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P32お よびS35と りこみか らみ たINHの 作 用 形 式
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受付 昭和36年8月28日

Isonicotinic acid hydrazide(INH)の 作 用 機 作 に

つ い て は 多 くの 研 究 が あ るが,ま だ決 定 的 な解 明 は な さ

れ て い な い 。INH作 用 機 作 に 関 す る研 究 の 歩 み は次 の

6種 に 分 け うる 。

第1はINHとpyridoxamineと の 類 似 か ら出 発

した もの で,INHがpyridoxal coenzymesと 拮 抗 す

る とす る もの で あ る。 この説 はYoneda et al.1)2)に

よ り提 出 され,酒 井3)お よ び 山 本4)に よ りお の お の

transaminaseお よびcysteine desulfahydrase阻 害

が 報 告 され た。 しか しINH自 体 が これ らの 酵 素 作 用

を阻 害 す るに はM/100～M/500と い う高 濃 度 が 必 要 で

あ つ て,実 際 の 抗 菌 作 用 の 説 明 に は 大 に す ぎ る難 点 が あ

る。Youatt5)はINHのtransaminase阻 害 を 認 め

つ つ,こ れ をINHの 作 用 機 作 と考 え る こと は 困難 で

あ る と述 べ て い る。 な お,Pope6)7)はINHの 抗 菌 作

用 に対 し てpyridoxalお よびpyridoxamineが 拮 抗 す

る こ と を観 察 して い る。

第2はINHとpyruvateま た は α-ketoglu-

tarateの 拮 抗6)8)9)か ら出 発 し た も の で ,Nitti e

 Curci9)はINHが 菌 体 内 のpyruvateと 結 合 し て

TCA cycleの 回転 を 阻 害 し,ひ い て は 脂 質 お よび 蛋

白 の 代 謝 を阻 害 す る と想 像 し てい るが,実 験 的 裏 づ け は

行 な われ て い な い。

第3は 呼 吸 阻 害 説 でINHがdiphosphopyridine

 nucleotide(DPN)と 拮 抗 す る10)ま た はdehydro-

genaseを 阻 害 す る7)11)と な す もの で あ る。 し か し

INHの 大 量 を要 す る点 で 作 用 機 作 と しては 可 能 性 が 薄

い 。 最 近,以 上 とは 異 な り今 野 ら12)はINHがDPN

のnicotinamideに 誤 つ て置 換 組 入 れ さ れ る と い う新

説 を発 表 した °

第4はporphyrin代 謝 阻 害 説13),catalaseま た は

peroxidase阻 害 説14)で あ る。

第5はINHが 分 解 してH2O2を 発 生 す る と い う

Winder15)の 観 察 お よ びdehydrogenase-cytochrome

系 阻 害 か ら二 次 的 に 生 じ る 過 剰 のH2O2に よ る発 育 阻

害 とするKrUger-Thiemer説16)で ある。

第6は 直接的な作用機作ではないが,感 性菌はC14-

INHをuptakeす るが,耐 性菌はこれをしない とい

うBarclay et al.17)お よびYouatt18)～20)の 観察であ

る。 この観察はINHの 作用機作について重要な基礎

的面を示している。

以上のごときINHの 作用機作に関する諸説の多様

性は反面いずれ もまだ決定的なものはないことを示 して

いるとい えよう。 本報で燐isotope(P32)お よび硫黄

isotoPe(S35)を 用いて代謝回転の面か らINH作 用機

作に観察を加えたのは,こ の面か ら一つの寄与をなさん

がためである。 もちろんいまだ作用機作に関する間接的

一面を望む段階にすぎないが
,研 究の第一歩 として報告

する。

実 験 材 料 およ び 方 法

被 検 株:Mycobacterium獣 調 株(大 府 荘 保 存 株)

