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培 養 条 件 に よ る イ ソ ニ ア ジ ド分 解 酵 素(Hydrazidase)活 性 の 変動

(第1報)金 属 イ オ ン 添 加 の 影 響

戸 井 田 一 郎

結核予防会結核研究所(所 長 岩崎竜郎)

受 付 昭和 36年 11月 15日

I　 序 雷

さきに著者 らは,鳥 型菌耐性菌がイ ソニ アジ ド(IN

H)を 分解 して ヒ ドラジンを遊離す ることを発見 し,こ

の作 用が酵素に よることを報告 した1)。 続いて著者は,

この酵素 を無 細胞抽出液 として抽 出 し2),硫 安分画の く

り返 しとセル ローズ 。クロマ トグラフィーとに よつてか

な りの程度に精製 し3),こ の酵素がAcid-hydrazides

のC-N結 合を きる加水分解酵素 で あることを 示 し,

その 酵素学的諸性状 を報告 し,Hydrazidaseと 命名 し

た。

さらに著者 は,こ の酵素の生物学的意義 を追及す るた

めに,ま ず培養条件に よる酵素活性の変動につ いて実験

を行なつた。今回は,培 養の経過に伴 う酵素活性の変動

と,培 地に加 えた各種金属 イオ ンの影響 とにつ いて報告

す る。

II　材 料 と 方 法

Mycobacterium avium AVT株 を用 い た 。 この 菌

株 のINHに 対 す る感 受 性 は,ソ ー トン合 成 培 地 に 乾

燥 重 量0.078 mg(生 菌 数2.8×105)を 接 種 し,37℃,

4日 培 養 とい う判 定 条 件 で は0.2γ per mlで あ る。 こ

の菌 を100γ per mlにINHを 加 え た ソ ー トン合 成

培 地 に 培 養 し,遅 れ て発 育 して き た菌 を 同培 地 に く り返

し継 代 し,こ の 培 地 に よ く発 育 す る よ うに なつ た菌 を耐

性 菌 と して 用 い た。 基 礎 培 地 と して は ソ ー トン合 成 培 地

を用 い た。 す な わ ち 培 地1,000ml中 に グ リセ リ ン

60ml,ア ス パ ラギ ン49,ク エ ン酸 鉄 ア ンモ ン0.059,

ク エ ン酸29,第 二 燐 酸 カ リ(K2HPO4)0.5g,硫

酸 マ グ ネ シ ウ ム(MgSO4・7H2O)0.5gを 含 み,

PH7.2に 修 正 した もの を基 礎 培 地 と し,こ の もの に 金

属 イオ ンを加 え て添 加 培 地 を つ く り,そ れ にINHを

100γper mlに 加 え,ま た は 加 え ず に,耐 性菌 を培 養

した。培養に さい しては100ml三 角 コルベ ンに40ml

の 培地 を 入 れ,1白 金耳(乾 燥重量約3mg)を 接種

した。菌は培養の 日を追つて濾紙上に完全に集 め,十 分

に水洗のの ち,一 部 を酵素活性測定用 にと り,残 りは一

定量にな るまで乾 燥,秤 量 した。活性測定用 に とり分 け

た菌は一定量の蒸溜水に均等 に浮游 し,こ の菌浮游液 を

酵素液 として,前 報2)の 方法に従 つて酵素活性 を測定 し

た。同時に,こ の菌浮游液の一定量 を とつ て一定重量 ま

で乾燥,秤 量 し,単 位重量 当 り活性 と培養基 当 り菌収 獲

量 とを計算す る基礎 と した。単位重量 当 り酵素活性 は,

標準実験条件2)に お ける ヒ ドラジ ン生成量 に基 づいて,

乾燥菌量1g当 り1時 間 当 りの ヒ ドラ ジ ン生成量 μ

molesで 示 した。

III　実 験 結 果

1)　 培養経過に伴 う酵素活性 の変動

図1に 典型的な実験結果 を示 した。INHを 加 えな

い培地で は,耐 性菌 は最初か らほぼ直線 的に成育 し,8

日ごろで最高収量 に達 し,9～10日 以後収量 を減 じてい

っ た。INHを 加 えた培地で は,INHな し培地 の場

合 と比較 して,1～2日 の間の成育(初 期成育 とよぶ)

