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一「般微 生物 が 営 む 代 藩過 程 を追 跡 す る方法 の一 つ と し

て,代 謝 拮 抗 物 質 に よつ て うけ る影響 とそ の拮 抗 条 件 を

解 析 す る手 法 が従 来 か ら行 わ れ て い る。核 酸 系 の代 謝 を

対 象 と した この種 の研 究 も広 く行 われ,今 目まで に数 多

くの報 告 が見 られ る。 そ の うち で もgりanineの 鋳 造 類

似 体 であ る8-azagu鋤ineは 酵 母1),細 蕉2)お よび 腫瘍

3)の 増 殖 を 抑 制 す る ことが 見 出 され て以 来,い ろい ろの

実 験 材料 を用 い てそ の 作用 に関 す る研 究 が行 われ,最 近

では 制癌 剤.と して使 用 され て い る。 そ の 作 用 機 作 に関 し

ては,最 初Kidderら3)は8-azaguanineが 核 酸 合 成 径

路 にお い てguanineの 代 瞭 桔 抗物 質 と して作 用 して,こ

の化 合 物 のnucleosideあ るい はnucleotideを 生 成 す

るの に よ るの で あ ろ うと提 言 したoそ の後C"-8-azaga-

anineが 核 酸 の 中 に 入 り込 む こ と(4・5・6・7・)お よび これ

と同 時 に投 与 したguanine,4・-amino-5-imidazclecarb-

oxamide(AICA)の 核 酸へ の 入 り込 み に影 響 を 与 え な

い こ とか ら8),8-azaguanineの 作 用 は単 純 なguanine

の代 謝 拮抗 物 質 とし てで は な く,denovoの 核 酸 合成 お

よびpurine系 化 合 物 の 核 酸 へ の入 り込 み とは こ となつ

た 径 路 で核 酸 の 中に 入 り込 ん で,こ れ を 含 む 異常 な核 酸

が 生 成 し,核 酸 と して の正 常 な生 物 学 的 機 能 が行 われ な

くな るた め で あ る とされ た7)。 これ に対 してFriedkin

ら9・1のは,馬 の 肝 臓 か ら抽 出 したnucleosidephosph・

◎rylaseを 用 い て実 験 を行 い,8-azaguanineがKalck

arの 反 応11)す な わ ち

guanine十rib◎se-1-phosphate

・ ご9Uaninerib◎side十inorganicphosphate

の基 質 とな つ て,8-azaguanineribosideが 生 成 され る

こ とか な,こ の作 用 機 作 は 細 胞 内 に あ つ て正 常 にはgu-

anjne,他 のpurine化 合物,あ るい は そ の前 駆 物 質 と

反 応 す るfibose-1-phosphateをi摺}捉 す る こ とに よる の

であ ろう と説 明 して い る。

われ われ は数 種 の抗 酸 性 菌 で も8-azaguanineが そ の

増殖を抑制する ことを認め,さ らにその作用機作に関す

る実験を行つたので報告す る。

実験材料および案験方法

使用 した菌 は,Sauton氏 培地 に継 代した人型結核菌

Hs7RvGi,鳥 型菌竹尾株お よび獣調株,チ モテー菌で,

実験には基礎培地 としてSauton氏 培地を用 いた。大型

試験管(内 径2.5cm)に 終末容量 ユCmlと な るよ うに培

