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Attempting to find new drugs, which are more effective than pyrazinamide against 
Mycobacterium tuberculosis and also active against M . avium complex (MAC) , we 
synthesized various pyrazinamide analogs and pyrazine derivatives and assayed their 

antimycobacterial activities in vitro against M. tuberculosis , M. avium and M. intracellu
lare.

As is well known, pyrazinamide is more active in acidic medium than in neutral 

medium, but the growth of mycobacteria in acidic media is poor and inconsistent . Our 
preliminary experiments revealed that the relative antimycobacterial activities of test-
drugs compared with pyrazinamide were essentially the same in pH5.5 medium as in pH6 .0 
medium. Therefore, Middlebrook 7H9 broth adjusted to pH6 .0 was used throughout the 

present studies.
Among 39 compounds synthesized, four drugs were insoluble in any of the solvent 

suitable for culture experiments and could not be tested, and remainning 35 compounds were 

screened.

*From the Research Institute of Tuberculosis
, Japan Anti-Tuberculosis Association, 3-1-24,

 Matsuyama, Kiyose-shi, Tokyo 204 Japan .
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The growth of mycobacteria was followed by measuring the optical density at 530nm 

(OD), and the OD of the culture in the presence of 200ƒÊg/ml of the test-drug (OD-TD) 

was compared with that in the presence of pyrazinamide (OD-PZA). Each test-drug was 

ranked as A, B, C, D or E according to the ratio (OD-TD/OD-PZA)•~100%, if the ratio was 

equal to or less than 10%, 11-20%, 21-40%, 41-60% or 61-80%, respectively. Any drugs 

showing the ratio above 80% were excluded from further examinations.

For M. tuberculosis, 11 drugs were ranked as A and 4 more as B. For M. avium, 2 

drugs were ranked as A and 2 more as B. For M. intracellulare, 5 drugs were ranked as A 

and 2 more as B.

Among highly ranked ones, 4 compounds, namely, pyrazinoic acid noctyl ester, 

pyrazinoic acid pivaloyloxymethyl ester, pyrazine thiocarboxamide and N-hydroxymethyl 

pyrazine thiocarboxamide were ranked as A against M. tuberculosis and M. intracellulare, 

and ranked as A, B or C against M. avium, and considered as hopeful candidates of new 

antimycobacterial drugs. Their bacteriostatic and bacteriocidal activities against M. 

tuberculosis as well as M. avium and M. intracellulare have been studied in details and 

reported in a separate paper. In vivo activities against murine experimental tuberculosis of 

these 4 drugs is now under investigation. Further, two drugs, N-hydroxy pyrazinamide and 

N-hydroxy pyrazinamide-4-oxide were ranked as A against M. tuberculosis and ranked A 

or B against M. intracellulare, and their more precise in vitro antimycobacterial activities 

are now under examination.
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は じ め に