はや や遅れ るが,そ れ以後 はむ しろよ り速 い速度 で直線

的に成育 し(こ の直線の横軸 に対す る勾配 を成育速度 と

よぶ),ほ とん ど同 じ時期 に同程度 の最大収量 に達 した。

酵素活性 は,INH加 培地 で は4～5日 をす ぎて急

激に上昇 し,6～7日 目で最高値 に達 し,そ の後再 び低

下 した。INHな し培地で は,感 性菌,耐 性菌 ともに

多少の変動 を示 しつつ低 い活性 に終始 し,両 者 の間 に著

しい差 を認 めなか った。

2)　 Mg++添 加 の 影 響

基 礎 培 地 にMgSO4・7 H2Oを2.0g per lの 割

りに加 え た 。 したが つ てMgと して246.7γ per ml

に 含 む 。Mg++添 加 に よ り,INH添 加 の有 無 にか か

Ichiro TOIDA (Research Institute of Tuberculosis, Japan Anti-Tuberculosis Association , Kiyose-
machi, Kitatama-gun, Tokyo, Japan): Hydrazidase Activity of Isoniazid -resistant Cells of 

Mycobacteria Grown on Metal-supplemented Media-Kekkaku, 37 (2) 85-91 , 1962.
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Fig. 1. Hydraziaase AttiVity of keisiant 

Cells Grown on Sauton Media

Hydrazidase activity
Yield of bacilli

Cells grown on the media with 100 of isoniazid 

 per ml of medium. 
x Cells grown on the media without isoniazid. 

Hydrazidase activity was expressed by the amounts 
of hydrazine formed, moles, per hour per gm of 
dried weight of cells. 

Yield of bacilli was expressed by the dried weight 

of cells harvested from each curture-flask containing 
40 ml of medium.

Fig. 2. Effect of Mg+ on Hydrazidase 

Activity

MgSO4.,.7 1120 was added to basal medium to give 
the final concentration of Mg as 246.7 r per ml. 

See also footnote for Fig. 1.

わ ちず,菌 の初期成育はやや促進 されたが,そ の後の成

育 速度 は逆 にやや遅 くなつた。最大収 量は基礎培地の場

合 よ りもやや多か った。

INH加 培地 での酵素活性 は,培 養8日 目で最高値

に 達 し た が,こ の値 は基礎培 地の場合の最高値の1/2

以下にす ぎず,過 剰のMg+は 酵素 生産 を抑 制 した。

INHな し培地での活性 は低か ったが,基 礎培 地の場 合

よ りは やや高 い値 を示 した。

3) Mn++添 加 の影響

基礎培地にMnSO4・4H2Oを1.02g per lの

割 りに加 えた。 し た が つ てMnと して251.2γ per

 mlに 含 む。 INHの 存否 にかか わ らず,Mn++に よ

つて菌の初期成育は抑制 され,2日 目の収量 は基礎培地

の それぞれの場合の半量以下で あつ た。 それ以後の成育

速度は,INHな し培地では基礎培地の場合 と ほぼ 等

し く,INH加 培地では遅 かった。 最大収量 は両方 の

場 合 と も10日 ころにみ られ,基 礎培地の場合 よ りもや

や多かつた。

INH加 培 地での酵素活 性は,6日 をす ぎて徐 々に

上昇 し,実 験終 了の12日 までには極大を示 さなかつた

が,こ の ときの 値 は基礎培地 におけ る最高値 の およそ

1/3に す ぎなかつ た。INHな し培地 では低 い活性 を保

つた。

Fig. 3. Effect of Mn++ on Hydrazidase

 Activity

Mn SO4.4 1120 was added to basal medium to give 
the final concentration of Mn as 251.2 r per ml. 

See also footnote for Fig. 1.