を 用 い た。 菌 はSauton培 地(200 ml Erlenmeyer

 flask中50ml,pH7.0)に3～6日 培 養 し た の ち ,

生 理 食 塩 水 で3回 洗 際 して 用 い た。

培 地:P32ま た はS35と りこ み実 験 用 に は,Sauton

培 地(sodium glutamate使 用),Pな し 培 地(P-

deficient medium,Sauton培 地 中 の燐 酸 塩 を ぬ い て 代

りにKClを 加 え た もの で,か つ成 分 の 濃度 は1/2と

な つ て い る)お よ び 燐 酸 緩 衝 液 を用 い た。INH量 は

10μg/mlを 用 い た 。

Isotope実 験:P32-orthophosphateま た はS35-sul-

fateを 含 む 培 地 に 洗 瀞 菌 液 を加 えたaliquotsを 作 り
,

37℃ に 培 養 してP32ま た はS35を と りこま せ,一 定

時 間 後 に菌 を遠 心 洗 際 す る こ と4回 の の ち,Schneider

法21)で 分 画 した 。P32ま た はS35の 放 射 能 はGeiger-

Mueller counterで 測 定 し,乾 燥 菌 量mg当 りのcpm

(counts per minute)で 表 わ し た 。 被 検 条 件 で のP32

測 定 効 率 は5%で あ る。

Michio TSUKAMURA and Shoji MIZUNO (The Obuso National Sanatorium , Obu-cho, Chita-gun, 
Aichi Prefecture, Japan): Mode of Action of Isoniazid Viewed from Isotope Incorporation Stu

dies-Kekkaku, 37 (1): 29-35, 1962,
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箋 験 成 績

(1) P32-燐 酸 のとりこみ に 対 するINHの 影響

(Sautom培 地)

Sauton培 地 にP322μc/mlを 加 えたときの対照の

P32と りこみをみると,3時 間後には酸溶性画分に多墨

のP32が と りこまれているが,そ の後酸溶性画分のP32

量が減少するとともに脂質,核 酸,蛋 白の各画分のP32

量が増加する。とくに核酸画分の増加が著しい℃菌体単

位重量mg当 りのP32総 量でみると3時 間以後一た

んP32量 が減少 し,24時 間後に再び増加する。この中

間的低下は一たんとりこまれたP32が 菌 の増殖 に 伴 つ

て分配されるとともに菌体外へ溶出するもの と思 われ

る。

INH10μg/ml添 加では,3時 間後すでに核酸画分

および蛋白画分へのとりこみ量が絶対量および%と も

Fig. 1. Effect of INH on the Incorpora
 tion of  P32-Phosphate into Cellular Frac

 tions of Mycobacterium "Jucho"

 (See Table 1)

に若手減少している。そして以後はますますとりこみの

減少が著明になる。P32と りこみの減少は核酸画分で も

つとも著しい。(図L2,表1参 照)

INH中 でのP32と りこみ阻害は比較的徐 々に起こ

るが,こ のP32と りこみの減少は菌の死滅 による一般

的機能阻害によるものではないと思われる。なんとなれ

ば,も しそうなら各画分へのとりこみ阻害が一様に起こ

ると思われるからである(こ のような場合は後述するご

とく18～22時 間後には観察 される)。 実際にみ られる

結果は,P32と りこみ阻害が核酸画分でとくに 著 しい

し,ま た次のS35の と りこみ はか えつて総体的に逆に

充進している。すなわち,P32と りこみに対する影響と

S35と りこみに対する影響が逆である。 したがつてP32

と りこみ阻害は比較的特異的現象と思われる。以上の結

果は間接的であれINHが 核酸合成阻害ないし蛋白合

成阻害 と関係 していることを考 えさせる。

Fig. 2. Effect of INH on the Incorpora

 tion of P32-Phosphate into Cellular Frac

 tions of Mycobacterium "Jucho"

 (See Table 1)

Table 1. Effect of Isoniazid (INH) on the Incorporation of P32-Orthophosphate
 into Cellular Fractions of Mycobacterium "Jucho"

* Reaction mixture consisting of cells (3-day-old culture), 160 mg/ml: P32-orthophosphate, 2ƒÊc/ml; and INH, 0 or 10ƒÊg/ml'

 in Sauton medium (6.0ml).

(): Percentage distribution of radioactivity in cellular fraction.



1962年1月 31

(2) P32-燐 酸 と りこ みに 対 す るINHの 影 響(P

な し培 地)

Pな し培地で もP32と りこみに対 す るINHFの 影

響はほとんど同 じである。(表2)

INHの 存在で,酸 溶性画分のP32量 が増6加し,核

酸画分 および蛋白画分とくに前者のP32量 が著明に減

少する。脂質画分のP32量 は絶対量は減少するが,菌 体

内分布比では対照と同 じである,本 実験め結果 もINH

が核酸合成および蛋白合成阻害に関係することを示して

いる。

Table 2. Effect of Isoniazid (INH) on the Incorporation of P32-Orthophosphate

 into Cellular Fractions of Mycobacterium "Jucho"

