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(57)【要約】
【課題】
　本発明は、植物由来でかつすぐれた抗糸状菌活性を有
する化合物を提供することを目的とする
【解決手段】
　上記課題の解決のため、本発明は、シャロット（Ａｌ
ｌｉｕｍ　ｃｅｐａ　ａｇｇｒｅｇａｔｕｍ　ｇｒｏｕ
ｐ）に由来し、アルコールに溶解性があり、かつ脂肪族
炭化水素溶媒に非溶解性であって、抗糸状菌活性を有す
ることを特徴とする、化合物を提供する。
【選択図】図６
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　シャロット（Ａｌｌｉｕｍ　ｃｅｐａ　ａｇｇｒｅｇａｔｕｍ　ｇｒｏｕｐ）に由来し
、アルコールに溶解性があり、かつ脂肪族炭化水素溶媒に非溶解性であって、抗糸状菌活
性を有することを特徴とする、化合物。
【請求項２】
　アルコールがメタノール、エタノール、プロパノール及びブタノールのうち少なくとも
１種類である、請求項１に記載の化合物。
【請求項３】
　脂肪族炭化水素溶媒がヘキサンである、請求項２に記載の化合物。
【請求項４】
　糸状菌がフザリウム属糸状菌である、請求項１から請求項３のうちいずれか１項に記載
の化合物。
【請求項５】
　請求項４に記載の化合物を有効成分とする、抗糸状菌剤
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ネギ属植物の一種シャロット（Ａｌｌｉｕｍ　ｃｅｐａ　ａｇｇｒｅｇａｔ
ｕｍ　ｇｒｏｕｐ）に由来する抗糸状菌化合物に関し、より詳しくは、シャロット植物体
内で生産され、アルコールに溶解性があり、脂肪族炭化水素溶媒に非溶解性で、抗糸状菌
活性を有する化合物に関する。
【０００２】
　本明細書及び特許請求の範囲において、シャロットとは、Ａｌｌｉｕｍ属植物のうち、
以下の特徴、すなわち染色体の基本数が８で、管状の葉身部を持ち、鱗茎が発達し、垂直
方向に短い茎を有するもの（Ｓｕｂｇｅｎｕｓ　Ｃｅｐａ）であって、花色は緑色がかっ
た白色で、葉は出始めのうち扁平または半円筒状で主に４－９枚、広がりのある花被片を
持ち、花被片の中肋に沿って緑色を呈する繊維が走り、蜜分泌腺はポケット状で、花茎の
下半分には風船状の膨らみを有する（Ｃｅｐａ　ａｌｌｉａｎｃｅ）という特徴を持ち、
かつ分球性を示す（ａｇｇｒｅｇａｔｕｍ　ｇｒｏｕｐ）ネギ属植物をいう（非特許文献
１）。
【背景技術】
【０００３】
　カビやキノコなど、菌糸によりその構造が成り立っている生物群は糸状菌と呼ばれ、土
壌中や水中などに広く分布する生物として知られている。糸状菌には抗生物質を生産する
ものや麹として利用されるものなど、有用な種類もあるが、農業分野においては灰色カビ
病、青カビ病、うどんこ病など、植物病害の原因生物として知られており、作物生産にお
ける驚異となっていた。これに対抗すべく、抗糸状菌活性を示す種々の化合物が開発され
、農薬等として用いられてきているが、近年の食の安全、安心への意識の高まりから、植
物など生物由来のものが注目されるようになってきた。そうした化合物や抗菌剤の例とし
て、モッコク由来サポニン（特許文献１）、トリコデルマ属糸状菌を用いた殺菌剤（特許
文献２）、渓流中の落ち葉などに生息するトリクラジウム属水生糸状菌に由来する化合物
（特許文献３）、リンゴ由来ポリフェノール（特許文献４）、エンテロコッカス属微生物
が産生する抗真菌剤（特許文献５）、ラブドシア抽出油を含む抗真菌剤（特許文献６）、
ペニシリウム属糸状菌が産生する抗真菌化合物（特許文献７）、植物カルス細胞に糸状菌
を接種することで生産される化合物（特許文献８）などが報告されているが、なかなか実
用化には結びついていないのが現状であった。
【０００４】
　高等植物のうちネギ属植物はフラボノイドや機能性の多糖類など有用成分を多く含んで
