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1序 言

前報ユ)において著者は,今 までIsoniazidと 接触した

ことがなく,低 い 水 準 のHydrazidase活 性 を 示 す

MycobacteriumaviumAVT株 のIsoniazid感 性菌を

Sauton培 地に培養し,培 養途中で培地にIsoniazidを

加 えると,Hydrazidaseが 誘導的に形成されて くること

を報告した◎このさい,3日 培養の菌(以 下 「3日 菌」

と略す)で はIsoniazidの 添加ののちHydrazidaseの

形成が始まるまでに長い1agphaseが 存在す るが,5

日培養の菌(以 下 「5日 菌」と略す)で はIsoniazid添

加によつて間もな く酵素の誘導が始まる◎3日 菌と5日

菌とでは,そ の他の点でも,Hydrazidaseの 誘導的形成

の様相が異なつており,前 報ではこのような差異は,培

養期 間に応 じて菌の生理的機能または形態的構造に差が

生 じるためであるか,あ るいは培養期間に応じて菌の環

境,す なわち培地成分や培地pHが 変化 したためである

かのどちらかによるものであろうと考案した◎本報では,

この点の検討のために計画された実験結果について報告

する。

II方 法および材料

Hydrazidase活 性測定は前報1)と同じ方法によつた◎

Hydrazidaseの 誘 導も基本的には前報と同じ方法で,

各実験ごとの誘導方法の変更については各実験結果の項

目ごとに述べる◎

使用した菌株はMycobacteriumaviumAVT株 の

Isoniazid感 性株で,100ml三 角 コルベン中に40mlの

Sauton合 成培地をいれ,37℃ で培養した◎

III実 験 結 果

①3日 菌と5日 菌 との培地の交換

菌膜をできるだけ破壊 しないように取 り除き,濾 過 し

て菌の混在を取 り去つたのち,5日 菌の培地液を3日 菌

に,3日 菌 の培 地 液 を5日 菌 に各 コル ペ ンあ た り40ml

に 添 加,さ らにIsoniazidを100γpermlに 加 えて.

Hydrazidaseの 誘 導 を み た 。結 果 は 表1に 示 す 。

Table1.ExchangeoftheCulture-Media

Culture_mediaCellsculturedfor
exchangedw'th3DayslsDays

F'i濫 謡 轟 含yscells'・
・73・.68

Fi識 器 副 瀦yscells'・2 .7・22.22

Culture-mediaweretakenoffwithcautiennetto

damagethepericllesafterthreeorfivedayscultiva・-

tionandexchangedwiththefiltrateofculture・-media

asiRdicated.Isoniazidwagaddedtothenewmedia

tothefinalcon¢entrationofIOOYPerml.Induction

wascarriedoutat37CCfor21hours.

Hydrazidaseactivitywasexpressedasμmolesof

hydrazineformedperhourg】mofdryweightofcells、

②5日 菌 培 地 液 の 検 討

実 験 ① の 結 果 か ら,5日 菌 培 地 液 中に 誘 導 を促 進 す る

物 質 が 存 在 して い るの で は な い か との 予 想 の も とに,5

日菌 培 地 液,5日 菌 培 地 液 を4℃ で24時 間蒸 留水 に 対

して透 折 した もの,5日 菌 培 地 液 を100℃,30分 加 熱 し

た もの で,3日 菌 の培 地 液 を そ れ ぞれ 交 換 し,Iseniazid

を 加 え て 誘 導 を 行 な つ た ◎ 結 果 は 表2に 示 す 。

③5日 菌 菌 体 抽 出 液 の 影 響

実 験 ② の結 果 か ら,5日 菌 培 地 液 中 に は 非 透 折 性 で熱

に 破 壊 され や す い 誘 導 促 進 物 質 が 存 在 して い るの で は な

い か との 予 想 の も とに,5日 菌 を 海 砂 と磨 砕,5倍 容 の

蒸 留 水 で1夜 抽 出,10,000rPm30分 遠 沈 した 上 澄 を,3

日菌 の 培 地 に2。5～10%の 割 合 に 添 加 し,Isoniazidを

加 えて 誘 導 を 行 なつ た ◎ 結 果 は予 想 に反 して誘 導 促進 ば

認 め られ なか つ た(表3)。

3日 菌 培 地 にRNA(イ ー ス ト),栄 研 培 地 用 ア ル ブ ミ

ン,牛 血 清 を それ ぞ れ 添 加 した場 合 も,誘 導 促 進 は 全 く

認 め られ なか つ た ◎

Ichiro TOIDA (Research Institute, Japan Anti-Tuberculosis Association, Kiyose-machi, Kitatama-

