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Niacin biosynthesis of various species of mycobacteria was studied with cell-free extract. 

3-Hydroxyanthranilic acid was not decomposed and was not utilized by mycobacteria and trypt

phan pathway was excluded in mycobacteria. 

In mycobacteria, quinolinic acid was converted to niacin ribonucleotide in the presence of

 5-phosphoribosy1-1-pyrophate. Free niacin was excluded as an intermediate of the pathway 

and quinolinic acid was established as an intermediate in the biosynthesis of nicotinamide adenine 

dinucleotide in mycobacteria. Among mycobacteria, human tubercle bacilli revealed remarkably 

high quinolinate transphosphoribosylase activity which converts quinolinic acid to niacin ribonu

cleotide. The enzyme activity of human tubercle bacilli was 9 to 20 times more than other 

mycobacteria except twice of BCG. The enzyme activity was parallel to the niacin production 

of mycobacteria in the culture media.

*From The Research Institute for Tuberculosis and Leprosy, Tohoku University, Sendai, 

Japan.

I　 序 言

抗 酸 菌 は,ビ タ ミ ソを含 まず ア ス パ ラ ギ ン,グ リセ リ

ン お よ び少 量 の無 機 物 よ りな る合 成 液 体 培 地 に よ く発 育

し で そ の さ い培 養 液 中に ナ イ ア シ ンを産 生す る1)。 そ の

ナ イ ア シ ン産 生 量 は抗 酸 菌 の うち と くに 人型 結 核 菌 が 多

く,そ れ が ナ イ ア シ ンテ ス トの 基 礎 とな つ て い るが2)3)

