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In order to investigate the relationship among the chemical structure of tetrazolium salts their 

inhibitory activity against growth of mycobacteria and their reduction by mycobacteria, various 

tetrazolium salts containing heterocyclic compound at the 5-position of tetrazolium salt, were 

synthesized as pure hydrochloric acid salt. Most of them contained some moles of crystal water. 

Molecular formulas of them are as follows.

5-(2-thienyl)-2, 3-diphenyl-2H-tetrazolium chloride (STC) C17H13N4SCl•EH2O

5-(3-thienyl)-2, 3-diphenyl-2H-tetrazolium chloride (ƒÀ-STC) C17H13N4SCl•EH2O

5-(2-furoyl)-2, 3-diphenyl-2H-tetrazolium chloride (OTC) C17H13N4OCl

5-(3-furoyl)-2, 3-diphenyl-2H-tetrazolium chloride (ƒÀ-OTC) C17H13N4OCl•EH2O

5-(2-pyridyl)-2, 3-diphenyl-2H-tetrazolium chloride (ƒ¿-PTC) C18H14N5Cl•E4H2O

5-(3-pyridyl)-2, 3-diphenyl-2H-tetrazolium chloride (ƒÀ-PTC) C18H14N5Cl•E7H2O

5-(4-pyridyl)-2, 3-diphenyl-2H-tetrazolium chloride (ƒÁ-PTC) C18H14N5Cl•E6.5H2O

5-methyl-2, 3-diphenyl-2H-tetrazolium chloride (MDT) C14H13N4Cl•EH2O

2,3,5-triphenyl-2H-tetrazolium chloride (TTC) C19H15N4Cl•E2H2O

These compounds were examined on their inhibitory activity against growth of various kinds 

of mycobacteria on both Ogawa's solid egg medium and Kirchner's fluid medium, as well as on 

their capability of developing color as a result of their reduction by mycobacteria.

Only one of them, ƒ¿-PTC, did not develop color on its reduction by various kinds of mycobac-

teria even in their logarithmic phase of growth, whereas this compound as well as the other 

compounds did on their reduction by various kinds of intestinal bacilli. ƒ¿-PTC, as well as 

ƒÀ-PTC
, also showed a slight mycobacterio static effect for tubercle bacilli. In the reduction by 

mycobacteria, this particular nature of ƒ¿-PTC seems to be related to its affinity with reducing 

enzymes in cell membrane of mycobacteria, because the reduction potential of ƒ¿-PTC is not much 

different from that of the other compounds. From these results, it is concluded that in these 

compounds, their reduction by mycobacteria might be unrelated to their growth inhibitory effect 

against mycobacteria.

*From the Institute of Immunological Science
, Hokkaido University, Kita-ku, Sapporo 060 Japan.
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On the basis of these findings, and considering molecular optical absorption coefficient and 

maximum absorption of these compounds, STC and OTC were regarded as the best two for a 

rapid detection of growth of mycobacteria.

先 に著 者 らは複素環式化合物 を含む各種 テ トラ ゾリュ

ーム塩化 水素酸塩(以 下TCと する)を 合成 して,そ の

結 核菌に よる還 元発色について報告 した1)～3)。これ らの

研 究の所期 の 目的は化学構造 と結核菌 に対 する発育阻止

作用 との関係をTC系 の化合物 につ いて も実験的 に証 明

す るためであつた。そ の結果,そ れ らのTCの ある もの

が 結核菌 に よつて容易に,か つ鮮 明な紫赤 色に発 色する

ことを知 り,発 育が遅 く,あ るいは コロニーが微小 なた

め肉眼 で認 めがたい結核菌 に,こ のTCを 作用 させ て,

そ の発色に よつ て固型培地上 の コロニーと して迅速に発

Fig.1

(1)

(2)

(3)

