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論　文　内　容　要　旨

主論文題名

Candida albicansの二形性とその脂質構成並びに脂質代謝に

関する研究

学位申請者　　貞森紳丞

義歯性口内炎患者のデンチャープラーク中には、多数の真菌が認めら

れることから、これら真菌が衰症の原因菌の一つとされている。このよ

うなデンチャープラーク中の真菌には、 Candida属が高頻度に検出され、

中でも　Candida albicansの検出率が著しく高いことが知られている。

本真菌は、酵母(Y)型並びにフィラメント(F)型の二つの形態をと

る二形性真菌であり、種々の国子によりその形態が変化することが、古

くから知られている。しかし、その詳細な機構については未だ不明な点

が多い。著者は、 C.albicansが増地中のビオテン濃度により形態変化

を受ける事実に着目し、木蘭の二形性と脂質代謝との間に、なんらかめ

関連性があるのではないかとの作業仮設のもとに、以下の実験を行った。

本研究は、軸軸紬albica帽A IFO 1385株を用いて行った。使用培

地は、サブローグルコース培地(2%　グルコース、 1%　ペプトン、 0.5

%　イーストエキス) (medium A)並びにメチオニン含有合成培地(me-

dium B)である。培養温度は、それぞれY型薗並びにF型菌を得るため

に、 25℃並びに37℃にて行い、各桑件において対数増殖期後期に達し良

菌体を集菌して試料としたO集菌した菌体は、 Zymolyase-60000にて細

胞壁を溶解した後、 Bligh & Dyerの方法に準じて脂質を抽出し、絵脂

質両分とした。

脂質分析は、リン脂質、不ケン化脂質並びに脂肪酸について行った。

リン脂質は、 Fiske & Subbarowの方法に従い、捻脂質の総無機リン量

として求めた。

不ケン化脂質は、絵脂質を尭アルカリにてケン化後抽出し、ガスクロマ
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トグラブ(GLC)にて定性並びに定量分析を行った。脂肪酸は、三フツ

化ホウ素メタノール溶液にて直接メチル基転移を行い、 GLCにて定性並

びに定量分析を行った。尚、含量は、 DNA当りで算出した。更に、放射

性酢酸のステロ-)i,並びに脂肪酸への取り込みを経時的に追跡し、これ

らの実験より以下の結果を得た。

1) DNA当りのリン脂質、エルゴステロール及び各脂肪酸含量は、 F

型菌の方がY型菌より多かった。

2)エルゴステロール生合成の中間体であるスクアレンは、 Y型菌と

比較してF型菌において著しく多く含まれていた。

3)各嘩肪酸の構成比率は両型において異なり、 Y型菌と比較してF

型菌では、パルミテン酸並びにパルミトレイン酸のような炭素鎖

の短い脂肪酸の構成比が高かった。

4)ステロール代謝を検討したところ、培養初期では、相互に分離し

ない中間体が多くみられ、時間の経過とともにエルゴステロール

が増加していくことが認められ、両型菌の間には著しい相違は見

られなかった。

5)脂肪酸代謝に関して、両型菌とも時間の経過とともにパルミテン

酸からオレイン酸への伸長が認められたが、 F型菌ではY型菌に

比し炭素鎖の檀い脂肪酸への取り込みが高かった。

以上の結果より、 C.albicansのF型菌は、 Y型菌に比して脂質がよ

り多く含まれるのみならず、 C16IO並びにC16Ilのような脂肪酸合成

系の最初の産物、あるいはそれに近い脂肪酸が、圧倒的に多く含まれて

いることがわかった。これらの事実は、 F型菌において脂肪酸需要が高

いため、これらの脂肪酸が供給にまわされ、 Y型菌のように十分な伸長

が行われないことを示唆するものと考えられ、放射性酢酸の脂肪酸への

取り込み実験からも確認された。以上、C.albicansのF型菌とY型菌と

の間には、その脂質代謝に顕著な差があり、 F型菌においては脂質合成

が著しく先進していることが明らかとなった。

I I I l~



目 主欠

第　王章　緒　　言畠　　　　　　　　　　　　　　　　。　　　　　　1
第正章　　Candida albi cans　の二形性

第1節　概要・・・詛詛・詛・。。　　　　　　　　　　　　・・ 3

第2節　F型菌の誘導因子　　　　　　　　　　　　　・・　　　　　　　4

第3節　F型菌及びY型菌の誘導　　　　　　　・・詛　　　　　　　　8

第1項　菌数測定・・詛詛詛詛・・・・・・。・・・・・・・・・・ 8

第2項　F型菌の培養　詛詛詛詛。・・　　　　　・　　　　　　　8

第3項　Y型菌の培養・・・・・。*・ォ詛・・詛詛・・・　　　11

第4節　考察・・・・・・・・・。　　　　　　　・　　　　　　11

第Ⅲ章　　脂萱葺分析
第1節　概要　・　・　・　・・・・・・。・・・・ ・・　+*　*　*・・　　　13

第2節　脂質の抽出・・・詛詛詛詛・・・。　　　　　。・-・・ 15

第3節　脂質分析　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　。　　15

第1項　DNAの抽出及び定量　・・　　　　　　　　　　・　　　16

第2項　リン脂質　　　　　　。・・・。　　　　　　　　　　・ 18

第3項　ステロール　　　　　　　　　　　。　　　　　　　　　　　18

第4項　脂肪酸　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　20

第王Ⅴ章　　放射・性酢酸のこ耳手口-}レ並こデ己こ

脂肪国定への取り込み
第1節　概要　　　　　　　・・ ・・・・・・　　　　　・・・・・・ 27

第2節　脂質の抽出　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　27

第3節　脂質分析　　　　　　　　　　　　・・ ・ ・・　　　　　　　　30

第1項　ステロール　　　　　　　・・ ・・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・　　　　30

第2項　脂肪酸　　　　　　　　　-・・・・・詛詛詛*・・・・・ 31

第V章　　結果の要約　　　　　　　　　　　・ ・ ・　　　　36
第Ⅵ章　　考　　察　・・・・・ ・・・*詛詛ォ　*・　　　　　・ 37

書式薬　　　　　　　　　　・・・・・・・・・　　　　　・　　　　　41
参考二男こ献　詛　詛　詛　詛・・　　　　　　　　　・ *　・　・　詛詛・　　　　　42

- iv-



本論文において次の略号を用いた

T型:酵母型( yeast form )

