
氏 名(本 籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学位授与年月日

学位授与の要件

研 究 科 専 攻

学 位 論 文 題 目

なが お ひ で ゆ き

長 尾 英 幸

農 学 博 士

農 博 第325号

昭 和59年9月13日

学 位 規 則 第5条 第1項 該 当

東 北 大 学 大 学 院 農 学 研 究 科

(博 士 課 程)農 芸 化 学 専 攻

ん8α γ乞z6㎜oη 學oγ覗f.sp.γ 叩 んαπ乞

の 耐 久 体 に 関 す る研 究

論 文 審 査 委員(主 査)

助教授 服 部 勉 教授 高 橋 甫

助教授 江 原 淑 夫

一26一



論 文 内 容 要 旨
1.緒 論

F粥 αプ伽〃z菌は,多 数の作物の地下部を侵害 し,経 済的に重大な被害をおよぼす土壌病原菌とし

て知 られている。F粥 σ吻 〃z菌の感染源は厚膜胞子と呼ばれる耐久体と考えられ,そ れは土中また

は植物残渣に存在 している。厚膜胞子の存在が土壌とい う不均一な環境 と相まって薬剤処理等の妨

げとなり,こ の病害の防除を一層困難な ものにしている。

従来の 勘3σ吻 吻 菌の研究は,圃 場におけるF欝 σ吻 〃2菌数 と発病の関係を中心に行なわれてき

たが,両 者の間には明らかな関連が見出されていない。筆者らは,勧 詔7伽吻病発生抑止土壌の研

究において,土 性の異なる土壌とF欝07勿 〃2病の 発生の関係を調べた ところ,E鱒 伽 襯 病と

F粥 σ7勿〃Z菌数,他 の微生物の菌数には明確な関係が見出されなかった。菌数調査は,発 病 とF粥 α一

7伽〃2菌の量的な関係を調べる手掛りであるが,発 病に影響を及ぼす土中でのF粥 碗 既 菌 の活動

状態を把握することはむずか しい。厚膜胞子の活動に関する研究では,厚 膜胞子がどのよ うに形成

され るか,又 その定量的な方法が欠けていた。F麗 σ吻 〃3菌の実際の活動をとらえるような方向に

研究を発展させるには・F%εo伽 菌の厚月莫胞子形成および薪 についての噺 的羅 を行ない・

実際の圃場での研究の基礎をつ くることが何よりも重要 となって くる。

本研究では,厚 膜胞子の菌糸上での形成および発芽の解析的研究を通 じて,従 来の厚膜胞子の認

識を再検討 し,厚 膜胞子の微細構造についても組織学的研究を行な った。

2実 験 方 法

供 試菌Fπ307伽 〃30"5ρo耀 〃2f.sp勉 ρ勿 初SUF384をCzapeck-Dox液 体 培地 で 一週間培

養 し,ホ モ ブレンダーで磨砕,遠 沈洗浄後,Qureshi-Pageの 塩 類溶液(KH2PO4'1g,MgSO、

・7H20α5g/1iter)+0 .01%グ ル コースで 培養 した。厚 膜胞子,CL体 の形 成の観察 は,経 時

的 に光学顕微 鏡(×40)で 行 なった。視野直径を通 る菌糸 とそれ に形成 された厚膜胞子,CL体 を

それぞれ数 え,単 位菌糸長 あたりの厚膜胞子,CL体 数 を求めた。

厚 膜胞子,CL体 の 発芽 は,ブ レンダーで菌糸か ら引き離 し1遠 沈洗浄後,所 定の濃度に調整 し

スライ ドグラス上で(0.02ml)培 養 し,観 察 を行 な った。

透過 型 電子 顕微鏡による微細構造の観察 は,蒸 留水 で洗浄 した試料を グルタルアルデヒドーオス ミ

ウム酸の 二重固定法により固定 し,脱 水後低粘性 エポキ シ樹 脂に包埋 した。切片は酢酸 ウ ラニル ・

鉛染色 により染色 後,80KVで 観 察 した。

3.結 果

U}光 学顕微鏡による厚膜胞子の観察

菌糸上に観察された二種類の球形細胞を,厚 い細胞壁を有 し,豊 富な脂肪顎粒を もつ典型的な厚

膜胞子ど,厚 い細胞壁がみ られず,細 胞内にもわずかに,あ るいはまったく脂肪穎粒が存在せず,

細胞質が一様に存在するように観察される形態的に類似 した厚膜胞子類似構造体(CL体)と に区

別 した。菌糸上に形成された球形細胞を染色せずにそのまま観察した場合に,上 述したような二種類

の球形細胞を区別 したが,コ ットンブルー,酸 性フクシン,オ ーラミン0と サフラニ ンの二重染色

をそれぞれ行ない観察 した場合にはまった く異なる結果となった。すなわち染色により厚い細胞壁

が染め残され,細 胞質が一様に染まり内容物のちがいは不明となった。脂肪穎粒の存在については,
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脂質に強い染色性をもつスダンブラックBに よる染色から次のようなちがいが見 られた。厚膜胞子

