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BCGのテトラゾリウム臨還元作用に就いて

第2報 アトラグリウム還元作用と菌増殖力との闘係

有馬純山本健一高橋義夫

(官民 防 部)

前報に於て，我々はBCGのT尽C.(2， 3，5ートリアエ

ニールテトラゾリウム， クロライド)還元に関与する酵素

の性状を調べ，その博子索作用の測史に最適と思われる条件

について検討した。三更で我々は，この実験成績に基づいて，

種々なる実験条件の下で T.T.C.還元作用と菌増殖力を測

定し，両者の聞に如何なる関係があるかを調べた。叉之と

同時に手l骸脱水素酵誕とカタテーゼの酵去作用を測慢し，

菌増殖カに対する 3つの酵素の態度を比較した。

I 実験方法

BCGの菌液の調製並びに T.T.C.還元作用の測管は前

回の実験同様にして行った。

乳酸脱水素野素の活性度は大林;の方法。 i二従って測定

した。且[lち反応測定にはチューンベルク管を用¥."，その主

室には40mgper mlの菌液05mlとM/7燐酸緩衝液(pH

6.9) 0.5mlを入れ，副室には M/5乳酸力リ溶液 O.5mlと

M/500 2.6ーヂクロールアエノー~ インドアエノール溶液

O.う ml を入れた。管内の~~-?;気を排除(約 10mm Hg) して

後，3t'Cの恒温槽に入れ暫i時.加温後，両室の液を十分に混

ぜ，その時を基点として試験液の色調が予め準備して置い

た標準色京液の色調迄槌色するに要する時間を測り，それ

を還元時間とし，その逆数を 1000倍して還元度とした。

標準色素液は弐の様にして調製した。即ち40mgp巴r

mlの加熱死菌液O.5ml，上述の燐骸緩衝液0.5ml，蒸溜水

0.8ml 及び色素液0.2mlをチェーンベノレク管と同じ直径を

もっ試験:cfに入れた。

力タラーゼの活性度の測定は KMn04による滴定法ヨ〉

培地に流L，培養4週後じ生じた集落数を数え，各稀釈菌

液につき培地F木から得られた集落数の平ち1直を.L:J，て生菌

単位とし，之から得られる菌液の生残卒を.L:J.て増確カを表

わした。

11 実験成績

賞験1 BCGの培養日教と酵素作用及び増殖力との

関係

ソートン培地に BCGを培養し， :l:E養日数7日より 31

日:@， 3日の間隔で菌液を作り，夫々のものについて階索

作用と増殖力を測定した。成績を第 l図に示したが，培養

経過を追って増楕力と T尽C.還元作用は共ド減弱するが，

その度合は必ずしも同じではなかった。即ち T.T.C還元作

用の減弱の程度はj増殖力のそれよりもやや弱L、傾向が見ら

れた。同機の事t土手l 酸n~l.7k主再孝三誌と力5' 0;ーゼにも当ては

まるが，増殖力じ比較附近し、事召邑を示す階素t土カダラーゼ

であり，最も速し、のは乳酸!脱水素1'#去で， T.T.C.還元階奈

は両者の中間を示した。
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によった。 lCOml入の三角コノレペンに5mgper mlのBCG 第 1圃 BCGの様養毅と酵素作用

菌液4mlとM/7燐酸緩衝液 (pH6.9) 1.0 mlを入れてi昆和 及び弔問直力との閥係

L，之にN/50H"02液 10mlを加え，子平く混和後，直ち 賓践2 菌液保存の髭響

に3γCの恒温槽に入れ， 5分後に4{古稀釈硫酸水0.5mlを i) 氷室保存の場合 40mgper mlの菌液を40Cの

加えて階表作用を止め，残余のHe02の査をN/50KMnOl 氷庫に入れ，時聞が」に階素作用と増殖力の関係、を追究した。

で滴宏した。階素の活性度は3rcで日分間に分解される 成誌を第2図に示した。此の実験では， T.T.C.還元作用の

HeOeの畳を以て表わした。 i波弱と増殖力のそれとは凡そ一致し，カタラーゼ作用の波

菌の増殖力は小川氏定萱培養法によって測定した。即ち 弱は最も緩慢であった。筑酸脱水素静素は他の 2酵素の中

夫々の実験に際して適宜に稀釈した菌液を 0.1ml宛小川 間の態度を示した。
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ii) 37
0

