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(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】天然由来の抗カビ性物質であって、ポリペプチド及びタンパク以外の比較的安定

な物質を提供する。

【解決手段】２位がカルボキシル基またはカルバモイル基で置換されたＮ－アシルプロリ

ン誘導体またはそれらの塩を有効成分として含有する抗カビ剤。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

プ ロ リ ン 誘 導 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 抗 カ ビ 剤 。

【 請 求 項 ２ 】

プ ロ リ ン の 誘 導 体 が 、 以 下 の 一 般 式 (1)、 (2)ま た は (3)で 示 さ れ る 請 求 項 1に 記 載 の 抗 カ ビ

剤 。

【 化 １ 】

(但 し 、 一 般 式 (1)～ (3)中 、 Rは ア ル キ ル 基 、 ア リ ー ル 基 、 ま た は ア ラ ル キ ル 基 で あ り 、 一

般 式 (3)中 、 Mは 、 Na、 K、 Mg、 Ca、 ア ン モ ニ ウ ム 、 テ ト ラ ア ル キ ル ア ン モ ニ ウ ム で あ る 。 )

【 請 求 項 ３ 】

プ ロ リ ン 誘 導 体 が N-ア セ チ ル プ ロ リ ン で あ る 請 求 項 1に 記 載 の 抗 カ ビ 剤 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 プ ロ リ ン 誘 導 体 を 有 効 成 分 と す る 抗 カ ビ 剤 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 昆 虫 類 は 、 他 の 動 物 類 に 認 め ら れ る よ う な 免 疫 機 構 を 有 し て い な い 。 昆 虫 類 の 生 体 防 御

に 関 わ る 化 学 的 機 構 と し て は 、 昆 虫 類 が 特 異 な 物 質 を 生 産 し て 、 細 菌 類 や カ ビ 類 な ど か ら

の 感 染 を 防 い で い る こ と が 古 く か ら 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 こ れ ら の 中 で 、 細 菌 類 に 対 す る 抗 菌 性 物 質 に 関 し て の 研 究 例 は 比 較 的 多 く 、 現 在 昆 虫 類

か ら 100種 以 上 の こ れ ら の 物 質 が 単 離 ・ 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の 物 質 は す べ て 低 分 子 の

ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 １ つ の 物 質 の 持 つ 抗 菌 性 ス ペ ク ト ル は 比 較 的 広 い こ と が 知 ら れ て い

る 。 ま た 、 こ れ ら の 物 質 は す べ て 常 在 性 の も の で は な く 、 細 菌 類 が 体 内 に 侵 入 し て か ら 生

成 さ れ る 誘 導 性 物 質 で あ る こ と も 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 一 方 、 カ ビ 類 に 対 す る 抗 カ ビ 性 物 質 に 関 し て の 研 究 例 は 、 抗 菌 性 物 質 に 比 べ て そ の 研 究

例 は 少 な く 、 現 在 ま で に 昆 虫 類 か ら は 10数 種 類 の 物 質 が 明 ら か に さ れ て い る に す ぎ な い 。

例 え ば 、 セ ン チ ニ ク バ エ Sacrophaga peregrina か ら 分 離 さ れ た Ａ Ｆ Ｐ （ Iijima et al.

1993、 非 特 許 文 献 1） 、 チ ョ ウ セ ン ク ロ コ ガ ネ Holotrichia diomphalia か ら 分 離 さ れ た h

olotricin 3（ Lee et al. 1995、 非 特 許 文 献 2） お よ び チ ャ イ ロ コ メ ノ ゴ ミ ム シ ダ マ シ Te

nebrio molitor か ら tenecin 3（ Jung et al. 1995、 非 特 許 文 献 3） が こ れ ま で に 分 離 さ
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れ て お り 、 こ れ ら は 病 原 性 微 生 物 の 侵 入 の 有 無 に 関 わ ら ず 体 液 中 に 常 在 す る 構 造 性 ペ プ チ

ド で あ り 、 分 子 量 も 8～ 13 kDa と 抗 微 生 物 性 ペ プ チ ド の な か で は や や 大 き い 。

【 非 特 許 文 献 １ 】 Iijima, R., Kurata, S., and Natori , S. (1993) The Journal of Bio

logical Chemistry, 268 (16) 5, pp. 12055-12061

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Lee, S. Y., Moon, H. J., Kurata, S., Natori, S., and Lee B. L. (

1995) Biol. Pharm. Bull . 18 (8) 1049-1052

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Jung, Y. H., Park, B. Y., Lee, D. K., Hahn, Y., Chung, J. H., Ha

n, D. M., Moon, H. J., Lee, B. L., and Lee, Y. (1995) Mol. Cells 5, 287-292.

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 今 ま で に 報 告 さ れ て い る 抗 カ ビ 性 物 質 は す べ て ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 低 分 子 の タ ン パ ク

質 で あ り 、 抗 菌 性 物 質 と 類 似 し て い る が 、 こ れ ら に 比 べ 分 子 量 が 全 体 的 に 多 く 、 ま た 常 在

性 の タ ン パ ク 質 も 含 ま れ て い る こ と が 抗 菌 性 物 質 と 異 な る 点 で あ る 。 ま た 、 一 部 の 抗 カ ビ

性 物 質 は 抗 菌 性 物 質 と の 共 通 物 質 で あ る こ と か ら 、 １ つ の 物 質 が 多 機 能 で あ る 可 能 性 も 高

い こ と が 指 摘 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 従 来 分 離 ・ 同 定 さ れ た 昆 虫 類 由 来 の 抗 菌 あ る い は 抗 カ ビ 性 物 質 は 天 然 性 の も の で あ る こ

と 、 ポ リ ペ プ チ ド 系 の タ ン パ ク で あ る こ と か ら 、 他 の 動 物 な ど の 生 物 に 対 し て 毒 性 が 極 め

て 低 い こ と 、 ま た 抗 菌 ス ペ ク ト ル が 広 く 耐 性 菌 な ど の 出 現 す る 可 能 性 が 低 い こ と な ど か ら

、 新 た な 医 薬 品 と し て の 利 用 価 値 が 高 い こ と が 指 摘 さ れ て き た 。 し か し 、 こ れ ま で に 発 見

さ れ て き た 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド あ る い は タ ン パ ク で あ る た め 、 そ の 物 質 と し て の 安 定 性 が

比 較 的 弱 い た め 、 利 用 す る に 当 た っ て は 大 き な 問 題 と な っ て い る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 そ こ で 本 発 明 の 目 的 は 、 天 然 由 来 の 抗 カ ビ 性 物 質 で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク

以 外 の 比 較 的 安 定 な 物 質 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 で は 、 昆 虫 類 由 来 の 新 た な 抗 カ ビ 性 物 質 を 精 製 す る た め に 、 以 下 の 点 に つ い て 新

た な 研 究 方 向 を 目 指 し た 。 第 １ は 材 料 と し て ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ 成 虫 を 用 い た こ と で

あ る 。 本 種 は 昆 虫 寄 生 性 カ ビ 類 の 一 種 で あ る Verticil l ium lecanii に 罹 病 せ ず 、 ま た 生

息 場 所 に は 多 く の カ ビ 類 が 存 在 し て い る こ と か ら 、 抗 カ ビ 性 が 高 い と 予 測 さ れ た 。 ま た 、

本 成 虫 は 脱 皮 や 変 態 は も と よ り 休 眠 な ど は 行 わ な い た め 、 生 理 的 に は 比 較 的 単 純 で あ る た

め 、 体 液 中 に 存 在 す る 物 質 が 少 な い こ と が 予 測 さ れ た 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 第 ２ は 体 液 の 採 取 方 法 を 改 善 し た こ と で あ る 。 今 回 用 い た 方 法 は 、 外 部 か ら 蒸 留 水 を 注

