
480 CHEMO『rHERAPY NOV.1965

Nitrofuran化 合 物 に 関 す る 生 化 学 的 研 究II

Halomethylketone体(NF151)とSH化 合 物 との 反 応
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甲 斐 原 守 夫・ 大 谷 好 子
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(昭和40年2月4日 受付)

前 報 でHalomethylketene系 化 合 物(NF151)が 生

体 成 分 と反 応 して急 速 に 不 活 性 化 を うけ る こ とな どに つ

い て報 告 した1)。 本報 で は そ の 原 因 を検 索 して,そ れ が

生 体 成 分 中 に 存 在 す るSH基 を もつ 物 質 に よ る もの で あ

る こ とを認 め た ので これ に つ い て 報 告 す る。

実 験 方 法

1)SH定 量2・3)

ELLMAN法 に よつ た 。 す な わ ち 血 清 また は 組 織 の1◎

%ホ モ ジエ ネ ー トを調 製 し,3,500r.P.m。10分 遠 心 分

離 してそ の上 澄 を 実 験 に 使 用 した 。こ の試 料 液1m1,0.2

M-Phosphatebuffer(pH7.4)2ml,水5ml,0.4%

Dithiobis(2-nitrobenzoicacid)液O.1m1を 混 ●じ420

mμ に お け る 吸 光 度 を測 定す る 。検 量 線 は 既 知 濃 度 の

cysteineに.よ つ て 作 成 した 。

2)SH化 合物 とNF151と の反 応

NF151とSH化 合 物 の モル 濃 度 比 が1:2と な る よ

うに した 。 両 溶 液 は37℃ で1時 間反 応 せ しめ既 報 の方

法 に よつ て 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィーに よ り処 理 した 。

3)S.aureus209Pの 酸 素 消 費 の測 定

S.aureus209Pの ・18時 間培 養 液 を3,000r.P.m.で

15分 遠 心 分 離 し,菌 体 を 生 理 食 塩 水 で4回 洗 浄 後 そ の

菌液 の610raμ に お け るOpticaldensityが2.0に な

る よ うに菌 液 を調 製 した 。 ワ ール プル グ容 器 中 の 反 応 液

組 成 は つ ぎの とお りで あ る。

Main:S.aureus209P菌 液0.5ml

M/15phosphatebuffer(pHz4)o。5ml

水O.2ml

SidelM/6Succinateo.4ml

SH化 合 物O.2ml

NF1510.2ml

Well=30%KOH 、0・2ml

Gasphaseは 空 気,Incubationtimeは90分 の条 件

に よつ た 。

実 験 結 果

1)各 組 織 ホ モ ジ エ ネー トのSH含 量 とNF151の

不 活 性 化

前 報 で ラ ッ ト各 組 織 ホ モ ジ エ ネ ー トに よ るNF151の

不活性化について報告 した。その結果では一 定 条 件 で

NF151は 胃ホモジエネー・トによつて分解されないが,

小腸ホモジエネー トで24%,肝,腎,脾,心 ホモ ジエ

ネー トでそれぞれ50～60%程 度 の分解を うけることが

わかつた。各組織ホモジエネー トによる分解活性の相異

がそれ らのSH含 量 と関係があるかどうかを検討した。

Table1で 最 も活性が強いとおもわれる血清および肝

ホモジエネー トと,同 一の条件で活性を示さなかつた胃

ホモジエネー トを比較 した。血清 では1.63mcglmlの

SH含 量 を示 したが,胃 ホモジエネートではo.02mcgl

m1と 極端な差異が認められた。 また肝ホモジエネー一ト

では0。23mcg/mlと 両者の中間の値となつた。 このよ

うにNF151の 失活々性と生体成分のSH含 量 との間

にある程度の相関性がみ られることは,NF151 ,の生体

