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PASの 制 菌 機 作

名古屋大学医学部生化学教室(主 任 堀田一雄)国 立 大 府 荘 研 究 室(荘 長 勝沼
六郎)

勝 沼 信 彦

(昭和29年7月16日 受付)

Bernheim1)はp-Aminobenzoicacid(PABA)添

加によ り結核菌 の呼吸が促進され ることを明 ら か に し

た◎Lehman2)等 はPABAの この作用への拮抗 とい う

考 えか ら,PABA類 似化合物を多 く合成 し,各 化 合 物

に就 き直接 制菌力を検定 し,PASが 最 も制菌力 あ り,

しか も騒性 少なぎ化合物である事 を知つた｡こ のよ うに

して抗結核菌剤 としてのPASは 誕 生したのである｡

然 しその後,確 かに剃菌力 のあ るPASが,そ の作用

機作 として,呼 吸においてPABAと 桔抗す るや否やを

多 くの研究者 か災譲 し 妃が,制 菌濃度附近 では皆否定的

結果 しか得 られなかつた｡恩 師山村は芳 香族化合物核開

裂酵素に関 し,広汎な研究3)を 行 い,そ の中でPASは

髄菌濃度域 においては全然 呼吸阻害な く,叉 呼吸 におい

てPABAと 拮抗 もしない事 を明 らかに して い る｡私 は

PAS作 用下:こ蓄積す る特有な中間化合物 を追跡 し て,

PASは 核酸PurineのPurine環 完成を4-amino5-

imidazolcarbOxmideの 所 で阻止す る事 を明らか にな し

得た｡し か もその作用点はPurine環 閉鎖 の助酵素であ

る葉酸系化合物の生合成を阻止す るに よる事 を証明 し得

た｡こ の阻害機作 を利用 し今 日まで全 く不 明であつた葉

酸の生合成径路を決定 し,同 時に結核菌 の核酸生合成に

関 し,か な りの新知見を得 たので報告す る｡こ の一部 は

第29回 日本結核病学会総会 にて報告 した｡

1PAS阻 害堵 地中の中間産物の捕捉

A)実 験材料及び実験法;

鳥型結核菌獣調株 をo.5mg/ccの 割にpAs-Na塩 を

含有す るGlucose-pyruvate培 地(G・P・ 培地 と称 し次

の組成を有す る｡Na2HPO41.59,KH,PO,2.Og,Mg-

SUIfateO.59,Glutamlcacid2.59,Glucose2.59,

Pyruvate2.5ccをllの 水 に溶解,ア ン モ ニヤ水 で

pH7.4と する)に 培養 し,3～5日 のYoungcultureの

中に濾液を100`o取 り,5cc程 に凍結乾燥 し濃縮す る｡

これをO・01cc再 蒸溜 した80%n-propanolを 展 瀾 剤

とし濾紙クロマ トグラムを行な う｡こ の濾紙 につ き次 の

諸反応 を行ない物質の確認決定 を行な う｡

ここに 出現 す る特 有 な化合物 はFig1のF0xand

Stetten8)に よ り1945年 初め て決定 されたAICA系 化

合物 であ る｡
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B)実 験結 果

(1)NonacetylatableDiaz◎ 反 応:

Table1の 如 く,RfO.40と0.57の み が陽 性 で あ る◎

AICAの 遊 離 ア ミノ基 は無 水 酷 酸 処理 で ア セ チ ル化 され

な い為,こ の前 処 理 後Diazo反 応 を行 な え ば,PAS等

の ア ミノ基 と特 異 的 に 区別 出 ぎ,簡 単 にAICAを 特 異

的 に 定量 可 能 で あ る｡方 法 はMoacety,sDiaz◎ 反 応 の

Sevag4)変 法 を 使 用 した｡

(2)Minerallight:

260～270MILの 紫外 線 のみ を 出 す科 研 製 フ ィル タ ーを

使 用 した｡こ れ でPASは0.26に 螢 光 スポ ッ トを 示 す

が,AICA系 化 合 物 は0.40,0.57に 吸 収 スポ ッ トを 示

す｡こ れ はAICA系 化 合 物 に お け るGreenberg5)記 載

と一致 す る｡

93)Hg塩 反 応:

昇 禾一エ オ ジ ン法6)に よ りAICA系,Purine系 化 合

物 は 紫 色 ス ポ ッ トに な る｡父 硝 酸第 二Hg硫 化 ア ン モ

ン法7)も 使用 出 き る｡
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Minerallightで 見 て吸 収 の 存在 す る部 分 を 切 除 溶 出

し,B㏄kmantypeSpectrophotometerでSpectorを

取 る と,Fox等 及 びGreenberg5)文 献 記載 のAICAと

Max,267mpで 全 く一 致 す る｡O.40,0.57の 二 つ は 同

形｡

(5)OrcinHC1反 応:

O・40の み陽 性 な の で,こ れ はRibosideで あ ろ ㌔
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従 つ て0.57はAICAfreebase,0｡40はAICA

Riboside｡以 上 の結果及び後述す るPu血e化 合物 でP

ASの 制菌作用が無効化す る事 とか ら考 え て,PASは

Purineの 生合成をAICA系 化合物 にOnecarbOneを

導入 して閉環す る所で阻止 するもの と推定出来 る｡

Fig 2
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べ るべ く,藥 酸お よび この生合成 の中間体 と思考可能な

化合物 を得 て,こ れ らにつ きPASと の拮抗の存否及 び

拮抗態度 を詳細に実験 した｡実 験法は前節〔2〕に同 じ｡

実験結果 ξ

桔抗能力を定量的に表現す る為 に,次 の如 き,拮 抗指

数 によ り示す事 とした｡各 種濃度 の拮抗薬

物 で拮抗可能な最高濃度 のPAS濃 度を定

一→核酸

1三>XCH
N-C--N-RibOse｡p

Purine

核 酸

2各 種Purineに よる拮抗

PASがPurine閉i環 を阻止す るのな らば,完 成 した

Purine化 合物 を与えれ ばPASの 作用は無効 にな る筈

であ る｡又 如何 なるPurineが 核 酸Purineと して利用

可能 であるかを結核菌 に関 して知 る事が 出来 る｡

A)実 験方法

PASNa塩 をSauton培 地 に倍数稀釈 した ものに,一

定菌量浮游液(鳥 型獣調株)を 作 り,一・白金耳ずつ接種

3日 ～5日 培養 で判定す る,接 種菌量 よ り明 らかに増加

した ものを(+),薄 菌膜を作 つた もの(苔),の 判定法 を

使用 した｡

各種Rπine化 合物 は各管に同一濃度 を添加 してある｡

B)実 験結果

Table2

め次 の計算 によつた｡

拮抗指数_桔 抗 し得 るPASM・1数

Fig3の 如 く,

tamicacid(PABG)が 最 強 で次 にPABAで,Ptemic

acidは 全 然 効 果 が な い｡
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明 らか に或 種Purineに よ りPASは 拮 抗 可能 で あ る｡

従 つ て これか ら もPurine迄 の生 合 成 を 阻害 す る事 を知

り得 る｡Ade頭ne,Gua凱 箆e,Hypox鋤lthi五eは 桔 抗 可 能

で あ る所 か ら,こ れ等3種 のPurineは 核 酸 生 合 成 に利

用 可 能 なPurineで あ るが,Xanthin,Uricacidは 利

用 不 可 能 なPurineで あ る事 を 知 る｡RNA(fromyea-

st)は 効 果 が よいが,こ れ は当 然 で あ るe

3P"rine閉 環 酵素 との 関係

E,Co1斑Suffo日 期ideに 二tsい て,Citrovo㎜

factorと 称 す る葉 酸 のFormy1誘 導 体 がAICAにone

carboneを 入 れ る時 の 助 酵 素 で あ る 事 が 最 近 明 らか に

な りつ つ あ るePASと こ のCoenzymFと の 関 係 を調
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す な わ ち桔 抗 薬 物1Mo1で 何Mo1の

PASに 拮 抗可 能 で あ るか を示 す 価 で あ る｡

Folicacid,p-Aminobettzoy1-Gl穏 ・

Fig3
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FolicacidとPABGと は拮 抗 能 率 が 最 強 で,し か も

