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　　Cytochalasin　E　was 　produced 　by 　 a 　 strain 　 Mト120−7　grown　o且 wbeat 　bran．　 The
st ‘ain
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acetone （33’）．　The　extract 　was 　adsorbed 　on 　a　column 　of 　D 血 ion　HP −40 （2．5’），

　and
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　 サイ トカ ラ シ ン E1・Si は，サ イ トカ ラ シ ン A
，
　eコB

，

ij

C，4｝ D4・5，お よ び FV と同様に ，細胞原形質の 分裂を

掬制す る生理活性物質
6・n

で あり，細胞生 理 活性 と生 体

膜との 関連性などを追求 して 行 く際 の 重要な試薬とし

て 注目を 浴び て い る．サ イ トカ ラ シ ン 化合物は，現在

まで25種が報告され，そ の 生産菌として ，AsPergill κs

・伽 伽 8
・ 伽 θ’・mi ・ m ・ c ・chl ・ides

，
　H ・rmisci ・ m 　sp 。，

ffelminthesPorium　dematiCitie＃m ，　Materrhizium
anisePliae

・ Resellinia　necatrix ，　Z丿gosPori＃ m

mansenii ，　Nigrosab”lum 　sp ．，　Penicilliwm　awrentia ．

vs「ens
・
Phema 　sp り PhamoPsis　PaPa’i な どが報告

さ れ て い る．8｝
しか し一般 に ， 微生物に よ るサ イ トカ

ラ シ ン 類の 生産性は 低 く，各種薬理作用を検討するに

た る充分な量 の サ イ トカ ラ シ ン 類を得る こ と は 困難で

あ る。今回 サ イ トカ ラ シ ン類の 生産菌を広 く士壌 よ り

検索した結果 ， 著量の サ イ トカ ラ シ ン E を生 産 す る

AsPergillus　terre”s に属する新菌株 M −120−7 を見

い だ した の で 報告す る．

実験材料およ び方法

　使用菌株　　当研究所保存の 糸状菌約 300 株，お よ

び自然界よ り分離 した 糸状菌約 800株 を使用 した．土

壌よ り糸状菌の 分離 は ， 次の よ
’
うな方法で行 っ た．各

地 よ り採取した 土壌 1g に殺菌水 10m1 を加え ， 28℃ ，

30分間振 とう後，上澄液 O、2mi をグル コ ース ・ペ プ

ト ン 寒天 培地 （グル コ ース 5 ％ ， ポ リペ プ トン 0．5 ％ ，

リン 酸 1 カ リウ ム 0．05％ ， リン 酸2 カ リウ ム 0．05％，

塩化 カル シウ ム 0．04 ％，硫 酸 マ グ ネシ ウ ム 0．04 ％，

pH 　6．0）に植菌 し， 28℃， 4 日聞培養 した．培養終

了後 ，t 糸状菌の みをグル コ
ース ・ペ プ トン 培 地 に 釣菌

し， 純化後供試菌と した．

　培地お よ び培養条件　　サ イ トカ ラ シ ン類生産菌の

ス ク リーニ ン グ培地として ，ふ すまを使用 した．200m 量

容三 角 フ ラス コ に ふ すま 4g ，水 2，4 斑 1を 加え 充分

ICか くは ん後 ， 120℃ ， 30分間殺菌した．放冷後， 試

験菌を植菌し， 28℃ ， 7 日間培養した．液体培農に は，

グル コ
ース ・ペ プ トン 培地を使用した．ス ポ ン ジ培養9｝

は，次の ように行 っ た。500ml 三 角 フ ラス コ に 1辺が

O・5〜 1cm よりなる立方体の ウ レ タ ン ス ポ ン ジ 1．5g
に 3倍濃度の グル コ ース ・ペ プ ト ン培地 30ml を添加 ，

殺菌後植菌し， 28℃ ， 7 日間培養 した．

　サ イ トカ ラ シ ン E の定 量 　　ふすま麹 に50％ ア セ ト

ン 溶液 40ml を加 え ， 28℃，1時間振とう抽出後ろ過

し ， そ の ろ 液を試験溶液と した．

　a ）TLC に よ る定量　　ふすま麹の ア セ トン 抽 出液

ない しそ の 10倍濃縮液を シ リカゲル プ レートに ス ポ ッ
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トし， ク ロ ロ ホル ム ： メ タ ノ ール ＝ 10 ： 1 を用い て 展