見 す る こ とが で き,か つ コ ロ ニ ー数 の計 測 が 容 易 に な る

こ とを 見 出 した 。 更 に,そ れ ら のTCを 用 い て ヒ ト型 と

ウ シ型 結 核 菌 の異 同 鑑 別 も可 能 であ る こ とを 併 せ て 報 告

した。

この ヒ ト型 と ウ シ型 結 核 菌 の鑑 別 法 を 用 い て,新 しい

TCの 一 部 で あ る5-(2-thienyl)-2,3-diphenyl-2H-tetra-

zolium chloride(STC)〔Fig.1の(1)〕1)お よび5-(2-

furoyl)-2,3-diphenyl-2H-tetrazolium chloride(OTC)

(2)2)を 在 来 の2,3,5-triphenyl-2H-tetrazolium chloride

(TTC)(3)と 比 較 す る と,TTCは ヒ ト型,ウ シ型 の両

者 の発 育 を 阻 止 す るが,STCお よびOTCは ウ シ型 の

み の発 育 を阻 止 した の で あ る。

これ らの実 験 事 実 は これ らの化 合 物 の化 学 構 造 の差 異

に基 づ く抗 菌 力 の相 違 のみ に よる も の で あ るか 否 か を 検

討 す る た め にSTCお よびOTCと 比 較 す べ くFig.1に

示 した テ トラ ゾ リ ュー ム環 の5位 の水 素 を ピ リジ ン環 の

位 置 を 異 に して 置換 した化 合物 を合 成 して,そ の還 元 発

色 性 と結核 菌 に対 す る抗 菌 力 を比 較 した。 ま た,こ れ ら

の作 用 に 関 係 す る と思 わ れ る還 元 電 位 の測 定 お よび還 元

物 の 可視 部 の最 大 吸 収 とそ の分 子 吸 光 係数 を し らべ た。

実験材料と方法

1)　 各 種 テ トラ ゾ リ ュー ム塩

STCと β-STCお よびOTCと β-OTCそ れ に5-me-

thyl-2, 3-diphenyl-2H-tetrazolium chloride (MDT) は

Table 1.
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それぞれ前報1)～3)で示 した方法に よつて合成 した ものを,

またTTCは 市販品 の水 よ り再結晶 した ものを実験に用

いた。新たに本実験に用いた ピリジン環を テ トラ ゾリュ

ー ムの5位 に含む ものを作 るため の原料は ピ リジンの ア

ルデ ヒ ドの フェニール ヒ ドラゾー ンであ る。 これのアル

コール性溶液 をアル コール性 苛性カ リ溶液 中に0～5℃ に

冷却 しつつ アニ リンのジア ゾ化液 と同時に滴下す る。反

応後,液 が常温に なるまで放置 し,水 を加え て約12時 間

放置,沈 殿 した粗 ホル マザ ンを再度 アル コールに溶解 し

水で再沈殿を行な うか,あ るいは ニ トロメタンにて再結

晶 して精 製す る。粗 結晶ない し純 結晶を メタノールに溶

解 し,黄 色酸化 水銀 を加 えて攪拌 し,色 が な くなつ てか

ら濾過 して母液 に濃塩酸 を加 え乾涸 し,そ の残渣 を水 よ

り再結 晶を行 な う。Table1に 本実験に用いた各種TC

の原料 とそれ 自身 の融点,酸 化方法,分 解点,分 子式,

炭水素分析お よび結晶水 の定量を示 したが,ピ リジン環

を含む これ らの テ トラゾ リューム塩は α-PTC,β-PTC

お よび γ-PTCで あつ て,こ の構造式 はFig.2に 示 し

た。

Fig.2

(4)

(5)

(6)

2)　 テ トラ ゾリューム塩 の抗菌お よび還元発色試験

i) Mycobacteriaに 対す る試験:固 型 お よび 液体培

地 で行なつた。前者におけ る試験は前報1)に 示 した と同

様に して行なつたが,要 約す ると,小 川培 地 に 培 養 し

logarismicな 増殖期 の終期 にある と思われ る被検myco-

bacteriaの 菌苔か ら蒸留水浮遊液 を調製,そ の10-5mg

を0.1mlに 含 ませ て中試験管小川斜面培地に接種,そ

の接種 した培地斜面 を水平に して37℃ で培養を続け る。

そ して,培 養2日 お よび14日 後 に各種TCの0.5%水 溶

液 の0.1mlを この培養面 の全体をおお うよ うに流 して,

更に培養を行な う。培養16お よび21日 目に発色 コロニー

数を測定す る。実験に用いたmycobacteriaはMl.tuber-

culosisのH37Rv,青 山B,黒 野お よび今村弱毒株 とM.

