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本 文 に は 以 下 の 略 語 を 使 用 した 。

,      OMPm = 2-Methyl‐ 4-amino-5-hydroxymethy■ ―

Pyrimidine

.      AMPm = 2-Methyl-4-amino-5-aminomethy■ Pyrimidine

CAPm = 2-Methyl-4-am■ ■o-5-pyr■ m■ dinecarbOxy■ ic

ac■ d

O     FPm  = 2-Methyl-4-amino-5-formylPyrimidine

MHT  = 4-Methyl-5β 一hydrOXyethylthiazole

2-MercaptO一 MHT = 2-MercaptO-4-methyl-5β ―

hydroxyethy■ thiazo■ e

Thiothiaz61idine 体 = ろ―〔2にvethyl-4れaminopyrimi―

dy1  0′ )〕一methyl‐ 4-methyl-4-hydroxy-5β ―

hydroxyethylthiazolidine-2-thione

D    =二  Dragendorff

●      PPC  = PaPer chrOmatography

●



第 1章

Thiothiaminoす なわちる一〔2とMethyl-4に ami191Pyri■ ldy■
0′ )〕二Ele t hy■ -4-m e ttty l二 5β一hydrOXyethylthiaz。 le-2-

thione(I)は 化学構造上 Thiamin6 11Dに きわめて類似し―た物質である

のみでなく ,Thiothiamineを空気中に放置したり希薄水溶液にする

とTユ iamineに 酸化されやすく ,そ の酸化処理により簡単にThiamine

に変化する?しかしThiothiamineを シロネズミに経口投与 しても

Thiamine効 力がなく生体内では Thiamineに 変化せずにそのまま排

濯される
8～り。

Thiamineま たはThiOthiamineを シヨネズミに大量投与してそ

れらの尿への排泄状態をしらべた
1カ
ところ ,ThiO thia“ inbを経口投

与するとThiamineに くらべ永中排泄量が大であつて 5時間尿中に多く

排泄された。 Tl,lothiamineの 経口投与量を多くすると琴中 Th10‐

thiamine排 泄量は増加するが排泄率は投与量の上昇 ,と ともに低下する。

Thiamineの 場合 ,経 口投与では腸管吸収に限界があり限界量以上に投与

したとき尿中排泄量の上昇は小であつて排泄率が低下するのにくらべ ,吸

収されずに糞中に残存する量が多くなる。 Thiamineを 大量注射した場

合 ,Thiamineの 大部分が分解されずにそのまま尿中に排泄される。

ThiOthiemine の注射時 になま尿への排泄率 をまThia面 ineの 場融合 にく

らべてはるかに少なかつた。 これ らσ)こ とか,ら (1)Thiothiamine は

Thiamineに くらべて腸管吸収がよいが |(2)吸 収 された Thioニ

thiamineは Thiamine にくらべて動物体内ではるかに分解されや

すい ,と い うことができる。

一方マウスに対 して体重 108に つ きThiamine塩 酸塩では LD30

5。 0轟 g10,ThiothiamineではLも 5010・ O mg14と報告されているよ

ム
岬

。
序

●

●
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うにThiOthiamineは Thiamineに くらべて毒性が″まるかに低く ,

Thioth iami neが 動物体内で分解されやすいのと関連があるように思わ

れる。 Thia壼 iheの 動物体内での代謝産物として 2■Vetry■二4-

aminO-5-hydrottymethylPyrimidine ⑬ M'm)lEDが1知 られてい

な,119,oMIム は 二D:O d7 3轟 81.そ毒性が Thiよ轟二五eに

'1ら

ベセ嵩い。

Thia血 ineの 毒性は Thiamineが体内で安定で分解されず lど排泄され

るからThiamineそ のものの毒性であろうが :同 時に代謝産物とした '

OMP五 を生成するので OMPmの 生成量は少いが Thiamineょ り毒性

が強いがらThiamineの 毒性に関与することも考えられる。 ThiO―

thiamineは 体内で多量に分解されるがもしThiamineと 同じように

体内で ÓMPmを 生成すると,考えるとThicthiamineが Thiamine

より毒性の低い点が説明できない。

これらのことからThiothiaminも は T tt iム hineiと 莫つた代謝をう

けることが予想されたので著者はThiothiamineの 代謝産物を追求眈 。

そ の結果 Thiazolo部 の代謝 産物 と して 2-Mё rcapto-4-mё thyl

-5β―hydrottyethylthiazole(2-Mercap.tO_MET) が比較 的

容易 に分 離 証 明 され た。 また Pyrimidine部 の代謝 産物 と して 2-

Methyl-4二 amino-5-aminomethylpyrimidine(AMPm)を

分離証明 したが ,AMP,の 分離が困難であつたことについてはさらに代

謝され るため と考えられたので Saccharomyces cerevisiaeを 利

用す る検出法を考案 し ,動植物についての AMP回 の代謝や検索 につ tヽ て

も研究 したので以下論述す る。

●

●
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第 2章  ThiOthiamineお よびその誘導体の代謝

第 1節  ThiCthiamineあ 代謝に関する従来の研究

さきに須原・ 入谷は Thiothiamineの シ■ネズ ミに対す る Thia―

In i n e欠乏症治癒試験た12,び に予防試験を行い ,Thicthiamine lま ■

日 10ル gの 投与で Thiamineと しての効力を有せず ,50～ 10oμ 8
の投与で も成長促進性がきわめて弱い ものであることを発表 した1)そ して

それ らのシロネズ ミの肝蔵中の Thiamine量 は Thiothiamine投 与

群 とThiamine投 与群 との間に明らかな差がみ られた 9)。 また Thio―

thiamine l日 10mgを 1週間連続投与 した ものの肝蔵 について

Thiothiamineの 検出を行つたが全 く検出されなかつた。すなわち

Thiothiaminoは 動物体内で Thiamineに 変化す ることなく ,ま た

ThiOthiamin3と して肝臓 に蓄積 されることもない。

またシロネズ ミに Thiothiamine 5～ 50■ 3を腹腔内注射 したと

きの 24時 間泉中 Thiothiamine排 泄量は注射量の 30～ 40%で あ

り ,Thiamineに ついて同様 に行つた場合 ,80%以 上の Thiamine

が排泄され るのにくらべて体内での分解量ははるかに大きい
12L

著者は Thiothiamineの 代謝機構を明 らか にす るために Thio―

thiamineの 分解により生成す る尿中代謝産物の検索を行つたので第 2～

4節 においてのべる。

●
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第 2節  Thiothiamine投 与尿よ りThiazolo体 の分離

まず予試験 としてシロネズ ミに Thiothiamine 60 mg を腹腔内注

射 し 18時 間の排泄尿を集め ,そ のまま東洋濾紙〃 50に つけ酢酸 。ブタ

ノール ●水 =■・ 4・ 5(以 下特記 しない場合はこの溶媒による Rfを 示

す)ぉ ょび水飽和 ブタノールを展開溶媒 として上昇法 Paperchro―

matography(PPC)を 行うた。 Dragendorff試 薬 (D試薬 )に よ

り検出された斑点は図 ■に示 したよ うに両溶媒において Thiothiamine

に一致す るものよ り高い RfO。9附近の斑点は Thiaz01o化 合物による

ものと考 えられた。 また RfO.3附 近 にも斑点があ り ,そ のほか RfO～

0,1,0.1～ 0.2,0.3～ Q4 にも弱い斑点がみ られた。

Thiothiamineを 投与 しない時の普通尿か らは D試薬陽性物質は検

出されなかつた。

また ウナギに Thiothiamineを 注射 した時にもシロネズ ミの場合 と

ほぼ同様 な斑点が検出された。

Rf"附近のThiazo■ o化合物 と考え られるものの確認をす るために ,シ ロ

ネズ ミ 10匹 に Thiothiamine l日 1匹 あた り60 mgず つ腹腔内注

射 して尿 1.2′ (総 ThiOthiamine投 与量 6g)を 集めて試料 とした。

なぉこの尿中には ThiOthiamine l.38が 検出されたが ,残 りの 4.ア g

が分解されたことになる。

図 2に示 したように操作 したが ,尿 を N NaOH アル カリ性 として

NaCl飽 和で― う̈ 抽 出を行い Thiothiamineを できるたけエーテ

ル層 に移行せ しめてのぞいた。水層部分をイソブタノールで抽出 し ,濃縮

後さらに無水エタノール にて抽出す る。再びエタノークレを留去 してその残

澄に水を加え水溶性部分 (画分 3)を のぞき ,ブ タノール溶液 としてセル

ロー ズ  粉 末 によるカラムクロマ トグラフイーを行い ,吸 着後水飽和

●

● -5-
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図 2 ThiOthiamine腹 腟内注射永よりThiazolo体 の分離

尿

|一
テル抽出《雀電器

|

一 ″ 層

白編晶
~」
一カレ留法

1   1

酸 |

水層

In,ro.,-)v+&frr--- I
イソブタノーJp層   水層

50%以下でィツカ ノール留去 ,無水エメノール
にて抽出 ,留去後水を加える

(プタノールにとか し粉末セルローズに

吸着し水飽和ブタノールにて展開)

●

ThiOthiam■ ne

●

〃 1～ 4(D試薬強陽性)

Pibrate       R「 Q88~丁 1。 0.95
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ブタノ‐ルにて展開し 10m′ ずつ流下液を取つた。

そのκ l～ 4は D試薬陽性で PPCを 行 うと D試薬 にて RF a88と RfO。95

の斑点が検出され RfO。 88の 方が強 く表れた。 これ ら 2つの物質を P PC

により分離 し別々にPPCす ると両者 とも再び 2斑点に分れる。/1～ 4

の濃縮物をニーテル抽出す ると主 に RfO.88部 が移行 し (画分 4),エ

ーテル抽出した残澄についてエタノール抽出す ると比較的 RfO。 95部 の

多い画分 5が得 られた。 しか し画分 4,5と もRfO.38部 とRfO.95

部の混在はさけ られなかつた。

著者は 2-Mercapto-4-methyl-5β ―hydrOXyethylthiazO■ o

(2-mercapto―MHT)の 標品 5種類 について PPCを 行つたが ,そ の う

ち 2種類か らは RfO.88し かみ られなかつたが (図 1),他 の ものか ら

は RfO.88と RfO。95の 2斑点が検出された。それ らは図 るに示 した

ように画分 4,5の RfO.88部 ,0.95部 に一致 したし また 2-Mor―

CaP,0-MHTが PPCに よ り2つ の部分 に分れ ることは池畑 1つ も報告 して

ぉ りRfO.88部 が D試薬で強 く塁色す るとい う。

●

●

2-“ ero3PO●
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漏剛「 8 HEC■

trrt. 2-lerorptr-IBlt Rro88部 ,0,5部の紫外部吸収ス々タトル

##t *.5 ,2 -a

|ま た画分 4,5に ついて SH基 の検出を行 うと 12° N a N3反 応
`ニ
トロ

ブルシツド反応 ともに陽性であつた。

画分 4,5よ りPPCに よ りRfO。 88部 とR10。 95部 を分離 し紫外

部吸収スペ ク トルを測定す ると図 4に 示 したようにλmaxの 附近 にぉいて

2-Mercapto― MHTそ のものとょく一致 した。

さらに RfO。 88部 を分離 し PicratOにす ると mpl.17°で 2-

Mercapto‐ 4■ methyl-5β ■hydFOttyethy■ thiazoleの

PiOrate(■ P l17° )と の混融で融点降下を示さず Nの 分析値も標品の

PiCrateの 理論値 に一致 した。

段
光
度

吸
光
度

●

●
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第 3節  Thi6thiamine投 与尿よ りPyrimidine体 の分離

Thiamineぉ よびその類似化合物の Pyrimidine 核は化学的処理

に対 して容易 には分解 されないが ,Thiothiamineの 尿中代謝産物 と

しての Pyrimidine体 の分離証明は Thiazole体 の分離 にくらべてき

わめて困難であつた。

すなわちシ ロネズ ミ 10匹 に Thiothiamineを 1日 1匹 あた り30

m8ず つ腹腔内注射 して尿 1。 5′ (総 Thiothiamine 63)を 得て試

料としたがその中に Thiothiamine l.88含 有 していた。泉中の D試

薬陽性物質を無機物その他 より分離す るために尿を NHCl 酸性 としてエ

ーテルで振 と うしニーテルを分離 したのち ,ィ ソブタノールで振 とうしイ

ソブタノール層を分離 した。つぎに尿を中和後 N NaOH アル カリ性 とし

て酸性にぉけ るのと同様 ,エ ーテルぉよびイ ソブタノールにて振 とう抽出

した。 このょ うにして 4種類の抽出物を得 ,それ ぞれ溶媒を留去 したのち

PPCす ると D試薬陽性物質が混在 してい ることを知つたので全部を合 し

て図 5に 示 した尿抽出物lA)と した。lA)を アセ トンで抽出し ,ア セ トン留去

後 ,少量の水を加えると水層lB)と 油状物質C)に分れた。C)に は未反応の

Thiothiamineぉ よび 2-Mercapt¨ MHT の大部分が存在すること

を PPCに よ り知つた。

水層(Blよ りはPPCに よりRfO,0.06,0.5～ p.4,0。 15～ 0,7の斑点
が検出され Pyri伍 idinё 体および少量の ThiOthiamine の存在が予

想されたoそ れらを p■ 6ratё lの 粗結晶として分離 し ,再びピクリン酸

をはずし遊離の状態にしてセル ローズ粉末によるカラムクロマ トグラフイ

ーを行つた。水飽和ブタノール 1′ で展開し流出液を 20m′ ずつ分取 し

紫外部 245mル の吸光度の高い部分を集めて/4～ 7(Fr.I),ィ

15～ 25(Fr eI),〃 30～ 40(Fr.Ш )の 3画分を得た。

●

●
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図 5 Thiothiamine腹 腟内注射泉よ りPyrimidine体 の分離
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|
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十ピクリン酸エタノール溶液

