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第 一 編 緒

近年蛋 白質化学の進歩 1/Cと もない蛋白質の溝造決定、化学合成を始め生合成 、

代謝並 びに生理的役割の解明が急速になされつつ ある。一方ア ミノ 俊について

は これ ら蛋白質を 構成す るとい う観 点ばか りでな く、ア ミノ峻 の誘導体や

oligopeっ tide として も生体内に種々発見されてい る。 雛serine(3-

me thyl― N, α― (β ―alanyl)一 L― histidine:― 般
`名

N一β―alanyl-1

-methy■ histidine:以 下anserineと 称す )、 及び car■ osine(N― β―

alanyl― L― histidine:carnOsineと 弥す )は蛋 白質の構成成分でない

β一al ttineを 含む特異的な di peptideで あ り、少 くとも脊椎 動物以上 の動

物筋肉中に広 く分布 して存在 してい る。

1900年 carnOsineが 1)、 1929年 anserineが 2)骨格 筋中 より発見さ

れて以来、生理作用 として histidine欠 乏食 ラッ トにおける carnOsineの

hist idine代 償性 3)、 神経伝達 17C対 する作用4)γ 8)、   生体 内液の緩衝

性 9)～ 11)、 血圧 降下作用 12)～ 15)、 A T P aseに 対する作用 16),17)、 筋

肉収縮 との関係 18)、 体温 との関係 19)等が種 々報告 されているが決定的な生理

的作用の解決 をみないまま今 日に及んでい る。

青沼、浜 らは心臓ホルモン研 究の一環 として心臓 自動運動を抑制す る因子の

一つ として哺乳類心筋 より初めて anserineを 単離証明 した。20)し か し先述 し

た如 く雛 se rine、 carnosineは他の機器 と比較 して骨格筋 に (例えばねこ

では 150～ 200η %21))大量含 まれ るものであるが特有 の生体 内作用が不 明で

あり生理作用 を鮮明に説明出来 ない。              ,

そ こで著者 はこれ らdipeptideの 生理的意義を解明することを最終 目的に、

まず anserine,oarnosineの 生合成経路 の解 明を行 なった。さいわい 旧来

論

醤
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の知見 を正すと共に新知見をこれ らdipeptideの 生体内形成に関 し加えるこ

とが出来、生合成経路 に関する一知見を確立 t/た のでここに論文 として提出す

る。

anserine、 carnosineの 生合成に関しては W innickら、
22)K alyankerら

23),24)に
ょりin vitroで ヒヨコの胸筋を用いて検討 した例があるが anser一

ine、 car■osine及 び′一al ttineの 分離方法 、胸筋以外て成功 していない

点、前駆物質 としての β一al an ine体 内起源等種々の問題があった。著者は

これ らの点を分取型 アミノ
ー
俊自動分析計 を駆使 して、β一alanine の前枢物

質の検 討か ら研究 を始めた。

｀
ます an se ri ne、 carno sine 合成台ヒの簡単 な検討方法 と して

131 1 _his_

tidineを 合成し、 1311_壼 istidineか ら1311_carn3sineに 生合成

されたカウン トを測定することに より生合成能の検討法 を確立 した。その結果

ラ ッ トにおいては骨格筋 よりむ しろ肝 懺、腎 1戯 の方が CaFnOSine合 成能の強

い ことを認めた。以後 anserine、 carnOsineの 生合成を検討する際には合成

能 の強い肝減 と含量の多い筋肉 とを常 1/C対 比させた。ウ ィスター系雄 ラ ットを

用い種 々検討考察 した生合成経路 を s chemelに 示 した。その結果 鉱se rine、

c arn osineの 生合成 dt aspartic aciaを基源 として carbamyl劉中tC acid,

orotic acidを 経て uraCilの 分解 で′一alanine が形成され る。 この系

は Fink― 派
25)～ 28)に

よっても大略が明 らかにされた ものである。 この系に

ついて も二、三の問題点を見い出 したのが、いずれに しろこの系 17Cよ って形成

された β―al anine  と }‐ ethyl histidine とが結合 し、 続いてdentul~

ationに よりc arn Osine に conve rtす る ことを明 らかに した。 この ような生

合成経路の解明か らanserine、 carnOs ineの 形成が核 駿代謝 と密接に関係 し

ている ことを見い 出した。

|

"

|

|

|

|

ヽ
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第 二 編 本    論

第 一 早   C arnOsine関 連 N― Animactt histidi睡 の in vitro

生 合 成 の 検 討

すでに青沼ら
29)に

よって体外から静脈注射によって与えたβ一alanine

がan serine、 carnosine へ とりま△ま,に ること力ゝ雷まと)ら れ、 また W innckら

22)ゃ K alyankarら
23),24)に

ょって′―alanineと histidineが 酵素的に

結合することが報告されている。著者は anserine、 carnosineの 生合成経

路の追求にあた り、 より容易なbioassay法 の開発を企み
1311標

職法を利用 し

た N― α―aminOacylationの 検討を行なった。
1311標

識 5-■onoiodo hiS~

stiaine(以 下
BlI―

五istidineと 略称する)を合成し、これを基質 として

各種ア ミノ峻との結合成応を in uitroで検討 した。この方法はまた W innck

ら
22)ゃ K alyankarら

23),24)の 14cを
利用 した方法と異なり時間的に多数資料

の同一条件下での定量的比較を容易ならしめる有効な生合成反応の assay法 で

もある。本法を用いて生合成 Siわの問題など新 しい知見を得ることが出来た。

第一節
1311標

議 5-Monoiodo hiStiaine及 びヨウ素化 Carnosine

の合成

1311_histid ineの 合成  B riningsの 方法
30)を

応用 して合成 した。す

なわち 30麓形のlN NaOHに L― histidine o H Cl 10oり を溶かし、ヘキサン

10π′を加えて氷溶中で冷去「した。一方 8% K152ι をキャリヤーとして

2.O mCinIを とり、 0.09′ の Na llT0 2と 数滴の 0。 lN HClを 加えて 12を

発生させヘキサン40認に吸収 した。過剰のWaN02を NH4S03 NH2 0・ 20′

て分解 した後ヘキサン層を水で 2回洗い、これをhistidine溶液に 3 hrで 清

|

い  |
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ヤ

加する。 l hr氷 浴中に放置後、別に K1 0.47′ か ら同様に 12を 50"

のヘキサ ンに吸収 し、先の反応液に加え 4 hr放 置 して ヨウ素 化 を完結す る。

反応混 Vinを 氷冷下攪 伴 しなが ら濃 HCl l.5α で駿性に し、 1%K15認 を加

えて混合液 を分離 し、ヘキサ ン層を除き、水層をさ らに 2回 257ι ずつのヘキ

サ ンで洗浄 し12を 除 〈。水層 を 50℃以下で乾固 し、濃 HC10.1フ を含んだエ

タノール 15認で 5 min煮 沸抽出する。溶液を濾過 し、残査を少量 のエタノー

7L/て 洗 う。濾液 と洗液 を合 し減 圧濃縮 して林 の方法
31)に

準 じて pH 3.0の 0.07

111の クエ ン駿緩衝液 に溶 しD OWex 5 0に 吸着す る。 pH 5.0の O.14Mクェン酸

緩 街液で溶出する。 dilodOhistidine,■ o■o10d Ohistidineお ょび

histidineの 順 1/C溶 出するか ら

monoi o d ohistidinoを 多健め、

減圧濃縮後 A mberlite I R C―

120に 再び吸着 して 0.5Nピ リジ

ンで溶け|し て精製 mOnOio dohstti一

dineを 得る。 mp1 85ヽ ペーパ

ークロマ トグラフィーlrCよ りRf

O.25の 単一 スポ ッ トを示 し、 ジ

アゾ反Iriで 黄色を呈す。 ヨウ素の

置換位置 を NMRス ペ ク トロメー

クーで重 水置換法にてテ トラメチ

ルシランを標準に、遊離型 his―

tid ine 32)、  ergothione irle と

の比較で Fig lに 示す結果 を得 た。

面積値か らモノ置換体であること

を確認 し、置換位置 はイ ミダゾー

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0ppm

(A)Mono10dOLstidine

109B765432L0ppn
/n \ rd^+Li ^h6i\- / -.5'-..--..-*ne

Fig 1. Nuclear ]dagnotic Rescnance Spoctra

in o"O '
(roferenco: CdHlSNaOg SSi)

９０

８０

７０ Ψ鶴品
H

(2)

1098 7654

(B)Hiet iaine
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′レ核 の 5の位置 と決定 した。

ヨウ素化 c arnOsineの 合成 L - carnos ine tl N utrit ional B i o -
chemicals C OrpOration か らヌご手した。 12を ヘ キサ ンに吸収 しmOno 一

iodohistidineの 場合 と同様に して合成 した。ペ ーパークロマ トグラフィー

で Rf O。35の 単一 スポ ッ トを示す。 C ar■ osineは Rf O.11で ある。

ペ ーパークロマ トグラ フィー  東洋濾紙451を 用い、■―Bu OH:Ac OH:

H20(4:1:5)の 上 層 を溶 媒 と して上昇法 で行 な った。検 出はニ ンヒ ドリン

反応 、 セ リウム反応
33)、

ま,ょ び x線 フ ィ′レムに ょる autOradiogramに よった。

第 二節 1311で 標識 された Histidineを 利 用す る in Vitroで の His―

tidineの Biochemicalな N― α―Aminoacylation

実 験 方 法

酵素 液の調製 体重約 100′ 前後のウイスタ ー系雄 ラッ トを 24 hr絶 食さ

せ、撲殺後頸動脈切断に より充分潟血する とともに流水で体温 を下げる。肝臓、

腎戯、小腸、骨格筋 を分離 し、そえぞれ組織粥に切断後 Winnickら22)の
処方

に よる med iurnで 20%ホ モ ジネートに氷冷下調製する。 これ を 0℃ 、 2 in

2n面  12,000 x Gで 遠′き分離 し、上清 を2層ガ ーゼで濾過 して生合成酵素系を

含んだ無細胞抽出液を得、酵 素液 とした。

生合成実験  Winnickら の方法
22k準

じて行なった。反応試験管 に
131ェ

―histidine l,O μ moleを 0.1擁ι水溶液 としてカロえ、さ らに基質 (β ―ala―

nine, L― aSpartic aCid, L一 glu t amic acid, L― lencl■ e)を 115

μ mo■ eの ATPお よび 1.2μ moleの M′ +を
合む medium O.12ι の溶液 とし

て加え る。酵素液お よびmediumを 加えて全量 017潔 として、 37℃で反応 を行

なった。冷 5%TCAl認 を加えて反応 を上め 1 5min氷 水中に放置 し沈殿 を完結

サ
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する。 min約 1000 XGで 遠心分離 し、上 清を共栓 スピッツに集め沈殿 は冷

2.5%TCA O.5認 で洗浄、遠心分離 して上清を合 す。吸着の対照は酵素液添加

前に 5%TCAを 加えてつ くり、endogenous対 照は基質ア ミノ酸 のみ を除い

て同様 に処理 した。上清液 にニ ンヒ ドリン40%を 加え沸騰浴中で正確 に 13

inin力「熱後冷却 し、室温で水飽和 n― Bu oH lmι で 3回抽 出洗浄 し、残 った水層

0.5認 をとって井戸型 シンチ ンーション計数 器で測定する。

RNAの 定量   生合成実験 の操作にかけ る TCA沈 殿につ いて、 5潔の 5

%TCAを 加え、蒸発を防 ぎなが ら 90℃ 、15血勧日水分解後遠心 分離 して上清

を 100混ιの目盛付試験管に集め、沈殿 はさ らに 2.5%TCA3潔 て洗浄遠心分

離 し上 清を合す。上 清液 を正確に 10"と な し、冷所に一夜放 置後再 び遠心分

離 してその上清につ きTCAの 吸収 に留意 して 26 2mμ  の吸光度を測定 し定

量 した。

反応生成物の確認

β―alanineと 1311_his―

tidineの 酵素的 dipeptide

形成に よる成績物 につい

て、 ニンヒ ドリン分解後 の水

層残 留物につ き標準品を同様

に処理 した対照 とペ ーパ ーク

ロマ トグラフィーに より比較

検討 した。結果 をFi3 2 1rc示

す。

Fig 2(Alお よびlB)よ り明ら

かな ょうにエ ンヒ ドリン分解

操作 で I― c arnosine, I一

ｏｍ‐‐‐‐出躙躙脚剛脚饉隔出̈
一̈̈

Ｔｏｙ。Ｒｏｓｈｉ

(D)

０
　
一
岬
　
　
‥５，＞

の
』
ｒＮｉ
ｎ
＜４‥．ascond.ing m6thoaL

(1) ninhyd.rj.n reaction (2) raalioautograro (g)cerium
reactlon
(A) etand.ard I--lU-e and. I-carnogine
(B) r€action prod.uct by nlnhydrin treatrent
(C ) contror preparat lon:Without &-a]-arline
(D) conp].eto mixture: Liver enzFo soluti"on,60miD

lncubat ion
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hist id ineと もに分解 を受けているこ とはその Rf値か ら明 らかである。(C)に

示す β一alanineを 除いた対照の場合 には I― hist idineの 小 スポ ットと
I一histidine分解物が検 出され、さ らに (D)の 完全系では
I― histidineの /Jヽ スポ ットと I― histidineの ニンヒ ドリン分解物 ととも

に 1-car■osineの エンヒ ドリン分解物 を確認 した。したがって本定量操作に

おいて lDlょ り、そ れに相当する各 機器か らの酵素 の各相当反応時間ごとの(C)を

差 し引 いた I一 carnosin eの エンヒ ドリン分解物中の 1を
1311て

標識 してそ

の挙射能を測定しているものてある。
 3 〃「

βttP)

実  験  結  果            i  l 惨

inCubatiOntilllet易
器 営 i

ぐ l

この反応がβ―al anineに 特異的

であるが、  そ の 基質特異性を検

討 しFig3に 示す。 Fig 3に β一

alan■ne, L一 aSpartic ac■ d,    1  
°

8
L― g■ntanic ac■ aラ支こバL― ■en―   層

cine と 1311_hiStidine を′羽い
   : 

二10

て肝`商、らの酵素で30、 60■lm反応し §

た場合のペプチド分画へのとり込ま  ニ
∞                         α)enこge nOus ■eve■

れた 1311_histidineを endo-  1         ′)sube trate

＼                     range:III tt σ

genous対 照を差 し引いて百分率で示   Fi3 3.Inc orporation of 131._HiStidine int●
1311_carnOsire or Re■ ated DiIЮ ptid00

Vfc, aspartic acid. l* a- HH,ft Reaction mixrurs: 13t-*.ietiaine l0&r0o1e, ATp

,

酸すればβ―al anineと ‐/xり 、

glu ta■lic aciaは α―脱炭酸 して

1.5fi0o1e , Ng :+!.2lrnoo1e , arniao acitl 2o@o1e

and 6nzym6 so]'ution from ].iver 05ml- in 07m1

of O04M Tris buffer (pH73)containinglo-4M
EXrIA

r― aminoisObutylic acidと な りho■ocarnosineの 構成 ア ミノ酸で あり

leucineは一般的なア ミノ酸の意味 か らとりあげた。その結果 β―a■a―

ineの み明 らかにペ プチ ド分画に とり込 まれた。そ のほかは endogenou sに
0

-8-
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L一 gI畿油Ё ac五 ,■ leucinで は60min言

において阻害効果は強い。 β-  8

alanineのペ プチ形成 の見掛  :

け上の 1%は全量にする と約 4  よ

%前後の生成率 とな り、

WiniCkら 22)の
′―a■ anine〔

14

0〕 での結果 とよ〈一致する。

反応時間 と1311__carnosine

生成量お よび RNA含 量 との関

係を肝酵素系で検討する とFig

4の ようで 90m面まで反応時間

に比例 して増加 し、同時に残存

RNA量 は減少 して逆相関を示

す。基質の ′―alan ine量 と

1311_carno sine 生成 i肇 を肝

酵素 を用い 6 0 minの 反応で比較

するとFig 5の ように 5 μ mOle

までβ―alanine量 に比例 して

生成量は増加するが、RNA含

量rC変 化は認められない。

′…alaine 2.O μ moleで

6臓山の反応における肝酵素量

。             30     60    90 min
ミ

l ncuba tion tirle

Fi3 4 Effect of lnω bation Perioa On Rate

of 131 1¬ 3arnooirЮ ttrFatiOn and Residua■

RNA Contonts

lncubation nixturelAafanj-ne 20tno1o, 05rn1 of
erlzymo solution from l-iv6r I and others
are same to「 ig・ 3.

