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第 1章 序論

自然界において、ごく限られた微生物しか病原菌となり得ないのは、植物の持つ多様な防

御機構を凌駕できる生化学的戦略を持つことが要求されるからである。その戦略の1つとし

て、特定の植物病原菌が特定の植物種あるいは植物品種などを選択的に侵害し、病害を引き

起こすような明確な宿主特異性を決定する病原菌側の因子として、以前より宿主特異的毒素

lhost―嬰 ciflc toxinまたは、hOst―selectivc toxin、 以下HSTと略す)の存在が明らかとなって

いる。HSTが介在した宿主特異性の発現機構に関しては、病原菌側から宿主識別のシグナ

ル因子である HSTが放出され、それに対して受容せざるを得ない植物のみが病原菌に侵害

されるといつたモデルが提唱されている (尾谷 1991,2000)。

1933年、田中はИ施励 競珈 α」apancse邸狂 pahome(ニホンナシ黒斑病菌)の培養

濾液には黒斑病感受性のナシ品種 `二十世紀'のみに黒色壊死斑を引き起こす選択毒M質
が存在することを報告し lTanaka 1933)、 これが HSTの最初の発見となった。しかしなが

ら、当時、英文で発表されたにも関わらず、国際的に全く反響を呼ばなかった。それから14

年後、米国において働c力,,obο加 フictti鋸 (エンバク victoria blittt病菌)の生産する宿主に

特具性を示す毒素が発見された CMeehenandMwhy 1947)。 その後、Pringleと Schcrer lPringle

and Scherer 1964)は、上述の Cッittcが生産するHV毒素 lvictorinlや P赦帥加じ7irc滋胞

(モロコシ milo病菌)が生産する PC毒素 lperitoxinlの研究により、HSTの概念を提唱し

た。現在、HSTの具備すべき条件としては、① 毒素作用が宿主特異的であること、o病
原菌の毒素生産能と病原性が一致すること、ぃり宿主植物の毒素耐性と抵抗性が一致するこ

と、cつ 病原菌感染による宿主の生理学的変化が毒素によつて再現できること、① 病原菌

胞子の発芽時に毒素が放出されること lNishimura and Scherer 1965)、 伸り毒素によって宿

主細胞の生理。生化学的変化が誘導され病原菌の侵入。定着が起こること lYoderandSchercr

1969)を挙げることができる。

このようなHST概念の確立により、HSTは単に宿主特具l■を示す毒M質 ではなく、そ
の病理学的役割から病原菌の病原性発現に関与する第一次決定因子 lprimary deteminant)、

菌の感染を成功させるための始動因子 linitiatiOnfactor)あるいは宿主識別因子 lhostrecOgnition

factor)な どと考えられるようになつた lKohnoto and Otani 1991)。 このようなHSTの概念

に適合する毒素を生産する糸状菌は、これまでにИJr9-i2属菌を中心に約 20例が報告さ

れている (尾谷および児玉 200化 尾谷ら 2004)。 我々の研究室では、主にИ′セ勲″力属菌お

よび働りημ盟属菌 lTable l)イこおいて、HSTの生合成と宿主識別の分子機構に関する研

究を行っている (尾谷 2000)。
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HSTを生産するИ比効 力属病原菌は、現在までに少なくとも 13 fFllが報告されており、

HST生産菌の半数以上を占めている。中でも、И.曲軸 αの病原菌が最も多く、7種の病原

型 ●ahOme)と他の2種の病原菌は異なるHSTを生産し、それぞれ異なる宿主植物に寄

生する (尾谷ら 2004)。 なお、И。,脆閥 αはこれらの病原菌のみで構成されている訳ではな

く、植物に姑して馬鳳性を持たず、植物に寄生できない腐生菌 (非病原l■m)と して存在し

ているのが殆どである。И.,テル′盟筋の HSTの多くは化学構造がすでに明ら力引こされ、HST′

生合成関連遺伝子の解析が進められている。これらのHSTは、宿主値物に対し lσ猛lσ8 M

のキ蝶 度で毒性を示すが、その構造は多種多様である (尾谷 1991)。 菌側の HST生合成系

の研究が精力的に進められる一方、分子生物学的手法の急速な進歩によって植物側の HST

認識機構の解明も次第に明らかにされつつある (赤松ら 2003)。 これまで、ИJr釦物物 属菌

の生産する HSTの初期作用点は宿主植物の細賦 ミトコンドリア、葉緑体などにあるこ

とが明らかとなっており (尾谷ら 20M)、 HSTが介在する植物病原菌の宿主識別機構につ

いては以下のように考えられている (尾谷 1991,2000)。 ①病原菌発芽胞子による HSTの

放出、ω 宿主植物によるHSTの選択的受容、ω 糸田月観鶏鮪ヒ障害の誘起、c→ 宿主抵抗反

応の発現停止、① 病原菌の受容化である。このようにHST生産菌における特具性は、HST

生産菌とHST受容因子をもつた植物の基本的親和l■関係によって発現すると考えられてい

る。したがつて、HSTの宿主識別から病原菌受容化誘導機構を分子レベルで解析すること

は作物の病害防除戦略の観点からも重要な研究課題である。

植物および病原菌は、一般的に多種の化学構造をした二次代謝産物を生産しており、宿主

植物と病原菌間の相互作用においては、主に植物由来の二次代謝産物の多くは感染防御の手

段として、また、寄生菌由来のものは値物への攻撃手段として生合成されている (児玉ら

2005)。 植物は侵入しようとする微生物に姑し、抵抗嚇 を誘導して自身を守っている。

植物の抵抗醐 構は多種多様で、現在までにいくつもの抵抗陽 導に関与する物質が同

定されている (豊田ら 20研)。 一般に値物の抵抗性には値物がもともと備えている抵抗性 (静

的抵抗l■lと病原菌の攻撃で誘導される抵抗陛 (動的抵抗l■Jの 2つに大別できる。静的抵

抗性に関与する植物成分としてはフェノール、配糖体、サポニン、有機硫黄化合物などの低

分子抗菌l■M質や、植物の細胞壁と細胞間隙に存在しているβ―グルカナーゼやエンドキチナ

ーゼ等の高分子物質がある (豊田ら 20M)。 また、HSTを不活 l■TLする酵素の存在も報告

されている lJohal and Briggs 1992)。 動的低仇性に関与する植物成分としてはファイトアレ

キシン、PR―タンパク質、感染阻害因子等が挙げられる (豊田ら 2004)。 一方、病原菌は積

極的に植物の抵抗性発現を抑制する何らかの仕組みを備えている。その一つの例が HSTで

あり、その他にもエリシターで誘導された宿主の抵抗性を積極的に阻害 (遅延)する病原菌



の宿主特異的な抵抗性抑制因子 (サプレッサー)がある (豊田ら 2004)。 現在までに約 15

例の糸状菌からのサプレッサーが報告されており、婢 肋 pttοttS(エンドウ褐紋病

菌)とエンドウの系において精力的に研究が展開されている (豊田ら 2004)。 また、病原菌

は値物への感染時に宿主植物の何らかの成分 (シグナル)を認識することによって、感染器

官の形態分化とそれに伴う機能的分化を行うことが A盈斜甲誠施 y'S9α (イネいもち病菌)

や 働脆ゎ″た励胸ね騨物物翻 (ウ リ類炭そ病菌)等で報告されており (久保 2004;久保およ

び辻 2004)、 病原菌の感染において各種の宿主成分が関与することも知られている。

このように病原菌が植物に感染し、発病に至るまでには複雑なメカニズムがあり、そこに

は病原菌と植物との相互作用が親密に関係している。本論文では、HST生産菌の感染に関

与する植物成分に焦ッ点をあて、植物成分の純化および同定を行うとともに、その病理学的役

割を明ら力Чこすることを目的として研究を行つた。まず、第 2章において HSTを生産する

И脆励 属菌の中でもその生産において大変ユニークな特性を持っているИ.伊鶴sicめ肋(ア

ブラナ科植物黒すす病菌)を研究材料として、И.併岱虚ゎ肋の HST生成および胞子発芽に

関与する植物成分とそれらの病理学的役割について述べる。また、第 3章ではトマ ト葉に存

在する抗菌性物質のα―トマチンに注目し、HSTを生産するトマ トの病原菌であるИ.,テ″勲物

および働りη即躍cttiわねの感染におけるα―トマチンの病理学的役割について述べる。

なお、これらの成果の一部を学会誌などに公表するとともに (Oka et Л。2005Ъ 2005c)、 日

本植物病理学会を始めとする各種学会で発表した (岡 ら 2002)2003乳 2003bぅ 2005乳 2005b,Oka

ct al.2005b)。



第2章 И】セvα滋′隣鶴陀たο肋の感染に関与する植物成分

第 1節 宿主特異的毒素 CAB毒素)生成を誘導する宿主成分

1.肺

И施励 灘ぺ た,COιθ(SchWeinitzJ VdtSh.に よって引き起こされる各種アブラナ科植物の黒

斑病および黒すす病は世界的に発生する重要病害である。日本ではキャベツにおける被害が

最も多いが、現在までにキャベツ黒すす病防除に適用できる殺菌剤としては、ポリオキシン

AL水不購 Jが登録されている。本菌に感染されたキャベツでは、始め灰褐色の小さな斑,点が

生じ、後に拡大して内部が灰白色、周辺が黒色の不鮮明な円形の病斑となる。病斑上に同心

円状に黒色の輪紋が出来るが、後に湿度が高いと黒色ですす状のカビで覆われる。病斑の周

囲には、多くの場合かなり幅広い黄色の中毒部が広がる。病原菌は主に下葉から侵害し始め、

成熟葉に発病しやすく、結球葉に発生して内部を侵す場合もあり経済的被害が大きい t～曾

ら 1988)。 また,キャベツの育苗方法であるセル成型育苗において、8～10月 の高温期に本

病害の被害が問題となっている (窪田ら 2003)。 この被害の原因は種子伝染によると考えら

れている。

И.灘鶴 ため肋が生成する植物毒素に関して、hd■in and MacDonald(1986)は アブラナ

科植物の花粉発芽を抑制する物質の存在を報告したが、本毒素は非特異的であった。しかし、

1995年に Otani et al。 (Otani et Л.1998乳 b)によつて、HSTであるAB毒素が報告された。

なお、アブラナ科植物にИ.y螺たわん と類似の病徴を引き起こし、同様の宿主域を有する
И.Nぺた,9辟rkeleyJ S駆 .(アブラナ科値物黒斑病菌)では、HSTと して de―in Bと

homode―in Bが報告されている lAyer and Pena 198乳 BainS and Tewari 198乳 Cooke tt Л.

1997)。

И.灘螺 ため物はこれまで発見されてきた品種間を明確に識別する多くの HST生成菌とは

異なり、アプラナ科植物に広く病原性を示し、また AB毒素も病原菌と同様の宿主特具 l■を

示す (Otani d Л。1998乳 b)。 なお、科または属を識別するHSTと しては、これまでにИ.併鰯st鯉

のde―in B IBains and Tewari 1987)やタバコ品種に広く病鳳性を示すИ.,Iセ勲7筋 tob“∞

pahome(タバコ赤星病菌)の AT毒素 lKodamadЛ.1990)が報告されている。

これまで報告された Иh鞭 力属菌の生成する HSTはいずれも低介子の二次代謝物であ

る lKomoto and wni1991;Otani tt Л.1998乳 b)。 これに姑してAB毒素は SDS―ポリアクリ

ルアミドグル電気泳動法 (SDS―PACE)イこおいて約 35 kDaの蛋白質であることが明らかと



なっている (Otani d Л。1998名 b)。 AB毒素のような蛋 白質 HSTと しては、すでに均肥η9P20/ry

″テ施IWC刀応 (コ ムギ tan wOt病菌)が生成する Ptr毒素 lBЛance ttЛ.198乳 TomaStt Л。199砒

Wolpert et江 .2002)お よび И.即ン阿 (アメ リカニンジン Altemariabluit病 菌)が 生成する AP

毒素 lo_飢 Л。2003)が知られている。なお、AP毒素はAB毒素と同じく、35 kDaの
蛋白質である。蛋白質毒素は病原性遺伝子の直接的な産物である可能l■が高く、従来のよう

な低分子の二次代謝物である毒素の生合成関連遺伝子のクローニングより遥力司こ容易に目的

遺伝子をクローニングできるという利,点があり、菌側の分子生物学的研究の進展が期待でき

る。なお、本研究室において、形質転換体を作出し、AB毒素関連遺伝子のクローニングお

よび解析が進められている。

また、アブラナ科植物であるシロイヌナズナ 似躍bttμね滋痢効 )はモデル植物として

植物病害抵抗陛遺伝子の解析などでしばしば用いられており (島本 1996)、 2000年に全塩

基配列が解読された (柴田 2001)。 このようなシロイヌナズナの生態型の中には、И.

灘螺 たわんやAB毒素に姑し感受J性を示すものと、抵抗性を示すものとが存在することが明

らかとなっている (Otani et Л。2001)。 また、病原菌やAB毒素に対するシロイヌナズナの生

態型の反応は抵抗陛優性の一姑立遺伝子であることが示唆されている 10hni髄 江.2001)。

これらのことより、И,肋郡たれみ とシロイヌナズナは植物―病原菌相互反応における宿主

特興l■■現機構の解析のモデル実験系として期待されている。

一方、これまでの HSTはいずれも病原菌を液体培地で培養した培養液中に生成され、ま

た、胞子発芽時には宿主植物以外の基質上でも生成される。しかし、И.brasic滋力 の AB

毒素は各種液体培地中では生成されず、宿主業上での胞子発芽時にのみ検出されることが報

告されている 10tani tt Л.1998b)。 このことからИ.瞬鶴sため肋の発芽胞子からのAB毒素

生成には、宿主植物が関与していることが示唆されている。しかしながら、その因子につい

てはこれまで全く明らかとなっていない。なお、HST生成が宿主植物上でのみ誘導される

例は本菌以外今まで全く報告されていない。

本研究においては、Иo N螺ため肋の発芽胞子からの AB毒素生成に関与する宿主因子の

探索およびその解析を行つた。また、AB毒素はその化学構造については明ら力Чこなってい

ないため、月包子発芽液からのAB毒素の純化を試みた。
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2 '財料およ叫

1)勒
И.N螺た肋物の宿主であるアブラナ調植物 lCrucifew)と してキャベツ 敵螺肋Л鞭 99

肛` じ甲テ筋筋)品種 初秋、コマツナ似 cMP劉流)品種 楽天、ハガランナ似″π9,vttJivじ 9α)、

ナタネ (aり )品種 Westerを、非宿主にはナス科植物 (SolanacOc)と してトマト

DCtte暦肪η9d97た加翔)品種 り伊献Б、ウリ科植物 (Cumbitaceae)と してキュウリ(C7-ね

s施 )品種 つばさ、マメ科植物 lLeglminosae)と してエンドウ lPれ胸 5・9ri_)品種 貴

笹、バラ科植物 lRosaccac)と してニホンナシ lPF"肋 )品種 二十世紀を使用した。
ニホンナシを除く全ての値物は、 `花と野菜の土'と `サカタスーパーミックスA'を 1:1

に混合したものを入れたポット (直径 15 cln)イこ種子を播いた。ニホンナシは1年生苗木を

ポット (直径 30 cmlに植えた。各植物は24-26℃、自然光下の温室で3-4週間栽渚した。

毒素浄性検定には各植物の第 2～3葉の若葉を、また、業上での胞子発芽液を得るには十分

に展開した葉を用いた。

2)醐
И.腕邪たわ肋 として研究室に保存されている O-264菌株を使用した。また、アブラナ科

植物の非病原菌として研究室保存のИ.,騰効 αJapanesepearpahowc(ナシ黒斑病菌)O-276

菌株および非病原性И.識珈 αのO-94菌株を使用した。これらの菌株は試験管中のジャガ

イモ煎汁寒天培地 [ジャガイモ 300g/グルコース 20g/寒天 15g/水 12、 以下potatO

dcxLose agar回碑胡 上で25℃で保存し、適時実験に使用した。

3)胞子懸濁液の調整

PDA培地上で熊存した O-264菌株をシャーレ (直径 9 cln)内の V-8寒天脚 lV-8

ジュース 200�/CaC03 3 g/寒天 20g/水 800m)上に接種し、25℃暗下で2～3週間静

置培養した。培地表面に形成された胞子を蒸留水 lDWl中に筆でかき取つて懸濁し、4重

キムフイプ (フイパー200、 十條キンバリー)で濾過して菌糸片を取り除いた後、遠心分離

(800 xgh 5分、20℃、CF7D2、 日立)を行つた。上清を取り除いて、沈殿した胞子をDW
中に再懸濁し吸引濾過により濾紙 lntnan No.50)上 に胞子を集め、胞子を室温中で乾燥

させた。濾紙上の胞子は乾燥胞子として-80℃下で朱存し、適時実験に使用した。

O-94菌株はシャーレ (直径 9 cmJ中のPDA平板培地上に接種し、25℃明下で20日間静

置培養した。その後、O-2御 菌株と同様な方法で濾紙上に胞子を集め、乾燥して‐80℃下で



保存し、適時実験に使用した。

O-276菌株は 100� 培養瓶中のPD液体培地 (ジャガイモ 300g/グルコース 20g/水 1

2)50mに 接種し、25℃明下で 2～3週間静置培養した。形成された菌体マットを水道水で
よく洗浄し風乾させた後、プラスチックチャンバー内に移し、25℃暗下で 2～3日静置した。

マット上に形成された胞子を DWに懸濁し、吸引濾過によつて濾紙上に胞子を集め、乾燥
させてぃ80℃で保存した。

胞子使用時には、濾紙上の乾燥胞子を筆でかき取つてDWに懸濁させ、遠心分離 (800て、
5分、20℃)し、得られた沈殿胞子を DWに再懸濁して、homa氏血球計により胞子濃度
を司確 した。

4)胞子発芽液 CSPoregcminationduidi SGF)の調製

各葉上およびプラスチックシャーレ上に O-264胞子のDW懸濁液 (106個価 )を約 40 μl

ずつ滴下し、湿室プラスチックチャンバー内のスポンジマット上に置き、25℃暗下で 24時

間静置した。光学顕微鏡 lLABOPHOT-2、 ニコン)で胞子発芽を観察した後、各葉上およ

びプラスチンクシヤ~レ上の懸濁液を回収し、遠心分離 (800だ、5分、20℃)を行つた。

その上清をミリポアフィルター (SARTORIUS、 M�sart、 孔径 0.2 μm)で発芽胞子を除去

したものを胞子発芽液 (SGF)と した。

5)毒素生成誘導滑性の検定

宿主葉上に O-264胞子懸濁液を滴下して得た SGFを 100℃温湯中で、15分間熱処理を行

うことにより、SGF中に存在する毒素を失活させた。SGFまたは各種検定液に O-264月包子

を5x105個/� の濃度になるように懸濁し、プラスチックシャーレ上に約 40 μlずつ滴下し、

湿室プラスチックチャンバー内のスポンジマット上に置き、25℃暗下で 24時間静置した。

胞子発芽を光学顕微鏡で観察した後、滴下液を回収し遠心分離 (8004、 5分、4℃)によ

り発芽胞子を取り除いた。その上清を用いて毒素滑性の検定を行つた。

6)毒素滑性の検定

宿主および非宿主葉の裏面にピンセットで数力所傷をつけた有傷部に検定液を 30 μlずつ

滴下し、湿室プラスチックチャンバー内のスポンジマット上に置き、25℃暗下で静置した。

48時間後に形成される葉上の壊死斑により毒素生成の有無を判定した。生成された毒素の

希釈限界値および壊死斑の面積により毒素冊性を評価した。



7)植物成分の調製

Q)葉熱抽出液の調製

DW 10 � と各植物葉 lgをビーカーに入れアルミホイルで蓋をして、オートクレーブ

処理 (121℃、15分)した。処理液を濾紙 Chatnan No.50)で濾過して得られた濾液を

葉熱抽出液とした。

lii)期 の設

各植物葉 lgを液体窒素中で、乳棒と乳鉢を用いて磨砕し、5� のDWを加えたものを

葉磨砕液とした。また、葉磨砕液を遠心分離 (51,400て、3分、4℃)し、沈殿と上清画

分を得た。

liii)葉細胞壁画分の調製

葉細胞壁画分の抽出は English tt Л.(1971)の方法および Kiba d Л.(1995)の方法に従

つて行つた。

English tt Л.の方法は、適当量の植物葉を液体窒素中で乳棒と乳鉢を用いて磨砕し、磨

砕物体積の約 2.5ノ階量の 100 �Mり 濶酸援衝液 lpH 7.0)を加え、磨砕機 lPOn則(N、

ЮN恥い田CA)を用いてさらに磨砕した。磨砕液を濾紙 lntnan No.4)で濾過し、濾

紙上の残澄を同様のリン酸緩衝液で 3回洗浄した。次に DWで残査を洗浄し、残澄体積
の約 2.5倍量を冷却 したクロロホルム :メ タノール (1:1、 v/v)に懸濁し、磨砕機

lPOLmONlで磨砕した。磨砕液を吸引濾過し、濾紙 (ntnan No.4)で回収した。
以上の操作は全て氷上で行つた。回収物にアセ トンを加え3度洗浄し、アルミホイル上で

