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　従来，筆者らはジャガイモ疫病をモデルとして植物病

害抵抗性の本質を究明するため，いろいろの角度から検

討して来た．今回は特に低抗性種間雑種DNA分画を罹

病性品種に処理した場合に誘導される抵抗性について行

った二三の実験結果を報告する。純品リシヂンを頂いた

名大冨山宏平博士，北海道農試石坂信之技官，実験に協力

された島根大学植物病学研究室今野清隆氏に感謝する．

実験材料と方法

　ジャガイモは抵抗性種間雑種96－56［R1因子コ“H－

469［R4因子コ・1506－b（9）［R1R4因子コ，疫病菌は

Race0・Race1をそれぞれ供試した．疫病菌を酒井

氏惨正培地に培養した濾液にジャガイモ塊茎組織を浸漬

し，10分間減圧浸透させた．菌体磨砕液は8，OO0915

分間遠沈した上清である．パーオキシダーゼ活性は
　　1）　　　　　　　　　　　　　　2）
Curtis，可溶性蛋白質はLowryら，RNAの抽出は
　　　3）　　　　　　　　　　　　4）　　　　　　　　　5）
Kuboら，DNAの抽出は三浦らまたはThomas法，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6）
ポリアクリルアミドゲルディスク電気泳動法は河田らに

従った。カルス形成用組織培養培地にはKmetm2ppm

2，4－D2pPm添加Murash1ge＆Skoog修正培地を
用い，4週間ごとに継代培養した．リシチンの抽出は冨
　7）
山らに従い，500nmにおいて比色定量した．感染初期