4)　 Ca+添 加 の 影 響

基 礎 培 地 にCaCl2・2H2Oを1.25 g Per lの 割 り

に加 え た 。 したが つ てCaと して340.7γ per mlを
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含む。Ca廾 添加に よ り,INHの 存 否 ど ちちの 場合

も,菌 の初期成育は抑制 され なこが,と くにINH加 培

地 で は2日 目の収量は基礎培地の場合の約半 分にす ぎ

なかつた。その後の成育速度はINHな し培地で は基

礎 培地の場合 よ りもは るかに速やかで あつ たが,INH

加培地では その後の発育 も遅 く,6日 以後 になつ ては じ

めて基礎 培地の場合 を上 まわ る成育速度 を示 した。最大

収 量はINH加 培地では約30%,な し培地では約15

%に 基礎 培地のそれぞれの場合 を上 まわつた。

INH加 培地 での酵素活 性は11日 目に 最高値に達

したが,こ の値 は基礎 培地 の最 高値 の1/2に も及ばず,

Ca廾 もまた酵素生産 を抑 制 した。INHな し培地では

酵素活性 は基礎培地 の場合 よ りはやや高 いが,低 い値を

保つ た。

Fig. 4. Effect of CaœO on Hydrazidase

 Activity

CaCl2•E2H2O was added to basal medium to give 

concentration of Ca as 340.7 ƒÁper ml. 

See also footnote for Fig. 1.

5) Zn廾 添加 の影 響

基礎培地 にZnSO4・7H2O1.086gperlの 割 り

に加 えた。す なわ ちZnと して246.9γpermlに 含

む。Zn廾 の添加は菌 の初期成 育をINHの 存 否 に か

か わ らず抑 制 したが,INHな し培地 で は この抑制の

度 は軽かっ た。 その後の成育速度 はいずれの場合 も基礎

培地 に比較 してわずか に遅れ た。実験終 了の10日 で は

まだ収量減少 は始 ま らなかつ たが,こ の ときの収量 は基

礎培地 のそれ ぞれの 場合の最大収量 をおよそ25%上

まわつ ていなこ。

INH加 培地で は酵素活性の最高値 は8日 目にみ ら

れ たが,そ の ときの値 は 基礎培地 の最高値の約1/2に

す ぎなかつ なこ。INHな し培地 の活性 は低かつ た。

Fig. 5. Effect of Zni+ on Hydrazidase

Activity

ZnSO4x•E7 H2O was added to basal medium to give 

the final concentration of Zn as 246.9 ƒÁper ml. 

See also footnote for Fig. 1.

6) Co廾 添加の影響

基礎培地にCoCl2・6H2oを0.9979 g perlの

割 りに加 えた。 す な わ ちCoと して247.1γperml

に含んでい る。Co廾 の添加は菌の成育 を著 しく阻害 し,

初期成育 につい ては,2日 目,4日 目の菌収量 はINH

加培地では 基礎培地の場合の約1/5,1/4;INHな

し培地では同 じ く約1/3,1/2に す ぎなかつた。INH

な し培地では,そ の後は基礎培地 を上 ま わ る 速度で成

育 し,9日 目に最大収量(基 礎培地の場合の約90%)

を示 したのに対 し,INH加 培地 で は そ の 後の成育

速度 も基礎 培地 の 場合 よ りもか な り遅 く,実 験終了の

12日 までには極大 に達 しな かつた が,そ の ときの収 量

は基礎 培地 におけ る最大収量 の約70%に す ぎな か つ

た。

酵素活性につ いては,INHな し培地 で は低 い値 を

保つた が,INH加 培地では興味 ある活性変動がみ ら

れた。すなわ ち酵素活性は培養初期に非常に高い値(基

礎 培地におけ る最高値の約40%)を 示 し,以 後活性は

低下 して8日 目の最低値 にい た り,再 び上昇 して基礎

培地にお ける最高値 と同等の値に達 した。酵素活性が一

たん高い値か ら下降 して 再び上昇 す ると い う傾向は,

Zn廾,Ca廾,Mo,Mg廾 ,Fe卅 添加 の さ い に も一応 は

み られ た現象 であるが,Co廾 添加 の場合には非常 に顕
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Fig. 6. Effect of CoœO on Hydrazidase

 Activity

CoC12•E6 H2O was added to basal medium to give 

the final concentration of Co as 247.1ƒÁper ml. 

