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Pseudomonas Sp.の生産するペプチド系抗生物質

Al tericidinsのナシ黒斑病防除効果

切貫武代司*・岩村佳代子*・鈴木直治*

深海 浩**・上野民夫料

(昭和51年8月10日受理)

ALTERICIDINS， A COMPLEX OF POLYPEPTIDE ANTIBIOTICS， 

PRODUCED BY PSEUDOMONAS SP. AND THEIR 

EFFECT FOR THE CONTROL OF BLACK 

SPOT OF PEAR CAUSED BY 

ALTERNARIA KIKUCHIANA TANAKA 

Takeyoshi KIRINUKI， Kayoko IWAMURA， Naoji SUZUKI 

Hiroshi FUKAMI and Tamio UENO 

Abstract 

A Pseudomonas sp.， a contaminant in a petri.dish culture of pear black spot fungus， Alternaria kikuchiana 

TANAKA， produced an inhibition zone around its colony in a culture of the fungus. An antibiotic substance 

was isolat吋 fromthe culture broth of the bacteria. The substance exhibited an inhibitory effect against a wide 

range of fungi but no effect against bactelial species and yeasts. The antibiotic is a complex of closely related 

o1igopeptides. The complex of the antibiotics was named altericidins. The altericidin complex inhibits the 

germination of A. kikuchiana conidia completely at 8-16 ppm， 150 value of the complex being 3.8 ppm. 150 

value of the complex for hyphal growth of A. kikuchiana， is 0.232 ppm when determined from dose.colony 

diameter curves， while 0.068 ppm when determined from dose.colony area curves. The antibiotic complex is ef. 

fective for the control of black spot of pear when sprayed at 20-40 ppm. The effect is rather protective than 

therapeutic because the antibiotics can hardly penetrate leaf tissues from upper to lower surface and also hardly 

translocate from lower leaves toward upper ones. The protective effect， when sprayed on leaves at 40 ppm， lasts 

for more than 3 days under field conditions. 

緒輸

ナン黒斑病菌Alternariakikuchianaの暗養中に偶然

混入した Pseudomonassp.が培養上に顕著な阻止環を

形践することから，その細菌の生産する抗生物質を抽出

し，その抗菌スペクトノレ者調べた結果，多くのカピ類に

強い抗菌力をもつが細菌類に対しては200ppmでも抗菌

力を示さなかった。 ζの抗生物質はペフ。チド系物質の複

合体であり，その構造は別に報告する予定である。乙の

抗生物質はその由来から altericidinsと命名するζとと

- 農薬学研究室

料京都大学農学部農薬研究施設

した。本報においてはナシ県斑病菌を対象として予防，

治療効果について検討した結果を報告する。

材料と方法

Altericidinsの分離:Pseudomonas sp.の培聾液〈菌

体を合む)より altericidins粗標品を白色粉末として得

るまでの操作は，図1に示した。本実験においては aト

tericidins組標品1"i当り 0.1tdのN・N-dimethylfor' 
mamide (DMF) に溶解し，水で稀釈して供誠必要濃度

に調整した。

ナシ鳳斑病菌の胞子発聾阻膏:胞子発芽試験はすべて

スライドグラス分生胞子発芽試験法に従った1，13)0 Al・
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Cul ture broth 

↓ centrifuge at 12，000 rpm for 15 min. 
Supernatant 

i neutralize withdil HCl， 
↓ extract with n-BuOH 

BuOH-phase 

I heat at 700C for 1 hr.. 
↓filter through a filter仰 er
Filtrate (BuOH soln.) 

shake with 4 % (w/v) NaCl， 
stand still overnight， 

J centrifuge at 3，500 rpm for 10 min. 
Floccules aggregated at BuOH-water interphase 

ldissolve in pyridine-water (1:l，川
↓ centrifuge at 3，500 rpm for 10 min. 

Supernatant (pyridine-water soln.) 

shake with 4 vol. of isoamylacetate， 

↓centrifuge at 3，500 rpm for 10 min 
Flωcules aggregated at isoamylacetate-water interphase 

dissolve in pyridine-water (1: 1， v/v) ， ↓ s凱叩叫u油1必bj… W 叫 2初Oc∞colu町m削1江llllI川m即n町r
elute with pyridine-water (ο1: 1， v/v). 

