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SUllllnary 

Inhibitory action of pisatin， a phytoalexin from Pisllm sativllm L. was examined on spore 
germination rate of the following fungi; Fllsarillm solani王pisipathogenic to Pisllm sativllm 
L.， and CladoそtorillmJlllvllm and Fllsarillm nivale f. graminicola non-pathogenic to the plant. 
Spore germination of each of these fungi appeared eight hours after the inoculation into 

the medium added with pisatin in the shaking culture. The spore germination rate of 

the fungi， however， was recluced in the presence of pisatin， and it was more marked with 

the non幽pathogenicfungi to the pca plant than with the pathogenic one. Thc inhibitory 

action of pisatin on the spore germination of B. cinerea， a polyxenic fungus to plants， was 
intermediate between those in the pathogenic and thc non鵬pathogcnicfungi. 

Pisatin in the medium was inactivatecl by the spores of F. solani f. pisi eight hours after 
the spore inoculation and the amount of the inactivatecl pisatin was in proportion to the 

spore concentration inoculated into the medium. The inactivation of pisatin was obscrvecl 

simultaneously with the beginning of sporc germination. Pisatin in the meclium， on 
the other hand， was not inactivatecl by the spores of the non-pathogenic fungi while it 
was a little rcduced by those of B. cinerea. 

緒言

Phytoalexinが純物病原}符の生育をIHli与し， その阻害作用に選択的特異性がみられることは，

Cruickshankの最初の報告2) 以来，繍原14，15) その他多くの研究者によって報告4ム13)されてい

る.著者らも先に，サツマイモの ipomeamaroneにはその寄生菌と非寄生菌に対する阻害作用

lζ特異性がみられるζとを報告別した.また，椋Jjji!4);t'よび著者ら日)はエンドウの phytoalexin

である pisatin安培地に添加して，エンドウの病原菌を培養すると，培地中の pisatinは不活化

され，かっ，その不活化はヱンドウの非寄生蘭より大であることを報告した.さらに，著者らは

pisatin添加培地にその病原i$iFusarium solani f.ρisiの分生胞子を加えて振とう培養すれば，胞

子発芽の開始と同時l乙pisatinの不活化が始まるζとを切らかにした10-12) このように多くの綴
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物病原閣がその答::l純物体ILtE成された phytoalexinを分解し，不活化することについては，pisa-

tinでは前記の報告以外IL，Christensen， Wit忍lshoveら17) l-Ieathら，，)， medicarpinでは Hig-

ginsらG) Sakuma ら 1~) ， phaseollinでは Vanden Heuvelら16) Heath C;>，，) 1ζよってそれぞれ

報告されている.ミ当~~行らは I蒔 lこ述べたように，長([物病原i狩による phytoalexin の不活化について

一巡の実験を行なっているが，ヌド:尖!段では pisatin の各持病原附JJ包子発!，jqζ対する l>il~lH/I:m ふ、よ

びそれら胞子による不活化について検討を試みたものである.

エンドウの寄生繭および非寄生菌の胞子発芽に対する pisatinの阻害作活とこれら純子による

pisatinの不活化

1.実験方法

1) エンドウの淡からの pisatinの採集

従来の方法9，14)に準拠して行なった.すなわち，若いエンドウの爽の子安ILFusarium solani f. 

pisi Synd. et Han.の胞子浮遊液を銭穏し，おOC1L24時間bいた後， ζの液をまためで，遠沈， J: 

澄液 (pisatin惨出波〉を1!}'た.この液から pisatinを石油エーテノレで:'tlI Il!し，減圧濃縮により滞

納エーテノレを除去して，紘 pisatinの自色乾間物を得た. これをエチノレアルコールlC溶かし，紫

外部の吸収曲線から pisatinを確認するとともに，これを pisatinアルコーノレ原液として冷淡し，

以下の実験に用いた. pisatin原液の 309nmでの吸光度は4，8であり， ζの濃度は穆11:¥液中の

pisatin濃度の約2倍であった.

2) 病原菌胞子発芽lζ対する pisatinの阻害試験

1. 供試前 寄生lおとしてエンドウの娘腐病!1t{Fusar匂msolani f.ρisi Synd. et Han.，非託子生

iiとしてトマトの葉かび病I笥 Cladoψoriumfulvum Cool況をそれぞれ供試Iおとした.結総力11m

馬鈴惑霊祭天士宮養主主に培養して得られた両院の分~È胞子を，ピオチン・チアミン力日用 Czapek 液体

培地(ビオチン 500ppm，チアミン 50，000ppm)Iと加えて濃厚な浮遊液を作り，殺関ガーゼ、でろ

過して炎染症物を除去した.

