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緒 言

著者1)は 培養 実験において,Cycloserine(以 下CS

と略)の 抗菌作用がDL-α-Alanineの 添加 によつ て拮

抗 され ることを見 出しすでに発表 した。一方青木2)～4)

お よび 山田 ら5)はCSがVB6酵 素 系 を阻害す るこどを

見 出し,こ とに青木はCSが 大腸菌 よ りの精製Trypto-

phanaseを も著 明に阻害 し,さ らにTryptophanよ りの

非酵素化学的Indole形 成を も阻害す ることを報告 し,

他方HoPPddら6)はAtabrineの 大腸菌に よるIndole

生成阻害が α-Alanineに よ り消殺 され ることを報 じて

い る。

こ こにおいて著者はCSとDL-α-Alanineと の拮抗現

象 を解 明す るため,青 木の方法を用いてCSのIndole生

成阻害 に対す るDL-α-Alanineの 態度 につ い て 検 討

し,大 腸菌生菌液 を酵 素 材 料 とした場合 には,CSの

Indole生 成阻害 がDL-α-Alanineに よ り減弱 ないし消

失 せ しめ られ ることを見 出した ので,以 下 その成績 を報

告 する。

実験 材料 および方 油

大腸菌 は大阪大学医学部生化 学 教 室 よ り分与 された

EscherichiacdiK-12株 を用い,普 通寒天平板培地 に一

昼夜培養 した ものを集菌 し,法 の 如 く洗 菌 し た 後,

Potter-Elvehjemの 硝子 ホモヂナィザ ーを用いて生理的

食塩水 に湿菌量10mg/mlに な るよ うに再浮遊 させた も

のを生 菌液 とした。

反応系 は次 の如 くに調製 した。

(1)

