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第 1章緒言

第 1節ヒノキ

ヒノキ科(Cupressaceaθ)は21属 125種の針葉樹からなり，日本には4属 10種が

分布する(佐竹ら 1993).その一つであるヒノキ(臼amaecyparisobtusa Endl.)は日

本を代表する針葉樹であり，天然では東北南部から本州，四国，九チ1'1の農久島まで広く

分布する.スギ (Cryptomeriajaponi・caD.Don.)と並ぶ植林樹種であり造林面積は260

万 haと日本の人工林総面積の 25%を占める(林野庁 2012).古くから神社仏関，神殿

をはじめとする木造建築材として重罵され，現在でも住宅の柱や梁，床，内装材など様々

な場所で用いられるほか，建具，家具，工芸品など多岐に護って利用され，日本の木の

文化を支え形成してきた樹種といえる.このようにヒノキが重用されてきたのは材質が

綾密で強度・加工性に優れるほか，雨水や湿気に強く耐朽性が高いためである.またそ

の芳香性も優れた点の一つであり，精漉としても好まれて用いられている.そのため，

ヒノキの耐朽性に関する報告やその香りに関して多くの研究が成されてきた.とりわけ

ヒノキの材として酪業的価値を持つ部位は主に建築物等の構造材に用いられる幹材で

あることから，幹材の成分や生理活性に関して多くの先行研究がなされてきた.

1 



第2節 ヒノキ科樹木抽出成分に関する研究

ヒノキの優れた特性は樹木中に含まれる抽出成分によるものであり，ヒノキに代表さ

れるヒノキ科樹種に含まれる成分の生理活性に関して，これまでに多くの研究がなされ

てきた.特に，多様なテルベン類および合thujaplicin(hinokitiol)に代表されるトロポ

ロン類の多様な生理活性が報告されており，ヒノキアスナロ(効叩'opsisdolabra ta var. 

hondaθMakino)やベイスギ (Thujopsi汐plicataDonn.)に含有される s-thujaplicin

などのトロポロン類は非常に高い抗菌活性を有することで知られ (Debellet al. 1997; 

Debell et al. 1999; Morita et al. 2004)，蘭以外にも抗シロアリ活性 (Nakashima et al. 

1972) ，タバコシパンムシ (Lasiodθ'rma8.θ'rricorne)に対する忌避活性(狂oriet al. 

2004)などが報告されている.アスナロ (Thujopsisdolabrata Sieb. et Zucc.)心材中

に含有される carvacrol，合th可aplicin，thujopseneはマウスなどの欝歯類に対するかじ

り抑制効果(Ahnet al. 1995)を有するほか， carvacrol， s-thujaplicinには殺ダニ活性

(Ahn et al. 1998)が報告されている.

ヒノキに含まれる成分についても多くの生物活性の報告がある.ヒノキ斡の耐朽性に

関する研究としては，近藤らがヒノキ心材に含まれる cadinol類を主体とする化合物の

オオウズラタケ (Fomitopsispalustris)およびカワラタケ (']}ametlθsnθTsicolO1うに

対する抗蕗活性を報告している(近藤ら 198ω ほか，金城らによってヒノキ材中の

a-cadinol， t-muurololといった化合物がシイタケ (Lentinulaedodes)，ヒラタケ

(Pleurotus ostreatus)に対する抗菌物質として報告されている(金城ら 1986). また，

木材腐朽菌と並ぶ木材劣化生物であるシロアリに対しても高い活性を有することが知

られている.金城らはヒノキの hexane抽出物に含まれるt-muurolol，α-cadinolとい

ったセスキテノレベン類にシロアリに対する致死活性があることを報告した(金城ら

1988).一方で大谷らはヒノキ幹に含まれるこれらのセスキテノレベンには活性の持続性

はあるが活性自体は弱く， α-terpineolやα-terpinylacetateといった揮発性化合物が

抗蟻活性の主体であると報告している (Otaniet al. 1996).また，松永らは異なる性質

2 



を持つ接数の化合物が複合的に活性を発現していると報告している(松島ら 1990).近

年，ヒノキ幹の心材色の違いが抗蟻活性に寄与しているという報告がKijidaniet al.に

よって成されている(Kijidaniet al. 2012).このようにヒノキ幹材の多様な生理活性成

分に関する多くの報告が成されてきた.

幹材以外の部位では， Yang et al.によってヒノキ葉油成分の担子菌類，微生物に対

する活性が報告されている (Yanget al. 2007).また，石井らはヒノキ樹皮に含まれる

a -pinene， s-pinene， limoneneといった揮発性の化合物のイネやカラタチに対する生長

限害を明らかにしている(石井ら 1993)ほか，大原らは蒸煮処理したヒノキ樹皮のポ

リフェノーノレ成分とそのタンパク質吸着能について報告している(大原ら 1995).また

漏脂症とノキ樹指の manool，torulosol， torulosalといったジテノレベンが樟脂症病原醤

に対する抗菌活性を有することが報告されている(山本ら 1997).
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第 3節 ヒノキの未利用木質資源

ヒノキ幹材が木材として重用されてきた一方，高業的価値のない枝や葉，樹皮といっ

た部位や関伐材は伐採後そのまま林内に放置されるのがほとんどである.一般に立木か

ら丸太 1m3が生産される際，人工林では0.36m3の枝葉と 0.22m3の梢端部や曲がり

部分が発生し(財団法人エネルギー総合工学研究所 2003)，こういった未利用の林地残材

の存効利用が求められている.樹皮の利用に関する研究として，島地らがヒノキ樹皮の

燃料資源としての利用の可能性を検討している(島地ら 1984).また，能述したように

石井らはヒノキ樹皮に含まれる α下lnene，仕pinene，limoneneといった揮発性の化合物

がイネやカラタチの生長を阻害することを報告し(若井ら 1993)，大原らは蒸煮処理し

たとノキ樹皮のポリフェノーノレ成分とそのタンパク質吸着能について報告をおこなっ

ている(大原ら 1995).しかしながら，現状では日本の人工林の木質廃材の利用はほと

んどなされておらず，実際の利用には至っていない.

ヒノキの枝材もまた未利用木質資掠の一つである.枝はヒノキ樹体の重量の約

20幽30%を占め (Moriet al. 1995)，伐採される際や，森林管理の一環として定期的にお

こなわれる枝打ちの際に切り落とされ，林内にそのまま放置されている.これらのとノ

キの枝については，生枝材の衝撃に対する強度や枝打ちによる樹体への影響といった研

究(時光ら 2007;Onwona et al. 1994:井上ら 1993)がなされているだけで，その化学

的利用に向けた研究はほとんどなされていない.
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第4節本研究の目的

樹木は木材への加工過穂において非常に多くの廃材が発生し，中でも枝葉部は利用法

が確立されていないためそのほとんどが廃棄され，大半が林内に放置され大きな問題と

なっている.そのため現在枝葉部の新たな有効利用法が求められているが，幹材に比べ

校材は建材等には適しておらず，物理的な利用は限定される.そこでヒノキ枝材の化学

的利用法に着目した.枝部についての化学的研究は前述したように幹材に比べてほとん

どおこなわれていない.また近年，化学合成物質による環境汚染や人体への影響といっ

た懸念から，化学合成物質から天然物震への指向が強くなるに伴い天然出来である樹木

抽出成分に注目が集まっている.

そこで，本研究ではヒノキ枝材の有効な利用法を見出すため，枝心材抽出成分に着目

しラその生物活性について検討した.
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第2章 ヒノキ枝心材の抽出成分

第 1節緒言

樹木にとって枝は生命活動の維持のために不可欠な器官である.樹木の幹と枝は形成

層で、互いにつながっており，枝は幹の髄と材の内部まで接続しながら年輪を形成してい

る.枝は成長するに従い，幹と同様に材の中心に心材が形成される.ヒノキの枝心材は

幹心材に比べ非常に濃い赤掲色を呈しており，幹の心材色の違いはそこに含有される抽

出成分に起因することから(大橋ら 1987)，枝と幹の関の成分講成も異なるものと考え

られる.実際に耳iroseet al.によってノルリグナンのhinokiresinolがヒノキ枝心材か

ら単離されており(Hiroseet al. 1965)，ヒノキ幹と枝の成分が異なるものと考えられる.

枝は樹木が自身の生命を維持するために欠くことのできない重要な器官であるが，

我々が木材として利用しているのは幹であり，枝材の高業的価値は低く伐採される時に

廃棄されている.また，枝の一部である節の存在は材の性質に悪影響を及ぼすため，良

質木材を生産するためには定期的な枝打ちをおこなうことが求められている.このよう

なことからこれらの枝材のほとんどが有効に利用されることなく林内に放量されてい

る.

そこで，本章では来利用の木質資源の一つであるとノキ枝の有効利用法を見出すため，

まずヒノキの幹心材と枝心材の成分の相違を詳細に明らかにすることとした.
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第2節実験方法

2. 1 ヒノキ枝心材の抽出

2. 1. 1 試料

山形大学附属フィーノレド科学センター上名川演習林 (UniversityForest， Fie1d 

Science Center， Faculty of Agricu1ture， Yamagata University， Japan)にて， 93年生

のヒノキ(臼amaecyparisobtusa Sieb. et Zucc.)を伐採し，同一個体内より枝心材

(直径5cm X 幅 20cm)および幹心材(班径28cmX 幅35cm)を採取した.試料の

写真を Fig.2幽uこ示す.

2.1.2 抽出

2. 1. 1にて採取した枝・幹心材の試料をミキサーミノレ (WonderB1ender， Osaka 

chemical Co.， Ltd吋 Japan)で粉砕し木粉とした.木粉約 25gを室温でhexaneに7日

間浸潰し，得られた抽出液をろ過し，ロータリーエパポレーターにて濃縮し，捨出物を

得た.次にethy1acetate， methano1で同様の操作をおこない， hexane， ethy1 acetate， 

methano1の逐次抽出物を得た.

2.2 ヒノキ枝心材抽出成分の単離と同定

2.2.1 カラムクロマトグラフィーによる単離

ヒノキ枝心材のhexane抽出物 (4.01g)をシリカゲル (60N，spherica163-21O 11m， 

ne utra1; Kanto Chemica1 Co.， Inc.， Japan)カラムクロマトグラフィーにて，展開溶媒

にhexaneのみを用い6画分を得た (Fr.h-1 "-'6).続いてhexane/ ethy1 acetate (100:1 

から ethy1acetate)の展開溶媒を用いて分画をおこない合計 34の商分を得た (Fr.h-7 

"-' h4ω. 分匿の詳細を Fig.2・2 に示す.このうちの Fr.h-15， h“16 より

germacra-1-(1O)，5“die町 48-01(321 mg)， Fr. h-20より α-cadino1(244 mg)の単離化合

物を得た. Fr. h珊18(238 mg)を活性アルミナ (spherica175 11m; Wako pure Chemica1 

Industries， Ltd.， Japan)カラムクロマトグラフィーにて hexaneを用いて精製し

7 



t-cadinol (195 mg)を得た.

ヒノキ枝心材のethylacetate抽出物 (2.46g)をシリカゲノレカラムクロマトグラフィ

ーにて分画した.展開襟媒にhexane/ ethyl acetate (100:1から ethylacetate)を用い

て分画をおこない合計27の画分を得た (Fr.a幽1"-'a-27).続いて Fr.a-6"-'a-13 (1.09 g) 

を同様にシリカゲノレカラムクロマトグラフィーにて，展開溶媒にhexane/ ethyl acetate 

(1:6から ethylacetate)を用いて分画し合計25画分を得た (fr.b聞1"-'b-25). このうち

の自色粉末状の fr.b幽8をhinokinin(38 mg)として単離した.続いて fr.b-1 0"-' b-17 

(0.61 g)を間様にシリカゲノレカラムクロマトグラフィーにて展開溶媒に hexane/ 

acetone (1:3から acetone)を用いて分間しfr.c-1 "-'σ28を得，このうちの赤掲色粉末

状のfr.σ23"-'σ25をhinokiresinol(130 mg)として単離した.分画の詳細を Fig.2幽3

に示す.

2. 2. 2 機器分析

2. 2. 2. 1 GC-FID分析

Gas-liquid Chromatographic (GC) Flame Ionization Detector (FID)による分析に

は， HITACHI G合000(HITACHI Ltd.， Japan)を用いた.条件は以下の通りである.

DB-1キャピラリーカラム (30m x 0.32 mm  i.d.; 0.25 pm film thickness; J&W 

Scienti:fic， Folsom， CA， USA)，カラム温度 1000C(1 min保持)から 40C/minにて

2800Cまで上昇(15min保持)，気化室温度 2500C，検出器温度2500C，キャリアーガ

スにはheliumを用いた.

2.2.2.2 GC幽MS分析

GC-Mass Spectroscopy (担S)による分析は ShimadzuGCMS-QP-201O Ultra 

(SHlMADZU Corp.， Japan)を用いた.条件は以下の通りである.

DB-1キャと。ラリーカラム (30m X 0.32 mm  i.d.; 0.25 pm臼m thickness; J & W 

Scienti五c，Folsom， CA， USA) ，カラム温度 1000C(1 min保持)から 40C/minにて
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2800Cまで上昇 (15min保持)，気化室温度 2500C，検出器温度2500C，キャリアーガ

スにはhelium(圧力:50 kPa)を用いた.

検出ピークの問定はNI8T11， 118 Mass spectral libraryによるシミラリティー検

索をおこなった.

2.2.2.3 NMR分析

Nuclear magnetic resonance (NMR)による分析は JEOLJNM恒X400(1H 400 

MHzl13C 100 MHz) spectrometer (JEOL Ltd.， Japan)を用いておこなった.得られた

髄を解析するとともに既報の文献値 (Medardeet aL 1995; Labbe et a1 1993; 

El-8haz1ya et aL 2004; Takaku et aL 2001， Borg-Karlson et al. 1981)と比較し同定し

た.

2.3.3 化合物の同定

単離化合物 (germacra士(10)，5-dien-4s・01，tcadino1，α“cadino1， hinokiresino1， 

hinokinin)はEI-M8，NMRにより同定をおこなった.その詳締を以下に示す.

Germacra -1-(10).5 -dien-4仕01

日幽M8m危:222 (M+， 1%)， 207 (4)， 204 (3)， 189 (1)， 179 (1)， 165 (1)， 161 (1 

1)， 147 (2)， 133 (2)， 123 (16)， 105 (13)， 95 (11)， 93 (11)， 81 (100)， 71 (13)， 55 

(16)， 53 (8). lH-NMR o: 0.79 (止とた6.8Hz)，0.83 (d，εた6.7Hz)，1.19 (s)，1.54 (s)， 

2.51 (dddえとか14.7，11.9，11.9，3.5Hz)，4.95 (bs)， 5.17 (dd，よ1.5，9.2Hz)， 5.25 (d， 

とか15.6Hz).13C輔NMRo: 16.72， 18.96， 20.61， 23.68， 25.97， 30.71， 33.01， 39.63， 4 

1.28， 52.83， 73.14， 125.73， 128.88， 132.59， 140.09. 

t-Cadin01 

EI-M8 m :々222 (M+， 2%)， 204 (64)， 189 (15)， 165 (100)， 147 (4)， 134 (17)， 1 

21 (33)， 121 (33)， 105 (41)， 95 (45)， 81 (36)， 71 (13)， 58 (9)， 55 (13). lH-NMR 

o: 0.74 (止とか1.7Hz)， 0.85 (止とた1.7Hz)， 1.16 (s)， 1.61 (bs)， 5.49 (bs). 13C-NMR 
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6:.15.17， 19.78， 21.39， 22.57， 23.76， 29.26， 30.87， 37.71， 40.28， 46.63， 47.91， 70. 

