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第2報Glutamic-Aspartic Transaminationに 及 ぼ す影響 につい て
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緒 言

さきに著者1)は新抗生物質Cycloserine(CSと 略す)

がVB6酵 素系 の強力 な阻害剤で あ ることを見 出し,そ の

うち結核菌(鳥 型,BCG),大 腸菌の各 アセ トン乾燥菌

お よびそれ らの抽 出粗酵素液 な らび に白鼠脳 ホモジェネ

ィ トによるGlutamic Acid Decarboxylationを 著明 に

阻害す ることを報告 した。今 回さ らに同 じ くVB6酵 素系

の1つ であ るGlutamic-Aspartic Transanlinationに 及

ぼすCycloserineの 影響 を鳥型結核 菌,BCG,大 腸菌の

各 生菌液 お よび それ らのアセ トン乾 燥菌な らびに抽出粗

酵 素液 を用いて検討 したので以下 その成績 を報告 す る。

実験材料および方法

酵 素材料 としては,鳥 型結核菌竹尾株,BCG竹 尾株

な らびに大 腸菌K-12株 を使用 した。鳥型結核菌 はグ リ

セ リン ・ブ イヨン培地 に4日 間,BCGはSauton培 地

に10日 前後培養 した ものを,大 腸菌 は普通寒天培地 に一

昼夜培養 した ものをそれ ぞれ集菌,3回 生理的食塩水で

洗菌後秤量 した上,所 定の濃度 にな るよ うに手振 り式 コ

ル ベ ン法,あ るい はPotter-Elvehjemホ モゲナ ィザ ーを

用い再浮遊 させた もの を生 菌液 とした。またアセ トン乾

燥菌 は法の如 く作成 し,生 理 的食塩水 に再浮遊 させた も

の を使 用 した。なお抽出粗酵素液 はアセ トン乾燥菌 を等

量 の海砂 と乳鉢 中で充分磨砕 した上,M/50燐 酸緩衝液

(pH7.8)で 一昼夜氷室 中で抽 出し,4000r.p.m.15分 間

遠心 した上清(鳥 型結核菌)ま たはM/20棚 酸緩衝液(pH

8.0)で 抽 出,O℃12000r.p.m.30分 間遠心 した上清(鳥

型結核菌,BCG)を それ ぞれ粗酵素液 として使 用 した。

基質 としてL-ア スパ ラギ ン酸(石 津製薬)お よび α-

ケ トーグル タール酸(石 津製薬)を 溶解pH修 正後,各

50μMを 反応系 に添加 した。緩衝液 は最終M/15燐 酸緩衝

液(pH7.8)を 用いた。反応 はすべてThunberg管 を用

い,吸 引器 で5mmHgま で脱気後,Cycloserineと 酵素

液 を37℃30分 間Preincubation L.副 室 よ り基質 α-ケ

トーグルタ ール酸 を添加 して30分 間 ない し60分 間反応せ

しめ,氷 水 中に浸 して反応 を停止せ しめた。 その遠心上

清1.0ccをWarburg検 圧計 の容器 に移 し,生 成 した蔭酢

酸量 をOstern2)の アニ リンー クエン酸 法を用いて発生

す るCO2量 を検 圧法 で定量 し,さ らにその残液 につ き蔭

酢酸 か らアニ リンー クエ ン酸添加 よ り生成 した焦性葡萄

酸量 をFriedemannら3)の 法 によ り定量 した。 なお もう

一 つの生 成産物で あ るグル タ ミン酸 の定量 は既報1)の 如

くCycloserineが 大腸菌の グル タ ミン酸脱炭酸作用 を阻

害 す るので特別 の場合 のみGale4)の 変法 によ り定量 し

た。

実 験成 績

〔I〕 結核菌(BCG,鳥 型結核 菌)お よび大腸菌 の各

生菌液に よる実験

まずBCG生 菌液 を酵素材料 として基礎 的な予備実験

を行 った成績 を表1に 示 した。蒸溜水 のみあ るい は基質

のみの場合 に もあ る程度のCO2量 の発生 を認 めたが,そ

の量 はわずかで以下 の各反応系 におけ るCO2量 よ り酵素

