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緒 書

　前報
D

に お い て，分 離 細菌 の 培 養液が ， か び ， と くに

植物病原菌に 対 し強い 生育阻害作用 を示す こ とを報告 し

た．被験菌 に 遅 凶 〃 ”置読 o功 o 厂 itv〃 t　OtlvL
’
tle を 用 い る 抗菌

活性 テ ス ト に お い て ，阻 止 円縁辺部 で 多 くの 菌糸 の 破壊

と多数の 厚膜化 し た 細胞 の 形成 が 認 め ら れ，厚膜細胞 か

ら発 芽 した 密集す る 分 生 ∫柄 の 先端 部に 多数 の 分生 胞 r
の 着生 が 観察 され る 興味あ る現象に つ い て報告し た ，

　本報 で は ，抗菌活性物質 を 培養液 よ り分離 ・精製する

＊ Bacitttts属 に 属す る 細菌 の
一

種 が 産 生 す る 抗菌活 性

　物質に つ い て （第 2 報） （第 1 報 ； 文献 1）参照）

　Studies　on 　the　Antifunstal　Substance 　PrQduced 　bv

　Bae ’iUus　 sP ．　Bacteria 　（Part　21．　　For 　Part 　1，　see

　Ref ，1）．

方 法 を 検討 す る に あ た り，ま ず ， 抗菌活性物質の 諸性質

に つ い て検討し ， 得 られ た 知見を も と に抗菌活性物質 の

分離 ・精製を試み た ．

実　験　方　法

　 1． 分離細菌
1）

に よ る抗 菌活性物質の 生産

　 前報
D

に 記載 し た培地 お よ び 培養条件 で 分離細菌 を 培

養 し，抗菌活 性物質分離用培養液を 調製 した ．培養液 は

遠心分離 （10，QOO　rpm ，15min ） し，上 清を，115°C
，
15

分 問加熱 した の ち実験に 供 した ．

　2 ． 抗菌活性 の 測定

　検 定 菌 に Jlc’1〃 r・inthos’Pot”iui」t　 Oi
’
rvxae　IFO 　5844 を 用

い ， 前報
1） に 記 載した方法 に 従 っ て 測定 した ．活性 の 有

無 お よび お よ そ の 活性 の 強 さを調 べ る 場 合 は ， ろ 紙円板
一

寒天平板法 （ペ ーパ ーデ ィ ス ク 法）に よ り， 活性 の 相 対
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的 な強 さ を調べ る場 合 は ， 円筒
一
寒 天 平板法 （カ ヅ プ法）