66， 124.79， 134.35. 

a-Ca出nol

EI-MS m/z: 222 (M+， 1%)， 204 (29)， 189 (5)， 179 (2)， 165 (3)， 161 (32)， 149 

(6)， 137 (13)， 121 (69)， 109 (32)， 95 (100)， 93 (28)， 81 (37)， 71 (35)， 55 (26)， 5 

3 (12). lH-NMR 6: 0.71 (d， J= 1. 7Hz)， 0.86 (d， J= 1.7耳z)，1.05 (8)， 1.54 (m)， 

1.61 (8)， 1.93 (m)， 2.12 (m)， 5.44 (b8). 13C叩MR6: 15.09， 20.73， 21.50， 21.91， 

22.64， 23.84， 25.95， 30.89， 39.82， 42.13， 46.65， 49.96， 72.49， 122.29， 134.97. 

回'no恒Tesinol('_τMS) 

EI-MS m危.:369 (M七92%)，381 (25)， 230 (58)， 217 (21)， 179 (2ω， 115 (7)， 73 (100). 

Hinokinin 

EI-MS m/z. 354 (M+， 30%)， 218 (11)， 192 (4)， 173 (3)， 162 (7)， 135 (100)， 105 (16)， 77 

(27). 1豆-NMR6: 2.43・2.59(4H， m)， 2.85(1H， dd， J= 3.5Hz， J口1.5Hz)，2.87 (1H， dd， 

J= 3.5Hz， J= 1.4珪z)，3.85 (1H， dd， J= 2.0Hz， J= 2.3Hz)， 4.07(1H， dd， J= 2.3Hz， J= 

8.3Hz)， 5.88-5.89 (4H， m)， 6.40-6.69 (6H， m). 13C-NMR 6: 34.82， 38.36， 41.27， 46.46， 

71.13，101.01，108.28，108.34，108.79，109.42， 121.58， 122.21， 131.31， 131.58， 146.34， 

146.46， 147.85， 178.41. 

2.3 ヒノキ枝心材抽出物の成分分析

ヒノキ枝・幹心材逐次抽出物 (hexane，ethyl acetate)に含まれる成分を悶定し，構

成割合を明らかにするため， GC-MSによる同定と GC-FIDによる定量をおこなった.

2.3.1 GC-MS分析

2. 2. 2. 1と同様ShimadzuGCMS-QP-2010 Ultra (SHlMADZU Corp.， Japan)を

用い，同条件で分析をおこなった.

2.3.2 GC-FID分析

10 



2.2.2.2と同様HITAC豆IG合000(HITACI丑Ltd.，Japan)を用い，開条件で分析

をおこなった.定量についてはモノ・セスキテノレベン類は標準物質のheneocosan換算

値を， hinokiresinolとhinokininについては標品から検量線を作成して求めた.
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第 3節結果と考察

3. 1 ヒノキ技・幹心材の抽出物量

ヒノキ枝・幹心材の抽出物量をTab1e2閉1に示す.枝心材の hexane抽出率は 15.4%

で， 幹心材 3.1%のおよそ 5倍であった.Ethy1 acetate抽出物も枝心材の抽出率が

11.0%，幹心材が1.1%と，枝心材は幹心材の 10倍含有していた.なお， methano1抽

出物は校と幹の間に大きな差は見られなかった.枝心材の全抽出物量は 28.3%，幹心材

が 5.6%であり大きな差が認められ，特に枝心材の低・中極性の抽出物が極めて高いも

ので、あった.

3.2 ヒノキ校心材抽出成分の単離と関定

3.2.1 ヒノキ枝心材抽出成分の単離

ヒノキ枝心材の hexane抽出物 (4.01g)をシリカゲノレカラムクロマトグラフィーに

て分画した.Hexaneのみを用いて得られた麗分は炭化水素化合物が混合しており，こ

れらをカラムクロマトグラフィーでさらに分画することは国難で、あった為これらを炭

化水素の酒分H-1とした.続いて hexane/ ethy1 acetateの展開溶媒を用いて分闘をお

こない，germacra-1-(10)点幽die町 48刷01(321 mg)， t-cadino1 (195 mg)，α-cadino1 (244 mg) 

を単離した.

ヒノキ校心材のethy1acetate抽出物 (2.46g)をシリカゲノレカラムクロマトグラフィ

ーにてhexane/ ethy1 acetateの展開溶媒を用いて分画しhinokinin(38 mg)を得た.

さらに展開溶媒hexane/ acetoneにて分画をおこないhinokiresino1(130 mg)を得た.

3. 2. 2 単離物の同定

炭化水素化合物画分である H-1は滋合物であるため， GC-MS分析をおこない

s-e1emene， copaene， a-muuro1ene， y-cadinene， 8欄cadineneを主成分として同定した.

これらH-1画分に含まれる主要化合物および単離化合物germacra-1・(10)，5-dien-4s-01，
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t-cadino1，α-cadino1， hinokiresino1， hinokininのマススベクトノレの図を Fig.2-4~13 に

示す.また， germacra咽1-(10)，5幽die町 48刀1，t-cadino1，α“cadino1， hinokininについては

NMR分析 (Fig.2-14~21) にて得られた値を文献値(説edardeet al. 1995; Labbe et a1 

1993; E1-Shazlya et al. 2004; Takaku et al. 2001， Borg・'Karlsonet aL 1981)と比較し

同定をおこなった.Hinokiresino1については研究室保有の標品との比較によって同定

した.

ヒノキ枝心材に含まれるこれらの化合物の化学構造式を Fig.2-22に示す.

3.3 ヒノキ枝心材抽出成分の構成

ヒノキ枝・幹心材のhexane，ethy1 acetate抽出物の GC-MS分析によって得られた

Tota1 Ion Chromatogram (TIC)をFig.2-23， 24にポす.1王exane抽出物では，ヒノキ

の校・幹心材に共通してモノテノレベン炭化水素の8叫emene，セスキテノレベン炭化水素

のcopaene，α-muuro1ene，y“cadinene， O“cadineneが確認され，セスキテノレベンアノレコ

ーノレのt-cadino1，a幽cadino1が枝・幹ともに検出された.またセスキテノレベンアルコー

ノレの germacra十(10)，5-dien-48せが枝に特徴的に確認された.校・幹の詞方からリグ

ナンの hinokininが確認された Ethy1acetate抽出物の TMS化物を分析した結果，

技のみに特徴的な成分としてノノレリグナンの hinokiresino1が確認された.またリグナ

ンのhinokini肢が枝・幹の両方に確認された.

GC-FID分析によって得られた各化合物の RetentionTime (RT)およびそれらの構

成をTab1e2・3に示す.モノ・セスキテルベン炭化水素をみるとその講成割合はほぼ関

様であり，特にcadinene型のセスキテルベン炭化水素で、ある y-cadineneとo-cadinene

が枝・幹ともに枝の抽出物構成割合の 30%を占めていた.Cadino1型構造を持つセスキ

テルベンアルコールのt-cadino1，a幽cadino1も枝・幹に共通する主要な化合物で，枝抽

出物の約 40%，幹の約 50%と非常に大きな構成割合を占めていた.これら 4つのセス

キテルベンがヒノキの枝と幹に共通する主要な化合物といえる.枝のみに特徴的に含有
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されたセスキテルベンアルコーノレの germacra-1-(1U)，5・dien-48・01の構成割合は 6.8%

で、あった.校のみに含有される成分であるノルリグナンの hinokiresino1は抽出物の

6.1%を構成していた. リグナンの hinokininが枝・幹の両方に確認され，その構成割

合は枝の 12.1%，幹の 10.5%と上記4つのセスキテノレベン化合物に次ぐものであった.
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第4節小括

ヒノキ枝・幹の抽出物の相違を暁らかにするためにhexane，ethy1 acetate， methano1 

にて逐次抽出をおこない，各拙出物量を求めるとともに，成分の単離と同定をおこない

各成分の構成割合を明らかにした.

その結果，枝心材の抽出物量は幹心材に対しhexane抽出物では5倍， ethy1 acetate 

抽出物では 10倍ときわめて多く，特に低・中極性成分の多い構成で、あった.

ヒノキ枝心材の hexane抽出物をカラムクロマトグラフィーで分画し H-1画分

(侶8勺叫1emen問e久， c∞opaene久， α 

コ一ルのg伊erma舵cr陀a-十1-(10ω)，点5崎d出len町-4必s-01，t-cadinol，α-cadinolを単離した.枝心材のethy1

acetate抽出物からノノレリグナンの hinokiresino1およびリグナンの hinokininを単離

した.

ヒノキ枝および幹心材のhexane，ethy1 acetate抽出物に含まれるモノテルベン炭化

水素，セスキテノレベン炭化水素，セスキテルベンアルコール，ノノレリグナン，リグナン

といった成分の構成を明らかにするため GC-MS，GC-FID分析をおこなった.Hexane 

抽出物では枝・幹ともそノテノレベン炭化水素の合e1emene，セスキテルベン炭化水素の

copaene，α-muuro1ene， y-cadinene， o-cadineneおよびセスキテノレベンアルコーノレの

t-cadino1， a-cadinolが検出された.枝と幹の大きな違いとして，枝のみにセスキテノレ

ベンアルコールの germacra-1-(10)点-dien-4s-01が確認された.Ethy1 acetate抽出物の

TMS化物を分析した結果，枝のみにノノレリグナンの hinokiresino1が確認され，リグナ

ンのhinokininが校・幹の両方に確認された.

GC-FID分析によって得られたこれらの化合物の構成比をみると，モノ・セスキテノレ

ベン炭化水素の構成割合は枝と幹でほぼ問様であり， cadinene型のセスキテノレベン炭

化水素のy-cadineneとo-cadineneが大きな割合を占めていた.Cadino1塑構造を持つ

セスキテノレベンアルコールのt-cadino1，α幽cadinolも枝・幹に共通して非常に大きな構

成割合を占めており，これら 4つのセスキテルベンがヒノキの枝と幹に共通する主要な
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化合物といえる.枝のみに含有されるセスキテノレベンアルコールである

germacra士(10)，5-dien岨46-01の構成都合は他のセスキテルベンに比べその小さいもの

で、あったが，枝抽出物を構成する特徴的な化合物といえる.枝のみに含有される成分で

あるノルリグナンの hinokiresino1は抽出物の 6.1%を構成していた. リグナンの

hinokininが枝・幹の両方に確認され，上記 4つの cadinene型化合物に次ぐ構成割合

で、あった.

このことから，ヒノキ枝心材は幹心材に比べ多量の低・中極性の抽出成分を含有し，

その中に含まれる化合物の構成に枝と幹で相違がみられ，枝のみに

germacra士(10)，5圃dien-46-01やhinokiresino1といった特有の成分が存在することが明

らかになった.
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Fig.2・1 Samp1es ofhinoki (left pane1: branch， right pane1: trunk 1og). 
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Fig.2・2 Isolation scheme of hexane extract of hinoki branch. 
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Fig. 2-3 Isolation scheme of ethyl acetate extract of hinoki branch. 



Table 2-1 Yields of the successive extracts from hinoki heartwood. 

solvent yield (%) * 

hexane 15.4 (54.2) 

Branch heartwood extract ethyl acetate 11.0 (38.8) 

methanol 1.9 (6.9) 

Total 28.3 (100.0) 

E。O 
hexane 3.1 (54.9) 

Trunk heartwood extract ethyl acetate 1.1 (19.0) 

methanol 1.4 (25.0) 

Total 5.6 (100.0) 
当旨

Yields were calculated based on dry 
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Fig. 2-4 Mass spectrum of s.elemene. 
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Fig.2-5 Mass spectrum of copaene. 
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Fig.2・6 Mass spectrum of α-muurolene. 
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Fig.2-7 Mass spectrum of y-cadinene. 
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Fig.2嗣8 Mass spectrum of o'cadinene. 
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Fig. 2-9 Mass spectrum of germacra.1・(10)5.dien-4s・01.
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Table 2幽3 Constituents of hexane and ethyl acetate extracts from hinoki branch heartwood (GC-FID). 

No. Compound Retention Time Content (mg/g dw) (%) 

(min) Branch (%) Trunk (%) 

monoterpen hydrocarbon 1 s-e1emene 9.3 2.6 (1.9) 0.5 (3.1) 

sesquiterpen hydrocarbon 2 copaene 11.4 3.3 (2.4) 0.6 (3.6) 

3 α-muuro1ene 12.0 4.7 (3.5) 0.9 (5.2) 

4 y-cadinene 12.4 21.5 (16.0) 2.3 (13.8) 

5 8・cadinene 12.7 20.4 (15.1) 2.5 (14.9) 

sesquiterpen a1coho1 6 germacra-1-(10)，5-dien-4s欄01 13.8 9.2 (6.8) T* 

砕を。 7 t働cadino1 15.7 25.7 (19.1) 4.3 (25.7) 

8 α倒cadino1 16.9 23.0 (17.1) 3.9 (23.5) 

norlignan 9 hinokiresino1 34.8 8.2 (6.1) T合

1ignan 10 hinokinin 44.7 16.3 (12.1) 1.7 (10.5) 

Tota1 134.9 (100) 16.7 (100) 
'旨

Trace 
* content ofNo.1-8， 10 (mg/g dw) = Yeilds of extracts x (Each component pe品¥:area I 1.8. pe討¥:area) (GC-FID) 
* content ofNo.9 (mg/g dw); y O.5064x 
* content ofNo.10 (mg/g dw); y = 1.5498x 



第 3章 ヒノキ枝心材の抗菌活性

第 1節緒言

ヒノキの耐朽性は古くから知られ，木造建築材として重用されてきた.この特性は樹

木中に含まれる樹木抽出成分に起因し，これに関する多くの研究が成されてきた.近藤

ら(近藤ら 1986)，および金城ら(金城ら 1986)によって，ヒノキ材の抗菌活性，特

に木材腐朽葡に対する活性は α幽cadinol，tmuurololといったセスキテルベンアルコー

ルに起困することが報告されている.また，大谷らの報告ではとノキ精油中に含まれる

α-terpineolをはじめとするモノテルベンアルコールにも高い抗菌活性があるとされて

いる(大谷ら 2001). しかしながら，ヒノキの抗菌活性に関する報告の多くは，材とし

て商業的価値を持つ幹材に関するものが大半である.ヒノキの幹以外の部位の抗菌活性

については， Yang et al.によって葉油成分の担子菌類，微生物に対する活性が報告さ

れているが (Yanget al. 2007)，枝材に関する抗菌活性に関してはこれまでに報告がな

し¥

そこで，本章では未利用木質資源であるヒノキ校の有効利用法のーっとして，その抗

菌活性を明らかにするため，幹心材と枝心材の抗菌活性試験をおこない，その差異を検

討した.
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第2節実験方法

2. 1 試料・試料調製

2. 1. 1 ヒノキ枝・幹心材の逐次抽出物

試料は第2輩 2.1. 1と同様のヒノキ枝・幹心材の hexane，ethy1 acetate， methano1 

逐次抽出物を用いた.これらの逐次抽出物を acetoneにて濃度1.0mg/m1に調製し，

検定試料に用いた.

