
抗 酸 菌 に 対 す るIsoniazidの 作 用 機 作 お よび

抗 酸 菌 のIsoniazid耐 性 機 構

第2報 患者 分離人 型結 核菌 お よび非 定型

抗 酸菌 の14C-isoniazidの 取 り込 み

江 田 亨

東京大学医学部細菌学教室(主 任 秋葉朝一郎教授)

受付 昭和37年10月17E

前報1)に おいて,ヒ ト型結核菌人工isoniazid(以 下

INH)耐 性株は,INH感 性親株に比べて明らかに少な

いi4C-INHのuptakeを 示 し,ま たINH感 性株では

菌の発育令の若い時期および菌の代謝活性の旺盛な時期

に14C-INHのuptakeが 多いことを述ぺた。そしてヒ

ト型結核菌のINH耐 性機構は,お そらく耐性菌のINH

に対する選択的透過性の低下によるものと考えられるこ

とを述べた。

薬剤耐性機構について,と くに腸内細菌の多剤耐性の

機構にあつては,人 工耐性菌 と自然耐性菌との間に相違

があるという当教室の横田らの報告2)がある。 ヒト型結

核菌のINH耐 性においても,そ のような相違点がある

かどうか検討するため,患 老分離のヒト型結核菌につい

て,前 報告1)と同様にINH耐 性 と14C-INHのuptake

との関係を追求 し,さ らに菌のCatalase活 性 との関係

を検討 した。また非定型抗酸菌についても同様 に菌 の

14C-INHに 対する態度を検討したが
,自 然分離ヒト型

結核菌および非定型抗酸菌についても,菌 のINH耐 性

とiac-・INHのuptakeに 相関がみられたのでここに報

告する。

実 験 材 料

1)使 用培地

前報告1)と同様,Tween80加 合成培地(TSM培 地)

を用いた◎

2)i4C-INH

前報告りと同様のものを用いた◎

3)使 用菌株

肺結核患者の喀疾より新しく分離したヒト型結核菌5

株 および教室保存ヒト型結核菌3株 と,教 室保存非定型

抗酸菌scetochromogen4株,non-phetechremogen2

株,計6株 を用いた。

これらの菌株は,2週 に1度TSM培 地 に継代 して用

いた。TSM培 地におけるこれらの菌株の発育はほぼ均

等な発育をし,ヒ ト型菌ではH37Rvと ほとんど同程度

の発育を示し,非 定型抗酸菌では菌株により多少発育速

度に差がみられ,概 して発育は速いようであつた。

実 験 方 法

1)INH感 受性の測定

通常の1%小 川培地を用いる方法によつた。

用いた薬剤の希釈段階はO.05,0。1,1,10,50,100

γ/mlで あ り,各 菌株のINH耐 性 は表1,表2に 示 した

とおりである。

2)Catalase活 性 の測定

1%小 川培地に発育した菌に30%過 酸化水素水と10%e

Tween80加albumin液 の等量混合液を滴下し,3分

以内に持続的発泡を認めた場合に陽性とし,そ れ以外を

陰性と判定 した◎

3)菌 によるMC-INHのuptakeの 測定

前報告1)と同様の方法で行なつた。 すなわち,上 記患

者分離ヒト型結核菌および非定型 抗酸菌 を200mlの

TSM培 地に接種 し,2週 間培養後無菌的に遠沈して集

菌 し,菌 体をpH7.0の 燐 酸緩衝液で3回 洗浄 した。こ

の洗浄菌体を100mlの 燐酸緩衝液(pH7.0)に 浮 遊し,

光電比濁計を用いて濁度を一定に し,さ らにKC-INH

を終末濃度が1γ/mlま たは5γ/mlに なるように加え

た◎このKC-INHを 加えた菌浮遊液を37℃ に24時 間

放置 し,60℃30分 加熱滅菌後,遠 沈により菌体を集め,

0.2%Tween80加 生理的食塩水で5回 洗浄 し,菌 体の

一定量を試料皿に取 り
,菌 体のradioactivityをgas

fiowcounterに て測定 して,乾 燥菌量mg当 りのcpm

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

pan) : Studies on the Action of Isoniazid to Tubercle Bacilli and the Mechanism of the Isoniazid-
resistance in Mycobacteria. II.— Kekkaku, 38 (4) :107-110, 1963.
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〈countsper血inute)で 表 わ した 。

