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Isonicotyl-hydrazone glucurolactone に 関 す る 研 究

小 林 和 夫

東京大学伝染病研究所臨床研究部一部長 北本治教授

受 付 昭 和 31 年 1 月 10 日

1緒 言

先 に私 共(北 本 ら1)お よび 坂本2))は Isollicotinic

 acid hydrazid (以 下 INAH と略)の メ タ ンス ル フ ォ ン

酸 誘 導 体 す な わ ち Isonicotinyl hydrazide metharlsu1-

fonate (Na-塩)(以 下 IHMS と略)に つ い て,そ の 動 物

実 験 上 毒 性 少 な く大 量 使 用 が 可 能 で,治 療 効 果 も INAH

 に優 る と も劣 らない て とを報 告 した が,今 回 は Passe-

douet ら3)に よ つ て合 成 され, Brouetら4)5)に よ り動 物

実 験 お よび 臨 床 的 研究 が 行 わ れ た INAH の グノレク ロラ

ク トン誘 導 体 す な わ ち Isonicoty1-hydrazone glucuroL

actone (以下 INHG と略)に つ い て 試 験 管 内 お よび 動

物 実 験 に よ る基 礎 的 実 験 を施 行 し, IHMS お よ び INAH

 と比 較 検 討 し た。

本 薬剤 は融 点 153～155℃,水 お よび 氷 酷 酸 に 易 溶,

メ タ ノ ール,エ タ ノ ール,ベ ン ゼ ン,エ ー テル お よび ア

セ トンに は難 溶 で あ り,わ ず か に苦 甘 味 を 有 す る帯 黄 白

色 粉末 で,構 造 式 は 図1の 如 くで あ る。

図 1

II 試験管内結核菌阻止作用

1.実 験 方 法

入 型 結 核 菌 H37Rv 株 お よ び患 者 か ら分 離 した INAH

 耐 性 株(森 株)に つい て, Youmans 培 地 を用 い INAH

 と INHG の 阻止 力 を比 較 した 。 Youmans 培 地500に

滅 菌 せ る INAH お よび Seitz 濾 過 器 で濾 過 滅 菌 せ る

INHG溶 液 を加 え,培 地 濃 度 が0, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0,

 5.0, 10.0, 50.0, 100.0, 250.o, 500.0γ/co に な るよ うに

し,て れ に Dubos-Tween Albumin 培 地 に1週 間 均 等

培 養 した 各 菌 株 0.01mg を接 種 した 。

2.実 験成績

菌接種後贈卵器内 に37℃ に保 ち,4週 後の成績(最

小阻止濃度)を 私共の常用している法に従い主動菌,中

間菌および別動菌に分類して記載すると表1の 如 くであ

る。すなわち H37Rv 株 に対する INAH および INHG の

阻止力はほとんど差異はなく,主 動菌に対する最小阻止

濃度はともに 0.1γ/cc であ り,ま た主動菌 100.Cγ/co を

示す INAH 耐性株(森 株)に 対しては, INHG の最 小

阻止濃度は主動菌 100.0γ/cc,中間菌 250γ/oc で, INAH

 耐性菌 は INEG に同程度の耐性を示した。

表1 INHG の H37Rv 株 お よび INAH 耐性

株に対する最小阻止濃度

III SIide Cell Culture に お け る結 核 菌 阻 止 作 用

1.実 験 方 法

 A. E. Wright の変 法 で あ る本 間 の 方 法6)に 従 い,入 型

結 核 菌 は Frankfurt 株 を,血 液 は ッ ベル ク リン反 応 陽

性 で 静 菌 力 の 弱 い 健 康 成 入 の 血 液 を用 い た 。薬 剤 溶液 は

滅 菌 せ る INAH お よび IHMS を用 い, INHG は Seitz

 濾 過 器 で 滅 菌 し,菌 液,薬 液 お よび血 液 混 和 後 の最 終 濃

度 が それ ぞ れ 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0,

 25.0, 50.0, 100.0γ/co とな る如 く した。

2.実 験 成績

 37℃ 麟卵器中に10日 間培養後,型 の如く処理 して染

色鏡検し,判 定は一つの集落を形成する菌数を数 え,80

個 の集落の平均を求めてれを次の6段 階に分けた。すな

わち対照 と同じく菌増殖をみず個々に散在す る もの を

(一),2～5個 の菌体よりなれ るものを(±),以 下同様

に6～10個 を(十),11～20で 固を(H),21～40で 固を（用),

41個 以上の菌体よりなれるものを(冊)と した。表2に 示

す如 く INIIG はその 1.0γ/co の濃度 においても著明に

菌増殖が認められ, INAH および IHMS に僅かに劣る

ようであるが, Streptomycin (以下 SM と略)と 同じ阻

止力を示している。
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表2 S. C. C.に お け る INHG の阻 止 効 果