に よ り測定 した ，な お ， 活性炭 カ ラ ム を用 い る 抗菌活性

物質 の 分離テ ス トに お い て ， 有 機溶剤 を 珊 い る 溶 出液 は

減圧濃縮し ， 酸お よび ア ル カ リを含む溶出液は そ れ ぞれ

中和 した の ち 減圧濃縮し ， そ れ ぞれ の 濃縮液 に つ い て 活

性を調 べ た ．

　3 ． 溶 剤 抽 出

　酢 酸 エ チ ル
， 酢酸ブ チ ル お よ び ア1−・ブ タ ノ ール を用 い

た ．試験管 に 培養液を 10ml 採 り，同量 の 溶剤を加え て

激 し く攪拌 した の ち 静 置 し て 分離す る 各層 の 活性を調 べ

た ．

　 4 ． TLC に よ る確認

　培養液を 約 ユ！4 量 に 減圧濃縮 し た 濃縮 液 を用 い た ．

TLC に は Macherey．Nagel 　ee　Pre・coated 　TLC 　SIL　G −25

UV2s4　e 用 い た ，展 開液 に は ベ ン ゼ ソ ・酢酸 エ チ ル

（7 ・3）， ク 叩 ホ ル ム ・メ タ ノ
ー

・レ （50 ・1），メ 〃
一ル ・

ノト ブ タ ノ
ー

ル
・酢酸 ・水 （3 ：1 ：1）お よ び n 一ブ タ ノ ール ・

エ タ ノ ール ・ク ロ ロ ホ ル ム ・28 ％ ア ン モ ニア 水 （4 ：5 ：2 ：

8）を用 い た ．そ れ ぞ れ の 展 開液 で 展 開 した TLC 板 を

紫外線 ラ ン プ （2523A ）で ス ポ ッ
トを確 認 しな が ら展開

部分を 数個 の 画分 に 分け ， か き と り法 に よ りそれ ぞれ の

画分 の 活性 を調 べ た ．

　 5． cellulose 　tubing 透過性

　Vi ・ki・g 社製 。・11・ 1・・e・ t・bi・ g （孔径 24A ） 1こ 培養液を

入 れ ，同量 の 蒸留水 で 周囲を満 た し，cellnlose 　tubing の

外液 を 攪拌 し な が ら一一夜放置 した の ち ，
cellulQse 　tttbin9

の 内液と外液 の 活性を測定 した．

　 6． 酸　沈　殿

　 培養液 を ビ ーカーに採 り ， 攪拌 し な が ら Q ．1N 塩酸を

加 え，pH 　3 ．5 付近 で 生 ずる 沈殿を遠心 分離 （10．OOO　rPm ，

30　min ） で 集め ， 得 られ た沈殿 と遠心 上 清 の 活性を 調 べ

た．な お，遠 心 上清は 中和 した の ち活性 の 測定 に 供 した ．

　 7． 熱 安 定 性

　 培養液 を 通常 の 培 地 殺 菌条 件 （121
°C ，15m ｝n ）で 加

熱処理 し た．また ， 培養液 3ml を 51nl 容 ス テ ソ レ ス 製

耐圧容器 に 入 れ 密 封 し，130 ，140 お よ び 工50℃ に 調節

した 油浴 に 20 分間浸漬 し た の ち急冷 し， こ れ らの 培養

液 の 活性 を カ ッ
プ法 に よ り測定 し，除菌ろ過 した 培養液

の活性と比較 した．

　 8． 抗 菌活性物質の 分離

　 ア セ ト ソ を 用 い る 方法 ： 培養液 に O ．1N 塩 酸 を 滴 下

し pH を 約 4．5 に 調節 して 寒剤 で 冷却 し ， 冷 ア セ トン を

攪拌 し な が ら徐 々 に 加 え 80％ ア セ ト ソ 溶液 と し て 抗菌

活性物質 の 分離を試み た ．

　 硫安塩析 に よ る方法 ： 培 養液 に 計算量 の 硫 安 を加 え

0．8 飽和溶液と し，一
夜低温室 （約 5°C ） に 放置 して 生

ず る沈殿を遠心分離 （10，000rpm ，301nin）で 集 め た ．

　活性炭 カ ラ ム に よ る 方 法 ： カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー用活性 炭を 充 嗔 し た カ ラ ム （1．2× 25cm ） に 培養液

