
リ ン ゴ 斑 点 落 葉 病 菌 が 生 産 す る AM毒 素 の 宿 主

特 異 的 作 用 に 関 す る 細 胞 。 生 理 学 的 研 究

霜 村  典 宏

(1992)



Cyto10gical and Physiological Studies on HOSt― Specific

Actions of AM一 toxin Produced by ス′ιθr刀∂rゴ覆

ay te rr2∂ ιθ Apple Pathotype

Norihiro Shimomura

(1992)



次

節

章

　

章

　

１

１

　

　

２

　

　

第

第

　

一第

緒 論

光 照 射 葉 に お

AM毒 素 の 原

け る AM毒 素 作 用

形 質 膜 へ の 作 用 に 対 す る

光 の 効 果

第 2節 AM毒 素 の 葉 緑 体 へ の 作 用 に 対 す る

光 の 効 果

葉 緑 体 微 細 構 造 変 化 に 対 す る

光 の 効 果

2

第 3節

3章

第 1節

1

02固 定 阻 害 に 対 す る 光 の 効 果 ――

頁

1

10

16

18

21

29

30

第

.明 下 C

考 察

AM毒 素 の 2つ の 作 用 点 と そ の 病 理 的 意 義

宿 主 お よ び 非 宿 主 葉 で の AM毒 素 作 用

。 投 与 量 ― 反 応 相 関 か ら み た AM毒 素 作 用

の 宿 主 塙1禦!↑生  ―――一――――――一一一一――――一――

。 AM毒 素 の 感 染 誘 発 効 果 と 毒 素 作 用 点 と

の 関 係  
― ― ― ― ― ― ― ― ― ― ― ― 一 一 ― ― ― ― ― ― ― ― ― ― ― ― ―

11

16

30

34

-1 ~



36

37

第 2節

1

SH基 修 飾 剤 処 理 葉 に

SH基 修 飾 剤 処 理 葉 に

原 形 質 膜 へ の 作 用

ピ ロ ア ン チ モ ン 酸

さ れ る 反 応 沈 殿 物

分 析 電 顕 に よ る 反

AM毒 素 処 理 に よ つ

お け る AM毒 素 作 用

お け る AM毒 素 の

カ リ 法 に

の 観 察

応 沈 殿 物 の 元 素 解 析

て 誘 起 さ れ る 微 細

2.SH基 修 飾 剤 処 理 葉 に お け る AM毒 素 の

葉 緑 体 へ の 作 用  ―― ― 一 一 一 一 ― 一 -40

3.SH基 修 飾 剤 処 理 葉 で の 病 原 菌 の

感 染 行 動  

一 ― ― 一 ― ― ― ― 一 一 ― 一 一 ― 一 ― 一 ― ― ― ― ― ― ― - 45

第 3 節   考 察  一―――――――――――一一―――一一―――――――――- 47

第 4章  AM毒 素 処 理 感 受 性 リ ン ゴ 葉 に お け る

イ オ ン 漏 出 部 位  
― ― 一 ― ― ― ― 一 ― ― ― ― ― 一 一 ― ― 一 一 ― - 54

第 1節 よ つ て 形 成

節

　

節

第

　

第

節４

　

章

第

　

５第

第

　

第

56

59

62

63

沈 殿 の 形 成 時 期

考 察

リ ン ゴ 葉 の 原 形 質 膜 ATPase活 性 に 対 す る

AM毒 素 の 効 果

1 節   /刀  ∂ゴι」 ATPase活 1生 に 対 す る 効 果  ―――

2節  ゴЛ yゴ ιrO ATPase活 性 に 対 す る 効 果 ――

71

72

80

一

ユ

~



第 3節

第 6章 総 合 考 察

考 察 87

97

108

114

要 約

引 用 文 献

一

Ш

~



第1章

リ ン ゴ 斑 点 落 葉 病 は 、 Иttθ rЛ artt aノ ter―

コata (Fr。 )Keissler apple pathotype [39,

44](旧 名 И.脚 角 Robertsの 特 定 の 系 統 )に

よ つ て 引 き 起 こ さ れ る 病 害 で あ り 、 1956年 に

日 本 で そ の 発 生 が 記 録 [67]さ れ て 以 来 、 リ ン

ゴ 栽 培 地 域 に お け る 最 も 重 要 な 病 害 の 1つ と

な っ て い る 。 本 病 は 、 多 数 の リ ン ゴ 品 種 の う

ち 、 イ ン ド 、 デ リ シ ャ ス 系 の 特 定 の 品 種 だ け

に 激 し く 発 生 し 、 宿 主 選 択 性 の 高 い 病 害 と し

て 知 ら れ て い る 。 こ の 顕 著 な 品 種 選 択 性 は 、

当 時 多 く の 研 究 者 の 注 目 を 集 め 、 植 物 病 害 に

お け る 宿 主 選 択 機 構 研 究 の モ デ ル 系 と し て 、

研 究 の 対 象 と な っ て き た 。

こ の 問 題 に 関 し て 、 1966年 沢 村 [68]は 、 リ

ン ゴ 斑 点 落 葉 病 菌 の 培 養 ろ 液 中 に 、 感 受 性 品

種 に の み 毒 性 を 示 す 代 謝 毒 素 の 存 在 を 明 ら か

に し 、 本 毒 素 が 宿 主 特 異 的 毒 素 (host―

弘
剛

μ
ｍ

-1-



specific toxin、 以 下 HSTと 略 す )の 1種 で あ

る こ と を 示 唆 し た 。 1970年 代 中 頃 、 Okunoら

[48]お よ び UenOら [92,98]は そ れ ぞ れ 独 立 に

本 毒 素 の 構 造 を 決 定 し 、 両 者 の 結 果 が 一 致 し

た 。 本 毒 素 は 構 造 類 似 の 3種 の 環 状 テ ト ラ デ

プ シ ペ プ チ ド か ら な る 複 合 毒 素 で 、 AM毒 素 I

(alternariolide)、 Ⅱ お よ び Ⅲ と 命 名 さ れ た

(Fig。 1)。 ま た 、 本 毒 素 の 全 化 学 合 成 が 行 わ

れ 、 構 造 の 妥 当 性 が 証 明 さ れ た [18,32,74]。

AM毒 素 の 発 見 に 先 駆 け 、 1964年 、 Pringleと

Scheffer[65]は エ ン バ ク Victoria blight病

菌  (″ θ プ阿 ゴЛ ι力 OJρ Orゴ υ/77 7ゴ CtOrゴ ∂ θ )や  モ  ロ  コ  シ

mllo病  菌  (ρ θ rゴ ο O r2ゴ θ  θ ゴrθ ゴ刀 β ιθ ) の  毒  素  の  研

究 か ら HSTの 概 念 を 初 め て 提 唱 し た 。 Sche―

fferら は 、 HSTの 具 備 す べ き 条 件 と し て 、 ①

宿 主 植 物 に だ け 毒 性 を 発 揮 す る 病 原 菌 の 代 謝

産 物 で あ る こ と 、 ② 病 原 菌 の 毒 素 生 産 能 の 有

無 と 病 原 性 が 一 致 す る こ と 、 ③ 宿 主 品 種 間 の

毒 素 耐 性 と 病 害 抵 抗 性 の 序 列 が 一 致 す る こ と

④ 感 染 に よ つ て 誘 起 さ れ る 宿 主 組 織 の 生 化 学

-2-
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的 諸 変 化 が 毒 素 処 理 に よ っ て 再 現 さ れ る こ と

の 4つ の 項 目 を 挙 げ た 。 そ の 後 、 こ れ ら の 条

件 に 加 え て 、 ⑤ 病 原 菌 胞 子 発 芽 時 に 毒 素 が 放

出 さ れ る こ と [46]、 ⑥ 放 出 毒 素 に よ る 宿 主 植

物 の 菌 受 容 化 が 誘 導 さ れ る こ と [98]の 2つ の

重 要 な 条 件 が 補 足 さ れ 、

れ た 。

HSTの 定 義 が 強 化 さ

こ の よ う な HST概 念 の 確 立 に よ つ て 、 HSTは

も は や 古 典 的 意 味 に お け る 毒 素 で は な く 、 病

原 菌 の 病 原 性 発 現 の 第 1次 決 定 因 子 (primary

determinant)、 感 染 を 成 功 さ せ る た め の 始 動

因 子 (initiation factor)あ る い は 宿 主 識 別

因 子 (host recognition factor)な  ど と 考 え

ら れ る よ う に な っ て い る [22,26,28,40,42,

43,49,53]。 こ の よ う な HSTの 概 念 に 適 合 す る

毒 素 の 存 在 は Иttθ コ ar拘 お よ び 〃θ′河拘 ι力ο―

∂ρOrゴ ロ
"属

菌 を 中 心 に こ れ ま で に 14例  明 ら か

と な つ て い る (Table l)。

AM毒 素 は 斑 点 落 葉 病 菌 の 代 謝 産 物 で あ り 、

宿 主 リ ン ゴ 葉 に 毒 性 を 発 揮 す る [68]こ と か ら 、

-4-
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HST条 件 ① を 満 た す こ と は 明 ら か で あ る 。 上

野 [91]は 、 斑 点 落 葉 病 菌 の 強 病 原 性 菌 株 由 来

の 培 養 ろ 液 と 弱 菌 株 由 来 の 培 養 ろ 液 の 壊 死 毒

性 を 比 較 し 、 前 者 が 後 者 に 比 べ て 著 し い 壊 死

斑 を 形 成 さ せ る こ と を 明 ら か に し て お り 、

AM毒 素 は HSTの 条 件 ② を 満 た す と 考 え ら れ る 。

リ ン ゴ 品 種 は 斑 点 落 葉 病 に 対 し て 感 受 性 、 中

程 度 抵 抗 性 、 お よ び 抵 抗 性 の 3群 に 分 類 で き 、

こ れ ら は AM毒 素 反 応 性 に よ る 分 類 と 一 致 す る

[30,35]。  AM毒 素 は 感 受 性 リ ン ゴ 品 種 葉 に は

10-8Mと ぃ ぅ 極 め て 低 い 猥 度 で 、 中 程 度 抵 抗

性 リ ン ゴ 品 種 葉 に は 105Mで 葉 脈 壊 死 を 引 き

起 こ す 。 し か し 、 抵 抗 性 品 種 葉 で は 104

Mの 毒 素 を 処 理 し て も 壊 死 は 誘 起 さ れ な い 。

な お 、 二 十 世 紀 な ど の 数 種 の 日 本 ナ シ 品 種 も

中 程 度 抵 抗 性 群 に 属 し 、 105Mの AM毒 素 に 反

応 を 示 し 、 斑 点 落 葉 病 菌 に も 中 程 度 の 抵 抗 性

を 示 す [35]。 以 上 の よ う に AM毒 素 は リ ン ゴ 品

種 に 対 し て 顕 著 な 品 種 特 異 性 を 示 し 、 HSTの

条 件 ③ を 満 た す 。 Kohmotoら [23]は 斑 点 落 葉

-6-



病 菌 接 種 感 受 性 葉 か ら 電 解 質 が 異 常 漏 出 す る

が 抵 抗 性 葉 か ら は 漏 出 し な い こ と 、 ま た 、 そ

の よ う な 機 能 障 害 は AM毒 素 処 理 感 受 性 葉 で 認

め ら れ る こ と を 明 ら か に し て い る 。 こ の 結 果

は AM毒 素 が HSTの 条 件 ④ を 満 た す こ と を 示 し

て い る 。 さ ら に 、 Kohmoto ら [23]は  AM毒  素 が

胞 子 発 芽 時 に 分 泌 さ れ て い る こ と を 見 出 し 、

胞 子 発 芽 時 の 毒 素 生 成 の 感 染 場 面 に お け る 重

要 性 を 指 摘 し 、 AM毒 素 が HSTの 条 件 ⑤ を 満 た

す こ と を 明 ら か |こ し て い る 。 非 病 原 性 の 刑 ―

むe rtta r拘 に AM毒 素 を 混 ぜ 、 感 受 性 リ ン ゴ 葉 に

噴 霧 接 種 す る と 、 あ た か も 、 病 原 菌 の よ う に

宿 主 組 織 に 侵 入 し 病 斑 を 形 成 す る [25]。 こ の

結 果 は AM毒 素 が リ ン ゴ 細 胞 に 菌 受 容 化 を 誘 導

し た こ と を 示 し 、 AM毒 素 は HSTの 条 件 ⑥ を 満

た す こ と を 表 し て い る 。

以 上 の 様 に AM毒 素 は HSTの 条 件 を す べ て 満

足 し て い る こ と か ら 木 毒 素 は HSTで あ り 、 リ

ン ゴ 斑 点 落 葉 病 菌 の 病 原 性 に 、 本 毒 素 分 子 が

直 接 関 与 し て い る こ と は 明 白 で あ る 。 し た が
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つ て 、 本 病 で 認 め ら れ る 品 種 特 異 的 な 感 染 機

構 を 解 明 す る た め に は 、 ま ず 、 AM毒 素 の 宿 主

リ ン ゴ 葉 に 対 す る 特 異 的 な 作 用 機 構 を 解 析 す

る 必 要 が あ る 。

現 在 ま で 、 AM毒 素 に よ る 宿 主 リ ン ゴ 葉 の 生

理 的 機 能 障 害 や 微 細 構 造 変 化 か ら 、 毒 素 の 細

胞 内 第 1次 作 用 点 の 解 明 を 中 心 と し た 研 究 が

進 め ら れ 、 本 毒 素 が 原 形 質 膜 と 葉 緑 体 の 2カ

所 を 初 期 作 用 点 と し て い る こ と が 明 ら か と な

つ て い る [25,28,57,60]。 し か  し 、 AM毒  素  作

用 に お け る 両 作 用 点 の 役 割 、 毒 素 作 用 部 位 の

細 胞 内 局 在 性 、 毒 素 作 用 様 式 な ど 不 明 な 点 が

数 多 く 残 さ れ て い る 。 そ こ で 、 本 論 文 で は 、

AM毒 素 が 仲 介 す る 斑 点 落 葉 病 菌 の 宿 主 選 択 ・

感 染 機 構 を 解 明 す る こ と を 目 的 と し 、 AM毒 素

の リ ン ゴ 葉 に 及 ぼ す 特 異 的 作 用 を 生 理 ・ 生 化

学 的 お よ び 微 細 構 造 学 的 視 点 か ら 解 析 し た 。

本 研 究 は 、 鳥 取 大 学 大 学 院 農 学 研 究 科 (昭

和 62年 一 平 成 元 年 、 修 士 課 程 )お よ び 鳥 取 大

学 大 学 院 連 合 農 学 研 究 科 (平 成 元 年 -4年 、
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博 士 課 程 後 期 課 程 )に お い て 行 つ た も の で あ

る 。 論 文 の 内 容 の 大 部 分 は 、 日 本 植 物 病 理 学

会 、 米 国 植 物 病 理 学 会 に お い て 発 表 し た [76,

77,78,79,80,81,82,88,84,90]。

本 論 文 を 草 す る に あ た り 、 終 始 懇 切 な ご 指

導 と ご 高 覧 賜 わ つ た 鳥 取 大 学 農 学 部 教 授 甲 元

啓 介 博 士 、 同 教 授 尾 谷 浩 博 士 な ら び に 島 根 大

学 農 学 部 教 授 野 津 幹 雄 博 士 に 深 く 感 謝 の 意 を

表 す る 。 ま た 、 実 験 中 種 々 の ご 助 言 と ご 教 示

を 賜 わ つ た 鳥 取 大 学 農 学 部 助 手 児 玉 基 一 朗 氏

な ら び に 帝 京 大 学 医 学 部 助 手 朴 杓 允 博 士 に 厚

く お 礼 申 し 上 げ る 。 ま た 、 実 験 に 際 し て 熱 心

な 協 力 を え た 鳥 取 大 学 農 学 部 植 物 病 学 ・ 植 物

細 胞 工 学 両 研 究 室 の 諸 氏 に 感 謝 の 意 を 表 す る 。
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AM毒 素 処 理 リ ン ゴ 葉 に お け る 壊 死 斑 形 成 は

光 照 射 で 著 し く 抑 制 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て

い る [88,89,90]。 そ の 毒 素 作 用 に お よ ば す 光

の 効 果 に つ い て は 、 こ れ ま で 次 の こ と が 明 ら

か と な つ て い る [90]。 ① 光 が 関 与 す る 過 程 は

毒 素 処 理 後 2～ 3時 間 に あ る 。 ② 壊 死 斑 形 成

の 抑 制 に 有 効 な 光 の ス ペ ク ト ル は 570～ 680

nmの 範 囲 に あ り 、 602 nm付 近 で 最 大 の 効 果 が

認 め ら れ る 。 ③ 木 効 果 は 光 合 成 阻 害 剤 の 影 響

を 受 け な い 。 ④ 毒 素 処 理 葉 に 誘 起 さ れ る 電 解

質 の 異 常 漏 出 に は 光 は 影 響 し な い 。 し か し 、

光 が ど の よ う な 毒 素 障 害 過 程 に 関 与 す る の か

に つ い て は 、 全 く 不 明 で あ る 。 そ こ で 、 第 2

章 で は 、 こ の 問 題 を 明 ら か に す る 目 的 で 、 特

に 毒 素 の 初 期 作 用 が 観 察 さ れ て い る オ ル ガ ネ

ラ 、 す な わ ち 原 形 質 膜 お よ び 葉 緑 体 に 焦 点 を

あ て 、 こ れ ら オ ル ガ ネ ラ ヘ の 毒 素 作 用 に 対 す

-10-



る 光 の 効 果 に つ い て 解 析 し た [79,82,90]。

第 1節 AM毒 素 の 原 形 質 膜 へ の 作 用 に 対 す る

光 の 効 果

AM毒 素 の 宿 主 原 形 質 膜 へ の 作 用 と し て は 、

電 解 質 の 異 常 漏 出 の ほ か に 毒 素 が 感 受 性 細 胞

の 原 形 質 膜 の 陥 入 を 誘 起 す る こ と が 知 ら れ て

い る [59,60,64]。 そ こ で 、 第 1節 で は 、 原 形

質 膜 へ の 毒 素 作 用 に 対 す る 光 の 効 果 に つ い て

原 形 質 膜 の 陥 入 現 象 を 指 標 と し て 電 子 顕 微 鏡

下 で 調 査 し た 。

1)材 料 お よ び 方 法

リ ン ゴ 葉 の 表 皮 に カ ミ ソ リ で 傷 を 付 け 、 そ

こ に 10~7 Mの AM毒 素 I を 、 ま た 、 対 照 と し て

脱 イ オ ン 水 を 20 μl処 理 し た 。 処 理 葉 を 暗 黒

下 あ る い は 光 照 射 下 (白 色 光 ラ ン プ 、 630

μw/cm2,ナ シ ョ ナ ル )で 、 26℃ 湿 室 中 に 3、 6、

12、 24時 間 静 置 し た 後 、 3%グ ル タ ル ア ル デ
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ヒ ド を 含 む 0。 l M リ ン 酸 緩 衝 液 (pH 7.2)で

4℃ 、 3時 間 前 固 定 し た 。 さ ら に 、 1%四 酸 化

オ ス ミ ウ ム を 含 む 同 緩 衝 液 で 後 固 定 し た 。 固

定 試 料 を ア ル コ ー ル で 脱 水 、 次 い で ス パ ー 樹

脂 に 包 埋 し た 。 ダ イ ヤ モ ン ド ナ イ フ 装 着 の

Porter― Blum MT-2で 超 薄 切 片 (80～ 100 nm)

を 作 製 し 、 酢 酸 ウ ラ ニ ル と ク エ ン 酸 鉛 で 染 色

し 、 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 (」 EM 100CX)で 観 察 し

た 。

2)実 験 結 果

107Mの AM毒 素 Iを 感 受 性 リ ン ゴ (品 種 、

レ ッ ド ゴ ー ル ド )に 処 理 し 暗 黒 下 に 静 置 す る

と 、 葉 脈 壊 死 が 12時 間 後 に 形 成 さ れ 、 24時 間

後 に は 葉 肉 部 に 拡 大 し た 。 し か し 、 光 照 射 下

に 静 置 し た リ ン ゴ 葉 で の 壊 死 斑 形 成 は 24時 間

後 で も 著 し く 抑 制 さ れ た 。 な お 、 こ の 濃 度 の

AM毒 素 で 処 理 さ れ た 中 程 度 抵 抗 性 (品 種 、 紅

玉 (ジ ョ ナ サ ン )}お よ び 抵 抗 性 (品 種 、 マ

ヘ 7)リ ン ゴ 葉 で は 暗 黒 下 で も 壊 死 斑 形 成 は

認 め ら れ な か つ た 。
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原 形 質 膜 の 微 細 構 造 変 化 は 、 AM毒 素 処 理 後

暗 黒 下 に 3時 間 静 置 し た 感 受 性 リ ン ゴ 葉 で 観

察 さ れ た 。 毒 素 は 原 形 質 連 絡 糸 近 傍 で 原 形 質

膜 の 陥 入 を 誘 起 し 、 陥 入 部 位 で は デ ス モ 小 管

の 突 出 が 観 察 さ れ た (Fig.2C)。  こ の よ う な

原 形 質 膜 の 陥 入 は 光 照 射 葉 で も 認 め ら れ た

(Fig.2E)。  な お 、 水 処 理 の 感 受 性 葉 や 毒 素

処 理 抵 抗 性 葉 で は 微 細 構 造 変 化 は 認 め ら れ な

か っ た (Fig.2A,Bお よ び D)。  次 に

連 絡 糸 で の 原 形 質 膜 陥 入 の 出 現 頻 度

ヽ

　

を

原 形 質

継 時 的

に 高 倍 率 下 (X94,000)で 求 め た 。 そ の 結 果 、

光 照 射 お よ び 暗 黒 下 に お い て 原 形 質 膜 の 陥 入

は ほ ぼ 同 じ 頻 度 で 認 め ら れ た (Table 2)。  一

方 、 中 程 度 抵 抗 性 お よ び 抵 抗 性 葉 で は 原 形 質

膜 の 陥 入 は 全 く 認 め ら れ な か つ た (Table 2)。
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Table 2. Effect of light
at plasmodesmata

irradiation on plasma membrane invagination
of apple leaves induced by AM― toxin la)

Occurrence
menbrane at

of invaginated plasma
plasmodesmata (%)

Cultivar Treatment
Time

(hr) Dark Light

Red Gold

」onathan

Mahe 7

Toxln
Toxln
Toxin

Toxln

Water
Toxln
Water
Toxln

Water

3

6

12

24

24

24
24

24

24

6.8

16。 2

24.5

33.9

0。 0

0.0

0.0

0.0

0.0

4.8

0.4

11.4

5.5

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

3.1

12.6

21.5

28.7

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

2.4

3.5

8.4

4.1

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

+

+

+

十

十

+

十

+

+

a) Apple leaves were treated with 10~7 M AM― toxin I, and incubated in

the dark or light (630 μW/cm2),   At least 100 cells, and 100
plasmodesmata were observed for each treatment in one experiment.

Values represent the means and standard deviations of three
replications.
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第 2節 AM毒 素 の 葉 緑 体 へ の 作 用 に 対 す る 光

の 効 果

AM毒 素 の も う 1つ の 作 用 点 で あ る 葉 緑 体 へ

の 毒 素 作 用 に 対 す る 光 の 効 果 に つ い て は 、 全

く 明 ら か に さ れ て い な い 。 そ こ で 、 第 2節 で

は 毒 素 が 誘 起 す る 微 細 構 造 変 化 (葉 緑 体 グ ラ

ナ ラ メ ラ の 小 胞 化 )[60]|こ 対 す る 光 の 効 果 と

毒 素 に よ る 明 下 CO″ 固 定 阻 害 [25]に 対 す る 光

の 効 果 を 調 べ た 。

1.葉 緑 体 微 細 構 造 変 化 に 対 す る 光 の 効 果

1)材 料 お よ び 方 法

第 2章 第 1節 で 作 製 し た 電 子 顕 微 鏡 試 料 に

つ い て 観 察 を 行 つ た 。

2)実 験 結 果

暗 黒 下 に お い て AM毒 素 に よ り 感 受 性 リ ン ゴ

細 胞 (レ ッ ド ゴ ー ル ド )に 誘 起 さ れ る 葉 緑 体

の 微 細 構 造 変 化 は グ ラ ナ ラ メ ラ の 小 胞 化 と し

て 観 察 さ れ た (Fig。 3B)。
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分 的 破 壊 と 断 片 化 や 破 壊 さ れ た グ ラ ナ ラ メ ラ

破 片 周 囲 の 低 電 子 密 度 ハ ロ ー の 出 現 が 観 察 さ

れ た (Fig。 3B)。

AM毒 素 に よ つ て 誘 起 さ れ る 葉 緑 体 の 微 細 構

造 変 化 は 、 光 照 射 葉 で も 同 じ 様 に 認 め ら れ た

(Fig。 3C)。  さ ら に 、 感 受 性 葉 (レ ッ ド ゴ ー

ル ド )で の 葉 緑 体 変 性 、の 頻 度 を 求 め た 結 果 、

光 照 射 下 お よ び 暗 黒 下 両 処 理 区 に お い て 同 様

に 経 時 的 に 増 大 し 、 24時 間 後 に は そ れ ぞ れ 約

45%お よ び 53%に 達 し た (Table 3)。  し か し 、

中 程 度 抵 抗 性 (紅 玉 )や 抵 抗 性 葉 (マ ヘ 7)

で の 変 性 は あ ま り 観 察 さ れ ず 、 そ の 変 性 頻 度

は 24時 間 後 で も 数 %に と ど ま つ た (Table 3)。

.明 下 C02固 定 阻 害 に 対 す る 光 の 効 果

)材 料 お よ び 方 法

リ ン ゴ お よ び ナ シ 葉 デ ィ ス ク (直 径 7 mm)

に AM毒 素 I溶 液 ま た は 脱 イ オ ン 水 を 30分 間 減

圧 浸 透 さ せ 、 暗 黒 下 ま た は 光 照 射 下 (630

μw/cm2)、 26℃ に 4時 間 静 置 し た 。 葉 デ ィ ス ク

２

　

　

１
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Table 3. Effect of light
in chloroplasts

lrradiatlon on
of apple leaves

vesiculation of grana lamellae
induced by AM― toxin la)

Occurrence of vesiculated

chioroplasts  (%)

Cultivar Treatment
Time

(hr) Dark Light

Red Gold

Jonathan

Mahe 7

Toxln
Toxin
Toxln
Toxln

Water
Toxln

Water
Toxln

Water

3

6

12

24

24

24

24

24

24

5.2

6.7

12.0

53.0

5。 3

4.5

4.4
2.1

1.2

3.6

0。 6

3.5

7.2

2.6

3.6

2.0

1.0

0.8

+

+

+

十

+

+

十

+

+

3.6 ± 1.9
4.9±  0.7

16.2 ±  2.9

44.7 ± 11.2

3.0±  0.4
2.4±  0.9
4.6±  3.5
1.4±  1.3
3.2±  2.4

a) Apple leaves were treated with 10~7 Ш AM一 toxin I, and incubated in
the dark or light (630 μW/cm2).   At least 100 cells, and 100
chloroplasts were observed for each treatment in one experiment.
Values represent the means and standard deviations of three
replications。
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を 無 色 透 明 の チ ャ ン バ ー に 置 き 、 2N塩 酸 1

祀 を 含 む ペ ト リ 皿 を チ ャ ン バ ー の 中 央 に 置 い

た 。 マ イ ク ロ シ リ ン ジ で 20μ
'NaH14 c03溶

液  (3.7 mBq/mmol、  1.85 MBq/祀  ) を ペ  ト リ 皿

に 入 れ 、
14c02ガ ス を 発 生 さ せ た 。 チ ヤ ン バ

― 内 の 葉 デ ィ ス ク に 、 室 温 下 で 15分 間 1%硫

酸 銅 5水 和 物 (厚 さ 2 cm)を 通 し て 光 照 射 (10

mw/cm2)し  た 。  14c02ガ  ス を 3 N KOHで  回 収 し

た 後 、 葉 デ イ ス ク を 0.5湖 の 消 化 液 (60%HC104

/30% H202、 1:2、 v/v)に 入 れ 、 60℃ 下 に 6

時 間 静 置 ・ 消 化 し た 後 、 消 化 試 料 を 10祠 の シ

ン チ レ ー タ ー (ト リ ト ン X100/ト ル エ ン 、 1:2、

v/v、 4%PPO、 0,1%POPOP)に 入 れ 、 液 体 シ ン

チ レ イ シ ョ ン カ ウ ン タ ー (Aloka LSC-700)で

放 射 能 活 性 を 測 定 し た 。

2)実 験 結 果

AM毒 素 処 理 し た 感 受 性 (レ ッ ド ゴ ー ル ド )

お よ び 中 程 度 抵 抗 性 (紅 玉 お よ び 二 十 世 紀 )

葉 を 光 照 射 下 お よ び 暗 黒 下 に 4時 間 静 置 し 、

明 下 C02固 定 能 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 光 照
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射 、 暗 黒 下 を 問 わ ず 、 108M以 上 の AM毒 素 が

感 受 性 葉 の 、 ま た 、 107～ 10-6M以 上 の AM毒

素 が 中 程 度 抵 抗 性 葉 の 明 下 C02固 定 能 を 阻 害

し た (Fig.4)。  さ ら に 、 そ の 阻 害 率 は 毒 素

濃 度 に 依 存 し て 増 大 し た (Fig。 4)。

第 3節 考

AM毒 素 で 処 理 し た 感 受 性 リ ン ゴ 、 中 程 度 抵

抗 性 リ ン ゴ お よ び ナ シ 葉 を 光 照 射 下 に 静 置 す

る と 、 毒 素 に よ る 壊 死 斑 形 成 が 抑 制 さ れ る こ

と を 田 平 ら [88,89,90]が 報 告 し て い る 。 ま た

毒 素 に よ つ て 引 き 起 こ さ れ る 電 解 質 の 異 常 漏

出 に は 光 照 射 は 影 響 を 示 さ な い こ と か ら 、 光

は 毒 素 の 原 形 質 膜 へ の 作 用 に は 直 接 関 与 し て

い な い も の と 推 察 し て い る [88,90]。  そ こ で

本 論 文 の 第 2章 の 第 1節 で 、 原 形 質 膜 の 陥 入

現 象 を 指 標 と し て 毒 素 の 原 形 質 膜 へ の 作 用 を

調 べ た 結 果 、 原 形 質 膜 の 陥 入 は 光 照 射 下 、 暗

察
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黒 下 に 静 置 し た リ ン ゴ 葉 で 同 様 に 認 め ら れ 、

