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　　The 　effects 　of 　an 　agricultural 　fungicide，　gllazatine　triacetate［1，1
’一至miniodi （octamethylene ＞

−

diguanidiniu 皿 triacetate
，
　BEFRAN   ］on 　the　biosynthesis　of 　protein，　DNA 、　 RNA ，　 cell 　wall

and 　lipid．　 and 　on 　the　respiration 　of 　 cells 　were 　investigated　in ．41ternaria　kikuchiana ，　The

incorporations　 of ［U −14C ］amino 　 acid 皿 ixture，［2−14C ！thymidine ，［2−1盛C］uridine 　and ［1−14C ユD
−

glucosamine 　into　protein，　DNA ，　RNA 　and 　chitin 　respective1y ，　were 　not 　signi 丘cantly 　affected

in 皿 ycelial　cells 　of ．A ．kihuchi α na ，　by 　the　treatment 　of　10ppm 　guazatine　triacetate ．　of 　which

the　concentration 　was 　I　D50　value 　for　mycelial 　grQwth．　 The 　incorporation　of ［U −14C ］D −glucose
into　cell　wall 　was 　only 　moderately 　inhibited　by 　lOppm 　guazatine 　triacetate　after 　an 　incuba −

tien　of 　90　min ．　 A　 similar 　result 　was 　obtained 　in　the　case 　of　incorpora七ion　of ［1−“ C］sodium
acetate 　into　 cell 　 wall ．　 On 　the 　 other 　hand ，　the 　inco叩 orations 　of ［U −14C

］D
−glucose，［1−1℃ ］−

sodium 　 acetate 　and ［methy1
−14C

］methionine 　into　total 　lipid　were 　remarkably 　inhibited　by 　lO

ppm 　guazatine 　triaoctate．　 The 　inhibitions　of 三ncorporation 　were 　found 三n 　the　s 血 ple　lipid

fraction　after 　the　 separative 　 analysis 　 of 　both 　simple 　and 　 complex 　Iipids．　 Oxygcn 　 uptake 　by

the　intact　cells 　of 　A ，　hihuehiana　was 　hardly 　inhibited　by 　the 　fungicide．　 These 　data 　suggest

that 　the 　pri皿 ary 　antifungal 　actiQn 　of 　guazatine　triacetate　is　the　inhibition　of　lipid　biosynthe −

sis　in　A ．hikuchiana ．

緒 言

　グ ア ザ チ ン の 酢 酸塩 ［1，ILiminiodi （octamethylene ）

diguanidinium 　triacetate ，商品名 ベ フ ラ ン   ，　Fig ・1］は

in　 vitro で は 糸状菌 に 対 し て 広範囲 な抗菌 ス ペ ク トル を

示す が，細菌 に は 効果を 示 さ ない ．∬nvivo で は 予防効

果 に と くに 優 れ ，柑橘青 か び 病 （Penicillium 　italioum），

緑か び 病 （P ．digitatum），黒腐病 （Alterna「ia　 eitri ）お

よ び イ ネ ご ま葉枯病 （Cochliobolus　myabeanus ）な どの

＊
本報告 の 概要 は 日本農薬学会 第 6 回大会 （1981）に

　お い て発表 した ．

植 物病害 の 予防 に ，ま た 治療的 に も リ ン ゴ ふ ら ん 病

（Valsa　mali ）な ど の 用途が 開発さ れ つ つ あ る殺菌 剤で

あ る．殺菌剤に対す る 耐性 が 問題 に な っ て い る 現今 ， グ

ア ザ チ ン は 化学構造上新 しい タ イ プ の 注 目す べ き殺 菌剤

と 考え られ る の で ， そ の 作 用 機構 を 明 ら か に し て ，施用

法 の 改善を図 り， ま た 他薬剤 と の 比較を容易に し よ うと

す る もの で あ る ．

　著者 ら は ，
ナ シ 黒斑病菌 （Altevnaria　hihuchiana ） を

用 い て ， 菌体構成成分 へ の 各種標識化合物 の 取込 み お よ

び 菌体 の 酸素消費 に 及 ぼ すグ ア ザ チ ソ の 影響を 調 べ た の

で そ の 結果を報告す る．
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Fig・1　 Chemical　 structure 　of 　guazatine 　tri−

