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グ ル ク ロ ン酸 曹 達 処 理 ツ ベ ル ク リ ン よ り と り出 され た る

一 結 晶 性 物 質(IGLT)に つ い て

羽 鳥 順 子 ・佐 野 元 子 ・羽 鳥 弘

結核予防会結核研究所(指 導 湯沢健児所長)

受付 昭和36年1月24日

第30回 生化学会総 会において著者 らはツベルク リン

似 下 「ツ」 と略す)反 応 の変調 とアル デ ヒド化 合物 との

関係について報告 した1)。

これに よると各種 アルデ ヒ ド化合物処理 「ツ」は 「ツ」

反応 を変調せ しむ ることを観察 した2)。

すなわ ち,そ の 「ツ」反応はあ るものは減 弱 し,あ る

ものは不 変,あ る ものは増強 した。

この中でたまたまグル クロン酸曹 達に より処理 された

ツベル ク リン(GLTと 略す)は 旧 ツベル ク リン(OT

と略す)に 比 し,「 ツ」反応減 弱 し,ま た結核モルモ ッ

トに対す るア レルギ ーショ ンク死 を阻止す ることを知 つ

た3)。

よつて結核 モルモ ットを2群 に分か ち,お のおのに

ついてGLTとOTに より脱感作実験を行なつた4)。

この成績は,(1)両 群 ともに 「ツ」 反応(100倍 濃度)は

減弱 または消失す ることを認 めた。(2)肉 眼的解剖所見:

GLT脱 感作群 およびOT脱 感作群 は非脱感作群に

比 し軽度で あつた。 またGLT脱 感作群はOT脱 感

作群に比 し,さ らに病変が軽度で あることを認 めた。(3)

定量培養成績:動 物体内の生菌数 を肺お よび脾について

検討 した。 これに よると解剖所見に平 行 して脱感作群は

と もに対照群 に比 し集落数少な く,と くに肺において そ

の傾向著明で あつた。 またGLT群 はOT群 に比 し,

さ らに集落数が少なかつ た。(4)脱 感作処置経過中にお

ける実験動物の体重増加お よび その他一般症状:GLT

群がOT群 よ り良好で あつ た。(5)病 理 組織学的所見:

