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植物細胞の低温傷害に関する研究 II*

低温処理後 26
0
Cに戻した細胞の微締構造変化

仁木締結

(北海道大学大学院茸rr学研究科)

宮田静夫・酒井 HG 
(j広潟科学研究所)

(1昭和 52年 10月受煙〉

1.緒 言

前報r，2)において低温感受性の培養細胞 Cornusstolonifera， TK-1を低温 (OOC)にさらし

たとき，比較的短時間に害を受け，その進行につれて細胞の微細構造に・連の変化が起こるこ

とを報告した。培養細胞を ooCにさらしたとき，最初にプロプラスチドの特異的な構造変化が

起こり， それに続いて粗面小胞体 (ER)の膨化ならびに空胞化が認められた。 これらの形態的

変化は液抱膜の崩壊に先行していた。また絞・ミトコント、リアその他の細胞内小器管の急速な

崩壊は液胞膜の崩壊後にみられたc これらのことから，液胞膜の変化が細胞の低温傷害におい

て重要な役割を果しているものと考えられる。

本報告は， OoCに 12および24時間さらした細胞を 26
0
Cに戻したときの微弱11構造の閥復

経過を明らかにするために行った。

U. 材料と方法

実験に供した材料は前報2)と同じく Cornusstoloniferaのj者養細胞 (TK-1)で，誘導およ

び培養については前報2)と同じである。なお培養は 26
0Cでおこなった。

低祖処理は古IJ報2)と閉じく i備え継ぎ後 10日目の培養細胞を， OoCに 12および 24時間さら

したのち， 260Cに反した。細胞の生存率は前報2)と同じく TTC還元量3)で表わした。

微細構造を観察するための試料はOoC処理直後，または 26
0
Cに反してからそれぞれ 6，12 

および 24 時間経過したものから採取しIìíH~2) にしたがってIJir定，包だ[!ならびに染色をし観

察した。

IU.結果

第 1表に OOC処理した細胞およびその後 26
0
Cに移し そこに 12時間おいた細拍の TTC

還元量を示した。 OOCに 12時間処理してから 26
0
Cにもどしたときの TTC還元量は Ooc処理

*北海道大学低1m\.科学1~1 究所業績 第 1876号
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実験怒号

2 

第 I表 ooC処理l後およひ、その後 260C;二移L12時間
経過Lたときの γrc還元最

Ooc処理待問

(1時間)

