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告 示

学位論文内容の要旨及び

論文審査結果の要旨公表

大阪府立大学告示第10号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年1月30日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項目規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎

            た なか ひて き
称号及び氏名 工学博士 田 中 英 樹

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （京都府 昭和16年8月6日生）

論 文 名

 環境試料に対する蛍光X線分析法の適用に関する研究

1．論文内容の要旨

 環境試料には、河川水、粉じん、河海域堆積物や動・

植物など各種の物質がある。さらに、これらの物質申に

おける被測定：元素には、軽元素から重元素にいたる多数

のものがあり、しかも、これらの含有濃度は広範囲にわ

たっている。このような試料に蛍光X線分析法を適用す

ることは、今までは非常に困難であると考えられてきた。

これは、おもに被測定X線の強度が試料の形状や基質構

成元素の違いによって非常に変動するためである。

 従来から環境試料の分析に使用されてきた吸光光度法

や原子吸光法では試料は溶液でなければならないので、

試料が固体である場合には、試料の溶解処理操作が煩雑

であって、時間が長くかかり、不純物の混入や試料の損

失のおそれがある。これに対して、蛍光X線分析法は、

固体試料を非破壊のままで分析できるので、分析操作が

簡易で、迅速であり、標本がそのまま保存できるという

長所を備えている。それゆえに、環境試料に対しても、

この分析法は充分に優れた方法になりうると思われる。

本研究は、蛍光X線分析法のもつ欠点を克服して、環境

試料の分析にもこれを適用できるように測定法を改良す

ることを目的としたものである。

 第1編では、蛍光X線分析法に関する基礎的な研究を

まとめた。

 第1章においては軽元素測定のための分光結晶の選択

とガス流通型比例計数管の安定装置について検討した。

フッ素やナトリウムなどの軽元素の蛍光X線分析用の分

光結晶として種々の結晶を、積分反射強度、SN比、結

晶からの蛍光X線による妨害などの点で比較した結果、
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フタル酸水素タリウム結晶が最も優れていた。また、ガ

ス密度安定化装置を取り付けることによって、ガス密度

の変化に伴うパルス波高値の変動から生じる蛍光X線測

定強度のふらつきを抑制することができること、また、

芯線浄化装置によって、芯線のよごれによる検出器のエ

ネルギー分解能の低下を避けることで分析精度の低下を

防ぐことができることが分った。

 第2章においては固体試料の粒度の違いによる蛍光X

線強度の変動とその補正法について検討した。河海域堆

積物や粉じんのような試料は様々な粒度のものから成っ

ていて、その申で被測定元素は均一に分散していない。

これは分析値のばらつきの原因になる。この問題につい

て検討し、ミキサー・ミルで150μm以下の粒度に試料

を微粉砕することにより、個々の標本における被測定：蛍

光X線強度の変動は非常に減少し、分析精度を上げるこ

とができた。

 第皿編では、蛍光X線分析法を液体試料へ適用した研

究をまとめた。

 第1章においては工場排水中の微量カドミウムの定：量

法を検討した。水溶液試料の蛍光X線分析では、基質で

ある水自身の分子散乱が強いため、バックグラウンドが

高くなり、SN比が低下して検出感度や分析精度が低く

なる。そこで、水溶液中の金属イオンを強酸型イオン交

換樹脂膜に吸着させて濃縮し、蛍光X線分析する万法を

研究して良好な結果が得られた。この方法によるカドミ

ウムの検出限界は25μg／1であり、25～2，500μg

／1の範囲で分析値の相対標準偏差は6％以内であった。

手分法による吸着操作は簡便であり、試料処理操作から

測定までに要する時間は、10試料当り約120分であっ

た。

 第2章においては高価なイオン交換樹脂膜の代わりに

比較的安価なイオン交換紙を用い、工場排水中の微量の

ヒ素と鉛を同時に定量する方法を検討した。試料中のヒ

素と鉛をピロリジンジチ綱目ルバミン酸錯体とし、これ

をpH 4．5付近でクロロホルムによって抽出し、抽出物

をイオン交換紙に移し、溶媒を揮散させたのち蛍光X線

分析を行っt。As－Kα線とPb－Lα線は非常に近接し

ていて分離することはできない。普通、このような場合

にはAs一≒Kβ線とPb－Lβ線を用いて定量が行われるが、

As－Kβ線がAs－Klα線に比べて強度が弱いことが弱点

である。したがって、この研究では鉛はPb－Lβ線を用

いて定量し、一方、別に実験的に求めたPb－Lα線とPb

－Lβ線との強度比の関係から、試料について測定された

Pb－Lβ線強度に相当するPb－Lα線の強度を算出し．
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これをAs－Kα線とPb－Lα線との重なったX線強度か

ら差し引いてAs－Kα線の強度を求めることによりヒ素

を定量し、検出限界の向上につとめた。

 第3章においては重油中の硫黄の定量に蛍光X線分析

法を適用する万法を検討した。試料をパラフィンで約

20倍に希釈して固形化することにより、重油をそのま

ま試料とする場合に起こる試料容器の汚れや、試料室を

真空にしたときに生ずる気泡の問題を解決するとともに、

基質がほぼパラフィンで統一されるため、S－Kα線に対

する基質のマトリックス効果が容易に補正でき、安定し

た測定値が得られるようになった。本法は、操作が簡便

であり、分析所要時間は1検体当り約20分であった。

 第皿編では、蛍光X線分析法を固体試料へ適用した研

究をまとめた。

 第1章においては河海域堆積物中の金属の定量法を検

討した。試料を乾燥後、微粉砕し、加圧成型したものに

ついて測定を行い、被測定元素の蛍光X線とそれに近い

波長の散乱線との強度比を取ることによってマトリック

ス効果を補正した。この補正法は、濃度500μg／g以下

の銅、亜鉛、鉛、クロムおよびヒ素を含む試料に適用す

ることができた。

 被測定金属を約500μg／g以上の濃度で含む試料の場

合は、蛍光X線も、また、それに近い波長の散乱線も自

己吸収を受け、しかも両者に対する吸収係数が異なるた

め、第1章で述べた補正法では大きな誤差を生ずる。し

たがって、これらの吸収係数の違いを補正する必要があ

る。環境試料にはこのように高い濃度の金属を含むもの

があるため、これらの試料にも適用できる補正法を第2

章において研究した。すなわち、散乱線の強度と基質の

質量吸収係数との間には一定の関係があることを実験的

に短い出し．その散乱線の測定から試料の質量吸収係数

を求め、次に、被測定X線強度と質量吸収係数との間の

関係を利用して、試料について測定された被測定X線の

強度を標準モデル基質として選んだ無水硫酸アルミニウ

ム申の強度に換算し、無水硫酸アルミニウムを基質とし

た検量線に基づいて定量を行う万法を提案した。この方

法により500～5，000μg／gの濃度の銅、亜鉛、鉛、ヒ

素、クロムを含む堆積物試料を希釈操作なしに分析する

ことが可能となった。

 第3章においては河海域堆積物中のリンと硫黄の蛍光

X線分析法を研究した。これらの軽元素では、重金属元

素の場合のような内標準法を用いてはマトリックス効果

を充分に補正することができなかった。しかしながら、

二酸化ケイ素とホウ酸を3：2の割合で含む標準基質〔m｝
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と堆積物構成元素を適宜混合して調製した合成基質（n｝と

に、被測定元素および内標準元素としてスカンジウム

（Sc203）をそれぞれ一定量混入してモデル試料群とし、

これから放射される被測定元素の蛍光X線強度（IF）と

スカンジウムの蛍光X線強度（ISc）との関係を求めた

ところ・IF（n）／IF（血）＝K（ISc（n）／ISc（m））＋αなる

線型関係を得た（K、α；定数）。この関係を用いて、

試料における被測定X線の強度を標準基質における強度

に換算し、標準基質を用いた検量線に基づいて定量を行

うことができた。この万法により、各種河海域堆積物中

の10～1．OOO Ptg／gの濃度のリンと硫黄を定量するこ

とができt。分析に要する時間は両元素共に約20分置

あった。

 第W編では、各種環境試料に対し蛍光X線分析法を適

用した研究をまとめた。

 第1章においては、魚介口中の各種金属を蛍光X線分

析法によって定量し、魚介類の種類と金属の蓄積との関

係を調べたtS試料を赤外線ランプまたは凍結乾燥器で乾

燥し、ミキサー・ミルで微粉砕したのち、加圧成型した

ものについて蛍光X線分析を行った。マトリックス効果

は、第田編第1章で述べた万法で補正した。分析値の変

動率は5％以内であった。魚介難中のカドミウム、亜鉛、

ヒ素、クロムの検出限界は生試料について0．6μg！／gで

あった。キス、プリ、タコ、エビについての分析結果か

ら、金属の蓄積量はこれら海洋生物の食性の違いに関係

していることが推測さ幽た。

 第2章においては、重金属汚染による河川浄化機能の

阻害に関する研究を行った。上流に生野鉱山がある兵庫

県市川を対象として、13地点において河床に堆積して

いる底質中の重金属を蛍光X線分析法によって定量する

とともに、有機物、一般細菌および酢酸分解菌を測定し

た。上流域と下流域の堆積物にはかなり高濃度で重金属

が蓄積していた。それとともに有機物も堆積しており、

その量に対応するだけの数の一般細菌が生息していた。

これは、一般細菌が長年にわたる汚染で重金属に対する

耐性を獲得してきたためと考えられる。しかし、有機物

汚染の浄化に重要な役割を果す酢酸分解菌は、堆積物中

の溶出性金属によってかなり生育阻害を受けていること

がわかった。このことから、堆積物中の溶出性金属を測

定することにより、河川の自浄能力を推定できることが

明らかになった。

 以上の一連の研究結果により、従来では限定された試

料にしか使用できなかった蛍光X線分析法を広範囲の環

境試料に適用できる精度の高い分析法として確立するこ
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とができた。

2．論文審査結果の要旨

 本論文は、従来主に均質な試料の分析に用いられてき

た蛍光X線分析法を不均質な試料の典型と言える環境試

料にも適用できるようにするための研究をまとめたもの

であって、次の成果を得ている。

（1）工場排水中の微量カドミウムを強酸型イオン交換膜

 に吸着させて濃縮し、また工場排水中の微量ヒ素と鉛

 をピロリジンジチオカルバミン酸錯体としてクロロホ

 ルムで抽出した後イオン交換紙上で濃縮し、濃縮物に

 蛍光X線分析法を適用すれば、高感度で定量が行える

 ことを示した。

〔2）重油をパラフィンで約20倍に希釈して固形化した

 ものに蛍光X線分析法を適用すれば、マトリックス効

 果を容易に補正でき、重油申の硫黄を簡便に定量でき

 ることを示しだ。

｛3）河海域堆積物や粉じんのような不均質な試料でも、

 これを150μm以下の粒度に微粉砕すれば、蛍光X線

 法によって精度良く分析できることを明らかにした。

｛4）河海域堆積物に蛍光X線分析法を適用し、被測定元

 素の蛍光X線とそれに近い散乱線との強度比を取るこ

 とによってマトリックス効果を補正し、試料中500

 μg／9までの銅、亜鉛、鉛、クロム、ヒ素を定量する

 ことができた。

（5）無水硫酸アルミニウムを基準基質とし、試料につい

 て測定された被測定：X線の強度を無水硫酸アルミニウ

 ム中の強度に換算してマトリックス効果を補正する万

 法を提案し、この万法によって河海域堆積物中5，000

 μg／魯までの銅、亜鉛、鉛、ヒ素、クロムを定：量する

 ことができた。

（6）河海域堆積物中のリンや硫黄のような軽元素の蛍光

 X線分析では、二酸化ケイ素とホウ酸を3：2の割合

 で含む混合物を標準基質とし、スカンジウムを内標準

 としてマトリヅクス効果を補正する万法を提案した。

｛7｝魚介類中に蓄積された金属元素を蛍光X線分析法で

 定量し、蓄積量と魚介類の食性との関運について考察

 した。

⑧ 鉱山排水によって汚染されている河床堆積物中の重

 金属元素を定量し、堆積物中の溶出性金属元素を測定

 することによって河川の自浄能力を推定できることを

 明らかにした。

 以上の成果は、環境試料中の重要な各種元素を蛍光X

（3）
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線分析法によって簡車、迅速に定量することを可能とし

たものであり、環境化学の発展に寄与するところが大き

く、また申請者が自立して研究活動を行うに必要な能力

と学識を有することを証したものである。

 本委員会は本論文の審査ならびに学力確認試験の結果

から工学博士の学位を授与することを適当と認める。

審査委員

 主査 教授 宗 森

 副査 教授 窪 川

 副査 教授 林

 副査 教授 塘

  信

  裕

忠 夫

賢二郎

大阪府立大学告示第11号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年1月30日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及ひ論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎

            しか た  のぶ お
称号及び氏名 工学博士 鹿 田 順 生

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （大阪府 昭和16年1月21日生）

論 文 名

 電解法による鋼の脱スケールおよび加工に関する研究

1．論文内容の要旨

 電解法によるアノード溶解は低電流密度域での電解研

摩、脱脂、脱スケールのような表面処理加工、および大

電流密度域での難加工材の加工、形状加工のような電解

加工の2つの万面に利用されている。表面処理加工にお

ける脱スケールは熱間圧延および冷間圧延鋼板の量産化

に伴い硫酸、塩酸、硝酸およびふつ酸を用いる万法では

廃液の処理、作業環境など未解決の問題が多くその解決

が工業的にも重要な課題である。また、電解加工におけ

る難加工材などの加工では、電解液として取り扱い易さ、

加工能率および廃液処理などの点から塩化ナトリウム水

（4）

昭和60年4月20日

溶液が使用されているが、その腐食性の改善が重要な課

題となっている。

 本研究は酸を一切使用しない中性電解液申での鋼の脱

スケール条件および脱スケール挙動を解明しその実用化

をはかること、また、塩化ナトリウム水溶液の加工性を

低下させることなくその腐食性を改善するための方法を

検討することなどを目的としており、11章から成って

いる。

 第1章では、電解法による脱スケールおよび加工の現

状について概説し、本研究の目的と概要について述べた。

 第2章では、電解鉄試験片に生成した焼成スケールの

混合酸洗液（塩酸、硫酸、燐酸）および塩化ナトリウム

水溶液中における還元・溶解挙動について検討した。そ

の結果、混合酸寒紅の場合、カソード還元処理はスケー

ル層の除去速度を増大させること、また浸漬電位の経時

変化曲線の測定が脱スケールの判定に有効な方法である

ことを明らかにした。塩化ナトリウム水溶液の場合、ア

ノード電解だけではスケール層を除去することができな

いので、カソード電解後、アノード電解を行う反転脱ス

ケール法を新たに開発し、艮好な脱スケール面が迅速に

得られることを示した。カソード電解するとスケール曾

比のマグネタイトが還元され、その後のアノード電解で

酸化、脱落する。また、スケール層に発生した割れから

素地金属が溶解し、スケール層がはく離することがわか

っアこ。

 第3章では、マグ不タイト試験片を用いて塩化ナトリ

ウム水溶液中における還元・溶解挙動について検討した。

その結果、マグネタイトはカソード還元によってウスタ

          むイト構造をもつ約60Aの極微細結晶に還元され、その

結晶には鉄も含まれている。これをアノード電解すると

ウスタイトはマグネタイトに酸化され、鉄は3価のイオ

ンとして溶出することを明らかにした。

 第4章では、熱間圧延軟鋼板（SPHC材）を用いて、

還元時間の短縮を目的として、塩化ナトリウム水溶液中

における脱スケール挙動について検討した。その結果、

電解液温度が20℃の場合、カソード還元時間60秒で

スケール層の500／eが、電解液温度を80～97℃の高

温にすると、カソード還元時間10秒でスケール層の

65～75％が還元される。カソード還元後アノード電

解すると鉄の溶出により、スケール層の結合が弱められ、

また酸素ガスの発生によってスケール層が素地金属から

はく離することがわかった。

 第5章では、フェライト系ステンレス鋼（SUS 430

鋼）の冷間圧延工程で生成したコランダム型クロム酸化
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物を主成分とするスケールの塩化ナトリウムおよび硝酸

ナトリウム水溶液申での脱スケール条件および挙動につ

いて検討した。その結果、塩化ナトリウム水溶液中では、

塩素イオンによる孔食の発生のため光沢のある脱スケー

ル面は得られないが、硝酸ナトリウム水溶液中では、電

解液温度が高温になるにつれて光沢のある面が得られる。

溶出した6価のクロムのほとんどがカソードで3価に還

元される。また硝酸ナトリウム水溶液に亜硫酸ナトリウ

ムを添加すると、脱スケール時間を大幅に減少させるこ

とができ、しかも光沢のよい脱スケール面が得られるこ

とを明らかにした。また、この溶液では6価のクロムの

溶出は認められなかった。脱スケール挙動の検討では、

塩化ナトリウム水溶液の場合、スケール層はその割れか

らの素地金属の溶解によってはく離し、硝酸ナトリウム

水溶液の場合、コランダム型酸化物（Cr203）の溶解に

よって脱スケールされる。また脱スケール面には（Cr、

Fe）一〇Hおよび（Cr、Fe）一〇結含を有する不働態

皮膜が生成することがわかった。

 第6章では、オーステナイト系ステンレス鋼（SUS

304鋼）の冷間圧延工程で生成したスピネル型鉄酸化

物とコランダム型クロム酸化物からなるスケールの脱ス

ケールの条件および挙動について検討した。まず塩化ナ

トリウム水溶液、続いて硝酸ナトリウム水溶液中でアノ

ード電解を行う二段階脱スケール法を考案し、光沢のよ

い脱スケール面が得られる条件を明らかにした。まず、

塩化ナトリウム水溶液中では表面近傍のクロム欠乏層の

溶解によってスケールの大部分が素地金属からはく離さ

れ、ついで硝酸ナトリウム水溶液中ではコランダム型ク

ロム酸化物の溶解によって残存するスケールが完全に除

去される。また、脱スケール面にはクロムのオキシ水酸

化物からなる良好な不働態皮膜が生成することを明らか

にした。

 第7章では、電解加工における塩化ナトリウム水溶液

の加工性に及ぼす防食剤添加の影響について、直流電流

および単相半波電流を用いて検討した。その結果、水酸

化ナトリウムの添加は加工電流波形、被加工材の材質を

変えても防食効果が期待されるpH値が11以上では塩

化ナトリウム水溶液の加工性を低下させる。直流電流お

よび単相半波電流で炭素鋼（S15C）を加工する場合、

亜硝酸ナトリウムおよび亜硝酸カリウムの添加は加工性

に悪影響を及ぼす。しかし、単相半波電流でオーステナ

イト系ステンレス鋼（SUS 304鋼）を加工する場合、

亜硝酸ナトりウムおよび亜硝酸カリウムを添加すること

によりアノード溶解の均一性と加工間げきの減少などに
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よって、加工性を低下することなく防食効果が得られる

ことなどを明らかにした。

 第8章では、加工電流に万形象電流を用いそのデュー

ティファクターおよび周波数が、亜硝酸カリウムを添加

した塩化ナトリウム水溶液の加工性に及ぼす影響につい

て検討した。その結果、炭素鋼（S15C）を加工する場

合、加工面あらさはいずれのデューティファクターでも

周波数を適当に選べば、直流電流および単相半波電流よ

りも優れている。オーステナイト系ステンレス鋼（SUS

304鋼）の場合、加工面あらさはデューティファクター

および周波数の影響を受けず、艮好である。また、加工

面形状は塩化ナトリウム水溶液の場合よりも向上するこ

となどを明らかにした。

 第9章では、炭素鋼（S15C）およびオーステナイト

系ステンレス鋼（SUS 304鋼）を用いてカソード反応

抑制剤を添加した塩化ナトリウム水溶液、塩素酸ナトリ

ウム水溶液、臭化ナトリウム水溶液および亜硝酸ナトリ

ウム水溶液など各種電解液の加工特性について検討した。

その結果、塩素酸ナトリウム水溶液では、単相半波電流

で加工できないが、方形波電流で形状精度の優れた加工

面が得られる。電解液のpH値は加工面あらさに影響を

及ぼさない。また、その他の電解液の場合、単相半波電

流よりも万形波電流で優れた加工面あらさが得られるこ

とを明らかにした。なお、オーステナイト系ステンレス

鋼（SUS 304鋼）については、臭化ナトリウム水溶液

では良好な加工面あらさが得られなかった。

 第10章では、電解加工による穴加工形状の精度を向上

させるためにオーステナイト系ステンレス鋼（SUS 304

鋼）製電極工具の側面を高温酸化皮膜で絶縁する万法を

開発した。加熱温度および時間を適当に選ぶことにより

ち密で良好な酸化皮膜が生成することを見いだした。こ

の皮膜はコランダム型酸化物（Cr203）を主成分とするた

め電気抵抗が大きく安定である。また、加工実験の結果、

硝酸ナトリウム水溶液中で艮好な絶縁効果が認められた。

 第11章では、本論文、電解法による鋼の脱スケールお

よび加工に関する研究の総括を行った。

2．論文審査結果の要旨

本論文は、鋼の脱スケールに関して環境汚染の原因に

なる酸を一切使用しない中性塩水溶液電解法を開発する

とともにその脱スケール機構を解明し、さらに電解加工

における塩化ナトリウム水溶液の加工性を低下させるこ

となく、その腐食性を改善する方法を検討した結果をま

（5）
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とめたもので．以下の成果を得ている。

〔1｝熱間圧延鋼板のスケールを塩化ナトリウム水溶液中

 で除去する場合、アノード電解だけでは除去できない

 ので、カソード電解後アノード電解を行う反転脱スケ

 ール法を新たに開発し、艮好な面が迅速に得られる万

 法を確立した。

｛2｝その脱スケール機構は、スケールの主成分であるマ

 グネタイトがカソード電解によりウスタイト構造の約

   む 60Aの極微細結晶と鉄結晶の混合物に還元され、こ

 れをアノード電解すると鉄の溶出によりスケール層の

 結合が弱められ、発生する酸素ガスによってスケール

 が素地よりはく離することを明らかにした。

㈹ フェライト系ステンレス冷間圧延鋼板のコランダム

 型クロム酸化物を主成分とするスケールの除去につい

 て、亜硫酸ナトリウムを添加した硝酸ナトリウム水溶

 液中のアノード電解により最も光沢のよい脱スケール

 面が得られることを見いだし、その機構を検討した。

｛4｝オーステナイト系ステンレス冷間圧延鋼板のスピネ

 ル型鉄酸化物とコランダム型クロム酸化物からなるス

 ケールの除去について、塩化ナトリウム水溶液、続い

 て硝酸ナトリウム水溶液中でアノード電解を行う二段

 煕煕スケール法を新たに考案し、その脱スケール機構

 を解明した。脱スケール面にはクロムのオキシ水酸化

 物からなる良質の不働態皮膜が生成しており、その後

 の使用に適していることを示した。

〔5）炭素鋼およひステンレス鋼の電解加工における塩化

 ナトリウム水溶液の加工性に及ぼす各種防食剤の添加、

 および加工電流の波形の影響について検討した結果、

 亜硝酸カリウムを添加し墨形波電流を用いた場合に、

 表面あらさおよび形状精度のすぐれた加工面が得られ

 た。これは主として孔食の抑制と短絡防止効果による

 ことを明らかにした。

㈲ 電解加工の加工精度を向上させるために、ステンレ

 ス鋼製電極工具の側面を高温酸化皮膜で絶縁する方法

 を開発し、その実用効果を確認した。

 以上の成果は電解による鋼の脱スケールおよび加工に

ついて新しい知見と技術を示したもので、表面処理、表

面加工の分野に貢献するところ大であり、また申請者が

自立して研究活動を行うに必要な能刀と学識を有するこ

とを証するものである。

 本委員会は本論文の審査ならひに学力確認試験の結果

から、工学博士の学位を授与することを適当と認める。

（6）
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したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。
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大阪府立大学長 畑 四 郎

           りむ    よん じん
称号及ひ氏名 工学博士 林   龍 進

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （大韓民国 昭和15年2月9日生）

論 文 名

 CHANGE IN STRUCTURE AND DYEING

 BEHAVIOR OF FIBERS TREATED WITH

 SOLWENTS

 溶媒処理繊維の構造変化と染色性

1．論文内容の要旨

 繊維の染色加工工程は、一般に水媒体から行われてい

る。しかしながら、省エネルギー、省資源、染色廃水処

理などの点より、有機溶媒系の染色加工工程がみなおさ

れてきている。染色を考える場合、繊維一染料一媒体間

の相互作用が重要な因子になるが、とくに排水媒体の場

合、その媒体が繊維構造におよほす影響が非常に大きく

関与し、これが水系からの場合と大きく異なる点である。

 本論文は、非水媒体が羊毛、ナイロン、ポリエステル

などの繊維の表面および内部構造におよほす影響につい

て、またそれらの構造変化と染色性との関係について検

討するとともに、合わせて非結晶性モデル高分子化合物

と染料との相互作用について調べた結果をまとめたもの

である。

 本論文は8節から成りたっている。

 第1節では、溶媒処理によって、羊毛繊維iの表面層を
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構成するスケール層をとりのぞいた脱スケール羊毛繊維

（descaled wool）を作り、染色過程における表面バi，

ヤーの影響を、染色平衡論および染色速度論的取扱いに

よって検討した。すなわち、通常の羊毛繊維と脱スケー

ル羊毛繊維申へのミーiJング型酸性染料（C．1．Acid

Blue 113）の平衡染着量および拡散速度を測定した。

その結果、脱スケール羊毛繊維のミーリング型酸性染料

に対する染色挙動は、通常の羊毛繊維の均染性酸性染料

のそれと酷似することを明らかにした。これは脱スケー

ル化によるバリヤー層の消失と繊維内部に存在する多孔

性のケラチン層の露出に起因するものと結論した。

 第2節では、溶剤添加染色の立場から、羊毛繊維の染

色性におよぼす有機溶媒添加効果について調べ、羊毛と

溶媒との相互作用について検討した。添加溶媒としては、

2一ブタノン、3一ペンタノン、アセトフェノン、シク

ロヘキサノンのようなケトン類を用い、また従来から羊

毛の溶剤添加染色に用いられているベンジルアルコール

についても比較検討した。その結果、今までから一番有

効とされているベンジルアルコールよりも、アセトフユ

ノンがさらに有効であることを見出した。このような添

加溶媒は、染浴中の染料分子の解集合をもたらすと同時

に、羊毛繊維の構造にも変化をおよぼし、その結果飽和

染着量および染料の繊維内拡散速度の増大をもたらす。

 第3節においては、羊毛に比べ構造の簡単なナイロン

6および66繊維の種々の濃度のギ酸水溶液による膨潤

溶解過程における分散染料（C．1．Disperse Violet

1）の染色性の変化について検討し、合わせて重量減少

率、収縮率、吸水率、結晶化度、結晶サイズ、X線圓折

などの結果と関連して考察を行った。ギ酸処理による膨

潤再結晶化に伴って非結晶領域の乱れも増大し、染着可

能領域が増大する。ギ酸濃度が高くなり、重量減少率、

収縮率が急激に増大する領域では再結晶化も進み、結晶

の成長、配向の低下が顕著になる。同時に非結晶領域の

乱れも一層大きくなる。このような可塑化された領域は

分散染料に対して染着可能な領域となるが、構造弛緩が

大きすぎるために高分子鎖一染料間の親和力は当然小さ

くなり、強いソーーピングの条件では染着した染料は容易

に繊維から脱落することを明らかにした。

 第4節において、ポリエチレンテレフタラート（PET）

と種々の有機溶媒との相互作用について検討した。すな

わち、PETフィルムを相互作用の強い有機溶媒、トルエ

ン、テトラクロロエチレン、ベンジルアルコール、ジオ

キサン、ジメチルホルムアミドで処理し、繊維内部構造

変化を顕著に反映する収縮率を測定し、各溶媒のもつ溶
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解度パラメータと関係づけた。PETの溶媒処理によっ

て誘起される収縮率は、溶媒のもつ非極性．極性、水素

結合の3成分を考慮に入れた三次元溶解度パラメータ

（δぬδp ，δん）とPETのそれとの差に密接に関係づ

けられること、またPETの6pおよびδhはそれぞれ

5．7および3．6であることなどを明らかにした。さらに

また、有機溶媒処理によって繊維表面に吸着した残留溶

媒は、染色に際して濃厚な染料層を形成し、飽和染着量、

染料拡散速度を増大させることもしった。

 第5節では、PET繊維を強い相互作用をもつ溶媒、

ジメチルホルムアミド、ベンジルアルコー一・ル、ブタノー

ルなどで処理した。これらの有機溶媒前処理繊維を7種

の分散染料（C．1．Disperse Ye ll（）vv 7，0range 1，

Orange 3， Red 17． Violet 1． Blue 3， Blue

7）を用いて水系から染色し、飽和染着量を求めた。そ

の結果、これらの溶媒処理による繊維の構造変化は、染

色deicも大きな変化をもたらすが、その染色挙動は用い

た染料構造によって顕著に異なることを明らかにした。

アントラキノン系分散染料においては、分子量の増大と

ともにS／So比（SoおよびSは未処理および溶媒処理繊

維の飽和染着量）は増大し、溶媒処理によって大きく可

塑化された領域は、有効な染着座席となりうることを示

唆する。しかしながら、棒状のアゾ系分散染料とくに

Yellow 7では、 S／So比は各処理溶媒によってほとん

ど変化せず1に近い。すなわち、非結晶領域の乱れが増

大しても、飽和染着量にはほとんど影響をおよぼさない。

このような挙動は、繊維のモザイクブロックモデルを考

慮して、長い棒状の染料は結晶のエンド領域ではなくサ

イド領域に吸着しやすいためであると推定した。

 第6節では、非結晶性繊維高分子のモデル化合物とし

て粉末ナイロン66をつくり、酸性染料（メチルオレン

ジ同族体）に対する結合親和力を求め、結合定数および

その温度変化から、結合の熱力学関数を算出した結果、

自由エネルギー変化は負、エンタルピー変化は負、エン

トロピー変化は正の大きな値を示した。酸性染料の疎水

基の増大とともに自由エネルギー変化の絶対値は増大し、

エンタルピー変化の絶対値は減少し、エントロピー変化

は増大する。疎水基の大きいブチルオレンジではエンタ

ルピー変化はほぼゼロになり、結合はすべてエントロピ

ー項に起因する。このような結果から、ナイロン66の

末端アミノ基と酸性染料のスルホン酸基との静電結合が

両者の結合に寄与するが、同時に疎水結合の寄与が重要

な役割を演じていることを示唆することをしった。

 第7節においては、非結晶性高分子マトリックスとし
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て橋かけ高分子を合成し、酸性染料との結合挙動につい

て検討した。また結合における鋳型効果（template

effect）についても調べた。すなわち、 N一ビニルピロ

リドンとジビニルベンゼンを橋かけ重合し、種々の橋か

け度をもつ三次元網目構造の不溶性マトリックスを得た。

これらとメチルオレンジ同族体との結合をpH 7、25℃

において測定した。また、染料存在下で橋かけ重合し、

反応後マトリックス中に取り込まれた染料を取除いた試

料（鋳型高分子）も合成した。このようにして得られた

鋳型高分子は、染料が存在しない状態で橋かけ重合した

試料よりも、同じ染料に対して大きい結合性を示した。

すなわち、基質特異性が発現し、鋳型効果が観察される。

これは鋳型高分子中に、鋳型として用いた染料サイズに

適合した空孔が形成され、それが同じ染料との再結合に

有効な結合座席を提供するためである。鋳型として用い

た染料濃度が大きいほど、また橋かけ度が大きいほど鋳

型効果は増大した。得られた結果は、繊維中の染料の染

着状態をしる上に、重要な示唆を与えるものと考えられ

る。

 第8節においては、第7箇で得られたマトリックスと

メチルオレンジ同族体との結合を5℃から35℃の温度

範囲で測定し、結合に伴う熱刀学関数を算出した。その

結果、マトリックス中の橋かけ度が増大するにつれて、

自由工不ルギー変化の絶対値は増大し、正のエントロピ

ー変化も大きくなる。逆にエンタルピー変化（負の値）

の絶対値は減少する。これらの結果より、高い橋かけ度

による三次元網目構造によってピロリドンおよびベンゼ

ン環の近接が生じ、疎水場が形成されるために、結合染

料との疎水結合の寄与が増大するものと考えられる。

2 論文審査結果の要旨

 本論：文は溶媒処理繊維の構造変化と染色性に関する研

究をまとめたものであって、以下の成果をえている。

〔1）溶媒処理によって、羊毛繊維の表面層を構成するス

 ケール層を除去した脱スケール羊毛繊維へのミーリン

 グ型酸性染料の染色挙動は、通常の羊毛繊維の摺染性

 酸性染料のそれと酷似することを明らかにした。

〔2｝羊毛繊維の染色性におよほす有機溶媒添加効果につ

 いて調べ、従来から羊毛の溶媒添加染色において最も

 有効とされているベンジルアルコールよりも、アセト

 フェノンがさらに有効であることを見出した。

〔3｝ナイロン6およひ66繊維の種々の濃度のギ酸処理

 によって、膨潤再結晶化と同時に非結晶領域の乱れも
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 増大する。このような可塑化された領域は分散染料に

 対して染着可能な領域となるが、強いソービング条件

 では染着した染料は容易に繊維から脱落することを明

 らかにした。

〔4｝ポリエチレンテレフタラート（PET）の有機溶媒

 処理によって誘起される収縮率は、溶媒のもつ非極性、

 極性、水素結合の3成分を考慮した三次元溶解度パラ

 メータとPETのそれとの差に密に関係付けられるこ

 とを明らかにした。

｛5｝ジメチルホルムアミド、ベンジルアルコール、プタ

 ノールなどで前処理したPET繊維を7種の分散染料

 を用いて水系から染色し、求めた結果、これらの溶媒

 処理による繊維の構造変化は、染色性にも大きな変化

 をもたらすが、その染色挙動は用いた染料構造によっ

 て顕著に異なることを見出した。

（6）非結晶性繊維高分子のモデル化合物として粉末ナイ

 ロン66をつくり、酸性染料との結合にともなう熱力

 学関数を算出した結果、両者の結合には静電結合以外

 に疎水結合が重要な役割を演じていることを見出した。

（7｝非結晶性高分子マトリックスとして橋かけ高分子を

 合成し、酸性染料との結合挙動について検討した結果、

 鋳型高分子には基質特異性が発現すること、また結合

 にともなう熱力学関数から、結合には疎水結合が響き

 く寄与していること等を明らかにした。

 以上の結果は、非水媒体系からの染色加工にたいして

基礎的知見を提供するものであり、染色化学および染色

工業の分野に貢献するところ大であり、また堅塁者が自

立して研究活動を行うに必要な能力と学識を脊すること

を証したものである。

 本委員会は、本論文の審査ならびに学力確認試験の結

果から、工学博士の学位を授与することを適当と認める。

審査委員

 主査教授黒木宣彦
 副査 教授 田 中   誠

 副査 教授 北 尾 悌次郎

大阪府立大学告示第13号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年1月30日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表
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大阪府立大学長 畑 四 郎

           つじ かわ よしはる
称号及び氏名 工学博士 辻 川 吉 春

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （福井県 昭和％年4月1日生）

論 文 名

 Thermodynamic Analysis of Hydrogen

 Fueled Gas Turbme Cycles

 液体水素を燃料とするガスタービンサイクルの熱力学

 的性能解析

1、論文内容の要旨

 近い将来枯渇が予想される石油の代替燃料として水素

が有望視されている。航空機、自動車等の輸送機関のエ

ンジンでの使用を考える際、燃焼の主な生成物は水であ

り、クリーンで無公害な燃料として環境に与える影響は

非常に少ない。ガスタービンエンジンの燃料としても水

素が考えられ、その場合には、輸送、貯蔵の面から、液

体水素の形態で利用されると思われるが、水素の液化に

は大量のエネルギが必要となる。しかし、液体水素は

低温であるため、これを利用することにより、仕事を取

り出すことができる。取り出しうる理論的仕事量は低温

エクセルギと呼ばれ、その量は水素ガスの低位発熱量の

約10％である。したがって、液体水素が含有するエク

セルギは、気相の水素に比べ、低温エクセルギの分だけ

多くなる。この結果、液体水素を燃料とする熱機関の効

率を論ずる際には、熱力学の第二法則に基づく効率、す

なわちこの論文において定義しているエクセルギ効率に

よるべきである。しかしながら、これまで液化燃料の低

温エクセルギを回収する試みや、低温エクセルギをも含

めた全エクセルギに基づく効率によるガスタービンの性

能評価法についての研究はほとんど見られない。

 そこで、この論文では、ガスタービンサイクルにおい

て、液体水素の低温エクセルギを利用するために予冷器、

中間冷却器、水素の膨張タービンを組合わせたサイクル

を考案し、設計点性能、部分負荷特性を新しい手法を用

いて解析した。

 本論文は三つの部分から構成されている。まず、第2

章で、燃料のエクセルギ組成を明確にして、エクセルギ
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効率導入の必要性を示した。次に、第3章ではガスター

ビンサイクルにおいて液体水素の低温エクセルギを有効

利用するための基本サイクルを提案してその特性を解析

した。最後に、第4章から第6章までは、第3章のサイ

クルを基にした組合わせサイクルと、それを変形したサ

イクルを考慮し、それぞれのサイクル特性を熱力学的に

解析した。

 各章における要点は次の通りである。

 第1章では、本研究の意義と目的を明らかにし、従来

の研究と本研究の内容について概説している。

 第2章では、まず各種燃料について、燃焼生成物の大

気中への拡散過程で得られる有効仕事と、大気恥から酸

素を抽出する過程で必要な可逆抽出仕事が全エクセルギ

に占める割合を求め、エクセルギ組成を明らかにした。

その結果、ほとんどの燃料においては低位発熱量と、そ

れに基づく燃料のエクセルギとはほぼ等しい。一万、高

位発熱量とそれに基づくエクセルギを比べると、水素の

場合にはその差が顕著で高位発熱量に比して約18％小

さい。また、液体水素、液化メタン等の液体燃料に含ま

れる低温エクセルギに占める割合も明らかにした。その

結果、液体水素の低温エクセルギは、液化メタンの低温

エクセルギの約5倍にもなることが明らかになった。し

たがって、液体水素を熱機関の燃料として使用する場合．

その性能を評価するのに低温エクセルギをも含めた全国

クセルギに基づく効率を使うことの有用性を示した。

 第3章では、液体水素を燃料とし、予冷器と水素の膨

張タービンを装備した基本的な予冷却ガスタービンサイ

クルを提案し、その特性を解析した。

 まず、サイクルの温度比、圧力比、大気温度、圧力損

失率、予冷器の温度効率等の基本パラメータの影響を明

らかにした。液体水素の冷熱を利用した吸気冷却により、

タービン入口温度と圧縮機入口温度との比で表わされる

実質的なサイクル温度比が増加し、最適熱効率が向上す

る。その結果、ガスタービンの短所とされる大気温度上

昇に伴う性能低下が抑制されることが明らかになった。

予冷器内での圧力損失が熱効率や比出力の利得に与える

影響は大きく、それらの利得が消失する圧力損失率を明

確にした。予冷器を通過した高圧の水素ガスによって膨

張タービンを駆動して、低温エクセルギを回収すること

ができ、最大で低温エクセルギの約30％が仕事に変換

できることがわかった。

 次に、大気条件、すなわち大気圧力、温度、湿度がサ

イクルの特性に与える影響を調べた。特に、吸気中の水

分の凝縮による吸気温度降下率の変化、水分の凝縮率が
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熱効率、比出力に与える影響等を調べた。その結果、絶

対湿度の増加と共に熱効率、比出力の両者とも急激に減

少することがわかった。

 第3章の前半では設計点特性の解析を行ったが、後半

においては、このサイクルの部分負荷特性についての解

析を行った。サイクルの温度比を一定とした時、熱効率、

比出力を最適にするサイクルの圧力比は一般に異なる。

したがって、評価関数を使用して、設計点圧力比を求め、

それを用いて他の諸元を決定した。しかしながら、この

サイクルは予冷器と水素タービンを備えているため、部

分負荷特性を求める計算は非常に複雑で、計算時間も長

くなる。そこで、圧縮機の特性を表示するのに、ロータ

ブレードの迎え角を表わすパラメータを導入した。それ

により、計算機入力が大幅に簡便化され、計算時間も短

縮できた。解析の結果、負荷率が40％以上では、単純

サイクルに比べて利得が保持され、燃料流量による負荷

の制御が容易であることがわかった。

 第4章では、第3章で述べた予冷サイクルと、気相の

ヘリウムを作動流体とするクローズド型のガスタービン

との組合わせサイクルを提案した。予冷サイクルでは、

液体水素と吸気が直接に熱交換し、その際、水素と吸気

の熱容量が1：8程度であるため、熱交換温度差による

エクセルギ損失が大きい。しかしながら、このサイクル

では、液体水素と吸気の温度領域の間にヘリウムを中間

媒体として導入したので、熱交換の温度差が減少し、エ

クセルギ損失を減少させることができた。第3章で述べ

た予冷サイクルでは吸気冷却に使用された水素は全て燃

焼器で消費したが、このサイクルでは予冷器を通過する

水素の流量を燃焼器で必要な流量以上にとり、この流量

比が性能に与える影響を調べた。その結果、流量比の増

加とともに熱効率、比出力とも大幅に改善されることが

わかった。また流量比について、サイクルの作動領域を

明らかにした。各構成要素におけるエクセルギ損失を求

めエクセルギの流れ図を表示することにより、それぞれ

の構成要素の有効性も明らかにした。

 第5章では、第3章の予冷サイクルと蒸気タービンサ

イクルとの組合わせサイクルの特性を解析した。組合わ

せ形式として排熱回収と排気再燃の二種類を考慮した。

排熱中に含まれるエクセルギに基づくエクセルギ効率を

使用することにより、最適な排ガス温度を明らかにした。

次に、ピンチポイントによる排ガスと蒸気との流量比に

およぼす影響も確かめた。また、排気再燃による蒸気タ

ービン入口温度上昇の効果を評価し、併せて、ピンチポ

イントによる影響との関連性を示した。排気再燃の組合
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わせ形式の場合、ガスタービンの燃焼器で消費される水

素の流量と、再燃に使用される水素の流量とを加えた量

を吸気冷却に使用することができる。そこで、システム

全体で消費される水素の流量とガスタービンのみで消費

される流量との比が性能に与える影響を調べた。その結

果、この流量比の増加とともにシステム全体の熱効率が

向上することがわかった。

 第6章では中間冷却器、再生器、水素タービンと水素

ピー一・タを装備したサイクルの特性を解析した。第3章で

述べた予冷サイクルにおいては、吸気中の水分が凝縮す

るので、その影響を排除するため、このサイクルでは中

間冷却を行った。中間冷却器を付加することにより圧縮

過程が二段に分けられるが、冷却後の空気温度が大気温

度以下にならないように圧力比配分を決定：した。その結

果．実質的なサイクル温度比を増すことができた。また

中間冷却により水素タービン入口温度が予冷サイクルの

場合と比較して高いため、低温エクセルギの利用効率が

向上することがわかった。

 第7章では、以上の解析によって得られた結果をまと

め、液体水素を燃料とする各種のガスタービンサイクル

の熱刀学的性能解析についての結論を述べている。

2．論文審査結果の要旨

 本論文は液体水素を燃料とするガスタービンサイクル

の性能を熱力学的に解析したもので、次の成果を得てい

る。

Cl）各種の燃料についてエクセルギ組成を明らかにする

 とともに、特に液体水素、液化メタンなどの液化燃料

 に含まれる低温エクセルギの全エクセルギに占める割

 合を明確にすることにより、これらの燃料を用いる熱

 機関サイクルの評価には、熱効率よりもエクセルギ効

 率を用いた万が適切であることを明らかにした。

｛2｝予冷器と水素の膨張タービンを装備した予冷却ガス

 タービンサイクルを提案し、このサイクルの熱効率、

 比出刀が共に優れていることを示すとともに、エクセ

 ルギに基づく評価を示した。またこの方法により液体

 水素の低温エクセルギの約30％を有効な仕事に変換

 できることを明らかにした。

〔3）解析が困難である予冷却ガスタービンサイクルの部

 分負荷特性に対する解析方法を提案し、これを用いて

 このサイクルに対する制御万法を示した。

〔4）液体水素燃料による予冷却ガスタービンサイクルに

 おいては、ヘリウムを作動流体とするクローズド型ガ
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 スタービンとの組合わせサイクルを用いることにより、

 エクセルギ効率の極めて高いガスタービンサイクルが

 可能であることを明らかにした。

（5）予冷却ガスタービンサイクルと蒸気ターどンサイク

 ルとの複合サイクルの性能を解析し、排熱中に含まれ

 るエクセルギに基づくエクセルギ効率を便用すること

 により、最適な排ガス温度が決定できることを示した。

（6）ガスタービンと蒸気タービンの複合サイクルにおけ

 る、排ガスと蒸気との流量比とピンチポイントの関係

 を明らかにし、複合サイクルに於ては、排気を再燃す

 ることによりシステム全体の効率を高くできることを

 明らかにした。

（7）中間冷却器、再生器、水素タービンならびに水素ヒ

 一一タを装備した水素燃料ガスタービンサイクルの作動

 特性を解析し、これらの要素がシステム全体に及ぼす

 影響を求め、これらの要素を適当に組合わせることに

 より、大気状態の変化がサイクルの性能に及ぼす悪影

 響を除去し、高い効率のガスタービンサイクルが可能

 であることを示した。

 以上の成果は熱機関サイクルの熱力学的評価に対し新

しい知見を加えると共に、近い将来に実用化が予想され

る液体水素燃料の利用に対する具体的な指針を示したも

のであり、ガスタービンなどの熱機関の発展に対し寄与

するところ大である。またこのことは申請者が自立して

研究活動を行うに必要な能力と学識を有することを証し

たものである。

 本委員会は本論文の審査ならびに学力確認試験の結果

から工学博士の学位を授与することを適当と認める。

審査委員

 主査教授沢田照夫
 副査教授沼野正薄
 副査 教授 定 津 義 定：

大阪府立大学告示第14号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年1月30日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

号外 第2号 11

大阪府立大学長 畑 四 郎

            ふじ ね しけいのり
称号及び氏名 工学博士 藤 根 成 勲

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （大阪府 昭和14年4月27日生）

論 ヌ：名

 オンライン・リアルタイム中性子ラジオグラフィ装置

 の開発と画像処理およびその応用に関する研究

1．論文内容の要旨

 熱中性子はX線では吸収される鋼鉄や鉛などの金属を

透過し、X線では透過する物質、例えば水素化合物など

で吸収されるため、中性子ラジオグラフィによって、金

属中の水素化合物の挙動などが観測できる。このような

熱中性子の各種物質への透過度の差を利用することによ

り、中性子ラジオグラフィは、X線とは対照的な画像が

得られることが注目され、非破壊検査の一つの方法とし

て実用化されつつある。

 中性子ラジオグラフィの画像撮影法としては、X線と

同様に、従来から直接写真法が出帰として使用され、ダ

イバージェント・コリメータやガドリニウム金属箔と真

空カセット等の採用によって、X線ラジオグラフィと同

程度の解像度が得られるようになった。しかし、過去に

おけるリアルタイム中性子ラジオグラフィ装置（以後、

中性子テレビジョン透過装置という）は、シンチレ一定

の発光を増幅するために高価格のイメージ・インテンシ

ファイアを使用しており、このために照射野が制限され、

画像もあまり高品質のものが得られないという欠点が残

されていた。また、イメージ・インテンシファイアを使

用しない場合には、5×108 n／th ・seC程度の中性子束

が必要とされていた。

 一万、マイクロコンピューータ、ビデオ画像技術などエ

レクトロニクス技術を導入することにより、最近では急

速にX線を利用したディジタル・ラジオグラフィ技術が

発展し、医用画像処理に応用され、臨床検査での画像診

断法として注目を集めている。しかし、中性子ラジオグ

ラフィの分野では、ようやく画像処理を利用しようとい

う段階にきたばかりである。

 本論文は、申性子ラジオグラフィ画像の撮影法のうち

で中性子テレビジョン透過装置を利用する分野に焦点を

絞り、システム構成や得られた画像の画質向上のための

画像処理技術とその応用例についての研究成果をまとめ
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たもので7章からなっている。

 第一章は序論として、従来の中性子ラジオグラフィの

手法や本論文の取り扱う範囲と背景について述べ、本論

文の位置付けを行い、目的などとともに概要について述

べていろ。

 第二章では、本論文の背景となる中性子ラジオグラフ

ィの概要として、歴史、装置、性能の評価方法などを説

明し、さらに、我が国および国際情勢について述べ、現

在の応用例をまとめている。

 第三章では、まず京大原子炉のE－2実験孔に設置さ

れた中性子ラジオグラフィ設備の概要と性能や、従来か

ら実施されてきた直接写真撮影法の画像について説明し

ている。次に、原子炉材料の非破壊検査を高精度で能率

良く行うことを目的として、新しく開発したオンライン・

リアルタイム画像を得るための中性子テレビジョン透過

装置について述べている。この装置によって、昭和55

年に我が国で初めてイメージ・インテンシファイアを使

用しないで、中性子束が1 06 n／di ・secで中性子ラジオ

グラフィ画像を直接、超高感度X線用TVカメラで撮影

することに成功した。さらに、ここでは中性子ラジオグ

ラフィ画像を得るための装置のみならず、ディジタル画

像処理システムについてもハードウェアとソフトウェア

の両面から取り上げている。

 第四章では．中性子テレビジョン透過装置で得られた

画像とディジタル画像処理について述べている。中性子

テレビジョン透過装置で得られる米国標準規格（ASTM）

の標準試料（細節計・像質計）の直接画像では、コント

ラストや解像度の点で少し問題があったが、ディジタル

画像処理を利用して、画像データを積分することにより

画質を向上して原画像より優れた画像を得る万法を提案

している。この画像処理によって、原子炉よりも低い中

性子東レベル（1 05 n／di ’sec程度）での研究分野（加

速器など）でも利用できることを明らかにしている。さ

らに、輪郭画像や疑似カラー表示の採用を提案し、それ

らの有用性を明らかにするとともに、反転処理、輪郭処

理、差分処理、ブイルタ操作による画像処理や濃淡レベ

ルの変換などにより画像を強調することによって、中性

子ラジオグラフィ画像の有効な利用法を論じている。

 第五章では、第四章で述べた画像処理技術を利用した

応用例について述べている。

｛1｝まず、可燃性毒物（ボロン）入りMTR型原子炉燃

 料側板のボロンの位置検定について、直接写真法で得

 た画像と比較しながら中性子テレビジョン透過装置で

 の透視画像でも実用になる結果が得られることを明ら
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 かにしている。この応用は、実際の原子炉材料の製品

