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うどんこ病菌によるキュウリ葉緑体の形態変化

野　津　幹　雄＊

Morpho1og1ca1changes　of　ch1orop1asts　m　cucumber1eaves
　　　　　　mfected　w1th1S助αθヅo肋καヵ〃gz肋α

　　　　　　　　　　　　　N征ikio　NozU

　Morpho1og1caI　changes　of　ch1orp1asts　m　cucumber1eayes　mocu1ated　with　S力ゐoθ一

グo肋θoα∫〃zg閉θαwere　observed　by　means　of　an　e1ectron－m1croscope（H1tach1HU

12－A）　Both　the　mfected　and　unmfected－t1ssues　were　f1xed　w1th　6．25％　g1u－

tara1dehyde　so1ut1on　for4hours　and　then　w1th1％osm1u㎜tetraox1de　so1ut1on

for4hours　1n　ch1orop1asts　of　the　unmfected　t1ssues，ch1orop1ast　membrane

（doub1e　membrane），deye1oped　granum　stack（grana　thy1ak01ds）and　storoma1

thy1ako1d　were　c1ear1y　observed　Starch　gra1ns　and　osm1oph111c　g1obu1es　m　stroma

（Figs．3and4）became　more1arge　with　aging（Figs．5－8）．However，1arge　dif－

ferences　m　the：morpho1og1ca1change　of　cho1orop1asts　were　recogn1zed　between

the　un1nfected　and　mfected1eaves　1n　the1eaves　of　a　week　after1nocu1at1on，

ch1orop1asts　sweued　and　then　contracted（F1gs　g　and1O）　0sm1oph111c　g1obu1es

en1arged　s1gn1f1cant1y　two　weeks　after1nocu1at1on　（F1gs　11and　12）　On　the

contrary，starch　grams　were　not　observed（F1gs　13and14）　Furthermore，the

1rregu1ar　arrangement　and　the　swe111ng　of　grana　thy1ak01ds　were　a1so　occurred

As　shown1n　F1gs13and14，at　th1s　stage，d1s1ntegrat1on　of　ch1orop1ast　membranes

were　st1u　not　occurred（F1g14）Such　morpho1og1ca1changes1n　ch1orop1asts　were

a1so　recogn1zed　m　mfected－cucumber　coty1edons（F1gs1and2）

は　じめに

　病原体により植物組織細胞は種々の反応を示す．細胞

では，核，葉緑体，ミトコソドリア，ペルオキシソーム

等が相互に関違しながら，それぞれの機能を分業してい

る．各種病原体による植物細胞の変化については電子顕

徴鏡で観察されており，細胞内器官の形態変化について

も報告があるが電顕写真としては不明瞭なものもあり，

まだ問題は残されている．現在，生物の電子顕徴鏡試料

作成法はルーチソ化されており，電子顕徴鏡も扱い易く

たっている．しかし，健全だと思われる細胞を取り扱い

ながら，何らかの原因で徴細構造が観察できない場合も

ある　例えは，葉緑体膜は一重膜であることは判ってい

るのに，それが明瞭でない写真や葉緑体の一部分を提示

したものもある．電顕試料成作法は生細胞について検討

＊櫨物病理学研究室

されており，病細胞や死細胞を取り扱う場合は充分な配

慮が必要であろう．

　筆者は植物体上における病原体や感染に伴う植物細胞

内器官の形態変化をさらに．明確にしたいと考えている．

種々の罹病組織に見られるように。，筆者が今まで扱った

各種罹病組織においても葉緑体の変化が目立つ．そこで

超薄切片が作成しやすく，組織に病原体を接種しても急

速な細胞死を起こさず，葉緑細胞に病原体が侵入しない

材料の一例としてキュウリうどんこ病菌を接種したキュ

ウリ葉葉緑体の形態変化について観察した．不備な点も

多いが，今までに得られた結果について述べる．本研究

にご協力いただいた研究室の各位に謝意を表する．

　　　　　　　　実験材料と方法

キュウリうどんこ病菌［8助α㈹肋καヵ晦伽σ

（Sch1echtendah1）PO11acc1］は自然発生したキュウリ
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葉より採取し，キュウリに植え継いで接種源とした．う