12 

24 

12 

24 

TTC還元蓋

。OC処理後 (A) 260C移行後 (B)
0.29土0.04 0.29:t 0.03 

0.2う:t0.05 0.14ュ0.03

0.3う士0.03 0.36:t 0.06 

0.30土0.03 0.20:t 0.01 

B/A x 100 

100 

う6

103 

67 

後と同じ偵を示したが， OoC Vこ24時間処理してから 260Cに戻した場合に低描処理後の値の

60~70% に低下しこれは低温処理前の値の半数である。 このことは Oocに24時間さらした

細胞ではこの処理中にある有害な変化がおこり， 260Cにもどした時 12時間以内に変化が進む

ことを意味している。

図版 1-1に無処理の細胞， 図版 1-2に12時間低温処理した細胞の微紹構造を示した。 無

処理の細胞のプロプラスチドにみとめられる好オスミウム粒は 12時間処理後には認め難く，

プロプラスチド基質の電子密度が増加しプロプラスチド自身の変形がはじまる(矢印↑↑)0 (区i

版 1-2，矢印↑)，大部分はリボゾームを離し滑面 ERの状態になっている。これを 260Cに戻し

た時6時間後には図版II-3に示すように粗面 ERの活発な形成(図版II-3，矢印わがみられ微

小胞化した滑面 ERは回復しつつある。和[面 ERは非常に長く伸長していて，ある場合には液

胞にそって{立置している(悶版II-3，矢印↑↑)。この段階ではプロプラスチドはかなり大きく変

化したままである。 核やミトコンドリアにはほとんど変化は認められない。 1当版 II-31*1央下

部に示されている細胞は ERが原形に近く回復しているが(矢印わ，細胞質の部分的な崩壊が

みられる場合で， このような例はごくまれにしか観察されない。 260Cv-こ12時間おいた時，図

版II-4に示すようにプロプラスチドをはじめその他の細胞内小号fi:管もすべて低温処理前の形

態に回復している。

以上のように， OoC 12時間処理された細胞で認められた微細構造の変化は 260Cに戻し 12

時間おくとほぼ完全に処理前の状態に回復した。

次に， 24時間 ooCで処理された細胞では，図版1lI-5に示すように，細胞質に草U.J雨ERに

由来する大型の空胞が多く見られる。また遊離リボゾームが細胞質中に冷却前より治力uしてい

る(図版 III-5，右上わく)。 ミトコンドリアの一・部には内膜構造が失われ膨iWJしているものも見

受けられる(図版 III-5，矢印↑)。しかし 260Cに民し 6時間経過した細胞で、は，図版 III-6に示

すように，車日面 ERに由来の大型化した空胞は縮小して二重膜構造をとる (1ぎl版 III-6，矢印↑)。

しかし無処理の細胞で、みられた車Il.lifiERはまだほとんど見られない。このH当)切の細胞では組i

胞質にポリゾームが極めて顕著に認められる(図版 III-6，右上わく )0OoCに24I時間さらして

から 260Cに12時間おかれた細胞では， 約半数の*JH胞が処理前の形態にほぼ回復している(区l

版 1V-7)。図版1V-7左側に示すように， *rl而ERの形成がみられるが， 細胞質の崩壊による

細胞内小器管の自己消化を示すものがほぼ半数の細胞で見られた。また26
C
Cに24時間おし、た

細胞では平II面 ER はほぼ無処理の細胞に近い形態を示し，その他の細胞内小~~管もほぼ回復し
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ている。 しかしほぼ半数ほどの細胞では， r玄|版IV-8左ドにみられるように，細胞内小器管

が完全に自己消化してしまっているものがあった。

IV.考察

26"C で桔養している低ilill感受性のl官主毛細胞を OoC にさらしたIi~j におこる微細構造の変化

は， O"Cにさらす/1寺!日!が 12/1寺問の場合にはその後 260Cに叫すとほぼ凹復するが， 24時間の場

合には約半数は凹復できなかった。

培養細胞を OOCにさらした時にみられる A連の細胞内微細構造の変化，すなわちプロプラ

スチドの基質の電子密度変化，およびプロプラスチド形態変化，利治iERの膨化と空胞化，お

よびそれに伴うリボゾームの遊離などと液胞膜の崩壊は傷害過程における一連の変化とみるこ

とができる。核・ミトコンドリア，その他の湖II胞内小指管は低祖処理初期において形態的にほ

とんど変化が認められず，液胞膜の崩壊後はじめてこれらの細胞内小限管のIfl己消化像が観察

される。つまり液胞膜の機能が，その修復能力も含めて，正常に保たれている場合には細胞を

260Cにもどしたときそれまでに変化している微細構造を回復できるものと考えられる c

細胞を260Cに反したときの微細構造の回復の速さは低調にさらされた時間に依存し長

時間低瓶にさらされた細胞はその回復により長い時聞を要する。このことは単に低温処理中の

微細構造の変化量だけでは説明できない別の要素が含まれている可能性が考えられる。

低温処理ーから 260Cに戻したときにみられる最も顕著な変化は消[酎 ERから平IlilliERへの

第1図 OOCに 121時間 (A)，および 241時間(閉ざらしたのち 260Cに炭し 611寺n:J
経過後の細胞の微調n構造。

A ER:t/I彰イとした状態からj反有ii・w長する形でIITI復仁l'(欠1'0t)o X 20，000 
B 2;~}J包 IkJ に二議の朕構造ーがM2~~ でき， その ~YnドtrSïffi ERとつらなっている
(矢印 i)o X 30，000 
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変化である その様式は 1211Jjl日jの低組処理から 26Cに印した場合ラ 治 1凶Aに示すように

