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論文内容の要旨

チアミンのチアゾーノレ核をイミダゾーjレおよびトリアジン核におきかえた化合物すなわちイミ

ダゾロチアミン類およびトリアジノチアミン類がチアミン要求性乳酸菌 LactobacUlusfermenti 

および同酵母 Kloeckera αρiculata に対し抗チアミン作用を示すことが倉田らによって明らか

にされている。

L. fermenti に対してはチアミンと構造類似性の大きいイミダゾロチアミン類の方がトリアジ

チノチアミン類に比べかなり強い抗チアミン作用を示した(表 1 参照)。

Kl. aρiculata ~ζ対しでもほぼ同様の傾向を示したが，次の 2 点において異なった。

(1) L. fermenti に対しては 3 種のイミダゾロチアミン類はほぼ間程度の抗チアミン作用を示し

たが， Kl. ゅiculata ~乙対するイミダゾロチアミンの抗チアミン作用は他の 2 化合物に比べか

なり弱い。

(2) フェニノレトリアジノチアミンによる L. fermenti の増殖抑制はチアミンで回復するが，

Kl. αρiculata ~ζ 対するフェニノレトリアジノチアミンの増殖抑制作用はチアミンで回復しな

乙のように L. fermenti と Kl. αρiculata においてみられる化学構造と抗チアミン作用との

関連性の差異はとりこみまたは酵素系におけるチアミンとの品-抗様式が両微生物問で異なること

を示唆する。

著者はイミダゾロチアミン類その他の定量法を確立し，これら化合物の菌体のとりこみならび

にチアミンとりこみ阻害作用との関連性から両微生物に対する抗チアミン作用の作用機構を解明

することを中心として研究を行なった。
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Table 1. The used compounds and their growth-inhibition indices on 

Lαctobacillus feγmenti and Kloeckeγααがculαtα
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* A molar ratio of antitbiamine compound to thiamine required for 50% growth-inhibition. 
林 Growth-inhibition by phenyltriazionthiamine (1O-6molejtube) was not recovered by the 

addition of thiamine. 

第 1 章 イミ夕、、ソゃロチアミン類およびトリアジノチアミン類の定量法の検討

チアミン要求菌に対するイミダゾロチアミン類その他の増殖抑制機構を解明するに当り，これ

ら化合物の菌体へのとりこみを検索するため徴量測定法が必要である。

これらの化合物の化学構造から考え， アノレカリ性で BrCN またはフェリシアンカリウムと反

応してチオクロームと類似物質の生成を検討するため，両試薬の添加によって鐙光を示すかしら

べた。

BrCN との反応ではベンジノレイミダゾロチアミンが，フェリシアンカリウムとの反応ではベン

ジノレイミダゾロチアミンおよびトリアジノチアミン類が鐙光を示すことがみとめられたが，強光

の確認限度から考えベンジノレイミダゾロチアミンの BrCN による蛍光生成反応のみが定量法に
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利用できる 5 生成する蛍光物質が結晶として分離され，その盤光度を基準として高感度で精度の

