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　　　　　　　　　緒　　　　言

　ツアペック培地の成分である硝酸ナトリウムの窒素を

等量のアミノ酸でおきかえ牢培地に植物病原菌を培養す

ると培養初期の培地中に未同定ニンヒドリン陽性物質の

産生が認められ，数日後に消失することが明らかにされ
　2）
た．その後このニンヒドリン陽性物質は植物病原菌の種

類に関係なく，またアミノ酸の種類を種々変えても産生

されることが明らかにされたが，この物質の糖部分の

TLCにおけるRf値がフラクトースのRf値と一致す

ることから，この物質はNイructos1deまたはammo－
　　　　　　　　　　　　　　3）
frutoseではないかと推定された。そこで今回は窒素源

としてトリプトファンを用い，また炭素源として庶糖の

代りに種々の糖でおきかえた改変ツアペック培地を調製

し，これに植物病原菌を培養した場合，このニンヒドリ

ン陽性物質が産生されるかどうかを調査した．またこの

ニンヒドリン陽性物質と糖類，とくにフラクトースとの

関係についても検討し、二，三の結果が得られたので報

告する。

　　　　　　実験方法および実験結果

　1．培地中の糖の種類を変えた場合の未同定ニンヒド

　　　リン陽性物質の産生

　ツアペック培地の硝酸ナトリウムすなわち窒素源を等

量のL一トリプトファンでおきかえ，　庶糖の代りにフラ

クトース，グルコース，マンニトール，イノシトールお

一※　　　Stud．ies　on　tbe　nitrogen　uti1ization　by　p1ant

　　　pathogenic　fungi（14）．
※※　島根大学農学部，Fac　of　Agr，Sh1mane　Um∀，Matsue

　　　690，JAPAN．

よびキシロースでおきかえた培地を調製した．供試薬は

いずれも半井化学製特級品を用い，120．C，10分問加圧

滅菌後”炊〃α舳∫oZ〃z2（E111s　et　G　Martm）Sorauer

を接種して，28oC，2日間培養したのち，培養濾液中

に未同定ニンヒドリン陽性物質が産生されるかどうかを

TLCで調査した．TLCはシリカゲルーG（Merck杜

製）を用いた厚さ025mmのものを使用し，フタノー

ル：酢酸：水＝4：1：2（v／v）で展開した．その後

O．2％ニンヒドリンーブタノール溶液を散布後120◎C，10

分間加熱して発色させた．この結果は第1図にしめすと

おりで，いずれの試料においてもトリプトファンの発色

が認められ，未同定ニンヒドリン陽性物質（NPS）は

λ．301伽｛を庶糖とトリプトファンを用いた改変ツアペ

ック培地に培養したもののみに認められた．このニンヒ

ドリン陽性物質と同じRf値をしめしたものは濾液番号

1L12に認められるフラクトースであった．このフラク

トースは未同定ニンヒドリン陽性物質と同様にこの条件

でピンク色に発色し濾液番号3に認められるNPSはフ

ラクトースではないかと考えられた．グルコースおよび

キシロースもピンク色に発色したが，これらのRf値は

フラクトースおよび未同定ニンヒドリン陽性物質のRf

値とは明らかに相異していた．イノシトールを含む培地

ではA．50Zα〃を培養した場合も，またA．30Z舳づを

培養しない対照区においてもピンク色の発色は認められ

なかったが，イノシトールのRf値をしめす部分に白い

スポットとして認められた．またマンニトールを含む培

地ではA．∫o1α加培養前に一つのピンク色のスポット

が認められたが培養後ではこれが消失していた．このス

ポットがどのような物質かは現段階では明らかでない。
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庶糖の発色は認められなかっ

