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要 旨
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アカエゾマツ種子菌および実生根圏菌の中に、苗立ち枯れ病菌Pythiumvexansに対して抗菌物質を産生し、

病原菌感染から実生を防御するものが存在した。種子菌Penicilliumdamascenum 07株は実生を病原菌感染か

ら防御したが、それには1)根部で菌糸が増殖することによる物理的防御と 2)抗菌物質 citrininの産生による

化学的紡御とが関連し合って発動していると考えられた。実生根圏菌P.}均quentanslA株は根部で旺盛に増殖し、

実生の病原菌感染を抑制する傾向があった。根部で菌糸が増殖することによる物理的防御が、 P.}トequentans

lA株による病原菌感染防御作用に関与すると考えられた。
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1.はじめに

アカエゾマツPiceaglehnii (Fr. Schm.) Masters 

はアジアのトウヒ属のなかでは特異なもので、その分

布はシベリア東部から中国東北部、朝鮮半島、そして

北海道からサハリンとなっている。常緑の針葉樹で、

高さは大きいもので30-40mに達し、直径も1-2mlこ及

ぶ(辻井、 1995)0北海道では北部と東北部(北見、

天塩、銀"路、根室)にかけて比較的多く分布する。生

育地は湿原、火山灰地、砂丘、岩れき地、蛇紋岩地帯

に多い。山火事の跡地にもしばしば群落を作る。これ

らの生育地は共通して表層土壌が薄く痩せており、他

の針葉樹の生育は見られない。アカエゾマツは競争力

に乏しく、通常の樹種の生育が難しいような場所に群

落を形成することで生存する (Tatewaki.1958)。

アカエゾマツは北海道の天然林の主要樹種であ

次

5. アカエゾマツ実生への種子付着Penicillium属

糸状菌と病原菌混合接種実験

5.1 実験材料

5.2 実験方法

5.3 実験結果

5.4 考察

III. アカエゾマツ実生根圏菌と産生する抗菌物質

1.実生根圏からの抗菌物質産生糸状菌のスクリー

ニング、抗菌物質の単離と同定

l.1 実験材料および方法

l.2 実験結果

l.3 考察

2.根圏糸状菌の産生する抗菌物質 penicillicacid 

の抗菌活性と植物毒性

2.1 実験方法

2.2 実験結果

2.3 考察

3.実生への根圏糸状菌P.j均quentansと病原菌接

種実験

3.1 実験材料

3.2 実験方法

3.3 実験結果

3.4 考察

N.おわりに

り、人工林でも植裁されている。北海道林業統計(1997)

によると、北海道におけるアカエゾマツの単年度の人

工造林面積は全体の17%を占めており、針葉樹のなか

では最も造林されている樹種である。針葉樹の造林で

は、アカエゾマツに次いで、カラマツ(14%)、エゾマ

ツ (11%)が多くなっている。アカエゾマツの造林面

積が他の針葉樹に比べて多いことからも、苗畑での健

全なアカエゾマツ首木育成や、造林地でのアカエゾマ

ツの病害防除を考えることは重要である。

一般に土壌伝染病は、多くの樹種で、種子から林

地の老齢木に至る各生育期に発生する。苗木や幼齢木

では病状の進行は速やかで病徴も顕著であるが、壮-

老齢木では一般に病状の進行は緩やかで、慢性的経過

をたどることが多く、病状がかなり進行した段階で発

見される場合が多い(陳野、 1986)。アカエゾマツの
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病原菌については多数が報告されている(日本植物病

理学会編、 1985)。その中の一つに、苗畑において種

子発芽当初から 1年生の幼苗時代に発生して大被害を

与えるため、苗畑の重要病害の一つに上げられている

苗立ち枯れ病がある。立ち枯れ病の病原菌は

Fusarium、Pythium、Rhizocfonia属糸状菌などで、

そのうち Pythium、Rhizocfonia菌は湿度の高い時の

被害発生に関与することが多く、排水不良な苗畑での

被害が大きい。一方Fusarium菌は夏季の乾燥時に被

害発生が多く、その被害はやや乾燥する苗畑で目立つ。

被害発生の多い苗畑では土壌排水性の改良、散水施設

の改善により、春期の過湿、夏季の乾燥を防ぐことで

被害を軽減できる。また、チウラム剤、キャプタン剤

などによる種子消毒や土壌消毒、タチガレン液剤の被

害床への散布など、薬剤を用いた直接的防除も行なわ

れている。これらの病害防除の方法としては農薬を使

用した防除が主であり、詰抗微生物を使用した微生物

紡除については報告がされていなし、

微生物防除は農業分野では決して新しい考え方で

はなく、早くから農業従事者は輪作、残溢の焼却、有

機質肥料の使用など、広い意味での生物的防除法であ

る耕種的防徐を進めてきた。渡辺(1987)は我が国に

おける生物的防除を「病原菌以外の生物の作用によっ

て病原菌の生育や活動を抑制し、その結果、発病、被

害を軽減できるような状態を造りだす手段」と定義し

ている。一つ、あるいは複数の有用な微生物を多量に

土壌に導入したり、環境条件をこれら生物の増殖に有

利になるように改変することにより、あるいはその組

み合わせによって達成できる手段である。農業分野に

おいては、微生物を使用した生物的防除の試験例が多

数報告されている。実用化された生物的防除に使用さ

れている微生物には、糸状菌としては Trichoderma，

Penicillium， Gliocladiumなどが、細菌では

Agrobacterium， Bacillusなどが知られている(渡辺、

1987)。林業分野でも Trichodermσによる防除例が知

られている。ナラタケ病 (Armillariellamellea)は

樹木腐朽菌だが、生きた樹木にも根腐れ病を引き起こ

す担子菌である(服部及び佐竹、 1999)。ナラタケ病

の防除手段として、擢病した組織を除去後二硫化炭素

で消毒するが、その結果 Trichodermavirideがその

部位に定着し、感染を防御するとされている。これは

化学処理と関連した生物防除の好例といえる。ヨー

ロッパにおいては病原菌マツノネクチタケ (Fomes

annosus)に対する化学物質を使用した防除例に、上

記と同様の現象が観察されている(渡辺、 1987)。し

かし、樹木に対する微生物防除資材として糸状菌や細

菌類が利用されている例は、国内の森林では報告され

ていない(岡部、 1997)。

微生物防除に使用する微生物として期待されてい

るのは菌根薗である。外生菌根菌は樹木根部で共生体

である外生菌根を形成することで、宿主の成長を促進

したり土壌の乾燥や氷結など限界環境に対する耐性を

付与したり、病原菌による諸障害の軽減化を図るなど

の働きがある(岡部、 1996)。外生菌根菌による耐病

原性機構として、 Zak(1964)、Marx(1972)らによっ

て、物理的防御(ハルテイヒネットによる障壁)、化

学的防御(菌根および菌根菌による抗菌物質の産生)、

菌根周辺の微生物相の制御(菌根菌による根圏微生物

種の制限)、菌根菌による根圏栄養源の独占(栄養源

に対する競争)が提唱されている。アカエゾマツの場

合、 2年生アカエゾマツ苗木に外生菌根菌Pisolitus

tinctorius、 Sclerodermaflavidumを接種後15カ月

たっても菌根の形成は不完全であったという報告があ

る(Kasuya.1995)。この菌根形成の遅延については、

アカエゾマツは一般の針葉樹の中でも生育が遅く、特

にトウヒ属の中では最も遅い(辻井、 1995) という特

有の性質と関係があると考えられる。また、横回

(1995)、山路(1997)はアカエゾマツに共生する外

生菌根菌 Paxillussp.の産生する、病原菌 Pythium

vexansに対する抗菌物質を精査した。外生菌根菌

Paxillus sp.と病原菌 Pythiumvexansの対時培養試

験では、 MMN-b培地でPythiumvexansのはっきり

した生育阻止領域が確認された。しかしPaxillussp. 

を1ヶ月培養した培養液液のPythiumvexansに対す

る抗菌活性は強くはなく、 4倍に濃縮してやっと活性

が確認できるものであった。培養溶液の抗菌活性は培

養液の pHに依存して発現しており、環境条件に影響

を受けやすいと考えられた。

本研究の目的は、微生物防除への新しいアプロー

チとして、外生菌根菌と共生していない当年生アカエ

ゾマツ実生が、他の微生物によって病原菌感染から化

学的に防御される可能性を調査することである。調査

項目は以下の3点である:(1)種子が発芽後最初に接

触する種子菌や生育初期の実生根圏菌から、アカエゾ

マツ苗立ち枯れ病菌 (Pythiumvexans)に対する抗

菌物質産生微生物のスクリーニングと分離菌の産生す

る抗菌物質の単離同定を行う。 (2)抗菌物質の抗菌活

性や植物への毒性を調べる。 (3)実生へ分離菌と病原
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菌を接種し、苗立ち枯れ病が抑制されるか調べる。 vexansのPDA懸濁液(溶解した PDA培地40mLに

なお本論文は、北海道大学大学院農学研究科審査 っき菌体磨砕液lOmLを混合したもの)を流し込み、

博士論文を基礎に修正した内容である。 25
0

C暗黒下で 1日培養しPythiumvexansの生育阻止

領域を観察した。生育阻止領域が確認された場合は、

ll.アカエゾマツ種子菌と産生する抗菌物質 その領域上に生育していた菌を保存していた 2層目の

1.箇立ち枯れ病菌 Pythiumvexansに対する抗菌 PDA培地から分離した。分離菌株は PDA培地で純

物質産生微生物のスクリーニング 粋分離を 2度繰り返した。この方法の利点は、指抗微

1.1 実験材料 生物の相互作用のうち抗菌物質産生による相互作用を

(1)種子 観察しやすいこと、また抗菌物質産生菌の分離が比較

以下の4種類の産地の種子を分譲され用いた。種 的簡単であることにある。図1に滅紙上寒天平板法の

子は4
0C、暗黒下で保存されていた。分譲後は種子を 概略を示す。アカエゾマツ種子は産地別に各100粒を

シリカゲルを入れた密閉容器に入れ、冷蔵庫で保存し スクリーニングに使用した。

た。

天塩産:1985年に採取、北海道大学農学部附属演習

林より分譲

置戸産:1989年に採取、北海道大学農学部森林科学

科より分譲

白滝産:1995年に採取、北海道大学農学部森林科学

科より分譲

白糠産:1995年に採取、森林総合研究所北海道支所、

森茂太博士より分譲

(2)アカエゾマツ苗立ち枯れ病菌Pythiumvexans 

北海道大学農学部附属演習林内苗畑でアカエゾマ

ツ実生から分離したものを Kasuya.M. K. M.博士(北

海道大学森林科学科造林学講座)から恵与された。

Pythium属糸状菌の種名は吉田忠博士によって明ら

かにされた。本菌は寒天濃度2%のPotato-Dextrose-

Agar (PDA. Difco)で継代培養した。培養は25"C、

暗所で行った。 Pythiumvexansの磨砕液は以下のよ

うに準備した。 5日間培養したPythiumvexans菌体

を含む PD培養液100mLをブレンダー(日本精機制

作所)で強度3、5分間磨砕し、磨砕液を茶こしで鴻

過し使用した。

1.2 実験方法

(1)抗菌物質産生菌のスクリーニング|漉紙上寒天平

板法(島津、 1986)I 

内径90凹シャーレにlOmLの2%素寒天を流しこ

み一層目を作製し、その上に乾熱滅菌した油紙(内径

80凹)を置いた。そこへ10mLのPDA培地を流し込み、

二層目を作製した。 PDA培地上に産地別の種子を2

粒ずつ置き、 25
0

C、暗黒下で種子菌が生育するまで一

週間近く培養した。培養後、 2層目の PDA層をi慮紙
ごと取り除き、別のシャーレに移して4"Cで保存した。

1層目の寒天層の上に苗立ち枯れ病菌 Pythium

寒天

↓ "  k'"アカエゾマツ種子

病原菌Pythiumvexans I、-......
磨砕液を含むPDA • 

2層目のPDA層を漏紙ごと
移し、 4"(;で保存

↓250C 鴨下で一日培養
生育阻止領域

図1 議紙上寒天平板法の概略図

(2)分離菌の液体培養と抗菌活性試験

i慮紙上寒天平板法で分離した菌株について液体培

養を行った。 20mLのPD培養液の入った50mL容三

角フラスコに、分離菌株を寒天片ごと少量とって接種

し、 25
0

C暗黒下で一週間静置培養した。培養後菌体を

i慮別し、培養液液250μLを抗菌活性試験!カップ法、

(上杉、 1981)Iに供した。試験方法を以下に示す。滅
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菌シャーレ(内径90皿)に加熱溶解した PDA培地を