2.1.2 ヒノキ枝心材単離化合物

試料は第2章 2.3にてヒノキ枝心材の hexane，ethy1 acetate抽出物よりカラムクロ

マトグラフィーを用いて分離した E幽1画分， germacra幽1'(10)，5欄die町 48-01，t-cadino1， 

α幽cadino1，hinokiresino1および hinokininを用いた.これらを acetoneにて濃度1.0

mg/m1に調製し，検定試料とした.また，対照、試料となる positivecontro1として，こ

れまでに犠々な菌に対する活性報告が成されている 8廿mjaplicin(hinokitiol)を用い

た.

2.2 抗菌活性試験

2.2.1 供試生物

供試躍にはJISZ2119 "木材強制腐朽試験"およびJISK1571“木材関脇剤の性能基

準及び試験方法"で指定されている 6議の木材腐朽蔚(白色腐朽菌2種，褐色腐朽菌2

種，軟臆朽菌2種)およびJISZ2911 "かび抵拭性試験方法"にて指定されている 4種

のかび菌を用いた.木材腐朽菌には，白色腐朽菌の 1I'ametesvel'sicolor (カワラタケ，

NBRC: 3034ω およびLenzitesbetulinus (カイガラタケ， MAFF: 420199，褐色腐朽

菌の Fomitopsispalustris (オオウズラタケ， NBRC: 30339)および Gloeophyllum

trabeum (キチリメンタケ， MAFF: 420223)，軟腐朽菌の 1hchodermavIrens (NBRC: 

6347)および αaetomiumglobosum (MAFF: 645007)を用いた.かび躍には

Rhizopus臼アzaθ(NBRC:31005A)， AspergilJus niger (NBRC: 6342)， pcθ'nIcillium 
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citrInum (NB豆C:6352)およびα'ado.伊 orIumclado.弓porIoIdes(NBRC: 6348)を用し、

Tこ.

尚，ヒノキ枝・幹心材の逐次抽出物の抗菌試験には供試菌グループの代表的な薗種で

ある T.versIcolor (白色腐朽菌)， F. palustrIs (褐色腐朽菌)， T.ばrens (軟鹿朽菌)およ

びR.oryzaθ(かび菌)の 4種を用い，ヒノキ枝心材単離物による試験には，より詳細に

活性を検討するため上記 10種の供試菌を用いた.供試菌の詳締をTable3.1に示す.

T. versIcolol'， F. palustrIs， A. nIger; P cItrInum， R. oryzae， C. cladosporIoIdesは

NITE (独立行政法人製品評価技術基盤機構)より ，L. betulinus， G. trabeumおよび

T. vIrensはNIAS(農業生物資源ジーンパンク)より購入した.試験前に菌株を Potato

Dextrose Agar (PDA)培地(パーノレコア@ポテトデキストロース寒天培地?栄研L

Kanto Chemical Co.， Inc.， Tokyo， Japan)上でおこと 10Cの時条件下で前培養し，試

験に供した.

2.2.2 試験方法

抗菌活性試験は，小藤田ら(小藤田ら 2001)および豆usumotoet al. (Kusumoto et al. 

201ω の報告に基づいておこなった.試験培地にはPDA培地を内径80mm滅菌シャー

レ内に 15ml分注し，居住後に常温になったものを用いた.クリーンベンチ内で調製

した各捨出物 300μlをPDA培地表面に均一になるよう塗布し， 1時陽気乾し溶媒を十

分に樺発させた.この際，培地表臨に 5μg/cm2試料が塗布されたことになる.なお，

対照、試験培地 (control)には， acetoneのみを 300μ1塗布し，同様に気乾させた試験区

を用いた.前堵養した供試菌の菌叢外縁部から 5mmコルクポーラーで菌叢をくり抜き，

調製した培地中央に置床後パラフィノレムで密閉した.尚，各試験は 3反復おこなった.

試験培地は恒湿器内で 26土 lOC，湿度 60%の暗条件下で静置培養し， controlの菌叢

外縁が内窪80mmシャーレの搬に達した時点で試験を終了とした.

試験期間の目安は T.versIcolor約6日間，L. betulinus約 10日間，F. palustrIs約 14

日間，G. trabeum約6日開 T.virens約 48時間， C. globosum約6日間，A. nIgel;約
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14日間，R. 0与Tzaθ約 32持問，P citrinum約 5司開， C. cladosporioides約 32日間

である.最終日の菌叢4方向の直佳を計澱し，その平均値ごと標準誤差 (SE)をもとめ，

以下の式より controlに対する菌叢蓋径生長率(%)を算出し，Antifungal index (%)と

して活性を評価した.

Antifungal index (%) =100 x (1-DalDb) 

Da: the total average of the mycelia diameter of each sample -5 mm. 

Db: the average diameter of the mycelia in the contl'ol-5 mm. 

試験の摸式図を Fig.3・1に示す.

2. 2. 3 統計処理

算出したAntifungalindexの値はAnalysisof Variance (ANOVA) Tukey-Kramer 

test (Statcel 2 software， OMS， Tokyo， Japan)を用いて統計処理し，活性を評価した

いく0.05).
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第3節結果と考察

3. 1 ヒノキ枝・幹心材の逐次抽出物の抗菌活性

各菌に対する枝幹心材逐次抽出物のAntifungalindexをTable3宮にポす.白色腐朽

菌の T.viθ'rsicolol・に対してはいずれの抽出物も 30%以下の低い活性であり，枝と幹抽

出物の間に顕著な差は認められなかった.褐色腐朽菌の F.palustrisに対しては校・幹

ともに hexane，ethyl acetate抽出物に活性が確認され， Antifungal indexは枝心材

hexane抽出物が 50.0土1.8%，ethyl acetate抽出物は49.0土 6.4%であり，これに

対し幹心材hexane抽出物は45.2こと 6.4%， ethyl acetate抽出物は 44.6ごと 4.8%と，

若干ではあるが枝心材抽出物は幹に比べ活性が高い傾向がみられた.軟腐朽蕗の f

V1rensに対する枝 hexane抽出物のAntifungalindex は 42.0土4.2%で幹hexane捨

出物は24.8土4.1%と，顕著な活性の差がみられた.ethyl acetate抽出物についても若

干枝心材抽出物が高い傾向をみせた.かび菌のR.oryzaeに対して枝hexane抽出物が

31.6土4.1%，幹hexane抽出物22.0士4.8%の活性を恭した.なお，いずれの蔀に対し

でも枝，幹ともに methanol抽出物の活性は低いもので、あった.

以上の結果より，ヒノキの枝・幹の抗菌活性成分はhexaneおよびethylacetate抽

出物を中心に存在しており，幹心材抽出物に比べ枝心材が高い活性を発聾する傾向がみ

られた.また枝心材は幹に比べ 5f音の hexane抽出物， 10倍の ethylacetate抽出物

を含有していることから，ヒノキ枝心材は幹心材に比べ量的な酷でも高い抗菌活性を有

するといえる.

3.2 ヒノキ枝心材単離化合物の抗菌活性

各菊に対する校心材単離物のAntifungalindexをTable3合に恭す.白色腐朽蘭の

T. versicolor， L. betulinusに対しpositivecontrolである 8・thujaplicinは90%を超え

る高い活性を示した.それに対し単離化合物の活性は T.versicolorおよびL.betulinus 

に対し全体的に低いものであるが， α帯cadinolが T.versicolorに対し 52.5土4.1%の活性

を示し， hinokininが 37.7土 0.7%の活性を示した.褐色腐朽菌の F.palustzお，G.
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trabθumに対しでも s-thujaplicinは90%超の高い活性を示した.F. palustl討に対し

ては顕著な活性をみせる化合物は確認できなかったが，G. trabeumに対しセスキテノレ

ベンアノレコーノレのα幽cadinolが87.4土1.1%， t-cadinolもそれに次ぐ 85.2土4.1%の活

性をみせた.軟腐朽菌の Tvirensに対しては仕thujaplicinのAntifungalindex (50.1 

土1.2%)をα-cadinol(60.1土1.5%)，hinokiresinol (74.2土1.2%)，hinokinin (50.4 

土 10.9%)が上屈り，これまでと具なる活性傾向をみせた.また， C. globosumに対し

て町cadinolが 87.4土1.1%の非常に高い活性を示し， hinokinin (58.7士1.7%)，

t-cadinol (58.5士1.7%)がそれに続いた.かび菌に対する活性試験では，A. niger，に

対しては仕thujaplicinの活性は 23.2土1.1%と低く，単離化合物の活性もそれを下回

るものであった.P citrinumに対しては8廿lUjaplicinが100%の活性をみせ，化合物

では a-cadinol (77.0 土 3.2%)， t-cadinol (76.4 + 1.2%) のほか，

germacra-1-(10)，5-dien-4s-ol (42.9土3.8%)，hinokinin (60.1土4.5%)に活性が確認

された.R.oξyzaeに対しては8・thujaplicinが57.1士0.9%の活性を示しhinokiresinol

がそれに続く 45.2+ 0.9%の活性をみせたC.cladosporioidesに対しては

s-thujaplicinが48.7土2.3%の活性をみせたが，単離化合物の活性はいずれも低いもの

で、あった.

以上の結果より，セスキテルベンアノレコーノレのα幽cadinolが自色腐朽薦の Tversicolor， 

褐色腐朽菌の G.trabeum，軟腐朽葱のTvirens， C.ιlobosumおよびかび躍のR.oryzae，

P citrinumに対して高い活性をみせた.α-Cadinolの立体異性体であるかcadinolも

G. trabeum， C. globosum， P citrinumに対し高い活性を示した.これら cadinol類の

抗菌活性については，ヒノキ材やショウナンボク葉に含まれる α-cadinolの木材腐朽菌

に対する活性(近藤ら 1986;金城ら 1986;Chang et al. 2008)や，スワルツィア属撞

物中のt-cadinolの抗菌抗微生物活性 (Rojaset al. 2006)など，多くの活性報告が成さ

れている.枝の特徴的なセスキテノレベンアルコールである

germacra十(10)点-dien-4s叫の活性はよ記の北合物に比べやや劣るがPcitrinumなど
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に活性がみられた.枝特存の化合物であるノノレリグナンの hinokiresinolは positive

controlのs-thujaplicinや他の化合物が比較的低い活性で、あった T.virensやR.oryzaθ

に対し高い活性を示した.また枝・幹両方に共通して含有される hinokininは r

versicolor， C globosum， T. virensとし、った菌に対し活性を示した.

ヒノキ枝心材成分の中でも菌によって化合物が恭す活性は様々であり，このように異

なる活性傾向をもっ複数の化合物を樹体内に持つことによって，多面的に樹体を防御し

ていると考えられる.また前章においてヒノキ枝心材は幹心材に比べ多量の hexane，

ethyl acetate抽出物を有していることから，ヒノキ枝心材は量的な面でも高い活性を

有するものと考えられる.
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第4節小括

来利用木繋資源であるヒノキ枝心材の有効利用法のーっとして，その抗菌活性につい

て幹心材と比較しながら検討した.

ヒノキ枝・幹心材部をhexane，ethyl acetate， methano1で逐次抽出し得られた抽出

物を用い，白急腐朽菌の 1'.versIcolor，褐色瀦朽躍のfぞpalusfrIs，軟腐朽菌の 1'.げrens

および、他のかび菌の R.oryzaeに対する活性試験をおこなった.その結果，枝・幹心材

のhexane，ethy1 acetate抽出物に活性が確認された.

続いて枝心材の hexane，ethy1 acetate抽出物から得られた炭化水素の H幽1画分，

germacra士(1O)，5-dien闘4s刀1，t-cadino1，α聞cadinol，hinokiresino1および hinokininを

用いて抗菌活性試験をおこなった.その結果，セスキテルベンアルコーノレの α-cadinol

が白色腐朽菌の 1'.versIcolor，褐色腐朽菌の G.frabeum，軟腐朽菌の 1'.ばrens，G. 

globosumおよびかび薗の P.cIfrInumといった複数の菌に対して高活性を示した.ま

た， a幽Cadinolの立体異性体であるt-cadino1もG.frabeum， G. globosum，およびR

cifrInumに対し高い活性をみせた.枝の特徴的なセスキテノレベンアノレコールである

germacra-l-(1u)点-dien-4s叫の活性は上記の化合物に比べやや劣るがP.cifrInumなど

に活性を示した.枝特存の化合物であるノノレリグナンの hinokiresino1は positive

contro1の8せmjaplicinや他の北合物の活性が低かった 1'.ばrensやR.oryzaeに対して

高い活性を示した.また，枝・幹跨方に共通して含有される hinokininは 1'.Viθ'rsIcolor，

G. globosum， T.ばrensに対し活性を示した.

このように菌によって活性を示す化合物は様々であり，複数の化合物が多様な形で樹

木の抗薗活性に寄与していることが考えられる.また，ヒノキ枝心材は幹心材よりも多

量の抽出物を存し，化合物によって多面的に活性を発揮するほか，

germacra士(1O)，5-dien-4s叫やhinokiresino1といった枝特有の化合物を含むことか，

量的・質的な面で幹心材より高い抗菌活性を持つといえる.
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Table 3-1 Details of the fungi which were used for an examination. 
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Table 3・2 Antifungal index of extracts from hinoki heartwood. Common letters denote no significant difference. Turkey-Kramer， 

p< 0.05. 

Branch 

Hexane 

Solvent 

Ethyl acetate 

h在ethanol

Trunk 

Hexane 

Ethyl acetate 

h在ethanol

White-rot fungi Brown-rot fungi 

Trametes Fomitopsis 
Vθrsicolor palustrIs 

24.3土9.5ab 50.0土1.8a 

26.8土5.1a 49.0土3.8a 

10.3土3.2b 23.4土8.5c 

26.2ま9.8a 45.2土6.4ab 

20.6土8.3ab 44.6土4.8ab 

14.0土12.6ab 32.4土4.0bc 

Antifungal index ( + SE) (%) 

Soft-rot fungi Other fungi 

Trichoderma 
Rhizopus oryzae 

Vlrens 

42.0土4.2a 31.6土4.1a 

42.0土3.7a 26.7 :と4.7a 

17.9土14.0b 13.1土12.2a 

24.8土4.1ab 22.0土4.8a 

36.9土4.9a 25.3土9.7a 

27.0土8.9ab 16.8土9.6a 



Table 3同3 Antifungal index of isolated compounds from hinoki branch heartwood. Common letters denote no significant 

difference. Turkey-Kramer， p < 0.05. 

