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緒 言

著者 ら1)は 先にINAHの ビタミンB6(VB6)酵

素系に対す る阻害機構をTryptophanaseを 用いて検討

した。INAHの 作用機作についてはLichstein2),Pope

5),米 田4)5)ら はINAHとPyridoxal(PAL)と の

構造類似による拮抗作用を考 えているが,わ れわれの成

績ではこれに賛成しがた くむしろINAHの 阻害はPyr-

idoxal phosphate(PALP)のAldehyde基 とINAH

のHydrazine基 末 端のア ミノ基 とがSchiff baseを 形

成し,VB6酵 素 を不活性化すること,またINAHが

酵素蛋白を場としてMetaal chelating agentと して 作

用し酵素を不活性化するものであることを示した。さら

にまた あわせてIHMS(Isonicotinic acid hydrazide

 Na-methansulfonate)の 阻害機構をも検討 しTrypto-

phanaseの 反応pH(8.0)に おいてはIHMSはINA

H,Formaldehydeお よび酸性亜硫酸 ソーダに解離して

これが酵素に阻害的に作用することを示唆した。しか も

このさいメタンスルフォン酸 としても,酸 性亜硫酸 ソー

ダとしても本酵素に対 して若干の阻害作用を有すること

を認めた。

そこで著者 らは反応pHが 酸性であるGlutamic acid

 decarboxylaseを 用 いてさらにINAHお よびその 誘導

体の作用機構を検討した。Glutamic acid decalboxy-

laseに 対す るINAHの 阻害作用に ついては すでに 伊

藤6),庄 司7)8)ち の 報告が あり,こ れ らはいずれ も

INAHがAldehyde reagentと して 阻害す るものと考

察 している。しか しこれ らの成績は用いた酵素剤がいず

れ も粗酵素であるため,反 応を結果論的に考察する傾向

があ り微細反応系を注視することがで きない。著者 らは

この点を 重視 して最近 小泉9)10)がGlutamic acid

 decarboxyiaseの アポ酵素の分離に成功した方法を用い

て,INAHわ よびその誘導体のVB6酵 素系に対する

阻害機構にっ き再検は討し,さ らに鳥型,人 型結核菌に対

する種々薬剤の制菌作用を もあわせて検討 し考察の一助

としたので以下報は告する。

実験方法および材料

1)酵 素調製法

表1に 示すごとく小泉10)の 方法によりE.Coli(C6

株)を 増菌,凍 結乾燥後,等 量の 海砂で磨砕 しM/20

Phosphate buffer(pH8.0)を 加 え氷室中で抽出,遠心

表1酵 素調製法

沈澱し,上 清を硫酸アンモンによる塩析,酸 性透析,遠

心沈澱を行い完全にPALPがresolveし たアポ酵素を

用いた 。

2)反 応条件および活性の測定

特記 しない限 り次の条件に よつた 。すなわちApか

glutamic acid decarboxylase 1 ml(蛋 白量0.44mg)

PALP5μg,酷 酸緩衝液(pH5.0)終 末濃度M/10,

Glutamic acid 20μM,そ の他 添加剤を加え全量3.0

mlとして37℃,10分 間Warburg検 圧計にて炭酸ガ

ス発生により活性を測定した。

3)Benzoyl hydrazine-BH)

