
緒 論

Sclerotinia trifoliorumは子嚢菌亜門(Ascomyconia)・

盤菌綱 (Discomycetes)・ビョウタケ目 (Helotiales)・

菌核菌科 (Sclerotiniaceae) に属する病原性糸状菌であ

る｡ 菌糸成長適温は15～20℃で, 本菌は常温において病

原性を発現するが, 33℃以上では成育できず (Matsuura

1946), S. trifoliorumはこの点からは常温性菌核病菌

と考えられる｡ しかしながら, 本菌は０℃付近において

も成育可能でかつ病原性を有することから, その分布は

全国的であり, 中でも北海道, 東北, 北陸などの積雪地

帯においては積雪下で発病する雪腐菌核病菌として知ら

れているので, 低温菌即ち低温性雪腐菌核病菌と考えら

れる｡ 従って, S. trifoliorumは最終的には低温性通性

雪腐菌核病菌に分類される (Matsumoto 1994)｡

S. trifoliorumの宿主としては, マメ科植物 (アルファ

ルファ, レンゲ, アカクローバ, シロクローバ, クリム

ソンクローバ, アルサイククローバ, ソラマメ, ベッチ
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要 旨
低温性通性雪腐菌核病菌 Sclerotinia trifoliorumの低温適応現象を解明するために, ５℃及び20

℃で産生するポリガラクツロナーゼ (PGase) 活性の性質を調べた｡ S. trifoliorumのアルファル

ファ培地での培養は５℃では160日間 (最適培養日数), 20℃では45日間 (最適培養日数) 行った｡

５℃及び20℃培養粗抽出液の PGase 活性は, それぞれ30.8±0.4 U/mL (抽出体積462mL, Total

activity 14 200U), 36.5±0.9 U/mL (抽出体積454mL, Total activity 16 600U) であり, 低温

においても PGase 産生量が著しく低下しないことがわかった｡ これら粗抽出液を Bio-Gel P-６

DGゲル濾過クロマトグラフィーによる脱塩操作後に, ５℃及び20℃培養脱塩画分の PGase 活性の

性質を調べた｡ 温度依存性については, 最適温度は５℃及び20℃培養 PGase 活性ともに50℃であ

り, 50℃での活性に対する各温度での相対活性によって両者を較べると, それらの曲線は両者でほ

ぼ一致した｡ 温度安定性については, 残存活性で比較すると, ５℃培養 PGase 活性は15℃～35℃に

おいて僅かであるが20℃培養のものにくらべて不安定性を示した｡ 一方, 45～55℃では若干の安定

性を示した｡ pH 依存性については, ５℃培養 PGase 活性の最適 pH は4.5であり, 20℃培養は4.0

であった｡ 従って, これらの結果は５℃及び20℃培養によって産生された各々の PGase アイソザ

イムが異なることを示した｡
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類), キク科植物 (ハハコグサ, ヂシバリ), アブラナ科

植物 (タネツケバナ) 等の双子葉植物が挙げられる｡

S. trifoliorumによる雪腐菌核病の発病は, 秋におけ

る子嚢胞子の宿主への感染によって始まる｡ 冬の積雪下

で菌糸成長が進行し, 春の融雪後, 気温の上昇と共に茎

葉や根を灰白色に軟化, 腐敗させ, 枯死した植物の表面

には綿毛状の白い菌糸と共にネズミ糞状の菌核を形成す

る｡

S. trifoliorumの宿主への侵入は､ 創傷部及び気孔や

水孔等の自然開孔部侵入及びクチクラ (角皮) 侵入のい

ずれも観察される｡ 特に角皮侵入においては､ 植物細胞

上皮を穿孔する菌糸の物理的な力と植物細胞壁を分解す

る一連の酵素群による化学的な力によってなされると考

えられている｡ また､ 植物細胞壁の一次細胞壁や植物細

胞壁間隙物質の主要成分であるペクチン質を分解する細

胞外酵素ペクチナーゼの一種ポリガラクツロナーゼ

(PGase) は, 植物の病原性, 即ち植物の腐化 (マセレー

ション) に深く関与している (Bateman and Basham

1976)｡

ペクチン質は D-ガラクツロン酸 (D-GA) がα-１,

４結合によって重合したポリガラクツロン酸を骨格とし

て, 更にポリガラクツロン酸残基のカルボキシル基の一

部がメチルエステル化された物質で, メチルエステル化

率の低い方から順にポリガラクツロン酸, ペクチン酸,

ペクチン及びペクチニン酸に分類される｡ ペクチナーゼ

にはポリガラクツロナーゼ, ペクチン酸リアーゼ, ペク

チンリアーゼ, 及びペクチンエステラーゼ等がある｡ ペ

クチナーゼは細胞間隙物質であるペクチン質に作用し,

マセレーションを引き起こすと考えられる｡ ここではポ

リガラクツロン酸またはペクチン酸の α-１,４ 結合を

加水分解する酵素であるポリガラクツロナーゼの活性の

性質について調べた｡

この酵素は, これまでに菌類 (Takahashi et al. 2002;

