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EFFECT OF RIFAMPICIN AND ITS DERIVATIVES ON ENERGY 

      TRANSFER REACTIONS IN MITOCHONDRIA

Tsutomu WACHI and Bunji INOUYE*

(Received for publication May 17, 1974)

    Rifampicin possesses a high antibacterial activity both in vitro and in vivo against 
 "M

ycobacterium tuberculosis and is used routinely as an effective antituberculous drug. In 

accordance with an increase in its application to pulmonary tuberculosis, however, various 

side effects caused by the administration of rifampicin have been reported. It has therefore 

become necessary to investigate the mechanism by which side effects occur. This paper 

 describes some experiments planned to clarify the biological effects of rifampicin and its 

 •derivatives on liver mitochondria in connection with the relationship between liver function 

 .disorders after the administration of rifampicin and the mitochondrial functions. 

    Male Donryu-strain rats were used. Liver mitochondria were isolated and a bioxygraph 

 connected to a Galvani electrode was used for the measurement of oxygen consumption, 

respiratory control and oxidative phosphorylation in the mitochondria. 

    Of the antibiotics examined, 3-formylrifamycin SV at the concentration of  7x106 to 

:2.  8x10-5M caused a remarkable decrease in respiratory control and oxidative phosphorylation 

(ADP  : 0 ratio) with enhanced state 4 respiration of the isolated liver mitochondria, though 

rifampicin itself and other derivatives at the same concentration showed no noticeable effect. 

 _3-formylrifamycin SV (3. 4  x10-5 to  2.  7 x  10-4 M) activated mitochondrial latent ATPase  (2.  4 

to 2. 8 times of the control) and inhibited  ATP-"Pi exchange reaction remarkably (approximately  
.90GX,  inhibition). 

    The increase in body weight during the administration of a large quantity of  3-formylri-
-famycin SV , however, was normal and there was no difference between normal and medicated 

 -rats in serum transaminase activity . The mitochondria from rats administered  3-formylri-
-famycin SV orally showed no conspicuous damage on the respiratory activity and oxidative 

phosphorylation. 

    From these results it may be concluded that  3-formylrifamycin SV acts as a potent 

uncoupler in vitro on rat liver mitochondria. However, further investigation should be 

performed concerning in vivo effect of 3-formylrifamycin SV as well as the metabolism of 
 -rifampicin .

* From the National Sanatorium Kinki Central Hospital for Chest Dlisease, 1180 Nagasone-cho, 

 Sakai-shi, Osaka 591 Japan.
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緒 言

