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イ ソ ニ コ チ ン 酸 ヒ ド ラ ジ ドの 作 用

機 序 に 関 す る 実 験 的 研 究

第1報BCαTransaminaseに

及 ぼ す 影 響 に 就 い て

大阪大学医学部第三内科学教室(主 任 堂野前教授)

酒 井 淳 三

(昭翻28年12月25日 受付)

緒 言

昨年来登場 したイ ソニコチ ン酸 ヒ ドラジ ド(INAH)

はその強力 な抗結核菌作用を示す ことは認 められたが,

その作用機序 に関 しては未だ全 く明 らかでない｡

現在 までに報告 された研究をふ り返つてみる と,海 老

名等1)は 結 核菌の呼吸及 びASparginase作 用 を抑制す

ることを報告 し,Aronson等2)はINAHがBCGの 呼

吸及びKatalase作 用を阻害す る事実を認 めた｡ま た米

田3)は 大腸菌 のArginin一 脱炭酸酵素,Tryptophanase,

TraiisaminaseがINAHに よ り阻害 され ることを報告

した｡ま た最近Barclay等4)がC14を 導入 した 】〔NA-

Hを 含む培地 中に結核菌を培養 した際には,感 受性菌

は放射能 を有する よ うになるが,INAH耐 性菌では放

射能 をもつに到 らないこ とを認めた のは誠に興昧潔 い成

績 と考 える｡

当教室5)に おいて も,逸 早 く本問題に関する研究 に着

手 し,類 似権造 に よる拮抗作用な る考えか ら出発 して,

INAHの 脱水素酵素 及びVitaminB6系 酵素に 対 す

る作用 を検 し,鳥 型結核菌の林 ゴ酸脱水素作用及び南瓜

の表皮 より抽 出せ るGlutamin酸 脱炭酸酵素がINAH

一によ り阻害 され るこ とを報告 した｡し か しなが ら 工NAH

は人型及 び牛型結核菌 に対 して特異的 に抗菌力を発揮す
「

るので6),か か る薬剤の作用機 序を考え る場合には,そ

の薬剤 の最 も奏効す る菌を選 ぶべ きであ ると考え,同 じ

く代謝拮抗物質 なる概念 よ り,BCGを 酵素 材料 として

同様 の実 験を行つた｡そ の中脱 水素酵素 に対 す る影 響に

就いては,同 僚 山本が第2報 において報告す るので,私

は1Trar}saminasetc就 いて行つた実験成績 を報告 したい

と考え る｡

ところが結核菌 におけるVitaminB,系 酵素に就 いて

は,そ の存在 にっいてす ら未だ確 た る報告 に接 しない｡

一・方細 胞内蛋 白合成 はTransamination系 と密に共範

す る7)こ とも蜘 られ ているので,こ の系に就いて最 も一

般的なAsparag㎞ 酸一篠酷酸Transamimaseの 存在 を

甑明 し,こ れに対す るINAHの 影響 を検討 す る為以十

の実験を試みた｡

実 験 材 料 及 び 方 法

BCG浮 游 液の調 製:Sauten培 地に7～10日 培養せ

るBCGを,集 菌秤量 の後,ガ ラス玉 と共 にプラス=振i

邊法 にて均等な る菌液 とし,蒸 溜水にて2回 遠心沈澱を

行つ て洗菌 し,M/10燐 酸緩衝液(pH7.4)に て湿菌量

50mgノccの 菌浮游液 を作成 し実験に供 したe

基質溶液の調製:1-ASpar.agin酸(和 光純薬),α 一Ke-

toglutar酸(石 津製薬)を 各 々20yMIO.5ccの 割合に蒸

溜水 に溶解 し2.5N-NaOHに てpH7｡4に 調製 した後,

可 及的速 かに実験に供 した｡

蔭酷酸定量法;以 上 のBCG浮 游 液1.Occ,1-ASpara-

gin酸 及 び α一Ketoglutar酸 溶液 各O.5ec(各20yM)に

燐酸緩衝液(pH7.4)及 び蒸溜水を加えて4.Occと し,

この反応 液を5mmHg迄 脱気 したTh竃mberg管 中にて

37.5｡C90分 間反応せ しめ,反 応終了後そ の2.5ccを

Warburg検 圧計の容器に移 し,第1図 に示 した反応 の

結果生成 した蔭酷酸をOstern8)のAnilin一 クエ ン酸法

にて検 圧法によ り測定 した｡

第1図
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すなわち2.5ccを 容器の主室 に取 り,こ れ に側室 よ り