gun, Tokyo, Japan) : Repression of Hydrazidase-Induction by Asparagine. — Kekkaku, 38 (7) : 270 
 —274, 1963.
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Table2.EffectofFive-DaysCells'Media

Med三aexcha簸gedwith

Filtrateof3-dayscells'media

Filtrateof5-dayscells'media

Filtrateof5-dayscells'media,

heatedat100。Cfor30mi漁utes

Filtrate◎f5-dayscells'media,

dialysedat4。Cfor24hours

5.02

17.45

2.16

2.21

15.08

6.81

51.71116.07

Cult犠re-med三umofthree-dayscellswasexcha熱ged

withthef玉1trateoffivedayscellsasindicated.1籍duc-

tio獄wascarr三edoutasstatedinthefoot嚇otef◎r

Tab!e1.foriad薫catedti孤ei箆tervaX.

Hydrazidaseact薫v三tywasexpressedasinT3bleユ.

Table3.EffectofCell-Extract

Aτ 轟ouzΣtofextractadded

塒1.pef40m1。ofmediu揺

Timeofi簸ductio職

8hrs
146h・s

0

1

2

4

3。40

2.40

2.81

2。40

5.46

2.26

4.82

5.68

Five-daysceUswαerupturedbygri訟di笠gwithsea-

sa箆dfor30鎚 圭簸utes,extractedwiththreev◎1umesof

wateroveτ 一night,a獄dce簸trifugedat10,0◎Orpmfor30

鐙 薫獄utes,Ce11-freeextractthusobtainedwasaddedto

three-dayscellsmediaasindicated。Inductio跳was

¢arriedoutasstatedi捻thefoot一 勤oteforTableユ.for

i獄dlcatedt薫meinterva笈.

Hydra2idaseact三vitywasexpressedasinTable!.

④ 培地液中の阻害物質の存在

5日 菌菌体抽出液は誘導促進を示さず,5日 菌培地液

中になんらかの誘導促進物質が存在するとい う仮説は一

応放棄し,培 地液中に誘導を阻害する物質が存在し,そ

の量が3日 菌培地液中には5日 菌培地液中よりも多いと

いう仮説を検討した。・3日菌の培地液を蒸留水または新

鮮なSauton培 地液で交換 し,Is◎niazidを 加えて誘導

を行なつた◎結果は表4に 示す。すなわち,培 地液中に

は誘導を阻害する物質が存在 し,そ れは菌によつて生産

されて培地液中にでてきたものではな く,Sauton培 地

中に初めから存在している物質であることが明らかとな

つた。

Table4.ExchangewithWateror

FreshMedium

T三meofi轟duct三 〇箆

(hrs)

6.5

18

42

Exchangedwith

W絃ter

8.00

62.40

60.38

FreshSautonmedium,

2.92

2.86

4.08

Mediaofthree-daysce魏swefeexchangedwithd童s-

tmedwa.teroでfreshSauton-】mediu㎜[.Inductioawas

carriedoutasstatedi獄thefoot一 紅oteforTable1.for

五adicatedt圭melnterva1.

Hydrazidaseactivitywa$expressedasi旗Tableユ.
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⑤ 誘導に及ぼすpHの 影響

3日 菌の培地液を1/10N-HC1ま たは1/10N-NaOH

で種 々のpHに 調整した蒸留水で交換し,Iso轟iazidを

加えて誘導を行なつた。結果は図1に 示 した。至適pH

は7.5付 近にある◎
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Fig.1.EffectofpH

一
ρH

Media◎fthτee-dayscellswereexcha箆gedwi甑

dist三11edwateradjustedtopHi無dicated.hduction

wascarriedoutasstatedi簸thefoot一 訟oteforTab茎e

1.for22hrs.