抗 酸 菌 の ナ イ ア シ ン生 成 経 路 は よ く知 られ て い ない 。

一 般 的 に ナ イ ア シ ンはNiacin ribonucleotide (dea-

mido-NMN)を 経 てNicotinic acid adenine dinucleo-

tide (deamido-NAD)と な り,さ ら にNicotinamide

 adenine dinucleotide (NAD)に 生 合 成 され る。

最 近,西 塚,早 石 らは4)ラ ッ ト肝 の無 細 胞 抽 出液 で キ

ノ リン酸 がdeamido-NMNの 前 駆 体 とな り,ナ イ ア シ

ンは そ の 前 駆 体 と な らな い こ とを 述 べ,Andreoliら5)は

E.coliで や は りキ ノ リン酸 がNADの 前 駆 体 とな る こ

とを み て い る。

中村 らは キ ノ リ ン酸 とPRPPの 存在 下 にdeamido-

NMNを 合 成 す る 酸 素 をQuinolinate transphosphori-

bosylaseと 名 づ け た18)。 こ の研 究 は,抗 酸 菌 で もキ ノ

リン酸 がNAD生 合 成 の前 駆 体 とな るか ど うか を観 察 す

る と とも に,そ の生 合 成 に お い て 抗 酸 菌 の 各speciesの



1 9 6 5 年 2 月  6 3

間 で 差 違 が あ るか 否 か を み た もの で あ る。

II　 研 究 材 料

A)　 抗 酸 菌 の 無 細 胞 抽 出 液

人 型 結核 菌:H37Rv,H37Ra(Dr. William Steenken,

 Jr. Trudeau Laboratory, Trudeau, N.Y., USAよ り

供与)。

牛 型結 核 菌:BCG(日 本 に てBCG vaccineを 製 造 し

て い る株)。

鳥 型 菌:11755(American Type Culture Collection

よ り分 与)。

p-8 (photochromogen)お よ びp-6 (Scotochromo-

gen), (Dr. Ernest Runyon, Veterans Administration

 Hospital, Salt Lake City, Utah, USAよ り分 与)。

100616 (Nonphotochromogen) (Battey State Hospital,

 Battey, Georgia, USAよ り分与)。

Sato (RaPid-grower)(抗 酸 菌 研 究 所 に で この 菌 に よ

る肺 疾 患 患 者 よ り昭和38年 分 離 され た)。

M. phlei, M. smegmatis(抗 酸 菌 病 研 究所 保 存)。

以上 の菌 をSauton液 体 培 地 に表 面 培 養 し,菌 を濾 過

し蒸 溜 水 で5回 洗 源 した の ち,菌 を2倍 量 の海 砂 と10倍

量 の蒸 溜 水 を加 え なが ら磨 砕 し,さ らにNomitAを 菌

量 の15%加 え12,000r.p.m.で 遠 心 し,さ らに 残 つ た

Norit.Aを 濾 紙 で減 圧 して濾 し上 清 を 使 用 した 。

そ の蛋 白量 の測 定 にはBiuretの 方法6)を 用 い た。

B) C14ナ イ ア シ ン(-C1400H)(spec.act.0.65mc/

m.mole)は 第 一化 学 薬 品 よ り購 入 。

C14キ ノ リン酸(2.45×105c.p.m./μ.mole)(β-car-

boxyl carbonを 除 い てuniformに ラベ ル され た も の)

京 都 大 学 医 化 学 教 室 早 石 修 教 授,西 塚 泰 美 助 教 授 よ り供

与 され た 。

deamido-NMNお よびdeamido-NADは 西 塚,早 石

らの 方 法4)に よ つ て製 造 した 。NAD (Nicotinamide ade-

nine dinucleotide)お よ びPRPP (5-Phosphoribosyl-

1-Pyrophosphate)はSigma Chemical Co.よ り購 入 。

C) Leuconostoc mesenteroides (ATCC9135,遊 離

の ナ イ ア シ ンに よつ て の み 成 長 す る)は 京 都 大 学 薬 学 部

生 物 薬 品 化 学 教 室 鈴 木 友 二 教 授 よ り供 与 され た 。

III　 方 法

1) C14-キ ノ リン酸 よ りのdeamido-NMNお よび 放 射

性CO2の 生 成

人型 結 核 菌H37Ra無 細 胞 抽 出液 蛋 白量2mg,C14-キ

ノ リン酸162mμ.moles(39,600c.p.m.),PRPP600

mμ.moles,燐 酸 緩 衝 液(pH7.0)600mμ.moles,MgC12

100mμ.moles,全 量3rnZをThunberg改 良 試 験 管4)

に 入 れ37℃6時 間incubateす る。 そ の後5N-H2SO4

0.5mlを 加 え発 生 し た 放 射 性CO2をGeiger-Muller

 Gasflow counterで 測 定 した 。 つ づ い て 反 応 液 にBa.

(OH)2を 加 え てpH7に 戻 し,次 のCarrierを 加 えた 。

す な わ ち ナ イ ア シ ン2μ.moles,NAD4μ.moles,ピ コ

リ ン酸2μ.moles, deamido-NMN6μ. moles, deamido-

NAD2μ.molesを 加 え 遠 心 して 沈 澱 を 除 い た 。 透 明 な

上 清 を蟻 酸型Dowex1×8カ ラ ム(直 径0.8cm,長 さ

29cm)に 通 し吸 着 させ た の ち100mlの 水 で カ ラ ムを

洗滌 し 次 に 蟻 酸Concentration Gradient法4)7)に よ り

10ml宛 のfractionに 分 画 した 。 分 画 装 置 と し で は 東

洋 科 学Co.製 のAutomatic fmaction collector T02型

を用 い た。 す な わ ちmixing chambemに は0.01N蟻

酸 を 入 れ,最 初 に0.05N300ml,次 に0.4N300ml,

さ らに2N500mlの 蟻 酸 をmixingchamber通 し て

カ ラ ムか ら溶 出 した 。10ml宛 の 溶 出液 はspeetmopho-

tometerで260mμ の 吸 光 度 を 測 定 し,さ らにGeiger-

Muller Gasflow countemで 放 射 能 を 測 定 した 。

2) NiacinribonucleotideのPaper-chro m at o gr a phy

に よ る同 定

前 述 の10ml宛 のfractionに 分 画 した も の の うち,

deamido-NMN fractionに 相 当 す る 部 分 を 集 め減 圧 濃

縮 し,さ らにdeamido-NMNを 加 え てascending Pa-

per-chromatographyを 行 な つ た 。Whatman, No.1

 paperを 用 い,1Mammonium acetate-ethanol (3:

7), isohutyric acid-ammonia-H2O (66:1.7:33,pH

3.8)を 溶 媒 と した 。spotは マ ナ ス ル 紫 外 ラ ンプ(UV-

LSI)(Manaslu化 学 工業)を 用 い て検 出 した 。

さ らにspotを それ ぞ れ 溶 出 し で 放 射 能 をGeiger-

Muller Gasflow counterで 測 定 した 。

3)　 種 々抗酸 菌 の 無 細 胞 抽 出液 に よ る放 射 性 キ ノ リン

酸 よ り放 射 性CO2の 生 成

数種 の 抗 酸 菌 の 無 細 胞 抽 出液 の 蛋 白量0.5mg,放 射

性 キ ノ リン酸52.6mμ.moles (14,000c.p.m.), PRPP

200mμ.moles,MgCl2100mμ.moles,燐 酸 緩 衝 液(pH

7.0)400mμ.moles,全 量1.5mlを 改 良Thunberg管

に 入 れ,37℃6時 間incubateし た 。5N-H2SO40.5m

lを 加 え て 発 生 し たCO2を0.5N-NaOHで と ら え,

Geiger-Muller Gasflow counterで 放 射能 を 測 定 した 。

4) Whole cellと 無 細 胞 抽 出液 に よ る放 射性 キ ノ リ

ン酸 よ り放 射 性CO2生 成 の差

人型 菌H37Raの 無 細 胞 抽 出液 蛋 白量0.5mgと Wh o le

cell6mgを 前 述 の反 応 液 中 で反 応 さ せ 放 射 性CO2の

生 成 を み た 。

5)　 ビ タ ミン活 性 に よ るBioassay

Leuconostoc mesenteroides(ATCC9135)は 遊 離 の

ナ イ ア シ ン のみ 反 応 し,キ ノ リ ン酸,Nicotinamnide, dea-

mido-NMN, NMN, deamnido-NAD, NADな どは反 応

しな い8)。

Deamido-NMNを0.1N-NaOHで100℃30分 加 水
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分 解 す る と遊 離 の ナ イ ア シ ンが分 解 さ れ て で てLeuco-