0.5ccのAnilin一 クエ ン酸混合液(精 製Anilinと50%ク

ェ ン酸溶液を等量混合せ るもの)を 添加 して,発 生す る

炭酸 ガス量 を検圧法 によ り測定 した｡な おBCG浮 游液

のみの もの及びBCG浮 游液 にASparagin酸 のみを加

えた ものを同様 に処理 して対 照 とした｡

このAnilin一 クエン酸法は薩酷酸に特 異的 な反応 では

な く,β 一Keto酸 一般 に対す る反応 ではあるが,か かる

条件で生 成 され る β・-KetoUtは薩酷酸 と考 えて支障はな

い と考 える｡

以上はBCGに おけ るTransamination反 応の証明

実験の方法 であるが,該 反応 に対 しINAHそ の他 の物

質を添加 して阻害或いは促進 の影響 を検討 した｡添 加物

質の濃度等に関 しては実 験成績の項 に詳述す るe
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実 験 成 績

《1)BCGのAsparagin酸 惨 酷酸Transamination

反 応(ASp.く)ta.Trans.R.)の 証明実験

第2図 は縦軸 に発生陵酸 ガス量(yl)を と り,横 軸 に

測定 時間(分)を とつた｡炭 酸 ガス発生はAnilin一 クx

ン酸 混合液 を添加後10分 にして大体平衡に達 す る｡B一

第2図CG浮 游液 とAspaaagin

C酸 及び α一KetOglutar酸
so

網

3e
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蓼o

361e分

ASp｡… …Asparagin酸

、α一KG｡… α一Ketoglutar酸

BCG… …BCG浮 游 液

燐 酸 緩衝 液pH7.4,
曇

M/10・

温 度37.5｡C

側 室 … …Anilin一 クs・ ン酸

混 合 液

つた｡な お.Thunbeτ9管 内におけ る反応終了後,

混液 にNessler試 薬を加えて 見た カ㍉

る呈色 は認め られなかつ論 故に この条件においては他

の脱Amino反 応 は起 らず,Trarisamination反 応 のみ

が行われてい ると考 えるo

② 反 応 時 間

次 にThuaberg管 内で の反応時聞 を変化せ し め た実

験を行い,そ の結果を笛3図 に示 した 反応2時 間 にし

第3図 て漸 く平衡 に二達 した｡な お

・吻 、 炭酸 ガス発生量 はAnilin一

クエ ン酸を加えて10分 後

に測定 した値であ る｡

㈲ 至 適pH

Thunberg管 内における

反応 時のpHを6.8よ り

8｡8ま で種 々に変 えて実験'Thurbberg管 内反応時間

を行つた｡第4図 に示 した

通 りpH&2附 近で反応 させた も のが炭酸 ガスの発生量

最 大である｡す なわ ちBCGTransaminaseの 至適pH

は8・2附 近 のアルカ リ側 にあ るこ とが認め られた｡

(4)青 酸 カ リ(KCN)に よる阻害実験

Transamination反 応 はM/20青 酸 カ リによつて

の混合反応液 よ り発生 し

た炭酸 ガス量 は46μ で

あ り,BCG浮 游液のみ

のものか らも11plの 炭

酸 ガス発生 を認 める｡後

者 はBCG中 に含 まれ る

β一Keto酸 に由来す るも

のであろ うと推定 して い

る｡故 に ごρ 両老の差が

BCG浮 游 液 に よ つ て

Asparagintwと α｡Keto-

glutar酸 の間に起 つ た

Tr鋤saminatio疏 の結 果

生 じた蔭酷酸に由来す る

もの と考 える｡そ して実

際以下 の実験 を通 じて認

め た炭酸 ガス発生量は理

論債の約10～20%で あ

反 応

アン モ ニヤに よ

第4図 第5図

%o&o-"即3610e
.

