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2,3抗 結 核 剤 の ア ミ ノ 酸 代 謝 に 及 ぼ す 影 響
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受 付 昭 和52年10月26日

緒 言

イ ソニ コチ ン酸 ヒ ド ラジ ッ ド(INH)の 大 量投 与 の

際 に,末 梢 神 経 炎 の如 きビ タ ミンB6(VBの 欠 乏 症 状

を起 す こ と は臨 床 的 に す で に 多 くの 報 告 が な さ れ て い

る。 またINH投 与 時 に 尿 中VB6排 泄 量 の増 加 す る こ

とはVilter1)2)3)谷 口4)に よ り認 め られ た 。 一 方Bo-

one5)ら はINH投 与 動 物 にTryptophanを 負 荷 し た

際,尿 中 キサ ン ツ レ ン酸(XA)の 増 量 を報 告 した が,

Rosen6)は 白鼠 をVB6欠 乏 食 で 飼 育 し た際 に は,XA

の尿 中排 泄 は著 明 で あ るが,INH投 与 の 際 に は 著 明 で

な い こ とを認 め た 。

最 近INHの 臨 床 的使 用 量 は漸 次 大 量 に 向 う傾 向 に あ

るが,著 者 はINH大 量 投 与 のVB6酵 素 系 に及 ぼす 影

響 を検 討 す るた め動 物 実 験 を試 み た。 す な わ ちINHの

大 量 を連日 投 与 し た白 鼠 の 肝 臓 に お け るVB6の 関 与 す

る酵 素 系 と して,Tryptophan代 謝,こ と にKynurenine

transamillase7,)8)お よ びTyrosine transanlinase9)10)

11)12)の 活 性 を健 常 白鼠 の それ と比 較検 討 した
。

一 方INHのVB6酵 素 系 に対 す る阻害 に つ い て は
,

堂 野 前,伊 藤15)ら は 南 瓜 の グ ル タ ミン 酸 脱 炭 酸酵 素,

酒 井14)はBCGのGlutarnic-aspartic transaminase,

山本152はBCGのCysteine desulfhydrase,米 田16)17)

