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　 プ テ リ ジ ン とは pyrimido 〔4，5b 〕pyrazine （1）

を 基本骨格 と す る 化合物の 総称 で ある。現在知 られ

て い る 天然 の プ テ リジ ソ 誘導体は 大部分，（II，
　R

，
＝

R2＝II） の 基本構造を も っ て お り，こ の 物質 （2一ア

ミ ノ
ー4一才 キ ソ ブ テ リ ジ ソ ） を プ テ リ ン （AHP ） と

称 し，そ の 誘導体全般を意味す る場合 に も使われて

い る。構造式 （III）は 7，8一ジ ヒ ド ロ プテ リ ソ を示

す。天 然 に は 少数 な が ら，2，4一ジ オ キ ソ プ テ リ ジ ン

誘導体が 存在 し て お り （た と えば ， リ ボ フ ラ ビ ソ ），

こ の 種 の 化台物 は ル マ ジ ン と 総称 され る 。

　 ブ テ リ ジ ン に 関す る研究は 1800年代 の 終 り ， イ ギ

リス の Hopkins 〔1889 ，
1891

，
1895）に よ る チ ョ ウ

の 翅 の 色素 に つ い て の 報告 に 端 を 発す る 。
プ テ リ ン

（pterin）は ギ リ シ ャ 語 の Pteros（翅） に 由来す る 。

チ ョ ウ の 色素 の 問題 は 192  年代に な っ て ドイ ツ の 有

機化学者 ，
Wieland とその

一
門 に よ っ て 再 び 取 りあ

げ られ ，広汎 か つ 精力的 な 研 究が 展 開 さ れ た 。 当時
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の 分析技術 で は ブテ リ ン の 窒素含有量 と分子量 の 正

確 な 測定が困難 で あ っ た こ と が 主な原丙に な っ て 構

造決定 に 長年月 を 要 した が ， よ うや く1940年 に 到 っ

て， 卩 イ コ プテ リ ソ （II，
　 R1＝R

，
＝OH ）， イ ソ キ サ

ソ ト プ テ リ ソ （H ，
RI＝H

，
　 R2 ＝OH ），　キ サ ン ト プ

テ リ ン （II，
　 R1＝OH ，

　R2 ＝H ） の 構造が 決定 され た

（Purrmann ，1940a，　 b ，
194ユ

，
1943）。初期 の プ テ

リ ジ ン 研究1こ関 し て は Schbpf （1964） の 総説が あ

る。そ れ 以 来，プ テ リ ジ ン は 有機化学者 の 興味を 引

き，天然物 の 搆造解析，台成，物 理 化学的性質な ど

に 関 し，膨大 な 数 の 研究が 行 な わ れ て きた 。
こ の 方

面 に 関 し て は ，Gates 〔1947），
　Albert （1952 ，

1954），

後藤 （19　6・1），
Viscontini （1968） の 総説を 参照 さ

れ た い 。一方，ペ ーパ ーク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

技術の

開発 と大部分 の ブテ リ ジ ソ が 特 徴 的 な螢光を 発す

る た め 微量検 出が容易 で あ る こ とか ら，多 くの 生物

学者 が ，魚類 ・両生 類 ・昆虫類な ど を 主 な 材料 と し

て 体色 発現，突然変異 な どに 関連 し て プ テ リ ジ ソ の

研究 を 行 な っ て き た （Hama ，1963 ； Viscontini．
196G

，
1965 ； Matsumoto 　 et　 at ．，1971 の 総 説 参

照 ）。

　 プ テ リ ジ ン 研究 の 歴史 に と っ て 画期的な出来事 は

葉酸 （ビ タ ミ ン M ， プ テ 卩 イ ル グル タ ミ γ 酸） の 構

造が Angier　 et　 aL （1945，
1946） に よ っ て 決定 さ

れ ．そ れが 6一メ チ ル プ テ リ ン （II，　 Ri＝・CHs，　 R2；

H ） の 誘導体 で あ る こ と が 判 明 し た こ と で あ る 。
い

わ ゆ る
‘
one 　 carbon

’
転移反応 に 関与 す る補酵素型

の 葉酸誘導体 の 生化学 と，化学蕨法剤あ る い は 鋤癌

牟 一般的 に は プ テ ロ イ ル ポ リ グ ル タ ミ ソ 酸 を含め る

　が ，本稿で は プ テ ロ イ ル モ ノ グ ル タ ミ ン 酸 を意味

　 す る こ とに す る 。
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剤と して 用 い られ る葉酸誘導体 に 関 して は Blak 】ey

（1969） の 著者 を参照 され た い 。

　葉酸は ブ テ リ ン の 6一メ チ ル ア ミ ノ ベ ン ソ イ ル グ

ル タ ミン 酸誘導体で あ り，そ の 6 位 の 側鎖 は か な り

長 い 。こ れに 対 し て ，葉酸系列以外 の 天 然 プ テ リ ソ

の 側鎖は 知 られ て い る 限 り 炭素数が 3個 また は そ れ

以 下 で あ り，は る か に 短 い 。そ の た め に
‘
uncen ・

jugated　 pteridine
’

と して 葉酸系化合物か ら 区 別

され て い る 。

‘
uncenjugated 　 pteridine

’
は 昆虫 の

翅，眼，幼虫 の 表 皮，あ る い は 魚類，両生 類な どの

皮膚 に 比較的多量 に 蓄積さ れ て お り，それ らの 動物

に お け る窒素代謝 の 単な る最終産物と見なされた 時

期 もあ っ た。しか し，過去何年問 か の 研究 に よ っ て

プ テ リ ジ ン の 分布が 以 上 の よ うな特定の 動物 に 限定

され る も の で は な く，細菌，カ ビ の 類か ら哺乳動物

ま で 広汎に 分布 して い る こ とが 示 され た
1
（Blakley ，

19　69； Matsumeto 　et　al．，1971 参照）。以 上 の よ

うな プテ リジ ソ の 分布は そ の 普遍的な生物学的意義

を 示 唆す る し，実際に ，比 較 的 最 近 の 研究 に よ っ

て ，
‘
unconjugated 　 pteridine

’
の 生化学的役割が

い くつ か 明 らか に され た 。

一
口 に い えぽ そ の 還 元 型

が重要で あ る と い う こ と で あ る （上記 の 文 献 以 外

に ，Rembeld　 and 　Gyure ，1972 参照）。

　本稿 で は ，プテ リ ジ ソ 誘導体 の 生化学全般 に つ い

て 論ず るつ も りは な く，過 去10数 年 の 問 に 筆者 らの

研究室に お い て な され た ブ テ リ ジ ン 代 謝 の 研究 を 中

心 に ，芳香 族 ア ミ ノ 酸 1 特に フ ェニ ル ア ラ ； ン の 水

酸化酵素と の 関連を 重点的 に 述べ ，それ か ら派生す

る い くつ か の 問題点を 提起した い と思 う。

1． セ ピアプテ リン と そ の 還元酵素

　ユ951年，シ 、 ウ ジ ョ ウバ エ DrosoPhila　 melano −

gaster の 眼色突然変異種
‘
セ ピア

，
の 眼 に 2 種 類

の 黄 色 々 素が 蓄 積 さ れ て い る こ と が 報 告 さ れ た

（Hadorn 　 and 　Mitchell ，1951）。の ち に そ れ らの 色

素 は それ ぞれ セ ピ ア ブ テ リ ソ （よ ウ量 が 多い ） お よ

び イ ソ セ ピ ア プ テ リ ソ と 命 名 さ れ た （Ziegler・

GUnder 　 and 　 Hadorn
，

1958〕。セ ピ ア プ テ リ ン は

‘
セ ピ ァ

’
か ら Forrest 　 and 　Mitchell （1954）に よ

っ て 最初に 結晶状に 得 られ た が ， そ の 構造 は Nawa

（196U）に よ っ て 決定 され た 。 す な わ ち，6一ラ ク チ

ル ジ ヒ ド ロ ブ テ リ ン （III，　 R
，
＝　CO ・CHOH ・CH ，，）

で あ る。イ ソ セ ピ ア ブ テ リ ソ は ラ ン 藻 の 一種 ，
Anacysti ∫ n

’idulans の 培養細胞中に 比較的 多 量 に

’

高等値物に お け る ブ テ リ ン の 存在は 証 明 され て い

　な い
。

存在する ComPOund 　A と同一物 で ある こ と がわ か

D （Forrest　 et　 al ．，1958），次 い で そ の 構造が 6一プ

ロ ピオ ニ ル ジ ヒ ド ロ ブ テ リ ン 　（III，　 R ，
＝ CO ・CH2・

CH ＄）で あ る こ とが 示 され た （ForreSt　et　al．，　ig59

a ，b）。 比 較的最近， ‘
セ ピ ァ

’
に は も う一種 の 黄色

ブ テ リ ン が 存在す る こ とが 発 見 され，その 構造は 6一

ア セ チ ル ジ ヒ ドロ ブ テ リ ン （III，　 R 】
．−CO ・CH3）と

決定 され た （Sugiura 　 et　 aL
，

1973）。以 上 3種が

現在知 られ て い る 6一ア シ ル ジ ヒ ド P プ テ リソ で あ

る  

　 以上 の よ うな
‘
セ ピ ア

’
の 限 色 々 素 の 研究 とは 全

く別r箘に ，家蚕 の 突然変異種，黄体色蚕
‘
レ モ ゾ

の 幼 虫皮膚に 黄色螢光物質の 存在 が 知られ （波磨ほ

か ，1949），最 初 キ サ ア トブ テ リ ン と記載 され た 。

の ちに キ サ ソ ト フ
＝
テ リン と異 な る こ と が わ か り，キ

サ ン F プテ リ ン B （B は Bomb ｝
’
x に 由来） と名づ

け られた （Hirata 　et　at．臼 1950）．　さ らに キ サ ン ト

プ テ リ ン B は ペ ーパ ー
ク P マ ト グ ラ フ ィ

ー
（溶媒，

5％ ク エ ン 酸 ソ
ーダ） に よ り 2物質に 分 離 す る こ と

が わ か り，そ れ ぞ れ キ サ ン ト ブ テ リ ソ B1 （Rf ＝

 ．27，量的 に 多い ） お よび B ，，（Rf ＝  ．32） と命名

され た （有賀 ・吉武，1954）。
キ サ ン ト プ テ リ ソ B

、

は セ ピ ア プ テ リ ン と 同
一

物 と推定 され て い た が

〔Nawa 　 and 　Taira
，
1951），

‘
レ モ ン

’
と

‘
セ ピ ア

’

か ら それぞれ結晶状に 得 られ た 標品 を比較す る こ と

に よ り，両 物 質 の 同
一

性 が 確認 され た （津末 ・秋

野，1965）。キ サ ソ ト プ テ リ ン B2 も
‘

レ モ ソ
’

か ら

単離され ，セ ピ ア ブ テ リ ン に 対応す るル マ ジ ン （2，

4一ジ オ キ ソ セ ピ ア プ テ リ ン ） と 同 定 さ れ た （Goto
et　 al ．，1966）。セ ピ ァ プ テ リ ソ か らそ の ル マ ジ ソ へ

