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る寄生性の特異性は極めて厳格なものであることから考  

えると，このような関係が両者の相互認識とその結果発  

現される種々の反応によって決定づけられていることは  

疑いない。従って，寄生性の特異性の決定機構には，感  

染場における相互認識と病原性並びに抵抗性の発現とい  

う重要な問題が含まれており，この決定機構を解明する  

ことは植物病理学上のみならず生物学的にも十分に意義   

第一童 緒  論  

特定の植物は，ある限られた特定の病原菌のみに侵さ  

れ，病気になる。換言すれば，ある植物病原菌は唯一の  

あるいはごく限られた宿主植物上でのみ病原性を発揮で  

きる。宿主一番生者間のこの特異的関係を寄生性の特異  

性と呼ぶ97）。特定の植物と特定の病原菌の間に認められ  
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葉鞘とうどんこ病菌の系は極めて有用な系であるといえ  

る。子葉鞘は，部分的に解剖することにより一層の表皮  

細胞からなる系を作れるので22・126），生きた細胞を連続  

観察することができ，植物の1細胞対菌の1胞子という  

細胞レベルの詳細な検討ができるからである。このよう  

な特徴を持つ子葉鞘にうどんこ病菌を接種すると，菌の  

形態形成から発病までの過程が接触，付着，付着器形成，  

侵入，吸器形成，二次菌糸の伸長，及び胞子形成等の段  

階からなっていることを明瞭に識別できる。先の考え方  

に従うと，これらの段階の一部あるいは全てにおいて菌  

と宿主の間に相互認識が行われ，その結果として菌が感  

染し発病に至るか否かが決定されていると推定される。  

うどんこ病菌は絶対寄生菌であるので，この菌を用いて  

分子レベルの解析を行うときには制約を受けることが多  

いが，子葉鞘の系を用いると，うどんこ病菌の感染過程  

におこる宿主と菌のダイナミックな変化についての観察  

が容易で，発病に至るまでの各段階と形態変化を関連付  

けて論ずることが可能である。   

前述のように，うどんこ病菌は絶対寄生菌であるため  

人工培養ができないので，その感染過程を生化学的手法  

を用いて解析することは難しいが，最終的にこれらの現  

象を分子レベルで解明することを目指す場合，実際の感  

染場で観察される細胞学的事実を説明できる生化学的裏  

付けも必要になる。   

本研究では，以上のような観点から寄生性の特異性を  

解明するための1つのモデル系としてオオムギーうどん  

こ病菌の系を用いて，特に子葉鞘細胞による非病原菌の  

認識とその結果誘導される拒否性に関して細胞学的検討  

を加えるとともに，その結果から推定される拒否性誘導  

の機構を物質レベルで解明する糸口を生化学的手法に  

よって得ようとした。  

があるといえる。宿主一病原菌の関係が1つあるいは極  

めて少数の因子によって決定されている場合は別として，  

一般には菌と植物が接触してから植物が菌に侵され，結  

果的に植物が発病するまでの過程にはいくつかの段階が  

あると考えられる。従って，寄生性の特異性の決定機構  

を明らかにするためには，各段階における認識と発現が  

感染場において，いつ，どの様になされているかを解明  

する必要がある。   

感染場における認識と発現に着目して寄生性の特異性  

を解明して行く上で，誘導感受性現象103‾106） あるいは  

誘導抵抗性現象27，65・67・80・94－103，105）を詳細に検討するのは  

極めて有効な方法であると考えられる。誘導感受性現象  

とは，植物に予め病原菌あるいは親和性菌を接種してお  

くと，本来感染できない非病原菌や非親和性菌がその植  

物に感染増殖可能になる現象で，糸状菌を植物に接種し  

た場合ばかりでなく，ウイルス37・52），細菌20）などにも  

認められている。逆に，誘導抵抗性現象はある植物に本  

来感染できない非親和性菌や非病原菌を接種しておくと，  

後から接種した病原菌や親和性菌の感染や発病が抑制さ  

れる現象である。ある植物に感受性や抵抗性が誘導され  

る際には，前接種された菌が植物に認識された結果，植  

物が後接種された菌を受け入れる，あるいは受け入れな  

い状態になると考えられる。従って，前接種菌の認識と  

それに続く感受性，抵抗性因子の発現，あるいは後接種  

菌に対するこれらの因子の発現抑制などを調べることに  

より，認識や感受性，抵抗性の機構を探る糸口が見つか  

ると考えられる。従来，これらの現象に関する研究は，  

植物固体が雁病するか否かを観察するレベルで行われて  

きた。しかし，実際の感染場では胞子を形成する菌と植  

物の関係は多くの場合1胞子対1細胞から始まっている  

と考えられるので，誘導感受性及び誘導抵抗性の機構を  

解明して行く第一歩は，菌が接種されてから細胞に侵入  

を試み，感染が成立するまでの段階を詳細に検討するこ  

とにある。OuchiandOku99・104）は，この誘導感受性を組  

織以下のレベルで解析し，組織，細胞レベルの誘導感受  

性を受容性と呼ぶことを提唱した。また逆に，Kunohβ′  

αJ．84）も同様の考えに基づき，細胞レベルの誘導抵抗性  

を拒否性と呼ぶことを提唱した。これらの考えは，感受  

性あるいは抵抗性の誘導という現象を最終的には分子レ  

ベルで解析することを目指している。誘導感受性あるい  

は誘導抵抗性を細胞レベルで研究するには，オオムギ子  

第二童 材料及び方法  

ここでは，各章に共通の供試材料及び方法について述  

べることとし，各章で用いた供試材料及び方法に関して  

はその都度詳述する。  

第一節 供試植物及び子葉鞘ボートの調製   

オオムギ（均0れお〟椚〃〟（如柁L．品種コピンカタギ）を  

供試植物とした。オオムギ種子をルベロン（北輿化学工   
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1，筆接線法   

宿主葉上ぷ形成された斉憲い蘭薫から変食をj糾－て胞子を  

掻き取り，これを子基晒上とに払い落とすことにより接  

種した。胞子は1つの子紫鞘当り20～30佃の密度になる  

ようにほぼ華仁一に接梯し，1つの胞子の矧酢i寿洲泡以内  

には，他の胞子が存在しないようにしたQ以下単に接種  

と記述した場合ほ，この節様様方を怒味するものとする。  

2．移植接機滋   

仰一対の子葉鞘A，Bを用慈し，子葉鞘Aに筆接穂法を  

用いて胞子を接梯して本節箪二項で述べる方法により所  

定時間培養した。培養後，子葉勅A上で塵涌井の胞子を  

北路マニプレーターを用いて釣り上げ，子葉将Bの1細  

胞上に移柵した。以下単に移経と紀述した吻合ほ，この  

移植接轄法を葱味するものとする。   

なお，且♪ね～及びg．伊℃椚わ†ぬの移植を行う時期ほ，  

それぞれ接種後2．0仙2．5及び5．5仙6．0時間目とした。こ  

れらの時期は，それぞれ忍イ壷の発芽管先端が膨潤を  

開始した時期，g．g柵乃才ガねの付着器発芽管が伸長を停  

止する時期にあたる。  

第二項 培養   

胞子を様様または移絶した子葉晰ま，小数プラスチッ  

クシャーレ中の純水または0．01MCaCl窟に浮かべた。  

このシヤ…レは滋をせずに紙箱に入れ，200c，70％RH，  

暗累の条件下で所産時問増発した。  

第四節 感染率の算出及び統計処理   

歯接棟後24将‡肛臥に子葉鞘せ光学蹄緻蚊（BH2：オリ  

ンパス，東京）軌憾し，吸器形成の有無を雅語した。本  

研究では，吸器形成を感染成立とみなし，感染率を，以  

下の式により算出した。  

感染率（％）ゴ吸器形成胞子数／観察付着静数×100   

また，得られたデ…夕は分散未知の場合はx2検走  

（剛則）を用いて，反復試験の分散を用いた場合はト検  

定（両側）む開いてそれぞれ解析した。  

米株式会社）104倍希釈液に30分間授憤し，衣i紬投機し  

た。その後，200cの流水で8噂l言ij水洗した。シヤ…レ  

の底に水を含ませた濾紙を敷き，この上に水洗した梯子  

を蒔いて2げCで22将沼‖接辞させた。プラスチック容絡  

にバ叫ミキエライト及びKNOP液（常法）をそれぞれ  

過激入れ，発芽した種子を播枚した。臓棟後，容器を人  

∵気象船内において200c，70％R重1，‖．8Wm腑2・16  

11／dayの条件で8鉦町培華した。横様後8鋸∃のオオム  

ギ植物から子葉柵を切り出し，Tak；l】ⅥatStlβf〟J．12（S）の方  

法に従って桝剖し，子葉鞠アド脚卜を調製した（…養11）。  

子葉鞠を縦半分に切り，両端にどこ－－ルテ…プを貼って  

】iぎぎ‡麗し，外側来皮を除去して内側嚢叔のみを残した。以  

下，このようにして銅製した子葉瑚博トトを単に子紫勒  

と略記する。子紫糾は，小型プラスチックシャ…レ中の  

純粋または仇01MCaCl2浴披に浮かべた。  

図1子葉鞘牒∴トの作製法  

第二節 供託蘭   

供親閲として，供就梢物オオムギに対して非病原1裟iで  

あるエンドウうどんこ病菌（麒準㊥毎み最D．CリraCel〉  

及び病原菌にあるオオムギうどんこ病菌（＆g棚磁ぬ  

D．C．Lsp．如㈹扉Em．Marcllaいacel）を用いた。簡閲  

を，2がC，70％RH，1l．8Wnl仙2・14h／dayの人＿j二気象  

器内において，それぞれの宿主であるエンドウ（ダよぎ‡（刑  

部粛川瀾L．品種アラスカ）上及びオオムギ上で継代培麗  

し，絹三三葉上に形成計れた分座職げ（以下頗こ胞子と略  

す）を各実験に供試した。  

第三節 菌接種及び培養  

第一項 薗接種   

商務様ほ次の2つの方法のうちいずれかにより行った。  

第三車 軋〆ぶ∫接種によって誘壊される子葉絹細胞質  

の形態的変化   

第一節 序  

KunohβfαJ．は，オオムギ子紫柵】榔泡に病原蘭（g．   
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薗であるぷ∴極イをオオムギ子葉将帥泡に接種し，g．  

♪長倉が榎人を開始する以前に子葉賄細胞に認められる形  

態的変化を光学㍍葺微鏡を用いて詳細に槻察するとともに  

その変化の髪漁的測蒐を試み，g．♪ぬfが子葉鞘細胞に  

よって認洩される時灘ほ瀾擬することとした。  

第二節 材料と方法  

第一項 千乗鞠上における∬．画最の形態形成及び子葉  

純綿絢に喜忍められる形態的変化の観察   

子葉鞘上における∬．メ壷∫の形態形成及びそれに伴う  

子葉鞘甜胞の反応の過程を明らかにするため，以下のよ  

うな実験を行った。  

1． ダイムラプスビデオを月〕いた適統観察   

且ク最の形態形成及び子葉鞘紺地に認められる形態  

変化のタイミングを明らかにするため，ダイムラブスビ  

テ凋・を用いて儲及び子葉晒細胞及適職灘漕した。子葉鞘  

にg．画浸を接種し，小型プラスチックシャ…レ中の純  

水に浮かべ3～4時間堵磯した。ギ着発後，連続槻劣等用に  

考案したチャンバ…にビニ叩ルナープで子葉那凍牒l麗し，  

チャンバ仰をビデオカメラ（DK5053，CU505：う：tヨニ彙二電子，  

粟需）を装着した倒立型光学耕微縫（iM35：カ…ル・  

ツァイス，閣ドイツ）のステMジに取り付けた（図2〉。  

観察中は，チャンバ町内に利水を還流させ，′馴こ子葉鞘  

の麗面が新鮮な純水に接するようにした。観察開始後，  

子葉鞘細胞に認められる形態変化及び牒．♪ねぎの生育過  

程をタイムラブスビデオテープレコーダ叩（BR岬9000：  

ビクタw，粟プ註）により，モード24（1／12倍速）で6  

～9時【徽録閲した。突放中は，実験室内を20士20c，70  

士10％R‡jの条件に保った。なお，このジミj験は9反復  

し，g，如才の形態形成及び子葉鞘細胞の形態変化が認  

められた平均時聞及びその櫻準誤凝せ球めた。  

‾  

」⊥  

g7Ⅵガ血fざ）及び非病原菌（だ．♪ぬg）を嫌々のタイミングで  

接線及び移植する山連の実験を行い，1細胞レベルにお  

ける感受慄（食事性）吼鋤，および抵抗性（拒否  

性）82】軋軋87）が誇露き暮されること針証明してきた。敢近彼  

らは，鼠湖南によって子紫料紳他に拒否性が誘導され  

る現象は，遅くともg．♪ねぎの付着器が傑人を開始して  

から0，5～：う．0時間後までには既に決定されていることを  

示したB7）。このことは，遅くとも薗の侵入開始から0．5  

将‡馴∃までには，髄が与える化学的または物理的刺激あ  

るいほその両者が子葉鞘朝胞に拍矧竺ヒを誘導するための  

引金となっている可能性を御渡している。しかしながら，  

稜々の歯と梢物の融合せで報脅されているように1’ファ  

イトアレキシン合成に関する多くの生化学的データ  

は乳伸町朋＼髄後人前の感郷過程初期に宿主細胞が薗  

を認絶していることを強く示唆している。例えば，  

Scllmelzer g≠．〟J．114）は，ダイズ胚軸に邦画画肋椚  

7〃輌g門タZαf．sp．g加わzβ〝を様様し，ファイトアレキシ  

ン合成にl狙う・する酵素であるpllenylalal血e aIll1110nia－  

1yase（PAL），Chalconesynthase（CIiS）及び4－COumarate：  

CoAligase（4CL）をコードするmRNA活性の増加戊穀  

時的に検討し，桜紙後6時間でこれら全ての活性がピw  

クに逢したことを報告している。また，Hahng′α′．51）は，  

同じ歯をダイズの税に按穐して，グリセオリン。tの幾を  

経時的に定数し，接種後わずか21馴用にほグリセオリ  

ンⅠの蓄概が既に始まっていることを見たhした。うどん  

こ嫡髄の感染過程は特に形態的手法睾より良く研究され  

てはいるが，これまでの研究は細胞質凝髄やパピラ形  

成2・こ与・21，24・40）など，躍著な形態変化が認められる後人開  

始前彼の時機附こ基申してきた。しかし，KuI10h扉正輔  

は，オオムギ子♯鞠細胞にg．函ざgを接種した場合，実  

際にこの菌が傑人を開始する約＝舶酢前に占．如わの付  

着器下に撒溺な細胞肇£凝基 仁山次凝躯）が認められるこ  

とを観察し，この時点までには既に子葉鞘劇職がぶ．  

♪由∫の存在を認識している那巨性を示している。このこ  

とと，上述のように他の儀一霹刃三者間係では橘嘉種物は  

蘭が後人を開始する以前に蘭の存在を認徹している可能  

性が強く示唆されていることを考えると，うどんこ病菌  

の系においても機人以前の現象を深く追求する必繋があ  

ると考えられる。これを明らかにすることは，感染切に  

おいて実際に起こっている現象を明らかにする上で貌要  

な・掛報を与えると考えられる。そこで本肇では，非病原  

くi－、二…－・  スライドガラス  

／E   
耕徹鐙ステ岬   

学業用接楼閣  
汐  
CaC12  

寓2 倒立錬微銀を用いた子葉鞠紺泡の連続ビデオ観察  

系   
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2．走査型電子選別敗縫（SⅨM）観察   

且♪壷の形態形成及び子葉鞘細胞楽所の変化を微細  

構造的に観察するためSEM観察を行った。子葉抑に  

g．画ガを接礫し，所定の時間増発した後，光学銅孜銃  

によりガ．が正の形態形成を写炎搬影した。振影後，直  

ちにその手薬鞘をタンニン酸固定し騨，常法により脱  

水・臨界点乾燥し，SEM用の就料を作成した。紙料衆  

而に約30Åの厚さの金を茶漬し，加速受注庄151くⅤで  

SEM（HHS－2Ⅹ：目立，東京）観察を行った。また 必  

嬰に応じて子発鞘細胞上の菌体をSEMマニプレーター  

を月甚－て袈適し，菌と子葉明朝胞の接触面を雛磯した。  

第二項 マイクロインジェクションにより子葉精細胞内  

に注入した油滴の細胞内移動速度の測定   

且β由f接稚によって誘導される子葉鞘紺地の状態変  

化を党別勺に表現するために，子葉隅甜胞にシリコンオ  

イルをマイクロインジェクションし，油滴の移動軌跡及  

び移動距離を解析した。  

1．子基鞘細胞へのシリコンオイルのマイクロインジェ  

クション   

子葉鞘紺地の膨注を放下させずにマイクロインジェク  

ションを行うと，マイクロニードル針細胞に突き刺した  

際に綱椚泡内容物が細胞外に噴出する。そこで，これを防  

ぐためにマイクロインジェクションを行う？狩に，子葉鞘  

細胞の膨償を低下させるため，子紫柳を0．3Mマンこ  

卜…ル溶液に10分間浮かべた。処到！後，子紫聯をスライ  

ドガ、ラスにのせ，インジェクションスコープ（IMT－YF：  

オリンパス∴軋射】30）のステージに償いた。 マイクロ  

こ∴…ドル（口径約0．1〃m）により，艦径8～10／‘mの  

油滴となるようにシリコンオイル（SH【200：ナカライテ  

クス，京都）を子剰を掴一央部の緋胞内に1利明包に1由鋸南  

ずつ注入した（注入軋 約2～31唱／cm2）。子栄職当り  

約50佃の細胞に注入した。注入後急激に膨焦が増すと，  

注入した油滴が細胞外に排出されたり，細胞が死んだり  

するので，0．25，0．20，0．10Mのマンニトール溶液に  

順次5分間ずつ浮かべた後，純水に浮かべて200c，70％  

RHで3～5時‡酢嗜嚢した。  

2．子鋸南の移動軌跡及び移動距離の解析   

シリコンオイルを注入した子葉槻を前節節減現にi基ペ  

図3 マイクロインジェクションによる子葉靭細胞原形質流動速度の窟慮的測定法  

a．子葉鞘紳泡にシリコンオイルを注入する。シリコンオイルは細胞中で油滴（尭虜）として汲められる。  

b，別の子葉鰍こ按礫してあった及♪ね才（C）を細胞上に移植する。  

c．且♪最移植後2．即事問凱 付着器（ap）が成熟した。  

a，b，Cとも油滴の位澄（矢尻）は移動している。油滴の移動をビデオ摘影し，画面から移動軌跡を研萌する。   
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た辿続観察用チャンバーに固定し，注入した油滴が移動  

している細胞を選びタイムラプスビデオで油滴の動きを  

1仙3時‡耶己録した（図3a）。この後，予め別の子葉瀾  

に接枕してあったg．♪ぬざの胞子をこの細胞」こに移植し，  

接種後の油滴を動きをさらにS～9時間紀録した（‡窯1  

恥c）。紀録した画像を再生し，モニタ…（CT1403：目  

立電子，東京）上から，5分間毎の紬滴の移動軌跡を透  

明なセロファン上にトレースした。トレースした移動軌  

跡を画像解析装澄（IBAS－1：カール・ツァイス，西ドイ  

ツ）によって解析し，5分間毎の移動距離を求め，平均  

速度（〃m／min）を算出した。なお，実験中は，実験室  

内を20±20c，70±iO％R王iの条件に保ち，実験は6反  

復行った。  

3．子葉糾紺胞に及ぼすマイクロインジェクション処製！i  

の影響の解析   

子葉鞠細胞にシリコンオイルをマイクロインジェク  

ションすることにより，子薬科細胞の状態が変化するか  

杏かを綱べるために，前述の方法に従ってシリコンオイ  

ルを注入した子葉柵細胞上に，g．♪ゐgあるいはg．邸Ⅶ一  

刑わ7ねを移植し，簡閲の感染行動に及ぼす影響を検討し  

た。非病原蘭である且タゐfは通常子衆鞘細胞に感染し  

吸船形成することはないので，風力壷の感敢行動に対  

する影済薫は付着舘下のパピラ形成を観察し，この蘭が侵  

入を紙みたか否かを指標にした。また，ガ．卯〝‡£符ねの  

場合は子葉鞘細胞に吸船形成できるので，吸器形成麿凍  

指標とした。子紫鞘は，揺稜線24時間所窟の方法（節二  

率）で培養し，且♪壷の付着器下に形成されたパピラ  

あるいはガ．g和沼わzねの付着器下に形成された吸器を観  

察し，それぞれ侵入率あるいは感染率を求めた。侵入率  

は以下の式により，感染率は節二黎第一机桁に示した式に  

より算出した。  

怪人準（％）＝パピラ形成を誘導した付着器数／観  

察付着帝政×100  

なれ 対照区としてシリコンオイルを注入していない  

細胞上にそれぞれの歯を移梢し，培養2月時l馴∃の侵入率  

あるいは感染率を同様に算出した。  

第三項 子葉精細胞における原形質糸の数および配向変  

化の碩喜寸   

g．♪由gを接種した子弟繊細胎内におけ嵐原形質糸の  

数及びその配向の変化を検討するため以下の実験を行っ   

た。子葉将にガ．錘緩磯蘭し，2～3時間培養後，発  

芽している胞子を選び30分毎に微分干渉抑徴縫  

（A衰ophot：カール・ツァイス，西ドイツ）により写j劉菊菜  

彫を行った。子葉鞘細胞は平均約∠10〆mの探さを持っ  

ており，また光学猫徹鋭の煉点探鹿は細胞の深さ全体を  

カバーできないので，1枚の写炎から1細胞仰の原形儲  

糸を全て深まることば‡蚕経である。そ・こで，細胞耳の原  

形磐糸を可能な限り多く捉えるため，写銘板影の‡弊には  

脚数鋭のステージを10〃mずつ下げ，顕微鏡の煉点位  

俊を段1階的きに変えながら，1つの細胞につき3～4枚  

の写炎を根彩した（l崇】4a）。撮影した写貧を拇彩時瀾毎  

に透明なセロファンにトレースで亜ね合わせ，1細胞中  

の原形質糸像を再灘成した。再構成した像から，射り泡内  

の原形質糸の数及びその配向を嗣ペた（園地）。   

なお，無接礫紺地及び，凍結乾燥により調製したg，  

♪ねぎの死胞子を接種した細胞に関して同様の実験を行い，  

原形質糸の数及び配向の変化む館山した。  

第三節 結果  

第一項 子葉鞘上における乱〆gfの形態形成及び子秦  

輔細胞の形態的変イヒ  

1．子莱鞘上におけるガ．知新の形態形成   

接種した息づ壷の胞子からは，0▲5～1．5時間後に発  

芽管が形成され，2．0～2，5時間後にほ，発芽管の先端部  

が膨潤し始め，付着器形成が開始された（図5－a）。以  

下，発芽管先端部が膨潤し始めた構造を膨潤付着器と定  

義する。】馴椚寸覇者削こは，1つから数個の突起が不規則  

に形成され，接種後3．5～6．0時間が経過すると突起のう  

ちぃつに環状構造が級別された（暮窯J5】b）（後述）。この  

環状構造が形成された後，付着轟が侵入行動を開始する  

までの問に，付着舘に形態変化ほ認められなかったので，  

本研究においては，剰大約遺が形成された付着器を成熟  

付着器と走詭することとした。なお，この構造の群細な  

特徴等に関しては，本ギ葺3で述べる。接種後24時‡関目に  

観察したところ，付着器は吸儲灘機に′馴こ失敗し，寝入  

地点にはパピラが形成されていた（図5－e）。また，後  

人に失敗した付発器には新たに二次突起が形成される場  

合があった（図5－e）。  

2．g．♪ねぎ傑人開始前に子葉鞘細胞に認められる形態  

変化   

g．♪ねオが子葉鞘細胞に侵入を開始する以前に認めら   
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図．1子剰桐朋包中の原形質糸数の測定法  