―――‐「

母液

di■ H2S04にとかしてエーテル抽出
|

エーテル層
|

ピクリン彫劇+Ba(OHλ

●

濃縮(電峰象修⊇饉aS°4
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画 |

Fr.Iょ りはmp197°の自色粉末状結晶が得られた。本品は D試薬陽

性 ,RfO。 7ろ で過酸化ベンブイルで酸化するとThiothiamineと 同

様 ThiochrOme を生成 したoま た紫外部吸収スペクト′′を測定すると

図 6に示 したように mヽa長  230mル |1280“μj620 mμ  を有し:ヽ ma量
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250 mμ と 620mμ は Thiothiamine のものに一致するが ,Thio―

thi■ mi五 ぎてmp 241° )た比べて融点が低 く混融すると血p266° を示

した。本品は不純なThiothiamineま たはその類似物質と考えられる。

図 6 Fr.Iよ り得た白色粉末状結晶の紫外部
: 吸収スペクトル

Fr.Iか らは D試薬 に よ り多 少 重 なつ て RfO.64と RfO.51の 斑 点

が 検 出 さ れ た 。 これ らは OMPm(RfO.67),AMPm(RfO.54)ま

た は 2-Methyl-4-amino-5-Pyrimidinecarboxylic acid

(CAPm)(RfO.31)の い ず れ か と考 え られ る。 しか し FrⅡ を 希 塩 酸 に

とか して PPCす る と RfO.34部 は RfO.08に 移 行 して AMPm塩 酸

塩の Rfと 一致す る。‐方 RfO.31部 を抽出 して紫外部吸収スペ ク トルを

測定す ると図 8に 示 したように CAPmの もの と一致 しOMPmと は区別でき

る。

Fr.Ⅲ の濃縮液からは AMPm塩 酸塩 に一致する R f O10 8の 斑点を検

出 した。 Fr.■ に希塩酸を力「
えて PPCし た時の RFO.08物 質は Fr.皿

●

●

●

Wfrt z, t -*

-12-
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と同一物質 と思 われた ので F tt lllに 合 して濃 縮 し少量 の塩酸 を加えたのち

エタノールを加え ると半透 明白色針状 の結晶がえ られ た。本品は mp260°

0解 )て12-Methyl-4-amino-5-aminomethylpyrimidine

(AMP■ )塩酸塩 (mp 260% 分解 )の 標 品 との混融 で融点降下 を示 さな

い。紫外部吸収 スペ ク トル もまた図 9に 示 した よ うに 0.lN HClぉ よび

0.lN NaOEの 溶媒 で AMPmに 一致 した.さ らに Picrate にす る と

,p227。 (分 解 )で AMPmの Picrate(mp227%228%分 解 )と の混

融で融点降下 を示 さず ,ま た Nの 分析 1直 も標 品の もの とほぼ一致 した。

El9. r P 26Oaogi&tifi*llo*ttt
*&,2<t r *

洒閣F80。1■ ECl
溶蝶 8 0ol H H● OH

4″   200  ツ
波長

以上 の 成 績 ょ り Thiothiamine代 謝 産 物 の Pyrimidine体 と して

2-Methy■ -4-aminO-5-aminomethy■ Pyrimidine が分 離 証 明

され ,ま た 2-Methyl-4-amュ no-5-Pyr■ m■ dinecarboxylic

acidの 存在が予想 された。

●

●

″ ″ ″ γ

波 長

０

・
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●

第 4節  Thiothiamine投 与尿中 2…Methyl-4-ami■ 0■

5-aminomethylPyrimidineな らびに無機硫酸塩
の排泄量

ThiOthiamineの 尿中代謝産物 として AMPmを 分離証明 したが ,

その尿中排泄量は少量であることが予想 されたので ,シ ロネズ ミに Thio―

thiamineを 腹膝内注射 しまず尿中の AMPm排 泄量の測定を行つた。

第 3章で詳述す る Pyrimidine 体の測定法を用いたが ,こ の方法は

Thiaminも の Pyrimidine部 とThiム z010 部 とを用い酵母の

Thiamine合 成能を利用 しているので AMPmの みに特異的ではない。

しか し酵母 によりThiamineを 合成するのは AMPm,OMPmぉ よび

2-Mothyl-4-amino-5-formylPyrimidine(FPm)な どに限

られてお り ,Thiothianineの 代謝産物 として OMPm,FPmは 検

出されていないので ,こ の測定法によ り泉中よ り検出された ものは AMPm

とみなしてほぼ正確 な値がえ られているであろ う。

Thicthia“ ihё 注射尿中の AMPm量 を測定す るにあた り次 に問題

になるのは Th」 othiamineの 存在で これが Thiamineに 酸化 され る

ことがあれば AMPmの 検出値が過大に出る。そ こで ThiOthiamine

は酸性で BrCN処 理す るとThiamiheに 影響なくThiochrOme に

なることが報告10されているのでこれを利用してThiOthiamine→
ThiOchrOme と した 。 つ ぎ に ThioOhrome と A IsI P mを 分 離 す る

た め に検 尿 を ア ンパ ー ライ ト IRC`-50に とお し ,0.01N HClで 脱 着

するとAMPmの み脱着されて Thiochrome は残 る。 0.01N HC■ 脱

着液を検液 として 4-Methyl-5β―hyOroxyethy■ thiazo■ o(MHT)

添加の酵母液によりThiamineを 合成せ しめて測定す る。別に普通尿を

添加 した AMPmの 検量曲線を作 り ,こ れ によ りThiamine量 を AMPm

●

● ‐ 15■



量に換算 した .(第 3章 ,第 1節 参照)。

このようιとして Thiothiよ 品i tt ё注射尿中のAMPm量 を求めると表

■1こ 示したようにThiothiamine 5mg 注射尿からをまAMPmlま 検出

されず ,25ng注 射尿からは 24時間尿中に 0。05■ gま たは 0,l mg

のAMPmが ,ま た 50m8注 射尿からは 0.19 mg～ 0ご 66 mgの

AMP血 が検 出され た。 この時 ThiOthianine投 与量 か ら生成 され る

表 1‐ シロネズ ミ (150～ 2003)に Thioth′ iamindを
腹腔内注射 した時の AMPmの 24時間尿中排泄量

投与量 AMPm

0

0

(0:3)

ヽヽ       贅

●

%mg
０

　

　

０

0.05

0」 1

0.31

0.36

0。 22

0.19

0。 31

(0.6)

(0.9)

(1.0)

(0.6)

(0.5)

(0.9)

●

AMPm量 を計算 し ,それ に対す る AIPmの 排泄率を求めると■%ま た

はそれ以下で非常 に低い。 このことからAMPmは 体内で さらに代謝 され

ることが予想 され る。 「    |        ‐

つ ぎに AMPmの 生成 と同時 に ThiazO■ 0部の分解による S OTの 生成

0

Thiothiamine

m8        %
2.6        (52.0)

2.3       (46」 0) '

8。9  (34.0)|

1 0.0       (40.01)

15.4      (3o.8)

20.6        (4 1.2)

2o.2       (40.4)

20。 0       (40.6)

20.0        (4 0.0)

%は投与量に対するもの

‐ 16-



●

が考えられるので Thiothiamine 50mg をシロネズ ミに腹膝内注射

した時の尿中 S蠣 排泄量をゃenzidine硫 酸法によ り測定 した。結果は

表 2に 示 したように Thibthiamine投 与時 の SO『 排 泄量は非投与時 よ

り明かに増加 し :48時 間以後には投与前 とほぼ同 じ S OF排 泄量 にもどる。

各動物 について Thiothiamine投 与後 48時 間尿中 S蠣 排泄量 よ り投

与前 48時 間の尿中 SOT排 泄量を差引 くと ,投与 された Thiothiamine

量の32～ 45%が s oFに まで分解され ,ま ,た分解されたThiothiamine

に含 まれていた Sの 半分以上が S04と して尿中に排泄された ことになる。

表 2 シロネズ ミ (150～ 2003)に Thiothiamineを

腹腔内注射 した時 の SO『 の泉中排 泄量

●

シロネズ ミ ■ 2 5

Thiothi
aln■ ne S町

anlin e
S OF

rttc山こ‐

am■ ne SO「

普通尿中ツト泄量
* mg 155 mg mg mg

168
mg m`
17.0

50■ g
投 与

0-24

24ん48

48～72

13.1

1.8

18.2← 4.め

218← 8。0

128(― )

13.1

2.6

2a9(+1鋤

1ユК ― )

1■ 4(― )

132

20

24.6け Zの

242け Zの

16.8(― )

0～48時間
の排泄率
** 298 39ρ % 308% 36.7 % 50.4% 44.9 %

具

0攣 0～ 24

24-48

48-72

15.1

2.0

19。 7(卜 6.1)

18.1← 4つ

16.2← 2の

16.5

1.2

26.6o-l t5D

l乙 8o113)

1孔 1(―  )

149

1.6

18.5← 2つ

251← 9。 1)

18。 Oel・り
0～48時間
の排泄率

** 64。2% 32.1 Yo 35.4 37ρ % 324%| 35.1%

48時間分を合 して測定し24時間分として出した。

排泄率は投与量に対するもの         「

( )内は試料投与によるS OF排泄量の増加

0

**
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以上の成績 からlhi6thiamineの 大量投与で尿中 AMPmの 検出さ

れた量は少ながうたが :S6Fと して排 泄され る量は Thiamine投 与尿

(次節参照)ま たは普通尿に比べて著 しく高 ぐThiothia口 ineが シロ

ネズ ミ体内で速かに ,かつ大量 に分解されることが明らか になつた。

第 5節  Thiothiamine誘 導体投与時の尿中排泄量 と    ,

無機硫酸塩 の排泄量        :       ―

Thiothiamineを シロネズ ミに投与 した時 Thiamineに 比べ ,よ

り容易に分解 されて ,前節において述べたよ うに一部は S OTに まで代謝さ

れることが判つた。 Thiothiamineの 分解 によ り2-Mercapto―

MHTぉ よび AMPmの 得 られ る経路 は単 な る Thiothiamineの 加水

分解 を仮定 しては説 明で きない。 Thiothiamine→ AMPmの 分 解 と

しては Thiaz016核 の開環 が予想 され るので第 5章で述べ るよ うにその

前階梯としてThiothiazo■ idine ttmす なわち3-〔 2た Mothyl-4′

―aminopyrinidiyl Φ′)〕一methyl-4-methyl-4-hydroxy―

5βtthydrOxyethylthiazo■ ■dine-2-thiono が推定され る。 本

物質をま塩酸処理で定量的に Thiothiamin3に 変化す るので ThiO―

thiamii´eに準じて定J特ることができ,その代謝をThiothiamine

のそれ と比較 してみた。

Thiothiaz01idine体 の尿中代謝産物を しらべるために Thio―

thl■ Z。 1ユ dine体 50m3を シロネズ ミに腹膝内注射 しその尿を 60°

以下で濃縮 して PPCを 行つた。結果は図 10に 示 したよ うに D試薬 によ

りRfO.66(Thiothiamine に―致す る), 0.56 (Thiothia―

zolidinO体 に一致する),0。 301Z)ぉ よび 0.18が 検出された。 Rf

O.3(Z)は OMPm,cAPm,AMPmの Rfに 近 くそのいずれか と思わ

れ たが尿濃縮液 に希塩酸をカロえて PPCす るとに)は RfO。 1に 変わ り

●

●
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図 10.■■■●th二 ●2● 1■ dinO体① 注射民の
'PCと濾紙電気泳動

(1)r,c

Thi● thi3●■■o

0
OIPm     :

CAPm

▲IPロ

▲

“

P口 塩 酸塩

① 注 射 晨

① 注射曇+ヨ 01

② 濾紙電気泳動

OEPロ

● ■ Pロ

▲ 蟹 P●

・∂・6・

`

′/
/´

●

/.s cm

⑫

@

●

R'0.3物質 (2)

AMP"塩 酸塩に―致するあでレ
'tiA M P mで

ありoMPm,CAPmそ
はないと思ゎれたしさらに置紙電気泳動 (6%酢酸水 ,50ov,2時 間)
すると陰極 /allへ 14～ 15∽移動してAMPmに 二致 し図 loに 示したょ
うに CAP口 :,6MP回 とは明 らか に区芳」され ■・MPmで ぁ る こ とが 確 実
となつ た。

●

0・

ψ

の r

の

の

⑦
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Thiothiazol■ dine体 をシロネズ ミ (体重 150～ 2003)に

腹腔内注射 して 24時 間尿中の AMPm排 泄量を Thiothiamineの 場

合 と同じ方法で測定す ると 25mg投 与時でそれぞれ 0。 09,0.12,0。 15,

0,16,3.10,0.09,0.12,0。 12 m3と な り8例の平均値 は 0。 1lmg

であつた。 また 50m8投 与時の AMPm排 泄量は 0。14,0.36,0.37 mg

で 3例の平均値は 012 9 m gでぁつた。 したがつて Thiothiazolidine

体投与量 の 1%弱 が AMPmと して尿中に排泄されたことにな りThio―

thiamine投 与時のAMPm排 泄率とほぼ同じであつた。

つぎにThiothiazolidine 体が Thiothiamine と同じように

代謝されてAMPmを 生成す るとすれば当然尿中 S町 排泄量の増加が考

えられるので ,Thiothiazo■ idine体 をシロネズ ミに腹腔内注射 し

た時の 24時間尿中 (毎 日連続 して投与しているので前日の試料よりの排

泄量 も加算されていると思われる)Thiothiazo■ idine体 排泄量と

So『 排泄量の測定を Thiamine,Thiothiaiine 投与時と比較 しつ

つ行つた。結果は表 6に 示 したようにThiothiazo■ idine体 は

Thicthiamine以 上 に体内で分解されやす くその排泄率はわずか 15

～ 20%に す ぎず ,S町 排泄量は非投与時 より明 らかに増カロしThio―

thiamine投 与時 より多いざ Thiothiazo■ ■dine体 投与時の尿中

S蠣排泄量より実験に用いた同じ動物 (3匹 )の非投与時のS町排泄量の

平均値を差引き投与されたThiothiazo■ ■dine体のSO『 としての

排泄率を求めると70%余 りとなりその排泄率はきわめて高い。また
Thiamineで は体内で分解されにくく75～ 85%が 未変化のまま尿中
に排泄され ,S oF排泄量は非疫与時と差がながつた。さらに2-

Morcapto― MHT投与時にはその約 40%が S OF として尿中に排泄さ

れ ることを知つた。

●

●

●-20-



表 3 ィァネズミ (150～ 2003)、にTlio■ ine,
ihi3tiiamine,Thitti二 五,「bi三甘1■。・体・ ・・

11｀

ぉ よ」び 2-MercaptO‐ MHTを腹腔内注射 した時の .

SOF?24時
甲辱すタ

ト
準
量の比較

:

la)25mg投 与        ` _

●

試  料| |(平均値) SOF   ・ (平均値)

Thiamュ ne
mg

23.8, 21。 8

'11%5.メ

mg
5.9 ' 6,1

mg
6。 0

Thiothiattine 8。 9, 10。 0, 915 GF10 15.6, 14。 0 14。 8

Thicthiazoli=

dino体
る。2, 5。 1, 412,
5.3, 4.0, 5.6,
3.5, 4。 7

4.2 ぐ6.め
9.7, 17.1, 22.2
23.5, 7.5,14.8,
24。 5, 25.2

17.8

わ)50mg投 与  |::._二

/_o m8

1    普通尿中 S OF排泄量 (mg)は 8.6,4.6,3.7,6。 198.51フ 。3,
10.6… …¨平均値 7.0 .

●

* 試料を連日投与 したので前の投与による排泄量が加算されても、るかも知れな
い 。

(  )内 は投与量に対する排泄率

Thiahine 32.6,“ .o, 4015 36。 676.2 ア.0, ア.0, 9.4 7.8

Thiothiamine 15。4, 20.6, 20.2 18。フ67.の 1■ ,,16.317■ 20.0

Thiothiazoli―
dine体

1011,  9.4,  8.5 9。う08.の 76,0,66.6キ 1,9‐ lι 31.2

2-i[ercapto-MHT
25 ns.

