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I緒 言

イ ソ ニ コチ ン酸 ヒ ド ラヂ ッ ド(INAHと 略)の 定量

法 に つ い て は現 今 ま で 多 くの報 告 が な され て い る。 それ

らの 定 量 法 を 大 別 す る と,次 の2つ に 分 け られ る。 す

な わ ち,比 色 法 と ガ ス メ トリー で あ る。 比 色 法 に は,

Kelly,Poet1)のP-Dimethylaminobenzaldehyde法,

Rubin2)ら のCyanogen bromide法,青 木 ら3),掛 見

ら4),白 井 ら5),Short6)の β-Naphthoquinone sul-

fonate法,Jacobs7)の フ ェ リチ ア ン カ リ法,Scott8)

のChlorodinitrobenzen法,Cuthbertson9),Hunter10)

の ピク リン酸 法,Prescottら11)のPyridyl法 等 が あ

り,ガ ス メ トリー として は,Hartingら12)の フ ェ リチ

ァ ンヵ り法,Stricklandら15)の ヨー ド酸 法,松 田14)

15)の フ ェ リチ ア ン カ リ,重 ク ロ ム酸 カ ジ併 用 法 が あ る 。

これ らの 定 量 法 を用 い るINAHの 生 体 内運 命 にっ い

て もす で に 多 数 の 業 績 が 発 表 され て い る。Hughes16),

堂 野 前17),伊 藤18),お よび 那 須19)ら はINAHの ア

セ チル 化 物 を主 とし て人 尿 中 か ら証 明 し,小 沢 ら20)お

よ び伊 藤 ら21)は,INAH-グ ル コー ス,ヒ ドラ ゾ ン を血

中 な らび に 尿 中 に証 明 して い る。 ま たCuthbertson22)

は イ ソニ コチ ニ ール ・グ リシ ン を 人 尿 中 に 証 明 し て い

る。 上 述 の ご と く,INAHは な ん らか の形 で 体 外 に 排

泄 され るので あ るが,現 在 の定 量 法 で は それ ら個 々の 結

合 型 の 分 別 定量 は 困難 で あ る。 しか しINAHは 生 体 の

解 毒 機 転 に よつ て,す な わ ち ア セ チル 化,抱 合 グル ク ・

ン酸 形成,ア ミノ酸 との結 合 な らび に イ ソ ニ コチ ン酸 へ

の分 解 等 に よ り,尿 か ら排 泄 され る こ とは確 実 な こ とで

あ る。 この解 毒機 能 で あ るア セチ ル化,抱 合 グル ク ロン

酸 形 成等 は 主 と して 肝 臓 に お い て 行 わ れ る もの と考 え ら

れ る。 那 須23)は 四塩 化 炭 素 に よつ て肝 障 害 を惹 起 せ し

め た家 兎 につ い て実 験 を行 い,尿 中へ の ア セ チルINAH

の 排泄 減 少,INAHと 焦 性葡 萄 酸 との ヒ ドラ ゾ ン の高

率 の 排 泄 を認 め て い る。

そ こで わ れわ れ は,肝 臓 に お け るINAHお よびINA

H誘 導 体 の 代 謝 を追 求 す るた め に犬 の 剔 出肝 臓 を 用 い

閉鎖循環式灌流装置による灌流実験を行つた。なお定量

法は白井5)の β-Naphthoquinone sulfonate法 に準拠

して,こ れを 血液材料について も測定し うるように改

め,遊 離型,ヒ ドラゾン型,ア セチルINAHを それぞ

れ分別定量した。 この第1報 はに おいては,主 として定

量法,な らびに灌流実験法について述べ一部実験成績に

ついて言及す る。

II実 験 材 料

実験動物は体重10～14kg程 度 の健康成熟犬を用い,

1週 間前後普通食を与えたのち実験に供 した。なお実験

に用いたINAHお よびその誘導体は次の通 りである。

1)INAH(N-CONHNH2)

Isonicotinic acid hydrazid

商 品 名:Iscotin(第 一製 薬)

2) INHG (N-CONHN= CH (CHOH)4

COONa. 2H2O)