%

10  20   30  40   50

μmo■ O ofル‐Lnine

FIg! 5. trbrmati6n 63 131 I--Carnosine and
Residuql RNA Contonts after Incubation
for 60min at Various f-Alanino Concentrationa

Incubati on mi:rburo : var ic'us p-alanine contontE',
05ntof onz.we solutj.on from 1ivor, and-

others aro aam6 to I'ig 3.
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と 13■ 1_carnosine生 成量の関

係を Fig 6に 示す。肝酵素 0.5潔

までは増加す るが 1.0"で は 0.5

m`と 変 わ らない。

以上のような基礎検討の もとに

機器特異性を検討 しFig 7に 示す。

各臓器 の活性 を 60血汲 び 9 0minの

反応における1311_carnosine

生成能 と酵素調製液の比較及び含

有 RNAの 分解 との関係を照合 す

るために各 RNA含 量 を比較 した。

合成能は肝が最も強く、‐″ `
腎はやや強 〈、骨格筋、

小腸では少 ない。また合

成能 とRNA含 量 との直

接の関係は認め られなか

った。

:

0

郊

バ
螂

昌

`

ロ

占

ヽ

0         05         10m■

Dosage of onzyme so■ utiOn

Fig; 6. Tormation of l3l l-{arnooine d.opend. on

Dosage of Etzyme solution from lJiver for
60nin hcubation

Incubation mixuro:F-alanine 20tmo1e, and,

others are sare to Fig 3.with the exception
of L0rn1 enzyme solution(total- voluure 1.1m1)

\*n*l
incubation tiroo 60nin 90min

rang:m t o

n&7.ActiVities of 131■ {arnOeine FOrコ ation and

Fina■ RNA Content by Enzy口 e So■ution from

Each Organ

Rea ction mixture:み a■anine 20μ ■10■O and others are same

to Fig 3.
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〔小 括〕 131ェ _histidineを 応用してcanlosine synthetaseの 簡便

なassay法 を確立し、これを用いて in vitroで ′―alanineが histidine

と conjugateす ることを確かめる とともに、その生合成 能は肝 由来の酵

素系で最 も強い ことを認めた。

第二 章 Carnosino及 び Anserineの 前駆 物 質 と し

ての β一L一 Asparty■ ―L_Histidineの 検

討

青沼 ら29)ら は ′―al aine〔 2-14c〕 の各臓器への分布 とanserine,

ca・rnosineへ の とり込みについて詳査 し、体外 より与えた′―alanine が

これ らの生合成 1/C利 用されていることを認 めた。 しか し体内の anserine,

c arnosineが そ の比放射能か ら考えてすべて摂取 したβ一al anineか らのみ

生合成 され る ものとは考え られない。また本実験 を行 なった時点では体内に遊

離の β―alan ineが 少な 〈、 しか もβ一al anine自 体 は腸管か ら吸収 され ない

34)こ
とが言われていた。したがって生体内物質か ら′―alanineが形成 され る

系を経て、anserine,carnos ineが 生合成され る経路 を検討 しなければなら

ない。

微生物に於いてはaspartic acidの 直接のα脱炭酸により′―a■ an inO

が生成される35)～37)が
哺乳類に於いては知られていない。しかしKakinOto

ら

38)は
ヒ ト 尿 中 か ら ′

一
L_aSIpart yl一 L_histidine 

を 証 明 し て い る 。

du Vitteaudら 13)は
これを合成 し、histidine欠 乏 ラットの成長試験 か ら

′一aspartyl― histidineが carnosineの 前駆物質の可能性を述べている。

そこでまずラットを用いaspartic acia〔 3-14c〕 のanserine,carnosine

=11-
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.へ の incOrporationを 検討 した。一般アミノ酸の炭素プールを経ての結

果 と比較するため leucine〔 U-14c〕 を用いた。さらにβ―aspartyl― his―

tidineを合成 し、carnOSineへ の conversionを 検討 した。

第 一 節  D,L― Aspartic ACid〔 3-14c〕 及 び L~Leucine〔 U-14c〕 の

ラ ット各臓器 CarnO sine及 び An serineへ の とり込み

実  験  方  法

Car■osine, Anse rineの 標 準 品    L― ca,rno sineは Nutritiona■

Biochemicals corporation製の合成 品 を、 L― anSerine硝 酸塩は cali―

fornia Corporation for Biochenical Research製 を用 し̂た 。 し̂ず

れ もペ ーパ ークロマ トグラフ ィーで均一 で ある。

標織 化合物 及 び放射 能測定   ペ ーパ ー クロマ トグラフ ィーで均一 と認 め ら

れる試料 を、D,L―aSpartic acid(3-14c〕 は 10μ Ci/1.48り の放射能で、

L― leucine〔 U-14c〕 は 100μ Ci/2.34り の比放射能で生理的食塩 /」K溶液と

して所定量動物に投与 したっ演1定 は 2π ガスフロー計数器を用い、自然計数

並びに自己吸収を補正 して測定値 とした。

動物及びAn・しopsy  一夜絶食させた体重 100～ 150′  のウィスター

系雄ラット5匹 を用い、エーテノン麻酔下 D,L_aSpartic acid(3-14c〕

15.O μCi 及び L― Le,cine〔 U-14c〕 の場合 は 12.8 μCiを いずれ も

o.5籠ιの溶液 と して股 静」R内 に投 与 した。所 定時間後 に撲殺 し、ただ ちに頸動

脈 よ リー部採 血す る ととも 1/C充 分潟 血後各 機器 を とり出 し、粋 量後凍結 して保

存 した。糞 尿は 7-ジ 中に濾 紙を敷 いて採 集 した。

Carnosine一 An serine分 画 の調 整   肯 沼 ら
29)の

方法 に従い、 」orS

の 方法
39)で 80%エ タノニ 7L/抽 出エ キスを調整 し、 Do7ex 50W― X4

-12-

●

も
|



,

を用い た S tein らの方法
40)に ょ りCarnOsine― anserine分 画 を一 分画

と して得 た。

Carno sine― Anserineの 分別定量 法 と比放射能

Carnosine― anserine分画 の一定量中、その 0.5■′を蒸発乾 固後 60%エ

タノール 0.5π′で抽出rJl■塩 し、その上清 0.12`を フコーゲノンB-5の 200μ

薄層 クロマ トグラフィーで Eto H:A cOH:H20(5:5:0.5)29)の 溶媒系で展

開する。エ ンヒ ドリン呈色による標準 と比較 して相当部分か ら60%エ タノー

ルで加温抽 出 し放射能を涙」定する。 Carnosine anserineの 化学定量 は青

°
     沼 ら 29)の 方法 でニンヒ ドリン反応 とジアゾ反応 1/Cよ り行なった。

実 験 結 果

D、 L― aspartic acid〔 3-14b〕 のとり込みは各戯器 とも投与後一旦

増加 した後短時間で減少する。肝磯での結果は 3m山後に 4 72 cpmと り込ま

れた例において、 6 hr tt1/C333cpm と減少 し、 12.24 hr後ではそれぞ

れ 209及 び 21 7cpmと 平衡 した後 48hr後 には 1 3 8cpm と著るし〈減少す

る。本実験条件は Carnosine― anserine へのとり込みが体内で平綺した

24h後 について検討 した ものである。

-13-
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TABLE 1. Incorporati on of D., T,-AsBartate ( g-tn C) ildo Carosire .hrserine
mean+s. E.

0r€ians
Specif i c activ itV(cpn,/p mole ) qg5ttg"1""
carno s ine Anserine Anserine

liver
Kid ney
He art
Spl ee n
Stornach
Adrenal
Prostate
Te s ti s
SmaIl intestine
targe intestine
lung
Skelotal fuluscle
31 ood.
Ur ine
Feces

510± 231
411±163
696±448
216± 118
671±203
953± 208
705±253

1092±187
1882-L198
1028±292
702■299
184± 49
486±171
462±  73
166±   0

46± 19
31±17
34±23
21■  0
54■24
19■10
57■ 18
44± 14
23±  0
86±30
40■ 14
9■ 0

14■ 8
284■  0
68± 24

11
13
2o
10
12
50
12
25
82
12
18
20
35
16
24

`

at 24hr aflЮ r iumvmOus ill」 ection

Table Iに は carno sine及 び anserineべ とり込 まれた放射能 を比放射能

で表わす とともに camos搬 とan serine↑ とり込まれた呵者の害」合を比 咬した。

carno sine― 雛 serine分 画への と り込みは副腎が多 〈、ついで心、前立腺 、

糞 、睾丸のllEで あるが、副腎以外は臓器 lr_ょ る大 きな差を認 めない。血液には

少ない。この傾向は青沼ら
29)の

′一alahine〔 2-140)の場合によく類似する

とともに′―alanineと 同程度にaspartic acidも car■ osine― an serine

にとり込まれることが認め られる。一般rC carnOsineの 方に anserineょ り

10～ 20倍多 くとり込まれ、とぐに冨1腎 、小腸、血液では carnO sineの 方に

著 しく多 くとり込まれる。

βralanine〔 2-14c〕
29)及

びD,L_aSpartib acid〔 3-14c〕 の投与 24hr

後の camosine,anserineへのとり込みが特異的なものであるかどうかを

確かめるために比放射能の高い uniform標 識 ■eucineに ついて同様な実験を

-14-



行なった。その結果ほとん どとり込みが認められず、一例をTab10 Ⅱに示す。

肝にごくわずかの活性を認めたにすぎない。 したがって carnosine,anser―

ineへ のとり込みは′―al an ineと aspartic acidに特有な代謝経路 と考

え られる。

TABLE I Incorporation of L― Le ucine〔 Uヨ 4cDinb CarnOshe〔 通 A轟面 b

0 rgians
specif i c activity( cpm,/ amole) Carno s ine

Carnos ine Anser ine Anserine

, 0.07

0

0

0

0.02

0

0

0

3.5L iver
K idney
trung
0thers

at24 hr after intravenous injection

第ニニ節  β―L― Aspartyl― L― Hi stidineの α一脱炭酸反応にょる

Carnosineへ の変換の可能性

第一節において aspartic acidか らCar■osine,anserineが 生合成さ

れることか らdu vigneaudら 13)の
い う′―aSpartyl― histidineが Car ―

uos ineの 前駆物質となるならβ―aspartyl― histidineが aspartic acid

の α位のカノンボン酸が脱炭酸として carnOs ine rCな ることが考え られる。 そ

こでβ―aSpartyl― histidineを 合成 し、ワータレブ′ング検圧計により炭酸ガ

スを発生させ、反応生成物中の Carnosineの 検出を試みた。

`,

実 験 方 法

′―L― Aslpartyl― L― Histmineの 合成

-15-
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Vigneaudら 13)の
方法に したがい合成 した。 アンバニライ トIR-120カ ラム

を用い、 2Nピ リジンて脱塩精製 して得た β一aspa rty■一histidineは 2分

子 の結晶水を含み
13),38た

 元素分析値は理論値 と一致 した。施光性 も1%水溶

液で 〔α〕%=+38° と文献値
13ヒ_致 した。tた 3種の溶喋系によるペーノ■クロマトグ

ラムお ょびアミノ酸 自動分析計により単一性を確認 して用いた。

動物おょびAutopsy 二夜絶食させた体重 100～ 150′ のウィスター系雄

ラット2匹 から得た肝、腎および琲腸筋をそれぞれ合 して、Winnick らの方

法″
)に

よって 20%ホ モジネートを調製 し、 12ρ00XG遠心分離の上清液を

carnosine合 成酵素含有分画として酵素液 とした。酵素液は実験 ごとに新 し

く調製した。

脱炭駿反応  フールプ′レグ検圧計を用い、酵素液及びWinnickら 22)の

pH 7.5の 緩歯液 を主室に 2.O Zι として入れ た,第 -4111室 に基質の β―L―

aspartyl― L―hiStidine と0.7 μ moleの ピリ ドキサ ーに憐 唆を 0.7溜 の

同 じ援 衝液に溶解 して入れた。第二側室には 2N H2S04 0.2η認を入れ全量

2.9溜 として常法 lt/Cよ リガス発生量 を測定 した。 プンインキユ ーベションは

10mれて あり、また反応終了時 2N H2S04 を主室に導入 してさ らに 10■血振

盪 して検討 した。反応 は空気相て行 ない、温度は 37.5℃、振盪 は 85-95回

転力血である。測定値はすべ て自家呼吸を差 し引いて表示 した。

脱炭酸反応生成物の検索  反応終了後、反応混液 を遠心分離 した上清につ

いて、東洋濾紙451を 用い n一 L oH:Ac OH:H20(411:5)の 溶媒系で上昇

法ペ ーパークロマ トグラフィーに より、ニンヒ ドリン反応、 ジアゾ反応 を用い

て成績物 を検討 した。さ らにこの上清液 と沈殿 の洗液 を合 し、Ba(OH)2 液で

中和後沈殿 を除いて塩駿で正確にpH7.0に調整す る。 これを 40℃以下て乾固後

80%エ タノールて 3回抽 出 し、抽 出物 lFCう い て常法 にしたが って日立製ア ミノ

酸 自働分析計 KLA3型 を用い、基 質を加えない対照を同様 に処理 した もの及び

●

●
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標準品 と比較 した。

実 験 結 果

脱炭酸反応   Fig 8及 び Fig 9に 反応時間 と炭駿ガス発生を μ形 で示 した。

肝 より調製 した carnOsine生 合成系を含む粗抽出液 を用いて β―aspaty■ ―

histidineの 脱炭酸反応 を行 なう場合、動物 を殺 してか ら可及的速やかに氷

Ｎ

（３

●
０
卜
Ｈ
●
０
３
・

0  10  20   30

T■●。

40  50  60  70 min

aCtd H 2S°
4

・

`

Fi3 8 Decarboxy■ ation of r L~ASparty■

「

hietid ine

Oy Fresh■ y PreFared Enztt SO■ utiOn from Rat LiVer

Enzyme:lm■

Reacti On:within 30min after decapitation

冷下 で操作 して反応 系をつ くり、約 30■血後に反応 を行 な うとFig 8に 示すよ

うに高いガス発生 が認 め られ、反応は非常rC早 い。 10 μmoleの 基 質に対 して

はほぼ理論的 なガス発生 を示す。 しかし lμ moleの 基質1/C対 しては等 mOleょ

り高い値 を示 した。 この酵素液を数時間氷水中 もしくは -20℃で凍結 して保存

すると著 し〈活性 を低下 し、 24 hr凍 結保存す ることで全 〈活性 を失な う。 し

たが って Fig 9の 結果はすべて撲殺後操作上 3～ 4 hr目 に条件を一定 に して行

なったものであ り、実験 ごとに新 しく酵素液 を調製 した。

● -17-
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嗜

l0 gmolee

l μmO■ 0

min

EnzTrme from ]-iver:lnl 町 lle from haney:lm■

(B)(A)

Fig 9. Decarbcu<ylation of r―L―Attrty■

「

hiStiaiγ Ю by Orainary

Rea ction:3-4hf after decapitatiOn

Fig 9(A)に 肝 の例を示 したが基質濃度にほぼ平行 してガスの発生が認めら

れる。腎 については Fig 9(B)、 りF腸筋は Fig 9(c)に その結果 を示 したが、

いずれ も肝 と同様 の結果を得た。 これ らの結果は酵素 の不安定性 とともに 呼吸

の影響が と〈llC 3伽戯以後に強 く認め られ、好気的な分解 も同時に起 っていて、

反応は 10山後 で見掛上最大近 くにな り解析 を困難に している。反応生成物 をペ

ーパ =ク ロマ トグラフィーで検索 すると未反応 のβ一aSpartyl― histidine

(Rf=0.08)及 びhistiaine(Rf=0.13)の み検 出され、 carno sine(Rf=

0.11)、 anserine(Rf=0.12)は 見い 出され なかった。さ らに肝酵素を用い、

反応終了後その反応 液についてア ミノ酸 自働分析計て成績物を検討 した。 β―

aslpartyl― histidineの 保持時間は酸中性 カラムで 15れr48肛て あり、

isoleucineと ■eucineの 間に溶出する。反応混液か ら570mμ で 58.56%、

５

Ｘ

Eszyne from gastrocneniue I lm].