pHKCN:M/20pH7.4

約80%阻 害 され ることが知 られてい る9)｡そ こで音酸カ

リによる阻害を見るため最終濃度 がM/20濃 度になるよ

うに加 えて反応 させた実 験の結果 は第5図 に示 した通り

であ る｡す なわ ちM/20濃 度 の青酸 カワに よつて殆んど

100%の 阻害を認めた｡

(5)BCGTransa斑ination反 応起対す る抗結核剤の

影響に関する実験

イ)1NAHの 影響 に関す る実験

邦製1NAHを 蒸溜水 に溶解 し,最 終濃 度がMノ100

濃度 にな るよ5にBCG浮 游液及び基質 と混合 し,上 述

の如 くThzmberg管 内 で90分,37.5｡Cで 反応 させた

反応 混液 をWarburg検 圧 計にて,Anilin一 クエ ン酸混

合液 を添加 して発生す る炭酸 ガス量 よ り阻害 度 を 検 し

第6図 た｡そ の実験成績 は箆6

図に示 した通 りである｡

す なわ ちMン100濃 度づ

INAHは 著 明にBCGの

Asp.-Oxal.Trans.R.

を阻害 し,数 回の実験を

通 じて阻害度 は約9ゆ 》

100%で あ つ た(反 応

pH7.4)｡

次 にINAHの 濃度を

最 終M/200,M/50傷

s6囑MAOOO,M/2000の 種 々

Mの 濃度 に変え て 添 加 しMAH最終濃度

100・ て
,nNau{9の 濃度ま反応pH7A

で阻害 し縛 るか を案 験 し

たσ第7図 はそ の成績 であるがMXIOOO濃 度 までかな

り掬 制'L得 るがMノ2000濃 度になる とその程 度は僅か

であ る｡

次に 】〔NAHと そ の誘導体であるN-lscmicotinyl-N4

isopropylhydrazine(INPH)及 びN・lgo面eot瞬Ny・

一 一6-一
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第8図

361ee

rNAH,INPH,INGH

反 応pH7.4は 各 々最 終 濃 度M/500

反 応pH7.4

gluo◎sylhydrazine(INGH)の 阻害 作 用 を比 較 す るた

め,各 々 の最 終 濃度 がM/500に な る よ うに添 加 した 実

験 成 績 が 第8図 で あ る｡INAHの 阻 害 度 が最 も強 く,次

でINPH,INGHの 順 で あ る こ とを認 め た｡

次 い でTransaminati0n反 応 り補 欠分 子 族(Prost-

heticgroups)はVitamin

B6(VB6)群 のRridoxal

燐 酸 で あ る こ とが認 め られ

て い るの で1α),VB6及 び

ATPの 添 加 に よ り 】NAH

の 該 反応 阻害 が 如何 な る影

響 を 受 け るか につ いて 実 験

を 行 つ た｡す な わ ちBCG

浮 游 液 にIN.AHをMIloo
3`'jO分

lASP
.,α一K.9.:209M

VB6:500"r

ATP:500Y

INAH:M/100

反 応pH7.4

1

第10図

_ムB`ξ 十鷲β琳 ・9・ムコサの

レ__→6CCrtA～?.tinHLSrva`

5Se."AH阻 害 され た が,

INAH;M/100

VBs:500Y

反 応pH7・4

濃 度 に な るよ うに加 え,更

にVB6とATPを 昏 々500

γ宛 添 加 して実 験 した｡そ

の結 果 は 第9図 に示 した通

りBCGのAsp｡-OxaLT-

rans.R.はM/1001NA-

H添 加 に よ り約100%

VB6と

