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植物培養細胞の耐凍性増大過程1.

キクイモJ鬼茎カルスの耐凍性増大に及ぼす2，4-Dの効果*

菅原康剛・酒井 昭

(低温科学研究所)

(昭和 51年 11月受理〉

1.緒言

植物の耐凍性増大， 凍結障害機構に関する研究は主に自然条件下あるいは人工制御環境下

にある植物を用いて行なわれてきた1)。しかし植物の個体を扱う限りその耐凍性増大過程はきわ

めて多くの複雑な過程を経て進行するものと思われる 1，zh例えば高等植物を個体としてみた場

合栄養生理的には autotrophicであるので，お互に生理機能を呉にした細胞や組織の協同作用

によってこれらの過程が進行すると考えられる。 このことは植物ホルモンの場合にもあてはま

る3-6)。現在これらの相互の作用を理解するための解析はほとんど行なわれていない。おそらく

この様に複雑な自然の材料に固執することはすべての細胞でおきている耐凍性増大の最も基本

的な機構の認識のさまたげになると思われる。 したがって植物細胞の耐凍性増大機構をより深

く理解するためには， 理想的には単細胞植物を井]¥，、るかあるいは高等植物であるならば植物を

構成する細胞や組織を取り出し， 出来るだけ明らかな環境条件下での耐凍性変動に伴う細胞の

生理，生化学的な諸変化を明らかにしなければならない。

培養細胞を用いたこの種の研究は， 比較的均一で大量の細砲を使って組成の明らかな培地

中で，しかも厳密に制御された環境下で、行なえるし， 短時間で実験を繰り返すことができる利

点がある。また比較的温和な方法で細胞成分を分離できる。 この様な細胞で得られたより多く

の情報は自然条件下でおこる植物の耐凍性増大や凍結障害の機構の解明の糸口を提供するもの

と思われる。

現在までに植物培養細胞(カルス)の|耐凍性を増大さぜたという報告は Tumanov等7)，酒井

ら8)，Bannierと Steponkus9)，Ogolevets10)によってなされた。しかし Fuchigami等11)はミズキ

の， McCown等12)はカーネーションのカルスで耐凍性を高めることができなかった。おそらく

これらの研究では;情養条件などの検討が不十分なのではなし、かと思われる。

著者らは最近キクイモ塊茎カルスを用いて培養細胞の耐凍性増大に必要な培養条件の検討

とそれに伴う細胞の諸変化についての研究を進めてきた。本報ではカノレスの耐凍性増大に及ぼ

す培地中の 2，4-Dの効果について報告する。

*北海道大学低温科学研究所業績 第 1810号

低温科学生物篇第 34輯昭和 51年
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なお本文中で次の略号を用いた。

2，4-D， 2， 4-dichlorophenoxyacetic acid; IAA， indoleacetic acid; TTC， triphenyltetrazolium 