Nagai et al. 2000; Takasawa et al. 1997; Waksman

et al. 1991; Kester and Visser 1990; Schejter and Mar-

cus 1988) , 細菌 (Roberts et al. 1988; Nasuno and

Starr 1966), 酵母 (Gognies 2001; Blanco et al. 1994),

植物 (Kapoor et al. 2000; Pathak et al. 2000; Bonghi

et al. 1992; DellaPenna et al. 1986) 及び線虫 (Stepha-

nie et al. 2002) 等の広い範囲にその分布が知られてき

た｡

我々は, PGase を標的にして, 低温菌の低温環境への

適応機構を酵素分子レベルで解明することを目的として

いる｡ 本研究では, S. trifoliorumをアルファルファに

おいて５℃及び20℃でそれぞれ培養し, その粗抽出液中

に含まれる PGase の活性測定から, 低温域 (５℃) と

常温域 (20℃) で産生される PGase 活性の性質を比較

検討した｡ また､ 小麦フスマ培養に於いて産生されたポ

リガラクツロナーゼ活性 (Watanabe et al. 2003) と

も比較検討した｡

試薬及び実験方法

試薬

試薬は以下の会社のものを使用した｡ Potato-

Dextrose-Agar (以下 PDA) (Difco Laboratories); ア

ルファルファペレット (川西農協); Coomassie Bril-

liant Blue (以下 CBB) G-250 (半井化学薬品工業, 電

気泳動用特製 Lot No. M７R3031); リン酸 特級 (85%

(w/w)), メタノール 特級 (99.8% (w/w)), アジ化ナ

トリウム 化学用 (90.0% (w/w)), Hyflo Super-Cel,

氷酢酸 特級, 酢酸ナトリウム 特級, フェノール ア

ミノ酸分析用, 硫酸 精密分析用, 無水炭酸ナトリウム

特級, シアン化カリウム 特級, ヘキサシアノ鉄 (Ⅲ)

酸カリウム (フェリシアン化カリウム) 特級, 硫酸鉄

(Ⅲ) アンモニウム12水和物 特級, ラウリル硫酸ナト

リウム 生化学用 (和光純薬工業); D－ガラクツロン酸

(D-GA) １水和物, ポリガラクツロン酸 (以下 PGA)

(From orange; Loss on drying 7.2%; Purity 89%), 3-

[N-Morpholino] propane sulfonic acid (以下MOPS),

２-[N-Morpholino]ethanesulfonic acid (以下 MES),

Bovine Serum Albumin (以下 BSA) (Crystallized

and lyophilized) (Sigma)｡

菌体の培養

PDA培地での培養: PDA粉末3.9g をイオン交換蒸留

水 (以下純水) 100mL 中で加熱攪拌し溶解させ, オー

トクレーブ滅菌 (121℃ (ca.2.2kg/�) , 20分間) した｡

クリーンベンチ内で１シャーレ当たり約20mL の PDA

水溶液を分注し, S. trifoliorumの菌核を移植した｡ S.

trifoliorum は, この PDA 培地上で20℃で約２週間培

養した｡

アルファルファ培地での培養: アルファルファ約70g

に純水100mL を加え混合し, 次に, これを500mL 三角

フラスコに移し, オートクレーブ滅菌を行った｡ クリー

ンベンチ内で滅菌アルファルファ培地に, PDA 培地１

シャーレ当たり５フラスコに移植した｡ その後５℃にお

いて160日間, 20℃において45日間培養した｡

粗抽出液の調製

粗抽出液は以前に述べた方法 (Takeuchi 2002) に従っ

て調製した｡ 抽出は１フラスコ当たり, 10mM酢酸ナト

リウム-酢酸 (pH4.5) 緩衝液 (以下 S. buffer) 200mL

で行った｡
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ポリガラクツロナーゼ (PGase) 活性測定法

PGase 活性は, 酵素反応総体積2.2mL (１% (w/v)

