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研究成果の概要（和文）：　青枯病菌Ralstonia solanacearumの走化性誘引物質をトマトの根滲出液から単離
し、その構造を機器分析および合成標品との比較によりethyl β-D-glucosideと同定した。Ethyl β
-D-glucosideは1 μmol/disc以上で明確な活性を示し、他の立体異性体とD-glucoseは不活性であった。
　トマトの生産する二次代謝産物や植物ホルモンが青枯病菌の走化性に及ぼす効果を調べた。その結果、数種の
水酸化された芳香族カルボン酸と植物ホルモンの一種、ジャスモン酸が走化性誘引活性を示し、サリチル酸は濃
度によって走化性誘引活性と忌避活性を示した。

研究成果の概要（英文）：　A chemoattractant of Ralstonia solanacearum isolated from the activated 
charcoal-adsorbed fraction of tomato root exudates was identified as ethyl β-D-glucopyranoside by 
instrumental analyses and comparison with synthetic preparations. Ethyl β-D-glucopyranoside showed 
unambiguous activity at above 1 μmol/disc. Its stereoisomers and D-glucose were inactive.
　The effect of secondary metabolites and plant hormones produced by tomato on the chemotaxis of R. 
solanacearum was studied. Several hydroxylated aromatic carboxylic acids and a plant hormone, 
jasmonic acid, showed chemoattractant activity. Salicylic acid showed both chemoattractant and 
repellent activity depending on the concentration.

研究分野：生理活性天然物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　細菌の走化性誘引物質に関する研究は古くから行われているが、従来は根滲出物の成分の走化性誘引活性を調
べるにとどまっており、活性を指標に根滲出物から走化性誘引物質を単離構造決定した研究は本報告が初めてで
あり、その学術的意義は大きい。
　トマトの二次代謝産物として報告されている水酸化された芳香族カルボン酸が走化性誘引活性や忌避活性を示
すことを見出したことは、既知の走化性誘引物質がアミノ酸、有機酸や糖など水溶性物質であることを考える
と、新しい発見であり、走化性誘引物質や忌避物質の農業への応用に新たな道を拓くものであると期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 我々は青枯病菌 Ralstonia solanacearumの新しい防除方法の開発を目的として植物成分に着目
して探索を行った結果、雑草としてよく見かけるアメリカフウロがジャガイモの青枯病抑制に
効果があることを見いだし [Ooshiro et al., Weed Biol. Manag., 4, 187-194 (2004)]、その活性成分の
一つとして没食子酸エチルを単離同定して、その構造活性相関を解明した [Ooshiro et al., J. Pestic. 
Sci., 36, 240-242 (2011)。 
 青枯病菌は土壌伝染性の植物病原細菌で、１）トマトやジャガイモなどのナス科を中心に 200 
余種の植物に感染し、２）熱帯から温帯を中心に世界各地に分布して、３）宿主植物がいなくて 
も土壌中で長期間生存することから、世界中で恐れられている難防除病原菌である。 
 青枯病菌は植物の根から滲出する物質に対する走化性で宿主植物を探索しており、走化性を
欠損した変異株は病原性も低下することから [Tans-Kersten et al., J. Bacteriol., 183, 3597-3605 
(2001)]、走化性が病原性に重要な役割を果たしていることは明らかである。さらに、青枯病菌は
宿主であるトマトの根浸出物に走化性を示すが非宿主であるイネの根浸出物は誘引作用が弱い
こと、植物の根浸出液から同定されている糖、アミノ酸や有機酸のうちグルタミンなど数種のア
ミノ酸に走化性を示すことも報告されている [Yao et al., J. Bacteriol., 188, 3697-3708 (2006)]。し
かしこの論文では、トマトの根浸出物中の誘引物質がこれらアミノ酸なのか別の物質なのかは
明らかにされていない。アミノ酸は多くの植物の根滲出液に含まれることが知られているので、
我々は青枯病菌の宿主に対する走化性に、アミノ酸のような普遍的な物質のほかに、トマトなど
の宿主植物に特異的な物質が重要な役割を果たしていると考えた。 
 一方、我々は没食子酸エチルの抗青枯病剤としての実用化研究の過程で、アメリカフウロを畑 
に鋤き込むと良好な青枯病防除作用を示すのに、活性成分である没食子酸エチルは高い薬量で
散布しないと効果が見られないという現象に遭遇し、その理由が没食子酸エチルが土壌に吸着
され易いためであることを明らかにした [大城、沖縄県農業研究センター研究報告、2, 30-80 
(2009)]。アメリカフウロを鋤き込むという処理方法では没食子酸エチルが草体から徐々に滲み
出すことで防除効果を示すと考えて、没食子酸エチルを徐放性製剤として施用したところ、青枯
病防除に有効であることを見いだした。これに青枯病菌特異的な走化性誘引物質を組み合わせ
れば、青枯病菌を誘引して殺すという新しいタイプの薬剤を開発できるとの着想に至った。 
 これまでの研究の結果、１）アミノ酸や有機酸など既知の走化性誘引物質を含まないトマト根 
滲出液の活性炭吸着画分が走化性誘引活性を示すこと、２）宿主・非宿主を問わない植物の探索
の結果、ブラックマッペの根滲出液活性炭吸着画分が強い走化性誘引活性を示すこと、を見出し
た。さらに、トマトとブラックマッペの走化性誘引物質は数段階のクロマトグラフィーによる精
製の結果、TLC で数スポットを示すまでに精製を進めることができ、糖を含む構造であること
を示唆する結果を得ている。 
 
