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植 物 体 内 のPolyPhcml成 分 と植 物 病 原 菌(v)*

稲熱病菌及び稲胡麻葉枯病菌によるflavonoidの 分解利用

脇本 哲†・碇 弘毅 ・吉井 甫

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

 On the decomposition and utilization of some 
    flavonoids by  Piricularia oryzae and 

Coehl iobolus miyabeanus 

    Satoshi Wakimoto, Hirotake Ikari and 
             Hazime Yoshii

稲 葉 中 のpolyphcno1の 主 体 は数 種 のflavonoidで あ る こ とが 判 明 して い るが,10)病 原

菌 の侵 入 に伴 う寄 主 の反 応 へ の これ らflavonoidの 役 割 は 不 明 で あ る.従 来,pheno1物

質 と植 物 病 原 菌 の 生 育 との 関係 に 関 す る報 告 に はo-dihydroxyphcno121蔓 の もの 及 び そ の

酸 化 物 は菌 の増 殖 を抑 圧す る とい う報 告 が 多い.稲 葉中 のilavanoidも 数 種 の も のはo-di-

hydroYyphenol型 で あ り,lo)こ れ らが そ の病%J{菌 に如 何 な る影 響 を与 え るか を 明 らか に す

る こ とは稲 のpolypheno1と 稲 葉 を侵 す 斑 点 性病 原菌 との 関係 を考 察 す る上 に 役立 つ と思

わ れ る.稲 葉 中 のflavonoidは 多 量 に は 得難 く,従 つ て本 実 験 に お い てはfiavonoidと し

て 自然 界に比 較 的 広 く分 布 して い るrutinと そ のagluconで あ るquercetinを 使 用 し,

これ ら と稲 熱 病 菌,稲 胡麻 葉 枯 病 菌 との関 係 を 明 らか に し,稲 葉 中 のfiavonoidと これ ら

病 原 菌 との関 係 を考 察 す る手 が か り と した.実 験 に当 り種 々御 助言 と御 援 助 を 添 うした 九

大 農 学 部大島教 授 及び 鍬塚 昭 三 氏 に 深 謝 の意 を表 す る.

材 料 及 び 方 法

病 原菌 と して は稲 熱 癒 菌(九 大 保 存 菌),稲 胡麻 葉 枯 病菌(愛 媛 大 学農 学 部 吉 井 啓教授 よ

り分 譲 され 九 大 に 保 存 して あ る菌 株)を 使 用 した.f?avonoidと し て はrutin(片 山製 薬

製)及 び そ のagluconで あ るquercctin(大 島教授 か ら分 譲)を 用い た.培 地 として は

富 沢 氏 ら9)の稲 熱 病菌 に好 適 な培 地 を使 用 した が,糖 源 とし ては い ず れ の場 合 に もsucrose

の代 りにglucoseを 用 い た.こ の 基 礎培 地 に10-3M(或 は10-4M)に な る よ うに これ ら

のi]avonoidを 添 加 し,こ れ を100m'入 りフ ラ ス コに20m'ず つ分 注 し,こ れ を100℃,

10分間 ず つ2回 殺 菌 し,こ れ に イー スト エ キ ス培 地5)斜 面 に10～15日 問培 養 して 生 じた 病

原 菌 の 胞 子 を もつ て 作 つ た 胞子 浮 遊 液0.1m!ず つ を接 種 し,27℃ の恒 温 器中に 静 置 し て

培 養 した.約5日 間 隔 に3フ ラ ス コず つ取 出 し,培 養 濾液 の褐 変 度 の変 化,pH価 の変 化,
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菌 体 乾 燥 重 の増 力f1,な ら び に 糖 残 量,rutin残 量 を 求 め た.褐 変度 は 日立 光 電 比 色 計 の

filtcrNo.50及 びNo.43を 用 い て 測定 し,pH価 は 日立pHメ ー タ0に よ り測 定 した.