の 酵 素的変換 に つ い て は 後述す る 。

　本題 に は い る前に セ ピ ア プ テ リ ソ に つ い て い ささ

か つ け加えて お きた い 。セ ピ ア プ テ リ ン の 完全化学

合成法 は 知 られ て お らず （杉浦 ・後藤，1972参照），

そ れ を 得 るに は，ふ つ う
‘
セ ピ ア

”
か ら抽出す る 方

法が 取 られ て い る。い くつ か の 抽 出方 法 が 発表され

て い る が ，筆者 らの 初期の 方法（津末 ・ 秋野，1965）

と そ の 改良法 （Fukushima 　and 　Akino ，］9．　68） が

比較的好収量 を与 え る と 思 わ れ る 。 改 良 法 は ，
ECTEOLA 一セ ル p 一

ス ，　 P 一セ ル ロ ース お よ び

Sephadex 　G −25 を 用 い る カ ラ ム ク ロ 7 トグ ラ フ ィ

ー
に ょ っ て 分画 ， 精製す る方法 で， 1009 の

‘
セ ピ

＊ Sugiura　 et　al ，（1973）｝tイ ソ セ ピ ア ブ テ リ ソ が

　 セ ピ ア プ テ リ ン の 構造異 性体 で は ない とこ ろ か ら，
　綬者 を セ ピ ア ブ テ リ ン A ，前者 を B ，6．ア セ チ ル

　体を C と呼 ぶ こ とを 堤案して い る 。
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ア
，
か ら 30−4Dmg の セ ピ ア ブ テ リ ソ の 結晶 が得ら

れ る 。 類似の 方法 に よっ て イ ソ セ ピ ア プ テ リ ン の 結

晶も得られ るが ，その 収量は 1／3 以 下 で あ る 。

　 セ ピ ア プ テ リ ン は 中性溶媒 中で 260 と 420　nm に

吸 収 ピ ー
ク を示 し ，420　nm に お け る 分子吸光 係数

は 1．04x104cm2 ／mole で あ り（津末 ・秋野，1965），

この 値が セ ピ ア プ テ リソ の 定量 に 利用され る。側鎖

は L一ラ ク チ ル と考 え られ る が （Nawa ， 19．　fio； 津

末 ・秋野， 1965），半合成法に よ っ て 得 られ る の は

DL 一
体 で あ る （杉浦 ・後藤，ユ972）。他 の 6一ア シ ル

また は 6一ヒ ド 卩 キ シ ァ ル キ ル プ テ リ ン と同様，セ ピ

ア プテ リ ン は 常温 で ア ル カ リ性過 マ ン ガ γ 酸 カ リ酸

化 に よ り 容 易 に 6一ヵ ル ボ キ シ プ テ リ ソ （II，
　 R

、
＝

COOH
，
　 R2＝H ） に 変 わ る D こ の 酸化法は こ の 種 の

プ テ リ ン に お け る ブ テ リ ジ ン 核 の 存在 と側鎖の 位潰

を 決め る た め に しば しば 使われ て きた 。
セ ピ ア プ テ

リ ン は 水溶液中 で 徐 々 に 6一カ ル ボ キ シ プ テ リ ン に 酸

化 され る が ，こ の 反応は 酸 と光 に よ っ て 著 し く促進

され る 。
セ ピ ア プ テ リ ソ は ま た ホ ウ素 の 存在下 で ジ

ヒ ドロ キ サ ソ プ テ リ ン に 分解す る （Nawa ，
1960）。

　
一

般 に ，ジ ヒ ド ロ ブ テ リ ン に は ，5，6−，5，8一お よ

び 7．8一ジ ヒ ド 卩 の 3種 の 異 性 体が 考え う る し，後

述す る よ うに キ ノ ノ イ ド ジ ヒ ド ・ 型 も存在 し うる。

Forrest　 et 　ai ．（］9．　59a）まδ よび Nawa （1960）が そ

れぞれ イ ソ セ ピア プテ リ ン お よび セ ピ ア プテ リ ン の

構造を決定 し た 段階 で は 2 原子 の 水素 の 位置は 必ず

し も明 確 で は な か っ た。NMR ス ペ ク トル に よ り，

ま ず イ ソ セ ピ ア プテ リ ソ が 7，8一ジ ヒ ド ・ 型 で あ る

こ とが 確認 され （ForreSt 　 and 　Nawa
，
1962），次

い で ，セ ピ ァ ブ テ リ ン も 7，8一ジ ヒ ド P 型 で あ る こ

とが 同
一

手法 で 確 か め られ た （Fukushima 　 and

Akino
，
1968）。 表 1 に 若 千 の プ テ リ ン の 化学 シ フ

トを 示 し てあ るが ，セ ピ ア プ テ リ ン に つ い て ，τ 値

5．14（s）は 環 メ チ レ ン の 存在 を証明 し て い る 。 さら

に NMR ス ペ ク ｝ル の 測定 を NAOD 甲 で 行 な い ，

経時的 に ス ペ ク トル 像を 追 う と，6一ラ ク チ ル が ケ ｝

　 　 　 O
　　　 l
型 （

− C − CH − CH ，，）か ら エ ン ジ オ
ー

ル 型 （
− C ＝

　　　　　 1　 　 　 　 　　 　 　 　 　　 　 　 1
　 　 　 　 　 0H 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　OH

C − CH
，） に 変化す る こ とが 認 め られた （lwanami

lOHand

　 Akino
，

1975）。セ ピ ァ プ テ リン に つ い て は そ

の マ ス ス ペ ク トル の 解析か ら フ ラ グ メ ン テ ーシ
ョ

ン

様式が提 出 さ れ て い る （lwanami 　 and 　 Akino，
1972）。

表 1　 ブ テ リ ン の 化学
・
／
’

フ ト （T 値）

，1（蔦

化 　　合　 　物

位 置

7 1

ビ
．ニル 　 メ チ レ γ 　 メ チ ル

6一メ チ ル プ テ リ ン 　 　 　 L ユ7

6一メ チ ル ー7，8一ジ ヒ ド ロ

　 ア ア リ ン

7，8一ジ ヒ ド 卩 キ サ ソ ト

　 7 ア リ ン

セ ピ ァ プ テ リ ン

ジ ヒ ド 卩 ビ オ プ テ リ ン

5．52

5．645

．重45

．46

6．　997

．54

溶媒 ，IN　NaOD
。 外部対 照 ，テ トラ メ チ ル シ

ラ ン
。

Fukush ｛ma 　 and 　Akino （1968）に ょ る 。

　上 述 の よ うに セ ピ ア プテ リ ン は 最初，
‘

セ ピ ア
’

と

‘
レ モ ゾ に つ い て そ の 存在が 記 載 さ れ た もの で あ

るが ，他 の 昆虫類 ，あ る種 の 魚類 ，両 生類 の 皮膚 に

も存在 す る し （Matsumoto 　 et　 al ．
，

197］ 参 照 ），

微 量 な が ら人尿 の 常成 分 で あ る こ と も報告 さ れ て い

る （Fukushima 　and 　 Shiota，1972）。 同様 に ラ ッ

トや ヵ エ ル 類 の 尿に も存在す る （未発表）。し か し ・

セ ピ ア ブテ リ ン の 分布 に 関 し て は 系統的な研究は 未

だ行 な わ れて い ない 。

　 1954年 ， 筆者 らは キ サ ン ト プ テ リ ン B1 （セ ピ ァ プ

テ リ ソ ）が 正常蛩幼虫脂肪体 の 粗抽出液 に よ っ て 無

色 無螢光 の 物質 に 変 わ る こ と を 報 告 し た （Aruga

etaL
，
19シt）。 反応 に 酵素 の 関与 を 推定 した が ，当

時，セ ピ ア ブ テ リ γ の 構造 が 未 決 定 で あ り，また 純

晶が 得 られない ま ま に こ の 研究は
一

時中断 さ れ た 。

そ の 後 ，
Taira （19　61a ，

　b） は ニ ワ ト リ肝 お よび シ

ョ ウ tt
ヨ ウ パ エ 幼虫 か ら調製 し た ジ ヒ ド ロ 葉酸還元

酵素画分 が NADPH の 存在下 で セ ピ ァ プ テ リ ン を

還元す る こ とを ．見い だ し，こ の 酵素活性 に 対 して プ

テ リ ソ 還 元酵素 と い う名称 を与 え た。セ ピ ア プ テ リ

ン と7，8一ジ ヒ ドロ 葉酸 と の 媾造類似性 か ら還 元 生成

物と し．て ，S，6，7、8一テ ト ラ ヒ ド卩
一6一ラ ク チ ル ブ テ

リ ン を 想 定 した。しか し，ブ テ リ ン 還 元 酵 素 と ジ ヒ

ドロ 葉 酸 還 元酵素 の 異同 は 明 確 に され な か った。

　 セ ピ 7 プ テ リ ン の 単離の メ ドが つ い た 段階 で ，筆

者 らは そ の 酵素的 還 元 の 問題 を 再 び 取 りあげ た 。そ

の 第一歩 と して ，セ ピ ア プテ リ ン の 還 元 が葉酸 な い

しは ジ ヒ ド ロ 葉酸還 兀 酵素 に よ る もの か 否 か を 検討

し た。 こ の 酵素 は 多 くの 場合 NADPH を補酵素 と

し，葉酸 お よ び ジ ヒ ドロ 葉酸 を テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸 に

還元す る，すなわち ビ ラ ジ ン 環 の 還元酵素 で あ る。
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正常蚕 5 令幼虫の 発育段階 を追 っ て ，脂肪体抽出物

（NADPH を加え る） の 葉酸 と セ ピ ァ プテ IV ン の 還

元活性 を 測 定 した とこ ろ，両活性 は 相彑に 無関係 な

消長を 示 した （図 1−a ）。 また ，

‘
レ モ ゾ の 脂肪体

抽出液に は セ ピ ア ブテ リ ソ の 還元活性は ほ とん ど認

め られな い が ，葉酸 の 還元 活性 は 正 常蚕 の それ とほ

ぼ同程度 て あ っ た （図 1−b）。 以上 の 結果 は 2 物質

の 還元が 別 a の 酵素に よ る こ と を強 く示唆 し て い る

〔
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図 1　家蚕第 5令幼虫脂肪体に お け る葉酸還元活性 （FAR ）と セ ピ ァ プ リ テ ン 還 元 活性 （SPR ）

　　の 消長 。
a ）正常蚕 ・

b）
‘

レ モ ゾ 。−0 −
： FAR ，一●一

： sPR ．　 Matsubara 　et　a8 ，（1963）
　 　 に よ る。
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（Matsubara　 et　ai．，工963）。 次い て， ニ ワ ト リ肝抽

