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酵素的塩基交換反応を利用したチァミンァナログの調製
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　　　　　　　　緒　　　　　言

　チァミンは主要な生体内化学反応に対する必須の補酵

素成分である．その生物活性に着目した多数のチアミン

アナログが合成され，医薬や動物薬として実用化された
　　　　　　1）
ものも少くない．またチアミンの生理的意義はその補酵

素作用のみでは説明しえない．例えばニューロン問の神

経伝達にもチアミンが重要な役割を果たしていると考え
　　　　コ）
られている．したがって，チアミンアナログの中には様

々な機能を発現する有用なものが含まれている可能性が

ある．

　著者らは既にこのチアミンを塩基交換反応によって分

解するチァミナーセI（th1εmmase　I，EC25ユ2）

について，新たな産生菌を見出すと共にその酵素学的性
2）　　　　　　　　　　　　　3）

質や固定化酵素の調製法を報告した．本酵素の特徴は基

質特異性が広いことで，交換塩基として芳香族アミン

類，ヘテロ環アミン類，SH化合物など多岐にわたる化

合物を利用できる．それ故，反応生成物である（2一メチ

ルー4一アミノー5一ピリミジニル）メチル誘導体（Pm誘導

体）の種類もまた豊富となる．したがって，種々のチア

ミソアナログの簡便な調製法として本酵素反応の利用が

可能で，その場合固定化酵素の使用は再利用が可能とい

う点で有利である．

　本研究では，非固定化あるいは固定化チアミナーゼ

Iを利用してlO種類のPm誘導体を調製したので報告

する．なおチァミンァナログの有効な利用法を検索する

ために行った単離化合物の生物活性については，別途報

告の予定である．

　　　　　　実験材料およぴ方法

1．材料

使用菌株は，平板希釈法によって宍道湖干潟土壌より

＊生物汚染化学研究室

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2）
分離したBα6〃〃s脇α刎乞κoZ〃o〃s　strain　Bを用いた．

　酵素固定用担体であるCNBr－activated　Sepharose

4Bは，Pharmac1a杜の製晶を使用した　反応基質であ

るチァミンおよび交換塩基類はいずれも和光純薬製晶を

用いた．

　　　　　　　　2）
　2．酵素の調製

　3．脇舳加oZツ地閉strain　Bをペプトン液体培地（ペ

プトンユ％，肉エキスユ％およびNaC1O．5％）に接種

し，37℃，ユ68時間培養した後，冷却下（O℃）で遠心分

離（7，OOOrpm，ユOmin）して菌体を除去した．得られた

培養上澄液に80％飽和量の硫安を加え低温下（5℃）に一

夜放置後，生じた沈殿を冷却遠心分離（7，OOOrpm，20

min）により集め，少量の1mM2一メルカプトェタノ

ール添加O．02Mリン酸緩衝液（PH6．8）に溶解した．

この溶液を大量の同緩衝液に対して一夜透析（5℃）した

ものを酵素標品とした．

　　　　　　　　　　3）
　3　固定化酵素の調製

　粉末ユ9から調製した膨潤CNBr－activated　Sepha－

rose4Bを，ヒ記酵素標品を合むカソプリンク緩衝液

（O．5M　NaC1を含むO．1M　NaHCO。溶液，PH8．3）25

m1に加え，25℃で2時間振とうした。濾集したSepha－

rose4Bはカップリング緩衝液でよく洗浄し，トリスー

HC1緩衝液（O．05M，PH8．O）100m1に加え，再び

25℃で2時間振とうした．濾集したSepharose4Bは，

カップリング緩衝液でよく洗浄した後，O．5M　NaC1添

加O．ユM酢酸緩衝液（PH4．O）およびO．1Mホウ酸

緩衝液（PH8．5）各200m1で交互に5回洗浄した．次

いでユmM2一メルカプトエタノール添加O．02M　リン

酸緩衝液（PH6．8）で洗浄し，これを固定化酵素標晶

とした．

　　　　　　　　　　二3）
　4　酵素活性の測定法

　非固定化酵素標品の活性測定は，村田らのヘテロピリ
　　　　　　　　　　　4）
チァミン（HPT）改良法に準じて行った　固定化酵素
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標晶の活性測定は，固定化酵素標晶4～6mgを用いて

