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Isoniazid(INH)耐 性 の 機 構

(第1報)INH耐 性 株 に よ るINHの 分 解

戸 井 田 一 郎

結核予防会結核研究所生化学研究室(所 長 隈部英雄)

受付 昭和54年2月6日

I序 言

Isoniazid(INH)は もっとも優秀な抗結核剤である

が,こ のINHに よる結核治療にさいしても,菌 の耐

性化 という現象か ら免れることはできない。Mycobac-

teriaのINHに 対する耐性は,耐 性株の毒力が減弱す

ること,感 性復帰がしばしばみ られることなどの点で,

Streptomycinな どに対する耐性とは臨床的意義を異に

するか もしれないが,こ れ らの点についてはなお多くの

異論 もあり,い ずれにせよ耐性の出現その ものを防止す

ることが もつ とも望ましいことであろう。その た め に

は,菌 の薬剤耐性の機構を明 らかにしなけれ ばな らな

い。Davis1)は 薬剤耐性の機構 として,

(1)代謝経路に変化がおこり,薬 物によって阻害され

る反応を通過しなくてもすむような側路が形成され る。

(2)薬 物によつて阻害 される酵素が,今 までよ り大量

に生産されるようになる。

(3)薬 物 と拮抗的に作用する物質の量が増大する。

(4)薬 物によつて 阻害をうける代謝系の反応生成物を

あまり必要としないよう1こなる。

(5)薬 物の破壊が盛んになる、,あるいは薬物が生体内

で活性化されてか ら効力を発揮するような場合,そ の活

性化が阻害される。

(6)薬 物が代謝拮抗物質として阻害作用を示す場合,薬

物 との親和性が減少した,あ るいは基質 との親和性が増

大した,新 しい酵素が形成される。

(7)薬 物に対する細胞,あ るいは細胞内単位の 透過性

が減少する,あ るいは薬剤の通過を妨害するような物質

と透過機構 との親和性が増大す る。の諸項 目をあげてい

る。

INHに 対するMycobacteriaの 耐 性獲得の機構に

ついては,庄 司2)5),Barclayら4)は(7)の 機構を思

わせる事実を示しているが,こ れ らの業績によつてI

NH.耐 性の 機構が最終的に 明 らかにされたとはいいが

たい。

また(5)の 機構の存在を思わせる報告2)5)5)6)も あ

るが,い ずれも予報的なものに止まっている。

われわれ もこの問題にっいて検討を行って きたが,実

験 いで示すように,MycobacteriaがINHを 分解

す る こ と,耐 性 株 で は このINH分 解 能 力 が 著 明 に 増

大 して い る こ と を見 出 し,こ の 現 象 に つ い て種 々の 検 討

を行 つた 。 こ こ に若 干 の知 見 を報 告 す る。

II材 料 お よび 実 験 方 法

(1)菌 株 お よ び培 養 方 法

Mycob.607とMycob.avium AVTと を用 い た 。

M.607は 東 大 応 用 微研 よ り,M.AVTは 都 立 家 畜 衛 研

よ り分 与 され1%小 川 培 地 に 継 代 保 存 し た もの を,実

験 に さ きだ っ てSauton培 地 に十 分 馴 らし てか ら使 用 し

た 。 耐 性株 と して は,こ れ ら原株 をINH100γ/ml

添 加Sauton培 地 に継 代 し,感 性株 がSauton培 地 に発

育 す るの と全 く同等 の 発育 を 示 す よ うに な っ た もの を 用

い た 。 培 養 は,感 性株 はSauton培 地 に,耐 性株 はI

NH100γ/ml添 加Sauton培 地 に,そ れ ぞ れ38℃ で

4日 間 表 面 静 置 培 養 し,収 獲,水 洗 の の ち,常 法 に 従 つ

てacetone乾 燥 粉 宋 に調 製 し,実 験 に さい して 水浮 游

液 と して 使 用 した,,実 験結 果(1)の ほ か はMAVTを

もっ ぱ ら用 い た 、,

(2)Hydrazine定 量 法

被 検 液 を その ま ま,あ るい は 適 当に 稀 釈 して,そ の

2.0mlを と り,P-dimethylaminobenzaldehyde試 薬

(P-dimethylaminobenzaldehyde 500.0mgを 約12ml

の氷 醋 酸 に とか し,4.0mlの70%perchloricacid

を加 え,さ らに氷醋 酸 を加 えて25.0mlに す る。 当 日

調 製)の2.0mlを 加 え,2分 以後5分 以 内 にBeck-

man型 分 光 光 電 光 度 計 で457mlる に お け る吸 光 度 を測 定

し,Hydr脳inehydrat(H2N-NH2・H20)を 用 い て 作

っ た標 準 曲線 よ り被 検 液 のHydrazine濃 度 を 算 出 す

る。 以 下の 実験 の さい に被 検 液 中 に存 在 す る と考 え られ

る濃 度 の範 囲 で は,INHお よ びIsonicotinic acid

(INA)は,こ の定 量 を妨 害 し な い 。 こ の 方 法 は

Freier7)ら の変 法 で あ る。

(3)INH分 解 能 力 の測 定

M/15 phosphate buffer(pH6.8)2.0ml,acetone

乾 燥 粉末(20mg/ml)水 浮 游 液1.0mlをThumberg管

主 管 にい れ,INH1,000γ/ml水 溶 液1.0mlをThurn-

berg側 管 に い れ,rotary pompで 真 空 に し,38℃

で15分 間preincubateし た の ち側管 内容 を 主 管 に 加
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え,さ らに38℃ で30分 間1ncubate,1.0mlのcoll