Pyrazinamide(PZA)は 最 も有効な抗結核剤 の一

つで あ り,宿 主の食細胞中や酸性環境 に存在す る結核菌

に対 して特 に強 い抗 菌活性 を発 揮す ると考え られて い

る1)2)。しか し,PZAに は,肝 臓障害 や高尿酸血症 のよ

うな副作用の頻度 が比較 的高 い こと, Mycobacterium

avium complex (MAC) に対して抗菌活性が低いこ

と,通 常の臨床検査室で は感受性検査 を行 うのが困難 で

あること,な どの難点 もあ る3)。

結核 は今 なお多 くの発展途上国で は主要な死亡原因で

あ り,ま た,経 済 的先進国 において も多剤耐性結核菌 に

よる集団発生 を も含 めて再 び憂慮 すべき兆 しを見せて い

る4)。さ らに,MAC感 染 症,と りわ け全身 散布 型 の

MAC感 染症 はAIDSの 最 も深 刻 な合併症 の一 つであ

る5)6)。 こ の よ う な 状 況 の下 で, Mycobacterium tu-

berculosis に対 してPZAよ りもより効果が あり,

MACに も有効 であるよ うな新 しい抗結核剤 の開発が強

く求め られてい る。 われわれは,こ のよ うな新 しい抗結

核剤 の開発 を 目標 に して,39種 類 のPyrazine誘 導体

また はPZA類 縁体 を合成 し,そ れ らの抗 ミコバ クテ リ

ア活性 を検 討 した。In vitroで の スク リーニ ング ・テ

ス トの結果 を報告 する。

材料 と方法

1)　試験薬剤

39種 類 のPyrazine誘 導 体 また はPZA類 縁体 を合

成 した。 これ らの化合物を化学構造の類似性に従 って4

群 に分類 して表 に示 した。 これ らのうち,No.4,No.30,

No.24,No.28の4化 合物 は,培 養試験 に利用 しうる種

種の溶媒のいずれに も不溶 または難溶で あって試験が出

来 ず,残 りの35化 合物 についてス クリーニ ング ・テス

トを行 った。

2)　 ミコバ クテ リア

実験 に用 いた菌株 はいずれ も結核研究所細菌研究科 の

阿部千 代治 先生 よ り分与 を受 けたもので,ATCC由 来

の M. avium (ATCC25291) お よ び M. intracellu-

lare (ATCC13950) とTrudeau研 究 所 由来 のM.
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Table Results of Screening Tests
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tuberculosis,H37Rv株(KK11-20)を 標 準 株 と して

用 い た 。 凍 結 保 存 さ れ て い た こ れ ら菌 株 を 溶 解 し,

Middlebrook7H9液 体 培 地 に培 養 し,さ らに も う一

代 同 培 地 に 継 代 した 。 第 二 代 継 代 の 菌 が対 数 増 殖 期 で

530nmで の 濁 度(OD)が0.132を や や 上 回 った と き

に,ODを0.132に 調 整 して実 験 に用 い た(接 種 用 培 養

菌)。

3)　 ス ク リー ニ ン グ ・テ ス ト

各 薬 剤 は 溶 解 性 に よ って 蒸 留 水,蒸 留 水 とdimethyl

 sulfoxide(DMSO)と の1:1(v/v)混 合 溶 液,ま た

はDMSOに 溶 解 し,pH6.0に 調 整 したMiddlebrook

7H9液 体 培 地 に 終 末 濃 度200μg/mlに な る よ うに添 加

し た。 比 較 の た め のPZA培 地 の調 製 に 当 た って は,そ

れ ぞ れ の薬 剤 の溶 解 に用 い た溶 解 液 を用 い てPZAを 溶

解 した 。 上 述 の接 種 用培 養 菌 の0.1mlを,薬 剤 を添 加

した7H9液 体 培地(pH6.0)5.0ml(培 養 用試 験 管14.5

×1.8cm)に 加 え,37。Cで 培 養 し た 。530nmで の

ODを1日 ま た は2日 お き に 測 定 し(Photoelectric

 Photometer, ModelEPO-B,平 山 産 業,東 京),薬

剤 添 加 培 地 のOD(OD-TD)をPZA添 加 培 地 のOD

(OD-PZA)と 比 較 した。 薬 剤 非 添 加 培 養 のODが ほ

ぼ0.400に 達 す るM.intracellulareで は7日 目,M.

auiumで は14日 目,M.tubercculosisで は21日 目 の

値 に よ っ て(OD-TD/OD-PZA)×100%の 値 を計 算

し,各 薬 剤 のPZAに 対 す る相対 的 抗 菌 活 性 を判 断 した。

結 果

1)　 ス ク リー ニ ング ・テ ス トに及 ぼす 培 地pHの 影 響

よ く知 ら れ て い る よ う に2),PZAは 中 性 の培 地 に お

い て よ り も酸 性 の培 地 に お い て よ り強 い抗 ミコバ ク テ リ

ア活 性 を示 す。 しか し,pH5.0～5.5の よ うな酸 性 培 地

で は,ミ コバ クテ リア の 増殖 は貧 弱 で不 安 定 で あ る。 よ

り安 定 した 菌 の 発育 の 見 られ るpH6.0培 地 で,合 成 し

た化 合 物 のPZAに 対 す る相 対 的 抗 ミコバ クテ リア活 性

の評 価 が 可 能 か ど うか を 検 討 した 。

図 に示 し た よ うに,PZAの 抗 菌 活 性 はpH6.0に お

け る よ り もpH5.5で の ほ うがや や 強 か っ たが,pH5.5

培 地 で の 菌 の 発 育 は 悪 く,ま た,試 験 したPZA,No.

