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かわら だに

大阪府立農林技術セ ン タ ー 瓦 谷

は じ め に

土壌伝染性病害 は 防除が難 し く ， 耕種的方法 と 播種・
定植前の土壌消毒が主 要 な 対策 と な っ て い る が， そ の一

方 で， 発病初期 に 被害株 の 抜 き 取 り や 薬 剤濯注 等 に よ
り ， 被害 を最少限 に く い止 め る こ と がで き る 場合があ る
の で， 病害の早期診断技術が求め ら れ て い る 。 通常， 土
壌伝染性病害の診断 は， 茎 を切断 し た り ， 線 を 掘 り 上 げ
た り し て病変部 を 観察す る か， 一部 を 培地上 に 置 い て 病
原菌 を検出す る 必要 が あ っ た 。 こ れ ら は時間 と 労力 を 要
す る う え に ， 病勢が あ る 程度進行 し て か ら で な い と 判定
で き な い こ と が多 か っ た 。 ナ ス の 主 要 な土壌伝染性病害
の半身萎凋病， 半枯病， 青枯病 に つ い て は ， 擢病時の酵
素活性変化 が調 べ ら れ， 半 身 萎凋病擢病時 に ， ß- l ， 3-
グ ル カ ナ ーゼ， ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ ーゼ， ア ミ ラ ーゼ等の

酵素活性が健全株に比べて 顕著 に 上昇す る こ と が明 ら か
と な り ， こ れ ら の 酵素活性の測定 に よ り 病害診断が可能
であ る こ と が示 さ れ た (瓦谷 ら ， 1994) 。 こ れ ま で化学
的 な 病害診断 法 と し て ， 抗体 (抗血清) を 用 い た も の
(君島 ら ， 1987 : 木 曽・山岸， 1992) や PCR を 用 い た
遺伝子診断 法 (CAR OER et al ，  1994) が開発 さ れ て い る
が， こ れ ら の 方法 は ， 特異性・感度が高 い反面， 検体中
に病原菌が存在す る こ と が不可欠 で あ る た め ， 試料の採
取部位 と 時期が制 限 さ れ る 。 こ れ に 対 し て ， 酵素活性 に
よ る 診断法 は， 病原菌が分離で き な い場合で も ， 植物 自
体の 酵素活性の変化が認 め ら れれ ば診断可能であ る と い
う 利点が あ る 。 た だ， 酵素活性 の 測定 に は試薬の調製や
発色の た め の反応等が必要 で， 実際の病害診断 に利用す
る に は手法が煩雑 な 欠点があ っ た 。 ナ ス 半身萎凋病擢病
時に 活性が増加す る 上記 3 酵素の う ち ， 病原菌感染 と の
関係が最 も よ く 研究 さ れ い る β- 1 ， 3 グ ル カ ナ ー ゼ を 取
り 上 げ， そ の簡便な活性測定 と 診断への利用 を 試 み た 。
本酵素活性の測定 は， 基質 と し て ラ ミ ナ リ ン を 用 い ， 分
解 に より生じた 還元糖をDNS試薬 と 加熱反応させ て 発
色 さ せ る DNS 法 (A HELES and FORREN CE ， 1970) が一般的
であ る が， 基質 と 発色試薬が同ーの ρ ニ ト ロ フ ェニ ルー
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ß -O ー ラ ミ ナ リ テ ト ラ オ シ ド (pN PG 4， 図ー 1 ) を 用 い た
測定法 (pNPG 4 分解法) が開発 さ れ た こ と に よ り ， 簡
便 に 高 い精度 で β 1 ， 3 グ ル カ ナ ーゼ活性が測定で き る
よ う に な っ た (瓦谷 ら ， 1998) の で， こ の pN PG 4 分
解法 を簡便法 と し て 用 い る こ と に し た 。