た．グルコース，キシロース，

フラクトースの位置にニンヒド

リンによる発色が認められた

が，糖類そのものがニンヒドリ

ンによって発色するのか，また

は糖にニンヒドリン陽性物質が

混在または結合し，たまたま同

一のRf値のこのニンヒドリン

陽性物質によって発色するのか

については明らかでなかった．

　2．未同定ニンヒドリン陽性

　　　物質とフラクトースとの

　　　関係

　前項の実験において未同定ニ

ンヒドリン陽性物質とフラクト

ースとのRf値が同じ値をし

めしたので，未同定ニンヒドリ

ン陽性物質がフラクトースその

ものではないかと推定し，庶糖

とトリプトファンを含むツアペ

ック培地に4．50Zα”を培養

して産生させた未同定ニンヒド

リン陽性物質とフラクトースと
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Detectlon　of　nmhydrm　poslt1ve　substance　m　cu1ture　f11trate
from　mod1f1ed　Czapek’s　so1ut1on　usmg　TLC　method
　　Tryptophan　was　used　m　p1ace　of　sod1um　mtrate　of
　　Czapek’s　so1ut1on，and　Xy1ose（1，2），Sucrose　（3，4），

　　Mann1to1（5，6），Inos1to1（7，8），G1ucose（9，10），or

　　Fructose（11，12）was　used　a　carbon　source　of　the

　　so1ut1on　Samp1es　m　odd　numbers　were　not　mocu1ated
　　w1th　the　fungus（A1temar1a　so1am）as　Contro1s
　　F　Fructose，G　G1ucose，I　Inos1to1，M1：Mlann1to1　NPS・
　　Un1dent1f1ed　mnhydrm　pos1t1ve　substance　p　pmk，pp・

　　pa1ep1nk，TTryptophanwwh1te，X．Xy1ose

をTLCで比較した．TLC展開の条件は前述の通り

で，ニンヒドリン発色も同様の処理を行い，あわせて糖
　　　　　　　　　　　　　　　　　4）
類の検出法であるアニスアルデヒド試薬による発色を行

った．この結果を第2図にしめした．未同定ニンヒドリ

ン陽性物質とフラクトースのRf値は一致し，また未同

定ニンヒドリン陽性物質もフラクトースと同様にアニス

アルデヒド試薬による発色が認められた．

　3．糖類のニンヒドリンによる発色

　1の実験で糖類がニンヒドリンによって発色すること

が考えられるので，フラクトース，グルコース，キシロ

ースなどのニンヒドリンによる発色の有無，および発色

とこれらの糖の濃度との関係を検討した．発色の対照と

してトリプトファンを用いた．

　供試した糖およびトリプトファンの1，％，払，％，

シ壬6，％2，％4，｝壬28％q溶液を調製し，これをシリカ

ゲルーG　O．25mmの厚さに塗布したTLC板にスポッ

トした．風乾後O．2％ニンヒドリンーブタノール溶液を散

布し，120．C，10分間加熱し発色させた．この結果は第

1表にしめした．トリプトファンの発色はいずれの濃度

区においても認められたが，キシロースは｝る2％以上の

濃度で発色し，グルコース，フラクトースは％％以上の

　　　　　　　　　　　　　Fig．2．TLC　of　An
　　工　　　皿　　　・md・・t・f・・d
　　　　　　　　　　　　　　　n1nhyd．r1n
　　　　　　　　　　　　　　　pos1t1ve　substance
　　　　　　　　　　　　　　　　（NPS）and　fruc一
　　仰　　　㌃y　　t。、。．
　　⑱⑧　　⑱⑬
　　　　　　　　　　　　　　　　S111ca　ge1＿G：

　　　　　　　　　　　　　　　　　025mm　m
　　　　　　　　　　　　　　　　　th1ckness
　　　　　　　　　　　　　　　　I．sprayed02％
NPS　　　同1」ct．　NPS　　斤ucむ　　　　　　　n1nhydr1n一

⑳⑱⑳　鰯⑱⑱　　b・t…1・・1
　　　　　　　　　　　　　　　　　heat1ng　at120◎
　　　　　　　　　㊥　㊧　　　　　　C　for1Omm

　　　　　　　　　　　　　　　　II：sprayed
　　　　　　　　　　　　　　　　　an1sa1dehyde
　　　　　　　　　　　　　　　　　reagent
　　　　　　　　　　　　　　　　　heat1ng　at
　　　　　　　　　　　　　　　　　11OoC　for101　2　3　　　1　2　3
　　　　　　　　　　　　　　　　　rn1n
Sa皿p1e1　An　un1dent1f1ed　nmhydrm　pos1t1ve

　　　　　　substance　（cu1ture　f11trate　that　the

　　　　　　fungus　cu1tured　m　the　mod1f1ed
　　　　　　Czapek’s　so工ut1on　contammg
　　　　　　tryptophan　and　sucrose）

