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5・メチノレ・2，3・ジフェニーノレ・2H・テトラゾリュウムクロライド
(MDT)及び5・(3・フロイノレ)-2，3・ジフェニーノレ・2H・
テトラゾリュウムクロライド (s-OTC)の

合成及びその結核菌による還元

柿本七郎 佐藤恒久 山本健一

(北海道大学免疫科学研究所 化学部門・細菌感染部門)

(昭和 50年 10月31日受付)

著者等は，さきに生体の還兎酵素により容易に還元さ

れ発色するテトラゾリューム海に於て，その分子中に各

種ヘテロ環を有するものを合成しそれが結核菌によって

発色する場合，即ち培地に於て発育せるコロニーの着色

の様子に種々と変化のある事を示した1)。殊にテトラゾ

リュウム塩に於て2及び3位のR2，R3は，フェニール基

[ 〆洲汁川Nト山一-N山一
Rsγ一C|lci
¥N=N-R3 

I テトラゾリュウム塩

で5位のRsが2・チェニル基を有するもの5ベ2ーチェニノレ)-

2，3ージフェニルー2H-テトラゾリュウムケロライド(STC)

と与チェニル基を有する 5ベ3ーチェニノレ)-2，3・ジフェニル・

2H-テトラゾリュウムクロライド (.3-STC)との間に相

異のある事ーを報告した2)。これを要約すると一般にヘテ

ロ環は結核菌に親和性を有する親和基になり得る。一方

結核菌の発育を阻止する原子川即ち作用基があり，それ

が親和恭に結合している部位によって，分f-全体の発育

阻止作用に差異を生ずるのである。この事は全く結核菌

のテトラゾリュウム壊の還元発色の現象にもあてはまる

のである。著者等の行った実験例のーっとしてチオフェ

ン環を含むテトラゾリュウム塩がある。チオフェン環の

2位以位)に作用基であるカルボン酸ハイドラチッド基

を有する 2・チェニル酸ノ¥イドラチッドは，牛型結核菌の

みに対して発育問止作用があり，人型結核菌の発育は阻

止しなし、，一方3位(，5位)のものはこの差がなL、。この

靴工チオフェン環は牛型結核菌のみに親和性を有するも

のと考えられ，作用基であるカルボン酸ハイドラチッド

は親和基であるチオフェン環に結合する場所によって抗

菌性は異なってくる。この事は作用基の活性が変化する

とも親和性が変化するとも考えられる。この事がテトラ

ゾリュウム塩にもあてはまり 2位にてテトラゾリュウ

ムに結合した STCでは牛型と人型を顕著に区別するこ

とが出来るが 3位で結合した，5-STCでは区別する事

が困難であった。

以上の様な事が 5ベ2・7ロイノレ)・2，3・ジフェニルー2H-テ

卜ラゾリュウムクロリド (OTC)2)及び 5・(3・フロイル)司

2，3・ジフェニノト2Hーテトラゾリュウムクロリド(s・OTC)

