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要 t:::. 
日

I~I 色j釘朽臨であるPhαnerochaete chrysosporiumの菌糸の発達過税とベルオキシダーゼ活性の

筒在を電子顕椴鋭観察したO 践を液体培地で培養すると， 2 Iヨ日まではペルオキシダーゼがあま

り分泌されなかったが 3日闘には活発に分地されるようになった。醇議を分泌する前と分泌r!1の

閣糸の11抑111村'1).)迭を急速凍結成換i羽定 (RFS) r;，J~で観察・比較すると，幾つかの構造j二の変化が

認められた。階紫分泌仁!lの菌糸では，キIlllleJ.樫が日まみをま脅し， I人.)1弱者11は7l<.溶性多糖で、充填されてい

た。細胞内では組問小1leJ.1本や減胞が発達し，滑甑/J、胞体や起源のわからないノト抱， リング状の11奥

村守 j~主物がI Ll JY~ した。…ブJベルオキシダ…ゼj合I~I:は 4 日目の fl;Î糸の細胞機内問者1\ ， J点JI:;質11英， リン

グ;1犬の11英構造物に間在していた。 1翁糸総111包般的!??音1Iに認められたペルオキシダーゼは水溶性多概

qlに保持されているものと迎、われる。このことは実際にjJ¥j糸が木材総1I組織を協約していく 11寺に，

酔訟によるリグニン分解をi1il¥.%1Iに進行させ， リグニン分解派生物の降合を効果的に|坊Iとするも

のと考えられるοlJ¥i糸によるペルオキシダーゼの合成と分泌のメカニズムに関しでも

観察の結来をもとに考摂した。

1.緒

白色腐朽閣は木材の主張構成成分である七ルロース，へミセルロース， リグニンを分解する。

木材からこれらの成分が除かれる比取やスピードは，閣の穂~)J~や}誼の生育する環境によって大き

く変化するヮ自主!蕗朽閣の qlで Phanerochaetechrysosporiumはj緩めて効本よく 1)グニンを分

解できる腐朽閣の…つである。この1請を液体培養する際には級めて般滑な条件が必要であったカt

KirkらlJによって培護条件が総立されて以米，この閣によるリグニンの分解メカニズムの研究は

jl~線的に進歩したリグニンの分解に関与する醇索としてはリグニンペルオ存シダーゼ 3.4) と

マンガンペルオキシダーゼ幻が見出されており，これら鰐訟は械かにリグニンのサブストラクチャー

モデルやDHPなどの合成リグニンの分解を触媒するが，一方で高分子化も引き起こす P.

chrysosporiumは天然にはこれらリグニン試料を低分子化していく訳であるから， リグニン分

解酵訟によって生成された分解派生物が高分子化されにくい条件下でリグニンの分解が進行・して
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いるものと思われる O したがってリグニン分解メカニズムの全符解明には、 P.chrysosporium7ド