Sodium glucuronate isonicotinyl hydrazone

商 品 名:Hydronsan(中 外製 薬)

3) IHMS ( NN-CONHNHCH2 SO3Na•H2O)

1-Isonicotinyl -2- sodium rnethansulfonyl 

hydrazine

商 品 名:Neoiscotin(第 一 製 薬)

4) INAH-Ac (N()-CONHNHCOCH3)
1-Isonicotinyl -2- acetyl hydrazine

これ は 無 水 酢 酸 法 で 合 成 し24),再 結 晶 を 繰 返 し,融

点 を162℃ と して 使 用 した 。

III実 験 方 法

(A)比 色 定 量 法

比 色 定 量 は 白井5)の1,2-Naphthoquinone-4-sul-

fonateを 用 い る遊 離 型,ヒ ド ラゾ ン型,ア セ チ ル 型 の分

別 定 量 法 に 準 拠 して 行 つ た 。比 色 に は,EPO-B型 日
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立光電光度計を用いて 波長470mμ において 行つた。

しかし試料は灌流液であ り,血 液および蛋白を含有して

いるので,当 然除蛋白が必要となる。 そこでINAHな

らびにINHG,IHMSお よびINAH-Acの 除蛋白操作

による影響の有無を検討した。

a)INAH,INHG,IHMSな らびにINAH-Ac値 の

除蛋白操作による影響

最終濃度2×10-3Mと な るようにINAH,IHMS,

INHGお よびINAH-Acを 添加した%容 の割に脱線

維血液を含むKrebs Henseleit溶 液 を調製し,各 溶液

一定量宛を取 り,Brodie24)ら の硫酸亜鉛法(pH6.8)

に よ り除蛋白操作を行つたのち比色定量を行つた。結果

は表1に 示してあるごとくで,INAHお よびIHMSは

表1INAH,IHMS,INHGお よびINAH-AC

の除蛋白後の影響

なん らの影響を蒙 らないが,INHGお よびINAH-Acは

それぞれ51.0%,91.9%の 発色率で著明な影響を受

けていることがわか る。以上のことか らINAHお よび

IHMSは 除蛋白を行つて も変化の ないことが 確認され

たので,今 度はINHG,INAH-Acを と もに除蛋白前に

それぞれ塩酸酸性で水解を行い,遊 離のINAHに 分解

したのち除蛋白を行えば影響を受けないことが想像 され

表2除 蛋白前水解処理施行

る。そこで 除蛋白前にINHGは0.01N塩 酸酸性で

室温60分,INAH-Acは0.5N塩 酸酸 性で100℃

30分 それぞれ水解処理を施し定量したところ,表2に

示すごとく理論値に近い値を得た。

以上のことか ら除蛋白前にそれぞれ処理を行えば,除

蛋白の影響を除くことができることを見出した。

b)水 解条件に関する検討

INHGの 定量については,白井 らの 方法によると0.01

N塩 酸酸性,60分,室 温水解処理後定量す るので あ

るが,室 温が15℃ 前後 であると正確 に定量 で きる

が,冬,夏 等の温度に相当の開 きのある場合では若干の

影響を受けるおそれがあ り,こ れを防ぐには常に一定の

温度で処理をする必要がある。 この意味において,37℃

の孵卵器中に入れて常に温度を一定にすることを考案し

次の実験を行つた。すなわち,INAH,IHMS,INHG

およびINAH-Acの2×10-3M溶 液 を調製し,0.01N

塩酸酸性で,37℃,60分 水解を行い 時間の経過 ととも

に比色定量を行い,影 響の有無を検討した。結果は表3

に示す ごとく,INAHお よびIHMSに は 変化 なく,

INHGは60分 で100%INAHに 変化し,INAH-Ac

は この条件下では遊離のINAHに 水解 されな いことが

表3INAH,IHMS,INHG,INAH-Ac38℃

0.01N-HCl酸 性水解の影響
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わかつた。すなわち,37℃ で60分 間 処理するとINH