1-2日 間乾燥させてアセ トンを除去したものを細胞壁画分とした。この画分は密封容器に

入れ 4℃で保存し、使用時にはDWに懸濁して用いた。
Kiba tt Л。の方法は、暗下25℃で約 10日 間生育させた植物 100gに緩衝液 AO.25Mス

クロース含有 75 mM MOPS― KOH,IH 7.6/5 mM EDTA/5 mM EGTA/2 mM PMSF/4

�M SHAM/10ぃg/d BIT)を 200 nd加え、乎し棒と乳鉢で磨砕した。磨砕液をa重キム

フイプで濾過し、キムフイプ上の残澄にさらに緩衝液 Aを 200d加え、磨砕し濾過した。

これらの濾液を遠心分離 (800 xg、 5分、5℃)して得られた沈殿物に緩衝液 B①。25M
スクロース含有 5 mM MOPS―KOH,pH 6。5/1 mM EDTA/0.2 mM PMSF/10 mM KC1/1

mMヴ r)を体積の 4倍量加え、磨砕し遠心分離 (8004、 15分、5℃)した。この操作

を 3度繰り返し、最終的な沈殿物を細胞壁画分とした。なお、これ らの操作は 5℃下で行



った。この画分は緩衝液 Bに再懸濁後、-80℃で保存し、使用時には遠心分離 (8004、 15

分、5℃)によりDWで 2-3度洗浄し、DWに再懸濁して用いた。

8)プラスチックシャーレ上から得たSGFの毒素生成誘導滑性検定

O-264胞子懸濁液 (105個価 )をプラスチックシャーレ上に約 40 μlずつ滴下し、25℃暗

下で24時間培養した。懸濁液を回収し、遠心分離 (8004、 5分、4℃)によって得た上清

(毒素滑性なし)を各植物葉およびプラスチックシャーレ上に約 40 μlずつ滴下した。25℃

暗下で24時間培養後に滴下液を回収し、回収液の毒素生成誘導滑性の検定を行つた。

9)毒素生成誘導因子の化学的特性

① 柳 出

O-264 SGF(1皿)をロータリーエバポレーターにより濃縮乾固し、アセトン、酢酸エ

チルおよびメタノールの各溶媒 l� を加え攪拌し、遠心分離 (800 xgh 5分、20℃)した。

溶解画分と非溶解画分を得、ロータリーエバポレーターにより濃縮乾固した後、各画分を

1%メ タノールに溶解し、        性の検定を行つた。

lii)Sep―pak C18カ
~ト リッジ

熱処理したO-264 SGF(l� )を Sep―Pak C18 1Waters)カ ラムに注入し、非吸着画分を

得た。カラムをDW3 � で洗浄し、1000/。メタノール l� で溶出した液をロータリーエバ

ポレーターで濃縮乾固し、1%メ タノール l� に溶解したものを吸着画分とした。各画分

において毒素生成誘導活性の検定を行つた。

liii)限外濾過

熱処理したO-264 SGFを 5 kDaおよび 10 kDa分画用のモルカットⅡ ILCC、 日本ミリ

ポア)または3 1cDa分画用のウルトラフリー15(日本ミリポア)を用いて限外濾過を行つ

た。得られた各画分において毒素生成誘導滑性の検定を行つた。

livl過ヨウ素酸処理

熱処理した O‐264 SGFを lNHClで pH 4.51こ調製し、各濃度の過ヨウ素酸カリウム溶液

を処理し、4℃暗下で24時間静置した。反応液から5 kDa分画用のモルカットⅡを用い

て過ヨウ素酸カリウムを取り除き、5 kDa以上の画分をDWに溶解し、毒素生成誘導滑性
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の検定を行つた。

① 酵素処理

熱処理した O-264 SGFを lN HClまたは lN KOHで各 pHに調製し、各濃度のproteinasc

K lpH 7.5)を処理し、32℃で 7時間静置した。一方、熱処理した O-264 SGFに 10 units

のβ―gnactoddase lpH 7.3)お よびゃ―glucoddase lpH 5,0)を処理し、37℃で 3時間静置し

た。また同様に 10 mitsのα―glucoddase lpH 6.0)お よびいmannosidasc lpH4.5)を理 し、

25℃で3時間静置した。反応液より10 kDa分画用のモルカントⅡで各酵素を取り除き、

10 kDa以下の画分において毒素生成誘導滑性の検定を行つた。

10)毒素生成誘導囚子の純化

Q)ゲル濾過クロマトグラフィー

O-264 SGF 100 � を凍結乾燥により 10mに濃縮し、Sepbdex G-25 Coarseカ ラム

的 BiOSCiencesっ 1.5x90 cml、 SThadcx G-50 Coarseカ ラム lAmersham Biosciences,

1.5x60 cln)お よび Sephadex G-50 Supeheカ ラム CAmersham Biosciencesぅ 1.5x90 cln)を

用いてゲル濾過クロマトグラフィーを行つた。DWで溶出し、フラクションコレクター
(SF-2120、 ADVANTEC)で 5皿 ずつ分取し、得られた画分において毒素生成誘導滑陛

の検定を行つた。

lii)糖の定量

糖含量はアンスロン法 (阿南 1976)により定量した。200 mgのアンスロンを 100�

硫酸 鰈新穆わ5� とDW5耐)に氷上で溶解し、DW 20 � を力日えたものをアンスロン
溶液とした。なお、アンスロン溶液は暗下で保存した。

検定サンプル0.5� に氷上でアンスロン溶液 3』 を加え攪拌した後、沸騰水中で10分

間反応させ、62011mの吸光度を測定した。糖の標準物質として D―グルコースを用いて、

検量線を作製した。

liii)蛋白質含量の測定

蛋白質含量は Bradford(1976)の方法に従い定量した。Coomassie brilliant blue lCBB)

G-250(SIGMA1 100 mgを 95%エタノール 50� に溶角卒し、85%lw/vJ り濶酸 100]� を

力日え、さらにDWを力日えて令畳を 12にしたものをCBB溶液とした。CBB溶液は暗下



に保存し、使用時には濾紙 lMatnanNo.2)で濾過した。

検定サンプル 40 μlに DW3.2� とCBB溶液 0.8皿 を加え攪拌した後、59511mの吸光

度を測定した。蛋白質の標準物質として Albmin bOvinc(SIGWIA)を用いて、検量線を

樫 した。

liv)ゲル濾過高速液体クロマトグラフィー lHPLC)

カラムとして GSM-700H17.5× 250正m)を用いて、DWに より平衡化した後、DWに

溶解したサンプルを流速 l myminで溶出し、フラクションコレクターで l� ずつ分取し、

得られた画分において毒素生成誘導滑性の検定を行つた。カラムオーブンは 30℃に設定

し、示差屈折率検出器 lRID… 6A、 SIIfAZU)1こ より検出した。既知分子量のプルランを

用いて検量線を作製し、サンプルの保持時間 lRtJよ り分子量を求めた。

11)構成糖分析

ゲル濾過 HPLCにより得られた滑性画分の構成糖を分析するために、本画分を誘導体化

した。凍結乾燥により濃縮乾固した活性画分20 μgをミニバキュームチューブに入れ、lM
HC1 80 μlを加え窒素置換した後、100℃、6時間加水分解した。加水分解したサンプルをエ

バポレーターで濃縮乾固し、滅菌 DW 500 μlと水素化ホウ素ナ トリウム lNaBL)2.5 mgを

DW 100 μlに溶解したものを氷上で加え、4℃で一晩反応させた。その後、酢酸を 1-2滴加

え反応を終了させ、イオン交換樹脂 lDowex 50、 Hfoml lgをパスツールピペット (5x100

11m)に詰めて作ったミニカラムを用いて、過剰のナ トリウムを除去した。溶出液を濃縮乾

固し、無水メタノール 3』 を力日え、50℃で 30秒間反応させ鵬 固した。この操作を2度

繰り返し、最終的に得られた残澄をピリジン 30 μlと無水酢酸 20 μlを加え、10o℃、20分間

処理し、アセチノ1/Tヒした。

アセチノ舅監サンプルを用いてガスクロマ トグラフィー (GC)分析を行つた。GCカ ラム

は DB-1(30 1nxO。25-lを 、キャリアーガスには窒素を用い流速 2.8 myminで分析を行つ

た。サンプル注入温度を280℃、検出温度を280℃にして、カラムオーブン温度を始め 160℃

で 3分間、1分間に 2℃ずつ上昇させ、150℃で2分間保持するように設定した。サンプルは

水素炎イオン化検出器 lFD)により検出した。

また、GC分析と同様のサンプルを用いてガスクロマ トグラフィ‐/質量分析 (GC―MS)

を行つた。カラムは GC分析と同様のものを用いて、キャリアーガスにはヘリウムを用い流

速 23.8 mminで行つた。サンプル注入温度を 130℃、カラムオーブン温度を始め 130℃で 3

分間、1分間に2℃ずつ上昇させ、150℃で 2分間になるように設定した。MSは Jwls―AX505H
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型 lJEOLIИ駅九1)を用いて行つた。コントロールとして D―マンノース、D―ガラクトース

および D―グルコースにおいてもGCおよび GC―MS分析を行った。

12)SDS―ポリアクリルアミドグル電気泳動 lPAGE)

蛋白質サンプルを Laeni(1970)の方法に従つて SDS―PAGEにより分析した。各サン

プル 5 μlに同量の Tris―SDS mC SEPRASOLIM(第 一化学薬品)を加え、60℃で 10分間熱

処理を行つた。そのサンプルをグラジエントゲル (マルチグル 10/20、 第一化学薬品)に添

加し、40 mA定電流で約 1時間泳動した。泳動緩衝液は SDS‐ トリスグリシン緩衝液 (第一

化学薬品)を使用した。分離した蛋白質は銀染色キット (第一化学)で染色し、分子量は分

子量マーカー (蛋白質分子量マ~カー `第一'Ⅲ、第一化∋ により推定した。

13)AB毒素の純化

Q)硫安分画

O-264胞子懸濁液 (106個 /耐)をキャベツ葉に40 μlずつ滴下接種し、湿室プラスチッ

クチャンバー内のスポンジヤント上に置き、25℃暗下で 24時間静置培養した。回収した

SGFに粉末硫酸アンモニウム [御助〉s04](硫安)を 400/0飽和になるように徐々に攪拌

しながら添加した。完全に溶解後 30分間放置し、遠心分離 (15,000x330分、4℃)に

より上清と沈殿物を得た。上清はさらに上記と同様な羽慣で粉末硫安の飽和度を高め、そ

れぞれの飽和度において得た沈殿物をDWに溶解した。この溶液を10 kDa限外濾過膜に

より脱塩した後、毒素活性の検定を行つた。

lii)疎水クロマトグラフィー (ⅢC)

ⅢC吸着体として Butylぃ650M σOYOl退涎こ)を使用し、カラム 12x3cln)1こ洗浄した

グルを充填した後、0.5M硫安・0.5mMヴr含有 50 mMり 濶唆緩衝液 lpH 7.5)をカラ
ム体積2倍握加え、平衡化した。サンプルとして硫安沈殿により得た毒素滑性画分を添加

し、同緩衝液をカラム体積2倍量加えた。次に 0。25M硫安 ,0.5mMヴ配含有 50 mMリ

ン酸緩衝液 lpH7.5)をカラム体積2倍量、0.5mM D[r含有50 mMり Ⅵ酸緩衝液 lpH7.5)

をカラム体積 2倍量加え溶出した。最後にDWをカラム体積 3倍量加えて洗浄した。各
溶出液を 10 kDa腑砂陥過膜により脱塩した後、毒素滑l■の検定および蛋白質含量の測定

を行つた。
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liii)ゲル濾過クロマ トグラフィー

ⅢCにより得た毒素活性画分を Scphadex G-75グ ル濾過カラム lAmersham Bioscien∝ s,

1,2× 65 cln)に より分離した。0.5mM D町 含有 50 mMリ ン酸緩衝液 lpH7.5)で溶出し、

9� ずつ画分を分取した。各画分を 10 kDa限タト濾過膜により脱塩した後、毒素活性の検

定および蛋白質含量の測定を行つた。

(iv)SDS―PAGE

ゲル濾過クロマ トグラフィーにより得た各画分を濃縮し、SDS―PAGE解析を行つた。各

サンプル 5 μlに同量の Tris‐SDS出但 SEPRASOLTMを加え、60℃で 10分間熱処理を行つ

た。そのサンプルをグラジエントグル (マルチデ� 10/20)1こ添加し、40 mA定電流で約

1時間泳動した。泳動緩衝液は SDS― トリスグリシン緩衝液を使用した。分離した蛋白質

イまCBB染色液 (0。25%Coomassie briniantblue R-250、  25%メ タノール、 7.5%酢酸をDW
に加えたもの)により染色し、分子量は分子量マーカー (蛋白分子量マ~力~`第一'Ⅲ)

により:准定した。

14



3 結果

1)胞子の感染行動と発芽胞子からのAB毒素生成

宿主植物 (キャベツ、コマツナおよびナタネ)、 非宿主植物 (ニホンナシ、エンドウおよ

びトマト)の業上およびプラスチックシャーレ上にO-264の DW胞子懸濁液 (5x10510/ml)

を滴下接種し、24時間後の胞子発芽率および毒素生成を調べた。宿主植物葉上では 9o%以

上の胞子発芽と頭著な毒素生成が認められた lTable 2)。 一方、非宿主植物およびプラスチ

ックシャーレ上においては、宿主葉と比較すると胞子発芽率は低く、毒素生成は全く認めら

れなかった lTable2)。

2)AB毒素生成を誘導する宿主成分の検出

(1)植物葉熱抽出液の毒素生成誘導滑性

キャベツ、コマツナおよびエンドウ葉をオートクレーブ処理して得た葉熱抽出液に O-2留

胞子を懸濁し、毒素生成誘導滑性を調べた。その結果 (Tablc 3)、 宿主葉熟抽出液において

若干の毒素生成誘導滑性が認められたが、非宿主薬熱抽出液においては全く認められなかっ

た。

(2)植物葉磨砕液の毒素生成誘導滑性

キャベツ、コマツナおよびエンドウ葉を液体窒素中で磨砕して得た磨砕液を遠心分離し、

上清および沈殿画分を得た。各画分に O-2留 胞子を懸濁し、毒素生成誘導活性を調べた結

果 (Table 4)、 宿主植物葉磨砕液の沈殿画分においてのみ若千の毒素生成誘導滑性が認めら

れたが、他の画分においては全く認められなかった。

(3)植物細胞壁画分の毒素生成誘導浄性

宿主葉磨砕液沈殿画分において若千の毒素生成誘導滑性が認められ、また以前の研究 (岡

2001)において、宿主葉磨砕液に細胞壁分解酵素を処理して得た上清に毒素生成誘導滑性が

若干認められたことから、宿主葉細胞壁が毒素生成誘導に関与することが示唆された。そこ

で、キャベツ、コマツナおよびエンドウ葉からEnglish d証 .(1971)の方法とKibatt Л.(1995)

の方法を改変して細胞壁画分を抽出し、毒素生成誘導滑性を調べた。English飢 孤.の方法で

抽出した細胞壁画分においては、宿主葉細胞壁画分において誘導滑性が認められた lTable5)。

また、Kiba d Л。の方法により抽出した細胞壁画分においては、宿主ではコマツナ葉細胞壁

15



Table 2.Gemination and tOxin productiom ofИ .♭Иα貝
"ι

テθοtt wores on hostand non― hostlcaves a)

Dropped on: Rate ofSG (レ6) Toxicity ofSGFけ

Host

Cabbagc

Komana

O�seed rape

Non―host

」apanese〆別

Pea

Tomato

Plastic∬ ate

92± 11

95± 8

98± 4

41± 3

83圭 9

70± 39

47± 14

十十

+十

十十

のSpOre mens10ns(5× 105 worey切 ばOtt Were dropped mvanolsplantleaves andplasticplate.

Aner 24 h incubatitt rate of spore gemination(So儡 )Was meaMed.Spore wensions were

conected and SGFs were obtained.SGFs wcre dropped∝ wounded cabbage leaves and toxicⅢ  was

obswed ancr 48 1r incubation.

けTOXiCity is shom as+十 :severc mptOm and― 一:no mptom.
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Table 3.Toxin― hユuc�返 activity ofhot water enacts tOm hostand non― hott leaves O

Hotwateretact tom: Rate ofSG儡 ) Activityけ

Cabbagc leaves

Komanaleaves

Pealeaves

つFor assay of toxin― inducing“d�悦 wore mens10rls(5x105 wore諭 け of O-264 in hott water

emacts tOm leaves were dropped on plastic plates and incubated for 24 h Ancr wore gemination

(SOWaSObServcdundcra晩 坤 micrOSCOpe,wore menSlollS Were∞ Ⅱected and SGFs were obtained。

SGFswerc dropped onwomdcd cabbage leavesp andtomcity was observedaner 48 hrincubation.

りActivity is shownby toxicity to cabbage leaves(十 :sli♪tSpptom and―ino mptOmJ.

０

　

　

０

　

　

０

０

　

　

０

　

　

０

十
　
十

　

一
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Table 4.Toxin― inducing activity ofhomogenates ofhott and non― ho範∬antleaves O

Homogenate就 Fraction RateofSG co Activityけ

Cabbage leaves

Komanaleaves

Pea leaves

Supematant

Pemet

Supemmt

Pelet

Supemmt

Pelet

100

100

100

100

100

100

一　
　
＋
二

　
　
＋
二

のHOmOgenates ofleaves were centrimged and supemtant and pelet aactiolls were obtained.Sporc

menS10rls(5x105 wor馘→ Of O-264 h tactions wcre aMyed for toxin― induc地 ��げh dle

assayp rate ofwore geunination(SoWasdsomeaMed.

りActiviv is shOm by toxicityb cabbage leaves(± :pptOm ttwomd sitc and― ino mptomJ.
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Table 5。 Toxin―indllcing activity ofcel wal■ actioFIS emacted by ttording to hc protocol ofEnglish

飢Л。(1971)IIom CtiOlated scedlings ofhost and non― hott plantsつ

Cell wau taction      Exp,1 ExP.2

RateofSGe6)  Activityり     Rate ofSG96)  Activityりtom:

Cabbagc

Komama

Pea

Cucmbcr

88             -

89             +

88            -

93              ±

94             +

92       +

92      -

95              -

のSpOre mensiOllS(5x105 wor鶴 れつ of O-264ね cell wal enact aOm leavcs ofhOtt and non―host

plants wcrc amycd for toxin― inducing“i�げ h hea翌ちrate of wore gemination(So Was』 scj

lneaslxred.

り Activity is shom by toxicity to cabbage leaves(十 :sl屯趾ッコ騨血L± :pptOm at womd site and

―inO mptomj.
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画分において若千の誘導滑性が見られたが、キャベツ葉細胞壁画分では全く活性がみられな

かった lTable 6)。 一方、非宿主葉細胞壁画分においては若千の滑l■がみられたが、一定し

た活性ではなかった lTabに 6)。

(4)植物葉上のSGFの毒素生成誘導滑l■

宿主および非宿瑚 葉に O-2留 のDW胞子懸濁液を満下接種し、24時間培毒脚こSGF

を得た。SGFを熱処理して SGF中に存在する毒素を失活させた後、毒素生成誘導滑性を調
べた。その結果 lTable 7)、 全ての宿主葉上より得たSGFにおいて著しい毒素生成誘導滑陛

が認められた。一方、非宿主葉においては浄l■が認められなかった。

3)宿主植物葉上における胞子発芽時のAB毒素生成の誘導機構

(1)植物葉上SGFの毒素生成誘導活l■の経時的変化

キャベツ葉上に O-264の DW胞子懸濁液を滴下接種し、一定時間毎に胞子発芽率を測定
後に滴下液を回収した。SGFの毒素静性を検定した後、SGFを熱処理し、毒素生成誘導活

性を調べた。その結果 lFig.1)、 O-264胞子は接種後 3時間目から発芽し始め、12時間後に

は100%の胞子発芽率となった。また、SGFの毒素生成は接種後 6時間日以降から認められ、

培養時間が経過するに従って増大した。毒素生成誘導滑性イ剖包子が発芽し始める3時間日以

降から検出され、12時間目まで増大した。

(2)И.プ佗7物筋SGFの毒素生成誘導滑l■

キャベツに非病原菌であるИ.識軸 aO呈76およびO-94の DW胞子懸濁液をキャベツ葉
およびプラスチックシャーレ上に滴下接種し、24時間培養後に回収した SGFにおけるAB

毒素生成誘導滑l■を調べた。比較のため、Op64胞子においても同様の検定を行つた。その

結果 lTable 8)、 И.曲軸 αの両菌株から得たSGFにおいては全く誘導滑隆を示さなかった。

一方、病原菌のO-2留 から得たSGFにおいては顕著な誘導静性を示した。

(3)プラスチックシャーレ上 O_264 SGFで処理した宿主楽からの浸出液の毒素生成誘導

活性

以上の結果より、AB毒素生成誘導因子が宿主葉上のO-264 SGFにおいてのみ存在してい

ることが示唆された。そこで、本因子が宿勒 由来か、または病原菌胞子由来力載こついて

調べた。プラスチックシャーレ上にO-264の DW胞子懸濁液を滴下し、24時間培養後に回
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Table 6.Toxin― inducing activity ofceu wa■ aactiorls cnacted by according to he protO∞ 1 0fKiba d江 .