ii. Pisatin添加塙地中で‘の胞子発!，jo阻害試験 殺j!f{した 100mlメスフラスコに2.5mlのpisa国

tinアノレコール原被を入れ， 湯Jl江上でエチノレアノレコールを除去した後， 得度 0.6mlのエチノレア

ノレコールで pisatinを溶かし， ζれiにζピピ、オチン.チアミン力加加i日1m羽1Czap巴】ki液夜休;治A
浮遊淡を添加して， 総容毘最;を 2加Omlとし7たこ (ヱチjルレアノルレコ一jルレの濃}皮支は 396). ζのi時}汚寺の}胞惚子浮

i遊箆釦?液皮の添力加日i泣立はi最詰終胞ヲ子乙縫皮が1視型野g竺当F当!り ，200i密検銭下で， 平均25，50， 100倒の3段階になる

ように調援した.これらの胞子添加淡を 250Cで振とう培養し，培養始めから 4時関係l乙2411年間

まで，各濃度の胞子浮遊液について，その胞子発芽本を，対照区として設けた pisatin1i!~添加
(エチルアルコール濃度は 396)政地での胞子発芽率と比較した.

iii. 胞子による pisatinの不活化試験 前記の胞子発芽試験と全く向織に試験匿を設けて振と

う培養を行ない，各培養時閣にbけるJ京地中のpisatin~監を定f立し，その減少量をもって pisatin

の不活化遺とした.すなわち，各時間以:謎した培地を湯煎上で加熱して，エチルアルコーノレを完

全に徐去した後，右油エーテノレで pisatinの抽出を行ない，減配下で石油エーテノレを除去して，

再度エチノレアルコールに溶かし， [五J述と同様lCpisatinを定散した.

2.結果。エンドウの号寄生菌ふ、よび~I::寄生閣の胞子発芽lと対する pisatin の凱容作m

1. 寄生溺 F.solani f・1均iの場合 F. solani f・1りlSZの発芽率は Table11ζ示す通り， pisatin 1m: 

添加給地で・は権益811寺1m自に発芽がみられ，発芽J容は3396であった. Pisatin添加政地でも向様
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Tablc 1. Sporc gcrmination ralc 01' FusariulIl solrllli f. tisi in mcdia wilh and without pisalin at 
various hours aれerinocula tion 

With pisatin 

25* 25 50 100 
Hours aftcr 

¥ 

oculation 

o (hr) 。 O O O 
4 。 O O O 

8 33.0 15.3 ( 47.9)祢本 13.0 ( 39.1) 13.4 ( 40.7) 
(3'1.4 34.1 ( 99.6) 33.2 ( 93.6) 86.9 (103 ) 

16 100 100 (100 ) 100 (100 ) 100 (100 ) 
2'1 100 100 (100 ) 100 (100 ) 100 (100 ) 

象 Sporcconccntration sholVcd as spore l1umbcr in one field unclcr microscopc (x 200) 

州 Figllrcsin parenthcscs arc ShOW11 by 100 x ~~~:~~:~~りiOT日空te in mcdium笠ith円:atin
germination rate in medium withollt pisiuii1 

lζ， 811.]'11¥1討に拍子の発ぷはみられたが，その11与の発見tネ(r.J:.1J包子濃度25伽!の場合15.896，50111!1の

Jj;j合13.0形， 1001[.)1のi見合 13.4必で，いずれも pisatin無添加ih地中のそれより低<(， pisatin に

よる発茅liJ:l{l{-がみられた. ヅi，胞子濃度11¥1にはその発見4率にあまり差はみられなかった.また，

このような11[1.i!}作用は抗議 811.1'11臼までみられたが，それ以降での発芽lf，sは食器添加13:と同様に上昇

し，両者のIH11こ涯は認められなかった.

ii. )1;宿生成iC.fulvumの滋合 C. fulvum の)[3.~1~2r，sは Table2 Iこぶす通りである.この場合
も， J庁長 811寺!日!日 lζ 発見5はみられたが，全般的lζ発~~:;~舌は低く， とくに， pisatin無添加i71‘地の

18.796に比べて，添加的地ではL吋Jれの胞子iJE! JJ[でも発ぷはわずか (3 .4~6.496) であった.ま

た，その後のJ庁長1I.)'lllj でも pisatin 添加山地での先立三本は 1nt添加 J在地のそれに比べて劣って j~. り，

pisatin によるliJ:l~与が fず，'. soLαni f.ρ1Stの場合より強く吸われた.