(c)

?repared nnzyse Solution

4

μ

“

■es

X
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640mμ で 61.80%の 未反応 β―aspttty■ ―histidinё を回収 し、反応 は約

40%にすがないことを認 めた。塩基性ヵラムか らは一 グの未知分解物 と、分解

された基質の約 1/10に 相当するhistidine及 び ethanol amine、 硫安の

ピークを検 出 した。 しか し Carnosine,arLSe r i neは 見い出せ なか った。 この

ことは脱炭駿反応 とともに分解反応が起 きている ことを示 している。同様な条

件では carnosineが 安定 である
22)こ

とか ら、β―aspartyl― histidineの

α―カルボ ン酸の脱炭酸が先行 して carnOSineが 出来 る可能性は少 なくrt

carnosine生 合成系 lrcょ って ′―aspartyl― histidineか らc arnosine

は生合成され ない ことを認 めた。

β―Aspartyl一 Histidineの 生物学的活 1生   β―aspartyl― histidtte

が体内で car■ osineも し〈は anse rineに 容易に変換されるのであれば

carnosineも しくは anserineと 同様な生物活性を示す可能性が考え られる。

しかしすでlC′ ―aSpartyl― hist idineは 家兎血圧に影響 しないこと
13)が

知

られている。さら1/C、 薬理学的試験の面か らその活性を検討した。

八木―Straubガ マ摘出心臓灌流試験の結果、β―aspartyl― histidine

2.5り/5屁ιの投与で著明な収縮期心博振巾の減少を示 し、carnos ine 42).も

しくは anserine 20)と 同様の傾向を示すが、 α―aspartyl― histidineは影

響を示さない。 L― aSpartic acidは 逆に拡大を示 し、L― histidineはわ

ずか1/C同 傾向を示すにすぎない。ガマ後肢血管濯流では β―aSpartyl― his―

tidine,α ―aspartyl histidineと もに 50吟ハ ι までの添加濃度で末精

血管に対して影響を示さない。子宮筋に対 してはβ―aSpartyl― histidine

自体は影響を示さない。 oxytocin 20 m U/1 00 mι の子宮収縮作用に対 し

β―aSpartyl― histidine 10%/100形 の前処置は明 らかに拮抗作用を示す。

この傾向はanse rineの作用に類似する∫3)し かしα―asparty― hist id ine

にはこの拮抗作用が極 くわずかしか認められない。以上の点は ′―asparけ 1

暉 -19-



―histid ineが 容易に carnosine rC変換 しない ことを問接的に示す結果 で

ある。

〔小 括〕 ラットを用いたin vivoの anserine,carnosine形 成にお

いては aspartic acidを ′―al anineの donorと して利用するが、 ′―as―

partyl― histidineの α―脱炭酸に ょる直接的 な carnOsineへ の conVe r―

sionは認 められない。 これ をま とめる と

Asp ________→  ′―Ala,AnS,C ar

i]:〕
〕>―一一―β一AspoHiS 

・ 狩―
£2子)car

の ようになる。

第三章 Orotic acid〔 6-14c〕 c)β―A■ anine,Anserine

及び CarnOsineへ の とり込みによる Uraci■ 分

解系とAnsorine,Carnosine形 成系の検討

第二章に述 べた如 〈β―L―aSpartyl― L― histidineの α― 脱炭酸反応 に

よる carnosineの 形成が疑間であり、また第一章に述べた結果か ら直接 β―

al an ineと histidineも しくは 1-methyl histidineと の結合 により1.

carnosine, anserineの 形夕1文がう考え られ る。 ′―alanine のル多成の研究 は

古くからなさオしておりacrylyl Co Aか ら子4),45)ma10nate senialeehyd智 冠 キ

spermine, spermid itteか らざЮ〉51)prOp■ onic acidか らf2)β
_amino―

20-
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,

propionitri■ eか らF2ゝ spartic acidか らf5)-37)uracil及 びuracil

の代謝産物か ら
25)～ 郎浸ど種々報告されている。

著者 らの実験結果から、今迄余 り記載がない遊離のβ一alttineが ラット肝

にかなり存在 していることを認めた。また骨格筋では anserine,carnosine

は他の一般遊離アミノ酸 より多量存在するが、第二章に述べた如 〈、これ ら

d ipeptideに は aspartic acidが incorporate‐する点tを 髪争ス_て 、 aspar―

tic acidか らuracil経由のβ―alanine形 成を考えた。まず orotic

acid〔 6-14c〕 からのβ―al anine,anserine及 び carnosine の形成を検

討するとともに、もしuracil代謝系が関与するなら当然 actinomycin Dに

よりRNA合成を阻害 した場合、 また orotidylic acidか ら UM P′ のヽ脱炭

酸反応を 6-azauracilで阻害 した場合にβ―alanine,anserineも し〈は

carnosine形成に影響が表われるべきであるので検討 した。

第 一 節  Orotic Acid〔 6」
4c〕

の Anserine及 び Carnosineへ の

Incorporationと A ctinomycin Dも し〈は 6-Aza・ ura,c il

阻害の影響

実 験 方 法

試 薬   L― an se rine,L― carno sineは 第二章 で述べ た と同 じ試薬 を

用いた。 Orotic acid〔 6」
4c〕

を第一化学薬品製を入手 しraaiochemica■

purit yを 確認 した上で、生理食塩水 0.l mι 中に 20μ Ci/0.5μ  moleを 含む溶

液とした。 actinomycin Dは 阪大微研川俣教授 より恵与された結晶を用いた。

この1%を 0.1潔 prOpylenglyco■ と 0.4潔蒸留水に溶解 してその 0。 1認 を

用いた。 6-azauracilは 260%を prOpylenglyco1 3.0屁′と蒸留水10■イの混

液に溶解 し、投与前半の 11日 間は 0.5越え ay/ratを 注射 し、その後4日 間は

4ヽ
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1.o″/day/ratの 量を与えた。

動物及び処置  体重約 150′ のウィスター系雄 ラ ットをオ リエンタ′レKK

固型飼料で 20° Cに て飼育 し、24時間絶食 した後実験に供 した。注射はエーテ

ル麻酔下股静派内に日視下で行ない、 1時間後断頭により殺 して体温を下げる

とともに充分潟血した。 actinOmycin Dは 腹腔内に投与 した後、 1時間後に

orotic acid〔 6-14c〕 溶液 0.2影 を投与 した。 6-azauracilは Fig 13 に

示すごとく体重の増加が見 られなくなるまで 16日 間違 日筋肉内に投与 した体

重 200′ のラットを用いた。最後 の投与は腹腔内に行ない、 1時間後にorOtic

acid〔 6」
4c〕

を投与 してさらに1時間後に懺器をとり出した。なお一例につい

てはorOtic acid〔 6」
4c〕

投与10分後に職器をとり出して参考とした。その

他は各群 3例 であり、機器は全肝及び骨格筋 (彦F腸 筋及び背筋 )を 氷冷下分離

し、袢量後80%エ タノールでホモジネートとなし青沼らの方法″)に より80%

エタノールで加温下抽出し、エーテルで脱脂後一定量として試料を調製 した。

β―Alanine, Anse rine及 びCar■osine C)分画 と定量

分取型 ア ミノ酸 自働分析機 (日 立 KLA―Ⅲ型)を 用い(4:1の 分取比に ょっ

てニ ンヒ ドリン反応 に よる定量 と分取を同時 に行 なった。各分取分画はイオ ン

交換樹脂 (ア ンバ ーライ トIRC-120)に よって脱塩後、溶出液 を濃縮 して一

定量 とな し、その一部を放射能調J定試料に調整 した。各分画の同定 とradio―

chemical purityの 検討はペーパークロマ トグラフィー及びその X線 フィ

タレム1/Cよ る autoradiographyに よった。 なか anserine, car■ osine 中の

放射性 β―al anineの 確認は常法 に より加水分解後薄層 クロマ トグラフィーに

よ り′―al anine部 分を切 り取 り溶 出後放射能を測定 した。また含量 の少ない

場合は ′―alanine,anse rineも し〈は c arn6sineの lμ mole を定量的

に添加 して操作 した。   .

放射能の測定  測定試料を測定皿上で 60℃ 以下で赤外線に より乾燥後、

,

)
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日本無線製 2π ガス・ フロー計数器を用いて測定 し、 自已吸収補正 した。

RNA,DNム の定量  上記各臓器の 80%エ タノール抽出残澄 につい て、さ

らに無 水エタノール、ェタノー p1/・ ェーテル(3:1)混 液、次いて無水エーテ

ルで各 3回づつ洗 浄後、 0.4NPCAで 1回 、 0。 2NPCム で 2回洗浄 する。つい

で 0.4NPCA 20m′ (肝 )も しくは 15潔 (筋 )を 加えて 90℃ 15多勤口熱処 温 まで

冷却 して遠心分離する。上清を集め、沈殿 は 0。 2NPC■ 5形 づつて2回洗浄 して

洗液を合 して RN▲ ,DN▲ 分画 とした。定量は 262■μの吸光度に より行 ない

RNA― DNA合量 を求めた。 さ らに Bur to■ の方ぎ
3kょ

リデスオキンペツ ト

ースの定量 か らDNム 含量を求め先の値か ら差 し引 いて RN▲ 量 を求めた。 RⅣ

Aへ とり込 まれた放射能は、本条件で orotic acidが DNAに とり込 まれな

いことから、
54)Pc△

加水分解後のR士 ▲―DNA分画について放射能を測定し

てRNAに とり込まれた放射能とした。

6-Az aura cil投 与 ラ ッ ト尿 |■ Orotic Aciこ の定 量    6-azauraci■

投与前の尿を controlと して、 6-azauracil投与開始後か ら5日 間までを

処理前半、その後 10日 間を処理後半尿として、 全尿を集めた。採尿はメタボ

リック oゲ ージに尿吸収用濾紙を敷いて集め、 3産の尿を合 した。この濾紙を

蒸留水で600“6時間抽出 し、その間 2時間ごとに溶媒を新 しくかえた。抽出

液を濃縮して 30"と な し、その 5濯 をと り 2倍に希釈後 Huguleyら の方選
)

に従って Dowex-1-c形 型 カラム(l x10o■ )を 用いて溶出し、溶出曲線を

260 mμ の吸収で求め、定性試験は 285 mμ との吸光度比で求めた。

実 験 結 果

ortic Acid〔 6-14c〕 投与 ラット城器 80%ア ルコール抽出物のアミノ酸

自働分析像  正常 ラッ 卜の肝臓についてア ミノ酸 自働分析機に よるニンヒ

の放射能の分布 をFig10に 示す。全 ピークに幾分

●

ドリン呈色曲線と各 ピーク

-2:3-



放射能 の分布が認め られる。 しか しβ一alanine,anserne及 び camOsine

に特異 的に多 〈放射能が検出され、その他 の ピークは相対的に問題 にな らない

程度 で三者 との差は推計処理 を問題 にせず明 らかである。なか aspartic acid

分画について くり返 し検討 したが、本条件下でorotic acid〔 6-14c〕 か ら

aspartic aciaへ の 分解 は認め られ なか った。
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β―Alttine,Anse rine及 びCarnosine分 画の検討   Fig 10に も示 し

た如 く、 β―alanine,anserine,carnos ine相 当位置を 1:4の 比 で同時

に分取 した分画について、 イオ ン交換樹脂 で脱塩後ペーパークロマ トグラフィ

ー‐で確認雲しFig llに ガくす。 ニンヒ ドリン』更灰5と autOradiOgraphyに ょり化

学的に も、放 射化学的鶴 β―alanine,anserine,carnosineで ある ことを

認めた。 anserine及 び carnoSine分 画について、それぞれ アルカ リ加水分

解後、薄層 クロマ トグラフィ

ーを行 な うと放射台ヒはほぼ定

り     量的に Fig 12に 示す ごと〈

β―al an ineと して回収 され

る。従 って orOtic acidは

分解 して C-6位はβ一ala―

n ine tt1/C convert してい

ることが認められる。

6-Azauracil処 理の検討

2ms of radioactiv。11.Paper autoradiogrt

o■utod from the
actinomycin D Iて 関 し て

     β_.]:AnS and Car fraC tiOnS

はラ ッ トを用ぃた実験 におい   aut° ana■yzo■

Paper c hror21tograplly:AScOnding method, TOyoか
て,腹腔 内注射 1時間後 rC核 酸           fi■ er paper No 51(2X40cmヽ

Radiat ionix―ray fi■ln,exposuro fOr 40 aay∝
の生合成が阻害されることは

よ〈知 られている。 しか し

6-azauracil は一般に影響がかそ 〈、予備試験 で検討 した結果で も投与 1

時間後、肝 の例で新鮮機器重量 1′ 当 りRNAへ とり込 まれた放射能 は 138,295

cpmで あ り、また RNA lr・9当 り179653 cpmで Table Ⅲに示 す ごとく正 常群

の値 と同 じであった。 6-azauracilの 影響 を in liv。 で認 める 1/Cは 比較的

長期 間経 口投与や注射で与えることが報告されている∫
5)56)そ

こで購入 したラ
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FIG' 12. Detection of the labeled. f-Ala in the hyalrolyeates of Ans aad- car bio€rrF
thosized. fron crotate-6- t4c.

The hydrolysate $as analyred- with a tjxin ].afer

etlg,no].:cI! coOU:%0F10:10:1). The sampte to courrt

extraction witr' 80%t a]"cohol fron the plate at tho

stand.ard.

-_ 
HJnlrolysate of the rad,ioactivo Ans

chromatograray(lvako go■  3-5;

its radioactivity was prepared by

positions corrooponding じo each

TIyd ro■ ysate of the radiOactive Car.

ッ トを本実験室条件下 で慣 らした後筋肉内注射 に より長期間連続投写 し、影響

を体重の変化で追求 した。 Fig 13に 示す如 〈、 10日 目から増カロ率に影響が表

われ、減少が認め られた点で実験に供 した。 この間 尿中の orOtic aciaを 中

心 rC 260 mμ 物質の排泄像 を非処置 と処置前半及 び後半 で比較 しFig 14に 示_す 。

ラッ ト1匹 の 24 hr尿 と しての排泄 レベルは非投与時 lrCは 低いが、期間 ととも

に増加 して、投与期間の後半では 5～ 20管 目に 285 mμ O.D。/260 mμ OoD比

が 0.2～ 0.3の RN△ 関連物質 と考え られ るピークが表 ゎ れ るとともに、明 ら

かに orOtic acia相 当の ピークの増カロが認め られた。また非処置対照 との比

較か ら明らかな ように 6-azauracilそ のままでの排泄増加 は認 め られない。

(l'ront)
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以上の根拠から投与後16日 目の最後の注射1時間目にorOtic aCid〔 6」 t〕

を与えたものである。

Orotic Acid〔 6」
4c〕 の肝及び骨格筋RNAへのとり込み  Tttle Ⅲに

正常群、 actinOmycin D群 および 6-azauracil群の DNA及 びRNA への

とり込 みを示 す。一般に薬物の影響 は肝 で頻著であり、本条件下では骨格 筋につ

lABIE M
Ircoporation of orotate-g-lti*o WA;n liaer and, sbeletal tmtscla of nonwl ,

aeti,nonrycio D or 6-azauracil treated, male rats at one hour

ofter the intraaenous injection
ono tenth nf(200pg)of acti.norycin D solution was used for the injoction to each rat.