F型:フィラメント型( filamentous form )

dna :デオキシリボ核酸

tca:トリクロロ酢酸

DTT : ditiothreiもol

附C :最小発育阻止洩度

glc:ガスクロマトグラフ

OV-1 :methyl sillcone gura

OV-17 : phenyl methyl sillcone

EGSS-X '. organo si I icone po一ymer

GC-MS :ガスクロマトグラフ付質量分析器

エルゴステロール　Er苫OSteroi : 5,7,22-er苦osta七nen-3β-01

ラノステロール　Lanosterol : 8,24-lanostadien-3β-01

ザイモステロール　Zymosterol : 8,24-cholestadien-3β-01

asここ



第　工　章　　　　緒 喜.∠ゝ
awm

義歯性口内炎は、捻義歯、部分床義歯、床矯正装置などの可撤性

床装置の床下粘膜の一種の炎症である1)。義歯性口内炎患者のデン

チャープラーク中には、多数のCandida albicansが存在すること

が明らかにきれており2).3)、本症の有力な原因菌の一つときれて

いる。

義歯性口内炎患者のデンチャープラークの塗沫標本を観察すると、

酵母状並びに薗糸状の二つの形態の真菌が多数認められる(図1 )。

C.aibicansは酵母(Y)型薗並びにフィラメント(F)型菌の二

つの形態をとる二形性真菌であることが、古くから知られている。

Budt2-Jj9rgensenは、義歯性口内炎炎症部位から、菌糸状菌が多く

検出されたと報告4)しており、本症の発症と菌糸状菌との間に何ら

かの関連性があることが推測される。

C.albicansの形態的変化に影響を及ぼす因子としては、種々の

物質並びに条件が報告されている(表1参照) 。培養液中のビオ

テンの洩度はそのような因子の一つである5)。ビオテンは、酵母等

の発育に必須のビタミンであり、生体内においてホスホユノー-ルカ

ルポキシキナ-ゼ、アセテル　蝣CoAカルポヰシラーゼ等の補酵素と

して働き、鳴新生や脂肪酸合成に関与していることが知られている。

真菌の二形性誘導機構と脂質代謝との関連については、従来多く

の研究が行われてきている。すなわちGordonら6)は、蜘

genevensisを用いて実験を行い、二形性と脂質構成との間には、直

接的な関連はないと報告している。しかし、 Manocha7*　は、最近、

Paracoccidioides brasilie巾　においては、二形性の誘導と菌体
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図1　葛藤性口内炎患者のデンチャープラークからの塗沫標本

(直接倍率,×400 ).
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の脂質構成の間には密接な関連があることを示唆した。

catbicansの二形性と脂賞代謝に関しても、二つの形態の細胞

膜の脂質構成の差異に・関して、いくつかの報告がなきれている8).9)

が、.細胞自体の脂質代謝に関する比較検討は・行われていない。また、

従来行われてきた細胞膜の脂質構成の比較にしても、異なる培地で

培養して得た菌体について研究がなきれているため、見出された脂

質構成の差異が形態の遭いに基づくものか、あるいは増義兵件の相

違に由来するものか判然としない。

著者は、 C.albicansのY型菌並びにF型菌の脂質代謝を比較検

討するために、まず両型の菌体を同一の培地で培養する条件を確立

i/、このようにして得られた両型の菌体についてその脂質構成並び

に代謝を検討した。

第王王章 C a n d i d a a l b i c a n s　　の

二=二形一性

第1節　一概要

真菌の多くは、酵母(及び酵母状真菌)または糸状菌のいずれ

かの形態をとる。しかし、少数ではあ.るが、酵母型と菌糸型由双方

を可逆的にとりうる真菌菌種が存在する。このような特定の栄養的

または物理的因子によって容易に酵母型、菌糸型変換が起こる現象

を二形性( d'imorphism )と呼ぶ18)。

C.albi由ns,は、木の口腔、気道などの常在微生物護の一員であ

るが、 ・このような部位で、この菌が優勢とな草と病的状態を起こす

ことがある。更に、消耗性疾一恵があると、全身性進行性疾病を起こ
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す。このような病原性を示す,ことから、本貫首は医学的に重要であ

り、また、二形性を示す酵母状真菌として、二形性の研究対象とし

ても重要視されてい~る。第I章で既に述べた,,ように、.義歯性口内炎

においても、 C.albicans、が本症の発症に係わっていることは確実

であり、 Budtz-J〆鴫ensenの報告J4)からも、本症に対するF型菌の

重要性が伺われる。

C.i串1bIC印Sのフィラメント化を促進する因子としては、古くか

ら種々の物質並びに培養条件が報告されている_。このように二形性

は、多種多様の因子で支配きれるため、研究者が異なると同一の因

子に関して相反する結果が得られる事例も知られている11).12)。

種々の因子の中には、偶然に発見されたものも多く、その機構はほ

とんどわかっていない。また、これらの因子の相互関係に至っては、

いまのところ全く不明といえる。

第2節　F型菌の誘導因子

本研究には、 C.albicans A IFO 1385株を用いた。

C.albicansの形態変化に影響を及ぼす因子を、表1に示す。

本研究では、培養温度、初期接種薗濃度、振塗速度及びビオテン

濃度をF型菌発育に適した条件にすることとし、 Taniら23)、坂野

ら8)、 Yano　ら24)の合成培地を参考にして、合成培地を作成した。

表2　に合成培地の親戚を示す。

培養温度は、種々の報告11).13),14)から高温の方がF型菌発育

の促進因子と考えられること、また人の体塩が37℃であることから、

37℃で培養することとした。

接種菌濃度としては、 106 cells/ml付近がF型菌発育促進因子

と考えられている14),17),20)が、実験の結果4.65×104 cell蝣s/ml
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表1 C.albicansの形態変化に影響を及ぼす因子とその報告者

temperature

Skinner, C.E. ( 1947 )11>

McClary, D.O. ( 1952 )**)

Chattaway, F.W., Holmes, M.R. & Barlow, A.J.E. ( 1968 )13)

