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Mycobacteria の Nicotinamide adenine

dinucleotide nucleosidase

第1報:酵 素 の 分 布
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財団法人結核予防会結核研究所(所 長 岩崎竜郎)

受 付 昭 和38年9月15日

1.　 序 言

Zat man らに よつて nicotinamide adenine dinucleo-

tide (NAD) の nicotinamide 部分が isoniazid に よつ

て置 きかえ られ, NAD の isoniazid-analogue が形成

され る こ とが 報 告 され て 以 来1)～3),こ の反 応 に よ つ て

isoniazid の抗結核菌作用 を説 明 しよ うとす る仮説が2,

3の 研究者に よつて提出 された4)～6)。すなわち結核菌体

内に侵入した isoniazid は,結 核菌 のNADと 反応 して

その nicotinamide 部分 と置 きかえ られて,酵 素学的 に

不活性な isoniazid-analogue を つ く り,そ の 結 果,結

核菌の pyridine nucleotide coenzymes dependent の

脱水素酵素系 が作動 しな くな り,結 核 菌の代謝が停止す

る,と い うのが この仮説で ある。

とこ ろ で,NADの nicotinamide と isoniazid とを

置きかえる反応を触媒す る酵 素は nicotinamide adc-nine

 dinucleotide nucleosidase (NAD-ase) で あ るが,

mycobacteria のこの酵素 につい ては,そ れ ほどよ く研

究 されていない。Kern と Natale は, Mycobacterium

 butyricum は熱に安定な NAD-ase と熱 に不安定な

NA-ase 阻害物 とを同時 に もつ てい るこ と, Mycob. 607

は加熱処理後 もこの酵素 の活性 を示 さない ことを報告 し

て い る7)。 Zatman らは, BCG を用 いて5株 の うち4株

は 、NAD-ase を もたなかつた と報告 してい る2)。Bekier-

kunst と Artman は, HsiRV はこの酵素を もたないが,

動物の肺の中で in vive で生育した HsiRv は酵素活性

を示 し,こ れ は多分宿主組織 の酵素 を吸着 してい るため

だ ろ う と報 告 して い る8)。 こ れ が mycobacteria の

NAD-ase に関す る報 告のほ とんどすべ てであ り,人 型

菌 については この酵素 の存在 を報 告 したものはみ られな

い。

われわれは isoniazic の作用機序 との関連において こ

の酵素に注 目し,ま ずmycobacteriaの い ろいろの株に

おけ るこの酵素の分布を検 討 したので報 告す る。

2.　 材 料 と 方 法

NAD は Sigma Chemicals Co. の ƒÀ-NAD で,純 度

98%の もの 。

使 用 したMycobacteriaの 菌 株 は 表0に 示 した 。 実 験

に用 い た 菌 はSauton合 成 培 地 に37℃ で 培 養 し,菌 体

を 濾 紙 で 分 け と り,蒸 溜 水 で 洗瀞 して 菌 浮 游0ま た は 無

細 胞 抽 出00を 調 製 した 。isoniazid耐 性 株 の場 合 は50～

100γper mlにisoniazidを 加 えたSauton培 地 に 培

養 し,同 様 に処 理 した 。 菌 浮 游0は 菌 を 少 量 の 蒸 溜 水 と

とも に乳 鉢 で軽 く磨 砕 して均 等 に し,適 当 に 蒸 溜 水 を

加 え て稀 釈 して調 製 した 。 無 細 胞 抽00は 菌 をsonieoscislator

で60分 間 破 砕 し,10,000r.p.m.35分 遠 沈

した 上 澄 で,そ の蛋 白質 含 量 は26smμ と28omμ の 吸

光 度 か ら,蛋 白 質mg per ml=1.45×E280-0.74×E260

と して計 算 した 。

精 製NAD-aseは, Mycob. butyricum ま た ば

Mycob. avium Kirchberg 株 よ り別 に報告 した方法9)に

よつ て調製 した。

NAD-ase活 性 はKaplanの 方 法10)に 準5じ て 測 定 し

た 。反 応0は5.4mZのM/15リ ン酸 バ ッ フ ァー(pH

7.2),5.5mlの 菌 浮 游0ま た は無 細 胞 抽 出00,0lmm渉

のio-2MNADD水 溶 液 よ りな り,37℃ で3.～60分

incubateし た の ち,5.0mlの1.0M potassium cya-

