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要 旨

現在檀物ホルモンには、オーキシン、ジベレリン、サイトカイニン、エチレン、アブシジン酸及

びプラシノステロイドの6種が知られており、その中でオーキシン及びジベレリン辻、特に茎に対

して強い成長促進効果がある。

オーキシンは、1934年iこインドール酢酸（IAA）の結晶として Koglらにより人尿及び酵母かち、

またThimann(1935）により Rhizopussuinusを培養した後の塔地から取り出された。ジベレ 1）ンの
発見は、 1938年、薮田により Gibberellafujikuroiの培養液から抽出、単離されジベレリンと命名さ

れたG このように、オーキシン及びジベレリンの発見はカピと深く関係している。オーキシンとジ

ベレワンの発見以来、これまでに、これらの作用について多くの研究がなされてきたが、その結果

について検討してみると、蕪菌操作、培地成分、カピの成長段階等への考憲等、実験条件に大きな

問題のある報告が多いことがわかった。植物の生活環においても、オーキシンやジベレリンは、限

られた場所あるいは眠られた時期に効果が認められる。そこで、実験条件の諸問題点を改善し、曹
におけるオーキシン及びジベレワンが、確かに成長物賓として体内で生産し、成長の制御物質とし

て働いているかどうかについてアカバンカピを材料として、高等植物におけるオーキシンやジベレ

リンの研究と同様、成長と分化に沿って詳錨に調べた。

材料として用いたアカバンカどは、子嚢甚門のタマカピ自に属するカピで、これまでに多くの突

黙変異体が分離されており遺伝生化学的研究の蓄積は大きい。アカバンカピは、無性生殖環と有性

生殖環を持っている。本研究では、この無性的に形成される鹿子の分生子を採集し実験を行なった。

液体培養した場合の分生子発芽過程はまず始めに分生子の受動的吸水膨潤があり形態的、生理的生
化学的内部変化の後発芽管形成が起こり、次に発芽管と若い菖糸の伸長という段踏を経ることにな
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る。個々の或長についてオーキシン及びジベレリンの作用を調べるのには良い材料であると考えたむ

アカバンカどの前培養には、グリセロールを含む完全培地を用い、譲葬培養には、 Friesを含む液体

培地を馬いた。分生子を完全培地に接撞し、 26℃暗黒中で培養し、最後の一日間光照射した。前培

養から得られた蕎体から分生子を採集し、分生子の密度を講整した後、各実験を行なった。操拝中

に用いた器具は乾熱し、滅菌水は純粋を高圧蒸気滅菌したものを用いた。

はじめに、分生子の密度とオーキシンの関祭について謁べた。アカバンカピの分生子を液体振謹

培養した場合、培地の分生子の密度は、分生子の発芽に影響を及ぼす。これは、“分生子密度効果”

