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天狗巣病桐樹の酸化酵素についで †

徳 重 陽 山

On the oxidase of paulownia affected 

        by witche's-broom 

 Yozan Tokushige

前言一般にバイラス病に感染した植物は健全植物に比して,酸 化酵素の活性度が増大すると

云われている.1・ト9・14,16一211凋司樹天狗巣病はバイラス性疾病であ り,21・22)罹病の桐樹組織中の

酸化酵素 と健全桐樹のそれとを比較した.即 ち健病両桐樹組織中に含有されている酸化酵

素が,各 種基質に対 して示す活性慶の差異,健 全桐樹及び罹病桐樹の葉部,茎 部,根 部に

於ける酸化酵素の活性rの 差異,健 葉及び病葉の各時期に於ける酸化酵素の活性度変化等

について測定を行 つた.

本実験の目的は 以f,の測定結果より,罹 病組織の搾汁液が 急速且つ 濃色に褐変する原

因,及 び病葉の呼吸昂進 と酸化酵素の関係,更 に健病桐樹の検定判別の可能性について知

見を得 ようとしたものである.

1.健 葉 及 び 病 葉 中 の 酸 化 酵 素 が 種 々 の 基 質 に 対 し て 示 す 活 性 度

i.実 験 方 法 及 び 試 料 の調 製

酵 素 液 に下 記 の 如 き基 質 を 加 え,吸 収 す る酸 素 の量 をWarburg検 圧 計 に よ り測 定 し

た.全 実 験 を 通 じて 測 定 条 件 は 恒 温 槽 の温 度30。C,振盪 回数 毎分120回,振 幅約3cm

で あ り,測 定 時 間 は10分 間毎30分 迄 測 定 し,後 に1時 間 の測 定 値 に還 算 した.酵 素 液

と して健 病 葉 の搾 汁 液 を使 用 し,搾 汁 液 は 次 の如 く調 製 した.生 葉109を 秤 量 し,細 切

して 少量 の石 英砂 と20ccの 燐 酸 緩 衝 液(M/lopH7.2)を 加 え,乳 鉢 に て摩 砕 し,更 に

70ccの 燐 酸緩 衝 液 を加 え10分 間 静 置 し,粗 布 で濾 過 し,濾 液 を100ccと な し,こ れ

を酵 素 液 と した.蓋 質 と して,カ テ コー ル(M/40),レ ゾル シ ン(M/40),ハ イ ドロキ

ノ ン(M/40),ピ ロガロー ル(M/40),ア ス コル ビン酸(4mg/lcc),修 酸(M/40),の

6種 類 を調 整 し,実 験 に供 した.

以上の酵 素 液 及 び基 質 を 次 の 如 く検 圧計 の容 器 内 に ピペッ トに よつ て分 注 した.即 ち主

室 に酵 素 液2ccを 入 れ(た だ し,ア ス コル ビ ン酸 酸化 酵 素 測 定 の場 合 は,酵 素 液2ccに

ゲ ラチ ン1ccを 加 え る),測 室 に基 質0.5ccを 入 れ,副 室 に5%の 苛 性 曹達0.5ccを 入

れ て行 つ た.
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ii.実 験 結 果

Table 1. Oxidase activities of the healthy and the diseased 

         leaves of paulownia tree against several substrates, 

         presented by the relative numbers.

二 価 の フ ェ ノー ル であ る カテ コー ル,レ ゾル シ ン,ハ イ ドロキ ノンに 対 して,桐 藁 中 の

酸 化 酵 素 は カテ コー ル を最 も強 く 酸 化 し(ポ リフ ェ ノー ル オ キ シ ダ ーゼ),ハ イ ドロキ ノ

ンを 可 な り酸 化 し(ラ ッ カ ーゼ),レ ゾル シ ンに対 しては 作 用 しな い よ うで あ る.従 つ て,

メ タの 位 置 にOHを 有 す る フェノール に は 不 活 性 で あ り,オ ル ソ叉 は パ ラの位 置 にOliを

有 す るフ ェ ノー ル類 に対 して 活 性 を有 す る もの と思 わ れ る.更 に,こ の こ とは 三価 の フェ

ノー ル類 であ る ピロガロー ルに 対 す る本 酵 素 液 の 活 性 度 か ら して も知 る こ とが 出 来 る./f.flf」,

酵 素 液 中 には ア ス コル ビ ン酸 を可 な り よ く酸 化 す る酵 素 の存 在 が 認 め られ るが,修 酸 酸 化

酵 素 は含 まれ て いな い よ うで あ る.要 す るに 桐 の葉 組 織 搾 汁 液 中 に1よ,ポ リフェノール 作

用,ラ ッ カー ゼ作 用,ア ス コル ビン酸 酸 化 作 用 を 有 す る酸 化 酵 素 の 存 在 が 予 見出 来 るが,

ポ リフェ ノー ル酸 化 酵 素 の存 在 は 確 定 的 であ る.以上 の 結 果 を 綜 合 す れ ば,健 葉 及 び 病葉

中 の酸 化 酵 素 の作 用 は 同 一傾 向を 有 して お り,此 の点 に関 す る健 病 間 の質 的 差 異 は 認 め ら

れ な い.