(1995)aom etiolated scedling ofhott and non― hott plantsの

Cdl wan taction

tom:

Exp.1 Exp,2

Rate ofSG(%) Activityり Rate ofSG(%) Activityけ

Cabbage

Komana

Pea

Cucunber

92

100

35

27

O SpOre mpenslons(5x105 spOres/mJofo_264 h ccu wau tactiorls tom etiolatt seedlings ofho載

and non―host plants were amyed for toxin― inducing“こ�げ h he amy9 rate of wore gemination

(SO)Was ЛsOrncaMed.

りActivity is shombytoxicityto cabbage leaves(± :pptom atwound site and― ino mptOmJ.

一　
　
十
二

　
　
＋
一

一　
　
＋
一
　

＋
一

９４

８５

留

９７
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Table 7.Toxin― inducing activity of wore gemination auids(SGFo ofИ .】螺 たたο肋 (O-264J on

vanols plantleaves。

Plant family Plant spccics Activityり

Cruciferae

Rosaccae

Solatlaceae

Cucurbitaceae  ⑤″爾 ss,加明ccucunberJ tt Tsubasa

談螺 紘 c叩 9s/Jb・ Com内 蜘 つ ∝ Ramen

aJivに,Oeafm恥倣0
a騨 苺ilseedrapeJ cЧ Wester
a。,9Юc9,●aulinOwerJ∝ SnOw crowll

a。たr∝e,●abbageJ ωl ShOshu

き淋 刀ゆ Fi2CJapanesepearJ ttHiSiki

ち[甲鰯
'COη

 es�eηttη ctomatOj∝ Momotaro

+十

■十

++

十十

十+

のSpOrC mCns10rls(106 worettD in waterwere placed onleaves.Aner incubatioll for雰 軋 SGFs

were heated for 15 min at 100° C and amyed fortom―inducing“d�v

めActivity is shom by tomclty to cabbage leavcs.+十 :severe yttO乳―ino mptom.
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cabbage haves and incubated for併 18 hAner wore geminati∝ perccntes ①  �drOp山 的luiOlls
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Table 8。 Toxin― inducing activity of spore gemination duids(SGF9 ofガ ル赫 ,iSOlates on cabbage

leaves andplastic platts O

Spore wens10n of Placcd on Activityけ

И.叫鵡 ため 肋 (O-2留)

Иo α脆爾 αJapancsepearpahome(O-276)

И,,テルηttrr7 SaprOphyte(O-94)

Cabbage

Hastic∬ ate

Cabbage

Plastic P脱

Cabbage

Plastic plate

十 +

O SpOre mens10rls(106 wore鉱 り in watCr were placed cjn cabbage leaves and plastic Plates.Aner

incubation for 24軋 SGFs were heated for 15 min疵 100℃ and―yed for toxin― inducing螺、

りActivity is shoMby toxlcltytO cabbage leavcs.+十 iscvere pptom)一ino pptom.
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収した SGFを宿主および非宿主業上に滴下した。24時間培養後に滴下液を回収し、AB毒

素生成誘導滑l■を調べた。その結果 lTablc 9)、 宿主葉上に滴下したSGFでは顕著な誘導活

性が認められたが、非宿主葉上に滴下した SGFや宿主および非宿主葉上に滴下したDWで

は全く滑l■は認められず、毒素生成誘導因子は宿主植物由来であることを示した。

4)AB毒素生成誘導因子の純化

以上の結果から、宿主葉上でのИ.腕邪たたοtt SGFには AB毒素生成誘導因子が存在して

いることが示唆されたので、SGFから本因子の純化を試みた。

(1)有機溶媒抽出

キャベツ葉から得た O-264 SGFを熱処理し、濃縮乾固した後、各有機溶媒を入れ、溶解

画分と非溶解画分を得、各画分における毒素生成誘導冊性を調べた。その結果 lTable 10)、

活性はアセトンおよび酢酸エチルの非溶解画分とメタノールの向回分においてみられた。

(2)Sep‐pak c18カラムによる抽出

キャベツ葉から得た O-264 SGFを熱処理し、Sep―pak C18カ ラムを用いて逆相クロマトグ

ラフィーを行つた。カラム非吸着画分および 1000/。メタノール溶出画分 (吸着画分)におい

て毒素生成誘導滑性を調べた結果 lThle ll)、 非吸着画分にのみ滑性がみられた。

(3)M聴 過膜による分画
キャベツ葉から得たO-2留 SGFを熱処理し、5 kDaおよび 10 kDa分画用のモルカットⅡ

または 3 kDa分画用のウルトラフリー15により分画し、各画分における毒素生成誘導滑性

を調べた。その結果 lTable 12)、 滑陛は10 kDa以下、5 kDa以上および以下、3 kDa以上の

画分においてみられた。

(4)過ヨウ素酸および各種酵素処理

誘導因子が蛋白質か糖かを調べるために、キャベツ葉から得たO-264 SGFを熱処理し、500

μg/m proteine Kま たは、0。 125～1測rの過ヨウ素酸カリウム lKI04)溶液を処理し、毒素

生成誘導滑性を調べた。その結果 lFig.2)、 proteinase K処理における滑性への影響はみら

れず、l mM KI04処理において完全に滑性は消失した。以上のことより、本誘導悟性には糖

が関与することが示唆された。そこ鉤 際 を処理した結果 lF地 .2)、 α―Inalanosidase

処理により活性は完全に消失した。また、β-81ucOttdase処理においても若千活性は低下した
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Table 9,Toxin―inducing activity ofdintes tom leaves OfhOtt and non― hott plants teatcd wih wOre

gemination nuids(sGFo ofИ .brrdsえガじο肋(O-264)onplaStiC platcs O

Trcatncnt Dintetom Activityけ

SGF

DW

abage

Komana

Oilseedrapc

Cucunber

」apanese pear

Tomato

Cabbage

駒酔neSeド川

++

+

十

つ SpOrC StwenS1011s(105 wOre並け in water were placed oll plastic platcs and incubatcd for 24比

SGFs and water on plastic plates wcre tansferred cJn hott and non― hott leaves,Aner/hr incubati咀

ule ttlution droplets contining dintes tom leaves were amyed fortoxin― inducing蝋、

め Activity is shOM by toxiciv to cabbage leaves.+十 :severe mptOm,+:slitt vttO乳 ― :nO

pptom.
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Table 10.Toxin―とldu山幣 activity ofsolvcnt‐ soluble andinsoluble tactions tom SGF 0

Solvent Fraction Activityけ

Solublc

mlublc

Solllble

holuble

Soluble

moluble

+

Ehyl acetate

Mehnol

+

十

+

のSGF ofO―翔 tom cabbage ttaves was evaporated and enacted wih ttlvents.Solvent― soluble and

insoluble tactiorswere dissolvcd inDWand amycd for toxin― inducing“ i�,
めActivity is shoMbytoxicity to cabbage leaves.十 :pptom,i no mptom.
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Table■ .Toxin― inducing activity of absorbed and passed tactiorls in reverse phase∞ l―

chromatog7raphy widl Sep―pak C18 Catidge ofSGF。

Activityけ

Adsorbed aacti∝ (100%MeOHclutionJ

PassedtactioncDWeluiOnJ

SGF

十

十

o SGF of O-264■ om cabbage lcaves was chromatogtthtt Wih Sep― Pak C18 Catidgeo Absorbing

eacticln was evaporatcd and dissolved in DW Absorbcd and Passed tactiolls wcre assayed for tom―

inducing“d�げ

めActivity is shombytoxicity to cabbage lcavcs.+:sy叫 沌o乳―ino symptom.
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Table 12.Toxin―inducing activity oflow and hi♪ mOlecularwcittaactiolls obtainedbydtl・ amtration

ofSGF

utramtrationつ Activivり

>10 kDa

<10にDa

>5 kDa

<5 1cDa

>3 kDa

<3 1cDa

SGF

一

＋

十

＋

十

一

＋

のSGFs ofO-264 tom cabbagelcaves were m任 御回 by ultramtration acro器 3 kDЪ 5 kDaand10 kDa

membranes,The■actiorls were assayedfortoxin― inducmg“i�げ

めActivity is shoMby toxicity to cabbage leaves,十 :vЩ

"吼
―inO symptom.
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separately � h 10 units cachofβ ―gЛaCtOSidase(βいG→,α―glucosine急凱_GluJ,β―glucosihe(β ―GluJ

and α―Inalmoddase o― ManJ.Aner KI04 and e― esinhe reactiorls were removedby dtrntratioL

toxin― inducing activity in SGF― ples was evaluated― g bioaMy.Activity is shom by dilution cnd

pointoEP)ofdle sOluionhat gave toxicity to ttbage leaves.

30



が、それ以外の酵素では全く影響はなかった。

(5)各種グル濾過クロマ トグラフィーによる分画

キャベツ葉上から得た SGF(100� )を濃縮して 1皿 にし、それぞれ Scphadex G… 25 Coarse

および G-50 Cottseゲル濾過クロマ トグラフィーを行い、溶出液を5測 ずつ集め、各画分に

おける毒素生成誘導滑性を調べた。Sephadcx G-25 Coarseグ ル濾過クロマ トグラフィーでは、

Voおよびその付近 (溶出量 30-50m)に活性が見られ、多量の糖および蛋白質が検出され

た lTable 13)。 一方、Sephadex G-50 Coarseグル濾過クロマトグラフィーではVoよ り遅れた

画分 (溶出量 45-55m)に脅性が見られ、糖は検出されたが蛋白質は殆ど検出されなかった

lTable 14)。 以上のことより、Sephadex 650 Coarscグ ル濾過クロマ トグラフィーにより得

た浄L画分の方が純度が高いと考えられ、この画分をさらに Sephadcx G-50 Supeneゲ ル濾

過クロマ トグラフィーにより分画した。溶出液を 5� ずつ集め、各画分における毒素生成

誘導滑性を調べた結果 lTablc 15)、 溶出量 130-135詞 の画分において活性が見られた。ま

た、滑陛画分には少量の糖が含まれており、蛋白質は検出されなかつた。G-50 Supeheゲ

ル濾過クロマ トグラフィーにより得た活性画分を濃縮し、ゲル濾過 HPLCにより分析した

結果 lFig。 3)、 溶出時間 lRt1 7.75分に単一のピークが検出された。既知分子量のプルラン

をスタンダー ドとした分子量解析により本ピークは約 1,3 kDaで あると推定された。本ピー

クを分取した画分を各濃度に調整し、毒素生成誘導悟性を調べた結果 lTable 16)、 0.02 μg/d

の低濃度まで檜 l■を示した。なお、本因子の SGFからの純化羽慣を Fig。 4に示した。

(8)GCによる構溺功影》折

ゲル濾過 IIPLCにより得た純化誘導因子を加水分解し、アセチノ1/T監した後、GCにより分

析した。スタンダー ドとして、D―マンノース、D―ガラクトースおよび D―グルコースを同様

にアセチノ町監し、GCにより分析した。その結果 lFig.5)、 マンノースが Rti19.99分、ガラ

クトースが Rt:20。30分、グルコースが Rt:20。67分であつた。一方,誘導因子は 3つの主要

なピークが検出され、ピークIは Rti19。 99分、ピークΠは Rt20。30分、ピークⅢ はRt20.59

分であった lFig.5)。 さらに、純化誘導因子の加水分解物を CC‐MSにより解析した結果、

予想される単糖のスペクトル lyz H5、 145および 187)が ピーク IおよびⅡにおいては検

出されたが、ピークⅢ には検出されなかった (データなし)。

(9)SDS―PAGEによる発現蛋白質解析

ゲル濾過 HPLCにより得た純化誘導因子で処理した O-264胞子懸濁液をプラスチックシ
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Table 13.Toxin‐ inducing activity of tactiorls by Scphadex G-25 Coarse∽l― chomatography of

SGFつ

Fraction

No.

Elutionvolme l→ Activityけ Protein content

嗣

1

2

36ゐ )

4帥)
5

20-25

25-30

30-35

35望0

4045

45-50

50-55

55-60

60-65

0.5

2.6

88.4

100.0

61.7

48.3

つ。0

40.8

41,3

8.1

1。 5

58.1

105.8

69。7

51.4

筈 .9

66.8

77.0

６

　

　

７

　
　

８

　
　

９

十

十

+

十

のSGF ofO-264 tom cabbageleaves was chomatographed on SephadexG-25 Coarse col― (1.5x90

cmj and aactiolls(5呵 ofhe elutiolls wCre COmectedo Thc tactiolls were amyed for toxin― inducing

“
d�げPrOtein and sugar contents ofhc tactiorls werc Лso detemined.

めActivity is shomby tonclty to cabbage lcaves.+:即町胞乳―ino mptOm.
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Table 14.Toxin― inducing activity of aactiorls by Sephadex G-50 Coarse∞lHtt chromat岬町Ⅲ  of

SGF O

Fraction No. Elution  volme

OIつ

Activityけ Sugar∽atti

嗣

Protein content

帥 nウ

1

2

36ゐ)

4帥 )

5

6

7

8

9

10

20-25

25-30

30-35

35-40

4045

45-50

50-55

55-60

60-65

65-70

7.1

6,3

24.1

27.6

23,0

17.2

18.5

19.8

29,1

68.8

8.2

1.8

14.7

13.5

16.6

7.3

9.5

5。9

8.2

27.3

一　

十
　
十

の SGF of O-2留 tom cabbage leaves was chomato邸 中htt On sephadex G-50 Coarse col―

o.5x60 cmJ and tactiolls(5刺 ofhe eluti∝ were∞■ected.恥 aacticJns were ttsaytt for toxin―

inducing鵡、Protein and sugγ contents ofhe tactions were Лso detemined.

めActivity is shombytoxicity to cabbage leaves。十:即叫灼軋一ino vmptom.
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Table 15.Toxin― inducing activity ofと actiolls by Sephadex G-50 Supeme∞ l― chromatography of

active lraction obtaincd tom Sephadcx G‐ 50 Coarse col― chromatog中呼
0

Elutionvol―

m

Activityけ Sugar content

帥 う

70

75

80

85

90

95

100

105

110

115

120

125

130

135

140

145

150

75 (∇6)

80

85

90

95

100

105

110

115

120

125

130

135

140

145

150

155

一　
＋

1.8

2.1

0.6

■2

3.1

7.0

8.1

11.0

17.4

24.1

27.3

34.1

19.9

10。7

7.5

2.1

■9

のActive tactions obtained aom Sephadex G-50 Coarse∞ l― chromatog7raphy were combined and

chromato即ぃhm On sephadex G-50 Supehecol― (1.5x90 cmJ.The tactiolls(5刺 ofhe elution

were co■ ected and amyed fortoxin― inducing“d�げSugar COntents ofaactionswere Лso meaMcd.

りActivity is shomby toxicityto cabbage leaves。十:期珈りαL――ino mptom.
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Table 16.Toxin― inducing activity ofactivc tactionby gel mtation HPLC

Concentration(μ Bれd)° Activityけ

20

10

2

1

0.2

0。 1

0.02

0,01

0,002

つActive rractioll obtained by gel mtation HPLC was evaporated and weight was mcaMed.監

tactionwas dssolvcdhDW ttvarious concentatiolls,and― yed fortoxin―inducmg呻 .

りActivity is shomby toxicity tt cabbage leaves.+:期螂〕軋―inO symptom.

十

十

十

十

十

十

十

一

a6



SPore suspellsion(106 spOres/ml)

SGF

卜  ]巳

vaporated,刀 フαじИο

Resldue

Active ttaction

十

二――――_ sephadex G‐50 Supe劇臣ne column chrOmatOgraphy

Active fraction

l―

――――― Gel rlltratiOn]肛 PLC

Pur二五ed inducer

Hg。 4.Scheme for pwincationば inducer forAB―toxinproduction tom S∝
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Retention time(min)

Fig.5.Gas chomato鉤 lッ (GCJ ofheactivetactionobtainedby gdmtatiorlHPLC.僻 )GC pro離

of acetylatFd derivatives ttoln he hydrolyzed active taction.I,Π  and Ⅲ shown h aglre arc ttor

peaks,c)GC prome ofacetylatcd D― Inallnose ①,D―galactose o andD― glucoseぐぅuSed as mndards。

Col_DB-1(30 mxO.25 mmj;carri∝ gas,N2;f10W rate,2.8 mymin;齢,m。
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ャーレ上に滴下し、24時間培養後に回収した SGFにおいて SDS―PAGE解析をおこなった。

その結果 lFig.6、 lane l)、 約 38 kDaに顕著なバンドが観察され、その他にも、いくつか薄

いバンドがみられた。一方、コントロールとして、O_264の DW胞子懸濁液を同様に培養
して得た SGF IFig.6、 lane 3)や誘導因子のみ lFig.6、 lane 2)においても SDS―PAGE解析

を行つたが、38 kDa付近にバンドは観察されなかった。

5)AB毒素の純化

キャベツ業上にO-264の DW胞子懸濁液を滴下接種し、24時間培養後に回収して得た SGF

中に存在する宿主特異的AB毒素の純化を試みた。

まず、SGF 100測 に粉末硫安を順次 400/0、 80%および 100%飽廂になるよう1動日え、遠心

分離により沈殿物を得た。各沈殿物を DW4 � に溶解し脱塩した後、毒素滑性を調べた結
果 lTable 17)、 40-800/0の飽和画分において希釈限界値 32倍まで毒素浄性を示した。次に、

硫安分画により得た活陛画分を疎米性クロマトグラフィーにより分画し、各画分の毒素活性

および蛋白質含量を調べた結果 lTable 18)、 非吸着画分において希釈限界値 8倍まで悟性が

みられ、0。25M硫安含有リン酸緩衝液により溶出された画分においても希釈限界値 4倍ま
で脂性が見られた。なお、向回1分において多量の蛋白質が存在した。さらに、疎米性クロマ

トグラフィーにより得た滑性画分 (非吸着画分)を Sepbdex G-75グル憶過クロマ トグラフ

ィーにより分画し、各画分の毒素滑陛および蛋白質含量を調べた。その結果 lTblc 19)、 溶

出量 36‐63� において希釈限界値 8倍まで活性がみられた。Sepbdex G-75グル濾過クロマ

トグラフィーにより得た画分 CNo.1-7)を濃縮し、SDS―PAGE解析を行つた結果 lF地.7)、

画分 No。 1～5において多くのバンドが検出された。Tablc 19において毒素滑 l■の強かった No.3

およびNo.4では、約 38 kDa付近に顕著なバンドが検出された。
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Fig.6.SDS―polyacrylamide gel dectrophoresis(酔にGE)of wore g― ination auids(sGFo■om И,

braddたれ肋 (O-264・ J treated wih he active■ action oll』 astiC」ateS,Spore spension(5x105

worcytt yplied wih he active taction← μytt Klme l)っ SOldiOn containing he active taction

Oane tt and wOre menS10n in water oane 3)were incubated for 24 hr oll plastic plalcs.A10‐ fold

的 �On Of he sample was electrophoresed and Proteins were detected by silver nining.

Molecularweittmarkeroane嘲 ねindicad onhe�♪ばhe gd �kiloDalton.
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Table 17.Toxicity of tactiolls by armmolllllm曲   [①田つ2S04]preCipitation of SGF of И.

N螺たたοtt O

Fraction Toxicityけ

Dilution

×1         ×2        ×4        ×8       x16       x32

ドロ携S04 COnC.

0-40%              0.0

40-800/0              2.5         1.5        2.0        1.5        1.0        0.5

80-1000/0            0.0

のPrOteins wcreprcclpltated aom 10o mu sGF ofZ.N啜 たたο肋(O-264JwihO-400/0ぅ 40-800/Oand 80-

1000/0嘲2S04 SamatiOn触 4° C.Proteinswere pelleted by centrimgation and dttOlved in 4皿 DW

The soluiolls wcre scria■ydilutedwihDWandamyedfortoxiⅢ

り TOXiCity is shom as O-3 values.a no中 ,li slindy cmorods,2:Inoderate cmorods,3:

severe cmorod&Each valueね he average ofureerepliCnolls.

0.0
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Table 18.To� city oftactiorls by hydrophobic interaction chromatogriaphy側 ②。

Fraction Toxicityけ       PrOtcin conc.

Diluion (μυ硼

xl    x2    x4    ×8

Passed taction               2.3    2.0    2.0    2.0      321.6

Adsorbed aaction

O.25Ms□携S04 0・7  0,3  1.0  0.0   172.6

0M gN附とぅ2S04 0,0  0・ 0  いfr       83.5
Washinglractiong即)  0.0 0.O M    50。 5

の TOXiC taction by ttLttS04 preCipitation as appliedto Ⅲ C outyl―TOYOPEARL)2x3cmJ.Ih

adsorbedtactionwaselutedwih50mMPhowhatebderΦ H7.5)consiSting ofO.25 M① 旧功S040r

only曲 .F斡 Ⅲ hc cOl― Was baded �h tt Eatt hction was∞lected and concentrated by

ultramtation lo kDa membranc.Aner protein contentsin he tactions were detemint he hctions

were serialy diluted�血DW and assayed forb� cl,

め TOXiCity is shown as O-3 values,Oi no螂 邸 ,1:Slintly Cmorods,2:Inoderate cmorods,3:

scvere cmorods.NT inot俺載.Each value is he average ofuree replications.
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Table 19,Toxicity oftactiolls by Sephadcx G-75 col― chromatoyりⅢ
0

Fraction

No.

