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Preface

   A number of determinations of free INH in serum and urine have been already reported 

by many resarchers, but it has been difficult to determine accurately in chemical assay the 

free INH under one microgram per ml. 

   The authors originated a new chemical determination of free INH which photometrically 

measured the sensitive blue color occurring in a reaction between INH and Folin's  phospho-

tungstate reagent. By this method, we have carried out a few studies on the metabolic fate of 

INH in the human body.

                            Determination of free INH 

   The procedure for analysis of free INH in serum is as follows : One ml of serum is mixed 

with  1.  2 gm of ammonium sulfate in a 15 ml of glass-stoppered tube, to which  0.  025 ml of 1 

N-sodium hydroxide and 10 ml of a 3  : 7 isoamyl alcohol-ethylene  dichloride mixture are added. 

After shaking for 15 minutes, and centrifuged at 1, 500 r. p. m. for 10 minutes, 8 ml of the 

organic solvent phase are transferred to another glass-stoppered tube containing 2 ml of  0. 1 

N-hydrochloric acid. These contents are shaken for 10 minutes and centrifuged for 5 minutes 

at 1, 500 r. p. m. A  1.  5 ml of the acid extract is transferred to a test tube. It is treated with 

0. 5 ml of 5%-sodium cyanate,  0.  5 ml of saturated urea solution and  0.  4 ml of the Folin's 

phosphotungstate reagent, with vigorous shaking after each addition. The reaction mixture is 
then allowed to stand at room temperature for one hour for complete color development. The 

colored solution is transferred to 1 cm quarz cuvette and read at 660 millimicrons in a Hitachi 

FPW-4-type spectrophotometer. The unknown value is then calculated from previously prepared 

free INH concentration curve. 

   By this method, the free INH concentration under one microgram per ml of serum was 

determined with a standard deviation of  0. 1 microgram. 

   The procedure for analysis of free INH in urine is as follows :  0. 1 ml of urine is diluted 

with  1.  9 ml water in a 30 ml glass-stoppered tube,  0. 1 ml of 30%-hydrogen peroxide is added, 

and the mixture solution is shaken vigorously. The tube and contents are boiled for 10 min-

utes in a water bath to oxidize perfectly other components than free INH which reduce the 

Folin's reagent, and cooled with stream water. One ml of this oxidized solution is mixed with 

 1.  0g of ammonium sulfate in a glass-stoppered tube, following procedures being carried out 

in the same way as the determination of free INH in serum. 

   By this method, the free INH concentration under 10 microgram per ml of urine was 
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determinedwithastandarddeviationofO.33microgram.

InvestigationonthemetabolismofINH

ThefindingsonthemetabolismofINHaftertheoraladministrationofINHof4mgPer

kgofbodyweightwereasfollows:

1)Therewasacorrelatio訟betweentheser田nconcentrationoffreeINHandtheurinary

excretionamountoffreeINH.

2)SerialchangeoftheserumconcentrationoffreeINHaftertheingestionofINHwas

nearlyidentifiedintheduplicativeexaminatio薮s.

3)Theuri獄aryamountsoffreeINHuntilsixhoursaftertheingestionofINHwasnearly

identifiedintherepeatedexaminations.

生体 内に おけ るIsonicotinicacidhydrazide(INH)