I β-1，3-グ ル カ ナ ーゼ活性の測定法

DNS 法 は ， 常 法 に 従 い ， 酵素液 ( ま た は 粗抽 出 液)
0 . 04 ml に ， 2% ラ ミ ナ リ ン 水溶液 0 . 2 m ! と O .IM 酢
酸 緩衝液 (pH 5 . 0) 0 . 8 m ! を 加 え ， 400Cで 30 分 間 反
応 さ せ た 後， DNS 試薬 を 3 m !加 え 1000Cで 5 分間加熱
し て 発色 さ せ た 。 そ の 後直 ち に 水冷 し 1 時間以 内 に 575
nm の吸光度 を 測 定 し た 。 ま た ， DNS 法 の 簡便法 と し
て， 大 日 本 イ ン キ株式会社 で 開 発 さ れ た pNPG 4 を 用
い た pNPG 4 分解法 は ， 酵素液 0 . 05 m l に ， β-0 - グ ル
コ シ ダ ー ゼ 0 . 1 m g と 0 . 4 % pNPG 4 0 . 5 ml ，  50 mM 
酢 酸 緩 衝 液 (pH 5 . 5) 0 . 3 m ! を 加 え (全 量 1 m t) ，  
350Cで 30 分 間 反応 さ せ た 後， 0 . 1 N N aOH を 4 m l 加
え て 反応 を 止 め ， 415 nm の 吸光度 を 測 定 し た 。 グ ル コ
シ ダーゼ を 添加 し た の は ， β-1 ， 3- グ ル カ ナ ーゼ に よ り
生成 し た ρ ーニ ト ロ フ ェニ ル グ ル コ ー ス か ら 効率 よ く 発
色基の ρ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル を 遊離 さ せ る た め で あ る 。
本法が， ß - l ， 3ー グ ル カ ナ ーゼ活性 の み を 測 定 し て い る
こ と を 確認す る た め ， 基質 pN PG 4 に 対 す る 他 の 糖 質
分解酵素 の活性 を 測 定 し た と こ ろ ， βー グ ル コ シ ダ ーゼ，
αー ア ミ ラ ー ゼ， セ ル ラ ー ゼ の い ずれ も が， 同 一 タ ン パ
ク 量でβ- 1 ， 3ー グ ル カ ナ ー ゼ の 十分 の ー 以 下 の 活 性 で あ
っ た。

DNS 法 と pN PG 4 分 解 法 の 比 較 は， 市販 の He !ix
ρoma tia 由 来 β- 1 ， 3- グ ル カ ナ ー ゼ を 酵素源 と し た 場合

と ナ ス 葉か ら 調製 し た 粗抽 出 液 を 酵素源 と し た 場合 に つ
い て 行 っ た 。 市販β- 1 ， 3 グ ル カ ナ ー ゼ を 用 い る と ，
DNS 法 で は ， 0 . 6�50 mu (ユニ ッ ト ) ま で酵素量 の 増
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図ー1 ρ ニ ト ロプ ェ ニ ル βD ラ ミ ナ リ テ ト ラ オ シ ド の
化学構造
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図- 2 Herix ρomatia由来βー1 ，3ーグル カ ナ ー ゼを酵素源
に し た と き の pNPG 4 分 解 法 と DNS 法 の 定量性
の比較

* 0 目 1%水準で相関性あ り .
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図-3 ナ ス 薬組抽出液を 酵素源 に し た と きの pNPG 4 分

解 法 と DNS 法の定量性の比較
* 0 . 1%水準で相関性あ り .

加 に 伴 っ て 575 nm の 吸 光 度 が 直 線 的 に 増 加 し ，
pN PG 4 分解法 で は ， 0 . 2�20 mu ま で， 同 様 の 直線性
を 示 し た ( 図 -2) 。 図 中 の プ ロ ッ ト は 直線性 の 高 い部分
の み を 表 示 し た が， 酵 素活 性 の 検 出 感 度 の 点 で，
pN PG 4 分解法の ほ う が よ り 少 な い 酵素量 ま で， 定量的
な検出 が可能で あ っ た 。 ナ ス 葉の粗抽 出 液 を 酵素源 と し
た 場 合 に も ， pNPG 4 分解法は従来の DNS法 と 同 様，
酵素量 と 吸光度は高 い相関性が あ り ， 1�200 f1.1範 囲 で
ナ ス 葉抽出液の増加に 伴っ て 415 nm の吸光度は直線的
に増加 し ， 良好 な 定量性 を 示 し た (図 3) 0

ß- 1 ， 3- グ ル カ ナ ーゼ活性 の 測 定 は ， 従来， 粘度 法 と
DNS 法が主 に 用 い ら れ て い た が， 前者 は感度が高 い 反
面測定 に 時間がかか り ， 後者は試薬の調製や発色の た め
の加熱等煩雑 な 操作が多 か っ た 。 今回検討 し た pNPG 4
分解法は， DNS法 に 比べ て 感度が高 く ， よ り 広 い 濃度