第 一製薬より恵与されたものを用いた。

M.P.111℃,M.W.136
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実 験 成 績

1)INAHそ の他各種薬剤のGlutamic acid decar-

boxylaseに 対 する阻害態度

まず酵素液に 阻害は剤とPALPを 加 え5分 間prein-

cubationし てのち,基 質を添加して,各 種薬剤の 阻害

態度をしらべた ところ表2に 示すごとき結果を得た。

表2精 製酵素に対する各種薬剤の影響

注:1)酵 素液 に阻害剤 およびPALPを 加 えpreincubation

5分 後 基質 を添加 した

2)酵 素液にPALPを 加 えた対 照のCO2発 生量 は5.4

μMで,PALPを 添加 しない場 合のCO2の 発 生は認

めなかつた

す な わ ら,INAHお よ び そ の誘 導 体 で はINAHの みが

著 明 な 阻 害 率 を 示 し,INHG-Na(Isonicotinic acid

 hydrazide Na-gluccuonate),IPN(N-Isonicotinyl-

N'α-carboxyethyhlidene hydrazille),Giucosil-INAH

で は阻 害 を ほ とん ど認 め なか っ た。た だIHMSで は約17

%の 阻 害 を認 めた 。VB6阻 害 剤 で あ るCycloserine(C

S)で は相 当高 率 の阻 害 を認 め た 。 またAminopyrine,

Benzoic acidで は阻 害 を認 め な い の に反 しSulpyrine,

Benzoyl hydrazine(BH)で はや や 著 明 な 阻 害 を示 す

こ とは 特 記 しな け れ ば な らな い 。INAH誘 導体No.217

(α-Isonicotinoyl-β-carbon-decyloxy hydrazine mo-n

ohydrochloride)で は ほ とん ど阻 害 が認 め られ な い 。

2)Glutamic acid decarboxylaseに 対 す るAlde-

hyde reagent,Metal chelating agentの 阻 害 態 度 お よ

びINAH,IHMS,BHの 阻 害 態 度 の 比 較

本酵 素 に 対 してAldyde reagentと してSemicar-

bazide,Metal chelating agentと してO-Phenanthro-lin

eを 用 い て これ らの阻 害 態 度 を比 較 検 討 した と ころ,

図1に 示 す ご と き結 果 を 得 た 。 す な わ ち,Sernicarba-

zldeの 場 合 は ア ポ酵 素 とpreillcubation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 とそのpreincubation時 間 の

経 過 と と もに 阻害 率 は 増 大 す る。

図1Aldehyde reagentお よ びMetal chelating

 agentの 阻 害 態 度

注:(A)InhibitorとApo E.をpreincubation

(B)InhibitorとPALPをprein ubation

O-Phenanthroline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 接 触 時 間 の 経

過 と と もに 阻 害 は 増 大 し,明 らか に 相 異 な っ た 傾 向 を 示
(した
。 そ こでINAH,IHMSお よ びBHの 阻 害態 度 を

検討 した と こ ろ図2の ご と くい ず れ もAldehyde rea-

gent型 の 阻害 態 度 を 示 して い る。 しか もこの3者 の阻

害 率 はBHが もっ と も強 く,IHMSが もつ と も 弱 く

その阻 害 態 度 に若 干 の 相違 が み られ た 。

図21NAH,IHMSお よ びBenzoyl hydrazine

の阻 害 態 度

注:(A)(B)図1に 同じ

3)阻 害比によるINAH,IHMSお よびBHの 阻

害機構の検討

次に本酵素に対するINAH,IHMSお よびBHの

阻害がSchiffbase形 成に のみよるものか 否かを検討

するため表3に 示すごとく,ア ポ酵素に対するprein-

cubation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

逆 にアポ酵素 と阻害剤をまず接触 させのちにPALPを

加 える場合(実 験2)の 阻害率を比較すると,Alde-

hyde reagentで あ るSemicarbazideで は前者の方が,

Metal chelating agentで あ るO-Phenanthrolineで は

後者の方が阻害率が大 きく全 く異なった傾向を示した。

この 実験(2)阻害率/実 験(1)阻害率 の値を阻害比 として

比較はすると,Aldebyde rereagent型 の阻害比は分母が大

となるため1.0よ りはるかに小 となるに反し,Metal
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表3各 種阻害剤の阻害比

