペ ルオキ

シダーゼ陽性株,陰 性株 ともINH分 解能 を もつてい

る株 な認 め ることがで きなか つた。

3)　 肺結核患者33名 につ いてINHを 体 重pro

kilo5mg経 口投与4時 間後の血清中INH濃 度 と

血清 ペルオキシダーゼ反応 との関係について調べたが,

一定の関係 は認 めなかつ た。

稿 を終 わ るにのぞ み,御 指導,御 校 閲を賜 わつ た恩師

平井金 三郎教授 に深謝 いた します。
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