nide水 溶 液 を加 え て反 応 を停 止 させs2sm5mμ で吸 光 度2

を 測 定 す る。control tubeに はzero timeでpotassium 

cyanideを 加 え,325mμ で 吸 光 度 を 測定 す る。 吸 光 度

の減 少 よ り,反 応 時 間 中 に 加 水分 解 され たNADの 量 を

求 め る。 そ れ ぞ れ の標 品 のNAD-ase比 活性 は,m菌 浮 游

0の 乾 燥 重 量1gあ た り,ま た は 無 細 胞 抽 出 液 の 蛋 白質

Ichiro TOIDA and Setsuko YAMAMOTO (Japan Anti-Tuberculosis Association, Kiyose-machi, 

Kitatama-gun, Tokyo, Japan): Nicotinamide Adenine Dinucleotide Nucleosidase in Mycobacteria. 

Report I.-ekkaku, 39 (1): 40-44, 1964.



1964　 年1　 月 41

Table 1. NAD-ase and its Inhibitor

1gあ た りの1時 間 あた りに加 水 分 解 さ れ たNAD量

(μ moles per g per hour)で 示 す 。

3.　 実 験 結 果

A)　 菌 浮 游液 のNAD-ase活 性

成 長 の 速 や か な 菌 株 で は 培 養3～15日 の菌 につ い て,

成 長 の 遅 い 菌 株 で は 培 養7～40日 の 菌 につ い て,菌 浮 游

液 のNAD-ase活 性 を 測定 した 。表1に 示 した 菌 株 の い

ず れ も,ど の 培 養 時 期 に おい て も,酵 素 活 性 を示 さ なか

つ た 。

次 い で,同 様 の―菌浮 游 液 を沸 騰 水 浴 中 で5分 間 加 熱 し,

た だ ち に 室温 まで冷 却 し,振 盈 して 再 び 均 等 菌 液 と した

もの を用 い て,NAD-ase活 性 を 測 定 した ° 表1に 示 し

た よ うに,酵 素 活 性 はMycob.butyricumとMycob.

aviumのKirchberg株,Flamingo株,細 谷 株 のiso-

niazid感 性 株 に 認 め られ た 。 他 の 菌 株 で はMycob.

butyricumとMycob.avium Kirchberg株 とのiso-

niazid耐 性 株 を も含 め て,加 熱 処 理 後 に もNAD-ase活

性 は 認 め られ な か つ た 。(図1～4)

B)　 無細胞抽拙液 のNAD-ase活 性

成長の速 やかな菌 株では7～10日 培養の菌か ら,成 長

Fig. 1. NAD-ase Activity of Myco

-bacterium Butyricum
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Fig. 2. NAD-ase Activity of Myco

 bacterium Avium Kirchberg

Fig. 3. NAD-ase Activity of Myco

 bacterium Avium Flamingo

Fig. 4. NAD-ase Activity of Myco

 bacterium Avium Hosoya

の遅い菌株 では15～20日 培養 の菌 か ら,無 細胞 抽 出液

を調製 し,こ れ ら無細胞抽 出液 のNAD-ase活 性 をその

ま ま,ま た は沸騰水浴 中で3分 間加熱 し,た だ ちに冷却

した もの を用 い て 測 定 した 。(表1)

加 熱 処 理 を しな い 場 合 に は,ど の菌 株 に つ い て も酵 素

活 性 は 認 め られ な か つ た 。 加 熱処 理 後 に は,加 熱処 理 菌

浮 游 液 でNAD-ase活 性 が 認 め られ たMycob.butyri-

cumとMycob.aviumのKirchberg株 ,Flarningo

株,細 谷 株 のisoniaznd感 性 株 に 酵素 活性 が認 め られ た

ほか,加 熱 処 理 菌 浮 游 液 で は活 性 の認 め られ な か つ た

Mycob.butyricumとMycob.aviumのKirchberg

株 とのisoniazid耐 性 株 に も酵 素 活性 が認 め られ た 。(表

2)

Table 2. NAD-ase of Isoniazid

-Resistant Strain

Cell suspension and cell-free extract were prepared 

from isoniazid-sensitive or-resistant strain of Mycob. 

butyricum grown for ten days at 37•Ž on Sauton syn

-thetic media without or with 100 of isoniazid per ml . 

