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第 1章序 論

農作物に甚大な被害をもたらす植物病は，人類の歴史上.常に大きな脅威

であった。そして今日でも依然として，いかにその被害を防ぐかが強い関心

の対象となり，またそのために大きな努力が払われていることに変わりはな

い。しかしこのように植物に寄生して病害をもたらす微生物は，地球上の

ほとんど無数とも言える微生物のうちのごく一部に限られており，大部分は

植物病とは無関係である。では，それらの植物への感染の成立・不成立はど

のように決定されるのか?

自然界で絶えず多くの微生物との接触に身をさらしている植物は，多様な

防御機構を備えてこれに対処している。この防御機構は，物理的なものと.

化学的なものに大別できる。物理的な防御は.植物の表層や細胞壁にに存在

する高分子成分に由来し，これらは侵入を試みる微生物に対し文字どおり

物理的障壁として機能すると考えられている。一方，化学的防御は，微生物

に対して有毒な低分子化合物成分によるものである。いずれの防御ら先在

性のものと.感染に応じて誘導されるものの二段構えになっていて.前者は

主に非病原性の微生物に対する抵抗性に寄与するのに対し後者は前者の防

御を打ち破って侵入する病原性微生物に対する抵抗性に重要な役割を果たす

と考えられる。これらのうち，誘導性の化学防御を担う「ファイトアレキシ

ン」と呼ばれる抗菌性物質 I-4)は，感染部位周辺に有効に蓄積して，病原の

植物体内での発育を阻止する直接的な要因となっていると考えられており，

実際にその動態が詳しく解析されて，その蓄積能と病害抵抗性との間に良好

な相関が認められる例がいくつか示されている。 5-9) 現在では. 20科100謹

以上の植物でファイトアレキシンの産生がみられているが，このファイトア

lIPLANT 11 二 ~IPATHOGENII
toxic substance 
"suppressor" 

図1-1 植物と病原菌の相互作用



レキシンによる防御は，動物における免疫機構とも対比でき，病原の認識か

ら誘導に至る過程は病理学的のみならず，植物生理，生化学的にも注目され

ている一

このような防御に対し病原微生物側はそれをなんとかくぐりぬけ，植物

体上での寄生を可能にしようと試みる。このための戦略にも，化学物質が大

きく関わっている。例えば，病原微生物は植物の代謝を撹乱するような「毒

性物質」を生産し先に述べた誘導性の抵抗反応を正常に発動させなくして.

感染を成功させようとする。このような化学因子のうち最も興味深いのは，

いくつかの病原菌が生産する「宿主特異的毒素JlO)と呼ばれる物質であろ

う。この毒素の毒性は宿主植物に対してのみ選択的に発現され，単一の因子

で病原性と宿主を同時に決定するので.植物病の成立を分子レベルで解析す

る格好のプロープとなっている。またこれに比べてより「ソフトJな戦略と

して，植物にあらかじめダメージを与えるのでなく.異物認識だけを回害し

て抵抗反応の誘導を遅らせ.感染を成功させる場合もあると考えられる。と

くに絶対寄生菌と呼ばれる菌類がもたらす疾病のように.初期に植物組揺の

顕著な変性がみられないものでは，そのような戦略が採られている可能性が

高いと思われる。 Iサプレッサー」と概念的に命名されたこの認識阻害に関

与する物質については，未だ化学的に同定された例が少ないが，近年，エン

ドウ褐紋病菌においてその実体が初めて明らかにされ lII この知見をもと

に他の系での研究の進展が大いに期待されている。

以上述べたような，化学物質を介した植物と病原微生物との間の攻防のバ

ランスがどちらに傾くか。これが疾病の成立を大きく左右する。これまでに

種々の系で，植物一微生物間の相互作用について.その鍵となっている化学

物質が明らかにされ.その生成の機序や制御の機構の検討を通じて.植物病

の成立過程について多くの重要な知見が得られてきた。しかしながら，農業

上重要な作物を多く含むイネ科植物についての研究例は一部を除いて未だ数

少なし植物側の病原の認識やその情報伝達機構ならびに病原側の病原性決

定因子について充分な情報が得られていないのが現状である。本研究は.こ

のような状況をふまえて，イネ科植物の①糸状菌Bipolarisbicolodこより

もたらされる葉枯病.②オオムギのうどんこ病および③エンバクの冠さび病

の3種の疾病を事例に植物病原微生物の宿主への感染成立あるいは不成立に

関わる化学物質につき検討を加えたものである。それぞれで明らかにできた

内
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ことを，以下の章で順次述べる。

なお.本研究で使用した分析機器は次のとおりである。旋光度は日本分光

製DIP-4デジタル旋光度計で測定した。紫外吸収スペクトル (UV) はBeckman

製DU-64分光光度計で測定した。赤外吸収スペクトルは島津製作所製IR-400

分光光度計で測定した。電子衝撃イオン化質量スペクトル (EI-IlS)は，日

立製作所製){-80二重収束型質量分析計を用いイオン化電圧70eVで測定した。

サーモスプレー液体クロマトグラフィ一一質量スペクトル (LC-M:S)は，島

津製作所製LCM:S-QP1000質量分析計によって測定した。プロトン (1H-)およ

び炭素(l3C-)核磁気共鳴スペクトル (NM:R)は， 日本電子製FX-90QC90四z). 

同GX-400(400阻 z). BRUKER製AC-300(300IlHz)および同ARX'-500(500阻 z)

で劃定した。高速液体クロマトグラフィ一 (HPLC)には，それぞれUV検出器

を備えた目立製作所製655型および島津製作所製LC-l0AS型を用いた。蛍光検

出を行う際は. これに日立製作所製F-l050型検出器を接続して用いた。

qu 



第 2章 植物病原菌Bi 00 I a r i s bicolorが生産する植物毒素

2-1 緒言

これまでに多くの植物病原菌が宿主植物に対して毒性を示す代謝物を生産

することが観察されて来た。なかでも.宿主特異的毒素 (HostSpecific 

Toxin: HST) とよばれる毒素が，その極めて高い選択的な植物毒性によって.

病原菌の病原性のみならずその宿主をも決定する化学因子として病理学的に

注目されていることは前節で述べたとおりである。

イネ科植物の病害に関与するHSTとしては，これまでにHC毒素(トウモロ

コシ北方斑点病)12)， HV毒素(エンバクビクトリア葉枯病)13)'， HiT毒素(ト

ウモロコシTレースごま葉桔病)1 1)， Pll毒素(トウモロコシyellowleaf 

CH句、lψ 〆H

H、ノCJZ、 N、 ~O
門司N H C' 

ム丁 叩仇圃い吋叫
o ~C N‘ 

0""、ノ、H
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ノ.I;i. -.:、
¥ 0 

HC-toxin ~ 

OHOHO 0 OHO 。

HMT-toxin 
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PM-toxin 

HV-toxin 

O 

OHO 

図2-1 イネ科植物病原菌が生産する宿主特異的毒素
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blight) I 5)の4毒素が知られている(図2-1)。これらの毒素活性はいずれ

も宿主植物の特定の品種のみに発現するが，そのような選択性発現の機構は

目下分子レベルで精力的に解析されており.植物側の毒素結合部位や作用部

位が明らかにされつつある。 I6) このほか. HSTほど病理学的な意義は明らか

ではないものの，イネ科植物の病原菌から宿主に対して毒性を示すさまざま

な代謝物が得られている。その代表的なものを図2-21こ示す。これらはいず

れも病斑形成型の病原菌から得られたもので，単離した毒素は病徴と同様の

掲変を植物組織上に引き起こし.疾病の発生に何らかの役割を果たしている

ものと推察される。

O 

Ophiobolin A Tenu位。icacid Helminthosporol 

CHO OH グ\グ\~O
HO 

HO .... ヘザト小........CHO

OH •• OHII 
• CH2 

Pyriculol Bipolaroxin 

図子2 イネ科植物病原菌が生産する非特異的毒素

以上のような病理学的な意義に加えて，植物病原菌由来の毒素研究には除

草剤あるいは植物生長調節剤の開発につながる基礎的な知見を与えるものと

しての期待がかかる。すなわち古くはイネ馬鹿苗病菌の生産する毒素として

発見されたジベレリンが，その後植物生理の解明に大きく寄与したことに見

られるように，上述のような毒素がイネ科を含む種々の植物の未知の生理機

能を明らかにしその結果露見した植物の弱点が新しい除草剤のターゲット

となることはおおいに予想されることである。とくにHSTの宿主植物に対す

る特異的な毒性の根拠となる作用部位は，選択的な除草活性を有する薬剤の

デザインを行う上での重要な示唆を与えるものと考えられる。このような観

点から実際に，雑草に疾病をもたらす植物病原菌の生産する毒素に有用作物

一雑草間の選択性除草剤のモデル化合物を求めようとする研究が行われてい

-6-



る。

本研究で用いたBipolarisbicolor は複数のイネ科植物に葉枯病を起こす

多犯性の糸状菌である。先に述べたように葉枯病などの病斑を形成するタイ

プの病原菌が数々の興味深い植物毒素を生産することを考膚すると，同菌の

代謝物についてもその病原性あるいは病徴発現に重要な役割を演ずる毒素が

見いだされることが期待される。用いた病原菌の多犯性からみて，その毒素

はイネ科のかなり広い範囲の植物種に毒性を示すことが予想されるが，逆に

それがイネ科のみに選択的な毒性を示し広葉植物には無害であるか否かはそ

の作用をもたらす化学構造ともども非常に興味深いところである。本節では

そのような植物毒素を求めて同菌の培養代謝物中に宿主の生育を阻害する成

分の検索をおこなった結果について述べる。

2-2植物毒素の単離と構造決定

実験に用いたBipolarisbicolor El-1株はジャガイモーしょ糖-寒天培地

上で240C.14日間培養した。培養後菌体および培地をアセトンで抽出し， シ

コクビエ幼苗の生育阻害を指標に毒性成分を液-液分配. シリカゲルカラム

クロマトグラフィーおよびHPLCにより精製し. 4種の毒素 1-4を得た。

24 
1 2 

-1一



毒素 1 は!lSおよびNllRスペクトル分析からその分子式をC30H~10R と決定し
各種物理化学データの比較により Cochliobolusmiyabeyanus (8ipolaris 

oryzaeの完全世代)の黄色色素として報告されているcochlioquinoneA
17

-

可示1定した。 CochlioqinoneAはまた，サヤヌカグサ(回出 vlrglnlca)

の病原菌Helminthosporium註竺Eよからも得られている。 20】

毒素 2は高分解能llSから分子式をC28H4 006と決定しこれをもとに検索

を行って物理化学データを比較した結果. 1と閉じく Cochliobolus旦旦-

beyanusの黄色色素として得られているcochlioquinone8
17

-
19

)と同定した。

100 473 

165 

50 
395 

E 門司、J占巳

121 

100 200 300 400 500 

図2-3 毒素 1のEI-llSスペクトル
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毒素 3は. EI -IlS分析において 1より 2マス少ないm/z530に分子イオンを

与えた。また観測された '3C-NIlRスペクトルは 1とよく似ており.相違点を

解析した結果. 3では 1の2および3位に相当する炭素のシグナルがオレフィ

ン領域にまで低磁場シフトしていることがわかった。またこれに伴って1. 4 

および28位に相当するシグナルについても低磁場シフトが認められた。以上

の知見から 3は 1の2および3位に関するオレフィン誘導体であるstem-

phoneであると推定された。 Stemphoneはクローパーの病原菌Stemphylium

sarcineaeformeが生産する黄色色素として報告されており 2I・22) 3のUV.

IRおよび比旋光度などのデータは文献値とよく一致した。 13C-NIRスペクト

ルデータについては文献に全データの記載がないものの矛盾は見られず推定

を支持し，さらに13位と17位. 13位と21位. 12位と25位および12位と26位の

プロトンに棺当するシグナルの間にNOEが観担lされたことから.立体化学に

ついてもstemphoneと同じであると考えられた。以上より 3をstemphoneと

同定した。

3 

rniv 
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図2-10 毒素 3のEI-!lSスペクトル
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毒素 4については元素分析. !lS (分子イオンm/z532)およびN!lR分析の結

果. 1と同じC.1oHHOIlの分子式をもつことが明らかになった。また ，:IC-N!lR 

スペクトルにおいて観測された30シグナルのうち22シグナルが. 1のl位か

ら5位および14位から30位の炭素に相当するシグナルの化学シフト値によく

一致し，このことから 4が 1の部分構造 IおよびEを共通にもつ類縁化合

物であることが推定された。

1と異なる8つの炭素シグナルのうち. 1つはカルボニル炭素に.また6つ

はオレフィン(芳香族)炭素に帰属できることが化学シフト値から推定され

た。残りの 1つは 3級の脂肪族炭素に由来するもので. C-H COSY解析からこ

の炭素には 'H-NllR上 O"2. 77ppmのシングレットシグナルを与えるプロトン

が結合していることがわかった。このプロトンをLSPD(Long-range se1ec-

tive proton decoup1ing)法23)を用いて低出力で照射したところ.先のカ

ルボニル炭素とスピン結合定数6.1HZで相互作用していることが判明し

>CH-COーの部分構造の存在が推定された。さらにカルポニル酸素と水素結合

していると考えられる OH 10. 76ppmのフロトンを同様に選択的に低出力照射

した結果， このプロトンと δc107. O. 153.2および108.2ppmのシグナルを与

える炭素との遠隔スピン結合が明らかとなり(それぞれ結合定数4.9.3.7お

よび6.8Hz). 以上のデータを満足する部分構造としてEが導かれた。これら

3つの部分構造を総合して，毒素 4の全体構造を 1の分子内酸化ー還元異性

体と推定しこれをX線結晶解析によって確認した(図2-16)。
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図2-13 毒素 4のEI-IlSスペクトル
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図2-16 X線解析により得られた毒素 4の立体構造

(簡略化のため水素原子は省略しである)
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この結晶解析はまた. NIIR解析で不明であった 4の環系および部分構造 iに

おける相対的な立体構造が 1と同じであることを示しこのことから 4で

は 1の絶対構造が保持されているものと推察された。本化合物については

これまで文献記載がなく. isocochlioquinone Aと命名した。

毒素 1-4の13C-およびlH-NIIRスペクトルの帰属結果を表2-1および2-2

に示す。プロトンと炭素のシグナルの相関はC-HCOSYスペクトル(図2-5. 9. 

