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In the preceding paper, it was reported that the increase in the amount of urinary

 D-ƒÀ-aminoisobutyrate (ƒÀ-AIB) and ƒÀ-alanine was resulted from the inhibition of ƒÀ-AIB: 

pyruvate aminotransferase and ƒÀ-alanine: ƒ¿-ketoglutarate aminotransferase by D-cyclo

serine (CS) or its metabolites. A maximal concentration of CS in the liver of rats which 

were administered intraperitoneally at a dose of 20mg of the drug per 100g of body weight 

showed only a slight inhibitory effect on the enzyme reactions. The concentration of ƒÀ-AIR 

and ƒÀ-alanine in rat liver reached to maximal level 4 hours after the injection of CS when. 

CS was barely defectable in the liver. This suggested that the inhibition is due to a 

metabolite of CS rather than CS itself. Presence of the inhibitory substance was studied in. 

the present paper.

For the isolation of the inhibitors, rats were used and male mice were used for toxicity 

test of the drugs. Determination method of ƒÀ-AIB: pyruvate and ƒÀ-alanine: ƒ¿-ketoglutarate

 aminotransferase was reported previously. Rabbit liver was used for the study of enzymatic 

conjugation of ƒÀ-AOAL and ƒ¿-keto acids. CS was determined using a high voltage 

electrophoresis.

An inhibitory metabolite of CS was detected in the rat liver after CS injection in a 

preliminary experiment, and the same inhibitory substance was found in urine of rats. 

which were injected CS intraperitoneally. The inhibitor was purified from the rat .urine 

using combination of ion-exchange chromatographies, and was identified as ƒÀ-aminoxy

alanine from its behavior on paper chromatography, paper electrophoresis and ion . 

exchange chromatography. In order to confirm the identification
, the isolated compound was
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conjugated with pyridoxal phosphate and compared with ƒÀ-aminoxyalanine-pyridoxal 

phosphate conjugate on the chromatographies and UV-spectrum. The results verified the 

above identification. The concentration of ƒÀ-aminoxyalanine required for 50% inhibition of

 pyruvate and ƒÀ-alanine: ƒ¿-ketoglutarate aminotransferases was 10-6M while that of 

CS was 10-3M. The above results support hypothesis that a metabolite of CS,

 ƒÀ-aminoxyalanine, is the major substanceswith inhibitory effect on the aminotransferases.

During the isolation experiment of inhibitory substances derived from CS, another 

fraction of ion exchange chromatography different from those of CS and ƒÀ-aminoxyalanine 

was also found to contain an inhibitory substance. The substance was acidic. When CS or

 ƒÀ-aminoxyalanine was incubated with substrates of transamination reaction, enzymic 

formation of a conjugated compound of ƒÀ-aminoxyalanine and keto acids was found.

 ƒÀ-aminoxyalanine and glyoxalate was incubated with rat liver extract, and the enzyme 

product was purified using ion exchange chromatography to isolate a crystalline material. 

Elementary analysis matched that of C5H8N2O5. This was a shiff base of ƒÀ-aminoxy

alanine and glyoxalate. The concentration of the base required for 50% inhibition of

 -AIB: pyruvate aminotransferase was roughly 3•~10-5M.

It is known that CS has various side effects in clinical use including headache, anxiety 

and convulsion. Experiment for acute toxicity of ƒÀ-aminoxyalanine was carried out by 

using mice. LD 50 was 2.6g per kg of body weight which is slightly lower than that of CS. 

It was interesting that convulsion was consistently observed with the lethal dose of 

aminoxyalanine, while none with CS.

