
第 6章 低温j瞭化処理による褐色雪腐病拡大抵抗性と体内成分の変化

雪腐病抵抗性は低温 111貢化により増加することが知られており (A r s V 011 

1974， Nakaj ima and Abe 1996， Gaude t and Chen 1987)，第 4章において

オオムギの褐色雪腐病拡大抵抗性が i逓間の低温順化処理により著しく

増加し，低温 111質化処理期間を 2週間に伸ばすとさらに抵抗性が増加するこ

とを明らかにした.この低温JII異化による抵抗性の増加の原因を明らかにす

ることができれば，雪腐病抵抗性の機構解明の一助になると考えられる.

そこで，低温順化処理で生じた体内成分の変化を分析し，抵抗性との関係

を検討する.

1. 1 週間の低温順化処理による褐色雪腐病拡大抵抗性と体内成分の変化

l週間の低温順化処理によってオオムギ葉身の褐色雪腐病拡大抵抗性の

増加と体内成分及び酵素活性の関係を検討することで，雪腐病抵抗性機構

の解明を試みた.具体的には， PRタンパク質として抵抗性に関与してい

ると考えられるグルカナーゼ，キチナーゼ活性(白石ら 2001)，二次代謝

の鍵酵素であるフェニルアラニンアンモニアリアーゼ (PAL) 活性と， PAL 

が制御していると考えられる全フェノール，リグニン含量の変動を検討す

る.さらに，低温JI際化処理により増加することが報告されている非構造性

炭水化物含量(湯川@渡遺 1995)，及び耐病性との関連があると考えられ

る細胞壁糖含量(大内 1990) について検討する.

材料と方法

供試作物の栽培方法

試験にはオオムギ品種ミノリムギを用いた. PAL，グルカナーゼ，キチ

ナーゼ活性と全フェノール，リグニン含量の測定を行った材料は，東北農

業試験場畑地利用部の最低温度を 15'cに設定したガラス室(自然日長)

で 3週間栽培し，第 3葉が展開した個体を使用した.低温順化処理は 2
0

C，

12時間日長で，光源には植物育成用蛍光灯を用い，光合成有効放射 95.μ

molm-2s-1の光条件で行った .1週間低温順化処理を行った個体と無処理個

体について，褐色雪腐病菌の接種を行う直前に，接種部位である第 3葉の

中央部分から長さ 4cmの葉片を採取した.さらに 1週間の接種期間終了後

に，阿部位より長さ 4cmの葉片を採取した.

細胞壁成分の測定を行った材料は，北陸農業試験場のガラス室で同様の

条件で栽培した.材料は l週間低温順化処理を行った個体と無処理個体に

ついて，雪腐病菌の接種を行う直前に第 3葉を採取した.
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褐色雪腐病拡大抵抗性の測定法

褐色雪腐病拡大抵抗性の測定は，第 2章で開発した方法で行った.展開

した第 3葉に付傷し，褐色雪腐病菌，菌株 HP9102の含菌寒天片を付着さ

せて， 0.50

C暗黒条件において 1週間接種を行った後，最低温度 150

C，自

然日長条件のガラス室に移して 3日後に病斑長を測定した.

PAL，グルカナーゼ 9 キチナーゼ活性の測定法

PAL活性の測定は， Nagarathnaら(1993) の方法を一部改変して行った.

すなわち，約 19の葉身材料を 3mMs -メルカプトエタノールを含む 25mM

ホウ酸ナトリウム緩衝液 (pH8.8) 中で磨砕し，遠心分離した上清を酵素

液とした. L-フェニルアラニンを基質として， 400

Cで 2時間反応させて生

成した桂皮酸を 268nmの吸光度で測定したはouko1 and Conn 1961，南JII• 
吉田 1981).

グルカナーゼ活性とキチナーゼ活性の測定は， Cabelloら (1994) の方

法により行った.約 19の葉身材料を 20mMリン酸緩衝液 (pH6.0) 中で磨

砕し，遠心分離した上清を酵素液とした.グルカナーゼ活性はラミナリン

を基質として， 370

Cで 30分反応させて生成した還元糖をソモギ@ネルソ

ン法により測定した.キチナーゼ活性はキチンを基質として， 3 7
0

C 3時間

反応させて生成したグルコサミンを Reissigら (1955) の方法で測定し

た.

全フェノール含量 9 リグニンの測定法

全フェノール含量は Cahilland McComb (1992) の方法に従って測定を

行い， 200mgの葉身材料を 80%エタノール中で磨砕し，遠心分離した上清

にフォーリング試薬を加え吸光度を 725nmで測定して， p-クマル酸量に換

算した.リグニン含量は Iiyamaand Wallis (1990) の方法に従って測定

を行った.全フェノール抽出残澄を乾燥後， 25%アセチルブロマイド酢酸

溶液 2.5m 1，過塩素酸 O.1 m 1を加えて 700

C1時間抽出を行った.抽出溶液

O. 1 m 1に O.1 m 1の 2M水酸化ナトリウム， 0.02mlの 7.5Mヒドロキシラミン

ヒドロクロライドと 2mlの酢酸を加え， 280nmの吸光度を測定してリグニ

ン含量の相対値とした.

可格性塘，澱粉 9 細飽壁舗の測定

可溶性糖，澱粉，細胞壁糖の分画は Sakuraiら (1987) の方法を改変し

て行った.すなわち，葉身材料を熱メタノールで固定し，このメタノール

に溶出する糖をメタノール可溶性糖とした.水を加えて磨砕し，遠心分離

して上清に含まれる糖を水溶性糖とした.残澄をアセトンで 3回，メタノ

ール:クロロフォルム (1: 1 )溶液で 3回脱脂して乾燥した後， 3TCで 2時

間 αアミラーゼで処理し，可溶化してくる糖を澱粉とした.残澄に 20mM
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諺酸アンモニウム溶液を加え， 1000Cで 15分間抽出を行い，可溶化する糖

をペクチン画分とした.その残澄に 17.5%水酸化ナトリウム溶液を加え室

温で 18時間抽出を行い可溶化する糖をヘミセルロース画分とした.ペク

チン画分，ヘミセルロース画分についてはカルバゾール硫酸法でウロン酸

を，フェノール硫酸法で中性糖を定量した. 17. 5%水酸化ナトリウム溶液

に溶けなかった画分をセルロース闘分として，濃硫酸で溶解して中性糖を

定量した.

PAL活性阻害剤の処理

PAL活性の阻害剤としてアミノオキシプロピオン酸 (AOPP)，アミノオキ

シ酢酸 (AOA) を使用し(小川@天笠 1998)，低温 11慎化処理における PAL

の効果について検討した.低温順化処理をした個体に 10酬の阻害剤を l

個体当たり約 2m1，クロマトスプレーを用いて噴霧し，およそ 2持間後葉

面が乾いた状態で褐色雪腐病菌を接種，拡大抵抗性を測定した.

結果

オオムギの褐色雪腐病拡大抵抗性は，低温順化処理により増加した.低

温 11頃化処理を行う前と比較して 20C，12時間日長条件で l週間低温順化処

理を行うことにより，病斑長は O.1 %レベルで有意に短くなった(図 6-1). 

この低温111貢化処理による抵抗性の増加は，分析材料を採取したすべての試

験において，再現性よく観察された.

PAL活性は，低温 11暖化処理を行った区，無処理区ともに雪腐病菌の接種

前には同程度で低い値であったが，接種 l週間後に増加し，その増加程度

は低温順化処理区が無処理区に比べて有意に大きかった(図 6-2). グル

カナーゼ活性は，低温順化処理区，無処理区とも接種前に比べ接種後に低

下し，低温順化処理区が無処理区に比較して高い傾向があったが有意な差

ではなかった(図 6-3). キチナーゼ活性は，低温111員化処理区，無処理区

ともに接種前よりも接種後で低下した.低温JI慎化処理区は無処理区に比較

して低下程度は小さい傾向を示したが，有意な差ではなかった(図 6-4). 

PALの阻害剤である AOPP及び AOAを低温111質化処理後の雪腐病菌接種前に

葉面に散布すると，病斑長は無処理区と有意差がなくなり，低温順化処理

による抵抗性増加の効果がなくなった(図 6-5). 2つの阻害剤の間では

有意な差は認められなかった.

全フェノール含量は低温JI/質化処理により増加し，接種後には低下したが，

無処理区と比較して有意に高かった(図 6-6).さらに，リグニン含量も

低温順化処理により増加し，接種前と接種 l週間後とも無処理区と比較し

て有意に高かった(図 6-7).
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低温順化処理による可溶性糖，澱粉及び細胞壁糖の変化を表 6-1に示し

た.メタノール可溶性糖含量は低温順化処理により大きく増加した.また，

水溶性糖も低温 111貢化処理により増加した. 澱粉は処理前には葉身 19当た

り 2mg以上あったが，低温}II異化処理により著しく減少した.細胞壁糖の含

量は，ペクチン画分のウロン酸と中性糖，ヘミセルロース闘分のウロン酸

と中性糖，セルロースともに低温順化処理区と無処理区の聞に有意な差が

認められず週間の低温}I際化処理による糖の増加が，細胞壁糖の蓄積を

引き起こすことはなかった.

考察

雪腐病抵抗性と体内成分の関係を究明した初期の研究においては，積雪

下における作物の衰弱に焦点があてられ，衰弱による澱粉，糖，タンパク

質などの分解が雪腐病抵抗性の減少を引き起こすと考えられた(松尾ら

1944，平井ら 1952，富山 1955). しかし，雪腐病菌は作物が衰弱してい

ない条件でも植物体に侵入し菌糸を伸ばすことから，かならずしも作物の

衰弱が必要条件ではない.本試験では 1週間の低温}II異化処理による褐色

雪腐病拡大抵抗性の差異と，褐色雪腐病菌接種直前と接種 1週間後に分析

した体内成分の関係を検討することで，作物の衰弱と切り離して抵抗性機

構について検討した.

低温}II質化処理により抵抗性が増加したオオムギでは PAL活性が高く (図

6-2)， PALの阻害剤である AOPP処理， AOA処理により低温順化処理の抵抗

性増加効果がなくなった(図 6-5).これらのことから，オオムギの褐色

雪腐病拡大抵抗性においては， PAL活性の増加が重要な役割を担っている

と考えられた. PALは植物の病気に対する抵抗性に重要な役割を果たすこ

とが明らかにされており (大内 1990)，さらに，コムギにおいて低温JII質化

処理により PALの mRNAが増加することが報告されている (Gaudet ら

2000b). これらの報告は，低温順化による雷腐病抵抗性の増加に PAL活性

の増加が一つの大きな要因として関わっていることを示すものである.

