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Scanning　Elcctron　Microscopic　Images 　of ！1♂‘θ7欄 7伽 んikttchia欄 and

　　　　　　　　Ustilago辮 aydis　Treated　with 　Altericidins＊
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　　．A、ltericidins（altericiclin 　A ，　B 　and 　C），　 relllarkably 　illllibited　tlle　Inycelial 　growth 　Qf 　A　Jter−

naria 　kihuch・ia・na 　ill　 a　liquid　mediumat 　low 　concentrations ．　 The 丘fty　percent　inhibiヒ  ry 　 con −

centration 　（EC50）for　 t！lc　 mycelial 　 growth 　 varied 　 widely 　 according 　 to　 the 　 initial　 Illyce ］ial

weight ．　 Thc 　highcr　the 　initia】density，　the　higher　the 　ECso ．　 However ，　the　ratio 　of 　EC50（μg！ln ［）
to　the　dry　weight 　inoじulum 〔nig ！ml 〕was 　2．8，　whcII 　thc　illitlal　mycclial 　w ¢ igllt　ranged 　froln
O，8to 　 1．45　mg （dry　 wei 劈

htlml ），　 alld 　 increased 　 in　 proportioll　 to　 the 皿 ycelial　 weight （dry

weight ）under 　the 　 conditions 　tested ，　 Scalmin 麌 clcc 廿 on 　micrographs 　showcd 　partial　swclhng ，
nlpturo 　and 　exfoliation 　in　the 　Quter 　cell 　wa1 】laycr　o ｛conidium 　of ∠1・hifeitchiana　when 　treatcd

with 　various 　 concentrations 　 of 　 altericidins ．　The 　collidiuln 　bursted 　 whcn 　treated　 at 　 a　lligher

cQncentration 　of 　40　ppm ．　、Vhon 　thc　hyphae　were 　treated 、vi 七1120 　ppm 　altericidins 　for　611r、
solne 　 of 　the　 ce118 　ticavily　shrunk ，　 alld 　 others 　became 　 empty 　 and 且attened ．　The 　Ieakage　 of

cellular 　constituents 　wa8 　 also 　observcd 　in　 spuridium 　 Qf し「5’παgo　 i
・
nayd

’is　trea士ed 　 with 　20　ppm
altericidins 　for　3　hr．　 These 　rcsults 　guggcst 　that　altericidins 　act 　on 　the　cell 　waU ．

緒 言

　 ア ル テ リ シ ジ ン 複合物 （A ，B お よ び C の 複合物）は ，

広範囲 の 糸状菌 お よ び 酵母 に 対 し強 い 活性 を 示す抗生物

質 で あ る，本物質 が ナ シ 黒斑病菌 お よ び トウ モ ロ コ シ 黒

穂病菌 に 対 し，細胞内へ の 物質輸送を 低下 させ る こ と，

また，細胞 内 の さ ま ざ ま な物質合 成 を 見掛 け．E非特異 的

に 阻害す る こ と ， お よ び ト ウ モ ロ コ シ 黒穂病菌 の 増殖を

抑制す る こ と は す で に 報告 した D ． こ れ らの 作 用 性 は
一

般 に 細胞膜系に 作用す る 阻害剤 の 惹起す る 現象
2）

で あ る

こ とか ら，本物質 も膜機能障害 を引き起 こ す こ とが 示唆

され た n

＊
ア ル テ リ シ ジ ン の 作用機構 （第 2 報）

　Mode　Df 　Action　 of 　Aitericidins（Part　2）．　 FDr　Part　I，

　 see 　Ref ．1）．

　薬剤 で処 理 さ れ た 感受性菌 の 形態変化は ， その 薬剤 の

作用 機構 に よ っ て 異 な り，細 胞 壁 お よ び 細 胞 膜 に 作 用 す

る 阻害剤 は ， 形態的 に も異常現象を起 こ さ せ る こ とが 観

察 され て い る
3−9）．

　そ こ で ，本報 で は，ア ル テ リ シ ジ ン 複合物処 理 に よ る

形態変化を走査型電子顕微鏡観察に よ り確か め，あわ せ

て菌体量 と薬剤濃度 との 関係 に つ い て検討 し た，

実験材料お よび方法

　1． 供試菌および薬剤

　 ナ シ 黒斑病菌 （Alternai
’i［i　1’ikttrhiαvta ，前報 D と同菌

株）を乾杏煎汁寒天培地 で 28 °C，le 〜12 日間 シ ャ
ーレ

内で 培養 して 胞子を得た ．胞了
』
は 殺菌水で 懸濁 し，三 重

ガ ーゼ で 濾過 した の ち，低速遠 心分離に よ り集 め た．胞

子 は 6，6x10F2M リ ン 酸緩衝液 （pH 　6．8） で 洗浄し た
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の ち，最終胞子濃度が 1．3〜1，4x106 ！ml 壱こ な る よ う同

