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結核菌 による ♂一チ ロジンの分解(続 報)

結核 菌 に よる チ ラ ミンよb新 物 質Nア セ チノソチラ ミンの形 成

大阪阿武山赤十字病院研究室(院 長 矢野精太郎博士)

自 井 裕

(受付 昭和30年6月2目)

先 に結核菌 をル チ ロジンを含有す る合成培地に培養 し

チmジ ン分解産物 としてチmゾ ール1),バ ラーオキシフエ

ニール酪酸2)3)を 証 明 し,さ らに炭 素源 としてグ リセ リ

ンを用 いた培地ではチ ラミンか らもチ ロジンか らと略 々

等量 のチロ ゾール2)を 証明 した。 しか るにグ リセ リンの

代 りにグル コーゼを用 いた時にはチ ラミンか らチロ ゾー

ルは得 られず,パ ラーオキシフエ ニール酷酸 と不明な ミロ

ソ氏反応陽性 の結晶を得 た。 この物質 を純結 晶として分

析 の結果N一 アセチルチ ラミン と推定 したので他方 チ ラ

ミソより化学的に合成 した もの と比 較 して同定す ること

が出来た。

実 験

以上 の実験は5回 繰 り返 され,そ の成績は次表の よう

である。 ここに対照 とは結核菌を植 えず に他の操作は全

く同 じよ うに行つ たものであ る。

＼ ＼宰験番号

分解産物＼

モ ノ ー ア セ チ

ノレー チ ラ ミ ン

パ ラ ー オ キ シ

フ エ ニ ね ル 　

酷 酸 →

1R 聖 rv V薄 照

0.1580.06780.190。2580。290

0.1380.03480.3580.3590。480

1培 養 実 験

用 いた菌株は鳥型結核菌 竹尾株であ る。培地は ソー ト

ン合成培地の グ リセ リンの代 りに3%に ブ ドウ 糖 を 加

え,塩 酸 チ ラミンを0.1%に 含有す る培地である。 この

菌株 をこの培地2β に20目 間培養 した。

培養濾液 の処理は前 報1)の 如 くであ り,N一 アセ チノレ

チ ラ ミンは前報 のチ ロゾール分劃に抽 出され て来 る。こ

れの分劃のエ ーテルを去 り,除 湿器中で充分乾燥 さす。

これ にベンゾール200ccを 加え沸水中で30分 環流冷却

のFに 加温溶解 し,加 温濾過す ると冷却す るにつれ針状

の結 晶が析 出す る。 これ を 繰 り返 して精 製す ると融点

130。Cな る結晶を得 る。 ミロン氏反応陽性 であつてその

元素分析値は次 の如 くモノアセチルチ ラミン と推定 され

たo

H(%)C(%)N(%)

実験値7.1867.037.67

理論値(CigHi3NO2)7.2667.047.82

誤差0。080。010.15

この物質はべ ーバークロマ トグラムでは前報1)の アン

モ ニヤ性 ブタ ノールお よび ピ リジン溶媒で もチロゾール

のRfと 類似 し鑑別 は困難 である。

この培養濾液 申には本物質 と共 にパ ラーオ キシフエニ

ール酷 酸 も証 明され.用 いた チラ ミンはほ とんど分解 さ

れ尽 くし僅 か しか証明 されなかつた。

以上の如く分解産物は量的な差異はあるがいずれも上

の二分解産物は得られ,対 照では見られないから結核菌

によつて作られたものである。

皿 化 学 的 合 成

原理:ま ず塩酸チ ラミンを遊離のチ ラミンとし,こ れ

を無水酷酸 と醐 酸 ソーダでヂーアセチルチ ラ ミン を作

り,こ れを2N苛 性 ソーダで加水分解 することによつて

出来 る。

方法;

a)ヂ ーアセチルチ ラミンの合成

これ はすで にB.doettaW1㎞scheに ょつて作 られて

お りその法に したがつた。

すなわち1.69の 遊離iのチラ ミンに18・の無水酷酸 ソー

ダと3ccの 無水 酷酸 とを加え150。Cで1時 間半加温 し,

冷却 を待つて炭酸 ソーダで中和 しこれ をエーテルで抽出

し,エ ーテルを去つ てナ トロンーカルクを盛 る除湿器申

に保 存す ると結 晶が出来 る。 これをエーテルで再結晶す

るとい う。

しか し著 者はエーテルによる再結 晶では成功せず この

エーテル溶液を水 で振畳 して水に移行 さし,こ の水溶液

を蒸発 して融点 ユ01。～102。Cの 結 晶を得た。 これをさ

らにエ ーテルで再結晶 して融 点103。Cの 純結晶 となる。

また これは石油 工一テルには不溶 解性なるためエーテ

ルに溶か し約5倍 量 の石油工 一テルを加 えて析出 さして

も精 製 し得 る。

本物質の ミロン反応 は陽性であ る。それは ミロン試薬

中の酸 によつて加熱 中に加水分解 され,ア セチル基がパ
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ラーオ キシフエニール基か ら游離す るために ミロン反応

