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T o e v al u a t e t h e a n tifu n g al a c ti vit ie s o f h o r s e r a d i sh A r m o r a ci a r u stic a n a e x t r a c t , t h e m y c eli a a n d

z o o s p o r e s o f S ap r ol eg n i a p a r a 5iti ca N J M 8 6 0 4 w e r e t r e a t e d w it h v a ri o u s c o m b in a ti o n s o f allyl

i s o t h io c y a n a t e ( A I T ) c o n c e n t r a ti o n a n d e x p o s u r e ti m e s . A I T i s a m ai n p u n g e n t c o m p o n e n t o f

h o r s e r a d i sh ･ T h e m i n i m u m i n h ibit o r y c o n c e n t r a ti o n f o r m y c eli a l g r o w t h w a s 6 8 m g/ L w it h 6 01 m in

e x p o s u r e a n d t h a t fらr z o o s p o r e g e r m iI - a t io n w a s 4 2 .5 m g /L w it h 5
- m in e x p o s u r e ･ T h e s e v a l u e s w e r e

s lg n ifi c a n tl y l o w e r t h a n t h o s e r e p o rt e d in p r e v i o u s r e s e a r c h . T h e h o r s e r a di s h e x t
r a c t i s a n e ff e c ti v e

a n tifu n g a l a g e n t a g a l n St S a P r O le g n l a Si s ･

K e y W o r d s : a lly l is o t hi o c y a n a t e , a n tifu n g a l a c ti v it y , h o r s e r a d is h e x t r a c t , S ap r oleg n ia p a r a ∫iti ca

I n t r o d u c ti o n

A q u a ti c fu n gi o f t h e o
r d e r S a p r o l e g n i a l e s o ft e n c a u s e s e ri o u s d a m a g e t o fr e s h w a t e r fis h e s if n o e ff

Te c ti v e

p r o p h yl a c ti c o r th e r a p e u ti c t r e a t m e n ts a r e a p pli e d t o t h e m
l)

･ M al a c h it e g
r e e n i s q u l t e a n e ff e c ti v e

a n tif u n g a l a g e n t , b u t i t i s t e r a t o g e n i c
2)

,
r e si d u al

s)
a n d c a r ci n o g e n i c

4)
. I n J a p a n , th e P h a r m a c e u ti c a l A ff ai r s

L a w p r o h i b i t e d t h e u s e o f i t i n 2 0 0 3 ･ T h e c a r e t a k e r e x t e n si o n ti m e f♭r m a l a c h i t e g r e e n
h a d j u st e x p i r e d i n

J u l y 2 0 0 5 . A n a lt e r n a ti v e a n ti fu n g al a g e n t i s n e e d e d t o b e e ff e c ti v e a n d s af
Te f o r n o n - t a r g e t o r g a n i s m s a s

w ell a s th e e n v i r o n m e n t . C u r r e n t r e s e a r c h e s fo r a lt e r n a ti v e a g e n ts h a v e fo c u s e d m ai n l y o n t h r e e

c a n d id a t e s
,
fo r m ali n

5- 8)
,
h y d r o g e n p e r o x i d e

6- ‖)
,
a n d s o d i u m c h l o ri d e o r s e a w a t e r

6112)
I T h e s e a r e e ffe c ti v e

,
b u t

h a v e s o m e n e g a ti v e p o l n t S ･ F o r e x a m p l e , fo r m a li n i s p o t e n ti a ll y h a r m f u l t o t h e u s e r
'

s h e a lt h a n d r e m a i n s

i n th e e n vi r o n m e n t . R e g a r d i n g h y d r o g e n p e r o xi d e , th e u n d il u t e d s ol u ti o n i s s t r o n g l y c o r r o si v e a n d

c o m b u sti bl e . A n d
,
a s it s e ff e c ti v e c o n c e n t r a ti o n i s r e q u i r e d t o b e a s h i gh a s 1 , 0 0 0 m g / L , i t h a s n o t b e e n

p e r m i tt e d i n th e U S
A
6)