17.8, 18.6 18,2
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また Thiothiざ Z。 lidine体 注射 尿を
'PCす

ると図 10に 示 した

よ うに Thicthiahineが 検 出 され たので Thiothiamine の測定 を

行 うと 25mg注 射時で約 0。 06m3が 検出され ,50mg注 射時では約

1.omgの ThiOthiamineが 検出された (表 9参 照 )。

逆 に ThiOthiamine注 射尿について も Thiothiazolidine体 の

検出を行 うと 25mg注 射では検出されなかつたが ,50mg注 射時では

約 lmgの ■116thiaz01idine体 が検出された。 したがつて動物体

内で ThiOthiahineと Thiothiazo■ ■dine体の互変が多少起 り

うるものと考え られ る。

以上 の成績 によ りThiothiazo■ idine ttmの 代謝は Thiothia―

mineの 代謝 に重要な示唆を与 えるものと考えられ ,Thiothiazoli…

d i n e ttlVDま たはその開環 によつて生成す るDithiOuretlan体軸 を

Thiothiamine代 謝の中間体 とす るとAMPmの 生成 ならびに S OF

までの完全分解がよく説明され るので第 5章考察 において ThiOthiamine

の代謝経路を推定 し論議 した。

●

●
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第 3章 2-Methy■-4-amino-5-aminomethy■一
pyrimidineの 代 謝

第 1節  SaccharomycOs cerevisiae を 用 い る

2-Methyl=4-amino-5-amin omethylpyrimidine

およびその類似体の定量法

ThiOthiamineの 永中代謝産物 として 2二 Methyl-4-amino一

5-aminomethylPyrimidine(AMPm)を 分離証明 したが・ AMPm

量は Thiothiamine分 解量に くらべてきわめて少 く, AMPmが さらに

代謝 され,る ことが予想されたので AMPmの 代謝を研究する必要があり ,

まず AMpmの 定量法を検討 した。

AMPmの 定景法 としては 新 谷 の OMPmの 定量慶
0)を
利用する方

法 と水上 らの方法
2Jな
どが考えられるA著者は尿中および肝磨液中のAMPm

の測定法を 目的としている^新谷の方法は 24 5mμ の吸光度にょるもの

で象のばあい盲検値のとり方により定量値にかなり変動があることが予想

され肝磨砕液では盲螢光のため定量が不可能 となる。また水上 らの方法は

ニンヒ ドリン発色,を 利用するもので生体試料では晏色物質が多いためほと

んど応用できない と考えられる
^

一方宮川
22)は Pyrinidile体 とMHTを Reader培 地に添加 し酵母に

よる Thiamine合 成試験を行い 。約 20種のPyrimidine誘 導体のうち ,

AMPEl.OMPm.FP mの 3種 が Thiamine合 成材料になりうることを報告 し

てぃる.著者はこれを矛1用 して AMPmの 測定法を検討 した。

●
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図 1l  AMPm定 量のための酵母液の培養法

長時 rHl法

滅  菌
|

1/

20時間前培養 した酵母をうえる。    r .
↓

2デ
～
30°で 40時 FRb培養  i

短時 F・l法

MHT添 加の全培地に酵母をうえる (MHTは lo~3宅ル0。15m″/4m′ )|    |
ψ

25%60° で 1夜培養

↓     |
4m′ ずら分注後 ,AMPmlo■

'モ

ル

0.12″ 以下 (ま たは検液)添加

すなわち Saё Charomyces cerevisiacを 2倍濃度 皐Oader培 地

で培養する時に Pyrimidine体 とMHTを 添加 し ,そ の時合成された

Thiamine量 より検液中の Pyrimidine体 量を算出 した。培養法 と    ピ
してまず図 11に 示 した長時間法を行つたが ,こ の方法では測定に 5日 を    ×

要するので ,で きるだけ所要時 FH5を 短縮するよう検討 した ^そ の結果案出

されたのが図 11に 示 した短時間法である.本法では長時間法に くらべて    ・

Thiamine合 成量が多少低 くなるが ,両方法で培養 して試料中の AMPm

下以′ｍ
　
　
、
ノ

”
　
液軌一　た。ま検

”０
　
は

ロＰＭＡ十′ｍ
５０

し

‐

↓

一
０ＴＨＭ十″ｍ４地培

養培間

―
↓

時”
６で７２０

●

●
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●

量の測定を行 うと表 4に 示 したようにほぼ同一の測定値が得 られた.長時

間法に くらべて短時間法の長所は 1.時間がはるかに短縮できる。 2.そ

のため雑菌の繁殖による影響がみ られず無菌操作が不必要である。 6。 培

養時間が短いため結合型 Thiamine量 が少 く酵素処理を省略することが

できることなどがあげられ 短
・
時 間 法 の方が簡便である。

生体試料中の AMPm量 を Ili定する時には同一試料添加の AMPm検 量

曲線を用いることによりほぼ満足な結果が得 られた。また Thiamineを

含有する試料については MHT添 加時 と無添 加時の Thiamine合 成量 の

差を AMPmに より生成された Thiamine量 として算出することができ

る (図 12参照 ).

本法によりAMPmと OMPmの 定量が可能であるが ,そ れ らの定量値

の再現性を泉中排泄量について しらべ ると表 Fの とおりで ,か なり再現性

があ る ので本法は定量法 として利用できるものと思われ る。́

表 4 培養条件とThiamine定 量時の酵素処理
のちがぃによるAMPm定 量値の比較

培 養 法 長 時 F●l 短 時 間
培養温度 培養時間

酵素処理 60°0,2邸詞 し な い

“

°
C.1時匿 60°り印

試 料 1

2

2

3

4

5

6

6

7

8

9

10.07mg

る。90
7.41

10.02

1 0.06mg

399
7・ 88
0・51
1,92

lo9 2

1・27
1.19

1・52

1

9。91mg

2・C13

1・25
1・13
1・46

9_91mg
l・01

1・05

25°C

′′

″

′′

′′

′′

67
″

′′

″

′′

5

″

40
5

′′

″

3

5

3

″

″

●

．

試 Zil,1,3,4,
2は AMPm
6,7,8,

5は AMPm100mg/日 を 4日 腹隆内注射した尿

100mg腹 膝内注射後 24～ 28時間の尿
9は AMPmを 肝臓磨砕液に添加したもの

● -25-



0“ P● +曹 hi■●in●

▲IP口 J卜 Thia口 in●

Thiamine添加量 (μ g)

一- 100%Thiamineを 合成した場合
―
 Pyrimid ine体 1凸 ル OЮ 2m′+Thiamine

―‐― 同上に普通尿Q03m′添加

表 5 AMPm.OMPmの 尿中排泄量測定値の再現性

A MP m100 腹膝内注射24時l・1象

(912燿
2・53mg

図 12 Thiamineが 混在する場合 体重 150～ 200gの 雄ン

ロネズ ミに AMPmloOmg

を腹膝内注射 した時の 24時 間

永中AMPm排 泄量は表ずから

分 るよ うに 2.6～ 6。 lmgで き

わめて少 く ,AMPmが 体 内で

か な り分解 され ることが明 らか

に なつた。

つ ぎに この定量法を用いつつ

AMPmの 尿中代謝産物の追求

を行 つた .

5.06mg
6・56
6・75
6・75
5・65
5.80

6.09± Qア フ

4.75mg
4・ る8

6.82

3.88
6・ 28
4・ 58

4p8± 060

2・55
2・ 09
2・71
2・61
5・ 30

●

●

4.50mg
6・ 80
366
6・ 56
5・ 47
5・ 07
4・ 65
5,46

ユ27± 1.05

0・ 8 4mg
l・ 26
1・ 12
1・ 68
0・ 76
0.64‐

0.99
1・ 16
1.05±Q55

・０

長時間法

事MPm100m8腹 隆内 O M Pm4.7
m84時 間

2・20mg
5・ 24
4・05
5´9 5

3・ 00
5・08

658± 0,9

短時間法

(3)lo″ (4)8ビ
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第 2節  2-Methyユ ー4-amino-5-aminomethyl一

Pyrimi4ine投 与 尿よ り代謝産物 の分離

ThiOthiamineの 代謝 産物 は AMPmで あ り Thiamineの 代謝産

物は OMPmで あるので ,oMPmと 比較 しつつ AMPmの 代謝 物を研 究

した。

ンロネズ ミ5匹 に 1日 1匹あた り AMPmloOmgを 腹 膝内注射 し 。

159m′ (総 AMPm爆 1.5∂の象を得て試料とし図16の如く操作し

た。

まず 象をパー ムチツ トに通す と AMPmの 大 部分 が吸着 され る .吸 着 時

の流下液を水洗液 に合 して アンバー ライ トIRC-50に 通 し .再 びその流下

図 13 ンロネズミにAMPmを 腹膝内注射
した時の象中主要代謝産物の分離

0に とおす

水洗液

02N一HCl脱着液

|[」亀f)
エタノール層   残

|

AMPm

液と水洗液を合

して濃縮 した。

それをェタノー

ルで抽出 し ,エ

タ ノール留去 後

希塩酸 にとか し

て PPCす ると

D試薬 にてRfO.o7

0129を 検出 し

た 。

Rf o。 07は

AMPm塩 酸 塩

の斑 点 によ く一

致 し 。Rf cL2 9

は CAPmや

OMPmの もの

流下液  水洗液
L]可
預

'-5

流下液
●

●

RfOЮ ア. 0.29
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に近 い。

しか し図 14に 示 したよ うに RfO.2ヴ 物質は OMPmよ り 2-Methyl―

4-amino-5-p yrimidinec artbottylic acid(CAPm)に Lに く

一 致 し .濾 紙電 気泳動す ると OMP口 とは明 らかに区別 できて CAPmと

一致 した。 また図 1.5に 示 したよ うに RfO.29物 質の紫外 部吸収 スペ ク

トル も CA,Pmの ものに一致 した :

目 14.RfO.29物 質の PPOおよび滉眠電気泳動
{1)PPC          nf

Rf

ス ′

0濾紙電気沐●(6%書数水,550▼.3時間 )

レ    ′   ~   ゞ      ′′ ,/5crl

CAPロ

OHPロ

▲

“

Pロ

●

・θ。6ヽ

`
・ ′

●

Rf 329
物 質

碧 Rr a29物 買

邊 +CAPロ

γ CAP●

鰺 +0“ P●

§ 0“ Pロ

瘍   碧 ″    +A“ P●

゛ AIP●

^II.BflE'I

-28- ●
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目 15:Rf.029物質の索外部吸収,ス ペタトル
さら
`IRf a2′ 物

質を確認するためにPPC

によりRf Q29部 を

分離 して抽出 し。.そ の

濃縮液より Picrate

脅作?た 。本品1lP
226° (分解 )で oAPm

,pICratpη 堺品

(コ P226:0分 解 )

との混融試験で融点降

下を示さなかつたら分

析値 も理論値 とよ く一

致 した。
″́ 160 ?o0 nA

体 _m~150～ 200g

の雄ンロネズ ミにA MPm

loomgを 腹膝内注

射 した時の 24時 間泉中 AMPm排 泄量は 2.6～ 6mgで きわめて少いこ

とを指摘 したが ,同時に代謝産物 として分離証明された CAPm量 を■ll定

(新谷 の方法を利用 して紫外部吸収 245mμ における吸光度よ りall定 )

すると約 2.6"gで あり CAPm排 泄量 も少かつた。

またンロネズ ミ (体 重 150～ 200.3)に CAPm50mgを 腹路内

注射 して 24時 間尿中 CAPm排 泄量を新谷の方法で同様に測定すると投

与量の 65:8%が 検出されたので CA'血 は動物体内でかなり安定なもの

と思われる。したがつて AMP口 の尿中代謝産物 として CAPmが 分離証

明 されたが ,CAP“ 排 泄量 が少 いの 1体 内そ ぬ A血 Pm→ CAPm以 外

の代謝経 路 も考え られ る。

●

●

溶媒 3水 (H● 1酸性 PEl.6)

- zv -



一方 OMPmは 毒性が強 く多量に投与できないので ,体重 150～ 2008

の雄ンロネズ ミにOvP4.7mg腹 膝内注射すると 4時 Fn5泉 中に 1.0 5mg

の OMPmが 排泄され (第 3章 ,第 1節の方法で測定),こ れは投与量の約

22%に 相当する (表 S参照).OMP回 の尿中排泄率とAMPm.C APm

のそれとは投与量も採永時間もちがうので比較するのが困難であるが ,AMP m  “

投与量の約 先
(モ ル濃度での比較 )の 少量の OMPmの 投与で 4時 FHl象 中   

‐

に投与量の 22%が 排泄されているのは AMPmに くらべてはるかに代謝さ

れにくいことを意味するのであろう。新谷もまだ0)OMPm200m3を ゥ
ナギに注射 した場合 .投与量の ブ6%が CAPmと して 。10%が OMPm   ・

として尿中に排泄されることを認め ,OMPmで は Pyrimidine拗 開裂

はあまり考えられないとい う。

以上のことか らAMPmは OMPmや CAPmな どの類似化合物にくらべ

て動物体内で分解 されやすいことが明 らかになつたが っこのことは Pyrimi―

dine 化合物の代謝に関する問題で興味あることと思われる。

つぎに AMPmの 代謝についてさらに知見、を得るために肝磨砕液による分

解産物を追求 した。

第 6節  2-Methyl-4-amino-5-aminomethy■  pyrimidine

の肝臓磨砕液による分解産物

ンロネズ ミ肝臓磨砕液に AMP■ を添加 し ,PH 7.2.57・ で 3時間放   ‐

直したのち 。その反応液を図 16に 示 したように分離 しAMPmの 分解産物

を追求 した。まず反応液を濃縮 して 40X40釧 の濾紙 に帯状 につけてPPC

し .D試薬陽性物質を Rfo。 4以 下 (Fr.1)と RfO。 4以上 (Fr.Ⅱ )

に分けて 50%エ タノールで抽出 した。

●
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図 16 A立 助 のンロネズ ミ肝臓暦砕液
による分解産物の分離

反 応液

濃縮

PPC

D試薬陽性部抽出

Rf a4以下 (Fr.I) Rfo。 4 以上  (Fr.II)