低温}II質化処理により全フェノール含量とリグニン含量が増加したこと

から，これらが抵抗性を高めた可能性がある.全フェノール含量が低滋傾

化処理で増加することはコムギでも報告されている (Odaira ら 1998，

Zagoskinaら 2005). また，リグニン合成に関与するペルオキシダーゼ遺

伝子が低温順化により発現することが報告されており (Tronsmo ら

1993)，リグニンも重要な役割を果たしている可能性がある.しかし，本

試験で観察された全フェノール含量とりグニン含量の増加は，雪腐病菌の

接種前から起こっており，低温順化処理区で雪腐病菌接種後に観察された
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PAL活性の増加により引き起こされたとは考えられない.全フェノール含

量，リグニン含量の増加する機構については，低温順化処理期間中におけ

る関連酵素や成分の変化を詳細に検討するなど，さらに検討する必要があ

る.

Ergonら(1998) は，コムギにおいて s-l，3-グルカナーゼ，キチナーゼ，

ペルオキシダーゼ， PR-laタンパクの遺伝子が紅色雪腐病菌を接種するこ

とで発現し，低温 }II異化した個体では低温順化していない個体に比べ発現量

が多いことを報告している.また， Gaudetら (2000b) も PALとともに O

-1， 3-グルカナーゼ，キチナーゼ，ペルオキシダーゼ， PR-laタンパクの

遺伝子が発現することを報告している.本試験でも，低温 }II実化処理によっ

てグルカナーゼ，キチナーゼの活性が高まる傾向が観察されたが，無処理

区と比較して有意な増加ではなく，これらの PRタンパク質遺伝子の雪腐

病抵抗性における役割については，今後さらにデータを蓄積する必要があ

る.

低温 }II質化による糖の増加と雪腐病抵抗性について見ると， 1 週間の低温

}II質化処理によって糖の増加が認められた.この糖の増加は，分子量が小さ

い糖が主体と考えられるメタノール可溶性糖の増加が著しく，フルクタン

等が 含まれると考えられる水溶性糖の増加は小さかった. Gaude tら

(2000a) は，低温順化期間が 1週間でもフルクタンが僅かに蓄積するが，

低温 }II美化期間が長くなるほどフルクタンの量，重合度ともに増加する傾向

があることを報告している.フルクタンと雪腐病抵抗性の関係について，

吉田ら (1998) は，耐凍性品種が単，小糖類を蓄積するのに対し，雪腐病

抵抗性品種はフルクタンを蓄積することを示し，また，湯JlI・渡濯 (1995)

は，オオムギ，コムギにおいて高分子量のフルクタン蓄積が耐雪性と関係

すること，蓄積されたフルクタンが積雪条件下で単，小糖類を一定量以上

に保ち，積雪下での植物体の維持と消雪後の再生に利用されることを報告

し て い る.本試験では週間の低温 }II貢化処理によって低分子量の糖が蓄

積している条件で雪腐病抵抗性が増加したことから，低分子量の糖が雪腐

病抵抗性の増加を引き起こす要因について検討した.具体的には増加した

糖が細胞壁の基質となり，細胞壁が肥厚して抵抗性が増加する可能性につ

いて検討した結果， 1週間の低温 }II質化処理ではペクチン，ヘミセルロース，

セルロースの有意な増加は見られず，この可能性は否定される結果となっ

た.糖の蓄積と雪腐病抵抗性の関係について， Gaudet ら (1999) は，そ

の総説の中で浸透圧の上昇による菌の伸長の抑制とともに，抵抗性に関与

する遺伝子発現を引き起こしている可能性を指摘している .Zhuら (2007)

も低温順化で蓄積する糖が遺伝子発現の重要な情報伝達物質となること
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を指摘している.また， Ehnessら(1997) は， ChenopodIl1m Jl1bJl1mの培

養細胞を用いた研究においてグルコースが PALの mRNAを増加させること

を報告している.低温JII質化による糖の増加が病害抵抗性に関与する遺伝子

の発現を増加させ，雪腐病抵抗性を高めている可能性があるが，これにつ

いてはさらに検討する必要がある.

2. 5週間の低温j順化処理による体内成分の変化

褐色雪腐病拡大抵抗性に及ぼす低温順化処理の影響は 1週間から現れ，

低温JI/質化期間を 2週間以上にした場合に，抵抗性がさらに増加する場合が

ある(第 4章).抵抗性の増加程度は，最初の 1週間に比較して小さい場

合もあるが，有意に増加する.そこで，低温順化処理期間を 5週間に伸ば

した場合の抵抗性の増加と関連する体内成分，特に遊離の糖，総胞壁糖及

び細胞壁に含まれるフェニルプロパノイドについて検討する.

材料と方法

供試作物の栽培方法

試験にはミノリムギを用いた. 2%次亜塩素酸ナトリウムで消毒し， 150C 

で催芽した種子を，消毒された土(クレハ闘芸培土)を詰めたプラスチッ

ク製ポットに播いた.上越市にある北陸農業試験場のガラス室内(自然日

長，平均気温 17
0

C) で 4週間生育させた後， 1週間あるいは 5週間低温順

化処理を行った.低温JII質化処理は低温庫に植物育成用蛍光灯を設置し， 4
0

C

/10C (昼温/夜温， 12時間日長)で行った.

可溶性糖，澱粉 9 細胞壁糖の測定

可溶性糖，澱粉，細胞壁縮の分画は Sakuraiら (1987) の方法を改変し

た第 6章 1の方法を，さらに，フェルラ酸の定最を行うために改変した.

すなわち，葉身材料を熱メタノールで固定し，このメタノールに溶出する

糖をメタノール可溶性糖とした.水を加えて磨砕し，遠心分離して上清に

含まれる糖を水溶性糖とした.残澄をアセトンで 3回，メタノール:クロ

口フォルム (1: 1) 溶液で 3回脱脂して乾燥した後， 37tで 2時間 αアミ

ラーゼにより処理し，可溶化してくる糖を澱粉とした.残、透に 20m限移酸

アンモニウム溶液を加え， 100oC15分間抽出を行い，可溶化する糖を諺酸

アンモニウム画分とした.その残澄に 20mM諺酸を加え， 100oC15分間抽

出を行い，可溶化する糖を諺酸画分とした.さらに，その残澄に 17.5%水

酸化ナトリウム溶液を加え室温 18時間抽出を行い可溶化する糖をヘミセ

ルロース画分とした.ヘミセルロース画分は透析し，不溶画分をヘミセル

ロース A，可溶画分をヘミセルロース Bとした.ヘミセルロースを抽出し
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た残澄をセルロース画分として，濃硫酸で溶解し，中性糖を定量した.メ

タノール可溶性糖，水溶性糖，澱粉，セルロース画分の糖はフェノール硫

酸法で定量した.諺酸アンモニウム画分，諺酸画分，ヘミセルロース 3画

分についてはカルバゾール硫酸法でウロン酸を，フェノール硫酸法で中性

糖を定量した.{彦酸画分についてフェルラ酸量を液体高速クロマトグラフ

イーにより定量した.

フェニルプロパノイドが褐色雪腐病菌糸の生長に及ぼす影響

フェルラ酸を含むフェニルプロパノイドが褐色雪腐病の菌糸の生長に

及ぼす影響を検討した.寒天培地上に所定濃度のフェニルプロパノイド溶

液を 5mL与え，中心に置いた菌糸の広がりを 1日および 2日後に計測した.

フェニルプロパノイドは pークマル酸，カフェ酸，フェルラ酸，シナピン

酸を供試し，溶液の濃度はし 5，10， 50 x 10 -4Mとした.

結果

可溶性糖，澱粉，細胞壁糖の変化

メタノール可溶性糖，水溶性糖は，処理前に比較して低温 111員化処理 1週

間では増加が有意でなかったが，低温順化処理 5週間で有意に増加した

(表 6-2). 特に，メタノール可溶性糖含量の増加が著しかった.一方，澱

粉含量は低温JII質化により減少し，処理前に比較して，低温順化処理 l週間，

5週間で有意に低下して処理期間には差が認められなかった.細胞壁糖に

ついてみると，ペクチンに相当する穆酸アンモニウム割分，務酸画分，及

びヘミセルロース 3のウロン酸には処理による差異が認められなかった.

ヘミセルロース Bの中性糖は低温順化処理 5週間で有意に増加した.また，

ヘミセルロース Aとセルロースでは，統計的に有意ではないが，低温順化

処理 5週間で増加する傾向を示した.

フェルラ酸含量の変化

?彦酸画分から抽出されたフェルラ酸含量は，低温 111質化処理 5週間で有意

に増加し，処理前のおよそ 2倍の含量になった.諺酸アンモニウム画分に

ついても同様の方法で測定を行ったが，フェルラ酸は検出されなかった.

フェニルプロパノイドの褐色雪腐病菌糸の生長に及ぼす影響

フェニルプロパノイドのうち，主に細胞壁に含まれると考えられるフエ

ルラ酸は，褐色雪腐病菌糸の生長を抑制する作用があった(図 6-8). 処

理期間 1日では， 1 0 x 10 -4Mで無処理，蒸留水処理と比べて有意に生長が

抑制し， 50 x 10-4Mでは著しく抑制した. pークマル酸，シナピン酸も 50x 

10-4Mでは無処理や蒸留水処理と比べ有意に菌糸長が減少した.

処理期間 2日の場合にも，同様の傾向を示し，フェルラ酸は，菌糸の生
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長を抑制した.検討したうちで最も低濃度の 1x 10-4M処理区でも無処理

区と比較して 5%レベルで有意に短くなった.

考察

細胞壁中に含まれるフェルラ酸含量が 5週間の低温 }II貢化処理により増

加した Jさらに，フェルラ酸は褐色雪腐病の菌糸の伸長を抑制した.この

ことから， 5週間の低温順化処理による褐色雪腐病菌拡大抵抗性の増加が

フェルラ酸の蓄積により引き起こされた可能性がある.従来よりフェルラ

酸やクマル酸などのフェノール化合物は病害抵抗性に関与していること

が知られおり (白石ら 2001)，Southerton and Deverall (1990) は，コ

ムギのさび病抵抗性にフェルラ酸が関与していることを示した.また，

Ikegawaら(1996) は，フェルラ酸が 2つ結合したダイフェルラ酸がエン

バクのさび病抵抗性に関与することを報告している.本試験では，ダイフ

ェルラ駿の定量はできなかったものの，フェルラ酸が褐色雪腐病抵抗性に

関与している可能性が示された.