nostoc mesenteroidesの 発 育 を促 進 す る 。 種 々抗 酸 菌 の

無 細 胞 抽 出 液,蛋 白量2mg,キ ノ リ ン 酸2μ.moles,

PRPP4μ.moles,MgCl2100mμ.moles,燐 酸 緩 衝 液

4μ.moles,計3mlを37℃6時 間incubateし 加 水 分

解 す る前 のLeuconostoc mesenteroidesに 対 す る発 育 促

進 作 用 と加 水 分 解 後 の促 進 作 用 か ら生 成 され たdeamido

-NMNの 量 を定 量 した 。

6) 3-Hydroxyanthranilic acid(3HOAA)よ り の

ナ イ ア シ ン生 成 の有 無

3HOAA2μ.molesに,上 記 の キ ノ リ ン 酸 よ り の

deamido-NAD生 成 と 同 じ条 件 でPRPP,MgCl2を 加

え,さ らにATP5μ.molesを 加 え て,37℃6時 間in-

cubateし,0.1N-NaOHで100℃30分 加 水 分 解 し

Leuconostoc mesenteroidesで 定 量 した 。

7)　 合 成 液 体 培 地 に 発 育 した 抗 酸 菌 の ナ イ ア シ ン産 生

Sauton液 体 培 地 に種 々 の抗 酸 菌 を うえ(Slow grow-

ersは3週 間,rapid growersは1週 間)培 地 中 に 産

生 され た ナ イ ア シ ンをLeuconostoc mesenteroidesを

使 用 して 定 量 した 。

8)　 C14-ナ イ ア シ ン よ りdeamido-NMNの 生 成 の 有 無

C14-ナ イ ア シ ン100mμ.rno1esを,C14-キ ノ リン酸 か

らのdeamido-NMNの 生成 と同 じ く,菌 の 無 細 胞 抽 出

液 蛋 白 量2mg,PRPP600mμ.moles,燐 酸 緩 衝 液600

mμ.mole,MgCl2100mμ.mole,全 量3mlをThun-

berg改 良試 験 管 に 入 れ,37℃6時 間incubateし た。

そ の後C14-キ ノ リン酸 よ りdeamido-NMNの 生 成 の操

作 と 同 じ く,Dowex1カ ラム に 吸 着 さ せ さ ら に 蟻 酸

concentration gradient法 に よ り溶 出 しfractionに 分

画 しdeamido-NMNの 同定 を行 な つ た 。

さ らに 非 放 射 性 の ナ イ ア シ ンをC14-キ ノ リン よ りdea-

mido-NMN生 成 の さい に 加 え て 放 射 性CO2の 生成 が 阻

害 され る か否 か を み た。

IV　 結 果

1)　 C14-キ ノ リン酸 よ りdeamido-NMNお よび 放 射

性CO2の 生 成

表1,図1に み られ る ご と く,C14-キ ノ リン酸162mμ.

moles(39,600c.p.m.)を 人 型 結 核 菌H37Raの 無 細

胞 抽 出液 と37℃ でincubateし,Dowex1蟻 酸 型 に

吸 着 させ,さ ら に蟻 酸concentration gradient法 で溶

出す る と,放 射 能 を 示 す 物 質 は,carrierと して加 えた

キ ノ リン酸 お よびdeamido-NMNと 一 致 した 。 ピ コ リ

ン酸,NAD,Niacin, dearnido-NADの 場 所 に は放 射 能

は検 出 され な か つ た。 ま たC14O2は1,320c.p.m.で,

32.2mμ.moles生 成 され た 。 生 成 され たdeamido-NMN

は5,100c.p.m.す なわ ち24.9mμ.molesで あ つ た 。

さ らにdeamido-NMNの 分 画 部 を減 圧 濃 縮 してpa-

Table 1. Distribution of Radioactivity of Enzymic

 Products from Quinolinic Acid-C14 by

 Human Tubercle Bacilli H37Ra

The details of the experimental conditions 

 were described in the text

*The value was calculated from the specific activity of 

1 carbon which was one-sixth of that of original sub
strate.

**The value was calculated from the specific activity per

 5 carbons. Five carbons out of the original C14-car
bons should remain in the products.

Fig. 1. Column Chromatography of the Reaction

  Products of Quinolinic Acid-C14 With Extract

 of Human Tubercle Bacilli H37Ra

The mixing chamber contained 300ml of 0.01N formic 
acid, followed by 300ml of 0.05N, 300ml of 0.4N and 

500ml of 2N formic acid.
PA; picolinic acid, NA; niacin, dNMN; niacin ribo

nucleotide, dNAD; deamido-NAD, QA; quinolinic acid.

per-chromatographyを 行 な う と,表2に 示 す ご と く放

射 能 を示 す 物 質 はdeamido-NMNと 一 致 して,C14-キ

ノ リン酸 か ら生 成 され たdeamido-NMNで あ る こ とが

確 認 され た。

2)　 ビ タ ミ ン活性 に よ る キ ノ リ ン酸 よ りdeamido-

NMNの 生 成 の 定 量

H37Raの 無 細 胞 抽 出液 とキ ノ リン酸 と よ り生 成 され る

もの はdeamido-NMNの み で 他 のniacin nucleotides

は 生 成 され な い 。 した が つ て キ ノ リン酸 よ り生 成 され た

deamido-NMNを 加 水 分 解 して ナ イ ア シ ンを 遊 離 させ た

の ちLeuconostoc mesenteroidosで 遊 離 の ナ イ ア シ ン

を定 量 す る と 等 モル でdeamido-NMNが 定 量 され る。

この 方 法 で 完 全 系 と完 全 系 か らPRPP,キ ノ リ ン酸 を
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Table 2. Identification of Reaction Products 

by Paperchromatography

Table 3. Niacin Ribonucleotide Formation from 

Quinolinic Acid by Human Tubercle 

 Bacilli H37Ra

The reaction mixture contained same as Fig. 2 (phos

phate buffer, pH 7.0)

