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ワサビ墨入病の黒色質物に関する研究（第3報）

墨入病菌の酵素活性について
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　ABSTRACT

　The　enzy㎜e　act1▽1t1es　of肋o榊αW；α5α肋αθwere　stud．1ed　Act1v1t1es　were　measured．

by　the　use　of　the　enzyme　suspens1on　w1thout　pur1f1cat1on　It　tumed．out　that　the　mo1d－

had　po1ypheno1ox1dase　and．perox1d．ase　act1v1t1es　Therefore，1t　has　been　recogn1zed．

that　the　enzyme　actlv1t1es　of　Pんo〃2α　W伽50肋α6　resemb1e　the　act1v1t1es　of　Cθrαカ06ツ3〃5

ガ〃必〃砿α　It1s　thought　poss1b1e　that　th1s　po1ypheno1ox1dase　act1v1ty1s　a11owed．to

change　co1or　of　the　root－stock　of　Wasab1and　the　cu1ture　so1ut1on　of　potato

，1　緒　　　　　言

　さきに，筆者は墨入病菌（肋0刎αW6泌脇）の酵素活性としてヂロシナーセ活性，すな

わちポリフェノールオキシダーセ活性について報告した1）。その後さらにこの酵素活性及び

二，三の酸化還元酵素活性について検討した結果，墨入病菌の酵素活性はサツマイモ黒斑病菌

（Cθ肋06ツ5挑力励rづ肋）の酵素活性に類似したものであることが認められたので，本報にお

いてこれらの酵素活性について1括報告する。

2　実　　験　　方　　法

　21　墨入病菌の培養

　保存培養にはバレイショ煎汁寒天培地を用いた。前培養には合成培地（YPG培地）を用い，

振とう培養を行なった。YPG培地の組成は次の通りである。粉末酵母エキス39，ペプトン

109，グルコース209を蒸留水1000〃に溶かしてPHを7．Oに調節した6合成培地50〃を300〃

のエルレンマイヤーフラスコに入れ，25．Cにおいて100～140rp皿で往復振とうした。実験

により得られた増殖曲線1）より72時間経過したものを菌の試料として用いた。
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．表ユ　反応液の組成

活
性1

ク　　レ ゾ ラ　　ー ゼ I カ テ　　．コ ラ 一 ゼ

主’ 室 1菌懸濁液 3．0m1 菌懸濁液 3．Om1

McI1Yaine緩衝液（PH7．0） 2．0 McI1vaine緩衝液（PH7．0） 2．O

ゼラチン液（5mg／1m1） 1．0 ゼラヂン液（5mg／lm1） 1．0

蒸溜水 O．5 蒸溜水 0．5

側 室 クークレゾール液（4mg／lm1） 1．O 貼長キノン・カテコ”午・ 1．0

副 室 20％KOH O．5 20％KOH O．5

計 8．0 ’ 8．O

＊1　ヒロキノン5mg＋カテコールO．1mg／ユm1

　2・2　試　料　作　成

　72時間振とう培養して得られた菌体を吸引口過し，フラスコ1個に繁殖した菌体（1～1．5

9）を約500〃の蒸留水で洗浄したのち，菌体19につき，蒸留水7〃，14〃，28〃をそれぞ

れ加え，ホモジナイザーで懸濁液を作り酵素液として用いた。この酵素液は後述するように精

製されたものでないため乾燥量が非常に大きい。

　2．3　酵素活性と測定法

　2・3・1　ポリフェノールオキシダーゼ

　1）クレゾラーゼ

　クレソラーゼ活性はMa11ette，Dawson3）の方法によった。反応液の組成は表1に示すもの

を標準として緩衝液，基質の濃度を変えて25oCで測定を行ない，5分間隔で30分間酸素吸収

量を測定した。活性度は次式に示す902で表示した。

9。、一（A－B）×2

　　　　　　α

　　　A：30分間に消費した添加呼吸量（μ1）

　　　B：30分間に消費した自家呼吸量（μZ）

　　　α：菌懸濁液の乾燥量（〃g）

　2）カテコラーゼ

　Ada㎜s，Ne1son4）の検圧法によった。反応液の組成は表1に示すものを基準として，緩衝液，

基質の濃度を変えて測定した。クレゾラーゼ活性と同様反応温度25oCにおいて5分毎に30分

間測定し，902で活性度を表示した。

　2・3・2　ラッカロゼ

　1）ワールブルグ法により測定した。反応液は表25）に示される組成のものを使用し，反応

温度250Cで測定した。操作はクレゾラーゼ活性の測定に準じた。

　2）さらに，表36）に示す反応液について25oCで測定した。

　2⑧3衝3　ペルオキシダーゼ
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　1）まず，Sumner　Gjessmg7）の方法に準じて測定を行なった。蒸留水15〃，5％ピロカ

