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IV . 

Some Knowledges concering the Colour Change of the Culture Medium of Potato 

Osamu SOGA 

A~STRACT 

Phoma Wasabiae was inoculated on the culuture solution of potato which contained 

200/0 of glucose, and incubated in static state at 25'C 

The process of colour change of the culture medium was studied with regard to the 

change of composition of medium and separation of polyphenol from the coloured 

culture medium 

l) The colour of the culture medium changes gradually to a reddish orange colour 

from the surface of medium with the growth of Phoma Wasabiae. The colour changes 

blackish during 3 or 4 weeks. And then, the absorbance of a visible light at 412 or 

413 m~L increases gradually. 

2) Under an ultraviolet ray of the wavelength 365 m/k the culture medium has a blue-

white fluorescence, and it changes to a deep green colour with colouring of the medium. 

3) Polyphenols were extracted with ethyl acetate from the precipitate which' separated 

from the coloured culture medium with lead acetate solution. The result of study by 

the use of paper chromatography on the extract, the existence of an yellowish orange 

coloured substrate was proved. IVl:oreover, it was recognized that when excess petroleum 

ether was added to the concentrated etllyl acetate extract, an orange-yellow substrate 

was deposited. Upon recrystallization from aqueous methanol it gave red needles. It was 

found that the crystal had a trihydroxy-1, 4-naphthoquinone structure, tllerefore the 

author proposes the name "wasabiqumone" for the pigm~nt because of a metabolic 

product of Pholna Wasabiae. The structure of wasabiquinone will be described in forth-