成分による分解が主としてSH基 の関与する機作によっ

ておこるものと考え られる0

2)各 種のSH化 合物によるNF151の 不活性化

NF151の 血清および組織ホモジエネー トによる失活

が血清中に存在するSH基 による可能性が強いので,各

種のSH化 合物とNF151と を反応せ しめその反応液

を既報の薄層ク冒マ トグラフィーで処理 し移動性を検討

Table1.各 組 織 中 のSH含 有 量

ELLMAN法

Sample=10%tissuehomo9を3,500×910'遠

心 分離 し,そ の上 澄 を 使 用

Reagent:O.4%e5,5'rdithiobis(2--nitrobenzoic

acid)(DTNB)solutien

Method:Sample

O2MPhosphatebuffer

aq・

Reagent

Determination:Absorptionat420mμ

Resu1t

1ml

2

5

0.1

Sample

Serum

Liver

Stomach

SH含 有量(mcglml)

1.63

0.23

0.02



VOL.13NO.6 CHEMOTHERAPY 481

Fi{}lNFIsl-SHft合 物反応 生成体の薄層クロマト

Samρle

NFI51tCysteineHce--Cyst.

+Glutathione-一 ・Glu.
■t+丁h∫oダ たoircacid -一'一丁hio

.

Rf'+血 清 一 血 済

1.e-

e.9

0,8

e.7

e.6

0.5

a4

0,3

α2

e,1

0一

Fig.2S.aureus2eg-PdiP乎 吸にたい4「るNFi51の 阻害

QO2

(μ)

100

5G

0

トくレ台Succ∫nαfe

30㌧ αlr

η0ηθ

Mle

2M'e

4MIC

8M'e

3060

γ～ηe(min)

θ0

した。SH化 合 物 と して はCysteine,Glutathione,

Thioglicollicacidを 用いた。

Fig.1の 薄層 クロマ トグラフィーの結果 に明らかな

とお り,各 種のSH化 合物とNF151の 反応では何れ

の場合も血清と同様に原点にとどまる物質が 認 め られ

た。この原点に存在する物質は抗菌活性をもたない。こ

れまでの結果か らNF151のSH化 合物または血清成

分との反応はつぎの式によつてあらわされる もの と思

う。

[
02N〈0/＼CH=CH・COCH2Br十HS・R

[
一…一・一→02N〈0/＼CH;CH・COCH2--S-R

この式でR・SHは 各種のSH化 合物をあらわす。また

この反応生成物が活性をもたないものと解釈される。

3)S.aureusの 呼吸にたい す るNF151の 阻害と

SH化 合物による回復

NF151がSH化 合物によつて失活することについて

は前述のとお りである。ただこれはBi◎assayの 結果で,

培地成分とSH化 合物のInteractionも 無視できない。

したがつてこのような要因を除去 した実験条件で,NF

151の 抗菌活性が実際にSH化 合物によつて弱められる

ものかどうかを検討した◎

まずM/6Succinateを 基質としたさいのQo2の 経時

的変化はFig.2の とお りである。すなわちNF151の

MICに 相当する濃度から,そ の8倍 濃度までにわたつ

て影響をみたがNF151に よるS・aureusの 呼 吸阻害

は当然なが ら濃度に応じて強化される。

つぎにこのようなNF151に よる呼吸阻害がSH化

合物の添加によつて回復されるかどうかを検討 した。す

なわちこの条件でNF151の 呼吸阻害がSH化 合物の

Table2. NF151の 呼 吸 阻 害 とSH化 合 物 に よ る

回 復(被 検 菌S.aureus209-P)

finalconc、

NF

MIC(1mcg加1)

MIC(1mcg/ml)

2MIC(2mcgfml)

2MIc(2mcg/ml)

Cysteine

none

1、4mcg/m1(3mol)

none

1.4mcg/ml(1.5mo1)

finalconc.