と言われる。 Nakamuraら（1978）は、分生子を2×106分生子ml・1の密震で培養を行なった場合、

オーキシンが発芽率を高めることを報告しているが、分生子の“密度効果”とオーキシンの関係に

ついての詳しいことは研究されていない。本研究において、まず分生子の“密度効果”とオーキシ

ンの関係について確かめ、次に分生子発芽過程に続く著い菌糸の停長におけるオーキシンとジベレ

リンの作用を調べ、さらに、これら分生子発芽遍在における核数増加にともなう才一キシン及びジ

ベレリンの作用を、蛍光顕綴鏡で観察し調べた。これまでにアカバンカピの内生ジベレリンとして

GA3がガスクロマトグラフィー－マススペクトロメトワー（GC-MS）により同定されている。内生

オーキシンについては、アベナ屈曲試験による生物検定はなされているが、機器によるオーキシン

の同定はなされていないことから、カピの中；こ存在する植物ホルモンの定荘、定量も機器分析方法

を用いて研究される必要があると考え、アカバンカピにおける才一キシンの機器分析による定性、

定量を試みた。

まず、分生子の密度について実験を行ったc 分生子を譲体振塗培養した場合の発芽は、培地の密

震に依存しており、発芽の最適密度が2×106分生子m1-1であることが明かとなったO 2×10 4 -2× 

101分生子 m1-1の密度の簡では、アカバンカピの分生子の発芽は、分生子の密震が高すぎても、延

すぎても抑えられた。高い密度（2×107分生子mi-1）で分生子の箸養を行なった場合に示された発芽

の抑制は、培地の漫変を 2倍にしてもE復しなかったc さまざまな分生子密震における IAAと2,4-

ジクロロフエノキシ詐酸（2,4・D）の効果を調べたところ、 IAA、2,4-Dともに最適譲震はlμMであ

った。低い密度で分生子を培養した場合に最適濃度のIAA及び、2,4-Dを添加すると、最適密度で培

養を行なった場合と関レベルの発芽率の値を得ることができた。高い密震で若養を行なった場合に

は、 IAA、2,4噂D共に発芽に影響を及ぼさなかった。 2告の護度の培地でも発芽に伺の影響も及ぼさ

なかったO 2×104、2×106分生子m1-1の密度で培養を行なった場合では、分生子培養開始後8時開

までに発芽が完了したが、高い密度で培養を行なった場合には、分生子培養開始後24時間以上を経

過しても発芽率は 100%に至らず60%程度に終わった。最適譲度のIAA及びGAJは、低い密度で

分生子の培養を行なった場合の発芽完了までの時間をはやめた。そこで、高等植物において詰抗的

に盟害することで知られる 2,4,6－ト 1）クロロフエノキシ酢酸（2ム6・T）を用いてIAAの作用を調べ

た。拭オーキシン剤2ム6-T(2μM）は、分生子発芽を抑え、 IAA(1・lOμM）は、この抑制効果を回

復させた。次に分生子を培養した時の培養譲譲の中に発芽に影響する物賓があるかどうかを調べた。

分生子発芽の最適密震である2×106分生子m1-1の密度で培養を行なった後、分生子懸濁渡をミリポ

アフィルターで漉過し、分生子を除いた培養護譲を用意した。この培養櫨液を培地として清い、

2×105、2×106分生子m1-1の密震で壇養を行なった実験から、壇養護液が分生子の発芽を促進する

ことが明らかになったc この促進効果は低密震（2×104分生子m1-1）でも見られたが、最適密度で

培養を行なった場合ほど顕著ではなかった。高い密震で培養を行なった場合に発芽は抑えられたが、

この培養漉液を 3分の lに希釈すると、最適密度で培養を行なった場合と同レベルの効果を示した。

これらの結果から、分生子の培養護法には侍らかの発芽を促す活性物震が放出されていることが暁
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かとなったc 培養濯、液の内生遊離型及び結合型オーキシンについてアベナ題曲試験で謁べたが、結