18)は 大 腸 菌 のTryptophanase
,Arginine decarboxyla

-se,庄 司19)20)は 鳥 型 結 核 菌 の グル タ ミン 酸 脱 炭 酸 酵 素

に つ きそれ ぞ れ 報 告 して い るが,著 者 は 白鼠 肝 のKyn-

urenine transaminaseお よびTyrosine transarniRase

に及 ぼすINHお よ び そ の誘 導 体 の影 響 を も併 せ て検 討

し た の で以 下 それ ら の成 績 を報 告 す る。

実 験 材 料 お よび 方 法

基 本 飼 料:乳 製 カ ゼ イ ン20g,澱 粉60g,白 糖10g,食

塩29ビ タ ミンB1末059,寒 天29,バ タ ー10gに 水

10000を 加 え,重 湯煎 上 で よ くま ぜ 団 子 とな し充 分 に 与

え た 。

体 重150～2009の 雄 性 白鼠 を上 記 飼料 に て飼 育 し,こ

れ を対 照 群(1群),実 験 群(II,III,IV)と し,各 群

4匹 を用 い,II群 に はINH30mg/kg,III群 に は50m8

/kg,IV群 に は70m9/kgを 連 日大 腿 部 に 皮 下 注 射 し,対

照 群 に は 同量 の 生 理 的 食 塩 水 を注 射 した 。

(1)Tryptophan負 荷 試 験

INH投 与 白 .鼠の 体重 が 約20%減 少 した 際,実 験,対

照 群共 にTryptophan500mg/kgを 大 腿 部 に 皮 下 注射 し

そ の24時 間尿 を濃 縮 し て 濾紙 クロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 つ

た 。展 開 剤 と し て は ブ タ ノ ール4,醋 酸1,水1の 比 の

醋酸 ブ タ ノール を使 用 し一 次 元,上 昇 法 を用 い た 。呈 色

反 応 として は塩 化 鉄 反 応,Nynhydrin反 応,Ehrlich

Diazo反 応,Ehrlich Aldehyde反 応 お よ び 蛍 光 反 応 を

行 つ た 。

(2)Kynurenine transamination

上 記 の基 本 飼料 に て 白鼠 を 飼育 し,実 験 動 物 に はIN

H50mg/kgを 大 腿 部 に連日 皮 下注 射,対 照動 物 に は 同

量 の生 理 的食 塩 水 を大 腿 部 に皮 下 注 射 し,約50日 に て

INH投 与 白鼠 の体 重 減 少 お よ び腹 部 の脱 毛 症 状 を認 め

た上 で実 験 を行 つ た 。

酵 素 液 は 脱 血 死 させ た 白 鼠 の 肝 を 同 量 の 海 砂 で 磨 砕 し

予 め 冷 却 した 同 量 の09%KC1で,1時 間 氷 室 中 に て 抽

出 後,3000回 転,30分 間 遠 心沈 澱 しそ の 上清 を 用 い た 。

実験 条 件 は 次 の 如 くで あ る。IMPhosphate Buffer

(pH7.5)0.3ml,酵 素 液1.0m1,L-Kynurenine500γ/

05m1,添 加 物 と して は α-ケ トグル タル酸(α-KG),

ATP,Pyr量doxa1(PAL)を 適 宜 添 加,対 照 に は,

Kynurenineの 代 りに 蒸 溜 水 を用 い た 。 か くて 反 応 液 総

量 を3.0mlと し3時 間,37℃ に て 反応 後,20%三 塩化 酷

酸3.0mlに て 反応 停止,そ の 除 蛋 白 濾液4.0mlに つ き大

谷,本 田21)22)反 応 に よ りKynurenineの 定 量 を 行 つ

た 。

(3)INHお よび そ の誘 導 体 の 健 常 白.鼠肝抽 出酵 素

に よ るKynurenine分 解 に対 す る影 響 。

前 記 方 法 と同 様 に して 調 製 した 健 常 白 鼠 肝 抽 出酵 素 を

使 用 し,上 記 と同 様 の 反 応 条 件 に て 実 験 を行 つ た 。IN

Hお よび その 誘 導 体 と して はIsomcotinic acid hydra-

zideNa-methansulfonate(IHMS),Isonicotinic acid

 hydrazide Na-giucu.ronate(INHG),N-lsornicotiny1-

NLo-carboxybenzylidene hydrazine(INH-CBA) .

