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ピリジンカルボン酸 /鉄複合体は活性酸素の生成源とな
り，多様な生物活性を発揮する1）。ピリジン化合物の中で
もジピコリン酸とピコリン酸は鉄，シアン存在下で活性酸
素を生成しパン酵母アコニターゼを失活させた。ピリジン
はNが一個の六員環であるが，Nを 2個含む六員環化合
物にピリミジンとピラジンがある。ピリミジンはヌクレオ
チドを構成する塩基としてあらゆる生物に存在し，ピラジ
ンは多くの食品中に分布する2）ほか，抗生物質その他の薬
剤としても利用されている。今回はピリミジン誘導体とし
て合成系の中間体であるオロット酸，ピラジン誘導体とし
てピラジン 2カルボン酸とピラジン 2,3ジカルボン酸の活
性酸素生成能を検討しピリジン誘導体と比較した。

材料と方法

試薬，実験材料－パン酵母，NADP 依存性イソクエン
酸脱水素酵素－オリエンタル酵母。ピコリン酸，ピラジン
カルボン酸，オロット酸，ピラジンジカルボン酸－和光純
薬。ジピコリン酸－片山化学。NADP －ロシュ・ダイア
グノスティックス。

透過性パン酵母の調製－市販のパン酵母 1 g を 0.5 Mソ
ルビトールを含む 0.2 Mリン酸緩衝液（pH 7.4）4 ml に懸
濁し，2.5 ml のトルエンを加えた。43℃で 2.5 分間加温後，
遠心分離によって上清を除き，0.5 Mソルビトールを含む
50 mM トリス・塩酸緩衝液（pH 7.1）4 ml に懸濁した（以
後この懸濁液を酵母 200 mg/ml とする）。これによって酵
母は透過性を増しアコニターゼ活性を細胞そのまま（in 
situ）で測定できるようになる2）｡
アコニターゼの失活－上記の透過性パン酵母懸濁液50 µl
を 50 µM FeSO4，各濃度のピリジンまたはジアジン化合物，
1mMアジ化ナトリウム（カタラーゼを阻害）あるいは
1mM KCN（Cu/ZnSOD，シトクロムオキシダーゼを阻害）
を含む 40 mMトリス・塩酸緩衝液（pH 7.1）0.95 ml に加
えて酵母の濃度を 10 mg/ml とし 37℃にて 10分間加温後，
800×g にて 5分間遠心し，沈殿した酵母を 40 µl の 0.5 M
ソルビトールを含む 50 mM トリス・塩酸緩衝液 （pH 7.1）
に懸濁した。これをアコニターゼ活性の測定に用いた。
アコニターゼ活性の測定－上記の酵母懸濁液5 µl を
5mMクエン酸，0.25 mM NADP，4mM MgCl2，10 mU/ml 
NADP-イソクエン酸脱水素酵素を含む 0.1 Mトリス・塩酸
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緩衝液（pH 7.8）1 ml に加えて混合し，分光光度計を用い
て 340 nmの吸光度増加を 2分間測定しこの時の酵母濃度
を 1 mg/ml として反応速度を算出した。
二価鉄イオンの自動酸化－ 0.1 mMの FeSO4 と各濃度の

ピリジン，ジアジン化合物を含む 10 mMトリス・塩酸緩
衝液（pH 7.0）2 ml 中で 37℃に加温し，この溶液 0.2 ml
を各時間毎にマイクロプレート上で 1 mMバソフェナン
スロリンジスルフォン酸 0.1 ml と反応させて，540 nm の
吸光度をマイクロプレートリーダーにて測定した5）。

結　果

ピリジン，ジアジン化合物のアコニターゼに対する失活
効果をFig. 1 に示す。ピラジンとピリミジンは2mMは
FeSO4 50 µMとKCN 1 mM存在下にパン酵母アコニターゼ
を失活させた。この効果は統計的に有意ではあったが，ピ
リジンカルボン酸に比較すると弱かった。またジアジン誘
導体の失活効果にはアジ化ナトリウムが全く無効であった
（Fig. 2）。シアンは必須だった（Fig. 3）。ピラジン誘導体は
ジピコリン酸の失活効果に全く影響しなかった（Fig. 4）。
活性酸素を生成する化合物は鉄の自動酸化を促進する傾
向を有する。オロット酸は 0.4 mMの濃度でKCNと同程
度の酸化促進を示した。しかしピラジンカルボン酸は多少
とも鉄の酸化を抑制した（Fig. 5）。