乱」軋が正接稜線洞窟時瀾に予磯㈲㈲瀾ほ1勘皿ずつ薫け糾鋸澄をずらしながら写衆据影する。写衆左上の数  

字は∬．♪なよの付潜箸別こ簸点が合った状態を0〆mとして焦点位置の深さ（／仰）を示している。  
b．撞影接写戴を蕊ね合わせて再構成した図。この場合，紳胞内には15本の原形繋糸が観察された。  

S，原形質糸，N，核，P，g．如浸分鎮子，A，g．♪長川一瀞器  

器下に微溺な細胞駕凝集（－一次凝躯）が確認された（‡渕  

5…C）。肘疇次凝尭ほ通常10～30分間断続的に見られるが，  

付着器成熟から283．3±30．6分校にほさらに活発な凝基  

（二次凝脆，CA）が開始された（1対5一朗。連続的に翫  

察すると一山一次凝然と二次凝簸は形態的きに明らかに輿   

れる形態変化の連続観察結束9例のうち3例の繚時的変  

化を図博に示した。他の観察結果もこれら3例と同様の  

傾向であった。点．如；ざの付着器成熟から19．2士52．8分  

後には，少なくとも1本以上の原形儲糸が付着著誅下を通  

過するようになり（図5－b）．178．8士42．0分線には付着  
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図5 オオムギ子葉埴土でのぶ．がs～の形態形成と子葉鞘卵胞の反応  

乱 g．♪ねg接種後2誹那柑，発芽管先端が膨潤し付着器形成が開始される。  

b．同封矧間軋 付着器（ap）先端に環状柄迫（矢尻）が腰められる。また，付潜著詩下に傍目け質糸（矢印）が  

通過している。  

c．‡那．5時間目，付漆器下に原形質の激しい流れ（矢尻）が認められる。  

d．同9時間軋 付着器先瀾下に細胞欝凝灘（矢尻）が認められる。  

e．岡闇時間軋 吸着馴ま認められず感激に突放している。PAノヾビラ。  

±7．5分で侵入孔（pp）が観察されることが既に明らか  

にされておりて二次凝集が侵入行動開始の大まかな拍礫  

となりうるとされているので棚，本研究でも二次凝鍛開  

始時間をg」ぬの侵入開始時間と定義することとした。  

3．成熟付潜著泣の微細構造   

本】讃1．に述べたように，g．♪ねぎを様様イ乳 3．5～6．0  

時間目に付着器突起の1つに環状構遷が形成されると付  

着器は伸濃を倖lヒし，他の突起下に現状構造が形成され  

ることはなかった 脂ほ一乙7l）〉。この畷状構造の形態   

なっていた。すなわち，一次凝衆は輪郭が明瞭でなく原  

形質糸に沿った細長い形態で，単に原形磐流動が断続的  

に活発化するように見えるのに対し，二次凝集は輪郭が  

明瞭で形態も円形に近く凝集の動きは連続して活発であ  

り，断続することはなかった。本研究では，以後単に細  

胞質凝磯と紀敬する場合には二次凝集を指すものとする。  

以上の結果から，g．♪由∫が実際に傍人を開始する4～  

5時間前には慨に子葉勒郷川包に形態変化が認められるこ  

とが明らかになった。また，二次凝楽夢葦ほ台綾，平均2l．4  
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回6子葉鞘灘慨における及♪壷の形態形成及び子紫鞘細胞にみられる形態変化の経略的推移（1目盛＝60分）   

Ⅰパ菜種，ÅM，付着器成熟，C丸細胞質凝集開始，PP，傑人孔確認  

A，付潜器下で原形質流動が顕著であった時期  

B，付着器下を原形質糸が通過していだ時期  

いずれの蟻含もCA開始前に原形質流動と原形繋糸の配向が変化しでいる。  

的特徴をさらに詳細に明らかにするため，付着器成熟髄  

後（環状構造形成前後）の形態をSEM観察した。光顕  

観察によって付溶着詮索起の山つに塀状構造が認められ，  

成熟付潜器であると判断された付潜器をSEM観察した  

ところ，観察17胞子申16胞子の付着器突起側簡と子葉鞘  

細胞磯蘭との接触角は鈍角であった（図7d）。これに対  

して，光鐸で環状構魔が確認できず，未成熟と判蒐され  

たものでは観察15亀子中1胡包子で付蒋器突起側苗iと子葉  

鞘細胞来所の接触角が鋭角であった（提げc）。このこと  

から，環状構造が形成された突起の姦面ほ平面であろう  

と推定されたので，さらにSEMマニプレーターを用い  

て成熟付着器を子葉鞠繊胞衣面から引き刺し，付着器襲  

面及び子葉鞘細粒衆謀汚の付潜器般を露出した。一つの付  

潜菜馴こは複数の突起が形成されるが（図掬b，8，畷状  

構造が観察された付着器爽起塞面のみは平面で（‡沼7e，  

f），同じ付潜器にある環状構造が形成されなかった衆起  

は全て丸みをおびていた（重要17f）。また，付渚器痕には  

侵入の形跡が全く認められなかった 憫7g）。以上の観  

察から，葺劉大約逝は，爽起が子薬科紺胞衣両に接着した  

結果揖現するものであると判断された。従って，ここで  

定義した付着縛成熟期とは付潜器が紬泡泰面に接着する  

時期に相当すると結論できる。   

第二項 子葉鞘相磯にマイクロインジェクションした  

油滴の細胞内移動  

1，子葉鞘劇胞に及ぼサマイタロインジェクション処挫  

の影響   

子発輪細胞に注入したシリコンオイルの移動の観察に  

先だっで，マイクロインジェクション処理が，子葉賄細  

胞に接種されたg．♪ねfの生爾やぶ．g和研ぎ乃ゐの感染に  

影響を及ぼすか否かを検討した。   

マイクロインジェクション処敬した子葉肺細胞に移植  

した鼠♪由fの胞子からは正常な成熟付着器が形成され  

た。接種後24時間冒に観察した結果，付潜器下にほ正常  

なパピラが形成され，侵入準は96，9％となり，対照区の  

100％と有憩差は認められなかった（1）＞0．05）（衆1A）。  

また，マイクロインジェクション処理した細胞にg．  

g，Ⅶ椚玩ねを移植した場合には，付着器下には正常な吸器  

が形成され，感染率ほ64．0％となり，対照区の68．3％と  

有意差は認められなかった（p＞0．05）（餐1B）。以上の  

結果から，マイクロインジェクション処理は子葉㈱朝職  

図7 g．♪ねf付着器。先端卿犬柵造形成前及び彼の付着器と付潜器接触面のSEM像。  

a，b 環状構造（矢尻）形成前（a）及び形成後（b）の光顕像。  

c 環状構造形成前の付着器先溝のSEM像，付瀞器先端と細胞衆面との接触角ほ鋭角である。  

d 現状構造形成彼の付潜器先端のSEM像，接触角は鈍角である。  

e dの付潜器をSEMマニピュレーターで寝返す。矢印で示した部分は塞適し操作前に相互に接触していた。   
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f 付着舘現状構造を持つ突起の塞i滑（央打）は平滑であり侵入衆起尊は認められない。その他の突起（L）   

の姦面は丸みをおびている。  
g 子葉杓袈蘭の付着器痕にも夜入札等の変化は認められない。矢印はrの矢印部分が接触していた促音賢を示   

す。  
（スケール＝5／瓜）   
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表l子兼職細胞へのシリコンオイルインジふクションがぶ．g仰プ2～捏ね及びg．  

がs～の後人行動に及ぼす影響  

Al三．pisi  

パピラ形成を誘導した胞子放  伐人率（％）  
／観察胞子数  

対照区  

インジェ クション処讃‡！区  

48／4S  

31／32  

100 a 

96．3a  

Ⅰig．g川J〃川長  

吸器形成胞子数   
／観察胞子数  

感染率（％）  

対照区  

インジェクション処理区  

48／75  

41／60  

64．Ob  

68．3b  

a，b各衷において同じ文字粧こは有憩差なし（P＞0．05）  

上のg．♪ぬ～の生育及びg．伊那繭ぬの感染に金く影響  

を及ぼさないと判断できる。  

2．子葉晒朝胞に注入した油滴の運動   

子葉間組胞にシリコンオイルをマイクロインジェク  

ションする際，油滴の舷径が10／州を越えると，油滴  

ほ細胞内でほとんど移動しなかった。紬漕が産後5／∠m  

以下であると，本実験で用いた装i馴こよってその動きを  

解析するには小さすぎた。そこで本実験では，8～10  

〃mの油滴を注入し，その動きを解析することとした。  

子紫杓索抑泡に注入した油滴のうち．約20％は原形腰磯風  

にのって細胞内を移動した。しかし，残りの約80％は，  

注入した位置に留まり，細胞内を金く移動しなかった。  

油滴が移動しなかった子葉鞘甜服では，油滴が液胞内に  

注入されたかあるいはその他の哩由で原形質流働に沿っ  

て移動できない状態にあると判断し，観察対象から除外  

した。注入された油瀾は，稀に細胞の中央部を横切る場  

食も見られたが，ほとんどの場合，子葉柵細胞の側壁に  

沿って移動した。これは，子葉鞘紺腹中央郎に大きな液  

胞が存在しているためであると考えられる。g．〆尋を  

接種する前の細胞やの油滴の移動速磯ほ，平均3．16±  

0．72〝m／minであった。   

図8は油滴の移動速度の推移の1例を示している。  

g．がぶ∫を子米鞘に移植するむ．油滴の移動速度ほ若干  

増加し，平均4～5／∠1Ⅵノn血となった。さらに，付着器  

成熟時瀾になると油滴の移動速度は急激に増加した。観  

察6例を平均すると，付潜器の成熟から24．0±10．0分後  

に平均散大櫨72．7±1．2／‘m／min（g．♪ぬざ移植前の移動  

速度の23倍）を示した。その後，断続的に移動速度は増  

減を繰り返したが平均的に商い状態が続いた。敢大使を  

示してから約2時憫後に紺地質凝強が開始されると，移  

動速度は急激に減少し，観察6例の平均速度は7．3士  

0．1メJnl／minとなった。  

く／川／両再  

80  

八
U
 
 
d
．
 
 

油
滴
の
移
動
通
底
 
 

図8子粟鞘灘胞に注入された油滴の移動速度の変化  

Ⅹ軸0の時にg．如才を移鵬した。  

M，付着器成軋 C在郷泡蕾凝基   

4 －3 －2 －1 0 1 23 ・1 5  6  7  8  9  
ほ瞳穣の昭問＋ 〈ll）  
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図9 子葉勒細胞に注入した油滴の移動軌跡  

各図の右上の数字はガ．がぶ∫接種後の時間を示す。この例でほ付着器は接橡6．0時間目に成熟し．細胞筆書凝集  

は8．7特例冒に開始さヨtた。  

ap，付着猟C，g．♪ねよ胞子   

子葉鞘朝職に注入した油滴の移動軌跡のうち1例を怪1  

9に示す。油滴はg．♪ぬざを移植した麗後には磯体の周  

問のみを移動したが，その後特定の部位Hこ限らず，細胞  

全体を移動した。しかし，付菊淋下に細胞繋凝磯が開始  

されると，油滴闇付着器下のみを低速で移動するように  

なった。細胞質i凝矧さ錮缶後1～2時間繚過すると ，細胞  

隊凝集開始灘と同様に，音曲尚ほ再び細胞全体を移動する  

ようになった。なお，他の観察例に関してもほぼ同様の  

結果が得られた。  

第三項 子葉輔細胞における原形質糸の数及び配向   

子葉鞘を経略的に写翻敢影し，原形質i糸の致及び配向  

の変化を調べた。子発明郷地の厚さほ約よ10〃mであっ  

たので，10／∠mずつ焦慮佗瀾を変えた3～4枚の琴炎か  

ら－M・細胞中の原形質糸針ほぼ完全に凍えることができた  

（l対4）。   

園10はg．タ由ざを接種した子葉棉紺地内の原形質糸致  

の終極的変化の王例を示している。付着器が成熟するま  

での原形質糸数ほ5～7本であったが，付着舘成熟帽灘  

C  A  B  く本〉15  

2 3 4 5 ＄ 7 8 910112 3 4 5 6 7 8 9 2 3 4 5 6 7 8 9  

撞撒後の時間 （h〉  

図10 子紫晒射椚泡における原形質糸数の鋒時的変化  

丸ガ．如か接種，B，無様級 C－E．pisi死蔵紗軌Mイ膵潤戒軋 CA，細胞質凝集   
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8．5  
A   

寓11g．♪由gを接種した子米桝紺胞における原形質糸配向の変化  
各l実‡の左上に示した数字は属．がか接礫彼の時間を示す。  
S誹紺循豚，N，核，P，   

に敢初のピークが現われ，12～15本に増加した。原形質  

糸数はその後も増減を繰り返し，・仙一次凝炎及び二次凝躯  

の開始時期にもどークが現われる場合があった（図  

10A）。これに対して，無接種の場合及び凍結乾燥によ  

り開製したg，がざ～の死胞子を接蘭した吻合には，この  

ような増減は全く認められず，いずれの場合にも観察期  

間中の原形磐糸数は3～8本であった（図10B，C）。   

原形質糸の経時的配向変化の梯子を図11に示す。g．  

匝～の付漆器が成熟する以前（接稜線2．5～4．0時間）に  

は，原形儲糸の増加はみられず，特別な配向を示すこと  

もなかった。しかし，ガ．♪ゐざの付潜器が成熟した時期  

（接種後4．5時間目）には原形質糸数が増加し，複数の原  

形粟糸が付着器を中心に配向するようになった。その後，  

観察終了までのほとんどの期間，原形磯糸は付着轟下を  

通過する配向を示した（接種後5．0～9，0時闊）。   

以上のようにg．がぶ～の付容器が成熟する時期に，原  

形磐糸数及び配ifijに急激な変化がおこることが明らかに  

なった。  

第四節 考察   

菌の攻撃を受けた植物に認められる形態感化のうち，  

後人地点下に認められる細胞質凝集及びパピラ形成は，  

様々の植物で観察されているぺ・嶋55・75・1氾140） 。これらの  

形態変化は，主に蘭の侵入開始敵前から傑人開始以降に  

認められる反応であるが，この時期よりかなり早い傑人  

g．如浸菌体  

開始前に植物が儲の存在を籠乱している可能挽を示す知   

見も得られている。例えば植物によるファイトアレキシ   

ン生合成に関する生化学的あるい掛分子遺伝学的研   

究平川・5‖14）は，これに関わる酵嚢系が実際に傾が後入   

を開始する以前に作動することを示している。また，   

KunohピタαJ．＄1）は，オオムギ予察夢路卿＝泡に非病原菌であ   

るg．如浸を接穣し，商の侵入開始磯後に認められる子   

葉鞘細胞の変化を調べ，ニ度の連続した凝乱 すなわち   

M＝・次凝基及び二次凝基が起こることを明らかにした。タ   

イムラプスビデオによる連続観察の結果，本実験におい   

てもg．β由まの付着器が成熟する時期に一次凝集が観察   

された。…・次凝基開始が棚認できるIi劉轡jほ，実際に磯が   

榎人を開始する時期より小～5時間朗であり，Kunoll扉   

αJ．削）の維‡努より約3…4峰岡早かった。これは，   

Kunohβ∫αJ．81）が細胞質凝集に注目していたため，その   

開始を中心に観察が行われたこと，およぴその観察が15   

分梅に行われたことから，原形質琉働の断線的変化を見   

落としたためであると考えられる。さらに彼ら別）は，   

騨一次凝集が開始された時期にE．♪ねgの付着諜を光学踊   

徴銃及び走査電子耕微鋭を用いて；…筆録＝こ観察し，この時   

期にはまだ傾が侵入を開始していないことを確かめてい   

る。このことは本実験の結果からも明らかであり，g．   

j痛fを接種した細胞に認められる形態変化は矧祭に憐が   

傑人を開始するよりかなり早くおこること王ま確実である。   

従って，子紫撒緋庖は，g．♪ゐfが侵入を開始するより   
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かなり以繭に何らかの極構で蘭の布イ】三を認識していると  

舵蒐される。この時期に子葉悶朝職が蘭の侵入などの物  

理的な刺激を愛車ていないとすると，聞から放出される  

化学的シグナルが種々の形態変化の引金になっている可  

能性は棲めて商い。また，成熟付着署浮のS】三M観察から  

明らかなように，この時期はE．が浸の付着器突起が子  

葉鞘細胞の東面に漉く接着する時期である。従って，な  

んらかの形で付着器の接潜が子紫繊度紺泡によるg．如才  

の倭絶に関わっていると考えられる。   

このように，髄の侵入閲始前に予東灘浦川包に形態変化  

が起こることが明らかになったので，次にこの形態変化  

を党旗イヒすることを就みた。子葉鞘凝職に注入した油滴  

の移動速度は，g．βねぎの付潜著落成熟ま附こ敢大になり，  

原形磐糸の数も付潜掛戎熟動こ恩赦に増大することが明  

らかになった。これらの事爽も，遅くともこの時期まで  

にg．タねぎの存在が子葉勒細胞ぶよって組織されている  

ことを示唆しており，前述の結果を支持すると考えられ  

る。本案験で見出されたような細胞儲儀化と類似の現象  

は他の簡と柏物の組合せにおいても報瞥されている。  

TonliyalⅥa128）及びKitazawaβfαJ．75）は，ジャガイモ組織  

に親和性及び非親和性のダ妙坤如ゐ0用わゆsぬ押ぶを様様し  

て詳細な光学鍾微幾組察を行い，非親和惟薗を接種した  

場合にほ，侵入地点下における利明包質の蓄積，侵入地点  

下への核の移動，及び原形質糸数の増加等の形態的変化  

が侵入開始の前後に起こるが，親和性苗を接種した場合  

にほ起こらないことを見出している。   

山山九 子葉勒細川包内に注入した油滴の運動軌跡壕さら  

に傑人開始時澱まで観察すると，g．如iざの付着器下に  

二次凝集が認められる時期には油滴の移動速度は顕著に  

低下することが明らかになった。この速度低下の原園と  

して次の二つの可能性が考えられる。   

①油滴を移動させる原形質流動速度が実際に低下した。   

②油滴を移動させ嵐隊形質流動に極性が生じ，即∴如二  

向かって推進力が働くようになった。  

観察期間を通して細胞内の原形賛洗脳が停止することは  

なかったので，①の可能性は低いと考えられる。しかし，  

BushneIlandZeyen24）が示しているように剥1＝泡質凝炎が  

起こっている地点ほミトコンドリアやERなどのオルガ  

ネラが商密度に認められるので，②の可能性，すなわち  

原形質流制服∵虜の極性が生じ，オルガネラをw叩∴如こ集  

中させるような推進力が働くことは十分に考えられる。   

このことは，原形粟糸の配向変化からも推測される。予  

恭賄細胞偶の原形質糸は鼠舟最の付溶岩詩成熟期にこの  

付着期を中心に配†句し，あたかもこれらの原形屑糸に  

よっで付潜器下にオルガネラが教務されるように見える。  

油滴の移動速度は細胞内の原形質流動速度と完全に血磯  

するものではないので，あくまでも紺胞の生理状態の変  

化を知るための－・つの指標と考えるペきである。しかし，  

油滴の移動の推進力は明らかに原形質流動であると考え  

られるので，本研究では，この油梢の移動速度を糾こ原  

形質流動速度と以下に楽部する。  

第四牽乱pぬの憬入行動に伴う子葉純綿飽和胸骨格  

の動的変化  

第一節 序   

前額で明らかにしたように，g．〆浸計接種され土子  

＊鞠細胞の形懸的変化は，この蘭の付滋舘が細胞上で成  

熟する時期に観察され始めた。この時期ほ＼g」愈が  

実際に傑人を開始する約4～5時間前である。この時期  

に認められた形態変化は，原形質流動速度の増商，原形  

異系数の増加及び配1まiJの変化であり，いずれも原形異流  

動と関係している。これらの軍楽をもとにすると，ガ．  

♪ねfを子米酢こ接種すると，この蘭の付着器が戚灘する  

時期までに何らかの化学的シグナルが菌体から牧山されI  

子灘柵紺胞はそれを認溝し，結果的に細胞内の原形磐流  

動に閑適した変化が起こるものと推定される。この時期  

には，ガ．〆浸の付容器からほ侵入機糸ほまだ形成され  

ておらず，子葉鞘灘職が蘭から物理的な刺激を受けてい  

る可能′牲ほ低いと考えらjtる。   

原形質流動に閲適したこのような変化は，当然細胞内  

の生理的変化を反映していると考えられる。J椚移磐流動  

は，細胞内における物質の能動的な輸送を適して，高等  

生物の新明包内における恒好投維掛こ機能していると考え  

られており（；），その駆動力にアクチンが関与していると  

考えられている7・19・70・1朋J23）。アクチンは筋細胞中の儀  

薯なタンパク質であり，ミオシンとともに捌又齢を引き  

起こすことは良く知られていたカ汐・3（）・66），現在では高等  

植物を含む多くの非筋細胞にも普遍的にアクチンが存在  

することが明らかになっていが・7：川7・11L＝6，1附39） 。ア  

クチンは細胞骨格と呼ばれるタンパク獣群の叩一つであり，  

もう・－一つの代衆的細胞骨格であるチューブリンとともに，   
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0．5％トリトン溶液（′rriton－X用00▲5ml，りん酸バッ  