chloride 

n. 材料と方法

材料: 実験材料として当研究所附近に野生しているキクイモ，Helianthus tuberosus L.の塊茎

を用いた。塊茎は 11月末から 12月にかけて収穫し水道水で洗浄後，湿ったパーミキュライト

中に埋め 0~30C で保存した。そして保存 6 カ月以内のものを適時取り出して使用した。この方

法で保存された塊茎は6ヵ月以内に実験に使用されれば， 保存期間に関係なくほぼ再現性のあ

る結果が得られることが知られている 13，14)。

力11-ス誘導とその培養法: 使用に際して保存された塊茎を中性洗剤で十分に洗浄後， 約 4%

の次車塩素酸塩(アンチホルミン)中で 15分間殺菌し，さらに滅菌水で十分に洗浄した。 つぎ

にナイフで塊茎表皮の部分を厚めに除き，塊茎の中心部附近の組織を直径 10mmのコルクボー

ラーで打ち抜き，さらに厚さ約 1mmのスライス(以下ディスク)とした。カルス誘導と培養の

培地組成は安田等の方法14)に従った。すなわち得られたデ、イスクを 10-7~ 10-4 M の2，4-Dを含

む修正 Linsmaierδkoogの寒天培地に置床し， 260Cの暗黒中でインキュベーションしカルスを

誘導した。 安田らによるとこの方法では置床後 20~36 時間の間にディスクの少なくとも 70%

の細胞が同調的に DNAの複製を行うという 14)。 この培養条件で8日後，そのほとんどの細胞

がカルス化したディスクを以下の実験に用いた。低温処理(ハードニング)はカルスの入ったコ

ルベンを 80Cあるいは OOCの鰐温箱へ移しそこで一定期間培養した。

凍結融解: この様にハードニングされたカルスを培地上から取り出し， ろ紙で余分の培地を

吸い取り 6cmのシャーレ上へ移し， そこで凍結融解した。凍結はつぎの様にして行った。 カ

ルスの入ったシャーレを -50Cの低温室中で約 30分間冷却後植氷し，その温度で2時間冷却後

-100Cの恒温箱へ移した。さらに 2時間おきに 50Cづっ低い温度の恒温箱へ順次移した。各凍

結槌度で 18時間おいたのち OoCの低温室で融解した。

生存率の判定: 融解後の細胞の生存率を TTC還元法で判定した。 TTC還元法は Steponkus

とLanphearの方法15)で行った。 なお反応液中の OrthoX-77の濃度は原報の半分の濃度に下

げ，反応は 260Cで 15時間行った。 生存率は未凍結のカルスの TTC還元量に対する凍結融解

したカノレスの TTC還元量を%で

m.結果

カルスの増殖に及ぼす 2，4-Dの効果: キクイモ塊茎組織からのカルス誘導にはオーキシンが

不可欠で，オーキシンのない培地ではカルスは誘導されなL、16)。 塊茎組織のカルス化とその殖

増に及ぼす 2，4-D濃度の効果について調べた。 塊茎組織のディスクを各濃度の 2，4-Dを含む

培地上で 260C，暗黒中で8日間培養した後のディスク当りの生重量の変化を第 1図 (A)に示し

た。この結果からキクイモ塊茎組織のカルス誘導とその増殖の至適 2，4-D濃度は1O-6~ 1O -5 M 

附近にある。 この濃度は Yasuda 等 14) や Yeoman 守~16) の結果と一致する。なお 10-7 M の
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2，4-Dの培地においては，ディスクとに肉眼的に認

められるカルスは誘導されず，

増加は細胞の伸長 (expansion)による問。 次に各濃

度の 2，4-Dをあたえたカルスのハードニング中の増

見かけとの生重最の

40 

殖について調べた。 26
0
Cで 8日間培養したカルスを
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各濃度の 2，4-Dを含む培地で培養さ
れたカノレスの凍結融解後の生存率

(A)， (B)， (C)は第 l図と同じ。 凍結温度は隠
中に示した

20 80Cで 10日間，さらに ooCで8日間ハードニングし

た。第 1図 (B)から明らかなように， 10-5 M以上の

濃度の2，4-Dを含む培地ではハードニング中でもカ

ルスの増殖が認められ， 2，4-Dの濃度が高くなるに

第2図つれて増殖量は大きくなった。 OOCでさらに 20日間

ハードニングすると 10-5ないし 5x1O-5M の 2，4-D

でのカルスが最も増殖した(第 1図， C)。

はカルス増殖のために適当な 2，4-D濃度が培養温度により異なっていることを示唆している。

このこと

ハ}ドニングによるカルスの耐凍性の増加 8日間， 各濃度の 2，4-Dを含む培地で増殖した

カルスについて -50，-10oC で、の凍結融解後の生存率を調べた。1O-7~ 1O -5M の 2 ， 4-D で増殖

したカルスはいずれの凍結温度で、も生存率は{尽く数%以下であったがう培地中の 2ラ4-Dの濃

度が 5X 1O -5~ 10-4 Mと高くなるにつれてそこで増殖したカルスの生存率が増加する簡向にあっ

た(第2図， A)cつぎにこれらのカルスをハードニングした。 80Cで 10日間，さらに OoCで8日

間のハードニングによっていす'hの濃度の2，ιDで増殖したカルスにおいても凍結融解後のそ
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れらの生存率は増加した。特に 5X10-5M の2，4-Dで増殖したカノレスの耐凍性の増加は最も著