PPC

O.73音 |ゝ
●

Rf
|

AMPm
濃縮
エタノール抽出 ,留去

ブタノール抽出 ,留去
PPC

¬

Rfo。 1

AMPm

0.28

pilcrate

mp226°

0。35
|

Picrate
nP164o

● Fr.Iは パームチツ トに通 して AMpmを 吸着せ じめて除き .吸着い

流下液 と水洗液を合 して濃縮 した。それをエタノールその他の有機溶媒で

抽出 し無機物より分離 した。溶媒を留去 したのち希塩酸 にとか して PPC

すると Rfo。 1,0.28.0.35が D試薬 にて検出された。 Rfo.1は A

MPm塩 酸塩に一致する.Rfo,28部 を集めて抽出 し ,そ の濃縮物より

PiCrateを 生成するとmp226° の結晶が得 られた。本品は CAPmの

picrateの 標品との混融で融点降下を示さず 。分析値 もCAPmゃ i cr ate

の標品のものとよく一致した。 RfO.35部 よりmp164° の Picrate

を得たが確認するには至つていない。
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Fr.Iは さらに PPCす ると D試薬 にて Rfo,73の 斑点が検出された。

これは FPmの ものに一致 し抽出 して紫外部吸収ヌペ ク トルの測定を行 うと

図 17に 示す如 くFPmに ほぼ一致 した。

蜃
光
度
　
″

目 17. Rf O.75部 の索外部
段収ズベタトル

以上の成績よ りAMPmと 肝

臓磨砕液 との反応生成物 として

CAPmを 分離証明 し ,こ れは

AMPm注 射な中の代謝産物 と

一致 した。

また FPmの 存在 も予想 される

ので AMPmは アノジデヒ ド体を

へて CAPmに 変化することが

予想 される。

F,■

 ヽ   ′
R'0:75部

ゝ ′
′

藩鼻 8エ タノール

≧

“

  ≧∞   ″   θ′′ ∂″ グ

●

ヽ

、

、
、

●

●

ヽ
‐
‐
１
、
、
ぃ
ぃ
、‐
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第 4章  Pyrimidine誘導体の検索とThiamine

生合成べあ利用
:

・     第 1節  Thiamine生 合成に関する従来の研究

微生物や植物が Thiamineを 生合成することは古 くから知 られている
‐    が ,そ の経路についてはまだ明 らかにされていない。

●       酵母の Thiamine合 成経路ιままず 2-Methy■ -4-amino-5-

hydroxymethylpyrimidine(OMPm) が OMPm一 pyrophOs

phateと なり ,4-Methyl-5β一hydrOXyethylthiazolo(M

HT)が MHT一 回onOphosPhateと な つ て 両 者 の 縮 合 酵 素 に よ り

Thiamineの Phosphateと なることが報告 されている。 ・
°27)

植物界における Thiamineの 生合成については未だ明 らかでないが・

分離 した根では Pyrimidine体 と Thiazolo体 との添加で Thiamine

が合成されていど

'電

た植物の発芽時や成長期にもPyrimidine体 と

Thiazolo体 よ りThiamineが 生合成されることも発表されている

.    が 3a,こ の時 Thiamineの 合成経路の最終段階において Pyrimidine

体 とThiazolo体 の結合 が考え られる。

第 2節  Pyrimidine誘 導体の検索

(1)植物体より
'yrimidine体

の検出

第 3章 .第 1節 でのべた Pyrimidine体 の定量法により植 物中の

Pyrimidine体 の 検 出を行 うと表 6に 示 したようにイネの葉・ ヌカ

● - 33 -



発芽 後 1週 rna目 の 手 ン ドゥに Pyrimidin9体 が検 出 さ 4た 。 Pyrimi‐

dine体 と しては OMPmま た は 2-Methy■ -4‐amino-5-amino‐

methy■  pyrimidine(AMPm)が 考 え られ るが AMPmと して算 出 し

た .

表 6

Thiamine Pvrimid ine
MP

ｇμり

り

　

た
鞣　哺
夢
輌
は
体の
動
ｎｅ
岬
ｉｄｉ
添
ｉｍ

Ｔ

　
ｒ

Ｈ

ｙ

Ｍ

Ｐ

イ   ネ

ヌ

発 芽 エ ン

葉

カ

ド ウ

27
30

1350

85

20
10

197

35

●

その他モヤン (市販品 )。 キヌナャェン ドウ ,ジ ヤガイモの葉・ クロー

バー
・ ラツキ

ヨウなど 1こ つぃても同様に Pyrimidine体 の検出を行つた、
が明 らかな検出はできなかつた o

lll) イネラ饉より 2-Methyl-4-amino-5-aminomethylPyrimidine

の分離証明

(I)で しらべた結果 ,Thiattine含量に比べ Pyrimidine体 の含有比

の比較的高い イネ葉よりPyrimidine体 の分離を試みた。材料 として

収穫 FJl前 の 10月 にイネ葉を採集 して用いたが ,そ れ以外の季節には実験

室におぃて 20～ 50° でハ イポネクス液を供給 しつつ ,砂耕法で育てた

イネの発芽後 2～ 4週 rn3の ものの葉 .種 .根全体を用いた。

それ らの試料を図 18に 示 したように分離 した。

●
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●

図 18 イネより AMPmの 分離

イ床(警言言重彗言l夕 ?4111'3)または成熟したイネ葉5 Kg ノ

流下液 水洗液 0.05NHCl

勝 着 液
(Fr`I)

1～ 5%ト リクロル酉
'酸
を用いてミキナーにかける

濾 過

残沿

1永
抽出

水抽出液

IRA410お よび IRA411に とおす

流下液と水洗液を合して PH5.5と する

IRC-50に とおす

0■ NHCl
脱 着 液
(Fr.Il'

●

すなわち トリクロル酢酸液を用いてイネを ミキナーにかけて磨砕 し ,

抽出液を陰ィオン交換樹脂アンバーライ トIRA-410,つ づいて lR

A・ 411柱 に通して抽出液中の トリクロル酢酸や着色物質の多くを吸

着せ しめてのぞいた。その流下液と水洗液奮合 して ,H5.5と して陽イ

オン交換樹脂 IRC-50柱 に通 して水洗後 .■ 05NHC■ で脱着し

(Fr.1).つ ぎに 0。 lNIC■ で脱着した (Fr.Ⅱ )。  Fr.I

は 60°以下で濃縮し数回エタノール抽出をくりかえしたのち .エ タノー

ルを留去 してPPCま たは薄層クロマ トグラフイー (溶媒は酢酸 .プ タ

ノール .水 =1.4.5)を 行い D試薬陽性部分を分離して 50%エ タ

ノールで抽出し ,抽出液を濃縮 した (Fr_Iう 。
Fr.IPと Fr,Iの 濃縮物について濾紙電気泳動を行うと図 19に 示
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し た よ う に Fr.Itt A M P mに ,Fr.■ は Thiamineに 一 致 し た 。

また Fr . IIは BrcN酸 化で Thiochromoと なり ,Rfも Thiamine

に一 致 した。 Fr.1′ の Rfは 0。 2～ 0.52で あつ た。

つ ぎに Fr.I′ にビク リン酸 飽和 エタ ノール溶液を加えて Picrateを

分離 した。本 品は mp227° (分解 )で A M P m picrateの 標 品 (mp

228° )との混融で融点降下を示 さず 。また赤外線吸収 スペ ク トルを測定

す ると図 20の よ うに A M P m picrateの ものに一致 した。

以上 の成績 によ リイネに AMPmが 存在 することが証 明 された ので ,つ

ぎに植 物体 内に Pyrimidine体 が存在 す る場合 Thiamineの 生 合成 に

禾1用 され るか どうかにつぃて検 討 した。

図 19 イネFr.I′の濾紙電気泳動
(6%酢酸水 ,500V, 2時間 )

/θ

0“ Pm

!ht"rtt,n.

▲

“

Pロ

Pr.r

「
r.I

検出は
'鶴
薬

●

④

⑫

0
●
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第 5節  Pyrimidine誘 導体のダイコンおよび イネでの Thiamine

生合成への zll用

(1)植物の磨砕抽出液に Pyrimidine体 と Thiazolo体 を添加 した時の

Thiamineの 生成

発芽エン ドウ 。発芽 アズキ・ クロー
バー っナン ドマメ 。モヤン .ジ ヤガ   _

イモ ,Iタ マネギ ,ニ ラ .発芽ダイコン .イ ネの葉の磨砕抽出液に OMPm

または AMPmと MHTを 添加 して放置すると表 7に 示 したような結果 が   
‐

えられたハなかでも発芽ダイコンとイネにおいて常に Thiamineの 生成   ●

がみられた。また参考までにンロネズ ミ肝磨砕液につぃて も同様に行つた

が AMPm tt MHT,OMPm+ MHT添 加による Thiamineの 生

成はみ られなかつた。

つぎに活動中の植物体内での Pyrimidine体 と Thiazolo体 の

Thiamine合 成への利用について しらべた。

●
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表7  植物の磨砕抽出液にOMPmま たはAMPmと MHTを加えて放置
(pH 5.4～ 5。8.37℃ .3時間)した時のThiamine測定値
植物 103.磨砕抽出液 lo～ 50m′ につきOMPmoAMP■ .IttT
はそれぞれ 10・ モル添加

(Thiamine tt μR/10R)

)内は Thiamine増 カロ量

●

ne

無添加 OIIP mttM H T AMPm+MHT

発芽 ダイコン

″

″

″

2・4

3.5

6・ 1

0oア

4・ 0 (+1.6)

4・ 7 (+1・ 2)

ア・7 (+1.6'

1.1 (+0。 4)

る。9 (+1.5)

3.8  (+0.6)

ア.o (+0.9'

0.7  ( 0 )

ネ

″

″

″

,′

2・ア

1・フ

ア・2

5.0

5.9

5・ 4 (+2・ 7)

2・ 2 (+0・ 5)

6.6 (+1.3)

1.6

9.9 (+2.ア )

6.2 (+4.2)

6.5 (+0.6)

発芽エン ドウ

″

″

″

8.4

4・ア

9・ 1

39

8・ 5

3.5

12.8 (+4.4)

4.0

11.3 (+2.2)

2.8

発 芽 ア ズ キ

′′

6・ 5

3・ 4

9.8 (+6.3)

2.6

サ ン ドマ メ 7・ 0 6.2

ク ロ ー バ

″

″

3・ 5

2・ 0

16・ 6

4.1 (+0.6)

4.フ  (+2.7)

16.0

も  ■)  し
ジ ヤ ガ イ モ

タ マ ネ  ギ
″

8。 9

9・ 8

7・ 9

3・ 1

3・ 7

10・ 1 (+0・ 5'

1・ 0

4・ 3 (+1・ 2)

5。 4

5.1

9.9 (+ 0.1)

6.1

9.8 (+ 0.7 )

3.2

参照 :ンロネズミ肝 フ・2

8・ 6

7・ 1

8・ 5

7.0

8.6
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(Ⅱ)砂 耕培養液中1に Pyrimidine誘 導体と 4:‐ MOthyl-5メト

lydiOXyethylthiazOI■ 9そ の:他を加えたときの発芽ダイコン

中 Thiamine含 有量

OMP血・AMPm,FPmoCAPmな どゴの Pyrimidine誘 導体とMHTを 含

む砂耕培養液にダイコンの種をまき 0。 05%の ハイポネクス液を供給 しつ

つ 20～ 30° で育てた。種をまぃてから 2～ 5日 で発芽し約 10m余 り

まで芽がのびるが 20日 日頃より衰弱しはじめる。発芽ダイコン全体の

Thiamine含 有量の経日変化を預1定すると図 21に 示 したとおりであ4
●

晏
善

●
”

図 21 砂耕培養液に Pyrimidine誘 導
体とMHTを 加えてダイコンを発芽
せ しめた時の Thiamine含 有量

6   /′   /`  ″  B

A OMP饉 +MHT
B FPm‐ +II H T
C A M P mttM H T
D C A P IIltt M H T

E 無 添 加

すなわち OMPm添 加におい

て最 も Thiamine量 が高 く,

つぎに FPmoAMPmの 順―

であり 。これら 3群 において

は Thiamin9量 の増加がみ

られたが , CAPmは Thiamine

量を増加せ しめなかつた。

つぎに Thiazole部 につ

いて検討するために Pyrim■

dine 部は最 もよ く Thiamine

含有量を高めた OMPmに き

め ,MHTと その前駆物質 と

い わ れ て い る L一 Cysteimo

ま た は D,L一 Methionino

について検 討 した。

結果は図 22に 示 したよ うに

L一 Cysteineま たは D.

L一 Methio nineは MHT

●

●

″ 3

暉をましてからの日数,以1嗣厳)
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ほどの効果はなく ,MHTの 代用にはなりに くいようである。

図 22.砂耕培養液に 01P口 と
“

Hl,L― Cy● tOinO,・
.  またはヽ L一

“

●thionineを加えてダイコンを
発芽せしめた時の Thi3● ■■o含有量

■

ｏ
■

■
１

■

■
善
０
一

ノ多

● ″、/

無 添 加

OIP口添カロ |

OIPmと

“

HT添加
IHT泌諏m t

,l:o4+*
101+*
104+*

多多,多
多7`多ミ、ミ:41

′―
・ ―
― 無 澪 加

2 a-  0・ P口藩熙加

り
=夏
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図23.砂耕培養液に OIP口 と
“
ETを

加えてダイコンを発芽せしめた
時0)Thi=口 ine含有量

OIP■ 1=IET

5   10 0   5   10  15 5   10

0■ Pml卜 D, L一Iethionin●

20日

図 24.砂 耕培養液に OMP口 と
“

HTを
加えてダイコンを発芽せしめた
時の Thiamine合有量
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さらに OMPmが Thiamine合 成量 を高め ることをた しかめ るために

1. 無添 加  2. OMPmの み  3. O MP mttMH T 4.MHTの み

の 4群 に 分 けそれぞれ′のダ イコン中 の Thiamino含 有量を測定 した。

結果 は図 25,24に 示 した よ うに OMPm+MHT添 加では無添 加の も

のの約 3倍の Thiamineが 含有 されており 。OMPmの みでも Thiamine

含有量が多少高 くなつている。

以上の成績によ りOMPmと MHT添 加でダイコンの Thiamine量 が

著明に高め られ ,FPmや AMPmも また MHTの 共存で Thiamine生

成 量 を 高 め る こ と が 分 つ た 。 ま た L一 Cysteinoや D.L一 Methionine

は oMPmの 共存 で Thiamine生 成量を高めず っMHTの 代用にはなり

に くい。

m 砂耕培養液中に Pyrimidine誘 導体と 4-Methyl-5β 一hydrOXy‐

ethy■ thiazole匂勧日した時のイネの中の Thiaminel等量

発芽ダイコンの場合 と同 じように砂耕培養液に OMPmま たは AMPm

とMHTを 添加してモ ミ米をまき約 1か月 rHlィ ネの中の Thiamine量を

測定 した。イネは種をまいてか ら 2～ 5日 後に発芽 し 。その後芽が約 20

m位までのびるが 。1か 月日頃から衰弱 しは じめる。結果は図 25に 示 し

たよ うに Test Iと TestⅢでは OMPm+MHT添 カロまたはAMPm+MHT添 カロ

で無添加のものの約 2倍の Thiamineが 生成されている。 TestIで も

添加群は無添カロの ものより Thiamine量 増加の傾向がみられる。また

Test皿 では収穫後半年のモ ミ米を用い他の場合 よリモ ミ米が新 しい∝

Thiamine量 の増加が明 らかである。

以上 OMPmや AMPmと MHTが 存 在す るとダイコンや イネなどの植

物体 においては Thiamine生 合 成 に利 用され ることが証明 された。

●
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図 25 砂耕培養液中に OMPmま たはAMPmと MHTを 添加した
時のイネ 10本中のThiamine含 有量

/′

To● ● I

TestI.IIは 収 穫 後 11

′     ′′

,●●tI

ケ月のもみ米 ,亜 は

」′ ′     /′

雷●●t]■

aο ′′ B

6ケ月のもみ米を用いた
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第 5章 考

Thiothiamineは 化学構造上 ThiaminOに きわめて類似しているが ,

動物および植物の酵素を用いた実験や生体内での Thiothiamineよ り

Thiamineへの移行はいまだ証明されていない。また動物に注射時 .