Wood rot fungi 

Sample Whiteィotfungi Brownマotfungi 

01 

日開1

germacra-l-(10)，5-dien・4s-ol

トcadinol

ゃcadinol

hinokiresinol 

>+>- hinokinin 

9・thujap五cin

Sample 

H・1

germacra -1-( 10)，5-dien-4s-o 

t-cadinol 

α-ca必101

hinokiresinol 

胎10kinin

s-thujaplicin 

Trαmetes 

versicolor 

15.0土1.2c 

18.2土0.8c 

20.4土0.7c 

52.5土4.1b 

18.4土1.6c 

37.7土0.7c 

93.4土2.9a 

Aspergillus niger 

働2.9土0.9c 

10.8土1.0b 

8.9:l: 1.5 b 

6.7土1.3bc 

8.2土0.9b 

7.6土1.1bc 

23.2土1.1a

Lenzites Fomitopsis Gloeophyllum 

betulinus pαlustris trabeum 

7.6土2.6b 16.1士1.2b -2.3土3.0b 

4.2土1.8b 21.3ま0.8b 20.2土5.3b 

12.3土2.0b 20.5土1.3b 85.2土4.1a 

22.6土1.7b 31.9土1.0b 81.9土2.9a 

24.9土1.6b 36.5土0.8b 21.7土3.7b 

19.4土2.5b 32.4土8.1b 3.1 :と2.6b 

95.1土2.2a 92.7ま3.3a 100.0土Oa

other fungi 

Penicillium Cladosporium 

citrinum 
Rhizopus oryzae 

cladosporioides 

13.1土6.8cd 23.6土1.1b 0.9土1.0c 

42.9土3.8bc 15.5土2.0b 2.5土0.5bc 

76.4土1.2ab 19.5土0.7b 10.8土0.7b 

77.0土3.2ab 24.8土1.3b 7.9土0.6bc 

37.6土4.2c 45.2土2.8a 岨0.1土0.7c 

60.1土4.5bc 29.8土1.2b 2.9土0.6bc 

100.0土Oa 57.1土0.9a 48.7土2.3a 

Antifungal index (ごとSE)(%) 

So伽 otfungi 

Trichoderma Chαetomium 

Vlrens globosum 

11.2土0.7d 1.6土1.6d 

13.6土1.2d 33.1土1.9c 

29.6土0.8c 58.5土4.8b 

60.1土1.5ab 87.4土1.1a

74.2土1.2a 31.5土2.3c 

21.4土10.9cd 58.7土1.7b 

50.1土1.2b 100.0土Oa



第4章 ヒノキ校心材の抗蟻活性

第 1節緒言

木材腐朽菌と並び，木材の生物劣化の原因としてあげられる生物がシロアりである.

現在日本には東日本を中心にヤマトシロアリ (Reticulitermθ'ssperatus Kolbe)，西日

本を中心にイエシロアリ (Coptotjθrmesformosanus Shiraki)が分布し，吉くから木材

を食害劣化させる害虫として知られる.また，奄美大島以南に生息するダイコクシロア

リ (αyptotermesdomθ'sticus Ha吋land)や外来種のアメリカカンザイシロアリ

(Inci汐itermesminor Hagen)による被害も拡大している(屋我ら 1997).

建築材としてヒノキが重用される理由のーっとして，これらのシロアリに対する揺す朽

性の高さが挙げられる.この耐朽性はヒノキ中の様々な成分に起因し，多くの化合物が

様々な抗蟻活性を発揮している.金城らの報告ではヒノキ幹のhexane抽出物に含まれ

るt-muurolol，α-cadinolといったセスキテルベンアノレコールが抗蟻活性成分の主体で、

あるとされている(金城ら 1988).一方でOtaniet al.はとノキ幹の alcohol-benzene 

抽出物に含まれる cadinol類には活性の持続性はあるが活性自体は弱く，町terpineol

や α幽 terpinylacetateといった揮発性の化合物が活性の主体であると報告している

(Otani et al. 1996， 1997).松永らはcadinol類に加え，異なる性震を持つ護数の化合

物が複合的に活性を発現していると報告している(松永ら 1990).このようにとノキ材

に含まれる化合物の拭蟻活性，特に致死活性については様々な報告が成されている.こ

れらヒノキの抗蟻活性に関する報告の多くは，拭菌活性に関する研究と同様，建材とし

て荷業的な価値を持つ幹材に関するものがほとんどである.

ヒノキの幹心材は一般的に淡黄色から薄赤色を示し，特に赤味の強し1材が高品として

好まれており(森ら 2010)近年， Kijidani et al.によって心材色の赤味の強いとノキ

品種は，黄味のg齢、品種に比べシロアリによる食害を受けにくいことが報告されている

(町長daniet al. 2012).一般にヒノキの枝心材は幹心材に比べ非常に濃い赤褐色を有す
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る.このことからとノキ枝心材が幹心材に比べ高い抗蟻活性を有する可能性は十分に考

えられる.

そこで，本章では引き続き未利用木質資源であるとノキ枝心材の有効利用法を探索す

るため，その抗蟻活性について検討した.試験には枝心材と幹心材の逐次抽出物，さら

に枝心材のhexane，ethyl acetate抽出物から単離された化合物を活性試験に用いた.

なお，単離化合物ごとの活性の特徴を明らかにするため，複数の試験手法を用い，多面

的に活性を評価した.
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第2節実験方法

2. 1 供試生物

供試生物には東日本を中心に広く分布するヤマトシロアリ (Reticulit，θ'rmes

speratus Ko1be)を用いた.2010年に山形大学附属フィーノレド科学センタ一生物多様

性保全研究閤 (Fie1dScience Center， Faculty of Agricu1ture， Yamagata University， 

Japan)でアカマツ丸太に形成されたコロニーを採集し，憧温室内で26土 1oC，湿度

60%の暗所に保存した.試験にはヤマトシロアリ職蟻の成虫を用いた.

2.2 木材ブロック食害試験

2.2.1 試料・試料調製

試料は第2章2.1.1のヒノキ枝・幹心材を 5X5X20mmのブロック状に加工した.

また， contro1としてアカマツ(万TIUSdensif10ra Sieb. et Zucc.)の辺材を用いた.加工

した試験体ブロックを祖度60土 20Cの循環式乾燥器で48時間乾燥させ，吸濯しない

よう約30分間デシケータ中に放置した後，試験に供した.

2.2.2 試験方法

海砂 (particlesize 0.1-0.3 mm; Kanto Chemica1 Co.， Inc.， Tokyo， Japan) 20.0 gを

敷き詰めたアクリノレ樹脂製の円筒飼育容器(直径80mm，高さ 60mm)の患に試験体

ブロックを置き，飼育容器1倍につき職蟻 100頭を投入した.額育容器は，温度26土

10Cの暗所に 21日陪静置した.試験期間中に死亡したシロアリは容器から除去し，餌

育容器内にかびが発生した場合も同様に除去した.容器内は定期的にスプレーで水を噴

霧し常時湿潤を保った.模式図をFig.4-1 ~こ示す.食害操作終了後，試験体を飼育容器

から取り出し，試験体表面の付著物を十分に取りi珠き， 24時間愚乾した後，温度60土

20Cの循環式乾燥器で24時間乾燥し， 30分間デシケータ中に放霊した後秤量した.試

験体ブロックの重量減少より，重量減少率 (Mass10ss)と標準誤差(土 SE)を以下の

式から算出し，摂食盟書活性を評価した.
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Ma881088 (%) = 100 x (WI-wz) /恥

Wz: pre-treatment b10ck weight， Wg: p08t-treatment b10ck weight 

2.2.3 統計処理

各試料の重量減少率について Statce12 software (OMS， Tokyo， Japan)を用いて

ana1ysis ofvariance (ANOVA)のTukey五ramerによる統計処理比較をおこなった(p

< 0.05). 

2.3 PD摂食試験

2. 3. 1 試料・試料調製

2. 3. 1. 1 ヒノキ枝・幹心材の逐次抽出物

試料は第2章2.1. 1と同様のヒノキ枝・幹心材の hexane，ethy1 acetate， methano1 

逐次抽出物を用いた.これらの遂次抽出物を acetoneにて濃度1.0mg/m1に調製し，

検定試料に用いた.

2. 3. 1. 2 ヒノキ枝心材単離化合物

試料は第2章にてヒノキ枝心材の hexane，ethy1 acetate抽出物より単離した丑1画

分， germacra士 (10)，5-dien輔4s-01， tcadino1，α胴cadino1，hinokiresino1 および

hinokininを用いた.これらを acetoneにて濃度1.0mg/m1に調製し検定試料とした.

また対照試料となる positivecontro1として，これまでに抗蟻活性報告 (Nakashima et 

al. 1972)が成されている s-thujaplicin(hinokitiol)を用いた.

2. 3. 2 試験方法

逐次抽出物を用いた試験には，既報の PaperDisc (PD) (Advantec， 8 mm  diameter， 

1.5 mm  thickness， ca. 30 mg weight)による試験法 (Kusumotoet al. 2009; Ganapaty 

et aL 2004)を参考に，餌となる PDに試料を含浸させシロアリに強制的に摂食させる

PD強制摂食試験をおこなった.続いて枝心材単離化合物による活性をより詳細に検討

するため， PD強制摂食試験に加え， PD選択摂食試験およびPD非接触試験の 3つの
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手法で試験をおこなった.各試験の模式閣を Fig.4包に示す.いずれの試験も，内経

45 mmのガラスシャーレ内に 2.0gの海砂を敷きスプレーで湿潤にした試験区にて，

ヤマトシロアリ職蟻 10惑を投入後パラフィルムで、密閉し， 26土 lOC，湿度60%の暗所

で静置した.試験地は適宜スプレーで湿潤に保ち，致死体はその都度取り徐いた.各試

験は 24時間ごと 21日間にわたり観察をおこない死虫数をカウントし，試験終了後に

PDの汚れを敢り徐き吸引デシケーター内で 24時間乾燥させ秤量した.尚， Acetone 

のみを 120p1含浸させ気乾したPDをcontro1用の PDとして用いた.いずれの試験も

無給試験 (Nofeed test)を伺時におこない，試験は各検体で3反護した.

致死活性については以下の式より 7自白及び 21 日目の平均致死率 (Termite

mortality)と標準誤差(土 SE)を算出し評価した.また，最終日における各試料の半

数致死濃度 (LD50問/mg)を算出した.

TermIte mortality (%) = 100 X (N2 / N J 

M: Number of InItIal termItes. N2: Number of dead termItes 

同様に PDの重量減少より，平均重量減少率 (Mass10ss)と標準誤差(土 SE)を以

下の式から算出し，摂食担害活性を評価した.

Massloss 似;)= 100 X (Wi -W.J / wi 

Wi:pre-treatment paper disc weIght， wg:post-treatment paper disc weIght 

各試験の詳細を以下に示す.

2.3.2.1 PD強制摂食試験

本試験では，試料の摂食致死活性および摂食阻害活性について検討した.本試験法が

PDを用いたー殻的な拭蟻活性試験である.

Acetoneにて調製した逐次抽出物試料を PD重量当たり 0.5%，1.0% and 2.0%，単離

化合物試料は0.25%，0.5% and 1.0% (samp1e weight/paper disc weight ratios)となる

よう処理し，試験区中央に設置した.試験の模式図を Fig.4合 (a)に示す.

2.3.2.2 PD選択摂食試験
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本試験では，試料の摂食致死活性および摂食忌避活性について検討した.Acetoneに

て調製した逐次抽出物試料を PD重量当たり 0.25%，0.5% and 1.0% (sample 

weight/paper disc weight ratios)となるよう処理した.Acetoneのみを 120pl含浸さ

せ気乾した controlのPDを，試料を含浸させた PDと閉じ試験豆に設置し，シロアリ

に選択的に摂食させた.また，試験終了時の同一シャーレ内の処理PDとcontrolのPD

の重量減少率についても比較した.試験の模式図を Fig.4・2・(b)に示す.

2.3.2.3 PD非接触試験

本試験では，試料に非接触の条件にてその揮発毒性について検討した.Acetoneにて

調製した試料を PD重量当たり 0.5%，1.0% and 2.0% (sample weight/paper disc 

weight ratios)となるよう処理した.調製したPDをシャーレ上蓋に両面テープで設壁

し，シロアリが直接接触できないようにした.また，餌となる無処理の PDを海砂上に

設置した.試験の模式閣を Fig.会2“(c)に示す.

2. 3. 3 統計処理

各試料の致死率， PD重量減少率について Statcel2 software (OMS， Tokyo， Japan) 

を用いてANOVAのTukey-Kramerによる統計処理比較をおこなった(p<0.05).尚，

(b) PD選択摂食試験については詞ーシャーレ内の処理PDとcontrolのPD聞の重量減

少率について t検定試験をおこなった(p< 0.05). 

2.4 処理土壌試験

2.4.1 試料・試料調製

試料は2.3.1. 2と同様，託1画分， germacra幽1-(10)，5幽dien-4s-ol，t-cadinol，α-cadinol， 

hinokiresinol， hinokininおよびpositivecontrolの8廿1Ujaplic加を用いた.これらを

acetoneにて濃度1.0mg/mlに調製し検定試料とした.

2. 4. 2 試験方法

解による影響を排除し，試料がシロアリの体表に直接接触することによる活性を検討
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するため処理土壌強制接触試験，処理土壌選択接触試験の 2つの手法による試験をおこ

なった.各試験の模式図を Fig.4・3~こ示す.いずれの試験も， 2.3PD 摂食試験と同様，

内径45mmのガラスシャーレ内に 2.0gの海砂を敷きスプレーで温潤にした試験区に

て，ヤマトシロアリ職蟻 10匹を投入後パラフィルムで、密閉し， 26:!: lOC，湿度60%の

暗所で静置い試験は各検体で3反復した.各試験の詳締を以下に示す.

2. 4. 2. 1 処理土壌選択接触試験

本試験では，館による影響を排除し試料の接触致死活性について検討した.

Acetoneにて調製した試料を海砂重量 (2.0g)に対し濃度 50，100 and 500 ppmとな

るよう調製したのち，スプレーで湿潤にした.Acetone溶媒のみを海砂に含浸させ揮発

させたものを controlとした.また，餌となる PDは与えなかった.21自陣経過後に試

験を終了し 7日目及び21日自の平均致死率 (Termitemortality)と標準誤差(ごと SE)

を算出した.また，最終日における各試料の半数致死濃度 (LD50ppm)を算出した.試

験の模式図を Fig.会2-(d)に示す.