･ s o d i u m c h l o ri d e
,
i n s p l t e O f i ts s a f e t y , m a y b e li m i t e d i n i ts a p p li c a b ilit y d u e t o

th e h i g h c o s t o f a c q u l
r l n g e
ff e c ti v e c o n c e n t r a ti o n s a s h i g h a s 3 0 ,0 0 0 m g / L ･

U p t o n o w , w e h a v e d e m o n s t
r a t e d t h a t s o di u m h ァp o c h l o rit e h a s a p o t e n ti a l t o a c t a s a n al t e r n a ti v e a g e n t

th a t i s s u p e ri o r i n b o t h s a fe ty a
n d a ff o r d a b ili t y t o t h e fo r e m e n ti o n e d c h e m i c a l s

13-20) ･ F u r th e r m o r e
,
w e h a v e

b e e n t r y l n g t O S e a r c h f o r s a f e r a g e n ts ; n o t s y n th e t
i c c h e m i c a l s b u t n e a r - n a t u r a l s u b s t a n c e s ･ U n d e r t h e s e

p a r a m e t e r s , w e o b t a i n e d t h e e x t r a c t o f h o r s e r a d i s h A r m o r a ci a r u s ti c a n a , w h i c h i s c o
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2 C h u t i m a K H O M V I L A I
,
M a s a a ki K A S H I W A G I a n d M o t oi Y o s li I O K A

fo r J a p a n e s e a n d C h i n e s e fo o d s . I t i s w ell k n o w n t h a t all yl i s o t hi o c y a n a t e ( A I T ; C H 2
- C H - C H 2 - N - C - S)

,

b e i n g a m a i n p u n g e n t c o m p o n e n t o f h o r s e r a d i s h , w a s a b i W a 5 a bi a j a P o n i c a , b r o w n m u s t a r d B r a s si c a j u n c e a a n d

bl a c k m u s t a r d B ･ n ig r a s h o w s p o w e r fu l b a c t e ri ci d e
2112 3) a n d f u n gi ci d e

2 4)

,
a n d h a s a l s o b e e n p r o v e n t o h a v e

s o m e p o si ti v e e ff e c t s o n h u m a n h e al th s u c h a s r e s p i r a t o r y d i s e a s e s
2 5)

･ H e n c e
,
w e o b s e r v e d t h e f u n gi ci d a l

a c ti v i ti e s o f A I T a g a i n s t S ap r ol eg n i a p a r a si tic a , a fi s h
-

p a t h o g e n o o m y c e t e s , a
n d d e t e r m i n e d b o th m i n i m u m

i n h i b it o r y c o n c e n t r a ti o n s ( M I C s) fo r m y c eli al g r o w t h a n d z o o s p o r e g e r m i n a ti o n . I n ci d e n t all y , a lt h o u g
h

M o ri ei al ･
2 6)
a l r e a d y g a v e b o t h M I C s f o r th e s a m e fu n g u s , w e c h o s e t o r e p o r t o u r o w n e x p e ri m e n t a l r e s u lt s

w h i c h w e r e s l g nifi c a n tl y d i ff
Te r e n t f r o m t h ei r v a l u e s

,
b e c a u s e b o th c o n c e n t r a ti o n a n d e x p o s u r e ti m e a r e

i m p o rt a n t f a c t o r s i n s a f e t y a n d c o s t a n al y si s f o r p r a c ti c al u s e o f A I T a s a n a n tif u n g al a g e n t ･

M a t e r i a l s a n d M e t h o d s

H o r s e r a d i s h e x t r a c t

A b r a n d n a m e o f h o r s e r a d i s h e x t r a c t h o t oil ( Y a m a c h u W a s a b i C o . L td .) w a s u s e d i n t hi s s t u d y . T h e

e x t r a c t i n cl u d e s 8 5 % o f A I T a s i ts m a i n i n g r e d i e n t . T o p r e p a r e t h e t e st c o n c e n tr a ti o n s o f A I T s ol u ti o n , th e

e x t r a c t oil w a s e m u l si丘e d t o b e a w a t e r s ol u b l e c o m p o u n d , i n cl u d i n g 8
.5 % o f A 士T

,
a n d t h e n i t w a s d il u t e d

w it h di still e d w a t e r t o e a c h t a r g e t c o n c e
n t r a ti o n .