除 去 した 系 お よ び加 熱 した 抽 出液 で反 応 を起 こ さ せ る

と,表3に 示 す ご と く,キ ノ リ ン酸2μ.molesよ り完

全 系 では 加 水 分 解 後 は,遊 離 の ナ イ ア シ ンは91mμ.

moles生 成 さ れ る が,PRPPを 除 い た 系 で は3mμ .

moles,キ ノ リン酸 を 欠 い た 系 で は1mμ.moles,加 熱 し

たExtractを 用 い た 系 で は 全 然 生 成 され な い。 す なわ

ちH37Raの 無 細 胞 抽 出液 が キ ノ リン 酸 よ りdeamido-

NMNを 生 成 す る反 応 はPRPPdependentで あつ た 。

3)　 キ ノ リン 酸 よ りdeamido-NMN生 成 の さ い の

pH,温 度 お よびisoniazidの 影 響

図2に 示 す ご と く酸 性 よ りもむ し ろ アル カ リ性 側 でキ

ノ リン酸 か らのdeamido-NMNの 生 成 が 多 い が ,も つ

と も多 い の はpH7.0で あ つ た 。 次 に 表4に 示 す ご と く

加 熱 す る と60℃5分 で は 非 加 熱 に 比 べ21.8%に 落 ち

100℃1分 加 熱 す る と活性 は0と な つ た 。

isoniazidの 影 響 を み るた め に0.1μ.moleお よび1.0

μ.moleを 加 え て キ ノ リ ン酸 か らのdeamido-NMN生

成 を み た が 全 然 影 響 され な か つ た 。

時 間 ご とに キ ノ リン酸 か らのdeamido-NMN生 成 を

み る と,図3に 示 す ご と く,6時 間incubateし て も遊

Fig. 2. Influence of pH on Niacin Ribonucleotide 

Formation from Quinolinic Acid by Human 

Tubercle Bacilli H37Ra

The reaction mixture contained 2ƒÊ moles of quinolinic 

acid, 4ƒÊ moles of PRPP, 100mƒÊ moles of MgCl2, 4ƒÊ mo

les of buffer (pH 5.0 to pH 10.0) and 2mg of charcoal 

treated extract in a total volume of 3.0ml. Incubated 

at 37•Ž for 6 hours. Free niacin was determined using 

Leuconostoc mesenteroides (ATCC 9135) before and after 

hydrolysis (0.1N NaOH, 100•Ž 30 min. ) of the reaction 

product.

Fig. 3. Niacin Ribonucleotide Formation from 

Quinolinic Acid by Human

Tubercle Bacilli H37Ra

The reaction mixture contained same as Fig . 2 (phos
phate buffer, pH 7.0)

Table 4. Influence of Heat on Niacin Ribonucleo

 tide Formation from Quinolinic Acid by Human 

 Tubercle Bacilli H37Ra

The reaction mixture contained same as Fig . 2 (phos
phate buffer, pH 7.0).

離のナイア シンはほ とん ど生成 され な かつたがdeami-

do-NMNは 直線的 に生 成が多 くなつた。

4)　 種 々の抗酸 菌の無細胞抽 出液に よるキ ノリン酸 か

らのdeamido-NMNの 生成

種 々の抗酸菌 の無細胞抽 出液 を用 いてキ ノリン酸 か ら
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Table 5. Evolution of Radioactive CO2 

from Quinolinic Acid-C14

The reaction mixture contained 57.2 mƒÊ moles of quino

linic acid-C14 (14,000 c.p.m.), 200mƒÊ moles of PRPP, 100

mƒÊ moles of MgCl2, 400mƒÊ moles of Phosphate buffer 

(pH 7.0) and 0.5mg of charcoal treated bacterial extract 

in a total volume of 1.5ml. Incubated at 37•Ž for 6 hours.