GLT群 の病変 は対照群 とOT群 との 中間の よ うな

病変像 を示 した。

さ らにこのGLTにPhenylhydrazineを 加 えて,

生 じた非結晶性沈澱 を もつて結核 モル モ ットを脱感作 し

た5)。 この成績 は,(1)皮 膚 における 「ツ」反応(100倍

濃度)は 消失 した。(2)血 液所見 に及ぼす副作用 は認 め

られなかつた。(3)剖 検:肉 眼 的所見 は脱感作群 におい

て対照群 よりも軽度な病 変を示 した。(4)臓 器 内結核 菌

定量培養成 績は脱感作群に生菌数が少 なかつた。(5)組

織学的所見:門 脈 リンパ腺お よび脾臓 の所見においては

脱感作群が対照群 より軽度であ り,脾 臓 においては溶 血

像 が 認 め られ た。

著 者 らは この 成 績 に 関心 を もち,今 回はPhenylhy

drazineの 構 造 式 に類 似 した構 造 式 を有 す るIsonicoti-

nylhydrazine(INHと 略 す)をGLTに 働 か せ て 一

種 の結 晶 体(IGLTと 仮 称 す る)を 得 たの で 報 告 す る。

IGLTの 製 法

GLT10cc,INH200mg,酢 酸 ソー ダ100mg

を よ く混 和 して,水 浴 中 で約2時 間 加 温 し,室 温10°

Cに24時 問 放 置 し,20%エ チ ル ア ル コー ル10ccを

加 え て よ く混 和 し,4℃ に48時 間 放 置 後,6,000rpm

1時 間 遠 沈 し,上 清2/3を 除 き,沈 澱 を含 む残 り1/3

を1,500rpm30分 間 遠 沈 し,沈 渣 を蒸 留 水 で1,500

rpm30分 間遠 沈 して3回 洗 つ た の ち凍 結 乾 燥 す る。

収 量約1mg。

凍 結 乾 燥 条件:多 岐 管 型乾 燥器 を 用 い て,1Amp2

ccの 液 量 を-20℃ に 凍 結 した の ち,真 空 度10-2mm

Hg,乾 燥 時間4時 間,最 終 加 温 温 度40℃ で 乾 燥 した。

以上 に よつ て 得 られ た物 質(IGLT)に つ い て次 の

ご と く,そ の 化 学 的性 状 な らび に生 物 学 的性 状 を検 討 し

た。

化 学 的 性 状

結晶 形 は 図1に み られ るご と く針 状 結 晶 で 灰 陶色 を

呈 し,分 解 点 は285℃ で あつ た。

図 1
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溶 解 性 に つ い て は ピ リジ ンに 溶解 し,水,メ チ ル ア ル

コ ール,エ チ ル アル コー ル,エ ー テ ル,石 油 エ ー テ ル,

アセ トン,イ ソプ ロ ピル ア ル コー ル,ク ロ ロホ ル ム,ベ

ンゼ ン,正 ヘ キ サ ン,氷 酢 酸 に は不 溶 性 で あ る。

赤 外 線 スペ ク トル 分 析 の 結 果 は 図2の ご と くで あつ

た。 な お 従 来 のINHな らび にU.S.A.Pat.No.

2,712,021の1NH-グ ル ク ロ ン酸 化 合 物 の赤 外 線 ス ペ

ク トル 像 な併 わ せ て 掲 載 した 。

図2 I:IGLT

d.p.285℃

II:グ ル ク ロ ン酸+2分 子INH

d.p.232℃

III:INH

d.p.170℃

I

II

生 物 学 的 性 状

I　 強毒入型菌H37Rv株 に対す る試験管内発育阻止

作用。

II　モルモ ットの実験結核症 に及ぼす作 用なINHを

対照 として比較実験 した。

I　 試 験管 内抗 菌作 用

A.　低濃度試験管 内抗菌作用

〔実験材料 および実験方法〕

1.　 培地:1%小 川培地6)

2.　 菌液:Sauton培 地に21日 間培養の1137Rv株

を0.1mg/ccと して,そ の0.1cc(生 菌量15×103)

を各培地に接種 した。

3.　 検体溶液:秤 量 された3mgのIGLTに つ

き0.2ccの ピ リジンを滴下 して溶解 し,さ らに加温 し

た滅菌蒸留水 を もつて各濃度に稀釈 した。INHは 秤

量後滅菌蒸留水 を もつて10γ/ccに 稀釈 し,両 検体溶

液 を30分 間蒸気滅菌 した。INH

は さ らに 滅 菌 蒸 留 水 を もつ て 各 濃

度 に 稀 釈 した 。

4.　 実 験術 式:検 体 溶 液 の濃 度

は 両 検 体 と もに0.001,0.005,

0.01,0.1γ/ccで,各 培 地 に注

加 し,菌 液 を 接 種 し,37℃ に培

養,3週 お よび6週 後 に発 育 状

態を判定 した。

〔実験成績〕

表1に 示す ご とく,両 検体 と もに0.001,0.005,

0.01γ/ccの 濃度においては3週 お よび6週 と もに対

照 と同様な発育 を 示 した。0.1γ/ccに おいて3週 後

は両検体 と もに 発育抑制な示 したが,6週 後IGLT

においては依然 発育阻止を 示 して いたがINHで は

45,49コ ロニーの発 育を示 した。

B.　高 濃度試 験管 内抗菌作 用

〔実 験材料 お よび実験力法〕

1.　培地:1%小 川培地

2.　 菌液:1%小 川培地に18日 間培養 したH37Rv

株0.1mg/ccの0.1ccを 各培地 に接種 した。

3.　 検体溶液:低 濃度検体溶液製法 と同様。

4.　 実験術 式:検 体溶液 を逓減倍数稀釈 した。 その含

有濃度は両検体 ともに0.01,0.05,0.1,1,5,10γ/cc

を各培地 に注加 し,ま た稀釈溶媒の影響 を調べ るために

表 1
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ピリジ ン1/1,200ccを 含 む水溶液 を培地 に注加 し,全

