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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4報BCGチ ステ1ソ 脱硫化水素酵素 に及ぼす影響 について

大阪大学医学部第三内科学教室(主 任

山 本 実

堂野前教授)

(受付 昭和29年11月24日)

緒 言

曇に酒井1)はBCGト ランスアミナーゼに及ぼすイソ

ニコチン酸ヒドラジ ド(INAH)の 影響について報告し

たが,今 回私は トランスアミナーゼ同様,B6酸 素系の

一つと考えられる チスティン脱硫化水素酵素に及ぼす

mNAHを 主 とせる抗結核剤の影響 について検討したの

でその成績を報告する、

チステイン脱硫化水素酵素は,高 等動物や細菌2)..10)に

おいて発見せられているが,そ の機構に関しては全 く明

らかになつたとは言い得ない。しかしながらピリドキサ

ール燐酸が助酵素として働 くことは既に多くの研究者に

より認められている所である6)7)8)le)。私は最近BOGに

チステイン脱硫化水素作用のある事を認めたので,ト ラ

ンスア ミナーゼに対する1)作用と同様の考えから,BCG

の アセトン乾燥菌を酵素材料として,1NAH等 抗結核剤

の影響を検し,以 下述べる如き成績を得た、

実験材料 及び 方法

酵 素 材 料;酵 素材料としては,10日 前後Sauton

培地 に培養せるBCGの アセ トン乾燥菌浮游液を使用し

た。すなわち法の如くにしてつ くつたアセ トン乾燥菌を

乳鉢 にて磨砕 しつっ,M/10pH7・8の 燐酸緩衝液を加

えて,100mg/㏄ の均等浮游液とし,そ の1ccを 用 に

供した。

チスティン溶液二`。塩酸チステイン(石 津製薬製)を

20μM/o.5ecの 割 に蒸溜水に溶解,そ のo.5coを 使 用した。

実 験 方 法:実 験方法は概ね 須田等の方法に従つ

た。すなわち第1図 の反応管のAに 酵素液1ccM/lo

pH7.8の 燐酸緩衝液0・5cc,蒸 溜水2。Oc6,Bに チス

テイン溶液O・5cc,蒸 溜水O・5ceを 入れ,+5mmHg

程度迄脱気後,37・5ρC恒 温水槽中につけ,約10分 後,

基質を主室に混入せしめ,45分 乃至60分 反応せ しめ,

50%硫 酸O.5ccを 加えて反応を停止せしめて後,直 ち

に炭酸 ガスを約20分 間通気 して,生 成している硫化水

素を受容管の 方へ追いやり・ その後 受容器の 内容(1:

5%酷 酸亜鉛5.Occ,II;O・OSeovパ ラヂメチルフエニレ

ンヂアミン5.ecc,III;12・5%硫 酸鉄アンモン1.Oce>

を混合 して強 く振湯,約1時 聞放置後・生成せるメチレ

第1図 ン ブ ル ー
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色 定 量 し

た。基準直

線は既知量

の硫化水素

を同様処理

する事によ

り予め計測

した。

なお,

INAHそ

の他の薬剤

は第1報1)

の如 くにして調製,上 記蒸溜水の代 りに加えた。

案 験 成 績

第2図 は 】NAH感 受性BCGア セ トン乾燥菌による
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第3図 工NAHの チステイン

脱硫化水素作用阻害に及ぼす
VB6及 びATPの 影響
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第4図INAHの チステイン脱硫

化水素作用阻害 に及ぼすVB,;,

ATP各 単独の影響
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多5図 】〔NAHの チステイン脱硫化水

素作用阻害に及ぼす葡萄糖(GL)及 び

焦性葡萄酸 ソーダ(Pyr.)の 影響
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第6図 】[NAHの チステイン脱硫

化水素作用阻害に及ぽす α一ケ ト

グルタール酸(αKG)の 影響
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応1)の場合と同様,INAHの 本反応阻害に及ぼすピリド

キシン(VB;)及 び アデノシン三燐酸(ATP)の 影響 につ

いて検した。VB5は 壇酸塩,ATPは 脱 塩で各500γ

を添加した.そ の成績は第3図 の如くで,こ の両者の添

加により本反応は著明に促進され,又MnOO工NAHに

よる阻害は完全に排除されるのを認めた。

第4図 はVB3及 びATP各 単独のINAH阻 害に及

ぼす影響について検した成績である。これ等物質各単独

の添加では本反応は促進されないが,M/1001NAHに

よる反応阻害は幾分減弱されるのが認められた。

このATPに よる 】=NAH阻 害の減弱に対する解釈の

一一つとして,第1報 におけると同様の考えから・INAH

06

3ー

78

'

璽

」

-

齢

-

隔

隔

…

醤

警

☆tINA目 あK(ミlNAR

照{%。x%。)+
oくK6

阻害に及ぼすカルボニール物質

の 影響 について 検してみた.

