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緒論

21世紀を間近に控え、人口増加や地球環境の変化などから予想される食糧

不足が懸念されている。これまでのバイオテクノロジーの発展による品種改良

技術の進展は、生産性および地域適応性に優れるとともに消費者の噌好に適合

した作物品種を生み出すために、多種多様な植物遺伝資源を利用することを可

能にした。将来、新たな品種を作出する必要性はますます高まると予想される

が、植物遺伝資源の亡失を防ぐことは今後の食糧確保と作物の育種にとって極

めて重要である。このような現状の中で、消失後に再生不可能な植物資源の確

保、ならびに育種に必要な遺伝的多様性の長期安定的確保に役立つ植物遺伝資

源保存法の確立が急務となっている。本研究では、このような観点から、植物

遺伝資源の凍結保存法に着目し、その技術的基礎となる事象について検討した。

1 .植物遺伝資源保序の現状

現在、国際農業研究機関や各国のMinistryof Agriculture， Forestry and 

Fisheries (MAFF)のGeneBankで、保存されている植物遺伝資源の品目は総数

で206，764点におよび、その約8割を占める168，400点は種子形態で保存されて

いる(Miyashitaet a1.， 1998)。大部分の作物種子は乾燥条件下で低温保存 (0

'"'-'-20
0
C)することにより、一定期間保存することができるが、安定的に長期

間保存することは困難である。特に、乾燥、低温条件に耐えない種子、ならび

に種子による保存維持が不可能な栄養繁殖性作物(イモ類、果樹など)の品種

および系統の長期保存は、さらに困難であり、このような作物では、保存対象

形態として栄養体(器官、組織など)が用いられ、現在、約38，000点の栄養

体遺伝資源が主として圃場で保存されている (Miyashitaet a1.， 1998)。しか

し、圃場に栽植して保存するには、多大な労力、管理費などのほか、広大な土

地が必要であり、さらに、屋外で行われることから、常に自然災害による傷害、

疫病の蔓延、病害虫による侵食などに起因する絶滅の危険性を考慮しなければ

ならない(八鍬・岡 1987)。一方、最近では、組織培養法が確立している植

物組織については、組織培養法を利用した試験管内での保存が普及してきてお

り、小面積の管理された空間内で、低温、短日、低湿あるいは培地浸透価を高
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くするなどの条件下で生長を抑制しながら、継代培養を繰り返しつつ保存し、