開し， 風乾後水を薄層プ レ
ートに噴霧し， Rr　O．73付

近 の 白色ス ポ ッ トをか き取り，0．5N 塩酸を含む 50％
メ タノ ール で抽出 し，

284　nm の 吸光度よりauthentic

サ イ トカ ラ シ ン E （Aldrich社製，市販品）を標準とし

て 定量した・

　b）細胞増殖抑制活性よ りの 定量　　ア セ トン 抽出

液ない し TLC 分離液の マ ウ ス 白血病細胞 L5178　Y

の 細胞増殖阻害 よ り， サ イ トカ ラ シ ン E の bioassay

を行 っ た．細胞増殖阻害活性は Thayer の 方法翼o，
に 準

じ，使用培地は RPMI −16401t）を改変して 使用した．

す なわ ち， 1．4× 105個ノmi の 細胞懸濁液 0．9m1 と試

料の 希釈液 0．1ml を混和し， 48時間 ， 37℃ で 培養 し

た の ち ， 細胞数を計測し，対照に 対す る 50％増殖阻害

希釈度か ら，試料中の サ イ トカ ラ シ ン E 量を算出した．

な お，サ イ トカ ラ シ ン E の L5178Y の 50％増殖阻害

濃度は，0．05μg／ml で あ っ た。

実　験　結　果

　 サ イ トカ ラシ ン E 高生産菌M −120−7　 供試菌株約

1， 100株を 固体培養法で ス ク リーニ ン グ した結果 ， 長

野県上田市に て採取 した 土壌か ら分離した糸状菌 M −

120−7 が著量 の サイ トカ ラシ ン E を生産す る こ とを見

い だ した．M −120−7 以外 の 供試菌株 に も若干の サ イ

トカ ラ シ ン 類の 生産が 見 られ る もの もあ っ た が，M −

120−7 の 場合に は ， 麹 の ア セ トン 抽出液 ll （ふす ま

100　g 相当分）当た り 200　mg 前後の サ イ トカ ラ シ ン

E の 生産を認あ．そ の生産性は顕著で あ っ た．

　 M −120−7の麹ア セ トン 抽出液よ リサ イ トカ ラ シ ン E

の分離　　ふ すま 3k9 に 1。8 ’の 水を 加え充分 に 混
・
合後，そ の 800g ずつ を布蓋付金属製パ ッ トに 盛 り込

み ， ユ20℃ ， 30分間殺菌した．冷却後 あ らか じめ 前培

養した M −120−7 の 種麹 を植菌し，28℃， 1週間培養

した ・こ の ふ すま麹に50％ ア セ トン 溶液 331 を加え ，

1 時間か くはん後， 遠心分離に よ っ て麹粕を分離し，

抽出液 301 を得 た． こ の ア セ トン抽出液を ハ イポー

ラ ス イオ ン 交換樹脂 ， ダ イ ヤ イ オ ン HP −40 の 2．51

（径 8cm ， 長 1．5m ） の カ ラ ム に 吸着後，40％ ア セ ト

ン 溶液 5 ’で洗浄した．さらに 40％ ア セ ト ン 41 と

、100％ ア セ トγ 41 の 濃度勾配溶出法 で 溶出 した．エ

フ ラ ク シ ョ ン 15g ずつ 分画レたと こう， フ ラ ク シ ョ．
’
ン 番号131〜 147に 結晶の 析出が見 られた．ろ 胱 した粗

結晶を ア セ トン より再結して ， 結晶 6．5g を得 た．精

製結晶は ， authentic サ イ トカ ラシ ン E と TLC の Rf

で一致し， Fig．1 に 示 した本標品 の 赤外吸収 ス ペ ク

トル は authentic サ イ トカ ラ シ ン E の そ れ とdi し

た．そ の 他 ， NMR ス ペ ク トル ， 紫外呶収ス ペ ク トル

も合致 し， また元素分析値 ， 分子量 は計算値と一致し，

融点の 値 も一致 した （Tab1e　1）こ と よ り，分離菌 M −

120−7 よ り得た結晶は ， サ イ トカ ラ シ ン E と同定した。

さ らに マ ウ ス 白血病 L5178Y 細胞 に 対す る細胞増殖

抑制活性も authentic サ イ h カ ラ シ ン E と≒ 致した ．

こ の よ うに して 得たサ イ トカラ シ ン E は光 に 比較的安

定で ， クロ ロ ホ ル ム ， 酢酸エ チ ル ， メ チル ア ル コ ー・ル ，

エ チル ア ル コ ール ，ア セ トン，ジ メ チ ル ス ル ポ キサ イ

ド，ジ メ チル ホ ル ム ア ミ ドに は溶解し ，
ベ ン ゼ ン ， エ

ーテ ル に は難溶，水．石油工
一

テル に 不溶 で あ っ た．

　1虹一12レ 7 の 菌学的性質　　M −120−7 の 菌学的性質

は ， 次 の 通 りで ある．本菌は ， 被子器お よ び子 の うを

形成せ ず ， 頂の う
・
は桿棒状 で は な い ．集落 は緑 色 で は

なく， 分生子柄の 壁 は ， 平滑， 無色で，そ の 上端部は

黄褐色 で ， 分生子の 連鎖 は 円柱状の束 とな り，淡 い桃

褐色で あ る．分生芽細胞柄は，平滑，無色で，直径

4．5〜 5．5 μm ， 畏さ 10G〜20G μm で あり， 分生芽胞

頭 は ， 鈍黄色 ， 肉桂色ない し黄褐色で，直径 30〜50

pm ，長さ 150〜 400 μm の 円柱状 を して い る．頂 の

切OQ　夏oo　   　　ユgoo　 pm 　 】500　路oo　跏 　　goo　 700

　　　　　 Wave 　 n 岨 ber （cm
讎

鳳
） ・

　 Fig．1．　鵬 sp   tra　of　cytochalasin 　E．

一 Authentic ，　 一一一一Sa皿 ple ．

Table 　1．　Elementary 　 analysis 　and 　physical

　　pfoperties 　 of 　 cyt   halasin　E　produced 　by
　　」4．・’erreus 　M −・120イ ．

　 　 　 　 　 　 　 C

Ca正cd ．　　　　 65．48％
Found 　　　　　65．38％

Molecular

　weight

Me1｛至ng

　 poi 蹴

H6

．87％
6．87％

496±2

207℃（d  ．）

N2

．73％
2．74％
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うは ， 直径 10 〜 16μm の 半球状を して おり， 梗子は