材料 のみの反応系 のそれ を差引い た ものを生 成蔭酢酸 に

よ る発生CO2量 として μMに 換算 した。各反応液 にお け

る蔭酢酸生成量 は表1に 記載 した如 くで あ り,最 終10-2

MCS添 加 によ り94.5%と い う強力な阻害 を認めた。

表1BCG生 菌液 に よる実験〔1〕

さ らにBCG生 菌液 を用いて同様の実験を行 い,生 成

焦性葡萄酸量 を も併せ定量 した成績 を表2に 示 した。最

終10-2MCS添 加 によ り約82%の 阻害 を認めた。

ついで同条件下で大腸菌生菌液 を酵素材料 としてCS

の影饗 を検討 した成績 を表3お よび表4に 示 した。最終
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表2BCG生 菌液 に よる実験 〔II〕

表3大 腸菌生菌液 に よる実験 〔I〕

表4大 腸菌生菌液による実験〔II〕

注()内 は阻害率を示す

10-2MのCS添 加反応系では対照7.3μMに 対 し0.5μM

(93%),10-3Mで は4.2μM(42%)の 阻害 を それぞれ認

めた。生 成蔭酢酸量 をOstern2)の ア ニ リンークエン酸

法で定量後,そ の反応残液 をFriedemannら5)の 法で生

成焦性葡萄酸量 を併 せ定量 し比較検討 した表4で は,生

成蔭酢酸量10.7μM,同 生成焦性葡萄酸量11.3μM,大 体

以下 の実験 で もほぼ同様 の成績 を得た。蔭酢酸 の不安 定

性 に よる結果 と考 え られ る。焦性 葡萄酸 傭 よ り判定すれ

ばCS10禰2Mで 約90%,10-3Mで 約35%の 阻害 を認 めた。

〔II〕BCGア セ トン乾 燥菌に よる実 験

BCGア セ トン乾燥菌 を酵素材料 としてCSの 影響 を

検討 した成績 を表5に 示 した。やは りCS10-2Mで は約

70%と い う著 明な阻害 を認 めた。なお生 成蔭酢酸量 は,

生 成焦性葡萄酸 量をやは り下廻 る結果 を得 たのは前 回同

様 であつた。

表5BCGア セ トン乾燥菌 に よる実験

〔皿〕 抽出粗酵素液 による実験

まず鳥型結核菌 よ り抽 出 した粗酵 素液 を用 いて実 験 し

た成績 を表6に 示 した。同 アセ トン乾燥菌2gを 等量 の

海砂 と共に30分 間乳鉢中で充分磨砕 した上,2060のM/50

燐酸緩衝液(pH7.8)で 一昼夜氷室 中で 抽 出し,4000

r.p.m.15分 間遠心 した上清 を粗酵素液 として使用 した。

CSの 影響 を特に10鳳2Mよ り10欄5Mま で各濃度 にお ける

阻害率 を求 めてみ た。10醐2Mで65.9%,10-3Mで41.3

%,104Mで17.1%,10-5で は有意 の阻害 を認 めなかつ

た。

表6鳥 型結核菌抽出粗酵素液による実験〔I〕

注()内 は発生炭酸ガス量 毫示す

次 にBCGア セ トン乾燥菌 よ り抽 出した粗酵素液 を用

い た成績 を表7に 示 した。BCGア セ トン乾燥菌1gを

等量の海砂 と乳鉢 中で30分 間充分磨砕 した上,M/20堋

酸緩衝液(pH8.0)2000を 加 え氷室 中で 一昼夜抽 出した。

0℃12000r.p.m.30分 間遠心 した上清 を粗酵素液 として用

い,同 様の実験 を行っ た。酵素活性 は幾分弱いが明 らか

にTransaminationに よ る蔭酢酸 の生成 を認 めた。CS

10卿2Mで 約80%,10-3Mで は約50%の 阻害 を認 めた。

表7BCG抽 出粗酵素液による実験

次いで鳥型結核菌 よ り上述BCGと 同様 の方 法で抽出

した粗酵素液 を用いて30分 間反応 させ,反 応液0.500を

用い てアニ リンー クエ ン酸 法で生 成蔭 酢酸量を,そ の残
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液 よ り生 成焦性葡萄酸量 をFriedemannら の方法 で定量