The intraperitonoal inioction of actinoroycin D wae performed at thr before orotato-{-uo
injectiorlFAzauraci]. solution ivas us6d- as shown in !,igJgad" in tho legend. to Fig,l4
Nucleic acid.e contents were d-etermined from th6 optical- d6nsity at 262mp wlth uso of a

Beclolan strFctrod:rotomoter. The d.otermination of DNA v/as carriod. out Dy the d.eo{rpentoso
aseay accord.ing to BUI{IONS3)fne contont of RNA was ca].cu]-atoal by d.od.ucting DNA contont
from tlre total nucleic acid. content. Twb tenth n]. of the nucleic acid. fractj.on wa,6 used-

to moasure rad.ioactivity with 2x gas fl-ow counter. Each va,1uo is tho moan*sLancLard.

orror of throe rats. T?re rat wae given a,n injectlon of 2QaCL,/rat of orotate-oJC
sofution(1.384xl07cpm/rat). The Bkeleta1 muec]-e lcaa gastrocnemius ruusc1e.

Ｏ
Ｓ

の
０
「
い

TreatDont

Nuc].oic acid content
per wet tigsue (g)

Rad.ioactlvity incorporated into RNA

Ⅲ
ω

則
的

per wet issu0

(Cpm)

per RNA(mg)

(c脚 )

Per protein(g)l)

』
０

ｒヽ
”
ロ

NormaL

ActinOIryc in D

6 - Azaurac i1

2.17± 0.28

1.80± 0.03

1.51± 0.11

8.53=L046

836■ 029
8.38± 041

141.7=ヒ 3.l X 103

22.2」 L3.3X103

82.3± 2.O X 103

16.710.7 x 10 3

2.6i0.3 x 103

n.4 ag.g x t0 g

6?8.8t 14.0 x 103

103.6t 17.5 x 163

379.4tL7.6 x t03

０
【
●
０
●
一
ａ

Nornal
Actinonyci n D

6-Azauracil

045」10.22

0.38± 0.01

0.39±0.05

1.24± 0.16

1.19± 002
1.15EL0 02

253± 3

246」L72
345± 105

214」L50
203=L磁

286」
=78

1355± 122

1185± 7o4

1592■ 443

1) trxplained in Tabl-e II.

いては明らかでない。肝において

ているがRNA含量には変化ない。

6二 azauracilの 影響 は DNAを やや減少 し

orotic acidの と り込 み は著 明に影響 さ
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ほ

れ、 actin6mycin Dに ょり正常値 の約 15%に 、 6-azauracilで 約 40%

に減少 している。

肝 ′一Al an ine,Anserine及 び carno sineへ の影響   正常群、 actinO一

mycin D群 及び 6-azauracil群の肝 1・ のβ―al a7nine,anser ine及 び

c arnosineの 合量、総 Cpm並 びに比放射能 とこれらの COnVersion係数をま

とめて Table lyに 示 した。 OrOtic acidか ら変換 したβ―alanineは 総cpm

において actinOmycin Dて やや増カロし、 6-azauracil で著明に増加する。

しかもこの反応は非常に早 く投与 10分後にも明 らかに認められ ,6-a za ―

uracil長期投与によってpathWay が変っていることを示唆する。 しか しRNA

へとり込まれた cpmに対する′―a■ anineの 生成率は 6-azauraciL aCtinO
mycin Dと も著明に増加するが、とくに actinomycin Dレ Cよ ってRNAの 生

成抑制の結果より増加する。  6-azauracil
投与によって′一alanine含量が 50倍以上にも増カロしていることは明らかに

pathWayの変 っていることを示 している。従って比放射能 (cpm/μ mOle)

においては actinomycin Dで は20%程増加するが 6-azauracilで は逆に

見掛上正常値の 10%以下に減少 している。 しかも6-azauracilに よる比放

射能が投与後 10分ですでに1時間後の値に達 していることと、 RNAへ のとり

込みとの比較からOrotic ac量 からRNAへ の conversionょ り早 く′―

a■ ani neへ 変換 していることが認め られる。いずれに しろactinOmycin D

及び 6-azauracil処置は、正常な場合 OrOtic acidか らRNAへび oon■

versionの 25%程 が′,alanineの 系へ流れるものが、100%を 越えて′―

alanineへ 流れ、つまりRN▲ へよりは β一alanineへ の経路が多くなってい

る。

anserineの 生合成 は total cpmで actinomycin Dて loィ音、 6-aza―

u racilで 5倍 といずれ も著 しく促進 され てい る。 6-azauracil投 与 の 10

分後 での値 と比較 して anse Fineの 生成 は ′一alanine の生成 よりは 速度 の

-29-
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TASTE IV

lrnorporation of orota te-6-.!g intoP--aknine,o.n^seIi.na and, carrLoeitw in liuer at one houlr.

The eaplanation of treatments'i6 ehoivn in Tad.XFI; /,-A1.ani.ne, ansorine and. carnosine wore abbreviated- as f-A1a,Ans and Car in the text.fncor-
poratLon ratlo was designed. to comF,re with the weight of organrthe ocntent of RNA and the subetantial- rfieiglrt of tissuo tha,t lsae repreeented-

aa proteit.lb€ protein wa€ a reaid.uaL dried powder which remorreai a HCIO4 Boluble fraction,nucbicaCiqan aLcohol and. sthor Bo1ud.16 fraction and.

noisture from a tiBsue

Troatment

rncorporatbn in
who]'e organ

(cpo)

)ontent in

rhGorgan

(amoro;

Spec ific

activity

(opD//1n。■o)

Incorpo"aiion ratio lonvereion ratio
trbrnation ratio of

471s ard Car

per濫

跡。(0
per RNA(■lg)

(Cpm)

pe r protein(8)

(C聾 )

C:7イ
Rs讐

(%)
:11′ 亀理Ta

cpn of Ans/cpm of Car

′LA■ame Norml
Acftor4lrcinD

G-Azauraci].

6-Azarstae]rL)

1691± 23.7Xl゛

283.5± 1440X103

773.0,L120x103

831.5± 103

0.351L003

052=七 〇〇4

24.41lL6.54

〕3.37

484.8i60.2 x 10

602.8* 353.6x10

33.8f 4.0 x 1d

35.6 x ld

34.4■ 1.5Xlび

62.4± 31.5× 1び

103.7± 13.6× 1び

1093

3.910.3x10

7.6X4.}xl9i

L2.BX.2.0xLd

t4.3 x 1d

162.5f 15.2 x 10

288.etl43.4x1d

4 ?9.7+ 68.1 x 1d

iL.qx 16

24■3

320±190

12嘘 5

350

91■ 2.8

562.3二 L325.1

20.2=L15.0

171

AnS erine Nor$a1

Actnomycinl

6-Azauraaf.

G-ezaurac#)

33.5± 11.8x lσ

324.7■ 96.2xlび

157.9± 17.4Xlσ

59.2X102

<01

<0.1-0.36

3.71± 042

118

>33∞0

2ppro、 130000

4600」ヒ310

1400

680± 230

7190=L2130

2180=ヒ 340

780

80± 30

880■ 280

250± 30

100

3300」し1180

33070± 9410

10020」ヒ1350

3590

2.2■ 1.o

16.8:L8.6

2.4■ 08

Ca r Normal

Aclrrolaycb D

6-Azauraqil

Flzauracnd

367」
=40

82± 21

1870=L1470

350

<0.1

<01
)80」ヒ0.53

).25

〕>3600

>800

1630 EL 150

1390

74± 7

18=L5

270=L210

46

8±07

2± 0.7

30」L23

6

352■ 16

84」
=22

1210」=960
210

022± 003

005± 002

033± 028

004

1) At lonin aftor injo.j[i,oq l"',]rlmal. i'!nd. al]. other valuos are rhe moan*slja,id-ard- lrror of 3animalts.

●
●



曇

争

遅い ものである。 また肝 中には anse rine及 び car■ osineが定量可能 な程検

出されないが、 6-azauracilの 長期投与 は β―alani neの 合量増加 と同様

anserineは 3.7 μmoleも 存在する。 carnosineは anserineよ りは少ない

が 0.8 μmole程度 が認められ るようになる。

放射能 のと り込 みは一般に anserineは ′一al anineの 2%、 carnos ine

はさ ら17C少 〈anserineの 1/10程 が とり込 まれるが、 actinomycin Dの

処置は anserineの 生合成 を 8倍程促進 し6-azau rac ilは 影響 してい ない。

一方 carnosineは actinomycin Dに ょって逆に生成 を正常値の 1/4 程に

抑制され、 6-azauracilで は a・nserineに 対す ると同程度 の促進率つまり

正常値の 5倍に促進 してお り、 β ―al anine との比較 でも促進的 である。従

って anserine と carno sine の生成比は 6 -azauracil ではさ程変 らな

いが、 actinomycin Dて は非常に anserine が多 くなっている。総 cpmは

β一 alanille、  anse rineつ いで carnosineの 順に少な くな り、 しか もオ

ーダーが異な ってお り明らかに差が認め られ、また比放射能 (cp■/幼 olc)も 、

anserine、  carnosine は定量的ではないが、明らか1/Cβ ― alanin9、

anse rine つい で carnOsi neと い う順に小 さ くなる。

骨格筋 β…A■ anine、 Anserine及 び Carno sineへ の影響
,

1い
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TABLE V
ルοοψο″αι

`ο

πゲ ″ο′αι′‐6二 40`πιo βttιαれじ惚 ,απ,arι″ α2●αrπο,ι″
`π

,あιι¢ιαι冽″,c&α
`ο

″ 力
“
′

The eゃ erimenta■ cOnaitions explained in Tab■ es Ⅲam y area■■the sanle to Tab■e v.

Treatment

Oontent Inco.poration ratio
Speci fic

act ivity
ConverSiOn retio

rmation ratio

An3 and Car

Por Wot
ti S?温

。縄)

電

＞
Щ　̈

ｒ

＜μ

Ｐ ∝
ハ
γ
′

一
て
■ｅ

ｒ
・ｎ
ｍ

一
ｅ
＜μ

Per wet
ti3器

,(g)

Per RNA(ng)

(cpm)

Per Proteir

(C,m) (g)

POr μmo■ o

(Cpm) げ :癬 cpm of Ane/epn:

of Car

P-Arar:i:Le Nor@1

Actinomycin

6-AzanracLl

6-Azauraci-].

D

〕

<005

<0.05

0.13± 004

0.13

trace

tra ce

O.11■ 0.03

0.12

tra ce

tra ce

O.60」=020
062

24± 14

345■ 94

195」L47

62

17± 7

279■ 92

1631L34

59

l18± 64

13501440

901」ヒ193

309

>400

ジ>9000

2540■ 1790

500

10± 5

1011± 1

58」
=4

650

1.2=LO.2

12.9± 4.0

0.34± 0.o8

1.1

Ans€rine Normal

Actlnomycin D

&-AzauraciL
(rAzauraci! L )

1.4=LO.4

1.8EL l.0

3.1± 0.3

2.6

1.1± 01

15± 08

27=L02

2.4

7.1± 1.6

6.1± 2.7

14.8± 1.4

12.8

18± 11

90± 35

126」
=27

40

13± 6

751L26

105± 19

38

92■ 50

312± 79

583± 110

199

12± 4

45■ 3

38=Lll

16

77■ 1

38± 24

65± 2

64

Carnosi.no Normal

Actinomycin D

6-Az@J]^acL:-

G-Azauracil 1 )

3.1± 0.1

30=LO.6

9.1± 1.2

102

2.6± 07

25± 0.5

8.1± 13

9.7

16.2=Ll.8

11.0± 2.3

43.7=L6.7

509

15± 6

9± 5

415± 130

35

9± 1

7± 4

342± 139

33

74」ヒ28

28± 12

1903■ 784

175

6± 1

3± 1

56■ 3

3

73± 16

4± 3

202t44

57

1) At lonin aft inisctiontlaniBal. Ard all other values a.re the $eantstand.ard. error ofg1njx0a1s.
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み

結果 を TableV 1/Cま とめて示す。骨格筋は肝 とは異 な って β― al anineを 17a

とん ど含まず、逆に anserineと くに carnos ineが 多 く含まれ、従来 の所見

と一致する。 しか し生合 成の面か ら考えるとanserine 及 び car■osineと

もに肝 がその生成場所であることが認め られ、従 って筋は貯蔵保持 される場所

と考え られ る。 この所見 1/1第一章に述べた in v■ troの 所見 と も一致 し、ァ般

に代謝 も肝 に比 し著 しく低いものである。総 cpm及 び比放射能 とも肝 に比 し著

し〈氏 〈、バラツキ も大 き 〈て生合 成の点では これ らのデータ ーか ら明瞭 な結

論は得 られ ない。概略肝 での傾向 と一致 している。 Table V の値は筋の単位

当りで表示 した。 β―alanine,anserine及 び carnosine ともその合量は

6-azauracil処置で著 明に増カロしてい る。 cpmは RNAの 1/10が β―

a■ttineに とり,△ まれるが、 actinomycin D′匹煙呈てFβ 一alanine とan s 一

erineは 増加 し、Car■ Osineは減少 する。′一alanineへ は RNAと 同 レベル

が利用されてい る。 6-azauracilで は ′一alanine,anserine及 び c ar―

nosineと もに増加 して、 とくに car■ o sineの 特異的な増加 が認め られ、

β―alanineや anserine より多 〈と り込 まれている。一般的にみて肝 の場

合 より、 β―al anineに 比 して anserineと 〈に carnosineへ のと り込 みが

大 きい。

〔/1ヽ  括 〕  orOtiC acid〔 6-14c〕 は anserine, carnos ineへ in copo―

rateサ‐るとともに actinomycin Dヤ てより β一alanine, anserine の形

成が促進 されるが、carn osine形 成は減少す る。また 6-az auracil阻 害て

β一alanine,anse rine,carno sineへ は ともに著 明に増加する。 この影響

は肝 で著 明であり、 6-azauracil処置では肝 ′―a■ anine含量は約 70倍に

もな り、普通化学的には骨格筋にのみ検 出された anserine,carno sineが肝

で も明 らかに認め られる ようになる。従 って β―al anine,anserine,car―
゛
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nosineの 形成系は RNA代謝と直接的関係のあることが考え られる。この章は

まとめると

Orotic Acid ― 一 ― 一 一 ― →  ′
― Ala,Ans,Car

｀ゝ
メ、、、

、,Asp

が証明 された。

第 四章 C arba野■ A Spartic A Cid〔 2-14c〕 (ひ I菫 ま妾C〉 α一

脱炭酸反応に よる C arb錮舜 β一A■anine形 成の

検討

anserinё i carnOsine形 成にかける′―a■anineの体内基源 として第二

章で述べた如〈aspartic acidを 証明 した。 しか しβ一aspartyl― his ―

tiai neか らのα―脱炭酸にょるβ―al anineも しくは carnos ineが ラットにお

いては形成されないことを認めた。また第二章で述べた如 くorOtic acia

〔6-14c〕 からβ一alanineの形成を認め、その際 6-azauracilに より

orotydilic acidか らUMPの形成を阻害したが、逆に′―alanineの 形成

が異常に増加 していることを認め、 Finkら の説でβ―alanineの この増加を

説明することは出来ない。そこでこの 6-五 zauracilに よる影響の原因が

orotydilic acidよ り前段階での代謝経路の変化によるのか、 UMPの形成

もしくは RNA合成阻害等による二次的 な原因に よるのか、さらには 6-aza―

uracilの 阻害位置が従来の説の如 〈orOtydilic acid の脱炭酸の阻害だ

けでは ないのかを検討 した。
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まず carbamyl aspartic acidを 分岐点として orotic aciこ  になる系