Tablc 2. Sporc gcrminatioll ratc 01' CladosjJorilllll jitlvum in mcdia with and withOllt pisatin al 

various hours aftcr inoculation 

With pisatin 

25ホ 25 50 100 
HOllrs after 
inoclllatio日

。(hr) 。 。 O O 

4 O 。 O O 

8 18.7 3.4 (18.2)帥 3.4 (18.2)料 6.4 (34.2) 

12 25.8 7.3 (23.3) 16.4 (63.6) 15.6 (60.5) 

16 23.8 14.5 (50.3) 16.3 (58.3) 17.4 (60.4) 

24 26.3 20.3 (75.8) 20.4 (76.1) 19.2 (71.6) 

ホ SporecOllccnlralion showcd as SpOfC 11llll1bcr in one f1clcl unclcr microscopc (x 2(0) 

gcrmination ratc in mcclillll1 with pisatin 
料 IJiguICSinpareiltiltitsmarc showzlby100xh;ふinal而訂五五三込百五品五百五恥瓦出品山

2) 胞子による pisatinの不活化

i. ヨ:f!:l三!お F.so!，αni f. pisiの場合 Pisatin添加N'，'J血にみ;閣の分生胞子を加えてよ内議した場合
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の培地中の pisatin量を経時的lζ示した結果が Fig.1である. 椛養8lf初旬自にはいずれの胞子

濃度でも pisatinの減少が始まり， :tぢ養時間の経過とともにその減少は進み， また，その減少

率は胞子濃度と比例してbり，培養24時間後では胞子濃度100仰の場合，培地中の pisatinはほ

とんど消失した. また， pisatinの減少が始まるのは胞子の発芽開始時間(lf，:議後8時間自)と

一致した.

ii. 非寄生菌 C.fulvumの場合 本菌の分生胞子を pisatin添加培地で松・養した場合の培地中

のpisatin会最を示したものが Fig.2である.培地中の pisatinの減少はいずれの胞子濃度でも，

また，いずれの培養時間でも全くみられなかった.このことから，非寄生硝である C.fulvumで

はpisatinの不活化は起らなかったと考えられる.
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エンドウの寄生欝と持寄生菌および多犯性菌の胞子発芽に対する pisatin(J)組審作用とこれら

の胞子による pisatinの不活化

1.諜験方法

前記実験と時様lζエンドウの淡から得られた pisatinをJfJい，供試菌ーにはエンドウの寄生菌と

して前試験と問様rcF. solani f.ρisiを，非号移住一熔として Fusariumniωle f. graminicola Syn. et 
Han. (イネ掲色業枯病碕)，多犯性菌として Botrytiscinerea Per. et Fri. (灰色かび病菌，キンセ

ンカから分離)をそれぞれ用いて行なった.病原理iの培養，胞子発:51~;h~ よび pisatin の不活化試

験は前記試験と同様にして行なった.

2.結果

1) 胞子発yj'=lζX1する pisatinの阻害作用

各病原菌胞子発:!i"=KX"1する pisatinの阻害作f誌は Table3 1ζ示す巡りである. ~ ササLの!滋もI九

議811寺nJJeHζ発芳三がみられたが， pisa tin 11!t添加区のそれに比べ， エンドウの寄生街である F.

solani f. pisiが発芽率はもっとも良く，これに次いで多犯性砲の B.cinereαであった. これに対

して，非寄生蘭である F.nivale f. graminicolαではもっとも発茅ネは低くかった. 1211寺前自に

ついてみると ，F. solani f. pisiとB.cinereaの発:!f率は無添加iまのそれとはみられなかったが，
F. nivale f. gr，αminicolaの発茅ネは無添加i豆の発芽ネの28.996にすぎなかった. ζ のあ~i~~から，
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Tablc 3. Spore gcrmination ratc of thrcc palhogcns in rncdia with and without pisatin at various 

hours aftcr inoculation 

Fllsarilllll llivale f. gralllIllicolα Bollytis cIncrea Fllsariwll solαlIi f.tisi 

With 
plsatm 

Without 
plsatm 

With 
lJlsatm 

Without 
plsatm 

'vVith 
plsatm 
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5.2 

( 12.7) 

1'1-.7 

( 28.9) 

33.6 

( 48必)

40.7 

( 40.7) 

O 
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70.。
(100) 

100 

(100) 
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10.0 

( 31.4) 

46.2 

(102) 
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(110 ) 

63.2 

(100 ) 
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2) Pisatinの各病i誌による不沼化

結果は Fig.3!乙示す通りである.寄生l:sjである F.solani f.ρISIの胞子を pisatin添加J;"il山ζ
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Fig. 3. lnactivation of pisalin by spores of FlIsarilllll solani t: tisi，βotlytis cinercαand Fllsarium 
nivale f. gralllinicolαin Czapck mediul11 at various hours aftcr inoculation. 
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.ttf益ーした場合は， J先養後8~12n~'n\jで pisatin は減少し始め， その後も的養1I;}rmの経過とともに
漸減した.また， ζ の場合も不活化が始まるのは胞子発芽 IJ治会の1I.~:rm と一致し，これらの ζ とは
前試験のあIρl~ と同じであった.多犯tl:閣の β. cinereα でも J~\:養12~1611!11日j で pisatin は減少する
が，F. so/'αnz・f.ρIS1のそれに比べて減少率はf尽くかった.これに対して， ;JI:: ?f!I:=.闘の F.nivale f. 
graminicolaでは pisatinの減少はみられず，不沼化は起らなかった.