では濃染され,脂 肪穎粒の存在を示 し,一 方CL体 では通常の菌糸の場合 と同様に全体が薄く染ま

る場台や染色 される部位が局在 した。ノマルスキー顕微鏡観察か らは,厚 膜胞子は豊富な脂肪穎粒

の存在がより唄確になった。CL体 では脂肪彩粒の局在や細かい粒状構造を呈するように観察され

た。 この観察か ら両者のちがいは一層明らかになった。これ らのことは,従 来の研究に次の欠陥が

あったことを示 している。すなわち,① 光学顕微鏡観察により認められる典型的な厚膜胞子にのみ

注目し,形 態的に類似 しているがその特長を欠いた細胞は未熟な厚膜胞子として見過 していた,②

しばしば染色により明らかになる厚壁化 した細胞壁を指標としていたために,こ のような観察から

はすべてが厚膜胞子 となりCL体 の存在は見落されやすい。r

以下の研究では,こ のような特徴に基づき厚膜胞子,CL体 を区別 して,菌 糸上における形域お

よびその発芽の検討を行 なった。

(2}厚 膜胞子,CL体 の形成の速度論{1)

塩類溶液中に移 した菌糸に厚膜胞子,CL体 がどのように形成されるか経時的に観察し,厚 膜胞

子,CL体 の形成を単位菌糸長あたりに換算 し,菌 糸上での厚膜胞子,CL体 の形成の速度論を検

討した。

厚膜胞子,CL体 が形成 される時に,次 のような3段 階の区分けを試みた,① 菌糸生育期,② 耐

久体形成期,③ 菌糸溶菌期

〔菌糸生育期〕 菌糸が生長を続ける期間。この期間中,厚 膜胞子,CL体 の形成はほとんど観察

されなかった。

〔耐久体形成期〕 厚膜胞子,CL体 が形成される期間。

〔菌糸溶菌期〕 厚膜胞子,CL体 に連続 している菌糸や連続 していない菌糸が部分的に自己溶菌

する期間。

{3)厚 膜胞子,CL体 の 形成 の速度 論{II)

菌 糸上 での厚膜 胞子,CL体 の 形成 を観察 する時,単 位 菌糸長あた りの厚 膜胞子,CL体 の 形成

頻度 を検 討 した。厚膜胞子 の頻 度分布は時間の経 過に従い逆J型 か ら徐 々にベル型へ と移行 した。

CL体 の頻度 分布 は時間の 経過に従い逆J型 か らすみやか にベル型 へ と移行 した。厚 膜胞子の形成

がみ られ なか ったpH4.5の 培 養を除いて,い ずれのpHで も同様の分布 パ タ ーンを示 した。(Fig.

1)こ の よ うな頻 度分布の ボア ソン分布への近似 を検討 した結 果,十 分 に近似 できることが 判明 し

た。 この ことか ら蹟微 鏡に よる菌糸片の観察 は ランダムである と考え られる。近似 され た ボアソ ン

分布のパ ラメー ター(m)の 値の時間変化を検討す ると,次 のよ うな一次方程式で表わ され る。

m=p十qt............(11

m:厚 膜 胞子,CL体 の 形成が観察 され る確率 。

t:時 間

p,q:各pHに お ける厚膜 胞子,CL体 の形成 のパ ラメーター。 ことにqは 形成速度を表わす。

mの 値 と時間の関係 は,mの 値が時間 とと もにほぼ直線的 に増加す ると見 なす ことができ ると考

えられ る。パ ラメーター(m)は,ポ ア ソン分布 におい てあ る事象が起 きる確率 であるか ら,こ の厚

膜胞子,CL体 の 頻度分布 にお いて は菌糸上 に形 成 され る厚膜胞子,CL体 の観察の確率 が一定の
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速度で増加することを意味 し,こ の速度を厚膜胞子,CL体 形成速度 とみなす ことができる。