Thiamineが 分解されにくく多 くが未変化のまま排泄されるのに対し ,

Thiothiaminoが Thiamineよ りはるかに分解されやすいのは ThiO―

thiamineは動物に対して異物でありThiamineへ の移行が起りにくい

から生体内では解毒作用として分解が容易に起ると考えられるo著者はンロ

ネズミに ThiOthiaご in.。 を注射し尿中代謝産物としてまず 2-Iercapto―

4-methy■ -5β―hyd roxヤ ethvlthiazole(2-Mercapto― MHT)lVl

を分離証明した o.T′hiothiamineが加水分解によつて 2-Mercapto―

MHTを生成すると仮定すると一方に 2-Methyl-4-alni n o-5-hvdroxv‐

methylpyrinidin。 (OmPh)dlDの 生成が予想されるが ,OMPmで なく

2二 Mothy■ ‐4-amino一 ぢ―嵐minomethv■ pyrimidine(AMPD゛ 鴨力S証

明された。 AMPmの 生成については Thiazolo核 の開裂を考えねばならな

ι)。

‐方ジロネでミに Thiothiよねli h oを 大量注射すると体内での分解量が

大になるとともにな中 S嗜 排泄母が増加 し ,分解された ThiOthiamine

の管hiazolo部 が SOFに まで完全分解することが考えられる。 Thio―

thia之 olidine体硼注射尿にういても同様の結果が観察され 。AMPェ⑩

が検出されて SOTの 排泄量はさらに大きい。Thiothiazo■ id ine体硼

が Thiothiattineと 同じように代謝されて悧を生成することが考えられ

るが ,Thiothiamine→ AMPm mの 変化には Thiaz。 lo核の開環を伴

うであろう。Thiothiamine注 射尿中より壼h10thiazolidine体 0

察

●

●

●
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ヽ 、ヽ

の存在が推定されるので ,ThiOthiami19が T'19'卜 iaz。 ■idi,0体

⑭またはそれが開環したDithiourethanttmを 経て分解すると考えれば

AMPmの生成とともに唆化産物としてS晴が生成され%`:どゃまた12-Mor一

capt6二 MHTの 生成が次段でのべる代謝経路を仮定することによりよく説

明される6 Dithlourethen体硼はThiothia口 ineの 化学的合成の中

間体として仮定されたが響本物質は分離されずThiOthiazo■ idine体

硼が中FEl体 をあるとされていが

'971 Thiothiazolidinettmが

Thi。 _

thiamineょ り分解されやす く 。また同 じ代謝産物が検出されたことのみ

をもつてmを Thiothiamine代 謝の中間体 と考えることはできないが ,

生体内では硼から画のような不安定な中間体を経て分解することが予想され

る。      1

mま たはlllDを Thiothiamine代 謝の中間体と仮定すると加水分解反応

たよりAM'轟 あ生成と面がような Thiazolo部 の開裂した化合物を中間体

として s町にまで酸化分解される経路が説明できる。一方 Thiothiamine

の代謝産物として 2二Mercapt。 二MHTが分離証明されたがその経路につい

てはThiothiazolidinettmの 酸化分解を考えると一方に 2-Methy■―

4-amino-5-formy■ pyrimidineCЮ が生成するか ,mま た|ま VDの 1俊化

でTヨ接に 2-Mothyl-4=a轟 in。 -5二わvrimidinecarblxyllo acid

(CAP■ )mを生成すると仮定すると2-uerOaptO― MHT{Ⅵ の生成が説明

できるo                  :

以上を綜合 して ThiOthiamineの 代謝経路をつぎの図 のごとく推定 したo

●
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T,iOthianine代 謝経路の推定
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Thiamineの 代謝については K ra ut38)ら はかつて人尿中の Thiamine

主要代謝産物が Thiamine carboxァ lic acidで あることを報告 したが

のちに否定された
39)。
しかし今 井ら

401は
4-Mothyl― lβ―hyaroxyethy■―

thiazoloを シロネズ ミに投与 して尿中より4-Methyl t hiazo■ 0-5-

acetic acidを 分離証明した o一方 Thiothiamineを シロネズ ミに注

射した時の尿中代謝産物のうち Thiazo■ o部 としては 5β―hydroxvethyl

の部分が未変 fヒの 2-Mercapto-5β―hydroXyet h ylthiazo■ oOの フド

分離証明されると同時に SOFと してかなり尿中に排泄されていた。 ,OFは M

の代謝によつても生成するが AMPmの 生成 とともに Thiazolo部が開裂 し

て SOTIこ なる経路も充分に予想できる・

また Thiothiamine と化学構造の酷似するDesoxymethylthio―

thiamineの代謝産物として Desoxymethylthiochromeが証明され

ているが
1).Thiothiamine 

の代謝産物として ThiOChromoは検出さ

れず両者がかなり異つた代謝をうけることはThiamineお よびその関連化

合物の代謝に関するF.l題で興味あることと思われる。

つぎにシロネズミにAMPmを 注射した時の尿中JF泄量を測定するときわめ

て少く。AMPmは 体内でかなり代謝されやすいものと考えられるが 。Thio―

thiamineの Pyrimid ine部 の尿中代謝産物として AMPmが 分離されに

くかつたのは ,Thiothiamineの 代謝産物としての AMPmがさらに代謝

されて尿への排泄が少景となるためであるうo AMPmの 尿中代謝産物として

CAPmが 分離されたが AMPm注射時の尿中 CAPm量 もまた少かつたoし かし

CAP田 洋射時の CAP口 排泄量はかなり多くCAP回 は体内で比較的安定である

と思われるので ,AMPm→ CAPmの 変化が主なる代謝経路であるとすれば

CAPmの 生成量 も多 くなければな らない。 AMP轟 → CAPm以外に AMPmが動

物体 内で Pyrimid ine核 の開裂 した化合物 に代謝 されることもあ り得 るで

●

●

_48_
●



●

あろう。

Pyrimidine化 合物の代謝については Fink 42)が Thymineよ り 3-

Amino isobuty■ ic acidを ,Vracil[kり β―A■ anine をシロネズ

ミの尿中に証明 し ,こ れらの Pvrittid ine体 は核の開裂が大母に起つてい

ると考えられている。 CytoSineも またシロネズ ミ体内で容易に分解 され

て尿素 とアンモ■アとなり .核駿の合成には利用されないが
4J,。
rotic

acidは シロネズミに注射する時 Uraci■ や Cytosineの 生合成に利用さ

れるといわれていを
44)。 また2.4-Diaminopyrimidineは 尿素やアンモ

ニアを生成せず ンロネズ ミ尿中に大変化のまま排泄されると報告され
6).

oMP轟 ではゥナギに注射 した場合 86%ま でが Pviimid ine体 として尿中

に排泄され Pyrimid ine核 の開裂はあまり考えられないといわれている
20)。

このょうに Pyrimid ine化 合物は動物体内で分解 されやすいものや安定

なもの 。また核酸の合成やその他に利用されるものなどあり様々に代謝され

ることは興味深いo AMP回 の代謝については CAP国 以外の分解産物を確認 し

てιゞないが AMPmお よび CAPmと して回収 しうる景が少 く ,他に D試英陽性

物質が検出されにくいということは体内での分解または利用が急速 に起るこ

とを意味するのであろう。

AMPmを METと ともに肝磨砕液に添加 して一定条件で放置するとき 。

Thiamineへ の生成は証明 されなかつたが ,酵 母やある種の植物 の磨砕液

に AMPmま たは OMPmを MHTと ともに添加 して放置する時 Thiamineヘ

の生成がみ られた 。また活動 中の植物 において もダイコンや イネの発芽時 に

それ らを添加す ると無添加 の ものに くらべて Thiamine含 有量の増加 がみ

とめ られた oダ イコンにおいては AMPm+MHT添 加時 よりも OMPm+MET添

加時の方が Thiamine生 成量が多 かつたので AMPmも OMPmに 変 (ヒ して利

用 されるのかも知れない。そ して酵母 における Thiamin326.27)生 成 と同 じ

●
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く最終段階において「は OMPmが O MPIn― pyrophosphate とスIり , MHT

がMHT― m● hbp■ 6sゎ五iteどなり両者の縮合'酵素によりThia轟 indの

Phosphate を生成することが考えられるが ,ダ イコンにおいての Thia―

hineの 生合成経蕗が OMPm+露 HT‐ Thittmine であるという最終的な証

明はなされてしヽな 0ゝ b植物界において Pゴ rimidine化合物または lhittzo■ 0 ,_

fヒ合物 を給索 しThittmihe生合成の前駆物質を追究することが望ま lノいo   ^

大岳
4611tコ
メヌヵょり C:H6N:― HClを分離 しunkno■ n bas● と称 して

し、
1る

がこの分析積は AMPm塩酸塩の実験値 C.H5N2~HC・ に近似 し ,融点その
●

他の性質が AMPmに 一致する。もしコメヌヵのようなThiamineの 貯蔵部

位からAMPmの 存在が証明されたとしてもAMPmを Thiamine生合成の前階

梯と考えがたいであろう。しかし活動中のイネ葉その他よりAMPmが 分離証

明きれ :別 にイネ葉の酵素液やイネ発芽時の培養液にAMPmを MHTと共に添

カロするときⅢ五iahitteの 生成またはその増加が認められたので ,イ ネの生

理的なTiiamihe生 成の一経路において AMPmが前駆体として利用される

ことか予想され ,イ ネにおけるAMPmの 存在の意義が考えられる。

醸母において OMPhと METの結合酵素が証明され
26.27),植
物においてもダ

イコンやイネなどにその縮合酵素の存在が予想される。しかしながらThia―

minも の生合成がさかんに行われているであろうイネ葉からAMPmの 存在が

証明されたことは Thiamineの生合成経路に重要な示唆を与える。 Thia―

mi五 6め加水分解ではOMPmを 生成するが AMPmを 生成しがたいのでイネ葉

の抽出液からAMP口 が分離証明されたのは抽出操作中にThiamineか ら生

成したものと|は考えられない。 AMPmを前駆物質と考え AMPmか らThia,

mi五 6が合成.さ れるとすれば15位の二C■2NH2の NがそのままThiaz010環

の Nに なつて合成される経路が考えられ MHTの ょうな―でき上つた Thiaz。le

部分でなくAMP薔 と結合して Thia五 o■ 6環を合成する生合成経路も存在す

●
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るであろうと予想される。例えば HaringtOnら
47)は
Thiaz。 le部の議駆

体とし賓[α―AIlli n o―β―(4-methy■ thiazo lo-5)=propionic acid

を仮定しMothiOnine・ A9etaldohydoINH3か ら生成する経路を考えて

いるが っNHっ の代りに AMPmを 加えて Thiamineの 生合成を仮定すること

ができるであろう。 AMPmの イネ葉においての存在の意義の解明は今後の間

題であるが ,植物体内にぉけるThiamineの 生合成についての手がかりに

なることが期待される。

●
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第 6章  総 括 お よ び 結 論

Thiathiamine ぉよびその誘導体の代謝

(1)Thiothiamine の尿中代謝産物の分離 (第 2章 .第 213節 の総

括)

ThiO thiamine をシロネズミに腹膝内注射した時の尿中代謝産物

を追求しThiaZ。 ■0体 として 2-Morcapto-4-methvl-5β―

hvdroxyethy■ thiazo■ omを 分離証明したoすなわち尿をエーテ

ル抽出して未反応の Thiothiamine を移行せしめてのぞいたのち 。

イソプタノールと振とうしてmを水層より分離抽出した。イソプタノー

ル層を濃縮したのち・セ
ルローズ粉末による カラムクロマ トグラフ

イニを行い最初に流出された DragendOrf試 薬陽性物質を集めて ,さ

らに浦紙クロマトグラフイーにより分離精製したo本物質を Picrate

(mp l17° )と して精製すると2-Mercapto-4-Inethy■ -5β…

hydroxvethy■ thiazo■ oM(mp l17° )と よく一致し混融試験

分析値により確認した。

Thiothiamine 代謝産物の Pyrimid ine部 の追求は Thiazole

体にくらべて少景のため困難であつたが ,2-Methyl-4-amino-5-手

aminomethy■ pyrimidinemが 分離証明された。すなわち尿をプ

タノールその他の有機溶媒で抽出し有機溶媒を留去したのち少量の水を

加えるとmは水に溶け・ ThiOthiamineや mを 含む油状物質と分離

された。水層にピクリン酸を加えて目的物を picrateと して分離した

のち再び遊離型としてセルローズ粉末によるカラムクロマトグラフイー

を行つて分離精製したomを含む濃縮液に少量の塩酸を加えたのち工′

ノールを加えるとmp 260° (分解)の針状結晶が得られ ,本品は

●

●
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●

2-Vethy■ -4-amino二 5,am■■0■ 0'h▼■Pyrimid in3‐塩畔
「
儲との

,輩熟点昨下を不|||14ザ ,||・ 9r,tⅢP?震彰洒紛
…

・
融試験 :分析値により確認し■:こ のはかぺ■パ■夕●マトグ,テイ■

に よ り 7・平91■ y■
二4,a● 1■ 0-5‐ Pyrl口 iO in,iCarbOXア ■10   ‐

1        ‐  i   l     i

:ム。id m`■致する物質脅検出した0でその部分を抽■して紫外部吸反

を測定するとmに一致し .囲の存在が予想された。|

(マ〕 Thi9tlia,ine投与尿と TliOthi● zo■ ldi■ 0体 撃与泉の■較

(第 2章 :第 4。 5節の総括) .|   ‐  ‐ ■   :

Thiothiamine をシロネズミに腹膝内注射して 24時間尿中 (運

日投与しているので前の投与による排泄丹が加算されているかもしれな

い)の 2 TMe ttty■ -4-amino-5-aminolneth,lpyri:mid i■ 01りを
‐

Ⅱ(1)の方法で測定すると ,50■ 8ま たは 25回 8b投与で 1%あ るいはそ

れ以下で醐がさらに代謝されることが予想された。同時に測定した

lhiothia口 ine排泄率は 50-40%で あり ,ま た S町の排泄・B・は非投

与時の尿中 SOF排泄号よりはるかに高くTbiothiamineの約 52～

45%が SOFに まで分解されたことになるo

一方 ThiOthianine代 謝の中間体として ThiothiazO■ id ine

体VDを考え :こ の物質をシロネズミに注射すると尿中より 2-菫 olh7■ '

4-ami五。・ 5,amin,■ OthylprimiOinemが 検出された,I(■)の

方法によるmの 測定値はThiOthiattihe の場合とほぼ同じて投与量

の約 1%で あつたが ,S町排泄量はThi9thiamine投与時以上に多

くIIDの 70%あまりがS町にまで分解|れたことになり .尿 中0の排泄

率はわずかに 15～ 20%であつたoま たThiamine注 射時には73

～85%が未変化のまま排泄されるので釧
=排
泄量は非投与時と差がな

かつた。

●

●
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1子十r11,T11■ 1111キ1'|:す ||■ 1,?下
容
号
に
↑警
され.