入 し て 体 液 を 押 し だ し て 採 取 す る 方 法 を 用 い た 。 こ の 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 体 液 以 外

に 由 来 す る 物 質 や 固 形 物 な ど が サ ン プ ル に 混 入 す る 可 能 性 が 極 め て 少 な い こ と で あ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 第 ３ は 、 体 液 採 取 以 前 に 大 腸 菌 を 成 虫 に 摂 取 し て 、 生 体 防 御 反 応 を 高 め た こ と で あ る 。

前 述 し た よ う に 、 抗 カ ビ 性 物 質 は 抗 菌 性 物 質 と 同 じ 可 能 性 が 高 い た め 、 よ り 多 く の 抗 カ ビ

性 物 質 を 回 収 す る 可 能 性 が 高 い こ と で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 そ し て 、 第 ４ は 、 抗 カ ビ 性 物 質 の 分 離 ・ 精 製 に は 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ を 用 い た

こ と で あ る 。 こ の 方 法 は 操 作 が 比 較 的 容 易 で あ り 、 低 分 子 化 合 物 の 分 離 に 適 し て お り 、 ま

た ポ リ ペ プ チ ド は も と よ り 、 そ れ 以 外 の 物 質 の 検 出 に も 優 れ て い る こ と で あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 以 上 の 方 法 を 有 効 に 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 新 た な 昆 虫 由 来 の 抗 カ ビ 性 物 質 の 分 離 ・

精 製 を 試 み た 。 抗 カ ビ 性 物 質 の 生 物 検 定 に は 、 植 物 病 原 性 糸 状 菌 類 の 一 種 で あ る Cladosp

orium fulvum (ト マ ト 葉 カ ビ 病 菌 )を 用 い て 、 Liquid Growth Inhibition Assay(LGIA)法

と 光 学 顕 微 鏡 法 を 併 用 し 、 抗 カ ビ 性 の 定 性 的 お よ び 定 量 的 検 定 を 同 時 に 行 っ た 。
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【 ０ ０ １ ３ 】

　 そ の 結 果 、 ツ ン ベ ル ク ナ ガ ゴ ミ ム シ の 体 液 中 よ り 、 抗 カ ビ 活 性 画 分 を 精 製 す る こ と に 成

功 し 、 こ の 物 質 を N M Rに よ る 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 N-ア セ チ ル プ ロ リ ン で あ る こ と が 判 明

し た 。 本 物 質 は 既 知 の 化 合 物 で あ る が 、 昆 虫 類 か ら 精 製 さ れ た 報 告 は 今 ま で に 見 あ た ら な

い 。 ま た 、 本 物 質 の 機 能 性 を 検 索 し た と こ ろ 、 抗 カ ビ 性 に 関 し て は 全 く 知 ら れ て お ら ず 、

ま た 他 の 微 生 物 類 に 対 す る 機 能 性 も 全 く 見 あ た ら な い 。 さ ら に 、 現 在 ま で に 昆 虫 類 か ら 分

離 ・ 精 製 さ れ た 抗 カ ビ 性 物 質 は す べ て ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 低 分 子 の た ん ぱ く 質 で あ り 、

本 研 究 で 示 さ れ た N-ア セ チ ル プ ロ リ ン は 昆 虫 由 来 の 抗 カ ビ 性 物 質 と し て は 異 例 の も の と い

え る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 は 、 N-ア セ チ ル プ ロ リ ン を 含 む プ ロ リ ン 誘 導 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 抗 カ ビ

剤 に 関 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 N-ア セ チ ル プ ロ リ ン は 、 昆 虫 体 内 よ り 精 製 さ れ た 天 然 物 由 来 の 物 質 で あ る た め 、 抗 カ ビ

性 の 機 能 を 利 用 し た 多 く の 薬 品 に 用 い ら れ た 場 合 、 そ の 安 全 性 や 生 態 系 に お け る 分 解 性 に

優 れ て い る 可 能 性 が 極 め て 高 い 。 N-ア セ チ ル プ ロ リ ン 以 外 の プ ロ リ ン 誘 導 体 に つ い て も 同

様 に 考 え ら れ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ６ 】

　 プ ロ リ ン 誘 導 体 と し て は 、 以 下 の 一 般 式 (1)、 (2)ま た は (3)で 示 さ れ る 化 合 物 を 挙 げ る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

【 化 １ 】

(但 し 、 一 般 式 (1)～ (3)中 、 Rは ア ル キ ル 基 、 ア リ ー ル 基 、 ま た は ア ラ ル キ ル 基 で あ り 、 一

般 式 (3)中 、 Mは 、 Na、 K、 Mg、 Ca、 ア ン モ ニ ウ ム 、 テ ト ラ ア ル キ ル ア ン モ ニ ウ ム で あ る 。 )

【 ０ ０ １ ８ 】

　 一 般 式 中 Rは 、 ア ル キ ル 基 、 ア リ ー ル 基 、 ま た は ア ラ ル キ ル 基 で あ る 。 ア ル キ ル 基 、 ア

リ ー ル 基 、 お よ び ア ラ ル キ ル 基 は 、 無 置 換 で あ る か 、 ま た は 置 換 基 を 有 す る こ と が で き る

。 置 換 基 は 、 例 え ば 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 (例 え ば 、 フ ッ 素 、 塩 素 、 臭 素 等 )、 水 酸 基 、 ア ル コ キ

シ 基 (例 え ば 、 メ ト キ シ 、 エ ト キ シ 等 )で あ る こ と が で き る 。 ア ル キ ル 基 と し て は 、 例 え ば

、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 ブ チ ル 、 ペ ン チ ル 、 ヘ キ シ ル 、 ヘ プ チ ル 、 オ ク チ ル 、 ト リ

フ ル オ ロ メ チ ル 、 ス テ ア リ ル 、 パ ル ミ チ ル 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ア リ ー ル 基 と し て は
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、 フ ェ ニ ル 、 ト リ ル 、 ナ フ チ ル 、 ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 、 メ ト キ シ フ ェ ニ ル 、 ク ロ ロ フ ェ ニ

ル 、 ト リ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル 、 フ リ ル 、 チ オ フ ェ ン 、 オ キ サ ゾ ー ル 、 イ ソ キ サ ゾ ー ル 、 ピ ロ

ー ル 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ア ラ ル キ ル 基 と し て は 、 ベ ン ジ ル 、 ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル メ

チ ル 、 ト リ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル メ チ ル 、 メ ト キ シ フ ェ ニ ル メ チ ル 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 一 般 式 中 Rは 、 ア ル キ ル 基 で あ る こ と が 好 ま し く 、 特 に 、 メ チ ル で あ る こ と が 好 ま し い

。 一 般 式 (1)で 示 さ れ る 化 合 物 の う ち Rが メ チ ル で あ る 化 合 物 が 、 N-ア セ チ ル プ ロ リ ン で あ

り 、 特 に 好 ま し い 。 N-ア セ チ ル プ ロ リ ン は 、 市 販 さ れ て お り 、 プ ロ リ ン に 無 水 酢 酸 を 加 え

て ア セ チ ル 化 す る こ と で 合 成 で き る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 一 般 式 (1)で 示 さ れ る 化 合 物 (ア シ ル プ ロ リ ン )は 、 プ ロ リ ン を 対 応 す る 酸 ク ロ リ ド と ト