 受け入れ時の非破壊検査の実例として、製品が合格の

 規格内にあるかどうかの検定に使用された。

｛2）第2の例としては、従来の写真法では得ることがで

 きなかった実時間画像として、水中でのアルミ製の羽

 根が気泡により回転する様子を撮影した例を示し、フ

 ィルタ操作による輪郭画像によって気泡が羽根を駆動

 する様子や水面の動きが、直接画像に比較してより明

 確に表示され得ることを明らかにした。この基礎実験

 は、沸騰現象、水中のボイド、二相流の研究、ポンプ

 内での水や油などの動態の観測の可能性を示している。

｛31第3の例として、中性子テレビジョン透過装置の申

 性子CTへの応用について取り上げている。中性子テ

 レビジョン透過装置を利用すると、これまで投影デー

 タの収集に長時間を要していたのが、オンラインで短

 時間で測定できる上に、いくつもの断層の投影データ

 も簡単に測定できるようになった。画像構成には、1

 次元コンボリューション法を使用してパーソナル・コ

 ンピュータで情報処理した。得られた再構成画像の解

 像度としては、直径9 cmのアルミ円柱内の直径1．5 rm

 の水が確認でき、アクリル、ステンレス鋼、銅が識別

 できることが確かめられ、実用上充分な結果が得られ

 ることを明らかにしている。

 第六章では、中性子テレビジョン透過装置の現状での

問題点につき、検出器、TVカメラ装置、画像処理装置

などのハードウェアとソフトウェアの両面から、さらに

画質を向上する上での検討を行い、問題の解決への見解

を述べている。さらに、実空間フィルタによる画質改善

について検討して、その他の画像処理などの問題点を指

摘した。将来への展望としては、光ディスク装置の導入

による画像データ・ベースへの発展やシステムの再構成

について論じている。

 第七章は、本研究で明らかとなった諸結果を総括して

いる。

2s論文審査結果の要旨

 本論文は、一般に中性子テレビジョン透過装置とも呼

ばれているオンライン・リアルタイム中性子ラジオグラ

フィ装置の開発と画像処理、及びその応用に関する研究

をまとめたもので、次の成果を得ている。

（1）蛍光コンバータと超高感度X線用TVカメラとを利

 用して、従来のものに比べ、申性阻碍が2桁以上も低

 い106 n／di isecで、中性子ラジオグラフィ画像を撮
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 影することに成功した。この開発によって、従来のフ

 ィルム法では不可能であった動態の観測が可能となつ

 た上、多数の試料でも短時間で撮影検定できるように

 なった。

｛2｝静止画像撮影に対しては、画像積分処理法を導入す

 ることによって、さらに、1桁低い105n／tth ・sec程

 度の中性子束で、良質な画像が得られることを実証し

 た。これにより、低レベルの中性子源でも中性子TV

 透過装置として充分使用できることを明らかにした。

｛3｝中性子照射量を画質の面から検討することによって、

 現段階のコンバータや中性子TV装置を使用する場合

 には、106n禰以上の照射量で良質の画像が得られ、

 1．6×107n／舖の照射量で最良質の画像が得られる

 ことを確かめた。

（4）中性子TV画像をディジタル化し、各種画像処理技

 術を適用することを提案して、分解能やコントラスト

 の悪い原画像に対しても、鮮明な画像が得られること

 を実証した。さらに、画像を疑似カラー表示する万法

 を考案し、この万法が検査試料中に含まれる検出すべ

 き物質の存在を強調するのに極めて有効であることを

 確かめた。

（5）中性子TV透過装置の非破壊検査への応用として、

 原子炉燃料側板の可燃性毒物ボロンの位置検定に実用

 した。また、実時間・動態撮影の例として、水中にあ

 るアルミ製羽根車に気泡を当て、気泡が羽根車を駆動

 する状態やそのときの水面の動きを観測した。さらに、

 中性子TV透過装置による中性子断層撮影を試み、質

 量吸収係数の差が少ないステンレス鋼と銅との間でも

 明確に識別できる画像を得た。

 以上の諸成果は、中性子ラジオグラフィ装置に新たな

知見と技術を加えたもので、画像処理並ひに中性子利用

の分野に貢献するところ大であり、また、申請者が自立

して研究活動を行うに必要な能力と学識を有することを

証したものである。

 本委員会は本論文の審査並ひに学力確認試験の結果か

ら、工学博士の学位を授与することを適当と認める。

審査委員

 主査教授児島義明
 副査教授斎藤昭三
 副査教授永見剛一

 副査教授笠井保

号外 第2号 13

大阪府立大学告示第15号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年1月30日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎

            しま    しめ  じ
称号及び氏名 農学博士 島   昭 二

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （大阪府 昭和20年7月24日生）

論 文 名

 放線菌の生産するε一ポリーL一リジンに関する研究

1．論文内容の要旨

 微生物の生産物を積極的に薬品として利用する試みは、

F1㎝ingのpenicillinの発見に端を発した。さらに

VLhksman eeよるStreptomycinの発見は放線菌群に対す

る注目を集め、放線菌はその生産物の多様性から有用物

質を生産する重要な菌群として認識されるようになり、

抗生物質を中心とする微生物の二次代謝産物に関する研

究は急速に進んだ。その間に次々と発見される各種の抗

生物質、生理活性物質は、化学療法剤として、あるいは

生物の生理機能研究のプローブとしての役割を果してき

た。このような生理活性物質等の探索研究の過程で、常

に重要な役割を演じているものは、スクリーニング法の

工夫であった。

 こmらのスクリーニング法として、生物学的万法（有

害微生物の生育阻止現象、代謝拮抗現象、植物や昆虫の

生活環調節、酵素反応制御など）に対して、化学的方法

（特殊試薬による呈色反応、重要化学反応の過程調節）

もとり入れられるようになった。後者のスクリーニング

手段として、Dragendorff， Ehr l i ch，坂口， Ind（phenol

などの呈色試薬を用いての探索が一般に行われている。

 このような背景の中で著者は、アルカロイドと特徴的

な沈殿反応を起すDragendorff試薬を用いることにより、

薬理活性の強い物質の発見を期待して、放線菌の培養液

を対象としてスクリーニングを開始した。その結果、

Strept・myees agbwJttS｝こ属する1菌株姦346がDrag一
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endorff陽性物質を著量生産していることを卜い出し、

本物質がε一ポリーL一リジン（ε一PL、Scheme 1）で

あることを明らかにした。

 現在までに、アミノ酸ホモポリマーの微生物生産の例

として知られているllaez ldtesの生産するγ一ポリグルタ

ミン酸とともに、ε一PLは高分子電解質であることや、

ペプチド結合がα一ω結合で構成されていることなど興

味深い。また、ε一Pしの生合成機構の研究はたんぱく合

成や、ペプチド抗生物質の生合成機構との関連において

意義深いところである。

 L一リジンのホモポリマーとして、現在合成法による

α一ポリリジン（α一PL、Scheme 1）が市販されてお

り、ペプチドの物理化学的研究や、ポリカチオンとして

の生理活性研究の試料として数多くの研究の対象となっ

ている。ここに新しく発見したε一PLは、各種の研究に

おいてα一Pしの研究結果と比較すれば、基礎および応用

の両面において大きな意義を見い出し得ることが期待さ

れよう。

 本論文はDragendorff陽性物質生産菌のスクリーニン

グおよび生産菌の菌学的性質、目的物質の理化学的性質

と化学構造、ε一Pしの発酵生産諸条件の検討、ε一Pしの

抗菌性、ε一Pしの抗ファージ性、ε一Pしと低分子化合物（

アニオン系有機色素、金属イオン）との結合性に関する

研究をまとめたものである。

第1章スクリーニーグとε一PL生産菌

    の菌学的性質

 新たに土壌中より単離した放線菌の培養液について

Dragendorff試薬によるChemi cal screeningを行った

結果、最も強力な反応を示す菌株として、燃346株を得

た。ytfa 346株の菌学的分類試験の結果、 Strept・myces

aJbugusに属する1菌株と同定した。駈346株のDrag－

endorff陽性物質（PL－346物質）はe一ポリーL 一リ

ジン（ε一PL、第H章に記述）であるが、その後数年に

亘るスクり一ニングの結果、ε一PL生産菌は広く土壌中

に分布し、いずれもS．albttlusll近い菌株であること

が認められた。

第ll S PL－346物質の化学構造

 PL－346物質の培養液からの単離を検討した。 PL

－346物質はイオン交換樹脂Amberlite IRC－50に吸

着されるが、塩酸で溶出され、その濃縮溶液に塩酸酸性
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下で溶媒を注加することにより、白色粉末として得るこ

とができた。

 PL－346物質は加水分解により、 L一リジンのみを

与え、その遊離量はL一リジンのホモポリマー（（L一

リジン・HC l・H20）n、 M－PL）と考えるとよく適合

した。M－PしのpKαは7．5付近のみであった。 DNP

化したM－Pしの加水分解睡中にはα、ε一di－DNP一

リジンと、α一DNP一リジンが検出され、ε一DNP一リ

ジンは認められなかった。また、N末端由来のα、ε一

di 一DNP一リジンとその他の残基に由来するα一DNP

一リジンのモル比は1対25～30であった。CM－Seph－

arose CL－6Bによるクロマトグラフィーで、 M－Pし

の溶出位置の塩濃度は、25～30残基のポリマーが溶出

される位置であった。また、M－Pしのグアニジル化物

の加水分解で得られるホモアルギニンとリジンのモル比

は1対37であった。以上の結果とゲル炉過や透析の結

果と考え合せて、PL－346物質の化学構造は、25～30

残基のL一リジンがaカルボキシルとεアミノ基でペプ

チド結合したε一ポリーL一リジン（ε一PL、 Scheme

1）であると結論した。ε一PLはpKaを中心として、

塩基性側ではβ一シート欄構造をとり、酸性側では、

特別な規則構造を示さないと推定した。

第皿章  ε一Pしの発酵生産

 S．albttlus癒346株によるe－Pしの生産条件の検討

を通常の生育を伴う振回培養〔A｝と生産株の洗浄菌体〔B｝に

よる場合との両法について検討した。

 Aの培養経過は、菌体の生育とともにpHの低下がみ

られ、菌体量が減少し始めるとε一Pしの蓄積が観察され

た。A、 Bいずれの場合もpHの低下がε一Pしの蓄積に

必要な条件であった。ε一Pしの生産に適する初発pH、

培養温度、通気量はいずれも菌体生育にも適する条件で

あった。培地成分として有機窒素源のみでは、献体の良

好な生育にも拘らず、ε一Pしの蓄積は認められなかった。

一万、無機窒素源としては、硝酸銅窒素はε一PL生産に

阻害があり、アンモニア態窒素では硫酸アンモニウムが

極めてすぐれた効果を示した。

 Bの系の発酵生産において、pHを4．0～4．5に保つ

ことにより、生産菌自身のε一PL加水分解作用（中性付

近で強い活性を示す）を抑制して、無機窒素源と炭素源

とから成る培地を用いてε一PLを連続的に生産すること

が可能であることを見い出した。この場合の有効な炭素

および窒素源はAの場合と同様であった。Bではマグネ
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シゥムやリン酸を特に添加しなくても、エネルギー源が

存在すれば、培地中に添加したL一リジンを直接重合し

てε一PLを生産することを放射標識リジンを用いて確認

した。しかしD一リジンは、それ自体重合されることな

く、かえってL一リジンの重合反応を阻害した。Bのし

一リジン重合反応に対するたんぱく合成阻害剤（Chlo－

ramphenic ol， Erythromycm， Tetracycline， Strep－

tomycin， Kanamyc in）の影響を調べたところ、前三者

ではし一リジン重合反応に阻害を示したが、Streptom－

yc in， Kanamyc inでは影響をうけなかった。一万生産

菌のたんぱく合成はこれらの薬剤によって一様に合成阻

害をうけた。このことから、本菌によるε一PL合成は、

通常のたんぱく合成とは異なる機構で進行するのであろ

うと推定した。

第N章  e－Pしの抗菌性

 ε一PLは液体培地希釈法による検定で、 MIC（最

少生育阻止濃度）1～8Pt g／nfでグラム陰性、陽性の大

半の細菌の生育を阻止した。真菌類に対するMICは128

Ptg／nfあるいはそれ以上であった。ε一Pしから得た各

種のL一リジンオリゴマー、あるいはアミノ基の修飾試

薬を反応させた誘導体にっき検討の結果、L一リジン残

基数と、分子内のアミノ基の数に由来する塩基の度合が

ε一 Pしの抗菌活性に関係すると推定された。ε一Pし

の抗菌作用機構を調べた結果、ε一PLは大腸菌の生体

高分子合成および酸素吸収を減退させ、中でもたんぱく

合成に対して強い阻害を示すことが認められた。また、

電子顕微鏡によるε一PL処理（50μg／㎡、2hr）大腸

菌の観察では、外膜の損傷と、細菌細胞質構造体の異常

分布が認められた。

 これらの観察結果から、ε一PLは静電的に細菌細胞

の外膜に結合してその損傷をおこし、細胞内に侵入して

細胞質構造体に作用して特にたんぱく合成機能を阻害す

るものと推定した。

第V章  ε一Pしの抗ファージ性

 ε一PLは種々のファージに対して抗ファージ性（不

活化）を示した。各種のファージ株について検討した結

果、ε一Pしのファージ不活化の度合は、ファージを構

成する核酸の種類には関係なく、ファージの形態に依存

することが認められた。すなわち形態的にlong tail，

non－contractileに属するファージがε一Pしによっ
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て強く不活化をうけた。この傾向はα一PL、L一リジ

ンでも同様であった。ε一Pしの抗ファージ性は反応液

のイオン強度の増加とともに軽減あるいは消失し、ε一

Pしの抗ファージ作用にはファージ表層との静電的相互

作用が寄与していることが示唆された。モデル実験とし

て、ε一Pしと核酸類との相互作用（沈殿反応）を試験

したが、ε一Pしの作用は核酸の種類に依存しなかった。

またα一Pしの場合も同様の結果を得た。一方、鉄イオ

ンの存在はε一Pしの抗ファージ性を著しく助長するこ

とが認められた。鉄イオンの存在はイオン強度によるε

一Pしの不活化の軽減あるいは消失を起し難くした。し

かし鉄イオンの存在は核酸とε一Pしとの沈殿反応には

影響がなかった。

 以上の結果、ε一Pしの抗ファージ性は、ε一Pしが

ファージの表層と形態に依存した様式で静電的に相互作

用し、さらにファージ核酸とは無差別に反応してその不

活化を起すと推定した。また、鉄イオンはファージ表層

とε一Pしとの相互作用の不可逆性を増強させるのであ

ろうと考えられた。

第M章 ε一Pしとアニオン系有機色素および

    金属イオンとの結合

 ε一Pしとアニオン系有機色素であるメチルオレンジ

（MO）、エチルオレンジ（EO）および金属イオン（Cu2＋’、

Zn2七Nl 2＋、（b2F）との結合性につき検討し、さらにε

一PしとCu2＋との錯体（ε一PL～Cu2＋）のDOPA

（3，4一ジヒドロキシフェニルアラニン）に対する酸

化触媒能についてα一Pしのそれと比較して検討した。

 ε一PLはα一PLよりも、 MO、 EOともに大きい

結合性を示した。ε一 Pしの場合、協同的な結合を示し

たが、α一PL（M、 W、400，000）と色素との結合にお

いてみられるような結合した色素同志の相互作用による

短波長域にシフトしたピークは観察されなかった。この

ようなα、ε両PL間の結合性、分光学的挙動の差異は、

両PL間の一次構造の違いに由来すると考えられる。 e

－Pしのconformational adaptabilltyが大きいことが

結合性の大きいことに反映し、直鎖に含まれるメチレン

鎖と、結合した色素とが疎水的な相互作用をし、色素同

志の相互作用がないために短波長シフトした吸収ピーク

が観察されないものと思われろ。

 α、ε両Pしと金属イオンとの結合（pH 4．9、25℃）

を調べた結果、α 一PL（M． W．4， OOO ．13，000、

183，000）はいずれの金属とも結合を示さず、ε一PLは

（15）
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Cu2＋のみとこの条件で結合を示した。ε一PしとCu2＋

の結合性が、反応系のpHのわずかな低下とともに著減

することからα、ε両PしのpKa値の違いが、金属との

結合性に大きな関係をもつと推定された。また．両Pし

の一次構造から考えて、ε一Pしの場合、アミド窒素が

アミノ基のごく近傍にあることから、この窒素原子が

Cu2＋との安定なキレート環形成に寄与するのではない

かと考えた。

 ε一PL～Cu2＋は、α一PL～Cu2＋が強アルカリ性領

域でのみ触媒性を有するのに比べて、より生体に近い

pH領域ででもDOPAを酸化する能力がある利点が認

められた。

 以上述べたように、放線菌の生産するDragendorff反

応陽性物質をスクリーニングし、L一リジンのみから成

る残基数25～30のα一ε結合のホモポリマーを得た。

本物質は生物学的に抗細菌性、抗ファージ性を有し、そ

の実用的価値については目下検討を進めている。また、

ペプチドのもつ基本構造を利用し、その金属結合体の触

媒活性についても若干の知見を得た。さらに本物質の生

合成機構、アミノ酸ホモポリマーとしての利用開発につ

いても興味ある問題として．さらに詳しい研究を続けて

いる。

1…ll：鋤

NH－CH一一CO

 t
（？H2）4

．1凄

e－Poly－L－lysine｛c－PL）

｛isopoly－L－lysxne）

M：crobial polylys：ne（M－PL）

a－Poly－L－lysine（a一一PL）

Synthetic polylysme

Scheme 1．

2．論文審査結果の要旨

 微生物の生産物をスクリーニングするに当たって、目

的とする生物学的活性を指標として行われることが多い

が、ある化学反応を利用してスクリーニングを行えば能

率よく実施することが可能である。その点から本論文著

者はアルカロイド類の呈色反応として知られている

（16）
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Dragendorff反応を指標として、放線菌の生産する新規

薬理活性物質の発見を目的として研究を開始した。その

結果、Strept・myces adbUlusと同定した蕗346株が

Dragendorff陽性物質を著量生産していることを見出し、

本物質がε一ポリーL一リジン（ε一PL）であることを

明らかにした。

 本論文においては、このスクリーニング過程、培養生

産研究、目的物質の化学的構造決定、ε一Pしの抗菌活

性、抗ファージ活性、ならびにそれらの作用機構、ポリ

カチオンとしてのε一Pしとアニオン系色素、金属イオ

ンとの結合に関する研究をまとめたもので、その成果を

要約すると次のとおりです。

〔1）Dragendorff反応陽性で後にε一Pしと決定した物

 質を生産する放線菌の菌学的研究を行い、Strept・m－

 yces albulusと同定した。ε一PLを生産する多く

 の菌株はいずれもこれに極めて近縁の分類学的性質を

 示すものであることを認めた。

② Dragendorff陽性物質を抽出精製してその理化学的

 性質を調べた。このものは加水分解によってL一リジ

 ンのみ得られること、DNPやグアニジル化した誘導

 体の分析結果、ゲル湧過や透析および滴定の結果など

 と併せ考えて、この物質は25～30残基のL一リジ

 ンが、α一着ルボキシルとε一アミノ基でペプチド結

 合したε一ポリーL一リジンであると結論した。立体

 的にpKa（7．5付近）を中心として、塩基性側ではβ

 一シート様構造をとり、酸性側では、特別の規則構造

 を示さないと推定した。このような微生物の生産する

 アミノ酸ホモポリマーは枯草菌の生産するポリーD一

 グルタミン酸に次ぐ発見である。

｛3） S．albulusによるε一Pしの発酵生産条件を検討

 し、剛体が良好な生育を示した後、pHが4．0～4．5

 へ低下するような培養経過が最も望ましいことを明ら

 かにした。特に硫酸アンモニウムの窒素源はすぐれた

 効果があった。また菌体を用いてエネルギー源の存在

 でし一リジンを重合して好収量でε一PLを生産する

 ことを見出した。

i4） ε一Pしの抗菌活性を調べ、寒天中では拡散し難い

 が、液体培地希釈法によると各種の細菌に1～8 ng／nf

 の濃度でその生育を阻止することを認めた。ε一PL

 の抗菌性はL一リジンの重合残基数、分子内のアミノ

 基の数に依存していた。その作用機構について調べた

結果、ε一PLは静電的に細胞外膜に結合してその損

傷をおこし、細胞内に侵入して細胞質構造体に作用し、

特にたんぱく質合成機能を阻害するものと推定した。
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〔5）ε一Pしの抗ファージ性を調べた結果、その活性は

 対象ファージの核酸の種類には関係なく、その形態に

 大きく依存することが認められた。すなわち、特に

 10ng tail， non－contractileに属するファージに強

 く作用した。反応培地のイオン強度の増加は活性を減

 少させたが、鉄イオンの存在は抗ファージ活性を著し

 く増強した。これらの作用機構についても推定を試み

 た。

（6）ε一PLは典型的なポリカチオンポリマーであるの

 で、メチルオレンジなどのアニオン系色素や、各種の

 金属イオンとの結合について検討した。前者の研究ic

 よりε一 Pしの定量に応用することができ、後者のう

 ちCu2＋イオンとの結合物が、α一Pしの場合より優

 れたDopa酸化反応の触媒となり得ることを明らかに

 した。

 以上のように本研究は微生物の生産物として珍しいL

一リジンを通位とするアミノ酸ホモポリマーを発見し、

その化学構造の決定、培養生産法の確立、各種の生物活

性ならびにポリカチオンとしての反応性などの解明につ

いて新しい知見を得たもので、天然物利用化学の面にお

いて著しい貢献をしたものということができる。よって

農学博士の学位を授与することを適当と認める。

審査委員

 主査 教授 酒 井 平 一

 副査教授上田博夫
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号外 第2号 17

論 文 名

 蛋白性酵素阻害剤（S－MP 1、 Haim）の一次構造と

 その作用部位の解析

1．論文内容の要旨

 酵素反応を特異的に阻害する物質、酵素阻害剤は動物、

植物、微生物等自然界に広く見いだされている。このよ

うな酵素阻害剤は、酵素反応機構の解析、酵素の生体内

での役割の解明に有力な道具となるのみならず、あるも

のは病気の治療、診断、あるいは不溶化による酵素の精

製等への応用も考えられる。このような観点から村尾ら

は、微生物より種々の酵素阻害剤を蛍離精製し、その諸

性質や阻害剤の利用に関する研究をおこなってきた。

そのような阻害剤群の中にタンパク惑星タルプロテイナ

ーゼ阻害剤（S－MPI）及び、タンパク性動物α一アミ

ラーゼ阻害剤（Haim）力勃る。

 S－MP Iは放線菌Streptemyces ntyrescens TK

－23により生産される分子量約10，000、pI＝10．3の

塩基性タンパク質で、酵素の活性発現にZnなどの金属

が関与する義塾ルプロテイナーゼに特異的に作用する阻

害剤であり、タンパク性メタルプロテイナーゼ阻害剤と

しては初めて発見されたものである。

 Haimは、 Streptomyees yrtseosporeus YM一 25

の生産する分子量約8，000の糖を含まない単純タンパク

質で動物α一アミラーゼのみを阻害し、微生物、植物の

アミラーゼには全く作用しないというユニークな特徴を

有している。

 これらS－MP I、Haimはそれぞれメタルプロテイ

ナーゼならひに動物α一アミラーゼの反応機構を解明す

る上で、あるいは酵素の諸性質の解明のための有効な道

具となることが期待される。

 そこで本研究は、これら阻害剤の阻害機構、酵素に対

する作用部位などを知る上で、その第1段階としてこれ

らの一次構造を明らかにし、続いてその作用部位の解析

を目的として計画したものであり、S－MPI、Haimの

一次構造の決定、作用部位の解析に加えて、S－MPIの

溶液内構造についての基礎的知見も得た。

第1章S－MPIの一次構造

 S－MPIは102残基のアミノ酸よりなり、1残基の

メチオニン、ヒスチジン、イソロイシンを含み、トリプ

トファンを含まない。さらに分子内に2個のジスルフィ

（17）
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ド（S－S）結合を有する。S－MPIの一次構造の決

定は次の如く行った。

 まず、S－MPIのメチオニル結合を70％ギ酸中臭

化シアン（CNBr）を用いて切断し、得られた断片のS

－S結合をジチオスレイトールを用いて還元し、4一ビ

ニルピリジンでS一ピリジルエチル（PE）化を行った。

このものをSephadex G－50を用いたゲルロ過により分

離し、フラグメントA、Bを得た。フラグメントAは29

残基、フラグメントBは73残基よりなり、とくにAは

ホモセリン〔CNBr分解後のカルボキシル（C）末端のメ

チオニン残基に由来する）が含まれ、このアミノ（N）末

端アミノ酸はS－MPIのN末端アミノ酸（アラニン）

と一致したことから、AがS－MPIのN末端側に配置

されるフラグメントと考えられた。これよりフラグメン

トBはAに連なるフラグメントでS－MPIはフラグメ

ントA、Bより構成されA→Bと配列することが明らか

となった。

 フラグメントA、Bはそれぞれトリプシンで消化し、

Bio－Gel P－4によるゲルロ過とイオン交換クロマトグ

ラフィーによりトリプシンペプチドの単離精製をおこな

った。フラグメントAからはAT－1、AT－2、 AT－3

－1、AT－3－2の4種のトリプシンペプチドを、フラ

グメントBからはBT－1、 BT－2－1、BT－2－2、

BT－3－1． BT－3－3（BT－4）． BT－5－1． BT

－5－2． BT－6（BT－7－2）． BT－7－1． BT－

7－3の10種のトリプシンペプチドを単離した。とく

にフラグメントBはそのトリプシンペプチドの結合順序

を明らかにするため別にキモトリプシン消化を行い、

Blo－Gel P－4によるゲルロ過とC18逆相カラムを用

いた高速液体クロマトグラフa一（HPLC）により8種

のキモトリプシンペプチドを単離した。得られたペプチ

ドのアミノ酸配列を手動エドマン法により決定し、フラ

グメントA、Bのアミノ酸配列を決定した。さらに分子

内の2個のS－S結合はS－MPIのCNBr分解物をそ

のまま単離することで決定できた。すなわちS－MPI

のS－S結合はフラグメントA、B内にそれぞれ1個ず

つあることが明らかとなり、S－MPIの全一次構造を

図一1のように決定：することができた。

 S－MPIは、一次構造の明らかにされている多くの

セリンプロテイナ一撃阻害剤との間にホモロジーは認め

られなかった。

（18）
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               70
Ly8騨V邑1－Thr。〔諒●曽Vel－Arg¶Ph巴一Pro－Cy巳曹Tyr，Gln－T）rr一皿邑一Th＝一Val一

       80                          90

Gly－Ly6－V己1－Aユ。－Pro－Gly一士1昌一Gln－Leu－jtrg，So＝一Leu－Ppo－Se＝一Pm一

               ユ00   ユ02
GIV・・Ala－Thr－Va：一Thr－Vai－Giy－Gln－A8P－Leu－Gly一世P

図一1ム孤no Acid bequ●nc・of 8ヒreptom・yces Metalle－Prototnase

Inhtbttor

第皿章iH－NMRスペクトルによるS－MPI

    の溶液内構造の解析

 S－MPIを重水に溶解するとかなりの高濃度溶液で

も比較的粘度が低いため鋭い1H－NMRスペクトルが観

察された。S 一MPI（2mM D20溶液、 pD 3．2）のIH

－NMRスペクトルより、 S－MPI中1残基ずつ含まれ

るヒスチジン（His）、メチオニン（Met）のシグナルは、

そのケミカルシフトより一義的に帰属できた。そこで、

この溶液を用いてS－MPIの熱安定性を調べた。62

℃まで加温すると、HIs、 Metのシグナルの低磁場側に

37℃では見られなかった新しいシグナル（変性S－

MPI由来）が観察された。この傾向は72℃でさらに顕

著となり、77℃では未変性S－MPIのシグナルは完

全に消失した。これよりS－MPIの熱変性点は約70

℃と考えられた。さらに78℃に加温後、37℃に冷却

して測定すると未変性S－MPIのシグナルのみが観察

され、この変性は可逆であると考えられた。

 芳香環領域の帰属は2次元FT法のうち、 COSYス

ペクトル（correlated spectroscopy）でおこないフェニ

ルアラニン（Phe）、チロシン（Tyr）の帰属をおこなう

ことができた。これらのシグナルを指標としてS－MPI

のpH滴定をおこなったところHisのC2Hは典型的な

Hisの滴定曲線を示しpKα ＝＝ 6． 24と求められた。 His

のC4Hにはそれ以外ICpKa’＝4．1が見られHi Sの近く

のカルボキシル基の影響が考えられた。S－MPI中の

3個のPheの内の1個がHisと同じ滴定曲線を示したこ

とから、Hlsとカルボキシル基の影響をうけるPheの存

在が示された。

第m章 S－MPIとサーモリシンの相互作用

 S－MPIはサーモリシン等のメタルプロテイナーゼ

を特異的に阻害する。S－MPIとサーモリシン複合体
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の骨吸収スペクトルは288㎜、280nmに吸収極大が見

られ、阻害剤（1）／酵素（E｝＝0，8以上では阻害剤の量を増

しても、それ以上の吸収の変化は見られなかった。

TSKgel G2000SWを用いたゲルロ過ではS－MPIと

サー・モリシン複合体のピークは1／E・＝1で飽和に達し、

過剰にS－MPIを加えてもそのピークの増加は見られ

なかった。さらに3一（2－furylacryloyD－glycyl－L

－leucine amldeを基質としてサーモリシンに対するS

－MPIの阻害活性を調べたところ、サーモリシンの活

性は等モルのS－MPIでほとんど抑制された。これら

よりS－MPIはサーモリシンと1：1の複合体をつく

り阻害すると考えられた。

 S－MPIはサーモリシンと100：1（mole／徹ole）で

pH 7．5でインキュベートすると限定分解されることを

見いだした。切断位置は限定分解されたS－MPIを還

元、PE化し2つのフラグメントTh－1、 Th－2を単

離しアミノ酸組成、N末端分析を行うことで決定し、切

断されたペプチド結合が64番目のシステインと65番

目のバリン（Cys（64）土Val（65））の間であることを明ら

かにした。また限定分解されたS－MPI（M－SMPI）

を単離し、nativeなS－MPI（N－SMPI）との阻害活

性を比較すると、M－SMPIはN－SMPIに比べ阻害活

性の低下が見られた。これよりCys（64）一Val（65）の結

合がサーモリシンに対する阻害に重要な部位であること

が示唆された。

画配章 Haim皿の一一次構造

 Halm ilは77残基のアミノ酸からなる糖を含まない単

純ポリペプチドでメチオニン、リジンを含まず、グルタ

ミン酸、ヒスチジン、トリプトファンを1残基ずつ含む。

HaiIn皿の一次構造は以下の様にして決定した。

 Haim皿中の2個日S－S結合を2一メルカプトエタ

ノールで還元し、モノヨード酢酸を用いて、S一カルボ

キシメチル（Gn）化を行いCm－Ha im皿を得た。この

Cm－Haim皿をトリプシン消化し、 BIo－Gel P－6によ

るゲルロ過、DEAE－Sephace1によるイオン交換クロ

マトグラフィーでA－1、A－2、 B、 Cの4種のトリ

プシンペプチドを単離した。それぞれのアミノ酸配列は

手動エドマン法により決定した。とくにペプチドBはN

末端がHaim皿のN末端（イソロイシン）と一致するこ

とからHaim皿のN末端側に位置するペプチドで、ペプ

チドA－1はアルギニンが含まれないことからHaim皿

のC末端側に位置するペプチドと考えられた。さらに液

相シークエンサーを用いた分析結果からペプチドA－2

がBに連なるペプチドであることが明らかとなった。こ

れよりトリプシンペプチドの結合順序をB→A－2→C

→A－1と考え、Cm－Haim皿の一次構造を図一2のよ

うに決定した。

Ha緬！！
Pbe曹467A                                               Asp－Thr一τhr冒暫●1曹Str

                    1        5
                      り                    ね
離、器、El；：需囲題蜀学1茸：1鵠：き1：：1：el：P＝＾9：、y；麟＝x：1：12：as：

        10
             コむ                    るロ
凝雪・器・1；；geiT；：lll：1；1：贈群調ll；醤1蕊瞭謡璽蹴浸潤1｝＝1器樋

        30                   40
        コ           の
「1二丁・1；・ ；；1：賃1；螺ll騨き1魍lll邸ll二1野畑llζ二1？；：等：1鷹：

                         アむ              フフ
離、1；、言建：X：1：矯：1｝」：t：：＝山口：圃1葛冒了h「冒＾5P’Gly曹Se「’＾1邑一し。u’P「。曹V。1’脚

        70            74

  図一2  Comparison of tho Amtne Ac‘d Stgu●㏄050f貼1吊Htltd陶。－467A

 Haim皿の2個のS－S結合は、 nativeなHaim皿

をサーモリシンで消化し、消化物をC18逆相カラムを用

いたHPLCでシスチン含有ペプチドを単離し、そのア

ミノ酸組成とエドマン分解の結果からCys（6）一Cys（22）、

Cys（40）一Cys（67）と決定した。

 Haim Hと植物のタンパク性α一アミラーゼ阻害剤と

の間にはホモロジーは認められなかったが、放線菌

Streptemyces tendaeから得られたα一アミラーゼ阻害

剤Hoe－467Aとの間には、図一2に示した様に22残

基において一致し、約30％のホモロジー一一があった。と

くにシスチンの位置は全く同じであり、高次構造上の類

似が予想された。

 Ha lm皿のトリプトファン（Trp）、チロシン（Tyr）、

アルギニン（Arg）の各一残基が修飾されると、 Haim

∬のα一アミラーゼ阻害活性が消失することが後藤らに

より明らかにされている。Haim皿にはTrpは1残基し

か含まれないのでその位置は明らかである。このTrp

（13）に隣接してArg（14）、 Tyr（15）があること、 Haim

皿のこの部分のアミノ酸配列がHoe－467品詞完全に一

致していることなどから、この部分がα一アミラーゼの

阻害に重要な役割を果たしているのではないかと考えら

れた。

2．論文審査結果の要旨

 生物の代謝はすべて主体触媒である酵素によって進め

られ、それらは酵素阻害剤によって制御されている。こ

のような点から、酵素阻害剤がどのような機構で酵素を

阻害するかなどの研究は極めて重要であり、多くの研究

（19）
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者により活発な研究が進められている。

 さて．本研究は口軽ルプロテイナーゼの蛋白性阻害剤

として初めて発見されたS－MPI、ならびに微生物起

源として初めて発見された動物α一アミラーゼの蛋白性

阻害剤Haimを研究対象としてとりあげ、それら両蛋白

性阻害剤の一次構造を明らかicすると共に、対応酵素と

の作用部位の解析を目的として計画したものであり、次

のような成果を得ている。

〔1｝まずS－MPIの一次構造の決定であるが、分子中

 に唯一存在するMet残基に庄目し、これを切断後S

 －S結合を還元、ピリジルエチル化してA、B2ツの

 断片とし、その断片をそれぞれ基質特異性の異なる2

 種のプロテイナーゼ（トリプシン、キモトリプシン）

 で水解して、多数のペプチドとして分取した。それら

 のペプチドのアミノ酸配列を手動エドマン法、ついで

 自動エドマン法で決定することによりA、B両断片の

 配列を決定した。ついでS－S結合の位置を決定する

 万法で102残基（S－S：4→10、64－69）より

 なるS－MPIの全一次構造を決定している。なお、

 メタルプロテイナーゼの蛋白性阻害剤の一次構造の決

 定は全く初めての成果であり、この構造は、現在まで

 多くの一次構造が明らかにされているセリンプロテイ

 ナーゼ阻害剤のそれとは全く相同性は認められない。

｛2）S－MPIの1H－NMRスペクトルを測定し、 His、

 Me t、Phe、 Tyr残基などの帰属を行った。それらの

 アミノ酸残基の存在状態について知見を得ると共に、

 この蛋白質の熱変性か可逆的である等の点についても

 明らかにした。ついで、メタルプロテイナ一型の1種

 であるサーモリシンを用い、その阻害様式について検

 討を進め、S－MPIは酵素と1：1の安定な複合体

 をつくり阻害することを明らかにすうと共に、その結

 合がサーモリシン（酵素）によるS－MPI蛋白質の

 64番目のCysと65番目のVa l残基の間の限定：分解

 を起すことを発見（S－MPI＊の生成の発見）し、 Cys

 －Valが阻害に重要な働き（作用部位）をすることを

 明らかにした。なお、このような対応酵素による限定

 分解阻害剤（S－MPI＊）の生成、ならびに限定：分解

 点近傍の一次構造の特徴は、セリンプロテイナー堂宇

 害剤の町田発現機構の一般則とよく一致しており、メ

 タルプロテイナーゼ阻害剤で同様の傾向が認められた

 点は極めて興味深く、今後のプロテイナーゼ阻害剤の

 研究に一つの万向を与えるものであろう。

〔3｝Halm皿のS－S結合を還元、カルボキシメチル化

 し、ついで、トリプシン消化し、4種のペプチドを得

（20）
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た。ついでこれらのペプチドを手動エドマン法で決定

し、自動エドマン法の結果を総合し、Haimの一次構

造を決定した。さらに、Haimをサーモリシン消化し、

シスチン含有ペプチドを得、その構造を決定し、S－

S総合の位置を決定した。この一次構造は植物起源の

蛋白性動物アミラーゼ阻害剤のそれとは全く異なり、

微生物起源の阻害剤Hoe－467 Aとは30％の相同性

があることを明らかにし、微生物、植物の阻害剤間の

構造の相異について重要な知見を得た。さらに既に報

告のあるHaimの化学修飾の結果などを総合考察し、

N末端から13番目からのTrp－Arg－Tyrが活性の

発現に重要であるとの興味ある推定を行った。

 以上、本研究は2種の蛋白性阻害剤の全一次構造を巧

妙に決定し、それらの活性発現に関与するアミノ酸残基

についても重要な知見を与えている。この結果は対応酵

素の諸性質の解明に役立つのみならず、蛋白質化学など

の分野の発展に多大の寄与をするものと考えられる。よ

って学力確認の結果と併せて農学博士の学位を授与する

ことを適当と認める。
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Activities of the Ccrnponents of Bacterial

Cell Walls，

細菌細胞壁分解酵素ならびに細胞壁構成成分の生物活

性に関する研究

1．論文内容の要旨

 細菌細胞壁の基礎骨格物質であるペプチドグリカンは、

生化学的にユニークなアミノ酸およびアミノ糖が複雑に

分子内結合した不均一重合体で、物理的強剛性を有して

いる。したがって、この構造体の主な役割は脆弱な細胞

質内構造を外部環境因子から保護することと微生物の形

態の維持であると考えられて来た。しかし、ペプチドゲ

リカンに多彩な免疫活性などの生物学的性状が認められ

るようになり、ペプチドグリカンは細菌の宿主への定着

化とそれに伴う病理変化をもたらす一因をなすものと考

えられるようになった。

 最近、微生物細胞壁が有する免疫賦活作用を利用し、

特異的あるいは非特異的に網内灘機能を充進させ、それ

に伴う免疫応答能の強化により病原微生物や悪性腫瘍細

胞に対する生体の抵抗力を増強しようとする試みがなさ

れている。しかし、細胞壁の生体への直接投与は、心臓、

皮膚、自血球に対する障害や多発性関節炎．発熱あろい

は内毒素に対する感受性の充進など好ましからざる副作

用が認められている。そこで、細胞壁を酵素分解して得

られる水溶性ペプチドグリカンのフラグメントの中から

細胞壁が有する主な作用を保ったまま、これらの副作用

が軽くなったものが見出されることが期待される。

 筆者はStreptomyces ylobtsporus yPfa 1829株の培養

上清液より部分精製した、う蝕原性細菌細胞壁を分解す

るmutanolysinと称する酵素を用い、そのう蝕予防効果

について検討を行ってきた。今回、細胞壁構造の特定：の

部位を開験する種々の酵素をmutanolysinから嵐離し、

これらの酵素を用いて細菌細胞壁から水溶性ペプチドグ

リカンフラグメントの生成を試みた。その結果、muta－

nolysin中には細胞壁の糖残基を特異的に加水分解する

2種類のN 一 acetyl murami dase（M－1およびM－2

Enzyrneと称する）、ペプチド部分を加水分解するD－

Ala－a］｝）一nzeso－2． 6－diammopimel ic acid（A2pm）

endopeptldase（AM3－endopeptidase）および細胞壁非溶

解性のN－acetylmuramyl－L－alanine amidase（Mur

NAc－L－Ala amidase）が存在することを明らかにした。

これら4種の酵素を電気泳動的にほぼ均一になるまで精

製し、それぞれの酵素の作用機序についても検討を行っ
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た。

 一方において細胞壁加水分解活性を有するendopep－

tidaseの産生能のさらに高い微生物を新たに土壌中よ

り分離し、本菌株をCyt・phagαsp． B－30と同定命名す

るとともに、本酵素（SALE）を電気泳動的に均一にま

で精製し、その酵素の性質について検討を行った。これ

らの酵素を単独あるいは組合せて使用しStaphpaoeocous

ePtdermtdts tsよびItzctobaetldus plαntαmmの細胞壁

を可溶化した産物からpolysaccharide一およびdisacch－

ande－peptidesを単離し、 これらの構造を解析すると

ともに、免疫薬理活性について検討を行った。その結果、

これらの単離した物質には強い免疫賦活作用、非特異的

感染防禦および抗腫瘍活性が認められたが、一一万発熱性

などの副作用が弱くなっていることが確かめられた。し

たがって、単離したこれらの物質は当初の目的に適合す

るものであることを明らかにした。

 本論文は、以上のように微生物細胞壁の利用という微

生物の新しい応用面の開拓を試みたものである。

第1章 Strept・my・es yd・btsp・rttSが産生

    する細胞壁分解酵素

Cl｝Mutanolyslnの調製

 デキストリン2．0％、食塩0．1％、りん酸2ナトリウ

ム0．5％、りん酸1カリウム0．1％、硫酸マグネシウム

0．02％、塩化カルシウム0．02％、ポリペプトン0．2％、

大豆粉0．5％（pH 7．5）からなる培地750Lを1000L

容タンクに仕込み、S． globtsp・rus yfa 1829を30℃、

44～88hr、通気撹伴培養し、その濟液について

Amberlite CG－50、 Duolite A－2、硫安分画、酸処理、

限界ろ過等の処理を行い、凍結乾燥標品としてmutano－

1ysln 65gを得た。本膳酵素はM－1、M－2およびM

－3の3分画からなり、う蝕原性の臨床分離細菌株およ

びその標準株に対して強い溶菌ならびに殺菌作用が認め

られた。

｛2｝う蝕原性細菌（Strept・・…us matans）の細胞壁化

 学組成による分類

 各種のS．mutαns株の細胞壁のアミノ酸およびアミノ

糖組成を分析した結果、MhrN施：GlcNH2：Ala：Glu

：Thr：Lysの比が1． 02：1．22：2．70＝（1．00）：

O． 79：1．00のグループと1． 04：1．31：3．60：（1，00）

 0．00：1，03のク城一プがあり、一股的に考えられてい

る細胞壁の構造から類推して、S． mutαasの細胞壁はぺ

（21）
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プチド架橋部にThr一（Ala）およびAla一（Ala）を含む

2群に大別された。S． mutansは血清学的にaへgの7

群に分類されているが、前者にserotype a．d、 f、gが、

後者にserotype b、 c、 eが属することが示唆された。

〔3）MmnolyslnのS． mutans AHT株およびBHT株

 細胞壁に対する分解および分解産物の解析

 5．neutans AHT（serotype a）およびBHT（serotype

b）の細胞壁をmutanolysinで分解させた際、濁度の減少

とともにアミノ基、還元糖の遊離が認められ、さらにこ

れらの分解物のC一およびN一末端アミノ酸および還元

糖を解析した結果、本粗酵素中には細胞壁構築構造の糖

錯部分、ペプチド架橋部および両者の結合部位を加水分

解する複数の酵素が存在することが推定された。このこ

とを明らかにするため両菌株細胞壁のmutanolysin分解

物からdisaccharideおよび数種のペプチドを電気泳動

的に均一にまで単離精製し、その構造を解析した結果、

mutanolysin中に：N－acetylmuramidase、endopeptida－

seおよびMur NA c 一L 一Ala amldaseの存在を認めた。

さらに、ペプチド部分に二塩基アミノ酸としてmeso－A2

pmを含むL．plantαrtun Wa胞壁のmutanolysinによる分

解産物の解析の結果と併せて、D－Ala－meso－A2pm

endopeptldaseの存在も確認された。

第2章 N－Acetylmuramidase（M－1および

    M－2Enzyme）の精製および酵素学

    的性質

 S．mutαns BHTおよびMtcroeoceus luteus（M． ly－

soCletkttcus）細胞壁に対する活性の違う2種類のN－

acetylmnramidaseがmutanolysinのM－2分画中に存在

することを認め、各々をCM－Sephadex．ゲル分画等に

よりpolyacrylamide gel electrophoresis（PAGE）お

よびSDS－PAGEで単一バンドを示すまで精製した。

M－1およびM－2Enzymeの分子量は、各々20，000、

11，000、等電点はpH 8．2、10．0で186およひ99の

アミノ酸からなっていた。両酵素ともN－bromosuccm－

imideで完全に抑制されることから、活性中心にTrp残

基が関与しているものと思われる。しかし両酵素は抗血

清で交差が認められないこと、SDS－PAGEで異なっ

た単一バンドを示すこと、さらに8M尿素でsubfractlon

に解離しないことなどから、M－2 EnzymeはM－1

Enzymeのsubunltではなく、理化学的に全く異なった

酵素であることが確認された。またM－1Enzymeの

（22）
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酵素活性は、基質のMurNAc残基の6位の0－acetyl

基の有無にかかわらずほとんど影響されないことから、

N、0－diacetylmuramidaseと推定された。一万、 M－

2Enzymeはlysozymeと同様に、 Mur NAc ft基の6位

の0－acetyl基を有する基質に対してほとんど活性を

示さなかった。このようにM－1とM－2Enzymeは作

用機序の面からも全く異なっていた。なお、lysozyme

の酵素活性はグリカン部に結合するペプチド残基によっ

て抑制されるのに対し、M－2 Enzymeの活性はペプチ

ド残基により促進された。したがってM－2Enzymeは

lysozymeとは作用機序の異なる新規な酵素と思われる。

第3章D－Ala－meso一（D）一2、6－A2pm

    endopeptidase（AMb－endopeptidase）

    の精製および酵素学的性質

 本酵素活性測定はL．plantarum細胞壁の溶解および

disaccharide peptide dimerから生成するdisaccharide

peptideの定量値を指標とした。 MitanolysinのM－3

分画部からCM－Sephadex、ゲル分画などにより、本酵

素をPAGEで均一iCなるまで精製した。本酵素は分子

量13，500、等電点pH 9．0で酵素作用はCo2十 および

Ca2＋で促進され、 Zn2＋、 Cu2＋およびEDTAで抑制

された。また本酵素はDD－alnide結合を開卜する一

種のDD－carboxyl endopeptldaseと思われるが、β一

lactam系抗生物質で阻害されなかった。

第4章N－Acetylmuramyl 一L－alanine（Mur－

    NAcrAla）amidaseの精製および酵素

    学的性質

 本酵素の活性測定：は、disaccharide peptldeのamide

結合の開口により遊離するN一末端アミノ基の増加を指

標として行った。本酵素はmutanolysinのM－2分画部

からDEAE一およびCM－Sephadexおよびゲル分画

などによりPAGEでほほ均一にまで精製した。本酵素

の分子量および等電点は18．500、pH6．6で、酵素活性

はG12＋で抑制された。この酵素は低分子基質に対して

強い親和性と酵素活性を示すことから、本酵素が作用す

るのはhexosamidaseあるいはendopeptidaseにより細

胞壁骨格が開門された後であるものと思われる。なお本

酵素自体に溶菌作用は認められなかった。
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第5章 Bacteriolytic endopeptidaseの単離

