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VB6酵 素 に対 す るINAHお よびそ の誘 導 体 の 阻 害機 構
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緒 言

イ ンニ コチ ン酸 ヒドラジ ッド(INAH)が 抗結核剤 と

して登場 してよ り幾 多の研究が発表 され,そ の作用機作

について も多岐 にわた り報告 され ている。 しか もそれ ら

の相互関係を解 明 しさ らに進 んでINAHの 抗結核作用

の本因 を見出す ことは現在 では至難 な状態 であ るが,そ

の うち ビタ ミンB6(VB6)酵 素 系に関 してのみ で も

諸説が あ り容易に 理解 しえない 状態 であ る。 著 者 らは

INAHのVB6酵 素 系に対す る阻害 がただ ちにINAH

の 抗結核作用の 主因で あると考 える ものでは ないがS

VB6酵 素系 に対す る阻害機構についての報 告を整理 し

若干の検討 を加 えることに よ り,そ の抗結 核作用の一端

をの ぞ きうるとの考 えの もとに実験を進めた。

INAHのVB6酵 素系についての報告1)～16)を 総合

す るとINAHがVB6酵 素系 に 阻害的 に 作用 す る こ

とは明 らか であ る。 そ こでその阻害機構の根拠 よ り大別

して次の3つ の作用 を主張 してい るもの と考 え られ る。

すなわ ちまず第1に 米 田1)5),Lichstein13),Pope

4)ら の報 告しているごと くPAL(Pyridoxal)とINAH

との構造類似 によ る拮抗 に 由来 す る阻害作用,第2に

酒井9),Davison17),Schaefer14),Wilde15),庄 司11)