いることが知られる植物種であり、特に独特の臭いの正体である硫化アリルには殺菌効果
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があることが知られている。ネギ属植物の持つ殺菌効果を利用する発明として、ニンニク
、ラッキョウ、ネギ、タマネギ等のユリ科植物から抽出したエキス、好ましくはこれらの
植物体の絞り汁、水抽出液、水蒸気蒸留による香気成分、液化炭酸ガスによる抽出物を含
有し細菌やカビの胞子を殺菌する胞子殺菌剤（特許文献９）、タマネギの揮発成分、好ま
しくはタマネギの破砕物を水戻しして得られる揮発成分を有効成分とする抗菌剤（特許文
献１０）などが開示されている。しかしながら、これらの発明の多くは植物病原菌に対す
る活性を持つ化合物という観点ではなく、植物病原菌、特に植物病害の原因となる糸状菌
に対して効果を有するネギ属由来の物質については、これまでに報告がなかった。食用の
ネギ属植物に由来し、安全性の高い新規な抗糸状菌活性を有する化合物が望まれていた。
【特許文献１】特開２００８－０１３５２０　新規サポニン及びその製造方法、並びに抗
真菌剤、皮膚化粧料及び飲食品
【特許文献２】特開２００５－０２９４７７　農園芸用殺菌剤組成物
【特許文献３】特開２００５－２１８３２０　新規抗真菌物質ＦＡ４２４Ａ（Ｎ）、ＦＡ
４２４Ａ（Ｏ）、ＦＡ４２４Ｂ、及びＦＡ４２４Ｄ
【特許文献４】特開２００５－３３０２７４　植物糸状菌病防除剤、植物糸状菌病の防除
方法および肥料
【特許文献５】特開２００３－３０６４３７　抗真菌剤及びその製造方法
【特許文献６】特開２００１－２７８８０３　広域スペクトルの皮膚糸状菌症に対して活
性な新規抗真菌性粗生物
【特許文献７】特開平９－０３１０８７　新規抗生物質ｐ１１５１
【特許文献８】特開平６－２４５７７８　抗菌・抗カビ・動物細胞増殖阻害剤の製造方法
【特許文献９】特開平６－０１６５１４　胞子殺菌剤
【特許文献１０】特開２００７－２６７６３９　タマネギの揮発成分及び／又はＬＦ（催
涙成分）を有効成分とする抗菌剤及びその利用方法
【非特許文献１】Ｆｒｉｔｓｃｈ　Ｒ．Ｍ．＆Ｆｒｉｅｓｅｎ　Ｎ．２００２．Ｅｖｏｌ
ｕｔｉｏｎ，Ｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔａｘｏｎｏｍｙ．ｉｎ：Ａｌｌｉ
ｕｍ　Ｃｒｏｐ　Ｓｃｉｅｎｃｅ：Ｒｅｃｅｎｔ　Ａｄｖａｎｃｅｓ．５－３０．ＣＡＢ
　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ．
【非特許文献２】Ｉｔｏ　Ｓ．－ｉ　ｅｔ　ａｌ．２００７．ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ
　５８１：３２１７－３２２２．
【非特許文献３】Ｈｏａｇｌａｎｄ＆Ａｍｏｎ．Ｃａｌｉｆ．１９５０．Ｕｎｉｖ．Ａｇ
ｒ．Ｅｘｐｔ．Ｓｔａ．Ｃｉｒｃ．，３４７：１．
【非特許文献４】Ｅｂｒａｈｉｍｚａｄｅｈ　Ｈ．＆Ｎｉｋｎａｍ　Ｖ．１９９８．Ｉｎ
ｄｉａｎ　Ｄｒｕｇｓ　３５（６）：３７９－３８１．
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　上記の現状に鑑み、本発明は、ネギ属植物由来でかつすぐれた抗糸状菌活性を有する化
合物を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　上記課題の解決のため、本発明者らは、植物病原菌の病理機構の解析と植物自身が持つ
抗菌、抗糸状菌物質の探索を行い、これまでにトマト由来のサポニンの一種トマチンなど
についてその抗糸状菌活性等を明らかにしてきた（非特許文献２）。本発明者らはさらに
、産業上利用可能な植物由来の抗糸状菌物質の探索を進め、その中で、熱帯地域原産のネ
ギ属植物の一種で病害に強いシャロット（Ａｌｌｉｕｍ　ｃｅｐａ　ａｇｇｒｅｇａｔｕ
