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Fromtheviewpointofhost-drugrelationship,studiesweremadeabouttheeffectof

antituberculousdrugsonoxidativephosphorylationandmorphologicalchangeofmitochondria.

Asantituberculousdrugs,INH,PAS,SMandKMetc.wereemployed.

Themitochondriawereisolatedfromtheliverofadultmaleratsaccordingtothemodified

methodofHogeboomandSchneider.UsingtheapparatusspeciallydevisedbyUtsumi,effects

ofantituberculousdrugsonvariousfactors,suchas,respiratorycontrol(R.C=State3/State

4),oxidativephosphorylation(ADP/0),oxidation-reductionofpyridinenucleotidesandmor-

phologicalstructureofmitochondriawereobserved.AlsoATP-Piexchangereactionand

ATPaseactivityweremeasuredrespectivelybyHagihara'smethodandTakahashi'smethod.

Thefollowingresultswereobtained,

ThechangesofR.CcausedbytheadditionofthedrugswereremarkableinKM(160

mcg/ml),VM(160mcg/m1),Tb1(0.42mM)andSM(160mcg/ml),thevalueofwhichbeing

1.1,1.3,1.7and1.9respectivelyincomparisonwiththatofthecontrol(2.3to3.0).On

theotherhandwithrespecttoADP/0,KM,VMandSMshowedinhibitoryeffect,thevalue

ofwhichbeing1.1to1.4incomparisonwiththatofthecontrol(1.7to2.0),andbothKM

andVMshowedparalleldegressioninR.CandADP/Oastheconcentrationofthedrugs

increased.

MitochondrialpyridinenucleotideswerereducedbytheadditionofPAS,butwereoxidized

lnvarlousextentbyotherantituberculousdrugs.

Themorphologicalchangesofmitochondriameasuredbythelightscatteringwerenot

remarkablebythesedrugs,althoughmostofthemcausedslightswellingofmitochondria.

AllthedrugsexceptCSandPZAshowedinhibitoryeffectonATP-Piexchangereaction

inmitochondria.Theextentofinhibitionincontrastwiththecontrolwas40to55%withTbl

(0.4mg/ml),VM(0.8mg/ml)and1314TH(2.5×10-3M)and10to33%withPAS(5×10『3M),

sM(o・8mg/m1),sIx(o.16mg/ml),KM(o.8mg/ml)anddisoxyl(o.16mg/ml).

ThelatentATPaseactivityofmitochondriawasstimulatedwithVM,KM,PAS,SMand

SIX.InthecaseofVM,KMandSM,theyinducedlinearincreaseoftheactivityinpropor-

tiontotheconcentrationofthedrugs.Ontheotherhand,theconcentrationofPASand
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othershadnoeffectontheATPaseactivitv.

Fromtheresultsmentionedabove,itissuggestedthatVM,KMandSMactastrueun-

couplersontheoxidativephosphorylationofmitochondria.Theuncouplingactivityofthese

drugswasfollowingorderofmagnitude;VM>KM>SM.AlthoughtheactionofVMand

KMtomitochondriaaresimilartothatof2,4-DNP,theconcentrationofthesedrugswere

muchhigherthanthatof2,4-DNP.

Tbland1314THprobablyinteracttothemitochondrialenergytransferreactionalthough

themechanismisstillobscure,「becausetheATP-Piexchangereactionofmitochondriawas

inhibitedwithoutinhibitionofADP/Oratiobythesedrugs.