Fractions with antifungal activity 

concentrate 111 vacuo， 
add 4 volumes of isoamylacetate， 
centrifuge at 3，500 rpm for 10 min. 

Floccules aggregated at isoamylacetate-water interphase， 
dissolve in pyridine-water (1; 3， M/M)， 
subject to Sephadex G・15colurnn chromatography， 

J elute with pyridine-water (1: 3， M/M) 

Fractions with antifungal activity 

concentrate 111 vacuo， ↓a副d剖d4 v叫O叫lurr叩E
centrifuge a叫t3，50∞Or叩pmfor 10 min. 

J¥ggregates at interphase 
↓ freeze-dry 

White amorphous powder 

(crude sample of the antibiotic) 

Fig. 1. Iso1ation of the crude sample of an an-

tibiotic， altericidin-complex produced by 
Pseudomonas sp. 

tericidinsの最終濃度が0，1， 2， 4， 8， 16 ppmに

なるようナシ黒斑病菌A.kikuchiana No. 15 (鳥取大学

西村教授より分譲された〉の胞子浮遊液に加えた。胞子

は乾杏寒天培地に 280Cで7--8日間培養したものであ

る。胞子の発芽は24時間280Cで保持した後調べ， Probit 

法により 150値を求めた。なお栄養源、としてglucose0.1 

%含有させた。

Altericidins の発芽阻害効果の pHによる変イじを調べ

、l
l
l
J
J
l
J

ト-Sprayedwi th ~， 
tox i cant 

) 3 t imes once 

Water 

A B 

Fig. 2. Diagrammatic representation of the procedures 

to test the translocation of altericidin-complex 

from lower to upper leaves. 

るため pH5.0はコハク酸緩衝液， pH6.0， 7.0， 8.0は

リン酸緩衝液を用い濃度が0.01Mになるようにし，上と

同じ方法で行なった。これら発芽試験はすべて無菌的に

行なった。

ナシ黒斑病蘭の菌糸の生長阻害:Altericidinsの濃度

が 0，0.0625， 0.125， 0.25， 0.5， 1.0， 2.0ppmとな

るようジ.ャカeイモ煎汁寒天培地に添加した。これら薬剤

添加平板培地上にあらかじめ6日間ジ々ガイモ煎汁平板

府養したナシ黒斑病繭 (A.kikuchiana)を，径7脚のコ

ノレクポ戸ラ戸で打ち抜いた菌叢を置き 280Cで3日間保

持した後，それぞれの菌叢の直径，面積を測定しProbit

により1s0値を求めた。

ナシ鳳斑病に対する防除効果

(1) 葉片接種による効力検定:ナシ二十世紀の5月新

楠，先端鹿葉から 3--4枚目を採集し，水洗した葉がし

おれないように乾かした。 Altericidinsの濃度は0，10， 

20， 40ppmとした。対照薬剤として Piomycin20 ppm 

(北興他学より分譲された)， ポリオキシンAL水和剤

1∞0倍液(日本農薬，市販品〉、有機銅40水和剤1000倍液
(8-ヒドロキジキノリン銅40%)を用いた。 Altericidins

ならびに Piomycin溶液には界面活性剤NS-230 (ニッ

サン〉を0.1%， リノー展着剤を0.06%になるよう添加

した。

各薬液は供訊4葉につき 15111lをスプレ{ガンで噴露

し，薬液が乾いた後乾杏寒天培地で7日間培養し五分に

洗浄したナシ黒斑病菌の胞子浮遊液を均一に噴霧接種し

た。接種葉は直ちにペトリ1mに入れ湿室状態として 280

Cに保持し，24時間後に1葉につきcm2当りの病斑数5

ケ所を，48時間後に樫病度(豊田14)の接種試験における

擢病度基準に従った。〉を調査した。なお同試験は3回以

上繰り返した。
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(2) 果実接種による効力検定:9月中旬の市販のナジ

