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236MacacairusimportedfromCambodia,MalayaandVietNamwereloadedwith4mglkg・

8mg/kgor16mg/kgofbodyweightofisoniazidora11yand40r6hourplasmalevelsofthe

biologicallyactiveisoniazidweredeterminedbytheverticaldiffusiontechnique.

AsindicatedinFig.1,2and3,thesignoftrimodalitywasshownlnsomeexperlments,

butthefinalresultofourexperimentrevealedonlybimodaldistributionasshowninFig・4・

Investigationoftheacetylatingcapacityoftheorganhomogenatedemonstratedthatalso

thekidneyandthespleenacetylatedsometimesisoniazidasshowninFig.5.Wewerenot

successfultodemonstrateacloserelationshipbetweentheacetylatingactivityoftheliver

homogenateontheonehandandthebloodlevelofthebiologicallyactiveisoniazidontheother

asindicatedinFig.6.

Thisreportwaspresentedtothe8thannualmeetingoftheJapanSocietyofHuman

Geneticsandtheresum6waspublishedintheJapaneseJournalofHumanGenetics8,283,1963・

1.は じ め に

INH代 謝 型 は常 染 色体 性 の遺 伝型 質 で あ つ て,迅 速

代 謝 型(raPidinactivator),中 間 代謝 型(intermediate

inactivator)お よび 遅 延 代 謝 型(slowinactivator)の

3型 に 分 類 され る こ とは わ れ わ れ(砂 原 ら1)一一5)),つ い

でDufourら6)に よつ て 確 か め られ た 。 一 方INH代 謝

に は 著 しい 動 物 種 属 差 の 存 在 す る こ と はHughesら7)

や わ れ わ れ(砂 原8)9))に よつ て指 摘 さ れ た。 ま た 動 物

に お け るINHacetyl化 能 の 主 な 局在 部 位 は 肝 臓 で あ

り,細 胞分画の中ではmicrosomeで はな く上清画分で

あることもわれわれ(砂 原ら8)9))に よつて報告された。

今回の報告は,INH代 謝 の種属差 に 関連 して人間以

外の動物においてもわれわれの見出した代謝型分布の三

峰性が観察されるかどうかを確か め,す すんでぱINH

代謝の遺伝学的研究を動物実験の場に移すことが可能で

あるかどうかを検討しようとするものである。

2.材 料および方法

実験材料としてはマラヤ,カ ソボジアおよびベ トナム

*FromTokyoNationalChestHospita1(*)andNationalInstituteofHealth.(**)

ReprintmaybeobtainedfromShigeichiSunahara,Director,TokyoNationalChestHospital,

Kiyosemach1,Kitatama-gun,Tokyo,Japan.
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から輸入されたMacacairus(テ ナ ガザル)を 用いた。