Rifampicin(RFP)は 放 線菌 の一種Streptemyces

mediterraneiに よつて産生されるrifamycin群 か ら誘

導された半合成抗生物質であり,グ ラム陽性菌およびグ

ラム陰性菌に対 して広い抗菌スペク トルを有する1)"3)｡

RFPは また,invitPtOお よびinviveと もに,結 核菌に

対して強い活性をもつ1)1)"'7)｡細菌 に対するRFPの 一次

的な作用はDNA依 存性RNAポ リメラーゼと結合 し,

DNA-enzyme複 合体の安定牲を妨げ る ことによつ て

細菌細胞の成長を抑制す ることに あるといわれ てい

る8)-lo)◎か くしてRFPはinvitro8)'.11),invivoi2)と

もに細菌のDNA依 存性RNA合 成 を抑制するが,細 菌

のDNA依 存性DNAポ リメラーゼ10)13)および哺乳類の

DNA依 存性RNAポ リメラーゼ11)13)K)に対する同様な

抑制はともにみられない｡

他方,RFPは その誘導体のある ものが抗 ウイルス作

用をもつために癌研究の分野でも注目されている15)16)｡

RFPの 特 に結核領域 における優れた治療効果について

は,数 多 くの研究によりすでに明らかである17)～19)｡し

か し一方,RFPの 結核患者に対する使用症例が増加する

に従つて肝機能障害po)'vza),白血球23)・血小板23)"25)の減

少および アレルギー様症状等25)'"27)の副 作用が注 目さ

れ,今 後その増加が予想されるので,薬 剤の宿主に対す

る侵襲が・一種の医療公害現象として問題を提起しつつあ

る現在,特 に長期にわた り大量に投与される抗結核剤に

よる副作用発現の機序解明が望まれる｡

薬 剤が体内で代謝 され る場所は主 として肝臓内であ

る｡ま た一般に抗生物質は細菌細胞に特異的に作用する

ものであるが,ミ トコンドリア(Mt)は い くつかの点で

prokaryoteの 性格をそなえており,RFPの 寄生体に対

する作用と同時に,宿 主肝Mtの 機能に対する作用が考

えられる｡こ のような観点か ら,わ れわれ はラヅト肝

Mtに 対するRFPと その誘導体の作用を検討 したので,

そ の結果について報告する｡

材料および方法

1.実 験動物

実験動物には,固 型飼料(ゼ ネラルMR-1,実 験 動物

関西研究所)で 飼育 した体重150～2009の 呑竜系雄ラッ

トを用いた｡

2.薬 剤の投与方法

RFPお よびその誘導体の投与方法については,0.5%

carboxymethylcellulose(CMC)を 溶媒とし,耳 鼻科用

水銃を用いて体重kg当 り400mgを1回 のみ,ま た体

重kg当 り200mgを2週 間連 日経 日投与 した｡対 照に

は同量のO.5%eCMC溶 液のみを同様 に して与 えた｡

RFPま たは誘導体の連続投与群(各 群5匹)に ついては,
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対照群(4匹)と ともに期間中2日 ごとに体重測定を実