Mardon, D.N., Hurst, S.K. & Balish, E. ( 1971 )i*)

pH

Skinner, C.E. ( 1947 )1D

McClary, D.O. ( 1952 )12>

Johnson, S.A.M., Guzman, M.G. & Aguilera, C.T. ( 1954 )*5)

De Palma, P.A. ( 1966 )16>

Mardon, D.N., Hurst, S.K. & Balish, E. (1971 )H>

initia一 biastospore concentration of about 106ce!ls/ml

Mackenzie, D.W.R. ( 1962 )17>

Bernancler, S. & Eclebo, L. ( 1969 )サォ>

Mardon, D.N., ‖urst, S.K. & Balish, E. ( 1971 )H>

nitrogen source

Mardon, D.N., Balish, E. a Phillips, A.W. ( 1969 )*ォ>

polysacchandes

Nickerson, W.J. & Mankowski, Z.T. ( 1953 )2サ)

biotin

Yaraaguchi, E. ( 1974 )5)

serum

Mackenzie, D.W.R. ( 1962 )17>

serum albumin

Reynolds, R. & Braude, A. ( 1956 )2*>

inorganic phosphate

McClary, D.O. ( 1952 )12'

Widra, A. ( 1964 )22>

reduced oxy苫en tension

Skinner, C.E. ( 1947 )1日

Johnson, S.A.M., Guzman, M.G. & Aguilera, C.T. ( 1954 )15>

controlled OO2102　ratio in the atmosphere of incubation

Mardon, O.N., Balish, E. & Phillips, A.W. ( 1969 )U>>

starvation conditions

Skinner, C.E. ( 1947 )n>

Johnson, S.A.M., Gu2man, M.G. & Aguilera, C.T. < 1954 )15)
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表2　本研究に使用した培地

A

(Sabouraud glucose medium)

B

(Synthetic medium)

G一ucose

Peptone

Yeast extract

00　00　00

0　0　52　1

Glucose　　　16.5g

L-raethionine 1.0呂

KH2PO4　　　　l.Tg

MgS04・7H20　0.13g

KCI 0.43g

FeC13・6H?0　2.5tng

MnSO4・4H20　2.5mg

Na2HPO4　　　　4.5苫

Bioもin 0.1MS

Total volutne 1 llter
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付近の方がF型変換率が高かった。尚、菌数測定は、後に述べる方

法により行った。また、 Lingappaら25)は、 C.albicansは菌体か

らF型菌発育抑制因子(フエニルエチル7ルコール、トリブトフォ

ル)を産出すると報告している。その他にもフィラメント化に関連

のある発芽管( germ七ube )形成を抑制する　C.albicans代謝産

物-autoreguiaもory substance-　が束同定ながら分離26)きれてい

る。そこで、合成培地に接種する菌体は、前培養後、集菌し、精製

水で2回洗浄して、合成培地に接種することとした。前培養には、

C.aibicansの培養によく用いられるサブローグルコース培地(me-

diura A)(2%　グルコース、 1%ペプトン、0.5%　イーストエキ

ス)を用いることとした。

酸素分圧がF型発育に影響を及ぼし、低酸素分圧で、 F型菌が誘

導きれることが報告11).15)きれている。従って、静置培養、また

は非常にゆるやかに振塗培養す声ことが、 F型菌の発育を促進する

と考えられるので、 50 osc/minの速度で培養することとした(150

osc/minの速度で培養するとY型菌の比率が増加していた) 0

次に、本合成培地においてF型菌発育に最適などオテン濃度を求

めるために、種々のビオテン濃度に調整した合成培地を作製LF型

変換を観察した。すなわち、 medium Aにて前培養した対数増殖斯

後期の菌体を、精製水にて2回洗浄した後に、合成増地に薗濃度が

4.65×104 celis/mlになるように接種した。合成培地におけるピ

オテン濃度は、それぞれ0、 0.001、 0.1及び10.0 ng/miに調整

した　300mlの三角フラスコに100mlの合成培地を入れ、 37℃、

50 osc/minの条件で振塗培養した。 2時間後に光学顕微鏡にてF

型変換率を計算した。 F型変換率は、繭型の合計数に対するF型薗
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の百分比率として求めた。両型の合計数は、 100個以上計測して求

めた。その結果、 0.1 ng/mlの濃度において最高のF型変換率を示

したく表3 )。尚、・F型菌の菌数を数える場合、 F型菌は、 1菌

体を1細胞として計算したが、 F型菌は複数の細胞からなるため細

胞の比率は、ここに得られた値よりもかなり大きい値になると考え

られた。従って、以後の実験においては、 0.1 ng/ralのビオテン洩

度の合成培地を用いて行った(以下medium B ) 。

第3節　F型菌及びY型菌の誘導

第1項　菌数測定

菌数は全菌数を測定することとし、血球計算板を用いて、白血球

計算に準じて行った。すなわち、被験菌浮遊液を、 1% NaCl溶液

で希釈し、よく撮塗混和し、計算板にとり約30分間静置した。鏡検

して、 4区画を数え、その平均値をとった。この値に希釈倍数をか

けて、もとの全菌数を算出した。

第2項　F型菌の培養

F型菌の培養方法は、次の通りである　Medium Aにて前培養し

た対数増殖期後期の菌体を、精製水にて2回洗浄した。その後、

medium Bに菌溝度が4.65×104 eells/mlになるように接種し、

37℃>. 50 osc/minの条件で拓童培養した。

F型菌の経時的成長の観察は、 3、臥9及び12時間後のものに

ついて行った(図2 ) 。 9時間から12時間の培養時間において、

F型菌は最高の伸長を示した。 12時間においては、 Y型菌が多くな

ってきていることが認められた。しかし、形態は、やや細長くなっ

ていた(、囲`2 ) 。

次に、 F型菌の増殖測定を行った。まず、培養液の濁度を、分光

-　8　-



表3　種々のビオテン濃度でのF型変換率

Preculture ( medium A )

I
Wash

I
Inoculation ( medium 8 )