Reaction mixtures consisted as stated in the text, and 

contained 3.51 or 4.38 mg. or isoniazid-sensitive or

 cells respectively by the cell suspension ex

periments, or 12.38 or 6.66 mg. of protein by the cell

-free extract from isoniazid-sensitive or-resistant cells 

respectively.

*Because of rather high blank values
, the changes 

of extinction values at 325mƒÊ less than 5% of the ini

-tial values were regarded as insignificant.

C) NAD-aseとNAD-ase阻 害 物

Mycob. butyricumとMycob. avium Kirchberg株

Table 3. NAD-ase and Inhibitor

Reaction mixture consisted of 0 .2ml. of the purified 
enzyme preparetion (0.013 mg. of protein by the butyri

-cum enzyme, or 0.021 mg. of protein by the Kirchberg 
enzyme), 0.3 ml. of the extract , 0.4ml. of M/15 
phosphate buffer at pH 7.2, 0.1 ml. of 10-2 M NAD solu
tion. Incubated at  37°C for 30 minutes . 

NAD-ase activity in the presence of the extract was 
expressed by the ratio to the activity in the absence 
of the extract.
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とか ら調 製 した 精 製NAD-aseを 酵 素 標 品 と して 用 い,

これ ら の酵 素 の活 性 に対 す る無 細 胞 抽 出液 の 阻 害作 用 を,

表1の 各 菌 株 か ら調 製 した 無 細 胞 抽 出液 につ い て検 討 し

た。 表1お よび表3に 示 す よ うに,Mycob.butyricum

のNAD-aseはMycob.butyricurnの 抽 出 液 に よつ て

の み,Mycob.avium Kirchberg株 のNAD-aseは

Kirchberg株 の抽 出液 に よつ て の み 阻 害 され,酵 素 と阻

害 物 との 関 係 は厳 密 に特 異 的 で あ つ た 。

阻 害 物 は 熱 に 不 安 定 で,沸 騰 水 浴3分 間 の 加 熱 で 阻 害

作 用 を 完 全 に 失 っ た 。

4.　 考 案

Mycobacteriaに つ い て,NAD-aseと そ の 阻 害 物 と

の 分 布 を検 討 した 。NAD-aseはMycob.butyricumと

Mycob.aviumの あ る菌 株 とに存 在 して いた が,そ の 活

性 は加 熱処 理 を 行 な つ た の ち に は じめ て認 め られ た 。 す

な わ ち,こ れ らの 菌 株 で は 熱 に 安 定 な 酵 素 と熱 に不 安 定

な 阻 害 物 とが 共 存 して い る。KernとNataleが 指 摘 し

て い る よ うに7),「 加 熱 活 性 化 」 とい う操 作 で は,酵 素 も

阻 害 物 も と もに 熱 に 安 定 な 場 合 や 酵 素 自体 が 熱 に不 安 定

な 場 合 に は,阻 害 剤 と共 存 して い る酵 素 の存 在 が発 見 で

きな い 可 能 性 は あ るけ れ ど も,NAD-aseはMycobac-

ternaの うち で は 狭 い 分 布 を示 し,上 述 の菌 株 に の み認

め られ る と考 えて よい だ ろ う。NAD-ase活 性 を示 す こ

れ らの 菌 株 は,い ず れ もSauton培 地 で は非 常 に簿 く沈

み や す い菌 膜 をつ くる とい う共 通性 を もつ て い た。

注 目 に値 す る こ とは,人 型 菌 と牛 型 菌 で は酵 素 活 性 を

示 さな か つ た こ とで あ る。isoniazidの 抗 結 核 作 用 は,

これ らの 菌 株 に対 して もつ と も著 し く発 揮 され るの で あ