どんこ病菌に感受性のあるキュウリ（品種四葉）の種

子を　晩水に浸漬し，ピートモスを入れたポットに播種

し，成育させた．完全に展開した第2葉に筆を用いて接

種し，12時問，20Cの暗所に放置した．それ以降は温室

で育てた．接種後1週間，2週問，3週問目の罹病葉な

らびにそれに対応する健全葉を供試した．なお，播種後

1週問目の子葉にも接種し，1週間目，2週問目の罹病

子葉を供試した．

　試料は1×5m血程度の組織片にし，6．25％グルター

ルアルデヒドーリソ酸緩衝液（pH7．3）で4時間，1％

オスミウム酸一リソ酸緩衝液（PH7．3）で4時問固定

し，エタノール系列で脱水した．脱水後プロピレソオキ

サイドに置換し，樹脂（Epok812：46．2m4，DDSA：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）
28．3m4，MNA：25．6m4，DMP－30：1．5m4）に包埋

した．超薄切片はガラスナイフ（厚さ6mm）を用いウ

ルトラミク肩トーム（Porter－B1um　MT2－B）で作成

した．超薄切片は50％エタノール・ウラニールアセテー

ト飽和溶液で1時問，クエソ酸鉛で15分問二重染色し，

カーボソ補強し，目立HU－12A型電子顕徴鏡（75KV）

で観察した．

結　　　　果

　罹病子葉の葉緑体接種後1週問目の子葉の葉緑体

（図1）は葉緑体膜（二重膜）で取り囲まれているのが

明瞭で，でんぷんを持ち，グラナチラコイド，マトリッ

クスチラコイドは明瞭で，好オスミウム性穎粒が存在し

ており，後述する展開健全葉葉緑体（図4）に比較して

ほとんど変化がない．ただし，葉緑体内の周縁部に膨化

したチラコイドが観察された．

　接種後2週間目の子葉の葉緑体（図2）も葉緑体膜で

取り囲まれていた．葉緑体内にはでんぷん（粒）は認め

られず，グラナチラコイドの層は減少し，配列も乱れて

いた．しかし，チラコイドはほとんど膨潤していなかっ

た．好オスミウム性穎粒は極端に大きくなり，その数も

増加した．

　健全葉葉緑体の変化　植物の葉は展開後も熟成（加齢）

しながら機能しているから，その細胞の働きも変化し，

葉緑体の形態も変化することが考えられる．図3は展開

したばかりのキュウリ健全葉の棚状組織細胞である．図

3では核が細胞の中央に存在しているが，一般に細胞の

大部分は発達した液肥，いわゆる中央液肥によって占め

られており，細胞質部分は細胞壁に接して存在する　こ

のこともあって，葉緑体は細胞の周辺部に存在する．ま

た，葉緑体に近接してミトコソドリアやペルオキシソー

ム（図4のPE）が存在する結果になる．葉緑体は葉緑

体膜（二重膜）で囲まれており，マトリックス内には発

達したグラナ・スタックが認められた．図4に示される

ようにグラナチラコイドは30層にも重なっている場合も

あった．・またほとんどの葉緑体にはでんぷん粒が認めら

れ，直径O．18μm．程度の好オスミウム性穎粒が認めら

れた．キュウリ葉は展開後目数を経るに従って，葉緑体

にはでんぷん粒が占める割合が高くなり，チラコイド構

造は葉緑体の周縁部へ押しやられた形になる（図5④6）．

また好オスミウム性穎粒はいくらか大きくなり（直径O．4

μm），展開後3週問目の葉緑体はアミ回プラストに近い

彩態になるものもあった（図7・8）．同一視されがちな

葉組織細胞の形態や機能は生育の時期によって異質であ

ることが明らかである．

　罹病葉葉緑体の変化　5肋鮒0伽6σ〃Zg榊σ1よ表

皮細胞に吸器を挿入するのみで，葉緑細胞には侵入しな

いが（気孔孔辺細胞には葉緑体があるが，表皮細胞には

葉緑体はない．），図416・8に示されるような健全葉の

葉緑体は本菌の感染に伴い変化する．接種後2週問目の

第2葉組織の葉緑体はいくぶん膨化し，でんぷん粒は減

少し，好オスミウム性穎粒の数と大きさは共に増加して

いた．葉緑体膜とグラナチラコイドには特別な変化は認

められなかった（図9・10）．接種後2週問目第2葉組織

の葉緑体も膨化していた．でんぷん粒の蓄積は展開後2