ｍ　ｇｒｏｕｐ）に着目するに至った。本発明者らは、ネギ属植物へのフザリウム属糸状
菌の感染実験から、特にシャロットがフザリウムの感染に強い特異的な抵抗性を有するこ
とを見いだし、更にシャロットの根の抽出物に抗糸状菌活性があること、シャロットの根
組織と球根部に強い抗糸状菌活性を有する物質が含まれているという事実を見いだし、こ
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れを精製することに成功して、本発明を完成させた。
【０００７】
　すなわち本発明の第１の態様は、シャロット（Ａｌｌｉｕｍ　ｃｅｐａ　ａｇｇｒｅｇ
ａｔｕｍ　ｇｒｏｕｐ）に由来し、アルコールに溶解性があり、かつ脂肪族炭化水素溶媒
に非溶解性であって、抗糸状菌活性を有することを特徴とする、化合物を提供する。
【０００８】
　本発明の第２の態様は、アルコールがメタノール、エタノール、プロパノール及びブタ
ノールのうち少なくとも１種類である、第１の態様に記載の化合物を提供する。
【０００９】
　本発明の第３の態様は、脂肪族炭化水素溶媒がヘキサンである、第２の態様に記載の化
合物を提供する。
【００１０】
　本発明の第４の態様は、糸状菌がフザリウム属糸状菌である、第１から第３の態様のう
ちいずれか１つに記載の化合物を提供する。
【００１１】
　本発明の第５の態様は、第４の態様に記載の化合物を有効成分とする、抗糸状菌剤を提
供する。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明を実施することにより、植物由来の天然性抗糸状菌剤等の製造が可能となる。ま
た本発明は、シャロットというこれまでわが国では利用の進んでこなかったネギ属植物種
について、抗糸状菌作用を有する有用化合物の原料という新たな用途を加えるものである
。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　以下に本発明を実施するための最良の形態を示す。本発明の第１の態様は、シャロット
（Ａｌｌｉｕｍ　ｃｅｐａ　ａｇｇｒｅｇａｔｕｍ　ｇｒｏｕｐ）に由来し、脂肪族炭化
水素溶媒に非溶解性であり、かつアルコールに溶解性であって、抗糸状菌活性を有するこ
とを特徴とする、化合物である。シャロットは上記に記載の形態的特徴を有する分球性の
タマネギの一種であり、その栽培品種の別などが本発明を限定するものではない。また上
記化合物はシャロットの植物体から抽出されるものであるが、下記実施例に示すとおり、
根を含む球根部より抽出するのが好ましい。
　上記のアルコールについては、メタノール、エタノール、プロパノール及びブタノール
のうち少なくとも１種類であり、好ましくはメタノールとエタノール、メタノールとプロ
パノール、メタノールとブタノールの組み合わせが適しており、より好ましくはメタノー
ルとブタノールが適している。
　また上記の脂肪族炭化水素溶媒とは、脂肪族炭化水素を主成分とする溶媒であり、水溶
性が低いという性質（水溶成分を溶かしにくい性質）を有していれば良く、その炭素数、
光学異性などが本発明を限定するものではないが、好ましくはアルカン、より好ましくは
炭素数が６のアルカンすなわちヘキサンが適している。
　上記性質を併せ持つ化合物は、その化学的性質からシャロットに含まれる未知のサポニ
ンを含むことが考えられる。サポニンは植物が産生するステロイドやトリテルペンの配糖
体で、水に溶け発泡作用（界面活性作用）を示す物質を指す。多くの植物から単離精製さ
れているが、その機能はサポニンの種類により様々であり、ある種のサポニンの存在が必
ずしも他のサポニンの存在やその機能を予測させるものではない。
【００１４】
　本発明の提供する化合物は、抗糸状菌剤として用いた場合、糸状菌に対してすぐれた抗
活性を示すが、ここでいう糸状菌はカビやキノコの仲間であって、作物など有用植物に対
して病原性を示すものであり、好ましくは分生子を形成する不完全菌、より好ましくはフ