注:実 験(1)E+PALP←10mn.→Inbibitor←1min.→Glut.A.←10min.→

実験(2)E+Inhibitor←10min.→PALP←10min.→Glut.A.←10min.→

chelatingagent型 では分子が大 となるため1.0よ り大

となる。この2つ の異なった阻害比傾向に対してINA

H,IHMSお よびBHの 阻害比を計算すると,い ずれ

も1.0前 後 の値を示しこれ 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。 しか も

IHMSで は阻害率は低いが阻害比は1.0以 上を 示し,

INAHお よびBHに 比べてさらにMetal chelating 

agent型 阻害態度に傾いている。

そこで もしINAHお よびBHの 阻害がPALの

Aldehyde基 とのSchiff baseに よ るもので あるな ら

ば,PALとINAHお よびBHを 接触 させ,し か る

のちPALPと アポ酵素を添加すれば阻害は非常に軽減

されるはずである。この想定のもとにPAL(終 末2

×10岬3M)とINAHわ よびBHを5分 間接触 させの

ちにPALPを 添加し,さ らに5分 間後にアポ酵素およ

び基質を加えて反応 させた 場合と,PALと 接触させな

い場合との阻害率は,前 者が82～85%,後 者が55～

61%で あつた。 これに比しAldehyde reagentで あ

るSemicarbazideの 場合は前者が89%,後 者が24%

であ り,Metalcheiating agentで あ るO-Phenan-

thrdlineの 場合はPALの 有無 にかかわらず常に40～

50%の 阻害率を示した。この 成績よ りINAHお よび

BHはSemicarbazideとO-Phenanthroline両 者への

中間の阻害態度を示すことを想定できる。

4)各 種薬剤による培養実験

そこでINAH,IHMS,BH,各 種 スルフオン酸およ

びメタンスルフォン酸誘導体について鳥型菌および人型

結核菌に対する制菌作用を比較するため培養実験を行っ

た。表4～6に 示すごとく,ま ずBHで は鳥型菌の場

合は終末濃度10-2Mで やや制菌作用を認めるがH37Rv株

では全く認めない。AminopyrineとSulpyrineで は

H37Rv株,鳥 型菌液体培地の場合に 前者より後者によ

る制菌作用が強い。

各種スルフォン酸ではわずかに制菌作用を示すごとく

であるが明 らかでない。PABA添 加 ではH37Rv株 の

発育および鳥型菌の液体培地での発育は強 く阻止するが

鳥型菌 の固形培地では対照 と同程度発菅した。

表4鳥 型菌竹尾殊による各種薬剤添加培養実験
(固形培地)

注:1)〔 使用菌株〕鳥型菌竹尾株5×10-4mg接 種

2)〔 培養方法〕1%小 川培地に各薬剤を各終末濃度に添加

し,37C培 養

5)培 養96時 間二わける対照培地集落数と同程度 のもの

を++++とし,約5/4,1/2,1/5を それぞれ掛,丹十,+とす

毒 案

INAHがAldehyde reagent型 阻 害 態 度 を 示 す 成績

(図1,2),阻 害比 実 験(表3)お よびPALに よ る

防禦 実 験 成績 よ りMetal cheating agent型 阻害 を も

含 まれ る こ とを示 唆 す る成 績 を得 た 。 そ こでINAHの

本 酵 素 に対 す る阻 害 機 構 は まずAldehyde reagentと し

てPALPのAlddlyde基 とINAHのHydrazine基

末 端 とでSc臆ff鰍seを 形 成 しHydrazoneを っ く る こ

とに よ る こ とは否 め ない 。 しか し小 泉9)10)の が 本酵 素 にこ

金 属 が 関 与 す る と報 告 して い る こ とを考 慮 す る と,一 方

で はINAHが 酵 素 蛋 白 に 対 し てMetal chelating 

agentと して作 用 す る こ とに よ り酵 素 の 不活 性 化 を 由 来

す る こ とに よ る阻害 も包含 して い る もの と推察 され る。

この こ とは著 者 らの前 報 の 成績1)と 全 く 同様 で あ る。

そ こでINHG,IPN,Glucosil-INAHお よびNo.