 第1章で記述したようFC mutanolysin中IC L一 lysine

を含むpeptide架橋開版酵素の存在を明らかにしたが、

その酵素活性が弱いのでmutanolysinから本酵素の精製

は困難と思われた。そこで新たに土壌中から本酵素の産

生能の高い菌株の検索を試みた。先ずう蝕原性細菌ser－

otype a、 d、 fおよびg群の細胞壁（ペプチド架橋部

CC lhr 一Alaを含む）を溶解せず、 b、 cおよびe群（架

橋部にAla－Alaを含む）およびStaphyloeoeous awreus

細胞壁（架橋部に（Gly）5を含む）を選択的に溶解する

菌株の分離を行った。得られた菌株は、滑走運動性

（gliding mobility）を特徴とする粘菌で、形態的、生化

学的性質に基づく検索の結果、Cytophagαsp． B－30と

同定命名した。本菌株の培養上清液から、硫安、アセト

ン分画、DEAE一およびCM－Sephadex、 hydroxya－

patiteカラムクロマトグラフィーおよびゲル分画などの

手段によりPAGEおよびSDS－PAGEで単一バンド

を示すまで精製した（この精製酵素標品をSALEと略

称する）。SALEは分子量9，000、等電点pH 9．5で

酵素活性はMn2＋、 Zn2＋、 Hg2＋、2－rrercaptoethanol

および2、3－dimercapto－1－propanol（BAL）により

抑制され、EDTA、しゅう酸カリウムおよびピロりん酸

のようなキレート剤によって著しく促進された。SALE

は細胞壁溶解活性とともにカゼイン分解活性をも有し、

一種のプロテアーゼであると思われる。また本酵素は

endopeptIdase活性以外に弱いながらもMurNAc 一L－

Ala amldase活性をも示した。

第6章 L．Plantαrum細胞壁から免疫賦活作

    用を有するdisaccharide peptideの

    単離およびその構造解析

 M－1EnzymeとAMS－endopeptldaseを併用して得た

L．plantαrum細胞壁可溶化物からクロマトグラフィー

およびSephadex G－25でのゲル分画により4種のdis－

accharide peptides （GMP3－A GMP4－A一 GMP3－BN

およびGMP4－Bと略称する）を得、さらに高速液体ク

ロマトグラフィー（HPLC）、薄層クロマトグラフィー一

（TLC）でほほ単一物質と認められるまで精製した。得

られた4種のdisaccharide peptidesをMur NAc－L－

Ala amldaseで糖およひペプチド部に酵素分解し、そ

れぞれの分解物をTLCで単一スポットを示すまで精製

した。糖部分はexo一β一N－acetyl－glucosamidase、
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過よう素酸分解、アミノ糖分析、IRおよびNMRなど

の手段により、一方ペプチド部分はEdman分解、ガス

クロマトグラフィ’一’、質量分析およびN一、C一末端ア

ミノ酸分析などの結果から、4種のdisaccharlde pep－

tidesの構造をFig．1に示すように決定した。

 L．pgantarttm細胞壁中にmuramyl残基の6位に0－

acetyl基が見出されたのはこれが初めてである。この

0－acetyl基はβ一lactam系抗生物質に対する感受性

に関係があるとされているが、β一lactam耐性株での

0－acetyl基の含有量は原株のそれとは変らなかった。

またM－1Enzymeによる溶解物中にGMP3－AとGMP4

－P3MGが1：2の割合で生成が認められ、またGMP4

－P3MGのポリマーが認められないことなどから、 L．

plantarumのペプチドグリカンの構造が推測された。一

万O－acetyl基は生物活性に影響を及ぼさないことが

認められたので、0－acetyl基をアルカリ加水分解処

理したL．plαntarum細胞壁を用いてGMP－Aの分離

精製を試みた。その結果、細胞壁1kg（乾量）より

GMP3－A、 GMP4－Aをそれぞれ200gおよび100 g

と好収率かつ高純度で得ることができた。このように細

胞壁から“繰返し単位体”を大量に取得した報告は未だ

見られないところである。
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第7章 S．ePtdermtdzs細胞壁からpolysacc－

    haride peptideの単離およびその構造

    の推定

 冷TCAで前処理して特殊外層を除去したS． ePtde－

rmtdtS細胞壁にSALEを作用させて可溶化した産物

からSephadex G－25、G－50の連結カラムを用いて水

溶性高分子分画物質を単離した（収率45％、 これを

SEPSと略称する）。 SEPSはGlcNH2：Mur NH2：

Ala：Glu：Lys ：Gly：Ser ＝ L2： 1．0： 2．4：

（23）
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（1．00）：1．3：1．5：0．3の割合で構成され、C一末

端アミノ酸としてAia（0．2mol）、Gly（0．6mol）が認め

られ、平均分子量3， 200～10，000、平均糖鎖 8～10

（2糖単位として）などの性質が明らかにされたので、

SEPSの構造をFig．2に示すように推定した。

一GlcNAc
          L－Ale

          D－isoGln

瞬鴨呼：二lll＿那。．一，、／3

MurNAc
 l

 l

 l

Fig．2 Possible Structure of SEPS．

第8章Disaccharlde peptidesおよび

    SEPS の免疫薬理作用

8－10

 卵白アルブミンを蛋白抗原とし、water－in－oil乳

剤で皮下注射したモルモット免疫応答試験で、GMP4－

A、GMP4－B（GMPと総称）はmuramyldlpeptide（M

DP）より強い細胞性およひ液性免疫の増強と誘導をおこ

した。しかしGluNAc残基をexo一β一N－acetylgluco－

samldaseで除去することによりGMPの免疫応答強化

作用は減弱した。すなわちその免疫賦活作用は糖残基に

より影響を受けることが示唆された。また、これらの物

質はマウスリンパ球に対し、L． plantαrum細胞壁およ

びMDPと同程度の幼若化作用を誘導した。

 マウスの網内系の貧食能に対するこれらの物質の影響

をカーボンクリアランス法により検討した結果、GMP4

－A 3mg／kgの静注投与によりその強化作用が認め

られ、またリンパ球の殺菌作用の主要因となる砺の生

産を有意に増強することも明らかにした。さらにGMP4

－Aにはマウス骨髄細胞の造血細胞増殖刺激作用も認め

られた。一一方GMP3－Aの発熱性はGMP4－Aの約100

～1000倍も強く、この発熱性はmeso一（D－A2pmの

一COOH基をD一アミノ酸で修飾することによりGMP4

－Aのレベルまでに軽減することができた。すなわち、

GMPの発熱性は末端アミノ酸の立体配位に影響され、

発熱性と免疫賦活作用は分離し得ることが示された。

 一方SEPSの卵白アルブミンに対するモルモット、

ラットおよひマウスの免疫応答能試験で、BCG細胞壁

と同程度かやや弱い細胞性および液性免疫の有意な増強

作用が認められ、SEPSの増強作用はGMPのそれよ

（24）

昭和60年4月20日

りも強かった。すなわち免疫応答能強化作用はペプチド

グリカンの糖残基の糖鎖長に影響を受けることを再確認

した。またマウスおよびモルモットのひ臓細胞に対する

幼若化作用でも、SEPSはMDPよりも強く、マウスで

7倍、モルモットで約10倍の3H一チミジンの取り込

みの増強が認められ、さらにモルモット腹腔由来マクロ

ファージでのグルコサミンの取り込みの増強、すなわち

マクロファージの活性化作用においてもSEPSはMDP

あるいはlipopolysacccharide（LPS）のそれよりも強

い傾向が認められた。

 その他SEPSにはモルモットの回腸片の収縮作用、

多核白血球の表面貧食作用などの増強作用も観察された。

第9章GMP4－AおよびSEPSの感染防禦

    および抗腫瘍活性

 GMP4－AまたはSEPSの生理的食塩水溶液を感染3

日前からマウスに静脈投与し、Pseudomonasαeruytn－

osαvt5 12の接種による感染死に対する抵抗性を指標と

して、これらの感染防禦活性を検討した。その結果、

SEPSとGMP4－Aの有効量（50％以上の生存）はそれ

ぞれ50μg／kgおよひ200μg／kgで、 SEPSはGMP4

－Aより強い感染防禦活性を示した。またこれらの活性

はMDPよりも強く、また用量に依存的であった。

 GMP4－AはMeth A fibrosarcomaの皮下接種時に

100μg／mouseを同時投与することにより、 Meth Aの

増殖を有意に抑制することを認めたが、MDPにはその

作用は認められなかった。一方、SEPSはIeukemia

P388に対し40～320 mg／kgの9日間の連続静脈投与

で有意な延命効果が認められた。

2．論文審査結果の要旨

 最近、微生物細胞壁成分が有する免疫賦活作用を利用

して、特異的あるいは非特異的に月内系機能を冗進させ、

それに伴う免疫応答能の強化により病原微生物や悪性腫

瘍細胞に対する生体の抵抗力を増強しようとする試みが

なされている。しかし細胞壁の生体への直接投与は各種

の副作用をひき起し易く好ましいことてはない。そこで

細胞壁を酵素分解して得られる水溶性ペプチドグリカン

の画分の中から原細胞壁が有する主な生理活性を保った

まま、これらの副作用が軽いものを見出すことが期待さ

れている。

 本論文著者は虫歯予防に用いるためう蝕細菌の細胞壁
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を分解する酵素について研究し、強力な目的酵素生産株

としてStreptomyces ylobtsporas茄1829株を得、そ

の酵素複合体をmutanolysinと称した。これから細胞壁

の特定部位を分解する4種の酵素を分画精製した。同時

にエンドペプチダーゼ活性の高い酵素生産菌Cytophaya

sp。 B－30を新たに分離し、その酵素標品も併せ用いて、

乱叩且且・・eeUSおよびlact・baCtllUSの細胞壁を分解

し、目的とする細胞壁画分を得てその構造を定：め、生理

活性を確認した。以下にその成果について概説する。

Cl｝S． ylobt SPOrusの生産する細胞壁分解酵素を分画

 し、虫歯原因SS Streptoeoeeus mutansの細胞壁（2

 種類あり）分解性を指標としてN－acetylmuramidase、

 endopeptldaseおよびMurNAc－L哨Ala amidaseの

 存在を明らかにした。

〔2）そのN－acetylmuramidaseをポリアクリルアミド

 ゲルで更に分画し、M－1、M－2と称する2種類の

 酵素を得た。これはそれぞれ分子fi 20000、11000、

 等電点pH 8．2、10．0、アミノ酸残基186、99で共

 に活性中心にTrpが関与すると推定した。しかしその

 基質に対する活性のちがいから性格の異なる2種の新

 規酵素と考えられた。

〔3）MutanolysinのM－3画分からD－Ala－mesoA2pm

 endopeptidaseを精製しAM3－endopept idaseと命名

 した。本酵素は分子量13500、等電点pH 9．0で、

 Co2＋、 Ca2＋で作用が促進され、 Zn2＋、 Cu2＋、

 EDTAで抑制された。本酵素はDD一アミド結合を

 開裂する一種のDD 一 carboxyl endopeptidaseと推

 定された。

（4｝さらにmutanolyslnのM－2画分からN－acetylmu－

 raay1－L－alanine amidaseを分離精製した。本酵素

 は分子量五8，500、等電点pH 6．6で、 Cu2＋ で活性

 の抑制が認められた。低分子基質に強い親和性を示す

 特徴がある。

〔5）L－LySineを含むペプチド架橋開裂酵素を強力に生

 産する菌株を探索した結果、（7コ口ophαyaと同定したB

 －30細菌を得た。目的とする酵素を分離精製し、

 SALE と称する酵素四品を得た。分子量9000、等電

 点pH 9．5で、 Mh2＋、 Zn2＋、2rnercaptoethanol

 などで抑制され、EDTAなどキレート剤により著し

 く活性化された。細胞壁溶解活性の強いendepeptidase

 である。

（6｝Lb．plαntαrttm細胞壁にM－1およびAM3酵素を作

 用させ、分画精製して4種のdisacchande peptide

 （GMP3－AおよびB、 GMP4rAおよびB）を得、その
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 化学構造を明らかにした。これらはいずれも新物質で

 あり、これによりth． pulαntarzamの細胞壁構造の推

 定を可能とした。また特にA成分は非常に好収率かつ

 高純度で得られ、細胞壁成分の生理活性研究試料とし

 て有用である。

（7｝StapLyl…ceus ePta・rmtdiS細胞壁にSALEを作

 用させ、SEPSと称する水溶性高分子分画物質を単

 離した。平均分子量3200～10000、平均糖鎖8～10

 （2糖単位）で、その連鎖体系を推定した。

（8）Disaccharide peptldeのうちGMP4はmuramyl－

 dipeptide（MDP）より強い細胞性および液性免疫の

 増強・誘導作用を認め、その他の免疫作用で増強活性

 のあることを観察した。またGMP3とGMP4の発熱性

 の相違から、発熱性と免疫賦活作用とは化学構造修飾

 により分離し得る可能性を示した。SEPSはさらに

 強い免疫応答増強作用があり、糖鎖長がこの作用に関

 聾するものと推定した。

（9｝GMP4－AおよびSEPSの緑膿菌に対するマウス

 の感染防禦試験を行い、それぞれED50200㎏／kg、

 50μg／kg（1v）の値を得た。また抗腫瘍活性試験の結

 果、GMP4－AはMeth A fibrosarcomaに（MDPは

 その活性なし）、SEPSは1eUkemia P 388に有効

 な結果を示した。

 以上のように本研究は、微生物細胞壁四分の生物活性

の研究分野において豊富な研究万法を開拓しその実施例

を展開したものであって、今後発展を予想されるこの分

野の研究に従事するものにとり多くの示唆を与える貴重

な研究ということができる。よって学力確認の結果と共

に本論文著者に農学博士の学位を授与することを適当と

認める。

審査委員

 主査 教授 酒 井 平 一

 副査 教授 三浦 一 夫

 副査教授村尾澤夫

大阪府立大学告示第18号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年遅阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年2月28日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規是により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表
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大阪府立大学長 畑 四 郎

           まつ した よし ゆき
称号及び氏名 農学博士 松 下 由 行

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （大阪府 昭和23年5月5日生）

論 文 名

 ペプスタチンハイドロラ一眠（Pepstatin hydrotase）

 に関する研究

  一新規な酵素の発見とその応用一

1．論文内容の要旨

 酸性プロテアーゼ阻害剤、S－PI、 Pepstatinは村尾

ら、梅沢らにより、1970年、独立して放線菌培養濾液

中より発見されたN一アシルペンタペプチドであり、そ

の構造は図1に示すごとく、N一アシルー Val－Val－

AHMHA－Al a－AHMHAである。両者は、アシル基が

S－PIではAcetyl基、 PepstatlnではIsovaleryl基で

異なるが、共通の新アミノ酸、4－Amino 一3－hydroxy

－6－methyl heptanoic acidを構成アミノ酸として2

モルずつ有する、極めてユニークな構造をもち、ヒト、

ブタ等のペプシンのみでなく、レニン、カテプシンDや、

微生物起源の酸性プロテアーゼ等を広く阻害する阻害剤

である。これらN一アシルペンタペプチドの生理活性に

ついては興味ある現象が報告されている。例えば、村尾

らによる酵母の増産、食用キノコの増産等があり、また、

梅沢らは幽門結紮ラットの潰瘍発生に抑制効果のみられ

たことを報告している。また、実験的マウス臼血病L

12五〇、MM 46などの癌細胞による腹水貯溜に対する抑

制効果が報告され、レニン阻害作用がみられることより

腎性高血圧に対する研究も広く行われている。

 このような利用を考える場合、Pepstatlnの水に対す

る難溶性が、常に障害となり、本阻害剤の巾広い応用を

さまたげていた。

 そこで著者は微生物利用によるPepstatinの修飾、微

生物変換ないし、アシル基の変換により、水に易溶性の

新インヒビターの開発を目的として、1973年、本研究

を開始した。

 その結果、土壌より分離した細菌BaCtdlUS sphaerz－

ozas B－400により、 Pepstatlnが脱アシル、脱バリル

（26）
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反応を受け、iso一バレリアン酸（IVA）、バリンおよ

 び、テトラペプチド（Va 1－AHMHA－Al a－AHMHA）に

 限定：分解されることを見いだした。そして、これらの脱

 アシルと脱バリルの両反応がPepstatin hydrolaseと命

 名した単独の酵素により触媒されることを証明した。

            望3／H3  c〈3／ H3

    cくソ闘・c〈・ノH3 iH  劉

  ＿臨＿1』1：：㎎晶諜＿z，。．

              ［ 一    1
              0H OH
     Val Val AHMHA AIa AHMHA

Fig．1 Chemical Structures of S－PI and Pepstatin A

Ri Acetyl 一一一一一一 S－Pr （Pepstatin Ac＞

   R＝ lsoyaleryl 一一一 Pepstatin A

AHMHA ； 4－Amino－3－hydroxy－6－methylheptanoic acid

即ち、本酵素はN一アシル基脱離反応をも有する今まで

に例のない新しいタイプのアミノペプチダーゼであるこ

とを明らかにした。

 次いで本酵素による限定分解で得られたテトラペプチ

ドを出発原料とし、極めて水溶性の高い、かつ、強力な

ペプシン阻害活性を有する数種の新規なインヒビターの

開発に成功した。このインヒビター一一を利用し、一方では

当時、あまり明らかでなかったペプシンの活性中心につ

いて、阻害剤の面から検討を行い、新たな知見を得ると

共に、他万では、医薬への応用も行い担癌マウスでの脾

臓の腫大化を有意に抑制する知見を得ることができた。

 以上、本研究は新規な酵素、Pepstatln hydrolaseの

発見と、その酵素の利用について論ずるものである。

第1章 Pepstatln hydrolase生産菌の分離同定

    とその生産する限定分解酵素の精製およ

    び性質

 Pepstainの修飾ないし、変換、限定分解酵素を目的

とし、著者の考案したAssay系により微生物を対象に検

索を行った。その結果、土壌より分離された4株の細菌

がPepstatinをIVA、 ValおよびVal－AHMHA－Ala－

AHMHAに限定分解することを発見した。その中で分解

活性の最も強かったB－400株について菌学的性質を調

べ、その分類学的位置を検討した。本菌は桿菌で運動性

があり、内生胞子の形が球形であることおよび、他の菌

学的性質より」Elaetdlus sphaertcusと同定した。

 本菌株による酵素の生産は、Pepstatlnを添加しても

効果はみられず、ペプトン1％、酵母エキス1％、グル
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コー一一ス1％、食塩0．3％、pH 7．2の最適培地を使用し、

28℃．40時間振盈培養することにより、最も高い酵

素生産が得られた。本酵素は培養濾液よりも菌体抽出液

にその活性が高い。この点を考慮して、聖体のフレンチ

プレス破砕抽出液あるいは、トルエン可溶化抽出液を出

発とする本酵素の精製法を確立した。この万法により培

養液506分の菌体（湿重量1．8kg）より、9，000倍に

精製したディスクゲル電気泳動的に単一な酵素標品を収

率19％で約32mg得ることができた。

 このようにして得た精製酵素をPepstatinに作用させ

てその反応生成物を調べた。粗酵素の時と同じく、IVA、

Va lおよびVa 1－AHMHA－Ala－AHMHAが生成した。

このことは本酵素がアシル基遊離とぬ1遊離の異なる両

反応を同時に触媒することを強く示唆する。そこでこの

点について調べた。その結果、①本酵素によるアシル基

遊離活性はアミノペプチダーゼAの阻害剤、アマスタチ

ンによりval遊離活性とともに、ほぼ等量の阻害剤添加

により阻害された。また、②Pepstatmをリガンドとす

るPepstatin－AH Sepharoseカラムに精製酵素は吸着

し、NaClグラディエントにより、アシル基遊離活性、

val遊離活性は分離されず、ともに同一の位置に溶出さ

れる等の知見を得ることができ、同一酵素が異なる両反

応を触媒するものと判定するに至った。以上、本酵素は

アミノペプチダーゼの一種と考えられるが、基質によっ

てはアシル基遊離反応をも触媒する新しいタイプのアミ

ノペプチダーゼであることを明らかにした。そして、本

酵素をその基質にちなみ、Pepstatin hydrolaseと命名

した。

 次いでこのように特徴の高い本酵素の物理化学的、酵

素化学的性質を明らかにした。本酵素の分子量はゲル濾

過法で345， OOO、SDSゲル電気泳動法により45， 50e

が得らmたことより、分子量45，500のサブユニヅト8

個より構成されていると考えられた。沈降定数、等電点

はそれぞれ14．5S、pH 4．2であった。 Pepstatin分解

に対する作用最適pHは、6．5～7．5の範囲にあり、pH

6～9．5の間で、37℃、1時間安定であった。

 本酵素はアミノペプチダーゼAの阻害剤、アマスタチ

ンで強く阻害され、また、アミノペプチダーゼBの阻害

剤、ベスタチンでも阻害されたことより、アミノペプチ

ダーゼの一種と考えられた。また、本酵素は金属キレー

ターであるEDTA、0－Phenanthroline、α、αLDlpy－

ridylによって阻害され、さらにEDTA処理したアポ

酵素がCo2＋、 Ni2＋イオンの添加により、もととほほ

同程度の活性を回復したことより、本酵素は金属酵素で
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あることが明らかとなった。この他、Dithiothreitol、

2－Mercaptoethanol等の還元剤や、 PCMB、酢酸第

2水銀等のSH基攻撃試薬によっても阻害された。

第2章 Pepstatin hydrolaseの基質特異性と

    その作用機序

 Pepstatin hydrolaseは第1章で論述したとおり、

Pepstatir・（Pepstatir・A）に作用させるとアシル基遊離

とぬ1遊離の2つの反応を触媒し、IVA、valおよび

Va l rAHMHA－Al a－AHMHAを生成する。

 そこでまず、このような作用が、Pepstatin A以外の

Pepstatln同族体でも認められるかどうか調べた。その

結果、本酵素は全てのPepstatin同族体に対し作用し、

Pepstatin A同様にValの他に、対応するアシル基及び

テトラペプチドを生成した。しかし、これらの分解活性

はアシル基の炭素鎖の大きさによって異なり、 n一（＞lproic

acid（C6）をアシル基としてもつ、 PepstatiユBが最も

強く、Pepstatin Aの活性を100とすると、723の相対

活性がみられた。次いで、S－PI（Pepstatin Ac、 R＝

AcetyDが強く、250の活性があった。また、興味ある

ことに、AlaがSerで置換された琢droxypepstatin A

では55と低くなり、さらに末端のAHMHAが酸化的に

脱炭酸されたPepstanone Aでは2という非常に低い値

となった。

 次いで本酵素のアミノペプチダーゼとしての基質特異

性を明らかにする目的で、主に、Gly－X、及びVal－X

（X＝各種アミノ酸）の合成ペプチドを対象にその特異

性を調べた．本酵素はV。1給ly℃ly（100）、 V。1⊥Ty，一

Va l（98）． Leu 1“一Gly－Phe（62X Va l－Tyr（76）一 Met－

Val（64）等に作用したが、 Gly－Va1（1）、 Gly－Leu（4）

等には作用が弱く、Val－Pro、 Gly－Pro、 Gly－Pro－

Alaには全く作用を示さなかった。また、本酵素はLeu

一βNA、 va l一βNAにも作用を示し、アミダーゼ活性も

肩することが明らかとなった。

 以上、本酵素はPepstatln A以外のPepstatln同族体

にも広く作用し、その分解速度はアシル基の大きさ及び

構成成分テトラペプチドによって影響されろことが判明

した。また、アミノペプチダーゼとしての基質特異性は

N末端アミノ酸としてLeu、 Va lのような疎水巨大アミ

ノ酸を要求することが明らかとなった。

 次に本酵素がPepstatlnをどのような作用機序で分解

するのかをPepstatin Aを対象に検討した。 IVA－Val

⊥Va l－AHMHA－Al a－AHMHAをまず矢印の所で切断
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し、次いでIVAとValに分解するのか、それとも、 N

末端側から順番にIVA、Va1の順に遊離するのかにつ

いて検討した。尚、本実験達成の為に、 IVA－Va 1、

IVA－Va1－Val、およびVal－Val－AHMHA－Ala－

AHMHA は合成して用いた。その結果、①本酵素は反

応中間体として予想されるVa 1－Val－AHMHA－Ala－

AHMHAに対しては極めてよく作用し（Pepstati1分解

活性の40倍）、ValとVa1－AHMHA－Ala－rAHMHA

を生成すること、②Pepstatin B水解の初期には事実、

Val－Va l－AHMHA－Al a－AHMHAが生成し、これが

さらIC Va 1とVal－AHMHA－Ala－AHMHAに水解され

ること。また逆に本酵素は、③IVA－Val及びIVA－

Val－valには全く作用しないことが確認された。以上

の諸点より本酵素は、図2に示す如く、まずIVAを遊

離し、次いでvalを遊離する作用機序を有することが明

らかとなった。

IVA－Va1卿VaトAH岡HA鼎Ala－AH凹HA

IVA 一
Va1－Va1－AHMHA－Ala・一AHMHA

Val 一
        Val－AHMHA－Ala－AHMHA

Fig． 2 Hydrolysis of Pepstatin A
     by Pepstatin hydrolase

 以上の結果をもとに、本酵素の活性部位icついて考察

した（図3）。

 ① N一アシル化基質に比べ、通常のペプチドを約40

倍の速さで水解すること等より、Pepstatin hydrolase

は本来アミノペプチダーゼの1種であるが、S1サイトの

基質認識はそれほど厳密でなく、N一アシル化基質をも

水解するものと考えられた。

／／／／．／／／／，／／／／ ，X／／／ ，’／／／ （’ ／l Relettye hydro－

Si／／， Si ／／／ S2 ／／／S3／／／54 ／／／ ．Ss／1 iysis rate

！ IVA 一 Val一 Val 一 AHMHA 一 Ale一 AHMHA
’a’

D IVA 一 Val 一 Val 一 AHMHA 一 Ser 一 AHMHA

量IVA－Va1－Va｝一州H自
署M－v。τ一v己1

苔IvA－Va1
； IVA 一 Val 一AHMHA－Ala 一 AHMHA

 Ac 一Vel－AHMHA－Ale 一 AHMHA

 Vel 一Val－AHMHA－Ala 一 AHMHA
 Vnl 一 Val 一 AHmuHA
i Val一 Vel

誉Vn；＿AH阿賦
tu

 Va1一州…一Alo一AH酬A

100

55

55

 0

 0

 0

 0

3BOO

reo

40

 0

 0

Flg． 3． Substrate Specificttaes ef Pepstatin Hydrolase

 ② 本酵素による基質分解にはある程度の長さが必要

で、サブサイトの大きさはアミノ酸残基5～6個（S1、

Sl’～Sポ）相当と推定された。興味あることに、切断点

からかなり離れたアミノ酸残基（P4）でも、その水解速度

に影響を及ぼした。

 ③ N一アシル化基質では、S2’位にAHMHAが配置

すると水解されないのに対し、ペプチド基質ではかなり

の水解が認められた。これはS2’位がロイシン＋2炭素

原子分の鎖長を有するAHMHAをフィットする大きさ

をもつが、基質のN末端がアシル化されていると、結合

が弱く、その為に水解されないものと考えられた。

 ④ S1’位にAHMHAが配位すると全く水解されない

ことより、S1’位の基質認識はAHMHAが通常のアミ

ノ酸と異なることを識別できるほど厳密であると考えら

れた。

 ⑤ さらに、本酵素の両活性を共に強く阻害するアマ

スタチンはその構造より、本酵素の良好な基質アナログ

型阻害剤であり、S1、 Sl’、 S2’への強固な結合が推察

された。

第3章 阻害剤の面からみたペプシンの活性と構造

 水溶性が高くかつ阻害活性の強い新インヒビターを開

発する目的でPepstatin hydrolaseの作用により得られ

るテトラペプチド（Val－AHMHA－Ala－AHMHA）を

出発原料として、N一アシル化により、Acety体、 Iso－

butyryl体、 Isovaleryl体、 Benzoyl体、 Phenoxyac－

etyl体、2－Phenoxypropionyl体、およびPalmltoyi

体の新たなN一アシルテトラペプチドを誘導した。これ

らN一アシルテトラペプチドのペプシン、カテプシンD

およびレニンに対する阻害活性を表1に示す。

T己b｝e1 Inhibitory activities of N－acylated peptides

 ageinst pepsin， cathepsln D end renin

    IDso （pg／ml）

pepsin cathepsin O renin

Val－AHt｝IA－Ale－AHF”｛A （Pl）

Aeetyl－Pl

lsobutyryl－Pl
lsovaleryl－Pl
Benzoyl－Pl

Phenoxyacetyl－P1
2－Phenoxypropionyl－Pl
Palmitoyl－Pl

Pepstatln A

10

0．031

0．021

0，01

0．031

0．02

0．02

0．45

0．O1

6．S

O．42

0．2a

O．05

0．05

0．oes
O．Ol
l．1

0．Ol

＞250

）250

）250

）250

）2SO
 31

，2SO

 4．S
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 テトラペプチドのペプシン阻害活性はPepstatin Aの

約1／1000であったが、これにAcetyl基を付加する

と飛躍的に阻害活性は復活し、Isovalery1体では同程

度まで回復した。カテプシンDに対しても、同様で．ア

シル基の付加により、阻害活性の顕著な回復が見らm、

その阻害強度は付加したアシル基の鎖長が長いほど強い

という興味ある知見が得られた。一方、レニンに対して

は、Acetyl体、 Isovaleryl体窺いずれのアシル体も

阻害活性を示さず、レニンの活性部位はペプシン、カテ

プシンD等のそれとかなり相違することが示唆さmた。

 次に阻害剤の面から、ペプシンの活性部位について考

察を加えた。この目的の為に、

一楽離断WA－Va1－V己1一酬剛A一A1＆一MFHA

  IりA－Va1－AH剛A－Ala一瓦脚｛A

  Ac－Va1一AH暢蝋一Alo一酬闇
    Val－AHIttA－Ale－NimaA

  Val－Yel－AHWHA
      酬凹HA
  Ac－V己1一朗剛貞

1VA－V盈1－V邑1一貞H剛A

！VA－Vel－Va1

100

B2

26

0．e7

0．03

0．OOOl

O．18

 1．3

 0

Ftg． 4 lnhibitery Actiytties of Pepstatin A end
Its Dertvatlves egainst Pepstn

以上の結果とすでに報告されていたべプスタチンアナロ

グの阻害活性を図4にまとめて示した。 尚、図申、

Pepstatlnの中央のAHMHAをSl部位に配位したのは

（1）Pepstatinの異常なほど強い阻害活性（Kt＝10mlo）

は、AHMHAが基質分解時の遷移状態をとるとする

Tang説、及び（2）Pepstatinの構造と活性相関の研究

より、中央部AHMHAが重要であるとする国元説に基

づく。その結果、①テトラペプチド（Val－AHMHA－

Ala－AHMHA）に、 Isovaleryl基等のアシル基を一

つ付加すると飛躍的に阻害活性が増大したことより活性

部位S3の重要性が示された。また、②Va1－VaI－

AHMHA （ O． 03 a／o）． IVA－Val－Val－AHMHA（1．3

％）がほとんど阻害活性を示さず、一万、Pepstatin A

が強い活性を示したことより、S1’、 S2’の重要性も示

された。そして、①、②を総合すると、ペプシンの活性

部位は少なくとも、アミノ酸残基5～6個の基質がうま

くフィットできる大きさであることが示さmた。

 以上、その当時不明な点の多かったペプシンの活性部

位について阻害剤の面から考察を加え、かなりの知見を

提供することができた。これらの知見は後になってX線

画析、NMR解析等の研究によって支持された。
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第4章 酵素にようペプスタチン分解物

    誘導体の医薬への応用

 新規酵素、Pepstatin hydrolaseの利用により得られ

たペプスタチン分解物誘導体（Acetyl体、 Isobutyry1

体、Isovalery1体、 Benzoyl体、 Phenoxyacetyl体、

2－Phenoxypropionyl体及びPalmitoyl体）の医薬への

応用を検討した。

 各種薬理活性の検索に先だって、まず、水に対する溶

解性を調べた。Phenoxyacetyl体、2－Phenoxypropio－

nyl体はPepstatlnと同程度のペプシン阻害活性を示す

とともに、それぞれ20mg／’ml、15 mg／m 1の溶解度を

示し、Pepstat・nよりも約100倍水溶性の高い誘導体で

あることが明らかとなり、当初の目的に叶うWater

soluble inhibitorの開発に成功した。また、これらイ

ンヒビターは毒性が低く、マウスに対する急性毒性値は

腹腔内投与で、1，350mg／kg以上であり、毒性症状は

みられず、安全性の高い薬剤となる可能性が示された。

 次いで、これらWaer soluble inhibitorの新しい

薬理活性を見いだす目的で種々検討を加えた。その結果、

Phenoxyacetyl体がアドリアマイシン（抗癌剤）耐性と

なったL1210白血病細胞のtn Vtvo試験において、

アドリアマイシンとの併用投与により、宿主マウスの脾

臓の腫大化を有意に抑制することを見いだした。脾臓の

腫大化にカテプシンDの関与を合わせ考えると、これら

のインヒビターが癌の進行にともなう悪液質化を広く抑

制できる可能姓が強く示唆された。

 以上、これらWater soluble Inhibitorの開発によ

り、利用度を高めることができた。

2．論文審査結果の要旨

 本論文は村尾、梅沢らにより、それぞれ独立して発見

（1970年）された酸性プロテアーゼの特異的阻害剤S－

PI（PepstatlnAc）、 Pepstatinの応用研究の一環とし

て、微生物の利用により、Pepstatm限定分解物を分取

し、それらを原料とし、実用性の高い新阻害剤を開発す

ることを目的とし計画、実施されたものであり、次に示

すような新知見を得ている。

〔1）Pepstatinを限定分解する酵素生産菌の検索を行い、

 llaCtllus sphaeγtcus B－400と同定した細菌により、

 PepstatinがIsovaleric acid、 ValおよびVal－

 AHMHA－Ala－AHMHA に限定分解されることを

 見い出した。そして、この反応が過去に報告のない、

（29）
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 脱アシルと脱バリルの両反応を同時に触媒できる

 Pepstatin hydrolaseと命名した新アミノペプチダー

 ぜによって行われることを明らかにした。

〔2｝次いで、この新酵素Pepstatin hydrolaseの基質特

 異性をPepstatin同族体や合成ペプチドを対象に調べ

 本酵素がPepstatinをN末端より順次水解し、 Isova－

 leric acld、 ValおよびVal 一A HMHA 一Ala－

 AHMHAの順に生成する作用機序を有することを明

 らかにした。さらに、本酵素の活性部位について考察

 を加え、本酵素が従来のアミノペプチダーゼに比べ、

 遙かに大きなサブサイト（アミノ酸残基5～6個相当）

 を有していることなど、本酵素の活性部位の特徴を明

 らかにした。

〔3）一万ではPepstatin hydrolaseの作用により得られ

 る限定分解生成物（Val－AHMHA－Ala－AHMHA）

 の有効利用を考え、N一アシル化することにより、

 Pepstatinよりも約100倍水溶性が高く、かつ、 Pep－

 statinと同程度の阻害活性をもつAcetyl誘導体な

 ど7種類の新規隠害剤の創成に成功した。

  そして、これら阻害剤ならびに種々の合成基質等を

 用い、酸性プロテアーゼの代表的な酵素、ペプシンの

 活性中心について（阻害剤の面から）検討を加え、｛1）

 ペプシンの活性部位は少なくともアミノ酸残基5～6

 個の基質が適合できる大きさであること、〔2）その活性

 クレフトは触媒点（S1）を中心に両サイドに広がって

 いる（S3～SI SI’～S2’）ことなど明らかにし、当時

 （1975年）のペプシン研究にかなり貢献した。これら

 の知見は、その後X線解析などによって支持された。

  また、新規誘導阻害剤の医薬への応用についても検

 討を行い、新阻害剤の1つ、Phenoxyacety1誘導体が

抗ガン剤Adriamycinとの併用により、担ガンマウス

 の脾臓の腫大化を有意に抑制すろことを発見し、これ

 ら阻害剤が、ガン進行にともなう悪液質化を抑制する

 可能性を示した。

 以上、本研究は酸性プロテアーゼ阻害剤Pepstatmの

有効利用を目的として開始されたものであり、新規な微

生物酵素を発見し、その諸性質の解明を行うと共に、こ

の酵素の特徴をうまく利用し、新しい阻害剤の開発を行

い、それらを用いてペプシンの活性部位の研究を行うと

共に、医薬への応用の可能性についても検討を加えたも

のであり、学問的にも実用的にも価値の高い研究である。

 よって、農学博士の学位を授与することを適当と認め

る。
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審査委員

 主査教授村尾澤夫
 副査教授三浦一夫
 副査教授外村健三

大阪府立大学告示第19号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月20日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎

            しら お よし あき
称号及び氏名 工学博士 白 尾 嘉 章

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （大阪府 昭和16年11月20日生）

論 文 名

 非対称折線復元力を有する非自律系の分岐現象に関す

 る研寄

1．論文内容の要旨

 近年、非線形システムにおいて、システムパラメータ

の微少変化により生ずるシステム挙動の変化は、一般に、

分岐現象として広く研究されている。振動現象の場合は、

系のパラメータの変化に伴う周期振動の発生・消滅や、

周期の異なる新しい周期振動への分岐としてよく知られ

ている。このような研究は、復元力がなめらかな曲線の

場合の近似として与えられている場合にはある程度なさ

れているが、折線系を対象として基本的に考察したもの

は少ない。

 折線系を用いると、各区間が線形となり、各区閻の解

をうることが容易であり周期条件を求めることができ、

非線形が曲線で与えられる一股の場合にも定性的な近似

解を与えろことができる。本研究は、これらの点に着目

し、非対称復元力として、2本の直線よりなる系をモデ

ルとしてとり上げ、系に含まれる周期解相互の関係、す

なわち、分岐現象を基本的、一般的に研究したものであ

る。
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 第1章においては、非線形振動に関する研究の沿革に

ついて述べ、続いて本研究の目的と意義ならびに研究内

容の概要について述べる。

 第2章では、非対称折線復元刀を有する系が、無損失

で蛍一外力をもつ場合を取り扱っている。まず、周期条

件を初期値を含む形で求め、解の安定性をヒルの万程式

で判別した。さらに基本調波解が安定から不安定に移る

境界を与える条件式を4個導き、境界で基本調波解の不

安定領域側に、2個の安定な（2n＋1）／2分数調波

解（n＝0，1，2，…）が放物線状に現われる分岐や基本調

波解の跳躍現象、さらに、非自律系の基本調波解から自

律系の解への分岐等が現われることを示した。

 第3章では、非対称折線復元力を有する系が、複数の

調和外力をもつ場合の分岐現象を取り扱っている。非線

形系では“重ねの理”が成り立たないため一般には取り

扱いが困難であるが、折線系では、各区間が線形万程式

で表現することができるため、解析が容易となる。はじ

めに、単一外力の場合と同様に、基本調波解を定める周

期条件、解の安定性、解の安定領域の境界条件を導いた。

 次に、解力安定から不安定に移る境界において現われ

る分岐現象を考察した。蛍一外力の場合に現われた非対

称性による基本調難解から（2n＋1）／2分数調波解

（n ＝・ O， 1，2，…）への分岐は、複数外力の場合にも生起

した。それは、基本調波解が安定から不安定に移るとこ

ろで、外力のうちの1つの大きさを変化させたとき、2

つの安定な（2n＋1）／2分数調波解（n＝0，1，2，…）

が放物線状に、不安定側に現われる分岐であることを明

らかにした。また、基本調波解の跳躍現象や無損失系に

おいて、外力と同相又は逆位相の基本調理解から外力と

異なる位相をもつ基本調降壇への分岐の生ずることを見

出した。

 第4章では、非対称折線復元力を有する非自律系が損

失項をもつ場合の分岐現象を取り扱っていろ。損失項が

あるため、外力の位相と解の位相の間に位相差を生じ、

このため、無損失系と比べ解析が極めて複雑となる。は

じめに、複数外力の場合の基本調波解を定める周期条件、

解の安定性、解の安定領域の境界を与える条件を導いた。

解が安定から不安定にかわる境界を無損失系の場合は、

4つに分類したが、損失系においては、損失項のため融

合して2個の条件式となる。境界で生ずる分岐現象を解

析した結果、損失項が存在する場合においても、無損失

系と同じように、非対称性により、基本調波解から（2

n＋1）／2分数調波解（n；O，1，2，…）への分岐が存

在し、分岐の様子は、基本調波解が安定から不安定に移
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るところにおいて外力の大きさを変化させたとき、2個

口安定な（2n＋1）／2分数調波解が不安定側に放物

線状ic現われるものであることを明らかにした。また、

他の境界においては、基本調波解の跳躍現象が生じるこ

とを明確にした。

 第5章では、非対称折線復元力を有する系において、

損失項をもたない単一外力の場合の基本調義解と（2n

＋1）／4分数調波解（n＝ O．1，2，…）との分岐点近傍

のふるまいを取り扱っている。はじめに、基本調波解を

導く周期条件、解の安定問題を扱った。第1変分万程式

の解が外力の4倍の周期をもつための条件を導き、条件

の成立するときに現われる分岐現象を考察した。その様

子は、安定な基本調波解の解曲線に、不安定な（2n＋

1）／4分数調波解（n＝0，1，2，…）が放物線状に2組

現われるものであることを明らかにした。

 第6章では、非対称折線復元力を有する非自律系にお

いて、損失項をもたない単一外刀の場合の1／2分数調

波解の分岐現象を取り扱っている。前章までは基本調波

上の分岐現象であったが、本章では、 1／2分数調波解

が存在する場合に、この解が安定から不安定に移るとこ

ろで現われる分岐現象を考察した。復元力が非対称であ

るので、（2n十1）／2分数調波解（n＝O，1，2，…）

から（2n＋3）／4分数調波解（n＝0，1，2，…）への

分岐が存在し、（2n＋1）／2分数調波解が安定から

不安定にかわろとき、外力の大きさを変化させると不安

定側に2個の安定な（2n＋3）／4分数調波解が放物

線状に現われることがわかった。また、1／2分数調波

解の跳躍現象や1／2分数調波解から自律系の解への分

岐の生ずることを明らかにした。

 第7章では、本研究で得られた主要な結果を総括し、

今後検討すべき課題の指摘を行っている。

2．論文審査結果の要旨

 本論文は、復元力が2本の直線よりなる非対称復元力

を有する非自律系において、系に含まれる周期解相互の

関係のうち、基本調駒競の分岐現象については無損失系

の単一外力、複数外力、損失系、 1／4分数調波解への

分岐、また1／2分数調波解の分岐現象については無損

失単～外力の場合の周期倍化分岐現象に関する研究結果

をまとめたもので次の成果を得ている。

C1｝単一外力の場合に、周期条件を求め解の安定性をヒ

 ルの万程式で吟味し、復元刀の2本の直線の傾きを農

 k2、外力の角周波数をωとすると、
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   k／ω〈（2n十1）／2〈6／ω  （n＝0，1，2，…） 〔11

 なる条件が成立する場合には分岐は基本調熔解の不安

 定側に安定な（2n＋1）／2分数調波解が放物線状

 に現われ、

   k／to〈n〈e／di （n＝L2， ’”） （2）

 の場合には跳躍現象および自律系の解への分岐の生じ

 ることを明らかにした。

〔2｝複数の調和外力を有する場合にも、周期条件を求め

 安定性を判別し、単一外力の場合と全く同様に｛1｝の条

 件のもとに（2n＋1）／2分数調波解への分岐の生

 じることを見いだし、基本調波解の安定領域の境界に

 おいて、外力の一つを変化させると、安定な（2n＋

 1）／2分数調波解が放物線状に不安定基本調波解職

 に2個現われることを結論した。また〔2｝の条件のもと

 で跳躍現象および外刀と同相にも逆位相にもならない

 解への分岐を生じることを明確にした。

t3）非自律系が損失項をもつ場合にも全く同様な解析を

 行い、基本調波田の安定領域の境界条件を2つに分類

 して求めた。境界においても生じる分岐現象の解析を

 行い、一つは基本調波解が安定から不安定に変わる所

 で：不安定側に2つの安定な（2n＋1）／2分数調波

 解が放物線状に現われる分岐現象であり、もう一つは

 安定な基本調波解と不安定：基本調波解が対で発生した

 り消滅したりする跳躍現象であることを明らかにした。

（4｝無損失車一外力の場合の基本調波解と（2n＋1）

 ／4分置調銀輪の分岐については、

  k／ωく（2n＋1）／4〈e／ω（n＝G，1．2．…）

 なる条件が成立すると、安定な基本調波解に不安定な

 （2n＋1）／4分数調波解が放物線状に現われるこ

 とを結論した。

〔5）無損失系単一外力の場合に存在する1／2分数調波

 解の分岐現象については

  k／to〈（ 2 n十3 ）／4〈e／to （ n＝ O， 1， 2， ’” ）

 なる条件が満たされる場合にはC2n＋1）／2分数

 調単解の不安定側に2個の安定な（2n＋3）／4分

 数調波田が放物線状に出現し、さらに

  k／to〈（2n十1）／2〈e／tu （n＝O，1，2， ”’）

 の条件のもとでは1／2分数調波解の跳躍現象や自律

 系の解への分岐の現われることを明らかにした。

 以上の諸成果は、非線形システムにおいて系のパラメ

ータの変化に伴う分岐現象に対して、折線系をモデルと

して用い振動現象の定性的解析を行ったもので、非線形

振動工学の分野に貢献するところ大であり、また、申請
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者が自立して研究活動を行うに必要な能力と学識を有す

ることを証したものである。

 本委員会は、本論文の審査ならひに学力確認試験の結

果から、工学博士の学位を授与することを適当と認める。

審査委員

 主査教授木戸正夫
 副査教授西田富士夫

 副査教授平紗多賀男

大阪府立大学田示第20号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月20日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎

           ひb の  とし お
称号及び氏名 工学博士 平 野 俊 雄

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （兵庫県 昭和21年2月8日生）

論 文 名

 二、三の円筒かく実構造の変形と応力の解析に関する

 研究

1．論文内容の要旨

 かく構造は、曲面板構造とも言われるように、薄肉で

ありながら曲率を持っているために、使用万法によって

比較的大きな剛性を有し、また大きな空間を占有するこ

とができるという特長を持ち、構造物の巨大化と軽量化

という一見相反する要求の両方を満たすものとして、注

目を集めており、機械、船舶、車輌、航空機、ロケット

の構造、化学工業における諸装置、建築、土木関係の種

々の構造物、その他工業上のあらゆる分野にわたって利

用されている。これらのかく構造物の強度解析について

は、多くの研究者によってそれぞれ特徴をもったかく理

論が提唱され、それらを応用した応力や変形の解析も盛

んに行われている。しかし、実際問題の立場から考える
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と、まだまだ解決されねばならない問題が多く残ってい

る。

 本研究は、このような立場からかく構造の申でも基本

的形状である円筒かくについて、実際に重要であるにも

かかわらず、まだ解決されていない問題として「弾性媒

体中の円管」と「線荷重を受ける円管」の問題を取り上

げた。解析方法としては、溝口による円筒かくの基礎微

分万程式を、与えられた境界条件のもとで解析的に解く

万法によった。

 本論文は、3編に分かれており、第1編は、本研究に

必要な薄肉円筒かく理論の基礎式について記述している。

 第1章は、種々のかく理論について要約し、第2章以

後の内容を概説したものである。

 第2章は、円筒かくの釣り合い方程式、構成万国式か

ら誘導された基礎式など、本研究に必要な関係式の概要

をまとめたものである。

 第皿編は、弾性媒体中に埋設された円筒かく、すなわ

ち弾性地盤中に埋められた地中埋設管の、変形と応刀の

解析について述べている。

 第1章は、地中埋設管の問題の現状についての概要と、

第2章以後の内容の概説である。

 第2章では、半無限弾性体の表面に集中荷重を受ける

場合の変形と応力を、Boussmesqの解を用い、地盤反

力係数を導入して求めている。この際、埋設管に作用す

る半径方向表面力が、埋設管自身の変形によって変化す

ることが考慮されている。また、地盤の性質によっては．

Frbhlichの土圧式を用いろこともあるので、これにつ

いても述べている。

 第3章では、集中荷重が埋設管中央直上の地表面上に

作用し、埋設管に作用する表面力が、軸万向及び円周方

向ともに対称な分布となる場合について解析している。

ます、この表面力に対する円筒かくの解析解を導く。し

かし、この解は積分を含んだ形で得らdeており、このま

ま数値積分をしても安定な解は得られないので、表面力

を指数関数形の級数に近似し、解析的な取り扱いをして

いる。次に、境界条件により未知積分定数を決定：し、応

力、変形を求める場合、このまま数値計算を行うと桁落

ちが起こり正確な結果が得られないので、境界条件式よ

り得られた連立方程式を解析的に解き、解の式を求めて

いる。数値計算の結果、地中埋設管の設計、施工に対し

て基礎となる有用な知見を得た。

 第4章は．集中荷重が埋設管中央部上の地表面にあっ

て、埋設管の軸線からずれた位置に作用する場合に対す

るものであり、埋設管の表面力が円周方同に非対称な分
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布となる場合について、解析している。解析手法は円周

方向に逆対称な項が加わること以外は、第3章の解析と

ほぼ同じである。境界条件より定：めるべき未知積分定数

は8個になるが、円周万向に対称な項に関する場合と、

逆対称の項に対する場合に分けて解くことができ、各場

合についてそれぞれ4元連立万程式の解として得られる

ので、第3章の解析解を利用してこれらの未知積分定数

が求められる。

 第5章では、集中荷重が地表面上の任意の位置に作用

する場合を取り扱っている。この場合の表面力は、軸方

向、円周万向ともに非対称な分布となり、軸万向に非対

称な解の形を考慮すること以外は第4章とほぼ同じとな

る。未知積分定数は16個となるが、円周方向に対称な

項と逆対称の項の場合については第4章と同様に別々に

求めることができ、各場合についてそmそれ8元連立方

程式を解くことになる。これを、更に2組の4元連立方

程式に分けて、第3章の解析解を利用して解の式を求め、

反復法を用いて解を得ることができる。

 第6章では、第3，4，5章で得られた理論解析の結果

を検証するために行った実験と、理論解析結果を比較検

討している。

 第7章では、第4，5章の理論解析の応用として、二

輪車や四輪車のような～定聞隔を置いた2個または4個

の集申荷重が、埋設管上の地表面を横断する場合につい

て考察している。埋設管の寸法、荷重の位置や間隔を種

々に変えて数値計算を行い、地中埋設管の強度評価に対

する多くの重要な成果を得ている。

 第皿編は、線荷重を受ける円筒かくの問題について、

述べている。

 第1章では、円周方向に線荷重を受ける問題として、

O一プでつらmた円筒かくの変形と応力の解析を行って

いる。特に．端板のない半製品をつるした場合に大きな

変形を起こすので、その場合について詳細に論じている。

解析においては、ロープ支持点付近で、内力、モーメン

トの式の収束が遅いので、この付近の応力の値を正確か

つ容易に得るための式変形を行っている。また、円筒か

くが一定：の加速度でつり上げられる場合についても論述

している。

 第2章では、任意の位置に軸走向に沿って切られた任

意幅のスリットのある片持管の問題を解崩している。理

論解析に際しては、まずスリットを持つ無限長の管の軸

単向に沿って、同一の大きさで反対方向に向かう無限個

の線荷重を、荷重端を中央として片持管の2倍の長さ間

隔ごとに周期的に作用させる。次にこの線荷重の円周方
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向の値を適当に選ぶことにより、境界条件を満足させる

