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前鞭>2)に おいて,isoniazid(以 下INH)人 工耐性 お

よび 自然耐性 ヒト型結核菌 と,非 定型抗酸菌は・INH感

性 ヒト型結核菌 に比べて,14C-INHの 取 り込みが少な く・

しか もi4C-INHの 取 り込みは,菌 のINH耐 性 度 と 相

関があ り,INH人 工および 自然耐性 ヒ ト型 結 核 菌 と・

非定型抗酸菌 のINH耐 性機構は,菌 のINHに 対 す る

透過性の低下が主なものであろ うと推論 した。

前鞭)の 実験条件では,菌 とINHと の関係だ け を み

るため,燐 酸緩衝液中において菌 と14C-INHを 接 触 さ

せたが,菌 が増殖過程にある とき,KC-INHと 接触す る

と,ど のよ うな態度 をとるか検討する必要が ある◎今回

はこの点 と,さ らに菌体内に取 り込 まれた1ac・-INHが,

どの ような運命をたどるかを追求 し,こ れ に よ りINH

の作用機作お よびINHに 対す る耐性機構を解明 しよう

と試みた。

実 験 材 料

1)使 用培地

前報1)と同様に,Tween80加 合成培地(TSM培 地)

を使用 した。

2)14C-INH

前報1)と同様,第 一化学薬品製 の ものであるが,1℃ の

位置はcarbony1基 に入つていて,今 回使 用 した14C-

INHのspecificactivityは,1.29mc/m・molで あ る◎

3)使 用菌株

前報1)2)と同様 ヒ ト型結核菌H37Rv(INH感 性株)お

よび同INH人 工耐性株H37RvRINH(50γ/ml以 上 耐

性)を 用いた。非定型抗 酸菌は上田株を使用 したが,こ

の株は前報2)で使用 した株 と異 な り,1%小 川培地 に継

代中,変 異を起 こした と考 えられ,R型 を示 し,し か も

INH耐 性 は10γ/mlで あつた。 この株はTSM培 地上

ヒ ト型結核菌 とほ とん ど同程 度の発 育態度 を示 した。

実 験 方 法

1)全 菌体のi4C--INH取 り込み実験

前記 ヒ ト型結核菌2株 お よび非定型抗酸菌 上 田 株 の

TSM培 地約2週 間培rs4mlを,7本 の容it500mlの

三 角 コルベ ンに入れたTSM培 地200mlに 接種 し10日

間37℃ に培養 した。この培養 に,i4C-INHを 終 末濃度

が2γ/mlま たは4γ/mlに な る よ うに 無菌的に加え,

さらに7日 間37℃ に培養iした。 この 董4C4NHを 加 え

た培養を遠心沈澱 に よ り上清 と菌体 とに分 け,菌 体 を

100mlの0.2%Tween80加 生理的食塩水を もつ て,

上清にcountを 認めな くな るまで5回 洗浄 した◎ この

洗浄菌体の一部を,ガ ラス玉を入れた試験管 内で 手振法

に よ り均等化 し,そ の一定量(約2～3mg乾 燥菌量)

を試料皿に取 り,乾 燥後gasfiOwcounterを 用 いて,

菌体 のradieactivityを 測定 し,乾 燥 菌 量mg当 りの 】

cpm(countsperminute)で 表わ した。

2)無 細胞抽出 液 中 へ の!℃-INHのincorporation

の測定

前記3株 の洗浄菌体を6～8mZの 蒸溜水に浮遊 させ,

超 音波で約10分 菌体を破壊 し,10,000rPm,20分 遠沈

し,菌 体 を除いた。 この遠心沈澱上清を無細胞抽出液 と

した。 この無細胞抽出液につ いてLowry3)の 方法に よ

り蛋白を定量 した。 さらに この無細胞抽出液の一 定量 を

試料皿に取 り,そ のradioactivityをgasfiowcounter

を用いて測定 し,蛋 白 量1mg当 りのcpmで 表わ し

た。

3)無 細胞抽出液の三 塩化酷 酸(TCA)分 画法お よび

Toru EDA (Department of Bacteriology, Faculty of Medicine, University of Tokyo, Bunkyo-ku, 