Gの みが100%水 解 され ることが明らか となつた。

上述のことか ら蛋白を含んだ試験材料,た とえば,血

液,脊 髄液および灌流実験のさいの灌流液等か らも比較

的中性で行い うる硫酸亜鉛法(pH6.8)で 除蛋白を 行え

ば,遊 離型,ヒ ドラゾン型,ア セチルINAH3者 の 分

別定量を行い うることが実証 された。表4は 確立した

比色定量法を総推略記したものである。なお測 定 範 囲

は,検 量曲線 に おいて1γ/cc～80/ccの 間が 直線 と

なることか ら試料1ml中 にINAHと して1～80γ

が測定可能の範囲と考 えられる。

表4比 色 法

(B)灌 流 実験

ある特定器官の機能を明 らかにす るためには,そ の臓

器固有の生理的機能をなるべ く自然のままで他の糖 の

機能因子の影響外で検索することが必要である。この意

味か ら灌流実験はある程度その日的を満足せしめる実験

方法である。灌流実験法に 関しては古 くか ら研究せ ら

れ,現 在用 い られ る方法 としては,Mossoの いわゆる

開放式 とFreyら の閉鎖循環式の2法 がある。 この実

験においては,大 橋25)の 考案した閉鎖循環式灌流装置

にならい,こ れを犬の肝臓灌流に適す るよう拡大した装

置を作製し灌流実験を行つた。図1は 用いた灌流装置

模式図である。

図1灌 流装置模式図

(1)主 液 溜(2)受 液瓶(3)入 工肺(4)硝 子 曲管

(5)気 泡捕獲 管(6)マ ノメー ター(7)肝 容器(8)サ イフオン

(9)三 方 活栓(10)排 気 管(11)モ ーター(12)弁

→ はは灌流 液方向

a)犬 の肝臓剔出手技ならびに灌流液

肝臓を剔出するにあたりもつ とも注意を要す る点は,

肝の酵素活性その他の消耗を防止す ることと,灌 流液の

漏出を促すような損傷を与えないことである。それゆえ

に,で きるだけ迅速に手技を行い,か つ細心の注意の も

とに肝臓自身な らびに血管に損傷を与えないよう努力せ

ねばな らない。以上の意味か ら,麻酔を避け撲殺後ただち

に正中切開をもつて開腹し(こ のさい胸腔の開放は避け

る)下大静脈より約150ml採 血する。これはのちに灌流

のさいの脱線維血に供す る。次に門脈を剥離 し,肝動脈

総輸胆管等 腹部下大静脈 のみを残 して 他はすべて結紮

し,近 接臓器を肝か ら切離す る。しか る後ヵニューレを

門脈に挿入し,Krebs Henseleit液 で肝内を洗 う。門脈

にカニューレ挿入後ただちに開胸し,胸 部下大静脈を切

断しカニューレを挿入する。さらに腹部下大静脈を右副

腎静脈の上方で結紮切断し肝臓を他の組織か ら分離して

肝内の血液を完全に洗滌 したのち,気 泡の入 らないよう

注意しつっ灌流器に連絡せしめる。灌流液は開腹直後,

採血脱線維した血液I/6容 を 含むKrebs Henseleit液

600mlを 用いた。
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b)本 閉鎖循環式灌流装置の概略な らびに特色

剔出肝臓は灌流装置の肝容器(図1,(7))に 入れ られ,

門脈に挿入したカニューンを輸入脚(図1,(5)～(7))に 連

結 し,下 大静脈を輸出脚(図1,(8))に 連絡する。 モー

ターを動かす ことにより主液溜(図1,(1))の 灌流液は吸

い上げ られて輸入脚を通して肝へ送 られる。一方肝か ら

の流出液は,ポ ンプの陰圧作用によつて受液瓶(図1,(2))

に入 り,さ らに三方活栓(図1,(9))を 経て人工肺(図1,

(3))に 送 られ ここで酸素の供給を受けて新鮮液 とな り,

表5INAH,IHMSな らびにINHGの 血液に

対する態度

*INHGは ヒ ドラゾン型 であるから
,0.01N-HC1,57℃,60分

間水解後定量 した

図2INAHを 負荷したさいの成績

(第1例)負 荷量500mg

(第2例)負 荷量300mg

(第3例)負 荷量260mg (第4例)負 荷 量1502mg

*Total
,Hydrazone INAH値 はいずれ もINAH換 算量

硝子曲管(図1,(4))を 経 て再びもとの主液溜に帰 る。

すなわち本灌流装置は,こ のように閉鎖的に繰返す こと

において特色があるわけであるが,こ の灌流実験のさい

の門脈圧は,(図1,(6)の マ ノメーターに よつて測定)