どの織に酵紫を分泌し，分i在、された酵潔はどの様な条件下で木材細胞鑓を分llJ1tしていくのかそ

京111に研究しなtHLiまならな L、
生化学的方法によるリグニン分解のメカニズムに関する研究が進践する…方マ，綿抱化学的手

法ゃ免疫電顕法により P.chrysosporiumによる水材の腐朽様式やリグニン分解酵素の菌糸や

分解木材中での絹布を言!日べた?iJf究例が幾つかある。 Ruelら7)1ま過マンガン般カリウムでリグニン

に， PATAgt:去で、多糖頒にコントラストをつけ，グルコース合没木材の1m;朽状態を電子顕微鏡観

察した。その結泉，グルコースの存布下ではリグニンの分解が進行し，セルロースやヘミセルロー

スのう子角11tは拘lililj;されることカq:lp到した。 Srebotnicら引はリグニンペルオキシダーゼのボリクロ

ナール抗イ本を用いて，繭糸においてはj京形質J)英1:1こ， "潟朽木材では磁糸が按している細胞接近{事

に酵議が分布していることを示した。 Danielら9)もリグニンペルオキシダーゼのポリクロナール

抗体創刊いて，醇索が限J~t4tJl英や部i糸細胞援，細抱外粘液物質，分!押されつつある木材紛lJl&盤に

問夜することを訴した。さらにGoodellG町立マンガンペルオキシ夕、ーゼのそノクローナル抗体

を用いて腐朽木材と菌糸での幣;素分布を制ベ，ペルオやシダーゼは1菌糸の原形質i挺ゃ菌糸の分j必

する細胞外粘液に分布しているとともに，分解の進行している木材制組殻にも分布していること

を訴した。これらの研究はリグニン分解酵素の立i糸内での分布と木材綿胞援への没滋などの解明

に寄与したが， :j:，克Ht;性の1*持のために細胞の者投釧櫛J去の4来存を*iを牲にせぎるをえなかった。その

ため細胞小器官などの関定が感く， iお糸が行なっているリグニン分解酵畿の生成と分泌というダ

イナミックな活動は観察できなかった。

本研究では P.chrysosporiumにおいて 1)グニン分解群議がどのように生成され，菌体外へ

と分沼、されるのか，そして分誌、はどの織な条何二下で行なわれているのかを調べることにある O そ

のため醇議を分泌する前と分泌中の瑛糸を用い， t盗めて生きていた状態に近い細胞を観察するこ

とが可能な急速凍結置換lill!定法lJ)でi;m糸の微細構造の変化を観察した。さらにペルオキシダーゼ

活性の!前症を認可べ，ペルオキシダーどの生成と分泌に{到しでも考祭したの

2 . ~i~ Jf.;1・と方法

2. 1 閑株

本研究に用いた白色!荷1'lj閣は Phαnerochαetechrツsosporium(IFO No. 31249) であるつ l~i

株iま2%ポテトデ年ストロース寒天 (DIFCOLABORATORIES社製)J有地上で晴子主し， j弘子

が培j白白と全部 lこ発生した 11寺}~~で冷縦長江J:! 1(こ保存した。

2. 2 岩の培養と I}グニンベルオキシダーゼ活性の検出

1J\j の!~猿はKirk ら i 、の Jfit に従った。ただしミネラ)t，.- はKirkJ:t~Jil1.の ビタミンはいj

加え，窓京協{として的自主ナトリウム0.6mM，レアスパラキ、ン0.6mM，炭議機としてグルコース

を 0.2%ì*~疫になるように加えた。さらにリグニンペルオキシダーゼの分泌促進と活性維持のた

めベラトリルアルコールを1.5mM加えた。 1000mlのょにーレンマイヤーツラスコに椛j訟を lOOcc1JIl 

えてJl缶子を抜糠し， 3SoCで静霞i官接した!す11l!1ftに分泌されるリグニンペルオ今シダーゼi首位:は，
Jl&予を接種後24時間毎にいj…のフラスコより 300fl 1の培地を取り 1:t1しKurosakaら山のか法に従っ

て測定した。本研究では基紫にベラトリルアルコールを用い分I1¥Jに iμmolのベラトリルア

ルデヒドを生成することができる酵議散を 1unitとした。
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2. 3 急速凍結故検制定 (RFS)法，化学|溜定 (CF) 去による蘭糸のi潤定・低成

胞子を拡t種して 21313，413詩， 7 13 自の菌糸を採取し，急速凍結i設換i剖定，化学:悶定並びに

ペルオキシダーゼi舌性の検出を行なった。

急速凍結置換限定 (RF S) には，よ音地中に広がった菌糸そポリ塩化ピニリデンシート!ニlこj五
げ， カミソリを用いて陳謝糸をシートごと 2x 2鶴田の大きさに切り出した。菌糸をシートとともに