10mL流し込み、冷却固化し検定用寒天平板を作製し

た。培地中央に同培地で生育させた苗立ち枯れ病菌

Pythium vexansの菌糸伸長先端部をコルクボーラー

(内径8皿皿)で打ち抜き、接種した。乾熱滅菌したス

テンレス製カップ(内径6x高さ10皿)を被検菌の寒

天片の中央部から20凹の距離に置き、滅菌メンブラン

フィルター(孔径0.22μm)でろ過滅菌した検定試料

を250μLチャージした。検定用カップはシャーレ 1

枚当り 3個までとした。シャーレは25'C、暗黒下にて

36時間培養し、シャーレ上の菌糸の生育を観察した。

生育阻止領域の半径は、カップの外縁から生育した被

験菌の菌糸先端部までの長きとした。試験は3反復行

い、生育阻止領域の平均値を算出した。

(3)選別した分離菌の液体培養、酢酸エチル抽出およ

び抗菌活性試験

(2)で強い抗菌活性を示した菌株については、

60mLのPD培養液に接種後、 25
0

C暗黒下で一週間静

置培養し培養液液の酢酸エチル抽出を行った。培養液

液を酢酸エチル20mLで3回抽出し、酢酸エチル層と

水層に分配した。酢酸エチル層は適当量の無水硫酸ナ

トリウムで脱水後、酢酸エチル層を10μL当たり 250

μL培養溶液相当量になるように調製し、水層は50

μL当たり 250μL培養溶液相当量になるように濃縮

し、抗菌活性試験|ペーパーディスク法、(上杉、 1981)I 
に供した。培養液液62.5μL、125μL、250μL相当量

の三種類を調製し、試験に供した。試験方法を以下に

示す。乾熱滅菌したペーパーディスク (8凹)にマイ

クロシリンジで酢酸エチル層を一定量チャージし減圧

下で溶媒を除去した。前述したように検定用寒天平板

を作製しPythiumvexansを培地中央に接種した後、

被検菌の寒天片の端から15凹の距離にペーパーディス

クをおき培養した。培養は前述の通り行った。生育阻

止領域の半径は、ペーパーディスクの外縁から生育し

た被験菌の菌糸先端部までの長さとした。試験は3反

復行い、生育阻止領域の平均値を算出した。

(4) TLC上での抗菌活性試験 iTLCバイオオートグ

ラフィー (Homansand Fuchs . 1970) I 
(3)で強い抗菌活性を示した酢酸エチル層につい

ては TLCバイオオートグラフィーをt1'った。シリカ

ゲル薄層板 (Art.5715 DC -Fertigplatten Kieselgel 

60 FZ54.厚さO.25mm. Merck) (10x20cm) に試料を

チャージし酢酸エチルで展開した。デシケーター中で

溶媒を充分に除去した後、 UV254nm、365nm照射下

でそれぞれクエンチング、蛍光を確認しスポットを薄

層板上に記録した。 Pythiumvexansを検定菌とする

場合は、前述のように磨砕液を作製し、溶解した

PDA培地40mLにつき菌体磨砕液lOmLの割合で混合

した。混合液30mLを角型シャーレ(100x140mm) に

流し込み冷却固化後、棒状(15x140凹)にカットし

た薄層板を展開面が培地表面に触れるようにおいた。

25
0

Cで1-2日間培養し、薄層板上のスポット周辺の菌

糸の生育状況を観察した。抗菌活性のないスポットの

周辺では、 Pythiumvexansの菌糸が伸長するが、抗

菌物質がある部分は菌糸が生育せず透明に見える。

Pythium vexansの菌糸は白色のため抗菌スポットの

確認がしにくいので、電灯下で観察した。

TLCバイオオートグラフィーで一般的に用いら

れる Cladosρoriumherbarumは、北海道大学農学部

応用菌学講座から分譲され本講座で継代培養していた

菌株 iCladosporiumherbarum (Persoon:Fries) Link 

AHU92621 を使用した。C.herbarumはPDA斜面

培地で25'Cで1逓間近く培養し、試験管 1本当りに無

機塩溶液(表 1)lOmLを加え胞子を懸濁させ、ガー

ゼで液過し胞子懸濁液を作製した。デシケーター中で

乾燥させた展開後の薄層板に、スプレーヤーで胞子懸

濁液を噴霧し、加湿状態の培養槽にいれ暗黒下、 25'C

で2-4日間培養し、薄層板上の菌の生育状況を観察し

た。抗菌活性のないスポットの周辺では C.herbarum 

の菌糸が仲長し胞子を形成するために暗黒色に見える

が、抗菌物質がある部分は菌糸が生育せず胞子を形成

しないため白く抜ける。

表1 胞子懸濁液用無機塩培養液

NaCl 0.5 g 

KH2P04 3.5 g 

Na2P04 ・2H20 1.5 g 

KN03 2.0 g 

MgS04・7H20 0.5 g 

脱イオン水 250 mL 

使用直前に上記液と10%glucose液を等量ずつ
混合し使用。
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1.3 実験結果

(1)アカエゾマツ種子からの抗菌物質産生菌スクリー

ニング

天塩産種子から90菌株の微生物の出現を確認し、

そのうち病原菌Pythiumvexansに対して抗菌活性を

示す73菌株を分離した。これらの分離株は PDA培地

上で黄色のコロニーを形成しその形態も類似していた

ため、全て同種の糸状菌であると予想された。そこで

分離状態が極めて良好であった T4とT5株の 2株を

選別した。置戸産種子から51株の微生物の出現を確認

し、そのうち病原菌Pythiumvexansに対して抗菌活

性を示す24菌株を分離した。強い抗菌活性を示した分

離株は主に時緑色を呈する糸状菌であった。叢の形状、

色状の点から同種と予想されるものは避け、 01、03、

05、07及び09の5株を選別した。白滝産種子から50

菌株の微生物の出現を確認し、そのうち病原菌

Pythium vexansに対して抗菌活性を示す27菌株を分

離した。強い抗菌活性を示した分離株は主に白色糸状

菌で、あった。菌叢の形状、色状の点から同種と予想さ

T4 

T5 

01 

03 

05 

07 

09 

STl 

ST3 

STlO 

STl2 

STl3 

STl5 

STl9 

ST25 

S4 

S6 

S8 

Sll 

S16 

S17 

S19 

S20 

S21 

固・・
固・

。

れるものは避け、 ST1、 ST3、ST10、ST12、ST13、

ST15、ST19及びST25の8株を選別した。白糠産種

子薗として39菌株の微生物を確認し、そのうち病原菌

Pythium vexan沼に対して抗菌活性を示す25菌株を分

離した。強い抗菌活性を示した分離株は主に青緑色を

呈する糸状菌であった。蘭叢の形状、色状の点から同

種と予想されるものは避け、 S4、S6、S8、Sl1、 S16、

S17、S19、S20及びS21の9株を選別した。

(2)分離菌の液体培養と抗菌活性試験

結果を図2に示す。分離菌株T5、03、07、09、

ST25、S4、 S6、 S8、Sl1、 S16、S17、 S19、S20

及びS21株の培養液液が強い抗菌活性を示した。 T4

株と T5株は類似した菌叢形態を有する菌株であった

が、本実験の培養条件下でT4株はほとんど生育せず、

そのため T4株培養液液の抗菌活性は確認できなかっ

た。白滝産種子菌 (ST株)の培養溶液の抗菌活性は

他の産地の種子菌と比べて弱かった。

(3)選別した分離菌の液体培養、酢酸エチル抽出およ

び抗菌活性試験

15 

生育阻止領域 (mm)

図2 i慮紙上寒天平板法で選別した菌株の培養液液抗菌活性
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図3培養i慮液酢酸エチル層の抗菌活性

分離菌 T5、 03、 07、 09、 ST25、 S4、 S6、

S8、 Sl1、 S16、 S17、 S19、 S20及び S21株の培養

溶液酢酸エチル層の抗菌活性試験結果を図3に示す。

全ての菌株の培養溶液で抗菌活性は酢酸エチル層へ移

行した。 T5株以外の菌株では、水層の抗菌活性はそ

の試験量に関係なく確認されなかった。 T5株培養溶

液250μL相当量の水層を試験に供した際に 5皿皿の生

育阻止領域を形成したが、 125μL、62.5μL相当量で

は生育阻止領域は確認されなかった。

(4) TLCバイオオートグラフイー

分、離菌 T5、 03、 07、 09、 ST25、 S4、 S6、

S8、 Sl1、 S16、 S17、 S19、 S20及び S21株の培養

液液酢酸エチル層を用いて TLCバイオオートグラ

フィーを行い、抗菌物質を確認した。C.herbarum 

を検定菌として使用した結果、酢酸エチル層に含まれ

る成分とその抗菌スポットにより以下の5種のグルー

プに分けることができた。 T5株および 09株:抗菌

スポット A (Rj~直0.59) が確認された。 抗菌スポッ

トAには薄層板 (F254プレコート)上、 UV254nm

照射下でクエンチングが確認された。 07株および

03株:抗菌スポット B (Rj値0.10)が確認された。

抗菌スポット Bには薄層板 (F254ブ
p

レコート)上、

UV254nm 照射下でクエンチングが、 UV365nm照射

下でレモンイエローの蛍光が確認された。 S16株およ

びS4、S6、S8、Sl1、 S16、S17、S19、S20、S21

株:抗菌スポット C (Rj値0.30)が確認された。抗

菌スポット Cには薄層板 (F254プレコート)上、 UV

254nm照射下でクエンチングが確認された。 S4株:

S16株と TLCパターンが類似しているが抗菌スポッ

トC (Rj値0.30) と抗菌スポット D (Rj値0.38)、

抗菌スポット (Rj値0.67)が確認された。抗菌スポッ

トDには薄層板 (F254プレコート)上、 UV254nm

照射下でクエンチングが確認された。 ST25株:Rj 

値0.75に弱い抗菌スポットが確認されたのみであっ

た。図 4にT5株、 07株、 S16株及び S4株培養液液

酢酸エチル層の TLCバイオオートグラムを示す。

ST25株培養液液酢酸エチル層の TLCバイオオートグ

ラムについては省略する O 図中には抗菌スポット A
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S4 

図4 TLCバイオオートグラム(試験E自C.herbant1l') 
Yamaji et aJ. (] 999)からの改作

-Dも示す。
Pythium vexallsを検定菌として使)11した場合、

抗菌スポット A、B、C、Dが確認された (区I5 ) 0 

C. herbarumに対して抗菌活性を示したスポット

(Rj他0.67、 S4株)は確認されなかった。 ST25株

培養減液酢殴エチル層には抗菌スポットは確認されな

かった。

以上の結果から PythiU11lvexausに対する抗菌物

質産生閣は ST25株を除いた4グループに分けられる

と考えられた。各グループから代表的なものとして

T5株、 07株、 S16株およびS4株を選別し、以後の実

験に)IJし、ることにした。

1.4 考察

各産地の種子からi唐紙上寒天平板法により抗菌i舌

性が確認された1有株を 149株分離した。その中でも抗

菌活性の強い菌株を選択し、その後選択した各菌株の

培養il昔、液酢際エチル抽出物に含まれる代謝産物を比較

した結果、分離した菌株は4つのグループに分けられ、

それぞれから代表的なもの l株を選択し最終的に 4株

とした。分離した 4菌株は全て Pellicillium属糸状菌

で、吉田忠博士により T5株は Peuicilliumcyallel1111 

{Bainier et Sartory) Biourge、 07株は Pellicillium

damaSCellU11l Baghdadi、 S4と S16t未は Pellicillium

mψlicatum Biourgeと|行l定された。また種子の産地

によりそれらが出現する頻度に有意な差があった。

Pellicilliu11l属糸状菌は Astergillus腐糸状菌と同様

に、多くは有機物質の分解に寄与する代表的な腐生閣

でもある。一般に空気中や土機中に広く存在し、 jRL干rr
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図5 TLCバイオオートグラム(試験菌Pythiumvexans) 

から寒帯にかけて分布する(宇田111ら、 1978)。実験 (1)培養条件と抗菌成分の抽出方法

に使用したアカエゾマツ種子は全て樹上で採取された 100mLのPD培養液の入った300mL容三角フラ

ので、種子が土壌に落ちてPenicillium属糸状菌が付 スコに、 PDA培地に増殖させた各Penicillium属糸

着したという可能性は低い。種子の成熟過程のどの段 状菌菌糸先端を 8mm diskに打ち抜き接種し、 25
0

C、

階でこれらの糸状菌が付着したのか興味がもたれると 暗黒下で一週間静置培養した。培養した三角フラスコ

ころである。他の植物の種子糸状薗としてPenicillium の本数は各Penicillium属糸状菌の産生する抗菌物質

属糸状菌が分離された例も報告されている (Peterson. 量に応じて検討した。培養終了後、菌体をも慮別し得ら

1959)。 れた培養液液はその1/3量の酢酸エチルで3回抽出し、

各Penicillium属糸状菌の産生する抗菌物質はす 酢酸エチル層と水層に分けた。酢酸エチル層は培養液

べて酢酸エチル層へ移行し、それぞれ特有のものであ 液の112量の飽和食塩水50mLで2回洗浄し、その後

ることが分かった。そこで各Penicillium属分離糸状 適当量の硫酸ナトリウムで脱水した。酢酸エチル層は

菌の産生する抗菌物質の単離、同定を進めることにし 濃縮し保存した。

た。 (2)機器分析

以下の機器を使用し、分析を行った。

2.種子付着Penicillium属糸状菌産生抗菌物質の単

離と同定

Penicillium cyaneum T5、P.damascenum 07、
P. imρlicalum S4、S16株の産生する抗菌物質の単離

と同定を試みた。

2.1 実験方法

a.質量分析 (11assspectrometry) 

EI-11S. EI-HR-11S (JEOL J11S-AX500 11ass 

Spectrometer) 

FD-11S. FD-HR-11S (JEOL J11S-SXI02A) 

b 核磁気共鳴分析 (Nuclearmagrietic resonance 

spectrometry; N11R) 
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測定は重クロロホルム、重メタノールあるいは重

ピリジン中、室温下で行った。化学シフトは、

lH-NMRの場合、テトラメチルシラン (TMS)を内

部標準として、 13C-NMRの場合は溶媒のシグナルを

基準として決定した。

lH-NMR Bruker AMX500 FT-NMR Spectrometer 

(500 MHz) 

]EOL ]NM-EX270 FT-NMR Spectrometer 

(270 MHz) 

13C-NMR : Bruker AMX500 FT-NMR Spectrometer 

(125 MHz). 

]EOL ]NM-EX270 FT-NMR Spectrometer 

(67.5 MHz) 

二次元NMR: Bruker AMX500 FT-NMR Spectrometer 

COSY: correlation spectroscopy 

HMQC:heteronuclear multiple quantum 

coherence 

HMBC:heteronuclear multiple bond 

connectivity 

NOESY:nuclear overhauser effect 

spectroscopy 

c.紫外線吸収分析(Ultraviolet absorption 

spectrometry; UV) 

U-321O Spectrophotometer、目立製作所側

測定には光路長1cmの角型石英セルを用いたO

d.赤外線吸収分析 (Infrared absorption 

spectrometry; IR) 

Perkin Elmer System 2000 FT-IR、パーキンエル

マージャパン

測定は KBr錠剤法、食塩板塗布法で'11"った。

e.旋光度測定 ([aJDJ 

DIP-360 Digital Polarimeter、日本分光側

f.融点測定 (Meltingpoint; mp) 

微量融点測定装置 MP-S3、ヤナコ機器開発研究所

側、無補正

(3) p. cyaneum T5株が産生する抗菌物質Aの単離

と同定

培養i慮液2.7mL相当量の酢酸エチル抽出物(乾

燥重量llmg)を順相シリカゲル薄層板 (Art.5715DC-

Fertigplatten Kieselgel 60 F 254・厚さ0.25凹.Merck) 

にチャージし、ヘキサンー酢酸エチル (1:1)で2重展

開した。展開後、抗菌物質 Aに相当するスポット

(Rf値0.59) を分取し酢酸エチルで溶出した。以上
の操作により、抗菌物質Aを3.4mg単離した。単離

した抗菌物質 A を質量分析 (FD-MS.EI-MS. 

EI-HR-MS)、 NMR eH-NMR.13C-NMR. DEPT. 