血清の生物学的活性INH濃 度は直立拡散法(小 川10),

砂原3))を 用いて測定した。

肝その他臓器の組織ホモジネー トのacetyl化 能は次

のように して 測定した。組織片49を ステソレス鋏を

用いて切 りきざみ0.9%oKCI,0.17%NaHCO3液10ml

中に混 じ冷室中でガラス ホ モ ジナイザーに か け た。

Acety1化 の測定は次の反応液および反応条件 の もとに

Warburg装 置 を用いて行なわれた。

主 室1/15M燐 酸buffer

O.01MNa-ATP

O.1MMgC12

0.4MNaF

O.1Na-acetate

soomcg/mlINH

40%組 織 ホモ ジ ネ ー ト

H20

計

中 心 室20%KOH

温 度37。,ガ ス 相 空 気

時 間30分

0.3ml

O.3

0.1

0.1

0.4

0。4

1.0

0.4

3.0

0.2m1

Acetyl化 能 は全INHと 遊 離INHの 差 と して 現 わ

し,INH測 定 はShort11)法 に よつ た。

3.実 験 成 績

i)負 荷INH量 と血中濃度測定時間

INHを 体重1kg当 り4mg,8m9あ るいは16m9

経 口投与後4時 間 目および6時 間目の血漿の生物学的活

性INH濃 度を図1,図2お よび図3に 示 した。4mg/

Fig.1.PlasmaLevelsofBiologicallyActive

Isoniazid4Hoursand6Hoursafterthe

Doseof4mg/kgoftheDrugtoMonkies

4hourlevel〆AnimalsfromMalava,20animals

mc9,'ml●AnimalsfromCambodia
,35animals3

.2

1.6

0.8

0。4

0,2

0.1

0
0.10.20.40.81.63.2

6hourlevelmcgml

結 核 第43巻 第2号

kg投 与 後4時 間 値 ではo.1mcg/mlとo・2mcg/mlの

間 お よびo.4mcg/mlとo.8mcg/mlと の間 に,ま た

8mg/kg投 与 後4時 間 値 で は0.1mcgと0・2mcgの

間 お よ び0.8mg,'mlと1.6mcg/mlと の 間 に 境 界 線

を 引 くこ とが で き る よ うで あ る。16mg/kg負 荷 例 は 比

較 的 少 数 で あ るがo・4mcg/mlお よび1・6mc9/mlの あ

た りで3群 に 分 か れ る。

図1,図2を み る とMalaya産 の テ ナ ガ ザ ル に は4

Fig.2.PlasmaLevelsofBiologicallyActive

Isoniazid4Hoursand6Hoursafterthe

Doseof8mglkgoftheDrugtoMonkies

4hour}evel

mcg/ml

3.2

1.6

0.8

0.4

0.2

0.1

0

●8mg/kgINHto40animals

fromCambodia

o8mg,kgINHto5anima]s

0.10.20.4

6hourleNe1

0.81.6

mcg/ml

Fig.3.PlasmaLevelsofBiologicallyActive

Isoniazid4Hoursand6Hoursafterthe

Doseof16mgikgoftheDrugtoMonkies

4hourlevel
mcg,/ml

6hourlevel mcg/m1
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mg/kg負 荷 後6時 間 値 が0・3mcg/ml以 上 の も の は1

匹 の み て,ま た8m9/k9負 荷 後6時 間 値 が0.4mc9/ml

以 上 の も の が な い 。 これ だ け か ろ 推 定 す る とMalaya産

はCambodia産 よ り も 低 濃 度 で,し た が つ て 不 活 性 化

能 が 高 い よ うに み え る が,何 分 に も 検 左 例 数 が 少 な い の

で 結 論 は 出 な い 。

ii)生 物 学 的 活 性INH濃 度 の 度 数 分 布

図4は さ ら に 検 査 例 数 を 増 し た 場 合 の4mg/kgINH

Fig.4.FrequencyDistributionCurveofPlasma

LevelsofBiologicallyActiveIsoniazid6Hou.rs

aftertheDoseoftheDrugtoMonkies

N。.。f、nim、1、 ●一 一 →4h・urlevelsafter4mgkg・flNH(123
animalsfromMalaya,Cambodia

andVietNam!
o-一 一一一〇4hourlevelsafter8mg/kgofINH

(98animalsfromMalayaandCambodia)

△一 △6hourIevelsafter8mg/kgofINH

(93animalsfromMalayaandCambodia)