必要に応じて個体を復元することが可能になっている。野菜類の遺伝資源保存

では、実に1，780点がこの試験管内保存で継代維持されている(Miyashitaet al.， 

1998)。しかし、この方法においても、短期間の培養を繰り返す必要があっ

て、植え継ぎは不可欠であり、また継代培養中に遺伝的・生理的変異の起こる

可能性および汚染の危険が常にあり、多種多様な遺伝資源を対象とする確実な

長期的保存法とは必ずしも言えない。

2. 長期安定的な遺伝資源保存法としての凍結保淳

このような状況下で、液体窒素中における凍結保存が、有力な長期安定的

な保存方法として注目を浴びている。動植物の組織・細胞では、超低温下(液

体窒素上の気層の-150
0

C以下から液体窒素中温度の-1960Cまで)での凍結保

存法が、医学(阿曽・隅田， 1983)または農学(酒井， 1987)などの分野で広く

活用されている。この凍結保存法では、信頼度の高い長期保存が可能であると

ともに、労力および費用の大幅な節減と保存面積の縮小が可能である。しかし、

凍結は生物体にとってしばしば死の原因となりうるため、凍結保存法では、凍

結傷害を防止するための様々な試みが行われてきている。

血液・精子・卵細胞・癌細胞などの動物細胞では、 1950年代からグリセリ

ンを凍害防御物質として使用することにより、凍結保存は実用化段階になって

いた。一方、植物細胞では、グリセリンは、その浸透性の問題から、凍害防御

効果が低く(酒井， 1987)、動物細胞に比べ、凍結保存の研究が遅れた感は否

めない。また、動物では、細胞レベルでの保存が目的とされていたのに対して、

植物では、多くの場合、応用面において植物体再生を必要とするため、組織レ

ベルでの保存を目指しており、凍結対象となる試料の大きさにおいても植物組

織の凍結保存は容易ではなかった。植物では、オノエヤナギ (SaJix 

sachaJinensis)の休眠枝を液体窒素中で凍結保存したのが初めての報告例で

あったが(酒井， 1956)、この材料は構造面においても本来的に高い耐凍性(組

織のもつ属性としての凍結に対する耐性)をもつものであり、凍結保存は試料

の前処理を全く施さずに行われた。その後、 1970年代に入り、逆に耐凍性が

低い植物組織・細胞を遺伝資源保存の目的で凍結保存する試みが盛んに行われ

るようになり、試行錯誤の末、様々な凍結前処理が考案され、凍害防御効果(凍
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結保存材料の被る凍害を防ぎ軽減する効果)の高いジメチルスルホキシド

(DMSO)や糖類の使用により、植物組織・細胞の凍結保存に関する研究は飛

躍的に進歩した。

凍結保存対象材料としての植物茎頂は、凍結融解後の組織培養により、植

物体再生が可能であり、遺伝的変異の危険性が少なく、また、ウイルスフリー

のクローン個体が大量に得られるなどの利点があり、凍結保存対象として広く

用いられている。カーネーション (Dianthuscaryophyllus) の茎頂の凍結保

存が、凍害防御物質としてDMSOを用いることによって成功したのち (Seibert

et al.， 1976)、1970年代から80年代にかけて種々の植物における茎頂の凍結

保存に関する研究が盛んになった。トマト (Lycopersiconesculen tum) の

茎頂では、 10"-'15%のDMSO溶液内で試料を緩速予備凍結することにより凍

結保存に成功し (Groutet a1.， 1978)、ジャガイモ (Solanum tuberosum) 

の茎頂では、凍結前に10%のDMSOを添加したMurashige& Skoog (MS) 

培地で 3日間培養し(前培養)、 10%DMSO溶液浸漬処理を行ったのち、その

溶液ごと急速凍結することにより凍結保存に成功した (Groutet a1.， 1978)。

また、エンドウ (Pisumsativum)の茎頂では、 5%DMSOを添加した培地

で2日間前培養後、 5%DMSO溶液浸漬処理を行うことにより凍結保存に成功

している(Karthaet a1.， 1979)。

3. 凍結保序における糖外与処理の俊釘

しかし、保存対象(例えばカーネーション茎頂)によっては、前培養培地

に、 DMSOとグルコース、ソルビトール、スクロースなどの糖類とを組み合わ

せて添加することにより、凍結融解後の生存率が、さらに高まることが報告さ

れ (Sakai，1985)、その後、糖を単独で添加した培地による前培養を行った場

合においても、 DMSO単独添加より高い凍害防御効果が得られることがアスパ

ラガス (Asparagusof丘cinalis) (金子ら， 1992)およびバナナ (Musaspp.) 

(Panis et a1.， 1996)の茎頂で報告されている。

また、茎頂と同様に植物体再生および大量増殖が容易であり、凍結保存に

有利な小型の細胞からなるembryogeniccallusの凍結保存においても、最初

はDMSOを添加した溶液を用いた凍結前培養が行われていたが (Withers，1979; 

Kartha et a1.， 1982)、その後、糖を単独で添加した培地での長期間前培養の
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みが行われるようになった (Maddoxet al.， 1982/83; Blakesley et al.， 1996， 