13C_1H COSY)、UV、IRなどの機器分析および融点

測定、旋光度測定に供した。

(4) P. damascenum 07株が産生する抗菌物質Bの

単離と同定

培養液液酢酸エチル抽出物(培養溶液340mL相

当量、乾燥重量80mg) を濃縮乾固した後、少量のエ

タノールを加え一部溶解させた後、結晶をi慮別し黄色

針状結晶10mgを得た。この結晶の一部を酢酸エチル

に溶解後、シリカゲル薄層板にチャージしnーブタノー

ル酢酸ー水 (4:1:2)で展開したところ、抗菌物質B

と同様のRf値を示すスポットを確認した。本方法を
行う以前に SephadexLH-20カラムと LiChroprep

Diolカラムを使用した抗菌物質Bの分離を試み成功

したが、本方法よりも操作が煩雑であるため省略する。

単離した抗菌物質 Bは質量分析 (FD-MS.EI-MS. 

EI-HR-MS)、NMR eH-NMR. 13C-NMR. DEPT. 

13C-1H COSY)、 UV、IRなどの機器分析および融

点測定、旋光度測定に供した。

(5) P. imPlicatum S16株が産生する抗菌物質 Cの

単離と同定

培養溶液酢酸エチル抽出物(培養液液220mL相

当量、乾燥重量 73mg)を濃縮乾固した後、少量のエ

タノールを加え一部溶解させた後、結晶をi慮別し無色

針状結品7.5mgを得た。この結晶の一部を酢酸エチ

ルに溶解後、シリカゲル薄層板にチャージし酢酸エチ

ルで展開したところ、抗菌物質Cと同様のRf値を示
すスポットを確認した。単離した抗菌物質Cを質量分

析(FD-MS.EI-MS. EI-HR-MS)、NMReH-NMR. 

13C-NMR. DEPT. lH-1H-COSY. HMQC. HMBC. 

NOESY)、UV、融点、旋光度などの機器分析に供し

た。

(6) P. imρlicatum S4株が産生する抗菌物質Dの単

離と同定

培養液液酢酸エチル抽出物(培養滅液800mL相

当量、乾燥重量427mg)を濃縮した際に粗結晶が析出

した。そこで濃縮乾回した酢酸エチル抽出物に少量の

エタノールを加え一部溶解させた後、結晶をi慮別し粗

結晶23mgを得た。粗結晶には抗菌物質C(palitantin) 

が主要な成分として含まれていた。母液を濃縮乾回し

て得られた残部404mgをクロロホルムーメタノール

(9:1. 1%ギ酸)に溶解し、順相シリカゲルカラム(内

径 20x高さ 240mm、 SilicaGel 60 spherical、粒径
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100-210μm、関東化学)にチャージして分画した。

溶出視合溶媒系としてクロロホルムメタノール (9:
を質量分析 (FD-MS.EI-MS. EI-HR-MS)、NMR

eH-NMR. 13C-NMR. DEPT. HMQC. HMBC. 

1. 1%ギ酸)を使用し、 2mLずつ分画した。各画

分をシリカゲル薄層板へチャージ後、クロロホルムー

メタノール (9:1. 1%ギ酸)で展開し、抗菌物質D

のスポットを確認したO 抗菌物質 Dが溶出された画

分26-37をまとめて濃縮し、得られた247mgをヘキサ

ン酢酸エチル(1:1)に溶解し、 LiChroprepDiolカ

ラム(内径20x高さ200皿、 LiChroprepDiol、粒径

25-40μm、Merck)でさらに分画を試みた。溶出混

合溶媒系としてヘキサンー酢酸エチル(1:1)を使用し、

2 mLずつ分画した。抗菌物質Dが溶出された画分

41-54を濃縮し、 80mgを得た。単離した抗菌物質 D

lH-1H-COSY. NOESY)、uvなどの機器分析および、
融点測定、旋光度測定に供した。

2.2 実験結果

(1) p. cyaneum T5株が産生する抗菌物質A

抗菌物質 Aの各種機器分析データ値を表2に示

す。抗菌物質 AのlH-NMR、13C-NMRのデータは

文献値 (Okekeet al.. 1993)と、 uv、IR、融点のデー
タは文献値 (Bennettet al.. 1991) とそれぞれ一致

したため、抗菌物質Aをpatulin(図 6)と同定したo

Patulinのナンバリングは文献 (Okekeet al.. 1993) 

に従った。

O~ A ./人、A-------.......... 一一一ーん・

/、>- ./々、 _0
HOOC' 可〆可f

OH 

A Patulin B Ci位inin

o 0 

HO...ノ"-~CH20H HO..ノ'-.6CHO 

HO〆\/旬、I〆へw〆\ゾf\HO\/~ØIIIIJ〆へ〆

C Palitantin D Frequentin 

図6 抗菌物質A-D

表2 P. cyaneum T5株が産生する抗菌物質Aの機器分析データ値

FD-MS mケ(%)

EI-MS m/z (%) 

EI-HR-MS mケ

lH NMR d TMS ppm 

(CD30D， 270 MHz) 

13C NMR d CD30D ppm 

(CD30D， 67.5 MHz) 

UV A max (EtOH) nm 

IR V max (NaCi) cm-1 

[αf3D 
m.p. 111t: 

155 ([M + 1] +. 11). 154 ([M] +. 100) 

154 ([M]¥40). 136 (33). 126 (43). 110 (100). 

97 (20). 82 (31). 55 (43). 43 (80) 

154.0258. C13H1405，計算値 154.0266

4.43 (1H， dd， ] = 4.0 and 17.2 Hz， H-6) 

4.72 (1H， dd. ] = 3.0 and 17.2 Hz， H-6) 

5.95 (IH， s， H-4). 6.02 (1H， m， H-7) 

6.02 (1H， m， H-8) 

60.2 (C-6). 89.8 (C-4) ， 109.6 (Cー7).111. 0 (C-8). 

147.8 (C-3)， 153.4 (C-2)， 170.7 (C-9) 

275 (εmax 12500) 

3381， 1779. 1748， 1675， 1622， 1406. 1213， 1171. 

1096，1065. 999. 971. 875， 788 

0' (c 0.1， EtOAc) 

淡茶色板状結晶 (Et20で結晶化)
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表3 P. dam邸 cenum07株が産生する抗菌物質Bの機器分析データ値

FD-MS mケ(%)

EI-MS mケ(%)

252 ([M+2]+， 4)， 251 ([M+1]¥27)， 250 ([M] +， 100) 

251 ([M + 1] +， 19)， 250 ([M] +， 100)， 232 (48) 

217 (74)， 206 (88)， 204 (45)， 191 (24)， 175 (15) 

EI-HR-MS m/z 250，0863，計算値C13H1405，250，0841 

lH NMR d TMS ppm 

(CDCI3， 270 MHz) 

1.23 (3H， d， J ~ 7.2 Hz， H3一11)

1.35 (3H， d， J ~ 6.7 Hz， H3-12) 

2.02 (3H， s， H3-13)， 2.98 (IH， q， J ~ 7.2 Hz， H-4) 

4.77 (lH， q， J ~ 6.7 Hz， H-3) ， 8.24 (lH， s， H-1) 

15.1 (OH) ， 15.9 (COOH) 

!3C NMR d CDCh ppm 9.4 (C-13)， 18.2 (C-12)， 18.5 (C-ll) ， 34.6 (C-4) ， 81.6 (C-3) ， 

(CDCI3， 67.5 MHz) 100.3 (C-7) ， 107.4 (C-9) ， 123.1 (C-5) ， 139.0 (C-lO)， 

162.7 (C-l) ， 174.5 (C-14)， 177.2 (C-8) ， 183.8 (C-6) 

UV A max (MeOH) nm 

IR V max (KBr) cm-1 

[α ]23D 

222 (εmax 25200)， 253 (εmax 9400)， 325 (Ii max 5300) 

3854， 3751， 2924， 2360， 1636， 1508， 1265 

-35.50 (c 0.53， EtOH) 

m.p. 170-172"C (dec.) 黄色針状結晶 (EtOHで結晶化)

(2) p. damascenum 07株が産生する抗菌物質B

抗菌物質Bの各種機器分析データ値を表3に示

す。抗菌物質 Bの各種機器分析データ値はlH-NMR

(Barber et al.. 1981)、 13C-NMR (Colombo et al.. 

1980)、 UV(Cole and Cox， 1981)、 IR(Kovac et 

al.. 1961)、融点 (Barberet al.. 1981)、旋光度

(Betina. 1984)の文献値と一致したため、抗菌物質

Bをcitrinin (図 6)と同定した。 Citrininのナンバ

リングは文献 (Colomboet al.. 1980)に従った。

(3) P. imρlicatum S16株が産生する抗菌物質C

抗菌物質 Cの機器分析データ値を表4に示す。

抗菌物質 Cの各種機器分析データ値は lH-NMR

(Hanessian et al.. 1989)、13C-NMR (Mierisova et 

al.. 1996)、UV (Bowden et al.. 1959)、融点、旋光

度 (Hanessianet aし1989)の文献値と一致したため、

抗菌物質 C を palitantin 図 6) と同定した。

Palitantinのナンバリングは文献 (Mierisovaet al.. 

1996) に従った。抗菌物質 Cの構造解析の大部分は

NMR eH-NMR.13C-NMR. DEPT. lH_lH-COSY. 

HMQC. HMBC. NOESY)データをもとに行われた。

各種 NMRデータ値 (HMBC、 HMQC及びNOESY

相関などを含む)を表5に示す。

(4) P. imρlicatum S4株が産生する抗菌物質D

抗菌物質 Dの機器分析データ値を表6に示す。

得られた各種機器分析データ値から、抗菌物質 Dは

frequentin (図 6)と同定した。 Frequentinはp.

zmρlicatum S16株培養j慮液酢酸エチル抽出物から単

離した抗菌物質 palitantinの2位に置換したヒドロキ

シメチル基がフォルミル基に酸化された構造を持つた

め、 palitantinのlH-NMR及び13C-NMRデータ値

(Mierisova et al.. 1996)と比較した。 Frequentinの

ナンバリングは palitantinのナンバリングを参考にし

た文献 (Mierisovaet aL. 1996)に従った。旋光度の

測定値は文献値 (Sigg.1963) と一致した。抗菌物質

D の構造解析の大部分は NMR eH-NMR. 

13C-NMR. DEPT， lH_lH-COSY. HMQC. HMBC. 

NOESY)データをもとに行われた。各種 NMRデー

タ値 (HMBC、HMQC及びNOESY相関などを含む)

を表7に示す。

2.3 考察

アカエゾマツ種子付着Penicillium属糸状菌4株

は病原菌Pythiumvexansに対して特有の抗菌物質を産

生することがわかった。 P.cyaneum T5株は patulin

を産生した。 PatulinはPenicillium，A~ρergillus 属

の菌の産生するラクトン代謝物として知られ、また

様々な微生物への抗菌性、高等植物毒性、発ガン性な

どを示す化合物であることが知られている (Anslow

et al.， 1943; Betina. 1984. 1989; Katzman et al.. 

1944; Nickell and Finlay. 1954; Wang. 1948)0 P. 

damascenum 07株は citrininを産生した。 Citrinin
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表4 P. implicatumS16株が産生する抗菌物質Cの機器分析データ値

FD-MS m/z (%) 

EI-MS m/z (%) 

EI-HR-MS m/z 

lH NMR 0 TMS ppm 

(CDCI3・500MHz) 

13C NMR 0 CDC13 ppm 

(CDCI3 • 67.5 MHz) 

UV A max (MeOH) nm 

[α]23
D 

m.p. 165'C 

255 ([M + 1] +. 18). 254 ([M] +. 100) 

254 ([M]¥45). 223 (100). 206 (36). 205 (28) 

254.1499. C14H2Z04.計算値.254.1519 

0.90 (3H. t. ] = 7.4 Hz. H3-14) 

1.41 (2H. qt. ] = 7.4 and 7.4 Hz. Hz-13) 

1.85 (lH. ddd. ] = 14.0. 12.3 and 2.2 Hz. Ha-6) 

2.05 (2H. td. ] = 7.4 and 7.4 Hz. Hz-12) 

2.16 (1H. ddd. ] = 14.0. 3.9 and 3.9 Hz. He-6) 

2.40 (1H. td. ] = 11.1 and 4.9 Hz. H-2) 

2.83 (H. dddd. J = 12.3. 11.1. 9.1 and 3.8 Hz. H-7) 

3.78 (2H. d. J = 4.9 Hz. Hz-1) 

4.21 (lH. m. H-4). 4.37 (1H. m. H-5 ) 

5.39 (lH. dd. J = 14.9 and 9.1 Hz. H-8) 

5.66 (lH. dt. ] = 14.9 and 7.4 Hz. H-11) 

5.99 (lH. dd. J = 14.9 and 10.6 Hz. H-10) 

6.11 (lH. dd. J = 14.9 and 10.6 Hz. H-9) 

13目7(C-14). 22.4 (C-13). 34.7 (C-12)， 35.3 (C-6). 

39.1 (C-7). 54.6 (C-2). 59.7 (C-l). 71.7 (C-5). 77.0 (C-4). 

129.3 (C-10). 131.0 (C-8). 132.7 (C-9). 135.2 (C-ll). 

211.4 (C-3) 

232 (εmax 30000) 

+4.6
0 

(c 0.8. CHCI3) 

白色針状結晶 (EtOHで結晶化)

表 5 P. implicatumS16株が産生する抗菌物質Cの機器分析データ値 (CDCh)

DEPT .1H lH-1H COSY HMBC NOESY 

CH2 3.78 2.40 2.40w 2.40. 2.83. 4.37w. 5.39. 6.11w 

43 

CH 2.40 2.83. 3.78 2.16w. 3.78. 5.39w 1. 85w. 2.83w. 3.78. 4.21. 4.37. 5.39 

211.4 I C 3.78 

77.0 CH 4.21 4.37 2.16 1.85. 2.40. 4.37 

71.7 CH 4.37 2.16. 4.21 4.21w 1.85. 2.16. 2.40. 3.78w， 4.21 

35.3 CHz 1.85a 2.16. 2.83. 4.37 5.39 2.16， 2.40w， 4.21. 4.37. 5.39 

2.16e 1.85. 2.83， 4.37 1.85， 2.83. 4.37 

39.1 CH 2.83 1.85， 2.16. 2.40. 5.39 1.85，2.40， 3.78. 4.37， 5.39. 6.11 2.16， 2.40w， 3.78. 5.39w， 6.11 

131.0 CH 5.39 2.83. 6.11 6.11 1.85， 2.40. 2.83w. 3.78， 5.99. 6.11 

132目7 CH 6.11 5.39， 5.99 2.05， 2目83w，5.66 2.83， 3.78w， 5.39， 5.66， 5.99 

129.3 CH 5.99 2.05w， 5.66. 6.11 2.05， 5.39 0.91w， 1.41w. 2.05， 5.39， 5.66. 6.11 

135.2 CH 5.66 2.05， 5.99 1.41. 2.05， 6.11 0.91w， 1.41， 2.05， 5.99， 6.11 

34.7 CHz 2.05 1.41. 5.66， 5.66 0.91. 1.41. 5.66， 5.99 0.91. 1.41. 5.66， 5.99 

22.4 CHz 1.41 0.91. 2.05 0.91. 2.05 0.91， 2.05， 5.66， 5.99w 

13.7 CH3 0.91 1.41 1. 41. 2.05 1.41. 2.05， 5.66w， 5.99w 
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表6 P. imPlicatum SC4株が産生する抗菌物質Dの機器分析データ値

253 ([M + 1] +. 19). 252 ([M] +. 100) FD-MS m々 (%)

EI-MS m々 (%) 252 ([M]+. 25). 234 (100). 223 (82). 206 (36). 177(40). 

