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　　An 　observational 　method 　using 　conf ｛）cal　laser　scanning 　microscopy 　was 　developed　to　visualize
mycelial 　elongation 　and α

一amylase 　production　of んq戸 mold （A∫pergi〃u ∫ oryzae ）in　rice 勧ガfbr　sake
making ・Speci且c　antibodies 　against 　the　mycelium 　of　A ．　or］lue

，
　glutelin（the　m ψ r　rice 　protein＞，　and

α
一amylasc 　from 　11 、　 oryzae 　were 　prepared．　 Using　thesc 　 antibodies ，　 rice 吻 ガ samples 　 were 　im −

mun 〔⊃且uorescently 　 stained 　 and 　 observed ．　 Images　 of 　the　 myceIium 　 of 　A ．　 oryxae
，
　 glutelin，　 and α

一

amylase 　were 　acquired 　separately 　and 　overlaid ．　 The　lmages　showed 　that　thc　mycelium 　clongated

along 　the　cell　wall 　of　the　endosperm ，　that α
一anlylase 　was 　produced　around 　the　mycelium 　from　an

early　stage　of 　growth ，
　and 　that　the 　amount 　of α

一amylase 　increased　with 　mycelial 　growth．　 The 　spa −

tial　distribution　of　the　mycelium 　and 　itsα・amy 正ase　production　in　rice 吻 l　were 　clearly 　visualized ，

　［Key 　words ：　 conf ｛）cal 　laser　scanning 　microscopy
，
　rice 切4　Aspe，gilltLs　or］9ae

，
α
一amylase ］

　共焦点 レ ーザ ー走査顕微鏡 （Gonfocal　Laser　Scanning

Microscepy ；CLSM ）は 1957年に Minsky に よ っ て 原理が

発表され，その 後，実質的に は ，こ の 10年余りの 間に 本

格的な実用化の時代に 入 っ た とい われ て い る．1）CLSM

の 特徴と して は被写界深度の 高い 像が得 られ る こ とをは

じめ ，切断面の 光学的な非破壊観察や三次元的な観察な

ども可能 で あ る とされ る．また，同
一被写体に対 して 多

重に 染め分けた染色像や微分干渉像などを得， それ らを

重ね合わせ た りする画像処理がで きる た め ，複数の 物質

ある い は組織な どの 空間的な相互関係を 同
一
視野で対比

して 観察で ぎる な どの す ぐれ た メ リ
ッ

トを有す る．

　醸造業界に お ける酒造米や米麹の 形態的観察に つ い て

は ， 表面や割断面を光学顕微鏡お よび電子顕微鏡な どに

よ り比較的微細な部分ま で 可視化把握 して い る例が見ら

＊

連絡先，Gorresponding 　author ．

れた．2『8＞しか し，麹菌糸 の 蒸米内部 へ の 伸長 と，そ の

時の 菌糸 の 選択的進行方向，酵素の 生産などに 関して ，

形態的に 解明を試み た 例が い くつ か 報告され て い る もの

の ，6
“8）蒸米中の 胚 乳細胞，菌糸，酵素を分別染色 ，可

視化 して ，それらの 位置関係を明示 した 例 は な い ．

　そ こで ， それ ら菌糸などの 状態を視覚的に把握するた

め の 手段 と し て ，CLSM の 能力を 有効に 活用 し，免疫

蛍光染色法に よる分別染色 した対象物を観察する方法の

構築を試み た の で，観察結果と合わせ て 報告す る．

実　験　方　法

　抗血清 （抗体）の作製　免疫蛍光染色法に用い る抗体

と して は ，観察の 対象とした麹菌体 （AsPergillus　Ot／sae ）　fO
’

よび ア ミ ラーゼ （α一amylase ）を免疫源 （抗原）として ウ

サ ギ に 投与 し，得ら れ る抗血 清 （抗体）お よび ，米 タ ソ

パ ク 質 （主 と して グル テ リ ソ ）をモ ル モ
ッ トに投与し ，
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得られ る抗血清を取得し て
一

