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は じ め に
植物の病害 を早期 に 的確 に診断す る こ と は， 病害防除

に と っ て 重要であ る 。 病害の 中 で も ， 地上部 に特徴的な

病斑 を形成す る も の は比較的診断が容易 で あ る が， 全身

的な症状 を示す土壌伝染性病害， な か で も 導管病 は相互

に 区別 の 困難 な も の が多 い。 こ れ ら 土壌伝染性病害 の診

断 は， 普通擢病組織 を培養 し て 病原菌 を検出す る こ と に

よ り 行わ れ る が， こ の 方法で は培養の た め に 時間 を 要す

る 。 最近で は， 抗原抗体反応 (木曽 ・ 峰， 1992) を利用

し た り ， 菌の遺伝子 を検出 (高橋， 1986) し た り す る こ

と に よ り 病害 を診断す る 方法が試み ら れて い る が， こ れ

ら の 方法 は非特異的反応が生 じ た り ， 試薬が高価であ る

な ど の欠点があ り ， よ り 安価で迅速 な方法の 開発が求 め

ら れて い る 。

積物 は病原菌の感染 を 受 け る と ， 種々 の代謝的 な変化

を示すが， そ れ ら の 中 に は そ の病害 に特有の も の があ る

こ と も 考 え ら れ， そ れ を検出 す る こ と がで き れば， 病害

診断 に利用 で き る 。 こ の よ う な考 え の も と に ， ナ ス の 主

要 な土壌伝染性病害 3 種 に つ い て ， 擢病植物中の数種の

酵素活性の変化 を調べた。 病原菌の感染時 に は， フ ァ イ

ト ア レ キ シ ン生成や リ グニ ン化 に 関わ り の深いペルオ キ

シ ダー ゼ， ポ リ フ ェ ノ ー Jレオ キ シ ダー ゼ， フ ェ ニ ル ア ラ

ニ ン ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ， β'-1， 3- グ ル カ ナ ー ゼ等の活性

が高 ま る こ と や， 抵抗性反応の 引 き 金 と な る ス ーパ ー オ

キ シ ド の代謝酵素 ス ーパ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ活性の

高 ま る こ と が知 ら れて い る 。 ま た 擢病組織ではペ ク チ ン

分解酵素 ( ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ ー ゼ， ペ ク チ ン 酸 リ ア ー

ゼ， ペ ク チ ン メ チ ルエ ス テ ラ ー ゼ等) や デ ン プ ン分解酵

素 ( ア ミ ラ ー ゼ) 等の活性が上昇す る こ と も 知 ら れて い

る 。 今回人工的に病原菌 を 接種 し て ， ナ ス 半身萎 ち ょ う

病， 半枯病， 青枯病 を起 こ さ せ， そ の擢病株の薬 に お け

る 上記 8 種の酵素活性 を 測定 し た と こ ろ ， 5 種類 に 活性

上昇がみ ら れた の で， こ れ ら の酵素活性の測定か ら 病害

を診断す る 方法 に つ い て 紹介す る 。

I 羅 病 植 物
本葉が 5�7 枚展開 し た 高 さ 30�40 cm の ナ ス 苗 (品

Attempt on  the Diagnosis o f  Soilborne Diseases by  the 
Enzyme Activities. By Mitsuo KAWARADANl 