ザリウム属不完全菌、更に好ましくはＦｕｓａｒｉｕｍ（以下Ｆ．とも略す）　ｏｘｙｓ
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ｐｏｒｕｍ、Ｆ．ｐｓｅｕｄｏｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ、Ｆ．ｓｏｌａｎｉ、Ｆ．ｇｒａ
ｍｉｎｅａｒｕｍ、Ｆ．ｃｏｒｔａｄｅｒｉａｅ、Ｆ．ａｓｉａｔｉｃｕｍ、Ｆ．ａｕｓ
ｔｒｏａｍｅｒｉｃａｎｕｍ、Ｆ．ｍｅｒｉｄｉｏｎａｌｅ、Ｆ．ｍｅｓｏａｍｅｒｉｃ
ａｎｕｍ、Ｆ．ｂｏｏｔｈｉｉ、Ｆ．ａｃａｃｉａｅ－ｍｅａｒｎｓｉｉ、Ｆ．ｐｏａｅ
、Ｆ．ｎｙｇａｍａｉ、Ｆ．ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ、Ｆ．ｓａｃｃｈａｒｉ、Ｆ．ｓ
ｕｂｇｌｕｔｉｎａｎｓ、Ｆ．ｌｉｃｈｅｎｉｃｏｌａ、Ｆ．ｈｅｔｅｒｏｓｐｏｒｕｍ
、Ｆ．ｇｕｔｔｉｆｏｒｍｅ、Ｆ．ｓｐｏｒｏｔｒｉｃｈｉｏｉｄｅｓ、Ｆ．ｃｕｌｍｏ
ｒｕｍ、Ｆ．ｃｅｒｅａｌｉｓ、Ｆ．ｌｕｎｕｌｏｓｐｏｒｕｍ、Ｆ．ｖｅｎｅｎａｔｕ
ｍ、Ｆ．ｅｑｕｉｓｅｔｉ、Ｆ．ｎｉｓｉｋａｄｏｉ、より選ばれるフザリウム属不完全
菌が好適であり、下記実施例に示す通りＦ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍに対しては非常に強い効
果を示すため好適である。
【００１５】
　本発明はまた、シャロット植物体からの抗糸状菌活性成分の抽出・精製方法も含むもの
である。下記実施例に示すとおり、
　（１）：植物体の破砕または磨砕
　（２）：工程（１）で得られた破砕物に、脂肪族炭化水素溶媒、好ましくはヘキサンを
加え、同溶媒に溶解性を有する物質を除去
　（３）：工程（２）で脂溶性物質を除去した後、残留物にアルコール溶媒Ａ、好ましく
はメタノールを加えて、同溶媒に溶解性の物質を抽出
　（４）：工程（３）で得られた抽出物から乾燥等によりアルコール溶媒を除き、残留物
を水に溶解し、ここにアルコール溶媒Ｂ、好ましくはブタノールを加えて、同溶媒に溶解
性の物質を水溶液から逆抽出。
　（５）：吸引乾燥等によりアルコール溶媒を除去し、目的とする化合物を得る
の各工程を行うことにより、シャロット植物体から目的の化合物を抽出・精製することが
可能である。上記工程において、アルコール溶媒Ａとアルコール溶媒Ｂは同じでも良いし
、異なるものを組み合わせても良い。
【００１６】
　さらに本発明は、上記化合物を含み抗糸状菌効果を有する殺生物剤もまた含むものであ
る。本発明の提供する化合物は吸引乾燥などで粉末状にすることができ、またこの粉末は
水やジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）によく溶けるため、これを含んだ殺生物剤の態様
としても利用可能である。化合物の量としては、下記実施例に示すとおり、１０μｇ／ｍ
ｌ～１００μｇ／ｍｌの範囲内、好ましくは２０μｇ／ｍｌ～３０μｇ／ｍｌの範囲内で
含まれていれば、糸状菌、好ましくはフザリウム属糸状菌の感染に対して良好な結果が得
られると期待される。上記殺生物剤は本発明の化合物を単独で含んでいても良いし、他の
化合物と組み合わせても良い。また下記実施例に示すとおり、本発明の提供する化合物を
有効成分とする抗糸状菌剤を、作物に対して対症的にまたは予防的に用いることも可能で
ある。以下に本発明の実施例を示すが、本発明は実施例にのみ限定されるものではない。
【実施例１】
【００１７】
　（材料）植物材料として、シャロット（Ａｌｌｉｕｍ　ｃｅｐａ　ａｇｇｒｅｇａｔｕ
ｍ　ｇｒｏｕｐ）タイ株を用いた。またシャロット抽出物の効果検証実験に供するために
、ネギ（Ａ．ｆｉｓｔｕｌｏｓｕｍ）Ｙ１４株を用いた。
【００１８】