しく -50Cで 100.5詰， -10oCで約 70%の生存率を示した(第 2図， B)。さらに OOCで20行間

ハードニングを続けると，この濃度の 2，4-Dのカルスの耐凍性はあまり変動しなかったが， 10-5 

及び 10-4M の 2，4-Dで増殖したカルスではわずかながらその耐凍性は増加した(第 2図，C)。

カルスの耐凍性増大に及ぼすハードニン夕、中の 2，4-Dの効果: 第 2図から明らかなように，

ハードニングされていない各濃度の 2，4-Dで増殖したカルスについてその耐凍性を比較すると

10-4 Mの 2，4-Dでのカルスのそれが最も高かった。しかしハードニング後に比較してみると，

2，4-D濃度は 5X10-5 Mの方が 10-4M よりもカルスの耐凍性を高めるのに効果があった。この

ことは高い濃度の2，4-Dはハードニング以前においてはカルスの耐凍性増大に対して促進的に

働きp ハードニング中には逆に阻害的に働く可能性を示している σ これを確かめるために次の

実験を行った。すなわち 5XlO-5M の 2，4-Dを含む寒天培地で 8日間増殖したカルスを種々の

濃度の 2，4-Dを含む液体培地中で振湿しながら OOCで 10日間ハードニングした。なお別の実

験でこの条件でも十分にカルスの耐凍性が増加することが明らかになっている。その結果を

第 3図に示した。ハードニング中の培地から完全に 2，4-Dを除くとそこではカルスの耐凍性が

最も高まり， 2，4-Dの濃度が高くなるに従い耐凍性の増加は胆害された。

塊茎組織とカルスの耐凍性の比較:照本によると札幌で越冬中のキクイモの塊茎の耐凍度は

-100C附近にある17)。そこで塊茎組織の耐凍性とカノしスの耐凍性を比較した。収穫後 OOCで
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3カ月保存され十分にハードニングされた塊茎の組織からコルクボーラーでディスク (10mm