地 を調 製 し,こ れ に一定 量の菌 を接種 し,37。C艀 卵器

の中で培養 した。増殖阻警作用お よび回復作用の判定は

便宜上人型精核菌では接 種後14日 目,鳥 型菌お よびチ

ラテー菌では3日 目に行つ た。増殖程度の判定の基準は

一 全 く増殖が認 められ ない もの

+明 らかに増殖 した と認め られ るもので,し かも次

の井にお よばない もの

升 培地 液面のV似 上の広 さに菌膜 を形成 した もの

帯 培地液面全体 に菌膜 を形成 した もの

帯 完全 に増殖 して菌膜が管壁 にまでお よんだもの

の記号 で表わ した。

8-azaguanineは すべ てNa一 塩を使用 した。

実 験 結 果

1)8-azaguanineの 増 殖 抑 制作 用

第1表 に 示 す よ うに,人 型結 核 菌 で は200Y/ml(1・3x

1α3M),鳥 型菌 お よび チモ テ ー菌 では4rOOγ/mt(2・7×

10"SM)の 濃 度 で菌 の増 殖 は著 明 に掬 制 され た 。 しか し

さ ら に長 麹二聞 観察 す る と,い ず れ も増 殖 相 が遅 れ て対照

と同 程 度 に まで増 殖 す るの で,こ の濃 度 では8-azagua-

nineに 殺 菌 作 用 は な い と思 わ れ る。

2)核 酸 系 化 合 物 に よ る回復 作 用

これ らの 菌 に対 す る8-azaguanineの 増殖 抑 制 作 用 は・

これ と同 時 に培 地 中 に加 え た 酵母ribOnuCleicacid,胸

腺desoxyribOnuCleicacid,核 酸 のpurine塩 基,そ れ

一 一 ω 一一 ・
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第1表 各種抗酸性菌 に対ず る8-azaguanineの 阻害効果 加 えない培地 におけ る

謎 馴 ・2346--2・-28欝 灘
2。。}一 一 一 一 一 ± 士+++朴+度 が 存 在 す る(第2

輔 詐 一 … 土++柵 冊 柵 表さのように_
対 照ト ー++井 苔 僻 帯 系の化働 は明らかに

縢4・ ・!+柵 欝 聯離 寧ζ
享馨50-++帯{m彬 酸塾 でもpyri-
一菌 対 照 卜 柵 ㎡dine系 の化働

,す

8-AG・8-azaguanineな わ ち(ytosine・u「a-

ci1,thymineに は この

第2表8-azaguanine阻 害 の 核 酸 お よび プ リン系 化合 物 に よ る増殖 回 復 よ うな作 用 は全 く認 め

… 鍛Y/斧312・ ・・ ・…15・ ・ レ5・1・25162 ・sl3・,31・5・71・ られ な 激 ・

畿 ≒+≒ 目 一H蟷 餐譲灘1
趣 竺 璽1Px捌 ・酬 垂x姻 ・ωi垂x姻 ユ伊 卜x剛 ・副 ・ による膿

i羅1:1鑑 ÷ 謂≒1国 嚢鞍鱗驚
aden・sineUa帯{刑+{+圭 びrib・tide ,it'母rib-

gua-e{{帯+1+司ll・nuc'eicacid・ 離

adenine±+1ff}+レ 鷺 繋 灘 藷

guamne圭++め た が ,さ ら に 核 酸

hyp・xanthinell副WW副+1-purineのden◎v・ の

生 合 成 に関 与 す る化 合使 用菌:鳥 型 菌 獣 調株8 -azagua…nine濃 度=ナ ベ て400γ 伽1添 加 判 定:接 種 後3日 目

物,す な わ ち そ の前 駆RNA:ribOnucleicacid(酵母)DNA
=desoxyri-bOnucleicacid(胸 腺)

