
方 が合理的 である。

5結 論

我 々は実験的結核症 の廿 日鼠、天竺鼠等 に、 ス トレプ

トマイシソ、 プロ ミン、 ネオプロ ミソ、ダイア ゾン、プ

ロミゾール、 ローザ フエーフエの中性脂 肪、ウスニ ツク

酸等 を注射に よ り或 いは経 ロ投与に よ り、種 々の期聞投

与 して剖検 し、臓器 、淋巴腺、菌接種局所 申の結核菌数

を定量培養に よ り検査 し、次 の様 な結果を得 た。

(1)ス ト投与 に於ては臓器中の菌数は病変 の差 の表

われ る前に既 に短期間 の投与に於て も差が表 われ る。3ζ

病変 では差 として表 われ ない様 な場 合で も菌数 に於ては

差 として表われ る。

(2)ス ト投 与では臓器中 の結核菌数 の増加 の傾向あ

る場合 には増菌を阻止 し、更 に減少せ しめる し、臓器中

の菌 の減 少の傾向にあ る時期では菌減少の傾向に拍車 を

かけ る。

そ して対照 との聞 の差 を著 明にする。筒臓器 だけでは

な く所属淋巴腺や菌接種局所に於て も同様 な事 を証明 し

た◎

(3)ス トレプ トマイ シソ以 外の薬物に於てはプ ロミ

'〆

ンの廿 周鼠 、6週 投与に於 てのみ総 ての臓器で菌 の減少

を見たが ス トの場合に比 して差 は僅 かであ る。又天竺鼠

の実験では返つて菌 の増加をみた。文其 の他の薬物 に於

ては臓器 の1つ 或いは2つ に於て菌 の減 少を見た もの も

あ るが対照 との差は僅 かである。

(余等の研究に用い たス トレプ トマイシ ソは一部G・

H・Q・ サムろ準将 より恵与 され た ものであ り、一部 は

厚生省 よ り配給を受 けた ものである。叉 プロ ミン、ネオ

プロ ミソ、ダイ アゾン、プロ ミゾールウスニ ツク酸 、

ローザ フエー フエの中性脂肪は東 大医学部薬学科の石

館教 授及び同柴 田助教授 よ り恵与 され たものである。

又薬理研究会 より研究費の補 助を受 けた。誌上を借 り

て感謝す る次第である。(25・5・2)
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パ ラア ミ ノサ リチ ル 酸 の 結 核 菌 酸 化
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山 村 雄 一 安 立 妙 子

〔本論文の要旨は第25回 日本結 核病学会総会 におい

て発表せ り。〕

第1章 緒 言

Leh鵬anは 、B鍵phei逝 によつて報告せ られ た病原性

結 核菌 の呼吸が、安息香酸及 びサ リチル酸 を添加す るこ

とに よつて 、著 しく増加す る事実 に注 目して(D、主 とし

て安息香酸及びサ リチル酸の誘導体50数 種について 、結

核菌 の発育抑制作用 を検 し、パ ラア ミノサ リチル酸(PAS

と略記す)が 、最 も強い阻止作 用をあらわす ことを報告

した。(の

その後PASの 結核菌発育阻止作用に関 する記験管 内

実験 はL・eh磁蝕,(2)Y◎u搬 鋤s(3)等及 びEdstlake(4)等

に よつて行われ 、主 と して人型又は牛型結核菌が著明な
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発育阻止作 眉を受け ることが明 らか にされ 、 またYou-