培地 に菌液 を接種 し,37℃ に培養,2週 お よび4週

後 に発育状態 を判定 した。

〔実験成績〕

表2に 示す ご とく,両 検体 ともに10,5,1,0.1γ/cc

の濃度においては2週 お よび4週 と もに発育抑制 を示

し,0.05γ/ccの 濃度 において2週 後 は両検体 と もに抑

制 したが4週 後 にお いてINHは 依然 発育 阻止 を示 し

たが,IGLTで は発育 を示 した。0.01γ/ccの 濃度 で

は2週 後両検体 と もに発育 を示 したがIGLTに おけ

る発育がINHに お けるよ りもわずかに 少なかつ た。

IGLTの 溶媒 の影 響を調べ るために注加 した,溶 解

時最高濃度の ピ リジン培地 にお いては対照 と同様 な菌発

育 を示 した。

表 2

II　実 験結核 症に及ぼす作 用

〔実 験方法〕

1.　実験動物:100倍 「ツ」反応 陰性,体 重550g前

後 の白色 モルモ ッ ト ♂29匹 を使用 した。

2.　 使 用菌種 および接種方法:乾 燥H37Rv菌 を滅 菌

蒸留水均等浮遊液0.02mg/ccと して,そ の0.5cc

を右下腹部皮 下に接種 した。

3.　 検体:IGLTな らびにINHで 両検体の含有

濃度 をそれぞれ5mg/ccと した。IGLTは は じめ微

量 の ピ リジンで溶解 し,以 後 生食液 で稀釈 した。INH

は蒸 留水で稀釈 した。

4.　 実 験方式:結 核 モルモ ッ トを対照9匹,IGLT,

INH群 各10匹 に分 け,菌 接種後3週 よ り両検体 な

隔 日に両腋窩に交互に注射 した。 その量 はINHの

Subeffective Dose7)を とり,両 検体 と もに1回 に1

mg(0.2cc)を6週 間にわたつて注 射 した。

5.　 観察方法

体重測定:菌 接種後 毎週1回 全動物の体 重測定 を行

なつた。

「ツ」皮 内反応 の施行 と測定:菌 接種直 前,接 種後3

週,注 射後3,5週 目に100倍 「ツ」 皮 内反応 を施行

した。測定 は硬結 によつ た。

剖検:注 射後6週 目に行 なつた。 剖検 時に内臓所見

の観察 を行な うとと もに脾の重量測定 を行なつ た。

臓器定量培養8):肺,脾 の結核 菌定量培養 を小川の方

法に準拠 して行なつ た。

〔実験成績〕

図 3
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1.　体 重の変化:図3に 示す ごと く,菌 接種時の平

均体重 は,約550gで 感染後3週 まで3群 の平均体重

は570gで あつた。 注射 開始時期 以後 は対 照群な らび

にINH群 は増加を示 したがIGLT群 は増加が少

な く,減 少 す るときもあ り,4週 目よりやや増加 し,剖

検 時にはまた減少 して584gで あつた。

表 3 100 倍 ツ 反 応 推 移

表 4

注: K:痂 皮 G:潰 瘍 N:瘢 痕 ○:乾 酪化 を示す。
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2.　 モルモ ッ トの 自然驚死数:結 核菌感染