ファー99．5nll）により，室温で30分間処肇l！した。処理  

した紙料をりん慨バッファーで3分間ずつ3回流酢乱  

BSA－PBS【牛血製アルブミン（ナカライテスタ，京都）  

lmg，NaC19ml，りん酸バッファ…，100ml〕で5倍に  

希釈した山吹抗体（抗酵母チュ…プリンモノクローナル  

抗体078b：セラ・ラ札 イギリス）により，370cで1  

時間処理した。川山一次抗体処理した紙料をBSA－PBSで5  

分間ずつ4回洗灘後，BSA・PBSで20倍に希釈した二次  

抗体（F汀C榛撒抗ラットIgCヤギ血清：ザイメット，  

アメリカ）により，370cで＝時間処理した。染色した  

舐料をりん酸バッファーで5分問4匝I洗浄後，スライド  

ガラス上にのせて維管束を取り除き，包埋蔵」グリセリ  

ン40g，♪－フユニレンジアミン100mg，りん俄バッ  

ファ岬60ml〕を－ぺ機滴下したカバーガラスをのせ，プ  

レパラートを作成した。蛍光顕微税（Axiopl10t：カ…  

ル・ツァイス，酉ドイツ，フィルタ岬セット：BP∠190，  

Fr510，LP565）によりプレパラ…トを観察し，写炎掘儲  

を行った。   

本法では，特異的に微小管を染色するため酢按東光抗  

体法を月抽－た。抗体は，商分ヤであるため仁植物の細胞  

壁を通過することはできない。そのために，植物細胞に  

本法を用いる際には，群衆的に細胞壁を消化した  

り1，62・‖且】37），凍結切片を作成する紬弼方儀がよく用い  

られてきたが．本実験のように植物細胞上にある蘭の位  

置を問題にする場合にほ，染色前の処理によって位償が  

ずれたり，見失われてしまっては意味が解い。試行銘誤  

の紙兼，試料固定後に対象細胞の細胞壁に光針マニプ  

レーダーを描いて小さな侮をつけるだけで抗体が細胞内  

に浸透することを見出した。そこで，本案験では，この  

処判とを行って抗体を予紫鞘紳泡内に浸透させることとし  

二王．  

第二項 ローダミンーファロイジンによるアクチン繊維  

の染色   

子葉鞘にだ．♪ぬざを接穂し，所窟の方法により培養し  

た。接種後，第…項と岡城の時間に子紫椰を取り出し，  

1％ホルムアルデヒド溶液により，姦温で30分田‖詞走し  

た。固定した試料を，りん酷バッファ…で3分l掛ずつ3  

1自l洗浄後，染色液の泣適性を商めるために0．5％トリト  

ン溶液で，30分軋 室温で処理した。再びりん酸バッ  

ファ…で3分間ずつ3‡計洗浄Lた後，F－アクチンを特   

細胞外からの刺激に対して敏感に反応するこ  

と111t】12・122）や細胞外からの刺激を細胞内に伝逢する系  

への関与12Il：i・恥121）が敢近明らかになりつつある。これ  

らのことを考え合わせると∴ナ掛阻に＆舟最を接穐し  

た際に認められた形態変化は，子葉晒甜胞の細胞骨相が  

動的に変化した結果認められた現象であることは十分に  

考えられる。また，もし実際にこのような卵塞が確認さ  

れれば，細胞骨格が何らかの形で蘭の存在の認撒あるい  

は蘭の侵入成否に関わっている可能性もあわせて示唆さ  

れる。   

そこで本章では，g．♪ねfを接種した子葉糊紺地にお  

ける細胞骨格，特にチューブリン及びアクチンの衣食体  

である微小管及びアクチン繊維の配向変化を次のような  

拳法を用いてそれぞれ細胞組織化学的に染色し，観察し  

た。また，配向変化の種皮を吋瀧なl沢り数的に示すため，  

後述するように配向変化率を算損した。  

第二節 材料及び方法  

第一墳 間接蛍光抗体法による微小管の染色   

微小管は．Kobayashiゼfαg．76）の方法に従い，次のよう  

に染色した。子紫抑にg．如浸を按碓し，所産の方法に  

より培養した。様様後～l．5将問日から15分線に付潜器形  

成を観腰し，1子葉約当り5～6佃の成熟付着舘が形成  

されたことを確認後，1％ホルムアルデヒド溶液［ホル  

マリン（ナカライテスク，京都）乙9ml，10mMりん酸  

バッファー（l）H7．4以下，りん酸バッファーと略記）  

100ml】により，塞源で30分l瑚伍】走した。また，別の子  

葉軸上で同様に様様後8時間目から15分梅に付着器下の  

紺胞反応を観察し，胞子及び形成された付潜器の位置を  

紙に記録した。1子紫鞘当り5～6佃の付着舘下に二次  

凝我がl弥始されてから0，1，3時間後に同様の固窟を  

行った。固定j乱 さらに4％ホルムアルデヒド溶液［ホ  

ルマリン けカライテスク，京都）12．9nli，りん酸バッ  

ファー100mij により，姦温で30分間間違した。4％  

ホルムアルデヒド溶液で麗接子紫穐を固窟すると細胞に  

原形繋分灘がおきるので，これを防ぐ目的で固定を二段  

階に分けて行った。閻魔した紙料をりん酸バッファ…で  

3分問ずつ3軒先浄後，スライドガラスにのせ，染色し  

ようとする子葉撒細胞の細胞壁を光跡マニプレーダーを  

用いて櫻かに傷つけた。この処華lをの窓掛こついては後述  

する。処哩後，抗体の浸透慄をさらに商めるため，  
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異的に染色するローダミン仙ファロイジン溶液【ロ…ダ  

ミンーファロイジン（マイクロプロ岬ブス，米圃）5／jl，  

りん酸バッファ岬45／J】〕により，室胤 暗累下で1時  

！粧敗色した。染色した就科をりん酸バッファーで5分間  

洗浄後，スライドガラス上にのせて維智東を滑り除き，  

包塊根を1滅滴下してカバーガラスをのせ，プレパラー  

トを作成した。蛍光顕微銀によりプレパラートを観察し，  

写戴掘影を行った。   

また，節三節に述べるようにアクチン繊維の配向ほ原  

形磐糸の配向と類似していたことから，原形質糸とアク  

チン磯雄が位攫的に…徹するか奮か，すなわち塀ミ形質糸  

がアクチン繊維を含むか否かをさらに検討した。子紫鞘  

にg．♪ね～を接種し，6．0時間培養した後微分干渉斯音数統  

糾熱こよりg．如才の成熟付着器下を原形質糸が通過し  

ている細胞を選び写戴据影した。写黍妄j畿射線，この子塞  

約を舷ちに1％ホルムアルデヒド溶液に授瀾して30分間  

間髪し，前述したと同様の染色処判！を行った。染色後，  

予め写発掘形した細胞を選び出し，蛍光踊済蘭（フィル  

ターセット：BP5略FT580，LP590）によってアクチン  

繊維の配向を写楽摘彩し，この配向と原形磐糸の配向と  

を比較検討した。  

第三項 細胞骨格配向変化率の算出   

竃音述の方法により子紫純利朋包の微小管あるいほアクチ  

ン繊維を染色した後，蛍光錦織鋭守でこれらの配向を観  

察した。無機樵対照区の細胞内の細胞儲格とは明らかに  

輿なっている配向を示す様様郷泡を配向変化細胞と定義  

し，以下に示す式によってそれぞれの細胞骨格の配向変  

化率を算出した。  

配向変化率（％）＝配向変化細胞致／披接種細胞数  

×100   

なお，アクチン繊維及び微′ト管の配向変化の姐掛軋 そ  

れぞれ雛三節節ふ牒及び第二項に絆述する。  

第四境 レーザースキャン願撤鑓観察   

節…項及び節二項で述べた方法により染色した微小管  

及びアクチン繊維をレーザースキャン躍蔓微銃（LSMiO：  

カ…ル・ツァイス，西ドイツ）6・79・1勅により観察した。  

レーザwスキャン踊故紙装置の槻嬰を図服に示した。こ  

の期緻組は，光掛こレ…ザ岬を採用し，簸点深慮が極め  

て浅くなるように設汐トされており（約0．2／ノm），蛍光染  

色した紙料を横方向に走査するとあたかも蒐忍耐の切片  

図12 レーザースキャン顕徴銑の基本的な原覿脂l  
矢印はレーザー光の光路を示す。   

を作成したかのように観察することができる（図13）。  

このような條を光学的切片と呼び，この像をさらに1掛像  

処理すれば軋虔合成像（図15－28）や三次元再構成像  

“鷲115－1b，2b，17－1b）を作成することができる。さら  

に，レ…ザーを縦方向に走査すると，同様の原理で断蘭  

像を作成することができる（Ⅹ－Zスキャン；援‡17－2a，b）。   

このレーザースキャン錐微税を用い，g．如訂を接棚  

した子葉約表郷抱に認められる微小管及びアクチン繊維の  

配向変化をさらに絆細に観察した。子葉椰紺胞にg．  

如浸を薇種し，第仙山項及び第二項に述べた方法で微小管  

及びアクチン繊維をそれぞれ染色し，蛍光顕微銀で染色  

状態を確認した後，祇料を】800cのフリーザ…内に保  

存した。凍結保存した紙料を随時取り出して解凍し，  

レーザースキャン踊微銀観腰宣棋瀞した。なお，レー  

ザー光源は，微小管の観察（F汀C励起）の際にはアル  

ゴンⅠノ488，アクチン繊維の観察（ローダミン励起）の  

際にはアルゴンL514をそれぞれ使用したひ  

第三節 結果  

第一項 子葉鞘細胞における微小管の配向   

g．直江妹接棚の子葉柵鰍泡を間接蛍光抗体故により   
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筐‖ほ レーザースキャン鋲微銃により観察した徴ノト管の光学切片像  

鼠東新寸潜器下に細胞質凝幾が開始されてから1時問冒のネットワーク状に配向した微小管の光学切片像。  

各陛lの左上の数字は，子葉哺細胞壁低下を0βmとして切片の探さ（〃m）を示している。  

の強い蛍光は山遵の染色処理から両次抗体処労l！を省いた  

場合にも同様に観察されたことから，二次抗体の非特異  

的吸磯によるものであると考えられる。   

－叫凡 様様した及♪ね～が成熟付着器を形成した子葉  

賄を染色し，微小管の配向を蛍光猫機銃観察したところ  

本節第一期項に述べるようにごく少数の成熟付着器下には  

既に配向変化が認められたが，ほとんどの場合全く変化  

が認められなかった（閥14－2a，b）。さらに巨＆カ壷の  

付着器下で細胞質凝集が認められた子葉朝潮胞を観察し  

たところ，付着器を中心に放射状に配向を節し，明ちか  

染色したところ，細胞麿の微小管は緑色敷光を発する繊  

維状の構造として鮮明に観察された（！裏き14－1a，b）。岡  

山細胞内の微小管は互いにほぼ平行な規則的配列を示し  

細胞の濃如こ対して底角から斜めの配向を示した。この  

微小管の配向をレーザ仰スキャン野亀機級によって観察し，  

三次元再構成像を作成したところ，微小管ほ細胞壁の麗  

打ちをするように籠状に配列していることが明らかに  

なった 偶15－1a，b）。また，抗体を細胞内に盲愛適させ  

る目的で子紫輸細胞の紺胞壁につけた悔の部分には，強  

い蛍光が認められた（l窯114－1a，b，14－3a，b，矢印）。こ  

図14 子弟率済りI如こおける微小管の配向変化  

それぞれa，bは岡…初潮の微分干渉掛故紙像（a），及び間接蛍光抗体法により染色した蛍光据微組像（b）  

を示す。各組写炎の大矢屁は岡山地点を示す。  

1a，b 対照区の子葉鞘細胞。微小管ほ，細胞の蓬軸に対して政角から斜めに配向していた。   
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2a，b 接穣後6．0時問日にはガ．〆Sgの付着器（ap）が成熟した。この時期には微小管の配向変化は認められ  
ない。  

3a，b 接線後9．0時間目に鼠♪壷の付漆器下に卿＝泡賛凝躯（ノj、矢尻）が観察された。この時期には多数の  
微小管が，傑人地点を中心に配向した。  

4a，b 細胞質凝基瀾始後＝榛関目には，付潜器下にパピラ（P）が形成され始め，徴′ト管はパピラを中心に  
ネットワーク状に配南した。  

（スケール＝20〃m）   
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図15 レーザースキャン錬徴既による子葉鞘祁り泡の微小管の観察  

1a，b 緋腎区の子発鞘細胞における微小管の焦点合成像（a）及び三次元渾柵成條（b）。15枚の切片から合  

成された像。微小管は朗桐包螢を射7ちするように毯状に配向している。  

2a，b 閲14に示したg．如才付着舘下に細胞質凝躯が‡掛始されてから1時間冒の微小管の光学切片から作製  

された焙点合成像（a）及び三次元再構成像（b）¢微小管は細胞の深部から浅い方向に配偶しており  

山状を思していた。  
P，パピラ  

第二項 子葉捕縄胞におけるアクチン繊維の配向   

無援碓の子葉柵新明包をローダミンーファロイジン染色  

すると，アクチン繊維は赤い蛍光を発し，徹′ト管の数色  

像よりやや太い繊維状の構造として観察された。細胞内  

におけるアクチン繊維の配向は微小管のそれとほ異なり，  

明らかに規則性は認められず，ほとんどのものほ細胞の  

長軸とほぼ平行からやや斜めに配向していた（図16－  

1a．b）。アクチンの配向を立体的に検討するため，レー  

ザースキャン顕徴換観察を行い三次元渾構成像を作成し  

た結隠 微ノト皆の場合とほ興なり細川包壁の直下のみでな  

く細胞内金体に分布することが明らかになった（図17－  

1b）。   

血・方，g．メ壷fを接棟すると，子葉輸細胞内のアクチ  

ン繊維の配向が変化することが明らかになった。援稜し  

たg．錘ざが成熟付潜器を形成した子葉勒を染色し，蛍  

光顕微鏡観察したところ，成熟付着器下を走行している   

な配向変化が認められた（‡鷲‡14－3a，b）。細胞質凝集開  

始後1時間馴こほ，付着器下にパピラが絨解され，この  

パピラを中心にしてさらに多数の微小管がネットワ岬ク  

状に配向するようになった（済1∠i－4a，b）。個々の微小  

管は細胞腰凝東関始鑑後に比べてやや太く見え，細胞内  

にはこのネットワーク状の微小管以外は観察できなく  

なった（図14－4a，b）。細胞磐凝水間始後1時間瀾の放  

射状に配向した微小管をレーザースキャン鐘徴銃で観察  

し三次元渾構成像を作成した結束，微小管ほパピラを頂  

．如こして細胞の深部から浅い部分に向かって山状に配肉  

していることが明らかになった（l裳115－2a，b）。   

以」ニのように，微小管の配向変化は付着器を中心に微  

小管が放射状に配向する形態であることが明らかになっ  

たので，第三項に述べる配向変化率を算出する際には，  

このような配向変化の見られた細胞を微小管の配向変化  

細胞と盤教することとした。  
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図16 子紫鞘細胞におけるアクチンの配向変化  

それぞれa，bほ同一サ視野の微分干渉耕徴鋭條（れ 及びローダミン脚ファロイジン染色による蛍光踊機銃  

像」b）を示す。各組琴其の矢尻は同〟地点を示す。  

1a，b 対照区の子＊柵射り抱。アクチン繊維は，耕胞の長軸とほぼ平行かやや斜めに配向していた。  

2a，b 接種後5．0時間冒にぶ．♪由才の付着器（ap）が成熟し，数本のアクチン繊維がその付着溺守■を走行する  

のが観察された。  
3a，b 細胞群凝炎開始後1時間員にはガリぬの付着器下に多数のアクチン繊維が観察された。  

4a，b 細胞質凝東関始後3時瀾ほ】にはg．匝～の付着著落下に観察されたパピラ（P）をや心にアクチン繊維が  

放射状に配向した。  
（スケール＝20／′m）   
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図17 レ…ザースキャン雛徴鏡による子葉鞘射り泡アクチン繊維の観察  

1a，b 対き号罷区の予紫肺細胞の微分干渉像（a）及びアクチン繊維（矢印）の三次元再構成像（b）。子葉軌細  

胞内のアクチン繊維は，細胞内全体に観察された。  

2a，b g，如浸を接種後，5．5時間目に子葉網棚胞上で付着器が成熟した。この子塞鞘細胞の光学切片像（a）  

及びaに示した線の部分でレーザーを縦方l如こ走査して作製したⅩ－Zスキャン像（b）。多数のアク  

チン繊維が付溶解下に観察された（爽尻）。  

a，付着器，CW，子葉晒細抱細胞壁，N，核  

キャン鋲微税を用いてⅩ－Zスキャンすることにより，  

縦断面像を観察した（暮雲！17－2a，b）。この結果，成熟付  

着舘下を通過するアクチン繊鰍ま付着着岸麗下の郷胞賛に  

局在する挙が明らかになった。従って，徴′ト管の場合と  

は異なり，アクチン繊維の配向は，付着器成熟の将≠鋸ニ   

数本のアクチン繊維が観察された（図16－2；l，b）。嬢点  

を変えながら観察した結果，アクチン戦地ほ成熟付着鮮  

麗下を通過していると考えられた。そ・こで，この付着器  

下を通過しているアクチン繊維が珊胞内のどの種皮の探  

さを通過しているかを正確に知るために，レーザ⊥ス  
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既に変化していることが明らかになった。   

付着器下に州地質凝集が観察される時期には，アクチ  

ン繊維の配向はさらに顕著に変化した。紺泡質凝射場始  

後1時問目には鼠β壷の付漆器下に多数のアクチン繊  

維が観察され（図16－3a，b），3時間巨＝こなると徴′ト管  

の場合と河様に付漆器下に形成されたパピラかトL、に放  

射状に配向した（i雲j16－4a．b）。しかし，微小管の場合  

とは輿なり，後人地点周囲以外の細胞部位にもアクチン  

繊維は汲められた。このように，アクチン繊維の配向変  

化には，成熟付潜器下を数本のアクチン繊維が走行する  

吻合と付着器下に多数のアクチン縫紋が認められる場合  

とが観察された。そこで，第三項に述べる配向変化率を  

算出する‡乳 いずれかの変化が認められた郷飽をアクチ  

ン繊維の配向変化細胞と定義した。以上述べたように，  

アクチン繊細の配向ほその形憩及び変イヒの起こる時期か  

ら見て，前単に述べた原形暦糸の配向変化に類似してい  

たので，さらに原形腰瀦とアクチン繊維が位檻的に血致  

するか否かを検討した。ガ．タね′を嫁稜後，6．0時間巨＝こ  

子紫杓細胞を微分ニ】こ砂顕微銘で観察し，鼠♪壷の成熟  

付着器下を原形質糸が通過している細胞を選んで写炎据  

影した（図18）。この子葉鞘を濾ちに所産の方法でl乱定  

し，アクチンの染色を行ったところ，微分干渉顕微鋭に  

より観察された原形質糸の位腱（園ほA；矢尻）と，ア  

クチン繊維の位澄（図18c；矢尻）とがほぼ山致した。  

このことから原形質糸はアクチン繊維を含んでいること  

が明濁かになった。  

第三項 軋〆ぎfの感染行動に伴う細胞骨格配向変化率  

の推移   

子葉鞘にg．♪ょぎfを接穂後1．5時問毎に固定し，微小管  

及びアクチン繊維の配向変化を観察し，配向変化率を算  

出した（i対19）。   

微小管の配向が変化した細胞ほ，接種後4．5時間瀾か  

ら観察されたが，7，5時間目までは配向変化率が約iO％  

矧受と低率のまま推移した。その後，微小管の配向変化  

率は，接種後7．5～12時間の閥に急激に上昇し，12時間  

目には約80％に適した。微小管の配向が急激に変化する  

時期は，E．♪ぬオの付着舘下に紺胞褒凝炎が開始される  

時間とほぼ一致した。   

十九 アクチン繊維の配向も接種後d．5時l馴葦＝こは変  

化し始めたが，微小管の場合とは異なり，接樵後4．5仙  

7．5時問の聞に配向変化率が急激に上昇した。接線後7．5   

図18 月琵形質糸とアクチン磯雄との位徽関係  

A 且β壷の付潜舘（a）下を走行する原形質糸  

（矢尻）。  
B Aと間叩・細胞のファロイジン染色彼の位相  

差像。  

C この試料の岡山部位の鎖光橡。Aで原形質  

糸が観察されたのとほぼ同じ位置にアクチ  
ン繊維が紐解された（矢尻）。  

時間目の配向変化率は約80％となり，12時間目までこの  

水準が維持された。アクチン繊維の配向が恩赦に変化す  

る時期需＼属．♪ねfの付漆器が成熟する時間とほほ㌦・致  

した。従って，アクチン繊維の配向変化は徴′ト管に比べ，  

約3時間早く開始されることが示された。   
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管の配向変化が開始される時期から考えて，この変化は  

菌の機入による物理的刺激によって誘導された可能性が  

商い。レーザースキャン擢機縫観察の結果，付着器下で  

細胞償凝灘が観察される時期のネットワ…ク状の徴ノト管  

配向を三次元的にみると，無接櫻の場合とほ全く異なり，  

紳胞の深部から付潜器艦下に向かって山状に配向してい  

た（l衰i15－2a，b）。この中心部ぷパピラが形成されたこ  

と，及び微小管は細胞内で物質輸送に関与してい  

る】8バ乳11：j）ことから考えて，微ノj、管がパピラ形成に関与  

している可能性が示唆される。さらに興味深いことに，  

この時期に子葉鞘制服内には，このネットワーク状に配  

向した微小管以外は観察できなくなった（図14－4a，b）。  

この原園は明らかではないが，ネットワーク状に配向し  

た微小管は触接種の紺胞に認められたそれに比べ太さが  

太く見えること，微小管は′馴こ蕊食と脱蕊合を繰り返し，  

いわゆる“トレッドミリング”を行っていること134）か  

ら考えて，僚機人前に認められた微小管が脱兼合し，薗  

の傑人地点下に成合してネットワーク状の配向を形成す  

るのかむ知れない。いずれにせよこの現象は，髄の感独  

行動にともなう微小管配向の済節機鱗に関わっており．  

今後解明していくべき問題である。   

ナ乱 アクチンの配向変化ほ実l宅酎こ薗が侵入を開始す  

る車～5時間前から認められる（図16一弘b，20）。こ  

の時期ほ，前肇で述べた原形質流動速度及び原形儲糸の  

致と配向の変化が認められる時期と山致している。この  

ように，配向変化が超こる時期からみると，前車で述べ  

たg．如才侵入前に子紫鞘細胞に認められる形態変化は  

アクチン繊維の配向変化と密接に関係していると考えら  

れた。また，無援轄の子紫槻潮職における微小管の配向  

は規則的で多くのものが細胞の凝榔こ対して直角から斜  

めに配向していたのに対し（l実11∠ト1a，b），アクチン繊  

維は細胞の過剰とほぼ平行に不規則な配向を示している  

（図16－18，b）。前額で述べた原形償瀦の配向ほこのアク  

チンの配向と酷似していた。さらに，原形質糸とアクチ  

ン繊維の位置的な関係を横倒した結果，原形燭瀦はアク  

チン繊維を含むと緒論された（図18）。矧祭にアクチン  

繊維は原形磐流戯と密接に関わっていることが報哲され  

ており7・19，7仇】08・123），上記の観察結果はこれらの弗哲と  

も岬一致している。   

以上述べてきたように，蘭が実際に後人行動を開始す  

る1挿に子葉晒紺胎内のアクチン繊維の配向は変化する。   

接種後の時間 （h）  

図19 うご磯鞘新明包におけるアクチン繊維及び微小管の  

配向変化率の推移  

A アクチン繊維 闘 微小管  

配向変化率＝（配向変化細胞数／被接極圏胞蘭）  

×100（％）  

第四節 考察   

細胞櫛格楓 アクチン，チューブリンに代来される繊  

維状タ ンパク繋の総称で，動物53，57・133〉，植  

物71軌19劇・68，7（き・73・1略108・11い16－117・123・ユ39） 及 び 微 生  

物1・62・1こi7）を問わず，各棟の炎核生顆の細胞に普遍的に  

存在する。これらのタンパク質は細胞内で浪合した繊維  

状の形態で機能し，細胞の形態維持45），細胞内の物質輪  

送18・購い13） ，オルガネラの細胞内配ず澄S・7：i，】：期など多様な  

機能を有することが知られている。本輩では，特に尉椚泡  

′酢格糸のタンパク質のうちアクチンとチューブリンに関  

して，糾明包内における配向を射椚抱化学‡糾こ検討した。こ  

の結果，g．♪ね≠を接種すると，蘭の形態形成に呼応し  

て子葉鞘細胞洒のアクチン繊維及び微小管の配向ほいず  

れも劇的に変化することが明らかになった。   

アクチンの配向変化は，g．βねfの付着器が成熟する  

時期とほぼふ致したのに対し，微小儲の配向変化は付潜  

器下で細胞質凝灘が‡削貪される時期と一致した。付着器  

下で細胞質凝髄が開始されていない場合には，付着器下  

の微小管の配向には何ら変化は認められなかった。微′ト  
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し，この蘭の付着器下に卵胞質凝幾が開始されてから，  

