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Teruo NIKI， Shizuo YOSHIDA and Akir・aSAKAT 1977 Studies on Chilling Injury 

of Plant Cells. 1. Ultrastructural Changes o[ Culturec1 Cells Associatec1 with Chilling 

Injury. Lo'W Temperaturc Science， Ser. B， :Jti. (with English summary p. 6) 

植物細胞の低温傷害に関する研究 r
培養細胞の低潟下での微和n構造変化

仁木締結

(北海送大学大学院理学研究科)

田静夫・酒井 ffB 
( {I氏 (mt科学研究所)

(昭和52年10月受理〉

1.絡 日

植物の低潟そのものによる傷害に関する研究はこれまで主として生化学的観点から行なわ

れてきたものが多く，たとえば低瓶下でのミトコンドリアの酸化活性の消失や低下に関するも

のであった1-6)。 しかしながら， 低淑傷害と関連した細胞内の微細構造の形態学的変化に関す

る研究は緩めて少なかったい10)。

最近Ilkerらは低説得。C)にさらされたトマト発芽鞘綿胞で細胞質の液胞化， プラスチド

やミトコンドリアなどの崩壊を観察している。しかしこれらの報告においては，観察された

倒々の細胞内小器管の構造変化の相互関連や細胞の低温傷需への渡接的役割については十分な

解明がなされていなし、。

著者らは北アメリカに I~I 生するミズキ Cornus stolomferαの校から{則111感受性のカルスを

分離した。この j者養細胞は柏iえ継ぎ後どの時期に低洞 (02~ lOOC)にさらしても干与を受ける。し

かし本来この植物は冬には液体窒素潟度までの凍結にもi耐える能力をもっている。

本報告は低福感受性格養細胞を OoCにさらした場合に例々の細胞内小知管の微細l構造が経

時的にどのように変わり，やがて細胞を致死させるかについて調べたものである。

n.材料と方法

本実験に用し、た培養細胞 (TK-1)はシアトル自生のミズキ Cornusstoloniferaの校の形成

層から誘導した。当初の倍養は NAA(3mgjむを合む Murashige-Skoogの寒天府地12)を用い

て暗黒， 260Cで行った。 のちにさらにピオチン (0.5mgjl)， およびパントテン酸カルシウム

(0.5 mgjl)を追加し比較的均ーな増殖率のたかし、カノレスを得た。

{氏組処理は植え継ぎ後 10日日のカルスを用い，階地上のカルスをプラスコごと氷水に浸

し(冷却速度 :1.30Cj分)，その後 ooCの恒温箱に移しそこに所定の時間おいた。

所定時間 ooCにさらしたカルスの生存率は， TTC還元率と増殖主容を勘案して決めた。
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TTC還元本は Steponkusand Lanphear13)の方法によった。 増殖率は所定の時間 OoCにさら