acetate ．

実験材料および方法

　 1・ 供 　試 　菌

　 供試菌は ， 鳥取大学 よ り供 与さ れ た ナ シ 黒 斑病菌 （A ・

hikuchiana 　 No ．15）で あ る．

　 2・ 供 試 薬 剤

　本実験 に 用 い た 酢酸 グ ア ザ チ ン は ，大 日 本 イ y キ 化学

工 業 （株）で 合成 され た 薬剤 （純度 93．7％）の 25％ 水溶

液で あ る．

　対照薬剤 と して 用い た シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド （1000　mcg ／

mg 力価）は 田辺 製薬 よ り ， ま た エ チ ジ ウ ム ブ 卩 マ イ ド

（95 ％） は Aldrich 　Chcmical 　Co ．　 Inc．よ りそ れ ぞ れ 購

入 した ．

　［U −14C
］タ ン パ ク 質加水分解物 （57 皿 Ci／mi11iatom 　car −

bon ）， ［2−14c ］チ ミ ジ ソ （58　mci ！mmol ），［2−14c ］ウ リ ジ

ン （57 皿 ci／mmol ）， ［1−14c ］D 一グル コ サ ミ ン （50　mcilm −

mol ）， ［u
−14c

］D 一グ ル コ ース （333　mci ！mm ・1）， ［1−
14c

］

酢酸 ナ ト リウ ム （57・2　mCi ／mmol ）お よ び ［メ チ ル ー14C ］L一

メ チ ナ ニ ン （40N55 　mci ！mmo1 ）は Amersha 皿 社 よ り

購入 した．

　他 の 試薬 は 和光純薬製特級品 で あ る．

　 3．　 菌糸懸濁液 の 調製

　乾ア ン ズ寒天 培地 で平板培養 した A ．hifeuchianaの胞

子 を ジ ャ ガ イ モ 煎汁培養液 に 接種 し，28°C で 約 40 時聞

振 とう培養 し た ．こ の 菌体を集菌 し ， 洗浄後殺菌水 に懸

濁 して ホ モ ジ ナ イ ザー
で 磨砕 し た．

　菌 糸生育阻害実験 に お い て は ， こ の 磨砕 した菌体を生

重量 で 1．59！100m1 となるよ うに ジ ャ ガ イ モ 煎汁培養液

に 加 え て ，菌体懸濁培養液 を 調製 し た．

　各種標識化合 物の 取込 み お よ び 酸素消費関係 の 実験 に

お い て は ，磨砕 した 菌 体 が リ ン 酸 緩 衝 液 （0．066M ，　 pH

6．8）中， 生重 量で そ れ ぞ れ 1・591100ml お よ び 10・59 〆

100m1 となる よ うに 調製 して 菌体 リ ン 酸緩衝液懸濁液

と し た． こ れ を 28°C で 1 時間振 と う培養後実験 に供

した ．

　4・　 菌糸生 育阻害実験

　前記 の 1．5　gl100　ml に 調製 し た 菌体懸濁培養液 19　ml

に ， ア ク P デ ィ ス ク （Gelman ； 0．2 μm 　pore　size ）で 濾

過 し た 酢酸 グ ア ザ チ ン 水溶液 を 1ml 加 え ， 最終濃度が

2，4，8，12．5，16，25，50 お よ び 100ppm と な る よ うに

添 加 薬剤 を 調製 し ，
28°C で 振 と う培養 を行な っ た ，こ

の 間 の 操作 は す べ て ク リ ン ベ ン チ で無菌的 に行な っ た ．

振と う培養開始 12 時閤後 に 菌体を 濾過 し ，
60 °C で 16

時間乾燥後菌体 の 乾燥重量 を 測定 した ．

　5・　 各種標識化合物 の 取 込 み 実験

　
14C 一

タ ン パ ク 質加水分解物 ，

14C 一