(3) S35-硫 酸 と りこ み に対 す るINHの 影 響

先のP32の 場 合と異 な り,S35-硫 酸のとりこ み は

INHの 存在で各画分とも増加する(表3)。 このよう

な一般的なとりこみ増加は細胞膜透過性の亢進(お そら

くactive transportの 亢進)を 示唆するように思われ

る。 ただし22時 間後にはINH添 加例でとりこみが

減少するが,こ れは菌の不活化のために二次的にとりこ

みが減少 したものと解 される。

Table 3. Effect of Isoniazid (INH) on the Incorporation of S35-Sulfate 

 into Cellular fractions of Mycobacterium "Jucho"

(4) Fe59-第2塩 化 鉄 と りこ み に対 す るINHの

影 響

INHの 抗菌作用がheminに よ り拮抗 される事実13)

およびINH耐 性菌のcatalaSe活 性22)お よびper

oxidase活 性23)減 弱の報告か ら,INHが 鉄 酵素合成に

なんらかの影響を及ぼす可能性を考 えてFe59と りこみ

に対する影響を観察した。Fe59と りこみ量を18時 間

後に測定するとINHの 存在で酸溶性画分,蛋 白画分

ともに減少 しているが,両 画分への分布比は対照 と変わ

らない。 したがつてここにみられるFe59と りこみ阻害

は菌機能の一般的不活化から二次的にきた可能性が多い

と思われる。
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Table 4. Effect of Isoniazid (INH) on the Incorporation of F59-Ferric Chloride
 into Cellular Fractions of Mycobacterium "Jucho"

(5)　 菌体外へのP32遊 離に対するINHの 影響

P32とS35と りこみに対するINHの 影響が異な り,

S35と りこみがINHの 存在で増加することはある程度

選択的な細胞膜透過性の変化を示唆した。そこで菌をあ

らかじめP32中 で 培養することにより菌をP32で ラベ

ルして洗滌4回 ののち,P32-freeの 燐酸液中に移して

培養し,分 画してP32分 布の動 きを調 べ た。P32-free

の燐酸液中で菌体内P32は 代謝回転 により溶液中に 遊

離されて菌体内P32量 は減少 す る。 このさい脂質画分

中のP32は 不変であるが,核 酸画分 および酸溶性画分

中のP32量 は著明に低下する。INHの 存在で もつと

も影響されるのは核酸画分であつて,核 酸画分のP32減

少がとくに著明である。(表5)

P32と りこみ阻害は核酸画分でもつとも著 しいか ら,

ここに得 られた成績は前述の成績と一致するわ けで あ

る。すなわち,核 酸画分か らのP32溶 出がINHの 存

在により促進 されるわけで,INHの 作用が核酸代謝と

関係することを示 している。

Table 5. Leakage of P32 from P32-labeled Cells Exposed to P32-free Phosphate Solution 

 after Treatment for 2 Hours in P32 Containing Medium

Labeling: Cells of a 4-day-old culture (34 mg/m1) were incubated in P-deficient medium cotaining 1ƒÊc P32/ml for 

2 hours. The P32-labeled cells were washed in saline four times. Then, the cells were exposed to radioisotope-free 

phosphate buffer solution (M/15, PH 7.1) containing glucose (M/20) and INH (0 or 10ƒÊg/ml).

(6)　 菌体外へのS35遊 離に対するINHの 影響

S3510μc/mlを 含 む燐 酸 液 中 で菌 を3時 間 培養 して

ラ ベ ル し,4回 洗 際 後,M/20 glucoseお よ びM/20

MgSO4液 に3時 間 培養 してS35分 布 の 変 化 を み た が,

S35遊 離 はINHの 存 否 に 関 せ ず 大 差 を示 さな か つ た 。

す な わ ち,酸 溶 性 画 分 のS35量 はmg当 り540cpm

か ら400cpmに,蛋 白 画 分 のS35量 は120cpmか

ら94cpmに 減 じた 。(表 省 略)

(7)　 菌 のviabilityに 対するINHの 影響被検条

件でINH接 触後の菌のviabilityを 調 べ ると 表6

の とお りであつた。

(8)　 菌 の代謝活性に及ぼすINHの 影響

picric acidを 水 素 受 容 体 とす る方 法24)で 菌 の 代謝 活

性 を測 定 す る と,16時 間 のINHの 作 用 に よつ て も菌

の 呼 吸能 な い し代謝 活 性 に 著 明 な 影 響 を 認 め な か つ た 。

用 い た 基質 はglucose,glycerol,lactate,pyruvate,

malate,acetate,succinateで あ つ た。 な おSauton

培 地 に0.1%にpicric acidを 加 え,種 々 のINH

濃 度 で菌 を培 養 す る とsubinhibitoryな 濃 度 域 で か え

つ て還 元 亢 進 が 起 こ るの を認 め た。



1962年1月6 33

Table 6. Viability of Cells Exposed to Isoniazid under

 the Experimental Conditions

Cells (a 4-day-old culture) exposed to isoniazid solution were washed in saline three times and their viability was count
ed by a usual plate counting method. Cells were supplemented to the isoniazid solutions to give a final concentration 
of 33mg (wet weight)/ml.