すなわち後入が開始されてから0，5，1，3時間巨＝こ菌  

体を除去し，さらにその同一細胞にガ．卯餅油壷を移柏  

して感染率を鯛ペた。その結果，g．劇症傑人開始後0－5  

時瀾＝引こ菌体を除去した場合にもg．g和椚ざ乃ねの感染率  

は有意に低下し，g．♪衰～が傑人を開始して0▲5時間後に  

はその細胞に拒否性が既に決定されていることを明らか  

にした。   

しかしながら一 節三尊及び節四輩に述べた結果ほ，  

放か嘉を予＊鞘に接棟すると，爽際に薗が侵入を‡矧始  

する4～5時間前にほ既に子葉灘㈲灘が蘭の存在を認瀾  

している可能性を示唆している。従って，このような早  

期の子葉鞘劇胞の反応がl坊御反応すなわち拒否性の誘導  

に紋様関係するか否か，検討すべき蕊嬰な問題点として  

浮かび上がってきた。嚢；臥 ファイトアレキシンが合成  

される糸でほ，この合成に関わる酵棄群の色合成は髄侵  

入前に誘導されることが知られているのでdd・51・114），g．  

如尋を接唖した子葉勒にみられた形態変化が，寵接的あ  

るいほ剛妾約に拒否性誘導と閑適している可能性も考え  

られる。従って，磯が侵入を閲蘭する前に子葉棉細胞へ  

の拒否懐練導が決起されていることは十分に考えられる  

ことである。そこで本輩では，」こ紀のKu】1血βfαJ．87）の  

蘭体除去の方法を応用して，鼠がs∫の付着船底熟せ咋  

心とした樵々の時期に菌体を取り除き，子葉柵州胞の拒  

否性誘導が遅くともいつまでに決愛されるか，その時期  

を詳細に調べた。  

第二節 材料及び方法  

第一項 乱がぶfによる拒否他所肇の決定時期   

E．錘∫を子米桝に接棟後，所定の方法で培養し，接  

稼綾2～3．5及び4…5．5時間の問15分極にぶ，如；fの形  

態を光顕観察し，機体除去の時期を決窟した。菌体除去  

は園20に示す3通りの時期に行った。   

① 発芽管先端が膨潤し，付潜器形成が開始さる時期  

（A）   

② 付潜器成熟時期（B）   

③ 付着器成熟後2時間冒（C）   

光鐸観察により，これらの時期に達したことが確済さ  

れた蘭体を光顕マニプレーダーを用いて除去し（図2ト  

2），E．〆浸菌体を除去した同山細り泡上に予め別の子葉  

靴上で生育させた＆卯加壷を巨軋匝用はとg．   

このような変化は，子楽鞘郷川包が聞から何らかのシグナ  

ルを受け耽った結果生じたものであると考えられ，アク  

チン繊維が蘭の認純に直接関与する，あるいは詑織の結  

果子葉約細胞の防御機構発現ぷ閲博する可能性を示して  

いる。散近になって，細胞骨格が細胞外からの刺激ある  

いはシグナルを伝透する機構に関与することが動物抑胞  

において明らかにされた。SrinivasanβfαJ．121は，ラッ  

トから神授軸塞の電位依存Na”－〟チャンネルタンパク賛  

を純化し，このタンパク蟹とアクチン結合タンパク撃と  

の直接的な朝互作用が電気的興懲の伝達と密接な閲儲に  

あることを明らかにした。さらにシグナル緩速機構への  

細胞骨格の直接的な関与の証拠として，細胞膜レセプ  

ターの受けた細胞増殖シグナルを核内遊伝子に伝える機  

構への関与の可能性も指摘されている9（5）。これらのこと  

から考えて，アクチン繊維の配向変化が子葉槻州胞によ  

る磯の認池によって起こる可能性も濱い。また，前肇で  

も述べたように，g．かざfの付着器下に特定のオルガネ  

ラや物質をj尋在させることにより防御反応の発現に関与  

している可能性も暫定できない。   

第五番 乱pねf傑人以前に決定される掩否他の誘導   

第一節 序   

Kunollg～〃J．乳軋87）は，オオムギ子発柵ま細胞上にオ  

オムギの病原磯であるg．邸昭研ぎ犯由と非病原磯である  

鼠が扉馴即断こ存在させると簡閲の侵入成季手は棚引こ  

どのように影轡しあうか，という点に注目し，子葉鞘朝  

胞に諦濁される受容性と拒否焼の検討を続けてきた。彼  

らの一連の報皆から次のようなことが既に明らかになっ  

ている。   

① 手強柵尉朋包に且がぶ≠が先に傑人すると拒否性が  

漁増され 後から侵入を紙みる嫡拐ミ聞方．餅肌ぬぬが感  

染しにくい状態になるS2一柳。   

② 子葉約細胞に鼠β昭椚玩ねが先に傑人すると受容  

性が…波導され，後から侵入を試みる非病原菌g．j痛ざが  

感染できるようになる絶勒。   

③ 子剰哨細胞に拒否性が誘導されるか受容橡が誘導  

されるかは両蘭の侵入時開発に相関するS2）。  

しかし，これらの報哲は，実際にほ子葉鞘細胞に拒否牲  

あるいは受容性がいつ鰍暮されるのかを明らかにしてい  

ない。最近Kunoh扉d．∂7）は，子葉勒にE．♪ぬ≠を接種  
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鮮明刑g邦ぉの侵入開始が様々な時間差となるように移梢し  

た 掴2ト3）。g．g仰〃∫乃ねの侵入開始時期，付着器下  

で細胞質凝灘が開始される時期とほぼ－一一致するので212り，  

本数験においても紳胞質凝幾塁間始将問を侵入開始時間と  

定教した。E．g和椚∠捏ねの細胞質叔灘ほ通常接種後10～  

12時間目に開始されるので，接種後9～12時間の問，15  

分梅に光蹄観察してg．g用研ぎ犯由の付着器下の糸鋸抱質凝  

集開始を確認し，且匝ざ菌体除去からg．g和才〃わ7ね寝入  

開始までの時間を求めた。鼠♪壷の除去及びg．節制涙－  

ク！～ざの移植を行った子米勒を所定の方法で増強し，g．  

卯飾血ゐ接磯魔24時間巨＝こ吸器形成の有無を確認し（図  

2ト5），感染率を算出した。またg．♪ぬgを接種してい  

ない子葉鞘紺泡上にg．卯沼加ねを移植して対照区とし  

た。ある処理区における感染率が対照区と比楔して有意  

に低下した場合，その処掛こよって子剰桐！り泡に拒否性  

E，＆エ血一皮村）  

Y   5．Gll引潮  

⊥棚減畔 
。 

£．上江旦」！蓑†狼 A B C  

ト。  
組号：ぎ  

E・」血除ぜ三  

‥；・  0    ㍑   ／1  （j    8   10   12  
g・以息呈i責†狐統の時l；i】   

図20 丘■・βねf及び属∵卿飾めぬの按楓 移植及び除去  

のスケジュール  

A 発芽管先端が膨潤した時期  

B 付着器が成熟した時期  

C 付清春成熟後2時l馴ヨ  

図21ガ．♪ねf侵入開始以前に決定される拒否性の検定法   

1・g・♪ぬ′（P）接種後5tOO時間臥g・姉付着普洋（8Pp）先端に環状構造（矢尻）が認められ，付着舘が成熟  

した。  

2▲ 同時期巨放か最蘭体を除去する。  

3・鼠ク由∫接種後7・50時問臥別の子釆将に接種してあった且牒棚祓ぬ（G）を細胞上に移植する。APP，付  

着器。  
4▼g・♪ぬg接稜後11・50時間臥g．g和刑ぬ付着舘先端下に細胞質凝集（矢尻）が認められる。  
5・及がざ∫接線後狐00時間臥g・g御子ざ”ねは感触に失敗し，第二突起（2L）から再び後入を紙みるが感染  
に失敗している。   
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寮2 g一座浸除去からg．脚紺壷ゐ侵入開始までの  

時問差と且g矧磁ぬ感染率との閲係～鼠  

如か浄罪管先端が膨潤する時期に険悪した墟  

．△．．．－  ‡コ  

が誘導されたと判断した。  

第二墳 乱がぶfの付慈器成熟によって諦暮される拒否  

他の持続性の検討   

子葉鞘にガ．如浸を按椰し所盤の方法で増光後，4～  

5．5時間の聞15分毎に鼠♪壷の形態を光尉観察し，成熟  

付着器を形成した薗体を前項に述べた方法により起ちに  

除去し，その後6，12，略 24時間冒に鼠邸Wぬぬを  

その細胞に移植した（図22）。g．脚抑壷ね接稚後24時間  

針にg．g和沼～〃由の吸苓形成の有触を確認し，感染率を  

斧出した。第一項の吻合と同様の対照区を設け，各処埋  

における感染率の低下を比較し，その処靴によって拒否  

性が誘導されたか否かを検討した。  

第三節 結果  

第一項 拒否性諦梯の決定時朋   

党弊管死瀾が膨潤する時期に子葉鞠細胞からg．〆ざf  

を除去しパ町爛胞に＆卯加壷を移植した場合には  

（衆2）巨a♪壷の菌体除去から藍g矧融ぬの侵入開始  

までの時間差が5．00－12．75時間の範囲内では，いずれ  

の時間澤の感染率も対j！削真の感染率（64．0％）と有意差  

がなかった。従って，発芽管先端が膨潤する時期に鼠  

〆浸を除去してしまうと拒否職は誘導されないと結論さ  

g食  A′B＊  感染率（％）  

5．00－5．75  10／11  

6．00－6．75  6／16  

7．00－7．75  6／9  

8．00－S．75  8／16  

9．00－9．75  8／12  

10．00－10．75  10／14  

11．00－11，75  5／7  

12．00－12．75  3／6  

盲汁  56／90   
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＊A：呼器形成胞子数，B：観察胞子散  

れた。   

しかし，付潜掛成熟時期に機体を除去した吻合には  

（衆3），常体の除去からE．g用刀子g乃ねの侵入開始までの  

時間差が6．00～12．75時間であると，感染率は32．2％と  

なり，対照区の感染率に比べ有恵に低下し（P＜0．01）  

拒否性が練噂されることが明らかになった。しかし，時  

表3 g．如正除去から∬，卯即繭ゐ侵入開始までの時間差とg．脚紺壷ゐ感凝塵との関係～  

及ク最を付漆器成熟時期に除去した場合～  

g食  A伊  脚（％）  A／B＊  感染率（％）  

2．00－2．75  5／7  

3．00－3．75  11／15  

4．0（ト4．75  8／13  

5，0（ト5．75  9／21  

6．00－6．75  5／23  

7．00－7．75  4ハ1  

8．00－8．75  4／a  

9．00－9．75  2／15  

10．00－10．75  5／13  

11．00－11．75  5／10  

12．00－12．75  3／7  
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32．2＊＊  

61／155  42．7輌  

＊A：呼器形成胞子数，B：観察地手数  

輌且。匝gを接種していない細胞に移植したg．g用椚ざ乃ざざの感染率64．0％と有憩差あり（P   

＜0、01）   
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寮4 ぶり繭除悪から麒・卯刑∫邦ね侵入開始までの時間差とg・g用”7ま乃ぬ感染率との関係～  

E．〆房を付着器成熟後2時問目に除去した場合…  

g邑台  A脾  脚（％） A躇＊  脚（％）  

0．00－0．75  2／4  

1．00－1．75  12／16  

2．00－2．75  7／15  

3．00－3．75  13／20  

4．00－4．75  2／9  

5．00－5．75  6／15  

6．00－6．75  3／9  

7．00－7．75  6／14  

8．00－8．75  3／11  

9．00－．9．75  4／10  

10．00－10．75  4／15  

11．00－11．75  5／15  

は00－12．75  0／2  
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33．0率＊  

67／155  43．2＊＊  

＊Å：呼舘形成磯子乳 B：観察胞子数  

帥∬、少怨fを接種していない紬抱に移植した属∵伊那ぬ祓の感染鞘4・0％と有恵叢あり（P   

＜0．01）  

開差が2－00～3，75及び4．00～5‘75時間であると，感染率  

はそれぞれ72．7％，50．0％となり紬iミミ区の感染率と有意  

義が認められず拒否僅ほ練揺されなかった。   

さらに∴付着器戚灘後2時間巨＝こ菌体を険悪した場合  

（衆4），菌体の除去からg．卯椚f托ねの後人開始までの  

時間差が∠l．00～12．75時間であると，感染率は33．0％と  

なり，対照区の感独準に比べ有意に低下し（P＜0．01），  

拒膏別姓カゞ髄暮された。しかし，この場合も噂瀾讃が0．00  

～3．75時‡ぎijであると，感染率が61．8％となり，対照区の  

感染率と有恵差が認められず拒否性は誘率されなかった。   

以上の結果から，遅くともg．♪ねぎの付着器が成熟す  

る時期までには，その下にある子葉哺細胞では拒否他藩  

導が決定されていることが明ちかになった。また，この  

場合にほいずれも且g用，，‡よ〃fざの感染を約50％抑制する  

程度の拒否慄が誘導されることが明らかになった。  

第二項 付慈輩成熟期までに誘導が決定される拒否性の  

持続性   

本項では，g．少食∫の付着器成熟期までに誘導が決愛  

される拒否他にどの程度持続性があるのか検射した。  

放か最除滋からg．g仰7血ね移植までの時間が約6，12，  

18，24時間となるように，図22に示したスケジュールで  

除去，培儲及び移檎を行った。除去後6及び12時間培賽  

した場合，E．g和刑∫捏ねの感染率はそれぞれ29．7及び  

31．6％となり，対照区の感灘摩（朗．0％）と有意差が認  

められた（P＜0．01）。しかし，24時間培養した場合には  

感染率は56．6％となり，対照区と有意差が認められな  

E．血付肇欝成熟  
接種   除虫  感旅箪  

29．7％8  
＝／37  

31．6％a  
12／38  

43．gがb   
ほ／射  

56．6％bc   
30／53  

4 r∴‥J÷、∴・．ご∴  
S   10．5  

4－12  12 b掩嚢 0  

＝   16．5  

18h柑張 0  4  
i7   22．5  

24い認袈 8 4∵24  
23   28．5  

対照区64．0％C  
48／7S  

図22 g．♪ね‖寸潜器成熟によって誘導される拒否他の  

持続性  

a，b，C，興なる文字‡射こ有意差有り（P＜0．05）。   
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が誘揺されると考えられる。第三肇で述べたように，付  

着器成熟時期にほ子葉灘朝胞上に物理的な刺激が与えら  

れた形跡は纏いので，この時期に決麗されている拒否性  

誘導はガリ融から放出される化学的園子による‘綱引生  

が商い。そこで，子葉鞘細胞に拒否性を繍導するような  

化学的因子を想慈し，以筏この園子を拒否性インデュー  

サーと称することにする。   

本輩の結束から考えてg．♪ぬgが放出する拒否性イン  

デューサーは，遅くとも鼠♪最の付着器が成熟する特  

用までには放出されていると考えられる。第三牽および  

第閤肇の結果から，鼠ク壷の付着舘成熟時期には，①  

子葉粕細胞における原形質流動速度及び原形質糸数とそ  

の配l如こ変化が起こる，②細胞酬乳 特にアクチン繊維  

の配向変化が起こることが明らかになった。これらが起  

こる時期と同時期に子葉網劇胞への拒否性誘導が決定さ  

れることは，且♪繭の付着婚成熟時宜は廉惰性イン  

デューサーが蘭側から放出さゴt，それが抑胞によって認  

紙された結果，原灘瀾瀾瀾の変化となって現われること  

を示唆している。この変化が本肇で明らかにした拒否性  

誘導と直接関係するかどうかについては第八輩の実験で  

明らかにするが，これら二つの現象が時間的に一致して  

いることから考えると，これらの現象の聞には何らかの  

関係があると推愛される。   

Kunohβ∫α～．鋸）の結果によると，子塞鞘細胞に且β壷  

が侵入を開始すると，2時間以内にg．卯椚わぬの感染  

を100％抑制する強い拒否性が誘導される。また，彼ら  

の別の報薔聞によると，g．βねgが侵入を開始してから  

0．5時間目までE．クぬf菌体が存在していれば鼠g矧扁一  

邦ねの感触を50％程度低下させる程度の拒否性が誘導さ  

れ，3時間呂まで存在すれば，鼠磨期間ぬなの感染をほ  

ぼ完全に抑制する拒否慄が誘導零れる。不実J放では，侵  

入開始よりも4～5時間以前，すなわち遅くとも付着器  

が成熟する時期には，拒否性誘導が決定されていること  

を明らかにしたが，練暮される拒否性は且g和沼f〃ぬの  

感染率を約50％抑制できる矧変であった。この結果ほ，  

拒否性誘導には少なくとも二つの段階があることを示唆  

している。すなわち，第山段掛まぶ．〆ざオの付漆器成熟  

時に放出される拒否性インデューサーによってガ．g′W一  

肌玩壷の感染率を約50％抑制する程度の拒否性が誘導さ  

れる段階，さらに第二段階はg．♪怨£が実際に侵入を開  

始してから且g脚融ぬの感染率をほぼ完全に阻止する   

かった。また，18時間培滋した松倉にほ，感染率は  

∠13．9％となり対照1真に比べ宥恕に低下したが（P＜0，05），  

この感染率は2郷膵相磯した場合との聞にも宥恕差が認  

められなかった。すなわち，g．如ぎ£付着器成熟からE．  

g和〃プ如ねの移植までの時間が12時間以内の場合，拒否慄  

は持続したが，16時間までには拒否性は低下し始め，24  

時間までには消失した。  

第四節 考察   

子葉賄1細胞対蘭1胞子の糸を用いたKunoll虎  

αJ．82一柳による実験から，g．少ねぎ様様により子薬鞘細胞  

に紛薄される拒否性は，接種されたg．♪ぬざと岡山細胞  

に移植されたg．伊御め壷との侵入時聞差と相関がある  

ことが示唆されている。彼らの実験は，蘭の侵入時期は  

拒否性凝瀾との関係を示してはいるが，子牽鞠朝川包に拒  

否性が発現するまでの時間を明らかにしてはいない。本  

革の実験結果が示すように，g．〆ざ才の付着器成熟瀾に  

菌体を取り除くと子葉鞘朝胞に拒否性が誘導されないの  

に対し，∬．βぬざの付着器成熟時期またはそれ以降に取  

り除いた場合には拒否性が渚暮されることから，拒否櫻  

誘導の決起は付潜器成熟の時期に起こると4控髭される。  

前述したようにこの時期は，g．錘～が侵入を開始する  

4～5時間前である。   

このように蘭が傑人を開始する以前に棉物の抵抗反応  

が嵩められる現象として，ダ妙坤あ伽和毎鹿ね粥ざの遊走  

子をジャガイモ兼に接徹した場合に生成される02叫が  

知られている25）。この報告によると，ダ．わ痴5ね邦∫逸走  

子は接樵後4時間噴から侵入を開始するが，02州生成  

は接種後1時間目から認められる。02‾は，動物の生  

体防御に関与していることが報告されているので17・：Jl）  

Dolくe：勒は，薗の感染行動に伴って植物細胞でも生成さ  

れる。02抑もジャガイモの抵抗反応に関与していると  

考えている。m－一方，SmithandCruickshank119）は，エン  

ドウ爽の内果皮に非病原蘭の朗血繭最勘触感ぬ由の胞子  

懸濁液を接接すると，接種後1～2時間目にはファイト  

アレキシンであるピサナンが胞子懸濁液中に投出してく  

ると報脅し，ファイトアレキシンを誘導するエリシター  

がかなり早い段階に胞子から放出されると雅愛している。  

これらの報哲にみらるように，蘭と植物が接触すると，  

蘭侵入以前のかなり早い時期に儲から化学的‡温子が放出  

され，それによって植物は薗の存在を認識し，抵抗反応  
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拒否怯が誘導される段階である。ここではこれらを解叫  

期，第二期拒否牲と称して論議を進めることとする。本  

輩の爽放で示したように，付着器成熟綾子紫紺細胞上か  

ら菌体を除去しても12時間日までは拒否性に低下は認め  

られなかったが，1即醐】以上になると拒否焼場低下した  

（図2Z）ことから，鼠♪ね≠の付着器成熟時期に放出され  

る拒否性インデューサーによって誘導される拒否性すな  

わち解山川拒否性は，可逆的なものであることが示唆さ  

れた。これに対して，鼠力壷の倭人にともなって誘導  

される第二槻拒否慄は，侵入開始から1．5時間以降に菌  

体を取り除いても少なくとも37時潤まで持続する87），す  

なわち，かなり長崎問にわたって非可逆的であるので第  

…期拒否憾とはこの点で輿なっている。しかし，これま  

での各様の露験かちは，節…期，第二期の拒否性ほ本質  

的に異なるのか，あるいは両者の本質は同じであって，  

節二期拒否性は単に拒否橡インチ㌧1岬サーの放た】う厳に依  

存して第…期拒否性が高まるだけなのかは明らかではな  

い。以上述べてきたように，本翠の実験から，拒否性イ  

ンデューサーの存在が示唆されるとともに，それによっ  

て誘導される拒否他の特徴が明らかになった。この拒否  

性インデューサーの存在を証明するためには，実際に儀  

体から拒否性インデューサーむ分離し，その他璽を明ら  

かにする必繋があるが，この点については次の輩で述べ  

ることとする。   

本牽の英験結果から次のような疑問点が新たに明らか  

になってきた。鼠鼻血の付着掛炎熱時に細胞上から機  

体を除去してから，その細胞」こに移植した塵∵伊那祓ぬ  

の侵入開始までの時l漁差が6時間以上の場合にのみ拒否  

性が毒攣増された。さらに，g．如浸菌体除去を21時㈹遅  

らせて，付着器成熟後2時間目とすると，拒否性が誘導  

され始める侵入時聞差は2時間短くなった。すなわち，  

g，が虚偽体除去からg．郡那加ね侵入開始までの時間差  

が射時間以上の場合に拒否煙が誘導された。この拳実は，  

付着器成熟時に拒否性インデューサーが子紫穐凝朋包に与  

えられてから実際に拒否性が誘導されるまでに少なくと  

も6時間を要すると仮定するとうまく説明できる。しか  

し，第八輩に絆しく述べるように，g．伊都めぬの移植  

と且♪壷の除去の時間的な前後関係があるために，こ  

の仮説によヶで単純に脱明することはできない。  

第六牽」臥画需菌体から放出される拒否性  

インデューサーの検索   

第一節 序   

前額で論じたように，節咽期才巨杏他の誘導ほ，g．♪ね∫  

が子葉粕射他に侵入を開始する4～5時間前には決蒐さ  

れている。この時期はガ．♪由才の付潜器が成熟する時期  

に相当することから，拒否性インデューサーは遅くとも  

付着器成熟灘はでには放出されている，あるいは作用す  

る状態になっていると考えられる。従って，∬．βぬfの  

胞子を大袋に採集し，成熟付着著誇を形成させれば，研究  

に十分な凝：の拒否慄インデューサー別●鋸‡ユすることは可  

能であると思われる。しかし，うどんこ嫡髄は絶対寄生  

俄であるため，宿主上で大鹿増発することは国難であり，  

仮に宿主上で大数に堵嚢したとしても胞子に同調的に形  

態形成させる必要があり，蘭体から物質を分離するよう  

な生化学的実験には不向きである。さらに，物質を分雅  

しても宿主由来の物資と区別することほ鉦しい。ところ  

が，人工基質をうどんこ病機の発芽保としてj削－ても，  

宿主上と形態的にほぼ同じ成熟付潜鮮汎77）や吸器類似  

構造5仰7）が形成されることが知られており，灸件さえ  

検討すればg．♪ねぎも人二】二品質上で成熟付潜器を形成し，  

g，クねぎから拒否性インデューサーを分推することが可  

能であろう。   

前車にも述べたように，拒否性インデューサーによっ  

て誘導される拒否橡の本磐ほまだ明らかではないので，  

これまでに報告されている様々のエリシター10・11－14  

仙iボぷI36・犯ア2t12‘りのように， それを与えた終発食成され  

てくる紙筒性物質すなわちファイトアレキシンを指標に  

して拒否性誘導活捜せ測嘉することはできない。しかし，  

Kunohgf〟～．の脚一連の研究82勅弧87）や本研究のように，  

g．g和押‡g邦ねの感染率低下を拒否他の指梯とすれば，分  

碓した蘭体才‡11出物の拒否性誘導活性をバイオアッセイす  

る箪は可能である。   

以上のような観点から本尊では，まずぶ．が鍼を人二l二  

基質上で形態形成させる系を確立した上で菌体抽出物を  

狸，子紫鞘を処捜したi祭のg．伊㈲油壷の感染率の低下  

を指標として拒否煙インデューサーの検索を行った。   
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1＝  