緒 言

抗結核剤の作用機作については数多くの研究がなされ

ているが,そ れ らのうちで抗結核剤による副作用の発現

機序を宿主の細胞ないしは細胞穎粒 レベルで追究した結

果についての報告は比較的少ないようである。

い うまでもなく好気的細胞の生活または生育に必要な

エネルギーは,そ の大部分が ミトコソドリアで行なわれ

る酸化的燐酸化反応によつて供給されるものであるが,

この反応は複雑かつ不安定であ り,種 々の抗生物質をは

じめ多数の物質により容易に阻害を受けることが知 られ

ている1)2)。したがつて今日使用されてい る抗結核剤の

中にもこの系になん らかの作用を及ぼすものがありうる

ことは容易に想像されることであ り,こ のことが副作用

発現の一因をなしている可能性も考え られる。

われわれはこのような観点か ら,INHを は じめ各種

の抗結核剤が,ラ ット肝 ミトコン ドリアにおける酸化的

燐酸化反応およびこれに伴 う諸変化に対 していかなる作

用を及ぼすかを調べ若干の知見を得ることができたので

報告する。

材料および方法

1.実 験 動 物

実 験 動 物 と しては,体 重150～2009のWister系 雄

ラ ッ トを 用 い た 。

皿.肝 ミ トコ ソ ドリア の分 離 法

肝 ミ トコ ン ド リア の 分 離 はHogeboom-Schneider3)の

方 法 を 用 い た。 す な わ ち,ラ ッ トを あ らか じめ 一 夜 絶 食

させ,断 頭 脱 血 後 直 ち に 開 腹 し取 り出 した肝 臓 を秤 量 し

た 後 鋏 で細 か く切 断 して 氷 冷 した 蕉 糖 液(藤 糖0.25M,

ト リス ア ミ ノメ タ ソ5mM(pH7・4),EDTAO.1mM)

に 浸 した。 こ の 付 料 よ り表1の ご と くに して ミ トコ ン ド

リア を 分 離 した。 分 離 した ミ トコ ソ ド リア は29組 織 当

りを1mlの 藤 糖 液(薦 糖0.25M,ト リス ア ミ ノメ タ

ン5mM,pH7.4)に 懸 濁 して 実 験 に 月」い た。

皿.薬 剤 お よび 試 薬

本 実 験 で は 抗 結 核 剤 と してSM(Dihydrostreptomycin

sulfate,武 田薬 品工 業),KM(Kanamycinsulfate,万

有 製 薬),VM(Viomycinsulfate,Parke,DavisCo.),

CS(Cyclomycin,塩 野 義 製 薬),INH(Isonicotinicacid

hydrazide,武 田薬 品 工 業),PAS(Sodium2-hydroxy-

4-aminobenzoate,第 一 製 薬),PZA(Pyrazinamide,三

共),1314TH(2-ethylthioisonicotinamide,第 一 製 薬),

Tb1(Thioacetazone,中 外 製 薬),SIX(Sulfisoxazol,塩

野 義 製 薬)お よびDisoxyl(明 治 乳 業)を 使 用 し た。

ATP(Adenosinetriphosphate)お よびADP(Adenosine

diphosphate)は い ず れ も シ グ マ 社 の も の を,コ ハ ク酸

ナ ト リウ ムお よび オ レイ ソ酸 ナ ト リウ ムは 和 光 純 薬 工 業

の もの を 用 い た 。

Table1.TheIsolationofLiverMitochondria

inIsotonicSucrose
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Fig.1.OutlineoftheApparatus
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Tang.1amp:tangstenlamp,mollocllrometer:prismmonochro・

meter,D、C.amp.:DC.amplifier,H:halfmirror,650mμ:650

mμ 五1ter,1P22:photomultiplier,recorder:autorecorder,Hg

lampsource:sourceofmercurylamp,Hg:mercurylamp,7-

54:創terofComingNo9863,365:Hitachi且1ter365mμ,3-73:

五1terofCorningNo3389,gratingM.M.:gratingmirrormono.

chrometer,1P21:photomultiplier,Pt:rotatingplatintlmelec・

trode,motor:synchronousmotor,C.H.cel1:calomelhalfce11,

oxymeter:oxymeterconstructedbythemethodofHagihara,D:

diaphragm.