次抗体とした．また，免疫

源 と して は 以下の よ うに処理 して得られ た もの を使用 し

た ．

1）麹菌体　　吟醸酒醸造用種麹 （  糀屋三 左衛門社製）

よ り分離し た菌株 （A．・rpzae）を ツ ア ペ
ッ ク ド

ッ
ク ス 培地

（Difc・ 社製）100　ml で振 と うし，前培養 （30
°C

，
48　h）液

と した，次 に ，前培養物を ツ ア ペ
ッ ク ド ッ ク ス 培地 11

で さらに 振 とう培養 し ， 本培養 （30
°C ，24h）を行 っ た．

培養液を遠心処理 （5，000　rpm ，10min ）して得 られ た菌糸

を ミ キ サ
ーで ホ モ ジ ネ

ー
ト （5min）し ， 滅菌蒸留水に て

3 回洗浄した後，凍結乾燥 し た ．

2）酵素標品　　ア ミ ラ
ーゼ は 温．or］zae 由来 の α

一ア ミ

ラ
ーゼ （α一Amylase ；EC　3．2．1．1　Sigma社製）を用 い た．

3）米 タ ン パ ク 質 （グル テ リ ン ）　 Sawaiら の 方法9）に

準 じて 取得 した ．

　試料作製　　試料 は，吟醸用蒸米 （山 田錦 ， 精米歩合

60％）お よ び 種麹接種後 6．Oh か ら，19．5h ，30．Oh，43．5

h
，
54，0h

，
60，5h （出麹期）の 米麹を採取 し，室温に て 5

分間外気に曝した 後，冷蔵保存 して 米麹試料 とし た，ま

た ， 各米麹試料は 前処理を行わ ずに ， カ ミ ソ リで試料 の

中央部付近を横断す る よ うに ，約 200μln 程度の 厚さ に

なるように 切 り出し薄切片を作製した ，

　染色方法　　菌糸お よ び タ ン パ ク 質の 染色に は ， 以下

に示す標識二 次抗体を利用 した蛍光抗体法（二 重染色法）

を 用い た ．

　薄切片を Ph ・ sphate 　buffer（PBS（
一
）： pH ＝ 7．4）で 113

に希釈し た 4°C ヤ ギ血清に 15h 浸漬 し て プ ロ
ッ キ ソ グ

した．ただ し，酵素検出用 の 薄切片で は PLP 固定液（0．01

M 過 ヨ ウ素酸 ナ ト リ ウ ム ，0．075　M 一リ ジ ン
，
0．0375M 一

リ ン 酸緩衝液，2％−Paraformaldehyde ：pH ＝・6．2）で 4 °C ，

6h 浸漬 して 固定化 した後，同様に ブ ロ
ッ キ ン グ をお こ

な っ た ．

　そ の 後 ， 第
一

回 目の 染色を実施 した ．一次抗体と して

抗米 タ ン パ ク 質抗体 （モ ル モ
ッ ト），または α一ア ミ ラー

ゼ 抗体 （ウ サ ギ ）の 1／50PBS （⇒ 希釈液を室温で lh 作

用さ せ た ．洗浄 （ ．1％−BSA
，
0．0正％−Triton−X −100〆PBS

に て 5分間 3回交換）後，二 次抗体として，抗米 タ ソ パ

ク 質抗体 （モ ル モ
ッ ト）作用区に は FITG 標識抗モ ル モ

ッ
ト IgG 抗体 （ヤ ギ ：＃55382，Cappel社製）お よ び ， 抗

α
一ア ミ ラ

ーゼ抗体 （ウ サ ギ）作用区 に は FITC 標識抗 ウ

サ ギ IgG抗体 （ヤ ギ ： ＃55646
，
　Cappel 社製）の それぞれ

1／50PBS （
一
）希釈液を室温で 1h 作用さ せ た ．

　続 い て，洗浄後，二 回 目の染色を実施した ．一