　（シャロットのフザリウム属糸状菌に対する抵抗性の検証）ネギ及びシャロット水耕栽
培系を用い、両植物のフザリウム属糸状菌に対する抵抗性を検証した。２０－３０ｃｍ長
に成長したネギ及びシャロットの球根部分を次亜塩素酸ナトリウム溶液（１％）で洗い、
次いで８０％エタノールで洗い、最後に蒸留水でリンスして表面を滅菌した。滅菌した球
根を予め滅菌した広口試験管内の水耕栽培用円形ペレット（ハイドロボール；ダイソー社
製）の上部に置き、１０ｍｌの２倍希釈Ｈｏａｇｌａｎｄ水耕栽培溶液（非特許文献３）
を加えた。試験管を２８℃、１６時間明期／８時間暗期の光条件下で栽培し、１週間に２
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回程度の割合で水耕栽培溶液を加え、１０ｍｌのレベルを保つようにした。２０日後、病
原性糸状菌として、タマネギ乾腐病の原因菌であるＦ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ（以下ＦＯと
も略す）２１株を用い、感染実験を行った。同株由来の胞子（１ｘ１０７　個）を１ｍｌ
の蒸留水に懸濁したものを水耕栽培溶液に加え、対照としては１ｍｌの蒸留水のみを添加
したものを用意した。ＦＯ添加後も上記と同様の条件下で栽培を継続し、１，３，８，１
６，２８日後にシャロットを収穫して植物体の状態及びＦＯの生育状況などを検証した。
ＦＯの生育状況はトリパンブルー染色の後に光学顕微鏡観察を行うことで検証した。
【００１９】
　図１に、シャロット水耕栽培試験の結果を示す。ａが対照を、ｂがＦＯ添加のそれぞれ
の（～２８日後）の様子であり、ＦＯを添加したシャロットも対照と同様によく成長して
いることを示している。図２は栽培終了時における対照とＦＯ添加の植物体をその根に着
目して比較したものであり、左側Ｃが対照を、右側ＴがＦＯを添加したものをそれぞれ示
している。図から明らかな通り、ＦＯの添加によってもシャロットの成長に影響は見られ
ず、シャロットがＦＯに対して高い抵抗性を有していることが示された。
　図３は、ＦＯ添加後のネギ及びシャロットの根組織を光学顕微鏡（オリンパスＢＨ－２
）で観察したものであり、Ａ－Ｄはシャロットのサンプル、Ｅ，Ｆはネギのサンプルであ
る。図が示すとおり、シャロット根組織においてはＦＯの増殖が少なく、ＦＯが発芽して
もその菌糸が表面のみにとどまっており（Ａ，Ｃ，Ｄ）、発芽していないもの（Ｂ）も観
察された。一方、ネギでは根表面での増殖が顕著であり（Ｅ、Ｆ）、ＦＯの組織内への侵
入も観察された（Ｅ）。この結果から、ネギ属植物の中でも特にシャロットが、ＦＯに対
して強い抵抗性を持つことが示された。
【実施例２】
【００２０】
　（シャロット根組織からの浸出物のＦＯに対する効果）シャロットにＦＯに対する高い
抵抗性が見いだされたため、その抵抗性に寄与する物質の特定を試みた。植物体からの成
分の抽出は以下の手順で行った。
　植物体のすり潰し→ｎ－ヘキサンによる非極性画分の抽出→ヘキサン添加後の残留物に
メタノールを加え抽出→抽出物を乾燥し蒸留水に懸濁させ、水－ブタノールで分画→ブタ
ノール画分、水溶性画分を得る
　この手順により非極性画分、ブタノール画分、水溶性画分（極性画分）の３種類を得た
。ただし根組織からの浸出成分についてはｎ－ヘキサンによる抽出を省略している。
　シャロットがＦＯの根からの感染を阻害したため、根組織の浸出物にＦＯに対する抵抗
性を担う物質が含まれていることが考えられた。この可能性を検証するため、水耕栽培終
了後の培養液を回収し、一部は凍結乾燥させて水溶性画分を得、一部はブタノールによる
抽出を行ってブタノール画分を得た。他の植物での研究から、ブタノール画分には抗菌・
抗真菌活性があるサポニン（Ｓａｐｏｎｉｎ）が含まれていることが予測され、ブタノー
ル画分を仮に「サポニン様物質画分」としてこの画分の機能を中心に検討した。以後この
画分に含まれる化合物を、サポニン様物質ともいう。