施した｡

3.血 清 トランスアミナーゼ活性の測定

RFPま たは誘導体の連続投与群お よび対照群の各群

について,頸 動脈 より採血 した血清を用い,Reitman-

Frankel法 によりGOTお よびGPT活 牲 を測定 した｡

4.肝Mt試 料の調製法

実験動物を1夜 絶食 した後断頭に よ り屠殺 し,内 海

ら28)の方法に従いO.33M薦 糖,1mMEDTAお よび

5mMTris-HC1(pH7.4)を 含む溶媒で肝Mtを 分離調

製 した｡上 記溶媒中に懸濁した分離Mt試 料は0℃ で保

存 し,調 製後速やかに実験に供した｡

5.使 用薬剤

本研究のために使用したRFP,25-desacetylrifampi-

cin(DA-RFP),rifampicinquinone(RFP--Q)お よび

3-formylrifamycinSV(3F-RFMSV)は 第一製薬株式

会社より提供されたものである｡

6｡Mtの 呼吸および酸化的 リン酸化反応の測定

分離したMtの 酸素消費速度および酸化的 リン酸化反

応は,ガ ルバニ電極を備 えた生化学用DO測 定装置29>

(給水化学研究所,東 京)を 用いて測定 した｡す なわち,

10mMKH2PO4,80mMKC1,5mMMgCl2お よび20

mMTris・-HC1(pH7.2)よ り成 る反応液2.5mlにMt

試料(1｡5～8.8mg蛋 白相当)を 加え,マ グネチックス

ターラー上で撹拝 しながら25℃ でインキュベー トした｡

インキュペーシaン 中一定時間ご とに呼吸基質(4mM

コハク酸ナ トリウムまた はイソクエン酸ナ トリウム),

RFPま たはその誘導体およびADP等 を順次添加し,Mt

の示 す呼吸経過 を自記記録装置で連続的に記録測定し

た｡記 録された呼吸経過曲線よりMt蛋 白1mg当 り1

分間の酸素消費速度,呼 吸調節率(State3/State4)お

よび酸化的リソ酸化能(ADP;0比)を 算出した30)｡

7.ATPase活 性の測定

Mtの 潜在性ATPase活 性はつぎのごとき方法で測定

した｡す なわち,50mM藤 糖,20mMKCI,5mMTris-

HC1(pH7.4),3mMMgCl2お よび0.1mMEDTAよ

り成る反応液中でMt試 料を3mMNa-ATPと と もに

25｡C,15分 間インキュベートした後,終 末濃度8%の 氷

冷PCAで 反応を停止 し,除 蛋白遠心分離後の上清液中

に含まれる無機 リン(Pi)を 高橋の方法81》で測定した｡

8.ATP-32Pi交 換反応の測定

上記7に 示 した反応液1.3mlに6μmoleNa-ATP,

1・aCi32Piを 含 む リン酸緩衝液(pH7.4)6μmole,50

nmoleNa-Azideお よびMt試 料(4.6mg蛋 白相当)

を加えて全量を2・Omlと し,25℃,10分 間 インキュベ

ートした｡終 末濃度8%の 氷冷PCAで 反応を停止 し
,

遠心分離後の上清について,上 記高橋の方法鋤による無

機 リン定量の際の水層 を被験液 として用いた｡す なわ
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ち,等 量のイソブタノールで3回 洗浄 した被験液1ml

を試 料皿の上で乾燥し,ガ スフローカウンター(Aloka

FC-1E,日 本無線医理学研究所,東 京)で 有機 リン化合

物のカウントを測定した32)33)o

g｡Mt蛋 白の定量

一定量のMt試 料を濃硫酸中で灰化した後蒸留水で希

釈,ネ スラーの試薬34)で発色させ,波 長430nmに おけ

る吸収でMt蛋 白の定量を行つた｡

結 果

1.正 常 ラヅト肝Mtの 呼吸および酸化的 リン酸化に

及ぼす影響

Table1は 正 常ラヅト肝より分離調製したMtの 酸素

消費速度,呼 吸調節およびMP:O比 に対するRFPと

その誘導体の影響を示したものである｡Mtを 含 む反応

液に呼吸基質 として コハ ク酸 ナ トリウム(終 末濃度4

mM)を 加えた後,さ らにRFP,DA・-RFPま たはRFP-

Q(終 末濃度2.8×1e"5M)の 添 加による酸素消費速度

(State4)に は変化が認められなかつた｡ま たこの際の

呼吸調節およびADP;0比 はいずれ も対照のそれぞれ

の値 と大差がなかつた｡こ れ に対 し等濃度の3F-RFM

SVを 同様に添加した場合にはState4の 呼吸は急激に

増加し(対 照の3.2倍),こ れ に伴い呼吸調節,ADP:0

比は ともに著明な低下が認め られた(そ れぞれ対照の

31%お よび55%)｡イ ソクエン酸ナ トリウムを呼吸基質

に用いた場合(Table2)に も,3F-RFMSVの 添加に

よる呼吸の増加は著 しく(対 照の2.8倍),こ れに伴い呼

吸調節,ADP:0比 はそれぞれ対照の30%お よび63%

に低下 した｡

3F-RFMSVのMtに 対する上記の作用は,脱 共役

剤として知られている2,4-dinitrophenol(DNP)の 作用

と類似するので,3F-RFMSVの 濃 度と作用 との関連に

ついて検討を加えた｡Fig.1に 示 すごとく,State4の 呼

吸は添加する3F-RFMSVの 濃度によりさまざまな程

度に促進されるが,7×10"-6～7×10一5Mの 範囲では,濃

度の上昇と平行 して呼吸の増進がみられる｡し か し7×

10-5Mの3F-・-RFMSV添 加 によつて急激に促進された

呼吸はその後次第 に低下 し,こ の傾向は更に高濃度の

3F-RFMSV(1.1×10一4M)添 加 に よ り一層顕著であ

る｡3F-RFMSVに よるこの抑制された呼吸は,DNP

またはADPの 添加によつて解放されない｡Fig.2は 各

Stateの 呼吸に対する3F-RFMSVの 効果を示 したも

Table1. EffectofRifampicinandItsDerivativesontheRespirationandOxidative

PhosphorylationinMitochondriaIsolatedfromLiversofNormalRats

Additions(M)