12および15)により確認した。化合物 1および 2における帰属は. Canon-

lcaらの生合成実験の結果19)に拠ったが.本研究のC-HおよびH-HCOSYiJ!.IJ定

(図2-5.6および9)により 1の4および12位ならびに 2の5. 12および13位

の炭素の帰属に誤りがあることがわかり，表ではこれらを訂正して記載した。

3および 4の帰属は 1のデータを参考にして行った。また 4の5から12

位の炭素の帰属にあたっては上述のLSPD実験の結果とノンデカップリング・

スペクトルを参考にした。
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表2-1 毒素 1-40)1吋-NIIR(100 11Hz) スペクトルデータ

δじ (pp田) in CDCl:l 

Position" 2 3 4 

11. 4q b 11. 7q 13. 1q 11. 5q 
2 26.4t 25.8t 125. 1d 26. 5t 
3 36.2d 47.4d 131. 9s 36. 2d 

4 78.2dC 212. 6s 81. 3d 79.0d 
5 34. 6d 43.0dC 34. Od 35. 5d 
6 148.3s 145.5s 148.5s 140.2s 
7 181. 5s 181. 5s 181. 4s 135. 3s 
8 151. 5s 152.2s 151. 4s 144.0s 
9 119.0s 118. 6s 119. 1s 107.0s 
10 188. 5s 186.6s 188. 5s 153.2s 
11 133. 6d 133.5d 132.8d 108.2d 
12 63.0dC 16. 5t c

• d 63. Od 198.5s 
13 51. 8d 46.6dC 51. 7d 60.5d 
14 83. Os 80. 7s 83.0s 83.3s 
15 37.5t 37. 3t 37. 5t 37. 6t 
16 25. 2t 25.2t 25.2t 25.0t 
17 83. 8d 84.1d 83.8d 83. 6d 
18 36. 7s 35. 6s 36. 7s 35. 6s 
19 38.5t 36. 9t 38.5t 37.3t 

20 21. 5t 21. 4t 21. 5t 21. 3t 

21 85. 1d 85.0d 85. 1d 85.5d 

22 71. 7s 71. 9s 71. 8s 72. Os 

23 24.0q 23. 9q 23. 9q 23.8q 

24 25. 9q 26. 1q 25. 9q 26.0q 

25 12. 6q 12. 2q 12. 5q 12.5q 

26 21. Oq 20. 8q 21. Oq 22.0q 

27 17.2q 16. 5q d 16. 8q 17.5q 

28 13. 2q 14. 9q 11. 5q 13. 5q 

29 170.3s 169.7s 170.5s 

30 20. 7q 21. Oq 20.8q 

a 炭素の番号は文献19に従った。

b INEPT実験より求めたシグナル多重度を示す。

C 本研究により帰属を改めた

d 重複シグナル

F
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表2-2 毒素 1-4のlH-NMR(400 MHz)スペクトルデータ

δ11 ppm (J Hz) 

No. a 2 3 4 

0.88tb (7.0) 0.87t (7.2) 1. 60d (6. 0) 0.89t (7.0) 

2 1. 35+ 1.39qnt (7.2) 5.55q (6.0) 1. 25十

3 1. 60+ 2.70sxt (7.2) 1. 63+ 

4 5.01dd (5.0.7.5) 5. 15d (8. 8) 5. 18dd (5. O. 7.5) 

5 3.22+ 4. 10dq (7. O. 1. 1) 3.31qnt (8.8) 3.46qnt (7.0) 
7 (OH) 5. 22 

r、3 10 (OH) 10. 76 0'1 

11 6. 54s 6.50d (1.1) 6.47s 6. 40s 
12 4. 93dd 00. O. 1. 3) 2. 14dd 08. 7. 12.4) 4. 93dd 00.6. 1. 2) 

2.54dd (18.7.4.6) 
12 (OH) 3. 78d O. 3) 3. 82d (1. 2) 

13 1. 72d 00. 0) 1. 46dd (12.4.4.6) 1. 72d 00. 6) 2.77s 
15 1. 91dt 03.3. 3. 8) 2. 18m+ 1. 90m 2.06十

2.09dt (13.3.3.3) 2. 10m 

16 1. 56+. 1. 79+ 1. 80+ 1. 54+. 1. 80m 1. 60+. 1. 80十

17 3. 17dd 02. 5. 3. 8) 3.22dd (12.0.3.6) 3. 18dd (12. O. 4. 0) 3. 16dd 02. O. 3. 8) 
19 1. 40+. 2.47m 1. 20+. 1. 90m 1. 40十. 2.48皿 1. 30十. 2.75十

20 1. 43+. 1. 65+ 1. 50+. 1. 63+ 1. 43+. 1. 65十 1. 60+ 



r、3
-吋

21 3. 25dd (12.5.2.5) 3. 33dd (12.0.2.9) 3. 25dd (12.0.2.8) 3. 27dd (12.5.2.5) 
22 (OH) 2.55+ 2. 50十 2. 58bs 2. 58bs 

23 1. 17s 1. 17s 1. 17s 1. 19s 
24 1. 18s 1. 19s 1. 18s 1. 19s 

25 1. 01s O. 89s 1. 02s 1. 13s 

26 1. 32s 1. 28s 1. 32s 1. 46s 
27 1. 14d (6. 8) 1. 15d (7.0) 1. 04d (7. 2) 1. 20d (7.0) 

28 0.87d (7.0) 1. 29d (7.0) 1. 62s O. 88d (6. 8) 

30 1. 98s 1. 95s 1. 93s 

a 番号は表2-1の炭素の番号lこ対応する。

b 記号はそれぞれ s. singlet; d. doublet; t. triplet; q. quartet; qnt. quintet; sxt. sextet; m. multipletを示す。 十印を

付したものはmultipletのシグナルが重なり合っていることを示す。これらの化学シフトはC-HCOSYスペクトルから求めた。



2-3植物毒性

本研究で得られた4化合物の植物毒性を表2-3に示す。活性の検定にあたっ

てはBipolarisbicolorの宿主となるシコクピエおよびイネ幼苗の根の伸長

阻害を指標として用いた。被験化合物のうちでは，収量の最も多かった 1

が最も高い活性を示した。検定に用いた2種の植物問の活性の差はいずれの

化合物についても見られなかった。

表2-3 毒素によるシコクビ、エ(旦型註皇室盟旦旦旦 (L.)Gaertn.)およびイネ

(生E主主笠註主主 L.)幼苗の根の伸長阻害

根の伸長率(完 ofcontrol) 

シコクピエ イネ
(cv. Iyazairai 1) (cv. Chiyonishiki) 

毒素 20ppm 100ppm 20ppm 100ppm 

1 78.8 9.7 40.1 8.6 
2 84.4 48. 7 86.9 49.5 

3 81. 3 22.3 78.3 32. 1 

4 79.1 40. 1 88.2 48.3 

2-4考察

イネ科植物に病原性をもっBipolarisbicolor El-l株から，植物毒素 1-

4を単離し，それらの構造をcochlioquinoneAおよびその類縁体と同定し

た。 CochlioquinoneC1および 2)は安定同位体を用いた生合成研究により，

C-1からC-11のポリケチド部分とC12からC-26のセスキテルペン部分より構成

されることが明らかになっている。 I9)構造の類似性から考えて 3および 4

も同じ経路により合成されるものと推察できるが. 4については 1が非生

-28-



物的に異性化を起こして培地中あるいは単離途中で生成することも充分予想

される。

得られた4つの化合物はいずれも生産薗の宿主植物であるシコクビエある

いはイネに対して生育阻害活性を示し.菌の感染過程や病徴の発現に何らか

の役割を果たしているものと考えられた。これらの化合物はそのキノン部分

構造から呼吸困害作用をもつことが予想され，実際に 1については，ウシ

心筋ミトコンドリアのNADH-ユビキノン酸化還元酵素(複合体 1)に対する.

自害作用が認められた。 24) この複合体 Iのキノン結合部位の立体構造は動

物と植物との間で顕著な違いはないとされているので 25.26) 本研究で用い

たシコクビエやイネにおいても 1ならびにその類縁化合物である 2司 4が

同様の阻害作用を示す可能性は高い。

化合物 1-4の植物生育阻害活性がこのような呼吸阻害に起因するとす

れば，その活性は非選択的で宿主であるイネ科植物以外に対しでも毒性を示

すことが考えられる。しかし標的部位での作用が非選択的であっても.解

毒代謝機構の違いが結果的に選択性をもたらす例は.スルフォニルウレア系

化合物などの合成除草剤で. しばしばみられる。 27) また特異的毒素ではな

いものの，選択性を示す植物毒素もいくつか知られている。例えば放線菌か

ら得られたanisomycin28
)はイヌビエやメヒシパ等には毒性を示すが.イネ

等の栽培作物には毒性をほとんど示さない。 Alternariaalternataが生産す

るtentoxinは，広い範囲の雑草にクロロシスを引き起こすが， トウモロコシ

や大豆には無害であるという。 29) 本研究で得られた 1-4の活性に関して

は，まだ検討が不十分であるが，先に示したように用いた 2種のイネ科植物

については顕著な差は見られなかった。しかし発芽種子を用いた予備的な実

験によれば，化合物 1のダイコンやコマツナに対する生育阻害活性はイネ

やシコクビエに対してよりも弱いことが観察された。このような植物種間の

活性の差が，生産菌の病原性の種間差と相関するかどうかは大変興味のもた

れるところである。とくに本研究で用いたような多犯性の病原菌の宿主範囲

を種，属さらには科のレベルで決定する化学物質というのはこれまでに例が

ない。今後さらに詳細な作用の検討が必要で，あわせて菌の胞子発芽時や宿

主植物中での産生を精密かっ動的に解析することによりこれらの化合物の植

物病理学的な意義がより明らかになると考えられる。

qd 
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2-5実験の部

供試菌株:実験に用いたBipolarisbicolor El-1株は京都大学農学部農薬研

究施設津田盛也助教授より分譲していただいた。

活性の検定:発芽したシコクピエ (Eleusinecoracana (し)Gaertn. cv. 

Iyazairai 1)およびイネ (Oryzaesativa L. cv. Chiyonisiki)種子を，

0.5miの被験液を含んだこ層の濯紙上におき，暗黒下25
0Cに保持した。処理

後24時間にあ‘いて根の長さを測定し生長阻害を観察した。

毒素の単離:被験菌をジャガイモ一廉糖寒天培地(直径9cm，200枚)上で暗

黒下240Cで14日間培養した。培養後.培地を菌体とともにアセトン (lli)

に24時間浸漬して抽出し議過後アセトンを減圧溜去してえられる水性溶液

を酢酸エチルで抽出した。活性の認められた酢酸エチル層を濃縮してシリカ

ゲルカラムクロマトグラフィーに付し.カラムをrヘキサンー酢酸エチルの

混合溶媒系で段階的に溶出した。毒素活性が認められたr ヘキサン/酢酸エ

チル=3/2および2/3溶出画分について.さらにHPLC(カラム :Nucleosil50-

5， 7. 5 x 300mm ;移動相 :0-ヘキサン/酢酸エチル(1:1) ，流速1ml2/min)

により精製した結果.毒素 2 (保持時間27分. 92mg)および 3 (保持時間

19分， 84mg)が毒素 1および 4の混合物とともに得られた。混合物はさら

に逆椙系HPLC(カラム:TSK-gel ODS-120T， 20 x 300mm ;移動相:アセトニ

トリル/水(7/3)，流速6ml2/min)で精製し毒素 1 (保持時間42分， 176 

mg)および 4 (保持時間63分. 152mg)を得た。

毒素の物理化学データ:NIRデータは表2-1および2に示した。毒素 1 黄色

針状結晶 (0ーヘキサンより再結晶)mp 132-134
0C. EI-IiS m/z: 5320':+，50完)， 

473(100)， 395(49)， 165(52)， 57(76); UV A max(EtOH) nm (ε): 270 

(22000)， 399 (2400); IR νmax(KBr)cm-1
: 3500， 1740， 1680， 1648， 1602; 

[αJ 024 +1400 (c=O. 1 in EtOH). 毒素 2:黄色針状結晶 (0-ヘキサンより

再結晶)皿p165-1660C. HR-llS m/z: Found: 472. 2871(ll+); calcd. for 

CZ8H400S: 472.2825; EI-llS m/z: 472(ll+， 9児)， 388(93)， 370(26)，243(20)， 

223(35)，205(22)，165(33)，85(52)，57000); UV Amax(EtOH) nm(e): 

260(22000)， 395(2100); IR νmax(KBr)cm-1: 3450， 1715， 1678， 1650， 

1605; [αJ024 +1000 (c=O. 1 in EtOH). 毒素 3:黄色油状由形物. EI -llS 

m/z: 5300C， 34児)， 471(20)， 387(57)， 371(100)， 127(32)， 85(39)， 43 

nu 
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(28); UV A max(EtOH) nm (ε): 268 (20000). 387 (2700); IRνmax (KBr) 

cm-I
: 3480. 1740. 1680. 1650. 1602; [αJo 21 +80

0 

(c=O. 1 in EtOHL 

毒素 4:黄色柱状結晶 (0-ヘキサンより再結晶)mp 166 -1680C. Anal. 