bovisのRavenel,三 輪,牛No.1お よびBCGの それ

ぞれ4株 ずつ である。 また,特 に α-PTCの 発色試験に

上記 の菌株 の他 に実 験結果 の項 で示す 各 種 のmycoba-

cteria10株 を用 いた。

一方 ,液 体培地 におけ る試 験には牛血清10%を 含む キ

ル ヒナー培地 を用 いた。5mlの 培地 に被検TCを 結晶水

を加算 した分子量 の1.2×10-7mol/ml,6×104mol/ml,

1.2×10-7mol/ml,0.6×10-7mol/ml,お よび0.3×10-7

mol/mlと なる ように0.1mlの 水溶 液 として添加 した。

そ して,H37Rvお よびBCGの 小川培地 に発育 した菌 苔

か ら調製 した蒸 留水浮遊菌液1mg/mlを0.1ml宛 接種

して3週 後に発育阻止 の程度 を判定 した。そ の基準は前

報2)に 従つ た。 また還元発 色は培地 の呈色を観察 して記

載 した。

ii)　腸内細菌その他の菌に対 す る発色試験:実 験結果

の項 で示す被 検菌を普通寒天培 地に接種後,適 当に発育

した コロニーに α-PTCお よびSTCの5mg/ml濃 度

の水溶液 をそれぞれ培地全 面をおお うように添加 し,更

に培養を続けて コロニーの発色を しらべた。

3)　 各種TCの 還元電圧の測定

燐酸緩衝液でpH6.85に 調節 した50%メ タノール水

溶液に各種TCを5×10-4モ ル溶液 として,柳 本P-8式

ポーラログラフ装置 で測定 し,中 点法に よつて-E1/2(V

 vsS.C.E.)を 求め た。測定温度25℃ 。50%メ タノール

水溶 液を通過 した窒素 ガス気流 中,滴 下速度m:純 水中

1.50mg/sec,滴 下時間t:測 定 液中4.91sec,水 銀高h;

79.0cm,感 度:50nA/mmの 諸条件下で行なつた。

4)　 各種TCの 分子吸光計数 の測定

各種TCの 分子吸光計数を測定す るにあた り,市 販の

TTCを 水 よ り再結晶 し,そ の結晶水を含む純 品を作 り,

これ らを下記の ごとき直接法でTTCよ り別 に調 製 した

フォルマザ ンと比較検 討 して差 のない ことを確認 した後

に測定 した。測定機器 は 日立124型 ダブル ビーム分光光

度計 である。

試料を0.5×10-5モ ルを秤量 し,水1mlに 溶解,ア ス

コル ビン酸を試料 の約2倍 量加え,こ れに20%苛 性 カ リ

水溶液0.1mlを 加え,フ ォル マザ ンが析出 した溶液に ア

ル コールを加えて50mlと す る(1×10-4モ ル溶 液)。 こ

の際,生 成 した フォルマザ ンは溶解 し,塩 化カ リが析 出

す る。塩 化 カ リを濾別 し,濾 液 の適量 をアル コールで更

に10倍 に希釈 し,1×10-5モ ル溶液 として吸光度 を測定

し分子吸光係数を計算 した。同時に可視部 の最大吸収 の

波長 を記載 した。

実 験 結 果

1) TCの テ トラゾ リューム環の5位 の水素を ピ リジ

ン環に よつて置換 した化合物 の還 元発色お よび抗菌

能

先 の報告1)～3)で明らかに した ごと く,TCの テ トラ ゾ

リューム環 の5位 の水素をチオ フエ ン環あ るいは フラン

環で置換 した際に,こ れ ら複素環式化合物 の置換 の位 置

が異 なる化合物では結核菌 に よる還 元発色性お よび ヒ ト

型 とウシ型結核菌 に対す る抗菌力に相違がみ られた ので.

ピリジ ン環 の置換位置 の異 なる新 しいTC,す なわち5-
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Table 2. Bacteriostatic Effects of Tetrazolium Salts on Growth of

 Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium bovis

The values represent percentage of colonies compared to the control (Aq. dest.) taken as 100 per cent.