N-lsoRicotinyl-N1-α-carboxyethylidene hydrazine



284 結 核 第33巻 第4号

(IPN)を それぞれ03ml(終 末濃度10剛3M)を 加

えKynurenine分 解に対す る各薬剤の態度を検討した。

(4)Tyrosine負 荷試験

INH投 与 自鼠,対 照白鼠にTyrosine19/kgを 懸 濁

水溶液にして大腿部に皮下注射し24時 間尿を採取,濃 縮

して濾紙 クロマ トグラフィーを行つた。展開剤としてブ

タノール4,醋 酸1,水1の 比の醋酸ブタノールを使用

し,一 次元,上 昇法を行つた。呈色反応 としてはPauly

Diazo反 応,Millon反 応,Nynllydrin反 応,塩 化鉄反

応を行つた。

(5)Tyrosine transamination

Kynurenine transaminationの 場合 と同様INH投 与

白鼠肝を同量の海砂で磨砕し,3倍 量のM/15Phosph-

ateBuffer(pH7.2)に て氷室中で1時 間抽出,3000回

転,30分 間遠心沈澱 し,そ の上清を酵素液 として使用し

た。

反応条件は次の如 くである。基質 としてL-Tyrosine

あるいはHornogentisic acidそ れ ぞれ2μM/0.5ml,添

加物 としてATP,PAL,α-KGを 適宜加えM/10

Phosphate Buffer(pH7.2)中 にて,Warburg検 圧計

によ り37.5℃,1時 間反応を行い酸素消費を検討した。

Tyrosineの 定量はUdenfriend251法,Homogentisic

acidの 定量はBriggs24)法 に よつた。

(6)INHお よび その誘導体の 健常白鼠肝抽出酵素

によるTyrosine分 解 に対する影響。

上記INHお よびその誘導体を終末濃度10-3Mに 添加

し,Tyrosine分 解に対す る態度を上記同様Warburg検

圧計,Udenfriend法 に て検討した。

実 験 成 績

基本飼料にて飼育 した対照群(1群)の 体重は著明に

増加するが,INH投 与のI,I群 においては1群 に比

し体重の増加率が少なく,か つ長期投与により減少の傾

向を示した。1群 およびI群 においてはVB6欠 乏症状

はほとんど認められないが,I群 中2例 に長期投与の際

腹部脱毛,尤 奮状態がみられた。III群お よびV群 におい

ては長期投与の際ほとんど全例に脱毛,充 奮,狂 燥状態

が認められ,IV群 は3～5週 間にて死亡した。

(1)Tryptophan負 荷試験

Tryptophanを 負荷したINH投 与白鼠尿において,

XA,3Hydroxykynurenine,Kynuremneに 相 当する

Spotを 認 めたが,対 照白鼠に負荷した場合にはこれ らの

Spotを 認 めなかつた。

(2)Kynurenine transamination

表1の 如 く,INH投 与 白鼠肝酵素活性は対照に比 し

62%の 活性低下を示し,ATP,PALの 添 加により無

添加時活性の139%(対 照は25%),α ―KG添 加で73%

(対照 は27%),ATP十PAL十 α-KG添 加で172%

(対照は28%)の 賦活をそれぞれ認めた。

(3)INHお よびその誘導体の 健常白鼠肝 抽出酵素

によるKynurenine分 解に対する影響

表2に 示す如 く,INHお よびIHMSはKynurenine

分解 に対し高度の阻害を示したが,他 の誘導体の阻害は

両者に比し低率であつた。

(4)Tyrosine負 荷試験

Tyrosineを 負荷 したINH投 与白鼠尿においては

,濾紙 クロマ トグラフィーによ りTyrosineに 相 当 す る

Spotお よびその他1～2のSpotを 認 めたが,対 照白鼠

においてはこれ らのSpotを 認 めなかつた。 なお両者共

Homogentisicacidに 相 当するSpotは 証 明 されなか

つた。

(5)Tyrosine transamiIlation

図1に 示す如く,対 照白鼠肝抽出酵素では α一KGの

図1健 常白鼠肝抽出酵素によるTyrosineの

分解(酸 素消費による)

みの添加,α-KG,ATP,茎PAL三 者添加の場合で も

ほとんど同程度の酸素消費を示し,反 応終了後Tyrosine

の定量を行つたところ,表3に 示す如 く両者共100%の

分解を示 した。

INH投 与白鼠においては図2に 示す如く,ATP,

PAL,α-KG三 者 の添加によ りほぼ理論値近 くの 酸

素消費を示し,か っTyrosine分 解 も100%を 示すが

(表3),α ―KGの みの添加では酸素消費は約50μ1・にす

ぎず,か つTyrosineは 約65%の 分解 しか示 さない(表

3)。 なおATP,PA9L添 加 および無添加の場合は対

照動物と同様ほとんど酸素消費を示さず,Tyrosine分

解 もほとんど認められなかつた(図2,表3)。

次にHornogentisic acidを 基質 とした際の酸素消費に

ついて検討したところ,INH投 与 白鼠,対 照白鼠兵に
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図2 INH投 与白鼠肝抽出酵素によるTyrosinc

の分解(酸 素消費による)

ATP 500γ/0.2ml,PAL 200γ/0 .2ml.

α-KG 1mg/0.2ml.

表1 INH投 与 白鼠肝抽出酵素による

Kynurenine分 解

表2健 常白鼠肝抽出酵素によるKynurenine分 解

に対するINHお よびその誘導体の影響

図3に 示すようにほぼ同程度の酸素消費を示し,反 応終

了後Homogentisic acidの 定量を行つた ところ両 者共

100%の 分解を示 した。

(6)INHお よびその誘導体の健常白鼠肝抽出酵素

表3 INH投 与白鼠,対 照白鼠肝抽出酵素による

Tyrosine分 解(Tyrosine定 量による)

図3 INH投 与白鼠,対 照白鼠肝抽出酵素による

Homogentisic acidの 分解(酸 素消費による)

図4健 常白鼠肝抽出酵素によるTyrosine分 解 に

対す るINHお よびその誘導体の影響(酸 素

消費による)

によるTyrosine分 解に対する態度。

図4に 示す如く,INHお よびIHMS添 加時の酸素消

費は少なぐ,IPN,INH-CBA,INHGの 場合は対

照 と大差なかつた。なお反応終了後Tyrosineの 定量を

行つたところ,表4に 示す如き阻害率を得た。すなわち

INHお よびIHMSは 高度の阻害を示すが,他 の誘導体
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表4健 常白鼠肝抽出酵素によるTyrosine分 解に対す

るINHお よびその誘導体の影響

(Tyrosine定 量による)