】V.ミ トコソ ドリアの呼吸および形態変化の同時測定

法

ミトコソドリアの呼吸および形態の変化は内海 ら4)の

考案 した装置を用いて測定 した。装置の概略は図1に 示

すごとく,半 密閉型の回転白金電極によるポーラログラ

フ ィックなオキシメーター5),ミ トコソドリア の膨潤収

縮の度合を測定するための90。 光散乱装置およびピリジ

ンヌクレォタイ ド(PN)の 酸化還元状態を測定するため

の蛍光分光装置の3部 分より成るものである。

測定に際 しては薦糖0.05M,KC10.02M,燐 酸 カリ

ウム0.02M(pH7.4),MgCllmM,EDTAO.1mM

より成る反応液2mlを キ ューベ ットにとり,こ れに ミ

トコソドリァ懸濁液0.1mlを 加え一定時間後にコハク

酸8mM,各 濃度の薬剤溶液,ADP100μMを 順次添加

して呼吸活性の変動,波 長650mμ の90。 光散乱の変化

によるミトコソ ドリアの形態変化および波長650mμ の

励起光による蛍光の変化でPNの 酸化還元状態を同時に

連続的に記録測定 した。

vATP-Pi交 換 反応測定法

ATP-Pi交 換 反応の測定は萩原ら6)の方法によつた。

た。

す な わ ち 薦 糖0.05M,KCIO.02M,ト リス ァ

ミ ノ メ タ ソ5mM(pH7.4),EDTAO.1mM

よ り成 る反 応 液1.3mlを あ らか じめ 試 験 管 に

入 れ,こ れ に 各 濃 度 の薬 剤 溶 液0.2ml,30mM

ATPO.2ml,30mM32PO.2mlお よび ミ トコ

ン ドリア懸 濁 液O.1mlを 加 え て20。Cで15分

間 振 盈 した 後 この0.5mlを と り,別 に 氷 冷 し

て お い た0.9MHCIO4と0.6MNaSO4よ り

成 る反 応 液1mlを 含 む試 験 管 に 移 した 。 つ い

で4%モ リブ デ ソ酸 ア ソモ ニ ウ ム溶 液0.5容,

メ タ ノ ール0.4容,ヘ キ サ ノール0.012容 お よ

び 蒸 留 水0.15容 よ り成 る反 応 液1.5mlを 加 え

て 混 和,数 分 後 シ リコナ イ ズ し たceliteの カ

ラ ムに 注 入 し,一 夜 氷 室 中 に 放 置 した 後 流 出液

0・5mlを とつ て 乾 燥,ガ イ ガ ー カ ウ ン タ ー

(日 本 無 線 医 理 学 研 究 所TDC1型)で カ ウ ソ

トを 測 定 した 。

W.ATPase活 性 測 定 法

ATPase活 性 の測 定 は高 橋7)の 方 法 に よつ

た 。 す な わ ち 庶 糖0.05M,KCIO・02M,ト リ

ス ア ミ ノメ タ ソ5mM(pH7.4),EDTAO・1

mMよ り成 る反 応 液1.5mlを 小 遠 沈 管 に とつ

て あ らか じ め 氷 冷 して お き,こ れ に 薬 剤 溶 液

0.2ml,30mMATPO.2ml,ミ トコ ン ドリア

懸 濁 液0.1mlを 添 加 し,25。Cで15分 間 振 盈

した 後0。Cに 急 冷,別 に 氷 冷 して お い た24%

HCIO41mlを 加 え た 。 これ を よ く振 盗 して10

分 間 放 置 した 後 遠 沈,上 清 を 被 検 液 と し て用 い

共栓付きの試験管に1.5N硫 酸1ml,2%モ リブデ

ン酸アンモニウム溶液1mlお よびイソブタノール4mt

を とつてあ らかじめ氷冷 してお き,こ れに被検液1ml

を とつて10秒 間激しく振藍,し ぽ らく放置した後ブタ

ノール層1mlを 別の試験管に移し,0・5%ア スコルビ

ソ酸2ml,エ タノール1mlを 加えて混和,37。Cの 温

水中に45分 間放置した後室温に冷却 し,呈 色 したもの

を日立分光光度計DPU2型 を用いて波長700mμ にお

ける吸収を測定 した。

、∬.蛋 白質定量法

ミトコン ドリアの蛋白質の定量は一定量のミトコンド

リア懸濁液を濃硫酸中で湿性灰化 した後蒸留水 で 希 釈

し,ネ スラーの試薬8)を 加えて呈色 した ものをベックマ

ソ分光光度計B型 を用いて,波 長430mμ における吸収

を測定し定量した。

結 果

1.ラ ッ ト肝 ミトコソ ドリアの呼吸および形態変化に

対する影響
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Fig.2.EffectofNa-succinate,ADPandNa-01eateon

theOxygenConsumption,Swelling-Shrinkageand

Oxidation-ReductionofPyridineNucreotides

ofRatLiverMitochondria
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1)無 傷 ラット肝 ミトコンドリアにおける呼吸様式,