11彰化した泊 IIfiERの収縮と ER膜一山へのリボゾームの付着によって|呼び元の粗市iERへと回復

する。 ‘方24fj寺間低温にさらしてから 26"Cに反したときは第 1図Bに示すように大型化し

た ER由来の空胞は収縮して二重膜構造をとり細胞質中にとじこめられたような複雑な構造を

とっている。お 11ヌIB矢l=j1 で語、すようにラその.i'iliは半11.市iERへと連なりラ粁IlliiERへの

liif 復を示唆させる。 26CC にもどして 12~24 時 1/'，1経過すると，長く付1びた*tLTIIi ERが数多く観

察される。この事rmiiERは方JI{I~\ によってしだいに冷却I以前の形態を回復する c したがって力II{雨

後にみられる料而 ERの構造は，低温処理 12時Ii:Jの細胞の田復の場合と同様に， _.u♂ひどく変
化した ER の術j告をもとにしてJlJ~1 されると考えられる c

凶11反1-1ラi刻版IIl-5および|ぎ|版 III日 6の;{i_L~わくに細胞質の拡大像を示したが， 24 fJ;'j間低

ìlJÌ\にさらしてから 26~C にもどしたときボリゾームが多数観察される。 このことはこの|時期に

蛋白合成が活発であることを示唆し微利11構造の間復にili(1合成が不hJ欠であることを示して

いる。つまり，細胞の生死の限界近くまで、低iliit処理による変化のすすんだ細胞はそのliII復によ

り多くのエネルギーと物質，特に長l土|質の合成を必要とするのではなし、かと考えられる。

2411刊I~\J 低 rlfrl処理された細JJ包の rl-I にはその後の 26
2

C 処理の!日jに不可逆的な経過をたどるも

のがかなり多く含まれている。すなわち 12~24 時間経過すると自己消化の過程にある核やミ

トコンドリアと発達した*tlTIfiiERがみられるが，細胞質が崩壊している像もしばしば見受けら

れる。これは低温処理された総胞の回復にあたり ERのlF7なな形態への同復がまず最初の段階

で進められることを示唆している。しかしこの細胞の回復の過程で}:記の細胞買の崩壊がおこ

る事実は液胞膜の崩壊による可能性が考えられる。 河;1氏なら， Matile4)によって植物の液胞の

中に細胞内小器管の陥入が観察されており，植物の液胞に動物にみられる三次ライソゾーム様

の働きも考えられる。

このような低組処理から 26"Cにもどしたときにみられる平11.而 ERの凶復と発達は低温に

より傷害を受けた膜系の修復と関連しているのかも知れない。事実， I玄11坂II-3にみられるよう

に，長く伸びた事lLlYiERが小さな液胞を間んだように発達している像がしばしば観察される。

このことは ERと液胞膜が!践の起源において密接な関連があることから注目される5)。 またそ

の時コソLジ体の精力rlがみられる uヌ|版II-3，歯版 1V-7i。ゴノレ、ンイネは膜の転化の場で、あるという
考え方めからすれば，車11.面 ERの発達とゴルジ休の治力nは膜代議iの面から注 11すべきことと考

えられる。

ブロプラスチドは冷却i二11の最も?いmyj拐にその形態が変化するが， 26cC に J)~ したとき ER

の回復よりも I可成り遅れて回復する。ìÌíl y，f~2)で触れたが方"出過程におけるブロプラスチドのこ

のような可逆的変化は低組下における変化とともに興味のもたれる事主であるつ最近この細胞

内小出管に対して新しい匁JJ品川)がトHされているので， I氏打IIi傷;119における膜の担傷と回復との

かかわりを考えるうえで主要と考えられる。

結論として， i民7fiJlドで進行する形態の変化はそれがー定限界を越えない範四では可逆1'1'.1な

ものと考えられる。低組処理1:1:1及び260Cに戻す過程における形態的な観察から液胞!肢の機能

の不可逆的変化が細胞の生死に対して決定的な役割を果すものとJii二論される。
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V.摘要

