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Cinnamic acid hydrazide誘 導 体 の抗 結核 性 に関 す る研 究
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抗 酸菌 あ る い は 結 核 菌 に 対 して の み 有 効 な 狭 い 抗菌 ス

ペ ク トル を もつ 抗 生 物 質 は,こ れ まで も しば しば 報 告 さ

れ て い るが,こ の よ うな 物 質 は 現在 臨 床 的 価 値 を もち え

な くて も,将 来 この 菌 属 の 物 質 代 謝 そ の 他 の 研 究 面 に 寄

与 す る可 能 性 を もつ て い る。 最 近,Ohkumaら1)に よつ

て は じめ て分 離 され,Tuberinと 命 名 さ れ た 新 抗 生 物

質 も,抗 酸 菌 に対 して のみ 抗 菌 力を 発 揮 す る が,こ の も

の の化 学 構 造 はAnzai2)3)に よつ てtrans-p-methoxy-

styrylamineで あ る こ とが 証 明 され,trans-p-methoxy-

cinnamic acidよ り合 成 され た 。

この構造決定にいたる予備段階において,い ろいろの

近縁物質あるいは合成への中間物質がつ くられたが,著

者らはcinnamic acid hydrazideを 中心 とするそれ ら

の材料の抗結核性を検討する機会を得たので,そ の成績

をここに報告する。

実験材料および方法

使用菌株:保 存菌株である人型結核菌H37Rvお よび

そのisoniazid耐 性変異株H37RvINH-Rを 試験管内実

験に使用し,マ ウス感染実験には 牛型 結核 菌Ravenel

株を用いた。

使用培地:抗 菌力を検討する試験管内実験のためには,

Kirchner半 流動培地(Kirchner液 体培地の塩 類組成

に馬血清10%,寒 天0.1%,マ ラカイ トグリーン4γ/

mlに 含 む)を 中試験管に5mlず つ分注して用いた。

動物実験における臓器 よりの感染菌分離培養には,原 液

にKH2PO4を1%に 含有する小川鶏卵培地を使用した。

動物:体 重18±2gの 市販dd系 マウスの雄を使用し

た。固型飼料と水とで飼育した。

被検i薬剤:次 の8種 類の合成品の抗結核菌 力をINH

を対照として検討した。

(1)

(2)

(3) (4)

(5) (6)

(7) (8)

動 物 実験 に よる 抗 結 核 性 検 討 の た め に は,こ の うち(1)

(P-chlorocinnamoyl hydrazide),(2)(P-methylcin-

namic acid hydrazide),お よびp-methoxycinnamoyl

 hydrazideを 選 び,こ れ に さ らにcinnamic acid hydra-

 zideを 加 え て,INH,1314THを 対 照 とし て実 験 を行

なつ た 。

薬剤を培地に加えるには次のごとくにした。蒸溜水に

対する溶解性は(8)とINHを 除いてはすべて難 溶 で あ

る。一方,エ タノールには(3),(5),(6)を 除いてはかな り

よく溶解し,原 液として6.4mg/ml溶 液をつくりえた。

上記3剤 のうち(５)は0.8mg/mlエ タ ノー-ル溶液とな り

えたが,(3),(6)は ともにさらに難溶であつた。しかし溶

剤を統一する目的でこの2剤 にもエタノールを使用し,

比較的均等な浮游液 として(3)の場 合は6.4mg/ml浮 游

液,(6)で は3.2mg/ml浮 游液を作 り,そ れぞれ原液と

した。各薬剤 とも原液から2倍 稀釈のエタノ ール 溶 液

(ない し浮游液)系 列をつ くり,い ずれも0.1mlず つ

上記培地に注加 し,標 準系列として128,64,32,16,

8,4,2,1mcg/ml薬 剤含有培地を調製 した。なお,対

照培地にもエタノールを0.1ml加 えて用いた。

水難溶性の化学合成品を動物に経 口投与するには,こ

れを乳鉢中でよく磨砕 しつつ2%の ゼラチ ン溶液を加え
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て均等に浮游せ しめ,そ の濃度は