ロール液2〃，O．1Mリン酸塩緩衝液（PH6．O）2〃を20oCで温度平衡にし，これに懸濁液

1〃，O．5％過酸化水素水1〃を加え，正確に5分後，5％硫酸5〃を加えて反応を停止させ

た。生成した黄色のプルプロガリンを分液ロート申で工一テル抽出した。工一テルは15，10，

表2　反応液の組成
活 性 1 ラ ツ カ 一 ゼ

主 室 菌懸濁液 3．O　m1

リン酸塩緩衝液（1／15M，PH7．4） 1．5

蒸溜水 2．5

側 室 ヒドロキノン液（1／10M） O．5

副‘ 室 5％KOH 0．5

計 I 8．O

表3　反応液の組成
活 性1 ラ ツ カ 口 ゼ

主 室 菌懸濁液 3．O㎜1

1〉［cI1vaine緩衝液（PH6．1）＊1 2．0

ゼラチン液（5mg／1m1） 1．O

蒸溜水 O．5

側 室 ヒドロキノン液（10mg／1m1） 1．0

副 室 20％KOH O．5

計 8．0

＊10．2M　クェン酸→0．4M第ニリン酸ソーダ

10〃に分けて使用した。工一テルを合わせて

100〃に定容し，その一部をとって430刎μ

における吸光度を測定し，プルプロガリンの

量を検量線（図1）より求めた。この方法に

おいて，ペル才キシダーゼ以外に一般のオキ

シダーゼが空気申の酸素によってピロガロー

ルを酸化することも考えられるので，過酸化

水素水の代りに蒸留水を用いて測定も行なっ

た。

　2）つぎに，瓜谷，村松2）の実験を参考に

してオキシダーゼ，ペルオキシダーゼの測定

を考テなった。

　i）オキシダーゼ

5
越

栄

魯

0．6

．0．5

0．4

0．3

O．2

0．1

ツ＝8花

　　1　　　2　　　3　　　4　　　5
　プルプロガリン　mg（ツ）

図1　プルプロガリンの検量曲線
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表4　反応液の組成
活 性1

オ　　キ シ ダ　　ー ゼ

主 室 リン酸塩緩衝液（1／15M，PH6．0） 3．O　m1

O．5％ピロガロール液 3．0

側 室 菌懸濁液 2．0

計 』 8．0

表5　反応液の組成
活 性1

ぺ ル　オ　キ シ ダ 【 ゼ

主 室 菌懸濁液 2．O血1

リン酸塩緩衝液（1／15M，PH6．O） 3．O

0．5％ピロガロール液 3．O

側 室 O．5％過酸化水素水 1，O

計 1 8．O

　ワールブルグの検圧装置を用いて，振とうにより空気を接触させた。反応液の組成を表4に

示す。容器をマノメーターに取り付けて30◎Cの垣温槽で温度平衡を行ない，酵素液を混入し

て振とうし，120～140rpm一で10分間反応を行なわせ，直ちに2N硫酸1〃を加えて酵素作用

をとめ，生成したプルプロガリンをエrテルで抽出した。エーテル中のブルプロガリンを検量

線により求めた。

　ii）ペルオキシダーゼ

　つぎに酵素液申に存在するオキシダーゼの影響を除くために，ワールブルグ検圧計を用いて

窒素カス申で実験を行なった。反応液の組成を表5に示す。反応液を入れた容器をマノメータ

ーに取り付け，30oCで5分間温度平衡させた。容器及びマノメーター申の空気を窒素カスで

置換したのち両者を合わせ振とうした。5分間作用させた後，2N硫酸1〃を加えて酵素作用

をとめ，ブルプロガリンを工一テルで抽出した。ペルオキシダーゼ，及び才キシダーゼの作用

力はプルプロガリン数（P珊で表示した。

HV＝W1η6

　　　　　W：生成したプルプロガリン量（㎎）

　　　　　η：用いた懸濁液の容量（肋4）

　　　　　6：懸濁液1〃の乾燥量（彬）

　なお，標準溶液に用いたプルプロガリンは大根のペル才キシダーゼを用いて調製した7）。す

なわち，蒸留水200〃にO．59のピロガロールを溶かしこれにガーゼで口過した大根のおろし汁

50〃を加え，さらに2．6％の過酸化水素水10〃を1時間で滴下した。生成したプルプロガリン

を工一テルで抽出し，抽出液を芒硝で脱水し，口遇，工一テルを留去し得られた赤かっ色のプ
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ルプロガリンをエタノールで再結した。融点274．Cを示す。