16)ら の報 告 して い る ごと くINAHがCarbｮnyl rea-

gentと してPALP(Pyridoxal phosphate)のAlde-

hyde基 とINAHのHydrazine基 とでSchiffbaseを

形 成 しHydrazoneに な ることに由来 す る阻害作 用,第

3に 近時Sorkin18),Albert 19)20),Cymerman-Craig

21)22)ら が報告 してい る ご とくINAHがMetalche-

lating agentと して作用す ることに由来す る阻害作 用で

ある。

小池23)お よび 著 者24)ら は 構造上PALにINAH

よ り類似 のDesoxypyridoxine, Toxopyrimidineが 直

接 にはVB6酵 素 に阻害作用 を示 さず,こ れ らの一CHv

OH基 を燐酸化 しては じめてPALPと 拮抗 す るとい う

成績 を報告 してい るが,こ の 結果 よ りみてINAHの 阻

害作用がPALと の構造類似 によるとい う説には賛 成 し

がたい。

0方 その構造か らみてDavison17)が システ ィンスル

フィン酸 脱炭酸酵素 において示 してい るご とく,Schiff

base形 成に よる阻害説 は容 易に想 像 され る。

著者24)ら は数年来Tryptophanaseの 作用機構 につ

い ての研究 を行い,本 反応におけ るア ンモ ニァ ィオ ンの

賦活機作,金 属 イオ ン関与の 可能性,な らびにPALP

お よび基質の結合様式等の諸問題 を明 らかに して きた。

また著者12)ら は先 に白鼠肝Kynurenine transami-

nase, Tyrosine transaminaseを 用いてINAHお よび

その誘導体 の阻害実験 を行っ たさい,ヒ ドラジン基末端

に置換体 を有す る誘導体で はほとんど阻害 を示 さない に

もかか わ らず ただIHMS(Isonicotinic acid hydrazide-

methansulfonate)の みはINAHと ほぼ 同等 の 高率 の

阻害 を示す ことを報 告 した。 この作用機作 は不明であ る

ので この点 もあわせて 解 明 す るため,本 報 に おいては

Tryptophanaseを 用い てINAHお よび その誘導 体 と く

にIHMSの 阻害機構 に つい て検討 を加 えたので報 告す

る。

実験方法お よび材料

1) 酵素調製法

表1に 示す ごと くE.Coli(K12株)を ブイ ヨン培

地 にて 増菌,凍 結乾燥後倍量の 海砂 とと もに 混和磨 砕

し,50ml/gの 蒸溜水を加え2時 間 氷室 中で 抽 出,遠

心沈澱 し上清 を等電点 処理,硫 酸 アンモンに よる塩析,

透析,さ らに等電 点処理 を 行って完全 にPALPがre-

solveし たアポ酵素 を用いた。

2) 反応条件

特記 しないか ぎり次の条件 によつ た。す なわ ちApo-

tryptophanase 1ml(蛋 白量1.3mg),Pyridoxal pho-

sphate終 末濃度4×10-6M(0.5μg),(NH4)2SO4終

末濃 度5×10=2M,燐 酸緩衝液(pH8.0)終 末濃度M/

50,DL-Tryptophan2.04mg,そ の他添加剤 を 適宜加

え全量を5mlと し,37℃,10分 間反応 し 三塩化 酷酸

によ り除蛋白後 上清 につ き活 性を測定 した。
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表1 Tryptophanase

3) 活 性 の測 定

生 成 した イ ン ードール を定 量 し て酵 素 活 性 を測 定 した 。

す な わ ち生 成 イ ン ドール を倍 量 の 石 油 エ ー テル で 抽 出 し

Ehrlich aldehyde試 薬 に よ る呈 色 を 光 電 比色 計 を 用 い

て 波 長530mμ にお け る吸 収 を測 定 して 定量 した(後 藤

氏 法25))。

実 験 成 績

1) INAHお よび そ の誘 導 体 のTryptophanaseに 対

す る阻害 態 度

INAHお よび その誘 導体 の 阻害 率 は 表2に 示 す ご と

くで,INAHお よびIHMS以 外 の 物 質 す な わ ちMar-

siIid,INH-CBA(N-lsonicotinyl-N'-O-carboxybcnzy-

lidene hydrazine) , IPN (N-lsonicotinyl-N'-α-car-

boxyethylidene hydrazine), INHG (lsonicotinic acid

hydrazideNa-glucuronate)で は 阻 害 は 少 ない 。 これ

はINAHを 除 く各誘 導体 は すべ て ヒ ドラ ジ ン 基 末 端 に

置 換 体 を有 し,PALとSchiff baseを 形 成 し え ない と

考 え れ ば容 易 に説 明 され る。 た だIHMSの み がINAH

と同等 の阻 害 を有 す る点 は理 解 し えな い の で これ を明 ら

か に す る た め後 記 の 実 験 を行 っ た 。

2) Tryptophanaseに 対 す る.Aldehyde reagent,

 Metal chelating agentの 阻 害 態 度 お よびINAH,IHMS

の 阻 害 態 度 との比 較

本 酵 素 はSemicarbazide, Hydroxylaminの ご と き

表2 INAHお よびその誘導体 のTryptophanase

に対す る阻害

(反応条件)INAHお よびその誘導体:10-3M,Apo-tryptophanase

1ml,PALP以 下同前,37℃10分 間反応
*PALPを 添加せず

Aldehyde reagentに よっ て も,O-Phenanthroline,α-

Nitroso-a-naphtholの ご と きMetal chelating agent

に よっ て も強 く阻 害 され る。 しか も両 者 の 間 に は 図1に

示 す ご と く阻 害 態 度 に明 らか な 相 違 を認 め る。 す な わ ち

Semicarbazideの 場 合 は ア ポ酵 素 とPreincubationし

て も,そ の 時 間 に よっ て 阻害 率 に 著 明 な変 化 を認 めな い

が,PALPと あ らか じめ 接 触 せ しめ る とPreincubation

時 間 の 経 過 と と もに 阻 害 率 が増 大 す る。 α-Nitroso-β-

naphtholで は逆 にPALPと の 接 触 で は 阻害 率 に 著 明

な 変化 は 示 さず,ア ポ 酵 素 とのPreincubation時 間 の

経 過 と と もに阻 害 が増 大 し,阻 害 剤 の種 類 に よ りその 阻

害 態 度 に お の お の相 異 な っ た傾 向 を認 め た。

そ こでINAHお よ びIHMSの 阻 害 態 度 を 検 討 した

と ころ 図2の ご と き 結 果 を 得 た 。 こめ 実 験 で は 基 質

(Tryptophan)に よ る防禦 効 果 の有 無 も あ わせ て 実験

し た。 す な わ ちINAHとPALPと のPreincubation

時 間の 経 過 と と もに 阻害 率 は増 大 し(曲 線B),明 らか

にAldehyde reagent型 の 阻 害 態 度 を 示 し,か っ そ の

Schiff base形 成 は基 質 た るTryPtophanの 共 存 に よ り
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図1 Semicarbazide, α-Nitroso β-naphtholのPreincubationに よ る影 響

