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　　Shoot　apices 　of 　asparagus 　（Asparagt｛s　oO7CinatiS　L．）can 　be　successfully 　cryopreserved 　（by

freezing　at 　a　rate 　of 　O．5℃ ／min 　in　the 　presence　of 　8％ DMSO 　and 　O。2　M 　sorbito1）after　pretreat−

ments 　either 　by　preculture　in　media 　containing 　O．5　M 　glucose　for　2　days　or 　by　cold 　acclimation

at　O℃ for　20　days．　 In　the　present　study ，　we 　examined 　the　effects 　of 　pretreatments 　for　subsequent

successfuI 　cryopreservation 　of　the　shoot 　apices ．　 Freezing　tolerance，　 as 　revealed 　by　LT50　under

equilibrium −freezing，　was − 20℃ in　both　specimens 　with 　pretreatment　by　O。5　M 　glucose　and 　by

cold 　acclimation ，　while 　LT50　was
− 7℃ in　control 　specimens ，　 Both 　pretreatments　produced

distinct　cellular 　ultrastructura1 　changes 　as 　observed 　with 　ultra
−thin　section 　electron 　microscopy ．

Number 　of 　plastids　rich 　in　starch 　granules　increased　in　precultured　specimens ，　 whereas 　those

poor　in　the　starch 　granules　increased　in　cold 　acclimated 　specimens ．　Occurrence　of　freezing　injury

by　equilibrium
−freezing，　as　observed 　with 　a　freeze−fracture　replica 　technique，　was 　associated

with 　forrnation　of 　aparticulate 　domains　with 　accompanying 　fractuire−jump　lesions　in　the　plasma

membranes ，　 not 　 only 　in　precultured 　 specimens 　 with 　 O．5　 M 　glucose 　 and 　 in　 co ユd　 acclimated

specimens
，
　but　also 　in　control 　specimens ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received 　October　16，
1995 ；Accepted　November　9， 1995）
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緒 言

　植 物 は ， 自然 界 で低 温 に さ ち され る と耐 凍 性 を示 す

ように なる が ， こ の 過程 は低 温 馴化 と して 知 られ，様 々

な代謝変化 を伴 うこ と が 知 られ て い る
1］．低 温 馴化 中

の 植物体 内に お け る変化 と して，糖類
2），可 溶性 タ ン パ

ク質
3 ｝の 増加 ， 原形 質膜 の 構造変化

4）
t 及 び細胞内微 細

〔Key 　 words ： Shoot　 apices ，　 Cryopreservatiol1，

Freezing　tolerance
，
　Ultrastructural　changes ；茎 頂，

凍結保存，耐凍性，微細構造変化〕

構造の 変化 と して ， 液胞 の 増 加 と小 型化
5）

，
ゴ ル ジ体付

近 の 微小 胞 の 増加
6〕

， ER の 小 型化
5｝と増加

の な どが 報告

され て い る．耐 凍性 は こ れ ら複合的 な低 温 馴化 の 過程

を経て 得 られ る．

　
一

方，耐凍性の 低 い 植物組織細胞を凍結保存す る た

め に は，何 らか の 前処 理 が 必 要 で あ る．凍結前処 理 と

して 人為 的低 温処 理 ， 短 日処 理 ， 乾 燥処 理 ， ABA 処理

及 び 凍害 防御剤処理 な どが あげ られ る．凍害 防 御 剤 に

よ る前処 理 は最 も一般 的 な方 法 で あ る が ，植 物 組 織 の

場合，動物細胞 と異 な り凍害防御剤が 細胞 内に透過 し

に くい た め，時間をか けて 凍害防御剤 を細胞内に 浸透

させ る 前培 養 と い う方法が と られ て い る
e｝．
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　野外 ア ス パ ラガ ス か ら摘 出 し た茎 頂 は，前処 理 と し

