
植物病原菌に対する抗菌物質を生産する

微生物の利用に関する研究第4報

Slrttlomyces albus C 1-2株の生産する

新抗菌物質， Imoticidin について

井上忠男 ・岡 本康博ホ ・商門義一

筆者らは本研究の第2報(1956)で，約1，000株の放線菌分離の中から， agar disk変法，

土壌対抗法などの選出段階を通じて，土嬢伝染性植物病原菌に対する有効な菌株を探索した.そ

して，Strettomyces sp. B 12-2とC1-2の2菌株 〈これら菌株は本報でStrettomycesalbus 

の変種と同定された〉が，無殺菌自然土演を用いたガラス室試験で，Corticium centrifugum 

仁よるササゲの由絹病の抑制仁有効であったことを報告した. また， 第3報 (1956)では，

Strettomyces albus C 1-2株の C.centrifugumおよび Rhizoctoniasolaniに対する対抗

作用に影響する種々の土嬢条件を，殺菌土を用いた土接対抗法で調べた.

これら土嬢中でみられる対抗現象に抗菌物質が関与しているかどうかを知るため仁，Strettomyces

albus B 12-2とC1-2株の土一磁培養を， 氷， メタノールあるいはアセトソで抽出し， 抽出液

の抗菌性を調べたところ， これら菌株の液体培養の場合と同様な抗菌性が認められた. さらに，こ

れら抽出液の抗菌力価の示すところ仁よれば，土中の抗菌物質濃度は相当に高いことが推測された

(この点については，つぎの第5報に詳述するにこのことから，土壌対抗法や，無殺菌土を用いたガ

ラス室試験での， C. centrifugumあるいは R.solani仁対する抑制j効果を分析する仁は， この

抗菌物質を除外して考えるわけ仁ゆかないので，この物質の抽出精製を試みた. ここに得られた物質

li，理化学性，抗菌性などの特質からみて4既知の物質とは明らか仁異なる新物質であるので，

Imoticidinと命名して報告する.Strettomyces albus B 12-2および C1-2のどちらの菌株

も Imoticidinを生産するが， C ]-2株の方が培養液中での生産量が多いので， 実験仁は主仁

C 1-2株を用いた.

1. Strettomyces albus B 12・2およびC1-2株の性状

Strettomyces albus B 12-2および C1-2株は，それぞれ，1955年岡山県倉敷市および

玉島市で採取した畑土から分離した. 第2報仁示した agardisk変法，土嬢対抗法など一連

の選出段階を経て選出し， さらに無殺菌の畑土を用いたガラス室試験で， 由絹病菌 Corticium

centrifugum tこ有効な対抗菌として報告したものである. 第1表lこ両菌株の各種培地上での

性状， その他の特徴を Strettomycesalbusの記載と比較して示す.多くの培地上で両菌株

¢性状はよく似てほとんど区別できないが， potato sucrose agar (pH 7.0ー7.2)上での生
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育の様子が異なり， 両者は互lこ変種と考えられる.また，Strettomyces albusの記載仁比較す

れば， milk培地での特徴，硝酸塩還元能などの点で完全に一致はしないが， 他の性状からみて

Streρtomyces albusと罷めてよいと思われた.第2表仁両菌株の crossstreak methodによ

る抗菌像を示すが，両菌ともよく似た抗菌性をもち，グラム陽性細菌および酵母，糸状菌の生育を

抑制した.

Cross streakによる抗菌性第 2表

Streρtomyces a/bus 

B 12-2 

1'"1'1: 

19.0 

10.0 

22.0 

10.0 

14.0 

23.5 

24.0 

8.0 
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~. subtilu PCI s9 
S. aureus TERAJIMA 

E. co/i communior 

E. aroidae 

P. tabaci 

験試

18.0 

18.0 

19.0 

19.5 

S. sake 

C. a/bicans 

u 
細菌類:3QoC 48 hr. 

S. sake. C. a/bicans: 270C 48 hr. 

糸状菌:270C 72 hr. 

Strettomyces albus B 12-2および

C 1-2両菌株の生産する抗菌物質li，後

述するよう仁， まったく同じ su.mmarized空14
papergramをあらわし，両菌株は同じ物質竺ヂ 12

を生産するものと考えられたので， 実験仁は

抗菌物質生産能の高い C1-2株を用い

た.Glucose broth， Czapek's solution， 

starch solutionなどの培地ではImoticidin

生産量は少なし越，馬鈴薯，大豆粉な

ど植物質を含む培地の方が適当であった.