の代謝については,臨 床的な面 と 相 まつて血清,尿 お

よぴ あ らゆ る組織のINHお よび その誘 導 体 が 定量的

に研究 され,低 分 子 で あ るINHは 腸管 よ り容易に吸

収 され,ま た あ らゆ る組織に浸透 し1)～5),アセチル化 あ

るいは ヒ ドラ ゾン化等の解毒を受けてその生物学的活性

を失い8),尿 中に排泄 されやすい こと等が 明 らかに され

てい る4)6)7)◎しか しこのINH代 謝には著 しい 個人差が

み られ9)～12),砂原 らはINH内 服後の血 清INH濃 度を

微生物学的測定法に よつて求め,そ の個人差 の著 しい値

を詳細 に検討 し,人 体におけ るINH代 謝には遺伝的な

3代 謝型 のあることを 明 らかに した13)～20)。FreeINHを

定量す る 方法 に は,Kelly&Poet2),Hughes8》,堂 野

前4),Short22),山 口as》,Pool&Meyer25),Prescott2i》,

Scardi28),Maher26),Peters32)ら の 化学的定量法 と,

B6nicke27),Morse28),Be1129),お よび小川 ら30)の微 生

物学的定量法な ど数多 く報告 され て きた。 しか しINH

の一般治療量に よる血清INH濃 度 は約10Ptg/ml以 下

とみ られ るの で,常 に よ り微量INHの 定 量 法 が望 ま

れ,と くにINHの 遺伝的代謝型 の研究 では化学的定量

法にてO・1Ptg/ml程 度の定量限界濃度 まで も正 確 に定

量で きる簡易な方法が期待 さ れ て い る 現状 で あ る。

Petersは 血清 中FreeINHを0・1μ9/mlま で定量で き

るINHとBrCNと の反応 を利用 す る蛍光分光学的定

量 法を報告 してい るが32》,実際 には あま り良い成績を示

していない よ うであ る33)。

著者 らはFreeINHがFolinのPhosphotungstate

試 薬9t>85)を還元 して青 く呈色す る鋭敏な反応 を 見 出 だ

し,こ の呈色の もっ680mμ の吸収極大 を利用す る分光

学的定量法を考案 した。 この 方 法 による と1μ9/m1以

下の血清中FreeINHをo・1μ9/mZの 偏差 で定量す る

ことがで きた。われわれは 目下INH代 謝の個人差を本

法 にて検 討中であるが,本 報 では まず この定量法につ き

詳述 し,あ わせてINHの 生体 内代謝の2,3に ついて

論 及 したい。

1・FreeINH体 の 定 量 法

A)試 薬

1)(NH,)2SO4(特 級):乳 鉢 に て 粉 末 化 して使 用。

2)1N-NaOH溶 液:特 級NaOHに て 調 製 す る◎

3)Dichloroethane(特 級)

4)Isoamylalcoh◎1(特 級)

5)0.1N-HC1溶 液:特 級HC1に て 調 製 す る◎

6)5%-NaCN溶 液:特 級NaCNに て調 製 。冷 所 に

保 存 し,要 時 室 温 に 戻 して 使 用す る。

7)飽 和 尿 素 溶 液:特 級 尿 素 を 蒸 留 水 に 室 温 で 飽和 溶

解 させ た も の。

8)Phosphotungstate試 薬(Folinの 試 薬)35)36)39》:

Na2WO4.H20(特 級)209,Na2HPO449を 蒸 留水 に

加 温 溶解 し,こ れ に25%硫 酸 溶 液(特 級 硫 酸5ml

を蒸 留 水15mlに 加 え た もの)20mZを ゆ つ く り混 和

し なが ら加 え る。 これ を 還 流 冷 却 器 つ きフ ラス コに て1

時 間 おだ や か に 沸 騰 せ しめ,後 放 冷 し,水 に て200ml

とす る。 この 試 薬 は 要 時 に 濾 過 し,そ の 濾 液 を 使 用 す

Fig。1.
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る。

9)30%-H202:冷 所 保 存 ◎

B)器 具 お よび 計 器

1)抽 出試 験 管:約2,500r・p・m・ の遠 沈 操 作 に 耐 え

うるや や 肉厚 な硬 質 硝 子 か らな る図1の ご とき磨 合せ 有

栓 試験 管 を 用 い る◎

2)熱 酸 化処 理 用試 験 管:図1の ご と き30ml容 の磨

合せ有 栓 試 験管 を用 い る◎

3)振 愚 機:振 幅4cm,1分 間 約400回 の 横 振 り振

愚機 。

4)光 電 光 度計:日 立FPW-4型 光 電光 度 計 。

℃)定 量 操 作

1)血 清 中FreeINHの 定 量 法:有 栓 抽 出 試 験 管2

本 を準備 し,そ の1本 をSamlpe用,他 の1本 をBlank

用 とす る。Sample用 試 験 管 に は 血 清1ml・Blank用

試験 管 には 水1mlを 入 れ,乾 燥 した(NH4)2Sq末1

9を 両試 験 管 に投 じて 硫 安 飽 和 と な し,さ ら に1N-

NaOH溶 液O.025mlを 加 え て十 分 に ア ル カ リ性 と す

る。 この両 試 験 管 にDichloroethane7ml,Isoamyla1・

£ho13mlの 混 合 溶 媒 を 重 層 し,こ れ を振 盈 器 に て15分

間 十分振 愚 した 後,1,500r・P・m・ で5分 間遠 沈 し,溶

媒 層の8mlを 別 の有 栓 抽 出試 験 管 に と り,こ れ にN/lo

-HCI溶 液2mlを 重 層 し,振 盈 機 に て15分 間振 盈,

溶 媒 中のFreelNHを 塩 酸 層 に 再 抽 出 す る。 こ れ を

1,500r.p.m.で5分 間 遠 沈 し,こ の 塩 酸 層 の1.5ml

を別 の試験 管 に と り,5%-NaCN溶 液0・5ml,尿 素飽 和

溶 液0.5mlを 加 え,こ れ にPhosph◎tungstate試 薬

4.4mlを 添 加 して 発 色 を 行 な う◎ こ の 反 応 呈 色は 図2

の ご とき860mμ に 吸 収 極 大 を もつ 吸 収 スペ ク トル を 示

す が,反 応 の完 結 に か な りの 時 間 を 要す るの で,1時 間

放 置後 の 呈 色 を 日立 光 電 光 度 計 に て660mμ の 吸光 度 を

Blankを0に 合わ せ て 読 み,既 製 の 検 量 線 よ りそ の濃 度

を 求め た ◎

2)尿 中FreeINHの 定 量 法:尿 中FreeINHを 血

Fig.2.Abs◎rptionSpectrumoftheReaction
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清の もの と同 じよ うに定量す るには,Phosphotungstate

