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研究成果の概要（和文）：本研究では、菌根菌の一種であるCenococcum geophilumが、休眠体中に高濃度で含んでいる
4,9-dihydroxyperylene-3,10-quinone（DHPQ）の役割を明らかにすることを目的とし、“構造強化材の機能”、“電子
伝達媒体の機能”、および“抗菌材の機能”について検証した。その結果、DHPQには錯形成能や抗菌能が認められなか
った。その一方で、DHPQと菌核粒子には共通して強いラジカル活性が認められた。これらのことから、DHPQは電子伝達
媒体、あるいはラジカル暴露から生体を防御する役割、を担っているものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Cenococcum geophilum (Cg) is a type of rhizobia and sclerotium grains are resting 
bodies of Cg found over the world. Sclerotium grains contain a remarkable amount of 
4,9-dihydroxyperylene-3,10-quinone (DHPQ), however, its role is still unclear. In this study, I examined 
the role of DHPQ in sclerotium grains such as "material to keep its structure", "material for electron 
transfer" and "material for antibiotic property". From the results, DHPQ should play important role for 
media of electron transfer, defense from radical stresses from outside, or both.

研究分野：環境化学
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１．研究開始当初の背景 
 Cenococcum geophilum（C. geophilum）は、
植物の根と共生関係にある菌根菌の一種で
ある。この菌の特徴としては、土壌菌核粒子
と呼ばれる休眠体（直径 1～2 mm 程度の黒色
粒子）を土壌中に形成することが挙げられる。
この菌核粒子は世界中の森林土壌から広く
見つかっているが、その生態や生活環につい
ては未だ不明な部分が多い。 
 菌核粒子は、非晶質の酸化アルミニウムに
よる堅いハニカム構造（細孔の大きさは 5～
20 μm）を骨格とし、黒色色素である 4,9-
ジヒドロキシペリレン-3,10-キノン（DHPQ）
を重量比で数%含んでいる。一般的な菌は胞
子を形成し、胞子の外側の堅い壁によって外
界からの刺激や環境の変化から身を守り、種
を存続させる。ところが、C. geophilum は胞
子を形成しない。このため C. geophilum に
とっては、菌核粒子が外的な刺激や環境要因
の変化から身を守り、種を存続する上での重
要な形態であるものと推察される。このよう
な背景から、菌核粒子に高濃度で含まれる
DHPQ は、C. geophilum が種を存続させる上
での大きな役割を担っていると予想される
ものの、その機能については知見が全くなか
った。 
 
２．研究の目的 
 本申請課題では、DHPQ の化学構造から推察
される性質と菌核粒子の形態を維持する上
で重要となる 3 つの機能、“構造強化材とし
ての機能”、“電子伝達媒体としての機能”、
および“抗菌材としての機能”に対して検証
を行い、菌核粒子中での役割を明らかにする
ことを目的とした。また、これらの検証と並
行して実際の菌核粒子についても同様の検
証を行う。これらを遂行することによって結
果を総合的に解析し、菌核粒子中に高濃度に
含まれている DHPQ の役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）試薬等 
 試薬として購入できないDHPQについては、
既報に従って合成した。それ以外の構造類似
化合物等については、試薬を購入してそのま
ま用いた。比較や検討に用いた化合物の化学
構造式を図に示した。 
 
（2）DHPQ の合成と純度評価 
 DHPQ は、既報（A. Calderbank et al., J. 
Chem Soc., 1954: 1285-1289）に従って合成
した。既報の合成方法では 1ロット毎に得ら
れる収量が少ないため、複数回にわたって合
成を行い、それらを合わせて用いた。また、
得られた DHPQ の純度評価は有機元素分析計
により行なった。 
 
（3）酸解離定数（pKa）の評価 
 0.1 M NaOH 水溶液に溶解した DHPQ および
比較評価用の 5,8-ジヒドロキシ-1,4-ナフト

キノン（DHNQ）、1,4-ジヒドロキシアントラ
キノン（DHAQ）、テトラサイクリンについて、
中和滴定法を行って酸解離定数（pKa）を算
出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 本研究で検討した化合物の化学構造 
 