100ml を 通 し ， 吸着 され た 抗菌活性物質 を エ タ ノ
ール ，

メ タ ノ ール
， ア セ ト ン ・水 （17 ：3），メ タ ノ

ー
ル

・塩酸

（メ タ ノ ール 1  Oml に 濃塩酸 0 ．5　 nnl を 加 え た もの ） お

よび メ タ ノ ール ・ア ン モ ニ ア （メ タ ノ
ー

ル 100ml に 28

％ ア ン モ ニ ア 水 2m1 を加 え た もの ）で ， そ れ ぞれ 100

ml 用 い て 抗菌活性物質 の 溶 出を 試 み た．

　DEAE ・cellulose カ ラ ム に よ る 方法
2）

： 酸沈 殿 で 得 た

粗粉末 50mg を 少量 の 50　mM リ ソ 酸緩衝液 （pH 　6，8）

に 溶 か し ， 同 じ緩衝液で 平衡 化 し た DEAE −celh ・loseカ

ラ ム （1．2x25 　cm ） に チ t’　一ジ し ， 吸着され た 抗菌活性

物質を食塩濃度の 異 な る 501nM リ ン 酸 緩 衝 液 で 溶出 さ

せ た ．まず，O．3，0 ，5 お よ び 0．8M の 食塩 濃度の 緩衝

液そ れ ぞ れ 100m1 で 展開 し た ．ま た，0 ・3〜1 ・OM の 食

塩濃度 の linear　gradient　el しlt．i。 n で 各 10　ml ずつ 分画 し ，

全量 600　ml で 展聞し抗菌活性物質 の 溶 出を 試 み た．つ

い で ，
03M よ り 0，8M まで O ．1M の 食塩 の 濃度差を

つ け た 緩衝液を用 い stepwise 　elution に よ る 分 画を 試 み

た ．な お ， 得 られ た 画 分 に 含 ま れ る 物質の 存在を Lowry

法
3） で確認し，それぞれ の 画分 の 活性を 調べ た ．

　9 ． DEAE ・cellulose カ ラ 厶 に よ る培養液の 分画

　培養液 1000 　ml を 50　mM リ ン 酸 緩衝液 （pH 　6．8） で

平 衡 化 し た DEAE −cel ！ulose カ ラ ム （2 ・2x25 　cm ） に 通

し ， 抗菌活性物質を 吸 着さ せ ，O ．3M よ り O ．8M ま で 6

段 階 の 食塩 濃度 の 50mM リ ン 酸緩衝液で stepwise 　elu ・

1ion に よ り抗菌活性物質の 溶 出を 試 み た ，それぞれ の 溶

出液を cellulose 　tubing に 入 れ ，

一夜流水透析 して 脱塩

した の ち 真空凍結乾燥 し， そ れ ぞ れ の 画 分 の 粗粉末 （F ・

H 〜W ＞を 得た ，

　 10。 ゲル ろ過 に よ る精製

　 9．で 得 た F−m の 粗粉末 （101ng ）を 少 量 の 20　mM リ

ソ 酸緩衝液 （pH 　6 ，8） に 溶か し ， 1司 じ緩衝液で 平衡化 し

た Sephadex　G −100 の カ ラ ム （1．2x120 　cm ）に チ ャ
ー

ジ し ， 同 じ緩衝 液 で 6　ml ！hr の 流速 で 各 2ml ず つ 分画

した ．各画分 に 含 まれ る 物質を Lowry 法 で 確認 し た．

ま た ，F −H ，皿 お よ び IV の 粗 粉末 （そ れ ぞ れ 100　m9 ）

を Sephadex　G −10  の カ ラ ム （3．0 × 63　cm ） に チ ャ
ージ

し，10ml ！hr の 流速で 各 10 皿 1ず つ 分画 し，精製を行な

っ た．

実 　験 　結　果

分離細菌 の 培養液 に 含 ま れ る抗菌活性物質に つ い て ，
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抗生物質を ス ク リ
ー二 γ グす る 手順 に 従 っ て そ の 性質 を