試薬 と反応す るFreeINH以 外の尿中成分 を あ らか じ

め完全に酸化 してお く必 要が ある。 この酸化法にはい ろ

いろ考 え られ るが,FreeINHは 酸化 しない方法 として,

過酸化水素を 加えて 加熱す る 酸化法を考案 した。 すな

わ ち30ml容 有栓試験 管に尿0.1～0.2mZ(尿 中INH

量が多い場合,ま たは尿量の少 ない場合にはO.1ml)を

とり,水 を2mlに なるよ うに加え,こ れに30%一 過酸

化水素O.1mlを 添加 して十分振壷 し,水 浴中にて約10

分間加熱 し,後 これを水冷す る◎ この1mZを 有栓試験

管に とり,以 下の操作は血清FreeINHの 定量法 と 同

じである。 なお尿中FreeINHの 検量線 は 任意尿 を媒

体 としたものを用い るδ

D)検 量線の作製

1)血 清FreeINH用 の検量線:早 朝 空腹時 に 採血

して得た健常者血清にINHを3,2,1,0.5,0.2Ptg/ml

溶解 した ものを基準 として検量線を作製す る◎ この検量

線は図3に 示 す ごとくで,Beerの 法則 に よ く従 う直線

が得 られ る。

2)尿 中FreeINH用 の検量線:早 朝空腹時 の 健常

者尿にINHを30,20,10,5,2.5μ9/mZ溶 解 した もの
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を基準 として この検 量線を作製す る。 この検量線は図4

に示す ごとくで,血 清FreeINHの 検量線 と同様 にBeer

の法則に よ く従 う直線 が得 られ る◎

2・ 本法定量値 の精度

1)血 清 中FreeINHの 定量値:血 清中に 含 まれ る

FreeINH濃 度が1,0.4 ,0.2Ptg/mlの 場合 につい て

検討す る と,そ の成績は表1の(a)に 示す ご とく,各 濃

度 ともo・1Ptgの 偏差で定量で き,o.2Ptg/mlま での定

量が可能 とみな され る。

2)尿 中FreeINHの 定量値:尿 中のFreeINH濃

度は血清中の濃度 よ りは るかに高いので,20,10,5μ91

mlの 濃 度について検討 した。その成績 は 表1の(b)に

示す ごと くで,10μ9/ml以 下 の 濃度を0.3μ9の 偏差

で定量で き,そ の定量精度は きわめて高い もの とみ なさ

れ る。

なお表 中の各測 定値は660mμ における吸光度 の読み

で表 現 し,本 定量 法による分光学的定量 の感度 を示 した◇

Table1.(a)RecoveryofFreeINHinSerum

Experiment
number

1

2

3

4

5

6

7

8

Mean

Recovery,

St.D.

1eμ9/ml

0.011

0.009

0.009

0.011

0.010

0.010

0.009

0.010

0.010

1。0土O.1

μ9/m1

04μ,g/m.1

0.004

0.003

0.006

0.005

0.004

0.004

0.005

O.0044

0.44土0.09

μ9/m1

02pa9/ml

0.001

0.003

0.004

0.OOI

O.002

0.002

0.001

0.002

0.2土0.1

μ9/m1

Table1.(b)RecoveryofFreeINHinUrine

Experime就
number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

01

Mean

Recovery,

St。D.

20μg/m1

0.156

0.163

0.150

0。155

0.154

0.161

0.157

19.9土0.56

μ9/ml

10μ9/ml

O.072

0.077

0.079

0.076

0.074

0.078

0.072

0。073

0.077

0.079

0.076

9.65土0.33

μ9/m1

5μ9/m1

0.036

0.035

0.041

0.041

0.040

0.041

O.039

4.95土0。33

μ9/ml

3・FreeINHとPhosphotungstate試 薬 と の 反 応

SodiumphosphotungstateはPicricacid,Sedium
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picrateやPhosphomo1ybdicacid等 と ともにAlkaloids