第二節 材料及び方法  

第一項 人工基質上におけるガ．函需の形態形成系の検  

索   

第山節に述べたように，g．匝～菌体から物質を抽耕  

するためには人工為栗止で同訓的に形態形成させる系が  

必繋である。そこで，以下の実験により，子葉柵刹朋包上  

での形態形成と比較検討しながら．放適な人ニ1二糸を検索  

した。  

1．人二‡二途§磐   

以下に述べる車種の人工基磐上にガ．♪ねfを接種し，  

蘭の形態形成を調べることとした。  

り 透析膜：透析用セルロースチューブ（ナカライテス  

ク，京都）を約6cm匹‡方の大きさに切り取り，30分間  

3恒Ⅰイオン交換水中で煮沸して，膜に付潰しているグリ  

セリン及び硫化物を除去した。これをJKワイパー（十  

條製紙 米京）に包んでデシケ一夕ー内で充分に乾燥さ  

せ，爽験の都度に取り出してイオン交換水に浸潰した後，  

1．5cnl四方に切って爽験に供統した。  

2）パラフイルム：パラフイルム（アメリカン・カン・  

カンパニー，米‡司）を約1．5cm匹‡方の大きさに切り取  

り，実験に供舐した。  

3）プラスチック板：プラスチック製の小数シャーレ  

（1007：ファルコン，栄樹）の底面を実験に供潮した。  

‘り ガラス収：スライドガラスを爽俄に供拭した。  

なお，上紀の人工基質のうち，1）及び2）については  

Kobayasl扇β～αJ．77）の方法に従い，それらの膜を支持する  

ために2％寒天上に笹くこととした。  

2．ぶ．クね～形態形成の紋塞専   

g，メ痛fを上紀の人工基質に接凝し，100％Rli，200c，  

暗黒下で12時間増発した枚，蘭の形惣形成を光学蹄磯蘭  

（BH－2，オリンパス：10×20）で観察した。また，対照  

l哀としてナ狙鞘に鼠夕最を接蘭し，所定の方法（節二  

螢）で12時間培寒し．同様に光蹄観察した。歯の各形態  

形成ほ以下のように定義し，次の式により形態形成率を  

算出することとした。  

発芽胞子：者達芽管が仰威した胞子  

成熟付着器形成胞子：第三輩に盤発した成熟付潜  

著詩を形成した胞子  

発芽率（％）＝（ち家斉胞子数／観察会胞子数）×100  

成熟付潜器形成率（％）ニ（成熟付着器形成胞子数／  

観察会胞子数）×100  

また，形態形成の過程を矧馴勺に知るため，且ク壷  

をガラス板及び子紫勒上に接棟し，接練直後から＝時l言i】  

秘に10時間まで観察し，形態形成率を算出した。また，  

この観魔の掛こは，孝邑芽執 成熟付着器形成魔の他に  

以下のように窟姦した膨潤発芽管の形成窄も算出した。  

膨潤発芽管形成胞予：発芽管先端部が基質嚢蘭宣  

接着し，その先端部が膨潤した胞子  

膨潤学監穿管形成率（％）＝（膨潤孝監芽管形成胞子数／  

観察会胞子数）×100  

なお，岬・固の実験では少なくとも100佃以上の胞子を  

観察し，これを三回反復した。  

3，ガラス彼上に接種されたg．♪怨ざの傑人能力の検討   

人工基軋ヒで形成されたg．如才の付潜器が後人能を  

有するか香か検討するため，ガラス坂上で発芽した胞子  

を節二肇の方法に準じて光耕マニピュレーターで子葉鞘  

上に移植し，その付着器の後人能力を調べた。   

ガラス奴上で成熟した付着器は，ガラス表面に強く接  

着するため，胞子を無傷の状態で移動させることは不可  

能であった。そこで，接線綾3－4時間馴こ発芽管先瀾  

が膨潤した胞子を選び，子紫軋ヒに移植した。移植乱  

所定の方法（第二輩）で飢時間培査し，蘭の形態形成及  

び付潜器衆起下のパピラ形成を観察した。  

第二項 ガラス板上に接種された鼠pぬf菌体からの物  

質の抽出   

人工あ軋ヒに様様されたg．♪ねオ蘭体から物質を細山  

するためには，大鹿の胞子を基軋ヒに接枚する必紫があ  

る。また，薗体から放班された物質のみを回収するため  

には，歯を死滅させたり，菌体内物質を漏出させないよ  

うな織やかな条件で摘出を碍う必繋がある。これらの条  

件を満足するような方法を予備的に検討した紙乳 以下  

の方法が敢適であると判断増れた。  

1．撞球風   

解二輩節山節に述べた方法で東面殺胤 催詳したエン  

ドウ様子をバーミキェライトを入れたプランターに約20  

粒ずつ播種後，人工気象塞（P’ト1A一説日本髄化，大  

阪）内に捲き．200c，70％RHの条件で栽培した。14日   
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回収した細山物の性質を明らかにする血端として，以  

下のようにHPLC（LC－9A，島津製作所）による分析を  

行った。上紀の方法で回収した抽出物を所定の濃度に銅  

盤し，遠心分雉（MRX－150：トミー杓工，10000rpm，  

10分）により不溶物を取り除いた後，HPLC分析用試料  

とした。50／堵の紙料をインジュクターあるいほオート  

インジュククーにより注入し，水系分子ふるいカラム  

（TSK－GEL，G3000PW：凍ソー）により，純水を移動哺  

として流速1．Onll／minの灸件で分碓した。分離した紙  

料は，フォトダイオードアレイ検出器（SPD－M6A：鋸暮を  

製作所，京都）により検揖した。  

第三項 脱がぷf菌体抽出物の拒否性誘導活憾の測定  

1義 拒否性誘漸酎当三の測蒐   

希釈彼のCaCl2膿度が0．01Mとなるように適当な浪  

度のCaCl2溶液で菌体細山物を希釈し，所宝の濃度の  

菌体摘出物を調製して処理液とした。1子紫鞘あたり  

50／‘王の処裾夜を時好用1（寓径2・5cm）に入れ，E・g和一  

〃まわ壬ぬを様様した子葉榔2～3欄を接種後擬ちにこの上  

に償いた。処理した子発鞠を所産の方法（箪二肇）で24  

時間培磯後，光学踊徴儲によりg．g和沼∫乃怨の吸器形成  

針観察して感染率を算用し，対照区の感染率より有憩に  

低下した場合には拒否性が誘導されたと判断した。対照  

区として，鼠g用〃壷由を接穐した子瀬槻を，上述と岡  

梯の方法により時計皿止で0．01MCaCl2盲浮綬で処祝し，  

接種後24時間目の感染率を算出した。また，抽出物が蘭  

の形態形成に捌妾う終響を及ぼすか否かを確かめるため，  

孝己穿執 成熟付着舘形成率，機人率を室料一項に示した方  

法で算出した。な玖前節節二項の方法によって回収し  

た菌体紬揖物のうち，上紀の方法で拒否性誘導活性が認  

められた摘出物を，以下では拒否櫻インデ宣－サー粗樺  

晶と呼ぶこととする。  

2．拒否慄インデューサー綴燻品の処馴寺川と拒否性誘  

導活性の関係   

拒否慄インデューサー粗櫻晶の作用桃の一端を知るた  

め，子葉鞘に点．grα手招オナ2由を接種する繭（灘処理）及び  

接種した後（後処理）に所産時間の粗標品処哩を行い，  

拒否性誘導活性を調べた。   

前処理楓‡崇】29に示したスケジュールに従って行った。  

本項1で述べた方法により2mg／m】の漉度に開基した   

間栽培後，ガ．♪怨ブの胞子を筆接灘し，人工気象室内で  

さらに7日間培餐を続け，エンドウがうどんこ病菌に怖  

嫡し，大鹿に形成された胞子を実験に供就した。  

2．接枚，培惑および細山   

ガラス坂上へのg．擁浸胞子の接種と培賽及び，蘭体  

からの物質の摘出法を．図23に要約した。上記の方法で  

大数培麗した丘∴極右胞子をガラスシャーレ 値径18  

cm）の應に約1500胞子／mm2の繍度になるように筆按  

穐した。g．如浸を接瑚したシャーレを2げC，95％R王i  

の条件下で所定時間培養後，801Ⅵ1の滅磯純水をシャー  

レ内に注ぎ，00c，15分間振盤器上で振汲した（120スト  

ローク／分）ひ掻漁後，上浦を回服し，ガラスフィル  

ター（GF－A：ワットマン，英国）及び濾過滅瀾フィル  

タ…（GV，日本ミリポアリミテッド，東京）を通して  

胞子轡の不溶物を除去した。泌過液を凍結乾燥して揮発  

後，－800cのフリーザー内に保存した。保存試料を  

0．01MCaC12溶液で所定の漉度に潜灘し，各実験に供  

試した。  

胞子  

水梢  

ト  

胞子  

凍結乾燥  

抽出物  

図23 菌体からの物資紬損の手順   

また，菌体鋸艮物の剛叉鹿を経特約に盤数するため，  

上述の方法で放か最をガラスシャーレに様穐し，0，  

0．5，1．0．3．0，6．0及び9．0時間横森後，菌体抽出液を  

回収した。紬山液は上述の方法で濾過及び凍結乾燥を行  

い，胞子106個当りの回収魔を算出した。  

3．高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による紬班  

物の分析  
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ま13  

親株品で子紫鞘を1，3，6，9及び12時間処男！した後，  

風脚ナチめzゐを揺椎した。接穂する砿1射こ，子葉柿下面  

に付着した租梯晶を取り除くため，純水で二，≡瀾i子葉  

靴下而を洗灘した。接種後，子葉聯を時計皿に入れた  

0・01MCaC12溶液上で飢時間培賽を掛ナた後，ぶ．邸昭一  

鯛飯庖の感染率を算出した。対照区として，勅標晶で前  

処理しない子東瑚に鼠♂倒ぬぬを接種し，将帥批に入  

れた0．01MCaC】2溶液」ニで24時間増強後，感数率を算  

出した。   

また，図30に示したスケジュールに従って彼処劇場  

行った。子粟鞘にg．卯椚わ？ねを接種後，本項1に述べ  

た方法により1，3，6，9，12及び18馴り2mg／ml  

の粗棟晶溶瀾上で培滋した。増発後，子来期1r面に付着  

した粗樽晶を離水で洗浄し，0．01MCaC12溶液上に移  

して，さらに接棟後2卿穿問冒まで培巻を続けた。概容後  

g．g和据わぬの感染率を算出した。対照区として，24時  

間0．01MCaC】2溶液上で堵楽した区（触処理対照区）  

および2mg／mlの粗標品上で糟滋したIg（拒否性イン  

デューサー処理区）を設け．同様に感染率を算出した。  

第四項 拒否性インデューサー租標品の分画   

拒否性インデューサー親標晶を純化するための手がか  

りを得る巨川勺で，粕梯品を限外娘過によって分画し，各  

漸分の拒否性誘導清憾を調べた。   

5mg／mlの濃度に鯛優した租様品200／jlを限外撼過  

膜（UFP2欄LGC：日本ミリポアリミテッド，衆京）に適  

し池波約200／‘iに300〃】の純水を加え，低分子（分子  

澄＜約10000）両分とした。また，濾過膜上の機かな残  

淡に500／‘lの純水を加え，商分子（分子数＞約10000）  

漸分とした。名画分の拒否性請㈲都督三を本節約三項1の  

方法に従って測定した。  

第三節 結果  

第一項 人工基質上における且夕壷の形態形成   

本案倣で供試した4穐のいずれの人工基質上において  

も，g．♪ぬ∫の胞子の発芽率は洲．2～95．1％の高率に達  

した。これらの率は，子葉鞘上の発芽率91、2％とほぼ同  

様であり宥恕差は認められなかった（衣5）。透析膜上  

においては成熟付着舘は全く形成されなかったが，他の  

3棟の基質上における成熟付溶解形成寧は，32．3…  

49．7％と比較的霜い倦を示し，子葉準軋上におけるその率  

48．5％との‡馴こ有意義ほ認められなかった。特に，ガラ   

喪5 各棟人工基質及び子葉鞘上における鼠j痛言  

の形態形成  

人工ヨ左翼  学監綱（％）戯攣  

透析膜  95．1a  O．Ob  

パラフイルム  90，8a  35．Oc  

プラスチック板  90．2a  32．3c  

ガラス板  91．6a  49．7d  

子葉鞘  91．2a  48．5d   

各カラムFilで異なる文字間に有窓差あり（P＜0．05）   

ス根上に息づ壷を接種した場合には，その率は49．7％  

に通し，他の基質上に比べ有憩に商い成熟付着器形成率  

を示した。ガラス板上（図24B）と子裳鞘止（図24A）と  

で形成された付着器の形態はほぼ同様であった。これら  

の結果から，鼠〆ぎ＝7）形態形成のための人工基質とし  

てガラス板が投適であると判断されたので，以下の実験  

ではガラス板を用いることとした。  

園24 予測ミ緒上（A）およびガラス枚」こ（B）に形成され  

た及♪ゐg付潜器の形態  

app（m），成熟付着器，（i），膨潤付着器   
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次に，ガラス坂上における形態形成を脚郎勺に観察し，  

子発抑上における形態形成と比較した（周25，26）。ガ  

ラス板上に接種したE．錘川包子は，接種後2時間目に  

約60％が発芽し，接穂後3時間闇には約90％となり定常  

状態に遷した（担ぎ25）。このような亭を芽率の推移は子米  

桝上の場合とほぼ同様であった（‡対26）。さちに，ガラ  

ス板上では，膨潤発芽管形成胞子は接橡後3時間牒から  

出現し，その後繚々にその形成率ほ増加して狛矧閤日以  

降には約60％となり走′馴犬態に適した 個25）。子葉鞘  

上に接種した場合にもほほ同様の傾向が見られたが，ガ  

ラス坂上よりも1時間早く膨潤発芽磯が観察され始め，  

その率は接種後5時間冒には約50％となり定常状態に適  

したが，ガラス板上に比べその率はやや低かった（憫  

く％）   

100  

0  2  4  6  

接種後の曙関 くb〉  

8  10  

図26 子葉鞠上に接種したg．〆s∫の形態形成の経時的  

推移  
口 発芽率  

十 膨潤付着矩形成率  

◇ 成熟付着器形成準  

26）。いずれに接種した場合も，接穂後4時間‡ヨから成  

熟付潜碧落形成胞子が観察され始め，7～8時間冒に建瀾  

状態に達した。形成率はガラス坂上の方が子葉翔上より  

も常に高く，接礫後1研摩閏月の準はガラス坂上では  

55．2％，子紫軍籍上では39．8％となり，約15％の差が認め  

られた。   

以上の終発をまとめると，ガラス枚に接種された鼠  

錘ぎ胞子ほ，子葉織上と同様に発芽し，発芽管先端を膨  

㈹させて成熟付潜器を形成し，形態形成はガラス根上の  

方が子葉聯上に比べ若干良好であるといえる。   

さらに，ガラス収上で形成された膨潤発弾蘭が侵入能  

を有するか否かを調べた（袈6）。発芽管先端が膨潤し  

0  2  4  6  8  10  

綾湖彼の牒撒  くh〉  

回25 ガラス叔上に接穂した鼠がsfの形態形成の経時  

約推移  
口発芽率  

＋ 膨弱馴寸懇器形成率  

◇ 成熟付菊器形成率  

寮6 子弟締上あるいはガラス版上から子紫軌ヒへ移植したg．♪ゐざの侵入能力  

A 子兼鞘→子衆鞘  

観察胞子数  形態形成  観察胞子総数  

成熟付潜器形成  

50  成熟付常緑形成せず  

死滅  

8
 
1
 
1
 
 

．
一
〃
．
 
 

B ガラス奴→予報鞘  

観察胞子数  形態形成  観察胞子総数  

成熟付溶解形成  

65  成熟付漆器形成せず  

死滅  

9
 
3
 
3
 
 

5
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た胞子を65個う望んで子米桝上に移根し了接種後24時間目  

にその後の蘭の形態形成を観察したところ，それらのう  

ち59爛は．成熟付潜器を形成し，さらにそのうち58偶の  

付着器突起下にパピラ形成が認められ，これらの付着姫  

が侵入を洗みたことが明らかになった（衆6A）。しかし，  

移植胞子のうち3梱は付着著淳を形成せず，他の3佃は移  

植後の過穏で潰れていた。同様の灸件で子葉鞘上から別  

の子米賄上へ移絶した場合にも，50個申服偶の胞子は移  

植された子葉鞘上で正常に成熟付着器を形成し，付着器  

衆起下にほパピラが観察された（衆6B）。これらのこと  

から，ガラス収に接種された鼠♪ねfほ，子葉鞠上と同  

様に傑人能を持った付潜器を形成することが明らかと  

なった。  

第二項 菌体抽出物の分離   

菌体の水抽出物は，接櫻磯彼の未発芽胞予からも0．70  

±0．06mg／106胞子得られたく図27）。接種後0．5時間凋  

まではその蕊は増加しなかったが，発芽が始まる接縫紋  

1．0時間目にはやや増加し，さらに発芽が定常状態には  

いる3．0時間目にほ1．07±0．11mg／106胞子と散大劉こ  

適した。付着器が成熟してガラス衆面に付潜する時期に  

相当する6．0時間目以降にはその盤が減少し，9．0時田＝∃  

には0．65±0．05mg／106胞子となった。接種寓後から  

9．0時関目までを見る限り，収蕊にそれほど大きな変動  

はみられなかった。また，蹄緻級観察の結果いずれの時  

”馴こ抽出棟作を行っても，才lま重出処理の影響で胞子や菌体  

が死滅している梯子ほ観察されなかった。   

山方，各時瀾に剛促された抽出物のHPLCによる溶  

出曲線を比椴したところ（図28），いずれの時間に回収  

されたj‘裾出物の溶出曲線も保持時間6．92，7．21及び9．11  

分の位置に主なピークが認められ，ほぼ同じ特徴を示し  

（鞘什㌍ 穐げ）  

1．0  

（
 
 

8
0
 
 

4
 

免
許
串
 
 

回
収
放
 
 

0851  8  8  

f鋸Ⅷ撒の仏寺聞（hr）  

図27 ∬，如浸の発芽率及び菌体j‘l摘j物の剛文数の推移  
◎ 発芽率  

○ 蘭体袖山物の回収戯  

；B  〟十・－－…州・て鵬岬  

l＝    ■  1  

ぎ D！ ‘・ 

． 

C≡  

【  …   

帯出時間（分）  

図28 g．如か路標後様々の時間に剛叉された機体紬出  

物の‡IPLCによる溶出曲線  

A：0時間，B：0．5時間，C：1．0時間  

D：3．0時間，E：6．0時問，F：9．0時問  

溶出条件 カラム：TOSOHTSK－GEL3000PW，  

流速：1，Om】／min  

移動報：水  

表7 拒否性インデューサーの拒否性誘導活性及びg．g用桝飯ねの形態形成に及ぼす影響  

－一 － ∴j－一   － 

J   ′ 二 

2．0  ′i6．9＊＊  

1．0  67．9＊   

0．5  74．5＊   

0．2  75．1＊  

対照区   81．0  

1
2
0
3
 
 

2
・
 

4
1
 

87．5  83．6  81．6  

90．7  75．5  72．8   

＊岡山カラム内で対照区と有意差あり（P＜0．05）  

棉岡山カラム内で対照区と宥恕差あり（P＜0．01）  

＊棉感染抑制率こけ－（各処規区の感染率／対照l茎の感染率）1×100（％）   
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た。この結果から，いずれの時間に捌又しても同船－dの抑  