(2-pyridyl)-2,3-diphenyl-2H-tetrazolium chloride(α-

PTC)〔Fig.2の(4)〕,5-(3-pyridyl)-2,3-diphenyl-2H-

tetrazoliumchloride(β-PTC)(5),お よび5-(4-pyridyl)

-2
,3-diphenyl-2H-tetrazoliumchloride(γ-PTC)(6)を

合 成 して,こ れ らTCの 小 川 培 地 上 で の ヒ トお よび ウ シ

型 結 核 菌 そ れ ぞ れ4株 に 対 す る抗 菌 力 を し らべ た 。 そ の

成 績 を 発 育 コ ロニ ー数 で示 した のがTable2で あ る。 こ

の表 に 明 らか な よ うに,い ずれ も培 養 の初 期(2日 目)

に 添 加 した 場 合 に の み 抗 菌 力 を 示 す が,STCあ る い は

OTCの よ うに 明確 に は ヒ ト型,ウ シ型 に対 す る抗 菌 力

の差 を あ らわ さな か つ た。

この 際,意 外 に も α-PTCの み が いず れ の結 核 菌 に よ

つ て も還 元 発 色 せ ず,コ ロ ニー は対 照 培 地 のそ れ と同様

で あ つ た。 しか も,な お ヒ ト型 お よび ウ シ型 に対 して菌

i接種 後2日 目に添 加 す る と,あ る程 度 の発 育 阻 止 作 用 が

あ つ た。

これ らの還 元 発 色 の現 象 と結 核 菌 に対 す る抗 菌 力 を定

量 的 に検 討 す るた め に,ヒ ト型 お よび ウ シ型 結 核 菌 の代

表 株 と して,そ れ ぞれH37RvとBCGを 用 い,キ ル ヒ

ナ ー培 地 に これ らの菌 接 種 前 にSTC,OTCお よびTTC

な ど各種TCと と もに α,βお よび γ-PTCの 種 々 の濃 度

を添 加 して,結 核 菌 発 育 阻 止 能 を し らべ た 結 果 をTable

3に 示 した。 これ に よ る と,H37Rvに 対 しては 本 実 験 で

は い ずれ も大 差 は な い が,BCGに 対 して はTTCは 著 し

く発 育 を 阻止 した。 そ して,5-(3-thienyl)-2,3-diphenyl

-2H-tetrazolium chloride(β-STC)2) ,α-PTC,β-PTCは

中程 度 で あ り,5-methyl-2,3-diphenyl-2H-tetrazolium

 chloride(MDT)3),STC,OTC,5-(3-thienyl)-2,3-

diphenyl-2H-tetrazolium chloride(β-OTC)3)お よび

γ-PTCな どは 発 育 阻 止 の程 度 は 低 い値 を示 して い た。

また還 元 に よる培 地 の 発 色程 度 は濃 赤 紫 色 か ら淡 桃 色 ま

で α-PTC以 外 は 菌 の発 育 程 度 に 比 例 してい た 。

Table 3. Bacteriostatic Effects of Tetrazolium 

Salts on Kirchner's Medium
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Fig. 3. Polarograms of Tetrazolium Salts

The conditions of measurment were as follows concentra-

tion, 5•~10-4 mol. in aqueous methyl alcohol (50% v/v),pH 6.8, 

buffer KH2PO4-Na2HPO4, under N2 gas (through the aqueous 

methyl alcohol), 25•Ž; mercury flow rate in deionized water 

m, 150mg/sec, drop time in supporting electrolyte at open 

circuit t, 4.91 sec., at mercury hight h, 79.0 cm, sensibility s, 

50 nA/mm, measured on the Yanagimoto P-8.

Table 4. Half-wave Potentials of Tetrazolium Salts 

at 25•Ž in aqueous methylalcohol (50% v/v)

 at pH 6.8. -E1/2 (V vs S. C. E.)

