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AntifungalactivityofthebarkofCり少tomeyiajaponicaD.Donwasexaminedusingfourplant

pathogenicfungi,namelyAltemayiaaltemaia,Pyn'culayiao7yZae,RhizoctoniasolaniandFusan'um

鵬 OnLmCuCumm'num.Thegrowthofeachfunguswasinhibitedbyadditionofthebarkmealinto

thepotatodextroseagarmedium.Mostoftheantifungalactivitydisappearedfromthebarkafter

successiveextractionswithn-hexane,dichloromethane,ethanoland70%aqueousacetone.Allthese

extractsshowedacertainextentofactivityandthestrongestactivitywasfoundinthehexane

extract.Bysilicagelcolumnchromatographyandhighperformanceliquidchromatography,an

antifungalcompoundwasisolatedfrom thehexaneextractandwasidentifiedasferruginol.

Quantitativeanalysisshowed仇atalargeamountoffem ginolwaspresentinthecommercially

producedbarks,rangingfrom0.4to1.0%ofdryweight.Therefore,fem ginolwasassumedtoplay

animportantroleintheantifungalactivityofthebark.

Kyu)ords:bark,Cりptommlajaponica,antifungalactivity,ferruginol.

スギ樹皮の植物病原菌に対する抗菌活性について,4種の植物病原菌,すなわち,リンゴ斑点

落葉病菌 (Alteman'aaltemaia),イネいもち病菌 (Pyn'culanlaowzae),シバブラウンパッチ病

菌 (Rhizoctoniasolani)およびキュウリつる割 り病菌 (Fusan'um 0秒砂onim CuCumen'num)

を用いて調べた.各菌株の生長はポテトデキストロース寒天培地に樹皮粉を加えることにより阻

害された.n-ヘキサン,ジクロロメタン,エタノールおよび70%アセ トン水溶液による逐次抽出

後の残さ樹皮粉では抗菌活性の大部分が消失していた｡これら全ての抽出物はある程度の活性を

示したが,最も強い活性はヘキサン抽出物に認められた｡シリカゲルカラムクロマ トグラフィー

および高速液体クロマトグラフィーにより,ヘキサン抽出物から抗菌化合物を単離し,フェルギ

ノールと同定した｡ガスクロマ トグラフィーを用いた定量分析により,工業的に生産された樹皮

中に多量のフェルギノー)I,の存在が認められ,その範囲は乾燥重量の0.4-1_00/Oであった｡以上

より,フェ)I,ギノールは樹皮の抗菌活性において重要な役割を果たしていると推測された｡
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原木丸太の製材工程においては多量の樹皮が排出

される｡このうち針葉樹の樹皮に関しては,バーク

堆肥 としての需要がある広葉樹とは対照的に用途が

少なく,その多くが利用されることなく焼却処理さ

れている｡さらに,近年の廃棄物処理に対する規制

の強化から焼却処理そのものが困難になってきてい

ることを考慮すると,スギをはじめとする針葉樹皮
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の有効な利用法を開発することは緊急の課題である

といえる｡

針葉樹皮の用途 として試みられているものに園芸

用資材としての利用がある｡例えば,マルチ資材と

して土壌の乾燥および流亡の防止に利用できること

や,水耕栽培用メディアとしてピー トモスなどの代

替材になることが報告されている1･2)｡これらの資材

にスギ樹皮を用いたときには,植物病原菌や害虫の

発生が減少することなどのユニークな特性が経験的

に認められている｡スギ材中には多くのテルペノイ

ド成分が含まれており3~10),なかにはα-テルピネオ

ール 11),カジノ-)I,12･13),ムロロール13),セ ドロー

ル 14)など抗菌性を示す化合物 もいくつか存在する｡

樹皮成分についての報告例は少ないが,有機溶媒に

よる抽出物は材部よりもむしろ多いことが知られて

いる｡樹皮は樹木の最外層をなす生体防御組織とし

ての性格を持つことから,材部以上に多くの生理活

性成分を含んでいるものと思われる｡したがって,

スギ樹皮が示す病害虫に対する抑制効果は,これら

の成分によるものであることは想像に難 くない｡本

研究ではまず,スギ樹皮そのものが有する抗菌活性

について,いくつかの代表的な植物病原菌を用いて

n-Hexan eextracts

SiO2COlum (400g,5Ⅹ40cm)