2段で ， 第一梗子は直径 2〜2．5 μm ， 長さ 5〜6 μm ，

第 2 梗子 は直径 1．5〜2 μm ，長さ 6〜 7μm で ある．

芽胞子はわずかに 楕円形で 無色をして おり，
2〜3 μm

× 3〜 4μm で ある．各培地 に おける 生育状態は， 次

の 通 りで あ る．まず麦芽 エ キ ス 寒天培地で は生育良埓

で ， あまり拡散す る こ となく， ク ッ シ ョ ン 状を示す．

表面 の 色は黄褐色ない し鈍黄色で ， 周辺は肉桂色をし

て い る．裏面は黄褐色で ある・次に ツ ァ ペ ッ ク寒天培

地 に おい て は発育良好で ， 放射状 の浅 い 溝が見 られ る．

中心部は柔毛状 に 盛 り上 がり，淡い 黄褐色を示す が，

周辺部は肉桂色 ない し黄褐色の ビ ロ・一一ド状で あり，

裏面は淡黄色ない し黄褐色で あ る．以上の 菌学的性質

を The　 Genus　 AspergillttS　
iS】 に照合した と こ ろ ，

AsPergillscs　terrezasに属する菌株と推測した．さ ら

に 麦芽 エ キス 寒天培地で 培養した 時 ， 菌核 よ う （scle・

rotium −like）の かたまりが形成 しなか っ た こ とより，

本菌 は A ．terre＃s　var ．　africanus に は 属 さ ない ．ま

た ． MY 　20 寒天培地 （ペ プ トン 0．5％ ， 酵母 エ キ ス

0。3％ ， 麦芽 エ キス O．3％ ， ブ ドウ糖20％ ， 寒天 2 ％ ）

で 培養した結果，本菌 は比較的厚 い 細胞壁を有して お

らず，麦芽エ キ ス 寒天培地 で コ ロ ニ
ー

が ビ ロ
ード状 で

あ る こ とよ り， 本菌 は A ・te「「 eus 　va 「・au 「 eus に 属

さない ． これ ら実験結果を総合 して ， 本菌は A ．ter・

reXS 　tc属す る菌株と同定 した．なお 本菌は ， 工業技術

院徼生物工 業技術研究所 に A ．terreus 　M −120−7 と し

て 寄託された．

　 M −12e」T と A ．　terrettS 標準株 と の比 較　　本 菌

と醸酵研究所の A 。terrens （IFO　7078） との 菌学的

性質を比較 した。生育 PH 範囲は，両菌株共に 3〜 11

と一致 した．次に グル コ ース ・ ペ プ トン 培地 50ml を

2GOm1 の 三角 フ ラス コ に入れ，植菌後各温度で 96時

間静置培養を行 っ た時の 乾燥菌体量を Fig．2ic 示す。

、Fig。2 よ り明 らか な よ う に，　 M −120−7 は 40℃ で は全

く生育で きな か っ た の に対して ，IFO　7078株は 45℃

で も若干の 生育が 見られ た．また 最適生育温度は ，

M −120−7 が ：30℃ で あ るの に対して ， IFO 株で は35℃

と相達が 見 られ た．次に 生育に 及ぼ す炭素源 の 効果 に

つ い て 検討した．そ の結果を Table　2 に示す．両菌

株共に ， デ キ ス ト リン ，
マ ン ノース ， グル コ ース ， 可

溶性 デ ン プ ン ， サ ッ カ ロ ース を よ く資化 し， ラ ク トー

ス ， ア ラ ビ ノース ， ソ ル ビ ッ トに はあまり生脊しな か

っ た．M −120−7 と IFO　7078
’
株との 間 には ， 炭素源

の 資化性に関 して は ， あま り顧著な差異は見られなか

っ た．Table　3 は ， サ イ トカ ラ シ ン E の各種培養条件

に おけ る生産性を検討 した結果で あ る．4 菌株 と もに

液体培養お よ び ス ポ ン ジ培養で は， サ イ トカ ラ シ ン E

