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ネジバナ種子の2核Rhizoctonia AG・Cによる共生発芽に関する研究

学位論文内容の要旨

  2核Rhizoctonia AG－Cによるネジバナ(Spiranthes sinensis (Pers.）Ames)種子のO．

3％工ンバク粉末寒天培地（OPA）上での共生発芽を，光学顕微鏡，走査型電子顕微鏡および透

過型電子顕微鏡を用いて観察し，さらにりンゴ酸シン夕一ゼの酵素細胞化学によルグリオキシ

ゾ丶．・一ムの同定を行った。

  1．共生発芽と菌の侵入および菌毬形成

  種子は長径約200um，短径約lOOUmの胚と薄い種皮のみからなり，胚乳および子藁は無かった。

0．3％OPAでの無菌培養では，約一ケ月後でも胚に肥大はみられなかった。共生培養では，肥

大した胚の全てに菌の侵入がみられ，また肥大前の胚にも菌の侵入がみられたことから，胚の肥

大は菌の侵入により起こることが明らかとなった。菌糸は胚の基部細胞から単菌糸で侵入した。

菌の侵入後，胚はまず短径が肥大し，その後両方向に肥大して種皮を破り，プ口トコームとなっ

た。プロトコームはさらに生長し，分裂組織の近くからプロトコー厶毛を形成し，シュートが形

成された。プロトコーム毛あるいtま表皮を通って培地中ヘ出る内部菌糸が観察され，菌糸が存在

する毛で原形質流動が観察された。プ口トコーム毛から侵入する菌糸は観察されなかった。

  OPAのエンバク濃度が菌の侵入に及ぼす影響にっいて検討した。O．3％，0．9％，1．5％，2.1

％，2．7％および3％OPA上に播種・接種した種子を経時的に菌毬染色した結果，菌の侵入率

はO．3％で最も高く，工ンバク濃度に反比例して低下し，2.1％以上の濃度では侵入率が顕著に低

下した。WA，O．3％，0．9％，1．5％，2.1％，2．7％および3％OPAの試験管斜面培地に種子

を蒔いて菌を接種し，約一ケ月後にプ口トコームおよび実生の生育段階，1個体当たりの生重お

よび生存率を調べた。その結果，生存率は1．5％以下の濃度で最も高く，2.1％以上では濃度に反

比例して低下した。また，生育段階はO．3％，O．9％および1．5％の濃度で最も進み，2.1％以上で

は生育度は遅れた。また，一個体当たりの生重は1．5％OPAが最も高かった。各工ンバク濃度

の試験管培養において，菌の侵入直後の種子を5個体ずつ移植した結果，生存率はO．9％以下の

濃度で最も高く，それ以上では濃度に反比例した。生育段階はO．3％で最も進み，それ以上の濃
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度ではばらっきがあった。2.1％以上のエンバク濃度では共生関係が不安定であった。また，移