I.　 緒 言

著者はサイクロセ リン(以 下CS*1と 略す)服 用によ

り β-アミノイソ酪酸(以 下 β-AIB*2と 略す)お よび β-

ア ラニンの尿中排泄量が増大することを見出した。さら

にこれはCSが β-AIB:ピ ル ビン酸 お よび β-アラニ

ン:α-ケ トグルタル酸ア ミノ基転移酵素を阻害 す るた

めであることを証明して,第1報 で報告した。そのさい

CSが 直接酵素阻害をするより,む しろその代謝物質が

阻害物質として働いている可能性が推定される成績を得

た。すなわち,ラ ット体重100g当 りCS20mgを 腹

腔 内投与した場合の,CSの 肝 内濃度は最高時でほぼ6

×10-4Mで あ り,こ の濃度ではin vitroで はほとんど

阻 害はみられず,し かも投与したCSが ラット肝内でき

わめて低い濃度まで減少 した 投与後4時 間で,β-AIB

お よび β-アラニンは最高の濃度に達することから,阻

害にはCS自 身よりもCSか らの代謝物質が 関与してい

るのではないかと推定した。そこで,こ のような阻害物

質が存在するかどうか,検 討を加えたので報告する。

(*1:D-Cycloserine,*2:D-β-aminoisobhtylic acid)

II.　研 究 方 法

1.　 対象および材料

CSに 由来 す る β-AIBお よび β-ア ラ ニ ン の代 謝 阻 害

物 質 の 分 離 に は,体 重150g前 後 の ラ ッ トを使 用 した 。

毒 性 試 験 にごは,体 重20g前 後 の雄 のdd系 マ ウ ス を用

い た 。

CSは 明 治 製 薬製 よ り得 た 。

β-ア ミノオ キ シア ラ ニ ン(以 下 β-AOALと 略 す)は

CSよ りStammerの 方 法1)にこよ り合成 した 。

β-AOALと ピ リ ドキ サ ル燐 酸(以 下PALPと 略 す)

との結 合 物 質 は 以 下 の 方 法 で 合 成 した 。 す な わ ち 既 知 の

β-AOAL387mgにPALP750mgを 加 え,水 に 溶 か

し,2×20cmカ ラ ム の ア ンバ ー ラ イ トIR-120ピ リジ

ン型 に通 し,水 洗 後 ピ リジ ン:酢 酸:水(2:8:190)の

緩 衝 液245mlで 溶 出 した 。 溶 出液 を 減 圧 乾 固 し,残 渣

を 最 小 量 の 水 に 加温 溶 解 し,こ れ を冷 却 す る こ とに よ り,

710mgの 結 晶 を え た 。 元 素 分 析 の結 果,C11H16N3O8P・

H2O(測 定 値C:36.34, H:5.20, N:11.15, P:8.45。

計 算 値C:36.18, H:4.97, N:11.51, P:8.48)で

あ る こ とを 知 つ た 。

β-AIB:ピ ル ビ ン酸 お よび β-ア ラ ニ ン:α-ケ トグル

タル 酸 ア ミノ基 転 移 酵 素 材 料 調整 は 第1報 と同様 に行 つ

た 。

β-AOALと α-ケ ト酸 結 合 物 質 形 成 酵 素 の 調整 は以 下

の方 法で 行 つ た 。 兎 肝 を10倍 量 の0.01M燐 酸 カ リウ
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ム緩衝液(pH7.5)で ホモジネートし,30分 後12,000

×gで20分 間遠沈した。この上清に固型硫安を加え,

55%飽 和 とし,30分 後12,000×9で20分 間 遠沈 し

た。この上清にさらに固型硫安を加え70%飽 和 とし,

30分 後12,000×9で20分 間遠沈した。この沈殿を少

量の0.01M燐 酸 カリウム緩衝液(pH7.5)で 溶解し,

同 じ緩衝液で平衡化したセファデ ックスG25に 通 して

除塩 した。以上の操作は0～4℃ で行つた。

2.　 高圧濾紙電気泳動法

CSの 定量および阻害物質の検出確認に用いた。 方法

は第1報 に準じて行つた。

3. β-AIB:ピ ル ビン酸および β-アラニン:α-ケ ト

グルタル酸ア ミノ基転移酵素活性測定法

第1報 の方法により行つた。阻害物質の酵 素 実 験に

は,そ れぞれの濃度のものを,第1報 の測定法でCSに

ついて試みたと同様に行つた。

III.　 研 究 成 績

1. CSよ り形成されるβ-AIB:ピ ル ビン酸およびβ-

ア ラニン:α-ケ トグルタル酸アミノ基転移酵素 活性 阻

害物質(β-AOAL)