の 生産は ほ とん ど 認め られな か っ た．ス ポ ン ジ培養 の

場合，酵素生産 の 良好な条件で あ っ た ， 炭酸 カル シ ウ

Oa
｛

ミ
9

　

O
　
　
　

O
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O
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Fig．2，　 Effect　of　tempe τatu ：e　on 　the　9τGwth

　 　 of　 two 　 strains 　 of 　 A ．　 terr6zas．

　　Dry 　cell 　 weight 　 was 　determined　after

　　stationary 　 cuIture 　 i皿 50　mi 　 of　 glucose−

　　pePtone 　田 edium 　for　96　hr．
　 　 o ＿ o 　 A ．terreus　M −120−7，
　 　 ・

＿＿＿＿
●　 A ．’erreus 　 IFO　 7078．

Table’2．　Eff  t　of 　carbon 　source 　on 　the
　　growth 　of 　2　 strains 　of 　A ．彦erreus 　in

　　liquid　c1ユlture．

Carbonsource Dry　cell　 weight （9／t）
IFO 　7078M −120−−7

G！ucxoseSaccharose

LactoseGalactose

Mannose
SorboseA

「abi 口 ose

XyloseFructose

Raffihose

SorbitSdIuble
　 starch

Dextrine

Sodium　 acetate ・

ユ．5110

．640

．240

．171

。60

．120

。470

．310
．630

．500

．091

．962

．610

，48

4．201

，690

．190

、402

．970

．370

．221

．901

，470

．410
．071

．783
．200

．28

Glucose−peptone 　mediu 血 was 　 employed 　 ex ・

cept 　that　glucose　was 　feplaced 　 w 髄h　 various

carbo 豆 sour ¢ es 　as 　 indicated　1Ω the　 table．
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Table　3．　 Production　 of 　 cytochalasin 　 E 　 by　 several 　 strains

　　of　A ．　terreses．

CulturemethodIFO 　6123　 1FO　7078　 1FO　8835　　 M −120−7

Liquida｝　　　　 trace

Spongeb｝　　　　trace

Solidc）　　　 く10 μg／ml

　 trace

　 trace

く 10μ9／m1

　 trace 　　　　　　　trace

　 trace　　　　　　　trace

＜ 10μ9／m1400 μ9／m1

‘， Glu◎ose −peptone　medium ．
わ， Sponge　cubes 　wetted 　with 　liquid　mediu 皿 of　3　times　higher
　 con ◎eptration 　than 　the　standard 　glucose【pep亡one 　組 edium ．
°】 Wheat　bran　wetted 　witl10 ．6weight 　of　water ．