C保存の場合: 第3図に成穫を示した様に，

氷室俣存の場合に比して酵素の不活性化は速やかに起るが

増殖力の波弱は之より主主かに著明で，両者の力ーアは早期

に解離した。 fむこの実験では各酵素聞には著差は認めら

れなかった。

寅験3 加熱の影響

40mg per mlの菌液を恒温槽中で絶えず振重しなが

ら50乃至 70"Cで 10分間加熱しその後の酵素作用と増

殖力を測定した。第4図に示す成炉から明らかなように，

T.T.C.還元能は6ダC迄は徐々に失なわれ， 6デCから上の

温度で急速に不活性化するが，之に反して増殖力は極めて

速やかに被弱ずる傾向を示した。即ち 50"Cで70%，540C 

で 0%の増殖力を示した。
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第4聞加熱の影響

費駿4 紫外線照射の影響

上記の実験と同濃度の菌液 3.0mlを直径 4.0cmのべ

トリー皿に入れて薄い液層となし，之に，光源(，ツ夕、殺

菌燈， 20W)との佐離30cmで直接紫外観 (2535A)を照

射した。第F図に威信を示したが， T.T.C.還元醇素は照射

時間 60分で猶 20乃至 30%の活性度を維持したが，増殖

力は極めて急激に減弱した。

賓駿5 凍結融解の影響

先に我々めは， BCGの増殖力が菌液の凍らせ方によっ

て影響を受ける事につき報じた。 ~pち之によって，凍結速

度が大なる程，又菌液の最低到達温度が低し、程，菌の増殖

力の受ける障碍の大きい事が明らかにされた。そこで，こ

の傾向が， BCGの増殖力に於ける場合と同様に，階索作用

に於ても見られるかどうかを明らかにする目的で，菌液を

急速にー180
0

C迄冷却する場合と徐々に -300C迄冷却す

る場合につし、て実験を試みた。

可証 :l¥一
持
景 a

':t -.， 
φ): 

~ 

!~ o.ot~-ー相方
語 |一一 -TTC軍副聞
IJ 

~ 0叫L...ー→ー」
5 !O !~。

時閣 l*J

第5圃 紫タト線照射の影響

60 

第 1表凍結融解の影響

v.u.: 生菌.単位 S.R. :生残率
O.D.: "吸光度 R.T.: 還元時間



先ず急速凍結の場合には，液体ささ気に直接に菌液の入

った試験管を漬けて，急速に菌液をー180'C迄冷却した。

緩慢凍結の場合には，菌液を入れた試験管を之よりも直径

の大きし、容訴に入れ，この容器を -300Cの飽和塩化カル

シウム液に入れた。この為，試験管中の菌液は試験管と容

器との聞の空気の層を通して徐々に -3ぴC迄冷却された。

融j明士総:て30'Cの温水で行った。

第 l表に実験成績を示した。即ち凍らせ方によって現

われる差異は，増殖カにも，叉T.T.C.還元作用にも認めら

れた。但し薄手素作用に見られる差違は増殖力に於ける差

違程著明ではなかった。伶，手[酸脱水素酵素と力タラーゼ

には全くごの様な差違は見られなかった。

賀駿6 凍結乾燥の影響

メジウム 1mlにつき夫々 12mgと40mgを含む菌液

を0.5ml宛アムプんに分注し -3ダCの低温室に置し、て

徐々に凍らせた後多岐管弐真笠乾燥訴を使用し，室温で

4時間乾燥し，凍結乾燥操作前後の菌液について増殖力と

T.T.C.還元作用を調べた。倫， メジウムとして 1%熊糖溶

液と蒸溜水とを比絞した6 第2表はその実験成障である。

菌量が 12mgの場合，メジウムが蒸溜水であると 15!五蕉糖

溶液であるとに拘わらず，増殖力と T.T.C.還元能は共に波

弱した。唯， メジウムが熊糖溶液の時には，〉匂留水の時に

較べて，両者の減弱の度合が少なかった。之と同様な傾向

は，菌f査が40mgの場合にも認められたが，凍結乾燥の影

響fは菌長 12mgの場合にjじして少なかった。

第 2表 凍結乾燥の彰響

噌塑力 I~_T.T.Q: 還冗
アムプ凍結|凍結 i凍結 i 凍結
ん中の|メジウム|乾燥前|乾燥後|乾燥前|乾燥後

雨量| 而示瓦雨時D 引O.D.I% 
|蒸溜水 47611001l86dl3d仙dれO仰.