Found: C. 66.21; H. 8.41~. Calcd. for C30H4408・1/2HzO:C. 66. 52; H. 

8. 37潟 EI-MSm/z: 532(j+.38郊). 472(48). 457(00). 249(30). 179(42); 

UV A max (EtOH) nm (E): 243 (12000). 283 (24000). 383 (6500); IRνmax 

(KBr) cm -1: 3430. 1730. 1642. 1580; [α] 0 Z 1十650 (c = O. 1 in EtOH). 

毒素 4のX線結晶解析:得られた単結晶の結晶学的データは以下のとおり

であった。品系;斜方晶，空間群;P21212. 単位格子 ;a=24.135(2). b= 

18.618(2). c=6.432(l)Ao Ni透過Cu-Ka線を照射し回折強度を2e = 120。ま

で測定した。構造はSHELXS8630)を用いた直接法により解析し逐次フーリ

エ法により全原子を決定した。3I )構造の最適化は関数LwCIFo-Fcl)Zをw= 

1.0として最小となるよう FMLSプログラム32)を用いた完全行列法により行っ

た。水素原子の位置は差フーリエ合成図から決定した。最適化により最終的

に得られた削直はFo~3σ(Fo)を満たす1977の回折データについてO. 063であっ

た。
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第 3章 オオムギにおけるうどんこ病抵抗性関連物質

3-1 緒言

オオムギではこれまでにうどんこ病菌に対する抵抗反応について多くの研

究がなされており，また抵抗性に関与する遺伝子についても詳細に解析がお

こなわれてきた。 33・ 35) うどんこ病菌の胞子はオオムギ表皮上で接種後約4

時間に発芽し約8時間後に付着器を形成する。さらに12~15時間後に侵入

糸を出しオオムギの表皮を貫穿し始める。ここで菌と宿主オオムギの閣の

関係が親和性の場合は.この後さらに吸器の形成，二次菌糸の伸長へと続い

て感染が確立される。これに対し両者の関係が不親和性の場合には.侵入を

試みたうどんこ病菌の菌糸の貫穿は感染に対応して宿主に形成されるパピラ

(細胞壁が肥厚した部分)の部分で回止されでしまうか，あるいはたとえ貫

穿が成功しでも細胞内で吸器を形成するに至らない。このとき感染の回止に

成功したオオムギ葉の表皮組織を顕微鏡で観察すると.菌との相互作用部位

の近傍には黄色の蛍光性物質の顕著な蓄積が認められ，その蓄積の程度は遺

伝子によって支配されるうどんこ病抵抗性の強度とよく相関することが明ら

かにされている。 36・38) この現象は.オオムギのうどんこ病抵抗性の発現に

何らかの化学的因子が関与していることを示しており，また実際に部分精製

したこの黄色蛍光性物質はinvitroでうどんこ病菌の胞子の発芽を限害する

ことから，直接の防御物質として機能している可能性も推察されている。 39)

しかしその後の多大な努力にもかかわらずこの蛍光性物質の単離は成功せず，

抵抗性のメカニズムの解明に大きな示唆を与えると思われるその化学的な性

状は現在のところ明らかになっていない。

一方，この黄色蛍光性物質はオオムギに物理的障害を与えたり. uv照射

を行うなどのストレスを与えたときにも蓄積することが観察されている。一

般にこのようなストレス処理が病害抵抗反応と同様の反応を誘導することは

しばしば観察されており，イネ科植物についても，例えばオリザレキシンや

サクラネチンなどのファイトアレキシンがuv照射によって誘導されること

が報告されている。40.41) 従って，ストレス反応の解析は，先に述べたどん

こ病菌との相互作用に伴うオオムギの代謝変動を解明する上での.何らかの

手掛かりを与えることが期待される。
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本章ではこのような観点から，オオムギのストレス物質について検討を加

えた結果を述べる。ストレス処理としては葉身に対する物理的障害とuv照

射の 2種を用い，処理を施した後に生成するストレス物質のうち抗菌性およ

び蛍光性をもつものを検出して.その構造を解析した。またあわせて同定さ

れたストレス物質について，実際にうどんこ病菌を接種したオオムギ葉身中

の生成量を分析し抵抗性との関連を考察した。

3-2 抗菌性ストレス物質の検索と同定

まず.ストレス処理として組織に障害を与え，これにより誘導生成する化

合物のうち感染に対する防御の観点から抗菌活性を有するものを検索した。

すなわち，播種後約2週間のオオムギ幼苗(品種ミノリムギ)の葉身組織

(500g)を破砕し一定時間放置後80完メタノールで抽出して生成している

抗菌性物賓をウリ類炭そ病菌 (Colletotrichum lagenarium)を被菌験菌と

するTLC-バイオオートグラフィーで検出した。この結果 0-ヘキサン/酢酸

エチル/メタノール/水 (25:25:1:50)を移動相とするシリカゲルTLC上で

RfO.3付近に抗菌性スポットの生成が認められた。

この抗菌性物質を明らかにするために，酢酸エチルー水系による分配.SEP-

PAK C18カラムによるクロマトグラフィーおよび逆相官LCによる精製を行い，

純化された油状物質(12mg)について各種機器分析による構造解析を行った。

得られた物理化学的データを以下に記載する。

22< 

i守 3

図3-1
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UV Amax(ieOH) nm: 219: EI-M:S m/z: 292 (1+)， 245. 163. 95. 41. 'H-

NVR (4001Hz. CDC1J)δppm: 7.74 (lH. dd. J=5.9. 2.9). 7.61 (0.33a 

dd. J=5. 7. 2. 4). 6.19 C1H. dd. J=5.9. 1. 5). 6.13 (0. 33H. dd. J=5.7; 

2. 0). 5.40 (2. 33H. m). 5. 27 (0. 33H. m). 2. 98 C1H.皿). 2. 40-2. 58 (2. 66H. 

m). 2.35 (2. 66H. t. J=7. 5). 2.28 (0. 33H. 血)， 2. 15 (lH. m)， 2.06 

(2. 66H. t. J=7. 3).2.02 (0. 33H. 国). 1. 73 C1H. m). 1. 63 (2. 66H. m)， 

1. 48 (0. 66H. 皿). 1. 32 (プロトン数不明. m). 1. 16 C1H. 皿). 0.97 (3H. t. 

J=7.3)， 0.96 (0. 99H. t. J=7. 3); 13C-NM:R (22. 51Hz. CDCl3)δppm: 210. 8 

(s). 179.2(s). 167.0(d). 133.0(d). 132.5(d). 127.0(d). 49.9(d). 44.3 

(d). 33.9(t)， 30.7(t)， 29.5(t). 28.9(t). 28.8(t). 27.6(t). 24.6(t)， 

23.9(t). 20.8(t). 14.0(q). シグナルの多重度はINEPTにより決定した。

得られた抗菌性物質は'H-NIRスペクトルより.組成比3:1の異性体の混合

物であると考えられた(なお， '3C-NIlRデータは主要成分のもののみ記載し

た)。分子式は以上のデータを総合してCI sH2803と推定され，これから求め

られる不飽和度 (5)と観測されたSp2炭素の数から分子内に環構造が 1つ含

まれるものと予想した。

この環構造について， δc 210.8のカルボニル炭素のシグナルと δc167.0 

の極めて特徴的なメチン炭素シクeナルは2-cyc1opentenone構造の存在を示唆

した。そこで分子式とこの部分構造をもとに検索を行った結果，本物質のプ

ロトンNIRスペクトルに見られる各異性体のシグナルは12-oxo-10.15-phyto-

dienoic acid( 5 )のC1S体およひrtrans体それぞれの文献値12)とよく一致し

ていることが判明した。また 13C-NIlRおよびH-HCOSY (図3-3)のデータもこ

の構造を支持し以上より本物質の構造を 5と決定した。ここで.異性体

混合物の主要成分はC1S体であった。なお，本化合物においてはC1Sからtrans

体への異性化が極めて容易に進行することが知られており，ここで副成分と

して認められたtrans体は単離過程に生じたartifactであると考えられた。
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3-3 蛍光性ストレス物質の探索と同定

次に.うどんこ病菌との不親和な相互作用により蓄積する物質が蛍光性を

有することを考慮して.オオムギにおける蛍光性ストレス化合物を探索した。

このためのストレス処理としてはuv照射を行った。

播種後 2週間のオオムギ幼苗(品種ミノリムギ)をuv殺菌灯を用いて10

分間照射し 250Cにて24時間保持後，葉身をメタノールで抽出した。この抽

出物中に含まれる蛍光性の代謝物組成の変化を蛍光検出器(検出光410nm.

励起光290nm)を装備したグラジエント逆相系HPLC(カラム.COSiOSIL 5C18-

AR. 4.5x150mm;移動相. 0.1% H3P03を含む20活メタノールを5分間流した後

メタノール含量を25分間で80完まで増加。流速毎分0.8mi!)で分析したところ，

照射葉に図3-4に示すように保持時間5.7分のピークを与える蛍光性物質が顕

著に生成することが認められた。

この物質の構造を明らかにするために. uv照射葉 (420g)を80混メタノ

ールで抽出し抽出液を減圧濃縮後，酢酸エチルー水で分配した。得られた

水相について，さらに 2段階の逆相系HPLCで精製し，目的の蛍光性物質 00

mg)を得た。本物質の物理化学データは次のようであった。

UV A maxClleOH) nm: 278. 218; EI-!lS m/z: 160(JC). 131. 130. 103. 69. 

45; lH-NIR C90!lHz. !leOH-d4)δ7.52-7.68 C4H. 国). 7.35-7.48 C1H. m). 

7. 03-7. 24 C3H. 皿). 3.10-3.30 (4H. m); 13C-NIR (22. 51Hz. lleOH-d4)δ: 

138. 4(s). 128. 1(s). 124.2(d). 122.8(d). 120.1(d). 118.8(d). 112.5(d). 

110.2(d). 41. 2(t). 24.5Ct) (以上の多重度はINEPTにより決定した). 

本化合物はニンヒドリン反応で陽性を示し，この反応性と上記のスペクト

ルデータを総合して，その分子式をCloHIZNzと推定した。推定された分子式

をもとに検索を行い，データを標品と比較した結果. uv照射によりオオム

ギに顕著に蓄積する本蛍光性物質をtryptamin( 6 )と同定した。

no 
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3-4 ストレス物質の生成量の分析

前節で同定した二つのオオムギのストレス物質について.種々のストレス

処理を与えた後の生成量を定量的に分析した。

まず. 5、の組織破砕処理による生成量の変化ををHPLCで分析した結果，

その含量は未処理葉では2Jl.g/g tissue 以下しか検出されなかったのに対し.

処理後には20Jl.g/gtissueと1約10倍の増加がみられた。しかし後に述べるよ

うなuv照射や病原菌接種などの他のストレス処理によっては顕著な増加は

みられず，この誘導は傷害に特異的なものと考えられた。

次に. 6についてuv照射後の葉身中の生成量を，蛍光検出器を装備し

たHPLCを用いて定量した。その結果.表3-1に示すように 6の含量は，照射

後24時間で約70倍に増加することが解った。また 6は.オオムギ葉枯病菌

Bipolaris sorokinianaの接種による生物的なストレスによっても誘導され

ることが観察され，接種葉における含量は非接種葉に比べ約10倍高かった。

表3-1 ストレス処理後のオオムギ(品種ミノリムギ)葉身における

tryptamine含量

処理 処理後日数 含量 (μg/g新鮮重)

対照 2. 1 

uv照射 1 140. 0 

葉枯病菌接種 3 19. 7 

6については，さらにオオムギのうどんこ病抵抗性との関連も検討した。

すなわち，オオムギうどんこ病菌 (Erysiphegra皿lnlsf. sp. hordei race 

I)の胞子をオオムギの感受性品種(ゴセシコク)および抵抗性品種 (Turkey

290)にそれぞれ接種し葉身内に生成する 6の量を接種後8日に定量した。

結果を図3-6に示す。接種後の 6の含量は感受性，抵抗性いずれの品種にお

いても増加がみられた。しかし，葉身上に過敏感反応による多数の斑点が形

成され菌の伸展が阻害されている抵抗性品種における含量は，活発な胞子形

a斗



戒がみられる感受性品種における含量に比べ.約4倍高かった。

なお. 5については.感受性，抵抗性いずれの品種においてもうどんこ

病菌接種による誘導は検出されなかった。
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3-5 ストレス物質のうどんこ病菌に対する抗菌性

本章で同定したオオムギのストレス物質12-oxo-l0.15-phytodienoic acid 

C 5 )およひ'tryptamineC6 )のうどんこ病に対する防御物質としての役割を

評価するため 1旦豆主旦における抗菌性試験を行った。

図3-71こ示すように，いずれの化合物についてもうどんこ病菌の胞子発芽

阻害活性が認められ. EDs 0値は 5で13ppm. 6で25ppmと求められた。
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図3-7 12-0xo-l0.15-phytodienoic acid (a)およびtryptamine(b)による

うどんこ病菌胞子発芽阻害
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3-6 考察

オオムギの病害抵抗性に関与する化学因子を解明する手掛かりを得るため，

そのストレス物質を検討した結果. 12-oxo-10.15-phytodienoic acid( 5 ) 

とtryptamine(6 )を同定した。

5はオオムギ組織に傷害を与えた場合にその誘導が認められた。 5は.