リ エ チ ル ア ミ ン の よ う な 塩 基 の 存 在 下 に 反 応 さ せ る こ と で 合 成 で き る 。 一 般 式 (2) で 示 さ

れ る 化 合 物 (ア シ ル プ ロ リ ン ア ミ ド )も 同 様 に 、 プ ロ リ ン と 酸 ク ロ リ ド 類 と の 縮 合 に よ っ て

合 成 で き る 。 (文 献 　 Tetrahedron Letters 39 (1998) 6991-6992.， Tetrahedron ５ ７ (２

０ ０ １ )　 ７ ２ ７ ７ -７ ２ ８ ９ ,　 J. Org. Chem. 2000, 65, 4930-4937)

【 ０ ０ ２ １ 】

　 プ ロ リ ン 誘 導 体 は 単 独 で 抗 カ ビ 剤 と す る 他 に 、 抗 カ ビ 効 果 を 高 め る た め こ れ ら の ２ 種 以

上 を 組 み あ わ せ る こ と 、 及 び 、 他 の 抗 カ ビ 剤 等 と 組 み あ わ せ る こ と が で き る 。 具 体 的 に は

イ ミ ダ ゾ ー ル 系 化 合 物 等 の 抗 カ ビ 剤 、 パ ラ ベ ン 等 の 抗 菌 剤 、 孟 宗 竹 エ キ ス 等 の 天 然 系 抗 菌

抗 カ ビ 剤 、 次 亜 塩 素 系 、 過 酸 化 水 素 系 等 の 漂 白 作 用 を 主 と す る 抗 菌 抗 カ ビ 剤 と 組 み あ わ せ

て 効 果 を 高 め る こ と も 可 能 で あ る 。 ま た 、 使 用 感 の 向 上 や 、 細 菌 臭 や カ ビ 臭 の マ ス キ ン グ

と し て 一 般 的 な 香 料 物 質 を 併 用 し て 用 い る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 プ ロ リ ン 誘 導 体 は 、 担 体 に 保 持 さ せ て 液 体 状 、 ゲ ル 状 、 固 形 状 等 の 抗 カ ビ 剤 と し て 使 用

す る の が 、 効 果 の 発 現 、 持 続 性 、 使 用 の 簡 便 さ 等 の 点 で 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 液 体 状 担 体 と し て は 、 水 ； エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル 等 の 各 種 ア ル コ ー ル 類

； プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ジ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の グ リ コ

ー ル 類 ； フ タ ル 酸 エ ス テ ル 、 ア ジ ピ ン 酸 エ ス テ ル 等 の エ ス テ ル 類 ； 流 動 パ ラ フ ィ ン 、 イ ソ

パ ラ フ ィ ン 、 ス ク ワ ラ ン 等 の 炭 化 水 素 油 類 ； メ チ ル ポ リ シ ロ キ サ ン 等 の シ リ コ ン 油 類 等 を

使 用 す る こ と が で き 、 フ ェ ニ ル ア ル カ ノ ー ル を こ れ ら の 液 体 中 に 溶 解 あ る い は 分 散 さ せ る

。 こ の 際 、 必 要 に 応 じ て 各 種 の 補 助 成 分 を 添 加 溶 解 さ せ る こ と が で き る 。 補 助 成 分 と し て

は 、 非 イ オ ン 、 ア ニ オ ン 又 は カ チ オ ン 界 面 活 性 剤 、 着 色 剤 、 粘 度 調 節 剤 、 酸 化 防 止 剤 、 p

Ｈ 調 整 剤 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 ゲ ル 状 担 体 と し て は 、 例 え ば 、 寒 天 、 カ ラ ギ ー ナ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル

ロ ー ス 、 糊 、 ア ル ギ ン 酸 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 デ キ ス ト リ ン 、 金 属 石 け ん ゲ ル 等 が 挙

げ ら れ る 。 フ ェ ニ ル ア ル カ ノ ー ル を ゲ ル 状 担 体 に 保 持 さ せ る 方 法 と し て は 、 あ ら か じ め 生

成 し た ゲ ル 状 物 質 に フ ェ ニ ル ア ル カ ノ ー ル を 混 合 分 散 さ せ る 方 法 の 他 、 ゲ ル 状 物 質 の 製 造

時 、 特 に ゲ ル 状 物 質 を 製 造 す る た め の 原 料 に フ ェ ニ ル ア ル カ ノ ー ル を 添 加 す る 方 法 等 が あ

る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 固 体 状 担 体 と し て は 、 無 機 又 は 有 機 多 孔 性 物 質 を 使 用 す る こ と が で き 、 こ の よ う な 無 機

多 孔 性 物 質 と し て は ケ イ ソ ウ 土 、 黄 土 、 粘 土 、 素 焼 き 物 、 タ ル ク 、 ゼ オ ラ イ ト 、 ア タ パ ル

ジ ャ イ ト 、 セ ピ オ ラ イ ト 、 シ リ カ 、 シ リ カ ゲ ル 、 ア ル ミ ナ 、 マ グ ネ シ ア 、 シ リ カ ア ル ミ ナ

、 シ リ カ マ グ ネ シ ア 、 合 成 ア ル ミ ノ シ リ ケ ー ト 等 が 挙 げ ら れ る 。 有 機 多 孔 性 物 質 と し て は

活 性 炭 、 濾 紙 等 の 紙 、 セ ル ロ ー ス 加 工 品 、 木 材 加 工 品 、 ポ プ リ （ 乾 燥 し た 草 木 、 花 卉 等 ）

、 不 織 布 、 織 布 、 デ キ ス ト リ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 多 孔 性 物 質 と し て は 、 粉 末 状 、

ビ ー ズ 状 、 ペ レ ッ ト 状 、 球 状 、 円 柱 状 、 円 筒 状 物 等 の 種 々 の 形 状 の も の を 用 い る こ と が で

き る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 で は 、 こ れ ら の 多 孔 性 物 質 に プ ロ リ ン 誘 導 体 を 含 浸 等 に よ り 保 持 さ せ る の が 好 ま

し い が 、 プ ロ リ ン 誘 導 体 を 保 持 さ せ た 多 孔 性 物 質 が 粉 末 状 の 場 合 は 、 こ れ を 慣 用 の 成 形 法

に よ り 成 形 し 、 タ ブ レ ッ ト 状 、 球 状 、 顆 粒 状 、 円 柱 状 、 ペ レ ッ ト 状 等 の 各 種 形 状 の 成 形 品

と す る こ と も で き る 。 成 形 法 と し て は 、 打 錠 成 形 法 、 押 出 成 形 法 等 が 用 い ら れ る 。 成 形 を

行 う 場 合 、 成 形 助 剤 が 用 い て も よ い が 、 成 形 助 剤 と し て は 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス

、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ア ル ギ ン 酸 ソ ー ダ 等 の 有 機 系 バ イ ン ダ ー や 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 カ

オ リ ン 、 ア ル ミ ナ ヒ ド ロ ゲ ル 、 ケ イ 酸 ヒ ド ロ ゲ ル 等 の 無 機 系 バ イ ン ダ ー が 挙 げ ら れ る 。 さ

ら に 、 成 形 助 剤 と し て 、 各 種 短 繊 維 、 例 え ば 、 石 こ う ウ ィ ス カ ー 等 を 用 い る こ と が で き る

。 さ ら に 、 こ れ ら の フ ェ ニ ル ア ル カ ノ ー ル を 含 む 多 孔 性 物 質 は 、 フ ェ ニ ル ア ル カ ノ ー ル の

蒸 散 性 を 制 御 す る 目 的 で 、 多 孔 性 物 質 の 表 面 を 、 有 効 成 分 の 蒸 気 を 透 過 さ せ る 樹 脂 で コ ー

テ ィ ン グ す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 ま た 、 そ の 他 の 固 体 状 担 体 と し て 、 各 種 の 合 成 樹 脂 製 の シ ー ト 、 繊 維 、 建 材 中 に 含 浸 あ