大 腸 菌 生 菌 浮 遊 液1.0ml

CS(Lilly社 製Remycine)101M0.4ml

M/5燐 酸 緩 衝 液(pH8.0)1.0ml

DL-α-Alanineあ るい は そ の 他 の ア ミノ酸0.4ml

蒸 溜 水0.2ml

(2)L-Tryptophan(石 津製薬,特 級)10-2M,1.0ml

以上 の反応液 の(1)(2)をそれ ぞれ別 々に37.5℃ の恒温槽

中 に30分 問preincubateし た後,両 者 を合 し60分 間反

応 させ た後,25%三 塩化酢酸10Omlを 加 えて反応 を停止

し生成Indoleの 定量 を行つ た。す なわち後藤7)の 変法

に よ り次 の如 く実 施 し た。

反 応 液 に石 油 エ ーテ ル を7.0ml次 い で3.0mlと2回 に

分 け て加 え,Indoleを 抽 出 し た後Ethanoll滴 を 滴 下 し

て石 油 エ ーテ ノレ層 を 採 り,Ehrlichの アル デ ヒ ド試 薬

5.0mlを 加 えて振 盪 し,10分 間放 置 した 後 に フ ィル タ ー

530mμ に よ り光 電 比 色 定 量 し た 。

Tryptophanaseの 抽 出 精 製 は市 原 ら8)の 方 法 に し た

が つ た 。 本 抽 出 酵 素 液 を用 いPyridoxal燐 酸5γ(本 学

生 化 学 教 室 よ り分 与),NH4生Cl500μMお よび それ ぞれ

所 定 濃 度 のCSとDL-α-Alanineと を,最 終M/5燐 酸

K.K.緩 衝 液(pH8.2)中 で 一 定 時 間preiRcubateし た

後,基 質 として100μMのL-Tryptophanを 添 加 し5分

間 反 応 させ て生 成 され たIndole量 を前 述 の如 く定 量 し

た 。

ま た非 酵 素 化 学 的Indole形 成 に関 す る実 験 も市 原 ら

の 方法 に し た が い 次 の 如 く実施 した 。す な わ ちPyridoxal

10μM,CuSO45μM,最 終 濃 度5%のNaOHお よ び最

終10}2MのCSと,DL-α-Alanineと を37.5℃,15分 間

preincubateし た 後,L-Tryptophan 10μMを 添加 して

煮 沸 重 盗 煎 中 で30分 間 反応 せ しめ,上 記 と同 様 に して

Indole量 を定 量 した 。

実 験 成 績

1〕 大 腸菌 生菌液 によ る実験

生菌液 においては表1に 示 す如 く,完 全 反 応 系 では

9.4γのIndole生 成があ り,こ れに最終10-2MのCSを 添

加すれば88.3%の 阻害率 を認 めた。 また最終10-2MD-

L-α-Alanineの みを添加 した反応 系 で は 生成Indole量

7.2γで23.4%の 阻害率 を示 した。次 に10-2MCSと10-2

MDL-α-Alanlneの 両者 を加 えた時には25.5%の 阻害 率

を示 し,CSの 影響 が全 く消失 した如 き結果 を得 た。

ついで 同様 の反応系で各種濃 度におけ るDL-α-Alanine

が,CSのIndole生 成阻害 に及ぼす態 度を比 較 検 討 し

た成績 を表2に 示 した。最終10-2MCSを 加 えることに

よ り70.6%の 阻害 を認 め,こ れに最 終それぞれ2×10-2

M,10-2Mお よび%X10-2MのDL-α-Alanineを 添加 す

る と,い ずれ も実験誤 差の範 囲内で,DL-α-Alanine1/2
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表1CSの 大腸菌生菌液 によ るIndole形 成阻害

に及 ぼすDL-α-Alanineの 影響(I)

表2CSの 大 腸菌 生菌 液 に よ るIndole形 成 阻 害

に及 ぼ すDL-α-Alanineの 影 響(II)

×10-2Mの み を加 えた場 合 と同程 度の阻害 を示 すにす ぎ

なかっ た。すなわ ちDL-α-Alanineの 添加に よ りCSの

阻害 が完全 に消失 す る如 き成績 を得 た。

次にCS濃 度を一定(最 終10-2M)と し,DL-α －A1-

anineの 濃 度をそれぞれ最終10-2M,10-3M,104Mと

して加 え両者 の量 的関係 を検討 した。その成績 は表3に

示 した如 く,DL-α-Alanineの 最終10-4Mま で ほ とん ど

同程度 の作用 を認 めた。す なわ ちい ずれ の場合 もほ とん

ど完全にCS阻 害が消失 した。

そ こでDL-α-Alanine以 外 のア ミノ酸 の態度について

実験 を行つた。DL-Serineお よびGlycineに ついて実施

表3CSの 大 腸 菌 生 菌 液 に よ るIndole形 成阻 害

に 及ぼ すDL-α-Alanineの 影 響(III)

した成績 を表4に 示 したが,DL-Serineお よびGlycine

はCSの 阻害作用に対 して何等 の影響 も示 さなかった。

表4CSの 大 腸 菌 生 菌 液 に よ るIndole形 成 阻 害

に 及ぼ すDL-Serineお よ びGlycineの 影 響

以上 の成績 よ り培養実験 と同様 にDL-α-Alanineの み

がCSのlndole生 成阻害 に影響 を与 えることを認 めた。
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II〕大腸菌抽 出酵素液 によ る実験

上述 の如 く大腸菌生菌液 においては,CSのIndole生

成阻害に対 し,DL-α-Alanineが その阻害 を消失せ しめ

うることを知つたので,既 述の大腸菌K-12株 よ り抽 出

した精製酵素液 を用いて以下 の実験を行つた。

まず アポ酵素であ る抽出酵素液 とCS,DL-α-Alanine

を単独 にあ るいは両者 を合せ添加 した ものをそれ ぞれ10

分 間反応せ しめ,次 に補酵素Pyridoxal燐 酸(PALP)

を加 え,さ らに10分 間incubateし た後,基 質 と し て

L-Tryptophanを 加 え,5分 間 反 応 させ て生成 され た

Indole量 を定量 した。

その成績 は表5に 示 した如 く酵素 液 とL-Tryptophan

のみの反応系では全 くIndoleの 生成 を認めず,完 全 反

応 系では3.2γのIndoleの 生成 を認 めた。この完全反応系

表5CSの 大腸菌抽出酵素 液に よるIndole形 成阻害 に及ぼすDL-α-Alanineの 影響

注 。Apo:Apoenzyme,PALP:Pyridoxal phosphate,基 質(Trypt):L-Tryptophan.