ず讐琴事夕|して?二■||● |'||141轟 oも lyl― lβllヤ lrⅢⅢylt“ ,1-

lthll1919。ハ 12‐Ieth平ュ「
4ra,in。 15-,ml19moth'lPy,1-

111・‐lι rDぉ』:こ,21■ 6thil-4二五min9¬..,,1・ :ailg・ょ|も。xylユ C
:よtil硼 が証明されたが.排泄される ThiOth二五五五le量 :s町 最お

よび代謝産物を Thiamineま たはThiotiiazolidinettmの 投与

時と比較して Th■ Othianine の代謝経路をつぎのような加水分解反

応(A)と酸化反応{B)ま たは(C)と して推定した o｀        |    '~
．
ヽ
　

●

●

●
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Ⅱ  2‐薔ethyl二 4-amin。 -5-|ロ ニ平o■ othy■ p,ri口 ioineの 代謝

(1〕 12-‖ eth=lT41五 口in9151o甲 111。 1011yllノ
=ユ
ロid in,ぉ ょびそ

の類似体の定景法 (第 3章 ち第 1節の総括):

4-Methv■ ‐5βThydr●事vot五 ,■ tli五 五。■0を
―
添加 した Reムlol

培地に Sacchar6轟 yces cerevi'ユ ●0:を接種し 25°～ 50°で 1夜

前培養したのち :4回′ ずつ分注し 2-Mol五 y■ -4二 lmino-5二

hyd roxァ meth▼ 1,yri"idine cDま たは 2-Methyl-4二 amin。―

5Tamin。 口ethy■ Pyrimidinomを 10~隻 ル以下を加えて 37° で‐

3～ 5時 FE5放置すると前記酵母はCIDま たはいの号に対応して Thiattinё

を合成するoこ の値から検景曲線を作り別に試料について同様に実験し

合成された Thiamine量を測定すればPyrimidine体景に換算する

ことができる。本法の培養条件その他を検討し生体試料中のllpぉ ょび硼

の定景法を案出した。

(2) 2-Methv■ -4-amino-5-amino“ 6thylPyrimidineα≧易t中 4R

謝産物の分離 (第 3章 。第
‐
2節の総括)

(1)の 方法を用いつつ 2-Methァ 1-4-amino-5二 aminomethy■ ―

PyrimiOinemの代謝を研究したo mloo口 gを ィ■ネズ ミに注射す

ると24時間尿中排泄景はわずかに 2.6～ 6 mgてmは代謝されやす く。

尿中代謝産物として 2-Methyl-4-amino‐ 5-pvFimidine―

carboxy■ ic acid田 が証明された。すなわち尿をパームチットに

通 して未反応のmを吸着せしめてのぞき .吸着時の流下液と水洗液を合

してアンバーライ トIRC-50に 通 し。再びその吸着時の流下液と水洗液

を合 して濃縮 した。そのエタノール抽出液をペーパータロマ トグラフイ

ーにより分離精製 し .さ らに picrate(mp 22る°.分解)と してmの

Picrat6に 一致することを混融試験 .分析値により確認した。

●

●

●
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(3) 2-Mothy■ -4-a nli n o-5-aniinomethylpyrimidineの 肝磨砕

液による分解産物の分離 (第 る章 ,第 6節の総括)

2-Vethy■ -4-atti n o-5-aminomethylpvrimidineOり にET'昏

砕液を添加 して in vitroで 反応せ しめると 反応生成物として尿中代

謝産物と同じ2-Methyl-4-amino-5-pyrimidinecarboxy■ ic

acid Юを picrateに して証明した o

ほかに 2-Methyl-4-amino-5-formylpyrimidineこ Юに―致す

る物質をペーパークロマ トグラフイーにより検出 したので ,そ の部分を

抽出して紫外部吸収を測定すると国のものにほぼ一致 し ,関の存在が予

想された。

I Pyrimid ine誘 導体の検索ならびに Thiamine生 合成への利用

(1)Pyrimidine誘 導体の検索 (第 4章 ,第 2笛の総括 )

数種の植物につきⅡ(1)の 方法で P,rimid ine体 の検出を試みた結果。

Thiamine量 に比べて含有比の高いイネ葉を選んで Pyrimidine体

の分離を試み・成熟 し
たイネ葉または幼イネより 2-Mothvl-4-amm o一

5-aminOmethy■ pyrimidine mを分離証明 した oすなわち試料を

1～ 5%ト リタロル酢酸液にて磨砕 し抽出液をアンパーライ トIRA-410,

411 にとおし 。その流下液を pH55で IRC-50柱に吸着せ しめ,mを

含む脱着液を農縮 しpicrate(mp 227°・分解)と して精製 した o本品

の標品との混融試験 ・赤外線吸収スペク トルの測定によりmの piorato

であると同定 した o

(2)Pyrimidine誘 導体のダイコンおよびイネでの Thiamine生 合成

への利用 (第 4章 ,第 3節の総括)

ダイコンおよびイネを砂耕培養 し。培養液中に
'yrimid ine体

と

4-Mothyl-5β―hydroxyethv■ thiaz。 lo醐を添加 して植物中の

●

●
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illhil18:喜あ指加をしらべ411ィ|し ンそは71壼 ethy■丁4二

amino■ 5-hy五 |ち姜,島 e'tivlぉ vlttiitti‐1:こIう と (歯D 4:添 加可「 る

|: :L Ⅲlla轟三ig富ふ無添茄
:あ
もああ約ネ繕

'こ

増加し121Mど thy■ -4‐
'i attin。―glattiIomet五子1'pllittidi五もこ|ヾD2-MOも二子1-4-amino―
| .15-1お

l轟 ,ilyrittndin3面もまたmとめ共存,こ藉を
'て
Tliamine暑 を

増加せしめた。     ~

またイネにおいては(IID.mと もにalDと の共存において T h Ltthii n e量

を無添加時あ約 2倍 に層加せじめた。したがつて(1〕においてイネ葉より

発見されたmは Thiamine生 合成の前駆体として意義を有するであろ

つ o

Ⅳ 結   論

以上の実験成結によつて Thiothiamine をシロネズミに投与 した時

の尿中代謝産物 として 2二Methvl-4-amino-5-aminomethv■ ―

pyrimidine〔Ⅵ と 2-Mercapto-4-methyl-5β ―hydrOXyethy■ ‐

tiiazお iき Mを券黒し,Thiamitteに く」べThiothittmine は体

^そ

蓉易に分蕉ヽ おCVII M以外に年経硫竣塩 として多量に証 1,さ れること

をEHら かたし
‐
た:ihlム t五五五1lI`あ へ謝経路としては ThiOt‐hiazo■ iニ

dine ttmま た

'ま

DithibuF'than体 硼 を中間体と仮定するとその加水

分解 llよ りlinを生議しThiム z。 19蔀は無機硫酸塩にまで酸化され。また酸

fヒゲト

'聾

により゙0と ともに 2‐Meth,■ -4二 amino=5-lormy■ Pyrimi―

dine[Ю ま た は 2-Mothv■ -4-amino-5-Pyrimidin● carboド ylic
. 1        1'      '

acid面 を生成すると推定すればCVI o Mの 生成が説明できる」 |な 基剛は

Thiothiamine投 与尿から検出され ,Ⅳ)を動物に投与したときめ尿から

も分1離されまた面を詳磨砕液と反応せしめた時にも生成されるととが実験

-58-
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●

1 つ どヽ|こ 2,Mbth,1_-4二 amin6■ 51■ aminometh,■ ,yrimidine Cり

または2-Methv■ -4-a m iin O-5■ hyar6贅 vmothv■ pvriridliも 面
_        l    l                   .                   :

そあ他の

'vrihidino体
の定量法を確立 し植物体につき検出を行い 。

そあ存在が予想されたイネ葉め抽出液よ引Dの 分離に成功 したきまた植物

の発芽時mま たは⑩を Thiazo■ o体 とともに添加するとき Thiamine

の生成景が増加する
iこ
とが証明された。1  ‐1 ・

●
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学部川崎近太郎教授に厚 くお礼申し上げます o

研究途上 ,ご助言やご助力をいただきました阪大薬学部平岡栄一先生なら

びに衛生化学教室の皆様や帝塚山学院短大須原 喬先生ならびに食物栄養教室

の皆様に心から感謝いたします。                      “

また各種試料をご分与下さいました武田研究所 。松川泰三 ,平野弘両博士 ,   ^

三共株式会社 ,吉 田茂博士 ,試料の元素分析を行つていただいた阪大薬学部

福田博士ならびに茂幾氏また赤外線吸収スペタ トルの測定を行つていただい
●

た鈴木技官に感謝いたします。
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第 7章 実 験

〔1〕  ThiOthiamineお ょびその誘導体の代謝

(1)Thiothiamine投 与尿よ り Thiazo■ e体の分離

1)Thiothiamine注 射泉の採集

体重 150～ 200gの 均一 系雄 シロネズ ミ 10匹を Thiamine

欠乏飼料 (表 8参照 ,以下この飼料を用いた)で 飼 育し .ThiOth―

iamine を塩酸性水溶液に して るO mg(3m″ 中)を毎 日腹膝内

注射 し ,あ らか じめ希塩酸 と トルエンを入れた採 泉ビンで とつた。

表 8     T h i a IIl■ ne欠乏飼料

部の

●

Thiamine除去 ジキガイモ澱粉
カ ゼ  イ ン
大   豆   油
Mc Collum塩 ノイ185
水

ほかに 1日 1匹あた り

肝  油
ビ タ ミ ン B2
ビ タ ミ ン  B`
バ ン トテン酸 カルシウム

ニコチン酸アミ ド

60
25
15

5

1lo

●

0。 18
40 
μg

4 0 μg
150 μg
150 μgl

it Thiothianino &5Xd)-t-'i-2 11 ? l' / 2 7 4 -
前述のようにして得 られた新鮮尿をそのまま何回もくり返 して東洋

濾紙/50に つけ 2種 の展開溶媒で一次元上昇法 PPCを行つた。

Thiothiamine 60mg経 口投与時の 8時間尿や普通尿Chia―

mine欠乏飼料で飼育した同じ動物の Thiothiamineを 投与 しな

い時の尿)に ついても同様に PPCし たo検出試薬には D試薬を用い
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たo普通尿からは D試薬陽性物質は検出されなかつた。 P

は以下特記 しない場合は酢唆 .プ タノール .水 (1.4.5)

また体重 1.5K8の ウサギに Thiothiamine 500mg

した時の尿についても同様に PPCし た。

図 1参照

→ Thiothiamine注 射尿中よりThiazolo体 の分離

PCの 溶媒

を用 いた。

を皮下注 射

尿を N NaOH アルカリ性とし NaC■ で飽和 してエーテル抽出を行

いエーテル層を分難して Na2S O● で脱水後氷室に放置すると白色粉末

がでてきたoそ れを分離 して 60%エ タノールで 2回再結晶すると

mp 238° となりThiothiamine の標品との混融で融点降下を示

さなかつた。この操作により尿中より未変化の Thiothiamine を

分離することができる。

エーテル抽出を行つたのちの水層はそのままのアルカリ性でイソプ

タノールを加えて振 とう後 ,イ ソブタノール層を分離 した。それに

Na2S 04を 加えて脱水 して 5o°以下で留去 しさらに蒸発乾固したoそ

れを無水エタノールで抽出しエタノールを 40°で留去 したのち水を加

えると水溶性画分 2と 水不溶性画分 5に 分れた。尿は 3日 目毎にここ

まで分離 して保存 しつつ 20日 間の尿を集めた。

画分 6は D試薬にて ThiOthiamineよ り高い Rfの ものが検出さ

れ Thiazo■ o化合物の存在が予想され た の でセルローズ粉末 (東

洋濾紙)に よるカラムクロマ トを行つた。画分 ろを 100フ のプタノ

ールにとかして吸着後水飽和プタノールで展開し 10m′ ずつ流下液

を取つたo κ l～ 4は D試薬陽性であつたので合して減圧濃縮 し ,

PPCす るとRf 088,0。 95の D試薬陽性物質が検出された。

図 2参照

●

●
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●

iv)R10。 88部 と Rf O。 95部の分離 とぺ=パ ーク ロマ トグラフイー

第 2章 。第 2節おょび図 6参照 |            |

v) 2-Morcapto-4丁 methy■ -5β―hydrOXyethylthia4oleの

確 認

PPCに より精製 した Rf O.88部 のエタノール抽出液に ピク リ/酸

飽和エタノール溶液を加えて pic rateを 作つた。本品は mp「 117°

の淡黄色針状品で 2-MercaptorMHTの 標品より作つた picrate

(mp l17° )と の混融で融点降下.を みとめなかつた。分析は C12H12 Nι

°8Sと して計算値 N=15.86 .

:    ‐ 実験値 N=13。 76

(2}Thiothiamine投 与泉よりPyrimiこ ine体の分離

i)Thiothiamine注 射尿中よりPyrimidine体 の分離

1 尿を N ttC■ 酸性として工ニテル 15′で振とうしエーテル層を分離

したのち ,イ ツプタノール 1.5′ で振とうしイソプタノータ、層を分離

した。つぎ:こ 尿を中和後 ,N NaOHア ルカリ性とし酸性におけるのと

同様エニデル 1:5′ ・
ぢ trで ィソプ タノニル 1.5′ にて振とう抽出し

た。ちぎに各画券の溶媒をも0。以下で留去し各々について PPCす る

とD試薬陽性物質のRfは 酸性工ニテル抽出物 0。 67,0。 9,酸性イ

ソブタノール抽出物 0。 25～ 0。 3,0:6ラ ,0。 91ァ ルカリ性エーテ

:ル抽出物 0.25～ 0.3,0.671,0:9・ アルカリ:性イソプタノール抽

出物 0.25～ 0.3,0.67で あつた。これにより代謝産物が各画分中

に混在することを知つたので全部を合して泉抽出物(A)と した。尿抽出

物tADよ りAMPm塩酸塩を分離する方法は第 2章 ,:第 5節および図 5参

照 o

五 )2-Methy■ -4‐ a nli n o-5-aminolnethy■ Pyrimidineの 硝ヨ;認

●
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尿抽出物(A)よ り分離した mp 260° の物質は AMPm塩酸塩 Cmp 260う

の標品とめ混融で融点降下 しない。紫外部吸収スペク トルも 0.lN HCl.