物 質 といわ れ て い る第3表8 -azagtianirie阻 害 の プ リン生合 成 関連 物 質 に よる増 飛 回復

____一.一 一....____一_...一__..一 一一一一一一glycine12N17),AICA

濃脚"12∞1…5・251・2' ・516・21-9・ ・1・ ・6・ ・8・ ・41・ ・8-22),お よびそ 醐

glycine+{+睡 副ua隔1瞬 昔1+1■ 環 に 関 与 す るf・'ic

AICAll+国 升固 帯 ±1欝1溜 雛

PABAl卜1+悔 田 隔1帯}ll+{・3,22)
,さ ら にf◎licト

f・liCacid/副 副+-H・1+1-1-lacidの 前駆物質 で あ

CeF岡 囲 書国+1+トi島 灘 鷲
し1

使用菌:鳥 型薄黙調株8"azaguanine濃 慶:す べ て4∞ γ/m1添 加 て実験 を行つた。その

AICA=4-aminQ・ ・5-imidazolecarboxamidePABA;paminobenzoicacid・ 結 果 は 第3表 に 示 す よ

らのriboside,お よびrib◎tideに よつ て 回 復 され た 。

回復 の程 度 は 使 用 した範 囲 では そ の濃 度 に比 例 した が,

adenineとguani鵬 の場 合 だ け は高 濃 度 にな る と,回

復 作用 の低 下が 見 られ るば か りで な く,8-azaguanineを

41

うに,denovoのpurine生 合 成 を 容易 に す る化 合 物

は8-azaguenineの 増 殖抑 制 を 回復 す る こ とを 認 め たe

そ の 中で91ycine,AICA,PABAで は 高 濃 度 に な る

と,か えつ て回 復 力 の低 下 が 見 られ,そ れ ぞ れ至 適 の濃



656

度 が あ る こ とが 認 め られ た。

4)そ の他 の化 合物 に よる影 響

Friedkinら に よつ て8-azaguanineの 阻 害 は菌 体 内

のribose。1-phosphateの 捕 捉 に よ るの で あ ろ う とい わ

れ て い るの で,培 地 にriboseを 加 え て 阻害 の回 復 の有

無 を し らべ たが,ribOseの 効 果 は認 め られ な か つ た。 ま

たgiycineが 著 しい回 復作 用 を 示 す の で,こ の作 用 が特 異

的 な もの で あ るか ど うか を知 るた め に他 の ア ミノ酸,す

なわ ちDL-glutamicacid,L-arginine,L-leucine,L-

isoleucine,DL-phenylalanine,DL-valine,DL-】 【nethi-

onine,Irtyrosineに つ い て し らべ たが,こ れ らの ア ミ

ノ酸 に回 復 作 用 は 認 め られ なか つ た 。 そ の 中 でmethi-

onine,vaineで はか えつ て増 殖 の 阻害 が見 られ た 。 そ

こでglycineの 作 用 はか な り特 異 的 な もの で あ る と思 わ

れ る。

大 腸菌 のp血e要 求 株 を用 いた 実 験 で,培 地 にg1-

ycineを 加 え る とAICAの 蓄 積 量 が 増 加 す るが,met-

hionineお よびvalineで はそ の量 が 減 少 す る こ とが 報

告 され て い るが%),こ の結 果 とわ れ わ れ の成 績 とを比 較

す る と興味 深 い。

5)抗 結 核 剤 との関 係

P--amin◎salicylate(PAS)と8-azaguanineと を共 存

させ る と,菌 の増 殖 抑制 に著 しい 協 力作 用 が 認 め られ た

(第4表)。

これ に 反 してstreptomycineあ る い はis◎nicotinic

acidhydrazide(INAH)と8-azaguanineと の間 に は

第4表

この よ うな協力作用は見 られ なかつた。

6)8-azaguanineに 対す る耐性

抗酸性菌 を漸進的に濃度の高 い8-azaguanineを 含む

Sauton氏 培地に継代培養 する ことによつて容易 に耐性

菌を得 るこ とが 出来た。すなわち鳥型菌竹尾株 では最初

4000Y/mlで 増殖が抑制 され ていた ものが,3回 継代する

と2mg/m1で も増殖出来 るよ うになつた。 しかしこの

耐性菌を種 々の濃 度の8-azaguanine含 有S皐uton氏 培

地 に接種す ると,こ 弥濃度 の低いほ ど増殖が速 かである

ので,耐 性菌 は&azaguanineに 対 して依存性はないと

思われ る(第5表)り

鳥 型 菌 に お け る増 殖 抑 制 に対 す る8-azaguanine

とPASと の協 力作 用

考 察

8-azaguanineの 作 用 機 作 に 関 して は,invitroの 酵

素 反応 と して このrib6side化 合物 が 得 られ た こ と,お

よびribOside化 合 物 のTetrahymenageleii'ee対 す る

増殖 抑 制 力 が8-azaguanineの そ れ のV2に 過 ぎな い と

い う結 果 か ら,後 者 の 阻 害 作 用 が8-azaguanineの 入 り

込 ん だ異 常 な核 酸 の生 戊 に よる の では な くて,細 胞 内 の

ribOse-1-phosphateに 対 す る正 常 なpurineあ るいは そ

の前 駆 物 質 と8-azaguanineの 競 合 で あ ろ うと言 われ て

い る。

しか しpurine塩 基が そ のnuCleosideを 経 て核 酸 の申

へ 入 り込 む の はむ しろ副 径 路 と考 え られ てい る し26),ま

た わ れ わ れ の得 た 成 績,す な わ ちadenine,9tymine・ お よ

びhypoxanthineで この制 菌 作 用が 回復

され,こ れ に 反 してribOseに よつ て回復

され な い とい うこ とはribOse-1-phosphate

1武澤1調 。
濃度Y勿1/

・ 擁

125

O.85 1.9 3.9 7.8 15.6 31。2

帯矧 帯囲 静1管

圃 帯圃 昔
25・1州

500

1000

帯

帯

帯

十

+ト

+ト

62。5

十

125 250 500

1+1±1

1+トH-H一

ト1一 ↓

H十
H一

トH
箭囲+トH-H一 ト

使用菌:鳥 型菌獣調株;判 定:接 種後3日 目

第5表8-azaguanine耐 性 菌 の各 濃 度8-azagua簸ine

添 加 培 養 時 の発 育 度(判 定:接 種 後3日 目)