て ，0 ℃，20 日 間の 低 温 処 理
9）また は，0．5M グル コ

ー

ス 添加 培 地 で 2 日間前培養
1°）を行 っ た 後，8 ％ DMSO

を含む 凍結媒液中に 2 時間浸漬 した 試料 をO．5℃／min

で
一40℃ まで 予備 凍 結 し た場 合 ， 初 め て 液 休 窒 素 中で

の 凍結 保 存が 可 能 とな る．最 初 の ア スパ ラガ ス 茎 頂 の

凍 結保 存は，1981年 に 琴 らに よ っ て 報告 され た が
11 ），そ

の 際， 4 ％ DMSO お よび 3 ％ ス ク ロ
ー

ス を含 ん だ 培

地 で の 前培養 を行 っ て い る．そ の 後，前培養 地 中 の

DMSO の 効 果 が 小 さ い こ と，並 びに前培 養培 地 中 の 糖

の 種 類 と濃度 は グル コ ー
ス0．5M が適 して い る こ とな

ど が 指 摘 さ紀
2 ），現在 の 凍 結保存系 と な っ た．細 胞膜非

透過 型凍害防御 剤 で あ る糖や 糖 ア ル コ
ー

ル を含 ん だ 培

地 で の 前培養 は，ア ス パ ラガ ス 茎頂以外 に も，種々 の

植物 の 凍結保 存 に お い て 有効 で あ る こ と が よ く知 られ

て い るが
， その 効果 は 未だ に 解 明 され て い な い

13，．

　本 研 究 は，ア ス パ ラ ガ ス 茎頂 の 凍 結 保 存 に お け る

0．5M グル コ
ー

ス 添 加 培 地 で の 前 培 養 の 役 割 の 解 明

を目的 と して ， 組織細 胞 の 形態的変化 に 注目し，低温

処 理 試料 と の 比較 を試み た もの で あ る．

材料 及 び 方 法

1 ．茎 頂 の 耐凍 性 の 調 査

　 1994年 12月下旬 に，北 海 道 大学農学部 附属農場 に 定

植 して あ るア ス パ ラ ガ ス （ASParagus　 oM
’
鋤 擁 ∫ L．）

ソ ll一ワ シ ン トン 500W ’
の 定植 8 年 目の 株 を 掘 り上

げて温室内に入 れ，1995年 3 月下 旬 まで順次発 生 させ

た 若茎か ら茎頂 （長 さ約1．5mm ）
’
を無菌的に 摘出 して

材 料 と した．糖 前培 養処 理 は，窒 素 源 を二 分 の 一に修

正 した Murashige−Skoog の 培 地 〔修正 MS 培地 ）に

グル コ
ー

ス   ．5M を添 加 し，　 pH5 ．7に 調整 後，寒天 7

g／1を添 加 した もの を用 い ，26℃，工6時間 日長 （60μ E／

m2 ／s，白色蛍光灯 ） の 条件下 で 2 日 間行 っ た （糖前培

養 ）．また，摘 出後 全 く処 理 を施 さ ない 茎 頂 を対
．
照 と し

て 用 い た （無処 理 ）．低 温 処 理 は ， 温 室 内 で 萌 芽 させ た

株 を 0℃ の 低 温 庫に 移 し，20日間置 くこ とに よ り行 い ，

そ の 若茎 か ら摘出 した 茎 頂 を用 い た （低 温 処 理 ）．こ れ

らの 茎頂を
一3℃ か ら

一20℃ まで の 各温度で 平衡凍結

させ （凍結媒液 は，無処理 茎頂 及 び 低温処理 茎頂 に は

蒸 留 水 を ，糖 前培養茎 頂 に は前培 養培 地 と同組 成 の 液体

培 地 を 使 用 ， 冷 却 速 度 は 約 0．02℃／min ，

− 3℃ で 植

氷 ），38℃ 温 水 中で 融解後，植物体再 生用 培 地 （修正 MS

培地 に ス ク v 一
ス 309／1，NAA 　O．1mg ／L　 kinet三n

O．1mg ／1を添加 し，　 pH5 ．7に 調整後 寒天 7g／1 を添

加 した もの ）に 置床 後，26℃ ，16時 間 日長 （60μ E／m ・／s，

白色蛍 光 灯 〉の 条件下 で培 養 し，培 養 4週間後 に生存