回 目の

染色を終了 した薄切片に
一次抗体と して ，抗菌糸抗体（ウ

サ ギ）の 1／50PBS （
一
）希釈液を室温 で 1h 作用 し，洗浄

後，二 次抗体に は R．hodamine標識抗ウサ ギ Igσ 抗体 （ヤ

ギ ：9S5666，　Cappel 社製）の 1／50　PBS （
一
）希釈 液を 1h

作用後，洗浄して 観察用染色試料と した ．試料は退色防

止剤を含む封入 剤 （5％ 1，4−Diazab 孟cyclo （2．2．2）−octane ，

50％グ リセ リ ソ PBS 混合液）で ス ラ イ ド グ ラ ス に封入

し観察した．

　観察　　CLSM の共焦点モ ードに お い て ，
　 FITC 標識

抗体結合部の 確認に は レ ーザ ー波長 488nm の 励起 に よ

る 515nm 以上 の 蛍光，　 Rh ・daminc標識抗体結合部の確

認に は 波長 543　nm の 励起 に よ り 570　nm 以上 の 蛍光域

を検出する こ とと し ， それ らの 単独画像を得，こ れ らの

単独 の 蛍光画像や ，必 要に 応 じて微分干渉像な どの 各画

像を重ね合わせ た （オ ーバ ーレ イ）画像を得た．なお，

観察機器 は オ リ ン パ ス 社製 LSM −GB200
，
お よ び カール

ツ ア イ ス 社製 LSM −410 の 共焦点 レ
ー

ザ ー走査顕微鏡を

使用 した ，

実験結果および考察

　各種取得抗体の作用確認　　Fig．1a）は 抗菌糸抗体を

蒸米 に 作用させ た場合の 蛍光画像で あ り，b）は抗菌糸

抗体を液体培養した麹菌糸 に 作用 させ ，ス ラ イ ドグ ラ ス

上 に 載せ て観察した場合 の 蛍光像である，抗菌糸抗体の

結合は蒸米で は 認め られず，麹菌糸の み で 認 め る こ とが

で きた．

　Fig．2は抗米 タ ン パ ク 質抗体を蒸米 に 作用 させ た場合

で あ り，こ の 場合，抗米タ ン パ ク質抗体は試料面上 に 網

の 目状に 結合 し て い る こ とが確認 され た．ま た ， 菌糸に

抗米タ ン パ ク 質抗体を作用 させ た場合 は そ の結合は認め

られなか っ た ．

　さら に Fig．3 は 米麹 （60　h）に 抗 α
一ア ミ ラ

ーゼ抗体を

作用 させ た 場合 で あ り，そ の 結合は緑色着色 と して 広範

囲に確認 された．また ， 比較区と して蒸米の み を用 い ，

抗 α
一ア ミ ラ

ーゼ 抗体が結合 しない こ とを確認 した ，

　これらの 結果よ り，各種抗体は 取得対象とな る抗原の

み に結合し，そ の 他の 物質に は 交差反応 し ない こ とが 確

認で きた．

　な お ，検出感度を高め る こ とに よ り， 非特異的 に 付着

した もの と思われる微弱な蛍光を検出する場含が認め ら

れ た の で ， 各種検出は 標識二 次抗体の みを作用させ た場

合 に非特異的蛍光が検出される検出感度よ り低 い 感度で

観察した ，

　米胚乳細胞と菌糸 の伸長　　Fig．4a），b）は米麹の 中央

付近 の 横断面影像で あ り，a）は 光学顕微鏡透過像，　 b）
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は菌糸 （赤色）と米タ ソ パ ク質 （緑色）の蛍光染色像を

