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緒 言

Cycloseriineは,新 た にSstreptomycesの 一 種 よ り分

離 され た広 ス ベ ク トル 抗 生 物 質 で,広 くグ ラム陽 性 お よ

び 陰 性 菌 に有 効 で あ る こ とが 認 め られ,結 核 治療 に も使

用 され 始 め て い る。 化 学 的 に は,D-4-Amino-3-isoxa-

zolidoneで 次 の 如 き構 造 式 を有 して い る。

本剤の作用機序については,未 だ僅かな報告に接す る

のみである。すなわち,Suttonら1)は,Mycobacterium

 paratuberculosisを 用い,isoxazde核 を有す る発育促

進物質 とみなされているMycobactin2)～4)と 本剤が競合

的に拮抗することを報 じている。またSev題 ら5)は,大

腸菌のPurine依 存株を用い,本 剤がSerineと グルタ

ミン酸か らの5-Amino-4-imidazole carbox&mideの

合成を阻害することを認めている。

著者は,今 回Cycloserilleが,V.B6酵 素系に対し強

力な阻害作用を有す ることを認め,始 めに大腸菌,鳥 型

結核菌,BCGの 各アセ トン乾燥菌およびそれらの抽出

粗酵素液な らびにマウスの脳ホモジェネ化トを酵素材科

として,グ ルタミン酸脱炭酸作用に及ぼす本剤の影響を

検討したのでその成績 を報告する。

実験梶料および実験方法

鳥型結核菌竹尾株およびBCG竹 尾株を用いた。鳥型

結核菌は,グ リセリン・ブイヨン培地に,4日 間培養し

たものを,BCGは,ソ ートン培地に10日 間培養した菌

体をそれぞれ集菌後,生 理的食塩水で3回 水洗し,法 の

如 くアセ トン乾燥菌を作成した。大腸菌は,本 学微生物

病研究所須田研究室より分与 されたC6株 を用い,Gale

ら6)の変法により調整したグルタミン酸定量用のアセト

ンン乾燥菌を使用した。マウス脳ホモジェネィトは,断 頭

失血せしめたマウスの脳を,Potter-Elvebjem7)の 方法

により,氷 冷しなが ら5倍 量のM/50燐 酸緩衝液(pH

6.3)に て調整した。

緩 衝 液 と して,最 終M/15酢 酸 緩 衝 液(pH5.0)を 結

核 菌 に,同(pH4.6)を 大 腸 菌 に用 い,脳 ホ モ ジ ェネ イ

トに はM/15燐 酸 緩衝 液(pH6.3)を 使 用 し た。 基 質 と

し て は,5～10μMグ ル タ ミン酸 ソ ーダ―を使 用 し,こ れ

よ り発 生 す る炭 酸 ガ ス量 をWarburg検 圧 法 に よ り測 定

し た。

た だ しラ 大 腸 菌 ア セ トン乾 燥 菌 の 場 合 は,空 気 中に

て,他 は す べ て窒 素 ガ ス中 に て 反 応 を行 つ た。

Cycloserineは,Lilly社 製 品"Remycin"を 実 験 の都

度 所 定 の濃 度 に 調整 して使 用 した 。 な お,反 応 生 成 物 と

し て の γ-Amino-butyiicacidの 同 定 はPaper-chrom-

atograph
yに よつ た。 そ の際 の溶 媒 は,80%フ ェ ノ ー ル

水 お よび酢 酸,ブ タ ノ ール,水(4:112)を 用 い,濾 紙

は東 洋 濾紙No.50を 用 い た 。発 色 は,0.2%ニ ン ヒ ド リ

ン,ブ 潔 ノ ール 溶液 を使 用 した 。

実 験 成 績

1大 腸 菌 ア セ ト ン乾 燥 菌 を使 用 し た実 験

まず,グ ル タ ミ ン酸 定 量 用 大 腸 菌 ア セ ト ン乾 燥 菌 を用

い,グ ル タ ミン酸 脱 炭 酸 作 用 に 及 ぼ す 影響 を検討 した 成

績 を表1に 示 し た 。

Cycbserineの 終 末 濃 度10-2Mで90%,10-3Mで は70

%,10-4Mで50%,10㎜5Mで も約30%の 如 き強 力 な 阻害

を認 め た 。

表1大 腸菌アセ トン乾燥菌によるグルタミン酸

脱炭酸反応に及ぼすCycloserineの 影響

次にグルタミン酸10μMを 基質 として同条件で30分 間

反応せ しめた後,25%三 塩化酢酸で反応を停止せしめ,

その濾液につき,前 述のPaper-chromatographyを 行

った。 γ-Amino-butylic acidは,本 学竹尾結核研究所

堀研究室 より分与された ものを用い,反 応生成物が同物

質であることを確認した。

図1は,大 腸菌アセ トン乾燥菌による本反応進行途上
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図 望 大腸菌アセ トン乾燥菌によるグルタミン酸脱炭酸