固体 数 を調 査 し て 生 存率 を求 め た．耐 凍 性 は 生 存 率

50％の と きの 温度 （LT 、。）を以 て 表示 した．

2．超 薄切 片 法

　前 処 理 に よ る細 胞 内微 細 構造 の 変 化 を観 察す る ため

に，Heplerら
14 〕

の 方 法 を参 考 に した 以 下 の 方 法 に した

が い ，超薄切片を作成 した．試料 を前固定液 （2％

glutaraldehyde，　O．05　M 　cacodylate 　buffer （pH7 ．4），

10　mM 　CaCl2） に浸 漬 し， 2時 間室温 に静置 して 固定

を行 っ た．更 に0．05Mcacodylate 　buffer（pH7 ．4）

で 洗浄 後，後 固定液 （2 ％ OsO4，0．8％ potassium

ferrocyanide，10　mM 　CaCl2） に 試 料 を浸 漬 し，4 時

問　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 室

温 に 静 置 し て 固 定 を行 っ た．水 洗 後 に 2 ％ uranyl

acetate 水溶液 に 2 時間浸漬 した．そ の 後 ，
　 ethanol お

よ び propylene　oxide で 脱 水 し，　Spurr樹脂 に包埋 後，

7  ℃ で 3 日間 ， 樹 脂 を重合 させ た．次 に，ラ イヘ ル ト・

ウ ル トラ カ ッ ト OmU4 を用 い て 超薄切 片 （厚 さ0．3

μ m ）を作成 し，二 重染色 （2 ％ uranyl 　acetate ，　e．5％

lead　citrate ） を行 い
，
　 JEM−1200EX 透過 型 電 子 顕 微

鏡 （加 速 電圧 100kV）で 観 察 した．オル ガ ネ ラ数の 計測

は，超 薄 切 片 の 電 子 顕 微 鏡 写真 か ら任 意に 抽 出 し た 細

胞の 写真 （10枚 以上）に つ い て 行 っ た．また，樹脂包

埋 試料か ら準超薄切片 （厚 さ0．5 μ m ）を作成し，染色

液 （0．5％ toluidine 　blue，　O．1％ Na2CO3 ）で 染 色後，

光学顕微鏡 で 観察 した．

3．　Freeze−fracture　repIica 法

　平衡凍結 した 試料 を， 所 定 の 温度 に達 した時点 で ，

液体 窒 素で 冷 却 した 液体 フ レ オ ン 中 （
− 150℃ ）に 浸漬

し，急速凍 結 固 定 し た ．対照 と して ，無処 理 試料 ， 低

温処 理 試料 及 び糖前培養 試料 を室温 か ら急速 凍結 固定

した．こ れ らの 試 料 か ら JED−7000フ リーズ ・
エ ッ チ ン

グ装 置 を用 い て レ プ リカ を作成 し
15 ｝

， JED−1200EX 透

過 型 電 子顕微鏡 （加速電圧 100kV） で 観 察 した．

4 ．全糖及び デ ン プ ン の 定量

　 試 料内の 全糖 及 びデ ン プ ン 含量 の 測定 は Anthron

法 を用 い て行 っ た．試料 約 100mg にlo％ TcA （trichlo−

rD 　acetic 　acid）を添 加 し， 0℃ 乳 鉢 中で 摩 砕 後，
’
3，000

rpn1 で 15分 間 遠 心分 離iした ．沈 殿物 に 80％ ethanol を

加え遠心分離 し，再 び 80％ ethanol を加えて 同様 に 遠

心分離した 後，ethyl 　ether を加えて 遠心分離し，風乾

後 に52％過 塩 素酸 を添加 して 遠心 分 離 を行 っ た．TCA
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Fig．1．　 Light （a　and 　b）and 　electron （c ）micrographs 　of 　asparagus 　shoot 　apex ．

