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第１章 序論 

 

 化学農薬は食の量と質の確保に大きな貢献をしてきている。現在、農業生産

額の約 15 ％が病害や虫害によって失われている（久能ら 1998、岡山県農林水

産総合センター生物科学研究所 2014）。仮に化学農薬を全く使用しなければ、

その被害はさらに拡大し、キャベツでは約 63 %、水稲では約 30 %の減収にな

ると言われている（梶原 2006、日本防疫協会 1993）。一方で、化学農薬は農作

業の省力化に大きく寄与し、例えば、1949 年には水田の除草に年間 50.6 時間

（1949 年）必要であったが、除草剤が使用されるようになった 2002 年の統計

ではその時間は 1.7 時間にまで短縮されている（梶原 2006）。現在、世界全体

で期待できる１年間の総生産額を 100 とした場合、毎年、病害、虫害および雑

草害によって 36.5 %失われており、このうち病害が占める割合は約 15 %と言わ

れている。しかしこの数値は、化学農薬などを使って適切な防除が行われた結

果であり、仮に化学農薬を使用しなければ、現生産額はさらに半減し、期待さ

れる総生産額から見ると、約 70 %の減収になる。このように、化学農薬は病害

虫の被害を大幅に軽減して農作物の収量を増やすだけでなく、農作業の省力化

に大きく貢献している（日本植物防疫協会 1993）。 

現在、作物の病害虫防除はこれらの原因となる生物的要因（表 1）を減らす

という点で化学農薬に大きく依存しているが、それらの使用を減らした減農薬

栽培以外にも、化学農薬に代わる代替農薬や植物保護資材を含む新しい防除技

術の開発が強く求められている。平成 16 年度より開始された農林水産省プロ

ジェクト「生物機能を活用した環境負荷低減技術の開発」では、農薬使用量を

削減するための技術開発推進の必要性が指摘されている。また、海外に目を向

ければ、ヨーロッパでは最近、これまで使用が可能であった一部の化学農薬の

登録抹消が相次いでいる（石井 2003）。このような状況の中、病害虫や雑草の

防除には、化学的防除、物理的防除、耕起的（物理的）防除ならびに生物的防

除（表 2）を効果的に組み合わせた「総合病害虫管理」の考え方が改めて見直

されるようになってきている（あぐりぽーと No.55）。 

我が国においては、1960 年代から病原菌に対して直接的な殺菌作用のない病

害抵抗性誘導剤の探索が国や各都道府県の研究機関、農薬メーカーで盛んに行

われるようになってきた。国内の農薬関連業界からの公開特許数から推定する

と、各メーカーで抵抗性誘導剤の探索が最も盛んに行われた年代は 1980 年代

から 90 年代前半と見られる。90 年代以降、大学や公的な研究機関においても

基礎研究が精力的に進められ、ハイスループット型スクリーニングの技術も確

立された（Noutoshi et al., 2012）。21 世紀に入り、農薬業界再編成が進み、各メ

ーカーは独自戦略に合わせて研究開発の焦点を絞りこむ傾向が強まったせいか、



2 
 

我が国では抵抗性誘導剤として公開される特許数や多様性は全盛期に比べ大き

く減少したものの、農薬の使用者や公的な指導機関からは抵抗性誘導剤に対す

る期待は依然大きく、むしろ再評価される傾向にある。これには、70 年代に始

まった薬剤耐性問題が、80 年代以降ローテーション散布による防除や混合剤と

いった解決策が功を奏していったん沈静化したものの、21 世紀に入りさらに深

刻な事態が生じたことにもよる。現在では、抵抗性誘導剤やマルチサイト阻害

剤を見直す動きが見られるようになっている（沢田 2009）。 

日本で農薬として登録されている抵抗性誘導剤は化学合成農薬と生物農薬と

があり、中でも「オリゼメート（商品名）」は我が国で開発され、現在でもよく

使用されている有効な剤である（表 3）。生物防除に用いられる生物農薬につい

ては、天敵・昆虫、天敵線虫、微生物、生物生産物質に分類されている（表 4）。

生物農薬の特徴（長所）と短所は表 5 のとおりで、環境に比較的安全ではある

が、効果が不安定で保存が難しいなどの短所がある。しかし、微生物から放出

された物質が植物に耐病性を付与するという報告（Narusaka et al., 2015; 

Kishimoto et al., 2008, 目黒 2009）や、植物を始めとする生物が生産する揮発性

物質が自然環境の中で同種・異種の様々な生物（微生物や昆虫）との相互作用

に深く関連しているとする研究成果が最近増加している（Bitas et al. 2013; 

Dudareva et al., 2006）。例えば、柑橘から抽出した精油類はゴキブリに対する忌

避作用を持ち、その主成分はリモネンであった（Yoon et al., 2009）。一方、植物

や微生物が生成する揮発性物質が植物の成長を促進し（Yamagiwa et al., 2011; 

2013）、さらに植物病原菌に対する抗菌作用があることが示されている（Hsouna 

et al. 2013; Marques et al., 2015; Lawal et al. 2014; Yamasaki et al., 2007）。リモネン

は単環式モノテルペンの１種で柑橘類の果皮に含まれる主な成分で（Sin et al., 

2002）、現在身の回りにある様々な生活用品に利用されている。例えば、柑橘類

の皮に含まれる精油成分リモネンは洗剤として優れており、市販の洗剤の中で

もオレンジエキスが配合されているものが人気を集めている（図 1）．この他に

も、柑橘皮を電子レンジで１分ほど加熱すれば、レンジ内が消臭され、またシ

ンクなどでは油汚れを除去する作用があることが知られている（寺岡 2014）。

この他にもリモネンについては、病害虫に対して殺虫作用について詳細に調べ

られている（Murugan et al., 2012）。 

化学農薬は生産者の健康被害や耐性菌出現を考慮して、施用できる作物の種

類や使用回数、使用量が厳密に決められているが、作物の抵抗性を活性化する

ことで防除効果を発揮する抵抗性誘導剤については、耐性菌出現の可能性は低

く、これまでの化学農薬偏重から抵抗性誘導剤の使用を含めた様々な方法を組

み合わせて病害虫を防除する方法が試行されている（岩田 2009）。つまり、化

学農薬の使用を完全になくすことはできないが、使用する農薬の種類や量を可
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能な限り減らすために生物農薬を始めとする防除効果のある「代替農薬」や「防

除資材」を積極的に利用（併用）するという動きが進みつつある。例えば、酵

母抽出物を材料とした「アグリボＸ」や「豊作物語」，「アミノガード」は，ビ

ール醸造や微生物発酵で生じる副成物から製造されたものであり植物に対する

抵抗性誘導作用を利用した防除資材である（アサヒビール株式会社環境文化推

進部、2000）。また鉄鋼用高炉から副成物として生じる鉄鋼スラグを原料とする

「ミネカル」は、土壌 pH を矯正する作用もち、そのメカニズムについては依

然不明であるが、特に土壌病害を抑制する資材として最近注目されている。こ

の「ミネカル」は、海水汚染土壌の農地改良にも使用され、その効果がすでに

実証されている。このように、資源が限られた我が国では産業廃棄物などの未

利用の材料を農業へ活用しようとする新しい動きが加速している（表 6）（稲本

ら 2012）。このような状況を踏まえ、本研究では、ジュース加工時に副生物と

して生成する柑橘皮に着目し、著者が岡山県立矢掛高等学校サイエンス部で得

られた実験結果を含め、主要成分であるリモネン（表 7）の病原糸状菌に対す

る抗菌性やそれらの宿主植物に与える影響について調べることとした。 
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第２章 柑橘皮によるうどんこ病菌の発芽阻害 

 
第１節 序 

 
岡山県立矢掛高等学校サイエンス部では、生徒発案型の課題研究を奨励し、地

域に密着した様々な研究を行ってきている。中でも「地域の産業廃棄物を利用

した病害防除技術の開発」を目指した取り組みでは、身近にあるものあるいは

地域の産業廃棄物や副成物を活用し、「誰でも安心して使うことができる、低コ

ストでクリーンな防除技術とはどのようなものか」について調査研究が進めら

れた。すなわち、サイエンス部の活動の１つの取り組みの中で、身近に発生す

るうどんこ病菌を調査からカンサイタンポポやセイヨウタンポポに発生するう

どんこ病（病徴）の激しさがそれらを取り巻く環境によって大きく異なること

に気が付いた。うどんこ病は酸性土壌よりアルカリ性土壌で発生しやすいとこ

とが知られている。何がうどんこ病菌の生態や発生に影響を与える外環境につ

いて詳しく文献調査する中で、土壌の表面を柑橘皮で被覆すると、作物の虫害

やウイルス病の伝染の原因となるアブラムシが減少し、さらに赤さび病や立枯

れ病による被害を最小限に留める効果があるとする記載に辿り着いた（寺岡 
2014）。古くから、柑橘皮に病害軽減の効果があることについては経験的によく

知られているが、これらの多くは民間伝承であり、必ずしも十分な科学的根拠

に基づくものではなかった。そこで、本章では、柑橘皮から放出される何らか

の物質が病害の軽減に寄与しており、もしそうであるならば、柑橘皮あるいは

それから抽出した有効成分によってうどんこ病菌の生育や宿主植物に対する病

原性を人為的に制御できるのではないかと考えた。 
第１章でも少し記したが、生物的防除は植物には病原性を示さない糸状菌、細

菌、ウイルス、原生動物、線虫、昆虫あるいは高等植物などによって病原体の

密度を減らし、あるいは宿主植物に病害抵抗性を付与することによって病気を

防ぐ方法である（表 4、表 5-1）。自然界では、病原体と他の生物との競合は常

に起こっている。例えば、土壌の中には病害が発生しない、あるいは発生しに

くい土壌（発病抑止土壌）や発病後数年で病原体が衰退する土壌（発病衰退土

壌）があり、その主な原因は土壌中に生息する微生物が大きく関与しているこ

とが知られており、自然の微生物が関与するある種の生物的防除として位置付

けられる。伝統的農法の中には、未発見や未利用のものを含め、このような生

物的防除が多数潜在しているとされている（奥田 2004）。しかし、微生物を基

幹とする生物的防除を行うには、土壌に適した微生物を効果的に探索すると同

時に、確かな防除効果をもつ微生物をするには多数の労力と時間を必要とする。

仮に、有望な微生物が分離されたとしても、使用する場所（土壌）や環境が変
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わればその効果が大きく減少する例も少なくない。これに対して、微生物など

の生物から分離（抽出）した有効成分を使って病害防除を試みる例では、取り

扱いが簡便で作物への処理も容易であり、さらに効果に応じて処理量や濃度を

調節することが可能である。そこで本章では、柑橘皮による病害防除の可能性

について探るため、特に柑橘皮から放出される揮発性物質のうどんこ病菌に対

する影響について調べることにした。同時に、すでに特定農薬として使用が認

められている酢の他に、刺激臭の強いニンニクやトウガラシから放出される揮

発性成分による影響についても併せて調査した。 

 
 
第１項 材料および方法 

 
 本研究では、岡山県立矢掛高校の校庭およびその周辺に自生するセイヨウタ

ンポポ、ガーベラ、ホトケノザ、カモジグサ、バラ、ウバメガシならびにワレ

モコウに自然発生したうどんこ病の菌叢から分生胞子を採取して実験に供試し

た。なお、うどんこ病菌の分生胞子は実験使用時に随時採取することとし、柑

橘皮は市販のイヨカン、グレープフルーツ、ダイダイ、温州ミカンまたはアマ

ナツを使用した。 
これら柑橘皮から放出される揮発性成分がうどんこ病菌に与える影響について

は、以下に示すような密閉容器内で実験を行った。すなわち、直径 13 cm 中型

シャーレの皿を直径 19 cm の大型シャーレ内に置き、この中にうどんこ病菌の

分生胞子を接種するタマネギ鱗片表皮を入れた。続いて、中型シャーレの外側

の隙間には柑橘皮を入れ、中型シャーレ内のタマネギ鱗片表皮上に分生胞子を

接種した後に大型シャーレの蓋をして容器を密閉した。実験には柑橘皮を入れ

ない実験区を設け、これを対照区とした。通常、接種後１または２日目に容器

内からタマネギ鱗片表皮を取り出し、光学顕微鏡で分生胞子の様子について観

察した。 

 
 
第２項 結果 

 
校庭内のウバメガシから採取したうどんこ病菌の分生胞子を使って、密閉容器

内レ内に入れたタマネギ鱗片上での形態形成について光学顕微鏡で観察したと

ころ、柑橘皮と非接触下においても分生胞子の発芽と付着器形成が著しく阻害

されることが明らかとなった。接種後 1 日目に顕微鏡観察を行った例を図 2 に
示した。その結果、柑橘皮を入れない対照区では、多くの分生胞子が発芽して、
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その先端に宿主植物への侵入に必要な付着器を形成しているのに対し、柑橘皮