チ ミ ジ ン お よ び 14C 一

ウ リジ ン の 取 込 み 実験 に お い て は ， 前記菌体 リ ン 酸緩衝

液懸濁液 10ml に 酢酸 グ ア ザ チ ン 水溶液 50 μ1 お よ び そ

れ ぞれ の
14c 一

標 識 化合物を最終濃度 が 0・1 μCi！ln1 と な

る よ うに 加 え た ．

　
14C 一グル コ ー

ス の 取込 み 実験 に お い て は ， 菌 体 リン 酸

緩衝液懸濁液 9ml に 1ml の 無標識 グ ル ゴ
ー

ス 水溶液

お よ び
14C 一グ ル コ ース を ， 最終濃度が そ れ ぞ れ 5mglml

お よ び 0．1μCi！m1 と な る よ うに 加 え ， さ ら に 酢酸 グ ア

ザ チ ン 水溶液 50 μ1 を添加 し た ．

　
14C 一グ ル コ サ ミ ン の 取込み 実験に お い て は ， 菌体 リン

酸 緩衝液懸濁液 20ml に 酢酸 グア ザ チ ソ 水溶液 100 μ1

お よ び
UC 一グル コ サ ミ ン を 最終濃度 が 0．1μCi！m1 と な

る よ うに 加 えた ．

　
14C 一酢酸 の 取込 み 実験 に お い て は ， 菌体 リ ン 酸緩衝液

懸濁液 9．4m1 に無標識酢酸ナ ト リ ウ ム お よ び
14C 一酢酸

ナ ト リ ウ ム をそ れ ぞれ 最終濃度 が 0，2mg1 皿 1 お よ び O，2

μCi！m1 と な る よ うに 0・2　m1 ず つ 加 え ， さ らに 酢酸グア

ザチ ン 水溶液 を 0，2m1 加 え て 反応混合液 と し た ．

　 14C 一
メ チ ル

ーメ チ オ ニ ソ の 取 込 み実験に お い て は ， 菌

体 リ ソ 酸緩 衢 液懸濁液 15 皿 1 に ［メ チ ル ー14C
］メ チ オ ニ ン

O．3paCilml お よ び 酢酸 グ ア ザ チ ン 水溶液 10ppm と な る

よ うに 加 え た．

　それぞれ の
14C 一

標識化合物の 取 込 み 実験に は ， 反応混

合 液中の 酢酸 グア ザ チ ン 水溶液 の 代 りに ， 同量 の 蒸留水

を加 え ， 対照区 と し た．ま た
UC 一

タ ン パ ク 質加 水分解物

お よ び
14C 一チ ミジ ン と

14C 一ウ リジ ン の 各取 込 み実験で

は ，対照薬剤 と し て シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド（0．5PPIn ）お よ び

エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド （200ppm ）を用 い た．

　 こ れ らの 反応混合液を所定時間 28° C に て 振 と う培養

後 ，
2ml あ て 採取 し ， 氷 冷 に よ り反 応 を停止 さ せ ，遠

心 分離を行な っ た 後冷 リ ン 酸緩 衝液 で 2 回洗浄 を行な っ

た 菌体か ら次 に 示す方法に よ り菌体購成成分 の 抽 出を行

な っ た．

　
1℃ 一

タ ン パ ク 質加水分 解物 を取 り込 ん だ菌体 か らの タ

ン パ ク 質 の 抽 出は Cle皿 ons と Sisleri） の 方法 に 準 じ ，

50％ エ タ ノ ール で 抽出を行な っ た 後 ， 残渣 を 1N −NaOH

液 2 皿 1 に 懸濁 し，100°C で 20 分間加水分解 し た 後，遠

N 工工
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心 分離を行な い そ の 上清 を タ ソ パ ク 質分画 と した ．