(4)厚 膜 胞子,CL体 の 速度 論(皿〕

菌糸上 の厚 膜胞 子,CL体 は 徐 々に形成 され ることが 明らかにな ったが,更 にその形成速度 につ

いて検 討を行 なった。厚膜胞子,CL体 形 成 を時間に対 してプ ロットす ると,両 者の形成 は 溶菌が

観察 されるまで時間に対 して直線関係が ある とみなす ことがで きる。(Fig.2)そ れ は次の よ うな

一次方程 式で表わす ことが できる と考 え られ る
。
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f富a+bt〔2)

f:単 位 菌糸長 あたりに形成 され る厚 膜胞子,CL体 数 。

t:時 間

a・b:各pHに お ける厚膜胞子,CL体 の 形成 のパ ラメ ーター。 ことにbは ,形成速度を表わす。

この結 果,厚 膜胞子,CL体 は 一定の速度で形成 され る と考え られ る。曲糸に溶菌が観察 された

場合,溶 菌 していない部分 につ いて形成 され る厚 膜胞子,CL体 の 形成 を観察 した。 その時,単 位

菌糸長あた りの厚 膜胞子,CL体 の 形成数 は減少 した。 この ことは菌糸に溶菌が生 じると,同 時 に

単位 菌糸長あた りの 厚膜胞子,CL体 の形成 は停 止す るか,形 成速度 が小 さ くなるため と考え られ

る。

働 厚膜胞子,CL体 の関係

形態的に類似 した厚膜胞子とCL体 の関係は,次 のような2つ の可能性が考え られる。

①CL体 は厚膜胞子の前駆体であり,最 終的には厚膜胞子となる。②CL体 は前駆体ではな く,

典型的な厚膜胞子へ とは変化 しない。

第1の 可能性については,CL体 が厚膜胞子の前駆体であるためにはその成熟の期間が必要 なの

で,CL体 の形成が厚膜胞子の形成 に先立って生 じると考え られる。厚膜胞子 とCL体 の形成は時

間に対 して直線関係がみられるので,CL体 が前駆体であるならば,そ の形成開始時間は厚膜胞子

の形成開始時間よりも短 くなると考えられる。 しか しなが らCL体 の形成開始時間は,厚 膜胞子の

形成開始時間よりも短 くならなかった。厚膜胞子,CL体 の形成が停止 した培養10,15,20日 後

に両者の比率と細胞密度を調査 した。その結果,両 者の比率は一定でありその時の細胞密度には変

化が認め られなかった。

以上の結果から,CL体 が厚膜胞子の未熟な状態である可能性よりも,厚 膜胞子 とは独立して形

成 され,存 在している可能性が示唆される。

(6}厚 膜胞子,CL体 の形成に及ぼすpHの 影響

厚膜胞子の形成 に対するpHの 影響は様々に報告されている。 その原因は先に述べたよ うに厚膜

胞子の正確な認識と定量的な厚膜胞子の形成が行なわれていなかったことに基づいている。この点

を考慮 した結果,厚 膜胞子とCL体 の形成速度とpHの 関係はFig。3に 示 されたとおりである。こ

とにpH4.5で は厚膜胞子の形成は観察 されず,CL体 の形成速度 も小さかった。

id
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{の 厚膜胞子,CL体 の形成に及ぼすア ンモニウム塩の影響

Fπ3σ7伽魏 菌による病害の発生と窒素肥料の関係が多数報告されている。本実験では菌糸上の厚
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膜胞子,CL体 の形 成に対す るア ンモニ ウム塩の効果 について検討 した ・上述の塩類 溶液 にα1,