Hydrazidaseactivitywasexpressedasi籍Tableユ.

⑥Sauton培 地 の各 成 分 の 影 響

Sauton培 地 の各 成 分 をSauton培 地に お け る と 同濃

度 に な る よ うに水 溶 液 と し,pHを7・5に 調 整 して,3
ぺぬ

日菌の培地液と交換 し,Iso嶽iazidを 加 えて誘導を行な

つた。結果は表5に 示した。すなわち誘導阻害物質の本

体はAsparagineで あ る。 さらに硫酸マグネシウムに

よつて誘導促進が認められた◎

Table5。EffectoftheComponents

ofSautonMedium

Solutioa

Water

KH3Pq

MgSq

Asparagine

Citricacid

　 　
Ferr◎usammomumcltrate

Glycero1

Conceか
tratio亘

0.5gper1

0.5gper1

4。Ogper1

2。Ogper1

0.05gper1

60mlper1

Hydrazid-
ase
activity

} 58.70

37.48

125。22

2.23

68。22

26。96

87.59

Mediaofthree-dayscellswereexchangedwith山e

so1讐tio簸slisted三 臓thetable,Everysolutionwasad-

justedtopH7.5.Induct気onwascarr三edoutasstated

i盤.thefoot一 難oteforTable1.for6hrs.

Hydfa名idaseactivitywasexpressedasinTable1.
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⑦Asparagineに よ る誘 導 阻 害

Is◎織iazid100γper甥Zに 対 しモ ル 比 で1:1,3:1,

10:1に な る よ うにAsparagineを 加 え たIsoniazid-

Asparagi職e混 液(pH7.5)で,3日 菌 培 地 液 を 交換 し

誘 導 を行 な つた 。 結 果 は 図2に 示す 。 す なわ ちAspara一

Fig。2.EffectofAsparagine
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に 調 整 して3日 菌 培 地 液 と交 換 して 誘 導 を 行 な つ た 。 結

果 は 表6に 示 す ◎Arginine,Glutamine,Histidineで

はAsparagineに 匹 敵 す る抑 制 効 果 を 認 め た が,1-

Asparticacidな どの ア ミノ酸 は 軽 い 抑 制 を 示 す の み で

あ り,さ らに つ 一Asparticacid,L-Glutamicacidな ど

で は ほ とん ど抑 制 が み られ な か つ た ◎

⑨ ア ミ ドに よ る誘 導 の 抑 制

実 験 ⑧ の結 果 は,Asparagineの 抑 制 作 用 は ・ そ の ア

ミノ酸 と して の 性 質 よ りもむ しろ ア ミ ドと して の 性 質に

基 づ くも ので は な い か とい うこ とを 予 想 さ せ る。Iso・

niazid100γper携Zに 対 しモ ル比 でIsoniazid:Ami・

de1:3に な る よ うに ア ミ ドを 加 え,pH7・5に 調 整 し

て3日 菌 培 地 液 と交 換 して 誘 導 を 行 な つ た 。 結 果 は表7

に 示 す よ うに,い ず れ も強 い 抑 制 作 用 を 示 した 。

Table7.EffectofAmides

A】mide
!Hyd翻da・eactivity

20304050607080

'ri霜eof三 臓d繍ct…dn(hrs)

工00

Mediaofthree-days㏄11swefeexchangedw三th

water(一 ● 一 ●一)orO.729mM(一 〇 一 〇 一),2.187血M

(儘x脚x鳳)or7.2勲 蕊1M(一 ロ ー ロ ー)solutio陰ofagparag藍 且e

(pH7.5)。1籍d犠ctioawascarr至edoutasstatediathe

fooト 無oteforTable1,

Hydrazidaseactivitywasexpressedasi獄Table1。

Asparagine

Nicotinamide

Ison、icotinamide

Benzamide

Pyrazinamide

Succi無amide

Acetamide

none

2.93

2.58

1.38

12.64

2.07

10。25

15.38

50。70

gineの 濃 度 が増 大 す るに つ れ,1agphaseの 延 長 ・誘

導 初 期 速度 の減 少 ・最 大 活性 値 の低 下 が 次 第 に 著 し くな

り,Asparagine:Isoniazidの モ ル比 が10:1に な る と

誘 導 は完 全に 抑 制 され た 。

③ ア ミノ酸 に よ る誘 導 の抑 制

Isoaiazid100γper魏Zに 対 しモ ル 比 でIsoniazid:

Ami臓oacid1:3に な る よ うに ア ミノ酸 を 加 え,pH7.5

Mediaofthree-dayscellswereexchagedwith2.187

魏Msolutlonofamide(pH7.5).Ind犠ctio養wascar-

riedoutasstatedinthefoot-noteforTableユ.for19

houτs.

