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結 核 感 染 宿 主 の 代 謝 の 変 動
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   In the preceding paper (Amer. Rev. Resp. Dis.,  94  : 625, 1966), one of the writers reported 

the elevation of NAD-ase activities of liver, kidney, spleen, and lung of guinea-pig infected 

with  tubercle bacilli. In this paper, the metabolic changes of tuberculous mice were reported. 

Mice were infected with  tubercle bacilli intravenouslly and enzymatic activities of their tissue 

homogenates were observed successively following the course of the infection. NAD-ase was 

assayed according to the method of Kaplan's KCN method. Acid phosphatase was assayed with 

p-nitrophenylphosphate as substrate. Succinate dehydrogenase was assayed with triphenyltetra-

zolium chloride as electron acceptor. 

   As shown in Fig. 1, the enhancement of NAD-ase activity was observed  by tuberculous 

mice as well as tuberculous guinea-pigs, but the degree of the elevation was much less re-

markable by the former than by the latter. Repeated experiments under the same experimental 

conditions gave the results with fairly good reproducibility as shown in Fig. 2. NAD-ase, acid 

phosphatase and succinate dehydrogenase activities were all enhanced by the tuberculous 

infection, but their variation patterns were linkely to be independent each other (Fig. 3 and 

4). The degrees of metabolic changes were compared, after several strains of tubercle bacilli 

with different virulence were used for the infection. As shown in Fig.  5-7, the degree of 

metabolic enhancement were not found to be proportional to the degree of virulence. 

   From these experimental results, the writers discussed some plausible mechanism of NAD-

ase enhancement by tuberculous infection. Also, the writers stressed the necessity to follow 

the whole course of the infection as possible to understand the biochemical changes of the 

infected host.

生化学的にみた とき,結 核感染を受けた宿主は,特 異

的な抗体産生をもつて反応するほかにも,い ろいろの代

謝の変動を示すことが知 られている｡こ のうちnicetin・

amideadeninedinucleotideglyc◎hydrolase(NAD-ase)

の 活性 が 上 昇 す る こ とに つ い て はBekierkunst,Art-

mani>に よつ て 報 告 され,わ れ わ れ も結 核 に 感 染 させ た
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モルモッ トのNAD-aseの 変動について報告した2)◎今