のファイトアレキシン様物質の検索には，種問雑種塊茎

に疫病菌遊走子（Race　O）懸濁液を滴下，0～24時間

※　　植物病学研究室

※※現在京都大学農学部

目に浸出液を1500rpm5分間遠沈し，上清を8000rpm

0．Cで30分間冷却遠沈した水層10μ1をスライド上

のコロソオノ膜にのせ疫病菌分生胞子の発芽率をしらべ

た。

　　　　　　　　実　験　結　果

訟疫病菌培養濾液と疫病因犀1体磨砕液のジャガイ毛塊茎

　組織褐変に及ぽす影饗

　第1表に示すように，R因子をもつ種間雑種に対し，

疫病菌培養濾液や菌体磨砕液は，r因子をもつ品種より

も多くの褐変を示した．

第1表 疫病菌培養濾液と菌体磨枠液のソヤカイモ塊

茎組織褐変に及ぼす影響

濾液・菌体 培養濾液 菌体磨砕液

品種 Race　O　Race1 Race　O　Race1

種間雑種
96－56（R1）

冊　　　　冊 什ト　　　十トト

種間雑種
1506－b（9）（R1R4）

冊　　　十トト 十ト　　　十ト

種間雑種
SH－469（R4） 冊　　　冊 什ト　　　拙・

紅丸（r） 十　　　十 十　　　十

男爵薯（r） 十　　　十 十　　　十

N．B．処理後24時問目の調査

　　冊　　O．67cm2当り80以上の褐変細胞数

　　十卜　O．67cm2当り50～80の褐変細胞数

　　十　　〇．67cm2当り30以下の褐変細胞数

一28一



野津幹雄・山本昌木・大船重幸・西村昭雄・坂東俊輝：疫病感染ジャガイモの病態生理学的研究一29一

　疫病菌培養濾液処理によるソヤカイモ塊茎組織の褐変

細胞数を経時的にしらべたところ，培養濾液処理をした

種間雑種1506－b（9）では，処理9時間後から褐変細胞

が見られ，24時間後まで直線的に増加した．紅丸では12

時間後褐変細胞が観察され，24時間後種間雑種1506－b

（9）に比べ約％の数であった．静置培養よりも30日間振

鐙培養したものの方が約2倍の褐変細胞数を示した．

　褐変誘起物質の特性をしらべるため，硫安塩析と有機

溶媒による分画を行った．硫安O．6－O．8飽和沈殿分画

と，飽和状態での上清で高い褐変誘起作用を認めた．上

澄と沈殿をセファデックスG－25で分画し，種間雑種

96－56に処理すると，上清では分画9，沈殿では分画7

が多くの褐変細胞を誘起した．これらの分画を熱処理

（120．C15分間）すると，褐変細胞数は増加した．培養

濾液のエタノールやアセトン可溶性分画はジャガイモ葉

に壊死を起こし，アセトン可溶性分画からエチルアルコ

ールに移る分画も壊死を起こした．

　種問雑種96－56葉から抽出したDNA分画（227μ9

DNA／m1）を種間雑種96－56と紅丸の塊茎組織に処理

後，培養濾液を処理して褐変細胞数の経時的変化を観察

したところ，第1図に示すように，紅丸に種間雑種96－

56のDNA分画を処理した場合には，処理しない場合

100

ら0

　　　　　　倖＼

　　　　　　1㊧　　　　、、、
　　　　　　’　　　　　　　　、、、

　　　　　’　　　　　　　　　　　　　＼全
　　　　　、1　　　　　　　　㊥
　　　　　！

　　　　！
　　　　！
　　　　！　←一一一一一一一一一一・△

　　　　メ　！

　　　彪！

　　／d！
　　／〆

　／　1

1／　二踊鶯
・／　コ駒培養濾液
！

（×1ゴ2）

パ

1
オ100
キ
シ

ダ

ゼ
活
性

？50

5£

ε

9
ρ

0　0

◎

　　　　　3　6　9　12　15　18　21　24（h・）

第2図　種間雑種g6－56葉DNA分画塗布
　　　　農林1号塊茎パーオキシダーゼ活性

　N．B．DNA分画（500μ9DNA／m1）塗布2時間
　　　　後疫病菌Race　O培養濾液減圧処理（30cm
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第1図　種間雑種96－56DNA分画処理後
　　　　疫病菌培養濾液処理によるソヤカイモ紅丸

　　　　組織の褐変細胞数

　N．B．種間雑種g6－56DNA分画濃度
　　　　227μ9DNA／mユ

第3図
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疫病感染に伴うジャカイモ葉中全RNA量
の経時的変化

　蛆B種間雑種1506－b（9）紅丸
　接　種　　　◎一一一◎　　　　△　　△

　無接種　　H　　　ム　　ム
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圏接種
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多

、〃
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異品種DNA処理ジャガイモ葉中のRNA
量（疫病菌接種12時問後）
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に比べ約1．5倍の褐変細胞数の増加が見られた。

　種間雑種1506－b（9）のDNA分画（300μ9DNA／

m1）を紅丸塊茎に減圧浸透後疫病菌培養濾液処理し，パ

ーオキシダーゼ活性を経時的にしらべたところ，第2図

に示すように，DNA分画処理したものは3時間目から

活性が増加した．これは種間雑種に培養濾液を処理する

と，3時間目から活性が増加する現象と一致したが，

DNA分画を与えても培養濾液処理しないものでは，対

照区のトリス塩酸緩衝液と同様に，パーオキシダーゼ活

性の増高は認められなかった．

b疫病国感染によるジャガイモ葉申リボ核酸の変化

　抵抗性種間雑種1506－b（9）に疫病菌Race　Oを接種

すると，6時問目からRNAは急激に増加し，12時間

目を最高とし，その後24時間目まで減少した．12時問目

では無接種区に比べ3倍以上の増加があった．しかし，

罹病性品種紅丸では，接種区で6時問目から減少し始め

12時間目に最低値を示した．菌侵入後RNAの変動を

第3図に示した．

　種間雑種1506－b（9）DNA分画処理紅丸葉に疫病菌

を接種し．12時間目のRNA量を比較した。第4図に

示すように，種間雑種DNA分画処理紅丸に対する疫

病菌接種区では，種間雑種1506－b（9）に疫病菌を接種

した区と，種間雑種DNA分画無処理紅丸に疫病菌を

接種した区との申間値を示した．

　　　（．）　　　　移動方向一　　（十）

第5図農林1号葉から抽出したRNAの電気泳動
　　　　パターンの吸光度曲線
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種間雑種96－56DNA分画処理紅丸塊茎中
のリシチン形成

