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結核 菌 のPurine生 合成 とPASの 制 菌機 作

第3{報PASに よ るGlycineamideribotideの 蓄 積

名古屋大学医学部生化学教室(指 導 掘田一夫教授)

勝 沼 信彦 ・石川 栄治 ・渡会 一男

(受付 昭郵30年5月25目)

本誌 前2報1)2)に 結 核菌 のPurine生 合 成 径 路 を追 求

し,こ れ に及 ぼすpaminosalcylicacid(PAS)の 影

響を報 告 して来 た 。 す な わ ちPurinebaseの 前 駆体 で

ある4-amino-5-imidazo1carb◎xamide(AICA)及 び

そのribosideがPASで 部 分 阻 害 した培 地 中 に蓄 積 す

るこ と◎ この蓄 積 はribOnucleicacid(RNA)やP

Arninobenzoicacid(PABA)で 除 か れ る こ と。 さ らに

この蓄 積 を減 少 させ るPurine系 及 び1eucov◎rine系

化合物 でPASの 増 殖 阻 止作 用 が著 卿 こ減 弱 す る こ とを

明らか に した。 この よ うな事 実 か らPASは 結 核 菌 にお

いてCo-transformylase(Leucovorineを 主 成 分 とす

る)の 生 合成 を阻 止 す るた め に,そ の酵 素 作 用 の一 つ で

あるPurineの 閉 環 が 阻 止 され るた め に以 上 の よ うな 結

果にな る もの と考 え て い る。 と ころ がPurinebase生

合成径 路 中 にTransformylaseに よ り触 媒 され る部 分 が

AICA以 前 に今 一 つ存 在 す る。 これ はBuchanan3)や

Greenberg4)が 最 近 酵 素 学 的 に 明 らか に した反 応 でGly-

eineamideribotide(GAR)がtransformylaseを 介

してFormy1基 を受 け α一Nformylglycineamiderib-

Dtideに な る反応 で あ る。 しか るにPASはCo-traRs-

formylaseの 生 合成 を阻 止 す る もの で あ るか ら 当 然 こ

の反応 も阻止 され て い る筈 で あ り,む しろPurine生 合

成径路 がGAR,FormylGAR,AICAribOtidePurine

ribOtideの 順 に行 わ れ る こ とか ら考 えて,GARか ら

FormylGARへ の反 応 の 方 が第 一 阻害 点 で あ る筈 であ

る。 この よ うな理 論 的 必然 性 か ら,PAS阻 害 培 地 中 の

3ARの 蓄 積 を 追 求 して この 報告 の如 き結 果 を得 た◎ な

おあ らゆ る薬物 を通 じて,そ の 阻害 培 地 にGARの 蓄 積

を証 明 してい る報 告 は今 日迄 な い 。

実 験 材料 お よび 実 験 法

PA§ 部分阻害培養濾液の調製:一

鳥型結核菌 の5～7日 培養菌 を使用 して,菌 体窒素 に

して22・5㎎%(Semimicrokjeldahl法 で測定)に 相

当す る菌浮游液 を比濁 によ り調 製する。この10ccを1.O

Mg/coにPAS-Naを 含むarabinose91ycine培 地(第

2報 に寵載2))の990¢cに 接種す る。37。Cで3日 培

睦褒,3000回 転5分 間遠 心沈澱 して上清を得 る。

イオン交換樹脂 に吸着 させ るための前処理:一 ・

上清ll弱 に25%酷 酸Ba10ecを 加え,pHをNa

OHで8.2と す る。 生 じた白色沈澱 を遠心洗澱で除去

す ることに より,培地申の無機燐酸を除去 できる◎透明な

上清 に更に一,二 滴 の酷酸Baを 加えて混濁 しない こと

を確かめてか ら,4倍 容のアル コールを添 加 し,氷 冷下

に60分 間静置す る。生 じた白色沈澱を遠 心沈澱 で捕集

し,約50ccの1んNH2SO4に 溶解 し,BaSO4の 沈澱

を除 く。 この粗抽 出物 をpH9～10にNaOHで して樹

脂 カ ラムに吸蒲 させ るo

イオン交換樹脂 による単離:一

この分離 条件 はGreenbergの 方 法4)に従 う。すなわ

ちFormate型 のDowex-1(200～400mesh,h=15cm,

d=O・7Cm)に 吸着 させ,PH7.0に 補正 した蒸 溜水 で24

時間洗灘 し,Ninhydrine反 応及びOrcino1反 応が陰

性 にな るのを確かめ て か ら,pH6.5に した0.05M

ammonurnformateで 溶出する◎ これを5eeず つ分

取 し,"部 をOrcinol反 応及 びNinhydrine反 応で検

し,初 めの両反応陽性Fractionを 合せる◎ この部 分が

GARの 分劃である。

GlycineamideribotideをBa塩 として精製:-

GAR分 劃に25%酷 酸Baを 加 えてpHを8.2に

す ると白色沈澱を生 ず る。この沈澱を遠心沈澱 で除 き,上

清に4倍 容のアル コールを加 えて氷冷下に60分 間静置

し,生 じた白色沈澱を更 に99%ア ル コールで数 回洗源

してデシケーター中で乾燥す る。 これ によ りGARをBa

塩 として単離出来 る。(Buchananの 精製法3))

