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Nitrofuran化 合 物 の 生 化 学 的 研 究III

Halomethylketone体(NF151)とMethylketene体(NF150)の2,3の 性 状 に つ い て

西 田 実 ・奥 井 正 雄 ・松 原 忠 雄 ・横 田 好 子

藤沢薬品中央研究所

(昭和41年7月4日 受付)

わ れ わ れは、さきにNitrofuran化 合物 の うちHolo-

methylketone体(NF151)お よびMethylketone体

(NF150)と 生体成分 またはSH化 合物 との反応性 がか

な り異 な ることを認め た1,2)。

本報 では この よ うな反応性 の差異 が両薬剤 の作用様式

の上に どのよ うに反映す るか とい う点 に つ い て 検討 し

た。

実 験 方 法

1)E.coliの 生菌数の測定

1%加 糖培地(0・5%ポ リペプ トソ,0.5%肉 エキス,

O・2%o食 塩1%ブ ドウ糖)70mlを 培 養フ ラス コ中に

入 れ,こ れにE.coliN1HJの 約20時 間前培養液を0・7

m1植 菌 し,37。 で振 湯培養す る。 また振盈開始 と共に

各薬剤 をそれぞれMICの112濃 度に添加 し一定間隔で

培 養液を採取 して,そ の生菌数 を測定 した。

2)蛋 白量 の測定

10%加 糖 ブイ ヨン1.51にE.coliNIHJ前 培 養 液

15m1を 植菌 し,NF151お よびNF150を それ ぞれ

MIcの1/4濃 度に加 え37。 で約20時 間培養 し,菌 体

を遠心分離 後,凍 結乾燥 した ものを試 料 として用いた。

蛋 白量 の測定には この乾燥菌体5mgを 採取 し,ビ ュー一

レッ トs)法に よ り呈色せ しめ550mμ の波長 において吸

光度 を測定 した。

3)RNAお よびDNA量 の測定

上記のE.coliNIHJ乾 燥菌体 をScHMIDT,THAN。

NHAUSER法4)で 処理 し,RNA分 画をオル シソ反応5)で,

DNA分 画 をジフ ェニールア ミソ反応6》で定量 した。

4)Nitrofuran化 合物の微生物定量7)

E.coliNIHJを 試験菌 として服部の方法に従がつ てお

こなつた。

5)酸 素吸収の測定

ワールブルグ検圧 計を用いて酸 素吸収 を測 定。 主室 に

は生菌 浮遊液o・5m1,M115燐 酸緩衝液(pH7・4)o・5

ml,蒸 留水0.4m1,主 室中央部には発生す るCO2を 吸

収す るために30%KOHO・2m】,側 室にはM/10基 質

0.4mlを 加え,容 器 内全量は2・Omlと して37。 の恒

温槽 に検圧 計を装置,10分 間振壷後主室 と側 室 を混合

し,酸 素吸収 を測 定。酸素吸版量は2時 間値 を あ ら わ

す。

6)脱 水素酵 素活 性の測 定

ジソベルグ管の主室 にM110基 質1ml,0.01%me・ 、

thylenεbluelml,M/10燐 酸緩衝液2ml,薬 物MIC

濃度を入れ,側 室 には生菌 浮遊液1mlを 加えて減圧 で

嫌気性条件 とし,370の 恒温槽中で 主室 と側室 とをあわ

せ て振 量する。 メチ レンブル ーの色 が消える までの時間

を測定 し,そ の時間の逆数が活性 に比例す る。 色をみ る

対照 と して0.1m1の メチ レソ ・プルーを6mlの 水 に

うすめた もの(メ チ レン ・ブルーが90%還 元 された時

の色にあた る)を 用 いる。

結 果

1)E.coliの 生菌数 にたいす る影響

NF150お よびNF151を 加糖ブイ ヨ ンに それ ぞれ

1/2MIC濃 度に添 加 し,こ れ にE・coliを 植 菌 して37。

で振盈培養 した時の生菌数を経時的 に観 察 し た 結 果 は

Figユ の通 りである。

まず薬剤無添加の場合,生 菌数は4時 間 まで増加 し,

その後10時 間 まで著 明な増加は認 め られない。 これに

たい しNF151で は3時 間 ま で生菌数が 激減 し,そ の

後10時 間 で もとの生菌 数に まで回復す る。NF150で

は この ような激 しい影響 を与 えないが生菌数は10時 間

までゆつ くりした減少傾 向を示 した。 また対照薬剤 とし

て用いたTetracyclineは この濃度 では10時 間まで殆

ん ど生菌数 には変 化を与 えなかつた。

Fig・1E・co～!の レ7ab/θcθ//coa!が にた いする影 響
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2)E・coli培 養液におけ る抗菌活性の推移