Termite mortality (%) = 100 x (M / NJ 

M: Number of initial termites， N2: Number of dead termites 

2.4.2.2 処理土壌選択接触試験

本試験では試料に対する接触恵、避活性について検討した.試験区のガラスシャーレの

半分を処理豆とし，処理土壌強制接触試験 (e)と関様の方法で処理をおこなった土壌

海砂(1.0g)を敷いた(海砂重量に対し濃度 50，100， 500 ppm).反対側を無処理区と

し，無処理海砂(1.0g)を敷き， 2区の聞に 5mmの空簡を設けた.Control試験とし

て，一方の区に溶媒を含浸・弾発させ，もう一方を無処理区間に設定した試験地を用い

た.ヤマトシロアリの職蟻を 10匹ずつ2豆の間に配置し， 26士lOCの暗所にて 1時間

毎に 12時間シロアリの移動状況を観察した.以下の式から忌避率低epellentactivity) 

を算出し活性を評価した.試験の模式閣を Fig.4“2幽(e)に示す.

Repellent activity (%) =100 x (M -Ng) / M 
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M: Number oftermites which a1'8 in control area， N2: Number oftermites which 

are in treatment area 

2. 4. 3 統計処理

各試料の致死率についてStatce12software (OMS， Tokyo， Japan)を用いてANOVA

のTukey-Kramerによる統計処理比較をおこなった(p<0.05). 
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第3節結果と考察

3. 1 ヒノキ枝・幹心材の酎シロアリ食害性

木材ブロック摂食試験の結果を Fig.4・3に示す.21日間の食害試験後の contro1の重

量減少率 20.1+ 1.0%に対し，枝心材の重量減少率は2.2+ 1.1%，幹心材部は2.1+ 

0.6%で、あった.材の問で重量減少に有意な差はみられなかったが， contro1に比ベヒノ

キ枝・幹の心材は非常に高い摂食阻害性が確認された.

ヒノキ幹心材は一般に食害を受けにくいとされるとされるが，ヒノキ枝心材もそれと

同等の耐シロアリ食害性があるといえる.

3.2 ヒノキ枝・幹心材の逐次捨出物の抗蟻活性

PD強制摂食試験 (Fig.4.2 (ゆをおこない校・幹心材に含まれる抽出物の抗蟻活性

について検討した結果を Fig.4-4に示す.致死活性については枝心材の hexane抽出

物に高い活性をポし，試験開始から 7日目の時点で濃度1.0%において 70士 25.2%の

致死率で、あった.摂食阻害活性については校・幹のすべての抽出物において contro1と

比較して PDの重量減少率が有意に低かったことから，いずれの抽出物にも摂食姐害活

性があるといえる.

枝心材hexane抽出物は幹心材に比べ致死活性が高く質的相違があること，また枝心

材は幹心材の約5倍の hexane抽出物， 10倍の ethy1acetate抽出物を含有しているこ

とから，校心材は量的な面でも高い活性を持つといえる.

3.3 ヒノキ枝心材単離化合物の抗蟻活性

ヒノキ枝心材から分離された丑1醒分， germacra-l-(10)，5欄dien-4s鴨01，t-cadino1， 

a-cadino1， hinokiresino1， hinokininの抗蟻活性を検討するにあたり，最も一般的な抗蟻

活性試験方法である PD強制摂食試験ωをおこない，試料の致死活性および摂食阻

害活性について検討した結果を Fig.4欄5に示す.高い致死活性がみられたのはセスキテ
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ルベンアルコーノレの germacra-1-(10)，5同die町 48-01，tcadino1，および α-cadino1で， 7 

日目の持点で濃度 0.5%，1.0%においてすべてのシロアリが致死していた.その他の試

料は最終日の 21日目に濃度依存的に致死活性は増加したが，いずれも nofeedよりも

低い致死率で、あった.7日目の時点で contro1に致死がみられないことから， 7自目迄

に致死した個体は摂食阻害による餓死ではなく，試料の致死活性によるものと考えられ

る.摂食阻害活性については，すべての試料で摂食姐害を恭し，濃度 0.5%以上の総て

の試料がcontro1と比較して有意な摂食阻害活性を示した.以上より，セスキテルベン

アルコーノレの germacra十(10)，5輔die町 48-01，tcadino1，およびα“cadino1が非常に高い

致死活性を発揮し，またその PD重量の減少がみられなかったことから，これらセスキ

テノレベンアルコーノレの致死活性は摂食によって発捧されるものではないと推察される.

H-1画分，hinokiresino1， hinokininといった化合物は致死活性の低い一方で，摂食祖害

活性を有していることが明らかとなった.特にhinokiresino1は濃度0.5，1.0%において

試料を含浸したPDが瀧砂で覆われるなど，明らかな忌避性がみられた.

PD選択摂食試験 (Fig.4・2欄(b))ではPD強制摂食試験 (a)のシャーレ内に試料を含

浸させないcontro1のPDを設置し，摂食に選択の幅を持たせることにより各化合物の

摂食忌避活性を検討した.その結果を Fig.4岨6に示す.致死活性についてはPD強制摂

食試験(心とほぼ同様の結果を示し， germacra十(10)点-dien-4合01，tcadino1，およ

びα-cadino1が高い致死活性をみせ， PDはほとんど摂食されなかった.一方， H-1間

分， hinokiresino1， hinokininといった致死活性の低い化合物は， contro1のPDを選択

的に摂食していた.このことから， H-1画分， hinokiresino1， hinokininといった化合

物は，致死活性は低いものの高い按食忌避活性を持つことが明らかとなった.

試験 (a)，(b)において，セスキテノレベンアルコールの試料は非常に高い致死活性を

示していたが，その PDはほとんど摂食されていなかった.このことから，活性物震は

摂食によってシロアリ体内に摂敢されているのではないことが推察される.そこで PD

非接触試験 (Fig.4・2-(c))では揮発性物質の影響を検討するため，非接触条件下での活
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性試験をおこなった.その結果をFig.4干に示す.いずれの化合物においても致死活性，

摂食阻害活性はほとんどみられず，詩集-positive controlの仕thujaplicinに濃度2.0%

で有意な致死活性がみられた.このことから，シロアリに対し致死活性を恭したこれら

の化合物は餌，弾発性物質以外の形でシロアリに影響していると推察された.

PD試験 (a)，(b)， (c)の結果を受け試料の活性をより詳細に検討するため， PDを排

除しシロアリに重接試料が接触する処理土壌強制接触試験 (Fig.4・2・(d))をおこなっ

た.結果を Fig.4開8に示す.7日目の時点でセスキテノレベンアルコールに試験 (a)とほ

ぼ同様の致死活性が認められた.よってこれらの化合物はシロアリ僧体に直接接触する

か，もしくは水分等によってで体内に取り込まれると考えられる.また， hinokiresinol， 

hinokininといった化合物の致死率は濃度に依存せず controlとほぼ同じ値で、あったこ

とから，試験 (a)におけるこれらの化合物の致死原医は摂食阻害による餓死と推察さ

れる.

処理土壌選択接触試験 (Fig.4合 (e))では試料による処理を施した土壌の接触忌避

性を検討した.その結果を Fig.4-9に示す.Germacra幽1-(10)，5幽dien-4s叫， t-cadinol， 

α-cadinolといったセスキテルベンアルコールに加え，炭化水素画分H-1のすべての濃

度において強い接触忌避活性がみられた.このことから，高い致死活性を持つセスキテ

ルベンアルコール類は間待に高い接触忌、避活性を持ち，また致死活性の低い炭化水素画

分にも高い摂食忌避活性があることが示された.Hinokiresinolおよびhinokininは摂

食阻害，摂食忌避活性を有するが，矩時間内での接触忌、避活性は有していないと考えら

れる.尚， 12時間の試験期間中に致死した個体はなかった.

ヒノキ枝心材単離化合物の抗蟻活性試験結果一覧をTable4・・uこポす. PD強髄摂食

試験 (a)においてセスキテノレベンアルコールの germacra幽1・(10)，5幽dien-4s-ol(LD50 

0.28 !lg/mg)， t-cadinol (0.32μg/mg) ，α-cadinol (0.31μg/mg)に非常に高い致死活性が

確認された.これらセスキテノレベンアルコールは摂食阻害活性も有していた. しかし

ながらPD非接触試験ωではこれらの活性はみられず，続いておこなった処理土壌強
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制接触試験 (d)において試験 (a)と同様の活性が発揮されたことから，これらの化合

物はシロアリ個体に直接接触することで活性を発揮するものと考えられる.また

germacra十(10)，5幽dien-4s-01，t-cadino1，α開cadino1は処理土壌選択接触試験 (e)にお

いても非常に高い摂食忌避活性を発揮したことから，ヒノキ枝の抗蟻活性の主体である

といえる.H-l画分は致死活性は低いものの高い摂食阻害，摂食忌避，接触忌、避活性を

存していた.同様に致死活性の低いhinokiresino1，hinokininといった化合物も摂食阻

害，摂食岩、避活性を示した.

以上の結果からヒノキ枝心材は， germacra幽む(1O)，5-dien-4s嗣01，α帽cadino1，t-cadino1 

といったセスキテノレベンアルコーノレを主体として高い致死，摂食限害，摂食忌避活性を

発揮していることが示された.また，炭化水素画分 H-lの摂食盟書・忌避，接触忌避

活性，ノノレリグナンの hinokiresino1およびリグナンの hinokininの摂食阻害・忌避活

性によって枝心材の抗蟻活性に寄与していると考えられる.ヒノキ枝心材は幹心材に比

べ多量の抽出物を含有すること，さらに校特有の成分を有することによってより多語的

に抗蟻活性を発樺していることが明らかとなり，このことからヒノキ枝心材に含まれる

抽出成分は抗蟻剤としての利用の耳能性を持つことがポ唆された.
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第4節小括

本章では引き続きヒノキ枝心材の有効利用法を検討するため，木材腐朽菌と並ぶ木材

劣化生物であるシロアリに対する活性をおこなった.

まず木材の耐シロアリ食害性を検討するため，ブロック状に加工したとノキ枝・幹心

材をシロアリに食害させた.その結果， contro1のアカマツの重量減少率20.1土1.0%

に対し，枝心材の重量減少率は2.2+ 1.1%，幹心材部は2.1土 0.6%であり，非常に

高い耐食害性をみせた.ヒノキ幹心材は一般に食害を受けにくいとされるが，ヒノキ枝

心材もそれと関等の耐シロアリ食害性があるといえる.

とノキ校・幹抽出物の抗蟻活性を検討するため，逐次抽出物を用いたPD強制摂食試

験をおこなった.その結果，特に高い致死活性を示したのは枝hexane抽出物で、あった.

また，すべての抽出物が摂食阻害活性を示した.

続いて枝心材抽出物から分画・単離された妊1画分， germacra十(10)，5・dien-4s耐01，

t-cadino1，α網cadino1，hinokiresino1， hinokininによる PD強制摂食活性試験をおこなう

とともに，より詳細に抗蟻活性を検討するために複数の試験手法を用いて評価した.最

も一般的な手法である PD強制摂食試験 (a)にて致死活性が確認されたのはセスキテ

ノレベンアルコーノレの germacra幽1-(10)，5幽dien-4s-01，t-cadino1，およびa-cadino1であっ

た.また，摂食阻害活性についてはすべての試料に確認され，昨1爾分，hinokiresino1， 

hinokininといった化合物は致死活性の低い一方で，高い摂食阻害活性を有していた.

PD 選択主要食試験 (b) では試験(心とほぼ同様の致死活性を示し，

germacra士(10)，5-die町 4s叫， t-cadino1， a -cadino1が高い致死活性を示した.一方， H-1 

割分， hinokiresino1， hinokininといった致死活性の低い化合物は， contro1のPDを選

択的に摂食しており，高い摂食忌、避活性を持つことが明らかとなった.PD非接触試験

(c)にて揮発性物質の影響を検討した結果，いずれの化合物においても致死活性，摂食

阻害活性はほとんどみられなかった.このことから，シロアリに対し致死活性を恭した

化合物は餌や揮発性物質以外の形でシロアリに影響していると推察された.処理土壌強
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制接触試験 (d)では PDを排除しシロアリに直接試料が接触する試験をおこなった.

その結果，セスキテルベンアルコールに試験 (a)とほぼ隅様の致死活性が認められた.

よってこれらの化合物の活性はシロアリ個体に直接接触することによって発揮される

と考えられた.処理土壌選択接触試験 (e)では試料の接触忌避性を検討した.その結

果， germacra-1-(10)点-dien-48-o1，tcadinol，α-cadinolといったセスキテノレベンアルコ

ーノレに加え，炭化水素面分苛1に強い接触忌避活性がみられた.

以上のことからヒノキ校心材は，幹心材に含まれる抗蟻活性物質(金城ら 1988;

Otani et al. 1996， 1997;松島ら 1990)として知られる α幽cadinol，tcadinolのほかに，

germacra十 (10)，5閉die町 48叫を加えたセスキテノレベンアノレコーノレが抗蟻活性の主体で

あることが示された.また，炭化水素醤分 H-1は摂食阻害，摂食忌、避，接触忌避活性

を，ノルリグナンの hinokiresinolとりグナンのhinokininは摂食阻害・忌避活性を有

しており，これらも枝心材の抗蟻活性に寄与していると考えられる.枝心材は幹心討に

比べ多量の抽出物を含有し，さらに枝特有の成分を有することによって幹に比べより多

面的な抗蟻活性を発揮していることが明らかとなり，ヒノキ枝心材に含まれる抽出成分

の抗蟻剤としての利用の可能性を持が示された.
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PDno・choiafee出'ngtest(a) PD dual choia feeding test (b) 
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PD non-contact testω No・choiæω~tacttest (d) 
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Treatment sterile sand 
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Control sterile sand (No sample) 

Dualchoiæ ∞~tact test (e) 

Fig.4・2 Diagram of antitermitic test methods. 
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Table 4-1 Antitermitic activities of isolated compounds from hinoki branch heartwood. 

Antitermitic activities 

Sample 
(a) PD no-choice feeding (b) PD dual choice feeding (c) PD non-contact 

Tremiticidal a Anti feedant b Tremiticidal a Repellent Tremiticidal a Anti feedant b 

LD50 ()lg/mg) LD 50 ()lg/mg) feedant C LD 50 ()lg/mg) 

H-l ND合 + ND* + ND* 

germacra-l-(10)，5-dien-4B-ol 0.28 + 0.29 ND* 

t-cadinol 0.32 + 0.42 ND* 

a-cadinol 0.31 + 0.20 ND台

hinokiresinol 13.71 + ND* + ND脅

hinokinin ND* + ND* + ND* 

日-thujaplicin 5.25 + ND* + 14.58 

*ND means not determined. 

a Termiticida1: Va1ues ofLD50 ]lg/mg (PD dry weight) 

b Antifeedant: + means significant1y different from mass 10ss of contro1 PD. 

c Repellent feedant: + means significant1y different between samp1e and contro1 mass 10ss ofputting together. 

d Termiticida1: Va1ues ofLC50 ppm 

e Repellent contact: + means significant1y different from contact times of contro1 area. 