緩衝液， ま た は ジ ャ ガ イ モ ーグ ル コ ース 液体培地 （PGS

培地）で 懸濁して，胞子懸濁液 と した．

　菌体 の 培養お よ び 菌体懸濁液の 調製は 前報
t） に 準じ て

行な っ た．，

　 トウ モ 卩 コ シ 黒穂病菌 （（Jstilago　tita，vdis ，前報
D と 同

菌株）を栄養培地
1° ）

で 30 °C
，
40〜48 時間振 とう培養 し

た ．培養液中 の 小生 子 は 遠心 分離 に よ り集 め ，2 × 10−2M

リン 酸緩衡液 （pH 　6．8） で 洗浄した ．最終小生子濃度 は

OD 蜘 が 3．2 とな る よ うに 同緩衝液 で 懸濁 し て ，小生了
』

懸濁液 と した．

　 ア ル テ リ シ ジ ン 複合物 （AC ）は前報
i） と同力価で ジ メ

チ ル ホ ル ム ア ミ ド （DMF ）溶液 と し ，
　 DMF の 最終濃度

は O．4％ 以 下 で使用 した ．

　2． 菌体量 と 薬剤濃度

　処理 時 の 菌体量 と AC 濃度 との 園係 は ，
△．kiku‘ノhiana

を 川 い て 前報
D

の 菌糸生育阻害試験法 に 準 じて 検討 し

た，菌体量 は 乾物重 0 ．8 か ら 2．15mg ！ml の 範囲 で 調製

し，各 2（）ml ず つ 分注 した ，本懸濁液 に AC 　2，2 ・・「
，
　 4，

5
，
8

，
10

，
16 お よび 20Ppm と なる よ うに 添加 し て 28

°C

で 6 時圓振 と う培養 し た の ち ，乾燥菌体重 を測定 した ．

　3． 走査型電子顕微鏡による形態観察

　1） z1 ．　kikuchiana 胞子 リ ソ 酸緩衝懸濁液を 5inl ず つ

分け ， 所定濃度 に な る よ う AC を 添加 した．一定時間

28°C で 振と う培養 し た の ち 胞子を低速遠心分離で 集め

た． 2）胞子 PGS 培地懸濁液を カ パ ーグ ラ ス 上 で 21 時

間培養 した ． カ バ ーグ ラ ス 上 に 生育 し た 菌糸は AC 　20

pprn を含む リ ソ 酸緩衝液 5ml で
一定時間 処 理 し た．3）

び 〃昭 ぎ‘薦 小生子懸濁液を 5m 】ずっ 分け，　 AC 　20　ppm

とな る よ うに 添加 し た、一
定時間 30°C で振 と う培養し

た の ち 小生子を遠心分離 で 集 め た

　処理 し た 胞丁
“，菌糸 お よ び 小生子 は そ れ ぞれ の リγ 酸

緩衝液 で 2 回洗浄 し，2 ．5％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ドを含む

O．2M リ ン 酸緩衝液 （pH ア．2）で 24 時間固定 し た ．固

定 した 試料 は 1 時間各緩衝液 で 3 回洗 い ， 1％ オ ス ミ ウ

ム 酸 を 含 む 02M リ ソ 酸緩衝液 で 4°C ， 2 時間 再 固 定

した．再 固定 した 試料を 1 時間蒸留水 で 3 回洗浄し ， ア

ル コ
ー

ル 系列 お よ び 無水 ア セ ト ン を 各 30 分ずつ 通し脱

水 した．酢酸 イ ソ ア ミ ル で 置換 した の ち臨界点乾燥装置

（Hitachi　HCP −2）に ょ り乾燥 した ．各試料 は イ オ ン コ　一一

タ
ー

（Eiko 　MoClel　IB −3） で 金蒸着 した の ち，走査型電

子顕微鏡 （Hitachi−Akashi 　MSM 　4C −102）に よ り， 加速

電圧 15kV で 観察 した ，

結 果

　L 　菌体量に よ る EC ・・ 値の変化

　A ・kikuchiα n α 菌糸の 生育に 及ぼ す AC の 影響 を Fig．

1 に 示 した ．処理 時 の 乾燥菌体重 0．9
，

