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お よびその誘導体の構造 と生物活性相関

薬剤耐性菌の感受性化作用を中心 として

友 枝 宗 光 ・北 村 令 子 ・山田みどり・中村 幸 子 ・犬 塚 学

金 沢 大 学 薬 学 部

(昭和48年12月15日 受付)

は じ め に

友枝お よびその協力者 は,多 薬 剤耐性 因子Rに よつ て

発 現 され る細菌の感染性薬剤耐性 の克服への1つ のアプ

ローチ として,化 学物質 による耐 性菌の感受性化 とその

機構 に関す る研究を進め てきた。 これ まで に用い た化学

物質は,第1に,生 体高分 子,と くに核酸 との相互 作用

を予想 され る微量活性物質群 であ り,第2に,細 菌 の表

層に1次 的に作用す る と考 え られ る界面 活 性 剤 群 で あ

る。第2の カテゴ リーに属 する もの として は,ア ニオ ン

性 界面活性剤SDSの す ぐれた耐性 菌の感受性化作用 と

その機 溝についてすで に報 告 した1,2,3)。今 回は,第1群

に属す るものの うち,抗 菌性その他特徴あ る生物活 性を

示す表題の ニ トロフラ ン化 合物(FT-H)が,Escherichia 

coliK-12 JE 2100 R 100-1+菌 に対 して示 した感 受性化

作用 とその機構を 中心 に,そ の構 造 と生物活性 相関につ

いて報告す る。FT-Hと 類 似 した構造 を持 ちなが ら,抗

菌 性 に お い て そ れ ぞ れ 異 な るFTお よびFTO-Acの 作

用 と結 果 に も触 れ,FT-Hに よ る結 果 と比 較 し,総 合 的

な結 論 を 述 べ る。 こ の 研 究 は,私 達 の 有機 ニ トロ化 合 物

の構 造 と生 物 活 性 に 関 す る一 連 の研 究 の一 部 を 占め る も

の で あ るが,異 な る構 造 上 の 特 徴 を も つ,よ り広 範 な ニ

トロ フ ラ ン(NF)化 合 物 を 用 い た 結 果 に つ い て は,次 報

に お い て 報 告 す る 予定 で あ る。

材 料 お よび 実 験 方 法

細 菌:耐 性 菌 と して,E. coli K-12 JE 2100 R 100-1+ 

(fi+ drd str r cml r tet r sul r), JE 177 R 100-1+/mal-5, 

KE 75 R 100-1+/lac-85お よびKE 99 R 100+(fi+str r 

cml r tet r sul r)を 感 受 性 菌 と し てKE 70 R-/lac+お よび

KE 74 R-/lac-85を 用 い た 。fiはR因 子 のF因 子 に対

す る機 能 阻 害,drdは そ の抑 制 を 解 か れ た突 然 変 異 型,

str, cml, tet, sulは ス トレプ トマ イ シ ン(SM),ク ロラ

ム フ ェ ニ コー ル(CM),テ トラ サ イ ク リン(TC),お よ

Table 1 Nitrofuran compound used

a) 3-Amino-6-(2-(5-nitro-2-furyl) viny1)-1, 2, 4-triazine 4,5
b) 3-(N-Bis-hydroxymethyl) amino-6-(2-(5-nitro-2-furyl) vinyl)-2, 3, 4-triazine 6)
c) 3-Acetamido-6-(2-(5-nitro-2-furyl) vinyl)-1, 2, 4-triazine-5(4H)-one 5)
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びP-ア ミノフェニル スルホ ンア ミド(SA)に 対す る耐

性,lacお よびmalは ラ ク トーズお よびマル トーズ醗酵

能,な どの遺伝標 識をそれぞれ 表わ してい る。JE株 お

よびR100-1とR100因 子 はも ともと大阪大学 広 田幸

敬博 士か ら恵 与 された もの,KE株 は私達の教室で 誘導

分離 され たものであ る。

NF化 合物:Table 1に 示す3種 の化 合物を用 いた。

FT-Hは 金 沢大学 薬学部'三 浦孝 次名誉教授か ら,残 り

の2化 合物 は富山化学工業株式会社綜 合研究所か ら恵 与

され た。

培地:耐 性 菌のNF化 合物に よる感受性化 実 験 に は

Penassay broth (pH7.0～7.6)を 用い た。得 られた生

存菌の耐性 マーカー解析 その他の実験 に用 いる培地 につ

い ては,こ れ まで の論 文1,2)に 記 した。

R+菌 のNF化 合物に よる感受性化 実験:R+菌 を約

10 3～10 9細 胞/ml,致 死濃度以下 のNF化 合物 を 含 む

Penassay brothに 接種 し,24時 間 まで37℃ で振盪培養

し,EMB-glucose agar上 に生 じた生存菌 コロニーを,

Fig. 1 Bacteriocidal Action of FT-H on Escheri-
chia coli K-12 JE 2100 R 100-1+ Cells