る い は 練 り 込 み 等 に よ っ て 保 持 さ せ る こ と も で き る 。 そ の 際 に 、 有 効 成 分 と し て 多 孔 性 物

質 に 保 持 さ せ た も の や 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 封 入 し た も の を 使 用 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 発 明 に 係 る 抗 カ ビ 剤 は 種 々 の 形 態 で 製 品 化 す る こ と が で き 、 具 体 的 に は 液 体 状 担 体 に

保 持 さ せ た 場 合 、 ト リ ガ ー 式 の ス プ レ ー 製 品 、 穴 の あ い た ス ク イ ズ 式 （ 押 出 し 式 ） の 製 品

、 計 量 キ ャ ッ プ 付 き ボ ト ル 製 品 、 エ ア ゾ ー ル 式 の ス プ レ ー 製 品 、 機 械 噴 霧 式 の 製 品 、 カ プ

セ ル 型 又 は 粘 度 調 整 を 行 な っ て ジ ェ ル 状 の 型 の 製 品 と す る こ と が で き る 。 用 途 と し て は 、

抗 カ ビ 剤 と し て の 使 用 の 他 に 、 さ ら に 界 面 活 性 剤 を 加 え 、 液 体 タ イ プ の 衣 料 用 仕 上 げ 剤 、

衣 料 用 洗 剤 、 衣 料 用 柔 軟 剤 、 住 居 用 洗 剤 、 排 水 口 用 洗 剤 、 浴 室 用 洗 剤 、 洗 濯 機 用 洗 剤 等 の

製 品 と す る こ と が で き る 。 ま た 、 無 機 粉 体 に 保 持 さ せ た 場 合 、 他 の バ イ ン ダ ー や 界 面 活 性

剤 と 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て タ ブ レ ッ ト 状 、 顆 粒 状 と し た 後 、 箱 や 樹 脂 ボ ト ル 等 に 入 れ

製 品 と す る こ と が で き る 。 用 途 と し て は 衣 料 用 仕 上 げ 剤 、 衣 料 用 洗 剤 、 衣 料 用 柔 軟 剤 、 排

水 口 用 洗 剤 、 浴 室 用 洗 剤 、 洗 濯 機 用 洗 剤 、 入 浴 剤 等 の 製 品 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 の 抗 カ ビ 剤 は 、 液 体 の 製 品 （ ト リ ガ ー 式 、 ス ク イ ズ 式 、 計 量 キ ャ ッ プ 付 き ボ ト ル

式 、 エ ア ゾ ー ル 式 等 ） の 場 合 は 、 含 有 量 は プ ロ リ ン 誘 導 体 と し て 、 概 ね 組 成 物 中 の ０ ． ０

０ １ ～ １ ０ 重 量 ％ の 範 囲 で あ り 、 好 ま し く は ０ ． １ ～ ５ 重 量 ％ の 範 囲 で あ る の が よ い 。 洗

剤 等 の 粉 末 状 の 製 品 と す る 場 合 は 、 含 有 量 は プ ロ リ ン 誘 導 体 と し て 、 概 ね 配 合 物 中 の ０ ．

０ ０ １ ～ １ ０ 重 量 ％ の 範 囲 で あ り 、 好 ま し く は ０ ． ０ １ ～ ５ 重 量 ％ の 範 囲 で あ る の が よ い

。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 抗 カ ビ 剤 は 、 異 臭 発 生 原 因 と な る カ ビ の 発 生 を 抑 え る こ と に よ っ て

防 臭 剤 と し て の 使 用 も 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 抗 カ ビ 剤 は 、 以 下 に 示 す よ う な 用 途 が 考 え ら

れ る 。

１ ） 植 物 病 原 性 カ ビ 類 を 対 象 と し た 殺 菌 剤 へ の 利 用

２ ） 抗 カ ビ 活 性 を 利 用 し た 医 薬 品 へ の 利 用

３ ） 抗 カ ビ 活 性 を 利 用 し た 食 品 添 加 物 へ の 利 用

４ ） 抗 カ ビ 活 性 を 利 用 し た 家 庭 用 衛 生 品 へ の 利 用

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ １ 】

　 以 下 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。

材 料 と 方 法

１ ． 供 試 昆 虫

　 実 験 に 用 い た ゴ ミ ム シ 類 成 虫 は 2004年 ５ 月 上 旬 か ら 10月 に か け て 、 帯 広 市 大 正 地 区 お よ

び 幕 別 町 札 内 地 区 の 防 風 林 に お い て 、 生 け 捕 り ベ イ ト ト ラ ッ プ に よ っ て 採 集 し た 。 ト ラ ッ

プ は 図 1 に 示 さ れ る よ う に 、 下 部 に 排 水 用 の 穴 の 開 い た 17.5cm× 58cm× 17cm（ 縦 × 横 × 高
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さ ） の プ ラ ス チ ッ ク プ ラ ン タ ー を 用 い た 。 約 3cm角 に 切 っ た 新 鮮 な リ ン ゴ 5、 6個 と 小 枝 や

葉 を 入 れ た プ ラ ン タ ー の 上 端 が 地 表 面 と 同 じ 高 さ に な る よ う に 土 中 に 埋 め 込 ん だ 。 採 集 し

た ゴ ミ ム シ 類 成 虫 は 実 験 に 使 用 す る ま で 25℃ 、 日 長 条 件 16Ｌ － 8Ｄ の 条 件 に 調 整 さ れ た イ

ン キ ュ ベ ー タ 内 で 飼 育 し た 。 飼 育 に は プ ラ ス チ ッ ク 容 器 （ 直 径 10cm× 高 さ 6cm） に 、 霧 吹

き で 湿 ら せ た ろ 紙 を 敷 い た も の を 用 い 、 こ の 中 に ゴ ミ ム シ 成 虫 を 種 類 ご と に ５ ～ 10頭 ず つ

入 れ た 。 餌 と し て 約 3cm角 に 切 っ た 新 鮮 な リ ン ゴ を 与 え 、 ５ 日 お き に 交 換 し た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

２ ． 昆 虫 体 か ら の 体 液 採 取

　 体 液 を 採 取 す る ゴ ミ ム シ 類 成 虫 の 生 体 防 御 反 応 を 誘 導 さ せ る た め に 、 各 個 体 に 体 液 採 取

24時 間 前 に 大 腸 菌 に よ る 処 理 を 行 っ た 。 用 い た 大 腸 菌 Escherichia coliは 本 学 大 動 物 特 殊

疾 病 セ ン タ ー よ り 譲 り 受 け た 菌 株 を 供 試 し た 。 本 菌 を 37℃ の 温 度 条 件 下 で 24時 間 振 蕩 培 養

し 、 遠 心 分 離 で 集 菌 し た ペ レ ッ ト に 浸 し た 針 で 、 ゴ ミ ム シ 各 個 体 の 腹 部 を 刺 し 、 25℃ の 温

度 条 件 下 で 24時 間 保 っ た 。 大 腸 菌 処 理 を 行 っ た 後 、 各 個 体 を ジ エ チ ル エ ー テ ル に 数 分 間 さ

ら し て 麻 酔 を 施 し た 。 実 体 顕 微 鏡 下 で ゴ ミ ム シ の 上 翅 と 後 翅 を 取 り 外 し 、 腹 部 背 側 に ピ ン

セ ッ ト で 小 さ な 穴 を 開 け 、 マ イ ク ロ シ リ ン ジ を 用 い て 約 25μ lの 蒸 留 水 を 肩 部 よ り 体 内 に

注 入 し た 。 こ れ に よ り 腹 部 の 穴 か ら 押 し 出 さ れ た ゴ ミ ム シ 類 成 虫 の 体 液 を 、 ヘ マ ク リ ッ ト

毛 細 管 で 吸 い 取 り 、 予 め フ ェ ニ ル チ オ ウ レ ア の 結 晶 を 少 量 入 れ て お い た マ イ ク ロ チ ュ ー ブ

に 集 め た 。 た だ し 、 HPLC抽 出 前 の ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ 体 液 の 抗 カ ビ 活 性 を 検 定 す る 場