L5 お よび 2．15

111g！ml に 対 して，　 AC の 50％ 菌糸生育阻 止濃度 （ECso）

は それ ぞれ 2．5
，
4．5 お よ び 8．OPPm で あ っ た．

　処理 時 の 菌体量 に 対す る AC の EC5 ・ 値を ま とめ て

Table　 1 に 示 し た．　 ECso　 l直は 処理時 の 菌体量 に 影響 さ

れ，菌体重 0．8−i2 ．15mg ／ml に お い て 2 ．2〜8，0pPm を

100
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Fig．　 l　 Effccts　 of 　 altericidins 　 on 　thc　Inycclial

growth 　of 　．4〃CIVIIa −1・ia　hihttchiana．

Thc 　thrc じ 　cxperimcnts 　dif壬cr 　in　thc 　allloullt 　of

Iコ1vcelia 　lnitially 　added 　to　20　inl 　culturc 　media

containing 　altericidins 　at 　dif正erent 　concentra −

tiQns，　 C ； 0．9111g，● ； 1．5mg ，■ ： 2．15m 呂
jn−

itial　dry 　wt ．1
’
ml 　 culturc 　 nledium ．

Table 　l　The 　relationship 　bet、veen 　EC500f 乱lteri−

cidhns 　 and 　 the 　 initial　 Inycellal 　 weight 　 of 」〃ev −

nayia 　kikucJtiana　jn　the　 culturc 　 medium ．

Init玉al 　dr、
T

mvcelial 、vt ．
　〔m9 〆ml ）

　 ECso　of

altericidins

　 （PPm ＞

　 Ratio　of

ECso！mg 　dry
mycehal 　wt ．

O．800
．9．　Ol

．201

．451
．502
．102

．15

2．202
．503

．36
斗．IO
・主．507
．598

．00

2，82

．82

，82
．83

，03
．63

．7
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示 した ．乾燥菌体重 m9 当り EC5。 値比 で み る と 2 ．8〜

li・7 （μ91m9 ）の 間 に 入 る が ，菌体重 （1．8− 1、45　mg ！ml ま

で は 2．8 （μg！mg ） の
一

定値を示 し た，

2． 走査型電子顕微鏡観察 に よ る形態変化

　・1・kiktu’hiana 胞子 の 形態 に 及ぼす AC の 影 響 を要 約

し て Table　2 に ，電 顕 像を F19．2 ， 1〜8 に 示 した．　 AC

Fig 　 2　Scanning 　 electron 　 micrographs 　 of 　 conidiuin 　 of 　AtteFnarta　 hikuehiana 　treated 　 with

altericidins ．

1： control （3　hr〕，2 ： 8ppm （4　hr｝，3： 16ppm （3　hr），4 ： 20　ppm （3　hr），5： 32　ppll1 （3　hr），6 ：

40Ppln （3　hr｝，7’control （18hr ｝，8 ： 4〔〕Ppm （18hr ）altericidins ．
Each　bar　1

『
epresen 士s　5 μm ．
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無添加 で 3 時間振 と う処理 した 対照胞子 （無処理 ， 1）は