3実験結果と考察

　測定した酸素吸収量の補正を行なうために自家呼吸量の測定と，懸濁液の代りに蒸留水を用

いて，ブランクテストを行なったが，懸濁液を除いたものは酸素吸収量が極めて少く無視して

差支えないものと認めた。

　3・1　ポリフェノールオキシダーゼ

　1）クレゾラーゼ

　実験の結果を表6に示し，その1例を図2に示す。（表申＊印）墨入病菌のクレノラーセ活

性と比較するため，バレイショ皮部のクレゾラーゼ活性を測定した。この酵素液は第1報1）に

準じて調製した。

　墨入病菌，ハレイショ皮部の酵素液はともに反応液を赤橿色に着色させた。ハレイショ皮部

の酵素液は116～152の902を示し，墨入病菌は最高178～最低17の902が得られた。第1

報1）で報告した値とあまり相異はない。

　2）カテコラーゼ

「実験の結果を表7に示し，その1例を図3に示す。（表申＊印）反応液は赤橿色～あづき色

を示した。902の値は2．2～7．Oを示し，この値も第1報で報告した値とあまり相異はない。

表6　ク　レゾラ　　ゼ活性

基　質　濃　度

P一クレゾール
　　（水1m1申）

4　mg

4

4

4

8

8

8

lMcI1Yaine緩衝液濃度

クエノ酸　第2リノ酸ソ
ーダ

0．1M－　　0．2M

O．2　　　0．4

O．2　　　0．4

0．2　　　0．4

O．2　　　0．4

0．2　　　0．4

O．2　　　0．4

菌　　懸　濁　液

（菌19に対する水）

14m1

14

7

28

14

7

28

Q02

5．9

5．3

5．0

7．3

7．0

5．2

6．3

2．5

6．4

5．3

1，7

14，4

10，3

10．2＊

8．5

7，3

17．8

8．8

7．3
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　3・2　ラッカーゼ

　実験結果の1例を図4，5に示す。

　1）第1の方法によっても反応液の

色調は変化せず，且つ添加呼吸量と自

家呼吸量との差は殆んど認められなか

った。　（図4）

　2）第2の方法によっては反応液は

僅かに桃色を示したが，添加呼吸量と

自家呼吸量との差は認められなかっ

た。　（図5）

　したがって先に報告4）したと同様に，

墨入病菌はラッカーゼ活性を持ってい

ないものと認められる。

　3④3　ベルオキシダーゼ

　1）Sumner，G］essmgの方法によ

り測定した結果を表8に示す。反応液

は黄色を示した。なお，菌懸濁液の代

りに蒸留水を用いたものについては変

化が認められなかった。PN値は実験

条件として設定した程度の基質，緩衝

、
辻

一司

き

・寧

150

100

50

0
．

27

10　　　　　　20　　　　　　3σ
時間（min）

』添加呼吸
μ＿◎自家呼吸

図2　クレゾラーゼ活性

液，菌懸濁液の濃度によってはあまり変化が認められず極めて低い値O．028～O．059を示した。

大根のしぼり汁の活性度を同様な方法で測定した結果，0．39なる値を得た。文献8）によれば大

表7　カテコラ　ゼ活性
　基　質　濃　度
ヒドロキノン，カテコール
　　（水1m1申）

5mg　　　0．1mg

5　　　　　0．1

10　　　　　0．2

McI1∀aine緩衝液濃度

（クエン酸一第2リン酸
ソーダ）

0．11Ml－　　O．2M

0．2　　　0．4

0．2　　　0．4

菌　　懸　濁　液

（菌19に対する水）

14m1
〃

7
28

〃

14

〃

28

〃

〃

14

Q02

2．2

3．5

3．6

3．6

7．0

3．9

5．2

5．5

6．4

7．0

6．3＊
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図3　カテコラーゼ活性
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時間（min）
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←＿＿一〇自家呼吸

図4　ラッカーゼ活性

30

根のペルオキシターセのPN値は1420内外であるので実験で得られた大根汁のPN値は極め

て低い。これは酵素の精製を全く行なっていないため，乾燥量が極めて大きいので斯る値を得

られたものと考えられる。このことは墨入病菌についても云えることであり，この実験により

墨入病菌が大根の10分の1を示していることは，酵素の精製を充分行なったとすれば相当大き

い値を与えることを示すものではないかと考えられる。遇酸化水素水の代りに蒸留水，菌体1

9に水14〃を加えて作られた懸濁液を用い，O．1Nリン酸塩緩衝液，5％ピロガロールを基質

としてオキシダーゼ活性を測定した結果，0，013，O．010，O．015のPN値を得た。

　2）次に瓜谷・村松の実験に準じてオキシダーゼ，ペルオキシダーゼの活性を測定した。酵

素液は菌体19に水14〃を加えて作られた懸濁液のみについて行なった。墨入病菌の生育に最

適の温度g）は大体26oC内外であるためか，30oCの測定温度ではSumner，G〕essmgの値よ

り低い値が得られた。

　i）才キシダーゼ
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10分間の反応により，O．O07，O．O05．　　　100