ピンセットでつまみ，高i糸上の府地をil草紙で吸い取った後夜ちに液体盟議で冷却した液体プロ

パン"11に投入して急速凍結させた。試料は液体窓楽小で…時的に保存した後，-80
o
Cに冷却した

2%閥般化オスミウム・アセトンi谷被に移し 2日間凍結置換問定を行なったのその後試料を

-200C， 40C，窓識でそれぞれ 211寺Il¥]放絞し，つづいてアセトンで15分おきに 31国洗浄，エタノー

ルでお分おきに 31m洗浄した後，ブロピレンオキサイドに慌換し，rn~'・ i去にしたがってエポキシ樹

脂に抵埋した。

化学問定 (CF)は3%グルタルプルデヒ 1，"・ 1)ン駿緩衝液(1 /15M， pH7.2) i" mい，冷

蔵嫁1.11でー!挽行なった後， リン酸綾fJif械で洗浄したo ftjt:料の…者11はベルオキシダーゼ活性の検出

に用い， 残りは 1%住問i酸f北ヒオスミウム.リン般i緩授f衡s街如?日i液伐で氷冷しながら後限定を 211時l待寺閥行行Lなつた O

1リjン酸緩衝液でで、洗i均予

したがつてニエにポキシ樹}脂j指旨包鹿した。

2. 4 ペルオキシダーゼ活性の検出

グルタルアルデと F制定怒れた繭糸を用いて，ジアミノベンチジン(DAB)反応、とパラフェ

ニレンジアミン・I!ロカテコール (PPD'PC)反応:でペルオキシダーゼ活性の検出を行なっ

た。 DAB反応は0.02%過酸化水識を含むO.l%DAB・リン首長緩衝液(1 /15M， pH5.5) 111 

で111寺間行なった。 PPD'PC反応、は0.1%過酸化*紫を含む0.05%P P D・0.1% P C水溶液

1:1~1 で i 時間行なった。コントロールは恭賀を含まない絞術械で行なった。 n可反応、を行なったll:r\ll'，

ならびにコントロール試料はリン覇支経衝i訟で洗i争し， 1 %問酸化オスミウム・リン披緩衝液で 2

n寺IlfJ反応させた後， 上述した方法でよ1二ボキシ勝j)J旨"e!)思した。

2. 5 ~j糸の電子顕微鏡観察

エボキシtUJJJ旨包惚された試料は，ダイヤモンドナイブを殺清したウルトラミクロトーム(Hei-

chert“Jungt]:製， ULTRACUT E)で、超薄切川崎を作製し，問調主ウラニル・クエンi唆鉛で染色して，

電子問機鋭(日本包子社製， JEM-IOOC)観察した。切片の一斉1IはThiery加のブ'ii去に従い多椴娘

を選択的に染色する PATA は反!と~í:-行なった。なお DAB反応させた試料は1!lそ染色で観客をした。

3. 結果

3. 1 Il包子接種後の 1)グニンペルオキシダーゼ活性の変化

胞子を液体培地に抜検すると日間にはすでに関糸が培地111に{rIlびはじめ 3日目にはj;青地

表泌を全部にわたって関糸が伸長してシートを形成し，その後は徐々にシートの目立さを羽していっ

た。この1mの培獲日数と 1)グニンペルオキシダーゼ活'Ifl:の関係i"Fig.Uこ訴す。活性は抜種後 2

日目に認められ 4日目には慢し， 5 Iヨ I~nこ最大となったのち減少した。

3. 2 RFS 法と CFr.去による閣糸の{後継構造のぃ

Fig.2はRF Si去と CFi去で記JM製した桜花{後 4E:1誌の閣糸の滋子顕機銃写真である o R F S 
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5 10 

Days 

Fig. 1 しigninperoxidase activity from day 1 to 10 culturos of Phαnerochαete 

chrysosporium. 

1.0."官官

Fig. 2 Transmission e10ctron micrographs of a hypha cultuγod for 4 days obtained by rapid 

freeze and freeze substitution (RFS) (Jeft) and chemical fixation (CFJ (right). HFS 

provides a gr巴atlyimproved imag岨esof ultrastructure of a hypha in compariぉonwith CF. 

Fungal cell wall is stained more darkly after RFS. lVlitochondori日臼ndvacuoles show 

round and ovoid shapes after HFS， though they are distorted 01' parti且llydestroyed after 

CF. Tonoplast (vacuole mombrane) is d世stroyedafter CF'， causing dissolution of vacuole 

cont()J1ts. G lycogen particles (arrow h巴ads)are also preservod in the cell after RFS. 

They， however， are removed during CF， resulting in the formation of electron transparent 

regions (arrow heads) . Plasma mem brane is日moothand is pressed 011 the il1l1er surface 

of cell wall after HFS， though it is undulated after CF'.ル'1:mitochon-dorion. V: vacuole. 
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Fig. a Longitudinal section of a hypha cuHured for 2 days. Specimen wa日preparedby HFS. 

Fungal cell has a thin cell waJl and contains many mitochondoria and polysomes. 

Microtubules are align巴dparallel to the cell axis. Mt: microtubule. 

lぺg.4 Longitudinal section of a hypha cultured for 4 days. Specimen was prepared by HFS. An 

。lectronop日qu日materialis cleposit巴clwithin tho fungal cell wall. Hough encloplasmic 

reticllla and many polysomes appoar in the cytoplasm. rEH: rough encloplasmic 

reticlllum町
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Fig. 5 (left) Tl‘ansverse section of a hypha cultured for 4 days. SJコ日cimenwas prepared by RFS. 