表面 イ ボ 状 突 起 に 覆 わ れ 正 常で あ っ た ．AC 　8　pPm の 4

時間処理 （2）で は 表面イ ボ 状突起 の 膨潤，収縮 が み られ

た ．16ppm の 3 時間処理 （ll）お よび LIO　ppni の 3 時間

処理 （4） で は細胞壁外層が 部分的 に 膨張，ま た は 損 傷，

剥離し て 繊毛状 の 下 層面を露出 し て い た． 32PPm の 3

時間処理 （5）お よ び 40ppm の 3 時間処理 （6）で は ，

細胞壁外層が部分的 に 損傷，剥離し，露 出 し た 下層の 収

縮が み られ た ．AC 無添加 で 18 時間振 と う処 理 した 対

照胞 子 （無処 理 ，
7）の 表面構造 に は ほ と ん ど異常 が 認め

られ な か っ た ．本処埋条件 で は ，99％ が未発芽 で あ っ

た ．表示 し て い な い が 併用 した ス ラ イ ド グ ラ ス 法 で の 発

Fig．3　S　canning 　electron 　microgr 乱phs　ofhyphae

c）fAlte ηnaria たikuciulana　treated 、vith 　alterici 〔lins・

1： control （3　hr｝，2； 20　PprI1（3　hr｝・3： 2｛〕PP ；n

（6hr ）altcricidins ・　Eaeh 　bur 「ep 「esents 　b　Itm・

Fig ．4　Scanning 　electron 　micrographs 　of 　sPorid
−

iuln　o ［ L∫st・itago　maydis 　treated　with 　altericidins ．

1： contr 〔，1 （3　hr ＞，2　and 　3 ： 20ppm 　（3　hr〕 alteri −

cidtns ．　Each 　bar　represents 　5　tLm．

N 工工
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Tablc 　2　Chang じ of 　conidial 　sし1「facc　st 「uctu 「 e　 Qf

Atte・＃nar ・ia　kihuchiana 　treated 　with 　vaTious 　cOI1 −

centrations 　 of 　 altericid 廴ns ．

Treat 皿 ent

Conccntra − Tjme
tiolls （ppm ） （hr）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Num1 〕er

Morphological 　change 　　　 on

　　　　　　　　 　　　 Fig，2

Control

　 8

16

20

32

40

Contrel

　 40

伶
」

4

3

3

3

3

1818

Nor 皿 al

Swellillg　cll コd　shrillkage

of 　verrucoss 　projections

｝
】
artial 　s、v 巳11illg　of 　the

outer 　wal1 　layer

Swelling　arld 　exfoliatioll

of 　the　c ｝uter 　 wa111ayer

Exfoliation　 of 　the 　 Quter

wall 　layeralld　shrinkuge

of 　exposcd 　layer

Exfoliation 　of 　thc 　outer

wall 　layer　and 　shrinkage

of 　exPosed 　layer

Nearly 　norma ．l

Conidial　bursting

1

2

3

斗

5

ρ
D

一
ノ

8

Tablc 　3　　M り rphological 　　chansre 　　Qf 　　／11tevnavia

hi〜ittch・iα na 　hyphac 　trcated 、vith 　aLtericidins ・

間処 理 した 対照菌糸 （無処理 ， 1）の 表面構造は 平滑 で 丸

味を 呈 した ．AC 　2Q　ppm の 3 時間処 理 （2）で は菌糸の

部分的収縮 が み られ た が ， 6 時 間 処 理 （3） で は 菌糸全

体が収縮 して い た．

　 LL 〃 ta
：ydis 小生子 の 形齢 こ 及 ぼ す AC の 影響を要約

し て Table　4 に，電顕燥を Fig．4，
1〜3 に 示 し た，対

照小生子 （無処理，1） の 表面構造 は 平滑 で 丸 味 を 呈 し

た が ，AC 　20　ppm の 3 時間処 理 （2， 3）で は ， 細胞壁 の

部分的破壊 が 観察 され た ．

考 察

Treatmcnt

Concentra −　Ti皿 e

tions 〔PPin ）　 （hr ）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 NUmber
Morphological 　chan 言e 　 on

　　　　 　　　　　　　 Fig ，3

Control

八 ltcricidLns
　 　 20

　 　 20

3　　Smooth 　hyphal 　surface

3　　Partial　sllrinkage 　of

　　 hyphae

6　　Shrinkage　of 　all　hyphac

1

23

Table 　4　遇lorphological　change 　of 　U ∫t・ilago　mayd
・is

speridium 　treated　with 　altericldins ．

Treat 皿 ent

Conccntra ．　Tjine

tions （ppm ）　（hr）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Number
Morphological 　change 　　　　Oll