　 14C 一
チ ミ ジ ン また は

14C 一ウ リジ ン を 取 り込 ま せ た 菌体

か らの DNA ま た は RNA の 抽 出は Munre と FleckZ）

の 方法 に 従 っ た ．14C 一チ ミ ジ ン を 取 り込 ま せ た 菌体 を 冷

0・2N一
過塩素酸 （PCA ）に 懸濁 し 10 分間放置後遠 心 分離

す る 操作 を 3 回繰 り返 した ．残渣を 1N −PCA 　l　ml に懸

濁 し， 70°C で 20 分間熱処理 後遠心 分離を行な っ た ．こ

の 操作を再度繰 り返 し ， 上 清を合わ せ て DNA 分画 と し

た ．一方 ，

“ c 一ウ リ ジ ソ を取 り込 ま せ た 菌体 は ， 前項 同

様冷 0．2N −PCA に懸濁 し ，
ユ0 分間放置後遠心分離す る

操作 を 3 回繰 り返 した ．そ の 残 渣 に O．3　NTKOH 　1　m　1 を

加 え て 37° C で 15 時間処理 した．こ の 処理液 に 2．5N −

PCA 　75 μ1 を 加 え て 酸性に し ， 氷冷下 で 30 分間保 っ た

後遠心分離 した．残渣 は 0．2N −PCA 　l　ml を 用 い て 洗浄

し ， 先の 上清と合わ せ て RNA 分画 と した ．

　
14C −一グル コ ース ま た は

14C 一グル コ サ ミ ン を 取 り込 ませ

た 菌体を 2m1 の メ タ ノ ール
ー
ク ロ ロ ホ ル ム

ー
水 （2 ：1 ：0・8

v ！v ） に 懸濁 し室温下 で 1 時間放置後遠心 分離し た．同

じ操作を 2 度繰 り返 して ，メ タ ノ
ール ーク ロ ロ ホ ル ム ー水

抽出液を合わ せ て 脂質分画 と した ．残渣 は 1N −NaOH

液 1　 nl に 懸濁 し ，
100°C で 20 分間加水分解後 ，

メ ソ

ブ ラ ン フ ィ ル タ
ー

で 濾過 し た 残渣 を細胞壁分画 と した ．

　ま た ，細胞壁 キ チ ン へ の 取 込 み に つ い て は，IN −

NaOH で 処理 し た 後 の 細胞壁分画 を 2N −HCI で 1QO°C

6 時闇加水分解 を行 な っ た後 ， そ の 残渣を洗浄し ， さ ら

に 6N −HC1 で 100°C 　6 時 間加水分解を行な い ， 遠心 分

離 した 上 清 を キ チ ン 分画 と し た
a）．

　 ldC −一
酢酸 お よ び ［メ チ ル ーlic

］メ チ オ ニ ン を 取 り込 ま せ

た 菌体 か ら の 脂 質 の 抽出 は Kates4 ）
の 方法 に 従 い 脂質分

画 を得た．脂 質抽出後の 残渣は 1N −NaO 且 1ml に 懸 濁

し 100°C で 25 分間加水分解を行 な い
，

メ ン ブ ラ ン フ ィ

ル ター上 に濾過し洗浄した もの を細胞壁分画 と した ．

　放射能は 細胞壁分画 に つ い て は トル エ ン シ ン チ レ ー

タ ー （トル エ ン 11 中に PPO 　49 お よ び POPOP 　100

皿 9）を，そ の 他分画試料は PCS シ ソ チ レ ータ ー （Am −

ersham 社）を用 い ，液体 シ ン チ レ
ー

シ ョ ソ ス ペ ク ト卩

メ
ー

タ
ー （Rackbeta 　LKB 　Wallic　1215） に よ り測 定 し

た ，

　 6・　菌体 の 酸素消費実験

　菌体 の 酸 素消費 の 測定 は ，酸素電極（給水化学研究所，

生化学用 DO 測定装置）を 用 い た．す な わち ，
25°C で

3。5ml 容反応液槽 に リソ 酸緩衝液 （0・066　M ，
　pH 　6・8）を

3　ml 入 れ ， 十分攪拌後 ， 前述 の 方法 に よ っ て 得た菌体

リ ン 酸緩衝液懸濁液 を 0・5m1 加 え た。菌体の 酸素消費

を記録計の チ ャ
ート上 で 確認後 ，酢酸 グ ア ザチ y を 10

ま た は 100ppm となる よ うに 50 μ
1 加 え て ， 菌体の 酸

素消費 に 及 ぼ す 影響 を 調 べ た ．な お 対照薬剤と し て

KCN （最終 濃度 1（戸 M ）を用 い た ．

実験結果 お よび考察

　1・　菌体成育に及ぼす影響

　各濃度 の 酢酸 グア ザ チ V を添加 し ，
12時間振と う培養

し た 後 に ， 菌体 の 乾燥重量 を測定 した 結果を Fjg ・2 に

示 す，

　菌体 の 生育 に 対 し て 酢酸グア ザ チ ン 2ppm で は 影響

が な く，4ppm 以降濃度 の 増加 に 従 っ て 阻害が 進行 し，

25ppm で 生育は ほ ぼ 完全 に 阻害さ れ た ．さら に 高濃度

の 50 お よ び 10G　ppm で は ，最初 の 菌体重量 （24・1　mg ）

に 比 して 減少 の 傾向を 示 した ．

　 こ の 結 果か ら酢酸 グア ザ チ ソ の A ・hih＃ ohian α に対す

る 50％ 菌糸生 育阻 止 濃 度 は ，10・4ppm と計算さ れ た．

した が っ て ， 以後
14C 一

標識化合物 の 取込 み 実験 に お い て

は ， 菌体 リ ン 酸緩衝液懸濁液 に 加え る 酢酸 グア ザチ ン の

処 理 最終濃度 を 10ppm と し た．

　2．　菌体構成成分へ の