mang(3)Raga忽 ⑤ 等及びFeldmann(6)等 によつてモル

モ ツ ト叉は廿 臼恨の笑験的結 核症 においてPASが 抗結

捜作用をあ らわすことが明 らかに された。臨床的応 用に

関 して は既 に多数の報 告がある◎ しか しその作用機作 に

ついては 、最初Lehmanが 結捜菌の呼吸において安怠

香酸 またはサ リチル酸 に対す る拮抗 的作用を想像 してい

るにす ぎない◇

さきにわれわれはス トレプ トマイシ ンの結核菌酸化 酵

素 系に及ぼす影響を検 討 して 、結核菌の適応現象 に対 し

て不可逆的阻害をあ らおすことを明 らかに した◎(7)又結

核菌の酸化 酵素 系に対す る諸種の薬剤 の影響 を検討分 類
　

す ることによつて 、酵素化 学的 に抗結捜剤の作 用機作 を

明 らかにする可能性 を示 した。(8)次 にこの方法 に従つ

てPASの 結 核菌の酸化酵素系 に及ぼす影響を検討 し

た◎

第2章 実 験 芳 法

笑験方法は既 に発表 したわれわれの方法(7)(8)に 従つ

た◎すなわ ち酵素液 と しては鳥型結 核菌(竹 尾株)の 均

等 な生理的食塩水浮游液 を用いた。すなわちグ リセ リソ

寒天培地 上に3乃 至5日 間培養 した菌苔 を、白金耳を用

いて無菌的 に、 メノウ乳鉢中に採 集 し、生理的食塩水 を

加 えて充分に磨砕 し、lcc申 約10mg(乾 燥菌量)を 含

む均等浮游液 とした。

さきにわれ われは抗結核剤の作 用機作 を大 き く分類 し

て 、構成酵素系 、適応酵素系 または適応現像 のいずれ か

に阻害的に作用 す るものとしたが、この実験 においては

講 成酵素 系の基質 としては 、コハ ク酸 、酪酸 を、適応及

び適応酵素 系の検討 のための基 質 としては安息 香 酸 の

10μMを いずれ も苛性 ソーダを用いて正確 に中和 して使

用 した。ただ し適応酵素系 の酵素液 と しては 、安息香酸

適応菌を用いた。適応菌 の調製は 、結 核菌浮游液を ワー

ル ブル グ氏検圧計 によつて安息香酸の酸化 を測定 す る時

と同Si組 成(菌 液10部(10mg/eo)、 安息香酸M/10

溶液1部 、燐酸緩衝液(N/10,pH7・5)4部 の割)の

下 に安息香酸 と2時 聞以上37・5。Cで 共存せ しめ、充

分適応酵素 を産生せ しめて、後数 回遠 心沈澱洗灘 を行つ

て調製 した。PAS(ナ トリウム塩)は 田辺製薬 よ り握供

せ られ た白色結 晶を用い た◎

測定法は ワ戸ル ブルグ氏検圧計 を用い丁 ・結核菌の呼

吸 、及び基 質を加 えた時 の酸素 吸収量 の増加 を測定 し、

同時にPASを 添加 して、 これ に及ぼす影響 を検討 し

た。th,ztSe器主室 には結核菌浮游液1・Oec,燐 酸緩衝液(N/lOt

PH7・5)0・4coを 入れ 、側室 には基質(M/10溶 液0.1

cc)の み、または基質 とPASを 入れ 、一・定時聞に両者

を混 じて、温度37・5。Cに て、酸素 吸収量 を測定 した。

瓦斯腔 は室気 を以てみたす。発生す る炭酸 ガスは中央小

室 に20%苛 性加里液O.2ccを 入れ て吸収せ しめた。そ

の他 のPASの 結核菌酸化酵素系 に及ぼす作 用機作 の分

類法は 、すべて山村 の既 に発表 した方法(8)に 準 じて行

つた。'

第3章 PASの 結核菌の構成及び適鷹

両酵棄に及ぼす影響

実験成績 は第1表 に示す如 くで あつて 、両酵素 系共に

PASの か な り大量 によつて阻害せ られ る。 しか して安

息香酸 々化酵素系の方がinsen8itiveで 阻害 に多量の

PASを 要 してい る。

第1表PASに よる結 核菌酸化酵素系の阻害

(数値は対照の値 を引 き去つアニ酸素吸収量(Cmm)を あ らわす)

酵 素 液1 鳥型結核菌(竹 尾株)の 浮游液 同左安息香酸 に対 し37。C
で2・5時 聞 適 応菌液培養日数L一 二

菌 量 10。8mg 10・7mg 9・6mg

基 質 コ ノ、ク酸 二tg粋M 酪 酸 ・・pMl 安息香酸10pM

PAS添 加 燈 300μM 300μM 5001LM

酸
素
吸

収
搬

(伽 斑)

30ノ

60ノ

90ノ

120ノ

105。8

176。9

345。7

431。4

11.4

8.6

17。0

26.8

/

1((6.2

373.6

531.9

/

0

0

0

57.4

137.1

3314

/

ユ3。3

52.5

68.0

/

一 一_30-一 一
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次に以 上のPASに よる酵素 系の阻審が 、酵素 に対 す

る捕捉的な阻審であるか 、基質 との拮抗的競争的阻書で

あ るかを明 らかにす る為に、次 の実験 を行つた。すなわ

ち各基質濃度 を種 々に変化 し、これに一定量 のPASを

作用せ しめ阻警度を測定 したところ、第2表 の如 く基 質

濃 度を一定範囲内 にて変化せ しめて も、PAS量 が一・定

であれば 、その阻害度 は一定である◎従つてPASの 阻

害は基質 との拮抗的阻害ではな くて 、酵素に対 する捕捉

的 阻害で ある◎また以上の捕捉的阻害は菌にPASを 作

用 させ た後 、生理的食塩水を用いて洗灘す るこ とによつ

て除去出来 るか ら可逆的であ るe結 局PASは 溝成 ・適

応両酵素系 に対 して 、可逆的捕捉的阻害をあ らわす◇

'