【００２１】
　　それぞれの画分に含まれる成分を明らかにするため、薄層クロマトグラフィー（ＴＬ
Ｃ）による分析、及び分光光度分析（非特許文献４）を行った。クロマトグラフィーの概
要は以下の通りである：対象とする画分のＤＭＳＯ溶解液をＴＬＣ板上にスポットして乾
燥させ、クロロホルム：メタノール：水＝６：３：１の展開溶液を用いて展開させた。展
開後のＴＬＣ板にＥｈｒｌｉｃｈ試薬またはｐ－アニスアルデヒド試薬を加え、１００℃
で１０分間加熱して対象画分に含まれる化合物を検出した。
　図４に、ＦＯ処理したシャロットと対照のシャロットの根組織浸出物のブタノール画分
のクロマトグラフィーの結果を示す。各レーンは以下のサンプルを流したものである：レ
ーン１、菌接種培溶液（接種直後）；２、菌接種培溶液（２８日後）；３、非接種対照区
（１日）；４、接種区（１日）；５、非接種対照区（３日）；６、接種区（３日）；７、
非接種対照区（８日）；８、接種区（８日）；９、非接種対照区（１６日）；１０、接種
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区（１６日）；１１、非接種対照区（２８日）；１２、非接種対照区（２８日）；１３、
シャロット根組織抽出物。
　この結果から、根組織浸出物中に含まれるサポニン様物質は、ＦＯ処理後に時間ととも
に増加しており、この化合物がＦＯの感染に対する防御機構として働いていることが示唆
された。
　また図５に、ＦＯ処理したシャロットと対照のシャロットの根組織浸出物由来のサポニ
ン様物質の分光光度分析の結果を示す。グラフ横軸「Ｃｏｎｔｒｏｌ」は対照を、「ＦＯ
　ｔｒｅａｔ」はＦＯ処理を示し、１ｄ、３ｄ・・・はそれぞれ処理後の経過日数を示す
。またグラフ縦軸はブタノール画分に含まれるサポニン様物質量（μｇ／１０ｍｌ）を表
す。グラフ中の矢印（↓）で示す通り、ＦＯ処理後３日後にサポニン様物質量は対照の５
－６倍のレベルを示し、このレベルでシャロットがＦＯへの抵抗性を有していることから
、本発明の化合物は２０μｇ／ｍｌ（２００μｇ／１０ｍｌ）～３０μｇ／ｍｌ（３００
μｇ／１０ｍｌ）の範囲内の濃度であれば十分な効果を有することが示された。
【実施例３】
【００２２】
　（シャロット根組織浸出物のネギに対する効果）シャロット根組織浸出物中にサポニン
と考えられる化合物が含まれていたことから、この化合物の植物病害に対する抗活性を検
証した。材料としてネギ（Ａ．ｆｉｓｔｕｌｏｓｕｍ）及びネギに感染性のあるＦＯ２２
株を用い、以下の検討を行った：
　ネギ種子の表面を予め滅菌（方法）し、感染区として一部をＦＯ２２株の胞子が含まれ
る懸濁液（１０６個／ｍｌ）に２時間浸し、残りを対照とした。感染区、対照のそれぞれ
の種子をプラスチックトレイ中の土に蒔いた（１セルあたり５～８個、３反復）。感染区
については更に２つに分割し、一方には１ｍｌのシャロット根組織浸出物の凍結乾燥物を
蒸留水で溶かしたもの（サポニン様物質；５０μｇ／ｍｌ）を滴下し感染－サポニン区と
し、もう一方には１ｍｌの蒸留水を加えた。播種後、トレイを３０℃、１６時間明期／８
時間暗記の光条件下においてネギを栽培し、２日後～６０日後にそれぞれの条件における
生き残りや生育状況を調べた。
【００２３】
　下記表１に、対照区、感染区、感染－サポニン区の種子の生存状況を、％で示した。こ
こで生存は対象区と同様の外観を、死亡は地上部の乾燥・消失を指標とした。対照区では
８日後までは１００％が生存し、１８日後には８４．４％が、６０日後には７９．５％が
生存していた。一方感染区では、２日後に既に１３％が死亡し、その後も死亡個体数が増
えて、６０日後にはわずかに４．２％しか生存していなかった。これに対して、ＦＯ処理
後にサポニン様物質で処理をしたものについては、１８日後でも対照区とほぼ同じ８４．
１％が生存しており、６０日後でも６８．３％が生存していた。これによりシャロット根