上記HPT改良法により行った．

　なお，　1酵素単位（U）は毎分1μmo1eのHPTを

生成する酵素量と定義した．
　　　　　　　　　　1）
　5．タンバク質の定量

　タンパク質量は，牛血清アルブミンを標準としてLo－
　　　　　　5）
Wryらの方法に準じて定量した．固定化酵素標晶のタ

ンパク質量は，固定化に際して用いたタンパク質量から

非固定化タンパク質量を差し引くことによって求めた．

　6．チアミンの定量

　単離チアミンアナログ中のチアミン合量は，BrCN
　　　　　　　　　　6）
を用いたチオクロム法および工α0云0ろα6伽S励舳θκ古舳
　　　　　　　　　　　　　　7）
IF03071株を用いた生物検定法によって測定した．

　7．チアミンアナログの調製法

　（1）非固定化酵素標晶による調製

　1）　（2一メチルー4一アミノー5一ピリミジニル）メチル　チ

　　オフェノール（P㎜一チ才フェノール）

　チアミン塩酸塩2．02gとチオフユノール1．32gを水

150m1に加え，窒素ガス気流中10％NaOH溶液でPH

を5．5に調整した後非固定化酵素標晶（比活性2）1

m1（Tota1U50）を添加し，37℃で48時間静置反応させ

た．反応後NaC1309を加え，10％NaOH溶液でPH
を8に調整した後室温に放置した．生成したPm一チオ

フェノールの沈殿を濾集し，水から再結晶した。

　2）　（2一メチルー4一アミノー5一ピリミジニル）メチルo一

　　アミノチオフェノ‘ル（P醐一〇一アミノチオフェノ

　　ール）

　チアミン塩酸塩2．02gとo一アミノチオフェノール

2，269を水100血1に加え，ユO％NaOH溶液でPHを

5．5に調整した後非固定化酵素標晶1m1を添加し，

37℃で48時間反応させた．反応後生じた沈殿（Pm－o一ア

ミノチオフェノールと0一アミノチオフェノーノレの混

合物）を濾集した．ζの沈殿は乾燥後ベンゼン30m1に

懸濁し，可溶性の0一アミノチオフェノールを除去した．

一方先の濾液は100℃，ユO分間の加熱処理による除蛋

白後，NaC1109と10％NaOH溶液10m！を加えて放置

した．生じたPm－0一アミノチオフェノールの沈殿を濾

集し，先のベソゼン処理沈殿と併せ，水から再結晶し

た．

　3）（2一メチルー4一アミノー5一ピリミジニル）メチルチ

　　オ安息香酸（P醐一チオ安息香酸）

　チアミン塩酸塩2．02gとチオ安息香酸2．49gを水100

㎜1に加え，ユ0％NaOH溶液でPHを5．5に調整した

後非固定化酵素標晶ユm1を添加し，37℃で48時問反

応させた．反応後生じたPm一チオ安息香酸の沈殿を濾

集し，水から再結晶した．

　4）　（2一メチルー4一アミノー5一ピリミジニル）メチル　シ

　　ステイン（Plm一システイン）

　チアミン塩酸塩2，029とシステイン塩酸塩4，209を

水100m1に加え，ユO％NaOH溶液でPHを5．5に調

整した後非固定化酵素標品2．43m1（Tota1Uユ22）を

添加し，37℃で48時間反応させた．反応後生じた沈殿

（シスチン）を除去し，次いでユOO℃，10分間の加熱処理

をして除蛋白した．濾液をPH7に調整した後什BuOH

50m1で3回抽出操作を行ってチアゾールを除去した．

水層は約3m1まで減圧濃縮した後，O．02M酢酸緩衝

液（PH5．6）で平衡化したCM一セルロースカラム（φ

2×40cm）に充填した．水100m1で洗浄した後，O．ユM

酢酸緩衝液（PH4．6）で溶出（分取量：109／tube）し

た．各画分はぺ一パークロマトグラフィー（東洋濾紙

No．50，かBuOH／MeOH／H20　（2／1／1，∀／v‘／v））にカ）

けた後，該当画分（Rア＝O．32）を集めた．これを約5

m1まで減圧濃縮し，一夜室温に放置後生じたPm一シ

ステインの沈殿を濾集した．

　（2）固定化酵素標晶による調製

　1）　（2一メチルー4一アミノー5一ピリミジニル）メチル　ピ

　．リジン，（2一メチルー4一アミノー5一ピリミジニル）メチ

　　ルα一ピコリンおよび（2一メチルー4一アミノー5一ピリ

　　ミジニル）メチルピペリジン（P㎜一ピリジン，Pm一

　　⑳一ピコリンおよびP醐一ピペリジン）

　チアミン塩酸塩2．02gと，　ピリジン4．75gまたは

α一ピコリン2，799あるいはピペリジン2，559を水

100m1に加え，ユO％NaOH溶液でPHを55に調整し

た後固定化酵素標晶（比活性9）100mg（Total　U23）を

添加し，37℃で48時間振とう反応させた．反応後，固定

化酵素標晶を濾別し，濾液は1N　HC1溶液20m1を加

えて酸性にした後シロップ状となるまで減圧濃縮し

た。これにEtOH30m1を加えて一夜放置後生じたPm一

ピリジンまたは　Pm一α一ピコリンあるいはPm一ピペリ

ジンの沈殴を濾集した．

　2）　（2一メチルー4一アミノー5一ピリミジニル）メチル　ア

　　ニリン（P㎜一アニリン）

　チアミン塩酸塩4，059とアニリン11．ユ89をO．15M

クェン酸一リン酸緩衝液（PH5．5）700m1に加えた後，

固定化酵素標晶200mg（Tota1U46）を添加し，37℃

で72時問振とう反応させた．反応後固定化酵素標晶を

濾別し，濾液を約300m1まで減圧濃縮した．これに

NaC1609を添加し，10％NaOH溶液でPHを8に
調整した後室温に放置した．生じたPm一アニリンの沈

殴を濾集し，水から再結晶した．
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Tab1e　1． Structure　and　yle1d　of　th1aエn1ne　ana1ogues1so1ated