Tokyo, Japan)  : Studies on the Action of Isonaiazid to Tubercle Bacilli and the Mechanism of the 

Isoniazid-Resistance in Mycobacteria. ill. — Kekkaku, 38 (10) :395-398, 1963.
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雲4C-INHのincorp◎ratio獄 の測定

前記3株 の無細胞抽 出液 を,Schneider4》 の変法に よ

りTCA分 画を行 なつた。すなわち無細胞抽 出液2・5〃3∫

に氷冷 した10%TCA7.5梛 を加え,1時 間氷 室に放

置 したのち,3,000rpm15分 で遠沈 し,上 清 と沈 澱 部

に分け,上 清を酸溶性分 画 とし,沈 澱部を酸不溶性 分画

とした。酸溶性 分画は,そ のまま一定量を不銃鋼試 料皿

に取 り,gasnowcounterでradioactivityを 測定 し,

原試料無細胞抽出液中の蛋 白量 〃3g当 りのcpmで 表わ

した。酸不溶性分画は さらに10%TCA2・5認 で2回

洗浄 し,1NKOHを 加えて溶解 し,そ の 一定量を不錺

鋼試料皿に取 り,gasnowc◎unterでradioactivityを

測定 し,原試料無細胞抽出液 中の蛋 白量 獅g当 りのcpm

で表わ した。

実 験 結 果

1)INH感 性 ヒ ト型結核菌に取 り込 まれ た 三4C-INH

の菌体内分布

ヒト型菌H37RvのTSM培 地10日 培養に,14C-INH

を2γ1桝 にな るように加え,さ らに7日 間培養 したあ

との全菌体 その無細胞抽出液,酸 溶性分画,お よび酸不

溶性分画への14C-INHのincorporationを 検討 した結

果を表1に 示 した。全菌体では458cpm加gdryweight,
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そ の 無 細 胞抽 出液 で は671cPm加gprotein,さ らに酸 溶

性 分 画 で は469cpm加8protei癒,酸 不 溶性 分 画 で は168

cpm/辮8'proteinで あ つ た ◎

無 細胞 抽 出液 内 の酸 溶 性 分 画 お よび 酸不 溶 性 分画 へ の

霊4C-INHのincorporationの 割 合 は
,前 者 に73.6%,

後 者 に26.4%で,菌 体 内 の ユ4C-INHの 大 部分 は酸 溶 性

分 画 に 見 出だ され た ◎

2)INH人 工 耐 性 ヒ ト型 結 核 菌 に取 り込 ま れ た 茎4C-

INHの 菌 体 内分 布

ヒ ト型 菌H37Rvの 人工INH耐 性 株 のTSM培 地10

日培 養 に,霊4C-INHを2γ/甥zに な る よ うに 加 え,さ ら

に7日 間 培 養 した あ との 全 菌 体,無 細 胞 抽 出 液,酸 溶性

結 核 第38巻 第10号

Table2.Distributionof14C-IsoniazidIncor・
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分 画 お よび酸 不 溶 性 分 画へ の14C-INHのincorporation