寒天培地上におけるフェルラ酸の菌糸生長抑制効果を検討すると，今回

の試験において最も低濃度である 1x 10-4M処理でも菌糸の生長の抑制効

果が見られた.植物体中で褐色雪腐病が蔓延する際には，細胞間隙を菌糸

が伸長する.その際に細胞壁中にあるフェルラ酸は菌と接触する機会があ

り，抵抗性物質として機能する可能性がある. 5週間の低温傾化処理にお

いて，葉身中のフェルラ酸量は生体重 19当たり 22μgであるが，これは

菌糸の伸長抑制が認められた 1x 10-旬以上に当たる.本試験で得られた

フェルラ酸の含量は，細胞質を含んだ生体重当たりの値で示されているの

で，細胞壁部分だけで見れば，さらに高濃度になっていると考えられる.

ただし，細胞壁中のフェルラ酸は細胞壁の糖，アラビノースと結合してい

ると考えられている (Mueller-Harveyら 1986).本試験でも，フェルラ酸

含量はアラピノース含量との問に相関関係が認められており，遊離した形

では存在していないと考えられる.細胞壁と結合しているフェルラ酸が菌

に対してどのように作用しているかという点については，現時点で明らか

にすることはできない.

フェルラ酸はフェニルプロパノイドの一つであり，フェニルブロパノイ

ド合成の律速酵素として PALが機能していると考えられる(南川@吉田，

1981). 本試験では， PAL活性の測定を実施しなかったが，本章 lで 1週

間の低温}II員化処理を行った際の PAL活性について検討した結果，菌の接種

後に増加が観察された.他に行った試験では 1週間の低温}I撰化処理によっ

て PAL活性が増加する場合も見られていることから， PAL活性の増加が細
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胞壁中のフェルラ酸の増加に関係している可能性がある.

低温}II員化処理 5週間でヘミセルロース 3の中性糖が有意に増加した.ま

た，ヘミセルロース A，セルロースも有意とはならなかったが，低温順化

処理を 5週間行うことで増加する傾向を示した.低温}I頃化処理 1週間でも

ヘミセルロース，セルロースが増加する傾向を示しており，低温}I償化によ

って細胞壁糖が蓄積していることが考えられる.実際に低温}II貢化処理によ

る葉身の細胞壁が厚くなる こ と が ラ イ ム ギ 葉 身 で 観 察 さ れ て お り

(Griffith and Brown 1982)，低温}II質化による細胞壁の肥厚が雪腐病抵抗

性が増加する原因の一つになっている可能性がある.
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表6-1 オオムギ葉身のメタノール可溶性糖，水溶性糖，澱粉，
細胞壁糖に及ぼす低温JI頃化処理の影響

無処理 低温111妥化処理

メタノール可溶性糖 (mgjf f. w.) 2. 99 土 O.34 6. 20 i: 1. 10 キ
水溶性糖 3.01 土 0.05 4.17 土 O.23 料
澱粉 2.43 土 0.34 0.18 土 0.09 ネネ

ペクチン ウロン酸 O. 538 士 0.072 0.538土 0.037n.s. 
中性糖 0.893 土 0.207 0.903土 0.178n. s. 

ヘミセルロース ウロン酸 1. 72 土 O.12 2.02 土 0.29 n.s. 
中性糖 7.48 土 0.31 8.27 土 0.29 n.s. 

土後の数字は標準誤差 (n=3)， n. s.は有意差がなこと，キ，料はそれぞれ
5%，1%レベルで処理前と低温順化処理の聞に有意差があることを示す.

表6-2 低温111員化処理，低温暗黒処理によるメタノール可溶性糖，水溶性糖.澱粉，細胞壁
糖含量(眼gjgf. w.)及び諺酸画分中のフェルラ酸含量 (μgjgf. w.)の変化

無処理 低温JII貢化処理1週間低温順化処理5週間

メタノール可溶性糖 7.92 土 0.59 a 9. 76 土 0.01 a 26.88 土 3.66 b 
水溶性糖 1. 40 土 0.12 a 1. 34 土 0.09 a 2.13 ::!: 0.12 b 
澱粉 1. 40 土 0.10 b 0.10 土 0.03 a O. 29 土 0.17 a 
諺酸アンモニウムウロン酸 0.15 土 0.02 0.15 土 0.02 0.14 ::!: 0.00 n. s. 

中性糖 0.24 土 0.01 0.20 土 0.05 O. 23 土 0.01 n. s. 
諺酸 ウロン酸 0.15 ::!: 0.04 0.15 土 0.02 O. 14 土 0.01 n. s. 

中性糖 0.55 土 0.09 0.55 土 0.07 O. 65 土 0.03 n. s. 
ヘミセルロースB ウロン酸 0.55 土 0.03 0.61 土 O.11 O. 68 土 0.06 n. s. 

中性糖 4.42 ::!: 0.77 a 4.93 土 0.88 a 7.43 土 0.74 b 
ヘミセルロースA 0.90，土 0.08 0.88 土 O.11 1. 46 土 0.44 n. s. 
セルロース 14.81 土1.33 13.74 ::!: 0.86 16.49 土 O.18 n. s. 
フェルラ酸 11. 24 土1.53 a 12. 19 土 2.92 a 21.83 土し 04 b 

土後の数字は標準誤差 (n=3)， n. s.は処理問に有意差がないこと，同一アルファベットは項
自ごとにTukeyの方法により回レベルで有意差がないことを示す.

67 



25 

20 

日

d 15 
u1再
認 10
保

。
無処理 低温順化処理

図6-1 オオムギ葉身の褐色雪腐病拡大抵

抗性に及ぼす低温JII質化処理の影響.
縦棒は標準誤差 (n=32) を示す.
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図6-2 オオムギ葉身のPAL活性に及ぼす低

温JII質化処理の影響.

縦棒は標準誤差 (nご 3)，同一のアルフア

ベットはTukeyの方法で5%レベルで有意差
がないことを示す.
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縦棒は標準誤差 (nコ3) を示す.
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がないことを示す.
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た時の吸光度で示す.縦棒は標準誤差(n=3)， 

同一のアルファベットはTukeyの方法で5%レベ
ルで有意差がないことを示す.
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縦棒は標準誤差(n=16)，問ーのアルファベットは日数毎にTukey
の方法で5%レベルで有意な差がないことを示す.
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第 7章 葉位及び葉の位置による褐色雪腐病拡大抵抗性と体内成分の変

化

前章において，低温JII質化処理による褐色雪腐病の拡大抵抗性の増加に関

係のある体内成分について検討した結果 PAL活性，全フェノール，り

グニン含量およびメタノール可溶性糖，水溶性糖と細胞壁中のフェルラ酸

が抵抗性と関係する可能性がある成分としてあげられた.また，ヘミセル

ロース，セルロース含量， PRタンパク質であるグルカナーゼ，キチナー

ゼ活性も関与する可能性が示された.褐色雪腐病抵抗性に影響する要因と

して低温JII貢化処理だけでなく，植物のエイジも重要であることを第 3章に

おいて示した.そこで，本章ではエイジによる褐色雪腐病拡大抵抗性の変

化と体内成分の関係を明らかにすることを目的に葉位及び葉の位置によ

る差異の検討を行った.

材料と方法

供試作物の栽培方法

オオムギ品種ミノリムギを供試し，東北農業試験場畑地利用部の最低温

度を 150Cに設定したガラス室において 1994年 10月 10日に消毒された土

壌(クレハ関芸培土)を詰めたプラスチック製のポットに播種し， 11 月

7日まで 4週間生育させ，さらに戸外で低温順化処理を 1週間実施して，

葉齢が 5葉に達した個体を供試した.低温JII質化処理期間中の最低気温の平

均は 4.7
0

Cであった.

完全に展開している第 3葉，および第 5葉を用い，基部からおよそ 1/4，

2/4， 3/4の位置に接種を行って褐色雪腐病拡大抵抗性を測定した.測定

は第 2章で開発した方法で行った.同様に生育させた個体の第 3葉および

第 5葉について基部，中央部，先端部にわけで分析材料とした.

体内成分の分析法

非構造性炭水化物としてメタノール可溶性糖，水溶性糖，および澱粉を

定量した.細胞壁糖としてペクチン，ヘミセルロース，セルロースを定量

した.糖の分析は熱メタノール抽出によりメタノール可溶性糖，メタノー

ル可溶性糖の抽出残溢から水溶性糖，水溶性糖抽出残澄から澱粉を分析し，

その抽出残澄について細胞監糖をペクチン，ヘミセルロース，セルロース

の111貢序で分析した.別の試料について， PAL活性，リグニンを分析した.

さらに第 3葉，第 5葉の基部，先端部についてグルカナーゼ、活性，キチナ

ーゼ活性を分析した.分析法は第 6章に示した方法と同様とした.
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結果

褐色雪腐病拡大抵抗性の葉位および葉の位置による差異を図 7-1に示し

た.展開した直後の第 5葉では，基部では病斑長が短く先端では病斑長が

長くなり，基部，中央部に比較して先端部で抵抗性が有意に低かった.第

3葉でも先端部で抵抗性が低くなったが，葉の位置による差異は第 5葉よ

りも小さく，基部と先端部の病斑長の差異は有意ではなかった.また，第

3葉と第 5葉を比較すると，第 5葉の抵抗性が高い傾向が見られた.

PAL活性は第 3葉よりも第 5葉で有意に高かった(図 7-2).第 5葉では，

基部で高く，中央部と先端部はやや低くなる傾向を示したが，有意な差で

はなかった.第 3葉では位置にかかわらず低くなった.キチナーゼ，グル

カナーゼ活性は，中央部の試料が不足したため基部と先端部のみの測定を

行った.グルカナーゼは第 3葉よりも第 5葉で低く 基部が先端部よりも

低い傾向であった(図 7-3). 一方，キチナーゼ活性は葉位，葉の位置に

よる有意な差異は認められなかったが，基部が先端部よりも低い傾向があ

った(図 7-4).

リグニン含量は第 3葉よりも第 5葉で低い傾向があり，第 3葉の先端部

で高く，基部で低い傾向があった(図 7-5).試料が不足したため反復を

とることができず，統計処理はできなかった.