より9週 後 までの 観察期間 中,自 然発死 し

た動物 数は対照 に2匹,IGLT群 に4匹,

INH群 にはなかつた。

3.　 「ツ」皮 内反 応の変動:表3に 示 す

ご と く,感 染直前 は全動物 陰性で,感 染後3

週 目の硬 結の平 均の 大 きさは 対照 群14.3×

15mm,INH群13.4×14mm,IGLT

群12×13mmで 注 射後3,5週 目の大 きさ

はINH群14.2×19.4mm,13.5×17.2

mm。IGLT群10.8×15mm2,10.5×13.5

mmで 同時期 の 対照 群15.7×19.4mm,

13×13.6mmの 大 きさと大差な く,全 動物

と も10×10mm以 上の大 きさの ままで あつ

た。

4.　 剖検:注 射後6週 目の 肉眼的 解剖所

見 は表4に 示す ごと く,対 照群 はいずれ も高

度の病変を示 した。 リンパ腺病度はIGLT

群では右膝襞腺 を除 くほかはINH群 と同

様で あ り,IGLT群 の右膝襞腺の病変 は対

照群 と同様で あつた。

臓器病変はIGLT群 がINH群 よ り

軽度で あつた。3群 の臓器お よび リ ン パ 腺

病変の ヒス トグラムは 図4に 示す ご と も

IGLT群 の リンパ腺病変の平均 はINH

群 よ りやや重かつ たが,臓 器病変の平均 はや

や軽度で あつた。

脾 重 量 の 平 均 は 対 照 群2.9g,INH群1.6g,

IGLT群1.8gで あ つ た。

5.　 臓 器 内結 核 菌 定 量 培 養 成 績:表5に 示 す ご と く,

図4　 肉眼的剖検所見 ヒス トグ ラム

肺,脾 の各群 の 平 均集落数はIGLT群 に おいては

INH群 よ りやや多かつたが対照群 よ りは は るかに少

なかつた。

表5　 臓器 定量 培養成績(臓 器1mgの 結 核菌 コロニー数 6 週判 定)
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総 括 お よ び 考 案

「ツ」 に アル デ ヒ ド化 合 物 を働 か せ た報 告 はFern

-bach, Rullier9)(1924)が 「ツ」 に ホ ル マ リンを 作 用 さ

せ て 「ツ」 反 応 が 減 弱 す る こ とを 認 め,戸 田(1944)10)

も0.3～0.5%ホ ル マ リンを 加 えた 「ツ」 の 皮 膚 反 応

減 弱 を認 め た。 武 谷 ら(1951)11)は 「ツ」 精 製 蛋 白 質 π

を ホ ル マ リ ンで処 理 し,「 ツ」 反 応 を減 弱せ しめ た。

「ツ」 に グ ル ク ロン酸 を作 用 せ しめ た報 告 は前 記 した

湯 沢 らの 報 告5)が あ り,羽 鳥(1959)12)は 人 間 に お け

るOTな らび にGLTの 皮 膚 反 応 に つ い て検 討 し

た 。 そ の 結 果,健 康 者,結 核 患者 と もにGLTの 皮 内

反 応 はOTの そ れ に 比 して 減 弱 また は 消 失 す るの を 認

め た。

ま た 「ツ」 有 効 成 分 の 精 製 化,結 晶 化 はSeibert

(1940)13)を は じめ戸 田 ら(1943)14),武 谷(1954)15),

山 村 ら(1959)16),槽 谷 ら(1960)17)が 検 討 中 で あ る。

そ の 結 晶 化 は 一 部 成 功 した との 報 告 もあ る。

Mayerら(1958)18)は 稀 釈 「ツ」 とSM,ま た は

INHを 混 合 して37℃ に15日 間 放 置 した 物 質 に よ

る実 験 結 核 症 へ の影 響 を調 べ た。 そ の 結 果,「 ツ」 と

INHを 混 合 した もの に よ る成 績 が 「ツ」 にSMを

混 合 した もの に よ る よ り も好 成 績 で あつ た と報 告 してい

る。

GLTとINHと が い か な る結 合 を す るか は まだ不

明 で あ るが,石 館 教 授 の好 意 に よ る赤 外 線 ス ペ ク トル像

に よれ ば グル ク ロン酸 にINH2分 子 が 結 合 した物 質

の 赤 外 線 スペ ク トル 像 に 類 似 してお り,こ の もの か また

は これ に 類 似 す る もの か と考 え られ る。 因 み に 前 者 は 熔

融 点(分 解 点)は285℃,後 者 は232℃ で あ る。 な お

後 者 に つ い て はU.S.A. Pat. No.2,712,021の 文 献19)