を入れた容器内では分生胞子の発芽は著しく阻害され、発芽してもその形態は

明らかに異常となった。発芽胞子数を計測し、発芽率を対照区と比較すると、

柑橘皮を処理した場合の発芽率には対照区でのそれと比較して有意差が認めら

れた。この結果は、柑橘皮から放出される何らかの揮発性成分がウバメガシう

どんこ病の分生胞子の発芽を阻害することを示している。 

 
 
第２節 考察 

 
 本章では、柑橘皮から放出される揮発性成分がうどんこ病菌に与える影響に

ついて調べるために、市販の柑橘類から調製した皮を密閉容器内に入れ、同容

器内の離れた場所に置いたタマネギ鱗片表皮上でのうどんこ病菌の形態形成を

観察した。その結果、柑橘皮を入れた密閉容器内では、ウバメガシうどんこ病

菌の分生胞子の発芽は著しく阻害され、発芽しても発芽管の形態は高頻度で異

常となり、宿主植物への侵入器官となる付着器の形成は著しく阻害されること

が示された。類似の効果は、特定農薬としてすでに使用が認められている「酢」

や、強い刺激臭を放つニンニクトウガラシを置いた場合にも認められた。以上

の結果は、柑橘皮から放出される何らかの揮発性成分がウバメガシうどんこ病

菌の分生胞子に直接作用し、本菌の病原性に関連した器官形成（発芽、付着器

形成）が阻害されることを示している。揮発性成分が菌類の形態形成に影響を

与える例としては、強い香気成分を放つレモンバーム、アオリメンシソおよび

ペラルゴニウムで調べらており、いずれも例でも完全ではないが、ナラタケ菌

の生育を抑制されることが報告されている（岡ら 2006）。Masheva et al. (2014) 
は、温室キュウリに発生したうどんこ病菌に対して、植物が生産し放出する 
White mustard oil（1 %）が本病原菌の抑制に一定の効果があることを認めて

いる。さらに、サルビアの精油はグラム陰性菌に対する抗細菌性を有し

（Pierozan et al., 2009）、スギの葉から抽出した有機物質には Fusarium solani 
や Trichoderma viride といった植物病原糸状菌に対する優れた抗菌活性が認

められている（李ら 2009）。クラリセージに含まれるバルサム様の香りをもつ

ジテルペンの１種はナス科植物の重要病害である青枯病を抑制することが知ら

れている（Seo et al., 2012）。このような抗菌作用については、植物由来のもの

に限られず、例えば、Trichoderma 属糸状菌の一部の系統では、同菌が放出す

る低分子揮発性物質によって植物病を抑制されることが知られている（Kottb, 
2015）。 
一般に、植物は自身を守るために昆虫などによる食害を受けた時、あるいは
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物理的な障害を伴うような機械的な傷を受けた場合、防御応答を素早く誘導す

ると同時に、天敵や寄生菌を誘引する物質を放出し、次に予想される草食昆虫

による食害を食い止めようとする（D’Auria et al., 2007; McCormik et al., 
2012）。また、食害を受けたトウモロコシはインドール化合物を放出し、同物質

が周辺のトウモロコシ対する警告シグナルとして働くことが示されている（Erb 
et al., 2015）。このように、植物を始めとする様々な生物では、同種あるいは異

種生物から放出される揮発性物質を正確に受容して適切に応答する仕組みを備

えているものと考えられる。見方を変えれば、この揮発性物質を介した「他感

作用」を利用して、病原菌の病原性を低下させ、結果として植物の発病を軽減

させることは十分に実現可能であるものと予想される。 
柑橘皮に含まれる揮発性成分については、シトラス属の種によって若干異なる

が、その主要な成分はリモネンと呼ばれる単環式モノテルペノイドであり、柑

橘の香りを構成する成分としてよく知られている（Sun, 2007）。主に柑橘皮の

油嚢と呼ばれる構造内に多量に蓄積し、傷害などによって外環境へ放出される

ことが知られている。天然物としては，オレンジの皮には（＋）-リモネンと記

される d-体 として存在し、光学異性体となる（－）-リモネンである l-体も化

合物として安定に存在する（図 3）。オレンジを始めとする柑橘皮に含まれる天

然物由来のリモネンは、他の揮発性成分と比べて含有量が多いことなどから、

コスト面で防除への利用の潜在性は十分にあると考えられる（表 7）。そこで第

３章では、柑橘皮の主要成分であるリモネンに着目し、本章で認められた抗菌

性の原因物質となるのか否かについて複数の病原糸状菌を使って調べることと

した。 
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第３章 リモネンの病原糸状菌ならびに宿主植物に対する影響 

 
第１節 序 

 
 化学農薬は病原糸状菌や細菌などの病原体を直接標的としてそれらの生育や

増殖を制御するものであるが、近年、植物が本来持っている生体防御機構を活

性化（亢進）し、長期間に渡って植物体全体に病害抵抗性を付与する抵抗性誘

導剤や微生物資材についての研究が現在盛んに行われている。これらの一部に

ついては、すでに商品化されており（表 3）、ノバルティス社が開発した「アシ

ベンゾラル S メチル（商品名バイオン）」や明治製菓社製の「プロベナゾール（商

品名オリゼメート）」はその効果の有効性がよく知られている。微生物資材につ

いては、根圏域で植物の根に共生する植物生育促進性根圏細菌（PGPR）や植物

生育促進性根圏糸状菌（PGPF）などが知られ、生育促進と抵抗性誘導の優れた

性質を兼ね備えている（渡辺ら，2000）。オリゼメートは当初その効果が確認さ

れたいもち病と白葉枯病だけでなく、もみ枯れ細菌病の予防（防除）にも卓効

を示す。微生物資材と違って、その効果が天候に影響されにくく、残効が比較

的長いため、ウリ類斑点細菌病の防除の例では、一回散布すれば 20 日間程度

効果が持続する（岩崎，1999）。 
 第２章では、柑橘皮から放出される何らかの揮発性物質によってウバメガシ

うどんこ病菌やガーベラうどんこ病菌などの栽培植物に寄生するうどんこ病菌

の分生胞子の発芽が著しく抑制されることを示した（図 2c）．そこで本章では、

柑橘皮に含まれる主要な成分であるリモネン（Rodriguez et al., 2011）に着目

して、様々な植物病原糸状菌 Blumeria graminis f.sp. hordei（オオムギうどん

こ病菌）、B. graminis f.sp. tritici（コムギうどんこ病菌）、Erysiphe pisi（エン

ドウうどんこ病菌）、Alternaria brassicae （アブラナ科野菜類黒すす病菌）、

Ascochyta punctata（コモンベッチ灰斑病菌）、Colletotrichum gloeosporioides
（クワ炭疽病菌）、C. higginsianum（アブラナ科野菜類炭疽病菌）、C. orbiculare
（ウリ類炭疽病菌）、Mycosphaerella pinodes （エンドウ褐紋病菌）ならびに 
Botrytis cinerea（野菜類灰色かび病菌）に対する作用について調べることとし

た。さらに、リモネンの作用機序に基づいた新しい病害防除法の確立を目指し、

病原糸状菌に対する作用以外にも、リモネンで処理した宿主植物における耐病

性の獲得の有無や生育への影響について調べた。 

 
 
第２節 リモネンの植物病原菌への抗菌性 
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第１項 材料および方法 

 
一般に、病原糸状菌の多くのは、宿主植物上に付着した胞子（分生胞子）から

発芽管と呼ばれる菌糸の１種を伸ばし、その先端に付着器を形成して侵入を開

始する。この付着器から宿主細胞に侵入した後にさらに菌糸を伸展させて栄養

分を吸収する。これがやがて発病に至る。現在では，植物組織内への浸透性の

高い化学農薬もあるが、組織内で伸展した病原体の増殖を抑えるというよりは

付着器の形成から侵入までの過程を阻害する化学農薬が主に開発されている。

そこで本節では、リモネンの作用スペクトラムについて、植物病原糸状菌とし

て、Blumeria graminis f.sp. hordei（オオムギうどんこ病菌）、B. graminis f.sp. 
tritici（コムギうどんこ病菌）、Erysiphe pisi（エンドウうどんこ病菌）、

Alternaria brassicae （アブラナ科野菜類黒すす病菌）、Ascochyta punctata（コ

モンベッチ灰斑病菌）、Colletotrichum gloeosporioides（クワ炭疽病菌）、C. 
higginsianum（アブラナ科野菜類炭疽病菌）、C. orbiculare（ウリ類炭疽病菌）、

Mycosphaerella pinodes（エンドウ褐紋病菌）ならびに Botrytis cinerea（野

菜類灰色かび病菌）を使用し調べることにした（表 8）。表内の１～３は，「活

物寄生菌」と称される生きた植物体から栄養分を摂る菌であり、４～９は「半

活物寄生菌」、つまり感染初期は生きた植物体から栄養分を摂るがその後宿主を

殺して栄養分を摂る菌群に相当する。１０については「殺生菌」であり、侵入

前後に宿主を殺し死組織から栄養分を摂るタイプの病原菌であり、野菜、花卉、

果樹類全般で問題となっている灰色かび病菌を使用した。 
密閉環境下での各病原菌に対するリモネンの処理方法の概略を図 5 に示した。

本図のように、密閉容器内に病原菌とは離れた場所にリモネン溶液を置いてガ

ス化させ、前章の柑橘皮を用いた実験と同じように同容器内のタマネギ鱗片表

皮上に病原菌の分生子（胞子）を接種した。 

 
1．Blumeria graminis f.sp. hordei に対する影響 
オオムギうどんこ病菌は、実験を行う前日に植物体に繁殖している古い胞子を

ふるい落し、翌日までに新たに形成された分生胞子を使用することとした。す

なわち、プラスチック密閉容器にスライドガラスを置き、そのスライドガラス

上に蒸留水を滴下した後に、エタノールに浸漬して殺したタマネギの薄皮の鱗

片を置いた。その後、うどんこ病菌の分生胞子をタマネギ鱗片表皮上へふるい

落した後に密閉容器（1.1 L）内にアルミホイルの上に置いたろ紙にリモネンを

滴下し、直ちに容器の蓋を閉めて密閉した。密閉後、2 日間人工気象器内に静

置した後、光学顕微鏡で胞子の形態形成について観察した。観察結果について

は、適宜、統計処理解析ソフト Kyplot 5.0 で解析した。これらの実験にはすべ
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て同じ容器を使用し、実験は 3 反復以上繰り返して行った。 

 
2．Blumeria graminis f.sp. tritici に対する影響 
前述のオオムギうどんこ病菌と同様に、使用するコムギうどんこ病菌についｙ

ては、前日に植物体に繁殖している古い胞子をふるい落し、新しく形成された

分生胞子を使用した。以降の操作についても前述の方法と同じである。 

 
3．Erysiphe pisi に対する影響 
使用する前日に植物体の菌叢を軽くふるい落し、新しく形成された分生胞子を

接種した。 

 
4．Alternaria brassicae に対する影響 
V8 培地上で 23℃で 7～14 日間培養した A. brassicae 0-264 系統の分生子を 
1 ml 当たり 105 個になるように調整して胞子懸濁液を作成した。すなわち、

V8 培地上に形成された菌叢に蒸留水 15 mL を加え、白金耳を使って培地表面

を軽くこすり、キムワイプを敷いたロートに注いだ後に、そのろ過液を回収し、

4℃で 800 × g で 5 分間遠心した。遠心チューブの上澄み液を捨てた後、再び

蒸留（30 mL）を加え、よく懸濁した後に血球計算盤を使って胞子濃度を調整

した。この胞子懸濁液（5 �L）をタマネギ鱗片表皮上にドロップ接種し、密閉

容器内に移して所定の時間培養した。なお、使用した密閉容器（株式会社シャ

ルム，東大阪市）の体積は 1.1 L のものを使用し、容器内に入れたアルミホイ

ル上に置いたろ紙小片にリモネン 2 �L（全量が揮発すると 10 �mol/L）または 
200 �L（全量が揮発すると 100 �mol/L）をそれぞれ滴下し、蓋を直ぐに閉め

て容器内でガス化させた（図 5）．なお、対照区としてリモネンを入れない容器

を用意し、実験に使用した。接種後、それらの容器は 23℃で 12 時間照明下に 
2 日間培養した。培養後、容器内内からタマネギ鱗片表皮を取り出し、酢酸エ

タノールで固定してトリパンブルー染色液で染色して光学顕微鏡で顕鏡した。

なお、各処理区のスポット数は 3 点とし、実験は最低 3 回繰り返して行った。 

 
5．Ascochyta punctata に対する影響 
前記 ４.と同様に、A. punctata OAP1 の胞子懸濁液を調製し、実験に使用した。 

 
6．Colletotrichum gloeosporioides に対する影響 
前記の方法に従って、C. gloeosporioides の胞子懸濁液を調整し、実験に使用し

た。本菌の分生子の生育は他の供試菌と比べて遅かったため（Soares et al., 
2009）、形態形成の観察は接種後 3 日目行った。 
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7．Colletotrichum higginsianum に対する影響 
23℃で 7～14 日間培養した PDA 培地上に生育したアブラナ科野菜類炭疽病菌