ρATPの 添 加 に よ り完 全

に復元 す るの を認 めた｡

またVB韓 とATPの 添

1加 に よ りAsp.K)xal.T-

rans.R.が 促 進 され る事

実 も確 認 した｡な おV-

B6は そ の塩 酸 塩 を 用 い,

ATPはBarium塩 を用

いた｡ATP-BariUm塩

は2N｡H2SO4を 加 えて

Bariumを 沈澱 させたのち濾過 して2N-NaOHに て中

和 して使用 した｡な お この事実 は溺報 予定のBCGよ

り抽出 した酵素液 を用いた実験 において も確 認 し得た｡

次いでVB6塩 酸塩500Yの みを加 えて実験 した｡第

10図 にみ られ るようにVB6の 添加 によつて本反応の促

進は認め られないが,Ml100】NAHに よる阻害は完全

に恢復 した｡

第11図 更にATPの みの添

加に よつても,同 じ くM

/100rNAHに よる阻害

作用 が約85%ま で恢復

す るのを 認 め た(第11

図)｡こ の事実 は前述の

拮抗作 用を以つて しては

説明 し得 ない｡又ATP

と]ENAHの 直接反応で

ある とば両者の濃 度比か

らも考 え難 い｡そ こで私

36

ATP:500Y

INAH:MIloO

反 応pH7.4

lo6はATPに よ り何 らかの

代謝 系が促進 されて生 じ

て来 る物質 とINAHと

の反応 の為 ではないか と

考え,そ の1例 として 】NAH阻 害に対す る焦唱く篤 酸

の影響 を検 してみた｡そ の成績は第12図 に示 した如 く,

焦性葡萄酸(Na塩)(Pyr・A・)M/500の 添加に よ り

TransamiRation反 応は約10%促 進 され且つM/100

1NAHに よる阻害 は約75%恢 復す るのを認めた｡

第12図 条13図

媛 望
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36JO分

Pyr.A.:Mノ500

1NAH:Mノ100

反 応pH7.4

361eを

BCG:100Y/ccINAH

耐 性 株,湿 菌 量50mg/cc

反応pH7.4

以上の実験はINAH感

受性BCG浮 游液を用いて行つた ものであ るが,]〔NAH爵

性BCGの 本反応に対 してはINAHは 如何 なる影響を及

ぼすかにつ いて,10Y!cc及 び ユ00VκINAH西 性BCG

浮游液 を酵素液 として実験を行つ た｡10y/ec]NAH耐

7-一 ・
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性BCG浮 游 液を用 いた場合 は感受性菌 の場 含 と著 明

な差違を認 め得 なか つた｡こ れ に対 して100Y/tcMAH

耐性BCG浮 游液 を用いた場合は第13図 に示 した 通 り

M/loo】 〔NAHが 殆 ん ど阻害 を示 さない ことを認 めた｡

ロ)ダ イハイ ド質ス トレプ トマイシン

(DHSM)の 影響 に関す る実験

邦製DHSMを 蒸溜水に溶解 し,最 終濃度がM/100

になるよ うに添加 して実験 した｡そ の成績 は第14図 に

第14図 示 した通 りである｡す なわ

ちDHSMのM/100の 添加

3610分

DHSM:M/100

反 応pH7.4

は該 反応 を約30%阻 害す

る事実 を認 めた｡

次 にス トレプ トマイ シン

100γ/cc耐 性BCG浮 溝液

を用 いて実験 を行い,そ れ

にM/1001NAH及 びM/

100DHSMを 添加 してそ

の影響 を検 してみた｡そ の .