NF151とNF150の 生菌数に及ぼす影響が極端に異

なる ことは前述の通 りであ る。

他方NF151は 蛋 白お よびSH化 合物 との結合 性 が

特に強い1・2)。この よ うな点か らFig.1の 培地 に添加 し

たNF150お よびNF151の 抗菌活性の 推移を検討 し

た。

まず培地 にNF151をMICの1/2濃 度に添加 して,

その抗菌活 性を経時 的に測定す ると,添 加20分 後には

抗菌活 性の残 存率は添加量 の約20%と な り,こ の化合

物は菌 との接触 に よつてかな り急速に抗菌活性を失 うこ

とが わ か る。 またNF151の 濃度をMICの8倍 とし

た場 合で も,1時 間以内に約70%が 失活す ることがわ

かつた。 これにたい してNF150で は この よ うな急激

な抗菌活性の消失は認め られず,Fig・2に 示す とお りゆ

るやかな失活傾向を示 した。 この よ うな結果 はNF151

の添加に よる生菌 数の減少が一過性で,数 時間後に回復

する とい う事実 と対応す るもの と考え られ る◎

3)Ecoliの 蛋自,RNA,DNAに たいす る影響

実験 の項 で述 べた よ うな方法に従い,NF151お よび

NF150を1/4MIC濃 度 に添加 してE.coliを 接 種 し

37。約20時 間培養後,菌 体 を凍結乾燥 した。 この乾燥

菌体の蛋 白,RNA,DNA量 をそれ ぞれ測定 した。

Fis.2E.cob'Cu!ナureに おける抗 菌 活 牲 の 消 長
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Fig・3に はNitr。furan化 合 物 無 添 加 の 場 合 の 値 を

100と した 時 の比 を示 した。 す な わ ちRNA量 はNF

150の 添 加 に よつ て109 ,NF151の 添 加 で121と や や

増 加 の 傾 向が あ り,DNA量 は そ れ ぞれ77お よ び84

とや や 減 少 し,蛋 白量 は51お よび60と 何 れ も半 減 し

た 。MICの1/4濃 度 で 蛋 白お よびDNA量 の 相 当 な 減

少 が 認 め られ たが,こ れ がNitrofuran化 合物 全 般 の第

1次 的 な 作 用 か ど うか,な お 充 分 明 らか で は な い。

4)E・coliintactcellの 各 種 の基 質 酸 化 に た いす る

影 響

Pyruvate,α 一kefoglutarate,succinate,fumarate,

91ucoseを そ れ ぞれ 基 質 と して,こ れ にNF151お よ

びNF150をMIC濃 度 に 添 加 し02--uptakeを 求 め た 。

NF151で はpyruvateを 基 質 と した時 の影 響 が 特 に 強

く無 添 加 の 場 合 の90%以 上 の 阻害 効果 を示 した 。Glu-

cose,α 一keto91utarate,fumarateで は60～7G%の 阻

害 を 示 した がsuccinate酸 化 に た いす る影 響 は 最 も弱

く約30%で あ つ た。

これ に た い しNF150の 添 加 に よ りpyruvate基 質

の 場 合,約40%e阻 害 とさ き の成 績 と極 め て対 象 的 で あ

つ た 。 またsuccinate,glucoseの 酸 化 阻 害 は 約55%

で あ つ た。

これ らの 実 験 で はpyruvateに た い す るNF150お よ

びNF151の 阻害 効果 の 差異 お よびsuccinate酸 化 の

阻 害 傾 向 の 逆 転 が 注 目され る とこ ろ で あ る。

5)E.eotiの 脱 水 素 酵 素 活 性 に た い す る 影響

E.coliintactce11に よる基 質 酸 化 に た い す るNF150

お よびNF151の 阻 害 効果 が 電子 伝達 系 の脱 水 素 酵 素 阻

害 に よる も のか ど うか に つ い て検 討 した 。NF151は

succinate以 外 の 基 質 の 酸 化 に た い して そ の 阻 害 効果 は

NF150よ り強 か つ た が,脱 水 素 酵 素 活 性 に た い して は

α一ketoglutarateの 場 合 に対 照 の約69%の 阻 害 を示 し

た 以 外 は 全 般 に弱 か つた 。 従つ てNF151の 上 記 の 基 質
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酸 化にたいす る効果は脱水素酵