種千両二号) の根を 洗浄後， 軽 く 断根 し て 各病原菌の懸

濁液 に 浸 し た 。 病原菌 を 接種 し た ナ ス の酋 は ， 室温 25�

350Cの温室 内 で栽培 し た 。 本条件下では青枯病 な ら 1�2

週間， 半枯病 と 半身萎 ち ょ う 病 は 2�4 週間後 に 病徴が現

れ る の で， 権病株か ら 症状の 激 し い葉， 軽い葉， 症状の

ほ と ん ど み ら れな い棄 を そ れぞれ採取 し た 。 こ れ ら を リ

ン酸緩衝液 (pH 5 . 5) 中 で磨砕 し ， メ ン プ ラ ン フ ィ ル タ

ー で ろ 過 し た 液 を 酵素活性測 定 用 の 試料 と し た ( 図 -

1) 。 本試験では， 簡便性 を優先す る た め ， す べ て の酵素

活性 の測定 に 同 一 の 抽 出 法 で得 ら れ た 磨砕液 を 供試 し

自 ろ

開

採取 し た 業 を . 氷冷 し た宇l鉢を用い.
50mM リ ン 酸緩衝液 pH5.5
( 禁 19当 り 5ml) 中 で磨砕 す る .

吸引 ろ 過 に よ り 残溢 を 除 < .

孔径0.8μmの メ ン プラ ン フ ィ ル タ ー
で ろ i創造， 氷 水 中 に保存 し
た だ ち に ， 酵 素活性 を 測定 す る .

図 - 1 酵素活性測定用試料の調製方法
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た。 い く つ か の酵素に と っ て は こ の pH 5 . 5 の リ ン駿緩
衝液 は ， 抽出効率や安定性の点でやや不安 は残 る が， 酵
素反応の 際 に は 文献記載 の緩衝液 と 同 じ に な る よ う に
pH を 調整 し た 。

H 酵素活性の測定 と そ の結果

1 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (POX)

試料液 5 μl を VETTER ら (1958) の方法に準 じ て ， 。 フ

H
U凶己
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0.2ml  
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綴iiliíil� pH5.0 2.0ml 
③ 業Îllitl:'，液 ( 酵素活性浪IJ定問 試料)

5-20μl を 試験管 中 で混合 す る .

lv

 ④ 0.3%過酸化水素7/< 0.2ml 
を 加 え て 反応 を 始め る .

↓ 

室温で 5 分間反応後
③ 飽和!IE硫酸水素ナ ト リ ウ ム

O.4ml を 加 え て 反 応 を 停止 さ せ る .

l cmセ ル に移 し て 430nmの
吸光度 を 測定 す る .

図 - 2 ペノレオ キ シ ダー ゼ活性測定の手順

ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン， 過酸化水素 と 反応 さ せ， 430 nm の吸
光度 を測定 し た (図-2) 。 図-3 に 示 し た よ う に， 健全株に
比べて ， 青枯病擢病株か ら 採取 し た 葉 は有意に POX の
活性が増加 し た 。 ま た， 半身萎 ち ょ う 病， 半枯病擢病株
も 健全株に比べて活性が高い傾向がみ ら れた が明 り よ う
な差 と は い え な か っ た 。 そ れ ゆ え ， 供試薬， 特 に 無症葉
の POX 活性が健全株 よ り 高 け れ ば青枯病の 可能性が高
いが， 半枯病， 半身萎 ち ょ う 病の可能性 も 否定で き な い

の で， 本酵素の活性だ け で判定す る こ と は で き な い。 ペ
ル オ キ シ ダー ゼ は基質特異性が低 く ， 生体内 で種々 の化
合物の駿化を行 う 。 な か で も フ ェ ニ /レ化合物の 水酸化 と
モ ノ フ ェ ノ - }レ の酸化は， 病原菌の感染時 に フ ェ ノ ール

物質 を蓄積 し た り ， そ れ ら の ラ ジ カ lレ重合 に よ っ て リ グ
ニ ン を生成す る こ と に よ り ， 植物の抵抗反応 に 密接 に 関
わ っ て い る 。 病原菌感染時 に POX が増加す る 例 は， サ ツ
マ イ モ 黒斑病， ト ウ モ ロ コ シ ご ま 葉枯病等多 く の例 で知
ら れ て お り ， こ の と き の POX は 非感染時 と は違 っ た ア
イ ソ ザイ ム 組成 を持つ こ と も 報告 さ れて い る 。 ま た ジ ャ
ガ イ モ疫病や ウ リ 類炭 そ 病 に お い て は， 病原菌の感染部
位か ら 離れた部位で POX 活性が増加 し ， こ れが全身的
誘導抵抗性に 関与 し て い る と 考 え ら れて い る 。