毒 素 の 原 形 質 膜 へ の 作 用 に は 光 が 無 関 与 で あ

る こ と を 微 細 構 造 学 的 に も 確 認 し た 。 さ ら に

毒 素 の も う 1つ の 作 用 点 で あ る 葉 緑 体 へ の 毒

素 作 用 に つ い て 調 べ た 。 毒 素 の 葉 緑 体 へ の 作

用 を 明 下 C02固 定 阻 害 と 葉 緑 体 グ ラ ナ ラ メ ラ

の 崩 壊 で 調 べ た が 、 毒 素 の 葉 緑 体 へ の 作 用 に

も 光 は 全 く 関 与 し な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 一

方 、 田 平 ら [88,90]|ま AM毒 素 作 用 に お い て 光

が 抑 制 す る 過 程 は 毒 素 処 理 2～ 3時 間 後 に あ

る こ と を 報 告 し て い る 。 し た が つ て 、 AM毒 素

が 原 形 質 膜 、 葉 緑 体 の 両 初 期 作 用 点 に 作 用 し

た 後 、 光 に よ つ て 抑 制 さ れ る 毒 素 作 用 過 程 が

存 在 し 、 そ の 過 程 を 経 て 壊 死 に 到 る も の と 考

察 し た 。

P e r2ゴ 0ゴ ヱプゴLr" θゴtrゴ D Lr" は citrinin[41]を  、

И.覆 比 θrЛ ataは 非 特 異 的 毒 素 phenylacetic

acid[37]お よ び tenuazonic acid[19]を 生 産

す る 。 そ こ で 、 Tabiraら [90]は 、 こ れ ら 非 特

異 的 な 毒 素 に よ る リ ン ゴ 葉 で の 壊 死 斑 形 成 に
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対 す る 光 の 効 果 を 調 べ 、 光 は 抑 制 効 果 を 示 さ

な い こ と を 明 ら か に し 、 光 に よ る 壊 死 抑 制 効

果 は AM毒 素 作 用 に 関 連 し た 特 異 的 現 象 で あ る

こ と を 指 摘 し て い る 。

植 物 に お い て 光 利 用 の 代 謝 系 と し て 葉 緑 体

で の 光 合 成 系 が あ り 、 AM毒 素 作 用 に お け る 壊

死 抑 制 効 果 と 光 合 成 系 と の 関 連 性 が 予 想 さ れ

る 。 し か し 、 光 合 成 電 子 伝 達 系 の 阻 害 剤 で あ

る DCMU、 CAT、 CCCP処 理 葉 で も 光 抑 制 効 果 は

認 め ら れ る [90]。 さ ら に 、 AM毒 素 作 用 に お け

る 光 抑 制 の 有 効 ス ペ ク ト ル は  570～ 680 nm

(Max.602 nm)で あ る の に 対 し て [89,90]、 高

等 植 物 で の 光 合 成 の 有 効 ス ペ ク ト ル は  600～

680 nm(MaX.約  650 nm)で あ り [16]、 両 者 の

間 に は 最 大 有 効 ス ペ ク ト ル が 若 干 異 な つ て い

る 。 以 上 の こ と か ら 、 AM毒 素 処 理 リ ン ゴ 葉 で

の 光 に よ る 壊 死 抑 制 効 果 に 、 光 合 成 系 関 与 の

可 能 性 は 少 な い も の と 推 察 さ れ る 。

AM毒 素 に 加 え 他 の HST研 究 に お い て も 毒 素

作 用 に 対 す る 光 の 効 果 が 認 め ら れ て い る 。 カ
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ン キ ツ brown spot病  菌  タ ン ジ ェ リ ン 系 統  (A.

aノ ιθrnatθ  tangerine pathotype)が  生  産  す  る

ACT毒 素 Ibと タ ン ジ ェ リ ン 葉 [17]、 カ ン キ ツ

brown spot 病 菌 ラ フ レ モ ン 系 統   (И , βダtθ r―

Лata rough lemon pathotype)の  ACR毒  素  と ラ

フ レ モ ン 葉 [27]、 ま た 、 ト ウ モ ロ コ シ ご ま 葉

枯 病 菌 (汀.阿 θ」/♂ 角 race T)が 生 成 す る HMT毒

素 と Texas型 細 胞 質 雄 性 不 稔 系 統 ト ウ モ ロ コ

シ 葉 [27]で は 、 光 に よ つ て 毒 素 作 用 が 抑 制 さ

れ る 。 す な わ ち 、 HMT[6]お よ び ACR[1]毒 素 は

い ず れ も 感 受 性 細 胞 の 単 離 ミ ト コ ン ド リ ア に

初 期 作 用 を 示 す が 、 そ の 初 期 作 用 に は 光 は 影

響 を 示 さ な い 。 し か し 、 ミ ト コ ン ド リ ア 作 用

後 の 両 毒 素 に よ る そ れ ぞ れ の 感 受 性 組 織 か ら

の 電 解 質 の 異 常 漏 出 と 壊 死 斑 形 成 は 光 照 射 に

よ つ て 抑 制 さ れ る [27]。 こ れ ら の 結 果 か ら 、

毒 素 に よ る ミ ト コ ン ド リ ア 変 調 か ら 原 形 質 膜

透 過 機 能 障 害 や 壊 死 に 至 る 信 号 伝 達 過 程 が 光

に よ つ て 阻 止 さ れ る も の と 考 え ら れ て い る 。

一 方 、 Earleら [H]は HMT毒 素 の 初 期 作 用 点 で
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あ る ミ ト コ ン ド リ ア は 毒 素 に よ り 著 し く 不 活

性 化 さ れ て い る に も か か わ ら ず 、 プ ロ ト プ ラ

ス ト の 崩 壊 は 、 光 照 射 で 抑 制 さ れ る こ と を 明

ら か に し て い る 。 ま た 、 MacRae と Yoder[34]

は HMT毒 素 処 理 前 に プ ロ ト プ ラ ス ト に 光 照 射

を す る と 毒 素 に 対 す る 感 受 性 が 鈍 る こ と を 明

ら か に し た 。 Waltonら [94]は HMT毒 素 は プ ロ

ト プ ラ ス ト 内 の ATP含 量 の 減 少 を 誘 起 す る こ

と 、 ま た ATP含 量 の 減 少 は 光 照 射 に よ つ て 抑

制 さ れ る が 、 光 合 成 電 子 伝 達 系 の 阻 害 剤 で あ

る DCMU処 理 に よ つ て 光 に よ る 抑 制 効 果 が キ ャ

ン セ ル さ れ る こ と を 明 ら か に し て い る 。 こ の

こ と か ら 、 光 の 抑 制 効 果 は 、 毒 素 に よ る ミ ト

コ ン ド リ ア の 酸 化 的 リ ン 酸 化 反 応 の 不 活 性 化

に よ る ATPの 減 少 を 、 光 照 射 に よ つ て 活 性 化

さ れ る 光 リ ン 酸 化 反 応 が 補 償 す る 仮 説 で 説 明

さ れ て い る [94]。 し か し 、 AM毒 素 作 用 に お け

る 光 抑 制 効 果 に は 光 合 成 系 は 関 与 し な い と 思

わ れ 、 本 仮 説 で は 抑 制 効 果 を 説 明 す る こ と は

難 し い も の と 思 わ れ る 。
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一 方 、 ト マ ト ア ル タ ー ナ リ ア 茎 枯 病 菌 (И .

a′ ιθrЛ β ta tomato pathotype、   別  名   4.  aダ ー

ιθrnata  f.sp. プ/θ Oβ ersゴ θゴ) の 生 産 す る AL

(AAL)毒 素 処 理 ト マ ト 葉 [36]、  お よ び 、 イ ネ

い も ち 病 菌 (P/rゴ C口 ′arゴ a Oryzβ θ)の 生 産 す る

毒 素 処 理 イ ネ 葉 [4]で の 壊 死 斑 形 成 は 光 照 射

に よ り 促 進 さ れ る 。 し か し 、 こ れ ら の 促 進 作

用 の 機 構 に 関 し て は 全 く 明 ら か に さ れ て い な

い  。

光 に よ る エ ネ ル ギ ー 生 産 あ る い は 生 体 調 節

機 能 に は 、 光 合 成 以 外 の 光 化 学 反 応 系 が 関 与

し て い る と 考 え ら れ る が 、 フ イ ト ク ロ ム [96]

は そ の よ う な 作 用 を 営 む 生 体 色 素 の 1例 で あ

る 。 そ こ で 、 AM毒 素 に よ つ て 誘 起 さ れ た 原 形

質 膜 あ る い は 葉 緑 体 で の 機 能 障 害 の 後 、 細 胞

死 に 至 る 信 号 伝 達 過 程 を 、 光 に よ つ て 励 起 あ

る い は 活 性 化 さ れ た フ イ ト ク ロ ム や 他 の 光 化

学 反 応 系 が 阻 上 し て い る こ と も 考 え ら れ る 。

し か し 、 現 在 の と こ ろ 、 こ の 仮 説 を 支 持 す る

結 果 は 得 ら れ て い な い 。 今 後 、 こ の よ う な 観
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点 か ら の 研 究 に よ り 、 AM毒 素 処 理 葉 で み ら れ

る 光 に よ る 壊 死 抑 制 機 構 が さ ら に 明 ら か イこ さ

れ る も の と 思 わ れ る 。
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第3章 AM毒 素の2つ の作用点とその病理

的意義

前 章 で 述 べ た よ う に 、 AM毒 素 は 感 受 性 リ ン

ゴ 葉 の 原 形 質 膜 と 葉 緑 体 の 2カ 所 に 初 期 作 用

を 示 し 、 そ れ ぞ れ 電 解 質 の 異 常 漏 出 [23]、 原

形 質 膜 の 陥 入 [57,59,60,64]、 ま た 、 り〕 下 COク

固 定 阻 害 [25]や 葉 緑 体 グ ラ ナ ラ メ ラ の 小 胞 化

[60]を 誘 起 す る 。 し か し 、 AM毒 素 作 用 に お い

て 原 形 質 膜 あ る い は 葉 緑 体 の 機 能 障 害 や 変 調

が ど の よ う に 毒 素 の 宿 主 特 異 性 発 現 に 関 連 す

る の か 、 ま た 、 菌 の 受 容 化 に ど の 毒 素 作 用 が

関 与 す る の か 全 く 不 明 で あ る 。 そ こ で 、 第 3

章 で は 、 原 形 質 膜 と 葉 緑 体 に 対 す る AM毒 素 作

用 に 焦 点 を あ て 、 毒 素 の 示 す 宿 主 特 異 性 と 毒

素 作 用 点 と の 関 係 、 さ ら に 毒 素 に よ る 感 染 誘

発 と の 関 係 に つ い て 検 討 し た [78,81,82]。
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第 1節  宿 主 お よ び 非 宿 主 葉 で の AM毒 素 作 用

第 1節 で は 、 AM毒 素 作 用 の 宿 主 特 異 性 を 調

べ る た め 、 宿 主 お よ び 非 宿 主 葉 に お け る 原 形

質 膜 と 葉 緑 体 の 機 能 障 害 と AM毒 素 濃 度 の 関 係

を 詳 細 に 比 較 し た 。 さ ら に 、 毒 素 に よ る 菌 の

感 染 誘 発 と 毒 素 作 用 点 と の 関 係 に つ い て 調 べ

た 。

1.投 与 量 ― 反 応 相 関 か ら み た AM毒 素 作 用 の

宿 主 特 異 性

1)材 料 お よ び 方 法

検 定 葉 の 裏 面 の 中 心 部 に 、 ピ ン セ ッ ト を 用

い て 付 傷 し 、 そ こ に 25〃 1の AM毒 素 I溶 液 を

滴 下 し た 。 暗 黒 下 で 25℃ 48時 間 湿 室 中 に 静 置

後 、 出 現 し た 壊 死 斑 の 面 積 を 測 定 し た 。

毒 素 に よ つ て 誘 起 さ れ る 電 解 質 の 異 常 漏 出

を 以 下 の よ う に 測 定 し た 。 10枚 の 検 定 葉 デ ィ

ス ク (直 径 10 mm)に 脱 イ オ ン 水 ま た は AM毒

素 I溶 液 を 30分 間 減 圧 浸 透 し た 。 処 理 葉 を 脱
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イ オ ン 水 で 洗 浄 し 、 20祠 の 脱 イ オ ン 水 を 入 れ

た 50祠 三 角 フ ラ ス コ に 入 れ 、 26℃ で 4時 間 往

復 振 盪 し た 後 、 外 液 の 電 解 質 量 を 電 気 伝 導 度

計 (M&S,CD MH,女 =1,o)で 測 定 し た 。

毒 素 に よ る 明 下 C02固 定 阻 害 は 処 理 葉 を 暗

黒 下 で 静 置 す る こ と 以 外 、 第 2章 第 2節 に 述

べ た 方 法 に 従 つ て 行 な っ た 。

2)実 験 結 呆

10 5 M AM毒 素 Iを 感 受 性 (レ ッ ド ゴ ー ル ド )

葉 に 処 理 す る と 、 処 理 後 1時 間 目 か ら 電 解 質

の 異 常 漏 出 と 明 下 C02固 定 阻 害 が 観 察 さ れ た 。

こ れ ら の 障 害 は 毒 素 処 理 4時 間 後 に 顕 著 と な

つ た 。

AM毒 素 の 初 期 作 用 点 (原 形 質 膜 と 葉 緑 体 )

と 宿 主 特 異 性 と の 関 係 を 調 べ る た め 、 リ ン ゴ 、

ナ シ 葉 の 他 、 非 宿 主 と し て ト ウ モ ロ コ シ 、 ト

マ ト 、 タ バ コ 、 カ ン キ ツ 葉 に 各 種 濃 度 の AM毒

素 Iを 処 理 し 、 明 下 C02固 定 能 と 電 解 質 の 異

常 漏 出 を 4時 間 後 に 測 定 し た 。 壊 死 斑 形 成 は

毒 素 処 理 48時 間 後 に 測 定 し た 。
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10-8Mの AM毒 素 Iは 感 受 性 (レ ッ ド ゴ ー ル

ド )葉 に 壊 死 斑 形 成 、 電 解 質 の 異 常 漏 出 、 明

下 C02固 定 阻 害 を 誘 起 し た (Fig.5A)。  毒 素

濃 度 が 増 大 す る に 従 い 、 こ れ ら の 反 応 性 も 増

大 し た 。 中 程 度 抵 抗 性 の リ ン ゴ (紅 玉 )、 ナ

シ (二 十 世 紀 )葉 で の 電 解 質 の 異 常 漏 出 と 壊

死 斑 形 成 は 10~5Mの 毒 素 に よ つ て 誘 起 さ れ た

が 、 明 下 C02固 定 能 は 10~7～ 106Mの 毒 素 に

よ つ て 阻 害 さ れ た (Fig.5Bお よ び C)。 抵 抗

性 リ ン ゴ (マ ヘ 7)や ナ シ (長 十 郎 )葉 、 さ

ら に 、 非 宿 主 の ト ウ モ ロ コ シ (A295 X W64A)、

ト マ ト (ア ー リ ー パ ッ ク 7)葉 で は 、 電 解 質

の 異 常 漏 出 と 壊 死 斑 形 成 は 全 く 認 め ら れ な か

つ た が 、 明 下 C02固 定 阻 害 は 106～ 105Mの

毒 素 に よ つ て 誘 起 さ れ た (Fig。 5D,E,Fお よ

び G。 )。 な お 、 非 宿 主 の タ バ コ (バ ー レ ー

21)や エ ン ペ ラ ー マ ン ダ リ ン 葉 で は ど の 毒 素

障 害 も 認 め ら れ な か っ た (Fig.5Hお よ び  I)。
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Fig。  5。  Colnparative effects Of AШ ―toxin l on necrosis formation
(A), rate of electrolyte loss (O)and rate Of photosynthetic C02
fixation (● ) in hOst and non― host leaves.   Leaves were treated
with toxin solution or deionized water, and photosynthetic C02
fixation and electrolyte loss were measured 4 hr― incubation in the
darko  Relative rate of C02 fiXation and electrolyte loss Of tOxin―
treated leaves were calculated as compared to net values of
untreated leaves,  A, apple cv. Red Gold; B, apple cv. 」onathani C,
Japanese pear cvo Nijisseiki; D, apple cvo Mahe 7; E, Japanese pear
cvo ChojurO;  F, corn cv. A295 X W64A; G, tomato cv. Earlypak 7; H,
tobacco cv. Burley 21; |, Emperor mandarin.  Each point is the mean
of two or three experinents.
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AM毒 素 の 感 染 誘 発 効 果 と 毒 素 作 用 点 と の

関 係

1)材 料 お よ び 方 法

И. aプ をθrコ θιコの )卜 病 原 ↑生 菌 材〔 (O-94)の  胞 子

を Kohmotoら の 方 法 [23]で 得 た 。 得 ら れ た 胞

子 を 3回 遠 心 分 離 (800 X g、 3分 間 )を 繰

り 返 す こ と に よ つ て 洗 浄 し た 。 胞 子 を AM毒 素

I溶 液 ま た は 脱 イ オ ン 水 に 懸 濁 (胞 子 濃 度 、

5 X105個 /湖 )し 、 検 定 植 物 の 裏 面 に 2祀 噴

霧 接 種 し た 。 接 種 葉 を 暗 黒 下 26℃ に 24時 間 静

置 し た 後 、  l cm2の 葉 組 織 表 面 に 出 現 し た 病

斑 数 を 記 録 し た 。

2)実 験 結 果

AM毒 素 の 感 染 誘 発 効 果 を 、 非 病 原 性 菌 の 感

染 に よ つ て 形 成 さ れ る 病 斑 数 を 指 標 と し て 調

べ た 。 そ の 結 果 、 感 受 性 リ ン ゴ (レ ッ ド ゴ

― ル ド )葉 で は 107Mで 、 中 程 度 抵 抗 性 リ ン

ゴ (紅 玉 )と ナ シ (二 十 世 紀 )葉 で は 105M

の AM毒 素 で 、 非 病 原 性 の И,aプ ιθrη βι∂の 感 染

が 誘 発 さ れ た (Table 4)。  一 方 、 抵 抗 性 の リ
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Table 4. Effect of AШ ―tOxin I
A, a:ternata on host

on lesion formation by avirulent
and non― host leaves

Plant and
cultivar

Inoculation with
avirulent spores plusa):

No. Of lesiOns
per cm2 1eafb)

Apple
Red Gold

Jonathan

Шahe 7

」apanese  pear

Nijisselki

Chojuro

Corn
A295 X W64A

Tolnato

Earlypak 7

Tobacco
Burley 21

Citrus

Emperor mandarln

Toxln (10~7

Water
Toxin (10~5

Water

Toxln (10~5

Water

Toxln (10~5

Water

Toxln (10~5

Water

Toxln (10~5

Water

Toxin (10~5

Water

Toxln (10~5

Water

Toxin (10~5

Water

23.7 ±  2.5
0.0±  0.0

38.4 ± 23.3

4.3±  7.5
0.0±  0.0
0.0±  0.0

32.1 ± 18.1

5,3±  3.4
0。 0±  0.0
0.0±  0.0

0.0±  0.0
0.0±  0.0

0.0±  0.0
0.0±  0.0

0,0±  0.0
0.0±  0,0

0.0±  0.0
0.0±  0.0

Ш

　

　

Ш

　

　

Ｍ

Ｍ

　

　

Ｍ

M)

Ш)

M)

M)

ａ

　

　

　

ｂ

Avirulent spores (0-94)were suspended in deionized water or

AM― toxin l sOlution and inoculated on leaves by spraying。

After incubation fOr 24 hr at 26 ℃, lesions On leaves were
counted.   Values represent the means and standard deviations
of three leaves。
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ン ゴ (マ ヘ 7)や ナ シ (長 十 郎 )、 ま

モ ロ コ シ (A295 X W64A)、  ト マ ト (ア

ト ウ

リ ー

パ ッ ク 7)な ど の 非 宿 主 葉 で は れ 105Mの AM

毒 素 Iで も 全 く 感 染 は 誘 発 さ れ な か っ た

(Table 4)。

第 2節 SH基 修 飾 剤 処 理 葉 に お け る AM毒 素 作

用

感 受 性 リ ン ゴ 葉 に SH基 修 飾 剤 を 処 理 す る と

AM毒 素 に よ る 壊 死 斑 形 成 が 抑 制 さ れ る こ と が

報 告 さ れ て い る [87]。 そ こ で 、 本 節 で は SH基

修 飾 剤 処 理 葉 (壊 死 斑 形 成 抑 制 葉 )で の AM毒

素 の 原 形 質 膜 お よ び 葉 緑 体 へ の 作 用 を 比 較 し

壊 死 斑 形 成 と 関 連 し て い る 毒 素 作 用 の 探 索 を

行 な っ た 。 ま た 、 修 飾 剤 処 理 葉 上 の 病 原 菌 の

感 染 行 動 を 調 べ 、 毒 素 に よ る 感 染 誘 発 と 毒 素

作 用 点 と の 関 係 を 調 べ た 。
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1.SH基 修 飾 剤 処 理 葉 に お け る AM毒 素 の 原 形

質 膜 へ の 作 用

1)材 料 お よ び 方 法

AM毒 素 の 誘 起 す る 電 解 質 の 異 常 漏 出 に 対 す

る SH基 修 飾 剤 の 効 果 を 、 Otaniら の 方 法 [50]

に 従 つ て 調 べ た 。 す な わ ち 、 感 受 性 リ ン ゴ (

レ ッ ド ゴ ー ル ド )葉 デ ィ ス ク (直 径 10 mm)

に 0.l mMヨ ー ド ァ セ ト ア ミ ド 溶 液 を 、 ま た 、

対 照 と し て 脱 イ オ ン 水 を 30分 間 減 圧 浸 透 し た 。

処 理 葉 を 26℃ で 30分 間 風 乾 さ せ 、 AM毒 素 I溶

液 、 ま た は 、 脱 イ オ ン 水 を 再 び 30分 問 減 圧 浸

透 し た 。 次 に 、 第 3章 、 第 1節 で 述 べ た 方 法

で 、 毒 素 に よ る 電 解 質 の 漏 出 量 を 1時 間 毎 に

測 定 し た 。 一 方 、 SH基 修 飾 剤 と AM毒 素 と の 同

時 処 理 で は 、 修 飾 剤 と 毒 素 の 混 合 液 を リ ン ゴ

葉 デ ィ ス ク に 減 圧 浸 透 処 理 し 、 同 じ 方 法 で 電

解 質 漏 出 量 を 測 定 し た 。

電 解 質 の 異 常 漏 出 に 対 す る 修 飾 剤 の 効 果 に

加 え て 、 毒 素 に よ る 原 形 質 膜 の 陥 入 に 対 す る

修 飾 剤 の 効 果 も あ わ せ て 検 討 し た 。 O。 l mMョ
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― ド ア セ ト ア ミ ド 溶 液 を 感 受 性 リ ン ゴ 葉 に 減

圧 浸 透 処 理 し 、 風 乾 さ せ た の ち 、 AM毒 素 Iあ

る い は 脱 イ オ ン 水 を 20が ,処 理 し た 。 次 に 、

第 2章 、 第 1節 に 述 べ た 方 法 で 電 子 顕 微 鏡 観

察 用 の 試 料 を 作 成 し 観 察 し た 。

2)実 験 結 果

10-6Mの AM毒 素 Iを 感 受 性 リ ン ゴ 葉 に 処 理

す る と 、 毒 素 処 理 1時 間 目 か ら 電 解 質 の 異 常

漏 出 が 認 め ら れ た (Fig。 6A)。  一 方 、 ヨ ー ド

ア セ ト ア ミ ド 前 処 理 葉 で の 毒 素 に よ る 電 解 質

漏 出 量 は 脱 イ オ ン 水 前 処 理 葉 で の 毒 素 に よ る

電 解 質 漏 出 よ り も 低 い 値 を 示 し 、 修 飾 剤 の 保

護 効 果 が 認 め ら れ た (Fig。 6A)。  同 時 処 理 の

場 合 、 修 飾 剤 と 毒 素 の 混 合 液 処 理 葉 で の 電 解

質 漏 出 量 は 毒 素 だ け に よ る そ れ と 同 じ で あ り

修 飾 剤 に よ る 保 護 効 果 は 認 め ら れ な か っ た

(Fig。  6B)。

SH基 修 飾 剤 だ け を 感 受 性 リ ン ゴ 葉 に 処 理 し

電 子 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 そ の 結 果 、 本 修 飾 剤

は 細 胞 の 微 細 構 造 に 変 化 を 誘 起 し な か っ た
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(Fig。 7A)。 そ こ で 、 10 7 M AM毒 素 Iの 誘 起

す る 原 形 質 膜 の 陥 入 に 対 す る SH基 修 飾 剤 の 効

果 を 、 第 2章 第 1節 に 述 べ た 方 法 (原 形 質 運

絡 糸 で の 原 形 質 膜 陥 入 の 出 現 頻 度 )で 調 べ た 。

脱 イ オ ン 水 前 処 理 リ ン ゴ 葉 で の 毒 素 に よ る 原

形 質 膜 陥 入 頻 度 は 毒 素 処 理 12時 間 目 で お よ そ

30%で あ っ た (Table 5)。 こ れ に 対 し 、 修 飾 剤

前 処 理 葉 で の 陥 入 頻 度 は 毒 素 処 理 後 12時 間 目

で 2%で あ り 、 修 飾 剤 に よ る 保 護 効 果 が み ら れ

た (Fig。  7B お よ び Table 5)。

2.SH基 修 飾 剤 処 理 葉 に お け る AM毒 素 の 葉 緑

体 へ の 作 用

1)材 料 お よ び 方 法

リ ン ゴ 葉 に 減 圧 浸 透 処 理 を 2回 行 な う と 物

理 的 障 害 の た め 明 下 C02固 定 能 が 阻 害 さ れ た

の で 、 次 の 方 法 で AM毒 素 に よ る 明 下 COを 固 定

阻 害 に 対 す る SH基 修 飾 剤 の 効 果 を 調 べ た 。 感

受 性 リ ン ゴ (レ ッ ド ゴ ー ル ド )葉 デ ィ ス ク (

直 径 10 mm)に O,l mMヨ ー ド ァ セ ト ア ミ ド 溶
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Table 5。 Effect of pretreatment of iodoacetamlde on
membrane invagination at plasmodesmata of
apple leaves induced by AM― toxin la)

plasma
susceptible

Occurrence
membrane at

of invaginated plasma
plasmodesmata (χ )

Post―

Treatment
Time

(hr) Water lodoacetamlde

Toxln
Toxln
Toxln
Toxln
Water

10。

18。

32.

36.

0.