26,No.29の3薬 剤 の抗 菌 活 性 の相 対 的評 価 に つ い て は

両 方 の 培地 で 同様 で あ った。 デ ー タは示 さ な か った が,

M.tuberculosお お よびM.aoiumで も同様 の結 果 で

あ っ た。 この 結 果 か ら,PZAよ り優 れ た 抗 菌活 性 を持

っ 薬 剤 を ス ク リー ニ ングす る 目的 に はpH6.0培 地 が 適

し て い る と考 え,今 後 の 実 験 はpH6.0に 調 製 し た

Middlebrook7H9液 体 培 地 を用 いて 行 っ た。

2)　 ス ク リー ニ ング ・テ ス トの結 果'

方 法 の 項 で 述 べ た(OD-TD/OD-PZA) × 100%の

Fig. Comparison of pH 6.0 & pH 5.5, 

M. intracellulare

値 によ って各薬剤 のPZAに 対す る相対的抗 ミコバ クテ

リア活 性 を評価 した。 この値が10%以 下の場合をAラ

ンク,11-20%をBラ ンク,21-40%をCラ ンク,41

-60%をDラ ンク,61-80%をEラ ンクと し,81%以

上 の薬剤 はPZAよ りも優 れた薬剤 とい う目的 に不適格

と して表で は×印で示 した。結果 を表 に示 した。

M. tuberculosis に対 して は,11薬 剤(No.12,13,

17,18,21,25,26,31,32,34,35)がAラ ン クで,さ ら

に4薬 剤(No.2,8,11,29)がBラ ン クで あ った。M

.aviumに 対 して は,2薬 剤(No.35,17)がAラ ン クで,

2薬 剤(No.18,32)がBラ ン ク で あ っ た。M.intra-

cellulareに 対 して は,5薬 剤(No.17,18,26,34,35)

がAラ ン クで,2薬 剤(No.21,32)がBラ ンクで あ っ

た 。

考 察

PZAは 最 初Ha11ら7)に よ ってaminopyrazine合

成 の 中間 産 物 と して 合 成 され た が,そ の 抗 結 核 菌活 性 は

1952年 に な っ て初 めて 報 告 され て い る8)～11)。同 じ年 に,

Kushnerら は12),49種 類 のPZA誘 導 体 お よ び14種

類 の 関連 化 合 物 の合 成 法 を報 告 し,マ ウ スで の実 験 結 核

感 染 に対 す るそ れ らのin vivoで の活 性 につ いて 簡 単

に触 れ て い るが,in vitroで の抗 ミコバ ク テ リア活 性 に

つ いて は報 告 され て い な い。

PZAは 非 常 に ユ ニ ー ク な 抗 結核 剤 で あ り,中 性 の培

地 で はむ しろ弱 い活 性 しか 示 さず,酸 性 の培 地 で よ り強

い 活 性 を 示 す2)。 食 細 胞 内 の 結 核 菌 に 対 して抗 菌 活 性 が
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強 い1)。さ らに,Isoniazidと の組 み合わせでマ ウスの

実験 的結核症 に対 して著 明な効果 を示 し13),ヒ トの結 核

症 の 短 期 強 化 化 学 療 法 に お いてIsoniazid, Rifam-

picinに 次 ぐ重要 な薬剤 の地位 を占めている3)14)～16)。

PZAの 作用 機序 につ いては不 明の点 が残 されている

が,結 核 菌 の菌体 内 で結核 菌 の酵素 であるPyrazina-

mide deamidaseの 作用 によ って真 の活性物質で ある

Pyrazinoic acidに 転換す ることによって抗菌作用 を

発 揮す ると考 え られ て い る17)卍19)。この仮説が成立す る

とすれ ば,PZA類 縁 化合 物のなか に同 じような作用機

序 によって抗 ミコバ クテ リア活性を示す薬剤 が発見 で き

る可能性が考え られ る。

Kushnerら12)が 報告 した化合物 では有望 な成績 は得

られていないが,わ れわれは上 に述 べた仮説 に従 って種 々

のPZA類 縁化合物 を合成 し,そ のin vitroに おける

抗 ミコバクテ リア活性 を検討 した。 われわれ の主要 な戦

略 は,種 々 のPZA類 縁体 またはPyrazine誘 導体を合

成 し,そ の なかか ら.M.tuberculosisお に対 してPZA

よ りも効果が優れ,MACに 対 して も有効 で,望 ま しく

は殺菌的に働 く薬剤 を見いだす ことである。 この目的で

39種 類の化 合物 を合成 した。 この うち7化 合物(No .7,

8,14,19,20,21,34)はKushnerら12)の シリーズに

も含 まれている。4化 合物 は培養実験 に利用で きる通常

の溶媒 に不 溶 また は難溶で テス トで きず,残 りの35化

合 物 につ いて テス トし,PZAと の相対的抗菌活性 につ

い て ラ ン キ ングを 行 っ た。 表 に示 す よ う に, M. tuber

 culosis につ いて は11剤, M. intracellulare に つ い

て は5剤,M.aviumに つ い て は2剤 がAラ ン クに,

またそれ ぞれ4,2,2剤 がBラ ン クに ラ ンキ ング さ れ た。

これ らの うち, M. tuberculosis および M. intra-

cellulare の両菌 種 に対 して いずれ もAラ ンクで,M .