Th1am1ne　ana1ogue

P工n＊一th1oPheno1

Pm－o－a㎜1noth1opheno1

Pm－th1obenz01c　ac1d

Pm－an11me

Pm．一n1cot1na＝m1de

Pm－pyr1dme

Pm－cysteme

Pm－quino1ine

P：m一α一Pyco11ne

Pm－Pyper1d－me

Structure

湛o

沌
　　0
脇とO
帥O
紅弘㎜

加O・二肌
肋・S・CH2C錺2C◎◎臣

　　　N距2

カ〔）・二肌

め赤㎜
舳⊂＞蜘

Yie1d一

9　　　　％

0．85

0．61

1．ユ6

1．62

O．28

0．78

0．19

O．42

1．40

O．65

61

41

75

64

18

48

13

22

82

42

＊Pm一：（2－methy1－4－amino－5－pyrユm1dmy1）血ethy1＝ 、冷吟

3

　3）（2一メチルー4一アミノー5一ピリミジニル）メチルキ

　　ノリン（Pm一キノリン）

　チァミン塩酸塩2，029とキノリン1，209を水200m1

に加え，ユO％NaOH溶液でPHを5．5に調整した後，

固定化酵素標品200mgを添加し37℃で72時間振とう反

応させた．反応後固定化酵素標晶を濾別し，濾液は1N

HC1溶液10m1を加え酸性とした後，約ユ5m1まで減

圧濃縮し，EtOH30m1を加えた．室温に放置後，生じ

た沈殴を濾集した．得られた沈殿を少量の水に溶解した

後，ユO％NaOH溶液10m1を加え室温に放置した。

生じたガム状の沈殴を濾集し水で洗浄した後，30％

MeOH水溶液10m1に加えスパチュラでよく撹伴し結

晶化させた．これを濾集し，ユN　HC1溶液10m1に溶

解した後減圧濃縮した．これにEtOH20m1を加え一

夜室温に放置後，生じたPm一キノリンの沈殿を濾集し

た．

　4）（2一メチルー4一アミノ□5一ピリミジニル）メチルニ

　　コチンアミド（P㎜一ニコチンアミド）

　チアミン2．02gとニコチンアミド2，209を水ユOOm1

に加え，10％NaOH溶液でpHを5．5に調整した後固

定化酵素標品ユ00m1を添加し，37℃で48時間振とう反

応させた．反応後固定化酵素標晶を濾別し，濾液は約20

m1まで減圧濃縮した．これにNH．HC031gを加えア

ルカリ性にした後，シロップ状となるまで再び減圧濃縮

した．EtOH20m1を加え一夜放置後生じた沈殿を濾集

し，少量の水に溶解した後Amber1ite　IRC－50カラム

（φ2．5x40cm）に充填した．約300m1の水で洗浄し

た後，o．025N　HC1溶液500m1で溶出（分取量：ユ09／

tube）した．各画分は前述のぺ一パークロマトグラフ

ィーにかけた後，該当画分（R∫＝O．39）を集めた．こ

れを約5m1まで減圧濃縮し，一夜放置後生じたPm一ニ

コチンアミドの沈殿を濾集した。

　　　　　　　実験結果およぴ考察

　チアミナーゼIの塩基交換反応によって得られたユO

種類の（2一メチノレー企アミノー5一ピリミジニル）メチル誘

導体（Pm誘導体）の構造と収量および収率を第1表に

示した．Pm一チオフェノール，Pm－0一アミノチオフェノ

ールおよびPIn一チオ安息香酸は，水溶解性が低く反応

の進行と共に沈殿として析出するため，またPm一シス

テインは副反応物であるシスチンが沈殿するため，いず

れも固定化酵素標晶の使用が困難で非固定化酵素標晶を

用いて調製した．Pm一ニコチンアミド，Pm一システイン