と脱炭酸によるcarttmy′ ―alanineを経て′―alanineに なる系が考えら

れる。この点を考慮 して́ in v■voで carbamyl aspartic acid〔 6-14c〕 投

与によるβ―alanine,anserine及 び carnosineの 形成を検討 し、in vitro

で carbamyl aspartic acidか らcarbamyl β―alanine及 び′―danine

の形成を検討 した。

第―節  Carbamyl Aspartic Acid〔 2-14c〕 のβ―Al anine,

Anserine及 びCarnosineへ のとり込み

実 験 方 法

試 薬   Carbamyl aspartic acid〔 2-14c〕 は大 日本製薬中央研究

所三奈木博士 ょり恵与された もので ある。ペ ーパークロマ トグラフィーに より

均― であることを確かめた。

動物及 び処置 ウィスター系雄 ラッ ト体重約 100′ を用い一夜絶食 し、エ

―テノレ麻酔下股静馴そにcarbamyl aspartic acid〔 2-14c)20μ Ci/0.7μ

mole/rat注 射後 1時間後に殺 し、肝臓と」1腸 筋を取 り出して第二章の如 〈に

sampleそし調整 し、 β―a■anine,anse rine,carnosine,RNA及 びDNA

の分離定量を同様に行なった。

実 験 結 果

carbamyl aspartic acid〔 2-14c〕 からβ―ala7n ine,anserine及 び

carnosineの形成能を肝 と〃F腸筋について検討 した結果をTable Ⅵ、 Tabl e

ⅧrC示 す)肝についてOrotic acid〔 6二
14c〕

の場合 と同様β―alanineに

最 も多〈放射能が検出され、ついで anse rine,carnos ineの 順である。特に
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′―alanineへ のとり込みは多くRNAに 入ったcountの約 44%F_な る。筋

肉においてspecific activityは β,al anineに 最も多 く次いでanse ri71e,

carn osineの順になっていることからcarbamyl aspartic acia〔 2」
4c〕

の場合 もβ―alanine→ anserine→ carnosineの 系で合成されていること

がわかる。carbamyl aspartic aciこ の aspartic ac4の′
諮各が直接尿素合

成の系にとり込まれることはないがtrans carbamylationの 反応により

carbamyl基 が 尿素合 成 に利 用 され る こ とを考慮 1/C入 れ carbamyl aspartic

acia〔 2-14c〕 からβ一al anine,anserine及 び carllo s ineへ のとり込み

は orotic acia〔 6-14c〕 の場合に比ベバラツキが大き〈in vivoの 実験で

は orotic acid〔 6-14c〕 の場合 と直接比較することは困難であった。肝にお

いて anserineと c arnosineの 形成率に orotic acid〔 6-14c〕 の場合にど

差が認 められないのもこの点にょるものと考え られる。

TableVI Incorporation of carbanyl Aspartic hcid(F i4c)into B-Alanine, Anserino and

Carnosino in lriver at ono hotlr.

mean:b s. q

●

)亀

Fraction

Wtrole

CPM

7hO■ e

μ ll10■ e

CPM CPM (Aneorine )

pr μ mo■e per RNA(Cm{) PM(/-eranine ) Ca,rnosine )

l-Atanine

Anserin6

Carnosine

x103

343.8± 138.3

12.o=ヒ 3.8

7.9± 3.1

1.34± 0.04

<01

<0.1

×10

255.5」L122.(

>ヽ120

> 80

５
　
　
４
　
　
０

盤
　
　
１
　
　
１

４

　

　

２

．　
　
２
．
３
　
　
一
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Tad. le V[ Incorporation of Carbamy]- Aspartic Acid. (z-JC) into p-d1anine, Anserine

a,nd Carnosing in skeletal lii.lgc].e at ono hour.

TrFant s. e.

第二節  Carbarnyl Aspartic Acidの 脱炭酸反応 1/Cよ る Carbamyl

β一Alanine及 びβ―Alanine形 成の検討

前節 1/C述 べた如 〈in vivo実験において Carbamyl aspartic acidか ら

carba■yl β一alanineの 形成 がは らき り認 め られなか った の で 、  さら

に in v■ troで この系について検討 を加えた。

実 験 方 法

試  薬   carbamyl aspartic acid, carbamyl β―alanine はング

マ社の製品を用いた。

酵 素  ウィスター系雄 ラッ ト体重約 100ィ
タ

前後の ものを用いた。24 hr

絶食 させ、撲殺後項動脈切断 lrcょ り充分潟血す るとともに流水て体温 を下げる。

肝 臓を取 り出 しGrisol iaら の方法rkllFし て リン酸緩商液 pH 7.2を 用い氷 水

で冷却下 テフロンホモゲナ イザーlrCよ り 1分間 10ス トロークで 20%ホ モジネ

tr1-action

CPM

'lget Jissueg

μ mo■o

」is su《9Wot

CP M CPM CPM(Anserlne

per μ mo■o per RlqA(Pi4) cPM(&lanine cPM(arnosine

/-Alanino

Ansgrlne

carnofJ ine

3,670」
=2,400

1■ 180± 6,960

lQ270■ 5,920

0.24± 009

1.33」
=0.37

2.12± 047

x103

41.2± 37

74± 3.4

60■ 4.0

%

０

　

　

４

　

　

２

%

．　
　
３３６

　

３２３

一
　

　

・
・
０

　

　

一

ゆ
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●

― 卜を調整 した。 12,000 X G 10min冷 凍遠′心機 を用い遠心分離後上清 を酵 素液

と して用いた。

反 応  フー′レブルグ検圧計を用いて検討 した。主室に酵素液 2.0"、 第 1・

測室 に去彗質として D,L― carbaElyl aspartic acid 10μ molesも し〈は

carbamyl β一alanine 5μ  moles/0.5潔 リン酸緩衝液 pH7.2、  第 2測室に

5 N ttl_・20.2″、副室に濾紙に 5N硫酸 0.1麗ιしみ込 ませた。窒素置換を行 なっ

た もの と好気中で反応させ た2洋をつ 〈り37℃ で 10min pre incnbatiOn後 第

1浪J室 の基質 と酵素液 を混合 し6は 応後第2測室の硫酸を反応液に加え反応

を停止 させた。さらに 1噸 応後 マノメーターの読みに より炭駿ガスの発 生を

endogenou sな ものを差 し引いて基質に より発生 した炭酸ガス として求めた。

反応 生成物 の確認  炭酸 ガスの発生 を求めた後直ちに 10N NaOHに より中

和後エ タノー′レを力Πえて 80%ア ノンコーノレとし、 3,000rpm 10 min遠 心分離 し

て上澄 を集め沈殿 について さら1/C2回 80%ア ルコールで洗い ■000rpm 10■lm

遠′心分離 を行 ない上清 を合 して 40(以下で減圧乾固 して pH2.2の アミノ酸 アナ

ライザ ー用の クエン酸緩衝液にとか し 1.0■ιを用いア ミノ酸 自働分析機 に より

β―a■ anineの 定量 を行 な った。常に endOgenouSな ′一al an ineを 差 しワ|

いた。残 りの検体 につ き東洋濾紙

“

51を 用い n―butanol:Ac OH:water

(4:1:5)の 展開溶媒 を用い上昇法にてペ ーパァクロマ トグラフ ィーを用いニ

ンヒ ドリ ン反応 により ′― 証 an ineの ,=性、 P― dimefhylam■■o benz   一

alde hyd e のり叉ルふ58)に ょり carbamyl ′一alan ine 、 carbamylaspartic

acidの定性を行なった。

●

・ｉ

実 験 結 果

炭 俊ガス発生量 とア ミノ駿 自働分析機 lrc

た結果 を Fi′ 15に 、ペ ーパークロマ トグ

β一alanine の
't還

きをイ〒なっ

ィー1/Cよ る結果を Fi′ 16に示

リ

　

　

フ

よ̈
　
　
　
一フ

二 38-
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0

した。 carbamyl′―al anineの 場合窒素置換に よる嫌気的条 件でも好気的

条件 で も加えた基質のほぼ 100%が β―al anineに conversionし この点は

Frit2son59)の 示す如 〈非常に反応 性の強 い系である。 しか しcarbamyl

aspartic acidに ついては嫌気的条件下で も、好気的条件下で も carbamyl

β―alanine,β 一alanineぃ ずれの生成 も認め られ なか った。

Fie 15. Decarbamylation of carbanyl 4-alanine or
carbanyl aslartic acid.

90 min

- 

d aca rhoxv -l A ti on

ninLrA'{-^ 
-^--- --- rrrrflJur rne reactron

(A) cart6.ny1 /--alanino:54mo1es
(B) U frcartanyl a6F.rtic acid:1olmo].ee

carbamyl aspartic acidに ついてはさらに詳 し〈pE COfaCtOr として

ビタミンB6,ATP, 無機 イオ ン等について検討 し、酵素についても肝スライ

ス、ホモジネート、硫安分画、アセ トン扮末さらに第二章に示 した如 く

6-azauracil 15日 間違 日投与の肝酵素など種々検討を加えたが、Carb amy■

①
口
Ｈ
口
“
［
“
―
ヽ
　
弓
Φ
日
角
ｏ
Ｌ

●

■
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aspartic acidか らCarbamyl ′一alanine

されなか った。第二章のorotiC acid〔 6-14c

(A) (3)

投 与 に

て い る

もしくは′―alatt neは 検出

〕を用いた実験で6-azauracil

(C)

:Water
(10:10:1)

や

I'ig: 16. Poperpertition chromatagrams of Reaction
Produc t s. To yo Ro sh i l,td.. ll o. b 1, e thano 1 I Ac 0H

ascend.ingi method-.
(1) -B-d.imethylaminobeu 3 ald"ehyd.e reaction
(2) minhyd.r in reac t ion
(A) s tantlard.
(B) reaction with carbamyl F-a\anine.
(C) reaction wlth carbamyl aspartic acid

●

一　

　

ら

β

　

か

り

　

　

と

よ
　
　
こ

alanineの化学的含量は正常の場合の 70倍 と異常に増加 し

や

-40-
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l●

りOrOtidilic acidか らUMPの 形 lJtが 1且 甚手され、 carbamyl aspartic

acid→ carbamyl β―al an ine→ ′―al ttine の素カミ賦活 さオ■ることを期

待 したが endOgenousな β一alanineは 正常の場合 よ り多量 lFC存 在 していた

“

D

carbamyl aspartic acid を,基 質に carbamyl β―alan ine 、  β―al anine

は生 lJtさ れなか った。 このことは Grisol ia57)が carbamyl aspartic acid

か らc arbaFrlyl β一al anineの 系の存在 を Federation Proceedingsに 簡

単に述べそれ以後文献が出ていない ことも考えて著者の in vitro,in vivo

か        の結果 か ら、 ラッ ト肝 でlr.carbamyl aspartic acid―→carbamyl ′一

al anine→ β一alanineの系は存在 しないか、あったと して も非常に反応 の

弱い ものと考え られる。

〔小 括 〕 ラットにおいては Carbamyl aspartic acidの 直接の脱炭

酸反応によるcarbamyl β―alanine, さら|こ はこの脱 Carbamyl にょる

′―alan ineの 形成は in vivo,in vitroの 実験で認めることは困難であっ

た。 しか しcarbanyl β一al〔狙ineを基質にす ると容易に脱 carbamyl 反応

ヤてょりβ―alanineが 形成 さオじることか ら、 carbamyl aspartic acid か

ら carbamyl β―alanineへ の変換 は起 ってい ない ものと考え られ る。すなわ

ち

チ

carbamyl Asp――-7 0rotic Acid

卜
C02

一

　

　

　

　

　

　

・・
Ｕｒ

Ｐ

　

　

　

　

　

ｌ

ｕ Ｍ

Ｉ

．ａｃ．Carbamyl β―Ala

↓
β一Ala

↓
Ans, Car

嚇
が考 えられる。
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第五章  Ansorineの C arno sinoへ の変換の証 明

前章 までて体内における anse rine,car■ osineへ と り込まれるβ―ala一

nineの 形成経路が明 らかになったが、一方 histidineの 問題 が ある。本研

究 においては この点 に関 し、histid ineを 必須 ア ミノ酸 とす るラットを素材

1/C追求 したものであるので hiStidine生 合 成はさておいて、 anse rine,

carnosine_/11合成 1順序の F・l題が拶aる 。 一藩とに carnosineカミN一methyl化 し

て anserineが 形成される と考れ られていた
60)61)が

、最近多 〈の問題 が指摘

され、 Dobrynina62)は anSerineと carnosineは それぞれ独立 に形成され

る と考 えた。著者 は第二章の結果 か ら先ず anserineが 形成されて、次いて

carnosineに変換する可能性を示 した。さ らに この点をは っきりさせるため

3H_anSe rine及 び 3H_car■ o sineを 調整 し、これ らをラ ッ トに投与 した場

合 の′一al anine,anserine及 び carnosineへ の分 :布 を絶対量 と比放射能

で検討 し、この問題に対する著者 の仮説の立証を試みた。

第一節 Anserine及 び Canosineの 二重 7jK素 化

実 験 方 法

二重 水素 Anserineも し〈は Carnosineの 調整 と放射能測定   約 10″

の anserineも しくは carno sineを wilzbach法曽
)に

従い 2週間 l Ciの ト

リチ ュウムガスを接触 させた。遊離 しやすい トリチ ュウムを完全 に水素 と置き

かえるため凍結乾燥 と水―エタノール溶媒か らの再結晶をそれぞれ数回 くり返

し、水一定量を加えて凍結保存 した。標識化合物の放射化学的純度は 2π ラジ

オ クロマ ト●スキ ャナーに よってチ ェック した。実際の放射能測定 はパ ッカー

尋
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ド社のシンチ ンーション計数管を用いジオ キサ ン系溶が
4)(

ppO:7′ , pOp° p:0.3′ ジオ キサ ンに溶 して 1形 とす る )