糖 残 量 はdinitrosalicylicacid試i薬n)を 培 養 濾 液 の 一定 量 に1f1/`て 生 ず る赤 色 を比 色 す る

こ とに よ り定 量 し,rutin残 量 はElrnow試 薬10)(ll唆性)に よ り生 ず る黄色 を比 色 す る こ と

に よ り定 量 した.ま た 一方flavonoid10-3M含 有 培 地 に,稲 熱 病 菌 で は10日 間,稲 胡麻

葉 枯 病 菌 では5日 間 培 養後,10フ ラ ス コず つ 培養 濾 液 をf1≦め,cthylcthcr可 溶 部 分 を才1{1

出 し,濃 縮後paper-chromatographyに よ り,菌 に よるilavonoidの 分 解 産物 を検 索 し

た.展 開溶 媒 と して はbutano14aceticacidlwater2の 混 液,butanollpyridinl

NaClsat.water2或 はphenol4water1の 混 液 を使 用 し,呈 色 試 薬 と して はArnow

試 薬 を主 に 使 用 した,

以上 の 各種 実 験 に お け る対 照 と して は,ilavonoidを 加 え な い基 礎 培 地 に菌 を 同様 に接 種

して 全 く同様 に操 作 して比 較 した.

結 果

1.稲 熱 病 菌,稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 の 生育 に対 す るrutin及 びquercetinの 影 響

供 試 した稲 胡麻 葉 粘 病 菌 は稲 熱 病 菌 に比較 し,各 種 のphcno1物 質に 対 す る抵 抗 性 が 大

で あ る こ とは前 報13)で述 べ た が,rutin及 びqucrcctinに 対 す る反 応 も 異な つ て い る.rutin

及 びquercetinの これ ら両 病 原 菌 の生 育 に対 す る効 果 を実験 した結 果 は 第1図 の よ うで あ

る.第1図 に 明 らか な よ うに稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 で はrutin10-3Mの存在 に よ りそ の 生 育 が

顕 著 に 促進 され るが稲 熱 病 菌 でcx殆 ん ど影 響 され な い.叉 稲 胡 麻 葉枯病菌 で はqucrcetin

10-3Mの 存 在 に よ りそ の 生 育 は ほ とん ど影響 され ない のに 比 し,稲 熱 病菌 で は ほ とん ど完

第1図.Rutin及 びquercetinの10-3M添 加培 地 にお け る稲 熱 病 菌,稲 胡麻 葉 枯病 菌 の生 育.

■:rutin添 加 培 地,×:qUercetin添 加 培 地,(⊃:無 添 加 培 地,一:

(∴miyabeanus,一 一 ・一:P.oryzae(以 下 同 じ).



全 に 抑Ei:さ れ る.

2.稲 熱 病 菌 に よ るrutin及 びquercetinの 分 解

Rutin(10-3M)或 はquercctin(10-4M)含 有 培 地 に 稲 熱 病 菌 を10日 間 培 養 し,そ の

培 養 濾 液 約200m1を 集 めethylethcrで 数 回 抽 出 し,ether可 溶 部 分 を 減 圧 濃 縮 し て

paper-chromatographyを イ∫な つ た 結 果 は 第2図 の よ うで あ り,rutin及 びquercetin

か らprotocatechuicacidとpliloroglucinol.を生産 し て い る こ と が 判 明 し た ・

第2図.Rutin及 びquercetinの 稲 熱 病 菌 に よ る 分 解.

展 開 溶 媒:butanol4aceticacidlwater2(A～D),pheno14water1(E～H),

A,E:protocatechuicacid,B,F:phloroglucinol,C,G:rutin培 地 にP・veyzae

培 養,D,H:quercetin培 地 にP.oryzae培 養,⑯:Arnow試 薬(ア ル カ リ性)で

赤 色,○:Arnow試 薬(ア ル カ リ性)で 灰褐色 ・

稲 胡麻 葉 村i病菌 をrutin(10-3M)及 びquercetin(10-3M)含 有 培 地 に5日 間培 養 し・稲

熱 病 菌 の 場 合 と全 く同 様 に 抽 出 した のちpaper-chromatographyに よ りこれ らflavonoid

の分 解 産物 を検 索 した が,稲 熱 病 菌 の 時 の よ うなspotは 認 め られ なか つ た.