Fig. 2 Kinetics of the treatment of Escherichia 
coli K-12 JE 2100 R 100-1+ with FT-H

Table 2 Elimination of drug-resistance (R) factors of Escherichia coli 
K-12 R+ strains by treatment with FT-H
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SM,CM,TCお よびSAを 含むEM-91ucose agar

上 に レプ リカ し,耐 性 マーカーを 解析 した。対照実験 と

して,NF化 合物を含 まない ものを用 い,比 較 検 討 し

た。耐 性を一部 もし くは全部失な つた感受 性菌の耐性菌

へ の 自然突然復帰 率は,cml遺 伝子 をマーカー として解

析 した。

耐 性を全 部 もし くは保持 した生存 菌ER因 子 伝 達 能

は,KE74lac-85を 受 容菌 として6～12:1の 比率で混

合培養(37℃,20時 間)し て調べ た。

結 果

R＋菌のNF化 合物 に よる感受性化10 9細 胞/mlのJF

2100R100-1+菌 をFT-H10μ9/mlと ともに処 理す る

と,生 が菌 数は10分 以内に106細 胞/ml以 下 に減少 した

が,o.D.に 変化な く,NF化 合物に は殺 菌作用 はあ るが,

溶菌効 果はない ことがわかつた(Fig.1)。

10 3～10 4細 胞/mlのJE210R100-1+菌 にFT-Hを

0.05μg/mlに 至 る濃 度で作用 させ た時 の,生 が菌数の

経時 変化 の1例 をFig.2に 示 した。R+菌 数は急激に減

少 し,6時 間 で最 小に達 し,そ の後再 び増加 した。その

間,生 存 菌中最 高10.9%の 頻 度(0.0r5μ9/ml,9時 間)

で感受性菌が分離 された。

FT-Ｈ は,KE75R100-1+お よびKE99R100+菌 に

対 しても同様の感受性化作用 を示 したが,JE177R100-

1+菌 では,ほ とん どその作用 発現を見 なかつ た。 以上

の結果 の うち,FT-Hに よる代表 的な もの(Fig.2の 結

果を含む)に ついて,Table2に 示 した。

FTはJE2100R100-1+菌 に対 し,FT-Hと ほぼ同 じ

効率(24・1%)で 感受 性化作用 を示 した。 これに対 して,

FTo-Acは 同 じR+菌 に対 し,最 高4.5%の 頻度で しか

その作用 を示 さなかつ た。

感受性菌 の遺伝的解析FT-H処 理に よ り得 られ た感

受性菌 の耐 性マ ーカーの分離 パ ターンを調 べ,Table2

に示 した。す なわち,4剤 感受 性菌のほか,tets,cmls,

tetsお よびStrs,cmls,suls変 異 菌が得 られた。 この他,

FTに よ り,Strsお よびsuls変 異菌 も分離 された。

この うち,cmls菌 のcmlr野 生型へ の 自然復帰突然変

異 率を調べ たが,す べて10-10以 下であつた。

次に01剤 以上 の薬剤への耐性遺伝子 を保 持 した変異

菌について,KE74-/ｌａｃ-85へ のR因 子伝達 能を調べ

たが,す べて伝達能 を失なって いた｡ま た,4剤 耐性 を

保 持 した もEEな か に も,伝 達能が1/10に 低下 した もの

も見出され た。

再 構成実験　 NF化 合物 による耐性菌 の感 受性 化が,

耐 性菌集団中 にも とも と存 在す る感受 性菌の 選択 に よる

ものか否かを調べ るために,KE75 R100-1+/lac-とKE

70R-/lac+菌 を約106細 胞/ml,FT-Ｈ を0.05μ9/ml

含むPenassay brothに 接 種 し,24時 間 まで37℃ で振盪

培 養 し,そ の生存菌 数を追 跡 した。

Fig.3に 示す よ うに,FT-Hを 含 まない対 照 実 験に

比 較 して,NFに よつ てR-菌 が選択的 に増殖す る現 象

は見出 されなかつ た。

NFの 還元代 謝実験　NF化 合物 の耐性 菌感受性化 と

還 元代 謝速度お よびその過程 が どの よ うなかかわ りを持

つてい るかを調 べるために,JE2100R100-1+菌 をFT-

H,FTお よびFTo-Acを それぞれ10μ9/ml加 えた

DAvIsーglucose合 成培地(pH7.0)に 約109細 胞/ml接

Fig.3 Reconstruction experiments between
Escherichia coli K-12 KE 75(lac-R+)and

KE 70(lac+R-)