したもの，および未処理 (2600のものをそれぞれ新しい培地に移し 260C暗黒!こ|二!で15日間培

養しそれらの生重量の増加を比較してもとめた。

細胞の微細構造を観察するために，所定時間低温にさらした細胞と未処理細胞をリン酸緩

衡液 (1/15M， pH 7.2)で調整した3%グノレタールアルデヒド溶液でOoCまたは 260Cで1.5時間

前固定を行なった。同じりン酸緩衡液で洗った後， リン酸緩衡液で調整した2%オスミッグ酸

溶液でさらに2時間後悶定し アルコール脱水を経て Spurrのエポキシ樹脂刊に包埋した。

超薄切片は酢酸ウラニル漆液，および Rynoldの鉛溶液16)でこ二重染色を行い， 日本電子側製電

子顕微鏡(JEM100 c)で形態観察を行なった。

III.結果

第1図A に示すように ooCに24時間さらしたカルスの TTC還元量は， 未処理のそれの

約 60%に減少し 72時間では約 25%に低下した。 しかし 12時間以内では，その還元量の

変化は大きくなかった。第 1図Bはいろいろな時間 ooCに処盟した細川包を 26
0
Cで1513 間培

養した場合の増殖率で， このj:削宣率と TTC還元量はほぼ平行して変化することがわかった。

このことは TTC還元法がこの;惰養締胞の生存率の指標として有効であることを示している。

この細胞の低温処理前の微細構造は図版I-1，2に示すように，中央に大きな液胞，粗面ER

および入り組んだ構造の核(図版I-1)が観察できる。また多くのミトコンドリアが観察でき，

プロプラスチドはしばしば好オスミウム粒を含み(関版I-2)，基質の電子密度は低く，だ円tJ~

を呈している。また遊離のリボゾームが細胞質に認められる。

これらの細胞を 6時間 ooCにさらすと図版 II-3に示すような微細構造変化がみとめられ。
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第 1図A OOC で異なる時間処湖 L た細胞の TTC 還元量:の変化。 TTCj還元~i土未処理の布TI胞に

対する泊分E容で示L，横i/irhi土処湾1時間を示す (0:OOC処習!，ム:260C処理)

第1図 B OOCで奥なる!時間処漉した細胞を 260C， 1う日間新しい培地で培養した後の増殖率。 な
お梢i高直ヰミ;土f県処理の対照の生議室増加分にあJする割合で示した
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た。すなわち，プロプラスチドの電子宿度が増加し伸長して内側に向って陥入しその内部に

大量の細胞質をとりこんだ構造や棒状構造などが観察される (1溜版II-3)。左下わくにプロプラ

スチドの種々の形態変化を示した。プロプラスチドの 1~2~3 の形態変化が考えられるc 同時

に好オスミウム粒の消失がみとめられる。その他細胞内小器管ml直IER，ミトコンドリア，コ
ノレジ体，細胞質膜など)には大きな変化は認められなかった。

Oocに12時間さらした細胞で、は図版II-4に示すように，利企画 ERが膨化し始め(図版II-

4，矢印↑)， さらに微小胞化すると共にリボゾームが離れ滑商の空胞へと変化した(図版II-4，

矢印↑↑)。しかしこのとき核，ミトコンドリアおよび細胞質膜には大きな形態的変化はみられ

なかった。細胞質には遊離ワボゾームが観察でき，プロプラスチドはoocに6時間さらしたも

のとほぼ同じ構造を示していた。

。ocに24時間さらした細胞で、は形態変化が進み図版 III-5，図版III-6に示すように細胞
質は粗面ERに由来する大きな空胞で市められていた。その空胞膜は液胞膜よりも電子第度が

高く，電子密度をもっ内容物を合む液胞とはたi称的である。またこの時液胞膜に顕著な形態変

化が認められた。 i夜胸膜はしばしば不規則にくびれこんだ形状を呈し，液胞膜と空胞の融合も

観察された(図版 III-6)。 また液胞膜が部分的に破壊されているものがかなりの細胞で観祭さ

れた。 ミトコンドリアは大多数のものが正常な形態を保持していたが，若干膨潤したものもわ

ずかながら観察された。プロプラスチドは電子需度が低下し構造がやや不鮮明になった。し

かし核と細胞質膜はなお正常な形態を保っていた。

。ocに48時間さらされたものでは図版 IV-7に示すように，細胞質の自己消化像が観察さ
れミトコンドリアタ ゴルジ体，プロプラスチドなどの綿胞内小沼管はもはやその原形をとど、め

ていなし、c 細胞質膜は依然として細胞壁周辺に認められるが，分断され崩壊が起きている。

72時間 oocにさらされた細胞は，図版 IV-80こ示すように細胞内小部管は全く認められず

電子需度の!?15し、空胞が目立つ。

このように細胞がoocにある時間さらされると，低温傷害の進行に呼応して細胞内に一連

の顕著な微細構造変化が起きることが明らかになった。

IV.考察

ポプララリンコ¥キグなど耐凍性の高L、植物から誘導した培養細胞は{即日処理することによ

って耐凍性が高まることが報告されている 16-問。この実験に用いたミズ、キ (Cornusstolonifera) 