反応 条件(A):Apotryptophanase+InhibitorとPrelncubatlon

(B):PALP+InhibitorとPreincubation

Inhibitor:5×10-5Mそ の他同前

図2 INAH,IHMSのPreincubationに よ る影 響

反応条件(A)Apotryptophanase+INAH(また はIHMS)とPreincubation

(B):PALP+INAH(ま たはIHMS)とFreincubation

(C):PALP+INAH(ま たはIHMS)+TryptophanとPreincubation

 INAH:5×10-5M IHMS:10-4Mそ の他 岡前

防がれ る(曲 線C)。 またIHMSも やや阻害 率は低 いが

INAHと 同様 な傾向 を示 し,基 質に よる防禦効果 を認 め

た。

この ことよ りINAHもIHMSも 同 じよ うな 阻害機

構に よ り本酵素 反応 を阻害す る もの と思 われ る。

3)阻 害比 によるINAH,IHMSの 阻害機構 の検討

次 にINAHお よびIHMSの 阻害がSchiff base形

成のみ による ものか否かを 検討す るために,表3に 示

すご とくアポ酵素 に対 す るPreincubationを2回 に分

けて,ま ずPALPと 接触せ しめ その後 に 阻害剤 を作 用

させ反応 を行 う場合(実 験1)と,そ の逆の場合(実 験

2)と の阻害率 を比較 す ると表3の ごと くでAldehyde

reagentで あ るSemicarbazide, bydroxylarnineで は

両者 に大差ないのに地 し,Metal chelating agentで あ

るO-Phenanthroline,α-Nitroso-β-naphtholで は前 者

の阻 害 が 少 な く,明 らか に 異 な っ た 傾 向 を示 す 。 この 実

験(2)阻 害 率/実 験(1)阻 害 率 の 値 を阻 害 比 と して比 較 す る

と,Aldehydereagentで は1前 後 の 数 値 とな りMe-

talchelatingagentで は3～4の 数値 を示 す 。 この2

っ の 異 な っ た 傾 向 に 対 し てINAHお よ びIHMSの 阻

害 比 は それ ぞれ2.3お よび2.6で あ り,こ れ らの阻 害

がSchiff base形 成 の み に よ る もの で な い こ とを 示 唆

し て い る。

4) PAL添 加 防 禦 実験 に よ る阻 害 機 構 の 検 討

そ こでPALと 阻 害 剤 を まずPreincubatiｮnし ての ち

PALPと 接 触 せ し め,さ らにApotryptophanaseお よ

び基 質 を加 えて 反 応 を行 つ た と きの 阻 害 率 と,PALと

Preincubationし ない と きの阻 害 率 を比 較 す る と図3の
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表3