2 か1， 3ー グル カ ナ ー ゼ (Glc)

試料液 5 μJ を ABELES and FORRENCE ( 1970) の方法に準
じ て ラ ミ ナ リ ン と 反応 さ せ， 生 じ た 還元糖 を DNS 試薬
に よ っ て 定量す る こ と に よ り 本酵素の活性 を 測定 し た 。
図 4 に 示 し た よ う に， 半身萎 ち ょ う 病株では， ど の症状
程度の葉 に お い て も 健全株 に比べて本酵素活性の 明 ら か
な増加がみ ら れ た 。 特 に ， 無 ・ 軽症葉での 活性の 高 さ
は， Glc が半身萎 ち ょ う 病の判定 に 有 用 な 酵素であ る こ
と を示 し て い る 。 半枯病， 青枯病権病株に お い て も やや
活性が高 い傾向 は み ら れた が， 判別 に 有効 と は 思 わ れ な
か っ た 。 本酵素 は ， 感染初期 に 菌 の細胞壁 に作用 し て エ
リ シ タ ー を遊離 さ せ る 因子 と し て ， 植物の抵抗反応 に 密
接 に 関与 し て い る 。 そ の た め こ れ ら 病原菌の感染時 に も
活性が高 ま る こ と が予想 さ れた が， 半枯病， 青枯病では
明 り よ う な増加 は み ら れな か っ た 。 こ れに は， 感染か ら
発病 ま での時間経過や葉 に お け る 菌密度等が関係 し て い
る と 思わ れ る 。

3 ス ーパー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ (SOD)

キ サ ン チ ン キ サ ン チ ン オ キ シ ダー ゼ系 で生成 さ れた
ス ー パ ー オ キ シ ド に よ る チ ト ク ロ ム C の 還 元 に 対 す る
阻害率 と し て ， SOD の活性 を測定 し た (浅田， 1976) 。 図
-5 に は， 標準の SOD 1 単位の活性 (阻害率) を 基準 に し
た 単位で表示 し た 。 青枯病株の 軽症葉 と 重症葉で SOD
活性の顕著な上昇が認め ら れた。 こ れ は 青枯病に 特徴的
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図 5 健全株及 び羅病株か ら 採取 し た 棄の ス パー オ キ
シ ド ジ ス ム タ ー ゼ活性

で， 他の 2 病害 に お い て は活性増加 は み ら れな か っ た の
で， 本酵素 は単独で も 青枯病の 判 定 に 有効 と 思わ れ る o

SOD は活性酸素 の 一 つ で あ る ス ーパー オ キ シ ド を H202
と O2 に 不均化す る 酵素であ る (H202 は カ タ ラ ー ゼ， ペ

ルオ キ シ ダー ゼ に よ り 分解 さ れ る ) 。 ス ーパ ー オー キ シ ド は
脂質酸化 に よ り 膜透過性 を 変化 さ せ電解質漏失等 を 起 こ
さ せ る 原因 と な り ， 生体に と っ て 毒性が高 い。 ス ーパー
オ キ シ ド は通常， 細胞内器官で種々 の反応に よ り 作 ら れ
て い る が， 病原菌の感染時 に は ， 初期 に NADPH 酸化酵
素系 に よ る ス ーパ ー オ キ シ ド の産生が増 え ， こ れが過敏
感反応の引 き 金 に な る と い わ れて い る 。 こ の早 い時期の
ス ーパ ー オ キ シ ド の産生 に 続 い て ， SOD の活性の上昇が
み ら れ， イ ネ い も ち 病や イ ン ゲ ン マ メ さ び病では数 日 間
高い活性が続 く こ と が知 ら れて い る 。 ま た ， こ の SOD 活
性の上昇か ら 少 し 遅 れ て POX 活性の上昇が起 こ る こ と
も 知 ら れて い る 。 青枯病の場合， 感染後早い も の で 1 週
間程度で病徴 ( し お れ) が現れ， こ の時期 に 採取 し た葉で
高 い活性がみ ら れた こ と は 上記の SOD 活性の継続期間
を支持 し て い る と 思わ れ る 。 一方， 半身萎 ち ょ う 病 と 半枯
病で は病徴発現 ま で 2 週間以上かか る こ と が多 い た め ，
SOD の活性が す で に 平常値に戻 っ て い た と 考 え ら れ る 。