合 に つ い て は 、 フ ェ ニ ル チ オ ウ レ ア を 加 え ず に マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 体 液 を 集 め 、 た だ ち に

液 体 窒 素 に よ り 凍 結 さ せ た も の を 用 い た 。 集 め た 体 液 は 佐 藤 ら （ 1999） の 方 法 に 従 っ て 、

酸 メ タ ノ ー ル 抽 出 液 （ メ タ ノ ー ル ： 体 液 ： 酢 酸 ＝ 90： 9： 1） で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 10,000×

gで 15分 間 遠 心 分 離 を 行 い 、 血 球 を 取 り 除 い た 。 こ の 上 澄 み を ま ず 吸 引 乾 燥 で 濃 縮 し 、 再

び 蒸 留 水 に 溶 解 し 更 に 凍 結 乾 燥 に よ っ て 乾 燥 さ せ 、 実 験 に 用 い る ま で － 80℃ で 保 存 し た 。

た だ し 、 吸 引 乾 燥 さ せ た 体 液 試 料 の 中 に は 非 水 溶 性 成 分 も 含 ま れ て い た が 、 こ れ ら は 実 験

に は 用 い な か っ た 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 野 外 か ら は 主 に ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ Pterostichus thunbergii、 マ ル ガ タ ナ ガ ゴ ミ

ム シ Pterositichus subovatus、 エ ゾ マ ル ガ タ ナ ガ ゴ ミ ム シ Pterostichus adstrictus お

よ び オ オ ク ロ ツ ヤ ヒ ラ タ ゴ ミ ム シ Synuchus nitidus な ど 数 種 類 が 捕 獲 さ れ 、 こ れ ら の ゴ

ミ ム シ 類 の 種 類 ご と に 体 液 を 採 集 し 乾 燥 試 料 を 用 意 し た （ 表 1） 。 こ れ ら の 中 で 最 も 採 集

捕 獲 個 体 数 の 多 か っ た ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ の 試 料 は 全 て の 実 験 を 通 し て 用 い 、 ま た 一

部 の 実 験 に お い て ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ と 同 じ ナ ガ ゴ ミ ム シ 属 で あ る マ ル ガ タ ナ ガ ゴ ミ

ム シ の 試 料 も 用 い た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ３ ５ 】

３ ． 抗 カ ビ 活 性 画 分 の 分 離 ・ 精 製

　 ゴ ミ ム シ 類 成 虫 の 体 液 中 に 含 ま れ る 抗 カ ビ 活 性 を も つ 画 分 の 分 離 と そ の 精 製 は 、 高 速 液

体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 以 下 HPLCと 略 す ） と 凍 結 乾 燥 を 繰 り 返 し て 行 っ た 。 具 体 的 な 方 法

は 以 下 に 示 す 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】

１ ） 採 取 し た 体 液 の 分 離 （ 第 一 段 階 ）

　 採 取 し た 体 液 を 分 離 す る 第 一 段 階 の HPLCシ ス テ ム （ 以 下 シ ス テ ム Ｉ と 呼 ぶ ） は 以 下 の 通

り で あ る 。 HPLCは 島 津 製 作 所 の も の と し 、 TSKgel O DS-80Ts カ ラ ム （ 4.6m m× 250m m; Toso

h） を 逆 相 と し て 用 い 、 試 料 注 入 口 に ガ ー ド カ ラ ム を 取 り 付 け た 。 流 動 条 件 は 、 ま ず 0.1％

ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ TFA） 溶 液 を 開 始 液 と し て 流 し 平 衡 化 し た 後 、 流 速 1.0 ml/min 条 件 に

て 0－ 100％ の ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 勾 配 に 従 っ て 溶 出 さ せ た 。 ア セ ト ニ ト リ ル の 濃 度 は 0－ 1

0分 ま で は 0％ 、 10－ 35分 ま で は 0－ 50％ 、 35－ 45分 ま で は 50－ 100％ と な る よ う に 設 定 し た

。 乾 燥 さ せ た 体 液 試 料 を 0.1％ TFA に 溶 解 し 、 サ ン プ ル 濃 度 が 2.5 mg/200μ ｌ に な る よ う

に 調 節 し た 。 こ れ を Millex 0.45μ mの フ ィ ル タ ー （ Millipore） で ろ 過 し 、 HPLCシ ス テ ム

に 注 入 し た 。 溶 出 し た も の の 検 出 は 紫 外 可 視 分 光 光 度 計 検 出 器 （ SPD-10A; Shimadzu） で 2

20nmに お け る 吸 光 度 に よ っ て 行 い 、 レ コ ー ダ ー （ C-R6A; Shimadzu） で 記 録 し た 。 そ れ ぞ

れ の 画 分 を 約 10分 （ 約 10ｍ ｌ ） ご と に 分 け て 回 収 し 、 こ れ を 凍 結 乾 燥 し た 。 ま た 、 同 時 に

添 加 し た フ ェ ニ ル チ オ ウ レ ア は 個 別 に 採 取 し た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

２ ） 第 一 段 階 に よ り 抽 出 さ れ た 各 画 分 の 分 離 （ 第 二 段 階 ）

　 第 一 段 階 で 分 離 し て 得 ら れ た ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ 体 液 の ５ 画 分 の 中 で 、 高 い 抗 カ ビ

活 性 を 示 し た F3お よ び F4の ２ つ の 画 分 を 下 記 に 示 す HPLCシ ス テ ム （ シ ス テ ム II） に よ り 更

に 細 か く 分 離 し た 。 HPLCの 機 器 な ら び に カ ラ ム に つ い て は シ ス テ ム Ｉ と 同 じ で あ る が 、 ア

セ ト ニ ト リ ル の 濃 度 勾 配 を 以 下 に 示 す 条 件 と し た 。 す な わ ち 、 F3に つ い て は 0.1％ TFA中

に お い て 5％ ア セ ト ニ ト リ ル で 平 衡 化 さ せ た 後 0－ 5分 ま で は 5％ 、 5－ 40分 は 5－ 30％ 、 40－

45分 は 30－ 100％ の ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 勾 配 と な る よ う に 調 整 し た 。 F4画 分 に つ い て は F3

の 場 合 と 同 様 に 20％ ア セ ト ニ ト リ ル で 平 衡 化 し た 後 0－ 5分 ま で は 20％ 、 5－ 40分 は 20－ 50

％ 、 40－ 45分 は 50－ 100％ の 濃 度 勾 配 と な る よ う に 調 整 し た 。 な お 、 F3画 分 に フ ェ ニ ル チ

オ ウ レ ア が わ ず か に 残 っ て い た こ と が 判 明 し た の で こ の 除 去 も 行 っ た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

３ ） 第 二 段 階 で 分 離 さ れ た 各 ピ ー ク 物 質 の 精 製 （ 第 三 段 階 ）

　 第 二 段 階 で 分 離 し て 得 ら れ た ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ 体 液 に 由 来 す る 、 最 も 抗 カ ビ 活 性

の 高 か っ た ピ ー ク 物 質 を 精 製 す る た め 、 以 下 の HPLCシ ス テ ム （ シ ス テ ム Ｉ ） に よ り 分 離 を

行 っ た 。 こ れ ま で と 同 じ 機 器 類 を 利 用 し 、 TSKgel A mide-80 カ ラ ム （ 4.6m m× 250m m; Toso

h） を 逆 相 と し て 用 い た 。 ア セ ト ニ ト リ ル の 流 動 条 件 は 、 0.1％ TFA 溶 液 中 で 5－ 100％ の

ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 勾 配 に お い て 、 流 速 0.5 ml/分 と し て 行 っ た 。 ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 勾