2.健 全 桐 及び 病 桐 の葉部,茎 部,根 部 に於 け る酸化酵 素作 用

i.実 験方法及び試料の調製

測定方法及び測定条件は前記と同様である.基 質はM/40の ハ イドロキ ノンを使用し,

酵素液を調製する材料は葉,茎,根 であ り,調 製方法は前記の通 りである.材 料の採集規

準は頂葉から第4葉 まで摘葉 し,そ の中から生重109を 秤量し,茎 は頂芽 より下に109

を秤最し,根 は直径2cm程 度の根を採集し,109を 秤量 して供試材料 とした.

ii.実 験 結 果

葉部,茎 部,根 部,の 各部分について,健 病両桐樹の酸化酵素活性慶を比較すれば,病

葉は健葉 より20%強 く,茎 部に於ては殆んど両者間に差がな く,病 根は健根 より40%

強い結果を示した.

健病両桐樹の酸化酵素は共に各部分に於て非常に活性度に差異があり,今 健葉の酸化酵

素活性度を100%と すれば,茎 は約13%で あ り,根 は約3%で ある.罹 病桐樹の葉

部に於ける酸化酵素活性度を100%と すれば茎は約10%,根 は約4%で ある,此 の点

に於て健病両桐樹の傾向は似ている.



Table 2. Comparison of oxidase activities of leaves, shoots, 

         and roots of the healthy and the diseased tree.

 mm3 : mm3 of oxygen consumed per g. of raw material.

3.各 時 期 に於 け る健 葉 及び病 葉 の酸化 酵素 活性 度 の変化

実験方法,試 料 の調製,材 料の採集規準は前記の通 りであ り,基 質 としてはM/40の

ハ イドロキ .ノンを使用 した.

Table 3. Seasonal changes of oxidase activity 

        of the healthy leaves.

Table 4. Seasonal changes of oxidase activity 

         of the diseased leaves.

以上の結 果 に於 て,健 葉 を100%と した場 合,病 葉 は7月 では129%,8月 で は138

%,g月 で は140%,10月 で は120%と な り,病 葉 の酸 化 酵 素 は 何 れ も20～40%健

葉 よ りも増 大 して い る こ とが認 め られ る.尚,健 病 両 葉 中 の酸 化 酵 素 は時 期 的 に,第1図

に 示 す 如 く変化 し,両 者 の最 低 は7月 で あ るが,最 高 は病 葉 で は8月,健 葉 で は10月 と

な つ てい る.



Fig. 1. Seasonal changes of the oxidase activity of 

       the healthy and the diseased leaves.

考 察

桐樹組織中には修酸を酸化す る酵素を含んでいないようである.従 つて,桐 樹葉柄中に

多量に見出される修酸石灰の結晶は結局,代 謝生理の最終産物 として,生 成されるもので

あろ う.

酵素液として,桐 樹組織の搾汁を供試材料 としたのであるが,こ の搾汁液は,ポ リフェ

ノール酸化酵素作用,ラ ッカーゼ作用,ア スコルビン酸酸化酵素作用を有す ることを示 し

ている.然 しこの三つの作用に相当する固有の酵素が三種類供試液中に既存するものであ

るか何 うかは,疑 問なのであるが,兎 に角オルソの位置にOH基 を有する多価フェ ノール

類を非常に強力に酸化させるポ リフェ ノール酸化酵素の存在は確実であろう.従 つて本酵

素は桐葉中に含 まれているク・・ゲン酸Jlr)を非常に活発に酸化するものと期待され る.即

ち桐の呼吸に於て末端酸化酵素として,馬 鈴薯`1・3・の及びほ うれん草・a7)と同様にポ リフェ ノ

ール酸化酵素が一部の役割を果して いるものとすれば,罹 病葉の呼吸増加のS3,31,`L;i)源因

として,ポ リフェノール酸化酵素の増加を挙げることが出来る筈である.

バイラス病に罹病 した桜及び桃は,そ の各部分の組織搾汁液が健全な桜及び桃に比較し

て,濃 褐色に変化するとLindnerlo・iL12・量3)をま報告している.桐 樹に於ても同様に,葉組織

の搾汁液は室内に放置すれば,病 搾汗液は健搾汁液に比絞して,急 速且つ濃褐色に変化す

る.汁 液の褐変現象は フェ ノール様物質によつて起るものと考えられ るが,健 病搾汁の禍

変度の差異について説明する為には,解 決しなければな らぬ三つの問題が存在す る.即 ち

其の一は搾汗液に含まれている褐変物質(フ ェ ノール様物質)の 量の問題であ り,共 の二

はフェノール様物質 を酸化す る酸化酵素の活性度の問題であり,其 の三はフェノール様物

質の自働酸化に関係す る搾汁液のpHの 問題である.然 しなが ら搾汁液のpHの 問題は両

者間に殆んど差異がないようであるか ら,フ ェノール様物質の絶対量 と,ポ リフェノール

酸化酵素の活性度の二つに帰す ることが出来る,本 実験に於いて,病 汁液のポ リフェノー

ル酸化酵素の活性度は20～40%程 度大である.従 つて病汁液の濃厚褐変に対する作用因

子の一つとして,ポ リフェノール酸化酵素の活性度増大を挙げることが出来る.然 し勿論



作用基質であるフェノール 様物質の量的差異が明らかにされた後で,改 めて論じらるべき

問題であろ う.

