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植 物 体 内 のpolyphellol成 分 と植 物 病 原 菌(IV)*

種 々のphenol物 質 と稲熱病菌,稲 胡麻葉枯病菌 との関係

脇木 哲 ち碇 弘毅 一吉井 甫

Relation between polyphenols contained in plants 
      and  phytopathogenic fungi (IV) 

  Effect of some phenolic compounds on the 
      growth of Piricularia oryzae and 

         Cochliobolus miyabeanus 

      Satoshi Wakimoto, Hirotake Ikari 
           and Hazime Yoshii

植物 の組織 が病 原菌 に侵 され た場 合に組織 の褐変す る現象が しば しば認 め られ る.し か

もその褐変組織 が病原菌 の伸展 を阻止 し,こ れが抵抗現象 の根源 となつ て い るかの よ うな

ff/`
〉/1[:_Tがあ る.褐 変 の基質 になつてい るものは植物休rflに 存 在す る各種 のphenol物 質 であ

ることは明 らかである.従 つて組織の褐変 が抵抗現象 の根源 である と考え るな らば,植 物

組織 内に含ま れ るpheno1類 の含量 と病害 抵抗性 の強弱 との問 に相関関係 を求め る のは当

然 である.馬 鈴薯 の瘡痂病抵抗性 とchlorogenicacidの 含量 との相 関7,16)或 はo-dihy-

droxypheno1形 物 質 の含量 と瘡痂病抵抗性 との相関7),Helm。carbonuni抵 抗 性 とchloro-

gcnicacid,carreicacid含量 との相 関,9)そ の他に も植物 と病原菌 との間におけるpheno1

物 質 と抵抗性 との相関 に関す る報文は少 な くない.11,12,13,35)一方,植 物体中に 含 まれ る程度

のphcnol類 の濃度では直接 的に病 原菌 の生育 を抑圧 し得 ない とす る報告 も見 られ る.25・27)

Phcno1物 質 の病原菌 に対す る影響は当然菌の種 類,系 統の差 異な どに よ り異 なる と思わ

れ るが,そ の関係 を追求す る 一手段 としてinvitroで 試 験す ることが考 え られ る,本 報文

では稲熱病菌,稲 胡麻葉粘病菌 が稲 体を侵警 するに際 し病原菌 と接触 し その作用 を受け る

べ き稲体内に存す る各種 のpolyphcno128)と 組 成上関係があ る各種 のpheno1物 質 につき,

病 原菌 との関係特にそれ らが 菌 の生育 に及ぼす影響,培 地 の褐変 の基質 としての効果 な ど

につい てinvitroで 実 験 した結果 につい て報告す る.

実 験遂行にあた り九大農学部大 島康義教授 及び 鍬塚昭三氏 よ り多 くの助言 と 試薬 の供与

を恭 うした.記 して感謝の意を表す る.

材 料

稲熱病菌,稲 胡麻葉枯病菌は九大農学部植物病理学教室保存 の菌株 を使用 した.種 々の
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pheno1物 質 としては主 に市販 の ものを使 用した.若 干は大島教授 の御 厚意 に よつて分 譲せ

られ た ものである.

方 法

富沢氏稲熱病菌 培地26)(但 しsucroseの 代 りにglucoseを 用 いた)に それ ぞれ のphenol

物 質 を…定濃度(10-3M或 は104M)加 え,NaOII液 でpH6.3に 規 整後20m1ず つ を

100m'入 リフラスコに分 注 し,100℃,10分 間 で2回 殺菌後,稲 熱病菌或 は稲 胡麻葉枯病菌

のイ ース トエキ ス培地 に十数日間 培養 して 作 つた胞子 の浮滋液0.1m1ず つ を接種 し27℃

で培養 した.… 定期間 ご とにフラスコ3個 ずつ取出 し,あ らか じめ:乾燥秤量 しておいた濾

紙 で濾過 し,乾 燥後乾物重 を測定 し,各phcno1物 質 含有培地中にお ける 菌 の生育度 を比

較 した.