5。 5

6.6

10.0
7.0
0.0

2.8
1.4
2.2
8.4
0,0

2.0
1.4
0。 5

2.9
0.0

3

6

12

24

24

＋

一

キ

一

キ

一

キ

一

キ

一

９

０

６

１

０

十

十

十

十

十

a) Apple leaves (cvo Red Gold)were
lodoacetamlde, and then treated w
The treated leaves were incubated
100 cells, and 100 plasmOdesmata
treatment in one experimente  Val
standard deviations Of three repl

pretreated with O。 l mШ

ith 10-7 皿 AM― toxin I。

in the dark.   At least
were observed for each
ues represent the means and
lcations.
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液 を 、 ま た 、 対 照 と し て 脱 イ オ ン 水 を 、 30分

間 減 圧 浸 透 し た 。 そ の 処 理 葉 を AM毒 素 I溶 液

あ る い は 脱 イ オ ン 水 に 入 れ 30分 間 振 盪 し た 。

次 に 、 第 2章 第 2節 に 述 べ た 方 法 で 処 理 葉 の

明 下 C02固 定 能 を 調 べ た 。

AM毒 素 に よ る 葉 緑 体 グ ラ ナ ラ メ ラ の 小 胞 化

に 対 す る SH基 修 飾 剤 の 効 果 を 、 第 3章 第 2節

の 1で 作 成 し た 試 料 を 用 い て 調 べ た 。

2)実 験 結 果

ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 処 理 の み で も リ ン ゴ 葉

で の 明 下 C02固 定 能 が 阻 害 さ れ た (Table 6)。

し か し 、 修 飾 剤 処 理 葉 に 10 5 M AM毒 素 Iを

処 理 す る と さ ら に 明 下 C02固 定 能 の 阻 害 が 認

め ら れ た 。 そ の 阻 害 率 は 脱 イ オ ン 水 処 理 葉 に

毒 素 を 処 理 し た 場 合 の 阻 害 率 と 同 じ で あ つ た

(Table 6。 )。

次 に 、 AM毒 素 の 誘 起 す る 葉 緑 体 グ ラ ナ ラ メ

ラ の 小 胞 化 に 対 す る SH基 修 飾 剤 の 効 果 を 、 第

2章 第 2節 に 述 べ た 方 法 (変 性 葉 緑 体 の 出 現

頻 度 )で 調 べ た 。 そ の 結 果 、 修 飾 剤 前 処 理 葉
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Table 6.  Effect of pretFeatment with iodoacetamide on
AM― toxin― induced inhibition of photosynthetic c02
fixation in leaf tissues of susceptible apple cv.
Red Gold

RadioactivityC) Relative
Pre―            Post-              lncorporatlon   C02 fiXation
treatlnenta)    treatmentb)         (X10~a dpm)       (%)

Water          Water                 4.3 ± 0.1       100

AM― tOxln I(10~6 Ш)  4.3 ± 1。 4      100
AM一 toxin I (10~5 Ш)   2.5 ± 0.7        58

1odoacetamide  Water                 l.4 ± 0.2       100
AM一toxln I(10~6 ■)  1.4 ± 0.5      100
AM― toxin I (10~5 Щ)   0.8 ± 0.1        57

a) Leaf disks weFe VaCuum一 infiltrated with O.l mⅡ  iodoacota―

mide solution or water.
b) Pre― treated leaf disks were incubated in tOxin solutions

or water for 30 mln at 26 ℃.

c) After incubation for 4 hr in a mOist chamber at 26 ℃, C02
fixation in the leaves was measured.  Values represent the
means and standard devlations of three experlments.
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３

　

　

１

で の 変 性 葉 緑 体 の 出 現 頻 度 は 脱 イ オ ン 水 前 処

理 葉 で の そ れ と ほ ぼ 同 じ で あ つ た (Table 7)。

な お 、 Fig.7Bは SH基 修 飾 剤 前 処 理 葉 で の 毒

素 に よ る 微 細 構 造 変 化 を 示 し て お り 、 葉 緑 体

グ ラ ナ ラ メ ラ の 小 胞 化 は 認 め ら れ る が 、 原 形

質 膜 の 陥 入 は 認 め ら れ な い 。

.SH基 修 飾 剤 処 理 葉 で の 病 原 菌 の 感 染 行 動

)材 料 お よ び 方 法

感 受 性 リ ン ゴ 葉 (レ ッ ド ゴ ー ル ド )の 葉 片

に ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 溶 液 、 ま た は 、 脱 イ オ

ン 水 を 減 圧 浸 透 処 理 し 30分 間 風 乾 さ せ た 。 そ

の 処 理 葉 に 、 第 3章 第 1節 に 述 べ た 方 法 で 調

製 し た リ ン ゴ 斑 点 落 葉 病 菌 (■ .attθ rコ ∂ιβ

apple pathotype,0-159)の 胞 子 懸 濁 液 を 噴

霧 接 種 し た 。 接 種 葉 を 暗 黒 下 26℃ に 24時 間 静

置 し た 後 、 葉 組 織 表 面 に 出 現 し た 病 斑 数 を 記

録 し た 次 に 、 接 種 葉 を 0。 1%コ ッ ト ン ブ ル

― 液 中 に 浸 漬 し て 菌 を 染 色 後 、 葉 を ラ ク ト フ

ェ ノ ー ル ・ エ タ ノ ー ル 溶 液 (1:2,V/V)中 で
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Table 7.  Effect Of pretreatment
tion of grana lamellae
apple leaves induced by

of iodoacetamlde
in chloroplasts
AM一 toxin la)

on vesicula―

of susceptible

Occurrence of
chloroplasts

lodoacetamlde

十

+

+

十

+

キ

一　

キ

一　

キ

一　
十

一　

十

一

a)Apple leaves (cv. Red Gold) were pretreated with O.l mM
iodoacetamide, and then treated with 10~7 M AⅢ ―toxin I.
The treated leaves were incubated in the dark. At least
100 cells, and 100 chloroplasts were observed for each
treatment in one expeFiment.  Values FepreSent the neans and
standard deviations Of three replications.
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ク ロ ロ フ ィ ル が 除 去 さ れ る ま で 煮 沸 処 理 し た 。

葉 組 織 を ラ ク ト フ ェ ノ ー ル で 洗 つ た 後 、 光 学

顕 微 鏡 下 で 菌 の 侵 入 行 動 を 観 察 し た 。

2)実 験 結 果

病 原 菌 の 胞 子 発 芽 や 付 着 器 形 成 に は ヨ ー ド

ア セ ト ア ミ ド (0。 1お よ び 0.25 mM)の 影 響 は 認

め ら れ な か っ た (Table 8)。 一 方 、 0。 l mM修

飾 剤 処 理 葉 で は 、 リ ン ゴ 葉 組 織 内 へ の 侵 入 菌

糸 形 成 率 の 低 下 や 病 斑 数 の 減 少 が 認 め ら れ 、

修 飾 剤 の 濃 度 が 高 く な る と 抑 制 効 果 も 増 大 し

た (Table 8)。

第 3節 考

AM毒 素 Iは 感 受 性 リ ン ゴ 葉 に は 明 下 C02固

定 阻 害 、 電 解 質 の 異 常 漏 出 、 壊 死 斑 形 成 を い

ず れ も 108Mで 誘 起 し た 。 し か し 、 中 程 度 抵

抗 性 品 種 葉 で は 、 明 下 C02固 定 は 107～ 106

Mの AM毒 素 Iに よ り 阻 害 さ れ た が 、 電 解 質 の

異 常 漏 出 と 壊 死 斑 形 成 は 105Mょ り 誘 起 さ れ

察
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た 。 さ ら に 、 10~6～ 10-5 Mの AM毒 素 I で 処 理

し た 抵 抗 性 葉 や ト マ ト 、 ト ウ モ ロ コ シ な ど の

非 宿 主 葉 で は 電 解 質 の 異 常 漏 出 や 壊 死 斑 形 成

が 認 め ら れ な い に も か か わ ら ず 、 明 下 C02固

定 阻 害 は 認 め ら れ た 。 こ の よ う に 、 感 受 性 品

種 以 外 の 葉 緑 体 へ の 毒 素 作 用 に は 明 確 な 特 異

,性 は 認 め ら れ な か っ た 。

一 方 、 ヨ ー ド ァ セ ト ア ミ ド の よ う な SH基 修

飾 剤 を 前 処 理 し た 感 受 性 リ ン ゴ ,葉 で は 毒 素 に

よ る 原 形 質 膜 機 能 障 害 と 壊 死 斑 形 成 は 抑 制 さ

れ た が 、 葉 緑 体 の 機 能 障 害 は 修 飾 剤 の 影 響 を

全 く 受 け な か っ た 。 ま た 、 修 飾 剤 の 抑 制 効 果

は 修 飾 剤 と 毒 素 と の 同 時 処 理 で は 認 め ら れ な

か つ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 原 形 質 膜 に 対 す

る AM毒 素 作 用 に は 宿 主 細 胞 に 存 在 す る SH基 が

関 与 し て お り 、 毒 素 に よ る 原 形 質 膜 機 能 障 害

と 壊 死 斑 形 成 の 間 に 密 接 な 関 係 が あ る も の と

考 え ら れ た 。

AM毒 素 に よ る 原 形 質 膜 機 能 障 害 は SH基 修 飾

剤 の 前 処 理 に よ っ て 抑 制 さ れ 、 同 時 処 理 で は
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そ の 抑 制 効 果 は 認 め ら れ な か つ た 。 こ の 結 果

か ら 、 SH基 関 与 の 過 程 は 、 毒 素 が 宿 主 細 胞 に

接 触 後 か な り 初 期 に あ る も の と 考 え ら れ る 。

ナ シ 黒 斑 病 菌  (И .  aプ ιθrDatθ  」apanese pear

pathotype)が 生 産 す る AK毒 素 [50]、 エ ン バ ク

Victoria blight病 菌 が 生 産 す る HV毒 素  [13]

の 第 1次 作 用 点 は 宿 主 原 形 質 膜 と さ れ て い る 。

こ れ ら の 毒 素 に 関 す る 研 究 で も 、 SH基 修 飾 剤

が 毒 素 に よ る 電 解 質 の 異 常 漏 出 と 壊 死 斑 形 成

を 抑 制 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 こ の

よ う な 毒 素 に 対 す る 宿 主 細 胞 の 不 感 受 化 誘 導

は 、 修 飾 剤 に よ る 原 形 質 膜 上 の SH基 関 与 分 子

(お そ ら く 毒 素 受 容 体 )の 変 性 に よ る も の で

は な い か と 仮 定 さ れ て い る [13,50]。  本 論 文

の 第 3章 の 結 果 は 、 AK毒 素 や HV毒 素 で の 結 果

と よ く 一 致 し て お り 、 AM毒 素 の 感 受 性 原 形 質

膜 へ の 作 用 は AK毒 素 や HV毒 素 で の そ れ と 酷 似

し て い る も の と 考 え ら れ る 。

一 方 、 感 受 性 リ ン ゴ 品 種 は AM毒 素 に 対 し て

著 し い 器 官 特 異 性 を も ち 、 葉 な ど 葉 緑 体 の あ
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る 組 織 は AM毒 素 反 応 性 を 示 す が 、 花 弁 な ど は

無 反 応 で あ る [35]。 一 方 、 中 程 度 抵 抗 性 品 種

の 花 弁 は 葉 組 織 と 同 じ よ う に AM毒 素 反 応 性 を

示 す 。 さ ら に 、 感 受 性 品 種 の 葉 お よ び 花 弁 か

ら 誘 導 し た 自 色 の カ ル ス は 毒 素 に 無 反 応 で あ

る が 緑 色 カ ル ス は 毒 素 反 応 性 を 示 す こ と 、 ま

た 、 中 程 度 抵 抗 性 リ ン ゴ の 葉 お よ び 花 弁 か ら

誘 導 し た 白 色 カ ル ス は 緑 色 カ ル ス と 同 じ よ う

に 毒 素 反 応 性 を 示 す こ と が 明 ら か と な っ て い

る [51,76,77]。 こ れ ら の 結 果 は 、 感 受 性 品 種

で は 毒 素 作 用 に 葉 緑 体 が 関 与 し て い る 可 能 性

を 示 し て い る 。 毒 素 に よ る 葉 緑 体 の 機 能 障 害

が ど の よ う に AM毒 素 作 用 に 関 連 し て い る の か

今 後 単 離 葉 緑 体 を 用 い て の 詳 細 な 検 討 が 必 要

で あ る 。

AM毒 素 は 病 原 菌 の 感 染 誘 導 因 子 と し て の 役

割 を 担 つ て い る こ と は 既 に 明 ら か と な つ て い

る [25]。 宿 主 お よ び 非 宿 主 葉 に 非 病 原 性 の 胞

子 を 毒 素 と 共 に 接 種 す る と 、 感 受 性 品 種 で は

107Mの 毒 素 で 、 中 程 度 抵 抗 性 品 種 で は 105
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Mの 毒 素 で 菌 が 感 染 し た 。 し か し な が ら 、 葉

緑 体 の 機 能 障 害 が 十 分 認 め ら れ る 105Mの 毒

素 で も 抵 抗 性 品 種 葉 や 非 宿 主 葉 で は 全 く 感 染

は 誘 発 さ れ な か っ た 。 さ ら に 、 毒 素 に よ る 原

形 質 膜 機 能 障 害 を 抑 制 す る SH基 修 飾 剤 は 病 原

菌 の 感 染 を 抑 制 し た 。 一 方 、 AM毒 素 に よ る 壊

死 斑 形 成 を 抑 制 す る 光 照 射 は 、 病 原 菌 の 感 染

に は 効 果 を 示 さ な い こ と が 明 ら か に な っ て い

る [27,90]。  こ れ ら の 結 果 か ら 、 毒 素 に よ る

病 原 菌 の 感 染 誘 導 に は 糸H胞 死 は 必 要 と せ ず 、

毒 素 に よ る 原 形 質 膜 機 能 障 害 が 大 き く 関 わ つ

て い る も の と 推 察 さ れ た 。

病 原 菌 の 感 染 場 面 に お け る 原 形 質 膜 機 能 障

害 の 重 要 性 は 、 AK毒 素 、 ACR毒 素 、

HMT毒 素 に 関 す る 研 究 [27]や エ ン ド

さ

　

　

ウ

ら |こ  |ま

褐 紋 病

菌 (〃/cο Jρ 力∂οrθ アプθ ρゴr20♂ θ∂)の 生 成 す る 病 原

性 因 子 (サ プ レ ッ サ ー )に 関 す る 研 究 に お い

て も 示 唆 さ れ て い る [85,86]。  AK毒 素 に よ る

電 解 質 の 異 常 漏 出 を 抑 制 す る SH基 修 飾 剤 を 処

理 し た 感 受 性 ナ シ 葉 で は 病 原 菌 の 感 染 が 抑 制
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さ れ る 。 ま た 、 電 解 質 の 異 常 漏 出 に は 影 響 を

示 さ ず 壊 死 斑 形 成 を 抑 制 す る サ リ チ ル ア ル ド

キ シ ム や 硫 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 銅 お よ び 鉄 酵

素 修 飾 剤 は 菌 の 感 染 に は 何 ら 効 果 を 示 さ な つ

か っ た [27]。 一 方 、 第 2章 第 3節 で も 述 べ た

よ う に 、 ACR毒 素 は 電 解 質 の 異 常 漏 出 を 誘 起

す る が [29]、 光 照 射 に よ つ て そ の 作 用 が 抑 制

さ れ る [27]。 非 病 原 性 の 胞 子 を 毒 素 と 共 に 感

受 性 葉 に 接 種 す る と 、 暗 黒 下 で は 誘 発 さ れ た

菌 の 感 染 が 光 照 射 下 で は 著 し く 抑 制 さ れ た

[27]。 ACR毒 素 と 同 じ よ う に ミ ト コ ン ド リ ア

に 初 期 作 用 を 示 す HMT毒 素 で の 研 究 で も 、 同

様 な 結 果 が 得 ら れ て い る [27]。 一 方 、 褐 紋 病

菌 サ プ レ ッ サ ー は 原 形 質 膜 ATPase活 性 (細 胞

の 基 礎 的 な 代 謝 )を 攪 乱 す る こ と に よ つ て 菌

の 感 染 を 誘 導 す る も の と 考 え ら れ て い る [85,

86,100]。 こ れ ら HSTや サ プ レ ッ サ ー に よ る 菌

受 容 化 に 関 す る 一 連 の 結 果 か ら 、 病 原 菌 に よ

つ て 分 泌 さ れ た 病 原 性 因 子 に よ つ て 直 接 、 あ

る い は 、 間 接 的 に 誘 起 さ れ る 原 形 質 膜 機 能 障

害 が 菌 の 受 容 化 を 誘 起 す る と も の と 結 論 し た 。

-53-



第4章 AM毒 素処理感受性リンゴ葉におけ

るイオン漏出部1立

リ ン ゴ 斑 点 落 葉 病 菌 が 生 成 す る AM毒 素 の 初

期 作 用 点 は こ れ ま で 感 受 性 細 胞 の 原 形 質 膜 と

葉 緑 体 の 2カ 所 に あ る も の と 考 え ら れ て き た 。

し か し 、 本 論 文 の 第 3章 で は 、 AM毒 素 に よ る

壊 死 斑 形 成 や 感 受 性 品 種 で の 菌 受 容 化 現 象 に

は 毒 素 の 原 形 質 膜 へ の 作 用 が 関 連 し て い る と

結 論 で き た 。 そ こ で 、 第 4章 で は 、 AM毒 素 に

よ る 原 形 質 膜 機 能 障 害 に 対 す る 作 用 機 構 の 解

析 に 研 究 対 象 を 絞 つ て み た 。

AM毒 素 に よ る 原 形 質 膜 機 能 障 害 と し て 、 感

受 性 細 胞 か ら の 著 し い 電 解 質 イ オ ン の 異 常 漏

出 が 報 告 さ れ て お り 、 AM毒 素 は 感 受 性 細 胞 の

膜 透 過 性 を 選 択 的 に 阻 害 し て い る も の と 考 え

ら れ る [23]。

一 方 、 ナ シ 黒 斑 病 菌 の AK毒 素 も ま た 、 感 受

性 ナ シ 葉 か ら 著 し い 電 解 質 イ オ ン の 異 常 漏 出
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を 引 き 起 こ す [55]。 そ こ で 、 Parkら [62]は 、

特 定 の イ オ ン を 検 出 す る 固 定 法 (ピ ロ ア ン チ

モ ン 酸 カ リ 固 定 法 [20])を 用 い て AK毒 素 を 処

理 し た 感 受 性 ナ シ 葉 を 調 べ 、 イ オ ン 漏 出 部 位

の 探 索 を 試 み た 。 用 い ら れ た イ オ ン 検 出 の 原

理 は 次 の 通 り で あ る 。 固 定 液 に 入 れ た ピ ロ

ア ン チ モ ン 酸 カ リ は 細 胞 イ オ ン (Na+、 Mg2+、

ca2+、 zn2+)と ょ く 反 応 し 、 イ オ ン 濃 度 が 高

い 場 合 に は 反 応 沈 殿 物 (ピ ロ ア ン チ モ ン 酸 塩 )

を 形 成 す る [20]。 そ の た め 、 イ オ ン を 沈 殿 物

と し て と ら え る こ と が 可 能 と な る 。 そ こ で 、

Parkら [62]は AK毒 素 処 理 ナ シ 葉 を 木 固 定 法 で

固 定 し 観 察 し た 結 果 、 感 受 性 ナ シ 細 胞 に 5分

間 AK毒 素 を 処 理 す る だ け で 原 形 質 連 絡 糸 近 傍

の 細 胞 壁 に 多 量 の ピ ロ ア ン チ モ ン 酸 塩 の 沈 殿

が 特 異 的 に 出 現 す る こ と を 認 め 、 感 受 性 細 胞

の イ オ ン 漏 出 部 位 が 原 形 質 連 絡 糸 近 傍 の 原 形

質 膜 に あ る こ と 、 さ ら に 本 部 位 が AK毒 素 の 作

用 点 で あ る 可 能 性 を 示 唆 し た 。

そ こ で 、 第 4章 に お い て は AM毒 素 処 理 リ ン
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ゴ 葉 を ピ ロ ア ン チ モ ン 酸 カ リ 固 定 法 で 処 理 し

電 顕 下 で 細 胞 内 イ オ ン の 漏 出 部 位 の 探 索 を 行

な つ た [83,84]。

第 1節 ピ ロ ア ン チ モ ン 酸 カ リ 固 定 法 に よ つ

て 形 成 さ れ る 反 応 沈 殿 物 の 観 察

本 節 で は 、 ピ ロ ア ン チ モ ン 酸 カ リ 固 定 法

[20]に よ つ て 固 定 し た リ ン ゴ 葉 の 微 細 構 造 を

電 顕 下 で 観 察 し た 。 ま た 、 そ の 微 細 構 造 に AM

毒 素 が ど の よ う な 変 化 を 誘 起 す る の か を 調 ベ

た 。

1)材 料 お よ び 方 法

リ ン ゴ 葉 の 表 皮 を カ ミ ソ リ で 傷 を 付 け 、 そ

こ に 10~5Mの AM毒 素 Iま た は 対 照 と し て 脱 イ

オ ン 水 を 20 μl処 理 し た 。 処 理 葉 を 室 温 下 で

5、 15、 30、 60分 間 湿 室 中 に 静 置 し た 。 2%四

酸 化 オ ス ミ ウ ム と 2%ピ ロ ア ン チ モ ン 酸 カ リ

を 0.01Nの 酢 酸 で pHを 7.2に 調 整 し た ピ ロ
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ア ン チ モ ン 酸 カ リ 固 定 液 で 、 そ の 処 理 葉 を 0

℃ 、 2時 間 固 定 し た 。 固 定 試 料 を 冷 水 で 1分

間 1回 洗 浄 し 、 ア ル コ ー ル で 脱 水 し 、 次 い で

ス パ ー 樹 脂 に 包 埋 し た 。 超 薄 切 片 (100～ 150

nm)を 第 2章 第 1節 で 述 べ た 方 法 で 作 成 し 、

無 染 色 で 観 察 し た 。

2)実 験 結 果

105Mの AM毒 素 を 感 受 性 リ ン ゴ (レ ッ ド ゴ

ー ル ド )葉 に 15分 問 処 理 し 、 ピ ロ ア ン チ モ ン

酸 カ リ 固 定 法 で 固 定 し 、 無 染 色 で 維 管 東 細 胞

を 観 察 し た 。 本 固 定 法 で 固 定 し た 毒 素 処 理 葉

で は 2種 類 の 沈 殿 が 観 察 さ れ た 。 細 胞 内 の 液

胞 膜 、 原 形 質 膜 、 細 胞 質 で は 粗 大 な 粒 子 (直

径 約 20-50 nm)が 認 め ら れ た (Fig.8A)。  一

方 、 原 形 質 膜 近 傍 の 細 胞 壁 で は 、 微 細 な 粒 子

(直 径 約 2-5 nm)が 観 察 さ れ た (Fig.8Aお よ

び B)。

一 方 、 脱 イ オ ン 水 処 理 の 感 受 性 葉 や 毒 素 処

理 の 抵 抗 性 葉 (マ ヘ 7)で は 粗 大 粒 子 は 観 察

さ れ る も の の 、 原 形 質 連 絡 糸 近 傍 で の 微 細 沈
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殿 は 認 め ら れ な か つ た (Fig.8Cお よ び  D)。

第 2節 分 析 電 顕 に よ る 反 応 沈 殿 物 の 元 素 解

析

ピ ロ ア ン チ モ ン 酸 カ リ 固 定 法 は イ オ ン と 反

応 し て 微 細 な 沈 殿 を 形 成 す る こ と を 原 理 と し

て い る が 、 そ れ 以 外 に も 、 局 所 の ほ ん の 僅 か

な pHの 低 下 や 脱 水 に 用 い る ア ル コ ー ル と の 反

応 で 非 特 異 的 な ピ ロ ア ン チ モ ン 酸 自 身 の 沈 殿 、

HSb(OH)2を 形 成 す る [20]。 こ の よ う な こ と か

ら 、 沈 殿 形 成 が 起 こ つ た か ら と い つ て 必 ず し

も そ の 部 位 で 細 胞 起 源 の イ オ ン が 反 応 し て い

る と 断 定 す る の は 困 難 で あ り 、 形 成 さ れ た 沈

殿 の 元 素 を 分 析 す る 必 要 が あ る 。 そ こ で 、 第

2節 で は 分 析 電 顕 を 用 い て 反 応 沈 殿 物 の 、 元

素 解 析 を 行 つ た 。

1)材 料 お よ び 方 法

第 4草 第 1節 で 作 成 し た 同 じ 試 料 を 用 い た 。
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超 薄 切 片 を ニ ッ ケ ル グ リ ッ ド に 取 つ た 。 電 子

顕 微 鏡 (」 EM 2000 FX)に 装 置 し た エ ネ ル ギ ー

分 散 型 X線 元 素 分 析 器 (TN5500)を 用 い て 反

応 沈 殿 物 を 分 析 し た 。

2)実 験 結 果

AM毒 素 Iで 処 理 し た 感 受 性 リ ン ゴ 葉 (レ ッ

ド ゴ ー ル ド )に 観 察 さ れ た 原 形 質 膜 上 の 粗 大

粒 子 を 分 析 電 顕 で 元 素 分 析 を し た 結 果 、 OS、

Cl、 Kお よ び Sbが 検 出 さ れ た (Fig.9A)。 一

方 、 原 形 質 連 絡 糸 近 傍 の 細 胞 壁 で の 微 糸H沈 殿

で は 、 OS、 Cl、 Sb、 Ni、 S、 Kお よ び Mgの ピ

ー ク が 認 め ら れ た (Fig.9B)。  次 に 、 脱 イ オ

ン 水 を 処 理 し た 感 受 性 リ ン ゴ 葉 お よ び 毒 素 処

理 抵 抗 性 葉 (マ ヘ 7)の 原 形 質 連 絡 糸 近 傍 を 同

じ よ う に 元 素 分 析 し た 結 果 、 OS、 S、 Cl、 K、

Sbは 検 出 さ れ た が 、 Mgは 認 め ら れ な か つ た

(Fig.9cお よ び  D)。
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第 3節 AM毒 素 処 理 よ つ て 誘 起 さ れ る 微 細 沈

殿 の 形 成 時 期

AM毒 素 を 感 受 性 リ ン ゴ 葉 に 処 理 す る と 原 形

質 連 絡 糸 近 傍 の 細 胞 壁 に Mgィ オ ン の 特 異 的 存

在 が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で 、 第 3節 で は 微 細 沈

殿 形 成 の 時 間 的 経 過 を 調 査 し た 。

1)材 料 お よ び 方 法

第 4章 第 1節 で 作 成 し た 電 子 顕 微 鏡 試 料 を

用 い た 。 第 4章 第 1お よ び 2節 で 述 べ た 特 異

的 反 応 沈 殿 物 (微 細 粒 子 )を 伴 う 原 形 質 連 絡

糸 の 出 現 頻 度 を 高 倍 率 (X94,000)下 で 調 べ

た 。 な お 、 AM毒 素 に よ る 原 形 質 膜 の 陥 入 は 主

に 維 管 束 細 胞 で 認 め ら れ る こ と が 報 告 さ れ て

い る [60,64]の で 、 第 3節 で も 細 胞 内 観 察 部

位 を 維 管 束 細 胞 と し た 。

2)実 験 結 果

感 受 性 リ ン ゴ 葉 (レ ッ ド ゴ ー ル ド )に お い

て 、 維 管 束 細 胞 の 特 異 的 反 応 沈 殿 物 は 毒 素 処

-62-



理 5分 と い つ た 逝 め て 早 い 時 期 に 観 察 さ れ 、

そ の 後 経 時 的 に 減 少 し た (Table 9)。  な お 、

毒 素 処 理 5分 の 葉 細 胞 で は 毒 素 に よ る 原 形 質

膜 の 陥 入 は 認 め ら れ な か つ た 。 一 方 、 脱 イ オ

ン 水 処 理 感 受 性 葉 で の 反 応 沈 殿 物 の 形 成 頻 度

は 2-4%で あ り 沈 殿 物 は ほ と ん ど 観 察 さ れ な か

っ た (Table 9)。 ま た 、 中 程 度 抵 抗 性 品 種 葉

(紅 玉 )で は 毒 素 処 理 に よ り 維 管 束 細 胞 に 沈

殿 形 成 が 認 め ら れ た が 、 そ の 頻 度 は 感 受 性 品

種 で の 沈 殿 形 成 率 (84%)と 比 較 す る と 49%と 低

い 値 を 示 し た (Table 9)。  さ ら に 、 抵 抗 性 リ

ン ゴ 葉 (マ ヘ 7)で は 、 毒 素 処 理 に よ る 沈 殿

物 は ほ と ん ど 観 察 さ れ な か つ た (Table 9)。

第 4節 考

AM毒 素 処 理 感 受 性 リ ン ゴ 葉 を ピ ロ ア ン チ モ

ン 酸 カ リ 固 定 法 で 固 定 し 、 電 子 顕 微 鏡 で 観 察

す る と 2種 類 の 沈 殿 が 認 め ら れ た 。 1つ は 液

胞 膜 、 原 形 質 膜 で 認 め ら れ る 粗 大 粒 子 で あ る 。

察
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Table 9. Frequency of appeaFanCe Of fine precipitates on cell
wali near plasmodesmata in vascular bundle sheath
cells of apple leaves treated with 10~5 Ш AM一 toxin l or
water

Treatment
Cultivar  and time

(min)

No. of
plasmodesmata
with precipitates

Jonathan  Water
」onathan  Toxln

86
92
87
85
89
68

62
61
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１
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１

１
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１

　

　

　

３

４

２

４

２

３

１

　

２

９

　

０

４

８

７

５

２

　

　

４
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粗 大 粒 子 は 脱 イ オ ン 水 処 理 感 受 性 葉 や 抵 抗 性

葉 で も 認 め ら れ 、 非 特 異 的 な 沈 殿 で あ る も の

と 思 わ れ た 。 も う 1つ は 、 原 形 質 連 絡 糸 近 傍

の 細 胞 壁 で 観 察 さ れ る 微 細 粒 子 で あ る 。 微 細

粒 子 は 毒 素 処 理 感 受 性 リ ン ゴ 葉 で の み 認 め ら

れ 、 毒 素 効 果 を 反 映 し て い る も の と 思 わ れ た 。

微 細 粒 子 の 元 素 を 分 析 し た 結 果 、 N i tt Mg、

Os、 S、 Cl、 K、 Sbの ピ ー ク が 検 出 さ れ た 。 検

出 さ れ た ピ ー ク の 内 、 Os、 K、 Sbの ピ ー ク は

固 定 液 、 Clは 樹 脂 、 Sは 細 胞 壁 中 の タ ン パ ク

質 、 Niは ニ ツ ケ ル グ リ ッ ト 由 来 の も の と 思

わ れ た 。 一 方 、 他 の ピ ー ク と し て Mgが 検 出 さ

れ た が 、 Mgは 固 定 液 や 樹 脂 な ど に は 含 ま れ て

お ら ず 、 Mgの ピ ー ク は ピ ロ ア ン チ モ ン 酸 イ オ

ン と 宿 主 細 胞 の Mg2+間 の 無 機 化 学 的 反 応 に 由

来 す る も の と 考 え ら れ る 。 な お 、 粗 大 粒 子 の

元 素 分 析 で は 毒 素 処 理 に の み 特 異 的 に 存 在 す

る イ オ ン は 全 く 検 出 す る こ と は で き な か つ た

以 上 の 結 果 か ら 、 原 形 質 連 絡 糸 近 傍 の 糸Ⅲ 胞 壁

に 認 め ら れ た 微 細 粒 子 は AM毒 素 処 理 に よ つ て

-65-



リ ン ゴ 細 胞 か ら 漏 出 し た Mgイ オ ン が ピ ロ ア ン

チ モ ン 酸 と 反 応 し 、 糸Ⅲ 胞 壁 の セ ル ロ ー ス 繊 維

間 に 捕 捉 ・ 集 積 す る こ と に よ り 形 成 さ れ た も

の と 推 察 さ れ る 。

細 胞 壁 で 認 め ら れ る 微 糸Ⅲ 沈 殿 が 、 AM毒 素 作

用 を 微 細 構 造 的 ま た 生 理 的 側 面 か ら 解 析 す る

上 で 有 用 な 指 標 と な る こ と が 明 ら か と な つ た

の で 、 AM毒 素 を 処 理 し た リ ン ゴ 葉 で の 微 細 沈

殿 の 形 成 時 間 に つ い て 調 べ た 。 特 異 的 微 細 沈

殿 は 、 AM毒 素 を 5分 と い つ た 極 め て 短 時 間 処

理 し た 感 受 性 リ ン ゴ 葉 で 最 も 多 く 観 察 さ れ 、

そ の 後 そ の 形 成 頻 度 は 継 時 的 に 減 少 し て い つ

た 。 こ の 結 果 は 、 AM毒 素 が 5分 以 内 に 原 形 質

膜 の 透 過 機 能 障 害 を 誘 起 す る こ と を 示 し て い

る 。 一 方 、 毒 素 に よ る 原 形 質 膜 の 陥 入 や 電 解

質 の 異 常 漏 出 は 、 測 定 方 法 自 体 で 制 限 が あ る

が 、 少 な く と も 5分 以 内 で は 認 め ら れ て い な

い [23,60,64]。 し た が つ て 、 ピ ロ ア ン チ モ ン

酸 固 定 法 で 認 め ら れ る 細 胞 壁 で の 微 細 沈 殿 形

成 は こ れ ま で の AM毒 素 効 果 と 比 較 し て み て も
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極 め て 早 い 毒 素 障 害 を 検 出 し て い る も の と 考