リノレン酸からリポキシゲナーゼによる13位への酸素添加，エポキシド形成

および環化を経て生合成され13・11)同様の，傷害による 5の誘導蓄積は

トウモロコシでも観察されている。 15) また.この生合成に関わる酵素の活

性は種々の植物で検出されており. 5の生成は植物の傷害ストレス反応と

して一般的なものであると考えられる。植物体内で 5はさらに代謝されて

ジャスモン酸(7 )へと変換される。 11) 7は，近年その植物における生

理活性が注目されており，とくに傷害や病原菌の感染に対する反応にシグナ

ル物質として関わっているのではないかと考えられている。 16) 実際に.イ

ネ科植物でもイネでファイトアレキシンがジャスモン酸やその前駆物質であ

る酸化不飽和脂肪酸により誘導されることが示されており 17.1 8) 抵抗性発

現過程におけるメッセンジャー物賓としての機能とともに.病原菌の感染が

どのように認識されジャスモン酸合成系の活性化をもたらすのかという問題

について精力的な研究がなされている。

オオムギにおける 5あるいは 7のうどんこ病抵抗性発現におけるシグナ

ル物質としての意義は現在のところ不明であり.その役割には興味がもたれ

る。また抗菌性試験の結果は. 5の直接の防御物質としての役割も期待で

きることを示した。しかし本研究において 5の誘導がみられたのは.試

みた処理のうち傷害処理を行った場合のみで.うどんこ病菌接種時には顕著

な誘導を認めることはできなかった。同様の事例はエンバクでも観察されて

O 
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おり.傷害により誘導される抗菌性物質26-desglucoavenacosideは， うどん

こ病菌と閉じく絶対寄生菌である冠さび病菌の接種によっては誘導されず，

このことからこの抗菌性物質は宿主の同病抵抗性においては重要な因子では

ないと結論づけられた049) 今回の結果をみるかぎり. 5についてもうどん

こ病の抵抗性発現とはあまり関連がないように思われるが. うどんこ病菌の

ような絶対寄生菌がオオムギに感染する際に与える傷害の程度はかなり小さ

いので，今回のように葉身全体で分析した場合，用いたHPLCによる検出法で

は極微量生成している 5を正確には把握できていないおそれが十分ある。

従って，微量であっても菌との相互作用部位に 5が局所的に効率よく生成

することにより菌の生育が阻害される可能性は否定できない。また，とくに

5や 7のシグナル物質として機能を想定した場合.実際の組織内では植物

ホルモンのように極めて微量で活性を発現することが予想される。以上より，

うどんこ病菌との相互作用におけるオオムギの 5およびその関連物質の意

義を論ずるには，より精密な分析法を用いた検討が必要であろう。

一方. uv照射により顕著な蓄積が認められた 6については，葉枯病菌

接種による生物的なストレスによっても誘導がみられた。さらにはうどんこ

病菌を接種した場合に抵抗性品種と感受性品種との閣で生成量に差が認めら

れ，抵抗性品種における含量は感受性品種に比べ約4倍高かった。なお.こ

こでみられた差は葉身全部を抽出して分析した含量を単純に比較したもので

ある。抵抗性品種における病原菌との相互作用は感受性品種の場合と比較し

て制限されており，その影響をうける植物体部分の大きさがはるかに小さい

ことを考虐すれば.各品種の相互作用部位における局所的な 6合成活性の

差は見かけ上の差よりもかなり大きいのではないかと推察される。いずれに

せよ. 6はこのようにうどんこ病抵抗性の強度に相関して誘導され.かっ

抗菌性試験でも阻害活性を示したことから，オオムギにおいて防御物質(ファ

イトアレキシン)として機能している可能性が示唆された。オオムギではこ

れまでに幼苗に含まれる抗菌性物質hordatine類50.5 1 )やbenzoquinone52)が

ファイトアレキシンの候補化合物として提唱されてきたが.病理学的に意義

が認められた化合物はなく，この点で本研究で得られた結果は極めて興味深

いものである。今後さらにオオムギ各品種の遺伝的に決定されるうどんこ病

抵抗性と 6の合成蓄積能との関係を詳細に調べることにより，防御物質と

しての役割を検証すべきであると考える。
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オオムギにおけるインドール化合物としては，グラミン(8 )がよく知

られている。 53.51) グラミンにはこれまで植物毒性55• 56)や.摂食間害活性

57)などの生理活性が観察されており，従って病害抵抗性に関しでもなんら

かの寄与があるのではないかと予想される。しかし本研究において用いた

オオムギ試料にも多くの 8がHPLCで検出されたものの，その含量はうどん

こ病擢病性品種と抵抗性品種との間で実質的な差は見られず，またいずれの

品種でも接種による顕著な誘導は見られなかった。このことから 8は少な

くともオオムギのうどんこ病抵抗性には重要な役割を果たしていないものと

考えられる。

3-1で述べたように， これまでの研究によってオオムギのうどんこ病抵抗

性の発現は，相互作用初期における感染部位での黄色蛍光性物質の蓄積と相

関することが明らかにされている。 36・38) この黄色物質は，組織生化学的な

手法に基づいた観察によれば37¥ 他の檀物でしばしば抵抗反応に付随して

生成するリグニンとは異なるようであるが，未だ化学的な性状については明

らかでない。今回ストレス物質として同定した 6が堂光性を示すことは.

このオオムギーうどんこ病菌の系における抵抗反応への関与を示唆するよう

で興味深いが.その蛍光スペクトル(極大360およひ'690nm)が，顕微鏡下で

観察されているオオムギ組織中の黄色物質のスペクトル(極大540nm)とは

異なっており. 6はこの現象の直接の原因物質ではないと考えられる。た

だし 6の誘導体5-hydroxytryptamineの蛍光スペクトルの極大値 C540nm)

5 4 )が黄色堂光物質のそれと一致することは注自に値する。すなわち，この

ような 6の誘導体が細胞壁にとりこまれ.難溶性の化合物を構成している

のかもしれない。

本章の結論として.オオムギで明らかにした2種のストレス化合物のうち.

6がファイトアレキシン様の機能を有することが見いだされた。本物質と，

これまでオオムギのうどんこ病抵抗反応として観察されてきた細胞反応との

関連は未だ不明な点があるが，抵抗反応に伴う代謝変動を解明する上で示唆

に富む結果が得られたものと信ずる。 6は植物におけるシキミ酸由来の二

次代謝物であり，コリスミン酸，アントラニル酸およびトリプトファンを経

て生合成される。イネ科ではアントラニル酸由来の防御物質として. 4-

hydroxy-1.4-benzoxazin-3-one類が数種の植物で 58¥ また次章で扱うaven-

alumin (avenanthramide)類がエンバクで知られている。アントラニル酸代
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謝の制御はイネ科植物のストレス反応あるいは病害抵抗反応における一つの

重要な鍵であるかもしれない。

3-7 実験の部

生物試料:オオムギの品種ミノリムギはー燈園農事研究所(京都)より購入

した。また品種ゴセシコクおよびTurkey-290は近畿大学農学部獅山慈孝教授

より供していただいた。ストレス処理に用いたオオムギ葉枯病菌Bipolaris

sorokiniana 57-10株は京都大学農学部農薬研究施設の津田盛也助教授より

分譲していただいた。またオオムギうどんこ病菌ErysiphegramlnlS f.sp. 

hordei レースIは近畿大学獅山教授より分譲していただいた。'

TLCーバイオオートグラフィー:試料溶液の一定量をシリカゲル薄層プレー

トに塗布し所定の溶媒系でクロマトグラフイ.ー展開した。風乾により溶媒

を除去したプレート上にPSA培地 (Difco製)に懸濁したウリ類炭そ病菌

(ColletotrichumlagenariuIn)の胞子を噴霧し湿室において240Cで3日間

保持した。抗菌性物質は胞子発芽と菌糸伸長により暗緑色になったプレート

上で，発芽が抑制されて白いスポットとして検出された。

組織破砕処理により誘導される抗菌性物質の単離:播種後2週間のオオムギ

幼苗(品種ミノリムギ)の葉身 (500g)を.長さ約 1cmの切片としさらに

乳鉢中で組織破砕をおこなった。 4時間後. 5倍量の80児メタノールを加えて

抽出し残撞を漉過後抽出液を減圧濃縮した。抽出物中に抗菌性物質が含ま

れることをTLC-バイオオートグラフィーで確認後，活性物質を酢酸エチルに

転溶させ，さらに80潟メタノール/0ーヘキサン系で分配を行って低極性物質

を除去した。得られた80完メタノール層を濃縮し再度50児メタノール懸濁液

としてSEP-PAK C18カラム (5g)に吸着させ.溶出液のメタノール含量を増

加させながら順次溶出させた結果，目的物は70完メタノール画分に得られた。

この画分について，さらに逆相系HPLC(カラム. COSllOSIL 5C18AR. 20 x 250 

mm.移動相. 80児メタノール+1児酢酸. 4皿1/min;検出. UV254nm)により抗

菌性を示す部分を分取して精製を行い，減圧濃縮後，油状物(11.8mg)を得

た。

U V照射により誘導される蛍光性物質の単離:播種後2週間のオオムギ(品

種ミノリムギ)幼苗に約20cmの距離から殺菌灯ランプ(東芝GL-15)で10分

ヲ
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間照射した。 24時間後，地上部 (470g)を刈り取り 5倍量の80活メタノールを

加えてホモジナイズした。得られた抽出物はガーゼ濯過した後，減圧濃縮し

た。この濃縮物に目的の蛍光性物質が含まれることをHPLCで確認後，酢酸エ

チルー水系で分配を行い水層を得，ついでこの水層をSEP-PAKC18カラムに

アプライした。カラムを水で洗浄後. 20潟メタノールで溶出し減圧濃縮し

た溶出液について逆相系HPLCによる精製を行った。ここでカラムはCOSIlOS孔

5C18-AR. 20x250mmを用い，移動相としてO.Hiトリフルオロ酢酸を含む20児メ

タノールを用いた。これにより得られた粗画分はさらに同じカラムを用い，

移動相をO.1出トリプルオロ酢酸を含む目指アセトニトリルとしたHPLCで精製

し，目的の蛍光性物質(10mg)を得た。

誘導されるストレス物質の定量:ストレス処理を行ったオオムギ葉身 (2-3

枚)を熱メタノール (5ml)で10分間抽出し，抽出後蒸留水(1ml)を加えた。

これをあらかじめ80完メタノールで平衡化させたSEP-PAKC18カートリッジに

通し溶出液を得.さらに80%メタノール(10ml)で溶出させた分を加えて濃

縮した。この濃縮物を蒸留水に溶解し. HPLCの試料とした。 HPLCのカラムは

lfAKOSIL-II 5C18HG. 4.6X150mmを用い. 6の分析では移動相を0.1%りん酸

を含む20完メタノール(流速0.8mllmin)として蛍光検出(励起光290nm. 検

出光355nm)をおこなった。また 5の分析では.移動栢を0.1怒りん酸を含む

70活メタノール(流速0.8mllmin)としてuv検出 (220nm)をおこなった。

オオムギうどんこ病菌に対する抗菌性試験59} 被験化合物を蒸留水に懸濁

して所定の濃度とし.ここに5x 5 x 2mmの寒天ブロックを浸し24時間保持し

た。次いで， このブロック上に，接種後 7日に葉上で形成されたうどんこ病

菌胞子をふりかけ. 24時間後の発芽状態を顕微鏡下で観察した。
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第 4章 ヱンパクのファイトアレキシンの再検討

4-1 緒言

病原菌Pucciniacoronata f.sP. avenaelこよりもたらされる冠さび病はエ

ンパクの重要病害で.その発生は世界のエンパクが栽培されている地域のほ

とんどすべてで認められている。本病による被害の大きさは古くから問題と

されており，例えば1934年のチェコスロパキアにおける見積もりによれば.

損失は貨車3-4000両分にも相当したという。 60) このような重大病害に対処

するため，エンノ〈クではこれまでに抵抗性品種の育種について膨大な研究が

行われ，抵抗性に関与する多くの遺伝子が明らかにされてきた。同定された

エンバクの冠さび病抵抗性遺伝子の一部を，それによって発現される抵抗性

の強度とともに表4-PJに掲げる。

表に見られるように，各抵抗性遺伝子を有する品種はそれぞれ相手の病原

菌レースに依存して異なった抵抗反応を示す。 llayamaらはこの関係を解析し

た結果，病原菌と宿主の組み合わせが不親和性の場合に宿主組織内に顕著に

蓄積する物質があることを見いだした。さらにこの物質の生成量と生成速度

が抵抗反応の強度とよく相関し，その蓄積が進むにつれて病原菌の宿主内で

の伸長が抑制されることから.これをエンバクの抵抗性発現に関与するファ

イトアレキシンであるとし化学的な解析が行われた。まず. avenalumins 

と命名されたこのファイトアレキシンは冠さび菌を被験菌とするTLCーバイ

オオートグラフィ一分析により 3種の化合物からなることが判明した。次い

で，アセチル化物のllS分析およびメタノリシス生成物の分折などによる構造

研究が進められた結果，その主要成分 (avenalumin 1)に対し 2-[2-

Chydroxyphenyl)ethenyl]-6-4s二3.1-benzoxazin-4-oneC 9 )という推定構造

が与えられた。 9・49.61，62) これにより avenaluminは当時まだ事例が少なかっ

たイネ科植物のファイトアレキシンとしてのみならず，初めての含窒素ファ

イトアレキシンとしても注目されることとなった。

しかしながら， この構造に対しその後Crombieらが疑義を唱えた。 63J 彼ら

は合成により得た 9のスペクトルデータは天然物のデータと一致せず.天

然物のデータはむしろそのベンゾキサジノンヘテロ環が水和関環したアミド

で，エンバクの種子に含まれるフェノール性化合物の avenanthramideA 

-49一



( 12 ) 6 41によく一致することを見いだしたのである。

一方，この 9 と同じ~-3. 1-benzoxazin-4-one部分構造をもっファイトア

レキシンがナデシコ科植物のカーネーションで見つかっている(13 ) 0 65) 