1997)。タバコ (Nicotianatabacum) のembryogeniccallusでは、 6%ソ

ルビトールまたはマンニトールを含む培地で2日間から 5日間前培養し、その

状態で緩速冷却し凍結することにより、融解後の生存率が70%前後の高い値

を示し (Maddoxet al.， 1982/83) 、サツマイモ (Ipomoeabatatas) の

embryogenic callusでは、 O.lMスクロースを添加したMS培地で 3日間培養

し、次いで0.4Mで6日間、続いて0.7Mで3日間培養し、段階的に糖濃度を高

くして、充分に糖を取り込ませたのち、そのまま液体窒素中で急速凍結するこ

とにより 80%の試料が生存することがわかっている(Blakesleyet al.， 1996， 

1997)。

一方、最近広く用いられているガラス化法による凍結保存法 (Steponkuset 

al.， 1992; Matsumoto and Sakai， 1998)においても糖の果たす役割は大きい。

ガラス化法は、グリセリン、エチレングリコール、 DMSOおよびスクロースな

どの凍害防御作用のある物質を高濃度で含む液(ガラス化液)中に試料を浸演

し、これらの物質を浸透的に取り込ませた後、液体窒素に入れ急速冷却する方

法であるが、この方法においてもガラス化液への糖の添加が必要であるととも

に、試料をガラス化液に浸演する前に糖 (0.2"-'0.7M)を含む培地による前培

養を行った場合に、凍結融解後の生存率がさらに高くなることが、ナシ (pyrus

pyrifolia)の茎頂(新野ら， 1991)、オウトウ (Prunusavium)の茎頂 (Niino

et al.， 1997)、イネ (Oryzasativa)のembryogeniccallus (Wang et al.， 1998) 

などで明らかになっている。ガラス化法を緩慢な脱水および試料の取り扱いと

いう点で改良したアルギン酸ビーズ・ガラス化法においても、ガラス化液での

処理前に高濃度 (0.5"-'1.0M)の糖溶液による試料の前培養を行うと、高い生

存率をもたらすことが、コーヒー (Coffeacanephora)の体細胞肢 (Hatanaka

etaし1994)、セイヨウワサビ(Armoraciarusticana)の毛状根(Phunchindawan

et al.，1997)、ヤマイモ (Dioscoreaalata)の茎頂 (Malaurieet al.， 1998)な

どで明らかになっている。

このように、糖類は、植物組織の凍結保存において大きな働きを示すとと

もに、自然界における植物の低温期iI化に伴う耐凍性増大過程においても重要な

役割を果たしている(Levitt，1980; Sakai and Larcher， 1987)。植物の種類

によって異なるが、多くの植物において、グルコース、ソルビトール、スクロ

ース、ラフィノース、スタキオースなどの可溶性糖類が晩秋の気温低下ととも
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に細胞内に多量に蓄積し、耐凍性が増大することはよく知られた事実である(相

田， 1955 ; Jeremias， 1958; Parker， 1959;酒井， 1960;Trunova，1963; Sakaiand 

Yoshida， 1968; Levitt， 1980; Fowler et al.， 1981)。

4. 糖外与処理によ~凍害防御機構

このように植物組織の耐凍性には糖が深く関わっているが、糖が示す凍害

防御機構の詳細については未だ不明な点が多い。グリセリンやDMSOなどの細

胞膜透過型凍害防御物質の効果は、細胞内に浸透し、溶液の氷点降下をもたら

すとともに、凍結濃縮による細胞内外の塩濃度の上昇を抑制するというこれら

の物質の束一性 (colligativeproperty) に起因すると考えられている

(Lovelock， 1953)。糖は、グリセリンやDMSOと同様に束一的な凍害防御

効果をもつことが報告されている (Merymanet al.， 1977; Lineberger and 

Steponkus， 1980)。一方、糖の種類の違いによって凍害防御効果が異なるこ

とも知られており、糖はまた、非束一的な防御効果をもっと推定されている

(Crowe， et al.， 1988; Leborgne、etal.， 1995)。糖が示すこのような非束一

的な防御効果は、糖が水素結合により膜表面の脂質極性基と結合して水の代替

作用を現すことにより (Croweand Crowe， 1984)、あるいは、膜表面と直接

的に結合することはないが、凍結濃縮により糖が膜表面でガラス化し膜を包む

ように保護することにより(Les1ieet al.， 1995)、いずれも膜の安定化をもた

らし、傷害発生を防止するものと推定されている。さらに、糖が示すこのよう

な直接的な防御効果に加え、凍結前の糖外与処理においては、外与糖が細胞に

もたらす浸透圧変化に基づく効果も無視できない。多くの植物細胞において、

浸透圧ストレスは細胞の遺伝子発現に影響を与え (Koch，1996)、耐凍性獲

得と関連した様々なタンパク質形成を誘導することが知られている (GUY，

1990; Gusta， 1996; Thomashow， 1998)。

5. 本研究の目的と構成

糖外与処理を行ったのちに高い耐凍性を獲得した植物組織では、その後の液体

窒素による凍結保存が容易になることは広く知られ(酒井， 1961)、前述のように、

その凍害防御効果について多くの仮説が提唱されている。しかし、凍結保存過
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程における糖外与処理の役割については未だ多くの疑問が残されており、①糖