a. CSを 注射したラット肝内の酵素阻害物質の検出

体重100g当 りCSを20mg腹 腔 内に投与 した2

時間後のラット肝5gを,5倍 量の0.01M燐 酸 カリウ

ム緩衝液(pH7.5)で ホモジネー トとし,半 透膜中にい

れ,100mlの0.01M燐 酸 カ リウム緩衝液中に浸した。

12時 間放置後透析外液を減圧乾固し,残 渣 を水10ml

に溶かした。この中のCS濃 度を知るため,う ち1ml

を1×3cmカ ラ ムのア ンバーライトIR-120H+型 に

通 し,水 洗後2Mア ンモニア10mlで 溶出した。溶出

液を減圧乾固ののち残渣を0.1mlの 水に溶かし,う ち

10mclを 用いて第1報 で述べたよ うに 高圧濾紙電気泳

動法でCS量 を定量す る と,透 析外液は4.9×10-6M

の濃度であつた。そこで β-AIB:ピ ル ビン酸アミノ基

転移酵素活性測定法で,透 析外液0.1mlを 加 えると活

性は35%阻 害 され,一 方CS4.9×10-6Mの0.1ml

添加では阻害はみられず,透 析外液にCS以 外の阻害物

質が存在することが判明した。

b. CSを 注射したラット尿中の酵素阻害物質の存在

確認

同様の阻害物質が尿中にも存在するかどうか 検討 し

た。すなわち,体 重100g当 り50mgのCSを 注射 し

たラヅト2匹 の24時 間の尿を集 め,2×10cmカ ラム

のアンバーライ トIR-120H+型,100～200メ ヅシュに

通し,十 分水洗後,1Mピ リジン120mlで 溶 出した。

溶出液を減圧乾固し,残 渣を水溶後1×10cmカ ラムの

Dowex1×10,酢 酸型に通し,そ の漏出液および40ml

の水洗液を減圧乾固した。さらにここの残渣 を水溶後,2

Fig. 1. Ion Exchange Chromatography of Inhibitor 

Substances of B-AIB: Pyruvate Transaminase

 Rate of inhibition

Chromatography was carried out on 

amberlite IR-120. pyridine form, with 2M pyridine. 

CS was maximum in fraction No.10.

×20cmカ ラムのアンバーライトIR-120,ピ リジン型

に通し,2Mピ リジンで5mlず つ分画溶出を行つた。

各分画より10mclを とり,高 圧濾紙電気泳動法で測定

すると,CSが 最大を示 した分画はNO.10で あつた。

一方各分画より1mlを とり減圧乾固し
,残 渣 を1ml

に溶かし,う ち0.1mlを 用 いて β-AIB:ピ ル ビン酸ア

ミノ基転移酵素活性測定法で阻害をみ ると,No.7に 最

大阻害がみられた。CSを 投与しなかつたラヅト尿を同

様に処理して検討したが,各 分画で酵素阻害はみられな

かつた。(Fig.1)

このことから,CS以 外の阻害物質が尿中にもあると

考え,CSの 構造
H2N-C-H-H2C-C-N

阻害物質の呈色反

応,電 気泳動およびイオン交換クロマトグラフィーでの

性質から,そ の物質を

β-AOAL(H2N-O-CH2-CH-COOH)

- NH2

と推定 し,これと尿より分離した物質との同定を試みた。

c.　 酵素阻害物質の精製

濾紙クロマ トグラフィー,高 圧濾紙電気泳動法および

β-AIB:ピ ル ビン酸アミノ基転移酵素活性測定により阻

害物質の位置を確認しながら分離した。すなわち,体 重

100g当 りCS50mg(計630mg)を 腹腔内 に投与し

たラットの尿を48時 間分集め,4×20cmカ ラムの ア
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Fig. 2. Ion Exchange Chromatography of ƒÀ-A0AL

 and Inhibitor Substances of ƒÀ-AIB:

 Pyruvate Transaminase

Chromatography was carried out on 

amberlite IR-120. pyridine form, with 2M pyridine

ン パ ー ラ イ トIR-120H+型 に通 し,十 分 水 洗 の のち,1

Mピ リジ ン300mlで 溶 出,溶 出 液 を 減 圧 乾 固 し た 。

この 残渣 を水30mlに 溶 か し,pH3.5と し3×27cm

カ ラ ムの ア ンバ ー ライ トIR-120,ピ リジ ン 型 に 通 し,

水 洗 後1Mピ リジ ンで 分画 溶 出 し,溶 出液40mlよ り

82mlま で の 分 画 を 減 圧 乾 固 した 。 そ の 残 渣 を 水10ml

で 溶 か し,ピ リジ ン:酢 酸:水(3:7:190)の 緩 衝 液

で 平 衡 化 した2×30cmカ ラ ム の ア ンバ ーラ イ トIR-

120に 通 し,ピ リジ ン:酢 酸:水(4:6:190)100ml

で溶 出,溶 出液 を減 圧 乾 固 し た。 そ の残 渣 を水5mlで

溶 か し,ピ リジ ン:酢 酸:水(1:9:190)の 緩 衝 液 で

平衡 化 した2×18cmカ ラ ム のDowex50×2,100～

200メ ッ シ ュに 通 し,ピ リジ ン:酢 酸:水(3:7:190)

で 分 画 溶 出 した 。 溶 出 液77mlよ り132mlま で の分

画 を 減 圧 乾 固 した 。

d.　 尿 よ り分 離 した阻 害物 質 の 同 定

i)　 メチ ル エ チル ケ トン:ピ リジ ン:水(20:5:8)

を 用 い た濾 紙 ク ロマ トグ ラ フ ィー,お よびpH3.4の 緩

衝 液 で3kV,25分 間 泳 動 した 高 圧 濾 紙 電 気 泳 動 法 に お

い て,β-AOALと 尿 よ りの分 離 物 質 の 移 動 距 離 は 一 致

した 。

ii)　尿 よ りの 分 離 物 質 を2×20cmカ ラ ム の ア ンバ ー

ラ イ トIR-120,ピ リジ ン型 に 通 し,分 画 し,各 分 画 の

酵 素 活 性 阻 害 のパ タ ー ンを 得 た が,β-AOALを 同様 に

2×20cmカ ラ ム の ア ンバ ー ラ イ トIR-120,ピ リジ ン型

Photo. High voltage paperelectrophoresis.

に通し,2Mピ リジンで5mlず つ分画溶出し,各 分画

より1mlと り減圧乾固し,う ち0.1mlを 用 いて β-

AIB:ピ ル ビン酸アミノ基転移酵素活性測定を行 うと,

β-AOALと 尿 よりの分離物質の阻害のパターンは 一致

した｡(Fig.2)

e.　 阻害物質のPALPと の誘導体の精製

以上より阻害物質がβ-AOALと 同定されたが,β-AOAL

が不安定であり,十 分な精製が困難であつたので,あ ら

かじめPALPと 結 合せ しめたのち 精製し,同 定を確実

とした。結合物質の精製は,蛍 光,濾 紙クロマトグラフ

ィーおよび高圧濾紙電気泳動法でその位置を確認しなが

ら進めた。すなわ ち,体 重100g当 りCS50mg(計

190mg)を 腹腔内にご投与したラットの尿48時 間分を集

め,1.5×8cmカ ラムのアンバーライトIR-120H+型

に通し,十 分水洗ののち,1Mピ リジン120mlで 溶 出,

溶 出液を減圧乾固した。その残渣を水10mlに 溶かし,

pH6と し,1×8cmカ ラムのDowex1×10,酢 酸 型

に通した。漏出液および30mlの 水洗液 を 集め,こ れ

にPALP50mgを 加え減圧乾固 した。残渣を水5ml

に溶かし,Dowex1×10,酢 酸型に通し,1M酢 酸300

mlで 溶出,溶 出液を減圧乾固した。その残渣を水5ml

に溶かし,ピ リジン:酢 酸:水(0.5:9.5:190)の 緩

衝液で平衡 化 した2×20cmカ ラムのアンバーライト

IR-120に ご通し,ピ リジン:酢 酸:水(2:8:190)で 分

画溶出した。15mlか ら50mlま で の溶出液を減圧乾

固した。

f.　 尿よりの酵素阻害物質とPALPと の誘導体の同定

i) β-AOALと 尿 よりの分離物質のそれぞれにPALP

を結合させた物質は,両 者濾紙ク官マ トグラフィーおよ

び高圧濾紙電気泳動法において移動距離の一致をみた。

(Photo.)