出液 を 硫安 に よ っ て 分画 し，3画 分を 得 た。画分 1

（O，18−O，31 硫安飽和）は NADPH の 存在下 で強い

セ ピ ア プ テ リ ン 還元 活 性 を示 すが ，葉酸 お よ び ジ ヒ

ド 卩 葉酸還 元 活性 は 大部分画 分 2 （0，49−o，6D飽和）

に 存在 し，画 分 3 （ ．60−0．70 飽 和 ） に は セ ピ ア ブ

テ リ ン 還 元 活性は 全 く認め られ な ・
っ た。さ らに 葉酸

還元酵 素は 低濃度 （107M ） の ア ミ ノ ブ テ リ ン （4 一

ア ミ ノ 葉酸）に よ っ て 特異的 か つ 完全 に 阻害され る

こ と が 知 られ て い るが ， ニ ワ ト リ 肝 の セ ピ ア プ テ リ

ソ 還元活性 は 1  一SM の ア ミ ノ フ テ リ ン に よ っ て も

工O％程度 しか 阻害 を受けな い
。 以 上 の 実験結果 か ら

新酵素 の 存 在 を 確 認 し，そ れ に 対 し て セ ビ ア プ テ リ

ン 還元酵素 〔E．C．Ll ．ユ、153）とい う名 称 を 与 え

た。同酵素 の 存在は ラ ッ ト ・ウ マ ・ブ タ ・ ウサ ギ ・

ウ シ 肝 に も認 め られ た （Matsubara 　 and 　 Akino，
ユ964）。

　 さ て ，以 上 の よ うな セ ピ ア ブテ リ ン の 代謝に 関す

る一つ の さ さ や か な 観察 は 爾後 フ ＝
ニ ル ア ラ ニ ン の

チ ロ シ ン へ の 酵素 的 水 酸化 反 応 の 研究 と密接 な 関連

を も っ て 進 展 す る。 こ の 反応に つ い て は あ とで や や

詳細に 述 べ る が，1950 年の 後半 か らア メ リ カ NIH

の Kaufman に よ っ て 推 進 され，反応系 に お け る

一つ の 電 子 供 与・体 と して テ ト ラ ヒ ドロ ブ テ リ ソ が 必

須で あ る こ とが確証 され た （初期 の 研究 に 関 して は

Kaufman ，19．　64　a　 4）総説参照）。 当初 の 研究 で ，6，

7一ジ メ チ ル テ F ラ ヒ ド ロ ブテ リ ン の よ うな合 成 の テ

ト ラ ヒ ド 卩 プ テ リ ソ が補酵素 と して 使用 され た が，

ラ ッ ト肝 の 熱水 抽出物中に 補酵素活性 を 有す る物質

が 存在 して い る こ とが わ か り，多量の ラ ッ ト肝 か ら

有効物質 の 部分的精製 が 行なわ れ ，そ れ が ジ ヒ ド卩

ビ オ プ テ リ ソ と 同定 され た （Kau ∫maD ，1963）。 ビ

オ プ テ リ ン （6−〔L ．・er ）
・thro −1’

，
2’一ジ ヒ ド ロ キ シ プ

ロ ピ ル 〕プテ リ ン 。1工
，
R1＝CHOH ・CHOH ・CH3 ，　R2

＝H ）は 原虫 Crithidia　 fasciculataの 増殖 閃 子 と

し て 人尿 か ら （Patterson 　 et　 aL
，
1955，1956），ま

た ゾ ヨ ウ ジ u バ エ の 眼 に 含 まれ る ブ テ リ ン の 一つ と

し て 単離 さ れ （Forrest 　 and 　 Mitchell，1955．），ほ

ぼ 同時 に そ の 構造 が 決定 さ れ た物質 で あ る。

　 合成 の テ ト ラ ピ ド P プ テ リ ン の 場 合 と異 な り，ジ

ヒ ドロ ビ オ ァ テ リ ソ を フ ェニ ル ア ラ ニ ン 水 酸 化 酵 素

の 電子供与体 とし て 用 い る と，そ の 補酵素活性 （チ

ロ シ ソ 生成量 で 表 わ され る）は 酵素標品 中 の ジ ヒ ド

卩 葉酸還元酵素后性 に 依存 し，ま た 水 酸化反応は ア

ミ ノ ブ テ リ ン に よ っ て強く阻害され る。以 上 の こ と

か ら，ジ ヒ ドロ ビ オ ブ テ リ ン は 予 め ジ ヒ ド ロ 葉酸還

ン の 　生　化　学 107

元酵素 に よ っ て テ トラ ヒ ド 卩 体に 還元され ， それ が

直接 電 子供与体と し て作用 す る もの と考 え ら れ た

（Kaufman ，1963）。

　こ の よ うな線に 沿 っ た 研究 で ，Kaufman （1962）

は
‘
セ ピ ア

’
か ら得 られ る セ ピ ア プテ P ン 画分 が 彼

の フ ェニ ル ア ラ ニ ン 水 酸 化 酵 素 系に お い て 補酵素活

性 を 示 す こ と を報 告 し た。こ の 場合 も，チ 卩 シ ソ 生

成量は 反応系中の ジ ヒ ド卩 葉酸還元酵素活性 に 依存

す る。 こ の こ と と，前述 した Taira （1961b） の 研

究報告 か ら ，
Kaufman は ，セ ピ ア プテ リン がまず

ジ ヒ ド 卩 葉酸還元酵素 に よ っ て 対応す る テ ト ラ ヒ ド

卩 体 に 還元され，それ が 直接の 電子供与．体 と して 作

用す る もの と 推定 し た。しか し ， こ の 考え方 は ，当

時 知 られ て い た 条件下 で は セ ピ ア ブ テ リ ン は ジ ヒ ド

卩 葉酸 還元酵素に よ っ て は 還 元 さ れ ず，別個 の セ ピ

ァ プ テ リ ソ 還 元酵素が 存 在す る と い う前述 し た筆者

らの 実験事実 と相反す る 。
こ の 矛盾 を 解決す べ く，

また 新酵素 の 場 合 は そ うす る の が 当然 で あ るが ，酵

素的還元に よ っ て セ ピ ア ブ テ リ ン か ら生ずる物質の

同定 を 試み た。

　還 元 生成物の 同定 は ラ ッ ト肝 か ら部分精製 し た セ

ピ ア プ テ リ γ 還元酵素 を 用 い て 行 な わ れ た が ．その

最初 の 手 が か りは 次 の よ うな 観察か ら得 られ た 。
セ

ピ ァ ブ テ リ ソ の 酵素的還元 を 420nm に お け る 吸 光

度 の 減少 と，側鎖の カ ル ボ ニ ル 基 の 消失 の 両面 か ら

測定す る と，両者 の 間に は完全 な 並行関係が 見 られ

る。
二 の こ とは 6 位の ラ ク チ ル 基 （

−CO ・CHOH 。

CII
，） が ジ ヒ ドロ キ シ プ 卩 ピ オ ニル 基 （

−CHOH ・

CHOH ・CH ，）に 還 元 され る こ と ， すなわち ， セ ピ

ァ プ テ リ ン が ジ ヒ ド ロ ビオ プテ リ ン に 還元 され る こ

と を示 唆 す る。さ らに 還元 に 伴 う吸収ス ペ ク トル の

変 化 を 追 跡 す る と，最初 の 260
，
420nm の 吸収 ピ

ーク が 時間 と と もに 280
，
330　nm に 移 行 す る （Ma −

tsubara　et　at ，，1966）。 こ の 吸 収 ピ ーク は 当 時知 ら

れ て い た ジ ヒ ドロ ビ オ プ テ リ ン の それ ｝こ ほ ぼ 一致

す る 。 次 に 還 元 生 成 物 画 分 を 反応 混 合物 か ら

Sephadex　G −50 （の ち に G −25） の カ ラ ム ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

に よ っ て 集め ，濃縮乾固 し，水 か ら再結

す る こ とに よ っ て 用 い た セ ピ ア プ テ リ ソ の ほ ぼ 半量

に 相 当す る 結晶性物質が 得られ た （Nagai，
1968＞。

こ の 物質は 次の よ うな 性質 を示 す。（1） こ の 物質 を

D．5M 塩酸 ，10  ℃ ，暗 処 で 20分間処理 す る と，強

い 青色螢光物質と ご く少 量 の 黄色螢光物 質と に 変化

す る 。 両物質を Sephadex 　G −25 の カ ラ ム で 分離精

製 し，そ の 性質を 検討 し た 結果 ，そ れ ぞれ ビ オ プ テ

リ ソ とイ ソ セ ピ ア プ テ リン と同 定 さ れ た （Katoh
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and 　Akino
，
1966 参照）。（2） ヨ