そしてこの場合には，そのベンゾキサジノン環が開環したアミド型の化合物

( 14 )も同時に抵抗反応に伴って生成することが認められている。 66.67) た

だしこれらベンゾキサジノン型とアミド‘型の化合物の関係については，感

染組織を直接ILS分析して得られた結果から，ベンゾキサジノン型が実際に組

織内に生成する真のファイトアレキシンであり，アミド型はそのべンゾキサ

ジノン型の加水分解により生成するartifactであろうと考えられている。 68)

本章では，以上のカーネーションにおける例を参考に，上述のエンバクの

ファイトアレキシンの構造に関する再検討を行い.それが先に推定されたベ

ンゾキサジノン型の化合物であるのか. Crombieらが提唱したアミド型の化

合物であるのか，あるいはその両方であるのかを，実際に冠さび病菌を接種

した葉身のHPLC分析により検討した結果について述べる。

o 

HO〈hkl之}OH

12 
9: R = H， n = 1 
10: R = CH30， n = 1 
11: R = H. n = 2 

R1dk同
o 

13 

R1 = H， OH 
R2 = H， OH， OCH3 

14 

R1 = H， OH， OCH3 
R2= H， OH 
R3 = H， CH3 
R4 = H， OH， OCH3 

n
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エンバクの冠さび病抵抗性ω表4-1

反応.)遺伝子型品種

race 226 race 203 
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Victoria 

Ascencao 

D-137 

CI-491-4 

F-366 

F-83 

F-169 

F-290 

C. 1. 8081A 

F-158 

CI486 

10胃aX434 

10胃aX421 

H441 

CAVl830 

CAV4963 

CAVl964 

H555 

TAll-0-301 

TA!l-0-312 

Coker 234 

Shokan 1 

a 反応:O.抵抗性(肉眼的に変化は認められない); 1.中度抵抗

性(僅かに菌糸の生長がみられるが，胞子層は形成されない。褐変

が顕著に認められる);2. 中度抵抗性(菌糸生長が若干みられ，小

さな胞子層の形成がある。褐変もみられる);3. 中度抵抗性(小さ

な胞子層が多数形成され，褐変は少ない);4.感受性(褐変はみら

れず，盛んな胞子形成が認められる)
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4-2 結果

冠さび病菌を接種したエンバク葉身に生成しているファイトアレキシンを

HPLCにより分析するために，ベンゾキサジノン型およびアミド型化合物それ

ぞれの標準品を合成した Cscheme1)。ここでアミド型の標品 12はCollins

の方法61)に従い.p-coumaric acidと5-hydoroxyanthranilicacidとを用い

て調製し得られた 12についてさらに無水トリフルオロ酢酸を脱水剤とし

て環を形成させてべンゾキサジノン型の標品 9を得た。両標品は逆相系

HPLCで容易に同時分析することが可能であった。
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次に，エンバク(品種:勝冠 1号)の第 1葉に冠さび病菌の夏胞子を接種

し. 48-72時間後に葉身を熱メタノールで10分間抽出して，これをHPLCで分

析した。この結果，不親和性の病原菌を接種した葉身の抽出液を分析して得

られたクロマトグラム上には，親和性菌を接種した場合には見られない3つ

のピークが特徴的に検出され(図4-7).以前にTLCを用いて分析された結果

が再確認された。
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図4-1 冠さび病菌を接種したエンバク葉身抽出物のHPLCクロマトグラム
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ここで，図4-1の主要ピーク iを与える化合物について分取を行い.その

保持時間とuvスペクトルを先に調製した標品と比較したところ.アミド型の

12とよい一致が見られた。ベンゾキサジノン型の 9は，クロマトグラム

上で全く検出されなかった(図中*印を付した部分)。また.このとき葉身の

抽出溶媒としてアセトンやアセトニトリルのような非プロトン性溶媒を用い，

分析過程における 9の分解を抑制しでも同様の結果が得られたことから，

エンバクの葉身には可溶性の 9は生成していないものと考えられた。

つづいて，図4-1に見られる副ピーク註および温について検討を加えた。

以前の構造研究では，不親和性菌の接種時に誘導されるファイトアレキシン

の副成分についても. 9と同様にアセチル化物の部分析とメタノリシス生

成物の同定にもとづいて推定がなされ69) それぞれ 10および 11のベン

ゾキサジノン型の構造が導かれた。しかし上述の 9についての検討結果

から類推して， これらの副成分もそれぞれ相当するアミド型の化合物 15お

よび 16ではないかと考えられた。

山長一
吋b

 
15 M

 

これを確かめるため，先と同様に 15および 16の標品を調製し接種葉

のHPLC分析を行った。 15はscheme2に従いferulicacidと5-hydroxyanthr-

anilicacidから調製した。 64) 一方 16はscheme3に従い，まずアベナルミン

酸 C5-(4-hydroxyphenyl)-2.4-pentadienoicacid) 70)を合成した後，これ

を5-hydroxyanthranilicacidと縮合させて調製した。得られた2つの標品を

用いて接種葉のHPLC分析を行った結果， ピーク証および単を与える化合物は

そのクロマトグラフィー上での保持時間とuvスペクトルがそれぞれ 15お

よび 16とよく一致しこのことからエンバクのファイトアレキシンの副成

分もアミド型の化合物であると結論した。この化合物 15は. 12と同じく

エンバク種子のフェノール性成分として報告されているavenanthramideBで

ある。 16についてはこれまで文献記載がなく. avenanthramide Lと命名し
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た (avenanthramideC-Eについては文献64を，またF-HおよびEについては

文献71を参照のこと)。なお. 16の類縁化合物としては，アントラニル酸

部分の4位に水酸基をもっ化合物が閉じくエンバクの種子から見つかってい

る。
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4-3 考察

エンバクのファイトアレキシンについて再検討を行った結果，病原菌を接

種した葉身中に検出される化合物はこれまで提唱されていたベンゾキサジノ

ン型の化合物ではなく，アミド型の化合物であることが判明した。一般にベ

ンゾキサジノン類は水中では不安定であるとされている。しかし予備実験と

して植物における生理的pH条件72)と同じ緩衝液中で行った加水分解速度の

測定結果からは. 9の半減期がpH5で20.6時間，またpH7で11.2時間と求

められ(データは示さなし，).この程度の分解速度ならば， もし実際に葉身

で 9が生成しているのであれば.全く検出されないということは考えにく

い。従って今回HPLC分析で認められたアミド型の3種の化合物は，葉身内で

生成したベンゾキサジノン型の化合物の加水分解産物ではないと結論すべき

である。以前ファイトアレキシンとして報告されたべンゾキサジノン型の構

造は，解析過程でのアセチル化により生成したartifactをもとに推定された

ものであろうと考えられる。

以上のようにエンノ〈クでべンゾキサジノン型の化合物が検出されなかった

ことは. avenaluminおよひ'avenanthramideに構造類似のファイトアレキシン

をもっカーネーションの場合と対照的である。すなわち，カーネーションで

は 13および 14のベンゾキサジノン型およびアミド型両方の化合物が，病

原菌接種した植物体のアセトン抽出物に検出されている。 65-67) さらには導

管組織中ではこのアセトン抽出物中よりもベンゾキサジノン型の化合物の比

率が高いことから.ベンゾキサジノン型の化合物が真のファイトアレキシン

であり，アミド型の化合物はその加水分解によるartifactであろうとされて

いる。 68)

不親和性の冠さび病菌を接種したエンバクの葉身では，組識の顕著な堂光

化が観察され，その蛍光スペクトルはavenaluminのスペクトルによく一致す

る。 73) これに対し，今回標品として得たアミド、型のavenanthramide類は蛍

光性を示さず，この現象を説明できない。これらのことを考慮すれば，今回

は検出できなかったものの，エンバクでもカーネーションの場合と同じくべ

ンゾキサジノン型の化合物が組織中に生成し不溶性の結合形化合物として

で存在している可能性も現時点では否定しきれない。今後，より非破壊的な

分析法を開発しこれらの化合物の存在状態を検討してし1く必要があると思

。ム
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われる。

結論として，本研究によりエンバクのファイトアレキシンは.アミド型の

12および 15.16であることが明らかになった。これらのavenanthramide

類はエンパクの種子のフェノール成分であるが，幼苗の葉身にはそれらの存

在は認められず，不親和性の病原菌との相互作用によってはじめて誘導され

る。このように種子に含まれる成分がファイトアレキシンとなる例としては.

イネにおけるモミラクトン 71)をあげること治fできる。

4-4 実験の部

生物材料:エンバク(品種，勝冠 1号)種子は神戸大学農学部真山滋志助教

授より供与していただき，パーミキュライト中に播種後人工気象器内で1日

16時間の照明下. 20-210

Cで栽培し播種後7日の幼苗の葉身に冠さび病菌

の胞子を接種した。接種に用いた菌株レース203(親和性)および226(不親

和性)は同じく神戸大学真山滋志助教授より供与していただいた。

標品の合成 avenanthramideAC 12 ) ; Collinsの方法 64)に従い. 4-

hydroxycinnamic acid (Aldrich製)から調製した酸クロライドを5-hydroxy-

anthranilicacid (Aldrich製)と縮合させた。アセチル基を除去後. Sepha-

dex LH-20カラムクロマトグラフィー(展開溶媒，クロロホルム/シクロヘキ

サン/メタノール/酢酸=50/35110/5)で精製し，さらにメタノール-1%酢

酸水から再結晶させて目的物を淡黄色結晶として得た。 mp277-80C;UV(lleOH) 

A maxClog e ): 321(4.42). 337(4.40); IR νmax(KBr)cm-l
: 3400-2800(br). 

1655. 1605. 1515; EI-IlS m/z:2990':+). 281. 153. 147. 119. 91; Thermo-

spray LC-IlS m/z: 300(lHH+); IH-NIlR o (THF-dg): 6. 43C1H. d. J=15. 4Hz). 

6. 75 (2~d.J=8. 5Hz). 6. 96 (1~dd. J=9. O. 3. OHz). 7. 45 (1~~ J=~ OHz). 

7.46 (2H. d. J=8. 5Hz). 7.58 (1H. d. J=15. 4Hz). 8.78 (1H. d. J=9. OHz) 

avena1umin 1 ( 9 ); 12 C10mg)をTHF(1皿1)に溶解し無水トリフルオロ

酢酸 (0.5皿1)を加えた。 1時間撹持後，生成物をシリカゲルTLC(クロロホ

ルム/2-プロパノール=90/5)およびHPLC(カラム. COSV:OSIL 5C18-AR ;移

動棺，メタノール/日酢酸水=1/1)で生成し黄色由形物 (4.8mg)を得た。

UV(lleOH) A maxClog e ): 341(4.49). 365(4.45); IR νmax(KBr)cm-l
: 3270. 

1765. 1640(sh). 1595; EI-IlS m/z: 2810[+). 181. 167. 147. 91; IH-NIlR 
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o (THF-dg+DIlSO-d6): 6.54 C1H. d. J=16. OHz). 6.81 C2H. d. J=9. OHz). 7.25 

(1H， dd. J=8. 5. 3. OHz). 7.38 C1H. d. J=8. 5Hz)， 7.46 C1H. d. J=3. OHz). 7.48 

(2H. d. J=9. OHz). 7.64 (1H. d. J=16. OHz) 

avenanthramide B( 15 ) ; 4-Hydroxy-3-meth.oxycinnamic acid (和光純薬製)

を出発物質とし. 12と同様に調製した。 SephadexLH-20カラムクロマトグ

ラフィーによる精製後，さらにHPLC(カラム， COSIlOSIL 5C18AR ;移動相，

アセトニトリル/1%酢酸水=1/3) により精製を行い，メタノール-1%酢酸

水から再結品させて淡黄褐色結晶を得た。 mp243-40C; UV(lleOH) A max 

Clogε): 320sh(4.32). 342(4.36); IR νmax (KBr)cm-l: 3500 -3000(br). 

1660. 1600. 1515; EトIlSm/z: 329(1l+). 311. 283. 177. 153. 177. 117; 

Th.ermospray LC-llS m/z: 330(Il+H+) ; IH-NllR δ(THF-d8) : 3.89 (3H. s). 

6.46 (1ad. J=15. 5Hz). 6. 76 (la~ J=8. 2Hz). 6. 96 (ladd.J=9. O. 3. OHz). 

7.08 C1H. dd. J=8. 2.1. 8). 7.20 (lH. d. J=1. 8). 7. 45 (lH. d. J=3. OHz). 7.58 

(lH.d.J=15.5Hz). 8. 78 (la~J=9. OHz) 

avenanthramide L( 16 ) :まず. Co1linsらの方法70)を改変して，アベナル

ミン酸 (5-(4-h.ydroxyphenyl)一(2E.4E)-2. 4-pentadienoic acid)を合成し

た。 4-acetoxybenzaldeh.yde(Aldrich.. 4. 3ml)とethyl4-bromocrotonate 

(Aldrich.. 3. 65皿1)を乾燥させたTHFIこ溶解しその一部を亜鉛粉末 (2g)

に加えて穏やかに加温した。反応が開始したあと，反応液を撹持しながら残

りのTHF溶液をゆっくり滴加し終了後さらに1時間加熱撹持した。冷却させ

た反応液に10%硫酸水溶液を加えて加水分解後，ベンゼンで抽出しシリカゲ

ルカラムクロマトグラフィーにより分画して得られたethyl5-(4-acetoxy-

phenyl)-2.4-pentadienoateを含む画分について，アルカリ加水分解，次い

でp-トルエンスルフォン酸を触媒とする無水酢酸によるアセチル化を行って

4-(acetoxyph.enyl)-2.4-pentadienoic acid (150mg)を得た。この酸を 12

の場合と同じくクロライドとし; 5-h.ydroxyanth.rani1ic acidと縮合させ，

アセチル基を除去後HPLC(カラム. W AKOSIL II 5C18HG. 移動相，メタノー

ル/四酢酸水=3/2)による精製を行い，さらにメタノール-1%酢酸水から

再結品させて黄色結品 (29mg)を得た。 mp267-9
0

C;Ana1.Fonud: C. 65.58; 

H. 4. 91; N. 3. 98見Calcd. for Cl8HlSNOs・1/3CH30H:C. 65.60; H. 4.80; N. 

4.17出 UV(JLeOH) A maxClogε) :355(4.80); IR νmax (KBr) cm -1 : 3500-2800 

(br). 1650. 1595. 1530. 1510; EI-IlS m/z: 3250[+). 307. 278. 214. 173， 

-64ー



162; Thermospray LC-jS m/z: 326Cj+H+); IH-NjR δCTHF-da): 6.08 C1H. d. 