Table 6. Niacin Ribonucleotide Formation from 

Quinolinic Acid by Mycobacteria

The reaction mixture contained 2ƒÊ moles of quinolinic 

acid, 4ƒÊ moles of PRPP,100mƒÊ moles of MgCl2, 4ƒÊ moles 

of phosphate buffer, pH 7.0, and 2mg of charcoal treated 

bacterial extract in a total volume of 3.0ml. Incubated 

at 37•Ž for 6 hours. Free niacin was determined using 

Leuconostoc mesenteroides (ATCC 9135) before and 

after hydrolysis (0.1N NaOH, 100•Ž 30 min. ) of the rea

ction mixture.

のdeamido-NMNの 生 成 を み た 。す な わ ちC14-キ ノ リ

ン酸 よ りの放 射 性CO2の 生 成 を 測 定 し,ま たLeuco-

nostoc mesenteroidesで 生 成 され たdeamnido-NMNを

加 水 分 解 して遊 離 した ナ イ ア シ ンを測 定 した と ころ,表

5に み られ る ご と くC14-キ ノ リン酸57.2mμ.molesか

らの放 射 性CO2の 生 成 は,人 型 結 核 菌が も つ とも多 く

12.5mμ.molesお よび10.5mμ.molesで あつ た が,鳥

型 菌 お よ び 非定 型 抗 酸 菌 で は 少 な く1mμ.moles以 下

で,人 型 菌 の約1/10以 下 で あつ た。Whole cellと 無 細

胞 抽 出液 の キ ノ リ ン酸 よ りのdeamido-NMNの 生 成 を

H37Raで み る と,無 細 胞 抽 出液 は キ ノ リ ン酸 の脱 炭 酸 を

行 な つ て放 射 性CO2を 生 成 した がWhole cellで は 全

然 放 射性CO2が 生 成 され な か つ た 。 す なわ ち キ ノ リ ン

酸 は抗 酸 菌 の細 胞 膜 を通 過 で き な い も の と考 え られ る。

Table 7. Free Niacin Production by Mycobacteria 
in Liquid Culture Medium (Ssuton's medium)

Determined by bioassay using Leuconostoc mesenteroi

des (ATCC 9135)