外与処理により凍結融解後の生存率が向上する多くの植物組織があり、一方で

はその効果がほとんどみられない植物組織があるが、この理由は何か、②糖外

与処理により、糖は細胞内にどのような経路で取り込まれるのか、③細胞内に

糖が取り込まれない場合においても耐凍性が向上することがあり、また、細胞

内に糖が取り込まれると、より高い耐凍性が得られるが、この理由は何か、④

浸透圧ストレスは、耐凍性増大に関与するタンパク質などの発現を誘導するこ

とが知られているが、糖添加培地を用いた凍結前の培養により、このような変

化が起こるか否かなどについては、これまで明らかにされていない。

本研究は、植物遺伝資源凍結保存技術の基礎となる事象を提起し、それら

の相互関連を明らかにすることを目的として、タマネギ鱗葉組織、キャベツ葉

柄組織、キャベツ葉肉組織、アスパラガス茎頂およびアスパラガス

embryogenic cal1usなどを用い、糖外与処理による耐凍性増大効果の発現機

構について検討したもので、次のように構成されている。第 1章では、糖外与処

理自体が植物組織に及ぼす影響について検討するため、タマネギ鱗葉組織、キ

ャベツ葉柄組織およびアスパラガス茎頂を用い、これらの試料に対する糖外与

処理による生存率の変化を調べた。第 2章では、糖外与処理による糖の取込み

過程を明らかにするため、共焦点レーザー顕微鏡を用い、糖の取込み経路を可

視的に追跡し、糖が細胞内に取り込まれることによって試料の耐凍性が増大す

ることを明らかにするとともに、糖が細胞内に取り込まれなくても耐凍性が増

大する事例があることを示し、糖の働きについてさらに広い観点から検討した。

次に、第3章では、キャベツ葉肉組織を用い、糖が取り込まれない場合の耐凍

性増大機構について、 Cryo-SEM[Cryo-unit (凍結割断装置)を装着した走査

型電子顕微鏡 (scanningelectron microscope) ]を用い構造的側面から探究し

た。さらに、第4章では、アスパラガス茎頂を用い、細胞内に糖が取り込まれ

ることにより耐凍性が増大する機構について、フリーズ・フラクチャー・レプ

リカ法を用い、微細構造の変化について究明した。第5章では、糖外与処理に

より耐凍性が著しく増大するアスパラガスembryogeniccallusを用い、糖外

与処理により特定のタンパク質が誘導されることを明らかにした。最後に、第

6章においては、以上の研究結果を踏まえ、糖外与処理による耐凍性増大機構

について総合的に考察した。
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第 1章 数種野菜組織における糖外与処理と生存性および耐凍性

の変化

緒論において述べたように、植物組織を凍結保存する場合には、高濃度の

糖溶液を用いた一定時間の浸漬処理(高濃度糖溶液浸漬)または高濃度の糖を

含む培地での培養(糖前培養)などによる糖外与処理を施すととにより、凍結

融解後の生存率が著しく向上することが知られている (Withersand Street， 

1977; Maddox et a1.， 1982/83; Blakesley et a1.， 1996， 1997)。しかし、糖外与

処理は、全ての植物組織について、凍結融解後の生存率向上に有効というわけ

ではなく、植物種が異なれば糖外与処理の効果も異なり、ほとんど効果のない

試料も存在する。このことが、広範な植物種における遺伝資源凍結保存のため

の植物組織凍結保存技術を確立する場合の大きな障害のーっとなっている。ま

た、アスパラガス茎頂の凍結保存では、所定時間以上の糖外与処理を行うこと

により、耐凍性の低下を招くことが知られている (Kumuet al.， 1983)。こ

のように、植物組織によって糖外与処理の凍害防御効果に差異が生ずる理由、

あるいは長時間の糖外与処理によって耐凍性が低下する理由は明らかでない。

これらの理由を明らかにすることは、多様な植物組織の凍結保存を成功させる

上で非常に重要であると考えられる。

本章では、耐凍性増大に対する糖外与処理効果の植物種による違いの理由

を明らかにするため、タマネギ (A1liumcepa L.)鱗葉組織、キャベツ (Brassica

oleracea L.)葉柄組織、およびアスパラガス (Asparagusofficinalis L. )若

茎頭部小側枝茎頂の 3種類の野菜組織を用い、これらの未処理試料の耐凍性を

明らかにするとともに、糖外与処理による生存率の変化および糖外与処理後の

耐凍性の変化について調べた。

第 1節 第 1章において用いる材料および共通的方法の概要
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本章で用いる材料および共通的方法の詳細については、特に本節において