Fig. 4 Metabolic reduction behaviars of FT-H,
FT, FTo-Ac in Escherichia coli K-12 JE

2100 R 100-1+culture
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種 し,そ れぞれ のNF化 合 物の示す最大吸収波長 におけ

るo.D.と 生存R+菌 数の減少を経 時 的 に 観 察 した。

Fig.4に 示す よ うに,FT-Hお よびFTに お いては,

吸光度は ひ じよ うに早 く減少 した が,FTo-Acは それ

ほ ど減少 しなか つた。FT-H,FT,FTo-Acの 還 元速

度定数はそれぞれ －3.5×10-2,-2.1×10-2,-4.3×

10-3min-で あった。

R因 子伝達 に対す る阻止作用　 NF化 合物 が,こ れ ま

で に述べた よ うなR因 子 の除去作用に加 えて,耐 性 菌か

ら感受性菌へER因 子伝達 の阻止作用が あるか どうかを

検討 す るために,FT-HO.5μg/mlお よび1.0μ9/ml

を加 えたPerassay broth中 に,KE 75 R100-1+/1ac-

とK70R-/lac+を34:1以 上 の比率で接種 し,37℃ で

24時 間 まで振湯培養 した1

その結 果,1.0μ9/ml濃 度,2時 間培養で,FT-Hを

加 えない対照実験 に比 べ,87%に 至 る伝達阻止効 果を示

した。

考 察

以 上の結果か ら,次 のこ とが指摘 され る。

1)NF化 合 物には,薬 剤耐性(R+)菌 を感受 性化 さ

せ る作用 があ る。 この事実 は,ニ トロフラ ン化 合物がブ

ドウ球 菌の薬剤耐性を感受 性化 させ る との最近 の報告に

符合す る7)。 その効率 はMICの 低 い,す なわ ち抗 菌力

の強 いFT-Hお よびFTに お いて よ り著 しい｡こ の事

実 は,そ の後,他 の10種 類以上 にお よぶNF化 合物 を用 い

て,さ らに証 明 された8～13)。なお,FT-Hは,R100-1+

菌だ けでな く,R100+菌 に対 して も感受性化作用 を示 し

たが,同 じR100-1因 子を持つR+菌 で も,そ の作用 発

現 をほ とん ど見ないJE177の 例 もあ る｡い っぽ う,三

橋,高 嶋 ら(群 馬大,私 信)は,そ の保存 するJE2100

R100-1+菌 を用 い,FTに よる感受 性化をほ とんど認 め

なかつ た としてい る｡NF化 合物 に よるR+菌 の感受性

化が広 く一般性 を持つ可能性 につ いては,さ らに検討 の

必要が ある。 いずれ に して も,私 達 の教 室 に 保 が す る

JE2100R100-1+菌 は,化 学物質に対 して きわめ て高 い

感受性を示 し,作 用 物質 の構造 と作用相 関を解析す る う

えで きわめ て有利な株で ある といえる。

2)得 られた感受性菌において,cmls→ｃｍｌｓの 自然復

帰 突然変異率 が10-10以 下であつ た ことは,NF化 合物

に よる感受性化 が,R因 子上の耐 性遺伝 子の全部 も しく

は一部を除去す る機構 を含んでい るこ とを示唆す る｡

3)1剤 以上 の薬剤 への耐性遺伝 子を保 持 した変異 菌

が,そ のR因 原をR-菌 へ伝達 しえなかった ことは,耐

性を支配す る遺伝 子群 だけでな く,接 合伝達 を支配す る

ｔra遺 伝子群 にも変異が誘発 されてい る,興 味深 い事実

を示唆す る。

4)NF存 在下ER+菌 とR-菌 の間の再構成実験 の

結 果(Fig.3)か ら,NF化 合物 の耐性 菌感受性化 には,

SDSE場 合3)の よ うな作用物質 に よる感受性菌 の 選 択

が働い ていないこ とが示唆 され る。

さて,NF化 合物の 作用機構 としては,第1に 突然 変

異誘発作用 によるこ とが考え られ る。事実,E.coliK-

12W4573F-/Vals菌 か らVal7変 異菌への突然変異誘

発率は,UVを1と す る とき,FT-H,FT,FTo-Acは

それぞれ5,4,0.3で12,13)感 受性化効率 と平行 して

いる。

いっぽ う,NF化 合物 のJE2100R+菌 に よる代謝実験

(Fig.4)は,そ の代謝還元速度 定 数 がFT-H〓FT>

FTo-Acの 順 に小 さい ことを示 してい る。以上 を考え合

わ せる と,NF化 合物の代謝還元速度 の大 小 と,抗 菌力,

R+菌 の感受 性化効率,さ らには突 然変異誘発能 の 大 小

がす べて平行 している。 なお,最 近,代 謝還元を受 けや

す いFT-HとFTは,FTo-Acに 比べて,E.coliK-

12Rod+お よびRod一 菌の分裂阻害 を起 こしや す い 事

実 も明 らか となつ た12,13)。

加 えて,FT-Hは,R+菌 か らR-菌 へER因 子の伝

達 阻止作用が あるこ とを考え合わせ る と,NF化 合物の

幅広い生物活性 のパ ター ンには,興 味を深 くそそ られ る

ものがあ る1結 論的 には,NF化 合物 において,ニ トロ

基 を中心 とす る共役 π電 子度の代 謝還元過程が,そ のす

べての生物活性発現 にかかわ りを持つてい るこ とが 示唆

される。第1に,細 菌 によるNF化 合物の還元代謝 自体

が,そ の細菌に とつ て死(NFの 殺菌性)に つながつて