回はマウスについての研究成績を報告する｡

実験方法および材料

マ ウ スはdd系(と くに こ とわ らな い 場 合 は 雌)の 体

重209前 後 の もの を 用 い た｡感 染 に 用 い た 菌 は と くに

こ とわ らな い か ぎ り,人 型 結 核 菌H37Rv株 で あ る が,

い ず れ の菌 も,ソ ー トン合 成 培 地 表 面 培 養7～10日 目の

菌 を 手 振 り法 で ガ ラ ス玉 と振 つ て 均 等 な 菌 液 を 作 り(1

mg湿 菌量permり,そ のO・2mlを マ ウス 尾 静脈 よ り

静 脈 内 に 接 種 した｡生 菌 数 は こ の 条 件 で13.0～5.6×

10sの 範 囲 内 で あ つ た｡感 染 動 物 は 日を 追 つて1回 に 少

な く も5匹 ず つ,同 数 の 非 感 染対 照動 物 と ともに 腋 窩 動

脈 切 断 に よつ て 失血 死 させ,た だ ち に 肝,肺,脾 を と

り,10～50倍 容 の 蒸 留 水 を 加 え て氷 冷Waringblendor

で,3,000rpm2分 間 ホ モ ジ ェ ナ イ ズ し,ガ ー一ゼ2枚 重

ね た もの を 通 し,適 当 に希 釈 して酵 素 液 と した｡ホ モ ジ

ェネ ー トの一 部 分 を とつ て80℃ で恒 量 に な る まで 乾 燥

して乾 燥 重 量 を求 め た｡同 一 条 件 で ホ モ ジ ェネ ー トを 調

製 した 場 合,臓 器 湿 重 量 とホ モ ジ ェネ ー ト乾 燥 重 量 と蛋

白質 含 量 との比 率 は,感 染 動 物 で も対 照 動 物 で もほ ぼ一

定 な の で,蛋 白質 量 の測 定 を 略 して 乾 燥 重 量 を 比 活性 計

算 の 基 礎 と した｡

NAD-ase活 性:前 報 と同 じ方 法 で2),0.1M燐 …酸 パ

ヅ フ ァ ー(pH7.0)0.5ml,希 釈 ホ モ ジ ェネ ー ト0.2ml,

水O.2ml,10"2MNADO.1mlよ りな る反 応 液 を37℃

30分 贈 置,1.OMKCN5.Omlを 加 え て 反 応 を 止 め,

325mμ で 吸 光 度 を測 定,同 じ組 成 の 反 応 液 に 零 一time

でKCNを 加 え た もの の吸 光 度 を ブ ラ ンク値 と し,吸 光

度 の減 少 か ら,加 水 分 解 され たNADの 量 を 計 算 した｡

酵 素比 活 性 は μmoles(NAD分 解 量)perhourpermg

(乾 燥 重 量)と して 計 算 した｡

Acidphosphatase活 性:0.1M酢 酸 ノミツプ アー(pH

5.6)1.Oml,希 釈 ホ モ ジ ヱネ ー ト0・1ml,O,02Mか

nitrophenylphosphate(disodiumsalt)O.2mlよ りな

る 反 応 液 を37℃30分 贈 置,1%NaOH2｡Omlを 加 え,

遊 離 した かnitropheno1に よる黄 色 の発 色 を420mμ で

比 色定 量 した｡同 じ組 成 の 反 応 液 にNaOHを 零 一time

で加 えた もの の値 を プ ラ ン ク 値 と し た｡酵 素比 活 性 は

μmoles(かnitropheno1生 成 量)perhourpermg(乾

燥 重 量)と して 計 算 した｡

Succinicdehydrogenase活 性:O.1M燐 酸 パ ツプ ア

ー(pH7・0)O・5ml,肝 ホ モ ジ ェ ネ ー ト1.Oml ,0.1%

triphenyltetrazoliumchloride(TTC)水 溶 液1.Oml,

O.2Msuccinate(sodiumsalt)O.5mlよ りな る反 応 液

を37℃10分 艀 置 し,ア セ トン5.Omlを 加 え て生 成 し

たformazanを 抽 出,3,000rpm3分 遠 沈 した 上 澄 の赤

色 を480mμ で比 色 し てformazanを 定 量 した｡suc一
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cinateの 代 りに 水 を 加 え,同 様 に 処 理 した もの の値 を ブ