Samp1e2．Samp1e1＋Samp1e3
Samp1e3　Fructose
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濃度において発色が認められた．この場

合は発色は1の実験で行ったような酢酸

酸性下での発色でなく，発色の条件が充

分にみたされなかったことも考えられた

ので，糖およびトリプトファンをスポッ

トしたTLC板を風乾したのち，ブタノ

ール：酢酸：水＝4：1：2（v／v）を

散布し再び風乾してニンヒドリンによる

発色を行った．この結果を第2表にしめ

した．すなわち酢酸であらかじめ処理す

ることによってフラクトース，グルコー

ス，キシロースのニンヒドリンによる発

色は処理を行わなかった場合に比較して

著しく強められた．しかしフラクトー

ス，グルコース，キシロースの発色は放

置することによって槌色し，数時間後に

は色は消失した．この色の消失したスポ

ットは再加熱による発色は認められず，

また水や酢酸を散布して加熱しても発色

しなかった．しかし酢酸酸性にしたO．2

％ニンヒドリンーブタノール溶液を散布

した後加熱した場合は再び当初と同様の

発色が認められた．したがって，糖類の

Tab1e1Co1orat1on　of　sugars　and　tryptophan
　　　　by　ninhydrin　on　the　si1ica　ge11ayer

Concentrat1ons　of　sugars　and　tryptophan（％）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Co1or　1　％　％　％　｝｛6　％2　シ台4リ｛28
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Tab1e2Co1orat1on　of　sugars　and　tryptophan　by
　　　　n1nhydr1n　on　the　s111ca　ge11ayer　treated
　　　　with　acetic　acid．
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発色には酸性の条件が必要であると考えられ，また槌色

後は再度酢酸酸性ニンヒドリンーブタノール溶液を散布

して加熱しなければ発色しないことが明らかになった．

酢酸以外の酸として塩酸および硫酸酸性にしたO．2％ニ

ンヒドリンーブタノール溶液を上述と同様にして散布し

た場合，トリプトファンを除く他のスポットの発色は認

められなかったので，糖のニンヒドリンによる発色は酢

酸酸性の条件が必要であるのではないかと考えられる．

　つぎに，フラクトース，グルコースの発色をトリプト

ファンの発色と比較するために，フラクトース。グルコ

ース，トリプトファンを1と同じ方法でシリカゲルーG

を塗布したTLC板を用いてブタノール：酢酸：水＝4

　1：2（v／v）で展開後，風乾しニンヒドリンで発色

させた．その後発色したフラクトース，グルコース，ト

リプトファンをブタノールで溶出させてから分光光度計

（日立製200－20型）を用いて可視部の吸光度を調べた．

この結果が第3図である．フラクトース，グルコース

の発色の最大吸収はトリプトファンの発色と同様に

414．5，506．5nmで，フラクトース，グルコースもトリ

プトファンと同様の発色をしめすことが明らかにされた

　　　　　　　　　考　　　　察

　　2），3）

　前報においてアミノ酸と庶糖を含む改変ツアペック培

地に植物病原菌を培養すると培養初期に未同定のニンヒ

ドリン陽性物質が培地中に生じ，その後消失することが

見出され，この物質はN－fructos1deまたはammo－

fmctoseではないかと推定した．今回はアミノ酸とし

てトリプトフタンを用い，糖類を種々変えた改変ツアペ

ック培地を調製し，これにλ．50Zα加を培養した場合，

未同定ニンヒドリン陽性物質が生ずるかどうかについて

検討した．トリプトファン，庶糖を含む改変ツアペック

培地にλ．∫oZα”を培養すると前報通りに未同定ニンヒ

ドリン陽性物質が産生された．トリプトファン，フラク

トースを含む改変培地を用いた場合もNPSと同じ位置

にニンヒドリン陽性が認められ，また，フラクトース培

地に植物病原菌を培養しない場合も認められるので，

NPSはフラクトースそのものではないかと推定され

る。しかしフラクトースがニンヒドリン陽性反応をしめ

すという報告が見当らないので，この点を知る目的で市

販のフラクトース，グルコース，キシロースなどを用い

てニンヒドリン陽性をしめすかどうかを調べた．この結

果酢酸酸性下ではいずれの糖もニンヒドリン反応陽性を

しめすことが明らかになった．しかしこれらの供試した

糖類中にニンヒドリン陽性物質の混在することも推定さ
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れるので，TLC，IR，カラムクロマトグラフィーなど