膨 潤収縮およびPNの 変化についての検討

図2は 無傷の ミトコンドリアにおける呼吸,膨 潤収縮

およびPNの 変化を前記の同時測定装置を用 いて測定

したものである。

まず呼吸については,キ ューベ ットの反応液に ミトコ

ソドリアを加えると,こ の中はほ とん ど無酸素状態にな

つているため反応液中の酸素濃度が希釈される結果,わ

ずかではあるが急激な低下を示 し,そ の後固在基質によ

る呼吸のため緩やかな酸素消費がみ られ る。つ いで8

mMの コハク酸を加えると呼吸速度は増大し(State49)),

100μMのADP添 加によつてその速度はさらに著しく

なる(State39))が,ADPが 燐酸化されてしまうと呼吸

速度は再びState4の レベルにもどる。 この状態で典型

的な共役阻害剤であるオレイン酸80μMを 加えると呼

吸の解放が起 こりその速度はState3と 同程 度 を示 す

が,こ こでADPを 添 加しても呼吸速度の変化はみ られ

ず無酸素状態になつて0と なる。

一・方 ミトコンドリアの形態変化については,は じめ反

応液中で緩やかな膨潤を示 しているがコハク酸 の 添 加

(State4)で 著 しく膨化し,さ らにADPの 添加によつ

て呼吸様式ではState3の 状態を示すのに対応して ミト

コン ドリアは急激な収縮を示す。 しかしADPが 燐 酸化

された後再び膨化が起 こり,オ レイン酸の添加あるいは

無酸素の状態で収縮 しはじめる。

PNに よる蛍光の変化については,は じめ反応液中で

はほ とん ど変化はみられないが,コ ハク酸の添加に伴い

高エネルギー中間体の蓄積が起こり,そ のエネルギーに

よりコハク酸か らPNへ と電子の逆流が起こる結果PN
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の還元がみ られる。ついでADPの 添加による

呼吸の増大(State3)で すべてのエネルギーは

ATP合 成に利用されPNは 急激に酸化される

が,ADPが 燐 酸化されて しま うと再び呼吸エ

ネルギーはPNの 還元に利用される。 この状態

でオレイン酸を加えると酸化的燐酸化は脱共役

され,エ ネルギー転換反応の阻害により呼吸の

解放が起 こり,呼 吸の増大にもかかわ らずPN

の酸化がみ られる。

2)ラ ット肝 ミトコソ ドリアの呼吸,膨 潤収

縮およびPNの 変化に対する各種抗結核剤の影

響

上記のごとき呼吸様式あるいは形態変化を示

す ミトコンドリアにコハク酸を添加した後,各

種の抗結核剤,つ いでADPを 添 加した場合の

呼吸調節率(R・C=State3/State4),酸 化的燐

酸化能(ADPlo),ミ トコンドリアの膨潤収縮

およびPNの 酸化還元状態を測定 し,表2の ご

とき結果を得た。

呼 吸 調 節 に つ い てみ る と,薬 剤 無 添 加 の対 照 で はR・C

=2.3～3.oで あ つ た。 これ に 対 し終 末 濃 度160mcg/ml

KM,160mcg/mlvM,o.42mMTb1お よび160mcg/

mlSMが 著 明 な 阻 害 効 果 を示 し,1mM1314THで も

わ ず か な阻 害 が 認 め ら れ た 。INH,PAS,PZA,SIXお

よびCSで は,そ れ ぞ れ20mM,20mM,20mM,2

mMお よび160mcg/mlの 濃 度 で は 影 響 は 認 め ら れ な

か つ た 。

燐 酸 化 能 に つ い て は,対 照 のADP/0=1.7～2.0に 対

してKM,VMお よびSMが 著 しい 阻 害 を 示 した の み

で,INH,PZA,PAS,1314TH,SIX,Tb1お よ びCS

で は影 響 を 認 め な か つ た 。

一 方
,形 態 変 化 に つ い て は,1314TH,Tb1お よ び

KMに 膨 潤 効果 が み られ,そ の他 の薬 剤 に つ い て もSIX,

Table2.EffectsofAntituberculousDrugs

onRatLiverMitochondria

Drugs
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(A)