の反応試薬36)として用 い られ,水 溶液中 のTungstate

を還 元す るとTungstenbluesが 得 られ る37)。Foli簸鋤

は,尿 酸がSodiumPhosphotungstateを 還元す ること

を認め,こ の青 く呈色す る還元反応 を利用 す る 尿 酸 の

定量法34)38)を考案 した◎著 者 は,こ のFelinのPhos-

photungstate試 薬が またINHに よつ て 還元 され るこ

とを認めたが,こ のINHと の呈色反応の機構を調べる

と,尿 酸 との反応 と全 く同様で,高 濃度 のCN一 の共存

を必要 とし,さ らに十 分量 の尿 素を添加す ると,こ の反

応は よ り安定 とな り,か つ完全化す ることを確認 した。

しか しこの反応 呈色の分 光性は,図2に 示す ごとく680

mμ に吸収極大を示 し,尿 酸 との呈色が示す730mμ の

吸収極大 とはやや 相 違 す る◎ またFolinのPhospho-

tungstate試 薬 とFreeINHと の 呈色反応 は その完結

に長時間を要 し,図5に 示 す ごとく,そ の大部分は5分

間に発色す るが,以 後の発 色は徐 々に進 行 し,二 相性反

応の様相を呈す。 したがつ て本定量法 での測定 にさい し

ては,反 応後 丁度60分 時 におけ る吸光度 を読むが,10

分以内にその読みが終われば測定 中の呈 色進行は誤差の

範囲に納 ま る。

Fig.5.SerialChangesofOpticalDensityat

660mμoftheReactionColorofFreeINH

withFolin'sPhosphotungstateReagen、t
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4・INH誘 導 体 の本 定 量 法 に よ る定 量 の能 否

本 法 はFreeINHを 定量 す る方 法 と して 考 案 した もの

で あ るが,と くにINH誘 導 体 に つ い てIsonicotinoyE

acetate,Isonicotinoylglycine,Isonicotinamide,Iso-

nicotinicacidと 第 一 製薬 よ り特 別 に 作 つ て い た だい た

INH-hydrazones等 を選 び ,血 清 中FreeINHの 本 定

量 法 に よ り,そ の 各 定 量 の能 否 を 検 討 した 。 そ の結 果 ば
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Table2.RemovalofInterve蹴ionofUricAcidinDetermi捻ationofFree

INHbyPhosphotungstateMethod

Materia1:uricacidaqueoussolution5mg/d1

Materia1 30%H202 H黛0
…

IN.NaOH (NH,)皇Sq
Optica玉de無sity

at660mμ
'