Outer layer of the fungal cell wall show日afibrillar structure，自ndtheinner layer shows 

heavy depo日itionof electron opaque amorphous mat巴rial日.日lectronopaque materials 

(arrow h日ads)are also observed between the cell wall and plasma membrane. Vacuoles 

showing a round shape contain electron opaque materials. 

Fig. 6 (right) Transv己rsesection of a hypha cu1tured for 4 days. Sp思cimenwas prepared by 

RFS. Several rough endoplasmic reticula align日dparallel and many glycogen particlcs 

appcar in a fungal ccll. 

Fig向 7 OefU Transv巴rse日日clionof a hypha cultured [01' 4 day討.Spccimen wa日preparodby HFS 

Membranes showing ring-like structure (arrow head) sometime日appoarnear the plasma 

membrane. 

Fig. 8 (right) Transverso section of a hypha culiured f01" 1¥ days stained with PATAg町 Specimen

was preparcd by RFS. Cell wall and glycog日nparticle日areheavily staincd. 
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l.O!Jm 

Fig. 9 Transmission e1ectron micrographs showing localization of peroxidase activity Oeft) 

and contro1 (right) in hypha思culiured1'01' 4 days. Specimen was lreaLed with p-phenylG 

nediamine-pyrocatechol (PPD-PC) -H20" -osmium tetroxide for detecting peroxidase. 

Tho activity is apparent in the inner layer of funga1 cell wall， p1asma membrane， and the 

mem branes having a ring-1ike structure (arrow head). 

Fig. 10 Transmission 81ectron micrograph showing 10calization of pcroxida日eactivity in a 

hypha culiurGd for 4 days. Pronounced e1ectron opaque material produccd by PPD-PC 

reaction is observed at the p1asma membrano. 



199 

j去では関糸断百lH土p:j形で"張り"のある構造をしているのに対し， CF法では部分的に収納して

いた。都Iln包撲はRF Sitではキチンと忠われるブイブリル:I)c構造物が夕刊却ではほぐれるように，

内側ではパッキングされた構造をとり，内1Wlはアモルブアスで電子不透過性の物質が符在してい

た。一方iCFr:去ではフイブ 1)JV:決構造物は観察されたがアモルブアスで?草子不透過性の物質は観

されなかった。原形質脱はRF St.去では車111)1([監の内求訴に常務して綴めてなめらかな摘迭をし

ているのに対し， C Fi:去では明らかに波打っていた。細胞器質 q~l に存夜するグリコーゲン頼粒は

RFS 法ではきれいに悶定されていたが， C F法では悶定が不十分でキIUII([i!定資1:11に分散もしくは

間定包}JI!.Iゃに溶出してしまい， グリコーゲン翻粒が存在していた部{立は電子透過信1:となっていたO

ミトコン F1)アは RFS法ではきれいな球形あるいは椅円形で器伎が電子不法過性であるのに対

し， CF法では部分的に!l!f~irl\J あるいは収縮していた。液胞は RFS法では球71~あるいは椅円形で

トノプラストの保存もよく， i夜)1包ゅの物質はほぼ均…に分散していたが， C Ft.去では形がいびつ

で， トノプラストも所々で破淡され， i夜!l([ι1)の物質は流出していた。

3. :3 RFSitで観察した謝糸の発透過程

拍子接続後 21ヨ誌の礎i糸をFig.3 に示す。 í劉糸の創Illl([~& は極めて簿く，外!留は電子透過性の，

i勾!持は電子不透過性の物質で構成されていた。細胞内は遊離のリボソームとミトコンドリアに

み，マイクロチュービュールが磁糸の伸長方向に配列し， ミトコンドリアの防11滋に分布していた。

Il託子接種後4日伎の菌糸をFigs.4-8に訴す。百i糸の繍抱践は電子不法過性の細胞援I.;uがさ

らに形成され， )事みをJ脅した。刻ll)l包態と原形紫IJ見の聞には，所々で電子不透過性の物質が存夜し

ていた (Fig.5 )。このような物質は接殺後 281ヨの1菊糸には観察されなかった。車!日胞内ではシス

ターネが数j悶あるづき述した1征II主刀、胞イ本が観察され (Fig.6)，清田小)J副本と忠われるチュービュー

Jv:11cの構造物も出現した。さらにリング状のIJ英構造物 (Fig.7) ゃ起淵のわからない小胞も観察

された。 液胞の発述も顕著で，そのr:jlにはしばしば電子不透過性の物質がlll:えられていた (Fig.