検討 し ， つ い で ，抗菌活性物質の 分離 ・精製を試み た ．

　 1． 抗菌活性物質の 性質

　 溶剤抽出 ： 各溶剤へ の 抗菌活性物質 の 移行 性 を 検 討

し た．酢酸 エ チ ル お よ び酢酸ブ チ ル を 用 い る 抽出 で は ，

有機層 お よ び 水層 と ， 両者 の 間 に ：・ P イ ド状物質 が 存在

する中間層がある．そ れ ぞれ の 層 の 活性を調 べ た と こ

ろ ，水 層 に は 強 い 活性 が 認 め られ ，有機層 に は 活性 は 認

め られず ， 中間層 は 弱 い 活性を示 し た．・・
一ブ タ ノ ール で

の 抽出 で は ， 水 層 に 強 い 活性 が 認 め られ ， 有機 層 に も弱

い なが ら活性 が 認 め られ た ，

　 TLC ： 展開液 に ベ ソ ゼ ソ ・酢酸 エ チ ル （7 ；3）お よび

ク ロ n ホ ル ム ・メ タ ノ ール （50 ：1）を用 い た 場合 は 原点

に ，
メ タ ノ

ール
，

n 一ブ タ ノ
ール ・

酢酸
・
水 （3 ：1 ：1）お

よ び 〃 一ブ タ ノ ール ・エ タ ノ ール ・ク 卩 ロ ホ ル ム ・28％

ア ン モ ニ ア 水 （4 ：5 ：2 ；8）を川 い た 場合は ，それぞtlL　Rf

値 0 ．30
，
0．55 お よ び O．62 の 部分 に ninhydrin 試薬 に 陽

性 を 示す ス ポ ッ トが存在 し， こ の 部分に 活性 が 認 め られ

た ，そ の 他 の 画分 に は 活性 は 認 め られ な か っ た ．

　 cellulose 　 tubing 透過性 ： celluluse 　tubing 　tdi　」［Sい る

透析で，外液に は活性 は 認め られ ず ， 内液 の 培養液が処

理前 の 培養液 と 同程度 の 活性を示 し た、

　酸沈殿 ： 培養液 に 希塩酸 を 加 え pH を 変 化 さ せ て 沈

殿 の 生成状態を調 べ た ．培養液 は pH 　4 付近 で 白濁 を生

じ， pH 　3．5 付近 に 調節し て放置す る と多量 の 沈殿を 生

成 す る ．こ の 沈 殿 を 遠 心 分 離 （10，000　rpm ，30　mi11 ） で

集め ， 微量 の 0 ．01NNaOH 水 溶 液 に 溶 か し ，
　 cellulose

tubing に 入れ て 蒸留水中で 十分透析した 透析内液は 強い

抗菌 活性 を 示 し た．こ の 溶液は biuret反応 に 陽性 で あ

っ た ．ま た，こ の 溶 液を 数滴 ろ 紙 上 に 滴 下 し乾燥 させ た

の ち発色 テ ス トを行 な っ た と こ ろ，ninhydrin 試薬 お よ

び 2，6−dichlorophenol　indophenol　sodiuIn 試薬
4）

に 陽性

で あ っ た．沈殿 を除去 し た 遠心上清 に は 活性 は 認 め られ

なか っ た ．

　熱安定性 ： 培養液を 遠心 分 離 （10，000　rpm ，15　min ）

し て 菌体を除去 し た 上 清を 115CC
，
10 分間加熱処 理 し た

場合 の 活性 は ， 培 養液 を 限外 ろ過装置 （孔径 Q・30μm ）

を用 い て 得 た 除菌液 の 活性 と比較 し，活性 が 低 下 し な

い こ とを報告し た
エ）．そ こ で ， こ の 抗菌活性物質 が 活性

を維持 し うる 限界 の 温度 を 調 べ た ．まず，121℃
， 15 分

間 の 加熱処 理 で は 活性 の 低下 は ま っ た く認 め られなか っ

た ．さ らに高温 で の 安定性を調 べ た とこ ろ ，130℃ の 加

熱処理 で は 活性の 減少が認め られ ，
140°C 以 上 の 加熱処

理 で は 培養液 が 褐変 し活性 は 消失 し た ．

　 2 ， 抗菌活性物質の 分 離
・精製

　 ア セ ト ソ に よ る分離 　培養液 を pH 　4 付近 1こ 調節し ，

ア セ ト ン を加 えた とぎ培養液 は 白濁する．こ れ よ り沈殿

を 生 成 さ せ る た め に
一
夜 低温室 （約 5℃ ） に 静置 した

が，ア セ ト ン 溶液に は 少量 の 沈降物 が 認 め られ た が，溶

液 は 白濁 し た状態で あ っ た ．遠心 分離 （10，000rPin ，
30

mLn ） に よ っ て 得 られ る 沈殿物は 酸沈殿 に よ っ て 生成 さ

れ る沈殿物 に 比 べ 著 し く微量 で あ っ た ．こ の ア セ ト ン 沈

殿物 を水 に 溶 か した 溶液 は 活性 を示 し た ．

　 硫安塩析に よ る分離 ： 0．8 飽和硫安溶液 と し て 得 ら

れ た 沈殿 は 粘着性 に 富む もの で ， 蒸留水 に は 完全 に 溶解

しに く く，少量 の O ．01NNaOH 水 溶 液を 加 え て 中 性

に し不 溶物を遠 心 分 離 で 除 ぎ ， 上 清 を cellulose 　tubing