出物が得られると考えられたので，以下の実験には梯梯  

鋸矧榔後に回収された紬価朋ほ明いることとした。  

第三墳 菌体抽出物の拒否惟謙導活性   

E．卯7揮わ2ねの感染率に及ぼす菌体抽出物の影響を嚢  

7に示す。抽出物を含まない0．01MCaC12で処理した  

子葉勒上でほ，g．g和研ぎ粥長の感染率は，81．0％の糾一  

個を示した。これに対し，子葉勒をg．邸昭タ〝g）！fs桜紙直  

後から筒体紬腱物で処理した場合には，処理波動こ依存  

して吸器形成が阻離されよ（衆7）。0．2，0－5，i．0及び  

2．0】Ⅵg／mlの細山物で処理すると巨鼠邸W壷ぬの感染  

率はそれぞれ75．1，74．5，67▲9及び弧9％となり，いず  

れの場合にも対照区より有憩に減少した（衣7）。これ  

らを，仙測勿処動こよるg．騨払扁ぬの感染抑制単に  

挺すと，それぞれ7．3，8．0，16．2及び∠ま2．ま％となり，菌  

体袖山物ほ子紫鞘紺泡に拒矧！ほ酢鋒することを示した。   

次に，g．脚釧加ねを接御した子葉鞘を拒否性イン  

デ亮一サー粗様品で〕億脚欄浦処理1凋】29）あるいは後  

処労1と（l頚30）し，拒否性誘導活性せ碩溺したり接種裾こ  

1∴i，6，9及び12時間粗標品で子葉鞘を前処理して  

もg．g和摘み才ねの感染率は対照区の感放率と有恵差が儲  

められなかったので，前処理で子葉鞘細胞に拒否′1甘は誘  

導さないと判断された 値ほ9）。－一九 接椎後1，3，  

6，9，12及び18時間租轢品で予東研を後処理すると，  

1及び3時瀾処秋区では無処男！対照区と有意差は認めら  

れなかったが（【渕30），6時間以上処理した区でほ，感  

染率は無処灘対照区に比べて着意に低7■した。この吻合  

の感染率は，様様後手薬鞘を24時間連続して槻榛品処胡  

した区の率と有葱差が認められなかった。従って，g．  

脚甜繭ね撞球匿後から子葉晒を6時瀾以上拒否牲イン  

デュ∵鵬サーで処理すると，子紫糾郷用包には拒否性が誘導  

されることが明らかになった。  

第四項 拒否性インデューサー租様晶の低分子・高分子  

分画の拒否性諦輩   

拒否性インデュ…サイ粗礫品を限外濾過膜を用いて分  

子劉0000を基動こ低分子と高分子に分漸し，各両分の  

拒否恍誘導活性度横倒した結果を衣8に示す。g．卯－  

7〃よ〃ねを接樵した子葉鞘を低分子両分で処華lをした場合の  

感染率は51－5％となり，対照区（77．8％）に比べ有意に  

低下し，子薬科釧胞には拒否性が酢薄された。また，低  

分子両分処担‡！した場合の感染率は拒否性インデコ．－サー   

惑決播 くpG）  E．名rami両s は撞  

lこヱ！：川：】 ▼  2札的開  

7 こ1．1；  

7さ〕．：1  

11コ．7■  

U】．：）  

82．7  

111．7  

図29 拒否性インデュ仰サー親機1‡2－の前処理がg．g柁ト  

〃す玩ねの感染率に及ぼす影響  

…・・・ 粗梯品で処理した機関  

冊血山・ カルシr〉ム液で処理した期間  

感放鳥宕；（％〉  巨・石庭ぬ”‖蔓  
Yl嘩問   

46．2滑  

こILト リ こ〔  

41．5漆  

と1ト1■  

図30 拒否橡インデューサー現標品の後処製‡！がぶ．g和一  

椚加太の感衷率に及ぼす彩郷  

…… 親授品で処理した期匪  

……  カルシウム液で処理した期間  

＊対照区と有意義有り  

泰8 拒否性インデューサー勅櫻晶の低分子・商分  

子分画の拒否橡儀磯灘  

沖f  分  感染率（％）感染抑制率（％）  

低分子両分  51．5＊  33．8  

商分子蘭闇  74．1  4．8  

拒華子性  47．1串  39．5  
インデューサー粗標晶  

対照区  77．8   

＊対照区と有意差あり（P＜0．05）   

粗梯品処理の場合と有憩差凋みられなかった。・戌＼商  

分子両分で処理した場合の感染率は対照区と宥恕差がみ  

られなかった。以上の結果から，拒否性インデューサー  

は低分子画分に含まれ，その分子蕊ほ10000以下である  

ことが明らかになった。   
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第四節 考察   

本輩でほ，g．♪怨ダから機体細山物を得るため，人工  

基質上で培発して成熟付着器を形成させる系を敢初に考  

案した。うどんこ病蘭は絶対寄生薗であり宿主上でのみ  

その生活塀を売粛できるが，人工膜上においてもある程  

度の形態形成を行うことは報合されている35，5f与，77・147） 。  

Heintz56）は，メタクリル樹脂上でブドウうどんこ嫡欄  

Ofゐ上沼ね虻ゑβねが侵入菌糸を形成し，東栄面上と同様に  

便入孔を形成することを電踊観察によって確認している。  

KobayashigJαJ．77）は，寒天上において透析膜上に且  

脚銅融怨を接儲すると成熟付潜器を形成し，この成熟付  

潜器は伐入能および吸器形成能を持っていることを征明  

した。本爽験でも，茸」痕トをガラス坂上に接種するこ  

とにより，形態的には子薬鞘上に桜桃した場合とほぼ同  

様の成熟付着器を高率に形成し，これらの付着器が子葉  

簡細胞への侵入能を持つことを明らかにした。これに対  

して，Clayton29）は，乾燥したスライドガラス上にg．  

g和沼玩由を接樵しても，90％RH以下の外的湿度下にお  

いてほとんど発芽せず，100％RIi下においても10％以  

上は発芽しないと報哲している。また，Mannersand  

Hossain90）は，g．g和刑g打払f．sp，如血沈飢馴聞及び飲潰－  

dをスライドガラス上に接礁した場合，付着器は形成せ  

ず短い発芽管のみを形成すると述べている。これらの輩  

爽ほ，g．g和別海ゐが形態形成するためには発芽床に一  

定の水分が必輩であることを示唆している。従って，う  

どんこ嫡蘭の形態形成に良好な条件は，蘭種によってか  

なり興なり，敢適条件を決窟するためには個々の1削こつ  

いて検討する必繋があると考えられる。   

第五傘に述べたように，子葉柳こ接種した鼠舟如蘭  

体の収り除き実験の結果から，節肘一期拒否性を紛落する  

拒否性インデューサーは次のような特徴を持つと推愛さ  

れた。  

①拒否性インデューサーほ，化学的Ⅰ丞l子である。  

②拒否性インデューサーは，g．がぶよの付着舘が成  

熟する時期までその機体が子弟賄細胞上にき削ナれば作用  

しない。   

（訓三番性インデェ…サーによって級移される拒否性  

ほ，及g和捕飯ねの感染率を約50％抑制する程度の徹さ  

を持っている。  

本輩の実験結果は，これらの推箆を支持している。且  

如浸をガラス叔に接穐して増発し，成熟付潜器を形成さ  

せた菌体から得た抽出物の拒否性誘導活性を検討した纏  

果，g．如ガは明らかに化学的l勾子である拒否慄イン  

デューサーを持っており，それは分子蓋と10000以下の水  

溶性低分子物質である（嚢7）ことが明らかになった。  

また，摘出処渕県よって胞子や機体が死滅することはな  

かったので，拒否性インデューサーは胞子あるいは機体  

東面の細胞壁に含まれる物質である可能性が商い。ファ  

イトアレキシン合成を誘導するエリシターほこれまで多  

くの糸状蘭菌体から分離されており，それちの多くは多  

糖抽11調洲16・50）あるいは糖蛋白絡72）であることが肛明さ  

れている。AyersgfαJ．1月・15）は，Å妙叫励触椚＝那脚郎併  

用αVar．明通の培養濾液あるいほ機体のオーートクレープ  

樽晶からダイズにグリセオリン合成を誘導するエリシ  

ターを分離し，活性の強いフラクションは分子蕊が5000  

から20000の範囲にある分子鼠の不均山な多糖であると  

報告している。このエリシターに比べると，本実験で分  

離された拒否性インデューサーの分子畿は比較的小さい。  

透析により外液に容易に溶出するような低分子エリシ  

ターの化学的性質はあまり知られていないが135），  

Alber故sheimandValent5）は，ダ．沼咽びゆg仰αVar．ぶ尋αg  

の蘭体をexo一針1，3・glucanase処理した分解物から，エ  

リシター活性を有する分子数約10000の比較】桝氏分子の  

物質を得ている。また，Darv封1andAlbersheim34）は，エ  

リシター晒性を持つ多糖の敢小単位を明らかにするため．  

人工的に合成した糖綿の活性を測億し，わずか7偶のグ  

ルコースの糖鎖が活性を示すことを明らかにした。これ  

らの報瞥をもとにすると，本実験で分離した拒否性イン  

デューサーも杭髄他物質の合成を誘磯する物質である可  

能性も否定できない。この点を明らかにすることは今後  

の蕊薯な裸題である。また，分維された拒否櫻イン  

デューサーの組成や構造ほ堺凝のところ不明であるが，  

予備霧駿の結果この拒否性インデューサーは数様の蛋‡当  

分解酵素及び熱に耐性であることが判明しているので，  

音別生部分には蛋白を含まない可能性が高い。   

第五輩の実験結果から，且βねま簡体を子葉軋ヒに付  

潜著斧成熟時あるいはそれ以降まで存在させておけば，拒  

否性が誘蝉されることが明らかになった。この結束は次  

のように二道りに解釈できる。   

①拒否性インデューサーは，付着器成熟欄宥瀾体か  

ら放出される。   

②拒否櫻インデューサーは，①以前に放揖されるが，   
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度に依存すると考えられるので（衆7），上述のように  

2mg／miという浪度が実際の感染場で与えらる浪皮以」こ  

であるとすると，感染率の抑制世塵が…致したことが，  

感染填で起こっていることを正しく示しているとはいえ  

ない。しかし，菌体から抽出物を得る際のロスや拒否性  

インデューサー勅櫻品溶液に子葉鞘を浮かべるという処  

理方法から考えて，子葉鞘を処理した拒否性インデュ軸  

サー粗楯晶が全て子葉鞘脚胞に作用したとは考え嫌いの  

で，この程魔の数字のずれは十分に有り得ると考えられ  

る。しかし，この点については，今後なお拒否性イン  

デューサーによる処警抜法を改良した上で憤敦に検討して  

行くペき問題であろう。   

さらに，本車の結果から拒否性インデューサーは胞子  

が未発弊の状態から締っていることが明らかになったの  

で，拒否性インデューサーは接税されて間もなく子葉鞘  

細胞に与えられ始めると考えられる。しかし，節三寒及  

び節匹l傘の結果から，子機将済Ⅰり勉に認められる形態変化  

は主に付着器下に観察されており上記の考えと矛盾する。  

この矛盾点は，次のように二通りに説明できる。   

①拒否性インデューサーと形態変化を誘導する物質  

は興なるかも知れない。  

②付着器が成熟した結果，子塞瀾㈲髄鰯澗に強く接  

潜し，付着而で拒否性インデューサーが濃縮される。  

現段階ではこのいずれが正しいかは明らかではないが，  

拒否性インデューサーの純化が進めばこの点も明らかに  

なると考えられる。   

これまで，絶対寄生歯であるうどんこ病菌ほ培地上で  

培泰できないことから，生イヒ学的な研究には不向きであ  

ると考えられできた。しかし，放近になってg．併甜扉－  

乃ぬ胞子からのDNAの抽出と特産のDNA断片のク  

ローニング崎 やRFLP分析28）に関する報奮がなされて  

おり，うどんこ嫡機もこの接の研究の対象として注目さ  

れ始めている。不実験の結果やこれらの報告ほ，今後う  

どんこ嫡蘭から核酸やタンパク質を含む種々の物質が抽  

出され，分析に供される可階級を示している。   

その効果が現われるまでに血・定時聞を要する。  

本帝の実験紙深から，鼠♪由∫の未発芽胞予が拒否性イ  

ンデューサーを持っており（図27），形態形成に伴って  

細山厳が極端に増減することもない（図27）ので，①よ  

り②の可能性の方が商いと考えられる。このことはイン  

デューサー粗横品で子紫鞠を後処理した結果からも支持  

される。すなわち．g．g用研ぎ〝怨を子葉杓に接種した直  

後から山延期剛l蓬否性インデューサー租梯品で処理する  

と十接種後6時間以上処理すると感染率は有意に低下し  

子楽鞘紺地に拒否性が誘導されることが明らかになった  

が，1及び3時間処理でほ拒否性が酢落されなかった。  

この結果は，拒否懐インデューサーが子嚢椰細胞に6時  

間作用することにより拒否性が誘導されると解釈でき，  

②の可能性を支持している。測方，拒否性インデュー  

サーで子葉鞘を前処轍した場合には，6時問以上処理し  

ても拒否性が誘導されなかったので，拒否他の紳酌ま非  

可逆頗なものではなく…過酌なものである可能性が商い。  

実際に，エリシター処理によっでファイトアレキシン投  

合成系の酵繋が血刀ク押合成される系でほmRNA合成  

螢や酵紫活性は一過的に上がり，まもなく低下すること  

が知られでいる捌1・49） 

さらに，図27の糖深からみて拒否性インチ㌔乙－サー親  

機晶は，計算上1胞子当り約1咽桓釧又されたが，回収  

時のロスなどを考慮すると，爽際はユ胞子が奴班する拒  

否性インデューサーは1喝以上である可能性が商い。  

従って，1子葉聯細胞に1胞子が接種されたとすると，  

1細胞上で放出される盈は少なくとも1ngであると考  

えて良いであろう。一山方，本実験では拒否性インデュー  

サー親株晶は，1子葉靴当り100邦与えられ（2mg／】Ⅵ1  

×5毎l），さらに，1子塞恥を構成する細胞数ほ約2000  

佃であるので，計算上は1子発粕細胞当り約50ngの拒  

否性インデューサー槻標品が与えられたことになる。こ  

の傍は，実際の感染場で1胞子によって与えられると推  

定される盈1ngに比べて50倍商い。節五輩の実験結果  

から，拒否怯インデューサーによって誘導される拒静性  

は，E．郡沼玩なの感染率を約50％程度抑制する独さを  

持つと堆蒐される。本率の結果から，211唱／mlの拒否俸  

インデューサー相棒晶で子栄樹を処理した場合，子葉鞠  

には且卯沼よ邦怨の感染率を約40～50％抑制する程度の  

拒否性が誘導され この推定と棲めて良く小数した。し  

かしながら，拒否性インデューサーの効果はおそらく漉  

第七牽 鼠〆ぶ～によって諦暮される拒否性への  

アクチン繊細の関与   

第一節 序   

第三輩で述べたように，且錘～を接種すると，付潜   
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第二節 材料及び方法  

第一項 供託薬剤   

アクチンの機能を阻審する薬剤としてアクチンの浪合  

阻寒剤であるサイトカラシン汎127・1乳勅）及び脱盈合阻  

寒剤であるファロイジン102ぷ8）を供親した。サイトカラ  

シンには20数種の化合物が知られているが43），本来験  

ではこのうちサイトカラシンA（シグマ，米国），B  

（アルドリッチ，米‡笥），C（アルドリッチ，米国），U  

（シグマ，米国）及びE（アルドリッチ，プ桝郵 の5種  

を供紙した。サイトカラシンは全て1111g／mlの漉皮に  

なるようジメチルスルフォキシド（DMSO：メルク・  

ジャパン，東京）に溶解し，これを原液として各実験に  

供就した。   

また，ファロイジン（シグマ，米国）は，1mg／nllの  

水溶液を綱腰し， これを原液として各実俄に供試した。  

なお予備実験の純米，純水あるいは0．01MCaCl2溶液  

にDMSOを加えて24峰岡培発しても，1％の漉度まで  

は子柴鞘細胞及びg．β由ざに全く影響ほみられなかった  

が，10％以上になると多数の子葉網棚胞が原形質分維を  

起こして死滅し，g．♪ざざfの付潜器成熟も阻寮された。  

第二項 ガ．〆ぎgの感染率及び子葉精細胞の原形質流動  

に及ぼす各組奮別の影響   

子葉鞘にガリ壷を接種し，直ちに前車第二節第三項  

に述べた方法により，時計皿上で子葉鞘を培養した。予  

め時計m上には，敢終漉度が1，10及び100／噌／nllに  

なるように純水で希釈したサイトカラシンA，B，C，  

D，Eならびに10，100及び1000〃g／mlのファロイジ  

ンを100／Jlずつ入れ，この上に子葉柵をおいた。なお，  

サイトカラシン溶液上に予磯灘をのせる際にほ，子葉靴  

下而についた水滴をキムワイプで十分に拭き取り，サイ  

トカラシンが希釈されないようにした。所定（節二率）  

の培餐方法により24時間培養後，g．♪衰ざの吸器形成凍  

観察し，以下の式により感染率を算出した。  

感染率（％）＝吸器形成付潜苓数／成熟付着器数×  

100   

また，剛利こ子葉鞘細胞の原形栗流動を観察し，以下の  

式により原形質流動停止率を弊？ル15した。  

原形磐流動停止率（％）＝原形繋流動停止細胞数／  

観察細胞数×100  

さらに，サイトカラシンAに関しては，その敢終濃度   

器が成熟する日射乱 すなわちこの蘭が侵入を開始する4  

～5時間前に，原形質流動速度の増加，原形磐糸の数と  

配向に急激な変化が誘導される。この変化は，原形質糸  

がアクチンを含むことから考えて（範囲肇），アクチン  

繊維の何らかの変化に起因していることはほぼ間違いな  

い。一九 節五率に述べたように，この時掴までには，  

子葉鞘細胞に節…期拒否性の誘導が決起されている。こ  

の事実ほ，第六牽の結果から，拒否性インデューサーが  

この時期までに子葉鞘朝胞に作用することにより拒否性  

誘尊が決定されると考えることによって解釈できる。  

従って，第三牽から節六車の結果より，子発鞘細胞に認  

められる形態的，生理的変化とそれぞれの変化の主賓瀾  

についてほ明らかになってきた。また，子発約鼎り泡に言忍  

められる形態的変化の開始時期と節血糊拒否性誘導が決  

定される時期とがほぼ山致することから，形態変化と拒  

否性誘導の決定とには何らかの関係があることもほぼ間  

遠いない。しかし，今のところこれら二つの硯象を結び  

つける証拠は得られていない。   

節三率及び節四輩でも洛繍したように，アクチン繊維  

は原形質流働と密接に関係しており7・19・70・108・12：∫） ，物質  

やオルガネラの細胞内輸送にも関わっているの  

で8・略4即3・113，139），形態変化のみでなく拒否性紡劉こも  

何らかの役割を果している可能性は否定できない。細胞  

内で機能しているF－アクチンは，単魚体であるG－ア  

クチンが盃合して繊維状の形態をとる分子であり，その  

＋東端では′削こG－アクチンが蕊合を，また一東灘では  

′紆に脱蕊合を行っていることが知られており，アクチン  

が細胞内で機能するためには，この蕊合と脱蕊合の繰り  

返しが必須であると考えられている131）。従って，もし  

アクチン繊維が形態変化と拒否性紛経の両者に関与して  

いるとすると，アクチンの蕊合あるいは脱盈合を阻膚す  

れば，子葉鞘朋胞に認められる形態変化と拒否性の妨導  

を同時に阻奮できるはずである。   

そこで，本率では，且β由iの付着菅詩が成熟する時期  

に認められる形態的変化とこの髄による拒否性誘繚との  

関係を明らかにするために，子葉聯に誘導される形態変  

化及び拒否他に対してアクチン亜合阻番剤及び脱蕊合阻  

審剤がどの様に影響をするかを調べた。  
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寮9 ぶ．♪ねぎの吸器形成及び子葉鞘細胞の原形質流  

動に及ぼすサイトカラシンの影響  
が（）．2，0．5，1．0及び2．0／‘g／mlとなるように純水で希  

釈し，同様の方法で子＊鞘を処倒して鼠♪壷の感染率  

及び子葉鞘制服の原形質流働噸丑塵を算出した。また嫡  

原蘭であるg．g用，乃∫乃ねを接種し，0．01MCaCk溶液で  

増発すると感染率が上界することが知られているので，  

サイトカラシン処理との朝碑効栄が認められるか否かを  

調べるために，純水のかわりに0．01MCaCl2溶液でサ  

イトカラシンAを同様に希釈した区を設けた。   

なお，対照実験として∬．がざ～を接種後，将帥I11に純  

水または0．01MCaC12溶液を入れ この上で24時間曙  

発した後，同様の検討を行った。   

それぞれの区の観察は，3反復以上行い，少なくとも  

6欄以上の子米桝を観察した結果から平均値及び梯準誤  

差を算灘した。また，観察の際は1細胞に1胞子がのっ  

ているものを選び，1つの予塞鞘につき20～50偶の胞子  

及び子牽鞠新旧泡を観察した。  

第三項 アクチン繊細の配向変化に及ぼすサイトカラシ  

ンの影響   

前項で述べた方法と同機に，敢終漉鹿が0．2，0．5，  

1義0及び2．0／堵／mlになるように純水で希釈したサイト  

カラシンAを時計皿に入れ，g．タね∫を接種した子葉勒  

をこの上においた。所定（第二輩）の方法で24時間培発  

後，子栄職を第四輩第二節節二項に述べた方法により固  

定し，アクチン繊維の染色を行った。染色後，卓‡光顕微  

級観察を行い，アクチンの配向変化を写炎縦影し，節閤  

率に示した絡発と比較検討した。  

第三節 結果  

第一項 乱p賊の感染率及び子葉棉細胞の原形質流動  

に及ぼす各随審剤の影響   

g．がぶfを接載した子紫聯を5株のサイトカラシン水  

溶液及び純水上で堵凝した結果を衣9に示す。純水で培  

養した対照区では，g．少怨fは子葉繊細他に吸湿を全く  

形成しなかった。また，子尭開封椚抱を観察したところ原  

形質流動が停止している細胞は全くなかった。   

これに対してサイトカラシン処理居ではいずれも，子  

葉網棚胞の原形質流動は先金に停止したが，流動を停止  

させる濃度はサイトカラシンの種類によって輿なってい  

た。サイトカラシンDほ，供試した敢高濃度である100  

〃g／mlで処理した場合にのみ成形栗流動の停止が観察  

計れ∴級動停止率は100％となった。サイトカラシンB，  

吸器形成準伸   

（％）  

流動停止率＊   

（％）  

サイトカラシンA   

l／噌／m1  100   

10〃g／m1  100   

100／増／m1  100  

サイトカラシンB   

l／絹／ml  O・0   

10〟g／mま  52－5   

100〃g／m1  100  

サイトカラシンC   

l／哨舟1  0・0   

10／噌／m1  100   

100〃g／血  100  

サイトカラシンD   

l／噌／ml  O・0   

10／堰／m1  0・0   

100〃g／m1  100  

サイトカラシンE   

l〃g／m1  0・0   

10／堵／m1  100   

100′噌／m1  100  

0
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0
 
 

0
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0
 
 

り
ん
 
 

ファロイジン   

10／増／m1  0・0   

100／堰／ml  O・0  

1000／jg／m1  61・4  

0
 
0
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0
 
0
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0．0  0．0  

＊流動停止率＝流動停止細胞数／観察細胞数×100  

榊吸著嗣捗成率＝吸器形成付着器数／成熟付着器数  

×100  

C及びE処理区では，10／増／ml以上の濃度で原形質流  

動が停止した。流動停止率は100／増／mlの漉度ではど  

の穐頬のサイトカラシンでも100乳10／∠g／mlでは．C，  

Eほ100％，Bは52．5％であった。また，サイトカラシ  

ンAは低減度でも強い効果を示し，1／堵／miの低減庇処  

理区においても流動停．止率は100％となった。ただし，  

いずれの処理区でも100〃g／mlで処理した場合には，  

多くの子葉鞠細胞が死滅し，g．♪由fの付着器成熟も強  

く阻揺さjlた。100／噌／ml処理区では，DMSOの漉皮が   
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g．カ由オほ対照区では全く吸器を形成しなかったが  