PGA-0.1M 酢酸ナトリウム－酢酸 (pH4.5) 緩衝液基質

溶液2.0mL, 酵素溶液及び S. buffer 0.2mL) 系 (サン

プリング体積10μL) を用いて還元糖を鉄試薬高感度還

元糖定量法 (Ikuma et al. 2001; Ikeura et al. 2003)

によって決定し, その遊離速度から求めた｡ 遊離速度は

rate-assay 法 (0, 3, ６及び９分) によって決定した｡

酵素活性の１Unit は還元糖の遊離速度１μmol/min と

定義した｡

Bio-Gel P-６ DGゲル濾過クロマトグラフィー

５℃培養粗抽出液400mL (Total activity 12 320U)

及び20℃培養粗抽出液350mL (Total activity 14

700U) をそれぞれ, あらかじめ S. buffer で平衡化した

Bio-Gel P-６ DGカラム (φ4.4cm×94cm, カラム体積

１ 429mL) に供し, 約2.4カラム体積 (３ 400mL) の S.

buffer を用いて溶出した｡ カラムからのタンパク質の

溶出モニターは280nmでの吸光度 (A280) の測定によっ

て行った｡ 溶出画分は20mL ずつをフラクションコレク

ター (Pharmacia-LKB) を用いて集め, 得られた各画

分について PGase 活性を測定した｡ また, カラムから

の塩の溶出状態をモニターするために電気伝導度 (CD-

35MⅡ, M&S Instruments Inc.) を測定した｡ PGase

活性画分をプールし, 脱塩活性画分を得た (５℃培養

441mL, ３ 232U; 20℃培養 584mL, 13 666U)｡

pH 依存性

５℃及び20℃培養についてのPGase 活性の測定は各々

の粗抽出液からの Bio-Gel P-６ DG活性画分を用いて,

pH3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0及び7.5にお

いて行った｡ pH3.0, 3.5及び4.0基質緩衝液は0.1M 酢酸

ナトリウム-HCl 緩衝液を, pH4.5, 5.0及び5.5は0.1M

酢酸ナトリウム-酢酸緩衝液を, pH6.0及び6.5は0.1M

MES-NaOH 緩衝液を, pH7.0及び7.5は0.1M MOPS-

NaOH 緩衝液を用いた｡ 酵素活性測定は2.2mL (１%

(w/v) PGA 基質溶液２mL, 酵素溶液0.02mL 及び S.

buffer 0.18mL) 系 (サンプリング体積10μL) におい

て40℃で行った｡

温度依存性

５℃培養においては粗抽出液からのBio-Gel P-６ DG

活性画分を, 20℃培養においては20℃培養粗抽出液の粘

度が低く, 活性測定が容易だったために, この場合のみ

粗抽出液を用いた｡ 酵素反応温度を５～70℃の範囲で,

１% (w/v) PGA-0.1M 酢酸ナトリウム-酢酸 (pH4.5)

緩衝液基質溶液２mL 及び酵素溶液0.02mL 及び S.

buffer 0.18mLを用いて2.2mL系 (サンプリング体積10

μL) で PGase 活性の測定を行った｡

温度安定性

５℃及び20℃培養における PGase 活性の温度安定性

は Bio-Gel P-６ DG 活性画分を用いて５～55℃の温度

にそれぞれ30分間暴露後, PGase 活性測定を１% (w/v)

PGA-0.1M 酢酸ナトリウム-酢酸 (pH4.5) 緩衝液基質

溶液２mL 及び酵素溶液0.02mL を用いて, 2.2mL 系

(サンプリング体積10μL) において40℃で行った｡

結 果

５℃及び20℃培養粗抽出液の PGase 活性含量

５℃・160日及び20℃・45日アルファルファ培養粗抽

出液の PGase 活性はそれぞれ30.8±0.4U/mL (抽出体

積462mL, Total activity 14 230U) , 36.5±0.9U/mL

(抽出体積454mL, Total activity 16 570U) であり, 20

℃培養に於いて PGase 活性の産生量が約20%高かった｡

pH 依存性

酵素活性の酵素反応混液 pHに対する依存性を調べる

ために基質溶液の pHを変化させて活性を測定した｡ 結

果は図１に示す｡ ５℃及び20℃培養に於いて産生された

PGase 活性の pH 依存性は両者の間で大きく異なって

いた｡ ５℃培養において PGase 活性の最適 pH は pH

4.5であり, 20℃では pH4.0であった｡ ５℃培養は pH4.5

での活性に対する相対活性によって20℃培養と較べると,

低 pH 側 (pH3.0～4.0) においては低い値を示したが,

中性 pH域 (pH5.5～6.5) においては高い値を示した｡
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図１. 低温性雪腐菌核病菌 S. trifoliorum ５℃及び20℃
Alfalfa 培養粗抽出液 Bio-Gel P-６ DG 活性画分の PGase 活
性 (pH4.5相対活性) の pH依存性の比較.