（C. higginsianum MAFF 305635 の菌叢から胞子懸濁液を調製し、同様に実

験に使用した。 

 
8．Colletotrichum orbiculare に対する影響 
23℃で 7～14 日間培養した  PDA 培地上に生育したウリ類炭疽病菌（C. 
orbiculare 104-T 系統から胞子懸濁液を調製し、同様に実験に使用した。 

 
9．Mycosphaerella pinodes（エンドウ褐紋病菌）に対する影響 
V8 培地上で 23℃で 7～10 日間培養したエンドウ褐紋病菌（M. pinodes 
OMP-1 系統から胞子懸濁液を調製し、実験に供試した。 

 
10．Botrytis cinerea に対する影響 
前記と同様に B. cinerea の胞子懸濁液を調製し、実験に使用した。 

 
 
第２項 結果 

 
1．Blumeria graminis f.sp. hordei に対する影響 
活物寄生菌であるオオムギうどんこ病菌の分生胞子を用いて調べた結果、リモ

ネンの存在下では発芽とその後の付着器形成が著しく阻害されることが明らか

となった。タマネギ鱗片表皮上を用いた本実験の条件下では、本菌の分生胞子

の約 45 %が発芽し、このうち約 60 %は付着器を形成した。しかし、リモネン

を処理した場合、10 �mol/L の処理で分生胞子の発芽率は約 30 %にまで低下

し、さらに宿主植物への侵入に必要な付着器の形成率は 50 %にまで抑制された。

この阻害効果は濃度に依存して観察され、100 �mol/L で処理した場合には発芽

率は約 20 %となり、付着器の形成はほぼ完全に阻害されることが明らかとなっ

た（図 6）。 

 
2．B. graminis f.sp. tritici に対する影響 
オオムギうどんこ病菌に対する作用と同様に、リモネンはコムギうどんこ病菌

の発芽と付着器形成を阻害した。通常、タマネギ鱗片表皮上での本菌の発芽率

は約 65 % であり、このうち約 55 %が付着器を形成する。しかし、リモネン

を処理していない対照区と比べ、10 �mol/L の処理で分生胞子の発芽率は約 
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50 %程度、付着器形成率は 20 %にまで低下した。同様に、100 �mol/L で処理

した場合、阻害効果はさらに強く表れ、発芽は約 30 %、付着器形成はほぼ完全

に阻害されるようになった（図 7）． 

 
3．Erysiphe pisi に対する影響 
通常、本菌はタマネギ鱗片表皮上で約 80 %の胞子が発芽する。しかし、リモネ

ンで処理した場合、分生胞子の発芽は処理濃度に依存して阻害され、10 �mol/L 
および 100 �mol/L の処理でそれぞれ約 65 %、約 50 %となった（図 8）。 

 
4．Alternaria brassicae に対する影響 
A. brassicae の場合、タマネギ鱗片表皮上でほぼ 100 %の胞子が発芽し、タマ

ネギ鱗片表皮に直接穿孔して侵入菌糸を伸展させる。しかし，リモネンを処理

し場合、胞子の発芽は濃度に依存して阻害され、10 または 100 �mol/L の処

理で有意に抑えられることが明らかとなった（図 9）。この結果は、容器内でガ

ス化したリモネンは胞子を取り巻く水に容易に溶け込んで抗菌作用を示すこと

を示している。 

 
5．Ascochyta punctata に対する影響 
コモンベッチ灰斑病菌の場合、タマネギ鱗片表皮上で 90 %以上の胞子が発芽し、

このうち少なくとも 20 %が表皮を穿孔して侵入菌糸を伸展させる。しかし、リ

モネン存在下では、分生胞子の発芽および侵入菌の形成は，10 �mol/L および 
100 �mol/L の処理で侵入菌糸の形成は完全に阻害されることが明らかとなっ

た（図 10）。したがって、前述の A. brassicae の場合と同様に、ガス化したリ

モネンは水中の本菌の形態形成に大きく影響することが分かった。 

 
6．Colletotrichum gloeosporioidesn に対する影響 
通常、本菌胞子のタマネギ鱗片表皮上での発芽率は 80 %近くとなり、このうち

の約 90 %以上が付着器を形成して侵入菌糸を伸展させる。しかし，リモネンで

処理した場合、低濃度の 10 �mol/L の処理で発芽がほぼ完全に阻害されること

が示された。ごく稀に少数の胞子から付着器が形成されたが、侵入菌糸の形成

率も約 10 %程度に留まった。一方、100 �mol/L で処理すると、発芽ならびに

それ以降の形態形成は完全に阻害された（図 11）。 

 
7． Colletotrichum higginsianum に対する影響 
同様にアブラナ科野菜類炭疽病菌の発芽や付着器形成ならびに侵入菌糸の形成

に対する阻害作用が認められた（図 12）。通常この菌はタマネギ鱗片表皮上で  



13 
 

80 %以上が発芽し付着器を形成し、そのおよそ半数が付着器から侵入菌糸を伸

展させる。しかし，図 12 に示したように，リモネンをガス化させた密閉容器

内では、10 �mol/L の処理で発芽自体が完全に抑制され、その後の付着器や侵

入菌糸の形成は観察されなかった。同様の結果は 100 �mol/L で処理した場合

でも認められ、いずれの形態形成率も 0 %となった。 

 
8．Colletotrichum orbiculare に対する影響 
ウリ類炭疽病菌に対して、他の菌で観察されたのと同じように抗菌作用が認め

られた。通常この菌は、タマネギ鱗片表皮上で 100 %近くの胞子が発芽し、付

着器を形成して、その約 70 %が表皮を穿孔して侵入菌糸を伸展させる。しかし、

リモネンの形態形成に対する影響について調べた結果、分生胞子の発芽は 10 
�mol/L の処理で約 20 %までに低下し、その後の付着器形成率や侵入菌糸形成

率は極めて低い値ととなった。同様に、100 �mol/L の処理では発芽自体が完全

に抑制されため、付着器形成やその後の侵入菌糸の形成率は 0 % となった（図 
13）．  

 
9．Mycosphaerella pinodes に対する影響 
タマネギ鱗片表皮上におけるエンドウ褐紋病菌の発芽は、通常 100% の頻度で

観察され、その約 70 %が穿孔して侵入菌糸を伸展させる。しかし、リモネンを 
10 �mol/L で処理した場合、発芽および侵入菌糸の形成が影響され、それらの

形態形成率は対照区と比較して有意に阻害された。さらに 100 �mol/L で処理

すると、胞子の発芽とそれ以降の形態形成は完全に阻害されることが明らかと

なった（図 14）。 

 
10．Botrytis cinerea に対する影響 
この菌の胞子はタマネギ鱗片表皮上で 100 %近く発芽し、その約 80 %が穿孔し

て侵入菌糸を形成させる。本菌の場合、10 �mol/L の処理で発芽が有意に抑制

されたが，その率は他の菌と比べて高い値約（約 90 %）を示し、侵入菌糸の形

成率については約 60 %となった。しかし、高濃度の 100 �mol/L で処理した

場合、胞子の発芽ならびにそれ以降の形態形成（侵入菌糸形成）はほぼ完全に

阻害された（図 15）。 

 
 
第３節 リモネンで処理した植物の生育と耐病性 

 
 ガス化したリモネンが病原糸状菌の病原性に必須な発芽や侵入器官の形成を
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阻害し、その作用が広範な病原菌種に有効であることが明らかとなった。そこ

で本節では、モデル植物であるシロイヌナズナを使って、リモネンの植物の生

育と耐病性に対する影響について調べることとした。 

 
第１項 材料および方法 

 
１．リモネンで処理したシロイヌナズナのアブラナ科野菜類炭疽病菌に対する

耐病性 
ジフィー（No.7）にシロイヌナズナ Col-0 の種子を 8 粒ずつ播種し、人工気

象器内で 2 週間生育させた後、同程度に育った幼苗を 9 cm 角のプラスチィッ

クポッドに入れた培養土（サカタのスーパーミックスとバーミュキュライトを

等量で混ぜたもの）に移植し、同じ人工気象器内で播種後 5～6 週齢になるま

で生育させた。このように生育させたシロイヌナズナ幼苗をプラスチィック容

器内に 1 鉢ずつ移し、0（対照区）、10 または 100 �mol/L になるようにリモ

ネンを入れて蓋をして密閉した。リモネンで処理してから、6 時間または 24 時
間経過した後に容器内から幼苗を取り出し、同程度の大きさの本葉を切り取っ

て接種実験に使用した（図 16）。接種に当たっては、本葉の切り口を水で湿ら

せた脱脂綿で覆い、１枚の葉にアブラナ科野菜類炭疽病菌（C. higginsianum 
MAFF 305635）の胞子懸濁液を 6 点接種（5 �L）した。接種後直ちに湿室

に保った角型シャーレに静置して密閉した後に人工気象器で培養した。なお、

胞子懸濁液の調製は第３章第２節第１項１に記した方法で行った。 

 
２．リモネンで処理したシロイヌナズナにおけるアブラナ科野菜類炭疽病菌の

形態形成 
前記のようにリモネンで処理したシロイヌナズナの幼苗から切り取った本葉上

にアブラナ科炭疽病菌の胞子懸濁液（105 個 ml-1）を 6 点接種（5 �l）し、湿

室に保った角型シャーレ内に入れて 2 日間静置した。その後、接種葉を酢酸・

エタノール（4/96, by vol.）液で固定・脱色し、トリパンブルー染色した後に光

学顕微鏡で胞子数、発芽胞子数、付着器形成胞子数ならびに侵入菌糸形成胞子

数を計測した。 

 
３．リモネン処理したシロイヌナズナ幼苗へのスプレー（噴霧）接種 
前記のように生育させた播種後 5～6 週齢のシロイヌナズナ幼苗をプラスチィ

ック容器内に 1 鉢ずつ移し、0（対照区）、10 または 100 �mol/L になるよう

にリモネンを入れて蓋をして密閉した。リモネンで処理してから、24 時間経過

した後に容器内から幼苗を取り出し、アブラナ科野菜類炭疽病菌の胞子懸濁液
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を（106 個 ml-1）１鉢当たり 1 ml スプレー（噴霧）接種した。その後 6～8
日間湿室下で静置し形成される病斑を観察した。 

 
４．リモネンで処理したシロイヌナズナ幼苗の生育 
播種後 2 週齢のシロイヌナズナ幼苗（ジフィー上で生育）をプラスチィック容

器内に移し、0（対照区）、10 または 100 �mol/L になるようにリモネンを入

れて蓋をして密閉した。リモネンで処理してから、24 時間経過した後に容器内

から幼苗を取り出し、培養土を入れた 9 cm 角のプラスチィックポットに鉢上

げして、さらに 2～3 週間人工気象器内で生育させ、地上部の生重量ｇを計測

した。なお、それぞれの処理区の生重量ｇの統計処理については、統計処理ソ

フト Kyplot 5.0 によるパラメトリック検定によって実施した。 

 
５．リモネンで処理したコマツナの炭疽病菌に対する耐病性 
ジフィー（No.7）にコマツナの種子を 1 粒ずつ播種し、人工気象器で 2～3 週

間生育させた後、同程度に育った幼苗を選んで、以下の実験に使用した。すな

わち、プラスチィック容器内にコマツナ 4 苗を移し、0（対照区）、10 または 100 
�mol/L になるようにリモネンを入れて蓋をして密閉した。リモネンで処理して

から、24 時間経過した後に容器内から幼苗を取り出し、同程度の大きさの本葉

を切り取って接種実験に供した。なお、切り口は水で湿らせた脱脂綿で覆い保

水した。１枚の葉に対して、アブラナ科炭疽病菌の胞子懸濁液を 6 点接種（5 �l）
し、6～7 日後に病斑形成を観察した。 

  
６．リモネンで処理したコマツナにおける炭疽病菌の形態形成 
前記のようにリモネンで処理したシロイヌナズナの幼苗から切り取った本葉上

にアブラナ科炭疽病菌の胞子懸濁液（105 個 ml-1）を 6 点接種（5 �l）し、湿

室に保った角型シャーレ内に入れて 2 日間静置した。その後、接種葉を酢酸・

エタノール（4/96, by vol.）液で固定・脱色し、トリパンブルー染色した後に光

学顕微鏡で胞子数、発芽胞子数、付着器形成胞子数ならびに侵入菌糸形成胞子

数を計測した。 

 
７．リモネンで処理したコマツナの生長 
2～3 週齢のコマツナ幼苗から同程度に生育した苗を選び、プラスチィック容器

内にコマツナ 4 苗を移し、0（対照区）、10 または 100 �mol/L になるように

リモネンを入れて蓋をして密閉した。リモネンで処理してから、24 時間経過し

た後に容器内から幼苗を取り出し、培養土を入れた 9 cm 角のプラスチィック

ポットに鉢上げして、さらに 2 週間人工気象器内で生育させ、地上部の生重量
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ｇを計測した。なお、それぞれの実験区における生重量については、統計処理