く図：5ト1），10′唱／mlのサイトカラシンC，Eで処理し  

た場合の感染率はそれぞれ，23．5，27．6％となり，子葉  

勒紺他に吸媚を形成することができるようになった（図  

3ト2）。また，サイトカラシンAは特に強い効果を示し，  

1〝g／mlの低濃度処理の場合でも吸器形成が観察された  

（感教率15．5％）。吸器形成に成功したg．如才の発芽管  

基部あるいは胞子からは，二次蘭糸の伸養が認められた  

（【蘭31－2；矢印h吸器形成が認められた処勤王区では，  

いずれの場合も子発朝潮胞の原形質流戯は完全に停止し  

ていた（流動停1と率100％）。   

－M・方，ファロイジン処理属でも，子紫鞘柵胞の流動停  

止率は61，4％となったが，吸着嗣！芝成は1000／jg／m呈とい  

う高波度処理の場合に限られていた（感染率i2．7％）  

（‡衰i3ト3）。また，この場合に札∴吸器形成しても二次  

蘭糸が伸威することはなかった（ぎ裏箋3ト3）。   

以上の妬灘が示すように，アクチン亜合阻寒剤，脱蕊  

合阻寒剤いずれの処警】をによっても，£．クねfの感染と子  

紫勒細胞の原形質流動聞虜とが平行的におこった。   

以上の結果から，子葉勒細胞の原形麟流動の停止及び  

g．タぬぎの吸船形成に対してサイトカラシンAは低浪度  

で強い効果を示すことが明らかになったので，サイトカ  

ラシンAに関してさらに詳細に検討を加えることとした。  

まず，1〃g／m上以下の濃度で処理した場合，子葉鞘㈲髄  

の原形質流動及びg．匝ざの吸器形成が影響せうけるか  

否かを調べた。Ⅰ瀦32に示すように，供就敢低濃度である  

0．2／‘g／miの場合にも原形質流動は100％停止し且♪壷  

の吸器形成も認められた（感染率24．3％）。0．5，1．0及  

び2．0／瑠／ml処矧真における感染率はそれぞれ12・3，  

9．2及び5．6％となり，濃度が高くなるにつれて感教挙が  

やや低下する傾向が認められた。   

また，カルシウム添加区におけるサイトカラシンの効  

果を調べたところ（Ⅰ崇133），いずれの処葺射真においても  

カルシウムを添加した場合には感染率が約1．55槽に上界  

し，カルシウムはサイトカラシンAの効果を商める作用  

を示した。特にサイトカラシンAが0．5及びL町哺／nll  

の区ではカルシウムを添加していない場合にはそれぞれ  

感染率が12，3及び9．2％であったのに対し，カルシウム  

添加区ではそれぞれ46．8，42．9％となり，きわめて商い  

感染率を示した。   

10％以上になるので，サイトカラシンよりもむしろ  

DMSOの影轡が現れたと考えられる。Hazerland  

Bushume臍りも5％D胴SOが子葉碑働＝泡及び且g粕祓一  

箱ぬの生育に第二節に述べた予備実験の錆莱と同様の影  

響を与えたことを雑費している。  

図31アクチン蕊合阻寒剤及び脱亀倉阻寒剤処理がぶ．  

♪ねぎの吸器形成に及ぼす影響（様様後24時間鋸  

1．対照区（水処理屑）におけるg．タねぎの形態。  
侵入地点下に細胞磐凝炎が認められるが（矢  

尻），g」痕イ即鋸緑形成できない。  
2．1．0〃g／mけイトカラシン処華l！区。ガ・如或は  
吸着詩（H）形成に成功し，二次菌糸（矢印）  

が伸成した。  

3．1000／噌／mlファロイジン処刊！区。g・〆浸は  
吸器（H）形成に成功するが二次菌糸の伸長  

は組められない。  
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ピラが形成されず，1，0／増／ml以上の濃度で処哩した場  

合には全く形成されなかった。  

第四節 考察   

本尊の実験結果より，子葉柵をアクチン盈合阻害剤及  

び脱盈合阻審剤で処理すると子紫椰細胞の原形質流刑は  

商準に停止することが明らかになった（衆9）。サイト  

カラシンに比べると，ファロイジンほ1000〃g／mlの高  

波度で処理した場合にのみ且♪壷の感染に彫響を及ぼ  

した。ファロイジンはf乃む抽℃では，10刷8Mの低漉皮  

でもアクチンに結合することができ，アクチン10分子に  

対してファロイジンが1分子存在すれば50％のアクチン  

分子が脱盈合を阻客される138）。しかし，ファロイジン  

は細胞膜を通過しにくいため102），通常は商機皮で処理  

しなければ効凍を示さない。本実験においてもファロイ  

ジンが商漉度でしか効果を示さなかったのはこのためで  

あると考えられる。これに対して子来期をサイトカラシ  

ンAで処理した場合には，0．2〆噌／mlという極めて低漉  

庶でも全ての子発鞘細胞の原形質流動が停止し，他のサ  

イトカラシンよりも効果が高かった（図32）。また，サ  

イトカラシン処理した子機澗鍼】i胞をローダミンーファロ  

イジン染色しても郷け抱内にアクチン繊維は観察できな  

かった。高等植物の原形質流働に関してはまだ不明な部  

分も多いが，藻燦のCゐα和73）やⅣf鹿和17）に関して詳細  

に研究されており，原形質流戯とアクチンの関係がかな  

り明らかにされている。これらの報告によると，原形質  

流動の駆動機構は動物の筋肉収縮の機構軌犯66）と河雑に  

アクチンーミオシン系によるので，サイトカラシンに  

よってアクチンの威令を阻番すると原形質流動は駆動機  

構を失い停止すると考えられている。サイトカラシン処  

理によりアクチン繊維が崩壊し∴剛削こ原形質流動も停  

止することが多くの商等植物で報告されていることから  

推察すると1帆1帆127・1独142〉，これらの根纏の尉杉質流動  

もアクチンーミオシン系に依存していることはほぼ間違  

いない。従って，子兼㈱郷砲の原形質流動が停止したの  

は，サイトカラシン処掛こより細胞内のアクチン繊維へ  

の盈倉が阻寒されたことに起因すると解釈できる。   

このようにサイトカラシンは，子紫将細胞の原形質流  

動を効果的に停止させるとともに，オオムギ子紫鞘への  

鼠♪壷の感染を可能にした（嚢9）。すなわち卜鼠夕壷  

はオオム平子米桝細胞に単独で接種しても吸器を形成す   

0  0．2  0．5  1．0  2．0  
サイ巨わラシソÅ離脱く〃眉／nり  

図32 g．♪ねfの吸器形成及び子葉鞘細胞の原形質流動  

に及ぼすサイトカラシンAの彫啓  

0  0．2  0．5  1．0    2．0  

サイ】・カラシン∧測度 （〃£／再）  

図33 サイトカラシンAの吸繹形成誘導効果に及ぼす  

カルシウム添加の影響  

第二項 アクチン繊細の配向変化に及ぼすサイトカラシ  

ンの影響   

放か裏を接種した子葉斡細胞のアクチン繊維は，g，  

タね才の形態形成の進行に呼応してその配向が変化するこ  

とを第四輩に絆しく述べた。本項の実験では，この変化  

に及ぼすサイトカラシンAの影響を検討した。第匹将に  

述べたように，サイトカラシン処哩をしなかった場合，  

接雄後24時間目にはg，♪ねぎの付潜器を中心に放射状に  

配向する多数のアクチン機嫌が観察された（爛34－la，  

b）。これに対して，サイトカラシンの供祇敢低漉鹿であ  

る0．2／噌／血で処祝しても子粟鞘細胞内全体にアクチ  

ン鶴姥は稀にしか観察されず，付潜器を中心に配向する  

アクチン繊維はほとんど観察されなかった（図34－2a，  

b）。さらに，0．5／噌／ml以上の漉度で処男けると，子兼  

斡細胞内ほもとより．侵入地点下にも全くアクチン繊維  

は観察されなかった（桓箋34－3，4，5）。また，サイトカ  

ラシン処型ををしない場合及び0．2〃g／m】のサイトカラ  

シンAで処理した場合にほ付着器下にパピラが形成され  

たのに対し，0．5／噌／mlで処理した場合にはほとんどパ  
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図鋸 アクチン繊維の配向変化に及ぼすサイトカラ   
（g．如sざ接種後24時問冒）  
それぞれa，bは開脚一視野の微分干渉躍機続像（a），及びローダミン餅ファロイジン染色による蛍光釦徴統  

像（b）を示す。  
1a，b g．如か按税後24時間冒の郷！引夏。付漆器（ap）下にはパピラが形成されており 憐矢尻），多数のア  

クチン繊維 伯矢尻〉 が観察される。  
2a，b O．2〃g／miサイトカラシンA処警抜区。細胞中にアクチン繊維は稀にしか観察されず，付菊菜誅を中心  
に配硝するアクチン繊維もほとんど観塞尊されなかった。  

3，4，5a，b O．5〃g／mi（3）1．0〃g／m＝4）2．0／堵／ml（5）サイトカラシンA処理区。細胞内に全くアクチン  
繊維は観察されず，付溶着落下にパピラ形成も認められなかった。  

（スケール＝10／ノm）   
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ることはできないが，サイトカラシン処毀l！した子葉柵で  

は，吸器を形成するようになった 閥32－2）。しかも，  

サイトカラシンが鼠♪ねfの感染に影響沌及ぼした供舐  

馴孟濃度は，原形館流動に彩関与を及ぼした供就敢低済魔  

と…・致する傾向にあった（衆9）。第閻単にも述べたよ  

うに，鼠力壷が爽‡祭に侵入を開始する以前にアクチン  

繊維の配向が変化するので，サイトカラシンはアクチン  

の蕊合を阻客することによって，g．♪怨fの感染を阻止  

する機才臥 すなわち拒否性の誘導あるいはその発現を限  

審するものと推定できる。このことは逆に，アクチン繊  

維がg．少ねぎの侵入成否に直接的に関わっている可能性  

を強く示唆している。この推産ほファロイジン処理に  

よって∬．♪な∫が子紫榔細胞に感敷可能になることから  

も支持される。ファロイジンはアクチンの脱盈合阻客剤  

であり，サイトカラシンの作用とほ全く逆であるにも関  

わらず，及♪壷の感如こ対して同様の効果を示すこと  

は，細胞内におけるアクチンの機能が損なわれること自  

体がぶ．♪ねぎの感染を可能にしていることを強く示唆し  

ている。商運したように，細胞麿で機能するアクチンは  

繊維状のF－アクチンの形態をとっているが，′齢こト  

レッドミリングと呼ばれる蕊合，脱盈合の繰り返しが，  

アクチンが細胞内で繊細するために必紫であると考えら  

れている134）。以上を要約すると，子葉鞘細胞洒のアク  

チン繊維はg．♪ねぎによる拒否他の誘去馴こ密接に問わっ  

ており，その意合あるいは脱鹿合を阻察することにより  

子輩鞘細胞に拒否性が誘導がされなくなると考えられる。   

本実験では，5株のサイトカラシンとファロイジンを  

用いて且♪壷の感染に及ぼす彫郷を閣ペ，サイトカラ  

シン恥 C及びEとファロイジンが鼠力壷の感衷を可  

能にすることを明らかにした。これまでサイトカラシン  

Bほ，多様の柏物の原形質流動とアクチン繊維の関係を  

研究するために用いられてきたが109・127－12伸一2），他のサ  

イトカラシンが高等植物の研究に用いられた例は少ない。  

Yaharag′α～．1づ3）によると，これまでに20数穂のサイトカ  

ラシンが分離されており，それぞれの作用性が異なる。  

また，ParthasarathylO7）によれば，同じサイトカラシン  

Bでも附汐繋流動に作用する濃度は植物の様によって興  

なる。従って，サイトカラシンの作用を調べる場合には，  

本爽験のように数様のサイトカラシンの作用をまず比較  

する必繋がある。   

アクチンを含め，細胞骨格を構成する物質が簡の攻撃  

に対する柏物の‡防御反応に関わっていることは，現在ま  

でのところほんとど報告されていない。Tu131）によると，  

アルファルファモザイクウイルスによってインゲンに形  

成される属邪飛斑は，サイトカラシンB処掛こより減少  

する。また，TomiyamaβfαJ．129）は，凸妙伸助如昭玩画一  

お那を接種したジャガイモ塊茎紺地をサイトカラシン  

Bあるいほコルヒチンで処現することにより，過敏感劇  

胞死が遅延すると述べている。同様な過敏感細胞死を抑  

制する効磯については，且g和才〃ざ｝！～ざを接種したオオム  

ギの系でも轍舎されており封）巨細胞骨相が過敏感細泡死  

に何からの役割を果していることを示唆しているが，具  

体的に抵抗性の発現に関牒する機葦削ま明らかにされてい  

ない。本実験の結果は，拒否性誘導・発現へのアクチン  

の関与を明白に示し，抵抗性機構の解明を大きく前進せ  

しめたと習えよう。   

本実験ではさらに，サイトカラシンAとカルシウムの  

相乗効射こついて調べ，カルシウムがサイトカラシンA  

の効果をさらに高めることを明らかにした 個33）。g．  

g，℃沼南由に関しては，カルシウムがオオムギ上での嫡班  

形成59事60）や予審鞘細胞への感染率126）を嵩めることがよ  

く知られているが，現在のところ，その機鰍ま明らかで  

ない。しかし，本尊の実験結果とカルシウムが細胞骨格  

系の鯛節に深く関わっているという竃温実96，12（））は多くの  

ことを示唆している。すなわちカルシウムは，如扉如  

では，アクチンの脱蕊倉を促進することが知られてお  

り93），植物に与えると原形質流動速度の低下98，125），細  

胞内のアクチン繊維の崩壊を引き起こす94）。これらの事  

実机 カルシウムも糸鋸包骨格に直接作用することにより，  

感染を促進する可能性を示唆している。しかし，本肇で  

明らかにしたように，カルシウムはサイトカラシンAと  

相発効莱を示すこと，またカルシウムのみではオオムギ  

子葉珊にg」ぬが感染可掛こならないことなどから，  

カルシウムが轟即抱骨格に影響を与えるとしても，その作  

用点はサイトカラシンAのそれとは異なることが考えら  

れる。   

第八牽 j軋卯馴油ぬによる拒否性鰊巡の抑制  

策一節 序   

第五輩の実験から，属．如才の付着器が成熟してから  

g，g和才〃オ〃ねの侵入開始までの時間差が6時問以上の場   
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合，刹那抱に拒否性が誘導されることが示された。この結  

果，「拒否慄インデューサーが放出されてから細胞に拒  

否性が誘導透れるまでに両党の時‡ぎi】が必磐である」と仮  

定すれば脱明できる（i頚35A）。節六肇で述べたように，  

g．♪ねぎから抽出した拒否性インデューサーも酬氏6時  

問以上子米桝を処理しなければ拒否性が誘導牒れない。   

ふ方‥臥節馴ぬぬによってg．♪ねぎに対する受容性が  

統率される82－86〉ことを考えると，「拒手引生誘掛こ関わる  

g．♪ゐgのインデューサーの作月封こ且g矧涙ぬが干渉す  

る」という第二の仮定を考慮する必繋がある（‡裏】35王き）。  

習い換えれば，且♪繭の放出する拒否慄インデュー  

サーの働きを抑制する物磐をg．g用掴みz由が持っている  

可能性を考える必繋があるということである。   

このような作用性を示す物質として，ファイトアレキ  

シン合成の引金となるエリシターの働きを抑服するサブ  

レッサーがよく知られている。サブレッサーの存在は  

Jl加吋ノ肋リ1仙か榊（如l川＝いl・11蝿＝5，．J旬瑚仙ぃてJ仙即ざ－  

ββ用7α14！事）及汎勒明朗血拍画廊㌔）などの櫛で報脅さ  

れているが，絶対寄生瀾でその存在が証明された例はな  

い。   

本牽でほ，」こ紀の二つの仮定が正しいか否かを明らか  

にし，ガ．卯才紹加ぬがこのような因子を持っているか否  

かを調べた。  

第二節 ネポ斗及び方法  

第一項 g．pどぶ∫菌体除去とガ．脚㈹ぬ南移魔のタイミ  

ングがぶ．〝IⅥJJlg托fぶの感染率に与える影響   

節義肇及び第六牽の結果でほ，拒否性インデューサー  

は，ガ．βね～の付着器が成熟する頃（接種後3．5～6．0時  

間）まで与え続けられなければ拒否性を誘導しなかった。  

従って鼠g矧磁砿がこれを抑制する園子を放漉すると  

すれば，ガ．〆ざぎの付着舘成熟とガ．伊馴めぬの移植のタ  

イミングによって感染率が駁撃を受けるはずである。以  

下g．g和綱吉乃ねがこのような‡義子を持つと仮定して，こ  

れを拒否牲インヒビターと呼ぶ。そこで，図37に示すよ  

うな5通りの条件で蘭体除去と移植を行い，且g相〝2～紹ね  

の感染率を比校した。  

a）g．卯椚g乃由をg．♪由£の付着著詩成熟前に移植し，そ  

の後風声壷の付着器が成熟した時点でガ．如浸を除ます  

る。  

b）付着器が成熟した時点でg．錘fを除去し，その後  

g．脚紳助鹿を移植する。  

c）g．♪ね∫の付着器が成熟する前に且邸Wめぬを移植  

しト＆タ壷の付瀬器成熟後2時間目にg．如才を除去す  

る。  

d）鼠か如の付着器が成熟した時点で且鮮協ぬぬを移  

棉し，及力壷の付溶着落成熟後2時間目に＆擁沌除去  

する。  

e）付溶岩酎友釣後2時間巨＝ニg．βねぎを取り除き，その  

後且牒矧壷ぬを移鵬する。  

そして，風解Ⅶ研ぎ邦ね接種後飢時瀾闇に顕緻級観察し，  

感染率を算出した。なお，対照区では，g．g和，ガ～乃ねを  

子葉鞘に移梢し，0．01MCaCl2溶液上で所産の方法（灘  

二刹 によって培泰し，2射壕閏後に感染率を剛求に算出  

した。  

第二項乱ガ用抑毎払が持つ拒否性とインヒビターの細  

胞学的吾正明   

第五率で述べたように，且♪壷の付着舘成熟時にぶ．  

函浸菌体を除去した場合に，除去後6時間目以附こ且  

伊都ぬぬが傑人を開始すると，拒否性が誘導された。ま  

た，付着容成熟後2時l瑚冒に除法した場合には，ガ．  

g和才乃g乃ゐの後人開始が除去後4時間目以降に拒否牲ガ朋  

輩され，付着器成熟瀾にg．如浸を除去した場合に比べ  

時間差が2時間短縮された。このことは，第山節に述べ   

A 第一の俊足：相野怯が誘堰き九る富でにミま一定の時間を管する・  

投首蔑  
邑．曳山はl蛮 付薯箪成  

拒否窪  △  △  
2時間   4g奇問   

B 祈このは定：l伝習様インデューサーの扱きに羞㌧払姐通通力干渉する・   

1．  

巨・叫一点韓  
＋        壬  

▼移榛  
…毯優性玩澤督れ習－  

邑．う姐御藻   

拒否幾  

固35 節五尊の実験結果を脱明する二つの仮窟（詳細  

は本文参照）  



… 成  小 林  126  

現が抑えられ，G2を移植する剃こよってさらにこの状  

態が続くと考えられる。従って，インヒビターが存在す  

るならばG2の感染準は傑人開始時期とは関係なく，拒  

否他の彩琴墨羞を受けないはずである。しかも，G2の侵入  

開始時期は，g．♪ね～の付着舘成熟後6時間以降碇ずれ  

こむので，且g憫扁ぬが拒否性インヒビターを持って  

いないとすると拒否他の影響を受け，感染率ほ低下する  

と考えられる。従って，図36－5のように接楓 移植及  

び除去を行った場合，∬．g和才児g紹ねの感染率が低下せず，  

拒否性感闇磯ほれない場合には拒否櫻インヒビターの存  

在が示唆されるが，感染率が低下した場合にほ拒否性イ  

ンヒビタ岬の存在ほ否走される。  

1．  

羞．五山那重 1（〉－11簡閲  倭人開始  

た節一のイ反党（l裏】35A）に従えば，ガ．♪ねぎの付着婚成熟  

時から拒敵性が飽き始めるまでに約6時間を要すると解  

釈できる（；稟‡35A－1）。従ってこの峻合にほ，ぶ．脚〃7才一  

〃ぬをガ．。ぬfの侵入前に移植しても侵入後にしても拒否  

性の紛糾こは彩管がないはずである。しかし本輩第一上境  

の結果から，移植のタイミングは拒否性誘動こ‡弥係する  

ことが示された。すなわち，g．♪由fの付着器が成熟す  

る前にガ．g和〝ヱg邦ねを移植するとガ．如正によって演導  

される拒否怯の影響を受けず，成熟後に移植すると拒否  

性の彫轡を受ける。この結果は，g．卯プ〃g捏ねが∬．かsf  

の付着器成熟1補から作用していると拒否櫻インデュー  

サーの働きを州別する【養‡予（すなわち，本鋳で盤漉した  

拒否性インヒビタ岬）を持っていると考えることにより  

徴解できる（‡渕35‡i）。ぶ．脚釧壷ねをg．♪ねぎの付着器  

成熟後に移植すると拒否怯インデ亮一サーの働きは抑制  

されないから，必ず拒否性が誘増されるはずである（l裳！  

35B－2）。ところが巨藍邸Ⅶ痴ぬは通常様様後10～＝時  

問後には侵入を開始するので（図：∋G－1），移植後4～  

5J時間日にほ必ず侵入を‡掛始する（‡対36－2）。なぜな  

ら，この蘭の移柏は接種後5．5～6時間冒に行うからで  

ある。これらのことから，いずれの仮窟に従っても，  

g．脚州南ねをgり壷の付潜掛友獅首に移植した場合に  

はg．g和則£卵ぬの感染率ほ拒否他の影響を受けないこと  

になる。そ・の理由は次の通りである。   

① ∬．♪ぬfの付着器成熟後6時樟柑には拒否性は誘  

導されるが，及餅Ⅵ貯め‡ねはこれ以前に侵入を開始して  

しまうので，拒否性の紛轡を受けない（図36－3）。   

② ガ．伊馴めぬの拒否慄インヒビターによって踊否  

性の誘導が抑制されたのでg．伊馴めぬは拒否他の影響  

を受けないで使入行動を開始できる。またこの場合，  

∬．βねfの付着器戚熟後6時間牒になっても拒否性は誘  

導されないはずである 摘】36－4）。  

このような軌三と†から，単純にg．那加流を∬．♪怨≠の  

付潜器成熟前に移柵しても，その感染率を見ることに  

よって，①，②のいずれの結果なのか判定できない。そ  

こで本項では，図：き6－5に示すように，g．ク怨オの付潜器  

成熟前に節…のぶ．g用研わプ怨（Gl）を移植し，一丁定時閲  

後にGlを除去した後に節二のぶ．g和才7Zf乃ね（G2）を移  

植し，G2の感染率で結果を判盤しようとした。もし，  

且g仰磁ぬのインヒピタ…が存在するなら，Glをg・  

クねぎの付潜掛荻熱前に移植することによって拒否性の発  

ほ攣始  狙撃桧  

‡信管桂インデューサー  

浅ヤ詔始 棺習性錮きれす  

㌫j沈裏！皮l垂  柑著者冨成タ≠≒  

臓習性インヒビター  

G2ほ挽  

▼  Giは！東   

▼  
G2畢偏始  

△  榛東  
覧・裏慰き農招  付磁器成熟  

図36 g．g和才I‡g習ぬの授乳 移植，侵入阻始及びぶ」癒  
の接晩 付着器成熟，除去ならびに拒否性紡導  

の相関（絆卿＝ま本文参i！管）  

接樵，移植及び除去のタイミングは，図38に示すよう  

な3通りの粂件で行った。  

実収1：子葉鞘にg．如正を接種し，ガ．メ始∫の付着端が  

成熟する以前（g．♪由才様様後3．5－′ま．0時間目）に∬．βゐg  

の存在する細胞にガ．β昭プJ7ざ乃ね（Gりを移植した。その  

後観察を続け，E．♪怨～の付着器が成熟した時点で∬．  

函正を除去した。G1移植後3時間培張を続けた後Gl  

を除去し，麗ちに第二のg．卯融7ね（G2）をその細胞   
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に移梢した。G2接種後24時間目にG2の吸船形成の有  