0.2ml中 に一回投与量 が含有 さ

れるように した。INHは 蒸 溜水

に溶解せしめて同様の方法で投与

した。経 口投与はゾンデを用いて

行なつた。

菌液調製:水 晶球入 り丸コルベ

ンを用い手振 り法で均等な1mg/

ml菌 浮游液を調製 した。 試験管

内実験に用いた菌は,い ずれも小

川培地上10日 発育菌 であ り,

動物実験のものは,Sauton合 成

液体培地上に10～14日 発 育 の菌

膜から得た。

成績判定:試 験管 内実 験 は,

37℃3週 培養の読みで判定 した

が,発 育がないか,あ るいは少数

の集落しか発育しなかつた培地は

4週 の成績も加え判定した。動物

実験は2mg菌 量静注後の致死感

染に対する延命効果,あ る い は

0.01mg静 注後の脾内感染菌数増

殖阻止効果より,薬 剤投与の有

効性を判定 した。投与は感染翌

日より開始 し,2週 間連 日行なつ

た。脾からの感染菌分離は感染翌日および以後1週 ごと

に,各 群 より2～3匹 を剖検 し,脾 全体を乳鉢中に入れ,

は じめに蒸溜水,の ちに1%NaOHを 加 えて10倍 乳 剤

とし,以 後蒸溜水による10倍 連続稀釈液として,そ れ

らを0.1mlず つ小川培地に接種培養 し,発 育集落数 よ

り脾全体の感染菌数を算出した。

実 験 成 績

Table1に 試験管内実験の成績を総括 して示 した。菌

接種4週 後の最少発育阻止濃度をもつて比較したが,対

照として用いたINHの0.08mcg/mlに 比べては るか

に高濃度であ り,8～16mcg/mlが 中心で4,32mg/ml

の ものがそれぞれ一つあつた。 さらに 興味が あること

は,INH耐 性菌に対 してこれらのcinnamic acid hy-

drazide誘 導体は効力が弱 く,INHと 耐性が部分的に交

叉している現像である。すなわち,H37RvINH-R株 は,

原株H37Rvに 比べて800倍 もINHに 耐性 となつてい

るが,同 時に8種 のcinnamic acid hydrazide誘 導体

に対 しても多少な りとも耐性上昇 し,数 倍から30倍 の

程度である。また,培 地には2%に アル コールが混入 し

たが,対 照培地において比較 したところ,ア ルコールに

よる発生集落数の変化はみ られず,た だ発育速度が多少

お くれる程度であつた。

Table 1. Growth-Inhibitory Activity in vitro of the Derivatives 

of Cinnamic Acid Hydrazide against H37Rv and its 

Variant Strain Resistant to INH

 Note: Size of inoculum was 0.001 mg per tube .
* The highest level was not determined due to the insolubility of the

 drugs.
R-CH=CH-CO•ENH•EH2

マウス実験結核症に対する効果試験は2度 行なつたが,

それ らの実験様式は,Table2と3に 示し,そ の結果

はFig.1(A,B)とFig.2に 示 した。Fig.1(A)

は延命効果に関する検討であるが,対 照群は10日 間で

すべて死亡 し,感 染のきわめて強度であつたことが知ら

れるが,1314TH2mg投 与群,INHO.1mg投 与群は

感染23日 目においてそれぞれ100%,70%の 生残率を

示し,こ れらの抗結核剤のきわめて有効なることを証明

している。一方,被 検cinnamic acid hydrazide誘 導

体4種 による治療群は,す べて対照群 よりすみやかに死

亡し,投 与による全身状態の悪化が認められた。 これら

の薬剤の毒性が,感 染による致死過程を早めたものと考

えられる。Fig.1(B)は 感染菌増殖阻止効果をみたも

のであるが,こ の場合は感染量0.01mgで 早急に感染

死を来たさなかつたが,被 検薬剤投与群は実験終了前に

死亡するものがあり,脾 における感染菌数の消長を4週

まで追求することができなかつた。 しか しいずれにせよ,

INH,1314THに 比べて,こ れ らcinnamic acidhy-

drazide誘 導体の増殖阻止効果は弱く,し かも,毒 性を

軽減するため投与量を減少せ しめる必要性が 示 唆 され

た。この意味で,マ ウスでの実験2はTable3に 示す

ごとく,感 染量を前実験の1/4の0.5mgと し,同 時に,

投与量をそれぞれ0.5mgと した。Fig.2に 示 すごと
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Table 2. Design for Mouse Experiment I