Elution

volme

m

Toxicityり

Dilution

×8x4Xl x2

1

2

3

4

5

6

7

27-36 cV6)

3645

45-54

54-63

63-72

72-90

90-120

0.0

■5

2.5

2.3

0.7

0.0

0.0

M

2.0

2.5

2.5

0.0

M

N

■0

■0

■0

166.8

157.8

126.6

66.9

61.7

43.7

10.6

１．０

２．Ｏ

ｍ

Ｎ

の]陸 tOXiC taction Φassed aactionJ by ⅢC Was chromto鉤団 On sephadex G-75∞ l―

(1.2× 65 cmJ.Ih eluted hctiorls were c飩 ∞耐施d by ultamtation lo kDa membrane.Aner protein

contents inhe tactions were detemint he taCtiOns were semtt dilued �血DW and amyed for

to�c呼

め TOXiCity is shown郎 0-3 value乱 徴 no Ψ 叩 o鵬,1:並ndy cmorotts,と Inoderate cmoro屯 3:

severe cmorods,NT:ェЮt俺前。Eachvalue ishc average ofhee replications.
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Fig.7.SDS― PAGE of敏� orls by Sephadcx G-75 collum chron■ ato」中ly E� 監� on o00 μりWas

COllCentratcd tt clcctropl■orcscd.Protellls werc dctccted by CBB Mining.Lancs l～ 7 show aaction

nunabers obtained by Scphadcx G-75∞l― cttomato邸軸 .Lane Mね tnohcular weiylt m恙、

Arrow shows 38 kDaprotcin.
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4 崇影異

ガ筋棚物 瞬鶴sため物 は多数のアブラナ科植物に及ぶ広い範囲の宿主に病原性を示す

lCooke d Л。1997)。 И.院邪たたο肋によって生成される蛋白質毒素である宿主特異的AB毒

素は本菌の宿主にのみ滑性を示す (Otani d江。1995)。 また、AB毒素は宿主業上での発芽胞

子により生成され、非宿主葉上およびプラスチックシャーレ上、液体培地中においては生成

が認められない (Otani鋭 』.1998b)。 このように、И.N螺たi∞〕αはAB毒素生成において大

変ユニークな仲性を持っており、発芽胞子からのAB毒素生成には宿主植物由来の何らかの

因子が関与していることが示唆された。

そこでまず、宿主植物または非宿主植物葉の熱抽出液においてAB毒素生成誘導滑l■を調
べた結果、宿主植物葉熱抽出液において若千の誘導活性が認められたが、宿主葉上での毒素

生成ほどの頭著な生成量ではなかった。次に、各植物葉磨砕液を遠心分離によって得た上清

および沈殿画分においてAB毒素生成誘導活性を調べた結果、宿主葉磨砕液の沈殿画分にお
いて若干の誘導旨性を示した。しかし、沈殿画分の主成分である細胞壁成分における毒素生

成誘導滑性を調べたが、顕著な活性は認められず、宿主植物における誘導因子の有無につい

ては明確にはできなかった。

発芽胞子のAB毒素生成は、宿主葉上でのみ認められることから、誘導因子イ剥包子と宿主

植物との相互作用によって生成される可能性が考えられる。そこで、宿主植物および非宿主

植物葉上より得た SGFにおいて毒素生成誘導滑性を調べた結果、宿主植物葉上から回収し

た SGFにおいてのみ顕著な誘導滑性が見られた。また、SGFにおける毒素生成誘導滑l■は

胞子発芽直後より検出され、その後、AB毒素が SGF中に放出された。このことより、宿
主葉上でのみ本菌がAB毒素を生成するのは、非宿主葉上に毒素生成を阻害するような因子
が存在するからではなく、宿主葉からの SGF中に AB毒素生成を誘導する何らかの因子が

存在するからであると思われた。

そこで、SGF中の毒素生成誘導因子が宿主由来かどうか調べるために、プラスチックシ

ャーレ上より回収した SGFを宿主および非宿主業上に消下し、24時間後にその滴下液の毒

素生成誘導活性を検討した。その結果、宿主業上の滴下液のみ顕著な誘導滑性が認められ、

本因子は宿主由来であり、発芽胞子からの何らかの因子によつて宿主葉より遊離してくる物

質であることが示唆された。また、興味深いことに、本因子はИ.灘螺 赫∽肋のSGF中にの

み遊離され、他のИ
`抱

爾 α属菌のSGF中には遊離されなかったことより、毒素生成誘導囚

子の遊離は本病原菌に特異的であることが考えられる。

SGF中の毒素生成誘導囚子は熱に安定な水に可溶な物質であり、その活性は KI04や併
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Inalnosidasc処理によって完全に消失したが、protei― K処理には全く影響されなかった。
このことより、本因子はα―マンノースからなる構造が誘導活性に関与する多糖類である可

育〕性が示唆された。SGFから各種クロマトグラフィーによって精製した誘導因子をグル濾

過HPLC分析した結果、単一ピークとして検出され、分子量約 1.3 kDaと 推定された。本画

分は20鸞� の低濃度まで誘導滑性を示した。さらに、この純化画分をGCおよび GC―MS

により分析した結果、本因子は D―マンノースおよび D―ガラクトースからなる配糖体である

ことが示唆され、このことは酵素処理の実験結果とも一致した。プラスチックシャーレ上に

本誘導因子を処理して得た SGFを SDS―PAGEによつて解析した結果、約 38 kDaのバンド

が顕著に検出され、本誘導因子によって発芽胞子から主にAB毒素が生産されることが示唆

された。しかし、以前の報告 COtani d Л.1998 D lこおいて、AB毒素の分子量は約 35 kDa

と推定されており、今回の結果における分子量の差異がどうして生じたのかは明らかではな

いが、AB毒素の構造がSGFからの精製過程において変化した可能性も考えられる。なお、

今回の SDS―PAGE解析において38 kDa以外の数個の薄いバンドが検出されたが、これらは

И.臨sic加肋胞子発芽時に宿主葉より毒素生成誘導因子を遊離するための細胞壁分解酵素
である可育と性があり、今後、検討する必要がある。

一方、AB毒素の化学構造は明ら力Чこなつていないことより、SGFからの毒素の純化を試

みた。SGFの硫安分画により得た滑m分 を疎米性クロマトグラフィー、Sephadcx G-75ゲ
ル濾過クロマトグラフィーで順次分画して活性画分を得た。滑性画分を SDS―PAGEで分析

した結果、約 38 kDaにバンドが検出されたが、その他にも多数のバンドが検出され、不純

物が多く含まれており、純化には至らなかった。さらに他の方法を用いて純化を進め、構造

解析を行う必要がある。

今回の研究により、И.腕郷た減海の発芽胞子によるAB毒素生成機構に関しては、0発
芽胞子による宿主葉からの配糖体である誘導因子の生成、Cii)宿主由来の配糖体による発

芽胞子中の AB毒素の誘導、liii)発芽胞子からの AB毒素の放出、という一連の図式が想

定される。このような病原糸状菌の発芽胞子による HST生産が宿主との相互作用によって

誘導される例は世界で初めてのことである。

最近、建めwm ttЛ.0003)は、アメリカニンジンにAlt―riabli煎病を引き起こすИ.印
の生産するHST IAP毒素)は 35 kDaの蛋白質であり、宿主葉上でのみ生産され、非宿主

業上では生産されないことを報告した。このように、宿主植物を介した HST生産は蛋白質

HSTの一つの衛欽と考えられる。したがつて、И.p伽筋の発芽胞子によるAP毒素生成にお

いても、今回の研究と同様な検討を行えば、宿主由来の何らかの因子が HST生成に関与し

ていることが明らかとなるかもしれない。なお、蛋白質HSTと しては、すでにコムギtan wOt
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病を引き起こすみη弊疵麗″デガじlw徽施によつて生成されるPtr TOx A IBAance et Л。198乳

Tomas et al.1990;Tuo�  et al.1995)お よびPtrTOd lStrekov et Л。1999)が明らかとなってい

る。本 HSTは、液体培地中においても植物上と同様に生産されるが、今後、HSTの探索を

宿主植物上での病原菌のSGFに注目して行えば、新たな蛋白質HSTの発見となるかもしれ

ない。

宿主植物由来の因子を認識して、病原菌の発芽胞子が病原性関連因子を生産する例はクチ

ナーゼにおいて報告されている lKolandy and Gamble 1995)。 一般的に、病原糸状菌の胞

子は植物葉表面上で発芽する時、微量のクチナーゼを放出し、植物葉細胞壁より少量のクチ

ンモノマーが遊離される。クチンモノマーは病原菌のクチナーゼ遺伝子を活性化して、発芽

胞子から大量のクチナーゼが分泌される。И.bralJ陀触力 においても胞子発芽時にクチナー

ゼやリパーゼなどの酵素が分泌されていることが知られているので lBerto dЛ.199砒 Fan and

附 ler 1998)、 発芽胞子によつて生成される酵素が宿主葉からの配糖体の遊離を引き起こし

ていているかもしれない。したがって、今後、病原菌が生成する宿主細胞壁または葉表皮ポ

リマーを分解する酵素を明ら力引こすることが重要な課題である。
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第 2節 胞子発芽に関与する植物成

1 齢

И.肱問虚加肋は高濃度胞子懸濁液 (106個/� 以■lの場合、宿主業上では顕著な発芽を

示すが、非宿主業上やプラスチックシャーレ上では殆ど発芽しない 10tani飢 』,1998 b and

2001)。 また、非宿主葉上の未発芽胞子懸濁液を宿主業上に滴下すると、胞子は発芽を開始

することから非宿主やプラスチックシャーレ上での発芽の低下は、発芽抑制物質の存在によ

るものではないことが示唆されている (Otani d江。1998b)。 このように、И.ドペテじたο79では、

HST生産のみならず、胞子発芽においても宿主成分が関与していることが示唆されるため、

宿主植物におけるИ.N囃た放海の胞子発芽を促進する因子の探索およびその純化を試みた。
一方、本実験を行つている過程で、И.N螺ためみは低濃度胞子懸濁液 (105個耐 以Tl
の場合、宿主葉上ではもちろん、非宿主葉上やプラスチックシャーレ上においても顕著な発

芽を示すが、非宿主植物であるトマト葉磨砕液中ではИ.灘啜 たわ肋胞子の発芽が著しく阻

害されることを見出した。そこで、 トマト葉磨砕液中に存在すると思われるИ.H螺ためね
胞子発芽阻害物質の単離および同定を試みた。
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2 '財料およ叫

1)勒 およ呻

第1節の実験で用いた値物の他に、ナス科植物のピーマン ∽ 肋脇伽靱閉 L)品種 京

波、およびバラ科植物のリンゴ 醜 脇即 わ v征 あ陀sttcめ 品種 レッドゴールドを使用し

た。供試菌にはИ能物笏,肋郷ため肋 (アブラナ尉植物黒すす病菌)の O-2留 菌株およびИ,

αhttα非病原菌のO-94菌株を使用した。胞子の調整は第 1節と同様の方法で行つた。

2)胞子発芽率の測定

湿室プラスチックチャンバー内のスポンジマット上に置いた宿主、非宿主葉およびプラス

チックシャーレ上に、O-264胞子のDW懸濁液を40 μlずつ滴下し、25℃暗下で 24時間静

置した。胞子懸濁液滴下部を 0.01%コ ントンブルー液で染色し、光学顕微鏡下で発芽胞子数

を計測し、発芽率を次式により求めた。

胞子発芽率 儡)=総発芽胞子数/総胞子数 x100

3)植物葉磨砕液の調製

各値物葉 lgに DW5 � を力日え、ホモジナイザー lKinematicalで磨砕したものを植物葉
磨砕液とし、遠心分離 (800で、5分、20℃)して上清および沈殿画分を得た。沈殿画分は

さらに遠心分離 (800た、5分、20℃)によって、3度洗浄した。

4)胞子発芽液の調製

各植物上およびプラスチック上に各濃度に調整したO-264胞子のDW懸濁液を40 μlずつ

滴下し、湿室プラスチックチャンバー内のスポンジマント上に置き、25℃暗下で 24時間静

置した。光学顕微鏡で胞子発芽を観察した後、各葉上およびプラスチック上の懸濁液を回収

し、遠心分離 (800を、5分、20℃)を行つた。その上清をミリポアフィルター にL径 0.2 μml

で発芽胞子を除去したものを胞子発芽液 (SGF)と した。

5)胞子発期 l■の検定

検定サンプルに高濃度 (1ば個/m)になるようにO-264胞子を懸濁し、プラスチックシャ

ーレ上に40 μlずつ滴下し、湿室プラスチックチャンバー内のスポンジマント上に置き、25℃

暗下で24時間静置した。その後、発芽胞子数を計測し発芽率を求めた。
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6)胞子発芽促進物質の純化

C)限外濾過

O-2御 SGFを 5 kDaお よび 10 kDa分画用のモルカットⅡ ITGC、 LCC)を用いて、限

外濾過を行つた。得られた各画分における胞子発芽促進悟性の検定を行つた。

tii)右羽財軸葉舶出

O-2留 SGFを pH 5.5に調整し、分液漏斗に入れて同量の酢酸エチルを力口えて攪拌した。

酢酸エチノ1/t由出画分と非抽出画分に分離し、非抽出画分は再度同量の酢酸エチルを適量加

えて攪拌した。抽出画分中の水分を除去するために、無水硫酸ナ トリウムを加えて、濾紙

lntnan No.2)で濾過した。各画分をロータリーエバポレーター lEYELA N-1型、東

京理化器械)により濃縮乾固し、抽出画分は 1%メ タノールに、また非抽出画分は DWに

溶解し、各画分における胞子発芽促進活性の検定を行つた。同様に ヵ―ブタノールについ

ても抽出を行い、胞子発芽促造冊性の検定を行つた。

liii)Sep― pak C18カ
~ト リッジ

O-264 SGF l mを Sep―pak C18カ ラムに注入し、非吸着画分を得た。次に、15%、 70%お

よび 100°/。のアセ トニトリルをカラムに加え、各溶出画分を得た。各画分をロータリーエ

バポレーターで濃縮乾固し、非吸着画分はDWに、また溶出画分は 1%メ タノールに溶解
した各画分における胞子発芽促造滑性の検定を行つた。

liv)グル濾過クロマ トグラフィー

O-264 SGF 100 mを凍結乾燥機により濃縮乾固し、DW lⅡdに溶解し、ミリポアフィル

ター 10.2μ五)で濾過した。濾液を Sephadex G-50 Coarseカ ラム 12x50 cln)でグル濾過

クロマトグラフィーを行つた。DWで溶出し、フラクションコレクターで 5 ndずつ分取
し、各画分における胞子発芽促造滑性の検定を行つた。さらに活師 分を濃縮し、Sep―pak

C18カ ラムに通して非吸着画分を得た。本画分を濃縮し、DWl� に溶解して、Sepb_dex G‐ 25

Coarseカラム 12x90 cmJでグル涼過クロマ トグラフィーを行つた。DWで溶出し、フラ
クションコレクターで 5皿 ずつ分取し、各画分における胞子発芽促造悟陛の検定を行っ

た。

7)胞子発芽阻害滑性の検定
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検定サンプルに低濃度 (105個/nd)になるように O-264胞子を懸濁し、プラスチックシャ

ーレ上に 40 μlずつ消下し、湿室プラスチックチャンバー内のスポンジマット上に置き、25℃

暗下で 24時間静置した。その後、発芽胞子数を計測し発芽率を求めた。また、コントロー

ルとして DWに O-264胞子を懸濁し、同様に発芽率を求め、次式により胞子発芽阻害率を
算出した。

胞子発芽阻害甕
°
/。卜 (1-検定サンプルにおける発芽率/コントロールにおける発芽つ x100

8)胞子発芽阻害物質の純化

Q)DIAION IIP-20逆相クロマ トグラフィー

トマ ト葉磨砕液の上清画分をDIAION Ⅲ)-20カラム (三菱化学、3x14 crn)1こ注入し、

DWおよび各濃度のメタノールを順次カラムイ動日え、溶出画分を得た。各画分をロータリ
ーエバポレーターにより濃縮乾固し、1°/。メタノール lmに溶解した後、胞子発芽阻害活
性の検定を行つた。

lii)Sephadex LH-20グル濾過クロマ トグラフィー

I‐IP…20逆相クロマ トグラフィーにより得 られた活性画分を Sephadex LH-20カ ラム

lAmcrsham Biosciences、 1,4x42 cln)に注入し、80%メ タノールで溶出した。溶出液をフ

ラクションコレクターで 5皿 ずつ分取した各画分をロータリーエバポレーターで濃縮乾

固し、1°/。メタノール l� イこ溶解した後、胞子発芽阻害滑性の検定を行つた。

liii)■とC

LH-20グル濾過クロマ トグラフィーにより得られた滑陛画分をシリカグル Щ£ プレー

ト lMerckj上に展開した。展開溶媒は酢酸/酢酸エチ�/メ タノーノ″P/DW(193020:1、

v/v/v/v)を用いて 2度展開し、風乾した。50%硫酸を噴霧した後、100℃で熱処理するこ

とでスポットを検出した。スポットが検出された画分をかき取り、100°/0メ タノールで溶

出して遠心分離 (800 xgh 5分、20℃)によリシリカグルを取り除き、ロータリーエバポ

レーターで濃縮乾固した。1%メ タノール 14uに溶解した後、胞子発芽阻害滑性の検定を

行つた。

9)胞子発芽阻害物質の同定
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① NMR

純化画分における
lI―

I―NMRスペクトル解析を、発ol Lambda 400 NMR wectometcrを 用
いて行つた。

Cii)FAB…MS

純化画分の分子量を、JMIS―AX505Htt lEOLD� uけ を用いて行つた。
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3 結果

1)植物業上における0-264胞子発芽

宿主植物葉、非宿主植物葉およびプラスチックシャーレ上に 105個/皿 と1ば個/� に調整

した O-2留 胞子懸濁液を滴下接種し、24時間培養後にO-264胞子の発芽率を測定した。そ

の結果 CTable 20)、 宿主葉上ではどちらの濃度においても約 90°/。の高い発芽率を示し、著

しい発芽管仲長が見られた。一方、非宿主葉上およびプラスチッックシャーレ上においては、

低濃度 (105個/耐)では 80%程度の発芽率を示したが、高濃度 (106個/耐)ではほとんど発

芽しなかった。

2)併264胞子発芽に対する植物磨砕液の作用

宿主および非宿主植物葉を磨砕し、遠心分離により得た上清および沈殿画分に高濃度 (106

憫皿 )および低濃度 (105個/m)になるよう1こ O-264胞子を懸濁し、野時間培養後のO-264

胞子の発芽率を測定した。その結果 lTable 21)、 胞子濃度に関わらず、 トマト葉磨砕液の上
清以外の全ての画分において高い胞子発芽率を示し、著しい菌糸生育がみられた。なお、 ト
マト葉磨砕液の上清画分中ではイ剛包子濃度でも胞子は全く発芽しなかった。

3)併264胞子発芽を促進する宿主成分の検出と純化

(1)葉浸出液における胞子発芽促進滑性

宿主および非宿主葉上に DWを滴下し、野 時間培養後に回収した浸出液における胞子発
芽促造悟性を調べた。その結果 (Table 22)、 両植物葉の浸出液中での胞子発芽率は 10%以

下で滑性はみられなかった。

(2)植物葉上より得たO-264 SGFにおける胞子発芽促造滑性

宿主、非宿主およびプラスチックシャーレ上に105佃� と5x1050/ndに調整した o-264

胞子懸濁液を滴下し、24時間培養後の SGFにおける胞子発芽促造滑性を調べた。その結果

lTabb 23)、 両胞子濃度で接種した宿主葉上より得た SGF中では 70%以上の高い発芽率を

示し、発芽管伸長も著しかつた。一方、両胞子濃度で接種した非宿主葉上およびプラスチッ

クシャーレ上より得たSGF中では、20%以下のイ氏い発芽率であつた。
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Table 20。 Spore gemination(So)OfИ.Nぺため肋on variolls leaves andplastic plates

Dropped oni Spore concentation(wOre的けつ

105 106

Rate ofSG∽ Rate ofSG(%)

Cabbage

Koma―

Tomato

」apanett pcar

Plastic plate

95.0 ±  5。 3

98.0 ±  1.8

70.0 ± 11

82.0 ±  1.8

83.0 ±  2.8

89。7 ±  12.2

89.0 と  7.1

3.2 ±  4.0

2.4 ±  2.0

5.5 ±  4.0

の SpOre mens10ns(105。 r106 spOres/dJ OfИ .肋姻 sテσテθοtt Q呈64・J wcre drOpped onvanolls leaves

andplastic plates,Aner24 hrincubatitt wore gemination was obseryedundcr aL♪ t �crOSCOpe.
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Tablc 21,Sporc gemination(SG)ofИ .】ぺ たテω力 in homogenates ofvanolsplants O

Plant Fraction RateofSGcる )

106105

Cabbage

Koma―

Leafmurd

Sweetpepper

Tomato

DW

Supematant

Pclet

Supematant

Pe■et

Supematant

Pe■et

Supemtant

Pe■et

Supemtant

Pellet

Supemamt

Pellet

Supemamt

Pe■ct

100 0yphaextensionJ`

100 GttinemCnsiOnJ

100 0yphaextensionJ

100 0yphaextensionJ

100 0yphacxtensionJ

100 0yphaextensionJ

100 0yphaextcnsionJ

100 0yphaeHensionJ

100 0yphaextensionJ

100 0yphaextensionJ

100

100

0

100

96 ± 3

100 0yphacxtensionJ

100 0yphaextcnsionJ

100 0yphaextensionJ

100 0yphactnsiOnJ

N

M

M

M

M

M

M

M

O

100

1,8 ± 1.3

の HOmOgenatesば various plants were centimg劃 (800も 5 minJ andObtained supemmt andpend

tactiolls.SpOres NensiOns(105。 r106worCytt ofИ .伊岱 Sicわ力 (O-264J in eaCh LCtion were

dropped on∬aStiC plates.Aner incubation for 24軋 rate OfwOre gemination(So waSmeaMed.Asa

contol)wores spensiorls(105。 r106wore的け ofO-264in DWwere dropped on∬ aStiC plates.
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Table 22.Spore gemination(Sc)OfZ.N螺たたοr9in dintes tomhostandnon―hott leavcs

Dintetom; Rate ofSG(%)。

Cabbage leaves

Japanese leaves

Plasticplates

つDWwas dropped on haves and pl� c pltts.Afler incubation for雰 軋 drOplcts werc∞Ⅱectcd and

wOre(106即側 呵 ば И.b姻∫ため 肋 Q_2の Nended � he ttlutiolls were dropped on plastic

∬ates.Aner24 hrincubatitt wore geminatiollwas observedmder attght� croscope.