4.65×104ceIIs/ml

Incubation

I

37℃　50osc/min

2h

Count by optica一 microscopy

Bi0tincone.(ng/mt) Ratio(% ) ′F十Y

0 66.7

0.001 61.8

0.1 75.8

10.0 45.7

-9-



32　F型菌の経時的成長を示す光学顕微鏡像(直接倍率,×400 ).

a:接種直後, b:3時間後, c :6時間後, d:9時間後　　12時間後.
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光度計を用いて測定する方法を試みたが困難であった。なぜならば、

F型菌は成長に伴いF型菌同志がからみあい菌塊を作り、成長が正

確・に濁度に反映しにくかったためである。そこで、後に述べる方法

により　DNA量を定量して、 F型菌の増殖測定を行うこととL/た。

図3　B　は、 F型菌の発育曲線を示している。その結果、約10時間

で対数増殖期後期に達していることがわかり、 DNAの　doubling

time　は約　2時間と計算きれた。

第3項　Y型菌の培養

第2項の結果より、 F型菌の増義兵件は決定したが、次に培養姦

件をあまり変えることなく同一の培地でY・型菌のみを培養すること

を試みた。なぜならば、増養魚件が変化すれば-、その変化の影響に

より菌の代謝が変化することが考えられるからである。

まず、ビオテン溝度を高くしたがF型菌がかなり混在していた。

更に、初期接種薗洩度、振塗速度をそれぞれ変化させたが同様であ

った。各々を組み合わせても、同様の結果であった。

次に、培養温度を下げることを試みた。 37℃以外に、よく用いら

れる培養塩度25℃で培養を行った。その結果Y型菌のみが培養きれ

ることがわかった。培養条件は、培養温度が異なるのみで、その他

はF型菌の培養条件と同じである。 Y型菌の増殖は、培養液の濁度

(optical density, ¢ 12mm, 660rim)を、分光光度計( 100-

10形、日立製作所、東京)を用いて測定した。尚、全菌数と全DNA

量とは、比例関係にあった。図3　A　にY型菌の発育曲線を示して

いるが、約36時間で対数増殖朋後期に達し、 doubling tlmeは約6

時間と計算きれた。

第4節　考察

- ll -
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F型変換誘導因子としては種々の物質並びに集件が報告されてい

るが、本研究ではF型菌発育のために、培養温度、初期接種菌溝度、

振畳速度(酸素分圧) 、ビオテン濃度をF型菌発育に適した状態に

して行った(medium B)　そして、可能な限り同じ条件でY型菌

を培養することを試みた。なぜならば、灸件が変化すれば脂質構成

が変化することが推察され、脂質構成変化が、形態によるものかそ

れとも増義兵件によるものか判別できないからである。初期按種菌

濃度、柘塗速度、ビオチン濃度を変化させてもY型菌のみを培養す

ることは困難であった。これは、 medium B中のメチオニンの効果

によるものかもしれない19).次に、培養温度を37℃から25℃に下

げると　medium BにおいてY型菌のみが培養できた。このことから、

二形性には、温度が重要な因子になっていることが明らかである。

第Ⅲ章　　　　E旨掌葺分析

第1的　概要

脂質はいくつかの重要な生物機能をもっており、 1)膜の構成成

分として、 2)代謝燃料の貯蔵・輸送形として、 3)多くの生物の表

面での保護層として、 4)細胞認識・種特異性・雑織免疫に関与す

る細胞表面成分として、それぞれ役立っている。

一万、二形性の誘導機構を知るために従来より、主に細胞壁の構

成成分の比較検討が行われてきた。その結果、細胞壁の化学構成が、

Y、 F型菌間でかなり異なっていることが明らかとなった13).27)