メタノール可溶性糖，水溶性糖，澱粉含量について図 7-6に示した.全

ての部位で澱粉，水溶性糖に比較して，メタノール可溶性糖含量が多かっ

た.メタノール可溶性糖含量は第 5葉では基部が中央部，先端部よりも高

かった.第 3葉でも基部で高い傾向が見られたが，その差は第 5葉よりも

小さかった.葉位による差異は基部のみで見られ，第 5葉が第 3葉よりも

高かった.水溶性糖含量は第 3葉，第 5葉とも基部で高かったが，葉位に

よる差異は認められなかった.逆に，澱粉含量は第 3葉，第 5葉ともに基

部で低かった.それぞれの位置で比較すると第 5葉の澱粉含量は第 3葉よ

りも有意に高かった.

細胞壁糖について検討した結果，ペクチンは第 3葉の基部に比べて中央

部，先端部が低く，第 5葉では位置による差が認められなかった(図 7-7).

ヘミセルロースは葉位，葉の位置による差異が認められなかった(図 7-8).

また，セルロースは葉の位置による差異は小さかったが，第 3葉よりも第

5葉で高い傾向があり，それぞれの位置で比較すると第 5葉のセルロース

含量は第 3葉よりも有意に高かった(図 7-9).

考察

褐色雪腐病拡大抵抗性は葉位および葉の位置で異なった.第 5葉が第 3
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葉よりも抵抗性が高く，第 5葉では先端部よりも基部で抵抗性が高いこと

から，若い組織で抵抗性が高い傾向があった.第 3葉でも基部で抵抗性が

高いと考えられた.業位により抵抗性が違うという試験の結果は，第 3章

3において検討した結果と一致した.この葉位と葉の位置による抵抗性の

差異と関係する体内成分を明らかにするために，葉身の分析を実施した.

抵抗性の高かった第 5葉の基部で PAL活性が高く，抵抗性が低い第 3葉

で低い傾向があり， PAL活性が褐色雪腐病拡大抵抗性と関係していること

が示された.しかし，葉位と葉の位置による雪腐病抵抗性の変化をすべて

PAL活性の差異で説明できるわけではなく，抵抗性の高い第 5葉の基部と

抵抗性が低い先端部の PAL活性には有意な差が認められなかった.また，

第 3葉においても，抵抗性に差異が認められた中央部と先端部の聞に PAL

活性の差異が認められなかった. PAL が制御していると考えられる(南

川1・吉田 1981) リグニン含量は PAL活性の低かった第 3葉先端部で高く

なった.

PRタンパク質であるグルカナーゼ，キチナーゼについては，抵抗性の高

い第 5葉の基部で活性がイ尽く，抵抗性の低い第 3葉先端部で活性が高いこ

とから，オオムギの褐色雪腐病拡大抵抗性の葉位，葉の位置による差異に

は関与していないと考えられた.

第 6章で褐色雪腐病拡大抵抗性と関係する可能性が高かった非構造性炭

水化物および構造性炭水化物について，葉位，葉の位置の拡大抵抗性の差

異との関係を検討した.抵抗性の高かった第 5葉の基部ではメタノール可

溶性糖，水溶性糖の含量が高く，両者の可溶性糖が抵抗性に何らかの関与

をしている可能性が示された.しかし，抵抗性に有意な差がある第 5葉の

中央部と先端部の間では，糖含量に差は認められなかった.また，第 3葉

でも抵抗性の低い先端部の糖含量が，抵抗性の高い中央部よりも高くなり，

第 3葉については糖含量と雪腐病抵抗性の間に一定の傾向は認められず，

糖含量だけで抵抗性を説明することはできなかった.一方，澱粉は第 3葉，

第 5葉ともに抵抗性の高い基部で第 3葉，第 5葉ともに含量が低く，抵抗

性には影響を及ぼしていないと考えられた.また，細胞壁糖であるペクチ

ン，ヘミセルロース，セルロースも大きな差異はなかった.第 6章では，

ヘミセルロース，セルロースが抵抗性に関与している可能性が示されたが，

本試験の結果からは細胞壁の糖含量は葉位あるいは葉の位置による褐色

雪腐病拡大抵抗性の原因とは考えられなかった.

以上の結果から，葉位と葉の位置による褐色雪腐病拡大抵抗性の差異の

全てを説明できる成分は見いだされなかったが，メタノール可溶性糖，水

溶性糖と PAL活性の増加が抵抗性に関与している可能性が示された.
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よる褐色雪腐病拡大抵抗性の差異.
縦棒は標準誤差(n二8)を示す.同一アルファ
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メタノール可溶性糖，水溶性糖および澱粉含量の
差異
縦棒は標準誤差(nご 3)を示す.メタノール可溶性

糖、水溶性糖、澱粉それぞれについて、同一アル

ファベットはTukeyの方法で5%レベルで有意差がな
いことを示す。
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図7-8 オオムギ葉身の葉位及び葉の位置による

ヘミセルロース含量の差異
縦棒は標準誤差 (n=3) を示す.
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第 8章.褐色雪腐病拡大抵抗性における糖の役割

低温}I/貢化により雪腐病が増加するのと同時にメタノール可溶性糖，水溶

性糖が増加することを第 6章において示した.また，第 7章でも抵抗性が

高かった若い葉の基部でメタノール可溶性糖含量が高いことを示した.し

かし，オオムギ葉身のメタノール可溶性糖が雪腐病抵抗性の増加に果たす

役割については明確になっていない.

そこで，まず，メタノール可溶性糖の成分について明らかにする.また

メタノール可溶性糖含量と褐色雪腐病拡大抵抗性との相関関係を確認す

る.さらに，外部から与えた糖による抵抗性の増加と，この抵抗性増加に

及ぼすタンパク質合成阻害剤の影響を明らかにすることにより，褐色雪腐

病拡大抵抗性に果たす糖の役割について考察する.

材料と方法

メタノール可溶性糖の定性

試験にはミノリムギを用いた.北陸農業試験場のガラス室内(自然日長，

平均気温 17
0

C) で 4週間生育させた後 1 週間低温}I/貢化処理を行った.低

温順化処理は低温庫に植物育成用蛍光灯を設置し， 40C/1
0

C (昼温/夜温，

12時間日長)で行った.

完全に展開した第 3葉を採取し，熱メタノールで糖を抽出した.冷却し

たメタノールを乾闘，水に溶解した後，アンバーライトで精製，遠心分離

して上清を再び乾留，メタノールに溶解してペーパーク口マトグラフィー

(東洋 No.50)により糖を分離し，定性した.展開溶媒は n-ブタノール@

酢酸@水 (4:1:1) とし，上昇法で 16時間展開した.呈色剤として硝酸銀

試薬を使用した(田村 1980).

褐色雪腐病拡大抵抗性とメタノール可溶性糖含量との相関関係

試験にはミノリムギを供試し，糖の定性と同様の条件で生育させた個体

を使用した.雪腐病抵抗性とメタノール可溶性糖の相関関係を検討するた

めに，低温順化処理と低温暗黒処理の期間を Oから 2，4，7，14，21，28，35日

として，褐色雪腐病拡大抵抗性とメタノール可溶性糖含量を測定した.

鯖処理

ガラス室において生育させたオオムギ品種ミノリムギを供試し，完全展

開している第 3葉を葉耳の部分で切り取って供試した.試験管(直径 18mm

高さ 180龍田)に所定の濃度のショ糖液を 5ml入れ 1週間 2oC暗黒条件に

置いた後，褐色雪腐病拡大抵抗性の測定を行った.ショ糖濃度は 0，1， 5， 

10%とし，他に 2'C明条件に 1週間置いた低温}I慎化処理区と葉を切り取っ
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てすぐに用いた無処理区を設けた.さらに浸透圧を増加させるためにポリ

エチレングリコール (PEG)6000の 10g/100ml溶液とグルコース同溶液に

ついても検討した.褐色雪腐病拡大抵抗性の測定は，第 2章の方法を用い

た.ただし，切り取った葉身を吸水させた脱脂綿上に並べて接種した.同

様に糖処理を行った葉身の浸透圧をサイクロメータにより測定した.接種

を行った位置と同様の場所をリーフパンチで切り取り，浸透圧を測定した.

低温順化処理，糖処理と同時にタンパク質合成阻害剤を処理する試験を

実施した.ガラス室において生育させたミノリムギを掘り取り，根に着い

た土壌を洗い流した後，低温暗黒処理は水に浸潰した個体を 2oc暗黒条件

に，低温/11質化処理は 2oc明条件に，糖処理は 10児ショ糖溶液に浸漬した偲

体を 2oc暗黒条件に l週間置いた.タンパク質合成阻害剤としてサイクロ

ヘキシミドを用い，濃度を 10μMになるようにビーカーに加えた.褐色雪

腐病拡大抵抗性の測定は第 2章に述べた通りである.ただし，ポットから

掘り取った個体を供試したため，吸水させた脱脂綿上に葉を並べて行った.

また，同様に生育させた個体の第 3葉を用いてメタノール可溶性糖含量の

測定を行った.測定法は第 6章 lと同様の方法で行った.

結果

メタノール可溶性糖の定性

ペーパークロマトグラフィーの結果を図 8-1に示した.呈色反応から，

3週間生育したオオムギ葉身にはショ糖，グルコース，フルクトースとと

もに，クロマトグラフィーでの移動距離が小さい高分子の糖もわずかに見

られた. 1週間の低温 111異化処理でショ糖，グルコース，フルクトースとと

もに，高分子の糖も増加した(図 8-1)~

褐色雪腐病拡大抵抗性とメタノール可溶性糖含量との相関関係

低温順化処理及び低温暗黒処理期間を 0日から 35日まで変化させたオ

オムギ葉身のメタノール可溶性糖含量と褐色雪腐病拡大抵抗性の関係を

見ると，糖の増加に伴い病斑長が短くなる傾向があった(図 8-2). 相関

係数は-0.830となり 0.1%レベルで有意であった.

糖処理

切り口から吸収させたショ糖が抵抗性に及ぼす影響を図 8-3に示した.

10%， 5%溶液に浸した場合には低温 /11貢化処理と同等の病斑長になり，切り

口から吸収させたショ糖により抵抗性が増加した.ショ糖の 1%溶液では

無処理と同等の病斑長になり，抵抗性の増加は認められなかった.この結

果から， 5%以上の場合には，葉身の基部からショ糖を吸収させることで低

温/1頃化処理と同様な効果が認められ，ショ糖は低温/11質化処理を代替できた.

82 



なお，蒸留水に浸潰した場合には熱処理よりも抵抗性は低かった.

