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Pyrazinamideの 生 体 内 運 命 に 関 す る 研 究

―肝 ホ 毛 ジェ ネ イ トに よるPyrazinoic acidの 生 成 につ いて―
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緒 言

さきに,著 者 ら1,2)はPyrazinamide(以 下PZAと

略)投 与患者尿よりPaperchromatographyを 用 い て

Pyrazin0icacid(以 下P.acidと 略)以 外にもなお,

同誘導体 と考えられるモール塩陽性の数 コのスポットを

発見 した。これ らの うち,8.%エ タノール水を溶媒とし

た時にR.f.値0.8附 近の物質を結晶の形で単離すること

に成功 した。該物質は,元 素分析,赤 外線分析な らびに

紫外線吸収スペクトル等の諸検査成績 より次図の如 き構

造式を有する物質を推定した。

PI物 質(Xハ 未確定基)

一方,Allenら5)は,苛 性カリで加水分解すればPZ

Aは 容易にP.acidに なることを応用して血中濃度な ら

びに尿中排泄量を定量し,PZAは 生体内で も容易にP.

acidに な り,こ の反応は恐 らく酵素化学的分解であろう

と示唆 している。著者らも前報に述べたようにPZAは

酵素化学的脱ア ミド反応を受けてP.acidと なることを

推定した。in vitroに おける本反応を実証 した報告に未

だ接しないので,以 下in vitroに お けるPZAの 脱 ア

ミド反応に関する研究成績を報告す る。

実験材新ならびに方法

酵素材料としては,白 鼠および家兎を失血致死せしめ

速やかに開腹後,肝 臓を摘出秤量しその切片を直ちに予

め氷冷しておいた2倍 量の生理的食塩水中に投入して,

Potter-Elvehjemの 法により氷冷しなが らホモゲナィズ

した。直ちにガーゼ2枚 にて濾過した ものを粗酵素液 と

して以下の実験に供した。

緩衝液 としては,最 終濃度M/15燐 酸緩衝液(pH7.2)

を用いた。PZAお よびP.acidは,そ れぞれ三共株式

会社および第一製薬株式会社各研究所よ り分与 された純

品を実験の都度新しく所定の濃度に水溶液 としたものを

使用した。

実験方法は,比 較的嫌気的条件 としてThunberg管 を

用い吸引器で5mmHgま で脱気 して実験 した。好気的条

件 としては,Warburg検 圧装置を用いて空気中で振盪

した。両条件ともそれぞれ37℃ にて2時 間までincubate

した後,最 終濃度5%三 塩化酢酸にて反応を停止 して東

洋濾紙No.6で 濾過 した。これ らの濾液をAIlenら3)の

変法により20%モ ール塩(硫 酸第一鉄アンモン)弱 酸性

溶液にて発色させ,フ ィル ター460mμ を用いて光電比色

した。検量基準線は,そ の都度作成し換算に供した。な

おPZAの みにて も高濃度ではモール塩にて微かな発色

を認めるが,こ の場合にはその値を差引いたものをP.

acidの 量 とした。

実験 成 績

家兎肝ポジェネィトを酵素材料とし,100μMのPZ

Aを 基質 として嫌気的条件で反応せ しめた成績を図1に

示した。反応時間が15分 から120分 になるにつれて生成

図1家 兎肝ホモジェネイトによるPyrazinamideの 分解

P.acid量 は漸次増加す るが,PZAの み をincubateし

て も分解は認められない。なお流水中あるいは氷水中に

incubateし て も,あ る程度反応は進行す るが,別 報5)の

如 く鳥型結核菌竹尾株にて も同様の現象が認められた。

これ らの濾液につき行つたPaperchromatogramは 図

2の 如 くである。濾紙は東洋濾紙No.50を 用 い溶媒は80
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%エ タノー7レ水,室 温(15℃ ないし20℃)に て上昇法で

8～ ヱ2時間展開後風乾 し,20%塩 酸弱酸性モール塩水溶

液で発色 させた。図2に 示した如く生成物 としてはP.

acidを 証 明するのみで,本 条件下ではPZA分 解によ り

P.acidの みが生成した ものと考えられる。

図2Paperchromatogram

(1)PZA

(2)P,acid

(3)対 照

重ncubatlonせ ず

(4)完 全 系

incubatlon

(120分)

ついで白鼠の肝ホモジェネィ トを用いて同様の実験を

行い,図3に 示 した如 くほぼ同様の成績を得た。すなわ

ち,15分 か ら120分へ と反応時間が増すにつれて生成P.