に 入 れ て
一

夜流水透析 し ， 十分脱塩 し た の ち 真空凍結乾

燥 し て 粗粉末を得 た ，こ の 粗粉末 は 強 い 活性 を示 した ．

また，生成 し た沈殿 を除 い た 硫安溶液を透析脱塩 し た溶

液 に は 活性 は 認 め られなか っ た ．

　 活性炭 カ ラ ム に よ る分離 ： 活 性 炭 を 充填 し た カ ラ ム

に 培養液 を 通 し た と き，通過液 と 洗浄液に は 活性は 認め

られ なか っ た の で ，抗菌活性物質 は す べ て 活性炭 に 吸着

され て い る．こ の 抗菌活性物質は エ タ ノ ール
，

メ タ ノ ー

ル
， ア セ ト ン

・
水 （17 ：3） お よび メ タ ノ

ー
ル ・塩酸 で は

溶出 され ず，メ タ ノ ール ・ア ソ モ ニ ア で の 溶 出 液 に 活性

が認 め られ た ．

　 酸沈殿 に よ る分離 ： 培養液 を pH 　3．5 に 調 節 し 生 成

す る沈殿を遠心分離 （10 ，
000 　 rpm ，30　 min ）で 集 め ， 少

量 の 0 ．01NNaOH 水 溶液 に 溶 か し て cellulose 　tubing

に 入 れ ， 蒸留水中で 十分透析脱塩 し た の ち真空凍結乾燥

し ，粗粉末 （培養液 ll 当 り約 180mg ）を得た，こ の 粗

粉末 は 活性を示 した ．

　DEAE −cellulose ヵ ラ ム に よ る 分離 ： 酸沈殿 で 得た粗

粉末を用 い て，DEAE −cellulose カ ラ ム に よ る分画 を試

み た ．カ ラ ム 通 過液と洗浄液 に 活性 が 認 め られ ない の で
，

抗菌活性物質 は すべ て DEAE −cellu1 。 se に 吸着 され て い

る，こ の DEAE −cellulose よ り 抗菌活 性 物質を 溶 出 さ

せ る 予 備 テ ス ト と し て ，展開 溶液に 0，3
，

0 ．5 お よび

0．8M の 食塩濃度の 50　mM リ ソ 酸 緩衝液 （pH 　6 ．8）を

用 い て 順次展 開 し，それ ぞれ の 溶出液 の 活性 を 調 べ た と

こ ろ，0 ・3M の 食塩濃度 の 溶 出液 に は 活性 は 認 め られず ，

0 ．5 お よび 0．8M の 食塩濃度 の 溶 出液 に 活性 が 認 め られ

た ．こ の 結果 よ り， 抗菌活性物質 は 0，5M 近 くの 食塩 濃

度 よ り溶出され る と 考 え ら れ る の で ，0 ．3〜1 ．OM の 食

塩 の 濃度勾配を持つ 5QmM リソ 酸緩衝液で 展 開 し ， 分

画 した ．そ れ ぞれ の 画 分 に 含 まれ る物質を Lowry 法 で

確認 し ，Fig．1 に 示 す溶出曲線を 得た．こ の 溶出曲線 に
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Fig ．　 l　 Elution 　profile　of 　 tllc　antifungal 　 sub −

stance 　ill　the　culture 　supernatant 　froln　a 　DEAE −

cellulose 　 column ．

The 　allti 「ungal 　substance 　was 　apl 〕lled 　〔）11　a

column 　（1．2x25 　cln ） of 　 DEAE −cellulose ．　The

colurmn 　was 　eluted 　with 　a　linear　gradient　of 　O．3to

LO 　M 　sodium 　chloride 　in　50　mM 　pilosphatc　buffer

（pH 　6．8）．　Fraction 　vQlume ，　101n1；
一。一，　 al〕

−

sorbance 　 at 　750　nlll 　by 　the 　Lowry 　rrleth 〔，d ；　　　 ，
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Fig，2　 Elutioll　 pronle　of 　 the 　antifungal 　 sub −

stance 　in　thc　culture 　supernatant 　from　a　DEAE −

cellulose 　colu 童nl1 ，

The 　culture 　5upernatant 　、vas 　apPlied 　 on 　a

cohlrlm 　（22x25 　crn ｝ （）f　 DEAE −cellulose ．　 Thc

column 　was 　eluted 　with 　a　stepwise 　manner 〔）f　O，3

to　O．8M 　sodiul エl 　chleritlc 　ill　50　mM 　pho ＄phute
bu ｛fer （pH 　6，8｝．　Fraction 　volume ，10ml ・