EI-HR-MS m!z 

lH NMR δTMS ppm 

(CDCI3. 500 MHz) 

145(36). 121 (30). 91 (42) 

252.1344 .計算値C14Hzo04.252.1362 

0.91 (3H. t. J = 7.4 Hz. H3-14) 

1.42 (2H. qt. J = 7.4 Hz. Hz-13) 

1.65 (1H. br td. Ha-6) 

2.05 (2H. td. J =7.4 and 7.4 Hz. Hz-12) 

2.20 (1H. dt. J = 14目4and 5.6 Hz. He-6) 

2目60(1H. br s. H-2) 

3.48 (1H. ddd. J = 14.4. 8.9 and 5目6Hz. H-7) 

4.12(1H. d. J = 3. 1Hz. H-5) 

4.30 (1H. br s. H-4) 

5.37 (1H. dd. ] = 14.7 and 8.9 Hz. H-8) 

5.68 (1H. dt. ] = 15.0 and 7.4 Hz. H-11) 

6.02 (1H. dd. ] = 15.0 and 10.5 Hz. H-10) 

6.10 (1H. dd. ] = 14.7 and 10.5 Hz. H-9) 

7.75 (1H. br d. ] =0.6 Hz. H-l) 

13C NMR d CDCl3 ppm 13.7 (C-14). 22.4 (C-13). 33.6 (C目的.34.7 (Cー7.12). 

(CDCh. 67.5 MHz) 67.0 (C-4). 72.8 (C-5). 110.7 (C-2). 129.3 (C-lO). 

132.3 (C-8). 132.6 (C-9). 135.0 (C-ll). 175.1 (C-1). 

194.8 (C-3) 

UV A max (MeOH) nm 260 (εmax 5000). 203 (E max 34.000) 

[αf3D +55.8
0 

(c 0.95. CHCh) 

表7 P. implicatumS4株が産生する抗菌物質Dの機器分析データ値 (CDCI3)

dC DEPT dH lH-1H COSY HMBC NOESY 

175.1 CH 2.05. 6.10 

110.7 CH 2.60 6.10 2.20 3.48 

194.8 C 5.12w 

67.0 CH 4.30 4.12. 2.20 2.2w 1.65. 2.20. 4.12 

72.8 CH 4.12 4.30 2.2w 1.65. 4.30 

33.6 CHz 1.65e 2.20. 3.48 2.20. 4.12. 4.30. 5.37w 

2.20a 1.65. 3.48. 4.30 1.65. 3.48. 4.30 

34.7 CH 3.48 1.65. 2.20. 5.37 0.91. 1.42. 3.48. 5.68. 6.10 2.20. 6.10 

132.3 CH 5.37 3.48. 6.10 1. 65. 3.48. 5.68. 6. 02w 1. 65w. 6.02. 6.10w 

132.6 CH 6.10 2.60. 5.37. 6.02 1.65. 5.68. 6.02w 3.48. 5.37w. 5.68 

129.3 CH 6.02 5.68. 6.10 2.05. 5.37 2.05. 5.37 

135.0 CH 5.68 2.05. 6.02 1.42. 2.05. 3.48w. 6.10 1. 42w. 2.05. 6.10 

34.7 CHz 2.05 1. 42. 5.68 0.91. 1.42. 3.48. 5.68. 6.10 0.91. 1.42. 5.68. 6.02 

22.4 CHz 1.42 0.91. 2.05 0.91. 2.05. 5.68w 0.91. 2.05. 5.68 w 

13.7 CH3 0.91 1.42 1.42. 2.05 1.42. 2.05 
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はpatulinと同様に Penicillium属およびAspergillus

属糸状菌の代謝物として知られ、また様々な微生物へ

の抗菌性、高等植物毒性を示すことが報告されている

(Betina. 1984. 1989; Robinson and Park. 1966; 

White and Truelove. 1972; Damodaran et al.. 1975)。
また citrininは黄変米の原因菌である P.citrinumが

産生する毒素としても知られている(高尾、 1990)。

抗菌物質抑制lin同様に citrininも植物毒性を示す化

合物であることから、これらの化合物がアカエゾマツ

種子や実生に対してどのような影響を与えるかを調査

する必要がある。

P. implicatum 16株はpalitantinを、 P.imPlicatum 

S4は palitantinおよび frequentinを産生した。

PalitantinおよびfrequentinはPenicillium属糸状薗

の産生する抗糸状菌物質として報告されている

(Birkinshaw and Raistrick. 1936; Curtis et al.. 1951; 

Bracken et al.. 1954)。文献調査の結果、 patulinや

citrininと異なり palitantinやfrequentinには植物毒

性作用を示すという報告はなかった。また P.

imPlicatum S16株は、 S4株と比べて産生量は少ない

ものの、抗菌物質frequentinを産生することがシリ

カゲル薄層板上で確認された。以上のことから、各株

の産生する抗菌物質には植物毒性作用を示すものもあ

り、アカエゾマツの種子や実生に対して各抗菌物質が

どのように影響するかについて調査する必要がある。

3.種子付着Penicilllum属糸状菌が産生する抗菌物

質の抗菌活性と植物毒性

3.1実験材料および方法

(1)抗菌活性試験(ペーパーディスク法)

6.25μg、12.5μg、25μg、50μg、100μg/10μL

の濃度になるように供試化合物 (patulin、citrinin、

palitantin、frequentin)を酢酸エチルで溶解し、各ペー

パーディスクに10μLずつチャージした後、減圧デシ

ケーターで溶媒を気化除去した。試験菌には

Pythium vexansおよびC.herbarumを使用した。

(2)種子発芽試験

a.レタス種子 (Lactucasativa)発芽試験

レタス種子はGreenlake 2B61 (渡辺農事株式会

社)を使用した。レタス発芽試験方法は、藤井ら(1990)

の方法を参考にした。内径60凹のガラスシャーレに内

径55凹のi慮紙を敷きオートクレーブで滅菌処理を行
い、そのシャーレを試験に使用した。最終濃度が62.5

ppm、125ppm、250ppm、500ppmになるように

調製した供試化合物 (patulin、citrinin、palitantin、

frequentin)のアセトン溶液1mLをシャーレの漉紙

にチャージし、減圧デシケーター内で溶媒を留去後、

2mLの滅菌水を加えた。シャーレ 1枚当り未滅菌の

レタス種子25粒を播種し、各検定濃度について3反復

行った。25'C暗黒下にて湿度の高い密閉容器に静置し、

90時間後の発芽率を測定した。コントロールにはアセ

トンをチャージしたものを使用した。各処理区につい

て発芽率を算出し、 3反復の結果を平均し各処理区の

発芽率とした。

b.アカエゾマツ種子発芽試験

アカエゾマツ種子は白糠産種子 (1995年に採取)

を使用した。一晩流水にて浸潰した種子を30%過酸化

水素水にて 1時間滅菌した。その後、クリーンベンチ

内で種子を滅菌水500mLの入ったビーカーへ移し、

スターラーで撹祥しながら 1時間ずつ二回洗浄した。

以上の操作を経て得られた滅菌種子を試験に使用し

た。

試験管(内径10x105mm)に2mLのパーミキュ

ライトを入れ、 160'C、 4時間の乾熱滅菌を間隔をおい

て3回行った。絶対量として50、100、200、400μg

を含む侠試化合物 (patulin、 citrinin、palitantin、

frequentin)のアセトン溶液200μLをそれぞれ試験管

内のパーミキュライトにチャージし、減圧デシケー

ター内で溶媒を気化除去した。その後試験管内のバー

ミキュライトをボルテックスで混合し、 24穴シャーレ

へ1穴ずつ加えた。 1穴当り800μLの滅菌水を加え

た後、それぞれ3粒の滅菌アカエゾマツ種子を播種し

た。パーミキュライト 2mLに800μLの水を加えると

バーミキユライトがちょうど水で満たされるので、試

験した化合物の絶対量が水800μLに溶解すると仮定

し、本実験ではその化合物濃度が62.5ppm (50μg・

800μL-1)、125ppm(100μg' 800μL-1)、250ppm(200 

μg' 800μL-1)、500ppm (400μg' 800μL-1) に相

当するように調製した。 24穴シャーレの穴の周囲に滅

菌水を適当量加え、シャーレの縁はパラフィルムで覆

い保湿した。培養は16時間明期、23
0

Cで10-15日間行い、

シャーレ 4穴12粒を一区とし各化合物量について3反

復行った。またコントロールにはアセトンをチャージ

したものを使用し、コントロール区の発芽率が一定し

た時に培養を終了した。各処理区について発芽率を算

出し、 3反復の結果を平均し各処理区の発芽率とした。
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3.2 実験結果

(1)抗菌活性

a. Pythium vexansに対する抗菌活性

結果を図7aに示す。各供試化合物の IC50は、

patulinが約65nmol、citrininが約80nmol、palitantin

が約55nmol、frequentinが約20nmolであった。特に

patulin、citrininおよびfrequentinはPythiumvexans 

に対して強い抗菌活性を示した。

b. C. herbarumに対する抗菌活性

結果を図7bに示す。各供試化合物の IC50は、

patulinが約65nmol、citrininが約92nmol、palitantin

が約150nmol、frequentinが約83nmolであった。特

にpatulin、citrininはC.herbarumに対して強い抗

菌活性を示した。

(2)発芽試験

レタス種子

図8aに結果を示す。植物毒性物質との報告があ

るpatulin、citrininは62.5-250ppmでレタス種子に

対して顕著な発芽阻害活性を示した。植物毒性の報告

がない frequentinも、レタス種子に対して31.3-250 

ppmで顕著な発芽阻害活性を示した。植物毒性の報

告がない palitantinには発芽阻害活性は確認されな

かった。

b.アカエゾマツ種子

図8bに結果を示す。植物毒性物質との報告があ

るpatulinおよびcitrininはアカエゾマツ種子に対し

て発芽阻害活性を示した。植物毒性の報告がない

frequentinも、アカエゾマツ種子に対して発芽阻害活

性を示した。植物毒性の報告がない palitantinには発

第62巻北海道大学演習林研究報告
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(3)植物毒性試験

レタス苗生育試験

内径60皿のガラスシャーレに内径55凹のi慮紙を敷

き、オートクレーブで滅菌し、そのシャーレを試験に

使用した。最終濃度が62.5ppm、125ppm、250ppm、

500ppmになるように調製した抗菌物質のアセトン溶

液2mLをシャーレの漉紙上にチャージし、減圧デシ

ケーター内で溶媒を気化させた後、 2mLの滅菌水を

加えた。シャーレ 1枚当り未滅菌のレタス苗|未滅菌

種子 (Greenlake 2B61、渡辺農事株式会社)を発芽

させ5日生育させたもの|を10苗移植し、 23't、 16時

間明期で10日間培養し、苗の根部と葉を観察した。試

験は各濃度について3反復行った。またコントロール

にはアセトンをチャージしたものを使用した。

b.アカエソ守マツ実生生育試験

内径60阻のガラスシャーレに内径55mmの漉紙を敷

きオートクレーブで滅菌し、そのシャーレを試験に使

用した。最終濃度がそれぞれ62.5ppm、125ppm、

250ppm、500ppmになるように調製した抗菌物質の

アセトン溶液2mLをシャーレの鴻紙上にチャージし

減圧デシケーター内で溶媒を気化させた後、 2mLの

滅菌水を加えた。シャーレ 1枚当り滅菌したアカエゾ

マツ実生(滅菌種子を発芽させ、 5-10日生育させたも

の)を 5苗移植し、 23't、 16時間明期で10日間培養し、

実生の根部と葉を観察した。試験は各検定濃度に関し

て3反復行った。コントロールにはアセトンをチャー

ジしたものを使用した。
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図B

frequentin処理区で、校の褐変や組織崩壊、根の生育

の抑制が顕著にli'11i認された。 Frequentin処理区の苗

には根の分岐数の増加lも『確認された。125.250. 500 

ppm の palitantin処理区ではコン トロール区の根部

と比べて生育の抑制や分岐数の増加が維認されたが、

根の褐変や組織崩壊などは観察されなかった。

芽阻害活性は確認されなかった。

(3)生育試験

レタス前

1Jt試化合物の各濃度の溶液に処理したレタス前の
写真を図 9に示す。コン トロール区のレタス苗と比較

して、 125.250. 500ppmの patuli口、 cltnnmおよび

a 
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Patulin、cltnnin、palitantin、frequentinのレタス苗への影響
Yamaji et al. (2001)からの改作