ー
ド滴 定 法 に よ

る と，還 元 生 成 物 1 モ ル に つ き 2 原 子 の
‘labile

hydrogen ’
が含 まれ る。 （3）中性溶液 （pH 　6．8）

に お け る吸収 ス ペ ク ト ル は ，220，28（｝，330　nm に

ピー
ク を示す。次に ビ オ プ テ リ ソ を ア ス コ ル ヒ ン 酸

の 存在下 で ハ イ ドロ サ ル フ ァ イ トで 還元 し，生 成 物

を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーに よ っ て 精pa　L ．ジ 匕

ド ロ ビ オ ブ テ リ ン の 針状結品を 得 た （Nagai ，
1968．

や や 多量 の 調製‘こ つ い て は Fukushima 　 and 　 Aki−

no
，
1968 参照）。 こ の もの の 性 質と上 記 の 還元生成

物 の 性質 と は 完 全 に 一致 し，従 っ て 還元 生 成物は ジ

ヒ ド P ビ t ブ テ リ ソ と結論され た。

　 セ ピ ア プテ リ ン の 酵素的 還 元 反応 に お い て は ，セ

ピ ァ プ テ リ ン ，NADPH の 減 少 量 と ジ ヒ ドロ ビ オ

ブ テ リン の 生 成 量 （330nm に お け る ジ ヒ ドロ ビ オ

ブ テ リ ン の 分子 吸 光係数は 6．2x103cm1／mole ，中

性） と の 間に は 1 ： 1 ： 1 の 関係が 成 り立 つ
。 また ジ

ヒ ド ロ ビ オ ブ テ リ ン は pH 　6．8 で ジ ヒ ド ロ 葉酸還元

酵素 に よ っ て 還元 され ，最終的に は 30  　nm 付近に

単一の ピ ーク を 示 す物質 に 変わ る。こ の 際 の ジ ヒ ド

ロ ビ オ ：〆テ リソ と NADPH の 減少量の 比は 1 ： 1

で あ る。こ の 還元 生成物 は きわ ゆ て 不 安定で 単離す

る こ とは で きなか っ た が ，そ の 吸収 ス ペ ク トル と，

フ ェ
ニ ル ァ ラ ニ ン 水 酸化酵素系 に お い て 直接 の 電 子

供与体 に な り うる 二 とか ら，5，6，7，8 ．テ トラ ヒ ド
．
Pt

ビ オ プテ リ ン 推定 と ざ れ た （Nagai ，
　 19．　68）。表 2 に ，

表 2 　セ ピ ア プテ リ ン を 補酵素 と した場 合 の 7

　 エニ ル ア ラ ニ ン 水酸化酵素系 に お け る諸酵素

　要求性

反 　　応 　　系

完全混合系

一PHase

− DPR
＿SPR
− FAH2R
−−FAH2R ，− SPR

セ ピ ア ブ テ リ ン

フ ェニ ル ァ ラ ニ ン 依
存性 の NADPH の

酸化（
．．・tiils40〆24分）

O，21600

，0140

，0120

．0160

，0030

pH 　 6．　8
，
2r）°C ．　 Matsubara 　 et　 aL （1966） に

．
よ
ー
る 。

セ ピア プ テ リ ソ を 補酵素 と した 場合の フ
ェ

ニ ル ア ラ

ニ ソ 水 酸化反応に 必要 と され る 諸酵素 の 要求性 を 示

し て あ る。こ の 実 験 で は ，フ ＝
ニル ァ ラ ニン 水 酸

化酵累 （PHase ）， ジ ヒ ド卩 ブ テ リ ジ ソ 還 元 酵 素

（DPR ， テ ト ラ ヒ ドロ ブ テ リ ン の 再 生 に 必 要 な酵素．

後述），　ジ ヒ ドロ 葉酸還 元 酵素 （FAH2R ），　セ ピ 7

ブ テ リ ン 還 元酵素 （SPR ） を それ ぞ れ 他 の 酵素活性

が ほ とん どな い 程 度 まで 精製 し ，それ らを 混合 して

水酸化酵素系を構成 した 。 反応は フ
ェ

ニ ル ア ラ ニ ン

依存性 の NADPH の 減少量 で 表わ し て あ るが （俵

述），チ 卩 シ ソ 生 成 量 を測 定 して も同 様 の 結 果が得

られ る （Matsubara 　 et　 al ．
，
1966）。 表 2 の 結果は

上述 した 事柄 か ら当 然 期 待 され る こ と で あ り，セ ピ

ア ブ テ リ ソ を 補酵 素 に した 場 合に は ，水 酸化反応は

FAHzR と SPR の 両 方 を必 要 とす る。

　 ジ ヒ ドロ ビ オ プ テ リ ソ の 中 性 種 は 前述 の よ 5に

330　nm に ・一つ の 吸収 ピー
クを 示 す が ，そ の 陽 イ t

ソ で は それ が 36D　nm ｛“
．
近 に 移 動 す る （Nagai，

19　68）。
こ の よ うな深色性 シ フ ト は一般 に 6一ア ル キ

ル ーま た は 6．ボ リ ヒ ド 卩 キ シ ア ル キ ル ．・ブ テ リ ン の

7，8一ジ ヒ ド 卩 型 の 特 微 と され る （Pfleiderer　 and

Zondler，1966）。 こ の こ とお よ び 他 の 観察か ら，ジ

ヒ ド 卩 ビ オ プ テ リ ン は セ ピ ア ブテ リ ソ と 同 様 7，　8一

ジ ヒ ド卩 型 と推 定 され た が （Nagai ，1968），の ち に

NMR ス ペ ク トル に よ っ て 確認 され た （表 1 ）。

　セ ピ ア プ テ リ ソ 還）し酵素 は そ の 後 Katoh （1971）
に よ っ て ウ マ 肝 抽出 液 か ら高度 に 精製され た （昆活

性 に して 約 5，000倍 。 ラ ッ トを ウ マ に 変 え た の は 単

に 経済的 理 由 に よ る）。しか し ， タ ン パ ク 質 と し て の

均
一

性 に は ま だ問 題が あ る 。 ウ マ 肝 の 酵素 の 分 子 量

は 約 47，000 と推定され る 。
．補酵素と し て NADPH ，

NADH と もに 有効 で あ る が ，等 モ ル で は 前者 の 活

性 は 後者 の 約 4 倍 で あ る。NADPH の 見か け の Km

は 1・．1× 10−iM 。基質と して は セ ピ ァ ブ テ  1 γ が特

異 的 で （Km −’2・1x10 −SM
），

　 D 一ラ ク チ ル 異 性 体ぽ

作用 を 受け な い と思 わ れ る （杉浦 。後藤，1972）。
しか し，イ ソ セ ピ ア ブ テ リ ソ ，キ サ ソ ト ブ テ リ ソ

B3 は わ ずか な が ら還 尢 され る 。
セ ピ ア ブ テ リ ン の

酵素的還元 が 可 逆 的 で あ る こ とは 最初 Kaufman

（1967） に よ っ て 報告 され た が ，Katoh （1971） に

よ っ て さ らに 詳細 に 研 究 さ れ た ◇ 逆反応の 至 適 pll

は IO．4 以 ヒ，補酵素 と して NADP が NAD よ り

も約 5 倍有効 で あ る。 25℃ に お け る平衡定数は 約

109，自由 エ ネ ル ギ
ー

の 変化は ほ ぼ 一12　kcal で あ

り，反応は 若 し く還 元 方向に 傾い て い る 。 逆反応 に

関 し て T ジ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リン （し一．erJ ／thro 型） の

3 種の 異性体 の 基質特異性 は 調 べ られ て い な い
。 比

較的合成が 容易な構造頬似体，ジ ヒ ト
’
ロ ネ オ フ

：
テ リ

ソ （6−〔1
’
，2’，3信

ト リ ヒ ドロ キ シ t
’

ロ ピ ル 〕7，8一ジ
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ブ　 テ　 リ　 ジ

ヒ ドp プ テ リ ン ．III，R1＝CHOH 。CHOH ・CH20H ）

の 4種 の 異性体の うち， L ．er）
Tthro ，　 L −three お よ

び D −e’r）
’thro 働 物 に 存在す る ネ オ ブ テ リ ン は 主 に

こ の 型 と思 わ れ る）は わ ずか な が ら NADP の 存在

下 で ＃ ピ ア ブ テ リ ソ 還元酵素に よ っ て 酸化 さ れ ，そ

れ ぞれ に 対 応す る 黄 色 の 6一ア シ ル ジ ヒ ド卩 プ テ リ

γ に 変 わ る。D −threo 型は 全 く酸化 され な い 。

　 セ ピ ア プ テ リソ の 還元 様式 と して は 少な くとも二

つ の 可能性 が 考え られ る。一
つ は 側鎖 の カ ル ボ ニ ル

基 の 直接還 元 で あ D，fLSは ，まず ピ ラ ジ ン 環 の 5，6

位 が 還元 され，次 い で 2 原子 の 水 素が 側 鎖 の C −lt

に 転移す る反応 で あ る。前述 した よ うに ，還兀 に 際

し て 420nm に お け る 吸 光 度 の 減少 と カ ル ボ ニ ル

基 の 消失 とが 並 行闘係に あ る こ と ，逆反応が 起 こ り

うる こ と ，ま た 後述す る よ うに 条件に よ っ て は セ ピ

ァ プ テ リン が ジ ヒ ド ロ 葉酸還元酵素 に よ っ て 比較的

安定 な 5，6，7，8一テ ト ラ ヒ ド 卩
一6う ク チ ル フ

＝
テ リ γ

に 還 元 され る こ とを 考 えあわ せ る と，第 二 の 可能性

は 全 く否定は で き な い ま で も，当面第
一

の 還尢様式

が よ り妥 当 と思われ る。

　酵素化学 の 立 場 か ら する と，セ ピ ア プ テ リ ソ 還元

酵素 の 阻害に 関す る 知見は 興味深 い （Katoh ，1971）。

こ の 酵素 の 阻害剤は 3 グル
ープ に 区別 され る 。 第

一

の グ ル
ー

フ は プテ リ ジ ソ 誘導体 で ，

一
般 に は 7，8．ジ

ヒ ド 卩 プテ 1丿 ン が対応す る 酸化型 よ りも阻害効果が

大きい と 思 われ る し，特 に イ ソ セ ピ ア ブ テ リ ソ に よ

っ て 強 く阻害 され る。第二 の グ ル
ープは 脂肪族 お よ

び 芳香族 カ ル ボ ン 酸 で J 阻害 に は あ る適当な分子 の

ジ メ ン シ ．1 ン が 必 要 と 思わ れ る 。 第三 の グ ル ープは

PCMB
，
　 NEM の よ うな SII試薬 で あ る 。 阻 害様 式

は イ ソ セ ピ ア ブテ リ ン が 混合型 で ，カ ル ボ ン 酸 お よ

び 6一カ ル ボ キ
・
： 7 テ リ ソ が 不 拮抗型 で あ る 。

セ ピ

ア ブ テ リ ン 還元酵素 の タ ン パ ク 化学的性質を 明 らか

に す る こ と と もに ，阻害様式 を 含 め た 反 応機搆の 解

析 は 今後に 残 され た 研究諜題 の
一つ で あ ろ う。

　 ウ マ 肝 で は ，セ ピ ア プ テ リン 還 元 活 性 は 大 部分 可

i容性画分に 認め られ る n ラ ッ ト で は ，そ の 活性 は 消

化管，筋肉な ど を除 き，ほ とん どす べ て の 組織に 分

布 し て い る．肝 の ほ か ，赤血 球 に 強 い 活 性 が 存在 す

る の は 興 味 深 い 。各 種 哺 乳動物 の 血 液に お け る 分布

に 関 し て は ，Katoh　 et　 at ．（1974） の 報告 が あ る。

哺乳類
・ニ ワ ト V 。昆虫以外，シ ーt ク ヨ ウ ガ エ ル の

幼生肝 （Fukushima ，
197  a ）， カ イ チ ュウ 筋 肉

（Fukushima ，
1970b）， ウ ニ卵 （未発表） に も酵素

活性 が 存在す る が ， こ の 酵素 の 生理的意義 に 関連 し

て 広 く生物界 に お け るそ の 分布を 調査す る こ と が 望

ン の 　生　化　学

まれ る 。

2． セ ピア プ テ リ ン の そ の 他 の 変換

ユ09

　セ ピ ア プ テ リ ン の ジ ヒ ド ロ ビ オ ブ テ リ ン へ の 酵素

的還 元は 今 ま で 知られ て い る限 り，そ の 最 も普遍的

な 代謝経路 と思 わ れ る が ，そ れ 以外 に もい くつ か の

興昧あ る セ ピ ア プ テ リ ン の 酵素的 あ る い は 非酵素的

変換 が 知 られ て い る の で 以下 に それ に つ い て 述 べ た

い 。

　 セ ピ ア プ テ リ ソ が ジ ヒ ド ロ 葉酸還元酵素に よ っ て

還元 されない こ とは 以上述 べ た 通 り で あ る が ，実

は ，条件 （特 に pH ） に よ っ て は そ の 反応が 起 こ り

うる 。 高度に 精製 さ れた ニ ワ ト リ肝 の ジ ヒ ド ロ 葉酸

還 元 酵 素 は 酸性 側 （pH 　4．  f’」近） と中性 付近 （PH

7．5） に 二 つ の 至 適 pH を も っ て い る （Kaufman

and 　Gardiner
，
1966）。 酸化型 の 葉酸は 酸性側 の み

で 還元され，中性 で は 事実上還元を受けな い
。

ジ ヒ

ドロ 葉酸 は 両域 で 還元 さ れ る が ，その 速度 は 酸性側

で の ほ うが は る か に 速 い 。 同 様の 傾向は
‘
uncoju ・

gated 　 pteridine
’