ii) PALP,お よび β-AOALとPALPの 結合物質の

紫外線吸収スペクトルを測定すると,β-AOALの 量 と

ともにPALPの390mμ のピークが次第に短波長側にご

移動していることを知つたが,こ のことはPALPと β-
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Fig. 3. Shift of Absorption of PALP by ƒÀ-AOAL

 (PALP 1.6•~10-4M+(ƒÀ-AOAL)

Fig. 4. Absorption Spectra of Isolated Compound

 and ƒÀ-AOAL Bound with PALP

AOALがPALPの アルデヒドグループと結合 している

ことを示 している。(Fig.3)

そ こで β-AOALお よび尿よりの分離物質 と,PALP

との結合物質の紫外線吸収スペクトルを測定すると,両

者は一致した。(Fig.4)

以上尿よりの阻害物質およびPALPと 結合 させた物

質 とも既知のものと,イ オン交換クロマトグラフィー,

濾紙 クロマトグラフィー,高 圧濾紙電気泳動法,紫 外線

吸収スペクトルなどに一致をみたことか ら酵素阻害物質

は β-AOALと 同定 した。

Table 1. Effect of ƒÀ-AOAL on Enzyme Activity

g.　 試験管内での β-AOALの 酵素活性

阻害およびPALPに よる酵素活性の回復

β-AIB:ピ ルビン酸アミノ基転移酵素活

性測定で,β-AOALを 加 え阻害 を 測定す

ると,β-AOAL最 終 濃度1/6×10-5Mで

66%,1/6×10-4Mで94%とCSに 比 べ

約1,000倍 の強い阻害を示 した。(Table1)

β-アラニン:α-ケ トグルタル酸 ア ミノ

基転移酵素活性測定 で は,β-AOAL最 終

濃度1/7×10-5Mで63%,1/7×10-4Mで

93%の 阻害を示した。(Table1)

また β-AOALに よ る阻害はPALP添

加によつて観察 されな くなつた。(Table

2)

2. β-AOALと α-ケ ト酸 との結合物質

著者はラヅト尿中においてCSか ら形成

される酵素阻害物質の検出のさい,酸 性分

画にも阻害のある成績を得た。生体内代謝

については検索は行わなかつたが,こ の物

質と考えられるものが,CSお よびβ-AOAL

の β-アラニン:α-ケ トグルタル酸アミノ

基転移酵素活性阻害を試験管内で測定した

とき,高 圧濾紙電気泳動法上,グ ルタミン

酸生成以外に,陽 極側に未知のニンヒドリ

ン陽性物質 として生成されることを見つけ

た。 そ こで,こ の未 知 物 質 につ いて 検 索 を 行 つ た 。

a. β-AOALと α-ケ ト酸 の 酵 素 的 結 合

酵 素 材 料0.2ml,β-AOAL1mc mole,オ キ ザ ロ酢

酸,ピ ル ビ ン酸,α-ケ トグ ル タル 酸 ま た は グ リオ キ サ

ル 酸 をpH7.5と し,う ち 一 種 ず つ の10mc moleに

0.2M棚 酸:棚 酸 ナ ト リウ ム緩 衝 液 を 加 え,反 応 総 量 を

0.6mlと し,37℃ ρ で1時 間 イ ンキ ュベ ー トした 。10%

ト リク ロ ール 酢 酸0.5mlを 加 え,反 応 を とめ,遠 沈 後

上 清 を1×2cmカ ラ ム の ア ンバ ー ラ イ トIR-120,H+

型,100～200メ ヅ シ ュに 通 し,水 洗 後1Mピ リジ ン5

mlで 溶 出 した 。 溶 出液 を 減 圧 乾 固 した の ち,残 渣 を

0.1mlの 水 に溶 か し,う ち10mclを 高 圧 濾 紙 電 気 泳

動 法 で 展 開 した 。 す な わ ち 東 洋 濾 紙NO.51を 用 い て,

ピ リジ ン:酢 酸:水(1:10:189)pH3.4の 緩 衝 液 で,

Table 2. Recovery of ƒÀ-AOAL Inhibition of ƒÀ-AIB

 Transaminase by the Addition of PALP
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3kV,20分 間 泳 動 した 。 濾 紙 を 乾 燥 後,ニ ン ヒ ド リン