量産または大豆粉3%を基本成分にし， 薫

糖， グルコーズ， グリセリン，澱粉などを

炭素原仁用い，さらに， K2HPO.， (N!4)2 
SO.，肉エキス，ペブトン，イーストなどを加

えた種々の培地を用いて比較したが，魅3

%， 東糖2%， K2HP04 0.1 %の組成の

培地がもっともよかった.また， この組成の

培地仁，それぞれ 0.25%の肉エキス，ペブ
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トツ，イースト， N14NU3， NaN03を加えた場合，第1図仁示すように， これらN原は Imoticidin

生産には不適当であった.そこで，以後の培養には越3%，薦、糖2%， K2HPO" 0.1 %の培地を

用いた.280C前後で振歯培養すると，第1図でわかるよう仁， 6，7日目頃から培養液の力価は最

高に近くなり， 10日日頃まで力価に大

きな変動はなかった.
24 

Imoticidinの定量仁は，Baci//us 

subtilis PCI 219を試験菌仁，ブイヨン 22 

寒天を検定培地に用い，カッブ法および 阻 20

滅紙法を常法どおり仁行った.培養液の 止 18

力価を調べる場合，阻止円が二重にあら 円-
16 

われるが，測定はすべて内側の血止円の 直

直径について行なった. 300 C で 20~24 径

時間培養後仁阻止円を測ったが，このと 42112 

き外側の阻止円の直径は，約 2mm 10 

だけ内候，0のものより大きかった.第2図 s 
仁精製 Imoticidin を用いた場合の， e 
Imoticidin濃度と阻止円の大きさの関 3 

係を示した.

3. Imoticidinの抽出精製

Imoticidinは Strettomycesa/bω 

B 12-2および C1-2両菌株の培養溜液お

よび鳶体のどちら仁も含まれる.培養滞液中

の有効成分は，活性炭， 活性白土，ザイ

ツ浦紙などlこよく吸着されるが， 溶出が困

難である.培養穂液からブタノール，ベンゼ

γその他の有機溶剤で抽出できるが， 筆者

らは次のような方法で抽出精製を行った.

培養 7~10 日の培養液を菌体も一緒lこ

集め， 濃塩酸で pH2.4前後仁して，有

効成分を沈澱させる. 珪藻土または celite

を培養液の約0.5%の割仁加えて， 約30

分境持した後班過する.菌体および有効成

分の沈澱を吸着した浦過助剤を，原培養の

1/10量のメタノールで数回にわけて抽出.そ

の後，第3図に示すよう仁，クロロホ)1;ム，

ベンゼンおよびアセトンで抽出. 有効成分の

アセトン溶液を，アセトンでしめらせた短いア

ルミナ柱{こ注いだ後， アセトンで展開溶出す

26 
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第2図 Imoticidin浪度と阻止円の大きき

培養液(菌体を含む)
I HCl酸性 pH2.4 
| 珪藻土または celiteを0.5% 
| 加え撹枠浦過
確濠 土〈または celite)

|州-ル
メタノ一ル

減圧波縮

水層をクロロホルムで振取

クロロホ恥ム

減圧濃縮乾澗

ベンゼン抽出

ベンゼン

減圧濃縮乾澗

アセトン抽出

アセトン
| 短いアルミナ柱を通してクロマト
| グラフイを行う
| 有効部分を集め減圧濃縮

粗，.晶

| アセ川ら再結晶
無色畏柱状またはプリズム状結晶

(m. p. 245-2460C) 

第3図 Imoticidinの抽出精製法
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る.溶出液の有効部分を集めて濃縮し. Imoticidinの粗結晶が得られる. アセトγから再結晶を

くり返し，長柱状またはプリズム状の無色結晶が得られる.

4. Imoticidinの理化学性

元素分析:C; 64.71; H: 9.50; N. 0; H20. 7.63;灰分.3.16; S， 0 ;ハロゲン.O. 

第 4図 Imoticidinの赤外線吸収スペクトル
-圃副 主巴4QIO .IaCD_ 
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分子量:534-553. 

融点:245-2460 C (無補正)， 2250 C附近

から除々仁変色.

紫外線吸牧スペクトル:紫外部吸放はない.

赤外線吸牧スペクトル:第4図に示す.

溶解性:メタノール，エタノール，ブタノー

ル，酪酸工チ)J."酷酸アミル， クロロホルムなど仁

易溶， アセトツ，ベツゼγ，エーテルに溶け， 石

油エーテルにわずかに溶ける.水には不溶.

呈色反応:坂口， Ninhydrin， Xanthopro-

tein， Biuret， Mil1on， Tollenの各反応はすべて

陰性.