が、膜の脂質分析を詳細に行った報告はほとんど見られない。また、

わずかに見られる報告8).9)も、前葺で述べたように同一の条件で

13-



両型を培養することの困難きのためか、それぞれ別の培地で培養し

て得たY、 F型菌を比較検討しているに過ぎず、それぞれ相反する

結果もみられる。培養姦件が異なれば、それにより脂質構成が変化

する可能性も十分に考えられるから、報告された両型の脂質構成の

異同が直ちに形態の差に基づくものであるとは言えない。従って、

可能な限り同一の姦件で培養して得たY、 F型菌について分析を行

うことが大切であると考えられる。

脂質は、細胞膜に多く含まれていることが知られており、その成

分が変化することにより、膜の流動性が変化することが明らかにき

れた28)。膜結合酵素は、膜の脂質により種々の動力学的影響を受

けることが知られている29)。また、細胞膜には細胞壁合成に関与

する種々の重要な酵素が含まれており、このような膜結合酵素の-

っとして、細胞壁の一つの主成分であるキチンを合成する酵素が知

られているが、第l章で述べたようにこの酵素は細胞膜に局在して

いることが報告30)きれており、また可溶化部分精製きれた酵素の

活性調節に、脂質が関与していることが明らか3日にきれた。

また、真菌は、特徴として不ケン化脂質にエルゴステロールを多

く含んでいることが知られている。エルゴステロールは、細胞膜に

多く含まれておりカンジダ症などにおいてポリエン系の抗真菌剤

(例えば、アンホテリシンB、ナイスタテンなど)の作用点32)と

しても注目されている。

以上の事実から、二形性と脂質との間には、密接な関係があるこ

とが推察され、カンジダ症の治療の方面からも脂質を調べることは

重要と思われる。そこで、著者は、 C.albicansのY型菌並びにF

型菌を前章で述べた集件、すなわちmedium 6を用いて、 25℃でY

- 14-



型菌、 37℃でF型菌を培養後集菌し、両型から脂質を抽出し、エル

ゴステロール等の脂質分析を行い両型の脂質構成の相違を詳細に検

討した。また、培養温度による脂質構成の相違を確かめるために、

同様の条件でmedium Aにて、培養し脂質の分析を行った。尚、

medium Aにおいては、両温度培養菌体とも形態は、 Y型であった。

第2節　脂質の抽出

脂質を抽出する場合、真菌においてはまず細胞壁を取り除くこと

が必要であった。そこで、細胞壁の溶解は、 β-1,3-glucanase活

性を有する真菌細胞壁溶解酵素Zymolyaseを用いて行った。すな

わち、対数増殖斯後期に達した菌体を、集菌した後、精製水で洗浄

し、 0.6 mg/ml Zymolyase-60000、 80 mM Tris-HCl ( pH7.4 )、 10

mM DTTの桑件にて、 37℃で1時開拓塗し、細胞壁を溶解した。

細胞壁の溶解の確認は、光学顕微鏡にて行った。

菌体からの脂質の抽出は、 Bligh &恥erの方法33).34)に準じて

行った。尚、一部分はDNAの定量に用いた。すなわち、細胞壁を

溶解した菌体試料1mlに、2.5mlのメタノールと1.25　　のク

ロロホルムを順次加え、 4分間激しく　Voltex mixerにて捜拝復、

10分間静置した。そして、再び1.25mlのクロロホルムを加え、

30秒間激しく撹拝し、 1.25 mlの精製水を加え、 30秒間激しく授押

した。次に、遠心分離(3000rpm、5分間)すると、上層、中層、

下層の三層に分離するので、下層のクロロホルム層を分取した。回

収率を上げるために、再び、 1 mlのクロロホルムを加え、再び30

秒間激しく撹拝し、遠心分離(同上)後、クロロホルム層を分取し、

先のクロロホルム層と合わせて、捻脂質画分とした。

第3節　脂質分析

- 15-



Thin layer chromato名raphyにて捻脂質画分を分析したが、 Y、

F型菌とも、中性脂質は痕跡程度しか認めなかった。このことは、

TaylorらのSaccharomyces埠revisiaeを用いて得られた知見35)

と一致し、集菌を対数増殖期に行ったためと考えられた。従って、

今回分析した脂肪酸は、ほとんどリン脂質およびステロールエステ

ル由来の脂肪酸と考えられた。

また、脂質含量を計算する場合、菌体量が少ないため、よく用い

られる湿菌体重量、乾燥菌体重量では、正確な含量を算出しにくい

ため　DNA当りで計算することとした。

第1項　DNAの抽出及び定量

細胞壁を薄解した菌体からのDNAの抽出は、 Schneider法36)に

準じて行った。すなわち、細胞壁を溶解した菌体試料I mlを遠心

管中に取り、氷冷10% TCA、 2mlを加えて　Voltex mixerにて捜

搾後、遠心分離( 3000 rpm、 10分間)した。沈澱にもう一度同量

の水冷10%　TCA　を加えて挽拝し遠心分離(同上)した。沈澱にエ

タノール3ml　を加え撹拝後、5分間静置し、再び遠心(同上)し

た。沈澱に3mlユタノーji:エーテル(3:i.)を加え挽拝復5

分間静置し遠心(同上)した。沈澱に　5% TCAを加え、 100℃で15

分間加熱し、 DNAを加水分解、可醇化後冷却し遠心(同上)した。

上清を　0.5nil　分取し、 DNAの定量に用いるまで　4℃　で保存した。

DNAの定量は、 Schneider法に準じて行った。すなわち、上記で

得られた　DNA抽出液　0.5ml　にジフェニルアミン試薬　0.1 ml (ジ

フェニルアミン1.0g,酢酸100ml,膿硫酸2.75ml)を加え、

100℃で10分間加熱し、冷却後600 nmにて吸光度を測定し定量し

た。図4　に　DNAの検量曲線を示す。
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DNA

図4　DNAの検量曲線.

図5　無機リンの検量曲線.
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第2項　リン脂質

総リン脂質含量は、捻無機リンとして算出することとした。まず、

総脂質に、 60%過塩素酸を加えて加熱して酸化し、有機リンを無機

リンに変換した37)。 i/かる後に、 Fiske & Subbarowの方法38)に

準じて無機リン量を測定した。すなわち、酸化後の試料に精製水を

加えて的G nl　にして、 5%の　ammonium molybdate溶液を　0.5ml

加え授拝した。更に、還元試薬( NaHS03　30g, Na2S03 6.0g,

1,2,4-aminonaphthol sulfonic acid 0.5 gを精製水250 mlに

溶かした溶液)を　0.4ml加えた後に、精製水を加え全量を10ml

にし撹拝した。室温に20分間静直したあと、 660 rim　にて吸光度を

測定し定量した。図5　に無機リンの検量曲線を示す。

Medium A　で培養した場合、菌の形態はいずれもY型であり、 25

℃培養菌体(Y型蘭)に比して37℃培養菌体(Y型菌)の方が　DNA

当りのリン脂質含量が多いことが認められた(図6　A) 。 Medium

B　においても同様な現象が認められたが、その差は更に顕著であっ

た　く　図6　B ) 。

第3項　ステロール

不ケン化脂質の抽出は、 Nagai　らの方法39)に従った。すなわち、

総脂質画分の一部を、ねじ付き試験管に移L/、 20%メタノール性苛

性カリで、 85℃、 2.5時間窒素気流下にて加熱しケン化を行った。

ケン化終了後、石油エーテルで不ケン化脂質の抽出を行った。抽出

後、石油エーテルを気化し十分軽回の後、酢酸エチルに薄解し試料

とし・た。

分析は、水素イオン化検出器付ガスクロマトグラフ(島津ft・ft・J

GC-6A型)にて行った。カラムは、 1%　OV-1 (ガラスカラム.3.0

- 18　-



nmol/jjgDNA nmol/jjg DNA

図6　各培養菌体における　DNA/zg当りのリン脂質含量.

A:25℃ (団)及び37℃ (Eヨ)の培養菌体におけるリン脂質含量,

B:Y型(Eコ)及びF型(四)の菌体におけるリン脂質含量.
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mmxl.0m)と1.5%OV-17(ガラスカラム　3.0mmXl.0m)