範囲で直線性が よ く ， そ の う え 加熱や試薬調製の煩雑 さ
が少 な い の で， 病害診断 を前提に し た 測定法 と し て は利
用性が高 い。 ま た ， 反応温度 は 通常 の 気温範 囲 の 10�
400 Cで， 反応時聞 に 長短 は あ る も の の支障な く 行 え る 。
pNPG 4 分 解 法 で 用 い る 基 質 pN PG 4 は， β- 1 ， 3 グ ル
カ ナ ーゼ に よ り 糖鎖が切断 さ れ た 後， β グ ル コ シ ダー
ゼに よ り ρ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル が遊離 し て 発色 す る と 考
え ら れ る 。 pN PG 4 に は ， β グ ル コ シ ダ ー ゼは ほ と ん
ど作用 せず， 他の糖質分解酵素も ほ と ん ど活性 を 示 さ な
い た め ， pNPG 4 は β ー 1 ， 3 ーグル カ ナ ー ゼの 基 質 と し て
高 い 特異性 を 有 し て い る 。 こ れ ら の こ と か ら ， pNP G 4 

分解法 は DNS 法 に代 わ るβ 一 1 ， 3 ー グル カ ナ ーゼ活性測定
法 と い え る 。

E 種病植物のβ-1.3ーグ ル カ ナ ーゼ活性

ナ ス は品種千両二号 を 用 い， 本葉 4�5枚 展 開 し た 苗
を 掘 り 上 げ， 根 を 十分 洗っ て 付着物 を 除 き ， 先端部 を
1�2 cm 切除 し て 半 身 萎凋病菌 (v. dahliae) 胞子懸濁
液 ( 1Q6/ml 程度) に 根部 を 浸潰 し た 。 15�20 時 間 後，
市販の培土 に 移植 し 3 日 間湿室 に 置 い た 後， ガ ラ ス 温室
で栽培 し た 。 接種 5， 10， 1 5， 20， 25， 30 日 後 に ， 頂部
か ら 3�5枚 目 の病徴 の 現 れ て い な い 葉 (後述 す る よ う
に ， 無病徴の 葉 の βー1 ， 3- グ ル カ ナ ーゼ活性が上昇す る
の が半身萎凋病の特徴) を 採取 し ， 秤量後直 ち に ， ま た
は， - 85T に 冷凍後 1週間 以 内 に ， 新鮮重 19当 た り
5 ml の 50 mM 酢 酸 緩 衝 液 (pH 5 . 5) 中 で磨砕い
10 ， 000 X g で 15 分 間遠心 し た 。 こ の 上 清 を 孔怪0 . 45
μm の メ ン プ ラ ン フ ィ ル タ ー で炉過 し て 組抽 出 液 と し ，
pNPG 4 分解法 に よ り ß- 1 ， 3- グ ル カ ナ ーゼ活性 を 測 定
し た 。 半身 萎凋病菌無接種株 で は ， 接種 5 日 後 か ら 30

日 後 ま で酵素活性 に 大 き な 変動 は な く ， 415 nm の 吸光
度で 0 . 07 か ら 0 . 1 の 間 で あ っ た 。 こ れ に 対 し 接種株で
は， 接種 目 日 目 と 20 日 目 に 活性増加が検出 さ れ， 無接
種株の吸光度 の 1 . 5 倍以上 と な っ た 。 発病 は ， 図 中 の矢
印 で示 し た よ う に ， 接種 目， 15， 19 日 後 に 確認 さ れ た
の で， 病徴発現の 4 日 前~翌 日 の 聞 に 酵素活性が増加 し
た こ と を示 し て い る ( 図 -4) 。 こ の よ う に ， 酵素活性の
増加 と 発病が密接 に 関係 し て い る こ と が明 ら か に な っ た
の で， 健全株 と 比較 し て 被検株 の β 1 ， 3 ク ゃル カ ナ ーゼ

活性が 1 . 5倍程度高い場合 に は， 本病 に 感染 し て い る と
考 え る こ と がで き る 。

自 然感染株 と し て ， 本病汚染 圃 場 に 定 植 さ れ た ナ ス
(千両二号， ヒ ラ ナ ス 台) か ら 7 本 を 選 び， 定植 2 か月
程度後の 6 月下旬か ら 2週間 お き に 中位以上 の 葉位の 無
病徴の葉 を採取 し ， 上記 と 同様 に 酵素 活性 を 測定 し た 。
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図-4 半身萎凋病菌接種後の ナ ス 薬中の β 一1 .3 グルカ ナ
ー ゼ活性の 変化

矢印 は ， その 株に病徴が現れ た 日 .