3.稲 熱 病 菌,稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 のrutin含 有 培 地 の褐 変

Rutin含 有 培 地 に稲 熱 病 菌,稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 を接 種 し,5日 間 隔 に培 養 濾 液 の褐 変 度 の変

化 を 日立 光 電 比 色 計 でfilterNo.50.を 使 用 して追 跡 し た結 果 は 第3図 の よ うで あ る・

第3図 にみ られ る よ うにrutin含 有 培 地 は稲 熱 病 菌,稲 胡 麻葉 枯 病 菌 の生 育 に伴 い ・15日

目頃 まで 急 速 に褐変 す る.稲 熱 病 菌 の場合 は そ れ 以後 もな お褐 変 は進 行 す るが,稲 胡麻 葉 枯

病 菌 の場 合 は 急 に 低 下 し始 め,培 養20日 日頃 に は 著 し く透 明 度 を 増 し褐 色 が 失 わ れ ・ そ れ

以 後 再び褐色 を増 す こ とは な い.こ れ らの1}疾 は他 のpheno1物 質 含 有 培 地 の 場 合131と著

し く異 な り,ま た褐 変 の度 も顕 著 で あ る.quercetinの 場 合 は稲 胡 麻葉 枯 病菌 培 養 に よ る培

地 の 褐変 度 はrutinの 場 合 よ りも低 く,培 養5～10日 目頃 か ら既 に 退 色 して ゆ く・



第3図.Rutin,quercetin含 有 培 地 の 稲 熱病 菌,稲 胡 麻 葉 枯 病 菌培 養1ご よ る褐 変.

4.稲 熱 病 菌,稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 を 培 養 した 場 合 のrutin含 有 培 地 のrutin残 量,9lucose残

量 及 びpH価 の 変 化

Rutin(10-aM)含 有 培 地 に稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 を培養 した 場 合,培 地 中 のrutin残 量 は5日

後 に は 添 加 量 の 約50%と な り,10日 後 に は 約3500,15日 後 に は 約20%,20日 後 に は約

2%と な る.稲 熱 病 菌 の場 合 に は10日 後 に約50%と な る.対 照 の無 接 種 培 地 に お い て は

添 力r壁の70,00～60%が 常 に 残 存 す る.培 地 中 のrutinの 減 少 は こ れ が 酸 化 さ れ て

quinone型 に 変 じ,さ らに重 合 して褐色 物 質 を作 るに使 用 され るか,或 は他 の褐 色 色 素 の

合 成 に直 接 利 用 され るか,或 は また 一部 は そ の ま まで 吸 収 利 用 され,叉 はphloroglucino?,

protocatcchuicacidに 分 解 され た の ち酸 化 或 は 吸収 利 用 され る も の と考 え られ る.然 る

に,代 谷 ら6)のrutinは た ば このpolyphenoloxidaseに よ り酸 化 され な い とい う報 告,ま

た筆 者 らの実 験 で はrutinは 桐 葉 のpolyphcnoloxidaseに よ り酸 化 され な い糸1_k"(未 発

表)等 か ら第1の 過 程 は 否 定 的 で あ る とす るの が妥 当 と考 え.られ る.こ の 点 に 関 し ては さ

らに検 討 す る必 要 が あ る.

Glucoseは 稲 熱 病 菌,稲 胡麻 葉 枯病 菌 の い ずれ の場 合 もrutinを 含 まな い 標 準 培地 に比

較 して そ の減 少 量 が 速 や か で あ り,前 者 の場 合 は接 種 後15日,後 者 の場合 は 接 種 後10日 に

お い てほ とん ど消 費 しつ く され る.

培 地 のpll価 は い ず れ の 場 合 も初 期 の6.3--6.5か ら次 第 に 増 加 し,20日 後 に はpII価

9.0に 近 づ く.稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 の場合 に は,標 準培 地 に比 較 してrutin含有培 地の 方 が や

や高 くな る.

5.Rutinの 稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 の 生 育 促 進 の 原 因

Glucoseを 炭 素 源 とした前 記 の 富 沢氏 培 地9)にrutin,qucrcctin,phloroglucinol,pro一



tocatechuicacid,glucose+rhamnoseを それ ぞれ10-3Mに な る よ うに添 加 し,こ れ ら

の培 地 中に お け る稲 胡麻 葉 枯 病菌 の生 育 度 を,接 種 後5日 間 隔 に,標 準 培 地 に お け る生 育

度 と比 較 した.こ れ らの 添 加物 質 は何 れ もrutinの 構 成物 質 で あ り,rutinが 菌 に よつ て

分 解 され れ ば 生 魔 され る可能 性 の あ る物 質 で あ る.こ の結 果 は第4図 の よ うで あ る.

第4図.Rutin構 成 物 質 の稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 の 生 育 に対 す る効 果.