組織浸出物がＦＯの感染とそれに起因する実生の生育障害にきわめて高い効果を有するこ
とが示された。
　図６は、上記の試験の６０日後における実生の生育状況を示すものである。図中対照区
、感染区、感染－サポニン区は上記の条件と一致しており、ＦＯ感染区の生育が著しく悪
い一方で、ＦＯを感染させてもシャロット根組織浸出物を添加することで、対照区にも劣
らない生育を示すという効果が明らかとなった。
【００２４】
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【表１】

【実施例４】
【００２５】
　（シャロット球根部からのサポニン様物質の抽出）シャロット根組織からの浸出物に有
用なサポニン様物質が含まれていたことから、スケールアップのためシャロット植物体か
らのサポニン様物質の抽出を検討した。湿重量２０ｇのシャロット球根部を液体窒素中で
すり潰し、粉状にしたものに１００ｍｌのｎ－ヘキサン（３×）を加え、十分に撹拌した
後にヘキサン画分を吸引乾燥にて濃縮して、非極性の代謝物（脂肪画分）を得た。残留物
（シャロット球根部の脱脂物）に、１００ｍｌの７０％メタノール（３×）を加え、これ
をろ過してメタノール画分を得た。ろ過物を吸引乾燥し、１００ｍｌの蒸留水に懸濁させ
、懸濁物を水と１００ｍｌのｎ－ブタノールの間で分画した。このうちブタノール画分を
分液漏斗で更に分画し、この操作を３回くり返した。こうして得られたブタノール画分を
吸引乾燥し、３回分を合わせてサポニン様物質画分（Ｓ）とした。水画分については凍結
乾燥を行い、極性代謝物を含む水溶性画分（Ｐ）を得た。
【００２６】
　（抗糸状菌活性の検討－寒天培地上）上記方法にて得られた脂肪画分、サポニン様物質
画分、水溶性画分のそれぞれについて、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）に懸濁し、１
００μｇ相当量を直径０．６ｃｍの円形ろ紙にしみ込ませた。糸状菌としては植物病原性
糸状菌として知られるＦ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍに着目し、宿主（感染する植物）が異なる
３６種類の株を用いた。ＰＤＡ寒天培地（ｐｏｔａｔｏ　ｅｘｔｒａｃｔ　４ｇ／ｌ、Ｄ
ｅｘｔｒｏｓｅ　２０ｇ／ｌ、ａｇａｒ　１５ｇ／ｌ、ｐＨ　５．５）を含むペトリ皿中
において、ＦＯの各株を２５℃で終夜培養し、胞子形成させた。この状態で各画分をしみ
込ませた上記円形ろ紙及び対照として蒸留水をしみ込ませた円形ろ紙を生育したカビの上
に置き、カビの生育阻害効果を検討した。効果はろ紙を置いてから１日後～４日後まで観
察した。
【００２７】
　（抗糸状菌活性の検討－液体培地中）ＦＯ株の胞子を１ｍｌの液体培地に懸濁させ、１
晩培養した後、ＤＭＳＯで溶解したサポニン様物質画分を１００μｇまたは２００μｇ加
えてその生育に対する影響を検討した。対照としては２０μｌのＤＭＳＯを加えたものを
用いた。添加後１時間後、６時間における抗糸状菌活性の指標としてＥｖａｎｓ　ｂｌｕ
ｅによる染色を行い、光学顕微鏡を用いて生細胞、死細胞を観察した。これはＥｖａｎｓ
　ｂｌｕｅにより死細胞が青色に染色されるという性質を利用したものである。
　更に別に調整した上記のセット（１００，２００，対照）を１２時間培養して培養液を
観察した。正常なＦＯは赤色色素を生産するため培養液は濃い赤色を呈する。一方死細胞
は赤色色素を生産しないため、培養液の赤色の度合いが生細胞と死細胞の割合を示す指標
となる。
【００２８】
　図７に、寒天培地での検討結果の一例を示す。図中Ａは非極性画分を、Ｐは水溶性画分
を、Ｓはサポニン様物質画分を、Ｃは対照の円形ろ紙をそれぞれ表している。図中囲みで
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示す通り、Ｓのサポニン様物質画分において明瞭な抗糸状菌効果（糸状菌の気中菌糸及び