（a）Freshly　isolated　shoot 　apex 　without 　pretreat  ents 、（b）Shoot　apex 　precultur−

ed 　on 　medium 　with 　O．5　M 　glucose．　 Arrows　indicate　dead　cells．（c）An 　ultrZi−thin

section 　showing 　a　part 　of　shoot 　apex 　 cells 　precultured 　 on 　 medium 　 with 　O．5　M

glucose ．　 Both　survived （1eft　side ）and 　dead （right 　side ）cells 　were 　observed ．　 Bar

represents 　2 μ m

及 び ethanol の 上清を全糖抽出溶液，過塩素酸の 上清

を デ ン プ ン 抽 出 溶 液 と し，各 上 清 に0．2％ Anthron

−90％ H ，SO4 を加 え ， 100℃ で10分 間加 熱後 ，
　 ODG2sで

比 色定量 した．

結 果 及 び 考 察

1 ，茎頂 組織に おけ る 糖前培養の 影響

　 ア ス パ ラガ ス 茎 頂 の 樹 脂切 片 を光 学 顕微 鏡 で 観 察 し

た結 果，無処 理 茎 頂 及 び低 温処 理 茎 頂 で は 全 細 胞 が 生

存 して い た （Fig．1−a ）．こ れ に 対 し，糖 前 培 養茎 頂 で は

培養中に 半数以上の 細胞が 死滅す る こ と が 観察 され た

（Fig．1−b）．生 存部位 は ド
ー

ム 状組織また は 葉原基に

多か っ た ．また
，

死 滅細胞は 原 形 質分 離 を起 こ して お

ワ，細胞内構造は 著しく変化 して い た （Fig．1−c）．

　糖前培 養 に よ り茎頂細胞の
一
部 に 害が 発生す る こ と

を示 した が ， 糖 無 添加 培 地 で 同様 に 前 培養 処 理 を行 っ

た 茎 頂 で も死 滅 細 胞 が観 察 され て お り珊
， 細 胞 の 死 滅

した 原因が 糖 に よる 浸透 圧 ス トレ ス だ けで は な い こ と

を示 唆して い る．死滅の 原因 と して ， 茎頂 摘出 自休 の

影響 が考え られ る，

　 5 ％ DMSO 添加 培 地 で エ ン ドウの 茎 頂 を前 培養 し

た 試 験で は，凍結融 解後の ドーム 状 組 織 は 死 滅 して い

た が，選 択 的 に 生 存 し た葉 原 基 か ら発 生 し た ドーム 部

位 か ら個 体 再 生 す る こ とが 示 され て い る
’7）．こ の 試験

で は ，細胞 の 死 滅した 原因が 前培養に よ る の か ，凍結

に よ る の か は 明 らか に さ れ て い な い ．凍結融解後 に

ド
ー

ム 状組織が 凍害を受けて い る例は 種々 の 植物で み

られ て お り　
18，19・20 ），ド

ー
ム 状 組 織 が 凍 害 に 対 して，特 に

高い 抵 抗 性 を備 えて い るわ け では な い こ とが うか が え

る．

2 ．茎頂 の 耐凍性 に 及ぼ す凍結前処理 の 影響

　無処 理 茎頂，低温処理 茎頂 及 び 糖前培 養茎頂 の 耐 凍

性 を調 査 し た と こ ろ
， 無 処 理 茎 頂 に お け る LT5 。は

一7℃ で あ っ たが ， 糖前培養を行 うと，LT5。は
一20℃

を示 し た．低温 処 理 茎頂 に お け る 耐 凍 性 増 大 の 傾 向 も

糖前 培 養茎 頂 の 場合 とほ ぼ
一致 し，LT5。は

一20℃ を示

した （Fig．2）．

　凍結前処 理 に よ り僅か で も耐凍性の 増大が 認 め られ

た 細胞で は ， そ の 後 の 凍結保存に 用 い る DMSO や グ

ル コ
ー

ス な ど の 凍害防御剤の 効果が 顕著に な る こ と が

示 唆 され て い る が
21 ），こ の こ と は ，低 温 処 理 及 び 糖前培

52
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Fig．2．　 Effects　 of　 equilibrium
−freezing　 tempera −