Leuconostoc mesenteroidesで 測 定 した キ ノ リン酸 か

らのdeamido-NMNの 生 成 は,表6に み られ る ご と く,

や は り人型 菌H37Rvが もつ と も多 く2μ.molesの キ ノ

リン酸 よ り94mμ.molesのdeamido-NMNが 生 成 さ

れ た 。BCGは42mμ.molesで 人型 菌 の次 に多 く,鳥 型

菌,非 定 型 抗 酸 菌 お よび 非 病 原 抗酸 菌 は 非 常 に 少 な く,

10mμ.moles以 下 で 人型 結 核 菌 の1/9以 下 で あつ た 。

5)　 合 成 液 体 培 地 に お け る抗酸 菌 の ナ イ ア シ ンの 産 生

表7に み られ る ご と く人 型 結 核 菌H37Rvが もつ と も

多 く菌 湿 量1mg当 り17.6μgで,BCGは3.2 μg で,

他 の抗 酸 菌 は1μg以 下 で あ つ た 。

6) 3Hydroxyanthranilic acidよ り のdeamido-

NMN生 成 の有 無

deamido-NMNの 生 成 は キ ノ リ ン 酸 か らの生 成 と同

じよ うに 反 応 液 を 加 水 分 解 しLeuconostoc mesenteroi-

desを 使 用 す る 方 法 で 測 定 し,ま た3HOAA oxidase

を も測 定 した。 菌 の無 細 胞 抽 出液 で はLeuconostoc me-

senteroidesを 用 い る方 法 で もdeamido-NMNは 全 然 み

られ ず,ま た3HOAA oxidase活 性9)もH37Raに は観

察 され なか つ た 。

7)　 C14-ナ イ ア シ ン よ りdeamido-NMN生 成 の有 無

H37Raの 無 細 胞 抽 出 液 でC14-キ ノ リン酸 か らdeami-

do-NMNを 生 成 す る場 合 と同 じ処 理 で,C14-ナ イ ア シ ン

をH37Raの 無 細 胞 抽 出液 とincubateし, Dowex 1で

吸 着 させ,蟻 酸Concentration gradientで 分 画 溶 出 し

た が,C14-deamido-NMNの 生 成 は み られ な か つ た 。 ま

たH37Raの 無 細 胞 抽 出液 とC14-キ ノ リン酸 を反 応 さ せ

た さい 非放 射性 ナ イ ア シ ンを 加 え て も生 ず る放 射 性CO2

の 量 に は 関 係 な か つ た 。

V　 考 案

動 物 で は 犬,ネ ズ ミな どは ト リプ トフ ァ ンを利 用 で き

るが,細 菌 で はNeurospora crassaお よびXanthonro-
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nas pruniが ト リプ トフ ァ ンを 利 用 す る こ とが 知 られ て