検証を試みた｡次いで数種の有機音容媒により逐次抽

出を行い,得られた抽出物から抗菌化合物の単離 ･

同定を行うとともに,スギ樹皮中のその含有量につ

いても検討を加えた｡

2.実 験

2.1 供試試料

スギ樹皮には葛巻林業株式会社より提供された5

種の試料,すなわち,複数の原木丸太よりはく皮,

混合された資材用スギ樹皮 2種 (製造ロットの異な

る試料 1および2(商品名CCバーク))および県内

産の異なる原木からそれぞれはく皮されたスギ樹皮

3種 (試料 3-5)と,岩手大学附属御明神演習林

由来のスギ原木をはく皮して得た樹皮 (試料6)の

計 6種を用いた｡これらの樹皮は風乾したのち,ウ

イリーミルで粉砕して樹皮粉とした｡

2.2有機溶媒抽出

試料 1の樹皮粉600g (気乾)に対して4倍量の n

-ヘキサン,ジクロロメタン,エタノールおよび70%

アセ トン水溶液を用いて,各々室温で24時間の逐次

抽出処理を行った｡ これによりヘキサン抽出物21.0

g,ジクロロメタン抽出物17.1g,エタノール抽出物

(100g,5Ⅹ10cm)

CHC13
(1500mi)

F3-1 F3-2

HPLC HPIJC

Fig.1. Fractionationprocedureforn-hexaneextractsfromCり少tomeyiajaponicabark.
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9.6gおよび70%アセ トン抽出物6.0gを得た｡樹皮

乾燥重量に対する全抽出物量の割合は約10%であ

り,このうちヘキサン抽出物が約40%を占めた｡そ

の他の試料 (2-6)については抗菌化合物の定量分

析のためにヘキサン抽出のみを同様の方法で行っ

た｡

2.3 -キサン抽出物の分画

ヘキサン抽出物の分画はシリカゲルカラムクロマ

トグラフィーおよび高速液体クロマ トグラフィー

(HPLC)により行った (Fig.1)｡シリカゲルカラム

クロマ トグラフィーの吸着剤にはワコ-ゲルC-
300(和光純薬)を用い,溶出はヘキサン/クロロホ

ルム混合溶媒,クロロホルム,アセ トンにより順次

行った｡クロロホルム溶出物については,ベンゼン/

エーテル混合溶媒およびクロロホルムを溶離液とし

たシリカゲルカラムクロマ トグラフィーでさらに分

画した｡特に収量の多かった画分を,さらにHPLC

によりそれぞれ分画した｡HPLCには分取用カラム

として島津 PREp-SIL(H)(20mmi.d.×25cm)を

用い,溶離液にはベンゼンまたはベンゼン/エーテル

混合溶媒を適宜使用した｡フラクションコレクター

を用いて得られた各100本のサブフラクションを薄

層クロマ トグラフィー (TLC)により分析し,その

結果をもとに成分の重複をできるだけ避けるように

まとめて,合計37の画分を得た｡TLC分析はシリカ

ゲル60薄層プレー ト (メルク)により行い,展開溶

媒にはHPLCによる分画に使用したものとそれぞ

れ同じ溶媒系を用いた｡

2.4 抗菌化合物の単離

活性画分 F2-4から順相 HPLC (カラムは上記と

同じ｡溶離液はヘキサン:クロロホルム-3:1)浴

よび逆相 HPLC(カラムはInertsilODS-80A,4.6

mmi.d.×25cm.溶離液はメタノール)により化合

物 1を単離した｡化合物 1の構造はマススペクトル

(MS)および核磁気共鳴 (NMR)スペクトルにより

解析し,旋光度を含めた文献値との比較により同定

を行った｡MSは日立M-2000型スペクトロメータ

ーによりEI法 (70eV)にて測定した｡lHおよび 13

C-NMRスペクトルは内部標準物質にテ トラメチ

ルシラン(TMS)を,溶媒にはCDC13を用いて日本

電子AL400型スペクトロメーターにより測定した｡

旋光度は日本分光DIP-1000型デジタル旋光計を用

いて測定した｡

2.5 定量分析

抗菌化合物の定量分析は,ガスクロマトグラフィ

ー (GC)により内部標準法を用いて行った｡内部標

準 (Ⅰ.S.)にはへブタデカンを用いた｡分析条件は以

下の通 りである｡使用機種 :島津GC-8A,カラム :