で 発 色 させ る と,陽 極側 に そ れ ぞ れ の α-ケ ト酸 と結 合

し た 未知 物 質が 検 出 され た 。 上 記 反 応 の うち,酵 素 材 料

を 除 くか,酵 素 を100℃ に 加 熱す る と未 知 物 質 は 全 く生

成 されず,α-ケ ト酸 と β-AOALと の結 合 は 酵 素 に よつ

て 触 媒 さ れ た こ とが 明 らか となつ た 。

b.　 未 知 物 質 の精 製

グ リオ キ サ ル酸 を用 い て 未 知物 質 の結 晶化 を試 み た 。

酵 素 材 料10ml,β-AOAL500mcmole,グ リオキ サ ル

酸2mmole(重 炭 酸 カ リでpH7.5に 調 整)に0.2M

硼 酸-硼 酸 ナ ト リウ ム緩 衝 液 を 加 え,反 応総 量 は20ml

と し,37℃ で1時 間 イ ンキ ュベ ー トした 。10%ト リ ク

ロル 酢 酸15mlで 反 応 を とめ,遠 沈 後 上 清 を2×10cm

カ ラ ム の ア ンバ ー ラ イ トIR-120H+型 に 通 し,水 洗 後

1Mピ リジ ン50mlで 溶 出 した 。 溶 出液 を2回 減 圧 乾

個 の の ち,残 渣 を少 量 の水 に 加 温 溶 解 し,室 温 に て冷 却

後,純 エ タ ノール10mlお よび エ ー テル5mlを 加 え,

冷 却 し,結 晶24mgを 得 た。

c.　 未 知 物 質 の 同 定

i)　元 素 分 析C5H8N2O5

測 定 値C:33.83%, H: 434%

N:15.72%, O: 43.19%

計 算 値C:32.94%, H: 4.42%

N:15.37%, O: 43.89%

ii)　紫 外 線 吸収

燐 酸 カ リウ ム緩 衝 液(pH7.5)に 溶 解 し,紫 外 線 吸 収

ス ペ ク トル を 測定 す る と,210mμ で 最 大 の 吸 収 を み

た 。Shiffの 塩 基 で 結 合 して い る と考 え られ,構 造 式 を

次 の よ うに 推定 した 。(Fig.5)

d.　 未知 物 質 の β-ア ミノ イ ソ酪 酸:ピ ル ビ ソ 酸 ア ミ

Fig. 5. Absorption Spectrum of a Compound 

Formed from ƒÀ-AOAL and Glyoxalic Acid

Table 3. Effect of ƒÀ-AOAL Conjugate with 

Glyoxalate on ƒÀ-AIB: Pyruvate 

Transaminase Activity

Table 4. Acute Toxicity of ƒÀ-AOAL

LD50: 2570•}16(SE)mg/kg

ノ基 転 移 酵 素 阻 害 に つ い て

酵 素 活 性 測 定 は,第1報 の方 法 に 従 つ て 行 つ た 。 最 終

濃 度1.9×10-3Mで97%, 1.9×10-5M で42%の 阻

害 を示 した 。(Table3)

3.　 毒 性試 験

a. β-AOALに つ い て

体 重20g前 後 のdd系 雄 マ ウ ス の腹 腔 内 に投 与 し て

毒 性 試 験 を 試 み た 。 β-AOALを 投 与 して死 亡 し た マ ウ

スは,投 与 後 数 分 して 運 動 を 停 止 し,う ず くま り,5～

20分 後 に 挙 尾 運 動,伸 展 運 動 か ら全 身痙 攣 を 起 して死

亡 した 。 各 群10匹 の マ ウス5群 に,そ れ ぞ れ の 濃度 の

β-AOALを 投 与す る と,β-AOAL・HClと して4.5mg/

gラ ッ トで 全 例 死 亡,2.5mg/gラ ッ トで は 死 亡 例 は な

かつ た 。Van der Waerden法 に よ りLD50値 を 求 め る

と β-AOALと してLD50=2570±16mg/kgで あ つ た 。

(Table4)