２．研究の目的 
 難防除性の植物細菌病である青枯病の新しい防除法の開発を究極の目的として、青枯病菌 
Ralstonia solanacearum の走化性誘引物質・忌避物質を植物の根滲出物から単離構造決定する。 
本研究では、１）これまでの研究で存在を確認し精製を進めてきたトマトおよびブラックマッペ
根浸出液に含まれる青枯病菌の走化性誘引物質の単離・構造決定と、２）トマトが生産する二次
代謝産物や植物ホルモン類が青枯病菌の走化性に及ぼす効果を調べ、植物病原菌誘引殺菌剤お
よび忌避剤開発のための青枯病菌走化性誘引物質・忌避物質の解明を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 根滲出物の調製、走化性誘引活性の測定および走化性誘引物質の精製は既に発表している方
法で行った [Hasegawa et al., J. Gen.Plant Pathol., 84, 20-26 (2018)]。 
 トマトの根滲出液から単離した走化性誘引物質の構造決定は NMR解析（JNM-AL400）と質量
分析（micrOTOF-QII）により行った。Ethyl -glucosideは隣接基関与法により、ethyl -glucoside
は Fischerグリコシド化反応により調製した。天然の走化性誘引物質と合成標品との比較はHPLC
（Shimadzu LC-10 system, detector: RID-20A Refractive Index Detector, column: Inertsil Diol (5 μm, 4.6 
× 250 mm), solvent: CH3CN-H2O (2:98), flow rate: 0.5 mL/min）で行なった。 
 
４．研究成果 
(1) トマト根滲出物活性炭吸着画分に含まれる走化性誘引物質の構造決定 
 トマトの根滲出液から単離に成功した青枯病菌に対する走化性誘引物質の構造を NMRと MS
分析の結果から ethyl β-glucoseideと推定し、その４種類の立体異性体を合成した。天然物と４種
類の立体異性体の HPLC分析と旋光度測定を行った結果、走化性誘引物質は ethyl β-D-glucoseide
であると決定した。さらに、４種類の立体異性体の走化性誘引活性を測定した結果、ethyl β-D-
glucoseideのみが活性を示すこと、その強さはポジティブコントロールとしてこれまで実験に用
いてきた L-glutamineの約 1/30であることを明らかにした。 
 



図１ ethyl -D-glucosideの構造 

 
 