配 は 0－ 5分 を 5％ 、 5－ 40分 は 5－ 10％ 、 40－ 45分 は 10－ 100％ と な る よ う に 調 整 し た 。 溶 出

し た も の の 検 出 シ ス テ ム は 第 一 段 階 と 同 じ で あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

４ ． 抗 カ ビ 活 性 分 析

１ ） 供 試 糸 状 菌

　 活 性 分 析 に は 植 物 病 原 性 糸 状 菌 の 一 種 Cladosporium fulvum（ ト マ ト 葉 カ ビ 病 菌 ： 本 学

環 境 微 生 物 学 研 究 室 の 小 池 正 徳 助 教 授 よ り 譲 り 受 け た ） を 用 い た 。 本 菌 を 用 い た 理 由 と し

て 、 第 一 に こ れ ま で 昆 虫 体 液 か ら 分 離 さ れ た 抗 カ ビ 活 性 ペ プ チ ド は 植 物 病 原 性 糸 状 菌 に 対

し て は 高 い 成 長 抑 制 活 性 を も つ も の が 多 い こ と （ Fehlbaum et al. 1994, 1996; 佐 藤 ら ,

1999; Suzuki et al. 1999; Sato et al. 2002） 、 第 二 に 本 菌 の 培 養 や 分 生 子 の 回 収 が 容

易 で あ る か ら で あ る 。 C. fulvum は 実 験 に 用 い る 前 に Potato Dextrose Agar培 地 上 で 約 １

週 間 、 25℃ で 培 養 し た 。 C. fulvum 分 生 子 を 寒 天 培 地 か ら 筆 で 掻 き 取 り 滅 菌 水 に 懸 濁 し た

後 、 血 球 計 算 板 を 使 い 溶 液 中 の 胞 子 濃 度 を 算 出 し た 。 こ の 胞 子 懸 濁 液 を Potato Dextrose

Broth培 地 （ Sigma, in half-strength） に 加 え 、 培 地 中 に お け る 胞 子 濃 度 を 1.0× 10
5
 spo

res/ml に 調 整 し 、 活 性 分 析 実 験 に 用 い た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

２ ） 活 性 分 析 方 法

　 試 料 の 抗 カ ビ 活 性 の 分 析 に は 2つ の 生 物 検 定 法 を 併 用 し て 行 っ た 。 第 一 の 検 定 法 は Liqui
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d Growth Inhibition Assay（ 以 下 LGIA法 と 呼 ぶ ） （ Iijima et al. 1993; Fehlbaum et a

l. 1994） を 用 い た 。 こ の 方 法 は 、 用 い た 試 料 の 液 体 培 地 中 で の カ ビ 胞 子 に 対 す る 成 長 抑

制 率 を 算 出 す る こ と に よ っ て 示 さ れ る 検 定 法 で あ る 。 1× 10
5
 spores/ml に 調 整 し た C. fu

lvum 胞 子 懸 濁 液 を 、 あ ら か じ め 蒸 留 水 に 溶 か し 所 定 濃 度 に 調 整 し た 試 料 50μ lを 入 れ て お

い た マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ ェ ル に そ れ ぞ れ 50μ lず つ 加 え 、 25℃ の 暗 黒 条 件 下 で イ ン キ ュ

ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 際 は 、 試 料 の 蒸 散 を 防 ぐ た め マ イ ク ロ プ レ ー ト を プ ラ ス

チ ッ ク バ ッ グ に 入 れ 密 閉 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 開 始 前 と 48時 間 後 に 595nmに お け る 培 地 の

吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Bio-Rad） で 測 定 し 、 対 照 区 に 対 す る 各 画 分 の 抑 制

率 を 以 下 に 示 す 式 に よ り 求 め た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

【 数 １ 】

　 一 つ の 処 理 に 対 し て ３ 反 復 行 い 、 抑 制 率 は そ の 平 均 値 か ら 算 出 し た 。 第 二 の 検 定 法 は 上

記 に よ り 得 ら れ た サ ン プ ル を 24お よ び 48時 間 後 に 光 学 実 体 顕 微 鏡 下 で 観 察 し 、 カ ビ 胞 子 の

発 芽 や 菌 糸 の 成 長 の 様 子 を 記 録 す る こ と に よ り 行 っ た （ 以 下 光 学 法 と 呼 ぶ ） 。 試 料 に 対 す

る ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 蒸 留 水 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て メ リ チ ン （ Sigm

a） を 用 い た 。 メ リ チ ン は ミ ツ バ チ の 毒 針 に 含 ま れ る 毒 液 成 分 の 一 つ で 、 26個 の ア ミ ノ 酸

残 基 で 構 成 さ れ る ペ プ チ ド で あ る 。 溶 血 作 用 に よ り カ ビ の 細 胞 膜 を 破 壊 す る 作 用 を も つ （

Dempsey,1990） 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

５ .精 製 さ れ た 物 質 の 質 量 分 析

　 三 段 階 の HPLCシ ス テ ム に よ っ て 分 離 、 精 製 さ れ た 抗 カ ビ 活 性 画 分 の 質 量 を 分 析 す る た め

に 、 Tanaka et al.（ 1998） の 方 法 に 従 い 、 M ALDI-TOFMS（ Matrix Assisted Laser Desprp

tion/Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry； Shimadzu） を 用 い た 。 す な わ ち ツ

ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ 体 液 の F3-P1画 分 に 含 ま れ て い る 成 分 の 質 量 測 定 を 試 み た 。 陰 イ オ

ン 化 基 質 と し て 、 α -cyano- 4-hydroxycinnamic acid （ α -CHCA） を 用 い た 。 F3-P1画 分

を 0.1％ TFA溶 液 に 溶 か し 135 μ g/μ lと し た 。 こ の 試 料 1 μ lと 、 同 様 に 0.1 ％ TFAに 溶

か し た 基 質 1 μ lを 合 わ せ サ ン プ ル ス ラ イ ド に 滴 下 し 、 こ れ を 約 30分 間 乾 燥 さ せ た 後 測 定

を 行 っ た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

６ ． 構 造 解 析

　 精 製 を し た 抗 カ ビ 活 性 物 質 の 構 造 解 析 を N M Rに よ り 行 っ た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

評 価 結 果

１ ． ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ 体 液 の 抗 カ ビ 活 性

　 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ 体 液 試 料 を 2つ の 濃 度 （ 5.35 mg/ml お よ び 24.8 mg/ml） に 調 整

し て 、 抗 カ ビ 活 性 の 生 物 検 定 を 行 い 、 LGIA法 に よ る 結 果 を 図 2 に 、 光 学 法 に よ る 結 果 を 図

3 に 示 し た 。 低 濃 度 処 理 に お け る 吸 光 度 は 対 照 区 と 同 等 に 増 加 し 、 両 者 に は 統 計 的 に 有 意

な 差 が 認 め ら れ な か っ た （ p=0.188） 。 光 学 法 に よ る 結 果 を 見 て も 、 体 液 処 理 区 に お い て

菌 糸 が 繁 茂 し て い る の が 観 察 さ れ 、 対 照 区 と の 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 一 方 、 高 濃 度 処 理

に お け る 48時 間 後 の 吸 光 度 は 対 照 区 よ り も 有 意 に 増 加 し た が （ p=0.015） 、 光 学 法 に お い

て は 48時 間 後 に お い て も 胞 子 の 発 芽 は 確 認 さ れ ず 、 対 照 区 と の 明 ら か な 差 が 認 め ら れ た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