実 験 結 果

1)新 分 離 ヒ ト型 結 核 菌 の14C-INH-uptakeお よび,

14C-INH-uptakeとcatalase活 性 と の関 係

新 分離 ヒ ト型 結 核 菌5株 お よび 教 室 保 存 ヒ ト型 結 核 菌

3株 のTSM培 地2週 培 養 菌,菌 体 燐 酸 緩 衝 浮 遊 液 に,

菰4C-INHを1γ/携Zま た は5γ/携Zに 加 え
,37℃24時

;間14C-INHを 接 触 させ た の ち の14C-INH-uptakeの 成

績 お よび 各 菌株 のcatalase活 性 とINH感 受 性 とを 表1

に 示 した 。新 分離 ヒ ト型 結 核 菌 に お い て も,INH耐 性 菌

はINH感 性 菌 に 比 ぺ て1℃-INH-uptakeが 少 なか つ た 。

14C-INH-uptakeとcatalase活 性 と の関 係 をみ る と,

catalase陽 性菌 で は 憲4C-INH-uptakeが 多 く,同 陰 性

菌 で は 少 な い こ とが 分 か つ た 。

2)非 定 型 抗 酸 菌 の 三4C-INH-uptakeお よ び14C-NIH

-uptakeとcatalase活 性 との 関 係

非 定 型 抗 酸 菌 の うちnon-photochromogen2株,sco・

tochr◎mogen4株 につ い て,TSM培 地2週 培 養 菌 の燐

酸 緩 衝 浮 遊 液 に14C-INHを5γ/甥Zに 加 え,37℃24

時 間 接 触 させ た の ちの 菌 体 の 示 すcountを 測 定 し そ れ

とINH感 受 性 お よ びcatalase活 性 と の 関係 を対 比 した

Table1.TheCatalese-ActivitiesandtheCapacitiestoIncorporate14C-lsoniazidat

RestingState,ofIsor1iazid-SensitiveandIsoniazid-ResistantStrainsof

TubercleBacilliIsolatedfromtheSputaofTuberculosisPatients
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Table2。 TheCatalase-ActivitiesandtheCapacitiestohcorporate14C-lsoniazidat

Resti難gState,ofVariousStrainsofAtypicalMycobacteria

Nameofstrai雄

Ishii

Niikura

Ookubo

Matsumoto

Watanabe

Ueda

Typeofstrai塾

Scotochromogen

Non-photochromogen

Scotochromogen

Scotochromogen

Scotochromogen

Non-photochr◎mogen

Seasit三v三tyto

iso塾ia2id

mcg/ml

1

1

10

10

10

50

Catalase
activity

Uptakeof
鎚(ンigo職 …azid

十

十

十

十

十

十

cpm/mgdryweight

221

175

82

65

108

48

Twow㏄k8cult犠redcellswereexposedto5二ncg/霊 蟻of二4C-igo塾iazidiabufferat37。Cfor24hours
.

結果を表2に 示 した。非定型抗酸菌においても,ヒ ト型

菌のINH感 性菌に比ぺて,INH耐 性菌では14C-INH-

uptakeは 少なかつた。非定型抗酸菌中には,今 回の実験

においてはcatalase陰 性株は見出だされなかつたので,

菌 のcatalase活 性 と 涯4C-INH-uptakeと の関係を明ら

かにすることができなかつたが,catalase陽 性菌株でも

INH耐 性 が高ければ 董4C-INH-uptakeは 少 なかつた。

3)ヒ ト型結核菌および非定型抗酸菌のINH耐 性度と

14C-INH-uptakeと の 関 係

上 記 ヒ ト型 結 核 菌8株 お よび 非 定 型 抗 酸 菌6株 のINH

耐 性 度 と菌 の Σ4C-INH-uptakeと の 関 係 を み る と,図1

に 示 す ご と くで あ る。14C-IN亘5γ/甥1お よ び1γ ノ甥Z

接 触 群 で,そ れ ぞ れ 菌 の14C-INH-uptakeとINH耐 性

度 に あ る 程 度 の 相 関 が み られ た 。

また 騒C-INHの 接 触 濃 度 と ユ4C-INH-uptakeと の関

係 を み る と・INH感 性 菌 で は コ4C-INH5γ/甥 」接 触群
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Fig1.1簸terrelationshipsbetweentheAmount

ofMC-IsoniazidIncorporatedandtheIs◎nia・

zid-SensitivityofTubercleBacilliand

AtypicalMycobacteria

(ω
名
増婁

0

《
V

O

轟
V

り
ゐ

　

・(毛

噛。
§
＼

.綻

."
。9
)
窯

慧

嶋ぎ

澱

6

二

}
。

¢
莞

覧

⇒

0。0511050

Resistan¢etoisO籍iazid(鱗 ¢8/郷 の

。:CeUswereexposedto5mcg/mlofユ4C-iso訟 勉id

at37。Cfor24hOUf8.

x:Cellswereexposedtolmcg/mlofユ4C-isoniazid

at370CfOf24ho"rs.