Fig. 1  Pyridine and diazine carboxylate derivatives used in this report
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Fig. 2   Eff ect of dipicolinic acid, picolinic acid, pyrazine 2-carboxyl-
ate, pyrazine2,3-dicarboxylate and orotic acid on the activi-
ty of aconitase in baker’s yeast. Yeast cells were permea-
bilized according to the method reported previously2). 
Permeabilized yeast cells (10 mg/ml) were mixed with 
50μM FeSO4, 1 mM KCN and each compound in 40 mM 
Tris-HCl (pH 7.1). After incubation at 37ºC for 10 min, cells 
were collected by centrifugation at 800×g for 5 min and 
suspended in 50 mM Tris-HCl (pH 7.1) containing 0.5 M 
sorbitol at the concentration of 200 mg/ml. Aconitase ac-
tivity was determined by the coupling with NADP-isoci-
trate dehydrogenase, and the reaction mixture contained 
5 mM citrate, 0.25 mM NADP, 4 mM MgCl2, 10 mU/ml of 
NADP-isocitrate dehydrogenase and 1 mg/ml of yeast. 
The increase in the absorbance at 340 nm was recorded.
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Fig. 3   Eff ect of NaN3  on the inactivating eff ect of pyrazine or py-
rimidine carboxylate of aconitase in baker’s yeast. Experi-
mental conditions were similar to those described in Fig. 2.
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考　察

ピラジン，ピリミジン化合物はピリジン誘導体と同様，
鉄錯体を形成して活性酸素を生成し，アコニターゼを失活
させることが確認された。これらの化合物 /鉄が生成する
活性酸素種はアジ化ナトリウムが無効であることからスー
パーオキシドアニオンラジカルであると推測される。
ジピコリン酸/2 価鉄複合体は酸素分子との反応を促進
してスーパーオキシドを生成し，オロット酸の効果も弱い
ながらこれに由来するかと考えられる。しかしピラジン化
合物は 2価鉄イオンの酸化を促進しないため，ペルフェリ
ルイオン，フェリルイオンを生成して，活性酸素生成に関
与するものと考えられる（Fig. 7）。
ピラジン化合物は自然界に広く分布しており，とくに食
品，ワインなどに多く含まれる。ピラジンはスーパーオキ
シドのスカベンジャーとして働くという報告もあるが，動
物レベルでは輸卵管運動の阻害作用なども報告されてい
る4）。今回の結果はピラジン化合物の生理作用，薬理作用
に関連すると考えられる。
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Fig. 4   Eff ect of dipicolinic acid and pyrazine dicarboxylate on 
the activity of aconitase in baker’s yeast in the absence 
of KCN. Experimental conditions were similar to those 
described in Fig.2 except that yeast cells were mixed 
with 50μM FeSO4 and each compound without KCN.
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Fig. 5   EEff ect of pyrazine carboxyltes  on the inactivating eff ect 
of dipicolinic acid on aconitase in baker’s yeast. Experi-
mental conditions were similar to those described in Fig. 2.
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Fig. 6   Eff ect of pyridine, pyrazine and pyrimidine carboxylates 
on the autooxidation of Fe2+. FeSO4 of 0.1 mM was incu-
bated in 10 mM Tris-HCl (pH 7.0) at 37 ºC. Aliquot of 
0.2 ml was mixed with 0.1 ml of 1 mM bathophenanthro-
line disulfonate at the indicated time and the absorbance 
at 540 nm was recorded by microplate reader.  ◆, no ad-
dition ; ◇, 0.4 mM pyrazinoic acid; ○, 0.4 mM dipyrazi-
noic acid; ● , 0.2 mM dipicolinic acid; □, 0.4 mM orotic 
acid;  ■, 0.6 mM KCN added.
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Fig. 7   Generation of reactive oxygen species by pyridine or 
pyrimidine/iron and pyrazine/iron complex.
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