胞子形成抑制効果）が観察され、この画分に抗糸状菌活性を有する化合物が含まれること
が示された。Ａの非極性画分にもＳとは抑制の形態は異なるものの抗糸状菌効果（生育抑
制効果）が観察され、シャロットにはサポニン様物質以外の抗糸状菌物質が含まれること
も示された。水溶性画分、対照では抗糸状菌活性は観察されなかった。
【００２９】
　図８に、液体培地での検討（Ｅｖａｎｓ　ｂｌｕｅ染色）の結果の一例を示す。図中Ａ
，Ｂは対照、Ｃ，Ｄはサポニン様物質１００μｇを加えたもの、Ｅ，Ｆはサポニン様物質
２００μｇを加えたものをそれぞれ表し、左側の列は添加後１時間、右側の列は添加後６
時間後の培養液からのサンプルをそれぞれ表している。対照では６時間後でも青色に染色
される死細胞が観察されないのに対して、サポニン様物質を添加した系では図中矢印で示
す死細胞が６時間後に観察され、２００μｇでは特にその割合が高かった。この結果から
、添加したサポニン様物質が濃度依存的にＦＯに対して抗活性を示すことが明らかとなっ
た。
　図９に、液体培地での検討（赤色色素生産能）の結果の一例を示す。図は試験管中の培
養液の外観を示すものであり、左から対照、１００μｇ、２００μｇの結果である。対照
が濃い赤色を呈するのに対して、サポニン様物質添加の培養液では淡い色調を示し、この
ことはＥｖａｎｓ　ｂｌｕｅ染色での検討と同様、サポニン様物質の添加により生細胞の
活性が低下したことを表している。また下記表２に、シャロット由来の上記３画分のＦＯ
に対する効果（寒天培地での検討の結果）をまとめて示す。表中Ａは非極性画分を、Ｓは
サポニン様物質画分を、Ｐは極性画分を表し、－、＋、＋＋、および＋＋＋は対照区と比
較したときの抗糸状菌効果（気中菌糸、胞子形成抑制、および生育抑制）の強さを表して
いる。表２で示すとおり、本発明の提供するサポニン様物質は複数のＦＯの株に対して強
い抗活性を有しており、この化合物が多くの植物病害の原因となる糸状菌に対して有効で
あることを示している。
【００３０】
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【表２】

【産業上の利用可能性】
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【００３１】
　本発明の提供する化合物（サポニン様物質）を利用することにより、食用の植物に由来
する安全な抗糸状菌剤を製造することが可能となる。前記化合物はその効果において広い
レンジをもっており、種々の作物に適用可能な汎用的な抗糸状菌剤の開発を可能とするも
のである。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】シャロット水耕栽培系におけるＦＯへの抵抗性の検討結果を示す。
【図２】図１の水耕栽培系におけるＦＯへの抵抗性を、根組織に着目して示す。
【図３】ＦＯ処理をした水耕栽培シャロットの根組織の顕微胸像を示す。
【図４】シャロット水耕栽培系における根組織浸出物のクロマトグラフィーの結果を示す
。
【図５】シャロット水耕栽培系における根組織浸出物の分光光度分析結果（含まれるサポ
ニン様物質の量）を、ＦＯ処理後の時間経過とともに示す。
【図６】シャロット水耕栽培系における根組織浸出物に由来するサポニン様物質の、ネギ
ＦＯ感染に対する効果を示す。
【図７】寒天培地上で培養したＦＯに対する、シャロット球根由来の各画分の影響を示す
。
【図８】液体培地中で培養したＦＯに対する、シャロット球根由来のサポニン様物質の影
響を示す（Ｅｖａｎｓ　ｂｌｕｅ染色）。
【図９】液体培地上で培養したＦＯに対する、シャロット球根由来のサポニン様物質の影
響を示す（赤色色素生産）。
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