
研究成果情報 (平成 4年度 )

18。  さび病菌、うどんこ病菌に感染 した牧草の細胞オルガネラの立体的観察手法

[要約 ]

病原菌に感染 した植物組織を凍結割断後、オス ミウム浸軟処理を 9日 間行い細胞質

を除去する手法により、植物及び糸状菌の細胞オルガネラ内部立体構造を走査電子顕

微鏡で観察する方法を開発した。
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[背景・ ねらいコ

発病過程の解析や病害抵抗性機構の解明などに当たっては、宿主 と病原菌の相互作用を

細胞オルガネラ (細胞小器官)ン ペルで電子顕微鏡的に究明することが必要である。しか
し、植物・ 微生物では細胞が厚い細胞壁に被われており、細胞質も密に詰まっていること

などから、これまでオルガネラ内部の立体構造はほとんど明らかにされていない。そこで、

植物及び植物病原菌に適 した核 。オルガネラ内部立体構造の観察手法を検討する,

[成果の内容・ 特徴 ]

動物細胞での手法を応用 し、試料を凍結割断後、細胞質を除去するために0.1%オ ス

ミウム水溶液に 9日 間浸漬することにより、植物及び糸状菌の細胞オルガネラの内部
立体構造を初めて明瞭に観察することができた。

①  イタリアンライグラス冠 さび病、ケンタッキーブルーグラス黄さび病、アカクロ
ーバうどんこ病の罹病葉、種々の植物病原菌感染組織、及びオーチャー ドグラス、

トールフェスク、とうもろこし、ペレニアルライグラスなどの健全組織を切 り取 り、

1%オ ス ミウム溶液 (Os04を 0.05Mカ コジル酸緩衝液に溶解)で約2時 間固定 した。
② その後 15、 25、 50%DMSO(dinethyl sulfoxide)水 溶液に各々30分間浸漬 し、凍結
割断後、0.1%Os04溶 液 (0.05Mカ コジル酸緩衝液に溶解)で 3、 6、 9日 間オスミウム
浸軟処理を行った。その後、 1%Os04溶 液で1時間固定 し、2%タ ンニン酸水溶液で 1
時間導電染色を行い、再度 1%Os04溶 液で 1時 間固定 した。エタノール脱水後、臨界
点乾燥を行い、アル ミ試料台に載せ、白金を薄 く蒸着 した。観察は電子顕微鏡を用

いた (図 1)。

③ とうもろこし、ペレニアルライグラス、 トールフェスクなどの多 くの植物組織及
びさび病菌やうどんこ病菌の感染葉では、いずれも細胞質の剖出はオス ミウム浸軟

処理期間が動物細胞での 3日 間では不十分であった (図 2)。 しかし、 9日 間では

良好となり、葉肉細胞 (図 3)、 菌糸及び吸器において核をはじめ ミトコンドリア、

小胞体などの立体構造 (図 4)や 、さび病菌吸器と宿主細胞質 との接触界面の微細
構造も立体的に観察することができた (図 5)。

[成果の活用面・ 留意点 ]

① 本法は、ペレニアルライグラス等多 くの植物組織及びうどんこ病菌やさび病菌と
その宿主の細胞オルガネラ内部立体構造の観察に利用できる。

② Rhizoctonia,Sclerotinia,Pythiunな どの病原微生物は、本法によって細胞質
の除去ができなかった。これらについてはさらに検討を要する。
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凍結割断

E具体的データ]

試料の採取 (1～ 2mm× 6～ 8mm)

↓
1%Os04で 2時間固定
↓
緩衝液で洗浄
↓

5%、 25%、 50%DMSO水 溶液に
各々30分間浸漬
↓

↓
0。 1%Os04に 9日 間浸漬し、
細胞質を除去 (液は毎日交換)

↓
1%Os04で 1時 間固定
↓
2%タ ンニン酸で1時 間導電染色
↓
1%OS04で 1時 間固定
↓
エタノールで脱水
↓
酢酸イソアミルと置換
↓
臨界点乾燥
↓
白金蒸着
↓
走査電子顕微鏡で観察

図 1.植 物及び植物病原菌
の細胞オルガネラ内部立体

構造観察のための試料作製

操作

図 2～ 5.植物及び糸状菌の細胞オルガネラ内部立
体構造。 ②イタリアンライグラス冠さび病罹病葉 .

オスミウム浸軟処理が3日 間では葉肉細胞内の細胞質
の除去は十分でない(H:さ び病菌吸器、Ch:葉緑体 ).

③～⑤オスミウム浸軟処理を9日 間行った試料。③オ
ーチャードグラスの葉緑体.④イタリアンライグラ
ス冠さび病菌菌糸(H)と その核(N),核 孔(NP)と ミトコ

ンドリア(M).⑤ イタリアンライグラス葉肉細胞内に
形成された冠さび病菌の吸器 (H)、 吸器細胞壁(FCW)
及び宿主の小胞体(ER).
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