Hydrazidaseactivityw詠sexpressedasi蕊Taも!e1・

⑩Hydrazidase反 応 生 成物 に よる抑 制

Iso漁iazid100γper携Zに 対 し,Isonicoti臓icacidま

た はHydrazineを モル 比 でそ の3倍 に な る よ うに 加 え,

pH7.5に 調 整 して誘 導 を行 な つ た 。 同時 にAmmo難ia

に つ い て も検 討 した 。 結 果 は 表8に 示 す よ う に,Hy一

Table6.EffectofAminoacids

Expt. 1

Am至 急oacid

レAsparagine

レAspaτticacid

D-Asparticacid

L-Glutamicacid

L-Cysteine

レTryptophan

馬一Glycine

no漁e

Hydrazidase
activity

0。90

59.62

74.66

64.39

20.76

86.72

38.08

84.35

Expt. 2

Amiaoacid

1 レAlani琵e
L-Serine

レMethio薮ine

レHistidine

レTyrosine

レArginine

L-Valine

no撤e

Hydτazidase
act三V辻y

33.53

44.46

42.32

7.19

73。22

6.36

79.24

76、76

Expt. 3

Aminoacid

レGlutamine

レThreoni烈e

L-Leuci鶏e

L-Hydroxyproline

none

Hydrazida8e・

activity

{

2.26

45.47

26.09

49.06

44。76

Med五aofthr㏄ 一dayscellswereexchangedw三th2.187疏M801utionofaminoadd(pH7、5),Inductio臓was

carr三edoutagstatedi雄thefoot一 紅oteforTable1.

hours(Expt書3).

Hydmzidaseactivitywasexpre88eda8iaTable1。

for19ho雛rs(Expt.1),for21hours(Expt.2)go営for9
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drazineお よびAmmoniaに よつ て強 い抑 制 が み ら れ

た 。

Table8.EffectofReaction-Products

Expt.

Expt.1.

Expt.2.

Co】mpouad

Hydrazine

Isonicotinicacid

no獄e

Ammoniumchloride

n◎ne

Hydrazidase

activ三ty

5.02

57.82

76.76

0。81

50.70

Med三aofthτee-days6ellswereexchangedwith2 .ユ87

撫Msolutloaofthecompound鍼sted(pH7。5),hduc-

tioawascarτiedo讐tasstatedinthefo◎t-notefor

Tab!e1.for21hours(Expt1)orfor19hours(Expt2).

Hybτaz三daseactivitywasexpressedasiaTable1.

⑲3日 菌と5日 菌との比較

3日 菌と5日 菌との培地液をpH7.5に 調整した蒸留

水で交換し,Isonia2id100γper〃2Zを 加 えて誘導を行

ない,両 者の間に差がみられるかどうかを検討した。結

果は図3に 示すように,前 報に報告したのとは逆に3日

菌は5日 菌に比 して1agphaseも 短 く,誘 導の初期速

度 も大であつた。

Fig.3.Comparisonof3-days

and5-daysCells

Tirn¢ ◎fi豹d犠 ぐ しi嘆,轟ぐ1}rs♪

Medi獄 ◎ftぬree-daysorfive-dayscenswereex-

changedwithd三stmedwaterofpH7.5.Induction

wascardedoutasstatedinthef◎ot-note■for

Tab1e1.