を表2に 示 した 。

全 菌 体 では65cpm加8dryweight,無 細 胞 抽 出液 で

は53cpm加gpr。teinで あ り,INH感 性 親 株 に比 べ て

著 明 に少 ない14C-INHのincorporationを 示 した 。 ま

た酸 溶 性 分 画 で は36cpm/〃3gprotein,酸 不 溶性 分 画 に

は11cpm1〃38proteinで,無 細 胞 抽 出液 中 の両 分 画 へ

のincorporationの 割 合 は,前 者 に76。6%,後 者 には

23.4%で,INH感 性 親 株 同 様,菌 体 内 の14C-INHの 大

部 分 は 酸溶 性 分 画 に認 め られ た 。

3)非 定 型 抗 酸 菌 上 田株 に取 り込 ま れ た14C-INHの

菌 体 内分 布

非定 型 抗 酸 菌上 田株 のTSM培 地10日 培 養 に,纂4C-

INHを4γ1魏zに な る よ うに加 え,さ ら に7日 間 培 養 後

の全 菌 体,無 細 胞 抽 出液,酸 溶 性 分 画,酸 不 溶 性 分 画 へ

の14C-INHのincorp◎rationを 検 した 結 果 を 表3に

示 した。 全 菌 体 で は187cpm加8dryweight,無 細 胞

抽 出液 で は315cpm加8protein,酸 溶 性 分 画 で は226

cpm加9Protein,酸 不 溶性 分 画 で は47cpm/〃39Pro・

tei轟 とな り,無 細 胞 抽 出液 中 に おけ る14C-INHの 酸 溶

性 分 画 お よび 酸 不 溶 性 分 画 へ のincorporationの 割 合 は,

前 者 に82.4%,後 者 に17.6%で,ヒ ト型 菌 同様,菌 体

内 の14C-INHの 大 部 分 は 酸 溶 性 分 画 に認 め られ た 。
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考 察

前報塞)2)に報告 した ように,INH耐 性 の ヒ ト型結核菌

お よび非定型抗酸菌は,INH感 性 ヒト型結核菌 また は

非定型抗酸菌 に比べて14C-INHの 菌体 内への取 り込 み

が少な く,し か もINH耐 性度 と 重4C-INHの 菌体内取 り

込みは平行関係にあると考 えられ ると述 べ た。 前報1)2)