を使用し、 carrier gas (N2)の流速は1.3 Kg/cm* (100 ml/rain)、

カラム温度は225℃、試料注入部温度は245℃に保った。記録計に

は、クロマトパック　C-RIB (島津K.K.)を使用した。各物質

の同定は、 OV-1、 OV-17の異なる2本のカラムで標準物質の保持時

間と比較して行った。各物質の含量は、算出きれた面積より外部標

準法を用いて求めた。図7　にエルゴステローJlの検量曲線を示す0

T型薗並びにF型菌の不ケン化脂質のGLCのプロフィールを　図

8　に示す。aのピークはスクアレン、bのピークはザイモステロ

ール、 Cのピークはエルゴステロール、 d　のピークはラノステロー

ルであった。両型菌のプロフィールには明らかな相違が見られた。

すなわち、 Y型菌に比べてF型薗において、エルゴステロールに対

するスクアレンの含量比が多いということがわかった。 Medium A

を用いて25℃並びに37℃にて培養した菌体(両者ともY型菌)間で

は、プロフィールの相違は認められなかった。

T型薗並びにF型菌における　DNA当りのスクアレン並びにエル

ゴステロ-ルの含量を　図9　に示す。その結果、 Y型菌に比べてF

型菌の方が、スクアレン並びにエルゴステロール含量がはるかに高

かった。特に、スクアレン含量において差が大きかった　Medium A

にて、 25℃並びに37℃にて培養した菌体(両者ともY型薗)にお

いては、スクアレン並びにエルゴステロールの含量は両者の間で有

意な差を示さなかった(図9　A )。

第4項　脂肪酸

脂肪酸分析は、総脂質画分のままでは分析不可能なため、脂肪酸

メチルエステルの形に変換して行った。この場合、一度ケン化し、

-20-
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0.4　nmol

Ergosterol

図7　エルゴステロールの検量曲線.
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Squalene Ergoster°l

!S

Squalene Ergosterol

図9　各培養菌体における　DNA//g当りのスクアレン並びに

エルゴステロール含量.

A:25℃ (団)及び37℃ (Eヨ)の培養菌体における

DNA/ig当りのスクアレン並びにエルゴステロール含量,

B:Y型(⊂コ)及びF型(忽)の菌体における

DNAmg当りのスクアレン並びにエルゴステロール含量・
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それから脂肪酸エステルにする方法もあるが、迅速に分析を行うた

めに、直接メチル基転移を行うこととした40)。すなわち、捻脂質

画分に、 15%三フツ化ホウ素メタノール串液を加え、 80℃で20分間

加熱し直接メチル基転移を行った。処理後、炭酸水素ナトリウム飽

和溶液にて酸を中和したあと、酢酸エチルにて抽出した。抽出後、

酢酸エチルを気化し十分乾回の後、酢酸エチルに溶解し試料とした。

脂肪酸の分析は、水素炎イオン化検出器付きガスクロマトグラフ

(島津K.K., GC-9A型)にて行った。カラムは、 10%　EGSS-X (

ガラスカラム　3.0mm X　3.0m)を使用し、 carrier gas(N2)の

流速は35 ml/min、カラム温度は185℃、試料注入部温度は210-Cに

保った。記録計には、クロマトパック　C-RI B (島津K.K.)を

使用した。各脂肪酸の同定は、各標準物質の保持時間と比較して行

い、一部は質量分析により確認した(図10 )。各脂肪酸含量は、算

出きれた面積より外部標準法を用いて求めた。図11にその代表的

な例として、ステアリン酸メチルの検量曲線を示す。

Y型菌並びにF型菌の脂肪酸の　GLC　のプロフィールを　図12　に

示す。 a　のピークはミリスチン敢( C14IO) 、 b　のピークはパル

ミテン散( ci6:o) 、 Cのピークはパ]LJミトレイン酸(ci6:i) 、

d　のピークはステアリン顧( ci8:o) 、 eのピークはオレイン酸

(C18Il ) 、 fのピークはリノール酸( C18:2)、gのピークは

リノレイン酸( C18I3)であった。 Y、 F型薗において、プロフ

ィールの相違がみられた。 F型薗においてパルミチン酸( C16IO )

のピークが他のピークに比し大きいことがわかった。 Medium A　を

用いて25℃並びに37℃にて培養した菌体(両者ともY型菌)間では、

プロフィールの相違は認められなかった。
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288

m/e

図10　ステアリン酸メチルに相当するピークのガスマススペクけム・

M:分子イオンピーク・

20000

00100

t!むJlく

0.2　　0.4　nmol

Methyl Stearate

図11ステアリン酸メチルの検量曲線・
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各脂肪酸含量を、図13に示す。クロマトグラフのプロフィール

からも明らかなように、 ci4:Oの脂肪酸は比率が少なかったので除

いて算出した。いずれの脂肪酸においてもF型菌の方が、 DNA当り

の含量がはるかに多いということがわかった(図13A )。

しかし、 medium Aを用いて25℃並びに37℃で培養した菌体間では、

パルミテン酸を除いて有意な差はなかった(図13 B )。

次に、脂肪酸の構成比率を図14に示す。同様に、 C14IOの脂肪

酸は比率が少なかったので除いて計算した。その結果、 Y型菌と比

べてF型菌の脂肪酸構成比は、 cie:o並びにC16Ilのような炭素

鎖の短い脂肪酸が、有意に多いことがわかった(図14 A ). Me-

diutn Aを用いて25℃並びに37℃にて培養した菌体(両者ともY型

薗)間では、それぞれの脂肪酸構成比は5%で有意な差は認められ

なかった(図14　B )。

第工Ⅴ章　　　　放射J性酢酉変のこちテロ-

}レ並び己こ∬旨肪酸への取

り　込み

第1節　概要

第Ⅲ章から、脂質構成がY、 F両型菌で異なっていることが、明

らかとなった。これらのことは、両型薗において脂質代謝に相違が

あることを示唆するものと考えられる。そこで、両型菌に[1<C]で

ラベルした放射性酢酸を取り込ませ、ステロール並びに脂肪酸の代

謝能を検討することとした。

第2節　脂質の抽出
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図13　各培養菌体における　DNA〃苫当りの各脂肪酸の含量.

A:Y型(ロ)及びF型(盟)の菌体における　DNA〟g当りの

各脂肪酸の含量,

B :25℃ (匪団)及び37℃ (Eヨ)の培養菌体における　DNA/i名当りの

各脂肪酸の含量.
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C16:0 C16:1　C18=O C18:1　C18:2

図14　各培養菌体における　DNAfLg当りの各脂肪酸の構成比率.