commg reports 
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1　緒　　　　言

　サツマイモ黒斑病菌（C伽カ05τ0刎θ”0力励r肋α）に侵された黒斑病甘藷については久保田

による一連の化学的研究，及び瓜谷による詳細な病理化学的研究がなされている。

　瓜谷1）・2）は病傷害檀物の縁かっ変の機構を明らかにした。すなわち，．檀物が罹病したり

機械的傷害を受けたりすると，その組織部やごく返くの隣接部にコーヒー酸，クロロゲン酸な

どのポリフヱノール類が増大し，同時にポリフェノール才キシターセ活性の増大することを発

見した。そしてこれら両者の接触によりポリフェノールが酸化され，生成した酸化物の重合，

あるいは，　その酸化物がタンパク質，　アミノ酸などと結合してそれぞれ凝固性タンパク質、

メラニンよう物質を形成するのだろう…と推定している。しかし，未だこれらボリフェノール類

の酸化物の性質は明らかにされておらず1），かつまた，メラニンよう色素にっいてもほとん

ど研究されていない。

　筆者の研究は墨入病に罹病したワサビの黒色物質の本体並びにその生成機構を明らかにする

目的で行なわれているが，3）特異な環境で生育するワサビを研究の材料にすることは，現在は

なはだ困難であるので，入手しやすいバレイショを研究材料にすることにした。このバレイショ

の煎汁培養基に墨入病菌を接種し，定温器申に放置すると培養基が黒色ように変色すること

が認められ，第2報でこの黒色溶液より酸性物質，フェノール性物質，着色物質などの代謝産物

の究明を目的とした分離について報告した。4）したがってこの研究は人工的につくられたバ

レイショ煎汁培養基の黒変現像の解明とその代謝産物の研究にあることを改めて明記しておく。

　墨入病菌がポリフェノールオキシターセをもつことは，ほぽ確実であるので，3）・5）培養

基の黒色化も菌のポリフヱノールオキシダーゼ活性によるものと推定される。

　本報ではこの培養基の黒色化する遇程について得られた二，三の知見について報告する。

2　実験と結果

　2・且　培養基の組成愛化

　1）培　養基

　培養基は第2報4）で報告したように調製したが，煎汁をさらは10分間，ユO，000rp：mで遠心

分離したものを使用した。PHを7．Oに調節したのち煎汁1000〃に対し209のグルコースを加

え，300〃のエルレンマイヤーフラスコフに100〃づつ分注し120．Cで15分間滅菌した。

　2）実験方法と測定項目

　培地に菌を接種後，25oC定温器内に静置し1週間ごとにとり出して吸引口過し，口液ををさ

らに10分間，10，000rpmで遠心分離して得られた透明な溶液を試料液とした。なお，第1週目

はフラスコ2個分を合わせ1組として2組について測定し，2週以後はフラスコ3個について

別々に測定した。



一128 曾　　我　　　　治

　測定項目は菌体量，PH，試料液の乾燥重量，吸光度，グルコース，デン粉，粗タンパク質，

エーテル抽出量である。PH，吸光度を除く他の項目のものはすべて試料液100〃当りの重量

で表示した。以下各項目について概要を述べる。

　i）菌体量　試料液調製のとき得られた菌体を蒸溜水500〃で洗い100oCで乾燥した。

　11）乾燥量試料液10〃を秤量びんにとり100oCで乾燥した。

　iii）吸光度　試料液の着色度を比較するため可視部の吸収を測定した結果，412～414血μに

吸収の極大が認められるので，412m一μの吸光度を測定した。試料液はすべて40倍に稀釈し蒸

溜水を対照に測定した。測定器は島津分光光度計9R－50型を用いた。

・i▽）グルコース　試料液を200倍に稀釈してその1〃についてNe1son法6）により測定した。

　∀）デン粉　試料液20〃を塩酸加水分解法によりグルコースを求め，前記の遊離グルコース

を差引き，その値にO．9を乗じてデン粉量とした。

　yi）粗タンパク質試料液10～20〃をケルダrルフラスコにとり，硫酸を加え酸性にした

のち，蒸発乾固してセミミクロケルダール法により窒素を求め，6．25を乗じて粗タンパク質と

した。

　yii）工一テル抽出量試料液40〃を用いてソックスレーで16時間抽出し，抽出液を100oC

で乾燥した。

　∀iii）PH試料液調製後直ちに測定した。

　3）実験結果
　実験結果を表1，図1，2に示す。図には表1に示す値の平均値をプロットした。

　培養基のPHは菌の生長と共に弱酸性から弱アルカリ性となる。同時に412皿μの吸光度

も増し，かつエrテル抽出量もふえる。それに反し，乾燥量，グルコース，デン粉，粗タンパ

ク質は減少する。培養基の黒色化は3週～4週間で完成する。

表1　バレイショ煎汁培養基の組成変化

試料・・吸光度巧撤厚4瀦乱伽㌶。つ乱粗多鳩ζ戸工7搬量
培養基　5，92　0．019　　　0 2，44　　　0．531　　　　　　2．389

　　　5．84　　　．019　　0．032　　　2．683　　　　　　2．44　　　　　．478
1　週
　　　6．38　　　　，019　　　　．037　　　　2．712　　　　　　　2．38　　　　　　．473

　　　6．69　　　　，151　　　　．215　　　　　2．116　　　　　　　1，90

2週6．80　，187　．198　2．083　　1，94
　　　6．68　　　　，144　　　　．237　　　　　2．058　　　　　　　　1．85

1．995　　　　　　　　0．003

2，086　　　　　　　．004

．383　　　　　　　　1，065　　　　　　　　　，025

．417　　　　　　　1，083　　　　　　　　，022

．370　　　　　　　　1，128　　　　　　　　　　　一

　　　7．40　　　　，818　　　　．352　　　　1．412　　　　　　　1．45　　　　　　．135

3週7．40　■．646　．406　1．320　　1．20　．117
　　　7．30　　　　，588　　　　．439　　　　　1．260　　　　　　　1．08　　　　　　．158

　　　7，42　　　1，100　　　　．536　　　　0．661　　　　　　　0，35
4　週
　　　7，42　　　0，840　　　　．536　　　　　0．781　　　　　　　0．70

O．449　　　　　　　　　．029

0，407　　　　　　　　　．029

0，427　　　　　　　　　．029

0　　　　　　0，419　　　　　　　．046

0　　　　　　0，452　　　　　　　．046
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　留12　培餐基の鯉と菌体量，吸光度