した。別 に粗酵素液 のみ な らびに完全反応系の グル タ ミ

ン酸量 をGaleの 変法 によ り併せ定量 した成績 を表8に

示 した。生 成蔭酢酸8.70μM,生 成焦性葡萄酸量9.0μM,

生 成グル タ ミン酸量9.70μMと ほぼ等 しい値 を得た。最

終10-2MのCS添 加反応系 では蔭酢酸定量法 よ り70.4

%,焦 性葡萄酸定量法 よ り92.2%と 前回同様の阻害率 を

得 た。 また,10昭MCS添 加に よ り34。1%お よび38.8%

とこれ も前図 と同 じよ うなほぼ等 しい阻害率 を得た。

表8鳥 型結核菌抽出粗酵素液に よる実験〔II〕

洋()内 は阻害率を示す

考 案

以 上鳥型結核菌,BCGな らびに大 腸菌 の各生菌液 お

よびBCGア セ トン乾燥菌 な らびに抽 出粗酵素液 を酵素

材料 とした場合 のGlutamic-Aspartic　 Transarnination

に及 ぼすCSの 影響 を検討 した。その結果,上 述 の如 く

強力 な阻害 を認 め,前 報のGlutamic Decarboxylation

の場合 と同様VB6酵 素系 に属 す る,こ れ らの反応系 を

CSが 強力 に阻害す ることは明 らか である。 また本反応

生 成物で あ るグル タ ミン酸,蔭 酢酸 な らび に二次的生成

物焦性葡萄酸 をそれ ぞれ定量 した結果,完 全反応系で は

明 らか にGlutamic-AsparticTransaminationを 行 う酵

素系の存在が確認 され,酒 井5),伊 藤 ら6)の 成績 と一致

した。CSは 最終10-2Mで は約90～70%,10-3Mで 約50

～30%の 阻害 をそれ ぞれの場合に認 めた。

著者 はINHの 作用機序か ら推定 して,CSの かか る

強力なVB6酵 素 系の阻害が,助 酵素 であ るPyridoxal

phosphateの アルデ ヒ ド基 とCSの ア ミノ基 と反応 して

Schiff塩 基 を形 成 して不活性化 され る結 果であ ると想 定

してい る。本Transaminaseの 精製 は現在 困難視 され,

著 者 らも試 みてい るが未 だ成功 に到 らない。したが つて

精製酵 素によ るCSの 阻害機構 を検討 しえなか ったのは

残念で あるが,比 較 的精製 の容易 なVB6酵 素 の1つ で

あ る大腸菌Tryptophanaseを 用 い,助 酵素Pyridoxal

 phosphateを 添加 した実 験およびPyridoxal,C++の 存

在下 にTryptophanよ りIndolのNonenzymaticに 形

成す るモデル実験 に成功 し,こ れ らの諸点に関 して詳細

に検討 しえたので第3報 において詳述 したい。

第1報 お よび本報 に報告 した成績 よ り菌 にお けるグル

タ ミン酸 を中心 としたア ミノ酸中間代謝 をCSが 阻害す

ることは想定に難 くない。菌にお けるVB6酵 素系の重要

性 よ りア ミノ酸中間代謝な らびに これ らに従属す る他の

代謝系の二次的阻害 の結果,広 スペク トル抗生物 質 とし

てのCSの 抗菌作用が,ま た生体にお けるCSの 著明な副

作用 の一端が 出現 す るのではなか ろうか と考 え られ る。

なお,結 核菌 におけ る本Glutamic-Aspartic Trans-

aminaseの1精 製 を試 みてい るので,精 製酵素 についての

CSの 阻害態 度は後 日改 めて検討 を試 み る予定 であ る。

結 論

1)Cycloserineは,VB6酵 素 系 の1つ で あ るGluta-

mic-Aspartic Transaminationを 著 明 に阻 害 す る。

2)鳥 型結 核 菌,BCG,大 腸 菌 各 生 菌 液 お よ び ア セ

トン乾 燥 菌,な らび に抽 出 粗 酵 素 液 を酵 素 材 料 と し た場

合,Cycloserineは 最 終10-2Mで 約70～90%,10-3Mで

30～50%の 阻 害 を認 めた 。

終りに本研究に当り終始御指導下され,御 校閲を賜っ

た恩師堂野前維摩郷教授,河 盛勇造助教授,伊 藤文雄博

士に感謝致します。

(本論文の要旨は,第5回 日本化学療法学会総会におい

て発表した。)
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