図9
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b アカエゾマツ実生

Patulin、 cltnnm、 palitantinおよ び frequentin

の250ppm、500ppm溶液に処理したアカエゾマツ実

生の写真を図10に示す。図には示していないが、 125

ppmの溶液においては実生の生育はコントロールの

それと変わらなかった。250ppm、500ppmのpatulin、

citrininおよび frequentin溶液で生育させたアカエゾ

マツ実生根部には褐変が観察されたが、根組織の崩壊

は観察されなかった。また根部の褐変の度合いは化合

物i創立が高いほど顕著であった。 Palitantinでは線部

の褐変は起こらなかった。

3.3 考察

Patulin、 cltnnm、 palitantinおよ び frequentin

は病原菌 Pythiumvexansと検定菌 C.herbarumに

対して抗菌活性を示した。抗菌活性の目安として算出

した各化合物の 1C50を比較すると各抗菌物質は検定

閣であるC.herbarumよりもアカエゾマツ箇立ち枯

れ病菌である Pythiumvexansに対してより強い抗菌

活性を示すと考えられた。特に palitantinにはその傾

向が強かった。

各抗菌物質のレタス、アカエゾマツ種子発芽に対

する影響を調べたところ、 patulin、 citrinin、

frequentinはレタス、アカエゾマツ種子発芽阻害活性

を示した。その阻害はレタス種子でより大きかった。

種子菌である Penicillium属糸状菌がアカエゾマツ種

子周辺に生息しこれらの抗菌物質を産生する場合、抗

菌物質の濃度によっては発芽阻害が生じる可能性が考

えられた。抗菌物質 palitantinはアカエゾマツ穂子に

対しでも植物毒性活性を示さ なかったことから、

palitantinを産生する P.imtlicatumが種子周辺で生

息し高濃度で palitantinを産生していても発芽阻害は

生じないと予想された。

抗菌物質のレタス菌、アカエゾマツ実生の生育に

対する影響を調査したところ、レタス苗では patulin、

cltnnm、frequentinの125ppm溶液で顕著な生育阻

害が確認されたのにも拘わらず、アカエゾマツ実生で

はこれらの化合物の500ppmの溶液においても根が褐

変する程度で、顕著な生育阻害は確認されなかった。

Palitantinは両植物体に対して顕著な生育毒性を示さ

なかった。以上のことから、アカエゾマツ実生根閣で

各Penicillium属糸状菌が生息し各抗菌物質を産生し

たとしても、実生根部への悪影響はないと考えられた。

種子付着Penicillium属糸状菌の産生する抗菌物

質の中には patulin、 cltnmn、 frequentinなとのよ

うにアカエゾマツ種子発芽阻害作用を示す化合物が存

在することが明らかとなった。そこでアカエゾマツ種

子に各Penicillium属糸状薗の胞子懸濁液を接種し、

実際に種子周辺で各糸状菌を生息させた時に発芽阻害

が生じるかどうかを検討する必要がある。また、各化

合物は実生の生育に対して悪影響を示さないというこ

とは本実験で明らかになったが、アカエゾマツ実生根

部へ各Penicillium属糸状歯を接種した際に増殖する

かどうか、各Penicillium属糸状菌と病原菌を混合接

種した場合に病原菌感染防御効果が起こるかどうかに

ついてはより詳しく検討する必要がある。

250 ppm 

主夫 rtf\ J~.r ~. r引縄米以
ヘfU¥YI、λ〉 J¥:トィ f

弐 折々
\} ~ l--J 

control patulin citrinin palitantin frequentin 

図10 Patulin、Cltnnin、palitantin、frequentinのアカエゾマツ実生への影響
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4.アカエゾマツ種子への種子付着Penicillium属糸

状菌接種実験

4.1 実験方法

3章の結果から、種子付着Penicillium属糸状菌

の産生する抗菌物質の中には patulin、 citrinin、

frequentinなどのようにアカエゾマツ種子発芽阻害作

用を示す化合物が存在することが明らかとなった。そ

こでアカエゾマツ種子に各Penicillium属糸状菌の胞

子懸濁液を接種し、実際に種子周辺で各糸状菌を生息

させた時に発芽阻害が生じるかどうかを検討した。

(1)胞子懸濁液の調製

P. cyaneum T5株(patulin産生株)、P.damascenum

07株(citrinin産生株)、 P.implicatum株 (palitantin、

frequentin産生株)を PDA培地で1週間生育させ、

その一部を寒天ごと切り取り適当量の滅菌水に懸濁さ

せ胞子懸濁原液とした。胞子懸濁原液を滅菌水で希釈

し、希釈系列 (xlO、 x100、 x1.000、 x10.000) を

調製した。 PDAシャーレに各希釈液を50μLずつ接

種し、 1希釈液につき 3枚の PDAシャーレに接種し

た。 2-3日培養後、 PDAシャーレ 1枚に50前後のコ

ロニーが確認された希釈液について出現したコロニー

数を数え、各シャーレの出現コロニー数を平均し、そ

の希釈液に含まれる胞子数を算出した。またその胞子

数から胞子懸濁原液に含まれる胞子数を算出し、適宜

希釈することで試験に使用する胞子懸濁液を調製し

た。各Penicillium属糸状菌の胞子懸濁液は102個/800

μL、103個/800μL、104個/800μL、105個/800μLの

4種類調製し試験に使用した。

(2)アカエゾマツ種子発芽試験

試験管(内径lOx105凹)に 2mLのバーミキュラ

イトを入れ、 160"C、 4時間乾熱滅菌を間隔をおいて

3回行った。試験管内のパーミキュライトを24穴

シャーレへ 1穴ずつ加えた。 1穴当り800μLの各胞

子懸濁液を加えた後、 1穴当たり 3粒の滅菌アカエゾ

マツ種子を播種した。穴の周囲に滅菌水を適当量加え、

シャーレの縁はパラフィルムで覆い保湿した。培養は

16時間日長条件下、 23"Cで10-15日間行い、シャーレ

4穴12粒を一反復とし各濃度について 3反復行った。

またコントロールには滅菌水800μLを加えたものを

使用し、コントロール区の発芽率が一定した時に培養

を終了した。各処理区について発芽率を算出し、 3反

復の結果を平均し各処理区の発芽率とした。

4.2 実験結果および考察

結果を図11に示す。接種したPenicillium属糸状

菌の種類や胞子数の違いによる種子発芽率への影響

は、コントロール区と比べて有意な差としては観察さ

れなかった。発芽した実生周辺で各糸状菌が生育して

いるのが肉眼でも観察されたことから、本実験系は種

子に接種した糸状菌が生育できる系であると判断され

た。本実験で使用した各処理区のパーミキユライトを

菌種別にまとめてメタノール抽出し、メタノールを濃

縮後酢酸エチルに転溶し、 0.5穴相当量の抽出物をシ

リカゲル薄層板にチャージした。薄層板を酢酸エチル

で展開し、各Penicillium属糸状菌が産生する各抗菌

物質がパーミキュライト中に産生されているかどうか

を調べたところ、 patulin、palitantinおよびfrequentin

のスポットは薄層板上で確認できなかったが、抗菌物

質citrininのスポットが104、105個のP.damascenum 

07株の胞子を接種した区でわずかに検出された。以

上の結果から、種子付着Penicillium属糸状菌がアカ

エゾマツ種子表面で増殖する場合にも発芽を阻害する

という状況は簡単には起こらないと考えられた。

5.アカエゾマツ実生への種子付着Penicillium属糸

状菌と病原菌混合接種実験

アカエゾマツ種子糸状菌の中から、苗立ち枯れ病

菌Pythiumvexans'こ対して抗菌物質を産生する糸状菌

として、 Penicilliumcyaneum T5株、 P.damascenum 

07株およびP.implicatum S16株を分離し、これら

の分離株は特有の抗菌物質を産生することがわかっ

た。次に、これらの分離株をアカエゾマツ実生へ病原

菌とともに接種した場合、実生根部が病原菌感染から

防御されるか、あるいは各分離株の産生する抗菌物質

がその病原菌感染防御機構に関与するかどうかを調査

した。

5.1 実験材料

(1)接種糸状菌

P.cyaneum T5株(patulin産生株)、 P.damascenum

07株 (citrinin産生株)、 P.imρlicatum S16株

(palitantinおよびfrequentin産生株)を、苗立ち枯

れ病菌Pythiumvexansに対して防御作用を示す可能

性がある菌株として使用した。病原菌にはアカエゾマ

ツ苗立ち枯れ病菌Pythiumvexansを使用したO

(2)アカエゾマツ実生

滅菌種子(白糠産種子、 1995年に採取)を発芽さ

せ、発芽後約10日目の無菌アカエゾマツ実生を使用し

た。

(3)培養液
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Yamaji et al. (2001)からの改作、パー，標準誤差

図11

アカエゾマツ笑生生育方法
Yamaji et al. (200])からの改作

図12

主青養液には、 MMN-a培養液 (Kottkeet aL， 

1987)からグルコースを除いた培養液 (本項では

'MMN-a培養液 (-glucose)J と省略して示す)を

使用した。MMN-a培養液から炭素源であるグルコー

スを除くことで、実生を生育させた時に根部から浸出

する炭素i原のみが微生物の生育に影響を与える、とい

う系を構築できると考えた。

5，2 実験方法

(1)アカエゾマツ実生の生育

無菌条件下の実生の生育調査は、 Sylviaand 

Sinclair (1983)の方法を参考に行った。模式図を図

12に示す。植物培養用試験管 (内径25x高さ120mm)と

それに合うポリプロピレン製のフタを使用した。試験

管には 20x50mmの液紙 (Advantecchromatography 

paper)とlOx50mmの液紙を図のように入れた。試験

管はアルミ箔で包み、オートクレーブで滅菌した。以

下の採作は全てク リーンベンチ内で行った。試験管 1

本当たり、オートクレーブ滅菌した MMN-a培養液

(-glucose) 10mLを加えたO 泌紙と試験管の壁との

問に、 10日程度生育させた無菌実生を移植した。試験
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管1本について、 2本の実生を移植した。各試験糸状

菌を、各設定区に従い接種した。接種後、実生根部を

アルミ箔で包み光を遮断した。 16時間明期の培養条件

下、 25"Cで15日間生育させた。

(2) 実生への各 Penicillium属糸状菌、病原菌

Pythium vexansの接種

Penicillium属糸状薗の胞子懸濁液は4.1(1)に従

い調製した。本実験では各Penicillium属糸状菌の胞

子懸濁液(105個・ 500μL-1) を接種に使用した。試

験管 1本につき胞子105個を接種した。 Pythium

vexansはPDAで2-3日培養させ、その菌糸生育先端

を8皿 diskとして打ち抜き、各実生の根部に 1個ず

つ接種した。接種条件は表8のように設定した。試験

管3本(6商)を 1区分として使用し、 4反復行った

(各試験区につき、試験管12本、実生24本を使用した)。

表8 設定した各試験区

接種菌株

未接種区

乃，thiumvexans 

Pythium vexans 

P. cyaneum T5 

P. cyaneum T5 + Pythium v四回目

P. cyaneum T5 + Pythium開却問

P. damascenum 07 

P. dam出cenum07 + Pythium vexans 

P. dam邸cenum07+乃thiumvexans 

P. implica印刷 516

P. impJicotum 516 +乃，thiumvexa出

P. imPlica抑制 516+ Pythium vex，回目

Yamaji et al. (2001)からの改作

病原菌乃Ithiumvexans 
接種時期

同時

5日後

同時

5日後

同時

5日後

同時

5日後

病原菌 Pythiumvexansの接種時期は表8に示すよう

に、「同時」と '5日後」の2通りで行った。「同時」

とは Pythiumvexansと各Penicillium属糸状菌の同

時接種を、 '5日後」とは各Penicillium属糸状菌を

5目前に接種、培養した後のPythiumvexansの接種

を指す。図13に接種時期の模式図を示す。

(3)実生生存率の検定

各試験区において、アカエゾマツ実生の葉が黄変

し、根が褐変し根組織が崩壊した場合、その実生を枯

死したものと判断した。各試験区で実生の生存数を検

定し、 4反復の平均値を算出した。また各試験区にお

いて、病原菌感染防御効果が病原菌Pythiumv印刷S

接種区と比べて有意な差で確認されるかどうかを、 t検

定(5%水準)を用いて調査した。 Pythiumvexans 

と各Penicillium属糸状菌の同時接種区については、

Pythium vexans同時接種区(表9のA)と比較し t検

定を行い、各Penicillium属糸状菌を 5日間前培養し

Pythium vexansを接種した区 (Penicillium属糸状菌

+ Pythium vexans 5日後接種区)については、

Pythium vexans 5日後接種区(表9のB) と比較し t

検定を行った。

(4)実生根部の顕微鏡観察

実生に各Penicillium属糸状菌を接種した場合、

実生根部の周辺で各Penicillium属糸状菌が増殖して

いるかどうかを観察した。根をトリパンブルーで染色

し、顕微鏡観察を行った。トリパンブルー染色法は簡

便な方法であり、アーパスキューラー菌根の染色に使

用される(岡部、 1997)。

実生を各試験管から取り出し、根部を脱塩水で洗

浄し、根にからんだ液紙片はできる限り除いた。洗浄

後、実生の地際部をカッターで切断し実生根部を得た。

実生根部を 5%水酸化カリウム溶液に浸i責し、オート

クレーブで15分処理し脱色させたが、脱色が不完全で

月劫liumvexans接種
0日

病原菌Pythium…同時接ぷ
15日

5日

図13 接種時期の模式図
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あったので、 5%水酸化カリウム溶液を除去後、さら