12～15mm Hgで あ り,1分 間の搏出回数は約70,流

出量は1回 約5m,し たがつて1分 間 における循環

灌流液量は約350mlで あ る。なお本灌流実験において

は,灌 流に用いる液総量は600mlで ある。これ ら肝臓

の灌流速度ならびに肝内循環灌流液量値は,諸 家の生体

におけるそれ とほぼ一致してい る。なお試料は三方活栓

の操作によつて随時に任意量採取が可能である。

c)INAH,IHMSな らびにINHGの 肝臓灌流実験

4匹 の健康成熟犬の肝臓を用い,INAHを 灌流液600

mlに対 し,そ れぞれ500,300,260,160mg負 荷 し,

他方2匹 の犬に ついてIHMSを300,200mg負 荷

し,ま た3匹 についてINHGを それぞれ400,300,

300mg負 荷 して上記の要領で灌流実験を行つた。なお

全例 とも灌流液量は600mlと し,灌 流開始2分 をも

つて0値 とし,そ の後15,30,45,60,90,120,150

分値 を測定した。

d)INAH,IHMSな らびにINHGの 血液

に対する態度

本灌流実験の灌流液はI/6容の脱線維血液を含

むKrebs Henseleit液 で あるか ら,こ の灌流

液がINAH,IHMSな らびにINHGに 影 響

を及ぼしはしないか という問題が生ず る。そこ

でINAH,IHMSお よびINHGの2×10-3M

の灌流液溶液を作 り,37℃,恒 温槽中で振盪し

時間的の変化の有無を検討した。結果は表5に

示してあるごとくで,い ずれに も影響は認めら

れなかつた。このことか ら本灌流実験における

変化はすべて肝臓における代謝の結果であると

考 えられる。

IV実 験 成 績

(A)INAHを 負荷 した場合

INAHを 負荷した場合の成績は図2に 示して

あるようにINAHは 時間の 経過 とともに漸次

減少の傾向を示している。一方代謝産物である

ヒドラゾン型INAHはINAHと ほぼ 逆行的

に増加を示してい る。 なおアセチルINAHの

生成は認め られなかつた。

(B)IHMSを 負荷した場合

IHMSを 負荷した場合の成績は図3に 示して

あるごとく,時 間の経過に もかかわ らずヒドラ

ゾン型およびアセチルINAHの 生成は 全 く認

め られず,0値 か ら150分 値にいたる間ほとん

どなん らの変化を認めない。0値 において総量
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図31HMSを 負荷したさいの成績
が負荷量よ りも減少の値を示してい るのは,灌