　日数の経過に伴ない412Inμの吸光度が増し，かつpHが上昇するのを認めたので，培養

基のPHと菌体量，着色度との関係を知るためにつぎの実験を行なった。

　1）培養基のPHを4，5，6，7，8，9とし，300〃のエルレレンマイヤーフラスコ

に50〃の培養基を入れたものに菌を接種し，18日間25oCの定温器に静置した。培養基の調製

法，菌体および着色液の処理は2．1に準じた。測定にはフラスコ2個分を合わせ測定した。

実験に先立ち，滅菌した培養基のPHを測定した結果，表2－1に示す通り減菌後の培養基の

pHは最初調節したPH値と異なり，弱酸性の培養基は上昇し，アルカリ性の培養基は弱酸

性の方に下降していた。したがって実験に使用した培養基の実際のPHは申性もしくは弱酸

性であって，それそれの培養基のPHの差はあまり認められない。実験の結果を表3に示す。

表2－1　培養基のPH

滅菌前　　4，00　5，00　6．O0　7，00　8．O0　9．OO

滅菌後　4，26　5，15　5，67　5，84　5，96　6．10

表3の結果より明らかなようにPH80の培養基がもっとも着色し，かつ菌体量は少なかっ

た。そこで，さらにこの関係をみるために実験を行なった。

表3　培養基のpHと着色液＊2のpH，吸光度，菌体量

培養基のPH＊1　　4，00　　5．OO

着色液のPH　　　5，88　　7．56

着色液の吸光度　　　1，42　　1一．44

菌体量（9）　　　O．292　　0．291

6，00　　　　7．O0　　　　8，00　　　　9，00

7，82　　　　7，84　　　　8，04　　　　7，91

1．O0　　　　　0，99　　　　　1，50　　　　　1，04

0．265　　　0．252　　　0．234　　　0．246

＊1滅菌前のpH
＊2着色した培養基より菌体を除去した液

　2）培養基のPHを3，4，5，6，7，8，9，10，11とし，接種後1，2，3，4週

ことに着色液のPH，吸光度，菌体量との関係を追究した。滅菌後の培養基のPHを表2－2

に示す。1回の測定にはフラスコ2個分を別々に測定しその平均値を求め，図3に表示した、

表2－2培養基のpH
減菌前　　3，00　4，00　5，00　6．O0　7，00　8，00　9．00　　10．00　　11．OO

滅菌後　3，15　4，12　5，05　5，72　6，10　6，32　6．35　　，5，70　　5．86

　滅菌後の培養基の色はPH11のものがもっとも顕著な橿色を示しているので，念のため可視

部の吸収を測定したが，なにら特別な吸収を示さなかった。したがって，412mμの吸収は培養

基の着色に伴なうものであることが明らかである。PH3の培養基では菌系糸は生育せず，PH4
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の培養基では着色の速度が遅かった。菌体量については　般に3週目が最大で，4週目は白己

消化のためか減少している。吸光度についてはPH4，5，11の培養基が3週目で最高を示し，

pH6，7，8，9，10の培養基は4週目においてもわずかに増加する傾向を示した。そしてPH8

の培養基が最大であった。3週目にかぎってみると，吸光度が最大であるPH8の培養基の菌

体量は他のものと比較して少ないことが判明した。しかし，着色液のPHに関しては表3に

示す結果と異なり，PH8の培養基のものがPH4のものを除いて他のものよりわずかに小さ

い値を示した。

　培養基のPHと菌体量夕吸光度との関係は特に一定したような結果は得られなかったが，
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一般につぎのようなことが云える。すなわち，菌が生育するにつれ培養基のPHは上昇し，次

第に着色して412皿μの吸光度が増加する。着色は3週間でほぼ最大となり，菌体量は3週

目を頂点に次第に減少する傾向がある。PH8の培養基の吸光度が特に高い原因は不明である

が，クルコース含有のハレイショ煎汁培養基を高圧滅菌した場合に，PHを8に調節した培養

基に菌の代謝を盛んにするような物質が多く生産するからではないかと推定される。

　2・3培養墓の変色
　ハレイショ煎汁培養基の変色はつきのような過程がみられる。すなわち，接種後25oCの定

温器内に静置すると3日目頃から菌が生育しはじめ，1週目にはフラスコの内壁に沿っって菌

が密集し，次第に繁殖して2週目にはほぼ全面に菌糸が生育する。菌糸が生育するにしたがい

培養基の表面が赤橦色に変化し，次第にその変化は内部に進行し，3週目には溶液全体が黒色

化してくる。紫外線（3650mμ）下では，培養基は青白色を呈するも，溶液が着色してくるに

したがい，その青白色の螢光は消失し青緑色から深緑色になる。そして菌糸は非常に鮮明な青

白色の螢光をしめす。＊1

　1）培養基申のポリフェノールと着色液中の着色物質の反応性

　バレイショが病原体におかされた場合に，ポリフェノールとしてクロロゲン酸，コーヒー酸

が生成することはすでに報告されており，8）・9）かつ　般的に機械的な傷害によってもボリフ

ェノールが生成することから，実験に使用したハレイショ煎汁培養基にも当然ポリフェノール

培　養　液，着　色　液

　　　　　20％酢酸鉛液添加

　　　　　遠心分離
　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　沈殿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　上澄液
　　　　　　　　　サスペンジ1ン・・・…に調節　　　1濃縮

　　　　　　　　　遠心分離　　　　　　　　　　　1　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　沈　殿　　　　上澄液
　　　　　　　上澄液