簾a齋ne}2…i・ …IS・ ・12・ ・1ユ2516313ユ ・51ユ6い
増 殖 劇 土 士 +1+1矧 帯i制 冊

使 用 菌:8-azaguanine(2mg/ml)添 加Sauton氏 培地 に発 育

し た鳥 型菌 竹 尾株

一42-一

に対 する競合 とは考 えに くい。一方,も し

8-azaguanineの 入 り込みに よつて 生物学

的作用 の変化 した核酸が生 成 され るな ら

ば,核 酸 の物理化学的性 状およびその核酸

中の塩基成分の分子比 に も変化を来すので

はないか とも考 えられ る。 われわれは8-

azaguanine添 加培地 に増殖 させた菌から

抽出,精 製 した核 酸につ いて物理化学的に

検討申である。 最近adenme・guanme・

hypoxanthine,xanthin、eがribOflavinの

産生を促進す るとい う報告 があるので幻),

核酸系物質に よる8-azaguanine阻 害の回

復は単 にこれ らの物 質 と8-araguanineと

の措抗 ではな くて,ribOflavinを 介する間

接的 なものであ るとも考 えられ るが,rib-

oflavinと の関係について は 目下 実験中

である。 しか しPASと の間 に著 しい協力

作用 のあることは,PASの 制 菌 作用 が

purine核 の閉環 の阻害 に基 くと考えられ
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るので28),PASで 核酸 のdenovoの 合 成が掬 えら

れるとその代償 として既成 の塩基の利用路が活濃にな り

29・30・31B2),したがつて&azaguanineの 菌体 核酸への

入 り込 みが多 くな り阻害作用がつ よく現われ ると考 える

と説明 しやす い。 もしdenovoの 核酸 合成 と既成 の

purineの 利用,さ らにpurine塩 基 とpuripe類 似化

合物が拮抗 してい るとしても,ど の段階 で拾抗 している

かは未だ明 らか ではないo

またhypOxanthineで8-azaguanineの 阻害 が回復

されることは,抗 酸 性菌においてもhyp()xanthineか ら

他のpurine塩 基へ の転換,あ るいは核酸 合成eehypo-

xanthineの 利用路がある ものと想像 され る。

PASと の間に著 しい協力作用 の見 られることは 臨 淋

的にも興味 のあ ることであるけれ ども,容 易に8-azagu-

anineに 対す る耐性の出現す ることで臨鉢的 に利用する

には,か な り検討の余地 がある。

結 論

1)8-azaguanineは 人 型結 核 菌H37Rv株 の増 殖 を

200γ/ml,鳥 型菌 竹 尾 株,獣 調 株 お よ び チ モテ ー 菌 を

4rOOγ/m1で 掬 制 す る。 しか し この濃度 で は殺 菌 作 用 は認

め られ な い。

2)8-azaguanineの 増 殖 抑 制 作 用 はadenine,gua-

nine,hypOxanthineお よび そ れ らのnucleoside,nucl-

eotide,酵 母ribOnucleicacid,胸 腺desoxyribOnucleic

acidで 回復 され るが,pyrimidine塩 基,す な わ ちcy-

tosi鵬,uraci1お よびthymineで は回 復 され な い。

3)8-azaguanineの 阻 害 作 用 はpurineの 前 駆 物 質,

す なわ ち91yc血e,4-aminu5-imidazole-carboxamide,

お よび そ の他purine生 合 成 に関 与 す る 化 合物 で あ る

f。1icadd,citrov◎ ㎜factor,paminebenzoicacid

で 回復 され るが,glycine以 外 の9種 の ア ミノ酸 やrib-

oseで は回 復 され な い◎

4)8-azaguar血eとPASと の間 に著 しい協 力作 用 が

認 め られ る。

本 論丈 の要 旨は,昭 利30年6月,日 本 結 核 病 学会 近

畿地 方会(第11回)に お い て 発 表 した。

稿 を終 るに際 し,終 始 御 懇 篤 な る御 指 導 を頂 い た大 阪

市立 大 学 刀根 山結 核研 究所 山村 雄一 博士 に衷 心 よ り深

謝 す る。

なお,実 験 に供 した8-azaguanineは 武 田薬 こ〔お よび

田辺製 薬 の御 好 意 に よ り頂 い た もの で あ 乙。 こ エに 改 め

て 謝意 を表 す。
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