図２ ethyl -および-glucosideと L-glutamineの走化性誘引活性の比較 

 
●：ethyl -D-glucoside、○：ethyl -D-glucoside、■：L-glutamine 

 
 また、ethyl β- D-glucoseideの青枯病菌 5菌株に対する走化性誘引活性を調べたところ、３菌株
はこれまでバイオアッセイに用いてきた MAFF730138 株と同程度の反応を示し、残り２株は応
答性が弱かった。しかし、応答性の弱かった２株は L-glutamine に対してもあまり誘引されなか
ったことから、これら２株は運動能が低い菌株であり、ethyl β-D-glucoseideの走化性誘引活性は
青枯病菌の菌株に対する特異性は無いと考えられた。 
 
(2) ブラックマッペ根滲出物活性炭吸着画分に含まれる走化性誘引物質の精製 
 ブラックマッペの根滲出液に含まれる走化性誘引物質の精製を進めた結果、DIOLシリカゲル
カラムクロマトグラフィーの 10% MeOH-CHCl3画分と 30% MeOH-CHCl3画分に活性を見いだし
た。いずれの画分も TLC分析の結果、α-ナフトール-硫酸で発色する数個のスポットを与えたこ
とから、糖を含む化合物であると考えられた。さらに、10% MeOH-CHCl3画分を HPLC分析した
結果、トマト根滲出液から得られた走化性誘引物質 ethyl β-glucoseideと同じ保持時間にピークを
与え、NMR解析により同定した。一方、30% MeOH-CHCl3画分に含まれる活性物質は NH2シリ
カゲルカラムクロマトグラフィーにより、HPLC で２ピーク を示すまでに精製することができ
た。また、LC-MS分析の結果、そのうちの一つは m/z 193にピークを与え、精密質量測定の結果
から C7H14O6と推定され、呈色反応の結果と考え合わせると、メチル化糖と推定された。 
 
(3) トマトの生産する二次代謝産物等が青枯病菌の走化性に及ぼす効果 
 トマトの生産する二次代謝産物など 30化合物が青枯病菌の走化性に及ぼす活性を調べた。そ
の結果、4-hydroxycinnamic acid (p-coumaric acid)と 4- hydroxybenzoic acidが L-glutamineに匹敵す
る強い走化性誘引活性を有すること、3,4-dihydroxybenzoic acid (protocatechuic acid)と jasmonic acid
が弱い誘引活性をを示すことを見出した。一方、2-hydroxybenzoic acid (salicylic acid)は
0.33μmol/disc では走化性誘引活性を示したが、3.3μmol/disc では忌避活性を示した。また、
1.0μmol/discでは細菌の無指向性の運動を活性化したが、33μmol/discでは青枯病菌の活動を低下
させた。このような水酸化芳香族カルボン酸の青枯病菌の走化性誘引物質としての報告は初め
てである。 
 



図３ 走化性誘引活性および忌避活性を示した化合物 

 
(4) トマト根滲出物中の成分の青枯病菌の走化性誘引に対する寄与 
 我々が発見した新規走化性誘引物質、ethyl β- D-glucoseideがトマト根滲出物の総走化性誘引活
性にどの程度寄与しているかを調べた。その結果、ethyl β- D-glucoseideを含む根滲出液の活性炭
吸着画分はアミノ酸や有機酸を含む活性炭非吸着画分の約 1/2の活性を示したことから、エチル 
グルコシドは単独で、根進出物の走化性誘引活性に有意な寄与をしていると、結論付けた。また、
各化合物単独での活性を比較した結果、ethyl β- D-glucoseide はアミノ酸（L-glutamine、glutamic 
acid、aspartic acid）や有機酸（citric acid、fumaric acid、malic acid、succinic acid）と同程度の活性
を示し、糖類は活性を示さないことが明らかになった。 
 トマトは品種によって青枯病に対する抵抗性が異なる。抵抗性と根滲出物の青枯病菌走化性
誘引活性に相関があるかを調べるために、感受性のトマト品種大型福寿と抵抗性品種 LS-89 の
根進出物を調製して、走化性誘引活性を調べた結果、大型福寿の根進出物の方が LS-89の根進出
物より強い活性を示すことを見出した。 
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