　　　　　　　　　酢酸エヂル抽出

　　　　　　　抽出液

　　　　　　　　　（A）　　　　　　　　　　　　　　　　　（B）

　　　　　　　　　　　図4ポリフェノールの分離

が存在すると考えられるので，文献10）を参考にして，酢酸鉛による培養基申のポリフェノール

の分離をこころみた。（図4）すなわち，培養基＊2調製後72時間経過した培養基100〃に20％

酢酸鉛溶液を3〃のわりに加え1時間冷所に放置後遠心分離して，得られた沈殿に少量の水を

加えてサスペンジョンとなし，これを20％硫酸でPH2．0に調節し，遠心分離を行ない得られ

た淡黄色の上澄液を同量の酢酸エチルで5回抽出した。これをlA〕とする、一方沈殿を除いた上

＊1筆者はこの菌糸の螢光物質の一つとしてステロイド化合物を分離した。7）

＊2この培養基は煎汁を口過したのみで遠心分離は行なっていない。また7．OにpHを調節して減菌した。
　　実際に使田した煎汁液は800〃である。
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澄液はさらに濃縮して少量となし，この際得られた沈殿も同様に処理して酢酸エチルで抽出し

た。これをlB1とする。（A〕，lB〕をそれぞれ濃縮して後述するぺ一パークロマトグラフィーにより

検討した結果，同一のクロマトグラムが得られたので，lAl，lB〕を合わせ，これをポリフェノー

ル含有試料とした。なお一，菌接種後1週間，2週間，3週間経過した着色液についても同様に

処理した。これらの酢酸エチル抽出液をつぎの条件でぺ一パークロフトグラフィーを行なった。

展開剤として，n一ブタノール：酢酸：水＝4：1：5を用い室温で上昇展開し，紫外線照射，

試薬の噴霧などによりポリフェノールの存在を調べ，かつ着色物質の展開状態およびその反応

性について調べた。接種後，1週間経遇したものはフラスコの内壁に沿って菌糸が生育してい

るが，培養基の色の変化は認められず，培養基と同一の紫外線下著明な青色～青白色のスポッ

トのあることが判明した。2週間以上経遇した培養基（着色液）のクロマトグラムでは黄橿色

のスボットが認められ，3週間以上経遇したものは原点より淡かっ色の物質がティリングして

いることが判明した。　（図5）

　検出はつぎに示す試薬の噴霧に

よる呈色反応によった。（1）紫外線

下青色～青白色を示すスポットに　　趾　　趾　員　芯、

㌫二㌶二うニニニQ一ギllポl1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　嘗　・燭　冒　・側

（6）瓜谷11）により試みられた試薬，

すなわちO．2モルリン酸塩緩衝液

にO．5％になるように赤血塩を溶　　　　　　　　　　　　。　　　　　　美

解した第1液を噴霧し，5分後に

第2液として稀リン酸に2．5％に

なるように硫酸第2鉄を溶解させ　　　　　I　　　　　π　　　　　　皿

た液を噴霧し，プルッシヤンブル
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I培養塞　　　　　O螢光物質
一の反応をみる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿着色液（2週間）　　　　θ着色物質

i）培養基　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿着色液（3週間）・　　　．＿＿テイリング

培養基は趾085，063，060　　　　　図5培養基着色液のぺ一パークロマトグラム

が青白～青白色の螢光を示し，O．85のスポットはアンモニアガスで黄色の反応を示さず，それ

に反し，063，060のスボットは黄色の反応を示した。既知のコーヒー酸，クロロゲン酬を試

料に添加して展開した結果，コーヒー酸はO．85を，クロ』ゲン酸はO．63を示したので，それら

のスボットはコーヒー酸，クロロゲン酸であると推定したが，’趾O．85のスボットは既知の
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コーヒー酸のように，アンモニアガスで黄色を示さず，かつまた，pau1i試楽，塩化第2鉄

