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培 地 置換 培 養 法 に よ る諸 種

結 核 化 学 療 法 剤 の 静 菌 作 用 の検 索

[第 5篇〕INH 誘導体の静菌作用に就いて

京都大学結核研究所化学療法部 (主任 教授 内藤益-)

神 田

【内 容 抄 録】

本編では,今 日細菌学的活性の点に就いて盛

んに論議されている INH 誘導体の結核菌に対

する静菌作用を検索 した｡

その結果,普通培養法に比 して培地置換培養

法を行な うと Isonicotinylhydrazidemethan･

esulfonate(IHMS)の静菌力は強 くあ らわれ,

INH と同様の傾向を示 したが,Streptomycyli-

deneisonicotinylhydrazine(SH)の静菌力は

変 りな く,Sodium glucuronate isonicotinyl

hydrazone (INHG-Na)及び Isonicotinylhy-

drazinopyruvinate(IPN) の静菌力は却って弱

くあらわれる成精を得た｡

従って,IHMS及び SH は誘導体 その まま

の形で,INHG-Na及び IPN は培養中に INH

を遊離する事により,強力な静菌作用を示す も

のと考え られる｡

以上の成案責より,本法は,培養中に静菌力を

減弱する薬剤のみでな く,逆に分解によって静

菌力が増強する薬剤のより正確な静菌力を検索

する有力な方法の一つであると思 う｡

緒 呂

著者は培地を一定期間毎に置換 しつつ培養を

続けるという培地置換培養法(以下置換培養法)

を考案 し1),培養中に変化する恐れのあ る諸種

抗結核剤の貢の静菌作用を知る方法として,節

編迄に Streptomycin,Dihydrostreptomycin,

PAS, INH,TB12〕; Viomycin,Cycloserine,

Kanamycin3) ; Sul丘soxazole, Tetracycline,

Cyanoaceticacidhydrazide,lsopropylcyano-

aceticacid hydrazone,S-Ethyl-L-CySteine4)

瑞 雄

等の静菌作用を置換培養法により検索 した｡そ

の結果培地置換を行なった方がより強い静菌作

用を示す薬剤のある事がわかったのである｡

さて本法は,培養I恒こより強い静菌作用を示

す物質に変化する薬剤を発見する方法 とな り得

るのではないかとも考え られる｡ このような考

えのもとに,本編では今 日細菌学的活性の点を

盛んに論議 されている INH 誘導体の静菌作用

を本法によって検索 した次第である｡

INH 誘導体 として現在吾国で臨 床 的 に用い

られているのは,Isonicotinylbydrazide met-

hanesulfonate(以下 IHMS),Sodium glucuro-

nateisonicotinylhydrazone(以下 INHG-Na),

Isonicotinylhydrazinopyruvinate(以下 IPN)

の 3種 と, Streptomycin との併用効果を期待

した Streptomycylidene isonicotinylbydra-

zine(以下 SH)とを併せて 4種で あ る｡ これ

等の in vitro に於ける静菌力に就いては今 日

迄多数の報告がみ られるが,概ね分子量か ら換

算 した INH 含有量に比例 しているようで,当

教室の内藤他5)10),北川6),今井7),谷8),前川他9)

等 の成 績 も概 ね 同様の傾向を示 している｡ 又

さきに著者等が他の実験に附属 して INH 誘導

体の静菌力を同時に検討 した成精によれば,10

%血清加 Kirchner培地を使用 し, 4週間培養

後の発育阻止最低濃度 (以下 MIC)は,IHMS

0.125-0.0625γ/cc,INHG-Na0.25-0.0625γ/cc,

IPN 0.125-0.0625γ/cc,SH 0.125-0.25㍗/cc,

INH 0.0625-0.0313γ/cc程度となっている｡

一方 これ等誘導体は生体内で分解,INHを遊

離 して始めて効果を示すのではないかとの疑問

がもたれている｡ これは誘導体の多 くは経口授
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表 1 被 検 薬 剤
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表 2 普通培養法と置換培養法との比較 (INH 誘導体)

