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Candida albicans に対するナイスタチンの作用機序に関す

る形態学的研究

学位論文題目

論文内容の要旨

〔目的〉

ナイスタチンは， Hazen and Brown (1951) によって発見された polyene 系の抗カピ抗生物質の一つ

であり，その真菌に対する抗菌作用はかなり広い範囲にわたっている。

1956 年および 1957 年に， Lampen らによって， endogenous metabolic activity の阻害および種々な基

質の利用阻害が報告されたのその後，加熱死闘においても，ナイスタチンの吸収がおこることを Lampen

は認めているのしかしながら現在まで，ナイスタチンの作用機序に関しては全く不明であるっそこでこの

物質の細胞形態におよぽす影響を光学顕微鏡および電子顕微鏡を使用して観察し，ナイスタチンの作用機

序の一端を解明するために以下の実験を行なった。

ヒ方法並びに成績コ

使用菌は阪大微研保在株 Candida albicans FIA 1048 であり，この菌のナイスタチン， トリコマイシン

およびアンホテリシンBに対する感受性は， ド表の如くであるの

薬 剤 | ナイスタデ
発育阻止最少濃度 | 静置培養 8 

(u/ml) 振塗培養 1 6 

Candida albicans をサブローブドウ糖液体培地 35口C 18 時間培養したものを遠心沈澱集菌して洗燥し，

350C 3 時間振鍾してナイスタチンを作用させたっ乙の場合薬剤最終濃度は 75.4 u/ml，最柊菌濃度ほ 9.6

X 103 /ml であった。この試料について， Bartholomew によるグラム染色， R. B. Webb による細胞壁染

色， Feulgen反応を行なったっまたカーボンレプリカ法および超薄切片法による電子顕微鏡的観察を行なっ

た。 あらかじめ薬剤処理を受けた細胞より音波処理 (10 KC) によって細胞壁を単離したもの，正常細胞
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より単離した細胞壁にナイスタチンを処理したものについても電子顕微鏡的に観察した。