(B)

Fig.3.EffectsofVM,KMandSMontheOxygen

ConsumptionofRatLiverMitochondria

MMMMM100

SssSS

淵'16繍1翻32謂

ADpADP

ADPADPADP

(
ー

」̂
』
三

ぞ

く
ご

一藝

爾章

τ
三

・三

・

垂

6

(
莞

コ
あ
』
6
』
葦

』
<
ご
ロ
①
』
』
コ
9
①
℃
.
.二
し
Q
一①

⊆
①
。D
ノ〆
。

盆

5

ζ
田

蓋

ξ
)芒

(c)1
り

名2

ぢ
2
①

5
望
6

Themediumcontained;0.05Msucrose,0.02MKC1,0.02MK-phosphate(pH74)andO.1mM

EDTA.Temperature;25℃.M;mitochondria,S;8mMNa-succinate,ADP;100μM.

CS以 外はわずかなが ら同じ傾向がみ られた。

またPNの 変化についてもPASが 蛍光の増加を示 し

たほかはいずれ も減少をきたし,エ ネルギー転換反応の

阻害を示唆した。

皿.ラ ット肝 ミトコンドリアの呼吸調節および燐酸化

能に対するVM,KMお よびSMの 濃度変化 に よる影

響

前記の実験結果か ら,最 も著明な影響のあつ たVM,

KMお よびSMに ついて,濃 度依存性を呼吸調節お よ

び燐酸化能に対する作用から調べた。測定は前記の内海

らの装 置 の うち,オ キ シ メー ター 部 分 の み を 用 い て 行 な

つ た。

図3の(A),(B)お よび(C)は そ れ ぞ れVM,KMお

よびSMに つ い て の 成 績 で あ り,表3は そ れ らを 総 合

した もの で あ る。VMに つ い て は 終 末 濃 度1ml当 り

32,80,160mcgお よび320mcg,KMに つ い て は 同

じ く16,32,80,160mcgお よび320mcg,SMに つ

い て は 同 じ く32,80,160mcgお よび320mcgの 各濃

度 で検 討 した 。VM,KMで は 濃 度 変 化 に 伴 つ て 明 らか

に 呼 吸 調 節 と燐 酸 化 能 の低 下 に平 行 関 係 が 認 め られ る の
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Table3.EffectsofAntituberculousDrugson

RespiratoryControlandADP/0Ratio

ofRatLiverMitochondria

　

・・ugsc
。。。ぎ∴?臨 。n§ 器.lAD・ ・

・・・…12・ 一・ ■1・ ・-1・・

VM

32mcg!ml

80

160

320

1.8

1.6

L3

1.1

16

32

80

160

320

1.9

1.2

1.3

1.1

1.0

L7

1.3

0,9

0.6

KM

SM

32

80

160

320 1

2.0

2,0

1,4

1.3

7

「D

1

7

6

1

1

1

0

0

1.7

1.6

L4

1,6

に 対 して,SMで は 呼 吸 調 節 に 対 して の み 明 らか な 濃 度

依 存 性 が 認 め られ る。 そ の他 の 薬 剤 に つ い て も同 様 な実

験 を 行な つ た が,い ず れ も濃 度変 化に よ る影 響 の 差 は 認

め られ なか つ たo

皿.ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ドリア のATP-Pi交 換 反 応お

よびATPase活 性 に 及 ぼ す 抗 結 核 剤 の 影響

次 に ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ド リア のATP-Pi交 換 反 応 お

Fig.4,EffectsofAntituberculousDrugson

LatentATPaSeACti、-itVandATP-Pi

ExchangeReactionofRat

LiverMitochondria
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よびATPase活 性 に 及 ぼ す 各 種 抗 結 核 剤 の 影 響 を 調べ