J=14.8Hz). 6.72 C2H. d. J=8. 6Hz). 6.85 C2H. m). 6. 96C1H. dd. J=9. 1. 3. OHz). 

7.33 C2H. d. J=8. 6Hz). 7.41 C1H. dt. J=14. 8. 5. 1Hz). 7.44 C1H. d. J=3. OHz). 

8. 75 (lH. d. J=9. 1Hz) 

接種葉の分析:接種葉は熱メタノールで10分間抽出後.抽出液を4倍量の水

で希釈してSEP-PAKC18カートリッジにアプライすることにより分析対象物

を吸着させ， これをメタノールで溶出させて即日用の試料とした。 HPLCはカ

ラムとしてCOS1WSIL5C18AR (4.6 x 150皿).移動相としてメタノール/凶

酢酸水=55/45(流速0.8mll皿in)を用い. 340nmのuv吸収で検出した。検

出されたピークについては，さらに相当するカラム溶出液を分取し.そのU

Vスペクトルを測定した。
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第 5章 エンパクにファイ卜アレキシンを誘導するヱリシターとその作用

5-1 緒言

一般に，ファイトアレキシンの誘導過程は，①宿主植物による病原の認識.

②認識結果の細胞内への伝達，③細胞内でのファイトアレキシン合成系の活

性化の 3段階に分けて考えることができる。

このうちまず①の段階では，病原菌の生産する何らかの成分が宿主による

認識にとって大きな役割を果たすものと推察され，実際にこれまでファイト

アレキシン蓄積などの抵抗反応を誘導する物質(エリシター)が多くの痛原

菌から分離されている。その実例に関しては秀れた総説75)があるので詳掘

は略すが.それらは，糖質，ペプチド，脂質など多岐にわたり.さらには病

原菌由来でない種々の化学物質や物理的な処理も同様のエリシター活性を示

すことが明らかにされている。しかし現時点で知られているエリシターの多

くはその作用が非特異的で.抵抗性の発現に関して実際に観察される宿主一

病原菌間の特異性を説明できない。従って.感染の場において認識に関わっ

ているエリシターの活性本体については，まだまだ多くの検討の余地が残っ

ている。ただし近年いくつかの系で，いわゆる非病原性遺伝子の産物あるい

はそれと密接な関係をもっ「特異的エリシター」に関する研究が大きな進展

をみせ76.77) この過程の解明に迫るものとして注目されている。

②のシグナル伝達の過程については，種々の系を用いた解析からcAllp78)

活性酸素79) Caイオン 80) ジャスモン酸46)などがシグナルのセカンドメッ

センジャー候補として提唱されている。しかしながらこの過程の研究例はま

だ不十分であり，この機構がすべての植物に共通であるのか，あるいは種に

依存して異っているのかも不明で，詳細については今後解明されるべき点が

多い。

③は前の 2つの過程に比べれば研究の進んでいる部分で，なかでもフラボ

ノイド系(マメ科)とテルペン系(ナス科)のファイトアレキシンについて

はその生合成に関する詳しい研究が行われ，多くの知見が得られている。そ

れらの示すところによれば，ファイトアレキシン生合成で鍵となる酵素は，

病原菌の感染あるいは種々のエリシター処理によって誘導的にdenovo合成

されるものであり，従って抵抗反応の誘導は宿主遺伝子の動的な発現制御を
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含むプロセスであることが示唆されている。しかし.ファイトアレキシンの

構造がそれぞれの植物により異なり.さらには同じ植物ではその抵抗性遺伝

子に関係なく同じファイトアレキシンが誘導されることを考えると，植物に

おける抵抗性の発現機構の理解にとって重要なのはこの過程そのものよりも，

この過程を活性化する①や②の過程であることは明らかである。しかるに①

や②の過程には.上述のように未だ不明な点が多く.結果としてファイトア

レキシンの誘導機構に関しては本研究で対象としているイネ科のみならず.

植物全般について未解明の部分が多いのが現状であると言わざるを得ない。

さて，前章において，エンバクのファイトアレキシンを構造を再検討した

結果.それらが桂皮酸誘導体とアントラニル酸誘導体の縮合した比較的簡単

な構造のアミド化合物であることを明らかにした。このような構造の単純さ

は，生合成過程の解析を容易にすると思われ.またその遺伝的なノ〈ックグラ

ンドもよく整理されていることから.エンバクは.上述のようなファイトア

レキシン誘導に関する未知の部分に迫るための有用な実験材料のひとつであ

ると言える。しかしエンバクの冠さぴ病菌は絶対寄生菌で培養が不可能な

ため，その成分研究がきわめて難しく， これが両生物間の物質レベルでの相

互作用の解析を困難なものにしている。そこで.本研究ではまずエンバク側

のシグナル認識からファイトアレキシン合成に至る過程について検討するこ

ととしそのためのプロープとして用いることのできるようなエリシターを

求めて検索を行った。活性の認められたエリシターについては.それらの作

用を誘導するavenanthramide類の組成を指標として比較しまたその組成の

ちがいをもたらす要因について考察を加えた。以下にその結果を述べる。

5-2 エリシターの検索

エンバクにおけるファイトアレキシン誘導を解析するためのプロープを求

めて，これまで他の植物でエリシター活性が認められている化合物あるいは

物理的な処理について，そのエンバクにおけるavenanthramide類の誘導活性

を検定した。活性の検定には.エンバクの第一葉の裏表皮を剥ぎ，その切片

を被験試料の水溶液にうかべる方法，あるいは幼苗に直接試料の水溶液を噴

霧する方法のいずれかを処理法を用いた。前者の処理法の場合には試料液を

そのまま，また後者の場合には葉身を熱2完酢酸水で抽出して. HPLC分析する
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表5-1 エンバクに対してファイトアレキシンを誘導するエリシター

供試化合物/処理 活性 毒性

糖質

Chitin (0.2mg/ml) (+) 

N-Ac-chitopentaose (lmg/ml) + 

Chitopentaose (O.lmg/ml) 十 十

Laminarin (1mg/m1) 

Laminaripentaose (lmg/皿1)

金属イオン

Ag+ (400ppm. spray) + 十

Cd2+ (400ppm. spray) + 十

Cu2+ (1ppm) + 

Ca2+ (100ppm) 

植物毒素

Victorin (lng/ml) + + 

Ophiobolin (50ppm) + 

Cochlioquinone A C50ppm) 十

生育臨害剤

DCMU (lmg/ml. spray) 十

Glyphosate (100倍液) 十

Diquat 006倍液) 十

物理的ストレス

肝照射 + 

傷害 + 

浸透圧 (0.911 sorbi to1) 

酸 (pH4) + 

その他

llethyl jasmonate (100ppm) + 

Oxygenated fatty acid (100ppm)本 十

* リノール酸をリポキシゲナーゼで処理したもの47l

qd 

p
h
u
 



ことにより生成したavenanthramide類を検出した。

検定した化合物.およびその活性を表5-1に示す。表にはあわせて，その

処理によりエンバクの葉身に何らかの傷害がもたらされたかどうかを肉眼的

に観察した結果も示した。まず糖質の化合物について調べた結果.キチ‘ンに

僅かながら活性が認められ.そのオリゴマーであるff-acetylchitopntaose'こ

有意な活性がみられた。またFーアセチル基のないキトサンのオリゴマー，

chitopentaoseにも活性がみられた。他の多くの植物で活性の認められてい

るβ-1.3グルカン (laminarin)およびそのオリゴマーにはavenanthramide

誘導活性はみられなかった。

次に金属イオンについて検討したところ.銀およびカドミウムイオンに誘

導活性が認められた。

エンバクのビクトリア葉枯病菌が生産する宿主特異的毒素victorinは，エ

ンバクの冠さぴ病抵抗性遺伝子Pc-2をもっ品種に対して極めて低濃度で

avenanthramide類を誘導する。吊 1) このことを考慶して，一連の病原菌由来

の植物毒素および合成生育阻害剤についてその活性を検定したが，いずれも

avenanthramide類を誘導せず. victorinの活性は特異性の高いものであるこ

とが解った。

uv照射.傷害などの物理的な処理も. avenanthramide類の誘導には無効

であった。また近年イネでファイトアレキシン誘導過程におけるシグナル物

賓と考えられているジャスモン酸のエステル，およびその前駆物質の酸化脂

肪酸にも活性は認められなかった。

以上より，キチンとキトサンのオリゴマー，銀とカドミウムイオンおよび

victorinがエンバクにavenanthramide類を誘導することが明らかになったが，

これらは，キチンオリゴマーを除いて，いずれもファイトアレキシンの誘導

とともに，エンバクに対して何らかの傷害をもたらすことが観察された。キ

チンオリゴマーでは，処理濃度をあげても顕著な植物毒性はみられなかった。

このようなエリシターによる作用の違いについて，さらに次節以下で比較検

討をおこなった。

内
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5-3 ヱリシター処理によるavenanthramide類の誘導

前節において，キチンとキトサンのオリゴマー，銀とカドミウムの金属イ

オンおよひ'victorinがエンバクにファイトアレキシンを誘導するエリシター

活性を有することを見いだした。しかしこのような化学的に多様な物質が

同じメカニズムで植物に作用し，ファイトアレキシンの誘導をもたらしてい

るとは考えにくいところである。これを考慶して，本節ではそれらのエリシ

ターによるavenanthramide類の誘導についてさらに検討を加えた。

エリシターとしてキチンとキトサンのオリゴマー.銀イオンおよひ'victo-

rlnを用い，それぞれの水溶液に裏表皮を剥いだエンバク葉片を浮かべて(な

お，銀イオンエリシターについては表皮を除去して処理すると激しい毒性が

発現したので，葉身の切片をそのまま用いた)処理を行い. 24時間後に誘導

された物質をHPLCで分析した。得られたクロマトグラムを各エリシターごと

に図5-1に示す。図に見られるように，供試したエリシターいずれの場合も

誘導される主要成分はavenanthramideA(前章 12)であったが，副成分の

組成にエリシターによる差異が認められた。すなわち.キチンオリゴマーの

場合には冨Ij成分としてavenanthramideB ( 15 )とL( 16 )がよく誘導さ

れたが，それ以外のキトサンオリゴ.マー，銀イオンおよびvictorinの場合に

は 13と 14の誘導が抑制され，かわって未知の成分 (UK)の誘導が顕著に

なった。このような副成分の誘導ノfターンの違いは，エリシターの植物に対

する作用の違いを反映しているものと考えられ，このことからエンバクに対

するエリシターはキチンオリゴマーとそれ以外の少なくとも 2つのグループ

に分類できることが示唆された。またこの誘導ノfターンの違いは前節におい

て観察されたエリシターの毒性の有無とも対応している。なお，ここでみら

れた未知誘導成分UKはキチンオリゴ、マー以外のエリシターグループを特徴づ

ける化合物であると言えるが.これはエンバクに不親和性の冠さび病菌を接

種した場合には検出されない(図5-2)。逆に，この副成分の誘導ノfターン

からみれば，菌接種葉において観察される/{ターンには，キチンオリゴマー

によるものとの相似が認められた(図5-1a)。
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5-4 Victor inおよび銀イオンによって特徴的に誘導される化合物の同定

前節において. victorinや銀イオンなどの毒性を示すエリシターが，冠さ

び病菌の接種時にはみられない代謝物をエンバクに誘導することを認めた。

この代謝物は一種のストレス化合物とみなすことができるが，その誘導はエ

ンバクに対する先のエリシターの作用と病原菌の作用との違いを反映した結

果であると考えられる。本節では，そのような作用の違いの指標となる誘導

代謝物の化学構造について検討した結果について述べる。

構造解析のための試料を調製するために，播種後7日のエンノ〈ク幼苗(品

種:勝冠1号)に.硝酸銀水溶液 (1000ppm)を噴霧し2日後にその地上部

(700 g)を刈り取ってメタノール抽出を行った。抽出物中に目的のストレ

ス化合物(図5-1のUK.17 )が含まれることをHPLCで確認後，これを液-液

分配. ODSシリカカラムクロマトグラフィーおよび逆相系HPLCで精製し. 17 

の精製物(15.7mg)を得た。

100 

a) 
80 
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323 281 

60 

40 i 147 

20 -1 01 1 10ι己2 I I 365(Mつ

。丁丁寸一寸一 I I I I I I 寸 r j 1 I I I 
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町 b) 281 
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図5-3 ストレス化合物(17 )のアセチル化物 (a)とavenanthramideAアセチル

化物 (b)のEI-!{Sスペクトル
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まず. 11のサーモスプレーLC-![Sを測定した結果. m/z300に擬分子イオ