“ C一標識化合物の 取込 み に 及

　　　ぼす影響

　A ．hihuehiana 菌体 の タ ン パ ク質お よ び核酸分画へ の

lic 一
標 識 化合物 の 取 込 み に 及 ぼ す 酢酸 グ ア ザ チ ン の 影響

を調 べ た，そ の 結果を Fig ．3 に 示す．

　 タ ン パ ク質，DNA お よ び RNA 分画 へ め各標識化合

物 の 取込み は ， 対照薬剤と して 用い た シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド

お よ び エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドに よ っ て それぞれ 90 ％ 以

上 お よ び 完全 に 阻害 さ れ た が ， 酢 酸 グア ザ チ y （10ppm ）

は ほ と ん ど影響が な か っ た ．

　細胞壁分画 へ の
14C 一グ ル ゴ

ー
ス の 取 込 み は，酢酸 グア

2

g」
3
言

鴛

曷
｝

量
撃

ご
”

凶

E

　 　 　

　　　　　 Concentration　 of　guazatine　triacetate（PPm ）

Fig．2　Effect　of　guazatine 　triacetate　on 　the

growth 　 of 　A ，　 kikuchiana 　 mycclia 　 The 　initial

cell　weight 　was 　24．lmgt20 　ml ．
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Fig．3　Effect　of 　guazatine　triacet乱te　 on 　the　incerporations　 of　 radioactive 　 substrates

into　protein，　 DNA 乱 nd 　 RNA 　 in　A ．　hihuohiana 　 mycclia ，

A ： Lu−kc コamino 　 acid 　mixture （o．2 μci12　m1 ）into　protein，　 B ： ［2・「4c
］thymidine 〔o．2

paCi／2　ml ） intQ　 DNA 　 and 　C ： ［2」 4C
］uridine （0．2 μCi12　m1 ）into　RNA ，　 O ： untreated

contro1 ，● ： guazatine 　triacctate −treated　 at 　I　O　ppm ，△ ： cycloheximide 　 at 　O．5ppm ，
▲ ： ethidium 　bromide 　 at 　200 　ppm ．
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Fig．4　Effect　of　guazatine 　triacetate　on 　the　incorporations　of 　radioactive 　substrates

into　cell 　wall 　 and 　chitin 　in　A ．hihuohiana 　mycelia ，

A ： D 一匚U −
1
℃ ］glucose （0．2　ltCi12　 ml ），　 B ： ［1』 C ］sodillm 　 acetate （0．4 μCi12　ml ） into　 ceU

wall 　 and 　C ： ［1−14C ］D −glucosamine （0．2　peCi！2　ml ），　O ： untreated 　control ，● ： guazatine
triacetate−treated　at 　l　O　PPm ．

ザ チ ン 処 理 60 分後 ま で は 無処 理 と差が な か っ た が ， 処

理 90 分後 に は 多少阻害傾向 が 現わ れ ， 無処 理 に 比較 し

て 25％ の 阻害 とな っ た（Fig・4A ）．細胞壁分
一
画 へ の

14C 一

酢 酸 の 取 込 み に つ い て も 同様な 傾 向を 示 し ， 酢 酸 グ ア ザ

チ ン 処 理 60 お よ び 90 分後 に 多少 の 阻害傾向が 現 わ れ た

（Fig．4B ）．

　 キ チ ソ 分画 へ の
14C 一グ ル コ サ ミ ソ の 取 込 み は ，酢酸 グ

ア ザ チ ン に よ っ て ま っ た く阻害を 受 けず ， む し ろ助長的

で あ っ た （Fig ・4C ）．

　脂 質分画へ の
t4C 一

グル コ
ー

ス の 取 込 み は ， 酢酸 グ ア ザ

チ ン 処 理 30 分後 で は ま っ た く阻害さ れ な か っ た が ， 以

後著 し い 阻害傾向 を 現 わ し，処 理 90 分後 に は 無処 理 に

比 べ て 61・4％ の 阻害で あ り， 処 理 30 分 以 降 の 取 込 み は

89 ．5％ 阻害 さ れ た （Fig・5A ）．一
方 脂質分画へ の

14c 一
酢

酸 の 取 込 み に お い て も同様 の 傾向を示 し た．すなわち酢

酸 グア ザ チ ン 処理 30 分後 で は 10％ 程度 しか 阻害され な
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Fig，5　Effect　of 　guazatine 　triacetate 　 on 　the　in−