た 結 果,図4に 示 す ご と き成 績 を 得 た 。

ATP-Pi交 換 反 応 で は,薬 剤 を 添 加 しな い もの を対照

と し,そ の 活 性 に 対 す る阻 害 率(%)で 表 わ した。 薬 剤 の

濃 度 は い ず れ も終 末 濃 度 を 示 して い る。 これ に よる と,

共 役 阻 害 剤 で あ る2,4-DinitrophenQl(DNP)は5×10"s

Mで100%に 近 い 完 全阻 害 を 示 して い る の に 対 して,抗

結 核 剤 で は0.4mg/mlTbi,O・8mg/mlVMお よび2・5

×10'3M1314THで そ れ ぞれ55%,47%お よび38%

の阻 害 を示 した 。5×10-3MPAS,o・8mg/mlSM・o・16

mg/mlSIX,0.8mg/mlKMお よびO.16mg/mlDisoxyl

で は33～10%の 阻 害 率 で あ つ た が,5×10'3MPZA,

0.8mglmZCSで は ほ とん ど阻 害 を示 さな か つ た。

薬 剤 無 添 加 の 対 照 に はATPase活 性 は ほ とん ど 認 め

られ な い の で,薬 剤 を添 加 した 際 のATPase活 性 促 進

の 程 度 を 示 す た め に,ミ トコ ソ ド リア蛋 白 量1mg当 り

15分 間 にATPよ り遊 離 す る無 機 燐 の 量 を μmole単

位 て 表 わ した。 そ の結 果,DNPで は 著 明 な 促 進f乍用が

み られ,抗 結 核 剤 で ぱVM,KM,SM,PASお よびSIX

に 明 らか な 促進 作 用 を 認 め た 。 これ を 前 記 の 成 績 と合わ

せ てみ る と,こ れ らの 薬 剤 の う ちVM,KM,SMは 酸

化 的燐 酸 化 反 応,ATP-Pi交 換 反 応 お よ びATPase活

性 に 対 してDNPと 同様 な態 度 を示 して い る こ と に な

る。 これ に 対 してATP-Pi交 換 反 応 で は 明 らか な 阻 害

作 川 を 示 した1314TH,Tb,,Disoxylお よびINHで は

ATPase活 ・LtEの促 進 作ア「】が 認 め られ な い の で,現 在 一 般

に 認 め られ て い る酸 化的 燐 酸 化 反 応 の 部 り}反応 と して の

ATP-Pi交 換 反 応 の 概念 に 一一致 せ ず 興 味 あ る問 題 を残 し

て い る。

そ こでATP-Pi交 換 反rじに 知1』して阻 害 効 果 を 示 し,

ATPase活 性 に 対 して は 促 進1!F用 を 示 し たVM,SM,

KM,PASお よびSIXの 濃 度 を 変 えた 場 合 のATPase

活性 に対 す る 影響 を 険 討 す るた め,ま ず 比 較 す る意 味 で

DNPに つ い て突 験 を 行 な つ て み たoDNPの 終 末濃 度 が

1G』4M,0.5×10-4M,0.25×10-4Mお よび 無 添 加 の場

台 の ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ドリア のATPase活 性 を 測 定 し

た 結 県,図5に 示 す ご と き成績 を 得 た。 こ れ に よ り,

DNP濃 度がL昇 す る とほ ぼ 直 線 的 にATPase活 性 も促

進 され る。 これ に 対 してVM,SM,KMの 終 末 濃 度 が

6・4,32,0・8mg!mlお よび 無1,1訪【{の場1釜,図6に 示 す

ご と くATPasc活 性 は これ らの薬 剤 濃 度 が1二昇 す る に

従 つ て ほ ぼ 直 線 的 に 促 進 され るoし か し この 促 進 作 用は

DNPの 場 合ほ ど著 明 で は な いQPASで は 図7に み られ

る こ と く,濃 度 を0.5×10-2Mか ら4×10.2Mに 一ヒ昇

して もATPase活 性 促進 作 用 は ほ とん ど増 加 し な い。

そ の 他 の薬 剤,CS,INH,PZA,1314TH,Tb,,SIXお

よびDisoxylで は 濃 度上 昇 に よ る活 性 の 促 進 作 用 は 認

め られ なか つ た。
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Fig.5.TheEffectof2,4-DNPontheLatent

ATPaseActivityofRatLiverMitochondria
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考 察