直径， 1mm厚さ)を調製し，カルスの場合と同様に凍結融解し，その生存率を TTC還元法で

調べた。その結果を第 4闘に示した。十分ハードニングされた塊茎の組織では 50Cの凍結に

よってその TTC還元量は低下し始め， -lOoC附近で約 50克の生存率を示した。カルスの生存

率は 5X10-5 Mの 2，4-Dを含む培地で、増殖し，ハードニングされたものについて示した。耐凍

性の十分に高まったカルスの方が， ハードニングされた塊茎組織よりも明らかにその耐凍性は

高かった。

IV. 考察

キクイモ;見茎カルスの増殖維持には培地中の 2，4-Dの様なオーキシが不可欠である 16)。こ

のカルスの耐凍性の増加は培地中の 2，4-Dの濃度によって大きく影響される。 この 2，4-Dの

効果はカルスの 26
0Cでの増殖過程と，それにつづく低温培養(ハードニング)過程で異なって

いることが今回の実験から明らかになった。すなわち 260Cでの培養過程ではカノレス増殖のた

めの至適濃度より高い濃度 (5X10-5 M以と)の 2，4-Dはカノレスの耐凍性の増加に促進的に働く

が，ハードニング中ではむしろ阻害的に働く(第 2図，第 3図)。

植物の耐凍性の増加と細胞内オーキシンの関係は現夜までほとんど明らかにされていな

い。自然条件下の植物の耐凍性は季節的な変動を示す1，2)が，その変動と各組織でのオーキシン

の変動との関係も不明である。 この耐凍性の季節的変動にはオーキシン以外の植物ホルモンも

関与している 3-6)ことが示唆され，かなり複雑である。

現在までに細胞内オーキシン代議に関係するパーオキシダーゼなどについて断片的な結果

が得られている。 McCownによってカーネーションを耐凍性が増加する様な条件でハードニン

グすると hardyな品種では新たなパーオキシダーゼ、のアイソザイムが出現することが報告され

ている 18)。また Gerloffらによってもアルファノレファでは hardyや nonhardyな品種にかかわり

なく細胞内ノfーオキシダーゼ活性がハードニングに際して増加することが明らかにされた19)。

しかしそれよりもかなり以前に TumanovとTrunovaによってハードニング中のアベナ子葉鞘

中の細胞内オーキシンの動きが既に調べられている 20)。アベナの子葉科jを 12%のショ糖液中に

浸してハードニングするとその耐凍性は十分高まるが， この時刻n胞内の結合型オーキシンと遊

離型オーキシンのいずれの量も低下した。彼らは遊離型オーキシンが細胞の耐凍性の変動に関

係すると考えている。 もしハードニング中にこのショ糖液に 10-3Mの IAAを加えると子葉鞘

の耐凍性の増加は明らかにおさえられた。 5X1O-8M の2，4-Dもわずかながら胆害効果があっ

た20)。今回の実験でもハードニング中に培地中の 2，4-Dの濃度を高くするとカノレスの耐凍性の

増加は阻害され， 2，4-Dを除くとむしろそれは促進された(第 3図)。矢島らによるとキクイモ

塊茎切片を一定時間う 2，4-D-14C培地で培養した後に 2，4-Dを含まない培地へ移すとエタノー

ル可溶部(遊離の 2，4-D)が組織から遊離し，エタノール不溶部の 2，4-Dはカルスの形成ととも

に増加するという 21)。 これらのことはハードニング中の細胞内オーキシン量の低下が細胞の耐

凍性を高める方向へと作用している可能性を示している。 しかしこのオーキシン量の低下は必

ずしも単なるオーキシン活性の低下を意味していない。 CoxとLevittによるとキャベツをハー
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ドニンクーすると齢の進んだ下部の葉に比べ，より若い上部の葉の方が高い耐凍性を示し，この間

後者の方が大きな生長量(葉函の増大)を示した。 そしてこの生長は細胞の分裂よりもむしろ伸

長であるという 22)。キクイモ塊茎カルスでも高い濃度の 2，4-Dが存在するとハードニング中で

も増殖がみられた(第 1図)し，耐凍性もかなり高まった(第 2図)0

山田らによるとキクイモ塊茎のカルス化(増殖)する過程でかなりの量 (10-3M オーダー)