重ね た もの である．両者は ま っ た く異な る画像イ メ ージ

を与え る．b）で は ，分別染色 に よ り麹菌糸 の 分布 と米

タ ソ パ ク質の 分布が異なる画像を示すが ，a）の 光学顕微

鏡像で は外観が菌糸の 形状を して い ない 限 り菌糸と特定

で ぎな い ．本報告で は収載 しな か っ た が ， SEM ，CSLM

に よ る微分干渉像な どの 分別染色 し ない 方法 で は，お お

よそ両者 の 明確な分別 は で ぎず，本方法を採用す るに 至

っ た．

　Fig．5a），　b），　c）は 米麹 （43．5h 期）の 断面を抗菌糸抗

体お よび抗米タ ン パ ク 質抗体で 染色 した 像で ある．a）

は 米麹の 内部に侵入 した麹菌糸 （赤色）， b）は 同
一

薄切

片に存在す る米 タ ン パ ク 質 （緑色）を検出 して 示 した も

の で あ り，さらに c ）は菌糸お よび米 タ ン パ ク質の 像を

重ね 合わ せ た もの で ある，こ の 像か ら菌糸 は タ ソ パ ク 質

の分布に ほ ぼ重な っ て存在する こ とが確認で きた ．

　本方法 で使用 した抗米タ ン パ ク質抗体の 抗原は グ ル テ

リ ン を主体として い る，1°）米 タ ン パ ク 質は ， 主 と して 2

種類 の プ ロ テ イ ソ ボ デ ィ （PB ）として 存在 して い る こ と

が知られて お り， グ ル テ リソ はそ の うち の PB −IIに集中

して い る．1り PB は 米粒中の 胚乳細胞内に お い て ，主 に

細胞壁近傍に局在し て お り，

12）Fig．2 お よび Fig．5b）に お

い て も， 米 タ ン パ ク 質の 分布は網の 目状に観察され ，
グ

ル テ リン が胚乳細胞壁近傍に存在す るとい うこ とが示 さ

れ た．ま た ，菌糸が グル テ リ ソ の 分布に ほ ぼ完全 に 重 な

っ て い た の で ， 麹菌糸は胚乳細胞壁に 沿 っ て伸長 して い

る こ とが強く推測された ．

　菌糸 の 伸長 に 関す る報告と して は ，清水，古浦が光学

顕微鏡 を用 い て 検討 した もの が あ り，菌糸が胚乳細胞壁

に 沿 っ て侵入 し，次い で細胞内部へ 侵入する様態を図示

し て い る．6）我 々 の 得た画像は麹菌糸が米 の 胚乳細胞壁

に沿 っ て伸長する と した彼等の 報告を支持する もの と考

え る．しか し彼 らの 報告で は ， 菌糸は胚乳細胞壁に 沿 っ

て伸長す るもの の ，次 の 胚乳細胞 に 至 らな い うちに速や

か に 分岐 して，胚乳細胞内へ の 浸潤も始 まっ て い る ．と

こ ろ が我 々 の 観察で は Fig．5 に 示す よ うに ，少な くとも

胚乳細胞の 2個分程度ある い は それ以上 の 距離 に わた っ

て 胚乳細胞壁近傍を選択的に浸潤 し，細胞内へ は ほ とん

ど侵入 しない こ とが示唆された。

　ま た ，近年，荒巻らが N −SEM を用 い て 清酒麹を観察

し ， 麹菌糸が細胞間隙の み ならず胚乳細胞中を ， デ ソ プ

ン を溶解 しなが ら進む と報告 して い る，13 ）しか し今回 の

我々 の 方法 で は，Fig．5 の ように 麹菌糸 の 密度 の 小 さい

領域で は ほ ぼすべ て の 菌糸が胚乳細胞壁近傍に 重な っ て

観察された ．た だ非常に希なケ
ース とし て，胚乳細胞壁

近傍以外で も菌糸が見い だされて お り， これらの菌糸が

彼らの 言 うデ ン プ ン を溶解しなが ら進む菌糸と同
一

であ

るか を確認す るた め に ，観察デ
ー

タ の 蓄積，CLSM に

よ る 3 次元的観察お よ び 2 つ の 観察方法 の 照合を したい

と考えて い る，