に よ る。

Passedoutら(1955)20)はINHとGlucuronola

-ctoneよ りGlucuronolactone isonicotinyl hydrazone

(INHGと 略 す)を 合 成 し,同 時 に 同系 統 のSodium

glucuronate isonicotinyl hydrazone (INHG-Na)

を合 成 した。

これ らは次 の ご と き化 学 的性 状 を もつ て い る。

薬 品 名 融 点 ま たは 分 解 点 水 溶 解 性

INHG 170～174° 可 溶

INHG-Na 154～155° 易 溶

(INH 170～173° 易 溶)

(IGLT 285° 不 溶)

両者 の 結 核 菌発 育 最低 阻 止 濃 度 は 大 藤 ら21)(1956)

に よれ ばH37Rv株0.1mg血 清 加Kirchner培 地4

週 で0.2γ/cc,五 味 ら(1959)22)に よれ ばH37Rv株

0.1mgDubos Albumin培 地3週 で0.25γ/ccで あ

り,熊 井 ら23)(1959)に よれ ばH2株0.01mg1%

小川培地で0.05γ/ccで は2週 まで抑制 し,3週 より

発育 を示 した。

以上 いずれ もINHがINHの 誘導体 よ りも抗菌

力の強い ことを示 してい る。

IGLTはINH, INHGお よびINHG-Na

とはその色,結 晶形,熔 融 点,水 溶解性等 において全 く

異 なつた性質 を有す る新物 質 に し て,単 に 「ツ」 に

INH, INHGな らびにINHG-Naま たINH

とグル クロン酸 とを処理 して もIGLTは 得 られ なか

つた。

IGLTに よる結核 モルモ ッ トへ の作 用をSubeffec-

tive DoseのINHを 対照 として実 験 した結果,剖 検

肉眼 的所見 は臓器病変 においてXGLT群 はINH

群 よ り軽度の病変 を示 し,リ ンパ腺病 変 に お い て は

IGLT群 は右膝壁腺 を除 く他の所見 はINH群 と

ほぼ同様で あ り,IGLT群 の 右膝襞腺 は対照群 と同

様に重かつた。

これ らはIGLTの 結核動物に対す る非特異的作用

に よるものであ るか否かをIGLTの 化学的性状の究

明 と実 験動物 の組織学 的所 見に より目下検討 中であ る。

結 論

GLTにINHを 働か して一結晶体 を得 た。 よつ

て この物質の化学 的な らびに生物学 的性状 について検討

した。

化学 的性状:灰 褐色,針 状結晶で分解点は285℃ で

あ り,ピ リジンに溶解 し,他 の多 くの有機溶媒には溶解

しなかつた。

生物学 的性状:1)強 毒 人型菌株H37Rvに 対 す る試 験

管 内発育 阻止 作用を1%小 川培地 を用いて検討 した結

果,最 低発 育阻止濃度 は0。05γ/ccと0.1γ/ccの 間で

あ り,INHに 近 い阻止濃度 を示 した。2)結 核 モル モ

ットに対す る作用:Subeffective DoseのINHを 対

照 と して比較実験 した結果,(i)「 ツ」反応 の消失 は

認 めなかつ た。(ii)剖 検,肉 眼的所見,臓 器 病 変

はIGLT群 がINH群 よ り軽度 で あ つ た。 リン

パ腺病変はIGLT群 は右膝襞腺の病変を除 き,他 は

INH群 と同様で あつた。(iii)臓 器内結核菌定量培養

成績 は肺,脾 と もにIGLT群 はINH群 よりそ

の集落数が やや多 かつたが対照 群よ りは るか に少 なか つ

た。
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