に つ い て も見 られ た （長 井 ・長

井 ・秋野，未発表）。　ジ ヒ ドV ピ オ プ テ リ ン は 中性

付近 で も同 酵 素に よ っ て 比 較的容 易 に 還元 さ れ る 唯

一
の ヅ テ リ ン で あ る （し か し ，そ の 速度 は ジ ヒ ドロ

葉酸 の 約 1／6）。　 ビ オ プ テ リ ン ， ジ ヒ ド卩 ネ オ ブ テ

L「 ン ，セ ピ ア プ テ リ ン な どは 中性付近で は ほ と ん ど

あ る い は 全 く還元 され ず，酸性 側に お い て の み 有意

の 速度で還元 を受け る 。
ニ ワ ト 丿肝 か ら高度に 精製

した ジ ヒ ドロ 葉酸還兀 酵素 を 用 い ， pH 　4．3 で セ ピ

ア プ テ リ ン の 還 元 を 研 究 し た 結 果 ，セ ピ ア ブ テ リ ソ

は 同 酵素に よ っ て テ ト ラ ヒ ドロ
ーCt一ラ ク チ ル プ テ リ

ン （
‘
reduced 　 sepiapterin

’
）に 変わ る もの と 結論 さ

れ た 。
こ の 反 応 の 際 に ，セ ピ ァ ブ テ リ ン と NADPH

の 減 少 量 の 比 が ほ ぽ 1 ： 1 で あ る こ と，ご且20nm に

お け る吸 光度は 時間 と と もに 減少す るが ，カ ル ボ ニ

ル 基に全 く変化 しな い こ と，反応液か ら，2一メ ル カ

プ ト エ タ ノ
ール の 存在 下 で，Sephadex　 G ・25 の カ

ラ ム に よ f）， 300　 nm 付近 に 単一ピ ーク を もつ 物質

を単離 で きる こ と が そ の 主 な 根 拠 である （Katoh

et　 aL ，1970）。単離 し た 還元 生成物 は フ ＝
ニ ル ア ラ

ニ ン 水酸化酵素系 に お い て 補酵素活性 を 示すが，酵

素反応 に よ っ て 調 製 した テ ト ラ ヒ ド ロ ビ
．
オ ブテ リ ン

と 比 べ る と，等 モ ル で そ の 活螳 は
i
／20 以下 で あ る 。

こ の 物質は 他 の テ ト ラ ヒ ドロ ブ テ リ ン と 同様，酸化

型 チ トク P ム C に よ っ て 急 速 に 酸 化 され る が （後

述），NADPH 一
ジ ヒ ド 卩 プ テ リ ソ 還元酵素に よ っ て

は 再還元 されな い と思われ る 。
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　黄体色蚕 （
‘
レ モ ゾ ）幼虫の 皮 膚に は セ ビ ア プ テ

リ ン 以外に その ル マ ジ ン ， キ サ γ トプ テ リ ン Bz が

存在す る こ とは 前 に 述 べ た。家蚕幼虫 の 脂肪体その

他 の 組織 に は セ ピ ア プ テ リ ン を キ サ ン ト プ テ リ ン B2

に 加 水分解的 に 脱 ア ミ ノ 化 す る 酵素，セ ピ ア ブテ P

ン デ ア ミナ
ーゼ が 存在す る （Tsusue，1967，1971）。

こ の 酵素 は 正 常蚕，‘
レ モ ソ の い ず れ に も見 られ る

が ，正 常蚕に は 強 い セ ピ ァ フ
：
テ リ ン 還 元酵 素活性 が

あ る ため ，デ ア ミ ナ ーゼ の 精製は
‘
レ モ ン

’
の 脂肪

体 を 材料 に し て 行 な わ れ k 。精製酵素は セ ピ ア プ テ

リ ン ・イ ソ セ ピ ア ブテ リ ン お よ び 6一ア セ チ ル ジ ヒ

ドロ ブ テ リ ノ （Takikawa 　 and 　 Tsusue ，1975）を

特異 的に 脱 ア ミ ノ 化 し J 他の プテ リ ン は作用 を 受け

な い か，あ る い は 阻害剤 と して 作用 す る。 こ の よ う

な基質特異性 と阻害剤に 対す る 挙動か ら 二 の 酵素は

細繭の フ

．
テ リ ソ デ ァ ミ ナ

ー
ゼ （Levenberg　 and

Hayaishi，1959），　 ま た 家 蚕 脂 肪 体 の イ ソ キ サ ソ ト

ブ テ リ ン デ ァ ミナ
ー一ビ 〔Gyure ， 1974）と も異な る 。

　 きわ め て 偶発的 な出来事 か ら，セ ピ ア フ
：
テ リ ン は

B ・szabtilis
，
　B ．megaterium

，
　E ．　coli ，　StaPh．　aureus

な どの 細菌 に よ っ て 代 謝 さ れ る こ と が わ か っ た

（Kitayama 　 and 　 Tsus ロ e
，
1975）。 代謝産物 は 単離

され ， そ の 吸 収ス ペ ク トル が 6一エ トキ シ プ テ リ ソ

（II，　R エ
；OC2H ，，　R ，

；H ） の そ れ と一致 す る こ と，
お よ び 加水分解 に よ っ て キ サ ン ト ブ テ リ ソ を 生 ず る

こ とか らそ の 誘導体 と 考え られ るが，側鎖 の 構造 は

未決定 で あ る。細 菌 に よ る セ ピ ア ブテ リ γ の 分解 は

誘導酵素に よ る もの で は な く，増殖静 止 期 に お い て

な ん らか の 構成 酵索（系）に よ っ て なされ る もの と思

われ る。

　以上、筆者 ら の 研究 グ ル
ープ に よ っ て 今 ま で 明 ら

か に され た セ ピ ア プ テ リ ン の 代謝 を要約す る と図 2

の よ うに なる。 ジ ヒ ドロ ビ オ プナ リ ソ が 酸処 理 に よ

っ て
一

部 イ ソ セ ピ ァ プ テ リ ン に 変わ る こ とは 以 前 に

述べ た が （Katoh　and 　Akino
，
1966），生 体内に お

け る 二 の プテ リ ン の 生 成 反 応 に つ い て は 何 も知 られ

て い な い 。 ジ ヒ ドロ ビ オ プ テ リ ン か ら イ ソ セ ビ ア プ

テ リ ン へ の 変換 は P一セ ル 卩
一ス （ま た は P−Sepha −

dex ）　など｝こ よ っ て も容易｝こ 起 こ る 。　ジ ヒ　ド 卩 ビ
’
i一

プテ リ ソ を 含む プテ リ ン の 混合試料 （尿 ， 肝抽出液

など） を カ ラ ム に よ っ て分画す る場合 に 留意すべ き

点 で あ る （Fukushima 　 and 　Shiota
，
1972 参 照 ）。

　　　　　　　　　　　（，2ぬ1沸 H3）

　　　　　　　　　　　　　　轡灘 轟 1恥
GTP 一

ち矗 困瑞節 隅聯
1円

／
ρ1：：1：：

囃灘黜
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 H

図 2　 セ ブ
：
ア ブ テ リ ン の 代謝変換ロ（

　　　　　　　　　　 ｝〜osepia 卩terin

）内 の 化合物は 非酵素反応に よ る生 成 物 。
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ブ テ リ ジ ン の 生 化 学

　セ ピ ア ブ テ リ ソ が側鎖 ともども酸化的に 分解され

る こ と は 既 に 述べ た が，条件 に よ っ て は ピ ラ ジ ン 環

の み を 酸化 し，6一ラ ク チ ル プ テ リ ン を うる こ とが で

きる （Katoh ，　Hasegawa ，　Yamada 　 and 　Akino，

準備中）。 酸 化 剤 と し て は 図 2 に 示 し て あ る よ うな

チ ト ク ロ ム c −H202 の ほ か に ヨ ウ 素 ・臭素 で もよ い

（Kidder 　 and 　 Dewey ，1968 参照 ）D 　 6一ラ ク チ ル ブ

テ リ ソ は そ の ジ ヒ ト 卩 型 とは 異 な り，極度 に 不安定

な化合物 で 容易に 6一カ ル ボ キ シ ブ テ リン に 変 わ る 。

そ の 生体内 に お け る存在 は知 られ て い な い
。

　図 2 の GTP か ら セ ピ ァ プ テ リ ン へ の 変換 に つ い

て は 後述す る。

3．　 フ ェ
ニ ル ァ ラニ ン 水 酸 化酵素 とプ テ リジ ン 補

　酵素

　 フ
ェ
ニル ア ラ ニ ソ か らチ 卩 シ ン へ の 酵素約水酸化

反応は 主 に Kaufman とそ の 協 力 者に よ っ て 二 二

lO数年間 に わ た り詳細 に 研 究 さ れ た （Kaufman ，

1964a，
1967a

，
1971 ； Kaufman 　and 　Fisher，

1974

の 総説参照）。 フ ニニ ル ア ラ ニ ソ 水酸化酵素 は一
原

子酸 素添加酵素 （monooxygenase ） に 属 し，反応

に は 適当な電予供与体 を 必 要 とす る。チ ロ シ ソ の パ

ラ位 の 酸素は 分了状酸素 に 由来 す る。そ の 反応式は

次 の よ うに 書 か れ る 。

Phe 　1−　PH4 ＋ Oz→Tyr 　fQHz ＋ HzO 　　　　 （1）

QH2 ＋ NAD （P）H ＋ H ＋→PHg ←NAD （P）＋

　（2）

Phe 十 NAD （P）H 十 H ＋

十 〇2
−→ Tyr 十

　　　　　　　　　　　NAD （P ）
＋

十 H20 　（3）

（1） の 反応は フ
」．ニ ル ァ ラ ニ ン 水 酸化酵素 に よ る も

の で ，こ の 酵素 は 主 に ラ ッ ト肝 か ら得 られ て い る。

PH4 は 電子供与体 で あ 肌 　テ ト ラ ヒ ドロ フ ア リ γ

が 特異 的 に 有 効 で あ る。QH2 は 共役酸化 に よ っ て

PH4 か ら生ずる ジ ヒ ド卩 ブ テ リ ソ で あ 弧 キ ノ ノ

イ ドジ ヒ ド P 型 と考え ら れ て い る （Kaufman ，1964

b）。 反応 （2）は QH2 の 再還元反応 で あ ワ，こ れ を

触媒す る酵 素は
⊆
sheep 　live「 enzyme

’
（Kaufman

and 　 Levenberg ，1959） と名づ け られ た が ，の ち

に ジ ヒ ドロ ブ テ リ ソ 還 元 酵 素　（Brenneman 　and

Kaufman ，1965） と改 称 さ れ た 。 こ の 酵 素 は 補醇

素 と して 還元型 ピ リ ジ ソ ヌ ク レ オ チ ドを 必要 とす る

が ，こ の 点 に つ い ては後述す る 。 （3）式 か らわ か る

よ うに ，水酸化酵素活性 は チ ロ シ ン 生 成 量 ま た は 基

質に 依存す る NAD （P）H の 減少量 で 表わ さ れ る。

微量測定 に は ，
3H −

（4）一フ
ェ

ニ ル ア ラ ニ ン を基質 と

し，い わ ゆ る NIH シ フ トを利用 し，生 ず る THO
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の 放射活性 を定量す る 方 法 も あ る （Guroff　and