/
/

<0・10・1250・150・250・50・81・01・21.62・34・8mcg/ml

負 荷4時 間値(123例),8mglkgINH負 荷 後 の4時 間

値(98例)お よび6時 間 値(93例)を ま とめ て図 示 した

もの で あ るが この 場 合 の 谷 間 は4mg/kg4時 間 値 と8

mg/k94時 間 値 に お い てo・125mc9/mlに 認 め られ る

だ け で16mg/kgINH負 荷 群 で は全 く谷 間 が 認 め られ

ず,ま た3群 と も図1,2,3に お い て 認 め られ た0.4

mcg/mlと0.8mcg/mlと の 間,あ るい は0.8mcg/ml

と1・6mcg/mlと の間 の谷 間 は 確 認 で き なか つ た 。

図1,2,3,4を 通 覧 す る とサ ル の場 合 は 迅 速 型 とそ

の 他 の群(中 間型 と遅 延 型 の合 計)と の2つ の群 に 区 別

可 能 で あ るが 中間 型 と遅 延 型 と の区 別 は つ ね に 可 能 で あ

る とはい え ない よ うで あ る。

つ ま り二 峰 性 の 存 在 は 確 か で あ るが 三 峰 性 の 存 在 は 不

確 か で あ る。

iii)サ ル肝,脾 お よび 腎 のINHacetyl化 能

107匹 のサ ル の肝,60匹 の脾 お よ び26匹 の 腎 の

INHacety1化 能 の 測 定 成 績 を 図5に 示 した 。

肝 のみ な らず 脾,腎 に もサ ル の場 合 はINHacetyl化

Fig.5AcetylatingCapacityofMonky

Liver,SpleenandKidney

の

1くidnev● ● ●● ● ● ● ●
●● 》 ・ ●

作用が認められることがある。しかもそのacety1化 能

には著明な個体差が認められ,肝 の場合でも非常に活i生

の低い個体が存在す る。 なお肝ホモジネー トのacety1

化能はやや二峰性に近い分布を示していることが注目さ

れる。

iv)肝acetyl化 能 と血漿活性INH濃 度 との相関

4mg/kg負 荷後6時 間の血漿活性INH濃 度 と肝アセ

チル化能との関係を図6に 示した。肝の活性が血中濃度

Fig.6.RelationshipbetweenPlasmaIsoniazid

LevelandAcetylatingCapacity

ofMonkyLiver

RateofacetNlation

ofINHintheliver
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B】oodle、el6hoursafter4mg'kgofINHmcg/mt

に全 く反映されていない。異なつたINH負 荷量,異 な

つた採血時間の場合についても作図を行なつたが結果は

同じであつた。
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4.考 案

i)INH代 謝の多型現象の証明について

ヒトにおける血清または血漿の生物学的活性INH濃

度の三峰性は砂原ら1)～3)5)によつて見出されたものであ

つてDufourら6)が 追試,確 認に成功するまでは欧米の

研究者達は二峰性分布説を容易にすてなかつたのである。

Dufourら の報告が出てからも,た とえば 「砂原 らの 日

本人の場合における三峰性証明は是認されるが,Dufour

らの白人,黒 人についての成績にはただちに賛同しがた

い」とい う見解(Jennei2))が まだ一部に残つている。そ

れとい うのも白人,黒 人の場合は第一一峰(迅 速代謝型に

相当)が きわめて低いためそれは人為的産物ではないか

とい う疑いがさしはさまれるためであろう。

しかしこの点に関 しては砂原 らがDufourら との共同

研究(砂 原8))を 始める以前,つ まり白人,黒 人の血液

採取の機会をもちえなかつた時期に,な るべ く白人,黒

人に近い代謝型を示すアジア人種を求 めて,タ イ人 お
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よび中国ノ、についての測定を行ない,日 本 ノ、に比べ ろと

著しく低い第一峰を伴つた三峰性を証明してい るのであ

る。とくに クイ人の場合は迅速型の頻度は白ノ、に近いの

で 日本人 と白人との橋渡しとしての意義が大きい と考え

たのである。 このように迅速代謝型の多い人種か ら少な

い人種まで,第 一峰の移 り行きをたどつてみろと白ノ、に

おける三峰性を承認するのにいささかも抵抗 を感 じな

い。まして砂原らはPhiladelphiaか ら送 られた,Du-

fourら の測定したのと同一の血清について東京で 独 立

に測定を行なつて,ア メリカ側の発表と高度に近似 した

度数分布曲線を得ているのであるか ら,白 人,黒 人にお

ける三峰性の真実さを疑 うことはできない。(砂 原 ら8))

日本人の場合でも,た とえば4mg!kgINH負 荷後の

4時 間値,8mg/kg負 荷 後の6時 間値をとれば,当 然血

中濃度は4mg/kg負 荷6時 間値の場合よりも高 くなろ

か ら,第 一峰はきわめて低 くなるのである。(砂 原ら13')

この ようにヒ トにおける度数分布曲線の人種間の偏り

および負荷量と測定時間の影響についての観察を念頭に

おいて,サ ルの場合の研究を行なつたのである。

図1,2お よび図3が 示 しているように比較的少数例を

扱つている間は迅速,中 間および遅延の3群 におおよそ

分かれ るようにみえたが,よ り多数の動物についての成

績をとりまとめた図4で は迅速とその他との2群 には分

かれるが,中 間と遅延とには分かれがたいようにみえる。

したがつて現在のところサルにおいて人間の場合にみ

られるような三峰性を確認 しがたいとい うべ きであろ

う。せいぜい二峰性が観察されたに止まる。しか し今後

INH負 荷量,採 血時間などに関 してさらに工夫 を こら

せば,三 峰性を浮び上がらせ ろことが全 く不可能とはい

いきれないかもしれない。

さしあたつては,ヒ トにおける遺伝仮説をそのまま動

物,こ とにサルに適用可能であるという根拠は得られな

かつたわけであるか ら,動 物を用いてのかけあわせによ

る遺伝実験に進むことはできない.