るか ら,「NADのisoniazid-analogue」 形 成 がisonia-

zidの 抗 結 核 作 用 の本 態 で あ る とす るな らば ,こ れ らの

菌 株 で こ そanalogue形 成 が もつ と も著 しい は ず で あ る

が,こ れ ら の菌 株 に はanalogue形 成 を 触媒 す るNAD-

aseの 活 性 は 認 め られ ず,さ らに,現 在 まで に はNAD-

aseに よ る交 換 反 応 以 外 のanalogue形 成 経 路 は証 明 さ

れ てい な い 。 「NADのisoniazid-analogue形 成 」 仮 説

の根 拠 と して あげ られ て い る実 験 的 事 実 は,結 核 菌 と

carboxy1-C14-isoniazidと をincubateし た と ぎ,2,3

の 溶 媒 系 に よ る菌 抽 出 液 のpaper-chrornatographyで

RfがNADと 一 致 す るspotに 放 射 能 が 蓄積 して い る

とい うこ との み で あつ て4)～6),PPCのmarkerと して

NADが 用 い ら れ て い てNADのisoniazid-analogue

そ の も の が用 い られ てい な い こ と,放 射 能 を も つspot

か ら溶 出 した 物 質 の化 学 的 性 状 が ほ とん ど検 討 され て い

な い こ と,な ど の難 点 のた め に結 論 的 な論 拠 とは 言 い に

くい 。NADのisoniazid-analogue形 成 を 触 媒 す る

NAD-aseが 人型 菌,牛 型 菌 で は認 め られ な い の で あ る

か ら,analogue形 成 の別 の経 路 が 証 明 さ れ るか,iso-

niazidと 接 触 した 菌 か らisoniazid-analogueが 純 粋 の

物 質 と して 単 離,同 定 され るか しな いか ぎ り,「NADの

isoniazid-analogue形 成 」 仮 説 は実 証 され た事 実 と して

で は な く,魅 力 あ る仮 説 と して留 ま らね ば な ら な い で あ

ろ う。

Mycob.butyricumのisoniazid耐 性 株 で は,菌 浮 游

液 で は加 熱 処 理 後 もNAD-ase活 性 が 認 め られ な か つ た

が,無 細 胞 抽 出液 で は加 熱 処 理 に よっ て酵 素 活 性 が 認 め

られ た 。Mycob.avium Kirchberg株 で も同 様 の 現 象,

が み られ た 。 この こ とはisoniazid耐 性 株 で はNADに

対 す る透 過 性 が低 下 して い るた め で あ ろ う と 考 え ら れ

る。

NAD-aseとNAD-ase阻 害 物 との 関 係 は 非 常 に 厳 密

に特 異 的 で あ つ た 。KernとNatale7)は,Mycob.bu-

tyricumのNAD-ase阻 害物 は 豚 の 脳,Neurosporra

 crassa,Chromobacterium violaceum,Bacillus subti-

lisか ら調 製 したNAD-aseを 阻 害 しな い と報 告 して い

る が,酵 素 一阻 害物 の 特 異性 は さ らに厳 密 で,同 一じMyco-

bacteriumに 属 して い て も,Mycob.butyricumの 阻 害 二

物 はMycob.avium Kirchberg株 の 酵 素 を 阻 害 せ ず,

逆 にKirchberg株 の 阻害 物 はbutyricumの 酵 素 を 阻

害 しな かつ た 。 さ ら にKirchberg株 の酵 素 はMycob

 aviumの 他 の株 の抽 出液 に よつ て も阻 害 され な か つ た 。,

同一 細 胞 の なか に酵 素 とそ の阻 害 物 とが 共 存 して い る こ

との 生 物 学 的 意 義 は 明 らか で な い が,予 備 的 な 実 験 の 結

果 で は 阻 害 物 は酵 素 よ りも抽 出 され や す く,菌 体 の 破 壊

が不 十分 な と きに は酵 素 は ほ とん ど抽 出 で きず 阻 害 物 の

み が抽 出 きれ て き て,両 者 が 菌 体 内 部 で 別 々 のsub-

cellular unitsに 分 布 してい る こ とが 予 想 され る。 動 物

組 織 で は 酵 素 は顆 粒 分 画 に 存 在 してい る こ とが 知 られ て

い るが,mycobacteriaで も酵 素 は顆 粒 分 画 中 に,阻 害

物 は 可 溶性 分 画 中 に存 在 し,両 者 は そ れ ぞ れ の 部 位 の