A:Y型([:コ)及びF型(区ヨ)の菌体における　DNA/wg当りの

各脂肪酸の構成比率,

B :25℃ (団)及び37℃ (Eヨ)の培養菌体における　DNA/ig当

りの各脂肪酸の構成比率.
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前章と同様にmedium Aにて前培養した　C.albicansを洗浄後

medium B　に　4.65×104 cells/mlの濃度になるように接種した。

尚、 medium B中には、 [2-14C]acetate　を最終濃度2#Ci/nil　にな

るように加えた。発育曲線からY、 F型菌のそれぞれの　doubling

time　は、 6時間、 2時間と計算きれたので、 Y型菌は、 9、 18、 27

時間、 F型菌は、 3、 6、 9時間それぞれ振塗培養し集菌した。

反応終了後、最終濃度が5%になるようにTCA　を加えて反応を

停止させ、よく洗浄し集菌34)した。その後、前葺と同様にして細

胞壁を捧解し脂質を抽出した。

第3節　脂質分析

第1項　ステロール

抽出した脂質試料の一部は、前章で用いた方法に従ってケン化後、

不ケン化脂質の抽出を行った。

抽出した試料は、水素炎イオン化検出器付ガスクロマトグラフ

(島津K.K., GC-6A型)に直結したラジオデテクターく　柳本K.K.,

R0-1型)にかけ、放射性ステロールの分析を行った。放射性ステ

ロ-ルの分析は、カラムに1.5%　OV-17(ガラスカラム　3.0mm

X 1.0 m )を使用し、カラム塩度は245℃、試料注入部温度は265℃、

carrier gas ( He )の流速は1.5 kg/cm2 ( 80ml/min )に保っ

た。 RD-1型における酸化は高温酸化銅炉上700℃で行い、 scavenge

gas (He)の流速は　80ml/minに、 Qガス(He　+ 1% iso-butane)

の流速は70hl/min　に保ち分析を行った。記録は、 2ペンレコー

ダー(島津k.k., R-112M )にて行った。分析時内部標準物質とし

て、ステロール分析時に、スクアレン、エルゴステロール、ラノス

テロールを用いた。
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図15,16にその結果を示す。 Y(図15)、 F (図16)型菌の

パターンには明瞭な相違は認められなかった。両型菌とも時間の経

過とともに、最終生成物であるエルゴステロールが増加していって

いることが認められた。しかし、 F型菌の9時間培養菌体のラジ

オガスクロマトグラムでは、スクアレンに相当する小さなピークが

認められた。

第2項　脂肪酸

抽出した脂質試料の一部を用いて、前章と同様の方法に従って、

直接メチル基転移を行い、脂肪酸を脂肪酸メチルエステルにし抽出

した。

抽出した試料は、第1項と同様に水素炎イオン化検出器付ガスク

ロマトグラフ(島津K.K., GC-6A型)に直結したラジオデテクタ

ー(柳本K.K., RD-1型)にかけ、放射性脂肪酸の分析を行った。

放射性脂肪酸の分析条件は、カラムに10%　EGSS-X (ガラスカラム

3.0mm X　3.0m )を使用し、カラム塩度は185℃、試料注入部温

度は210℃、 carrier gas ( He )の流速は1.5 kg/cm2 (80 ml/rain)

に保った。また、 RD-1型における酸化は高塩酸化錦炉上700℃で行

い、 scavenge gas( He)の流速は80ml/minに、 Qガス( He +

¥% iso-butane )の流速は　70 ral/minに保ち分析を行った。記録

は、 2ペンレコーダー(島津k.k., R-112M)にて行った。分析時

内部標準物質として、パルミテン酸(ci6:o)、パルミトレイン

顧(cis:i>、ステアリン酸(cia:o)、オレイン酸(C18Il )、

リノール酸( C18I2)を用いた。

図17,18にその結果を示す。両型菌とも時間の経過とともに、

C16から　C18　に代謝きれていっていることが認められた。しかし、
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繭型薗において明らかな相違が認められた。すなわちF型菌におい

て、パルミチン酸の比率が著しく高かった。

第Ⅴ章　　　　結果の要約

1) DNA当りのリン脂質、エルゴステロール及び各脂肪酸含量は、

F型菌の方がY型菌より多く、 F型菌が脂質に富んだ細胞であるこ

とがわかった。

2)エルゴステロール生合成の中間体であるスクアレンは、 Y型菌

と比較してF型菌において著しく多く含まれていた。

3)各脂肪酸の構成比率が、繭型薗において異なり、 Y型菌と比較

してF型菌では、パルミチン酸並びにパルミトレイン酸のような炭

素鎖の短い脂肪酸の構成比が高かった。

4)ステロール代謝を検討したところ、培養初期では、相互に分離

しない中間体が多くみられ、時間の経過とともにエルゴステロール

が増加していくことが認められ、両型菌の間には著しい相違は見ら

れなかった。

5)脂肪酸代謝では、両型菌とも時間の経過とともにパルミテン酸

からオレイン酸への伸長が認められたが、 F型菌ではY型菌に比し、

炭素鎖の短い脂肪酸への取り込みが高かった。

6) F型菌においては、脂質合成が著しく克進し、脂肪酸需要が高

いため、脂肪酸合成系の最初の産物あるいはそれに近い脂肪酸が供

給にまわされ、脂肪酸の十分な伸長が行われないことが示唆きれた。

以上のことから、 C_,albicansの二形性と脂質との間に密接な閑
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連のあることが、強く示唆きれた。

第Ⅵ章　　　　考　　察

本研究の目的は、 C.albicansのY型菌並びにF両型菌を培養し、

得られた両型菌から脂質を抽出し、両型菌の脂質構成の異同並びに

トレーサーとして授与した[14C]酢酸の両型菌における代謝を詳細

に検討することである。

従来、 Y、 F型菌の比較を行った研究は、両型菌をそれぞれ異な

った培地で培養したものが多かった。しかし、培養条件が変化すれ

ば脂質構成が変化することが推察され、脂質構成変化が、形態によ

るものかそれとも姦件によるものか判別でまないと考えられる。そ

こで、第Ⅱ章で述べたようにF型変換誘導因子としては種々の物質

並びに条件が報告されているが、本研究ではF型発育のために、培

養温度、初期接種薗濃度、撮塗速度、ビオチン溝度をF型発育に適

した状態にして行った。そして、可能な限り同じ条件でY型菌を培

養することを試みた。その結果、培養温度を37℃から25℃に下げち

ことによりY型菌が培養できることがわかった。

F型歯並びにY型菌を採取し、その脂質含量を比較すると、 Y型

菌に比較してF型菌の方が、 DNA当りのリン脂質、エルゴステロー

ル及び各脂肪酸含量が多いということがわかった。このことより、

F型菌はY型菌に比較して脂質に富んだ細胞であることがわかると

とYもに、 F型菌においては脂質合成が充進Llていることが推察され

た。更に、エルゴステロール生合成の中間体であるスクアレンがF

型菌において多いこと、また脂肪酸合成の最初の産物であるパルミ
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テン酸が多いことからも、 F型菌において脂質代謝が克進している