本実験でテス トされた抗結核剤は主に現在 、Mこ的に使

用されているもので,こ れ らが示す高等動物の酸化的燐

酸化反応に対する作用を究明することは,そ の副作用発

現の機序を追 プ巳する一方法として有意義な研究と考え ら

れる。現在,酸 化的燐酸化反応の研究,よ極めて多方面か

らいろいろな方法で進められ,薬 剤のエネルギー転換反

応への作用は一面的研究では究明することができない。

本研究ではそれらを考慮し,現 在考えられているミトコ

ソドリアのエネルギー転換反応に対する薬剤の作用を立

体的に検討すべく努力した。すなわち,呼 吸調節,燐 酸

化能,電 子逆流能,形 態変化,ATP-Pi交 換反応および

ATPase活 性 等の多岐にわたる反応に対する作用を調べ

た。 ミトコンドリアにおけるこのような種々の反応に対

する抗結核剤の作用を調べた結果を総 合的に判定すれば,

VM,KMお よびSMの3者 が酸化的燐酸化の共役阻害

剤 としての作用をもつていると結論できる。

すなわち,こ れ らのことをいま少し詳細に検討してみ

ると,表2に 示す ごとくVM,KMお よびSMは 呼 吸

調節,燐 酸化能に対していずれ も阻害効果を示 している

ことから,ミ トコンドリアの酸化的燐酸化反応に対して

は脱共役的な作用をもつことが考えられ,こ の こ とは

PNの 酸化的傾向によつても裏づけることがで きる。す

なわち,脱 共役による呼吸の解放で電子伝達が容易にな

る結果,還 元型PNの 急速な酸化が起こると考えられ よ

う。

一方,ミ トコン ドリアにおける呼吸および酸化的燐酸

化反応は,そ の膨潤収縮で示される形態変化と密接な関

連性をもつことがこれまでの研究で明らかに さ れ て い

る10)11)。この形態変化は,受 動的に起こる非生理的な大

幅膨化と,主 として能動的に起 こる生理的な小幅膨化の

2種 類に分け られる10)12)。後者は酸化的燐…酸化能をもつ

ミトコン ドリアにおいて認め られ,Mg++の 存在下で呼

吸基質 と無機燐の添加,す なわち霞子伝達に伴い,イ オ

ン輸送の結果 ミトコソドリアの膨化が起 こ り,ADPや

呼吸阻害剤の添加,あ るいは無酸素状態によるイオン輸

送のためのエネルギー供給阻害や共役阻害剤により収縮

が起こることが知 られている13)。

このことを表2に 示す結果について考 え る と,VM,

KM,SMは 呼吸調節および燐酸化能に対す る 阻害作用

から,明 らかに共役阻害剤 としての性格を示 しているに

もかかわらず,形 態的には膨潤効果を示 して い るが,

DNPや 脂肪酸のごとき共役阻害剤において も低濃度で

は収縮を起こし,高 濃度になるにしたがい ミトコンドリ

アの損傷が著 しくなるとともに膨潤効果も著しくなるこ

とが知 られている14)。また共役阻害剤の中には膨潤効果

を示すものもある15)ので,こ れら薬剤の脱共役的な作用
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を表2に 示す形態変化だけで否定することはで きない。