予め述べることとする。

1.材料の調製

タマネギ (Alliumcepa L.)品種・札幌黄の鱗葉組織の調製は次のように

行った。室温 (22
0

C) に置いてあったタマネギ鱗茎の保護葉および肥厚葉を

除去し、鱗葉から組織片 [5mmX 2mm X 0.5皿(厚さ)] (Fig.1) を切り取り、

材料として用いた。

キャベツ (Brassicaoleracea L.)については、品種・アーリーボールを用

い、 1997年12月中旬から1998年12月下旬に北海道大学低温科学研究所温室内

(室温26
0C、湿度70%)で育成した幼植物(草丈約15cm) の葉を葉柄基部か

ら切り取り、葉柄から表皮を除去したのち、組織片 [5mmX2mmXO.5mm(厚さ)] 

(Fig.2) に調製し材料として用いた。

アスパラガス (Asparagusof刀cina1isL.)については、品種・メリーワシ

ントン500Wを用いた。 1995年から1998年までそれぞれの年の晩秋に、定植8

年目から 12年目に相当する株(北海道大学農学部附属農場に栽植しである)

を掘り上げ、北海道大学低温科学研究所温室内(室温26
0

C、湿度70%) のプ

ランターに順次移植し、若茎を萌芽させた。若茎は、 12月下旬から翌年の2月

上旬までに逐次萌芽させ、長さ約10cmの若茎を採取して、その若茎頭部

(Fig.3-A)の未発育小側枝の茎頂(約1.5mm) (Fig.3-B) を摘出し材料とし

て用いた。

2.糖外与処理

糖外与処理は、試料をソルビトール高濃度 (0.8M)溶液 (pH5.7)に所定

時間浸潰することにより行い、対照試料として、全く処理を施さない試料(未

処理試料)を用いた。本章における糖分析試料は、全て、糖外与処理後に高濃

度 (0.8M)のポリエチレングリコール400溶液で軽くすすぎ、引き続き試料表

面に付着した溶液を漉紙で拭い取ってから用いた。
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一
Fig.l. Segments [5mm X 2mm X O.5mm (thic町田ss))

excised from sc剖yleal 01 mature onion bulbs (Alfium 

cepa L. cv. Sapporo Y副low)used for experiment 

Scale= 5mm 
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一
Fig.2. Petiole segments [5mm X 2mm X O.5mm 

(thickness)) excised from true leaflet from 30-day-old 

cabbage plan甘ets(Brassica oferacea L. cv. Early Balり

(about 15cm in height) used for experiment. Sc剖e=5

門1町1
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B 

Fig.3. Preparation 01 

(Asparagus officinalis L 

ー
asparagus 

cv. Mary 

Washington 500W) plant materials. (A) 

Nondeveloped small lateral shoots 

(arrowhead) covered with true leaves in 

spear tips; (B) Excised small lateral 

shoots used for experiment. Scales = 
1cm 
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一方、溶液浸透価の急激な低下による試料の生存性の変化を調べるため、