F u n g u s

F u n g u s u s e d i n th i s st u d y w a s a p u r e s tr a i n N J M 8 6 0 4 o f S ap r ol eg n i a P a r a si ti c a C o k e r th a t w a s i s o l a t e d fr o m

c u l t u r e d c o h o s al m o n O n c o rkiy n C h u s k i s u tch . P r o f e s s o r K . H a t a i
,
N i p p o n V e t e ri n a r y a n d A n i m al S ci e n c e

u n i v e r si t y k i n d l y s u p p li e d i t . I n o u r l a b o r a t o r y , th e f u n g u s h a d b e e n m a i n t a i n e d o n g l u c o s e- y e a s t ( G Y)

a g a r a n d r e fr e s h e d e v e r y 3 o r 4 w e e k s a t 5
o

C
27)

.

M y c e l t
'

a l g r o w t h i n h i b it o 7 y
t e s t

P r eli m i n a ril y , t o d e ci d e th e t e st i n c u b a ti o n t e m p e r a t u r e f o r t h e f u n g u s , th e a g a r p l u g s w e r e c u t o u t w i th

a c o r k b o r e 工 5 . 5 m m i n d i a m e t e r 丘 o m th e e d g e o f a c ti v e g r o w l n g C O l o n ァ, a n d pl a c e d o n th e c e n t e r o f t w o

e x p e ri m e n t a l G Y a g a r p l a t e s , th e
n i n c u b a t e d fo r 2 d a y s a t 5 , 1 0 , 1 5 , a n d 2 0

o

C ･ C o n s e q u e n tl y , th e f u n g al

g r o w th w a s b e t t e r a t th e l a tt e r t w o t e
m p e r a t u r e s t h a n a t t h e fo r m e r t w o , a n d th e r e w a s n o s t a ti s ti c a l

d i ff e r e n c e b e t w e e n th e l a t t e r t w o ( T a b l e 1) .
A c c o r d i n g

l y , th e fわr m e r t e m p e r a t u r e , b ei n g s u i t a b l e fo r

s a l m o n
,
w a s u s e d i n th i s s t u d y . N e x t t h e a g a

r pl u g s w e r e c u t o u t i n t
h e s a m e m a n n e r a s d e s c rib e d a b o v e

,

a n d p u t i n t o l , 0 0 0 m L o f A I T s ol u ti o n a t c o n c e n t r a ti o n s o f 6 8 , 8 5 , a n d 1 0 2 m g / L w
i th 3 0 - m i n a n d 6 0 -

m i n

e x p o s u r e s . A ft e r th i s , e a c h pl u g w a s ri n s e d t w i c e w i t h 5 0 m L o f s t e ril e t a p w a t e
r a n d pl a c e d o n t h e c e n t e r

T a bl e 1 C ol o n y di a m e t e r s ( m m ) o f S ap r oleg n ia p a r a silic a a t v a ri o u s in c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s

5
o

C 1 O
o

C 1 5
o

C 2 0
o

C

l l .5 ±0 .2
a

2 8 .2 ± 4 .5
b

5 3 .7 ±1 .3
c

6 1 .5 ± 1 . 2
c

T h e d iff e r e n t l et t e r s o n t h e u p p e r rig h t si d e o f e a c h c o l o n y di a m e t e r

i n di c a t e a sig n ifi c a n t diff e r e n c e b e t w e e n t r e a t m e n t s ( D u n c a n
'

s n e w

m u lt ip le r a n g e t e st ,♪< 0 .0 5)



F u n gi ci d e o f h o r s e r a di s h e x t r a ct a g a in st S ap r oleg ni a 3

o f t w o e x p e ri m e n t al G Y a g a r p l a t e s ,
a n d i n c u b a t e d fらr 2 d a y s a t 1 5

o

C .