HP-5(0.25mmi.d.×30m,ヒューレットパッカー

ド社),カラム温度 :60-240oC(3oC/min),キャリ

アガス :He(1.Oml/min),検出器 :FID

2.6 抗菌試験

抗菌試験は寒天ディスク法および液体培養法によ

り行った｡供試菌には岩手県生物工学研究所より入

手 した リンゴ斑点落葉病菌Alternarhzaltemahz

(Fries)KeisslerAm21-9/5-2,国立農業環境技術

研究所より入手したイネいもち病菌 Pyn'cukm'aor-

yzaeCavaraP-2,財団法人発酵研究所より入手した

シバブラウンパッチ病菌 RhizoctoniasolaniKuhn

IFO 30464およびキュウ1)つる割 り病菌 Fusan'um

吻 onm Schlechtendahlemend.Snyder&Han-

senf.sp.cucumm'num IFO31224を用いた｡菌株

はポテ トデキストロース (PD)寒天培地にて25oCの

暗所で培養し,本実験に使用するまで4oCで保存し

た｡

2.6.1 寒天平板法

樹皮粉,有機溶剤抽出物および単離化合物の抗菌

活性は,以下に示す寒天平板法により調べた｡試験

培地は1mlのPD寒天平面培地 を35×100mmの

シャーレに固化させることにより調製した｡各試料

の添加はそれぞれ下記のようにして行った｡スギ樹

皮粉 (試料 1)および抽出済みスギ樹皮粉は,プロ

ピレンオキサイドによりガス滅菌した試料0.2gを

そのまま培地に浸潰して固化させた｡有機溶剤抽出

物はアセ トン :DMSO-1:1溶液に章容解した後,罪

面活性剤 (Tween80:終濃度 1%)と共に培地に加

えて分散 ･固化させた｡単離化合物は,固化した培

地の表面に所定濃度のアセ トン溶液 として50〝1ず

つ塗布し浸透させた｡また,以上のそれぞれについ

て試料のみを除く対照培地を作成した｡培地調製後,

前培養した供試菌を直径 5mmのコルクボーラーで

うちぬいて接種し,25oCの暗所で培養した｡静置培

養後,菌叢直径を計測し,さらにその直角方向の直

径も測定した｡4回の測定値の平均をもとに生長面

積をもとめたのち,対照培地での値に対する割合を

相対生長面積 (%)として算出し,100-相対生長面

積 (%)-生長阻害率 (%)として抗菌活性を評価し

た｡

2.6.2 液体培養法

ヘキサン抽出物の分画後の各試料については,リ

ンゴ斑点落葉病菌を用いてそれぞれの抗菌活性を液

体培養法により調べた｡ガラスシャーレ内にPD液

体培地を20mlずつ分注し,放置冷却後,DMSOに

溶解した試料をそれぞれ50JJlずつ注入した｡また,
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対照培地にはDMSOのみを50JJl注入した｡各画分

および分画前のヘキサン抽出物の培地への添加量は

2mg(最終濃度100ppm)とした｡それぞれの培地に

は,PD液体培地にて前培養した菌体をワ-リング

ブレンダーで粉砕して0.1mlずつ加え,25oCの暗所

で静置培養を行った｡培養後,ナイロンメッシュシ

ー トにシャーレ内の菌体をすべて回収し,乾燥後の

菌体重量を測定した｡上記と同様に対照培地との比

較により相対菌体重量 (%)を算出し,さらに各画

分の試料による生長阻害の程度を100-相対菌体重

量 (%)-生長阻害率 (%)として評価した｡

3.結果および考察

3.1 スギ樹皮および各種抽出成分の抗菌活性

スギ樹皮の抗菌試験は,各試料粉末を含む寒天培

地に4種の供試菌を接種 ･培養して,生長面積を対

照培地と比較することにより行った｡Tablelに示

すように,スギ樹皮の各植物病原菌に対する抗菌活

性を調べた結果,菌の種類によって感受性に若干差

が認められるものの,いずれも対照培地の50-80%

程度の生長阻害が観察され,明白な抗菌作用が認め

られた｡また,-キサン,ジクロロメタン,エタノ

ールおよび70%アセ トンで逐次抽出処理した後の残

さを試料として,抽出成分の除去による抗菌活性の

Table1.AntifungalactivitiyofCり少tomen'ajaPon-
icabark.I)