のである。解析の結果、応力は、はり理論から予測でき

ない分布となり、また、せん断中心の位置が管の長さに

よって、変化することなどを解明した。また実験を行い、

理論解析の妥当性を確認している。

 第3章では、軸万向に線荷重を受ける円筒の問題とし

て、母線に沿って支持された横置円筒貯槽の変形と応力

について解析している。貯槽における液体の水位、母線

支持の位置、及び貯槽に生じる応力の間の関係を調べて、

貯槽を有利な応力の状態にする母線支持の位置を求めて

いる。

 以上のように、本研究では円筒かく構造物の実際問題

として、第H編では地中埋設管、船宿編では線荷重を受

ける円筒かくを取り上げ、これらの弾性挙動を円筒かく

の基礎式を用いて厳密に解析した。ここで得られた結果

は、地中埋設管や貯槽等の設計に対して有用な知見を与

えるものである。

2 論文審査結果の要旨

 本論文は、弾性地盤中に埋設された円筒かくおよび線

荷重を受ける円筒かくの変形と応力の解析法を確立する

ために行った研究をまとめたもので、次の成果を得てい

る。

｛1）集中荷重が埋設管の中央断面の平面と地表面の交線

 上に作用する場合について、埋設管の変形と応力の解

 析解を誘導した。

｛2｝前項の解析解により集中荷重が埋設管軸直上の地表

 面に作用する場合について数値計算を行った結果、最

 大応力は、管が長い場合、管の中央部での円周応力で

 あり、短い場合や深く埋設された場合、固定端での軸

 応刀である事を明らかにした。また集中荷重が管軸直

 上にない場合についても数値計算を行い、たわみ、応

 力とも荷重が管軸直上から離mて行くに従い、小さく

 なって行く事を示した。

（3）上記の解析解をさらに拡張し、集中荷重が埋設管の

 地表面任意点に作用する時の解析法を確立し、荷重が

 埋設管軸直上を軸回向に移動する場合について数値計

 算を行った。その結果、最大応力は、荷重が中央付近

 の時、荷重直下付近での円周応力であり、荷重が端に

 移るにつれ、荷重が近づく固定端での軸応力である事

 を明らかにした。

〔4）端板のない円筒かくが、対称な2つの位置で、ロー

 プでっくられた場合の解析解を誘導し、数値計算を行

（34）
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 つた結果、支持点で起ころ最大応力は、短い円筒かく

 では円周応力であり、円筒かくが長くなると、軸応刀

 に変わる事を明らかにした。

（5）軸方向にスリットのある片持管の自由端に集中荷重

 が作用する場合に対する解析を行い、固定端付近の応

 力は、はり理論からは予測出来ない分布になろ事を示

 した。

（6｝母線に沿って支持された横置円筒貯槽の変形と応力

 の解析を行い、円筒が長い場合、母線支持により、た

 わみ、応力とも小さくする薯が出来るが、短い場合、

 応力は逆に大きくなる事を示した。

 以上の結果は、円筒かく理論で未解決であった弾性地

盤中に埋設された円筒かくおよび線荷重を受ける円筒か

くの変形と応力の解析的解法を確立し、多くの場合に対

し数値計算を行うとともに、いくつかについては実験を

行い妥当性を検証したもので、得られた結果は円筒かく

構造の分野に寄与する所が大きく、また申請者が自立し

て研究活動を行うに必要な能力と学識を有する事を証し

たものである。

 本委員会は、本論文の審査ならびに学力確認試験の結

果から工学博士の学位を授与する事を適当と認める。

審査委員

 主査 教授 関 谷   壮

 副査教授井垣久
 副査 教授 室 津 義 定

大阪府立大学告示第21号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月20日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 軽 四 郎

           かた Pま ただ かず
称号及び氏名 工：学博士 片 山 忠 一

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （新潟県 昭和15年11月26日生）
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論 文 名

 積分方程式による弾性力学の数値解析に関する研究

1．論文内容の要旨

 電子計算機の目覚しい発達に支えられて発展してきた

有限要素法によって、構造解析は新しい要求に答えるこ

とができた。有限要素法では、構造領域を小さい要素に

細分し、個々の要素において簡単な応力状態を仮定し、

変形の適合条件に反しないように要素を再結合する。最

終的に解くべき代数万骨式の元数は時には万を越すこと

もあり、高速の大型電子計算機の使用が不可欠である。

また、汎用有限要素法プログラムはシステムが大きくな

りすぎ、これを使って研究者や技術者が手軽に解析を行

うことは難しい。こうした手軽さの面から見直されたの

が積分日程式法である。積分方程式法では、領域内部に

おける諸量は境界量に関する積分表現で与えられ、未知

境界積分口程式を解いて求められる。したがって、デー

タは境界に関連するもののみとなり、境界量を保存して

おけば、内部量はいつでも再計算できる。さらに、適用

領域の形状に対する汎用性も有している。

 本論文は主として二次元弾性力学における積分方程式

を用いた解法の確立、ならびにその応用に関するもので、

六つの章から成り立っている。

 第1章は緒論であり、論文の動機、目的、構成につい

て述でている。

 第2章は、任意重複連結断面を有する棒のSalnt－

Venantのねじり問題における積分方程式による解法に

ついて述べている。ねじりの応力関数に対するDlrlchlet

問題において、二重層の対数ポテンシャルを用いた積分

万程式の定式化は穴の無い単連結領域断面に対してはな

されていた。この定式化を重複連結領域断面に拡張した

場合、対応する同次積分方程式が特異になり、取り扱い

が一段と難しくなる。本論文では二重層対数ポテンシャ

ルによる定式化に加えて、Mlkhllnの方法を共に用いる

ことによって、この困難を克服した。滑らかな境界曲線

を有する楕円形断面棒や共心艶陽穴楕円形断面棒、およ

ひ境界曲線が区分的に滑らかな正儀形断面棒や共心正船

形穴正万単断面棒に対する計算例では、少ない分割数で

実用上十分な精度の得られることを示した。さらに、き

り形断面棒、翼形断面棒などのより実際的な断面形状に

対する解析も行い、実用上有用な資料を提供した。

 第3章は、重調和問題に対する積分万程式の定式化に

ついて述べている。重調和問題には平板の応刀境界値面
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内類題や曲げ問題が含まれる。元来、面内問題には変位

法と応力法の二つの扱い万がある。応力境界値問題は変

位法よりも応力法のほうが扱いやすいが、有限要素法で

応力法の扱いが困難であったことが災いしてか、変位関

数に対する積分万程式の定：式化が一般的になりつつある。

本論文においては応力関数による応力法の定式化を取り

上げた。微分方程式に対する重み付き残差表現から出発

して、四点の応力関数値に関する四つの境界関係による

積分表現を導き、さらにこれら境界関数の関係式として

境界積分万程式を得た。外部問題に対する定：式化も行っ

ている。数値解析に関しては、境界を小区間（要素）に

分け、各区間で境界量を離散化し、代数万能式を得る。

本論文では、最も簡便な離散化法である一定要素近似を

用い、係数計算に必要な積分の評価に対して、直線要素

における積分の解析表現を与えた。これにより係数計算

における数値積分の近似誤差を気にする必要がなくなっ

た。さらに、モーメントや応力の計算に必要となる2階

微係数に対する積分の解析表現も与えた。等分布荷重を

受ける全周単純支持あるいは全周固定の半円板の曲げ問

題、一様な内圧が作用する円孔を有する無限平板の面内

問題、およひ円孔を有し、引張を受ける無限平板の面内

品題における計算例は、いすれも積分万程式法が比較的

少ない境界分割数で、他の解法によるものと同等の結果

の得られることを示している。さらに、隅を丸めた三角

形穴、四角形穴の穴へり応力の解析を隅半径を変えて行

い、穴形状の変化による穴へり応仁分布の変化の状況を

明らかにし、四角形状においてへり応力の平滑化の可能

性について考察した。これらは航空機胴体の窓や扉、各

種リブにおけろ軽減孔vあるいは織機のヘルドフレーム

における軽減孔などの穴へり応力の軽減を考察するとき

の資料を提供するものである．

 第4章は自由へりを有すろ平板の曲げ問題における樟

分方程式による解法を扱っている。飛しょう体のフィン

やロケット整備塔の吹き抜けの床など自由へりを有する

平板構造は数多い。しかし、平板の曲げ理論において、

自由へりの条件はたわみ関数の2階および3階の導関数

を含み、このことが自由へりを含む平板に対する精度良

い解析を困難なものにしている。本論文では、曲げ問題

そのものに対する積分万程式の解法ではなく、平板の曲

げ問題と面内閤題の聞にある相似対応関係に基づいた解

法を提案した。この解法の利点は、（1境界条件中に含ま

れる導関数の次数が下がること、12）モーメント式におけ

る導関数の次数が下がること、〔3派内皇図における変位

法に対する積分万程式の計算プログラムを利用できるこ
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となどである。まず、曲げ問題と面内問題の間の対応関

係をより明確なものにし、荷重へりが変位境界に対応し、

固定へりが応刀境界に対応することを導いた。さらに、

有孔平板に対する拡張を行い、変位境界において境界変

位が多価になりうることを示した。集中荷重を受ける片

持ち平板、分布荷重を受ける3辺固定1辺自由正方形板、

穴へりに分布モーメントを受ける円環板、等分布荷重を

受ける共心円孔正方形板などの工学上有用な問題に対す

る計算において、厳密値あろいは実験値と非常に良い一

致が得られ、自由へりを有する重複連結平板の曲げ問題

に対する積分万程式法の有効性が示された。

 第5章は柱および平板の座屈問題への積分万程式法の

応用を扱っている。本章はこmまでの章と少し趣を異に

している。前章までの対象は、解が一意となる境界値問

題であり、そこでは境界積分口程式を扱った。これに対

して、本章の対象は固有値問題であり、領域積分万国式

を扱う。初めに、Green関数法と影響関数法の間の関

係について考察した。本章ではたわみの影響関数を便う

万法と歪の影響関数を使う万法の二つの方法を提案した。

柱あるいは平板のたわみに対する、影響関数を用いた積

分表現を座屈問題に適用して、同次微分積分万程式を得

た。この積分上程式を離散化して得られる永年万程式を

解いて、座屈荷重や座屈モードを求める万法がたわみ影

響関数法である。たわみ影響関数を核関数とする微分積

分捕手式に対して、発散定理を使って部分積分を行い、

積分方程式を得た。この積分方程式の核関数は歪影響関

数となっている。歪影響関数法では離散化は積分に対し

てのみ行わmる。一様断面柱および正万視程阪の座屈解

析に適用した結果は両者共に良好なものであった。さら

に複雑な例として、変断面柱や一万向圧縮荷重または全

周に分布するせん断荷重を受ける平行四辺形平板に対す

る座屈解析を行い、座屈荷重ならひに座屈モードを示し

た。座屈実験は境界条件の実現の仕方、負荷の実際との

差異などに微妙に影響される難しい実験である。純理論

解析においても微妙な差異を考慮にいれることは困難で

ある。しかし、影響関数を実験的に求めることは、座屈

実験を実施することに比べmは簡単なことである。こう

して求めらmた影響関数は実際の境界条件を含んだもの

となるから、従来の理論解析における欠点を補うことが

できる。したがって、本論又で提案した方法は、理論と

実験の相補的解析手法であり、座屈解析法において新し

い局面を開くものてある。本論又で示した一様断面任や

止万形平板に対する言i算諸例は実際の解析における分割

数や負荷の目安を与えるものである。

（36）

昭和60年4月20日

 第6章は結論であり、最後の総括を行っている。

 以上、本論文では棒のねじり首題、平板の面内問題お

よひ曲げ問題、ならびに柱およひ平板の座屈問題などの

弾性刀学の主要問題における積分万障式の定式化を提案

し、離散化の手法を提示した。各問題に対して行った数

値解析例は積分方程式法が構造解析における有効な手法

であることを示すと共に、実施した数値計算例は実用問

題に対すろ有用な資料を提供した。

2．論文審査結果の要旨

 本論文は、弾性力学における棒のねじり問題、平面弾

性問題、平板曲げ問題、柱および平板の座屈閤題に対し、

積分万程式を用いた数値解析法を確立するために行った

研究をまとめたもので、次の旗果を得ている。

（1）重複連結断面棒のねじり問題を、2重層の対数ポテ

 ソシャルを用いた境界積分方程式ee Mikhllnの万法

 を併用して数値解析が実行出来る事を示し、共心楕円

 穴楕円柱、共心正掛歪穴正万形柱のねじり応力の数値

 解析を行い、少ない境界分割数で実用上十分な精度が

 得られる事を示した。また実際的形状の棒のねじり悶

 題としてきり形断面棒、墨形断面俸の応力解析も行い、

 有用な結果を得た。

〔2｝平面弾性間題およひ平板曲げ問題における重調和境

 界値問題を、重み付き残差法により、連立境界積分方

 程式の問題に変換し、離散化を行う事により、閉曲線

 内領域、閉曲線外領域のいずれの場合に対しても、数

 値解析が行える事を示した。数値計算例として、半円

 板の曲げ問題、円孔または隅を丸めた三角形穴、四角

 形穴を持つ無限平板の面内応力集中外題の解析を行い、

 軽構造設計に有用な知見を得た。

（3）従来解析か困難とされていた自由端を持つ平板の曲

 げ問題を、平板の面内応力問題で相似し、後者に対す

 る境界要素法プログラムの一部を修11：すうだけで前者

 か解析出来る票を示し、さらにこの万法を重複連結平

 板の間題に拡張した。集中荷重を受けるfr JJ平板、 FLj

 孔正方形平板などの曲げ問題に対し数値解析を行い、

 実験とも比較して、本万法の有効性を実証した。

（4｝柱または平板の座屈問題をたわみの影響関数または

 ひずみの影響関数を核とする領域積分力程式の形に定

 式化し、こmを離散化して固有値解析を行う事により

 座田荷重と座屈モードを求め得る事を示した。数値計

 算例として変断面柱、平行四辺形平板などの座屈解析

 を行い、有用な結果を得た。
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 以上の成果は、最近E目を集めている境界要素法など

の積分万程式による弾性力学の解析法に新しい知見を与

えるもので、この分野の発展に貢献すろ所大であり、ま

た由請者が自立して研究活動を行うに必要な能力と学識

を有する事を証するものである。

 本委員会は、本論文の審査ならびに学力確認試験の結

果から、工学博士の学位を授与する事を適当と認める。

審査委員

 主査 教授 関 谷   壮

 副査教授井垣久
 副査 教授 室 津 義 定

大阪府立大学告示第22号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月20日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

称号及び氏名

大阪府立大学長 畑 田 郎

    ふぐ もと ふみ よし
農学博士 福 本 文 良

   （学位規程第3条第2項該当者）

   （兵庫県 昭和22年4月11日生）

論 文 名

 汁液伝染性植物ウイルスの凍結および凍結乾燥保存法

 に関する研究

1．論文内容の要旨

 植物ウイルスを取り扱う研究において、研究継続中は

勿論、その研究が一段落した段階でも供試ウイルスが変

異を起こさない条件下で長期保存できていることは、後

代の研究のためにも必要である。また、近年抵抗性品種

の育成、抗ウイルス剤の開発、弱毒ウイルスの実用化お

よび生化学的研究など多万面にわたって多種類のウイル

スが使用されるようになってきたが、これらの研究でも

ウイルス標品は希望する時に希望する濃度で十分量使用

できることが必要であり、そのためにも長時間安足でし
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かも簡便なウイルスの保存法の確立が望まれる。

 植物ウイルスの保存方法には生体保存、非凍結低温保

存、凍結保存、乾燥保存および凍結乾燥保存などがある

が、植物ウイルスの保存法に関するまとまった報告例は

少ない。特に保存処理前後における活性変化の定量的研

究、ウイルス粒子の形態変化などについての研究、ある

いはウイルスグルー一・プ間の保存性の比較に関する研究な

どほとんど報告がない。

 本研究では26グループに分類されている植物ウイル

スのうち汁液伝染性の7グループに属する13種のウイ

ルスと未分類の1ウイルスを供試し、凍結および凍結乾

燥によう保存について検討した。植物ウイルスの保存に

は「般に一70℃以下での凍結保存が有効とされろが、

本研究は広く普及している一20℃の冷凍庫を利用して

実用的なウイルス保存法を確立しようと意図したもので

ある。このため、ウイルス標品に対して各種化学物質を

添加してウイルスの活性保持に有効な保護剤を見出すこ

とを試み、さらに保存中のウイルス粒子の構造やRNA

などの変化についても同一グループおよひ異なるウイル

スグループ間の比較検討を行った。

第1章 CucumOVirusに属するウイルスの保存

1．キュウリモザイクウイルスの保存

 キュウリモザイクウイルス（CMV）に各種添加物を加

え凍結乾燥を行って保存した。

 ウイルス病葉粗汁液を一20℃に凍結保存するとウイ

ルス活性は徐々に低下したが、粗汁液にしょ糖またはグ

ルタミン酸ナトリウムを添加し、一20℃に保存すると

高い活性が長期間維持された。純化ウイルスでは無添加

でも一20℃で活性がよく保たれた。

 粗汁液のウイルス活性は凍結乾燥によって大幅に低下

したが、しょ糖などを添加すろことで活性の低下が防止

された。しょ糖を含む粗汁液および純化ウイルス液の凍

結乾燥標品は、4℃以下に保存すると長期間にわたって

活性の低下が認められなかった。

2．Cucumovlrusに属するウイルス聞の比較

 Cucumovirusに属するC鼠キク微罪ウイルス（CMMV）

およびラッカセイわい化ウイルス（PSV）を供試し、同

一分類群のウイルスについて、凍結あるいは凍結乾燥の

影響に共通性があるかどうか調べた。

 その結果、純化CMV、 CMMVおよびPSVはいずれも

凍結融解でウイルス活性に影響を受けなかった。また、

凍結乾燥によって粒子は膨潤する傾向をみせながらも、

（37）
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その形態は維持され．かつ活性もほとんど低下しなかっ

た。さらに、しょ糖、ペプトンなどを添加して凍結乾燥

するとウイルス粒子の膨潤が認められなくなるなど．添

加物の保護効果についても各ウイルスにおいてほほ共通

性がみられた。

 ウイルスの凍結乾燥保存における添加物の保護効果を

短期間で調べるために、純化ウイルスの凍結乾燥標品を

65℃で保存した。この処理によって3種ウイルスとも

数日間で活性が消失したが、しょ糖やイノシトールなど

を添加した標品では26日後でも活性が認められるよう

になった。3種ウィルスの保存条件はかなり類似してい

たが、CMVは粒子の膨潤の程度においてCMMVおよ

びPSVとは異なった。

第2章 アルファルファモザイクウイルスの保存

 アルファルファモサイクウイルス（AlMV）は、 CMV

と外形的にはかなり異なるが、RNAと蛋白サブユニッ

トの結合刀によって粒子形態が維持されている点では

CMVと類似している。本章では各種ウイルス保存処理

の効果においてAIMVとCucumovlrusの間に共通性が

あるかどうかを調べた。

 ペプトンまたはグリセリンを加えて一20℃で凍結保

存した純化AlMVでは、ウイルス活性および粒子形態

のいずれにおいても長期間変化がなく維持された。無添

加の標品では、粒子の構造が変化し、徐々に活性が低下

した。

 純化AlMVは凍結乾燥処理で活性が半減したが、し

ょ糖、イノシトールなどを添加した標品ではほほ完全に

活性が保たれた。65℃保存の凍結乾燥標品ではCucu－

mOVI・rusの場合によく似た影響が認められ、しょ糖を添

加した標品は4℃以下に保存すると長期間安定であった。

第3章 Nepovl rusに属するウィルスの保存

 CMVとは異なり粒子の形態が主として蛋白サブユニ

ット同志の結合刀によって維持されろタバコ輪点ウイル

ス（TRSV）につき、ウイルス保存条件を調べた。

 純化TRSVは一20℃で凍結保存すると次第にRNA

と外彼蛋臼（中空粒子）に解離したか、ペプトンまたは

グリセリンの添加て粒子の構造と高い活性が長期間維持

された。

 純化TRSVは凍結乾燥処理でほほ完全にRNAと中

空粒子に解離したが、ぶどう糖の添加でこの変化は防止

（38）
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された。凍結乾燥標品を65℃で保存すると、無添加区

は30分、ぶどう糖かリジンを添加した区では24時間

で活性が消失した。この活性の低下とともに粒子の解離

が認められた。

第4章 ComoVirusに属するウイルスの保存

 ダイコンひだ葉モザイクウイルス（RMV）は、粒子の

形態を維持する結合様式においてNepovlrusと同様であ

るので、ウイルス保存条件でも両ウイルス閻に共通性が

認められるかどうかを調べた。

 純化RMVは凍結融解で一部の粒子がRNAと中空粒

子に解離した。一20℃凍結保存および凍結乾燥保存の

いすれにおいてもTRSVと類似した結果が得られ、ペ

プトンとグリセリン、およひぶどう糖とリジンがそれぞ

れウイルス活性保護に有効であった。

第5章 Sobemovirusに属するウイルスの保存

 インゲン南部モサイクウイルス（SBMV）は、 CMVと

TRSVが6D粒子の形態を維持する結合様式のいずれを

も有しているので、凍結および凍結乾燥保存の影響を比

較した。

 純化SBMVは凍結融解で活性と粒子構造に変化が認

められなかった。一20℃凍結保存で活性は徐々に低下

したが、ペプトン、グリセリンなどの添加で高い活性か

長期間維持された。

 純化SBMVは、凍結乾燥処理で粒子か膨潤し活性も

著しく低下したが、リジンを添加した宇品ではそれらの

変化は抑制された。凍結乾燥SBMVは65℃1日で粒子

が膨潤して活性が失わmたが、リジンの添加で7日後で

も活性が維持された。いすれの処理区も活性の低下とと

もにRNAの崩壊が認められた。

第6章 カーネーションモットルウイルスの保存

 カーネーションモットルウイルス（Ca MV）は粒子の

形態を維持する結合様式かSBMVに比較的類似してい

るが、ウイルス保存条件にも類似性があるかどうかを調

べた。

 純化CaMVでは凍結融解およひ凍結保存におけるペ

プトン、グリセリンの添加効果などにおいて、SBMV

の場合とほほ同様の効果がみらmた。凍結乾燥すると

SBMVに比べ程度は小さかったが、やはり粒子の構造
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に変化がみられた。また、凍結乾燥渋塗を65℃で保存

した場合にも、SBMVとほほ同様にリジンの添加効果

が認められた。

第7章 Potyvirusに属するウイルスの保存

 ひも状ウイルスのPotyvlrusには多くの重要なウイル

スが含まmるが、本章ではカブモザイクウイルス（Tu

MV）およびラッカセイ斑紋ウイルス（PnMV）について

保存条件を調べた。

 両ウイルスとも凍結融解では活性の低下が認められな

かった。一20℃凍結保存によって活性は低下したが、

ペプトンまたはグリセリンを含むTuMV粗汁液と純化

TuMV液では高い活性が長期間維持された。

 純化したTuMVとPnMVは凍結乾燥処理で粒子の凝集

が著しく、活性もかなり低下したが、リジン添加によっ

てこれらの変化は抑制された。凍結乾燥した両ウイルス

は65℃1日で活性を失い、RNAは崩壊した。しかし、

リジンを添加した標品では7日後でも活性が認められた。

第8章 トマト黄化えそウイルスの保存

 外膜をもつ大型球形ウイルスで、極めて不安定なトマ

ト黄化えそウイルス（TSWV）について有効な保存法を検

討した。

 TSWV病葉粗汁液は凍結融解によって活」1生が著しく

低下した。また．一20℃の凍結保存でも短期間内に活

性が低下し、活性維持に有効な添加物は見出せなかった。

凍結乾燥処理によって粗’H’ ueの活性は数％に低下したが、

システインの添加によって高い活性が保持さm、こわを

一20℃以下に保つと長期保存の可能なことが明らかに

なった。

第9章  総  合  考  察

 RMVとTSWVを除く12種の供試ウイルスはいずれ

も凍結融解に対して耐性であり、活性や粒子構造などに

影響かなかった。一20℃での棟結保存は供試した9種

ウイルスのほとんどに対して満足できるものではなく、

比較的短期間に活性が低下した。しかし、TSWV以外

のウイルスでは、ウイルス標品にペプトンまたはグリセ

リンを添加すろことによって一20℃で長期保存が可能

になった。これら2種の添加物はウィルスグループを越

えて有効性が認められたので、保存法が未検討のウイル
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スに対してもこれらの添加物使用による一20℃凍結保

存の可能性が示唆された。

 凍結乾燥処理によって受ける影響についてまとめると、

供試した小球形ウイルスは次のように3つに大別された。

｛1）CucumOVirusのように粒子の膨潤など処理の影響を

受けながら活性はそれ程低下しないもの、（2｝ NePOVirus

やC。movarusのように粒子の形態が維持できず、活性

が著しく低下すうもの、〔3）SBMVやCaMVのように粒

子の構造は維持されるが、活性がかなり低下するもので

ある。

 粒子形態の維持にRNAと蛋白サブユニットの結合力

が関与しているCucumovirus、 SBMVおよびCaMVは

凍結乾燥処理に比較的強く、粒子形態維持が蛋白サブユ

ニット同志の結合によるNepovlrusやComovirusは弱

いことが示された。一万、ひも状粒子のPotyvirusでは

凍結乾燥処理で粒子の凝集が顕著に起こった。しかし、

以上のような凍結乾燥処理による悪影響は、各種添加物

を用いることによって軽減されることが、供試した14

種のすべてのウィルスについて認められた。凍結乾燥処

理および保存中に最も有効な添加物は、Cucumovl rusの

3種ではしょ糖とイノシトール、AIMVではしょ糖、

SBMVとCaMVではリジン、 Nepovirusの3種とCom－

ovlrusの2種ではぶどう糖とリジン、 Potyvlrusの2

種ではリシン、TSWVではシステインであった。

 以上のことから同一グループ内はもちろん、異なるグ

ループに属するウイルスでも粒子形態を維持している結

合様式や物理化学的諸脚質が類似していれば、保護効果

のある添加物の種類に共通性があることが明らかにされ

た。さらに、本研究の諸実験結果によって、保存法がよ

く調べられていないウイルスについても有効な保存法を

類推できる可能性が示され、また、凍結乾燥標品の長期

保存にあたっては一20℃の低温が実際的に有効である

ことが明らかになった。

2．論文審査結果の要旨

 植物病学の研究において、ウイルスなど病原体の標品

等を変異を生じない条件下で長期的に維持、保存できる

ようにすることは、その時代のみならず後代のためにも

重要な検討課題とされている。しかしながら、植物ウイ

ルスについては、一70℃以下での凍結が保存に有効と

みられてはいるものの、それ以外の条件での保存法も含

めて、従来必ずしも十分には研究されていなかった。本

研究は汁液接種が可能な植物ウイルスのうち、主要な7

（39）
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ウイルス群の13種と、未分類の1種の計14のウイル

スを用い、現在広く普及している一20℃の冷凍庫を利

用すろ実用的なウイルス保存法の確立を意図して行った

ものである。詳細、かつ膨大な実験結果にもとつく本研

究の成果には、多くの新しい重要な知見と共に、添加物

を用いるウイルス保存法に関する明確な万向の提示が含

まれているが、その概要は次のように要約される。

（1］一20℃での凍結保存法に関して一ダイコンひ

だ葉モザイクウイルス（RMV、 ComovirUs群）とトマ

ト黄化えそウイルス（TSWV）を除く供試ウイルスは、

いずれもウイルス用品の凍結融解処理に対してはかな

りの耐性を示すものの、適当な保護剤を添加しない場

合には一20℃条件での長期間の保存は期待できなか

った。しかしながら、一万、粒子に外膜を持ち供試ウ

イルスの中でとくに不安定なTSWVを除けばウイル

ス標品にペプトンまたはグリセリンを添加することで

長期聞の保存が可能になることが確かめられた。これ

らの添加物によるウイルス活性保護効果がウイルス群

のちがいを越えて認められることはt保存法未検討の

ウイルスに対しても一20℃条件での有効な凍結保存

の可能性を示唆するものである。

（2｝凍結乾燥法に関して一凍結乾燥処理によってウ

イルスが受ける影響を詳細に調べ、影響の様子によっ

て供試小球形ウイルスは3群に大別されることを示し

た。さらに、粒子の形態維持にかかわる結合様式と凍

結乾燥処理に対する粒子の耐性との関係を調べ、主と

してRNAと蛋白サブユニットの結合力によって粒子

形態が維持されるCucumovirus、Sobemovlrusおよ

びカーネーションモットルウイルス（CaMV）は凍結

乾燥処理に比較的耐性があり、粒子形態の維持に蛋白

サブユニット同志の結合が主に働いているNepovl rus

やComovlrusは弱いことを明らかにした。また、粒子

がひも状の供試PotyVirus 2種は凍結乾燥処理によっ

ていずmも活性低下が起こることを示した。

 棟結乾燥処理による悪影響を排除するために、ウイ

ルス標品に加える各種の添加物の効果を詳細に調べ、

Cucumovlrusの3種のウイルスでは、煮糖またはイノ

シトール、アルファルファモザイクウイルスでは勲等．

SobemovlrusとCaMVではリシン、 Nepovirus 3種

とComovlrus 2種てはぶどう糖、 Potyvlrus 2種で

はリジン、TSWVではシステインがそmそれ凍結乾

燥処理によるウイルス標品の保存に有効なことを明ら

かにした。

（4e）
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 以上のように、本研究は、従来その重要性が論じられ

ながら体系的な研究成果の少なかった植物ウイルスの保

存法に関する研究の分野に大きな足跡をしるしたもので

ある。本研究の成果には、汁液接種可能な主要植物ウイ

ルス群について、実用的で有効な長期間保存法を確立し

たばかりでなく、供試ウイルス以外のものも含めた植物

ウイルスの一般的な保存法に関しても明確な万向を提示

するなど、多くの注目すべき新知見が含まれており、学

術上のみならず応用上にも寄与するところは大と認めら

れる。よって農学博士の学位を授与することを適当と認

める。

審査委員

 主査教授井上忠男
 副査教授中條博良
 副査教授岩田 隆
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規定に世づき、昭和60年3月20日博士の学位を授与
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する。
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          （広島県 昭和16年6月27日生）

論 Y 名

 トマト黄化えそ病に関する研究

1．論文内容の要旨

 トマト栽培において、病害による減収は非常に大きく、

その中でもウイルス病による被害は無視できないものが

あろ。岸（1973）の｝ll定によると、ウイルス病による

トマトの被害は1973年度には約18億円に達したもの

とされるか、その後さらに増大しているものと思わmる。

ウイルス病に対しては、また直接有効な冶療薬剤がない
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ので、防除対策としては耕種的万法を中心にして検討す

る必要があり、そのためにはウイルスの種類を明らかに

し、その発生生態を解明することが重要である。

 筆者は1972年に奈良県五条市でトマトに激しい全身

えそ症状を起こす一種の病害が多発しているのを見出し、

その原因の調査を開始した。その後の研究結果からその

病原をTomato spotted wllt virus（TSWV）と同定し

た。TSWVは1919年オーストラリアでトマトの新し

い病原ウイルスとして記載されて以来、世界各地で多く

の植物に発生して被害をもたらすことが報告されている。

我国では、従来ダリアでの発生が報告されていただけで

あったが、近年、各地でトマト、ピーマン、ヒオオギ、

タバコ、スイカなどに被害が発生して問題になってきた。

 本研究は、トマト黄化えそ病の発生様相を調べ、病原

ウイルスの同定を行い、本病の媒介昆虫としてのアザミ

ウマ類および伝染源植物を明らかにして本病の発生生態

を解明し、ダリアのウィルスフリー株の作出、媒介昆虫

の駆除法など本病防除対策の確立を目的として行ったも

のである。

第1章 本病の発生状況ならびに病原ウイルス

    の同定

 奈良県での本病の発生・被害状況および病徴の特徴を

明らかにすると共に、寄生性、伝搬様式、ウイルス粒子

の形態、その他の諸性質から病原ウイルスの同定を行っ

た。

1．本病の発生は、1972年に五条市釜窪町で初めて確

 認されて以来、奈艮県では局地的にみられ、五条市と

 宇陀郡では1980年掛で露地栽培トマトで毎年認めら

 れた。本病は他のトマトのウイルス病とは異なり、全

 身的なえそ症状を起こし、果実はえそを伴って奇形に

 なるのが特徴である。本病による被害は激甚であり、

 1975年中は五条市のトマト生産地では約50％の減

 収となった圃場もあり、緊急な対策の樹立が望まれた。

2．病原ウイルスは汁液接種が可能であり、寄生性が広

 く、8科29種の植物に感染し、ほとんどの寄主植物

 にえそ病徴をあらわした。

3．病原ウイルスは土壌伝染や鞍懸伝染はしないが、ア

 サミウマ類によって水層伝搬される。媒介昆虫として

 はTfi rtps tabaet LINDEMAN（ネギアザミウマ）以

 外にTset・sus MOULTON（ダイズウスイロアザ

 ミウマ）が重要媒介昆虫であることを新たに見出した。

 「T．set・susは幼虫時代にウイルスを獲得し、成虫に
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 なってウイルスを伝搬すろことができる。媒介昆虫の

 ウイルス伝搬率は、ウイルス獲得ならびに接種吸汁時

 間を長くするほど高くなった。

4．病原ウイルスは他のトマトのウイルスに比べ植物体

 内におけるウイルス濃度は極めて低い。また罹病植物

 粗汁液中で極めて：不安定であり、耐熱性は45～50℃

 （10分）、耐希釈性は2×10－5～10一5、耐保存性

 は10～15時間（25℃）であった。PTA染色に対し

 ても不安定であり、ウイルス試料の電子顕微鏡観察に

 あたって染色前にオスミウム蒸気やグルタルアルデヒ

 ド液で固定しないと、大半のウイルス粒子は崩壊・変

 形した。

5．罹病トマト葉の超薄切片の電子顕微鏡観察により、

細胞質内に小胞に包まれたウイルス粒子の集塊が多数

 みられた。このウイルス粒子は切片像で直径71～103

 nmのほぼ球状であり、外膜構造をもつことが確認さ

 れた。

 以上の結果から、本ウイルスはTomato spotted wrlt

vlrus（TSWV）と同定された。我国においてトマトか

らTSWVが確認されたのは本研究が最初であり、トマ

トでの病徴の特徴から本病の病名を「トマト黄化えそ病」

ウイルスの和名を「トマト黄化えそウイルス」と名づけ

た。

第2章 伝染源植物の探索

 本病の伝染環を究明するために、1975年から1980

年目かけて本病常発地である奈良県・五条市と宇陀郡で

TSWV感染植物を調査した。

1．五条市において、本病の発生圃場周辺で調査した3

 科6種の作物、ならびに9科18種の雑草の中から、

 1977年にピーマン、ノゲシ、オニタビラコにおいて

 TSWVを検出した。その後毎年10月および11月

 の調査時には、上記2種の雑草からTSWがいずれ

 も高率に検出された。しかし、いずれの年も4月の調

 査では罹病したオニタビラコの越冬は認められなかっ

 たが、ノゲシでは1978年4月調査で低率ながら越冬

 する罹病植物が認められた。この罹病植物がその年の

 重要な伝染源になるものと考えられた。

2．宇陀郡においては、1977年から1980年にかけて

 行った細査では雑草からTSWVを検出することはで

 きなかった。しかし、本病の発生をみたトマト圃場の

 周辺には必ずダリア圃場があり、ダリアの品種によっ

 ては全株TSWVに罹病していたのでダリアが本病の

（41）
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重要な伝染源植物であると考えられる。

第3章 トマト黄化えそ病および媒介昆虫

    T．setosusの発生生態

 本病ウイルスの媒介者としてのT．setOStcsの重要性

を知るためにトマト圃場内およびその付近の植物での密

度を訥べ、T． setosusと本病の発生との関係について検

討した。

1．五条市および宇陀郡の露地栽培トマトに寄生するア

 ザミウマの種類は、1974年から1977年にかけての

 5月からil月にわたる調査（釆川氏同定）でT．

 setOSUSが圧倒的に多く、 T． taba・tは確認されな

 かった。T． setosusはナス科、ウリ科、マメ科、キ

 ク科、ゴマ科など調査地の多くの作物およひ雑草で優

 占種であり、TSWV媒介昆虫として最も重要なもの

 と考えられた。

2，トマト圃場におけろ1974年と1977年の調査によ

 れば、T． s・t・susはトマトが定植（5月上旬）され

 ると直ちに飛来して増殖を始め、6月中旬頃までは圃

 場周辺部のトマトで生息密度が高まった。～万、本病

 は6月上旬からアザミウマの生息密度の高い畦畔近く

 の畝に発生し始めた。その後、アザミウマは増殖して

 活発に移動し、圃場内に広く分散したので場所による

 生息密度の格差は少なくなった。アザミウマの生息密

 度は梅雨期には一時低下したが、梅雨明け後は再ひ高

 まった。一万、本病は初発病株を中心に広がり、7月

 上旬までは発生が少なかったが、中旬頃から急激に増

 草した。このように、本病の発生とアザミウマの発生

 との間には密接な関係があり、とくに、7月上旬以降

 では両者の間に高い相関関係が認められた。

第4章 防 除 対 策

 本病の防除対策として、媒介昆虫駆除の効果を検討し、

さらに、伝染源として重要なTSWV罹病ダリアについ

てウィルスフリー化を試みた。

1．媒介昆虫駆除teよる本病の防除としては、5月上旬

 定植のトマトでは6月上旬以降の残効性の高い侵透性

 薬剤の散布が効果的であり、とくに、圃場でのTSWV

 保毒虫率が高まってくる6月中旬以降の薬剤施用は極

 めて重要であろ。

2．宇陀郡でのダリア主要品種、美榛、大ノ川、雪国、

 クロイドンロビンについて、Linsmaier＆Skoogの

（42）
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培地を用いた生長点培養法でウィルスフリー株を作出

した。さらに、それらの株をもとに挿し木によって大

量増殖して産地へ供給した。

第5章総 合 考 察

 トマトの新病害として本研究で記載されたトマト黄化

えそ病は、その激しいえそ病徴から多発すれば大きな被

害をもたらすので警戒を要するものである。トマト黄化

えそ病の病原ウイルスは病倒、寄生性、伝搬様式、粒子

の形態からTSWVと同定されたが、我国でTSWVが

見出されたのはダリア以外では本研究が最初である。

TSWVについてBest（1968）やPaliwal（1976）が

寄生性や媒介アザミウマの差異で系統を論じているが、

奈良県の2地域で発生したTSWVは共に類似の寄生性

を示し、いずれも媒介昆虫T．set・susで伝搬されるこ

とから、両者は伝染病学的には同一系統と考えられた。

 本病の奈良県内での発生には強い地域性が認められ、

五条市での発生はノゲシ、オニタビラコ＃ トマトの

「定着型」、さらに宇陀郡ではダリア→トマトの「導

入型」といずれも限らmた伝染環によるものと考えられ

た。このようec TSWVの発生には地域性のあることが、

近年発生が報告された兵庫県や茨城県でのピーマンの場

合にもみられ、このようなことは防除対策上重要な知見

と考えられる。

 五条市には本病の常発地があり、この地域での本病の

越冬宿主はノゲシやオニタビラコであろうと考えらmる。

しかし、前年に罹病したこれらの雑草は激しいえそ症状

のため枯死し、ごく少数の個体だけが越冬し、翌年のト

マトへの第一次伝染源になるものと考えられる。トマト

での本病の初発生は例年6月上旬で少ないが、6月中旬

以降トマトでのアザミウマの増殖が盛んになり、初発病

株が二次伝染源となって圃場内感染がおころ。その後二

次感染株が出現する6月下旬頃になると圃場内のアザミ

ウマは一層TSWVの酒毒率が高まるが、このことが7

月に入ってからの本病の急激な増加の要因となるものと

考えられろ。また、アザミウマの生息密度は降雨により

影響を受けやすいので、この期間に雨が多いと媒介昆虫

の密度が低下し、その結集、本病の発生も抑制されると

考えらm、る。

 1981年以来五条rfiでは本病の発生がみられなくなっ

ているが、これは本研究で解明された本病発生生態の知

見に基づいてとられた防除対策か効果をあげたものと考

えられる。一万、宇陀郡においてはダリアのTSWVフ
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リ一株が作出され、栽培農家への供給が開始された。今

後、ウィルスフリー株の再汚染問題を克服することによ

り、本対策を推進することは、本ウイルス病の予防効果

をあげると共にダリア生産の安定化にも貢献することが

期待される。

2．論文審査結果の要旨

 我国の主要果菜のトマトで、ウイルス病は重要な生産

阻害要因の一つとなっており、しばしば大きな被害をも

たらして問題になっている。申請者は、1972年に我国

では未記録の新しいウイルス病が奈良県下に発生して被

害を生じていることを初めて見出したが、本研究はその

病原ウイルスならびに発生生態を解明し、防除対策を確

立しようとしたものである。本研究によって得られた成

果、とくec病原ウイルス．媒介者、伝染源等に関しては

注目すべき多くの重要な知見が含まれているが、その概

要は次のとおりである。

（1）本病の発生状況ならびに病徴の特徴を詳細に観察、

 記録し、病原ウイルスの各種性状を調べた。その結果、

 本病は果実の奇形化を伴う全身的な激しいえそ症状を

 特徴とすること、病原ウイルスは土壌伝染、種子伝染

 しないが、汁液接種が可能で宿主範囲が極めて広いこ

 とを明らかにした。次いで、本ウイルスがアザミウマ

 永続伝搬性であることを見出し、既知の媒介虫、Thrtps

 tabaoz以外に7． set・sus（ダイズウスイロアザミウ

 マ）を重要な媒介者として初めて記載した。さらに、

 本ウイルスは植物粗汁液中で極めて不安定であること、

 ウイルス粒子は外膜を有する大型球形粒子であること、

 感染植物超薄切片の電顕観察で細胞質内に小胞に包ま

 れた粒子集塊として存在すろことを明らかにした。以

 上の諸性質から本ウイルスをTomato spotted Wllt

 virus（TSWV）と同定し、和名として「トマト黄

 化えそウイルス」病名として「トマト黄化えそ病」を

 与えた。

［2｝奈艮県五条市および宇陀郡の本病常発地における伝

 染環を明らかにするために、トマト以外のTSWV感

 染植物の調査を行い、五条市ではピーマン、ノゲシ、

 オニタビラコにTSWV感染植物を見出し、越冬伝染

 源としてはノゲシが重要なことを指摘した。一万、宇

 陀郡では、本病発生地に広く栽培されるダリアにTS

 WV感染品種が多く、これが主要な伝染源であること

 を明らかにした。

〔3〕五条市および宇陀郡の露地栽培トマト圃場付近のア
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 ザミウマを調査し、TSWVの媒介者としては、この

 地域のナス科、キク科、マメ科、ゴマ科など各種作物

 や雑草での優占種であるT．s・t・susが最も重要であ

 ることを明らかにした。次いで、トマト圃場内でのT．

 setosusの生息密度と本病発生状況を詳細に調べ、 T．

 set・susの生息密度はトマト定植（5月上旬）以後、

 梅雨期に一時低下するものの、高くなろこと、本病の

 発生は6月上旬から始まり7月中旬以降に急増するこ

 とから、アザミウマと本病発生との間に密接な関係の

 あることを明らかにした。

〔4）本病防除対策として媒介虫の薬剤駆除の効果を検討

 し、本病の防除にはアザミウマのTSWV保伸率の高

 まる6月中旬以降の殺虫剤施用が有効なことを実証し

 た。さらに宇陀郡での本病の伝染源となるダリアにつ

 いて、主要な4品種から生長点培養によってウイルス

 フリー株を作出し、さらにこれを挿木増殖して栽培農

 家に供給し、トマトの本病防除のみならず、ダリアに

 ついてもウイルス病防除の効果を上げ、生産の安定化

 をはかることができた。

 以上のように、本研究は、トマト黄化えそ病とその病

原ウイルスについて、ほぼその全貌を明らかにしたもの

である。とくに、伝染源植物、媒介者とその発生生態な

どについて、注目すべき多くの新知見を提供し、防除法

に関して明確な万向を提示しており、学術上のみならず

応用上寄与するところが極めて大と認められる。よって

農学博士の学位を授与することを適当と認める。

審査i委員

 主査教授井上忠男
 副査教授黒子 浩
 副査教授大澤孝也

大阪府立大学告示第24号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月20日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

すろ。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎
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           あり た   ゆたか
称号及び氏名 農学博士 有 田   豊

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （京都府 昭和16年4月17日生）

論 文 名

 Taxonomic Studies of the Glyphipterigidae

 and Choreutidae （Lepidoptera） of Japan

 日本産ホソハマキモドキが科およびハマキモドキが科

 （鱗翅目）の分類学的研究

1．論文内容の要旨

 Glyphipterigldaeは、和名をハマキモドキが科と称

して、e“く近年まで翅脈の特徴を重視したMeyri（蝋1913）

の定義に基づき、広義のカテゴリーが用いられていた。

すなわち広義のハマキモドキが科icは本研究でいうホソ

ハマキモドキが科（Glyphipterigidae）とハマキモドキ

が科（Choreutidae）が含まれ、それぞれ別の亜科、

GlyphlpterlginaeおよびChoreutinaeとして扱われて

いた。なおこのほかにも、後述するようIC多くの異質的

な要素を含んでいることが分かってきた。このようなわ

けで、従来のハマキモドキが科の分類学的研究の多くは

広義のカテゴリーのものであり、わが国の材料による研

究はZeller（1877）を初めとし、Butler（1879）、 Marumo

（1923）． Stringer（1930）i Iss iki（1930）． Matsumura

（1931）． Moriuti（1960）． Morluti and Saito（1964）一

Arita（1977 一）． Diakonoff and Arita（1976－81）． Dia－

konoff（1977一）らによって進められてきた。

 本研究では、広義のハマキモドキが科の分類学的知見

を整理し、日本産のホソハマキモドキが科とハマキモド

キが科について、タイプ標本を含む2，493個体の標本に

基づき学名を検討し、頭部、脈相、雌雄交尾器の諸形質

を調べ、さらに判明した幼虫、蠕の特徴を加え両科の定

義を明瞭にし、それぞれの科に含まれる属・種を整理し

た。その結果日本におけるホソハマキモドキが科は3属

22種1亜種（1新種と1新亜種を含む）に、ハマキモ

ドキが科は7属35種1亜種（5新種を含む）となった。

これらの属・種（日本産であることが不確実な1種を除

く）について記載または再記載を行い、検索表を与えた。

広義のハマキモドキが科のタクサ（taxa）の所属変更

 Brock（1965、1971）は、広義のハマキモドキが科に含

まれるGlyphlpteriglnaeとChoreutlnaeとの間には形態
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的に大きな差一前者の腹部基部の腹板はヒロズコが型で

あり、後者のはハマキガ型一のあることを見出し、両亜

科をそれぞれ独立の科、Glyphipterlgldae（ホソハマキ

モドキが科）とChoreutidae（ハマキモドキが科）とし

た。Heppnea（1977）はBrockの考えを入れ、上科の検

討を行いホソハマキモドキが科をシンクイガ上科（Cop－

romorphoidea）に、ハマキモドキが科をスカシバが上科

（Sesloidea）に属させた。その後森内（1982）はホソハ

マキガ科をスガ上科（Yponomeutoidea）に所属させた。

なお、広義のハマキモドキが科に含まれていたもののう

ち日本産の亜科、属の所属を整理すると次のようになる。
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ホソハマキモドキが科（Glyphlpterlgldae）の分類

 形態的特徴としては、吸管に鱗毛が無く、小腿嶺の末

端は尖り、第1～3節に毛束をもたな1，㌔前翅は狭く、

先端はまろくなり、申室には小室をもつ。後翅は前翅よ

り幅が狭いか同風、翅脈数は8脈。腹部基部の腹板はヒ

ロズコが型である。

 雄交尾器は、uncus、 soclus、 gnathosは退化し、

anellusは大きくチューブ状。 雌交尾器のlamella

antevaglnallsは通常骨化し、まれに非常に大きいもの

がある。

 成虫は年1化または2～3化で昼行性である。幼虫は

単子葉植物のショウブ、ネザサなどの茎に潜るものやア

ブラガヤ、シンジュガヤなどの種子と花序をつづり合せ

て食するものが知られる。蠕化は茎中またはつづり合せ

た種子や花序の中で行われる。

 日本産ホソハマキモドキが科の属は次のような特徴を

もつ。

L

2，

五εμ伽6αγアん雄3属

小職髪は2節。後翅の脈臨とCulaは申室下角の同

一点から出る。

Carmentzna属

小臆髪は1節。前翅の脈R4とR5は短い共通の柄を
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 もつ。