陽性 とな ると考 える。

b)N一 アセチル ーチラ ミンの作成

ヂーアセチルチロジンか らN一アセ チルーチロ ジンの作 成

はR・R・Sealockに よつて報告 されているので,こ れ

にならつた。すなわち0.259の ヂ ーアセチルチラ ミン

を2N苛 性 ソーダ15Ccに 溶か し室温で30分 放置 して

見た◎ これに よりヂーアセチルチ ラミンの一つ のアセチ

ル基が部分的加水分解 を起 して離れ,モ ノーアセチル チラ

ミン とな る。 これを6N硫 酸で中和 し)さ らに僅かに リ

トマス酸性 としてエーテル抽 出を行 う(こ れ によ り過剰

の加水分解 によつて出来 たチラ ミンは除去 出来 る筈 であ

る)。 このエ ーテル抽 出液 のエ ーテルを 駆逐 し,乾 燥後

ベンツォール で加温溶解 し,注 意 して加 温濾過す ると冷

却する とともに美麗 な針状結晶(0.1g)が 析出 した(加

水分解 されず に 残存す るヂーアセチノレチ ラミとは ベン ツ

オール中に溶 存している筈であ る)。 この 物 質の融 点は

130。Cで あつ てさぎに培養 試験か ら得た物質 と一 致 し

漫融す るも融点の低下 を見なかつ た。かつ ミロン反応 は

陽性でペ ーパークロマ トグラムでも培養試験か ら得 た物

質と「致す る。

さらにこの合成物 の元 素分 析 値 は次表の よ うでモノー

アセチルチ ラミンの理論値 と門致 した。

の0諏珪

差

値

値

將

験

論

¢

誤

実

理

H(%)C(%)N(%)

7.0367.107.82

7.26

0.23

67.04

0.06

7.82

0

皿 理化 学 的 性 質

このモノ ーアセチルチラ ミンは アル コール,温 水には

容易に溶け,エ ーテルではかな り溶け るが冷ベンツォ ー

ルには不溶であ る。 しか し加温す ることによつて僅かに

溶解す る◎

濃厚苛性 ソーダ(20%)で は室温で加水分解 し游離 の

チラミンとなる。すなわち0.19の 培養実験 より得たN一

アセチルチラ ミンに100ccの20%苛 性 ソーダを加 え濾

過後ペンツォ イルークmリF"1.5ccを 振量 しなが ら滴 下

し生 じた結晶をアルコールで再 結晶 した ものは融点170。

Cで チ ラミンーヂーベンツtア ー トによ くf致 しその元素

分析値は次表 の如 くその理論値 と一致 す る。 また別 に塩

酸チラミンよ り作つたチ ラミソーヂーペンツォアー トと混

融 して融 点の低下 しないこ とを確めた。

(1)培 地 よ り得たN一 アセチルーチ ラミンよ り

作つたチラ ミンーヂーペンツォ アー ト

実 験値

理論 値

(C22H2gNO3)

H(%)

5.55

5.50

C(%)N(%)

76。743.99

76.524。05

誤 差O.050.220.06

② 塩 酸 チ ラ ミン よ り合 成 した チ ラ3ン ーヂー

ベ ン ツオ ア ー ト

差

値

値

験

論

誤

実

理

H(%)C(%)N(%)

5.6576.424.14

5.5076.524.05

0.150.100φ09

以上の ショツテン ・バウマ ンのペンツォイル化 を弱 ア

ルカ リすなわち10%炭 酸 ソ、。ダに溶解 して同 じように

して施行 する と別 の結晶が出来 た。すなわち融 点はユ47。

Cで その元素分析値は次表 の如 くモノ ーアセチル ーモノ

ペンツオイルチ ラミンの理論値 と一致 した。

の
ρ
0讃璃

差

値

値

"

験

論

¢

誤

実

理

C(%)H(%)N(%)