ソフト Kyplot 5.0 によるパラメトリック検定によって実施した。 

 
８．光学異性体（±）-リモネン、（＋）-リモネンならびに（－）-リモネンで処

理したシロイヌナズナにおける炭疽病菌に対する耐病性 
播種後 5～6 週齢のシロイヌナズナ幼苗をプラスチィック容器内に 1 鉢ずつ移

し、0（対照区）、10 または 100 �mol/L になるように（±）-リモネン、（＋）

-リモネンまたは（－）-リモネンリを入れて蓋をして密閉した。各リモネンで処

理してから、24 時間経過した後に容器内から幼苗を取り出し、同程度の大きさ

の本葉を切り取って前述の方法で接種した（図 16）。なお、本実験では（＋）

と（－）はそれぞれを d-体 と l-体を示しており、その等量混合物を（±）と

表記している。 

 
９．リモネンで処理したシロイヌナズナに獲得される耐病性の持続期間 
リモネンで処理したシロイヌナズナ幼苗に獲得されるアブラナ科野菜類炭疽病

菌に対する耐病性の持続期間について調べる目的で、5 週齢の幼苗をプラスチ

ィック容器内に 1 鉢ずつ移し、0（対照区）または 100 �mol/L になるように

リモネンリを入れて蓋をして密閉した。リモネン処理後 24 時間経過した後に

容器内から幼苗を取り出し、1、3 または 7 日間通常の人工気象器内で生育さ

せた（図 17）。その後、それぞれの苗から本葉を切り取り、炭疽病菌の胞子懸

濁液（106 ml-1）5 �l を１枚の葉当たり 6 点ずつ接種し、6 日後にそれぞれの

処理区における病斑を観察した。 

 
 
第２項 結果 

 
１．リモネンで処理したシロイヌナズナの耐病性 
図 17 には、リモネンで 6 時間または 24 時間処理したシロイヌナズナから切

り取った本葉に形成された病斑の様子を示した。このように、リモネンで処理

していない場合には非常に激しい壊死斑が葉面全体に認められたのに対して，

リモネンを予め処理した場合には病斑の進展が著しく抑制され、100 �mol/L の

処理では非常に僅かな微斑に留まることが確認された。 
そこで、病斑形成の抑制がリモネンによる菌に対する直接的な作用（抗菌性）

によるものか否かについて明らかにする目的で、それぞれの接種葉における胞

子の発芽、付着器形成ならびに侵入菌糸形成について光学顕微鏡で観察した。

その結果，図 18 に示したように、リモネンの処理の有無に関わらず、胞子の
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発芽と発芽管からの付着器形成に大きな違いは観察されなかった。しかし、付

着器からの植物体への侵入、つまり侵入菌糸の形成率はリモネンで 6 時間また

は 24 時間処理したシロイヌナズナ葉で著しい低下が認められた。この低下は 
24 時間処理した場合には 10 �mol/L でも強い阻害が認められた。これらの結

果（図 19）は、リモネンで処理した葉の上でも対照区と同様に発芽して付着器

を形成していることから、病斑形成抑制の主な原因は侵入菌糸形成の阻害によ

るものと考えられた。すなわち、リモネンの前処理によって植物体に取り込ま

れたリモネンが菌に直接作用した可能性を完全に排除できないが、植物に誘導

された何らかの抵抗性反応によって侵入菌糸の形成が阻害され、その結果病斑

形成が抑制されたものと考えられた。同様の結果は、リモネンで処理したシロ

イヌナズナを個体全体にスプレー接種した場合にも認められており、100 
mol/L のリモネン処理によって、葉に観察される黄化や壊死斑の進展が抑えら

れた（図 20）。 

 
２．リモネンで処理したシロイヌナズナ幼苗の生育 
リモネンで処理し、その後通常の条件下で生育させたシロイヌナズナ幼苗の地

上部の生重量を測定し、未処理のものと比較した結果、それぞれの処理区で有

意な差がないことが確認された（図 21）．また、葉の形態や色にも大きな違い

は観察されず、また、開花時期や種子の結実にも違いは見られなかった。すな

わち、強度の抵抗性が恒常的に誘導された植物体でよく現れる「矮化」も観察

されなかった（図 21）。  

 
３．リモネンを処理したコマツナに獲得される炭疽病菌に対する耐病性 
 リモネン処理による耐病性の獲得について、アブラナ科野菜類の１つである

コマツナを使って調べた。その結果、10 �mol/L のリモネンで 24 時間処理し

たコマツナから切り取った展開葉に形成された病斑を比較したところ、未処理

の場合には非常に激しい壊死斑が葉全体に認められるのに対して、リモネンで

予め処理した場合には病斑の進展が著しく抑制されることが明らかとなった

（図 22）。同様の結果は、100 �mol/L の処理でも認められ、葉上に形成され

る壊死斑に僅かな微斑に留まることが確認された。事実、接種部位を光学顕微

鏡で観察したところ、リモネン処理したコマツナ葉においては、侵入菌糸の形

成率が有意に低下していることが明らかとなった（図 22）。この結果は、リモ

ネン処理したシロイヌナズナで観察された結果と同じであり、コマツナにおい

ても何らかの抵抗性反応が誘導され、その結果発病が抑制されたものと考えら

れた。 
一方、リモネンで処理したコマツナ苗の生育について、シロイヌナズナの例
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と同様に地上部の生重量を測定した結果、有意差は認められなかったが、リモ

ネンで処理した場合に平均生重量が高くなることが明らかとなった。また葉の

形態や色にも影響は見られなかった（図 23）。以上の結果から、リモネン処理

による耐病性の獲得については、シロイヌナズナだけでなく、コマツナでも引

き起こされることが明らかとなった。 

   
４．（±）-リモネン、（＋）-リモネンならびに（－）-リモネンで処理したシロ

イヌナズナにおける炭疽病菌に対する耐病性 
市販の標品を使って調べた結果、いずれの標品で処理した場合でもアブラナ科

炭疽病菌に対する耐病性が獲得されること、またそれらの標品間に効果の大き

な違いは観察されなかった（図 24）。 

 
５．リモネンで処理したシロイヌナズナに獲得される耐病性の持続期間 
100 �mol/L のリモネンで 24 時間処理したシロイヌナズナ幼苗を密閉容器か

ら取り出し、その後 1～7 日後に本葉を切り取って炭疽病菌を接種した結果、

リモネン処理を終えてから 7 日経過して炭疽病菌を接種した場合にも、対照区

と比較して病斑の進展が顕著に抑制されることが明らかとなった（図 25）。こ

の結果は、実験室の条件下ではあるが、リモネン処理によって獲得された耐病

性が少なくとも 1 週間に持続することを示している。 

 
 
第４節 考察 

 
本章では、リモネンの各種病原糸状病菌に対する作用とシロイヌナズナおよび

コマツナ幼苗に対する耐病性付与の効果について検討した。侵入様式や栄養搾

取の形態が異なる 10 種の植物病原菌（オオムギうどんこ病菌、コムギうどん

こ病菌、エンドウうどんこ病菌、アブラナ科野菜類黒すす病菌、コモンベッチ

灰斑病菌、クワ炭疽病菌、アブラナ科野菜類炭疽病菌、ウリ類炭疽病菌、エン

ドウ褐紋病菌、野菜類灰色かび病菌）を使って in vitro で調べた結果、病原菌

の種類によって感受性や影響を受ける形態形成は異なるものの、リモネンの処

理によって病原性に関連する発芽やその後の侵入器官形成が大きく影響される

ことが明らかとなった。その傾向として、炭疽病菌や灰斑病菌では低濃度の 10 
�mol/L で発芽阻害が引き起こされること、褐紋病菌や灰色かび病菌の発芽阻害

にはそれより高い 100 �mol/L の処理が必要であることなどが明らかとなった。

いずれにしても、これらの結果は、ガス化したリモネンが広範な植物病原菌種

の形成形成を阻害することを示すとともに、第２章で明らかとなった柑橘皮に
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よるうどんこ病菌の分生胞子の形態形成（発芽阻害や付着器形成）の阻害にリ

モネンが深く関与している可能性を示唆している。 
一方、病原糸状菌の形態形成に影響する 10 �mol/L または 100 �mol/L のリ

モネンでシロイヌナズナ幼苗を 6 または 24 時間処理し、その後炭疽病菌を接

種したところ、未処理（対照区）と比較して明らかに病斑の進展が抑えられる

ことが明らかとなった。事実、処理葉における炭疽病菌の形態形成について光

学顕微鏡で観察した結果、胞子の発芽や付着器形成は未処理葉の場合と同じよ

うに行われていたが、付着器からの侵入、特に侵入菌糸の形成率は処理葉で大

きく低下し、その程度は処理の濃度や時間に依存していた。本章で行ったタマ

ネギ鱗片表皮を用いた in vitro での解析の結果、ガス化したリモネンは水中に

ある炭疽病菌の胞子の形態形成を阻害する。この結果を考慮すると、リモネン

処理したシロイヌナズナで観察された本菌による発病抑制が、組織内に取り込

まれ残存する一部のリモネンによる直接的な作用（抗菌性）によるものである

可能性は完全には否定できない。しかし、リモネン処理による発病抑制効果が、

処理を終えてから１週間持続することや、in vivo で調べた限り、胞子の発芽か

ら付着器形成までは正常に行われた事実を考え合わせると、リモネンによる発

病抑制は菌に対する直接的な作用の結果ではなく、むしろシロイヌナズナに誘

導される何らかの抵抗性反応によるものと考えるのが自然であろう。一方、リ

モネンによる発病抑制効果は、シロイヌナズナだけでなく、アブラナ科野菜類

の１つであるコマツナでも認められた。さらに、シロイヌナズナとコマツナの

生育に対する影響について調べたところ、生重量および開花などは未処理のも

のと大きな違いは認められず、生育阻害などの影響は全く見られなかった。こ

のことからも、リモネンは病原菌に対する抗菌性と植物に対する抵抗性誘導作

用を併せ持つ極めて優れた揮発性物質であると言える。 
リモネンについては、オレンジの皮には d-体が主要な成分として含まれるが、

レモン皮には l-体が多量に含まれていることが知られている。今回、シロイヌ

ナズナを用いた実験から、耐病性付与の効果に光学異性体による特異性はなく、

また、両者の混合物でもほぼ同程度の効果が認められている。これらの結果を

考慮すれば、産業廃棄物を使った病害防除の有効な資材としては柑橘皮以外に

もレモン皮の利用も可能であると考えられた。次章では、リモネンによる発病

抑制効果、特にシロイヌナズナに誘導される抵抗性反応に焦点を当ててさらに

詳細な解析を進めることにする。 
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第４章 リモネンで処理したシロイヌナズナにおける防御関連遺伝子の発現解

析 

 
第１節 序 

 
植物を取り巻く外環境下での揮発性物質の役割を考えてみると、例えば傷や

虫による食害を受けた植物では、局部や全身的な防御応答を開始するシグナル

分子として、あるいは天敵を引き寄せるシグナル分子として利用されているこ

とがよく知られている。また、植物の外から処理した揮発性物質が自然界で起

こる数々の現象を再現することから、植物は揮発性物質を自分自身あるいは同

種また異種生物とのコミュニケーションの手段として利用していると考えられ

ている。これは，他感作用とも呼ばれ，移動能力がない植物が独自に発達させ

た環境適応能力の一つである（図 26）（Bitas et al., 2013; Dudareva et al., 2007）。 

前章までに、リモネンが複数の植物病原糸状菌に直接的な抗菌効果を持つだ

けでなく、リモネンで処理した植物体には耐病性が増加することが明らかとな

った。しかしながら、リモネンがどのように植物に作用し、耐病性が向上して

いるかについては依然不明のままである。本章では、ガス化したリモネンで処

理されたシロイヌナズナ苗における耐病性増進のメカニズムについて、サリチ

ル酸で誘導される PR1 遺伝子とジャスモン酸誘導性 PDF1.2 遺伝子を指標と

して解析することとした。なお、PR1 は全身獲得抵抗性（SAR）に、PDF1.2 は

誘導全身抵抗性（ISR）に関与していることが知られている（Browse, 2009）。併

せて、リモネンに対する応答が個体全体で起こっているのか否かについて、

PDF1.2 遺伝子プロモーターに連結した GUS 遺伝子をもつ形質転換シロイヌ

ナズナを用いて調べることとした。 

 
 
第２節 リモネンで処理したシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana Col-0）に

誘導される防御関連遺伝子の発現解析 

 
第１項 材料および方法 

 
１．供試植物 
シロイヌナズナ Col-0 および jar1 変異体の種子を１つのジフィー（No.7）

に 8 粒播種し、恒湿室（22℃ 明期／暗期：12 h/12 h）へ移した。播種後 3～
4 週間後に幼苗をポットに鉢上げし、5 週齢の幼苗を以下の実験に供試した。す

なわち、プラスチィック容器内（1.1 L）に幼苗（１ポット）を入れ、さらに容
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器内で所定の濃度（0、10 mol/L、100 mol/L）になるようにリモネンを添加