二十世紀1個平均3009の背めのものを1薬剤につき3個

づっ用いた。果実を洗浄し，乾いてから回転台の上に置

き， % rpsの速度で回転しながら 1個当り 7111tの薬液を
噴欝した。薬液が乾いた後再び回転台の上に置き5秒間

一定方向より(1)と同様の胞子浮遊液をl噴霧接種した。接

種果実は直ちに腰高シャーレに入れfr~室状態として 250

Cで約48時間保持した後 1果実につき cm2当りの病斑

数5ケ所を調べた。 Altericidinsの濃度は0，40， 60ppm 

対照薬剤は Piomycin20ppm，有機銅40水和剤 (8ーヒド

ロキシキノリン銅40%)1000倍液である。

(3) 幼苗接種による効力検定:倒場に定植していたナ

シ二十世相幼苗を船雨期に強指定して径30cmの素焼鉢に

植え，風当りの少ない場所に置いた。 7月に伸長した新

梢を試験に供した。 1薬剤3鉢 1鉢25m!づっ薬液を噴

識し，薬液が乾いた後(1)と問万法の胞子浮遊液を噴揚接

種した。接種幼簡はピコ{ノレで覆い24時間漉窓状態とし

て250Cの室内に保持した。そののち25
0
Cのコイトトロ

ンに移し，接種5日後に病斑数を 7日後に標病皮を調

べた。 Altericidinsの濃度はO.40 ppm.対照薬剤とし

てポリオキシンAL水和剤l∞0倍液を用いた。なお薬剤
処理前5日間は25

0Cの照明のある室内に麗いた。
(4) 予防価と治療価: イ)葉片接種による予防効果

闘場に栽植しているナシ二十位紀幼樹の新梢を用い，

l処理区3新相，先端展葉から3枚目を主体に薬般を噴

識した。 Altericidinsの濃度はO.40ppm.対照薬剤は

Piomycin 20 ppmを用いた。薬剤処盟1.24， 48， 72時

間後にそれぞれの処理躍を探集した。保集した処盟襲は

(1)と同じ葉片接種法で行なった。処理期間中降雨の時は

処理新梢をピニ戸/レ袋で穫った。

司
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Fig. 3. Inhibitory effect of altericidin-complex on 

A. kikuchiana-spore germination. 
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ロ)果実接種による予防効果 (2)と同じ材料と方法で

予防効果を調べた。薬剤処理から胞子接種までの期間は

イ〉と問酷である。

ノ、〉葉片接種による治療効果胞子披種12.48時期後

に薬剤を処理した。供試薬剤および濃度はイ)，材料と

方法は(1)に准じた。病斑数は襲全体について調べた。

(5) 浸透移行性:イ)襲の浸透性採集した新梢葉の

表のみ，襲のみに薬剤処理を2回行なった。 1回目の薬

液が乾いた後再び薬械を噴轄し，薬液が乾いてから処理

面とは反対の片面のみに胞子浮遊液を哨揚銭種した。比

較のため葉の表のみ，現のみに1回薬剤処理し，処理面

のみに接・種した。供試薬剤，濃度は4-イ)，他は(1)の方

法に準じた。

ロ)新梢への浸透移行性 ナシ二十世紀の新梢を完全

に展葉した6襲寄付けて切り取り， r盟2に示すように下
3葉に薬剤処理を行なったo 供誠薬剤，濃度および処理

方法はイ〉に準ずるが向じ葉に反覆3回薬剤処理を行な

った。出較のため切り取った新梢の展葉5枚全部に 1回

のみ薬剤処理を行ない，処理24時間後に胞子浮遊液を全

葉に噴霧接種した。その接種新柄はピエ-/レで覆った容

婚に入れ湿室状膿に保持し 3日後に隈病度を調べた。

結 果

A ナシ黒斑病関の胞子発芽阻者

Altericidins 8 -16 ppmで胞子の発穿を完全に阻害し

1 ppmにおいて発芽管の異常，伸長の抑制がみられた。

1:;0は3.8ppmであった(間3)。

薬剤の効果はpH5.0-8.0の聞で麓イじはない(図4)。

B ナシ黒班病閣の菌糸の生長阻害

A. kikuchianaに対する繭糸の生長阻害効果は静菌的

な傾向勾配を呈している。1:;0については菌糸の生長を
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Fig. 4. Inhibitory effect of altericidin-complex on A. 