Abramowitz
，
1967）。

　Kaufman の 初期 の 研 究 で，　 PH4 活性を もつ 物質

が ラ ッ ト肝熱水抽出物中に含ま れ て い る こ とが わ か

っ た が （Kaufrnan ，
19tt8a），種 々 の 還元型補酵素

あ る い は 還 元 物質が 調 べ られ た 結果 ，接触還元 に よ

っ て 調製 さ れ る テ ト ラ ヒ ド卩 葉 酸 が PHa 活性 を も

つ こ とが 示 さ れ た （Kaufman ，1958b）。 次 い で ，

6，7一ジ s チ ル テ ト ラ ヒ ドロ ブ テ リ ン ま た は 6一モ ノ メ

チ ル 体 の よ うな
‘
unconjugated 　pteridine

’
が さ ら

に 有効 で あ る こ とが 認 め ら れ （Kaufman ，　 ig59 ；

Kaufman 　 and 　Levenberg ，1959）， そ れ以来，特

に 合成 が 容易な 6，7一ジ メ チ ル 体が モ デ ル 物質 と して

使 用 さ れ，現在 に 及 ん で
’
い る。 ラ ヅ ト肝熱水抽出物

中 の 有効物質が ジ ヒ ド卩 ビ オ プテ リン で あ る こ と

（Kaufman ，
1963），こ の 物 質 を 補酵素 とす る 場 合

に は ジ ヒ ドロ 葉酸還元酵 素 が さ らに 必 要 で あ る こ

と，ま た セ ピ ア プ テ リ ン／ と の 関 連に つ い て は 前 に 述

べ た。酵素的還元 に よ っ て 得 られ る テ ト ラ ヒ ド卩 葉

酸 に PH4 活性が ほ と ん どあ る い は 全 くない こ と が

わ か り，そ の 原 因 と し て テ トラ ヒ ド 卩 葉酸 の 6 位の

炭素に 閨す る 光 学 異 性 が想定 され た
＊

（Kaufman ，

1961）。しか し，接触還 元に よ っ て 得 られ る テ ト ラ ヒ

ド 卩 葉酸 の PH ．， 活性 は 大部分 不 純物 と し て 含 ま れ

る 6一メ チ ル テ ト ラ ヒ ド 卩 ブ テ リ ソ に よ る こ と が 示 さ

れ た （Lloyd 　et 　 ai ．，1971 ）。従 っ て 今 の と こ ろ PH4

は
cunconjugated 　pteridine

’
の テ ト ラ ヒ ド卩 誘 導

体 の み で あ る と考 え て も よ い 。

　 フ
ェ
ニル ア ラ ニ ソ 水酸化酵素 は 最近 ラ ッ ト肝 か ら

か なり高度 に 精製され ，そ の い くつ か の 性質が 明 ら

か に され た （Kaufman 　and 　Fisheら 1970 ； Fisher

et　 al ．
，
1972）。 精製標 品 は 電気泳動的に 異 な る二 つ

の ア イ ソ ザ イ ム か ら 成 り，それぞれ の 分 子 量 は

51，　OGO− 55，　OOO と 推 定 され て い る。各単量体は 二

量体 ま たは 四 量 体 と して 存在 し う る と い う。酵素標

品 中 の 金属 の 化学分析，ESR ス ペ ク トル 解 析 か ら・

酵素 1分子 （二 量 体の 分子量 を 100，000 と仮定 ） に

つ き鉄原子 （三 価）が 1−2 個含まれ て い る こ とが 示

され た 。 酵 素を O一フ
ェ ナ ン 1・ロ リ ン お よび シ ス テ

ィ γ で 処 理 す る こ と に よ り，30．40 ％ の 鉄 原 子が失

わ れ，同時 に 酵素は 失活す る が ，第二 塩化鉄を 加え

　る と再 活性化が起 こ る こ とか ら，酵 素 f乍用 に は 鉄原

子 の 存在 が 必 須 と思わ れ る が ，そ の 関与 の 機構 は 不

明 で あ る。フ ェニ ル ア ラ ＝ ソ 水 酸 化 酵 素は 比較的

幸 i ト ラ ヒ ドロ ブ テ リ ン の 6 位に お け る 絶対配置は

　　ま だ解明 され て い ない 。
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不 安定 て 扱い に くい 酵 素 で あ り，ラ ソ ト肝か ら精

製 され た もの で もそ の 純度 は 85−95勿 と い わ れ る

（Kaufman 　 and 　 Fischer ，　 lq．　70）。最近，　 aMnity

chromatography に よ る精製法 が 開 発 され た の で

（Cotton 　 and 　 Gratton
，
1975），さ らに 純度 の 高い

標品が 得られ る もの と期待 さ れ る。

　 フ ェニル ア ラ ニン の 酸化 と共役 して生 ず る テ ｝ ラ

ヒ ドロ ブ テ リ ン の 酸化物 は 化学 量 論 的 研究 な どか ら

ジ ヒ ド ・ ゾテ リ ン と推 定 さ れ た が （Kaufman ，
1961）， ジ ヒ ド ロ フ

．
テ リ ソ の 互 変異性体の うち， キ

ノ ノ イ ドジ ヒ ド ロ ブ テ リ ン と結論 され た （Kaufman ，
19．　64　b），キ ノ ノ イ ド

’
ジ ヒ ド ロ フ

：
テ リ ソ に は オ

’
ル ト

と パ ラ の 2 種が 考 え られ る が ，そ の い ずれ と も 目下

の と こ ろ 断定は で きな い 。 こ の 型 の ジ ヒ ド ロ ブ テ 1丿

ン は きわ め て 不 安定 で ，急速に よ り安定 な 7、8− tt ヒ

ド ロ 型 ｝：1変わ る た め ，今の とこ ろ 単離する こ とが で

きな い 。

　 ジ ヒ ド ロ ブ テ リ ジ ン 還元 酷i素は キ ノ ノ イ ドジ ヒ ド

卩 プ テ リ ン の み を特異的に テ ト ラ ヒ ド
．
ロ 型に 還 元 す

るが
＊ ，7，8一ジ ヒ ド 卩 プ テ リ ン に は 全 く作用 しな い e

こ の 型の ジ ヒ ド ロ 体は ジ ヒ ド 卩 葉酸還 兀 酵素に よ っ

て の み 還 兀 さ れ る。初期の 研究で は 以 上 の 点に 関 し

て 若干 の 混乱が 見 られ た が ，Kaufman （1967＞ お

よ び Nagai （1968）の 研究i．1 よ っ て 明 確に され た。

　 ジ ヒ ド 卩 プ テ リ ジ ソ 還 元 酵素の 活性 は 過剰量 の フ

ェニル ア ラ ニン （また は チ P シ ソ ） 水 酸化酵素 の 存

在下 で ，チ ロ シ ン （また は ト
．’一パ ） の 生 成量 ，あ る

い は NADPH の 酸化量 で 測定 され て きた。テ ト ラ

ヒ ド ロ フ

：
テ リ ン の キ ノ ノ ドジ ヒ ド ロ ブ テ リ ン へ の 酸

化は フ ェニ ル ア ラ ニ ン の 酵素的 水 酸化 と共 役 して 起

こ る だ け で は な く，ジ ク 卩 P フ ェノ
ー

ル イ ン ドフ
ェ

ノ
ー

ル （Kaufman ，　 ig61），酸 化 型 チ トク 卩 ム c

（Katoh 　 et　 al ．
，
1971〕；Archer 　 and 　 Scrimgeour，

1970 ；Harano
，
1972）　などの よ うな酸化剤，　あ る

い は H
，・
02一ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ （Nielsen　et　 ai．，
19．　69） に よ っ て も起 こ る こ とが 示され た 。 そ こ で ，

テ ト ラ ヒ ドロ ブ テ リ ン を それ らの 酸化剤ない しは 酸

化系 に よ っ て 酸化 し，キ ノ ノ イ ドブ テ リ ソ を 生 成 さ

せ ，そ れ に ジ ヒ ド卩 還 元 酵素を 共 役 さ せ る とい う方

法に よ っ て そ の 酵 素 の 班 究 が 進 め ら れ た。そ の 結

果、同 酵 素 は ヒ ツ ジ 肝 か らほ ぼ 均
一な タ イ パ ク 質 と

して 精製 され た　（Nielsen 　 et　 aL
，

1969 ； Scrim ．

geour 　and 　Cheema ，1971； Cheema 　etat ．
，
1973 ；

，
こ の 冉還元は 比較的高濃度の 2一メ ル カ プ トエ タ ノ

　
ー

ル あ る い は 還元 型 ピ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ドに よ っ

　て も起 こ る。

Craine　 et　at ．，　ig72）。 精製酵素 が 二 量体 で あ る こ

とは 彼 らの
一

致 し た 見解で あ るが ，単量体 の 分子量

に つ い て は 20．  OO− 2ア， OO とか な りの 幅が あ る 。

　 フ ．・ニ ル ア ラニン の 水 酸化反応に 関す る 初期 の 研

究 に お い て Mitoma （1956）は NADH の tま う が

NADPH よ り も有効 で あ る と した 。 こ れ に 対 し て，
Kaufman （1957）は NADPH の ほ うが は る か に

有効 と い う反対の 詰果を得，そ の 俊彼の 酵素系 で は

もっ ぱ ら NADPH が 使 わ れ て き た 。　し か し，
Kaufman 白身 の 研究 を 含 め ，上 述 した 最近 の 研究

で は，ジ ヒ ド卩 ブ テ リ ジ ン 還 元 酵素 と して は NADH

の ほ うが よ り有効 で あ る こ とが 一
致 して 認 め られ て

い る。筆者 らの 研究室 で ウ シ 肝 か ら ジ ヒ ド ロ ソ テ リ

ジ ン 還元酵素 が 結晶状に 得られ （二量体 の 分子量は

50，　OOO）， 1 分子 に つ き 2 分子の NADH と複台体

を つ くる こ と，お よび ウ シ 肝抽出液中 に 同様の 腹合

体が 存在 が 確 か め られ た （長谷川 ，未発表）。

　以上 の よ うな還元型 ピ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ドの 有効

牲 に 関す る くい ち が い を Kaufman は 酵素標品な

い しは 組織中に 含 ま れ る プ テ リ ジ ン 補 酵 素 の 還元

レ ベ ル の 問題 に 帰 し て い る が （Craine　 et　 a1・，
1972），事実は さ らに 複雑 な よ うに 思わ れ る。　ど の

よ うな テ ト ラ ヒ ビ
．
ロ ブ

1
テ リ ン の 酸化系 と ソ ヒ ド ロ ブ

テ リ ジ ン 還 元 酵 素 と を 組 み 合わ せ る 場 合 で も，そ の

共 役系に お け る キ ノ ノ イ ドブ テ リ ン の 濃度は 最初に

加 k られ る テ ト ラ ヒ ド 卩 プ テ リ ン の 濃度，そ れ が キ

ノ ノ イ ド ジ ヒ ド ロ ブ テ リ ソ に 酸化 さ れ る 速度 お よ び

テ ト ラ ヒ ド ロ ブ テ リ ン に 再 還元され る 速度 に 依存す

る （た だ し，テ ト ラ ヒ ド ロ ブ テ リ ソ と キ ノ ノ イ ドジ

ヒ ド卩 ア

：
テ リ ン の 自動酸 化 は 無 視 す る と し て ）。 従

っ て、こ の 共役系の 速度論的解析は きわ め て 困難 で

あ O，事実，各 研 究 者 に よ っ て 報 告 さ れ て い る

kinetic　Parameter の 値 は さ ま ざ まで あ る 。多分，
二 の 複雑 な 事情 が 反映 L て い る と思わ れ る が ，テ ト