実 験 結 果

ペ ー パ ー ク ロマ トグ ラム に よを 単一 性:一

東 洋濾 紙No.50を 使 用 し,上 昇 法 を使 用 した 。2NH

C1-isopropano1(35;65)で0。60～0.64を 示 しGlycine

は0・46～0・50を 示 す 。Ninhydrineでvioletの 呈 色

を す る。Ninhyd「ine反 応 を呈 す るた め に は2位 の ア ミ

ノ基 が 遊 離 で な けれ ば な らず,FOtmylGARは 従 つ て

Ninhydrine反 応 を是 しない3)4)。 又FormylGARは

Greenberg4)に よ る とpH5.0の0。05Mamm◎num-f(》

mateでFormateformのD◎wex-1か ら溶 出 され る

と報 じ られ て い る◎ こ の二 つ の 箏 実か らわ れ われ の分 離

した もの はF◎rmyl基 の結 合 して い な いGARで あ る
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こ とを知 り得た。

構 成分の分折:一 一

2.5NHCIで100◎C1時 間加水 分解 し,ペ ーパ ーク

ロマ トグラムによ り,水 解 に より出現す るア ミ ノ酸 が

Glycineで あることをRfか ら決定 する。次 にこのG1-

ycineの 定量 は水解後 にAlexander5)等 の方法 に より定

量 した。RiboseはMejbo㎜ のOrcin-HCI反 応6)で,

結合燐酸 は60%過 塩 素酸分解 後Fiske&Subbarow7)

の方 法で定量 した◎ この単離物 は無機燐酸を含んでいな

い。分折組成 は表1の 如 く,GlycineとRib◎seと 結合

燐酸 はほ 攣等モルに結 合 している。

次 に この結合燐酸の結合位置であるが,こ の 燐 酸 は

Acidstableで あ り,又 次の実 験によ りRiboseの5,位

に結合 した燐酸 であることが明らか となつた6

表1

Glycine-amideribotideの 分 折 組 成

と8位 のFgrmyl化 が障 害 され てGlycineamiderib(ト

tideと4-amino-5-imidazolcarbOxamideribOtideの

蓄 積 を来 す 。

Greenbergお よびBuchananに よ り酵 素学 的 に明 ら

か に され たPurinebaseの 生 合 成 経 路 は 図1の 如 く,

GAR,FormylGAR,AICAribotide,inosi頭cacid

の順 で あ るか ら,PASは 結 核 菌 のPurinebase生 合成

を 二 個所 で 阻害 す る。 しか も まずGARのFormyl化

を 阻 害 し,こ れ を逃 れ た一 部がAICAribOtideま で行

き・ こ こで再 びFo血y1化 が 阻害 され る もの と考 え得

る。従 つ て,む しろ主 作 用 点 はGARの 方 にあ る と見

るべ きで あ るが,Sulfonamideの 作 用 点 に お いて もA

ICA系 の と ころ の み が報 告 され て お り未 だ,GARに っ

い て記 載 が な い。 しか しSulfo=namideの 時 もわ れわれ

のPASの 場 合 と同 じ くC◎tralisformylase阻 害 であ

る以 上GARの 所 が第 一 作 用 点 な の で あ ろ う。

実 験No.
グ リ シ ンlgnt一 ズ 儲 鱗 酸

N…1

結 論

…41

N・・21

1.00

…8i

No.3 1.03

1.09

・…1

1.∞

1。22

0.97

GIyci血e-2.5]NHC11000Clhr。 水 解 後Alexander

eta1の 方 法

Ribose;MejbournのOrcinHCI法

結 合 燐 酸:-60%過 塩 素 酸分 解俵Fiske法

ΣんMメ タ過沃 素酸処理を 行つてペーパ ークロマ トグ

ラムにか けると,も し2iか3'位 に燐酸が結合 してい

ればRfに 変化 な く,2i及 び3'が 遊離であれば過沃素

酸分解 を受け るためにRfは 著明に変化す る。われわれ

のGARは 著明 なRfの 滅少を来す為 に2ノ 及 び3'位

は遊離 してお り,従 つ て5'位 に燐酸が結合 してい るこ

とを知 り得た。

総 合 考 察

PASは 結 核 菌 に お い てpA】 ㎡nobenzoicacidと の

拮 抗 に よ りCo-transformylaseの 生 合 成 を阻 害 し,そ

の結 果 と してPurinebaseの 生 合 成 の場 合 に は,2位

PASはCo-txansformylaseの 生 合 成 を阻 止す る結

果 と して,Purinebase生 合成 途 上 を次 の二 個所 で阻害

す る。 す なわ ち まず,GlycineamideribOtideが α一N・

fermyl-glycineamideribOtideに な る反 応,こ の 阻害

点 を逃 が れ た一一部 が4-amino-5-imidazolcarbOxamide

ribOtideま で合 成 され,再 び このFommylationが 阻

害 され る。(1)阻害機 作 と してPASは この よ うにPurine

生 合 成 を 二 点 で 阻害 す る こ とを 明 らか にな し得 た。

これ と同 時 に② 結 核 菌 のPurine生 合 成 径 路 が上 記 径路

を通 る こ と も合 せ て明 らか に な し得 た 。

堀 田一 堆 教授,山 村 雄 一 先 生 の 御 指導 を深 謝 し,敬

友 杉 野 幸 夫 君 の御 助 言 に感 謝 す る。

図1Purinebaseの 生 合 成 径 路 とPASの 阻 害 点

PASPAS

CH2・-NH2↓CH2-・NHNH2-・C=O↓

あ叢 訣 濃臨 嵐〉覗
ム/

}iR
ibOse。Rh・RibOse-Ph

(GAR)(FormylGAR)(AICAribotide)(Inosinicacid)
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