葉身の浸透圧と病斑長との関係を検討したところ(図 8-4)，浸透圧と病

斑長の問に相関関係が認められ，相関係数は O.950となり 1%レベルで有

意であった.浸透圧を高めるために PEGを用いた場合にも同様に抵抗性が

増加した.しかし，グルコースを用いた場合には，無処理に比べ病斑長が

短くなって抵抗性の増加が見られるものの，同じ濃度のショ糖よりも抵抗

性の増加程度は小さく，また，ショ糖処理の浸透圧と病斑長の関係からは

離れた場所にフロットされた.

低温順化処理及びショ糖により起こる抵抗性の増加に対するタンパク

質合成阻害剤の影響を検討した(図 8-5). 低温暗黒処理に比べ，低温 111質

化処理，及びショ糖処理により病斑長は短くなり，褐色雪腐病抵抗性が増

加した.しかし，サイクロヘキシミドを入れた場合には低温順化処理区の

病斑長は低温暗黒処理と同等になった.一方，ショ糖を処理した場合には

サイクロヘキシミドにより影響されなかった.葉身中のメタノール可溶性

糖含量は，低温順化処理，ショ糖処理では低温暗黒処理よりも高濃度にな

り，サイクロヘキシミド処理を行った場合にも同様の傾向であった.

考察

低温 111質化処理により糖が増加すること，あわせて褐色雪腐病拡大抵抗性

が増加することは第 6章に示したとおりであり，また，低温順化時の糖の

増加については古くから報告がある(大泉 1956，田村 1986a).しかし，

糖の雪腐病抵抗性における役割については明確になっているとは言えな

い.そこで，糖と褐色雷腐病拡大抵抗性の関係を検討した.特に，雪腐病

抵抗性の増加は 1週間の低温 111質化処理で起こることから， 1週間の低温 111貢

化処理により起こる糖含量の変化に着目し，抵抗性の増加に及ぼす糖の役

割について検討した.

1週間の低温順化処理によって増加したメタノール可溶性糖は主にショ

糖，グルコース，フルクトースであった.さらに，高分子の糖の蓄積も見

られたが，その含量は低分子量の糖よりも少なかった.Wagner ら (1983)

は，オオムギ葉身のフルクトース，ショ糖，フルクタン含量の低温順化処

理による変化を追跡し 1週間の低温順化処理で蓄積するのは主に低分子

量の糖であり， 3週間の低温順化処理によってフルクタン含量が増加する

ことを報告している.また， Gaude t (2000a) は，コムギにおいて l週間

の低温順化処理では主にショ糖，グルコース，フルクトース含量が増加し，

フルクタン含量も増加するがわずかであることを報告しており，本試験の

結 果と 一致した.この結果から週間の低温 11顕化処理において抵抗性と
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の関係を検討する場合には，低分子量のショ糖，グルコースを中心に検討

した.

低温JII異化処理条件を変えた場合のメタノール可溶性糖含量と病斑長の

関係を検討すると，両者には高い負の相関関係があり，相関係数は O.1 % 

レベルで有意であった(図 8-2)，この結果は両者に密接な関係があるこ

とを示唆している.これまで，重合度の高いフルクタンの耐雪性における

役割については論議されてきたが(小島 1975，湯川@渡濯， 1995)，ショ

糖等の低分子量の糖については十分な論議がなされてこなかった.本試験

において低分子量の糖と拡大抵抗性の間に高い相関関係が見られること

から，低分子量の糖が抵抗性の増加の原因となっている可能性が考えられ

た.

1週間の低温JII質化処理によって多量にショ糖を蓄積することから，外部

から与えたショ糖が褐色雪腐病拡大抵抗性に及ぼす影響について検討し

た.その結果，低温暗黒条件において日以上のショ糖溶液に基部を浸潰

した葉身で抵抗性の増加が起こり，低温 111質化と同等の抵抗性を示した(図

8-3). 

このショ糖による抵抗性増加の原因として，葉身の浸透圧増加による菌

糸の生長抑制が考えられる. Tronsmo (1986) はチモシーとリードカナリ

ーグラスを用い，低温JI慎化によりクラウンの浸透圧が増加すること，紅色

雪腐病，雪腐黒色小粒菌核病の菌の生長が培地の浸透圧を高めることに伴

って減少することから，低温JI慎化による糖の増加が浸透圧の上昇を引き起

こし，それによって抵抗性が増加すると述べている.また， Gaudet ら

(1999) も，その総説の中で糖の増加が浸透圧の上昇をもたらし，それが

雪腐病抵抗性を増加させる一因になる可能性を指摘しており，ショ糖によ

る抵抗性の増加には浸透圧の上昇が関与している可能性が考えられた.そ

こで，ショ糖処理，低温順化処理，無処理区の葉身の浸透圧を測定し，病

斑長との関係を検討したところ，はレベルで有意な相関関係があった(図

8-4). また，浸透圧を上げるために PEG処理を行ったところ，抵抗性の増

加が認められ， PEG処理区の浸透圧と病斑長のフロットは，ショ糖処理に

よる浸透圧と病斑長の回帰直線上に乗ると判断された.しかし，ショ糖処

理と同じ試験法を用いてグルコースを処理した場合には，抵抗性の増加は

起きるもののショ糖と比べてその増加程度が小さく，ショ糖の場合の浸透

圧と病斑長の回帰直線から離れた位置にプロットされた.これは，糖含量

の増加による抵抗性の増加が浸透庄の上昇だけでは説明できないことを

示している.

さらに，低温順化処理あるいは糖処理の前にタンパク質合成阻害剤を処
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理する試験を実施した.低温 11暖化処理の場合には，タンパク質合成阻害剤

処理により抵抗性の増加は起こらないが，糖処理の場合には，タンパク質

合成阻害剤処理をしても抵抗性の増加が起こった.すなわち，低温 111質化に

よる褐色雪腐病拡大抵抗性の増加には新たなタンパク質合成が必要であ

ったが，糖処理による抵抗性の増加には新たなタンパク質合成は必要なか

った.この結果は，低温 JII貢化処理による糖の増加と外から与える糖処理で

は異なった機作により雪腐病抵抗性の増加が起こっていること，低温JII質化

処理による抵抗性の増加には新たなタンパク質の合成を必要としており，

糖含量の増加が抵抗性増加の直接の原因になっていないことを示してい

る.

タンパク質合成阻害剤を処理した低温JI慎化処理区の葉身ではメタノール可

溶性糖が増加していたにもかかわらず抵抗性が増加しなかったことから， 2 

つの可能性が考えられる.一つは低温順化による糖の増加と抵抗性の増加と

は独立して起こっている可能性.もう一つは糖の増加が引き金となって，抵

抗性に関与する新たなタンパク質合成を引き起こし抵抗性を増加する可能性

である.グルコースの増加により PALのmRNAが増加することを Ehness

ら (1997)が Chenopodirubrumの培養細胞を用いた研究において報告して

おり，糖の増加が PAL活性の増加を引き起こしている可能性があるが，この

点についてはさらに検討が必要である.
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ショ糖

グルコース

フルクトース

無処理低温順化

処理

図8-1 低温JI際化処理により増加した可溶性糖の

ペーパークロマトグラフ
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図8-2葉身のメタノール可溶性糖含量と褐色雪腐病抵

抗性の関係

40 

低温順化処理期間と光条件を変化させた場合の糖含量と
褐色雪腐病の拡大抵抗性の関係をフ。ロットした.***は
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図8-3オオムギの切り取った葉の糖処理が褐色雪腐病拡

大抵抗性に及ぼす影響.
縦棒は標準誤差 (n=8)を示す.同一のアルファベット間に
はTukeyの方法で5%レベルで、有意差がないことを示す.

糖処理は20C暗黒条件で葉の基部を糖溶液に浸演して

行った.CAは低温JI度化処理.
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第 9章総合考察

耐雪性と褐色雪腐病拡大抵抗性

本研究は，オオムギの耐雪性機構の解明を最終の目標にし，耐雪性の中

でも，雪腐病抵抗性について，特に褐色雪腐病拡大抵抗性について検討し

た.雪害には多くの要因があるが，本州の積雪地帯では雪腐病が最も重要

であり，水田での作付けが主体であるオオムギにおいては褐色雪腐病が最

も重要(第 i章)である.さらに，褐色雪腐病の抵抗性を侵入抵抗性と拡

大抵抗性に分けると後者が重要と考えられたので，褐色雪腐病拡大抵抗性

を主な研究対象とした.この理由は，気孔から多数の侵入が観察されてい

ることから(第 3章)，角皮侵入と違い気孔侵入においては侵入抵抗性機

構が働かない可能性が考えられるからである.

最初に褐色雪腐病拡大抵抗性の測定法を開発した(第 2章，渡遅ら

2003a).葉身に傷を付け，そこに褐色雪腐病の含菌寒天片を接種する方法

で，基部方向に伸びた病斑長を抵抗性の値とした.この方法は接種期間が

l週間と短く，定量的な測定が可能な方法である.従来からの雪腐病抵抗

性測定法は，生存株率あるいは生存茎率を測定する方法であり (Takenaka 

and Yoshino 1989)，寄主の再生力の影響を排除することはできない.再

生力も耐雪性の一つの要因(天野 1987) と考えることもできるが，病気

に対する抵抗性とは違う機構が働くので.雪腐病抵抗性機構を解明するに

は病気に対する抵抗力と再生力は切り離して考えるべきである.そこで再

生の要因が入らない病斑長を抵抗性の指標とした.褐色雪腐病は，地下部

で蔓延する雪腐褐色小粒菌核病とは違い，地上部で蔓延する病気であり

(竹中 1994)，葉身における抵抗性測定により適切な抵抗性の評価ができ

るものと考える.

オオムギの褐色雪腐病拡大抵抗性に影響を及ぼす要因

オオムギ葉身の褐色雪腐病拡大抵抗性に影響を及ぼす要因として，品種，

エイジ，低温順化処理，植物ホルモンの葉面散布処理について検討した.

その結果，この 4要因はいずれも抵抗性に影響を及ぼした.