酸 自働分析機 より分取 した試料 を一定量 とリア ンバ ーライト

リ脱塩 した試料を シンチ ンーターに溶 した。内部標準に より

正 して放射能 の絶対測定 を行 な らた。

ナ フタ ンン :100′

を用い た。 ア ミノ

IRC-120 に よ

クエ ンチ ング を補

:ト

実 験 結 果

三重 水素 化合物  標準化合物は水溶液 として凍結保存 した ものを用 にのぞ

ん でペ ーパ ー クロマ トグ ラフィー (Bu OH:Ac OH:H20=4:1:1)に より

精 製 し、 水にて溶 出 し濃 縮 して一定 量 と した。 比放 射能 は 3H_anSerine

8,052,400 dpm/0.5η /0.2膨 , 3H_car■ osine 7,474,250 dpm//0.5り /0.2

潔である。なか置換3H数は重水素置換法 17Cよ りNMRを用いて検討 した結果、

それぞれ 1分子当 り′―alanine 4個、 anserine 12個 、 carnosine 9個

であり、それぞれ相互変換 した場合モ /L/比 により補正 した。

第二節 二重水素標識 Anserineも しくは Carno sine投 与時 のラ ット

肝 臓及びリトllb筋中 での相互変換

実 験 方 法

幽 と盟笙量  体重約 150′ の ウイスター系雄 ラット24 hr絶食させ各群

3匹 づつ用いた。生理食塩水溶液 と した3H_anse rineも しくは■―carnOsine

を股静脈内注射 した。 1時間後 に撲殺 して殺 し、肝 と膨[腸筋 をとり出し5倍

量 のエタノールを加えテフロンホ モゲナ イザーにてホ モゲナイズ後、第二章に

示 した如 〈試料 を調整 し、分取型ア ミノ酸 自働分析機 (日 立 KLA― Ⅲ型 )を

用い同様 1/C、 分取比 4:1と して β―alanine,anse rine及 び carno sine

●

20
-43-



一●

の分取 と化学的定量を行なった。 RNAも 第二章に従い化学的定量 と放射能を

測定 した ,

実 験 結 果

標識 Anserine c)β 一Ala嵐 nё , Carnosineハ、の転換   結果を Table Ⅷ

に示す。肝にかいてβ―alanine,anse rine,carnosine及 び全 RNAへの

放射能 は同 じである。緋腸筋におけるanserineの carn osineへ の放射能の

とり込 み率は肝の場合 と比較 して 1/2.5と 少ない。 conversiO■ ratio は

残 った鼈一anse rineの 活性を 100と して表わ した。 correCt Valueは 比放

射能に もとづ 〈転換率を置換された二重水素の数で補正 した。 anserineは 確

か llC β―alanineや carnosineに 転移するが、肝 と誹腸筋では明 らかな差が

認められる。3H_anSe rineの比放射能にもとづ 〈修正放射能のllF序 は肝では

anse rine(30.000)〕>carnOsine(10.000)〕 >′一alanine(7.500)´ごあ

るが俳腸筋ではβ一a■ anine(24.000))>anserine(2.000)〕 >carnosine

(150〉 のllFで ある。

標識 carnO sineの β―A■ anine,Anse rineへ の転換   結果をTable x

lrC示 す。肝 にかいて投与 した鼈 ―CariOsineの 3～ 5%し か anserine,′ ―

a■ anine及 び RNAへ とり込まれ なかった。〃1腸 筋において、 carnosine,

anse rine及 び RNAへ の放射能はほぼ同 じレベ′ンであったが、 β一alanine

へ の放射能の とり込みはそれ らの半分 であった。比放射能に もとづ く修正放射

能 のllF序 は肝では carnosine(753.000)>β 一al a■ ine(50.000)>ans―

erine(30.000)勝 I湯 筋では β一al anine(5.000)>anse rine(1.600)

>carnoも ine(230)で ある。

-44-
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〔小 括 〕 以上のことから肝では 3H_an serin3が Carnosionに 変換 し

次いでβ―alanineと hiStidineに 加水分解され、3H_c arnosineの 場合

は分解された 3H_′ _alanineが 再 び an s e ri ILC にとり込まれたもの と考え

られる。一方筋では 3H_anse rine投与で も3H_carnosine投与でも、β一

al ttineが 最 も比放射能が高 〈、ついて anse rineで あり、 carnosineが

最も低い。この事実は肝で分解されたβ―alanineが 筋において も速度は遅い

が肝 と同様にanserine 1/Cと り込まれ、ついで carnosineに 変換 したと考え

られ る。すなわち

が 証 明 され た。

第 六 章   β一 A■anine, Ansorine′ 及 び Camosine系 と RNA

代 謝 系 との関連性 に関す る検討

筋肉中に多量存在する anse rine,carnOsineは aspartic acidか ら

uraciを 経・てβ一alanineと な りまず anserineが 出来てから後胡陀me thyl

化 して carnOSineが 生ず ることを述べて来た。 この anserine,carn osine

生成系か らみて、 anserine,carnOsineの 生理的意義を考える とRNA代謝

との関連が問題1/Cな る。そこで生合成経路からまず末端のCarnosineを 大量

投与した場合と、 こipeptideが 出来る分岐点のβ一al alllineを 大量投与した

場合の orOtic aCid〔 6-14c〕 のβr alanine,anse rine及 びCamosine

へのinco rpo rationの 検討によりこれらdipeptideの 合成経路をさらに確
0

Ans 

------t 

Car.*--r-**
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認する と同時に RNA合 成 に対する影響 を も検討 した。さ らに放射 性燐酸によ

る RNAパ ノンス標識法、また ribonncleaseに 対す る影響を検討 することに

よりanserine,carnosine形 成系 とRNA代 謝系の関連性を検討 した。

第一節 β―Akttineも しくは Carnosineの 長期大量投与に より惹起さ

れた Orotic acid〔 6-14c〕 のβ―Alanine, Anse rine,

Car■ osine及 びRNAへのとり込みに対するFeed Back効 果か

ら ′卜た 、 ′ ― A■ anine一 Anserine T Car■ osine形 成 系 と RNA

生成系及 び Uracil分 解 系 との関連性の検討

法

ウィスタ~系
雄ラット体重約 100′ の ものを用い、対照群、

CaFnOSine投 与群、β―alanine投与群、さら1/C第 二章で肝戯のβ―al a一

nine含 量を増加させた 6-azauracil投与群と4群 に分け各群 3匹づつ用い

た。対照群は生理的食塩水 0.2 πιを、 carnosinc,′ 一alanine投 与群は各

20η/d ay/rat O.2膨 生理的食塩水溶液を、 6-azauracil投与群は 20"″/

day/rat o.2膨 20%propylene glycol溶液をそれぞれ 15日 間連 日皮

下投与 を行なった。 15日 目には一夜絶食させそれぞれ 0.4″ (=各 々40")を

腹腔内投与し正確1/Cl hr後 6-azauracil投 与群を除いて orOtic acid

〔6-14c〕 を 0.2潔 (=20μ Ci/0.5μ mOle)股静脈 ょり投与 して l hr後 に撲

殺 して肝、腎、肺マ沢 牌、小腸及び俳腸筋をとり出し第二章の如 〈検体を調整

しアミノ駿自働分析機にょり′―alanine,anse rine及 び Car■ osineの定

量を,肝戯及び誹腸筋については同時 1/C分 取 してβT alanine,anserine,

c arnosine分 画を集め放射能の測定を行なった。 6-azauracil投与群は

15日 目に同様 0.4フ (=40り )腹腔 内投与 したあ と 2時間後 lrc撲殺 し、 .他      .
-48-

●

実 験 方

動物及び処置

゛



●ヽ

φ

と同様 17C検体を調整 して′―al anine,anserine及 び carnosine含 量のみ

を求めた。

実 験 結 果

6-AZauracil, Carnosine及 びβ一Alanine長期大量投与による肝臓、

腎臓、肺臓、心城、l14臓 (小腸及び〃F腸筋中の′―Al anine,Anserine及 び

C arnOsineの 合量   結果 を Table Xに 示す。 6-azauracil投与群では

第二章に述べた如 〈肝 、及 び緋腸筋中の β―alanine含 量が異常に多 〈なって

いる。その他の機器 も腎、牌及び小腸に於 いて ′―alanine含 量 が増加 してい

る。さ ら1/C肝、心において もanserine,carnosineが 検出され る ようにな

る。 carnosine投 与により各 臓器に carnosineが 検出される とともに、′一

alanineが 多量検出され、む しろ機器に よりβ一alan ine投与に よる場合 よ

り多量検出される。特に肝 や腎に多量検出されることは carnOsinaseカミ肝や

腎に検出される
65)こ

とから、Carnosineが これらの破器中で分解酵素により

′―al ani neに 分解され、このβ一al anille が検出されたものと考えられる。

β―al ani ne投 与により牌や小腸に carnosineが 検出されて〈るとともに勝F

腸筋にanserineが 多量検出される。俳腸筋中に anse rine含 量が増加するこ

とは c arnOsine投 与によって も同様にanserineが 増加することから、俳腸

筋中1/C′ 一alanineが増加することによりanse rine が増加すると思われる。

β―Alanine及 びCarnosine大 量長期投与によるOrotic acid〔 6-14c〕

の β―Alanine,Anserine及 び C arnosineへ の とり込み  結果 を Table

Xに 示す。肝においてβ―alanine,carnosine投 与 により全般的に全 カウ

ントは増加 している。β一al an ine合 量 も両処理群 とも増加 しているので迎(

specif ic activityは 対照群が一番多 くついでβ―alan ine投与群で

carno sine投 与群が最 も低い。 こ
`)こ

とはβ一al anine合成系は全体として

` -49-
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Table X Contents of p -AIanine, Anserine and. Carno sine (unol.e,/g,)

mean of I samples

●
●

GrouP Frac t ion live r Kid.ne y lung Heart Sple e n
Smal1

Inte s tine
Ske 1 e tal

Mu sc le

Con tro 1

/ - Alan ine

Anserine
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0.0 ?

0

0

0.20

0
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１

　

０
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８０ 0.0 6

0

0
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0.04
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0

0
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0.0 4

0.1 5

4.0 0

0

0.1 3

0
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all able 函[  Incorporation of Orotate〔 6-14c〕 intO ′=Al anine, Anserine and Carnosine

―

い
い

―

0rgan Fraction Tre atinent Whole CPM

Whole .amo 1e CPM CPM CPM

pmo 1e
1:ζ sne膠 )

Wet Tissnd豹 RNA(″ヮ) p*ro 1e

I iver

β―Alanine

i{o rmal
/-A1 ani ne

Carnosine

169,187

39Q259

501,309

035

1.55

568

34β58

71662

10Q536

3,895

79206

11658

484,754

286650

88,522

Anse rine
i{o rmal-
p-AIanine
Carnosine

3,354

3a568

3a677

0.=>

0.1>

027

678

6077

3248

79

526

910

33,00K

380,00)(

145,676

Carnosine
No rmal
p-Alanine
Ca rno s ine

367

2198
a452

0.1>

0.1>

7.8

74

395

1,146

8

40

125

1600<
2100K

669

Gas trocne miu s

β一Al anine

No rmal-
p-Alanine
Carn os i ne

01>

01>

098

24

236

140

17

204

98

40参<

a60K
170

An se r lne
i'(o rmal
p-A} anine
Carn-o s ine

139

4.51

367

18

270

222

13

233

155

12

58

58

Carno s ine
No rmal

f-A1 anine
Ca rno s ine

308

4.08

347

15

296

354

9

254

246

6

77

101

nean of Ssamples
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β ―a■anine投 与、 CarnoSine投与 を長期間つづけ ると強まっているために

全 カウ ン トが増加す るのでは ないか と考え られる。それ故 =ド orine、  car―

nOsine 生成系 も;武 活され β― a■ an ine 、  carnosine 投与 rC.1 りanserine、

caraosine分 画の全 カウン トは対照 と比べて大 きくなっている。 この傾向は

an se r ine、  carnosine の合量が増加 している c arnosine投与に よる方が

噸 著に認 准)ら れ る。 これ ら(Dこ とか らβ一alanirle 、  carnosine 大量長期投

与

“

こよ りpositive feed backが かか りorotic acid― →UMP→ β一ala―

nine→ anse rine→ canosineの 系が賦活 した もの と考え られ る。

勝腸筋 には β―alan ine合 量が少いので specif ic actirityで は論ず こと

力I出 来 ない力S clp鳳ハ et tissueレ)で もやは りβ― a■ anine、  CarnO sineラ尺

量長期投与で対照 より大であり、肝 の場 合の CarnOsine投 与 と異 なりβ― a■a―

nine投与に より緋腸筋中の β― alanineの カウン トが最 も多 〈とり込まれ

てい る。 この ことは anserineに も同様で あるが specific actiVityは

β―alani“投与 と C arnosine投与 とでは差がない。 carnosineへ の とり込

み |ま carnOsine投与 が一番多 〈、 また specific actiVityも  Carno sine

投与 した場合一番大である。 これ らの結果 か ら緋腸筋において もβ―alanine、

carnosれ e投与 1/Cよ りan serine、  carnosine合 成系の試活 した ことを示

してい る。

β一alan ineお よびcarno sine投 与によるorotic acid〔 6-14c〕 のRNA

への と り込み に対す る影響  結果を Table Жに示す。 RNA含 量 に対 しては

肝におけるβ一alanine投与の増加傾向以外含量に対する影響はそれほど認め

られない。しか しorotiC acid〔 6-140〕 からRNAへ のとり込みは肝では

β―al anin e 、  an se rine 、  c arnosine へのとり込みと同様 ёarno sine

投与に より増加する。RNAへ のとり込みに対 しては肝 より〃F腸筋において

orotic acid〔 6-14c〕 のRNAべ のとり込みに′―alanine、 carnosine

-52-
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Table XI     Incorporation of Orotate〔 6-14c〕 into RNA

in Rat

m tt s.e.

―

い
∞
―

Tissile f re atmeil t
DNA

Wet Tissua豹

RNA

Wet Tissue[P)

CPIvl of RNA

Wet Tissue例

CPM of RNA

Protein V)

C‐PM of RNA

RNA(り

L ivgr
No rmal-

p-A1 an ine

Carnosine

η

217± 028

129± 006

2■ 6 ± 003

"
853 ± 046

999 ■ 0■ 5

9.12 J= 0.13

x103

142 * 3

191 + 10

i93 + 13

x10 3

679 * L4

?96 + 111

884 + 52

×1

16704 ± 701

19233 ±1268

21232 ±1880

Ga strocnemi u s
No rmal

F-AIanine
Carnosine

045± 022

041 ± 004

073± 012

1.24 ± o.16

1■ 9 ± 004

141■ oo6

×1

253 ±  3

1271 ±317

2591 ±746

×1

1355 ± 122

5785 ± 933

12350 ■3168

×1

214 ■  50

1087 ± 298

1806 ± 457
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投与の影響が強い。すなわちβ―alanine,carnosine投 与によりRNA合

成に影響を及ぼ していることは確かである。すなわち著者の明らかlrcし た生合

成経路 を通 してRNA合 成に密接な関係を有 している。

β―Alanine及 び Carno sine大 量長期投与による Orotic ACid〔 6-11c〕

の各 Frac tionへ の とり込みに対 する割合 /-a1anine, carnosine t

量長期投与に よりorotic acid〔 6-14c〕 からRNA、  β一a■ an ine, ans―

erine及 び carnOsine へのとり込みを増加させることが明らかrCな ったが

どの段階に対 して影響が最 も強 〈表われるかをTable測口rc示 した。肝 におい

て anserineと  carnosineの /‐F_成比に対するβ一alanine,Carnosine の

影:Jが 非常に強 〈表われている。 しかし総じてo.Oth acid→ RNA→ ′一alanine

→ anserine→ 6arnosirlё にいたる各段階が相対的に、 β―ala・nine,

car■ osine投 与 lacょ り生成増加することが認められる。排腸筋にかいては

β―alan ine, carno sine投共テすることによって、 an se rine, carnosine

の生成が′=al anine生成 よりも増加 している。 しか し一般的に CarnOsinO

投与する方がβ―alttine投与す るより、これ らの経路を促進的に増加 してい

ることがわかる。すなわちpOsitive feed backが かかってぃるものと考え

られる。

第二節  β一Al anine, carnosine投 与の OrtO― Phosphate-32Pャ こょ

るRNAへ のパ7t/ス 標識に対する影響

前節に述べた如 くβ―al anine,car■ osine投与によりorotic acid

〔6-14c〕 からRNA、 β―alan ine,anserine及 びcar■osineへ の放射

台ヒのとり込みが増カロしていること力`わかりpositive feed backに よること

を示唆 した。そこでさらにRNAへ のβ―alanine,anse rine及 びc ar 一

●*54-
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Table )0[ Conversion of Orotic acid (6 -14C)

mean of 3 samples

1

い

い

|

T i s stte

Treati:IIIttiよ
l::

f-AIanine
RNA

Ans er i ne

β一Alan■ ne

Carno sine

/-Alanine
An se r ine

Carno s ine

Liver
No rmaL

p-Alanine

Carno sine

%

24

36

57

%

2.2

8.6

7.9

%

0.22

0.53

1.02

9

14

9

Gast ro cnem ius

No rmal

/-Alanine
Carnosine

10

19

5

77

123

184

73

125

269

1.2

0.9

0,7

calculation I based. on eDm
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■O Sineの 影響を直接的に検討するため 32Pの 標識法 を用いた。