の校も真冬には液体窒素泊度での凍結にi耐えられ， したがって用いたミズキのカルスは低温へ

の適応に必要な代謝系が継代倍養の過程で、失われたか，あるいは抑制されているものと考えら

れる。 oocにさらしたときの傷害の度合は冷却速度に依存しないで、， oocにさらされる時間に

依存する。

低温感受性の植物が低調にさらされたとき，プラスチドが顕著な構造変化を起こすことが

知られている10)。 このカルスもまた低温処理の初期 6時間後にプロプラスチドの顕著な形態変

化が観察された。しかしこのようなブロプラスチドの形態変化はコルヒチン，サイトカラシン

B処理によっては起らないが，窒化ナトリウム処理によって類似の変化が観察された(未発表
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データ )c このことから，このブロプラスチドの形態変化が低温下における原形質流動の停止と

直接的には結びつかないものと考えられる。現在のところなぜ、その形態変化がおこるかについ

ては不明であるが，低rlli¥.下における機能変化と寓接に関連しているものと考えられる c J:前五細

胞におけるブロプラスチドの生理的役割はまだ明らかになっていないが最近， Yamadaらは19)

発芽仁|二!のヒマ穂子臨乳からプロプラスチドを分離しそれが長鎖脂肪酸の合成系をもつことを

明らかにした。このカノレスのプロプラスチドも同じような機能をもっと仮定するならば，低温

にさらすことによってこのような脂肪酸代謝が何らかの影響を受ける可能性も考えられる c

Kimballらはめ低祖に対して異なる感受性をもっ草本植物をどCにさらしたとき，粗iIli

ERが増加しコずルジ付、は減少することを観察したむ しかし本実験では低温に 12時間jさらす

ことによって粗首iERは膨化し微小胞化し始め， リボゾームを遊離して洞面ERの小胞になっ

た。さらに長い時間低温にさらすと小脳は大型の空胞へと発達し細胞質のかなりの部分を出

めるようになった。Ilkerら7)も低潟処理されたトマト発芽子葉鞘で， 本実験と同じような平11

wi ERの形態変化を報告している。

本実験で観察された組而 ERの一連の形態変化は究極的には低出下における細胞微細構造

の崩壊過程と深く民JJiliしているものと考えられる。また事11.面 ERからリボゾームが離れ，空胞

になることから ERとしての機能が低組処理の過程で変化していることが示唆される c ERが

植物細胞において膜および膜構成物の生合成に重要な役割をすることから ERの正常な

機能が変化すれば細胞の膜代謝の上に重大な結果をもたらすものと考えられる《

QOCに48時間さらされた細胞において細胞内小法午'f(核， ミトコンドリア，ブロプラスチ

ド，リボゾーム)の崩壊が突如として起こる。これは 24時間 QOCの細胞でみられた液胞膜の複

:jlffに込りこんだ構造が，その後の低r/g処理で、液胞膜の崩壊へと進み細胞質を1'1己消化させたも

のと考えられる。 次報23)でのべるように 24H寺間以内の低温処理で液胞!撲がその修復能も合め

て健全に機能しうる状態にあれば， その後 26"C に戻したとき微細構造をr[~復できる c このこ

とから，細胞が低温にさらされたとき液胞膜が崩壊すれば致命的で、あると考えられる。純物の

液胞は RNase，非特異的な酸性ホファターゼ，プロテアーゼなど自己消化酵素をもっているこ

とが報告されている 2へしたがってこの細胞が一正常に機能するにはこれら自己消化酵素の局在
性が厳密に保J寺されている必要がある。

A方， 細胞質膜は 24時間以内の低市では形態的にはほとんど変化はみられなかった。 こ

のことは低掘に於いて著しい形態変化を担こす液胞膜に比べて特筆すべき事実であるc 従来、

柏物の{氏泊傷害は細胞質膜の半透性を失うことによって起こると考えられ，実際現象として低

調。処理中に無機イオンやアミノ離などの物質が細胞から流出することが観察された1)。しかし

著者らがこれまで本材料で、調べたところでは，少なくとも 24時間以内で無機イオンやニンヒ

ドリン|湯性物質が流出する事実は認められなかった。このことからp 低温下で細胞質膜の損傷

が他のすべての変化に先行して進むとは考え難い n 従米報告されている現象は低損傷需の進ん

だ状態の細胞をみているものと考えられる。
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V.摘要

F 
J 

低出感受性的養細胞をmいて低温傷害と関辿:した微細構造の変化な調べたハ Occ処理 6時
間でブロプラスチドの形態変化が起こりラ 12/1寺問で和田jERはj膨化し 24fI寺r::jでは大型iの空