表 - 1 半身萎凋病汚染闘場 に 定植 さ れた ナスに お け る
β1 ， 3 グル カ ナ ー ゼ活性の 変化

採取 日

吸光度 4 1 5nm

株番号
2 3 4 5 6 7 

6/26 0 . 1 19 0 . 139 0 . 130 0 . 128 0 . 14 1 0 . 130 0 . 142 
7/ 10 0 . 1 4 1  0 . 221 0 . 12 7  0 .1 1 5 0 . 2 78 0 . 41 1  0 . 1 57 
7/24 0 . 1 13  0 . 369 0 . 1 73 0 . 212  0 . 262 0 . 2 58 0 . 2 57 

下線を伏し た 数値は， その採取 日 に 下位葉 に 病徴が現れてい
た もの を 示す.

本圃場で は 6 月 26 日 に は 発病 は 見 ら れず， 酵素活性 の
増加 も 見 ら れ な か っ た が， 7 月 10 日 に は 3 株で発病 と
酵素活性 の増加が見 ら れ た 。 さ ら に 7 月 24 日 に は 6 株
に 発病が認 め ら れ， そ の 内 5 株に 酵素活性の噌加が見 ら

こ の こ と は， 株の一部に 萎凋症状が現れた 時点、で， 無症
状の葉の本酵素活性 を測定す る こ と に よ り ， 半身萎凋病
の診断がで き る こ と を 示 し て い る 。 類似 し た病徴 を 示 す
青枯病や 半枯病 で は， 無症状 の 葉 で の β-1 ， 3 ー グ ル カ ナ
ーゼ活性の上昇は認 め ら れ な い の で， 半身萎凋病 と 区別
さ れ る が， 葉の表面 に 他の病害 の 明瞭な病徴や生理的な
傷害が現れて い る 場合 は ， 本酵素の活性 に 影響 を与 え る
可能性が あ る の で， そ の よ う な 葉 は 診断 に 用 い る べ き で
は な い。 ま た ， ナ ス に 萎凋症状 を 現す病害 と し て ， 頻度
は少な い が こ の ほ か に 根腐疫病， 黒点根腐病， 茎 え そ 細
菌病等 が あ る が， 今 回 こ れ ら に つ い て β 1 ， 3 グ ル カ ナ
ーゼ活性の測定 を 行わ な か っ た の で， こ れ ら の 可能性が
あ る 場合 に は判定 に 注意を 要 す る 。 こ の ほ か， ナ ス の品
種や菌系 に よ る 反応の違 い の 可能性 な ど， 本法が半身萎
凋病の判定 に 普遍的 に 用 い ら れ る に は ま だ解決 し な け れ
ばな ら な い 問題が残 さ れ て い る 。

お わ り に

病原菌感染時 に ， 抵抗性誘導や組織 え 死 に 関連 し て 活
性が高 ま る 酵素類 が 多 く 知 ら れ て い る (道家， 1991 ) 
が， 発病初期 に 発病部位以外で活性の増加す る 酵素 は 少
な い。 β 1 ， 3 グ ル カ ナ ーゼ は ， そ れ 自 身抗 菌 活性 が あ
り ， 菌体壁か ら の エ リ シ タ ー遊離 に も 関与 し ， 病原菌感
染 の 早期 に 活性が高 ま る こ と が知 ら れ て い る (COLLINGE
and SL US ARENI (()， 1987 ; MA l!じ11 et al.， 1 988) 。 本試験 に お
い て ， 比較的発病初期 に 無病徴部位 でβ 1 ， 3 グ ル カ ナ
ーゼ活性増加が測定 で き た こ と は ， 上記の事実 を裏付 け
て お り ， さ ら に そ の後の発病 と も 密接 に 関係 し て い る こ
と か ら ， 本酵素活性が病害診断 に 利 用 で き る も の と 思わ

れ た が， 内 1 株 (No. 3 株) の 活性増加の程度 は 低 か つ れ る 。
た (表 ー 1 ) 。 自 然発病株に お い て も ， 上記 の 接種試験 と
同様， 健全株の 1 . 5 倍程度 の活性増加 を 目 安 に す る と ，
こ の 酵素活 性増加が半身萎凋病の感染 を 反映 し て い る と
考 え る こ と がで き る 。

皿 診断への利用

本試験で は， β- 1 ， 3 ー グ ル カ ナ ー ゼ活性 の 測 定 は， 接
種株で は 5 日 間隔， 自 然感染株で は 2週間間隔で行 っ た
た め ， 厳密 な初発 と 酵素活性上昇の前後関係 は不明 であ
る が， 株 に 病徴が現れ る の と ほ ぼ 同 時 か そ れ以前 に ，
β 1 ， 3 ク .ル カ ナ ーゼ活性が増加す る 結果 が 得 ら れ た 。
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