None

RFP

DA-RFP

RFP-Q

3F-RFMsv{

2.8×10}5

2｡8×10騨5

2.8×10-5

7×10-6

1.4×10-s

2.8×10-5

Oxygenuptake
(natems/min/mgprotein)

21.0

21.2

20.9

22.1

39.2

51.3

67.8

Respiratory
cOntrolindex

4.9

5｡0

4.7

4.7

2.3

1.9

1.5

ADP:Orati｡

2.0

1.9

1.8

1.7

1.6

1.4

1.1

Mitochondria(4」mgprotein)wereaddedtoareactionmixtureco籍tain三 簸910滋MKH2PO4,801nMKC1,5mMMgC12

and20餓MTris-HC1(pH7.2)ina丘nalvolumeof2.5ml.Rlfa鮒P三ci登oritsderivativeswasaddedaftertheaddit三 〇捻

of10μ 鵬olessodiumsuccinateasarespiratorysubstrate.Then500nmolessodiu漁ADPwasadded,changesinthe

rateofoxygenuptakeweretraced.Experi】mentswerecarr三edo縫tat25℃.Eachvahユerepresentsthemeanofthree

trials,Oxygen疑ptakeshowsthesubstrate-levelrespiration.

Table2. Effect◎fRifampicinandItsDerivativesontheRespirationandOxidative

PhosphorylationinMitochondriaIsolatedfromLiversofNormalRats

Additions(M)

None

RFP

DA-RFP

RFP--Q

3-…{

2.8×10繍5

2.8×10-s

2.8×10-5

7×10-6

1.4×10備 δ

2.8×10繍5

Oxygen縫ptake

(natoms/minノmgprotein)

5

5

6

FO

5

Q
V

嘘1

5

7
8

ハ◎

ハ◎

5

0
σ

3

1

1
▲

1

1
ゐ

9
臼

Q
り

4

Respiratory
contrelindex

6

6

Ω
り

7
.

ハ◎

正4

4

」4

4

5

4

つ
9

ウ
臼

噌↓

ADP:Oratio

4

ハ◎

ワ
c

8

慶U

2

轡0

2

2

2

2

2

2

1
義

6、0血9prote曇 訟of蒲itocho路driaa簸d10μmolessodi犠misocitrateas$respiratory$ubstズatewereus¢d.Other

co無dit沁nswerethesa瓢easi捻Tableユ.
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Fig.1. Effectof3-FormylRifamycinSVontheRe-

spiratoryActivityofRatLiverMitochondria
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Fig.2.Effectof3-FormylRifamycinSVonVarious

StatesoftheRespirationinRatLiverMito・-

chondria

雛歪㏄ho轟d而

480

£

ξ
24｡曇

き

0

6.0撮gproteinof瓢itochondriaused.Otherco訟ditionswere

thesameas三 箆Table1.