26
0
Cで培養している低調感受性培養細胞を QOCに異なる時間ざらした時におこる細胞内

微細構造の変化が 26
0

Cに戻した時にどのように回復するか調べた。

12時間 QOCにさらされた細胞はその微細構造がかなり変化するが，その後26
0

Cに戻すと

元の形態を回復した。しかし 24時間 QOCにさらされた細胞で、は，その半数{立が 260Cに戻し

た時その微細構造を回復したが，残りの細胞は 26
0Cに移した後細胞が崩壊した。なお， これ

らの崩壊する縮胞では ER構造の回復があるていど見受けられた。

以上のことから犯面 ERの回復が傷害細胞の形態および機能の回復に重要な働きをしてい

るものと考えられる。
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Sl1mmary 

The restoration and the deterioration of ultrastructures during rewarming process 

were observed in cultured cells of Cornus stoloniJ告rain which an apparent change in 

the morphology of organelles has taken place by a previous chilling at QOC. 

Complete restoration of the moderately altered ultrastructures in 12-hr chilled cells 

took place in almost all of the cells within 12 hr of warming at 260C. Even in the 

case of chilled cells for 24 hr， the ultrastructures once severely alter巴dwere partially 

or completery recovered in more than町typercent of the treated cells. The long巴r

th巴 periodof warming， the better the restoration of the structures. 

Many cells， how巴ver，displayed deteriorative ultrastructures during warming. Re-

storation of the form of rough 巴ndoplasmicreticulum and the development of poly-

somes in recovering cells were characteristic in the early stage of warming. 1n addition， a 

rupture of tonoplast was sometimes observed in chilled cells for 24 hr during warming. 

A possible role of rough endoplasmic reticulum and of integrity of tonoplast on 

cell recovery dur・inga chill回warmsequence is discussed. 
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図版説明

細胞内小器管の表示に用いた記号;土次の通り C

cw，細胞壁 ER，粗面 ER;G，ゴノレジ体;M，ミトコンドリア;N，核 P，ヅロプラスチド;
V，液胞 Ve，空胞

図版 1-1 無処理の培養細胞の微細構造。プロプラスチドの中に好オスミウム粒がみられる。

X 8，000 

右上わく:I司細胞の部分拡大像。粗回 ERおよび遊離のリボゾームが観察される。

X 20，000 

図版 1-2 12時間 oocにさらした細胞の微細構造。犯関 ERが微小胞fとする(↑)。 プロプラスチ

ドの形態変化が観察される(ti)o X 10，0∞ 
図版 II-3 121時間 Oocにさらした後 260Cに戻L6時間経過した細胞の微細構造。 ERの回復

が起こり(i)， *JlliTI ERが見られ，その一部;土小さな液胞を閉んでいる(↑↑)。中ぅ!と下部

の細胞では細胞質の崩壊がl土じまっている。×う，000

図版 II-4 OOCに 12時間さらしてから 260C，こ戻L，12時間経過した細胞の微細構造。粒図ER，

ブロプラスチドの形態が低温処理前の形態iこ凹復している o X 8，000 

図版 III-5 OOCに 241時間さらした細胞の微細構造。粗面 ERに由来する大型の空胞が観察され

る。 l付朕が消失し膨潤したミトコンドリアも若干観察された(1)0 X 10，000 

右上わく;同処理細胞の部分拡大像。遊離リボゾームが観察される。 X20，000 

図版 lII-6 OOCに24時間さらしてから 260Cに戻し 6時間経過した細胞の微細構造。空胞内に

二重構造の!漢が観察される(t)。ポリゾームの増加がみられる。 X8，000 

右上わく，同処理の細胞の部分拡大{象。ボリゾームの形態を示している。 X15，000 

図版 lV-7 OOCに 24時間さらしてから 260C;こ炭L，1211寺閉経過した細胞の微網構造。粗面 ER

の回復が起きている。左側約!li'lで;土細胞質と液胞との境界が不鮮明である。崩壊L始

めたミトコンドリアがみられる(↑)0X日，000

図版 IV-8 OOC;こ24時間さらLたのち 260Cに戻し， 241時間経過した細胞の微細構造。細胞内ノj、
器管はすべて処理前の形態に回復している c 左下の細胞は崩壊がすんで納j胞内小~~管

はすべて自己消化されている。 X10，000 
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