See also footnote for Fig. 1.

著に認 め られた。 基礎培地では2日 目の菌収量が少 な

くて初期の活性測定がで きなかつたが同様の ことが起 こ

つ ているのでは ないか と思 われ る。

7) MoO4--添 加の影響

基礎培地 にNa2MoO4を0.5325 g perlの 割 りに

加 えた。 したが つてMoと しては248.1γpermlに

含 む こととな る。INH加 培地 ではMo添 加は菌の初

期成育 にはあま り影 響せず,そ の後は基礎 培地の場合 を

やや上まわ る成 育速度を示 した。INHな し培地では,

は じめか ら基礎 培地の場合 を上 まわ る成 育速度でほぼ直

線的に成 育 し,ど ち らの場合 も基礎培地の場合の約25

%以 上を上まわ る最大収量 を示 した。

INH加 培地では,酵 素活性の最高値は7日 目にみ

られたが,そ の ときの値は基礎培地の場合の最高値の約

60%に す ぎな かつ た。INHな し培地では低い活性

を示 した。

8) Fe卅 添加の影響

基礎培地にFeCl3・6H2Oを1.196gPerlの 割

りに加 えた。 す な わ ちFeと して247.0γperml

に含む。Fe卅 添加 は 菌の初期成 育に著 し い 阻害 を示

し,2日 目の収量は基礎培地の場合の10%前 後にす ぎ

ず,そ の後の成 育 も遅れて4～6日 目以後にほぼ直線的

成育の時期に入つ たが,そ の速度 も基礎培地の場合 よ り

も小で あつ た。INHの 存否に かかわ らず,実 験終 了

の13日 まで には極大値 を示 さなかつ なこが,そ の ときの

Fig. 7. Effect of Moo4--on Hydrazidase

 Activity

Na2Moo4 was added to basal medium to give the 

final concentration of Mo as 248.1ƒÁper ml. 

See also footnote for Fig. 1.

値はいずれ も基礎培地の場合の最大収量 を若干 上まわつ

ていた。

INH加 培地での酵素活性 は,初 期の やや 高 い値か

ら一たん低下 し,途 中動揺 を示 した が 上昇 して9日 目

に最高値 に達 し,こ の ときの値 は基礎培地 の場合 の最高

値の約60%に す ぎなかつ た。INHな し培 地での活

性 は低かつ た。

9) Fe廾 添加 の影 響

基礎 培地にFeSO4・7H20を1.23 g Perlの 割 り

に加 えた。 したがつて もと もと含 まれていた分 と合計 し

て263.1γpermlのFeを 含 む。 菌の初期成育は

Fe廾 添加 に より著 し く抑制 され,INHの 存否にかか

わ らず,2日 目の菌収量 は基礎培地の場合 の約1/3に

す ぎなかつた。 その後の成 育速度は基礎培地の場合 をや

や上まわ り,最 大収量はいずれの場合 も基礎培地での最

大収量 を約20%上 まわつた。

INHな し培地での酵素活性は低かつた。INH加

培地での活 性変動は特異的で,成 育初期に著 しい高い活

性(基 礎培地の場合の最高値の約75%)を 示 し,以 後

徐 々に活性低下 を続 け,実 験終了の13日 目には最初の

値の1/3に まで 低下 した。Co廾 添加の場合の よ うに

活性の再上昇はみ られなかつ たが,よ り遅れて再 び上昇

す る可能性は否定で きない。

IV　 討論 と総括
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Fig. 8. Effect of Fe* on Hydrazidase

 Activity

FeCl3•E6H2O was added to basal medium to give 

the final concentration of Fe as 247.0 per ml. 

See also footnote for Fig. 1.