週間目の健全葉のそれに比較して少なく，好オスミウム

性穎粒の数，大きさ（直径O．8μm）共に増加した．好

オスミウム性穎粒は葉緑体の体積のほぼ20％を占める場

合もあった（図11）．葉緑体膜は内外膜の問隔が大きく

なった都分，不明瞭な部分もあり，グラナチラコイドの

膜間隔が広くなる場合もあった（図11・12）．接種後3週

間目の第2葉組織の葉緑体は全体的に収縮しているよう

である．葉緑体内にはでんぷん粒は観察できなかった．

好オスミウム性穎粒は極端に大きくなるものもあった

（直径1μm程度）．展開後2週間目（図6），3週間目

（図7）の健全葉葉緑体に比較して極端に変化しているこ

とが判る．グラナチラコイドの配列の乱れ，チラコイド

の膨化が認められる．葉緑体の内膜と外膜の間隔が拡大

している葉緑体や葉緑体膜の一部が消失しているものも

あった（図13藺14）．

　以上図示したように本病罹病組織の葉緑体の変化とし

ては，グラナチラコイドの配列の乱れ，チラコイドの膨

化，それに並行して好オスミウム性穎粒の数と大きさの

顕著な増加ならびにでんぷん粒の大きさの減少につく消

失が特徴である．また葉緑体変化のプ肩セスとしては全

体の膨化につぐ収縮，グラナチラコイドの配列の乱れ，
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チラコイドの膨化，葉緑体膜の内外膜問の拡大，外膜の

消失，葉緑体膜の崩壊ということになる．これらの変化

は単独に一起こるものではなく，相互に関連あるいは並行

しているであろう．また図14からも判るように，葉緑体

内の変化は葉緑体膜が崩壊する前に起っていることが明

瞭である．

考　　　　察

　展開後のキュウリ葉の葉緑体は加齢に伴ってでんぷん

が蓄積し，チラコイドは葉緑体の周縁部に局在するよう

になり，好オスミウム性穎粒はいくぶん大きくなる．す

なわちキュウリ葉では展開後，それぞれの細胞は経時的

に変化していると言える．このような健全葉の葉緑体

は，うどんこ病菌接種により，全く異った形態に変化す

る．

　接種後1週問目には健全葉の葉緑体のようにでんぷん

粒を持っているが（図9・1O），徐々にでんぷん粒が消失

し（図1H2），それに伴い，好オスミウム性穎粒の大ぎ

さと数の増大，グラナチラコイドの配列の乱れ（図11），

チラコイドの膨化が認められた（図12）．図13に見られ

るように，でんぷん粒の消失に伴って，好オスミウム性

穎粒の形が極端に大きくなることやチラコイドの配列の

乱れや膨化は本病によるキュウリ葉緑体の変化の特徴で

あると言える．このような葉緑体の変化は葉緑体膜（二

重膜）の崩壊以前に起った現象であることが判った（図

14）．葉緑体に一番近いのは細胞質である．本実験の緒

果より，病原体（うどんこ病菌）による細胞質の変化が

極めて緩慢であることや葉緑細胞は病原体が侵入しない

にもかかわらず異常になることが判った．

　植物の罹病組織は解剖学的に光顕で観察され，化学的

にも分析された．植物病理学の立場から検討された形態

的異常の電子顕徴鏡観察の結果もあるカ㍉それでも生物

学的に病気について理解することは困難である．すなわ

ち病的現象は機能面と形態面の研究により捕えられるは

ずで，より一層正確な緒果が必要である．

　病原体による植物の奇形組織の超薄切片においても異

常と思われる葉緑体をしぱしぱ観察した．すなわち，グ
　　　　　　　　　　　　　　2）
ラナチラコイドが未発達な葉緑体，でんぷん粒を持つ葉
　　　　　　　　　　　　　　3）
緑体，アミロブラスト様の葉緑体などを観察したが，典

型的病徴を示した段階までには葉緑体膜やグラナチラコ

イドの崩壌等の変化は認められなかった．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　4）
　白さび病菌とカラシナ・タカナ・ワサビ，べと病菌と
　　　　5）　　　　　　　　　　　　　　6）
キュウリ葉，イネごま葉枯病菌とイネ葉，疫病菌とジャ
　　　7）　　　　　　　　　　　　　　8）
ガイモ葉，灰色かび病菌とキュウリ葉等の関係において