NF

2.5MIC(2.5mcg/ml)

2.5MIC(2.5mcg/m1)

5MIC(5mcg/m1)

5MIC(5mcg/m1)

Glutathione

none

8.9mcg/ml(3mol)

none

8.9mcg/m1(1:5mo1)

呼吸率

(%)

77.3

85.7

64.4

82.3

呼吸率

(%)

30.9

97.0

16.6

80.6

添 加 で 抑 制 され る とす れ ば,SH化 合物 の 作用 が 直接 的

な もの で あ る こ とが 理 解 され る 。

Table2に 示 され る とお りMIC濃 度(1mcg/m1)に

NF151が 存 在 す る と90分 値 で 対 照(無 添 加)の77.3

%と 呼 吸 阻 害 が お こ る。 こ の場 合Cysteineの1.4

mcglm1(NF151の3倍 モ ル 濃 度 に 相 当)が 存 在 す る と

85.7%に ま で 回 復 す る。 またMICの2倍 濃 度 のNF

15iの 存 在 で 対 照 の644%に 低 下 した 呼 吸 は,そ の1,5

倍 モル 濃 度 に 相 当 す るCysteineの 存 在 で82.3%に ま

で 回 復 す る 。 つ ぎにGlutathioneの 影 響 を み る と,MIC

の2.5倍 濃 度 のNF151の 存在 で30.9%oに 低 下 した

呼 吸 は,3倍 モ ル濃 度 に相 当す るGlulathieneの 添 加 で

呼 吸 低 下 は97%に まで 回 復す る 。 同様 にMICの5倍

濃 度 のNF151で16.6%に まで 低 下 した 呼 吸 は,NF

151の1.5倍 モ ル に 相 当す るGlutathionに よつ て80.6
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%に まで回復する。以上の結果に よつ て明らかなとお

りNF151に よるS.aureusの 呼吸阻害はSH化 合物

によつて抑制される。

考 察

NF151の 生体成分による急速な不活性化 の 一 因 が

SH化 合物との反応にもとつくことを明らかにした。種

種の構造のNitrefuran化 合物がSH化 合物によつて失

活することについては,従 来よりかな りの報告がみ られ

るs～5)。そ の原因としてNitrofuran化 合 物の酸化還元

電位にたいする干渉,Nitro基 にたいする影響,側 鎖構

造 との反応などがあげ られている。本報の成績では側鎖

構造 とSH化 合物 との反応説を支持する結果を得た。た

だ種々の構造をもっNitrofuran化 合物のSH化 合物に

よる失活を必ずしも一元的に説明す ることはできないと

考えている。つ き1に構 造的に近似なMethylketone体

くNF150)とHalomethylketene体(NF151)で は前述

の とお りSH化 合物に た い す る挙動が異る。他方S.

aurel{S,E.eeliに た いす るinvitro抗 菌力は何れも

NF151の 方が約10倍 強い。 このSH-Sensitivityと

invitro抗 菌力 との関係,さ らに両者の抗菌作用機構の

異 同などについて検討をおこないたい◎

要 約

1)血 清,肝,胃 煙 ジ エ ネ ー トに つ い てSH含 量 を

測 定 した と ころ血 清 〉肝 〉 冒〉 の 順 序 とな り・ こ為 は ざ

きのNF151分 解 活 性 と同 じ傾 向 とな つ た 。

2)NF151の 不 活 性 化 はCysteine・Glutathione・ 、

Thioglicollicacidな どのSH化 合物 に タつ て も お こ

る0

3)NF151に よるS・aureusの 呼 吸阻害はSH駕 合

物によつて回復される。

以上の結果か ら血清その他の生体成分によるNF151

の不活性化の主因としてSH化 合物によるものがあげら

れる。

本 論 文 の要 旨 は 昭 和39年,臼 本化 学 療 法 学 会総 会 お

よび支 部 会 で 発 表 した 。

当 研 究所 の 小 原 正 郎 所 長,熊 田 第3部 長 の 御 鞭 燵 と御

援 助 を 感 謝 し ます 。
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