
Title イソニコチン酸ヒドラチド耐性結核菌のカタラーゼ活
性に関する研究

Author(s) 横井, 正照

Citation 大阪大学, 1962, 博士論文

Version Type

URL https://hdl.handle.net/11094/28395

rights

Note

著者からインターネット公開の許諾が得られていない
ため、論文の要旨のみを公開しています。全文のご利
用をご希望の場合は、<a
href="https://www.library.osaka-
u.ac.jp/thesis/#closed">大阪大学の博士論文につい
て</a>をご参照ください。

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



氏名・(本籍) 横 井正

学博

305 

日
照
u

no 
V
E臥

学位の種類 医

学位記番号 第

士
号

学位授与の日付

学位授与の要件

昭和 37 年 3 月 26 日

医学研究科病理系

学位規則第 5 条第 1 項該当

イソニコチン酸ヒドラチド耐性結核菌のカタラーゼ活性

に関する研究

(主査) (副査)

教授堀三津夫教授天野恒久教授川俣順一

学位論文題目

論文審査委員

論文内容の要旨

〔研究目的〕

INH 耐性結核菌では， そのカタラーゼ活性(以下「ヵ」活性と略記)が低下または消失していること

が一般的に認められている。 Fisher は結核菌の INH による増殖阻害が Hemin により括抗されることを，

Fisher, Cohn ら， Knox らは INH 耐性結核菌の増殖が Hemin あるいは牛肝カタラーゼの添加によって促

進されることを，また Goto らは INH 耐性菌にある種のポ Jレフイリン(以下[ポ]と略記)が減少して

いることを認めており， Fisher は INH が結核菌の「ポ」代謝を阻害し， INH I耐性菌で、は「ポ」代謝に

到害があるので‘なかろうかと推論している。他方，畠山および戸井田らは， 2 , 3 の抗酸菌を用いて培養

条件によってこれらの菌の INH 耐性株と感性株の間に合有される「ポ」の量および質に著差のないこと

を確め，また Andrejew らは，カタラーゼ，およびペルオキシラーゼを欠除した INH 耐性結核菌が感性

匡!と同様にチトクローム a， b, c，を有し，またチトクロームオキシダーゼ活性を示すことを報告してい

る白 したがって INH I耐性結核|岩のカタラーゼ障害は必ずしも菌の「ポ j 代謝隙需に起肉するとは考え

難いので，この点を明らかにしようとして以下の研究を行なった白

〔研究万法、|

1) �-Aminolevulinic acid (ð-ALA) を基質とする l ポ」の生成の検討: 1- ヵ」活性陽性の INH 感性結

核菌および「カ J 活性陰性の INH 耐性結核菌にそれぞれ ð-ALA を反応させた後菌の「ポ__j合量を測

定し，生成物を炉紙クロマトグラフイーで検討するとともにこの菌の[カ」活性を測定した口

2) INH 耐性結核菌の「カ」活性賦活におよぼすHemin の影響の検討: INH 耐性結核菌にアポカタラー

ゼが在在するとの仮定のもとに， ]ensen の Micrococcus 1 変異株の Hemin 添加によるカタラーゼ生合

成に関する研究および Beljanski らの E， coli 1 変異株の抽出液の Hemin 添加によるカタラーゼ‘の生合

成に関する研究に準じて検討を行なった。
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3) 種々の条件下におけるミコパクテリヤの[カ l 活性増強の検討:実験 1) ， 2) の結果から INH 感性