ソルビトール高濃度 (0.8M)溶液処理後、蒸留水を加えることにより、試料

ごと、この液を0.4Mまで希釈し、そのまま1時間放置した場合における試料の

生存性を調べた。

3.生存性の評価

( 1 )電解質漏出法 電解質漏出法による試料の生存性の評価は次のように

行った。所定時間の糖外与処理後、または凍結・融解後の組織片(アスパラガ

スは茎頂のまま)を糖溶液とともに試験管に入れ、パラフィルムで口を封じた

のち、振とう器 (Taiyo，Rotary Shaker R-II mini)を用いて120rpmで4時

間振とうした。振とう後、試料から溶液中に漏出した電解質量を、イオン伝導

度計 (Horiba，Twin Cond conductivity meter B-173)を用いて測定した。

測定後、試験管を100
0

Cで10分間加熱後、放冷し、パラフィルムで口を封じて、

再度120rpmで 1時間振とう後、 2回目の電解質漏出量を測定した。未処理試

料および液体窒素に直接浸潰した試料(人為的に組織中の全細胞を死滅させた

試料)についても、上述の方法に準じて電解質漏出量を測定した。

また、糖外与処理後または凍結・融解後の試料の生存率については、以下

の方法 (Pearceand Willison， 1985)に基づき算出した。未処理試料の電解

質漏出量/未処理試料の加熱後の電解質漏出量=x、液体窒素凍結試料の電解
質漏出量/液体窒素凍結試料の加熱後の電解質漏出量=y、糖外与処理試料ま

たは凍結・融解試料の電解質漏出量/糖外与処理試料または凍結・融解試料の

加熱後の電解質漏出量=zとし、糖外与処理後または凍結・融解後の試料の生
存率(%)= [1ー (z-X/y -X)] x 100によって求めた。

試料の耐凍性は、所定温度における試料の生存率(%)、または所定温度

における試料の生存率から求めた生存率曲線に基づいて決定したLT50 [組織中

の50%の細胞が死滅する凍結温度 (OC)]で表した。

(2) FDA染色法 FDA染色法 (Widhohn，1972)による試料の生存性の評

価は次のように行った。糖外与処理後、または凍結・融解後の試料(アスパラ
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ガス茎頂については、処理後に厚さ0.2"'0.5mmの切片に調製)を10μMの

fluorescein diacetate (FDA)水溶液に10分間浸漬し、その後FDAを含まな

い液体培地中で3回洗浄(5分間隔)したのち、共焦点レーザー顕微鏡 [Bio-

Rad， MRC-1024 (computer， Pentium; operating system， OS/2 Warp 

Connect) ]で観察した。観察時の条件は以下のとおりである。組織・細胞内

の葉緑体の直蛍光を感受する蛍光検出器 [PMT(photo multi pleiyer) (Bio-Rad， 

S-20E) ] 1のEmissionfi1terとして680nmfi1terを用い、 FDAの蛍光を感受

するPMT2のEmissionfilterとして540/30nmfilterを用いた。共焦点レーザ

ー顕微鏡のシステムモニター上における赤色光(擬似色)は、葉緑体の局在を

示し、緑黄色光(擬似色)は、 FDAの蛍光、すなわち細胞が生存しているこ

とを示す。蛍光の励起には488nmのArgon/Kriptonレーザーを、基本として

レーザー強度10%以下で観察した。観察画像は二次元画像として、または画

像処理ソフトウェアにより三次元画像として解析した。 FDA染色 (Widholm，

1972) による試料の生存性の評価法は、蛍光染色 (FDAは、生存している細

胞の細胞質内エステラーゼと反応し緑黄色の蛍光を発する)によって個々の細

胞の生死を示すもので、細胞レベルでの評価に適している。すなわち、電解質

漏出法が組織の平均的な生存率評価に適しているのに対し、 FDA染色法は生

存率を細胞レベルで微視的に捉えるのに適している。

4.糖分析

糖分析試料は、以下のように調製した。糖外与処理後の試料をポリエチレ

ングリコール400の0.8M溶液で軽くすすぎ、引き続き試料表面に付着したポリ

エチレングリコール溶液を漏紙で拭ったのち、電子天秤 (ANDCo.， Ltd.， 

HF-200)を用い約200mg(生重)を秤量した。試料に0.2N過塩素酸および標

準物質として20mMラクトースを添加し、 ooCの乳鉢中で海砂とともに摩砕後、
遠心分離機 (Sakuma，model M-160-W) を用いて40C、14，000rpmの条件

で5分間遠心分離した。上清を5mQ容クライオチューブに移し、 KHC03粉末を

用いてpH4に調整したのち凍結乾燥した。この乾燥試料を0.5mQの蒸留水で溶

解後、マイクロチューブに移して14，000rpmの条件で5分間遠心分離し、上清
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10μ1について糖分析を行った。