4 ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ ー ゼ (PG)

HANCOCK and MILLAIl ( 1965) の 方 法 に 準 じ， ペ ク チ ン駿
と 試料液 を 反応 さ せ， 生 じ た 還元糖 を DNS 試薬 に よ り
定量 し た 。 図-6 に 示 し た よ う に ， 半身萎 ち ょ う 病株の軽
症葉 と 重症葉で本酵素の 顕著 な 活性増加がみ ら れた 。 半
枯病 と 青枯病 に お い て も 活性 が 高 い場合が み ら れ た の
で， 本酵素の活性が高 い こ と だ け で半身萎 ち ょ う 病 と 判
定 す る こ と は で き な いが， 十分高 い活性 は 本病 に 特徴的
であ る 。 菌類 は植物 に感染 し 増殖す る 際 に ， 細胞間接着
物質であ る ペ ク チ ン質 を 分解す る 。 乙 の分解に 関与す る
酵素 に は， ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ ー ゼ (PG) ， ペ ク チ ン酸 リ ア
ー ゼ (PL) ， ペ ク チ ン リ ア ー ゼ (PNL) ， ペ ク チ ン メ チ ル
エ ス テ ラ ー ゼ (PME) 等が知 ら れて い る 。 Eァwznza 属菌
に よ る 軟腐 は PL が 主 因 と い わ れ て お り ， 糸 状 菌 で は
PG と PNL を産生す る も のが多 い。 本試験 に お い て は，
PG の ほ か に PL と PME の活性 も 測定 し た が， PL は ほ
と ん ど活性がみ ら れず， PME は 健全株 と J躍病株 の 聞 に
活性の差がみ ら れな か っ た 。 半身萎 ち ょ う 病株 に み ら れ
た PG 活性の増加は ， 他の 2 病害 に比べて本病で葉の部
分的な え死が起 こ り やす い こ と と 関係があ る と 思わ れ る 。

5 ア ミ ラ ー ゼ (Amy)

試料液 0 . 1 m l を デ ン プ ン溶液 と 反応 さ せ， 生 じ た 還
元糖 を OKAMOTO and AKAZAWA ( 1978) の 方法で定量 し
た。 図-7 に 示 し た よ う に， 各擢病株 と も ， 症状が激 し く
な る に従 っ て 本酵素活性 も 増加す る 傾向がみ ら れた。 ま
た ， 病徴の現れて い る 葉 は どれ も 健全株 に比べて 高 い活
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図 - 6 健全株及び憶病株か ら 採取 し た 繋の ポ リ ガ ラ ク ツ
ロ ナ ー ゼ活性

性 を 示 し た 。 ア ミ ラ ー ゼ は デ ン プ ン を加水分解す る 酵素
であ り ， αー ア ミ ラ ー ゼ， βー ア ミ ラ ー ゼ， グ lレ コ ア ミ ラ ー
ゼ等が あ る 。 植物で は αー ア ミ ラ ー ゼ と 校切 り 酵素， αー グ
ノレ コ シ ダー ゼ に よ っ て デ ン プ ン が グ ル コ ー ス に ま で分解
さ れエ ネ ル ギー源 と し て 利用 さ れ る 。 菌類で は グ ノレ コ ア
ミ ラ ー ゼ に よ っ て デ ン プ ン が分解さ れ る こ と が多 い。 本