　つぎに農林1号葉から抽出したRNAのポリァクリ

ルアミドディスク電気泳動を行い，ゲルをO．2％アクリ

ジンオレンジ（15％酢酸を含む）液で染色後吸光度をし

らべた結果は第5図に示す通りでA～Fのバンドが認め

られた．

6．疫病菌感染ジャガイモ塊茎⑭塊茎カルスにおけるファ

　イトアレキシン形成

　疫病菌Race　Oを種間雑種96－56塊茎に接種したも

の，種問雑種96－56DNA分画を処理した紅丸と処理

しない紅丸塊茎とに疫病菌Race　Oを接種したものを

それぞれ6，12，15，24，48，72時間後にリシヂン量を

測定した．第6図に示すように，種間雑種96－56では，

接種9時間目でO．80μ9／9，種間雑種96－56DNA分画
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　第7図　疫病菌（Race　O）接種，種間雑種SH－469

　　　　　塊茎上浸出液中における分生胞子の直接発芽

　　　　　率

処理後疫病菌接種紅丸では12時間後127μg／g，疫病菌

感染紅丸では15時間後2．61μ9／9のリシヂンが認めら

れた。種間雑種96－56では他の2区より常に多くのリシ

チンが認められ，接種72時間目で100．44μg／gのリシ

チンを測定した．また，種間雑種96－56のDNA分画

処理後疫病菌接種紅丸では対照区の紅丸よりも多くのリ

シチン形成が認められた．また，検鏡により，種間雑種

96－56では9時問目，種問雑種DNA分画処理紅丸で

は10時問，無処理対照区の紅丸では12－13時間後に細胞

群（2－3個）の褐変が観察された．

　種問雑種1506－b（9）塊茎カルスに疫病菌Race　Oを

接種すると，15時問目からリシチンが形成され初め，72

時間目に最大量104μ9／9となったが，疫病菌感染塊茎

中でのリシチン形成量に比べ約｝壬O量であった．　また，

罹病性品種紅丸カルスでは，この実験の範囲内ではまっ

たくリシヂンの形成を認めなかった．

　疫病菌Race　Oを種間雑種SH－469（R4因子）塊茎

に接種後，6～48時間後に接種液を集め胞子を取り除い

た液中で，疫病菌分生胞子の直接発芽率を時間経過と共

にしらべた．第7図に示すように，接種区の発芽率は対

照区のそれと比べて，接種9時間後で85％，それ以後低

下し，24時間後で48％であった．

　　　　　　　　　考　　　　察

　　8）　　7）
　山本，冨山によると，疫病菌培養濾液と菌体磨砕液は

感受体に対し特異性を示さない．しかし，本報告に示し

たように，R因子をもつ種間雑種はr因子をもつ罹病性

品種に比べ，培養濾液で多くの褐変細胞を示した。これ
　　7）
は冨山の報告と一致する。培養濾液のエタノール可溶性

分画で塊茎に壊死斑が出たことから，褐変誘起物質は，

核酸系列である可能性があり，また，アセトン・エチル

エーテルに可溶性であることから，蛋白質の性質をもた

ないと考える．硫安塩析の沈殿分画で褐変を誘起したこ

とから，この物質は蛋白質と一部結合していることも考

えられる．種間雑種96－56のDNA分画を紅丸塊茎組織

に減圧浸透後疫病菌培養濾液処理すると，対照区に比べ

て褐変細胞数が増加したことは，DNA分画が感受体の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9，10）
褐変誘起に何らかの影響を与えるものと考えられた。大
　11）