考 察

上述の結果を要約すれば,(1)核 酸 画分および蛋白

画分,と くに前者へのP32と りこみ阻害。(2)核 酸 画

分か らのP32溶 出の亢進。(3)S35と りこみの一般的

増加。(4)Fe59と りこみ阻害,た だしこれは菌の不活

化から二次的に起こる非特異的なもの らしい。(5)代

謝活性ないし呼吸阻害はほとんど阻害されない。以上の

変化がINH10μg/mlの 存在で認められた。

第1の 結果は核酸合成 および蛋白合成の阻害を意味

するが,P32と りこみ阻害は時間の経過とともにとくに

核酸画分でとくに著しくなるので,菌 の不活化に伴 う二

次的変化とは考えがたい。INHに よつて直接的あるい

は間接的に核酸合成阻害が起こることが考 えられる

もちろん核酸合成阻害が一菌の発育停止の直接的原因であ

ると証明できたわけで は な いが。 またあらか じめP32

で ラベルした菌のP32の 動 きをみて も,INH中 で核

酸画分中のP32が 溶出して,燐 酸が核酸中に固定 し な

いことを示している。強調する必要があるのは上述の結

果が従来の報告にみるごとき高濃度のINH中 ではな

く,わ ずか10μg/mlの 濃度でも起こりうるとい うこ

とである。

INHの 存在で核酸合成の阻害が起 こることは従来の

報告にみられず,一 見意外にみえるか もしれない。それ

ではこの阻害が どうして起こるのか。 もつと も考えや

すいのは核酸合成に蛋白合成が必要である こ とか ら,

transaminase阻 害 に続いて二次的に核酸合 成 阻害 が

起こることである。しかし従来報告 されたごときINH

による酵素作用の直接的阻害1)～4)は あまりに大 量 の

INHを 要するので,わ れわれが抗菌作用として観察す

るINHの 作用機作とは考えがたい。Youatt5)も その

ような意見を述べている。

最近,今 野 ら12)は,お そらく抗癌剤の作用機作か ら

ヒントを得て,INHがDPNのnicotinamide部

に誤入するた めのDPN機 能の不活化がINHの 作

用機作であるとの新説を発表 した。 この説は向後INH

誤入の程度および時期と実際に起こる菌の発育停止の関

係を追求する必要があるが25),注 目に値する説で あ ろ

う。 ただINHの 呼吸阻害作用を認めがたい点はやや

難点といえる。INH誤 入の考えははなはだ興味深 く,わ

れわれが認めた核酸合成 および蛋白合成阻害 も,INH

に よるtransaminaseの 直接的阻害が作用機作として

考 えが た い とす れ ば,INHが 誤入することによる

transaminaseの 不活化によるものかもしれない。この

考えはINHに よる菌の発育能力喪失が比較的緩徐に

起こることとも矛盾しない。(表6)