し直ちに蓋をして密閉した。なお、対照区として容器内にリモネンを添加しな

い実験区（UN）を用意した（図 27）。 

 
２．シロイヌナズナからの全 RNA の抽出 
 全 RNA の抽出は、TRIzol 法で行った。すなわち、本葉を 3 枚切り取って 1 
g のジルコニアビーズを入れた平底 2 mL チューブ内に移し、蓋を閉めて液体窒

素で凍結固定した。その後、各チューブに 500 l の TRIzol 試薬を加え、Micro 
Smash MS-100 にセットして、3,000 rpm で 90 秒間粉砕した。このようにし

て得られた磨砕液にクロロフォルムを 100 l 加え、軽く反転させた後、3 分間

静置した。続いて、遠心操作 (10,000×g、4℃、15 分間)によって得られた上 200 
l を新しいチューブに移し、さらに等量のイソプロパノールを加えてよく反転

させた。室温で 15 分間静置した後、遠心操作（12,000×g、4℃、15 分間）で

上澄みを捨て、70% EtOH を 700 l 加えてボルテックスでよく混ぜた後、再

度遠心操作（12,000×g、4℃、15 分間）によって沈殿物をよく洗浄した。こう

して洗浄した沈殿物を約 5 分間乾燥させた後に、44 l の Nuclease free water 
に溶解した。なお、沈殿物が溶解しにくい場合、1～2 分間、55℃に加温して溶

解した。 

 
DNase 処理（Turbo DNA-free 試薬） 
  10× DNase buffer  5 l 

DNase          1 l   
計         6 l 

 
前記の方法で得られた全 RNA については、上記反応液で DNase 処理（37℃、

30 分間）した。反応後、サンプルを氷上に移し、5 l の DNase Inactivation 
Reagent を加えた後、室温で 5 分間静置し、さらに遠心分離（10,000×g、室

温、1.5 分間）によって得られた上澄みを新しい別のチューブに 40 l 移した。

このサンプルの一部を使ってナノドロップで濃度を測定し、各サンプルの濃度

を 125 ng/L に調整した。なお、DNase 処理された全 RNA 画分については、

その一部を等量の 2×RNA ローリングバッファーと混和後、70℃で 10 分間熱

処理して直ちに氷上に移しアガロースゲル（1.2 %）で電気泳動し良好な RNA
画分の抽出の成否について確認した。 

 
３．逆転写反応 
抽出した RNA の逆転写反応は、以下の通りに行った。 
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 A）組成 

Total RNA (500ng)             4 .0 L 
     Oligo(dT)12-18 primer (1 g/l)               0.5 L (0.5 g)   

Nuclease-free water             0.5 L                  
Total                                      5L 

 
まず 0.2 mL のチューブに Oligo(dT)12-18 primer、Nuclease-free water な

らびに全 RNA を加え（Ａ）、70℃で 10 分間加温した。 

 
B）組成 

5×Reverse transcription buffer               2.0L 

Ribonuclease inhibitor (40U/mL;TaKaRa2313A)    0.25L (10U)    
dNTP (10mM each)                                    1.0L(1M)   
AMV Reverse transcriptase (5U/mL; TaKaRa2630A)     0.1L (0.5U)     
Nuclease-free water                                  1.65L                      
    Total                                               5.0L 
 
上記の A) に対して、B) を 5 L を加え、全量を 10 l とした後に、42℃で

60 分間酵素反応を行った後に、95℃で 5 分間熱処理した。これに TE buffer 90 
l を加えて以下の PCR 反応の鋳型として使用した。  

 
３．PCR 反応 

PCR 反応については、以下の反応液と条件で行った。 

 
１つのサンプルあたり 

   2×Green mix                      12.5 l 

      DW                                    9.5 l    マスターチューブ 

      Primer upstream (forward/sense)             0.5l 

Primer downstream (reverse/antisense)        0.5l 

cDNA                                2.0l         

 合計                25.0l 

 

RT-PCR 解析における PCR 反応条件 

サイクル

数 
1 （プライマーによってサイクル数を変更） 1 反応終了 
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温度  95 度 95 度 55 度 72 度 72 度 4 度 

反応時間 2:00 0:15 0:15 0:30 2:00 99:99 

 
４．定量的 PCR 
全 RNA から cDNA を合成後、以下の反応液を調製し、GVP9600（島津製作

所）を用いて解析した。なお、操作および定量後のデータ解析は添付のプロコ

ロールに従って行った。 
なお、定量は、3 反復とした。 

  
Ａ：SYBR Premix Ex Taq 5.0 l     B：cDNA                2.0 l 

  Primer S            0.2 l         Nuclease Free Water  2.6 l 
  Primer A            0.2 l 
 

 
定量的 PCR 解析における反応条件 

ステージの種類 等温ステージ 

温度 時間(秒) 昇降温速度   

95 2:00 4   

テージの種類 PCR ステージ サイクル数 50 

温度 時間(秒) 昇降温速度 終温度 

95 0:15 4   

60 0:15 4   

72 0:30 4   

ステージの種類 PCR ステージ サイクル数 1 

温度 時間(秒) 昇降温速度 終温度 

72 2:00 4   

 
５．GUS 染色 

PDF1.2 遺伝子のプロモーターの下流にレポーター遺伝子 GUS を連結させ

たカセットを導入した形質転換シロイヌナズナを使って調べるものである。こ

れは対象となる遺伝子が「いつ・どこで・どの程度発現しているのか」につい

て組織化学的に検出する方法である。その原理は GUS（-グルクロニダーゼ）

タンパク質が基質となる X-Gluc に作用し、その生成物インドキシル誘導体が

重合してインディゴ色素となり青色を呈することによる。なお、使用したシロ

イヌナズナ形質転換体は、PDF1.2 U5-1 TS であり、岡山県生物科学研究所・



24 
 

鳴坂義弘博士より分譲されたものである。観察に当たっての植物体の固定と染

色の手順は以下の通りである。 

 
・GUS 染色液（10 ml） 

                                        
 Distilled Water                       8.55 ml    
  1M NaPO4 Buffer (pH 7.0)              0.5 ml      
  MeOH                               0.7 ml   
  20 mg/ml X-Gluc (in DMSO)           0.25 ml       
  合計                10.00 mL 

 
 実験には 10 日～2 週齢の幼苗を使用した。すなわち、無処理、またはリモネ

ンで処理したシロイヌナズナの幼苗を GUS 染色溶液（1.5 ml）を入れたプラ

スチックチューブ内に移し、この時、約 1 cm2 に切り取ったキムワイプを入れ

て植物体が完全に染色液に浸るようにした。その後、チューブ内の植物の気泡

をとるために軽くボルテックスした後、3 分間減圧処理によって染色液を組織内

によく浸透させた。その後、37℃で 24 時間静置した。反応終了後、GUS 染色

液を捨て、70%EtOH をチューブに入れて脱色した。この操作では、組織が透明

化し、完全に脱色するまで繰り返した。なお、本実験では、ジャスモン酸メチ

ル（1 mM）の処理区を設け、ポジティブコントロールとした。 

 
６．DAB 染色 

4 週齢のシロイヌナズナ（Col-0）の幼苗を 1 日間リモネンで処理（無処理区、

0 mol/L、100 mol/L、1000 mol/L）した。それぞれの処理区の植物体をピ

ンセットで抜き取り、5 ml の DAB 染色液が入った６穴の角型シャーレに入れ、

植物体が浮き上がらないようにキムワイプを 2 cm2 程度に切り取り植物体の上

に載せた。減圧処理後、24 時間染色し、酢酸・エタノールを入れた６穴の角型

シャーレに移し替えて脱色した。その後、24 時間後にさらに抱水クロラールを

入れた６穴の角型シャーレに入れて透明化して観察した。 

 
・DAB 染色液 
                                       10 .00 mL 中        

 Distilled Water                      10 .00 mL    
  DAB                        1 粒      

  10% Tween                            20 L       
  合計                10.20 mL 
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第２項 結果 

 
１．リモネンで処理したシロイヌナズナにおける防御関連遺伝子の発現 
 シロイヌナズナの防御反応に与える影響について調べるために、10 mol/L 
または 100 mol/L のリモネンで6時間あるいは24時間処理したシロイヌナズ

ナの葉から全 RNA を抽出し、抗菌性タンパク質をコードする PDF1.2 遺伝子

の発現量について定量的 PCR で解析した。ここでは内部標準遺伝子として  
EF1遺伝子の発現量を基に標準化し、無処理の個体（対照区）での発現量を

１とした相対値を図 28 に示した。 
その結果、10 mol/L で６時間処理した場合、無処理の場合と比較して発現量

が約 30 倍増加することが分かった。また、100 mol/L で 6 時間処理した場合

には、発現量の上昇の度合いは約 70 倍となった。同様の結果はリモネンの処理

時間を 24 時間行った場合にも見られ、その蓄積量はリモネンの処理濃度や時間

に依存していることが明らかとなった（図 28a）。しかし，サリチル酸で調節さ

れる PR1 遺伝子については図 28a に示すように、リモネンによる顕著な誘導

は確認されなかった。このような応答の違いは、ジャスモン酸を介した防御機

構とサリチル酸を介した防御の相互が拮抗するとする結果を反映しているもの

と推測された（Kemal et al., 2008）。したがって、リモネンで処理したシロイヌ

ナズナは 6 時間以内に PDF1.2 遺伝子の転写が促進されること、またその発現

は少なくとも 24 時間は持続していることが明らかとなった。 

 
２．PDF1.2:GUS 個体を用いた遺伝子発現部位の解析 
 リモネンに対する応答が個体全体で起こっているのか否かについて、PDF1.2
遺伝子のプロモーターの下流にレポーター遺伝子である GUS を連結させたカ

セットを導入した形質転換シロイヌナズナを使って調べた。その結果、図 29 に
示したように、無処理の場合には染色されなかったが、メチルジャスモン酸を

処理した場合と同様に、リモネンで処理されたシロイヌナズナでは、6 時間また

は 24 時間の処理によって個体全体で GUS 染色が認められた。この結果は、

PDF1.2 遺伝子の定量的 PCR による解析結果とよく一致し、リモネンで処理

されたシロイヌナズナにおいては個体全体が速やかに防御応答を開始している

ことが改めて確認された。 

 
３．活性酸素種の生成 
リモネンで処理したシロイヌナズナについて活性酸素種の一つである過酸化

酸素（H2O2）を検出するジアミノベンジン（DAB）で染色した結果，顕著な生

成は認められなかった（図 30）。 
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第３節 リモネン処理した jar1 変異体に誘導される耐病性遺伝子解析 

 
第１項 材料および方法 

 
 シロイヌナズナ Col-0（WT）ならびに jar1 変異体をリモネンで 24 時間処

理し（図 27），前節と同様に定量的 PCR による発現解析を行った。 

 
第２項 結果 

 
JAR1 遺伝子はジャスモン酸とイソロイシンの結合を触媒する酵素をコード

しており、この遺伝子の変異（欠損）によってジャスモン酸を介したシグナル

伝達経路が抑制され、結果としてその下流で働く一群の防御関連遺伝子の応答

が低下する（Kemal et al., 2008）。そこで、リモネンに対する応答におけるジャ

スモン酸シグナル伝達経路の関与について明らかにするため、jar1 変異体のリ

モネンに対する応答、特に PDF1.2 遺伝子の誘導を指標として調べた。その結

果、野生型植物と比較して jar1 変異体では PDF1.2 遺伝子の発現が 7 分の 1 
にまで低下していることが明らかとなった（図 28b）。この結果は、リモネンで

処理したシロイヌナズナではジャスモン酸を介したシグナル伝達経路が活性化

されて、PDF1.2 遺伝子を始めとする防御関連遺伝子が個体全体に活性化される

ことが確認された。 

 
 
第４節 考察 

 
本章では、リモネンによる耐病性増加の原因について明らかにするために、

シロイヌナズナの PR1 と PDF1.2 を指標として解析した。その結果、図 28a 
に示したように、リモネン処理によって PDF1.2 遺伝子は誘導され、その蓄積

量は処理濃度や時間に依存して増加した。そこでリモネンによる PDF1.2 遺伝

子の活性化がジャスモン酸によって調節されているのかを調べるために、ジャ

スモン酸シグナル欠損体 jar1 変異体を用いて調べた結果、野生型 Col-0 では 
PDF1.2 遺伝子は誘導されたが、jar1 変異体ではその応答が大きく抑制される

ことが明らかとなった。PDF1.2 遺伝子は傷害ホルモンであるジャスモン酸で

調節される防御関連遺伝子の１つであり、抗菌性ペプチドをコードしている。

したがって、本章の実験と併せて考えると、前節で観察されたリモネンによる

耐病性の増加には、PDF1.2 遺伝子を始めとするジャスモン酸誘導性の防御関連

遺伝子の活性化が深く関連しているものと推測された。つまり、リモネンで処
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理されたシロイヌナズナでは、ジャスモン酸シグナル伝達経路を利用して防御