２ ． 体 液 の HPLCシ ス テ ム Ｉ に よ る 分 離 （ 第 一 段 階 ）

　 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ と マ ル ガ タ ナ ガ ゴ ミ ム シ の 体 液 を HPLCシ ス テ ム Ｉ に よ り 分 離 し

た と こ ろ 、 そ れ ぞ れ 図 4お よ び 図 5 に 示 さ れ る 結 果 が 得 ら れ た 。 図 か ら も 明 ら か な よ う に
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、 ２ 種 の 体 液 成 分 の 分 離 パ タ ー ン は ほ ぼ 同 じ で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

３ ． シ ス テ ム Ｉ に よ り 分 け ら れ た 溶 出 物 の 抗 カ ビ 活 性 検 定

　 上 記 に よ り 分 離 さ れ た 体 液 を リ テ ン シ ョ ン タ イ ム １ ０ 分 ご と に 分 け て 採 取 し 、 時 間 の 早

い も の か ら 順 に F1か ら F5と し 、 そ れ ぞ れ の 抗 カ ビ 活 性 を 調 べ た 。 た だ し 、 F5画 分 に つ い て

は 約 5分 間 分 取 し た 。 ま た 、 体 液 採 集 時 に 添 加 し た フ ェ ニ ル チ オ ウ レ ア の ピ ー ク は ア セ ト

ニ ト リ ル 濃 度 31％ 付 近 に 現 れ た た め 、 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ に お い て は こ れ を 分 け て 集

め 、 一 方 マ ル ガ タ ナ ガ ゴ ミ ム シ に お い て は こ れ を 分 離 せ ず に ま と め て 回 収 し た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

ａ ） ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ

　 濃 度 三 段 階 （ 0.1 mg/ml、 0.5 mg/ml お よ び 1.0 mg/ml） に 調 整 し た 各 画 分 試 料 の LGIA法

に よ る 検 定 結 果 を 図 6に 示 し た 。 図 か ら も 明 ら か な よ う に 、 F1、 F2お よ び F5画 分 に お け る

結 果 を 見 る と 、 試 料 の 濃 度 に 関 わ ら ず 抑 制 率 は 低 い 値 を 示 し た 。 一 方 、 F3ま た は F4画 分 に

お け る 結 果 を 見 る と 、 試 料 濃 度 が 高 く な る に 従 っ て 抑 制 率 も 増 加 し た 。 最 も 高 い 濃 度 （ 1.

0 mg/ml） の 試 料 に お け る 抑 制 率 は F3に お い て は 96.2％ 、 F4に お い て は 89.5％ と 高 い 抑 制

率 を 示 し た 。 フ ェ ニ ル チ オ ウ レ ア 画 分 の 結 果 を み る と 、 0.1 mg/mlに お い て も 高 い 抑 制 率

を 示 し た が 、 0.5mg/mlお よ び 1.0 mg/mlに お い て は F3と ほ ぼ 同 じ 結 果 が 得 ら れ た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 1.0 mg/ml 濃 度 処 理 し た 場 合 の 光 学 法 に よ る 48時 間 後 の 結 果 を 図 7 に 示 し た 。 F3実 験 区

で は カ ビ 胞 子 の 発 芽 は 全 く 確 認 さ れ な か っ た 。 一 方 F4実 験 区 で は 、 胞 子 は 発 芽 し て い た が

コ ン ト ロ ー ル と 比 較 す る と 明 ら か に 菌 糸 の 伸 長 が 阻 害 さ れ て お り 、 ま た そ の 形 態 も コ ン ト

ロ ー ル と は 異 な っ て い た 。 こ れ に 対 し F1、 F2お よ び F5の 実 験 区 で は 菌 糸 が コ ン ト ロ ー ル と

同 様 に 伸 長 し て い る の が 観 察 さ れ た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

ｂ ） マ ル ガ タ ナ ガ ゴ ミ ム シ

　 濃 度 二 段 階 に 調 整 し た 各 画 分 試 料 の LGIA法 に よ る 検 定 結 果 を 表 2 に 示 し た 。 表 か ら も

明 ら か な よ う に 、 F1お よ び F5実 験 区 で は 、 試 料 濃 度 が 0.1 mg/ml の 場 合 は 低 い 抑 制 率 を 示

し 、 0.5 mg/ml と 試 料 濃 度 を 高 く す る と 更 に 抑 制 率 が 減 少 し た 。 F2 に つ い て は 0.1 mg/ml

 の 場 合 は 同 様 に 低 い 値 を 示 し た が 、 画 分 濃 度 を 高 く す る と わ ず か に 抑 制 率 が 高 く な っ た

。 F3 お よ び F4 処 理 区 に お い て は 0.1 mg/ml 濃 度 で は 他 の 処 理 区 よ り も 高 い 抑 制 率 と な り

、 0.5 mg/ml で は 更 に 抑 制 率 が 高 く な っ た 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ５ １ 】

　 0.5 mg/mlの 各 画 分 を 処 理 し た 場 合 の 光 学 法 に よ る 結 果 を 図 8 に 示 し た 。 F3実 験 区 で は

カ ビ 胞 子 の 発 芽 は 確 認 さ れ な か っ た 。 一 方 F4処 理 区 に お い て は 、 胞 子 は 発 芽 し て い た も の

の コ ン ト ロ ー ル と 比 較 す る と 明 ら か に 菌 糸 の 伸 長 が 阻 害 さ れ て お り 、 ま た そ の 形 態 も コ ン
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ト ロ ー ル と は 異 な っ て い た 。 こ れ に 対 し F1、 F2お よ び F5実 験 区 で は 菌 糸 が コ ン ト ロ ー ル と

同 様 に 繁 茂 し て い る の が 観 察 さ れ た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

４ ． シ ス テ ム IIに よ る 分 離 （ 第 二 段 階 ）

　 シ ス テ ム Ｉ に お い て 分 離 さ れ た 、 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ 体 液 の F3お よ び F4画 分 を HPLC

シ ス テ ム IIに よ っ て 分 離 を 行 っ た と こ ろ 、 そ れ ぞ れ 図 9 お よ び 図 10 に 示 さ れ る 結 果 が 得

ら れ た 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

５ ． シ ス テ ム IIに よ り 分 離 さ れ た 溶 出 物 の 抗 カ ビ 活 性 検 定

ａ ） F3画 分

　 上 記 に よ り 分 離 さ れ た F3画 分 を リ テ ン シ ョ ン タ イ ム ７ か ら 10分 ご と 、 お よ び 大 き な ピ ー

ク ２ つ に 分 け て 採 取 し 、 溶 出 時 間 の 早 い も の か ら 順 に F3-1～ F3-5ま た は F3-P1お よ び F3-P2

と し 、 そ れ ぞ れ の 抗 カ ビ 活 性 を 調 べ た 。

　 0.5 mg/ml に 調 整 し た 各 画 分 試 料 の LGIA法 に よ る 検 定 結 果 を 図 11 に 示 し た 。 F3-1、 F3-

P1お よ び F3-2に お い て そ れ ぞ れ 高 い 抑 制 率 を 示 し た 。 一 方 、 F3-P2、 F3-4お よ び F3-5実 験

区 に お い て 抑 制 率 は 非 常 に 低 い 値 と な っ た 。

　 光 学 法 に よ る 48時 間 後 の 結 果 を 図 12 に 示 し た 。 F3-P1で は 胞 子 の 発 芽 は 見 ら れ ず 、 そ の

後 ７ 日 を 経 て も 発 芽 は 確 認 さ れ な か っ た 。 F3-1、 F3-2お よ び F3-3実 験 区 で は 発 芽 は 見 ら れ

た が 、 菌 糸 の 伸 長 は 対 照 区 よ り も 明 ら か に 抑 制 さ れ て い た 。 一 方 F3-P2、 F3-4お よ び F3-5

に お い て は 対 照 区 と 同 様 に 菌 糸 が 繁 茂 し て い る の が 観 察 さ れ た 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