は 特定 の ピ ー
ク は 存在せ ず，酸沈殿 に よ り得 た 粗粉末 は

幅広 い イ オ ソ 強度 の 領域 で 溶出 さ れ る複数の 物質が 含ま

れ る 混合物 で あ る と考え られ る ．

　DEAE −cellulose カ ラ ム の 食塩濃度に よ る stepwise 　elu ・

tion ： 予備 テ ス トに よ り抗菌活性物質 は 単
一・

の 物質 で

な い と考 え られ る の で ， 展開溶液 の 食塩濃度を e ．3M よ

り 〔，．8M ま で 0 ．1M ず つ 段 階的 に 変 化 さ せ る 6 段階 の

step “
rise 　elution で 溶 出 を 試 み た．粗粉末 （180　mg ）を

少量 の 50mM リ ン 酸緩衝液 （pH 　6 ・8） に 溶か し，同 じ

緩衝 液で 平 衡 化 し た DEAE −cellulosc カ ラ ム （2・2x25

cm ）に 抗菌活性物質 を 吸 着さ せ た の ち ，そ れ ぞ れ の 食塩

濃度 の 50mM リ ン 酸緩衝液 200　m1 で溶出 し た ．それぞ

れ の 画分 の 活性 を 確認 し た 結果，0・3M 食塩濃度 の 画分

に は 活性 は認め ら れ ず ，
0・4

，
0 ．5 お よ び 0 ．6M の 食塩

濃度 の 画分 の 活性 は 強 く，
0．7 お よ び O．8M の 食塩濃度

の 画分 に は 弱 い 活性 が認 め られ た．

　DEAE −cellulose カ ラ ム に ょ る 培養液 中 の 抗菌活性物

質 の 分離 ： 培 養液 に 含 ま れ る抗 菌 活 性 物質 の 分離を 効

果的 に 行な うた め に ， 培養液を直接 DF．AE ・cellulosc ヵ

ラ ム に 通 し，抗菌活性物質 を 吸着さ せ 分画 す る 方法を検

討 した ．培養液 の DEAE −cellulose カ ラ ム 通 過 液 と 洗 浄

液 に は 活性 ば 認 め られず，抗菌活性物質は すべ て DEAE −

cellulose に 吸着 さ れ て い る．こ の カ ラ ム を 0 ・3M よ り

0 ．8M ま で の 6 段 階 の 食 塩 濃度 の 50　mM リ ン 酸緩衝液

それ ぞれ 200 　ml で stepwise 　elution に よ り各 10　mI ず つ

分画 した．各画 分 に 含ま れ る物質を Lowry 法 で 測 定 し

Fig．2 ｝こ 示す溶出曲線を 得 た ．　 O．3M 食塊濃度 の 溶出液

（F −1 ） に は 活性 は 認め ら れ ず，0，4，0 ．5 お よ び 0．6M

の 食塩濃度 の 溶 出液 （F ・H ，皿 お よび IV） に は 強 い 活

性 が 認 め られ ，
O．7 お よび 0 ．8M の 溶出液 （F・V お よ

び VI） の 活性は 微弱 で あ っ た ．活性を示す F −11〜VI の

溶出液 を cellul 。 se　tubing に 入 れ ，

一
夜 流 水透析 し，十

分脱塩 した の ち真空凍結乾燥 し，そ れ ぞれ の 画分 の 粗粉

末を培養液 ll 当 りそ れ ぞ れ 81
，
78

，
43

，
11 お よ び 6

mg 得た ．

　 ゲ ル ろ 過 に よ る 精 製 ： DEAE −cellulose カ ラ ム に よ る

分画 で 得 た 粗粉末を Sephadex 　G・100 を 用 い る ゲ ル ろ過

で 精製 した ．F−M の 粗粉末 （10mg ） を 用 い る予 備 テ ス

トで Fig．3 に 示 す よ うに 精製 され た 画分 （Fraction　no ・

25〜40 の 画分）を得 る こ とが で き た ．また，F・H お よ

び IV に つ い て も予備 テ ス トを 行 な い
， 同様 の 結果が 得

られ た の で ，F−H ， 皿 お よ び IV の 粗 粉末 それぞれ 100

mg を Sephadex 　G ・100 の カ ラ ム （3 ．O × 63　cm ） に チ ャ

ージ し，10m1！hr の 流速 で 各 1Qml ず つ 分画 し た．各画

分 に 含 ま れ る 物質を Low エy 法 で 確 認し な が ら 分画液を

集め ，cellulose 　tubing に 入れ蒸留水を用 い て 透析 し ， 十

分脱塩 し た の ち 真空凍結乾燥 し，精 製 粉末 それぞれ 87，

85 お よび 78　mg を得た ． こ の 精製粉 末を O．2％ 濃 度 の

水 溶 液 と し ， 被 験菌 に 」’1．0
型

盟 ‘詈 お よ び 乃v 厂 iCttla厂 iit

Ol
’
ly・π ae を 用 い て 活性を測定 し た （Table　1）． ま た ，

　 F −V

お よ び VI の粗粉末に つ い て も同濃度 とし て 活性を測定
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Fig．3　Elution 　profile　of 　 the 　antifungal 　 sub −

stance 　frum　a 　Sephadex 　G −100　column ．

The 　antifungal 　substancc 〔F −III，10mg ）obtaincd

frolll　 a　 DEAE −cellulose 　 column ，　 was 　put　 on 　 a

cQlumn ｛1．2 × 120　cm ）of 　Sephadex 　G −100　 cquili −

brated　 witl120 　nlM 　 phosphate 　 buffer 〔plI 〔う．8｝．

The 　colullln 　was 　devc 】opud 　 with 　the　sanlc 　bu 丘er

at 　a　fiow　rat じ of 　61nl　per　llour．　　Fractions 　ef 　2．O
ml 　 were 　 co1 】cctcd ．