応答を活性化させていると考えられる。一方、PDF1.2:GUS 遺伝子をもつ形質

転換シロイヌナズナを使った解析から、リモネンで処理されたシロイヌナズナ

では、個体全体で GUS 染色が認められた．これは PDF1.2 遺伝子が個体全体で

速やかに防御応答を開始していることを示している。 
一般に、植物の病原体に対する防御応答（誘導抵抗性）の初期応答に１つと

して活性酸素種の速やかな生成が伴う。Dong (1998) によれば、非病原性の病

原体がシロイヌナズナに付着すると速やかに活性酸素種が生成され、ジャスモ

ン酸あるいはサリチル酸を介したシグナル伝達経路が活性化されることを示し

ている（Doehlemann, 2009; Hemetsberger, 2012）。本章では、リモネンによ

る耐病性の増加と活性酸素種の生成との関連について調べたが、リモネンによ

る顕著な生成（蓄積）は確認されなかった。この結果は、リモネンによる防御

応答の活性化には活性酸素種の生成を伴わないのか、または関与するとしても

生成量がきわめて少ないのか、あるいは解析した時間よりも早い段階で既に生

成されていたのかなどの可能性が考えられる。一般に、精油成分の多くには抗

酸化活性が認められており（Ruberto et al., 2000, Sarrou et al., 2013) 、その

作用は D-limonene にも認められている（Bai et al., 2016）。現時点では、活性

酸素種の生成と PDF1.2 遺伝子の活性化との関連については明らかにすること

ができなかったが、生成した活性酸素種がリモネンによって解毒された可能性

も否定できないことから、今後さらに詳細な解析が必要と思われる。 
植物は植物ホルモンを使って成長や発達・種子形成や生存競争を調節し、ま

た植物の免疫は植物ホルモンによって調節されるものもある。その植物体の動

的抵抗性の調節は、ジャスモン酸／エチレン系シグナル伝達経路とサリチル酸

系シグナル伝達経路そしてアブシシン酸シグナル伝達経路といった 3 つの経路

が主なものである（Verhage A. et al., 2010）。特に傷害応答時に働くジャスモン

酸とサリチル酸シグナルは互いに抑制し合っていることが知られている（川崎，

2013）。すなわち、サリチル酸処理はジャスモン酸生合成遺伝子の発現やジャス

モン酸の蓄積を抑制し、反対にジャスモン酸の処理よってサリチル酸を介した

応答が著しく抑制される。このような相互作用（クロストーク）はそれぞれの

植物ホルモンの下流の応答性遺伝子の発現に影響する。事実、リモネン処理し

たシロイヌナズナでは、サリチル酸に誘導性の PR1 は全く応答しなかった。

つまり、リモネンで処理されたシロイヌナズナにおいては、サリチル酸に依存

しない誘導全身抵抗性（ISR）様の応答が局部あるいは全身的に起こり、病原体

に対する耐病性が増加するものと考えられる。 
病害抵抗性誘導剤は、通常病原体には直接作用せず、防御応答機能の活性化

によって植物に病害抵抗性を発現させるものであり、そのユニークな作用機構
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から耐性菌を生じるリスクはほとんど無いと考えられている（石井，2003）。例

えば、イネいもち病の予防などに使われる農薬「オリゼメート」は薬自体に殺

菌する力はなく、主成分であるプロベナゾールが植物のサリチル酸を介した防

御機構を増強し、病原菌への抵抗性を誘導する。現在までに、宿主植物のサリ

チル酸を介した抵抗性を増強する抵抗性誘導剤は多数知られているが、ジャス

モン酸経路だけを活性化させる抵抗性誘導剤は未だほとんど報告例はない。し

たがって、本研究のように、リモネンによるジャスモン酸を介した防御の活性

化や全身応答について明らかした点は、応用的にも非常高い価値を含んでおり、

その延長上にはリモネンやその関連化合物を用いた抵抗性付与も考えられるの

ではないか思われる（Fujioka et al., 2015）。 
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第５章 総合考察 

 
今世紀、化学農薬の使用を減らし、環境への負荷を軽減した作物生産は避け

て通れない課題である。本研究では、岡山県立矢掛高等学校サイエンス部で実

実施された「柑橘皮を利用した病害防除技術の開発」に関する研究から、その

主要な成分であるリモネンに着目し、植物病原糸状菌に対する抗菌作用と宿主

植物に対する抵抗性誘導作用について解析している。第２章において、柑橘皮

から放出される何らかの揮発性成分がウバメガシうどんこ病菌の分生胞子発芽

や発芽管の伸張を抑制することを見出した。これらの実験結果を受けて、第３

章では柑橘皮の主成分であるリモネンに注目して、その作用について調べたと

ころ、ガス化したリモネンが作物病害の原因となる複数の病原糸状菌（Blumeria 
graminis f.sp. hordei、B. graminis f.sp. tritici、Erysiphe pisi、Alternaria 
brassicae 、 Ascochyta punctata 、 Colletotrichum gloeosporioides 、 C. 
higginsianum、C. orbiculare、Mycosphaerella pinodes ならびに Botrytis 
cinerea）の侵入器官の形成を著しく阻害することが明らかとなった。リモネン

による作用は、病原菌種によって影響を受ける形態形成や濃度は異なるケース

もあったが、いずれに対してもその作用に濃度依存性が認められた。これらに

は作物の減収や品質低下の原因となる重要病原菌も含まれており、柑橘皮ある

いは抽出したリモネンを利用した病原性制御の可能性が考えられた。 
 一方、第４章では、モデル植物であるシロイヌナズを使って、リモネンに対

する作用、特に防御関連遺伝子の挙動について詳しく解析した。その結果、リ

モネンを入れた密閉容器内に植物体を置くと、ジャスモン酸を介したシグナル

伝達経路を介して PDF1.2 遺伝子（抗菌ぺプチドをコードする）の発現が速や

かに個体全体で誘導されることが明らかとなった。これらのことから、リモネ

ンは植物病原糸状菌に対する作用だけでなく、それらの宿主植物に抵抗性を誘

導する作用があることが示された（図 31）。このことは、病気の成立（発病量）

に関与する 3 要因のうち、リモネンが「主因」と「素因」の双方に影響を及ぼ

し、結果として発病量を減らすことができるものと考えられる（図 32）。 
ジャスモン酸（JA）は、植物を食害する昆虫（Bandoly, 2015）や病原体によ

る傷害などによって速やかに生合成され、下流の防御関連遺伝子の応答を誘導

する（Browse, 2009）。本研究では、ガス化したリモネンが何らかの形で受容さ

れ、ジャスモン酸が調節する防御機構が活性化された結果、病原菌による発病

が著しく抑制されることが分かった。つまり、リモネンには病原糸状菌に対す

る例のように、非接触下でも防御関連遺伝子が応答してし病害抵抗性が促進さ

れる。表 9 には，揮発性物質の一例とそれらで処理した植物体で誘導される防

御関連遺伝子についてのこれまでの知見をまとめている。例えば、Yamagiwa et 
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al.（2011）は、植物の成長を促進するタルロマイセス属菌の糸状菌を自然界か

ら分離し、本菌が放出する -カリオフィレンが生育の促進と抵抗性誘導作用を

持つことを報告している。-カリオフィレンは，本実験で使用したリモネンと同

様、炭素数の少ないセスキテルペン類で揮発性も高いとされている。さらに、

また価格も安価なことから、植物保護と生育を促進する植物成長補助資材とし

ての利用が提案されている（Yamagiwa et al., 2011）、また表 9 に示したよう

に、テルペン類以外にも C6-アルデヒド類を始めとする様々な低分子揮発性成分

がコマツナやシロイヌナズナ、イネ、タバコ、トマトの防御遺伝子を活性化し、

カビやバクテリアなどによる発病を軽減させる作用があることが多数報告され

ている（Kishimoto et al., 2005, 2007, 2008; Seo et al., 2012, Tanaka et al., 
2015）。また、柑橘類の精油については抗微生物活性や抗菌活性があることが確

かめられ（Hammer et al., 1999）、食品の保存剤や医療の保存剤や医療への応

用が期待できる。つまり、リモネンは病原菌に対する抗菌性と植物に対する抵

抗性付与といった両方の作用を併せ持つことから、適切な濃度と適切な処理方

法を組み合わせることで、植物病害を軽減させる有効な方法の一つとして期待

できるものと思われる。 
リモネンは柑橘類の果皮に多量に含まれるモノテルペノイドであり、柑橘の

香りを構成する成分としてよく知られている。この物質は比較的毒性は低いと

され工業的な場面では発泡スチロールの溶剤、また洗剤や接着剤に利用されて

いる。また、リモネンには大腸菌やサルモネラ菌に対する抗菌性や抗ダニ作用

があるとされ、これを利用した様々な生活用品がすでに製品化されている。特

に最近では、柑橘生産が盛んな愛媛県においては、加工時に生じる柑橘皮を養

殖魚の飼料へ添加し、肉に独自の風味と香りを付与して試みがなされている

（Fukada H et al. 2014）。一方、リモネンのラット（雄）に対する半数致死量  
LD50 の値は 4.4 g/kg であり、この値を基にして体重 60 kg の成人の場合に換

算すると 264 g となり、特に問題となる値ではない（世界保健機関 1998）。以

上のことから、リモネンの減農薬に向けた農業資材としての利用は次の様な使

い方が考えられる。一つには、病原菌の侵入を未然に防ぐための抵抗性誘導剤

として、あるいはそれ自体に抗菌作用がある（Chaiyana et al., 2012; US 
Provisonal Patent Application 2008）ことから貯蔵農産物のポストハーベスト

農薬の代替（Lin CM et al., 2010）として、また揮発性を活かすのであれば土

壌燻蒸剤や閉鎖系の植物工場での利用も期待できるのではないかと考えられる。

施設栽培において、うどんこ病菌の分生胞子の発生を糸状菌の一種 kyu-w63 の

生産する揮発性物質によって抑制できることからも、リモネンも有効な利用法

の１つになるのではないかと思われる。リモネンは水に難溶性であるが、本研

究で明らかとなったように、水中に懸濁された病原糸状菌の形態形成に対して
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大きな影響を与える。したがって、このような性質を考慮すれば、農業用器具

の洗浄剤としての利用もあり得ると考えられる。もちろん可能であるならば、

リモネンを多量に放出するコンパニオンプランツとの混植も一つの有効な防除

になると考えられる。また野生動物も柑橘皮を利用している（Albard K et al. 
2015）ことやミカンの皮を土壌に被覆、または土の中に鋤き込むことで，作物

が病気に罹りにくくなることを古くから経験的に知られており、本研究はこれ

までの経験則を一部科学的に実証したのではないかと考えている。今後はリモ

ネンを軸とする防除技術の完成に向けて、ポット試験を始めとする「次の検証

段階」での研究が必要と思われる。 
 

病虫害の総合的管理技術（IPM）は、病虫害防除技術として農薬等を使う化

学的防除法と農薬によらない物理的防除法・生物的防除法・耕種的防除といっ

たものを組み合わせて、経済的被害許容水準以下に管理することである（農林

水産省農林水産技術会議，2005）。つまり、環境に対する影響も考慮に入れ、化

学農薬の使用を必要最低限にした総合的な防除対策が求められている。総合的

病害虫管理(IPM)では、天敵の抑止力を活かして、害虫が悪さをしない「ただ

の虫」にする密度（経済的被害許容水準）に抑えこむことが目的となる。さら

に、環境重視の新段階「総合的生物多様性管理」（IBM）では、害虫を「ただの

虫」水準に制御しながら、作物と共に他の生物とも共生できる（絶滅させない）

管理が求められる（寺岡，2014）．これらのことからもリモネンは柑橘類やパキ

ラに豊富に含まれ、またその柑橘類やパキラは育てやすい植物であるため、有

用な農業資材として利用可能であるものと考察した。 

一方、植物が本来持つ抵抗性誘導をうまく利用して、農薬の使用量を減らし

て農作物を作ることが今後ますます求められ（Walters et al., 2013）、リモネン

による植物への抵抗性誘導機構の解明は今後期待されるところである。以上の

ように、リモネンの処理によってシロイヌナズナでは PDF1.2 遺伝子の発現変

動が誘導され、生理的な変化が起こり、その結果、耐病性が向上すると推測さ

れる（図 33）。抵抗性のメカニズムに関する解析には今後さらなる検討が必要で

あるが、本研究の結果は草本植物の抵抗性の仕組みや植物とリモネンの相互関

係に新たな知見を与えるものである。 

JAシグナル伝達系は植物を食害する昆虫や無脊椎動物に対して主要な防御応

答をおこす（Browse, 2009）ため、リモネンがシロイヌナズナにおいて JA シ

グナル伝達系を発現させうることから、リモネンの植物への処理は植物の誘導

抵抗性（ISR: induced systemic resystance）を引き起こし、防除に貢献できる

ものと考える（図 32）。しかしリモネンは揮発性が高いがゆえに扱いにくい面が

ある。そこで環境の状況に応じて自然と放出できるマイクロカプセル（山本ら， 
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2010）が完成され、菌の繁殖のおこる湿度や温度でリモネンが放出されること