6.0   ±  4.6

5.8   ±  3.8

1.8   ±  1.3
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Table 23.Spore gemination― stimulating activity ofИ .b萬鰯sた,め肋 SGFs incubated on variolls plant

leaves

Plant Ratc ofSG(9o

Spore concentration(耳 弾爵勤い
°

105 5× 105

Cabbage

Koma―

Cucmber

Japarlese F団

Plasticplate

88.9 ±   6.6

75.8  ±   16.2

11.6 ±   3.0

18.9 ±   13.1

15.1  と  16.3

77.0 ± 8.7

59,0 ± 0.0

2.0 と 1,7

3.0 ± 3.0

3.7 ± 4。7

のSpOre suwenslons(105。 r5x105 spOrett of O-264 were dropped on varlolls lcaves and plastic

p臨 .ARer incubation for 24軋 SGFs were co■ ected and assayed for wore gemination― stimulating

“
こ�げ
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(3)宿主葉上でのO-264胞子発芽率および胞子発芽促進滑性の経時的変化

キャベツ葉上に O-2留 胞子懸濁液 (106個価 )を滴下接種し、一定時間毎に胞子発芽率を

測定した後、SGFを回収し、O-264胞子発芽促進活性を調べた。その結果 lFig.8)、 O-264

胞子はキャベツ葉上では接種4時間後から発芽し女台め、12時間後には発芽率は40%を超え、

24時間目にはほぼ 10oO/。の発芽率を示した。また、胞子発芽促進滑性はO-264胞子が発芽し

始める接種 4時間目より以前の接種 2時間目から認められ始め、24時間目まで緩や力ヽこ増

力日した。

(4)植物葉上より得たИ.,テル′筋勉 (O-94)SGFにおける胞子発芽促進滑性

各植物葉上およびプラスチックシャーレ上に 5x105個/mに調整した非病原性И.識如 α

O-94胞子懸濁液を滴下し、24時間培養後に回収した O―%SGF lこおけるO-264胞子発芽促

進滑性を調べた。なお、O-94胞子は全ての植物葉上およびプラスチックシャーレ上におい

ても 90°/。以上の高い発芽率を示した。その結果 lTable%)、 アブラナ科植物業上より得た

O―%SGF中では 800/0以上の高い発芽率を示したが、それ以外の植物葉上およびプラスチッ
クシャーレ上より得たO-94 SGF中においては20%以下の低い発芽率であった。

(5)O-2留 胞子発芽促進因子の純化

以上の結果より、アブラナ科植物葉上からのИ.灘螺 たわ肋およびИ.励勃切協 SGF中に

はO‐2留胞子発芽を促進する因子が存在していることが示唆された。そこで、И.b/96・s,肱ο肋

0-264)SGFか らのO-264胞子発芽促進因子の純化を試みた。

C)限外濾過膜による分画

O-2留 SGFを 5 kDaおよび10 kDa分画用のモルカットⅡで分画した各画分における胞

子発芽促造滑陛を調べた。その結果 lTablc25)、 10 1cDa以下および5 kDa以下の画分にお

いて顕著な発芽が認められた。

Cii)脚 出

胞子発芽促進因子は低分子化合物と思われたので、O-264 SGFを PH 5.5に調整し、酢

酸エチルおよび η―ブタノールで抽出を行い、抽出および非抽出画分を得た。各画分にお

ける胞子発芽促進滑性を調べた結果 lTable 26)、 両有機溶媒の非抽出画分において発芽が

促進された。
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Table 24.Spore gemination― stimulating activity of non― pahoge� c И.α】セηηtt SGFs incubated On

� ols icaves

Activity(レ6)°

Cabbage

Koma―

Cucunber

」apanese pear

Plasticplates

87.0 ±  4.1

83.0 ±  7.2

16.8 ± 11,0

14,2 ±  6.9

16,3 ± 11,4

の SpOre mensiOns(5x105 spOrCs/m)ofnon_pahogenicИ .ぬ如 。(O-9ZIJweredrOppedOnvanolls

∬ant leaves and∬aStiC∬ate&Aner incubated for 24軋 SGFs werc colected and amycd fOr wOre

gemination― stimulating“d�げ
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Thle 25。 Spore gemination― stimdating activity of 10w and hi♪ moleCdar weitt■aCtiOrls by

ultramtration ofИ .y蝋たテθοtt SGF→

Activity(9o

>10 kDa

<10 kDa

>5 kDa

<5 1cDa

21.8 ± 13.2

72。2 ± 18。 3

37.4 ± 26.8

92.8 ±  7,4

o SGFsofИ .N螺たわ ね (O-264・JwerCmteredbyultramtratiollacross5 kDaand 10kDamembranes。

Eachtactionwasawyedfor wore gemination― stimulating“ d�好
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Table 26.Spore gemination―stimdating activity ofemacted anduncmacted tactiolls by solvents oM.

b萬姻sたテωF17 SGF。

Solvent         Fraction Activity(%)

Ethyl acetate   Emacted               12.7 ± 7.2

unem・acted                       47,7 ± 21.9

η―Butanol        Emacted                           5,5 ±  0.0

unemacted                    48.0 ±  0.0

りSGF ΦH 5,5)ofИ .bttSic肋肋(O-264J tom cabbage leaves was enacted �h various solvents.

Solvent―cnacted and unemacted tactiolls wcre dissolved in l%MeOH or DW andamyed for worc

gC― tOn_stimulating“ d�げ
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liii)Scp―pak C18カ ~ト リッジによる分画

O-264 SGF l � を Sep―pak C18カ ラムに通して非吸着画分を得た後、15、 70、 100%アセ

トニ トリル01贋次溶出し、各溶出画分を得た。各画分における胞子発芽促進滑性を調べた

結果 lTablc27)、 非吸着画分において顕著に発芽が促進された。

liv)ゲル濾過クロマ トグラフィーによる分画

O-264 SGF 100 � を 1測 に濃縮し、Sephadcx G-50 Coarseカ ラムを用いてゲノ聴 過クロ

マ トグラフィーを行い、溶出液を 5� ずつ分画し、各画分における胞子発芽促造滑性を

調べた。その結果 lTable 28)、 溶出量 80-90測 の画分において発芽が促進された。この

画分をさらに Sephadcx G-25 Coarseカ ラムを用いてグル濾過クロマ トグラフィーを行い、

5mずつ分画し、各画分における胞子発芽促進滑性を調べた。その結果 lTable 29)、 溶出
量 110-125耐 の画分において頭著に発芽が促進された。また、溶出量 95-135mの画分に

おける糖含量を測定した結果 lTable 29)、 発芽促造滑性の見られた画分において糖が検出

された。Sephadex G-25 Coarscグル濾過クロマ トグラフィーにより得られた促進滑性画分

においてゲル濾過 HPLC解析を行つた結果 lFig.9)、 溶出時間約 8分に単一のピークが見

られた。既知分子量のプルランを標準物質として検量線により、本ピークの分子量を約 600

Daと推定した。

4)0-264胞子発芽を阻害するトマ ト葉成分の検出と純化

本研究の過程において、 トマ ト葉磨砕液中では O-264胞子の発芽が顕著に阻害されるこ
とが示され lTable 21)、 トマ ト葉中には何らかの胞子発芽阻害物質が存在することが示唆さ
れた。そこで、胞子発芽阻害物質の検出と純化を試みた。

(1)宿主業上におけるトマ ト葉磨砕液上清の胞子発芽阻害滑l■

O-264胞子は宿主業上では胞子濃度に関わらず顕著な発芽を示す lTable 20)ので、胞子

発芽阻害浄l■を持つ トマ ト磨砕液上清に O-264胞子を懸濁し、キャベツ業上に滴下した時

の胞子発芽阻害滑性を調べた。その結果 lTable 30)、 宿主植物であるキャベツ葉上でも胞子

発芽は完全に阻害された。

(2)O-264胞子発芽阻害物質の純化

トマ ト葉磨砕液中から胞子発芽阻害物質の純化を行うために、 トマ ト葉磨砕液を遠心分離
し、得られた上清画分をDIAION HP…20カラム ●x14 cmlを用いて逆相クロマ トグラフィ
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Table 27.Sporc gemination―stimulating activity Of adsorbed and passed tactioxls in rcverse phase

∞l― chromatoy申Ⅲ widlSep― pak C18 Catidge ofИ .brttsた,じοtt SGFつ

Fractiorl Activity(レの

Passed■actioncDWelutionJ

Adsorbed taction

150/O Mё CN ellltion

70%WIeCN elution

100%MeCN elution

79,8 ±  9.1

41,0 ± 22.0

27.3  と  9。 9

7.3 と  7.8

の SGF of И.灘螺 たわ力 (O-264・j tom cabbage lcaves was chromatoЫ 中にd Wih Sep―pak C18

catittα  Absorbed aactiolls were evaporated and dssolved h l%MeOH.Each tactiOn was amy劃

for wore gemination― stimulating“ d�げ
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Table 28.Spore gemination― stimdating activity of tactiolls by Scphadex G-50 Coarse col―

chromatogфけ O切.抗dたわ肋SGF 0

Eludonvolme or→ Activity(9o

8.3 ±  14.0

4.6 ±  4.1

5,5 ±  4。 9

7.6 ±  5.6

10。 1  ±  12.0

16。3 ±  14.0

16,9 ±   9.5

27.9 ±  15.0

37.2 ±  15.0

40.0 と 27.0

22.8 ± 18.0

13。3 ±  7,1

つ SGF of И.灘螺 ため肋o-264J■om cbbage leaves was chromato♂中回 On sephadex G-50

Coarse col―  (1.5× 60 cmJ and aactiolls(5叫 of hc elution were colectcd.監 aactions were

― yed for wore gemination― stimulating“ d�,

40-45(ぃた))

45-50

50-55

55-60

60-65

65-70

70-75

75-80

80-85

85-90

90-95

95-100
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Table 29,Spore gemination― stimulating activity of tactiolls by Sephadex G-25 Coarse∞ l_

chromatography ofactive taction obtainedaom scphadcx G-50 Coarse col― chromato動 。

Elutionvolume omゥ Activity(%) Sugarcontentop→

7争80帥 )

8併85

8争90

9岬5

9争100

10併105

lC13110

1lCl-115

1lS卜 120

12併125

12争130

13併135

13争140

14併145

14争150

15併155

15争160

16卜165

16争170

17併175

17子180

18い185

18争190

19併195

19党00

3.0 ±  1.4

1.5 ±  0。7

3,0 ±  2.8

1.5 ± 2.1

1.5 ±  0.7

1.5 ±  0.7

5.0 ±  2.8

48.5 ±  13.4

52.0 ± 1.4

34.0 ±  7.1

2.5 ±  0。7

6.0 ± 42

0.5 ±  0.7

1.0 ±  1.4

0,5 ±  0,7

3.0 ± 42

2.0 ± 0

7.0 ±  1.4

0.5 ± 0,

4.5 ± 2,1

0,0 ± 0

0.5 ±  0.7

0.5 ±  0.7

0.0 ± 0

4.0 ±  1.4

6.15

13,3

27.46

20.24

18.79

8.49

0.0

0.0

のActive taction obtained tom Sepb_dex G-50 Coarse col― chromO評中町 Was chomato鉤回

on Sepbdex G-25 Coarse col―  (1.5× 90 cmJ.Ttt tactions(5 mo ofhe elutiollwere colected and

aMyed for wore g―ination―stimdating � 呻 Sugar contents ofhctiollswere dsomeaMed.
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Table 30,Spore gemination― inhibiting activity ofsupemamt Obtaincd by centiting hOmOgenate of

tomato leavcs O

Dropped on; Rate ofSG(埼

Supemamt DW

Cabbage

Tomato

Plastic plate

0(100け

0  (10(D

O(100

85 ±  15

80 ± 13

97 ±  0

の SpOres Of И.灘螺ため力 Q-264・J were wendcd in supemmt Obtained by centrimging

homogcnatc oftomato lcaves or DW as a controlo Spore menS1011S(105 wore的 の werc dropped on

vanolls plants orplastic plate and aMyed for worc gemination― inhibiting“d�,
19JNmberinparenheses showsinhibitiOnrate(%)ofwOre gemination.
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―を行つた。併100%メ タノールgl頁次溶出し、分取した各画分において胞子発芽阻害活性

の検定を行つた結果 lTablc 31)、 60-90%メ タノール溶出画分において顕著な滑 l■が認めら

れた。次に、この活性画分を濃縮し、Sephadcx LH-20カ ラム (1.5× 50 cln)を用いてグル濾

過クロマ トグラフィーを行つた。80%メ タノールで溶出し、4.6皿 ずつ分画した各画分にお

いて胞子発芽阻害脅性の検定を行つた結果 CTable 32っ Fig。 10)、 いずれの画分においても阻

害滑性がみられたが、溶出量 138-152� の画分において最も高い活性が認められた。さら

に、グル濾過クロマ トグラフィーによって得た滑性画分を濃縮し、シリカグル ■だ プレー

ト上に展開した。500/0硫酸をスプレー処理した結果 lTable 33)、 1個のスポットが検出され、

胞子発芽阻害滑陛の検定を行つた結果 lTble 33)、 スポットが検出された画分において顕著

な指性が認められた。以上のトマ ト葉磨砕液からのO-264胞子発芽阻害物質の純化羽慣をFig.

11に示した。

(3)O-2留 胞子発芽阻害物質の同定

トマ ト葉中にはα―トマチンという抗菌活性をもつた物質が存在していることが報告され

ている lMoHissey and Osbolm 199斃 S蘭

“

暁傲 and Scm6sser 1976)。 健全なトマ ト葉組織では

ほぼ l mMの濃度まで含まれており、この濃度は 肋フ減 で多くの病原菌の成長を阻害する

のに十分である lRoddick 1974)。 トマト夢鬱朝牧 中に存在するO-264胞子発芽阻害物質は、

α―トマチンではないかと考えられたので、 トマ ト葉磨砕液から純化した活!性画分とα―トマ

チンについてⅡだ分析を行つた。その結果 lFig.12)、 v値 4.0付近の同じ位置にスポット
が検出された。また、各濃度に調整した純化滑性画分とα―トマチンの O呈64胞子発芽阻害

活 l■にいて調べた結果 lTable 34)、 向回分とも0.lmMの濃度で完全に胞子発芽を阻害した。

さらに純化活陛画分において FAB郊 解析を行つた結果 lFig.13)、 ″川 057の位置にピー

クが見られ、これはα―トマチンの分子 (分子量 1034)に Naが付加したイオンの値であるこ

とが考えられる。次に、純化活性画分とα―トマチンの
lI‐

I―NMRスペクトルを比較した結果
lFig。 14)、 両スペクトルはほぼ一致した。以上の結果より、O-264胞子発芽阻害物質はα―

トマチンであると同定した。なお、α‐トマチンの化学構造を Fig。 15に示した。
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Table 31.Spore gemiwtion―inhibiting activity of lractiolls by DIAION HP-20∞ lllmn

chromatoぃ軸 OfSupemamtObtainedbycentritinghOmOgenatesoftomatoleavesO

Elution taction Ratc ofSG(り hhibition(埼

Passed aaction

Adsorbcdaactioll

10%MeOH

200/0

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

DW(ContrOlj

loo ayphaextensionJ

98.5 ± 2.1

97.5 ± 0。7

98.0 ± 5。3

98.0 ±  1.5

98,0 ±  1.0

0.0 ± 0.0

0,0 ± 0.0

0.5 ± 0.6

1,5 ± 0,7

92,0 ± 2.9

93.2 ± 1.9

-7.3

-5.7

‐4.6

-5。2

-5。2

-5.2

100.0

100.0

99.5

98,4

1.3

の Supemtant obtained by centiting hOmOgtte of tomto lcaves was chromato動 回 on

DIAION HP‐ 20∞l― (3x14 cmJo Each elutioll taction was evaporated and aMyed for wore

gemination― inhibiting“i�与
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Table 32.Spore gemination―inhibiting activity of aactiorls by Sepbdex LH-20 col―

chromatography ofactive tactioll obtaincd tOm DIAIONHP20∞ l― chromatogTfaphyつ

Elutionvolme olo Ratc ofSG(豹 hhibitiOn(豹

0-69.0

69.0-73.6

73.6-78。 2

78.2-82.8

82.8-87.4

87.4-92.0

92.0-96.6

96.6-101.2

101.2-105。 8

105.8-110。 4

110.4-115,0

115,0-119。 6

119,6-124.2

124.2‐ 128.8

128.8-133.4

133.4‐ 138.0

138,0-142.6

142.6-147.2

147.2‐ 151.8

151.8-156.4

156.4-161.0

DWcontrOlj

96.0

68.5

83,0

55.5

61,0

70.0

75,0

85.5

70,0

69.0

67.0

52.0

55.0

72.0

60,0

72.5

27.0

33.5

14,0

41.0

43.0

96.0

0,0

3.5

5,7

7.8

8.5

7,1

0.0

9.2

7.1

7,1

7.1

■4

■4

2.8

12.7

4.9

4.2

4.9

2,8

18.4

28,3

0.0

0,0

28.6

13.5

程 .2

36.5

27.1

21,9

10。9

27.1

28。 1

30,2

45.8

42.7

25.0

37.5

野 .5

71.9

65.1

85。4

57.3

55。 2

のActive■actiolls obtained by DIAION HP-20∞ l― chomatography were chromatographed on

Sepbdex LH-20 col―
 (1。 5×50 cmj.The 21 Lctions e・6瑚 ofhe elution were evaporated and

― yed for wore ge配��∝北�Ы蛇
“
d�げ
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Table 33.Spore gemination― inhibiting activity Of aactiorls by LC of active tactiOn obtained by

Sephadex LH20 col― chomato『叩lV°

R/Vallle Reaction spotけ      Rate ofSG(0/0)      mibition(90

0,62-1.00

0.44-0.62

0.00-0.44

Control

一　

十

　

一

95.0 ± 5。7

3.5 ± 0.7

71.0 ± 2.8

91.0 ± 1.4

4.4

96.1

22.0

つActive tactiollls Obtaincd by Sephadex LH-20 coll― chomatottDtt WCre 10aded oll silica gcl

孔 C platcs and developed 2 times �h a solvent system of ehyl鵡ぅmehan。1)acetic acit and

watcr(302α l徹 1,v/v/v/vJ.Each aaction of direrenceゴ Υvalue was collected and assaycd for sPOrc

gemination― inhibiting ttd� ,ContrOl iS aaction of cc■ ulose lLC plates which_ples werc not

loaded on.

りThe plates were wrayed wih 50%― ic acid and heated証 100℃ fOr 5 min.+:rcacti咄 ― i nO

reaction.

73



ヽ

アｍＣ
４１Ｘ３

／
日
、
ｎｍｕ０Ｃ

０２
山
ＰＨ

．ｍ．ｍ
　
　
　
　
ＯＮ

Ｄ
　
００
　
　
　
　
ｅｄ

ｎ
　

８

　

　

　

　

ｈ

Ｔ

　

　

　

　

　

　

Ｓ

tion fractions)

adex LH山20 columm(1.4x48.5cm)

▲ct�e ttactions(elution volume 138～152mり

「

ChrOmatographed oll siLca gel plates

Purined fraction

Fig。 11,Purincation protocol of a subuncc fOr inhibiting wore gemination ofИ .瞬螺 た,力肋 aom

tomato leaves,

74



B

■0

F地.12.■C analysis ofactive taction体 )obtained by Sephadex LH-20 col― chromatog7faphy and

αセm�旺o).

0.

