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Cycloserineの 作 用 機 序 に 関 す る 実 験 的 研 究

第3報Indole形 成に及ぼすCSの 影響 について

青 木 隆 一

大 阪大学医学部第三 内科 学教室(主 任 堂野前維 摩郷教授)

受 付 昭 秘32年3月29日

緒 言

著 者は さきにCydoSerine(CS)がVB6酵 素 を強力 に

阻害 す るいとを見出 し,そ の うちGlutamic acid Deca-

rboxylationお よびGlutamic-Aspartic Transamination

にに及 ぼすCSの 影 響にについては第1報1)お よび第2報2)

として それぞれ発 表 した。周知の如 くいれ らの酵素の精

製は現在困難視 され,著 者 らも種 々試み たが未 だ成功 に

到 らない。 そいでVB6酵 素系の うち比較的精製 の容易

な大腸菌Tryptophanaseの 精製酵素 を用 い る 一 方,

Tryptophanか ら非酵素 化学的 ににIndoleを 生成 させ る

モデル実験 を併せ行い,い れ らに及ぼすCSの 態 度を検

討 し,本 剤のVB6酵 素系 にに対す る阻害機序 の一端 を明

らか にしえたので その成績 を報告 す る。

実験 材料お よび実 験方 法

大腸菌 は本学生化学教室 よ り分 与 された大 腸菌K-12

株 を普通寒天培地 に一昼夜培養 した ものを集菌洗菌 後,

Potter-Elvehjemの ホモゲナ イザ ーを用い,生 理 的食塩

水 に再浮游 させ た ものを生菌液 として 予備実験 に 用 い

た。Tryptophanaseの 精製は市原 ら3)の方法 にしたがっ

た。す なわ ちペプ トン109,肉 エキス109,培 地用食塩

0.29を 蒸溜 水1lと 共 にに30分間加熱溶解 した後,吸 引濾

過 しpHを 中性 にに修正 し,い れ を コル ベンに約300ccず つ

分注 しAutoclaveに て滅菌 した もの をブ イヨン液体培地

とした。大腸り菌K-12株 を48時 間 いれ に培養 し,Indole

反応陽性 を確認 した もの を種 として70本 の上記培地 に分

注接種 し48～72時 間恒温室で培養 した もの を シャープ レ

ス遠心機 にて集菌,Indole反 応陰性 になるまで蒸溜水で

充分洗菌 を繰 り返 した。 いの菌体 をガ ラス板 に伸 して氷

室 中デ シケータにに入れ て24時 間乾燥 させ た。

酵素抽 出は次 の如 く行 つた。上記乾燥菌体2gと 等量

の海砂 を乳鉢 中で充分磨砕 した後,蒸 溜水100ccを 加 え

氷室 中で2時 間 抽出,9000r.p.m.10分 間遠心 した上清 を

1規 定酢酸 ににてpH4.7に 修正 した上,さ らに9000mm

10分 間遠 心分離 した。その沈渣 を約100ccの 蒸溜 水にに再

び溶かし氷室 中で12時 間蒸溜 水にに対 して透 析を行 つた も

のを酵 素液 とした。 いの酵素 液 は助酵素Pyridoxal ph-

osphateな しではIndole形 成 を認 めない いとを確認 し

た上使用 した。

生菌液 の予備実験 は次の如 く行 つた。上述 の大腸菌生

菌液 と所定の最終濃 度を有す るCSと を最終M/15燐 酸

緩 衝液(pH8.0)中 で30分 間Preincubateし た後,基

質 として50μMのL-Tryptophanを 添加 し,60分 間37℃

で反応せ しめた後,最 終5%の 三塩化酢酸で反応停止せ

しめ石油 エーテル7.0ccさ らに3.0ccで 後藤氏4)法 にした

がっ て抽出 を行 つた。 いの石油 工 ーテル屑 を採 りエ ー

リッヒ氏 アルレデ ヒ ド試薬5.0ccを 加 えて発色 させ光電比

色 して生 成イ ン ドール量 を定量 した。

酵素液 を用 いた本実験 は次の如 く行 つた。上述 抽出酵

素液 をPyridoxal phosphate(本 学生化学教室分与)5γ,

NH4Cl500μM,さ ら1に所定最終濃 度のCSと を燐酸K・

K緩 衝液(pH8.2)串 で一定時間Preincubateし た後,

基質 として10μMのL-Tryptophanを 添加 し2分 ない し

5分 間反応 させて生成 され るIndole量 を上述の法で定

量 した。

実 験 成 績

〔1〕 生菌液 による予備実験

予備実験 として生菌液 を行 った成績 を表1お よび表2

表1大 腸菌生菌液 によ る予備実験 〔1〕

表2大 腸菌生り菌液 によ る予備実験 〔II〕
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に示 した。最終10-2MCS添 加 した反応系 では75%の