72.425。905.14

72.086.004、94

0.34 0.10 0.20

すなわ ちこの物質 は弱アルカ リ溶液の為,モ ノーアセ

チルーチ ラミンが加水分解 を受けず にその ま ま ベンツォ

イル化 され た ものである。 この物 質 も前述 のチラ ミンー

ヂ稲ペソツォ ア ー トと共 に ミロン反応 陰性 である。

考 案

以上 の実験成績か ら このモノーアセチルーチラ ミノと思

われ る新 しい物 質について考 察す る。

まず チラ ミンのアセチル化 した ものであ ることは化学

的 に塩酸 チラ ミンからアセ チル化 して合成 した もび,と一

致 するか ら明 らかであ り,元 素分析 値 や ヂーアセチルチ

ラミンか らの化学的合成過程か らモ ノーアセチルーチラ ミ

ン と決定出来た。

さて次に問題 となるの砿 アセチル基 の結合位置 はチラ

ミンの0位 かN位 か である。 もしO一アセチルチラ ミン

とすればそのベン ツオィル化合物はO一アセ チル・N一ベン

ツォイルチラ ミンで ヂーアセチルーチラ ミソが ミロン反応

陽性であ ることから考 えると ミロン反応陽性でなければ

な らぬが実際 は前述 のよ うに陰性 である。N一 アセ チル・

チラ ミンと考 えればその ベソツォイル化合物 は0ベ ン

ツォイル ・N一アセチル チ ラミンで チラ ミンーヂーベンツt

アー トが ミロン反応陰牲であ ることから該反応は陰性で

あ る筈 で事実 と一致す る。すなわちチラ ミンの0位 のア

セチル化 合物 は ミロン試薬の酸で加熱 中に加水分解 され

てパ ラーオキシフエ ニール基 となつ て ミロン反 応 陽性 と

な るが,ベ ンツォイル化合物 は結合が確 くて游離 しない

か らミロン反応陰性 とな るのである◎

以上 に よつ て このモ ノーアセチルーチラ ミ ンはN一 アセ

チルーチラ ミンと考 える。 これはまたRR.Sea1◎ck5)が

ヂーアセチルーチ ロジンか らN一 アセチル 。チ ロジソ を 作

つた合成法 と類似の方法で作 られ ることか らも穏当 と考
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え るo

ここで培養実験 の成績に戻つ て考察 して見 る。

鳥型結核菌竹尾株をチ ラ ミンを含む合成培地(ソ ー ト

ン合成培地 の グリセ リンの代 りにグル コーゼ を 含 有 す

る)に20目 間培養 し.そ の培養濾液 からN一 アセチル

チラ ミンとパ ラーオキシフエ ニール 酷 酸 が純結晶 として

証 明された◎

これは先 に炭素源 としてグ リセ リン2)を 用 いて培養 し

た時 はチラ ミンか らチ ロゾール(パ ラーナ キシ フエニール

エチ もアル コール)が 主 として証明 された成績 とこ とな

る◎ この炭素源 として グ リセ リン とグルコーゼを用 いた

時の相違 はチロジンの分解1)3)の 時 と同様で グリセ リン

の時 は当該 アル コールを,グ ル コーゼを用いた時 は当該

酷酸が出来易 い傾向があ る。そ してこの酷酸を生 じ易い

傾向が グルコーゼを用いた時にのみN一 アセ チ ルチラ ミ

ンが出来 る ことと関係があろ う◎

そ こで このア ミンのアセチル化 の機構 について考 えて

見 るに,ズ ル フア ミン,パ ラーア ミノ安息香酸,ヒ スタ

ミン.グ ル コサ ミン,ア ミノ酸,コ クンのアセチル化 は

クエン酸の合成や脂肪酸 の合成 に用 いられ るアセチル助

酵素Aに よるといわれてい る(Lipmam)9)か らこのN一

アセ チル ・チ ラ ミンもこの助酵素 に よるのではなかろ う

かo

とも角 ここに結核菌が チラ ミンをアセチル化す る酵潔i

を持つ ことを知つたのであ るが,そ の生物化学的の意味

は興味あ ることと考 える。

結 論

結核菌をチラミンを含む合成培地に培養し,そ の培養

濾液 中に分解産物 としてパ ラーオキ シフエニール酷 酸 と

不明の ミロン反応陽性の結 晶を得 た。この結 晶は種 々検

索の結果,モ ノアセチルチ ラ ミンであ り,一 方合成 して

作つた もの と一致 したのでその合成過程 および誘導体形

成物 の性質等 か らN。 アセ チルチ ラ ミソと決定 した。

稿 を終 るに臨み直接御指導 を賜つ た長崎大学名誉教

授,平 井金三郎先生お よび御校閲,御 指導 を戴 いた 日

本 医科穴 学生化 学教授,上 代皓三先生な らびに当院院

長,矢 野精太郎博士に深甚 の謝意 を衷 します。 なお本

論丈 の要 旨は,第30回 目本結核病学会総会 に報告 し

たo
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