ラ ン ク値 と した｡酵 素 比 活 性 はmcg(formazan形 成

量)per10min・permg(乾 燥 重 量)と して計 算 した｡

実 験 結 果

1)モ ルモットとマウスとの比較

この実験ではモルモツト(体 重300～4009)お よ び

マウス(体 重約209)の 雄を用い,H37Rvの 凍結乾燥

標品を蒸留水に浮遊し,湿 菌量でO.2mgに 当たる量を

静脈注射した｡健 康動物のNAD-ase活 性は,モ ルモッ

トでは脾〉肺〉腎÷肝の順であ り,マ ウスでは脾〉肺÷

肝の順で,モ ルモットの肺とマウスの脾,モ ルモットの

肝とマウスの肺とで活性はほぼ等しい｡感 染による活性

上昇の様相は,図1に 示すようにモルモットとマウスと

でかなり異なつてお り,す べての臓器についてモルモッ

トはマウスに比して上昇の程度が著明であること,モ ル

モットでは上昇した高い活性が長 く持続するのに対 し,

マウスでは正常値に速 くもどること,モ ルモットではど

の臓器もほぼ似た傾向を示したのに対し,マ ウスは臓器

ごとに変動の様相が異な り,と くに脾ではむしろ活性低

下がみられたこと,な どの差異が注目された｡

2)再 現性について

ddS系 マウス雌 とH37Rv株Sauton培 養生菌 とい う

宿主寄 生体の組合せで,て きるだけ条件 を一定に して

数回の実験を独立に行なつた結果を図2に まとめた｡図

には最もかけはなれた2つ の例を示 してあり,残 りの実

験の結果はこの2つ のカーブの間に分布 した｡す なわち

結核感染によるNAD-ase活 性 の上昇は,一 定の実験条

件下ではほぼ同じ様相で認められ,そ の上昇のピークで

は肝では正常値の2～3.5倍,肺 では正常値の約2倍 と

なる｡

3)他 の代謝系の変動との関連

1ysosomalenzymeの 代表とされ て いるacidphos-

phatase活 性 と,mitochondrialenzymeで あ るsuccinate

dehydrogenase活 性の結核感染による変動を,NAD-ase

の変動と平行して観察した｡こ れ らの代謝系も同一条件

でくり返した実験から,NAD-aseの 場 合と同じ程度の

再現性をもつて変動することが認められた｡図3,4に

示 したように,こ れ ら3つ の代謝系は感染によつていず

れも上昇し,あ る程度の関連 した変動を示したが,変 動

の程度やピークに達する時期にはかなりのずれがあ り,

完全に平行 した変動ではなかつた｡

4)菌 の毒力

H37Rv,H3?RVを 試験管内で50mcgINHpermlに

耐性に したH37Rv-INHR,BCG,人 型結核菌黒野株 を

用いて,で きるだけ同じ条件で菌液を作 り,黒 野 株 の

0｡4mg(湿 菌量),そ の他の株の0・2mg(湿 菌量)を 静

脈内接種した｡こ の感染条件 ではBCGお よびH37Rv一
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INHR感 染では9週 までに死亡はなく,H37Rvで は感染

の第4週 の うちに13・5～27%が 死亡 し,黒 野株では10

～21日 の間に全例が死亡 した｡ま た肺病変 の程度を比

Fig.3.ChangesinLiverMetabolism
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Fig.5.VirulenceandLiverNAD-ase
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肺 重 で み る と,感 染 後3週 目でBCG82.1,H37Rv--INHR

221｡3,H37Rv191・2～268・1,黒 野 株352・4で あつ た｡

図5,6に 示 した よ うに,死 亡 率 の高 い黒 野 株 感 染

の 場 合 も,死 亡 の な いH37Rv-INHR感 染 の 場 合 も,

NAD-aseの 変 動 の程 度 と様 相 とに は あ ま り大 き い差 は

な く,い ず れ もH37Rvに よる変 動 の範 囲 の な か で 変 動

した｡BCG感 染 で は肝,肺 と もNAD-ase上 昇 の ピー一

クは 他 の場 合 よ りもか な り低 く,対 照群 の130%程 度 に

結 核 第42巻 第4号

Fig.7.VirulenceandLiverAcidPhosphatase
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す ぎ なか つ た｡

図7に 示 した 肝 のacidphosphataseの 場 合 もほ ぼ 同

様 の こ とが 認 め られ た｡

考 案

前報2)で はモルモットについて結核感染に よるNAD-

aseの 上昇を報告 したが,マ ウ ス で も肝,脾,肺 の

NAD-ase上 昇 が認められた｡体 重差を無視して 同量の

結核菌を接種 した場合,マ ウスの代謝変動はモルモット

に比較 してはるかに弱かつた｡こ のことは両種の動物の

結核に対する感受性の差を解明す るうえでの一つの手が

か りと考えられる｡同 様の現象はすでにWindmanら3》

が報告している｡

同一近交系,同 一性別,同 一体重,同 一飼育条件の動

物に,同 ・一菌株,同 一培養条件,同 一菌量 の菌を同一感

染法で感染し,つ ねに非感染対照動物の代謝活性を対照

として測定しなが ら実験を くり返 した場合,活 性上昇の

時期や程度にはある程度の幅はあるにしても,こ の種の

実験としては許される程度の再現性でNAD-aseの 変動

が認め られた｡し か し上昇の時期や程度には,同 じ条件

下での実験でも実験ごとにずれがみ られ,ま た感染の経

過に伴つて動揺または正常値への回復もみられるので,

いろいろの菌株による感染の比較 他の属の細菌感染と

の比較 あるいは結核菌のいろいろな菌体 画分の作用の

比較などの場合,注 射量をどう設定す るかの問題を別に

しても,感 染後のどの時点で観察す るかによつて逆の結

論になる可能性さえあ り,こ の種の実験には感染の経過

を追つて経時的に観察することが絶対的に必要であると
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考えられる｡

