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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2報)窒 素 源 の 影 響

戸 井 田 一 郎 ・斉 藤 千 代

結核予防会結核研究所(所 長 岩崎龍郎)

受付 昭和37年4月7日

I　 序 言

前報1)に ひき続 き,今 回は培地の窒素源を質的 ・量的

に変えた場合の,hydrazidase活 性の変動を検討 した。

これは窒素源が一方では蛋白生成の材料 として適応酵素

であるhydrazidase生 産 に影響を与えることが予想 さ

れ,ま た他方では,「 考案」の項に述べるように,INH

の作用機作と菌の窒素代謝 との問に密接な関連が予想さ

れたために行なつた実験である。

II　 材 料 と 方 法

前 報1)と 同様 の材 料 を用 い,同 様 の 方 法 に よつ て,培 養

経 過 に 伴 う菌 の酵 素 活 性 の変 動 をみ た 。培 地 と して は,

1,000ml中 に グ リセ リン60ml,ク エ ン酸 鉄 ア ンモ

ン0.05g,ク エ ン酸2g,第 二 リン酸 カ リ(K2HPO4)

0.5g,硫 酸 マ グネ シ ウム(MgSO4・7H2O)0.59を 含

む基 礎 溶 液 に,ア ミ ノ酸 ま た は そ の 他 の 窒 素 源 を加 え,

さ らにINHを100γ per mlに 加 えた も の を 用 い

た 。

III　実 験 結 果

実 験(1):ア スパラギン添加量の影響

基礎溶液にアスパラギンを2,4,20g per lの 割合

に加えた3種 類の培地に耐性菌を培養 し,酵 素活性の

変動をみた。4g per lの 培地はソー トン合成培地に相

当する。結果は 図1に 示 した。菌の成育についてみる

と,ア スパラギン半量培地では普通ソー トン培地に比較

して培養初期では菌の成育に差はないが,4日 以後成育

速度は遅れ'最 大収量は約60%に とどまつた。 アス

パラギン5倍 量培地では 菌の成育はかえつて悪 く,初

期成育も最大収量も普通ソー トン培地よりも劣 つ て お

り,た だ最大収量に達 したのちの菌収量の減少がなかな

Fig. 1. Effect of Asparagine-Concentration

 of Medium

か起こらずplateau形 成期間が著 しく延長 した。

酵素活性は培地中のアスパラギン量に著 しく影響 され

た。すなわち,ア スパラギン半量培地における活性は培

養初期か ら非常に高 く,そ の最高活性は普通ソートン培

地における場合の2倍 に近 く,さ らに最高値に達する

までの期間も早かつた。 一方,ア スパラギン5倍 培地

では,酵 素活性は多少の変動を伴いつつ低い活性に終始

した。

実 験(2):ア ミノ酸混合液添加の影響

Ickiro TOIDA and Ckiyo SAITO (Research Institute, Japan Anti-Tnberculosis Association
, Kiyose-

machi, Kitatama-gun, Tokyo, Japan): Effect of Nitrogen-Source on Hydrazidase Activity-

Kekkaku, 37(6): 287～290, 1962.
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実験(1)に 述 べ た ア スパ ラ ギ ン増 量 に よ る酵 素 活 性 の