培 養 濾液の褐変 度は 日立光電比色計 のfilterno.50を 用 いて比 色 し,そ の経時 的変化 を

追跡 した.pheno1物 質 の残量 は,濾 液 の1m1ず つ をIOml入 りの メスチュ ーブ2本 に

と り,そ の1本 は0.5NIIC111n1,Arnow試 薬1m1,1NNaOH液1m1と 順 次添加

し,他 の1本 はArnow試 薬 のみを除いて これを対照 とし,い ずれ も蒸 溜水追加 によ り10

mlと し て比色 し,あ らか じめ作つ ておいた標準 曲線 に照合す ることに よ り残量を決定 した.

な おpheno1類 は 自動酸化 に より,九 熱殺菌中に 或は経時的に赤色 に変化 し,次 第 に減 少

してゆ くため,無 培養 の区 を設け て…定期間毎 に比色定量 し比 較対照に供 した.pHの 変 化

もまた 日立pIIメ ー ターに よ り追跡 した.

結 果

1.稲 胡 麻葉枯病菌 とphenol物 質 との関係

A)各 種phenol物 質 が菌 に与 え る影響

稲胡麻葉枯病菌胞子浮游液 を接種後 一・定期 問ご とに 測定 した菌体乾燥重の変化は 第1図

の よ うである.

第1図 の結果か ら明 らか なよ うにrutin,ph工oroglucinol10-3M添 加 は明ら か に稲胡麻

葉枯病菌 の生育を促進 し,ま たprotocatechuicacidで も同濃度 で促進的な効果が認 め ら

れ る.そ の他 のphenol類 で は10-3Mに お いて本菌 の生育 に対 す る促進効果 お よび抑 圧

効果は ともに顕著ではない よ うであ る.

B)稲 胡 麻葉枯病菌 に よるpheno1物 質 含有培地 の褐変度 の変化

Pheno1物 質 を10『3M含 ん だ培地に稲 胡麻一!枯病 菌を接種 すれ ば培地 は次第 に褐変 して

ゆ く.こ れ は菌 の有す るphenol酸 化 酵素の作用の結果或 はphenol物 質 を基質 とした新 た

な色素 の形 成の結果 と思 われ る.然 るに この よ うにして培地褐変 度 は ・時 は高 くなるが培

養 日次 の経 過 とともに,と くにo-dihydroxyphenol型 の 場合において再 び減 少 してゆ く.

対 照 として 菌 を 接種せ ず に 同一・条件に お い たphenol物 質 含有培地 の褐変度(optical

density)と の 差をE-E'で 示 し これ を図示すれば第2図 の如 くであ り,と くにcatechol,

caffeicacid,rutinに お い て褐変度 の減少が著 しい.

C)稲 胡 麻葉枯病菌培 養濾液中におけ るphcno1物 質 の残量 の変化



第1図.各 種 のphenol物 質(10-3M)含 有 培 地中 に お け る稲 胡 麻 葉 枯病 菌 の

生 育(培 」養 温 度27℃).

○:標 準 培 地,△:catechol含 有 培 地,●:protocatechuicacid含

有 培地,1コ:phloro91ucino1含 有 培 地,▲:gallicacid含 有 培 地,

×:caffeicacid含 有 培 地,■:rutin含 有 培 地(以 下 同 じ).

箪2図.稲[男 麻葉枯病菌の生育に伴 うphenol物 質含有培地の褐変度の変化(培 養温度27℃).



稲 胡麻葉枯病菌 を接種後5日 置 きに濾液巾に残存す るphenol物 質 の:lli二を定量 した結 果

は第3図 の如 くで あ り,対 照 の無菌 区におい ても 自動酸化 に よ り急 激に減 少してゆ くが,

それ よりも菌培養区 に お い て は更 に減 少の度が急速であ る.catechol,protocatechuic

acidは 培 養10日 目においてほ とん ど消 費し尽 され,caffeicacidに お いて も培養…15日 目

におい てそ の大部分が消失す る.phloroglucinol,gallicacidは 適 当な定量法が見 出せな

かつたため この実験 か らはぶいた.