ラ ヒ ド ロ ブ テ リ ン の 人 工 的 な 酸 化 系 を用 い た場 台 に

は ジ ヒ ド ロ ブ テ リ ン 還 元 酵素の 補酵 素 と し て 確 か に

NA ．DH の ほ うが 有効 で あ るが ， フ J ．ニ ル ア ラ ニン

水酸化酵素を 酸化系 と し て 用 い た 場 合に は ，少な く

ともふ つ う用い られ て い る条件下 （7 二ニ ル ア ラ ニ

ン 水酸化酵素活性 に 比 べ
， ジ ヒ ドロ ブ テ リジ ソ 還 元

活性 の ほ うが 柑対的に 強 い 。 in　 vivo で も類似 の 情

況 と思 わ れ る） で は ，NADPH が 多少と も NADH

よ り有効 で ある （チ ロ シ ン 生成量 の 比 較 。杉 山 ，未

発表）。
こ の 点は 高 度 に 精 製 し た フ ェニ ル ァ ラ ニ ソ

水酸 化 酵素 を 用 い た実験系 に よ り，さ らに 吟味 して

み る 必 要 が あ る よ うに 思 わ れ る o
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プ　 テ　 リ　 ジ

　フ ・ニ ル ア ラ ニ ン 水 酸 化 酵 素の 話 に もど る と，

Kaufrnan （1970） は 部分 精製 し た 彼 の セ ピ ア ブテ

リ ン 還元酵素漂 品 中に フ ェニ ル ア ラ ニ ン 水 酸 化 酵

素を 活性 化 す る タ ン パ ク 囚 子 の 存 在 を 認 め ・PHS

（phenylalanine 　hydroxylase 　stimulator ）と 名

づ け た。PHS は そ の 後 か な り高度に 精製 さ れ ，分

子 量 は 約 51，500，4 個の サ ブ ユ ニ．
ノ

ト か ら成 る と さ

れ て い る （Huang 　et　at ．，1973）。　 Kaufm ・ n の 水

酸化酵素系を 用 い ，pH 　6・8 あ るい は 台 成 の テ ト ラ

ヒ ド 。 フ テ リ ノ （6，7 ジ メ チ ル ま た は 6一メ チ ル 体）

を 補酵素 し た場 合 ば ，酵 素 活 性 と酵 素濃度 と の 間 に

は ほ ぼ 直線的 な 関 係が 成 り立 つ カ1・ pl
・18・0 で テ ト

ラ ヒ ドロ ビ オ プテ リ ン を 補酵素 と した 場合は ，非活

性が 酵素濃度 と と もに 減少 す る ePHS を 添加 す る

と こ の 減少は 回復す る 。 別 の 研究 で ，リ ゾ レ シ チ ン

の よ うな リ ン 脂質に よ り水 酸 化 反 応 （pH 　6・9） の

最大速度が約 50 倍 促 進 さ れ る こ とが 認 め ら れ た

（Fisher 　and 　Kaufman ，1973）。
こ の 11 ソ

’
レ シ チ ン

の 作用 は 水酸化酵素 の ・ ・nf ・ ・m ・ti・ n を変 え る こ

とに よ る と思わ れ る が ，高濃度 の 酵素の 存在下 で は

リ ゾ レ シ チ γ 効果は 減少 し， PHS に よ っ て 同様に

回復す る 。 以 上 の こ とか ら PHS は 生 体内 に お け る

フ ェ
ニ ル ア ラニン の 水酸化反応 に 大 き な影響勧 ・え

る もの と考え られ．る “
PHS の 活性促進効果 の 機講

は 明 確に さ れ て い な い 。 反応 の 速度論的解析 か ら，

一つ の 可能性 と し て ，テ ト ラ ヒ ドロ ブテ リ ソ は 共 役

酸化＋L ・； っ て 直接 キ ノ ノ イ ドジ ・ 1・
1

卩 フ テ リ ン に 変

わ る の で は な く，あ る種 の 中 間 体 （ト リ ヒ ド ロ 7

テ リ ン ，遊離基 〜） が まず生 成 され ，こ の もの の キ

ノ ノ イ ド ？ ヒ ドロ ブ テ リ ン へ の 変換 が PHS に ょ っ

て 促進され る もの と想定 さ れ て い る　（Huang 　 and

Kaufman ，
1973）。 重金 属 を 含 む 酸化酵素 の 場合に

は ，反応に e ，

一
（superoxide 　radica ］） が 関 与 す る

可能性が考え られ るが，フ ェニ ル ア ラ ニ ソ の 水 酸化

反応 の 場合に は SOD （superoxide 　dismutase ）が

阻害 f乍用 を示 さな い こ とか らそ の 可能性は 否定され

て い る （Kaufman 　and 　Fisher ，1974
，　p．299）。

　生体組織に お け る フ ．r一ル ア ラ ニ ソ の 水 酸化能は

基質濃度、酸素分 旺 な ど以外 に ，少 な く と も次 の よ

うな 諸 因 子 に よ っ て 影響 され る もの と考え られ る。

（1）還元型 プテ リ ン の レ ベ ル
． （2）還元 型 吻 ジ ン

ヌ ク レ オ チ ドの レ ベ ル 。（3） ジ ヒ ド ロ 葉酸 お よび ジ

ヒ ド 卩 プ テ リ ジ ン 還元酵素活性 。 （4）水 酸化酵素活

性。（5） PHS （あ る い は リ ソ 脂質 も） の 存在 。 （D
−

（3）は 他 の ブテ リ ン 要求性酵素 た と えば チ ロ ノ

ン 水酸化酵素 ，ト リ プ ト フ ァ ン 水 酸化酵素な どの 場

γ の 　生 　化 　学
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合に も同様 に 重要 と 思わ れ る 。 以 Lの 諸点 の うち 少

な くと もい くつ か は ，フ ．ニ ル ケ トソ 尿症．カ テ コ

ー
ル ア ミ ソ

，
セ ロ ト ニ ン の 生合成 な どを研究す る 際

に 留意 され るべ きで あ ろ う。

　上 述 し た （2）の 二 つ の 還 元 酵素は ブテ リ ジ ン 補酵

素を有効型 （テ ト ラ ヒ ド ロ 体）と して 保持す る 機 構

に あず か る もの と考 え られ る。（1） の 問 題 に 関 し て

は ，も う
一

つ の 側面，動物に お け る プテ リ ン ，特に

ビ オ プ テ リ ソ の 生合成 に つ い て 触れ る必 要があ る 。

　動物，特に 哺 貌 類 に お け る ビ オ ブ テ ・］ ン の 起源に

関 して は ，ビ タ ミ ン ，葉 酸山来 と い う可能性も考 え

られ た が ，そ れ らに は 現在 ほ ぼ 完 全 に 否定 され て い

る 。
ブテ リ ソ の 生合 成 の 研究に 関 して は 福島（1975）

の 総説 が あ る の で 詳細 は それに 譲 るが ，目下知 ら れ

て い る限 りで は ，動物に お け る ビ オ ブテ リ ソ の 前駆

体 は，細 菌 に お け る ジ ヒ ド ロ 葉酸の 場 合 と 同 様

GTP と思わ れ る。細菌 （E ・coti ・L ．♪lantarum ）

に お け る ジ ヒ ドロ 葉酸 の 生合成は Brown と Shiota

の 研究室 に お い て そ れ ぞれ 独 立 に 研究 さ 2t，そ の 経

路が ほ ぼ 完全 に 甥 ら か に さ れ た （Brown ，1971；

Shiota，1971）。 彼 らの 研究 に よ る と 1　 GTP は シ ク

ロ ヒ ド 卩 ラ
ーゼ

＊

ま た は ジ ヒ ドP ネ オ プテ リ ン 三 リ

ソ 酸合成酵素 に よ っ て，D −er ）
・thro−7，8一ジ ヒ ドロ ネ

オ プ テ リ ソ 三 リ ソ 酸 （NPH2 −P3） に 変わ る 。 こ の 反

応 の 際，グ ア ニ ソ の 呂位 の 炭素 は ギ 酸の 形 で 離脱す

る。NPH2 −P ：； は 2 段 階 の 酵素 反応 を 経 て ，6一ヒ ト
’

ロ キ シ メ チ ル
ー7，8一ジ ヒ ド P ブ テ リ ン （III，　Rj＝

CII20H）に 変化 し，こ の 中間体は P一ア ミ ノ ベ ソ ソ

イ ル グ ル タ ミ ン 酸 と縮台 し，tt ヒ ド 卩 葉酸 とな る。

こ の 反 応を触媒 す る の が ジ ヒ ド 卩 葉酸合成酵素 で あ

る。補助囚子 と し て ATP と Mg ？ †

が 必要 で あ る。

　動 物に お け る
Cunconliu ，gated　pteridine

’
の 生 合

成に 閔 し て は ，1℃ 一
化合物 を 用 い る in　 vivo の 研 究

が 多数行なわ れ て お り，グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ドが そ

の 前駆体 と考 え られ て ぎた （福島，1975 の 総 説 参

照）。　こ の 線に 沿 っ た 研究 て，Fukushima （197e）

は シ tlク ヨ ウ ガ エ ル の 幼生 に
］4C −

（U ）
−GTP を 注射

す る と，そ の 放射能 が 幼生 皮膚の ビ オ ブ テ リ ソ ，セ

ピ ア ブ テ リ γ そ の 他 の プ テ リ ン に 取 り込 ま れ る こ と

を確認 し た u そ の 際，セ ピ ア ブ テ リ ソ の 代謝 回 転速

度が ビ
．
オ ブ テ リ ソ よ り も速い こ と，セ ピ ア ブ テ リ ン

を 同時 に 投与す る と ビ オ 1 テ リ ン へ の 放 射 能 の 取 り

込 み が 阻害され る こ と を 観 察 し た 。 さ らに 、1
℃ 一

（U ）
−GTP を予 め E ．cofi の シ ク 卩 ヒ ド卩 ラーゼ 標

品で 処理 し て か ら幼生 に 投 学す る と，ビ
’
オ フ ァ リ ソ

，　【ピ堊曜｝こ は シ ク 卩 ヒ　ド 卩 ラ
ー一ビ 1
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へ の 放射能 の 取 り込み が 増加 す る こ とを認 め ，以 上