(d) No-choice contact (e) Dual choice contact 

Tremiticidal d Repellent contact e 

LC50 (pp凶

390 + 

76 + 

94 + 

93 + 

ND* 

ND* 
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第5章 ヒノキ枝心材成分の木材腐朽菌・シロアリ以外の生物に対

する活性

第 1節緒言

ヒノキ科構木に含有される樹木成分とその生理活性に関して，これまでに多くの研

究がなされてきた.木材劣化の原因となる木材腐朽菌(近藤ら 1986;金城ら 1986;

Debell et al. 1997， 1999;大谷ら 2001)やシロアリ(金城ら 1988;Otani et al. 1996， 

2001;松島ら 1990;おjidaniet al. 2012; Nakashima et al. 1972)に対する活性のほ

か，殺虫・殺ダニ(Ahnet al. 1995， 1998)，草本生長祖害(石井ら 1993)，抗酸化活性

(Yamaguchi et al. 1999)など多岐に渡る.

このことから，第3章，第4章にて拭薗・抗蟻活性を示した枝心材成分にも多様な

生物に対する活性があると考えられる.そこで本章では木材劣化の原因となる木材腐

朽菌やシロアリ以外のいくつかの生物に対する活性試験をおこない，ヒノキ枝心材成

分のさらなる利用法について検討した.
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1.1 ブラインシュリンプ

ブラインシュリンプ (Artemiasalina Leach)はホウネンエピモドキ科の小型の平

殻類で，熱帯魚の餌などとして広く流通している.また，ブラインシュリンプは生物

毒性試験に用いられ，短時開の試験で微量の成分に対し反応がみられることから活性

物質諜索のためのスクリーニング試験に用いられ (Ohiraetal. 1994; Tanaka et al. 

1979; Ali et al. 2011)，日本では製品安全データシート (MSDS)や化学物質評価研究

機構 (CERI)といった機関での評価データの基となっている.そこで，ヒノキ校心材

成分の菌類・シロアリ以外の生物に対する活性のーっとしてブラインシュリンプ幼生

致死活性試験をおこなった.

1.2 水かび

水かびは卵薗類 (Oomycota)のミズカゼ属 (Saprolegnia)の総称であり，これらの

感染によって引き起こされる魚類の感染症は水かび病と総称される.感染するとエラ

や体表に白い綿状の菌糸体が形成され炎症を起こし，場合によっては苑に至る深挺な

病気である.治療には殺菌剤のマラカイトグリーンが有効とされてきたが， 2005年の

薬事法の改正によって養殖魚への使用が禁止となった (Kashiwagiet al. 2006).そこ

で，現在これに代わる新たな防徐法が求められている.これまでに Saprolegnia農の

水かび病原因醤に対し，梶木成分である s-thujaplicinやcitralの抗醤活性が報告され

ており (Moriet al. 2002)，ヒノキ校に含まれる様々な樹木成分も水かびに対する活性

を持つ可能性が考えられる.そこで，ヒノキ枝心材成分の水かび病東困菌

(Saprolegnia parasitica Coker， Saprolegnia diclina Humphrey)に対する抗水かび

活性試験をおこなった.

1.3 ハ夕、ニ
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ノ¥ダニはハダニ科・の節足動物の総称で、あり，その中には農作物に被害を与える害虫

も含まれ，国内ではナミハダニ (TetranychusurItcaθKoch)やカンザワハダニ

(Tetranychus kanzawaIKishida)による園芸作物への被害が問題となってし、る.駆除

には一般に農薬が用いられるが，ハダニはライフサイクノレが非常に短く農薬に対して

比較的早く抵抗性がでてしまう.このため，既存の農薬が効果を発樺しなくなること

が指摘されている(締社ら 1985). また，近年の化学合成物質による環境や人体への

影響の懸念から，天然物由来の樹木成分を用いた新たな農薬の開発が期待されている.

そこで，ヒノキ枝心材成分を用いて代表的な農業害虫の一つであるカンザワハダニに

対する活性試験をおこなった.
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第2節実験方法

2. 1 ブラインシュリンプ幼生致死活性試験

2. 1. 1 試料・試料調製

試料は第 2 章 2. 3 でヒノキ枝心材より得られた H開1 画分，

germacra士(10)点'die町 4s叫， t-cadinol，α幽cadinol，hinokiresinolおよび hinokinin

を用いた.これらを dimethylsulfoxide (DMSO)にて濃度 10mg/mlに髄製し検定試

とした.

2.1.2 供試生物

市販のブラインシュリンプ (ArtemIasalina Leach) (Japan pet drugs Co.， Ltd.， 

Jpan)を解化させ，その幼生を用いた.

2.1.3 試験方法

試験方法はOhiraet al.の報告 (Ohiraet al. 1994)に準拠した.市販のブラインシ

ュリンプ卵を人工海水中に投入し，恒温機内で260Cの時条件下で 24時間かけ鮮化さ

せた.10mlパイアル中の人工海水 5mlに解化したブラインシュリンプ幼生 10匹と，

調製したサンブツレを濃度 10，50 and 100 ppmとなるよう添加した.コントローノレとし

てジメチルスノレホキシド (DMSO)を50μI添加した試験涯を用いた.r角，各検体は3

反復試験した.260C，暗条件下の恒温機内に静置し 24時期後の致死数をカウントし，

致死率を算出した.また，試験終了時のブラインシュリンプ致死数から半数致死濃度

(LC50ppm)を算出し，活性を評価した.

2.2 抗水かび活性試験

2.2.1 試料・試料調製

試料はとノキ枝心材より得られたH-1画分， germacra十 (10)点-dien-4s叫， t-cadinol， 

a-cadinol， hinokiresinolおよび hinokininを用いた.これらを acetoneにて濃度1.0
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mg/mlに調製し検定試料とした.また， positive controlにはこれまでと同様に

BせlUjaplicinを患いた.

2.2.2 供試生物

水かび病の主要原因菌である卵菌類の Saprolegniaparasitica Coker (ATCC: 

90213)およびSaprolegniadich冶aHumphrey (ATCC: 90215)を用し1た.開菌株は

NITE (独立計政法人製品評価技術基盤機構)より購入した.供試薗は試験に用いる離

にGlucoseYeast Agar (GYA) (1 % glucose， 0.01 % yeast extract， 2 % agar)培地上で

の前培養をおこなった.

2. 2. 3 試験方法

試験培地にはGYA培地を用い，内径80mmシャーレに 15mlずつ分注し臨化後に

常温になったものを用いた.クリーンベンチ内でacetone調製した各サンプノレを GYA

堵地表面に1.0，5.0 pg/cm2となるよう調製し，塗布後に 1時間気乾させ溶媒を十分に

揮発させた.なお，対照、試験場地となる controlにはacetoneのみを 300μl塗布し，

問様に気乾させた試験区を用いた.前培養した供試蘭の菌叢外縁部から 5mmコルク

ボ、ーラーを用いて菌叢をくり抜き，調製した靖地中央に置床し，パラフィルムで、密閉

した.尚，各試験は 3反復おこなった.試験培地は慣温器内で20土 1oC，湿度60%

の暗条件下で静置培養し， controlの菌叢外縁が内径80mmシャーレの淵に達した時

点で試験を終了とした.試験終了時の 4方向の菌叢重径を計測し，その平均値と標準

誤差(土 SE)を算出した.測定した菌叢亘径から，以下の式より controlに対する菌

叢夜径生長率(%)を算出し， Antifungal index (%)として活性を評価した.

Antifungal index (%) =100 x (1-DalDb) 

Da: the total average ofthe mycelia diametel' of each sample -5 mm  

Db: the average diameter ofthe mycelia in the control-5 mm  
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2.3 拭ハダニ活性試験

2. 3. 1 試料・試料謂製

試料はヒノキ枝心材より分画・単離されたH-1画分， germacra十 (10)，5-dien-4s-ol，

t-cadinol，α-cadinol， hinokiresinolおよび hinokininを用いた.また，positive control 

にはこれまでと同様に s-thuj aplicinを用いた.これらを acetoneにて濃度 1.0mg/ml 

に調製し，展着剤となるクミテン@搭液 (KumiaiChemical Industry Co.， Ltd.， Japan) 

(純水 3300倍希釈)を用いて濃度 5000ppmの検定試料を調製した.

2. 3. 2 供試生物

カンザワハダニ (Tetranychuskanzawai Kishida)はクミアイ化学工業(株)より

分譲された僧体をインゲンマメ (Phaseolusvulgaris)葉上で世代交代させたものを

用いた.尚，試験には峰成虫{匝体のみを用いた.

2. 3. 3 試験方法

試験は殺ダニ活性試験に広く用いられているリーフディスク法(締辻ら 1985)に

準拠した.各検定試料中の acetone最が一定となるよう調製し， controlにはacetone

と展着剤の水溶液を患いた.インゲンマメの葉を誼径 20mmの円状にカットしたリ

ーフディスクを作成し， 2. 3. 1にて調製した検定試料に浸演させた.45mmシャーレ

の底にろ紙を敷き純水で浸しリーフディスク(直径20mm)を表向きになるよう中央

に設置し，試験区とした.リーフディスク中央にナミハダニ錐成虫 10匹を置床後シャ

ーレに蓋をし， 26oC，湿度60%の憶温室内(自照条件d/h= 16/8)で4日間， 24時間

ごとに観察し致死数をカウントした.試験模式閣を Fig.5・1に恭す.致死個体は適宜

取り捻き，試験終了時のナミハダニ致死数より致死率 (mortality)と標準誤差(土

SE)を算出した.出，各試験は 3反復おこなった.

2.4 統計処理

84 



各試験にて算出されたAntifungalindex，間ortality(%)の値はAnalysisof 

Variance (ANOVA) Tukey-Kramer test (Statce12 software， OMS， Tokyo， Japan)を

用いて統計処理し，活性を評価した(pく0.05).
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第3節結果と考察

3.1 ヒノキ枝心材成分のプラインシュジンプ幼生致死活性

各濃度の致死率を Fig.仔2に，算出したLC50値をTab1e5-1に示す.セスキテルペ

ンアルコールの germacra-1-(10)，5珊dien-46-01，t-cadino1，α-cadino1に非常に高い致死

活性が確認され， LC50催はそれぞ、れ4，7，6ppmであった.また， hinokiresino1もLC50

6 ppmの高活性を示した.技に特徴的な化合物である germacra-1-(10)点-dien-46叫

は，第3章において醤類に対して低活性であったが，第4章において高い拭蟻活性を

ポし，ブラインシュリンプ幼生に高い致死活性を示したことから，菌には活性を示さ

ずシロアリやブラインシュリンプのような高等生物に対して活性を有していた.尚，

H-1画分，hinokininおよび仕thujaplicinに活性は確認されなかった.このようにとノ

キ枝心材抽出成分がブラインシュリンプ幼生に活性を発探したことから，木材分解生

物以外の生物に対しても活性を有する可能性が示唆された.

3.2 ヒノキ枝心材成分の抗水かび活性

試験結果をFig.5合に示す.S. parasiti切に対して培地塗布濃度5.0pg/cm2におい

て，germacra士(10)，5岨dien閉46叫， t-cadino1， a -cadino1， hinokiresino1がいずれも

100%近い生長短止率を示し， positive contro1である 8・thujaplicin(100%)に次ぐ高

い活性を示した.S. diclinaに対する活性では，培地塗布濃度 5.0ドg/cm2において

仕thujaplicinが生長陸止率 100%の活性を示し，単離化合物で高い活性を示したのは

町 cadino1(95.6土 2.3%)，hinokiresino1 (91.1土1.8%)，t-cadino1 (75.0 ::!:: 1.8%)， 

germacra-1-(10)，5-die町 46・01(64.5士 6.6%)であった.

以上より， positive contro1の金thujaplicinには劣るものの，両菌に対し

germacra十(10)，5・dien-46-01，t-cadino1， a-cadino1，およびhinokiresino1に拭議活性が

確認され，特に S.pal万siticaに対して顕著に活性を示した.尚， H-1酒分および
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hinokininの活性はいずれの繭に対しても低いもので、あった.

3.3 ヒノキ枝心材成分の拭ハダニ活性

試験結果を Fig.5-4に示す.Positive controlの仕thujaplicinの致死率は 76.7土

25.0%であり，セスキテノレベンアルコールの germacra士(10)，5・dien-4s-ol，t-cadinol， 

a-cadinolがこれを上回る致死活性を示した.最も高い活性を示したのが

germacra-1-(10)点-die町 4s叫(100%)で，次いでt-cadinol(90.0土 17.3%)，α-cadinol 

(86.7土 11.5%)が高活性を示した.また炭化水素画分の H-1にも 66.7%土 20.3%

の致死活性が確認された.尚， hinokiresinolおよびhinokininの活性は低いものであ

った.

高活性を示したのはセスキテノレベンアルコールの germacra帽1-(10)点-dien-4s叫，

t-cadinol，α欄cadinolで，これらの化合物はシロアリ，ブラインシュリンプに対しでも

同様に高い致死活性を示したことから，節足動物に対し活性を宥する化合物である可

能性が考えられる.
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第4節小括

本章では，木材劣化の原因となる木材粛朽菌やシロアリ以外のいくつかの生物に対

する活性試験をおこない，ヒノキ枝心材成分のさらなる利用法について検討した.

木材分解生物以外の生物に対する活性のスクリーニングをおこなうため，ブライン

シュリンプ幼生致死活性試験をおこなった結果，セスキテノレベンアノレコールの

germacra士(10)，5幽dien-4s-ol，t-cadinol，町cadinol およびノルリグナンの

hinokiresinolに非常に高い致死活性が確認された.H-1画分およびhinokininには高

い活性は確認されなかった.

水かび病原因障である S.parasiticaに対する抗菌活性試験の結果，試験濃度 5.0

pg/cm2 において germacra-1-(10)点-dien-4s-ol，t-cadinol， a-cadinol および

hinokiresinolがし、ずれも 100%近い生長阻止率を示し， positive controlの

合thujaplicinに次ぐ活性を示した.S. diclinaに対しでも合thujaplicinが生長阻止率

100%の活性を示し，次いで α-cadinol， hinokiresinol， t-cadinol， 

germacra醐1-(10)，5幽dien-4s-olが高い活性を恭した.

ナミハダニに対する抗ハダニ活性試験では，セスキテノレベンアルコーノレの

germacra十(10)点欄dien-4s叫， t-cadinol， a幽cadinolがpositivecontrolの仕thujaplicin

を上回る致死活性を吊した.また炭化水素画分H-1の活性も s-thujaplicinに次ぐもの

で、あった.尚， hinokiresinolおよびhinokininの活性は低いもので、あった.