（4）Al3+との錯形成能の評価 
 当初は、DHPQ や DHNQ、DHAQ、テトラサイ
クリンについて、水溶液中での錯形成能（3
倍量程度の Al3+まで）の評価を滴定（吸光ス
ペクトルの変化を測定）により行なった。し
かしながら水溶液中では、明らかな錯形成は
認められなかった。このため、DHPQ を有機溶
媒（1,4-ジオキサン）に溶解した上で、Al3+

を 500 倍量まで段階的に増やし、吸光スペク
トルの変化から錯形成能を評価した。 
 
（5）抗菌能の評価 
 抗菌能の評価は、最小発育阻止濃度（MIC）
により行った。菌種には大腸菌（Escherichia 
coli）と黄色ブドウ球菌（Staphylococcus 
aureus）を用いた。DHPQ の抗菌能を比較評価
するため、テトラサイクリン（抗菌剤）、DHNQ、
DHAQ、メラニンについても MIC を行った。 
 



（6）隔壁内部における炭素量分布の評価 
 予め洗浄した菌核粒子をエポキシ系樹脂
に包埋した後に、ウルトラミクロトームで薄
切片を作成した。この薄切片について、透過
型電子顕微鏡（TEM）とエネルギー分散型 X
線分析（EDX）を用いて隔壁内部における炭
素や他元素の存在比や局所分布を評価した。 
 
（7）電子伝達能の評価 
 当初は、ジメチルスルホキシド中でのサイ
クリックボルタモグラムによる評価を試み
たが、良好な結果が得られなかった。このた
め、電子スピン共鳴（ESR）装置を用いて個々
の試薬や菌核粒子についてフリーラジカル
活性としての評価を行なった。 
 
４．研究成果 
（1）DHPQ の合成と純度評価 
 既報に従って DHPQ を複数回合成したこと
により、合計で約 3g の粗 DHPQ を得た。この
粗 DHPQ の純度について評価した結果、80%以
上の純度であることが確認できた。この時点
で得られた DHPQ の量と純度は、以降の DHPQ
の機能検証を行う上で十分であると判断し、
更なる精製操作等については行わないこと
とした。 
 
（2）酸解離定数（pKa）の評価 
 滴定結果を一価解離モデルと二価解離モ
デルで解析し、滴定結果と解析モデルの結果
がより一致しているモデルを用いて、酸解離
定数を算出した。その結果、いずれの化合物
も二価解離モデルと良く一致しており、pKa1
は DHPQ が 10.5、DHNQ が 8.7、DHAQ が 9.7、
テトラサイクリンが 8.7 であった。また、こ
れらのいずれの化合物についても pKa2は 20
以上であった。類似した構造の中でも DHPQ
の pKa1が最も高かったことから、DHPQ の水に
対する不溶性の一因が高い pKa1 値にあると
ともに、通常の環境下における pH では、ほ
とんど解離していないことが明らかになっ
た。 
 
（3）Al3+との錯形成能の評価 
 当初は水溶液中で DHPQ と Al3+との錯形成
能について評価を行なったが、3 倍量程度の
Al3+を添加した場合であっても、DHPQ の錯形
成は確認できなかった。このため、1,4-ジオ
キサンに DHPQ を溶解し、DHPQ に対して 500
倍量まで Al3+を共存させて錯形成を観察した。
その結果、2 倍量程度でも若干のスペクトル
変化は認められたものの、100 倍量の Al3+が
存在する時とは吸光スペクトルが明らかに
異なっていた。DHNQ、DHAQ、テトラサイクリ
ンについても同様に検討してみたものの、
DHPQ とほぼ同様の結果が得られた。これらの
ことから、DHPQ 及び類似構造化合物は、Al3+