反応に及ぼすCydoserineの 影響(途 中添加の場合)

で,Cycloserineを 添加 した場合の成績である。最初か

らCycloserineを 入れてお くとほとんど完全に近い阻害

を示すが,反 応開始後5分 で添加すると間 もな く強力な

阻害が起 り,10分 後 にはグルタミン酸脱炭酸反応はほと

んど停止す る成績を得た。

次いでCycloserineを 最終2規 定塩酸および苛性 ソー

ダならびに蒸溜水中でそれぞれ10分 間重湯煎上で加水分

解後中和 し,最 終濃度102Mに おけるそれらの阻害状況

を検 し,そ の成績を表2に 示 した。三者 ともほとんど完

全に近い阻害を認めた。

表2大 腸菌アセ トン乾燥菌のグルタミン酸脱炭

酸反応に及ぼすCycloserine分 解物の影響

Harnedら8)は,Cycloserine分 解物 中 にD(-)Serine

とHydroxylamineを 見 出 し,山 本 ら9りもHydroxylamine

の 生 成 を認 め て い る。 そ こで 上述 のCycloserineの 酸 水

解 物 の高 度 の 阻害 が,加 水分 解 に よ り生 じたHydroxyl .

amineに よ る もの か 否 か を検 討 し た成 績 を 表3に 示 し

た。

表3大 腸 菌 ア セ トン乾 燥 菌 の グル タ ミン酸 脱 炭 酸 反 応

に 及 ぼ すHydroxy玉arnineとCyc1oserineの 影 響

Cycloserineは,10-3Mで79%の 阻 害 を 示 し た が,

Hydroxylamineは10-3Mで は18%と い う弱 い阻 害 率 し

かえられなかつた,,山 本 ら9)による生成Hydroxylam

ine量 の定量成績によれば,本 条件での生成Hydroxylamine

量 は5%以 下 であると考えられる。したがつてCycl

orineは,そ のままの形で強力な阻害物質 として働いてい

るように思われ,ま た塩酸等の水解物による強力な阻害

も生成Hydroxylamineの みでは充分に説明で きない。

II結核菌アセ トン乾燥菌を使用した実験

結核菌によるグルタミン酸脱炭酸機構は,庄 司 ら10に

よ り明らかにされたが,著 者 ら均 もまた,反 応系に添

加 されたグルタミン酸は,エ ネルギー代謝を伴わなけれ

ば,細 胞膜を通過して菌体内に入 り難 く,Galeら のいう

結合型 グルタミン酸(Combined Glutamate)を 形成し

ないことを認めている。故に,以 下の実験においては,

すべて結核菌アセトン乾燥菌を用い 窒素ガス中で反応

させ,基 質としてのグルタミン酸は10μMと した。

図2BCGア セ ト ンン乾 燥 菌 に よ る グル タ ミン酸 脱 炭

酸 反 応 に及 ぼ すCydoserine(10-2M)の 影響

図3BCGア セ トン乾 燥 菌 の グ ル タ ミン酸 脱 炭酸

反 応 に 及 ぼ すCycloserine(10-3M)の 影 響
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まずBCG竹 尾株アセ トン乾燥菌を用い,最 終濃度10

-2MのCycloserineの 影響を検討した成績を図2に 示し

た。酵素活性は低いが20分 で添加グルタ ミン酸の約1/4を

脱 炭酸し,Cycloserineの 添加で約55%の 阻害を認めた。

次に図3に 示す如く,10-3MCycloserineで も,同 じ

くBCGア セ トン乾燥菌による本反応を約40%阻 害 した

が,自 家呼吸に対してはほとんど影響を示 さなかつた。

次に,鳥 型結核菌アセトン乾燥菌を用いた成績を示す

と図4の 如く,酵 素活性はやは り低いが,Cydoseri

ne最終濃度10-2Mで 約50%,10-3Mで は約35%の 阻害を示

した。

図4鳥 型結核菌アセトン乾燥菌によるグルタミン

酸脱炭酸反応に及ぼすCydoserineの 影響

次いで粗酵素の抽出を試みた成績 を次に示す。

鳥型結核菌アセ トン乾燥菌を,等 量の海砂と共に乳鉢

図5粗 酵素液1に よるグルタ ミン酸脱炭酸反応

に及ぼすCycloserineの 影響

中で30分 間磨砕し,5倍 量のM/50磯 酸緩衝液(pH5.0)