kikuchianQ.'spore germination at different pH's. 
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Table 1. Effects of altericidin-complex on the control of black spot on detached pear leaves 

Toxicant Effect of control (%) Disease index Protective value 

Control (No toxicant) a
 
nu 

9.3a O 

Altericidins lOppm 85.9bc 

20ppm 91.6巴

40ppm 95.5巴

20ppm 94.7ぞ

Polyoxin AL 1000 x 

Cu-8・Quino1inolate40% WP  1∞Ox 
94.4" 

4.8b 48.4 

3.3巴 64.5 

2.3C 75.3 

2.8c 69.9 

2.7C 71.0 

Piomycin 

72.2b 5.8b 37.6 

Average of two experiments， each using 4 leaves. 
a， b， c : Significant difference at 5% level 

Av.No. lesions/cm20f control--Av. No. lesions/cm2 of treated le 
Effect of control (%)ニ Averふ瓦一長rof瓦ぷ一五示2of一面而瓦 x1∞ 

disease indxe of treated leaves、
Protective value (1ー →一一一一一一一一一一一一 一一 ::-) >く1印)

disease index of control 

Table 2. Effects of altericidin-complex on the contr01 of black spot on pear fruits artificially 

inoculated with conidia of A. kikuchiana 

No toxicant 一

m

z二
nu

m
一6

・d
一

P
L

一

品
-w

一
A
一
m
一
町
三
U
一
A
せ

plOmycm 

20ppm 

Cu・8・Quinolinolate

40% WP 1000x 

Effect of control (%) oa 92.9ρ 98.5。 49.6b 90.2c 

7 ml of water solution of chemical was sprayed on each pear. After the wet surface was dried in the air， 
the conidial suspension was sprayed on each rotating pear fruit for 5 sec. under a controlled pressure. 

Lesions were counted after 48 hr incubation at 250C. 

a， b: Significant difference at 1% level. 

Table 3. Effect of altericidin-complex on the control of black spot on leaves of potted plants 

artificially inoculated with conidia of A. kikuchiana 

Toxicant Percent contr01 Disease index Protective value 

No toxicant 

Altericidins 40 ppm 

P01yoxin AL， 1000 x 

0" 

84.511 

83.11J 

6.0" 

1.8b 

1.7U 

O 

70.0 

71.7 

a， b: Significant difference at 1% level. 

Table 4. Protective effect of 8.ltericidin-complex on blacks pot disease on detached pear leaves 

l1Ti m e mF阻te2田r4vu竺allatf1r0on坐mt4Esrp8r) aymg to 72 l 
Protective effect 

Toxicant Time initneωrvuall atfiroonm 〈Hsprr〉aying to 

1 24 48 72 

No toxicant 9.0a 9.0a 9.011 9.011 O O O O 

Altericidins 40 ppm 4.0tl 5.5b" 4.0<1 5.7be 55.6 38.9 55.6 36.7 

Piomycin 20 ppm 5.0cd 5.0cd 6.3b 4.5cd 44.4 44.4 30.0 50.0 

a， b， c， d : Significant difference at 5% leve1. 
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Table 5. Protective effect of altericidin.complex on black spot on pear fruits 

Effect of control (%) 

Toxicant Interval after spraying chemical to inoculation 

1hr 24hr 48hr 72hr 

No toxicant oa 

Altericidins 40 ppm 97.0C 

Piomycin 20ppm 45.6b 

Cu.8.Quinolinolate 40% WP， 1∞Ox 85.7c 

oa 

90.6b 

80.6b 

82.7b 

oa 

86.8b 

81.5b 

87.7b 

oa 

72.4b 

53.8b 

50.1b 

a， b， c : Differences are significant at 1 % level only among the chemicals tested but non'significant among 
the time intervals. 