胞に発達した。 この過程で粕田 ERからリボゾームが離れた。 また液JJ包膜は 24時間]におし、て

空胞との融合がおこり，その後液胞膜の分断がみられた。 ooc処理 24時間以内ではミトコンド
リア，核，細胞質!岐には形態変化はほとんど認められなかった。

低出処理 48fI;'f/H，-jから細胞質の急激な崩壊がみられた。 またこの時液胞!肢は完全に崩壊し

ていた。低温処理 48時間以降に起こるこのような大きな変化は 24時間でみられた液胞膜の

構造変化が更に進んで崩撲に至るためと考えられる。

これらの観察から低祖下での初JlJJの事1I面 ERの形態変化と液胞膜の崩壊との関連について

し7こハ
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Summary 

The present study was designed to observ巴 theprimary changes in ultrastructure 

associated with chilling injury in cultured cells. Cultured cells of Cornus stoloniJ告ra

(TK-1) subjected to OOC for a period longer than 24 hr su妊eredserirus injury， while 

no injury was observed within 12 hr by the same treatment. Ultrastructural changes 

were五rstobserved in proplastids and endoplasmic reticula in the cultured cells sul】薗

jected to OoC for 6 and 12 hr. respectively. A partial dilation followed by microvesi“ 

culation of the rough endoplasmic reticulum was detεcted in the cells subjected to OoC 

for 12 hr. The microvesicles formed develop into large smooth vesicles after a 24-hr 

exposure to OoC. During th巴sepl・ocesses，a release of ribosomes from rough endo-

plasmic reticula was observed. A rεmarkable structural change in tonoplast became 

apparent in the chilled cells for 24 hr¥Th巴 microvesiclesoriginated from endoplasmic 

reticula fused into tonoplast which was gradually destructed. No visible change was， 

however， observed in mitochondria， nucl巴us，plasmamembrane and other cell organelles 

within 24 hr. Upon further prolonged exposure to OoC up to 48 hr， a remarkable de-

gradation proceeded in cytoplasm. The s巴quentialultrastructural changes observed in 

cell organelles， especially in roughεndoplasmic reticulum and tonoplast， appears to 

closely relate to a degradatiγe process of cells caused by chilling treatment. 
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図版説明

細胞内小器管の表示にJIi'、た記句、主次の通り。 Ci札口出11胞lJ，t;ER，組面 ER;G，ゴノレジ休;

M，ミトコンドリブ; N，十主;P，ブロプラスチド V，討主目包; Ve， ~;~!l包

図版 1-1 未処理培養細胞の微細構造。中央に大きな液胞，入りおiんだ構造の核が観察できる。

×丸000

図版 1-2 同未処理細胞の微細構造。ブロプラスヲ!の中iこlばしば好オスミウム粒がみえる

(矢印↑)0X 10，000 

図版 II-3 61時間 OOC処理した培養細胞の微お11構造c プロプラスチドの顕署な形態変化が綴祭で

きる o X 8，000 

左下わく. プロプラスチドの様々の形態。 1→2→3の1m日に変化する。 X4，000 

図版 II-4 12時間 OOC処理した培養細胞の微細構造。珊1而ERの膨化(矢印1)が起こり，付着し

ているリボゾームが離れ滑函の微小胞になる(矢印?↑)0X 10，000 

図版 1II-5 24時間OOC処理した培養細胞の微調H構造。細胞質中i二大型の組問ER由来の空ね(iアe)

が発達する。 Xl日，000

図版 1II-6 同処理の培養細胞の微細構造。液胞膜がところどころで破れ，入り総んだり， ZE胞膜

と融合したり Lているのがみられる。 X10，000 

図版 1V-7 48時間 OOC処Jmした培養細胞の微細構造。細胞質の崩壊が起こり，わずかに核，崩壊

したミトコンドリアなどが観察できる。 Xlラ，000

図版 1V-8 721時間OOC処理したiff養細胞の微細構造。調11胞内小器管が完全に自己消化Lてしまっ

て，電子筏度のたかL、l民のみがみられる(欠印↑)0X 20，000 
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