で、農薬散布の省力化にもつながることが大いに期待されるであろう。 
近年、病原菌に対して直接的な抗菌活性はほとんどないが、宿主植物に抵抗

性を付与する薬剤が開発されている。例えば、イネ体に全身獲得抵抗性

（systemic acquired resistance）を付与するものにプロベナゾール剤やアシベ

ンゾラル S メチル剤などがある（奥田ら，2004）。先に記したように、リモネン

は病原菌に対して直接的な抗菌活性を持ち、宿主植物に抵抗性を付与する。ま

たリモネンは植物体に全身抵抗性誘導を起こし、かつその抵抗性は持続的であ

る（Fujioka et al., 2015）。柑橘類以外の植物においては日本ではミカン科サン

ショウやマツ目ヒノキ科にリモネンを多く含む（稲本ら，2012）ことが知られ

ている。アオイ目（Malvales）パンヤ亜科（Bombacoideae）パキラ属（Pachira）
のパキラはナイジェリアでは街路樹として植樹され、食用にもできる有用な植

物である。Pachira glabra はブラジル原産で、この精油にはリモネンが 23.3%
含まれており、抗微生物活性と殺虫作用が確認されている（Lawal et al., 2014）。
このようにリモネンを生産する揮発物質の主成分とする植物は各地に生育して

おり、農業資材として利用しやすいのではないかと考えられる。 
植物病の防除法において、作物の生産性を上げるために化学農薬が使用され

ているが、環境に対する負荷や農産物への残留、さらには使用者（生産者）の

健康に対する影響などが懸念されている。このような状況の中、環境に負荷の

少ない防除法が強く求められるようになってきた。今後ますますこの方向が希

求されると思われる。しかし、十分な食料と安全な食料を確保する上で必要最

小限の農薬の使用は避けられず、化学農薬に代わる防除法や食物の保存法の開

発が望まれている。死亡事故数と稲作の除草時間について調べると、昨今、農

薬に対して「農薬は環境汚染の源である」「健康に悪影響を及ぼしている」とい

うイメージが主流をなしているが、実際はどうであるか。農薬による死亡事故

数を調べると、人に対する毒性が強く農薬使用中の事故が多発し、なおかつ農

作物や土壌への残留性の高さが取りざたされて社会問題となった昭和30年から

40 年代は、40 件近い事故があったのに比べ、近年は死亡事故数が 0 に近い数字

にまで激減している（寺岡，2014）。これは毒性を持つ農薬が減少したからであ

る。農薬はその毒性によって「医薬外毒物」と「医薬外劇物」、これらに該当し

ない「普通物」に区分されるが、毒物や劇物に指定された農薬は時代と共に減

少し、平成 19 農業年度（2006 年 10 月～2007 年 9 月）には普通物が全体（金

額）の 81.7%を占めている（特定毒物 0.01%，毒物 1.0%，劇物 17.3%）。環境

保護や食の安心・安全への関心が高まり、さらに昨今の農薬混入事件の影響も

あり、農薬に対する風あたりは厳しさを増しているが、その一方で、農薬の安

全性が確実に進歩してきているのも事実である（寺岡，2014）。ただし世界の中
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で見れば、いまだに農薬の誤用などにより多くの人が死亡しいている。 
現在では，収穫（ハーベスト）されたあと（ポスト）に農作物に使用される

「ポストハーベスト農薬」が使われている。日本では穀物類の燻蒸剤として、

臭化メチルの使用が認められている。しかし、地球上のオゾン層を破壊する懸

念から、まもなく全面的に使えなくなる。その代わりとして、炭酸ガスなどの

安全性の高い有効な処理方法が模索されているが、まだ解決されていない。ま

た，輸送中や貯蔵中の農作物の品質低下に対する安全な方法も見いだされてい

ない（寺岡，2014）。しかし、精油は食品保存剤と知られ，その効果は幅広い微

生物に対して効果を持ち、その中でもリモネンは効果があるといわれている物

質の一つである（Ruberto et al., 2000）。リモネンは抗菌作用と病害抵抗性の促

進作用があり（Unal et al., 2012）、適切な処理法と濃度を組み合わせることで

有効な防除手段の一つとなると考えられる。植物はエチレンなどの様々な揮発

性物質によって病原抵抗性は誘導されること（Dong, 1998）はよく知られてお

り，精油の揮発性成分の一つであるリモネンも植物に抵抗性を誘導させる。そ

れだけでなくリモネンには人の免疫の活性に効果があること（Lappas C et al., 
2012; Chi et al., 2012）、また様々な抗がん作用に寄与する（Murthy et al., 2012）
ことも知られてきた、さらにリモネンはマラリアの成長の進行を阻害すること

（Moura et al. 2001）も知られている。 
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摘要 

 
食の量と質の確保は人類にとって最重要課題の１つである。作物の病害によ

る損失は、毎年、全生産額の約 14％、約 10 億人分の食糧に相当するとされて

いる。しかし、さらなる農地拡大は地球環境への負荷を与えることが危惧され、

損失を軽減する一刻も早い策定が望まれている。さらに、近年のエネルギー状

況に鑑みれば、今後、化石エネルギーを減少させた作物生産は不可避の課題で

ある。そのためにも化学農薬に替わる代替農薬（生物農薬など）や代替防除技

術の開発、あるいは化学農薬への依存度を減らした新しい方策を提案するため

の研究が必要であると考えられる。 

著者が顧問を務めた岡山県立矢掛高等学校サイエンス部では、柑橘皮から放

出される何らかの揮発性成分が作物の重要病原菌であるうどんこ病菌の病原性

（分生胞子の発芽やその後の侵入器官形成）に大きく影響することを見出した。

すなわち、柑橘皮を入れた密閉シャーレ内に置いたタマネギ鱗片上でのうどん

こ病菌の観察から、柑橘皮と非接触下でも分生胞子は発芽しないか、あるいは

発芽してもその形態は異常となることを示した。岡山県を含む瀬戸内海沿岸地

域では、柑橘類の生産とそれらを利用した加工産業が盛んであり、これらの実

験的事実を踏まえ、柑橘皮（産業廃棄物）を活用した「省エネ防除技術」の可

能性についての課題研究に取り組んできた。 

このような状況を受けて、本学位論文では、柑橘皮の主要な揮発性成分であ

るリモネンに着目し、病原糸状菌に対する直接的な影響と植物に対する抵抗性

誘導の有無について解析している。リモネンはモノテルペノイドの１種であり、

柑橘皮に多量に含まれ香りを構成する物質である。本研究では、先ず、うどん

こ病菌を含む複数の病原糸状菌に対する直接的な作用として、胞子発芽や発芽

管伸長あるいは付着器からの穿孔に対する影響について in vitro で調べた。その

結果、病原菌の種類によって感受性は異なるものの 10 mol/L 以上の処理によ

って発芽を始めとする一連の形態形成が著しく抑制されることが明らかとなっ

た。一方、密閉容器内でリモネンをガス化させ、同容器内に一定期間静置した

シロイヌナズナに誘導される代謝変動について、EF1-遺伝子（恒常発現遺伝

子）ならびに防御ホルモン誘導性の PR1（サリチル酸誘導性）および PDF1.2 遺

伝子（ジャスモン酸誘導性）の発現を指標として解析したところ、アクチン遺

伝子は処理の有無にかかわらず変化はなかったが、PDF1.2-mRNA は処理後 6

時間以内に急速に蓄積し、その効果は処理の濃度や時間に依存することが示さ

れた。事実、リモネンで 6 または 24 時間処理（前処理）したシロイヌナズナ

の耐病性について調べたところ、アブラナ科野菜類炭疽病菌の分生子による侵

入は阻害され、病斑は大きく軽減すること、さらにその効果はリモネンの処理
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を終えても少なくとも１週間持続することなどが明らかとなった。同様の効果

はアブラナ科の作物、コマツナをリモネンで処理した場合にも認めている。一

方、リモネン処理で誘導される防御応答について、PDF1.2 遺伝子のプロモータ

ー：GUS を導入した形質転換シロイヌナズナを使って調べ、わずか 6 時間の

リモネン処理によって幼苗全体が陽性反応（GUS 染色）を呈することを確認し

ている。 

以上から、リモネンは病原糸状菌に対する作用だけでなく、それ自体が植物

の病害抵抗性を促進する作用をもつことが明らかとなった。すなわち、適切な

時期に適切な濃度を処理することで植物病害を軽減させる有効な方法の１つと

して期待できることがわかった。 
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た稲垣賢二教授他キャリアサポートの先生方や事務室の方々にも大変お世話に

なりました。 
実験が土日になることも多く、他の研究室の先生方や学生の方にも協力をし

ていただくこともあり、多くの方々に本当にお世話になりました。また、この

研究の端緒となる実験をおこなった岡山県立矢掛高等学校サイエンス部後藤良

子さん、野海拓さん、吉田阿見さん、そして岡山県立玉島高等学校うどんこ病

菌班の皆さんの熱意と協力にいつも励まされてきました。矢掛高校でのサイエ

ンス部の顧問になれたのは、池田庸二さんそして池田俊徳さんのおかげであり、

また高月淳一さん神田聡一郎さんのおかげで活発な部活動を行うことができま

した。また内藤敦博士、山本幸憲先生、高月秀人先生、青山美和子先生、久松

真理子先生、佐藤典子先生には常に励ましていただきました。ここに深く感謝

いたします。 

 



病原 原因

１．ウイルス性病原 ウイルス（Virus），ウイロイド（Viroid）

２．生物性病原

１）動物 昆虫(Insect), 線虫(Nematode), ダニ
(Mite), ネズミ(Rat) など

２）植物 ファイトプラズマ(Phytoplasma), 細菌
(Bacteria), 菌類(Fungi), 藻類(Algae), 
寄生植物(Parasitic plants)など

３．非生物性病原

１）土壌条件 土壌水分および養分の過不足, 土壌
の物理構造, 有害物質の蓄積, 土壌
ｐHなど

２）気象条件 日照および温湿度変化, 風雨, 降霜, 
凍結, 落雷など

３）農作業 作業傷害, 薬害など

４）産業または生活公害 鉱毒, 自動車廃棄ガス, 大気汚染, 水
質汚濁など

５）生物代謝産物 有害蓄積物

表１ 植物の病気の原因

（久能，1998）
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表２ 病害虫・雑草の防除法

１．化学的防除

主に農薬を用いる方法で最も広く行われている.

２．物理的防除

光，色，熱，機械等を利用して防除する方法．

手による捕殺，ホーによる人力除草も含まれる.

３．耕起的防除

作物の栽培上の手法と病害虫・雑草の生態を
組み合わせて防除する方法．

４．生物的防除

天敵昆虫，天敵微生物や生物散生物質等を利
用して防除する方法．

（あぐりぽーと，55）
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一般名または含有生物 商品名

化学合成農薬：

プロベナゾール オリゼメート，Dr. オリゼなど

アシベンゾラルSメチル バイオン

チアジニル ブイゲット

生物農薬：

シュードモナス フルオレッセンス セル苗元気

タラロマイセス フラバス バイオトラスト

非病原性フザリウム マルカライト

表３ 我が国で農薬登録されている病害抵抗性
誘導剤の一例

（石井英夫，00）
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表４ 生物農薬の分類

分類 該当生物等

Ⅰ 天敵昆虫 捕食性昆虫，捕食性ダニ類，寄生性昆虫など

Ⅱ 天敵線虫 昆虫寄生性線虫，微生物補食性線虫など

Ⅲ 微生物 ウイルス，細菌，糸状菌，原生動物など

Ⅳ 生物生産物質 フェロモン，ホルモン，生産毒素，抽出物など

（，00）

注） ・有効成分となる生物の生死は問わない．

・遺伝子組み換え体は実際は別扱いとするが，分類上は上表に含む．

・抗生物質は，分類Ⅳに含まれることになるが，本表からは除外されている．

・BTの死滅製剤は，解釈によっては生物生産物質に含まれるが，分類Ⅲの微生物
に含める．
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表５－１ 生物防除に用いられる微生物

生物防除に用いられている微生物

①
病原菌と栄養源や生育場所を競合することにより拮抗的
に働く

② 抗菌物質を分泌する

③ 病原菌に寄生したり，捕食，溶菌する

④ 植物の病害抵抗性を強くする

表５－２ 生物農薬の長所と短所
長所

① 作用がマイルドである

② 安全性が高い場合が多い

③ 天敵生物，有用生物に対し悪影響が少ない

④ 選択性・特異性が高く標的生物のみに有効である

⑤ クリーンなイメージがある

短所

① 遅効的で効果が不安定である

② スペクトラムが狭く防御対象が限定される

③ 処理適期幅が狭く適期以外では効果が著しく劣る

④ 製剤中で徐々に生菌数が減少するため長期保存が難しい

（岩田，2009）
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表６ 産業廃棄物・副成物を利用した農業資材の例

商品名 原料 製造元

アグリボX 酵母菌内容物 株式会社アグリボ

豊作物語
酵母細胞壁粉末

（グルカナーゼ）
アサヒフードアンド

ヘルスケア株式会社

アミノガード
アミノ酸発酵に関わる

菌体由来成分と微量元素
味の素ヘルシーサプライ

株式会社

エーアンドシー
クリエイト

モルトフィード アサヒビール株式会社

ミネカル 鉄鋼スラグ 日清鋼業株式会社
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表７ 柑橘皮に含まれる揮発性成分（％）

Majpr constituents (%) of essential oils of Citrus sp.