実 験 方 法

試 薬  β一alttine(米 山薬品製)5oOμ■oles/1.0"(蒸 留水)、

car■osine(Nutritional Blochemica■  Corporation`腱 )500μ moles

/1.O πι(蒸 留水 )に 調製 した。32Pの 調製は日本原子力研究所から入手 した

carrier freeの 32P10m Ciを 常法により濃塩酸 0.5屁ιで加水分解 しオル

トリン駿にして lN Na oHで中和後再蒸留水を加え 1.0潔が lm ciに なるよ

うに した。オ 71/ト リン駿 〔32P〕 を以下 32Pと 略す。

動物及び処置  24 hr絶食 したウィスター系雄 ラットを 3匹づつ正常群、

β―a■ ttine投与群、 car■ Osine投与群 の3群 に分け、正常群には生理的食

生水 1″、β一al anine投与群にはβ一alanine 500μ moles/1.0潔蒸留水、

car■osine投与群にヤまcarnOsine 500μ molesノ/1.0"蒸 留 /1tを irn腔 内猥与

し、 1時間後 に 32P Im Ci/1.0膨 生理的食塩水を股静脈 より投与 して正確に

5分後に撲殺 し   流水中で冷却 しなが ら頸動脈切断 して充分潟血 した。肝

及び誹腸筋を取 り出 しフ リーザ ー中llC凍 結保存 した。

粗 RNAの 調製  肝 は個々につい て、誹腸筋は RNA合 量が少ないので各

グループ 3匹 ずつを合 し、 kirbyの 方法
66猛

従 って調製 した。機器を水で

homogenateす る際、1%SDS(ド デンル硫酸 ナ トリウム )1/Cな るょうに

SDSを 加え蛋 白質 と核酸 の結合 を切断 して RNAの 抽 出を容易に した。大略

はフ ェノー′レ抽出を行 ない DNAと 蛋 白質を除 き水層に酢酸 ソーダを加えた後

エタ ノーノンを加えて RNAを 沈殿させた。エ タノール :水 (3:1)で 洗い 粗

RNAと した。水を加え正確に一定量 として放射能 をlllJ定 すると同時に リンの

定量 を行ない一部をとり自記分光光度計 に より260mμ に吸収極大のあること

を確 かめた。

々

●

●-56-



●

チ

放射能の測定   フィリップ社の端窓型 G一 M計数装置を用 いて測定 した。

32Pは半減期が短いので測定 ごとに標準の32Pを 測定 し減数値を補正 した。

核酸中の リンの定量  Allenの 方法
67を

ょり有機 リンを無機 リンにかぇ、

ア ミドーノン液 とモ リプデン酸液に より青色 の発色 を 720mμ で比色定量 した。

実 験 結 果

肝 の結果 を Fig.17に 示す。 RNAの 抽出方法か ら肝 中の全 RNAを 抽出出

来 ないので specific actiヤ ityに より検討 した。すなわち RNAり 当りの

放射能 とリンリ 当 りの放射能 を測定 した。いずれの場合 も′―alanine投与や

c arnosine投与 に より対照に比べ非常に有意にとり込 みが増 加 してお り、有

意差検定 を行 な うまでもない。 ′―alanine,carnosine投 与 に より肝 中の

RNAが 4倍に増加 し、 この結果は第 6章に述べた orOtiC acid〔 6-14c〕 を

用いた場合 よりRNAへ の とり込 まれ方が 5分間 とい うごく短 時間 1/Cお いて も

′―alanine,car■ o sine投与に より増カロしている。排腸筋にかけ る結果 を

Fig 18に 示す。 緋腸筋の場合 RNA含 量が少ない ことから各群 3匹分 のυF腸 筋

を合 して R IT Aを 抽出 した。俳腸筋の場合肝 とことなり′―alanine,car 一

nosine投与 1/Cよ り対照 より減少 している。肝においては RNA量 当 りで もリン

量当 りで も放射能の とり込みが大 きい ことは 5分間のパ 71/ス ラベ ルとい ぅ点か

ら考えて m― RNAが 増力日した ことによるかもし〈はβ―alan ine, car1lo s ine

大量長期投与に よりOrotic acid〔 6-14c〕 か らRNAへ の合成が増加 してい

る場合 uracilだ けにラベ ′レされるが、今回の場合 4種の塩基 の リン1/Cつ いて

も同等 にラベ /t/さ れることか ら差が大 き〈なったと も考え られ る。本実験条件

では一般に m― RNAの ように代謝回転率 の速い ものは大部分抽出されて こな

ぃ
66)と ぃ ぅことを考慮す る と差が大 き〈表われたと思われる。一方」F腸筋にお

いては ′一alanine,carnosine投 与することに より 32Pの RNAへ の とり込

`

●
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みが減少することは orotic acia′ 〔6-14c〕 のRNAへ のとり込みが増加 して

いるの とは逆になっている。このことは orotic acid(6-14c〕 の場合少量づ

つ 2週間1/Cわ たって ′―alanine,carnosineを 投与 している点 と32Pを 用い

た実験の場合 32P投与 5分後 という短時間後に撲殺 しているということで実験

条 4牛 が ことなることから一晰者に静吉毒缶出来ない。 しかしβ―a■ anine, carnosine

投与短時間後では′―alanine,camosine投 与に より5分後のRNA合 成が

抑制されていて肝 とは全 く逆になり、作用の表われかたが肝 と俳腸筋とではこ

となり臓器特異性が見 られることは非常に興味深い。

第二節 β―A■ an ine,An serine及 びCarnosineの ラッ ト肝 臓及び緋腸

筋 Ribo■u cle ase活性 1/C対 する影響

前飾 に より′一alanine,a.■ serine 投与が肝 RNAの 生成を促進 したが、

これが代謝率 に由来 する作用なの か、それ とも単 1/Cこ れ らの投与が RNAの 分

解 抑制 などの直接的な影響を及 77‐fし たかを検討 する一つ と して Ribonuclease

活性 lrc及 ぼす影響を検討 した。

実 験 方 法

酵素液の調製  ウィスター系雄ラットを 24 hr絶 食 し、撲殺後頸動脈切断

して流 水で冷却 した後肝 と緋腸筋を とり出した。各 2匹 づつの臓器 を用いた。

0.04M Tris buffer lpH7.4を 用いて、 1分間 10ス トロークの速 さでテフ

ロン hOmOgenizerに よりhom genizeし た。核酸合成系 の核 や ミトコン ドリ

アを除 〈ため 12,000 XG蹴血 遠′心分離後 2層 ガ ーゼで脂肪を除 き酵素液 とし

表1。

反 応  小型試験管を氷水に冷 しておき酵素液 1.0潔 とりβ―a lanine,
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carllos ine及 び anserineそ れぞれ 5μ mOles/0.25潔 pH7.4 Tris・ Hc l

bufferを 加え 3℃ で反応 する。反応終了後氷冷する ととも1/CO.4NPCAを 4

mι加えて反応 を止めたぅ ′―alanine,an serine及 び carnosineを 添カロし

た ものは 3 001inに おいて比較 した。

残存 RNAの 定量  反応物 を0.4NPCAで 反応 を止めたものlCつ いて遠心

分離 を行 ない、沈殿 を氷冷 0.2NPCA l解形で洗 った後 エ タノー /L/、 ェタノーノン

:エ ーテノン(3:1)、 エーテ /L/で それぞれ 2度づつ洗い粉末化 した。 0.4NPCA

4.Oπιをカロえ 90℃ 、 1 5iin加 水分解後直 ちに氷冷 して、 遠′心分離を行 ない、

上清 を集め、残澄を 0.2NPCA 2.0認 で 2度洗 って洗液 を合 し、正 確に 10"

とし冷蔵庫に一夜放置後遠心分離 して上清 につ き262mμ の吸光度 を測定 し ,

0時 間を 100%と して残存 RNA量 を%で示 したっβ―alanine,anserine

及び Carnosine添 加群については 3 0min後 の残存 RNA量 で比較 した。

実 験 結 果

結果を Fig 19 1C示す。肝 にかいて 60πれまで RNAの 分解は直線的に表われ

てい るが、3QⅢ 後におけるβ一alanine,anserine及 び carnosineの 影響

はほ とん ど認め られ ない。緋腸筋 rCぉ ぃては 3 0minて 急激rC分解され るが 30

面 か ら60d麓 でほとん ど変 化が ない。そ こで 3伽☆後の ′―al anine,ans ―

∝ine及 び carnosine添 加の影響 はややRNAの 分解 を阻害 してい る。 このこ

とは 32Pの RNAへ の とり込みで肝 の場合 、 とり込 みの増加が β―al anine,

carncsineに おいて著明に認め られたが これは RNAの 分解が阻 害されたこ

とに ょるのでは な〈RNAの 合成のみが増加 していることを示 している。 」F腸

筋の場合 β―alanine,anse rine及 びc arnosineに ょりR IT Aの 分解が抑制

されてい るにかかわ らず 32Pの RN△ へのとり込 みが抑制 されていることは″F

腸筋中のRNA合 成が RNAの 分解 を考慮に入れて もなわかつ合 成促進が強 〈
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抑え られてい るのでは ないか と考 え られるっ

〔/」  ヽ 括 〕  β一alalline― allserine― carnosine 形成系力ヽ RNA代 謝

を調節 しているとは言え ないまでも、少なくともこれらdipeptideの 生成は

RNA代 謝を反映 しているものであり、これ らの形成系 とRNA代 謝が密接な

関係にあることが明らかになった。模式的にTable剛rに 示すっ

Table XM Effect of F-alanine, Anserine and Carnosine on

RNA

+ incre ased.

* not significant
d-ec reased-

Tre atment liv er Gas tro c nemius

32P --*--- RNA

(after thr)
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Car
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＋
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＋
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＋
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第三 編 総 括及び考察

an se rine,carnosine は動物 と〈に脊椎動物の骨格筋に多量含まれ、 ラ

ットにおいて も緋腸筋中に他の遊離型 ア ミノ酸 と同量 もしくはそれ以上含 まれ

る(Table V)。 ね この骨格筋中にも他 の遊離型 ア ミノ駿 とオ ーダ ーを異 に し

て多量含まれる
21)。

ふる くか らanserine car■ Osineの生理的作用の検討が

種々なされて来たが骨格筋中に100"%以 上 と余 りに も多量含まれる
21)こ

とと

機器に ょりかな り合量が異 な り特 に肝臓ではほ とんど検 出され ない こと(Table

X)、 また carnOsine 1/Cの みニフ トリの血圧降
~ド

作用を認 めた り
12)～ 15)、

agingに よりanserine,carnosino含 量が変動する68),69、 ことなどから直

接的な独立 した生理作用解明 lrC至 ってい ない。著者 は anserine,camosine

の生理的意義を解明す るため、まず これ らdipeptiaё の生合成経路 か ら検討

したっ

an se rine, carnosineの 生合成 1/Cつ いマ:winnickら 22)ゃ Kalyankaら 23),24)

によ り検討されている ものの彼 らの方法は in vitroで しかもヒヨコの胸筋を

用い、anse rine,carnos ineの 構成成分である′―alanine〔 14c〕 を用いて

検討 しているが、ペーパークロマ トグラフィー1/Cよ り分離 して定量 しているの

で定量上問題が ある。さ らに Winnickら も指摘 しているごとくヒヨコの胸筋

を使用 した時は合成酵素の活性が認め られ るが、ニフ トリ、ラッ ト、 ウサ ギ等

の筋肉 では非常に活性が弱い ものである。第一章 に述べた著者 の方法 は同一条

件下での多数試料の比較 を可能に した ものである。すなわちこの 131ェ_his ―

tiaineを 利用 した carnosineあ るいは関連 lT一acyl peptide  の合成能の

検討 に おいて、ラッ ト肝で もcarnOsine合 成の可能性が認 められ、 しかも緋

腸筋 よ りも合成能の強い ことを認めた。また Winnickら 22)も
指摘 しているが
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anse rine,carnosine 合成酵素の活性は非常に不安定であ り、著者の方法

を用いることの利点は動物 をau tOpsy後す ぐに assayに かかれることでもあ

る。しかも測定は
1311に

よりγ線の測定 とい う利点 もある。この結果基質特異

爛 Lと し て は 1:一 aslpartic acid,L一 glutamic acid, L― leuCine1/Cは ペ フ
゜

タ

イ ド合成能 (1311_histidineと の OOnjugation)は 認められず、′-8鯰nin e

のみ
1311_histidineと

結合 し
1311_carno sineが

生成する。また基質 と して

D,L一β―aminOiso butylic acidも uracilの 代謝産物¢〉β―alanineが

histidineと 結合 して Carnosineが 生成され るの と同様 lrc β_aminOiso一

butylylhistidineの 存在の可能性が示唆 される。いずれに しろ
1311_his―

tidineを 用いることに ょりcarnOsineの 生合成が ラッ トにか いて骨格 筋 ょり

肝臓で生合 成される ことが判 明 した。

Winnickら 22)ゃ
Ka■ yankarら 23)′ 4)は carnosine, anse rineの 生合成 の

検討 を in vitroで検討 してい るので、酵素系の検討 に とどま り生体全体 の レ

べ 7L/で の anse rine,carnosine形 成系が追求されていない。 このことはま

た彼 らがβ―a■ anineを 直接histidineも し〈は 1-methyl histidine と

結合させるとい う方法で検討しているので生体内′一alanine dOner などの

問題 を解明する点で限界がある。

生体内合成場所が肝である可能性 ととも1/Cβ―alan ineの 体内基源とい う観

点からも検討 した。 Scheme Ⅱに嵐nserine,carnosine の可能な合成経路

を示す。著者はすべてウィスター系雄 ラット100～ 150′ を用いて検討 したが

h istidineが ラットにおいて必須 アミノ酸であり、体内形成を考える点で

β―alanineか らのみアプローチ出来る利点がある。青沼 ら
29)は

β_alan ine

〔2-14c〕 をラット股静DR内投与 24 hr後に種々臓器中の anserine,car ―

■osineに 放射能 を認めたが、 Linら 34)は
β_al anineが腸管から吸収されに〈

い と報告 している。そこで carnosineの構成成分であるβ―alanineの 体内
0
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基源を aspartic acidに 想定 し、 まず aspartic acid(3-14c〕 をラット

股静脈 に注射 したところ 24 hrで 青沼 ら
29)の

β―al tt ine(2-14c〕 を用いた同

ンベノレもし〈|ま それ以上に anse rine, carnosi■ leへ (D incorpOration が

認められた。炭素プー/1/に 入づてからの inCorporatio■ を検討するため、
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l eu cine〔 U-14c〕 を用いて同様に検討 したがase飾 ,camsLDヽ受り
'V腋