高いベンジノレイミダゾロチアミンの笹光定量法を確立した。

一方， イミダゾロチアミンを 4-Methyl-5ー (2-hydroxyethyl)-thiazole とともに Saccharo­

myces carlsbergensis 菌体と保温するとチアミンが生成することが川崎らによってみとめられ

ているので，その最適条件を検討してイミダゾロチアミンの定量法を確立した。この方法に従っ

てトリアジノチアミン類も定量する乙とができた。

第 2 章 チアミン要求性乳酸菌 Lactobacillus fermenti !こ対するイミダゾロチア

ミン類およびトリアジノチアミン類の抗チナミン作用

L. fermenti !(対して抗チアミン作用を示すイミダゾロチアミン類およびトリアジノチアミン

についてチアミンまたはチアミンジブォスフェートのとり乙みに対する阻害作用をしらべ増殖抑

制作用との関連をしらベた。

イミダゾロチアミン類その他は本菌のチアミンとりこみを阻害し，その阻害度がピリチアミン

>イミダゾロチアミン類〉トリアジノチアミンの順となり，各化合物の増殖抑制度の順位と一致

することをみとめた。しかも各化合物共存時のチアミンとりこみ率と増殖抑制指数との聞に良好

な相関関係がみられた乙とから，イミダゾロチアミン類その他の本菌に対する増殖抑制作用は主

としてそれらのチアミンとりこみ阻害作用に基因するとして説明できる。

イミダゾロチアミン類その他も本菌にとり乙まれたが，そのとりとみ量が非常に少ないことお

よび上述のようにチアミンとりこみ阻害度と増殖抑制度が一致する乙とから，本菌においてイミ

ダゾロチアミン類その他が菌体内チアミンと括抗するとしても増殖に対する影響は少ないと考え

られる。

一方，イミダゾロチアミン類その他はチアミンジフォスフェートのとりこみに対してチアミン

とり乙みに対してより強い阻害を示したが，乙の乙とは各化合物の増殖抑制がチアミン合有培地

で強くあらわれた乙とと関連があり，とりこみの段階においてチアミンジフォスフェートとより

強く括抗するためにチアミンジフォスフェート含有培地で増殖抑制がより強くあらわれたものと

いえる。

第 3 章 チアミン要求性酵母 Kloeckera aρiculata に対するイミダゾロチアミン

類およびトリアジノチアミン類の抗チアミン作用

L. fermenti と Kl. aρiculata とではチアミン誘導体の作用およびチアミンのとり乙み形式

などにおいて異なるととが川崎らによってみとめられており，また，冒頭で述べたように抗チア

ミン作用も化合物によって両微生物問で異なるので乙の相違点を次の(1)および(2)において究明し

。た

(1) KI. apiculata におけるイミダゾロチアミン類その他のとり乙みとチアミンとりこみ阻害

本酵母のチアミンとりこみに対するベンジノレイミダゾロチアミンおよびピリチアミンの阻害作

用を菌体量および保温時間について検討したと乙ろ，菌体量が多いほど保温時間が長くなるにつ



れ各化合物の菌体へのとりこみが進み菌体外液濃度が減少してチアミンとりこみ阻害が弱くなる

ととをみとめた。

短時間で菌体量を少なくしてイミダゾロチアミン類その他のチアミンとりこみ阻害作用をしら

べると，各化合物は競合的にチアミンのとりこみを阻害することがわかった。

各化合物のチアミンとりこみに対する阻害度はベンジノレイミダゾロチアミン〉ピリチアミン>

イミダゾロチアミン>ブチノレイミダゾロチアミン〉トリアズノチアミンの順となり，増殖抑制度

の順位と必ずしも一致しなく，むしろ抗チアミン化合物のとりこみ量と抗チアミン化合物共存時

のチアミンとりこみ量との比の方が増殖抑制指数と深い関連性を示した。

(2) イミダゾロチアミンおよびベンジノレイミダゾロチアミンによる Kl. apiculata の増殖抑

制時の菌体チアミン含量の経時的変化

(1)において本酵母ではとりこみにおける阻害の他に菌体にとりこまれた抗チアミン化合物が増

殖抑制に関連することがみとめられたので，抗チアミン化合物が増殖抑制時に菌体チアミン含量

(とくに結合型チアミン含量)に与える影響をしらべた。

抗チアミン化合物として比較的菌体にとりこまれ易いイミダゾロチアミンととり乙まれにくい

ベンジ、ノレイミダゾロチアミンとを用いて， (1)菌体 (1 mg) にチアミンと抗チアミン化合物を同時

添加して培養した場合， (2)チアミンをとり乙ませた菌体を抗チアミン化合物合有培地で培養した

場合および (3)抗チアミン化合物をとり乙ませた菌体をチアミン含有培地で培養した場合の 3 種

の実験を行なった。

共存する抗チアミン化合物が菌体総チアミン含量に与える影響はとりこみにおける強い拾抗が

みられた実験(1)の場合に観察されたが，結合型チアミンの生成は実験(1)--(3)を通じて抗チアミン

化合物の共存によってほとんど影響をうけないことがみとめられた。

増殖初期の菌体チアミン含量がそれ以後の増殖度と関連性を有するかしらべるために， 2 時間

後の菌体 mg 当りの総または結合型チアミン量と 8 時間後の増殖度との相関係数を求めると約

0.5 であった。さらに 2 時間後の菌体内総または結合型チアミンの抗チアミン化合物に対する集

積比と増殖度との相関係数を求めると約 0.8 であった。

このような増殖度と菌体内チアミン量またはチアミン・抗チアミン化合物集積比との相関関係

から推論すると増殖初期の菌体チアミン含量がある程度増殖に影響を与えるが，増殖初期の菌体

内チアミンと抗チアミン化合物の比すなわち両者の括抗が増殖を支配するものといえる。

以上によって，本酵母においてはイミダゾロチアミン類がとり乙み時にチアミンと括抗するだ

けでなく菌体内でもチアミンと措抗することが明らかになり，また，とりこみにおける括抗が主

であった L. fermenti の場合との差異が明確になった。

(3) Kl. a.ρiculata ~C対するフェニノレトリアジノチアミンの増殖抑制作用

本酵母に対するフェニノレトリアジノチアミンの増殖抑制がチアミンで回復しない原因を追求す

るために，本化合物の安定性をしらベた。本化合物が培地中 300 C , 20 時間保温の培養条件で加

水分解をうけ，フェニノレヒドラジンを生成することを証明した。フェニノレヒドラジンは乳酸菌に

対して弱い増殖抑制作用しか示さないが，酵母に対しては非常に強い増殖抑制を示し，その抑制
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度はフェニノレトリアジノチアミンに比べはるかに大であった。