ンOl+H+)が観illJされ，分子量が299と推定された。さらに無水酢酸によるア

セチル化後に得られたEI-llSスペクトルはavenanthramideA( 12 )のアセチ

ル化物のスペクトルと極めてよく似ており.このことからげを 12の異性

体であると仮定した。

この仮定のもと，次に 'H-および'3C-NllRスペクトルの比較から. 11は

12と同じ4-ヒドロキシ桂皮酸部分構造(0 H 6.53. 7.59. 6.84 (2H)および

7.49 (2H). δc 125.6. 130. 1. 115.9. 159.6. 141. 4および119.0)を有す

ることが予想された。これを確認するために 11のアルカリ条件下での加水

分解をおこなったところ.予想どおり 4-hydroxycinnamicacidを，標品との

HPLC上での挙動およびuvスペクトルの比較により分解生成物として認める

ことができた。従って.両者の構造の差異はこの桂皮酸部分ではなく，残り

のヒドロキシアントラニル酸部分にあるものと考え. I H-NllRスペクトル上の

この部分に相当するとみられるシグナル (δfl6.50. 7.95および8.19)に注

目した。これらのシグナルは，そのカップリング様式から1.2. 4-三置換ベン

ゼン残基に由来すること示しており. この置換様式から考えてアントラニル

酸部分の構造を. 4位に水酸基をもっ4-hydroxyanthranilicacidと推定した。

1H 1H 1H 2H 2H 1H 1H 

8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 

図5-4 ストレス化合物(11 )の'H-NXRスペクトル
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HO〈hkl勺
17 

以上により. 17の全体構造をが(4-hydroxycinnamoyl)-4-hydroxyanthr-

anilic acidと推定しこれを合成によって確認することとした。

合成はscheme4によって行った。すなわち. 2.4-dinitrobenzoic acid 

( 18 )を出発物質として3段階の反応で4-hydroxyanthranilicacid( 21 )を

調製し 82.83) これをアセチル化した4-hydroxycinnamicacidのクロライド

と縮合させた。次いで， この縮合物アミドをアルカリ条件で処理して脱保護

することにより 17を得た。この合成品の物理化学データ(lH-および13C-

NllR. IR. UV. !lS)を天然物のデータと比較したところ.両者はよく一致し，

これにより上記の推定構造が証明された。
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図5-7

合成 17のuvスペクトル
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17については.以前にCollinsらがエンノ〈クの種子の成分avenanthr-

amide Gとして記載しているが71】，その単離方法や物理化学データについて

は全く記載がない。エンバクにおけるストレス化合物として見いだされたの

本研究がはじめてである。

この

は，

5-2節で見いだされた，エンバクに対してエリシター活性を示す物質は，

それらが，同じメカニズムでファイトアレキシンの誘導を引き起こしている

とは考えにくいような.化学的に性質の異なるものから構成されている。前

節までの検討により，その多様なエリシターが，その植物毒性やファイトア

レキシン誘導時における類縁化合物の誘導ノfターンからみて，少なくともキ

チンオリゴマーとそれ以外の化合物の 2つのグループに分類できる可能性を

しかしキチン以外のグループ (victorin.

一，銀イオン)には，依然としてそれらの物性に共通性を認めがたく， これ

らがどのようにしてファイトアレキシン誘導をもたらすのかについてはなお

エリシターによる細胞膜機能傷害とファイ卜アレキシン誘導活性5-5 

キトサンオリゴマ見いだした。

このグループのエリシターが共通してエンバク
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に対して毒性を発現することに着目し.そのファイトアレキシン誘導との関

連について検討した。

これまでにキトサンおよひ(victorinは，いずれも細胞膜の透過性を増大さ

せる作用をもつことが認められており，これらの化合物で処理した細胞では

電解質の漏出が引き起こされる 084.85} そしてこの透過性の異常が膜の機能

破壊をもたらしその結果細胞を死に至らせると考えられている。このよう

な毒性を有するエリシターでは.図5-8のキトサンオリゴマーの場合のよう

に，はじめは濃度の増加とともにファイトアレキシン誘導量が増加するが，

ある一定以上の濃度では毒性が顕著に現れ，誘導は全く見られなくなる。ファ

イトアレキシン誘導活性を示す濃度範囲においては，キトサンオリゴマー，

victorinいずれについてもその毒性の発現は肉眼的に顕著ではないものの，

このときにも図5-9に示すように処理エンバク葉切片からの電解質漏出は確

かに起こっており，既に細胞膜に部分的な傷害が生じていることが示唆され

た。キトサンとvictorinの植物細胞に対する毒性はカルシウムイオンによっ

て抑制されることが知られている。 81・86) この抑制の原因としては.正電荷
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をもっカルシウムイオンの，負電荷をもっ細胞膜との相互作用による構造の

安定化が考えられている。実際lこvictorinlこついてこのカルシウムの電解質

漏出抑制効果を調べた結果を図5-10に示す。このような知見をもとに.エリ

シター活性に及ぼすカルシウムイオン添加の効果を調べた。

結果を図5-11に示す。キチンオリゴマー以外の3種のエリシターの活性は

いずれもカルシウムイオンの添加によって阻害され，ファイトアレキシンの

誘導は 100μgfmi (0.9mMJ の添加濃度でほぼ完全にみられなくなった。この

うち銀イオンについては，細胞からの電解質漏出が担.11定できずその膜に対す
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図5-11Avenanthramide誘導におよぽすカルシウムイオン添加の効果

エリシター a)victorin (lng!mi); b)キチンペンタマー (lmg!mi); c)キト

サンペンタマー (0.1mg!mi); d)銀イオン (AgN03・10μg!mi)

-81-



る作用が明らかでなかったが，これによりキトサンオリゴマーやvictorinと

同様の影響を与えていることが示唆された。以上の結果は，これらのエリシ

ターによるエンバク細胞膜機能の傷害がファイトアレキシン誘導に関与して

おり，カルシウムイオンによりこの傷害が抑制されるとファイトアレキシン

も誘導されなくなることを示している。言い換えれば.これらのエリシター

は.メカニズムの詳細は不明であるが，それぞれが何らかの形で膜に傷害を

おこしこれにより二次的あるいは間接的にファイトアレキシンの合成系が

活性化されて，見かけ上同様の現象をもたらすのではないかと考えられる。

一方これら. 3種のエリシターとは，その作用が異なると考えられたキチ

ンオリゴマーについては，ファイトアレキシン誘導に対するカルシウムイオ

ンの影響はみられなかった。

5-6 キチンオリゴマーのエリシター活性

前節までで，キチンオリゴマーのエリシタ一作用は，エンバクに対する毒

性を伴わず，その他のキトサンオリゴマ victorinおよび銀イオンなどの

作用とは異なることを明らかにした。また5-3で示したように，キチンオリ

ゴ‘マーにより誘導されるファイトアレキシン組成のパターンは，不親和性の

冠さび菌を接種した場合の誘導ノfターンと類似しており，キチンオリゴ、マー

が実際に感染の場でもファイトアレキシン誘導に関与している可能性が考え

られた。本節では. このように興味深いエリシター活性を示すキチンオリゴ

マーについて，ファイトアレキシン誘導における濃度依存性，時間変化およ

びオリゴマーの重合度との関係を調べた。

まず，処理するキチンオリゴマーとして重合度5のペンタマーを用い，そ

の濃度とavenanthramideAを指標としたファイトアレキシンの誘導量の関係

を検討した。結果を図5-12に示す。 avenanthramideの生成はキチンペンタマ

-O. 05mg/ m12の濃度から認められ，その後生成量は濃度の増加にしたがって

増加して. 1-5mg/m12でほぼ飽和に達する傾向を示した。

図5-13には.キチンペンタマーによるavenanthramide誘導の時間変化を示

す。 Avenanthramideは.処理液中に4時間後から検出され. 18-24時間後に

生成量が最高となった後，若干減少した。
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図5-14 Avenanthramide A誘導に及ぼすキチンオリゴマーの重合度の影響

以上の結果に基づいて，処理護度を1皿g/mO.処理時間を24時間としてキチ

ンオリゴマーの重合度 (3~6) と活性強度の関係を調べた。図5-14に示す通

り，重合度3のトリマーには活性は認められず.重合度4から5のオリゴマー

に強い活性が認められた。また重合度が6になると活性が低下しキチンオ

リゴマーによるavenanthramideの誘導には，最適のサイズがあることが示唆

された。

5-7 考案

エンバクにファイトアレキシン誘導活性を示す化合物を検索した結果，菌

類の細胞壁構成成分であるJY-アセチルグルコサミンおよびグルコサミンのオ

リゴマー，銀やカドミウムなどの金属イオンに活性が認められた。またこれ

に加え以前から. ビクトリア葉枯病菌の生産する宿主特異的毒素victorinも，

エンバクの品種Pc-2!こ対してのみ特異的にエリシター活性を示すことが知ら
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れている。 81) 以上のように物性が大きく異なるエリシターの作用を比較検

討した結果，その植物毒性の有無，および誘導するファイトアレキシン組成

の違いから，それらはキチンオリゴマーとそれ以外のグループに分類できる

ものと考えられた。

植物毒性を示す後者のグルーフ.のエリシターの誘導活性は，膜機能を安定

化するカルシウムイオンの添加により阻害された。このことから.これらの

エリシターはまずエンバクの膜機能に伺らかの形で損傷を与え.それが引き

金となって二次的にファイトアレキシンの誘導が起こるものと推察された。

一方，キチンオリゴマーはエンノ〈クの細胞からの電解質漏出を起こさず，ま

たカルシウムイオンを添加しでもそのファイトアレキシン誘導活性は影響を

受けなかった。従って，この場合の誘導には膜の傷害は関与せず.与えたキ

チンオリゴマーがエンバクに本来備わっている「シグナル伝達機構」に直接

刺激を与えて.ファイトアレキシン合成系を活性化している可能性が示唆さ

れた。この点については後に議論する。

以上の2つのグループのエリシターの作用の違いは.誘導されるファイト

アレキシン組成の違いとなって観察された。特に膜の傷害が関与すると考え

られるエリシターでは，これまで冠さび菌接種時にはみられなかった特徴的

な化合物の誘導が認められ，その構造を解析した結果これをff-(4-hydroxy-

cinnamoy1)-4-hydroxyanthrani1ic acid (avenanthramide G. 17 )と同定

した。この化合物は細胞膜の傷害によりもたらされる一種のストレス物質で

あるが，これをよく誘導するvictorinの生産菌に対しては，ほとんど生育阻

害作用を示さず(データは示していない).防御物質としての機能はほとん

ど期待できないものと考えられる。前章でエンバクにおける被誘導性化合物

としてavenanthramideA( 12 ). B( 15 )およびL(16 )の構造を明らかにし

たが，これらはいずれも5-hydroxyanthrani1icacidを構成要素としているの

に対し. avenanthramide Gでは4-hydroxy体を構成要素としているのが特徴

的である。 avenanthramideと類似の構造のファイトアレキシンをもっカーネ

ーションでは， この4-hydroxyanthrani1icacidを構成要素としているもの

も多く見つかっているが，なぜエンバクではエリシターの作用のちがいによ

り誘導されるアントラニル酸成分が変化するのか，今後の興味深い検討課題

であると思われる。なおエンバクでも，種子の成分として4-hydroxyanthr-

ani1ic acidのクマル酸抱合体が見つかっている。 70)

p
h
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誘導されるファイトアレキシンの組成ノ ξターンから見ると.膜傷害を伴わ

ないキチンオリゴマーにより誘導されるノfターンと不親和性冠さび菌接種時

に得られるノfターンとの聞にはよい一致が観察された。この結果は，実際の

感染の場でも，キチンのオリゴマーがファイトアレキシンの誘導に関わって

いる可能性を示すものである。ここで.キチンオリゴマーの菌細胞壁からの

切り出しには，エンバクの細胞間隙に存在するエンド型のキチナーゼが関与

していると考えられ87.88) この活性は実際に冠さび菌の感染したエンバク

葉で認められている。これに関連して，キチンオリゴマーによるファイトア

レキシン誘導は5-6節で示したように処理後18-24時間で最高となるのに対

し冠さび菌接種時には通常.誘導が顕著になるのは接種後48時間後位から

である。この時間差は，病原菌と植物の相互作用部位でオリゴマーの切り出

し過程が存在することを示唆している。以上のことを考慮に入れて推定され

る，エンバクのファイトアレキシン誘導機構を図5-15に模式的に示す。

Chitosan 
Fragment 

Vict川 1¥ Secondary 

JFFJ  MetGboltsfrl 
Regulation 

i→…thramides 
Production 

図5-15 エンバクにおけるavenanthramide類の推定誘導機構
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キチンオリゴマーのエリシター活性は.イネでも認められている。 89) ま

たイネの培養細胞では.可溶性のキチン断片によって，キチナーゼの誘導が

おこることが示されており 90) 相互作用の場でキチンオリゴマーの「増幅」

が行われている可能性もある。イネでは，重合度6~8のオリゴマーが高い活

性を示すが89\ これはエンバクの場合の最適値4~5と若干異なっている。

キチンオリゴマーの作用としては他に，コムギやニンジンにおけるリグニン

化の誘導9I • 92) メロンにおけるキチナーゼの誘導93)などが認められてい

る。一方，双子葉植物でエリシターとしての有効性が示されている β-1.3あ

るいは1.6グルカンは，先に示したようにエンバクには無効で，他のイネ科

植物を見てもあまり活性が検討されていない。キチンと β-1.3グルカンは菌

類の細胞壁の 2大主要構成成分と言えるが，エンバクを含む単子葉植物は菌

類の認識に関して，前者のみを対象として利用しているようである。

これまで，エンバクの病害抵抗性に関係するファイトアレキシン誘導に.