ミコパクテリヤ CMycobacterium 、Takeo 、 (MT) コの光線菌を用いて「カ l 活性の増強条件を検索した

後， INH 感性および、耐性結核蘭についてカタラーゼの形成能を検討した。

〔実験成績〕

1) ふALA を基質とする「ポ」の生成: INH 感性および耐性 BCG をグリセリン肉汁培地にそれぞれ 2

週間培養し，菌膜を無菌的に沈漉した後 5μmole/ml のふALA 溶液(燐酸緩衡液， PH 7.0 ， M/50) を

菌膜下に注入し 24， 48, 72 時間毎に集菌して菌体中「ポ]量を早野，戸井田らの方法により測定した

のに，両菌株とも経時的な「ポ」量の増加を示し， 72 時間測定時には菌体中に 0 時間の約 10 倍の「ポj

重が蓄積されていることを認め，また乙れらの菌の「カ l 活性を Warburg 検圧法で測定したのに，感

性菌に著明な「カ l 活性の増強を証明しえず，また耐性菌に「ヵ」活性の出現を認めることはできなか

ったゥさらに両菌株から抽出した「ポ j を Nicholas らの方法に準じてペーパークロマトグラフイーを

行ったのに，その大部分は Coproporohyrin であり，他に 2， 3 の Rf 価の小さい赤色蛍光斑を認めたが，

感性菌，耐性菌の聞に質的な相異を認めることはできなかった。また INH 感性および耐性人型結核趨

H37Rv 株の洗練菌による ALA を基質とする「ポJ 形成についても両株聞に著差を認めず，またこの

条件での「ポJ 形成は INH によって阻害きれなかったの

2) INH 耐性結核菌の「ヵ」活性賦活におよぼすHemin の影響: Warburg 容器中で INH 耐性 BCC (15 

mg/ml) , Hemin (10μg/ml) , CoA (100μg/ml) を燐酸緩衡液 (PH 7.0 M/50) 2 ml 中に混じ 37 0C

で振童ました後，菌の「カ」活性を測定したのに， 4 時間の振畳後にも「カ J 活性は認められなかった。

また INH 耐性 BCG を Potter-Elvehjem 型ホモヂナイザーで磨砕した後， Hemin と CoA を添加して

同様な実験を行ったが，感性 BCG 磨砕菌液の示す「カ」活性を超える「カ」活性は測定されず，この

条件では INH 耐性BCG の「カ|活性の賦活は認められなかった。

3) 種々の条件下におけるミコパクテリヤの|カ|活性の増強 INH 耐性結核菌の「カ」活性が菌にな

んらかの処置をほどこすことによって増強しうるか否かを探索するためにまずはじめに MT について

「カ J 活性の増強条件を探究し，その結果を他のミコパクテリヤに試み次の結果をえた内

イ) MT を燐酸緩衡液中で好気的に振誼するとその「カ」活性は増強するの

ロ) MT の洗糠菌の「カ J 活性の増強はふALA， γ-Aminobutyric acid (γ-ABA) ，その他一群のアミ

ノ化合物， Hemin, Yeast extract などとともに好気的条件下で振還すること(前処置)によって促進

され，他の一群のアミノ化合物 DLーα-Amino-butyric acid (α-ABA) , L-Cysteine, L-Cystine など

は「カ」活性の増強に，または「カ!活性に阻害的に作用する。しかし MTの「カ」活性の増強に促

進的に作用したふALA および γ-ABA は同菌の Benzoic acid 酸化酵素の適応形成にも促進的に作用

し， r- カ」活性の増強に阻害的に作用した α-ABA は Benzoic acid 酸化酵素の適応形成にも阻害的に

作用することが確かめられたので，これらのアミノ化合物が MTの「ヵ」活性増強におよぼす影響は

カタラーゼの形成にのみ特異的とは考えられない白

ハ)無酸素条件で前処置を行った場合には菌の「カ J 活性の増強は全く認められないの

ニ) ö-ALA， γ-ABA， yeast extract 混液の前処置による菌の「カ J 活性の増強は Streptomycin (SM) , 
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Chloramphenicol (CM) により阻止され，また 8-Azaguanine の阻害をうける口 Hemin 前処置によ