T h e i n h i b iti v e a c ti v l t y W a s e v a l u a t e d
b y c o m p a ri n g c ol o n y d i a m e t e r b e t w e e n A I T t r e a t m e n t s a n d th e

u n t r e a t e d c o n t r o l s
,
a n d i s r e p r e s e n t e d

a s th e c ol o n y di a m e t e r g r o w th r a t e c al c u l a t e d f r o m t h e e q u a t
i o n ;

( c o l o n y d i a m e t e r o f th e t r e a t e d f u n g u s) /( c o l o n y d i a m e t e r o f th e c o n t r o l) ×1 0 0 ( % ) . T h e s e d a t a w e r e

s u bj e c t e d t o o n e
-

w a y a n a l y s is O f v
a ri a n c e f oll o w e d b y D u n c a n

'

s n e w m u l ti pl e r a n g e t e s t t o i d e n ti fy

d iff e r e n c e s a m o n g m e a n s a t p < 0 ･ 0 5 ･

Z o o s p o r e g e r - t
'

n a ti o n i n h i b t
'

t o り/ t e s t

F o r z o o s p o r e p r e p a r a ti o n , t w o a g a r p l e C e S , 8
× 8 m m i n si z e w e r e c u t o u t f r o m th e e d g e o f a n a c ti v e

g r o w i n g c ol o n y a n d i n c u b a t e d i n a 5 0 0 m L G Y b r o th fらr 6 d a y s a t 1 5
o

C . T h e m a s s o f g r o w n m y c eli a w a s

th e n ri n s e d th r e e ti m e s w i th s t e ril e t a p w a t e r a n d k e p t i n 5 0 0 m L o f s t e ril e t a p w a t e r fTo r 3 d a y s . A s

s p o r a n g l a P r o d u ci n g z o o s p o r e s d e v el o p e d d u ri n g th i s p e ri o d , th e z o o s p o r e s i n s u s p e n si o n s w e r e o b t ai n e d b y

a s e p ti c 丘1t r a ti o n th r o u g h g a u z e ･

T h e z o o s p o r e s w e r e p u t i n t o 1 ,0 0 0 m L o f A 士T s o l u ti o n a t 3 4 , 4 2 . 5 , a n d 5 1 m g / L w i th 1 0
- s
,
ト m i n a n d

5 - m i n e x p o s u r e s . T h e d e n s l t y O f z o o s p o r e s w a s a dj u s t e d t o 2 × 1 0
5

s p o r e s/ 1 0 0 0 m L b y th e B ii r k e r T u r k

h a e m o c y t o m e t e r ( B u r k e r - T u rk , E m e r g o , L a n d s m e r e , t h e N e d e rl a n d ) .
F o ll o w i n g th i s , 1 m L fr o m e a c h

m i x t u r e c o n t ai n in g t
h e t r e a t e d z o o s p o r e s w a s p u t i n t o f o u r P e tri

- d i s h e s w it h th r e e h e m p s e e d s a n d 3 0 m L

o f s t e ril e t a p w a t e r , t h e n i n c u b a t e d f o r 5 d a y s a t 1 5
o

C .

T h e i n h i b i ti v e a c ti v l t y W a s e v a l u a t e d b y o b s e r v ln g W h e th e r t h e z o o s p o r e s g e r m i n a t e d o n t h e h e m p s e e d s

o r n o t .

R e s u l t s

Z n h i b it i v e a c t i v i ty o n - y c e li a l g r o w t h

T h e e x p e ri m e n t a l r e s u lt s a r e s h o w n i n T a b l e 2 . C ol o n y di a m e t e r o f th e c o n t r ol w a s a r o u n d 5 0 m m f o r all

e x p o s u r e ti m e s ･ W h il e t h e m y c eli a e x p o s e d t o A I T d i d n o t g
r o w a t a ll

,
e x c e p t f o r a t ri al a t 6 8 m g/ L w it h

3 0 - m i n e x p o s u r e .
A c c o r d i n g t o t h e D u n c a n

'

s n e w m u l ti pl e r a n g e t e s t , t
h e r e w e r e s t a ti s ti c all y s ig n ifi c a n t

d iff e r e n c e s b e t w e e n A I T a n d th e c o n t r o l (ク< 0 . 0 5) . A c c o r d i n g l y , t h e m i n i m u m i n h i b iti v e c o n c e n t r a ti o n

( M I C) w a s d e t e r m i n e d t o b e 6 8 m g / L w i th 6 0
-

m i n e x p o s u r e .