のである｡各Stateの 呼吸は3F-RFMSVに より促進

されるがその程度はStateご とに異なり,State4の 呼

吸はほぼ完全に解放される｡

2｡潜 在性ATPase活 性に対する影響

Fig.2に 示 す ごと く,3F・-RFMSvはinvitroで

Mtの 呼吸に促進的に作用 し,ま た3F--RFMSVに よ

つて解放された呼吸は10-4MKCNで 完全 に阻害 され

る｡こ のことは3F-RFMSVに よる呼吸調節 お よび

ADP:0比 の低下とともに,3F-RFMSVがMtに お

ける酸化的 リン酸化反応に対 し脱共役作用をもつことを

示唆する｡し たがつて3F-RFMSVに 関 しては,脱 共

役剤のもつ他の作用についても検討 しなければな らな

い｡脱 共役剤の多 くはMtの 潜在性ATPaseを 活性化

し,リ ン酸化反応の逆反応を促進する35)36)｡そ こで3F-

RFMSVのMt潜 在性ATPase活 性に対する影響を

調べた｡

その結果,Table3に 示すごとくRFP,DA-RFPお

よびRFP-Q(終 末濃度3.4×10"5～2・7×10"`M)はv・ ず

れ もDNPの 存否にかかわらず,ATPase活

性 に対する明らかな作用は認められない◎ こ

れに対 して3F-RFMSVは,intactなMt

の潜 在性ATPase活 性 に著明な促進作用を

示 した｡す なわち,終 末濃度3・4×10一5Mの

3F-RFMSV存 在下では,ATPase活 性は

対照の2.4倍 に上昇し,よ り高濃度 の3F-

RFMSV添 加 に よる更に顕著な活性の上昇

がみられた(Fig.3)｡し か しTable3お よ

びFig.3に 示 すごとく,DNPで 促進される

ATPase活{生 に対 しては,RFPお よび他の

誘導体と同様に明らか な作用 は認 められ な

い0

3.ATP-saPi交 換反応に対する影響

Mtに おける酸化的 リン酸化反応 の部分反

応 と考えられるATP」2pi交 換 反応は,DNP

をは じめ多くの脱共役剤に よつ て阻害 され

る37)｡す でに述べたごと く,Mtの 呼吸およ

びATPase活 性 に及ぼす3F-RFMSVの

作用はDNPが 示す脱共役作用と類似するの

で｡Mtに おけるATP--saPi交 換反応に対す

る3F-RFMSVの 阻害作用が予測される｡

事実,Table4に 示すごとく,DNP(終 末濃

度2.5×10"-4M)に よる交換反応の阻害は極

めて著しくその阻害率は対照の96｡9%に 及

び,ま た3F-RFMSV(終 末濃度3・4×10-5

M)に よる阻害作用も著明で,そ の阻害率は

およそ90%で あ つた｡等 濃度のRFPお よ

び他の誘導体による交換反応の阻害はいずれ

も10%以 下であ り,3F-RFMSVに 比べそ

の 作 用 は 著 し く軽 度 で あ る｡

以 上 の 実 験 結 果 か ら,肝Mtの 呼 吸 系 に 対 す るRFP

とそ の 誘 導 体 のinvitroの 作 用 が 明 らか に な つ た の で,

特 に3F-RFMSVに 関 して は,invivoの 作 用 に つ い

Fig.3.Effect｡f3-FormylRifamycinSVon
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ても検討されなければならない｡

4.体 重増加に及ぼす影響

対照群およびRFPま たは3F-RFMSV投 与群の体

重変化を,各 群(4～5匹)の 平均値としてFig,4に 示

Table3.EffectofRifampicinandItsDeriva-

tivesonATPaseActivity

AdditiOns(M5

None

Azide

RFP

DA-RFP

RFP-Q

/ー

ー

ー

3F-RFMSV{

5×10　 5

3.4×10　 5

2.7×10…4

3.4×10}5

2.7×10-4

3.4×10}5

2.7×10一4

3.4×10-5

2.7×10-4

Pi1三berated

(μ 瓢01esPi/魚gprotein

pe三5min)
-DNP÷DNP

(2.5x10欄5M)

0.60

0.28

0.65

0.70

0.63

0.64

0.63

0.67

1.45

1.68

1.75

1.04

1.63

1.57

1.68

1.70

1.66

1.57

1.77

1.72

Rifampicinoritsderivative(finalconcentrati｡nsas

show簸above),6μ 鵬01essodiumATPandmitochondria

(3.4mgprotein)wereaddedto1.5mJofa瓢ediu揃

containingO.05Msucrose,0.02MKC1,5搬MTds-HCI

(pH7.4),3π1MMgCI2andO.1mMEDTAtogivethe

totalvolume2.Oml.Afterincubationfor15mi捻.at25℃,

1mJofice-co組PCA(24%)wasadded,wellmixed,1eft

StandingfOr10min.andthentheSUpernatantWaS

separatedbyce捻trifugation.Anallquotofthesuper一

盤ata就wasusedasan}aterialforthedetermination

ofi簸orga霊icphosphateliberatedacc｡rdingt｡the

疏ethodofTakahashi3日,

Table4.EffectofRifampicinandIts

DerivativesontheATP-32Pi

ExchangeReaction

AdditiOns(M)