3． Glyphtptertx

 小胴嶺は4節。前翅の12脈はすべて分離する。後

翅の脈M3とCulaは中室下層より起こり共通の短い柄

 をもっか同一点から出る。

ホソハマキモドキが科の分類リスト

本研究で明らかにすることが出来た日本産ホソハマキ

モドキが科は次の3属22種1亜種である。

Glyphipterigidae Stainton． 1859

 Aechnidae Bruand， 1850

 Glyphipterygidae Stainton， 1859

  ［． Lepzdotarphtus Preyer， 1877

    Desmtdoloma Erschoff， 1892

     1． perornatella （Walker， 1864）

       splendens Preyer， 1877

  1i Carmenttna Meyrick， 1930

    Metapodtstts Meyrick， 1933

     2． molybdotoma （Diakonoff et Arita，

      1979）

  llL Glyplttptertx Hubner， ［1825］

    G13cpgtpteryx auctrum

    Hertbeta Stephens， 1829

    Aeohmta Treitschke， 1833

    thacampsozdes Bruand， 1850

     3． semtflabana lssiki， 1930

     4． alpha Moriuti et Sai to， 1964

     5． beta Moriuti et Saito， 1964

       japontcelda sensu Matsumura， 1931

     6． gamma Moriuti et Sai to， 1964

     7． delta Moriuti et Saito， 19M

     8． forsterella （Fabricius， 1781）

       humeTella （Hubner， ［1800－05））

       ducasella （Duponchel， 1838）

       oczadatella （Zeller， 1850）

      forsterella ntvteapzLt Arata， n， subsp．

       forsterella forma ntvteaput Diako－

       noff， 1979

     9． scleTtae Arita， n． sp．

     10． tmparfasctata Arita， 1979

     11． trtyonodes Arita， 1979

     12． gaz“ttalts Diakonoff et Anta， 1976

     13， yemmuda Diakonoff et Arita， 1976

     14． fundttrzx Diakonoff et Arita， 1976
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15． okut Diakonoff et Arita， 1976

16． reytLda Diakonoff et Anta， 1976

17． Japonteella Zeller， 1877

18． ntyromarytnata lssiki， 1930

   suzuktt Matsumura， 1931

19． bastfasctata lssiki， 1930

   Jezontea Matsumura， 1931

20． luteomaculata Arita， 1979

2L euleueotoma Diakonoff et Arita， 1976

22． melanta Diakonoff et Arita， 1976

23． dtttorana （Walker， 1863）

ハマキモドキが科（Choreutldae）の分類

 形態的特徴としては、吸管の基部に鱗毛をもつ。触角

は、雄では掛目に繊毛がある。下唇髪の末端節は尖るか

尖らず、ときに第2節に顕著な毛束をもつことがある。

小鳥嶺は1～2節。前翅は幅広く長い三角形で、中室に

は小室をもたないが、まれに有することがある。後翅は

幅広く、前翅より広い三角形をなし、まれに雌雄二型が

ある。翅脈数は10脈、まれに9脈。腹部基部の腹板は

ハマキガ型である。

 雄交尾器のsubscaphiumはよく発達する。 Gnathos

は一般にないが、まれに発達すろ。Valvaは単純であ

るが、まれにjuxtaと融合しsacculusとcucullusが顕

著になる。雌交尾器のcolliculumは発達する。Signumは

微小な歯列のあるプレート状または棒状である。

 成虫は年数回発生し、昼行性である。幼虫は双子葉植

物のりンゴ、コウゾ、イヌビワなどを食するものが知ら

れ、葉面に薄く糸を張り、葉脈のみをのこして食べ、張

り回した糸に糞粒を付ける。紡錘形または長六角形の繭

を作りその中で蝋化すろ。

 日本産ハマキモドキが科の属は次のような特徴をもつ。

1． Anthophtga fi

  下唇髪第2節に毛束はない。後翅の脈M3とCula

 は中室下田の同一点より出る。雄交尾器のgnathosは

 よく発達。雌交尾器のductus bursaeはコイル状を

 なす。

2． Chereuttsre

  下唇髪の第2節はやや太いが毛束はない。後翅の脈

 M3とCulaは共通の短い柄をもつ。雄i交尾器のsubsc－

 aphiumは発達する、 gnathosはない。雌交尾器のslg－

 numはプレート状である。

（45）
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3． Proohoreutzs属

 下唇髪の第2節に顕著な毛束をもつ。後翅の脈M3

 と（Uaは共通の柄をもつ。雄交尾器のsubscaphiumは

発達する。Gnathosはない。雌交尾器のcolliculum

は顕著である。

4．  Tebennα属

 下唇髪の第2節に顕著な毛束をもつ。後翅の脈M3

 とCulaは融合する。雄交尾器のvalvaのsacculusと

 cucullusは顕著。雌交尾器のslgnumは長い棒状であ

 る。

5．  Sal）tんα 属

 後趨は雌雄異型である。下唇髪の第2節に毛束はな

い。後翅M3とCulaは共通の短い柄をもつ。雄交尾器

のsubscaphiumは発達し長い。

6．BTenthea属

 下唇髪の第2節に毛束はない。前翅の翅脈はすべて

分離する。雄交尾器のvalvaはさまざまな形をなすn

7．Lttobrentんta属

 下唇髪の第2節に毛束はない。前翅と脈R2とR3は

共通の柄をもつ。雄交尾器のvalvaは蛍純である。

ハマキモドキが科の分類リスト

 本研究で明らかにすろことが出来た日本産ハマキモド

キが科は次の7属35種1亜種である。

Choreutidae Stainton， 1859

 Simaethidae Cotes， 1889

 Hemerophユ11dae Busck， 1910

 1． Choreutmae Stainton， 1854

   1． Anthophtla Haworth， ［1811）

      Szmaethts Leach， 1815

     Xylopode Latreille， 1825

      1． fabrtctana （Linnaeus， 1767）

        oxyaoantLella （Linnaeus， 1767）

        urtecana （［Denis et Schiffermuiler），

        1775）

        clentana （Hubner， ［1796’1799））

        dentanatts （Treitschke， 1829）

        alterna／ts （Treitschke， 1829）

        panetartae （Stainton， 1855）

   IL Choreutts Hubner， ［1825］

     Hemerophzla Hubner， ［1806］

     thtromzala Frolich， 1828

     Maeropta Costa， C1836）

      Orehemta sensu Fernald， 1900
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  Allononyma Busck， 1904

   2． achyrodes （Meyrick， 1912）

     albtfasctalts （Marumo， 1923）

     koeehtensts （Matsumura， 1931）

   3． vtnosa （Diakonoff， 1978）

     vtnosa dtscolor （Diakonoff et

     Arita， 1979）

   4． partana （Clerck， 1759）

     lutosa （Hawnrth， C1811］ ）

     partalts （Treitschke， 1829）

   5． atrostynata （Christoph， 1888）

     mozwana （｝vlatsumura， 1931）

     ussurt ensts （Danilevsky et Kuzne－

     tsov， 1973）

   6． yakushtmenses （IVfarumo， 1923）

   7． hyltyenes （Butler， 1879）

   8． ophiosema （Lcmer， 1896）

   9． ／aponzca （Zeller， 1877）

  10． mtnuta （Diakonoff et Arita， 1979）

  11． xantheyramma （Meyrick， 1912）

  12． basalts （Felder et Rogenhofer，

    1875）

     chtonodesma （Lower， 1896）

  13． dtana （Hubner， ［1819－22］）

     dtanalts Treitschke， 1835

    decorana （Zetterstedt， ［1839））

     lurtana （Waiker， 1836）

     vtcanatts （Zeller， 1875）

  14． fulmtnea （Meynck， 1912）

  15． amethystodes （Meynck， 1914）

  16． eyanoyramma （Diakonoff et Arita，

    五979）

111． Proehoreutts Diakonoff et Heppner， 1980

  17． myllerana （Fabricius， 1794）

    myllert （Haworth， ［1811］）

     anyustana （Hubner， ［1811－13））

     uTtecana （Hubner， C1819－22］）

     sctnttlulana （Hubner， ［1825］）

     albLpunctalts （Zetterstedt， ［1839））

  18． ultLmana （Krulikovsky， （1909））

     monteldt （Hackman， 1946）

  19． alpzna C Arita， 1976）

  20． sehestedtana （Fabricius， 1776）

    punctosa C Haworth， C1811））
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    21． delteata （Arita， 1976）

    22． dtakonofft Anta， n． sp

    23． hadToyastra （Diakonoff， 1978）

    24． brunescens （Diakonoff， 1978）

    25． subdeltcata Arita， n sp．

    26． kurekoe Arita， n． sp．

  IV． Tebenna Billberg， 1820

    Polpe Hubner， C1825）

    27． bj erkandrelta （Thunberg， 1784）

       oardut （Strom， 1783）

       bj erkandrana （Fabricius， 1787）

       vzbrana （Hubner， C1811－13］）

    28． mzcalts （Mann， 1857）

    29． submtcalts Daniievsky， 1969

    30． yamashttat Arita， n． sp

  V． Saptha Walker， 1864

    挽伽〃αWalker，1866

    Chordates Snellen， 1877

    31． dtvtttosa Walker， 18M

fi Brenthiinae Hepper， 1981

  VL Brenthta Clemens， 1860

    32． formosensts lssiki， 1930

    33． ptleae Arita， 1971

    34． yaeyamae Ari ta， 1971

    35． morzuttz Arita， n． sp．

  Vll Lttobrenthta Diakonoff， 1978

    36． ］apontca （Issiki， 1930）

り異なった形質をもっていて、上科を異にすろ。すな

わち前者はスガ上科、後者はスカシバが上科に所属す

る。

両科の区別表は次のようである。

ホソハマキモドキが科 ハマキモドキが科

吸   管

下唇 髪

前   備

後   翅

腹部腹板

雄Valva
交
尾
器Aedeagus

幼

童

虫

鱗毛をもたない

滑らか

幅狭く、中室に小室
をもつ

幅狭い

ヒロズコが型

単純で細長い

先端に密に毛や刺を
もつ

個眼6個、前胸のL
刺毛2本

腹部背面に刺列なし

基部に鱗毛をもつ

長鱗毛をもつものが
あろ

幅広く、一般に小室
をもたない

幅広く、前翅より広
い三角形

ハマキガ型

突起があったり、2
叉する

密毛や刺をもたない

個眼5個
L刺毛3本
目rj列、とき【こ点亥il列

をもつ

〔2）ホソハマキモドキが科は3属22種1亜種に整理し、

 この中に1新種と1新亜種を加えた。

  ハマキモドキが科は2亜科に分け、7属35種1亜

 種とし、5新種を加えた。

〔3）寄主植物（代表種のみ）

襲名および種名 寄主膳物名（旧名）

2．論文審査結果の要旨

 従来Glyphipterlgidae（ハマキモドキが科）といわ

れていたグループは、近年まで異質的要素をもつものの

集まりであり、分類学的な正しい位置づけがなされてい

なかった。また学名未詳の種を多数かかえ、きわめて研

究の遅れているグループでもあった。

 本論文は、わが国におけろ広義のこの科に含まれてい

たものの所属を正し、分割された主要部分であるGlyp－

hipterigidae Cホソハマキモドキが科と称す）とChore－

utldae（ハマキモドキが科と称す）について、タイプ標

本を含む2．493個体の標本に基づき学名を検討し、諸形

質を調べ、両科の定義を明瞭にし、それぞれの科に含ま

mる属・種について、必要なものには新名を与えて整理

したものであり、その成果は次のようである。

（1）ホソハマキモドキが科とハマキモドキが科とはかな

1

Glyphipterigidae

 LtPtdettrpゐ‘齪Ptrornat‘〃α

 αyアん‘μπぽSt m； ftava na

 G scltrtat

Choreutidae

 激‘ん07】ム乙∠αfabr；etana

 Chortutw venosa d；seeter

 C． atrestyrLata

 c．yakusゐt配nStS

 C Lyltyinets

 cノαpo川ごG

 Prochortutts dttteata

 Ttb‘nna鷹乙ealtS

 Brtntん己αPtt¢硯

 hteth‘匹‘ん己αノαpo肌。α

ショウブ、セキショウ（サトイモ科》

ハコ冬ダケ （イネ科）

オオシンジュガヤ（カヤツリグサ科〕

イラクサ 〔イラクサ科）

セイヨウリンゴ、ズミ（バラ科）

ハルニレ （ニレ科）

カラムシ、コアカソ（イラクサ科）

コウゾ、ヤマグワ （クワ科）

イヌビワ、オオイタビ（クワ科）

アキチョウジ（シソ科）

ゴボウ、ハハコグサ（キク科）

コミヤマミズ（イラクサ科）

アカガシ、アラカシ（ブナ科）

（47）



48号外 第2号

 上表からGlyphipterlgidaeは蛍子葉植物を、 Cho－

reutldaeは双子葉植物を食することがわかる。

 本論文作成にあたっては20年になんなんとする長

年月にわたり、北は北海道から南は八重山諸島に至る

まで広く材料を求め、研究に供した。また、この分野

での世界的権威であるDi akonoff博士とも情報交換を

行い、正しい判断を導いている。

 以上本研究は、従来混乱していた広義のハマキモド

キが科を整理し、日本のホソハマキモドキが科とハマ

キモドキが科のほとんどの属・種について記載を与え、

頭部、翅脈、雌雄交尾器など重要な形質について図示

し、新たに判明した幼虫・蠕についても図示・記載し、

寄主植物を表示したもので、昆虫分類学上のみならず．

応用昆虫学上にも大きな貢献をするものと考える。

 よって学力確認の結果と合せて、農学博士の学位を

授与することを適当と認める。

審査委員

 主査 教授黒 子   浩

 副査教授藪野友三郎

 副査教授井上忠男
 副査 講師 森 内   茂

大阪府立大学告示第25号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下」学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月20日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

すろ。

  昭和60年4月20日

称号及び氏名

大阪府立大学長 畑 四 郎

     二 たに     たかし

農学博士 小 谷   隆

   （学位規程第3条第2項該当者）

   （奈四四 昭和10年1月17日生）

論 ヌ：名

 麹酸誘導体の抗菌性に関する研究

  一構造活性相関と作用機作を中心として一

（48）
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1．論文内容の要旨

   o

HO
   g． 4S

   612Ll． 7
y一 No’ XcH．．x

1

 麹酸（5－hydroxy－2－

hydroxyrnethyl－4H 一

pyran－4－one）（1 ；X ＝＝

OH、 Y＝H）は、斎藤

（1907年）によって米麹か

ら単離され、薮田（1924年）

によって構造決定された化合物であろ。その後、この化

合物が細菌の生育を抑制することが見い出さm、この作

用は2価の金属イオンとのキレート形成態によるものと

考えられてきた。

 麹酸は、ペニシリン発見（1929年）以前に微生物から

単離された抗菌性物質であるが、その活性が低いために、

化学構造上の活性部位および作用機作についてはほとん

ど明らかにされていない現状である。

 本研究は、麹酸およひ麹酸誘導体の生理活性部を確認

し、細菌に対する抗菌性の作用田作を解明すろことを目

的として行ったものである。

第1章 麹酸誘導体の抗菌性試va i）

 麹酸を原料として26種の誘導体を合成し、5．αureus

209P， B． subtzgts 23W， za colt K－12， P．e． ae－

ruytn・sa SC－3840に対する抗菌性試験を行った。そ

の結果、抗菌活性に関する部位は5位のOH基と2位の

CH2－X基にあり、さらに6位に電子供与基を導入する

と抗菌性が低下し、電子求引出の導入によって抗菌性が

増大することが認めらmた。

第2章 麹酸誘導体の抗菌性に関する構造活性

    相関解析2）

y   －x

頴 岩．

：1 藩

呂1，を1

iiY’ち，

er   I

 麹酸誘導体9種を用い、pH 6．7，8の条件下でS．

aureus 209Pに対する50％生育阻害濃度Cを比濁法を

用いて測定した。Table 1にはCから求めた見掛けの抗

菌活性値10g 1／Cを掲げた。麹酸誘導体は、 Table 2に

  1ahte ： Avd”AcTltdAt Acllven of ko）ic At ：n DEntssT““ A（一：gsT

    ∫ 召甘rr“暫期PU馴M，脳【Tu匿隅ID【】rI艮lc MI㎜

     Anrntttltr nCl－ttv      Nt“trat molec”k       ’伽r7㎡戸レ胴
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示すように、pKaが62～8． 5の範囲にまたがってい

るため、抗菌性測定の条件下においては、化合物によっ

てそれぞれ非解離型分子とイオン型分子の存在比が異な

っている。

1nhle2  P｝‘、s旧｝‘川MkAI L【）、、1A＼1、田K【｝川A‘1D1》｝k1、AIL、1～

｝ 一X pAi J loe A． log S’
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日
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S 20
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7 bl］

7呂e
8 40

s so
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o 2g
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O N）
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－e lo
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JIり9i’t   IogA匡罰1山5【 一 109Asげm「’1   π竃 ． 10g P■   IogP“艮1聰u  πy 冠10g PxY ［ 10gP罵

 PA臓ト1財L’I  pκ墓肌1「．髄【

 このような理由から、見樹けの活性値は実際上log〔i

／（Cneutal＋Cion）〕であるので、非解離型分子とイオ

ン型分子の活性値log 1／C＋log〔（〔H＋〕＋Ka）／〔H＋〕〕

およひlog 1／C十iog〔（〔H＋〕十血）／血〕に補正した

（Tabie 1） o

 pH一定の条件下で得られた非解離型分子とイオン型

分子の活性値を従属変数とし、この従属変数の変化を1

個以上のパラメーターを独立変数とした関係式〔1）と（2）で

解析した。

…舌・…坦？譜・・π・・兀2・∫・b・Ka・・

1・・t・…〔H：鴇陥・げ・・げπ2＋∫』…Ka・・’

“）

（2）

 パラメーターとしては、麹酸誘導体の1－Octanol／

H20間の分配係数Pから、アロマルトール（1；X＝

H、Y＝H）のlog賄を基準として求めた置換基定数

πを疎水性パラメーターとして用い、また麹酸誘導体の

5位のOH基に対すろ電子求引性Alo9血〔；pK冒（アロ

マルトール）一pKa（誘導体）〕を電子的効果パラメー

ターとして用いた（Table 2）。

 （1｝、〔2）式はπ、π2、∠1じgKa項の線型結合で表わ

された回帰式であるが、生物活性との相関においては各

項がすべて有意であるとはいえない場合もあるので、い

ずれの項が有意であるか統計的に検討した。

 まず、pH 7の活性値を用いて｛1〕およひ②式で解析し

た計上、7位の置換棊定数πxを用いた〔3）、〔4｝式におい

て、F検定が99％レベル以上で有意であり、相関関係

も艮好となった。非解離型を活性分子種とした〔3威の場

合は、πxとAlogKaの項を含む式となり、イオン型

を活性分子種とした（4威の場合は、πx項のみを含む式

となった。pH 6およびpH 8の場合でも同様な結果を

得た。

togzl一 ＋ log nt：nlFiiitS！一HnK ＝ ，g．．g． 7－e－n，tog Ka ．．1－sgA7－7Fs ＋．g 一74一 p．

 n59，

  
1。96＋1。9

 （H’」

霞匿06旧，

旧？J＋K◎

    Ka

n冒9， 8冒0573．

t－tO 63 T） tti tO3） t107r2）
          2riO．924， Ftt76， （EV）‘．OeO6

．1647一， ＋ 3．929

t±0966） t±0590）
r．Oe56， F．t65， （EV）2．0656

（5）

（4）

 〔3｝、〔4）式において、相関係数（r）に関しては、〔31式の方

が（4）式より値が大きく、相関が良好であるように見える

が、標準偏差（s）の値も｛3威の方が大きく、この点からは

相関は必ずしも良好であるとはいえない。

 一万．Hansch、藤田の理論によると、 pH 一定条件

における活性tLE ig用いた場合、活性に関与する分子種が

非解離型かイオン型かを判別できないとされており、活

性に関与する分子種を判別するには、非解離型およひイ

オン型としての活性値をそれぞれpH 6．7，8で得られ

たものについて同時に解析する必要がある。

 そこで、このような解析を行って｛5）および〔6威を得た。

…吉・…」響・a繍…Ke・，鷲附謂、㌧一・，
 n．27， s．0564，’ r．O，9tT， Ft65．4， （Ev12． o，e2s

…II一・・…」撃・毒麟・・濃謬。， 一一・・，

 nt2T， s．10t7， rtO6t2， F．t5，0， ｛EV”． O，SSO

 〔5｝式はF検定から99％レベル以上で有意で、その相

関関係が（6）式よりもはうかに良好である。

 以上の結果から麹酸誘導体の抗菌作用を次のように考

察した。

 1）関係式｛5）と（6）式は、分子の疎水性の一部分のみを

表わす7位のX置換基の疎水性πxが活性に対応してい

るので、麹酸誘導体の作用部位が細菌の細胞表層に存在

していることを示唆している。

 2）｛5）式の相関関係が（6威のそれよりはるかに艮好で

あることから麹酸誘導体の活性型は非解離型分子であっ

て、pHによって変化しない細胞表層の非解離の標的と

相互作用をおこしていると考えられる。

 3）非解離型分子と細胞表層の作用部位との相互作用

は、5位の水酸基に対する電子求引性が大きいほど、ま

た、7位の置換基Xの疎水性が大きいほど大きくなる。

6位の置換基Yは、両側の親水基（水酸基とエーテル酸

素）と溶媒との水和がかなり強固であるため、細胞表層

の疎水部分に結びつくことができないが、5位の水酸基

に対する電子求引効果により、その水酸基と細胞表層の

水素受容部との水素結合を形成させるのに関与している

と考えられる。

（49）
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第3章 麹酸誘導体の金属キレート形成能と

    抗菌作用3）

 麹酸誘導体は、2価の金属イオンと1：1および2：

1キレートを形成する。Cu 2＋、 Co2＋、 Cd2＋の金属イ

オンと麹酸誘導体との1：1キレートの平衡定数k1を

測定した結果、log k1とpKaとの間に直線関係がある

ことを認めた。

 また麹酸とCu2＋、 Co2＋、 Cd2＋の金属イオンとの全

安定度定数10gβ2の測定により、1：1キレートから2

：1キレートを形成するときの安定度定数10g k2はiag

klとほぼ同等であることも推定された。この結果、1

：1キレートの形成が非解離型分子からおこるとすると、

その平衡定数はイオン型からの平衡定数klに比べて10－6

～10－8倍となり、キレートを生成しにくく、さらに2

：1キレートの形成が非解離型分子からおころとすると、

その平衡定数はイオン型からの平衡定数β2に比べて

10－12～10－16倍となり、キレートは一層生成しにくいこ

とになる。従って、金属キレート形成が抗菌性に関係す

るならば、活性型はイオン型であり、抗菌性の相関関係

には、』log Ka項が当然含まれてくるはずである。し

かし構造活性相関解析で導かれr一（5）、（6拭において、（5）

式は活性分子種が非解離型であるならば、置換基の電子

求引性が強いほど、すなわちキレートの安定度定数が小

さいほど活性が大きくなることを示しており、｛6）式は活

性型がイオン型であるとき、その活性に電子的要因d

log Kaが関与していないことを示している。従って活

性発現には、キレート形成が重要でないと考えられる。

 他万、EDTAを添加して培地中の金属イオンを除去

した場合、抗菌性に変化が認められなかった。また逆に、

培地中に過剰のCu2＋を添加した場合、麹酸誘導体の活

性が低下することを認めた。

 以上の結果から、抗菌性発現には金属キレート形成能

が直接関係しないこと、また非解離型分子が関与してい

ることを結論した。

第4章麹酸誘導体の細菌に対する作用機作

 7一ヨード麹酸（IKA）が5． aureus 209Pに及ぼ

す影響について検討を加え、その作用工作を考察した。

 1） リン酸塩緩衝液中でS．aureus 209P菌にIKA

を作用させた後、洗浄し、増殖培地に移植して生育を回

復させると、同調培養になることを認めた。

 2）菌体切片の電子顕微鏡観察から、IKAを作用さ

（50）
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せた菌は正常菌と比較して、菌体が膨潤し、かつ隔壁形

成の抑制が起っている。しかしながらIKA作用菌体は

［丘常菌と同様にグラム陽性を保持しており、聖体からの

核酸関連物質の漏出にも顕著な差が認められない。これ

らの結果から、菌体の細胞表層（壁・膜）はIKAの作

用で物理的な損傷を受けていないことが明らかとなった。

 3） IKAを作用させうと、除菌上澄液中にリンモリ

ブデン酸一一エタノール試薬、ヨード蒸気および塩素一ト

リジン試薬に陽性の物質が遊離してくることを確認した。

この物質を薄層クロマトグラム上単一スポットを与える

までに精製しK物質と名付けた。分子量は透析用セルロ

ーズチューブを透過することから12．000～14，000以下、

構成成分は細胞壁に特有なグルコサミンやムラミン酸を

含み、アスパラギン酸、スレオニン、セリン、グルタミ

ン酸、プロリン、グリシン、アラニン、バリン、ロイレ

ン、イソロイシン、チロシン、フェニルアラニンなどを

含むポリペプチドであり、グリシンを多量に含むことを

特徴としている。なお、リンの存在は検出されなかった。

 4）細胞壁合成阻害剤であるペニシリンを用いて、

IKAの作用と比較検討した結果、 S． aureus 209P菌に

ペニシリンGを添加すると、ある期間増殖した後溶菌を

始めるが、この増殖期のはじめにIKAを添加すると、

速やかに増殖が停止し、溶菌のおころ時期が早くなる相

乗作用が観察された。

 5）S．aureus 209 P菌の培養中にIKAを添加させ

た場合の堤体および除菌上澄液のn一ブタノール抽出物

中のヘキソースアミン量を歳時的に測定した結果、菌体

中のヘキソースアミン量は無添加区と比べてそれほど変

化はないが、他方除菌上澄液のブタノール抽出物中のヘ

キソースアミン量はK物質の遊離に起因して増加した。

このことから、細胞壁ペプチドグリカンの中間体は合成

されても細胞壁の構成に使用されずに菌体外に放出され

ることを示唆している。

 以上の実験結果から、S． aureus 209 P菌に対するIKA

の作用野作を考察すうと、1）K物質は細胞壁に特有なア

ミノ糖を含むことより、細胞壁ペプチドグリカンと関連

のある物質であると考えられるが、細胞壁ペプチドグリ

カンに含まれているアミノ酸（アラニン、グルタミン酸、

リジン、グリシン）のうちリシンの存在が認められない

ことや、それ以外のアミノ酸が認められることよりS

aureus株としては異常な細胞壁関連物質であると考え

られる。2）IKAは、ペニシリンの作用との比較実験

から、ペプチドグリカン鎖の伸長を抑制していると推定

した。
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 従って、IKAは前駆体の二糖体部分がキャリヤーリ

ピドを放してAcceptorに渡される段階で、別なペプチ

ド部分かその代りをして受けとり、そこでK物質を生成

し菌体外に放出すると考えると、抗菌作用の感作を無理

なく説明できる。

総 括

 麹酸誘導体の細菌に対する抗菌性を、疎水性因子と電

子的因子をパラメーターとして構造活性相関解析を行っ

た。この結果から、抗菌作用は、麹酸誘導体の5位の

OH基が非解離である分子種が、細菌の表層で相互作用

して発現し、この相互作用には、5位の水酸基に対すろ

電子求引性と7位の置換基の疎水性が関与し、他方6位

の置換基は、5位の水酸基に対する電子求引効果から細

胞表層の水素受容部と水素結合を形成するのに関与する

と結論した。

 さらに、麹酸誘導体のキレート形成能と抗菌性との相

関関係から、従来考えられてきた麹酸の抗菌性とキレー

ト形成能の関係を否定した。

 他万、S． aureus 209PにIKAを作用させてその影響

を検討した結果、IKAの抗細菌性は、ペプチドグリカ

ンの伸長が出来ないために隔壁形成が抑制され抗菌作用

を発現すると結論した。また、緩衝液中でIKA処理を

した菌で、同調培養が認められたことについては、K物

質の遊離によるアミノ酸飢餓が同調化を導いたと推定し

た。

 以上生体側の変化を検討した結果は構造活性相関解析

で、麹酸誘導体の抗菌作用が細胞表層での相互作用で発

現するという結論を裏付けており、構造活性相関解析の

理論の有意な可能性を示唆している。

2．論文審査結果の要旨

 本論文は、麹酸およひその誘導体の細菌に対する抗菌

性の作用機作を解明することを目的としたもので、次に

述へるような成果を得ている。

1．麹酸および麹酸誘導体の抗菌性について、新規に測

 定した疎水性因子と電子的囚子をパラメーターとして

 化学構造と抗菌活性との相関解析を行い、その結果か

 ら、抗菌作用は5位の水酸基が非解離型である分子種

 と細菌の表層との四七作用によって発現することを明

 らかにした。また、この相互作用には5位の水酸基に

 対する電子求引性と7位の置換基の疎水性が関与する
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 こと、他方6位の置換基は5位の水酸基に対する電子

 求引効果によって、5位の水酸基が細胞表層の水素受

 容部と水素結合を形成するのに関与しているという新

 しい結論を得ている。

2．麹酸及ひ麹酸誘導体のキレート形成が行われる際の

 安定度定数を新規le測定し、その抗菌性との相関関係

 から、従来考えられてきた抗菌性とキレート形成能の

 関係を明確に否定する結論を得ている。

3．他方、細菌に対する麹酸誘導体の作用を生化学的に

 検討した結果、抗菌性発現に際し、菌体から細胞壁関

 連物質と考えられるK物質が遊離すること、そのため

 にべプチドグリカンが伸長出来す、隔壁形成が抑制さ

 れて、抗菌性が発現するという新しい知見を得ている。

 さらに、緩衝液中で麹酸誘導体の作用を受けた菌を用

 いた場合、K物質遊離に伴うアミノ酸飢餓によると考

 えられる同調培養が導かれることも明らかにしている。

 本論文は、抗菌性の解明に物質の物理化学的性質と、

生体側の変化との両面から研究を進め、ペニシリンの発

見以前に我が国において微生物から単離された麹酸とそ

の誘導体の抗菌性を初めて解明したものである。さらに

本研究で用いた構造活性相関の解析理論の有効性を、生

体側からの裏付けにより、明確にした点で本論文の学問

的価値を評価することが出来る。

 以上により農学博士の学位を授与することを適当と認

める。

審査委員

 主査教授上田博夫
 副査教授酒井平一
 副査教授外村健三
 副査助教授燦本五男

大阪府立大学告示第26号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月20日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎
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           いな  の とういちろう
称号及び氏名 農学博士 稲 野 藤一郎

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （大阪府 昭和2年1月6日生）

論 文 名

 わが国における稲慣行乾燥方式の実態とその地域性に

 関する研究

1．論文内容の要旨

 稲慣行乾燥万式は農作業のなかで最も多様であり、地

域によって著しく異なっていた。しかし最近、コンバイ

ンなどの普及teより稲収穫作業の機械化が進展するとと

もに、慣行乾燥方式は程なく消失すろと思われる。

 稲の乾燥作業など農作業の実態と地域性の成立要因を

解明することは、農業技術を十分に評価し、さらに今後

の発展を図る上で、極めて重要である。しかし農業技術

のうちでも、作業技術は社会的に認識評価されることが

少なく、実態の記録が乏しいので、消失すると復元が極

めて困難である。稲慣行乾燥制式についても同様である

が、全国的にその実態を調査した研究は今までic行われ

ておらず．地域性の成立要因も明らかにされていない。

従って早急な調査、解明が必要である。

 本研究は、上記の観点からわが国における慣行乾燥万

式の実態と特性を全国的な調査と比較試験によって明ら

かにし、さらに地域性の成立要因を考察することを目的

として行ったものである。本研究で取上げた慣行乾燥万

式は、主として昭和35年からコンバインが普及し始め

た昭和44年までの刈取、乾燥、脱穀の作業体系におけ

る乾燥万式である。

第1章 慣行収穫作業の実態

 まず慣行乾燥万両の研究に必要と考えらmる主要事項

について調査した。

〔1｝収穫作業は7月上旬～12月下旬に行われ、作業期

 間は3～9旬であり、地域によって著しく異なってい

 た。6旬以下は稲単作地域のうちの北海道地方、東北

 地方の多くの県と新潟県などおよひ二毛作地域（高知

 県、宮崎県など）に多かった。7旬以上は関東地万以

 西の二毛作地域に多かった。

② 刈取作業はいすれの地域においても前進する掴み刈

 であったが、刈取器具は地域によって著しく異なった。

 すなわち鋸鎌による刈取面積率は東北地方、中部地万、
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 近畿地万で高く、手口による刈取面積率は中国地万、

 九州地上で高かった。

〔3）結束位置における周囲長によって調査したタバ（把）

 とソク（束）の大きさは、把では40伽が最も多く正規

 分布を示したが、束では120㎝が最も多く正規分布を

 示さなかった。北海道霜野、東北地方の把と束は四国

 地方、九州地学の把と束より小さいものが多かった。

（4｝直扱実施率は関東地方、愛知県と隣接県では比較的

 高く、北海道地万、日本海沿岸地域、九州地方では低

 く、地域によって異なった。昭和24～49年におけ

 る直扱実施率より、昭和39年までは．ほぼ全国的に

 慣行収穫作業実施率に変化のなかったことが明らかで

 ある。従って、昭和39年の慣行乾燥方式の実態によ

 ってその地域性を考察できることがわかった。

（5）刈株の高さは5㎝程度以下の低いのが標準であった

 が、それよりも高い場合や高低混在の場合があった。

 刈取作業補助具として田下駄、稲敷、刈（田）舟が用

 いられていた。

第2章 慣行乾燥作業と慣行乾燥万式の分類

 全国的な実態調査に基づいて、わが国における慣行乾

燥万式を体系的に分類し、乾燥作業技術の実際を明らか

にした。

 乾燥期間における稲の取扱い方などから、慣行乾燥方

式を①地心方式、②積干方式、③杭干方式、④架干万式

の4基本型に分類した。

 稲（稲把、稲束を含む）を地面上で乾燥する万式を地

干万式とし、稲と地面の関係から、①平置法、②倒置法、

③集合法、④支柱法に大別し、それらに稲の状態を組合

せてさらに分類した。

 予備乾燥後に一定の万法で集積乾燥する方式を積干万

式とし、集積した稲の形状から、①心積法、②角積法に

大別し、それらに稲の状態を組合せてさらに分類した。

 買掛により乾燥する方式を杭干棚式とし、杭掛の万法

から、①十字掛目、②螺旋掛法に大別し、それらに杭の

長短を組合せてさらに分類した。

 架掛により乾燥すろ方式を架干方式とし、稲架の構造

と形式から、①単二架、②少段架（垂直架、傾斜架）、

③多段架（垂直架、傾斜架）、④雑型架に大別し、それ

らに架掛の万法C肘掛、重ね掛、積掛、垂し掛、置把）

を組合せてさらに分類した。

 以上の分類結果をとりまとめて表1に示す。
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地干万式

表1．稲慣行乾燥万式の分類
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              束  積
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    把
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 積  掛
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 割  掛

 治し掛
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 屋根架
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第3章 慣行乾燥方式の実施面積

 昭和24年から昭和49年にわたって、都府県、支庁

（北海道地万）をそnそれ数地区に分け、地区ごとにそ

れぞれの慣行乾燥万式の実施率を刈取時と脱穀時の2時

期について実地調査によって求めた。これらの実施率と

農林業センサス市町村統計書における収穫i面積とから、

当該地区における各種慣行乾燥方式の実施面積を算出し、

都府県、支庁。とにとりまとめた。全国における山羊式

の実施面積を表2に示す。この結果は、それぞれの生産

年における慣行乾燥万式の実態を示しており、直扱実施

率より昭和39年産までの慣行乾燥方式の実施率が高か

ったことがわかる。なお、実施率を刈取時と脱穀時の2

時期について調査したのは、複数の乾燥万式が用いられ

ているか否かを明らかにするためである。

第4章 慣行乾燥方式の特性

 慣行乾燥革帯の特性を明らかにするため、代表的な乾

燥万式について比較試験を大阪府立大学農学部附属農場

で行い、実験期間中におけるわらともみの含水率ならひ

に胴割米発生率の推移．わら品質、乾燥所要労力を調査

した。

 〔1｝地 干 方 式

 脱穀時の実施率が高い群馬県前橋市の平置法では、乾

燥効率は最も高いが、もみ、わらともに地面の水分など

の影響を直接うけて乾湿を繰返すので、胴割米発生率は

実験期間の後半に高くなり、実験終了時には26．2％で

あった。わら品質は劣化しやすいが、乾燥所要労力は他

の乾燥方式に比べて著しく少なく、17分（10000把当

り）であった。

 倒置法では、穂の部分が地面の影響を直接うけるが、

もみの乾燥効率は劣る。しかし、胴割米発生率は実験期

閻の後半に著しく高くなり、実験終了時には28．3～32．1

％であって、平置法よりも高かった。従って、この方法

第2表 わが国における稲慣行乾燥方式の実施面積とその推移

地干方式 積干方式 杭干方式 架干方式 直 扱

ｻの他
    乾燥方式
ｶ産年・収穫面 刈取時 脱穀時 刈取時 脱穀時 刈取時 脱鮫時 刈取時 脱旧時

昭和24年 279】630 1287720 303240 0 478120 245720 270240 1206680 ！688520 515ユ0

昭和34年 2977765 1360030 29674Q 0 517130 273590 304280 1294770 181024G 49375

昭和39年 2925242 13G6030 250450 0 492380 280510 3】5410 1289320 18ユ7620 49382

昭和鋼年 29923D3 1309120 216580 0 50335Q 305740 3455ユ0 1256380 1805800 121063

昭和49耳 2515424 86i710 】39220 0 354680 27372G 309630 982900 ！3ユ4800 397094

（G）面積単位 ヘクタール（古い資料はny ＝＝ヘクタールとした）
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はわらの乾燥を主目的とした予備乾燥万式ということが

できる。

 集合法では、集合部の乾燥は悪いが、胴割米発生率は

実験終了時に17．7～21，3％であって平野法よりも低か

った。圃場条件に適応しやすい方法ということができる。

支柱法も同様である。

 以上のように、地干方式では、作業が簡便であり、乾

燥所要労力は少なく、乾燥効率は高いが、胴割米発生率

およびわら品質の上で弊害がおこりやすい。従って本方

式は、主として予備乾燥万口として行われる。

 〔2｝積 干 方 式

 田干方式の一つである石川県金沢平野の丸積法（寄積、

把積）では、実験開始時のわら含水率は、9．8～15．50／・

であって部位による差が大きかったが、日数の経過とと

もに差は減少し、実験終了時には10．8～12．2％になっ

た。胴割米発生率は日数の経過とともに次第に低下し、

実験終了時には1．9％と極めて低くなった。このように

積上万式は予備乾燥の部位差をなくする乾燥方式であり、

保蔵の一万法といえる。なお、刈取後直ちに積干方式を

実施すると、もみ、わらが変質するので、予備乾燥を必

要とする。乾燥所要労力は117分（1000把当り）であっ

た。丸積法は、穂を中央にして積むので、気象条件など

の影響は少ないと考えられる。しかし、粗積は表面積が

大きくなり、胴割米発生率が実験終了時に把積：3．1％、

束積：6．1％であった。立積においても、稲把、稲束を

立てるので圃場（土壌）条件の影響は少ないが、胴割米

発生率は実験終了時に把積：2．9％、東積：4．5％であ

った。このように胴割米発生率は上積で最も低く、粗積

で最も高かった。また束積では、積干の方法にかかわら

ず把積よりも高く、保蔵性が劣るが、乾燥所要労力は少

なかった。

 角積法では、刈干の万法により外形が異なり、特性も

異なる。穂を一万向にして積む片積では、胴割米発生率

が実験終了時に三角積：23．7％、長積：13．5％と高か

ったので、短期間の積＝F万式であり、保蔵性が低い。両

積は丸損と同様、外に出る穂の部分が少なく、とくに長

積では胴割米発生率が実験終了時に2．4％と低く、角積

のうちでは保蔵に適した方法である。

 以上のように、怪聞万式の特性は、予備乾燥（主とし

て地無万式による）における稲の部位差を少なくするこ

とである。また保蔵性がよいので、競合作業があるとき

の労力配分にょい。

 ｛3｝杭 干 万 式

 杭干万式の一つである山形県庄内平野の十字掛法では、
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杭掛によって重なった部位のわらの乾燥速度が架干方式

に比べて著しく低く、このことが影響して、わら品質が

劣化した。しかし、胴割米発生率は実験終了時に3．9％

であった。乾燥所要労力は157分（1000把当り）であり、

田干：方式より少なかった。

 螺旋掛法では、十字掛法よりも上掛の重なりが少ない

ので、わらともみの乾燥効率は高いが、胴割米発生率の

差は僅かであった。乾燥所要労力は螺旋寺法が十字掛法

よりも多く、短い杭よりも長い杭が多かった。以上から、

螺旋揖法は、十字掛法では乾燥に不適当な自然条件で実

施されるか、または良質のわらを望むときに行われる杭

干万式といえる。制帽方式における杭の長短は架干基岩

における稲架の段数に相当する。

 この万式の特性は、用材（杭）が単一であり、乾燥所

要労力が少ないので、大面積に適した乾燥方式であろ。

しかし、杭掛の重なり部位におけるわら品質が劣化しや

すい。

 （4）架 干 万 式

 架干万式の一つである京都市南西部の蛍段架（均等割

・平掛）では、もみの含水率は実験開始後、比較的速や

かに低下し、しかも穂上着生位置による差が少なかった。

胴割米発生率は、実験期間の前半は低かったが、次第に

高くなり、実験終了時には3．4％であった。わら含水率

ももみの場合と同様に比較的速やかに低下し、品質は極

上であった。乾燥所要労力は234分（1000把当り）であ

り、他の乾燥万式に比べて著しく多かった。以上の結果

から、単段架〔均等割・平掛）は稲把を安全に乾燥でき

るが、稲架の用材と所要労力の多い乾燥方式であること

がわかった。この万法は、乾燥速度が早く、しかも胴割

米発生率が低いので、気温、降雨、湿度、風速の点から

乾燥に不適当な地域に適していると考えられる。

 単段架の不均等割掛では、稲把の禍密な架掛による重

なり部分が乾燥し難い。綱割米発生率は実験終了時に

2．8％であり、均等割掛よりも低かった。従って、不均

等害鵬は、気温が高くて降雨が少ないか、または風が強

い気象条件のため、乾燥が過度になりやすい地域に適し

ていると考えられる。

 単段架の重ね掛における上段と下段では、わらともみ

の乾燥には差があろが、胴割米発生率はともに実験終了

時には2．4～2．5％であった。従って、重ね掛は降雨が

少なく風が強い気象条件のため、乾燥が過度になりやす

い地域に適していると考えられる。

 多段架の垂直架・割掛法では、サオの位置によりわら

の乾燥速度と胴割米発生率に差があり、上段ほど乾燥が
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急速であり、乾湿の繰返しがおこりやすくて、胴割米が

発生しやすい。従って、単段架干の地域に多段架干を実

施すうと、稲把が急速、過度に、かつ不均一に乾燥すろ。

反対に、多段架干の地域に単段架干を実施すると、長期

間の乾燥が必要である。

 少段架およひ多段架における割掛の垂函架と傾斜架で

は、傾斜架が垂直架よりもわらの乾燥には適しているが、

胴割米発生率には差か少なく、いずれの場合もほほ3．0

～4，8％であった。傾斜架では、杭の傾斜によって架掛

稲把の相互関係が異なり、傾斜がゆるやかであるほどサ

オの下部に多くの空間ができるので、乾燥に育利である。

傾斜架による架干は、盆地などで風が弱く、湿度が高い

など気象条件が乾燥に不利な地域に適していると考えら

れる。

 少段架およひ多段架における垂し掛では、わらともみ

の乾燥はおそいが、架掛位置による差が少なかった。胴

割米発生率は実験終了時において1．6～2．2％と低かっ

た。垂し掛ては稲把か集団になって乾燥されていること

を併せ考えると、気温か高く風が強い気象条件のため、

乾燥が過度になりやすい地域に適していると考えられる。

 傾斜架の積掛では、稲把のサオに接した部分の乾燥が

おそいが、架掛位置による乾燥の差は少なかった。胴割

米発生率は実験終了時において上段：2．3％、六段：1．6

％、下段：1．4％と低かった。穂か下（内）側にあるの

て、乾湿の繰返しは少ないと考えられる。従って、積掛

は、降雨、結露などが多くて、長期間の乾燥が必要な地

域、または風、日照などの都合から、甲掛を行うと架干

の左右の乾燥状態が異なる地域に適していると考えられ

る。

 雑型架の屋根架におけるわらともみの乾燥は、架掛位

置により相異するものの、特段架干と同程度に均一であ

り、胴割米発生率は実験終了時には2．7～3，20／・と低か

った。この方法では、稲把が徐々に乾燥し、過度の乾燥

がおこりにくいと考えられる。従って、屋根架は高温や

季節風などによって乾燥が過度になりやすいか、降雨な

どのため乾燥中に乾湿の繰返しがおこりやすい地域に適

している。

 架干瓢式には、最も多くの方法があり、いずれの万法

も降雨の影響をうけにくく、しかも圃場（土壌）の水分

条件に1白書影響されない。従って、気象条件にかかわら

す品質か劣化しにくい。気象条件か不安定で稲の乾燥に

不適当な場合でも行える万式であろ。用材と所装労力は

多いか、集中的に乾燥できるので、圃場の占有期聞を短

縮てきる。
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第5章 慣行乾燥万式における地域性の考察

 第3章で示した乾燥方式の実施面積、第4章で明らか

にした各万博の特性、および各方式の呼称調査の結果か

ら、慣行乾燥万式の地域性を検討し、さらに地域性の成

立要因を考察した。

 〔1｝地 干 方 式

 地転瞬式実施率の高い地域は北海道千万、青森県、群

馬県、新潟県、富山県、香川県、高知県、福岡県、佐賀

県、宮崎県、低い地域は大阪府、奈艮県であった。地堺

万式実施率の高い地域において、刈取時と脱穀時で相異

し、脱穀時に極めて低くなることは、地声五珠が他の乾

燥万式の予備乾燥方式であることを示している。地山方

式と他の乾燥方式の組合せにより、①地干一帯干地域

（北海道地万、新潟県など日本海側の地域）、②地干一

積干地域（高知県、佐賀県、宮崎県）に分類できる。な

お、地黒方式のみによって乾燥を終了し、脱穀する率の

高い地域も一部にあり、群馬県、東京都、神奈川県、香

川県かこれに該当する。

 射干方式の呼称はタテ系、ホシ系に分類できる。タテ

系呼称は北海道地方、東北地方、新潟県などの北日本地

域に多く、ホシ系呼称は関東地万の太平洋沿岸地域、東

海地万、近畿地堺の中南部、四国地類、九州地万に多か

った。タテ系呼称の地域には倒置法と集合法の実施率が

高く、ホシ系呼称の地域には平置法の実施率が高くて、

地回棚式における万法と呼称では地域性が一致した。

 地干万式の特性、地干方式のうち用いられている万法、

ならひに地干割式が行われていろ地域の気象などより、

丸干方式の成立要因として次のことがあげられる。

 予備乾燥方式として行われている地域の立地条件とし

ては、①寒冷地域（十干一五干地域）では、気温低下の

時期が早いので、乾燥効率の高い方式をとろ必要がある

か、車群万式を行うことができない。②温暖地域（細菌

一積干地域）では、過度の乾燥がおこりやすい気象条件

（主として気温）である。

 脱穀時における実施率の高い地域の立地条件は、降雨

が少なく、圃場か乾燥し、稲の乾湿の繰返しが少ないこ

とである。

 （2〕積 干 万 式

 積干万式は四国的に実施されるか、実施率は高知県、

福岡県、佐賀県、熊本県、宮崎県などで最も高く、上川

支庁、山形県、新潟県、福井県、奈艮県などでは、ほと

んど実施されす、顕著な地域性が明らかになった。
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 積干万式の呼称はニホ系、ツミ系、クロ系に分類でき

る。ニホ系呼称は中部地方以北、クロ系呼称は四国地方

と瀬戸内海沿岸、ツミ系呼称は近畿地墨以西の中国地方．

九州地方のうちクロ系呼称の地域を除く地域でそれぞれ

多かった。しかし、呼称の地域性と積干方式のうち用い

られている方法との関係は見出せなかった。

 積干万謝の立地条件は、気温が高くて風が強いか、ま

たは降雨が多いなど、過度の乾燥と吸湿を繰返しやすい

気象条件であるので、他の割田をとると品質が劣化しや

すいことである。

 〔3）杭 干 方 式

 杭土塁式は東北地方を廻心とする地域で行われており、

滋賀県以西では実施されない。刈取時と脱穀時における

実施率の差が少ない乾燥方式である。

 杭干方式の呼称はクイ系、ボウ系、その他に分類でき

る。クイ系呼称（クイガケなど）は日本海側の秋田県、

山形県に多く、用材（杭）の長さが短かった。ホウ系呼

称（ボウガケなど）は太平洋側の岩手県、宮城県に多く、

長い杭が用いられていた。

 杭干方式の立地条件は、季節風のように風速が大きく、

気温が低くて日較差が大きいなど、杭掛の欠点が現れに

くい気象条件であり、しかも石礫がなく杭が立てやすい

土壌であることである。

 〔4）架 干 方 式

 架干方式は慣行乾燥方式のうちで実施面積が最も広く、

しかも全国的に普及している。実施率の高い府県は、刈

取時と脱穀時における実施率の差異から、④北部（寒冷

地）型架干地域（地域一架干型、北海道地方、新潟県、

鳥取県など日本海側の地域）、②南部（温暖地）型架干

地域（田干のみによう乾燥、南四国と南九州を除く関東

地方以西の太平洋側地域）に分類できる。

 架干万式の呼称はハサ系、イナキ系、その他に分類で

きる。ハサ系呼称は北海道地方、東北地万、新潟県から

島根県までの日本海側の地域に多く、イナキ系呼称は中

部地方と近畿地万の太平洋側の地域、四国地方、九州地

胆に多く、その他の呼称は茨城県、栃木県など関東地口

の一部に多かった。ハサ系呼称の地域は多段架の実施率

が高い地域であり、イナキ系呼称の地域は単段架の実施

率が高い地域である。このように、呼称の地域性と田干

万式の地域性が一致すろ。

 架干方式は、他の乾燥万式を採用しえない地域におい

て、地域の気象条件に適した方法で実施されている。
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結 論