に3%過酸化水素水に1時間浸漬し脱色させた。 3%

過酸化水素水を除去した後、 1%塩酸で中和した。 1%

塩酸を除去した後、 0.05%トリパンブルー染色液に浸

潰し、 5-10分間緩やかに煮沸した。トリパンブルー溶

液を除去した後、ラクトグリセリンを加え 5分間煮沸

した。以上の処理をした根をスライドガラスに並べ、

その上にスライドカバーをのせ、ラクトグリセリンで

封入した。顕微鏡観察は40倍、 100倍で行った。

(5)培養液の抗菌活性と抗菌物質の検出

P. cyaneum T5株は patulin、 P.damascenum 

07株は citrininおよび P.implicatum S16株は

palitantinとfrequentinを産生する。そこで各試験培

養液に抗菌活性があるのか、抗菌物質が産生されてい

るかどうかを調査した。各試験区から実生をとり除き、

10mLの培養液を得て、そのうち 9mLを抗菌物質の

抽出に、残り lmLを抗菌活性試験に使用した。病原

菌Pythiumvexansに対する抗菌活性は、培養液250

μLを試験に供しカップ法で調べた。抗菌物質は以下

の方法により確認した。培養液に2M HCIを適当量

滴下し、水素イオン濃度を pH2付近まで低下させた。

その後、酢酸エチル3mLで3回抽出し、酢酸エチル

抽出物を飽和食塩水5mLで2回洗浄し、無水硫酸マ

グネシウムで脱水処理をした。酢酸エチル抽出物を減

圧濃縮後、360μLの酢酸エチルに溶解した。培養液250

μL相当量の酢酸エチル抽出物10μLをシリカゲル薄

層板にチャージし、酢酸エチルで展開し、各抗菌物質

のスポットを TLC上で確認した。

(6) Citrininの定量分析

P. damascenum 07株接種区の培養液で citrinin

が確認されたので、定量分析を行った。

a.使用機器および液体クロマトグラフィ一分析条件

液体クロマトグラフィー (HPLC)は以下の機器

を使用した。

ポンプ L-6320Intelligent Pump、目立製作

所側

検出器 L-4250 UV -VIS Detector、日立製作

所側

インテグレーター :D-2反則Chromato-Integrator、

目立製作所側

オートサンプラー AS-2000Autosampler、

目立製作所側

分析条件はPhillipset al. (1980)を参考にした。

カラムは InertsilPREP-ODS (j. d. 6. Ox250醐)を

用いた。移動相には0.25Mリン酸水溶液ーアセトニト

リルー2-プロパノール (55:35:10)の混合溶液を使用

した。検出は UV254nmで、行った。 1mL' min-lの

流速の場合、 citrininは保持時間9.2minに確認され

た。

b.検量線作製

内部標準法による検量線作製方法に従い、検量線

を作製した。標準物質には、 4-n-butoxybenzoicacid 

を使用した。標準物質をアセトニトリルで溶解し、

O.lmg . mL-1の標準物質溶液をメスフラスコで調製

した。検量線作製は以下の操作に従い行った。

Citrininl2.5μg、25μg、50μg、100μg、200μg、400μg、

800μg、1600μgをアセトン 1mLに溶解し、各

MMN-a (-glucose)培養液lOmLに加えた。 1試験

区について3本の培養液を準備し、 3反復とした。 5.2

(5)で述べたように培養液の水素イオン濃度を pH2付

近まで低下させ、酢酸エチル抽出を行った。酢酸エチ

ル抽出物は減圧濃縮後、混合溶媒0.25Mリン酸水溶

液ーアセトニトリルー2ープロパノール(55:35:10)2mL 

に溶解し、同混合溶媒で平衡化した Sep-pakC18 

plus cartridgeにチャージした。同混合溶媒8mLで

citrininを溶出した。減圧濃縮後、標準物質溶液lmL

に溶解し、 10μLをHPLC分析に供した。 HPLC分

析は培養液1本につき 1回行い、 1試験区で3反復と

した。各試験区に含まれる citrininと標準物質のピー

ク面積はインテグレーター (HitachiD-2500)の計算

に依り、そのデータをもとにピーク面積比 (citrinin

ピーク面積/標準物質ピーク面積)を算出した。検量

線に使用したピーク面積比は 3反復の平均値をとっ

た。 Citrininの重量に対してピーク面積比 (citrinin

ピーク面積/標準物質ピーク面積)をプロットし、こ

のプロットに一次回帰直線を求めることで検量線を作

製した。

c.定量分析方法

各試験区から実生をとり除き、約10mLの培養液

を得た。そのうち 9mLを定量分析に使用した。5.2(5)

で述べたように培養液の水素イオン濃度を pH2付近

まで低下させ、酢酸エチル抽出を行った。酢酸エチル

抽出物は減圧濃縮後、混合溶媒0.25Mリン酸水溶液ー

アセトニトリルー2-プロパノール (55:35: 10) 2 mL 

に溶解し、同混合溶媒で平衡化した Sep-pakC18 

plus cartridgeにチャージした。同混合溶媒8mLで

citrininを溶出した。溶出液は減圧濃縮し、 lmLの

標準物質溶液に溶解し、その10μLをHPLC分析に
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供した。 HPLC分析は1本の試験管の培養液について

1回行い、各試験区の12本の試験管の培養液の全てに

ついて行った。各試験区に含まれる citrininと標準物

質のピーク面積の算出はインテグレーター (Hitachi

D-2500) を用いて行い、そのデータをもとにピーク

面積比 (ci甘llllnピーク面積/標準物質ピーク面積)を

算出した。各サンプルで分析したピーク面積比から、

5.1(6) bの検量線を用いて citrinin量を算出した。さ

らに分析に使用した培養液量を考慮し、もとの培養液

に含まれる citrinin量を算出した。各試験区では12本

の試験管の培養液を分析に供したので、算出した12サ

ンプルの citrinin量を平均した。また、実生がある状

態とない状態でP.damωcenum 07株の産生する抗

菌物質 citrinin量に差があるかどうかを調べるため

に、以下の試験区を設定し上記の定量分析に供した。

P. damascenum 07株接種区(実生なし)

P. damascenum 07株+Pythium vexans同

時接種区(実生なし)

P. damascenum 07株+Pythium vexans 5 

日後接種区(実生なし)

Pythium vexansのみ接種区(実生なし)

5.3 実験結果

(1)実生生存数

結果を表9に示す。P.damascenum 07 + Pythium 

vexans 5日後接種区 (P.damascenum 07株を 5日間

前培養しPythiumvexansを接種した区)で、 Pythium

vexans 5日後接種区と比較して有意な差があること

が分かつた。本結果から、 P.damωcenum 07株は

実生を病原菌Pythiumvexansによる感染・病徴発現

から防御したと考えられた。また、各Penicillium属

糸状菌の単独接種区の問で増殖に差があった。 P.

cyaneum T5株と P.imρlicatum S16株の場合、わず

かな増殖が観察されたが、 P.damascenum 07株の

場合、先ほどの2種に比べて高い増殖が観察された。

(2)実生根部の顕微鏡観察

トリパンブルー染色をした実生根部顕微鏡観察を

図14に示す。 Penicillium属糸状菌の菌糸はトリパン

ブルーにより青く染まったが、 Pythiumvexansはほ

とんど染まらなかった。 Penicillium属糸状菌と

Pythium vexansでは細胞壁の構成成分が違うため、

トリパンブルー染色の程度に差が生じたと考えられ

た。病原菌Pythiumvexansを接種した実生根部(図

14b)で、通常の実生根部(図14a) と比べて根組織

の崩壊が生じていることがわかった。

図14c、d、E、f、gにP.damascenum 07株を

接種した実生根部写真を示す。全てのP.damωcenum 

07株接種区の実生根部に本糸状菌の菌糸が確認され

た。その菌糸の増殖程度は、病原菌Pythiumvexans 

との混合接種区(図14d、e、f)に比べ、 rP. damascenum 

07株の単独接種区」の実生根部(図14c)で高かった。

表9 アカエゾマツ実生へのPenicillium属糸状菌、病原菌接種試験と実生生存数

乃Ithiumvexans 実生生存数( /母数) 実生生存数

接種菌株 接種時期 1岡 2回 3回 4回 (平均値)

無処理区 6/6 6/6 6/6 6/6 6 

A Pythium vexans 同時 216 216 0/6 116 1.3 

B Pythium vexans 5日後 216 2/6 216 216 2 

P. cyaneum T5 6/6 6/6 6/6 6/6 6 

P. cyaneum T5 +乃Ithiumvexans 同時 0/6 116 116 0/6 0.5 

P. cyaneum T5 +乃Ithiumむexans 5日後 216 116 1/6 0/6 1 

P. damωcenum 07 6/6 6/6 6/6 6/6 6 

P. damωcenum 07 + Pythium vexans 同時 3/6 4/6 3/6 116 2.8 

P. damascenum 07 + Pythium vexans 5日後 6/6 5/6 4/6 4/6 4.8 

P. implicatum S16 6/6 6/6 6/6 6/6 6 

P. implicatum S16 + Pythium vexans 同時 3/6 0/6 。/6 116 1 

P. implicatum S16 + Pythium vexans 5日後 3/6 3/6 1/6 216 2.3 

Yamaji et al. (2001)からの改作
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また、rP. damascenum 07株と病原菌Pythium vexans 

同時接種区」の実生は 「病原菌 Pyth口tmvexallS同時

接種区」と同程度で枯死した(表9) 0 r P. damascenum 

07株 +Pythium vexans 5日後援磁区」の生存 した

実生根部 (図14e，g)では、 rP. damascenum 07株

と病原菌 Pythiumvexans同時接種区」の枯死した実

生級官官(図14d)や、 r P. damascenum 07株+Pythium 

vexa山 5日後 接種区」の枯死した実生根部(図14f)

よりも、根音1¥での菌の増殖が多く確認された。以上の

ことから、 P.damascenum 07株の根部での菌増殖

は、本分離菌による病原菌感染防御機構の一つの要因

であると考えられた。

r P. cyaneum T5株の単独接種区」の実生根部(図

14h)で、根部周辺に本糸状菌の菌糸が確認された。

病原菌 Pythiumvexansとの混合接種区の実生は、病

原菌の接種時期の追いに関わらず、 「病原菌 Pyth抑制

vexans接種区」と同程度枯死した。それらの区では

P. cyaneum T5株の菌糸はほとんど確認されず、病

原菌 Pythiumvexansを接種した実生根部(図14b)

と同様、根組織の崩壊が確認された。

r P. imtlicatum 516株の単独接種区」の実生根

部 (図14i)で、根音1¥周辺に本糸状菌の菌糸が確認さ

れた。病原菌 Pythiumvexansとの混合接種区の実生

は、病原菌の接種時期の違いに拘わらず、病原菌

図14 実生根部顕微鏡写真

(a)未接種区 (生存).(b)病原菌Pythiumvexons同時接舷区 (枯死)
(c) P. d，ωnaSCemt11l単独接棋区 (生存).(d) P. damascenumとPythiumvexallS同時接種区 (枯死).(e) P. damascellum + 
Pyth山mvexl山崎 5日後接種区 (生存).(f) P. damascellltlll + Pyth山mvexons 5円後接続区(枯死).(g) eの拡大 (h) P 
り即日um単独接種区 (生存).(j) P. imtlicatum単独接線区 (生存).(a. c. g. h. j) Bars: 0.8 mm. (b. d. e. f) Bars: 2 mm 
Yamaji et al. (2001)からの改作
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Pythium vexans接種区と同程度に枯死した。それら

の区ではP.imp!icatum S16株の菌糸はほとんど確認

されず、病原菌Pythiumvexansを接種した実生根部

(図14b) と同様、根組織の崩壊が確認された。

各Penicillium属糸状菌の単独接種区の実生根部

を比較すると、 P.damascenum 07株の菌糸増殖が他

のPenicillium属糸状菌に比べて高い頻度で確認され

た(図14c、h、i)o この観察結果は P.damascenum 

07株がアカエゾマツ実生根部からの栄養分を利用し

て生育しやすい種であるということを示唆するもので

ある。

(3)培養液の抗菌活性と抗菌物質の検出

抗菌活性試験には各培養液250μLを試験に供し

たが、全ての試験区の培養液で病原菌 Pythium

vexansに対する抗菌活性は確認されなかった。 P.

cyaneum T5株と P.implicatum S16株を接種した全

ての試験区において、培養液250μL相当量の酢酸エ

チル層に各抗菌物質の産生は確認されなかった。一方、

P. damascenum 07株を接種した全ての試験区にお

いて、培養液250μL相当量の酢酸エチル層に抗菌物

質citrininの産生が確認された。

(4) Citrininの定量分析結果

アカエゾマツ実生への P.damascenum 07株と

病原菌Pythiumvexansの混合接種区培養液中の抗菌物

厘空習 貼

実生+Pv同時接種

実生+Pv5日後接種

実生+Pd 

実生+PO作pv同時接種

実生+Po侮Pv5日後機種

|薗のみ接種区 PV

Pd 

PO侮pv同時接種

PO侮Pv5日後接種

。 20 

質citrininの定量結果を図15に示す。 P.damascenum 

07株を実生に接種した全ての試験区で、抗菌物質

citrininの産生が確認された。実生の病原菌感染が抑

制された IP. damascenum 07 + Pythium vexans 5 

日後接種区」では、実生の病原菌感染が抑制jされなかっ

た IP. damascenum 07株と病原菌 Pythiumvexans 

の同時接種区」に比べて citrininの産生量が多かった。

また、実生がある状態とない状態でP.damωcenum 07 

株の産生する抗菌物質citrininの量に差が確認されるか

どうかを調べたが、実生がなくても P.damascenum 

07株は培養液中に citrininを産生することがわかっ

た。しかしその量は、 IP. damascenum 07株と病原

菌Pythiumvexansの同時接種区」以外では、実生が

ある時に比べて少ない傾向にあったO このことから、

実生が浸出する栄養分により P.damascenum 07株

の生育が増加したと予想されたが、各試験区での P.

damωcenum 07株の増殖の差は肉眼では確認できな

かった。

5.4 考察

Penicillium属糸状菌は土壌や空中に広く生育す

る不完全菌類であり、様々な植物の種子菌としても分

離されている (Peterson，1959)。また、植物体の病

原菌感染を防御する菌として、 Penicillium属糸状菌

が利用された報告は少なくない。トマトのいちょう病

40 60 80 100 

抗菌物質c比巾in量(同・10mL-'培養液)

図15 抗菌物質citrinin定量結果

Pv: Pythium vexans. Pd: P. dam邸cenum.
Yamaji et al. (2001)からの改作
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菌である Fusa1旬moxys，ρorumの感染を P.oxalicum 

を用いて防御した例 (DeCal. 1995. 1997)があり、

この例ではPenicillium属糸状薗が生産する抗菌性代

謝産物による病原菌の生育抑制効果はなく、むしろ微

生物聞の競争が防御に関与する可能性を示している。

また peachtreeの病原菌Monilinialaxaの感染は P.