5 )。この物質はまれに多量に部桜され倫子状構造をとったり PATA認反応を行なうと， j~，î 糸

車1!I!l包援はよく染色各れ，グリコーゲン納税もよく染色された (Fig.8)。

)]([子抜磁後 71:1自になると， 4 [:1臼と何事長な構造をしめすT1Bi糸や， 自己分j詳して総ll!lfiTitのみに

なった菌糸，抜!l包化が顕著にj並行したI指糸などが閥祭された。

3. 4 j!t;j糸におけるべルオキシダーゼ活性の分布

Figs.9，10にPPD-PC反!と、させた掠故後4日ほの1指糸を示した。ペルオキシダーゼ活性は

原形質IJ誌と車!日!出盛1)ヨ1!l1J部分に認められ，細胞内に存在するリング;決の}段構造物にも認められた。

このような i古性は接種後 2 日現のT~J糸には観察されなかった。議U !l([I)'1に現われた電子Ifj~j~主I~l:の

粕粒はコントロール試tl(こも観祭されたことから，ペルオキシダーゼ活性を示すものではないと

考えられる。 DAB反応でも問じような結果が1~1，られたねなお，・ R F SitでIlil)主された試料に;.j-

しDABszr.と，:， P P D -P C 反応を試みたが， i間企の検出には澄らなかったっ

4. 考察

Fig. 2の結果はfii糸の搬刻II構造観桜において RFS法がCFi去に絞べ組めて縫れていること

を訴している。訟も興l味i35いことは， i指糸*lllll臼般の1Wf.;IgがRFSi.去と CFi去でj誌なったように見

えることである。すなわち RF Si.去においては紡l!l包接は電子不透過性の物質カfキチンとjBわれる

ブイブリル状構造物の間を光填しているが CF法では溶出してしまうこと， この物質が
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PATAg反応、で染色されること (Fig.8)から， :h奇接41ヨ悶のI笥糸においてはグルタルアルデ

ヒドでは陪定できない水諮問:多i"ifdll'lが車!日抱患を内側部分に存在しているものと考えられる O

Josel巴auとRueP川4

ること tをb示峻しており，これらの多1J.!fがキチンの開を充填しているものと考えられる O 細胞内に

有;寵するグリコーゲン頼粒も RFS法でよく保存された。このことも沢 FS r:去が水i容性多iJJfをそ

の場にi羽定できることを示した良い例であろう。 RFS法は関定するi慌にi受遊日制節が不要なた

め， j宅i糸の|析mnま円形に近い"張り"のある構造で， ミトコンドリアや減胞などの細胞小器官も

円JI~や椅円形で)J制調や収おilなどが認められなかった。ミトコンドリアは綴めてd道子不透過性で，

液J)fil.内は電子不法過性の物質が均…に分布しており， R F Sr:去によってこれら小器官に存殺する

醇紫や保存物質が抽出されることなくその場に保存されたためと考えられる。 RFS法はIJ英系の

保存も緩めて媛れ， ，点形質JJ認はなめらかで波打ちはなく， トノプラストも破撲されなかった。こ

のようにRFS法はCFit;がもたらすアーテイファクトが極めて少なく，生きた状態に桜めて近

い*1flJ)f.i!を観察することがTi]'能である O しかしながらこのブj法ではペルオキシダーゼif引金を検出で

きなかったことから，醇議の合成と分i，f;.、を考察するj二で、はRF Si去で観察された*lll}jfil.f象とペルオ

キシダーゼ活性検出部位を比較照合する必裂があるだろう。

Fig\i の結5l~はKurosakaら山の紡糸を支持するものであり， ~Î糸が伸長仁1 I にはリグニンペルオ

キシダーゼを菰体外に分泌せず，111"長停止とともに分泌し始めることを示しているのこの結来は

PPD-PC反応やDA お反応で 2 日目の~î糸で、はペルオキシダーゼ活性が検出されず 4 日

目で、検出されたことと一致する。

R F SI.去で観察した伸長ド11と伸長停止後のTt@糸，すなわちリグニンペルオキシダーゼを分泌し

ていない菌糸と分泌'，1:1'の菌糸を比較すると，幾つかの榔法上の変化があった。 伸長を停止したliJ
糸では，組問小!Jf.i!1本や液胞が発し (Fig.6 )， rlHifi小胞イ本や}鵠搬のわからない小J)包， リング;犬