IV マゥスにおける急性毒性試験

1.実 験方法

体重159土1gの マウス(純 系dd)を1群8匹 宛5群

となし,薬 剤は公比1.3の 等比級数的漸増法にて414,

 538, 700, 910, 1, 183mg/kg の5段 階とし,予 め濾過滅

菌せるものをマウスの大腿部皮下に注射 し,5時 間観察

による死 亡数を求めた。

2.実 験 成績

表3に 示 す 如 く 414m8/kg で は全 部 生存 し,濃 度 の

増 加 と と もに死 亡数 は増 し, 1, 183m8/kg で は 全 部 死

亡 して い る。 ての 成績 よ り Behrens-Karber 法 に よ り

 LD50 値 を算 出 す る と 699.8mg/kg で あ る。

表3 INHG のマ ウスにおける急性毒性試験

(皮下注射)

V マウスの実験的結核症に対する 脳HG

の泊療実験

1.実 験 方 法

体 重15g前 後 の マ ウ ス(純 系dd)64匹 を1群16匹 宛4

群 に 分 ち,第1群 は SM １00mg/kg,第2群 は IHMS

250mg/kg,第3群 は INHG250mg/kg,第4群 は無 治

療 対 照群 と した 。

結 核菌 は Dubos-Tween Alburnin 培 地 に10日 間均

等 培 養 した 入型 結 核 菌 H37Rv 株 を用 い,そ の0.1mg

(0.20c)(8×106v.u./cc)を マ ウス の尾 静 脈 よ り接 種 し,

2週 後 よ り毎 日薬 剤 の上 記 所要 量 を皮 下 注射 した 。

治療3週 および9週 後に各群 より4匹 宛を,ま た18週

後 に残余マウス全部を剖検に付 し,肺,肝 および脾の肉

眼的所見(腫 脹および結節の多少)を 検 した後,各 臓器定量培養を施した。

2.実 験成績

(a)臓 器 肉眼的所見

3週 間治療せるマウスの肺,肝 および脾の肉眼的所見

は表4の 如くで,無 治療群には臓器の腫脹および結節が

認められ るが,治 療群では3群 ともほとんど肉眼的病変

が認められなかつた。

9週 間治療せ るマウスにおいても表5に 記 した よ う

に,対 照群には肉眼的病変が認められ るが,治 療群では

軽微でありてとに　IHMS 250mg/kg お よび INHG250

mg/kg 治療群では病変はほとんど認められなか つ た。

18週 治療せるマウスの成績は表6に 示 した。治療群で

は同程度に軽度の肉眼的病変が見 られるが,対 照群に比

較すると,軽 微であつた。

(b)臓 器定量培養成績

表 43 週間治療せるマウスの剖検肉眼的所見

上段:臓 器の腫脹,中 段:結 節 の多 少,下 段:臓 器 の重 量(mg)
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表 59 週間治療せるマウスの剖検肉眼的所見

表 6 18 週 間治療せるマウスの剖検肉眼的所見
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表 7 3 週間治療せるマウスの臓器定量培養成績(1,000 倍稀 釈, 5週 判定)

数字:集 落数, C:雑 菌混入

表 8 9 週間治療せるマウスの臓器定量培養成績(100 倍稀釈, 6週 判定)

数字:集 落数,(冊)二 集落数100～200

(冊):集 落数 200 以上

表 9 18 週治療せるマウスの臓器定量培養成績(100倍 稀釈,7 週判定)
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表 10 18 週治療せるマウスの臓器定量培養成績(10 倍稀釈, 6週 判定)

3週 間治療せるマウスの臓器結核菌定量培養成績は表

7に 記した。治療群では対照群に比 して少なかつたが,

大体同じ位集落が認められた。

9週 間治療せるマウスにおける成績は表8の 如くで,

100倍 稀 釈乳剤の培養であるが,治 療群では集落 の発生

はみられなかつた。

18週 治療群では表9お よび表1oの 通 りで100倍 稀釈で

は治療群にはほとんど集落の発生はなく,10倍 稀釈では

治療群にも僅かに集落の発生が見 られた。対照群では集

落の発生は著明であつた。

(c)18週 治療のマウスより分離せる菌の INHG

 感 受性

18週 治療群のうち, INHG 治療群から分離 した結核菌

8株 に対して行つたINHG感 受性試験の成績を表11

に示 した。主動菌の感受性は大部 分0.5γ/oc　以 下 で,ほ

とんど変化が認められなか つ たが,8株 のうち3株 は

0.75, 1.0,お よび 2.5γ/cc を示 した。

表 11 18 週治療のマウスより分離した菌のINHG

感受性(γ/cc)