植後消失した種子が菌の寄生により枯死したものであるかどうか明らかではなった。

  2核Phizoctonia AG-Cがセル口―ス膜上に形成する，侵入糸様構造物の形成に及ぼすエン

バク粉末濃度の影響を，塩化亜鉛・ヨード染色により調べた。その結果，セルロース膜非染色部

位数（／セルロース膜lmni2／菌の乾重(g))は，O．3％OPAで最も多く，次いでWA，3％

OPAでは最も少なかった。

  菌毬形成と消化にっいて，ラクトフェノ―ル・卜リパンブルーおよびパラフアン切片のへマト

キシリン・サフラニン染色により観察した。基部細胞から侵入した菌糸は分裂組織には侵入せず，

胚およびプ口トコームの基部側の準表皮柔組織(SEP)と内部皮層柔組織(ICP)で菌毬を形

成した。前者の菌毬はサフラン染色性が良く，消化されなかったが，後者の菌毬は同染色性が悪

く，消化された。消化された菌糸を含む細胞で二次感染が見られた。ヨード・ヨードカりによる

デンプン粒の染色では，デンプン粒は胚にわずかかあるいはまったく含まれなかったが，共生発

芽では表皮および分裂組織側の非感染細胞中に蓄積した。また，菌糸が赤色に染まる菌毬が観察

された。スダン・ブラックBによる脂肪の染色では，脂肪は胚に多量に含まれていたが，共生発

芽にともない減少した。

  2．共生発芽におけるネジバナ細胞の微細構造変化

  共生発芽の発芽からシュー卜の形成までを種子の胚の短径の増加量にしたがって7っの生育段

階に分け，微細構造の変化を観察した。各生育段階は以下の光学顕微鏡レベルの変化に相当した。

I，菌侵入直後で胚の短径のみが増加；H，長径の増加量が短径の増加量を上回る；m，胚が種

皮を破り，プ口トコームとなる；I，分裂組織の分裂が活発となる；V，プ口トコーム毛の形成

が開始される，；VI，分裂組織表面にくぼみが生じる；VII，シュートが形成される。

  無菌の胚の細胞は，多量の脂肪体とタンパク体およびわずかなデンプンで満たされていた。無

菌培養では25日目の胚の細胞で，細胞質および細胞小器官が観察された。脂肪がわずかに滅少し，

またアミ口プラストが存在した。

  侵入菌糸の細胞壁は，宿主由来と考えられるencasement層と宿主原形質膜に取り囲まれ，

菌糸を取り囲む宿主原形質膜に波形，陥入，突出がみられ，またパラミュ―ラル体が観察された。

ICPに形成された菌毬を構成する菌糸の細胞壁は薄く，細胞質の電子密度が高く，亜球形のミ

トコンドリアおよびりボゾーム様の粒子が多数存在した。その後菌糸は次第に変形してっぷれ，

菌糸細胞壁とencasement層からなる層状の魂となった。菌糸の感染から消化までの過程は，

全観察期間を通してICP細胞で繰り返された。一方SEPの菌糸の細胞壁はICPの菌糸のそれ
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よりも厚く，どの生育期においても消化されなかった。StageIでは宿主の細胞質とともに，ミ

卜コンドリア，リボゾーム，プ口プラスチド，ミク口ボディー，粗面小胞体，ディクチオゾーム，

および液胞が観察され，また菌の消化の兆候がこの生育段階ですでに認められた。Stage且では，

消化された菌糸残渣が，宿主細胞質と液胞に取り囲まれて，ICP細胞中央に存在し，同時に新

たに感染した菌糸が観察された。菌の侵入を受けたICP細胞で，月旨肪は宿主細胞壁沿いおよび

菌糸残渣中に散在したが，菌の侵入を受けたSEPでは，脂肪は未消化の菌糸間に密に存在した。

タンパク体はICPで急速に減少し，Stagemで1まいずれの細胞においても観察されなかった。

StageV以降，宿主細胞中に陥入した宿主原形質膜の中に散在している菌糸の内容物，また，結

晶様の封入体を有するミク口ボディーが観察された。Stage VHにおいても微小な脂肪が観察され

た。共生発芽にともない，全てのSEP細胞と他の非感染細胞では，アミロプラストが存在した

が′菌毬を含むICP細胞にはアミ口プラストは見られなかった。例外的に，菌糸残渣のみを合

む 場 合 お よ び 非 消 化 菌 糸 の み を 含 む 場 合 に ， ア ミ 口 プ ラ ス ト が存 在 し た 。

  3．共生発芽におけるグリオキシゾームの存在

  無菌培養の胚細胞のミク口ボディーに，リンゴ酸シン夕―ゼに特異な反応が見られ，グリオキ

シゾームと同定された。グリオキシゾ―ムは4日，10日，15日，および25日の全ての観察期にお

いて認められた。

  共生発芽では4日目にグリオキシゾームが観察されたが，5日目にはグリオキシゾームの強い

反応が少なくなった。さらに，10日および15日目では，ミクロボディー中の反応沈澱物はわずか

かあるいは認められなかった。脂肪は無菌培養ではわずかに減少したが，共生培養では菌の感染

の見られたICP細胞で急速に減少した。これらの結果から，菌の感染がグリオキシゾームが関

与する宿主の脂肪代謝に変化を与えることが示唆された。

学位論文審査の要旨

主査  教授  生越  明
副査  教授  木村郁夫
副査  教授  喜久田嘉郎

本論文は和文で記され，図15，表1，図版27を含む総頁数175からなり，7章をもって構成さ
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れている。