ことが考えられた。

酵母における脂肪酸合成は、酢酸から脂肪酸合成複合酵素系によ

ってパルミチン敢並びにステアリン酸まで合成きれ41)、このパル

ミチン散とステアリン酸との比率は、 acety卜CoA/malony卜CoAの

比率に依存していることが明らかにきれた。このことから、ステア

リン酸のある部分は、パルミテン酸から脂肪酸伸長機構によって伸

長きれることが考えられる。従ってステアリン酸、パルミトレイン

酸、オレイン酸、リノール酸及びリノレイン酸は、パルミチン酸の

以further metabolite　であると考えられる。 Y型菌において

ci8:O、 ci8:i及び　C18:3の脂肪酸構成比がF型菌に比較して高い

こと、一方F型菌において　C16IO及び　C16Il　の構成比が高いこと

から、 F型菌に比較してY型菌においては、 "mature　な脂肪酸

が多いと考えられる。これらの結果は、 F型菌における脂肪酸の含

量が、 Y型菌の含量よりはるかに多いことを考えると、 F型菌はY

型菌と比較して、脂質代謝が先進していると考えられる。このこと

は、 [2-14C]acetateを　medium中に加えた実験からも明らかであ

る。

しかし、温度により脂質構成がどのように変化するのか調べなけ

れば、上述の脂質構成変化が形態によるものであるとは断言できな

い。そこで、 medium Aにおいて、 25℃並びに37℃にてそれぞれ増

毒した菌体を用いて検討LJた。雨蛙度で培養した菌体は、いずれも

Y型を示した。両者において、脂質構成の比較を行うと、リン脂質

が、 37℃培養菌体においてやや多いという点を除いて、不ケン化脂

質、脂肪酸含量及び脂肪酸構成比のいずれも、両者間に有意な差は
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認められなかった。また、 Okuyama　ら42)は、 Escherichia ⊆9ji　の

ような細菌では、培養温度を変化させると不飽和脂肪酸の比率が低

温増養菌体において増加すると報告している。また、酵母を用いた

研究では、低温度培養菌体では、炭素鎖の煙い脂肪酸が、増加して

いることが示された43)。これらの結果は、本研究において　medium

Bを用い両温度で培養して得られた菌体の脂質構成の差異とは明ら

かに異なっている。従って、上において述べた相選は、培養温度に

よる相違をほとんど含まず形態の相違によるものを反映していると

考えることができる。

脂肪酸の構成比から、飽和脂肪酸に対する不飽和脂肪酸の比率を

計算してみると、 F型菌に比べて、 Y型菌では、不飽和脂肪酸の比

率が高かった。 Chattaway　ら13)は、 Y、 F型菌の細胞壁成分を分

析し、 F型菌はY型菌に比し約3倍量のキチンを含有しているこ

とを認めている。一方、 Duran　ら3日は、部分精製したキチンシン

セタ-ゼを用いた実験から、この酵素の活性は飽和脂肪酸の添加に

よっては変化を受けないが、不飽和脂肪酸の添加により著しい阻害

を受けることを報告している。本実験において見出した、 Y型菌に

おける不飽和脂肪酸の高比率が、遵雛脂肪酸においても反映きれて

いると考えると、 Chattaway　らによって見出されたF型菌ではY型

菌よりキチンが多いという事実は、不飽和脂肪酸によるキチン合成

の阻害によると考えることができるが、上記の仮定が成り立つかど

うか等、尚、今後検計を要する問題が多い。

中性脂質は、 Y、 F型菌において痕跡程度しか恕められなかった。

このことは、 Taylor　らの　Saccharo冊yces cerevisiae　を用いて得

られた知見35)、すなわち、トリアシルダリセロールは、対数増殖
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期後期から増加し始め、静止期に入るに従い著しく増加した現象、

と一致するものと考えられる。この事実は、'トリアシルザリセロー

ルは貯蔵脂肪として使われるため、対数増殖期にあるとき-は少ない

と推察された。従って、本研究で分析した脂肪酸は、ほとんどリン

脂質及びステロールエステルの構成成分と考えられた。

臨床的見地からは第I章で既に述べたように、ポリエン系の抗真

菌剤は、エルゴステロールに作用することが知られている。エルゴ

ステロール含量の異なる変異株を用いて、ナイスタチンの最小発育

阻止濃度( MIC)を調べた　Hami tonの結果44)からは、エルゴス

テロール含量の多い菌体のほうが、 MICが大きいというものであっ

た。 Hamiltonの結果から考えると、 Y、 F両型菌においては、こ

のような抗真菌剤に対する耐性の相違があると考えられた。

以上述べてきたように、 Y、 F型薗において脂質構成並びに脂質

代謝の相違が明らかになり、新しい所見が得られた。しかし、まだ

解決していない問題も多く、二形性の複雑な機構等興味あるところ

である。
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盲式薬

実験に用いた試薬は次に記載した会社や研究室より購入または供

与された。

・エルゴステロ-ル( Sigma Chemical Co. )

・ラノステロール、スクアレン(東京化成k.k.)

・ザイモステロール(京都大学理学部、香月教授)

・ミリステン酸メチル、パルミテン酸メチル、パルミトレイン酸

メチル、ステアリン酸メチル、オレイン酸メチル、リノール酸

メチル( Sigma Chemica一 Co. )

・イ-ストエキス( DIFCO)

・ポリペプトンp(大五栄養化学k.k.)

[2-i<C]acetate ( 58mCi!mmol )　( Radiochemical center、

England )

Zymolyase-60000 (生化学工業k.k.)

ガスクロマトグラフに用いた担体は、全て100/120 meshに調整

して使用した。

その他の試薬は片山化学工業k.k.、半井化学薬品k.k.より構人した。
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