図3

ごと くで,PALとSchiffbaseを 形成す るSemicar-

bazideで はPALと あ らか じめ 接触す ることに よ り
,

次に添加す るPALPのAldehyde基 を阻害す ることが

で きないので基質分解 に対す る阻害率は非常に低 くなっ

て,PALを 添加 しない場合 と比べて その 阻害率 との差

が非常 に大 となった。 これに反 して アポ蛋 白の活 性基 を

阻害す る α-Nitroso-β-naphtholで はPALの 有無 にか

かわ らず常 にほ とんど同率 に基質分解 を阻害 した。 これ

らに 対 してINAHお よびIHMSの 阻害 態度はPAL

と接触 して も阻害率の低下の 程度はSemicarbazideの

場合 ほど甚 し くなかった。なおSulpyrine,Naphthalene

sulfonateの 場合 の阻害 はMetal chelating agentの 場

合 と同様 アポ蛋 白に対す る阻害の傾向 を示 した。

5) 各種 スノレフォン酸に よる阻害

IHMSの 阻害機構 を さ らに 検討す るため 各種 の スル

フォン酸の本酵素 に対す る阻害 実験 を行 つた
。その結果

は表4お よび 図4に 示す通 りで あっ て,Aminopyrine

では全 く阻害 は認 め られ ないが,こ れに メタ ンスル フォ

ン酸基 を結合 させ たSulpyrineで は著 明な 阻害 を 示 し

た。 さ らにNaphthalene sulfonate, Xyienesulfonate
,

R-Acidの よ うな スル フォン酸 によって も本酵素 は阻害

を うけた。また これ らは アポ蛋白に対 す る阻害傾 向を示

した。

6) INAHお よびIHMSとPALPと の混合液の 吸

収 曲線

そこでINAHお よびIHMSをPALPと 混合 して

Beckman spectrophotometerを 用 いその吸収 曲線 にっ

き検討 した。 その結果 は図5,6に 示す通 りであって
,

INAHとPALPと を混合 した場合
,PALP特 有の吸収

はINAHと のSchiffbase形 成 のためただ ちに消失す

るが,IHMSとPALPを 混 合 した ものは混合直後で は

PALPの 吸収 曲線 を示 すが370Cに 保っ と 時 間と と も

に変化 し,遂 に60分 後 で はINAHにPALPを 混合

した もの と同 じ吸収 曲線 を得 た。

考 察
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表4 各種Sulfon酸 に よる阻害作 用 図4 Inhibitory action of various sulfonates

INAHのVB6酵 素 系 に対 す る阻 害 機 構 の 重 要 な 因

子 は,PALのAldehyde基 とINAHの ヒ ドラ ジ ン 基

との 間 にSchiffbaseを 形 成 し,Hydrazoneを つ く り

阻 害 す るAldehyde reagentと し て の 作 用 で あ る こ と

は,ヒ ドラ ジ ン基 末 端 に 置 換 体 を 有 す るIHMSを 除 く

INAH誘 導体 の 阻害 率 が 低 い こ と,お よ びAldehyde

reagentの 阻 害 態 度 の 傾 向 を示 す こ と(図1,2)よ り※

図5 吸収 曲線(INAH,PALP,INAH+PALP)

※明 らかであ り,この点については酒井9),庄 司11)16)ら

の主張 と一致 す る ものであ る。また図2の ごと くPALP,

INAH(ま たはIHMS)お よびTryptophanを 同時に

接触 させた場合は,PALPとINAH(ま たはIHMS)

を接触 させ た場合に比べ阻害 率は低 下 し,基 質 の防禦効

果 を認めた ことよ り実際の酵素 反応 において もTrypto-

phanの ア ミノ基 とPALPのAldehyde基 との結合が

起 ってい ることを示唆す る もので,こ の点著者24)ら が

先 に発表 したTryptophanase模 式図の構想に一致 す る

ものであ り,INAHの 侵襲点がAIdehyde基 に ある こ

とも示 す もので ある。

しか しなが ら阻害比の実験でAIdehyde reagentと
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図6 吸収曲線(IHMS,PALP,IHMS+PALP)