1口2ml定主
ブ lμ夜糖 13661 刊 | .0田 % 

|蒸溜水 147dlo山9.6; 6刻印I100!ωI 83 
40mgl 
vl lμ潔締 21.6) 4司 ω0) 100 

*に，現在我が同で使用されてし、る BCG乾燥ワクチ

ンについて， T.T.C.酵素作用と増殖力の関係を調べてみた。

即ちロット番号の異なる 3種の製品の半数について実験を

粁1:、，他の半数は 3TCに 1箇月放置した後に同様の実験

を行った。第3表はその実験成績である。

之に明らかな様に， 37'C 1箇月保存によって増殖力も

T.T.C.還元酵素作用も共に減弱した。{旦し酵素の不活性化

の度合は婚殖力のそれよりも弱かった。

賓駿7 抗結稜剤の影響

この実験では，ストレア。トマ fシン (SM)，パラアミノ
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サリチノし酸 (PAS)及び，イソニコチン酸ヒドヲヂッド

(INAH)の3種の抗結按剤が，休止並びに発育の状態にあ

るBCGのT.T.C.還元階索作用と菌増殖力に如何たる効果

を示すかを調べた。

i) 休止菌に薬剤jを作用させた場合

SM， PAS及びINAHを，反応測定時の試験液に於け

る濃度が 1mg per mlとなる様に，菌液に加え，その直後

或し、は氷室24時間保存後の T.T.C.還元作用を検した。実

験成績を第4表に示した。薬剤の作用直後に於いては，酵

素作用に対する SMとPASの効果は全く見られず，独り

INAHのみが酵素作用を約20-40%波弱させた。

街， 40Cの氷室にて24時間作用させた場合にもこの傾

向が認められた。

ii) 増殖中の菌に薬剤を作用させた場合

ソートン培地に菌が旺盛に増殖してし、る時期に，上記

の薬剤jを，培地中の濃度が 1mg per mlとなる様に無菌的

に培地に加え，再び僻卵器に収め， 24時間後に取り出して

菌膜を集め，蒸i留水で十分に洗って薬剤を落してから，夫

々の菌膜より可及的同一条件で菌浮滋液を調製した。即ち

との場合には，培地の表面で増殖並びに成長しつつある菌

に対する薬剤の影響を調べたのである。第F表に示した成

好から明らかな様に， SM作用の場合には， T.T.C.還元能

の減弱も明らかに認められたが，それよりも這かに強く増

殖力の滅弱が見られた。之に反して， PAS作用の場合には，

醇素作用も増殖力も共に寧ろ多少の増強する傾向が認めら

れた。 INAH作用の場合には，酵素作用は減弱L，増殖力

は多少増強する結果が得られた。

第3表乾燥ワクチンの T.T.C.還元作用と
増殖力との闘係

乾燥ワク 1 1旦1 ート旦里町
ι し口、、型空 .f~ff.型し壁十便笠一区主豊杢喧」虫主笠ー
ト献 Iv.uiS.R.lvu.! S.R.! 0D.I %竺L子
No.1 兇 100i 11.71 20 川0951100 10同47
No. 2 87.71 100 i 39.31 45 i 0.0801 100 10.u401 50 

No.3 113 1100122.71 20 10.1201 100 10.08o 67 

第4表抗結核剤の影響(休止菌に作用させた場合)

PAS 

INAH 

貰験 1 賓験 E
薬剤作用直後 i 作用直後 1 oC 24h保存後

}O.D. 1 % O.D. % I O.D・1%

73 

79. 

78 

43 
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賓駿8 酵素阻碍海lの影響

種々の静素阻碍剤jを，その最終濃度が 1/300Molとな

る様に菌液に加え，その直後の T.T.C.還元作用を測定し

た。第6表はその実験成紅である。硝酸銀，硫駿銅及びモ

ノ沃度障酸に可成判長h、阻碍作用が認められたが，シアン，

マロン酸，アジド及び沸化ソーダには全く阻碍{乍用は見ら

れなかった。 アエニーノじヒドラジン1"'約 30%の阻碍を示

した。

第 5表抗結核脅jの影響
(増殖中の菌に作用させた場合)