第3図.稲 胡 麻 稟枯病 菌 の生 育 に 伴 う培 地 中のpheno1物 質 の 誠 少(培 養 温 度27℃).
… 一:無 接 種 ,:c.〃 め励 βo〃〃s培 養.

D)r地 中 の糖源 の種類 と培地 の褐変 との関係

稲胡麻葉枯病菌 の生育 のた め に は,Czapek培 地 を基礎培地 とした場合,糖 源 としては

maltoseが 最 良であ り,fructose,sucrose,galactose,91ucosc,xyloseが これに 続 き,

arabinoseは これ らに比較 して最 も不 良であ ることが報告 され ている22)筆 者 らは前記富沢

氏培地 の糖源 を除 き,こ れにcatechol10`3Mを 加 えた培地を基礎培地 として,こ れに種

々の糖類 をそれぞれ2%に な るよ うに添加 して稲胡麻葉枯病菌を培養 し,一 定期間ご とに

菌体乾燥重 を測定 す ると同時 に,培 養濾液につ き褐変度 を比 較 した.こ れ らの結果 は第4

図 及び第5図 に示 した.



第4図 か ら 明 ら かc)二 うに,菌 の 生 育 は 大 体sucroseが 最 も 優 り,以 下maltose,glu-

cose,xylose,fructosc,arabinoscの 順 に 不 良 と な り,rhamnoseは 顕 著 に 劣 つ て い る.

・方 培 地 の褐変 度 は 第5図 に み ら れ る よ うに7日 目 の 測 定 で はrnaltoseが 最 も大 で あ り
,

!'h.一ドsucrose,fructose,xylose,glucose,galactose,arabinose,rhamnoseの 順 に 劣

る.第4図 と 第5図 と を 比 較 し て 判 る よ うに 菌 が 培 地 を褐変 せ し め る 能 力 或 は そ れ を そ の

後 退 色 せ し め る能 力 と 菌 の 生'育 と は 大 体 に お い て 一 致 す る.

第4図.Catechol(!0'-sM)含 有 培 」ill中に お け る 糖 源 の 差 異 と稲 胡 麻 奨 枯 病 菌

の 生 育(培 養 温 度27℃).

◎):SUCI"OSC,△:maltose,●:XylOSC,L]:91ucose,▲:arabinose,×:rhamnose.

2.稲 熱 病菌 とphenol物 質 との関係

A)各 種phenol物 質 の菌の生育に与 え る影響

各種phenol物 質 の稲熱病菌 の生育 に与え る影響は相 互に著 し く異 なる.使 用 したphe-

nol物 質 の うちcaffeicacid,catecho1,gallicacid及 びquercetinの10-3M含 有 培

地 は稲熱病菌 の 生育 を ほ と ん ど 完全 に抑圧す る.こ れ に 対 しproto-catechuicacid,

phloro91ucinol及 びrutinな ど の10-3Mの 存 在下 では本菌 は比較的正常な発育 を示 し,

顕 著 な抑 圧効果 も促進効果 も認 め られない.10-4Mの 濃度 で行 つ た実験結果 は第6図 のよ



第5図.Catecho1(10-3M)含 有培地 における糖源の差異と稲胡麻葉枯病菌培養

による培地の褐変度との関係(培 養温度27℃).凡 例 第4図 と同じ・

うであ る.

第6図 に示 され るよ うにpheno1類 の うち,caffeicacid,catechol,gallicacidな ど

は10-4Mに お いて も比較 的顕著 な抑圧効果を示すが,接 種後15日 な い し20日 頃に到達 す

る菌 の最大生長量 には著 しい差異 はない ようであ る.