0
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Table 34,Comparison ofwOre gcmination― inhibiting activity taction pu� ed tom tomato leaves and

α―tomatine

Rate ofSG(9o0

Concentatiollo五�9

0,001 0,01 0.1

96.0 98

(-1.8)

92.5

(3.効

96

(ぃ
0。3)

67.3

00,1)

0

(10の

O

(10の

の Pwined taction by Hッ C and α―tomatine at varlols concentratiorls were assayed for wore

gemination― inhibiting“d�,Nunber� parenhcses showsinhibitionrate儡 )ofwOre gemination.
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Fig.13。 FAB―MSa.ulyds ofpuritcd lraction obtainedby ⅦッC.
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Fig.15,ChenlicalsmcMe Ofα _tomatine cC50H83N021,MWi 1034J.
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4 妥斜禁

И.灘蝋 ため肋は高濃度懸濁液 (106個/�)の場合、宿主葉上では顕著な発芽を示すが、非

宿主葉上およびプラスチックシャーレ上では殆ど発芽せず、本菌の胞子発芽においても宿主

植物の何らかの因子が関与していることが示唆された。そこで、宿主および非宿主葉上より

得た滲出液における胞子発芽促進静性を調べたが、活性はみられなかった。また、宿主およ

び非宿主葉の磨砕液より遠心分離によって得た沈殿および上清画分においては、 トマト磨砕
液上清以外の全ての画分において顕著な胞子発芽がみられ、終巽性はみられなかった。以前

の報告 (宇野 1998)において、高濃度のИ.N螺,じたο物の胞子は各種液体培地中では顕著な

発芽を示すが、5%のグルコース溶液中では殆ど発芽しないことが示されている。したがつ

て、葉磨砕液中には液体培地と同様に多くの栄養物が含まれており、これらが胞子発芽を促

進したと考えられる。非宿主葉上では高濃度の胞子は発芽しないのにも関わらず、宿主業上

では顕著に発芽することより、胞子が宿主葉表面上に存在する場合においてのみ胞子発芽を

促進する何らかの因子が出現するように思われる。

そこで、И.灘囃 たわ肋胞子懸濁液を各植物葉に滴下して得た SGFにおける胞子発芽促進

静性の検定を行つた結果、宿主葉上より得た SGFにのみ顕著な浄l■が見られた。胞子発芽

促進滑性は宿主葉上に胞子接種 2時間後には検出され、4時間後から胞子発芽を開始した。

また、非病原l■И.,比翔 α (O-94)の胞子懸濁液を各植物葉に滴下して得た SGFにおいて

も、И.研輪sた放力 と同様、アブラナ科植物葉上より得た SGFにのみ胞子発芽促進滑l■が見

られた。このことより、胞子発芽促進因子はИ.Ыぺ ,じデω肋 とアブラナ科植物間の相互作用

においてのみ特異的に生成されるのではなく、各種病原菌の胞子がアブラナ科植物上に存在

する時にアブラナ科植物葉から放出されることが示唆された。

胞子発芽促進因子は熱に安定で、有機溶媒に不溶であり、Sep―pak C18カ ラムに吸着されな

�` 5 kDa以下の物質であった。そこで宿主業上から得た SGF中からの胞子発芽促進因子の

純化を試みた。各種クロマトグラフィーによつて精製した活性画分の糖含量を測定した結果、

促進活性と糖含量のピークがほぼ一致し、本促進因子は糖である可能l■が考えられた。また、

本滑け をグル濾過 HPLC分析した結果、単一のピークとして検出され、約600 Daの物

質であると推定されたが、因子を特定するまでには至らなかった。今後、さらに精製を進め、

NMRや FAB―MSによつて胞子発芽促進因子を同定していく必要がある。
一方、本実験を行つている過程で、 トマト葉磨砕液にИ.br鶴飩わ加胞子を懸濁すると胞
子発芽が顕著に抑制されることが見出され、 トマト葉中には何らかの胞子発芽阻害物質が存
在するこが示唆された。そこで、 トマト葉磨砕液からの胞子発芽阻害物質の純化を試みた。
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まず、 トマ ト葉磨砕液を遠心分離することにより得た上清画分を用いて DIAION HP呈Oi琲目
クロマ トグラフィーを行つた。得られた滑師 分をさらに Sephadex LH-20ゲル濾過クロマ

トグラフィーにより分画し、活性画分を得た。本滑性画分をシリカグル Ⅲだ プレー ト上に

展開させ、500/0硫酸の呈色反応を行うと 1つのスポット け 値 0,留-0.62)が検出され、こ

のスポットに胞子発芽阻害滑性が認められた。

多くの植物にはサポニンとして知られる低分子の抗菌性化合物が存在し、病原菌の伸展を

抑制する。サポニンにはグリコシノイヒされたトリテルペノイ ド、ステロイ ドまたはステロイ

ド系アルカロイ ドがある。噂岬 研sわη種における主なサポニンはαぃトマチンであり、健全

なトマ ト葉組織は最大 lmM程度の濃度を含んでおり、多くの病原菌の成長を阻害している
ことが報告されている lMorrissey and Osbom 199乳 Roddick 1974;Shm暁傲 and scmёsser

1976)。 今回の実験で得られた トマ ト葉磨砕液上清に存在する胞子発芽阻害物質はα―トマチ

ンである可能性が考えられたため、Ⅲだ によって得た純化画分とα―トマチンをЩッcで分析
した結果、同じv値にスポットが検出された。また、α―トマチンは純化画分と同じ0.l mM
の濃度で完全にИ.♭鶴 sicわ物の胞子発芽を阻害した。さらに純化滑性画分において FAB―MS

解析を行つた結果、″夕1057の位置にピークが見られ、これはα―トマチンの分子 (分子量

1034)に Naが付加したイオンである。純化滑性画分とα―トマチンの lH―NMRスペクトルを
比較した結果、両スペクトルはほぼ一致した。以上の結果より、O-264胞子発芽阻害物質は

α―トマチンであると同定した。

今回の実験より、 トマ ト葉中に含まれるα―トマチンによりИ.bradic放)み の胞子発芽が阻
害されることが明らかになった。一般的に、 トマ トの病原菌はα―トマチンに姑する解毒機
構を持っており、解毒によつて トマ ト葉への感染を成立させる (Osbom 1996)。 しかし、

トマ トの病原菌ではないИ.併鶴Scわみ イモ地‐トマチンに対して感受性であり、α―トマチンを

解毒する機構を持つていないように思われる。第 3章において、HsTを生成するトマ トの

病原菌と非病原菌のα―トマチンに対する解毒能力と HST生産菌の感染におけるα―トマチン

の役割について詳細に研究を行った。
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第 3章 Иttwtt αttwαぢ,および 己岬 【りοη釘�たο肋の感染における
α‐トマチンの役割

1 肺

多くのナス科植物は二次代謝物のサポニンに属する抗菌J性化合物を生産することが知られ

ている CMorisscy and Osbom 1999;Sh� 税ck and Scm6sser 1976)。 トマ トなどのぅπμ邪れη

種においては、主なサポニンはステロイ ド系グリコアルカロイ ドであるα―トマチン lFig.16)

である。健全なトマ ト葉組織においてα_トマチンは ヵッテ施 で多くの菌の生育を抑制するの

に十分な濃度 (最大 lmM)で存在しており lRoddick 19猟 )、 多数の病原菌による攻撃に対
して自身を保護するための抗菌J性化合物であると理解されている (Martin_Hemandez tt Л.

200針 OsbOm 1996)。 一般的に、 トマ ト植物の病原菌は肋ッテめ においてα_トマチンに抵抗性
であり lAmeson and Durbin 1967)、 その抵抗性機構の殆どはα―トマチンの酵素的解毒である

(Osboun 1996)。 Иhttaw】伽デ(Sttmttck and scm6sser 1976)、 B9″ン施じ加9々
'(Quidde et 

Л.

1998)、 肋 ″デ
"別
αりψο財
“
f Sp。 り岬 針sたデllto et Л.2002;Lairini et Л.1996 and 199乳 Rol髄附

対 Ona et Л。1999)、 F帥テρガlLairini andRuiz―Rubio 1998)、 物 訪ο万,り岬 研Sた
'lBouarab etЛ

。2002;

Martin―Hemandcz d江 .200砒 SandrOck and VanEtten 2001;Woods ct Л.2004)および ヵ城ガ,閉

プ♭ο―α肋陶 lPegg and Woodward 1986)の ような多くのトマ ト病原菌は様々な方法でα―トマチ

ンから糖を加水分解する細胞外酵素 (トマチナーゼ)を生産することが知られている lFig.
16)。

HST生成菌の中で、 トマ トに病原性がある菌はアルターナリア茎枯病を引き起こす И.
誠卿 勉 tomato pahone似,曲軸 α i sp。 ッ響 Υsた,)と トマ ト褐色輪紋病を引き起こす

俄り躍ψοtt cttiiCOみ の2つである。

И.,比軸 α tomto pahomeに よって引き起こされるアルターナリア茎枯病は、暗褐色の

茎枯れと葉組織の壊死を特徴とする病害である lGilchristandmogm 1975;Cお gan tt Л。1975)。

本菌は 1975年にカルフォルニアにおいて Earlypak7な ど特定のトマ ト品種のみに茎枯病を

引き起こすことが報告され (Qogan d Л.1975)、 1981年に本菌の生産するHST IAAL毒素)
の単離および構造決定が行われた lBOttini tt Л.1981)。 また、日本では 1970年代後半に温

室栽培品種二重ファーストに本病害の発生が認められ、Kohnoto d江。(1995)はそこから分

離されたИhttα属菌の生産するHST IAL毒素)は、AAL毒素と同一である可能 l■を報
告した。さらに、本菌は非病原性И.Л助 筋 と形態的に区別できないことから、特定の品

種に対する病原性を獲得した病原型の一つであるとして、本病原菌名をИ.,比軸 atomtO
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pahoneと した lKohnoto tt Л.1982)。 AAL毒素はポリケチ ドあるいはアミノペントール

に分類され、 トマ ト細胞のスフィンゴ脂質生合成系に作用することが明らかになっている

lBrandwagttt Л。200砒 WOlpert et Л。2002)。 最近、Akamatsu et Л。(1997)は AAL毒素生産久

損変異株が感受J性 トマ ト品種において病原性を欠損していることを報告し、AAL毒素が本

菌の病原性発現に不可欠であることを明ら力ヽ こした。

一方、G勉�たο肋によるトマ トの病害は、1936年にSieFa Lconcで初めて発見され、Wei

(1950)により拉要t wot病 と命名された。また、1975年に Onesirosan ct瓜 .(1975)は本菌

の培養濾液中にトマ トのみに毒性を示す HST(CC毒素)の存在を報告した。日本では 1985

年に岡山県で本菌によるトマ トの病害が発生し、1991年にも同県の トマ ト生産地において

多発した。本病害は、主に葉に発生し、茎・果実にも発生することがある。葉では最初に黄

色の小斑ッ点を生じ、次第に黄色のハローに囲まれた径 5 mm前後の不規則な褐色輪紋状の病

斑になり、落葉する。茎では褐色の小斑′点を生じ、次第に褐色楕円形の病斑になる。果実で

は黒色の小斑,点を生じ、その後やや凹んだ径 511m前後の黒色円形病斑になる。1992年に、

粕山らは本菌によるトマ トの病害を褐色輪紋病菌と命名 し、本菌は日本で主要なトマ ト栽培

品種である桃汰郎などに強い病原J性を示すことを明らかにした 俳白山ら 1992)。 また、尾谷

ら (1995)は 日本で発生したトマ トより分離した本菌の培養濾液中に CC毒素が存在するこ

とを報告した。

C切両わみは様々な植物に病気を引き起こす多犯性菌として知られているが (コIs 197乳
Wci 1950)、 寄坐性の分化も報告されている lTable 35)(狭間 1993)。 トマ ト褐色輪紋病菌
以外にも、キュウリ褐斑病を引き起こす C c17SS'肋ねにおいてキュウリにのみ特異的に毒性

を示す HSTの存在が報告された (尾谷ら 1998)。 そこで、これらのHSTを区別するために、

トマ ト褐色輪紋病菌の生産するHSTを CCT毒素、キュウリ褐斑病菌が生産するHSTを CCC

毒素と呼称することが提唱された (尾谷ら 1998)。 なお、CCT毒素の化学構造については

明ら力Чこされていないが、本毒素は C倣勧め肋のトマ トヘの病原性に重要な役割を担って
いることが報告されている 10nesirOsanetЛ。197乳 尾谷ら 1998)。

現在までに、これらの HSTを生産するトマ ト病原菌のα―トマチンに対する感受性および

トマ トヘの感染におけるα―トマチンの解毒能については全く報告されていない。本研究に

おいては、И.励
"切
加omatopahome(ト マトアルターナリア茎枯病菌)および Cc鰯虚 o肋

(トマ ト褐色輪紋病菌)におけるα‐トマチン解毒能力について検討し、これらの病原菌の

病原 l■におけるα―トマチン解毒能力の役割について考察した。
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2 材料および方法

1)醐

本邦験において使用した各種И脆物 力属菌株およびC蝕�,ω力菌株をTable 36に示し
た。これらの菌株は試験管中のPDA上で25℃で保存した。

2)つて許M磋麟勿

トマト動ctte浴た"estte加
脇)品種である桃太郎の種子をポットに入れた土に播き、

2牛26℃の温室内で約 3Ч 週間生育させた。第 2～3葉の幼葉を実験イこ使用した。

3)胞子の調整

И.誠醐 aの IF08984菌株および O-94菌株、И.区鶴sたゎみの O_264菌株、И.併岱説c鯉の

O-265菌株をシャーレ上の V_8ジュース寒天培地 10-265菌株の場合はローズベンガル 4 mg/

2を添加)に接種し、25℃暗下で 2-3週間培養した。培地表面に形成された胞子を DW中
に筆でかき取り、4重キムフイプで濾過し遠心分離 (800て、5分、20℃)した。沈殿した

胞子をDWに再懸濁し、吸引濾過により濾紙 lntnan No.50)の 上に胞子を集め、乾燥さ
せた。濾紙上の乾燥胞子イエ80℃下で保存し、適時実験に使用した。

И.識軸 aの O-276菌株および As-27菌株は PDB液棚 50測 に接種し、25℃で 3-4

週間培養した。C釦耐放力 の全ての菌株は,チャーズ液体培地 lKN03 10 g/KH2P04 5 g/

MgS04・ 7H202.5g/FeC13 0・ 02g/DW12)100� に接種し、25℃で3Ч週間培養した。
形成された菌体マットを水道水でよく洗浄し風乾した後、プラスチックチャンバー内に移し、

25℃暗下で 2～3日間静置した。マット上に形成された胞子を DWに懸濁し、収引濾過によ
つて濾紙上に胞子を集め、乾燥させてぃ80℃下で保存した。

胞子使用時には濾紙上の乾燥胞子を筆でかき取つて DWに懸濁させ、菌糸片を取り除く
ために4重キムフイプで濾過し遠心分離 (800て、5分、20℃)した。沈殿した胞子にDW
を加え、Thom氏血球計により胞子濃度を調整した。

4)α―トマチン処理

トマト葉組織中に含有しているα―トマチンの最大濃度は約 l mMと推定されている

lRoddick 1974)。 そこで本実験ではα―トマチン (東京化成)を lmMおょび 0.l mIIになる
ように、50 mMクエン隣 リン駿緩衝液 lpH 4.0)に溶解し、各菌株の胞子発芽における影

響を調べた。αぃトマチンはPH 4,CX4.5の緩衝液においてのみ溶解したが、α‐トマチンはpH
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6.5～8,0の条件下において十分な抗菌性を示すことが知られている (Sぬ血暁傲 and scmёsser

1976)。 そこで、α_トマチンを 0。 l mM倫―トマチンが 10/。メタノールに溶解する最大濃度)
になるように 1°/。メタノール lpH 7.0)に溶解し、各菌株の胞子発芽における影響を調べた。

各濃度のα―トマチン溶液に懸濁した胞子懸濁液 (105凰l�)を 40 μlずつプラスチックシ

ャーレ上に滴下し、湿室プラスチックチャンバー内のスポンジマント上に置き、25℃暗下で

24時間静置した。培養後、胞子発芽率を顕微鏡下で測定した。なお、コントロールには50 mM

クエン酸 ―リン酸緩衝液 lpH 4.0)および 1%メ タノール lpH 7.0)イ こ懸濁した胞子を用い

た。

5)τLC

O.lmM α―トマチン含有 1%メ タノール溶液に懸濁した胞子懸濁液 (105m/m)をプラスチ

ックシャーレ上に滴下し24時間培養後に、滴下液を回収し遠心分離 (800て、5分、20℃ )

した。さらにその上清をミリポアフィルター 0.45 μm)に通し、濃縮乾固した。10o%メ タ
ノール 50 μH司髄写し、シリカゲルⅢjC IMerckl上に展開した。展開溶媒は酢酸エチ�/
メタノール/酢酸か W(300働 lal、 v/v/v/vlを用い、2度展開した。風乾した後、500/0硫

酸を噴霧し100℃で 5分間熱処理し、検出されたスポットとスタンダードとして用いたα―ト
マチンおよびトマチジン (Sig71ma~AldrichJの v値を比較した。

6)CCT毒素の調整

トマトに馬鳳性を示すC釦�たο肋(トマト褐色輪紋病菌)の LC93020菌株およびLC93009

菌株をリチャーズ液体培地 100� に接種し、25℃で3-4週間培養した。培養濾液を4重キ

ムフイプで濾過して、菌糸片を取り除いた。その旗液をSep―pak C18カ ~ト リッジに注入し、

20、 70および 100%メ タノール溶液で溶出し、各画分を濃縮しDWl mに溶解した。各画
分における毒素滑性をKohnoto(1992)の方法に従つて検定した。70%メ タノール溶出画分

にトマト葉今の毒素滑性が認められた lThle 37)ので、実験にはこの画分を菩呂分純化 CCT

毒素として使用した。なお、CCT毒素の濃度をトマト葉に壊死を引き起こす希釈限界値の4

倍に調整して用いた。

7)感染誘導滑性の検定

トマトに非病原性である各種И.曲卿 筋およびc∽�ゎ肋の胞子をCCT毒素およびコ
ントロールとしてDWに 1050/ndの濃度になるように懸濁した。胞子懸濁液を感染行動の
観察においてはトマト葉上に滴下し、また壊死斑形成の観察においてはトマト葉に噴霧接種

88



Table 37,IsolatiOn OfccT_tOxinby Sep― pak C18 Can・idge Ofculme altrates obtained tOm C cttsticoね

pahogerllc to tOmato

Fraction Toxicity。

×l         x2         x4        ×8

Passed taction

Adsorbed aactioll

200/OMeOII

700/OMeOII

1000/OMeOH

DW

―     W

一     N

+     +     +     _

―
   W

―
   W

→ The嗣揃℃mt・ates ofisolates LC93020 and LC93009 of C a蜀♂デたοみ pahogenic tO tOmato were

appliodね aS叩ゃよ c18 Catidge.The IIactiorls eluted wih mehnol sOluiOns werc ev刺 即 湖 and

dissolved in DW TOxicity ofhe solutiolls was detemined by a tomato leafnecrods― y.Toxicityね

shom as ttinecrodsぅ 一 i noneぅ Willo俺前.
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した。25℃で 24時間培養後、胞子懸濁液の滴下部を切り取り、業のクロロフィルを除去す
るためにエタノ‐ルと酢酸の混合液 |:1、 v/vlの入つたシャーレに入れた。葉切片を抱水

クロラール はo/グ リセロ‐ル (1皿)/DW似 測)の混き液に入れて、葉切片が透明
になるまで静置した。その後、0.10/0アニリンブルー溶液で染色し、胞子の感染行動を光学

顕微鏡下で観察した。また、培養 48時間後に胞子懸濁液を噴霧接種したトマト葉に形成さ
れた壊死斑数を教えた。



3 結果

1)胞子発芽に対するα―トマチンの作用

トマ トに病原性および非病原性のИ.滋馳癒 や c cttsicο肋胞子を0,1および lmM α_ト
マチン含有 50 mMクエン隣 リン酸緩衝液 lpH 4.0)、 または、o.lmM α_トマチン含有 1%
メタノール溶液 tpH 7.0)1こ懸濁し、胞子発芽に封するα―トマチンの影響を調べた。その結

果 lTable 38)、 И.,テセ閥 αのトマ トアルターナリア茎枯病菌株 lAs-27)および非病原菌株

(O-94)の胞子発芽においては、o。 lmMα _トマチンでは影響がみられなかったが、lmMα _

トマチンでは O_94の胞子発芽が若干抑制された。対照的に、C cttsicO肋胞子発芽における

α…トマチンの影響はトマ ト褐色輪紋病菌 lLC93009)と キュウリ褐斑病菌 (C95001)との間

において明らかに異なっていた。LC93009の胞子発芽はどの条件の溶液中においても抑制
されることはなく、α―トマチンの影響がみられなかった。一方、C95001の胞子発芽は 50 mM

クエン隣 リン酸緩衝液 lpH 4.0)に溶解した lmM α_トマチンで完全に、0.lmM α_トマ
チンで 60%の抑制がみられ、また 1%メ タノール溶液 lpH 7.0)I司袖早した o.1五Mα―トマ
チンで完全に抑制された。C95001胞子発芽における0.lmMαぃトマチンの抑制効果は 50 mM

クエン隣 リン酸緩衝液 CPH 4.0)よ りも 1%メ タノーノ″レ溶液 lpH 7.0)の方が高いことか

ら、0。 l mWIα _トマチン含有 10/。メタノール溶液 lpH7.0)を今後の実験に使用 した。

次に、様々なИ施勲笏,属および C釦�たο物の胞子発芽に対するα―トマチンの影響につ
いて調べた。その結果 lTable 39)、 И,α′筋陶筋のトマ トアルターナリア茎枯病菌、リンゴ斑