corporations 　of 　radioactive 　substr 乱tes　into　total
lipid　in　A ．hihuchiana 　mycelia ・

A ： ［U −14C ］D −glucose 〔O．2　teCi／2　ml ）and 　B ：［1−“ c］−

sodium 　acetate （O．（L　p‘Ci！2　ml ），0 ： untreated 　con −

trol，● ： guazatine 　triacetate−treated　at　 10ppm ・

か っ た が ，以 後無処理 に 比 べ て 処 理 60 分後 で 51％ ，
90

分後 で は 64 ％ 阻害 で あ り， 処理 30 分以 降の 取込み 量

は 処理 60 分 後 で 85％，90 分後で 82．7％ 阻害され た

（Fig．5B ）．

　ま た ，

UC 一
酢酸 0．25 μCi！m1 お よ び酢酸グ ア ザ チ ン 10

ppm を含む菌体 リン 酸緩衝液懸濁液 を 120 分間振 と う

培養した 菌体 か ら の 脂質分画試料に つ い て ，
TLC プ レ

ー トシ リ カ ゲ ル 60F245 （Merck）， 単純脂質 は n 一ヘ プ タ

ソ
ー
イ ソ プ ロ ピ ル エ ー

テ ル ー
酢酸 （60 ：40 ：4，v ！v ）， ま た

複合脂質 は ク ロ ロ ホ ル ム
ー
メ タ ノ

ー
ル
ー
ア ン モ ニ ア 水（65 ：

35 ： 3．v ！v ）を 用 い て 展 開分離 し た．放射 能部分 の 検出

は オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
ー

法 に よ りX 線 フ ィ ル ム に 8 日

間 感 光 さ せ ，感 光相当部分 を か き取 り，ク 卩 卩 ホ ル ム
ー

メ タ ノ
ール （2 ：Lv ！v ） 1ml で 単純脂質 の 各分画 で は

5 回 ， 複合脂質各分画 で は 6 回そ れ ぞ れ 抽 出を行 な っ

た ．各抽 出液 は トル エ ン シ ン チ レ ータ ーを加 え て 放射能

を測定 した．

　薄層 ク ロ マ トグ ラ ム お よ び各分 画 放射能 （cpm ）の 総和

か ら求め た各分画 の 比率値 が Fig・6 お よ び Table 　1 に

示 され る．

　単純脂質 で は 原点以外 に 8 個以上，複合脂質 も同様 8

個以 上 の ス ポ ッ トが 確認 さ れ た．酢酸 グア ザ チ ン 処理 に

よ る各 ス ポ ッ トの Rf 値は 無処 理 に 対 し て 変化 は 認め ら

れ な い が ， 無処 理対比 で 単純脂質の 原 点，分画 V お よ

び VII が 増加 の 傾向を 示 し，分画 III お よ び VI は減

少し て い る．複合脂質で は分画 VIII を 除 く他 は 増加 の

値を 示 し た．ま た 120分間処理 の 脂質分画 へ の
UC 一

酢

Front

V

皿
皿

1

Origin

口

0

ロ
ー

匚 ⊃

c 　 ＝ ）

⊂ ⊃

Fromt

V

皿0

80

≡
塞
0 Origin

Simple　tipidsa，　　Complex　tipidsb）

Fig 、6　Thin −1ayer　 chromatogram 　 of 　
14C −labeled

lipids　in　A ．kihuehiana 　mycelia ・

a ｝ Solvent 　 system ： heptane −isopropyl　 e 七her−

ace 七ic　acid （60 ：40 ：4
，
　v ！v ）．

b｝ Solvellt　 systern ； chlorofo 皿
一methanol −am 一

皿 onia 　water （65 ：35 ：3，　v ！v ）．

酸 の 取込み 阻害率は 78％ で あ っ た ．