と積極的に錯形成をしないことが明らかに
なった。 
 さらに、強制的に Al3+と錯形成させた DHPQ

（DHPQ-Al）を合成し、DHPQ や粉砕した菌核
粒子をフーリエ変換赤外吸収分光装置
（FT-IR）により測定した。その結果、菌核
粒子には、DHPQ-Al に特徴的なピーク（1510 
cm-1）が観察されなかった。このことから、
菌核粒子に含まれている DHPQ は錯形成をし
ておらず、DHPQ そのものとして存在している
ものと考えられた。 
 
（4）抗菌能の評価 
 MIC の結果は、表の通りであった。DHNQ に
は若干の抗菌能が認められたものの、DHPQ と
ともに菌核粒子に含まれているメラニンに
ついても、抗菌性は認められなかった。これ
らのことから、DHPQ はメラニンとともに、抗
菌剤としての役割を持たないものと考えら
れた。 
 
表 DHPQ と類似化合物の MIC 結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（5）隔壁内部における炭素量の局所分布 
 菌核粒子の複数箇所で隔壁内部における
元素組成と成分分布を測定した。その結果、
構成元素のほとんどが炭素（C）であり、ア
ルミニウム（Al）や酸素（O）は非常に少な
かった。今回の結果からは、高い炭素成分の
由来となっている化合物の同定までには至
らなかったものの、低い酸素含量に加えて窒
素が検出されなかったことから、DHPQ やメラ
ニンに由来するものと推察され、これらは隔
壁内部で一様に分布していることがわかっ
た。 
 
（6）電子伝達能の評価 
 DHPQ の電子伝達能については当初、ジメチ
ルスルホキシド中でのサイクリックボルタ
モグラムによる評価を検討した。その結果、
試薬中に含まれる不純物や溶存二酸化炭素
による影響が抑えられていないことが明ら
かになった。このことから、溶液中での評価
を断念し、ESR 装置を用いたラジカル活性に
よる評価を行うこととした。 
 DHPQ やこれまでにも比較検討を行ってき
た DHNQ、DHAQ、テトラサイクリンに加えて、
DHPQ に Al3+や Fe3+を錯形成させた化合物（そ
れぞれ DHPQ-Al, DHPQ-Fe）、菌核粒子自体に
ついてもESRによるラジカル活性評価を行っ
た。その結果、DHPQ とメラニンの両者にはラ
ジカル活性が認められ、DHPQ の方が強い活性
を示した。また、菌核粒子自体にもラジカル

E. coli S. aureus

DHPQ >512 µg/mL >512 µg/mL

DHAQ >512 µg/mL >512 µg/mL

DHNQ 64 µg/mL 32 µg/mL

テトラサイクリン 2 µg/mL 1 µg/mL

メラニン >512 µg/mL >512 µg/mL

>512 µg/mLは、最大濃度（512 µg/mL）でも菌の発
育が阻止されなかったことを示す



活性が認められた。その一方で、DHNQ、DHAQ、
テトラサイクリン、DHPQ-Al 及び DHPQ-Fe に
ついては、ラジカル活性が認められなかった。
これらのことから、菌核粒子のラジカル活性
は DHPQ やメラニンに由来するとともに、菌
核粒子内では Al3+及び Fe3+と錯形成していな
い、あるいは DHPQ-Al や DHPQ-Fe の形態で存
在していても、存在量としては少ないものと
考えられた。 
 
 以上のことから、DHPQ は菌核粒子の基本骨
格を形成する Al3+と錯形成を行わず、また、
メラニンとともに抗菌性が認められなかっ
た。その一方で、DHPQ とメラニン、菌核粒子
に共通して強いラジカル活性が認められた。
これらの結果を総合的に考察すると、DHPQ は
菌核粒子中で電子伝達系としての役割、ある
いは環境中でのラジカル暴露から生体を防
御する役割を主に果たしているものと考え
られた。また、これらの役割を長期にわたっ
て効果的に果たすためには、DHPQ とメラニン
の共通した水への不溶性（DHPQ については高
い pKa 値）と高い耐光性が、重要な性質であ
るものと考えられた。 
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