 全国的な調査より、わが国における慣行乾燥方式を地

干万式、積干万物、杭干方式、架干万象の4基本型に分

類し、稲と地面の関係、稲の集積万法、杭掛および架掛

万法などを組合せて慣行乾燥万式を分類した。

 昭和24． 34． 39． 44． 49年産の稲収穫面積により、慣行

乾燥方式ごとに刈取時と脱穀時における実施面積を計算

し、都府県ごとにとりまとめた。この結果、わが国にお

ける慣行乾燥万里の実態と地域性ならびにその推移が明

らかになり、昭和39年産までは収穫作業体系に大きい

変化はなく、昭和39年産におけろ慣行乾燥方式の実態

によって地域制が考察できることがわかった．

 慣行乾燥方式の特性を明らかにするために、代表的な

方式の比較試験を行い、わらともみの含水率、胴割米発

生率、わら品質、乾燥所要労力を調査した。次に．慣行

乾燥方式の実施率と呼称調査の結果を比較考察した。

 以上の諸結果にもとづいて、各種慣行乾燥万式の成立

要因を考察した。

2．論文審査結果の要旨

 昭和40年代におけるコンバインの導入以前に行われ

ていた稲の乾燥技術（慣行乾燥技術）は、良質な米とわ

らの生産を目的として、農民が長年にわたり工夫を積み

重ねて生み出した作業技術であり、無形文化財ともいう

べきものである。この作業技術の実態ならびie地域性を

明らかにすることは、稲作技術の成立立地条件を解明し、

さらに技術の進歩を図る上で重要である。しかし、作物

学ならびicge業技術学の立場から行われた全国的規模の

調査研究はこれまでになく、早急なその着手が望まftて

いた。

 本研究は、上記の観点から、昭和35年から44年に

わたり全国を調査して得た結果に基づいて稲慣行乾燥方

式を分類し、各版式の特性を実験的に明らかにするとと

もに、地域性ならびにその成立要因を考察したものであ

る。その概要は以下のとおりである。

（1）本研究を行う上で必要な事項である収穫作業期間、

 刈取器具、稲田の結束位置等についてまず調査し、こ

 れらに地域性があることを示した。また直扱実施率が

 昭和39年までは極めて低かったので、同年の実態に

 よって第二次大戦後におけろ慣行乾燥方式の地域性が

 考察され得ることを明らかにした。

〔2｝全国的実態調査の結果に基づいて、慣行乾燥方式を
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 次の4基本型に分類した。すなわち地面上で乾燥する

 地干万式、予備乾燥後に一定の万法で集積乾燥する積

 干万式、杭掛により乾燥する杭干万国、架掛により乾

 燥する架干方式である。これらの基本型を、さらに稲

 と地面との関係、集積した形状、杭掛の万法、稲架の

 構造等から細かく分類した。

｛3）各乾燥万式の実施面積を、詳細な実地調査によって

 得た実施率と農林業センサスにおける収穫i面積とから

 都府県、支庁（北海道）毎に算出し、その結果から慣

 行乾燥万世の地域性を明らかにした。また刈取時と脱

 主上における実施面積の差が方式によって異なること

 を示した。

〔4｝代表的な慣行乾燥万式を本学附属農場において実施

 し、もみとわらの乾燥程度、胴割米発生率、所要労力

 等について各制式の特性を明らかにした。すなわち地

 干万式は、乾燥効率が高く、所要労刀も少ないが、胴

 割米発生率が高く、わら品質も劣化しやすい万式であ

 る。積干万式は、主として潮干棚式による予備乾燥に

 おける乾燥むらを少なくし、胴割米発生率の低い方式で

 ある。杭干方式では、胴割米発生率は比較的低いが、わらの

 乾燥むらが生じやすい。架干方式では、所要労力は最も多いbX

 胴割米発生率は比較的低く、わらの品質もよい。

〔5）慣行乾燥万客の地域性について、上記の実施面積、

 特性、さらに呼称調査結果等に基づいて考察を行った。

 地付方式は、北海追、北東北、北関東、北陸、四国、

 九州で多く実施され、乾燥効率が高いので予備乾燥万

 式として行われることが多い。積干万式は、稲が過度

 の乾燥と吸湿を繰り返しやすい高温多雨条件の南四国、

 九州で実施され、地干万式によって予備乾燥される。

 杭干方式は、主として東北において刈取時から脱穀時

 まで一貫して行われ、季節風が強く、気温が低くて日

 較差が大きい等の気象条件で行われる方式である。架

 干万式は実施面積が最も広く、しかも全国的に普及し

 ており、気象条件に応じて種々の万法が採用さmてい

 る。寒冷地では世継方式によって予備乾燥されうが、

 温暖地では刈取時から一貫して本方式が実施される。

 以上のように、本研究は、わが国の最重要作物であろ

稲の栽培において、圃場で最後に行う作業技術である慣

行乾燥整式を分類し、各方式の特性ならひに地域性を明

らかにしたものであろ。現在はほとんど消滅した慣行乾

燥万式に関する本研究の成果は、わが国における稲の研

究史に大きな足跡として残るとともに、栽培技術の発展

に資するところ大であるということができる。よって農

学博士の学位を授与することを適当と認める。
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内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。
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大阪府立大学長 畑 四 郎

            た  なか みち お
称号及び氏名 農学博士 田 中 道 男

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （京都府 昭和24年4月25El生）

論 文 名

 組織培養によるファレノプシスの栄養繁殖に関する研究

1．論文内容の要旨

 ラン科植物は、一般にさし木や接木ができず、株分け

による繁殖率も極めて低い。このために、シンビジウム、

カトレア、デンドロビウムなど営利的に栽培されている

ランでは、茎頂培養による栄養系の増殖を目的とした多

くの研究がなされ、茎頂由来の幼苗が実際栽培に用いら

れている。

 ラン科植物の茎頂培養において特徴的なことは、茎頂

の組織から直ちに幼植物が分化してくろことはなく、ラ

ン種子の播種後に形成されるプロトコーム（原題体）に

類似したプロトコーム状球体（PLB）がまず作られ、

これから幼植物を形成する点である。このPLBを分割

し、培養することにより、大量増殖が可能となる。

 しかし、ファレノプシスは単茎性であるため、母株か

ら1個の茎頂しか得られず、また、培養中に茎頂が黒変

して枯死すろ頻度が高い。茎頂培養による個体再生の報

告例（Intumng・Sagawa，1974）はあろが、培養系を用

いた効率の艮い繁殖法はまだ実用化されていない。従っ

て、ファレノプシスの営利栽培は実生苗にたよっている
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が、実生では遺伝的変異が大きいため、優れた形質をも

ち、商品性の高い均一な株を大量に得ることは困難であ

る。そこで、茎頂以外の組織を培養して、優良形質をそ

なえた個体を増殖させる技術の開発が望まれてきた。

 培養材料を得る場合には、採取が容易であり、母株の

損傷を最小限にとどめることが望ましい。レリオカトレ

アでは、葉片培養によるPLBの形成が報告されている

（Churchill etαd．t l971）。ファレノプシス‘こおいて

も、葉組織からPLBを形成させることができれば、上

記の条件が満たされる。そこで本研究は、ファレノプシ

スの葉片培養によるPLBの形成、さらに幼植物の育成

を目的として、培養材料の検討、培地および培養条件に

ついて基礎的知見を得るとともに、栄養繁殖技術を確立

するために行った。

第1章 葉片からのPLB形成

 まず、葉からのPLB形成の可能性を確かめるために、

フラスコ内で発育させたPhadaenopszs amabtltS系交雑

種の、1葉を展開した120日齢の実生幼苗から、この葉

を採取し培i養を行った。Murashlge・Skoog（1962）培

地（以下MSとする）を基本培地として、α一naphthal－

eneacetlc acld（NAA）5～10ppmおよびkinetln 5

～10ppmを添加した培地を用い、培養条件は25℃、

5001uxの16時間日長とした。その結果、20～35％

の葉がPLBを形成し、培養材料源としての有用性が示

された。ただし、苗齢が進むと葉のPLB形成能はしだ

いに低下し、350日齢苗の葉のPLB形成率は1．7～5

％にとどまった。

 栄養系の増殖は、選抜された優艮個体に対して行う必

要があり、実生白糖の寒季培養に成功しても実用的には

無意味である。そこで、花の形質を確認した後の成株を

用いて、最上展開葉の種々の部位から8～10tmn平方の葉

片を採取し、実生幼苗からの遊楽培養と同一の培地で培

養したところ、PLBは全く形成されなかった。

 ファレノプシスの栄養繁殖の1手段として、花茎の腋

芽を培養して幼苗を得る栄養繁殖法が開発され（Rotor，

1949）、実用的に利用されている。しかし、この方法で

は1腋芽から1植物体しか得られす、増殖能率は極めて

低い。そこで、花茎腋芽由来の開張が、生理的、組織的

に実生幼苗の葉に近いのではないかと考え、この葉片の

培養による増殖を検討した。

 まず、この幼葉から6～8 rm平皿の葉片を採取し、前

と同様の条件下で培養したが、PLB形成は見らmなか

（58）
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つた。そこで、添加すろ生長調節物質をNAA l ppm、

adenine 10ppm、およびN6－benzyladenin（BA）10

ppmにかえたところ、約25％の葉片がPLBを形成し

た。

 なお、この培地を用いれば、旧株の葉でもPLBを形

成し得るのではないかと考え、再検討をした結果、葉基

部の未緑化部分から採取した葉片にのみPLBの形成が

認められた。しかし、そのPLB形成率は3．2％と著し

く低く、しかも並樹の葉を採取すると母株を損うので、

こCl］；｛方法は実用的でない。

 結論として、葉片培養により栄養系の増殖をはかろ場

合は、まず花茎片を培養してその腋芽の発育による幼葉

を得、次にこれの葉片を培養して個体再生をはかる方法

が、二重の培養手順を必要とするが、最もすぐれた万法

であると言える。したがって、以下の実験ではこの方法

に絞って、栄養系の増殖を可能な限り高め得ろ条件を追

求した。

第2章 葉片獲得のための花茎培養

 ファレノプシスの花茎には、基部数句に腋芽が潜芽と

して存在する。1腋芽ごとに花茎を切り分けてこれを培

養した場合、腋芽は栄養的発育（シュート形成）に向う

か、生殖口発育（二次花茎形成）をするか、または休眠

を維持するかの3通りに分れる。葉を栄養系増殖の材料

源とする以上、なるべく多くのシュートを獲得したい。

シュート形成の割合は、培養環境条件、培地条件、花茎

上の腋芽の節位および花茎片の大きさなどによって支配

されると考え、この点について検討した。

 前章と同じ交雑種の母株より採取した花茎を、70％

エタノールに浸した脱脂綿で3度拭き、1臓芽を含む花

茎片に切り分けた後、0．1％Tween 20を添加した

Wilson液（7％次亜塩素酸カルシウム溶液）中で10分

間浸漬し、振とうした。ついで、滅菌水で3度すすぎ、

花茎片両端の臼変部を切除して、標準の長さを4 cmとし、

腋芽をおおう包葉を除去した後、花茎片の基部1／3を寒

天培地にさし入れた。培地としては、花茎培養用として

推奨されているcoconut water 20％（v／v）を添加した

Vacln・Went〔1946）培地（以下VWとする）を用い

た。

1．花茎腋芽の発育と培養環境およひ培地の条件

 花茎上の腋芽の着生雪年および培養温度が発育方向に

及ぼす影響をみるために、各節位の腋芽を含む花茎片を
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5001ux・16時間日長の照明下、2G。、25。および28℃

で培養した。その結果、休眠を続ける腋芽がすべての温

度区でみられ、上位節の腋芽ほどその割合が高かった。

萌芽した腋芽をみると、20℃および25℃では、二次

花茎に発達することが多く、ことに上位節の腋芽のほと

んどは二次花茎になった。これに対し、28℃ではすべ

てが栄養的発育を示しシュートになった。なお、別の実

験において田干の花茎伸長中の栽培温度は、後の花茎培

養における腋芽の発育万向に影響せず、培養温度がそれ

を支配することが分かった。

 培養時の日長が腋芽の発育万向に及ぼす影響は明確で

はなかったが、照度による影響は認められた。すなわち、

25℃で、照度が9001uxから1701uxまで低下するに

従って、休眠を続ける腋芽は21％から13％にまで減

少し、シュート形成の割合は36％から79％に増加し

た。

 上述の実験におけるいかなる温度・光条件でもなお休

眠を維持する腋芽が存在した。そこで、coconut water

のかわりに、ランの株の潜芽に対して萌芽効果が認めら

れているBAを0．01～10ppmの濃度で培地に添加し、

28℃で花茎片を培養した。BA濃度が高まるにつれて

萌芽する腋芽の増加がみられ、1ppm以上ではcoconut

waterよりも萌芽の割合が高まった。休眠維持の割合が

高かった上位節の腋芽も、BA 5～10 ppm添加によっ

てすべてが萌芽した。しかし5ppm以上の濃度では、葉

の奇形症状がみられたので、葉片採取を目的とする場合

は1～2．5ppmが適当であると考える。

 花茎片を培養すると、培地に黒色物質が多量に滲出す

る。これが腋芽の発達を阻害すろのではないかと考え、

この物質を吸着させるために、培地に活性炭およびpoiy＿

vinylpyrrohdone（PVP）を添加した。しかし、活性

炭の添加は二次花茎に発達する割合を、PVPは休眠腋

芽の割合を増加させ、多くのシュートを得たい本培養の

目的に対しては逆効果であった。

2．花茎片の大きさと腋芽の発育

 1腋芽を含む花茎片の長さを、1、2、4㎝としたも

の、および腋芽だけの採取片を、前述の実験で、休眠維

持、シュートおよひ二次花茎形成のいずれもが認められ

た25℃の温度（900 lux、16時間日長）で培養し、腋

芽の発育状態を比較した。花茎片の長さが短くなるに従

い、シュート形成に向かう腋芽の割合が増加したが、シ

ュー gの生長量はやや小になった。腋芽だけの培養では、

枯死や休眠維持の割合が高く、萌芽したものはすべてシ
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ユー gに発達したが、その生長は不良であったn以上の

結果、花茎片は腋芽を中心に上下約0．5 cmの長さに調整

するのがよいと考える。

3．微生物汚染防止のための抗菌剤の利用

 前述の殺菌法では、細菌や糸状菌などの微生物による

培養花茎片の汚染を完全に防止し得なかったので、抗菌

剤の利用を試みた。

 調整した花茎片を、70％エタノール中に10秒間浸

漬した後、種々の抗菌剤を組合せて調整した溶液（以下

抗菌溶液とする）に移し、暗黒中で30分間振とうした。

花茎片を寒天培地に植付けた後、さらに同じ抗菌溶液を

培地上に1㎡注入した。培養は25℃で、10日間は暗

黒、その後は9001uxの16時間日長とした。

 汚染防止に最も有効であったのは、抗カビ剤として

Benlate IOppm、 PCNB 25ppm、 TBZ 100ppm、抗

細菌剤としてrifampicln 10ppm、 amplcillin 500

ppm、 vancomycin 50 ppmを組合せた抗菌溶液であっ

た。

 しかし、この抗菌溶液の殺菌効果は時により不安定で

あり、この原因を知るため、汚染を示した培養花茎片か

ら細菌を分離したところ、すべてグラム陰性桿菌である

ことが分かった。花茎に付着するグラム陰性桿菌の種々

の抗生物質に対する感受性試験を行った結果、前述の抗

菌溶液中のampicillinよりもminocyclineのほうがよ

り有効と認められたので、ampicillmをminocycline

に代え、汚染防止効果をかなり高めることができたが完

全ではなかった。

 そこで、Wi lson Vaとampicilllnを含む抗菌溶液とを

重複処理した結果、培養花茎片の微生物汚染はほぼ完全

に防止できた。なお、抗菌剤を直接培地に混入し、その

効果を比較したところ、培地混入法では汚染は防げたが、

花茎片の多くが培養中に枯死し、生存し得た液芽もその

生長が阻害された。

第3章 PLB形成のための培地および培養条件

1．葉片培養用培地の検討

 培地調整を簡便化するために、無機塩組成を市販の水

溶性肥料であるHyponex⑧（N：P205：K20＝7：6

：19、3．5ε／1）とし、これCC inositol 100 ppm、

nicotinic acid l ppm． thiamine・HCI l ppm一 su－

crose 2．0％およひagar 1．0％を加えたもの（以下

Hyponex培地とする）を基本培地として、 MS培地と比
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較した。なお、両培地ともさらにNAA l ppm、 adenir・e

lOppm、BA 10ppmを添加した。その結果、 Hyponex

培地ではMS培地の約2倍にあたる16．7％のPLB形

成葉物率が得られ、また、PLB形成葉片あたりのPLB

数もMS培地での1．4個に比べ3．7個と多かった。

 器官形成に対するadenineの効果は一般に疑問視され

ているが、tn Vttγoでの不定芽形成でcytokininとの

相加効果を認めた報告もある。そこで、NAA lppmを

含むHyponex培地を用いて、 PLB形成に対するadenine

の効果を検討した。adenlne蛍独ではPLBの形成は全

く認められなかったが、BAにadenineを添加すると、

BA野宿に比べPLB形成率が高くなり、 adenineの相

加効果が示された。この場合、adenineの最適濃度は10

ppmであった。

 次に、adenlne I O ppmを含むHyponex培地に、 NAA

とBAを種々の濃度で組合せて効果を比較したところ、

NAA l ppm、 BA 10丁目mの組合せにおいて、 P L B形

成率は21．8％、葉片あたりのPLB数は3．6個となり、

最適培地であることが示された。したがって、以下の葉

片培養においては、これらの生長調節物質をこの濃度で

添加したHyponex培地を用いた。

 なお、この培地に含まれるビタミン類のどれを除いて

もPLB形成率は低下した。

 最大のPLB形成誘導を示した上記培地でもPLB形

成率は20％前後にとどまり、培養葉片が生長調節物質

の存在下に長期間おかれることに間題があるとも考えら

れた。そこで、葉片を生長調節物質添加の培地で4週間

培養し、その後無添加培地に移植したが、PLB形成率

がわずかに高められたにすぎなかった。

2．葉片のPLB形成に対する花茎培養時の条件

 葉を得るために行う花茎培養時の培地の組成・培養条

件が、その後の国払培養でのPLB形成にも影響を与え

るのではないかと考え、この点を検討した。

 coconut waterやBAの除去培地、あるいはNAAや

高濃度のsucroseの添加培地で培養された花茎片からの

葉片では、PLBの形成率が低く、最高でも6．7％の形

成器にすぎなかった。このことより、花茎培養時の培地

条件が葉片培養におけるPLB形成にまで影響を及ぼす

ことが示された。この場合、coconut water 20％（v．／

v）添加培地で得られた葉片が最高のPLB形成率（26．

7％）を示した。

 花茎培養時の温度は、得られた必勝のPLB形成率に

影響を与えなかった。

（60）
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 25℃で花茎培養中の日長が短日（8時間）の場合は、

長日（16時間以上）に比べ、得られた義挙のPLB形

成率は6．7％と長日の1／3に低下した。花茎培養時の照

度（170～9001ux、16時間日長）に関しては、低照度

ほど後の葉片培養におけるPLB形成率を高めた。

3．葉片の培養環境とPLB形成

 25℃で培養した葉片のPLB形成率は23．3％であ

ったのに対し、28℃での培養葉片のそれは10％と低

かった。したがって、花茎培養はシュート形成率の高い

28℃で、葉片は25℃で培養するのが良いと考える。

 培養葉片からも、花茎の培養時と同様に黒色物質が培

地に滲出してくる。この物質を吸着させるために、ここ

でも培地への活性炭添加を試みたが、培養葉片は植付け

後1週間以内にすべて枯死した。そこで、活性炭添加の

かわりに、培地の更新により黒色物質の蓄積を回避した。

その結果、毎週更新した場合は、更新しない場合に比べ、

射倖のPLB形成率を高めることができた。3週間更新

しなかった黒変培地および葉片からのエタノールまたは

酢酸エチル・メタノール（1：1）抽出物を自記分光光

度計と高速液体クロマトグラフで分析したところ、培養

前の葉片では現れない少くとも3つのピークがいずれの

抽出物においても認められたが、同定には至らなかった。

 培地の更新は、黒色物質の除去、培地成分の補給の他

に、培養容器内のガス交換をもたらす。培養容器に、こ

れまでの培養で用いたゴム密栓の他、通気性のよい栓ま

たはキャップを用い培地無更新で培養した結果、ゴム密

栓でのPLB形成率が13．9％であったのに比べ、通気

のよいアルミホイルキャップでは47．2％であり、ガス

交換の効果が認められた。

 ランの器官培養において、培養初期の明条件は個体再

生能を抑制するとの報告例（Zimmer’Pieper，1978）

もあるので、この点を確かめるために、榎戸培養開始後

に、1～8週までの種々の期間暗黒とし、その後明所下

に移した。その結果、対照区の連続照明下では6．7％の

PLB形成率であったのに対し、2週間の暗黒で30％

と最も高い形成率が得られた。

第4章 PLB形成能の種および品種間差異

1．PLB形成能の種間差異

 ファレノプシスの育種過程で用いられてきた原種18

種について、花茎培養におけるシュートの発育および脚

韻培養におけるPLB形成率を比較した。培養は、前章
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までの白花交雑種の培養において最高の結果が得られた

培地・培養条件で行った。

 まず、葉片獲得のための花茎培養を行ったところ、腋

芽がすべてシュートに発達する種（Phal， amboznenStS

他3種）もあれば、シュートが全く得られない種（Phal．

scLtllerana他3種）もあり、大きな種間差異が認めら

れた。

 葉片培養においても、PLB形成率は0％（Phal．

dtndentt ）から100％（Phal． tnteγmedta）と種間の差

が著しく、1葉片あたりのPLB数についても1～6．5

個の差異が認められた。

2．PLB形成能の品種間差異

 現在営利的に栽培されているファレノプシスは、実用

的ic・6つの花色の系統に大別されているが、いずれも

Phat．αmαbzltS，Phal． scLzdderanaをはじめ、複数

の原種がくり返し交雑された遺伝的に極めてヘテロな晶

種からなる。したがって、品種によって葉片培養によう

増殖能率にも差があることが予想される。ここでは、6

系統25品種を用いてこの点を調べた。

 花茎培養におけろシュート形成の割合は、6品種でO

o／・．4品種で100％、他の品種では13～89％と、品

種によって著しく異なった。シュートから葉片が採取で

きた品憧について葉片培養を行ったところ、ほとんどの

品種で培養1カ月以降にPLB形成が観察されたが、

PLB形成率は2．1～100％と品種間で著しい差異があ

り、3品種ではPLB形成が認められなかった。なお、

花色の違いによるPLB形成能には一定の傾向はみられ

なかった。また、1葉片あたりのPLB数についても1

～15．4個と品種間で差異があった。

 葉片培養における培地の黒変化の程度icも品種間で差

があり、あまり黒変させなかった品種ではPLB形成率

が比較的高く、平均PLB数も多い傾向が認められた。

第5章 PLBの増殖と幼植物の分化

 PLBをラン種子の無菌発芽用培地に移植すると幼植

物に発達するが、通常は1PLBから1個体しか得られ

ない。幼植物を大量に得るためには、PLBの段階でさ

らにこれを増殖しておく必要がある。まず、葉片培養で

得られたPLBを睡振とう培as（ VWの無機繍鰍

にcoconut water 20％（v／v）添加）に移したところ、

33％のPLBは新しいPLBを増殖することなくその

まま幼植物に発達したが、他のものは1PLBあたり平
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均10．8個の新しいPLBを形成した。

 次に、PLBを横断2分割し、前述の花茎培養用培地

に切口を培地面につけて置床して静置培養した。この場

合、下半分の切片はすべて新たなPLBを増殖し、その

平均数は13．7個であった。これに対し、上半分は68．5

％が1個あたり4．2個のPLBを形成するにとどまった。

上半分の切片はその頂部に生長点を有し、直接シュート

形成に向かうことが多く（62．5％）、これらはPLBを

形成しないか、しても極めて限られることによる。

 なお、このようにして増殖されたPLBは、 Hyponex

3．Og／1、 Nitsch微量要素（1967）、 inosltoi 100

ppm、 mcotinic acid lppm、活性炭294、 sucrose

3．0％、agar 1．0％を含む培地に移植することにより、

いずれも幼植物に発達した。

第6章 葉片培養により得られた植物体の花の形質

 19品種および12原種のPLBから発達した幼植物

を、いずれも2～3葉齢時に達したときフラスコより取

り出して素焼鉢に鉢上げし、温室で慣行法による栽培を

行った。鉢上げ後2年を経過した現在までに、5品種が

開花した。

 これらの花の形質は母植物のそれと同一であり、培養

による変異がなかったものと考える。開花が今後に予想

される他の多くの品種や種についてもこの点を確認して

ゆきたい。

 以上の研究結果から、ファレノプシスの栄養系増殖を

最も効率よく行う手順は次のようになる。

 花の形質を確認したのち、花茎を1腋芽ずつつけて長

さ1㎝に切り分け、coconut water 20％（v／v）を添加

したVacln・Went培地に植付ける。28℃、1701ux、

16時間日長の条件下で無菌培養して腋芽を萌芽させ、

2～3葉時に最上葉から6～8禰平万の葉片を採取する。

次に、これらの葉片をNAA l ppm、 adenine 10ppm

およびBA l O ppmを添加したHyponex培地に置床後、

25℃で2週間は暗黒、その後9001uxの16時間日長

で培養すると、1か月後にはPLBの形成がみられる。

この間培地がひどく黒変した場合は、培地の更新が望ま

しい。約3か月後にこのPLBを分割して花茎培養用地

に移し、照明下の葉片培養時と同じ培養条件でPLBの

増殖をはかる。増殖したPLBを個々にラン種子の無菌

発芽用培地に移植して、幼植物への発達を促す。この幼

植物は約半年後に鉢上げが可能となり、2～3年後には
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開花が期待される。

 なお、品種およびこれの母体となった原種間で、個体

再生能力にはかなり差がみられた。なかには上記の培地・

培養条件では全く再生されなかったものもあり、この点

は今後の検討を要する。しかし、現在営利栽培されてい

る多くの品種では問題がなく、本繁殖法によって、現在

の要求を満たすだけの大量の栄養系増殖は可能であろ。

2．論文審査結果の要旨

 ラン科植物は一般に栄養繁殖率が低く、現在営利的に

大量栽培されているシンビジュームをはじめ、カトレア、

デンビロビュームでは茎頂培養による栄養系の増殖法が

確立し普及してきた。培養された茎頂の分裂組織はラン

種子の播種後に形成されるプロトコームに類似した球体

（PLB）をまず分化すろ。これを細切し、継代培養によ

って増殖したのち、幼植物に発育させるという方法をと

って大量繁殖をはかっている。しかしファレノプシス（コ

チョウラン）は蛍茎性の植物であり、茎頂を採取すうと

母株が損なわれる上に培養も困難で、これの栄養繁殖法

はまだ実用化されていない。

 本研究は葉切片の培養による栄養系増殖の可能性を追

求する目的で行われ、見るべき成果が得られた。その結

果の概要は次の通りであろ。

（1）実生幼苗の葉はPLB形成を示したが、苗齢が進む

 に従って形成率は低下し、開花株の葉では殆んど形成

 されなかった。次に花茎の腋芽を培養してシュートに

 発育させ、これから若い葉片を採取して培養したとこ

 ろ、1ppm NAA、10ppm Adenln、10ppm BAP

 を添加したMS培地でPLBが得らmた。この方法は

 二重の培養手順を必要とするが、花の形質を確認した

 後に、母株を損なうことなく培養材料が得られ、しか

 も個体再生能力が比較的高いと云う利点がある。

  そこで以降はこの万法にしほり、適切な培地培養条

 件の検討を行った。

【2｝花茎腋芽は置床後栄養生長してシュートに発育すう

 もの、生殖生長して二次花茎になるもの、休眠を続け

 るものle分かれる。葉片採取のためにはなるべく多く

 シュートを得たい。培地への2．5ppm BAP添加によ

 り休眠芽がなくなり、さらに28℃、1701uxの低照

 度による1日当り16時閻照明下の培養で、ほとんど

 の腋芽をシュートに向かわせうることを明らかにした。

 また慣用的に用いられるWi lson液での殺菌では汚染

 を完全に防止し得ないが、抗菌剤溶液で重複処理する
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 と汚染防止に有効であることを認めた。

〔3）葉片培養の培地としては、市販の水溶性肥料の

 Hyponex （3．5 g／1 ）． 2．0”／e Sucrose． 1．00／o Agar

 ‘こビタミン類とlppm NAA、10ppm BAP、 10

 ppm Adeninを添加した培地が簡便でしかも好適であ

 ること、培養条件としては25℃、培養初期の2週間

 は暗黒、その後は低照度で1日当り16時間の照明が

 よく、培養容器には通気性のよい栓を用いる必要があ

 ること等を確かめた。また花茎培養時の条件も、得ら

 れた葉片の再生力に若干影響を及ぼす事が示された。

（4）ファレノプシスの育種過程で用いられた原種18

 種およびこれら原種の交雑によう25種について、葉

 片培養による栄養繁殖効率を比較した。その結果、腋

 芽のシュート形成率、シュートからの葉片における

 PLB形成率に大きな種間およひ品種間差異があり、

 なかには全く繁殖し得ない種・品種が存在する事を認

 めた。しかし現在営利栽培されていろ品種では問題は

 なかった。

（5｝葉片上に形成されたPLBは液体振動培養するか、

 細切して静置培養することにより、他のランの茎頂培

 養で得らrtたPLBと同様に再増殖し得た。増殖した

 PLBをフラスコ内の発芽用培地に移植すると葉と根

 を形成した。2～3下目に達した時鉢上げして、温室

 で栽培を行ったところ約3年後に開花した。これらの

 花は母株の花と同一の形質を示し、変異を生じていな

 い事が確認された。

 以上のように、本研究icより従来栄養系の増殖が困難

であったファレノプシスにたいして、母株を傷つけるこ

となく多量の栄養系を得る技術が開発された。組織培養

に関するいくつかの重要な基礎的知見を提供すると共に、

実際栽培へも寄与するところ大なるものがある。

 よって農学博士の学位を授与することを適当と認めるn

審査委員

 主査 教 授 坂 西 義 洋

 副査教授中川昌一
 副査教授大澤孝也
 副査 助教授 平   知 明
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大阪府立大学告示第28号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月20日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎

           はや かわ    きよし
称号及び氏名 農学博士 早 川   潔

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （滋賀県 昭和18年8月12日生）

論 文 名

 食品微生物の凍結保存および凍結死滅に関する研究

1．論文内容の要旨

 近年凍結保存技術が開発され、この技術は医療、農水

産業、食品工業などの分野で広く利用されるようになっ

た。食糧関係においても同様で、原料、半製品、加工食

品など我国食品の戸数％がこの方法で保存されていろ。

 このような食品の凍結保存法は食品の保存による化学

的、物理的性質の変質防止、汚染微生物による分解変質

の防止、食品中に含まれる有用微生物の安定保存などの

効果を目的としたものであり、それらの面で多くの成果

が得られている。

 ただ、これらの中で凍結保存中における汚染微生物の

生育阻止（静菌作用）、有閑微生物の活性保持等食品の

凍結保存と微生物の関下については、あまり根本的な研

究が行われていない．しかし、食品と微生物は不可分の

関係にあり、この面からの積極的な研究が期待される。

特に、凍結保存中における汚染微生物殺菌法の検討、肩

用微生物の安全な凍結保存法の確立などは実用面での応

用という点で．今後に期待される極めて大きな課題であ

り、このような研究を含む食品微生物の凍結保存におけ

る傷害の様相の解明が期待されている。

 しかし、食品は非常に複雑な多成分の混合系であり、

これに微生物が加わるとさらに混乱するためか、この面

からの研究は少なく、断片的な成果しか得られていない。

また、さらに、微生物の凍結保存についても、アミノ酸、

糖のある種のものが保存に有効であるなど経験的な成果
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しかなく、基本的な面からの成果は殆んど得られていな

い。

 本研究は以上のような背景のもとに食品微生物の凍結

保存による傷害の様相の基本的解明を行いその成果を基

本として、食品凍結保存法、有用微生物の保存法などの

開発を目的として計画されたものである。

 なお、食品微生物としては麹菌（Asperyzllus oryzαe＞

酵母（sα・eharomy・es eereVtStae）、乳酸菌などが考え

られるが、本研究では、これらの菌株の代表として酵母

を使用した。

第1章 食品微生物の凍結傷害（死滅）について

 微生物の凍結保存による損傷は一般に細胞外液中に含

まれる溶質の種類で変化すると言われていろ。そこで、

食品微生物の凍結傷害に対する溶質の総合的知見を得る

ため、食品に関連する各種化合物（有機酸、糖、アミノ

酸、ペプチド、塩類等）の効果を酵母を対象に検討した。

 その結果はTable 1のとおりであった。 0．3～1M

の濃度で有機酸のみは検討した全てのもので凍結死滅し

たが、塩類、糖類、アミノ酸類等ではこの濃度で凍結死

滅を起こさせるものと、殆んど起こさないものの2群に

分かれた。さらに、ここで興味ある点は同一化合物群で

もあるものは死滅させるが他のものは死滅させない点で

あり、これらの結果は凍結による死滅が特定の残基、イ

オンといった化学的要因によるのでなく、何らかの物理

的変化に帰因することを示唆した。

 凍結時の物理的変化としては、細胞懸濁液における氷

の生成とそれに続く完全凍結、即ち、共晶（水と溶質が

同時に析出結晶化する現象）の生成が考えらmる。

 そこで、次にこれら物理的変化と凍結死滅の関連性に

ついて検討を加えた。その結果、凍結死滅を起こす化合

物は殆んど全て共晶を生成し、共晶の生成が凍結死滅に

強く関連すろことが明らかとなった。

 しかしながら、共晶を生成するものが全て凍結死滅を

起こさせるとは限らず、Na2SO4、 CaC12のように共晶

を生成すろにもかかわらず、凍結死滅を起こさない化合

物も存在した。この点を考察した結果、一 10～一40℃

で共晶を生成するものが著しい凍結死滅を示し、0～

一10℃、あるいは、一40℃以下で共晶を生成するもの

においては、凍結死滅を示さないことが判明した。即ち、

共晶生成による凍結死滅は一10～一40℃の間に共晶

生成温度を持つ化合物によって特異的に引き起こされる

という興味ある事実を発見した。
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 これに対して、有機酸の場合は、共晶生成の有無にか

かわらず凍結死滅が引き起こされ、他の要因が考えられ

た。

Table 1 微生物〔酵母）の凍結保存に及ぼす食品関連化合物の効果

凍結による影響 化      合      物

死     滅

塩   類

?  類

Aミノ酸類

NaCl、MgSO4、 NaNO3、………

Yルシトール、マンニトール

Oリシン、アラニン

生    存

塩   類

?  類

Aミノ酸類

KNO3、Na2SQ婁、 CaCI2、………

Oルコース、マンノース、シュークロース、デンプン、………

Oルタミン酸Na、アスパラギン酸Na、（ゼラチン）

死    滅 有機酸類 酢酸、プロピオン酸、クエン酸、リンゴ酸、………

（
 実験条件：酵母を0，3～1Mの上記化合物溶液申に懸濁し、一70℃に凍結する。
      その後、加熱融解して生存率を調べた。

）

第2章 共晶生成による致死機構

 微生物の凍結による死滅現象が共晶の生成、特に一10

～一40℃の間に共晶生成温度を持つ化合物で特異的に

起こるという興味ある知見を得ることができた。

 そこで、まず、共晶による致死作用が共晶生成のどの

段階で発現するか、酵母のlMNaCl懸濁液を用いて検

討した。その結果、共晶生成ecよる致死作用は共晶の生

成、特にその完結時に発現することが明らかとなった。

 一般に共晶の完結とは溶液の完全凍結と考えられる。

そこで、著者はこの点を確かめるために、パルスNMR

法で共晶生成時の液状水の有無を調べた。その結果．0

～一10℃で共晶を生成する化合物〔Na2SO4（共晶点

一2℃）、KNO3（同一3℃）〕では共晶時に液状水が

残存した。一万、一10℃以下で共晶を生成する化合物

〔NaNO3（同一18℃）〕の場合は液状水がほとんどな

く、凍結が完結していることが判明した。従って、共晶

生成による致死作用は溶液の完全凍結と密接な関係のあ

ることが示唆された。

 そこで、この点をさらに確かめるために、溶質の種類

や濃縮の影響のない最も単純な系、即ち、水の酵母懸濁

液を対象に検討した。水の凍結は通常0℃で完了する。

そこで、種々の温度で凍結（過冷却）を行う、独自な方

法を開発し．この方法を用いて凍結温度と酵母の生死と

の関係をしらべた。その結果、0～一10℃での凍結で

は液状水が残存し、この場合はほとんど致死作用が見ら

れない。一万、一10℃以下での凍結では液状水はなく、

強い致死作用が認められた。

 以上の結果、共晶生成の場合と同様に、液状水のない

完全凍結が致死作用に強く関与することが明らかになり、

氷晶生成という要因により致死作用が起こされているこ

とが明らかとなった。

 ところで、水懸濁液は一10℃以下の過冷却条件下で

凍結すると典型的な細胞内凍結を引き起こすと言われて

いる。この点を合わせ考えると、一10～一40℃での

共晶生成ならびに完全氷結による致死作用は、Table 2

に示すように、まず、細胞外が完全に凍結し、続いて細

胞内凍結が起こり、その結果強い致死作用が発現するこ

とが明らかとなった。一方、0～一10週遅の共晶生成

で生存率が高いのは細胞懸濁溶液の凍結が不充分な結果

細胞内凍結が起こらないためと判明した。また、一40

℃以下で共晶生成した場合、懸濁液の完全凍結にもかか

わらず、生存率が高いのは、共晶生成に至る過程で細胞

は十分脱水され、細胞内の溶質濃度が高くなり、致死的

な細胞内凍結が起こらない結果と推定された。

Table 2細胞内凍結と生存率

共晶生成温度
懸濁溶液

ﾌ凍結
細胞の
E  水

細胞内
? 結 生存率

〉一10℃ 不完全 小 無 高

一10～一40℃ 完 全 中 有 低

く一40℃ 完 全 大 無 高

第3章 有機酸によう致死機構

 微生物の凍結時における有機酸の挙動は他の溶質と比

べ特異的であり、検討した全ての有機酸で試験濃度範囲
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で死滅するという現象が認められた。そこで、この機構

について検討を行った。

 有機酸による凍結傷害は、コハク酸、乳酸、クエン酸、

酒石酸、リンゴ酸、低級脂肪酸（0．03M）の順に大き

くなり、低級脂肪酸の中では炭素数の大きいものほど、

その凍結傷害は著しかった。また、これらの凍結傷害は

同一の有機酸についてpH低下と共に大きくなったが、

異なった種類の有機酸の間にはpHと直接の関連は見ら

れなかった。

 続いて、これらの凍結傷害がどの時点で発現するかを

酢酸を対象に冷却温度を種々変えて調べた。その結果、

凍結傷害は酢酸と水との共晶を生成（一30℃）するまで

に発現したことより、この場合の凍結傷害の主因は溶質

の濃縮であることが強く示唆された。この知見は、室温

下、各濃度の酢酸との接触実験によっても支持された。

 次に、凍結前の予備接触の効果があるかどうか、希薄

酸を用いて検討したところ、①希薄酸との凍結前予備接

触により凍結傷害が拡大すること、②また、この予備接

触の効果がその後の蒸留水中での凍結においても認めら

れること、③しかし、長時間の蒸留水中での懸濁により、

予備接触の効果が失われることが明らかとなった。

 以上の結果を総合すると、有機酸による凍結傷害は、

溶質の濃縮が主因であり、有機酸が細胞表面に吸着、あ

るいは、細胞内に浸透し、菌体の凍結に対する感受性が

増大し、その結果死に至ろものと推定された。

第4章食品微生物の凍結保存および凍結殺菌

 本章においては、前章までの結果をふまえて、有用微

生物の簡易凍結保存法の開発および食品に混入した微生

物を凍結と同時に殺菌するという新規な食品の保存万法

を開発した経違について述べる。

 現在、微生物の凍結保存は特定の溶質存在下での液体

窒素等を利用した超低温領域での保存が主流となってい

る。超低温においては細胞懸濁液の完全な凍結状態が得

られ、これが細胞の保存に好成績を与えると考えられて

いる。

 一一方、著者らは、0～一10℃で共晶を生成する溶質

の存在下では、微生物が安定して保存されることを見い

だしている。そこで、この共晶生成を利用した微生物の

凍結保存法の開発を試みた。

 その結果、0℃付近で共晶を生成する化合物（KNO3、

Na2SO4）溶液に微生物を懸濁、0～一10℃で凍結後、

このものを一20～一30℃で保存するという、極めて
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簡易な保存法を開発することができた。この方法は、グ

ルコース懸濁液による場合よりも高い生存率が得られ、

しかも、超低温フリーザーを必要としない利点がある。

 次に、漬物に対する利用についての結果を述べる。現

在、京都地万の漬物（すぐき、しば漬等）は加熱殺菌後

市販されている。ところで、これらの漬物はかなりの酸

を含む食品である。一万、i著者らの研究によると、食品

微生物は有機酸共存下の凍結保存で簡単に死滅させるこ

とができる。これらの事実は漬物の殺菌に、変質の大き

な加熱殺菌に代わる方法として凍結殺菌の有効性を示唆

するものである。以上の点より、漬物の新しい凍結殺菌

法の開発を検討した。

 一20℃～一30℃の凍結で漬物付着菌の顕著な減少

が認められ、その効果は長期間保存がより効果的であっ

た。また、柴漬とすぐきとでは、すぐきがより効果的で

あった。さらに、凍結殺菌助剤についても検討を加え3

％のアルコールの添加が有効であり極めて好結果を得た。

これらの結果、漬物の凍結殺菌実用化への道を開くこと

ができた。

2．論文審査結果の要旨

 近年、凍結保存技術の開発ICともない、我国食品の十

数％がこの万法で保存されており、この利用はさらに増

大の傾向にある。さて、これら食品の凍結保存の目的は、

保存による品質の老化防止、汚染微生物の生育阻止（静

菌作用）、あるいは有用食品微生物の活性保持などであ

るが、これまで、凍結保存における食品と微生物の関係

についての基礎的研究はほとんどなかった。しかし、食

品と微生物は不可分の関係にあり、食品をより効率よく

凍結保存するにはこの万面からの積極的な研究が期待さ

れる。特に、凍結保存中に汚染微生物を殺菌する万法の

開発や、有用微生物の安全な凍結保存法の確立などは最

も期待される課題であった。

 本研究は以上のような背景のもとに、食品微生物の凍

結保存による傷害（死滅）の様相について基本的な検討

を行い、それらの成果として食品凍結保存法の実際的開

発を行うことを目的として計画、実施したものであり、

次のような成果を得ている。

1．まず。凍結で専掌微生物がどのような傷害（死滅）

 を受けるのか基礎的知見を得るため、食品微生物の代

 表としてパン酵母を選び、酵母が凍結下、食品関連各

 種化合物（アミノ酸、糖類、塩類、有機酸類）でどの

 ような影響を受けるかについて検討し、アミノ酸、糖、
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塩類などでは、その存在で凍結死滅するものと殆んど

死滅しないものの2群に分かれることを見出した。さ

 らに、このような凍結死滅は凍結時における共晶（水

 と溶質が同時に析出結晶化する現象）の生成が密接に

関係しており凍結死滅を起こすものは一10℃～一40

℃に共晶生成温度を持つ化合物であり、0～一10℃

および一40℃以下に共晶生成温度を持つ化合物では

死滅が起こらないなどの点を明らかにした。また、有

機酸類は検討した総てのもので凍結死滅が起こったが、

 これは共晶以外の要因によるものであった。

2。つぎに共晶生成による致死機構について検討を進め、

その致死作用が塩類を初めとする溶質濃縮効果等によ

 るものではなく、細胞内凍結と密接な関係のあること

 を明らかにし、この点より、致死温度領域（一10℃～

一40℃）の存在について説明を加えた。

  また、一方、有機酸による致死機構についても検討

 を進め、この機構は有機酸以外の他溶質にみられる共

晶生成によるものではなく、凍結の進行にともなう溶

質の濃縮が主因であり、有機酸が細胞表面に吸着ある

 いは細胞内に浸透し、細胞の凍結に対する感受性を増

大させた結果、死に至るものと推察した。

3．以上の成果をふまえ、実用化への応用について検討

を行い2つの万法の開発に成功した。

  0～一10℃で共晶を生成する溶質存在下では微生

物が安定に凍結されることに着目し、これを利用した

微生物の凍結保存法の開発を試み、0℃付近に共晶点

を持つ化合物（KNO3、 Na2SO4など）溶液に微生物

 （乳酸菌）を懸濁し、これを一20℃～一30℃で保

存するという極めて簡単な有用微生物保存法の開発に

成功した。この方法は超低温フリーザーを必要としな

い点にも特徴がある。

  一一方、食品微生物は有機酸共存下、凍結で簡単に死

滅する点に着目し、酸を含む漬物の凍結殺菌について

検討を進め、従来の加熱殺菌による品質劣化なしに食

品（すぐき、しば漬など）を凍結殺菌保存するという

新しい殺菌法の開発に成功し、実用化への道を開いた。

 以上、本研究は食品微生物の食品関連化合物中での凍

結傷害の様相の基本的解明を行い、共晶生成および有機

酸による致死機構を明らかにするとともに、これらの成

果を基本とし、有用微生物の簡易凍結保存法と新規な凍

結殺菌法の開発を行ったものであり、学問的にも実用的

にも価値の高い研究である。

 よって、農学博士の学位を授与することを適当と認め
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る。
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 主査教授村尾駅夫
 副査 教授 北 岡 正三郎

 副査教授外村健三

大阪府立大学告示第29号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月20日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎

            まつ むら  えい二

称号及び氏名 農学博士 松 村 瑛 子

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （兵庫県 昭和13年9月20日生）

論 文 名

 酵素による酸化縮合反応の研究とその反応を利用した

 酵素反応測定法の開発

1．論文内容の要旨

 近年、臨床分析ならびに食品分析の領域において酵素

を用いた分析、すなわち酵素分析法が注目を集め、盛ん

な研究が行われている。酵素分析法は化学分析法に比較

して多くの長所を有している。なかでもその大きな特徴

として、生体試料や食品などのように爽雑物質を多く含

むサンプルを分析する場合でも、酵素の高い特異性の故

に正確に測定できる点を挙げることができる。

 一万、ラッカーゼに代表される酸化還元酵素（ECl．

10．3．1－5）をフェノール性化合物に作用させた場合、

基質化合物の構造によっては酸化縮合反応が起こり着色

性の反応産物が生成することが知られている。ところで、

著者が微生物由来のラッカーゼについて実験を行ってい

た際、酵素生産誘導物質として安息香酸誘導体（例えば

5一アミノサリチル酸）を酵素生産菌株の培地に添加し

たところ、培養液が褐色に着色する現象を認めた。この
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現象に着目し、種々の安息香酸誘導体に精製ラッカーゼ

を作用させたところ、各々に特徴的な呈色性の物質に酸

化されることを用い出した。そこで、著者はラヅカーゼ

による安息香酸誘導体の呈色現象を酵素分析法に応用す

ることはできないかと考えた。

 すなわち、ラッカーゼなどの酸化酵素による安息香酸

誘導体の呈色反応（酸化縮合反応）について研究を行う

とともに、この呈色反応の酵素分析法への応用を計画し、

そのために必要な共役酵素の開発を行った。さらに、こ

の呈色反応と新たに開発した共役酵素を利用してアンジ

オテンシン1変換酵素およびカルボキシペプチダーゼA

の活性測定法の開発を行った。また、本法のさらに発展

的な利用を行いカルボキシペプチダーゼ生産菌の検索を

行った。

第1章ラッカーゼなどの酸化酵素による安息

    香酸誘導体の酸化縮合反応

 ラッカーゼ（各種微生物起源）、ビリルビンオキシダ

＿ゼ（MyTotheCtum veγruoαrtα起源）sチロシナーゼ（マ

ッシュルーム起源）、アスコルビン酸オキシダーゼ（キ

ウリ起源）を用い各種安息香酸誘導体に対する作用を呈

色反応という観点から検討した。その結果、Po lypoγus

verStcolor IFO 9791より得たラッカーゼにおいて

最も強く且つ特徴的な呈色が起こること、さらに本呈色

が第二の化合物（色原体）共存下に顕著に促進されるこ

とを見い出した。そこで、色原体・安息香酸誘導体の組

み合わせについて検討し、2、2LAzino－di一〔3－et－

hyibenzothiazoline”6－sulfonic acid） diammoninm

（ABTS）とp一ヒドロキシ安息香酸（（4K）H）BzOH）、

または4－Aminoantipyrine（4AP）と（4一一〇H）BzOH

の組み合わせが、その呈色強度、呈色安定性などの点で

優れていた。

 ABTSと（4－Om BzOHとの呈色反応産物を単離し、

各種スペクトル分析によって構造を決定した。その構造

などより本呈色反応の機構を考察し、ABTSと（4－OH）

BzOH との酸化縮合反応であることを明らかにした。

第皿章 ラッカーゼによる呈色反応の分析への

    応用

 ラッカ一事によるABTS・（4－OH）BzOH系の呈色

反応の至適化を行い、（4－OH）BzOHの定量法を確立

するとともに、本定量法が感度（（4－OH）BzOHに：対す
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る分子吸光係数は2．69×104、極大吸収590nm、定量