NAD-aseと 併行 して肝ではacidphosphatase,suc-

cinatedehydrogenase活 性を,肺 ではacidphosphat-

ase活 性 と比肺重とを測定した｡こ れらの変動の間には

ある程度の関連はみ られたが,完 全に平行した動きでは

なかつた｡acidphosphataseはphagocytosisと 関連し

て1ysosomeの 機能を示すものとされてお り,succinate

dehydrogenaseはmitochondriaに あ つ てelectron

transp◎rtsystemの 一環であることが 知 られている｡

NAD-aseは 一応NADレ ベ ルの調節に関与する酵素で

あるが,そ の生体内での機能と意義とは明らか で は な

い｡あ る程度生物学的意義の明らかな代謝系と比較す る

ことによつて,結 核感染におけるNAD-ase上 昇の意味

を探 り出そうとする試みは,必 ず しも成功しな か つ た

が,い くつかの代謝系が完全に平行して変動す るのでな

いことから,代 謝活性の高い新しい細胞の出現という現

象のみによつて,こ れ らの変動を説明しきれないことは

明らかである｡既 存の細胞ないし細胞内機能単位の活性

化と,高 い活性をもつた新しい細胞の出現との複雑なか

らみ合いの結果 としてこのような代謝活性の上昇が起 こ

るものと考えられる｡

acidphosphataseが 結核感染によつて上 昇す ること

についてはすでに多 くの文献があ り(前 報2)の 引用文献

参照),わ れわれの実験結果もこれ らとほぼ 一致 した｡

結核感染とsuccinatedehydrogenase活 性については,

Chaudhuriら4)は モルモットの腎では低下す るが 肝で

は軽度に,脾 では明らかに上昇,Katoら5)は マウスの

肝で低下,Allisonら6)は ウサギ腹腔単核細胞でいつた

ん低下し,の ちに上昇,Bekierkunstら7)は マウス肝で

不変Allisonら8)は ヒ トの末梢白血球で不変,Sega19)

はマウス肝,肺 で上昇とそれぞれ報告しており,結 論は

まちまちである｡マ ウス の 実験結核症 で,加 藤 ら5)が

TTC法 で活性低下を報告しているのに対 し,わ れわれ

が同じ方法てむしろ上昇を認めたが,こ の差異はなによ

りも感染の強さの差異に原因するものと考えられる｡さ

らに加藤1｡)一一12)がその後の系統的な研究で明らかにして

いるように受容体としてtetrazolium,と くにTTCを

用いることの方法的な欠陥によるものかもしれない｡

毒力を異にす るいろいろの菌株 の 感染によるNAD-

aseの 変動を比較してみると,致 死率や比肺重で表現さ

れる毒力の程度 と代謝変動の程度 との間には,は つき り ㍉

した関連が認められなかつた｡マ ウスとモルモットの比

較の場合,動 物の感受性 と代謝変動 との間にある程度の
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平行関係が認められたことと対比 して考えると,同 一の

菌が異なる宿主に対 して示す毒力の差と,い ろいろな菌

株が同一の宿主に対して示す毒力の差とは,一 率に考え

てはならないものかもしれない｡

結 論

結核感染によつてマウスの臓器のNAD-ase活 性は上

昇する｡モ ルモットに比較するとこの上昇 の 程度は 低

い｡NAD-aseの 変動 とacidphosphatase,succinate

dehydrogenase活 性 の変動との間には,あ る程度 の関

連はみられるが平行関係は完全ではない｡毒 力の異なる

菌による感染の場合,毒 力と代謝変動の程度は必ずしも

平行しない｡

感 染における宿主の代謝変動をみるときには,感 染条

件を一定にする必要は当然として,感 染の時間的推移を

続時的に追及することが必要てある｡

この報告の一部分は第41回 結核病学会総会(1966),

第17回 結核化学研究 グループ 総会(1966)て 発表 し

た｡
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