　菌糸の伸長と α
一ア ミラ

ー
ゼの産生　　Fig．6a）お よび

b）は酵素を固定化 した米麹 （30．Oh 期）の断面を抗菌糸

抗体お よ び抗 α
一ア ミ ラ ーゼ 抗体で 染色 して 得られ た 像

であ り，a ）は菌糸の 分布，　 b）は α
一ア ミ ラ

ーゼ の 分布を

示 して い る．また ，c）は それ らを重ね合わ せ た 像で ある．

　麹菌糸の径は ， Fig．1b）に示 した液体培養麹の 場合は

5 μln 前後，通常，分岐 した菌糸の先端で 1 な い し 2μm

程度で ある．したが っ て Fig．6a）で は ， 薄切片表面に表

れた麹菌糸はすべ て 捕捉され て い る と判断され た．その

よ うな判断を踏まえると，Fig．4c）で は菌糸 の 存在する

範囲 の 周辺 に α
一ア ミ ラ

ーゼ の 拡散 し た 領域 が 検 出され

て お り， α
一ア ミ ラーゼ は菌糸で生産され菌糸の 存在する

領域よ りも広い 範囲まで拡散する可能性が示唆された．

　 こ の ように 新たな事実が明らか に な る と新たな疑問が

生ずる．米粒中心 に 近い 部分の α
一ア ミ ラ

ー
ゼ の 分布が

網目状をな して い る点である．α
一ア ミ ラ

ーゼが選択的に

胚乳細胞壁近傍に 拡散す るこ とは考えに くい ，む しろ，

非常に 微細な菌糸もし くは抗麹菌糸抗体 に 反応しな い 菌

糸が ，
α
一ア ミ ラ

ー
ゼ を放出しなが ら胚乳細胞壁近傍をか

な り先まで 浸潤 して い る可能性を考えなければ ならな

い ，

　Fig．7は 菌糸の 伸長 と α
一ア ミ ラ

ーゼ の 産生状態を経時

的に示した例で あ り， 麹菌糸 ， α
一ア ミ ラ

ーゼ
， お よ び米

麹断面の 透過像を重ね合わせ て い る．製麹後期の 米麹で

は 米麹そ の もの が脆 く，カ ミ ソ リに よ る薄切片の取得が

困難 に なるため ，薄切時に崩れな い 比較的 し っ か り した

もの を観察した，今回使用 した吟醸麹で は ，菌糸の 伸長

は同
一
経時後の 米麹で もサ ン プル 間に 差があ っ たが，そ

の多くは菌糸叢 （菌糸が高い 密度で存在する状態）が米

粒外周近傍の 偏 っ た 部分 に局在し て お り，米粒中心 ま で

全域 に渡 っ て 到達 して い る もの は認め られなか っ た ．一

方 ， α
一ア ミ ラ

ーゼ は 植菌後間もな い うち は菌糸の 周辺 に

限られる が ， 時間と共に その 映像は濃さを増 し，米粒内

部 の 広 い 領域 に拡散し ， 菌糸叢の 拡大に 先だ っ て，α
一ア

ミ ラ
ーゼ が速やか に 米粒中心部まで浸潤 して い る様子が

見られ た．

　麹の α
一ア ミ ラーゼ などの酵素生産性に つ い て は原田

ら
14）お よ び 岡崎ら，15・16）米崎，豊沢

7＞の 報告に も見られ，
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Fig.5.(re Double  imrnunofluorescence stainillg  of  rice  kofi with

d); b, glutcl{n (grecn); c, ovcrlaid  images (the overlappiT]anti-mycelium
 and  anti-g]utclin

g' reg'ioTl appf/ars  orange).

antibodies.  a,Mycelium

a) b) c)

Fig.6.(red)Doublc immunofiuorcsccncc staining  of  ricc  kofi with  anti-mycclium  and  anti-cr-amylase  antibodics.