流開始か ら0値 までの2分 間に肝に吸着せ ら

れるためと,計 算にさいして一応灌流液全量を

600mlと してい るが,肝 中に相当量の灌流液

が存在しているための稀釈によるものとの2つ

が考えられる。 これはINAHな らびにINHG

について も同様である。上記のことか らIHMS

は肝灌流実験においては,大 部分不変でありな

んらの抱合体をも作 らないと考え られる。

(C)INHGを 負荷した場合

図4に 示してあるごとく,INHGは ほとん

どINHGそ のままの形であり,少 量の遊離型

INAHが0値 か ら150分 にいたる間大体一

図41NHGを 負 荷 し た さ い の 成 績

定の値をもつて存在する。これは灌流開始時に存在して

いる遊離のINAHが そのまま変化をうけていないこと

を示している。なおアセチノレ化は上記2っ の場合と同

様認め られなかつた。

V 考 察

INAH抱 合体の分別定量法に関しては,古 くか ら研究

が行われている。しかしいずれも一長一短があつてまだ

確固たる分別定量法は考案 されていない。われわれは比

較的簡便な方法で,し か も遊離型,ヒ ドラソン型,ア セ

チル型の3者 を明確に分別定量しうる白井 らの β-Na-

phthoquinone suifonateを 用いる法に 準拠し,こ れを

血液材料についても測定しうるように改めた。ただし本

法は各型のINAH誘 導体に属する化合物の 分別は不能

であ り,こ れにクロマ トグラフィー,さ らにBeckmann

の スペクトロホトメーターを組合わせることによつてさ

らに明確な定量を行 うことがで きる。この方法を利用し

て阿部26)は 家 兎の体液な らびに各組織器官のINAH,

INAH-Ac, INHG,1-lsonicotinyl-2-pyruvyl hydra-

zone, Isonicotinic acidを 分別定量している。

他方INAHの 生体内運命に関しては。すでに伊藤127)

お よび那須 らは人間においてINAHの 代謝産物の ほと

ん どがアセチルINAHで あるとしてお り,五 味28)も

各種動物のアセチノレ化率を研究し,人 間においてはほと

んどが,ア セチル化 されるが,マ ウスではアセチノレ化率

はきわめて少であ り,モ ルモット,兎 はマウスよ りもア

セチノレ化率の高いことを認めている。一方得津29)は 家

兎についてINAHの 代謝を白井 らの法で 追求し,INA

Hの 投与にさいしてはヒドラゾン型INAHの 排泄が も

つとも多く,INHGお よびIHMSの 注尉による投与で

は一般にその排泄は速やかであるが,経 口投与ではIN

AHの 場合 とほぼ同じ排泄傾向を示す と報告している。

犬におけるINAHの 代謝については多くの文献をみるこ

とができず,た だRubin 50)が 犬 におけるINAHの 吸

収,分 布および排泄を追跡し,INAHの44～86%が

そのままのINAHな らびにIsonicotinic acidの'形 と

して尿か ら排泄 され ることを認めてい る。本灌流実験に

おいては,犬 の肝臓における解毒機転の見地か らINAH,

IHMSお よびINHGの 代謝を検索したわけであるが,

INAHは 犬の肝ではアセチノレ化は行われず,ヒ ドラゾン

型の形成ならびにイソニコチン酸への分解が主 として行

われてい るものと思われ る。一方IHMSは ほ とんど変

化をうけないままである。INHGもIHMSと 同様ほと

んど未変化であ り得津29),下 村31)の 報告によるINH
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Gの 静脈内注射時の成績 とよ く一致している
。那須21)

は肝機能障害時や極端に大量のINAHを 投与した 場合

にはその代謝状況は一変 し,ア セチル化物の排泄が極端

に少なくな り。INAHと 焦性葡萄酸とのヒドラゾンが高

率に排泄 されることを報告している。本実験においては

この点に ついての検討を行つていないので今後検討し

たい。また,INAH, INHGを 負 荷 した ときにINAH

とINHGと の総和が次第に減少していつてお り
,こ のこ

とはこれ ら2つ の化合物以外の物質への変化が考えられ

るが将来検討したい。

VI結 語

INAHお よびINAH講 体の肝臓における代謝の状

況を追求するために,

1)犬 の剔出肝臓を用いて灌流実験を行つた
。

2)血 液をふくむ灌流液中のINAとH
,ヒ ドラゾン型

INAH,ア セチノレINAHの1 ,2-ナ フ トキノン4-ス ノレ

フォン酸 ソーダによる分別定量法を考案した
。

3)INAH投 与 にさいしては,犬 肝臓にてアセチノレ化

は行われず,ヒ ドラゾン型INAHの 形成が認められた
。

4)IHMS投 与 の場合は,ほ とんど未変化のままであ

つた。

5)INHG投 与では,ほ とんどが そのままの 形であ

り,少 量の遊離型が認め られる。

稿を終 るに臨み,終 始御懇篤なる御指導な らびに御校

閲を賜わつた恩師山村教授,友 田教授に心か ら感謝の意

を捧げるとともに,種 々の御指導を賜わつた教室員一同

に深謝す る。

本論文の要旨は第12回 日本生化学会九州支部大会に

おいて発表した。
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