, 5 Alfalfa Bio-Gel P-6 DG
, 20 Alfalfa Bio-Gel P-6 DG

17アルファルファ培養 S. trifoliorum PGase



温度依存性

５℃及び20℃アルファルファ培養において得られた

PGase 活性の酵素反応温度に対する変化を調べるため

に, ５～70℃の温度範囲で pH4.5・2.2mL 系で PGase

活性の測定を行った｡

図２に示すように, ５℃及び20℃培養における PGase

活性の最適温度は共に50℃であり, 更に両者の温度依存

性曲線について著しい違いは観察されなかった｡

温度安定性

５℃及び20℃培養 Bio-Gel P-６ DG 活性画分の酵素

活性の温度に対する安定性を調べるために, それぞれの

酵素溶液を各温度 (５℃-55℃) に30分間暴露し, 2.2mL

系・40℃で酵素活性を測定した｡

５℃及び20℃培養 Bio-Gel P-６ DG 活性画分につい

て, ５℃での活性に対する残存活性によって比較した

(図３)｡ ５℃培養活性画分は20℃活性画分と較べると15

℃-35℃での温度範囲すなわち常温域において若干の失

活が観察された｡ 両画分共, 残存活性は40℃から大きく

低下し始め, 20℃培養活性画分については50℃で完全に

失活した｡ 一方, ５℃培養活性画分については50℃では

未だ完全に失活せず, 55℃においても若干の残存活性を

有していた｡

考 察

低温性通性雪腐菌核病菌 S. trifoliorumは, 積雪下の

低温において雪腐病を, 更に常温に於いては菌核病を,

引き起こす病原菌である｡ この菌が産生するポリガラク

ツロナーゼは, 植物の腐化に深く関与していると考えら

れる｡ まず我々は, 常温 (20℃) 及び低温 (５℃) での

アルファルファ培養における最適培養条件における

PGase 産生量を比較した｡ その結果, 低温培養でも常温

培養でも活性含量は大きくは違わず, ５℃培養の PGase

産生量は20℃のそれの84.4%を産生していた｡ 以前行っ

た小麦フスマを用いた同様の実験では５℃培養の

PGase産生量は20℃のそれの82.1%であり今回のアルファ

ルファでの５℃PGase 産生量と20℃PGase 産生量の比

が保存されていた｡ この事実は低温では雪腐病を, 更に

常温でも菌核病を引き起こし, 何れの温度に於いても病

原性を有する点と深く関連していると考えられる｡

アルファルファ培養と小麦フスマ培養 (５℃培養1.33

U/mL; 20℃培養1.62U/mL) (Watanabe et al. 2003)

では, 常温培養でも低温培養においても明らかに PGase

産生量が異なり, アルファルファ培養はフスマ培養に較

べて約23倍多く産生した｡ これは S. trifoliorumの宿

主が小麦フスマではなくアルファルファであることと関

連があると思われる｡ 一方, 双子葉類の一次細胞壁は,

単子葉類にくらべてペクチン質の含量が約10倍も高く

(Darvill 1980) , 従ってポリガラクツロナーゼ誘導物

質含量が高いためにアルファルファ培養におけるポリガ

ラクツロナーゼ産生が高かった可能性も考えられる｡

S. trifoliorumは常温に於いて菌核病を発病させるだ

渡辺 剛志・波川 啓土・斉藤 泉・高澤 俊英
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図２. 低温性雪腐菌核病菌 S. trifoliorum５℃Alfalfa 培養粗
抽出液 Bio-Gel P-６ DG活性画分及び20℃Alfalfa 培養粗抽出
液の PGase 活性 (50℃相対活性) の温度依存性の比較.

, 5 Alfalfa Bio-Gel P-6 DG
, 20 Alfalfa

図３. 低温性雪腐菌核病菌 S. trifoliorum ５℃及び20℃ Al-
falfa 培養粗抽出液 Bio-Gel P-６ DG 活性画分の PGase 活性
の温度安定性の比較｡ ５℃保存の PGase 活性の平均値を100%
とした相対活性で示した.