Tablc　l　 The 　antifullgal 　activity 　of 　eacll 　frεしcti （m

obtained 　with 　DEAE −cellulose 　columll 　chmlllatog −

raphy 　and 　gel　filtration 　of 　Sephadex 　G −100．

Activity

Fraction 　H ごr〜mintho −
　 　　 1〕アricula ｝

’ia
sPo “

’ium ρ厂yε砌 　　　 oryl α e

　　 （mm ）　　　　　　 〔mm ）

F −IIF
−111F
−IVF
−Va ）

F −VIa ）

23 ．023

．521

．016

．〔〕

17．5

30 ．029

．526
，023

．025

．0

The 　activity 　was 　tested 　by 　the　cylinder 　plate
皿 cthod ，　 and 　was 　represente ⊂1　 by　the 　diameter 　 of

an 　 inhibited　 z ・ ne ， 0．2％ aque ・ us 　 s・ luti・ n ・f　the

substance 　 obtailled 　from 　 eaoh 　fractiQn　、1・tts　tested ，
0・21エユl　Qf 　the 　test　solution 　was 　pQured 　into　eacli

cvlinder ．
ui 　 F 。，

　F −V 。。d　VI ，　c，。 d， 、ub 曲 ，。、
　f，acti 。 n 、t。d

　　through 　a 　DEAE −celMose 　coluI1 コ1］ were 　 used ，

し た ．

考 察

　分離細菌 の 培養液 は 種 々 の か び に 対 し生育阻害作Jijを

示す．培養液 の 抗菌活性に つ い て検討を 行な う場合，前

報
1） に従い 培養液を 110°C

， 10分間 加 熱後供試料と し

た ．さらに 高温で の 抗菌活性 の 安定 性 を検討 した と こ

ろ ，培養液に含ま れ る抗菌活性物質は少な くとも通常の

培地 の 殺菌条件 で あ る 121 °C ，15分 間 の 加熱 ま で は 活性

を 維持す る こ とが で き る耐熱性 の 物質で あ る と考え られ

る ．

　溶剤抽 出に お い て ， すべ て の 水 層 に 活性 が 認 め られ る

こ と よ り，抗菌活性物質は水溶性で ある と考え られ る．

酢酸 エ チ ル お よ び 酢酸ブ チ ル 抽出 で ，中間層 に 活性 が存

在す る こ とは，溶剤の添加 に よ り凝 集する物質に抗菌活

性物質が吸着され て い る と考え られ る ，ま た ，n 一ブ タ ノ

ール 抽 出 で 有機層 に 弱 い 活性が認 め ら れ る こ とは，有機

層｝こ 溶け込 ん だ 水 と と もに 移行 した 抗菌活性物質に よ る

もの と考 え られ る．ま た ，TLC で の か きと り法 に よ り，

活性 を 示 す ス ポ ッ ト が 脂溶性物質 に 対 し て 用 い られ る展

開液 で は 原点 に 留 り，水溶性 の 抗生物質の 確認 に 用 い ら

れ る展開液で 展開され る こ とか らも ， こ の 抗菌活性物質

が水溶性 で あ る こ とは 明 らか で あ る．

　こ の抗菌活性物質は ， 孔径 24A の cellulose 　tubing を

透過 せ ず 内液 に 残存す る の で 高分子 の 化合物 で あ る と考

え られ る．こ の cellu ］ose 　tubing は抗菌活性物質の 分離 ・

精製 の 段階 で ，透析 に よ る 脱塩 の 操 作 に 利用 す る こ とが

で き る．

　 こ の 抗菌活性物質は biuret反応 お よ び ninhydrin 試薬

に 陽性 で あリペ プ チ ド化合物と考え られ る．ま た ，
2，6・

dichlerophenol　indophenol　sodiutn 試 薬 に 陽性 で あ り，酸

沈殿 で 抗菌活性物質 が pH 　3．5 付近 で 沈殿 す る こ と よ り

酸性物質 と考 え られ る、

　 こ れ らの 結果 よ り， 分離細菌 が 生産す る 抗菌活性物質

は pH 　3．5 付近 に 等電点 を 持つ 水溶性の 高分 子ペ プチ ド

化合物 と考 え られ る ．

　つ い で ，培養液 よ り抗菌活性物質を 分離す る 方法を 検

討 した ，タ ン パ ク 質 の
一

般的な分離法を用 い ， 抗菌活性

物質 の 分離 を試 み た ．溶解度を利用す る分離法 とし て，