oidal ironを い れ た遠 沈 管 に 反応 液 を あ け ,飽 和CuSO4

水 溶液1滴 を加 え て10秒 間 振盪,1,500r.p.m.3分 間

遠沈,こ の上 澄 に つ い て上 述 の方 法 でHydrazineを 定

量 す る。盲 検 と してINHの 代 りに水 を加 え た以 外 は

全 く同様 に操 作 した もの の値 を差 引 く。 こ の値 を もっ て

acetone乾 燥 粉 末 のINH分 解 能 力 を表 現 す る 。

III実 験 結 果

(1)Mycobacteriaに よ るINHの 分 解

M.607お よ びM.AVTの 感 性株 お よび 耐 性株 か ら

調製 し たacetone乾 燥 粉 末 水 浮 游液 とINHと を

incubateし た と きのHydrazine生 成 を表1に 示 す 。

INHの み をincubateし た場 合 に はHydrazine生 成

は ほ とん ど認 め られ ず,acetone乾 燥 粉 末 と と もにin-

cubateす る とHydrazineが 認 め られ るが ,こ の さ い

M.607,M.AVTと もに耐 性株 で は感 性株 の10倍 以

上 もINH分 解 能力 が増 強 して い るの が認 め られ る。

表1Mycobacteriaに よ るINHの 分 解

(2)加 熱 による影響

M.AVT耐 性株acetone乾 燥粉末のINH分 解能

力は,こ れをあらかじめ加熱することによつて容易に失

われる(表2)。 このことは以下に示す諸性質 とともに,

耐性株のINH分 解能力が酵素作用によることを考え

させる。

表2加 熱によるINH分 解能力の消失

(3)反 応 条 件 の 変 化 に よ る影響

(イ)反 応 温 度;(表3)

(ロ)Bufferお よび 至適pH:(図1)borate bufferの

阻害 に つ い て は続 報 で検 討 す る。

(ハ)時 間 の経 過1(図2)

(ニ)INH濃 度:(図3)

(ホ)acetone乾 燥 粉末 の 量;(図4)

(ヘ)酸 素 の有 無:(表4)す な わ ち,Hydrazine生 成 は

有 酸素 状 態 で は 真 空 中 に お け る よ りもは るか に 少 な い 。

これ は 酸素 の存 在 下 で は,生 成 さ れ たHydrazineが

Mycobacteriaに よ り酸 化 的 に代 謝 され て消 費 され るた

め と考 え られ る。 この問 題 は窒 素 同化 の問 題 と も関 連 し

て興 味 深 い問 題 で あ り8),別 の機 会 に検 討 し たい 。

(ト)他 の抗 結 核 剤d)影 響:(表5)各 抗 結 核 剤 はい ず れ

も200γ/mlの 終 末 濃 度 に な る よ うに,preillcubation

に先 立 っ てThumberg管 主 管 に 加 えて お く。PASお

よびSulfisoxazoleはP-dimethylaminobenzaldehyde

試 薬 に よつ て黄 色 に呈 色 しHydrazine定 量 を妨 げ るの

で実 験 で きな か っ た 。Streptornycin,Kanamycin,Vio-

mycinはHydrazine生 成 を促 進 して い るよ うに み え る

が,これ に つい て は,acetone乾 燥 粉 末 に よっ てHydra-

表3反 応 温 度

表4酸 素 の 有 無

表5抗 結 核 剤 の 影 響

注:こ の実験 ではINH終 末濃度200γ/ml
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図1Bufferお よ びpH