None

DNP

RFP

DA-RFP

RFP-Q

3F-RFMSV

2.5×10一4

3.4×10-5

3.4×10-5

3.4×10一5

3.4×10一5

cpm

79,118

2}414

72,288

76,945

75,590

8,229

%

100

3.1

91.4

97.3

96.0

10.4

Rifampicinoritsder三vative(丘 慕alconcentratio登sas

show轟above),6μmolessodiumATP,6μmolesphos-

phatebu[ffer(pH7.4)contai】Ring1μCiof32Pi,100】 臓醜oles

azideand面tochoロdria(4.6mgprotein)wereaddedto

1.3mlofthe鵬ediumdescribedinTable3togivethe

totalvolur鵬2.OmZ.AfterincubationforユOmi籍.at25℃,

treat鶉 ほentwithPCAandce訟trif犠gati◎nweredoneas

before.Thes縫pern滋antwastreatedwithanequal

VOlumeofisob篭1ta無01,aque｡usphasecontaining｡r-

ga熟icphosph｡ruscompo犠 簑ds照sseparated・After

waSh圭ngthreetimeswitha捻equalvOlum£OfiSo・

buta箆01墜1斑loftheaqueo犠sso麺tio簸wasdriedOna

sampleplateandradioactivitywasmeasuredbyagas

fiOWCOU捻ter｡
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した｡図 から明らか なよ うに,RFPま た は3F-RFM

sv(200mg/kg体 重/日)の 継続投与群 と対照群との間

には,体 重増加の有意差は認められない｡

5.血 清 トランスアミナーゼ活性に対する影響

Table5は,RFPま たは3F-RFMSV(200mg/kg

体 重/日)を2週 間継続投与 した際 の血清GOTお よび

GPT活 性 の変動を示 したものである｡RFPま た は3F-

RFMSV投 与群のGOT活 性は,い ずれ も対照群 との間

に差を認め難い｡GPT活 性についてはRFP投 与群にわ

ずかな活性上昇の傾向がみ られたが,3FRFMSV投

与 群には対照群 と比べて,明 らかな差が認められなかつ

た｡

6RFPお よびRFP誘 導体投与 ラヅト肝Mtの 呼吸

および酸化的 リン酸化能

Table6は,RFPお よびその誘導体(400mg/kg体

重)を ラッ トに経口投与 し,24時 間後に肝臓より分離調

製したMtに ついてその酸素消費速度,呼 吸調節および

ADP:0比 を測定した結果である｡ま たTable7は,

RFPお よび3F-RFMSV(200mg/kg体 重/日)を それ

ぞれ2週 間経口的に継続投与したラッ ト肝より分離調製

したMtに ついて,同 様にそれぞれの呼吸ならびに リン

酸化能を測定した結果である｡こ れらの結果が示すよう

に,RFPお よびその誘導体の大量投与にもかかわらず,

Mtの 呼吸機能ならびに リン酸化能の明らかな低下は認

Fig.4.

9

200

昭50

lOO

BodyWeightduringtheAdministration

ofRifampicinand3-FormylRifamycin

SV

o 2

Table5｡

4 6 8

(5>

lO 2 14Dσys

SerumTransaminaseActivities◎f

Rifampicinor3・-F◎rmylRifamycin

SVAdministeredRats

Doses

Contro1(4)

Rifampicin
200mg/kg,2weeks(5)

3-FormylrifamycinSV,
200mg/kg,2weeks(5)

GOT
(Unit)

GPT
(Unit)
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Table6. RespiratoryActivityandOxidativePhosphorylationofMitochondriafrom

LiversofMedicatedRats

Doses

Control

Rifampici獄400mg/kg,24hrs.