山は大腸菌DNAを檀物プロトプラストに処理すると，

外生DNAがプロトプラスト核内の内生DNAと
hybridし，犬腸菌DNAの遺伝形質が発現するとい
　　　　　　　12）
い，G1chermanらはタハコに酵母RNA処理後TMV
を接種すると，10ca11es1on数が減少するという。本報

告の実験結果から，外生DNAはジャガイモ組織に何ら

かの影響を与えていると考えられよう。種問雑種1506－

b（9）のDNA分画を減圧浸透後，疫病菌培養濾液処理

した紅丸塊茎デスクのパーオキシダーゼ活性は処理3時

間目から高まり，疫病菌培養濾液処理をした抵抗性種間

雑種塊茎のパーオキシダーゼ活性が処理3時間目から高
　　　　　　　　　　　　　　　　13）
まるパターンと類似した．すでに山本は，抵抗性種間雑

種DNA分画を罹病性品種に処理し，疫病菌を接種す

ると，可溶性蛋白質，パーオキシダーゼ活性，PAL活

性の増加を報告したことと関連して，抵抗性種間雑種

DNA分画が罹病性品種の代謝系に何らかの影響を与え

ているものと考えられる。

　今回の実験において，罹病性品種では疫病菌接種後

RNA量の減少が見られたが，抵抗性種間雑種では菌接

種後6－12時間後にRNA量の急激な増加が認められた

ことは，この時期から抵抗性種間雑種における蛋白質の

増加が罹病性品種に比べて大きいことを裏付けるものの

ようである．また抵抗性種間雑種DNA分画処理罹病性

品種では処理しないものに比べて3倍以上のRNA量を

示した．今回，RNAを泳動した結果，第7図に示す
B，C，D，Eの4ピークはそれぞれ25，23，18，16sの

リボゾームRNA（rRNA）と考えられ，Aはおそらく

低分子化したDNA分画，Fは4～5sあるいは低分子

化したRNAと考えられる．檀物体には細胞質に25s

と18s，葉緑体には23sと16sの沈殿定数をもつ
　　　　　　　　14）
RNAが存在するが，25，23，18，16sはこれにもとづく

ものであろう．筆者らの実験で，抵抗性種間雑種カルス

ではリシチンが形成されたが，罹病性紅丸カルスでは認
　　　　　　　　　　　　　　　15）
められなかったことから，Ingramと同様に塊茎カルス

でも塊茎と同様抵抗性反応を示すものと考えられる．ま

た，抵抗性種間雑種DNA分画を罹病性品種に処理す

ることによりリシチン形成が認められたことから，抵抗
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性種商雑種DNA分画が罹病性品種に対し低扮性反応