0.lN NaoHの 溶媒でそれぞれ AMP口 塩酸塩に一致したo 図 9参照。

常法により picrateと すると mp 227° で標品 (mp 228° ,分解 )

との混融で融点降下 しない。

AMPm picrate C18H:6N:。 0:4と して

計算値 N=26.49

標品の分析値 N=23.57

実験値 N=25。 95

(3)Thiothiamineお よび Thiothiazolidine体 その他投与時の

●

展中排泄景 と無機硫酔塩の排紐量

i)試料の投与と尿の採集

Thiamineは 本溶液 ′Thiothiamineは 塩職職性水溶液 ,

Thiothiazolidino体は塩職酸性にす ると Thiothiaminelこ変

化するおそれがあるので水けん濁液とし ,ま た 2-Mercapto一 MHT

は熱湯にとかして ,そ れぞれ 2 5 mBま たは 50 mgを 含む溶液 2～

るm′ をンロネズ ミに腹膝内注射 しつづいて水 6～ 5m′ を経口投与    ●

して尿を集めた。尿景は 1日 8～ 15m′ であつた o

五)尿 中無機硫破塩の定量

濾過した尿に 290/Benzid ine塩 駿溶液 100m′ を加えて lo分

以上放置したのち沈澱を集めた。沈澱を Benzid ine 硫酸飽和水溶    “
液で洗ったムち熱蕩 :こ 浮遊せ しめそ 札 NaOHに て滴定 した

29.       ^

m)尿 中 Thiothiazolidine体 の定量

尿を煮沸蒸留水 (煮沸により体積を半減せ しめて溶存酸素や残留塩

素を追いだした蒸留水)に よりThiOthiazolidine体 lμ g/m′
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●

前後となるように希釈 したのち N HC■ 2m′ 加えて沸とう水浴中で 5

分間加熱 して Thiothiamineに 変化せ しめて過酸化ベンゾイル
1°

法により定量 o別 に塩酸処理せずに過酸化ベンブイル法により TbiO―

thiamineを定景 しその差を求めることによりThiothiazo■ 1-

dine体とThiothiamineと の分離定号が可能である。この方法に

よるThユ othiazo■ idine体の検出率は 95～ 105%で あつた。

Thiothiamine,Thiothiazo■ id ine体をシロネズ ミに投与 し

た時のそれぞれの尿中排泄量をこの方法で測定 して表 9に示 した。

(4)ThiothiaminOお ょび Thiothiazolidine体 投与象中より

2-Vethy■ -4-amino-5-aminomethylpvrimidineの 庁:昇

Thiothiamineお よび Thiothiazolidine体 をシロオ家ミに腹膝

内洋射す ると尿中に AMPmが綺 出れ るので ,(ⅡXl)に 詳述す る Saccharo一

myces cerevisiacに よ り Thiamineを 合成せ しめる方法 によ り

AMPmを 定母 した o

それに先 きだち尿中 Thiothiamine,Thiothiazolidine体 を

除去 しなければな らない。そのために尿 2m′ (Thiothiazo■ idine

体 は ThiothiahinOに 変 化せ しめたのち)に 飽和 BrCN水 溶液 6m′

を加え p I16Ю 。67° で 60分 放置 してそれ らを ThiOchromeに 変 化せ し

めたのち空気 導入によ り BrCNを 追 い出した 。つぎに Thiochromeと

AMPmを 分離す るためにアンバーライ トIRC-50を直径 0。動 の カラム

に 12硼 の高 さにつめ N NaOH→水→ N ECl→水を 2回 くりかえ して

通したのちPH 4′ に調整し尿の BrCN処理液 2m′ を吸着せしめた。蒸

留水 50m′ を通して水洗後 ,ODl N EC■ 60ェゼ でAMP■ を瞬着し ,: ,

PH5.0と してAMPmの 定量に供したo

表 1お よび第 1章 .第 5節参 Fヨ o

●
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表 9 Thiothiamineお よび Thiothiaを olid ine体 をシロネズ ミ

に腹藤内注射した時の 24時 FHn尿 中排泄母

Thiothiazolidineイ本骨与投

mg
25

mg %
Thiothiamine

9る

lo。 1

1る。1

11る

13.2

15.1

0.o9

0.1

0Ю 6

0

0

0.1

0。 1

0.05

0,9

1。2

lЮ

(19②

(2o。の

(26.2)

(2る。の

(26。め

(30。の

( 1."

(2。 1)

(1の

(0)

(0)

( 2.1)

( 2.1)

( 1.1)

(1')

(2D

( 2.1)

ろ。2

5。 1

4。2

5.6

4.0

10。 1

9.4

8.5

(0)

(0)

( 2Ю )

( 1.つ

(2.の

( lθ)

(2.5D

(0)

(12o

(20.4)

(168)

(20る )

(16Ю )

(1枷)

(14Ю)

(18⑧

０

　

０

1.1

0。9

1.4

1`0

1.2

0

●

Thiothiazolidine {6 25

●

６

　

　

５

　

　

７

６

　

６

　

４

50 (20②

(18⑧

(17Ю )

Thiothiamine

* Dg %
6s (2 6,0

* s.o (2 o.o)

*は体重 600～ 40o3の シロネズ ミ ,他は 150～ 2008の もの
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〔Ⅱ〕  2-Methyl-4-a nli n o-5-arinomethylpyrimid ineの 不〕:射

(1) SaCChar。 印yces cerevisiaeを 用いるPyrimidineイ大の

定号法

i)使用菌種および培地

SacCharomyces

10に 示 した Read er

cerevisiae Hansen〃 0ろ 05を用い表

培地を 2倍濃度にして用いた。

表 10 Read er W. ( pH5 )

● ブ ドウ糖

0り 2S° 4

MPSO.・ 7H2°

0`2g

1

2・ 4H2°  08

1″

NaCl

|

2 1水

●

K H2P O`

五 )培 養 条 件

ta)長 時 FR5法

培地 4m′ にMHT ll~3モ ル0.15m′ を添加しPyrittidine

体 1♂モルを 0切。12m′ (0。 lm′ 以下は希釈して 0。 lm′ 以上をとる

ようにする。以下同様)ま たは検液を加えて ,液号を補正したのち

115°で 10分蘭滅菌する。これにあらかじめ 25°で 20時間または

401寺間静置 して前培養 しだ酵母液を注射針によリー滴ずつ添加 し

て 25°で 20時 間または 40時間培養する。前培養 と分注後あ培養

時間について検討 した結果を図 26に示 した o

この結果により前培養は 20時 間 ,分注後の培養は 40時間がよ

い 。                                   
‐
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図 26 前培養時間と分注後の
培養時間のちがいと

Thiamュ neイトUに f計

培養時間 20  40

^ta213'4tg
nrprlft+*(rf,)

前培養 20

時間  4o

実線菌  点線閃

″
細  ″ 細 ゛

(b)短 時 間 法

培地 400m′ につき MHT10~3モ ル 15轟′ の割合で添加 したもの

を 200m′ ずつ分洋 し 115° ,4o分 間滅菌 して保存する。 使用す

る時 〕1週間以内にうえついだ酵母を接種 し 25°で 1夜おき 。試験

管に 4m′ ずつ分注 し試料を長時間法と同号添加 し (MHT以外)

1 37・で 3～ 5時間培養する。

長時 F・3法 では試験管や ピペ ツトを 180°で 30分
`試
料を 115°で '

10分滅菌し無菌操作を行つたが短時 FHR法 ではその必要がない。

=)Thiamineの
定丹によるPvrimidine体 の算出

(a) Thia■ lineの 申 号

培養後 100°で 5分 煮沸 したのち 60°で 1時間または 2時 FB3タ カ

ジアスターゼ処理するかあるいはそのままで 0:も m′ をとり赤血塩 ,

チォクロム法で Thiamineを 定量 した。

(b)検 景曲線の求め方

尿のばあい (短時間法で培養 したのち 60°で 2時間酵素処理 した

●
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●

もの)に ついて図 27,28に 例を示したo尿号と Thiattinふ 合

成長の関係を求めその曲線の急な範囲を計算に用いるがAMP■ 100mg

またはOMPm 47轟 g腹藤内注射尿では原尿にして OЮ 5m′ 以下で定

量できるoこ のさいその半量の 0.025m′ の普通尿 (試験前の同じ

動 物 の尿)を AMPmま たは OMPmの 10~3モ ル ,0～0。 12血′に 添加 し

た ものを検号 曲線 に用 い る。尿のばあいは AMPmま たは OIPmの み

の標準曲線より多少高くでるが肝磨砕液のばあいはやゃ低くでる。

AMPm,OMPmの みで は Thiamineの 合成量 は OMPmの 方 が高 く

で るがその割 合 は一定 しない。

図 27 本MPm,OMPmの 検景
曲線

図 28  Thiamine号 よ りAMPm
量への換算 (短時間法 )

AMPmに 普通尿
0』 25m′ 添加

AMPm尿

●

o o.o4 o'ag

Pyriniid ine 10{.ar,

o O,O4 t'ot t'tz g 4.6,4 ool

-t
AMPm 1B-r+tv(nl) AMPm R(^()

AMPm尿 は 100m3/dayを 4日

間注射して 57ね′の象をえたも

の

(0

●

盤 雌 掌
=´

´

0ll fu 
- 

---
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(C),1‐hiamin,量 ょりPyrimid in9量 への換算

図 28について Thiamine量よりAMP“ 量への換算法を説明す

る。図 28の 0の AMPm泉 o.o2m′ ぃAMPml■ モャ(211″%′    ^
‐  p:016m′ に相当するから全蒸 57m′ 中の AMPm:量 は 103 mgと

な:り 。同様に しで AMPm尿 Oβ 4 m′ の②では 117m8と な る。尿号     ´

と Thiamine合 成景が比例 している範囲の① と②の平均値を とり    
｀

尿 中 AMPm景 1125 mgと す る 。 な お AMPm量 は AMP,塩 酸 塩 と し

1 て計算 した o
●

iv)Thiamine定号時のタカジアスターゼ処理の検討

短時間法で培養 した場合にはタカジアスターゼ処理 (60° ,1時間

または 2時間)す れば Thiamine量 は多少高 くなるが (図 28参 1召)

AMPm景に換算すればタカジアスターゼ処理 しない場合 とほぼ同 じ値

になるので (表 4参 F)こ の処理を省略することが出来る。

長時間法の場合は大半の Thiattineが 結合型 となつているのでタ

カジアスターゼ処理を行わねばならない。

v)本法による Pyrimidine号 と紫外部 245mμ の吸光度による値と

の比較                                ●

AMPm 10omgを シロネズミに注射した時の 24時 間尿中 AMPm排

泄景を本法による値と紫外部 245mμ の吸光度より求めた値 とを比較

して表 11にポ した。

吸光度より求める前に尿中よりAMPmの 分離を濾紙電気泳動または

PPCに より行つた。濾紙電気泳動では AMP,尿 0■ 5m′ を東洋濾紙    ‐

/51(10× 40甲 )に 0。 05m′ の ミクロピペ ツトでつけ 6%酢

酸水を用い る50V,3時 間泳動 したo乾燥後陰極側へ 11～16卸

(AMPmに相当)の部分を切 りとり 50%エ タノールにて 30分加温

●
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●

袖出した。この抽出液について 245 mμ における吸光度を測定し ,

べつに同じ動物の AMPm注射以前の尿 OЮ 5″ を同様に泳動し ,陰

極側へ 11～ 15"の 部分を抽出したものめ吸光度を盲検値として

差引き 。同様な操作により作つた標準液の検量曲線よりAMPm量を

求めた。             ~    ~   ‐

ま た PPCに よ り AMPmを 分 離 す る場 合 は AMPm尿 0。 2軋′ を 東

洋湛紙

“

50につけ酢酸 ,ブ タソー″ :水 (=1.4.5)そ 展開し

Rf ODレ司.15の部分を切 りとり50%エ タノールで加温抽出した。

215 mμ における吸光度を求め ,盲検値 としそ普通尿 0.2m′ につ

き同様にして求めた吸光度を差引き輝i紙電気泳動の場合と同様にし

て標準曲線よりAMPm号を求めた。

表 11 AMPm 100m痣 注射 24
の本法による値と紫外部

算出した値の比較   .

時間尿中 AMPm排泄量
245 mμ の吸光度より

(mg)

法本

● 刃 P

PC

フ.40

8。 80

2,8

3:8

る。8

4。 1

４

　

・２

ｎ
ｕ
　
　
　
　
り
ι

4.50

PEP=灘 紙電気泳動  ・   l'

Vi)Py■ imidine体
|こ
Thianineが 混在す る場合の分離定量

AMPmま たは OMPm10~3モ ″標準液 0』 2m′ にも 書 Thiamine

O.7～54 μgを添加 し長時間法 によ り培養 し60° ,2時間 タカジアス

ターゼ処理 して Thiamine量を測定 した o結 果 は図 12に 示 した

よ うに PyFimidine体 よ り合成された Thiamine量 と添加 され

た Thiamine量の相か らMHTを 入れないばあいの Thiattine

245 mμ の 吸 光 度 よ り

盲検値引かぬ
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●

号を差 し弓1く と AMPm‐よ り合成された一定の Thiamine量 が出てく

る。したがつて AMPmま たは OMP口 に同程度の Thiamineが混在す

る場合は分唯定
‐
B・が可能 である。

(?) 2-Me thvl- 4-ami no-5-aminome thylpy"i mid ine &5ft. &

り代謝産物の分離

i) 2-Methv■ -4-a,■ ,6-5-amin9methy■ pyrilnid ino 7主 身ナ堅塁

の展への排泄

体重 150～ 20ogの 雄 ン ロネズ ミに AMPm 100m3を 腹膝 内洋

射 し 24時 FHl尿 中の AMPm排泄量を 〔Ⅱ〕(1)の 方法で測定 した。

表 4・ 5参 照

五 ) 2-Methy■ -4-amin。 -5-aminomethy■ pyrimid ino'主 身十尿

中よ :り 代謝産物の分離

,(a) 2-Methyl-4-amino-5-aminomethylPyrimidinei主 射

尿の採集

Thiamine欠 乏飼料で飼 育した体重 150～ 2003の 雄シロ

ネズ ミ5匹に毎 日 1匹あたり AMPm 100 mgずつ 6日 間腹膝内注射     .