2ml (一) 0.1m1 (一) 1.09 0,262

2 (一) 0.1Boiled 0.025ml 1.2 0,025

2 (一) 0.1 一
fOf10

0,050 1.2 0,010

2 0.1m1 (一)
聯

mmutes (一) 1.0 0

2 0.1 (一) 0,025 1.2 0

2 0.1 (一)1 0,050 1.2 0

下 記 の ご と く で,

FreeINH100%

pyruvicacidisonicotinoylhydrazone34%

Ketoglutaricacidisonicotinoylhydrazone21%

d-Gluc◎seisonicotinoylhydrazone

Isonicotinoylacetate

Isonicotinoylglycine

Isonicotinamide

Isonicotinicacid

%

%

%

%

%

5

0

0

0V
O

INH-hydrazonesの みがいずれ も不 完全 なが ら定量 さ

れた。しか し これ らINH-hydrazonesにPhosphotung-

state試 薬を直接作用す る と鋭敏 な呈 色反応を等 し く発

生す るので,上 記の各定量率はその試薬 との反応性を示

唆す るものではな く,FreeINHの 抽 出操作 によつて各

Hydrazoneが いかに分離され るか を 示 した ものとみな

され る◎

5。FolinのPhosphotungstate試 薬 と反応す る検体

成分

FolinのPhosphotungstate試 薬は,尿 酸 やFreeINH

との反応以外にVitaminB6やPAS等 と もよ く反応

し,ま たSulfa剤 とも多少反応す る非特異的な もので,

これ らが と りわけ多 く含 まれ る検体では 当然 この介入が

懸念され る。 しか し血清中 の 尿酸やVitaminB6は,

INHの 抽出に さい し,そ の血清 を 十分 アル カ リ性にす

ることのみでほ とん ど除去 され るが,尿 では尿酸は もち

ろん,VitaminB6も かな り含 まれてい るため,こ れ ら

をあ らか じめ処理す る必 要があ る。 このた め 尿中Free

INHの 定量に さい しては,あ らか じめ 尿 に 過酸化水素

を加えて加熱す る苛 酷な酸化処 理を施 し,INH以 外 の

成分の介入を防止 した◎表2は 本反応に もつ とも関与す

る尿酸につき この処理作用 の効果 を 示 した が,INHの

抽 出でアルカ リ度 を増す こ とのみで も尿酸はかな り除去

できるが,不 完全 である◎ しか しこれに過酸化水素を作

用 して酸化す る と,こ れが完全に処理 され ることが よ く

示 されている。 このよ うな作用はVitaminB6(Pyrido・

xa1,Pyridoxine,Pyridoxamine)に ついて も同 じであ

つた。またPAS,Sulfa剤 は,こ れが同時に内服された

場合には尿中,血 中 ともに十分検出 され るので,当 然こ

の定量値に影響を与 える。 と くにPASは 過酸化水 素を

加 えて加熱す るもほ とん ど処理 しえないので,PAS・

INH併 用時 の検体 についてはFreeINHの 定量 は不可

能 とみな され る。

6.生 物学的定量値 と本法値 との比較

あ る健常者に体重kg当 り4mgのINHを 経 口的に

投与 し,1時 間 ごとに採血 し,そ の血清中のFreeINH

を小川の生物学的定量法*と 本法 とで同時 に定量 し,両

者値の 比較を試みた。 表3の 上段に 示す ごとく 同 じ試

験を2回 行なつ たが,本 法定量値では2回 の経時的 変化

にほ とん ど差 を認めず,INHの 生体内代謝 には再現性 の

あ ることを示唆 したが,生 物学的定量値にはそのよ うな

傾 向はほ とん ど認め られず,ま た本法値 との不一致は1

μg/mZ以 上の濃度 において とくに著明であ る◎

またINH水 溶液 と血清にINHを 投 じた ものについ

て比較定量を試 み ると,表4と 表3の 下段 に 示 す ごと

く,ま ずINH水 溶 液につい ては,両 者 ともあま り良い

成績を示 さず,そ の優 劣は一概に判定 しえないが,血 清

中のFreeINHに ついては,本 法値は生物学的定量 値よ

り明 らかに良い 成 績 を 示 し,本 法定量値(化 学的定量

値)の 真価を明 らかに した よ うで ある。

7.尿 中に排 泄され るFreeINH量 の再現性

尿中FreeINHの 定量的研究 は,INHの 生体内代謝

の手がか りとして早 くか ら試み られ,FreeINHの 尿中

排泄量にみ るi著しい個人差はB6nicke,Hughesら に よ

つて注 目せ られ,そ の後Bel1ら は血 清中 のFreeINH

を生物学的に定量 し,そ の濃度に も著 しい個人差のあ る

ことを明 らかに し,INH代 謝の個人差を 明 確 な ものに

した。 しか し血清FreeINH値 にみ る個人差 と,Free

*小 川の生物学的定量法30):10x1 .5cmnの 頸曲 り中試験管 に 小州培

地(PABA2μ9/ml含 有1%燐 酸培地)を 流 し込み,水 平に して

90℃ で加熱凝固せ しめ,こ れに 人型結核菌H37Rv株(Mycobac-

teriumtuberculosisvarianthominisRoughvirulent

strain)の 浮遊液1mlを 培地面 に均等に 流 し込み,一 昼夜解卵器

中に放置 した後,翌H試 験 管を垂 直に立 て,こ れにINHの 血清標準

溶液 と被検血清の各1mlを 岡時におのおのの試験管の底に注入 し,

37℃ で2週 間培養 した後,液 面か らの菌発育阻止帯の畏 さを測定 し,

INHの 標準溶液にて作製した検量線 よ り被検血清のINH濃 度を求

め る方法で,直 立拡 散法 として広 く利用 されてい る。
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Table3.ComparisonofChemicalAssayand

BiologicalAssayofFreeINHinSerum

SerialchangesoffreeINHinserumafteroralad-

ministrationofINHof4mgPerkgofbodywelght

Method

H◎urs

Hoursafter

oral

adminis-

tration

ofINH

1

2

0
σ

4

5

貞◎

＼

1

2

3

4

5

6

Thelst

test

The2nd

test

Chemicai
assay

(μgperm1)

3.2

2.O

O.9

0.8

0.7

0.5

3.0

2、1

1。5

1.0

0.75

0.45

Biol◎gical

assay

(μgperml)

>3.2

>3.2
2.41

1.04

0.65

0.42

1.57

1.46

0.82

0.95

0.47

0.34

INHconcentration
ofserum

3.oμ93/m1

2。0

1.0

0.5

0.2

Chemicalassay

(μgperml)

3.0

2.1

1.0

0。5

0.3

i
Biologicalassay

(辞gperml)

2.58

1.68

0.58

0.35

0.18

Chemicalassay=Phosphotungstatemethod

Biolegicalassay:Ogawa,sverticaldiffusio箆 】method

INHの 尿 中 排 泄 量 に み る個 人差 との間 の 相 関 性 に つ い

て は い ま だ 緊 密 性 が実 証 され て い な い◎ わ れ わ れ は この

問題 を追 求す るに あ た り,ま ずINH内 服 後 一 定 時 間 ま

Fig.6.RepeatedExamination◎fUrinary

ExcretienofFreeINHafterOral

AdministrationofINHof4mg

perkgofBodyWeight
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Table4.ComparisonofSimultaneousDeter・

minationsbyChemicalAssayandBiological

AssayofINHinAqueousSolution

INHCO獄ce箆t.

三箆Aq.Sd陰.

3μ9/m1

3

3

3

3

Mean,St.D.