A)ソ ー トン合成 壇地 を基礎培地 と して,金 属 イオ

ンを加 えた場 合の耐 性菌の成 育に及 ぼす 影響 を表1に

総括 した。表 の前半 は菌 の成 育に及ぼす金属添加の影響

をINHの 存在 下 と不在 下 とに分けて示 し,表 の後半は

Fig. 9. Effect of Fe-ft on Hydrazidase 

Activity

FeSo4•E7H12O was added to basal medium to give 

the final concentration of Fe as 263.1ƒÁper ml. 

See also footnote for Fig. 1.

耐性菌 の成育 に対 す るINHの 作用に及ぼす金属添加の

影響 を示 した。す なわ ち,

1)金 属添加 はMg,Moを 除 き菌 の初期成 育を阻害

した。 この抑制の度 はINHの 存在 下で とくに強 くみ ら

Table 1. Effect of Metal Ions

"Initial growth" was expressed by dried weight (mg) of cell
s harvested on the second day of cultivation.

"Growth rate" was expressed by the increase of dried 
weight (mg) of cells per day during the phase of constant 

cell-growth.

On the first half of the Table, each value was compared with the correspondent value obtained from basal medium 

and expressed as followed; less than 10% of the value from basal medium as 5-, 10-30% as 4-, 30-50% as 3-, 50-70% 

as 2-, 70-90% as 1-, 90-110% as +, 110-130% as 1+, 130•`150% as 2+, 150-170% as 3+

On the second half of the Table, the value from isoniazid-containing medium was compared with the correspondent 

value from the same medium without isoniazid and expressed by per cent.
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れた。

2)直 線 的成育期 の菌 の成育速度 は,INH不 在下

ではMg,Fe卅 を除 き金属添加 によつて促進 されなこが,

INH存 在下 ではCa,Moを 除いて抑 制 された。

3)最 大収量 はINHの 存 否にかかわ らず,Coを

除 き金 属添加 に より多少 と も増大 した。

4)基 礎培地での菌 の初期成 育は耐性菌で あるに もか

か わ らず,INHの 存在に よ り2/3程 度に抑制 された。

INHの この作用はMg,Zn,Fe卅,Ca,Mo,Coに

よつて さ らに加重 されなこ。Mn,Fe廾 の添加は影響 しな

かつた。

5)直 線的成 育期におけ る耐性菌の成育速度は基礎培

地お よびMg,Ca,Fe廾 各添加培地ではINH添 加

に よ りか えつ て か な りの程度に促進 され,Zn,Mo,

Fe卅 添加培地ではほ とん ど影響な く,Mn,Co添 加培

地で は著 しく抑制 され た。

6)耐 性菌の最大収量 は,INHの 存 否 によつ て ど

の培地で もほ とん ど影 響 されず,た だCo添 加培地 で

は最大収 量に達 する 日が遅 れたのみであつた。

B)前 報2)3)でHydrazidase活 性 がFluoride,8-

Hydroxyquinoline,Borate,o-Phenanthrolineな ど

の い わ ゆ る金 属 酵 素 阻害 剤 に よつ て 阻 害 され る こ と を報

じた 。 この こ とはHydraxidase活 性 に な ん らか の 金 属

が 関 与 して い る こ とを 予 想 させ るの で,培 地 に い ろ い ろ

の金 属 を 加 え て 酵 素活 性 に 及 ぼ す影 響 を検 討 した 。 この

よ うな 実 験 は,基 礎 培 地 そ の もの に お け る活 性 も実 験 ご

とにか な りの幅で変動す る こと,金 属添加 の濃度 によつ

ては反対の効果が起 こりうる ことな どの困難 な点 を もつ

てお り,さ らに添加物質 は,あ るいは直接 的に酵素 材料

として用 い られた り,酵 素 生産 系に影 響 した り,あ るい

は間接 的に菌 の成育 に対 す る影 響や他 の酵素 系に対 す る

影響 を通 じた りな ど,多 様 な メカニスムに よつて酵素生

産 に影響 し うることな どを考 慮 しなければな らないが,

酵素活 性にお ける金属の役割について一定の予想 を得 る

なこめに有用な実験 と考 え られ る。Hydrazidaseに っい

ては,Fe廾 とCo廾 が酵素活性 に著 明な影響を与え,

と くに培養 初期にお いて活性 を著 しく高 めた。FeとCo

とが と もに 周期律表第 畷 族第4周 期に属す る三つ組元

素で あることを考 えた場合,こ の事実は一定の意義 を も

つ もの と考 え られ る。 これ ら金属の役割 につ いては,精

製酵素漂品について別の面か ら追及す るこ とによ り明 ら

かに したい。

生化学研究室斉藤 内山,松 沢諸氏の御助力を感謝い

たします。

文 献

1) 戸 井 田一 郎 ・斉 藤 千代: 結 核, 34:545, 昭34.