B)稲 熱 病菌 によるphenol物 質 含有培地の褐変

10-3M及 び10'4Mのpheno1物 質 含有培地 に稲熱病菌 を接種 した場 合の培 養濾液の褐

変度 を追跡 し第7図 を得 た・

第7図 に示 され るよ うにcaffeicacid,catecho1,protocatechuicacid含 有 培地 に お

い て培養5～10日 頃 一時褐変度 が低下す るが,こ の現象はおそ らく稲 胡麻葉枯病 菌におけ る

場合 と同一の原因に より起 る もの と考 え られ る.

考 察

本実験 に用いた よ うな`pheno1物 質 が稲体中に存在す るか否 かは疑問 である.少 な くと



第6図.各1屯 のphenol物 質(10-4M)含 有 培 地 中に お1ナる 稲熱 病 菌 の生 育(培養 温 度27℃).

」・し例 第1図と同 じ.

第7図.稲 熱病菌の生育に伴うphenol物 質 含有培地の隅変度の変化(培 養温度27℃).

凡例 第1図 と同じ,一:10'3M含 有培地,一 一一:10　 4M含 有培地.



もalcoho1抽 出 液のpaper・chromatographyに よつてはその存在 を証 明 し鴉 ない.筆者

らは稲体中に おい て数種類のflavonoidの 存 在を確認 し,28)さ らに これ らは稲 熱病菌,稲

胡 麻葉枯病菌 に より分解 され る可能性を指摘 した.31)稲 体i[1のflavonoidの 構 造が未定 の

現在,こ れ らが分解 され て生ず る物質 を予想す ることは困難であ るが,そ の可能性のあ る

物質 で手近 に得 られ るものを本実 験に供 した.

本 実 験の第… の 目的は種 々のpheno1物 質 の稲熱病菌,稲1切 麻葉 枯病 菌の生育に 対す る

影響 であ る.実験 結果 か ら,使 用した稲胡麻葉枯病菌は稲熱病 菌 よ りも各種 のpheno1物

質 に対 して一般的 に抵抗性が強い といえ る.使 用したpheno1物 質 の うちrutin,phloro-

91ucino110『3M添 加 は稲 胡麻葉 枯病菌 の生育 を促 進 し,protocatcchuicacidに お いて

もその傾 向が認め られ るよ うであ る,こ れ に比 して稲熱病菌においてはrutin,phloroglu-

cinol,protocatechuicacidの10-3Mの 存 在に よつては顕著 な抑圧効果 も,促 進効果 も

認 め られ ないが,catecho1,caffeicacid,gallicacid,quercetinな どの10-3Mの 存在

は菌 の発育 をほ とん ど完全に抑 圧する.gallicacid,caffeicacid,catccho1な どは10-4M

に お いて も稲熱病菌 の場合には,若 干 の抑 匡効果が認 め られ る.

