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Hydrazidase(イ ソ ニ ア ジ ド分 解 酵 素)の 誘 導 的形 成

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37年4月27日

I　 序 言

さきにわれ われ は,Mycobacterium aviumの イ ソ

ニアジ ド(INH)耐 性菌 がINHを 加水分解す る酵素

をもつ こ とを報告 し1),こ の酵素 を抽 出,精 製 してその

酵素学的性状 を検討 してHydrazidaseと 命名 した2)3}。

さ らに培養条件 が耐性菌 のこの酵素活性 に及 ぼす影響 に

つい て検討 を加 えた4)5)。今 回は,い ままでにINHと

接触 したこ とのない感性菌 が,INHと 接触 する過程 で

誘導的 にこの酵素 を形成す る現象 について報告す る。

H材 料および方法

菌 株 お よび 培 養 方 法:Mycobacterium avium(AVT

株)を 用 い た 。 培 地 はす べ て ソ ー トン合 成 培 地 を用 い,

100mlの 三 角 コル ベ ン に培 地40mlを 入 れ,1白 金

耳(乾 燥 重 量 約3mg)を 接 種 し,37。Cで 培 養 した。

Hydrazidase活 性 測定 法:前 報2)の 方 法 に基 づ い て,

菌 浮 游 液 とINHと をinvacuoでincubateし,生

成 したHydrazineをP-Dimethylaminobenzaldehyde

法 で比 色 定 量 し,菌 の 酵 素 活 性 は,菌 乾 燥 重 量19当

り1時 間 当 りのHydrazine生 成 量 μmole数 で 表 現

した 。

Hydrazidaseの 誘導:感 性菌 をINHを 含まない培

地 に培養 し,3日 または5日 の培養 ののち,菌 膜 を壊

さぬ よ うに注意 してINHを 培地 に加 え,そ のまま さ

らに培養 を続 け,一 定時間後集菌,洗 瀞,こ の菌液 につ

い て酵素活性 を測定 した。

III　実 験 結 果

(1) Hydrazidaseの 誘 導 的 形 成 とそ の 時 間 的 経過

図1に 示 した よ うに,培 養3日 でINHを 加 え た

揚 合 はか な り長 いlag phaseを 経 た の ちに,培 養5日

で加 え た場 合 は ほ とん どlag phaseな しにHydrazid-

ase形 成 が 認 め られ た。

(2)　温度 の影響

INHを 加 えて菌 を4。Cに おいた場合 には,酵 素の

形成は全 く認 め られなかつた°

Fig. I. Time Course of Induction

Isoniazid was added to the culture media at the points 

of arrows to give the final concentration of 100 r per 

ml.

Hydrazidase activity was expressed as p moles of hy-

drazine formed per hour per gm. of dry weight of cells .

(3) lnducer濃 度 の影 響

加 えたINHの 濃度 が上昇す るに つ れ て酵素形成 も

著 明 となつたが、200γ per mlよ り高濃度 ではか えつ

て酵素形成 は抑制 され た°(図2)

(4)　抗結核剤 の影響

INHと 同時 に他 の抗結核剤 を加 えた揚合 の影 響を表

1に 示 したPyrazinamideは 影 響 を示 さず,Sulfaiso-

xazoleは やや抑制的 に,PASは む しろやや促進的 に

作用 したが,と くにSMは 強 い阻害 を示 した。表2は

3日 培養 菌,5日 培養 菌のそれぞれについてSM濃 度

と阻害 の強 さとの関係 を示 した。
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Fig. 2. Effect of Inducer-Concentration

Isoniazid was added to the five days culture to give 
the final concentration indicated and cultivation was 

continued for another 24 hours. 

Hydrazidase activity was expressed as in Fig. 1.

Table 1. Effect of Anti-Tuberculous Drugs

Isoniazid was added to three days culture to the final 

concentration of 100r per ml with or without other anti
tuberculous drugs as indicated. Cultivation was continu

ed for another 72 hrs.

Table 2. Effect of Streptomycin

Isoniazid was added to the final concentration of 100r 
per ml with or without streptomycin as indicated to 
three days culture (Exp. 1) or to five days cullture 
(Exp. 2), and further cultivation was continued for 
another 72 hrs. (Exp. 1) or for 12 hrs. (Exp. 2) respect
ively.
 Enzyme activity was expressed as in Fig. 1.

(5) Inducer特 異 性

前 報2)3)で 報 告 し た よ うに,Hydrazidaseは,INH

(Isonicotinoyl hydrazide)以 外 の酸 ヒ ド ラ ジ ド(Ni-

cotinoy1, Pyrazinoyl, Benzoy1, Salicyl hydrazides)

を も加 水 分 解 す る。 し か し,Hydrazidaseの 誘 導 的 形

成 に さい し て,INHの 代 りに,上 記 のHydrazideま

た はGlutamoy1ま た はOxalicacidhydrazideの う

ち の いず れ か を加 え て も,表3に 示 す よ うに,Hydra-

zidaseの 形 成 は全 く認 め られず,Inducerと して の 作

用 はINHに 特異 的 で あ つ た 。

Table 3. Inducer Specificity

Each of hydrazides was added to the final concentra-
tion of 100r per ml to three days culture (Exp. 1) or to 

five days culture (Exp. 2), and further cultivation was 
continued for another 48 hrs. (Exp. 1) or for 12 hrs. 