励動菌および中間菌では 2.5γ の もの3例,5.0γ の も

の1例,7.5γ の もの3例 を認めた。要するに18週 の動物

実験では醗性の出現は軽微であつた。

VI INAH お よびIHMS の毒性に対

するグルク悶ン酸の効果

マゥスに INAH あ るいはIHMS の致死量を注射する

とともに,て れにグルクロン酸(以 下G酸 と略)を 種々

なる方法で併用してG酸 の INAH あるいは IHMS 毒性

減弱効果を観察 した。

1.実 験方法

体量平均159の マ ウス(純 系dd)を1群5匹 宛用い,

表12の 如 く11群 に分けた。 すなわち1群 は INAH 注射

(INAH はすべて40omg/kgを 大腿部に皮下注射)と 同

時にG酸560m8/kg を注駈 した群,II 群 は30分 前にG酸

56omg/々9注 射群,III 群 は30分 前 にG酸1,120mg/kg注

射群,IV 群 は30分 前および同時にG酸1,120mg/kg注 射

群,V群 はG酸2,240mg/kg を30分 前および同時に注射

した群,VI 群 は対照としてG酸 を用いない 群 で あ る。

 IHMS 注射 群は3群 で IHMS 2,000mg/kgを 皮注した。

W 群 は30分 前 および IHMS 注射 と同時にG酸2,240mg/kg

 皮注 した群,VIII 群 は1時 間前にG酸2,240mg/kg皮 注 し

た群,D(群 は対照 として IHMS のみを皮注した群であ

る。X群 は INHG 溶液のみを960mg/kg (INAH として

400m8/kg)皮 注 した群で, INHG 溶液 は中外製薬の注射

薬を用いた。XI 群 は対照 としてG酸 の み を用い2,240

m9/kg を30分 間隔で2回 皮注 した群である。
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表12マ ウスの編成 とグルクロン酸の併用方法 注射後7時 間まで10分 毎に観察しその後48時 間まで観

察を続けた。

2.実 験成績

薬剤注射後の死亡マウス数の時間的経過を表13に 示

した。INAH400mg/k8皮 下注射 と同時あるいは30分

前に1回 だけG酸560tng/kgを 与 えた1お よびII群 で

は,INAH400mg/kg皮 注のみの対照群すなわちVI群

と同様INAH注 射後60分 以 内に全例死亡した。III群す

なわちG酸1,120nzg擁gを30分 前 にのみ1回 注射した群

では対照群に比し著明な差は認められないが,同 量を30

分前および同時の2回 にわたつて注射したIV群 ではマウ

ス生存時間は僅かなが ら延長し,2時 間後では全例死亡

した。G酸2,240mg/kgを30分 前および同時の2回 注

射したV群 では著明に生存時間が延長し,4時 間ないし

18時 間で死亡している。

IHMS2,000mg/kg注 射群ではIHMSの みの場合

(IX群)で は60～70分 で全部死 亡しているが,G酸2,240

mg/kgを30分 前および同時の2回 注射の鞍群では著しく

生存時間が延長し4蒔 間までは死亡例な く,1例 は48時

間 までに死 亡した。G酸2,240mg/kgを1時 間前のみ1同

注射のVIII群で は対照群に比し僅かに生存時間が延長し,

80分 ～2時 間30分 で4例 死亡,!例 は死亡しなかつた。

表13グ ルクロン酸のINAHお よびIHMS毒 性減弱効果

●:死 亡マ ウス,○:生 存マ ウス
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X群 すなわちINHG注 射液960mg/kg注 射群では1