tures　on 　survival 　of 曲 oot 　apices ．○，　Control　speci曹

men ；口，　cold 　 acclimated 　specimen ；●，　specirnen

precultured 　 on 　 medium 　with 　O．5　M 　glucose．　 Sur−

vival 　 was 　investigated　 after 　4　 weeks 　 of 　 culture ．
“B1ank

”
means 　a　normal 　culture 　without 　freezing，

Vertical　bars　represent 　SE．

養 を行 っ た ア ス パ ラ ガ ス 茎頂 の 凍結保存 （凍結媒液 と

して 8 ％ DMSO を使用 ） に お け る生存率 の 向上 と
一

致 する．

　 ア ス パ ラ ガ ス 茎 頂 で は，糖前培 養中に グル コ
ース が

植物 組織 内へ 浸透 す る とい う報告
2°）が あ るが，

一
方，著

者 らの 予備実験 に お い て，短 時間の グ ル コ
ー

ス で の 前

培養 は凍結融 解後 の 生 存率を向上 させ な い とい う結果

も得 られ て い る （未発表）．今回調査 した 茎 頂組 織 内 の

全糖含量の 測定 は，無処理 茎頂 に 比べ 糖前培 養茎頂 で

は約 6倍 に 増加 した （デ
ー

タ未掲載）．こ れらの 結果は，

細 胞 内 へ の グ ル コ ース の 移 動 ， ま た は
， 培 地 の 高 浸 透

圧 に 対 応 して細 胞 内 に 内生 的 に蓄 積 さ れ た糖
22 レが 耐 凍

性 増 大 に 寄 与 して い る こ と を示唆して い る．低温 馴 化

時の 細胞内に お ける 可溶性糖類 の 蓄積が 種 々 の 植物 で

確認さ れ て お り
e・7・23レ，糖類の 蓄積 と耐凍性獲得 との 密

接 な 関係 を示 唆 して い る．細胞内で の 糖 の 増加 と い う

点 で ， 低温馴 化 と糖前培 養処理 の 効果 は
一

致 す る．

Fig．3．　 Ultra−thin　section 　electron 　micrographs

showing 　 a 　 part 　 of 　 shoot 　 apex 　 cells ．　 a
，
　 ControI

specimen ；b ，
　cold 　accl 三mated 　specimen ；c ，

　speci −

men 　 precultured　 on 　 mediurn 　 with ・0．5　 M 　glucose．

Plastids　（P），starch 　granules　（S），rough 　endoplas −

mic 　 reticulum （rER ＞，　mitochondria （M ），　nucleus

（N ），cell 　wall （CW ）．　 Bars　represent 　1 μm ．

3 ．細胞 微 細構造 に 及 ぼ す凍 結前 処理 の 影 響

（1） 細胞内の 構造変化

　 細 胞内微細構造に 及 ぼ す前培 養 の 影響を調査す る た

め に
， 超 薄切 片 に よ る観察 を行 っ た．ア ス パ ラ ガ ス 茎

頂 の ド
ー

ム 状 組 織 に は 小型 の 細 胞 が 緻密 に並 ん で お

り，細 胞 内 に は生 長 した 細 胞 の よ うに大 きな central

vacuole は み られ なか っ た．

　 無処 理 茎 頂 の 組 織
・細 胞 で は，非 常 に 密 な細胞 質中

に 小型 化 した液胞 及 び小 型 で 楕 円形 の プ ラ ス チ ドが 認

め られ た．プ ラス チ ドは 1 細 胞切 片 当 た り平 均 2．9個 認

め ら れ ，デ ン プ ン 粒 は ほ と ん ど 含 ま れ て い な か っ た

（Fig．3−a ）．

　低温 処 理 茎頂 の 組織
・
細胞 に は 大型 で 棹状 の プ ラ ス

チ ドが 増 加 して お り，
1 細胞切 片 当た り 6．7個の プ ラ ス

チ ドが 見 られ，無 処 理 茎頂 と同 様に，ほ とん どの プ ラ
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ス チ ド内に は デ ン プ ン 粒 は含 まれ て い な か っ た．こ れ