217物 質 等 が 本 酵 素 に 阻 害 的 に作 用 しな い こ とは,著 者

らの従 来 の 成 績1)11)お よび 他 の報 告 者8)13)の 成績 よ
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表5鳥 型菌竹尾株による各種薬剤添加培養実験
(液体培地)

注:1)〔 使用菌株〕鳥型菌腰尾株

2)〔 培養方法〕Sauton培 地(グ ルタ ミン酸ソーダ使用)に

各薬剤を終末濃度10-2Mに 添加後90CC50分 滅菌,1

白金耳宛接種,57℃,表 面培養
5)〔 判定方法〕

± やや増殖したかにみえる程度

+軽 度ながら明らかに増殖を認めるもの

++液面の半分くらい増殖した もの

+++液面の大部分まで増殖した もの

++++液面全体に増殖し,管 壁に上るもの

+++++管壁に上りひだ状発育を認めるもの(最 大限)

表6H37Rv株 に よ る各 種 薬 剤 添 加 培 養 実 験

(固 形 培 地)

注:1)〔 使用菌珠〕H37Rv株5×10-5mg接 種

2)〔 培地〕1%小 川培地,各 薬剤終末10-2M添 加

5)〔 判定方法〕8週 における対照培地集落数を100と して

%を 示す

りINAHのHydrazine基 末 端 に 置 換 体 を 有 す る もの

で は,PALPと のSchiffbase形 成 お よび 酵 素 蛋 白へ

の 侵 襲 に よ る不 活性 化 が 起 りえな い こ とに よ る もの と考

え られ る。

ま たCSが 本 酵素 に 対 し著 明 な 阻 害作 用 を示 した こ

とは そ の作 用 機 構 とし て,青 木14)～16),著 者12)ら お よ

びNeiland17)ら の報 告 よ り,INAHに お け る と同 じ く

PALPとSchiff base形 成 に よ る もの お よ び そ のMet-

al chelating agentと して の 作 用 に よ る 不 活 性 化 が 考

え られ るが,こ れ らの 点 に つ い て は さ らに精 し く検討 さ

れ ね ば な らな い 。

IHMSで は前報1)のTryptophanaseに よる実験お

よび著者 ら11)の 白鼠肝Kynurenine transaminase,

Tyrosine transaminaseの 場合に比し阻害率が非常に

低いがその理由にっいてはまず反応条件が考え られる。

すなわちこれ らの高い阻害率を示した実験での反応pH

がいずれ も弱アルカリ性であった。また本酵素において

Aminopyrineに メ タンスル フォン酸基 を結合 させた

Su1pyrineで は約15%の 阻害率の 上昇を示した と

(表2)よ り,IHMSは 本酵素における反応pHで は

前報はに報告したごとく,INAH,Formaldehydeお よび

酸性亜硫酸 ソーダに解離しがた く,IHMSの 示 した阻

害は主 としてメタンスルフォン酸基によるものと考え ら

れ,した がってこの場合IHMSはHydrazine基 末端

のア ミノ基に置換体を有する他のINAH誘 導体 と同様

な態度 を示す ものであろう。そして表6に 示す ごとく

H37Rv株 に対 してAminopyrineよ りSulpyrineの 方

が制菌作用が強いことは前報1)に 報告した ごとく,弱

アルカリ性反応ではメタンスルフォン酸基による阻害が

幾分含まれるであろうとい う主張に一致 し,各 スルフォ

ン酸ではほとんど制菌作用を認めていない点,こ れ らは

メタンスル フォン酸基の阻害態度 と異なるものであると

の前報の考察を支持するものである。

次にBHは 図2お よび表3よ りINAHと ほ とんど

同様な阻害態度を示している。これはBHが 本酵素にご

対 してINAHと 同様な阻害機構を示す もので,Alde-

hyde reagentお よびMetal chelating agentと して

両面の阻害形式を包含 していることを示唆するものであ

る。一方表4～6に 示すごとく,BHが 鳥型菌に 対し