直径で求めた場合， 0.232ppmに対し，面積で求めると

0.068ppmであった。

C ナシ黒斑病に対する防除効果

1 葉片接種による効力検定

葉片接種のナシ黒斑病に対し altericidinsは表lに示

す如く，対照区に比して高い防除効果を示している。即

ち分散分析の結果altericidins10 ppmは有機銅40水和剤

1∞o倍液との聞に有意差は認められなかったが alteri'
cidins 20， 40ppm， piomycin 20ppm，ポリオキシンAL

水和剤1000倍液との聞に有意差が認められた。 Alteri・

cidins 20， 40ppm， piomycin， ポリオキシンAL水和剤

等との間には有意差がなかった。

2 果実接種による効力検定

果実接種による altericidinsの防除効果は表2に示し

た。即ち葉片接種と多少傾向が異なるが対照底と出較す

ると高い防除効果を示している。 Altericidins40ppmは

60ppm，有機銅40水和剤との聞には有意差が認められな

かったが， piomycinと比較すると明らかに有意差が認め

られた。

Table 6. Therapeutic effect of altericidin.complex 

on black spot on detached leaves 

Effect of control (%) 

Toxicant Hr after in田 ulationto spraying 

12 24 

No toxicant 0乱

Altericidins 40ppm 66.5b 

Piomycin 20ppm 50.5b 

a， b: Significant difference at 5% level. 

oa 

27.8b 

31.6b 

Table 7. Penetration of altericidin-complex from upper to lower surface of leaves or in the reverse 

direction 

Toxicant 
Sprayed Inoculated Effect of Disease Protective 

on to control (%) index value 

No toxicant U L O 9.9a O 

L U O 9.9a O 

Al tericidins 40 ppm U L 17.7 9.7a 2.0 

L U 24.7 9.7R 2.0 

U U 97.9 3.5d 64.6 

L L 93.5 4.0d 59.6 

Piomycin 20 ppm U L 20.5 8.7b 12.1 

L U 45.6 7.0c 29.3 

L L 81.8 4.0d 59.6 

U : Upper surface of leaf L: Lower surface of leaf 
a， b， c， d: Significant difference at 1% level. 
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Table 8. Translocation of altericidin-complex from lower to upper leaves of pear twigs 

Toxicant 
ト γex-i 止msprayed leaf sprayed leaf unsprayed leaf sprayed leaf 

1事 2* 3* I 4* 5* 6* I 1* 2本 3* I 4* 5* 6* 

Protective value 

No toxicant I 94 9.0 82 I 81 9.0 9410  0 0 0 0 0 

Al tericidins A I 8.8 8.9 7.9 I 5. 1 4 . 8 5.0 6.5 1.1 3---" 9 : 37.0 46 .7 46. 8 
40ppm B I 5.4 3.6 2.6 3.5 4.0-- I 42.6 60.0 68.3 56.8 55.6 

Piomycin A l三4 8.5工工戸1 5.3 5.4 I~l 5iし15.9 37.041.142.6 
20ppm B 8.7 9.3 4.1 4.7 7.7 -- I 7.4 0 50.0 42.0 14.4 

Polyoxin AL A 7.5 8.8 壬ιム1ιι35.8 16.7 6.4 
1000x B 9.9 -- I 3.2 37.8 59.8 13.6 O 

* Leaf numbers of sprayed and unsprayed leaves : see Fig. 2. 