キチンオリゴマーが何らかの役割を果たしているかもしれないことを考察し

てきた。しかし第 4章で述べたように.エンパク冠さび病では，品種ーレ

ース聞の親和・不親和性にそれぞれの遺伝子に支配された明確な特異性が観

察されている。キチンオリゴマーは，その物性の単純さからみて，病原菌の

レース間の差異を説明するには極めて不十分であり，特異性の決定に関与し

ているとは考えにくくい。従って，実際の感染の場では，より決定的な役割

を果たすエリシターが存在するものと考えるべきであろう。近年，そのよう

な特異性の決定に関わる化学的因子が，いくつかの植物病害の系で同定され

たことは緒言で触れたとおりであり，いわゆる「遺伝子対遺伝子仮説J94) 

が実証されつつある。本エンバク冠さび病の系についても，種々の実験を進

める上での困難はあるが，この「特異的エリシターJを明らかにすることは

今後の大きな研究課題であると言えるだろう。ただ，感染時には，植物側の

反応は一様でなく，菌と直接相互作用する部位の細胞では「過敏感死」と呼

ばれる細胞死がおこり，ファイトアレキシンが合成されるのはその周辺の

生きた組織においてであることを考えると，それぞれの反応に関わる因子が

異なることが十分予想される。すなわち，相互作用部位では主にキチンオリ

ゴマーを切り出すメカニズムが活性化され，その生成物がシグナルとなって

周辺に伝わり，ファイトアレキシン合成が開始されるのではないだろうか。

以上本章の検討により.キチンオリゴマーはその作用からみて，エンバク

『，a
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におけるファイトアレキシン合成系およびその活性化機構を解析するための

興味深いプロープであると結論できる。また，これ以外にもイネでキチナー

ゼ誘導作用がみられたように，種々の代謝調節活性を有していることも予想

される。これに関連してこれまでに.植物細胞壁の構成成分キシロースのオ

リゴマーがホルモン様の活性をもつことが示されており.他にオリゴガラク

チュロン酸にもエリシター活性が認められている。 95) このようにキチンオ

リゴマーを含むオリゴサッカライド類には，単に防御上での機能のみならず，

植物の生長や分化.形態形成など，未知の興味深い植物機能調節活性が期待

できる。このことを念頭におきながら，今後さらに検討をおこなっていきた

いと考える。

5-8 実験の部

実験材料:エンバクは品種勝冠 1号またはPc-2を用い，パーミキュライト上

で， 250C人工照明の常光下で生育させ.播種後 7日の第 1葉を実験に供した。

エリシターとして用いた，キチンおよびキトサンのオリゴマーは生化学工業

より購入した。 Victorin(D)は神戸大学農学部真山先生より供与していただ

いた。

エリシター活性の検定:エンバクの第 1葉の裏表皮を除去し長さ約2cmの

切片として被験エリシター水溶液に浮かべ，人工照明下250Cで保持した。 24

時間後この処理液をHPLC(カラム， Wakosil 11 5C18 4.6x150mm;移動相，

メタノール一日リン酸水溶液(1/1)， 0.8mllmin;検出， UV340nm)で分析し

avenanthramide類の生成を検出した。エリシターを幼苗に直接噴霧処理した

際には，葉身に2第酢酸水を加え，沸騰湯浴中で10分間加熱して抽出し，同じ

HPLC条件で分析した。

電解質漏出の測定:エリシター処理後24時間における処理液の電気伝導度を

堀場製作所製伝導度計C-1721こより測定した。カルシウムイオン添加の影響

を調べる場合には，文献の方法86)に従い，処理後12時間から24時間の伝導

度の増加量で漏出を評価した。

ストレス化合物 11の調製:250Cに設定した人工気象器内で生育させた播種

後7日のエンバク幼苗(品種:勝冠 1号)に硝酸銀水溶液C1000ppm)を噴霧

した。 2日後.その地上部(700g)を刈り取り，メタノールで抽出し抽出
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液を遁過後，減圧濃縮した。得られた濃縮物をメタノールー水 (80/20)に

溶解し，ヘキサンとの分配による洗浄をおこなった後，さらにu酢酸7.1<で約

4倍に希釈し ODSカラム (Cosmosi175C18-0PN. 4x25cm)にアプライした。

カラムはまず，メタノールー水-酢酸 (80/19.8/0.2)で洗浄しついで同

(50/49.5/0.5)で溶出した。溶出液を減圧濃縮後. HPLC (カラム. Cosmo-

si1 5Cl8 AR. 20x250mm;移動相，メタノールー水ー酢酸 (55/44.55/0.45，

流速6mllmin. 検出. UV 280nm)により精製を行って，黄色粉末状園形物

(15. 7 mg)を得た。その物理化学データは以下に示す通りである。

UV A max(CH30H) nm: 326. 259. 217. IR νmax(KBr) cm-1: 3320. 1600. 

1225. Thermospray-LC-~S: 300 (M+H+). 282. 256. IH-N~R (CD30D)δ: 

6.50 (lH. d. J=15. 8Hz). 6.53 C1H. dd. J=9. O. 2. 5Hz). 6.81 (2H. d， J= 

8. 8Hz). 7.49 (2H. d. J=8.8Hz). 7.59 C1H. d. J=15.8Hz). 7.97 C1H. d. 

J=9.0Hz). 8.19 (lH. d. J=2; 5Hz). 13C-NllR (D~SO-d6)δ105.7. 108.7. 

109.6. 115.6. 118. 9. 125. 3. 129. 7. 133. 2. 140.9. 143. O. 159.2. 161. 7. 

163.9. 169.5 

17のアセチル化:精製した 17C1mg)を無水酢酸 (250μ)とピリジン

(250μ)の混合液に加え48時間室温で放置した。反応液を撞過後，窒素気

流で濃縮し残撞を分取シリカゲルTLC(ベンゼンージエチルエーテル(3:1)) 

で精製してアセチル化物を得た。 EI-llS皿1z: 365 (ll+). 323. 281. 280. 

253. 252. 236. 147. 135. 119. 10.6.91. 43. IH-NllR (CD30D)δ: 2.32 

(3H. s). 2.37 (3H. s). 6.72 C1H. d. J=16.0Hz). 7.16 (2H. d. J=8.3Hz). 

7.26 -7.38 (2H. m). 7.61 C1H. d. J=8.3Hz). 7.86C1H. d. J=16.0Hz)， 

8. 23 (lH. d. J=8. 6Hz). IR νmax(KBr) cm-1: 1755. 1198. 

17の加水分解:精製した 17を2NNaOH水溶液に溶解し 12時間加熱還流

した。反応液を中和し，諸過した後，諸液をSEP-PAKC18カートリッジを用

いて脱塩し次いでグラジエントHPLC(カラム. Wakosil-II 5C18 HG 4.6 x 

150mm;移動指. O. Ui H3P03を含む20見直eOHを5分間流した後. 25分でメタノ

ール含量を80出まで増加させる，流速. O. 8mll min;検出， UV 280nm)により

分析した。さらに検出されたピークに相当するカラムからの溶出液は分取し

て. UVスペクトルを測定した。 4-Hydroxycinnamicacidは保持時間16.2分に

検出され. UVスペクトル Amax (lleOH) 312および300(sh) nmを与えた。

合成:4-Hydroxyanthrani1ic acid ( 21 ). Reinhardとllaternの方法82)に
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従い.2.4-dinitrobenzoicacid ( 18. 5g)をammoniumsulfide (15潟水溶液，

Aldrich)を用いて還元し 2-nitro-4-aminobenzoicacid ( 19 )を得た。

生成物 19は文献記載の方法に従って抽出した後，弱酸性条件下 (pH5)で

酢酸メチル層に転溶させた。減圧濃縮後，酢酸一水から再結品をおこない褐

色の粉末状結晶を57%収率で得た。 mp236.5-239. 50C. EI-IlS m/z: 182(1l+). 

165. 136. 108. 80. 1 H-NIlR(CD30D)δ6.75 (lH.d. J=9.3Hz). 6.76 (lK 

s). 7.66 (lH. d. J=9.3Hz) 

次に 19(1. 82g)をDrainらの方法83)に従い，そのジアゾニウム塩を経て4-

hydroxy-2-nitrobenzoic acid ( 20 )に変換した。クロロフォルムーメタ

ノール (1:1)を展開溶媒とするシリカゲルカラムクロマトグラフィーによ

り精製を行って. 20の褐色結晶を得た。 (558mg.収率31.6潟). mp 230-232 

oC. EI-llS m/z: 183 (Il+). 139. 137.109. 81. lH-NIlR (CD30D)δ7.03 

C1H. d. J =8. 5Hz). 7.08 C1H. s). 7.77 (lH. d. J=8.5Hz) 

さらに 20のニトロ基を接触還元によりアミノ基へ変換した。 20(558mg) 

のエタノール溶液(12m1)に酸化白金(20mg)を加え.水素雰囲気下で3時間撹

持した。濯過および濃縮の後，残撞を7.1<から結品化させ. HPLC (カラム.

Cosmosil 5C18 AR20x250mm;移動相，メタノール-水-酢酸C10:98.1:0.9); 

流速. 6m1/min;検出.UV 280nm)で精製して 21の針状品 (271mg.収率

58. 2引を得た。 mp1540C (decomp.昇華性のため制定は困難で，観測値は

加熱速度に依存して変動した)

Anal. Found: C. 54.71; H. 4.47; N. 9.04%. Calcd. for C7H703N: C. 

54.90; H. 4.46; N. 9. 15%. UV A max (lleOH) nm (E): 320 (6500). 260 

(13000). 225 (43000). EI-IlS m/z: 153(1+). 135. 108. 107. lH-NllR 

(CD30D)δ6.09C1H. d. J=9.2Hz). 6.12 C1H.s). 7.69 C1H. d. J=9.2Hz). 

F-(4' -hydroxycinnamoyl)-4-hydroxyanthranilic acid. Avenanthramide G 

(17 )前章のavenanthramideA( 12 )の合成と同様に調製した4-acetoxy-

cinnamic acidchloride (1. 7 gの 4-acetoxycinnamicacidから得たもの)

を無水アセトン(12.3m!)に懸濁させ. 21 (187. 6mg)の無水ピリジン溶液

(12.3m1)を加えた。反応液を20分間還流加熱し放冷後減圧濃縮およびアセ

トンー水(80:20.v/v)による洗浄を数回繰り返した。残撞はさらにアセト

ンー酢酸ー水(80:10:10)に懸濁して一夜放置し減圧濃縮後アセチル基を除

去するためにメタノールー水ーアンモニア水 (50:40:10)中で30分間加熱還
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流した。反応後濃縮して得られた油状物をメタノール一回酢酸水から結晶化

させ，さらに同じ溶媒系で再結晶を行って 17の無色結晶を得た。 mp290-

2910

C. Anal. Found: C. 63.55; H. 4.53; N". 4.67%. CalcdforClsHI305N"-

1!4IeOH: C. 63.51; H. 4.56; N". 4.56%. Thermospray LC-iS皿!z:300(i+H+).

282. 256. EI -iS mlz: 299 (1+). 281. 181. 147. 119. 91. UV A max 

(ieOH) nm (ε): 328 (35000). 304sh (25000). 264 (6000). 220(22000). 

IR νmax (KBr) c皿ー 1:3320. 1600. 1225. I H-N"iR (C0300) δ: 6.51 OH. 

d. J=15.8Hz). 6.53 (la d~ J=8. 8. 2. 5Hz). 6.81 (2a ~ J=8.4Hz). 

7.49 (2H. d. J=8.4Hz). 7.60 (lH. d. J=15.8Hz). 7.97 (lH. d. J=8.8Hz). 

8.21 OH. d. J=2. 5Hz). 13C-NiR (OIlSO-ds)δ: 106.2. 107.4. 110. 1. 

115.9. 119.1. 125.6. 130. 1. 133.3. 141. 4. 143.5. 159.6.' 162.5. 164.3. 

169.9 
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第 6章まとめ

以上 3つのイネ科植物ー病原菌の系で，その相互作用に関わる化学物質に

ついて検討を加えた結果，次のようなことを明らかにすることができた。

1. 葉枯病菌Bipolarisbicolorの生産する植物毒素として4種のcochlio-

qUlnone類縁化合物を同定した。これらの化合物はいずれも宿主植物の生育

を低濃度で阻害し同菌の病原性発現にとって重要な役割を果たすものと考

えられた。

2. オオムギのうどんこ病抵抗性に関与する化学物質解明の手掛かりを得る

ため.そのストレス物質を検索し誘導性の抗菌性物賓として. 12-oxo-l0. 

15-phytodienoic acidを， また蛍光性物質としーてtryptamineを同定した。こ

れら 2つの化合物は，いずれもうどんこ病菌の胞子発芽を阻害し，さらに後

者については，その菌接種時のオオムギ葉内蓄積量とうどんこ病抵抗性強度

との聞に相関が認められ，ファイトアレキシン様の機能を有するものと推察

された。

3. エンバクのファイトアレキシンについて，化学構造の再検討をおこない，

それらが従来考えられてきたようなベンゾキサジノン環をもっ化合物でなく，

p-クマル酸誘導体とアントラニル酸誘導体の縮合したアミド化合物であるこ

とを明らかにした。あわせて，冨IJ成分として新規物質avenanthramideLを同

定することができた。

4. エンノ〈クに対してエリシター活性を示す物質を検索し活性の認められ

た化合物の作用を比較検討した。この結果，エリシターはその作用からみて，

少なくとも 2種類に分類できることがわかった。そのうち，キチンのオリゴ

マーは.実際の冠さび菌接種時と同様の反応をエンバクにもたらすことが判

明し今後のファイトアレキシン誘導機構解明のための有用なプロープであ

ると考えられた。

5. エンバクに対してエリシター活性の認められた化合物のうち，細胞膜の

内
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場害作用を伴うものは.処理時に冠さぴ菌接種時にはみられない特徴的な化

合物を誘導することが認められた。その成分を単離して構造解析を行い，ル

C4-hydroxycinna皿oyl)-4-hydroxyanthranilicacidと同定した。

今後これらの物質の動態や作用性を詳細に解析し他の系での結果と比較検

討することにより，イネ科植物の疾病の成立要因や宿主決定機構についての

理解がさらに深まるものと期待される。

.' 
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