Table 3. Design for Mouse Experiment II

く,対 照群は18日 より27日 にかけて全部死亡したが,

実 験1に 比べれば感染度の弱いことが分かる。 しか し,

被 検4剤 投与群のうち,P-methoxycinnamoyl hydra-

zide投 与群を除いた3群 は,そ れぞれ対照群 よ り少 し

早めに全動物死亡し,こ れらの薬剤の無効性と,こ の投

与量における多少の毒性の存在が実 証 され た。INH,

1314THは それぞれその顕著な治療効果が表現されてい

る。

考 察

以上の成績から,被 検cinnamic acid hydrazide誘

導 体が抗結核薬として臨床的に用いられる可能性はない

ものといえるが,興 味ある副次的所見としてhydrazide

をその構造中にもつため,こ れらの薬剤がINHと 部分

的に耐性が交叉することに注目したい。このことは,イ

ソニコチン酸の誘導体と考えられる1314THが,INH

と耐性交叉 しない事実とあわせて,細 菌の薬剤耐性問題

に示唆する点もあ り,同 時に,今 後この系統の新 しい抗

結核剤を合成していくうえに,参 考とすべき点 で あ ろ

う。in vitroの 効力の強いものをとくに選んで動物実験

を行なつたのであるが,そ れらのLD50は 腹腔内で200

mg/kg以 上であ り4),1回 注射では当然耐えられる量,

すなわち1匹 当 り2mg,あ るいは0.5mgを1日 量と

して用いたが,投 与を繰返すことによつて慢性毒性が発,

現 した。この慢性毒性はわれわれが新抗結核薬探索にあ

たつてしば しばぶつかる問題であつて,こ のため多 くの

物質が実用的価値を失つた。最近われわれの研究室で扱

つたin vitroで きわめて強 力な 抗 結 核 菌 力 を もつ

Ilamycin5)6)も その1例 である。また,in vitroの 抗菌

力がそのままin vivoの 抗菌力とならないことも当然

であつて,新 抗結核剤探索にあたつてはいろいろ問題点

が多い。cinnamic acid hydrazide誘 導体の実用的価値
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Fig. 1. Antituberculous Effects of the Derivatives of Cinnamic Acid Hydrazide in

 Comparison with INH and 1314 TH in Experimental Mouse Tuberculosis

 (* Number of mice sacrificed for examination)

Days after infection

Weeks afterinfection

Fig. 2. Antituberculous Effects of p-Methoxycinnamoyl Hydrazide, p-Chlorocinnamoyl

 Hydrazide, p-Methylcinnamic Acid Hydrazide, Cinnamic Acid

 Hydrazide,1314 TH and INH in Intravenously Infected Mice

 (Mouse Experiment II)
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はともかくとして,新 抗生物質の化学構造より合成剤と

しての化学療法剤への発展という1例 をここに報告し,

将来の参考としたい。また逆に,新 抗結核性 抗 生物 質

Questionmycinの 構 造が明らかにされたとき,そ れ は

われわれが以前検討 したことのあるOrthoaminoPhenol

であつたとい う経験もある7)。

結 論

新抗結核菌性抗生物質Tuberin (trans-p-methoxy-

styrylamine)の 化学構造決定にさいして合成され た8

種類のcinnamic acid hydrazide誘 導体について,試

験管内抗菌力を検討 し,こ れらが4～32mcg/mlに 最少

発育阻止濃度をもつて,有 毒結核菌に有効であることが'

証 明された。 しか し,こ れ らの花合物はINHと 耐性が

部分的に交叉 し,ま たそのうち発育阻止効果の強いもの

も,マ ウス実験結核症に対 しては無効であり,慢 性毒性

のため実用的価値はないと考えられる。
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 昭35.

 Studies on the Antituberculous Activity of the 

Derivatives of Cinnamic Acid Hydrazide.

 Recently, a new antituberculous antibiotic was 

isolated by Ohkuma et al.1) and named as Tuberin. 

The chemical structure of Tuberin was then indenti

 fied as trans-p-methoxystyrylamine and it was 

synthesized from trans-p-methoxycinnamic acid by 

 Anzai2)3). In the course of this chemical research, 

some derivatives of cinnamic acid hydrazide were 

prepared as the intermediate compounds to Tuberin 

synthesis by him. The present authors had an op

portunity to examine those compounds in vitro and 

in vivo for antituberculous activity. The minimum 

inhibitroy concentrations against H37Rv and its iso

- niazid-resistant variant strain (H37Rv INH-R) ini 

Kirchner semisolid agar medium are as shown in, 

Table 1, namely they are ranging from 4 to 32 mcg/

ml against H37Rv. Of particular interest is the fact

that H37Rv INH-R is more or less resistant to those

derivatives of cinnamic acid hydrazide. The antituber

culous activity against experimental mouse tuber 

culosis of the derivatives was examined two times, 

in the designs as shown in Table 2 and 3, and the

results are presented in Fig. 1 and 2. It will be 

seen from these figures that the test samples have

chronic toxicity and are not effective against intrave

nous infection of mice. The compounds would not: 

have practical value.