但 し阻害度H=1一

第2表PASに よる酵素系の捕捉 的阻害

基質 とPASを 添加 しアこ時の酸素吸収鍛の磐加(Cmm)Og

基質 のみ を添加 しブこ時の酸素吸収量 の増加(Cmm)Os

を以て あ らわす。

酵 素 液 ヒ 鳥 型 菌 浮 游 液 鳥 型 菌 浮 游 液一 同 圧 安 息 香 酸
適 応 菌

4 日

菌 量 9・8塒9/cc 10.3mg/cc 8。4斑9/ce

測定時間(分/ 30ノ moノ 120ノ

基 則 諏 一 ジ 酸 酪 酸 悔 息 香 酸

基賓添加剥49粋Ml3・ 刺 ・・"MI4・ 画3・ 叫 ・・叫4・yMl2・ μMi1・yM

PAS添 加劃 100ドM 100yM 300魑 】M〔

Os 9・・3い2乳4D・5・4L5・6・ ・15…gl344・6陣41467・Sl487・9

〈)9
137・9152・ei釧2"・ ・ltwge25…i・Se・312…Sl2副2・ …

H 68列59・ ・ 58・6is2・ ・ 5・・eい5・ ・ISi71副56・7

婁

全実験を通じてPASは 基質を添加しない結核菌の内

部呼吸に対して殆ど無影響であるが、安息香酸適応菌を

酵素液とした時は、若干酸素吸収量を増加せしめた。こ

の事実はわれわれの既に発表した結核菌の 「類属化学適

応」によると思われる。(9)

第4章PASの 酵素阻害に関す る

定量的取扱い 。

田宮教授等σのは微生物の薬剤による発育阻害作用に

おいて定量的取扱いを行つているが、この方法と同様に

酵素に対する捕捉的阻害の場合を取扱 うこ とが 出来

る。(8)すなわち酸素吸収量から測定した薬剤の阻害度を
　

Hと しb薬 剤の濃度 をGと しbHを 縦軸 に、1◎gGを 横

軸 に とると沓薬剤 によ り異 な る傾斜 を示すSigmoid型

の曲線が得 られ 、この曲線 は一般 に

H一 轟 養 一(・)一

であ らわ され る。ただ しn・φ・はあ る恒 知で大い さは薬

剤 の種類 、供 試菌の種類 、及びその他の実験 条件(温 度、

pH,等)に よつて定 ま り、n>0で 、φ はH=0・5(阻

害度50%)な る時 の薬剤の濃度であ る◎(1)式 をかきか

えて

1・9(H1
-H)-ni・gG-nl◎9ψ(2)

すなわち(・)式の成 立つためにはleg(、 藝Hlと1◎9

Gと の関 には直線関係が成立 しなければな らない。 しか

してその直線 の傾斜か らn値 を、直線 と1◎gGと の交

点が ら φ値 を求め ることが出来 る◎ ここに得 られ たn

値は(1)式 の示す シグモイ ド曲線の傾斜 を示 し、 φ はそ

の水4位 置 を示す ものですなわちnが 大 なる程曲線 は直

立的にな り、僅かな薬 剤の増加に よつて阻害度の著 明な

増大を きたすことを示 し、φは小な る程低濃度で有効 な

薬剤であ る。

いま この方法に従つて 、結 核菌 の酵素系に対 するPAS

の捕捉的阻害の場合 のn及 び φ値 を求 めると、第3表

及び第4表 の如 くであつて、比較 のために他の薬 剤また

は酵素毒 の値 を掲げて あ る◎ 表 に よつて明 らかな如 く

PASの ゆ値がかな り大で・従つて阻害に》ま高濃度 を必

要 と してい る。また安息香酸の酸化酵素系の方が φ値が

大であ りPASに 対 してinsensitiveで あるe

_31一
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第3表 構成酵素系にお け るn及 び φ 値