グラム染色法にあっては 80 0C 30 分間温浴槽で加熱処理した Candiba albicansではグラム染色性に変化

はなかったが， 350C 3 時間ナイスタチン処理した菌体は， 90%以上グラム陰性となったり同様の方法で

トリコマイシンあるいはアンテホリシンBによって 3 時間処理された菌体のグラム染色性には，変化はみ

られなかった口加熱死菌， トリコマイシンおよびアンホテリシンBによって処理された菌体はし 1ずれもそ

の細胞壁は濃染し明確に認められたが，ナイスタチン処理菌体の細胞壁と細胞質は一様に濃染され，区別

することができなかったの

Feulgen 反応を行なった場合，対照にあっては酵母様菌体の一端に一つの核部分が認められ，メチレン

ブ、ノレーなどによって後染色された標本にあってはかなり明瞭に円形，楕円形に認められる。しかしナイス

タチンで処理を受けた菌体では，核部分は不明瞭に認められるもの，殆んど認め難いもの，また菌体全体

が僅かに赤紫色に染まっているものがあり，かなり核部分の破壊を思わせる所見を認めた。次いでカーボ

ンレプリカ法を用いて菌体の表面を観察したが，無処理の菌体においては菌体表面は比較的規則的な敏が

あり，菌体の厚みがみとめられる。一方ナイスタチン 3 時間処理を受けたものでは表面は滑らかとなれ

細胞の厚味がなくなり届平な観を呈する。また 6 時間処理を受けたものでは，細胞壁の表面が粗になり，

細胞は局平となり，膨化の観を呈する。超薄切片の電子顕微鏡的観察の結果，対照にあっては核部分， ミ

トコンドリア様構造，脂肪頼粒，小胞体，網様構造が認められたが，ナイスタチン処理をうけた菌体では，

細胞質!立粗になり，細胞壁もその対照に比して薄く，電子線透過度に変化をきたし一部に破壊欠損部が認

められるの核質にあってはその電子線透過性が増し核質自身が外部へ出出したように特に粗となり，核膜

は全く消失して高度の破壊像を呈しているものが多いの音波処理によって菌体を破壊した後にトリプシン

処理を行なって得た細胞壁は，一部に破壊を受けた袋状のものであるロ一万ナイスタチン処理を受けたも

のの細胞壁は，このような完全な袋状を呈するものは殆んどない大部分の細胞壁は薬剤の影響を受けて

破壊されていたのまた正常細胞より単離された細胞壁のみにナイスタチンを作用させても同様な破壊像を

認め得たロナイスタチン処理を行った際に 6000rpm 20分間 2 f8f の遠心沈澱後の上清を弘。に濃縮(減圧

蒸溜 10mmHg) したものについてDNA， RNA，蛋白質を定量したところ， DNA において，有意義の差

をみとめ得:7この

〔総括J

ナイスタチンが Candida albicans におよぽす影響として致死的に作用することは既に知られた事実であ

るが，その形態にも大きな変化を与える事実がここにはじめて明らかにされた口これは同じような Polyene

系の抗カピ抗生物質であるトリコマイシンやアンホテリシンBなどでは認められないものであって，ナイ

スタチンに特有のものと思われる。 すなわち，ナイスタチンの Candida albicans に対する特異作用とし

て，細胞堅へのかなりの影響とともに核質の変化を証明できたの

論文の審査結果の要旨

ライスタチンは， polyene 系の抗カピ抗生物質の一つであり，その真菌に対する抗菌作用はかなり広い

範囲にわたっている。 Lampen らによって endogenous metabolic activity の阻宮および種々な基質の利用
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阻害の報告がなされ，その後，加熱死菌においても，ナイスタチンの吸収がおこることを認めている。し

かしながら現在まで，ナイスタチンの作用機序に関しては全く不明である。そこでこの物質の細胞形態に

およぼす影響を形態学的に研究し，ナイスタチンの作用機序の一部なりとも解明しようとして，著者は以

下の実験を行なった。

ナイスタチンに対し発育阻止最少濃度が16u/ml の Candida albicans をサプローブドウ糖液体府地 35 0C

18 時間培養したものを遠心沈澱集菌して洗漉し， 350C 3 時間振醤してナイスタチンを作用させたロこの

場合薬剤最終濃度は 75 .4 u/ml，最終菌濃度は 9.6 X 103 /ml であったっこの誠料についてグラム染色，細

胞壁染色， Feulgen 反応，カーボンレプリカ法および超薄切片法による電子顕微鏡的観察を行なったっま

たあらかじめ薬剤処理を受けた細胞より音波処理 (10 KC) によって細胞壁を単離したもの， 正常細胞よ

り単離した細胞壁にナイスタチンを処理したものについても電子顕微鏡的に観察した口

800C 30 分間温浴槽で加熱処理した C. albicans ではグラム染色性に変化はなしまたトリコマイシン

あるいはアンホテリシンBによって 3 時間処理菌体でもグラム陽性のままであった σ しかしながら 3 時間

ナイスタチン処理した菌体にあっては， 90%以上グラム陰性となった。

加熱死菌， トリコマイシンおよびアンホテリシンBによって 3 時間処理された菌体ほし、ずれもその細胞

壁は濃染し明確に認められたが，ナイスタチン処理菌体の細胞壁と細胞質は一様に濃染され，区別するこ

とができなかった口

Feulgen 反応を行なった場合，対照にあってはかなり明瞭に円形・楕円形に核部分が認められる。しか

しナイスタチン処理を受けた菌体では，核部分は不明瞭となり，全く認められない京Hlfl包もあり，かなり核

部分の破壊を思わせる所見を認めた。

カーボンレプリカ法では，無処置の菌体においては菌体表面には倣があり凶体の厚みがみとめられる。

一万ナイスタチン 3 時間処理をうけたものの表面ほ滑らかとなり，細胞の厚みがなくなり届平な観を呈す

るの超薄切片の電顕像においては，対照にあっては核部分，脂肪頼粒， ミトコンドリア様構造，小胞体な

どが認められたが，ナイスタチン処理をうけた菌体では，細胞質は粗になり，細胞壁もその対照に比して

うすし一部に破壊欠損部が認められた。核質にあっては，その電子線透過'Vl:を上回し核質自身が外部へ瀞

出したように特に粗となり，核膜は全く消失して高度の破壊像を呈しているものが多し~音波処理によっ

て得られた正常細胞壁は大部分袋状のものであったが，ナイスタチン処理両体より得られた細胞壁は完全

な袋状を呈するものは少く破壊されていたのまた正常細胞壁にナイスタチンを作用させた場合にも破壊像

が認められた。ナイスタチン処理を行った際に遠心枕澱 (6000rpm 20 分間 2 同)後のヒ清を弘o に濃縮

(減圧蒸溜 10 mmHg) したものについて， DNA, RNA，蛋白を定量したところ， DNA において有意義

の差を認めた口以上のことより，ナイスタチンが C. albicans におよぽす影響として致死的に作用するこ

とは既に知られた事実であるが，その形態・内構造にも大きな変化を与えることが，ここにはじめて明ら

かにされたのこれは同じような polyene 系の抗カピ抗生物質であるトリコマイシンやアンホテワシンBな

どには認められないものであって，ナイスタチンに特有のものであることを明らかにしたの

以とのように，著者は，ナイスタチン処理菌体に見られる光学顕微鏡的所見を電子顕微鏡的に解析して，

その実態を明らかにしたが，病原微生物と抗生物質の相互関係についての新事実をとらえた意義は高く評

価してよいものと信ずる。
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