○:標 準 培 地,●:protocatechuicacid添 加 培地,口:phloroglucinol添加培地,

△;glucose十rhamnose添加培地,×;quercetin2添加培地,■:rutin添加培地.

第4図 か らrutinの 稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 の主 要 な生 育 促 進 の原 因 はphloroglucino1に あ る

もの と考 え られ る.こ れ は前 報11)で のべ た 桐炭 疽 病 菌 の場 合 と全 く同 様 であ る.更 に これ

第5図.Rutin構 成物 質含有培地の稲胡 麻 葉枯病菌培養によ る褐変.

凡例 第4図 と同 じ.



ら各種 の培 地 に稲 胡麻 葉 枯病 菌 を培 養 した場合 の培 地 の褐 変 度 を比 較 す れ ば 第5図 の よ う

で あ る.

第5図 よ りrutinそ の も のが 褐 変 の基 質 とな る場 合 は,同 一 濃度 に お け るそ の構 成物 質

が 褐 変 の基 質 と/a:る場 合 よ りも著 し く褐 変 度 が 高 い こ とが わか る.

考 察

鈴 木 ら8)は稲 体 中 に含 まれ るchlorogenicacidが 褐 変 基 質 の主体 で あ り,か つ これ は主

に 細 胞 膜 中 に 含 まれ て い る こ とを報 告 した.従 つ て これ が 細 胞 膜 の褐変 の主 因 とな り得 る

こ とは 容 易 に 考 え られ る と し,さ らに病 原 菌 侵 入 に際 し,し ば し ば認 め られ る細 胞 質 の禍

変 に つ い て は"細 胞 膜 内 のchlorogenicacidが 病 変 に よ り細 胞 質 中 に 遊 離 して くる,或

は 常 時 細 胞 内 で 生 産 さ れ て は排 出 され て い るchlorogenicacidが 病 変 に よ り排 出 を妨 げ

られ て 細 胞 内 に 集積 す る,ま た は病 変 に よ りchlorogenicacidの 生 産 が促 進 さ れ る"な

どを 仮 定 した.筆 者 ら10)は稲 体中のpolyphenolの 主 体 は各 種 のflavonoidで あ り,chlo-

rogenicacidはalcoho1才 由出濃 縮 液 そ の もの のpapcr・chromatographyで は認 め られ な

か つ た こ とを報 告 した.本 実 験 は これ らのfavonoidと 病 原 菌 と の関 係 を 明 らか に す る 目

的 で 始 め た もの で あ るが,稲 休中のflavonoidの 単 離 量 産 は 困 難 なた め に,こ こで は植 物

界 に 分 布 の 多 いrutin或 はquercetinを 使 用 して実 験 を予 備 的 に行 つ た.本 実 験 結 果 か

ら,こ れ らflavonoidも 稲 熱 病 菌,稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 を培 養 し た場合 に極 め て よ く褐 変 の基

質 に な り得,さ らに稲 胡麻 葉 枯 病 菌 で は,培 養 後 期 に は,褐 色 は 次 第 に 減 退 し て い く こ とが

判 明 した.培 養 初 期 に 著 し く培 地 が 褐 変 す る現 象 は,稲 熱 病菌,稲 胡麻 葉 枯 病 菌 の有 す る

或 種 の酸 化 酵 素 に よ りrutinが 酸 化 され た た めか,或 はrutinを 基 質 と して 新 た な褐 色

色 素 を培 地 中 に作 る た め の何 れ か と考 え られ る.筆 者 らは む しろ後 者 の原 因 を電 視 す る方

が妥 当 と_>7る こ とはす で に の べ た.培 養 後 期 の退 色 の 原 因 に つ い て は い まだ 明 らか で な

い.Stanier,7)Kilby4)ら が或 種 の細 菌 で報 告 し て い る よ うなbenzo1核 開 裂 の現 象 が,或

場 合 に は,起 つ て い る と考 え るの が適 当 で あ ろ う.な お筆 者 ら11・12)が前 報 で報 告 し た桐 炭

疽 病 菌 とpolypheno1と の 関 係 か ら推 察 して もそ の 可能 性 が大 で あ る.