T a b l e 2 C o l o n y d ia m e t e r s ( m m ) o f S ap rol eg n i a p a r a ∫ilic a a ft e r allyl i s o t h io c y a n a t e ( A I T )

t r e a t m e n t s a t v a rio u s c o m b i n a ti o n s o f A I T c o n c e n t r a ti o n a n d e x p o s u r e t i m e ･

A I T ( m g /L )
E x p o s u r e T i m e

3 0 m i n 6 0 m i n

0

6 8

85

1 02

5 4 . 1 ±0 .4
a

1 9 .6 ±2 .5
b

O ± O
c

O ± O
c

5 3 .3 ±0 .2
a

O ± O
c

O ± O
c

O ± 0
亡

T h e d iffe r e n t l e tt e r s o n t h e u p p e r righ t sid e o f e a c h c ol o n y di a m et e r

in di c a t e a sig n ific a n t d iffe r e n c e b et w e e n t r e a t m e n t s ( D u n c a n
'

s n e w

m u lti pl e r a n g e t e st , ♪< 0 .0 5)
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T a b l e 3 Z o o s p o r e g e r m in a ti o n ( + , p o sit iv e : - , n e g a tiv e) o f S ap r ol eg n i a p a r a sili ca a ft e r allyl is o t hi o c y a n a t e ( A I T )

t r e a t m e n t s a t v a ri o u s c o m bi n a t io n s o r A I T c o n c e n t r a ti o n a n d e x p o s u r e ti m e ･

A I T ( m g/ L)

E x p o s u r e T i m e

l o § 1 m i n 5 m i n

3 4

4 2 .5

5 1

+ + + + + + + + + + + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + + + + + + + + +

+ + + - - - + + + 十 + + + + + + + +

+ + + + + + + + + - I -

+ + + + + + + - - - - -

E a c h sy m b o l in d ic a t e s o n e h e m p s e e d , a n d a g r o u p o f t h r e e sy m b ol s sh o w s a n e x p e ri m e n t a l di s h

w it h t h r e e h e m p s e e d s ･

Z n h t
'

b it t
'

v e a c t i v i ty o n z o o s p o r e g e
r - i n a t i o n

T h e e x p e ri m e n t a l r e s u
l ts a r e s h o w n i n T a b l e 3 ･ G e r m i n a t e d h y p h a e w e r e o b s e r v e d o n a ll h e m p s e e d s o f

th e c o n t r o l s
,
b u t n o t o n t h o s e o f A I T t r e a t m e n t s a t 4 2 ･5 m g / L w i th 5- m i n e x p o s u r e a n d 5 1 m g / L w it h a ll

e x p o s u r e ti m e s ･ A c c o r d i n gl y , M
I C w a s d e t e r m i n e d t o b e 4 2 ･5 m g / L w it h 5

- m i n e x p o s u r e ･

D i s c t l S S i o n

As a l r e a d y r e p o r t e d b y M o ri et a l ･
2 6'

,
A I T s h o w s s t r o n g a n ti fu n g a l a c ti v l t y a g a

l n S t a q u a ti c fu n g l , i n c l u d i n g

S . p a r a siti c a w h i c h i s t h e s a m e s t r a i n u s e d i n t hi s s t u d y ･ T h e s e si m il a r a c ti vi ti e s w e r e a l s o c o n fi r m e d ･

H o w e v e r
,
t h e r e a r e s ig n ifi c a n t d iff e r e n c e s b e t w e e n M I C s d e t e r m i n e d b y M o ri e t al ･ a n d t

h o s e d e t e r m i n e d

b y u s ･ T h a t i s , M I C s f o r th e m y c eli al g r o w th i s 4 0 0 m g / L w i th 6 0
-

m i n e x p o s u
r e i n th e fo r m e r r e s u l ts

r e c o r d e d b y M o ri e t al l a n d 6 8 m g / L w i th 6 0
-

m i n i n o u r r e s u l ts
,
a n d t h o s e f o r t h e z o o s p o r e g e r m i n a ti o n a r e