阻害 を認 めた。 さらにに各濃 度ににおけ るCSの 影響 を検討

した成績 は表2の 如 く10-2Mで76.9%,10-3Mで50%,

104Mで28.8%,10-5Mで13.5%の 阻害 を認めた。

〔II〕 抽出酵素液 によ る実験

以上 の如 きCSのIndole形 成阻害 の機序 を明 らかにに

す るため精製Tryptophanaseを 用 い以下 の実験 を行 つ

た。

まず助酵素Pyridoxal phosphateと 最終10}2MCS

とを20分 間Preillcubateし た後,ア ポ酵素 であ る酵素液

を添加 し15分 間 さらにincubateし てか ら基質 を加 え,

2分 間だ け反応 させた。表3にに示 した如 く,91.2%と い

う著 明な阻害 を認 めた。

表3抽 出酵素 液 にによ る実 験〔I〕

Apo.はApoenzyme,PAL P.はPyridoxal phosphate

つ い で ア ポ酵素,助 酵素,基 質 の 順 に加 え それ ぞれ に

CSを 添 加 した 場 合 の 成績 を 表41に 示 した 。Preincubat-

ionは15分 間 ず っ,基 質 添 加 後 の 反 応 時 間 は5分 間 と し

た。 助 酵 素 とCSと をPreincubateし た 反応 系 で は91.5

%と い う著 明 な阻 害 を認 め た 。

表4抽 出 酵素 液 にによ る実 験 〔II〕

以 上の実験 成績 か らCSは 主 として助酵素 を侵襲す る

いとにによ りIndole形 成 を阻害す るとの示唆 をえたので

CSとPyridoxal phosphateと のPreincubationの 時

間を13分 間 と一 定ににし他 方ア ポ酵素 とのPreincubation

を13分 と2倍 の26分 間 とした実験成績 を表5に 示 した。

アポ酵素 とCSと の接触時間が2倍 になっ て も阻害率 は

全 く同 じで あった。以上の成績 よ りCSは アポ酵素 お よび

基質 にい関係な く主 として助酵素 で あるPyridoxal phos-

phateを 侵襲 してかか る強力な阻害 を現 わす もの と考 え

られ る。

表5抽 出酵素 液 によ る実験 〔III〕

〔III〕CSとPyridoxalに によ るSchiff塩 基 の生 成に

関す る実験

いれ らの実験成績 よ りCSは 助酵素Pyridoxalphos-

phateを なん らかの形 によ り侵襲 してかか る強力なVB6

酵素 系の阻害 を現 わす もの と考 え られ,そ の可能性 とし

てPyridoxalとCSと の間 にSchiff塩 基生 成を予 測 し

て以下 の実験 を行 った。

まず予備実験 としてCSとBenzaldehydeと の 間 の

Schiff塩 基形成 を検討 した。両物質(0.5gず つ)を 水浴

上で加熱後冷却 し,Dioxaneで 再結晶 を行い融点239～

240℃ の白色 結晶を得た。本物質 は元素分 析お よび赤外

線 吸収試 験の結果,予 期 した如 く次図の如 き物質 であ る

いとを確認 した。

〔m.p.239～240℃ 〕

ついでCSとPyridoxal・HClと を同様に処置 し,融

点262～263℃ の白色結 晶少量 を得 た。本物質 は少量 の

ため残念 なが ら元素分析 は行 いえなかったが,赤 外線分

析の成績 を前 者のSchiff塩 基 のそれ と比較 した結果,

本物質 はCSとPyridoxalと のSchiff塩 基 であ るとの

結論 を得た。 以上の成績 よ りCSは 助酵素Pyridoxal

 Phosphateと の間ににもSchiff塩 基 を形成 す る可能性 は

充分 あると結論せ ぎるをえない。
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〔mp.262～263℃ 〕