第 二 の 目的 は各種 のphenol物 質 と褐変現象 との関係で ある.用 いた各種 のpheno1物

質 の うちo-dihydroxypheno1型 の もの は 稲熱病菌,稲 胡麻葉 枯折庁菌いずれの培養 の場合

に も培地褐変 の基質 にな り得 る.し か しなが ら,こ の培地 の褐変 度 は培養期間 と共 に著 し

く変化 し,培 養初期 には稲胡麻葉枯病 菌の場合 には急激 に高 まるが,培 養5～10日 頃 か ら低

下 す る現象 が認 め られ る.そ して再び褐変度が上 昇す ることはない.こ の現象 はo-dihy-

droxyphenal型 の場合 に認め られ る.こ の褐変 度低下 の1劇大1としては,(1)polyphcno1

の酸 化 に より生 じたo-quinone型 或 は そ の 重合物或は又polypheno1を 基 質 として菌が

新 たに生産 した色素が分解消費 され る(2)ascorbicacid或はそ の他 の酸化還元系に よ り

再 び還元 され てpolyphenolに 変 化 してゆ く,の いずれ か と考 え られ る.も し後者 の源 因

に よ り退色が起つてい るもの とすれば培地 中に再びpolyphenolが 増 加 して よい はずであ

るが 事 実 はそ うでない(第3図).従 つ て退色 の原 因は前者す な わ ち酸化せ られ たpoly-

pheno1が 分 解消費 せ られ るこ とに あ る と考えら れ る.Stanierら,19・20)Evansら 及び

Kilbyら8)は.Pseudomonasf'luorescensがcatecho1,protocatechuicacidな ど を酸化的

に開裂 してβ-ketoadipicacidを 生 産し,さ らに変化 して菌 の代 謝系路 に入 ることを証 明

してお り,ま た著者 らzs)は桐 炭疽病菌が,chlorogenicacid,rutinな どを炭素源 として利

用す ることを証 明した.

稲 熱病菌 の培養 の場合(10-4Mphenol)も5日 頃か ら 一・時褐色度が低下す るが後 になつ

て再 び高 くなる.こ の ことは恐 らく菌 の生産物 に よる結果 と考え られ るが,こ れに関する

実験は行 なつていない.ま た稲 熱病菌 の培養 の場合 には培地 に加えたphenol濃 度 の低 い

ためにその残量を調査 しなかつたが,菌 の生育,褐 変度の減退な どか ら考 えて稲胡麻葉枯

病菌 に比べ てかな り弱度ではあ るが 同一傾 向のpheno1分 解 作 用が働 いている もの と考え

られ る.

豊 田 ら25)によれば稲体 中のpheno1物 質 の含量は0.001～0.005gr/kgと い われ,こ の程度

の濃度 では稲熱病菌 の生育は抑圧 し得 ない とい う.筆 者 らの実 験では稲葉中 のpolyphenol



の主体はflavonoidで あ りその 含量は大体乾重で0,1～0.3%程 度 と考え られ る・32)し か

して この中には8種 類以上 を含み,28)菌 に対 す る作 用はお のお の異 なるはずであ る.し か し

なが らこれ ら2種 の病原菌 のflavonoid分 解 の能力,31)及 び 本実験で明 らか に したpoly-

phcnol及 び その酸化物 の分解利 用の可能性 な どか ら,そ の侵入 の際 の稲 の抵抗現象 の本質

としてpolyphcno1類 及 びそ の酸化物 の菌 に対す る直接 的効果 を重視す る の は必ず しも適

当ではない と思われ る.

要 約

稲熱病 菌の生育 に好適 な合成培地 に各種 のpheno1物 質 を添 加 して,こ れ らと稲 熱病菌 ・

稲胡麻葉枯病菌 との関係,と くに菌 の生育 に対 する効果及び培地 の褐変 へ の影響 を検討 し

た,得 られ た結果 は次 の よ うで ある.

1)Rutin,phloroglucino1は10-3Mに お いて 稲胡麻 葉枯病菌 の初期生育 を促進 し,

protocathchuicacidも 若 干 その傾 向を示すが,caffeicacid,gallicacid,catecholに

お いては同一濃度 では顕著 な効果 はみ られ ない.

2)稲 胡 麻葉枯病菌 は10-8M濃 度 に添加 されたrutin,protocatechuicacid,ca「leic

acid,catecho1,gallicacidの 培 地 を培養初期に よく褐変 させ るが,rutinの 場 合 は培養…

15日 目頃か ら,そ の他 の場合は培養5日 目前後か らこれ らを退色 させ る.

3)培 地 に添加 したphenol物 質 は培養期間 の経過 とともに急激に減 少す る.

4)Catccho1含 有 培地 において稲胡麻葉枯病菌 を培養iした場合にはその糖源 としては,

sucroscが 最 も良 く,以 下rnaltose,glucose,xylose,fructose,arabinose,rhamnoseの

順 に不良 とな り,培 地の褐変度は培養7日 目においてrnaltoscが 最 も高 く,以 下sucrore,

fructosc,xylosc,glucosc,arabinose,rhamnoseの 順 に低 くなる.こ の褐変度の順位は

培養期 間が経過 す ると著 しく変 化す る.