Rutin,quercetinは これ ら病 原 菌 に よ り一 部 は 分 解 さ れ てphloro91ucino1とproto-

catechuicacidと を 生 産 す る.稲 粘 麻 葉 枯 病 菌 で は この分 解 過程 を証 明 す る こ とが で きな

か つ た が,恐 ら くは分 解 吸 収 の 速 や か な た め にpaper-chromatograph上 に捕 え る こ とが

で き な か つ た もの と考 え られ,こ とにrutinの 構 成物 質 の 内phloro91ucinolが 特 に顕 著

に 稲 胡麻 葉 枯 病 菌 の生 育 を促 進 す る こ とか ら もそ の 可能 性 が考 え られ る.

Rutinは10-3Mに お い て稲熱 病 菌 の生 育 には 殆 ん ど 影 響 な く,稲 胡 麻葉枯柿 病 菌 の生 育

に は促 進 的 効 果 を示 す.し か し なが ら,そ のagluconで あ るquercctinは10-3Mで 稲

胡 麻 葉 枯 病 菌 に は顕 著 な 影響 は な い が稲 熱 病 菌 の 生育 を殆 ん ど完全 に抑 圧 す る.か く の如

く同 ・系 列 のflavonoidも 配 糖 体 で あ るか 否 か に よつ て著 し くそ の 影響 が 異 な り,ま た病

原 菌 の種 類 の 異 な りに よつ て受 け る作 用 も 異 な る.



要 旨

rlavonoidと してrutin及 びquercetinを 使 用 し,そ れ ら と稲 熱 病 菌,稲 胡麻 葉 枯 病

菌 との 関係 を追求 した.得 られ た結 果 は 次 の よ うで あ る.

1)Rutinは10-3Mの 濃度 に お い て 稲 熱 病 菌 の生 育 に は ほ とん ど影 響 は な いが,稲 胡

麻 蔭枯病 菌 の 生育 を促 進 す る.

2)Quercetinは10-3Mの 濃 度 に お い て は 稲 熱 病菌 の 生育 を 殆 ん ど完全 に抑 圧す る.

稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 で は この 濃度 で も顕 著 な 影響 が な い,

3)Quercetin10-sM添 加 培 地 は 稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 の培 養iによ り,ま たrufiin10-3M添

加 培 地 は 稲熱 病 菌,稲 胡麻 葉 枯病 菌 の培 養 に よ り著 し く褐変 す る.稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 は 生 育後

期(培 養10日 以 後)に そ の褐変 した;.f;,地を急 速 に退 色 せ しめ る.

4)稲 熱病 菌 は10-3Mの 濃農 のrutin,10-4Mの 濃度 のquercetinを 分 解 し てproto-

catechuicacid,phloroglucinolを 生 産 す る.稲 胡 麻 葉 枯 病 菌 に お い て は これ が証 明 で き

な かつ た.こ れ は 菌 に よる分解 吸 収 が 早 い た め で あ る と考 察 され る.
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                               Summary 

   The effects of some flavonids on the growth of Piricularia oryzae and Chochliobolus 

miyabeanus, the pathogens of rice plant, were studied. Rutin and its agulcon , 

quercetin, were used throughout the experiments though there were no inform-
ations about their existence in rice plants. Results obtained from the experi-

ments carried out at 27 C were as  follows  : 

   1. Rutin (10-3M) added to the synthetic medium (Tomizawa's medium) 

promoted the growth of C. miyabeanus, however, no remarkable effect was obta-

4.Kilby,B.A.,1951.Biochem.J.,49:671-674.



 ined in the case of P. oryzae (Fig. 1). 

   2. Quercetin (10-3M) showed no appreciable effect to the growth of C. mi-

yabeanus but it inhibited the growth of P. oryzae (Fig. 1). 

   3. Both fungi turned the rutin media remarkably brown, due probably to 

the enzymatic oxidation of rutin or to the formation of some new pigments 

derived from rutin. When quercetin was used, the same result was obtained 

only in case of C. miyabeanus (Fig. 3). The medium which once became brown 

in the early stage of culture of C. miyabeanus gradually discolored with the 

growth of the fungus, owing to the decomposition of quinone type of flavonoids 

formed by the oxidation or to the decomposition of coloring matters produced 

(Fig. 3). 

   4. P. oryzae decomposed both rutin (10-3M) and quercetin (10-4M) to pro-

tocatechuic acid and phloroglucinol (Fig. 2). These products were not detected 

in the culture solution of C. miyabeanus, probably in consequence of quick de-

composition and absorption of these products by the fungus.
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