, 5 Alfalfa Bio-Gel P-6 DG
, 20 Alfalfa Bio-Gel P-6 DG
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けでなく, 低温でも雪腐病を発病することから, ５℃で

産生される PGase は, 20℃培養に較べて低温において

高い活性を示す, 即ち, 低温酵素である可能性が考えら

れた｡ それゆえに５℃培養 Bio-Gel P-６ DG脱塩画分

と20℃培養粗抽出液の温度依存性を調べ, 低温域に於い

て高い活性を示すかどうかを50℃での活性に対する相対

活性で確認した｡ 至適温度は共に50℃であり, 両曲線は

ほぼ同じ傾向を示した｡ このことから５℃培養 PGase

は, 低温域に於いて高い相対活性を示さず, 20℃培養

PGase との違いは明らかではなかった｡ 従って, 温度依

存性からは顕著な低温適応現象は観察されなかった｡

一方, ５℃及び20℃培養 Bio-Gel P-６DG画分の温度

安定性については, ５℃培養 PGase は, 常温域で若干の

温度不安定性を示し, 低温酵素としての特徴を有してい

るものと思われた｡ しかしながら 高温域では, 20℃の

それと同様な傾向で失活し, 変性温度は両者の間に違い

がないと判断される｡ しかしながら, 完全失活温度につ

いては20℃培養 PGase 活性は50℃で完全に失活したが,

５℃培養 PGase 活性は55℃においても若干残存し, ５

℃培養 PGase 活性の失活温度は55℃より高かった｡ 以

上の点から５℃培養 PGase 活性は, 常温域では20℃培

養 PGase 活性に比べて不安定であったが, 完全には失

活しにくい構造を有しているものと考えられる｡ しかし

ながら, 現時点では, その様な構造の具体性については

言及できない｡

５℃及び20℃培養 Bio Gel P-６DG 画分の pH 依存

性については, ５℃培養 PGase 活性の至適 pHが4.5, 20

℃培養の至適 pHが4.0であり, 両者に明らかな違いが確

認された｡ このことから５℃及び20℃培養で産生される

PGase アイソザイムは, 同じものではないことが明らか

であり, 培養温度によって異なる PGase アイソザイム

が産生された事が示された｡

以上の結果をまとめると, 培養温度の違い (５℃及び

20℃) によって, 産生されたポリガラクツロナーゼアイ

ソザイムは酵素活性の pH依存性が異なっているので構

造的に異なるアイソザイムで, ５℃培養において産生さ

れたアイソザイムは温度不安定性を示し, 低温酵素の特

徴を有していた｡ しかしながら, ５℃培養アイソザイム

は温度依存性の結果からは顕著な低温適応現象は観察さ

れなかった｡ この事実は前述したように S. trifoliorum

は低温性通性雪腐菌核病菌であり, 低温でも常温でもど

ちらに於いても病原性を有する点と関係しているのかも

しれない｡

しかしながら, 常温培養にくらべて低温培養では培養

温度５℃における PGase 活性が低いので, 低温積雪下

での雪腐菌核病については, 常温での菌核病に較べて,

症状の進行速度は遅いものであろうと考えられる｡
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Summary

In order to clarify cold adaptation phenomenon

of the psychrotrophic facultative snow mold

Sclerotinia trifoliorum, the properties of polygalact-

uronase (PGase) activity produced in 5℃-and 20℃-

culture were examined in the crude extracts. S.

trifoliorum was cultured in the alfalfa medium at

5℃ for 160 days and at 20℃ for 45 days. The

PGase activities in the crude extracts of the 5℃-

and 20℃-culture were 30.8±0.4 U/mL (Extracted

volume, 462 mL; Total activity, 14 200 U ), 36.5±

0.9U/mL (Extracted volume, 454 mL; Total activity,

16 600 U), respectively. It was shown that PGase

production did not remarkably decrease in the low-

temperature environment. After desalting of these

crude extracts by the Bio-Gel P-6 DG gel filtration

chromatography, the properties of PGase activities

of the 5℃-and 20℃-culture desalting fractions were

examined. As to the temperature dependence, the

optimum temperature for the enzyme reaction at

pH 4.5 was 50℃ for both 5℃-and 20℃-culture.

Both cultures were compared by the relative activ-

ity against the activity at 50℃, and both depend-

ency-curves almost agreed within an experimental

error. In the thermostability, compared with the 20
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℃-culture by remaining activity, the 5℃-culture

PGase activity showed slightly more instability at

15℃-35℃, but a little more stability at 45℃-55℃.

For the pH dependence, the optimum pH of 5℃-

culture PGase activity was 4.5, and 20℃-culture

was 4.0. Therefore, this fact shows that PGase

isoenzymes produced by 5℃-and 20℃-culture were

different from each other.

Key words：Sclerotinia trifoliorum; psychrotroph;

polygalacturonase; cold adaptaition; cell

wall degrading enzyme
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