え ら れ た 。

Kobayashi[21]と 甲 元 ら [24]|ま AM毒 素 処 理

リ ン ゴ 葉 か ら 漏 出 す る イ オ ン 主 成 分 は K十 で ぁ

り 再 次 い で Na十 、 Mg2+、 ca2+で ぁ る こ と を 明

ら か |こ し て い る 。 主 成 分 で あ る Kキ を 指 標 と し

た 解 析 が 望 ま れ る が 、 今 回 用 い た ピ ロ ア ン チ

モ ン 酸 カ リ 固 定 法 で は 、 固 定 液 自 身 に K+が 含

ま れ て い る た め K十 漏 出 を 調 べ る こ と が で き な

か つ た 。 し か し な が ら 、 K十 の 約 1/15で は あ る

が 異 常 漏 出 の 認 め ら れ る MgZ+を 検 出 す る こ と

が で き た 。 し た が つ て 、 今 回 の 実 験 は 、 AM毒

素 に よ る 電 解 質 異 常 漏 出 部 位 を 微 量 に 漏 出 す

る Mg2+を 指 標 と し て 明 ら か に し た も の で あ る

と 考 え る 。 主 成 分 で あ る K十 を 指 標 と し て 毒 素

作 用 を 解 析 す る と 新 た な 結 果 が 得 ら れ る か も

し れ な い が 、 電 子 顕 微 鏡 レ ベ ル で K十 を 検 出 す

る 有 効 な 方 法 は 現 在 の と こ ろ 無 い 。

ナ シ 黒 斑 病 菌 の AK毒 素 は 感 受 性 ナ シ 葉 か ら

著 し い 電 解 質 の 異 常 漏 出 [55]や 原 形 質 膜 の 陥
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入 [57,58]を 誘 起 す る こ と が 知 ら れ て い る 。

そ こ で 、 Parkら [62]|ま 、 ピ ロ ア ン チ モ ン 酸 カ

リ 固 定 法 を 用 い て 、 AK毒 素 に よ る 電 解 質 イ オ

ン 漏 出 部 位 の 探 索 を 行 い Na、 Mgを 伴 う 微 糸Ⅲ 沈

殿 を 原 形 質 連 絡 糸 近 傍 で 認 め て い る 。 さ ら に 、

イ チ ゴ 黒 斑 病 菌 (4.aプ をθrЛ a ttt strawberry

pathotype)の 生 産 す る AF毒 素 処 理 感 受 性 イ チ

ゴ 葉 で も Na、 Mgを 伴 う 微 細 沈 殿 が 原 形 質 連 絡

糸 近 傍 で 認 め ら れ て い る [61]。 AM毒 素 処 理 リ

ン ゴ 葉 の 場 合 に は Naは 検 出 さ れ な か つ た も の

の 、 微 細 沈 殿 の 局 在 性 や 形 成 時 間 は AK毒 素 処

理 ナ シ 葉 の 場 合 と 非 常 に よ く 類 似 し て い た 。

一 方 、 Langsdorfら  [31]は  Иゴι θ rraa rゴ a ∂0-

プaD」iの 生 成 す る alternaric aCidが 感 受 性 ト

マ ト 細 胞 の 原 形 質 膜 の 陥 入 を 誘 起 す る こ と 、

ま た 、 本 毒 素 処 理 ト マ ト 葉 を イ オ ン 沈 殿 固 定

法 で 固 定 し 観 察 す る と 微 細 沈 殿 が 原 形 質 連 絡

糸 で 認 め ら れ 、 そ の 沈 殿 に は Naは 含 ま れ ず 、

Mgを 含 む こ と を 明 ら か に し て い る 。 以 上 の よ

う に AM毒 素 、 AK毒 素 、 AF毒 素 お よ び  alter―
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naric acid処 理 感 受 性 葉 を ピ ロ ア ン チ モ ン 酸

カ リ 固 定 法 で 固 定 す る と 、 共 通 し て 微 細 沈 殿

が 原 形 質 連 絡 糸 で 認 め ら れ る 。 ま た 、 洗 殿 の

元 素 組 成 に お い て は 、 AK毒 素 処 理 ナ シ 葉 、 AF

毒 素 処 理 イ チ ゴ 葉 で Naが 検 出 さ れ る も の の 、

共 通 し て Mgが 認 め ら れ て い る 。

一 方 、 こ れ ま で の AM毒 素 に 関 す る 微 細 構 造

学 的 研 究 で は 、 毒 素 微 細 構 造 変 化 (原 形 質 膜

の 陥 入 )は 原 形 質 連 絡 糸 で 最 も 多 く 認 め れ て

い る [60,64]。  こ れ ら の 結 果 と 、 本 論 文 の 第

4章 の 結 果 を 総 合 考 察 す る と 、 何 故 AM毒 素 の

効 果 は 原 形 質 連 絡 糸 近 傍 に 限 定 さ れ て い る の

か と い つ た 興 味 深 い 疑 問 が 持 ち あ が る 。 こ の

疑 間 に 関 し て 、 3つ の 仮 説 が 提 唱 で き る 。 1

つ は 、 リ ン ゴ 細 胞 の 原 形 質 連 絡 糸 ま た は そ の

近 傍 が 物 理 的 ま た は 生 理 的 に 弱 く 、 毒 素 障 害

を 受 け や す い こ と 。 2つ 日 は 、 原 形 質 連 絡 糸

は 糸H胞 と 細 胞 間 の 物 質 輸 送 に 関 与 し て い る た

め 、 AM毒 素 が 原 形 質 連 絡 糸 ま た そ の 近 傍 の 原

形 質 膜 に 接 触 す る 機 会 が 多 く 、 毒 素 障 害 が 生
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じ や す い こ と 。 3つ 目 は 、 毒 素 の 標 的 (毒 素

受 容 体 )が 感 受 性 細 胞 の 原 形 質 連 絡 糸 ま た は

そ の 近 傍 に 局 在 し て い る こ と で あ る 。 以 上 の

仮 説 の う ち ど の 仮 説 が 有 望 な の か 現 在 の と こ

ろ 決 定 は で き な い が 、 今 後 の 細 胞 あ る い は 分

子 レ ベ ル で の 詳 細 な 解 析 で 明 ら か に さ れ る も

の と 思 わ れ る 。
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高 等 植 物 の 原 形 質 膜 ATPaseの 生 理 学 的 機 能

に つ い て は Serrano[70]の 総 説 に 述 べ ら れ て

い る よ う に 、 い わ ゆ る "master enzyme"と し

て 種 々 の イ オ ン や 物 質 の 能 動 輸 送 、 成 長 、 電

気 的 ポ テ ン シ ヤ ル 形 成 な ど の 細 胞 の 多 く の 重

要 な 機 能 を 制 御 し て い る も の と 考 え ら れ て い

る 。 リ ン ゴ 斑 点 落 葉 病 菌 の 生 成 す る AM毒 素 は

感 受 性 リ ン ゴ 細 胞 の 原 形 質 膜 に 初 期 作 用 を 示

し 、 膜 透 過 機 能 障 害 を 誘 起 す る [23]。 し た が

っ て 、 AM毒 素 に よ る 原 形 質 膜 ATPase活 性 阻 害

が 膜 透 過 機 能 障 害 を 誘 起 す る こ と が 十 分 考 え

ら れ る 。 そ こ で 、 第 5章 で は 原 形 質 膜 ATPase

活 性 に 対 す る AM毒 素 の 効 果 を 調 べ た [80]。 第

1節 で は 」in Sゴ ιυ で の 毒 素 効 果 を 、 第 2節 で

は ゴЛ yゴ ιrο で の 効 果 を 検 討 し た 。
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第 1節 デ,sデ どv ATPase活 性 に 対 す る 効 果

AM毒 素 を 感 受 性 細 胞 に 処 理 す る と 原 形 質 膜

の 陥 入 が 原 形 質 連 絡 糸 近 傍 で 引 き 起 こ さ れ る

こ と が 知 ら れ て い る [60,64]。  ま た 、 第 4章

で は ピ ロ ア ン チ モ ン 酸 カ リ 固 定 法 を 用 い て 、

毒 素 が 維 管 束 細 胞 の 原 形 質 連 絡 糸 近 傍 か ら イ

オ ン 漏 出 を 誘 起 す る こ と を 明 ら か |こ し た 。 以

上 の よ う に 、 AM毒 素 の 感 受 性 糸H胞 に 及 ぼ す 効

果 の 電 子 顕 微 鏡 所 見 は 、 毒 素 効 果 が 宿 主 細 胞

の 原 形 質 連 絡 糸 付 近 に 局 在 し て 発 現 し て い る

こ と を 示 唆 し て い る 。 そ こ で 、 ATPase活 性 に

対 す る 毒 素 効 果 も 原 形 質 連 絡 糸 部 位 に 局 在 し

て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る の で 、 第 1節 で は

毒 素 の ゴЛ ∂」ity ATPase活 性 に 対 す る 効 果 を 細

胞 化 学 的 手 法 を 用 い て 調 べ た 。

1)材 料 お よ び 方 法

ゴЛ ∂ゴをLr ATPase活  性 を Balsamoと  Uribeの  方

法 [5]に 従 つ て 調 べ た 。
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ミ ソ リ で 傷 を 付 け 、 そ こ に 105Mの AM毒 素

I 、  ま た は 200 μM オ ル ト ノ` ナ ジ ン 酸 ナ ト リ

ウ ム (原 形 質 膜 ATPase活 性 の 阻 害 剤 )を 、 ま

た 対 照 と し て 脱 イ オ ン 水 を 20〃 1処 理 し た 。

処 理 葉 を 26℃ の 湿 室 中 に 1,3,6,12時 間 静

置 し た 後 、 0.5%グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 含 む

0。 l Mリ ン 酸 緩 街 液 (pH 7.2)で 4℃ 、 2時 間

前 固 定 し た 。 固 定 葉 に 反 応 液 (2 mMク エ ン 酸

鉛 、 2 mM ATP、  50 mM Hepes― KOH、  pH 7.1)を

減 圧 浸 透 し 、 25℃ に 2時 間 静 置 し た 後 、 1%

四 酸 化 オ ス ミ ウ ム を 含 む リ ン 酸 衝 液 で 後 固 定

し た 。 以 上 の よ う に 処 理 し た リ ン ゴ 葉 か ら 第

2章 第 1節 の 方 法 に 従 つ て 電 子 顕 微 鏡 試 料 を

作 成 し 電 顕 下 で 観 察 し た 。

2)実 験 結 果

作 成 し た 電 子 顕 微 鏡 試 料 を 無 染 色 で 観 察 し

た 。 脱 イ オ ン 水 処 理 リ ン ゴ 葉 の 試 料 を 低 倍 率

で 観 察 し た が 、 低 倍 率 で は ATPase活 性 を 示

す 沈 殿 は 認 め ら れ な か つ た (Fig。 10A)。 そ こ

で 、 高 倍 率 で 観 察 し た と こ ろ 、 原 形 質 膜 と 原
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形 質 連 絡 糸 で 沈 殿 が 観 察 さ れ た (Fig.loB)。

Fig。 locは 原 形 質 連 絡 糸 で の 典 型 的 な 沈 殿 を

示 し て い る 。 次 に 、 洗 殿 が ATPase活 性 を 反 映

し て い る の か ど う か を 調 べ る た め 、 原 形 質 膜

ATPaseの 特 異 的 阻 害 剤 で あ る オ ル ト バ ナ ジ ン

酸 ナ ト リ ウ ム 処 理 葉 を 同 様 に 観 察 し た 。 そ の

結 果 、 脱 イ オ ン 水 処 理 葉 で 観 察 さ れ た 沈 殿 は

認 め ら れ な か つ た (Fig。 10D)。

次 に 、 原 形 質 連 絡 糸 で の 沈 殿 形 成 の 出 現 頻

度 を 高 倍 率 (X130,000)で 調 べ た 。 脱 イ オ ン

水 処 理 葉 に お い て 、 沈 殿 形 成 が 最 も 多 く 観 察

さ れ た の は 維 管 束 細 胞 で 74%、 つ い で 、 隣 接

細 胞 で 63%、 そ し て 維 管 束 か ら 離 れ た 細 胞 で

は 33%と 維 管 束 か ら 離 れ る に 従 つ て 、 沈 殿 形

成 の 頻 度 が 低 下 し た (Table 10)。 一 方 、 オ ル

ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 処 理 葉 で の 沈 殿 形 成

頻 度 を 調 べ る と そ れ ぞ れ 、 22%、 17%、 お よ

び 5%で あ つ た (Table 10)。 し た が つ て 、 本 法

で 調 査 し た 沈 殿 形 成 頻 度 が 原 形 質 膜 ゴコ ∂」ity

ATPase活 性 を 反 映 し て い る こ と が 明 ら か と な
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っ た 。

そ こ で 、 同 様 に し て AM毒 素 Iを 処 理 し た リ

ン ゴ 葉 で の ゴn∂
=ι

」 ATPase活 性 を 調 べ た 。 そ

の 結 果 、 AM毒 素 を 12時 間 処 理 し た 感 受 性 品 種

葉 (レ ッ ド ゴ ー ル ド )で は 原 形 質 連 絡 糸 で の

沈 殿 は ほ と ん ど 認 め ら れ ず 、 AM毒 素 が ATPase

活 性 を 阻 害 し た こ と を 示 し た (Fig。 1lA)。 一

方 、 抵 抗 性 品 種 葉 (マ ヘ 7)で は 毒 素 を 12時

間 処 理 し て も 原 形 質 連 絡 糸 で 著 し い 沈 殿 が 形

成 さ れ 、 ATPase活 性 の 存 在 す る こ と を 示 し た

(Fig,1lB)。

次 に 、 AM毒 素 が 毒 素 処 理 後 何 時 間 頃 か ら

ATPase活 性 を 阻 害 す る の か と い う 問 題 に つ い

て 、 最 も 沈 殿 が 多 く 観 察 さ た 維 管 束 細 胞 で 調

べ た 。 そ の 結 果 、 感 受 性 品 種 (レ ッ ド ゴ ー ル

ド )の 脱 イ オ ン 水 処 理 葉 で は 、 1、 3、 6、 12

時 間 の い ず れ の 毒 素 処 理 時 間 に お い て も 、

60-80%の 原 形 質 連 絡 糸 で 沈 殿 形 成 が 認 め ら れ

た が 、 毒 素 処 理 葉 で は 、 6時 間 日 以 降 か ら 沈

殿 形 成 頻 度 が 低 下 し た (Fig.12A)。 一 方 、 抵
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抗 性 品 種 葉 (マ ヘ 7)で は 12時 間 の 毒 素 処 理

で も 、 沈 殿 形 成 頻 度 に 大 差 は 認 め ら れ な か つ

た (Fig。 12B)。

第 2節 デβ yデ ど
「

ο ATPase活 性 に 対 す る 効 果

第 5章 第 1節 で は AM毒 素 が 処 理 後 6時 間 目

頃 よ リ ゴЛ ∂ゴty ATPase活 性 を 阻 害 す る こ と を

明 ら か に し た 。 そ こ で 、 第 2節 で は AM毒 素 が

感 受 性 細 胞 の ATPase活 性 を 直 接 阻 害 す る の か

ど う か を 調 べ る た め 、 Hl離 原 形 質 膜 ATPase活

性 に 対 す る AM毒 素 の 効 果 に つ い て 調 べ た 。

従 来 、 植 物 か ら の 原 形 質 膜 の 単 離 に は 、 シ

ョ 糖 密 度 勾 配 遠 心 法 が 用 い ら れ て き た が 、 最

近 水 性 二 層 分 配 法 を 利 用 し た 原 形 質 膜 の 単 離

法 が 報 告 さ れ 、 比 較 的 容 易 に 高 純 度 の 原 形 質

膜 が 得 ら れ る よ う に な つ て い る [15]。 そ こ で

第 2節 で は 本 法 を 用 い て リ ン ゴ 葉 原 形 質 膜 小

胞 を 単 離 し 、 単 離 原 形 質 膜 ATPase活 性 に 対 す

る AШ 毒 素 の 効 果 に つ い て 検 討 し た 。
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1)材 料 お よ び 方 法

リ ン ゴ 葉 の 原 形 質 膜 を Yoshidaら [99]の 水

性 二 層 分 配 改 良 法 に 従 つ て 単 離 し た 。 リ ン ゴ

葉 を 水 道 水 、 次 い で 脱 イ オ ン 水 で 洗 浄 し ペ ー

パ ー タ オ ル で 水 分 を 取 り 除 い た 後 、 -83℃  に

保 存 し た 。 凍 結 保 存 し た リ ン ゴ 葉 を 細 断 し 、

破 砕 用 緩 衝 液 (0.25Mシ ヨ 糖 、 2 mM EDTA、

12 mMメ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 30 mM L― ア ス

コ ル ビ ン 酸 、 1%ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル

4000、 20 mMリ ン 酸 緩 衝 液  pH 7.8)|こ 入 れ 、

Vir― Tis 45ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て 高 速 で

60秒 間 破 砕 し た 。 破 砕 液 を 200 μmの ナ イ ロ ン

メ ッ シ ュ で ろ 過 し 、 ろ 液 を 遠 心 分 離 (10,000

X g、 10分 間 )し た 。 次 に 、 そ の 上 清 を 遠 心 分

離 (100,000 X g、 1時 間 )し 、 原 形 質 膜 小 胞

を 含 む 沈 殿 を 得 た 。 沈 殿 に 0.25Mシ ヨ 糖 を 含

む リ ン 酸 緩 衝 液 pH 7.8に 入 れ 、 テ フ ロ ン ホ モ

ジ ナ イ ザ ー を 用 い て 均 ― に 懸 濁 し 、 こ れ を 粗

膜 画 分 と し た 。 粗 膜 画 分 5祀 を 20gの 5j6%

ポ リ マ ー 溶 液 (最 終 濃 度 と し て 5。 6%ポ リ エ
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チ レ ン グ リ コ ー ル  Sigma P-3350、 5.6%デ キ

ス ト ラ ン  T500 Pharmacia Fine Chemicals、

0。 25Mシ ヨ 糖 、 30 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム )に 加

え 、 30回 反 転 し な が ら 混 合 し 、 遠 心 (880 X g

10分 間 )し た 。 遠 心 後 、 上 層 (ポ リ エ チ レ ン

グ リ コ ー ル 層 )を 回 収 し た 。 膜 画 分 を 含 ま な

い 緩 衝 液 だ け を 加 え て 作 つ た 下 層 (デ キ ス ト

ラ ン 層 )に 上 層 を 加 え 、 再 び 遠 心 (880 X g

10分 問 )し た 。 上 層 を 0,25Mシ ヨ 糖 を 含 む

Hepes― BTP 緩 衝 液  (pH7.2)で  2 倍 以 上  に 希 釈

し 、 速 心 分 離 (100,000 X g、 1時 間 )し た 。

沈 殿 を 同 Hepes緩 衝 液 で 懸 濁 し 、 再 び 速 心 分

離 (100,000 X g、 1時 間 )し た 。 得 ら れ た 沈

殿 を 同 Hepes緩 衝 液 で 懸 濁 し 、 こ れ を 原 形 質

膜 画 分 と し た 。 原 形 質 膜 画 分 は 使 用 す る ま で

-83℃ で 保 存 し た 。

得 ら れ た 原 形 質 膜 画 分 を 以 下 の 方 法 で 電 子

顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 原 形 質 膜 画 分 を 遠 心 分 離

( 100,000 X g、  1 時 間 )し  、 第  2 章 第  1 節

で 述 べ た 方 法 に 従 つ て 沈 殿 の 電 子 顕 微 鏡 試 料
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を 作 成 し た 。 超 薄 切 片 を 酢 酸 ウ ラ エ ル と ク エ

ン 酸 鉛 で 染 色 し 観 察 し た 。

原 形 質 膜 画 分 の ATPase活 性 を 以 下 の 方 法 で

測 定 し た 。 即 ち 、 180ガ tの 反 応 液 (反 応 源 の

組 成 (最 終 濃 度 )3 mM ATP'2Na、 3 mM硫 酸 マ グ

ネ シ ウ ム 、 50 mM 塩 化 カ リ ウ ム 、 0,03% ト リ

ト ン X-100を 含 む 30 mM TriS― Mes緩 衝 液 、 pH

6.5)に 原 形 質 膜 画 分 20 μ lを 添 加 す る こ と に

よ り 反 応 を 開 始 し 、 38℃ で 30分 間 行 つ た 。 遊

離 無 機 リ ン の 定 量 は Fiske and Subbarowの 方

法 [12]を 改 良 し 行 つ た 。 反 応 液 に 400μ
'停

止

液 (5%SDS、 0,833%モ リ ブ デ ン 酸 ア ン モ ニ ウ

ム 、 1.67N硫 酸 )を 添 加 し 、 次 い で 、 80〃 t発

色 液 (0。 154%1-ア ミ ノ ー2-ナ フ ト ー ル ー4-ス ル

ホ ン 酸 、 O.923%亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.923%

亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム )を 添 加 し た 後 、 26℃

で 35分 間 静 置 し 、 発 色 さ せ た 。 660 nmで の 吸

光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 無 機 リ ン の 定 量 を

行 つ た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 ク マ シ ー ブ リ リ

ア ン ト ブ ル ー G(Sigma)を 用 い る Bradfordの
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方 法 [3]に 従 っ て 定 量 し た 。

2)実 験 結 果

原 形 質 膜 画 分 を 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 し 、 純 度

検 定 を 行 つ た 。 そ の 結 果 、 本 画 分 の 大 半 は 閉

じ た 小 胞 で 成 立 つ て お り 、 純 度 の 高 い 膜 画 分

で あ る こ と が 明 ら か と な つ た (Fig。 13)。

次 に 、 原 形 質 膜 画 分 の ATPase活 性 に 対 す る

各 種 特 異 的 阻 害 剤 の 効 果 に つ い て 調 べ た 。 即

ち 、 液 胞 膜 の ATPase阻 害 剤 で あ る 硝 酸 力 り 、

ミ ト コ ン ド リ ア の ATPase阻 害 剤 で あ る ア ジ 化

ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 、 原 形 質 膜 の ATPase阻 害

剤 で あ る オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を そ れ

ぞ れ 反 応 液 に 添 加 し ATPase活 性 を 測 定 し た 。

そ の 結 果 、 ATPase活 性 は l mMァ ジ 化 ナ ト リ

ウ ム で は 全 く 阻 害 さ れ ず 、 100 mM硝 酸 カ リ

で 若 千 (5-10%)阻 害 さ れ た 。 一 方 、 100/M

オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム で 7585%阻 害 さ

れ た 。 し た が っ て

質 膜 標 品 で あ る こ

11)。

本 画 分 が 純 度 の 高 い 原 形

が 明 か と な つ た (Table

ヽ

　

　

　

　

し

色
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Table ll.  Effects of inhibitors
membranes from apple

and AM― toxin on ATPase activity of plasma

leaves

ATPase activitya)(μ mol Pi/mg prOtein/h)

Treatment
Red Gold Jonathan Mahe 7

Control
+acetone (1%)

+Na3V04 (100 μШ)

+KN03 (100 mJl)

+NaN8(1耐 )

+AM―toxln (10~5 M)

33.7 ± 8.6

35。 4 ± 8.1

9。 2± 3.2

31.3 ± 8.9

35。 7 ± 9.0

35.6 ± 9.5

26.5± 1.8(100)b)

29,4 ± 0。 4 (110)

3.5 ± 0.2 ( 13)

25。 8 ± 0。 2 ( 97)

28。 4 ± 3.1 (107)

28,2 ± 1.8 (107)

32.8 ± 0.4 (100)C)

33.7 ± 1.8 (103)

5。 7 ± 0,1 ( 17)

29。 1 ± 1.2 ( 89)

31.7 ± 2.1 ( 96)

34.5 ± 1.9 (105)

(100)h)

(105)

( 27)

( 93)

(106)

(106)

a)

b)

Assayed in the presence of 3 mⅡ  NaATP,

50 mШ KCl and O.03% (v/v)TritOn x-100

Per cent of control.  Values represent
three replications.

30削 Tris hes(pH 6.5),3耐 ⅢgS04,

at 38 ℃.

the means and standard deviatlons of
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そ こ で 、 本 原 形 質 膜 標 品 の ATPase活 性 に 対

す る AM毒 素 Iの 効 果 に つ い て 調 べ た 。 そ の 結

果 、 感 受 性 品 種 (レ ッ ド ゴ ー ル ド )、 中 程 度

抵 抗 性 品 種 (紅 玉 )、 お よ び 抵 抗 性 品 種 (マ

ヘ 7)の い ず れ の 原 形 質 膜 画 分 に お い て も 、

高 濃 度 AM毒 素 (105M)に よ る ATPase活 性 の 変

動 は 全 く 認 め ら れ な か つ た (Table ll)。

次 に 、 感 受 性 品 種 (レ ッ ド ゴ ー ル ド )の 原

形 質 膜 画 分 に AM毒 素 を 前 処 理 し 、 一 定 時 間 後

に ATPase活 性 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 AM毒 素

を 原 形 質 膜 に 12時 間 処 理 し て も 活 性 の 変 動 は

全 く 認 め ら れ な か つ た (Fig。 14)。

第 3節 考

Balsamoと Uribeの 方 法 [5]に よ つ て 固 定 し

た リ ン ゴ 葉 の ゴД ∂ゴむ口 ATPase活 性 を 電 子 顕 微

鏡 で 調 べ る と 、 原 形 質 膜 、 原 形 質 連 絡 糸 で 沈

殿 が 認 め ら れ た 。 そ の 沈 殿 は 原 形 質 膜 ATPase

の 特 異 的 阻 害 剤 で あ る オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト

察
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リ ウ ム 処 理 に よ り 消 失 し た こ と か ら 、 本 沈 殿

が ATPase活 性 を 反 映 し て い る こ と が 明 ら か と

な っ た 。 し か し 、 著 し い 沈 殿 形 成 が 原 形 質 連

絡 糸 で 観 察 さ れ た が 、 原 形 質 膜 で の 沈 殿 は 微

量 で あ つ た 。 今 回 用 い た 試 料 は ATPase反 応 を

行 つ た 後 に 樹 脂 包 埋 す る preembeddingで 作 成

し た た め 、 試 料 作 成 の 操 作 (特 に 水 洗 、 脱 水 )

に よ り 、 原 形 質 膜 で の 沈 殿 は 流 失 し 、 原 形 質

連 絡 糸 で の 沈 殿 は 取 れ 難 く 保 持 さ れ て お リ ト

原 形 質 連 絡 糸 に 沈 殿 が 局 在 し て い る よ う に 観

察 さ れ た も の と 考 え た 。 沈 殿 形 成 の 組 織 内 分

布 を 調 べ る と 沈 殿 形 成 は リ ン ゴ 組 織 の 維 管 束

細 胞 で 多 く 認 め ら れ 、 維 管 束 か ら 離 れ る に 従

つ て 減 少 し た 。 維 管 束 細 胞 に ATPaseが 局 在 し

て い る と 考 え る の は 難 し く 、 む

胞 が 組 織 内 の 物 質 輸 送 細 胞 で あ

ろ 維 管 束 糸H

た め 反 応 液

と の 接 触 機 会 が 多 い た め と 考 え る の が 無 難 で

あ ろ う 。 沈 殿 形 成 は 原 形 質 膜 や 原 形 質 連 絡 糸

で 認 め ら れ た が 、 液 胞 膜 で は あ ま り 認 め ら れ

な か つ た 。 BalSamoと  Uribe[5]は  KaraЛ θねοθの

し

　

　

る
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プ ロ ト プ ラ ス ト 内 の 液 胞 膜 ATPase活 性 を 本 法

で 検 出 し て い る が 、 原 形 質 膜 で の 沈 殿 形 成 と

比 べ て 約 1/3で あ る こ と を 明 ら か |こ し 、 反 応

液 中 の 鉛 の 細 胞 内 へ の 難 浸 透 性 を 示 唆 し た 。

今 回 の 実 験 で は 、 プ ロ ト プ ラ ス ト で は な く リ

ン ゴ 葉 組 織 を 用 い た た め 、 さ ら に 細 胞 内 へ の

鉛 の 浸 透 性 が 悪 く 液 胞 膜 で の ATPase活 性 を 検

出 で き な か つ た も の と 思 わ れ る 。

感 受 性 リ ン ゴ 細 胞 で の 沈 殿 形 成 は 6時 間 以

上 の AM毒 素 処 理 に よ り 減 少 し た が 、 抵 抗 性 品

種 で は 減 少 し な か つ た 。 こ の こ と は AM毒 素 が

リ ン ゴ 細 胞 の ダЛ Jゴ ty ATPase活 性 を 特 異 的 に

阻 害 す る こ と を 示 し て い る 。 一 方 、 105Mの

AM毒 素 Iに よ る 壊 死 斑 が 形 成 さ れ 始 め る 時 間

は お よ そ 毒 素 処 理 後 6時 間 で あ り 、 ゴЛ Jゴ ty

ATPase活 性 の 低 下 時 間 帯 と 一 致 す る 。 こ の こ

と は 、 ゴコ Jゴ ty ATPase活 性 の 低 下 は 毒 素 の 初

期 作 用 で は な く 毒 素 に よ る 細 胞 死 と 関 連 し て

い る も の と 思 わ れ る 。

一 方 、 Parkら [63]は AK毒 素 処 理 ナ シ 葉 で 細
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胞 活 性 を 原 形 質 膜 に 融 合 し た ゴ ル ジ 小 胞 の 数

を 計 測 す る こ と に よ り 調 べ 、 AK毒 素 処 理 後 3

～ 6時 間 以 内 で あ れ ば 、 感 受 性 細 胞 の ゴ ル ジ

小 胞 生 産 を 増 大 さ せ る こ と を 見 出 し た 。 し か

も 、 ゴ ル ジ 小 胞 は 原 形 質 膜 直 下 に 均 ― に 分 布

す る の で は な く 、 毒 素 に よ つ て 陥 入 し た 原 形

質 膜 近 傍 に 集 中 し て い て 旺 盛 な 分 泌 活 性 を 行

つ て お り 、 原 形 質 膜 に ゴ ル ジ 小 胞 を 融 合 さ せ

て 内 部 の 物 質 を 分 泌 さ せ る 能 力 を 持 つ て い る

こ と を 明 ら か |こ し た 。 し か し 、 毒 素 処 理 10時

間 後 で は 、 細 胞 の 壊 死 と と も に ゴ ル ジ 小 胞 は

ほ と ん ど 消 失 し て い る こ と か ら 、 ゴ ル ジ 活 性

は 1ま と ん ど 無 く な つ て い る も の と 考 え ら れ て

い る [63]。  ゴn sゴ をJ ATPase活 性 が AM毒 素 に よ

つ て 阻 害 さ れ た 第 5章 第 1節 で の 結 果 と Park

ら [63]の 実 験 結 果 と の 間 に は 卜 毒 素 と 検 定 植

物 の 違 い は あ る も の の 、 共 通 し て 6～ 10時 間

目 で 毒 素 に よ る 細 胞 活 性 の 低 下 が 認 め ら れ る 。

AM毒 素 に よ つ て 約 6時 間 以 降 に 誘 起 さ れ た 細

胞 活 性 の 全 体 の 低 下 の 結 果 、 ATPase活 性 あ る
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Vヽ しよ ゴ ル ジ 活 性 の 低 下 な ど の 2次 的 毒 素 障 害