と と もに，ミ トコ ン ド リア の 増加が み られ た が ， rER ，

液 胞 の 数 は減 少 して い た （Fig．3−b）．低 温馴 化 に よ り耐

凍性 が著 し く増 大す る木本 植物 の 細 胞 で は
一

般 に ， 低

温 馴化 に 伴 い 液胞 の 増加 と小 型化，細胞 膜 の folding，

vesicle 状 構 造の 増 加 な ど が 観察 さ れ て い る
25 ）．更に，

低温馴 化 した POPulttS　euramen
’
cana 　cv 　Gelricaの 冬

芽 の 組織 ・細胞 で は プ ラス チ ドの 増加を示唆する結果

が 得 られ て い る 26）．ア ス パ ラ ガ ス と同 じ草 木 植物 の

ArabidoPsis　thaliana　L．（Heyn）で は ， 4℃ ， 2 日間

の 低 温 処 理 よ り耐 凍性 は
一5．7℃ か ら一9．4℃ とな り，

若干増大す るが ，耐凍性 の 高 い 木本植物 に 見られ る よ

うな顕著な細胞微細構造 の 変化 は起 こ らず，paramur −

al　body，　ER ，ゴ ル ジ 体 付 近 の 微 小 胞 の 増 加 の み が 観 察

さ れ て い る
7＞．

　糖前培養茎 頂 の 組 織
・
細胞 で もプ ラ ス チ ドの 増 加 が

認 め られ ，1 細胞 切 片 当 た り平 均 4．1個 の プ ラ ス チ ドが

見 られ た （Fig．3−c ）．プ ラ ス チ ド内に は デン プ ン 粒 が 存

在 し，定 量 的 に もデ ン プ ン 含 量 が 前培養前の 1．3倍 に増

加 す る こ とが示 され た （データ未掲 載）．ま た，プ ラ ス

チ ド以 外 の オ ル ガ ネラ につ い て も，ミ トコ ン ドリア，

層状 の rER ，小 型 化 した液 胞 の 著 しい 増 加 が認 め られ

た （Fig．3−c＞．野外で 生 育す る PoPulus　×　canadensis

Moench の 木部柔細胞 内 に お け る デ ン プ ン の 集積 量 は

11月に 最大 に 達 した後， 1 月 に は最小 とな り，こ の 時

期 に ス ク U 一
ス，ラフ 4 ノ

ー
ス，ス タ キオ

ー
ス な どの

糖が 細胞内に 増加す る
27 ］．デ ン プ ン か ら糖へ の 転換 は

越 冬 す る植 物が 耐 凍性 を獲 得す る た め に 必 要不可 欠な

生 理 的 変化 で あ る．一
方 ， ア ス パ ラ ガ ス で は ，

一
般 の

樹木 と は 越 冬 の 様式 が 異 な り，低温 に 遭 遇 した 場合 ，

地 上部 （茎葉） の 生 成物質 の 大部分 が 急速 に 地 下部へ

転流 して 貯蔵され，茎葉 は 枯死 して 地 下部 の み が 越冬

す る．しか し，本 実 験 の 糖 添 化 培 地 で の 茎頂 の 前培 養

の よ うに ， 地 下 部 を伴 わず ， ま た低温 に遭 遇 しな い 場

合 に は，外与の 糖 を デ ン プ ン に 転換す る代謝系 の み が

働 き，
プ ラ ス チ ド内 に デ ン プ ン が 蓄 積 さ れ た もの と推

定 さ れ る．ま た ， こ れ に よ り全 体 的 に炭 水 化 物 が過 剰

と な D，細 胞 内 の 浸 透 価 を増 大 させ る もの と考 え られ

る．層状 rER の 増 加 な ど の 細 胞 内微 細 構 造 変 化 も，
こ

の 転換 に 関連 して 起 こ る構造変化 の 1つ で ある と考え

られ る．

  　原 型質膜 の 構造変化

　ArabidoPsdS　thaliana　L．（Heyn ）で は，低 温 馴 化 細

胞 の 原形質膜 及 び オ ル ガ ネ ラ 膜 上 に 黒 色 の 小粒体

（membraglobuli ）が 形 成 さ れ る こ と が 報告 さ れ て い

るη．ア ス パ ラ ガ ス で は低温処 理 茎頂 細胞，糖前培養茎