い る 。

こ とにNeurospora crassaで は そ の変 異 菌 を 使 つ て

Tryptphan-niacin pathwayが 明 ら か に され て お り,

Xanthonronas pruniで は 最 近Wilson and Henderson

ら10)が 放 射 性Tryptphan,3HOAA,キ ノ リン酸,ナ イ

ア シ ンを 使 用 してTryptphan-niacin pathwayを 追 求

し,放 射 性Tryptphan,3HOAA,ナ イ ア シ ンが 菌 体 内

に よ く取 り入 れ られ て い る こ とを報 告 して い る。

一 方E .coliで はYanofsky11)々 まTryptphanが ナ イ

ア シ ンの 前駆 体 に な らな い こ と を 報 告 し,Ortega and

 Bmownら12)はE.coliに お い て ナ イ ア シ ンの 産 生 はGly-

cerol,4-carbon dicarboxylic acid, riboseお よびade-

nineの 存 在 下 に もつ とも多 か つ た とい つ て い る。

さ らにImsande13),Imsande and Pardee14)ら はE.coli

に お い て ナ イ ア シ ン よ りNADに い た るpathwayを 酵

素 学 的 に 追 求 して い る。 す な わ ち ナ イ ア シ ン よ りdea-

mido-NMN,deamido-NADを 経 てNADに い た る経

路 を 確 か め か つ そ の 生 成 はNicotinic acid mononucleo-

tide pyrophosphorylaseに よつ てregulateさ れ る こ と

を認 め て い る。

そ の他 一 般 の細 菌 で もナ イ ア シ ンを発 育 に 必 要 とす る

種 が 多 く,ナ イ ア シ ンはNADの 前 駆 体 と考 え られ て い

た が,最 近 西 塚,早 石 ら4)は ラ ッ トの肝 細 胞 抽 出液 で キ

ノ リン酸 がdeamido-NADの 前 駆 体 で あ る こ とを 証 明

し,つ づ い てAndreoliら5)はE.coliで も キ ノ リ ン酸 が

deamido-NMNの 前 駆 体 であ る こ とを 追 試 して い る。

抗 酸 菌 は そ の 栄 養 源 と して ト リプ トフ ァ ン,ナ イ ア シ

ンを利 用 しな い し また ナ イ ア シ ンを 加 え て も発 育 が よ り

良好 とな る こ とは な い 。 ア ス パ ラギ ン,グ リセ リンお よ

び少 量 の無 機 物 よ りな る簡 単 な培 地 に よ く発 育 して ナ イ

ア シ ンを培 地 中 に産 生 す る。 ナ イ ア シ ンテ ス トは そ の ナ

イ ア シ ン産 生 に 関 して抗 酸 菌 の うち 人型 結 核 菌 が もつ と

もナ イ ア シ ン産 生 が 多 い こ とを利 用 した もの で あ る。 結

核 菌 の ナ イ ア シ ン産 生 に つ い て はMothesら15)はDL-as-

partic acid-4-C14を 用 い て 培 地 を つ く り,そ れ にBCG

を 植 えて ラベ ル さ れ たDL-aspartic acidのcarboxyl

基 が ナ イ ア シ ン のcarboxyl基 に入 る こ とを み てい る。

またRio-Estradaら19)は 結 核 菌 の 浮 遊 液 に ア ス パ ラ ギ

ン,グ ル タ ミン酸 な どの ア ミノ酸 また は グ リセ リン,コ

ハ ク酸 な どを 加 え て ナ イ ア シ ンの 生 成 を み て い る
。

山根 ら16)お よび 宮川17)は 人 型 菌,牛 型 菌,鳥 型 菌 を 合

成 液体 培 地 に表 面 培 養 し培 養 濾 液 お よび 菌 体 の ナ イ ア シ

ン,ニ コチ ン ア マイ ドお よびNADをBioautogramに

よつ て 分別 定 量 して い る。最 近,西 塚,早 石 ら4)は ラ ッ

トの肝homogenate上 清 でC14-3Hydroxyanthranilic

 acidを 加 えた とこ ろdeamido-NMNが 産 生 され た が,

そ の 中間 代謝 産 物 と して キ ノ リ ン酸 生 成 が認 め られ,ナ

イ アシンは生成 されなかつた。deamido-NMNは その後

deamido-NAD,NADに 合 成 され るのでNADの 前駆

物 質はキ ノ リン酸 であ りナイアシ ンではない ことを報 告

してい る。われわれの実験に よつて も,抗 酸 菌 ことにナ

イアシ ンを多量 に培地 中に産 生す る人型結 核菌は,キ ノ

リン酸 か らdeamido-NMNを 産生す る能 力が大 きい こ

とが証 明された。 この現 象は抗酸 菌の うち人型 菌のみが

とくに多 くナイアシ ンを産生す る とい う事 実 と平 行 す

る。 ナイアシ ン は抗酸菌 において は ラッ ト肝 と 同 じ く

deamido-NMNの 前駆体 とな りえな い。Moatら20)は

キ ノリン酸 はナイアシ ンの前駆体 とな らな い と報 告 し

ている。 しか しこの実験はWhole cellで 行 な つ て い

るが,キ ノ リン酸はわれわれ の実験 によると抗酸菌 の菌

体 内に入 らない ので必ず無細胞抽 出液 を用 いね ばな らな

い。

抗酸 菌のナイアシ ン生合成 はアスパ ラギン,4C-カ ル

ボ ン酸 よ リキ ノ リン酸 を生 じ,deamido-NMNを 経 て

deamido-NAD,さ らにNADに いた るもの と考 え られ

る。結 核菌H37Rvの 菌体 内NADは 菌湿量1g当 り

252μ9で あ り21),M.phleiのNADは123μgで あ

る22)。ところが結 核菌のキ ノ リ ン酸 か らのdeamido-

NMNの 合成 はM.phleiの20倍 も活性が強 く,培 地

中に産 生 され る遊離 のナイアシ ンも20倍 以上あるので

ナイアシ ンの生合成 の どこかの経路 で分解が行 なわれ て

い るもの と推定 され るが,分 解経路 については ただい ま

実験中 である。

結 論

抗酸菌のNicotinamide adenine dinucleotide生 成の

経路 を種 々の抗酸 菌の無細 胞抽 出液を使用 して実験 した

結果,

1)　 抗酸菌 に はTrypthan pathwayは な く,ま た

3-Hydroxyanthranilic acidは 抗酸菌 によつ て分解利用

され ない。

2)　 抗酸菌ではキ ノ リン酸か らNiacin ribonucleo-

tideが 生成 され る。その反 応には5-phosphoribOsy1-1-

pyrophosphateが 必要であ る。

3)　 ナイアシ ンはNiacin ribonucleotide生 成の さい

の中間体 とはな らない。

4)　 キ ノリン酸か らのNiacin ribonucleotideの 生成

は抗酸菌 の うち人型結核菌が もつ とも多 く,次 が牛型結

核菌 でその他 の非定型抗酸菌,非 病原抗酸菌 は非常 に少

な く,抗 酸菌 のナイシアン産生量に比例 していた。

C14-キ ノ リン酸 を供与 された 京都大学医学部医化学教

室早石修教授,西 塚泰美助教授に深甚 な感謝の意を表す

る。
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