　　　　　　　　　　　 Fig．4

Control 　　　　 3

Altericidins
　 　 　 　 　 　 　 3
　 　 20

Smooth 　 surface

Sp   ridial 　burstin9

夏

2
，
3

芽 率は 99％ で ， 菌糸を形成 し て い た ．40　ppm の 18 時

間処理 （8） で は，胞子細胞の 破壊 お よび 収縮が観察 さ

れた．

　菌糸 の 形態 に 及ぼす AC の 影響 を 要約 し て Table　3 お

よび 電顕繰 を Fig ．3
，

1− 3 に 示 した 。　 AG 無添加 で 3 時

　．・1．kikttchianα 菌体の 生育阻害 に 及ぼす AC 濃度 と処

理時 の 菌体量 との 関係 を検討した 結果，所定範囲内 の 菌

体量 （O．8 〜1 ．45 　mg ！ml ）で は ，　 EC50 値比 が一定 値 を 示

した （Table　1）．　 Hisada ら
n ） は プ ロ シ ミ ドソ の Botirvt・is

t
’inel’ea に 対す る EDso 値は ，処 理 時の 菌体密度 に 著 し

く影響 され る こ とを明 らか に した ．し か し，こ の 場 合 の

菌体乾燥重 1mg 当 り EDso 値 比 を み る と，菌体密度の

低 い 場合 に 比 が 高 い ．AC は こ れ と異な る こ とか ら菌体

量 に 対す る 絶対薬量 が 重要 で あ る こ と を 意味 し て い る．

ま た ， 所定範囲 （1．50mgtrn1 ）以 上 ， 菌体量 の 増加 に 伴

っ て EC ・ D 値比 が 高 くな っ た ．こ の こ と は菌体量 に対す

る薬液量 の 関係が示 唆され，薬液 の 不足 に 起因 した もの

と考え られ る ．

　従来 ， 膜系 ｝こ 直接 ， 間接 に 作用 し ， 膜透過性 の 異常

を 引 き 起 こ す 阻 害剤，た と え ぽ ， ボ リ エ ン 系抗生 物質

（Asptv’gillttsflm．，us ）6）
， イ ソ プ P チ オ ラ ン （Pyl

’iczt．ta7”icl

O び 嬲 6 ）
t2），プ ロ シ ミ ドン （Botr“

’tis　cinerea ）
11 ），ま た ，

細胞壁 に 作用す る ポ リオ キ シ ソ （且 伽 ’フ 〜α 1伽 威 κぐ1磁 刀 α ，

・T・fuc’or 　
・
rouu ：ii）　4 ・

5） な どは ，形態異常 （菌糸細胞 の 膨潤，

破壊 な ど）を起 こ す こ と が光学顕微鏡観察 に よ り報告 さ

れ て い る．

　そ こ で ，
A ．　kikuchictnaの 形態に 及 ぼす AC の 影響を

走 査 型 電 子 顕 微鏡 に よ り観察 し た 結果 ， 低濃度処 理 胞子

で は 細胞壁外層 の 異常現象 が み られ ，高濃度で は 胞子細

胞 の 収縮お よ び 破壊 が 観察 さ れ た （Fig．2）．
一

方，菌糸

に お い て も収縮 が み られ た （Fig，　li）．ま た ，ひ 〃 ta ）
’tlis

小 生 子 で は 細胞壁 の 部分的破壊 が 観察 さ れ た （Fig，4）．

こ れ らの こ とか ら，AC に よ る 形態変化 は 細 胞 壁 構造 に

異常障害を 引 き起 こ した こ とに 起因す る と考 え られ る ，

要 勺糸

　 ア ル テ リ シ ジ ン 複合物 （AC ） は 低濃度 で ナ シ 黒斑病

菌 の 菌糸生 育 を 液体培養 で 著 し く 阻害す る ． しか し，

50％ 菌糸生育阻止濃度 （ECso）は 処理時 の 菌体量 に よ

N 工工
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っ て 異 な る．各 ECso 値 に お け る薬量1菌体量 （乾重）比

は ， 菌体量 0．8 か ら 1，45mg ！nli ま で は 2．8 （μg！mg ）

の
一

定値 を 示 した が，そ れ 以後 は 菌体量 に 比例 し て 高 く

な っ た ．

　走査型電子顕微鏡観察 に お い て ，ナ シ 黒斑病菌胞子 で

は AC 処理濃度 の 増加 に 伴い 細胞壁外層 の 部分的膨張，

お よ び損傷，剥離を 示 し ，
40PPIn の 18 時 間処理 で は 胞

子細胞 の 破壊が み られ た 。菌糸 で は 20PPIn の 6 時間処

理 で す べ て の 菌糸が収縮 した ． ト ウ モ ロ コ シ 黒穂病菌小

生 子 で は 20PPm の 3 時間処 理 で 細胞壁 の 部分的破 壊 が

観察 された ．

　以 上 の 結果 か ら，
AC は 細胞壁 に 作用 し て い る こ とが

示唆 された ．

　本研究を 行な うに当た り，適切な ご指 導 と原稿の 検討

を賜 っ た 松中昭
一

博 士 ，助言 を 賜 っ た 鈴木直治博 士 ，共

同研究者深海　浩博：ヒ，上 野民夫博 ± お よ び 実験 に 協 力

い た だ い た 広 田 （規．金子）章子氏 に 深 く感謝の 意を表

す る．
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