頂 細 胞 と もに こ の よ うな構 造 は確 認 され な か っ た．こ

の 　membraglobuli の 形成に つ い て は　ArabidoPsis

thallana　L．（Heyn）で の み 報告 され て お り，植物 組 織

一
般 に 当て は ま る現象 と は 考えに くい ．

　超薄切片に よる観察 で は，低温及び糖前処理 に よる

ア ス パ ラガ ス 茎頂組織細胞の 原形質膜の 構造変化 は 認

め られ なか っ た．．しか し，
freeze−fracture　replica の

観 察 で は ， 両 前処 理 後 に ， 原 形質 膜 EF 面 の 膜 内 タ ン

パ ク粒 子 の 単位面 積当た りの 密度が 減 少 す る こ とが 明

らか に な っ た （無処 理 茎頂の 0，6・− O．8倍に 減少 ）．同様

の 変化 は，低 温馴化 した キクイモ の カ ル ス
2s，や 冬 コ ム

ギ の 葉組織
29 ｝の 原 形 質膜 で も認 め られ て い る。しか し，

糖前培 養 が どの よ うな機構 に よ り原 形質 膜 の 構造変化

を もた らす か は 不 明 で あ る、

4 ．平衡凍結 に よ る 生体膜微細構造 の 変化

　前処 理 の 違 い に よ っ て 平衡凍結時の 生体膜微細構造

変化 に 差異が 生 じ るか ど うか を確 か め るた め ，
freeze−

fracture　replica 法を用 い 観察 した （Figs．4，5）．無処

理 茎 頂 細 胞 で は ， 茎 頂 の 生 存率 が低 下 し始 め る一5 ℃

で平 衡凍結 す る こ とに よ り原形 質膜 及 び オ ル ガ ネ ラ膜

に お い て 膜 内 タ ン パ ク粒 子 の 凝 集 と　 fracture−jump
lesionsが 観 察 され た （Fig．4）．こ れ らの 変 化 は低 温 に

なる ほ ど出現頻度 が 高くな っ た．こ の 膜構造変化 は 生

体膜同士 の 異常接近 が 原因 で あ る と 推定 さ れ て い

る
30 ）。

　
一

方 ， 低温 処理 及 び糖前培 養茎頂 の 原形 質 膜 に は ，

茎頂 生 存率が 高い 一12．5℃ まで の 平 衡 凍結 で は 構 造変

化 は 起 こ らな か っ た．しか し，生 存率 が 低下 し始 め る

一15℃ か ら
一2G℃ まで の 凍結 に より，膜内タン パ ク粒

子 の 凝 集 と fracture−jump　lesionsが 出現 した．こ れ

らの 結果 は，無処 理，低 温処 理 及 び糖前培 養 茎頂 と も

に，凍結傷害 の 発 生 が 原形質膜の 構造変化 と関連 が あ

るこ と を示 唆す る．こ れ と と もに，糖 前培 養 及 び低 温

処 理 茎 頂 が ， 同一
の 凍 結 温 度で ， 原 形質 膜 に 同一

の 構

造 変 化 を示 す こ とは興 味 深 い ．こ の
一

致 が 低 温処 理 に

よ り糖 前培 養 と同程 度 の 糖 が 細 胞 内 に 蓄 積 され た 結 果

で あ る か，或は，低 温馴化 に より引き起 こ された その

他 の 生理 的変化 との 複合 的 な効 果 に よ るの か に つ い て

は今後 検 討 す る 必要 が あ る．

　 オ ル ガ ネ ラ膜 に お け る 膜 内 タ ン パ ク粒 子 の 凝 集 と

fracture−jump　lesionsは，原形 質膜 の 構 造 変 化 の 発 生

温度 よ り もや や 高い 平衡凍結温 度 で 出現す る傾向が 認
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Fig．4．　 Freeze−fracture　electron 　micrographs 　showing 　structural 　changes 　in　plasma 　membranes 　of 　shoot 　apex