; b, a-arnylase  (green); c, everlaid  images (the overlapping  reg'ion  appears  orange),

a,  Mycclium

a) b) c)

Fig.

d) e) f}

7. Chronolog{cal changes  in koji rice  samples  double immunofiuorescence stained  with  anti-mycelium  and  anti-cr-amy-

iasc antibodies,  a, 6h; b, 19.5h; c, 30h; d, 4S.5h; e, 5-h; f, 60h. Colors show  the rrLyceliurn  (red), a-amylase  (green),
and  everlapping  region  (orange).
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培養時間 と共 に α
一ア ミ ラ

ーゼ の 生産量 は増加 して い る

との 報告がな され て い る．こ れ らの知見に つ い て は ， 本

観察で見られた 時間とともに 菌糸叢 の 拡大す る傾向と ，

α
一ア ミ ラ ーゼ の分布の 拡大す る傾向が一

致 して い る こ と

か ら，視覚的 に も追認し え るもの である．

　 また，原田 ら ，
Itoらは ， 麹菌糸や酵素は米粒 の 外周

部 に 多く存在する が，体積 で 米粒の 内側50％の 範囲内に

も低密度 の 菌糸 と酵素が存在 す る こ とを指摘 し て い

る．・M・1フ）本研究で もFig．7 に 示す よ うに酵素は 中心部ま

で 到達 して い る こ とが確認された．また，特 に Fig．7D

に 示す よ うに ， 製麹末期に お い て菌糸も米粒体積の 内側

50％すなわち半径 で中心 か ら約79％の範囲内に 侵入 して

お り，原田 らの 報告を支持す る結果 とな っ た ．

　本報 に お い て我 々 は 米粒の 内部に侵入 した菌糸の伸長

の 様子や α
一ア ミ ラ

ーゼ の 分布の 観察が可能な方法の 構

築を試み た ．そ の 結果，免疫蛍光染色法 と GLSM を組

み 合わせ る こ とに よ り， 上述の 観察を 可能なら しめ た ，

さらに，本法で得られ た菌糸とタ ン パ ク質お よ び酵素 の

オ ーバ ーレ イ された分布画像か ら， 電子顕微鏡観察で は

推測の 域を出なか っ た三 者 の 関係を提示する こ とが で き

た ．

　我 々 は ， 本法に定量性を付与した り，他 の 酵素抗体，

た とえば麹の 成長段階に 対応 した特異抗原 に 対す る抗体

な どを用 い る こ とに よ り， 菌糸の 生態お よび各種酵素産

生機序の 解明が期待で ぎ， ひ い て は麹菌の育種や製麹技

術改良の ための 手段 とな る もの と考え る．

要 約

　清酒醸造用米麹中の 菌糸の 伸長や産生された α
一ア ミ

ラ
ーゼ の 分布を可視化するた め に ，抗菌糸抗体，抗米 タ

ン パ ク 質抗体，抗 α
一ア ミ ラーゼ 抗体を作製 し ， それぞ

れ の 各 蛍光標識抗体で 米 麹の 薄切片を 分別染色 し ，

GLSM に よ り観察した．そ の 結果 ， （1）免疫蛍光染色

と CLSM の 組み合わ せ に よ り，菌糸，タ ン パ ク質お よ

び酵素の分布の 可視化 ， お よ び 三者の 相対的 な関係を観

察す る こ とが可能とな り ， 麹の 画像解析に よ る生態研究

が可能とな っ た ．（2）麹菌糸 ， 米粒タ ン パ ク質お よび α
一

ア ミ ラ
ーゼ の米粒断面に おける 正確な分布画像を得た．

こ れ ら 3 者 の 分布画像を オ ーバ ーレ イする こ とに よ り，

位置関係を観察す る こ とがで ぎた．（3）3者の 位置関係

を解析する こ とに よ り，菌糸は 米胚乳細胞壁 に 沿っ て伸

長 し，cr一ア ミ ラーゼ は菌糸の 伸長初期か ら生産され，菌

糸の増殖と共に増加し ， 菌糸叢周辺 よ り広く分布する こ

とが示唆された．こ れ らの結論は ， 菌糸と胚乳細胞壁，

菌糸と α
一ア ミ ラ

ーゼ の 空間的関係に関する従来か らの

報告を追認する もの であ っ た，
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