の11見構造物 (Fig.7 )が出現した。Thli糸*1I1!l包盤は明らかに略みを 1(~ し，ブイブリル状構造物の聞

に水溶性多織が光壊されていた (Figs.4，5)。ーブj，P P D -P C反応やDABs乙!おで制ベた

ベルオキシダ--1::・活性は， j前糸細胞燐l人1";ガt5:(j，原形質)j丸細胞内のリング;1犬の)j見構造物(Figs.9， 

10)に坊主していた。以上のような観察結果を比較・総合すると，ペ jルbオキシダ一ゼi活舌削，性l
，悦|問性1主:多1糊法が光J成」点1された1硝岩糸i刻組刺，1担叩11出l日11胞也接i内j勾すν引叫仲"片介肘1;!凶;P44怜i音日[l，原11~貿)j英， 細胞内のリング状の!J剣清造物に局殺すると

えよう。 Tween80などの界剖活性斉IJを培地に加えると両手i訟のJI又率がヒがることが訴されており 1へ
これは界限活性剤により細胞撰I-jlに保持怒れた隣が谷弘によtfJ也1.¥'へ治則してくる結果と迎、われ

る。ペルオキシダーゼが水ìt~'I~I:多機 q:1 に保持されていることは，実際にP. chrysosporiumが木

材中ll1胞慰をアタックしていくIl守に，静寂の細胞按への桜触をず子製1にし， リグニン分解が描手IJにか

っ持続的に進行する結果となるだろう。このような多概類の存殺はリグニン分解派生物の符合

をlin1与する上マも効来的と考えられるの

ぎて，近年リグニンペルオキシダーゼペコマンガンペルオキシダー-1::'のキャラクタリゼーション

に関する研究15.16. 17. 18)がj生誕し， '1持者は分子量約42，000，後者は約46，000の機タンパク質で，

いずれも Nオミ端1H1J に if~17J('I"l:のシグナルペプチドを J守っていることカfえミされている。これらの綬i巣

は，酵素がlijjらかに分泌タンパク質の性質を持ち，籾部小!]主体で合成されゴルジ装殴でグリコシ

レーションをうけ，ゴルジ小胞のエクソサイトーシスにより，璃体外に分泌されることを示唆し

ているつしかしながら本研究では，発議した組illi小)j包体 (Fig.6)は観察されたものの，ゴルジ

はT1i糸が出芽してから分解をおこすまでの間，観察されなかった。このことは高等植物など

真核生物に…般的に年夜するゴルジ装置が，この閣においては米発述なためなのかもしれない。

ペルオキシダーゼの分泌、メカニズムは今後の研究に負うところが大きいが，①籾間小il包体で、タ
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ンパクの合成とグリコシル化が行なわれ，ペルオキシダーゼを含む小Il主体起源の小)Je!，がi直接原形

質Jj英に融合して酵言誌を細胞外へ分泌する，②リング;1犬の)j英摘造物 (Fig. 8)がゴルジ袋授の働

きをしている，なとeの百J能性が考えられる O

辞j
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本研究を進めるにあたり， mの堵護法や隣索活性のiP.1J定法などのご指蒋出場りました京都大学
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Resume 

Ultrastructural changes of hyphae in white-rot 'fungus Phαnerochαete chrysosporium were 

observed after rapid freeze and freeze substitution (RFS). Localization of peroxidase in the 

hyphae was also observed. 

Peroxidase activity in the extracellular fluid showed a dramatic increase on 3 'rd day 

followed by gradual decrease after 5'th day. Ultrastructure of the hyphae on 4 'th day was 

quite different from that on Z'nd day. The pyphae on 4'th day have thick cell wall composed 

of outer layer showing fibrillar structure and inner one containing amorphous water-soluble 

polysaccharide. Rough-endoplasmic reticula and large vacuoles containing electron opaqu巴

material appeared in the hypha日on4'th day. Smooth endoplasmic reticula， many vesicles and 

the m巴mbranesshowing ring-like structure were also observed. Peroxidase activity in the 

hyphae on 4'th day was localized at inner layer of fungal cell wall， plasma membrane and the 

membrane showing ring-like structure. The enzyme localized at the inner layer may be 

retained within the amorphous water-soluble polysaccharide. The polysaccharide may 

immobilize the enzyme on the wood cell walls， when the enzym自 issecreted extracellularly. 1n 

addition， the presence of the amorphous polysaccharide in the reaction site causes the mild 

degradation of lignin and prevents the re-polymerization of degraded lignin fragments. Cell 

organellae involved in biosynthesis and secretion of the enzyme were also discussed. 