(Exp. 2) respectively. 
Enzyme activity was expressed as in Fig. 1.

(6) Hydrazideに よ る誘 導 の 阻害

INH以 外の酸 ヒ ドラジ ドのいず れ かをINHと 同

時 に加 えた場合,3日 培養菌 ではINHに よる誘 導が

阻害 を受け,誘 導 のlagphaseの 延長が 認 め られ た

(表4)℃lagphaseな しに誘導 の起 こる5日 培養 菌の

場合では,こ の よ うな酸 ヒ ドラジ ドによる誘導 の阻害 は

認 め られ なかつたが,Nicotinoyl,Glutalnoylhydra.

zideで 若干の阻害がみ られた。

Table 4. Inhibition by Hydrazide (1)

Isoniazid was added to three days culture to give the 

final concentration of 100r per ml with or without one 

of other hydrazides in the same concentration. Further 
cultivation was continued as indicated.

Enzyme activity was expressed as in Fig. 1.
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Table 5. Inhibition by Hydrazide (2)

Isoniazid was added to five days culture to the final 

concentration of 100 r per ml with or without 100 r of 
other hydrazide per ml.

Further cultivation was continued for another 19 hrs.
 Enzyme activity was expressed as in Fig. 1.

(7)　ア ミノ酸の影響

多 くの他の酵素の場合,酵 素 の誘導的形成 はア ミノ酸

の添加 によつ て促進 され るが,Hydrazidaseの 場 合 は

表6に 示 す よ うに,INHと 同時 にア ミノ酸混合溶液

を加 えるこ とによ り,酵 素の誘導 的形成 はかえつて抑 制

され た。 しか し,培 地のア ミノ酸(ア スパ ラギ ン4g

Table 6. Effect of Amino-acids (1)

Isoniazid was added to five days culture to give the 

final concentration of 100 r per  ml with or without 
amino-acids mixture, which contained 8.0 mg of l-argi-
nine (HCI), 7.8 mg of l-isoleucine, 17.5 mg of l-leucine, 

12.3 mg of l-lysine (HCI), 8.7 mg of l-phenylalanine, 
9.1 mg of l-threonine, 1.8 mg of l-tryptophane, 6.1 mg 

of l-valine, 10.0 mg of glycine, 6.7 mg of l-methionine 

and 4.0 mg of histidine (HCI-H20) per ml.
 Enzyme activity was expressed as in Fig. 1.

Table 7. Effect of Amino-acids(2)

Isoniazid was added to five days culture on medium A 

or on medium B to give the final concentration of 100 7 

per ml. Further cultivation was continued as indicated. 
Medium A had the same composition with ordinary 

Sauton synthetic medium and by medium B asparagine 
concentration was reduced to 2.0 gm per l.

Enzyme activity was expressed as in Fig. 1.

per l)を あ らか じめ2g per lに 減 らしておいた培地

で生育 した菌では,誘 導は通常培地で生育 した菌 の場合

よ りも劣つていた。(表7)

(8)　弗素の影 響

Hydrazidaseの 活性 は弗素 によ つ て 著 しい阻害 を受

け るが3},酵 素 の誘導的形成 はINHと 同時に弗素 を添

加す ることによつ て,表8に 示す よ うに阻害 を受けた。

Table 8. Inhibition by Fluoride

 Isoniazid was, added to five days culture to the final 
concentration of 100 r per ml with or without sodium 

fluoride as indicated, and cultivation was further 
continued for another 12 hrs.

Enzyme activity was expressed as in Fig. 1.

IV　 考 案

ここに報告 した よ うに,今 までINHと 接触 した こ

とのない,低 いHydrazidase活 性 しか もたないINH

感 性菌は,培 養 経過 中にINHと 接触す ることによつ

て そのHydrazidase活 性の著 しい上昇 を示 した。 この

現象 を,感 性菌中 にあ らか じめご く少数混在 していた耐

性菌がINH添 加 ののち独 占的 に発育 してきたための

現象で ある と説 明す るためには,培 養途 中てINHを

加 え られ て成育 し て き た 耐性菌 のHydrazidase活 性

が,培 養 当初 か らINHの 存在下 で成育 した耐性菌 の

酵素 活性 よ りも,圧 倒 的に(お そ らく数百倍,数 千倍 も)