酵素液 としてはいずわ も鳥型菌 グ リセリン寒天培養第4日 目の菌浮游 液を用 い、

基質 として は酪酸 まナこは=バ ク酸 ソーダ10-4モ ル を使用 す。

墓 質i 酪
勲

酸 識 バ ク 酸

使 用 薬 糾 PAS 亜 砒 酸 PAS
1亜 砒 酸

菌 副 10・7mg 9・8mg 10.8mg
ξ

9。8mg

n 1 1。31 1.96ew 1.88 } 1.35

φ 3。16×1(〉-5 ・・78X・ ・-71 7。08×10-5 1。58x10-7

第4表 適応酵素系にお けるn及 び ¢値

酵素液 として はグ リセ リン寒天培養 第4四 日目の鳥型菌 の安息香酸適 応菌 を用 い、

基質 として は安息香酸 ソーダの10-5モ ルを使用 すo

使 用 薬 剰 PAS ヒ ノキ チオ ール 亜 砒 酬8一 オキ シ・ヒノ リン

菌 副 6.8mg 8・7mg ー 12。3mg 1 1{Mm9

第5章 PASの 結核菌の 「適応」に封

する阻害

PASの 一定量を安息香酸 を基質 として結核菌を作用

せ しめた時 に添加す ると、第5表 の如 く明 らか に酸素 吸

収 の阻害があ らわれ る。 この阻害が次 々に産生 されて く

る適応酵素(こ の場合安息酸 々化酵素)の みに対す るも

ので あるか、「適応」に対す る ものも加 わつてい るかを区

別 しなければな らない。そのためには第6表 に 示 す 如

く、結核菌 と、安息 香 酸 と、PASを 混 じて一定時間

37・5。Cにて振壷 し、 後 に菌 を充分に洗演 して 、再び安

息香酸を基質 として酸素吸収量を測定す る。

その結果 によると菌は一定の誘導期の後 に安息香酸 を

酸化 してい るか ら、PASは 「適応 」を も阻害す るので

あ り、 しか もその阻害は洗灘 によつて除去 出来 るか ら可

逆的である。(も しPASが 「適 応」 を阻害 しない とす

ると、菌は既 に安 息香酸 と→定時間共存 していた後であ

るか ら、誘導 期を要せず直 ちに安 息香酸 の酸化 を行 う筈

であ る。)しか してこの条件の下で 「適応」 を完全 に阻害

す るPAS(ソ ーダ塩)を の最小 量は第5表?e示 す如 く

100pM(15・3mg)で あつて 、ス トレプ トマイ シンの同様

な実験 におけ る10γ に比 し約1500倍 を要 する。

第5表

酵素液 として は鳥型菌のグ リセ リン寒天培養第5日 目の菌浮游 液(菌 量10.6mg/cc)を 用

いナこ◎基質 は安息香酸10-5Mで あ るo

数値は対照値 を引去つナこ酸素吸収量(Cmm)で あるo

PAS添 加 量 } 0 i ・・pMl 20P]M

反

応
時

間

(分)○

30ノ

60'

120'

180ノ

0

17。4

127.0

334。0

0

16。8

81.0

294.9

0

17.3

84。4

230.8

50pM 100gM

0

17。5

78。9

119.6

0

10・5

10。0

8。8

・一 ・・_32__.



第6表 酵素液 として は鳥型菌 のグ リセリン寒天培養第4日 目の菌浮游液 を

A.そ のまま2時 間37。Cに て振盈

R菌 浮游液1c¢ に対 しPASを300μMの 割 に添加 して2時 間37。Cに て振盈後 洗灘

しナこ菌 をそれ ぞれ 用い六◎基質は安息香酸10-5Mで ある。

数値は対照値 を引去 つアこ酸素 吸収量(C斑rの である◎

第6章 考 按

従来 から行 つてきた結核治療剤 の結 核菌酵素系 にお

繧す阻害作用(8)とPASの それ を比較す ると第7表 の

くである。'

第7表 か ら明 らかな如 くPASは 阻害作 用が かな り広

汎であ るが 、既 に第4表 において示 した如 くφ値が著

く大であ り、また第5章 において述ぺた如 く適応 を抑

す る最少有効量 もか な り大であ る◎かつその作用はす

て可逆的であ るか ら、かな り多量 のPASが 持続的 に

と接触 してお らなけれぽ阻害作用があ らわれない と思

れ る。また酵素 に対す る阻害はいずれ も捕捉的阻害で

つて 、LehRlapの 最初考 えたよ5な 安息香酸 に対す る

抗 的阻害はみ とめ られ なかうた。

第7章 結 論 一

PASは 鳥型結 核菌 に対 して 、かな り大量 を用い ると、

酪酸 または コハ ク酸 の酸化酵素系(構 成酵素 系)及 び安息

香酸 々化酵素系(適 応酵素 系)に 対 して酵素に対す る可

逆的捕捉的阻害をあらわし、また鳥型菌の適応を可逆的

に阻害する。

終りに臨み恩飾院長渡辺三郎教授、並びに大阪大学理

1学 部・糊 四鰍 授の御指導と徽 閲を賜つたことを潔
謝 します 。
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