Control

Desacetylrifampicin400mg/kg,24hrs.

Contr◎1

Rifampicinquinone400mg/kg,24hrs.

ControI

3-FormylrifamycinSV400mg/kg,24hrs.

Oxygenuptake
① 鑓o斑s/min/
mgprotein)

25.1

24.7

23.4

22.8

24.8

25.5

24.6

23.7

Respiratory

co無tズ01i獄dex

4.1

4.3

4.0

3.6

2｡9

3.7

4.1

3.9

ADP:Oratio

8

8

8

7

9

8

8

8

1

1

1

1

1

1

1

1

3.4to6、6mgProte三 捻Qfmlitoch鋤driaa総dIOμmolessodiur織succi識ateasarespiratorysubstratewereused.

Otherconditionswerethesameasi簸Table1.

Table7. RespiratoryActivityandOxidativePhosphorylationofMitochondriafrom

LiversofMedicatedRats

Deses

Control

Rifampicin200mg/kg,2weeks

Control

3-FormylrifamycinSV200mg/kg,2weeks

Oxygenuptake
(natoms/min/
mgprotei捻)

24.7

27.7

28.3

28.4

Respiratory
contr｡1index

3.8

3.8

3.3

4.1

ADP:Oratio

1.7

1.6

1.6

1.8

4｡2to6.8mgPfoteinofm辻ocho捻driaand10μmolessodium.succi臓ateasarespiratorysubstratewereused.

Otherco獄ditionswerethesameasi織Table1.

められない｡呼 吸基質に等濃度のイソクエン酸ナ トリウ

ムを用いた場合にも同様の結果が得られた｡

考 察

RFPの 生体内代謝に関 してはい くつかの報告が あ

り38)'-41),その主要代謝産物はDA-RFPで あることが明

らかにされている｡砂 原ら鋤43)お よび佐野ら")は,RFP

を投与した健康人ならびに結核患者の尿中代謝産物を調

べてDA-RFPの 他にRFP-Qお よび3F-RFMSVを

検 出し,こ れらが体内で代謝的に産生されるとの見解を

示 している｡し たがつてRFPの 副作用ならびにその発

現の機序解明に際しては,RFPの みならず,同 時にこれ

ら代謝産物の作用についても検討されなければな らな

いo

前述のごとく,本 研究ではRFPに よる副作用のうち,

特に肝臓機能障害 との関連において,肝 内エネルギー代

謝系に及ぼすRFPと その誘導体の作用を明らかにする

ことを 目的とした｡現 在,生 体のエネルギー産生系に関

す る研究は極めて多方面からさまざまな方法で進められ

てお り,特 に薬剤のエネルギー転換反応への作用は一面

的な手法では究明することができない｡本 研究を進める

に当つてはその点に留意 し,Mtに おける呼吸な らびに

呼吸調節,酸 化的 リン酸化能および リン酸化系部分反応

としての潜在性ATPase活 性,ATP-sapi交 換反応等,

多岐にわたる反応についてRFPと その誘導体の作用を

検討した｡

そ の結果,RFP自 体 は上記の諸反応に対 し,invitro

ならびに経 口投与の際ともに明らかな作用は認められな

い｡RFPよ りやや劣るが優れた抗菌力をもつDA-RFP45)