Inhibitionrate(%)2)

Barkmeal Extractedbarkmea13)

A.altemate

P.07yZae
R.solani

F.oxy砂onLm

noinhibition
42

moinhibition
noinhibition

1)Eachagarmediumcontained0.2gofthebarkmeal.
2)Inhibitionrate (%)-1001relativegrowth area

(%)

3)Thebarkmealwasextractedsuccesivelywithn-
hexane,CH2C12,EtOHand700/.acetone.

変化についても同様に調べた｡抽出残さではイネイ

モチ病菌の生長が若干阻害されたことを除いて,本

来の樹皮が持つ抗菌活性を完全に消失していたこと

から,スギ樹皮の抗菌活性には主として有機溶媒で

抽出可能な成分が寄与していることが確認された｡

スギ樹皮抽出物の抗菌活性については,アセトン抽

出物がいくつかの糸状菌に対する抗菌活性を示した

ことが報告されている15)｡本研究では,先の逐次抽出

により得られた各抽出物についてそれぞれの抗菌活

性を評価した｡それぞれの添加量は,培地あたりヘ

キサン抽出物7.0mg,ジクロロメタン抽出物5.7

mg,エタノール抽出物3.2mgおよび70%アセ トン

抽出物2.0mgとしたが,これらは先の実験で培地に

加えられた樹皮粉量0.2gより得られる各抽出物の

量に相当する｡Table2に示すように,試験を行っ

た抽出物は全て何らかの生長抑制効果を示し,その

強さはヘキサン>ジクロロメタン>エタノール>70

%アセトンの順であった｡この傾向はいずれの菌株

においても同様であったことから,ヘキサン可溶成

分が他の抽出成分と比較してスギ樹皮の有する抗菌

作用に最も大きく貢献しているものと考えられた｡

3.2 ヘキサン抽出物の分画と各画分の抗菌活性

ヘキサン抽出物に含まれる抗菌化合物を検索する

ため,シ1)カゲルカラムクロマ トグラフィーおよび

HPLCによる分画を行った｡これらのクロマ トグラ

フィーで得られた各フラクションをTLC分析し,

成分の重複をできるだけ避けるようにしてまとめる

ことにより,合計37の画分が総回収率85.3%で得ら

れた｡各画分の抗菌活性については,データの定量

性を考慮して,液体培養における対照培地との菌体

増殖量 (乾燥重量)の比較から生長阻害率 (%)を

算出することにより評価した｡各画分の試料濃度100

ppmにおける生長阻害率は,分画前の抽出物が30%

であったのに対して15-60%の範囲となっており,

いずれの画分においてもある程度の活性が認められ

た (Table3)｡前述の各種有機溶媒抽出成分のみな

らず,ヘキサン抽出物から分離された画分について

Table2.AntifungalactivitiyofextractsfromCり少tomen'ajaponicabark.

Inhibitionrate(%)1)

n-Hexane CH2C12 EtOH 70%Acetone2)

A.alteynata

P.oryzae
R.solani

F.oAy申onEm

58
79
31
53

1)Inhibitionrate(%)-100-relativegrowtharea(%),
2)Eachextractequivalentto0.2gofbarkwasaddedtothePDAmedium.
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も全ての試料に抗菌活性が認められたことは,スギ

樹皮中にきわめて多岐にわたる抗菌物質が含まれて

いることを示している｡このことからスギ樹皮抽出

物に認められた抗菌活性は,ある単独の物質のみか

らもたらされるものではなく,多様な成分の複合的

な作用によるものと推定された｡なかでもヘキサン

Table3.Yieldandgrowthinl1ibitionrateofeach
fraction separated by SiO 2 COlumn
chromatographyandHPLCfrom n-hex-
ane extracts of Cりptomen'a japonica
bark .1)

A2) B3)