図2時 間 の 経 過

図3INH濃 度

図4Acetone powderの 量

zineが 代謝 されるのを阻害するための,み かけの促進

と考 えてお り,前 項で述べたHydrazine代 謝 と関連し

て検討する予定である。

(4)INH誘 導体の分解

INHの 副作用を少なくする,あ るいは有効血中濃

度を長 く持続 させるなどの目的で,各 種のINH誘 導

体が市販されている。これらはすべてINHと 交叉耐

性を示すことが知 られているが,こ のことはINHに

対する耐性と誘導体に対する耐性とが共通の機構による

ことを考えきせる。したがってもしINH誘 導体がそ

のままの形で抗結核作用をもつものな らば,INH耐

性株はこれ ら誘導体を も分解するだろうとの予想の もと

に,INH耐 性株 と誘導体 とをincubateしHydrazine

生成量を定量 した。

誘導体としては市販のネオィスコチン,ビ ボナィプレ

ン,ヒ ドロンサンのほか,INHの 生体内代謝産物で

あるacetyl-INH9),glucose-INHg)お よびDiiso-

nicotinoyl-hydrazone10)を 合成 して 使用した。誘導

体はすべてINH1,000γ/mlと 等モ ル になるように

水溶液にして用いた。表6に 示すように,ネ ォィスコ

チン,ビ ボナィプ レンではINHよ りは著明に少ない

が一定のHydr段zlne生 成を認め,他 の誘導体ではほと

んどHydrazine生 成 を認めなかった。堂野前11)は,

市販の誘導体はそのままの形では抗結核作用をもたず,

生体内でINHに 分解されてはじめて抗結核作用を示

すことを証明しているが,わ れわれの実験結果 も間接的

にこの結論を支持すると思われる。

表6INH誘 導 体 の 分 解

I V考 案

INHはMycobacteriaの 種 々の酵素系を阻害する

が,現 在までに知 られたかぎりでは,こ の阻害は無細胞

抽出酵素系を用いた実験では,感 性株で も耐性株で もほ

ぼ同程度にみ られ,し たがつてさきに述べたDavisの

(1)の 機構によってはINH耐 性は説明できない2)3)

12)。8ardayら4)はcarboxyl基 のCをlabellし た

14C-INHと 菌 とをincubateし た場合,感 性株では

菌体内に14Cが 蓄積す るのに対し,耐 性株では蓄積し

ないことを報告している。庄司2)3),堀12)は,そ れ自
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体抗菌力をもたぬo-oxybeRzaidehyde hydrazoneが 共

存すると,耐 性菌の発育が耐性表示濃度以下のINH

で阻害 されることを示し,耐 性株ではINHに 阻害さ

れる酵素系にまでINHが 到達で きないように保護磯構

ができていること,こ の保護機構がo-oxybenzaldehyde

hydrazoneで 乱 されてINHが 再び菌体内に浸入で き

ることを推論している。しかし,こ れ らの業績では,何

故にINHが 耐性菌体内に浸入で きないかの理由,あ

るいはいわゆる保護機構は実体的に明 らかに され て い

ず,そ れゆえにINH耐 性の機構を最終的に明 らかに

したとはいえない。

一方,INHは かな り不安定な化合物であって,培

養中,滅 菌操作中,保 存中に分解することが知 られてい

る13)14)。 また,酵素による分解にっいても,Porcellati

ら15)16)は 肝 その他の 臓器による分解,桜 田17)は 酵

母による分解,Garattin16)はE.coliお よびパラ結核

菌による分解を証明している。そして,こ のような酵素

的分解がMycobacteriaのINHに 対 する耐性の機構

に関連しているのではないかという仮説 も多 くの人々に

よって追及 されている2)5)5)6)。 しかし,こ れ らの報

告はいずれ も肯定的ではあ りなが ら,定 性的,予 報的な

報告に止まってい る。

われわれは,Mycob.607とMycob.AVTと を用い,

Hydrazineを 定量することにより,こ れ らの菌がINH

を分解すること,こ の作用は酵素によると考えられるこ

と,耐 性株ではINH分 解能力が感性株の10倍 以上に も

なることを定量的に示すことがで きた。INH分 解反

応の様式,酵 素の抽出精製,精 製酵素の諸性状,INH

分解酵素生産の機構などにっいては続いて報告する。

Barclayら4)が 軽GINHを 用 いて 示した事実

は,INHの 浸入を妨げる機構が 耐性株に生 じたと考

えなくとも,わ れわれのここに示 した機構によつて十分

説明で きる。すなわち,Barclayら 自身が示 しているよ

うに,carboxy1基 のCをlabellし た14C-INAで は

感性株にも耐性株にも浸入せず,両 菌株 ともに14Cの

蓄積はみられないのであるか ら(こ のことはINHと

INAの 溶解件の差 に よ る もの だ ろ う),耐 性株が

14C-INHをHydrazineと14C-INAと に分解す

るとすれば,耐 性株の透過機構が感性株のそれと違つて

いなくとも,感 性株では14Cが 蓄 積し耐性株では蓄積

しないことになるか らであろ。

V結 論

1)Mycob.607,Mycob.AVTはINHを 分解 し

てHydrazineを 遊離 させ る。 この作 用 は酵 素 に よ る と

考 え られ る。

2)INH分 解 能 力 は 耐 性株 で は感 性株 の10倍 以 上

も増 強 して い る。

3)INH分 解 反 応 の 反 応条 件 を検 討 した 。

4)INH誘 導 体 はINHと 交 叉 耐 性 を 示 す に も

か か わ らず,INH耐 性 株 に よ るHydrazine生 成 は非

常 に 少 な く,こ れ ら誘 導体 は 一 た んINHに 分 解 して

は じめ て抗 結 核 作 用 を 示 す と考 え られ る。

最 後 に 隈 部先 生 の 御指 導 と御 校 閲 を 感謝 い た しま す 。

湯 沢 先 生,大 沢 先 生 の 御指 導 と生 化 学 研 究 室 の皆 さん の

御 助 力 を感 謝 い た します 。
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