0．O05のPN値が得られた。平均値O．006

で，5分間の反応値はO．003である。ブ

ランクテストの結果，反応液はほとんど　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　グ

変化しなかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　◎

　ii）ペルオキシダーゼ

　さらに，ペル才キシダーゼ活性の測定

を窒素カス申で行なった結果ツO015ジ　ミ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　輔
O．010，O．O08のPN値が得られ，　ブラ　尊
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　畠　　50
ンクテストの結果何ら変化が認められな　襲

かった。活性度の大きさは実験の方法に

より異なるが，反応液はすべて黄色とな　　　　　　　　　8

り，墨入病菌はペルオキシターセ活性を

持っていると考えられる。

　以上の実験結果を総合的に考察するに，

反応液申の緩衝液の最終濃度については　　　　　　　8

更に検討を要するも，902やPN値が極

めて小さい値を示す原因は酵素液として　　　　q　　　　　10　　　　　20　　　　　30
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　時間（min）

の菌懸濁液の乾燥重量の大きいことによ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　←添加呼吸
ると考えられる。しかし，反応液がそれ　　　　　　　　』＿O自家I呼吸

ぞれ着色することからみて，この菌は（1）　　　　　　　図5　ラッヵ一ゼ活性

ペルオキシダーゼ，オキシダーゼ活性をもち，（2）ポリフェノール才キシダーゼ活性を持ってい

ることは，定性的にも間違いなく，それに対し，（3）ラッカーゼ活性は持たない。これらの事か

ら墨入病菌はサツマイモ黒斑病菌の酵素活性に類似した酵素系を持つかぴと考えられる。

4　総 括

　ワサヒ墨入病菌の酵素活性申，とくにポリフェノールオキシダーゼ，ペルオキシダーセ，ラ

ッカーゼ活性について定性的な実験を行なった。酵素液としては菌懸濁液を用いた。ワールブ

ルグ検圧法によりポリフェノールオキシダーゼ，ラッカーゼ活性の測定を，プルプロガリン法

によりペルオキシダーゼ活性の測定を行なった。

　1）ポリフェノールオキシダーゼ活性については，クレゾラーゼ，カテコラーゼの両活性を

測定した。

　i）クレゾラーゼ

　基質，緩衝液の濃度，菌懸濁液の濃度などの条件を変えて測定したが，902の値はあまり大



30 曾　我　　　　治

表8　ペルオキシダーゼ活性

基　質　濃　度

I（ピロガロール）

5％

5

10

10

リン酸塩緩衝液

　濃　　　　度

0・1N

0．2

0．1

O．2

菌　懸　濁　液

（菌19に対する水）

一14m1

7

28

14

7
28

14

7

28

14

28

PN

0．046

0．040

0．033

0．037

0．059

0．047

0．036

0．028

0．055

0．042

0．047

0．048

0．042

0．040

0．055

0．055

0．054

きな差異が認められなかった。バレイショ皮部の902が1ユ6～152であるのに対し，墨入病菌

の902は1．7～17．8であった。反応液は何れも赤橦色に着色した。

　ii）カテコラーゼ

　クレゾラーセと同様に条件の変化による差は認められなかった。墨入病菌のカテコラーゼ活

性の902は2．O～9．Oであった。反応液は赤橿色～あづき色に着色した。

　2）ラッカーゼ

　反応液はわずかに桃色に着色したが，添加呼吸量と自家呼吸量には差が認められなかった。

　3）ペルオキシダーゼ

　Sumner，G〕ess1ngの方法により，墨入病菌の活性を測定した結果，O028～0059のPN値

を得た。また，過酸化水素水を含まぬ反応液についてオキシダーゼ活性を測定した結果，0，010

～0，015のPN値が得られた。さらに，瓜谷，村松の方法にならい，オキシダーゼ活性を測定

した結果，0003のPN値を得た。窒素カス申でのペルオキシダーゼ活性の測定ではO008～

O015のPN値を得た。反応液はいずれの場合も黄色に着色した。

　以上の実験結果より墨入病菌はポリフェノールオキシダーゼとペルオキシダーゼ活性を有し，

ラッカーゼ活性は持たないものと認められた。ポリフェノールオキシダーゼとペルオキシダー

ゼの活性度が小さい値を示すのは酵素液として未精製の菌懸濁液を用いた㌧め，その乾燥量が

大きいためと推定される。

　墨入病菌はサツマイモ黒斑病菌と同様にボリフェノールオキシダーセユO）を含み，この菌の
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　浸入によりワサヒの根茎やハレイショ煎汁培養基などが黒かっ色に変化するものと考えられ

る。

　この研究に関して，終始御懇篤な指導，鞭鑓を賜わっている京都大学後藤良造教授に厚く御

礼を申し上げます。なお，この実験に協力いたゾいた山崎雅江氏に謝意を表します・
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