との聞に STC及び p-STCとの聞の関係と同様な事が

あるか又酢酸ハイドラチッドが結核菌の発育阻止作用が

なく， したがって殆んど結核菌に対する親和性がないと

考えられるメチル基を5位に有するテトラゾリュウム塩

5ーメチルー2，3・ジフェニノい2Hーテトラゾリュウムクロラ

イド (MDT)を作って同時に試験をした。

その方法は，前報告の如く 1).2)小川培地に各種結核菌

を接種してより 2日目に各テトラゾリュウム塩の 0.5%

水溶液0.1mf!を添加全表面に流した場合の 16日目及び

21日目のコロニーの数によって判定した。その結果は第

1表及び第2表の如く STC及び OTCの場合と異なり

いづれも人型と牛型を明確に区別する事が困難であっ

た。

MDT及び3・OTCの合成に関しては，先づMTDに

関しては，古く Kuhn等3)の研究があるが結晶性に得ら

れたのは別の方法によって作られた臭化水素塩がある。

著者等は，これ等の化合物は生物実験の実験誤差の小な

い事を考え，全てこの系統のものは塩化水素塩を用いて

いる。このものに対してはKuhn等は結晶性に得られず

潮解性であると記されているが，著者等は空気中に放置

するも安定な純品を得た。 1分子の結品水を有する板状

品で融点 104
0C，分解点2430Cでフォルマザンは燈黄色

で可視部の最大吸収は 410nmである。製法はアセトア

ルデハイドのフェニルハイドラゾンより常法に従った。

，i-OTCに関しては， 3・フランアルデヒドは天然より

は分離されているが，その合成は困難であった。著者等

は図の如くフランの3，4・ダイカルボン酸ジエチルエステ

ルを部分加水分解してモノエステルとし次に脱炭酸を
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第1表人型，牛型結核菌に対する

MDCの抗菌性

菌種菌 株(判定日市;12flTZ12f
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第2表人型，牛型結核菌に対する

3・OTCの抗菌性

培養2日目添加|培養14日困添加
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行って3・フランカルボン酸エステルを経て，酸クロリド