鯉を観腰した。  

実験2：実験1と同様の手順で接種，除去，移植及び観  

察を行うが，G＝除去後さらに3時間培発した後，G2  

を移柏する。  

実験3：対照実験としてい放か嘉を接種していない細  

胞にGlを移植し，3将l音i】後にGlを除まして，前述と  

同様にG2を移植し，G2接税後24時間巨＝こG2の吸器  

形成の有無を観察した。   

上記の条件で蘭体の除去及び様様を行い，g．伊射ぬ通  

接確後24時間目に顕機鰻観察し，感染率を算出した。  

第三節 結果  

第一項」軋頭最菌体除去とガ．ダJ・α〝血ね移植のタイミ  

ングがβ．♂IⅥJJ‡わぬの感染率に与える影響   

様々のタイミングで且g矧痛ぬの移柏とg．クね～の  

菌体を除去した結果仁鼠g閻壷ぬの感染率は，1頚37の  

ようになった。付着器成熟爾灘に菌体を除去した場合に  

ついて述べる 個37A，B）。鼠夕壷の付着器成熟以後に  

ガ．gれ7タ，‡～紹ねを移絶するとその感染率は：う3．3％となり対  

照区に比べ有意に低下したが（P＜0，01）（‡裏i37B），付  

着器成熟以前にg．郡融壷を移植すると感染率は  

58．5％となり対照区との閏に有忠義が認められなかった  

（傑－37A）。次に，g．がゞ～付着器成熟後封阻聞目に機体  

を除去する瘍合について述べる（図37C，D，E）。付着  

著鋸荻熱前にガ．g和〝‡玩ぬを移植すると（圃37C〉，感染  

〔柑穏宕組†成熟する曙関に晩表した場合】  
£．吐出  £・山江  £．且こ姐払出  

ー 

二ニ 

． 

・ニ． 

一 

＝＿二  
図37 E．卯班毎ゐ移植のタイミングとその感染率との  

関係  

＊対照区の感染率（64．0％）と有意差有り（P  

＜0．05）  

＊＊対照区の感染率（64．0％）と有意差有り（P  

＜0．01）   

窄は65．2％となり対照区と有憩差が認められなかった。  

ところが，付着器成熟産後に且g脚壷ぬを移植し，そ  

の後2時間巨＝こぶ．♪怨gを除去した場合，あるいは付着  

器成熟2時間馴こ放み如を除去し，その後∬．g用7〃g乃ね  

を移梢した場合にほ（‡窯Ⅰ37D，E）それぞれ感染率は  

37．5，32．9％となり対照区に比べ有意に低下した（■前者  

はP＜0．05，後者はP＜0．01）。以上の結果から，ぶ．  

ク由fの付溶射光熱以後にg．g用椚如～ざを移根すると拒否  

性が誘導されるが，付着器成熟以前に移梢した場合には  

拒否性が誘導されないと判断された。  

第二項 ガ．gIⅦ而減おが持つ拒否性インヒピタ】の細胞  

学的言正明   

実験3におけるG2の感敢準は63．8％となった（l雲！  

38）。この感染率は，第五輩で用いた対照臥 すなわち  

閥を前接唖していない鰍泡に移植したg．g相加プゐの感  

染率64．0％と有憩遊ば認められなかった（P＞0．05）。  

従って，Glを移植，除去しても，G2の感染率は影響  

を受けなかった。   

山方，爽炊1におけるG2の感染率は61．2％となり  

臓撒甘，実験3の感染率63．8％とのl馴こ有意差が認めら  

れなかったので（P＞0．05），実験1の条件では子葉鞘朝  

胞に拒否性は誘導されないと判断された。すなわちこの  

結果ほ点．g和椚わ！ゐが拒否性インヒビターを持っている  

ことを示している。   

さらに，実験2におけるG2の感染率が38．8％となり  

（茎演芸38），実験3の対照区における感染率に比べ有意に低  

息．血  
相密持戒蘭  

・ ▲  
t＿ ∴  
G2捗柁  倭人開始  

：宛き左欠 1  

£●セ1裏  

付智潜成魚  
∇  

‾・・・・ ‥三 ‥  夢蔓施萬∵崇  
GlひIl  

鼠・奴裏  
遁I望せす  

G2壬多は  伐入関始  

「人こ1描 こニー  

63．6b  
30／沼  Glt多㍑  

G2珍事又 伎人開始  

図38 且卯∽如ゐが持つ拒否性インヒビターの細胞学  
的謝三明法  

（詳細は本文参照）  

勘b異なる文字瀾に有意差有り（P＜OtOl）   
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い偵をとったことから（P＜0．01），実験2の条件では子  

葉純利椚泡に拒膏引写kカ‡誘導されると判断された。すなわち  

この結果は，ガ．伊断頭ぬが揮っている拒否性インヒビ  

ターの効果は，菌体が取り除かれてから3時間以上頼通  

すると消炎することを示している。  

第関節 考察   

本革の実験緒深から，節減節に述べた仮免のうち「拒  

否性誘動こ関わる鼠力壷のインデューサーの作月封こぶ．  

g和才プ‡わ？ねが干渉する」という第二の仮窟が正しいと絡箱  

づけることができる。このことは，g．g和獅g乃由が拒否  

性の誘導に至るまでのいずれかの過程あるいは拒否性発  

現そのものを抑制する園子を持つことを示唆している。  

以後，及g用研ぎ乃ぬのこの園子を拒否憮インヒピタ…と  

呼ぶことにする。本輩の威厳線条は，この拒否性インヒ  

ビターのいくつかの特徴を示している。節叫の特徴は，  

且卯椚～兜ねの拒否櫻インヒビターはg．〆ざgの拒否性イ  

ンデューサーが作用する前に紳胞に与えられると効力が  

あるが，その道の順序になると効力を発揮することはで  

きないということである。従って，拒否慄インヒビター  

が作用するためにはそれが子勝取細胞に与えられるタイ  

ミングが蒐薯である。第二の輝緻は，実験3の結果から，  

鼠g仰壷ぬの謝体が除去されてしまうと拒否性インヒ  

ビターの効果は3時網以内しか持続しないことである。  

この事塞が拒否性インヒビタ岬のどの様な性質に基づい  

ているのかは不明であるが，それ自体が不安窟な物質で  

あるのかあるいは子葉鞘に与えられた結果分解されるた  

めであることが考えられる。   

且♪巌が持つ拒否便インデューサーと且gれ7椚∫タ富ねが  

持つ拒否便インヒビターの作月封まBusllnellandRowd123）  

が寄生他の特異性を説明するために提唱したモデルに  

よってうまく貌明できる。被らほ，拒否性磯子の一山〟つと  

考えられるファイトアレキシンの生成を誘噂するエリシ  

ターとその誘導を抑制するサプレッサwによって寮生他  

の特輿性を説明している。彼らのモデルによると，全て  

の薗ほエリシターを持っており，この因子は植物のファ  

イトアレキシンを合成するためのレセプターに結合して  

その合成を開始させる。しかし，病原薗は，エリシター  

がレセプターに結合することを特輿的に阻審するサブ  

レッサーを持っているために，植物にファイトアレキシ  

ンを合成させずに侵入に成功する。現在では，エリシ  

ターは病原菌に対するファイトアレキシン合成に限らず，  

抵抗反応の引金となるものであるとされ，それらの淀滋  

は広凝に研釈されている。そこで，このモデルを本爽快  

に当てはめれば，g．♪長吉もg．g和研わ2怨も拒否性イン  

デューサー（エリシターに相当）を持っているが，g．  

♪ねぎの付酒器が成熟する（すなわち，拒否性インデュー  

サーが放出される）前にg．脚脾油壷を移植するとガ．  

卯椚み！ねの持つ拒否性インヒビター（サプレッサーに相  

当）の作用によって，g．♪由gの拒否性インデューサー  

の作用が阻寒され，拒否性が発現しないと考えることが  

できる。現在のところ，①且g用J乃～〟ねもエリシターを  

もつのか，②子灘勒細胞の拒否他の実体は何か，という  

一如こついては明らかではない。これら二つの庶は，今魔  

の研究の焦点である。   

サブレッサーとエリシターが共存することはカ勿c8g－  

錘即納りぬ成澤180一…・11S－1d4・145），邦画紳助和押噸掛  

抑制轡）及汎鞠頗舶加摘画血㌦）などの蘭で報哲さ  

れでいる。J怯♪わ才♂血ざのサプレッサーはエンドウのファ  

イトアレキシンであるピサナンの合成を抑制することが  

知られている58－10仇1軋1181144湖5）。YamadaefαJ．1瑚は，  

エンドウ胚軸をA藍〆粕蝕のサプレッサーで処理する  

と，ピサチンの合成が抑制されるが，その効果はピサナ  

ン合成を3～6時問遅延させるのみであることを見出し，  

この間にサブレッサーの分解が起こるのではないかと考  

えた。前述のように，本率の実験から示唆された拒否性  

インヒビターも子葉鞘紺胞上から風脚〝宝飯ねの蘭体を  

除去してから3時間でその効力を失うので，この点に関  

してほ肱み如血のサブレッサーに類似している。し  

かし，〟．錘0血；のエリシターで処理したエンドウ肱軸  

でピサチン合成が開始された後にサプレッサー処理して  

も，その後のピサナン合成は阻寒されるので58），〟．  

画軌独のサプレッサーはピサチンの合成系をも阻解す  

る作用を合わせ持つことになり，この．如こ関しては本爽  

験で示された拒否性インデ宣－サーの性栗とは輿なる。   

本車の実験結果は，g．卯掴f捏ねが拒否慄インヒビ  

ターを狩っていることを示唆しているが，その物繋の存  

在そのものを御三明したわけではない。前述した拒否性イ  

ンデューサーをE．郡ぬ壷が狩っているか否かという  

開催とともに，蘭体からそれらの園子を分離し，その他  

貿を明らかにして行くという政務約な肛明をする必繋が  

ある。   
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これらの事実をもとにすると，g．擁毎によって拒否  

性が誘導される過程は次のように推定される（l渕39）。   

①且♪壷が子米綿紺鋸こ接触する。   

② 麗ちにg．匝Ⅷ浮から拒否性インデューサー  

が放出され始める。  

③ 3…6時間後に子紫鞘紺胞は拒否性インデュー  

サーを認絶する。   

④ 認識の紆私 アクチン繊維が付着器下を中心に  

配画するように変化し，原形儲や原形質流動が変化する。   

⑤ この結札 付漆器下に物質やオルガネラが基楷  

され，拒否櫻磯磯が決定される。   

子紫鞘細胞による拒否性インデューサーの認織は，節  

山期拒否性淡路の引金になっていると考えられる。子葉  

略褒貫首胞による拒否性インデューサーの認織がどの枕に行  

われるかは不明であるが，ファイトアレキシン合成のエ  

リシターに関しては，それに対するレセプターの存在が  

想蒐されており，拒否性インデューサーに対するレセプ  

第九餐 総 合 考 察  

絶対寄生薗であるうどんこ病菌を人二lニ培地上で増発す  

る系は未だ確立されていないので，この蘭の感染過程を  

検射するために生化学的あるいほ分子生物学的手法を適  

用することには数々の問題がある。しかし，オオムギ子  

葉瑚細胞では，鐸徴銃下で塵きたままの状態を連続的に  

観察することが可能であるので，薗と植物細胞とのダイ  

ナミックな形態感化を知るためにはこの系の利点は大き  

い。このような理由からKunohβfαJ．S2・糾－86，87）は，オ  

オムギ子葉柵と病原蘭であるオオムギうどんこ嫡蘭およ  

び非病原蘭であるエンドウうどんこ病蘭をj削－て絆細な  

細胞学的観察を行っており，多くの形態学的データが蓄  

積されている。従って，前述したような生化学軋 分子  

生物学的研究における靴点がある税政解消できれば，鐸  

徴税下で観察できる形態的変化を追求することによって  

最終的に物質レベルまで掘り下げることが可能になると  

考えられる。   

本研究でほ，以上に述べたような観点から実験を行い，  

次のような躯爽を明らかにしてきた。   

① g．が正の付着轟が成熟する時期に子葉鞘朝職  

の原形質流動速度が恩激に相朝する。   

② g．がざ∫の付着器が成熟する時明胴こ子葉椰却＝泡  

の原形質糸の数が相加し，配向も変化する。   

③ g．がゞfの付漆器が成熟する時期に子弟鞘細胞  

のアクチン繊維の配向が変化する。  

④原形質糸はアクチン繊維を含んでいる。   

⑤ g．匝ざによって誘導される拒否性は少なくと  

も第血期拒否闇と第二期拒否性とに分けられる。   

⑥ 第山期拒否他の誘導は，遅くともg．如ゞオの付  

着裾が成熟する時期までにほ決定されている。   

⑦ g．β長吉は節叫則雄蕎性の誘導に関与する化学  

的因子，すなわち拒否櫻インデューサーを持っており，  

拒否性インデューサーは，効果を党閥するためには敢低  

でも6時間以上細胞上に存粛三する必繋がある。   

⑧ アクチン繊維の蕊倉あるいは脱盤合を阻饗する  

と，子葉鞘紺地の原形質流動が停止するとともに，子葉  

鞘細胞へのぶ．がsオの単独感敢が町能になる。   

⑨ g．g和刑f邦ぬほ，及♪最の持っている拒否性イ  

ンデューサーの効果を抑制する拒否性インヒビターを  

持っている。  

図39 拒否性インデューサーの認撒から拒否性誘導に  
至る過程への細胞骨格の関与の推党閥  

1g．♪由g胞子が子紫柵紗泡に接触する  

2 g．タぬ～から拒否性インデューサーが放出さ  

れる  
3 子葉鞘測地ほ拒否性インデューサーを認絶  

する。  
4 認絶後．アクチン繊維の配向変化が誘導さ  

れる  
5 この結果，付着器下に物質やオルガネラが  

東根され，拒否性誘導が決起される   
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ターの存在も否定できない。今乱 拒寺別注インデュー  

サーが純化され，第山親指否性の実体が明らかになれば，  

レセプターの存在を解明することも司■能であろう。   

Lambgfα～．88）は，蘭と植物の聞の山般瀾な関係とし  

て，植物がエリシタ桝を籠激した結果，何らかの方法に  

よってその情報が核に伝えられ，抵抗性ぷ閲督する遺伝  

子が発現されるという考えを提唱している。この考え方  

に従えば，拒否性インデューサーが子紫紺到糊包に認諾戦さ  

れた結果，拒否他に関与する遺伝子が発現すると考える  

のが妥当であろう。風力由～の付潜菜馴光熱時卿こ認めら  

れた子葉鞘細胞の形態的変化も，拒否性インデューサー  

故紙の結果発現したものと考えられる。第三牽及び範囲  

帝の実験結莱から考えて，蘭侵入開始前に子米賄細胞に  

認められる形態変化は，アクチン繊維の何らかの変化に  

関係している可能性が商い。特に原形質糸がアクチンを  

含むことから，原形欝糸蟄湾噸棚㈹アクチン繊維数の増  

加による可能性が商い。節七肇にも述べたように，アク  

チン繊維ほ常に意合と脱盤合を繰り返しているが，剰川包  

はある種皮G－アクチンのプールを持っており，これが  

盤台に利用されると考えれば，急速な原形儲糸数の増加  

もうまく脱明することができる。実際に，微生物71）や  

軌物115）の細胞が分裂する際には昭灘リングと呼ばれる  

アクチン繊維の束が分裂部位に速やかに形成されること  

が知られている。これらの調爽とアクチン繊維の配向変  

化ほ拒否他の発現に涯探聞わっている可能性が商いこと  

（第七牽）から，少なくとも節岬一期拒否′性に関与する遼  

伝予にはアクチンの変化に関与する適す云子群が含まれて  

いると考えらjtる。アクチン繊維は，多くのアクチン結  

合蛋白によってその鹿合，脱蕊合及び配向が詔凋節されて  

おりd7・S9・92，14（川8），アクチンの変化に関与する遺伝子の  

中にはアクチン結合黄白をコードする遺伝子が含まれる  

かも知れない。また，細胞膜には鮒胞骨格系蛋白に結合  

する“細胞膜塞j7ち構造”を瀾潤する蛋白群が存在し，  

細胞膜止のレセプターを介した梢報操逮系に閲与するこ  

とが知られている120）。これらのj鉾突から，拒否性イン  

デューサー処理によって子葉鞘朝職における種々のアク  

チン結合薫自の挙動がどのように変化するかを明らかに  

することは今後蕊紫な研究課題になると考えられる。   

本研究の紹果及びKunoh♂fβJ，87）の報瞥から，拒否性  

誘導ほ少なくとも節－「期及び第二期の二つに分かれるこ  

とが強く御変された。このことは，緒常に述べたように，  

蘭が植物に感染するまでにはいくつかの段階があるとい  

う考えを強〈支持するものである。この考え方に従えば，  

後述するような子葉鞘－うどんこ嫡蘭の系で認められる  

現象は，次のようなモデルを用いてうまく鋭明できる。  

本研究のように，子葉叩を用いる実験系では，細胞基聞  

から得たデータをもとにして個々の細胞における状態変  

化を推定しようとしているので，次に述べるような確率  

的な考え方が必婁になる。ある蘭1胞子がある柏物1細  

胞と接触し，感教が成立するまでの過程を次のようなモ  

デルで衆わすことにする（！乳㈹）。その蘭に特有の感染  

成立までの段‡；皆をSn，ある＝泡予がある櫓穐爛1胞上で  

SnからSn＋1に進む確率をPn（0≦pn≦1）とする。P王l  

の倍は，この薗と臓物の相引関係に特有のものである。  

従って図40Aの例で説明すると，この蘭1胞子がある  

植物に接触した場合，隆終的に感染に成功する確率lほ，  

Ⅰ＝Pl・P2・P3・P4   

という式で与えられる。個々のPnは，次のような嚢園  

の影響を受けると考えられる。   

①ある段階から次の段階に進む際にPnの倦を引き下  

げる園子の存在   

②ある段階から次の段階に進む際にPnの偽を引き上  

げる園子の存在   

③植物細胞の生秋的変異   

④蘭胞子の生理的変異  

①，②ほ，その存在が遺伝的に決窺されているi温子であ  

りPnの偲を大きく変化させ，蘭の感染成否に盛大な影  

響を与える。③．④は，外部環境の変化などによって変  

興する。   

このモデルに基づけば，ある常の感染過塘において，  

あるPnの倍が引き上げられ，Ⅰの佃が大きくなった細  

胞の状態が受容性，迎にあるPnの催が引き下げられ，  

Ⅰの條が小さくなった紳泡の状態が拒否性であると窟養  

できる。このモデルにおけるⅠ及びPnは次のような特  

徴を持っている。（図∠10B，C）。   

①複数のPnが1になっても，全てのPnがlになら  

なければ感染率（f）は1にならない（l渕40B）。   

②いずれか1つのPnが0になれば，感染率（Ⅰ）は  

0になる（図40C）。   

このようなⅠ及びPnの性繋から，爽i祭の感染場で髄  

こる現象を次のように貌明することができる。   
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1）うどんこ病菌の感染率はオオムギ「軋g欄祓戒の  

関係においても100％にはなり経い。100％になるために  

は，①に示したように全てのPnが1になる必繋がある。  

2）子葉翔細胞への且夕壷の感染率は0％である。ま  

た，鼠力血によって拒否性が誘導されると且g矧磁ぬ  

の感染率が0％にまで低下する場合がある鋸）。このこと  

ほ，g．j始≠によっていずれかのPnが0になったと推窟  

される。  

3）g．g和増加ねによって放み扉に対する受容煙が誘導  

されてもg．クねiの感染率は30～40％程度である弘86）。  

g．伊那ぬぬが，受容性を調増する園子あるいは拒否性  

を阻聾する園子によって1つのPnを上界させても，g．  

クねfの感教率（Ⅰ）は，他のPnの影響によって劇的に  

上昇することはないと雅愛される。  

A  

lつI  l－こ  P：  PJ  

Sl － S2 － S3 － S4 → Sち  

0芸⊆l 芯：Pl＞（P≦× P9×P A≦1  

B  

l  l  l  P d  

Sl － S2 － S章 一 S d → S＄  

0 ≦Ⅰコ1）1≦1  

C  

O  P立  P3  Pd  

Sl → S2 － S急 → S丘 → S5  

Ⅰ蒜 0 × P2× P3× P4崇 0  

図40 感染過程の確率モデル  

A 感染過程にはいくつかの段階（S－、）があり，  

ある確率で各段階（Pn）から次の段階  

（Pn欄－、1）に進む。  

B 全てのP，、が1にならなければ感染率は1に  

ならない。  

C P。が一つでも0になると感染率は0になる。   

インヒビターを持っているとは考え嫌い。むしろ，且  

g相∽f〃由自身も拒否性インデューサーとよく似た因子を  

持っており，E，伊紺壷ゐ自身が誘導する第一期拒否性  

を回避するために拒否慄インヒビターを持っている可能  

性が商いと考えられる。矧乳g．g和椚f〃ねとオオムギ  

の問にはレース一品種の問で親和性・非親和性関係が知  

られており81），非親和関係にある蘭はオオムギに感染で  

きないことから考えて，鼠g撒戒ぬも拒否性イン  

デューサーを持っている可能性が商い。これが事実であ  

るとすると，少なくとも本研究で用いた子葉鞘…うどん  

こ病薗の系では，寄生性の特異性が拒否性インデュー  

サーと拒否性インヒビターとの関係によって説明できる  

かも知れない。この点を明らかにするためには，今後  

g．g和沼加ねにも拒否・巨I三インデューサーが存在するか暫  

かを証明する必紫があると考えられる。   

本研究では，実際の感教場で起こっている紺地形態学  

的な現象を出発点として，それへの関与が推定される物  

質の存在を化学的に証明することにより以上に述べてき  

たような事実を明らかにしてきた。今後の研究に多くの  

課題を鱒してはいるが，本研究によって，拒否他説尊の  

決窟時期，撞惰闇インデューサーの存在及び拒否他説導  

への細胞僧格の関与等が明らかになった。これまで，形  

態学約手法を用いた研究は，データ自体が正しいもので  

あっても1つのデータに複数の解釈が可能である場合が  

多く，その現象を正しく説明することができず，単なる  

現象の紀戟に留まる場合が多かった。しかし，この機の  

実験ほ常に出発一駕であり，それを給至汲約に組み合わせ，  

現象をできる限り麗数的に変貌し，教終的には別の手法  

をも用いて解析することにより初めて食味をなすもので  

ある。構造・形態と機能を切り離して考えることは無意  

味であり，今後もこのような視点に立って研究を進めて  

いく必婁があると考える。  
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