素系以外 の呼吸系 の阻害 に よる

もの と推定 され る。

一一方NF150の 場合
,実 験 に

用いた全 ての基 質の脱 水素酵 素

活姓 にた い して強い阻害効果 を

示 した。

考 察

NF150お ・よびNF151はTable

1の とお り生物学的にはかな り

異 なつた 性状 を もつ て い る。

NF151の 試験管 内抗菌 作用は

NF150よ りも強 く,SH化 合

物 との反応性お よび血清蛋 白 と

の結合性 もNF150よ り強い。

Table1. NF-Methylketone体 及 びHalomethylketone・ 体 の性 状

NF

化 学 構 造

矯 ♂{慧騨s
血清蛋白との結合性
SH化 合物との反応性

呼吸系にたいする作用

脱水素酵素にたいする
作用

蛋由量阻害

核酸量{謙

NF150

Methylketone体

[
NO2〈0〈CH=CHCOCH3

20mcg/m1

10

弱 い

弱 い

一 般 に弱 い

強 い

50%減 少

0

23%減 少

NF151

Halomethylketone体

[
NO2〈0〈CH=CHCOCH2Br

1mcg/m1

1.25

結合→ 失活

結合体生 成

強 い

§募 し・

40%減 少

0

40%減 少

こ の よ うな差 異 がE.eeliの 基 質 酸 化,脱 水 素 酵 素 活 性,

菌 体 の蛋 白,RNA,DNA量 に どの よ うに反 映 す る か を

検 討 した 。

Nitrofuran化 合 物 の 作 用 機 作 と し て はglucesede-

hydrogenase系8),xanthineoxidase系9)の 阻 害 が 報

告 され て い る。 また 宮 井 はEcoliのtrypt。phanaseに

よ るindole生 成 をGuanofuranが 抑 制 す る こ とを 報

告 し七 い る10)。 また 鈴 木 らはFuracinがsuccino◎xi。

dase系 に は 影 響 を与 え な い が
,oxaloacetate,Pyru-

vate,malate,acetateの 酸 化 に た い して は,強 い阻 害

効 果 を もつ こ とを報 告 して い る11)。

NF151はsuccinateを 基 質 と した場 合 を除 き 上記 の

各 基 質 の酸 化 に た い して強 い 阻害 効 果 を示 す。 こ れ に た

い してNF150は これ らの 基 質 酸 化 に た い す る影 響 は 全

般 に 弱 か つ た。

ま たNF150お よびNF151のdehydrogenase活

性 に た い す る影 響 を 比 較 す る と,呼 吸 阻 害 の 場 合 とは 逆

にNF150が 全 般 に強 いdehydr◎genase阻 害 を 示 し

た 。 こ の よ うな事 実 か らNF151のEcoliの 基 質 の酸

化 阻 害 はdehydrogenaseの 段 階 以 外 の 部 位 に た い す る

もの と考 え られ る。NF150とNF151のdehydroge-

nase活 性 に た い す る作 用 の 差 異 が,両 者 のSH-sensi-

tiv三ty又 は 蛋 白結 合 性 と,ど の よ うに 関 連 す るか 現 在 の

と ころ 不 明 で 今 後 検 討 を 加 えた い 。

要 約

1)NF151はE・coliのviablecellcountに たい し

一 過 性 の,強 い減 少 効果 を 示す 。 こ れ に た い しNF150

の 効 果 は 弱 い なが ら持続 性 で あ る。

2)E.coliの 培 養 液 中に 添 加 したNF151は 急 激 に

失 活 す るがNF150の 失 活 は緩 慢 で あ る。

3)NF150お よびNF151は,E・coliの 蛋 白量 を

Fi25ε ・・//intecfce〃の脱水素蘇 雛 の鵬 効果
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40～50%減 少 せ しめ た 。

4)NF151はPyruvate酸 化 を 殆 ん ど完 全 に 阻 害 し

g1ucese,α 一ketoglutarate,fumarateで は60～70%

の 阻 害 効 果 を 示 したoこ れ に た い しNF150の これ らの

基 質 に た いす る酸 化 阻 害 効果 は,NF151の 場 合 よ りも

弱 か つ た 。 た だsuccinateの 酸 化 に た い して は,NF150

が よ り強 い 阻 害 効果 を 示 した 。

5)NF151はE.coliの 脱 水 素 酵 素 活 性 阻 害 は,全

般 に 弱 く,こ れ に た い しNF150は 比 較 的 強 い 阻 害 効 果

を 示 した 。

稿 を 終 る に 当 り,御 指 導,御 鞭 漣 を 賜 つ た 当 研 究 所 の

小 原 歪 郎所 長,熊 田 第3部 長 に 感 謝 い た し ます 。
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BIOCHEMICAL STUDIES ON NITROFURAN COMPOUND. III 

   Some Properties of Halomethyl Derivative and Halomethylketone Derivative

MINORU  NISHIDA, MASAO  OKUI, TADAO  MATSUBARA &  YOSHIKO YOKOTA 

    Third Division, Research Laboratory of Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd.

                                         Abstract 

 1) The lethal effect of NF 151 for the viability of E. coli was powerful but momentary, while NF 150 
was less active on the viability, but showed the prolonged action. 

 2) When the nitrofurans were added into the growing culture of E. coli, NF 151 in the culture was 
inactivated rapidly, on the contrary, that of NF 150 was slow. 

 3) Protein contents of E. coli, exposed to the nitrofurans, decreased  40,-50%. 
 4) Pyruvate oxidation of E. coli was completely inhibited by NF 151, and also the oxidations of glucose, 

a-ketoglutarate and fumarate were inhibited  60-70%. Inhibitions of NF 150 for such oxidation were 
generally weaker than those of NF 151, while only for the oxidation of succinate, the effect  qf NF 150 
was stronger than that of NF 151. 

 5) In the experiment for dehydrogenase of E. coli, NF 151 was less inhibited in comparison with NF  150.