〔IV〕Tryptophan,Pyridoxalお よびCu+に よ るモ デ

ル 実 験

上述 の 如 くIndole形 成 にお け るCSの 阻 害 は ア ポ酵

素 に 関 係 な く助酵 素Pyridoxal phosphateを 侵 襲 して 阻

害 を現 わ す い とを認 め た の で,ア ポ酵 素 な しの モデ ル 実

験 を市 原 ら3)の 方 法 にした が っ て 行 っ た 。L-Tryptophan

10μM,CuSO45μM,Pyridoxal10μM,終 末5%NaOH

お よび 最 終 濃 度M/100CSを 添 加 し全 量4.0ccと して15

分 間37℃ でPreincubation後,煮 沸 重 盪 煎 中で30分 間 反

応 させ た 。TryptophanとCu+の み で も僅 かIndole生

成 を認 め た が,PyridoxalとTryptophanだ け で は全 く

hdole生 成 が なか っ た。 完 全反 応 系 で は市 原 ら3)の 報 告

の 如 く明 らか にIndole生 成 を認 め,最 終10-2MCS添

加 反 応 系 で は70%と い う著 しい 阻 害 を認 め た 。

表 ｓ モ デ ル実 験

KaOH終 末5%全 量4.0cc,15分 間Preincubate後,30分 間煮沸重

盪煎中で反応

考 案

CSが ア ミノ酸 脱 炭 酸 酵 素,ア ミノ基 転 位 酵 素,Try-

ptophanase等 のVB6酵 素 系 を強 力 にに阻 害 す る い とを3報

に わ たっ て 報 告 して きたが,そ の 阻 害 機 序 を明 らか にす

べ く精 製Tryptophanaseを 使 用 す る一 方,Tryptophan

か らCu甘 お よ びPyridoxalの 共 存 の もと に非 酵 素 化 学 的

にIndoleを 形 成 す る反 応 を利 用 し,い れ らに及 ぼ すC

Sの 影 響 を分 析 し て検 討 し た 。

そ の結 果 上 述 の 如 くCSのTryptophanase阻 害 は

ア ポ酵 素 お よ び 基質 に 関 係 な く助 酵 素 で あ るPyridoxal

 phosphate,あ るい は,Cofactorを 侵 襲 す る い とに よ り

発 現 す る と考 え られ る成績 を 得 た 。 さ らにに非 酵 素 化 学 的

Indole形 成 反 応 にお い て も,CSは 強力 な 阻害 を 示 した

い とは,い の考 え を裏 づ け る もの と推 察 して い る。

一 方INHのVB6酵 素 系 阻害 の 機 序 とし て,INH

がPyridoxal phosphateとSchiff塩 基 を形 成 す る い と

が推定 されてい るが,著 者はCSの 本阻害 もPyridoxal

 phosphateとCSと の間ににSchiff塩 基形成 にによ るもので

ないか との考 えの もとにに実験 を行 い,CSが 比較的容易

ににPyridoxalとSchiff塩 基 をつ くるいとを実証 した。

か くの如 きCSとPyridoxalと の関係が,Pyridoxal 

phosphateと の問 ににも存在す るな らば,広 スベク トル抗

性物質 としてのCSの 抗菌作用 な らびに本剤 によ る副作

用 の発現 になん らかの役割 を果 してい る もの と著 者は解

釈 してい る。

さ らにに本阻害 にお けるCo-factorの1つ,金 属 イオン

との関係 も見逃 しえない。Neilandsら5)の 報 告に も,C

SはCu++,Co+等 とMetal Compiexの 形成 を想定 して

い る。かか るMetaI Catcherと してのCSの 反応阻害の

可能1生もあ りうるので いの点 にに関 して は実験 を継続す る

予定 であ る。

結 論

(1)CSはVB6酵 素系の1つ であ る大腸菌Trypto-

phanaseを 侵 してIndole形 成 を強 力にに阻害 す る。

(2)大 腸菌生菌液 によ る予備実験 ににおいて最終10-2M

CSに よ り91%の 阻害 を,抽 出酵素液 によ る本実験 ににお

い て70～9mの 強力 な阻害 を認 めた。

(3)TryptoPhan,Cu++,Pyridoxalに よ る非酵素化学的

にIndoleを 形成 させ るモデルレ実験 ににおいて も10-2MC

Sは70%と い う強 力な阻害 を認 めた。

(4)CSはPyridoxal,HClお よびBenzaldehyde

との間に それぞれSchiff塩 基 を形成す るい とを確 認し

た。

(5)CSは アポ酵素 にに関係な く,助 酵素 であ るPyri-

doxal phosphateま たはCo-factorを 侵襲 して阻害 を発

現す る。 恐 らくPyridoxal phosphateとCSと の間に

Schiff塩 基 を形成 してかか る阻害 を現 わす 可能性 が あ

る。
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(本論文の要 旨は,第32回 日本結核病学会総会において

発表 した。)
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