Fraction yield(%)Ⅰ血 bition(%) AXB
F1 2.25

F2-1 1.19

F2-2 1.22

F2-3 1.91

F2-4 12,17

F215 3.23

F2-6 1.66

F2-7 3 .41

F2-8 4.62

F2-9 2.10

F2-10 2.71

F2-11 4.06

F2-12 3.73

F2-13 2.95

F2-14 3.39

F3-1-1 1.39

F3-1-2 2.06

F3-1-3 3.54

F3-1-4 1.89

F3-1-5 1 .48

F3-1-6 1.72

F3-1-7 2.58

F3-ニト 8 2.22

F3-1-9 1.15

F3-1-10 0.84

F3-2-1 0.81

F3-2-2 2.01

F3-2-3 1.73

F3-2-4 1.07

F3-2-5 1.49

F3-2-6 0.95

F3-2-7 1.23

F3-2-8 1.41

F3-2-9 0.79

F3-2-10 0.51

F3-2-11 0.51

F4 1.31

Hexane
extrac ts

6

0

8

3

4

6

9

4

1

0

0

2

9

2

5

7

6

3

9

5

3

9

2

5

7

3

3

1

0

7

2

3

9

2

4

4

6

4

6

1

1

5

3

2

1

2

2

2

5

5

4

4

3

1

4

2

3

3

5

2

1

1

3

4

3

3

3
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4

30

3
1

2
5
0
5

8
8
8
1
5

1

0
5
1
2
3
3
5

2
7
2
9
00
4
7
8
3
2
5

1
1
1
5

2
3
0

0
7

2
2
6
1

4
4
9
4
5

1

2
2
5
5
3
5
5

5

5
5
4
1
1
2
8
5
3
5

3
4
4
2

1
1
6

1

6
1

2

2
1
1

1

1

1)A.altematawasincubatedon20mlofthePDliquid
mediumcontaining2mgofeachtestsample.

2)Basedonn-hexaneextracts.

3)Inhibition-100-relativemycelialweight(%).

抽出物には,他の成分との比較においてスギ樹皮の

抗菌性への寄与が特に大きい化合物が含まれている

ものと考えられる｡しかし,先に示したヘキサン抽

出物を分画した各試料の抗菌試験では,収率の差が

大きすぎるために試料を培地に等量添加して実験を

行っており,生長阻害率には各成分の含有量が考慮

されていない｡そこで各画分の抗菌性への寄与の程

度を評価するにあたり,各画分の抽出物全体に対す

る量比 (A%)と生長阻害率 (β%)を掛け合わせ

てAxβ を算出し,それぞれについて比較を行っ

た｡その結果,Table3に示されたように,F2-4の

画分が他と比較して顕著に高い債を示すことが明ら

かとなり,この画分に含まれる成分が抗菌性にもっ

とも寄与していると判断された｡

3.3 抗菌化合物の同定とその活性

画分 F2-4からの抗菌化合物の単離はHPLCを

用いて行った｡順相および逆相 HPLCにより量的に

最も主要な成分であった化合物 1が分離され,GC

分析により単一物質であることが確認された｡さら

に,旋光度,MS,lHおよび13C-NMR分析データ

を,文献記載の値16･17)と比較することにより,本化

合物はフェルギノールと同定された (Table4,5)0

フェルギノールの構造式をFig.2に示した｡フェル

ギノールはスギ樹皮に含まれるアビェタン系のジテ

ルペノイドであることが既に報告されており18),枯

草菌 (Bacillus subtilis)や黄色ブドウ球菌 (Sta-

phylococcusauyleW)などの細菌19~21)や,椎茸をは

じめとする担子菌22-24)に対する生長阻害作用を示

すことが見出されている｡本研究では単離されたフ

ェルギノールの各種植物病原菌に対する抗菌活性に

18
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Table4.SpecificrotationandMSdataforferTuginolandCompound1isolatedfrom n-hexaneextractsof
Cり少tomm'ajaponicabark.