と1γ/〃3Z接触群の間に著明な差がみられ,14C-INHの

濃度の上昇とともに14C-INH-uptakeが 多 くなつている

が,INH耐 性菌(50γ 加Z)で はそれほど明らかな差が

認められなかつた◎

考 察

前報告1》で述べたように,ヒ ト型結核菌のINH人 工

耐性菌 とINH感 性親株の間には 裏4C-INHのuptake

に著 しい差があり,耐 性菌において明らかに少ない。よ

つて今回はこの関係が自然分離株および非定型抗酸菌に

おいても同様であるか否かを検討した。

患者分離 ヒト型結核菌のINH耐 性を検すると,INH

50γ/携Zで 完全耐性の菌株も多く,ま たこの程度の耐性

を示す菌はINH耐 性 という点に関しては,大 多数の非

定型抗酸菌の耐性と同様である。しかし一方非定型抗酸

菌中にも比較的INH耐 性の低い,た とえば1γ 加Z程

度の耐性を示す菌があるので,こ の両者について コ℃-

INHのuptakeを 検討 してINH感 性のヒト型結核菌の

それと比較 した。その結果INH耐 性分離株もINH人

工耐性株 も同程度の ユ4C4NH-uptakeを 示 し,そ の間に

著しい差を認めなかつた。この点,腸 内細菌において自

然分離耐性株 と人工耐性株の間に耐性機構の差があると

いう報告2)とは異な り,ヒ ト型結核菌のINH人 工耐性

株ならびに分離INH耐 性株においては・いずれもINH

耐性機構に関して相違はなく・INHに 対する菌の選択

的透過性の低下が存在しているものと考えられる。

さらに非定型抗酸菌について検討した結果はヒト型結

核菌と同様でINH1γ/〃 μ耐性株においてはINH感 性
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ヒ ト型 菌 と 同程 度,ま たは そ れ に 近 い14C-INHのup・