にCSを 添 加 した場 合 に は92.6%のIndole生 成阻 害 を

示 した が,CSとDL-α-Alanineの 両 者 を添 加 し た 反応

系 に お い て も94.4%の 阻 害 率 を示 し,生 菌 液 の場 合 の 如

くDL-α-Alanineに よ る阻 害 の減 弱 は全 くみ とめ られ な

か っ た 。 な おDL-α-Alanineの み に て も38.5%の 阻 害 を

認 め た 。

III〕CSの 非酵素化学 的Indole形 成阻害 に及 ぼすDL-

α-Alanineの 影響

本実験 にお いては表6に 示 した如 く,L-Tryptophan

のみではIndoleの 形成がな く,完 全 反応系では8.37の

Indole形 成 を認めた。 これに対 し最終10}2MCSの 添加

系では70%の 阻害が認 め られ,さ らに この反応系にDL-

表6CSの 非酵素化学的Indole形 成阻害 に及 ぼすDL-α-Alanineの 影響

注.○ 印 は反応系 に上段記載物 質を添加せる ことを示す

Pyridoxal 10μM,CuSO4(Cu++)5μM,CS10-2M終 濃度・DL-α-Alanine10-2M終 濃度,NaOH5%終 濃度,

Tryptophan10μM,総 量4.0ml15分 間preincubate後 重 盪煎中 で煮沸50分 間反応 。
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α-Alanineを 添加 して も阻害 の減弱 は,み られず,か え

つてDL-α-Alanineに よ る阻害 と相加 されてい る如 き結

果 を得 た。

すなわ ち非 酵素化学 的Indole形 成の場合 に も,大 腸菌

よ り抽 出した精製酵素液 の場合 と同様 に,DL-α-Alani-

neはCS阻 害作用 を減弱 せ しめ ることはで きなかつた。

考 案

以上の実験 成績 の如 くDL-α-Alanineは,大 腸菌生菌

液 を酵 素材料 とした際 にL-Tryptophanか らのIndole

生成 に対 す るCSの 阻害作用 をほ とん ど完全 に消失 せ し

め うる。かか る作用 はDL-SerineやGlycineに は認 め ら

れない。この成績 は大 腸菌 の発育 に対す るCSとDL-α-

Alanineと の拮抗現象 に参照 して まこ とに興味深い もの

があ る。

しか し一 方大腸菌 よ り抽 出した精製Tryptophanaseを

用 いた実験や,非 酵素化学 的Indole形 成の場 合のCS

阻害に対 しては,α-Alanineは かか る作 用を示 さず,生

菌液 の場合 と全 く異 なつ た態度 を示 した。

か くの如 き一連 の現象 の本態 につい ては現在 の ところ

全 く不明で あるが,CSの 作用機序 に何等か の関連性が

ある もの とi想像 され る。

結 論

1)CSの 大腸菌生菌液 によるIndole生 成阻害 はDL-

α-AIanineの 添加に よ り消 殺 され るが,DL-Serine,

Glyclneに はかか る現象が認 め られ ない。

2)CSの 精製Tryptophanaseお よ び 非 酵素化学 的

Indole形 成の阻害に対 しては,DL-α-Alanineは 阻害減

弱作用 を示 さない。

稿 を終 るに臨 み終始御懇切 なる御指導 と御校閲 を賜つ

た恩師堂野前教授な らびに,伊 藤文雄博士に深 く感謝の

意を表 します とと もに,本 研究にあた り御便宜 と御協力

を賜 った阪大 医学部 生化 学教室 の御厚意に対 し,ま た直

接御指導 を受 けた青 木隆一 学士 に衷心 よ り感謝 す る。

本論文 の要 旨は第15回 日本結核病学会近畿地 方会 にお

い て発表 した。

文 献

1) 溝 端: 結 核, 33: 274, 1958.

2) 青 木: 結 核, 32: 418, 1957.

3) 青 木: 結 核, 32: 544, 1957.

4) 青 木: 結 核, 32: 605, 1957.

5) K. Yamada, S. Sawaki & S. Hayami:

 J. V itaminol., 3: 68, 1957.

6) E.A. Dawes, J. Dauson F.C. Hoppold:

 Biochem. J., 40: XIV, 1946.

7) 後 藤: 大 阪 医 学 会雑 誌, 37: 2413, 1938.

8) 市 原 ・坂 本 ・和 田 ・吉 松 ・森 野: 第9回 酵 素 化

学 シ ン ポ ジ ウ ム講 演 集, II: 219, 1956.