誘導の働きをするものと考えられる．

摘　　　　要

　疫病菌に感染したジャガイモの病態生理を特に低抗性

種間雑種から抽出したDNA分画を罹病性品種に処理し

た場合の変化を申心として検討し，つぎの結果を得た．

1）疫病菌（Race　OとRace1）は，R因子をもつソヤ

ガイモ種間雑種組織に対して，r因子をもつ品種よりも

多くの褐変を示した．培養濾液を硫安塩析した上清と沈

殿をセファデックスG25カラムで分画し，種間雑種96－

56塊茎組織に処理すると，上清では分画9，沈殿では分

画7に褐変細胞が多く見られた．培養濾液のエタノール

やアセトン可溶性分画およびアセトン・エヂルエーテル

可溶性分画はジャガイモ葉に壊死を示した．種間雑種96

－56DNA分画処理は紅丸の褐変細胞を増加させた．ま

たこの処理により3時間目からパーオキシダーゼ活性が

高まった．

2）病原菌（Race　O）を抵抗性種間雑種1506－b（9）葉

に接種，6－12時間目にRNA量は激増し，12時間目に

は無接種区の3倍以上の値を示した．罹病性品種紅丸で

は6－12時間目に減少した．種間雑種1506－b（9）の

DNA分画処理紅丸葉では，無処理対照区に比べ約3倍

量のRNA量を検出した．

3）種間雑種1506－b（9）塊茎カルスに疫病菌Race　O

を接種すると，15時間目からリシチンが検出され始め，

72時間目に最高値を示した．しかし，この量は塊茎に形

成されたリソチノよりも少なかった．疫病菌Race　O

を接種した罹病性品種紅丸塊茎では15時間後，抵抗性種

間雑種96－56では9時間後，抵抗性種問雑種96－56の

DNA分画を処理した罹病性品種紅丸塊茎では12時問目

にリシヂンが検串された．

4）疫病菌RaceOを種間雑種SH－469塊茎上に接種後

浸出液申で疫病菌分生胞子を発芽させたところ，接種後

9時間目の浸串液中での発芽率は対照区よりも低下し，

それ以後も低下をつづけた．

1
．

2
．

3
．

4．

5．

6．

7
．

8．

9．

10．

11．

12．

13．

14．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S哩㎜㎜班y

　Th1s　paper　d．ea1s　w1th　the　response　of　potato　tuber　and1eav・es1nvad．ed．by　P伽之oρ1z脆

orα倣和3玄α欄，w1th　spec1a1reference　to　the　apP11cat1on　of　DNA　fract1on　of　res1stant

1nterspec1f1c　hybr1d　to　the　suscept1ble　cu1t1yars

1）Potato　tuber　d－1scs1nterspec1f1c　hybr1d一（R1，R4，R1R49enes）and－cu1t1yars（r　gene）were

　treated　w1th　the　cu1ture　f11trate　of　P伽戸吻伽（Race　O　and－Race1）Much　more　spots

　on　the　d．1scs　of　mterspec1f1c　hybnd．s　ha▽1ng　R　gene　were　obser∀ed　than　those　of

　cu1twars　ha∀1ng　r　gene24hours　after　the　treatment　of　cu1ture　f11trate　Nature　of　the

　cu1ture　f11trate　was　exa血1nd－by　means　of　sa1tmg＿out　w1th　ammomum　su1fate　and－

　fract1onat1on　by　organ1c　so1vents
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2) An increase in the brown spots was observed on the discs of the cultivar Benimaru 

which was applied with the DNA fraction of the interspecific hybrid 96-56 before 
treating with the culture filtrate of P. infestans. An increase in peroxidase activity 

was observed on the discs of cultivar Benimaru 3 hours after applied with the DNA 
fraction from interspecific hybrid 1506-b(9) before the treatment of the culture filtrate 

of P. infestans. 

3) The amount of RNA in potato tubers (cultivar Benimaru) decreased 6 - 12 hours 
after inoculation of P. infestans. (Race O), but the amount of RNA in the resistant 
interspecific hybrid 1506-b(9) increased 6 - 12 hours after inoculation. After treating 

with the DNA fraction from the interspecific hybrid 1506-b(9), the amount of RNA 
in the cultivar inoculated by P. infestans increased 3 times at 12 hours after inocu-

lation compared with the cultivar Benimaru without the treatment of DNA fraction 
from the hybrid 

4) Rishitin was detected in the calli of the interspecific hybrid 1506-b(9) tuber infected 

with P, infestans but not detected in that of the cultivar Benimaru calli infected with 

the fungus or non-infected control plot. An amount of rishitin was recognized in the 

tuber of cultivar Benimaru treated with the DNA fraction from interspecific hybrid 
before the inoculation of P. infestans. 

5) The conidial germination of P. infestans was inhibited in the water difLusate from 

the tuber of the interspecific hybrid SH-469 on which P. infestans was inoculated 
for 9 hours. 