が 生 じ 、 そ の 後 壊 死 が 誘 起 さ れ る も の と 思 わ

れ る 。

一 方 、 Kohmotoら [27]|ま HSTに よ る 菌 の 感 染

誘 導 に は 細 胞 死 は 必 要 と せ ず 、 毒 素 に よ つ て

早 期 に 誘 導 さ れ た 微 少 な 膜 機 能 障 害 が 重 要 で

あ る と 指 摘 し て い る 。 し た が つ て 、 毒 素 処 理

後 6時 間 以 降 に 誘 導 さ れ た A'「 Pase活 性 の 阻 害

は 、 斑 点 落 葉 病 菌 の 感 染 の 有 無 を 決 定 す る 毒

素 障 害 で は な く 、 む し ろ 、 病 徴 発 現 に 関 与 し

て い る と 考 え ら れ る 。

な お 、 病 原 菌 由 来 の 病 原 性 因 子 処 理 に よ つ

て  ゴД Sノ ty ATPase活 性 が 低 下 す る こ と は エ

ン ド ウ 褐 紋 病 菌 の サ プ レ ッ サ ー で 処 理 し た エ

ン ド ウ 葉 で も 認 め ら れ て い る [3,85]。 褐 紋 病

菌 の サ プ レ ッ サ ー は 本 病 原 菌 の 宿 主 で あ る エ

ン ド ウ 、 お よ び 非 宿 主 で あ る イ ン ゲ ン 、 サ サ

ゲ 、 ダ イ ズ 、 オ オ ム ギ な ど か ら 調 製 し た 原 形

質 膜 画 分 の  如 7」itrO ATPase活 性 を 非 特 異 的

に 阻 害 す る 。 し か し 再 ゴЛ ∂ゴty ATPase活 性 は 、
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宿 主 で あ る エ ン ド ウ に 限 リ サ プ レ ッ サ ー に よ

る 阻 害 が 認 め ら れ 、 サ プ レ ッ サ ー の 原 形 質 膜

ATPaseに 対 す る 阻 害 作 用 の 特 異 性 は 、 組 織 レ

ベ ル に お い て 初 め て 認 め ら れ る こ と を 明 ら か

に し て い る [8,85]。

AM毒 素 に よ る
=Л

∂ゴι」 ATPase活 性 の 低 下 は

毒 素 処 理 後 6時 間 以 降 で 認 め れ る こ と か ら 、

毒 素 の 2次 的 現 象 で あ る も の と 推 察 さ れ た が 、

毒 素 が 直 接 ATPase活 性 を 阻 害 し て い る 可 能 性

は 必 ず し も 否 定 で き な い 。 そ こ で 、 毒 素 が 直

接 ATPaseに 作 用 し て い る か ど う か を 調 べ る た

め 単 離 原 形 質 膜 ATPase活 性 に 対 す る 毒 素 効 果

を 調 べ た 。

原 形 質 膜 の 単 離 に は Yoshidaら [99]の 水 性

二 層 分 配 法 を 用 い た 。 水 性 二 層 分 配 に お け る

膜 顆 粒 の 上 下 層 へ の 分 配 は 、 膜 表 面 の 物 理 化

学 的 性 質 、 特 に 表 面 電 荷 と 疎 水 性 な ど に 支 配

さ れ て い る と い わ れ て い る 。 強 い 電 荷 を 持 つ

膜 は 、 上 層 へ 分 配 さ れ る 傾 向 が 強 い 。 原 形 質

膜 表 面 は 一 般 に 陰 性 の 電 荷 を 帯 び て い る の で
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上 層 へ と 分 配 さ れ る が 、 断 片 化 し た り 、

inside― outの 膜 小 胞 は 逆 に 下 層 へ と 分 配 さ れ

る 。 本 法 に よ つ て 得 ら れ た 膜 画 分 を 電 子 顕 微

鏡 で 観 察 す る と 、 ほ と ん ど が 閉 じ た 小 胞 で あ

り 断 片 化 し た 膜 画 分 は 含 ま れ て お ら ず 、 純 度

の 高 い 標 品 で あ る も の と 思 わ れ た 。 ま た 、 膜

画 分 の ATPase活 性 に 対 す る 特 異 的 阻 害 剤 の 効

果 に つ い て 調 べ た 結 果 、 原 形 質 膜 ATPase特 異

的 阻 害 剤 オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム に 著 し

く 感 受 性 で あ り 、 ホ 画 分 が 高 純 度 の 原 形 質 膜

画 分 で あ る こ と が 明 ら か と な つ た 。 そ こ で 、

ATPase活 性 に 対 す る AM毒 素 の 効 果 を 調 べ た が 潟

何 ら 影 響 は 認 め ら れ な か つ た 。 こ れ ら の 結 果

か ら 、 毒 素 に よ る ゴ刀 εゴty ATPase活 性 の 低 下

は 、 毒 素 に よ つ て 間 接 的 に 引 き 起 こ さ れ る 2

次 的 現 象 で あ る も の と 結 論 し た 。

一  方  、 Fy∂ ゴθOcc口 阿  覆阿/Fご aプ ゴ Del.が  生  成  す

る 非 特 異 的 毒 素 (fusiCOCCin)は 広 範 囲 の 高 等

植 物 に お い て 、 膜 電 位 の 過 分 極 と 原 形 質 膜

ATPase活 性 の 増 大 を 誘 起 す る [7]。  ま た 褐 紋
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病 菌 の サ プ レ サ ー は 、 原 形 質 膜 の 本 酵 素 系 を

阻 害 す る こ と が 明 ら か と な つ て い る [100]。

一 方 、 AK毒 素 は 感 受 性 ナ シ 葉 の 膜 電 位 の 脱 分

極 を 誘 起 す る が [56]、 ATPase活 性 に は 効 果 を

示 さ な い [54]。 さ ら に 、 AF毒 素 処 理 イ チ ゴ 葉

で も 毒 素 に よ る 膜 電 位 の 脱 分 極 は 認 め ら れ る

が [38]、 ATPase活 性 は 阻 害 さ れ な い [33]。 一

方 、 サ ト ウ キ ビ 限 点 病 菌 (〃 .J∂ CC力 arゴ )の HS

毒 素 に 関 す る 研 究 に お い て も 、 本 毒 素 は 膜 電

位 の 脱 分 極 を 誘 起 す る が 、 ATPaseに は 効 果 を

示 さ な い こ と が 報 告 さ れ て い る [69]。 現 在 ま

で の と こ ろ 、 AM毒 素 を 含 め た HSTは 、 ゴ刀 ∂ゴty

ATPase活 性 の 低 下 や 、 膜 電 位 の 変 化 を 誘 起 す

る も の の 、 ATPaseに 直 接 的 作 用 を 示 さ な い 。

し た が っ て 、 毒 素 と 毒 素 受 容 体 か ら 始 ま る 細

胞 内 で の 一 連 の 事 象 を 経 て ノЛ Jtty ATPase活

性 の 低 下 や 原 形 質 膜 膜 電 位 の 脱 分 極 が 間 接 的

に 誘 起 さ れ る も の と 考 え ら れ る が 、 そ の 分 子

機 構 は 依 然 と し て 不 IザJの ま ま で あ る 。

一 方 、 バ リ ノ マ イ シ ン や モ ナ ク チ ン な ど の
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イ オ ノ フ ォ ア は 環 状 ペ プ チ ド で あ り 、 解 離 し

う る 残 基 を も た ず 、 分 子 の 外 側 に メ チ ル 基 な

ど 疎 水 性 基 が 配 列 し 、 AM毒 素 の 構 造 と 類 似 し

て い る [66]。 こ の よ う な イ オ ノ フ ォ ア は K+な

ど 陽 イ オ ン を そ の 環 状 構 造 の 中 に 包 み 込 み 、

脂 溶 性 の K+の 包 接 化 合 物 を つ く り 、 膜 の 疎 水

性 領 域 を 通 過 す る こ と に よ つ て イ オ ン の 透 過

性 を 高 め る 働 き を す る [66]。 分 子 構 造 の 類 似

性 か ら 考 え る と 、 AM毒 素 も イ オ ノ フ ア ア の 様

に 包 接 化 合 物 を つ く り 、 リ ン ゴ 細 胞 の 原 形 質

膜 に 作 用 す る 可 能 性 が 考 え ら れ る が 、 現 在 の

と こ ろ 、 AM毒 素 の 単 離 原 形 質 膜 に 対 す る 直 接

作 用 は 認 め ら れ て い な い 。 今 後 、 AM毒 素 が リ

ン ゴ 細 胞 の 原 形 質 膜 を 第 1次 作 用 点 と し て い

る か ど う か を 調 べ る た め に は 、 単 離 原 形 質 膜

小 胞 を 用 い て 、 H+あ る い は イ オ ン 輸 送 に 対 す

る 毒 素 効 果 を 検 討 し な け れ ば な ら な い も の と

思 わ れ る 。
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第6章

自 然 界 に 常 発 し て い る 数 多 く の 農 作 物 病 害

で は 、 特 定 の 微 生 物 種 が 特 定 の 植 物 あ る い は

栽 培 品 種 を 選 択 し て 実 害 を 与 え て い る 。 例 え

ば 、 い も ち 病 菌 は イ ネ を 侵 す が 、 ダ イ コ ン に

は 決 し て 実 害 を 与 え な い 。 リ ン ゴ 斑 点 落 葉 病

菌 は リ ン ゴ の う ち 、 レ ッ ド ゴ ー ル ド な ど 特 定

の リ ン ゴ 品 種 だ け を 侵 害 す る 。

植 物 糸 状 首 病 に み ら れ る 寄 生 性 の 特 異 性 は 、

ま ず 病 原 菌 側 か ら 何 ら か の 化 学 物 質 的 な 信 号

の 提 供 が あ り 、 そ れ に 応 答 し 得 る 受 容 機 構 を

具 備 し た 植 物 の み が 、 自 己 組 織 内 に 異 物 (病

原 菌 )を 受 容 す る も の と 概 念 的 に は 考 え ら れ

る 。 HST生 成 菌 の 感 染 機 構 に 関 し て は 次 の よ

う な 基 本 概 念 が 提 唱 さ れ て い る [22,26,28,

42,43,45,49,52,53]。 す な わ ち 、 ① 宿 主 植 物

侵 入 に 先 立 つ 事 前 行 動 と し て 、 病 原 菌 に よ る

HSTの 放 出 。 ② 宿 主 に よ る HST情 報 の 選 択 的 受

由
爪考

△
口総
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容 。 ③ HST情 報 の 伝 達 に よ る 糸 状 菌 の 貫 入 に

対 す る 宿 主 側 の 受 容 性 体 制 の 醸 成 で あ る 。

AM毒 素 に よ つ て 仲 介 さ れ る 斑 点 落 葉 病 菌 の

感 裟 機 構 に お い て は 、 基 本 概 念 ① に 係 わ る 病

原 信 号 因 子 と し て の AM毒 素 分 子 が 単 離 ・ 構 造

決 定 [48,92,98]、 化 学 合 成 [18,32,74]さ れ て

い る 。 さ ら に 、 ア ナ ロ グ [47,71,72,73,75]や

鏡 像 異 性 体 [2]を 用 い た 分 子 構 造 と 活 性 相 関

の 研 究 も 行 わ れ 、 AM毒 素 分 子 の 化 学 的 基 礎 は

既 に 構 築 さ れ て い る 。

一 方 、 基 本 概 念 ② に 関 し て 、 こ れ ま で AM毒

素 の リ ン ゴ 細 胞 に お よ ば す 特 異 的 生 理 機 能 障

害 や 微 細 構 造 変 化 の 研 究 が 行 わ れ た 。 毒 素 障

害 は 感 受 性 リ ン ゴ 葉 の 原 形 質 膜 と 葉 緑 体 で 認

め ら れ ろ こ と が 明 ら か と な り [25,60]、  AM毒

素 の 初 期 作 用 点 は こ れ ら 両 オ ル ガ ネ ラ で あ る

と 考 え ら れ る よ う に な っ た 。 ま た 、 感 受 性 リ

ン ゴ 品 種 は AM毒 素 に 対 し て 器 官 特 異 性 を 示 し

葉 緑 体 を 持 つ 葉 は 毒 素 反 応 性 を 示 す が 、 花 弁

は 反 応 し な い こ と が 認 め ら れ [35]、 こ の 結 果
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か ら は 、 AM毒 素 の 葉 緑 休 へ の 作 用 が 特 異 性 発

現 に 重 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に 、

毒 素 に よ る 壊 死 斑 形 成 は 光 照 射 に よ つ て 抑 制

さ れ る と い う 結 果 が 得 ら れ て お り [88,89,

90]、 毒 素 の 初 期 作 用 点 と 光 の 関 係 が 注 目 を

浴 び る よ う に な つ て き た 。

そ こ で 木 研 究 で は 、 基 本 概 念 ② に 関 連 し た

以 上 の よ う な 過 去 の 研 究 結 果 を 踏 ま え て 、 AM

毒 素 の 宿 主 特 異 的 作 用 機 構 に つ い て 細 胞 ・ 生

理 学 的 に 実 験 を 展 開 し た 。 ま ず 、 第 1章 に お

い て 、 AM毒 素 の 初 期 作 用 に 対 す る 光 の 効 果 に

つ い て 調 査 し た 。 こ こ で は 、 毒 素 の 原 形 質 膜

機 能 障 害 に は 光 は 無 関 与 で あ る こ と が 明 ら か

と な つ て い た の で [90]、 さ ら に 、 微 細 構 造 学

的 に こ の 結 果 を 補 強 し た 。 一 方 、 も う 1つ の

作 用 点 で あ る 葉 緑 体 で の 毒 素 障 害 に 対 す る 光

の 影 響 に つ い て は 今 ま で 全 く 明 ら か |こ さ れ て

い な か つ た 。 し か し 、 葉 緑 体 が 光 受 容 オ ル ガ

ネ ラ で あ る こ と を 考 慮 す る と 、 毒 素 に よ る 葉

緑 体 機 能 障 害 は 光 に よ つ て 左 右 さ れ る こ と が

-99-



予 想 さ れ た 。 そ こ で 、 葉 緑 体 機 能 障 害 に 対 す

る 光 の 効 果 を 調 べ た 結 果 、 光 の 影 響 を 全 く 受

け ず 、 光 に よ る 凝 死 斑 抑 制 現 象 と 毒 素 に よ る

葉 緑 体 機 能 障 害 と の 関 連 性 は 無 い こ と が 明 ら

か と な り 、 壊 死 斑 形 成 抑 制 に は 葉 緑 体 以 外 の

光 化 学 反 応 系 が 関 与 す る も の と 推 察 し た 。

AM毒 素 は 原 形 質 膜 と 葉 緑 体 の 2カ 所 に 初 期

作 用 を 示 す こ と は 明 ら か と な つ て い る が [25,

60]、  毒 素 に よ る 原 形 質 膜 機 能 障 害 あ る い は

葉 緑 体 の 機 能 障 害 や 変 調 が ど の う よ う に AM毒

素 の 宿 主 特 異 性 発 現 に 関 連 す る の か 、 ま た 、

菌 の 受 容 化 に ど の 毒 素 障 害 が 関 与 す る の か 全

く 明 ら か に さ れ て い な い 。 そ こ で 、 第 3章 で

は 両 オ ル ガ ネ ラ で の 毒 素 障 害 に 焦 点 を 絞 り 、

両 作 用 点 の 病 理 的 評 価 を 行 つ た 。 毒 素 投 与 量

一 反 応 相 関 か ら み た AM毒 素 作 用 お よ び SH基 修

飾 剤 処 理 葉 で の AM毒 素 作 用 を 検 討 し た と こ ろ 、

毒 素 の 原 形 質 膜 へ の 作 用 が 壊 死 斑 形 成 に 重 要

で あ る こ と を 見 出 し た 。 ま た 、 毒 素 の 原 形 質

膜 へ の 作 用 は SH基 修 飾 剤 の 前 処 理 で 抑 制 さ れ 、
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同 時 処 理 で 抑 制 さ れ な い こ と か ら 、 AM毒 素 の

原 形 質 膜 へ の 初 期 作 用 (毒 素 分 子 の 認 識 あ る

い は 毒 素 認 識 後 瞬 時 に 誘 起 さ れ る 情 報 伝 達 )

に SH基 分 子 が 関 与 す る と 推 察 し た 。 一 方 、 毒

素 障 害 と 菌 受 容 化 と の 関 連 性 を 解 析 し た と こ

ろ 、 毒 素 に よ る 原 形 質 膜 機 能 障 害 が 菌 受 容 化

に 必 須 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 第 3章 で

の 結 果 を も と に AM毒 素 の 感 受 性 リ ン ゴ 葉 に 対

す る 作 用 機 構 の 模 式 図 を Fig.15に 示 し た 。

AM毒 素 の 作 用 機 構 に お い て 、 原 形 質 膜 機 能

障 害 の 重 要 性 を 第 3章 で 指 摘 し た 。 し か し 、

毒 素 に よ る 原 形 質 膜 機 能 障 害 と し て 明 ら か に

さ れ て い る 事 象 は 、 毒 素 に よ る 原 形 質 膜 の 微

細 構 造 変 化 (原 形 質 膜 の 陥 入 )[60,64]や 膜

透 過 機 能 障 害 [21,23,24]な ど で あ る 。 こ れ ま

で の 膜 透 過 機 能 障 害 に 関 す る 研 究 で は 、 葉 組

織 か ら 外 部 に 漏 出 す る イ オ ン を 分 析 す る 方 法

が 用 い ら れ て き た 。 し た が つ て 、 得 ら れ た 結

果 は 組 織 全 体 で 引 き 起 こ さ れ た 膜 透 過 機 能 障
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害 を 総 合 し た も の で あ り 、 毒 素 障 害 の 糸H胞 内

局 在 性 に 関 し て は 不 明 の ま ま で あ

で 第 4章 で は 、 イ オ ン 沈 殿 固 定 法

つ
　
　
　
　
ｒ
＼

た 。 そ こ

ピ ロ ア ン

チ モ ン 酸 カ リ 固 定 法 )[20]を 用 い て 、 毒 素 に

よ る イ オ ン 漏 出 部 位 の 局 在 性 を 電 子 顕 微 鏡 下

で 調 べ た 。 本 手 法 に よ り 、 毒 素 に よ る イ オ ン

漏 出 部 位 は 主 に 原 形 質 連 絡 糸 近 傍 に 局 在 し て

い る こ と を 明 ら か |こ し た 。 ま た 、 こ の こ と か

ら 、 AM毒 素 初 期 作 用 部 位 (毒 素 受 容 体 )も 原

形 質 連 絡 糸 に 局 在 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ

た 。 以 上 の よ う に 、 第 4章 で は 細 胞 レ ベ ル で

の AM毒 素 の 作 用 機 構 に メ ス を い れ た 。

一 方 、 AM毒 素 に よ つ て 膜 透 過 機 能 障 害 が 誘

起 さ れ る こ と は 現 象 的 に 把 握 さ れ て い る も の

の 、 そ の 原 因 と な る 機 構 に つ い て は 全 く 明 ら

か |こ さ れ て い な い 。 1つ の 可 能 性 と し て 、 毒

素 が 原 形 質 膜 ATPase活 性 を 阻 害 す る こ と が 予

想 さ れ た の で 、 第 5章 で は 本 酵 素 に 対 す る 毒

素 効 果 を 調 べ た 。 ダЛ Jゴ ty ATPase活 性 は 毒 素

処 理 6時 間 以 降 に 阻 害 さ れ た が 、 単 離 原 形 質
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膜 で の ゴn yゴ trO ATPase活 性 に は 何 ら 効 果 を

示 さ な か つ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 AM毒 素 は

ATPase活 性 を 2次 的 に 阻 害 す る こ と を 明 ら か

に し た 。 ま た 、 毒 素 作 用 部 位 と 考 え ら れ て い

る 原 形 質 膜 の 単 離 に 成 功 し 、 すЛ 7ゴ ιrο で の 毒

素 作 用 解 析 を 可 能 に し た 。

以 上 の よ う に 本 研 究 に お い て 、 AM毒 素 の リ

ン ゴ 細 胞 に お よ ば す 作 用 を 細 胞 ・ 生 理 学 的 に

解 析 し 、 先 に 述 べ た 感 染 機 構 の 基 本 概 念 ② に

具 体 性 を 与 え た 。 さ ら に 、 こ の よ う な 研 究 は

基 本 概 念 ② に 関 す る さ ら な る 詳 糸Ⅲ な 研 究 、 あ

る い は 、 基 本 概 念 ③ を 解 明 す る 上 で 有 用 な 情

報 を 提 供 で き た も の と 考 え る 。

一 方 、 基 本 概 念 ② に あ げ ら れ て い る 選 択 的

受 容 に 関 し て 、 HSTの 示 す 宿 主 特 異 性 は "感

受 性 植 物 に は HSTを 認 識 す る 因 子 (毒 素 受 容

体 )が 存 在 し 、 抵 抗 性 植 物 で は こ れ を 欠 く "

と す る 毒 素 受 容 体 説 [65]で 説 明 さ れ る よ う に

な つ て き て い る 。 Wolpartと Macko[95]は HV毒

素 と 結 合 す る 100kDの タ ン パ ク 質 を 感 受 性 エ
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ン バ ク 葉 よ り 見 出 し 、 本 タ ン パ ク 質 が HV毒 素

受 容 体 で あ る 可 能 性 を 示 し た 。 ま た 、 Dewey

ら [10]は 、 HMT毒 素 感 受 性 の Texas型 細 胞 質 雄

性 不 稔 系 統 ト ウ モ ロ コ シ の ミ ト コ ン ド リ ア に

特 異 的 に 存 在 す る 13kDの ポ リ ペ プ チ ド を コ ー

ド す る 遺 伝 子 (7-口 rf′ J)を ク ロ ー ニ ン グ し 、

そ れ を 大 腸 菌 に 導 入 す る と 、 大 腸 菌 が HMT毒

素 反 応 性 を 示 す こ と を 明 ら か に し た 。 ま た 、

Braunら [9]は 、 宿 主 ミ ト コ ン ド リ ア や 遺 伝 子

導 入 大 腸 菌 に お い て 、 HMT毒 素 が 13kDポ リ ペ

プ チ ド と 結 合 す る こ と を 見 出 し 、 本 ペ プ チ ド

が 毒 素 受 容 体 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 近

年 、 Otaniら [53,54]は ナ シ 組 織 か ら 原 形 質 膜

画 分 を 単 離 し 、 単 離 原 形 質 膜 に AK毒 素 受 容 体

が 存 在 す る こ と を 明 ら か |こ し て い る 。 一 方 、

AM毒 素 に 関 す る 研 究 で は 、 ア ナ ロ グ [47,71,

72,73,75]や 鏡 像 異 性 休 [2]を 用 い た 分 子 構 造

と 活 性 相 関 の 研 究 な ど か ら 、 毒 素 受 容 体 の 存

在 が 示 唆 さ れ て い る 。 ま た 、 矢 内 ら [97]は 感

受 性 細 胞 の 原 形 質 膜 部 分 に AM毒 素 結 合 タ ン パ
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ク 質 が 存 在 す る 可 能 性 を 示 し て い る 。 AM毒 素

の 示 す 特 異 性 決 定 の 分 子 機 構 に つ い て は ま だ

十 分 解 明 さ れ て い な い が 、 本 論 文 で 得 ら れ た

結 果 は 、 こ の よ う な 研 究 を 展 開 す る う え で 、

有 益 な 知 見 を 提 供 す る も の と 確 信 す る 。

一 方 、 基 本 概 念 ③ に お い て は 、 本 概 念 を 支

持 す る 実 験 結 果 は 、 リ ン ゴ 斑 点 落 葉 病 菌 ― リ

ン ゴ 細 胞 系 に お い て は あ ま り 得 ら れ て い な い

し か し 、 AK毒 素 と 感 受 性 ナ シ 葉 で は 、 AK毒 素

は ナ シ 葉 の 原 形 質 膜 に 作 用 を 示 し 、 原 形 質 膜

機 能 障 害 を 引 き 起 こ す 。 こ れ が ナ シ 細 胞 の 異

物 拒 絶 系 の 始 動 を 停 止 さ せ 、 菌 の 感 染 を 導 く

こ と が 明 ら か と な つ て い る [14,28,43]。  AM毒

素 に よ る 感 染 機 構 に も AK毒 素 と 同 じ よ う に 原

形 質 膜 機 能 障 害 が 重 要 で あ る こ と が 本 論 文 の

第 3章 に よ つ て 明 ら か と な つ て お り 、 AK毒 素

に よ る 感 染 機 構 と の 類 似 性 が 示 唆 さ れ た 。 今

後 、 リ ン ゴ 細 胞 の 持 つ 異 物 拒 絶 反 応 の 実 体 の

解 明 、 さ ら に 、 AM毒 素 に よ る 原 形 質 膜 機 能 障

害 と 異 物 拒 絶 反 応 と の 相 互 関 係 の 解 析 が 必 要
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で あ る 。

今 後 の AM毒 素 作 用 に 関 す る 詳 細 な 研 究 に よ

り 、 毒 素 に よ つ て 仲 介 さ れ た 斑 点 落 葉 病 菌 の

感 染 機 構 の 基 本 概 念 が よ り 具 体 性 が 帯 び 、 宿

主 一 寄 生 者 相 互 関 係 の 理 解 が 深 ま る こ と を 期

待 し て い る 。 そ れ に よ つ て 、 斑 点 落 葉 病 の 宿

主 選 択 ・ 感 染 機 構 の 解 明 と い う 基 礎 的 な 問 題

だ け で な く 、 農 業 生 態 系 に お け る 栽 培 作 物 と

病 原 菌 の 相 互 依 存 性 を 利 用 し た 新 し い 病 害 防

除 へ の 活 用 構 想 が 展 開 さ れ る も の と 思 わ れ る 。
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佑
刊要

本 論 文 は 、 リ ン ゴ 斑 点 落 葉 病 菌 が 生 産 す る

AM毒 素 の リ ン ゴ 細 胞 に 及 ぼ す 特 異 的 作 用 を 生

理 ・ 生 化 学 的 お よ び 微 細 構 造 学 的 に 解 析 し た

も の で あ る 。 そ の 概 要 は 以 下 の 通 り で あ る 。

1.光 照 射 葉 に お け る AM毒 素 作 用

AM毒 素 に よ る 宿 主 葉 で の 壊 死 斑 形 成 は 、 光

照 射 で 著 し く 抑 制 さ れ る が 、 毒 素 に よ る 電 解

質 の 異 常 漏 出 に は 光 は 影 響 し な い こ と が 報 告

さ れ て い る 。 そ こ で 、 光 に よ る 壊 死 抑 制 機 構

を さ ら に 明 ら か に す る 目 的 で 、 原 形 質 膜 お よ

び 葉 緑 体 へ の 毒 素 作 用 に 対 す る 光 の 効 果 に つ

い て 解 析 し た 。 毒 素 に よ る 原 形 質 膜 の 陥 入 現

象 に は 光 の 抑 制 効 果 は 全 く 認 め ら れ な か つ た 。

ま た 、 毒 素 に よ る 葉 緑 体 グ ラ ナ ラ メ ラ の 小 胞

化 と 明 下 C02固 定 能 の 阻 害 も 光 は 全 く 影 響 を

示 さ な か つ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 光 の 抑 制 機

構 は 両 標 的 小 器 官 上 で 進 行 す る AM毒 素 初 期 作
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用 過 程 を 経 た 後 の 細 胞 壊 死 過 程 に 働 く も の と

思 わ れ た 。

2.AM毒 素 の 2つ の 作 用 点 と そ の 病 理 的 意 義

AM毒 素 は 宿 主 原 形 質 膜 と 葉 緑 体 に 初 期 作 用

を 示 す が 、 毒 素 作 用 に お け る 両 作 用 点 の 役 割

に つ い て は 全 く 不 明 で あ る 。 そ こ で 、 原 形 質

膜 と 葉 緑 体 に 対 す る 毒 素 作 用 に 焦 点 を あ て 、

毒 素 が 介 在 す る 高 い 選 択 的 認 識 機 構 と 毒 素 作

用 点 と の 関 係 、 ま た 、 感 染 場 面 で の 役 割 に つ

い て 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 毒 素 は 、 感 受 性 リ

ン ゴ 葉 に は 108Mの 低 濃 度 ま で 電 解 質 異 常 漏

出 や 明 下 C02固 定 阻 害 を 引 き 起 こ し 、 壊 死 斑

を 形 成 し た 。 一 方 、 中 程 度 抵 抗 性 リ ン ゴ や ナ

シ 葉 で は 、 電 解 質 の 異 常 漏 出 と 壊 死 斑 形 成 は

105Mの 毒 素 濃 度 で 誘 起 さ れ た が 、 明 下 C02

固 定 阻 害 は 、 107_106Mの 濃 度 で も 認 め

ら れ た 。 さ ら に 、 106_105Mの 毒 素 で 処 理

し た 抵 抗 性 や 非 宿 主 葉 で は 、 電 解 質 の 異 常 漏

出 や 壊 死 斑 形 成 は 誘 起 さ れ な か つ た が 、 C02

固 定 阻 害 が 認 め ら れ た 。 ま た 、 感 受 性 や 中 程
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度 抵 抗 性 葉 で は 、 電 解 質 異 常 漏 出 や 壊 死 斑 の