  ラン科植物の中には共生菌をもち，種子発芽，生育に役立てているものがある。本研究は共生

菌の役割を知るため，そのーっである2核Rhizoctonia AG―Cによるネジバナ(Spiranthes

smenSLS（Pers．）Ames）種子の共生発芽を，光学顕微鏡，走査型および透過型電子顕微鏡を

用いて観察し，さらにりンゴ酸シンターゼの酵素細胞化学によルグリオキシゾームの同定を行ワ

た研究をまとめたものである。

  1．共生発芽と菌の侵入および菌毬形成

  種子は約200ロmXlOOUmの胚と薄い種皮のみからなり，胚乳および子葉は無かった。約一ケ

月の無菌培養では胚に肥大fまみられなかった。共生培養では，肥大した胚の全てに菌の侵入がみ

られ，また肥大前の胚にも菌の侵入がみられたことから，胚の肥大は菌の侵入により起こること

が明らかとなった。菌は単菌糸で胚の基部細胞から侵入し，内部皮層柔組織（ICP）および準表

皮柔組織(SEP）で菌毬を形成したが，分裂組織には侵入しなかった。菌の侵入後，胚はまず

短径が増加し(StageI），その後両方向に肥大し(Stage II），種皮を破ってプロトコームとなっ

た(Stagem）。プ口トコームはさらに生長して分裂組織の分裂が活発になり(Stage IV)，プ口

トコーム毛を形成し（StageV），分裂組織表面にくぼみが生じ(Stage VI），次いでシュートを

形成した(Stage VI）。プ口トコーム毛および表皮から出る菌糸が観察されたが，毛から侵入す

る菌糸は認められなかった。O．3％，0，9％，1．5％，2.1％，2．7％および3％OPAの培地での

菌の侵入率は0．3％で最も高く，それ以上では濃度に反比例し，2．1％以上では顕著に低かった。

各エンバク濃度の試験管斜面培地に，菌侵入直後の種子を移植し，約一ケ月後にネジバナの生育

段階，生存率および1個体当たりの生重を調べた。その結果，工ンバク濃度の上昇にともなって

生存率が下がり，生育度がばらっいた。2.1％以上のエンバク濃度では共生関係が不安定であ・つ

た。内部観察ではSEPに形成された菌毬はサフラニン染色性が良く全観察期間で消化されな

かった が，ICPに形成 された菌毬は同染色性が悪く，消化と再侵入を繰り返した。

  2．共生発芽におけるネジバナ細胞の微細構造変化

  経時的な微細構造観察では，菌糸は宿主原形質膜と宿主由来と考えられるencasement層に

取り囲まれ，宿主原形質膜には波形，陥入，突出がみられ，またパラミューラル体が観察された。

ICPでは，亜球形のミトコンドリアおよびりボゾーム様粒子を多数有する菌糸が次第に変形し

てっぶれ，細胞壁とencasement層からなる層状の塊の残渣となった。菌の侵入前，胚は脂肪

で満たされ，夕ンパク体とわずかにアミロプラストが存在した。菌の侵入後，StageIでは宿主

細胞質とともに，ミトコンドリア，リボゾーム，プロプラスチド，ミクロボディ一，粗面小胞体，
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ディクチオゾームおよび液胞が観察され，また菌の消化の兆候が認められた。Stage IIでは，

ICP細胞では液胞が発達して菌の残渣を取り囲み，また二次感染菌糸がみられたが，SEP細胞

では脂肪の間に未消化の菌糸が存在した。タンパク体はICPでは急速に減少し，SEPではそれ

より遅れたが，いずれの細胞でもStagemまでに消失した。脂肪は共生発芽にともなって滅少

したが，StageWでも微小な滴として観察された。アミ口プラス卜は全てのSEPと他の非感染

細胞で共生発芽にともナょって増加したが，感染したICPでは観察されなかった。例外的に，菌

糸残渣のみを含む場合および非消化菌糸のみを合む場合にアミ口プラストが存在した。種子の無

菌 培 養で は ， 細胞 小 器 官を 含 む 細 胞質 が 発 達し ， 脂 肪が わ ず かに 減 少 した 。

  3．共生発芽におけるグリオキシゾームの存在

  グリオキシヅームの指標酵素であるりンゴ酸シンターゼの酵素細胞化学では，無菌培養の胚の

4；  10,  15および25日目のミクロボディ―に特異的な反応が見られたことから，ネジバナ種子が

グリオキシゾームを持っことが明らかになった。共生発芽では4日目にグリオキシゾームが観察

されたが，10日目以降ミク口ボディー中の反応産物はわずかか，あるいは認められなかった。脂

肪は菌の感染の見られたICP細胞で急速に滅少した。これらの結果から，菌の感染が，グルオ

キ シ ゾ ー ム が 関 与 す る 宿 主 の 脂 肪 代 謝 に 変 化 を 与 え る こ と が 示 唆 さ れた 。

  以上の研究成果は，ランの共生発芽における共生菌の役割にっいて新たな知見を加えたもので

あり，高く評価される。よって審査員一同は，最終試験の結果と合わせて，本論文の提出者植竹

ゆ か りは 博 士 （農 学 ） の 学位 を受ける のに十 分な資格 があるも のと認 定した。
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