5)稲 熱 病菌は10-3M濃 度 のcatcchol,caffcicacid,gallicacidに よ りほ とん ど完

全 にその生育が抑圧 され る が,phloroglucinol,protocatcchuicacid,rutinに お い ては

あ まり顕著 な抑制効果は 認 め られ な い,10-4Mに お いて もcaffcicacid,gallicacid,

catecho1は 若 干 その生育を抑 圧す るがその他 の用いたpheno1物 質 は同濃度 においては顕

著 な影響 はない.

6)稲 熱 病菌 もrutin,protocatcchuicacid,catechol,ca〔feicacid含 有 培地 を褐変

させ るが,培 養5日 目ない し10日 目に・一時退色 させ る傾 向が認 め られ る.

7)稲 熱 病菌,稲 胡麻葉枯病菌において一度褐 変 した培地 が退色 する原 因は,phenol物

質 の酸化生成物或 は菌 に よ りpolypheno1をi基 質 として新たに生成 した褐色色素 が これ ら

の菌 に よつて分解 され る結果であ ると考察 した.
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                                Summary 

   The effects of some phenolic compounds on the growth of Piricularia  oryzae 

and Cochliobolus miyabeanus and on brown coloration of the media during culture 

were studied by the addition of each of these compounds of the final concentra-

tion of 10_3 or 10-4 M to the synthetic medium (Tomizawa's medium) before



the culture. Results obtained from the experiments carried out at 27'C. were 

as  follows  : 

   1. Rutin and phloroglucinol of 10-3M each, promoted significantly the my-

celial growth of C. miyabeanus ; protocatechuic acid also showed the same tendency 

at the same concentration. Whereas caffeic acid, gallic acid and catechol showed 

no remarkable effect (Fig. 1) for the first 10 days. 

   2. The medium added with rutin, protocatechuic acid, caffeic acid and 

catechol at the concentration of 10-3M respectively turned brown during the 

early stage-up to 5 days of the culture of C. miyabeanus ; then, discoloration 

occurred gradually at about 15 days from the beginning in case of rutin and 

at about 5 days in case of the other o-dihydroxyl type phenols (Fig. 2). 

   3. Phenolic compounds added to the synthetic media were degraded gra-

dually along with the growth of C. miyabeanus (Fig. 3). 

   4. In the synthetic medium containing catechol (10-3M) C. miiyabeanus uti-

lized each of sugars, added as the carbon sources, in the following descending 

order : sucrose, maltose, glucose, xylose, fructose, arabinose and rhamnose (Fig. 

4). While the degrees of browning of the same culture solutions containing 

each of these sugars differed with each other in the following descending order 

when measured after 7 days from inoculation : maltose, sucrose, fructose, xylose, 

glucose, arabinose and rhamnose. However, the order of the degree of browning 

of the media was changed markedly with the progress of culture (Fig. 5). 

   5. The mycelial growth of P. oryzae was inhibited almost completely by 

the presence of 10-3M of each of catechol, caffeic acid, and gallic acid, though 

it was affected scarcely by the same concentration of each of phloroglucinol, 

protocatcchuic acid and rutin. The growth of P. oryzae was somewhat inhi-

bited by the presence of 10-4M of gallic acid, caffeic acid and catechol, whereas 

it was not affected by the other phenolic compounds used at the same concen-

tration (Fig. 6). 

   6. P. oryzae turned the media brown (the media to which each of rutin, 

protocatechuic acid, catechol or caffeic acid of 10-4M respectively was added). 

The media which had once become brown were somewhat discolored during 

5 to 10 days after inoculation (Fig. 7). 

   7. It was suggested that the discoloration occurred in later stage of the 

culture was the result of the decomposition of once oxidized phenols or newly 

produced pigments by the fungi.
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