試 験 帯 番 号薬剤
INH
IHMS

培養法

普通置換血通日置換
普通置換

3-453 1=亘;T8T
√｢表≠I笠鳥LH

甘冊≠W≠甘
冊冊Ⅲ冊 榊

Ⅲ

0.
0 313

0.
0

1560.0

6250.0

313表 3 普通培養と置換培養法との比較 (SH

) 冊法では 1管即ち2倍静い静菌力 を示 した｡

IH-MSの静菌力も置換培養法に於ける方が

やや強く INH とほぼ同様の傾向を示したが,I

PN 及び INHG-Naでは明らかに置換培養法に

於ける方が劣っていた｡即ち普通培養 法 で

何 れ も0.0156γ/ccの MIC を示 したにもかかわ

らず,置換培養 法 で は IPN は 0.0313㌢/ccと

1管弱く,INHG-Na では 0.0625γ/cc と 2

管弱 いMIC を示

した｡SH の場合は,SM と JNH との invit

roの併用効果が考えられるので,対 照薬 剤

と してSH と同じ比率に即 ち SM :INH=1000:

236の割合に SM と INH を混合 し,何 れ も

INHの濃度にして 1γ/ccより静菌力を検討

した｡非置換と置換との差は SM･INH 混合物

は置換培養法に於ける方が 1管強い静静菌作用

を示 したが,SH は差を認めなかった｡顕微鏡

的判定も同時に行なったが全 く同様の成節であったの で記載を省略

し

た｡総 括 及 び

考 按当教室の神頭等11)は INHG-Naのマウ

スに対する急性毒性試験 を行 ない,LD5｡ほ皮

下注射では 7,400mg/kg,経口投与では 2,850mg

/kgとの成絹を得,河本12)も IPN は皮下注射 3

280mg/kg,経口投与 1585mg/kg と報 告

して いる｡ この他五味13)も静脈注射,皮下注射

,経口投与の 3方法で INHG-Na,IPN,IHMS,

INHの急性毒性実験を行ない,ほぼ同様の傾

向を報告 している｡ これ等を要約すると,INH と

IH-MSは一般の薬剤同様経口投与よりも非

経口投与の方が毒性が強いが,INHG-Na,IPN

はその反対に非経口投与による毒性の方が著明

に弱いのであって,消化管内で何等 か の変化

を うけて,誘導体より更に毒性の強い物質を遊

離するのではないかとも思われるのであ
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一方 Colwel114) 等は invitro で INH 及び

INHGのの安定性に就いて実験 し,酸性に於い

ては INHG は速かに加水分解 して INH を遊

離す る事,及びこの遊離は体液成分の存在によ

りやや抑制される事を報告 し,伊藤等15)は JH-

MSを除 く INH 誘導体は胃液又は代用胃液に

より容易に INH を遊離すると報告 してい る｡

北本16)も invitroの分解の程度を動物 に対す

る毒性の推移から検討し,ほぼ同様の成損を示

した｡又当教室の辻野 17)は,実験的動物結核症

に対する INH誘導体の効果を比較検討し,INH

は経口投与でも皮下注射で も同 じように有功で

あるが,IPN,INHG-Naは経口投与の方が 皮下

注射より有効であると報告 している｡

以上の点から,IHMSを除 く INH 誘導休は

INH を遊離 して始めて有効な抗結核 作用 を示

す もので,経口F畑こ投 与･されると消化管内で誘

導体より更に毒性の強い INH を遊維し,それ

が吸収 されて治療効果を発揮するが,非経口的

に投与されると毒性の弱いそ の ままの 形 で吸

堰,排推 され治療効果を示さないのではないか

と推測されている｡

しか しなが ら,これ は飽 く迄 も推測であっ

て,INH 遊導体はそれ自身そのままの形 で抗

結核菌作Mがあるか否かを直接実験的に証明 し

た報告は現在迄の所殆んど見 られな いので あ

る｡即ち先述 の Colwell14) は E.coliを用い

て INHG そのものの抗菌作用を諾べよ うと し

たが,余 りにも INH への分解が遠い為に結局

結論を得 られなかった｡まして発育が極めて遅

く,判定迄に少 くとも1週間を必要 とする結核

菌を対象として検討す る事は更に閑雅である｡

さて著者はこの点を究明す可 く INH 誘導体

の invitroに於けるより正 しい静菌力 を知 る

方法として著者の考案 した損換培養法を斥圧､て

検索 し,IHMSは INH と同様闘 奥培養法に於

ける二万がむしろ強い静菌作用を示 し,SH はiTITI'-_

換を行なうも大差な く,IPN及び INHG-Naは

共に胃換培養法で却って静菌力が低下する事が

わかった｡従って IPN や INHG-Naは培養 車

に invitroで INH を遊離 し,その INHが強

力な静菌作用を発揮するものである事を実験的
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に明らかにし得たわけである｡ このように IPN