る「カ」活性の増強も SM によって阻止される。

ホ) ò-ALA, Yeast extract を混じて前処置を行うことによって増強されたMTの「カ」活性は非前処置

菌の「ヵ」活性と全く同様に種々のカタラーゼ阻害剤の影響をうける。

ヘ)以上のロ) ，ハ) ，ニ)，ホ) ，の結果は前処置による MTの「ヵ」活性の増強は菌によるカタラーゼ

の生合成に起因することを示している。

ト) MT の INH 耐性株は「カ」活性を保持しており，好適条件でカタラーゼを適応的にさらに形成す

Q 。

チ) Mycobacterium607, Mycobacterium Phlei の洗糠菌もふALA， γ司ABA， yeast extract，クエン酸

鉄アンモン混液で前処置を行うと著明な「ヵ」活性の増強を示すが， BCG, H37Rv 株については同

様条件で感性菌の[カ]活性の増強，あるいは耐性菌の「カ」活性の出現を認めえず，また上記混液

との前処置時聞を 36 時間に延長しでも感性菌の著明な「カ」活性の増強，耐性菌の「カ」活性の山

現を認めることはできなかった。

〔総括1

1) INH 耐性結核菌の「カ J 活性の消失または減弱は一般にその「ポJ 代謝の障害にもとづくと考えら

れているが，著者は「カ」活性陰性の INH 耐性結核菌がふALA を基質として 1 ポ j を形成し，しか

もこの形成は INH によって阻害されないことを見出した。このようにしてえられた「ポ」は INH 感

性結核菌あるいは ð-ALA で処置した感性菌から抽出された「ポ!と質的に差異はない 「ボ〕 J 合量の

顕著に増加した INH 耐性菌にも「カ J 活性の出現は認められなかったりさらに著者らもまた， INH 耐

性 BCG にも感性 BCG と同様にチトクローム a， b, c が存在する乙とを確かめたのこれらの成績は

INH 耐性結核菌の|カ j 活性の消失をその l ポ i 以謝の障害のみで説明することがきわめて困難であ

ることを示しているの

2) Jensen はアポカタラーゼをもっ Micrococcus の l 変異株を Hemin と CoAとで処i{せすると[カ l 活性

が増強することから CoA がアポロカタラーゼ、と Hemin の結合を触媒するとしており，また Beljanski

らはアポカタラーゼをもっ E. Coli の 1 変異株の抽出液に Hemin を添加するとカタラーゼが形成される

ことを報?ii- しているので，著者は INH 耐性 BCG の洗糠菌およびその磨1ìil~ I請を用いて同様な実験を行

ったが「カ 1 活性の出現を認めることはできなかったのさらにまた INH 耐性的の磨砕菌浮遊液に「カ j

活性をもっ感性菌の磨砕菌浮遊液G加え，これに Hemin，または Hemin と CoA を添加して反応させ

たが，この場合にもカタラーゼが合成された証左をうることができなかった白これらの成績は INH 耐

性結絞菌のカタラーゼの欠損が Protohemin とアポカタラーゼの結合の障害に基くとは考え難し、ことを

示しているの

3) 主として MTを用いて， ζ の洗糠菌によるカタラーゼの生合成について検討を行い，次の結果らえたっ

1 )洗樵菌を適当な条件で処置することにより菌の「ヵ」活性は増強するのことにふALA， γ-ABA の

存在下に好気的に振湿して前処置を行った菌の[カ」活性は著しく増強されるが，これらのアミノ化

合物の影響はカタラーゼの形成にのみ特異的であるとはいえないの
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n) 前処置による洗糠菌の「カ 1 活性の増強は無酸素条件では全く認められず CM ， SM , 8-Azaguanine 

によって阻害され，前処置によって増強した菌の「カ]活性は非前処置菌のそれと全く同様なカタラ

ーゼ阻害剤の作用をうけるのこれらの成績は前処置による菌の「カ」活性の増強がカタラーゼの適応

形成に起因しているこを示している白

]゚_) MT についてえられた「カ j 活性増強の条件は Myco bact. Takeo の INH 耐性株， M yco bact. 607. 