雪腐病抵抗性の品種間差について見ると，従来からの耐雪性の評価と本

試験で行った褐色雪腐病拡大抵抗性の評価は一致した.耐雪性が高いと言

われるミユキオオムギ(後藤 1977) の褐色雪腐病拡大抵抗性が高く，耐

雪性が低いと言われるアサマムギ(湯川 1988) の拡大抵抗性が低かった

(図 2-3). 本研究において多くの試験に供試したミノリムギは両者の中間

であった.これらの品種間差は低温順化処理を行った場合に現れ，低温順

化処理を行わない場合には現れなかった(図 2-4). 他の品種を用いて品
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種間差を検討する試験を行った結果，べんけいむぎがミユキオオムギと同

様に抵抗性が高く (渡濯ら 1995)，関取埼 1号がアサマムギと同様に低い

と判断された(渡遺@三浦 1997). しかし，耐雪性高品種と耐雪性中品種

の抵抗性，耐雪性中品種と耐雪性低品種の抵抗性の間に有意差が認められ

ない場合もあり，品種聞の褐色雪腐病拡大抵抗性の差はかならずしも大き

くなかった.

褐色雪腐病抵抗性に及ぼすヱイジの影響については，これまで一致した

見解が得られておらず，葉齢の進んだ植物体の抵抗性が高いとする報告

(竹中@渡透 1991) と葉齢の進んでいない個体の抵抗性が高いとする報告

(Lipps and Bruehl 1980) があった.本研究において褐色雪腐病が発生す

ると考えられる水田商場において行った播種期試験では，葉齢の進んだ俗

体の雪害が少なく，抵抗性が高かった(第 3章 1，渡漫ら 1988). また，

ポットにおいて P. paddicum， P. iwayamaiを接種した場合にも葉齢の進

んだ個体の抵抗性が高かった(第 3章 2，Watanabe and Takanaka 1994). 

一方，葉身を使って拡大抵抗性を測定した場合には，エイジの進んだ古い

葉の抵抗性が低く，エイジの進んでいない若い葉の抵抗性が高かった(第

3章 3，渡遅ら 2003b).エイジの影響は個体で見た場合と個葉で見た場合

には違いがあったが，葉齢の進んだ個体の若い葉の抵抗性が，葉齢の進ん

でいない個体の若い葉の抵抗性よりも高かったことから，葉齢の違う個体

の抵抗性の差は若い葉の抵抗性の差に起因していると考えられた.若い葉

の抵抗性が個体全体の抵抗性の高さとなる理由は明らかではないが，若い

葉は成長点に近い葉鞘につながっていることが関係している可能性があ

る.

褐色雪腐病拡大抵抗性に対する低温 11展化処理の効果は安定して発現し

た.無処理と比較して 3日の処理では有意な差異は認められないが 1週

間の処理で抵抗性が有意に増加した.この 1週間の低温 111異化処理には，低

温と光の両方が必要であること，光の強さ，波長の影響は小さいことが明

らかとなった(第 4章，渡遅ら 2007).光の強さが低温 111質化に影響しなか

った本研究の結果は，従来の知見とは一致しなかった.この違いが生じた

理由として，抵抗性の測定方法があげられる.光の強さが抵抗性に影響す

るとした Nakajima and Abe (1996) は再生した株，及び茎数の割合から

抵抗牲を測定しており，この方法では再生力の影響を受けていると考えら

れる.光の強さは光合成量に影響し，光合成により作られた糖が再生の基

質とエネルギーになることから，光の強さが抵抗性に影響する結果になっ

たのに対し，本試験では再生の影響を排除して，純粋の抵抗性を測定して

いるために光の強さの影響を受けなかった可能性がある.
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褐色雪腐病拡大抵抗性に対する植物ホルモンの葉面散布処理の影響に

ついて見ると， ABAと SAのみに明確な効果が認められ，他の植物ホルモ

ンの効果は認められなかった.従来から病害に関与するホルモンとして

ABA， SAとともに報告されているエチレン，ジャスモン酸には効果が認め

られなかった. ABA， SAの効果は低温}II質化処理と比較する小さかった(第

5章，渡塗ら 2008a).

これらの結果から，雪腐病抵抗性の機構を解明するために，効果が大き

くかっ安定して認められる低温順化処理による抵抗性の増加要因につい

て検討することとした.そこで得られた知見を元に 他の要因についても

検討した.

褐色雪腐病拡大抵抗性の機構

植物の菌に対する抵抗性の機構は，物理的な抵抗性と化学的な抵抗性に

分けて考えることができる.その内，化学的抵抗性には， 1)低分子量抵抗

物質と 2)タンパク質性抵抗物質があることが知られ，低分子量抵抗物質

においてフェニルフロパノイド合成系が重要な役割を担っていると考え

られている(大内 1990).そこで，はじめにフェニルフロパノイド合成系

の鍵酵素である PALについて検討した.次に，タンパク質性抵抗物質とし

て PRタンパク質であるグルカナーゼ活性，キチナーゼ活性について検討

した.最後に低温}II質化によって高まる糖の抵抗性における役割について検

討した.

1) 低分子量抵抗物質

1週間の低温順化処理により褐色雪腐病拡大抵抗性が増加するとともに，

PAL活性の増加が認められた(第 6章 し 渡 漫 ら 2008b). さらに， PAL活

性の阻害剤を葉面散布することにより低温順化処理の抵抗性増加効果が

なくなり，無処理と同程度の抵抗性になった.このことから，低温順化処

理による抵抗性の増加は PAL活性の増加によっていることが明らかであ

る.さらに，葉位，葉の位置による抵抗性においても，抵抗性の高い若い

葉の基部で PAL活性が高いことが観察された(図 7-2). また，抵抗性高

のべんけいむぎと抵抗性低のアサマムギ，関取埼 l号を比較したところ，

抵抗性の高いべんけいむぎにおいて PAL活性が高く，最も低かった関取埼

1号で PAL活性が低くなった(渡謹@三浦 1997). さらに， PAL活性の阻

害剤を散布した場合， ABA処理， SA処理による抵抗性の増加が抑制された

(図 5-10， 5 -11). P AL活性を増加すると言われるプロベナゾール処理

(Iwaiaら 1980)による抵抗性の増加を観察している(未発表).これらの

結果から，褐色雪腐病拡大抵抗性において PALは極めて重要な役割を担つ
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ていると考えられる.コムギにおいては，低温順化処理により PALの mRNA

が増加することが Gaudetらにより報告されており (2000b) ，オオムギに

おける本試験の結果を裏付けるものとなっている.

PAL活性の増加によって生じた抵抗性物質の特定を試みた.まず，全フ

エノール含量，リグニン含量の測定を行った.両成分とも低温 111質化処理区

は無処理区よりも高かった(図 6-6，6-7).また，品種間差の検討におい

ては抵抗性高のべんけいむぎが抵抗性低のアサマムギ，関取埼 l号よりも

全フェノール含量，リグニン含量とも高かった(渡濯@三浦 1997) .この

ことから，低温傾化処理，品種による差異は，フェノール類とリグニン含

量の増加によってもたらされた可能性がある.しかし，葉位と葉の位置に

おける検討では高い抵抗性を示した若い葉でリグニン含量が低くなる傾

向があり (図 7-5，全フェノール含量は未測定)，ここではリグニンは影

響していないと考えられた.PAL の影響を受けていると考えられる細胞援

中のフェニルフロパノイドについて分析した結果， 5週間の低温順化処理

によりフェルラ酸が増加することが明らかとなった(表 6-2). フェルラ

酸は褐色雪腐病菌の伸展を阻害する作用があり (図 6-8)，細胞壁中のフ

ェルラ酸が抵抗性に関与している可能性があった.しかし 1週間の低温

111質化処理ではフェルラ酸の増加は認められず，フェルラ酸だけが抵抗性を

制御しているとは考えられない.本試験では細胞質中に含まれるフェノー

ル物質のうち，どの成分が抵抗性と関係しているのかを明らかにすること

まではできず，今後の課題として残された.

2) タンパク質性抵抗物質

タンパク質性抵抗物質として，グルカナーゼ活性，キチナーゼ活性を検

討した.その結果，両酵素とも l週間の低温 111貢化処理により増加する傾向

を示した.雪腐病菌の接種前後のグルカナーゼ活性，接種後のキチナーゼ

活性が無処理区に比較して低温順化処理区で高い傾向を示した.すでにコ

ムギにおいては低温順化により s-1， 3-グルカナーゼ，キチナーゼの活性

が増加することが明らかにされており (Ergonら 1998，Gaude tら 2000b)，

これらの PRタンパク質が抵抗性に関与している可能性がある.しかし，

葉位，葉の位置による差異を見ると抵抗性の高い若い葉，葉の基部でグル

カナーゼ活性，キチナーゼ活性ともに低く，また，抵抗性高のミユキオオ

ムギに比べ，抵抗性中のミノリムギにおいてキチナーゼ活性は高い傾向を

示し，必ずしもグルカナーゼ活性，キチナーゼ活性と抵抗性の関係は明瞭

ではなかった(渡濯ら 1995). 以上の結果から，グルカナーゼ，キチナー

ゼは低温 111震化による褐色雪腐病拡大抵抗性の増加とは関係するが，エイジ

や品種の違いとは関係しないものと考えられた.
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3 )糖

低温 /11質化処理により増加する糖の褐色雪腐病拡大抵抗性における役割

について検討した(第 8章).植物体から切除した葉を用いる試験では，

ショ糖には褐色雪腐病拡大抵抗性を高める作用があった.ショ糖濃度の増

加による浸透圧の増加と拡大抵抗性の聞に高い相関関係が認められたこ

と(図 8-4) から，糖の増加による褐色雪腐病拡大抵抗性の増加は浸透圧

の増加による可能性があった.しかし，ショ糖の替わりにグルコースを用

いた場合には，同程度の浸透庄であっても抵抗性の増加が少なく，糖の増

加による抵抗性の増加は浸透圧だけでは説明できないことが明らかとな

った.さらに，タンパク質合成阻害剤を低温 /11質化前に処理すると葉身中の

糖含量は増加するが，拡大抵抗性の増加は見られなかった(図 8-5). こ

の結果は，低温 /11質化処理による糖の増加と外から与える糖処理では，異な

った機作により雪腐病抵抗性の増加が起こっている可能性があること，低

温 /11貢化処理による拡大抵抗性の増加には新たなタンパク質の合成を必要

としており，糖含量の増加が直接の原因になっていないことを示している.

以上の結果から，褐色雪腐病拡大抵抗性は一つの物質で制御されている

わけではなく，複数の物質や酵素により制御されている可能性が示された.