ては制菌作用を示すにもかかわらずH37Rv株 に対して

はほとんど影響を認めていない。この差異については明

らかでないが,と もか く得た成績についてはBemstein

18),内 田19),Albert21)ら の報告と一致する。Albert

21),Scheu22)に よるとCyanacetic hydrazideは その

制菌作用はINAHに 比べて弱いけれども,同 様な金属

親和性を示すと報告 している。 しか もそのHydrazine

基末端でPALPとSchiff base形 成 の可能性は十分考

えられ るので,VB6酵 素 系に対してもINAHと 同様

な阻害態度を示す ものと思われ る。一方PABAはH37

Rv株 に対し制菌作用を示した(表6)が,内 田20)ら

はBenzoic acidお よびPABAがINAHと 交叉耐性

を示 さないと報告しているので,本 酵素に対 しBenzoic

 acidが 阻害作用を 示さなかった こと(表2)と 相 まつ

てPABAの 結核菌に対する制菌作用機転は,INAHの

場合とは むしろ異なっているものと考 えられる。 また

INAHのPyridine核 のNを 酸化することによりその

抗結核作用が減弱するとい うBernsteinの 報告25),

Cyanacetic hydrazideがINAHと 交叉耐性を示すとい う

Bamett24),Kirslmer25)ら の報告,さ らにまたINAH
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の基本骨格を有す るものはすべてINAHと 交叉耐性を

示す とい う内田20)ら の説よ り,INAHお よびBHは

と もにVB6系 酵素に対 し同じ傾向の阻害形式を示す

にもかかわらず,抗 結核作用では全 く異なつた態度を示

す事実の所以をそれらの分子構造上の差異に求めなけれ

ばならないことにこなる。

INAHの 抗菌作用の機作あるいはINAH耐 性の発現

の 機構に ついては 多 くの報告26)～30)が み られ るが,

INAHの 抗結核菌作用が菌体内物質 とINAHと の結合

によるものとするならば,著 者 らの成績を総括して考察

するとINAHの 立体構造 ことにPyridine核 のN,

Keto基,Hydrazine基 の立体的なっなが りとその間隔

がINAHの 菌体内へのincorporationに 重大な役割を

演 じていることを示唆するものと思われる。

結 論

1)E.Coli(C6株)よ り精製 したGlutamic acid

 decarboxylaseに 対 するINAHお よびその誘導体の阻

害はINAHに 著 明でその誘導体では低率である。BH,

CSで は著明な阻害を認めた。

2)INAHの 本酵素に対する阻害機構 はAldehyde

 reagentと してPALPと のSchiff base形 成によるこ

とおよびMetal chelating agentと して酵素蛋白への

侵襲による不活性化によるものと思われる。 なおBH

の阻害態度 も同様な傾向を示した。

3)IHMSの 本酵素に対する阻害は低率で,そ の阻害

は主 としてメタンスルフォン酸基によるもので,反 応条

件が酸性の場合はINAH,Formaldehydeお よび酸性

亜硫酸 ソーダに解離しがたい ものと思われる。

4)各 種i薬剤添加鳥型,人 型結核菌の培養実験をも総

括してINAHのPyridine核N,Keto基 お よびHy-

drazine基 の立体的なっなが りと その間隔がINAHの

菌体内へのincorporationに 重大な役割を演ず ることを

考察した。

稿を終るに臨み御助言戴 きました阪大生化学坂本幸哉

助教授,同 微研堀三津夫教授,大 阪府立病院小泉隆祺 博

士に深甚な謝意を表します。なお実験に協力 された故中

島清君に謝意を表します。

本論文の要旨は 昭和33年5月 第33回 日本結核病

学会総会において発表した。
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