およびPm一キノリンを除けば，いずれも40％以上の収
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Tab1e2． Mp　and．RアYa1ues　of　thユam1ne　anaヱogues1so1ated一

Mp ('C) *l 
Thiamine analogue 

Obsd. Lit . 
R f 

Pm-thio phenol l 47-1 48 O . 86 

Pm-o-aminothio phenol 123-125 O . 78 

Pm-thiobenzoic acid l 49-151 O . 87 

*2 
Pm-aniline 167-169 167-169 O . 81 

*3 
Pm-nicotinamide 2 1 6-2 1 8 192-193 O . 39 

Pm- pyridme 252-253 248-253*3 O . 48 

*4 
Pm-cysteine 220-222 220 O . 32 

*2 
Pm-quinoline 260-262 260-262 O . 56 

Pm-a-pycoline 234~236 O . 51 

Pm- py peridme 225-226 O . 52 

＊1

＊2

＊3

＊4

PaPer：Toyo　No．50，so1yent　lκ一BuOH／1〉［eOH／H20（2／1／1，v／v／v）．

From　Ref．8．

From　Ref．9．

From　Ref．10．

率が得られた．低収率化合物のうち，前二者は簡便な分

離精製法が見出せずカラムクロマトグラフィーを，また

後者はガム状産物として得られたためその結晶化操作を

それぞれ必要とした．ぺ一パークロマトグラフィーによ

って確認した反応の進行度は，いずれの化合物もほぽ完

全であった．したがって，それらの操作が収率低下を招

いたものと思われ，改良の余地がある．

　これら10種類の単離化合物の融点およびぺ一パークロ

マトグラフィーにおけるR∫値を第2表に示した．い

ずれの化合物も，　Dragendorff試薬，Nmhydnn試

薬および紫外線照射（254nm）による検出法でぺ一パー

クロマトグラフ的に単一であることを確認した．ピリミ

ジン環とベンゼソ環が一CH。一S一や一CH。一N一で結合

している化合物（Pm一チオフェノール，P阯0一アミノ

Tab1e3．

チオフェノール，Pm一安息香酸およびPm一アニリン）

のR∫値（O．78～O．91）は比較的高く，疎水性が強い．

事実これらの化合物はいずれも有機溶媒によく溶け，

水には難溶であった．そのため，これらの化合物は水か

ら再結晶することが可能であった．他方，これら4種と

Pm一システインを除いたチアミンアナログはいずれも

水に易溶であったので，塩酸塩として結晶化した．これ

ら水溶性のチアミンアナログの融点は疎水性のそれらに

比べかなり高い値を示した．P㎜一システインは他のア

ナログと異なり，有機溶媒にも水にもほとんど溶解せ

ず，酸あるいはアルカリ溶液にのみ可溶であった．文献
　　　　　　　　　　　　　　　　8）　　　　　　　　9）
既知の化合物のうち，Pm一アニリン，Pm一ピリジン，
　　　　　8）　　　　　　　　　　　　　　10）
Pm一キノリンおよびPm一システインの融点は文献値
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8）
と比較的よく二致したが，Pm一ニコチンアミドのそれは