特に，低温順化による拡大抵抗性の増加には PAL活性の増加が関与してい

た.さらに， ABA，サリチル酸散布による拡大抵抗性の増加にも PALが関

与していた PAL活性の増加はフェノール類やりグニン含量の増加を引

き起こし，これが拡大抵抗性に関与している可能性が明らかとなった.ま

た，グルカナーゼ，キチナーゼも関与している可能性が示された.
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摘要

1 .緒論

積雪地帯において麦類の生産を制限する大きな要因である雪害につい

て，オオムギの耐雪性に及ぼす要因と抵抗性機構を明らかにすることを目

的に試験を行った.雪害の主要な原因である雪腐病のうち水回転換畑で多

発する褐色雪腐病 (Pythiumpaddicum)を中心に検討した.

2. 雪腐病抵抗性の測定法の検討

オオムギ葉身を用いて褐色雪腐病に対する拡大抵抗性の測定法を開発

した.褐色雪腐病菌を含む寒天片を葉身の 1カ所に接種し 1週間低温暗

黒条件に置いた後の病斑長を拡大抵抗性の値とした.この方法による拡大

抵抗性の値は，従来の雪腐病人工接種法を用いて推定した 50%の茎が枯死

する接種期間の値と有意な負の相関があり，品種間の抵抗性の差について

も従来の報告と一致した. 1週間の接種期間で褐色雪腐病拡大抵抗性を評

価できた.さらに，コムギ，エンバク，ライムギの褐色雪腐病抵抗性の測

定が可能であった.

3. オオムギのエイジの増加に伴う耐雪性の変化

1 )播種期と雪害の関係

転換畑圃場において雪害に及ぼす播種期の影響をミノリムギを供試し

て検討した.播種日を 1984年 9月 15日(根雪前 96日)から 11月 8日(根

雪前 42日)まで 3日毎に1"9水準設けて越冬茎率を調査した.調査年の根

雪期間は 108日であった. 9月 15日から 10月 12日(根雪前 69日)播種

までは雪害は認められず， 10月 15日(根雪前 66日)播種以降から播種

日の遅れに従って越冬茎率が低下した.播種日が極早い場合に雪害が大き

くなることはなく，また，極晩播で雪害が小さくなることも観察されなか

った.雪害が発生し始めた 10月 15日播種から 10月 30日播種までの根雪

前地上部乾物重と越冬茎率の間には O.1 %レベルで有意な正の相関があり，

雪害と根雪前の生育量との間には桔関関係が認められた.

2 )雪腐病 3菌に対する抵抗性の葉齢による変化

褐色雪腐病 (P.paddicum， P. iwayamaj)と雪腐褐色小粒菌核病 (T. i nc 

al・nat a)に対するオオムギ(品種ミノリムギ)とコムギ(ユキチャボ)の

抵抗性の播種期による違いを雪腐病人工接種法を用いて検討した.その結

果，オオムギでは接種した 3菌による雪腐病の被害程度は播種期が平く葉

齢が増加するほど減少し，葉齢の増加に伴って 3つの菌に対する抵抗性が

増加した.一方，コムギでは播種期が早いほど P. iwayamaiに対して抵抗
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性が増加したが ，P. paddIcum， T. Incarnata は病原力が弱く被害を引

き起こさなかった.

3 )褐告雪腐病の侵入抵抗性 9 拡大抵抗性の葉齢 p 葉位による変化

耐雪性を褐色雪腐病抵抗性と積雪下の低温暗黒湿潤条件に対する抵抗

性とに分けて，葉齢，葉位の違いによる抵抗性の変化をミノリムギを供試

して検討した. 3葉期の{自体は 1，2葉期の個体よりも褐色雪腐病抵抗性と

低温暗黒湿潤条件に対する抵抗性双方とも高かった.さらに褐色雪腐病抵

抗性を葉身における侵入抵抗性と拡大抵抗性に分けてみると，両抵抗性と

も葉齢の進んだ個体の上位葉の抵抗性が下位葉に比べ高かった.これらの

結果から，褐色雪腐病に対して抵抗性の高い上位葉のある葉齢が進んだ個

体が，葉齢の進んでいない個体に比べて抵抗性が高くなると考えられた.

一方，第1葉身展開前の個体は， 1， 2葉期の個体よりも褐色雪腐病抵抗性，

低温湿潤暗黒条件に対する抵抗性とも高く，根雪直前に播種したオオムギ

が高い耐雪性を示すことを裏付けた.

4. 低温順化処理による褐色雪腐病拡大抵抗性の変化

ミノリムギの葉身における褐色雪腐病拡大抵抗性に関して，低温}II質化処

理期間，光条件及び低温}II質化後の温度条件の影響について検討した.無処

理区と比較して 7日間の低温JII質化処理 (2
0

C，12時間日長)において抵抗

性程度が有意に増加した.低温}I慎化処理 14日間でさらに抵抗性が増加し

たが， 28日間ではそれ以上の抵抗性の増加は認められなかった.7日間の

低温順化処理で抵抗性が増加するには全 7日間で明条件 (12時間日長)が

必要であったが，光の強さ，波長の影響は認められなかった.さらに 7

日間の低温順化処理で増加した拡大抵抗性はその後 lS
0C，暗黒条件に 2

週間置くことにより，低温}II質化処理前と同等まで低下し，デハードニング

が起きた.また 7 日間の低温傾化処理後に O.SOC，精黒条件に 4週間置

くと低温}I霞化処理前よりも拡大抵抗性は低下した.

5. 植物ホルモン処理による褐色雪腐病拡大韓抗性の変化

ミノリムギの葉身における褐色雪腐病拡大抵抗性に及ぼす植物ホルモ

ンの影響を検討した.供試した植物ホルモンはアブシジン酸 (ABA)，サ

リチル酸 (SA)，ジャスモン酸，エチレン発生剤のエテホン，ジベレリン

(GA3) ，オーキシン(ナフタレン酢酸)及びサイトカイニン(ベンジル

アデニン)で，葉面散布により処理した.ABA， SAは抵抗性を高めたが，

他の植物ホルモンでは抵抗性を高める効果は認められなかった. ABA及

び SAの散布直前に，病害抵抗性に関与していると考えられるフェニルア
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ラニンアンモニアリアーゼ (PAL)の阻害剤アミノオキシ酢酸を散布する

と ABA及び SAの効果は認められなくなった.この結果から ABA，SA 

による抵抗性の増加は PALと関係していることが示唆された.

6. 低温j願化処理による褐色雪腐病拡大抵抗性と体内成分の変化

1) 1遊間の低温j願化処理による褐色雪腐病拡大抵抗性と体内成分の変化

ミノリムギの 1週間の低温順化処理による褐色雪腐病拡大抵抗性の増

加と PAL活性，全フェノール，リグニン，糖含量の関係について検討し

た PAL活性は菌の接種後に増加し 接種前に低温JII質化処理をした区が

無処理区に比べて高かった.PALの阻害剤を葉面に散布すると低温JII質化処

理による雪腐病抵抗性増加の効果がなくなり， PALが低温JII震化による拡大

抵抗性の増加に関与していると考えられた.全フェノール含量，リグニン

含量は低温JI摂化処理により増加した.メタノール可溶性及び水溶性糖含量

は低温JI展化処理により大きく増加したが，細胞壁糖は変化しなかったこと

から， 1週間の低温JII質化処理による拡大抵抗性の増加に細胞壁糖は関与し

ないと考えられた.

2) 5週間の低温順化処理による体内成分の変化

ミノリムギの 5週間の低温順化処理による可溶性糖，および細胞壁糖含

量，細胞壁中のフェニルフロパノイド含量の変化について検討した. 5週

間の低温順化処理によりメタノール可溶性糖，水溶性糖が増加した.また，

ヘミセルロースの水溶性画分中の中性糖が増加したが他の細胞壁糖の有

意な増加は認められなかった.一方，ヘミセルロースに結合するフェルラ

酸含量が増加した.褐色雪腐病菌糸の生長に及ぼすフェニルプロパノイド

の影響を検討したところ，フェルラ酸には菌糸の生長を抑制する作用が認

められた.

7. 葉位及び葉の位置による褐色雪腐病拡大抵抗性と体内成分の変化

ミノリムギの葉位及び葉の位置による褐色雪腐病拡大抵抗性の変化と

体内成分の関係について検討した. 5葉期の個体において，展開直後の第

5葉では基部で拡大抵抗性が高く，先端では低くなった.エイジの進んだ

第 3葉では葉の位置による抵抗性の差異はなく，第 5葉に比較して抵抗性

が低かった. PAL活性は第 5葉で第 3葉よりも高く，第 5葉の基部で高

い傾向があった.メタノール可溶性糖は第 5葉の基部で高く先端では低か

った.また，第 3葉と比較すると基部のみで差があり，第 5葉が高かった

ことから， PAL活性，メタノール可溶性糖が拡大抵抗性と関係する可能性

があると考えられた.
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8. 褐色雪腐病拡大抵抗性における糖の役割

メタノール可溶性糖が雪腐病抵抗性に重要な役割を演じている可能性

が示唆されたことから，褐色雪腐病拡大抵抗性と糖含量の関係について検

討した.メタノール可溶性糖は主にショ糖，グルコース，フルクトースで

あり，拡大抵抗性の問に高い相関関係があった.葉身中の糖を増加させる

ためにショ糖を葉の切り口から浸透させる処理を行うと，拡大抵抗性が高

まった.この処理は葉身中の浸透圧の増加を引き起こしており，浸透圧を

上昇させるポリエチレングリコール処理でも抵抗性が高まったが，グルコ

ースを用いた場合には浸透圧は増加したが，拡大抵抗性の増加はわずかで

あり，メタノール可溶性糖の作用は浸透圧では説明できなかった.また，

低温JII質化処理前にタンパク質合成阻害剤を処理するとメタノール可溶性

糖は増加するが抵抗性は増加せず，低温 111質化処理による抵抗性の増加はメ

タノール可溶性糖の増加では説明できなかった.

9. 結論

オオムギの耐雪性，とくに褐色雪腐病拡大抵抗性に影響する要因として，

葉齢，葉位，低温JII質化，植物ホルモンについて検討し，これらはすべて拡

大抵抗性と関わっていた.葉齢の進んだ個体の耐雪性が高く，拡大抵抗性

は葉齢の進んだ個体の上位葉で高かった.低温JI慎化処理により拡大抵抗性

が増加し，この増加には 7日間の低温順化処理が必要であり，光の強さ，

波長には影響されなかった.一方，植物ホルモンの中では ABA，SA処理に

より拡大抵抗性が増加した.