takeを 示 して お り,50γ/〃3∫ 耐 性 株 では ヒ ト型 菌 の50

γ/甥Z耐 性 菌 と同 程 度 の14C-INHのuptakeを 示 し,

10γ/裾 耐 性 株 で はそ の中 間 の 璽4C-INH-uptakeが み ら

れ て い る。 す な わ ちINH耐 性 度 とそ の菌 株 の 示 す 薫4C-

INH-uptakeに ヒ ト型 菌 とほ ぼ 同様 な 関係 が あ る こ とが

分 か る。

INH耐 性値 と,14C-INH-uptakeを 示 すcou就 数 を

2つ の軸 と して 各 菌 株 をPlotす る と,INH耐 性 お よび

感 性 ヒ ト型 結 核 菌 と非 定 型 抗 酸 菌 は いず れ も1枚 の 図 表

にPlotさ れ,INH耐 性 ヒ ト型 結 核 菌 と,非 定 型 抗 酸菌

を 区 別 しえ ない 。 す な わ ち お そ ら く,INH耐 性 の 機構

に 関 して は こ の両 者 の 間 に も相 違 を 求 め る のは 困 難 で あ

ろ うと思わ れ る。

この両 者 の間 に あ る一 つ の大 きな 差 は,Catalase活

性 で あ る。 ヒ ト型 結 核 菌 で は50γ/携1のINH耐 性 株 は

す べ てcatalase反 応 が 陰 性 で あつ た 。 しか し非 定 型 抗

酸 菌 に お い て はそ れ が 常 に 陽性 で あつ た 。 す な わ ち非 定

型 抗 酸 菌 に お い て は ヒ ト型 結 核 菌 と異 な り,INH耐 性

とcatalase活 性 の消 失 とは 関 係 が な い と考 え られ る。

ヒ ト型 結 核 菌 に お い て は,INH耐 性 菌 はcatalase活 性

の消 失 を きた す が3)そ の 関係 は しば しば 不 定 で あ り4),

INH耐 性 と14C-INHのuptakeの 間 に み られ るほ どの

相 関は ない 。INHの 作 用 機序 の一 つ と して ・catalase

の阻 害 説5)～7)が あ り,ま たGarattiniら8)は ・Myco・

paratuberculosisを 用 い て14C-INHのuptakeはINH

耐性 と関係 は あ るが,菌 のcatalase活 性 お よびH202

感受 性 に よ り相 関 が あ る と述 べ てい る 。著 者 は14C-INH

uptakeとcatalase活 性 との 関係 を 追 求 した が・ ヒ ト型

結核 菌 で は用 い た 菌 株 に お い て,14C-INH-uptakeは

catalase陽 性 菌 に多 く,陰 性 菌 に 少 なか つ た 。 しか しこ

の こ とは前 に も述 べ た よ うに,catalase活 性 との 関 係 よ

りもむ しろINH耐 性 と の関 係 が よ り深 い とみ るの が適

当 と考 え られ る。

非 定 型 抗酸 菌 で は全 菌 株 がcatalase反 応 陽 性 で あ つ

た が,業4C-INH-uptakeはcatalase活 性 に関 係 な く・

INH耐 性 度 と相 関 を 示 して い る 。 も し著 者 の考 え の よ

うに1),14C--INH-uPtakeがINHの 菌体 内取 込 み の 大

小 を 示 す とす る とcatalase活 性 と関 係 な く・INHは 菌

体 内 に 入 りしか も代 謝 を受 け るわ け で あ るが,董4C-INH-

uptakeがINH耐 性 度 と相 関 を示 す 点 よ りみ る と・INH

の作 用 点 をcatalase活 性 の 阻 害 に は 求 めが た い よ うに

思 わ れ る◎

以 上 述 べ た よ うに,ヒ ト型 結 核 菌 に お い てはINH人

工 耐 性 株 お よびINH自 然耐 性 株 と もに!℃-INH-up傭

takeが 減 少 し,ま た 非 定 型 抗 酸 菌 にお い て もINH耐 性

株 は14GINH-uptakeが 少 な く,し か も そ れ は 菌 の

INH耐 性 度 とあ る程 度 の相 関 が み られ た。 これ らの結



果をみると,ヒ ト型結核菌および非定型抗酸菌の間にお

いてINH耐 姓機構に差が認められず,ま た前報告1)で

考察したINH耐 性機構iが,INHに 対する菌の細胞質膜

の選択的透過性の低下によるとい う推論が一そう考えら

れる◎しかしINH耐 性菌では菌体内にINHが 取 り込ま

れないことは菌体の無細胞抽出液で検討する必要があ り,

また菌体内に取 り込まれたINHが 感性菌と耐性菌の菌

体内で,ど のように代謝を受け,ま たは作用するかを追

求する必要があ り,こ の点に関しても検討したので次の

報告で述べたいと思う◎

結 論

肺結核患者の喀疾より分離 したINH感 性 および耐性

ヒト型結核菌と,非 定型抗酸菌のTween合 成培地2週

培養菌を燐酸緩衝液に浮遊し,MC-INHに 接触させ,

そのi4C-INHのuptakeとINH耐 性およびcatalase

活性 との関係を検討して次の結果を得た◎

1)新 分離 ヒト型結核菌においても,INH耐 性株は,

INH感 性株に比べて14C-INHのuptakeが 少 なかつ

た。

2)非 定型抗酸菌においても,INH耐 性株はINH感

性株に比べてMC-INHのuptakeが 少なかつた。

3)ヒ ト型結核菌および非定型抗酸菌ともに,INH耐

性度と14C-INHのuptakeと の間に相関が認められた◎

4)KC-INHのuptakeは 菌 のcatalase活 性 と関係

が乏しいものと思われた。

5)"C-INHのuptakeと い う面 よりみると,INH耐

性機構は,INH人 工耐性および自然耐性ヒト型結核菌

と非定型抗酸菌の間に相違はないものと思われる。

本論文の要旨は,昭 和35年7月 第33回 日本細菌学会

総会(札 幌)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,

粟田口重美博士に心から感謝いた します。
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 Studies on the Action of Isoniazid to Tubercle 

Bacilli and the Mechanism of the Isoniazid-resist-

ance in Mycobacteria. II. 

 The mechanism of the isoniazid-resistance in tu-

bercle bacilli isolated from sputa of tuberculosis 

patients and in atypical mycobacteria conserved in 
our laboratory was studied with '4C-labelled iso-

niazid. Cells of isoniazid-sensitive or isoniazid-

resistant strains of these microbes, grown in the 

Tween-synthetic medium at 37°C for 14 days, were 

washed with and suspended in the phosphate buff-

er. Then 1-5 mcg/ml of "C-isoniazid was added 

to the cell-suspension, followed by further incuba-

tion at 37°C for 24 hours. The amount of "C-iso-

niazid incorporated into the cells of tubercle bacilli 

and of atypical mycobacteria was counted with a gas

flow counter, after thorough washing of the cells. 

Thus results as described below were obtained. 

The incorporation of "C-isoniazid into the cells of 

naturally isolated, isoniazid-resistant tubercle bacil-

li was much less than that of isoniazid-sensitive 

strains. This decreased incorporation of "C-iso-

niazid into the cells of the isoniazid-resistant strains 

was also confirmed in atypical mycobacteria. 

Although a proportional relationship between the 

isoniazid-sensitivity and the amount of incorporated 

"C-isoniazid was observed in not only tubercle bacilli 

but also in atypical mycobacteria, no regular con-

nection between the "C-isoniazid-uptake and the 

catalase-activity in both tubercle bacilli and atypi-

cal mycobacteria was demonstrated.