安定性培養減液のpHを変え Imoticidion

の耐熱性を調べた結果を第3表に示す. 加熱し

なければ酸性側でも安定であったが， 加熱すれば

酸性側で或程度不活性化された. アルカリ性で

は加熱しても安定であった.

第3表 Imoticidinの耐熱性

pH 室温 1000C Autoc1aved 10分

"'"‘ 12".‘"3 ・ 1お5.0 13.0 

7.0 13.0 13.5 12.5 

9.4 13.3 13.5 13.0 

培養浦被 paperdisk n ethod 
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A B C D E F G H 

第5図 ImoticidinのSummarized

Papergram 

A: Wet Butanol C : 80% Phenol 

B: 3 % NH~Cl D: 50% Acetone 

E: Butanol. Methanol. Water. Methyl 

orange (40ml， 10m!. 20ml. 1.5g) 

F: Butanol. Methanol. water (40. 10.20) 

G: Benzen. Methanol. (80. 20) 

H: Distilled water 



第 4表 Imticidinの抗菌ス ペ クトル

言え 験 菌
最低有効阻止濃度 (mcg/ml)

24 br. 48 br. 

Bacillωsubti/is PCI 219 0.1--0.5 0.1-0.5 

Stathy//ococcus aureω209P 0.1-0.5 0.1-0.5 

Erwinia aroidae >1ω >1∞ 
E. carotovora >1ω >1∞ 
Escherichia co/i communior >1∞ >1∞ 
Pseudomonas tabaci >1∞ >1∞ 
Xanthomonas oryzae 30-50 

品ccharomycessake 5-10 5-10 

To/ura uti/is 5-10 5-10 

Candida a/bicans 10~0 回一1∞
43 br. 5 da，.a 

Alternar;a kikuchiana 1-5 20-30 

Astergi//us niger 50-1∞(20) >1∞(20) 
A. oryzae 75-1∞ >1∞ 
Botrytis bassiana >1∞(10) >1∞ 
B. cinerea 5-10(1) 5-10(1) 

Co//etotrichum /indemuthianum 5-10(5) 50ー1∞(5)
Corticium centrifugum >1∞(1) >1∞(1) 
C. sasakii 15-)∞(3) >1∞(3) 
Fusarium bu/bigenum var. ne/umbico/um >1∞(1) >1∞(1) 
F. caeru/eum >1∞ >1∞ 
F. /ini 15-1∞(10) >1∞(20) 
F. oxystorum f. /ycotersici >1∞ >1∞ 
F. niveum >1∞(5) >1∞ 
Gibbere//a Fujikuroi >1∞ >1∞ 
G. zeae 30-50(20) 50ー1∞(20)
G/oeostorium ne/umbii 75-1∞(25) >1∞ 
He/minthosρorium sativt~m 5-10(1) 5-10(1) 

Oosρora destructor 75ー1∞(50) >1∞ 
Othyobo/ω miyabeanus 却-50(5) >1∞(20) 
Penici//ium chrysogenum 回一1∞(10) 50ー100(10)
P. g/aucum 25-50(15) >1∞(20) 
Piricu/aria oryzae p2 0.5 0.5-1.0 

. Rhizoctonia so/ani >1∞(10) >1∞(10) 
Rhizotω "igricans 20-30(10) 20-30(10) 

Rose/linia necatrix 5-10(1) 10-15(3) 

Sc/erotinia /ibertiana 10-~5(1) 1()ー15(1)

S. minor 25-50(1) 50ー75(1)

Thie/avia basico/a >1∞(10) >1∞ 
Trichoderma sp. >1∞(10) >100(25) 

Trichothyton interdigita/e 25一切(10) >1∞ 
)内の数字は試験菌の生育阻害最低波度
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の summarizedpaperpram 

B 12-2のどちらの培養液を調べても， これと同じ

pape培ram: 第5図仁精製した Imoticidin

Streρtomyces albus C 1-2， 

papergramが得られた.

Summarized 

を示した.