0.01%の ア ンモニ ウム塩濃度 とな るよ うに加え て培養 した時,こ れらの濃度では厚膜胞子の形成は

ほ とんど観察 されなか っπ。CL体 の形成を時間 に対 して プ ロッ トす ると,両 者の関係は前述 の式

(21に よ り表 わ され る。 この 結果,CL体 は 一定の速度 で形成 され ると考 え られる。菌糸に溶 菌が生

じると,同 時 に単 位菌糸長 あた りのCL体 の形 成は停 止す るか,形 成速度 が小さ くな ることが考え

られ た。 又,CL体 の 形成速度 は0.1,0.01%の ア ンモ ニウム塩 濃度 の時,他 の濃度 に比べて大 き

か った 。CL体 の形成 に関 しては,細 胞が2～3個 連 らなって形成 され る場合が観察 され た。 アン

モニ ウム塩の存 在は,菌 糸上の厚 膜胞子,CL体 の 形成 に影響を与え るが,頻 度 分布の解 析か らこ

のような観察騨 作為に行なわれ酷 果であると考えられる・そ塒 の鍍 分布はボアソン分布1`

より近似されることが判明し,そ のパ ラメーター(m)と 培養時間の関係は前述の式(Pに より表わさ

れる。 これはアンモニウム塩を加えた条件下での菌糸上 に観察 されるCL体 の形成確率が一定の速

度で増加することを意味する。

アンモニウム塩が加わることにより,① 厚膜胞子の形成が抑えられ,②CL体 の形成速度が大き

くなり,③CL体 が形成 され,溶 菌が生 じるまでの時間が短縮された。このような厚膜胞子,CL

体の形成におよぼすア ンモニウム塩の短期間での影響を検討した。アンモニウム塩を培養24時 間,

48時 間後にそれぞれ遠沈洗浄で除去 した。その結果,CL体 の形成がまだ観察 されない培養24時

間後に除去 した場合,CL体 の形成速度はゆるやかになり,除 去の影響をうけたが,CL体 の形成

が始まる培養48時 間後に除去 した場合,CL体 の形成速度はコントロールと変わ りがなか った。

(8)厚 膜胞子,CL体 の発芽の速度論

厚膜胞子,CL体 の発芽の定量化を試み るために,一 次反応式

一}舟 ・〃。σ一e-9(亡一η≧))一 一一〇ノ

Nl培 養t時 間後の発 芽率

No:予 想 され る最 大発芽 率

e:自 然対数の底

g:発 芽定数

TRl発 芽開始時間

を用 いて,パ ラメーターを検討 した。

厚膜 胞子 の発 芽には次 の特 徴が 認め られ る。

(1}発 芽 定数{g)は,0,1か ら0.3の 間 の値 を示 した。

(2}発 芽 開始時間(TR)は,7.0時 間 以上 となる。

(3)厚 膜 胞子が形成 され てか ら発芽実験 に供試 され るまでの時間(加 齢時 間)が30日 以上 である時,

g,TRは こ のよ うな値を示 した。

CL体 の発芽 には次の特徴が認め られる。

(i)発 芽 定数(g)は,o,2か ら1,6の 間 の値を示 した。

(2}発 芽 開始時 間(TR)は,2.0時 間以上で あ った。

〔3)CL体 の 加齢時 間が24日 以上であ る時,9,TRは 上 記の値の範囲 にあ り,最 終発芽率 も80

%を 越 え る値 を示 した。加齢時間が15日 間の場合 は,g値 は小 さ くなり,TR値 がやや大 き く

なる。 また予想 される最終発芽率 もおよそ50%と な る。
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5分 間 の熱水処理を行 ない耐熱性を検討 した ところ,50。C処 理では,厚 膜胞子の最終発芽率

は20%以 上 を越 えないと予想 され,一 方CL体 の 発芽率 は1.8%以 下 であ った。550C処 理 では

両者の発 芽は観察 されなか った。(Fig.4)

¢
o
∬

2

H
∈
M
ω
ひ

旧
Q

Φ
φ
β

琶

u
H
①
山

COr⊃4

r
O

9

巳o

40

'

Oi
'

/
/
1
,.

窪

・r74一 一 一『

S%"

.'o

田e「50σC

as

60

、

40

冠ソ

'

iU

一,

'
ノ

ノ

,'

i

h

l!レ ●　 一

_一 一Q____

口o
I614324081fi247240

hrhr

工ncubaしionしime

・i・.4・ ・ffec… 註hea・ ・必・a面 ・・ゼ 。・ ・h… 卿a・i・ ・ … 舳 ・…p・ ・es・ …

suspensionofchlamydosporeswasheat-treatedforsminutesat45ｰCor50ｰC.After

thetreatmentthegerminationofchlamydosporeswastestedat26-27ｰC.Otheyermina-

tionofchlamydosporeswithoutheattreatment;ｮ,thegerminationofchlamydospores

しrea七edwiしhheataヒ45。Cor50。C.