の2，4-Dが細胞内に蓄積するというお)。また細胞内の主要な天然オーキシンである IAAとは

異なり， 2，4-Dは細胞内では分解されにくく， いちじるしく安定であると考えられている。し

かしキクイモ塊茎組織内での 2，4-Dのtransportは低温 Fではいちじるしく低下するという 24)。

今後キクイモ塊茎カルスのハードニングに際しての綿胞内の 2，4-Dの挙動を明らかにしなけれ

ばならないが，以上の事実はかなり示唆に富んでいる。

今回初めて明らかになったキクイモ塊茎カルスの耐凍性増大過程での大きな特徴は， ハー

ドニング前の 260Cの培養における高い濃度の 2，4-Dはカルスの耐凍性の増加に促進的に作用

することである。そしてむしろこの期間にあ司けーる比較的高濃度の2，4-Dはハードニングによっ

てカルスの耐凍性を十分に高めるための不可欠な条件であるように思われる O低い濃度の2，4-D

の存在下で培養されたカルスは同じ濃度の 2，4-Dの培地でハードニングを続けてもその耐凍性

が卜分高まらないのはこのことを強く示唆している(第 2図)。一般に楠物培養細胞の増殖維持

のためにはオーキシンやサイトカイニンなどの植物ホルモンを外部から培地中へ加えておかな

ければならなL、。しかもこれらの植物ホルモンの穏類や量のバランスによって培養細胞の様々

な代謝活性や添官形成などが制御されている 16，25)。例えば根などの器官培養やカルスの培養で

はオーキシンの供給は細胞の糖などの炭水化物の利用度を高めるし， カロチノイドなど多くの

二次代謝産物の産生をも制御していることが多数知られているお)。 そして多くの場合，器官形

成など細胞の形態的な変化に先立ち代謝系の変動がみられる 16，25)。 おそらくキクイモ塊茎カル

スの場合でも例外ではなく，高い濃度の 2，ιDがあれば増殖中に細胞内の代謝系の変動がおき

ているものと思われる。 そして変動した代謝系による産物が，その後のカルスの耐性凍の増加

に貢献するのであろう。 あるいはこの様な代議j変動に伴っておきた細胞の構造的な変化がその

後のノトードニングの過程で細胞の耐凍性の増大に役立つ様にさらに変化するのかもしれない。

一方 Matthysse等はタバコの培養細胞におし、て 2，4-Dはクロマチンの鋳型活性を高めるこ

とを示し，細胞内の 2，4-Dは遺伝子の transcriptionの段階で作用していることを指掠してい

る26)が，キクイモ塊茎カルスの耐凍性;増大過程において 2，4-Dはどの様なレベルで作用してい

るかは今後明らかにしなければならない開題である。

また今回明らかになった十分にハードニングされたカルスの耐凍性は天然の組織の耐凍性

よりも高いという結果は， Bannierや Steponkusもキクのカルスでみているがその理由はまだ

切らかでない。

v.摘要

キクイモ，Helianthus tuberosus L.のj鬼茎カルスの耐凍性増大過程に及ぼす 2，4-Dの効果に

ついて調べたc
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カルスの耐凍性の増加は 26"Cの培養と低温培養(ハードニング)の培地中の 2，4-Dの濃度

により大きく影響をうける。 26"Cにおけ』るカルス増殖の至適 2，4-D濃度は 10-6から 10-5M 附

近にあった。 しかし耐凍性増大のための至適 2，4-D濃度はそれよりも高く， 5 X 10-5 Mであっ

た。この濃度以との 2，4-Dで増殖したカルスはハードニングされなくともわずかながら耐凍性

を保持していたが，さらにハードニングによってすみやかにその耐凍性は増加した。 ハードニ

ング中の培地中の高い濃度の 2，4-Dはカルスの耐凍性の増加を明らかに阻害した。これらのこ

とから培地中の 2，4-Dは 260Cでの増殖過程と，ハードニング過程では，耐凍性増大のためにそ

れぞれ異なった働きをしていることが予想された。十分に耐凍性の高まったカルスはハードニ

ングされた天然の塊茎組織よりもその耐凍性は高かった。

本実験をすすめるにあたり， キクイモ塊茎の保存法をはじめ婿養法に関し様々な御助言を

下さいました京都大学農芸化学教室の111m康之助教授，安田武司博士に感謝いたします。また終

始，有益な御助言と技術的な援助を惜まれない当研究室の吉田静夫博士に深く感謝いたします。
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Summary 

Effects of 2，4-D on the cold acclimation of callus-cultured cells of Jerusalem artichoke， 

l-Ielianthus tuberosus 1. were investigated_ 

The concentrations of 2，4-D in culture media during growing and hardening were 

shown to be important factors for cold acclimation of the callus. Optimal concentration of 

2，4-D for callus growth at 260C was 10-6 to 10-5 M. On the other hand， some of the cells 

in callus grown in the medium containing 2，4-D at the concentration of 5 x 10-5 M or more 

could survive freezing down to -5 or -lOoC ev巴nwithout cold hardening， and could be 

rapidly acclimated to low temperature during subsequent cold hardening. However the cold 

acclimation of callus which had once grown in culture medium containing 2，4-D at 5 x 10-5 M 

was promoted or inhibited by either the lack or the presence of higher concentration of 2， 4-D 

in the cold hardening medium. These results suggest that 2，4-D in the growing and cold 

hardening media hav巴 differentroles on cold acclimation processes in callus culture. Nearly all 

the cells of callus well acclimated under culture conditions at low temper且turewere旦bleto 

survive freezing down to -lOoC. The cold hardinεss of callus was apparently higher than 

that of tuber in fully hardened conditions. 