フェニJレトリアジノチアミンによる増殖抑制がチアミン添加により乳酸菌では回復し，酵母で

は回復しないのは両微生物のフェニノレヒドラジンに対する感受性に大きな差があるためと説明さ

れる。

したがってフェニノレトリアジノチアミンの酵母に対する増殖抑制作用は本化合物から分解して

生ずるフェニノレヒドラジンに基因することが明らかになった。

第 4 章 チアミン非要求性酵母に対するイミダゾロチアミン類およびトリアジノチ

アミン類の作用

チアミン非要求性でビタミン B6 不合培地においてチアミンの添加で増殖抑制をうける酵母

Saccharomyces carlsbergensis とチアミンで抑制をうけない酵母 Sacch. cerevisiae ~乙対する

イミダゾロチアミン類の作用を検討した。また第 3 章で菌体内チアミンとイミダゾロチアミン類

の括抗が明らかにされたのでチアミン関与酵素系に対する作用を Sacch. cerevisiae から抽出し

た酵素を用いて検討した。

(1) Saccharomyces carlsbergensis および Sacch. cerevisiae に対するイミダゾロチアミン

類その他の増殖抑制作用

ビタミン B6 不合培地ではイミダゾロチアミン類およびトリアジノチアミンが低濃度で Sacch.

car lsber gensis の増殖を促進し高濃度で抑制してチアミンと相似の態度を示した。

ビタミン B6 含有培地ではチアミンと括抗して増殖抑制を示し， その抑制はチアミンで回復し

た。と乙ろがチアミンが多量存在する培地ではビタミン B6 と括抗して増殖抑制を示し， その抑

制はチアミン量を増しでも回復せず，ビタミン B6 で回復することをみとめた。

ベンジノレイミダゾロチアミンについて本酵母のチアミンまたはビタミン B6 のとりこみに対す

る阻害作用を検討し，増殖におけるチアミンとビタミン B6 との括抗状態をほぼ明らかにした。

一方， Sacch. cerevisiae に対しでもイミダゾロチアミン類がチアミンと括抗して増殖抑制を

示すことをみとめた。

(2) Saccharomyces cerevisiae から調製したチアミン関与酵素系に対するイミダソ冶チアミ

ン類その他の作用

本酵母から調製した Pyruvate decarboxylase および Thiamine pyrophosphokinase にする

イミダゾロチアミン類の作用をしらべたところ， pyruvate decarboxylase tこ対してはイミダゾ

ロチアミン類の各ジフォスフェートが Thiamine pyrophosphokinase に対してはベンジンまた

はプチノレイミダゾロチアミンが阻害を示すことを証明した。
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イミダゾロチアミン類およびトリアジノチアミン類のチアミン要求性微生物に対する増殖抑制

機構を主として検討し，以下の成績をえた。

(1) L. fermenti においてはイミダゾロチアミン類その他のチアミンとりこみ阻害度と増殖抑制

度が一致したことから，本菌に対するこれら化合物の増殖抑制作用はチアミンとり乙み阻害が



主原因となっておこることを明らかにした。

(2) Kl. a.ρiculate においてはイミダゾロチアミン類その他のチアミンとりこみ阻害度と増殖抑

制度が必ずしも一致しなく，むしろこれら抗チアミン化合物のとりこみ量と抗チアミン化合物

共存時におけるチアミンとりこみ量の比の方が増殖抑制指数と深い関連性を示した。また，増

殖初期の菌体内チアミンと抗チアミン化合物との比すなわち両者の括抗の方が菌体チアミン含

量に比べそれ以後の増殖に対してより支配的であることをみとめた。

これらのことから，本酵母に対するイミダゾロチアミン類その他の増殖抑制作用はこれら抗

チアミン化合物のとりこみ時におけるチアミンとの括抗および菌体内におけるチアミンとの括

抗の関連によってひきおこされることが明らかになった。

(3) フェニノレトリアジノチアミンの酵母に対する増殖抑制作用について検討し，その増殖抑制が

本化合物から加水分解して生成するフェニノレヒドラジンに基因することを明らかにし， L.ferｭ

menti ~乙対する作用との差異を明確にした。

(4) チアミン非要求性酵母 Sacch. carlsbergensis ~こ対してもイミダゾロチアミン類が抗チアミ

ン作用とともに弱い抗ビタミン B6 作用を示すことを明らかにし，また， Sacch. cerevisiae か

ら調製したチアミン関与酵素系に対するイミダゾロチアミン類の作用を証明した。

以上の成績からイミダゾロチアミン類およびトリアジノチアミン類のチアミン要求性微生物に

対する抗チアミン作用の作用機構を明らかにし，その作用機構が乳酸菌と酵母で異なる点を明確

にし7こ。

論文の審査結果の要旨

チアミンのチアゾーノレ部をイミダゾーノレ核またはトリアジン核に代えた化合物はチアミン要求

性微生物 L. fermenti および Kl. aμculate ~乙対し抗チアミン作用を示すが， 菌体へのチアミ

ンとり乙みを競合し， Kl. a�iculate においては菌体内においてチアミンと競合することを両種

の菌体内へのとりこみならびに増殖抑制を測定し作用機構の解明を試みた。

各化合物の増殖抑制指数とチアミンとりこみ阻害との関連から両種の菌の増殖抑制機作を明確

にし7こ。

よって，本論文は薬学博士の学位を授与するに値するものと認める。
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