1μ9/ml

1

1

1

1

Chemicalassay
(μ9perm1)

2.75

3.06

3.00

2。81

3.30

B三 ◎10g三calas§ay

(μgperm1)

3.20

2.58

2.58

3、20

2.41

2・98,土 ・・2・{2・79,± ・・34

0.87

0.63

1.17

0.87

0.98

Mean・St・D・1・ ・9・・ 土 α ・8

0.5μ9/m1

0.5

0.5

0.5

0.5

"Mean
,St、D.

0.63

0.50

0.32

0。63

0.56

1.09

1.09

1.09'

1.31

0.94

1.11,土0.12

0.62

0.49

0.49

0.44

0.44

・・53,土 …2i・ ・5・,土 …7

Chemica!assay:Phosphotungstate灘ethod

B三〇109三calassay:Ogawa'sverticaldiffusionmethod;

でに尿中に排泄 され るFreeINH量 の繰 り返 し試験を試

み,血 清FreeINH値 に認めた再現性 と同様 の再現性

を示すか否かについて検討を加えた。

図6は あ る一一pa常者に体量kg当 り4mgのINHを

内服せ しめた後,1時 間 ごとの尿量を経時的に採取 し,

その尿中FreeINHを 著者 らの方法 で 定量 し,日 を改

め同 じ試験を行ない,そ の尿中排泄量の再現性を調べた

成績であ る。 これに よると2,3時 間 までの排泄量には

明 らかな差異を示すが,以 後次第 に 集約 し,5,6時 間

にな るとほぼ一致 した排 泄量を示す よ うにな り,腎 性排

泄量 の再現性が認め られた。

8・ 血中FreeINH値 と尿中FreeINH量 との相関i

性

体重kg当 り4mgのINHを 経 口投 与 した後,6時

間時 に採血 して得た血清FreelNH値 と,前 述 のご とく

再現性 の認 め られ たその6時 間までの尿 中FreelNH量

との相 関性を検討 してみた。図7は 生物学的血清Free

INH値 とShortの β一Naphthoquinone法 に よる尿 中

FreeINH量 の相関性,図8は 血 清FreeINHの 生 物

学的血清FreeINH値 と本法 による尿 中FreeINH量

との相関性 をおのおの示 した もの で,前 者 の検討 では,

その相関傾向をほぼ認め うるとい う程度に とどまるが,

後 者の検討か らは,両 者の相関性はかな り高い ものであ
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Fig.7.RelationshipbetweentheFreeINHConcentration

inSerumat6HoursandtheFreeINHAm◎unt

inUrineExcretedunti16HoursafterOral

AdministrationofINHof4mgper

kgofBodyWeight
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ることが実 証された◎か くして血中FreeINH値 の個