Mycobact. Phlei に対しでもよく適合する凸しかし BCG， H37Rv 株を用いた場合には同様な条件下

でも「カ」活性の増強を確認しえず，また両菌株のINH耐性株を用いた場合には「カ」活性の増強は

全く認めることができなかった凸この原因については全く不明であり，その解明はなお今後の検討に

またねばならないc

4) 以上 3 つの実験成績から， INH 耐性結核菌の「カ」活性の欠除は菌のポノレフイリン代謝の障害にも

とづくとするよりは，むしろアポカタラーゼ、のなんらかの障害に起因すると考えたい口

論文の審査結果の要旨

イソニコチン酸ヒドラチド (INH) 耐性結核菌の特徴ある性質のーっとして菌のカタラーゼ「カ」活性

が低下または消失していることがあげられる，しかしその機構はなおほとんど究明されておらず， Fisher 

は INH耐性結核菌の「カ」活性の欠除はそのポノレフイリン「ポ l 代謝の障害に起因すると推論し， Knox 

Cohn et al., Goto & Katsunuma，らの成績もこれを支持しているが，他方竹尾結核研究部の白山，また

戸井田ら， Andrejew et al.，らの成績は上記の仮説に疑問をあたえるものであり，著者はこの問題の解明

に資する目的で，

(1) 結核菌の「ポ J 形成と「カ」活性の関係， (2) Hemin とアポカタラーゼの結合， (3) 抗酸菌の「カ」

の形成条件，などにつし、て研究をおこない以ドの成績をえている。 1) I カ l 活性陰性の INH 耐性結核菌

でも「カ J 活性陽性の感性菌と同様に o-aminoleuulinic acid (ò幽ALA) から「ポ」を形成し，形成された

「ポ」は感性菌と耐性菌との聞に質的および量的な差異は認められず，またこのような実験条件で多量の

「ポ」を形成したINH 耐性結核菌でも「カ」活性の出現は認められなし凡なおINH感性および耐性 BCG

の頼粒成分にはともにチトクローム a， b, c が証明される。

2) Jensen, Beljanski & Belganski の実験に準じて， Iカ」活性陰性の INH 耐性結核菌，またはその

磨砕菌に hemin， hemin と CoA，あるいはこれらと[カ J の合成能を有する感性菌の磨砕液を添加して耐

性菌の「カ」活性の出現を検討したが， Iカ」の生成は認められない。

3) 1) , 2) の成績から INH 耐性結核菌の「カ|活性の欠除の主因はむしろアポカタラーゼ障害であろ

うとの仮定のもとに，主として Mycobacteriun 、Takeo、 (MT) の洗糠菌を用いて， Iカ」活性増強の好

適条件を検索し，以下の成績をえた。

イ) MT の洗糠菌を燐酸緩衡液中で 37 0C に好気的に振重量すると，その「カ」活性は増強する。

ロ) MT の洗糠菌の「カ J 活性の増強は 1 群のアミノ化合物，ことに o-ALA， γ-aminobutyric acid 

(γ-ABA) , yeast extract などを菌液に添加して好気的条件下で振還すること(前処置)によって促進き

れ，また Cysteine， α-aminobutyric acid など 1 群のアミノ化合物は菌の「カ」作用阻害ないしは「カ」
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活性の増強に阻害的に作用する。しかし，ふALA， γ-ABA などの効果は特異的ではなく， MT 洗糠菌

の安息香酸酸化酵素の適応形成にも促進的に作用する。

ハ)無酸素条件で前処置を行う場合には MT洗糠菌の「カ J 活性の増強は全く認められない門

ニ)好適条件下での MT 洗糠菌の「カ」活性の増強は Streptomycin， Chloramphenicol により阻止さ

れ，また 8・Azaguanine の阻害をうける。

ホ)前処置によって増強された MT洗糠菌の「カ!活性は非前処置菌の「カ」活性と全く同様に種々

の「カ l 阻害剤の影響をうける。

ヘ) Mycobacterium 607. Mycobacterium phlei の洗糠菌も好適条件で前処置を行うと「カを形成す

るが， BCG，人型結核菌 H37Rv 株についてはこれを確認しえないっまた H37Rv 株および BCG の INH

耐性株は種々の条件下でも「カ J 活性の増強は認められないの

以上の成績から，著者は Mycobact. Takeo, Mycobact. phlei, Mycobact. 607 ではその「カ」のすくな

くとも 1 部は好適条件で適応的に形成されるが， BCG，人型結核菌ではこれがみられず， INH 耐性結核

菌の「カ]活性の欠除はその「ポ」代謝の障害にもとづくとするよりはむしろそのアポカタラーゼになん

らかの障害があると結論している。

著者のこの研究は INH 耐性菌の「カ j 障害についてひとつの新し見解とその証左を提供したものであ

り，ひいては結核菌に対する INH の作用機作，ならびに INH 耐性菌の存力の低 Iぐについての今後の研

究に資すると乙ろがきわめて大きいと考えるの
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