Metal chelating agentの 阻害比 の中間にINAHお よ

びIHMSの 阻害比が あること(表3),さ らにPAL添

加防禦実験にてINAHお よびIHMSが 同 じ く両 者 の

中 間の 阻害 傾向を 認 めた ことはINAHお よびIHMS

がAldehyde reagentと して 阻害 的に 作 用す る 以外に

Metal chelating agentと しての作 用機作 も包含 してい

ることを暗示 す るもの と考 え られ る。

さてIHMSの 場合,ヒ ドラジ ン基の末端 に置換体 を有

す るに もかか わ らず他 の誘導体 と異な り,INAHと 同様

な阻害態度 を有す ることは理解 しが たい問題で ある。 そ

こでまず 図2に 示す ごと くIHMSもINAHと 同様 に

Aldehyde reagent様 の態度 を示 し,か っ程度 は弱いが

その阻害 は基質 によ り防が れた。 したがってIHMSの

場合 もPALPのAldehyde基 との直接 の関与 を考慮 し

な ければな らない。 とす ると本反応条件でIHMSは 次

式(2)のごと く解離 しているか,ま たはい わゆるメタ ンス

ル フォン酸基 が 実際 は(1)の ごとき 構造で あってSに

Aldehyde基 が付 加す るか のいずれか を考 えねばな らな

い。 ところがIHMSと 同じよ うにAmlnopyrine

に メタンスル フォン酸基 を結 合 させたSulpyrineも 表4

に示す ごと く,前 者が全 く阻害 を示 さないのに比 し著 明

な阻害作用 を示 し,さ らにSulpyrineの 阻害態度 は図3

か らア ポ蛋白に関与す る傾向を示 してい るので,mMS

の 阻害 機構 の 一部 は その側鎖末端 の メタンスル フオン

酸基 に よるア ポ蛋 白侵襲 によ る ものであ ることが考 え ら

れ る。 しか し,図7に 示す ごと くIHMSとPALPを

接触 させ37℃,pH8.2に 保 つ ときは時 間とと もにIN

AHと 同 じ 吸収 曲線 を 示すにいた る ことよ り,IHMS

は少 な くともINAHを 遊 離 してい るはずであ るので こ

のさい の阻害機構 は当然PALPと のSchiff base形 成

による もので ある。 ゆえにこれ らの条件 を満足す る もの

は前記分子式(2)で あ り,IHMSの 阻害 機構 は アポ酵素

に対す るメタ ンスル フォン酸基 による阻害に,さ らに解

離 してINAHと してのPALPに 対す ろ阻害が 加わ つ

た もの と考察 できる。

なお 表4お よび 図4に 示 すよ う にNaphthalen-

Sulfonate,Xylenesulfonateお よびR-Acidの よ うな ス

ル フォン酸 によっ て も阻害が認 め られ るので あるが,こ

の場合 はアポ蛋 白に対す る影響が著明で非特異的に作用

してい るため と考 え られ,い わゆ るメタ ンスノレフォン酸

誘 導体 の場合 とは全 く別の ようであ る。

以上 の よ うに著者 らはINAHお よびその誘導体主 と

してIHMSのTryptophanaseに 対 す る 阻害機構 を通

じて その作 用機作 について検討 を加 えたが,ピ リジン核

の窒素 原子についてその役割 を解 明すべ く安息香酸 ヒ ド

ラジ ッドを合成し,酵 素反応 に対す る態度 および抗結核

性について実験 を行 っているので追 って報告す る。

結 論

1) Tryptophanaseを 用 いてINAHお よびその誘導

体 のVB6酵 素 に対す る阻害機構 を検討 した。

各種INAH誘 導体 の うちではIHMSの みが 高度 の
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阻害 を示 した。

2) INAHお よびIHMSの 阻害態度 は両 者 ともによ く

似 てお り,Aldehyde reagentと して も,また 〕Metal che

lating agentと して も作用 してい ることが 明 らか となっ

た。

3) INAHお よびIHMSとPALPと の混 合液の 吸

収曲線 を測 定 した 結果,IHMSもINAHと 同 様 の

Schiff baseを 形成す ることがわかった。 したがってIH

MSは 容易 にINAHを 解離 す るもの と考 え られ る。

4) メタ ンスル フォ ン酸誘導体 と してはIHMS以 外

にSulpyrineに も強い 阻害作 用があった。 したが って

IHMSの 場合 その メタンスル フォン基 に も阻害作用が あ

る もの と思 われ る。

各種の スル フォン酸誘 導体 に もTryptophanaseに 対

す る阻害作用があったが,こ れ らはア ポ蛋白に対す る非

特異的な作用 と考 え られ る。

稿 を終 るに臨み御指導,御 校閲 を賜わ りました阪大生

化学市原硬教授お よび坂木幸哉助教授に対 し深 甚な る謝

意 を表 します。

本論文の要旨は昭和32年11月 第16回 日本結核病

学会近畿地方会において発表 した。
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