b. β-AOALとPALPの 結 合 物 質 に つ い て

β-AOALとPALPの 結 合 物 質 を 精 製 した が,こ れ を

用 い て1,900mg/kgを マ ウ ス の腹 腔 内に 投 与 した が,

6匹 中3匹 死 亡,1,426mg/kg投 与 で6匹 中1匹 死 亡

した 。 死 亡 した 例 は,投 与 後5～10分 後 に運 動 停 止 し,

1例 は 大 痙 攣 のの ち 死 亡,他 の3例 は ご くわ ず か の痙 攣

の の ち,15～70分 後 に 死 亡 した 。

IV.　 考 案

Hanngren2)は,3H-CSを 用 い て マ ウス の 生 体 内 分布

を 調 べ た が,そ の さ い肝 お よび 尿 にCSか らの 代 謝物 質

が あ る こ とを 報 告 した。 しか し これ らの 物 質 に つ い て は

全 く検 索 しな か つ た 。著 者 はCSか ら 形 成 さ れ る β-

AIB:ピ ル ビ ン酸 お よ び β-ア ラニ ン:α-ケ トグ ル タル

酸 ア ミノ基 転 移 酵 素 活性 阻 害 物 質 につ い て知 見 を 得 た 。

す な わ ち β-AOALはCSか ら体 内で 形 成 され る こ とお

よび この 物 質 が β-AIB:ピ ル ビ ン酸 お よび β-ア ラニ ン:
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α-ケ トグルタル酸アミノ基転移酵素を強く阻害 す る こ

とを明らかにした。これまでKarpeiski3)に よ リグルタ

ミン酸:ア スパラギン酸 ア ミノ基転移酵素を β-AOAL

は2×10-5Mで50%阻 害することが報告されてい る

が,こ の阻害は弱い。実際,第1報 でCSを 注射したラ

ットで6時 間後には軽度のGOT,GPTの 活性低下を認

めたのみであつたが,こ のとき同時に測定 した β-AIB:

ピル ビン酸および β-アラニン:α-ケ トグルタル酸 アミ

ノ基転移酵素活性は著明に阻害されていた。

次に著者は,β-AOALと 種 々のケト酸が結合 して形

成される物質が,β-AIB:ピ ル ビン酸アミノ基転移酵素

活性を,β-AOALとCSの ほぼ中間の強さで阻害する

ことを知つた。CS投 与による β-AIB:ピ ル ビソ酸アミ

ノ基転移酵素阻害は,CS,β-AOAL以 外に β-AOALが

種 々のケト酸 と生体内でも結合 して阻害を行つていると

考えられる。

β-AOALと ケ ト酸の結合はShiff塩 基 の形成による

と思われるが,こ れが酵素的に行われることが明らかと

なつた。普通Shiff塩 基 の形成は非酵素的に 行 われ る

が,こ の形成に酵素が関与することは興味深い。

CSか らもこの物質が形成されるが,CSか らβ-AOAL

を経 て形成されると考えられ,β-AOALがCSか ら形

成されることの傍証とな りうる。

β-AOALはCSの1,000倍 の強い酵素阻害をするこ

とから,マ ウスの腹腔内注射により毒性試験 を試 み た

が,LD50値 についてはCS(LD50=4,300±353mg/kg4))

よ りやや毒性が高いことを知つた。さらにCS注 射では

マウスには痙攣発作はみられ なかつたが,β-AOALの

注射で死亡したマウスはほとんど全例に全身痙攣がみら

れたことは,CSの 重篤な副作用が痙攣であることか ら

興味深い。

さらに β-AOALとPALPの 結合によ り酵素阻害が

回復することから,両 者の結合物質を結晶化し,こ れを

用いて毒性試験を試みたが,致 死量の著明な低下はみ ら

れなかつた。

V.　 結 論

1. CSよ り β-AOALが 代謝されることを実験的に

見出した。

2. β-AOALは,β ーAIB:ピ ル ビン酸および β-アラ

ニン:α-ケ トグルタル 酸 ア ミノ基転移酵素活性を,CS

の約1/1,000の 濃度で阻害する。

3. β-AOALと ケ ト酸は酵素的にShiff塩 基 を形成

する。この塩基 に よる β-AIB:ピ ル ビン酸アミノ基転

移酵素活性阻害は,CSよ り強いが,β-AOALよ りは弱

い。
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