人差 とFreeINHの 尿中排泄量の個人差 との 間には正

の相関性 が認め られ,生 体内におけるINH代 謝の個 人

差が明示 された。 しか し血清FreeINHの 化学 的定量

と尿中FreeINH量 との相 関性についてはまだ検 討 し

てお らず,こ れについては今後の試 み としたい。

9.INHの 経 口投与量 とFreeINHの 尿 中排泄量 と

の相関性

健常者に 体重kg当 り2,4,6,8お よ び12mgの

INHを 経 口的 に投与 した後,6時 間までに 尿 中に 排 泄

され るFreeINH量 を求めてみ ると,図9に 示 す ごと

く,INHの 経 口投与量 とその尿中排泄量,との 間にはほ

ぼ直線的な相関性が認め られた◎ しか しkg当 り4mg

と8mgの 投与量による繰 り返 し試 験の成 績

か らみて,INH投 与量 が増 加 す るにつれ尿

中に排泄され るFreeINH量 の再現性 が 低

下す るように見受け られ る◎

また図10はINHの 各内服量に よる尿中

FreeINHの 経時的累積値を示すが,そ の各

累積 曲線は経過時にほぼ平行関係を保持 し,

いずれ もきわ めてなめ らかに経過 してい るの

が注 目され る。 また この成績は,一 般に治療

量 として内服され るINHが,FreelNHと し

て何時間 まで尿 中に排泄 され るかを示 してお

り,た とえば体重kg当 り8mgのINHが

内服された場合で も,12時 間以後 の 尿中排

泄量は きわめてわず かなもの とみなされ る。

10.FreeINHの 腎 クリアランス

あ る健常者に体重kg当 り4mgのINHを

経 口投与 した後,1時 間ご とに採血 した血清

のFreeINH値 と,そ の各1時 間 ごとの尿 中FreeINH

量 とを対照す ると,図11に 示す ごとく,血 清FreeINH

値の経時的変化 と尿中FreeINH量 の 変化 との間には

平行関係が認め られ る。 しか し生体 内におけ るINHは

きわめて代謝 されやすいため,FreeINHの 腎 ク リァ ラ

ンスを正確に求 めることは困難 である◎ しか し強いてそ

のおお よその値 を求め るな らば,4時 間か ら5時 間 と,5

時間か ら6時 間時 におけ る腎 ク リア ラ ンスがvanSlyke

の式 か ら算 出されそ うである。すなわち前者 の時間では

32ml/min,後 者の時 間では36ml/minと な るが,そ の

値はかな り高 く,FreeINHの 腎性排泄は きわめて容易

なもの とみなされ る◎
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考 案

5

FreeINHの 定量 に関す る研究は,INHの 生 体内代

謝 の追 求 と,生 物学的活性INH値 の臨床的要求 とに伴

つ て促進せ られ,ま たINH代 謝の遺伝的個人差の研究

は この課題に拍車をかけたが,抗 結核剤 としてのINH

内服量は,体 重kg当 り5～10mg程 度 で あ るた め,

そ の血清 中FreeINH濃 度はおお よそ10Ptg/ml以 下で,

実際には5Ptg/ml以 下,あ るいは1μ9/ml以 下 の微量

濃度が定量の対象 となつてい る。 こ の よ う な 血 清 中

FreeINHを 化学的な技法で正確に求 め るこ とはけつ し

て容易な ことではな く,生 体内におけ るINH代 謝の機

序 を解 明す る十 分な定量法は まだ確立 されていない よ う

である。

既に報告 されてい る定量法について考察す ると,ま ず
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INHと の 直接 反 応 で 呈 色 す る 諸 試 薬(1-

Chloro-2,4dinitrobenzene40》41),1-Fluor◎_

2,4-dinitrobenzeneas)25),4-Pyridylpyrid-

iniumdichloride2i),Sodiumβ 一naphtoqu・

inone-4-sulfonate4)42)～44),3・-Methyl-4-

hydrexybenzaldehyde26),Sodiumpenta-

cyanoaminoferroate23),ChloraminT45)a6》,

Picrylchloride47))を 利 用 した 定 量 法 が 多

く考 案 され て い るが,1μ9/ml以 下 の 血 清

FreeINHを 正 確 に 定 量 し うる もの は ほ と

ん どな く,発 色 反 応 に よ る定 量 値 の 限 界が

示 唆 され た 。ま たINHをIsonicotinicacid

に 導 きCyanogenbromideに て 発 色 させ

る方 法3),INHを 酸 分解 し てHydrazine

を 遊 離 させ,P-Dinitrobenzaldehydeと の

発 色反 応 で定 量 す る感 度 の高 い方 法2》 もあ

るが,こ れ らはINH誘 導 体 ま で定 量 す る

の でFreeINHの み の定 量 に は 適 用 しえ

な い よ うで あ る。 ま たINH自 身 の もつ 分

光 学 的 性 質 を 利 用 す る直 接 定 量 法10)'vl5)も

考 案 され て い るが,感 度 に乏 し く10Ptg/ml

以 下 の 定 量 は 不 可 能 と み られ,ま たINH

誘 導 体 も同 じ分 光 性 を 示 す の で,こ れ ら成

分 を い か に 処 理 す るか に も問 題 が あ り,発

色 法 よ りは るか に 劣 るよ う で あ る。 最 近

Peters32)は,FreeINHが ア ル カ リ条 件 で

Cyanogenbromideと 反 応 し,蛍 光 性 をお

び た 複 合 体 の生 ず る こ とに 着 目,感 度 の 高

い 蛍光 分 光学 的 定 量 法 を開 拓 し,血 清 中 の

FreeINHを0.1iCtg/mlま で 定 量 で き る

と報告 したが,実 際 これ を多 くの検 体 に つ

い て試 み た 彼 の成 績 を み る と3S),そ の再 現

性 はや は り悪 い よ うに 見 受 け られ る。

以上 のよ うな 化 学 的 定 量 法 と と も にB6nicke2η,

Morse28》,Mandelt8),Bel129),Grosset49)ら はH87Rv

菌株に対す る活性INHを 希釈法 で求める微生物学的定

量法を考案,本 邦では小川が同 じ菌株の活性INHを 直

立拡散法で求め る定 量 法 を 考 案 しso),Schmiede15e),

Grossetsi》,Lloyd-Mitchison52)ら もこれに 類 似 した定

量法を報告 してい るが,こ の うちわ れわれ が試 みた小川

の方法では,血 清中FreeINHを1μ9/m1以 下の低濃

度 まで定量で きるとい う利点 は あ るが,逆 に1μ9/ml

以上にな ると再現性 が悪 く,3Ptg/ml程 度にな るとその

信頼性はかな り乏 しい もの とされ ている。 しか しこの生

物学的活性濃 度(結 核菌 の発 育を阻止す るINH濃 度)

ははた して化学 的定量値 と同 じ値 を示す ものか否かは ま

だ判 然 とせず,ま だPetersが 彼 の蛍光 分光学 的定量 法

で検討 した比較定量値 をみ る と両 者間にはかな りのパ ラ
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ツキ がみ られ,1Ptg/ml以 下 のFreeINHを 正 確 に 定