2 0 0 m
g /
L w i th 6 0 - m i n a n d 4 2 ･ 5 m g / L w i th 5 - m i n e x p o s u r e s , r e s p e c ti v elァ･ H e r e , t h e o n lァ p r l n C l p al

d iff e r e n c e b e t w e e n t h e t w o e x p e ri m e n t al m e t h o d s i s th e i n c u b a ti o n t e m p e r a t u r e o f th e f u n g u s; 2 0
o

C i n th e

f o r m e r a n d 1 5 ℃ i n th e l a tt e r
,
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,
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A s a n o th e r p o s si b ili t y , t
h e c a u s e m aァ r el a t e t o t h e w a ァ t o p r e p a r e t h e t e s t A I T s o l u ti o n ･ B e c a u s e A I T th a t

i s oil y d o e s n o t d i s s o l v e i n w a t e r d i r e c t
ly , l t i s n e c e s s a r y l n P r e p a r a ti o n t o , fi r st , e m u l si fy th e u n d il u t e d A I T

a n d th e n a d d w a t e r t o i t . H o w e v e r
,
a s M o ri e i al . h a v e f a il e d t o m e n ti o n th ei r m e th o d i n th ei r r e p o r t , a n y

f u r th e r d i s c u s si o n o n th i s m a tt e r i s i m p o s si bl e .

o n t h e o th e r h a n d
,
I s s h i k i e t al ･

2 4'
h a v e d e t e r m i n e d M I C s f o r t e r r e s t ri a l f u n g a l g r o w t h a s

f o ll o w s; 1 6 m g / L

a t A I T v a p o r c o n c e n t r a ti o n w
i th 7 - d a y e x p o s u r e f o r F u s a ri u m g r a m i n e a r u m , 2 2 m g /

L f o r P e n i cilli u m

i sl a n di c u m
,
P . ci t ri n u m

,
F . o xy sp o r u m , a n d A l te r n a ri a al e te r n a ri a , 3 4 m g / L f♭r F . s ol a n i , 3 7 m g / L f♭r A sp e rg ill u s

n ig e r a n d A . jl a v u s , a n d 6 2 m g / L fo r P I C h ry s og e n u m a n d M u c o r r a c e m o s u s ･ A c c o r d i n g
l y , it m a y b e s a i d th a t

M I C s o f o u r s t u d y a r e r el a ti v el y cl o s e
t o t h e s e v al u e s ･
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,
P r e sid e n t o f M i y a gi P r e f e c t u r e I n l a n d

- F i s h e ri e s R e s e a r c h a n d
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h e fu n g u s u s e d i n th i s s t u d y .
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Y . M . a n d P L A K A S

,
S . M . ( 1 9 9 8) A n aly si s o f m al a c h it e
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ミ ズ カ ビ病原因菌s ap r ol eg ni a p a r a siti c a に 対する

西洋 ワサ ビ抽出物の殺菌効果

C h u ti m a K H O M V I L A I ･ 柏木 正章 ･ 吉岡 基

三重大学生物資源学部

マ ラ カイ ト グ リ
ー

ン に 代わ る ミ ズ カ ビ病防除剤 と して の 西洋 ワ サ ビ抽出物の 有効性を明 らか に す る た め に , そ の 主

要成分の イ ソ チオ シ ア ン酸 ア リ ル ( A I T ) に ミ ズ カ ビ菌 s ap r oleg n ia p a r a sili ca ( N J M 8 60 4) の 菌 糸と遊走子を暴霧 し,

こ れ らの 発育 お よ び発芽阻止効果 を検討 した｡ そ の 結 果, A I T の 菌糸発育阻止最小濃度 は 6 4 .8 m g / L (6 0 分 間暴露)

で
,
遊走子発芽阻止最小濃度は 4 2 .5 m g/ L (5 分間暴露) で あ っ た ｡