ｂ ） F4画 分

　 上 記 に よ り 分 離 さ れ た F4画 分 を リ テ ン シ ョ ン タ イ ム 10か ら 15分 ご と お よ び 大 き な ピ ー ク

２ つ に 分 け て 採 取 し 、 溶 出 時 間 の 早 い も の か ら 順 に F4-1～ F4-4ま た は F4-P1お よ び F4-P2と

し 、 そ れ ぞ れ の 抗 カ ビ 活 性 を 調 べ た 。

　 0.5 mg/ml に 調 整 し た 各 画 分 の LGIAに よ る 結 果 を 図 13 に 示 し た 。 図 か ら も 明 ら か な よ

う に 全 て の 処 理 区 に お い て 抑 制 率 は 低 い 値 と な っ た 。

　 光 学 法 に よ る 48時 間 後 の 結 果 を 図 14 に 示 し た 。 F4-P2お よ び F4-3の 実 験 区 に お い て は 対

照 区 よ り も 菌 糸 の 伸 長 が 抑 制 さ れ て い た 。 そ の 他 の 実 験 区 に お い て は 対 照 区 と 同 様 に 菌 糸

が 繁 茂 し て い る の が 観 察 さ れ た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

６ ． シ ス テ ム IIIに よ る 分 離 （ 第 三 段 階 ）

　 シ ス テ ム IIに お い て 分 離 さ れ た ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ の F3-P1画 分 を HPLCシ ス テ ム III

に よ っ て 分 離 を 行 っ た と こ ろ 、 図 15 に 示 さ れ る 結 果 が 得 ら れ た 。 ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 5.6

％ 部 分 の 主 要 ピ ー ク （ B画 分 ） の 直 前 に わ ず か な ピ ー ク （ A画 分 ） が 見 ら れ た 。 こ れ ら を 分

け そ れ ぞ れ に つ い て 活 性 を 調 べ た 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

７ ． シ ス テ ム IIIに よ り 分 離 さ れ た 溶 出 物 の 抗 カ ビ 活 性 検 定

　 0.5mg/ml に 調 整 し た 2つ の 画 分 の LGIA法 に よ る 検 定 の 結 果 、 抑 制 率 が B画 分 実 験 区 に お

い て は 99.1 ％ 、 A画 分 の 実 験 区 で は 95.1 ％ と な っ た 。

　 光 学 法 に よ る 48時 間 後 の 結 果 を 図 16 に 示 し た 。 B画 分 に お い て は 胞 子 の 発 芽 は 見 ら れ な

か っ た 。 A画 分 の 実 験 区 に お い て は 、 胞 子 は 発 芽 を し て い た も の の 、 対 照 区 よ り 明 ら か に

成 長 は 抑 制 さ れ て い た 。 こ の 結 果 よ り 、 F3-P1 の B画 分 が 抗 カ ビ 活 性 の 主 要 成 分 で あ る と

判 明 し た 。 こ の 抗 カ ビ 活 性 画 分 は 以 上 三 段 階 の 逆 相 HPLCシ ス テ ム を 経 て 単 一 ピ ー ク と し て

分 離 さ れ た （ 図 17） 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

８ . マ ス ス ペ ク ト ル 解 析

　 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ 体 液 の HPLCシ ス テ ム IIに お い て 分 離 し た F3-P1画 分 を 、 M ALDI-T

OFMSを 利 用 し た 質 量 分 析 器 に よ っ て 分 析 し た 。 そ の 結 果 、 突 出 し た ピ ー ク は 見 ら れ ず 、 F3

-P1 成 分 の 質 量 を 測 定 す る 事 は 出 来 な か っ た 。 Ｆ Ａ Ｂ － Ｍ Ｓ を 測 定 し た と こ ろ 、 N-ア セ チ
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ル プ ロ リ ン に 相 当 す る 分 子 量 を 観 測 で き た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

９ ． 構 造 解 析

　 抗 カ ビ 物 質 の マ ス ス ペ ク ト ル お よ び Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル デ ー タ は 、 N-ア セ チ ル プ ロ リ ン の

標 品 の そ れ ら と 一 致 し た 。 こ れ よ り 、 N-ア セ チ ル プ ロ リ ン の 構 造 を 同 定 し た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 発 明 の 抗 カ ビ 剤 、 特 に 、 N-ア セ チ ル プ ロ リ ン を 有 効 成 分 と す る 抗 カ ビ 剤 は 、 安 全 性 や

生 態 系 に お け る 分 解 性 に 優 れ て お り 、 種 々 の 分 野 で 利 用 可 能 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ６ ０ 】

【 図 １ 】 生 け 捕 り ベ イ ト ト ラ ッ プ を 示 す 。

【 図 ２ 】 抗 カ ビ 活 性 の 生 物 検 定 結 果 (LGIA法 )。

【 図 ３ 】 抗 カ ビ 活 性 の 生 物 検 定 結 果 (光 学 法 )。

【 図 ４ 】 体 液 の HPLCシ ス テ ム Ｉ に よ る 分 離 結 果 (ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ )。

【 図 ５ 】 体 液 の HPLCシ ス テ ム Ｉ に よ る 分 離 結 果 (マ ル ガ タ ナ ガ ゴ ミ ム シ )。

【 図 ６ 】 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ か ら の 各 画 分 試 料 の 検 定 結 果 (LGIA法 )。

【 図 ７ 】 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ か ら の 画 分 試 料 の 検 定 結 果 (1.0 mg/ml 濃 度 、 光 学 法 、 4

8時 間 後 )。

【 図 ８ 】 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ か ら の 画 分 試 料 の 検 定 結 果 (0.5 mg/ml、 光 学 法 )。

【 図 ９ 】 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ 体 液 の F3お よ び F4画 分 の HPLCシ ス テ ム IIに よ る 分 離 結 果

。

【 図 １ ０ 】 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ か ら の 画 分 試 料 の 検 定 結 果 (1.0 mg/ml 濃 度 、 LGIA法

、 48時 間 後 )。

【 図 １ １ 】 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ か ら の 画 分 試 料 の 検 定 結 果 (0.5 mg/ml濃 度 、 LGIA法 )

。

【 図 １ ２ 】 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ か ら の 画 分 試 料 の 検 定 結 果 (0.5 mg/ml濃 度 、 光 学 法 、

48時 間 後 )。

【 図 １ ３ 】 F4-P1お よ び F4-P2の 抗 カ ビ 活 性 試 験 結 果 (0.5 mg/ml濃 度 、 LGIA法 )。

【 図 １ ４ 】 F4-P1お よ び F4-P2の 抗 カ ビ 活 性 試 験 結 果 (0.5 mg/ml濃 度 、 光 学 法 、 48時 間 後 )

。

【 図 １ ５ 】 ツ ン ベ ル グ ナ ガ ゴ ミ ム シ の F3-P1画 分 の HPLCシ ス テ ム IIIに よ る 分 離 結 果 。

【 図 １ ６ 】 シ ス テ ム IIIに よ り 分 離 さ れ た 溶 出 物 の 抗 カ ビ 活 性 検 定 結 果 (0.5mg/ml濃 度 、 光

学 法 、 48時 間 後 )。

【 図 １ ７ 】 抗 カ ビ 活 性 画 分 は 三 段 階 の 逆 相 HPLCシ ス テ ム を 経 て 単 一 ピ ー ク と し て 分 離 さ れ

た 結 果 。
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【 図 ３ 】
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