の 結果 を総 合 して ，ビ
．
オ ブ テ リ ン の 生合成経路 を 次

の よ うに 推定 し た。

　　 GTP −一→ NPH2 −P3・→ ・・…・→セ ピ ア ブテ リ ン ・．

　　　 ジ ヒ ド
．
ロ ビ

．
オ プ テ リ ン （→ ビ オ プテ リ ン ）

　 ビオ プ テ リ ン の 生合成 の 研究は そ の 後哺乳動物 の

培養細胞系 に つ い て も 行 な わ れ た （Fukushima

and 　Shiota，19741Buff 　 and 　 Dairman
，
1975）。

さ ら に 最近 に な 「
；
・，Syriau　golden 　hamster の 肝

か ら，GTP を NPH2 −P3（1）に 変え る 無細胞画分が

得 られ た （Fukushima 　et　al・
，
1975）。 そ の 画分中

に は シ ク ロ ヒ ド 卩 ラ
ーゼ 活性 が 存在す る 。 同様 の 酵

素活性 が シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 粗 抽 出液中 に も認 め ら

れ た （Fan ，
　 C．L ，

　 and 　 G ．M ，　 Brown ，　 Biochem ．

Genetics，印刷中。下 記 Fan　et　 at 、，1975 か ら引

用）。さ らに ，　シ ョ ウ ジ
ョ ゥ バ ェ に は NPH2 　 P3 か

ら セ ビ ア ブテ リ ソ を 合 成 す る 酵 素 系 が 存詫する

（Fan 　 et　 at ．
，
1975）。　NPH2 　 P3 が セ ピ ァ ブ テ リ ソ

に 変 わ る 際に 考慮すべ き問題点 が 少な くとも二 つ あ

る。 （DNPH2 −P3 の 6位 の ト リ ヒ ドロ シ プ ピ ロ ピ

ル 側鎖 は GTP の D − P ボ ーx に 由来 し，　 D −er ）
’thro

型 で あ る。こ れ に 対 して，セ ピ ア フ

．
テ リ ソ の 側鎖 は

L一ラ ク チ ル で あ り， ビ オ プ テ リ ン の そ れ は L −

er ）
「thro 型 で あ る。従 っ て 反応経路 の あ る 段階 で エ

ビ マ
ー
化 が 起 こ る必 要 が あ る。 （2） NPH2 −P，、 の 三

リ ン 酸基 は い ずれ か の 段 階 で 切 断 され る 必 要 が あ る

が ．NPH2 の 側鎖 の 未端 は 一CH ，，OH で あ り，セ ピ

ア プ ラ
’V ン と ピ オ プ テ リ ン の そ れ は 一CHs で ある 。

従 っ て 宋端某 の 還 元 が 起 こ らな けれ ばな らな い 。

　 ピ オ プテ リ ン の 生合成に 関す る酵素 レ ベ ル の 研究

は 開始され た ぼ か りで あ り，そ の 解明に は 若干 の 時

日 を要す る と思わ れ る。と もあ れ ，今 ま で の 研 究結

果 か らす る と，葉酸系化合物 と ビ オ ブ テ リ ン の 生合

成過程 に お い て は ，NPH2 −P3 が 分岐点に
．
な る と怒

わ れ る 。 動物 に お い て は NPHrPs か らあ る反 応段

階 を
．
経 て セ ピ ァ プ テ リ ン が ま ず合 成 さ れ，それ が セ

ピ ア プ テ リ ン 還元酵素に よ っ て ジ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ

ン に 還元され．，動物種に よ っ て は そ れ が 酸化型 と し

て 蓄積され る と 考え られ る 。 以上 の よ うな 推定 に 墓

つ く と，セ ビ ア ブ テ リ ン 還元酵 素を 還元 型 ビ オ 7 テ

リ ン の 生合成 経 路 の 末端．近くに 位置 づ け る こ とが で

きる で あろ うD

　さ て ，Kaufman （1963） の 研究以来， ラ ッ ト肝

（ある い は一般 に 哺乳動物肝 ）に お い て フ tr．ニ ル ァ

ラ ニ ン 水 酸 化 酵 ．素 の 補酵．素 は テ ト ラ ヒ ド 卩 ビ ォ ブ テ

リ ン と され て お り，チ 卩 シ ン あ る い は ト リ プ トフ
ァ

ン 水酸化酵素の 場合も同様と考え られ て い る。しか

し，こ の 考 え 方が 生物全般 に 当 て は ま る とす る の は

早計 の よ うに 思 わ れ る 。
Comamonas 　SP．で は フ ユ

；ル ア ラ ニン に よ っ てそ の 水酸化酵素 が 誘導 され る

が ，その 際 「司 時 に 生 産され る 主要 プ テ リン は L −

threo一ネオ プ テ リ ン で あ b，そ の テ ト ラ ヒ ドロ 体 が

補酵素 と考 え ら れ て い る （Guroff　and 　Rhoads，
1969）。　こ の 細 菌 に も GTP シ ク 卩 ヒ ド卩 ラ ーゼ の

存在 が 証 明 され て い る が （Cone 　et 　 ai ．
，
1974），一

般 に 細 菌に 存在す る の は ネ オ フ
：
テ リ ン で あ っ て，ビ

オ フ

．
テ リ ン の 存在 は報告 され て い な い，ジ ヒ ト ロ ネ

オ 7
’
テ リ ン （D

一
お よび L 一εぴ 坑 厂の は 酸性側 で ジ

ヒ ド ロ 葉酸還冗酵素に よ っ て還元 され，そ の 生 或物
は ラ ッ ト肝 の フ ェ

ニ ル ア ラ ニ ン 水 酸化酵素の 補酵素

と して 作用す る （長井 ・長 井 ・秋野，未発表）。同

様 の 結果 は 接触還 元 に よ っ て 得 られ た テ ト ラ ヒ ド 卩

ネ オ ブ テ リ ン に つ い て も得 ら表．て い る （Osanaiand

Rembold ，1971）。

　 以 上 に 関連 し て 典味深 い の は カ エル の 成体の 皮膚

に 含 まれ る 主要 プ テ リ ン の 差異 で あ る （Blakley，
1969

， p，16 参照）c た と え ば ，1〜ana 　 nig 「Otna −

cutata
，　 R ・catesbciana で は ビ オ プテ リ ン で あ る

が， XenoPus　 iaet・is，　 Bufa　 bufo で は ネ オ ブ テ

リ ン （1）昭 rメ加 0 型 と 思 わ れ る ） で あ る。 Bufo
bufo で は 幼生型 の 主 要 ブ テ リ γ が ビ オ プ テ IJン で 、
成体型で は ネ オ ブ テ リ ン で あ る とい う報告は ぎわ め

て興 味深 い （Hama ，1963）。以 上 の よ うな皮膚 に 蓄

積 され て い る主 要 ブ テ リ ノ に 対応 して 肝 の 主要 ブ テ

リ ン も ビ オ プ テ V ン ま たは ネ オ プ テ リ ソ で あ る （蘇，
未発表）o ネ オ プ テ リ ン 型 の XenoPus 　iaevis

，
　 Bufo

marinus 肝 に は ラ ッ ト肝 ｝こ ほ ほ 匹 敵す る フ ；ニ ル

ア ラ ； ン 水酸化酵素活性 が 存在す る が，部分精製 し

た 酵素標 品 に つ い て 測定 し た 限 り で は 、ナ ト ラ ヒ ド

卩 ビ オ フ

．
テ リ ソ と テ ト ラ ヒ ド 卩 ネ オ ブ テ リ ン （B

−

erJ
．
伽 0 型） との 間に 補酵素活性 の 差 異 は ほ と ん ど

な い 。こ の 種 の 動物 で は テ トラ ヒ ド
．

ロ ネ オ フ

．
テ リ ン

が プ テ リ ジ ン 補酵素 と思 わ れ る。

　 プ テ リ ン 要求性 水酸化酵素 の う ち，グ リ セ リ ル エ

ーテ ル （Tietz　 et　al ．
， 1964），ある い は レ チ ニ ル メ

チ ル エ ー
テ ル （Narindrasorasak 　and 　Lakshmana ，

1972〕 を 酸化す る 酵素は ラ ッ ト肝 の ミ ク ・ ゾーム に

局在 し，酵素 と ブ テ リ ジ ン 補酵素は 強 固 に 結合 し て

い る と 考 え られ て い る が ，プテ リ ン の 同 定 は 行なわ

れ て い な い 。

　そ の 皚，還元型 ブ テ リ ン に 関 し ては ，魚 類 Cre ・

nitabrus 　 meloPs の 稚魚 の 皮膚 に テ ト ラ ヒ ド卩 ビ ォ
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プテ リ ン 様の 物質が存在す る こ と （Zieg】er ，
1963），

ま た あ る 種 の イ モ リの 尾部再 生芽中 に テ ト ラ ヒ ドロ

ビ オ プテ リン の 存 在 が 報 告 さ れ （Kokelis 　 and

Zieg 】er ， 196S），色素胞 の 出現と の 関連が 論 じ られ

て い る （Hama ，1963 を も参 照）。最 近，6，7一ジ

メ チ ル プ テ リ ン （II．」）が ラ ッ ト肝 ミ ト コ ン ド リ ア

の 酸素 の 消 費 を ひ き起 こ し，同 時 に ATP が 生

成 され る とい う 報 告 が な さ れ た （Taylor 　 and

Hochstein ，1975）。 そ の 際 の P ： 0 は 約 0．9 で あ

る と い う 。

4， 7 エ
ニ ル ァ ラ ＝ ン 永酸化酵素系 と フ ェ ニ ル ア

　 ラ ＝ ン ケ トン 尿 症 （PKU ）

　PKU は 一般的に は 遺伝的な フ J 、ニ ル ア ラ ニ ソ 水

酸化酵素の 欠損 な い しは 活性低下が 原囚 と考 え られ

て い る。しか し，最近，低 フ ェニ ル ア ラ ニ ソ 食 を与

え て も こ の 種 の 疾患に 特有な精神障害が 依然 と して

進行す る と い う い くつ か の 症例が報告 され て い る 。

それ らの 患 者 で は ，フ ェニ ル ァ ラ ニ ソ 水酸化酵素，

ジ ヒ ド 卩 ブテ リ ジ ソ 還 元酵素， PHS 活性 お よ び テ

ト ラ ヒ ド ロ ブ テ リ ン の レ ベ ル は 正 常人 と ほ とん ど同

程度 と い わ れ る （Kaufman 　 et　 al ．，1975）。一
方，

こ の 型の PKU 患者 に テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ ブ テ リ ン を

静注す る と血 清中の フ ．．ニ ル ァ ラ ニソ レ ベ ル が 低下

した と い う報告もあ る （Danks 　 et　 al ．，1975）． ま

た L 一ド
ーパ と 5一ヒ ドロ キ シ ト リ プ トフ

ァ
ソ を 投与

す る と， 症状が 軽減す る と もい わ れ る （Bartholom6

and 　Byrd ，1975）e 以 ヒの 報告は い ずれ も短報 で 詳

細 は 不 明で あ るが ，水酸化酵素系以外 に もフ ェニ ル

ア ラ ニ ン レ ベ ル を 調 節 す る機構 が 存在す る こ とを 示

唆 して い る よ うに も思 わ れ る。

5，　 あ と がき

　筆者が ブ テ リ ジ ン も単な る　
‘

鼻くそ
’

で は な い と

い う小文 を 書 い て か ら既 に 10年近 くに な る （秋野 ，

1967）。そ の 聞 に ブ テ リジ ソ の 生 化 学 は か な り進歩

し ， 国際 シ ン ポ ジ ウ ム も 2 回 開催 さ れ た （1969年，

鳥羽 ； 1975 年， コ ン ス タ ン ツ ）。 本稿 で は そ うし た

進歩 を 多少 と も跡 づ け た つ も りで あ る が ，記載 が 自

分 の 興味本位 に な っ た こ とは い な め な い
。 特 に 神経

化学 の 立場か ら咋今お お い に 興味 を もたれ て い る チ

ロ シ ン 水 酸化酵素 と ト リ ブ ト フ ァ ソ 水酸化酵素 の 紹

介 を 割愛 し k の は 遺憾 で あ る。そ れ らに つ い て は ，

永津 （1976），市山 （1972），Kaufman 　 and 　 Fisher

（1974） の 総説を参照 して い た だ きた い
。

　終わ りに ，か つ て 筆者 らの 研究室に 在籍 し，プ テ
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リン の 研究に 従事され た津末玄夫 ・長井幸史 ・同雅

子
・加 藤節子 ・福島健の 諸氏 に 対 し深 く謝 意 を表 し

た い 。
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