高 い と仮定せね ばな らず,こ のよ うなこ とは事実 あ りそ

うもない。 したがつて,こ こに報 告 した現 象は,Hyd-

razidaseを もつmutantのselectionと い う　geno-

typicalな 現象では な く,phenotypicalな 次元 での酵

素 の誘導的形成(適 応)で ある と考 え られ る。

3日 培養菌 と5日 培養菌 とでは,誘 導 の様相 が か な

り違つている ことが注 目され る。 す なわち,lag phase

の有 無SMに よる阻害 の度の違い,他 のHydrazides

による阻害 の有無 な どがあげ られ る が,こ れ らの違 い

が,菌 の環境 とし て の 培 地条件 の変化(培 地成分 の減

少,菌 の生産物 の集積,pHの 変動 な ど)に よ る も の

か,あ るいは菌 自体 の態勢(透 過性,菌 体 内代謝様式,

菌体 内窒 素源 プールな ど)の 質的,量 的 な変化 による も

のか,こ こに報 告 した実験 成績 か らは何 も結 論的な こと

はい えない。 しか し,exogeneousに 加 えたア ミノ酸 と

endogeneousに くみ こまれたア ミノ酸 とが,酵 素の誘

導的形成に逆 の影響 を与えてい ることを示唆す るよ うな
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実験(7)の 成績 は,後 者 の可能性 を暗示 してお り,今 後

この点についての検討 を続けたい。

INHの 抗結核 作用 機作 を論ず る場合,

A)　 INHは なぜMycobacteriumの 細菌にのみ と

くに強 力に作用す るのか?

B)構 造 的に類 似 し た 種 々の 酸 ヒ ド ラ ジ ドの うち

INHの みがなぜ とくに強 い抗結核 作用 を もつのか?

とい う2つ の 問題 点に答 え るものでなければな らな

い 。現在 までに提 出 され たINHの 作用機 作仮説はいず

れ もこれ らの点 を十分 に説明できる ものではな く,わ ず

か にTirunarayananら のPeroxidase仮 説6)7)のみが

この2つ の問題点 の うちA)の 点 に答 え うる ものであ

るが,し か もPeroxidase仮 説で はB)の 点 に答 える

ことは困難であ る。 ここに報告 したINH以 外の酸 ヒ ド

ラジドはHydrazidase誘 導のInducerに なりえな一

という実験成績は,INHと それ以外のHydrazideと

の生物学 的作用 の違い を明 らかに したほ とん ど最初の も

のであ り,B)の 問題 を解 明す るための一つの手がか り

となる と考 え られ,今 後 この点 の研究 を続けたい。

別 報5)で 考 案 した よ うに,HydrazidaseがPenicillin

耐 性 にお け るPenicillinaseと 同等 の役 割 をINH耐 性

に お い て演 じて い るか ど うか に?い て は,ま だ結 論 的 な

証拠 は得 られ て い な い 。した がつ て と の報 告 は,INH耐

性 はmutation-selectionに よ つ て起 こ る もの か,い わ

ゆ るadaptationに よ つ て起 こる もの か,と い う問題 に

は直接か かわ るもので ない ことをと くに言及 してお く。

V　 結 論

いままでにINHと 接触 した こ と が な く,Hydra-

zidase活 性 をほ とん ど示 さ ぬ感 性菌 が,培 養 中にIN

Hと 接 触 してHydrazidaseを 誘 導的に形成する現 象 を

明 らかに し,と くに培養 日数に よる誘 導の様 相の違い,

抗結核剤 の影響,Inducer特 異性,ア ミノ酸の影響 な ど

の点 について報告 した。

この報 告の大部分 は第37回 結核病学会総会(1962)

にお いて報告 した。
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Induced Formation of Hydrazidase.

Isoniazid-sensitive cells of Mycobacterium avium 

(strain AVT), which possesed only negligible ac-

t ivity of hydrazidase, were cultivated on Sauton

 Synthetic media without addition of isoniazid at 

37•Ž for three or five days. Thereafter, isoniazid 

was added to the culture-media with caution not 

to damage the pericles. After further cultivation 

cells were collected, washed, and their hydrazid-

ase activity was assayed by the method reported 

in the preceding paper. (2)

When isoniazid was added to the three days 

culture, hydrazidase formation started after rath-

er long period of lag phase, but in the case of 

five days culture the enzyme was produced with-

out any appreciable lag phase. At 4•Ž enzyme 

induction did not occur. Effects of other anti-

tuberculous drugs added with isoniazid were sum-

marized in Table 1. Streptomycin inhibited the 

enzyme formation remarkably, in either case of 

three days or five days culture, but the degree 

and the mode of inhibition were somewhat differ-

ent between these two cases (Table 2). Hydra-

zidase hydrolysed other acid-hydrazides than iso-
niazid as reported previously (2, 3), but no acid-
hydrazides listed in Table 3 could take the place 
of isoniazid in the hydrazidase induction (Table 
3). Not only that, acid-hydrazides other than 
isoniazid prolonged the lag phase of induction 
when added with isoniazid to three days culture 

(Table 4). The correlation between inducer con-
centration and the degree of induction was shown 
in Fig. 2. At the higher concentration enzyme-
formation was reduced. Amino acids mixture, 
when added with isoniazid, inhibited the enzyme 
formation as shown in Table 6. But, at the same 
time, cells grown on amino acid poor medium 
could produce less amount of hydrazidase than 
cells from ordinary medium (Table 7). Hydra-
zidase activity was inhibited by fluoride as report-
ed previously (2, 3). As shown in Table 8, the 
induced formation of this enzyme was also inhib-
ited by fluoride.

These experimental results were discussed as 

phenotypical adaptation.