cells 　by　 equilibrium
−freezing．℃ ONTROL

”
means 　fresh　 specimen

，

“
HARDEN ．

”
means 　 cold 　acclimated

specimen 　and
‘」
PRE −CUL ．

”
means 　specimen 　precultured　 on 　medium 　with 　O，5　M 　glucose，

“
Blank

”
means

structure 　without 　freezing．　 A π ows 　point　out 　aparticulate 　domains ．　 Asterisks　show 　fracture−jump　lesions．
Bars　represent 　200　nm ．

め られ た （Figs．4，5）．また ， 傷 害 の 発 生 した オル ガ ネ

ラ膜 で は ， 原 形 質膜 で は見 られ なか っ た膜 内 タ ン パ ク

粒 子 の 結 晶化 （Fig．6）が 観察 さ れ た。

　 オ ル ガ ネ ラ膜 の 構造 変化 の 発 生 温 度 は 茎頂 の カ ル ス

化 が 始 ま る温度 とほ ぼ
一

致す る こ とが 示 さ れ て お

り　
31 〕，こ の こ とか ら，オ ル ガ ネ ラ 膜 の 構 造 変化 は組 織

細 胞 の 分 化 機 能 に 何 らか の 影 響 を及 ぼ して い る もの と

思 われ る．リン ゴ ・ナ シ の 冬 芽 茎 頂 は，凍結 融 解後の

生 存率が 高 い に もか か わ らず，ロ ゼ ッ ト状 培 養体 の 形

成率 は 低 い
20）．こ れ は，茎頂組織が 軽度の 凍害を受けて

植 物 体 再 生 を行 うの に十 分 な機 能 を失 うこ とに よ る と

推測 され て い る
20 レ．

ま　 　 と　 　 め

　本研 究 で は，ア ス パ ラガ ス 茎頂 に お け る0．5M グル

コ
ース 添 加 培 地 での 前 培 養 に よ る耐 凍 性 増 大 の 機 構 を

明 らか に す る ため ， 糖前培養 また は 低 温 処 理 後の 茎 頂

に お け る耐 凍 性 の 変 動 と構造 的 変 化 との 関連 に つ い て

検討 した．

　耐凍性に っ い て は ，低温 処 理 茎頂及 び 糖前培養茎頂
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Fig．5．　 Freeze−fracture　electron 　micrographs 　showing 　structural 　changes 　in　organelle 　membranes 　of 　shoot

apex 　cells 　by　equilibrium
−freezing．　 Simbols　are 　the　same 　as 　in　Fig，4．　Bars　represent 　200　nm ．

にお い て，同様 に LT 、。が 一20℃ 以 下 となっ た．ま た，

平 衡 凍 結 温 度 に 対 応 す る生体膜 の 構造変化 に つ い て

も，両者 の 間に違 い は認 め られ な か っ た．しか し，細

胞 内微細構造 の 変化 は，糖 前培 養茎 頂 と低 温 処 埋 茎 頂

とで は 異な り，糖前培養処 理 を行 っ た 場合，デ ン プ ン

粒 を持 っ た プ ラ ス チ ドの 増加 な ど の 変化が 観察 さ れ

た．

　これ らの 結 果 か ら， 低温処理 と糖前培養 は 異 な っ た

機 構 で 耐 凍 牲 の 増 大 に 関与 して い る もの と推察 され

る．また ；耐凍性 の 増大 は ， 生 体膜， 特 に 原 形質膜 の

傷害防御 と深 い 関連の ある こ とが 示 唆 され たが ， こ れ

らの 前処 理 は，こ の 傷害 の 発 生 を抑 制す る効 果 が あ る

もの と思 わ れ る．こ の 抑制機構 に つ い て は 更 に 詳細 な

検討 が 必要 で ある．
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