実験成績は第15図 に示 した

如 く,M/1001NAH及 び

M/100DHSMは 感受性菌

を用 いた場合 と同程度 の阻害を及ぼす事実を認めたo

第15図 第16図

36`O分

BCG:1∞Y/ccSM

耐 性 株,湿 菌

量50勉8/cc

DHSM:M/100

1NAH:M/100

反 応pH7｡4

幽
恥

、塾o

P

PAS(Na塩):Mノ100

反 応pH7｡4

ハ)パ ラア ミノサルチル酸 ソーダ(PAS)の

影響 に関す る実験

邦製PAS(Na塩)を 蒸溜水 に溶解 し,最 終 濃 度が

M/100濃 度になる よ うに添加 して実験 レた｡そ の 成績

は第16図 に示 した通 りでM/100濃 度 のPASで は該

反応 は殆ん ど阻害 されない ことを認め た｡

考 按

以上 の実 験成績 よ りBCGに おいてAsp.-Oxa1.Tra一

ns.反 応系 の存在す ること及び同系が 】〔NAHに よ り署

明に阻害 され ることは確 実であるが,問 題 はそゐ阻害 の

様式如何 とい うことであ る｡こ の問題 についで 一通 り検

討 を試みたい｡

第1の 問題 は本反応 のINAHに よる阻害 は,】NAH

と α一Keto91utar酸 との結合に よるもの ではないか とい

うことである｡私 達は以 前 よ りINAHが 何か との結合

型 となつて尿中に排 泄 され ることを唱 えていたのである

が5)1D12,最 近小沢13)等はINAH投 与家 兎の尿 中に,

葡萄糖 との結合物及び焦性葡萄酸或いは α一KetQ91utar

酸 との結合物 らしい ものを認 めた ことを報 じている｡し

か しなが ら私がPridoxine或 いはPyridoxine及 び

ATPに よつて 】NAHの 阻害 が排除 され る事実 を認め

てい る点は,INAHの 作用 点がd-KetOglutar酸 との

結合 に よる ものでない ことを明 らか に示 してい る｡す な

わちINAHに よる酵 素の不活化 は酵素 活性 基 で あ る

CarbOnyl基 とINAHのhydrazid型 との結合に因す

るもので,こ の際Pyridoxine或 いは これ とATPの

添加 に よりBroquistag14)15)の 認めてい る如 く,PyrF

doxine第4位CのCarbony1化 を生 じて,同 酵素活性基

の復元 を招来 し,従 つ てINAH阻 害が排除 され るもの

と解 され る｡

INAHのhyd栩id型 の結合性に就いては,上 述の

同剤投与尿申に認め られたCarbOny1物 質 との結合か ら

も窺われ るが,ま た同時 に私 の実験成績 においてINGH

及びINPHのTransamimation反 応 系に対す る阻害能

がINAHに 比 し極 めて低 い事実 は,本 剤の作用点 とし

てのhydrazid型 の反応性に対す る証左 と考え られる｡

次 いでINAH阻 害がATP単 独 の添加 によ り恢復す

る点 は,無 気的条件 において細胞内に生 ずるCarbony1

型解糖中間物質 に因す るもの と解 され る｡更 にINAH

阻害 が焦 性葡萄酸 によ り除かれ る点は上述の1NAH焦

性葡萄酸結合物 の尿中排泄の事実及びSelnicarbazi6に

よるVB,酵 素 系の阻害が焦性葡萄酸 によ り排除 される

事 実16)か らみて,INAHの 酵素活性基 に対す る阻害が

焦性葡萄 酸のCarbOny1基 によ り相競的 に排除 された

もの と考 えられ る｡

なおINAH耐 性BCGに よる本反応はINAHに よ

り阻害 されない事実 も,こ の考 え方 を阻げ るものではな

く,寧 ろ私の行つた実験が 工NAHの 作用機序 の本質的

な部 分 と考 え る示唆 とな り得 る ように思 える6

しか しなが ら本実 験に認 められ るINAH,INGH及

びINPHの 阻害度 が,培 養実 験にお け るこれ等 の抗菌 、

力 と平行 しないこ と,或 いは結核菌の発育を阻止する濃

度 よ りも邊かに高濃度においてのみかか る阻害 の認めら

れ る事実 よ り,本 反応 の阻害 のみがINAHの 作用機序

の全部であ るとはいい きれないが,実 験成績 の如 く,こ

の阻害がVBe酵 素 系の活性基 に係 るこ とは明 らかであ

8
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り,ま た蛋 白合成 と本反応 系 との関連か ら見て,そ の作

用機 序の主要 な部分を 占め得 る も の と考 えて差支えな

いo◎

結 論

1)INAHはBCGのAsparagin酸 弱蔭酷酸Trans・

amination反 応 を 阻害 す る｡

2)】:NAHの この阻害 はPyridox㎞e或 いはPyri-

doxine及 びATPの 添加 に より消殺 され る｡

3)INAH弼 性菌に よる本反応はINAHに よつて阻

害されない｡

4)BCGに よる本反応 はDHSMに よつて模かなが

ら阻害 され るが,PASに よつ ては影響を うけない｡

(稿 を終 るに臨み,終始御懇切な御指導御校閲を賜 わつ

た堂野前教授汲 ぴ河盛助教授 に深 く感謝 し,直 接御指導

を賜わつた伊藤丈 雄博士 に深謝す る｡ま た種々御教示 に

あずかつ た本学生化学教 室内田助教授 に厚 く感謝す る｡

なお》本研 究費 の一部 は交部省科学研究費に よつた｡

肥 して謝意 を表す).
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