2) I.Toida: Amer. Rev. Resp. Dis. 印 刷 中.

3) 戸井 田 一郎: 第34回 日本 生 化 学 会 総 会 発 表, 昭36年

11月 (抄 録; 生 化 学, 33: 620, 昭36)

Hydrazidase Activity of Isoniazid-resistant 

Cells of Mycobacteria Grown on Metal-supple-

mented Media.

Avian mycobactria (Strain AVT) was made 

resistant to isoniazid by successive transfers on 

Sauton synthetic media containing 100 micro

grams of this drug per ml. Resistant cells thus 

obtained were cultured on metal-enriched Sauton 

media with or without isoniazid, and hydrazidase 

activity of these cells was followed in the course 

of cultivation. Enzyme assay method was report

ed in the preceding paper (Amer. Rev. Resp. 

Dis. in press) and specific activity was calculated 

as micromoles of hydrazine formed per hour per 

gm. of dried weight of cells harvested. Bacil
lary yield was also measured and expressed by

 mg. of dried weight of cells harvested from 

each culture flask containing 40 ml. of the me

dium.

Effects of metals on the growth of isoniazid

-resistant cells were summarized as follows: (See 

also Table 1)

1) The addition of metal, with exception of 

MgœO and Mo, inhibited the initial growth of 

the cells, especially in the presence of isoniazid.

2) Growth rate of the cells during constant 

growth phase was increased by the addition of 

metal, with exception of MgœO and Fe™¿, in the 

absence of isoniazid, but in the presence of iso

niazid, the addition of metal, except Ca-H and 

Mo, decreased the growth rate.

3) Maximal yield of the cells was increased 

by the addition of metal either with or without 

of isoniazid.

The action of isoniazid on the growth of the 

resistant cells was affected by the addition of 

metal as follows and these results were also 

summarized on the second half of Table 1.
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1) Initial growth on the basal medium was 

inhibited to about two-thirds by the addition of 

isoniazid, though the cells used were resistant 

to the drug. The action of isoniazid was enhanc

ed by the addition of MgœO, ZnœO, Fe™¿, 

Mo, and C œO, but not by MinœO. and FeœO.

2) Growth rates of the resistant cells grown 

on the basal medium and Mg-, Ca-, FeœO-sup

plemented media were accelerated by the addi

tion of isoniazid, but on the contrary, isoniazid 

depressed growth rates of the cells grown on 

Mn and Co-supplemented media.

3) Maximal yield was not affected by the 

addition of isoniazid in any case of media.

In the preceding paper, the inhibition of hydra

zidase by fluoride, borate, 8-hydroxyquinoline 

and o-phenanthroline, which were known as 

metal-enzyme inhibitors, was reported. As the 

results of this inhibition-experiment suggested

the possibility that some metal might have an 

essential roll in enzyme action, several metals 

were tested as for their effects on hydrazidase 

production. Results were shown on Figs 

Most of the metals tested were inhibitory on 

the enzyme production, when added in excess. 

But Fe œO and CoœO affected on hydrazidase pro

duction in a special way as shown in Figs. 9 and 

6, respectively. Especially, it must be noticed 

that hydrazidase activities were very high at 

the initial stage of cell growth when they were 

cultured on the FeœO-or CoœO-supplemented medi

um. As for the significance of these metals on 

the enzyme-production or on the enzyme-action, 

it is not possible to say something conclusive 

from such type of experiments, though they are 

very suggestive, and the problem will be studied 

further with purified enzyme preparation from 

other sides.