ρuゆurogenumにより防御されるが (Melgarejoet al.， 

1985)、この防御システムにはP.purpurogenumの産

生する細胞壁分解酵素が関与する可能性が報告されて

いる (Larenaand Melgarejo， 1993)。

種子付着Penicillium属糸状菌である P.cyaneum 

T5株、 P.damascenum 07株およびP.imPlicatum 

S16株をアカエゾマツ実生へ病原菌乃Ithiumvexans 

とともに接種した場合、実生根部を病原菌感染から防

御するのかどうかを調査した。その結果、 P.damascenum 

07株を接種した時に実生の病原菌感染による枯死が

抑制された。さらに、病原菌と混合培養する前に 5日

間前培養することが、 P.damascenum 07株による

病原菌感染に起因する実生の枯死抑制に必要であるこ

とがわかった。

実生根部での接種菌の増殖を観察した結果、 rp

damascenum 07株+病原菌 Pythiumvexans 5日後

接種区」の生存した実生の根部では P.damascenum 

07株の増殖が顕著に確認された。一方、間接種条件

下で病原菌に感染し枯死した実生根部には P.

damascenum 07株の増殖がほとんど確認できず、

r Pythium vexans単独接種区」と同様に根部細胞の

破壊が観察された。以上のことから、 P.damascenum 

07株による病原菌感染防御には、根部での P.

damωcenum 07株の増殖が関与すると考えられた。

また 3種のPenicillium属糸状菌で感染防御に差が生

じた理由として、実生根部から浸出する栄養成分の利

用能力の差が考えられた。 P.damascenum 07株は

P cyaneum T5株、 P.implicatum S16株に比べて

実生根部で増殖することができたので、実生を病原菌

感染から防御できたと考えられる。

実生枯死抑制効果を示した P.damascenum 07 

株接種区において、本分離糸状菌株の抗菌物質である

citrininが水耕培養液にどの程度産生されているか調

べることで、本糸状菌の抑制効果と抗菌生代謝産物と

の関係の解明を試みた。 P.damascenum 07株を実

生に接種した際にはどの試験区においても citrininの

産生が確認された。また、実生の病原菌感染が抑制さ

れた rP. damascenum 07株+Pythium vexans 5日

後接種区」の培養液からも抗菌物質citrininが検出さ

れたことから、病原菌感染防御機構に citrininが関与

している可能性が示唆された。 rP. damascenum 07 

株 +Pythium vexans 5日後接種区」では、 rp

damωcenum 07株と病原菌 Pythiumvexansの同時

接種区」に比べて citrininの産生量が多かったことか

ら、両試験区間での実生生存数の差に抗菌物質

citrininの量の違いが関与する可能性が示唆された。

定量分析で確認された培養液中のcitrinin量は、

濃度に換算すると抗菌活'性を示す量ではなかった。実

際、培養液そのものの抗菌活性試験では病原菌

Pythium vexansに対して抗菌活性が認められなかっ

た。しかしながら、抗菌物質citrininが実生根部にお

ける病原菌感染防御機構に関与していなし¥と判断す

るのは早急であると考えた。根圏や根面のような生理

活性の高い場では多くの糸状菌が菌糸状態で高密度で

生育するため(土壌微生物研究会、 1997)、実生根部

で生息した P.damascenum 07株がcitrininを産生

する場合、その根部周辺の citrininの濃度は根から離

れた培養液に比較して高濃度になっていると予想され

るためである。以上の結果と考察から、 P damascenum 

07株による病原菌感染防御機構に抗菌物質citrininが

関与するという可能性、つまり化学的防御機構の可能

性が十分に考えられた。

以上の結果から、 P.damωcenum 07株による

病原菌感染防御機構にはアカエゾマツ実生根部での菌

糸増殖による物理的防御、および本糸状菌が産生する

抗菌物質citrininによる化学的防御の2つの要因が考

えられた。発芽直後の幼植物に高い頻度で取り付く機

会があると考えられる種子菌の一種にそのような機能

がみつかったという点で興味深い。実際に種子に糸状

菌を接種する微生物防御法も知られていることから、

アカエゾマツに限らず、植物全般の種子菌の化学的能

力について考えることは重要であろう。

E アカエゾマツ実生根圏菌と産生する抗菌物質

1.実生根圏からの抗菌物質産生糸状菌のスクリーニ

ング、抗菌物質の単離と同定

アカエゾマツ種子をアカエゾマツ林床土壌に播種

し、生育した実生根部で増殖する微生物を分離し、病

原菌Pythiumvexansに対して抗菌活性を示す微生物

のスクリーニングを行い、種子糸状菌、共生菌以外の

微生物による病原菌感染抑制機構の可能性を検討し

た。
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1.1 実験材料および方法

(I)林床土

野幌森林公園内のアカエゾマツ人工林(林小班:

41-ほ 13)で1998年5月初旬に採取したものを用いた。

1916年植裁のヨーロッパアカマツ林の下木として、

1956年にアカエゾマツを植え付けた林であったO その

後ヨーロッパアカマツはこぶ病のため伐倒され、アカ

エゾマツが急に伸長し現在のアカエゾマツ林となっ

た。

(2)林床土への播種および生育条件

腰高シャーレ(内径55x高さ550皿)にアカエゾ

マツ林床土を約70mL加え、そこへ種子(白糠産種子、

1995年に採取)を約0.5-1cmの深さに播種した。 16時

間明期、 25
0

Cの培養条件下で20日間生育させた。

(3)実生根圏微生物の分離

種子播種20日後に各試験区の実生根を滅菌水で洗

浄し、滅菌したバーミキユライト20mLの入った試験

管へ実生を移植し、 16時間日長、 25"(の培養条件下で

5日間生育させた。その際栄養分は加えず、滅菌水

15mLのみを与えた。 5日後、実生を試験管より取り

出して根を洗浄し、さらに新しい滅菌パーミキュライ

ト入り試験管へ移植して同培養条件下で5日間生育さ

せた。その後、実生根部を滅菌水で洗浄して PDA培

地へ移し、 25
0

C暗黒下で一週間培養した実生根部周辺

に増殖した微生物を分離し、糸状菌の場合は0.1%乳

酸入り PDA培地で純粋分離できるまで分離を2-3回

繰り返した。 0.1%乳酸入り PDA培地を使用した理

由は、分離菌株が糸状菌であり細菌類の増殖を抑制す

る必要があった為である。実生は 4本使用した。本実

験方法により、根部から生育の遅い微生物を分離する

ことが可能となった。アカエゾマツ根部由来の浸出物

を利用し増殖する微生物が選抜されたためと考えられ

る。

(4)病原菌Pythiumvexansに対して抗菌活性を示す

実生根圏微生物のスクリーニングと菌株の同定

分離した実生根圏微生物を 2、3日PDA上で培

養し、その接種位置から 5cm離れた位置に病原菌

Pythium vexansを対峠させ3日培養した。培養後形

成される Pythiumvexansの菌糸生育を観察した。生

育が早い菌株については PDA培地上での前培養を 1

日とし、また生育が遅い菌では前培養を4-58にする

など、スクリーニングの対象とした分離菌株について

それぞれ調整した。対峠培養により観察された各分離

菌株の抗菌活性を、両菌が重なり合って生育する、両

菌が接する、 Pythiumvexans生育阻止領域が0-5阻

未満、 5-10醐未満、 10凹以上、の5項目に分けて評価

した。強い抗菌活性を示した菌株(1A、4A株)につ

いては培養特性の調査、顕微鏡観察を行い、 Ramirez

(1982)の記載を参考に同定した。

(5) p. jrequentans 1A株および4A株の培養液液、

酢酸エチル層、水層の抗菌活性試験

強い抗菌活性を示した1A株、 4A株を培養し、

その抗菌物質の性質を調べた。 300mL容三角フラス

コに入った100mLのPD培養液に、菌体8mmディス

クをそれぞれ接種し、 25"(暗黒下で10日間静置培養し

た。各菌株について三角フラスコは 2本準備し、培養

液液の250f1Lを使用し、乃Ithiumvexansに対する抗

菌活性試験(カップ法)を行った。培養液液は酢酸エ

チル30mLで抽出を 3回行い、酢酸エチル層は無水硫

酸マグネシウムで脱水処理をした。培養液液62.5、125、

250μL相当量の酢酸エチル層と水層を Pythium

vexansに対する抗菌活性試験(ペーパーディスク法)

に供した。培養漉液、酢酸エチル層、水層の抗菌活性

試験はそれぞれ3反復行い、生育阻止領域の平均値を

とった。

(6) p. f示'equen加 1S1Aおよび4A株培養液液酢酸ヱ

チル抽出物の TLCバイオオートグラフィー

1A、4A株の培養液液酢酸エチル抽出物に

Pythium vexansに対する抗菌活性が確認されたこと

から、 TLCバイオオートグラブイーを行い、抗菌物

質のクロマトグラム上の位置を確認した。酢酸エチル

抽出物の培養液液125、250μL相当量をシリカゲル薄

層板にチャージ後、ヘキサン酢酸エチル(1:1)で展

開し試験に供した。検定菌にはC.herbarumと

Pythium vexansを使用した。

(7) P. fぬquentans1A株の産生する抗菌物質 Eの

単離と同定

TLCバイオオートグラフィー試験で確認された

P. jrequentans 1A株培養漉液酢酸エチル抽出物に含

まれる抗菌物質 Eの単離と同定を進めた。 P.

jrequentans 1A株の培養は以下の条件で行った。

300mL容三角フラスコに入った100mLのPD培養液

に菌体8皿 diskを接種し、 25
0

C暗黒下で5日間静置

培養した。培養液は菌体を波別後、 30mLの酢酸エチ

ルで3回抽出し、得られた酢酸エチル層を50mLの飽

和食塩水で2回洗静し、無水硫酸マグネシウムで脱水

した。濃縮乾国後の酢酸エチル転溶物80mgをクロロ

ホルムーメタノール (9:1)に溶解し、シリカゲルカラ
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ム(内径15x高さ150皿)にチャージして分画した。

クロロホルムーメタノール (9:1)を溶出溶媒として使

用し、 2mLずつ分画した。抗菌物質Eのスポットが

確認された画分16-22をまとめて濃縮し、得られた48mg

を分取TLCIヘキサンー酢酸エチル (1:1) Iに供した。
抗菌物質Eに対応したバンド (Rfil.45)を分取し酢

酸エチルで溶出した。溶出成分は濃縮後、 Rf0.45に

単一スポットを与えることを確認した。抗菌物質 E

は結品性が良いため、エタノールにより結晶化した。

以上の操作により、抗菌物質Eを35mg単離した。単

離した抗菌物質 Eは MSスペクトル (FD-MS.

EI-MS. EI-HR-MS)、NMReH-NMR、13C-NMR、

DEPT、HMQC、HMBC、NOESY)、uvなどの機
器分析に供した。測定は重ピリジン中で行った。

1.2 実験結果

(1)アカエゾマツ実生根圏微生物の分離、病原菌

Pythium vexansに対して抗菌活性を示す菌株のス

クリーニング、および同定

実生根圏微生物として分離された15菌株のうち、

1A、4A株は病原菌Pythiumvexansに対して強い抗

菌活性(生育阻止領域が5-10凹未満)を示すことがわ

かった。顕微鏡観察の結果、 4A株は1A株と同種の

糸状菌と判断されたので、菌の同定は1A株について

行った。培養諸特性や顕微鏡観察により、 Ramirez

(1982)の記載する Penicillium介'equentansWestling 

にほぼ一致するので、この種に同定した。この種は世

界的にきわめて広く分布し、特に酸性の森林土壌に存

在する。圏内でも全国各地から発見され、生薬(富山

県)、腐敗野菜、土壌、竹製品(大阪府)、バター(北

水層62.5μL

水層125μL

水層250μL

酢酸エチル層 62.5 jll. 

酢酸エチル層 125 μL 

酢酸エチル層 250μL

。 5 

海道)、カルフォルニア産輸入米などから報告されて

いる(宇田川ら、 1978)。

(2) P.斤'equentans1A株および4A株の培養溶液、

酢酸エチル層、水層の抗菌活性試験

P. jトequentans1A、4A株の培養液液が形成し

た生育阻止領域はどちらも14醐(平均値)であり、強

い抗菌活性を示した。培養液液の酢酸エチル層と水層

の結果を図16に示す。両菌株の主要な抗菌活性は酢酸

エチル層に確認されたが、水層にも抗菌活性が確認さ

れたO その後の実験により、水層に含まれる抗菌活性

成分は酢酸エチル層の抗菌活性成分と同ーのものであ

ることがわかった。

(3) TLC J~イオオートグラフイー

図17aにC.herbarumの結果を、図17bに病原菌

Pythium vexansの結果を示す。 P.jシequentans1A 

および4A両菌株培養液液酢酸エチル抽出物の TLC

パターンには差がなく、C.herbarumとPythium

vexansを使用した TLCバイオオートグラフイーの両

方で、 Rf値0.45に抗菌スポット Eが確認された。

このスポット以外には抗菌活性が確認されなかった。

(4)抗菌物質Eの同定

抗菌物質Eは図18に示すpenicillicacidと同定し

た。単離化合物の物理化学的性質は文献値 (Setoet 

al.. 1974; Cole and Cox. 1981)と一致した。抗菌物

質Eの各種機器分析データを表10に示す。表11に

HMBC、NOESYの相関を加えたlH-NMR、13C-NMR

データを示す。各種 NMRデータから、単離した

penicillic acidはケト型構造(図18のa) をとると考

えられた。

_ P. frequentans 1 A 

E二コP.frequentans 4A 

10 15 20 

図16 培養液液酢酸エチル層、水層の抗菌活性
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巴

----'---_-"-2_ .1一一一生一 lA 4A 
メミ frequentans 1 A P. frequen白ns4A 

図17 P. jrequelltalls 1A. 4A株培養;血液酢酸エチル抽出物のTLCバイオオートグラム

(a)検定凶C.herbaru1Il. (b)検定菌PythiumveXOJlS 
(a)レーンI、3は培養油液125μL相当量、レーン2、4は培養液液250μL相当髭の酢酸エチル告11出物をチャージ
(b)晴義泌液250μL相当量の酢酸エチル抽出物をチャージ

表10 P. Jん'equentanslA株が産生する抗菌物質Eの機器分析データ依

FD-MS III々 (%)

EI-MS III々 (%)

E]-HR-MS m/z 

'H NMR a TMS ppm 

(pyridine-d5. 500 MHz) 

171 ([M+1]¥ 12) 170 ([M] +. 100) 

170 ([M]¥18). 129 (100). 127 (23). 69 (95) 

170.0566. C8H 100" .計算値 170.0579

1.91 (3H. s. H-7) 

3.71 (3H. s. H-8) 

5.23 OH. brs. H-6). 5.42 OH. s. H-2) 

5.84 OH. br s. H-6) 

13C NMR a pyridine-d5 ppm 17.5 (C-7). 59.4 (C-8). 89.7 (C-2). 103.7 (C-5) 

(pyridine-d5. 67.5 MHz) 115.5 (C-6). 141.6 (C-3). 70.5 (C-1). 180.3 (C-4) 

UV )，"，"> (MeOH) nm 225 (εmax 16200) 

[α]23D 00 (c 0.1. EtOAc) 

m.p.87.5-88
0

C CII!!.針状結晶 (EtOHで結品化)