　脂質分画 へ の ［メ チ ル ー−14C ］メ チ オ ニ ン の 取 込 み に及 ぼ

す酢酸 グア ザチ ソ 10ppm の 影響 は Table　2 に 示 さ れ

る．

　酢酸 グ ア ザ チ ン 処理 に お い て
， 脂質分画 へ の ［メ チ ル ー

14C
］メ チ オ ニ ソ の 取 込みは

14C 一
酢酸 の 取込 み 阻害と同傾

向を 示 し ， 処 理 後 30 分 で 16 ％，処理 後 90 分 で は 44％

の 阻害を示 して い る．

　3．　 菌体 の 酸 素消費に 及ぼ す影響

　菌体 の 酸素消費 に 及 ぼ す酢酸 グア ザ チ y の 影響が Fig・

7 に 示 さ れ る．

　菌体懸濁液 に 対照薬剤 KCN を 最終濃度 10
− 3

　M と な

る よ うに 添加 した場合 ， 酸素消費 は 著 し く阻害 さ れ た

が ，酢酸 グア ザ チ ン （10ppm ）添加 で は ほ とん ど 酸素消

費 に 影響を 及 ぼ さ な か っ た．酢酸 グア ザチ ソ 濃度 を 100

ppm に 高 め る と，酸素消費は 若干減少傾向を 示 した ．

　以上 A ．hihuohiana の 各生合成系 に 及 ぼ す 酢酸 グア ザ

チ ン の 影響と ， 菌体 の 酸素消 費に 及 ぼ す影 響を 調 べ た 結

果 ，
50 ％ 菌糸生育阻止濃度 で あ る 酢酸 グア ザ チ ン 10

PP 皿 処理 に お い て 脂質生合成系 を 除 く他 の 生合成系 な

らび に 酸素消 費 に ほ とん ど 阻害 が 認 め られ な か っ た ．し

か しグル コ
ー

ス ， 酢酸 お よ び メ チ オ ニ ン の 脂質生合成系
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Table　l　 Effects　of 　guazatine　triacetate　on 　the　incorporation　of 　14C −acetate 　into　various 　lipid

fractions　of ノ｛．kihuchiana ．

％ to　extracted 　total　radioactivi 七y

Simple　lipidE ） Complex 　lipidb）

Fraction　No ． Guazatine 　triacetate Guazatine 　triacetate

Contro1 10ppm ContrQ1 10ppm

Origin

　 I
　 IIIIIIv

　VVIVIIVIII

25．694
．202
．2951
．446

．39LOO1

．372

．814
．82

46 ，26　（1．8）c ＞

3 ．16 （0 ．8）
2，25 （1．0）

28 ．19 （0 ．6）
7．44 （1．2）

2，09 （2．1）
0．85 （0 ．6）
4．81　（1．7）
4 ．94 （1．0）

1．152
，151

．285
，406

．182
．230
．743

．9076
．97

3 ・83 （3・3）
5．98 （2，8）
4，72　（3，7）
11．74　（2 ．2）
lL89 （L9 ）

4 ．47 （2．0｝
L98 （2．7｝
3．31 （0．9）

52 ．08 （0 ．7）

Total 　lipid 81
，
493 17．760 （cpmtmg 　dry 　weight 　mycelia ＞

）

）

）

abC Solvent 　 systern ：heptane −isopropyl　ether − acetic 　acid （60 ： 40 ： 4，　v ！v ）．

Solvent 　system ： chloroform − methanol − am 皿 onia 　water （65 ： 35 ：3，　v ！v ）．
Ratio 　of 　treatment 　to　 control 　in　parenthesis．