NAD含 量 を コ ン トロ ール す る こ とに よつ て,そ れ ぞ れ

の 部 位 の脱 水 素 酵 素 系 の 活 性 を コ ン トロ ール す る調 節 機

構 と して 作 用 して い るの で あ ろ う。

Mycob.butyricumは,GordonとSmithに よ る細

菌 学 的 研 究 に よつ てMycob.smegmatisの1菌 株 と分

類 され11),Boenickeに よつ て もそ のamidases pattern

に よつ てMycob.srnegrnatisと して分 類 さ れ て い る

が12),NAD-aseに 関 し て はMycob.butyricumは

Mycob.smegrnatnsと 態 度 を異 に し,Mycob.avnumの

あ る株 と と もに酵 素 活 性 を示 した。Mycob.avnumと ざ

れ て い る もの の うち に はNAD-ase活 性 を示 す も の と示

さ ぬ もの とが あ り,Sauton培 地 で の菌 膜 の 性 状 と の 間;

に一 定 の関 連 が 認 め られ た 。

5.　 結 論

Mycobacteriaに お け るNAD-aseの 分 布 を 検 討 し
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た 。 加 熱 に よつ て 「活 性 化 」 され る酵 素 が,Mycob.bu-

tyricumとMycob.aviumのKirchberg株,Flamin-

go株,細 谷 株 とに認 め られ た。 す なわ ち これ ら の菌 株

に は 熱 に 安 定 なNAD-aseと 熱 に不 安 定 なNAD-ase阻

害 物 とが 共 存 してい る。

Mycob.butyricumとMycob.avium Kirchberg株

とのisoniazid耐 性 株 で は,菌 浮 游 液 で は 加 熱 処 理 後 も

酵 素 活 性 は 認 め られ ず,無 細 胞 抽 出 液 に して 加 熱 処 理 す

る こ とに よつ て,は じめ て 酵 素 活 性 が 認 め られ た 。 耐 性

秣 で はNADに 対 す る透 過 性が 低 下 して い る と考 え られ

'る。

NAD-aseとNAD-ase阻 害 物 との 間 の 関 係 は 厳 密 に

特 異 的 で あ つ て,同 じMycobacteriumに 属す る もの の

澗 に も相 互 間 の 作 用 は認 め られ な か つ た。

人 型菌 に はNAD-ase活 性 は 認 め られず,し た が つ て

isoniazidが 結 核 菌 のNADのnicotinamnde部 分 に置

き代 わ る こ とに よつ て抗 結核 菌 作 用 を発 揮 す る とい う仮

説 は,NAD-aseに よ らな いanalogue形 成 経 路 が証 明

さ れ な い か ぎ り,成 立 しな い もの と考 え られ る。
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Nicotinamide Adenine Dinucleotide Nucleosidase 

in Mycobacteria (Report I: Distribution of the 

Enzyme).

Distribution of NAD-ase and its inhibitor in myco

-bacteria was studied." Heat-activated" NAD-ase 

was found only in Mycob. butyricum and Mycob. 

avium. Heat-labile NAD-ase inhibitor had the same 

distribution pattern in mycobacteria.

In the case of the isoniazid-resistant variants of

the above strains, the enzyme-activity was revealed 

only in the heat-treated cell-free extract, and not 

in the heat-treated cell-suspension.

The anzyme-inhibitor relationship was absolutely 

specific.

Isoniazid-analogue formation hypothesis for the 

action mechanism of isoniazid was discussed as 

having some difficulties.