で調杏したが現在迄の結果ではこれらの糖類中にニン

ヒドリン陽性物質の混在するという確証は得られなか

った．この点については更にくわしい検討を要する

が，庶糖が植物病原菌のβ一D－Fructofranos1de　fruc

tOhydro1aseによりフラクトースとグルコースに分解

されるのは当然考えられることで，また培養日数が経

遇すれば消費されて消失し，その結果NPSとしての

検出は不可能になるのは当然である．しかし，今回の

実験で明らかにされたように，庶糖が分解されてフラ

クトースのみが検出され，グルコースが見出されない

のはどう言うことだろうか．その理由として（1）グ

ルコースはフラクトースより先に植物病原菌に利用さ

れ，フラクトースのみが培地中に一時的に認められ

る，（2）グルコースは直ちにフラクトースに変化し，

見かけ上フラクトースのみが培地中に見出されるよう

になる，（3）庶糖からフラクトースのみを生ずる酵

素系が存在する　などの場合が考えられる．このうち

（1）についてはLθ㏄o〃05此刎醐肋ブo油5などに

存在の認められるα一1，6－G1ucan　D－fructose－2－

g1cOsy1－transfraseの場合と同様の機構があるかも知
　　1）
れない．（2），（3）についてはこのような例は現在

のところ見出されず，（2）については更に培養の早

い時期に菌体内外での糖についてのくわしい検討を加

えるか，阻害剤を用いての実験で証明出来るかも知れ

ないが，（3）については理論的にもその存在は不可

能だと考えられる．更に上記の3つ以外の機構も存在す

るかも知れないが，現段階では不明であり，今後更に検

討をす㌧めたい．

　　　　　　　　　摘　　　　要

　アミノ酸と庶糖を含む改変ツアペック培地に植物病原

菌を培養すると培養初期に未同定ニンヒドリン陽性物質

の産生が認められ，このものはN－fructosideまたは

ammo－fructoseではないかと推定された．

　今回はアミノ酸としてトリプトファンを用い，炭素源

としてフラクトース，グルコース，イノシトール，マン

ニトール，キシロースまたは庶糖のおのおのを加用した

改変ツァペック培地にλ．∫oZα〃を接種し，NPSの産

生を調べた．その結果庶糖加用した培地のみにNPSの

産生が認められ，このNPSのRf値はフラクトース

加用培地の五．30Zα”接種および非接種区のフラクト

ースのRf値と一致した．したがってNPSとフラク

トースは同一物質であるかどうかをTLCで更に検討し

たところ，フラクトースもニンヒドリン陽性反応をしめ

’

r

n而　　　　500　　　　　　　　ワ℃0　　　　　　　　9◎0

F1g3V1slb1e　spectra　of　butano1extracts　made
　　　from　nmhydrm　pos1t1▽e　spots　of　fructose，

　　　g1ucose，and　tryptophan　on　TLC　p1ates．

し，NPSとRf値は一致し，アニスァルデヒド試薬に

よる反応でもNPSとフラクトースのRf値は一致し

たので，NPSはフラクトースではないかと推定した。

1．

2．

3
．

4．
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Summary 

In the previous studies2,3), a ninhydrin positive substance (NPS) was detected in 
culture filtrate from Czapek's solution containing amino acid in place of sodium nitrate 

on which a plant pathogenic fungus had been cultured 

In this study, modified Czapek's solution containing tryptophan in place of sodium 

nitrate was prepared, and sucrose, xylose, manitol, inositol, glucose, or fructose was 

used as a carbon sorce of the culture medium. Alternaria solani was inoculated in the 

medium . 

The NPS was detected only in the culture filtrate containing sucrose as a carbon 

source of the medium, and the Rf value of the NPS on a TLC plate was equal to that 
of fructose. It was shown by the other experiments that the spot of fructose on the 

TLC plate was colored by spraying ninhydrin reagent, and the spot of NPS was 
colored by anisaldehyde reagent. 

These experimental results strongly suggest the possibility that the NPS is fructose 