して尿 159m′ (総 AMPm投与量 1.53)を えて試料 とした。〔Ⅱ〕

(1)の 方法により尿中 AMPm量を測定す ると 28.9m8で あつた。

(b) 2-M e t hiy l-4-amino-5-aminomethvlPyrimidinoi主 身t        
‐

尿中より主要代謝産物の分離証明

直径 3,8"の クロマ ト管に精製バームチットを 9mの高さにつめ     _

6%沸騰酢酸水を500m″ 通して活性化せしめたのち尿oH55)

を通して AMPmを吸着せしめてのぞいた。吸着時のi濾液と水洗液

(1′ )の 中にはD試薬陽性物質が含まれていたので合して Fr.I

●
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とした。 02N HC■ 脱着液は F roⅡ としたが Rf037の D試薬陽性物

質が含まれ Rfが AMPm塩確塩に∵致 した o

FroIを つH47と し ,0.1モ ル酢酸緩衝液で pH 4.7に 調整 した

、 lRC-50(100～20,mesl,38XO硼 )に 通 し ,蒸留水 1′ F洗つ

たo再 び吸着時の流下液と水洗液を合 して濃縮 し (50,以 下)蒸発

乾固せ しめたのちエタノールで抽出して。エタノール留去後希塩酸

に と か して PPCす る と CAPmに 一 致 す る Rf O.29の 斑 点 を D試 薬

にて検出した。全量を角濾紙に帯状につけて PPCし 7枚分の Rf

O.29部 をエタノールにて加温抽出した。それを東洋演紙/51に

つけて 6%酢酸水で 350v,3時 間濯紙電気泳動すると陰極側へ

2～ 3切のところに D試薬陽性物質が検出され CAPmと 一致した。

図 14参 照。また紫外部吸収をДI庁すると図 15の とおりであつたo

Rf O。 29物質を常法によりpicrateと するとmp2269切牌りで

CAPmの 標品より生成した picrate● P226° )と の混凛で融点降

下 しない。

分析桔 N=21。 56

Ct2H10N`09と して計算値 N=21.99

標品の分析値 N〒 21.66

また CAPmの ゃierateを 減別した母液を濃縮すとさらに mp181°

の Picrateが 得 られた。本品は D試薬陽性で元素分析値 C=る 495,

H=304,N=26′ 2で あつたが物質の確認には至つていない o

コュ) 2-MethylT4Tamin'~5-amin。口ethy■ pyrimidine2主射

尿中 2-Methyl「 4-amino-5-pyrimidittё CarbOXy■ iC

●

acidリト滞七:量

五 )(a)で集めた尿を角濾紙 (20× 40伽)で PPCし Rf029

●
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蔀 を 50%エ タノールで加潟抽出 し 〔Ⅱ〕 (lXVIと 同 じ方法 で CAPm

号を求めると総 AMPm投与景 1.5g。 尿号 159m′ 中305 mgで あ

つ た 。 ｀

iv)1 2-Methy■ -4-amino-5-pyrimidinecarboxy■ ic acid

i  注射時の尿への排泄                         ・

CAPm 50mgを シロネズ ミに腹膝内注射しその 24時 FHn尿 を集め

〔I〕 (1文 V)と 同じ方法で浦紙電気泳動して CAPm俳泄景を求めると    v

2例平均 31。 9m8で あつた。この方法に|る とCAPmの 検出率は   .
81.8%で あつた。

(3) 2-Methvl-4-amino-5-aminomethy■ primid ine の肝 1蔵磨

砕液による分解産物

i)反 応 条 件

ィロネズ ミ肝 50Rを ガラス製のホモゼナイザーにして冷時磨砕 し

AMP血 500mgを 少量の水に溶かして添加 し 0。 1モ ル燐酸緩衝液
`(PH 72)に て 100m′ として 37° で 3時間放置 したo反 応後 〔Ⅱ〕

(■ )の 方法で残存 AMPm号 を測定すると 310 mgで あつた。

五)反 応液より反応生成物の分離

反応液を煮沸後 ,抽出操作を容易にするために 55°で 2時間タカジ

アスタニゼ処理を行つた。湾液をとり残溶をさらに水洗して ,濾液に

水洗夜を合 し沸とう水浴上で扇風機をかけつつ濃縮 し図 18に示 した

ように分離 したoす なわち濃縮物を角濾紙 (4o× 40")に 帯状に    4

づけて PPCす ると tai■ in3し ていたので p試薬陽性物質を Rf04    
‐

以下 (Fr.I)と RfO′ (Fr.I)以 上に分けて ,50%エ タノー

ルにて加温抽出した。

Fr.Iに ついてはエタノールを留去 し水溶液として ,6%熱 酢駿水

●
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を通して活性化せしめたパニムチツト柱 (3.5× 25鍬)に 通した。

吸着時の流下液と水洗液を谷して 5o°以下で減圧濃縮し残漆をエタノ

ール抽出した。エタノニル留去後ブタノール抽出しプタノール留去後 :

希塩酸にとかして PPCす ると
'試
薬にて Rf O.10028,0る 5を検

出した6 Rf 028部 をPPCに ょり'分離し ,50%エ タノールにて抽

出して濃縮したのちきクリン酸飽和エタクニル溶液を加えるとmp226°

のpicratoを 得た。本品はCAPm picrate Cmヽ 2グ
`°

うとあ混融

で融点降下
.し

なtゝ :       ‐   .     :

分析値 N=22.00

Ct2 Hto N6° 9と して計算値 N=21.99

Rf O。 1部 は AMPm塩 砂塩に一警し夫反応の AMPmと思われる。ま

た Rf 035蔀 よりは mp 164° の picratOを 得たが精査 していない o

ProⅡ よ りは PPCに よ う nf 073が 検 出 され FPmに 一致す るの

で ,Rf 073部 を 50%エ タノールにて抽 出 し ,さ らに PPCを 2回

くりかえ して精製 し紫外部吸収を測十す ると図 17に 示 したとお りで

あつ た o

●
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Pyrilmidine誘 導体の検索と Thiaり ine生合成への利用

Pyri■ idii n e誘 導体の検‐索  | ‐ .1

i)植物の磨砕抽出液よりPyrimidine体 の検出

検体を5分間蒸したのちミキナ‐・ガラス製ホモゼナイザーまたは

乳鉢に,て磨砕し,水抽出液を得 ,そ れを試料として 〔Ⅱ〕(1)の Saccha―

ro口 yCes cerevisiaeを 用いる Pyrimid ine体 の定量法により

測定 した。表 6参照 。

五 )イ ォよ り 2-Methyl-4-alni n o-5-aminomethylpyrimid i10

の分離

試料の幼イネ 8孵 と成熟したイネ葉 5K,の 分離操作は日1に 行い ,数

回にわたつて行つたが以下に示した液量は合計したものである。まず

1～ 5%ト リクロル酢酸液約 20′ を用いてイネをミキナすにかけて

磨砕した。その演液:と 残溶の水抽出液 (残溶を再び水を用いてミキナ

ーにかけ磨砕抽出液を得た)を 合したもの約 50′ をア/バ ーライト

IRA 410つ づいて IRA 411柱 (そ れぞれ百径 4“ .高 さ 50働 ,

40～ 6 0 mesh,N NaOHを 通 して活性化せ しめたのち水洗したも

のを用いた。また流下夜が酸性を呈 した時には再生 して用いた)に 通

した。その流下液と水洗液を合 して PH 5.5と してアンバーライ トlRC

50柱  (1自径 4 Cm。 高さ 50(糀 , 1 00～ 2 0 0 mesh o N Hcl樋

して活性 fヒせ しめたのち水洗したもの)に 通 したのち流出液が着色 し

なくなるまで水を通 した。つぎに 005 N HC■ で脱着 し (Fr.I)さ

らに 0。l N HClで 脱着した (Fr.■ )。  Fr.1,Ⅱ はそれぞれ紫外部

245mμ の吸光度が 0。 2以上の部分を集めた。以下第 4章 ,第 2節 ,

tII)参照。なお幼イネと成熟 したイネ葉よりPPCと 濾紙電気泳動によ

り同一とみなされる Fr.1と Fr.Ⅱ が得られたが赤外線吸収スペク ト

●
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ルの lll定 に用いた試料は幼イネより得 られたものであるo

(2)Pyrimidine誘 導体のダイコンおよびイネでの Thiamine生 合成

への利用      "

i)Pyrinidine体 とThiazolo体 を植物磨砕抽出液に添加 した時

の Thiamine生 合成への利用

‐ 新鮮な植物をガラス製ホモゼナイザーまたは磨砕しがたいものはヮ

す .リ ンプレ:ン ダニにて冷時磨砕液とし ,そ の渡夜を酵素夜として用い

た。植物 103よ り 10γ 50m′ の酵素液を作 りOMPh:AMPm,

MHTを それぞれ 10~7モ ル添加して pHの 調整を行わずにOH5/～58)

37°で 3時 FH3放置したのち煮沸し ,タ カジアスターゼ処理して BrcN

駿 fL lこ よ り Thiamine量 を ■1庁 した o OMPm,AMP rl,MHTな ど無 添

加 の ものの Thiamine/1Sと の差から Thiamine生成号を検討 した。

表 7参照 .

五 )Pvrimidine体 と Thiazo■ 6体 のダイコン癸芽時における

Thiamino生 合成への利用

(。)砂耕培養液中にPyrimidino誘 導体と 4-Methyl-5β ―

hydroxyethylthiazoleを 加えた時の発芽ダイコン中の

Thiam■ ne量                      :

直径 8■ 9"の Petri皿 に飾でふるい ,よ く水洗して乾燥した

砂を約 o.8卸 の厚さにしき 160°で 30分乾熱滅菌を行ない .冷後

試料 (そ れぞれ 10~4モ ル)を 0。 05%の ハイポネクス液にとかして

砂 tヽ ま き ダ イ コ ンの種 1な を ま い た 。試 料 はtA)OMPm+MHT,

tB)FPm+MHT,(C)AMPm+MHT,(D)CAPm+MHTを 添カロした 。ハ イ

ポネクスの成分 (%)は 窒素全量
`.5(そ

のうちアンモニア性窒素

1.0,硝酸性窒素 5`5),可溶性燐峻 6.0(そ あうち水溶性燐酸45)

●
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水溶性 カ リ 19。 0で あ る。暗所で 22～ 25° に保 ち OD 5%ハ イポ

ネクス液を供給 しっつ 育てた。

5～ 7日 おきに Thiamine量を測定 し 。その時 :こ は芽の大きさ

を平均 して 10本 とり全体 を酵素処理 ,ィく― ムチ ッ ト処理を行つて

BrCN駿 化 して Thiamineを 定量 した。 図 21参照
`

(bl 砂耕培養 液中に 2-MOthyl-4-amino-5-hydrolvmethy■ ―

pyrimid ineと 4-Methyl-5β ―hvdrOXvethy■ thiazo16,

L― Cystoineま た は D,L― MethiOni五 oを 加 え た時 の発 芽 ダイ

コ ン中 の Thiamine量

ta)と 同様にしてダイコンを発芽させて育ててThiamine号 を測

定:し ス1。 (A)O MP mttMH T,(B)O M Pln+L― Cysteine,lC)OMPm+

D,L一 MethiOnine添加としたれぞれにつき1♂ モル.10~5

モ ル
・
10~4モ ル濃 度 と oMPm無 添加 で MHT,L― Cysteino0

D.L一 MethiOnineの みの 4群 に分 けた。 図 22参 照 。

また OMPml♂ ,1〔戸 モル添加 で は(A),tB),tC)各 群 とも 20百 後

の OMPm残 存量 は 0で あ り ,1『4モ ル添加 で は (A)047mg IB)0:14m拿

(C)0。15mRで あつたoこ れは〔I〕 (1)の方法より定号した。

(c)発芽 ダィコン中 Thiamine号 におよぼす 2-Meth,1-4-amino―

5-hvdroxymethy■ pvrimidineと 4-Methyl-5β ―hydrO―

xvethylthiazoleの 影響

(1)無添加 ,(Il1 0MPm,⑩  OMPm+MHT,CVI MHTを添加 した 4群

に分け各群 Petri皿 4枚ずつとしたo試料の添加量は Petri皿

1枚 (種 13)に つきそれぞれ 10~4モ ルとし実験方法は(a)と 同 じ

であるo長 さ ,重量 ,乾燥量・ Thiamine量 .窒素量を dll定 し 4

枚の P e t r i lllLの ものの平均値を表 12に示 した。

●
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乾燥物量は 105° ～ 110° で 2時間乾燥 し 1夜 デンケータニ中に

放置 して重量を測定 した。窒素は乾燥物量の漫J定 に用いた試料をセ

ミミタロKj6■ da五 1法 たよ
―
り
:定
量 した : 図 26,24参 照。

表 12 ダイコン発芽時に OMPm,MHTを 与えたときの影響 |

|       : 10本 あたり (各14夕 |の
i平
均値)

●

，
　
　
　
　
ご

経 日 添加試料
重  景
(R)

乾燥 量

(g)

水 分

(%)
長 さ

(∽ )
m■ ne

C♪

Thia― N tt ν驚癬撮
(mg)  xloo t9o

0(勁 0`474 0。 1657 9。 2 0 る。47   48

6

OMPm

OMPm+MHT

MHT

l ll1 3 4 5

0.9809

1.2071

1.1116

0。 1084

0。 1189

0,1228

0。0965

89.5

87.9

89。 8

91・る

る。5

3

7.5

4

2′

る。4

7.6

6・0

6.86     6.2

6.86   6β

6.93     5。 4

6.62     5。 7

9

OMPm

OMPmttMHT

MHT

1.6350

1.6521

1.51る 4

1。3516

0。 1100

0。 1064

0。1072

0。 1062

91.8

92。 1

92.9

92.1

8

8.3

9

88

2.8

5。2

ア。3

4。2

6。90   6,1

6.28     6.2

6.66     6.4

る。20     5。 8

1ろ

OMPm

oMPIn4 MHT

MHT

1.2823

1.4510

1.5068

1。3231

0。1007

0.0975

0.0954

0.0988

92。2

93.3

92.7

92.5

8.5

lo

9.5

9

2.8

5。 3

9.8

る。1

6.86     る。7

6.66     6.7

6.59     6.9

5,69   6る

20

OMPm=

OMPmttMHT

LIH T

1.6075

1.4965

1.1320

0.9867

0.0941

0:1066

0.0969

0.0985

9る。0

96.1

91.4

90.0

8.6

lo

8

68

15

26

617

1,2

446     4・9

5。94   5。 1

4,70     4.7

5。48   5‐ 1
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m)Pyrimidine体 とThiazO■ e体のイネ発芽時における

Thiamine 4.AFl^o)ftlH

実験方法は発芽ダイコンの場合と同じで〔Ⅲ〕(211ii)(a)参照9 ただし

たねをまいてから 1週間は暗所で ,そ の後は日光のあた る場所で育て

た。 AMPm+MHTま たは OMPmttMHT添 加でそれぞれ′1」4モ ルまたは    日

1.0-6モ ル添加 して行つたも る同にわたつて行つた結果 を図 25に 示     '

した o

●
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