以上の結果より，いずれの活性試験においてもセスキテノレベンアルコーノレの

germacra十(10)，5-dien-4s-ol，t-cadinol，α-cadinolに高い活性がみられた.枝に特徴

的な化合物であるノノレリグナンの hinokiresinolはブラインシュリンプ幼生と水かび

病原因菌に対し高い活性を示したが，ハダニに対しては活性がみられないなど，他の

化合物とやや異なる活性傾向をみせた.尚，ブラインシュリンプ，水かび，ハダニ試

験にいずれにおいても hinokininの活性は低いもので、あった.ヒノキ枝心材成分は木
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材脇朽菌やシロアリ以外の生物に対しでも生物活性を示し，またその活性は化合物に

よって多様な形で発揮されることが示された.このようにヒノキ枝心材抽出物は木材

臆朽菌やシロアジといった木材分解生物以外の生物の対しても活性を示し，その利用

法は木材保存に限らず漁業，水産業，農業等の分野へも利用できる可能性を持っと考

えられる.
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Table 5・1 LC50 values of isolated compounds from hinoki branch heartwood against brine shrimp larva. 

Sample LC50 (ppm) 

H-1 15 

germacra-1-(10)，5-dien剛4s吐 4 

t-cadinol γ 

α-cadinol 6 
tEs O 

hinokiresinol 6 

hinokinin ND* 

s-thujaplicin ND* 

*ND註otdetermined 
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第6章 ヒノキ枝心材と生物活性

第 2~5 章にて，ヒノキ枝心材成分を用いて木材劣化の原因となる木材腐朽菌やシロ

アリのほか，ブラインシュリンプ，水かび，ハダニといった複数の生物に対する活性

を検討した.本章ではこれらの活性を全体的に評価することとした.

活性試験の結果をTable6に示す.

炭化水素圏分託1の抗菌活性はいずれも低く，シロアリに対する致死活性もみられ

なかったが，シロアりへの摂食阻害，接触患、避活性を示した.また，ブラインシュリ

ンプ，水かび，ハダニに対しては後述のセスキテノレベンアルコール類には劣るが活性

を示した.

セスキテルベンアノレコーノレの germacra-l-(10)，5胴dien-4s-ol，t-cadinol，α幽cadinolが

多くの生物に対し活性を発捧し，特にα-cadinolが多岐に渡る生物活性を示した.

α幽Cadinolは抗菌活性試験において白色腐朽薗の T.veθ'rsicolor，褐色藤朽菌の G.

trabeum，軟腐朽菌の T.VÙ~θ'ns， C. globosumおよびかび蕗の R.oryzae，P citrinum 

といった護数の障に対して高活性を示した.シロアリに対しては非常に高い致死活性

のほか，摂食阻害，接触居、避活性が確認された.さらに，ブラインシュリンプ，水か

び病蕗，ハダニに対しでも顕著な活性を恭した.

t-Cadinol (，α-cadinolの立体異性体)もそれに次ぐ多くの生物活性を有し，褐色腐朽

菌の G.trabeumやPcitrinumに対し高い活性をみせた.シロアリに対しでも致死活

性，摂食阻害，接触忌避活性を示し，ブラインシュリンプ，水かび病菌，ハダニに対

しでも活性を示すなど，α-cadinolと非常によく似た活性傾向をみせた.尚，α-Cadinol，

t-cadinolといったこれら cadinene型セスキテルベン化合物の活性についてはこれま

でに，ヒノキ幹心材の代表的な抗菌・抗蟻活性成分として報告されている.セスキテ

ノレベンアルコールの germacra-l-(1O)，5-dien-4s叫は枝特有の化合物であり，その抗菌
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活性に上記の cadino1型化合物に劣るが，シロアリに対しては非常に高い致死，摂食

阻害，接触居、避活性を恭し，ブラインシュリンプ，ハダニに対しでも高い致死活性を

示した.これらの生物に対する致死活性は上記の cadino1型化合物と同等かそれ以上

のものであった.

ノノレリグナンの hinokir旬esino1は抗菌活性については白色・褐色腐朽菌に対する活性

はやや低いもので、あったが，T.日'rensやR.oりTzaeに対して s-thuj aplicinや他の化合

物の活性を上回る高い活性を示した.また，シロアリに対しては致死活性こそ低いが

高い摂食阻害が確認され，試料を含浸させた PDを海砂で覆い隠すなどの忌避行動が

みられた.ブラインシュリンプと水かび病原因蕗に対しでも高い活性を示したが，ハ

ダニに対しては活性を示さないなど，他の化合物とやや異なる活性傾向をみせた.

リグナンの hinokininは他の化合物に比べ，いずれの試験においても顕著に高い活

性は示さなかったが白色腐朽菌の T.versicolor，褐色腐朽菌の F.palustrisに対し抗菌

活性，シロアリに対し摂食阻害，摂食忌避を示した.

以上より，ヒノキ枝心材はt-cadino1，α-cadino1，germacra士(1O)，5-dien-4sせとい

ったセスキテノレベンアルコールの化合物が多くの生物に対する活性を示すと間待に，

炭化水素化合物や hinokiresinoLhinokininといった化合物がそれぞれ上記のセスキ

テノレベンとは違った活性を発樺していることが明らかlこなった.また， ヒノキ枝心材

は幹心材よりも多量の抽出物を有し，セスキテノレベンアルコーノレの

germacra-l-(1O)，5・dien-4s・01やノノレリグナンのhinokiresino1といった枝特有の化合

物を有することによって幹心材に比べより多面的な生物活性を発樺し，樹体を化学的

に防御していると推察される.枝が幹に比べ高い生物活性を持った理由として，枝が

自然環境において幹より傷つきやすく，自日防御機構として二次代謝物による化学防

御物質を生産する必要があるためと考えられる.
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第7章総括

ヒノキ(臼amaecyparisobtusa)は司本を代表する常緑針葉樹であり，加工性や耐

朽性にも優れることから古くから木材として利用されてきた.ヒノキの優れた特性は

樹木中に含まれる抽出成分によるものであり，ヒノキに含まれる成分に関してこれま

でに多くの研究がなされ，とりわけ材として高業的価値を持つ部位は建築材等に用い

られる幹材であることから，幹材の成分や生理活性に関して多くの報告がなされてき

た.

ヒノキ幹材が木材として重用されてきた一方で，荷業的価値のない枝葉や樹皮とい

った部位や間伐材は伐採後そのまま林地内に放置されるのがほとんどである.これま

でにも有効な科用法について様々なアプローチがなされており，パーティクノレボード

や燃料資源などへの利用が検討されているがその利用率はわずかであり，ヒノキの未

利用資源についても宋だに有効な利恵法がないのが現状である.特にヒノキ樹体の重

量の約 20-30%を占める校材の有効利用は重要であると考えられる.ヒノキ校材は幹材

に比べ建材等には適しておらず，物理的な利用は限定される.そこでヒノキ枝材の化

学的利用法に着陸した.前述したようにヒノキ幹心材の抽出成分に関してはこれまで

に多くの報告が成されているのに対し，ヒノキ枝材の成分分析や化学的利用に関する

研究は十分におこなわれていない.そこで本研究では，現在木質廃材として扱われて

いるヒノキ枝心材中に木質資源としての有効な利用価値を見出すため，校心材抽出成

分に着目し，その生物活性物質について検討した.

第2章では未利用の木質資源の一つであるとノキ枝の有効利用法を見出すため，ま

ずヒノキの枝・幹心材の抽出成分の相違を明らかにした.

形大学鮒属フィールド科学センター付罵上名J11演習林にて伐採したヒノキより

採取した枝・幹心材をhexane，ethyl acetate， methanolで逐次抽出した.枝心材は幹
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心材に比べ全乾重量当たり多量の抽出物を有し，幹の 5倍の hexane抽出物， 10倍の

ethy1 acetate抽出物を含有する抽出率を示した，特に低・中極性成分の多い構成であ

った.

枝心材の hexane捨出物をカラムクロマトグラフィーで分画し，炭化水素混合物画

分苛1と， germacra十(10)，5幽dien-4s-01，t-cadino1，α-cadino1を， ethy1 acetate抽出

物から， hinokiresino1およびhinokininを単離した.続いて枝・幹の hexane，ethy1 

acetate抽出物を GC-MS.GC-FIDにて分析し，その成分構成を検討した結果，枝と

幹の hexane抽出物から共通する主要なピークとしてモノテルベン炭化水素の

8せemene，copaene，セスキテノレベン炭化水衰の α-muuro1ene，y-cadinene， 

仕cadinene，セスキテノレベンアルコールのt-ca出no1，α-cadino1，リグナンのhinokinin

が検出され，枝のみにセスキテルベンアルコーノレの germacra士(10)点“dien-4s岨01が確

認された.Ethy1 acetate抽出物から枝・幹に共通してリグナンのhinokininが確認、さ

れ，ノルリグナンの hinokiresino1が枝心材のみに特徴的に確認された.これらの構成

割合をみると，枝・幹ともに cadinene型のセスキテノレベン炭化水素の y-cadineneと

8・cadineneおよびcadino1型セスキテルベンアルコーノレのt-cadino1，a-cadino1が大き

な構成割合を占めており， リグナンの hinokininがこれに次ぐ講成割合で、あった.枝

に特徴的にみられた germacra十(10)，5-dien-4s叫，hinokiresino1はこれらの化合物に

比べ構成割合は小さかった.

以上より，ヒノキ枝心材は幹心材に比べ多量の低・中極性の抽出成分を含有してお

り，その中に含まれる化合物の構成割合は類似しているが，

germacra十(10)点“dien-4s叫や hinokiresino1といった成分が枝に特徴的に存在する

ことが明らかになった.

第 3章ではヒノキ枝心材成分の抗甚活性を明らかにするため，ヒノキ枝・幹心材の
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抗菌活性試験をおこない，その活性の差異を比較した.

ヒノキ枝・幹心材部のhexane，ethy1 acetate， methano1逐次抽出物を用い，自色腐

朽菌の T.v.θ'l'sicolor(カワラタケ)，掲色腐朽蕗の F.palustris (オオウズラタケ)，軟腐

朽菌の T.四'ensおよびかび菌の R.oryzaeに対する抗菌活性試験をおこなった.その

結果，枝・幹心材のhexane，ethy1 acetate抽出物に活性が確認された.

続いて枝心材の hexane，ethy1 acetate抽出物より分画・単離された H-1画分，

germacra-1・(10)，5・clien-4s-01，t-caclino1，α-caclino1， hinokiresino1および hinokinin

を用いて活性試験をおこなった.試験には 6種の木材腐朽菌(白色藤利菌の

T.versicolor， L. betulinus，褐色腐朽薗の F.palustris， G. trabeum，軟腐朽葱の f

virens， C. globosum)と 4種のかび菌 (R.0とyzae，A. mger， P. citrinum， C. 

clada伊 orioidet.会を用いた.その結果，セスキテノレベンアルコールの α-caclino1に非

常に高い活性が確認され，T. versicolol; G. trabθum， T. virens， C. globosum， R. 

oryzae， P. citrinumに対し活性を有した.その立体異性体であるt-caclino1がそれに次

ぐ高活性を示し，G. trabeum， C. globosum， P. citrinumに対し高い活性をみせた.

その一方で，枝の特徴的なセスキテノレベンアルコーノレである

germacra士(10)，5-clien-4s“01は上記の化合物に比べやや劣るが P.citrinumに活性を

示した.枝特有の化合物であるノノレリグナンの hinokiresino1は positivecontro1の

8廿lUjaplicin等の活性が低かった T.virensやR.oryzaθに対して高い活性を示した.

また枝・幹両方に共通して含有される hinokininは T.versicolor， C. globosum， T. 

ばrens~こ対し活性を示した.

以上より，菌によって活性を示す化合物は各々異なり，複数の化合物が多様な形で

樹木の抗蕗活性に寄与していると考えられる.また，ヒノキ枝心材は幹心材よりも多

量の抽出物を有しており，その中に含有される化合物によって多面的に活性を発揮す

るほか， germacra-1-(10)，5幽clien-4s吐やhinokiresino1といった枝特有の化合物を含
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むことから，量的・質的な面で幹心材より高い抗菌活性を持つといえる.

第 4章では木材腐朽薗と並ぶ木材劣化生物であるシロアリに対するヒノキ枝心材の

活性を検討した.

ヒノキ木材の耐シロアリ食害性を検討するため，枝，幹心材をブロック状に加工し

食害試験をおこなった結果， contro1のアカマツと比べ枝・幹ともにほとんど食害を受

けなかった.ヒノキ幹心材は一般に食害を受けにくい材として知られており，ヒノキ

枝心材もそれと同等の瞬シロアリ食害性があるといえる.

続いてヒノキ枝・幹抽出物の抗蟻活性を検討するため，逐次抽出物を用いた PD強

制摂食試験をおこなったところ，枝心材の hexane抽出物に高い致死活性が確認され

た.また，すべての抽出物に摂食阻害活性が確認された.

続いて枝心材 hexane，ethy1 acetate抽出物から分間・単離された H-1商分，

germacra十 (10)，5幽dien-4合01，t-cadino1，α-cadino1， hinokiresino1および hinokinin

を用いて PD強制摂食活性試験をおこなった.さらに，抗蟻活性をより詳絡に検討す

るために複数の試験手法を用いて活性を評価した.最も一般的なPD強制摂食試験 (a)

の結果，致死活性が確認されたのはセスキテルベンアノレコールの

germacra士(10)，5-dien-4s吐， t-cadino1，およびα-cadino1で、あった.摂食阻害活性に

ついてはすべての試料に確認され， H-1画分， hinokiresino1， hinokininは致死活性の

低い一方で，高い摂食阻害活性を存していた.PD選択摂食試験 (b)では試験 (a)と

ほぼ同様の致死活性を示した.一方，百幽1岡分， hinokiresino1， hinokininといった致

死活性の低い化合物は， contro1のPDを選択的に摂食しており，高い摂食忌避活性示

した.PD非接触試験 (c)では揮発性物質の影響を検討した.その結果，いずれの化

合物においても致死活性，摂食胆害活性はほとんど確認されなかった.よってシロア

リに対し致死活性を示した化合物は餌と同時に摂取，または気体状で摂取される以外
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の形でシロアリに影響していると推察された.処理土壌強制接触試験 (d)ではPDを

排除しシロアリの体表に鹿接試料を接触させる試験をおこなった.その結果，試験 (a)

とほぼ関様の致死活性が germacra十(10)，5・dien-4s幽01，t-cadinol，α-cadinolに認めら

れた.よって，これらの化合物はシロアリ倍体に直接接触することによって活性を発

探するものと考えられる.処理土壌選択接触試験 (e)では試料の接触忌避性を検討し

た.その結果， germacra幽1・(10)，5欄die町 4s-ol，t-cadinol，α幽cadinolといったセスキテ

ノレベンアルコールのほかに，炭化水素面分苛1~こ強し 1接触忌避活性が確認された.