誘 起 さ れ る 毒 素 濃 度 で 非 病 原 菌 の 感 染 が 誘 発

さ れ た が 、 抵 抗 性 や 非 宿 主 葉 で は 、 C02固 定

阻 害 の み ら れ る 毒 素 濃 度 で も 感 染 誘 発 は 起 こ

ら な か つ た 。 一 方 、 SH基 修 飾 剤 で 処 理 し た 感

受 性 葉 で は 、 毒 素 に よ る 壊 死 斑 形 成 や 電 解 質

異 常 漏 出 は 顕 著 に 抑 制 さ れ た が 、 明 下 C02固

定 阻 害 は 抑 制 さ れ な か つ た 。 ま た 、 こ の よ う

な 修 飾 剤 処 理 葉 で は 、 病 原 菌 の 感 染 が 抑 制 さ

れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 AM毒 素 に よ る 壊 死 斑

形 成 に は 、 毒 素 の 原 形 質 膜 へ の 作 用 が 重 要 で

あ る こ と 、 ま た 、 毒 素 に よ る 原 形 質 膜 機 能 の

障 害 が 菌 の 感 染 を 誘 発 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。

3.AM毒 素 処 理 感 受 性 リ ン ゴ 葉 に お け る イ オ

ン 漏 出 部 位

AM毒 素 の 感 受 性 細 胞 の 原 形 質 膜 に 対 す る 初

期 作 用 と し て 、 葉 組 織 か ら の 著 し い イ オ ン 漏

出 が 誘 起 さ れ る 。 そ こ で 、 イ オ ン 沈 殿 固 定 法

を 用 い て 、 AM毒 素 に よ る 細 胞 内 イ オ ン 漏 出 部

位 の 同 定 を 行 つ た 。 AM毒 素 処 理 リ ン ゴ 葉 を
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Os04〒 KSb(OH)6で 固 定 し 、 電 子 顕 微 鏡 で 観 察

し た 結 果 再 反 応 沈 殿 物 の 集 積 が 感 受 性 細 胞 の

原 形 質 連 絡 糸 近 傍 の 細 胞 壁 で 観 察 さ れ た 。 な

お 、 脱 イ オ ン 水 処 理 感 受 性 葉 や 毒 素 処 理 抵 抗

性 葉 の 細 胞 壁 で は こ の よ う な 沈 殿 物 は ほ と ん

ど 観 察 さ れ な か つ た 。 反 応 ・/1殿 物 の 集 積 は 毒

素 処 理 後 5分 で 著 し く 認 め ら れ 、 そ の 後 経 時

的 に 減 少 し た 。 さ ら に 、 反 応 沈 j峻 物 を 分 析 電

顕 で 解 析 し た 結 果 、 Mgが 特 異 的 に 検 出 さ れ 、

漏 出 中 の Mg2+が  KSb(OH)6と 反 応 し て  Mg[Sb

(OH)6]2を 形 成 し 細 胞 壁 に 沈 澱 し た こ と を 示

し た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 感 受 性 細 胞 で は AM毒

素 処 理 後 5分 以 内 に 原 形 質 連 絡 糸 近 傍 か ら 細

胞 内 イ オ ン が 漏 出 し て い る も の と 考 え ら れ 、

原 形 質 連 絡 糸 近 傍 の 原 形 質 膜 が 毒 素 の 作 用 部

位 で あ る 可 能 性 を 示 し た 。

4.リ ン ゴ 葉 の 原 形 質 膜 ATPase活 性 に 対 す る

AM毒 素 の 効 果

AM毒 素 は 感 受 性 リ ン ゴ 細 胞 の 原 形 質 膜 に 初

期 作 用 を 示 す が 、 そ の 障 害 の 機 構 に つ い て は
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不 明 で あ る 。 一 つ の 可 能 性 と

形 質 膜 ATPase活 性 の 阻 害 す る

し

　

　

こ

て 、 毒 素 が 原

と が 予 想 さ れ

る 。 そ こ で 、 原 形 質 膜 ATPaso活 性 に 対 す る

AM毒 素 の 効 果 を 調 べ る た め 、 ま ず リ ン ゴ 葉 に

ATPと ク エ ン 酸 鉛 を 処 理 し て 活 性 染 色 を 行 な

い 、 ゴЛ ごゴt口 ATPase活 性 を 電 顕 下 で 観 察 し

た 。 そ の 結 果 、 ATPase活 性 を 示 す 反 応 沈 殿 物

が 原 形 質 膜 や 原 形 質 連 絡 糸 で 認 め ら れ た が 、

原 形 質 膜 ATPase活 性 阻 害 剤 の Na3V04処 理 を 行

な う と 、 こ れ ら の 沈 殿 は 消 失 し た 。 そ こ で 、

AM毒 素 処 理 葉 で の ATPase活 性 染 色 を 行 な つ た

結 果 、 抵 抗 性 細 胞 で は 反 応 沈 殿 物 が 形 成 さ れ

た の に 対 し て 、 感 受 性 細 胞 で は 毒 素 処 理 後 6

時 間 以 降 か ら 沈 殿 物 の 形 成 頻 度 が 減 少 し た 。

次 に 、 力 7ゴ trO ATPase活 性 に 対 す る 毒 素 効

果 を 調 べ る た め 、 リ ン ゴ 葉 か ら 水 性 二 層 分 配

系 に よ つ て 原 形 質 膜 画 分 を 得 た 。 本 画 分 の

ATPase活 性 に 対 す る 毒 素 効 果 を 調 べ た が 、 毒

素 に よ る 活 性 の 低 下 は 認 め ら れ な か つ た 。 以

上 の 結 果 か ら 、 AM毒 素 に よ つ て ゴЛ ∂王tυ  ATP

-112-



ase活 性 は 感 受 性 細 胞 の み 特 異 的 に 阻 害 さ れ

る が 、 こ の 活 性 阻 害 は 毒 素 の 2次 的 作 用 で あ

る も の と 思 わ れ る 。
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Two Priinary Action Sites for AM― toxin Produced

by И力θ/刀αrDα α力♂Fηαttα Apple Pathotype and

Their Pathological Sig� acance*

Notthiro SHIMoMuRA**,Hiroshi OTANI**,Hiroki TABIRA**,t,

ⅢIotoichiro KoDAMA**and Keisuke](oHMoTo**

Abstract

A host‐ specinc toxin (A� I―toxiIつ prOduced by И′′θr″αr:α α力grηα′, apple pathotype

has two prilnary action sites:plasnaa membranes and chloroplasts where the toxin induces

electrolyte loss and inhibition of photosynthetic C02 nXation,respectivdy. A� I―toxin l at a

concentration of 10-6 �l caused an increase in electrolyte loss and an inhibition of C02

flxation as wen as necrosis in susceptible apple leaves. Electrolyte loss and necrosis in

moderately resistant apple and Japanese pear leaves were induced at 10-5 �f, while C02
11xation was signincantly inhibited at 10-7_10-C h江 . Furdlermore, C02 nXation was af‐
fected at thc concenttations of 10-6_10-5 �r in fcsistant and some non― host leaves,without

causing electrolyte loss and necrosis.  A� I‐toxin induced infection with avirulent spores

in susceptible and moderately resistant leaves at 10-7 and 10-5 wf, respectively.  Howeverぅ

10-5w[Aヽ /【―toxin l did not show the infection‐ inducing activity in resistant and non‐ host

leaves.  SHぃreagents such as iodoacetamide gave a remarkable protection against A� I―

toxin■llduccd electrolyte 10ss and necrosis formation in susceptible leaves, onty when the

leaves were treated before toxin exposure.  On the contrary, the inhibition of photosyn‐

thetic C02 GXation induced by the toxin was not arected by the reagento  When susceptible

leaves pre‐treated with the reagent were inoculated with virulent spores, the spores failed

to invade the tissues. These results indicate that a rOle of host‐ specincity factOr of A� I‐

toxin l is dependent on toxin action to plasl■ al■ernbranes rather than chloroplasts,andhence,

an accessibility of cens for invading Fungi necessitates the plasma membrane dysfunction

caused by thc toxin.

(Received August 24,1990)

Key wOrds: И′rθ′刀α′デα α′′frИα′α apple pathotype, A� I―toxin, electrOlyte loss, inhibi―

tion of photosynthetic C02 GXation,induction of fungal infection.

INTRODUCTION

Alternaria blotch of apple(れ 五タル∫ク′η″′α lヽill.var.冴 ο腐?∫′たα Schneid。 )caused by a distinct
pathotype of И′′θttα r肋 況力θttα′α(Fr。)Keissler(pre� Ously И.陶α″Roberts),is One Of the most

scrious diseases of applell).  The causal fungus produces multiple host‐ speciac tO� ns, A�Iぃ

to�ns I(alternariolidの ,H and IH,Which select� ely affcct apple cult� ars2)。  These to� ns were

isolated in crystamine fOrm and their che■ lical sttuctures wcre established16), A� l‐toxin l is a

four― membered cychc depsipeptide, and Aヽ 1‐ toxins II and III are derivatives of Aヽ 1-toxin I.

Of these toxins,Aヽ牛toxin l is the nュ蒟or toXin in gern� nation duids and culture nitrates of the

キ
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pathogen15).

Aふ江―toxin l causes veinal necrosis on leaves of susceptible cvs. Orei and Red Gold at 10~8

wI;of rnoderatcly resistant cvs,AInerican Sullnlner Pearmain and Jonathan at 10~5、
I;but not

at all on those of resistant cvs. ム江ahe 7 and 江ヽcgunli evcn at 10~4 ふ江7)。   Additiona■ y, certain

CVS, Of JapancSe pear(ご呻r,∫ ∫θrOチ′ηα Rehd。 )including Niiisseiki are as sensitivc to thc tOxin

and to attack by thc apple pathogcn as moderatcly resistant apple cultivars2,8).

A�I‐toxin is known tO have two prilnary action sites in host cells bascd on electron■
licro‐

scopic and physiological studies.  One sitc is at thc plasma membranc wherc the toxin causes

invagination of plasma mcmbranes and cell、 van degradation■0)WhiCh may be associated with

an incrcase in electrolytcs loss2).  The othcr site is in the chioroplast wherc the tOXin induces

detachmcnt and vesiCulation of grana laniellae10)which may be associated with a reduction in

photosynthetic C02 flXation5).

Aヽ1‐ toxin is released from gerHlinating spores of virulent isolates, but not from avirulent

isolates2),  when avirulent sporcs werc inoculated together with the toxin, however, the spores

could invade into susceptiblc tissues, as did virulent spores3).  Thus, Aヽ
こ‐toxin appeared tO

play signiacant rolcs for the fungal colonization in host tissues and for the induction of diSease.

To date,however, it is not clCar whether the dysfunctions of plasma l■ elmbranc and,or

chioroplast by the tOXin are responsiblc for the detcralination of host speciflcity and induction

of fungal infection.  In this Study, we clucidated A� I‐ toxin‐ action sites, that is, plasma menl‐

brane and chioroplast,in relation to the host specincity and the accessibility of cells for inwadin宮

fungi by the cOmparison of the toxin‐ actions in host and non‐ host leaves, and by the regulation

of early evcntS Of toxin― action when leaf tissues were treated with SH―reagents.  Some parts

of this wOrk have been brielly published12)。

MATERIALS AND METHODS

PJα■偽.  Apple cws.susceptible(Red Go10,mOdCrately resistant(JOnathan)and re_

sistant(WIahe 7)to И.αrル rηα′α apple pathOtype were used in this study.  �roderately resistant

and resistant Japanese pear cvs,,N� isseiki and Ch� urO,respectively,were also used.Tomato

(■ノじ9ρ9A党をοЮ ?scタル盟r夕用 江ヽi■.)cV.Earlypak 7, tobacco(ハ「

'Cο

r滋刀α チαbαε,胞 L.)cv.Burley 21,

corn(Zθα ttαノ∫ L。)cv.A295× W64A,and Emperor mandarin(C〃 rr"∫ rgrた,肋協 Blanco)Were

used as non‐ hOSt plants,  These plants 、vere grown in a greenhouse, and their young leaves

were used.

TOx】用.   A highly virulent isolate(0■ 59)of И・α″θrttα″ apple pathotype was grown

On Richards'Inediuna for 20 days at 26° C,and Aヽ1-toxin l was isolated from the culture atrates

by UenO'S ttlethOd16). The toxin was dissolved in acetone and adiusted t0 10~3 
�I. The tOXin

solution was stOred at -20° C)and diluted to warious concentrations with deionized water before

use.

Tr9αιP39兒ι pJιん SFar9ag9P3jS.   Leaves were vacuuH卜 inaltrated for 30 min with

solution of SI[― reagents or deionized water as a cOntrol.  The leaves were treated with A� 【‐

toxin after air‐ dried for 30 min at 26° C,alld were tested for electrolyte loss assay, necrosis forma‐

tion and fungal invasion on the leaves.  For thc lmeasurement of photosynthetic C02 flXation,

leaveS  treated、 vith SII‐ reagent were subsequcntly incubated in toxin solution for 30■ �n at

26° C,

L9αF乃9cros】s αssαy.   The lower surface of leaves was slighdy wounded crosswise

at tl■ e center oflaninas with a keen cdge oftweezcrs,and was placed in a rnoist cl■ amber.  These

leaves were apphed with one drop (25 μl)of tOXin solution at the wounded sitc and incubated

for 48 hr at 26° C under the darko  Aftcr incubation,the area of necrosis on each leaf was lnea‐

sured.

】J9ctroJyι9どoss.  Ten leaf disks(10 mm in diameter)were vacuum‐ inaltrate■ With

toxin solution or deionized watcr for 30 1111n,rinsed with deionizcd watcr,alld incubated in 50‐
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ml aask containing 20 H」 of deionized water on a reciprocal shaker(100 Strokes,Inin)at 26° C.

The amount of electrolytes in the resulting ambient solution was lneasured by a conductivity

meter(M&S,CD― MH)uSing a dip typc cell(た =1.0).

Pんοιοsyれιん9ιJc σ02 触 αιラοP3.   Activity of photosynthetic C02 aXation in leaves

was lneasured as prcviously described unless stated otherwise14).

rP3虎cιラοR b9λαυ】or o′ 五. αど才9rttαιac   Spores of a virulent isolate (C)‐ 159)and an
avirulcnt isolate(0‐ 94.J of И.α″?r“αtt were obtaincd as described pre� ously2). The sporcs

were washed thorougⅢ y by centrifugation.  Virulent spores wcrc suspended in deionized water,

while avirulcnt sporcs werc suspcndcd in deionized water or toxin solution,  Sporc concentra‐

tion was attuSted to 5× 105 spOrCs/ml,uSing Thoma's hcmacytometer. The lower surface of

leaves was spraycd with 2■ 1l of the spore suspcnsion.  After incubation in a moist chamber

for 24 hr at 26° C,the number oflesions per cm2。 fleaf area was recorded.  Thc incubatcd leaves

wcre then boiled in lactophcnol― ethanol solution until chlorophyⅡ  was removedo  Spores on

the leaves were stained with O.1,て cOttOn bluc in lactophcnol, and thc fungal behavior was ob‐

servcd under a light rnicroscope.

RESULTS

働 ηttpar,sοtt ofィ生地卜ιox】れαcιJOns ιο λosι αP3'滉0■‐んosι J9αυ9s

Susceptible applc lcaves treated 、vith A� I‐toxin began to show an incrcasc in clectrolyte

loss and a rcduction in photosynthctic C02 11Xation at l hr after the toxin treatl■ ent.  The both

physiological disorders became evidcnt with til■ c, and wcre clearly dctected at 4 hr aftcr the

toxin treatiment.

To investigatc thc relationship between the action sitcs for A�卜toxin, that is,plasma l■ eal‐

branes and/Or chloroplasts, and host― specincity, leaves of applc, Japanese pear and non‐ hosts

were treatcd with scveral conccntrations of the toxin, and photosynthctic C02 nXation and

elcctrolyte loss wcre evaluatcd 4 hr after the to�n treat14ent.  Necrosis on the leaves was also

exaHlined 48 hr after the toxin treatinent.

A�【―toxin l at a concentration of 10-8 �r Caused necrosis, an inhibition in photosynthetic

C()2 flXation and an increase of clcctrolyte loss in the susceptible apple leaves(Fig.lA).  TheSe

reactions induced by thc toxin became more evident with an increase in the toxin conccnttation.

Electrolyte loss and nccrosis in modeiately resistant apple and Japanesc pett leaves induced

by Aヽ /1‐toxin werc obscrvcd at a concentration of 10-5 �f tOxin, while photosynthetic C02 nXa‐

tion was signincandy inhibited with 10-7_10-6 �l toxin(Fig。  lB and C).  In resistant apple

and Japanese pcar, and some non‐host leaves, 10-6_10-5 ふ江 toxin afFectcd thc photosynthetic

C02 flXation without causing clectrolyte loss and mecrosis(Fig。 lD,E,F and G). TobaCCO
and Emperor rlandarin leaves were not a∬ ccted by the to� n(Fig。 lH and I)。

れ F9cιじο兒‐JR,wcJBσ  αcι Jυ】ιy o′ 五盟『■oIラRoれ れosι α兒,nο兒‐力osι J9αυ9s           '
Infcction‐inducing activity of A� I‐toxin on host and non=host leaves was exanlined using

lesion formation by fungal infection as a marker.  A� f‐toxin l induced infection of avirulent

,4. α′rgrttα rα (O‐94)at 10~7 �I On the susceptible lcavcs, and at 10-5 �I on the moderately rc‐

sistant apple and Japanese pcar leaves(TablC l).  No infcction was obscrved on thc rcsistant

apple and Japancse pear,and non‐ hosts lcaves trcated with the toxin at 10-5 �I(Table l).

ββttcι οデSr_r9α♂9Rιs ott Attι 9灌JR αcιJo■s ιο swsc9Pι JbJ9 cPPどつど9αυcs

=ノ
 五朋セCι  O「3 五盟俸ιoI′れ‐′れ,wc9' R9cros,s.   Various SH― reagents were tteatcd

on apple leaves before toxin exposure, and their counteractive effect on toxin‐ induccd

necrosis was evaluated.  A� I―toxin― induced veinal nccrosis on susceptible applc lcaves was

protected by pre‐ treatlnent with SII― reagents(Table 2)。  Especially,an inhibition ratc of more

than 80%was e�dCnt whcn thc applc leaves wcrc pre―仕cated with l m� 生bromoacctic acid,

0.5 1n�l iodoacetamidc,0.5 1n�【iodoacctic acid or O.05%iodomethane. On the other hand,

these reagents gavc no protcction on Aふ /1-toxin‐induccd nccrosis on moderatcly resistant apple
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Fig,1. Comparat�e erects Of A� I‐toxin l on necrosis formation(▲ ),rate of electrolyte loss

(O)and rate of photosynthetic C02 aXation(。 )in hOst and non‐ host leaves.  Lcaves

were treated with toxin solutiOn or water, and photosynthetic C02 丘XatiOn and elec‐

trolyte loss were measured 4 hr‐ incubation in the dark・  Relative rates of C02 aXation

and electrolyte loss of toxin― treated leaves were calculated as compared to net values

oF untreated leaves,  A,apple cv,Red Gold;B,apple cv.Jonathan,C,」apanese pcar

cv.Nもisseiki,D,apple cv.W[ahe 7,E,Japanese pcar cv.ChoiurO;F,corn cv.A295×

W64A, G, tomato cv. Earlypak 7, II, tobacco cv. Burley 21, I, Emperor mandarin.

Each pOint is the rnean of two or three experilnents.

(Table 2)。

2ジ  ββをCι οP3 】L」脇卜ιoxJn… Jみ″

“

c9, 9J9oιroJyJ9 ιoss.   The susceptible apple lcaves
pre―treated with iodoacetanlide wcrc cxanlined for toxin‐ induccd electrolyte loss,  Iodoacctanlide

(0。 l nlム江)gaVe a remarkable suppression against the electrolyte loss(Fig.2A).  In thC case of
sirnultaneous treatlnent,thc suppressivc effect of the rcagent was not detected(Fig。 2B).

∂ノ Jr9cι oPB望A丑卜ιox∂れ‐′兒,wc9,J兌んJbJι Jοれ ο′pんοιοsyttιれ9ιJc σ02虎″αιJoれ。   To
avoid tissue damages duc to double inaltratiOns with SII_reagent and toxin, apple leaf disks

were vacuu■ 1-inatrated with iodoacctamide or deionized water, and thcn shaken in A� 【‐toxin

solution or deionized water.  After incubation for 4 hr in a moist cllamber at 26°C, activity

of photosynthetic C02 nXation of the leaf disks was mcasured.  Iodoacetanlide itsclf inhibited

photosynthctic C02 nXation Of the leaves(Table 3).  The aCtivity of photosynthetic C02丘 Xation

was further inhibitcd by the treatl■ ent with 10-5ぃ /【 toxin.  Thc rclative inhibition fatc was allnost

the samc between the reagent‐ trcated leaves and non― treated ones.

イジ  β′をcι ο滉 ラ滉F9cι】oB o′ コαιんοσ9兒.   Susceptiblc｀ applc lcaves wcrc treated with

iodoacctanlidc prior to inoculation with spores of И. 17カ9r々αチα apple pathotype(C)-159), and

infcction behavior and lesion formation on the leavcs were evaluated 24 hr after inoculation,

Treatl■ ent of iodoacctanlide did not affect spore ger■ lination and appressorium formation of

thc fungus,but greatly reduccd the rates of infection hypha and lesion formation(Tablc 4).



Ann.Phytopatho Soco Japan 57∈ り.  April,1991

Table l.  Ettect of AWI‐ toxin on lesion formation by avirulent И.αル?rηα′α on host and non‐ host leaves

251

Plant and
cultivar

Inoculation with
avirulent spores plus a):

Noo of lesions
per cn12 1eafb)

Apple
Red Gold

Jonathan

�lahe 7

Japanese pear

Niiisseiki

ChOiurO

Corn
A295〉くW64A

Tomato

Earlypak 7

Tobacco
Burley 21

Citrus

Emperor Fnandarin

Toxin(10-7M)
Water
Toxin(10-5M)
Water

TO�n(10-5M)
Water

Toxin(10-5 �I)

Water

TO�n(10-5M)
Water

TO�n(10-5M)
Water

TO�n(10-5M)
Water

Toxin(10-5M)
Water

Toxin(10-5M)
Water

23.7=L 2.5

0.0± 0,0

38.4=L23.3

4.3± 7.5

0.0± 0。 O

O.0± 0,0

32.1± 18。 1

5。 3± 3.4

0.0± 0.0

0.0± 0.0

0.0± 0.0

0。 O± 0.0

0.0± 0.0

0。 0± 0.0

0.0± 0.0

0.0± 0.0

0.0± 0.0

0.0± 0,0

め kttl孟 Ⅵ 潜 盈r24L証 26° C,Ldons on ttaves were cou� ed.VЛ ues reyesent he rneans and

standard deviations of thrce leaves。

Table 2.  EfFect of pre‐ treatment with SFr‐reagents on A� I‐toxininduced veinal necrosis on sus―

ceptible(cV.Red Gold)and lnOderatcly resistant(cv.JOnathan)apple leaves a)

Inhibition fate(%)b)

Chernical Concenttation
cv.Red Cold        CV.Jonathan

Bronaoacetic acid

lodoacetanlide

lodoacetic acid

lodomethane

1.O mM
O.5 m�I

O.l mM
O.5 mWI
o.l mM
O.05肛』亜

0.5 mM
o.l mM
O.05 naM

O.1%
0.05%
0。 01%

91.7± 13.2

77.8=L12.1

-5。 2± 13.5

94.6±  1.2

75,7± 16.2

30.5± 15。 2

85.1± 13.4

26.7=L24。 4

19.1=L16.2

91.5■=9.6
75.6」L27.6

43.5± 21.1

7。 9ユ=4.3
-5.4■ 9.7

-5.5ュ=9.2
1.6± 4.2

0。 5± 12.3

--11.5こL33.3

2.8± 8.6

1.6± 4.6

-7.9■
= 8.7

--13.8=L22.6

-7.5± 13.3

3.1± 15.8

↓

　

ｎ
フ

Leaves were vacuum‐ inaltrated with reagent solutions,and were treated with

lor Red COld and at 5× 10~5 �l fOr Jonathan.

乳で:こ靴恩e川魁脇駐rsと飴精鰐 :鷲 !:紹i:器滋
°n Lav鶴

AM‐to�n l at 10-6 �I

pre― treated with water.
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締饂 :彎堅 蔀 冊 :_。 _,iodoacetamide(0.lmM)a】

―― ●‐―‐,iOdoacetarnide(0.l m� I),■‐― O―‐‐,Watcr. Each pOint is the mean of

two experiments.

Table 3. EfFect of pre‐ treatlnent with iOdoacetamide on A� I‐ toxin‐ induced inhibition of photo―

synthetic C02 nXatiOn in leaf tissues of susceptible apple cv.Red Cold

Radioactivity C)           Relative
P∝停任ettmen♪

  渋 :ざ号4附    C°
2跡 dOn

Pre‐ treatlneRt a)

Water
AMitoxin I(10~6M)    4.3± 1.4

AM― to�n I(10~5M)     2.5± 0.7

Water 1.4± 0.2

4.3± 0,1
００

００

５８

００

００

５７

Water

lodoacctanlide
AM‐ to�n I(10~6M)     1.4± 0.5

Aヽ1-to�n I(10~5M)      o.8± 0。 1

a)Leaf disks Were vacuunl‐ inaltrated with iodoacetamide solution(0。 l rnM)Or Water.

bJ Pre―treated leaf disks Were incubated in toxh sOlutions or watef for 30 min at 26°
C.

の After incubation for 4 hr in a mOiSt chamber at 26υ C,COЯ ■xation in the leaves was measured.

values represent the means and standard deviatiOrls of thee experilnents.

Table 4. Erect of pre_treatlnent with iodoacetanlide on infection behavior of 
И.α rr?′ α々′β apple

pathotype and lesion formation on susCeptible apple cvo Red Cold a)

Conce�raЫon of    Spore__ 仝ppreiSOr中 、I中�聖坪憩  聖二皇二J粛聾Sしu卜し■■し■aし■υ旦Ψ■       VγΨ~     ~イ r―一―
     formed(%)d)  per cm2 1eafiodoacetamide(mM) germination(%)b)fOrmation(%)C)

89.5三L8,6        36.2三 L4.3        35,2三 L5.6        27.3=L8.6

88。 9=L7.4        31.5三 L4.0        17.343.3         9,8三 L4.4

90.5± 2.4        39.0± 3.5        12.8=L5.3         9。 3± 1.8

の Leaves were vaCuun卜 inaltrated with iodoacetamide solution,and were inoculated with vifulent spores

((>159)by spraying.  After incubation for 24 hr at 26°
C, infcction behavior of the sporcs and

number of lesions were observed.  Values represent the means and standard deviations of thfee

0

0。 1

0,25

leaves.

b)(Noo of gerninating sporesITotal nO.of spores)× 100。

の (No.of appressoriaィ Not of germ tube9× 100.

o(No.of infection hyphaeィ No.δf appressoriaJ x 100.
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DIS(,1」SSIC)N

The action spectrum of Aヽ 1‐toxin l for electrolyte loss from host and non‐ host leaves was

coordinated with that for necrosis formation.. On the contrary, the toxin‐ induccd inhibition

of photosynthetic C02£ Xation was somcwhat direrent, Aい 正‐toxin l at 10-8、 c inhibited photo―

synthetic C02 aXation and caused an increase in electrolyte loss as well as necrosis in susceptible

apple leaves.  However,AlM[‐toxin l at concentrations of 10-7_10-6 ふ江 inhibited the C02 nXa‐

tion in modcrately resistant leaves,but did not inducc an incrcasc in dectrolyte loss and necrosis.

Furtherlnore, an inhibition of C02 aXation、vas observcd even in rcsistant and some non‐ host

leaves treated with 10-6_10-5 M toxin.

Susceptible leavcs pre― treated with SH―reagents such as iodoacetamidc, 、vere protccted
frona Aヽ 1‐ toxin‐ induccd electrolyte loss as we■  as nccrosis formation.  The protective cntcts

were not observed by thc silnultaneous treatlnent with SI[‐reagent and toxin.  On the contrary,

the toxin‐induced inhibition of photosynthetic C02 11Xation was not protected by the pre‐ lreat―

ment with iodoacctanlide.  Besidcs,these rcagents did not afFect thc toxin actions to moderatcly

resistant leaves,  Thcse results suggest that the expression of host‐ specillcity by A� I‐toxin is

dosely associated with toxin‐ induced dysfunction of plasma nlelnbranes rathcr than that of

chloroplasts in host cells,and suggcst that thc modes of action of Aふ /f― toxin to susceptible and

moderately rcsistant cvs.are differcnt.

HV… toxin produced by H℃[前n″力οψθ/占防%η ツテじrο r占ク?1)and AIく―toxin produccd byノ 4.α′′♂′′T,チα

Japanese pear pathotype9)havc a targct site on plasma membrane,  Early works on thesc

toxinsl,0)shOwcd that SH‐ rcagents gavc a protection against toxin―induced electrolytc loss and

necrosis formation.  Thc induced insensitivity of host lcaves to thesc toxins has bccn cxp]ained

by the hypothesis that SII‐ containing molccules on plasma mcmbranes arc denaturcd by the

reagcnts.  The prcsent rcsults are consistent with those of HV‐  and AK― toxins.  Thereforc,

thc action of Aヽ I‐toxin on plasma membranc in susceptiblc applc lcaves may be basica■ y idcn‐

tical with those of I― IVぃ and AK―toxins,

Susccptible apple cultivars have a marked tissuc specincity in rclation to Aヽ Iぃ toxin action8)。

No detectablc reactions are noted in susceptiblc non― green tissues such as pctals,wllereas green

tissues such as icaf are sensitive to the toxint  On thc othcr hand,non‐ grccn tissucs of moder‐

ately resistant apple have the same sensitivity as grcen tissues.  Rcccntly, Shirnomura gr θA・
3)

sho、ved that 、vhite calli derived from susceptible lcaf and petal 、v∝e inscnsitivc to the toxin,

while those frona moderately resistant cultivar w∝e sensitivc to the toxin.  These results suggest

that chioroplasts in susceptible apple nlight contribute toward signal transduction from toxin

rccognition on plasma membrane to next step.  Thusぅ complicatcd mode of action of AM‐ toxin

is still undcar.

Pathologically, Aヽ 1‐toxin plays a role as an inducing factor for infcction by pathogen3).