(91厚 膜胞子,CL体 の微細構造ほ}

成熟 した厚膜胞子の微細構造は,① 高電子密度の外層 と低電子密度の幅の広い内層の二層構造か

らなる厚い細胞壁をもち,② 細胞質には豊富な脂肪穎粒が存在する,③ 壁の最外部には繊維層がみ

られることもある,④ 液胞内に高電子密度の物質が存在するなどの特徴がある。

CL体 と思われる細胞の微細構造は,厚 膜胞子の特徴である①厚壁構造,③ 繊維層,④ 高電子密

度物質を含む液胞などが観察 されたが,② 脂肪穎粒が,細 胞 内に局在 し,ポ リサッカライド様物質

が存在するという点が異なっていた。CL体 の微細構造は明 らかに菌糸や分生胞子の微細構造 と異

なるものである。

〔10厚 膜胞子,CL体 の微細構造{m

光学顕微鏡での観察か ら,厚 膜胞子は発芽管が十分に伸長 しても発芽前の厚膜胞子の特徴である

厚い壁構造や脂肪穎粒の存在などの構造に変化が観察されなか った。一方,CL体 の発芽管の伸長

とともに内部の細胞質が空洞化するように観察された。

このような形態的変化について,電 子顕微鏡によりその微細構造の変化を検討した。発芽30時 間

後の厚膜胞子の微細構造はほとんど変化せず,発 芽管が十分伸長 しても脂肪穎粒は大部分が残 って

いた。一方,発 芽6時 間後のCL体 には,そ の細胞質に高電子密度物質を有した多数の液胞が出現

し,そ れは細胞質の半分を占めていた。細胞膜の周辺に多数のポリサッカライド様物質が観察され

た。CL体 の細胞内には多数の ミトコン ドリアやER,核 などの細胞器官も観察された。

以上のように,光 学顕微鏡の結果に十分対応する微細構造の変化が観察された。
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審 査 結 果 の 要 旨

Fusarium菌 は,多 くの土壌に生息 し,し ば しば農作物に大きな被害をおよぼ している。この

菌の土壌中での長期にわたる生存を支える因子として,耐 久体の形成が考えられ,こ の菌による

病害を避けるためには耐久体の形成とその発芽のコントロールがきわめて有効だと思われる。 し

か しなが ら,Fusarium菌 の耐久体の形態 形成や発芽の速度論についての知見は,充 分確かな

ものとして蓄積されてこなか った。

本研究では,Fusariumoxysporiumf.sp.raphaniSUF384を 供試菌として,Q/lreshi

-Pageの 塩類液(KH、PO。
,ユg;MgSO4・7H,O,0.53;H20,ユ6)+0.01%グ ルコース

中での耐久体の形成を検討した。 まず顕微鏡観察を通 じて,こ の系で形成される耐久体には厚い

細胞壁にかこまれた細胞内に豊富に脂肪頼粒を もつ従来厚膜胞子 と呼ばれてきたものの外に,厚

い細胞壁をもたず脂肪穎粒が局在するCL体 と著者が名づけた球形細胞の存在することを認めた。

ついで,厚 膜胞子,CL体 の形成を経時的に追跡 し,単 位菌糸長当りに出現する両耐久体の頻

度は,ポ ァソン分布で近似でき,そ の確率 は時間 とともに直線的に増大することを示 した。単

位菌糸長当りの平均両耐久体数 もそれぞれ直線的に増大 し,一 次反応 として扱えることを示 した。

又 その反応速度によって,形 成 と培地のpHの 関係を定量的に示すことができたQ実 際の圃場

では,窒 素肥料がFusarium病 の発生に影響を及 ぼすことが知 られているが,こ こで確立された

実験方法によって も,ア ンモニウム塩が厚膜胞子の形成を強く阻害することが明確 に示された。

一方CL体 の形成は,ア ンモニウム塩で促進 されることが認められた。

厚膜胞子,CL体 の発芽現象は一次反応によって近似 出来,環 境条件との関係を定量的に検討

できることが示された。又50℃,5分 間の熱処理でCL体 の発芽は98%阻 害されたが厚膜胞子で

は80%以 下であった。最後に電子顕微鏡によって厚膜胞子とCL体 の発芽過程における微細 構造

の変化を検討 した。前者の構造は発芽後 も容易に変化 しないが,後 者は発芽直後か ら液胞が多数

出現するなど対照的な変化を示 した。

本研究は従来漠然 と厚膜胞子 とされていた耐久体 に,厚 膜胞子とCL体 の2種 類があることを

示 し,そ の形成過程と発芽過程を定量的に研究する方法を確立 し,い ずれも…次反応 として定式

化できることを明 らかにした点で,土 壌微生物学的に貴重な貢献を しており,農 学博士の学位を

授与するに値すると判断され る。
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