ム ，フ ィ チ ン，オ リーブ油お よ び ふ すま抽出液を添加

した が，サ イ トカ ラシ ン E の 生産量が 10μg／ml を超

え る こ と は なか っ た．固体培養に 於て は， M −120−7が
ふ すま麹の 10倍量 （v／w ）50％ ア セ ト ン抽出液当た り

400　p9 ／mi の サ イ トカ ラ シ ン E の 生産量があ っ たの に

対して，標準株で は 10μ9／ml 以下 の 微量な生産量で

あ っ た，

考 察

サ イ トカ ラ シ ン の 生理活性 と して は，細胞原形質分裂

の 阻害 ，

6・1， 細胞運動機能の 可逆的阻害e・T）およ び脱核

の 誘導
1？・1− ｝

が 知 られて い る．こ れ らの 他に ， 細胞膜成

分 の 生合成 と取 り込み の 減少，食細胞作用 お よ び表 面

接着性 の 変化 ， 血小板凝集 ， 心 筋収縮生長 ホ ル モ ン

遊離など広い 生理活性を 有す る こ とが 明らかに な っ

た．川
サ イ トカ ラ シ ン E の 生産菌 と して は ， R ，　neca ・

trixt，『
，
　tsよ び A ．　 clavaimsis ）

が知られ て い るが，後者

は
一

度 A．glaUCttS と誤認 されて い る．珊

英国 ICI社
の 実験例 （使用菌株 R ．necatrix ） に よ る と，25℃，

22日間の 液体培養で ， サ イ トカ ラ シ ン E の生産量は，

12　mg ／t と記述 され て おり，Is♪ 工業的規模で の サ イ ト

カ ラ シ ン E の 生産量に は，あま りに もそ の 量 は 少な い ．

今向土壌よ り検索して 得た A ．terreus　 M −120−7 の

サ イ トカ ラ シ ン E の 生産量 は，ふ す ま lg 当た り 2．2

m9 ，ふ す ま 麹 の 10倍量 （v ／w ） の ア セ トン 抽出液 申 に

は 186mg 〃 の濃度に あ た り，　 ICI 社の R ．　necatrix

の 液体培養で の サ イ トカ ラ シ ン E の 生産量 の 約15倍に

相 当 す る．R ．　 necatrix の 場合，著者 らの 実験 に よ る

と，固体培養で は サ イ トカ ラ シ ン E の生産 は ほ とん ど

見 られ なか っ tg．こ の よ うに微生物に よ るサ イ トカ ラ

シ ン E の 生 牽は，菌株に よ っ て異なる と同時に塔養方、

法に よ っ て ，

・
そ の生産性が大き く相達す る等ま だ 不明

の 点が 多い ．本報 の 土壌よ りの 分離菌株 M −120−7 は ，

従来の A．terreUS 株 と比較 して ， 最適生育温度およ

び 生育温度範囲が異な り， その 上 サ イ トカ ラ シ ン E の

生産が著 しく相違す るの で ， 本菌は A ．terre”s に 属

す る 1新菌株と考え られ る，本菌に よ るサ イ トカ ラシ

ン E の 生産は t グル コ r・ス を 主炭素源と した液体培養

および ス ポ ン ジ培養で はほ とんど見 られ ず ， ふ すまを

用い た 固体培養 に おい て の み 著量に 蓄積 した．今回 ス

ク リーニ ン グ培地として固体培地を用い た 理由は ， 液

体培養で は既知 の 菌株を選択する可能性が高い 点と，

従来液体培養で はサ イ トカ ラシ ン 類の 生 産性な し と判

定された菌株で も， 固休培養で は生産性が発揮され る

こ とが 想定 され た こ とに よ る．H ．　dematioideumの

場合 ， サ イ ト カ ラ シ ン A ，B ，　 F を，　 M ．　 anisePliae

で は サ イ トカ ラ シ ン C， D を 同時に生産す る こ とが 明

らかに な っ て い るが ， 本菌 M −120−7 の 固体培養の 抽

出液中に は ， サ イ ト カ ラ シ ン E 以外 の 同族体 は全 く検

出で きなか っ た．

要 約

　長野県上田市の 土壌 よ り分離 した 糸状菌 M −120−7

が，固体培養 で 著量 の サ イ トカ ラ シ ン E を生産する こ

とを見 い だ した．本菌 の 菌学的性質を検討 した結果 ，

AsPergill＃S　 terreas に 属す る新菌株 で あ る こ とが わ

か っ た．本菌の サ イ ト カ ラ シ ン E の 生産は ， 液体およ

び ス ポ ン ジ培養 で はほ とんど見られず ， ふ すまを用 い

る 固体培養法が 有効 で あ っ た ・M 一
ユ20−7の ふ すま麹 に ，

50％ ア セ ト ン 溶液10倍量 （v／w ）添加して サ イ トカ ラ

シ ン E を抽出し， こ の 抽出液を ダイヤ イオ ン RP 畷 0

に吸着 し， さらに 洗浄後 ア セ ト ン で 溶出す る と， 自色

結晶 と して 析出した サ イ ト カ ラ シ ン E の 生産量 は ， ふ

すま lg 当た り 2．2mg で あ っ た．

　 終 わ りに．サ イ トカ ラシ ン E の 同定に 協力 した当研 究所渋谷進氏，
坂 田紳二 氏，またサ イ トカ ラシ ン E の bioassayを担 当レた小玉 健

　次郎氏 に 深謝 し ます ，
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