試験では酵素活性 を， 反応生成物の還元力 で測定 し て い
る の で， こ れ ら ア ミ ラ ー ゼの種類 は 区別 で き な い。 ア ミ
ラ ー ゼ は直接病原性 に は 関与 し な い が， 感染組織での呼
吸量の増大 に 伴 う 基質の供給 に 関与 し て い る と いわれて
い る 。 本試験 に お い て ， どの病害で も ア ミ ラ ー ゼ の 高 い
活性がみ ら れた の は， ア ミ ラ ー ゼ の上記の よ う な性質 に
よ る と 思わ れ る 。 こ の 中 で， 半身萎ち ょ う 病株 に お け る‘
活性 は ほ か に 比 べ て 際立 つ て 高 く ， 本病の判定 に Amy
活性測定が有用な手段 と な る こ と を 示唆 し て い る 。 こ の
傾 向 は PG の場合 と 同様， 半身萎 ち ょ う 病擢病株 に お い
て は他 2 病害 に比べて し ば し ば組織の え死がみ ら れ る こ
と と 関係があ る と 思わ れ る 。

皿 病害診断への適用

こ れ ら を ま と め る と ， 権病株か ら 採取 し た葉の Glc，
PG， Amy の活性が健全株 に比べて高 い場合 は半身萎ち
ょ う 病， Amy の活性 の み高 い と 半枯病， POX， SOD， 
Amy の活性が高 い も の は 青枯病 と 推定 す る こ と がで き
る 。 ま た ， POX 以外の酵素活性 は軽症葉で も 無症業 と は
十分差が認め ら れ る の で， 発病初期で も 確認で き ， 早期
判定が可能 と な る 。 た だ こ こ で述べた 5 種類の酵素 は，
そ れぞれ単独では病害以外の原因 に よ っ て も 活性変化が
起 こ る の で， 正確な判定 に は 同程度の病微 を示す葉数枚
に つ い て ， 複数の酵素活性の変化 を測定す る こ と が必要
であ る 。 今回測定 し た残 り の 3 積の酵素 に は， 健全株や
権病株聞 に 明 り よ う な活性の差がみ ら れな か っ た の で，
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判定に利用 す る こ と は で き な か っ た が， こ れ ら 以外 に も
感染や病徴発現 に 関与す る 酵素 は 多 く 知 ら れ て お り ， そ
の 中 に は さ ら に 病害判定 に有効な も の も あ る と 思わ れ，
今後の検討課題 と し た い。

お わ り に

土壌伝染性病害の診断法 と し て ， 植物の地上部の 酵素
活性 を調べ る 方法 に つ い て 述べ た 。 土壌伝染性病害 は本
来， 第一次感染部位が根表面 ま た は傷 口 であ り ， そ の場
所 で ま ず最初の病原ー宿主間相互作用が起 こ り ， 代謝活性
に変化が生 じ る と 思わ れ る 。 地上部組織の酵素活性の変
化 は ， 組織内への侵e入 に成功 し た 菌 ま た は そ の分泌物が
導管 を 通 っ て 地上部 に 移動 し て ， 多 く の細胞 と 相互作用
す る か， 根部の感染時に全身的な反応が誘導 さ れ る か に
起因 し て生 じ る と 考 え ら れ る 。 前者の場合 に は， 感染か
ら葉の酵素活性の変化 ま でに 時間がかか り ， 後者の場合
に は早い|時期 (病徴発現以前) に 変化が現れ る と 予想 さ
れ る o 本試験 は ， 発病 し た 株か ら 葉 を 採取 し て い る た
め ， 主 に 前者の変化 を と ら え て い る と 思わ れ る 。 よ り 早
期の診断の た め に は， 後者の全身的 に誘導 さ れ る 反応 に
関す る 詳細 な知見が必要であ る 。
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