われわれがサルについてのこれ らの実験成績を発表 し

たのは,1963年 の 日本内科学会 と 日本人類遺伝学会で

あ つ た(砂 原 ら14)15))。と ころがそ の 後(1965年),

Petersら16)が17匹 のMacacamulatta,12匹 のMacaca

cynomolgusお よ び12匹 のCercocebusfulliginosus

に40mg/mlのINH溶 液を体重1kgに つ き20mgkg

(われわれの場合より大量である)の 割合 で 筋肉内注射

し,24時 間尿の全INH量 とacetylINHの 比をacety1

化率 とみなして代謝型の研究を行なつた。前2種 のサル

では正規分布曲線 しか得なかつたが第3の 種類(ceroce-

busfulliginosus)の 場合は二峰性であつた。Peters17)

は われわれの実験成績と彼自身の成績 とを比較検討 して,

彼 らの場合は使用動物数がきわめて少ないために望 まし

い結果が得られなかつたのでないかと考察 していうが,

結 核 第43巻 第2号

わ れ わ れが す で に た び た び 指 摘 した よ うに(砂 原 ら3)13)〉

負 荷 量 につ い て の工 夫 も必 要 で あ る と思わ れ る し,ま た

も と も と尿 中排 泄 物 か ら多 型 現 象 を ぱ つ き りと と らえ る

こ とは,ヒ トの場 合 で も困 難 で あ る とい う事 情 も考 慮 に

フ、れ な くて は な らな い と思 わ れ る。

な お わ れ わ れ の実 験 の範 囲 で は サ ル の種 類,性 別 等 に

よ るINHacety1化 能 の差 異 を 見 出 しえ なか つ た。

Goeddeら18)は ア フ リカ産 の サ ルCercopithecusae-

thiops37匹 を 用 い て,20mg/kgのINH投 与 後3時 間

値 を 測 定 して,う ち7匹 の 濃 度 が 他 を 引 き離 して 高 い こ

とを もつ て 二 峰 性 の 存 在 を推 論 して い るが,彼 らの論 文

中 の 図 を み る と この 推 論 は 必 ず し も妥 当 で は な い よ うに

思 わ れ る。Petersら16)も そ の結 論 に 疑 い を は さ ん で い

るo

Petersら16)はMacacamulattaの6匹 に つ い て,

Sulfamethazineの 代謝 様 式 を 追 及 して い る が,INH代

謝 型 と の間 に関 連 を 見 出 して い ない 。

ウサ ギ に つ い てFrymoyerら19)はINHあ る い は

Sulfadiazineを 静 脈 注 射 して化 学 的 に 遊 離 分 画 を 測 定 し

て い るが,血 中INH濃 度 に つ い て もSulfadiazineに

つ い て も二 峰 性 を 認 め て い る が,Sulfadiazineの ほ うが

よ り明確 で あ つ て 個 別 的 にみ て も両 者 の 代 謝 速 度 が平 行

して い る。

INH代 謝 にお け る 多 型 現 象 が 気 づ か れ た と き,同 じ

くacety1受 容 体 で あ るSulfa剤,PABA,PASな どに つ

い て も 同 様 の 現 象 が 認 め られ る の で は な い か と い う考 え

が 当 然 浮 び上 が つ た 。 わ れ わ れ の 当時 の 研 究(向 山 ら20)〉

で ばSulfisoxazoleの 場 合 はINHの 代 謝 型 に い く らか

の 相 関 が 認 め られ た。 しか し相 互 に重 り合 い が あ るた め

Sulfa剤 代 謝 を 指 標 と してINHの3代 謝 型 を は つ き り

と分 別 す る こ とは不 可 能 で あ つ た 。PABAの 代 謝 はINH

代 謝 型 に 全 く関 係 が な か つ た 。 そ の 後 の肝 ホ モ ジネ ー ト

のacetyl化 能 の 研 究 で は,Sulfisoxazoleよ り もSu1-

fanilamideの ほ うがINH代 謝 能 に 平 行 しや す い こ とを

見 出 して い る(砂 原 ら9))か ら,Sulfa剤 の 種 類 に よつ

て はINH代 謝 との よ り高 度 の平 行 関 係 を 観 察 しえ たか

も しれ な い。 そ の 後PriceEvansら21)はINHの 迅 速

代 謝 型 て は,尿 中 に 排 泄 さ れ たSulfamethazineの

acetyl化 率 が 高 く,INHの 遅 延 代 謝 型 て は 低 い こと,

また ヒ トの肝 の生 検 材 料 に つ い てINH迅 速 代 謝 型 で

は,Sulfamethazineの 代 謝 速 度 が 大 き い こ とを 報 告 し

た。

これ らの ヒ トに お け る実 験 成 績 と先 に 引 用 したPeters

らお よ びFrymoyerら の サ ル,ウ サ ギ に お け る 実 験 成

績 を一 つ の 平 面 に の せ てみ る と,現 在 の 段 階 で はINH

とSulfa剤 との 代 謝 保 式 の相 関 性 な い し,そ の 程 度 に

つ い て結 論 を 与 え うる段 階 で は な い よ うで あ る。

ii)血 中遊 離INH濃 度 と組 織 のacety1化 能 と の
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関係