で抽出,4000LP.m.15分 間遠心した上清を粗酵素液1と

してまず使用 した。図5の 如く酵素活性は低いが,明 ら

かに炭酸ガスの発生を認め,Cydoserineは 最終濃度10-2

Mで 著明な阻害を示した。

さらに抽出粗酵素 を用いた実験を行つた。鳥型結核菌

アセトン乾燥菌を等量の海砂 と共に30分 間磨砕し,5倍

量のM/50磯 酸緩衝液(pH5.0)で 一昼夜氷室で抽出後,

1時 間室温放置し,-0℃ で15,000r.p.m.30分 間遠心

した上清を粗酵素液11と して使用した成績を図6に 示し

た。本酵素液はほとんど自家呼吸を示さず,ま た炭酸ガ

スの発生 も非常に僅かであつた。酵素活性は低いが明 ら

かにグルタ ミン酸脱炭酸作用を示したのは,庄 司 ら10)の

報告に一致した。この場合Cycloserine最 終濃度10-2M

で約70%の 阻害を認めた。

図6抽 出粗酵素液IIに よるグルタ ミン酸脱

炭酸反応に及ぼすCycloserineの 影響

なお,鳥 型結核菌アセトンン乾燥菌を用いて反応進行途

中にCydoserineを 添加した場合の成績を図7に 示 した。

この場合反応開始後10分 で最終濃度10-3M Cycloserine

お よび対照 として蒸溜水を添加した。大腸菌アセトン乾

図7鳥 型結核菌アセ トン乾燥菌によるグルタミン

酸脱炭酸反応に及ぼすCydoserineの 影響

(反応進行途中に添加の場合)
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燥菌の場合と同様,添 加後まもなく本反応はほとんど停

止して炭酸ガス発生は認め られな くなつた。

皿 マウス脳ホモジェネィトを使用した実験

臨床上Cydoserineの 副作用としてテンカン様発作,

精神錯乱等の精神神経症状があげられてお り,こ れ らか

らも,本 剤が中枢神経系の代謝障害を惹起することが考

えられ るので,マ ウスの脳ホモジェネィトによるグルタ

ミン酸脱炭酸反応に対す るCydoserineの 影 響を検討し

た。図8に 示す如く,こ の場合にも明らかに炭酸ガスの

発生を認め,Cycloserine102Mで は約55%,10-3Mで

約25%の 阻害を認めた。

図8マ ウ ス脳 ホ モ ジ ェネ イ トに よ るグ ル タ ミン

酸 脱 炭酸 反 応 に及 ぼ すCyclosarineの 影F響

考 案

以上の如くCycloserineは,大 腸菌,鳥 型結核菌,B

CG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Nこ よるグルタミン酸脱炭酸

作用を著明に阻害す ることが認められた。本酵素は,精

製が容易でないので,こ の阻害機構については明らかに

しえなかつた。そこで同じくV.B6酵 素 系の1つ で比較

的精製容易 とされている大腸菌のTryptophanaseを 用

い,そ の阻害機構につき検討 したがその成績は追って報

告する。

また,Cycloserineの 酸分解物は,強 力な阻害を現わ

すことが明 らかになつたが,CycIoserineの 酸分解物中

にはD(-)Serineと 共 にHydroxylamineの 生成するこ

とが認められてお り,さ らに山本 ら9略Cycloserine水

溶液を放置することにより,わ ずかなが らHydroxyla-

mineが 生成 されることを見出している。周知の如 く,

HydroxylamineはV.B6酵 素 系の阻害剤であるが,著

者の実験では,こ れ らの阻害はHydroxylamineに よる

ものでな く,Cydoserine自 身 あるいは他の分解産物に

よるものと考 えられる。

Cycloserineの 副作用の1っ として,精 神神経症状の

発現が報ぜ られているが,本 現象が脳ホモジェネイ トに

よるグルタ ミン酸脱炭酸作用の阻害 と関係があるか,否

かは未だ明 らかでなく,な お研究を続ける予定である。

結 論

(1)Cydoserille(D-4-Amino-3-Isoxazolidone)は,

大 腸菌,結 核菌(鳥 型およびBCG)の 各 アセ トン乾燥

菌およびそれらの抽出粗酵素液,な らびに二十 日鼠の脳

ホモジェネイトによるグルタミン酸脱炭酸作用を著明に

阻害する。

(2)こ の強力な阻害は,Cycloserine分 解産物である

Hydroxylamneの みの作用とは認められない。

終 りに臨み終始御懇切なる御指導な らびに御校閲を賜

つた恩師堂野前維摩郷教授,河 盛勇造助教授,伊 藤文雄

博士に心か ら感謝致します。 なお,大 腸菌C6株 を分与

下 さつた本学微生物病研究所須田研究室 な らび にr-

Amino-butylicacidを 分与下さつた同竹尾結核研究所堀

研究室の御厚意に深謝致します。

(本論文の要旨は,昭 和31年11月25日 第14回 日本結核病

学会近畿地方会において発表 した。)
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