When avirulent sporcs wば e inoculatcd in the conconaitant presencc of Aヽ 1‐toxin on host and

non―host leaves,the sporcs could invade the susccptible leaves with 10-7、 l toxin,and the mod―

crately resistant leaves with 10-5ふ 江toxin. However,thc toxin at 10-5 M did notinduccinfection on

resistant applc and Japanese pear, and non― host leaves, whcrc the toxin caused chloroplast

dysfunction.  On the other hand,the pathogen failed to invade iodoacetanlidc‐ pretreatcd leaves,

、vhich werc protected fronl Aヽ 江‐toxin‐ induced electrolytc loss and necrosis.  Rccently, Tabira
g′ ,′。■4)repOrtcd that light had an inhibitory e3ect on Aヽ 1-toxin‐induccd nccrosis in susccptible

leaves, but did not affcct toxin― induccd inhibition of C02 nXation and an incrcasc in clcctrolyte

loss. Howevcr,whcn the leavcs wercinoculatcd with thc pathogen,light had no protective e∬ ect

on fungal invasion.  Thcse results lcad to the conclusion that disordcr of plasl■ a membranes,
but not chioroplasts, induces the accessibility of the host cells for thc invading fungi,without

necessitating nccrosis,

Thc importance of plasma】mcmbranc dysfunction by host‐specinc tOxins for fungal invasion
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has becn demonstrated in thc studics with AK‐ toxin,A(,R‐ toxin produccd by И.α′r?r� rJ′α rOugh

lcmon pathotype and Hヽ lT―toxin produced by I五 阿αノぬS race T4).  Treatlnents of susceptible

pear leaves、 vith SH― rcagcnts,that protect from hc AK‐ toxin‐ induccd electrolyte loss, inhibitcd

also ilfection of the pathogen4)。  cOpper― and iron‐ chelating agents such as salicylaldoxillae

and sodiuna suinde,which supprcss the toxin― induccd necrosis but not electrolyte loss,did not

arcct the infectiont  On the other hand, ACR‐toxin whose pril■ ary target is ■litochondria

induced a rapid electrolyte loss and ewentually nccrosis on susccptible rough lemon leaves6).

Both toxin‐ induccd electrolyte loss and nccrosis were markedly suppresscd by ligllt, while the

toxin action on■litoChondria was not inauenced by light.  Wl■en the susceptiblc leaves werc

inoculated with avirulent spore suspension induding ACR‐ toxin, light signincandy decreased

the fungal invasion4).  The same results as observed with ACR‐ toxin were also obtained in the

study with Hヽ IT―toxin 、vhich prilnarily affects ■litochondria4).  Thus, thcse results strongly

support the hypothesis that plasma mcmbrane disorders,dttcctly or indircctly causcd by toxins,

are key and central events in early pathogenesis.

In the case ofinfection of И.α′rgr「 Tαチα Japanese pear pathotype,it has been recently postulated

that the host tissues possess a potential resistancc lneOhanisni to fungal inwasion,and dysfunc‐

tion of plasma mcmbranes by AK‐toxin results in abolishing the induction of a resistance mech‐

anisna in susceptible pcar tissues5).  Thereforc, the mcchanism of suOh a series of reactions re‐

mains to bc elucidated.
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和 文 摘 要

霜村典宏・尾谷 浩・田平弘基・児玉基一朗・甲元啓介 :リ ンゴ斑点落葉病菌が生成する AM毒 素の二
つの初期作用点とその病理的意義

リンゴ斑点落葉病菌が生成する AM毒 素は宿主細胞の細胞膜と葉緑体の2ヵ 所に初期作用を示し,それ
ぞれ電解質異常漏出と明下 C02固定阻害を誘起する。AM毒 素 Iは,感受性 リンゴ葉には 10 B Mの低濃

度まで電解質異常漏出や明下 C02固定阻害を引き起こし,壊死斑を形成 した。一方,中程度抵抗性 リンゴ

やナシ葉では,電解質の異常漏出と壊死斑形成は 105Mの 毒素濃度で誘起されたが,明下 C02固定阻害
は,107～ 10-6Mの 濃度でも認められた。さらに,106～ 105Mの毒素で処理 した抵抗性や非宿主葉では,

電解質の異常漏出や壊死斑形成は誘起されなかったが,C02固定阻害が認められた。また,感受性や中程度

抵抗性業では,電解質異常漏出や壊死斑の誘起される毒素濃度で非病原菌の感染が誘発されたが,抵抗性や

非宿主葉では,C02固定阻害のみられる毒素濃度でも感染誘発は起こらなかった。一方,SH基修飾剤で処
理 した感受性葉では,毒素による壊死斑形成や電解質異常漏出は顕著に抑制されたが,明下 C02固定阻害
は抑制されなかった。また, このような修飾剤処理葉では,病原菌の感染が抑制された。以上の結果から,

AM毒 素は宿主細胞膜と葉緑体に初期作用を示すが,毒素が宿主特異性決定因子の役割を果たすためには細

胞膜への作用が重要であり,毒素による細胞膜機能の障害が菌の感染を誘発することが示唆された。
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A distinct pathotype of 4イ lcc妃と二重  a fι Crヽ月a tttl(F「。)Keiss tcr (Formorly, A.

η〕alf Roberts), tho causal funglls or Altcrnaria loaf blotch of applc  (pra rIメ S

pv′ュ,la Will. var.  Jο′lesι lca Schlloid.)5), produccs lnultiplo host― spccific

tox iIIs: AM しく)xiR I (alt(,rriflr i o l i dc),  H 〔llld ‖I‖ '11'1)).  'I'w()fl(〕
(′ i()「 l sit夕 os r()r

AM― toxiris in suscoptiblo apple lear colis havo beon st,8rgcs tod 「 FO円1 01eCtron

microscopic an(l physiolof;icat studics,   P I asIRttL mOml)rarlo inva正 ;irlation4) and

increase in oloctr61ytos lossI)cat,sod by the toxin showod that the plasma

membranO may be one of thc actiofl sitOs,   flihe othor sito may be located in thc

chioroplast, bocrausc thc toxin induccd both vcsi()ulation O「 〔手r・ flna lalnctlac・ )

and decrease in photosynthetic C02 fixatioll activity2).

Rocently, tho prOcess of host ccll damago ca(lsed by AM― toxirl was

charactOrizcd by cxalni「 ling col】 ntcractivo c『 fccts of li8rht arld SH― roagonts.  In

tight, t′ ()xin indi】 (,()d nccrOsis was illllil)itc(1, 1)1lt thc lo58 0F()loct′ 「 olyt′ (,s and

thc reduction in photosynthctic CO′  fixation wcrc noし  flrrcc tcd′
).   rrolR thCSO

results, it can be concludcd that light i【 lhibits the prOccss of dysfunctions of

primary action site(s)to cell dcath.OR hO Othcr hand,Ы 卜reagon ts

inhibited RCCrOSis formation and oloctrolyte loss, b(lt ROt rCductioR in

photosynthotic C02 fixatio【 l in tho toxin― trcated loavos6)。    Thcse rcsults

indicate that nccrosis comes of thc plasttla membrano disorders brol】 ght about by

the toxin rathor than the chioroplast damagcs.   To clarify rolationships amOrlg

early cell(1lar Ovcnts induccd by AM― toxin, wo examirlcd crfocts of light and an

SH― rcagont on thc ultrastruct′ t,ral chaFltrCS, i「 Ivarrination or plaslna IR()‖ brancs and

vesiculation()「  chioroplasts, in applc toar cclis.

Ten― day― old lcavcs or applo Woro iRjヽ 】red stightly with a razof bladc.

A drop o〔 10~7 M AM― toxin l or distillcd water was placcd on the wounded sitc,

and tho lcaves wcre incubat′ed in a moist cha「iber at 26 ℃ foF 3, 6,12 and 24 hr
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in dle dark Or li♂ lt(dayli「 lt― C010r lamp,630 μW/cm夕 ).The prOccduros for

preparing thin sections for eloctron microscopy wcre the samO as those

described previously by Park里 ど
).ThO SCCtions worO stainod with uranyI

【lcc t〔 ltc Fttlld I(,fld cit「 il l′ く,, そlil(I()bscrv(,d l)Ildor fl lケ liOIJ I()0 (;X (,I()(,1′ rく )n ini(,ros(,()1)()。

Iri tho dark, nc(ぅ FOSiS appcarod ilt vcill or your]g lc〔 lvcs O「  S(lsccpt′ iblc

apple(cv.Rcd Gold)12 hr artcr ho toxinし rcatmont,and tiЮ n cxpandcd to

mesophyll cells in 24 hr after thc treatmont.    At st,ch concontratioR Of thO

tOxin,necrosis was nOt induccd in modoratoty rosistant(cv.」 ona tilan)and

rcsis tanし (cv. H(lhe 7) lcavcs. rllllc car t i(,st changcs wcrc d(〕 し(,ctcd as

lnodifications Of both pltasma mcΠ lbrancs and chioroplasts i1l stiscOptibtc cells

ilnder an eloctron lnicroscope at 3 hr arter thc toxin trcatmcnt.  The toxin

caused plaslna mcinbranc invagirlatioI]s at plasmodcsmata, arld mcmbranc rragments

and cxtcndcd doslnot、〕blcs wcrc Obscrv(ぅd in inv(11;infltcd s il夕 cs (Fig. 1).  Tho

toxin also cて 11)sCd partifttl disortrilnization or(ぅ hioroplそ ls t′s, whcrc grana

lamolla― fragmcnts wore found in strona(Fig.2).[bwevor,no changcs appoarcd

in susceptiblo contr01 and ulc toxin trcatcd rosistant loavcs(Fi gs.3 and 4).

Though nocrosis was markcdly iI〕 hibited by ligi]t― ifradiation, invaginations

of plaslna mombrancs wcre obscrved in tOxin― trcatcd sRIscOptibto loavos oven

URdOr 24 hr-11lumination(Fig.5).川 lc nu‖ bcr of plasmOdesmata with

invaginations werc counted at a lligil magnification(X94,000).削 le

invaginations arour〕 d plasmodcsttata wcrc obscrvcd in thc susccptible applo

loavos trcal′ cd with t′ h()ι oxin b01′ h in t′ Ilc liffht illld dF〕 rk.  L ifrhし  をtavc no

s ibrni ri(,ant i111libit´ ioR Or th()i【 lvf】 rination Or pl〔 l s IRfl ‖C‖lbril〔 lo s (「 rflblc l).  On

thO othor hand, thc invagirlatiOfis wOrc not dctcctcd in t′ lle mOdoratcly rcsistant

and resistant apple loavcs trcatod wiし h thc toxirl.

The chloroplast modifications ind、 ,ccd by thc toxin worc also dctcctod in
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light― irradiatod susceptiblo lofttvos (Fi g. 6).   Tho modification in thc

toxin― treatcd suscoptible leavcs incrcascd l)o(夕 h in the light and dark with tilRe

(Table l)。 田ko mOdification or cllloroplasts was raroly obsorved 21 11r artcr

t()xi【 l trclll夕 1licrit ill i´ h()‖〔)(}(,1ヽ Ftt t(〕 Iy F()ヽ iSt′ fl‖ t′  il‖ (I「 (〕 sist′
`lnt′

 ilI)I)|(〕  l oiェ v()S.   
′
1lh(,s(,

rcst,l ts(,oillc i(lc wi til tllc pllysiol()gical(l〔 ita rcp()rヽ t()d by′ rfit)iI、 1′ 壁 ,と
7), aI〕

(1

confirm tho proviotュ s cOnClusion that carly cvcnts in thc toxin actions in

plasma membranO alld chlorOplasts arc nOt arfcctcd by librht.  Howevor, the

mechanism in irkhibition of thc toxigOFliC necI「 osiS by lltumination has been

llrlI(110w「l yct.

To examino the effect of an ЫI「 cagent on toxin induced ultrastructu『 ず:く
(よ iミ と

chariges, 0。 l mW iodoacetarnidc sol(ltion was infiltrated into sllscCptiblc lcavcs

under rOduced prcssure for 30 1Rin. Tho lcavos wcre treatcd with 10~7 M AM― toxin

ilnd iRCt,bat′ cd iTl【 た IR()iSI´  clla‖ bcr Flt´  26 ℃ iII thc dfた rk.   I()d()a()ct〔 lRli dC

apparORtly i11llit,itcd toxin― indilccd voirlat rlccrosis irl しh(〕 sllSCCptiblc lcav(〕 s.

The trcatcd loaves wcrc preparcd for obsorvation by elcctrorl microscopy.

Treatment of tho chomical alone di(l not cat,sc ally apparcrit ul trastruct(lral

chariges irl(lpple loavcs (Fig, 7)。   「rho rrcq、 lcllCy Or ptasIRa llC「 lbrano

invagin`ltiorls in thc stiscCpし ibtc l(〕 【lv(〕 S With()(1(′  thc()hclnicaI Prctreaし ‖lc Rし

rcachcd to approxilnately 30% at 12 hr artor the toxin trcatlROrlt ('どablo 2).    ln

con tras t, only ffl fcw ifivagi「 lations wore irlduccd by tho toxin in tho

chcmical― protroatod loaves.  On thO Othor ha【 ld, tho chclnical did r10t i【 lhibit

ch10「 Oplast IROdificflt′ iofl irld(lccd by t′ ho toxirl('Pablo 2).  Th‖ s, iodoa(,Ot′ a‖lido

S(,ppriisiipl!ieilii:iili!liallal°

ii「ti:|:li:【 li｀

11(1111ii!i°

||:|:linil÷ di:!i・

 8)ミ

(1,ヽ
イt2

olectrolyto loss as wcll as rlccrosis forinatioR, but failcd to rcduco thc

toxigcnic inhibitiofl of photosyrithotic C02 fiXatior16),   wc s(,ggestcd that
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plasltta lllolRbrar10 dysrunctions cal,scd by しho toxill ‖lay be ctoscty correlated with

necrosis6).   Tho protection was dotcctcd only whcn leaves wcre treatod with

SH一 reagont berore toxin expos(lrc, irldicating that SH containing IRO10Culcs may

be inv01vcd in arl earty recognition bctwccn AM― toxin alld susccptiblc applc

cells.    This viewti) is additiorlatly sRJppOrtcd by tho present ultrastructural

study becatise the SH― reagont irlhibitcd tho plasma mcmbranc 「iodifications but

ROt ChlorOplast oncs.

Wc reported previol】 sly that A14-toxin faffcct′ s chioroptasts in host and

R Orl― hOst toavcs, blメ し dOCS not i「 ld(lco llccrOS iS and rtlRbral i【 lrccし ion on s、 大Ch

nOn―hOst leavos, irldicating that the toxin Rlay have a noR― Sё ICctive effect on

chiOroplasts6).   Ilowcvcr, thcro is a differcntial toxin scnsitivity in

chioroplasts bctweon s(】 sceptible applo and Othcrs6)。    ln thc casc of

SklSCOptible apple, the effoct of the toxin appcars on both plasma melRbranes and

chloroplasts at 10~1l H.  On tho corlし 二`ary, thc toxin at 10 1'-10~【
i M a=rocts

plasma lRembranes and chloroplasts of moderately resistant applo, whilo at the

samo concentration, thc toxin ca(lscs chiorOplast disfunctions of rcsistant

applo and somo nOn一 hosts withOllt inducing plaslna mcmbrano lesion.  Tho rosill ts

imply that chiofoptast dysfu1lctioris in stttscoptiblo applo may colltribute for

lhos t一 specific action o「  AM― tOxin。   1'horo[｀ oFO, furthor studics of tho ‖cchan isln

o〔  AM― toxin actions using isOlatcd chloroplasts relRain tO be dono.
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和 文 描 要
彰レ ル し t/じ レし 1´ レ レソyv●

肝 村 JJtl宏 ・ 朴  /」 允 ・ 尾 谷  ・
i/13i・ 児 玉 兆 一 即l・ 叩

元 啓 介 :AM青 素 に よ る 感 受 性 リ ン ゴ 和1胞 の 微 和11ギⅢ

造 変 化 に 対 す る 光 お よ び S II必ヒ 修 ∬F刑 の 効 果

リ ン ゴ 斑 点 落 葉 病 前 の AM料チ 素 で 処 理Lさ れ た 感 受 性

リ ン ゴ 勃と を 処 理L「 :丘 後 か ら 光 照 身寸 下 に 枷 F生 す る と 、

背 素 に よ る 嶼 死 斑 形 成 は lЛI制 さ オし た が 、 原 形 質 膜

の 陥 入 や 功と緑 休 グ ラ ナ ラ メ ラ の 小 胞 化 は 抑 制 さ れ

な か つ た 。 一 方 卜 S IIヴ苫 修 ∬F刑 処 理 葉 で は 現 死 斑 形

成 と 原 形 質 膜 の Ⅲ(4入 が 抑 怖1さ れ た が 、 来 緑 休 グ ラ

ナ ラ メ ラ の 小 胞 化 は 全 く lηl‖刊 さ れ な か つ た 。 以 上

の 結 果 は 、 背 素 に よ る J判 !機 古ヒ PI害 を 1旨 標 と し た

既 報 の 知i果 と よ く 一 致 し 、 AH再 素 は 葉 緑 休 と 原 形

質 膜 の 2カ 所 に 初 サ切 作 用 を 示 す が 、 背 素 に よ る 嶼

死 斑 形 成 に は 奇 素 の 刑‖胞 膜 へ の 作 用 が 重 要 で あ る

こ と 、 細 胞 〕史 1/JA有ヒ トド陪 !予 後 、 光 に よ つ て Ht il子 さ れ る

過 程 を 経 て 嶼 死 に 至 る こ と が 微 和1柑 進 の 観 察 か ら

も 確 認 さ れ た 。

(RecciVod
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Table l,
Effect of light
vesiculation of

ェ
rradlatュ

on on
grana lamellae

plasma membrane
in chloroplasts

invagination at
of apple le

aves
plasmodesmata and
induced by A�

―
toxin 18)

Occurrence of invaginated
membrane at plasmodesmata

Occurrence of vesiculated
chioroplasts(%)

DlaSma

(χ
)

Cultivar
Treatment

Time
(hr)

Dark
Light

Dark
Light

Red Gold

」
onathan

Mahe 7

Toxュ
n

Toxin
Toxュ

n

Toxin
ifater
Toxュ

「
l

ド
ater

Toxュ
n

ifater

6.8三
16.2三
24,0 

三

38.9 
三

0
,O 

Ξ

O
,0 

三

0
.O 

Ξ

O
,OΞ
O
,OΞ

4.8
0。

4

11。
4

う
。
b

O,0
0,0
0.0
0.0
0.0

3.lE
12,6二
21.Э

二

28,7二
0.OΞ
O.0ニ
0,0三
0.OI
O,0三

5,2 
三

6,7三
12.0 

三

53.O 
Ξ

5。
3 

Ξ

4.5三
と
 
と
 
―

2.1 
三

1.2 
Ξ

36

1224
242424
2424

2.と

3.5
8,4
4.ユ

0.0
0.0
0,0
0,0
0.0

8.6
0.6
3.5
7,2
2.6
3.6
2.0
1,0
0.8

3.6 
Ξ
 l,9

4。
9Ξ

 O.7
16.2三

 2.9
44.7 

Ξ
 ll.2

3.0三
 0,4

2。
と

こ
 0,9

と
.6Ξ

 3.Э
l。

と
三
 1,8

3.2三
 2,4

a)Apple leaves
At least 100
experlment.

were treated 
∬
ith 10~7 

М
 A」

―
toxin I. and incubated in the dark or light (630 

μ
W/cm2).

cells, and 100 plasmodesmata or chioroplasts were observed for each treatment in olle
Walues represent the means and standard deviations of three reDliCations.
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Table 2.
Effect of pretreatment of
and vesiculation of grana
AH―

toxin la)

iodoacetaTRide On plasma
lamellae in chloroplasts

meΠ
brane invagination

of susceptible apple
at plasmodesmata
leaves induced by

Post―
、     Time

Treatment  (hr)

Occur「
ence of i

nvaginated plasma
membrane at plasmodesmata (%)

‖
ater

Iodoacetamide

Occurrence of veslculated
chloroplasts(%)

Water
I odoacetamlde

10Xln
Toxln
Toxln
Toxln
Water

10,9
18.0
82,6
86.1
0.0

5。
5

6.6
10.0
7.0
0,0

5,0
3,1

82.8
85。

2

0。
9

0,9
1.8

13.3
18.3
0,7

4,0
4.7

27.7
34。

3

1.3

2.2
1,2

10.7
13.0

1, 1

８６９留４一４一

１２２

一一　一一　一一　一一　一一

一一　一一　一一　一一　二

一一　二　一一　一一　一一

2.8 
三
 2.

1.4Ξ
 l.

2.2こ
 0.

8.4三
 21

0.OΞ
 O.

04Э90

a)Apple leaves (cv. Red Gold)vere pretreated with O,l mH iOdoacetanide, and then treated rith
10-7 M  AH―

tOxin I.   The treated leaves were incubated in the dark.
At ieast 100 cells, and 100 plasmodesmata or chloroplasts were obse「

ved for each treatment in one
experiment,  Walues represent the means

 and standard deviations of th
ree replications.
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Figs, l a【 ld 2.  St,sceptiblo applc loavos treatcd with 10~7 M AM― しoxin, and

incubatcd for 24 hr in thc dark.

Fig. 1,  A slibrhtly modification of plaslna mOIRbranC in susceptible apple.

Vesicles and cxtonded desmOtubles werc obSOrved in the space botween

invaginated plasma membrancs and coll walis.(X31,000).

r ibr. 2.  Markcd vcsiculatioR Or fチ rana la‖cllac in the Πlat′ rix of

chloroplastso   Membrane fragments Wore prcscnt tho lRatriX・  (X 18,000).

Fig。  3.  Susceptible apple leavcs treated with water.  Lcavcs were

incubated for 24 hr in thc dark, No ultrastructural change were obServod

in plasma morRbranes, cell walls, vact,oles, Initochondria and chioroplasts.

(X 7,200).

' I    Fig. 4.  Rcsistant apple leaves treated with 10~7 M AM― toxin, and incubated

fOr 24 hr iR the dark.  No ultras trilc t(lral cha【 lgo was obscrved in the

cells,(X9,200).

F igs. 5 and 6.  Susceptible apple leavcs treatod with 10~7 M AM― toxin.

IJcavcs wcre incubatc(l ror 24 hr ill tho light(630 μw/cm2).

Fig. 5.  InvagiI】 ation of plaslna lnembratlcs.   InWagination of plasma

mcmbrttles was induccd by hc toxin in ti「 lt― irradiated loaves。 (X34,000).

Fig. 6.  The wcsiclcs dcrived 「rbΠl grana lamellae.   VesiculatioR O『  gralla

lamellae was induced by tho toxin i【 1 light-1「 rad iatod lcrflvos。  (X 16,000).

Fig. 7,  Suscoptible applc lcavcs prct′ rcatod with O.l ΠIM iodoacctal¬ ido

followed by trOat,nont lwith watcr fof 24 h「 .  No (1ltrastructural changc was

observed in thc cetls。 (X8,700).



Shiinomura, N. Ot al. ―‐11- L

F ig. 8。  StisOoptible applo leaveS pretreatcd with O.l mM iodoacetaIRide,

followed by treatment with 10~7 M AM― しoxin for 24 hr.  Vesiculation of

grana lamellae but nO invagiflation of plasma membranes was observed in

the cclls. (X 8,700).
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Light‐ Induced lnscnsitivity.o「 Apple and Japanese

Pear Leaves to Ah/1-toxill from刀 /r♂′・′?β′・liry

β/r?′
・′7'rβ Apple Pathotype*

Hiroki TAl】 IRA**'|,HirOSlli OTA削 判=,Norihiro SHIMoMuRA‖ 引〔
.

Motoichiro KoDAMA**,Keisuke KoHMoTO**and Syoyo NIsHIMURAや F*

ノ(bStract

Erfect or light oll sensitivity or applc and Japancse pear lcavcs to AM‐ toxin froni

刀′/♂′‐打β′T, ρ′rF′・′T,rrf apple pathotype 、vas ilnvestigatcd.  Continuous irradiation of

lighi to leaves inlnlediately arter toxin exposure inhibitcd toxin‐ induced necrosis on

susceptible apple and nlodcrately rcsistant applc and pcar lcaves.  Vヽhcll light irradi‐

ation was interrllpted by inserting、 vitll darkncss ror spcciflcd tinles inanlcdiatcly ahcr

toxill cxposure, a period or darkness longer than 5 hr 、vas rcquired for necrosis dc―

velopment.  Howcvcr, the reqLlired period becanlc shortened to about 3 hr if light‐
I   cut― or started later than 2 hr artcr toxin cxposure.  The action spectrunl ror the photo―

protcctiol■ was cstinlatcd to be 570-680 1lilli thc nlost eFrcctive wavelength 、vas ncar

602 nnl.  The erfective light was vcry speciFRc to thc neCrosis induccd by AM‐ toxhl,

and was not affectcd by trcatnlent with Photosynthetic inhibitors.  Morcover, light

did not afrect tOxill‐ induced electrolyte loss and reduction of photosynthetic CC〉 世nxa_

tiont early events in toxhi action  Vヽhen the lcaves wcre inoculated with virulent spo】 ・es

or avirulent sporcs plus AM‐ tox111, IIBht llad no protcctivc cffect oll rtingal invasion〕

but inhibitcd thc lcsion dcveiopnlcnt.

(Rccc� cd M【trch 16,1989)

Kcy、vords:  AM― toxhl,liど ht― induced toxin illscnsitivity,toxill‐ i1ldLiCCd inccrosis.

INTRODUCTrON

A distinct pathotypc or/4rr♂ ′・′′rr′れ?β′′ど′′,β rr′ (Fr.)Keissicr(pl・ CViOusty ca‖ ed ./T.′ ,T,′′Robcrts),

thc causal fungus of AIternaria leaf biotch or applc(A〃 rr′ lVI ρlv′η′/rr Mill.var.IrrJ′ ,,ど∫′た'r′ Schncid.)17),

produces ilauitiplc host― spccinc tOxins, AM‐ toxi11 1(Aitcrllal・ iolidc), 1l and ]II, which are es―

sential For the fungal colonization in host tissucs and rOr thc induction or discasc6,7).  Thcsc

toxins were isolated in crysta‖ inc rornl,and their chcn■ ical strし ,cturcs wcrc established as closcly

related cyclic dcpsipeptidcs,by analyzing spectral data and chenlicai syntilesis21)。

Bascd on varietal di信crcnccs in susceptibility to the patilogcn, applc cultivars are classincd

into 3 8roupsi stlsCCptiblc, moderatcly rcsistallt and rcsistantt').  T1liS ciassiFlcation is in hal・ ―

mony with thc varictal diffcrcnccs in scttsitivity or apple tO AM― toxinsり ).  suSceptible cultivars

such as Orci and Rcd Cold are aFfcctcd by AM‐ toxin l at 10-8 M, and a typical vcin necrOsis

is induccd on ieavcs 4A hr artcr tOxin trcatRnCnt.  Lcavcs or inoderatcly rcsistant cuitivars sLiCh

■ This work was supportcd in pari by Rcscarch Grilnt No.61480047, No.62304015 and No,
6344‐0010 Fronl the Ministry of Educationa Scicncc Flnd Culture orJapall.

*半 Facuity or Agricuiturc,Tottori U n� ersity,Tottori 680,Japan   trt引 文大学オと半淵
`:*I Faculty or ABricuiturc,NagOya U niversity,Nagoya 464,Japan  名古屋大学農学淵∫

I Present address:  Laboratory or BiotcchnOlogy, Tottori Fruit, Vegetable and Flowcr Experi―

nlcnt Station,Kurayoshi,Tottori 682,Japan  】とィ正:鳥取り「そ果樹野菜試験場とL物工学研究室
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as American Surnmer PCarmain and Jonathan are sCnsitiVe to the toxin at 10-5M.  In Contrast,

resistant cultiVars such as Mahe 7 and Megurni exhibit RO ViSiblc rcaCtiOn to the toxin even at

10-4 Mo  on the othcr hand, somc Cultivars o「 Japanese pear(P/′ Jr∫ よどrθ /′打β Rehd.)including

NijisSCiki are also scnsitivc to the toxin and to the attack by thc apple pathogen as moderatCly

resistant apple cultiVarsS,11).

Strangely enough, Susccptible apple cultiVars have a markCd tiSsuc‐
specincity｀ in rclatiOn

to AM‐ toXin action】
】),  No dctectablc reactions were noted in susceptible non‐ green tissuCSi

♂・
=。

, nlaments, petals, stylcs and ttesh cens, wh■
e green and non‐ grecn tisSues of moderately

resistant apple cuitiVars had alrnOst thc same scnsitivity to the toxin。

TttO p� mary Sites for AM‐to� n action in host Celis havc becn suggeSted by electron mた ro―

scopic and physiological studies,  One site is in thc ChiOroplast WhCre the toxin induces de‐

tachment and Vesiculation of grana lamcHae■
6), and a dCCrease in photosynthetic C02 nXatiOn

activityS).  The othCr is in thc plasma membrane Where thC tOXin causes invagination of mcπ
l―

branes・
6)and losS Of electrolytesS)。   HOWever, the mcchanism of AM― tOXin action in host ce‖ S

has not yet bcen clucidated clcarly.

Recently, we fOund out an intercsting fact that the lear necrOsis induced by AM―
toxin is

ln this paper, Vヽe report on light― induced in…
signincantly inhibitcd under light irradiation.

sensitivity of applc and」 apancse pear icaVes to A卜 1-tOxin as an apprOach to the possible meCh―

anism of AM‐ toxin actiOn.  SOme parts Ofthisヽ vork have been brietty pllblished18-20).

MATERIALS AND METHODS

Pどαれをs.   Apple cultiVars susceptiblc(Red Gold), mOderately rcSiStant(JOnathan)and

resistant(Mahc 7)to И. βFr?rPIす rβ apple pathotype were uscd in this Study,  MOdcratcly re―

sistant and resistant Japanese pear CultiVars,Nも
isseiki and ChttLlrO,respcct� ely,were alsO

used.  These plants were grown in a grcenhousc and young lCaveS WCrc harvestcd.  Petalsヽ
Vere

also used in an cxperittnent of tisSuc‐ specincity tO AM― tOXin.

Toxins,  AM‐tOXin l waS purined frOm culturc nitratcs OF a virulent isolate(O-159),

according tO the procedures desCribed preViOusly21).  The toXin Was dissolved in aCCtOne and

adiuSted t0 10~4 M with deionizCd Water. ThC tOXin solution COntaining 5%acetOne was

dilutCd tO Various COncentrations with dcionized 
、vatCr.  AK― toxin l14), citrinin13), phcnytacetic

acid12)and tCnuazonic acid5)were alsO isolated as reportcd prewiOusly.