INH代 謝 の多型現象はすでに述べたとお り,ヒ トに

おける血中活性INH濃 度の個体差か ら気づかれた。 し

か し最初にわれわれによつて明らかにされた三峰性分布

ぱ1つ には白人,黒 人についての証明が遅れたこと,2

つには生物学的測定法によつていたことのゆえに,靴 を

へだててかかとをかくの うらみがないではなかつた。今

日では白人,黒 人についても観察されたし,わ れわれが

最近開発した化学的定量法によつて再確認された(中 川

ら22))か ら事態は・一・一・-JS応揺がな くなつたといつていいであ

ろ う。しかし血中の生物学的活性INHに しろ,化 学的

に測定された遊離INHに しろ,も との形のINHの う

ち生体内て変化を受けないで残つた部分を定量 している

のであつて,acety1化 能そのものを測定しているのでは

ないか ら,な んといつても間接的なアプローチであると

い わ な くてはならない。便宜的に血中活性または遊離

INHを 問題にするに しても,そ れと組織のacetyl化 能

を結びつける試みがなされなくてはならない。

われわれのサルにおける試みは図6に 示 したように全

く失敗に終わつた。

Goeddeら18)ば わずか2匹 のサルについててはあるが,

化学的に定量された遊離INH濃 度 と肝ホモジネー トとの

INHacety1化 能が平行すると報告した。Frymoyerら

は ウサギについてSulfadiazineの 血 中の半減期と肝ホ

モジネー トのSulfadiazineacetyl化 能 とがよく相関す

ろことを報告 した。そのうえ彼 ら23)はウサギ肝ホモジネ

ー トについて,Sulfadiazineのacetyl化 能が三峰性で

おることを報告 している。(INHに ついては肝における

acety1化 の三峰性を認めていない し,Sulfadiazineに

つ いても血中濃度については二峰性 しか認めていないの

である)

なおヒ トの生検肝についてPriceEvansら21)は 血中

濃隻二虐ついた2つ のINH代 謝型(彼 らは本来二峰性

説をとつている)に 対応してINHのacety1化 率 が異

なると報告している。

要するにFrymoyerやPriceEvansら は,わ れわれ

とは異なつて血中濃度と肝の活性とを結びつけることに

ある程度成功しているように見えるが,ヒ トとウサギ,

INHとSulfa剤,二 峰性 と三峰性等の問題が複雑に入

りこんでいるので,彼 らの結論を今のところ全面的には

信しがたいように思われる。

ことに肝を唯一のacety1化 臓器 とみなしていいかど

うか疑わ しい。確かにハ トやニワトリでは肝の活性が圧

倒的である(砂 原ら9))けれ どもウサギにおい ては,わ れ

われは腸の活性が無視できないことを報告したし(中 川

ら22う,図5に みるようにサルでも脾,腎 に相当程度の

活性池:認め られるのである。Blondheim24)は ヒ トにおい

て腸のacety1化 能 う':けつ して・」・さくないことを報告し
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ている。 このように肝外活性を考慮しな くてはならない

としたら,血 中濃度 と肝活性を直接むすびつける試みが

簡単に成功する可能性は本来少ないはずである。

acety1化 に関与する主要i組織あるいは全個体のacety1

化能 を測定する実験計画が問題の最終的解決のためには

必要なのではないだろうか。

5.む す び

1.236匹 のサル(Macacairus)を 用 い,INH負 荷

後の血中活性INH濃 度 を測定した。部分的には三峰性

に近い度数分布を観察したが,全 例をまとめると二峰性

しか確認できなかつた。

2・ 肝のacety1化 能 と血中濃度とは相関しなかつた。

付記1・ 志村甲子男,奥 村和子.鈴 木七郎,柳 橋淳

三の諸氏の協力を感謝する。

2.本 研究は第8回 日本ノ、類遺伝学会(1963)に おい

て発表された。
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