5×10"`～10×10"`Molに 拮 抗 能 の最 も良 い 山 を有 す る｡

重 要 な事 は,Folicacid,PABG共 に同 一 の拮 抗 様 式 を

有 し,し か もPABAよ りもは るか に拮 抗 能 率 の良 い事

で あ る｡こ れ は,PASはPABGか らFolicacid迄 の生

合 成 には何 ら影 響 を有 して い な い事 を意 味 し,し か も,

Folicacidの 生 合成 径 路 はPABG経 由 で あ る事 を知 り

得 る｡PABAが 横 軸 に平 行 な る事 はPABAとPASが

Competetiveな る事 を示 す｡

PABGにPterineが 結 合 してFolicacidの 出 き る

事 はTable3か ら も推 察可 能 で あ る｡

Table3

4-Aminopterine

Y/cc

～ 一一＼4-Aminopterine

＼ 一 濃 度
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4-AminopterinはF◎1icacid自 身 とは拮抗能力 な

いが,P-AminobenzoylGlutamate(PABG)に は非

常 に強い 桔抗能力を示す｡こ れ は4-Aminopterinは

PABGにXanthopterinが 結合 してFolicacidに な る

所 をCompetetiveに 阻害す る事を示 し,従 つ てFolic

acid生 合成 はPABG経 由なる事 を示 してい る｡

Purineで の拮抗 の 場 合 は,purineを 投与 しても,

"denOvd渉 合成路は依然閉 じられた ま ま な の で 核 酸

Purineを 合成す るに充分量 のpurineを 給 与 された時,

始めて拮抗作用を呈す るので措抗指数は低い｡以 上 によ

り,PASは,Purine閉 環 の助酵素 たる葉酸の生合成を

PABAとGlutaminateの 結合においてCompetetive

に阻害す ると結論す るβ

4細 菌学的制菌様式

実験方法:

倍数稀釈 したPAS含 量Sauton液 体 培地 に一 白金耳

の菌を接種 し,5日 培養後各管の菌 を一本 ずつのPAS

無含有Saut◎n斜 面 に還元培養 し菌 の生死 を検査す ると

次の事がわか る｡

実験結果及び考察:

PASに よる制菌作用は二 つ の部分に分れ てい る事 が

明らか となつた｡す なわち接種菌は死減 してはいないが,

増殖のみ掬制 されている静菌濃度域(増 殖阻止濃度域)

と殺菌濃度域 とに分け得 る事であ る｡PASは この静 菌

域がか な り広 く,O・5×10"2Mo1か ら16x10-2Molが 本

株においては この範囲 に入 る｡し か も重要な事 はFolic

acid,PABG,PABA,Purineで の拮抗 は この静 菌 域

内に限 られ,殺 菌域 に及ぶ事はない事 であ る｡す なわち

PASに よる静菌域 は核酸 の生 合成 が阻止 されているた

めに,細 胞分裂 が行い難iくなつている状態 と考 え て い

る｡殺 菌域 は別 の機作が主導的役割を演 じているのであ

ろう｡非 常に高濃度では呼吸拮抗が存在 する とは山村 も

附記 しているので殺菌域は これが主役をな してい るので

はなか ろ うか3)o
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5人 型結核菌での実験

人型Frankflut株 を使用す ると,PASは 非常 に 低

濃度 で作用 し,8×10"6Molで 増殖を阻止す る がFolic

acid,RNA(fromyeast),PABA共 存時には1×10"9

Mo1迄 は増殖可能 にな る｡す なわち 措抗能力 も著 明 で

ある｡(4〕 節までの実験は鳥型菌 を使用 したが,人 型 も

行 つた上で著明 ではないが充分Mode1実 験 として使用

可能 であ る事 を知つ たので使用 した｡

6結 論

1)PAS作 用 下においては結核菌 は4-amino,5imi-

dazolCarboramideの 所でPur.ine生 合成が阻止 さ れ

る｡

2)PASのPurine生 合成阻害は,そ の助酵素成 分た

るFo11cacid合 成 をPABAとGlutaminateの 結 合

にお いてCompetetiveに 阻害 され るに由る｡

3)PASの 作用 は増殖阻止濃疫 と殺菌濃度域 の両者 に分

け得,上 記作用機作が主役 を演 じてい るのは増殖阻止濃

度域 においてである｡

4)結 核菌 におけるPurineの 利用,核 酸生合成路,Co-

enzymF生 合成路を明 らかにな し得た｡

堀田教畏 ・勝沼六 郎荘長 の御指導に惑謝す る◇叉終

始直接御教導下 きつ た山村 卑i一先生 に深謝す るo
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