Table　2　Effects　 of 　guazatine 　triacetate　 on 　the

ineorporation　 of ［methyl −uC
］methionine 　into　the

total　lipid　fraction　of 　A ．hikuchiana ．

237

Time 　 after

treatment
　 （min 〕

Incorporated 　radioactivity

（cpm ！mg 　dry　weight 　mycelia ）

　 　 　 　 Guazatine
Control　　triacetate　Inhibition

　　　　　 10ppm 　　　（％）

Σ

英

δ

　 0306090120 　 　 034

，71346

，69869

，82372

．488

　 　 029

，04837

，25338

，79044

，468

Ol6
．320
．244

．438
，7

へ の 取込み阻害 は 同
一パ タ

ー
ン を示 し ， 薬剤処理 30 分

以 後顕 著 な 阻害 が 認 め られ ，120 分 間 の 処 理 に お い て 酢

酸 で は 78％ ， メ チ オ ニ ソ の 場合 で は 40％ 程度阻害 され

て い る．一
方 ，TLC に お い て は 単純脂質分 画 原 点 （複

合脂質）お よび複合脂質分画原点 か ら分画 VI ま で は 無

処理対比 の 値 が 1．8〜3．7 を示 し，逆 に 単純脂質分画 III

お よ び複合脂質分画 VIII （単純脂質）は 0・6 お よ び 0．7

値 ， ま た表示 して い ない が 脂質分画 を カ ラ ム ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー法

4） に よ り分離 し た 結果，酢酸 グ ア ザ チ ン 処 理

は 無処理 対比 で 単純脂質 0，6 値 ， 複合脂 質 1．6値を 示 し

た ．以 上 の 実験結果か ら本薬剤の 第一次作用点 が単純脂

質生 合成系 に 存在す る こ と を 示 唆す る．

鬧
MinUtes

Fig．7　 Effect　of 　guazatine 　triacetate　on 　oxygen

uptake 　of 　A ．hikuchiana　mycelia ．

Nulnbers 　 along 　traces　are 　rates 　 expressed 　 as μM ！

mm ．
GTA ： Guazatine 　triacetate．

　本薬剤 の 高濃度 （50，100ppm ）に お い て 最初 の 菌体重

量 よ り減少 し て い る の は 二 次的 な 作用 で 細胞膜 に 異常を

き た した た め と推察さ れ る．同 様 の 現 象 に つ い て は 他 の

研究者 に よ っ て も報告 さ れ て い る
S’7 ・

9）．

　一方 ， 殺菌剤で そ の 作用点 が 脂質生合成系 に あ る 数種

の もの が 報告さ れ て い る
8『t2）． こ れ らの 多くの 殺菌剤に
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共通的な特徴 と し て 菌体 の 形態的 異常 を引 き起 こ す こ と

が あげ られ て い る
s°・12・13）。酢酸 グア ザチ ソ に お け る 菌体

の 形態異常 に つ い て は 今後 の 研究課 題 と した い ．

要 約

　グア ザ チ ン 酢酸塩 の A ・kihuchianα に お け る タ ン パ ク

質 ，
DNA

，
　 RNA

， 細胞壁 ， キ チ ソ お よ び 脂質 の 各生合

成系と ， 菌体の 酸素消費に 及 ぼ す影響 に つ い て 検討 し

た ．酢酸 グ ア ザ チ ン の 50％ 菌糸生育阻止濃度 で あ る 10

ppm で ， タ ン パ ク質，　 DNA
，
　 RNA お よ び細胞壁 キ チ

ン へ の ， そ れ ぞ れ ［U −1，C］タ ン パ ク 質加水分解物 ， 匚2−

UC
］チ ミジ ン ，［2−14C ］ウ リジ ン お よ び ［1−14C ］D

一
グ ル コ サ

ミ ソ の 取 込 み は ほ とん ど阻害さ れ な か っ た ．細 胞壁 へ の

［U −14C ］P 一グ ル コ ース お よ び ［1−
14C

］酢 酸 の 取 込 み は，酢

酸 グ ア ザ チ ン 10ppm 処理 90 分 後 に若干 の 阻害を示 し

た に す ぎな か っ た ．一
方 ，脂質分画 へ の ［U −14C

］D
一
グル

コ ース ， ［1−UC ］酢酸お よ び ［メ チ ル ー14C
］L
一メ チ オ ニ ン の

取込み は ，酢酸 グ ア ザ チ ソ 10ppm 処理 で 著 し く阻害さ

れ た ．ま た ，
TLC に よ る 単純脂質お よ び 複合脂質各分

画 の 比 率値の 結果か ら単純脂質に取込み の 阻害が 認 め ら

れ た ．A ・hih” ehiana 菌体 の 酸素消費 は ， 酢酸グ ア ザ チ

ン 10ppm 処 理 で ほ とん ど阻害さ れ な か っ た．こ れ らの

結果か ら酢酸 グア ザ チ ン の A ・hihptahiαna に 対す る第
一

次作用 点 は ，単 純 脂 質 生 合成 系 に あ る と考え られ る．
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