以上のことからヒノキ枝心材は，幹心材に含まれる拭蟻活性物質(金城ら 1988;

Otani et al. 1996， 1997;松島ら 1990)として知られる α-cadinol，t-cadinolのほかに，

枝特有の成分である germacra-1-(10)点欄dien-4s-olといったセスキテノレベンアルコー

ノレが致死，摂食阻害，接触忌避活性を有していた.また，また致死活性こそ低いもの

の，炭化水素酒分 H-1は摂食陸害，摂食忌避，接触忌避活性を，ノルリグナンの

hinokiresinolとリグナンのhinokininは摂食限害・忌避活性を有しており，これらも

枝心材の抗蟻活性に寄与していると考えられる.枝心材は幹心材に比べ多量の抽出物

を含存し，さらに枝特有の成分を有することによって幹に比べより多面的な拭蟻活性

を発揮していることが明らかになった.

第 5章では，枝心材成分の木材劣化の原菌となる木材結朽菌やシロアリ以外の生物

に対する活性試験をおこない，ヒノキ枝心材成分のさらなる利用法について検討した.

生物活性のスクリーニング試験として広く用いられるブラインシュリンプ幼生致死

活性試験をおこなった結果，セスキテノレベンアルコーノレの

germacra士(1O)，5-dien-4合01，t-cadinol， a -cadinol およびノルリグナンの

hinokiresinolに非常に高い致死活性が確認された.

続いて水かび病原因菌である S.parasiti切に対する抗菌活性試験の結果，試験濃度
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5.011g/cm2においてpositivecontro1に用いたs-thujaplicinが100%の生長阻止率を恭

し， germacra-1-(10)，5岨dien-4s勺1，t-cadino1，α幽cadino1およびhinokiresino1がそれと

間等の高い抗菌活性を示した.S. diclinaに対しては8廿lUjaplicinが生長阻止率100%

を示し，サンプルで、はα幽cadino1(95.6土 2.3%)，hinokiresino1 (91.1土1.8%)が特

に高い活性を示した.

農業害虫であるナミハダニを用いた殺ハダニ活性試験では， positive contro1の

合thujaplicin(76.7 土 25.0%)の致死活性をセスキテルベンアルコーノレの

germacra-1-(10)，5幽die町 4s-01，t-cadino1，α-cadino1がを上回るった.最も高い活性を

示したのが germacra士(10)点-dien-4s幽01(100%)で，次いで α・・cadino1(90.0 ::t 

17.3%)， t-cadino1 (86.7土 11.5%)が高活性を示した.

このことから，ヒノキ枝心材成分は木材劣化に関係する木材腐朽菌やシロアリ以外の

生物に対しても生物活性を示し，またその活性は化合物によって多様な形で発揮され

ることが示された.

第 6 章では，第 2~5 章にておこなった接数の生物に対する活性を全体的に評価した.

多くの生物に対し活性を発需したのは，セスキテルベンアルコーノレの

germacra十(10)点幽dien闘4s-01，t-cadino1，α幽cadino1であり，特にα鴫cadino1が菌，シロ

アリをはじめとする複数の生物に対し高い活性を恭し，その立体異性体である

t-cadino1もそれに次ぐ多くの生物活性を有していた.これら cadineno1型セスキテル

ベン化合物の活性についてはこれまでにヒノキ幹心材に含有される代表的な抗菌・抗

蟻活性成分として報告されている.枝特有の化合物である

germacra-1-(10)，5-dien-4sせは，抗菌活性については上記の cadino1型化合物に劣る

が，シロアリやブラインシュリンプ，水かび病薦，ハダニといった動物に対してこれ

らと同等かそれ以上の非常に高い活性を示した.枝に特徴的な化合物であるノノレリグ
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ナンの hinokiresino1については， positive contro1のs-thujaplicin等の活性が低か

った T.viz怒'nsや R.Olyzaθに対して高い活性を示し，シロアリに対しては致死活性こ

そ低いもの高い摂食祖害・忌避が確認された.また，ブラインシュリンプ幼生と水か

び病原因菌に対しでも高い活性を示したが，ハダニに対しては活性がみられないなど，

他の化合物に比べその活性傾向がやや異なっていた.炭化水素画分世1および

hinokininは他の化合物に比べ，いずれの試験においても頭著な高い活性は示さなか

ったが， H-lはシロアリへの摂食阻害，摂食語、避，接触忌避活性，ブラインシュリン

プ，水かび¥ハダニに対する活性を示し， hinokininは T.versicolor， R palustrisに対

し抗菌活性，シロアリに対し摂食担害，摂食忌避を示した

以上より，ヒノキ枝心材は幹心材に比べ多量の抽出物を含有し， t-cadino1，α幽cadino1，

germacra-l-(lO)点欄die町 4s-01といったセスキテルベンアルコール化合物や，炭化水素

化合物，ノルリグナンの hinokiresino1，リグナンの hinokininといった多面的な活性

を持つ化合物を有することが明らかになった.これらの化合物ごとの働きによってヒ

ノキ枝心材は樟体を化学的に防御しているものと考えられる.枝が幹に比べ高い生物

活性を持った理由として，枝が自然環境において幹より傷つきやすく，自己紡御機構

として二次代替?物による化学防御物賓を蓄積する必要があったためと考えられる.

本研究によってこれまで木質鹿材として扱われてきたとノキ枝材は，幹以上の多量の

抽出物を有し，また枝特有の活性成分を持つ有用な木質資源であることが見出された.

木材腐朽薗やシロアリに活性を発樺することから木材保存に関連する林業・土木建築

分野への利用が考えられる.例えば土壌に混入し抗蟻活性を発揮することから土壌処

理都等への利用が挙げられる.また，木材腐朽菌やシロアリといった木材分解生物に

限らず，ハダニや水かびにも活性を示したことから漁業，水産業，農業といった分野

へも応用できる可能性がある.今後これらの生理活性成分の特色を明らかにするため，
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その効果の持続性，人体・農作物・環境への影響等を検証し，より付加価値の高い利

用をおこなうことで林地廃材の問題解決の一端になり，木質資源としての新たな可能

性が広がると考えられる.
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Summary 

臼 amaecyparisobtusa Endl. (hinoki) has long been an important plantation 

conifer in Japan. Hinoki timber is very durable and is the source of various 

bioactive compounds. Previous studies identified several of these chemicals and 

investigated the bioactivity of hinoki trunk heartwood. 

Other parts of the tree， such as the branches， leaves， and bark， are considered 

woody waste and their disposal in forests has become a problem. Several studies 

have examined the utilization of these p紅白， such as for raw material for 

particleboard and as fuel， but they have not been widely implemented. Finding 

new uses for branch wood is important because branches comprise 20-30% of the 

weight of a tree. If bioactive compounds can be extracted from branches， the value 

of this resource will increase. To date， however， very few reports have investigated 

the bioactivity of hinoki branch heartwood. Therefore， this study examined new 

methods for utilizing hinoki branch heartwood. Extracts from hinoki branch 

heartwood were subjected to bioassays to reveal allelopathy and activity against 

harmful organisms. 

Chapter two describes a hinoki that was felled at the Yamagata Field Science 

Center (Faculty of Agriculture， Yamagata University， Tsuruoka， Japan) and the 

separation of branch and trunk heartwood. Each heartwood sample was crushed 

and extracted with hexane， ethyl acetate， and methanol. The quantity of hexane 

extract components in branch heartwood was about five times that of trunk 

heartwood. The ethyl acetate extract of branch heartwood contained 10 times the 

quantity of trunk extracts. The hexane and ethyl acetate extracts of branches were 
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subjected to 60N silica gel column chromatography， which showed 

germacra-1-(10)，5幽dien-4s叫， t-cadinol， a-cadinol， hinokiresinol， and hinokinin. 

Gas chromatography-mass spectroscopy (GC幽剖S) analysis demonstrated 

hydrocarbon mono-and sesquiterpenoids and sesquiterpene alcohols in both 

extracts， while germacra十(10)，5-dien-4s-olwas present only in the branch 

extracts. The lignan hinokinin was present in both branch and trunk extracts. The 

norlignan hinokiresinol was a characteristic compound in the chromatogram of the 

branch heartwood extract. In the GC-MS analysis， the composition of the branch 

and trunk extracts was similar， except for germacra-1・(1O)，5-dien-4s-oland 

hinokiresinol. 

Chapter three presents tests of the antifungal activities of extracts台omhinoki 

branch and trunk heartwood against four fungi: 'l}amθtes verSIcOlO1; FomItopsIs 

palustrIs， 'l}Ichoderma vIrens， and RhIzopus ozyzae. The hexane and ethyl acetate 

extracts of branch and trunk heartwood displayed antifungal activity. 

The compounds separated from the branch heartwood extracts (H-1， 

germacra十 (10)点-dien-4s-ol，t-cadinol，α欄cadinol，hinokiresinol， and hinokinin) 

were used in bioactivity tests against six wood rot fungi (T. versIcolor， LenzItθs 

betulinus， F. palustrIs， Gloeophyllum trabeum， T. VIrens， an込 ChaetomIum

globosum) and four mold fungi (R. oryzae， AspergilJus mger， Penicillium citrInum， 

and α'adosporIum cladosporIoIdes).α-Cadinol had strong antifungal activity 

ag:也n坑 T.versIcolor， G. trabeum， T. vIrens， C. globosum， R. oryzae， and P. 

citrInum. t-Cadinol， a stereoisomer of α“cadinol， showed similar antifungal activity. 

Germacra-1-(10)，5-dien-4s-ol， a characteristic compound of the branch heartwood， 
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showed weak antifungal activity against all of the fungi tested. The norlignan 

hinokiresinol showed strong activity against T.ばrθns，and its activity was 

stronger than that of the positive control， s. 

which wa部spr陀es間en凶tin b加ot出hbranch and heartwood extracts， also had some activity 

against T. vlθ'rsicolor， C. globosum， and T. virens. Combinations of the different 

compounds showed wide-ranging antifungal activities. The yields of the branch 

extracts were greater than those of the trunk. 

Chapter four describes investigations on the antitermitic activity of the branch 

heartwood of hinoki against Japanese termites (Reticuh・tθrmesspθ'z'atus) and 

compared it with that of the trunk. 

The branch and trunk heartwood depressed feeding activity compared with the 

control， showing strong anti-feeding activity. In the no-choice paper disc (PD) 

feeding test， branch and trunk heartwood hexane extracts had termiticidal activity 

and inhibited termite feeding. The e首ectof the branch extracts was strongest 7 

days after the beginning of the test. A丑 extractsinhibited feeding activity 

signi五cantlycompared with the control. 

H -1， germacra十(1u)，5-dien-4s-ol，t-cadinol，α幽cadinol，hinokiresinol， and 

hinokinin， which were separated from branch extracts， were tested using three PD 

test methods (nσchoice PD feeding， dual-choice PD feeding， and noncontact PD 

test) and two soil test methods (no-choice contact and dual-choice contact tests). In 

the no-choice PD feeding test， the sesquiterpenes germacra岨1-(1u)，5-dien-4s-ol，

t-cadinol， and a-cadinol were strongly termiticidal. All compounds reduced feeding 

activity compared with the controls， and the sesquiterpenes inhibited feeding and 

115 



killed the termites. Hinokiresino1 and hinokinin inhibited feeding， but did not kill 

termites. In the dual-choice test， the sesquiterpenes (ger盟 acra-1幽(10)点-dien・4s叫，

t-cadino1， and α-cadinol) killed termites quicker than hinokiresino1， hinokinin， and 

s-thujaplicin， a1though feeding was inhibited at all concentrations. Therefore， 

hinokiresino1 and hinokinin repe1 termites， but are not 1ethal. Termites covered the 

hinokiresino1幽impregnatedPDs with sterile sea sand in the no-choice and 

dua1-choice PD feeding tests， imp1ying that hinokiresino1 was strong1y repellent. In 

the noncontact PD test， no termiticida1 or anti-feeding activities were observed. In 

addition， the sesquiterpenes showed strong termiticida1 activity in the no“choice 

contact test. Therefore， these compounds had effects on1y with direct contact. In 

the dual幽choicecontact test， the sesquiterpenes and百-1fraction showed strong 

repellent contact activity. 

The sesquiterpenoids germacra十 (10)，5幽dien-46刀1，t-cadino1， and α幽cadino1

were strong1y termiticida1， had anti幽feedingactivity， and repelled contact. H-1 

prevented feeding and repelled contact. Hinokiresino1 and hinokinin inhibited 

feeding， but did not k五1termites. These compounds had e宜ectson1y on出rect

contact. The sesquiterpenoids were strong1y termiticida1 and combinations of 

di宜erentcompounds showed wide-ranging activity against termites. 

Chapter five presents three bioassays carried out against a norγwood-eating 

organism， 1arva1 brine shrimp， which is a good bioassay method for monitoring 

bioactive compounds. The sesquiterpenoids germacra-1-(10)，5-dien幽46-01，t-cadino1， 

and α制cadino1were strong1y 1etha1， and the norlignan hinokiresino1 a1so had strong 

activity. The sesquiterpenoids and hinokiresino1 were a1so 1etha1 to mites and 
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germacra-l-(10)，5-dien-4B-ol had the strongest lethality. In a bioassay against 

oomycete fungi， the sesquiterpenoids and hinokiresinol showed strong growth 

inhibition， especially a-cadinol and hinokiresinol. 

Chapter six evaluates the results of the bioassays. The sesquiterpenoids 

germacra-l“(10)，5・dien-4B-ol，t'"Cadinol， and α-cadinol had wide ranging bioactivity. 

α幽Cadinolshowed strong activity against fungi， termites， and other organisms. 

t-Cadinol， a stereoisomer ofα-cadinol， showed similar activities. 

Germacra-l-(10)，5-dien-4B-ol had weak activity against fungi， while it had a strong 

lethal effect on termites， brine shrimp larvae， and mites. These active 

sesquiterpenes are more abundant in branch heartwood than in trunk heartwood. 

The norlignan hinokiresinol also showed bioactivity against various organisms， 

but its activity di宜eredfrom that of the sesquiterpenoids. The active compounds 

hinokiresinol and germacra-l-(10)，5-dien-4B叫 arecharacteristic components of 

branch heartwood.野 1and lignan hinokinin had weak lethality against various 

organisms， but displayed antifungal and strong anti-feeding activity. 

Hinoki branch heartwood contains various， abundant active components in 

greater quantities than the extracts of trunk heartwood. 

Germacra-l-(10)，5-dien-4B-ol and hinokiresinol were characteristic compounds of 

branch heartwood. The combination of different compounds protects hinoki 

branches from attack by a wide range of harmful organisms. Some of these 

compounds might also be a source of antifungal and anti-insect chemicals for use to 

protect wooden structures. 
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At present， hinoki branch wood is wasted because it is considered valueless. 

豆owever，extracts企omhinoki branch heartwood could be a source of antifungal 

and anti幽insectchemicals that might be used to protect wooden structures in 

forestry and engineering. In addition， these compounds were active against not 

only wood-damaging organisms， but also other organisms， and might be useful in 

other fields， such as agriculture and the marine products industry. 

This study's findings suggest that the branch heartwood could be a valuable 

chemical resource， which may help to solve the problem ofwoody waste. 
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