認め

られなかった。 このことは aspartic acid〔 3-14c〕 の anserine,car ―

■osineへ の incorporation力 iaspartic acidに 特有であると考えた。さら

に′ alanine〔 2・-14c〕 を用いるよりaspartic acid〔 3-14c〕 を用いた方

が carnosine へとりま△まオLる ,女 射育とが大く,あ ることからaspartic acidの

α一脱炭酸にょ.る β一alanineの 形成 とい うよりみ aspartyl histidine を

形成 しこの もののα―脱炭酸によりcarnosineに なる可能性を考え、Winnick

ら
22)の carnosine合 成酵素で検討 したが、 いずれで も説炭酸反応に よるガス

発生は認ど)ら れ力こが、 5こ応生爆等4勿 よりcar■ osine, arls er ineう 文乙ドβ一almine

はいずれ も検出されずβ―aspartyl histidine は加水分解されていた。ま

た生物学的作用においてもβ―aspartyl histidineは carnosineと か

an serineの 7舌性 とはことなっている。 これ らのことからβ―aspartyl his―

tidineが 直接続炭酸 して carnOsineに換換されるとは考え られないという

結論に達 した。

そこでβ―al anine生成について、 aspartic acidの結果からFink一

派 25)～ 28)が既に明らかに しているラッ ト肝を用いた uraci■ 、 dihyd roura一

ci■ 、  carbamyl β一alanine か ら個々にβ一alanine が形成三する糸蚤魔争と

aspartic acidか らUMPを 経る経1落 とを組み合わせ種々作業仮設を立て検

討 した。 Schenle Ⅲ lrc aspart ic acidか ら′一al anine に至る経路 を示 し

た。大線は著者の確立 して経路である。結論1/C至 った過程を考察するっ aspar―

tic acidか らorotic acid が仕I来 ることによpyri mid ine塩 基生合 ,文 から

よく知られている。そこでまず orotic acid〔 6-14c〕 を用い検討 したところ

投与 1時間後ではまことに明確に肝職にかいてはRNAへ の約 1/4が ′一

alanineに 、筋では 1/10が β― alanineに変換する(こ とを見い出す とと

もlrc、 肝 anserineへ は β― al an ineの 1/50が とり込まれており、
θ
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carnosineへ はさ らにその 1/10程 度であることを見い出した。そ して比放射

能 の希釈値 か らみて carno sineよ り先に an se rineが形成され るか、 もし〈は

′―alanine と histidine か ら carnosine が形がとさオ■る とか虫ぅとヤてβ―

al anine と 1 -methyl histidine に よっ
‐てanserine 力ゞ形がをさオ■るこ と

が考え られた。少 〈とも従来考え られた ′一 alallineと hi stidineか ら

carnosineが 形成され、その
「

―methyl化 に よって anserineが 形成され

る 61)可能性 が薄い ことを見い出 した。投与 1時間後の比放射能 の比較 とともに

β―alan ine〔 2-14c)ゃ 、 aspartic acid〔 3-14o〕 の投与後 24 hrで

の結果では Carnosine t7C anserineょ り多 〈の放射能が見い出されることか

ら、 anserine と carnosine の
'ト

ロ互関係ではβ‐‐ al anine と1 -me thyl一

hiStidineの 結合でanse rineが 形成され、そのllk me thyl化 によって

carno sineに convertす ることが考えられる。また生合成場所は筋でなく

明 らかに肝であり、しか しなが らanserine及 びcarnosineの 貯留保持は筋

であることなどが明らかになった。 ば干には anse rine、  car■osine ともそ の

合量は非常に少 〈、正確な定量が可能な程化学的定量法では検出されないが、

′一alanineは肝 rCは 7 μ moles%と かなりな量が検出される。一方筋には

′―alanineは 非常`に 少ないことを認めた。 orotic aciaか らβ―alanine

の形成 とanserine及 び carnosineへ の利用は明 らかであるが、 actin o―

mycin Dの阻害実験結果か らみて、 ′―alanine生 成は orotic acid― RNA

→ UMP― uracil― ′一alanine の系ではな く、RNAへ の とり込 みが抑制

されてもβ―al an ineの 形成はむ しろ促進されていることから、 orOt ic acid

→ UMP→ urac il→ β―a■anineの系が考え られ、 この場合 orOtic acid

の代謝経路は RNAへの方向よりβ一a■ anineへ の方向が主経路になっている。

そ して anserineの 生成が促進されるが、 carnOsineの 生成が抑制される点

actinomycin Dの 新 しい作用点としてル‐lanineと histidine の結合の●
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位置か、 anse rineの こemethy■ ationヤこよる carnosine形成の位置の阻害

が考え られる。 この事実は anse rine及 び c arnosineは RNA生 合成に直接

影響 しないが、 orotic acidの UMPか らRNAへ の流れ をβ一al an ine→

anse rine→ Car■ o sineの 系が regulateし ているか、少な 〈ともRNA合

成反応 の速度や ンベルを反映 しているものであ り、 aging rCよ る anSerine,

carno sineの 合量変化が見 られ る事ぞ
8)“ 9)と

ともlrc ac tinomycin Dが この

系に直接関与する点か らも何 らかの核駿代 謝 との密接な関係を もっていること

が示唆 される。

orotic acid→ orotidylic acid→ UMPの 系 lFcかける orOtidine一

,一 phosphateの 脱炭酸反応阻害剤 である 6-azau racil阻ぎ
°)は

、。rotic

aCidか らのβ一alan ine形成を著 し〈促進 した。また actino mycin Dの 場

とは異 なって anserine及 び carnosineの 生成が促進され るが、carnosine

の促進率が anserineと 同 じである。 しか し比放射能 は β一alanine>

anserine>carnOsineの 順であ り、その生成比 も正常 と大差ない点

actinOmycin Dの 如 く直ね姜′一alanine―→anserine―→carnosineの 系に

は作用せず β一alanineの 生成促進の結果 この系 の レベルア ップと認 め られる。

また 6-azauraci■ の長期投与 によって β一alanine含量は肝 で 70倍にも

増加 してか り、肝 において もanserine及 び carnosineが 定量 可能 なばか り

でな 〈一般遊離 ア ミノ酸合量 レベル ょりも著 し〈多 くなる。筋で も同様に多 〈

なる。 この よ うに shame Ⅲにおいて考え られ るごと〈orOtidylic acidの

脱炭酸反応が阻害される とUMP合 成が阻害され ′一alanine形成が抑制され

ると考 えられ るのに逆に多 〈なって いた。 この点について Orotic acidか ら

carbamyl aspartic acidへ 反応が逆行 し、 そ の■で β―alanine が形「文

され ると考えて も、 c arbalny■  aSpartic acidが hydantoin-5'一 acetic

aciこ とな り、 これが切れて β―al anineを 形成する可能性は有機化学的に不

い

●
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可能でぁる。 orotic acia/Jヽ らcarbamyl aslpartic acid に もど り、 こ

れがllX carbamyl する可能性は aspartic acid に放射の とり込みが認め

られないことから否定さ,れ る。 さらに carbamyl aspartic acid か ら

succinyl cO Aを 経て′―alanyl Co Aと なりβ一alanineに なるとすると

糖原性のアミノ酸であるaspartic acid, alanine, glutttic acidな ど

に も放射能がとり込まれてもよいはずであるが、実験上 とり込 みが認められな

いのでこの可能性は うすい。そこで carbamyl aspartic acidが 直接 α―

ll■ 炭酸 して carbamyl ′―al anineと なり、 これが脱 carbamylし て′一

al anineを 生成する系を検討 した。 carbamyl aspartic acid〔 2-14c〕

を用いて検討 したが、 orotic acid〔 6-14c〕 と同ンベルかβ―alan ine,

anse rine, carnosineへ 放射育ヒ/Jゞ とり込まれなレヽことt また carba血 yl

aspartic acidの 脱炭酸によりcarbamyl β一al anine, ′―alan ine の

生成を検討 したが、この可能性も認められ なかった。 Gこ'iso■ iaら 57)は
Fed.

PrOC. に簡単 lrcこ の carbamyl aspartic acidの Carbamyl ′一al anine

への変換をハ ト肝 を用いて報告 しているが、それ以後原報として報告されない

ままになっていることなどからも、この系はあって も非常に弱いものと考えら

れる。少な〈ともラットを用いた著者の実験条件では認めることは出来なかっ

た。 6-azauracil投与の影響が14日 間とい う長期投与に与えなければ表われ

ないことからも6-azauracilは orotidylic acidの脱炭酸阻害に

orotidylic acidか らUMPを 経ずに′一alanineを形成するとか、Oroti c

acidが 直接 uracilに なる系の賦活など、その阻害作用 siteは 複雑であると

とも17C、 β一alanine生成系の全体に亘 り複雑な影響を及ぼ していると考えられ

る。この点については二、三の研究者 も6-az au racilの 阻害作用が Oroti一

dylic acid の脱炭酸阻害だけでは説明 しに〈い としたまま未解決になって

お り、RNA生 合成の問題 と直接関係 し今後の重大な問題 と考えている。

/●

f●

-71-



も

orotic acid〔 6-14c〕 を用いた実験でその比放射能の様相からまず

anSerineが 出来てか ら脱 methyl化に よりcarn osineに なるのか、それ と

もβ―alaninё と1-methyl histidineま たは histidine と結合 して別々

に anserine,carnosineが 出来たと考え られ、少な〈とも従来言われている

ように carnosineが
'シ

ガtさ ォし、 そオLが N一 methyl化 して anse rine 力ぶ,形成

され るとは考え られないことを認めたが、放射能のとり込みの 1時間目と 24

時間日の比較及び各時点での比放射能か らまず anseri ne が出来それから

carnosineに contertさ れると考えて、anserine,carnosineの三重水     5
素標識 により相互変換 を検討 した。 しか し従来 の所見で in vitroの 実験、例

えば Mc Manusら のヒヨコの筋肉 を用いた Carnosineの methy■ 化に よる

anserineの 形成 など
60),61)の

報告か らモデル的には この反応 を否定する もの

ではないが、生体内での反応を検討 した ものである。その結果肝 では
3H_

anse rineが 3H_carnosineに
変換 し、 ついてβ一a■ an ine とhistidine

に加 水分解 され、一方
3H_carnosineの

場合 は加水分解 された
3卜

β_alanitte

が再 び anserine中 へ とり込まれる所見を得た。一方筋では
3H_anSerine投

与でも、b― carnosine投 与でも、′一alanineが最も比放射能が高く、つ

いで anserineで あり、 c arllo sineが 最 も低い。 これ らの事実は肝 で分解 さ     `

れた β―alttineが 筋において速度は遅 いが肝 と同様に anserine FCと り込 ま

れ、つ いで carnosineに 変換 した と考え られる。

これ らを総括 すると結論的に sheme Ⅲに示 した如 (aspartiC acid→ →

orOtic acid¨→‐ uracil→→ β―al anine‐ anserine― ,c arnosine

の順序 で anserine,carnosineが 主 と して肝 で生合成 され ること力ゞ判明 し

た。 この経路 か らRNA合 成 と密接 な関係 を有 す るこ とが結論 出来 る。

anserine,carnosine生 合 成経路 か らみて核 酸代謝 に関係す る点 を直接

証明するために、orotic acid〔 6-14c〕 を用い′一alanine,carnosine長     .
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期大量投与 した場合のRNAへ の放射能 のとり込みを検討 した,こ の結果作業

仮 説を満足す る ょうに肝 、筋 ともに RNA含 量 も比放射能 も増加 した。 さらに

この場合当然 なが ら′一 alanine、  anserine及 び Car■ osineへの放射

能 のとり込みは RNAへ の取 り込みに対する以上に ′― al anine、 carllLosine

投与 に より影響された。そ して coldな β―alanine、 car■ osineを 投与 し

ているに も拘 らず これ らに放射能の とり込みが増加 している。 この ことは RN

Aの 生成増加が uracilで分枝 した後の β一alanine→ 狙 s e r ille→ car一

nosineの 系に対 しRNA生 成に とっては■ogative Feed backと してこ

の系を活 1生化 しンたか、 もしくは UMPと か u racilの 増加に 1り positive

Feed backが かか りこれ らの代謝処理が促進 され、結果 として

orotic acid→ UMP→ RNA

N urac.1→
′
_al an.ne → anse r■ ng→  carnos■ ne

の経 が全体 として見掛上活性化されたと考え られ る。この点 は、 β一alanine

と RNA、  carnosine と β一alanine の COuver siOn  ratio か らも明ら

かである。さ らに RNA生 成 との関係を証 明すべ (32Pを 用い ′一alanine、

carnOsine投 与の影響 を投与 l hr後 での minの パルスラベノンで検討 した結

果 において もRNA合 成が肝 で促進 されていることを認めた。 しか もribO―

nucle aseに 対 しては β一 al anine、  anserine、  carnosineが肝 では影

響 しない ことか ら、 R N Δ ttlltお よびuracil代 謝に対 して β―alanine→

anserine ― carnosine の系力ゝ endoproduct inhibition とし̂う より

feed back機 構に よりRNA代 謝 と関係 してい ると考察される。

●

●
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第 四 編 結

anse rine, carnosineの 生理作用解 明を目的

“

二鑢 serine, carnosine

の生合成経路の研究 を行なった。 5-1311_monoiO dO histidineを 合成 し、

ラ ッ トにぉいて肝 職に car■ osine合 成能が あり勝腸筋 よりも強 い活性がある

ことを見い出 した?)aspartic acia〔 3-140)を 用い、 in vivOに 於いて

anse rine,carnosineへ の放射能の特異的なとり込みを認めたr2)′
_aSpa r―

tyl― histiaineを 合成 し直接のα一脱炭酸 lrcょ りcarnOsineへ conVer一

Sionしないことを明らかにした7)orotic acid〔 6-140〕 を用いラットに投

与 した ところ非常rC有 意に β一alanine,anserine及 び carnosineに放射能

が と り込 ま れ 、 肝 rC於 い て RNAの 1/4が β一al anineに 、 ′―al an ineの

1/50が carnosine, ansё rineの 1/10が carnOsine r/Cと り辺ゝ 峻ガしることを

認め73)、 また肝減の方が筋肉より合成能が1000倍強いことを見い出した∫3)

この場合 actinomycitt D投 与に よりRNAの合成を阻害す るとβ一alanine

生成 が促進され anserine生成 も促進されるが C arnosineの 生成は抑制され́

る。 6-azauraci■ ll■ tt1/Cよ りRNA合 成は抑えられるがβ―alanine,

an se rine及 び c arnosine合 成は三者共正常と同幣 1合で、しかし合成ンベル

は著し〈促進される∫3)carbamyl aspartic acid(2-14c)の μ‐lanine,

anser ine及 び carnosineへ の incorporationは orotic acid〔 6-14c〕

を用いた場合 と同レベ7t/で あるが、 carbamyl aspartic aciこ の直接の脱

炭酸に よりcarbamyl β―alanineは形成 しない。 3H_anSerine, 3H_car―

■osineを 合成 し、それぞれラットに投与 して、生体内相互変換を検討すると

anserineが carn osineに変換することを認めた∫4)以上によりan serine,

carnosineの ラットにおける生成経路 として

論

や

争

e
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aspartic acid→卜carbamyl aslpartic acid‐ oFOtiC acid→

uracil→ ′―al anine→ allserine ,caェ ..Osine

の系を確立 した。

この生合成経路 か らRNA合 成系の関連 が考 え られ β―alan ineも しくは

car■ o蘊neのサミ卿55大 量投与 1/Cよ りendOproduct inhibition とヽ̂う より

feed back機 構ての関係が認め られる。 この点 RNA生 合成時のパルス標識

に よる検討て も′一alanineも しくは carnosine投与に より肝 磯 RNAの 代

謝回転の促進が認め られ る。この場合肝臓 R N A ribonnclease活 性には影

響 していない。

本 4‐4究は恩師大阪大学薬学部教授青沼 繁先生の
「 心戯の研究 」か ら派生 し

た問題を青沼先生一門が追求 している課題 の一 つてあって、この一 端を分担 し

ここlrC学 位論文 としてま とめ得たことを青沼 繁先生始め神戸学院大学教授浜

尭大先生 、大阪大学薬学部助教授三村 務先生 lrc深 〈感謝する。

また実験 に際 し種々御協 力頂 いた大阪大学薬学 部微生物薬品化学教室 の諸氏 、

神戸学院大学栄養学部栄養化学教室 の諸氏に厚 〈感謝する。

さら1/C actinomycin D結 晶を恵与裁いた大阪大学激生物病研究所川俣llF一

教授、 carbamyl aSpartic acid〔 2-140〕 を合成して戴いた大 日本製薬中

央研究所三奈木康夫博士t/C′ 心から御礼申し上げるぅ

●
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