3 幼苗接種による効力検定

幼苗試験における altericidinsの効果は葉片接種と同

傾向を示し，ポリオキシンAL水和剤と同程度の効果を

表わし，分散分析の結果有意差がない〈表3)。

4 予防価と治療価

葉片ならびに果実接種による altericidinsの予防効果

は表4，5に示される通りである。葉と果実については

多少傾向が異なるがいづれの場合も72時間後において対

照区に上じして著しい予防効果を示している。薬剤閤にお

ける有意差は認められなかった。葉については日数聞の

有意差は認めがたいが，果実については接種当日に薬剤

処理した区は72時間処理区に出して防除効果が高い。 24

時間と48時間処理区間には差がみられなかった。葉片接

種による治療効果は表6に示すように piomycinと同程

度の効果を呈した。

5 浸透移行性

葉の浸透ならびに新梢への浸透移行は表7，8に示し

たが，対照区と比較して altericidinsは薬剤処理と接種

が瓦に表・裏または裏・表となるように行なわれた葉に

おいては効果を示さなかった。然し薬剤処理と接種が同

葉面の場合は顕著な効果を呈した。新梢への浸透移行に

ついても葉の浸透と同傾向で，浸透移行性の低いことを

示した。

考 察

微生物の二次生産物であるペプチド系抗生物質は数多

く，一般にその分子量は300-3000の範閉であるといわ

れている。然し細菌が生産するペプチド系抗カピ物質は

数種類に過ぎない6，8)0 Altericidinsはー細菌 (Pseudo-

monas sp.) の生産する抗生物質で細菌類に対して 200

ppmでも活性を示さず，広範囲のカピ類に対して低濃度

で活性を示すことから抗カピ物質と思むれる。

供試した A.kikuchianaは AK-toxin生産系でこれ

に対して invitroで8-16ppm で完全に胞子発芽を~li

沼し， hoは3.8ppmであった。菌糸の生長阻害濃度150

は0.068-0.232ppmであった。然し近年 AK-toxin生

産菌株と異なる新しい菌株の出現しているとの報告があ

る5，12)。 これに対する効果は試験していない。

ナシ黒斑病に対する防除効果は葉片接橿，果実接種，

幼苗接種試験の結果20-40ppmで有幼であった。また果

実接種，悶場葉片接種試験による予防効果は40ppmで72

時間後においてもなお高い効果を表わしていた。これら

の防除効果については対照薬剤の piomycin20 ppm.ポ

リオキシンAL水和剤1000倍液，有機銅40水和剤1000倍

液と同程度或いはそれ以上の効果を示したことから期待

し得る。然しこの濃度は現在使用されている農薬用抗生

物質 kasugamycin(20 ppm)3，4.7，l1)， polyoxin complex 

(20-luOppm)J，3，11)， blasticidin S (10-20ppm)3，7，ト11)，

validamycin (lu-50ppm)ll，1ト17)等に民べてやや商い濃

度である様に考えられるが，供試した標品が，ペプチド

の複合体であり，それぞれを単離するに歪らなかったた

め，各各について力価検定をしていない。少くともその

一つが最も活性が高いと思われるのでこれを純イじすれば

より低濃度で有効となるであろう。

治療効果については葉片接種において piomycin 20 

ppmと同程度を示しているが，浸透移行性については殆

んど効果を示していない。 Altericidinsが水に難溶性で

あるがその製剤法を充分に検討することによりより高い
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効果が期符できるであろう。

摘 要

1. Pseudomonas sp.が生産する抗生物質を分離して白

色粉末の粗標品を得た，由来から altericidinsと命名し

た。得られた粗標品を用いて A1ternariakikuchiana菌

の胞子発芽阻害，菌糸の生長阻害，ナシ黒斑病の防除効

果を調べた。

2. A. kikuchianaの胞子発芽は8-16p伊nで完全に阻

害され， 150は3.8ppmであり，菌糸の生長阻害の 150

はo. 068--0.223 ppmであった。
3. ナシ黒斑病に対する防除効果は altericidins20-40 

ppmで有効で， 72時間後においても著しく予防効果を表

わしていた。いずれの場合も piomycin20 ppm，ポリオ

キシンAL水和剤1000倍液，有機銅40水和剤1000倍液と

l司程度或いはそれ以上の効果を示した。
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Explanation of Plate 

1. Effect of altericidin.complex for the control of 

black spot on detached pear leaves. 

11. Effect of Altericidin.complex for the control of 
black spot on pear fruits. 

111. Effect of altericidin.complex for the control of 
black spot on pear leaves atached to plants. 

Alt-lO : Altericidin-complex 10 ppm 

Alt-20 : 00.， 20 ppm 
Alt-40: 00.， 40 ppm 
Alt・60:00.， 60 ppm 
Pio・20: Piomycin 20 ppm 

Pol-1000 x : Polyoxin AL wettable powder， 
1000・foldsdilution 

Cu-Q. 1000 x : 40% copper 8叩】inolinolate，
1∞0・foldsdilution 
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