術,根 部に於ける酸化酵素の活性度は,茎 部,葉 部に比較して低いけれども,健 根及び

病根の酸化酵素の活性度に相当の差異が認められるか ら,桐 樹栽培に於ける,種 根の健病

検定に利用出来るのではなかろうか と思われる.

犬狗巣病桐樹に於ける,酸 化酵素の増加はバイラス蛋白増殖によつて攪乱 された体内代

謝生理の結果に基 くものであろうと解 したい.

摘 要

本実験の目的は,天 狗巣病に罹病した桐樹及び健全な桐樹中に含有 されている酸化酵素

について,そ の性質,分 布,時 期的変化を測定 し,罹 病桐樹の異状代謝生理を究明しよう

としたものである.実 験方法は各基質 と酵素液によつて消費される酸素の量を,Warburg

検圧計によつて測定 した.実 験結果は次の通 りである.

1.健 病両葉の搾汁に含有 されている酸化酵素は,レ ゾルシン,蓚酸 には作用せず,ハ

イドロキ ノン及びアスコルビン酸を可な りよく酸化 し,カ テコールに対しては,ハ イドロ

キ ノンの26倍,ピロ ガロールに対しては,ハ イドロキ ノンの17倍 程度酸化 した.此 の

各種基質に対する酸化傾向は健病葉同一であつた.

2.桐 樹の葉部,茎 部,根 部,に 於ける酸化酵素は,葉 部が最大で茎部はその約10%,

根部は約4%程 度で,此 れは健病桐とも同 一傾向であつた.然 し各部分に於け る,健 病両

者の比較は病組織が大で,葉 部では病葉が20%大 で,茎 部では両者に差がなく,根 部で

は病根が40%大 であつた.

3.健 病葉について,各 月に測定した 酸化酵素の活性度比較は,何 れ も病葉が大で,7

月29%大,8月38%大,9月40%大,10月20%大 となつている.

病葉中に於ける酸化酵素活性度の増加と云 う今回の実験結果 と,既 報の病葉の呼吸量増

加 と云 う実験結果 より,ポ リフェノール酸化酵素が桐樹の末端呼吸酵素 として,一 部の役

割を演 じているものではあるまいかと考察される.術,罹 病葉搾汁液が,健 全葉搾汁液に

比較して,急 速に褐変する現象は褐変物質であるフェノール様物質を酸化す るポ リフェ ノ

ール酸化酵素の活性度が病葉に於て高いことが,一 つの原因であろうと考えられる.
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Résumé 

 The purpose of this study is to compare the oxidase activity of the healthy 

paulownia tree with that of the diseased tree affected by witche's-broom, and to 
find some explanations en the abnormal metabolism of the disease tree. The 
oxidase activity was determined by the Warburg micro-manometric method. 
The results are as follows : 
1) The enzyme solution from paulownia leaf is not responsible for the oxidation 

 of resorsin and oxalic acid but is fairly capable of catalyzing the oxidation 
 of hydrochinon and ascorbic acid ; and it is able to oxidize pyrogallol seventeen 
 times and catechol twenty six times stronger than to oxidize hydrochinon. 

 The oxidases of the diseased and the healthy leaves show the same tendency 
  against those substrates. 

2) Among the oxidase activities of leaves, shoots, ad roots, it is found that 
 the strongest is that of leaves. The oxidase activity of shoots is about ten 

 per cent of that of leaves, and that of roots is about four per cent. These 
  tendencies are the same both in the case of the healthy and the diseased leaves. 

   The oxidase activity of the diseased leaves is twenty per cent greater than 
 that of the healthy ones. The oxidase activity of the diseased shoots is 

  scarcely different from the healthy ones. The oxidase activity of the dise-
  ased roots is forty per cent greater than that of the healthy. 

3) Observations of the seasonal changes of oxidase activity show that it is 

 greater in the diseased leaves than in the healthy ones at the rate of 29 % 
 in July, 38 % in August, 40 % in September and 20 % in October. 

  The increase of polyphenol oxidase activity and respiration in the diseased 
leaves, indicate that the polyphenol oxidase may play a part of the respiration 
as a terminal oxidase of paulownia tree. It may be partly explained by the 
increase of polyphenol oxidase activity in the diseased leaves that the sap of 
the diseased leaves changes to brown more quickly than that of the healthy one.

Laboratory of Plant Pathology, 

   Faculty of Agriculture, 

    Kyushu University