L】σ「 lι 】rrαどこαとこο几.  A daylight― Color iamp whOSe spectrum iS Similar to that of thC

sun,was uscd as a light sourcc in atrnost an expcrirnents.  The lamp Was suspended abOVC leaves

in a mOiSt transparent channber.  Light intensity at lear surface was measured With a thermo―

couple radiOmeter(Eko, MS‐ 41),and adiuSted to givc 630,IWイ Cn12 by controHing the distancc

between the leaves and thc larnp.

A serics of interference niters was used to obtain monoChromatiC radiation with a halogen

lamp aS a light sOurCe,  Dctachcd leavCs in a moist Chamber wcrC CXpOSed to light beam passed

through interferencc niters.  Spectral energy diStribution, median waVelength and half‐
band

H熱ゴ誌t隠こ8μ甘�
S器

(銘瑞オ
n縄
ミ蓄♂献せ

『監:と魚罵 i:冨よ
tion was mcasured by an optiCal powermeter With a silicon phOtOdiodc sCnsOr(PhOtOdync,

44XLA),and adiusted to 80 μW,cmO at leaf surface.

In order to obtain a Continuous spectrum for irradiatiOn, thC beanl from a halogen iamp

was diSpersed by a pris∬ 1(60° )and the cOntinuous spCCtrum 、vas directed to lcaves.  Light

intcnSity(285ュ tWIcm2)at the point of prism waS measured by thC OptiCill powermeter,and wave―

Icngth Of the Spectrurrl on the leaves was dctCr■
lined by using interference niters under thC prism.

Tr9α ι用 9兒ι p】とん pん oとosyttιんゼと

'C′

泥れfbiιOrs   Carbonylcyanide― 解いChiorophenythydra―

zone(CCCP), 2-chioro‐4,6‐ bis(ethylamino)―∫―triazine(CAT), 314‐ dichiorophCnyidimcthyturea

(DCMU), 3‐ (3.4-dichiorophcnyl)‐ 1-rnethoxy‐ 1-rntthyturea (linuron), iSOpropy卜 7V― (3,4‐ dichioro―
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phcnyl)‐ carbamatc(3,4-E)CIP(:)and ο―phCnanthroline wcrc uscd as photosynthetic inhibitors。

Leaves werc vacuurn― innitrated with the inhibitor solLitiOn for 30 min, rinscd with deionized

、vater and ai「‐dried for 20口 lin at 26 C.

L9αが‐兒9cros】 s αssαy.   TWo methods were lised for toxin trcatrllent of icavcs to ana―

lyze the effcct of light on the toxin― induccd nccrosis。    _

(1)Leaves were slightly wounded at the center pf their iaminas with a glass capillary,

and applied with one drop(10μイ1)OF toxin solution at thc wounded site。

_ (2) Lcaf disks(1.2 cm in diameter)were cut out from leavcs with a leaf punch,and vacuum一

inllitratcd with toxin solution For 30 Rlin.  After rinsing with deionized water= thc disks 、vere

air― dricd for 20 rllin at 26 C.

Thcsc toxin‐ treated leaves wvcre placed in moist transparcnt chambers, and incubated at

26 C under light and dark conditions.  Arter incubation for specined timcs, nccrotic area ap―

pearcd on the leavcsヽ vas mcasured.

βど9cι rοどyι9どOss.  Twenty leaf disks(1.2 cm in diameter)were vacuum… iniltratcd

with toxin solution or deionized water for 30 1nino  Aftcr rinsing with dcionized water, thc lcaf

disks were placed in ttasks containing 10 mi dcionized、vateri and incubated at 26 C on a shaker

in light(500/1W,cm必)and darkncss.Conductance of cach ambient sotution was meastred
at spccinc intefvals by a conducti� ty mcter(M&S,CD― MII)uSing a dip typc celI(た =1.0).

PrLoιosyRι J39ι

'c 
σ02 虎Xαι

'on.   Lcaf disks(7 mm in diamctcr)wcre vacuum‐
in―

■ltratcd with toxin solution or dcionized water for 30 mini and incubatcd in light(630/1ヽ VIcm2)

and darkness at 26 C for 4 hf.  The lea『 disks wcre transferrcd into a transparent chambcr,and

a smaH petri dish containing l IIli of 2 N rI(ユ I was piaccd on thc centcr in thc chamber.  Gas

o『
1lCOt was rcleased by iniecting 20 μI NaHl■ COs solution(50 rtCi/ml)in thC petri dish by a

「
licrosyfinge through a silicon cap.  The lcaf disks wcre illu11linatcd、 vith a photorcncctor lamp

(10 mW'Cml)thrOugh a water phase containing l,イ Cusol fOr 15 min at room tcmperature.

Unflxed HCOP gas was trapped with 3 N KOH. Thc leaf disks werc transFerred to a scintiト

tation―counting �al containing O.5 mi of digestion mixture(60%HCI04'30%HEOゎ 1:2,v/v),

and then incubatcd for 6 hr at 60 C,  Aftcr coolingl the digestcd aqueous samplcs wcrc lllixed

、vith 10 ml of scirltiHation Ruid consisted of one part of Triton X-100 and tヽ Vo parts oF toluene

containing 4 g of PPO and 100 mg of POPOP perlitcr. Radioactivity was measurcd on a liquid

scintiHation spectrolⅥ etcr(AIoka,LSC-700).

σ9どをυ】αb√τどιυ.    Thc toxin― trcatcd leaves 、vcre separated into lower cpidcrmal and

mcsophyH iaycrs Elildly using with adhesivc ceHophanc tapc.  Thc epidermal laycr、vas stained

with O.01%RuOrcscein diacetate(FDA)solutiOn,and observed undcr a ttuoresccnce microscope

(Nikon,EFD2)with the excitation niter(EX 450 490)and barricr日 lter(BA 520). Ccli Via_

bility、vas assessed by the ability to stain with FE)A.

/兒パ9cιJoB bcPEα υ,or o′ ス. αどιcrnαια.   Spores of two virulcnt isotatcs (� l-71 and

O‐ 159)and a Saprophytic isolatc(O-94)of/4.rr′′ど′・′,rr/β Wcrc obtained as described previously6),

The sporcs were washcd thoroughly by centrifugation, and suspendcd in deionized water.  Thc

saprophytic spores were atso suspended in toxin solution.  Spore concentration was attuSted

to 5× 105 spOres,ml,uSing Thoma's hemacytometer.The sporc suspcnsions were spraycd on

the lower surface of the lcavcs, and thc leaves 、vere placed in moist transparent chambers and

incubated fof 18 hr at 26 C in light(l mW'Cm2)and darkness. Thc number and size of visible

lesions appeared on the leaves were measured.Thc leaves wcre thcn´ immcrsed in O。 1%cotttOn

blue in lactophenol for 2 hr, and boiled in iactopheno卜ethanol s61ution until the chlorophyH

、vas temoved.  Aftcr rinsing 、vith Fresh lactophenol― etharlol, infcction behavior oF the sporcs

on the leavcs、vas obscrved Hlicroscopica‖ y.
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RESU LTS

ββi9cι o′ JどσJEι ο泥五/Y‐ ιoxユ れⅢ】Rcrycccr.9cros's

I) Lじσんι】rrαど】αι】οtt b9For9 ιo】

'泥

せr9αιn9れι.   Apple and pear leaves werc pre―

incubated in light and darkness for 48 h「 ,and trcated with AMぃ toXin l solと ltions by drop rnethOd.

Then, the lcaves were incubated under da〔 k condition for 48 hr,and thC toxin‐ induced necrOsis

WaS eXa可 lined.  No difference was obscrved in the scnsitivity of the leavcs to the toxin regardlcss

of the pre― treatfnent.

2) LJσ rtι Jrrαα】字ιどοtt αデι9r ιox'用 サr9αι〕■9Rι.   AM‐tO� n l solutions were dfOpped

on applc and pear leavcs,and the leaves were incubated in light and darkness.  After incubatiOn

for 50 hr, nccrosis On thc leaves was exallained.  Under dark condition, AM― toxin l induced

necrosis on susccptible apple leavcs at 10~8M,and on moderately resistant apple and pca〔 leaves

at 5× 10~6M (Fig。 lA),while leavcs incubated llndcr light irradiation were remarkably prOtected

from the toxin‐ induccd necrosis(Fig。  lA).  When these necrosis‐ inhibited lcaves were kept

in thc darkncss for 50 hr,nccrosis deveioped on thc susceptible lcaves,but not on the n4odcrately

を
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Fig. 1.  Effect of light on leaf necrosis or apple cws. Red Gold and Jonathan. and 」apanese′

pear cv.NⅢ sseiki induced by AMい to�R I.The leaves were treated with AM‐ toxin

I SOILItiOns, and incubated in light(630/tWICm=)(O―‐)Or darkness(● ―). After 50

hr,necrotic area on the leaves was measured(A).The leaves held in light For 50 hr

were incubated further ror 50 hr in darkness(∠ 【――), and necrotic area was measured

(B).  Necrotic area on the ltaves incubated continuously for J00 hr in light(o‐
‐‐

)

or darkness(● ‐‐‐)aFter toxin treatnient is also shown(B). The Vertical bars represent

the standard dcviations oF six experiments.
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resistant lcavcs(Fig. lB)。   Resistant apple and pear leaves llnder both conditiOns were cO打 ト
pletely insensitive to AM‐ toxin f evcn at 10-4M.

Ccll viability in the photto― protectcd leavcs was dctcl・ Rlined by FE》A staining.  The cclls

of toxin‐ trcated lcaves kept in the light as wcn as non― treated control leavcs、 vcre staincd fuHy

with FDA,indicating that the leavcs werc viable.

To investigate cffect of light on tissue‐ specinc rcsponse of host to AM― toxin, apple and
pear petats were d「 opped with AM― toxin l sOlutions, and incubatcd in light and darkness fOr

24 hr.  Although thc toxin at 5× 10-6 �l caused neё rosis only on moderately resistant apple

petals,therc was no differencc bctween light and dark treatments.

∂) R9どαιJο■sんどP b9ιp99泥 すん9 Jrrα J】αιどθtt PerJO,α泥ど とん9ど 9αデ泥9cros】δ.   Sus‐

ceptible apple lcaf disks wcrc vacuum‐ innitrated with AM‐toxin l at 10-6 M, and incubated

in light.  During the 24 hr of incubation undcr light, increasing pcriods of darkness、 vere in―

serted at O, 1,2,3,6 and 12 hr aftcr toxin treatrncnts,as shown in Fig.2.  ヽヽ/hen the disks were

kept in thc darkness inlmediately ahcr toxin treatrrlent, a period of darkness iongcr than 5 hr

was required for nccrosis development(I「ig. 2).  The rcquired dark pcriod, hOwevcr, reduced

to about 3 hr when the light、 vas turned off later than 2 hr aftcr toxin treatrnent(Fig. 2).

イ) 五Cι:οtt Sp9cι r“用 For ι71c PrBο ιo_Proι 9cι▼OB o′ を9α′ 用9crosどs.   The action
spcctrurn for the photo― protectiOn to A� f― toxin‐ induced nccrosis on sLISCeptiblc and moderately

6   12   18

Tinle hr.
20´      40      60      80     100
Rehtive nec:otic area t%,

Fig.2.  Relationship between irradiation period of light and inhibition in icaF necrosis of apple

cv. Red Gold induced by AM― toxin f.  Leaf disks were vacLlum‐ innitrated with 10-→

M AM‐ toxin r,and incubated in tight(630/1W/Cml)(I  ).During the incubation
pcriod ror 24 hr、 darkness(■■)Was inserted for time period indicated Nccrotic
area on the disks was measured and calculated as percent oF total lcaF area.  An aver‐

agc(o)and itS Standard deviation (horizontal bar)arC based on reading 、vith rort)ィ

disks.
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Table l.  E椰ect of rnonochromatic radiation on ieaf necrosis or apple and 」apanese pear induced by

AMぃ toxin l a)

Monochromatic radiation b) InhibitioR rate OF necrosis(ン

`)C)
Median

、vavelength
(nm)

Hal卜 band
、vidth ―

(nm)

Apple
cv.Red Gold

Apple
cv.Jonathan

Pear
cv.Nも isseiki

９

　

３

　

２

　

６

　

３

　

６

９

　

５

　

０

　
４

　

０

　

７

４

　

５

　

６

　

６

　

７

　

７

11

14

16

13

12

11

1.84 5.2

13.2±  9,0

79.7三L 8.0

38.3=L16.0

6.6± 9.0

2.3」
= 5。

3

ユ.3」= 6.9
29.3=L18.3

85.8三L 8.3

57.7± 18.0

18.2± 12.2

3.7± 4.8

3.9± 7.6

10.5± 10.0

87.3=L 8,2

76.6■  9.4

16.8」
= 8.7

2.3± 5.6

a)LcaF disks were treated with AM‐ toxin l at 10-い lヽ for Red Gold and at 5× 10-3 M for JOnathan and

Nliisseiki,and were incubated under rnonochromatic radiation passed through interference niters for

36 hr at 26 C.

b)Intensity oF the radiation was adiusted t0 80/tWICmt at leaF surface.

c)Expressed as inhibition rate to AMぃ toxin― induced lear nccrosis in darkness.  values reprcsentt the

lllcans and standard deviations of t璃 ′elve lじ aves.

Table 2.  EFfect oF photosynthetic inhibitors on photo‐ protection to Aヽ /1‐ toxin― induced icar necrosis

of apple cv.Red Gold

Treatment a) Necrotic area rCmP)b)

Light Dark

Inhibition
fate of
nccrosls

(ツ )C)
I nhibitor Conccntration(rfヽ 1)

CAT

CCCP

3,4‐ DCIPC

DCMU

Linuron

ο‐Phenanthroline

10

1

0 (ヽ ′ヽater)

10

1

0(Water)
10

1

0 (Watcr)

1

0.1

0(ヤVatじ r)

10

1

0 (ヽ ′ヽater)

10

1

0 (ヽ ′ヽatcr)

0.89三LO.59
1.19± 0.51

0.93± 0.24

0.54」
=0.24

0.67」
=0.41

0.99」
=0.52

0.93± 0.38
1.10± 0。 46
1.28± 0.41

0.52」
=0.67

0.69」ビ0.31

0.27=LO.10
0.40± 0.13

0.52」LO.14
0.6040.15
0.89どLO.26
0.91二LO。 26

0.80± 0.19

4.43=Ll.03
4.38=Ll.10
5.00」

=0.94
4,45± 1.51

3.88三Ll.26
4.58± 1.47

3,72=Ll.18
4.44± 1,20

3.81± 1.36

3.58± 0.59
4.13± 0,99

3.56± 0.51

3.20± 1.00

3.23± 0.77
3.70」LO.84
3.36± 1.22

3.82」 LO。 80

3.12」LO.69

79,9

72.8

81.4

87.9
82.7

78.4

75.0

75。 2

66.4

85.5

83.3

92.4

87.5

83.9
83.8

73.5

76.2
74.4

a)The leaves、 vere pre‐ treated、vith inhibitors,and then treated、 vith AM‐ toxin f at 10-6M.

b)The leavcs were incubated in light(630r′ W/Cm2)and darkness ror 48 hr, and necrotic area on the
leaves was RleaSured.  rヽalues represent the means ortwenty leaves aRd their staRdard deviations

C)Inhibition rate was calclllated On the basis of necrotic areas on leaves in tight and those incubated in

darkness.

resistant leaves was studied by using

Ference niters,  In the three cllitivars

be near 602 nm,(bHowed by 646 Rmi

and 703 nm(Table l).

To test photo‐ spectral「ange eFFective for inhibiting necrosis, susccptible apple leaves wcrc

vacuum― innitrated 、vith AM― toxi1l l at 10-6 M, and irradiated 、vith continuous spcctral light

monochromatlc radiation passed through varlolis lnter―

tested, the most effectivc waveiength 、vas estirnated to

no effcct was secn at 499 and 776 nnl, and little at 553
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700

880

550

500

400

nm

Fig.3.  EFfect of irradiation with continuous spectral light onユcaF necrosis of apple cv. Red
Gold induced by Aヽ 1‐ toxin I.  The leaf was wacuuH卜 innitrated with A� F― toxin l at
10-6 M, ifradiated with spectral light dispersed by a prism (60°)(A), and incubated
fof 36 hr at 26 C(B). Light intensity was 285 μW/cm2 at the point of prism.

(Fig. 3A). The tOXin‐induced leaf necrosis was completely inhibited on the portion ifradiated

with spectral light of 570-680 nln (Fig。  3B), Similar reproducible results were obtained in

moderately resistant apple and pear leaves.

5) 2′をcι O′ Pれ oιosyれιれっιJc:Bれ Jbことors o打 とん9 pr3。 ι。_prOオ 9cιどο兒 o′ ど9α′P39CrOS's.

To investigate whether the counteractive effect of light to AM‐ toxin‐ induced necrosis is asso‐

ciated lvith photosynthetic reaction in cHoroplasts, susceptible apple leaves wcre treated Ⅵ′ith

photosynthetic inhibitors beforc toxin exposure, and incubated in light and darknesso  The

results(TablC 2)showed that an che.licals tcstcd had no eScct on the photo‐ protection.

】″杉cι o′ ど:♂んすoB 4丑Fιο】,泥‐どncJ“c9,cど9ctroどこガ9 τoss
Electrolyte loss from susceptible and moderately resistant leaves treated with AM― toxin

l at 10-6 M and5× 10-5M,reSpectively,was lnonitored under light and dark conditions.  Un―

like thc case Of leaf necrosis,light gave no signincant inhibition of the toxin― induced electrolyte

loss from the leaves(Fig.4).

邑霞ecι ο′JJσ JBι ο打五カ
「

ιο】,R‐ J肥ごIECC'】兒虎JbどιJο■ o′ Pれ oιosyttιん9ιJc σ02'Xα ttο PB

Susceptible and modcfately resistant leaves were incubated in light and darkness for 4 hr

after treatlnents with AM‐ toxin l solutions, and tested for photosynthetic C02 nXation.  In

both conditions, C02 nXation was signiflcantly inhibitcd at concentrations of AM‐ toxin l of
10-8、l fOr susceptible leaves and 10-ク ー10-6、江for moderately resistant leavesデ  and the inhibi―
tion rate gradually increased in paranel with an increase in toxin concentrations(Fig。 5)。

βrccι 。デどJghι οtt JttFccιJo打 b9脆αυJor oF五 .】ιerttαια

lnfection behavior of thc pathogens(M_71 and(D‐ 159)and SaprOphytic Иo αrrg″ :β rα (C)‐94)
with or without AM‐ toxin l on susceptible and moderately resistant leavcs was investigated

in light and darkness. Light had no effect on penetration into host tissues of spores of the patho―
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The vertical bars represent the standard deviations of threc experiments.

genS(Table 3)。   Similarly, the toxin― induced penetration of the saprophytic spores was not

aFFected by light.  On lcaves incubated with pathogen or saprophyte with the toxin,the numbers

of necrotic spots were allnost the same in both conditions,although size of the spots signincantly

rcduced in the light(Table 3).

We reported previously that heat‐ treated leaves becamc susccptible to И. αどrg/PTα rrr inde‐

pendent of the pathogenicity15).  TO investigate effect of light on infection and lesion develop―

ment withoutinvolving AM‐ toxin,leaves were pre― treated with mild heat(foT 3 secin 55 C water),

inoculated with saprophytic spores, and incllbated in light and darkness.  Results(Table 3)
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Tablc 4.  Effect orlight on lcaf necrosis of apple and」 apancse pear induced by toxic Fungallコ etabolitcs a)

―

Necrotic area(mm2)

Toxlc
metabolitc

Conccntratlon Apple cv.Red Gold 本pple cv.」 onathan Pear cv,Nttisseiki

Light Dark  %b)Lightt Dark ,ィ
b) Lightt Dark  ン

`b)
AK‐ toxin I

Citrinin

Phcnylacetic

acid

Tentiazonic

acid

lo-6M
10-8

lo-3M
lo-4

1000/tgrml

500

1000/fBイ mI

500

0,0

-11.8
-7.1
11.ユ

0.0  0.0
0.0  0.0
1,o  l.0
0.0  0.0
9.5  8,5
3.0  2.8
4.0  4.5
0.0  0.0

0.0  0.0
0.0  0.0
2.0  1.8 -11.1
0.0  0.0
5,0  4.0  -4.0
1.0  1.0   0.0
6.0  7.0  14.3
1.0    1.3    23.1

236.5  216.3  -7.3

7.0  8.3  16.6
194.5  240.3   19。 1

56.0   65.0   13.8

6.0  5.5 -7.1
1.0  1.0  0.0

13.5   16.5   18.2

4.8  5,3  9.4

a)Leaves were treated with fungalto� ns,and incubated in tight(lmヽVICm!)Of

48 hr, necrotic area was nleasured.  Values in the table represerlt the means

b)Inhibition rate to dark treatment.

dal・ kness at 26 C.After

of twenty leaves

showed that no photo― protection、vas observed on thc hcatcd leaves.

ど

『

ecと ο′ど

'σ

んと o′L sο 用 9′
“

泥gαどιοI】 rt‐】滉」LEC9'P39croscs

AK―toxin l, a host― specinc toxin produccd by刀 。 とrrr?′′!β rβ 」apancsc pё ar pathotype causcs

veinai nccrosis on susceptiЫ e pear cv.Nttisseiki leavesll).Citrinin,which iS produccd by P?′ ト

〆firr,夕解 GF″′′r′′テ:,also indllccs similar necrosis on Nも isseiki leaves13)。 sincc/4。 とfrr?,・′T,rβ iS

kno、vn to producc somc non― specinc Fungal toxins, stiCh aS phenytacetic acidl!)and tcnuazonic

acid5), an expcriment 、vas made to deternline whether or not light has protective cffect on the

necrosis induccd by these fungal toxinso  Whcn sLISCCptible and modcratcty resistant leaves

、vcre incubated for 48 hr in light and darkness after treated、 vith thesc toxins, no difference in

nccrosis was observed betwcen light and darkness(Table 4).

DISCUSS10N

Susceptiblc apple, and moderately rcsistant apple and pea「  lcavcs incubatcd in light i打 ト

nlediately after AM‐ toxin exposurc wcre protected from toxin‐ induccd necrosis.  Vヽhen thc

leaves、vcrc kcpt in darkness for specined tirncs inllncdiately arter toxin exposure and then trans―

ferred in light, a pefiod of darkncss longer than 5 hr、 vas requircd for necrosis devclopmcnt.

The time rcquircd for nccrosis dcvetopmcnt, hO、vevcr, reduccd to ttbout 3 hr 、vhen darkness

started later than 2 hr after toxin exposurc.  The toxin― induced clectrolytc loss fron4 1CaVeS

and reduction of photosynthetic COP Axation in lcaves, early evcnts in the toxin action, wcrc

not affectcd by light.  Thesc rcsults indicate that thcre arc at ieast t、 vo phases in the cffect of

light during the action process of AM‐ toxini one is a light― indcpendent phase that starts im―

mediately after toxin exposurc and causes dysfunction of plasma menibranes and chioroplasts,

and thc other is a light― inhibited phase,that begins about 2 hr aftcr toxin exposure and continucs

For about 3 hr.

Susceptiblc apple cultivars have a striking tissuc― specincity 、vith respect to the action of

AMぃ toxinll)i thc leaves are sensitive・  but thc petals are inscnsitivc, to thC toxin.  On thc con‐

trary,leaves and petals of rYROdCrately resistant apple ctiltivars havc alrnost the same sensitivity

to the toxinll)。   Whcn the petals of moderately resistant applc vヽerc incubatcd in light after

toxin cxposure, light gave no protection on the toxin― induced necrosis,  The protectivc effect

of light on leaf necrosis was very spccinc tO A� l―toxin.  No such effect was observed on the

necrosis causcd by non‐ specinc phytOtoxinso  M orcover, pcar lcar necrOsis induced by AIく―

toxinH)and citrinin13),、 vhich havc action sites on plasma membrancs,was not aFfected by light.
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Thcsc rcsults suggest that the protectivc cffect of light,1lay be cioscly associatcd、 vith AM‐ toxin

action to chioroplasts in host cёHs.

The importancc of light in the action of host― spccinc tOxin has been rcportcd in thc corrl‐

bination of Tms― cytoplasm corn and HMT‐ toxin produccd by Hぞ rP4カTr/Tθもヮο′れ′″T ,,7βノrris race

T.  Bhunar?rβ′.1)demonstrated that the toxin induccd chiorotic lesions on corn lcavcs in light,

、vhercas teaves kcpt in darkness rctained chiorophyI!.  Daly and Barnaヨ )obscrved that thc

toxin inhibited both dark C02 and photosynthetic C02 nXations of corn lcar sliccs, but thc in―

hibition in photosynthetic C02 nXation was light― depcndent。  ()11 ょhe other hand, protectivc

effect of light on thc toxin action have bccn atso rcported.  Earle?′ β′。3)shO、ved that coHapse

of the toxin― treated lcar protOplasts was protected in tight,although the rnitochondria, the action

site of the toxin, 、vere damagcd scverelyo  MacRae and Yoder10)indicatcd that thc protoplasts

exposed to light bcforc toxin treatment became insensitive to the toxin.  Walton fr rr′ .ヨ
ヨ)round

that the toxin‐ induced rcduction in A‐
「

P lcvel of protoplasts incubatcd in darkncss was pro―

tected in light,bとlt thc light e何ect、vas abolished by the presencc or DC,vl U,an inhibitor of photo―

synthctic elcctron transport.  Thesc effccts of tight llavc been cxplained by thc proposal that

light―driven photophosphorylation compcnsates for toxin― induced inacttivation or oЖ idative

phosphorylationOヨ ).

The results with AM‐ toxin arc direrent ttol■ tllose with HMT― toxin in nlany ways.i)

AM… toxin― treated icaves did not sho、 v chiorosis in light condition;「 athcr, thc rcsult、 vith FDA‐

staining indicatcd that the lcaves wel‐ e viable.  if)AM― toxin action to photosynthctic COP nxa―

tion was not light‐dependent du「 ing pre‐ inctibation 、vith toxin.  ifi)The prOtectivc eド ect of

light was detectable only at early stages(2-5 hr)of tOXin action prOcess,  iv)Some photosyn―

thetic inhibitors containing DC� IU did not affcct the light effect oR AM‐ toxin action.  11l ad―

dition to these observations,thc action spcctrunl For photo‐ protcctiOn fronl AM‐ toxin、vas 570-

680 nRl, and the most effcctivc 、vavelcngth was 602 nm.  The spectrunl, ho、vever. secms to be

diffcrent ffoRl that For i)hotosynthesis in highef plants■ ).  Thu尋 , the n]echanisIRR Oド  light effect

on AW【―toxin action is still unctear.

Apple cultivars arc divided into three groups,susceptible,modcratety rcsistant and resistant

cultivars, on the basis of responses to AM‐ toxin and pathogen9).  Some cuitivars of Japancsc

pear also havc the same toxin‐ scnsitivity as modcratcly resistant apple cとlltivarsh'11),  Vヽhcn

icaves of thesc cultivars 、vcre incubated in light for 50 hr aFter toxin exposure and thcn kcpt

in darkness ror an additiona1 50 hr, nccrosis deveiopcd on the susceptible leaves. but not on

moderately resistant apple and pear leavcs.  This rcsult suggests that there exists a reversible

nlechanism fronl toxin damagcs in moderately resistant cuttivars.  Thc ditterent effects or light

may offcr an interesting experimcntal system for clucidating diぼ ercnccs in toxin scnsitivity beぃ

tween susceptible and moderately resistant cultivars,

Vヽe havc pointed out the importancc of AM― toxin rcleascd from gcr■ linaling sporcs of

解ポΥ掟i;ぱ fとζ.「将掟∵li;ボ :軍 :乱 r塁

°
洗ご手8齢!洗 Wド大誰だ11:41」¶:嵐 胤選

host tissues,just like virulent spores'). Thus,AM‐ toxin is considered to be an initiation Rlctor

for successful pathogcnesis.  ln the prcscnt cxpcrirnents,light did not affect toxin‐ induced fungal

invasion and lesion formation.  The lesion size, ho、 vever, signincantly reduced in tight.  This

suggests that host cen death induced by AM― toxin is not a prerequisite for thc colonization of

the pathogen, but nccessary for lesion deyelopment.  In infection of И.β′r?′′,α /17 Japancse pear

pathotype which produces AK‐ toxin, it has been postulated iecently that thc key role of AK‐

toxin in pathogenesis is in the suppression of resistant rnechanisms in pear plantsS).  Therefore,

AM‐tOxin action as a suppressor for the resistant mechanism renlains to be etucidated.

We are gratcfut to Dr.Y, Honda,Faculty or Agricuhurei Shinlane Univcrsity f6r his valuable sus―

gestion on this 、vork, and to M「 . E. Iri, Mitsubishi Cable lndustrics Ltd, for the use or spectro multi‐

channel photodetector.
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赤口 文 摘 要

III平弘水・足谷 浩・夕古i村 )ヽ宏 。
)と Jジ Iに一削・III元誉介・ JLiltt I賜 :光によって誘導されるツンゴ消よび

ナシ来の AM ij素 不感受性化

リンゴ近点務共病苗の ハMvケ素で処〕Jと した感受性 リンゴ, 中ドと政llt抗 IJiリ ンゴおよびナン〕とを光〕К射下

に静世すると,背素による攻死斑形成は若 しく抑1刊 された。 l lJ素 処児と業を処J!直後より陪黒下に置き一定I時

出j後に光)照功、「下に移すと,壊′[311形 成には 5 11fl r用 以上の陪lulが必堺であった。しかし,苛素処埋 2時間以降

にWitllllを 入,■ ると,壊死獄F形成に要する陪抑!の 町 ||‖ ll約 3‖、子||‖ に短縮さ

'Lた

。l_llti死 斑形成に有効な光のスペ

クトルは 570～ 680 Rmの 範VHに あり, 602 nnlイ 」近で11大の1印 側効胡とが認められた。一方,光の抑制効引tは

AM予好素による壊死斑形成に1キ具的であったが,光合成刊1害斉1処 ELに よる影智は受けなかった。また,〒J素

の初期作)日 である電解質異常洲質や光合成 C02固定の日l害 には光は抑制効異を示さなかった。なお,病原

苗の宿主楽への初期感染には光の効引とはみらオtなかったが,病哄[の 拡大はlnl制 された。