2) α-PTCに 対 す る還 元発色の検 討

α-PTC添 加培地で結核菌の発育をみた場合で も 発色

がみ られなかつたが,こ の ことは今 まで しら べ られ た

TCに はみ られなかつた。TCは 強 電解質 であ るために

菌 体内に入 るものでな く4),菌 膜 に対 して作用 する と考

え るのが妥当であろ う。 したがつ てTCの 還 元発色 も菌

の細胞膜表 面の酵 素に よる と考 え られ,α-PTCお よび

その他の複 素環式 化合物 を含む各種TCの 還 元電圧 の差

か ら α-PTCの このよ うな性質が説 明できると期待 して,

還 元電圧を測定 した。 しか し結果 はFig.3お よびTable

4に 示す ごとく,著 しい差 はみ られ なかつ た。

更 に α-PTCの 無発色性 が ヒ ト型 および ウシ型結核菌

に限 られ るか否 かを検討するため各種mycobacteriaに

ついて しらべた。 すなわ ち M.phlei,M.sinegmatis,

M.avium Flamingo,M.kansasii P4 お よび P8,M.

marinum B-439,M.scrofulaceum P6,M.intracellu-

tare P42 お よび蒲生, M.xenopi に つ い て も α-PTC

はなん ら還 元発色され なかつた。

また Mycobacteria 以外 の腸 内細菌そ の他 の菌,す な

わ ち Klebsiella,Citrobacter,Shigella sonnei,Salmo-

nella typhi,Salmonella enteritidis,Arizma,Proteus,

Vibrio parahaemoliticus に よつ ては強 く発色 し,E.coli,

Salmonella paratyphi B,Staphylococcus では弱 く発色

す るこ とがわかつた。

3) TCの 還元物 フ ォルマザ ンの可視部 の最大吸収 と

分子吸光係数

結核菌 の微小 コロニーの迅速測定に用い るTCは 還元

され て鮮 明な色を呈す るフ ォルマザ ンを形成す るもので

なければ な らない。そ こで種 々のフ ォルマザ ンの分子吸

光係数 と可視 部の最大吸収 を測驚 した。そ の結果 はTa-

ble5に 示 した。 この表に よると,層可視部 の最大吸収は

STCの フォルマザ ンが最 も大 き く,次 いでOTCの そ

れ であつた。 しか し両者 は ともに分子吸光係数は小 さか

つた。

Table 5.
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考 察

先にわれわれはTCに おいて,そ のテ トラゾ リューム

環の5位 の水素をチオ フエ ン環あ るいは フラン環 で置換

されたSTCお よびOTCを 合成 し,こ れ らを ヒ ト型 お

よび ウシ型結核菌の固型培 地接種 の2日 目に添 加す ると,

後者に対 してのみ発育阻止作用 を示 す こと,し か も,そ

の作用はチオ フエ ン環あ るいは フラン環の置換位 置に よ

つて差を生ず ることを見出 した。 ところで,わ れ われ が

提唱 してい るよ うに,抗 結核剤は菌 に対 す る親和基 と抗

菌作用を示す活 性基 とか らなつてい る。そ れに よる と,

ピ リジンカルボ ン酸ハ イ ドラチ ッ ドの場合,ピ リジ ン核

は親和基 であ り,酸 ハイ ドラチ ッド基-CONHNH2が 活

性基にな る。そ して,こ の活 性基の置換 されてい る位 置

に よつ て抗菌 力が相違 して くるのであつ て,Fig.4に 示

Fig.4
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す イソニ コチン酸 ハイ ドラチ ッ ド(INH)は ピ リジン核