量 す る とい うこ とは や は り至 難 とみ な され る。 しか し本

定 量 法 では1μ9/ml以 下 の 血 清 中FreelNHを0.1

μ9/mlの 偏差 で定 量 で き,か つ 小 川 の 生 物学 的 定 量 法 と

の比 較 で も本 法 値 は よ り優 れ た 成 績 を示 す が,本 定 量 法

で もINH-hydraz◎nesの 一 部 が な お 同時 に 定 量 され る

の で,い ま だ完 全 なFreeINH定 量 法 と は い い え ない

か も知 れ な い◎

次に 尿 中FreelNHの 定 量 につ い て は,血 清 中 の

FreeINH値 ほ ど低濃 度 で ない た め,微 量 定 量 法 と して

の懸念 は な い が,FreeINHの 反 応 試 薬 に対 し,INHと

類 似 した 反 応 を 示 す 諸 物 質 が尿 中 には 高 濃 度 に 含 ま れ て

い るた め,む しろ これ ら成 分 を いか に して 分 離 す るか が

問題 とな る◎ す な わ ちFreeINHを 反 応 す る 諸 発 色試

薬 はけ つ してFreeINHに の み特 異 的 な もの で は な く,

広 く用 い られ て い る β一Naphthoquinone法 に して も,

その発 色 試 薬Sodiumβ 一naphthoquinone-4-sulfonate

はSemicarbazide,Hydroxylamin,p--Aminosalicylic

acid,VitaminB6,Sulfa剤 等 と も反 応 す る非 特 異 性 を

示 し,ま た この 定 量 法 で は 早 朝 空 腹時 尿 か らも あ る成 分

が定量 され るの で,こ の 反 応 に よ る定 量 値 の信 頼 性 は は

なは だ乏 しい よ うで あ る。 この こ とか らPeters51)は 尿

をAmberliteIRA-400のColumnに 通 し,そ の 流 出

液 にS◎diumβ 一naPhthoquinone-4--sulfonateを 加 え て

発 色す る定 量 法 を 発 表 した 。 しか し こ のA=mberliteに

よ る分 離 操 作 で はP--Aminosalicylicacidは 分 離 され る

が,AcetylINHやIsonicotinicacid等 は 分 離 し えな

いの で,そ の 他 の 成 分 に つ い て もな お いつ そ うの検 討 が

期 待 され そ うで あ る◎

著者 の考 案 した 尿 中FreeINHの 定 量 法 は,従 来 法

とは そ の原 理 を 異 に す る方 法 で,す な わ ち 尿 中Free

INHを 溶 媒 で 抽 出す る前 に,そ の 尿 を酸 化 的に 処 理 し,

FreeINH以 外 の 成 分 が 同 時 に 定 量 さ れ る とい う難 点 を

解 決 した 。 しか し この 過 酸 化 水 素 を 加 え て 加熱 す る酸 化

的 処理 に も限 度 が あ り,た と え ぽP-Aminosalicylic

acidを 含 む 尿 か らは,こ れ も同 時 に 定 量 され る とい う

問題 が まだ 残 され て い る。

結 論

1)著 者 はFreeINHがFolinのPhosphotungstate

試 薬を 還 元 し,青 色 に 呈 色 す る反 応 を 見 出 だ し,こ の呈

色 の分 光 性 を 利 用 す る血 清 お よび 尿 中FreeINHの 新

定量 法 を 考 案 した ◎

2)本 定 量 法 に おけ る呈 色 反 応 は 血 清 お よび 尿 中 よ り

FreeINHを 抽 出 した もの に つ い て 行 な うが,と くに尿

中FreeINHの 定 量 法 では,あ らか じめ 尿 に 過 酸 化水

素 を加 え て加 熱 し,Phosphotugstate試 薬 を還 元 す る他

の成 分 を酸 化 的 に 処 理 した もの か らFreeINHの 抽 出
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を行 な う。

3)本 法におけ る定量精度はきわ め て 高 く,1μg/mZ

以下 の血清FreeINHをO・1Pt9/mlの 偏差,10Pt9/ml

以下 の尿 中FreeINHをo.3μ9/mzの 偏差で定量 でき

る0

4)INH誘 導体 については,INH-hydrazonesの み

が一 部定量 され る◎

5)FreeINHの 腎 ク リアランスは きわめて高 く,30

ml/min以 上 とみなされ る。

6)体 重kg当 り4mgのINHを 終 口投与 した後,

6時 間時 の血清FreeINH値 と,そ の6時 間 まで に尿

中に排泄され るFreeINH量 との間には正 の 相関性が

認め られ る。

6)INHの 経 口投与量 と,投 与後6時 間 まで の尿中

FreeINH量 との間には ほぼ直線的な相関がみ られ る◎

最後に臨み,ご 指導 ご校閲を賜わつた東京大学医学部

教授島薗 順雄先生に深謝致 します。(本 論文 の 要 旨 は第

40回 日本結核病学会総会お よび第38回 日本生化学総会

にて発表 した¢)
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