点落葉病菌、ニホンナシ黒斑病菌、非病原菌および c鰍勧めねのトマ ト褐色輪紋病菌にお
いてはα―トマチンの影響は全くみられなかった。姑照的に、C鍛勧め物 のキュウリ褐斑病
菌およびシツ斑J煮病菌の胞子発芽は 40-80%抑制され、И.brasic179およびИ.隣鶴sん肋んで
は完全に抑制された。

2)病原菌のα―トマチン解毒能

И.識如 αおよび c鰍前めみ各菌株の胞子を 0。 l mwlα _トマチン溶液に懸濁し、プラス
チックシャーレ上で 25℃暗下で 24時間培養した。回収した胞子懸濁液から胞子を取り除い

た溶液中に活性のあるα―トマチンが存在しているかどうかを、本実験においてα_トマチン

に姑してもつとも感受性であるИ.併鰯stdcOJ17 10_264)月包子を使用した検定方法によって調
べた。検定溶液に O-264胞子を 105m/dの濃度になるように懸濁し、プラスチックシャー
レ上で 25℃暗下で 24時間培養後、胞子発芽率を観察した。その結果 lTable40)、 O_264胞
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Table 38.Erect ofα _tomatine on spore gemination ofZ.,テ ″η筋滋and C casiiG9肋 isolates

Spore g甑� On(狩 a

α―Tomatine concentrationm

inbderΦH4.o

α―Tomatine concentationor山9 in

l%mehanoloH7.の

Isolate 0。 1
0。 1

И.αれをxИ,ぢα

As-27

O-94

CI c孤ドぎ,3cο肋

LC93009

98.7± 1.5   99.7± 0.6

(-1.O

88。 7± 1.5   92.3± 1.2

(4.1)

59.3± 8.1

(-1,D

36,7± 3.5

o5.o

58,3±4.2

C95001 82,3±3.8

96.7± 0.6

0.O

58.7±7,4

o3.8)

51.3と2.5

(12.o

O.0±0.0

(100.℃ウ

99.3± 1.2

90.7± 3.2

53.3と7.5

80.0± 6,0

99.7± 0.6

(-0.0

90,7± 1.5

(O

53。 7± 13.2

(-0。り

4.0± 3.5

(95。の
aSpore wenslolls(105 worCWtt in 50 

�M citrate―phowhate buIFeroH4,o orin l° /o mehnol●H
7,oc∝曲建 ;α―tOmatine were dropped on plastic plates.Aner incubatioll for 24軋 percentage of

WOre gemination m droP sOlutiolls waS detemined.Each value is he average ofhee replications and

he andard deviation.Nunber in parenhcses shows inhibition rate eO Ofwore gemination by αぃ

tomatine.
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Table 39.Erect of cx_tomatine on wore gemination of vanold isolatts of И膿7耽〃ね埓ゃ.and C

ctts,,cοテα

Spore gemination(Mo a

Isolate DW α―Tomatine 皿�b�On eo

И.pJrFFpryrF

As-27

1F08984

0-276

0-94

И.う″姻♂▼Gα♂

O-265

Иo bFV7SSたたolα

O-264

C ctts3訪じο肋

LC93009

LC93020

Tf882

C95001

C95156

C95251

PC90002

PC95010

98.7± 1.2

99.7± 0,6

97.0± 2.0

95,0± 4.4

62.0± 0.0

45,3± 9.7

58.5± 6,4

55,0± 13.7

45.0± 7.0

50.3± 6.4

60.0± 8.5

41.5± 2.5

82.0±2.0

82.5± 17.5

99.0± 1.7

99.7± 0,6

93.0±6.1

97.3± 3,1

7.0±6.6

0.0±0.0

60,5±2,1

48,7± 10。9

44.0圭 16.0

17.8±2.6

12.0± 1.4

12.8±2.2

42.0± 10.0

52.5± 13.5

３

　
　

０

　
　

１

　
　

０

い
０
．

０
．

４
．

土

88。7

100.0

-1.0

11.5

2.2

64.6

80.0

69.2

48。8

36.4

a SPore mpensions(105 wore的
つ in DW orO。 lmM α_tomatine(1%mehnoり were drOpped on

pldic plates.Aner incubatioll fOr 24軋 percentage of wOre gemination � drop solutiolls was

deteminedo Eachvalue ishe average ofureereplications andhe andard deviation.
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Table 40。 Detoxincation of α―tomatine by geminated wores Of И施胸η勿萌α司列井and C cttdテテω肋

isolatcs

Isolate mibition(均 a

И。,カセ″ηα勉

As-27

1F08984

C)-276

0…94

И。うィαGぎたテGο肋

O-264

C cFss随血

100.0

14.6

0

0

0

0

11。7

4.5

100.0

99.4

100.0

100.0

100.0

aSpore mension(105 wore並
けね0。lmMα―tomatine(1%mennOり was inCubated for 24軋 and

hc cell―■ee ttluiOnwas assayed for dle presenceば α―tomatine usingИ .♭梱 sため肋(O狼 64・J wores.

0264 wores(105型 劇叫 were suwended � he solutiolls or DW Anerincubation for 24軋 wore

geminationwas ob朗吼 andpercente inhibitiOnwas calculated.

LC93009

LC93020

Tf882

C95001

C95156

T584

PC90002

PC95010
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子発芽は C釦面ico]α のキュウリ褐斑病菌およびシゾ斑′煮病菌から得た処理液において完全
に抑制され、この処理液中にα―トマチンが存在していることが示された。姑照的に、全て

のИ.9施臓 α菌株およびC蝕�たο肋のトマト褐色輪紋病菌から得た処理液中ではOp64胞
子は通常に発芽し、α―トマチンは解毒されていることが示された。

И.α脆如 α各菌およびC∽�減ヵのトマト褐色輪紋病菌によるα―トマチンの解毒を確認
するために、各菌株の胞子を0,lmMα―トマチン溶液中で24時間培養し、その処理液中にαぃ

トマチンが存在しているかどうかを、町だによって調べた。その結果 lFig。 17)、 И.識軸 α

各菌および C釦両icOiα のトマト褐色輪紋病菌はα‐トマチンを極性の低い物質へと分解して
いたが、C側面ゎ肋のキュウリ褐斑病菌およびシノ斑′点病菌では全く分解していなかった。
また、分解産物のv値はα―トマチンの力日水分解産物であるトマチジンのR/値とは明ら力Чこ

異なつていた。

3)病原菌の感染におけるα―トマチン解毒の役割

HSTが介在したトマト病原菌の感染におけるαぃトマチン解毒の役割を解明するために、
CCT毒素の感染誘導作用をトマトに非病原菌のИ.,テセ靱勉およびC釦�たο力各菌株を用い

て調べた。各菌株胞子をCCT毒素またはコントロールとしてDWに懸濁し、 トマト品種挑
太郎の業上に接種し、48時間培養後の胞子の感染行動および葉上の壊死斑形成を観察した

lTable 41)。 DWに懸濁した非病原菌胞子はいずれもトマト葉上で発芽し、付着器を形成し
たが、組織内への侵入菌糸形成は観察されず、壊死斑も出現しなかった。一方、CCT毒素

に懸濁したИ.識軸 α各菌の胞子ではトマト葉への侵入および壊死斑形成が観察され感染

が誘導されたが、G鰍勧め肋各菌の胞子ではトマトヘの侵入および壊死斑形成は観察され
なかった。これらの結果よりИ.,テ″μvヵおよびC蠅 加力 において、α‐トマチン解毒能力
がトマト組織合の侵入および定着には必須条件であることが示唆された。

さらに、 トマト葉への感染時における C c9ds,わみのα―トマチン解毒能力の重要性につい
て明確にするために、非病原菌であるC釦面わ力のキュウリ褐斑病菌 (C95001)胞子を、
α―トマチン解毒能力を有するИ.曲如 α非病原菌 (O-94)の胞子発芽液 (SGF)に懸濁し

た。SGF中またはコントロールとしてDWに懸濁したC95001胞子に対するCCT毒素の感
染誘導御 を観察した結果 いg。 18)、 CCT毒素1こよってSGF中に懸濁したC95001胞子の

感染は誘導されたが、DWに懸濁した胞子においては誘導されなかった。
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Fig.17.LC analysis of α―tomatine― detoxifled products by И.誠tttα and C cttdテテじοtt isolates。

Spore susperlsiolls(105 spOrCy側 )in O.lmMα―tomatine(1%medaanOり wcrc incubatcd for 24軋 and

the cell―tee solutions wcrc cvaporatcd and dissolved in 100%mcthanol.TЪc solutions wcrc loadcd on

■ッC platcs and dcvclopcd micc with a solvent system ofethyl acctatc,ntcthanol,acctic acid,and w施

(3000:10:1,v/v/v/vl.

Lanes;1,α―tomatinc;2,LC93009;3,LC93020;4,Tf882;5,C95001;6,Tf584;7,PC90002;8.

PC95010,9,O-94;10,O-276;11,IF08984;12,As-27;13,tomatidine.

0
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Table 41.Erect of ccT_toxin on infection ofИ .αと,9η盟筋and C cttsiたoみ isolatcs non‐ pahogcnic to

tomato

homation rection behavior a

Isolate

Spore

gemimtion

(9/6)

Lfection

hypha

fomation

∽

И。,,修財,vyr2

1F08984

O-94

C ctts施ola

LC95020

C95001

DW

CCT―toxin

DW

CCT―toxin

DW

DW

CCT―toxin

DW

CCT―toxin

97.3と 1.5

98.0± 1.4

98.3± 2.1

92.7± 6。4

96.0± 4。6

73.0±7.1

67.0±4.2

58,0± 4.2

85,0± 2。8

25。 3±7.6

57.0± 12.7

23.0±2.6

52。 3±2.5

63.8±3.2

27.0± 1。4

27.5± 0,7

24.7± 3。 1

13.5±6.4

1.7± 1.2

47.2±6.8

0。0±0.0

50.8±3.3

67.7±5.5

9,2±2.1

9.1と2.8

2.4±4,1

0.0± 0.0

6.4±9.1

41,8± 16.3

0,0±0,0

20。 8圭 8.1

11.4± 5。4

4.3±2.2

5.9±2.6

0,0±0.0

0.0±0,0

PC90002

a Spore wenslolls(1ば
wOre並け in DW or CCT― toxin soluion were dropped on tomato leaves and

incubated for 48 hi rection behavior was observed under a rrllcroscopeo Each value is he average of

hee replications andhe andard devi� oIL

b SPore mens10ns(105 wore飩
→ in DW orCCT― toxin solutiorlwere wrayed On tomato leaveso Aner

incub�on for 24軋 he nunber Of necrotic wots per cm2。f tt was recorded.Each valucね he

average ofhee replications andhe andard deviation.
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Fig.18.Erect of ccT_toxin on infectioll behavior of C clvds,肋肋 cucmber isolate C95001.Spore

menSiOns(105 wore的の of И.ブル/物筋 isolate O-94 was dropped on tomato leavett and wore

g―ination auid(sGF)was obtaincd anerincubation for 24 h Spores ofC95001 were mended in

he SGF containing CCT―toxin at 105 wore/nd,and infection― inducing activity of CCT― toxin was

evaluated ollhe basis ofinfectionbehaviors ofhe wores.

四 :WOres of c95001 mended in DЧ  I  I:wOres Of C95001 mended in CCT‐

tOn   i wOres OfC95001 spendedin O‐ 94 SG吼 [モ :・IJ:wOres ofC95001 mendedin O‐

94 SGF and CCT―toxin.SG:wore gemination,AP:appressonA fomatiЩ  H:infectioll hypha

fomation.
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4 装鰺曇

トマトには、低分子抗菌J性化合物のサポニンであるα―トマチンが存在している (Manin―

Hemandcz d Л。2000,Osbo-1996)。 それゆえ、 トマトの病原菌はα―トマチンの抗菌作用を
打破するための能力を持つていなくてはならない。本研究において、HSTを生産するトマ

トの病原菌、И.,膨爾 atomatopahome(ト マトアルターナリア茎枯病菌)およびC蝕�たο肋

(トマト褐色輪紋病菌)のα―トマチンに対する感受性を調べた。各種И.ぬ如 α菌株では

トマトヘの病原性に関係なく全ての菌が、またC∽�たο肋ではトマト褐也輪紋病菌のみが、

l mMの濃度のα―トマチンでもほとん劇包子発芽は抑制されず、0.l mMの濃度では全く抑

制 され なか った。封 照 的 に、И.伊鶴 sテじ,9、 И.H螺 た肪 肋、 C蝕 面わ 肋 の キ ュ ウ リ褐斑病菌

およびシゾ斑点病菌の胞子発芽は 0。lmM α―トマチンでも顕著に抑制された。これらの結果

より、И.,テルμ物筋菌株はトマ トヘの病尿性に関係なくα―トマチンに抵抗性であり、C鰍勧め肋

菌株ではトマ トの病原菌のみがα―トマチンに抵挽隆であることが示唆された。

トマ トの病原菌は一般的に、 トマ トの非病原菌よりもαぃトマチンに姑し抵抗性である

lAmeson and Durbin 1967)、 また、 トマ トの病原菌のα―トマチンに対する抵抗性はα―トマチ
ンの酵素的解毒能力と関連があること 10sbom 1996)が報告されている。本研究において、

トマ トに病原ケ性および非病原 l■のИ.識軸 α菌株や トマ トに病原性の C c9ddデめみの発芽胞

子はα―トマチンを極性の低い物質に分解することによつて解毒したが、 トマ トに非病原J性

の C∽面め肋の胞子は角写毒できなかった。α―トマチンの抗菌滑性は、病原菌の細胞膜に存

在するエルゴステロールと複合体を形成し、細胞膜の堤集、小孔の形成を経て膜流動性や機

能を喪失させることによつて引き起こされると考えられている lFenwick d Л.1992)。 抗菌

滑性はα―トマチン構造中の4つの糖鎖に依存しており、各病原菌が生産するα―トマチン分

解酵素の作用機構は以下のように報告されている lF地.16)lKeukens tt Л.199乳 OSbOm

1996)。 ①И.飽続 ,(Sh�醗� and Sd肛るsser 1976)やЯ閤″ク
“
q呼〃
"?二
叩・J/coP9/stt lLairini

飢Л。1996)によつて報告されたように、αぃトマチンの4つの糖 (β―lyCOtetraose)を取り除き、

トマチジンに変換される。lii)磁μ浦珂/COp9瓶σテlbrtin_Hemandez d Л。2000)によつて報

告されたように、末端のD―グルコースを取り除き、β2-トマチンに変換される。liii)B90rlils

c肋9/9,lQundde d Л.1998)によつて報告されたように、βlっ3末端鎖のキシロースを取り除

き、βl― トマチ ンに変換 され る。И.,施翻 筋 お よび C鍛 勧 め JIvに よるα‐トマ チ ンの解 毒機構

はα―トマチン分解産物として トマチジンが検出されなかったことより、 (�)か liii)である

ように思われる。しかしながら、この点に関してはまだ不明確であるので、今後、さらに詳

細に調べていくことが必要である。
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HST生産菌において、HSTは病原′性の第一次決定因子として病原菌の感染成立に重要な

役割を担つている lKohnoto and Otani 1991)。 このことはHSTで処理された宿主植物には、

非病原菌も感染できるようになるというHSTの感染誘導作用によつて証明することができ

る tKohnoto 1992)。 そこで、 トマト葉上での CCT毒素の感染誘導作用を調べた結果、本
毒素はα―トマチンに抵抗性のИ.αlttr帥筋の感染を誘導したが、α_トマチンに感受性の C
c鶴載わ物の感染は誘導しなかった。なお、本実験において、 トマトに非病康性 C倣勧め肋
の胞子はα―トマチン解毒能力が欠損しているにも関わらず、 トマト業上で発芽し、付着器
を形成したことより、胞子発芽を抑制するのに十分な濃度のα―トマチンはトマト葉からは

滲出しておらず、菌の侵入時に影響を与えているものと思われる。また、 トマトに非病原性
C釦両たο肋胞子をα―トマチン解毒滑性を有する非病原性И,,脆狩盟勉のS(訂 中に懸濁すると、
CCT毒素は胞子のトマト組織への感染を誘導した。これらの結果より、 トマトアルターナ
リア茎枯病菌およびトマト褐色輪紋病菌はその感染過程においてαぃトマチンを解毒してい

ること、その解毒能力は HSTが介在する病原菌のトマト組織への感染において必須である
こ とが 明 らか とな った。 最近 、 Ito et Л.12002)は Fリ リ伽 籾 fsp.併寧 膏テσテの トマ チナー

ゼ遺伝 子 欠 損 変 具 体 は、 トマ ト植 物 へ の病原 性が低 下 した こ とを報告 してい る。 しか し、S

ツ岬 ΥSたテlMMin― Hemandez et Л.2000)や 効 ″た力
"η
 COCCOttS(Sandrock and VanEten 2001)

におけるトマチナーゼ遺伝子欠損変具体はトマ トヘの病原性になんら影響を与えないことも

報告されている。したがつて、И.,脆糎 筋や c釦討ゎねにおいて、感染時のα―トマチン角早
毒の役割をより詳細に調べるためにはトマチナーゼ遺伝子のクローニングおよび遺伝子破壊

等の研究が必要である。

И.Лt効 のうちトマトに非病原性のニホンナシ黒斑病菌、リンゴ斑,煮落葉病菌および非
病鳳陛菌の発芽胞子はトマ トの病原菌と同様にαぃトマチンを解毒した。Fω夢即p“ の分化

型においてもトマ トに非病原 l■の分化型はαぃトマチンの解毒能力を有していることが報告

されている lLairini d Л.1997)。 一方、C釦両テ∽みにおいてはトマ トに病原性があるトマト
褐色輪紋病菌のみがαぃトマチンの解毒能力を具備 しており、 トマ トに非病原性であるキュ

ウリ褐斑病菌やシツ斑点病菌ではその能力は持っていなかった。同様なことはИ.臣肋デにお

いても知られており、S仇伍碗傲 and岡躙sser(1976)は、 トマ トから分離された И・飽みガ
はトマ ト果実に感染できるが、ジャガイモから分離したИ.soテ9ガ はトマ ト果実に感染できず、

トマ トに非病原性И.飽テ,ガ はα―トマチン解毒能力を有していないことを報告している。それ

ゆえ、 トマ トの病原菌を含む種においては、α_ト マチンの解毒能力において少なくとも2
つのタイプが存在する。 1つは トマ トヘの病原J性には関係なく種内の全ての菌がα―トマチ

ン解毒能力をもつているグループであり、もう1つはトマ トの病原菌のみがα―トマチン解
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毒能力をもつているグループである。今回、実験で用いたИ.,Itttα および c蝕面れ肋は
トマ トの病原菌におけるαぃトマチン解毒と HST生産の両能力の獲得機構を解明するための

良いモデルとして役立つかもしれない。
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第 4章 総合考察

現在、約 8ぅ000種類にのぼる植物病害のうち、約 800/0が糸状菌によつて引き起こされてい

ると言われている。人類の生存を支える農業生産に大きな被害を与えてきた糸状菌病から食

物を守っていくことは重要な課題である。自然界では、殆どの病原菌は植物の非特異的抵抗

性によつて感染できないが、特定の病原菌が特定の値物においてのみに寄生することができ

るのは、病原菌とそれを受容する植物間に基本的親和性関係が成り立っているからである。

HSTはこの関係の成立に重要な役割をもつた病原菌の宿主識別因子として注目されてきた

lNishimuraandKohnoto 1983)。 日本で初めてHsTが発見されて以来約70年が経過したが、

今日の分子生物学的解析手法の急速な進展に伴つて、ここ数年で驚異的に HST研究は発展
してきた。HSTは極めて十蝶 度で宿主細胞に選択的寺l■を誘起するが、その病理学的役割
は宿主抵抗反応の始動停止による病原菌受容化の誘導であるとされている復俗 1991)。 HsT

が介在する病害における植物と病原菌間での複雑な相互作用を研究することは、病害防除の

観点からも好適のモデルとなり、重要であると思われる。そこで本論文では HST生産菌の

感染に関与する植物側の因子を探索し、その病理学的役割について考察した。

第2章においては、アブラナ刈植物黒すす病を引き起こすИと勅 iα 仇郷ため肋の感染に

関与すると思われる植物成分として、И.】螺 ため肋におけるHSTの AB毒素生成を誘導す
る植物成分を第 1節で述べ、И.br鶴飩め肋胞子発芽を促進する植物成分および阻害する植

物成分を第2節で述べた。И.灘啜ため肋のHSTであるAB毒素は、これまでのHSTが低分
子の二次代謝物であるのに対し、約 35 1cDaの蛋白質であり、宿主植物に水浸状壊死を誘起

する 10tani tt Л.1998名 1998b)。 また、AB毒素生成は各種液体培地中では全く見られず、

宿主であるアブラナ科植物の葉上の胞子発芽液中にのみ検出されることより、本菌の HST

生産には宿主植物が関与することが示唆された。そこでAB毒素生成誘導因子を探索したと
ころ、宿主葉上の胞子発芽液中に顕著な毒素生成誘導滑性が示された。本因子はИ.Hぺた肋み
胞子発芽後すぐに宿主葉から遊離される約 1.3 kDaの配糖体であった (第 1節)。 病原糸状