Th1amme　content　m　th1am1ne　ana1ogues1soユated

Thiamine content (7~ool) 
Thiamine analogue 

Thiochrome method Bioassay method 

Pm-thio phenol 0.0 0.0 

Pm-o-aminothiophenol 0.0 0.0 

Pm-thiobenzoic acid 0.0 0.0 

Pm-anilme 0.0 0.0 

Pm-nicotinamide 0.0 0.0 

Pm- pyridine 0.4 0.0 

Pm-cysteine 0.8 0.0 

Pm-quinoline 0.9 0.0 

P m-a-pycolme l 2 . O 1.8 

Pm- py peridme 84 . O 23 . 8 
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文献値よりかなり高い値を示した．遊離型Pm一ニコチ

ンアミドの融点はユ79－181℃であり，塩酸塩であるか否

かによって約35℃の差を示した．したがって，不完全な

塩形成は融点降下を招くと思われ，文献値に疑問が持た

れる．

　第3表に単離チアミンアナログ中のチアミン含量を示

した．チアミンの化学的定量法であるチオクロム法と

Lル閉刎オ㈱の資化性を利用した生物検定法で測定

したものである。前者はチアミンアナログがチアミン同

様に酸化されチオクロム様化合物を形成する場合に，ま

た後者はチアミンアナログが資化される場合に，正確な

値を示さない欠点を持つ．両者によるチアミン合量の定

量結果は，いずれの場合も生物検定法の値がチオクロム

法のそれより小さく，かつPm一ピペリジンを除く他の

チアミンアナログにチアミンがほとんど含有されていな

いことを示している．異常に高いチアミソ含量を示した

Pm一ピペリジンの場合は，融点がチアミンのそれ（248

℃）よりかなり低いことや紫外部の吸収波形がチアミン

のそれとかなり異なることから考えて，むしろ両定量法

の妨害が起った可能性が高い．

　なお，Pm誘導体の簡便な調製法として試みた本酵素

的調製法は，水可溶性の基質に対してのみ利用できるも

のである．水不溶性の基質の場合には，溶解度をあげる

ために有機溶媒の添加が必要となるが，本酵素の有機溶

媒に対する耐性は低い。したがって，この点の改善がよ

り広範なチアミンアナログを調製するための鍵となると

思われ，現在継続検討中である．

　　　　　　　　要　　一　約

　チアミンアナログの酵素的調製法を検討した．チアミ

ナーゼIはチアミンのチアゾール部をアニリン，ピリ

ジン，システイン等と交換し，2一ヒドロキシアルキノレ

十メチルー5一β一ヒドロキシェチルチアゾールを遊離す

る反応を触媒する．10種類の（2一メチルー←アミノー5一ピ

リミジニル）メチノレ誘導体（Pm誘導体）が非固定化あ

るいはSepharose4B固定化チアミナーゼIの塩基交

換反応を利用することによって調製された．単離された

Pm誘導体はPm一チオフェノール，Pm－0一アミノチオ

フェノール，Pm一チオ安息香酸，Pm一アニリン，Pm一ピ

リジン，Pm一α一ピコリン，Pm一ニコチンアミド，P皿一キ

ノリン，Pm一ピペリジンおよびPm一システインである．

これら化合物の物理化学的性質を調べた．

1

2

3．

4．

5．

6．
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S胆蛆mary

　　The　enzym1c　preparat1on　of　th1am1ne　ana1ogues　was　exam1ned　Th1am1nase　I　cata1yzes

an　exchange　react1on　of　the　th1azo1e　m01ety　of　th1am1ne　w1th　an111ne，pyr1d1ne，cyste1ne

etc，11berat1ng2－hydroxya1ky1－4－methy1－5一β一hydroxyethyユth1azo1e．　Ten　k1nds　of（2－methy1

－4－am1no－5－Pynm1dmy1）methy1denv’at1v’es（Pm　der1▽at1Yes）were　preparated．by　the　ut1－

11zat1on　of　the　base－exchange　react1on　of　free　or　Sepharose4B－1mmob111zed　th1am1nase　I

Pm　der1vat1yes1so1ated　were　Pm－th1opheno1，Pm－o－ammoth1opheno1，Pm－benz01c　ac1d，Pm－

an111ne，Pm－pyr1d1ne，Pm一α＿pyco1me，Pm－n1cot1na皿1de，P㎜一qu1no11ne，P二m＿pyper1d1ne，and

Pm－cyste1ne　The　phys1cochem1ca1parameters　of　these　compounds　were　determmed．