とRFP・-Qに ついても同様である｡こ れに対 し3F-RFM

SVはinvitroでMtの 呼 吸およびATPase活 性に著

明な促進作用を示すとともに,呼 吸調節,酸 化的リン酸

化能およびATP」2Pi交 換反応を著明に阻害し,そ の作

用は明らかにtrueuncouplerと しての特質を示すもの

である｡し かも3F-RFMSVの 示 す脱共役作用は,

DNPと の比較においてかなり強力なものといえよ う｡

RFPは 元来脂溶性で水に対 しては難溶性であるが,3F-

RFMSVに ついてはRFPお よび他の誘導体に比べて更

にその傾向が強 く,DNP46),不 飽 和脂肪酸等4りの脱共役

剤 と同様,Mtの 膜脂質に溶け込むことに よ り膜の構造

ならびに機能の変化をもたらす48)49)もの と推測される｡

しかし大量の3F-RFMSVを 経 日投与 した場合に

は,invitアoに おける強力な脱共役作用にもかかわらず,

肝Mtの 呼吸および リン酸化能はともに対照肝Mtと の

間に有意の差異は認められない｡こ の際Fig.4お よび

Table5か ら明らかなように,3F-RFMSV投 与 ラヅ
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トの体重増加および血清 トラソスアミラーゼ活性はとも

に対照群との間に明らかな差が認められない｡3F-RFM

SVの ラット肝Mtに 対する作用のこうした相違は,お

そ らく,invitroの 場 合のMtに 対 す る3F-RFMSV

の直接作用に対し,経 日投与の場合には3F-RFMSV

が肝細胞ないしはオルガネラに至るまでに種 々のbar-

rierが 存在することによるものと思われる｡た とえぽ,

特 に3F-RFMSVが 血 清蛋白と強い結合性をもつ50)こ

と も,む しろ3F-RFMSVの 直接作用を免れるための

1つ の手段と考えることができる｡ま たわれわれは,in

vitroで3F-RFMSVに 酵素的に作用す る未知物質が

ラットの小腸摩砕物中に存在することを確認 し,現 在詳

細について検討中である｡し かし3F-RFMSV投 与 ラ

ヅトにおける上記の実験結果だけから,そ の生体内にお

ける作用を否定することは早計であろ う｡そ のためには

RFPお よび関連物質の細胞 レベルな らびに組織ないし

は器官レベルでの作用を明らかにするとともに,そ れぞ

れの生体内代謝を明らかにすることが必要である｡

いずれにせよ3F-RFMSVに 関 しては,そ れが生体

内では主としてどの臓器でどのように生成され,こ のも

のが生体内ではいかなる作用をもち,更 にその作用が,

RFP投 与に よる副作用 とどの ような関連をもつか等,

今 後追究すぺき問題である｡

結 論

1・RFPの 宿主に対する生物作用を明らかにす ると

ともに,副 作用の うち特に肝機能障害との関連性を追究

する目的で,RFPと そ の誘導体のラヅト肝Mtの 呼吸系

に及ぼす影響について調べた｡

2.正 常 ラット肝より分離したMtに 対し,3F一RFM

SVが 著明な呼吸促進効果を示し,呼 吸調節および酸化

的 リン酸化能の著 しい低下が認められた｡

3.3F-RFMSVは また,intactなMtの 潜 在性

ATPase活 性を著明に促進 し,ATP-32Pi交 換 反応に対

する著明な阻害作用を示した｡

4し かし3F-RFMSVを 大量に経口投与 したラッ

ト肝Mtの 呼吸および酸化的 リン酸化能は対照との間に

差が認められなかつた｡こ の際,3F-RFMSV投 与 ラ

ットの体重増加には異常がな く,ま た血清 トランスアミ

ナーゼ活性にも明らかな異常は認められなかつた｡

5.こ れ らの結果から,3F-RFMSVがinvitroで

は肝Mtに 対 し脱共役剤 として作用することが明らかと

なつた｡3F-RFMSVはRFPの 代謝産物 と考えられる

ので,こ のものがinvitroで 著明な脱共役作用 を示す

ことは注 目すべ きである｡3F-RFMSVの 生体内での

作用についてはなお検討すべき問題があり,RFPに よる

副作用 との関連においても追究する必要がある｡
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本研究の要旨は昭和47年11月 第45回 日本生化学会

総会ならびに昭和48年4月 第48回 日本結核病学会総会

において発表した｡

なお本研究は,厚 生省国立結核療養所中央個別研究費

の配分を受けて行つた研究の一部である｡
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