FerruglnOIRef･16･17) Compound1

specificrotation lα]BG+53.10(CHCl3,C-0.09) [α]SS+56.20(CHCl,,C-0.5)

?rIeTastiv-e'fnt｡nsity, …8:6;翫 8;儲 徽 ‡, ……36翫 喜o詔至Filg鞄 ,

Table5. 1H-and13C-NMRData(Oppm,IinHz)forferruginolandCompound1isolatedfromn-hexane
extractsofCタ妙tomm'ajaPom'cabark.1)

lH 13C

Fem ginoIRef･16) Compound1 Fem ginoIRef･16) Compound1
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胡
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.
け
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し
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1

38.9

19.4

41.8

33.5
50.4

19.3

29.8

3
7
5
0
7
4
6
8

7
8
7
1
0
1
6
6

2
4
3
1
5
3
2
2

38.9

19.4

41.7

33.5
50,4

19.3

29.8

2
6
6
9
5
3
5
9

7
8
7
0
0
1
6
6

2
4
3
1
5
3
2
2

1)Solvent:CDC13.
2)Assignmentsmaybeinterchangedineachcolumn.

ついて検討し,代表的な天然の抗菌化合物として知

られているヒノキチオール との比較 を行なった

(Table6)｡ヒノキチオールは培地あたり100JLgの

塗布量でリンゴ斑点落葉病菌,イネいもち病菌およ

びシバブラウンパッチ病菌の生長を完全に抑制し,

キュウリつる割 り病菌に対しても80%以上の生長阻

害率を示した｡これに対してフェルギノールでは,

本実験の範囲内では生長が完全に抑制される菌株が

存在せず,ヒノキチオールに比べると抗菌活性は低

いレベルであった.しかしながら,100pgの塗布量

で全ての菌株において生長阻害効果が観察されたこ

とから,フェルギノールがこれらの植物病原菌に対

して一定の抗菌活性を有することが明らかとなっ

た｡

3.4 スギ樹皮のフェルギノール含量

フェルギノールの植物病原菌に対する抗菌活性は

特に強いものではなかったが,その含有量が多い場

合には,スギ樹皮の抗菌活性に大きく寄与すると考

えられる｡また,フモルギノールなどのテルペノイ

ド成分をはじめとする樹皮の抽出成分は,同じ樹種
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Table6.Antifungalactivitiyoffem ginolandhinokitiol.

D｡sel) ⅠⅠ血ibitionrate(%)2)
Fungus (pg7cvuDIGtu,｡) Fem glnO1 Hinokitiol
A.altemata noinhibition

52
61

P.oクツZae

R.solani

F.0秒砂ontm n0㌧ltib
7
1

仙
3
4

0m

1)SamplesdissolvedinacetonewerespreadonPDAmedia.
2)Inhibitionrate(%)-100-relativegrowtharea(%)

Table7.Contentofn-hexaneextractsandferruginolinCり少tomm'ajaponicabark.

Fe汀uglnO11)

S- pie"o･ He7%moef設 cb %悪 霊慧 me % ofbark

4
7
5
2
9
8

5
0
1
1
9
1

2
4
2
5
1
1

2
5
7
8
6
8

4
5
4
9
5
0

1)Theamountoffem ginolwasdeteminedbyGCanalysisusingheptadecaneasanintemalstandard.

であっても試料により大きく異なることも予想され

たので,由来が異なる数種のスギ樹皮について-辛

サン抽出を行なうとともに抽出物のフェルギノール

含有量を測定した (Table7)｡その結果,ヘキサン

抽出物の収率 (対樹皮%)は, 1- 5%の範囲で大

きく変動しており,用いた試料が違えば得られる抽

出物量も異なっていた.樹皮のフェルギノール含有

量に関しては,ある程度の試料差は認められたが,

ほとんどのスギ樹皮試料において0.4- 10/.の範囲

でテルペノイド成分としては比較的多量に含まれて

いることが明らかとなった｡これらの結果から,フ

ェルギノール自体の活性はヒノキチオールのような

代表的抗菌化合物には及ばないものの,抽出物に占

める割合が特徴的に高いことを考慮すると,スギ樹

皮の有する抗菌作用へのフェルギノールの寄与は大

きいと判断される｡一方,例外的にフェルギノール

含有量が低かった試料 6の樹皮は,演習林由来の原

木から伐採直後にはく皮して得られた試料である｡

これに対して,工業的に生産された他の試料では伐

採されてからはく皮されるまで長期間放置されたも

のであることから,樹皮中へのフェルギノールの蓄

積には一定の熟成期間が必要であるとも考えられ

る｡このことは樹皮の成分利用にあたっての重要な

示唆を含んでいると思われるので,伐採後の樹皮成

分の変化については,今後検討を行っていく予定で

ある｡
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