においては阻害はほとんど認め られなかつた。

考 案

INH投 与 に よ りVilter1)2)5)はVB6の 尿 中 排 泄 が

増 加 しVB6欠 乏 症 を起 す こ とを報 告 し,INHがPA

Lと のIsonicotinyl hydrazoneを 形 成 して 排 泄 され る

た め に組 織 中 のVB6欠 乏 が 起 る とい う仮 設 を立 て て い

る。 もしVB6欠 乏 に な つ て い るな らばLepkovsky25)

らの報 告 に あ る如 ぐ,尿 中XAの 増 量 が認 め られ る筈 で

あ る。著 者 の 実験 に お い て もINH投 与,Tryptophan

負 荷 の 場合 尿 中XAの 排 泄 を認 め た が,さ らに そ の前 段

階物 質 で あ る3-Hydroxykynurenine,Kynurenineの 排

泄 を も証 明 した 。 これ はKynurenine transaminase活

性 の低 下 に よ り,Kynurenineよ りキ ヌ レン酸 へ の 道,

さ らにBraunstein26),Wiss27)ら の報 告 の 如 ぐキ ヌ レナ

ー セの 補 酵 素 が ピ リ ドキサ ール 燐 酸 で あ り,Kynurenine

よ りア ン トラ ニ ール 酸,3-Hydroxykynurenlneよ り3-

オ キ シ ア ン トラ ニ ール 酸 へ の 道 が 阻害 を受 け,相 対 的 に

Kynurenineの 蓄 積,さ らに核 酸 化 に よ るXAへ の 移 行

が お こつ た もの と考 え られ る。

TyrosiDeは まずtransaminationに よ りP-Hydroxy-

Phenylpyruvateに 移 行 し さ らにHonlogentisic acid

を経 て 完 全 分 解 を受 け る。 さ らにP-Hydroxyphenyl-

pyruvateよ りHomogentisic acidま で の 道 に は現 在V

B6が 関 与 す る酵素 系 は 認 め られ て お らず28),INH投

与 白鼠 肝 抽 出酵 素 に よ るTyrosineの 酸 素 消 費 がAT

P,PALの 添 加 に よ り初 め て理 論 値 近 ぐな り,か つ,

Homogentisic acid以 下 の酸 化 的 分 解 にお い て 対 照 と変

化 が 認 め られ ない の は,Tyrosine transaminase活 性 が

低 下 して い る もの と考 え られ る。

谷 口4)はINH投 与 時 に尿 中 に増 加 す るVB6は 主 と

してPyridoxalで あ る と報 告 し て い るが,Pyridoxalの

欠乏 は これ を補 酵 素 とす るア ミノ酸 の ア ミノ基 転 位 反 応

の活 性 を低 下 せ しめ る と考 え られ るの で,著 者 はKyn-

urenine transarninase,Tyrosine transaminaseの 活 性

を検 討 し た とこ ろ,INH投 与 白鼠 肝 抽 出酵 素 の活 性 は

対照のそれに比し低活性化しているのを認めた。

INHお よびその誘導体の作用機作については今 日な

お明 らかではないが,酒 井14),山 本15),庄 司19)20)ら は

INHのVB6酵 素 系に対する阻害効果につき実験を行

い,こ れ らの阻害はINHがPyridoxalとHydrazone

をつ ぐることによるものとの推察を行つている。しかし

著者の実験ではINH誘 導体 もある程度の阻害効果を示

し,こ の際,IHMSだ けはINHと 同程度の阻害を認め

た。これ らの成績は上記諸氏の推論 と必ずしも合致 しな

いので,INHお よびその誘導体のVB6酵 素 系に対す

る阻害機序については今後なお検討を要するもの と考 え

る。

結 論

(1)INH大 量連続投与白鼠にこおいて体 重 減 少,脱

毛,充 奮,狂 燥等の症状発現を認めた。

(2)INH大 量連続投与白鼠にTryptophanを 負 荷

した際,尿 中にXA,3-Hydroxykynurenine,Kynure_

nineの 排泄増加を認めた。

(3)INH大 量連続投与白鼠肝抽出酵素のKynureni-

ne transaminase,Tyrosine transarninaseは 対照のそ

れに比し低活性化し,α-KG,ATP,PALの 添加に

より活性の賦活を認めた。

(4)INHお よびその誘導体は健常白鼠肝抽出酵素の

Kynurenine分 解に対し直接阻害を示した。なおこの際

INHお よびIHMSは 高 度の阻害を示 した。Tyrosine

分解 に対してはINHお よびIHMS以 外 はほとんど阻害

が認められなかつた。
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