下限3 nmol）fO’よび定量性（検量線の相関係数は0，9992、

n＝：28）において極めて優れた方法であることを明ら

かにした。さらに、ラッカーゼによる4AP・（4－OH）

Bz OH系の呈色反応につしても反応条件の至適化を行っ

て（4－OH）BzOHの定量法を確立した。

 そこで、この2つの呈色系をアンジオテンシンi変換

酵素（ACE）およびカルボキシペプチダ一旬A（CPase

A）の活性測定法に応用する系を図に示す如く設計した。

ACEおよびCPase Aの活性測定には従来よりCushman

法およびニンヒドリン法が主に用いられている。これら

はいずれも操作が煩雑なこと、精度が悪いこと、爽雑物

質の多い試料には適用できないこと、など多くの難点を

有しているのに対し、新しい測定法は原理的にはこれら

の難点を解決しうるものと考えられる。

   （4－ou）in－Gly－Hts－Leo

      ；ACE
  ｛“一（M）it－Gly ＋ Hts－Leu

     l酵素E1

 （“一CH）BzC｝1 ＋ 61y

marsいlnmse
 tclorimetry （Asgo）

  （午CH）Bz－qy鞭

    1伽A
 （qOl）ee－Gly ＋ Pte

   l燃E1
（向一〇H）BzC曝｛＋Gly

L4AP i L tCOSe

 colort｛retry 〈Asoo）

Oesign of Assay “lethods ef Angiotenstn r Converting

Enz）nne end Carbexypeptidase A by Leccase一・catalyzed

Coupling Reaction．

川口章IVα一Benzyloxycarbonyl amino acid

    urethane hydrolase の精製と諸性質

 ACE、 CPase Aの活性測定法として考案した2つの

測定法を実現するために必要な酵素Elの検索を行った。

酵素E1は、設計した測定法の原理より明らかなように、

アミノ酸のアミノ保護基のみに作用し、ペプチドのアミ

ノ保護基には作用しないこと、またペプチダーゼ活性を

有していないことを必須の条件とする。その性質をそな

えfこ酵素を既知の酵素に甘い出すことはできなかった。

 そこで、このような酵素を微生物に求め検索を行った

結果、Streptoeoceus faecagtS R ATCC 8043が菌

体内に目的に適つた酵素を生産していることを発見した。

菌体破砕液より、硫安塩析、pH沈澱、 DEAE－Sepha－

dex A－50 N Sephadex G－150 N AH－Sepharose 4Bs

Hydroxyapatiteクロマトグラフィーを行って、電気泳

動的に均一な酵素標品を得た。本酵素は目的とする（4
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一〇H）Bz－Glyに対して強い活性（2．9㎜ol／hM皿g）

を示したが、さらに∬α一benzyloxycarbonyi（Z一）amino

acidのウレタン結合に作用するという興味ある特異性

を有していた。rva一アシルアミノ酸に作用する酵素と

してアシラーゼ（EC 3．5．1．14）があるが、ウレタ

ン結合に効果的に作用するアシラーゼはこれまでに報告

されていないaその詳細な基質特異性の検討から、本酵

素が新規な酵素であることを明らかにし、ウレタン結合

に作用する特異性から、本酵素i9 Nα一benzyloxycarb－

onyl amino acid urethane hydrolase 1 （urethane

hydrolase I）と命名した。精製酵素を用いて検討を行

い諸性質を明らかにした。W章、 V章の酵素E1として

は本酵素を用いた。

 また、Ltzctebaetllus fermeπtt 36 ATCC 9338の

一体eC urethane hydrolase【とは異なった性質を有し、

Z－L一’A rg iC特異的に作用するurethane hydrolase H

を見い出した。本酵素の精製を行い、諸性質を明らかに

しに。

 さらに、laetebaCtglus cαsetεATCC 7469の菌

体内にuretane hydrolase l、正とは異なった性質を有

し、Z－Gly、一Ala、一Serに作用するurethane hydr－

olase皿を白い出した。本酵素の精製を行い、諸性質を

明らかにした。

 Urethane hydrolase l．皿、皿 の諸性質を表に示す。

Properties of the Vrethane Hydrolese 1， ll and M

Urethane Hydrolase

1 n 皿

Substrate specSficity
 （twltol／一in／mg）

Opt酬

Opt tempera加隠

lnhibitor

”etal ion recluSrtment

削㏄ular脚qight
rsoelectric potnt

i：G，II［g：ggl

gge，

PC旧． EDTA
co2＋． zn2＋

2rc．OOO

4．48

Z－Arg （727）

6．S

33ec

ED了A・PCIB
ce2＋ C ha2＋

200，00e

5．oo

Z－Gly（2．oo
l：11診｛1：器）

島ic

PC旧． DTT
co2＋ C zn2＋

2so，Ooo

4．45

1ちfro蹴 5脚P畠。σo㏄購5㎞●a邑以8尉 AτCC 8043
皿 3 f「て翼i「 二■σtロhtciユユ腿■ tan■■n亀」 36  ATCC 9338

皿孟fr㎝ 』‘仙d1ユ凹ouel E AτCC 7469

第W章 ラッカーゼによる呈色反応とuretllarE

    hydrolase lを共役させた酵素活性測

    定法の開発

 ee ］章で考案したACEおよびCPase Aの活性測定法

の検討を行った。

 まず、（4－OH）Bz OH・ABTS・ラッカーゼ系の呈色

反応とurethane hydrolase Iを共役させたACEの活

（68）
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性測定法について反応条件の至適化を行って測定法を確

立した。この測定法に従って、ウサギ肺組織抽出物、ヒ

ト血清中のACE活性の測定を行い、本法が精度（同時

分析C．V．値2．35％、 n＝15；日差分析C．V．値2．71

％、n＝35）、感度ともに信頼できる測定法であること

を実証した。

 次に、（4－OH）Bz OH・4AP・ラッカーゼ系の呈色反応

とurethane hydrolase Iを共役させたCPase Aの活性

測定法について反応条件の至適化を行って測定法を確立

した。この測定法に従ってCPase Aの活性測定を行い、

従来法（ニンヒドリン法）と比較して本法が精度の艮い

測定法であることを明らかにした。

 また、本法を生体試料（マウス、ラットの各臓器）中

のCPase Aの活性測定に適用してみた。その結果．ブラ

ンク値をほとんど認めず、微量のCPase A活性の測定が

可能であった。このような生体試料においては従来法

（ニンヒドリン法）の適用は困難であったが、本法を用

いることicよって生体試料中の微量のCPase A活性の測

定を可能にした。

第V章 （4－OH）BzOH・4AP・ラッカーゼ系の

    呈色反応を利用した新しいカルボキシ

    ペプチダーゼのスクリーニング

 ラッカーゼによる呈色反応とurethane hydrolase I

の共役系の酵素活性測定法を用いて微生物培養液中に新

規なCPaseを求めてスクリーニングを行。た。

 新しいCPase A測定法を応用することによって今まで

不可能であった微生物培養液中のCPas eのスクリーニン

グが可能になり、3種の基質特異性を異にする酵素を生

産する微生物を分離することができた。これら酵素の部

分精製を行い、基質特異性および諸性質の検討を行った

ところ．CPase活性を有する3種の酵素のうち、1つは

新規なCPase（グリシンカルボキシペプチダ一癖）であ

る可能性が示唆された。なお、他の2つの酵素はCPase

A様、CPase B様の活性を有していた。

2．論文審査結果の要旨

 近年、臨床分析ならびに食品分析の分野で酵素を用い

た分析法が注目を集め多くの成果が得られている。この

分析法は酵素の高い特異性を利用したものであるため、

生体試料や食品などの爽雑物質を多く含むサンプルを分

析する場合でも正確に測定ができるなど、他の理化学的
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分析法に見られない多くの優れた特徴がある。

 さて、本研究はラッカーゼによる安息香酸誘導体の呈

色現象を発見し、これを契機に該酵素による酸化縮合反

応（呈色反応）について詳細な研究を行うと共に、この

呈色反応を酵素分析法に応用せんと計画したものであり、

次に示すような成果を得ている。

（1） ラッカーゼ、ビリルビンオキシダーゼ、チロシナー

 ゼ、アスコルビン酸オキシダーゼを用い各種安息香酸

 誘導体に対する作用を呈色反応という観点から検討し、

 ラッカーゼにおいて最も強く且つ特徴的な呈色がおこ

 ること、さらに本反応が第二の化合物（色原体）共存

 下で顕著に促進されることを見い出した。特にP一ヒ

 ドロキシ安息香酸〔（4－OH）BzOH〕と2、2LAzlno

 －di 一C3 u e t h Ylbenzothiazoline 一 6 i sulfonic

 acid〕 diammonium（ABTS）、または4－Amino－

 antipyrlne（4AP）とによる反応産物の化学構造を

 解明することによりその呈色が強度、安定性に優れ、

 （4－OH）BzOHの定量法として使用可能なことを明

 らかにしている。

C2）ついで本呈色反応を応用した新しい酵素活性測定法

 を開発するために必要な共役酵素の検索を行い、Str－

 eptococcus faecalis R ATCC 8043の菌体内に目

 的にかなった酵素の存在を発見し、この酵素の分離精

 製を行い、本酵素が1Vα一Benzyloxycarbonyl一アミノ

 酸のウレタン結合に作用しベンジンアルコール、アミ

 ノ酸、CO 2を生成する新規な酵素であることを明ら

 かにした。本酵素をその作用に因みUrethane hydr－

 01aseと命名した。

〔3）次いで、このUrethane hydroiaseと先に発見した

 （4－OH）BzOH・ABTS・ラッカー口開、あるいは（4

 一 OH）BzOH・4AP・ラッカ一触系による呈色系を組

 み合わせてアンジオテンシン1変換酵素、カルボキシ

 ペプチダーゼA（CPase A）の新しい原理に基づく活

 性測定法を開発した。これらの酵素活性測定法は従来

 法（Cushman法、ニンヒドリン法）に比較し、その問

 題点を解決した有用な万法であり、実用化への応用が

 期待される。

（4）さらに翌旦者は本測定法のその他の応用に対しても

 検討を行い、従来法では困難とされていたCPase生産

 微生物の検索を実施した。その結果、基質特異性の異

 なる3種のCPase生産菌株の分離に成功している。

 以上、本研究は酸化酵素による安息香酸誘導体の呈色

現象について基礎的研究を行うだけにとどまらず応用研
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究を進め、創意に満ちた酵素活性測定法を開発している。

さらに本測定法を応用し、従来困難とされていたCPase

生産微生物の分離に成功している。また測定法に使用す

る目的で開発した新規酵素 Urethane hydrolaseは酵素

学的に極めて興味深いものであり、アシラーゼ研究に多

くの知見を提供するものと考えられる。よって学力確認

の結果と併せて農学博士の学位を授与することを適当と

認める。

審査委員

 主査教授村尾澤夫
 副査教授三浦一夫
 副査 教授 外 村 健 三

大阪府立大学告示第30号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月20日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 田 郎

            たなか  のり あき

称号及び氏名 農学博士 田 中 憲 彰

          （学位規程第3条第2項該当者）

          （愛知県 昭和26年5月5日生）

論 文 名

 ビリルビンオキシダーゼの発見とその利用

1．論文内容の要旨

 ビリルビンは赤血球のヘモグロビン由来の物質であり、

そのヘムが分解を受けて生成する。血液中のビリルビン

濃度はヘモグロビン分解の充進や肝臓機能の低下等の疾

患で増加するため、ビリルビンの定量分析は臨床病理学

的診断に必須とされている。このビリルビンの分析法と

して現在ジアゾ法（ジアゾニウム塩とビリルビンの反応）

が広く用いられているが、この万法は特異性が低いこと、

試薬の安定性が悪いこと、試薬の危険性、および測定精

度が悪いことなど多くの問題点を抱えている。これら従

（69）
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来法の問題点を解決したビリルビン分析法の開発は臨床

分析上の一つの課題とされている。また臨床検査の分野

では最近、特異性の高い酸化酵素を用いて各種の生体成

分を定量するのが一般的になっている。この際、検眼申

のビリルビンが干渉作用を及ぼし測定を妨害することが

多く、ビリルビンの妨害除去法の確立が望まれている。

 一万、し尿処理施設より出される放流水は廃棄物処理

法によってBOD、大腸菌等について規制を受け水質規

準としては問題はないが、着色が著しく汚濁感を与える

ため視覚公害が表面化している。このし尿処理水の着色

はし尿中の着色成分すなわち、ビリルビンおよびその変

成物が原因するといわれている。現在、この着色物質を

除去するためにオゾン処理あるいは活性炭処理が行われ

ているが、コストの面などで多くの問題を残している。

 従ってビリルビンを脱色分解する酵素が得られれば、

ビリルビンの定量への応用、各種生体成分分析における

ビリルビンによる干渉作用の除去、ならびにし尿処理水

の視覚公署の解決などが期待できる。ところが現在まで

に報告されているビリルビンに反応する酵素としては過

酸化水素存在下で反応性を有するperoxidaseがあるの

みである。

 以上の諸点を考慮し、著者はビリルビンに作用する酵

素を生産する微生物の検索を計画した。その結果、目的

にかなう酵素生産菌一株を分離することに成功した。本

菌の生産する酵素はビリルビンを酸化する新規な酵素で

あり、1984年国際生化学連合委員会によりbilirubin

oxidase 〔EC 1．3．3．5．〕として登録された。つい

で本酵素の臨床検査への応用、し呼処理水の脱色への利

用などについて検討した。

第1章 Bilirubin oxidase生産菌の分離同定、

    酵素生産条件ならびにし尿処理水脱色

    の検討

 ビリルビンならひにし尿処理水の脱色分解能を指標に、

土壌、各種動物の糞、河水等より分離した約5，000株の

菌株を対象に酵素生産菌の検索を行った。その結果分離

用培地として馬鈴薯培地を用いる事によって初めて目的

にかなう酵素生産菌MT 一1株を得ることが出来た。本

菌株の分類学上の位置を検討し、本菌株をMyrotheCtum

verracαrza MT－1と同定した。

 酵素生産の最適条件を検討し、馬鈴薯2．4kgの熱水抽

出液（66）にグルコース609を添加した溶液（pH

5．6）を最適培地として設定した。この培地を用い、10
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6容ジャーファーメンターで25℃、約60時間通気撹

伴培養することにより酵素生産は最大となった。その生

産量は培養液1㎡当り約4．5単位であった（なお酵素1

車位とは1分間に1μmolのビリルビンを脱色する力価

である）。

 し尿処理水の脱色効果について粗酵素液を用いて検討

した結果、約30％の脱色が認められた。

第H章酵素の精製と一般的性質

 培養炉液から、硫安塩析、活性炭処理、QAE－Se画

adex A－50カラムクロマトグラフィー、 Sephadex G

－100によるゲル炉過などの操作を経て、電気泳動的に

均一な酵素標品を分離精製した。活性の収率は培養炉液

より17％、比活性は114倍に上昇させることができた。

 精製酵素を用いて物理化学的、酵素化学的性質につい

て検討した。本酵素は分子量52，000（ゲル炉過法）、等

電点4．・憔点電気臓法）、E磁28・㎜は・・

であった。至適pHは8、至適温度は40℃であった。

ビリルビンに対するKmは0．19 mMであった。本酵素は

Fe2＋、 NaN3、 KCN、チオ尿素などにより強く阻害さ

れた。

 本酵素のアミノ酸組成はLys7、 His35・Arg2i・Asx

s6一 ［lhr3s h Ser2i一 Glx42． Pro3s一 Gly3s． Ala42．

Va13s． Met7i Ileu． Leu2s s Tyr2i． Phei4 s Trp

14であり、ハーフシスチンの存在が認められない点が

特徴的であ。た。また本酵素1分子中に1原子の銅、糖

（7％）を含んでいた。

第皿章 酵素の基質特異性

 基質特異性について検討した結果、本酵素はビリルビ

ンを酸化する他に、テトラピロール構造を有する物質

（ビリベルジン、クロロフィリン、ヘミン）に作用した。

さらにフェノール系物質（ハイドロキノン、カテコール、

ピロガロールなど）にも作用するという性質を認めた。

そこでフェノール系の物質に作用する酸化酵素、すなわ

ちlacCase（Polyperus veγstcolor起源）、 tyrosinaSe

（マッシュルーム起源）およびascorbate oxidase（き

ゅうり起源）と本酵素との比較を行ったところbilirubin

oxidaseは、既知の酸化酵素とは明らかに異なる基質特

異性を示した。
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第N章 Bilirubin oxidaseの反応様式

 榿色を呈するビリルビンに本酵素を作用させると反応

液はまず緑色、さらに淡紫色をへてほぼ無色に変化する。

ビリルビンより最初に生成する緑色を呈する反応産物の

蛍離を行った。反応液をクロロホルム抽出し未反応のビ

リルビンを除去したのち、緑色物質をSephadex G－15

に吸着し、メタノールで溶出して精製標品を得た。この

緑色物質はビリベルジンに特徴的なスペクトル（375お

よび660㎜付近に極大吸収）を示した。その構造1まT

LC的挙動、 IRおよびユH－NMRスペクトルを標品

と比較することにより、ビリルビンの酸化物ビリベルジ

ンであると同定した。

 また本酵素反応は酸素の存在下で進行し、反応産物と

して過酸化水素の生成は認められなかった。したがって

本酵素は下式に示すように、分子状酸素を電子受容体と

して、ビリルビンをビリベルジンに変換し水を生成する

反応を触媒することが分った。さらにビリベルジンは本

酵素の作用を受け淡紫色の反応産物を与えた。

ノ

NH H

NH HN

HooC COOH

Bihrubin

o

NH HN

一 （02）

HooC

HN 一：

COOH

Biliverdin

第V章 Bilirubin oxldaseの臨床検査試薬

    への応用ならびに1accaseを用いた

    α一amylase測定法の開発

 Bllirubin oxidaseがビリルビンに作用すると440nm

の吸光度の減少が起こる。そこで吸光度変化を測定する

ことによってヒト血清中の総ビリルビンを定量する方法

を開発した。本法によってヒト血清中の総ビリルビンは

精度よく測定することができた〔分析内変動係数3，4％、

日差分析変動係tw＝・3．6％〕。また本法と従来法（ジア

ゾ法）を比較した結果、両者には非常に高い相関性（相

関数＝0。99、n＝16）が認められ、 bilirubin oxidase
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を用いる酵素法が実用性のある測定法であることを確認

した。

 次に、コレステロールオキシダーゼ・パーオキシダー

ゼ共役測定系で血清コレステロールを定量する際、血清

中のビリルビンがコレステロールオキシダーゼによりて

生成する過酸化水素を消費して測定値に負誤差を与える

という闇題の解決に、biIirubin oxidaseの応用性を検

討し瑞その結果まず血清試料に本酵素を作用させて

ビリルビンを分解した後、コレステロールを測定すると

いう前処理法を設定した。血清試料について、本法を適

用することにより、内在性のビリルビンの影響を受ける

ことなく精度よくコレステロールを定量できることがわ

かった。

 ところでbilirubm oxidaseの基質特異性の検討申に

見いだしたlaccaseによる色原体共存下でのフェノール

の強い呈色現象に着目し、α一amylaseの活性測定法を

考案したQすなわら、マルトオリゴ糖の非還元末端にフ

ェノールを結合させた化合物を基質として用い、これに

α一amylaseを作用させて生成するフェノールを色原体

存在下、laccaseで比色定量する方法を開発した。本法

は従来法と比較し、内在性のグルコースの影響を受けな

い。レイトおよびエンドポイント法のいずれの方法にも

適用できる。可視部での測定が可能であるなどのすぐれ

た特徴を持つ方法であった。

2．論文審査結果の要旨

 し尿処理施設より出される放流水はヘモグロビン由来

のビリルビンおよびその変成物が除去できないため着色

が著しく、汚濁感を与え視覚公害を引き起こすQこのた

め現在多大の費用をかけ活性炭処理が行われている。一

方、血中ビリルビン濃度は各種疾患により増加するため、

その定量分析は臨床診断上重要である。このビリルビン

は現在、化学的分析法によって測定されているが、多く

の問題点があり、特異性の高い分析法が望まれている。

 従って、ビリルビンを脱色分解する酵素を構い出せば、

環境浄化に役立つとともに、ビリルビンの特異的定量な

ど種々の応用が期待される。本研究はこの様な考えのも

とで計画されたものであり、新規酵素Bilirubin oxidase

の発見をはじめとして以下の様な成果を得ている。

Cl）ビリルビン脱色分解酵素生産菌を目的として検索を

 行い、目的にかなうMy ro thθ Ctum verrωcarta MT－1

 と同定された1菌株を分離した。次いで、培養上液よ

 り本酵素の精製を行い、本酵素が分子量52，000 ．銅
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 1原子を含む糖蛋白で、分子状酸素共存下にビリルビ

 ンに作用しビルベリジンと水を生成する酸化酵素であ

 ることを明らかにし1：。本酵素をその作用に因みBil－

 irubin oxidaseと命名した。

｛2）次いで、Bilirubin oxidaseの基質特異性について

 検討し、本酵素がビリルビンを酸化する他にテトラピ

 ロール構造を有する化合物、フェノール系化合物、芳

 香族アミンなどicも酸化的に作用することを明らかに

 した。そこで、ラッカーゼ、チロシナーゼ等の類縁酵

 素との比較検討を行い、本酵素がいまだ報告例のない

 新規な酵素であることを明らかにした。なお、本酵素

 は1984年国際生化学連合委員会によって新規酵素と

 認定され 〔EC 1．3．3．5〕として登録された。

3．さらに本酵素の応用研究を行った。

  まずし尿処理水の脱色分解について検討し、約30

 ％の脱色が可能なことを明らかにした。

  次いで、本酵素の臨床分析への応用を検討し、本義

 素を用いることによって血清中の総ビリルビンが定量

 できることを明らかにした。なお血清中のビリルビン

 を酵素的に分析したのは本研究が初めてであり、従来

 の化学的分析法に比較して優れた特徴を持つ分析法で

 あると考えら札実用化への応用が期待される。

  さらに、本酵素の応用研究として、各種生体成分を

 酵素分析する際に問題となっているビリルビンの測定

 防塁作用の除去法の開発を行った。

4．本酵素の基礎研究中に発見したラッカーゼによるフ

 ェノールの呈色現象を応用し、新しいα一アミラーゼ

 の活性測定法を開発し、この万法が従来法の問題点を

 解決した優れたものであることを明らかにしn。

 以上、本研究は新規なビリルビンを脱色分解する酸化

酵素を発見しその諸性質を明らかにするとともに、本酵

素の応用研究を行いし尿処理水の脱色および臨床分析へ

の利用を開拓している。

 本研究は酵素化学、就中、酸化酵素に関する研究領域

に多大の知見を与えているのみならず、酵素の応用開発

面にも興味ある成果を与えている。よって学力確認の結

果と併せて農学博士の学位を授与することを適当と認め

る。

審査委員

 主査教授村尾澤夫
 副査 教授 三 浦 一 夫

 副査i教授外村健三
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昭和60年4月20日

大阪府立大学告示第31号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月31日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎

            いつみ  こうじ
称号及び氏名 工学博士 和 泉 孔 二

          （学位規程第3条第1項該当者）

          （愛媛県 昭和30年12月27日生）

論 文 名

 随伴的なファジィシステムとその応用に関する研究

1．論文内容の要旨

 一股に、経営システムや社会システムなどの大規模・

複雑なシステムにおいては、人間が主観的に物事を認識

したり、判断していることが多い。そのような場合には、

人間の思考や判断に伴うあいまいさ（fuzziness）が介在

していると考えられる。tれは、確率論の対象となるラ

ンダムネス（randomness）とは異なり、意味論的な不確

定性を示すものである。このあいまいさを定量的に取り

扱うための概念として、ファジィ集合が1965年にL．

A．Zadehによって提案された。その後、多くの研究者

によって、ファジィ集合を導入した理論体系の確立と種

々の分野への応用とが試みられている。

 特に、この理論に基づくファジィシステムモデルは人

聞の主観的判断が関与するようなシステムの記述に有効

であり、オートマトンや学習制御などの分野に応用され

多大の成果を収めている。また、1976年にE．San（畑z

によって提案された合成ファジィ関係式の解法は、ファ

ジィシステムを取り扱う上で重要なものであり、医療診

断や故障診断などへの応用が試みられている。このファ

ジィシステムは可能性という概念に基づいて定義されて

いて、専心が大きくなれば出力も大きくなるという特性

をもっている。しかし、現実にある入出刀システムには

このような特性をもつもの以外に、入力が大きくなれば

出力が小さくなるといういわゆる必然性的な特性をもつ

ファジィシステムも考えられるが、これに関する研究は
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従来全く行われていない。

 一方、ファジィシステムとともに数多く研究されてい

るものiLファジィ論理がある。ファジィ論理は真とも偽

とも判断できない命題をも取り扱う論理であり、真か偽

かが判定できる命題のみを議論の対象とする古典論理よ

りも人間の思考過程に近い論理であると考えられている。

元来、ファジィ論理は数理論理学的に見れば、意味論的

な立場にある多値論理の一種であるといえるが、数理論

理学における構文論的な立場から、Gentzenによる直観

主義論理計算に公理を付け加えたものとして、ファジィ

論理を形式化することもできる。この場合、数理論理学

の一分野である直観主義論理は、排中律の無制限の使用

を認めておらず、古典論理よりも人間の思考過程に近い

ものとされている。また、数理論理学の一分野である様

相論理は、可能性や必然性のような様相概念を古典論理

に導入したものであり、古典論理よりも人間の思考過程

を反映したものと見なされている。したがって、人間の

思考過程を正確に表現できるファジィモデルを統一的に

構築するためには、多種多様な立場での意昧論的な万法

だけでなく、有限的に統一された構又聞的な手法をもと

り入れる必要がある。

 以上のような状況にかんがみ、本論文では数理論理学

的観点から、人間が関与するファジィシステムのモデル

として、可能性的なモデルに対し随伴的な関係にある必

然性的なモデルを提案し、これら2つの互いに随伴的なモ

デルに関する統一的理論を構築するとともに、事例研究

を通じてこれら両モデルの有用性を明らかにしている。

本論文はこれらの研究をまとめたもので、8章より成り、

その構成・内容は次のとおりである。

 第1章では、序論としてファジィシステムに関する従

来の研究の状況を述べて本研究の位置づけを明確にし、

かつ著者の提案する随伴的なファジィシステムの意義、

研究内容の概要および本論文の構成について述べている。

 第2章では、著者の研究の基礎となったファジィシス

テムの基本的概念を説明し、かつ著者が随伴的なファジ

ィシステムを提案するに至った歴史的背景について述べ

ている。

 第3章では、随伴的なファジィシステムの発想の発端

となった様相概念を表現するのに用いられる様相演算子

の代数的モデルに着目して、言語的様相ヘッジを随伴的

に構成している。このことより、互いに逆の効果をもつ

言語的ヘッジの構成に統一的見解が与えられている。こ

こで取り扱われている必然性ヘヅジや可能性ヘヅジのよ

うな言語的様相ヘッジは、様相論理的な観点から構成さ
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れている。すなわち、様相演算子が古典論理的な否定と

直観主義論理的な否定とを組み合わせることによって構

成できるという事実に基づいて、言語的様相ヘッジが構

成されている。また、必然性ヘッジと可能性ヘッジとを

合成することによって、両者の中間的な効果をもつヘッ

ジを構成できることを示し、かっこれらの言語的ヘッジが

すべて準同形ヘッジであることを明らかにしている。

 第4章では、様相演算子のKripkeモデルにおける解

釈にしたがって、可能性的な合成および必然性的な合成

を考察することにより、従来広く議論されている可能性

的な合成に基づく可能性的なファジィシステムに対し、

それとは随伴的になっている必然性的な合成に基づく必

然性的なファジィシステムを提案している。これら2つ

のファジィシステムの間の随伴性は、完備束半群におけ

る連言演算と含意演算との随伴性に起因するものである。

また、システム表現とファジn出力とが与えられている

ときにファジィ入力を求める問題〔逆問題）、および数

個のファジィ入出力の対が与えられているときにシステ

ム表現を求める問題（同定問題）を統一的に取り扱い、

次のような結果を得ている。すなわち、可能性的なファ

ジィシステムに関する逆問題および同定問題には、必然

性的な合成によってそれぞれの最大解が与えられる。一

方、必然性的なファジィシステムに関する逆問題には必

然性的な合成によって最大解が与えら札また同定問題

には可能性的な合成によって最小解が与えられる。この

ことより、可能性的な合成と必然性的な合成との間の相

互依存性が明確に示されている。

 第5章では、随伴的なファジィシステムの逆問題およ

び同定問題を数理論理学的な方法で議論している。まず、

逆問題および同定問題を取り扱うのに有効な合成ファジ

ィ関係不等式に対し、Gentzenによる直観主義論理計算

を用いた解法を与えている。この場合、可能性的な合成

および必然性的な合成がそれぞれ正規論理式における存

在記号および全称記号の使用法に対応して定義されてい

ることを用いている。その結果、無矛盾な直観主義論理

計算にしたがって逆問題および同定問題が議論できるこ

とを示している。次に、可能性的な合成と必然性的な合

成との間の随伴性に着目して、直観主義論理計算を用い

た解法を改良したGentzen流論理計算による解法を提案

し、逆問題および同定問題がより簡単に取り扱えること

を示している。また、この万法によって複雑な合成ファ

ジィ関係不等式をも解くことができ、その解の表現が一

意的であることを明らかにしている。

 第6章では、タイプ2一ファジィ集合において随伴的

（73）



74号外 第2号

なファジィシステムの逆問題および同定問題を議論して

いる。この場合、正規かつ凸なファジィグレード全体は

完備分配束をなすことに着目して、ここで取り扱うタイ

プ2一ファジィ集合のファジィグレードはすべて正規か

つ凸なものに限定している。まず、ファジxグレードに

関する合意演算の性質として、次のような結果を得てい

る。すなわち、2つのファジィグレードの間に順序関係

があり、かつ重なりをもっていない場合は、真理値集合

を単位区間とした場合と同様の演算結果になっている。

また、順序関係があり重なりをもっている場合、および

順序関係がない場合leついては、順序関係があり重なり

をもっていない場合を交互に組み合わせた演算結果にな

ることを結論している。次に、タイプ2一ファジィ集合

における逆問題および同定問題の解法の応用例として、

故障診断モデルを提案している。ここでは、その具体例

として自動車の故障診断を取り扱い、その故障診断モデ

ルを作成し、有効性を明らかにしている。この場合、過

去の官田かの自動車に対する故障原因および故障状況が

タイプ2一ファジィ集合として与えられているときに、

新たに故障を起こした自動車の故障状況からその故障原

因を推測する方式を提案し、この故障診断モデルが妥当

なものであることを明らかにしている。

 第7章では、ファジaシステムに対する多変量解析モ

デルとして、可能性的なモデルと必然性的なモデルとの

凸結合によるものを提案している。ここでは、人間の評

価には可能性的な面と必然性的な面とが混在するものと

考えて、随伴的な2つのファジィシステムの特性を利用

してモデルを構成している。また、この多変量解析モデ

ルの応用例として、企業評価問題を取り扱い、モデルの

妥当性を検証している。この場合、入力空間は企業に関

する財務データの集合とし、また出力空間は企業に対す

る評価の集合としている。これを企業評価間題に適用し、

その有効性を明らかにしている。

 最後に、第8章では、結論として以上の研究の総括を

行い、得られた主な成果をまとめ、総合的考察を行って

いる。

 なお、以上各章の相互間の関連を示すと下図のとおり

である。

（74）

昭和60年4月20日

第1章

序  論

！

第2章
ファジィシステムの

基本的概念と定義

・

第3章
言語的様相ヘッジ

の随伴的構成

・

第4章
L一ファジィ論理
に基づく随伴的な

ファジィシステム

s

第5章
Gentzen流論理計算

による逆問題およ

び同定問題の解法

第6章 第7章
タイプ2一ファ 随伴的なファ

ジィ集合にお ジィシステム

ける逆問題お の企業評価間

よび同定問題 題への応用

とその応用

第8章

結  論

2．論文審査結果の要旨

 本論文は、人間の思考や判断に伴うあいまいさが関与

するようなシステムのモデルとして、随伴的なファジィ

システム・モデルを提案し、その理論体系を構築すると

ともに、それの経営工学分野への応用の足がかりを示し

た研究をまとめたもので、次のような成果を得ている。

｛1｝様相論理における様相演算子の構成法に対応させて、

 互いに逆の効果をもつ言語的様相ヘッジを随伴的に構

 成し、ファジィ論理における言語的ヘヅジの様相論理

 的側面を明らかにした。

｛2｝広く議論されている可能性的なファジィシステムだ

 けでは現実のシステムを表現しきれないという観点か
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 ら、必然性的なファジィシステムのモデルを提案し、

 これら2つのファジィシステムの随伴的な性質をファ

 ジX論理に基づいて解明した。さらに、随伴的なファ

 ジィシステムに関する逆問題および同定問題を束論的

 な方法で解き、2つのファジxシステム・モデルの間

 の相互依存性を明確にした。

〔3）随伴的なファジィシステムの逆問題および同定問題

 を取り扱うのに有効な合成ファジィ関係不等式の解法

 をGentzenによる直観主義論理計算によって与えた。

 さらに、随伴性を考慮したGentzen流論理計算を提案

 し、これを用いてより複雑な合成ファジィ関係不等式

 をも解くことができることを明らかにした。

｛4）タイプ2一ファジィ集合において、随伴的なファジ

 ィシステムの逆問題および同定問題を検討し、ファジ

 ィグレードに関する含意演算の重要な性質を得た。応

 用として、タイプ2一ファジィ集合による診断モデル

 を提案し、これを自動車の故障診断に適用し、モデル

 の有効性を明らかにした。

｛5｝随伴的な2つのファジィシステムの凸結合による多

 変量解析モデルを提案し、その応用例として企業評価

 問題を取り扱い、モデルの妥当性を明らかにした。

 以上の成果は、人間の主観的判断に起因するあいまい

さを伴う大規模・複雑なシステムの解析のための万法論

に新しい知見を加えたもので、経営システムにおける計

画・管理の面で工学上貢献するところが大きく、また申

請者が自立して研究活動を行うに必要な能力と学識とを

有することを証したものである。

3．最終試験結果の要旨

 昭和60年3月6日、審査委員会は委員全員出席のも

とで申請者に論文の説明を行わせ、諸問題についての試

問を行った結果、合格と判定した。

 本委員会は、本論文の審査および最終試験の結果から、

工学博士の学位を授与することを適当と認める。

審査委員

 主査教授浅居喜代治

 副査教授橋本文雄
 副査教授松本和夫
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大阪府立大学告示第32号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月31日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎

           てら み  ふみ ひろ
称号及び氏名 農学博士 寺 見 文 宏

          （学位規程第3条第1項該当者）

          （大阪府 昭和31年7月15日生）

論 又 名

 植物ウイルス病診断のための血清学的簡易検定技法に

 関する研究

1．論文内容の要旨

 植物ウイルス病の防除にあたっては、先ずその的確な

診断が必要である。各種の植物ウイルス病の診断技法の

中で、これまでウイルスを特異的に検出する実用的手法

を目指して、種々の血清試験法が開発・改艮されてきたn

実用性の高い血清学的診断技法としては、ウイルス検出

感度が高く、さらに試験万法が簡便であることが望まし

い。近年、匠原ら（1978）は、寒天ゲル内二重拡散法の

手法を改艮し、CMV検出のための簡易二重拡散法を考

案し、実用的なウイルス病診断のための簡便な血清試験

法の一つのモデルを提示した。

 本研究では、植物ウイルス病の血清学的診断技法の簡

便化を目的とし、試験手法改良のための原型として簡易

二重拡散法を選び、本法を発展させることによって、

CMV以外の多くのウイルス検出にも利用できる一般的

かつ実用的なウイルス病診断技法の完成を図ったもので

ある。

第1章 供試ウイルスおよび供試抗血清

1，本研究においては以下に示した6グループ15種の

ウイルスを供試しr．

  Cucumovirus：キュウリモザイクウイルス（CMV）、

Hordeivlrus：ムギ斑葉モザイクウイルス（BSMV）、
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 Tobamovirus：タバコモザイクウイルス（TMV），キ

 ュウリ緑斑モザイクウイルス（CGMMV）．Potexvirus

 ：ジャガイモXウイルス（PVX），シロクローバーモ

ザイクウイルス（WCMV），サボテンXウイルス（Ca

 VX ）． Potyvirus；ジャガイモYウイルス（PVY），

 インゲンマメ黄斑モザイクウイルス（BYMV）．ダイズ

モザイクウイルス（SMV），カブモザイクウイルス

 （TuMV），カボチャモザイクウイルス（WMV－2），

ズッキーニ黄斑モザイクウイルス（ZYMV）． Clost－

 erovirus：コムギ黄葉ウイルス（WYLV）．未分類纂

球形ウイルス＝エンドウ茎えそウイルス（PSNV）．

2． TMV， CMV， PVY， SMV， TuMV， WMV－2，

 ZYMVの抗血清を作成するため、ウイルスの純化を

行った。TMVおよびCMVはほぼ常法によって純化し

たが、他の5種のpotyvirusでは、純化のための諸条

件を検討し純化法を確立した。純化ウイルスの収量は、

病葉100g当り、 TMVで60 mg、 CMVで20mg、

 5種のpotyvirusではいずれも0．5～2mgであった。

3．PVY， TuMVおよびWMV－2の感染細胞の超薄切片

 を電顕観察したところ、細胞質内にpotyvirus特有の

封入体が多数観察された。これら封入体タンパクを簡

易二重拡散法で検出することが、ウイルス病診断に有

効かどうかを明らかにするため、上記3種の封入体を

純化し、免疫用抗原を作成した。｝丑ebertの万法を一

部修正することにより、いずれの封入体も病葉100g

当り0．5～2．OOD2so M位の純化標品が得られた。

4．TMVなど7種の純化ウイルスおよびPVYなど3

種の封入体タンパクで家兎を免疫し、それぞれに対す

 る抗血清を得た。その他のウイルス抗血清は当研究室

保存のものを使用した。全供試抗血清の力価をミクロ

 プレシピチンテスト（ウイルス抗血清）あるいは寒天

ゲル内二重拡散法（封入体抗血清）で調べたところ、

 ウィルス抗血清ではいずれも11256以上であり（W

 YLVでは1：16）、健全植物液とは反応しなかうた。

封入体抗血清の定価はいずれも1：16であり健全植物

汁液および単純化ウイルスとは反応しなかった。

第2章 各種ウイルスおよびpotyvlrus封入体

    の簡易二重拡散法による検出

1．全供試ウイルスを簡易二重拡散法で効果的に検出す

 るため、各種試験条件の検討を行った。数種の試薬で

抗原試料（病葉）を磨砕、あるいは試薬を寒天に添加

 して、血清反応を調べたところ、ラウリル硫酸ナトリ
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 ウム（SDS）を寒天に添加する方法（SDS寒天法）が

最も優れており、次いで高濃度の庶糖液で病葉を磨砕

 した場合（薦糖法）に艮好な結果が得られた。

 a．SDS寒天法：SDSを寒天に0．3～0．5％加え、

病葉を蒸留水で磨砕し、抗血清を抗生物質検定用のペ

ーパーディスクに吸収させて試験する方法である。但

 し、PVY、 WYLVおよびpotyvirus封入体の検出に

は、病葉磨砕時にも0．5～1％SDS処理を行う方が

艮好な結果が得られた。一方、本実験に供試したCa

VXおよびCGMMV抗血清についてはウイルス粒子崩

壊産物に対する力価が極めて低かったため、SDS寒

天法は両ウイルスの検出には必ずしも有効ではなかっ

 た。

 b．薫糖法：Tobamovlrusなどの粒子長が400～500

 ㎜までの長形ウイルスならびにCMV等の小球形ウ

 イルスでは、60～80％薦糖液で抗原試料を調整し、

 SDSを含まない標準寒天平板で試験を行うと、明瞭

な血清反応が認められた。抗血清はろ紙ディスク（東

洋ytra・2を書類パンチで打ち抜いて作成）に吸収させて

試験することが可能で、SDS寒天法に比べ約1／3の

抗血清量でウイルスを検出することができた。

2．簡易二重拡散法のウイルス検出限界を調べるため、

純化ウイルス液および倍数段階希釈した病葉汁液を抗

原試料とし、前述の二種のウイルス検出条件で試験し

た。TMVほか6種の純化ウイルスを抗原とした試験

では、各ウイルスとも数～10μg／nfの濃度まで検出

 された。またその他のウイルスについても、汁液の反

応希釈限界から、同様の値が算出された。圃場で採集

 した病植物につき、本法および電顕血清試験で、PVX

など6種のウイルスの検出を行っtところ、いすれの

場合も、両試験法によるウイルス検出結果はほぼ一致

 した。したがって、簡易二重拡散法のウイルス検出精

度は、少なくともこれらのウイルスについては、実用

的に十分であると認められた。

第3章 簡易二重拡散法の手法の簡便化

1，本法によるウイルス検定が多数の試料について迅速

に行えるように、抗原試料調製法の簡略化を図った。

簡略化した手法では、従来のガラス棒による試料磨砕

に代えて、試料（生葉など）をろ紙ディスクに重ね、

ハンマーなどで試料を1～数度叩いてつぶし、試料の

汁液を直接ろ紙ディスクに吸収させて、試験に供試す

 るものである。この手法によれば、多数の試料につい
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ても簡易二重拡散法によるウイルス検定が容易に実施

 できる。

2．抗血清の保存法の簡略化のため、ろ紙ディスクある

 いはペーパーディスクを用いた乾燥保存法を検討した。

ろ紙等に吸着させてシリカゲルと共にデシケー一一ターに

封入し4℃で乾燥した抗血清は、25℃以下で一年以

上、十分なウイルス検出活性を保持したが、35℃で

は1～2カ月で活性は急速に失われた。

  同様に抗原試料を吸着させたろ紙の乾燥保存を試み

たところ、抗血清の場合と同じく、4℃あるいは25

℃で1年以上、高い抗原活性が保持されていた。なお

抗原の場合、加熱（60～90℃）乾燥しても、抗原活

性の低下はほとんど認められなかった。

3．CMV検出のために案出された、携帯・輸送が可能

なプラスチック容器を用いて行う簡易二重拡散法（S

 DD－B法：匠原、1980）をさらに改艮し、 SDS

寒天平板での試験を必要とするひも状ウイルスの検定

 にも適用できるようにした。

第4章 簡易二重拡散法のウイルス病診断への利用

 ZYMVは1984年筆者によって日本における存在が初

めて確認された、ウリ科植物に感染するウイルスであり、

従来、WMV－2と混同され、いずれもWMVとみなさ

れていた。両ウイルスのウリ科作物での発生状況を正確

に把握するため、主ic大阪府下各地から試料を採集し、

簡易二重拡散法により両ウイルスの検出を実施した。そ

の結果、両ウイルスとも広く発生していることが確認さ

れ、さらに両ウイルスの混合感染株も多数見出された。

第5章 論 議

 CMV検出のために考案された簡易二重拡散法につい

て試験条件を詳細に検討することによって改良し、本法

を各種ウイルス病の迅速・簡便で的確な診断、ならびに

多数の試料のウイルス検定に利用できる試験法として確

立することができた。これによって本法の診断技法とし

ての実用性は大きく向上するものと考えられる。

 但し、本法によるウイルス検出限界は数μg／nfであ

ることから、本法での限界を越えるような場合には、本

法よりもウィルス検出感度がさらに高い手法を適用する

必要があろう。

 植物ウイルス病の血清診断にあたって今後求められる

方向は、実用的で信頼性の高い総合的診断システムを確
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立することと思われる。そのためにはウイルス検出の感

度や手法の簡便性が異なる各種試験法を組み合わせ、そ

れぞれの利点を十分に活用することが必要である。本法

の手法の簡便性は、ほとんど他に類を見ない優れたもの

であるから、本法はそのような総合的診断システムの一

手法として実用性が十分に期待できるものと考えられる。

2．論文審査結果の要旨

 植物ウイルス病の各種の診断法の中で、血清学的手法

による診断は、とくに実用的な見地からその確立が要望

されている。実用的な診断手法としては、ウイルス検出

の精度が高いことのほかに、手法の簡便性が強く求めら

れるところである。

 本研究は、キュウリモザイクウイルス（CMV）の簡便

な血清学的検出のために笹原ら（1978）によって案出さ

れた簡易二重拡散法（SDD法）を、さらに他の各種ウイ

ルスにも適用できるように発展させることを図ったもの

である。多くの重要な知見を含む本研究は、所期の目的

を達して、SDD法を簡便で利用範囲の広い実用的な血

清診断技法として完成させるという成果を生んだもので

あるが、その概要は以下のとおりである。

C1）供試ウイルスには6ウイルスグループの15種を用

 い、抗血清はそれぞれのウイルスに対するものを用い

 たが、そのうち、ジャガイモYウイルス（PVY）、ダ

 イズモザイクゥイルス（SMV）など7種のウイルス、

 並びにPVYなど3種のpotyvirusによる細胞質内寸

 入体については、新たに純化法を詳しく検討して純化

 標品を得た。次いで、これら純化小品によって家兎を

 免疫し、それぞれに対する抗血清を得た。

｛2）供試ウイルスをSDD法で検出するための各種条件

 について詳細leSt落し、2種の試験手法、すなわち、

 SDS寒天法及び蕪筆法を確立した。 SDS寒天法は

 ウイルス粒子崩壊処理剤としてSDS（ラウリル硫酸

 ナトリウム）をO．3～0，5％添加しtt寒天平板を用い、

 抗血清は抗生物質検定用のペーパー一一ディスクに吸収さ

 せて用いるものであって、各種のウイルスに適用でき

 るが、特iL potyvirUsなどひも状のウイルスに対して

一般的に有効な手法である。一万、庶製法は、特に

Tobamov三rusなど粒子長が400～500㎜までの長形

ウイルスに対して適用できる手法であり、抗原試料を

60～80％庶糖液で調製し、抗血清は炉紙デaスク

ce吸収させて用い、標準寒天平板で試験する手法であ

る。なお、この薦糖法は、寒天ゲルのpore sizeより
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 小さいウイルス粒子の寒天内での拡散が高濃度薦糖液

 処理によって著しく促進されるという新知見にもとづ

 き開発されたものである。

  これらの手法によるSDD法のウイルス検出限界は、

 どのウイルスの場合にも数～10μg／諺程度であ。た

 が、PVXなど6種のウイルスの純化標品についての

 実験、カボチャモザイクウイルスなどについての診断

 試験などの範囲では実用的にも満足できるものであっ

 た。

（3）多数の試料の迅速な処理によって、SDD法の実用

 性を更に高めるために抗原試料の調製法の簡略化を検

 討した。試料（生葉など）と炉紙ディスクを重ね、ハ

 ンマーなどでこれをたたくことにより抗原試料汁液を

 炉紙ディスクに直接吸収させる手法（ハンマー法）を

 確立した。また、抗血清の保存や輸送法を簡便なもの

 にするだめに抗血清吸着戸紙片の保存性を明らかにし

 た。次いで、携帯、輸送が可能な透明プラスチック容

 器内で行う簡易二重拡散法について検討を重ね、これ

 をひも状ウイルスを含む各種のウイルスの検定にも適

 用できるように改良した。

 以上のように、本研究は植物ウイルスに対する実用的

な血清学的検出、診断法開発のために、寒天ゲル内二重

拡散法の手法の簡略化を図り、ウイルス検出精度の点で

限界はあるものの、各種のウイルスに適用できる汎用的

な検定法として確立したものである。本研究の成果はこ

の検定法を技術的に完成させたばかりでなく、ウイルス

のゲル内拡散に関する新知見を明らかにすると共に、今

後の植物ウイルスの抗血清診断に求められる総合的診断

システムに関しても指針を示したものであり、学術上、

応用上の貢献は大と認められる。よって農学博士の学位

を授与することを適当と認める。

審査委員

 主査教授井上忠男
 副査教授中條博良
 副査 教授 岩 田   隆

大阪府立大学告示第33号

 大阪府立大学学位規程（昭和50年大阪府立大学規則

第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月31日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文
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内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎

            きたむら しよう いち

称号及び氏名 農学博士 北 村 省 一

          （学位規程第3条第1項該当者）

          （京都府 昭和24年6月18日生）

論 文 名

 クロヤマアリの生態学的研究

  一コロニーの創設と形成課程一

1．論文内容の要旨

 昆虫の中でもとりわけ莫大な数の個体をコロニーとし

て擁するアリ類は、単なる個体の集まりとしてではなく、

高度に組織化された相互的補完体として存在する。個の

子孫を残すという生物の最大目的を放棄して親や姉妹に

献身したり（働きアリ）、生体部品の如く目的に応じて

極端に形態的変化を遂げrもの（兵アリ）まで現われて

いる。これほどまで高度に特殊化したアリ類は、また、

われわれ人間と大小の利害関係をもつ昆虫である。草地、

林地では高次の消費者、分解者として働く反面、牧草地

や耕地のコロニ・一一は、家畜や有用植物に直接、間接に害

を及ぼすという二面性をもっている。

 アリ類は、ハナバチや狩りバチ、シロアリなどととも

に社会性昆虫として一括され、次のような3特性を共有

している。1）同種の個体が協力して幼体の世話をする。

2）繁殖個体と不妊個体に分かれ、分業的に繁殖が行わ

れる。3）少なくとも二世代が重なり、子が親の働きを

補助する。

 本論文では、社会性昆虫の上記3特性を基盤として、

クロヤマアリの生態について次のような章割りで研究を

進めた。

 大阪府立大学構内に営巣しているクロヤマアリのコロ

ニーの生息環境（主に、クロヤマアリと他種のアリのコ

ロニーの分布密度）、日周期活動、周年経過、食物内容

と採餌量、採餌個体の行動調査と解析（第1章）。生殖

虫を交配して作った実験コロニーによる女王の産卵と働

きアリの出現、および冬眠までのコロニーの成長過程の

分析（第2章）。さらに、コロニー創設時の女王の産卵

様式から暗示された産卵調節機構の存在をいくつかの想
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定実験により検証（第3章）。冬眠を終え、活動再開後