拡大抵抗性に PALが深く関わっていた.低温JI援化処理は PAL活性の増加

を引き起こし， PALと関連する全フェノール，リグニン含量の増加を起こ

した. PAL阻害剤散布により低温JII異化処理の拡大抵抗性を増加する効果が

なくなった.さらに， ABA， SA散布による拡大抵抗性の増加，葉齢，葉の

位置による拡大抵抗性の差異にも PALが関与していた.低温順化によって

起こるメタノール可溶性糖の増加は抵抗性増加の直接の原因ではないと

考えられた.
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Summary 

Mechanisms of snow tolerance and resistance to Pythium snow rot in winter barley 

Y oshiaki Watanabe 

1. Introduction 

Snow damage has been a very serious problem for winter barley in the northem part of Japan. 

The main causes of snow damage are snow mold disease and growth inhibition under cold， dark and 

wet conditions. Among the species of snow mold disease， Pythium snow rot (Pythium paddicum) 

mainly occurs on barley in upland fields converted from paddy fields. To prevent barley from 

suffering snow damage， it is essential to clarify the mechanism of resistance to Pythium snow rot. 

Therefore， 1 first developed a method for assessing resistance to Pythium snow rot， and clarified the 

factors affecting this resistance. Then 1 studied the resistance mechanisms. 

2.Me詰lOdfor assessing resistance to spread of Pythium snow rot in barley using leaf blade 

1 developed a new method for assessing resistance to the spread of Pythium snow rot in barley. 

With this method， the level of resistance is expressed quantitatively as the lesion length extending in 

the basal direction from an inoculation point on a leaf blade. This method can evaluate resistance 

more quickly than the conventional snow mold chamber method. Using this methodヲ1determined 

varietal differences in the resistance of barley， which is consistent with the result determined by the 

snow mold chamber method. Furthermore this method was useful for estimating the resistance of 

wheat， rye， and oats to Pythium snow rot. 

五Ef宮ects.of plant age on develop臨 entof resistance to snow damage in barley 

1) Effect of sowing time on snow damage to barley 

The effect of sowing time on snow damage to barley with long periods of snow cover was 

investigated in upland fields converted from paddy fields. 'Minorimugi' barley was sown at 

three-day intervals from September 15 to November 8. Early sown barley， namely barley sown 

before October 12， had no snow damage. The snow damage increased with later sowing dates.百le

amount of snow damage depended on the size of the barley， and there was a c10se relationship 

between the snow tolerance of the barley and the top dry weight just before the onset of snow cover. 

2) Effects of plant age on resistance to three snow mold diseases in barley and wheat 

The relationship between pla剖 ageand resistance to Pythium snow rot (P. paddicum， and P. 

iwayamai)， and speckled snow mold (Typhula incarnata) in‘Minorimugi' barley and 'Yukichabo' 

wheat was studied by the snow mold chamber method. On the three types of snow mold disease， L1so 
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(the number of incubation days when 50 % of the stem are killed) value of barley increased with 

plant age. Accordingly， the aged plants had greater resistance to the snow mold disease. In wheat， 

the larger plants also had greater resistance to P. iwayamai. On the other hand， the effect on the 

resistance of wheat to P. paddicum and T. incarnata was unclear， because these snow mold diseases 

exhibited little virulence. 

3) Effects of plant age on development of resistance to penetration and spread of Pythium snow 

rot and viability in cold， dark and wet conditions 

1 studied the effects of plant age on resistance to the spread and penetration of Pythium snow rot 

and viability in cold， dark and wet conditions in‘Minorimugi' barley. The resistance of plants in the 

third-leaf unfolded stage to Pythium snow rot， which was measured by the snow mold chamber 

method， was higher than that of plants in the first嗣 orsecond四 leafunfolded stage. Resistance to the 

spread of Pythium snow rot on the third leaf of third-leaf unfolded stage plants， which was measured 

with the proposed method， was higher than that of the first leaf of first幽 leafunfolded stage plants. 

The resistance of the young leaf blades of old plants to penetration， which was measured by 

undertaking observations with an optical microscope， was also greater than that of young plants. 

High resistance to the spread and penetration on young leaves is the reason for the high resistance 

observed in old plants. Similarly， the viability of third岨 leafunfolded stage plants under cold， dark 

and wet conditions was higher than that of first圃 orsecond-leaf unfolded stage plants. These results 

demonstrate that both resistance to snow mold disease and viability under cold， dark， and wet 

conditions are causes for changes in resistance to snow damage with plant age. 

4. Ef官ectsof cold accli瓢 ationfactors on Pythium snow rot resistance of barley 

1 studied the effects of cold acclimation and dehardening conditions on the resistance to the 

spread of Pythium snow rot in barley. The duration of the cold acclimation significantly affected the 

development of resistance. The greatest increase in the resistance was observed following 7 days of 

cold acclimation treatment. The resistance was further improved by 14 days of cold acclimation， but 

no further improvement resulted from prolonging the cold acclimation予eriodfrom 14 to 28 days. 

During 7 days of cold acclimation， light was needed to increase the resistance， althoughthe light 

intensity and color had no influence. On the other hand， 14 days of dehardeni昭 (15C， dark) or 28 

days of cold and dark conditions (0.5 C， dark) after cold acclimation reduced the resistance to the 

spread of Pythium snow rot that had developed after 7 days of cold acclimation treatment. 

5. Effects of plant hor融 oneson Pythium snow rot resistance of barley 

1 studied the effects of the foliar application of plant hormones on resistance to the spread of 

Pythium snow rot in barley. Abscisic acid (.油A)and salicylic acid (SA) increased the resistance， 

although jasmonic acid， ethephon， gibberellic acid， naphthyl acetic acid， and benzyladenine did not. 
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The application of phenylalanine ammonia-lyase inhibitors， a欄 aminooxyaceticacid， nullified the 

resistance胴 increasingeffect of both ABA and SA. These results suggest that ABA and SA affect the 

resistance， possibly through phenylpropanoid metabolism. 

払 Effectsof cold acclimation on Pythium snow rot resistance， phenylalanine ammon福田Iyase

ac1ivity， and phenol， lignin and sugar content of barley leaves 

1) Effects of one week of cold acclimation treat臨 ent

1 studied the relationship between the increases in resistance to the spread of Pythium snow rot 

by cold acc1imation treatment and changes in phenylalanine ammonia勾ase(PAL) activity. The 

P AL activity of leaf blades increased after the penetration of Pythium snow rot. The increase in the 

P AL activity in plants that underwent cold acc1imation treatment was greater than that of untreated 

control plants. The increase in the resistance induced by the cold acc1imation treatment was inhibited 

when P AL activity was suppressed by using a圃 aminooxy-s・phenylpropionicacid or a-aminooxy 

acetic acid. These results suggest that P AL plays an important role in the resistance induced by cold 

acclimation. Additionally， 1 investigated changes in the total phenol， lignin and sugar content in leaf 

blades induced by cold acc1imation. The total phenol and lignin content was higher with the cold 

acc1imation treatment than for the untreated control. The cold acc1imation treatment increased the 

methanol and water-soluble sugar content， however the cell wall sugar content remained unchanged. 

2) Effects of five weeks of cold accU融 ationtreatment 

1 investigated the effects of five weeks of cold acc1imation treatment on the resistance to the 

spread of Pythium snow rot， and the sugar and phenylpropanoid content. The methanol and 

water醐 solublesugar content increased after five weeks of cold acclimation treatment. Also， the 

normal sugar content担 hemιcelluloseand ferulic acid linked with hemトcellulosesugar increased， 

but other cell wall sugars remained unchanged. Ferulic acid solution inhibited the growth of Pythium 

snow rot hypha on an agar plate. Therefore， the increase加 ferulicacid within hemi-cellulose may be 

a reason for the increase in resistance to snow mold disease with cold acclimation. 

7. Differences in resistance to spread of Pythium snow rot， phenylalanine ammonia-Iyase 
activity， and sugar content with barley leafposition in stem and leafblade position 

Di妊erencesin the resistance to the spread of Pythium snow rot， PAL activity and sugar 

content were investigated in relation to leaf position. The resistance of the basal part of a leaf blade 

was higher than at the top part of the fifth leaf blade and both parts of the third leaf of fifth幽 leaf

unfolded stage plants. The PAL activity and methanol soluble sugar content of the basal part of the 

fifth leaf were a1so higher than the other parts of the fifth and third leaves. These results suggested 

that the PAL activity and methanol soluble sugar content might influence resistance to the spread of 

Pythium snow rot. 
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8. Role of methanol soluble sugar in resistance to Py出iumsnow rot 

1 studied the e妊'ectsof methanol soluble sugar on resistance to the spread of Pythium snow rot in 

barley leaf blades. A significant coefficient of correlation between the resistance to the spread of 

Pythium snow rot and the methanol soluble sugar content was observed. An increase in sugar 

content induced by dipping the cut end of a leaf blade in sucrose solution increased th~ resistance 

and osmotic pressure of the leaf blade. There was a c1ear correlation between resistance and osmotic 

pressure. However， dipping a leaf blade in glucose solution increased the osmotic pressure， but it did 

not increase the resistance. Therefore the increase in the resistance caused by dipping the leaf blade 

in sugar solution cannot be explained by the increase in osmotic pressure. By contrast， we obtained a 

result showing that the increase in the resistance was not attributed to the increase in the leaf blade 

sugar content. The protein inhibitor:貴 cyc1oheximide，did not stop the increase in sugar content 

induced by the cold acc1imation treatment， but stopped the increase in the resistance to the spread of 

Pythium snow rot. This result showed that there was no relationship between resistance and 

methanol soluble sugar content. 

9. Conclusion 

1 studied the factors a百'ectingthe snow tolerance of barley， especially the resistance to the spread 

of Pythium snow rot. Plant age， cold acc1imation， and plant hormone affected the resistance. Old 

plants had higher resistance than young plants. The result was that the young leaves of old plants had 

higher resistance than the young leaves of young plants. The resistance was also increased by the 

cold acc1imation. The increase担 theresistance was observed following 7 days of cold acc1imation. 

Light was necessary during these 7 days of cold acc1imation， but the intensity and color of the light 

had no influence. Additionally， plant hormones ABA and SA increased the resistance. 

1 also studied the mechanisms of the resistance to the spread of Pythium snow rot. P AL activity 

in the leaf blades of barley influenced the resistance. The increase in the PAL activity of plants that 

had undergone cold acc1imation treatment was greater than that of untreated plants. The total phenol 

and lignin content， which was controlled by P AL， were higher than 出atof the untreated plant. The 

increase in the resistance was inhibited when P AL activity was suppressed with P AL inhibitor. The 

increase in methanol soluble sugar， which was observed with the cold acc1imation treatment， is not a 

direct cause of the resistance. 
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