合型は検出されず、また遊離型オーキシンの護変は発芽に効果を示すIAAの護度とは一致しなかっ

た。また、この活性物賀は、透析摸を通らず、熱処理により活性を失ったことから、オーキシンの

ような低分子の物質ではなく、高い分子量をもっ物質であると考えられるc 次にIAAの活性物質の

生産に対する経時的変化を調べた。分生子を最適密震で培養を行なった場合でも、分生子培養初期

；こは、培養漉液の活性は認められなかったが、培養開捨後1時間にはすでに顕著な活性が示された。

この活性レベルは、培養開始後5時間に至るまで変わらず高い債を示した。低い密度の場合には、

分生子培養開始後2時間の培養濯、譲は活性を示さなかったが、分生子培養後4時間には認められ、

6時開には最適密度で培養を行なった場合と同様の高いレベルを示したo また、 lμMのIAAを与

えることにより、分生子を低い密度で 1時間あるい辻 3詩間培養を行なった場合の活性物質の生産

量が高まり、活性物質の濃度も IAAにより高められた。これらの結果から、オーキシンは、活性物

質と共に発芽の課箭に関与している可能性が示唆される。

次に発芽に続く若い菌糸の持長について調べたG 分生子を2×104分生子m1-1の密度で5時間培養

し、この時間を菌糸伸長試験開始時としてIAA、2，ιD及びGAJを加え、菌糸伸長に及ぼす作吊に

ついて謂べた。分岐していない菌糸についてマップメジャーを用いて顕微鏡写真から直糸の長さを

測定した。

IAA (lμM), 2.4-D (lμM）及びGA3(O.lmM）は、アカバンカピの蓮糸の伸長において、発芽と

同様に促進作用を示した。菌糸の長さの灘定後のStudentのt-testによる検定の結果、重糸伸長試験

開始後 1時陪で95%で有意差が認められた。拡オーキシン剤2,4,6-T(2μM）は、若い蓮糸の神長を

抑え、この陸害効果は、 IAA(2μM-10μM）により打ち渚されたo IAAとGAJの爵者の作用は桔加

的であった。この結果は、 IAAとGAJがそれぞれ異なった役割をもって働いている可能性が示唆さ

れる。

アカバンカピの分生子発芽遅程の分生子の発芽と共に、分生子の核数が増加することがLoo

( 1976）により報告されている。そこで、オーキシン及びジベレリンの技数増加に及ぼす影響につ

いて調べた。分生子の核を 29もグルタールアルデヒドで固定し、 2μ g m1-1の4,6－ジアミノー2・フェニ

ルインドール（DAPI）で染色した後オリンパス BH-2RFK落射蛍光顕微鏡を用いて、核の数及び分

生子の輪郭を観察した。

分生子培養開始後3時間の対照の平均の核数が2.7に対してIAA(lμM）処理を行なった場合には

3.5、2,4-D(lμM）処理を行なった場合にも 3.5とな力、 IAA及び2,4-Dは核分裂を促進した。分生

子培養開始後3時間の対照では核数日酉の分生子が認められたがIAA及び2,4-Dを加えて培養を行

なった場合には、核数が3個、 4個の分生子が増加し、核数1倍の分生子は認められなかったQ 分

生子発芽過程にある分生子のうち、発芽管を持つものと、持たないものとに分けて観察を試みたと

ころ、 IAAは発芽管を持たない分生子の核数増加にも影響を与えていることが観察された。 GAJに

ついても核数増加に及ぼす影響について謁べた。分生子培養開始後 1時間の対照の平均の核数が

1.9に対してGA3処理を行なった場合には2.3となり、およそ 1時間のうちにジベレワンは核分裂を

促進した。分生子培養後3時間では、対照では核数1留の分生子が認められたのに対して、ジベレ

ワン処理を行なった場合には稜数1憧の分生子は認められず、核数5額以上持つ分生子が5語以上

認められた。

これまでの結果から、分生子発芽通程において、内生オーキシンが嬰与している可能性が考えら

れることから、アカバンカピの分生子培養開始後7時罵及び22時需の茜体及び培地からの抽出物を

用いて、 IAAの定量、同定を行なった。菖体を凍結乾燥した後、内部標準としてインドールプロピ
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オン酸（IPA）を加え、 80%エタノール中で破砕し、吸引靖、過し護縮した。水相を酒石酸で、pH3.5に

調整し、石油エーテルで洗った後、ジエチルエーテルで抽出を行なったq 抽出物を、ポリピニルピ

ロリドン、 DEAEーセファデックスA-25カラム及び、C-18セップパックカートリッジにより精襲し高

速液体クロマトグラフィー（HPLC）分析を行なった。培地では、内部標準のIPAを加えた後、ジエ

チルエーテルで抽出し、その後茜体と同様の方法で積製を行なった。検出器辻、 IAAに対して特異

性が高い蛍光検出器を用いた。 HPLC分析で辻、培養開始後7時間及び22時間の菌体及び培地から

の抽出物において、標準品IAAと同じ深持時間にピークが認められ、 IAAの存在が認められたO

それぞれのIAA量を、 IAAとIPAの比で計算を行なったところ、培養開始後7持関の菌体では、

36ng・包乾操重量）ーlで培地の濃度は0.3nM、総量は 1Literあたり 65ng、また培養開始後22待問

の菌体は、 llng・ (g乾燥重量y1で培地の譲更は lLiterあたり 394ngであった。 HPLCより精製さ

れたIAA頭分を分叡し、試料のトリメチルシワル（TMS）誘導体について分析を行なったo TMS 

誘導体のマススベクトログラムについて、保持時開及びイオン強度比が一致し、アカバンカビの抽

出物で、 HPLC及びMS分析により、 IAAが同定された。

本研究により、アカバンカどの分生子発芽過程において、内生の才一キシンは、発芽宮の突出、

若い菌糸の停長、分生子の核数増加及び培地中の活性物質譲度の増加等、諸現象を制御している可

能性が示唆された。少なくとも、吸水から発芽管の突出までと、その後の発芽管及び菌糸の伸長の

2つの段階は、異なる作用に基づき制御されている可能性がある。始めの段階は、オーキシン及び

ジベレリンにより、細胞壁のマトリックスである β－1,3及び1,6グルカンのゆるみ、活性物質の合

或及び培地への放出、核分裂周期が謂節されている可詑性がある。一方、発芽菅の突出以後の段階

においては、纏抱聖の合或と分解に関する酵素等を含む先端小鹿群の茜糸基部から先端への移動及

び細胞壁のゆるみと合成が、 IAA及びGA3により調節されていることが考えられるc このような制

御機構における IAAとGA3の相互作用は、相加的でありそれぞれ異なる作用点、受容物質がある

と考えられるc これらのことを、糸状蓄のGibberellafujikuroi、Peniciliumnotatumにおいても調

べたところ、やはり分生子の発芽過程に、 IAA及びGA3が関与していることが明らかになった。

このことにより、 IAAとGA3＇土、糸状子嚢曹の発芽過程の調節機構において重要な役割を果たして

いると考える。