59 

1.3 考察 泌される成分や恨の細胞が崩壊することで有機物の苦手

アカエゾマツ実生根圏微生物の中から、病原菌 積が増加し、それらの有機物を選択的に利用する微生

Pythium vexansに対して抗菌物質を産生する菌株と 物が生息すると言われる (木村及び豊田、 1997西尾、

して Penicilliumjrequelltal/s lA、4A株が分離され 1995) 0 20日間生育させたアカエゾマツ実生根圏でも

た。植物根l劃である根面から 3mm以内では、根から分 根からの分泌物や有機物の蓄積があり、 P 
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P.frequentans 1A株が産生する抗菌物質Eの機器分析データ値 (pyridine-d5)

position d C DEPT dH  HMBC NOESY 

1 170.5 C H-2 

2 89.7 CH 5.42. s H-8 

3 141.6 C H-7 

4 180.3 C H-8 

5 103.7 C H-2. H-6 (5.23). H-6 (5.84). H-7 

6 115.5 CH2 5.23. s H-7 H-6 (5.84) 

5.84. s H-6 (5.23) 

7 17.5 CH3 1. 91. s H-6 (5目23).H-6 (5.84) 

8 59.4 CH3 3.71. s H-2 

表11

ケーター中で溶媒を気化除去した。処理した各ペー

パーディスクを Pythiumvexa閥、C.herbarumを試

験菌としてペーパーディスク法による抗菌活性試験に

供した。 Pythiumvexansの場合、化合物200μg/lO

μLの酢酸エチル溶液も試験に供した。

(2)植物毒性(生育試験)

レタス苗とアカエゾマツ実生に対する penicillic

acidの毒性を調べた。方法は3.1(3)に従った。

2.2 実験結果

(1)抗菌活性

Pythium vexansに対する抗菌活性の結果を図19

に示す。 PenicillicacidのIC50は429nmolであった。

C. herbarumを試験菌に使用した場合、最大化合物

量100μg/diskでも抗菌活性は確認されなかったO

Penicillic acidの抗菌活性は C.herbarumを試験菌と

した TLCバイオオートグラフイーで確認されたが

(図17a)、ペーパーディスク法による抗菌活性試験に

おいては活性が確認されなかった。

O 
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図18 P. frequentans 1Aが産生する抗菌物質penicillicacid 

jrequentansはそれらを利用し実生根部で生息したと

考えられた。 P.f均quentans1A、4A株は抗菌物質

penicillc acidを産生することがわかった。 Penicillic

acid はPenicillium属糸状菌、 Asρergillus属糸状菌

が産生する抗菌物質として知られている。 Patulinの

ような他の不飽和ラクトンと同様に、 SH基を持つ化

合物と反応し、その生理活性を失わせるため、生物学

的毒性を示す (Betina.1984)。
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2.根圏糸状菌の産生する抗菌物質 penicillicacid 

の抗菌活性と植物毒性

2.1 実験方法

(1)抗菌活性

単離した抗菌物質問nicillicacidの抗菌活性をア

カエゾマツ苗立ち枯れ病菌 Pythiumvexans、本講座

で抗菌物質を探索する際に検定菌として使用している

C. herbarumを用いて調査した。 6.25μg、12.5μg、

25μg、50μg、100μg/lOμLの濃度になるように供

試化合物を溶解した酢酸エチル溶液を調製し各ベー

ノtーディスクに10μLずつチャージした後、減圧デシ
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(2)槌物毒性 (生育試験)

a レタスEs
結果を図20に示す。今回の試験で用いたレタス種

子の発芽率は良好でなく 、3.1(3)で行ったレタス荷生

育試験と比べて商の生育も悪かった(図 9のコント

ロール参!!官)0 125ppmの濃度の penicillicacid 溶液

で生育させたレタス菌根部において褐変が顕著に観察

され、 250ppm、500ppmの高濃度水溶液では根音1¥の

Jiii峻 ・壊死も1ilt認された。
b アカエゾマツ実生

結果を図21に示す。図には示していないが、

125ppmの溶液においては実生の生育はコン トロール

と変わらなかった。250ppm、500ppmの高濃度の

penicillic acid 溶液で生育させたアカエゾマツ実生根

音1¥には褐変が観察されたが、根組織の崩壊..t.i毒死は観

察されなかった。また根部褐変の度合いは penicillic

acidが高濃度ほど顕著であった。

2.3 考察

本実験で試験した糸状菌のなかで penicillicacid 

は市立ち枯れ病菌 Pythiumvexallsに対して抗菌活性

control 

62.5 ppm 

125 ppm 

250 ppm 

500 ppm 

を示した。アカエゾマツ積子付着Pellicillium属糸状

菌が産生する抗菌物質の Pylhium即応即日に対する抗

菌活性を1C50の点て、比較すると、penicillicacidの抗

菌活性はかなり弱いと考えられた。本実験において

penicillic acidがC.herbannnに対して抗菌活性を示

さなかった理由として、ペーパーディスク法の場合TLC

バイオオートグラフィーの場合に比べてC.herbarumは

富栄養条件下で生育するため、 C. herbarumの抗菌

物質に対する感受性が低下したと考えられた。

Penicillic acidはレタスi'i'iに対して化合物iG!:度

62.5ppmから線部を褐変化させ、 250ppm以上では

根組織を崩壊させるなど顕著な毒性を示したが、アカ

エゾマツ実生に対しては500ppmでも根を褐変化させ

る程度であった。以上のことからアカエゾマツ種子お

よび実生は、標準槌物として使用したレタス苗に比べ

てpenicillicacidに対する耐性が忌5いと考えられた。

アカエソマツ災生根圏糸状的である P.jrequellt，αlIS 

1A株の産生する penicillicacidはアカエゾマツの種

子周辺および笑生校図で産生された場合に、実生に対

し毒性を示すことなく、 7u立ち枯れ病蘭などの病原菌

図20 Penicillic acidのレタス苗への影響
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図21 Penicillic acidのアカエゾマツ実生への影響

感染から根音11を防御する可能性があることがわかっ

た。 Penicillicacidの植物体に対する毒性についての

傾向は、アカエゾマツ種子付着 Pellicillium属糸状菌

が産生する抗菌物質patulin、cltnnmおよびfrequentin

のものと類似した。

3.実生への根圏糸状菌 P.frequentansと病原菌接

種実験

実生根|塑糸状菌P.jrequelltallδ1A株が病原菌感

染から実生恨部を防御するのか、さらには本糸状菌の

産生する抗菌物質 penicillicacidがその病原菌感染防

御機構に関与するのか調査した。

3.1 実験材料

(1)接種に使用した糸状菌

アカエソゾ事マツ笑生根圏糸状薗 p.j介:トト陀e切qu叫4ωellt，ωGω仰，η削2日S1A 

株 (抗I菌E物質p肘en山11児cillic児cacid産生株)およぴび、アカエゾ

マツ苗3立立k主:ち枯れ病菌 Pyt的hiωu仰n問11ve; 
(2幻)アカエソゾeマツ実生

発芽後約10日目の無菌アカエゾマツ実生を使用し

た。

(3)培養液

培養液には、 MMN-a培餐液から glucoseを除

いた培養液を使用した。

3.2 実験方法

アカエゾマツ実生生育方法、菌接種方法、試験区

の設定、実生の生存率の検定方法、培養液の抗菌活性

試験方法、実生根のトリパンブルー染色とその顕微鏡

観察方法はすべて5.2に従い行った。培養液中に産生

された抗菌物質の抽出方法、 TLCでの確認方法は5.2

に従った。抗菌物質のおおまかな産生量は、 254nm

下でのクエンチングの強度を標準物質溶液と比較し算

出した。

3.3 実験結果

(1)実生生存数

結果を表 12に示す。 P.jrequelltalls 1A株と

Pythium VeXallSの同時接種区で Pythiumv悶即日向

時接種区 (表12のA)と比較して、 5%水準の t検定

で有意な差はなかった。 p.j介ト均e仰qUeJ印lltaω仰11山Z口S 1A株+

Pyt，幼hi口叫U1削?冗zve. 

51::11後圭接種区(表1ロ2のB)と比較して実生生存数の平
均f値直が上昇した。また、 P. jrequelltwls 1 A株の単独

培養区で、 P.danzascellum 07株の単独培養区の場

合と同程度の菌糸i普殖が肉眼で観察された。

(2)笑生根部の跡、微鏡観察

トリパンブルー染色をした実生線部顕微鋭写真を

図22に示す。 なお、本試験は1~14のアカエソマツ実生
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表12 7カエゾマツ実生へのP.J均quentaJlS、病原菌接種試験と実生生存数

PythiU1n vexalZs 実生生存数( /母数) 実生生存数

接種菌株 接種時期 lilll 2回 3回 4ill1 (平均値)

~!~処理区 6/6 6/6 6/6 6/6 6 

A Pythiu1n vex即日 同時 2/6 2/6 。/6 1/6 l.3 

B Pythiu1n vexallS 5日後 2/6 2/6 216 2/6 2 

P. jreque1ZtallS lA 6/6 6/6 6/6 6/6 6 

P. jrequelZtalls lA + Pythiu1n vexallS 同時 216 3/6 。/6 216 l.8 

P. jrequelltalZs lA + Pythiu1n vexωIS 5日後 216 116 3/6 4/6 2.8 

Yamaji et al. (2004)からの改作

への種子商接種試験と同時に行ったため、図22a、 b r P. jrequentans 1 A株 +Pythium vexa1ZS 5日後接

の写真は図 14と同じものを使用している。 rp 種区」の枯死した実生根部では、病原菌 Pythium

jrequentans 1 A株の単独接種区」の実生根部 (図22c)、 vexansを接種した実生根部(図22b) と同様な根組織

r P. jrequentans 1 A株 +Pythium vexans 5日後援 の崩壊が確認された。一方、rP. jrequentans 1 A株

種区」の生存した実生恨部(図22e)で、根部周辺に本 + Pythium vexans 5日後接種区」の生存した実生

糸状菌の菌糸が確認された。また、 rp介'Cquentans 根部(図22e)では、同試験区で枯死した実生根部(図

1A株と病原菌 Pythiumvexans同時接種区」の実生 22d)に比べて P.jrequentans 1A株の増殖頻度が高

は「病原菌 Pythiumvexans同時接種区J (図22b)と いことも確認された。

同様な頻度で枯死し、根組織の崩壊が確認された。

図22 実生根部顕微鏡写真

(a)未接種区(生存).(b)病原閣 PythiumvexaJlS同時接種区 (枯死)
(c) P. J作quelltm日 lA単独接種区(生存)
(d) P. jrequenlalls lA + Pylhium vex，即日 5円後接種区(枯死)
(e) P. jJ珂uent，仰 slA + Pylhium vexalls 5日後接種区 (生存)
(a. c. d. e) Bars: 0.8 mm. (b) Bar: 2 mm 
Yamaji et al. (2004)からの改作
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(3)培養液の抗菌活性と抗菌物質の検出

各試験区の培養液250μLを抗菌活性試験に供し

たが、全ての培養液において病原菌Pythiumvexans 

に対する抗菌活性は確認されなかった。 P.

jrequentans 1A株を接種した全ての試験区において、

培養液250μL相当量の酢酸エチル抽出物に抗菌物質

penicillic acidの産生はわずかに確認され、その量は

125μg・mL-1以下であった。

3.4 考察

Penicillium斤'equentansは生物防除資材として

利用されている (DeCa1 et a1.， 1990) 0 Peach trees 

に P.jrequentansを接種したところ、病原菌

Monilinia 1αxaの感染が抑制されたという報告がある

(Melgareji et al.. 1985， 1986) 0また、 P.jト'equentans

はfrequnetinやpalitantinなどの抗菌物質を産生し、

それらはM laxaの胞子発芽や発芽管の成長を抑制し

た、との報告もある (DeCal et al.， 1988)。

本実験では 'P.j均quentans1A株 +Pythium 

vexans 5日後接種区」で、病原菌感染から生き残っ

た実生の割合が増加したが、種子菌P.damascenum 

07株によるものほど強い防御ではなかった。 P.

damascenum 07株は、本糸状菌が産生する抗菌物質

citrininによる化学的防御、および実生根部での菌糸

増殖による物理的防御により、実生の立ち枯れを防い

だと考えられたが、 P.jヤequentanslA株は P.

damascenum 07株と同様に実生根部周辺で高い頻度

で増殖した。これはP.jrequentans 1A株も実生根部

からの栄養分を利用して生育しやすい種であるという

ことを示唆するものであった。 fPjト'equentans1A 

株 +Pythium vexans 5日後接種区」では 'P.

f均quentanslA株と病原菌Pythiumvexans同時接種

区」に比べて本菌の実生根部への増殖頻度が高く、そ

の結果として 'P.jrequentans 1A株 +Pythium 

vexans 5日後接種区」での実生の生存数が増加した

と考えられた。

培養液に産生された penicillicacidは、抗菌活性

を示すには量が少なかった。 P.jトequentanslA株は

接種後5日後に初めて肉眼で生育が確認されことか

ら、本実験の培養液条件は P.jrequentans 1A株が

penicillic acidを産生するのには充分な栄養条件では

なかったとも考えられる。そこで、 P.jrequentans 

lA株を実生に接種してから Pythiumvexansを接種

するまでの前培養日数を延長すれば、実生の立ち枯れ

がさらに抑制されると推測される。前培養の期間を延

長した場合、病原菌感染防御への penicillicacidの関

与は充分予想される。

w おわりに
本研究で私は、種子菌、実生根圏菌のなかにアカ

エゾマツ実生を病原菌感染から化学的に防御するもの

が存在するということを示してきた。樹木にとって共

生菌である外生菌根菌は、栄養吸収にも病原菌感染防

御にも重要な役割を果たす。当年生アカエゾマツ実生

のように外生菌根菌との共生が充分になされていない

植物体にとって、根圏に拡散する根浸出成分を栄養源

として利用し増殖する、種子菌や根圏菌の影響は大き

いものと予想され、実生と種子菌、根圏菌との相互関

係を考慮することは重要であろう。種子菌、実生根圏

菌と実生との相互作用を生態学的に研究する人々に

とって、本研究の化学的な視点からの研究方法や考察

などが参考になれば幸いである。
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Summary 

This study reports Picea glehnii seed fungi and seedling-rhizospheric fungi that produce antifungal 

compounds could protect seedlings from the disease of damping-o妊.Seed fungus， Penicillium damascenum 

07 protected seedlings from damping-o妊by1) physical protection， increasing mycelial growth on roots and 

2) chemical protection， production of an antifungal compound， citrinin. P. jト'equentans1A isolated from 

seedling roots seems to increase average number of surviving seedlings when inoculated together with a 

pathogenic fungus. Vigorous mycelial growth of P.斤'Cquentansaround seedling roots seems to be one of the 

mechanisms for protection. 

Keywords: Picea glehnii， Penicillium， seed fungi， rhizospheric fungi， antifungal compound 