も葉緑体の変化について観察されており，大きな好オス

ミウム性穎粒が形成されるものもある．図4では切片が

汚染されている．図9－12では膜系はよく観察できる

が，好オスミウム性穎粒の染色が不充分である．今後植

物病理学分野においては物質レベルでの解析が要求され

るので，それに対応できる詳細かつ正確な病組織の細胞

内器官の形態観察が必要である．

　　　　　　　　　摘　　　　要

　病原体に．よる植物細胞の形態変化についてはすでに多

くの報告があるが，さらに観察する必要があると考え

る．ここでは，その植物細胞に病原体が侵入していない

細胞の病的変化を検討する目的で，完全に．展開したキュ

ウリ（品種　四葉）の第2葉に8助αθグ0肋καカ”9伽θα

を接種し，1，2，3週間後の罹病組織とそれに対応す

る健全葉組織の超薄切片を観察した　接種後1週間目，

葉緑体はいくぶん膨化し，でんぷん粒は減少し，好オス

ミウム性穎粒の数と大きさが増加した．葉緑体膜とチラ

コイドには特別な変化がなかった．2週問目，でんぷん

粒は健全葉のそれに比較して少なく，好オスミウム性穎

粒の数と大きさは共に増加し，葉緑体の体積の20％にも

及ぶものもあった．葉緑体膜，チラコイドの膜間隔が広

くなる場合もあった．3週間目の葉緑体は全体的に収縮

しているようである．でんぷん粒は消失し，好オスミウ

ム性穎粒は極端に大きくなった．グラナチラコイドの配

列の乱れと膨化が認められた．葉緑体膜の内膜と外膜の

問隔が拡大し，一部が消失しているものもあった．この

ような葉緑体の変化は子葉においても認められたので，

子葉は今後の実験に使用できると考えた．いずれにしろ

グラナチラコイド，ストローマチラコイド，好オスミウ

ム性穎粒，でんぷん粒などの変化は葉緑体膜が崩壊する

以前に生じた現象である．また葉緑体の形態変化の原因

はその葉緑体が接している細胞質に関係していると推測

した．
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　　　　　　　　　　図の説明

1．うどんこ病菌分生胞子接種後1週間目の子葉組織の

　　葉緑体．　×28000

2．うどんこ病菌分生胞子接種後2週間目の子葉組織の

　　葉緑体．　×25000

　　完全に展開した健全第2葉組織細胞．　×6300

　　完全に展開した健全第2葉組織の葉緑体．　×27000

　　展開後2週間目の燵全第2葉組織細胞．　×7700

　　展開後2週間目の健全第2葉組織の葉緑体．

　　でんぶん（粒）が増加し，好オスミウム性穎粒もい

　　くぶん大きくなった．　×23000

7．展開後3週間目の健全第2葉組織細胞．

　　中央液胞が発達しており，葉緑体にはでんぷん蓄積

　　が顕著であった．　×4600

8．展開後3週問目の健全第2葉組織の葉緑体．

　　でんぷん蓄積が顕著で，葉緑体の70～80％を占めて

　　いる場合が多かった．　×18000

9．接種後1週間目の第2葉組織の葉緑体．

　　葉緑体は膨化しており，でんぷんがいくぶん減少

　　し，好オスミウム性穎粒の数，大きさ共に増加し

　　た．　×18000

10．接種後1週問目の第2葉組織の葉緑体．

11．

12．

13．

14．

図9とほぽ同じである．葉緑体膜は不明瞭な部分も

あるが，グラナチラコイドには変化は認められなか

った．　×27000

接種後2週問目の第2葉組織の葉緑体．

葉緑体は膨化しており，葉緑体膜の内外膜の間隔が

広がったもの，外膜が不明瞭なものもあった．

でんぷん蓄積は2週間目の健全葉のそれに比較して

少なく，好オスミウム性穎粒の数，大きさ共に増加

し，葉緑体中の約20％を占めていた．　×23000

接種後2週問目の第2葉組織の葉緑体．

グラナチラコイドの間隔が広がっている場合もあっ

た．　　×27000

接種後3週間目の第2葉組織の葉緑体．

葉緑体は収縮しており，葉緑体膜は外膜が部分的に

消失したり，内外膜の間隔が拡大した．ほとんどの

葉緑体で，でんぷん粒は認められず，好オスミウム

性額粒の増大が顕著であった．　×24000

接種後3週間目の第2葉組織の葉緑体．

グラナチラコイドの乱れ，チラコイドの膨化，スト

ローマの電子密度の低下が認められた．　×24000

　図中の記号CW　ce11wa11細胞壁，G・T　grana

thy1ak01dクラナチラコイト，亙S　mterce11raIspace

細胞間隙，MC　ch1orop1st　membrane葉緑体膜，N

nuc1eus核，NO　nuc1eo1us仁，OS　osm1ophl11c　g1－

obu1e好オスミウム性穎粒，PE：peroxisomeペルオ

キシソーム，S：starch　grainでんぷん粒，ST：sto－

roma1thy1ak01dストローマチラコイト，T　tonop1ast

トノプラスト，V：centra1vacuo1e中央液胞
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