第5図 はMμ00】NAHの 本反

応阻害に及ぼす葡萄糖及び焦性

葡萄酸 ソーダ(各M/500)の 影

響をみた成績であり,第6図 は

α一ケ トグル タール酸(M/500)

の影響である。いずれの場合に

も 】=NAHに よる反応阻害が相

当程度減弱されるのを認めた6

第7図 は100γ/eeINAH耐 性

BCGの アセ トン乾燥菌を酵素

材料とした際のINAHの 影響

を検 した成績であるが,そ の阻

害度は感受性菌との間に差違を

見出し得なかつた。

箪7図100γicclNAH耐

性BCGに よるチステイ

ン脱硫化水素作用に及ぼ

すINAHの 影響
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次 にINAHの 誘 導 体 で あ るN一 イ ソニ=チ ニ?L-Nf一

イ ソ プPピ ル ヒ ドラチ ン(INPH)及 びN一 イ ソニ コチ

ニルーNLグ ル コ シル ヒ ドラチ ン(】:NGH)の 作 用 を各

M/100に おい てINAHと 比較 した。 そ の 成 績 は第8図

の如 くで,阻 害 の強 さ は 】NAH,】ENPH,INGHの 順

で あ り,INGHで は殆 ん ど阻 害 を認 めな か つ た 。

第8図 は ダ イハ イ ドロ ス トレ プ トマ イ シ ン 硫 酸 塩

`SM)及 び パ ラア ミ ノサ リチ ル酸 ソ ー ダ(PAS)の 作 用

を 同 じ く各M!100に お い てINAHと 比 較 した成 績 で

あ る.そ の作 用 はINAH最 も強 く,SMに て も約40%

の阻 害 を 認 め るが,PASに は 殆 ん ど 阻 害 作用 のな い の

が認 め られ た 。
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第8図 チステイン脱硫化水素

作用に及ぼすIANH及 び誘

導体の影響
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第9図 チ ス テ イ ン脱 硫 化 水 素 作 用

に及 ぼす ヂ ハ イ ドロス トレブ トマ

ィ シ ン(SM)及 びパ ラア ミ ノサ リ

チ ル 酸 ソー ダ(PAS)の 作 用 比較
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上述した如 く,BCGの アセ トン乾燥菌はチステイン

より硫化水素を放出せ しめる能力をもつている。 しかも

本作用がVBs及 びATPの 添加により著明に促進され

ることより,本 酵素はB3酵 素系に属するものと想像せ

られるe従 つてIANHの 脱 流化水素作用阻害は,ト ラ

ンスア ミナーゼの場合と同様,酵 素活性基であるカルボ

ニール基と,IANHの ヒ ドラジ ド型との結合に因する

ものと考えている。 又V]既 或いはVBa加ATPに よ

るIANH阻 害の減弱乃至排除される現象も トランスア

ミナーゼにおける場合と全 く同様に解釈し得る。

一方ATP単 独 添加による 】〔NAH阻 害の減弱も同様

に無気的条件において細胞内に生ずるカルボニール型解

糖中間物質に因すると考えているが,前 述の如 くカルポ

ニール化合物は一般にINAH阻 害を減弱せしめ得るの

で,ATPに よる阻害減弱の 機構についてはなお確言の

域に達 しない。

]NAH耐 性BCGに よる本反応も,INAHに よ り感

受性菌の場合と同様に阻害されるが,こ れは本実験がア

セ トン乾燥菌を使用したことによる為であろうと思われ

るが,こ の点,な お今後の研究に侯ちたい。

以上 工N4HがBCGに よるチステイン脱硫化水素作

用を阻害さることは事実であるが,過 去第3報1)u)1・2)迄

に報告した如 く,INAH,INPH,rNGHに よる本反応

阻害の程度が,培 養実験における此等薬剤の抗菌力と平

行 しないこと,或 いは結核菌発育阻止濃度よりも遙かに

高い濃度においてのみ本反応を阻害すること等より,本

反応の阻害がINAHの 作用の本質的部分であるとは言

い得ないが,何 らかの役割は果しているものと推察する。

sMPAS

結 論

1)BCGの ア セトン乾燥菌は,チス

ティン脱硫化水素作用を持つている。

2♪ 本反応はVB3及 びATPの 添

加 によ り著明に促進せられる。

3)瓜AEは この反応を阻害する。

4)工NAHの この阻害はVB6或 い

はVB6加ATPに よ り減弱乃至排除

される。

5)]NAHの この阻害は,又,葡

萄糖,焦 性葡萄酸 ソーダ及び α一ケト

グルタール酸により相当程度減弱され

る。

6)INAH耐 性BCGの アセトン乾

燥菌による本反応は,]NA且 に よ り阻害され,感 受性

菌との間に差異を認め得ない。

7)】[・NPHも 本反応 を 阻害するが,そ の 阻害度は

1NAHに 比 して弱い。INGHに は阻害作用を認めない.

8)SMも 本反応を阻害するが,そ の阻害度はINAH

に比 して弱い。PASに は殆んど阻害作用を認め得ない。
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