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論 文 の 内 容 の 要 旨

アブラナ科野菜根こぷ病菌は絶対寄生菌であり､まだ純粋培養は成功していない｡本研

究では4汀0由cねrJⅧ血Jgog錯eβの感染により誘導される毛状根に雑菌混入のない根こ

ぶ病菌の休眠胞子を感染させる培養系の確立を試みた｡また､本菌が内在した宿主細胞を

血アブか0で大量増殖させる目的で､本菌を感染させた宿主のカルスやプロトブラストを用

いた振とう培養系の確立を試みた｡これらから得られた結果は以下の通りである｡

薬剤処理により接種源となる休眠胞子から雑菌を取り除くことを試みた｡その結果､休

眠胞子を2%クロラミンーT溶液に20分､抗生物質溶液(コリスチン1000pp皿､バンコマ

イシン1000ppm､セフォタキシム6000pp皿)に1日懸濁することで休眠胞子発芽を阻害す

ることなく雑菌を抑制することができた｡次に､d.虎Jg好餌eβにより4種のアブラナ科

野菜(キャベツ､ハクサイ､カブ､西洋ナタネ)から毛状根を誘導し､毛状棲に薬剤処理

し表面殺菌した休眠胞子懸濁液を接種･感染させることを試みた｡その結果､毛状根の系

統により根こぶ病菌に対する感受性の差が認められが､ハクサイとカブから誘導した毛状

榔ま根毛感染率が高く､根こぶ形成が認められた｡一方､キャベツ､西洋ナタネから誘導

した誘導した毛状根では､根毛感染率は低く､根こぶ形成は認められなかった｡また､光

学および走査型電子顕微鏡を用いて根毛感染および皮層感染を観察したころ､毛状根内の

遁走子のう､第二次変形体､休眠胞子の形態は羅病埴物で見られるものと同様であった｡

毛状根を用いて根こぶ病菌を継代的に培養することが可能であるか否かを知るため､毛状

根由来の休眠胞子を再度毛状根に接種し根こぶ形成の有無を調べた｡その結果､毛状根に

再び根こぶが形成された｡すなわち､毛状根培養による根こぶ病菌の培養系を確立するこ
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とができた｡根こぶ病菌と毛状根との共存培養法を用いて､本菌の感染初期段階を調査し