においては,こ の関係を非増殖過程において追求 したの

で あるが,今 回は増殖過程 において もINH耐 性菌は感

性菌に比べて1℃-INHの 取 り込みが少ないかを 検 討 し

た。

TSM培 地で ヒト型 結核菌を培養する と,深 部に発育

し,約10日 か ら14日 で対 数増殖期にな り,こ の時期に

おいて代謝活性が もつ とも旺盛 となる。 この時期 のH37

RvRINH,上 田株の 培 養 に 霊4C-INHを2γ 加Zま たは

4γ加 」に加 えると,菌 はそのまま増殖を続 け,濁 度 は

増加す る。 またH37Rvで も 鼠4C-INHを2γ 加Zに 加え

ると,耐 性株に比べてその程度は劣 るが濁度 は 増 加 す

る◎著者はTSM培 地10日 培養 中に 塞4C-INHを 加 え,

菌 と14C-INHを 接触 させた結果,ヒ ト型結核菌で も非

定型抗酸菌上 田株で も同様に,INH耐 性菌は感 性 株 に

比べて14C-INHの 取 り込みが少 ない ことを認 めた。す

なわち増殖過 程において も,INH耐 性菌は感性 菌 に 比

べて 憲℃-INHの 取 り込みが少ないことが分かつた。

しか し,全 菌体の 盆4C-INHの 取 り込みの大小を,菌

体内へ の14C-INHのincorporationの 大小 と同一 に考

えて よいか検討す る必要がある。菌体全体の 重4C-INHの

取 り込みは,cellwa11に 吸着 された14C-INHお よび実

際に細胞質内に入つた14C-INHの 総和 として表現 され

る。 したがつて,真 に菌体内に取 り込 まれ た14C-INH

の量は,cellwa11等 の表面構造に吸着 された ユ4C-INH

を除いた もの,換 言すれば無細胞抽 出液 中 の コ℃-INH

の量を比較すぺ きであると考えられ る。著者 は菌体内に

取 り込 まれ た14C-INHの 量を,無 細胞抽出液で検討 し

た結果,全 菌体 と同様にINH耐 性菌では少 な く,感 性

菌では多かつた。す なわちINH耐 性菌は,感 性 菌に比

べては るか に少ない14C-INHを 取 り込む ことが 明 らか

になつた。

さ らに菌体内に取 り込 まれた14C-INHの 行方を 追 求

す る ために,無 細胞抽出液 につ いてTCA分 画法 を 行

なつた◎ 一般にTCA分 画法 に よれば,酸 不溶性分画

には1ipid,protein,核 酸等が入 り,酸 溶性分 画には多

糖体,無 機塩類,ATP,DPN等 のoligonucleotide,お

よびpyridoxal等 のcoenzymeが 入 る◎14C-INHを 作

用 させたINH感 性お よび耐性 ヒ ト型結核菌 と,非 定型

抗酸菌の無細胞抽 出液についてTCAで 分画す ると,そ

のradioactivityの 大部分は3株 ともに酸溶性分画 に認

められた。
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すなわちINH感 性お よび耐性 ヒ ト型結核菌 と非定型