 avium に対 して もA,Bま た はCラ ンクで あ っ た4剤,

す な わ ち, Pyrazinoic acid pivaloyloxymethyl ester

 (No.17), Pyrazinoic acid n-octyl ester (No.18), 
Pyrazine thiocarboxamide (No.34), N-hydroxy

methyl pyrazine thiocarboxamide (No.35) に つ い

て は,さ らに詳 細 なin vitroの 抗 ミコバ ク テ リア活 性

について検討 し,PZAが M. tuberculosis に対 して弱

い静菌活性 しか示 さないよ うな条件下 で M. tuberculo-

sisお よびMACの どち らに も静菌活性 のみ な らず殺

菌 活性を も示す結果 を得 て,別 に報告 した20)。これ らの

薬剤 のマウスでの実験的 ミコバ クテ リア感染症 に対す る

効果 につ いて は,現 在検討中であ る。

ま た, M. tuberculosis に 対 し てAラ ン ク で,M.

intracellulare に対 してAま たはBラ ンクであ ったN

- hydroxy pyrazinamide (No .21) お よ びN-hy-

droxy pyrazinamide-4-oxide (No.26) の2剤 につ

いては,現 在 より詳細 な検討を行 って いる。

今 回の研究 はスク リーニ ングのための実験であ るが,

い くつかの興味 ある事実が示唆 されて いる。菌株別でみ

る と, M. tuberculosis に対 して有効な薬剤が最も多

く, M. intracellulare に対 して有効な薬剤 の数 が これ

につ ぎ, M. avium に対 して有効 な薬剤 は最 も少 なか っ

た 。 M. tuberculosis に対 して無効 または低 い ランク

でMACに 対 してA,B,Cな ど の高 い ラ ンク を示 す 薬

剤 はな か った。

ま た,化 学 構 造 と 抗 菌 活 性 と の 関 係 で は,例 え ば,

Pyrazinoic acidのester類 にお いて は短 鎖 の もの で

は 活 性 が 弱 く,鎖 長 と と も に 活 性 が 増 し,n-octylお

よびpivaloyloxymethyl esterで 強 い活性 が見 られ た。

ま た,PZAお よびPyrazinamide-4-oxideのN

-hydroxy誘 導 体 は と もに .M.tuberculosisとM.

intracellulareに 対 してAラ ンク で あ っ たが,N-hy-

droxymethyl pyrazinamideは3菌 種 につ いて いず

れ も ×で あ り,N-hydroxymethyl pyrazinamide-4

-oxideはM .tuberculosisに 対 して はAラ ン ク,M

ACに は × で あ っ た。

こ れ ら所 見 は,今 後 の 新 薬 開 発 に 示 唆 を与 え る もの で

あ り,ま た,PZAの 作 用 機 序 と し て のpyrazinoic

 acid仮 説 の 検 証 に も手 が か りを提 供 す る と考 え られ る。

こ れ らの テ ス トは す べ てpH6.0に 調 整 したMiddle-

brook7H9液 体 培 地 を用 い て行 っ た。 よ く知 られ て い

る よ う に,PZAはpH5.0や5.5の よ う な 酸 性 培 地 に

お い てpH6.0に お け る よ り強 い活 性 を 示 す 。 しか し,

pH5.0や5.5の 培 地 で は ミ コバ ク テ リアの発 育 は貧 弱

で 不 確 実 で あ る。 さ ら に,図 に示 した よ うに,試 験 薬 剤

のPZAに 対 す る 相 対 的 抗 菌 効 果 はpH5.5とpH6 .0

とで 同 様 で あ る。 これ らの結 果 に よ って,ス ク リー ニ ン

グ の 目的 に は,む しろpH6.0培 地 を用 い る方 が 合 理 的

で あ る と言 え る。 他 の 研 究 者 ら も,同 様 の 理 由 でpH

6.0培 地 をPZAに 対 す る 感 受 性 試 験 やMIC測 定 に用

い て い る19)21)22)。
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