の4位(ま たは γ位)の 水素 と置換 された ものであ り抗

菌力が最 も強い。 ピコリン酸ハ イ ドラチ ッ ド(PH)が こ

れに次 ぎ,ニ コチン酸 ハイ ドラチ ッ ド(NH)は 最 も弱い。

また活性基が別 の原子団 の場合は,そ の位置に よつて,

抗菌 力が違つ て くる。例えば ピリジソのチオ カルバ アニ

リ ド誘導体 の場合 はそ の位置 によつ ては差が み ら れ な

い5)6)。

そ こで,本 研究 ではTCの テ トラ ゾリューム環 の5位

の水 素を ピリジ ン環 で置換 した場合 の位置に よつ て抗菌

力の差 お よび還 元発色性 を しらべたのであるが,α-,β-,

γ-PTCと もに,つ まり置換位置 と関係 な く,固 型培地

では培 養初期 に添 加する と同程度 の阻止作用 を ヒ ト型 と

ウシ型結核菌 に示 した。 また液体培地 の成績 にも著 しい

差 はみ られ なかつた。そ の理 由につ いては今後 の研究 に

待 たなければな らない。

α-PTCがmycobacteriaに よつて還 元され ない事実

が明 らかになつた。そ して菌 が増殖 していなが ら還 元発

色 のない ことか ら,菌 の増殖 と還元発色に関係がない こ

と,そ れにTCの 結核菌発育阻止作用 も還元 フ ォルマザ

ンにあ るのでない ことも明 らかであ る。TCそ の ものが

阻止作用を有す ると考え られ,し か も本実験系か らす る

と,結 核菌 の発育増殖 の初期に作用す るものであ る。更

にTC類 が強電解質 であることか ら菌膜に作用す ると思

われ る。

この点を考えて各種TCの 還元電圧を しらべたが,そ

の間に大差はな く,結 核菌に よつ て発色 しな い α-PTC

が特別に高い値を示 したわけ では な く,α-PTCが 結核

菌 に対 して還元発色 しない ことは還元電圧 とは別 に理 由

がある もの と思われ る。また α-PTCは 各種 のmycobac-

teriaに よつ て還 元発 色 しないが,腸 内細菌 のほか,し ら

べ た2,3の 細菌 に よつて還 元発色 した。Mycobacteria

は各種 のTCを 還元す るのに α-PTCの み を還元 しない

理 由は不 明である。

最後 に,TCを 用 いて結核菌 の固型培地上に発育 した

微小 コロニーを迅速 かつ容易 に見 出すための臨床検査上

の応用 に関 しては,そ の還 元呈 色の鮮 明な ことが第1に

要求 され る。それ でTCの 還元物質 のフ ォルマザ ンの可

視 部の最大 吸収 とその分子 吸光係数 を しらべ たのである

が,分 子吸光 係数の大 きい もので も最大波長 の短 い もの

は コロニーの培 地におけ る色が鮮明でな く,そ の有す る

結核菌の発育阻止能 の小 さい ことと併 せ考える と,コ ロ

ニーの迅 速測定にはSTCお よびOTCが 最 も適 当であ

ると思われ る。

む す び

テ トラ ゾリューム塩の化学構造 とその結核菌 に よる還

元発色お よび結核菌の発育阻止作用 との関係を しらべ る

ため,テ トラゾ リュー ム塩 の5位 に ピ リジ ン環 を含む化

合物を新たに合成 し,先 に合成 した と同様にチオ フエ ン

環あ るいは フラン環 を含む 化合物 と比較 し,こ れ らの化

合物 の固型お よび液体培地 におけ る結核菌 の発育阻止作

用 と還元発色を検討 した。 ピ リジ ン環 の置換位 置に よる

抗菌力の差 異はほ とん ど見出 されなかつた。特 に ピ リジ

ン環 の α位で置換 された もの(α-PTC)は 各種 腸内細菌

に よつて還元 され るが,各 種 ミコバ クテ リヤでは全 く還

元発色をみなかつた ことが興味あ る事実 として見出され,

還元電圧を しらべたが,他 のものと大差がなかつた。 ま

た α-PTCは わずかなが ら結核抗菌作用 を示 し,還 元発

色 と抗菌作用 とは別の問題であ ることを示唆 した。

終 りに臨み各種化合物 の合成実験に関 し,新 谷裕子,

田中美也子,岡 田信子,田 代美穂子 の諸嬢に感謝 の意を

表す。 またポーラ ログラフ ィーに関 しては北海道大学理

学 部化学科神原富民教授 の指導 のもとに菅原正典博士 の

ご援助を頂いた こと,更 にmycobacteria以 外 の菌株に

つ いての還 元発色試験 につ いて,北 海道大学医学部細菌

学教 室飯田広夫教授 の ご援助 を頂 いた ことを併せ て深謝

いた します。
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