-
Pinene

-
Pinene

Limone
ne

Linalool
Linalyl
acetate

Gerania
l

Sabine
ne

-
Terpine

ne
Nerol

Citrus 
aurantium

- 0.29 94.34 0.15 0.284 - 0.137 - 0.005

Citrus 
aurantifolia

4.3-5.0
14.6-
16.0

51.5-
59.7

- - 2.2-3.9 0.9-1.4 1.3-8.5 0.5-1.2

Citrus limon 1.5-5.0
6.0-
14.0

60.0-
80.0

0.2 - 2
6.0-
12.0

-

Citrus 
sinensis 

0.35 0.37 92.2 0.46 - 0.1 0.21 - -

Citrus paradisi 0.45 0.4 92.5 0.08 - - 0.4 0.07 -

Sin G et al. (2002) より抜粋
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表８ 実験に供試した病原糸状菌

学名 宿主植物 和名

1
Blumeria graminis f.sp. hordei
race 1

オオムギ オオムギうどんこ病菌

2 B. graminis f.sp. tritici race t2 コムギ コムギうどんこ病菌

3 Erysiphe pisi race 1 エンドウ エンドウうどんこ病菌

4 Alternaria brassicae (0-264) アブラナ科野菜 黒すす病菌

5 Ascochyta punctata コモンベッチ コモンベッチ灰斑病菌

6 Colletotrichum gloeosporioides クワ クワ炭疽病菌

7 C. higginssianum アブラナ科野菜
アブラナ科野菜類炭疽

病菌

8 C. orbiculare ウリ類植物 ウリ類炭疽病菌

9
Mycosphaerella pinodes 
OMP1

エンドウ エンドウ褐紋病菌

10 Botrytis cinerea 野菜類全般 灰色かび病菌
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表９ 揮発性物質による植物の抵抗性誘導

揮発性物質 植物
誘導される

防御関連遺伝子
耐病性 文献

-caryophyllene コマツナ
シロイヌナズナ

PAD3,PDF1.2, 
NPR1, PR1, 
PAL2

Colletotrichum 
higginsisanum 

Yamagiwa Y., et al. 
2011.

6-pentyl--
pyrone シロイヌナズナ PR1, GL3, VSP2

Botrytis cinerea, 
Alternaria
brassicicola

Kottb M., et al. 
2015.

C6-aldehydes,  
Allo-ocimene シロイヌナズナ

CHS, GST1, 
LOX2 Botrytis cinerea Kishimoto K,. et al.  

2005. 

C6-aldehydes シロイヌナズナ AtHPL Botrytis cinerea Kishimoto K,. et al.   
2008. 

Linalool イネ LOX, CHS, PBZ1 Alternaria alternata Yamasaki Y., et al. 
2007.

1-octen-3-ol シロイヌナズナ
AOS, HPL, 

PDF1.2, PR3 Botrytis cinerea Kishimoto K,. et al. 
2007.

sclareol,        
cis-abienol

タバコ, トマト,
シロイヌナズナ

NtPDR1 Ralstonia
solanacearum Seo S., et al. 2012.

methyl benzoate シロイヌナズナ
MYC2, PDF1.2, 

VSP2
Pseudomonas 
syringae pv. tomato 
(DC3000)

Ara Naznin H., et 
al. 2014 

m-cresol シロイヌナズナ PR1, PR2, PR4
Pseudomonas 
syringae pv. tomato 
(DC3000)

Ara Naznin H., et 
al. 2014 

2,4-heptadienal, 
Linalool,       

-cyclocitral,    
elemene,    

-
caryophyllene, 

methl salicylate, 
-ionone 

イネ JA-response Xanthomonas oryzae
pv. oryzae

Tanaka K., et al. 
2015.
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図１ リモネンの第一次・第二次産業での利用

リモネン

飼料

（高知大学農学部）

抗菌・抗カビ剤

工業製品

52



図２ 柑橘皮から放出される抗菌性物質のうどんこ
病菌への影響
ａ）うどんこ病菌の分生胞子に対する発芽阻害をの実験
ｂ）分生胞子の形態観察
ｃ）分生胞子の発芽率

ａ）

b）

ｃ）
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図３ リモネンの化学構造式

( + ) ( － ) 

http://rakuchem.com より転載
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図４ 病原糸状菌による植物細胞への侵入と発病

化学農薬のターゲット

発病

分生胞子 発芽 付着器形成 侵入菌糸の伸展
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密閉容器内のリモネンとは離れた場所にタマネギ
鱗片組織を置いて、その上に病原菌の分生胞子
を接種する

光学顕微鏡で菌の形態形成（発芽など）を観察す
る

リモネン タマネギ鱗片

図５ リモネンによる抗菌作用の評価
密閉容器内で処理した場合における病原糸状菌の形態形成（発
芽、付着器形成、穿孔）を観察して，リモネンの抗菌作用を調べ

た．
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図6 リモネンのオオムギうどんこ
病菌 Blumeria graminis f.sp. 
hordei に対する影響
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図7 揮発性リモネンのコムギうどんこ病菌 Blumeria
graminis f.sp. tritici に対する影響

オオムギうどんこ病菌 B. graminis f.sp. tritici を密閉容器内の非接触条件下
で，揮発性リモネンを処理し抗菌性を調べた．ｐ＜＝0.05；＊， ｐ＜＝0.01；＊
＊ ， ｐ＜＝0.001；＊＊＊
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図8 揮発性リモネンのErysiphe pisi に対する影響
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図9 揮発性リモネンのAlternaria brassicae
に対する影響

A. brassicaeを密閉容器内の非接触条件下で揮発性リモネンを
処理しその影響について調べた．ｐ＜＝0.05；＊， ｐ＜＝0.01；＊
＊ ， ｐ＜＝0.001；＊＊＊
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図10 リモネンの Ascochyta punctata OAP1に
対する影響
A. punctata OAP1を密閉容器内の非接触条件下でリモネンを処理

しその影響について調べた．
ｐ＜＝0.05；＊， ｐ＜＝0.01；＊＊ ， ｐ＜＝0.001；＊＊＊
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図11 リモネンのColletotrichum
gloeosporioides に対する抗菌性

クワ科炭疽病菌 C. gloeosporioidesを密閉容器内の非接触条件下
で揮発性リモネンを処理しその影響について調べた．ｐ＜＝0.05；＊，
ｐ＜＝0.01；＊＊ ， ｐ＜＝0.001；＊＊＊
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図12 リモネンのアブラナ科野菜類炭疽病菌
Colletotrichum higginssianum に対する影響

アブラナ科炭疽病菌 C. higginsianum を密閉容器内の非接触条件下でリモネンを処理し、そ
の影響について調べた．
ｐ＜＝0.05；＊， ｐ＜＝0.01；＊＊ ， ｐ＜＝0.001；＊＊＊
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図13 リモネンのColletotrichum orbiculare
に対する影響

ウリ科炭疽病菌 C. orbiculareを密閉容器内の非接触条件下で揮
発性リモネンを処理し、その影響について調べた．
ｐ＜＝0.05；＊， ｐ＜＝0.01；＊＊ ， ｐ＜＝0.001；＊＊＊
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図14揮発性リモネンのMycosphaerella. pinodes
に対する影響

M. pinodes を密閉容器内の非接触条件下でリモネンを処理し、その影

響について調べた．
ｐ＜＝0.05；＊， ｐ＜＝0.01；＊＊ ， ｐ＜＝0.001；＊＊＊
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図15 揮発性リモネンの Botrytis cinerea に対
する抗菌性

野菜類灰色カビ病菌 B. cinerea を密閉容器内の非接触条件下で

揮発性リモネンを処理し、その影響について調べた．
ｐ＜＝0.05；＊， ｐ＜＝0.01；＊＊ ， ｐ＜＝0.001；＊＊＊
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図16 シロイヌナズナへのリモネンの処理方法

本葉に炭疽病菌をドロップ接種

湿室下に静置して培養

病斑観察

密閉容器

リモネン処理
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7 days

接種

6 dpi
無処理期間

リモネン処理

密閉容器

病斑観察

図１７ リモネンで誘導される抵抗性の
持続期間
シロイヌナズナ幼苗をリモネンで 24 時間処理し、１、３ または７日
後に切り取った本葉に炭疽病を接種し、病斑の進展を観察した（ 0 
, 100 mol/L の２処理区を設ける）。

接種

接種
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図18 リモネン処理したシロイヌナズナに誘導
される病害抵抗性
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図１９ リモネン処理したシロイヌナズナに誘導
される病害抵抗性 a) ，ｂ）

ｐ＜＝0.05；＊， ｐ＜＝0.01；＊＊ ， ｐ＜＝0.001；＊＊＊
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図２０ リモネン処理したシロイヌナズナ（Col-0）で
観察される全身的な誘導抵抗性
リモネンで24時間処理したシロイヌナズナ（Col-0）にアブラナ科野菜類炭
疽病菌をスプレー接種した。

Limonene (-) Limonene (+)Untreated

Col-0 6 dpi
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図２１ リモネンで処理したシロイヌナズナ
苗の生育の様子
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図２２ リモネンで処理したコマツナにおけり誘導
抵抗性
ａ）リモネンで24時間処理したコマツナ苗の切葉上での炭疽病菌の付着
器からの侵入菌糸形成率
ｂ）リモネンで24時間処理したコマツナ苗に炭疽病菌を接種したときの病
斑
ｐ＜＝0.05；＊， ｐ＜＝0.01；＊＊ ， ｐ＜＝0.001；＊＊＊
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図２３ リモネンで処理したコマツナ苗の生育
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図２４ リモネンの各光学異性体と誘導
抵抗性との関連
光学異性体（＋，－， ±）のそれぞれで24時間処理したシロイヌナ
ズナの本葉に炭疽病菌のドロップ接種し、6日後に誘導される病斑
形成を観察した。
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Days after treatment
1

Limonene 
(‐)

3 7

Limonene 
(+)

6 dpi

図２５ リモネンで処理したシロイヌナズナ
苗に誘導される抵抗性の持続期間
リモネンで24時間処理した後、1、3 または 7 日後に炭疽病菌を接種
し、病斑の進展を観察した。写真は接種後6日目の様子を示す。
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図２６ 揮発性物質を介した生物
間相互作用

傷

食害
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シロイヌナズナ
リモネン

図２７ リモネンの植物に与える影響
シロイヌナズナ苗に対する耐病性増進作用を調べるために，密閉容器下でガ
ス化させたリモネンで非接触下で処理する．

78



Col-0 jar1-1

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f 

P
D

F
1.

2

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f 

P
D

F
1.

2

***

Limonene (mol/L)

b)

a)

***

***

***

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

6 h 24 h
Limonene (mol/L)

図２８ 定量的RT‐PCRによるPDF1.2遺伝子の発
現解析
ａ）PDF1.2遺伝子の発現とｂ）Col‐0とJar1変異体における
PDF1.2遺伝子発現を解析した．
ｐ＜＝0.05；＊， ｐ＜＝0.01；＊＊ ， ｐ＜＝0.001；＊＊＊ 79



図２９ リモネン処理したシロイヌナズにおけ
るPDF1.2 遺伝子の全身的応答
Untreat;コントロール, MeJA:ポジティブコントロール
6時間または24時間リモネンで処理したシロイヌナズナ苗につい
てGUS染色を行った．なお、ポジチィブコントロールとしてメチル
ジャスモン酸（1 mM）を使用した。

Untreated

MeJA

6 h 24 h
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Limonene 
(+):

6 h 24 h
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図 ３０ DAB 染色による活性酸素種の検出
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図３１ リモネンの病原糸状菌ならびに宿主植
物体に対しする影響

リモネンには病原糸状菌の分生
胞子の発芽を抑制する作用があ
る

リモネンで処理したシロイヌナズ
ナには防御関連遺伝子が活性化
し、病害抵抗性が促進される

その応答は個体全体に誘導され
る

リモネンには抗菌性と病害抵抗性
の促進作用があり、適切な処理
法と濃度を組み合わせることで有
効な防除手段の１つとなる。
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図３２ 病気の成立に関与する3要因

（岩田，2009）
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図３３ リモネンによる病害抵抗性の促進
ジャスモン酸を介したシグナル伝達機構が亢進され、PDF1.2 を始めと

する一群の防御関連タンパク質が生成し、発病が抑制されるものと考
えられる。
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