た｡その結果､根毛感染は休眠胞子の接種時期が異なっても､接種前1日に伸長した根の

根毛で多く見られた｡根毛感染数は､接種後4～6日に著しく増加し､その後12日目まで

緩やかに増加した｡また､根毛感染数の増加は､休眠胞子の発芽率の増加と同調的であっ

た｡毛状根と根こぶ病菌との共存培養系は､同一根毛内における根こぶ病菌の生育を経時

的に観察することが可能で､本菌の宿主内の動態を追うのに適しており､本菌の増殖や生

活環の解明に有効な技術であると言えた｡

アブラナ科野菜根こぶ病菌の宿主との共存培養法として本菌に感染した宿主細胞からカル

ス(保菌カルス)を誘導し継代培養することが行われている｡しかし､この培養法は増殖

効率が低く､また病原菌を同調的に培養できないことが問題となっている｡そこで､保菌

カルスを振とう培養および保菌カルス由来のプロトプラストを液体培養することで本菌を

大量にまた同調的に増殖できるか否かを検討した｡本菌に感染した宿主細胞のカルスの振

とう培養を試みるため､培養に用いるHS培地の植物ホルモン条件について検討したところ､

2,4-D O.1皿g/1†カイネチン0.02皿g/1のときに宿主細胞の増殖は良く､また細胞内に根こ

ぶ病菌の変形体が観察された｡細胞増殖に用いる培養容器内のキャップにポアサイズ0.5

〟mのフロロカーボン製通気膜を用いたところ､容器内は適当な酸素濃度となり､根こぶ

病■菌を含む細胞が良く増殖した｡また､細胞増殖には培地内に一定の細胞密度が必要とさ

れているが､100ml容三角フラスコ当たりの培地量を15mlにした結果､細胞の増殖は良く､

変形体も多く存在した｡保菌カルスから作成したプロトプラストを用いた培養ではMS培

地にNAA5.Omg/1とカイネチン1.Omg/1を加えた1/2希釈MS培地が枝こぶ病菌を内在す

るプロトプラストの増殖に適していた｡このように本菌を感染させた宿主カルスの振とう

培養やプロトプラストの液体培養により､根こぶ病菌をカブyナむ℃の状態である程度まで

増殖させることは可能となった｡しかし､枝こぶ病菌に感染した宿主細胞の継代培養で大

量増殖させるまでには至らなかった｡

本研究は､毛状根による枝こぶ病菌の共存培養系を確立するとともに､根こぶ病菌を内在

する宿主細胞を懸濁培養することで大量培養の可能性を示した｡これらの方法は､アブラ

ナ科野菜枝こぶ病菌の遺伝子構造や生理などの基礎的研究に有効なばかりでなく､抵抗性

品種育成試験の基礎的手法ともなり得るものであり､応用面での意義も非常に大きいもの

と評価される｡

審 査 結 果 の 要 旨

本論文は､絶対寄生菌であり純粋培養できないアブラナ科野菜根こぶ病菌の宿主細胞内

での共存培養について検討したものである｡また､本菌が内在した宿主細胞を血血で大

量増殖させる目的で､本菌を感染させた宿主のカルスやプロトプラストを用いた振とう培養

系の確立を試みたものである｡この研究を進めるには､根こぶから雑菌混入のない根こぶ病

菌の休眠胞子を分離するとともに､それを無菌状態で育成したアブラナ科野菜の毛状根ある

いは宿主植物に接種して宿主細胞内で増殖させることが必要である｡そこで､申請者はまず
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雑菌混入のない休眠胞子の分離法に着手した｡雑菌混入のない休眠胞子の分離技術の確立に

は､殺菌液や抗生物質を処理して単に雑菌混入のない休眠胞子を分離すればよいのではな

く､薬剤を処理しても休眠胞子の活性が低下しないようにするという､非常に難しい問題を

含んでいた｡申請者はこの難問題を2%クロラミン･T溶液と抗生物質溶液(コリスチン

1000ppm､バンコマイシン1000ppm､セフォタキシム6000ppm)の組み合わせを用いて

解決することに成功した｡また､この技術を用いて毛状根に根こぶ病菌を感染させ､こぶ形成させる

ことにも成功した｡次に､毛状根を用いて根こぶ病菌を継代的に培養することが可能であるか否かを

知るため､毛状根由来の休眠胞子を再度毛状根に接種し枝こぶ形成の有無を調べたところ､毛状

根に再び根こぶが形成された｡すなわち､毛状根培養による根こぶ病菌の培養系を確立することが

できた｡また､根こぶ病菌の生活環には不明な点が多くあるため､根こぶ病菌と毛状根との共存培養

法を用いて､本菌の感染初期段階を調査した｡その結果､枝毛感染は休眠胞子の接種時期が異な

っても､接種前1日に伸長した根の根毛で多く見られた｡枝毛感染数は､接種後4～6日に著しく増

加し､その後12日目まで緩やかに増加した｡枝毛感染数の増加は､休眠胞子の発芽率の増加と同

調的であった｡さらに､この方法を使うと同一根毛内における根こぶ病菌の生育を経時的に観察する

ことも可能であった｡毛状根と根こぶ病菌との共存培養系は､本菌の宿主内の動態を追うのに適して

おり､本菌の増殖や生活環の解明に有効な技術であると言えた｡

次に､根こぶ病菌に感染した宿主細胞の振とう培養およびプロトプラスト培養による本菌の大量

増殖法について検討した｡まず､根こぶ病菌感染カルスを用いて本菌に感染した宿主細胞の振とう

培養を試みるため､培養に用いたMS培地の植物ホルモン条件を調べた｡その結果､2,4-D O.1皿g/1+

カイネチン0.02mg/lのときに宿主細胞の増殖は良く､また細胞内に枝こぶ病菌の変形体が観察さ

れた｡細胞増殖に用いる培養容器内のキャップにポアサイズ0.5〟mのフロロカーボン製通気膜を

用いたところ､容器内は適当な酸素濃度となり､根こぶ病菌が良く増殖した｡また細胞増殖には培地

内に一定の細胞密度が必要であり､100ml容三角フラスコ当たりの培地量を15皿1にした結果､細胞

の増殖は良く､変形体も多く存在した｡根こぶ病菌感染カルスから作成したプロトプラストを用いた培

養ではMS培地にNAA5.Omg/1とカイネチン1.Omg/lを加えた1/2希釈MS培地が根こぶ痛菌の

増殖に適していた｡このように本菌に感染した宿主細胞の振とう培養やプロトプラストの液体培養に

より､枝こぶ病菌を血血の状態である程度まで増殖させることは可能となった｡しかし､根こぶ病

菌に感染した宿主細胞を継代培養し大量増殖するまでには至らなかった｡

以上､本論文の内容は､枝こぶ病菌の毛状根による共存培養系を確立するとともに､本菌の大量

培養に向けて本音が内在する宿主細胞の懸濁培養法を成功させたことに大きな意義を持っている｡

この研究は､アブラナ科野菜根こぶ病菌の遺伝子構造や生理などの基礎的研究に有効なばかりで

なく､抵抗性品種育成の基礎資料ともなり､応用面での意義も非常に大きいものと評価される｡

これら一連の研究に対して､審査委員は全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科

の学位論文として十分価値のあるものと認めた｡
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