考 察

本実験ではまず，エンドウの宿生閣である F.solani f.ρisiと非寄生j!sjであるc.んlvum，F. 

nぬαlef. graminicola ;T>よび多犯性器iである B.cinereaの胞子発五三に対する pisatinのi汲寄作尽に

ついて比較を行なった.その紡来，その阻害作用は;W寄生11M!r.対してもっとも強く現われ，これ

に次いで多犯性j]¥iにみられ，また，寄生l請にも認められたが，供試j!sjの中ではもっとも弱く現わ

れた. このよう lにζpl匂1ひザyぺtωoal巴悶x1nが病原l磁怒のE生主1育守lにζ対するl脱{泣i且H怒号作Jf:llκζ選択的特災

ついては， Cruickshank2)を始め，著者ら9，10)かよび多くの研究者ーによって報告されている.近

， Harrower4 ) はエンドウの寄生関 Ascochyta ρisi の中，病原伎の~なる 2 つのレース (R-l ，

R…めについて， その胞子発;!;jqζ対する pisatinの盟努作用を比較した結果，病原性の強いレー

ス (R-2)より病原性の弱いレース (R-l)の方が強いi泊客を受けることを報告しているが，この

ように同一線内の術系に対しても phytoalexinの作用に差異がみられることは宿主一得生者向の

相互反応の結果生成される phytoalexinが，病原繭の virulenceと密接な関係にあることを示す

ものと考えられる.

つぎに，本実験に供試した病原隊胞子による pisatinの不活化を経i略的lζ調べた結果，総義8

11寺!日!日から pisatinの不活化が始まり，これは!胞子発:M三開始の11寺1l1Jとー殺した.F. solani f. pisi 

ではその後，府養11寺rmの経過とともに不活化は進み，その不活化の程度も添加紹子濃度と比例的
であった.また， pisatinの不活化程度は F.solani f.ρIS1 こ比べて劣るが，類似した傾向は B.

cinereaでも認められた.これに対して， ;l-I::o/，:Et:.闘である C.fulvum J，>よび F.nivale f. gramini偏

colaでは不活化はみられなかった.ζのような病原l容による pisatinの分解，不活化について若

ら10.1l)は先に，F. solani f.ρISIのj!sj糸によって認められること， J;、よび本的の胞子発;!J'開始と

!司!時lζ不活化がjt9ることを報告は)してかり，本実験でも再確認された.ーブIj，;1-1::寄生iおの胞子で

は pisatinの不活化はみられなかったが， これと悶様な結果は DeWit忍lshoveらも非寄生協

Glomerella cingulαtα について報告3) している. これに対して， Heath5) とHiggins6)は pisatin

とがlaseollinがアルファノレファーの病!.lJ{j!tfStenphylium botryosumで分解されることを報告して

いるが，この場合も，その不活化力はアノレファノレブァーの phytoalexinである medi問中1nζ対

してより劣ることを認めている，病原摘による phytoalexinの不活化については pisatin以外で

多くの報告があるが， Mansfieldら7)は，ソラマメの wyeroneacidがB.cinereaより B.fabαeに

よって強く分解されるため，B.fabaeによる摘斑の拡がりが B.cinereaのそれより大きくなると

考察した.このように phytoalexinが病原菌によって不活化されることは病害抵抗性と深い関係

があり，今後解明すべき多くの問題を含んでいる.また，胞子発芳三と向11寺l乙pisatinの不活化が

始まる ζ とは胞子の発芽により，ある磁の不活化物が胞子から産出されるためと考えられる.De 

Wit忍lshoveら3)はこれを pisatin分解酵素と想定しているが，この不活化物の検討も必要である.
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摘要

Pisatin添加情地l乙エンドウのl.Elミ前 F.solani f. ρisi と ~Iô寄生成 Cルlvum，F. nivale f. grami・
nicolaをi官接すると， いずれのjatfも塙義81時間自に胞子発芽はみられるが， pisatin 無添加府地

に比べて発芽は抑えられ，そのiやでも非寄生閣は寄生t誌に比べて強く阻害された.これに対し，

多犯性閣では両者の中間的な阻害をうけた.

培地中の pisatinは寄生繭 F.solani f. pisiの胞子により， tft養後81!;tFrlJ日から不活化され，そ

の不活化;抵は胞子濃度lと比例した.したがって，不活化が始まるH苦闘は胞子発芽が始まる時間と

一致した.これに対・して，非寄生磁 C.fulvum， F. nivale f. graminicoZαでは pisatinの不活化は

みられず，B. cinereα では~~い不活化がみられた.
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