抗酸菌 との間に14C-INHの 菌体内分布 の様式 に大 差 は

ない もの と考 え られた。INHの 作用機作が,酵 素の阻

害を主 とし,そ れ にsubstrateのa薙alogueと して結合

す るものであれば,菌 体 内に取 り込 まれ た14C-INHは

菌体内の蛋白に結合す ると考え られ る◎ もち ろ んINH

とenzymeと の結合は不安定な もの と考 え られ るか ら,

TCA分 画に よ り遊離す ることも考慮 しなけれぽな ら な

いが,そ れに して も菌体 内に取 り込 まれた14C-rNHの

大部分が,酸 溶性 分画に認 められた こと,お よび続 報に

おいて述べ るように 酸溶性分 画中にfreeのINHは ほ

とんど認め られ な い こ とか ら,INHの 作用 点 は 特 定

酵素蛋 白と結合 して これを不活化す ると考え るよ り,む

しろ酸溶性分画中にあ る必須物質,た とえぽ あ る 種 の

coenzymeと 結合 してこれを不活化 させ ることにある と

考 えられ る。 しか もINH耐 性菌 と感性菌 で同様 な結 果

を得た ことは,INHの 作用 点はINH耐 性お よび感性菌

との間 に相違がない ことが考 えられ る。

Barclay5)ら は,INHに 接触 したINH感 性 ヒ ト型菌

は一度分裂 して,そ こで発 育が停止す る と述べてい る。

このこ とはINHが 菌体代謝系 に入 つても しば ら くは

菌 体の代謝系がほぼ完全に作動 し,INHが な ん ら か の

代謝を受 けてか ら,増 殖に必要な代謝系が止 まるとい う

ことを表わ してい る。今回の著者 の実験 においては,発

育 しつつ ある菌体に7日 間14C-INHが 接触 したの で あ

り,そ こで菌体 内代謝系に 三4GINHが 入つた と思われ

るか ら,代 謝系 が止 まつた ときの終末産物 の中に,ユ℃-

INHが 取 り込 まれ てい ると思われ,そ れが酸溶 性 分 画

に集まつ てい るもの と考え られる。INH耐 性菌の 場 合

で も,少 ないなが らもそ こに41C-INHが 見出だ されて

いる。 したがつてINHの 作用 機作 として,INH感 性

菌 においては まずINHは 細胞質膜 を通過 し細胞質に入

る。その後,代 謝系に入 り,INHと 結合 した 物 質 が菌

の発育 に必須な代謝を阻害す るものでは ないか と考え ら

れ る。

INH耐 性菌では,ま ず細 胞質膜のINHに 対す る透 過

性 が低下 し,細 胞質内にINHが 入 りに くく,し たがつ

て代謝系 の 阻害 が 起 こらない と考え られ る。 しか し耐

性 菌で も細胞質 中の酸溶性分画に,少 しでは あるが1℃-

INHの 取 り込みがみ られ るので,こ れが実際 に代 謝 系

に入つた ものか あるいはfreeのINHと して存在す る

ものか 検討す る必要があ る。 また 酸溶性分画 に 入つた

コ4C-INHが
,さ らに菌体 内 で どの ような代謝を受けて,

菌に作用するか追求す る必要があ り,こ の点 に関 して も

検討 したので,次 の報告で述べ ることに したい◎

結 論

ヒト型結核菌H訂Rvお よび同人工INH耐 性株 と,



非定型抗酸菌上田株のTween80加 合成培地10日 培養

にi4C-INHを 加え,さ らに7日 間37℃ に培養 した菌

体 におけ る μC-INHの 取 り込 み,お よび菌体の無細胞

抽 出液中への14C-INHのincorporationを 検討 し・ さ

らに無細胞抽出液のTCA分 画を行 ない,菌 体内に取 り

込 まれた1℃-INHの 行 方を追 求 して次 の結果を得た。

1)ヒ ト型結核菌お よび非定型抗酸菌 において,増 殖

過程 において も,INH耐 性菌は同感性菌 に比べて14C-

INHの 取 り込 みが少なかつた。

2)前 記3株 の無細胞抽出液 にお い て も,INH耐 性

菌 は同感性菌に比べてKC-INHのincorpOrationが 少

なかつた。

3)前 記3株 の無細胞抽出液につ いて,TCA分 画を

行ない各分 画のradioactivityを み ると,INH感 性菌

お よび耐性菌 ともに,取 り込 まれたi4C-INHの 大部分

は酸溶性分 画に認め られた◎

4)以 上 の成績 よ り,ヒ ト型結核 菌お よび非定型抗酸

菌 において,INH耐 性菌はiAC-INHを 菌体 内に取 り込

まず,INH耐 性機構は菌 のINHに 対す る透 過性 の低下

が主な もの と思われ,ま たINHの 作用点 はcoenzyme

に関係があ ると推定 され た◎

本論文の要 旨は,昭 和37年4月 第37回 日本結核病

学会総会(京 都)に おいて発 表 した。

稿を終わ るにのぞみ,終 始 ご指導下 さい ま した秋葉朝

一郎教授な らびに当教室の横 田健博士,高 橋昭三博士に

心か ら感謝いた します。
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 Studies oit the Action of Isoniazid to Tubercle 

Bacilli and the Mechanism of the Isoniazid-Resist-

ance in Mycobacteria. III. 

 The author reported in previous papers that the 

isoniazid-resistant strains of tubercle bacilli or of 

atypical mycobacteria incorporated less amount of 
"C-isoniazid than the isoniazid-sensitive strains, in 

non-growing but actively metabolizing state. 

 This paper deals with the incorporation of "C-

isoniazid into the isoniazid-resistant and isoniazid-

sensitive strains of mycobacteria at the growing 

phase, and the investigation of the metabolism of 
14C-isoniazid in these microbes . 

 When the isoniazid-sensitive strain of Mycobac-

terium tuberculosis H37Rv was grown in the Tween 

SO synthetic medium not containing isoniazid for 

10 days at 37°C, followed by further cultivation in 

the same medium containing 2 mcg/ml of "C-iso-

niazid for 7 days at 37°C, more than 10 times a-

mount of "C-isoniazid was incorporated into the

cells, as compared with the case when the isoniazid-

resistant strains were cultured with the same pro-

cedure. Contents of "C-isoniazid in the cell-free 

extract of isoniazid-sensitive strain was also much 

higher than that of isoniazid-resistant ones, as in 

the case of whole cells. 

 When these cell-free extracts were fractionated 

with trichloroacetic acid, almost all radioactivity of 

"C-isoniazid was found in the acid-soluble fraction 

rather than in the acid-insoluble fraction. 

 From these results, it is suggested that the ac-

tion of isoniazid to sensitive mycobacteria is the 

inhibition of biochemical activity of acid-soluble 

substance, probaly of a coenzyme, rather than the 

inactivation of active site of an enzyme, and that 

the mechanism of the isoniazid-resistance depends 

on smaller incorporation of isoniazid by the resist-

ant strains, probably due to the decreased perme-

ability of cell-surface (cytoplasmic membrane) 

against isoniazid.