溶液によっても反応が鏡敏でなく，わずかにもっとも鋭敏なプルッシヤンブルーの青色の反応

のみが認められることから，これらのスポットを切り取り75％メタノール液で溶出し，それぞれ

の紫外吸収スペクトルを測定したが，既知コーヒー酸，クロロゲン酸の吸収を示さなかった。

したがって，これらの螢光物がコーヒー酸，クロロゲン酸であるとの証明は出来なかったが，

別の形をして存在することも考えられるので，この点に関しては現在研究申であIる。

　i　i）着　色　液

　a）2週間経遇した着色液のぺ一パークロマトグラムで，もっとも顕著なことはRfO．85近

くは存在する黄橿色のスポットである。このスボットは展開剤の蒸発につれ赤橿色に変化し，

アンモニアガスにより赤紫色となり，時間の経過もともに赤橿色に復元する。酸性では黄色と

なる。また，Pau王i試薬で茶色に，塩化第2鉄液で黒かっ色となる。趾0．49以上のクロマト

グラムは淡かっ色にティリングしておりフェノール検出試薬と反応する。

　b）3週間以上経過したものは先端に黄樫色のスポットが認められるとともに，原点より淡

かっ色の物質がティリングしており，これらはフェノール検出試薬と反応することからフェノ

ール性水酸基をもつ重合物と思われる。その他，培養基，着色液ともに趾O．40～O．48にカル

ポン酸の反応をしめす物質が検出される。とくに培養基は顕著である。

　2）結果の考察

　以上の実験結果より培養基が変色する現像はつきのように考えられる。ハレイショ煎汁培養

基に存在するポリフェノール，とくにO一ジフェノール類（コーヒー酸，クロロゲン酸である

ことの証明は出釆なかったが）に対し，墨入病菌が作用し，その菌のボリフェノールオキシタ

ーゼにより，これらのジフェノール類が酸化されて，まず最初に黄色～黄橿色の着色物質を形

成し，これから種々な重合物が形成されるであろう。

　2週間以上経過した着色液から認められる黄橿色の物質は第2報4）で報告した5％酸性炭

酸ナトリウム抽出液にも明らかに存在するが，前記酢酸エチル抽出液に過剰の石油工一テルを

添加すると黄色～赤かっ色の物質が沈殿し，これから赤色針状結晶を含水メタノールにより求

めることが出釆た。

　この結晶はその後の研究により，　トリオキシー1，4一ナフトキノンの構造をもっていること

が明らかになったので，ワサビキノンと呼ぶことにする。ワサビキノンの構造，性状について

はのちに報告する。

　3　総　　　　括

　20％のクルコース含有のハレイショ煎汁培養基に墨入病菌を接種し，25oCの定温器内に静

置して，培養基の組成変化および変色の過程を研究した。培養基は主としてPH70で15分間

減菌したものを使用した。

　1）培養基は菌の生長につれ表面から赤橦色に変化し，ついで次第にその色調を濃くし，3



ワサビ墨入病の黒色物質に関する研究（第4報） 135

～4週間で全溶液が黒色ようになる。その着色液の可視部の吸収極大は412～413mμである。

　2）紫外線下，培養基は青白色の螢光を示めすが，赤橿色に着色するにしたがい消失して青

緑色から深緑色に見えるようになる。また菌は鮮明な青色の螢光を示す。

　3）菌の生長とともに培養基のPHは弱酸性から弱アルカリ性に変化する。また粗タンパ

ク質，グルコース，デン粉等は減少するカミ，菌体量，エーテル抽出量は増加し，412mμの妓

光度も3～4週間で殆んど最高値を示す。

　4）PHを8．Oに調節した培養基がもっとも著しく着色した。

　5）培養基申に存在すると推定されるポリフェノールを分離するため，培養基100〃に20％

酢酸鉛溶液を3〃のわりに加えて得られた沈殿に少量の水を加えてサスペンジョンをつくり，

硫酸でPHを2．Oとしこれを酢酸エチルで抽出した。この濃縮液についてぺ一パークロマトグ

ラフィーを行なった結果，二，三の青色～青白色の螢光物質のあることが判明した。これらの

スボットはフェノールの反応を示すが，コーヒー酸，クロロゲン酸であることの確認は出来な

かった。

　6）着色した培養基も同様に処理した。このぺ一パークロマトクラムは黄橿色のスポットが

趾O．85付近に認められた。このスポットはフェノール検出試薬に陽性でアンモニアアルカリ

で赤紫色となり，酸で黄色となる。なおまた，この着色液の酢酸エチル抽出液に石油工一テル

を過剰に加えると黄色～赤かっ色の沈殿が生成し，これから赤色の結晶が含水ナタノールによ

り得られた。

　この結晶はその後の研究により，　トリーオキシートー1，4一ナフトキノンの権造をもっている

ことが判明した。この色素をワサビキノンと呼ぶことにする。その詳細についてはのちに報告

する。

　この研究を行なうにあたり，終始お励みをいただいた京都大学名誉教授後藤良造先生に深い

謝意を表するとともに，この論文のご校閲を賜わった大阪市立大学教授久保田尚志先生に心か

ら御礼を申し上げる。なわ，実験に協力いたたいた祖田茂樹，竹内光，森本直知理学士に感謝

する。
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