いるであろ う。作用物質が3～6時 間後に代謝 されっ く

した時,生 存菌が再 び増殖 を始め る事実(Fig.2)も,

この間の消息を物語つ ている。 また,こ の 結 論 を 支 持

す る論 文 もある14)。第2に,こ うして生成す るニ トロ基

の還 元代 謝産物(お そ ら くは ヒ ドロキシル ア ミノ体)も

しくはその活性化体が,DNAは もとよ り,そ の他 の生

体高分 子 と結合 し,あ るいは干渉 を起 こ し,い くつかの

特異的 かっ顕著な生物活性発現を決定づ けてい くであ ろ

う。 病巣 由来の病素 菌にNF耐 性菌が ほ とん ど見 られ

ず,試 験 管内で も高度耐性菌が誘導分離 されがたい事実

も,NF化 合物が,上 記 のよ うな細菌の増殖 と代謝 に必

須で しか も複数の過程を作用部位 としてい ることを考え

る時,う なずける ことであ る。 この よ うな機 構 の詳 細

と,本 論 文で述 べた以外の実験結 果につ いては,次 の論

文で詳 しく述べたい｡
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最後 に,ニ トロフラン化合物 を恵与された金沢大学薬

学 部 三浦孝 次名誉 教授お よび富 山化 学工 業株式 会 社綜

合 研究所,大 腸菌K-12JE株 とR100-1お よびR100

因子 を恵与された大阪大学理 学部(現 国立遺伝学研 究所)

広 田幸敬博 士 に感謝す る。
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THE STRUCTURE AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF 

3-AMINO-6-•k2-(5-NITRO-2-FURYL) VINYL•l-1, 2, 4-TRIAZINE AND 

ITS DERIVATIVES ON THE CURING ACTION OF THE AGENT ON 

DRUG RESISTANT BACTERIA

MUNEMITSU TOMOEDA, REIKO KITAMURA, MIDORI YAMADA, 

SACHIKO NAKAMURA and MANABU INUZUKA 

Department of Pharmacology, Kanazawa University

A curing action of three 5-nitrofuran compounds, possessing similar substituents with a triazine 

nucleus or its oxidized form at 2-position is described on some E. coli K-12 strains harboring R 100-1 

and R100 factors. Treatment of R+cells (10 3-10 8 cells/ml) with sublethal concentrations of FT-H, 

FT, FT-Ac in Penassay broth (pH 7.6) led to the loss of part or all of these genetic elements. FT-

H and FT were shown to induce the elimination of drug resistance of R+cells more efficiently than 

FT-Ac. Appearance of drug-susceptible variants among survivors was observed around when the 

viable count of R+cells decreased 10-2-10-8 in 3-6 hrs. Several types of segregants were formed as 

well as R-cells. These segregants failed to transfer their R factors suggesting that transfer genes 

of their sex factors had mutated or had been deleted at least partly. Cmls variants gave no revertants 

to drug resistance. FT-H and FT were reduced metabolically by R+cells more rapidly than FT-Ac. 

Mutagenicities of these compounds were parallel to their metabolic reduction rates. It is concluded 

that all the biological activities of nitrofurans are derived from their metabolic reduction potential. 

It is also suggested that since the agent is not more toxic to R+cells than R- cells, the isolation of 

drug-susceptible variants under these conditions may be attributable to mutagenic actions of the 

agent.