にみられる女王の産卵様式とコロニー成長への働きアリ

の貢献度についての考察（第4章）。複数雌のコロニー

創設現象の可能性を単独雌のコロニー創設との比較にお

いて考察（第5章）。以上各戸において得られた結果を

総括し、将来に残された問題と研究の展望について言及

した（第6章）。

第1章野外コロニーの営巣活動

 調査地における代表種は、クロヤマアリF・rmtca

（ SerVtformtea）ノapontea、トビイロシワアリTetram－

ortum eaeSPttum、ルリアリ∬rtdomyrmex ylaber ．ア

ミメアリPrtstomyr7n ex punyensであったが、他にアメ

イロアリParatreehtna fgaVtpes、オオハリアリBrao－

hypone rαchtnenStS、トビイロケアリlaszus nzgerも

低密度で生息していた。

 クロヤマアリの日周期活動は、活動期間（3～10月）

を通して昼行性であることが確認された。

 クロヤマアリの周年経過のうち生殖虫出現までの経過

は、1978年の観察によると次のようであった。3月3

日、巣外活動する働きアリは少なく、巣の周辺や坑道の

改築や修繕に従事。8日、下館個体を目撃。4月10日、

卵や幼虫など確認せず。22日、加温のため地表近くへ

運ばれた卵を確認。26日、卵と幼虫が混在。5月3日、

生殖口となる大型幼虫を確認。16日、終齢幼虫のほか

に営繭個体出現。19日、蠕のみのコロニー出現。6月

3日、巣外に廃棄された羽化脱出後の繭を認む。8日、

羽化直後の個体と蠕が混在。9日、羽化個体のみのコロ

ニー出現。10日、羽化開始コロニーの有翅個体は雄と

判明。13日、雄は巣より出て結婚飛翔開始。17日、

雌の結婚飛翔を確認。

 食物内容に関する3月の調査では、確認できたものの

うち約40％が甲殻類のオカダンゴムシで最も多く、続

いて半翅目、鞘翅目の順で、鞘翅目の大部分は羽化直後

のゾウムシ類で占められていた。5月には半翅目が圧倒

的に多く、なかでもアブラムシ類が95％を占めていた。

6月は採餌活動が低下した。7月中旬は、食物内容の65

％がアリ類で、その大部分はトビイロケアリやトビイロ

シワアリの女王であった。8・9月は採餌量が低下し、

特に多くみられるグループとしての片寄りはなかった。

重量については、全体を通し1～10mgの食物が多かっ

た。

 採餌活動は、ミツバチと同様学習に基づくもので、餌
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の種類によって発見個体の再訪のみの場合と、同巣の仲

間が動員される場合の二通りがあり、固形餌の場合は前

者、ハチミツの水溶液など液状の好物の餌に対しては後

者の傾向が強かった。

第2章 コ ロ ニ 一 倉り 設

 交尾後の女王を実験室で飼育した結果は次のようであ

った。交尾後ただちに翅を脱落させて産卵を開始し、4

～5日間にわnり日平均3～4個継続産卵して停止した。

卵は25℃の条件下では7日で艀化し、艀化後約10日

で3齢に達し蠕化した。蠕期は約12日間であった。死

亡（消失）は主に幼虫期におこったが高率ではなかった。

2回目のbroodの産卵開始は、最初のbroodの終齢末期

あるいは蝋の初期であった。このような前のbroodの上

期に産卵するという同期性は、2回目以後も働きアリの

少ない初期のコロニーでは顕著に現われた。コロニー形

成初期の働きアリの個体数は、その後に産まれる子孫数

の動向に強い影響を及ぼし、コロニーの定着と発展を決

定：づける要因となった。

第3章女王の産卵調節

 最初のbr・odの産卵停止後、産下した卵を取り除くと、

4～5日後に女王は再び産卵を4～5日間行った。この

ような卵の除去による産卵一除去一産卵………と続く

産卵現象は絶食下で約3カ月間みられ1。

 絶食状態にある女王が産下した卵を毎日取り除くと、

最初のbToodの産卵期間を過ぎても産卵が行われ、産下

数は減少しながらも約3カ月間継続した。この場合、産

卵を停止した女王に食物を与えると再び産卵を始めたこ

とから、女王の産卵システムは3カ月を過ぎても健在で

あり、栄養条件が満たされると更に産卵を継続できるこ

とが証明された。最初から食物を与えられた女王の産下

卵を毎日取り除いた場合は、絶食条件下の女王より産卵

数が多くなり安定していた。

 女王の産卵調節機構の有無を調べるために、まず産卵

途中あるいは産卵前の女王に、同系の女王の卵を7～20

個付加してみた。しかしこの操作によっては産卵を停止

させることはできなかった。次に、女王の産卵生理（あ

るいは産卵衝動）を考慮し、普通に産卵後、幼虫が成育

して蠕となる少し前一積極的な親の世話を必要としな

い時期で、女王は産卵準備期に入ると想像される一に

女王から幼虫を除き、同系の他の女王が産んだ卵を付加
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してみた。その結果、女王自身の産卵が停止したばかり

か、与えられた卵を蠕にまで育て、次のbroodの卵を産

み始めた。

第4章働きアリのコロニー成長への貢献

 6種類の実験区、すなわち人為的な給餌の有無で分け

た2種類の女王単独区、およびおのおの2・4・8・16匹

の働きアリを従えた女王からなる4種類の区を作った。

各区は5コロニーからなり、冬眠のための温度条件とし

て野外の地下0．5m相当の地温を与えた。

 冬眠後、地温が15℃まで上昇した弔すべての区で産

卵が始まった。人為的な給餌を受けない女王単独区は、

卵を産下した後産卵を停止し、コロニー創設時と似た産

卵パターンを示した。給餌された女王蟻独区は、さらに

産卵期間が延長し、働きアリの協力を得r各区は、働き

アリの増加に比例して女王の産卵専業化が強まる傾向を

示した。

 卵は19～20℃で鰐化した。この艀化温度と産卵時

の温度15℃との間の4～5℃の差は、実験条件による

人為的なものである。野外のコロニーでは、産卵温度が

15℃であっても働きアリの活動により、地表近くへ卵

が運ばt］、20℃前後の温度下におかれることになる。

従って、この15℃は女王にとってプログラム化された

生殖虫産卵を促す最低温度であると考えられる。

第5章 複数女王によるコロニー創設

 野外コロニーでは、複数雌による営巣がみられること

がある。第2章で行った手法により、交尾を終えた雌2

匹を一緒にしてコロニーの創設を調べた。この場合、2

匹の雌の産卵期間は単独雌の場合より少し長く、7日前

後であった。産卵数は単独雌に比べ合計で1．5～2倍に

なったことから、一方の雌の産卵が停止したようには思

われなかったが、羽化率は単独雌の場合より低かった。

働きアりが成虫として出現するまでに女王の死亡が起こ

った区もあり、全般的に2匹の雌によるコロニー創設は

不安定であった。2回目のbroodとなる卵の産下は、単

独雌の場含と同様、最初のbr・・dが蝋となる前後に開始

された。

 最初のbγ・odの産卵が停止した後、卵を2匹の雌から

取り除くと、単独雌の場合と同様に5日後に産卵を開始

し、4～6日間継続しtt後停止した。2匹の雌の場合も

単独雌と同様に産卵調節がなされることがわかった。

（80）

昭和60年4月20日

第6章  総 括

 クロヤマアリの女王の産卵行動は、高度に柔軟性を備

えた生得的なプログラムに基づいていることが明らかと

なった。単独でコロニーを創設する場合、女王は数、期

間とも産卵を調節的に行うが、多数の働きアリが現われ、

育仔から解放されると、女王の産卵は継続的に行われ、

1日当rJりの産卵数も単独創設時に比べて4～5倍にな

った。女王の産卵調節機構については、卵の存在と女王

自身の産卵生理（産卵衝動の介在もあり得る）との間の

微妙な関係のもとで成り立っていることが明らかとなっ

た。

2．論文審査結果の要旨

 アリは人間の生活の場とかなり近いところで生活して

いるにもかかわらず、生態について知られていることは、

アリの生活のごく一部にしか過ぎない。これはアリの大

部分の種は、食物の捕獲と結婚飛しょう時以外は人間の

眼にふれない地下の巣離で生活しているということに起

因する。

 本論文は畑地周辺、人家付近の空地などに最も普通に

見られ、人間生活や農耕上無視できない存在であるクロ

ヤマアリのコロニー創設とその形成過程について実験的

手法と野外観察に基づき調査し、考察したものであり、

その成果は次のようである。

（1｝採餌活動は3月上旬から始まり、9月に終る。4月

 中旬頃に産卵、同下旬に幼虫が現れる。5月申～下旬

 にかけ蠕化、6月上旬に羽化し成虫となる。この成虫

 は6月中旬の高温・多湿の日を選び結婚飛しょうへ飛

 ひ立つ。

〔2｝食物の種類としては3月のオカダンゴムシ、4月の

 羽化直後のヤサイゾウムシ、5月のアブラムシの一種

 が顕著なもので、7月には他種のアリ（トビイロケア

 リおよびトビイロシワアリ）の有翅虫が多かった。こ

 のような固形餌の場合は、発見個体による学習により

 繰返し脛押された。このほかに植物の分泌する蜜やア

 リマキ類の排出する甘露など液状の餌も好んで集めら

 れるが、液状の餌の場合は巣に帰る際に“尻下げ行動”

 を行い、通路に化学物質による標識が残されるものの

 ようで、仲間のアリの野田場所への誘導に役立ってい

 る。

（3）シャーレ内で交尾を終えた雌（女王）は間もなく1

 回目の産卵を開始し、1日平均3～4卵を4～5日間
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 産んで産卵を停止した。この卵は25℃の条件下で7

 日間で畔化し、約10日で3齢（終齢）幼虫に達し蠕

 化した。蝋は12日たつと脱皮し、最初の働きアリが

 生じた。2回目の産卵は最初の幼虫が3齢末期になつ

 た頃に開始され、1回目同様15～20個の卵を産み、

 同様のパターンで幼虫が育てられた。すなわち、コロ

 ニー創設期には産卵一匹仔、そして幼虫が成熟する頃

 次の卵を産むという周期性があることが認められた。

（4｝女王の産んだ卵を全部除去したところ、4～5日後

 に再び産卵を開始し、4～5日間続けた。さらにこの

 卵を除去すると同様な間隔で産卵した。このような産

 卵パターンが絶食状態で約3か月間中返された。次に

 女王の産んだ卵を毎日取り除くと、産卵を停止するこ

 となく3か月間継続さnた。女王は継続的に産下する

 能力があるにもかかわらず、卵を除去しないで、その

 ままにしておくと産卵を停止する。この原因を明らか

 にするために卵の付加実験を行った。女王の産んだ卵

 から幼虫が鰐化し、成育して蝋化する4日前にこの幼

 虫を除去し、別の女王の卵を付加したところ、女王が

 産むはずの2回目の卵は産下されず、付加した卵の幼

 虫を育て上げた。しかし、このほかの時期に卵を付加

 したのでは産卵をやめさせることはできなかった。し

 たがって産卵停止を引き起こした場合の卵の付加期は

 女王にとっての産卵準備期と考えられ、新たな卵の付

 加による刺激により、卵巣小管内の卵の発育が抑制さ

 れたと理解された。

｛5）冬眠からさめたアリのコロニーの成長を調べた結果、

 給餌を受けない女王単独区は、コロニー創設期と似た

 産卵パターンを示し、4～5日産卵してから産卵を停

 止し育冒した。働きアリが数多くいるコロニーでは、

 女王は働きアリにより給餌され、また卵や幼虫は女王

 から隔離されるので、女王は卵や幼虫からの抑制刺激

 を受けなくなり、継続的に産卵する。

（6）野外で1コロニー内に2匹の女王がみられることが

 あるので、複数女王によるコロニー形成の効果を調べ

 た。プラスチックケーース内に2匹の女王を入れて飼育

 したところ、このような狭い環境下においては複数女

 王の存在はデメリットこそあれ、何等のメリットはな

 いということがオっカ〉っノこ。

 以上のように本研究は永年にわたる観察努力と独創的

な実験万法によりクロヤマアリのコロニー創設とその形

成過程における未知の生態を解明したものであり、昆虫

生態学、社会性昆虫学上のみならず応用昆虫学上も貢献

するところが大きい。よって農学博士の学位を授与する
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ことを適当と認める。
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第2号。以下「学位規程」という。）第15条第1項の

規定に基づき、昭和60年3月31日博士の学位を授与

したので、学位規程第16条第1項の規定により、論文

内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を次のとおり公表

する。

  昭和60年4月20日

大阪府立大学長 畑 四 郎

           いせかわ   ゆうじ
称号及び氏名 農学博士 伊勢川 裕 二

          （学位規程第3条第1項該当者）

          （兵庫県 昭和凶年2月6日生）

論 文 名

 THE PHYS l OLOG l CAL FUNC丁10NS OF

 coBALAMIN I N EUGLENA GRAC I L I S Z

 （Euglena gracilis Z におけるVi taminB且2の

  生理機能）

1．論文内容の要旨

 ビタミンB12（シアノコバラミン、 CN－Cbl）はFigure

1に示す化合物であり、多くの原核生物によって合成さ

れるが、動物や植物によっては合成されない。しかし、

Cb1を要求する生物は原核生物、原生生物、カビ、植物、

動物という五界すべてに及んでいる。

 Cblは生理的に重要な酵素反応において、上方配位子

として5一デオキシアデノシル基を結合したアデノシル

コバラミン（Ado－Cbl）あるいはメチル基を結合したメ

チルコバラミン（Me－CbDとして機能している。そし

て、Ado－Cblは11種類の酵素の補酵素、 Me－Cbl

は3種類の酵素の補酵素であることが知られている。人

間を含む高等動物においてはAd・一Cblがメチルマロニ

ルーCoAムターゼとロイシン2、3一アミノムターゼの
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補酵素として、Me－Cblがメチオニン合成酵素の補酵素

として機能している。高等植物においてはメチルマロニ

ルーC（Aム小一ゼとロイシン2、3一アミノムターゼの

存在が報告されている。高等動物におけるCb1の機能は

よく知られているが、Cb1欠乏により生じる悪性貧血と

Cblを要求する酵素の関係については全く不明である。

また、高等植物において、Cblを必要とする酵素の重要

性は全く理解されていない。

 原生動物でもその生育にCblを要求するものがあり、

Cblは細胞内にすばやく濃縮される。 Cblの機能は（娩一

romonαsと泓g伽σにおいてのみ研究されている。＆L－

romonαs IしおけるCblの機能はメチオニン合成酵素とメ

チルマロニルーCoAムターゼの補酵素で、 Euglenaでは、

リボヌクレオチドリダクターゼとメチルマロニルーCoA

ムターゼの補酵素としての報告がある。

 EugdenαgraCtltSはCbl一制限培地で生育させると

容易にCbl一制限細胞を与える。 Cbl 一供給細胞と制限

細胞の相違は細胞数ばかりでなく生理機能にまで及んで

いる。Cbl一制限細胞においては、細胞分裂が阻害され、

細胞体積は供給細胞の4倍以上に及び、細胞の形態は球

形になり、動きも緩慢になる。又、主な細胞構成成分も

大きく変化する。特に脂質の相違は、量だけでなく質に

も及んでいる。この細胞分裂の停止と体積の増加と酵素

反応の間の関係は不明である。また、Cbl一制限細胞に

おいて葉緑体の増加が質的変化を伴うのかどうかも明ら

かでない。他のオルガネラであるミトコンドリアとミク

ロソームへの影響も不明である。ラット肝においては、

Cbl一制限細胞と供給細胞では呼吸調節機構と電子顕微

鏡を用いた観察によって形態に変化が生じることが明ら

かであるが、Euylenaミトコンドリアにおいてはそのよ
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うな違いは観察されなかった。

 このようなEuylenα kおけるCblの代謝的、生理的役

割を明らかにすることは高等動植物におけるCblの生理

機能を理解するうえで極めて重要と考えられる。本研究

はEuylena yγaCtltSにおけるCblを要求する代謝系の

生理的重要性について特にオルガネラにおけるCb1一依

存の代謝量の相違と光合成へのCblの影響について検討

を加えた。

第一章 光合成態に及ぼすCblの影響

 CblのEuylenaへの生理的影響を検討するためにCbl

一供給細胞と制限細胞の光合成活性の比較を行った。光

合成活性は炭酸固定あるいは酸素発生により求めた。葉

緑体はグラスビーズ法とトリプシン消化法を用いて分離

し、さらにPercollを用いて精製した。光化学系1の活

性はフェリシアナイドーHill反応により、光化学系皿は

DCIPH2一メチルビオロゲン（MV）還元反応により、

光化学系全体はMV－Hill反応により測定した。 Cbl一

制限細胞では総クロロフィル当たりの炭酸固定：能は供給

細胞に比べ減少した（Fig．2）。この細胞にCblを添加

すると、細胞分裂が始まり正常細胞への復帰がなされる。

同時に、炭酸固定：能は24時間でほぼ正常細胞への復帰

がなされた。また、炭酸固定能はCblの代わりにメチオ

ニンの添加によっても部分的に回復が認められた。従っ

てCbl制限下では、メチオニン合成が抑制され葉緑体の

発達が阻害されると考えられる。

3

    喜2

   髪

   1套1

   a”s8，

     。cuふi ：。nc6 iX 8i。一｝矯4。。

   FSg． 2． Ettect of crLCbl Coacetitratioa

   on the ？hdtospathettc ktiritr．
   Cbl－s“ttieitttt eondstica． 3．6 x lo’9 H

   Cbl－lttittd condition， 3．6 x lo’11 N

 次に光合成活性の低下した部位について検討した結果、

カルビン回路の酵素活性にはCbl一供給細胞と制限細胞

の間で活性の相違は認められず、光化学系1にのみ活性
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の差が認められた（Table I）。従って、 Cbl一依存で

合成されたメチオニンが、光化学系1の形成に関与して

いることが爪唆された。

Table 1． Pbotoche－ical Acttvities et culoroplnsts et Clt－Cbl－

SutfScienヒ創圃一L』蕊α阻呈．濫幽〔＝eU8 durtns Greeains

Clt－Cbl－sufficient Cll－Cbl－li．tted

ceUs cells
 （Fロ011ロ8 ch工orophy11／h）

Ferric1轟皿lde ro己uation

nCIPH2→蝉●r“鵬ti。n

囲v嚇H1ユ1 re＆ct＝ion

Vhole cells （02 evolution）

1ua．7

665．0

166．0

164．5

15ユ．2

387．2

97．7

89．8

。剛＝鵬にhyM。1。3… ㏄1田2；2・〔Fdtchl。r。phen。ISnd。凶eΩ・1

第二章 Cblの細胞内分布と形態変化

 Euylena細胞がCblを能動的に取り込むことはすでに

知られているので、取り込まれたCblの細胞内局在性と

形態について検討した。Cblの形態はQC 18カラムを

用いだ高速液体クロマトグラフィー（HPLC）により分

離定量しTJ。 Cbl一制限細胞ec CN－Cblを添加しての

ち2時間で、補酵素型のMe－CblとAdo－Cblの濃度は

1fmol／106細胞に達した。取り込まれた全てのCblは

Etcyl ena細胞中でタンパク質と結合し、葉緑体、ミトコ

ンドリア、ミクロソームと細胞礎質に分布した。葉緑体

に取り込まれたCblは大半がチラコイド膜上ie局在した。

Eugleua細胞ge CN－Cblを添加2時間後、 Me 一Cblは

葉緑体、ミトコンドリア、細胞礎質に、Ado－Cblはミ

トコンドリアと細胞礎ca；C分布した。葉緑体中のMe－

CblとAdo－Cblの経時的量変化（Fig．3）は、 Cblが

 照

門1・。

ξ響。・8

難軌・

習》o・4
艦

  O．2

  0

      ／

    沙＼

づ」 o   ＼
1  ／
   t’

   0   2 4   6
    1aeutntlon tlme （h）

趾8．3。（’nat鱈tg of Cb1岨080●■in

      幽eclb脚α遺orOPユ邸切．

認｝結鵬瓢，、器諜畿
11e－Cbl，e： Ado4ib1，0； M－Cbl，A．
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葉緑体中で補酵素として重要な機能を有していることを

示唆している。葉緑体におけるCblの機能は光合成生物

ではこれまで全く知られていない。

第三章 葉緑体へのCblの取り込み機構

 葉緑体に多量に存在するCblの取り込み機構について

検討した。取り込みは、無傷の葉緑体を用いて口過法に

より測定した。Cblの葉緑体への取り込みはタンパク質

量に依存し、およそ2分で飽和したが、0℃ではほとん

ど活性は認められず、暗中で著しく活性が低下した。

CCCP、バリノマイシン及び光化学系1の阻害剤である

DCMUによ。て顕著に阻害された。取り込まれn後、葉

緑体での濃縮はおよそ4，000倍であった。取り込まれrt

Cblの90％以上はCN－Cblのままであった。また、

この取り込みに関与するCbl一結合タンパク質は葉緑体

1個当たり10，000個存在した。以上の結果はCblの葉

緑体への取り込みは光化学反応により生成するエネルギ

ーに依存する能動透過で、グループトランスロケーショ

ンではないことを示している。

第四章 Euglena葉緑体におけるセリンからの

    メチオニン合成

 メチオニン及びメチオニン関連アミノ酸であるセリン

とアスパラギン酸のCbl一供給細胞と制限細胞における

代謝の相違について検討した。その結果、セリンとメチ

オニンの脂質への取り込みがCbl 一制限細胞の方が供給

細胞に比べ減少することを見出した。ボスファチジルコ

リンの合成にはS一アデノシルメチオニン（SAM）関与

のメチル化が必要であることが知られている。従って、

メチオニン合成を介してのCl代謝にCblが関与してい

ることが示唆された。

 Cbl一供給細胞と制限細胞ではセリンの代謝に差を生

じたことから、セリンの葉緑体での代謝について検討し

た。その結果、セリンのラベルは葉緑体のアミノ酸画分

ではグリシンとSAMに取り込まれ、タンパク質画分で

はグリシンとメチオニンに取り込まれた。従って、葉緑

体にはScheme 1のような代謝が存在すると結論した。

（83）
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第五章 メチオニン合成酵素の細胞内局在性

 翫ψ㎜におけるCbl一依存と非依存のメチオニン合

成酵素の局在性について検討した。Cbl一依存のメチオ

ニン合成酵素は非常に不安定で、特にタンパク質分解酵

素に対し感受性が高いことが明らかとなった。分画法に

よる細胞内局在性から葉緑体、ミトコンドリア、細胞礎

質にCbl一依存のメチオニン合成酵素が存在することが

明らかとなった。また、DEAEセルロースカラムクロマ

トグラフィーよりこの三箇所に存在する酵素が別個の酵

素であることも明らかとなった（Table ll）。その存在比

は、葉緑体、ミトコンドリア、細胞礎質におよそ1；1：

2であった。これらの酵素の検出は全く新規な知見であ

る。一万、Cbl一非依存性（Mg一依存性）のメチオニン

合成酵素は高等動物と同様に細胞礎質のみに検出された。

以上の結果より、各オルガネラにおけるメチオニンの供

給はかなり独立性が強いことが明らかとなった。

T8ble ll．皿eq・ir∈ment・f。・Cb1－del剛・nt and Mg－d・Pe・de・t Meしhy1ヒ瓢・ferase8

SPec工fic acti▼tties of 皿8rker en2y巴e3 8re shovn in 皿mく》1ノ蹴g proteinノロin． and

total activitr is given at Z in parentheses．

Gonditions      Cb1－depeロde就

omloroplasts Mtochondria Cytosel

ig－dependent

Cytosol

Co叩1ete

－Ho iocysteine

－e－Cbl

・一rAM一

一SAM， ＋SAHI

撃

6．2 （100）

O．4 （ 6．5）

2．4 （ 38．7）

2．4 （ 38．7）

2．2 （ 3S．S）

2．5 （ 40．3）

29．1 （100） O．S6 （100）

O．S （ 1．7） O．02 （ 3．6）

13．1 （ 4S．O） O．21 （ 37．S）

6．2 （ 2r．3） O．18 （ 32．1）

7．1 （ 24．4） O．20 （ 3S．7）

14．3 （ 49．i） O．25 （ 44．6）

O．43 （100）

O．Ol （ 2．3）

O．11 （ 25．6）

◎  S《麗3S－adeaos71富嘘しhionine， S凪呂S－adenosylhoロゆ。78teine

第六章 葉緑体構成成分へのCblの影響

 Cbl一制限細胞ieおける光合成活性の低下が葉緑体中

の構成成分のどのような変化に起因しているのかについ

て検討した。トコフェロール（TC）は脂質画分をクロロ

ホルムで抽出後、Solpack SILカラムを用いたHPLC

により分離定量した。チラコイド膜タンパク質の分離定

量はSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって

行った。

 Cb1一制限細胞においてはTCの含有量が著しく減少

（M）
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しており、この細胞にCblあるいはメチオニンを添加す

ることによりその含有量は著しく増加した。特にα一TC

は全体の95％以上を占めている。葉緑体中のTC含有

量は多く、葉緑体においても生育条件の影響が細胞と同

様に現れた（Teble M）。

Teble III． Eftect ef Cbl end Metbionine on the Coatent of Tocopherol in

幽Chloroplests

    Content of tocopherel

（vg／mg chlorophrll） （ps／mg protein）

 a   B   y a   B   y

Cbl－sufficient cells 16．9 2．4r

Cbl－limtted eells 7．6 O
Cbl－supplement cells 18．8 O．48
）｛ethionSne－supplement cells 10．3 O．07

O O，72 O．103 O

O O．5S O O
O．os O．99 O．02S O

O．09 O．83 O．ooS O．oo7

 チラコイド膜タンパク質のCbl一制限細胞と供給細胞

の相違は2Z 5 kdalタンパク質の量的変化として認め

られた。その世上比はCbl一制限細胞へのCblの添加に

より供給細胞のそれに近づいたが、メチオニンの添加効

果は認められなかった。クロロフィルのa／b比の相違は

認められなかっtが、量的相違が認められた。この相違

もまたタンパク質と同様にCb1の添加によってのみ回復

した。

 以上の結果と光合成がメチオニンにより回復すること

から、Cbl一制限細胞における光合成活性すなわち光化

学系1の活性低下はα一 TCの含有量の減少に起因する

ものと考えられる。

総 括

 本研究はEuylena yγaetliS Zにおけるコバラミンの

生理的機能について検討したものである。

 EUylenb細胞をCbl一制限状態で生育すると光合成活

性が著しく低下した。この減少は光化学系【の活性の低

下ieec因していた。光合成活性はCbl一制限細胞にCbl

あるいはメチオニンを添加することにより回復した。こ

のことはCb1がメチオニン合成に関与していることを示

唆した。

 ラベルしたCbl ig Cbl一制限細胞に取り込ませた時そ

の13％が葉緑体に存在していた。また葉緑体への取り

込み機構は光エネルギー依存の能動透過であった。葉緑

体内でのCblの形態はその大半がMe－Cblであった。こ

のことは、Euylenα ee緑体内のCblがメチオニン合成酵

素の補酵素として機能していることを示唆している。

 セリンやメチオニンのラベルの脂質画分への取り込み

はCbl一制限細胞で著しく減少した。このことはセリン

をCl供与体としてメチオニン合成に機能していること

を示している。ラベルしたセリンを無傷の葉緑体に与え

た時、その放射活性の数パーセントがSAM申に見い出

された。メチオニンのメチル基はセリンからC1代謝に

よって供給され、そのメチオニンのアデノシル化1こよっ

てSAMが合成されることが示された。 Euylena ee緑体

には高等植物とは異なりCbl一依存のメチオニン合成酵

素の存在が明らかとなった。まf、その活性はEuylena

細胞全体のメチオニンの合成酵素の1／4に相当した。

 メチオニンはタンパク質合成の基質とメチル化のメチ

ル供与体として機能している。EuytenaのCbl一制限状

態は葉緑体の構成成分であるクロロフィル、タンパク質

やTCの質的量的変化を与えた。 Cbl 一制限細胞にCbl

あるいはメチオニンを添加することによりTCの含量は

Cbl一供給細胞のレベルに回復しだ。しかし、クロロフ

ィルとタンパク質の含量はCblの添加によってのみ回復

し、メチオニンによっては回復しなかった。 従って、

Cbl一制限細胞における光合成活性の低下はメチオニン

の合成の低下とそれに続くα一TC合成の制御によるも

のと結論され、光合成とCblの関係をScheme 2に示す

ように提案した。

（85）
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2．論文審査結果の要旨

 ビタミンB12（シアノーコバラミン）は複雑な構造を

有する化合物で、ヒトにおける欠乏症状は悪性貧血であ

る。このビタミンは他の水溶性ビタミンと異なり、高等

植物によって合成されず、高等植物中で機能することは

ないと一般に信じられている。本研究は葉緑体を含有す

る原生動物で、動物と植物の両様に分類されるEuylena

grαCtltSについてビタミンB12の取り込み、細胞内分

布および生理機能の研究を行ったもので、特に葉緑体中

でビタミンB12が機能することを明らかにするという貴

重な発見をしている。Eugl euaはビタミンB12を必須栄

養因子として要求し、欠乏すると細胞分裂が阻止され、

細胞が巨大化して球形になり、容易にビタミンB12制限

細胞を得ることができる。ビタミンB12は生体内ではヒ

ドロキシーコバラミン、アデノシルーコバラミン、メチ

ルーコバラミンの形で存在し、このうち後二者が補酵素

型である。共通した構造はコバラミンである。

 本論文は6章より成っている。

 第1章はEugdenαの光合成能le及ぼすコバラミンの影

響についてで、ビタミンBi2制限細胞の葉緑体は

正常細胞の葉緑体に比べて炭酸固定能が低く、制限

細胞にビタミンB12を加えると細胞分裂が始まると

ともに炭酸固定能も正常細胞のレベルに復帰した。炭酸

固定能はビタミンB12の代わりにメチオニンによっても

部分的に回復された。光合成活性の低下はカルビン回路

（86）
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の酵素系においてでなく、光化学系1でおこり、このこ

とからコバラミン依存のメチオニン合成が光合成系1の

形成に重要な役割を果たすことが示唆された。

 第2章ではビタミンB12制限細胞にビタミンB12を与

え、2時間後のEuylenα細胞内のコバラミンの形と分布

を調べている。コバラミンは細胞質、ミトコンドリア、

ミクロソーム、葉緑体に分布し、葉緑体では大半がチラ

コイド膜上に局在してメチルーコバラミンとアデノシル

ーコバラミンの形で存在し、コバラミンが補酵素として

葉緑体中で機能していることを示唆した。

 葉緑体へのコバラミンの取り込み機構は第3章で述べ

られている。コバラミンは光化学反応によって生成する

エネルギーに依存する能動輸送によって葉緑体に取り込

まれ、約4．000倍に濃縮される。取り込みには葉緑体中

のコバラミン結合タンパク質が関与し、このタンパク質

は葉緑体1個当たり10，000個存在した。

 第4章ではEuylena葉緑体におけるメチオニン合成が

述べられている。メチオニン関連アミノ酸のうち、セリ

ンとメチオニンの脂質への取り込みがビタミンB12制限

細胞で減少することから、メチオニン合成を介してのC

1代謝にコバラミンが関与していることが示唆された。

セリンの代謝はビタミンB12制限細胞と正常で差があり、

放射性セリンが葉緑体のアミノ酸画分ではグリシンとS

一アデノシルーメチオニンに取り込まれ、タンパク質画

分ではグリシンとメチオニンに取り込まれた。このこと

から、葉緑体に取り込まれたセリンは四ヒドロ葉酸と反

応してグリシンと5一メチルー四ヒドロ葉酸を与え、こ

の後者はホモシステインと反応してメチオニンを与え、

これはタンパク質の構成に関与し、またS一アデノシル

ーメチオニンを経ていろいろなメチル化反応に関与する。

この反応系のうち5一メチルー四ヒドロ葉酸とホモシス

テインからメチオニンを生成する反応にメチルーコバラ

ミンが補酵素として関与するものである。

 第5章ではメチオニン合成酵素の細胞内局在性につい

て述べられている。メチオニン合成酵素にはコバラミン

依存のものと非依存のものがあるが、Eugdenaのコバラ

ミン依存性酵素が葉緑体、ミトコンドリア、細胞質に存

在し、これらがそれぞれ別個の酵素であることを明らか

にした。このことは各オルガネラにおけるメチオニンの

供給はかなり独立性が強いことを示すものである。

Euglenaのコバラミン非依存性メチオニン合成酵素は高

等動物と同様に細胞質にのみ局在した。

 第6章はビタミンB12欠乏によるEwyd enaの光合成能

低下が葉緑体構成成分の如何なる変化によるかの研究の
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記載である。ビタミンB12制限細胞ではトコフェロール

（ビタミンE）が著しく減少しているが、ビタミンB12

またはメチオニンを添加するとその含有量は著しく増加

した。この結果はビタミンB12がメチルーコバラミンと

して葉緑体のチラコイド膜構成に必要なトコフェロール

の供給に必須の役割を果たしていることを示すものであ

る。

 以上本研究はビタミンB12がEuyl ena細胞に取り込ま

れたのち、葉緑体においてはメチルーコバラミンに転換

され、メチオニン合成系に補酵素として機能し、これは

更にメチル基供与系としてトコフェロール生合成にも関

与し、その欠乏は正常なチラコイド構成を乱し、光合成

能の低下を結果することを明らかにしたもので、ビタミ

ン学、植物生理学に画期的な知見をもたらしたものであ

り、生化学、栄養化学的にも貢献するところ大である。

よって農学博士の学位を授与することを適当と認める。
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1．論文内容の要旨

 シイタケ（Lenttnas edodes（Berk）Sing．）は、マッ

シュルーム（Agart ous btsporus（La【1ge）Imbach）や

フクロタケ（Volvaγtellαvolvaeea（Fr．）Sing．）と

並んで世界三大栽培キノコの一つで、英名 Japanese

mushroomあるいはShiltake mushroomといわれてい

るように日本の代表的な食用キノコであり、その栽培は

日本国内では重要な産業である。また、最近、シイタケ

には成人病の一つの高血圧症状の原因となる血漿コレス

テロールを低下させる働きをもつ物質（Entadenine）、

抗ウィルス作用としてのインターフェロンを誘導する二

本棒RNAウィルス、制ガン作用をもつ物質（Lentinan）

等を含んでいることがわかり医薬上でも注目をあびてい

る。それ故に、食用あるいは医薬上の目的にかなったよ

り優れたシイタケ品種の育成が望まれる。シイタケの研

究の歴史は浅く、その研究課題の多くは栽培技術に関す

るものであった。品種改良にしても、最近まで選抜育種

によっており、交雑育種に関しては他の作物に比べて著

しく遅れている。その原因の一つには、交雑育種の基礎

となるシイタケの生物学的、遺伝学的知見が乏しいこと

がある。本研究では、｛1反雑育種の基礎知識として必要

な複核化の様相を明らかにするとともに、12噺たな遺伝

資源としてのパプア・ニューギニア賞牌及びニュージー

ランド産野生シイタケと日本産栽培シイタケとの遺伝的

類縁関係を推察するとともに三者の培養特性の比較をし、

｛3｝シイタケの育種に関して若干の考察を試みた。

第一章 日本間栽培シイタケの単核菌糸体の

    培養特性

 複核化の過程を詳kele追跡するに先立って蛍核菌糸体

の培養特｛生について謂べた。供試三系統、121F、121

F－100、及び701の単核菌糸体の由来は次のとおりで

ある。系統121Fの単核菌糸体は、市販品種121号菌よ

り生じた1子実体の担子胞子から分離し、15℃で年2

回の継代培養により、10年間（長期間保存培養）され

てきたものである。系統121F－100の単核菌糸体は、

121Fの子実体の組織培養から得た複核菌糸体より生じ

た1子実体の担子胞子から分離し、保存培養期間が1年

未満（短期間保存培養）のものである。系統701の単核

菌糸体は、市販品種701号菌より生じた1子実体の担子

胞子から分離し、保存培養期間が1年未満のものである。

三者の系統間交配を行った結果、不和合性因子に関する

構成は121Fでは（A3B3十A4B4）、121F－100で
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は（A3B5十A4B6）、701では（A4B7十A5B8）で

あると決定した。

 長期間保存培養の単核菌糸体は短期間保存培養のそれ

に比べて、寒天培養下ではコロニーの生長率に顕著な差

異はないが、気中菌糸量が少なくなり色素を生成する傾

向にあり、液体培養下では生長量は劣り色素生成量は多

く、菌体外ポリフェノール酸化酵素の活性を示すBave－

ndamm氏反応は著しく弱く、培養ろ液のpHは高い傾

向にあった。

第二章 日本国栽培シイタケの複核化

 シイタケの属する四極性担子菌類の複核化は、半数性

の核をもつ単核菌糸体同士の交配において、複核化を規

定するAとBの2つの不和合性因子がともに異なる組合

せ（和合組合せ）のときのみ期待される。すなわち、菌

糸融合とともに、それぞれ事前に分裂した1個の核が相

手の菌糸内に移動して、結果として互いに核が交換され

ることになる。相手方菌糸内に入った核は分裂を重ねて

菌糸内を移動（核移動）する。その結果、不和合性因子

に関して互いに異なる二個の半数性の核、すなわち、相

手方から移動してきた核ともとから存在する核の2つを

もつようになる（核相は重相となる）。以上の過程が複

核化である。通常、複核化は両単核菌糸体のコロニー全

体でおこる。この場合を正逆複核化型という。シイタケ

では複核化した菌糸体（複核菌糸体）は、クランプ結合

からなる隔壁をもつことにより単核菌糸体とは区別され

る。なお、シイタケ（子実体）は複核菌糸体より形成される。

 従来、正逆複核化型のみが報告されていた。しかし、

著者が行った5年間保存培養した121Fの単核菌糸体の

系統内交配で、初めてシイタケの複核化には正逆複核化

型以外に、片万の単核菌糸体のみ複核化する片側複核化

型、両単核菌糸体の接触部のみ複核化する限定複核化型、

両単核菌糸体とも複核化しない非複核化型、正逆ともに

複核化するが片万は交配時には偽クランプ結合のみを形

成しその後クランプ結合を形成するようになる型、核移

動は正逆ともにおこるが複核化は片万のみに限られ残り

の片万はクランプ結合を形成しない型が認められた（西

堀、1976）。

 かかる現象を基盤として、単核菌糸体の保存培養期間

の長短が複核化型に及ぼす影響を調べた。長期（10年）

保存培養した121Fの単核菌糸体と短期（1年未満）

保存培養の121F－100と701由来の単核菌糸体を供

試した。それぞれの単核菌糸体の系統内交配及び系統間
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交配を対峙培養下で行い、各和合組合せから多数

の菌糸塊を取り出した。それから生じた菌糸体を

クランプ結合やコロニーの形態等を指標として親の

単核菌糸体と比較することにより複核化の様相を明らか

icした。この結果、複核化型には、①正逆複核化型、②

正逆ともに複核化するがコロニー内の所々が複核化しな

い型、③正逆ともie複核化するが片万のみコロニーの先

端が複核化しない型、④③で両方ともコロニー内の所々

が複核化しない型、⑤片側複核化型、⑥⑤でコロニー内

の所々が複核化しない型、⑦限定複核化型、⑧非複核化

型が認められた。各交配における複核化型の出現率は、

陶砂核化型を示した和合組合せの全和合組合せに対する

割合で表わした。

 長期間保存培養の単核菌糸体の系統内交配では、保存

培養期間5年目に比べてさらに5年経過した10年目で

は、非複核化型の出現率の増加が認められた。このこと

は、単核菌糸体の保存培養が長期になる程、複核化能力

が低下することを暗示している。保存培養期間の異なる

系統間、すなわち、長期間保存培養系統と短期間保存培

養系統との閻の交配では、非複核化型の出現率は長期間

保存培養の系統内交配より低く、短期間保存培養の系統

内交配より高かっ1こ。

第三章 日本産栽培シイタケの人為的交配で

    得られた複核菌糸体の特性

 〔複核菌糸体の安定性〕 シイタケでは、複核化状態

から単核菌糸体の状態にもどる現象（導引核化）が認め

られる。脱複核化しやすい菌糸体は不安定であるといえ

る。複核菌糸体の安定性は、交配で得た複核菌糸体を15

℃で1年間保存培養しだ後、25℃で20日聞培養した

場合と、それを植継いでさらに25℃で1カ月間培養し

た場合の各々につき、クランプ結合の有無を観察するこ

とによって得た脱複核化率で示した。

 長期間保存培養しだ単核菌糸体の核をもつ複核菌糸体

は、短期間保存培養した単核菌糸体の核をもつそれに比

べて、常に脱複核化率が高く複核化状態の維持が困難な

菌糸体が多かった。このことは、単核菌糸体の長期聞保

存培養はクランプ結合形成能力を低下させることを意味

しており、第二章で述べた複核化能力の低下と関係があ

るものと思われる。

 〔複核菌糸体の形質〕 長期間保存培養の単核菌糸体

の核をもつ複核菌糸体の形質は、短期間保存培養の単核

菌糸体の核をもつそれに比べて、寒天培養下ではコロニ
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一は気中菌糸量が少なく生長率も劣り色素を生成する傾

向にあり、液体培養下でも生長量が劣り色素生成量が多

くBavenda㎜氏反応は弱く培養ろ液のpHは高くなる

傾向があった。

第四章 外国産野生シイタケと日本産栽培

    シイタケとの交配における複核化

 クランプ結合を有し複核菌糸体と思われるパプア・ニ

ューギニア島産野生シイタケ（略号PNG）の7系統と

ニュージーランド産シイタケ様キノコ、CrtntpelltS

n・vae－zellan｛ltae Stevenson（略号NZ）の3系統を

供試した。子実体の形態により、PNGはシイタケと同

種に属し、NZは近縁であると同定されている（横山、

1976、1979）。上記二者との培養特性の比較には、日

本産栽培シイタケ（略号JPN）の複核菌糸体6系統を、

交配にはそのなかの3系統に由来する単核菌糸体を供試

した。

 PNGとJPNともに生長最適温度が25℃であるの

｝こ、NZはそれよりも低い20℃であった。髭venda㎜

氏反応においても、PNGとJPNの間では顕著な差異

は認められなかったのに、NZと前二者の間では顕著な

差異が認められた。複核菌糸体により単核菌糸体が複核

化されるBuller現象を利用した交配の結果、 PNGと

NZはともにJPNの単核菌糸体を複核化したが、その

能力はNZよりPNGの方が高かった。これらのことか

ら、日本産栽培シイタケは、遺伝学的にはパプア・ニュ

ーギニア島産野生シイタケとは同種であるが、ニュージ

ーランド産シイタケ様キノコとは近縁であると思われる。

第五章 シイタケ菌糸体の液体培養下にお

    おける特性

 本研究で供試した日本産栽培シイタケの各系統の単核

菌糸体、系統内及び系統間交配で得らmた複核菌糸体は、

共通して液体培養i下で良好な生長を示す場合は色素生成

量が少なく、生長の劣る場合は色素生成量が多くなると

いう傾向を示した。この傾同は、日本産栽培シイタケ、

パプア・ニューギニア島産野生シイタケ、ニュージーラ

ンド産シイタケ様キノコの複核菌糸体leおいても認めら

れ7こ。
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第六章 シイタケの交雑育種についての考察

 短期聞保存培養の単核菌糸体の系統間交配で得られた

複核菌糸体は、両親の単核菌糸体の系統内交配で得られ

た複核菌糸体に比べて、コロニーの生長率や菌体外ポリ

フェノール酸化酵素の活性は顕著に優り雑種強勢を示し

た。また、第四章で述べたように外国産野生シイタケは

日本産栽培シイタケに比べると生長適温等で異なってい

る。これらのことは、シイタケ系統間や日本産と外国産

との交配による雑種強勢の利用や遺伝的変異を増大しう

る可能性を示唆しており、交雑育種が有望であるといえ

よう。担子菌の交雑育種で有利な特性は、高等動植物の

配偶二Fに相当する、すなわち、担子胞子に由来する半数

性の核をもつ単核菌糸体の段階で選抜できることにある。

選抜8れる単核菌糸体は、菌糸融合にひき続いて複核化

が確実におこり、かつ、生じた複核菌糸体が脱複核化し

ない安定したものでなければならない。シイタケでは、

本研究により長期間保存培養した単核菌糸体は、複核化

が困難であるとともにできに複核菌糸体は容易に脱複核

化することが示されだ。従って、交雑育種にあたっては、

長期間保存培養した単核菌糸体の使用は避け、担子胞子

から分離後間もない短期問保存培養の単核菌糸体の使用

が肝要であろう。たとえ有用な形質をもつ単核菌糸体が

得られたとしても、それらの長期間の保存は複核化能力

の低下を伴う危険性があるので、今後、シイタケの単核

菌糸体の複核化能力や生理的特性が失われないような長

期間の保存培養技術の確立が必要であろう。

2．論文審査結果の要旨

 シイタケは日本の代表的食用キノコであり、その需要

は内外ともに多く、日本産の乾燥品の2／3は40数ケ国

に輸出されている。現在では各地で四季を通じて大量に

生産されている。また、血漿コレステロールを低下させ

る作用物質エリタデニン、インターフェロンを誘導する

二本鎖RNAウイルス、制ガン作用物質レンチナンを含

むことが知られるに及んで医薬方面からも注目されてい

る。従って食用または医薬上の目的に適したシイタケ品

種の育種が望まれるところであるが、これまでのところ

選抜育種が主であり、積極的に有用遣伝子を導入するた

めの交雑育種は他の作物に比し著しく立後れている。そ

の原因の一つは和合性の遺伝子構成をもつ単核菌糸体相

互間の交配に伴っておこる複核化現象に関する知見が乏

しいことにある。また、食用になる子実体は単核菌糸体
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間の交配によって生じた複核菌糸体上に形成されるので、

複核化現象についての的確な知見を集積することは交雑

育種によるシイタケ品種の改艮と実際のシイタケの生産

技術の向上を計る上で極めて重要である。著者はこのよ

うな観点から本研究をおこなった。

 本研究で供試された単核菌糸体3系統の起源は次のよ

うである。日本の市販シイタケ品種121号菌の1子実体

の担子胞子から分離し継代培養により長期（10年間）

保存培養された単核菌糸体。この単核菌糸体由来の子実

体の組織培養により得た複核菌糸体上に生じた1子実体

の担子胞子から分離し短期（1年未満）保存培養された

単核菌糸体。市販品種701号菌の1子実体の担子胞子か

ら分離し同じく短期（1年未満）保存培養されだ単核菌

糸体である。

 本研究で得られた主な成果は次のようである。

U）供試した単核菌糸体3系統の培養特性（寒天培養下

 でのコロニーの生長率、気中菌糸量、色素生成量、液

 体培養下での生長量、菌体外ポリフェノール酸化酵素

 活性、培養炉液のpH）を調べ、単核菌糸体の保存培

 養期間の長短が培養特性に影響を及ぼすことを明らか

 にすると共に系統間交配によって供試3系統の不和合

 性に関する遺伝子構成を決定した。

〔2）対峙培養下で供試単核菌糸体の系統内交配と系統間

 交配をおこない多数の菌糸塊を得1：。これらから生じ

 た菌糸体ieみられるクランプ結合の状態やコロニーの

 形態等を指標として複核化の様相を詳細に調査した結

 果、複核化型には正単複核化型と非複核化型以外に種

 々の程度の中間型が存在することを発見し、8種類の

 複核化型に分類した。各交配における複核化型の出現

 率から単核菌糸体の保存培養期間が長期化すると複核

 化能刀が低下するという注目すべき現象のおこること

 も明らかにした。

〔3｝シイタケでは交配によって生じた複核菌糸体がその

 後の培養期間中に単核菌糸体の状態に戻る脱複核化現

 象があるが、長期保存培養された単核菌糸体の核をも

 つ複核菌糸体は常に脱胎核化率が高い傾向を示すこと

 を明らかにしne

〔4）長期間保存培養の単核菌糸体の核をもつ複核菌糸体

 と短期保存培養の単核菌糸体の核をもつ複核菌糸体の

 培養特性を比較し、前者は寒天培養下でコロニーの気

 中菌糸量が少なく生長率が劣り色素を生成する傾向を

 示し、液体培養下でも生長量が劣り色素生成量が多く、

 培養瀕液のpHが高いことを明らかにした。

〔5｝現地採集のパプア・ニューギニア島産野生シイタケ
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7系統とニュージーランド産シイタケ様キノコ3系統

の複核菌糸体の培養特性の比較結果とBuller現象に

より日本産シイタケがこれら外国産系統の複核菌糸体

によって複核化される程度から日本産シイタケはパプ

ア・ニューギニアの野生シイタケと同種であり、ニュ

ージーランドのシイタケ様キノコとは近縁であるとい

う新知見を得た。

 本研究においてシイタケの単核菌糸体の長期間保存に

伴って複核化能力の低下と生理的特性の変化がおこり得

ることを明らかにしたことは育種素材としての菌株の保

存培養方法について示唆するところが大きい。また、パ

プア・ニューギニア島の野生シイタケが日本のシイタケ

と同種であり、近縁種がニュージーランドに分布するこ

とを明らかにしたが、このような野生シイタケや近縁種

に関する知見は新しい有用遺伝子の探索をおこなう上で

極めて大きい意義をもっているe

 よって農学博士の学位を授与することを適当と認める。
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