acid量 は増加 して,2時 間で約16μM(80%)が 分解さ

れることを認めた。さらに前述のPaperchromatography

に よ り検討した結果,残 存PZAと 生成P.acidの スポ

ットのみを認めた。

図3白 鼠 肝 ホ モ ジ ェネ イ トに よ るPyrazinamideの 分 解

次に好気的条件下でWarburg検 圧装置を用い,全 量

5μルfのPZAを 基質として反応させた場合の成績を図4

に示した。酵素材料としては家兎および白鼠の肝ホモジ

ェネィトを用い,酸 素消費量 を測定した後P.acid量 を

定量 した。肝ホモジェネィトの組織呼吸は,PZAお よ

び生成P.acidに よ り僅かに促進されることが認められ

た。本反応停止後,こ れ らの濾液につきP.acidの 定量

を行つた結果,対 照 としてincubateし なかつた ものに

比 して完全反応系ではPZAは4.7μM(約95%)が2時

間で分解され,Paperchromatographyに よ りP.acid

のみの生成を認めた。すなわち,肝 ホモジェネィ トにょ

る本反応には酸素消費を伴わないことが認め られた。

図4白 鼠 肝 ホ モ ジ ェネ イ トに よ る

Pyrazinamideの 分 解(好 気 的 条 件)

さらに白鼠の肝ホモジェネィトより法の如く調整 した

アセ トン乾燥粉末 を20mg/mlに な るように蒸溜水に再

浮遊させた ものを粗酵素液 として使用した。嫌気的条件

下で全量1000γ のPZAを 添加 して2時 間まで反応 させ

た成績 を図5に 示 した。2時 間で約60%が 分解されP.

acidを 生成していることが認められた。

図5白 鼠 肝 ホ モ ジ ェネ イ トの ア セ トン

粉 末 に よ るPyrazinamideの 分 解

なお家兎および白鼠の腎臓にっ き肝ホモジェネィトの

場合 と同様の実験をいろいろと試みたが,い ずれ もP.

acidの 生成は全 く認められなかった。

考 案

McCuneら6)の 報告以来,PZAはINHと 併用す

る時は強力な抗結核作用を示すことが認められた。しか

しなが らPZAは 試験管内ではほとんど抗結核作用を示

さない。この矛眉か ら著者 らはPZAが 生体内で何か有

効な物質に変化する可能性を予測したのであるが,PZ

A投 与患者尿 も前述PI物 質 として単離したもの も,ま
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たPII物 質 ならびにP.acidに もいずれ も認むべ き結核

菌発育阻止作用を示さず,生 体内で有効な物質に変化す

る証拠は得 られなかつた。

一方,Allenら5)の モール塩による血中濃度ならびに

尿中排泄量の定量成績は,投 与したPZAの 大 部分がP.

acidに な ることを示してい る。著者 ら1)も この事実を認

め,掛 見 ら7)を はじめ三宅8),川 瀬9)ら も同様のことを

発表している。今回著者 らはこのPZAか らP.acidへ

の分解反応を試験管内で試みた結果,家 兎および白鼠の

肝ホモジェネィ トおよび同アセ トン乾燥粉末はPZAを

分解してP.acidを 生成する強力な酵素を持つているこ

とを見出した。本反応は酸素消費を伴わず,無 気的条件

下でも遂行 される故に,水解的脱ア ミド反応(Hydrolytic

 deamidation)で あ ると考えられる。 腎ホモジェネィ ト

には本酵素作用のないことか ら生体内ではP.acidの 生

成場所として肝臓が大 きな役割を果しているものと考 え

て差支えない。その酵素活性の強力なことか らみて も生

体内ではPZAの 多 くの部分が肝臓でP.acidに な るも

のと考えられる。

した が つ てPZAか ら上 図 の 如 き水 解 的脱 ア ミド反 応

に よ り生 成 され たP.acidの 代 謝 産 物 と し て は,N-

methyl pyrazinoic acid,Pyrazinuric acid(Pyrazinoyl 

glycrne),PyrazinoicacidのGlucuronide,6-Hydroxy-

Pyrazinoic acidか ら同Pyrazoneの 生 成,他 にGluta-

mine,Ornithineと のConjugates,な らび に 同Merca-

pturic acid物,等 の生 成 を予 想 して 追 及 を行 つ て い る

が,未 だPI物 質以外に捕促確認に至らない。

結 論

1)家 兎 お よび 白 鼠 の 肝 ホモ ジ ェ ネ ィ トは,in vitro

で 水 解 的 脱 ア ミ ド反応 に よ りPyrazinamideよ りPyra-

zinoic acidを 生 成 す る。

2)腎 ホ モ ジ ェ ネ ィ トに は本 酵 素 活 性 を認 め な い 。

終りに臨み,終 始御指導御鞭錘を賜り御校閲下さつた

恩師堂野前維摩郷教授,河 盛勇造助教授に心から感謝致

します。

(本研究は,昭 和31年5月17日 第4回 日本化学療法学会

総会において発表した)
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