例 の死亡も見出されなかつた。

XI群 は対照 としてG酸2,240mg/kgを30分 間隔で皮注

した群で全例死亡しなかつた。

VII総 括ならびに考案

INAHの 臨床的応用 とともにその副作用 として中枢お

よび末稍神経障害あるいは出1血性素因その他種々の もの

が報告されている。私共は先にINAHに 比 しこれ らの

毒牲 が極めて少な くしか もその抗結核作用 も優 秀 な る

IHMSに ついて報告したが,今 回はグルク・ラクトン

誘導体すなわちINHフGに つきin vitro,in vivoで,IN

AHお よびIHMSと 比較検討 した。

in vitroの 抗結核菌作用については,Brouetら4)5)に

よるとINAH耐 性菌のなかに,INAHよ りも縷かに低

濃度のINHGで 阻止する少数例があるが,ほ ぼINAII

と一致した成績である。私共の成績で もINHGの 試験

管内結核菌阻止濃度はINAHと ほ とん ど同程度であ

り,か っ100γ/ccINAH耐 性菌はINHGに 対 して も同

等の耐性を示した。またS.C.C.に おける結核菌阻止実

験ではSMと 同程度であるがINAHお よびIHMSよ り

僅かなが ら阻止力が弱い結果を得た。

マウスにおける急性毒性試験についてはBrouetら に

よるそのLD50は 腹腔内注射で1,500mg/kg,胃 内注入

で1,250mg/kgを 示 し,INAHの 同条件によるLD50

は前者が200～250mg/kg,後 者が30mg/kgと 報告さ

れてい るが,私 共の施行した皮下注射によるLD瀞 は

699.8gng/kgで あ る。これはINAHの 皮下注射による

LD5。 として今 日まで種々報告 されている値すなわち150

～200mg/kg,お よびIHMSのLD501,106mg/kgと

比較すると,INHGの 急性毒性はINAHの1/4～1/5で,

INAHとIHMSと の中間に位す るものと考えられる。

Brouetら はモルモツ トおよび兎における実験的結核

症に対するINHGの 効果を検討してINAHと 同等で

あると述べている。私共のマウスを用いた実験において

も,そ の剖検(肉 眼的所見)お よび臓器定量培養成績か

らの観察では,IHMSあ るいはINAHと ほぼ同等の治

療効果を示 した。また18週 治療せるマウスより分離 した

結核菌についてその感受性の変動を測定したが,特 に顕

著に感受性の低下せ るものは認めなかつた。

なおINHGはINAHとG酸 の縮合物であるので先

の急性毒性試験におけるその毒性減弱については,G酸

が関与しているのではないかと考 えられる。私共はIN

AHお よびIHMSの 急性毒性に対するG酸 の影響をマ

ウスにおいて観察した｡す なわちマウスに対するINAH

お よびIHMSの 致死量(皮 下注射)そ れぞれ400mg/kg

お よび2,000m8/kgの 注射前30分 お よび同時の2回 にわ

たり大量のG酸 を併用した群では,G酸 非併用群あるい

は少量併研群に比し明らかに生存時間の延長 が み られ

た。すなわちG酸 は肝機能の増強とともに,有 毒物質を

抱合 し解毒作用を呈するといわれているが,こ の私共の

実験からもG酸 が何 らかの形でINAHお よびIHMSの

毒性をある程度減弱化 していることは明らかである。 こ

のことはGompertzら7)が 言つている如 く,INHGの

副作用の少ないのは体内においてG酸 を遊離す るためで

あろうとい う考えと一脈相通ずるものがある。

以上,私 共 はINAHとG酸 の縮合物であるINHG

につ き基礎的実験を施行したが,in vitro,in vivoの 成

績はINAHあ るいはIHMSと ほぼ同程度で,そ の毒

性においても,IHMSよ りは強いが,INAHよ りは遥

かに弱 く,優 秀な結核化学療法剤 と考える。

VIII結 語

INHGに ついて試験管内および動物実験による基礎

的研究を行い,INAHお よびIHMSと 比較検討した。

1.INHGの 試 験管内結核菌阻止作用はH37Rv株 お

よびINAH耐 性株に対し,INAHと 同等であつた。ま

た,S.C.C.に よる結核菌阻止作用はINAHお よびIH

MSよ りも僅かなが ら弱い効果を示した。

2.INHGの マウス皮下注射によるLD50は699.8

mg/kgでINAHとIHMSの 中間に位すると考えられ る。

3.マ ウスの実験的結核症に対するINHGの 治療効

果はIHMSあ るいはINAHと ほぼ同等であつた。ま

た,INHGで18週 治療 したマウスから分離 した結核菌

中には特に感受性の低い ものは認めなかつた。

4.マ ウスについて,INAHお よびIHMSの 致死量

にグルク・ン酸を予めまたは同時に与えると生存時間の

延長をみとめた。INHGがINAHに 比 し毒性が低いこと

はグルク・ン酸が重要なる役割を演ず るものと考える。

本論文の要旨は昭和30年4月,日 本化学療法学会総会

において発表した。稿を終るに臨み,御 指導と御校閲を

賜つた北本教授ならびに福原博士に深謝し,御 援助,御

協力下 さつた研究室諸兄に感謝致 します。
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