Tb1お よび1314THに もわずかに呼吸調節に対する阻

害が認め られるが,燐 酸化能に対しては影響が認められ

ない。しか し形態変化についてはいずれも膨潤効果が認

められるところから,ミ トコソ ドリアの機能に対する何

らかの作用が考えられる。

PNの 変化については,PASを 除 くすべて の薬剤に

酸化的傾向がみられるが,呼 吸調節および燐酸化能に影

響を示さないINH,PZA,SIX等 においても同様に酸化

的傾向がみ られることから,こ こでこの現象を ミトコソ

ドリアの機能に対する作用と直接関係づけることは難 し

いo

VM,KM,SMの 呼吸調節および燐酸化能に対する影

響は,図3お よび表3か らいつそ う明らかである。VM,

KMで は濃度の上昇に伴つて,そ れぞれ呼吸調節および

燐酸化能に対する阻害の度合が平行 していることが分か

る。 これに対してSMで は燐酸化能に対す る阻害効果

が顕著でなく,VM,KMほ ど典型的な共役阻害を示さ

ない。

次にDNPを は じめ酸化的燐酸化反応の共役阻害剤 と

して作用する物質は,高 エネルギー中間体の加水分解に

よつて,ATP+H20-→ADP+Pi+H+の 反応 を 促進

する結果,ミ トコソドリアの潜在性ATPase活 性 の促

進作用がみられ,同 時に酸化的燐酸化反応の部分反応と

してのPiとATPの 末端燐酸基 との交換,す な わ ち

ATP-Pi交 換 反応の阻害が知 られている。図4の 結果か

ら,VM,KM,SM,PASお よびSIXは いずれ もATPase

に対 して促進作用を示し,ATP-Pi交 換反応に対しては

阻害作用を示 している。 しかしATPaseに 対 す る影響

については,VM,KM,SMがDNP(図5)同 様,濃

度にほぼ比例 して促進作用が増加するのに対 して,PAS

では濃度上昇による促進作用の増加がきわめてわずかで

あり,SIXで は 濃度上昇による作用の変化がみ られな

い。 したがつて呼吸調節,燐 酸化能に対する作用 と合わ

せてPAS,SIXがVM,KM,SMの ごとき脱共役作用を

もつとは考えられない。

Tb1お よび1314THで はATPaseの 促進作用が 全

く認め られず,し かも燐酸化能も阻害しないにもかかわ

らず,ATP-・Pi交 換反応に対 してはかなり強い阻害を示

している。 このことは現在考えられている酸化的燐酸化

反応の概念では解決できない。 したがつてこの問題は,

この方面の研究の発展によつて解決される今後の課題で

あろ う。

結 論

1.ラ ッ ト肝 ミトコソ ドリアに対する各種抗結核剤の

影響を,呼 吸調節,燐 酸化能,電 子逆流能,形 態変化,

ATP-Pi交 換反応およびATPaseに つ いて検討 した。

結 核 第43巻 第7号

2・ その結果,本 実験に使用 した抗結核剤は,エ ネル

ギー転換反応に対する作用か ら,次 の3つ に 分 け られ

るo

a)呼 吸調節,燐 …酸化能,ATP-Pi交 換反 応を阻 害

し,ATPase活 性 を促進するもの……VM,KM,SM

b)ATP-Pi交 換反応を阻害 し,ATPase活 性を促進

するもの……PAS

c)ATP-Pi交 換反応を阻害するもの……Tb,,1314

TH,SIX,Disoxy1お よびINH

3.VM,KMお よびSMは ミ トコソドリアの呼吸系

に対して脱共役的に作用しDNPと 同様な傾向を示すが,

Mg++の 存在下では呼吸調節,燐 酸化能に対する阻害は

わずかであ り,使 用 した濃度も薬用濃度に比べかな り高

いことなど,共 役阻害剤 としての作用は必ず しも強力と

は思われない。PASは 呼吸調節,燐 酸化能 に 対し明ら

かな影響を示さないが,ATP-Pi交 換 反応の阻害および

ATPase活 性 の促進がみ られ,一 一部エネルギー転換反応

に何 らかの作用を及ぼすことを示唆 している。

4VM,KM,SM以 外のものは,現 在の ミトコソド

リアの酸化的燐酸化反応の概念か ら,共 役阻害剤とは考

え られないが,エ ネルギー転換反応に対する何らかの作

用は見逃がせない。

5.こ れ らの結果が直ちに宿主に対する副作用との関

連性を示しているとはいえないが,大 量かつ長期にわた

るこれ ら薬剤の投与においては,エ ネルギー産生系に対

す る作用が副作用発現の一因とな りうることも考えられ

る。

稿を終わるに臨みご懇切なるご指導とこ校閲を贈わり

ました岡山大学癌研助教授内海耕燧博士,ご 指導いただ

きました山本剛禧氏に深甚なる謝意を表します。

本報告の要旨は昭和40年5月 第40回 日本結核病学会

において,ま た一部は昭和39年10月 第19回 国立病院

療養所総合医学会において発表した。

なお本報告は,厚 生省国立結核療養所中央個別研究費

の配分を受けて研究 した結果の一部である。
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