5. Imoticidinの抗菌性

Cross streak methodによる抗菌性は前に示したので， ここには精製 Imoticidinの抗菌性を

述べる.検定培地として細菌仁は glucosemeat peptone agarを， yeastおよび Candidatこは

pH 7.0ー7.2のpotatosucrose agarを，糸状菌にはpH5.4のpotatosucrose agarを用い

た.70%アセトンの少量に溶解したImoticidinを， pH 7.2の燐酸緩衝液で稀釈して培地仁加え，

agar dilutiot;l streak methodで試験菌抑制最低濃度を調べた.細菌，酵母および Candida

は300Cで培養し， 24および48時間後の発育を調べ，糸状菌は270C(こ培養して， 2および5臼

後に調べた.第4表仁 Imoticidinの抗菌スペクトルを示す.グラム陽性のBacillussubtilis PCI 

219， Staρhyllococcus aureus寺島株，S. aureus 209 Pなどは0.1ー0.5mcg/ml，酵母類

Saccharomyces sake， Tolura utilisは5-1伽ncg/mlで，また糸状菌の中，Piricularia oryzae 

P 2は0.5ー1.仇ncg/ml，Botrytis cinerea， Helminthostorium sativum は5-1仇ncgfml
で， それぞれ抑制された. グラム陰性細菌は 1∞mcg/mlでも影響を受けなかった.Candida 
albicansあるいは糸状菌の多くは， 低濃度でも種々 の程度生育に影響を受けたが， 完全発育阻

止には高濃度が必要であった.. Imoticidin生産菌である Strettomycesalbus B 12-2， Cl-2 

両菌株が，土中で抑制した Corticiumcentrifugum， Rhizoctonia solaniなどの土嬢病原

菌の中で，Sclerotinia libertia.naが10-15mcgjmlで完全抑制された他は，いずれも完全抑制
仁は高濃度が必要であった. しかし， C. centr，jugumは1mcg/ml.R. solaniは10mcg/ml
の低濃度でも生育が抑制された.

Imoticidinは抗菌性の他にB.subtilis (こ対して溶菌性がある.また，さらにB.subtilis仁対し

ては第5表仁示すよう仁殺菌性がある.1， 5， 10. 25， 50および 10仇ncg/mlのImoticidin溶液

仁B.subti/:おおよび S.sakeの濃懸濁液を加え， 所定時間300Cで培養し，菌の生死を調べ

た.S. sake .に対しては殺菌性を示さなかったが.B. subtilisに対しては.25mcg/mlで5時間

以上， 5伽ncg/ml以上の渡度では30分間処理すると殺菌性を示した.

性菌殺Imoticidinの第 S表

S. sake B. subtilis Imoticidin 
濃度
mcg/ml 24 
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6.既知の抗糸状菌物質と Imoticidin(J)異同

赤外線吸収スペクトルからみて Imoticidinは新物質と思われる.さら仁 Imoticidinの幾つかの

特性は既知の抗糸状菌物質とは異なる. 抗酵母，抗糸状菌物質の類別には， Utaharaその他

(1954)の紫外線吸収スペクトルによる分類， Yajima (1955)のsummerizedpapergram仁

よるものなどがある. また，住木(1955)は紫外線吸収スペクトルその他の性質から，抗糸状菌物

質生産放線菌分離株を9群仁大別できるとしている. Imotにidin生産菌 Strettomycesalbus 

B 12-2および C1-2株は， Imoticidinが紫外線吸収をもたぬことかち，住木の分類による四群

の抗菌物質生産菌株である. Fukunagaその他(1955)の BlasticidinB， Cは紫外部吸収

を示さなやが， summarized papergram，抗菌スペクトル， 理化学性から， Imoticioinとは明

らかに異なる.Yajima仁よれば， Imoticidinと同型の summarizedpapergramをもつもの仁

は， Hygroscopin (中沢その他， 1954)， Mycelin (相磯， 1952)， Trichonin， Ascosin 1 st 

substanceがあるが，これらはいすれも紫外部仁特異吸収を示し，また，Bacillus subtilisに抗
菌性がなく，明らかに Imoticidinと異なる.

Imoticidinの赤外線吸収スペクトル， 元素分析， 分子量などは， 三共製薬で調べていただい

た.厚く感謝の意をあらわす.

摘 要

Corticium centrifugum， Rhizoctonia solaniなE土壌伝染性植物病原菌仁対し，土壌中

で対抗作用を示す Strettomycesalbus B 12-2および C1-2の両株の土一越培養から，抗菌

物質が検出され， この物質が，これら対抗菌の土中での対抗作用仁，何らかの役割を果しているの

ではないかと考えられたので，抗菌物質の抽出精製を試みた.得られた物質は，理化学性，抗菌性

などからみて新物質と認められ， Imoticidinと命名した.Imoticidin Ij:グラム陽性細菌，酵母お

よび糸状菌を抑制する.とくに B.subtilisに対しては溶菌性および殺菌性がある.Piricularia 

oryzae， Botrytis cinereaなど仁は低濃度で有効があるが，多くの糸状菌の完全生育阻止にはか

なり高濃度を要する. Imoticidinの抗菌性の他， Imoticidinの生産条件，抽出精製法，理化

学性を調べ，既知の抗菌物質との異同を明らかにした.
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