ア セ ト ン に よ る分別法 ， 塩析 に よ る 分別法 お よ び 酸沈殿

法 に つ い て 検討 した ．ア セ ト ソ を 用 い る 場合，タ ン パ ク

質 の 構造 に よ っ て 沈殿 し に くい 場 合があ る，こ の 抗菌活

性物質も， ア セ トソ の 添加 に よ り培養液は 白濁す る もの

の ，沈殿を生ず る ま で に は 至 らな か っ た 。硫 安塩析 に よ

る分離で は ，抗菌活性物質を 沈殿 さ せ る こ と は で ぎる

が，沈殿が粘凋 で あ る た め に 遠心 分離 に よ る 分別 に 困難

を きた し た ．培養液に 希塩酸を添加す る酸沈殿法 に よ っ

て 抗菌活性物質を容易 に 培養液 よ り分離す る こ とが で き

た ．

　DEAE −cellulose は タ ン パ ク 質 の 分 離 に 適 し て い る の

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Pesticide Science Society of Japan

NII-Electronic Library Service

Pestioide 　Soienoe 　Sooiety 　of 　Japan

12 日本農薬学会誌　第 15巻　第 1号　平成 2 年 2 月

で 広範に利用 さ れ て い る．酸沈殿法に よ っ て 得た粗粉末

の DEAE ・cellulose に よ る 分画 で ，食塩 濃 度 を 変 え る

hnear　gradi∈ nt 　eluti 。 n に ょ り抗菌活性物質は 複数の 化合

物 で あ る と推 定 され る．そ こ で ，stepwise 　elution に よ り

分画 した 結果 ， 抗菌活性物質 に は イ オ ン 強度 の 違 い に よ

り溶 出 部 位 の 異 な る 多種 類 の 物質 が 含 まれ る こ と を 確認

した ．こ の 抗菌活性物 質 は 培養液 よ り直接 DEAE −cellu −

1。 se に 吸着さ せ ，
　 stcpwisc 　eluti 。 n に よ り分 画 する こ と

に よ っ て効率 よ く分離す る こ とが で ぎた の で ，
こ の 方法

を 抗菌活性物質分離 の 有効 な 手段 と し て 利用す る 予定 で

あ る．

　DEAE ’cellulose に よ り分離 され た 粗粉末を Sephadex

G ・100 に ょ る ゲ ル ろ 過 で精製し た ．得 ら れ た 溶 出 11tl線

（Fig．3）よ り，抗菌活性物質 の 分子 サ イズ は 比較 的均
一・

な もの と考 えられ る ．ま た ，精製粉末 は 被験菌 H ．ory2ae

お よ び P ．Oi’Lyxtteに 対 し ， 強 い 生育抑制作用を 示 した ．

は沈殿 させ に くい ．

　4） 硫安塩析 で は ， 抗菌活性物質の 沈殿 が得 られ る が

粘凋 な た め多量処理 に は 不適当で あ る．

　5）　酸沈殿法 に よ り抗菌活性物質を 容易に 培養液 よ り

粉末と して 分離する こ とが で ぎる．

　6＞ 酸沈殿法 で 得 た 粉末を DEAE −cellulose で 分画 し ，

複数の 抗菌活性 を 示 す画分を得た ，

　7） 培養液を直接 DEAE −
cellulose に 通 し，抗 菌 活 性

物 質を 吸着 さ せ ，
こ れ よ り O ．4〜O．8M の 食塩濃度 の

50mM リ ン 酸 緩 衝 液 （pH 　6 ．8）を用 い て stcpwise 　elu ・

ti・ n に よ D抗菌 活性物質 を 分 画す る こ と が で きる ．

　8） 培養液 よ り抗菌活性物質 の 分 離 に ，
DEAE −cellu ・

1。 se を使用す る バ
ッ チ 法 で 大量処 理 が 可能 で あ る．

　 g）　Sephadex　G −100 を用 い る ゲ ル ろ 過 で ， 比較的分

子 サ イ ズ が均
一

な抗菌活性物質を得る こ とがで きた ．

引　用 　文　献
要 約

　1） 分離細菌 に よ っ て 生 産 さ れ る 抗 菌活 性 物質 は pH

3，5 付近 に 等電点を持 つ 水溶性 の 高分子 ペ プ チ ド化合物

と考 え られ る．

　2）　 こ の 抗tt活性物質 は 少 な く と も 121DC ，15 分 間 の

加熱 ま で は 活性を 維持す る こ とが で ぎる 耐熱性 の 物質で

あ る．

　3）　 こ の 抗菌活性物質 は 培養液へ の ア セ ト ソ の 添加 で
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