われ われの実験結果が示す第2の 点は,S35-硫 酸 と

りこみの一般的な増加である。このようなすべての画分

へのS35と りこみ増加は細胞膜透過性の変化を示 唆 す

る。 ただしP32-燐 酸 のとりこみはS35-硫 酸 とは逆に

減少するから,透 過性亢進があつたとしても,か な り選

択的な変化と思われる。そしてまた,こ のような選択性

の存在は,透 過性増加が菌不活化による二次的な変化で

はないことを示唆しているともいえる。この透過性増加

が先の核酸合成阻止と関係があるか どうか は 分 か らな

い。薬剤の作用機作は必ずしも一義 的な ものでないか も

しれないから,先 の核酸合成ないし蛋白合成阻害とは全

く別個に起こりうることも考えられるし,ま た両者相連

関した ものか もしれない。現段階では不明であつて向後

の研究にまた ね ば な らな い。要するにわれわれの研究

もまたなおその第一歩を踏み出したば か りで あ つ て,

INHの 作用の間接的な一側面を み て い る可能性も多

い。向後なお研究を重ねて欠を補いたいと考えている。

結 論

INHは10μg/mlの 低濃度でMycobacterium獣

調株に次のごとき変化を起こした。(1)核 酸 画分およ

び蛋白画分,と くに前者へのP32-燐 酸 のとりこみを阻

害した。(2)あ らかじめP32で ラベルした菌をINH

溶液 中に浸積 す ると,菌 体内か らのP32溶 出が起 こつ



34 結 核　第37巻　 第1号

た。 この溶出はINHの 存在では核酸画分か らの溶出

が もつとも著 しかつた。

以上の所見はINHの 存 在で直接的あるいは間接的

に(お そらく間接的に)核 酸合成阻害および蛋白合成阻

害が起 こることを示 している。しかもこれらの合成阻害

は菌不活化か ら二次的に由来する非特異的現象ではない

と思われた。

(3) S35-硫 酸のとりこみはINHの 存在で各画分

とも増加した。この所見はINHの 存在で細胞膜透過性

の比較的選択的な亢進(P32に ついては亢進し な いの

で)が 起こることを示唆している。

勝沼六朗荘長ならびに日比野進教授の御校閲 を謝す

る。
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Mode of Action of Isoniazid Viewed from 

Isotope Incorporation Studies.

There are many studies dealing with the mech

anism of action of isoniazid; (1) pyridoxal 

coenzyme inhibition; (2) TCA cycle inhibition; 

(3) dehydrogenase inhibition; (4) inhibition of 

porphyrin metabolism; (5) inhibition due to 

peroxide production. However, there is no de

cisive elucidation to account for different obser

vations presented. This study has been designed 

to present some findings through radioisotope 

incorporation studies.

Mycobacterium "Jucho" growing in Sauton . 

 medium was washed in saline and used for ex

periments. Fractionation was conducted accord

ing to the procedure of Schneider. Concentra

tion of isoniazid used was 10ƒÊg/ml throughout 

the experiments.

1) Incorporation of P32-orthophosphate into 

nucleic acid and protein fractions, especially 

into the former, were inhibited significantly in 

the presence of isoniazid. This inhibition in

creased after 3 hours of incubation (figures 1 

and 2 and tables 1 and 2). Since, as shown 

later, incorporation of S35-sulfate was not in

hibited and, in addition, the inhibition of the P32 

incorporation was most significant not in all 

fractions but in the nucleic acid fraction, the 

inhibition of the p32 incorporation observed does 

not appear to be derived from an unspecific
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inhibition due to the general cease of cell func

tion. It seems likely that the inhibition of 

nucleic acid synthesis and protein synthesis 

may be a secondary effect due to an inhibition 

of transaminase activity. Since a direct inhibi

tion of transaminase by the drug requires too 

much amount of isoniazid to account for the 

antibacterial action of this drug, it appears 

rather possible that disfunction of transaminase 

is derived from a substitution of pyridoxal 

phosphate or pyridoxamine by isoniazid. This 

possibility remains to be studied in the future.

2) When P32-labeled cells were exposed to 

a P32-free phosphate solution , a considerable 
amount of P32 was released from cells . Decline 
of P32 compounds in the presence of isoniazid 

occurred most significantly in the nucleic acid 

fraction (table 5). This finding shows that 

phosphorus compounds incorporated into the 
nucleic acid fraction are not stabilized in the 

presence of isoniazid.

3) Incorporation of 535-sulfate into different 

cellular fractions were increased in the presence 

of isoniazid. This suggests that an increase of 

permeability in cell membrane may be present 

(table 3). However, incorporation of S35 was

 reduced in the presence of isoniazid after 22 

hours of incubation. The delayed decrease of 

incorporation may be due to a general inactiva

tion of cell functions.

4) Incorporation of Fe59C13 was inhibited 

by the presence of isoniazid. However, the 

ratio of distribution of Fe59 in cellular fractions 

remained unchanged (table 4) . Therefore, it is 

likely that the inhibition remains unspecific and 

is derived from a general inactivation of cell 

activity.

In summary: Incorporation of P32-phosphate 

into the nucleic acid fraction and the protein 

fraction, especially into the former
, were in

hibited by the presence of isoniazid (10ƒÊg/ml) 

Accordingly, it is conceivable that inhibition of 

nucleic acid synthesis and protein synthesis 

take place in the presence of isoniazid. This 

inhibition does not appear to be an unspecific 

phenomenon derived from a general inactivation 

of cells. Incorporation of S35-sulfate is increas

ed by the presence of isoniazid, suggesting the 

presence of a change in permeability (change 

of permeability seems to be some selective one, 

because incorporation of S35 is increased and 

that of P32 is not increased).