Hydra露 三daseact三vitywasexpresgedasinTab1e1 、

IV考 案

前 報1)に お い てHydrazidaseが 基 質Isoniazidに よ

つ て誘 導 的 に 形 成 され る こ と,そ の さい5日 培 養 の菌 に

比 較 して3日 培 養 の 菌 で は 長 い1agphaseが 必 要 で あ
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る こ とを報 告 した◎ この よ うに 培 養 日数 に よつ て酵 素 の

誘 導 の 様 相 に 差 が生 ず る のは,菌 そ の もの の機 能 的 ,構

造 的 な 差 に よ るた めか,培 地 成 分 や 培 地pHな どの 菌 の

環 境 の 差 に よ るた めか の ど ち らか で あ る が,Hydrazi-

daseの 場 合 は 本報 で示 した よ うに 培 地 条 件 の差 異 が 主

要 な原 因 で あ つ た◎ そ して こ の場 合,培 地pHの 変 動 は

あ ま り大 きい要 因で は ない ので,培 地 条件 の差 異 と して

は3日 菌 培 地 液 中に 誘 導 を抑 制 す る物 質 が存 在 す るか
,

5日 菌 培 地 液 中 に誘 導 を促 進 す る物 質 が存 在 す るか
,あ

るい は そ の 両 方 で あ るか のい ず れ か で あ る が ,本 報 の実

験 結 果 は5日 菌培 地 液 中 に誘 導 促 進 物 質 が存 在 す る可 能

性 を排 除 す る もので は ない が,3日 菌 培 地 液 中 に誘 導 を

抑 制 す る物 質 が存 在 す る こ とを 明 白に 示 して い る。 さ ら

に この 抑 制 物質 の本 態 がAsparagineで あ る こと も証 明

され た 。 す な わ ち前 報 で 報 告 した3日 菌 と5日 菌 と の誘

導 の 様 相 の差 は,培 地 液 中 に ち が つ た 濃度 で残 存 して い

るAsparagineに よつ て ちが つ た 程 度 に抑 制 を うけ てい

る3日 菌 と5日 菌 と のみ せ か け の 差 異 で あ つ て
,両 者 の

捻etの 差 異 は 本 報 に 示 した よ うに ,3日 菌 の ほ うが5日

菌 よ りも1agphaseも 短 く,誘 導 初 期 速 度 も大 で あ つ

た ○

酵 素 の誘 導 阻 害 に つ い て は 多 くの 報 告 が あ り,蛋 白合

成 阻 害 や核 酸 合成 阻 害 に よ る非 特 異 的 な阻 害 の ほか に
,

特 異 的 な阻 害 に つい て も報 告 され て い る。 ア ミノ酸 が 誘

導 阻 害 を お こす 例 も多 く,Tryptophansynthetaseヵ こ

Tryptophanで2),MethioninesynthetaseがMethionine

で3)4)・Acethy1・rnithase・Omithinetra轟scarbamylase
,

ArginosuccinaseがArginineで5)～7)
,そ れ ぞ れ 形 成 を

抑 制 され る ことが 知 られ て い る。 す な わ ち誘 導 され るべ

き酵 素 の 働 きに よつ て作 られ るは ず の 生産 物 が,特 異 的

に そ の酵 素 の誘 導 的 形 成 を 妨 げ るの で あ つ て
,同 様 の阻

害 は この他 に も,Purine8)9),Pyrimidine!o),Vali職e11) ,

Histidine12)・ls・citrate13) ,PhenylpyruvateI・)な どの 合

成 に 関 与す る酵 素 の誘 導 的 形 成 の さい に も認 め られ て い

る◎ 本 報 で報 告 したAsparagi箆eに よ るHydrazidase誘

導 の抑 制 は,こ れ ら合 成 酵 素 の 場 合 とち がつ て特 異 性 は

厳 密 で は な く・い くつ か の ア ミノ酸 ,多 くの ア ミ ド,ヒ ド

ラ ジ ン,ア ンモ ニ アに よつ て も同 様 に抑 制 を うけ る
。 し

か しE・coliの β一Galactosidase形 成 が ア ミ ノ酸 で 抑 制 さ

れ る場 合 の よ うに・ア ミノ酸 が 単 な るEnergysourceと

して 働 い て ・ いわ ゆ るCatabolite-effectを 発 揮 す る三ε)と

考 え る ほ どに は非 特 異 的 で は な い。 す なわ ち強 い 抑 制 を

示 す物 質 は す べ て菌 に よつ て 多少 と も容 易 にAmmonia

を生 成 す る も ので あ り,ま たAmmonia自 体 も強 い 抑 制

作 用 を 示す 。一 方,Hydrazidaseの 酵 素作 用 はHydrazide

-→Acid十Hydrazineで あ り16)
,Hydrazineは 続 い て

Ammoniaに 変 化 す る と考 え られ る
。 した が つ てAs.