|一一貫一験 1 一一一事』訟 II 

l且 1iE盟四日盟
v.u紙 !o.D.1μIV.U.I S.R. ， O.D. iμ 

童話照 I 24 ; 100 . 0.500'1 100 I 102.8 100 I 0.465i 1ω 

SM ! 4.7 1 19ダ0.3珂 70I 0 0 1 0.40of 89 

PAS 1 32 11330.6吋12011間 1141ωolilJ
INAH 128111ふれ判 781ω161同制 5弓

第6表酵素r;rt砕剤の影響

I T.T.C. T.T.C 
酵素限得費還元皮 11 酵素阻石早期還元度

(%) I! 一一一一一ー ~l
勤 照 I100 アジド i 1悩
7:?;3LI 67 |弗化ソーダ 96

硝 険 銀 18 モノ沃股間椴 32

7 ロン険 105 硫椴銅 30

青酸加里 111

111 総括並ひIこ考察

J;)，上の実験成得を概括すると， BCGiこ於けるテトテゾ

リウム塩還元作用は，ある限界内に於ては，菌の矯殖:カに

伴なって消長する，併し菌が或る実験条件，例えば加熱と

か，紫外線照射或，.、は凍紅融市平とかの障碍を受ける場合に

は，止tの酵素作用の被弱の度合は増殖力の夫よりも)般に
弱い。換言すれば，細胞がその増殖力を失たっても猶，酵

素の活性度が或る程度保たれているのである。併し酵素

作用と増殖刀との斯様な関係も，現在，菌士曽殖カ測定に用

いられてし、る培養方法が小}II培地使用と云う条件の限られ

たものであり，此の方法では集落の現われて来なし、菌にも，

猶増殖力が保持されているものがあって，より好適な還境

に置かれるとそれが培殖して来る可能性のある専を考える

ならば，必ずしも正し，.、とは考えられない。即ち BCG菌

液中の生菌数を培養ヲケ法によって算慢し，之を.Lj、て最も信

府iL得る菌の増殖力と見倣す点に問題があるので，或いは

寧ろ T.T.C.還元帯索作用の方がより適切な菌j肴殖力の指

標であるかも知れない。此の点に関しては今後より詳細な

検討が加えられなければならないと思う。

三実に苦々 Id-.， T.T.C.還元作用以外に手l酸脱水素酵素と

カタラーゼの醇素活性度を測り 3者を比較したが，之等

の静去が与えられた実験条件に対し夫々異なる態度を示す

専を知った。例えば，氷室に菌液を保存した場合， T.T.C. 

還元静素は増殖力に最も密接な関係を示し，他の勝三去に比

して速やかに弱るが，カダラーゼは殆んど活性度を失なわ

ず，手l酸脱水?酵素は両岩の中間の態度を示した。又菌液の

凍結によって起る障碍は T.T.C.還元静業にのみ著明に現

われ，他の耳~;去には全く認められなかった。しかも，急速

凍結が緩慢凍結よりも菌に強し、障碍を与える傾向が，菌土首

相力と T.T.C.還元薄去の両者にのみ一致して見られる事

は甚だ興味深く思われる。向，凍市訴吃煉操作による影響も

T.T.C.還元能と増殖力が大体一致している点と，比較臥l菌

査の少なし、草~p桑ワクチンじっし、ても，可成り明確に当該酵

素反応を測定し得る点から，政し、はこの方法が乾燥ワクチ

ンの力側の迅速測定に応用され得るのではなし、かとも考え

られる。

最後に，抗桔核剤 (SM，PAS， INAB)の当該静去に対

する作用について述べる主， BCGの休止菌に作用させる

場合，之等の薬剤は，実の作用時間の如何に拘わらず，殆

んどT.T.C.還元作用を阻碍しない。併し同じ薬剤を， j肴確

中の菌に作用させると，休止菌の場合と í~:全く遣った結果

が得られる。即ちSMを加えると， T.T.C.還元作用は強く

減弱するが，生菌数の減少は之よりも更に著しい。即も金

井引が既に報じた如く， SMI土治硝最中の精疲菌に対して

は明らかに殺菌的効果を示すのである。 INAHを用し、る場

合には， i咳素作用の減弱はPlGる理度認められるが滑殖力の

侭1'"1士見られγ却ってやや滞強する。 PASの場合には， t曽
殖力も T.T心還元作用も却って明らかに強まる。この様に

3積の薬剤がj哲殖，発育ヰ1の菌に対して央々異なった態度

を示す三容は，菌に対する薬剤jの作用機転の独立性を示すも

のと興味深く:考えられる。
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