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は し が き

本 誌 前 報 「)にお い て,PASで 部 分 阻害 した 鳥型 結 核 菌

の 培養 炉 液 か ら,Ptrineの 前 駆 体 で あ る4-amin(〉-5・ ・

imidazolcarboxamide(AICA)と そ のribosideを
も

捕捉 し得 た。 さ らに 増殖 を 目標 に して,PASへ の拮 抗

実 験 に よ り次 の 結果 を得 た。 完 成 したPurine化 合 物 に

よ り,PASの 制 菌作 用 は減弱 され る。 さ ら にPurine

閉 環 助酵 素の 主要 成 分 で あ る葉 酸,P-aminobenzoy1・

glutamate,P-aminobenzoicacid(PABA)で 著 明 に

PASの 制 菌 作用 が 打 消 され る。 それ 故PASはPurine

閉 環助 酵 素 で あ るIeucovorin,(tetrahydro・formy1・

folicacid)の 生 合成 をPABAと の拮 抗 にお い て阻 止

す る為 にPurineの 閉環 が 阻 害 され るの で あ る こ とを報

告 した。

そ の後,・PAS阻 害 培地 中 に蓄 積 す るAICA系 化 合 物

を定 量 し,さ らに このAICAの 蓄積 が,増 殖 でPAS

の 制菌 作 用 に拮 抗 した化 合 物 に よ り減 少 す る こ とを測 定

した。 次 に,化 学合 成Ieucovorinに よ り非 常 に有 効 に

PALqの 制菌 作 用 が消 失 す る こ と。leucovorinとATPを

ratliverhom◎genateで 処 理 す る と,非 常 にPASへ

の拮 抗 力 の強 い 新 化 合物 が 酵 素 的 に合 成 され る こ とを 明

らか に した 。 これ が今 日迄Purine閉 環助 酵 素 とい わ れ

るleucovorinよ りも一 層 真 の 閉環 助 酵 素 に近 い もの で

あ るか ど うか は,今 後 の研 究 に よ り報 告 した い。

.〔1〕PASに よるAICA蓄 積および

拮抗薬物によるAICA蓄 積の減少

A)実 験 材 料 お よび実 験 法:

鳥 型 結核 菌 獣 調株 の5～7日 培 養 菌 を1.25mg/coの

割 にPASを 含 有 す るarabinose・glycine培 地(A-G

培地 と略 称 し,次 の組 成 を有 す る。

N&2HO41・59・KH2PO42・09,Mg。SulfateO.59,

Glutamate2・59,L・Aτabinose25g,Glycine1.Og,

を11の 水 に 溶 解 しア ン モ ニア水 でPH7.4に す る)に

3～4日 培養 す る。 接 種菌 璽 はA-G培 地100ccに 約 菌

窒 素22.5mg%浮 游液1ceと す る。 これは比濁により

調製す る。

この培養炉液をnomacetylatablediazotizableamine

としてAICA系 化合物 を定 量する。

前報でも詳述 した如 く,AICA系 化合物 の遊離アミノ

基は,不 活性で,失 水酷酸室温30分 放 置ではアセチル

化 されない。 ところがPASの ア ミノ基 は,こ の処理で

完全 にアセチル化 され る。 したがつて,そ の後bratton・

marscha112)の ヂアゾ反応を行 えば,AICAの ア ミノ基

のみがヂアゾ化 され赤色呈色をする。標準には,平 閏研

究室化学合成AICAを 使用 した(AICA100μMがE

=O・ユ23に 相 当する)
。他 の方法は イオン交 換 樹 脂 を

PH9～10(NaOH)に して,IRA-400,150～200メ ッ

シ ュ,h=15cmの カラムに吸着後,PH7。0に 調製し

た蒸溜水で洗}條し,0.01NHCIで30cc以 内に完全に

eluteす る。 これを270mμ の吸収で定量する(AIOA

110μ盟 がE270mO・80に 相 当す る)。この方法での回

収率は98～100%で ある。 増殖においてPAjSに 拮抗

した薬物 によるAICA蓄 積の減少 は,上 記PAS含 有

A-G培 地 にribonucleicacid(RNA)(酵 母 より抽出

した もので,燐 含量8.4%の ものを使用 した)を 表記

濃度 に添加 した培地 を使用 した。

B)実 験 結 果:

表1の 如 くA-G培 地では,PASが 含有 しない時で

も11.4PtM!ceのAICA蓄 積がある。それが,PASが

1.25mg/ce存 在す ると43PtM/eeに 増加する。同一量の

PASが 共存 してい てもRNAが 存在する と著明に減少

す る。勿論 菌増殖量は顕著 に増加 する。PASの この

AICA… 蓄積 を減少 させ る作用は非常 に著明である。

C)者 察:

PABAの 場合は,直 接PASと 拮抗 してleuco▼orin

系 よ りなるPurine閉 環の助酵素合成を起 させるので,

閉環がどん どん起 り,AICA系 蓄積 を起 さな くなるのは

当然であるが・RNA減 少す るのは,意 味が異なるもの

と考 える。RNAで 増殖抑制が取 り除かれるのは,PAS
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で``denovo"のPurine合 成路(AICA径 由)は 阻害

されたままであるに もかかわらず完成 したPUrineが

表1AICA蓄 積 と拮抗薬物 によるAICA蓄 積の減少

P膿 劇 蹴薬轍 び醸 新 紫 積

0

L25
mg/ce

125
mg/cc

RNA

PABA

0

0

0・ユ25mg/ee

O.25〃

0.5〃

1.0〃

025mM

O.5〃

1.0〃

11.4

43.0

41.0

31.8

25.0

182

18.2

14.1

9.6

RNAか ら豊富 に供給 され るためである。 したがつて,

AICA蓄 積には変化ない筈であ るのに,実 際 は表1の 如

く減少する。 この結果は,同 一化合物生 合成の二つの異

なつた路(AICA経 由の 　denovo"の 合成路 と完成

Purine利 用路)が ある場合には,一 方(Purine利 用路)

が活性化す ると,他 方(AICA経 由)が 不活性化す ると

解釈する ことが出来 る。 これは,生 体 内酵素系相互の微

妙な調和,調 節を物語 るもので興味深い事実である。

PASは,AICA系 の蓄積を起 させ,Purine系 およ

び閉環助酵素系化合物は,PASの 増殖阻止作用を除 く

のと平行して,AICA系 の蓄積を減少 させ ることを示 し

得た。

B)実 験 結 果:

拮抗能を定量的に表現す る為に,拮 抗指数なろ硫を定

める。それ は拮抗薬物1MolでPAS何Melを 無効な

らしめ得るかとい う値で ある。

最高の拮抗 を呈する10.5x10"'5Melの1eucovorin

の拮抗指数は1100で あ る。葉酸は最高の拮抗指数が155

であ ることか ら見て約7倍 の拮抗能 を有 する。之 れから

見 ても1eucovorinが 結核菌で もpurine閉 環の助酵 素

で あ り,PASは1euco▽orinの 生合成を阻止す るもの

である こどがわかつた。

`表21eucovorinに よるPASへ の拮抗

噺騨諜/羅蹴 講

〔2〕Leucovorin等 に よ る拮抗

0_ 廓 一 一 一 士 暮

1.3x10-5一 一 一 騨 一 十 什

5.25x,10"順5一 一 一 十 十 升 粁

10.5x10聯5_ 十 朴 什 鼎 柵 鼎

21×10鱒 一 十 什 帯 冊 柵 鼎

105×10-5_ 齢 十 什 柵 柵 鼎

計

帯

帯

柵

柵

鼎

前 報 にお い て,PABA,P-aminobenzoyi91utamate,

folicacidで,よ く拮 抗 す る と ころか らPASは 結 局

Purine閉 環 の助 酵 素formylcoE(1eucovorin,tetra

hydroformylfolicacid)の 合 成 を阻 止 す る為で あろ

うと推 論 した 。

今度 は,直 接化 学 合成leucovorinを 得 て,こ れ で 拮

抗実験 を行 つ た とこ ろ,前3者 の どれ よ りも強 くPAS

に拮抗 す る ことが わか つ た。

A)実 験 法:

PAS-Na塩 をsouton液 体 培地 に倍 数 稀 釈 した もの

に一定 濃度 のleucovorinを 加 え,3日 ～5口 培 養 の 幼

若菌 を硝子 球 入 ナ ス型 コル ペ ンで よ くす り,こ れ を稀 釈

して 比濁 で一 定 菌 濃度 浮游 液 を作 る(菌 窒 素5mg%)。

この一 白金 耳 を接 種37。Cで5～7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(+)と し,菌 窒 素

約25γ/ec以 下 に相 当す る。 薄菌 膜 を作 つた もの を(什)

とし,菌N約75～257/ecに,厚 菌膜 を作 つ た もの を

(帯)と し,菌N約100γ/ee以 上 に相 当す る。 菌Nは

すべ て,ミ ク ロ キェ ル ダー ル(パ ル ナ ス型)で 測 定 す る.

また 各 種Purin.eで 拮 抗 可 能 な こ とは 前 報 で述 べ た

が,Purinefreebaseとribosideとribotideの 内

で どれ が効 果 が よい か を見た 。

表3か ら見 て もribosideが 一 番 拮 抗 能 が よ い。

Guanine系 で も同 じで あ る。 また 高 濃度 に なつ た 時 の

毒 性 も最 も少 な い よ うで あ る。

表3freebase,riboside,ribotideに よ る

PASへ の拮 抗

幅讃 膵
O

Adenine

Adenosine

Adenylieacid

RNA(yeast)

5.8

x

10-2

十

2.9

x

10-2

+

什

朴

1.4

×

10-2

丹

朴

+

帯

0.7

×

10-2

+

帯

帯

暑

帯

0。3510.1S

　 ラく

10-2110-2

辮

辮

帯

帯

惜

苔

帯

柵

惜

柵

freebaseは 濃度が高 くなるとそれ自身増殖抑制作用

が強い。ribotideは ほ とん ど拮抗能がない。 これは燐

酸がつ くと細 胞膜を通 りにくくな りUtirisati◎nし にく

くなるためではあるまいか,核 酸は最 も拮抗能 よ く,又

毒性 もないよ うである。 これは各種baseが 揃つてお り

しか も量が バランスが取れ てい るためであろう.高 濃度

の場合はア ミノ酸の単独毒性 と同様 にbase単 独毒性が

あると考え られる。又 】NAH,TibiOn,Strept◎mycin

はPABA,葉 酸に より拮抗出来 ない。
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〔3〕PASに 著明な拮抗能を呈する新酵素的

Leucovorin誘 導体の補捉

最 近G.R.Greenberg3)が]Leueoverinに 肝 ホ モヂ

ネー トを作 用 させ る とLeucovorinよ り作 用 の 強 い

Purine閉 環助 酵 素 が得 られ る こ とを速 報 中 に簡単 に述

べ てい る。 わ れ わ れ も果 して か か る も のが 存 在 す るか 否

か を,PASへ の拮 抗 能 率 を 目標 と して 実験 して 見 たe

A)酵 素的 合成お よび牲 状

化 学 合 成LeucovorinとATPを 基質 と し ラ ッ トの

肝 ホ モ ヂ ネー トの上 清 部分(ceUfree)を 酵 素 液 と し,

Mgイ オ ン存 在 下 に37。G30分 間作 用 させ,90。C5分 間

加 熱 して除 蛋 白 後,60。Cで 減 圧 濃 縮 し,酷 酸:Butanol:

水=1=4:2を 使 用 しペ ー バ ー ク ロマ トグ ラ ムで 展開 す

る とRfが0.28～0。35に 強 い青 色 螢光 を有 す る化 合 物

が 得 られ る。 未 反応 の])eucovorinは や は り青緑 色 螢

光 を有 す るが,こ れ よ り上 でRfがO・35～0・45に 明 ら

か に分離 した ス ポ ッ トと して 出現 す る。 この 部分 をそ れ

ぞ れ水 で溶 出 して紫 外 部吸 収 を測定 す る とLeucovoriB

は極 大 が280mμ で320～380に 軽 い 肩 が出 る。極 少 は

MOpmで あ るが,新 誘 導体 は 極 大 が255mμ と365mA

にあ り極 少 は220mμ と320mμ にあ る特 異 な 吸収 を示

す化 合物 で あ るe図2に これ を示 す。 この もの は0.5N

HC1で100。C30分 弱 い加 水 分 解 す る と280御 に吸

図1Leucov◎rinの 構 造 式

(tetrabydroformylf◎1icaeid)
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図2Leucov◎rin新 誘 導 体 の吸 収 曲 線
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収 を有す るLeu¢evorinと ほぼ同一一性質(吸 収および

Rf)を 有 する化合物 を放出す る。 したがつて この新誘導

体 はLeuc◎vo血 誘導体 と考え る。 さらにOrcimo』

HCI反 応`)でRiboseを,叉F沁ke法5)で 燐酸を含

有す ることが明らか となつた。

この誘導体の構造およびG・R・GreenbergやPeabody

等がF(x)と 仮称 してい る化合物 との異同はさらに研究

を進めて報告 したい。

B)新 誘導体のPASへ の拮抗能:

未だ結晶化 しておらず,定 量法が定めてないので次の

如 き方法でPASへ の拮抗能の有無 をしらべた。前記方

法で分離 したべ一パー1枚 のそれぞれのRfの ところを

切 り,細 切して2ecの 水 に90。C15分 聞溶出する。 これ

を順次倍数稀釈 したそれ ぞれ1eeを10mg,SccPASの

1ecに 添加 する。 これで各管 にPAS5mg/eeと 溶出物

を含んだものが出来 る。 これにそれ ぞれ菌 を接種する。

表4新 誘 導体のPASへ の拮抗

＼ 、 溶 出物 の

各管PAS稀 継 麦 去 昔 漏 占 ・
5m7/ecua＼

0.35～0.45

LeUC◎vorin
十← 什 十 一 一 一・ 一

0.28～0.35

新 誘 導 体
帯 帯 辮 什 粁 十

隔

一

㎜

1枚 のペーパー上の未反応Leucovorinと 新誘導体

の量の割合が不明であるため,ど ちらが強い と比較する

ことは出来ないが,非 常 に強いPASへ のpreventing

ffectが ある ことは確かである。

(4〕 結 論

1)PAS阻 害 鳥 型 結 核 菌 の培 養 炉 液 に蓄積 す るPu

rineの 前駆 体4-amino-5-imidazolcarboxamide量

を定 量 し,こ の 蓄 積 はPASに よ る増 殖 抑制 に拮抗 する

RNAやPABAで 著 明 に減 少 す る。

2)Leuc◎vorinはPABA,P-aminobenzoylgiu・

tamate,iolicaeid,RNA,Purineの どれ よ りも強い

拮 抗 能 を示 す。

3)Purine系 化 合物 の 中で はriboside>freebase>

ribotideの 順 に拮 抗 す る。RNAはribosideよ りさら

に強 い。

4)INAH,Tibion,STMはPABA,葉 酸 で拮 抗出

来 ない 。

5)NeucoverinとATPか ら肝 酵 素 に よ り生合成 さ

れ る新Leucoverin誘 導 体 は非 常 に強 いPASへ の拮

抗 能 を有 す る。
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