となし次にリチウムトリイ・ブトキシ・アルミニュウムハ

イドライド (LTBA)で環元して 3・フランアルデ‘ヒドを

得た。以下常法に従ってフォルマザンを経て，テトラゾ

リュウム塩を製した。融点1360C，分解点2380C，結晶
水を減圧で加温して定量をしようとしても除々に分解し

十 [cr叩り;t
E 

て定量し得ず，元素分析の結果から結品水は1分子であ

る。フォルマザンは赤紫色で可視部最大吸収は 495nm

である。

実験の部

結核菌による還元発色の実験一一一人型又は牛型結核菌



を直径 16mmの試験管中の斜面にした小川培地に接種

する。接種菌量は対照に於てコロニー数が21日目に大

体50-100位が望ましし、。この接種菌の培養表面に各種

テトラゾリュウム塩の0.5%水溶液の0.1mCを菌接種後

2日目及び14日目に添加全表面に流す。 370Cにて培養

16日目及び21日目にコロニーの数を数える。

MDTの合成一一アセ卜アルデヒドのフェニールハイ

ドツォーンを減圧蒸溜及びアルコールより再結品し，融

点103
0

Cのもの57gを1tのアルコールに溶解し(A液)，

別にアニリン 35gを濃塩酸300mtを加へ，塩酸塩を含

む液を亜硝酸ソーダ 15g，水 500mCにてヂアゾ化した

液 (B液)を作る。別に苛性カリ 187gを含むアルコール

1200mCの溶液に0-50CにてA，B両液を同時に滴下す

る。これを2時間常温に放置したる後水 700mCを加え

て一昼夜放置し，折出した少しく油状物質を含む結晶性

のフォルマザン 3gを得。再に母液に水を加へて析出し

た制製フォルマザンのアルコール溶液に水を加へて再沈

澱を行って，再に 3gのフォルマザンを得る O 約 6gの

粗フォルマザンを 5mCの濃塩酸を含む 50mCのアルコ

ールに溶解し，これを撹伴のもとにアミルニトリット

6.6mCを滴下する O 反応液を減庄にて濃縮し，水100mt

を加え，活性炭を加えて脱色と共に微量の油分をのぞき，

水層を真空乾燥をして結晶を得，水より再結晶を繰返し，

融点 1040C，分解点 2430Cのもの 4.4gを得，吸光分析

用の可視部最大吸収は410nm。元素分析:C14H13N4Cl・

HzOとLての理論性 H20;6.20; C， 57.85; H， 5.20:実

測性 H20;6.31; C， 57.60: H， 5.380 

フラン・3， 4-ジカルポン酸モノエチ)\，ヱステ )~(lll)一一

ジェステル(II)の 20.2gの250mCのアルコール溶液

を，氷冷下に烈しく捜持Lながら 3.8gの苛性ソーダを

15 mtの水と 50mtのアルコールとに溶解Lた溶液を1

度に加えて5時間烈しく撹持した後，反応液を減圧濃縮

乾淵L， 125 mCの水に溶解し， エーテルにて未反応物

質を抽出したる後水層を濃塩酸13mtを加えて，クロロ

ホルムにて抽出す。抽出液を硫酸ソーダにて乾燥した後

濃縮すると融点 133-1350Cの白色結晶 13.5gを得る。

フランふカルポン酸(IVトーIIIの45.4gと銅粉45.4

gを混和して乾溜する。溜出物を50mtのエーテルにと

き，重曹水て、洗i終後エーテルを溜出すると緑色がかった

油，沸点 165-1770Cのモノエステル 27.6gを得。これ

を25%苛性ソーダ水溶液 72mtと酒精43mtと共に加

熱する事1.5時間の後更に水57mtを加えてエーテルに

て未反応物を抽出したる後，水溶液を濃塩酸にて強酸性

とL，エーテルにて抽出，エーテルを溜去すると白色結

晶13.2gを得。融点 122-1230C。
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フラン・3ーカルボン酸クロッド (V)-VI13.2 gをベン

ゼン 150mムチオニルクロリド 17mtと共に16時間煮

沸ベンゼンを溜去したる後減圧蒸溜す。白色結晶5.05g。

フランふアルデヒド(VI)一一Vの5.05gを150mtの

ジグライムに溶かし，ドライアイスートリクロロエチレン

のパス中で LTBAの 10gを 50mtのジグライムに溶

かした溶液を滴下し(約1時間)たる後3時閥横伴す。

尚4時間常温で撹持したる後，稀塩酸を酸性になるまで

加え，更に沈澱がとけるまで水を加えてエーテルで抽出

す。得られたジグライム溶液にフェニルヒドラチン2.5

mtを加え，水200mCを加え得られた沈澱をj戸別す。

黄色結晶2gを得。融点149SC。

ルOTC の合成 ~0.5g のフランー3-アルデヒドのフェ

ニルヒドラゾーンを，酢酸カリ1.4gを含むピリジン 20

mtにとき約OOCにたもち，別にアニリン0.3mt，濃塩

酸1.1mt及び 0.25gの亜硝酸ソーダで常法にしたがっ

て得たヂアゾニウーム溶液を滴下後2時間の後更に水

20 mtを加えて一昼夜放置するに，赤色結晶性フォルマ

ザン0.1gを得。これをメタノール 20mtにときアミル

ニトリット 0.3mtを加え，濃塩酸 0.3mtを滴下後更に

0.1 mtのアミルニ卜リット 0.3meを加え，濃塩酸 0.3

mtを滴下後4時間撹祥す。反応液を減圧乾ilMして水に

て抽出後活性炭にて脱色し，蒸発乾消し水より再度再結

晶を行う。収量 0.05g，融点 1360C，分解点 238
0
C，可視

部最大吸収は 495nmo元素分析の結果は1分子の結晶

水を有する。乾燥試験は除々に分解するので，正確なる

結晶水定量は不可能であった。元素分析:C17H130N4Cl・

H20 としての計算値:C， 59.56; H， 4.41， N， 16.34 :実

測位:C， 59.47; H， 4.30; N， 16.44。

本研究の合成実験に於て化学部門の何回信子，国代美

徳両氏の御協力に対Lて感謝の意を表Lます。
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Syntheses of 5・乱1ethyl-2，3・diphenyl-

2H幽tetrazoliumchloride (MDT) and 5-(3・Furoyl)-2，3-

diphenyl-2H・tetrazoliumchloride (s-OTC) and 

the Color-Redution by Tubercle Baci1li 

Shichiro KAKIMOTO， Tsunehisa SA 1'0 
and Ken-ichi YAMAM01'O 

The pure tetrazolium chlorides， MDT and ，5-0TC were synthesized and the color-redution by 

some strains of Mycobacterium tuberclosis and Mycobacterium bovis was tested. These compounds 

were unable to di妊erentiateM. Bovis from M. tuberculosis. That was estimated presumably， since 

the acid hydrazides of the stem substances which exist at the 5・positionof tetrazole ring， acetic acid 

hydrazide and furan-，3-carbonic acid hydrazide， are week tuberculostatic action against both strains. 
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