pa「agmeな どに よ る誘 導抑 制 は,実 際 に はAmmonia



に よ る抑 制 と考 え られ る。 こ の よ うな 例 は,β 一GalaCt()・p

sidesに よるE.coliの β一Galactosidase生 産 の抑 制 は

実 際 は β一Galactosidesの 加 水 分 解 物 で あ るGalactose

に よる抑 制 と して説 明 され て い る例 粉 を あ げ る こ とが で

き る。 この よ うに して,特 異 性 の点 で は,さ きに あ げ た

合 成 酵 素 が 単 一 の 物 質 に よつ て抑 制 され る の に 対 し,

Hydrazidaseは 菌 に よつ て容 易 にAmmoniaに か え ら

れ る よ うな一 群 の 物 質 に よつ て抑 制 され る とい う差 は あ

るが,い ず れ の 場 合 も誘 導 され る べ き酵 素 の反 応 生 成 物

に よつ てそ の酵 素 の 誘 導 が 抑 制 され る とい う点 で は,本

質 的 に 同 じメ カ ニ ズ ムが 働 い て い る と考 え られ る◎

Hydrazides,と くに γ一Glutamoylhydrazideは 酵 素

(一 般 に 蛋 白質)合 成 の 阻 害 剤 と して よ く用 い られ て お

り,そ ゐ阻 害 の 機 作 はAminoacidanalogueと し て対

応 す る ア ミノ酸 の蛋 白質 へ の と りこみ を拮 抗的 に阻 害 す

る こ とに あ る と され て い る18)◎ この よ うな 場 合,Hy-

drazide自 体 が 菌 に よつ て 代 謝 され る可 能性 につ い ては

全 く考慮 が払 わ れ て い な い 。 しか しHydrazidaseを 構

成 的 に もつ てい るか,誘 導 的 に 形 成 す る菌 株 で は,Hy-

drazide濃 度が 実 験 中に 変 化 す る こ と,Hydrazideが 窒

素 源 と して利 用 され うる こ と,Hydrazideの 加 水 分解 産

物 がHydrazideと は 別 の 働 きをす る こ と,Hydrazide

の 誘 導 的形 成 のた め に 窒 素 源 や エ ネ ル ギ ー'が流 用 され る

こ とな どに よつ て 実 験 が 乱 され る可 能性 を考 慮 しなけ れ

ぽ な らな い。

Hydrazidaseは 培 地 を 蒸 留 水 と交換 した 場 合 に よ く

認 め られ る ので あ るが,集 菌 洗濠 して 蒸 留 水 に浮 游 液 と

した状 態 でIsoniazidと 接 触 させ た の で は 誘 導 は お こ ら

な い 。 この さ い,Glycerol,リ ン酸 バ ッフ ァー,ATP

な どの添 加 は無 効 で あ る。 菌 浮 游 液 の 状 態 で 誘 導 を 可 能
を

に す る条 件 に つ い ては,目 下 検 討 中 で あ る◎

V結 論

HydrazidaseのIsoniazidに よ る誘 導 的 形 成 はAs・

paragineに よつ て 抑 制 され る。 この 抑 制 はAspara-

gineが 菌 に よつ て 分解 され て生 ず るAmmoniaに よ る

もの と考 え られ る◇

 Repression of Hydrazidase-Induction by Aspara-

gine. 

 Induced formation of hydrazidase (hydrazides hy-

drolase) by Mycobacterium avium (Strain AVT) was 

repressed by asparagine in the medium, when induc-

tion was carried out with cells growing on the 

Sauton medium. The repression of hydrazidase-
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induction was not specific for asparagine, but some 

of amino acids (Table 6), amides (Table 7), hydra-

zine and ammonia (Table 8) also repressed the induc-

tion. Therefrom, the mechanism of the repression 

by asparagine and other nitrogen containing com-

pounds was postulated to be due to ammonia pro-

duced from these compounds by the bactreia.