減 弱 が'ア ス パ ラ ギ ンに特 異 的 な もの か,そ れ と も単 に

窒 素 源 の増 量 とい う非特 異 的 な もの か を知 る た め,普 通

ソー トン培 地 に,Z― アル ギ ニ ン塩 酸 塩400mg,l-ヒ ス

チ ジ ン塩酸 塩200mg,l-イ ソ ロイ シ ン390mg,l-ロ

イ シ ン875mg,l-リ ジ ン塩 酸 塩615mg,l-メ チ オ ニ

ン385mg,l-フ ェニ ー ル ア ラ ニ ン435mg,l-ス レオ

ニ ン455mg,l-ト リプ トフ ァ ン90mg,l-バ リ ン305

mg,グ リシ ン500mg perlの 割 合 に添 加 した培 地 を

作 り(ア ミ ノ酸8.6g per lを 含 む),INHを 加 え て

耐 性 菌 を 培養 し,酵 素活 性 を み た 。 ア ス パ ラ ギ ン増 量 の

場 合 と全 く同 様 に,菌 の 初 期 成 育 抑 制,最 大 収量 の減

少,最 大 収量 に 達 した の ちのplateau形 成 期 間 の延 長

が み られ,さ らに ま た,酵 素活 性 の著 しい低 下 が み られ

た(図2)Oす な わ ち,こ れ らの 効果 は ア ス パ ラギ ンに

特 異 的 な もの で は な か つ た 。

Fig. 2. Effect of Amino-acid Mixture

実 験(3):窒 素源の種類と酵素活性

窒素源の量的変動の及ぼす影響に続いて,そ の質的変

化の影響を検討した。基準 としてアスパラギン半量(2

g per l)培 地 をとり,他 の窒素源は化合物中のすべて

のN一 原子が窒素源 として利用され うると仮定 して,ア

スパラギン2g per lと 同量のNを 含むように添加

した。検討 した窒素源は,ア ミノ酸からはアスパラギン

・グリシン ・グルタミン酸 ・トリプ トファン,蛋 白質 と

して馬血清 ・牛血清アルブミン分画V・ バ クト肉エキ

ス,ア ンモニウム塩 としてNH4C1を 選 んだO

図3,4,5　 に示 したように,こ れ らの窒素化合物は

菌の発育をよく支 えず,と くに トリプ トファン,馬 血

清,牛 血清アルブミンではほとんど発育が認められなか

った。 グルタミン酸では長いlag phaseの の ちにアス

パラギンとほぼ同等の発育がみられた。グリシンでも長

いlag phaseが あ り,そ の後の発育 もあまりよくなか

つた。塩化アンモニウムでは,菌 の発育ははじめのうち

はアスパラギンとほとんど劣 らないが,次 第に差がでて

きて最大収量は約1/2に す ぎなかつた。ただし'以 上の

ことは,今 までアスパラギン培地に継代してきた菌をそ

Fig. 3. Ammonium Salt Medium

Fig. 4. Amino-acid Media
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Fig. 5. Protein Media

れそれの培地に移 した初代の場合で,さ らにINH100

γper mlの 存在下の場合につ い て のみの結果であつ

て,耐 性菌の窒素源 としての適不適を一般的に検討 した

ものではない。

hydrazidase活 性は'塩 化アンモニウム ・グルタミン

酸 ・肉エキスの場合についてのみ測定できた。塩化アン

モニウム培地では培養初期に著明に高い活性を示 し,そ

の最高値は アスパラギン培地の場合の5倍 以上に達 し

たが,そ の後活性は急速に低下した。グルタミン酸培地

・肉エキス培地では,収 量の関係か ら培養初期の活性測

定はできなかつたが,い ずれもアスパラギン培地を上ま

わる活性がみ られた。

IV　 考 案

mycobacteriaのINHに 対する感受性は,感 受性

を検査する培地の種類によつて違つており,合 成培地の

ように窒素源の制約された培地では感受性が高 く,血 清

や卵黄などを含む培地では一般に感受性が低 くでること

は,広 く認められている。 さらにINHを 含 まぬ培地

に成育しつつある菌にINHを 添加した 場合,成 育の

停止はSM添 加の場合のように即座には認められず,

菌収量がおおよそ2倍 にふえたのち,あ るい はone

 generationの 期 間ののちに認められることも知 られ て

いる2)。これ らのことはINHが なんらかの点で窒素代

謝,し かも,そ の合成方向への代謝に干渉していること

を暗示するものであり,こ の点に つ い て は,最 近東村

ら3)も放射性のリンやイオウを用いて,INHが これ ら

の核酸 ・蛋白質へのとりこみを阻害することを観察 し,

INHが 蛋 白合成に干渉することを主張 している。われ

われは,培 地の窒素源を質的 ・量的に変えた場合のhy-

drazidase活 性 に及ぼす影響 を検討した。実験(1),(2)よ

り明 らかなように,量 的に培地の窒素源濃度を減ずるに

つれhydrazidase活 性は著明に上昇した。さらに実験

(3)よ り,質 的には'菌 の発育を支える力のより弱い窒素

源の場合のほ うがかえつてhydrazidase活 性が高いこ

とが認められた。 別に報告するように41,hydrazidase

はいわゆる 「適応酵素」であつて,INHが 菌 の環境に

存在 し,か つ菌の代謝の環になんらかの形でくみこまれ

るという条件下においてのみ,「適応的に」生産される。

したがつて,こ こに報告 した実験結果は,INHは 質的

・量的に菌の利用 しうる窒素源の乏 しい場合に
,耐 性菌

の代謝機構 とより密接なかかわ りあいをもつことを示す

ものであるが,こ のかかわ りあいのありかた につ い て

は,最 初に述べたINHが 蛋 白合成に干渉するとい う

仮説 との関連において,次 の2通 りの考え方が 成 り立

つ。すなわち:

(1) hydrazidaseは 菌 の耐性に本質的な意義をもつと

考えた場合,す なわちhydrazidaseに よつてINHを

抗 菌力の劣るhydrazineとisonicotinic acidと に 分

解することが菌の耐性化の機構であると考える場合

INHはacid hydrazideで あるのでアミノ酸アナロ

ーグとして作用 し,ア ミノ酸の代りに蛋白質にとりこま

れる。INHを 正規のアミノ酸の代 りにとりこんだ蛋白

質は正規の生理的機能に変調を き たし,こ れ がINH

の抗菌作用の本態 と考えられる。INHと ア ミノ酸のど

ちらが蛋白質の構成分子としてとりこまれるかは,両 者

の量的関係であ り,菌 の容易に利用しうる窒素源が圧倒

的に多い場合は,基 質濃度の十分高い場合の酵素の拮抗

的阻害剤のように,INHは ほ とんど抗菌力を発揮でき

ず,単 にindifferentな ものとして存在するに と どま

り,菌 はあえてhydrazidaseを 生産する必要がないの

である。

(2) hydrazidaseは 菌 の耐性に一次的な意 義 を も た

ず,耐 性化に伴 う二次的現象 と考えた場合 菌は何か

不明の機構で耐性 となり,そ の結果,INHは もはや抗

菌物質としてではな く,一 つの含窒素化合物 として存在

するにすぎず,菌 がこれを窒素源として利用するかどう

かは,他 により利用 しやすい窒素源が十分に存在するか

どうかによつて支配 され るのである。すなわち,他 に適

当な窒素源が十分あれば,INHは 害 にもならず利用さ

れ もしない物質としてとどまり,菌 はhydrazidaseを

生 産しないのである。

以上,2通 りの説明は,さ しあた りいずれも成立可能
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であり,こ こに報告 した実験によつては,な おhydra-

zidaseの 生物学的意義,と くにINHに 対す る耐性化

鱒おける役割を明 らかにすることができなかつた。 しか

し,INHは 菌 の利用 しうる窒素源の質 と量 とが異なる

と,違 つたふ うに菌の代謝に干渉することは推定しうる

と思われる。

V　 結 論

培地中の窒素源の質的 ・量的な変化が,hydrazidase

活性 に及ぼす影響を検討した。量的には窒素源=濃度が低

いほどhydrazidase活 性 は高く,質 的には菌の成育を

支えるカの弱い窒素源の場合にhydrazidase活 性は高

かつた。この結果に基づいて,INHの 作用機作と関連

してhydrazidaseの 生物学的意義を考案した。
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37.

Effect of Nitrogen-Source on Hydrazidase

 Activity.

Hydrazidase activity of isoniazid-resistant cells 

of Mycobacterium avium (strain AVT) was 

studied, when the nitrogen source had been 

modified quantitatively or qualitatively.

Fig. 1 shows the effects of amount of aspara

gine in media. Growth of the resistant cells on 

the asparagine-poor medium (2gm. per 1.) was 

not poorer than that on the ordinary Sauton 

medium (4gm. per 1.) at the early stages, but 

became gradually slower, and the maximal 

yield was almost 60 % of that from ordinary 
Sauton medium. Growth was poor on the as

paragine-enriched medium (20gm. per 1.).

Hydrazidase activity was remarkably high by 

the asparagine-poor medium and, on the con

trary, almost no activity was observed by the 

enriched medium.

These effects on hydrazidase activity and on 

cell-growth were not specific for asparagine, 

but was observed by the addition of amino-acids 

mixture, consisting of 1-arginine, 1-histidine, 

1-isoleucine, 1-leucine, 1-lysine, 1-methionine, 

1-phenylalanine, 1-threonine, 1-tryptophane, 1 

valine and glycine. (Fig. 2)

When ammonium salt was used as sole nitro

gen source, growth of bacilli was as well as on 

the asparagine medium at the early stages, but

became poorer gradually and the maximal yield 

was about half of that from asparagine medium. 

Hydrazidase activity was remarkably high at 

the early stage and reached as five times higher 

as the maximal activity by asparagine medium.

The experimental results, where the nitrogen 

source was one of amino-acids other than aspara

gine or of proteins, were summarized in Figs. 4 and 

5, respectively. Amino-acids, such as glutamic 

acid, glycine, and tryptophane, and proteins, 

such as bovine serum albumine fraction, horse 

serum, and beef-extract, did not support the 

growth of resistant cells, which have been sub

cultured on asparagine media, when used as 

sole nitrogen source. Hydrazidase activity was 

assayed only by glutamic acid medium and by 

beef extract medium, and in either cases activ

ity was higher than in the case of asparagine 

medium.

These experimental results reported in this 

paper suggested that hydrazidase activity of the 

resistant cells was higher when cultured on the 

media, which contained smaller amount of 

nitrogen source quantitatively or poorer nitrogen 

source for cell-growth qualitatively.

The provable mode of action of isoniazid and 

mechanism of resistance against isoniazid and, 

in this connection, biological significance of hy

drazidase were discussed.