や INHG-Naの置換培養法による静菌力は,分

子量を考慮に入れた濃度でも INH より弱い事

は明らかであるが,置換培養法で得 られたMIC

が IPN や INHG-Naそのものの貢の静菌力を

示すか否かは極めて疑問である｡ 何故なら,本

実験では約48時間毎に培地置換を行なったので

あるが,これ等誘導体が少 くともこの48時間の

開始んど INH を遊離 しないのなら兎 も角,遊

離す るとすれば置換培養法に於ける MIC で も

遊離された INH の静菌作用が含まれる事にな

るからである｡

Colwe1114) の INHG (D-glucuronolactone

isonicotinylhydrazone) に就いての実験成績

では,人血清申 (pH 7-7.5) で 1時間後11,

4時間後65,24時間後74%に INH を遊離 して

いる｡ Colwellの行なったのは INHG のみで

あって, 著者の対象とした INHG-Na,IPN と

同一には論 じられないが,培地に添加後かなり

速かに INH を遊離するであろう事が想像 され

るのである｡

IHMSは著者の実験成損 で は,置換 によ り

INHG-Naや IPN と反対に静菌力がやや増 強

した｡ これは極めて速かに INH を遊離する為

に INH と同じ傾向を示すのか,JHMSそのも

のが INH に匹敵する静菌力をもつ為か二様の

考えが出来るわけである｡ しか し直 ちに INH

を遊離するもの とす る と,INH に比 して毒性

が低い原lXjが説 明出来ないし,北本16)の毒性実

験で も IHMSからINHの遊離は極めて遅い事

が証明 されている｡ 又先述の INH 誘導体 の毒

性実験,生体内運命に闇する諸成損 で もIHMS

は他の INH 誘導体とは異 りむ しろ INH に近

い性質をもつように報告されているが,著者の

実験で も全 く同様の傾向を示 したわ けで あっ

て,或はそのもの自身で静菌作用をもつのでは

ないかと思われるのである｡

SH は普通情養法で,そのl恒こ合まれる INH

濃度にして 0.0313T/ccで, ほぼ INH 単独の

MIC に等しい濃度で結核菌の発育 を阻｣上し,

SM 濃度よりみると 0.132T/ccで SM 単独の

MIC (約 1.25-0.625T/cc)より遥かに小さい｡
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これを SH 自身の MIC になおすと 1.9γ/cc

となる｡ 従って,SH の阻止力は分解遊離され

たとしても,SM 自身の静菌力は INH の静菌

力に覆われて しまう筈であろう｡ しかし SHの

MICが主 として遊離された INH によるとする

と,INH 単独時と同 じく静菌力は置換 培 養法

に於ける方がより強 く出る筈であるが,著者の

実験では変 りなかった｡所が SH と同 じ分子量

比に SM と INH を混合 した ものは INH 単独

と同 じく置換培養法によって静菌力が強 く出た

のである｡ このような成績から,SH の静菌力

は INH の遊離によるものではな くSH そのま

まの形で 2γ/cc程度の静菌作用をもつ ものと

考えられるのではなかろうか｡

丸田等18)の研究 に よ る と,SH は 20mg/cc

の水溶液 として 60±4oC に保ち 6日後 の生物

学的活性の測定値は約10%の力価減少を認めた

のみであった｡ このように比較的安定な点は著

者の成績とよ く一致するようである｡

結 論

抗結核菌作用を生物学的に定量する事が困難

とされていた INH 誘導体そのものの静菌力を

培地置換培養法で検索 し,本法がかかる目的の

為に充分利用出来得る事を示 した｡ 又 Isonico

tinylhydrazidemethanesulfonate及び Strep-

tomycylideneisonicotinylhydrazineはそのま

まの形で, Isonicotinylhydrazinopyruvinate

京大結研紀要 第7巻 第3号

及び Sodium glucuronateisonicotinylhydra-

zoneは INHを遊離 して始めて強力な静菌作用

を示す ものと思われる成績を得た｡

(摘筆に当り,終始御指導及び御援助を賜わった当教

室助手津久間俊次博士と実験に終始御協力を戴いた当

教室束向一郎学兄とに深甚の謝意を表します.)
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