菌による HST生産が宿主との相互作用によって誘導される例は初めてのことであり、大変
興味深�光

一方、И. 螺ゞ たわみ の胞子は、高濃度胞子懸濁液の場合、宿主葉上では発芽するが、非

宿主葉上およびプラスチック上では胞子発芽が顕著に抑制される。このことより、宿主葉の

何らかの成分が胞子発芽を促進していることが考えられ、本研究の結果 (第 2節)、 約 600 Da

の宿主葉由来の成分が発芽促進に関与していることが示唆された。本囚子はИ.】螺 たたοヵ

以外の菌によつてもアブラナ科植物葉から遊離されるので、アブラナ刈植物上に病原菌が存
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在することによって、非特異的に滲出されるものと思われる。以上の結果より、И.Nぺたわ肋

におけるアブラナ科植物への感染に関しては、И.N鶴ため肋の胞子がアブラナ科植物葉に
接触すると、植物葉から約 600 Daの物質が滲出し、胞子発芽が促進される。その後、発芽

胞子から放出される何らかの因子が植物葉から約 1,3 kDaの酉己糖体を遊離し、この配糖体に

よつて発芽胞子からAB毒素が生産されるという図式が想定される。今回、明ら力Чこした宿

主植物成分イまHST生成に関連する因子であり、このメカニズムを明ら力Чこしていくことは

病害防除の観点からも重要であろう。

また、上述の実験の過程でトマト葉磨砕液がИ.灘螺 たたdα 胞子の発芽を顕著に阻害する

ことを見出した。 トマト葉より胞子発芽阻害物質の単離を行つた結果 (第 2節 )、 本物質は
トマトの抗LiJ性物質として知られているα―トマチンと同定され、И.H たヽわ肋にはα―トマ
チンを解毒する能力がないことが明らかとなった。そこで、HsTを生産するトマト病原菌

におけるα―トマチンの影響について調べ、その感染過程における病理学意義について第 3

章で述べた。 トマトに病鳳性および非病原性のИ.識軸 0およびC鰍勧めねのα―トマチン
の感受サ性を調べた結果、И.赫鍬胞 では病原性に関係なく全ての菌がα‐トマチンに抵抗l■で

あり、解毒能力を有していた。一方、C釦面たο71vではトマトの病原菌のみがα_トマチンに
抵抗性で解毒能力を有しており、 トマトの非病原菌ではα―トマチンに感受性であった。ま
た、 トマト病原菌のトマトアルターナリア茎枯病菌およびトマト褐色輪紋病菌のトマトヘの
感染におけるα―トマチン解毒能力の役割に関して検討した結果、これらの病原菌がトマト

に病原性を示すためには、HST生産以外にα―トマチン解毒能力も必須であることが明らか

となった。

植物は病原菌の感染に姑して潜在的な抗曲l■p質や誘導的な抗曲性物質の生産により自身

を保護している。HSTは誘導的宿主抵抗反応の始動を停止して病原菌の受容体制化を誘導
し、病原菌の感染を成立させると考えられている。今回の研究からトマトに病原性を示す

HST生産菌は、 トマトに先在的に存在しているサポニンのα―トマチンを解毒する能力を持
っており、HSTによる宿主抵抗反応の始動停止前に、潜在的な静的抵抗性を打破する能力

を有したもののみが植物上で感染初期行動 (胞子発芽、付着器および侵入菌糸形祓)を開始

し、その後、分泌された HSTによって誘導的な動的低仇性が抑制され、菌受容化に至るも
のと思われる。このように宿主植物側には病原菌の感染に姑して潜在的な抵抗l■が存在し、

一方で病原菌側はそれに打ち勝つ能力を備えていることは他の病原菌でも認められており、

普遍的な現象であると考えられる。一方、ウリ類炭疸病菌を用いた宿主植物と病原菌との相

互作用における研究では、宿主植物表層のクチクラ成分によって病原菌の感染器官の分化を

誘導することが報告されている (久録 2005)。 また、イネいもち病菌においては植物表層の

103



クチン成分と疎水性表面とが付着器形成のシグナル因子であることが示されており (鎌倉

2001)、 病原菌が植物成分を利用して感染を成立させることも知られている。このような病

原菌と植物成分との関係を利用することによって病害を防除するという考え方がある。従来

の動的低仇性の誘導剤を利用して植物を病原菌から防御するという方法よりも、植物成分を

利用するため、植物に全くストレスを与えることのない植物に優しい病害防除戦略となるで

あろう。

下方、腐性的に生存してきた糸状菌がある特定の植物に適応し、どのように感染能力を獲

得してきたの力Чこついて解明することは、植物と病原菌との相互作用の仕組みを考慮した効

果的な植物保護戦略となるであろう。特に、HSTが介在した病害においては、HsT受容因

子を無効にする、あるいはHST生成を抑制することによりHST生産菌に対して耐府l■を獲

得することができると思われる。これまで報告されてきている抵抗性値物は、病原菌の非病

尿L自膿子と植物の抵抗陛遺伝子の相補的な組合せによつて発現された品種特異的抵抗性に

関与するものが多く、容易に病原菌の非病原陛遺伝子の変異した菌の出現によって植物が再

び感受性化する事例がよく知られている。しかし、HST受容因子や HST生成誘導因子を無

効にして作出した耐痴動 に封して再び病原菌が病康性を発揮するためには新たな感染機

能の獲得が必要となるので、この耐病性は比較的安定であると思われる。HST受容や HST

生成制御のメカニズムは多種多様であるが、こうした情報から新たな病害防御戦略を構築し

ていけると考えられる。
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要 約

特定の植物病原菌は特定の植物種あるいは値物品種などを選択的に侵害し、病害を引き起

こす。このような明確な宿主特具性を決定する病原菌側の因子として、以前より宿主特異的

毒素 lHST)の存在が明らかとなっている。HST生産菌では病原菌から宿主識別のための

シグナル因子としての HSTの放出があり、それを受容せざるを得ない植物のみが病原菌を

受け入れ、感染が成立すると考えられている。

このような病原菌の感染の成立には各種の植物成分が関与することが知られている。ある

種の病原菌では植物の感染時に宿主成分を認識することにより感染器官の形態分化を行うこ

とや病原性関連因子を放出することなどが報告されている。一方、植物は侵入しようとする

病原菌に対して抵抗l■を示す多種多様な植物成分を含んでおり、病原菌はこれらの障害を排

除する何らかの仕組みを備えていると考えられている。本論文では、HST生産菌の感染に

関与する植物成分の探索および同定を行い、その病理学的役割について検討した。

1.刈筋町肋 肋邸たたο肱による宿主特異的AB毒素生成に関与する宿主成分

И′″脇餌,α Nヽテθテ∽肋 (アブラナ科植物黒すす病耐 によつて生成される蛋白質HSTの AB

毒素は宿主業上での胞子発芽時にのみ検出されることより、発芽胞子からのAB毒素生成に

は宿主植物由来の何らかの因子が関与していることが示唆された。そこで、И.腕邪ため肋

の発芽胞子からのAB毒素生成に関与する宿主因子の探索およびその解析を行った。

宿主および非宿主葉上より得た胞子発芽液 (SGF)においてAB毒素生成誘導滑性を調べ

た結果、宿主葉上から回収した SGFにおいてのみ顕著な誘導滑陛がみられた。また、SGF

における毒素生成誘導滑l■イ剖包子発芽直後より検出され、その後、AB毒素が SGF中に放

出された。以上のことより、宿主植物上の SGF中には毒素生成誘導因子の存在が示唆され

た。次に、SGF中の毒素生成誘導因子が宿主由来かどうか調べるために、プラスチックシ

ャーレ上より回収した SGFを宿主および非宿主業上に滴下し、24時間後にその滴下液の毒

素生成誘導滑性を検討した。その結果、宿主葉上の滴下液にのみ頭著な誘導滑l■が認められ、

本因子は宿主由来であることが明らかとなった。

SGF中の毒素生成誘導因子は熱に安定な水に可溶な物質であり、その活性は KI04やいマ

ンノシダーゼ処理によつて完全に消失することより、本因子はα―マンノースからなる構造

が誘導滑性に関与する多糖類であることが示唆された。そこで、SGFから各種クロマトグ

ラフィーにより精製した誘導因子をグル濾過 HPLCで分析した結果、誘導因子は単一ピー

クとして検出され、その分子量は約 1,3 kDaと推定された。さらに、GCおよび GCMSに
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よる分析の結果、本因子は D―マンノースおよび D―ガラクトースからなる配糖体であること

が示唆された。プラスチックシャーレ上に本誘導因子を処理して得た SGFを SDS―]欧GEで

解析した結果、約 38 kDaのバンドが顕著に検出され、本誘導因子によつて発芽胞子から主

1こ AB毒素が生成されることが示された。

以上の結果より、И.灘啜 ため肋の発芽胞子によるAB毒素生成機構に関して、① 発芽胞

子による宿主葉からの配糖体の遊離、lii)宿主由来の配糖体による発芽胞子中のAB毒素生

成の誘導、liii)発芽胞子からのAB毒素の放出、という一連の図式が想定された。

2.A肋邸たわ力胞子発芽に関与する植物成分
И.N螺ため肋は高濃度胞子懸濁液 (106個 /耐 以上)の場合、宿主葉上では顕著な発芽を

示すが、非宿主葉およびプラスチックシャーレ上では殆ど発芽せず、本菌の胞子発芽におい

て宿主植物の何らかの因子が関与していることが示唆された。そこで、И.N螺たたο肋胞子

懸濁液を各植物葉に滴下して得た SGFにおける胞子発芽促進滑性の検定を行つた結果、宿

主葉上より得た SGFにのみ顕著な滑性が検出された。胞子発芽促造滑性は宿主葉上イ朝包子

接種2時間後に検出され、4時間後から胞子発芽を開始した。また、非病原性И。曲輸 aの

胞子懸濁液をアブラナ科植物葉上に滴下して得た SGFにおいても胞子発芽促進冊性がみら

れたことより、胞子発芽促進因子は各種病原菌の胞子がアブラナ科植物上に存在する時にア

ブラナ科植物葉から放出されることが示唆された。宿主楽上から得たИ.♭郷ため肋 sGFか

ら各種クロマトグラフィーにより精製した胞子発芽促造滑性画分をグル濾過 HPLCで分析

した結果、単一のピークとして検出され、約 600 Daの物質であると推定された。

一方、本実験を行っている過程で、 トマト葉磨砕液中にИ.bttsicわ肋胞子を懸濁すると
胞子発芽が顕著に抑制されることが見出され、トマト葉中に何らかの胞子発芽阻害物質が存

在するこが示唆された。そこで、 トマト葉磨砕液から各種クロマトグラフィーにより胞子発
芽阻害物質を精製し、得られた活性画分において LC分析を行つた結果、50%硫酸の呈色
反応により1つのスポットが検出され、このスポットに胞子発芽阻害滑性が認められた。得

られた胞子発芽阻害物質はトマトに存在する抗菌性化合物のαぃトマチンである可台Bl■が考

えられたため、ⅢjC純化画分とα―トマチンをLCで分析した結果、同じv値にスポットが

検出された。さらに、純化画分を FAB―MSおよび lI・

I―NMRで解析した結果より、胞子発芽

阻害物質はαぃトマチンであると同定した。

3.A ttw肋 お よ び &)り砕ψ οW aa四カ肋 み の 感 染 に お け る α―トマ チ ン の 役 割

トマトには、低分子抗曲陛化合物のサポニンであるα‐トマチンが存在している。そこで、
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HSTを生産するトマトの病原菌であるИ.9′セ爾 a tomato pahonC(ト マトアルターナリア

茎枯病菌)およびG蝕両たο肋 (トマト褐色輪紋病菌)のα―トマチンに対する感受性を調べ、
その病理学的役割について検討した。各種И脆翔 α属菌および C σtts,放力 の胞子発芽に

姑するα―トマチンの影響を調べた結果、И.競如 αでは病原性に関係なく全ての菌が、C
蝕�たο肋ではトマト褐色輪紋病菌のみがα―トマチンに抵抗性を示した。一方、 トマトに非
病原性のИ.灘螺 たχおよびИ.腕邪ため肋、c cpddデたο肋のキュウリ褐斑病菌およびシノ斑′煮

病菌では胞子発芽が抑制され、α―トマチンに感受性であつた。また、α_トマチンに抵抗性

であるИ.α施靱筋およびC倣勧め肋の発芽胞子はα―トマチンを極l■の低い物質に分解する
ことにより解毒したが、αぃトマチンに感受J性の胞子は解毒できなかった。

次に、HSTが介在する病原菌のトマトヘの感染におけるα―トマチン解毒の役割を解明す
るために、 トマト褐色輪紋病菌が生成する HST(CCT毒素)の感染誘発作用をトマトに非
病原菌のИ.競如 αおよび C cttsico肋各菌を用いて調べた。その結果、CCT毒素はぃトマ

チンに抵抗性のИ.競婉 αのトマトヘの感染を誘導したが、αぃトマチンに感受性の C
∽両めみの感染は誘導しなかった。下方、 トマトに非病原性のCc郷,ゎ肋胞子をα―トマチ
ン解毒活性を有する非病原性И.,テ紗盟筋の SGF中に懸濁すると、CCT毒素はC � icοね
胞子のトマトヘの感染を誘導した。以上の結果より、 トマトアルターナリア茎枯病菌および
トマト褐色輪紋病菌ではトマトヘの感染過程において HST生成以外にα―トマチン解毒能力
が必須であることが明らかとなつた。

107



Sunllma呼

CeHain仙唱al pahogerls,cweciauy in dle genera Иttv″,α arc knom to produce host― weciflC

toxins ttSTSJ as agents Of vimcnce or pahogcmd,HSTS are vcry usem for hc mdy of he

mechalllsln undCrlying ho飩 事 � city h parasititt being rcliable substimtes fOr he pahogens脳

produce hem.h hc mechanisln tt detemines ttciacity � hc nseasc involving HSTsぅ ■has bcen

suggestcd that he induction of― eptibility on ho飩 ∬antS iS Cstablishcd by a HST― s脚9�c suppresslon

ofthe defcnsc responses inhottplants.

Plants have cvoked dircrent mechanisln to protcct hesclvcs agaut a great vanety of mvaslvc

pahogcns.靴Ю plant disease resiance call be dassited twoサ 弾S,One is he coditutive reslance

such as前田吋肛Л barricrs or prefomed antimicrobial sccondary mctabo上俺s,and anoheris he induced

rettstance such as phytoЛ exlns or PR― proteins etc.HOwcwtt Pahogerls lsc dirercnt hatcgies to

counter hese plant dcfensett inclllding degradation of prefomcd antimicrobiЛ  compounds and he

producti∽ of molecdes tt supprett induced � ancc.on hc oher脆吼 五has叩嗣 脳

pahogells re∞BNe hc factors ofhott plants during he infectioll and direrentiate infection smctlres

or produce mctional pahogeniclty factors.hus,vanolls compOunds of host are involved in the

infection process of he pahogerls.監 pwott Of tts ndy tt tO detcct compOunds involved in

infcction ofHST―producing pahogells,andto discls uleirpttЮ logical Юle.

1.Host compolllldSinVolved � pЮduction ofhott speciac患血山 byえ うR邸崩∽】α

И.N螺た,力猛 he Canl agent ofblack wOt disease of麟 螺 たπplantsproducesaHSTcAB― toxinJ.

Alhoun lnott ofHSTs are low― molecular― weint Secondary menolites and are produced � culMe

media as wen as spOre gemination duids(SGF9 ofhepttgells,AB― toxin is a protein and is released

tom wores geminating ody oll hottleaves,監 蛉ntsimply tt host― rclated factors for AB‐ toxin

production are involved in wore gemination of И.b郷た,め肋。herefore,he expe― ents were

偽cused olldetection∫ he factors forinducingAB― toxinproduction h SGFs obtained tomhOttleaves`

SGFs of he pathogen had he activing fOr inducing AB―toxin production widlin 3 h aFLer WOre

gemination9 and subsequendy AB― toxin was released in he SGF&When wore npens10ns in water

were incubate orl non‐ host leaves and plastic pla虚軌AB‐toxin was nOt produced.コ b呻 dintes

tom hott leaves teated wih SGFs of he pahogen on plastic plates induced AB― toxin production.

監 se rents indicated ht factors for inducing toxin production are released aom hott leaves by

geminating wores OfИ・N螺た,ヵみ.晩 toxin‐inducing activity ofSGF was h詐 説�eぅ and insoluble
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in organic solvcnts.FDemore,he activity was iOst completely by trcatnent widl KI04 and(】 い

m錮亘�dasc.A toxin―inducing factor was puriaed fbm sGF by gcl― mtration chromato♂争p尊 ]『イX3

pwilled factor was estimated to be about l.3 kDa and was co― cd to be a glycodde containing

malmose and galactosc by GC and GC― MS adyscs.冊℃activity ofhc pwined factor was detcctablc

証he low concentratioll of20 ng/d.Based On he∝ 礎ats,he mechanisln ofAB― toxin production by

gcminating worcs OfИ ,うィ釦sたたOtt is― arized as fOuowsi O release Of a gly∞ dde rrom h。飢

∬antSけ SubunCC(⇒ derived tom geminating事 吼 and ω  releaSC OfAB― toxin tom geminating

叩OrCS by ttcognition ofgly∞ ddc.

2.Phnt colxlpOunds ttvolVed � sPore genll�ation of"Lう鬼獅sたたοみ

hcn spore wenS10ns ofИ .臨 sicゎみ 試 hin concentratiorls(106 worC並 け were drOppcd on

plant leaves and∬aStiC∬ates却随 S ge― ted∝ htt Lavesっ but not tt non―hott lcaves and∬ aStiC

∬atCS.ThiS蛉鼠工timphcs dtt a host―related factor is involved in wore gemination ofИ .brttsidco加 .

Thereforc,wore wenslons of И.bttsため肋 were dropped on vamolls leaves and SGFs werc

∞llcctcd anerincubation for 24 hr and amycd for wore gemination― stimulating � �げ 珊n aCtiVity

was detecttd only in SGF ollhottleaves,Spore ge― aton― stimdating activity ofッ 4.併鶴説弦 Ott wcre

detectcd 2 hr aner inoculation,and worcs begantO ge― te 4 hr aner inoculatioII Spore menSiOns

ofnon―pahogerllcИ .αテル7物筋werc dropped onBrttsicaleavcs,and SGF conected anerincubation for

24 h nen hesGF wasぷ呼劃 for wore gemination― stimulating“ d�悦 he activity was detectcd.

監 開rents suggett hat dle wore gCmination―stimdating factors were rcleased aom Brad6・ 紘 leaves

when worcs ofvanolls pahogens exitt on】 7切stt leaves.A wore gCminaticDn― stimulating factor was

purited tom SGF ofИ .N螺たわ肋by various chromatoぴ 螂 es.The purifled factor was estimated誠

abou 600 Daby gel―mtration HPLC.

hen wores of И.br姻『ため肋 were wcnded h homogenates of tomato leaves,he spore

ge匝山れoll was乱8niacantly inhibited.A wore g― ination― inhibiting compound was purined aom

homogenates oftomato leaves by vanolls chOmtOtthes.The compound was detected as a sPOt On

]]しC plate and had he salneゴ もrvalue as αitoコnattEKち an antimicrobiЛ compound in tomato.From he

rents of FAB― WS and lII―NMR analysesぅ he wore gemination― inhibiting compound was

characterized as α―tomtine.

3.he HDle ofα‐to】matine � infection of∠生河彪胸attand C c孤 暇放ηね

h tomato plants,α ‐tomatine,a steroidal glycoahloid sapomn inhibits hgal gfrom.Therefore,
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tomato pahogells hat produce HSTs,И .9′″〃塑勉tomatopahome causngAltemria stcm cankcr and

Gοりη9v9η  cttStiCott causulg Copewora target wOt WCrC mvestigated for sensitivity to α―tOmatinc.

Alhoun wore gCmination of И.,テセ閥 α pahogelllc and non― pahogemc b tomato and of C

ctts放妙み pahogcnic to tomato was not arected by O.lmM α―tomatineぅ worc gemination of G

a舛避ガaガ♭ non―pathogcl工c to tomato was ttgniacantly inhibited.This re鼠 �t showsせ� И.〕膿″駒α勉
,

覺gardless of its pahogenidtt and Only he Cじ 鰯s,デ∽】α pahogcmc b tOmato are nsiantゎ α_

tomatine.Geminating spores ofИ .,テれ9779bコ比7 and C ctts,テωtt redanttO α_tOmatine detoxiacd α_

tomatine by dcg7rading of to a lcss polar product.Aner inoculation of tomto lcavett wores of И.

9】修″筋ヵ and Cじ硼 J放テοtt non―pahogcmc to tOmato g甑�m漱� and fOmed appressoriЪ but did not

fom infection hypb_e in hott issues.hena HST(CCT― tOxinJ prOduccdby C a郷すゎ 肋 pahogemc

to tomato was added to non― pahogc� c wores,∞10nization to wihin leaves was 6bscryed in И.

α氏卵 勉 htt nOtin C σttdデたο肋.On hc Oher丘週t when wOres OfCじ姻♂デわ肋non―pahogemc to

tomato were mcnded in worc gcminatioll auid of nOn― pahogemc И,ガル″膀勉 wih α―tOmatine

dctoxillcation“ d�易 hc nglls codd be induced to∞ lonize leaves in he presence of CCT― toxin.

hese rents indicate htt И.,テ勉胸 筋 tomato pahome and C attdhcda pahogelllc to tomato

detoxi● α―tOmatine dtring infectitt and tt his detoxinmion is esscntin for hott coloniation by

pahogensmproducc HSTs.
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