調製試料は、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)を用いて分析した。HPLC

の条件は以下のとおりである。カラムにアミノ・カラム(旭化成， NH2P-504E 

Shodex)を用い、検出器に示差屈折計(日立， L-3300型Rlモニター)を用い

た。糖の溶離は、 30
0
C設定のカラムオーブン(日立， L-5020型)で、 75%ア

セトニトリル溶離液(流速0.7m.Q/min)を用いて行った。分析は2回反復し、

その平均値を求めた。

5.凍結および融解

試料の凍結は次のように行った。未処理試料はそのままの状態で、糖外与

処理試料は試料表面に付着した糖溶液を源紙で除去したのち、 5m.Q容試験管に

組織片を 4""5枚、または茎頂を約10個入れ、フログラミング・フリーザー

で冷却した。試料は、 -20Cで温度平衡後、同温で植氷し、所定温度まで冷却

した。冷却速度は、アスパラガス茎頂およびキャベツ葉柄組織ではO.l
O

C/min、

タマネギ鱗葉組織では0.05
0
C/minとし、熱電対を用いて冷却速度を測定しな

がら凍結処理を行った。なお、これらの冷却速度は、組織細胞が細胞外凍結を

起こす速度であり(タマネギ鱗葉組織では、 0.050C/min以下の冷却速度で細

胞外凍結する)、各試料中で細胞外凍結が確実に起こることをCryo-SEMを用

いた予備実験で予め確認している。

試料の融解は、所定温度に達した試験管(試料および液が入っている)を34
0

C

温水中に浸潰すると同時に試験管内に糖外与処理溶液を注入する(未処理試料

の場合は蒸留水を注入)ことにより行った(100C/min)。試料の耐凍性は、

急速融解した試料について、本章、第 1節、 3の方法(電解質漏出法およびFDA

染色法)に準じて生死を判断し生存率を算出することにより評価した。

第 2節 糖外与処理前の組織の耐凍性検定

糖外与処理による耐凍性増大効果の小さい組織としてタマネギ鱗葉組織を、
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対照試料としてキャベツ葉柄組織およびアスパラガス茎頂を用い、組織本来の

耐凍性に及ぼす糖外与処理の影響について電解質漏出法およびFDA染色法に

より調べた。

1.材料および方法

材料は、タマネギ (A11iumcepa L.)の鱗葉組織片、キャベツ (Brassica

oleracea L.)の葉柄組織片およびアスパラガスの (Asparagusof刀cinalisL.) 

茎頂を用いた。また、糖外与処理、生存率の算出、凍結および融解については、

本章第 1節で述べた方法に準じて行った。

2.結果

( 1 )電解質漏出法による糖外与処理前組織の耐占有佐の検定 タマネギ

鱗葉組織、キャベツ葉柄組織およびアスパラガス茎頂を用いて、全く処理を施

さない未処理試料の耐凍性を電解質漏出法により調べた結果は、 Fig.4に示し

たとおりである。その結果、いずれの試料もほぼ同じ生存曲線を描き、 -100C

までの凍結でほとんどの細胞が死滅した。タマネギ鱗葉組織、キャベツ葉柄組

織およびアスパラガス茎頂のLT50は、それぞれ-2.7
0C、-3.30Cおよび-4.00Cで

あり、アスパラガス茎頂が若干高い耐凍性を示した。

(2) FDA染色法による糖外与処理前組織の耐凍位の検定 FDA染色法

により、これら未処理試料の耐凍性を調べた結果は、 Figs.5 "-' 7に示したとお

りである。タマネギ鱗葉の未処理試料では、直径50"-'100μmの生存細胞 (FDA

によって緑黄色に染色された細胞)が試料全域にわたって観察されたが

(Fig.5-A) 、-2 oCで植氷・凍結した試料では、生存細胞が著しく減少し

(Fig.5-B)、-50C (Fig.5-C)および-10oC (Fig.5-D)まで冷却し凍結した

試料では生存細胞は全くみられなくなった。
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Fig.S. Confocal laser scanning micro田ope(CLSM) images 

showing fluorescein diacelale (FDA) vilal slaining of 

nonlrealed onion bulb sc剖yleaf lissues. (A) Sample before 

freezing. Samples∞oled at O.OSoC/min 10 _20C (8)，ー5・C(C) 
and ・10・C(0). A11 samples were Ihawed al aboul 10・C/minto 

room lemperalure (22・C). Greenish-yellow regions 

correspond 10 survived cells. Scales = 100μm 
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キャベツ葉柄組織においても未処理試料では、試料全域に、直径50'"100μm 

の生存細胞がみられたが (Fig.6-A)、植氷直後から生存細胞の著しい減少が

みられ (Fig.6-B)、-5
0

Cまで冷却し凍結した試料では、直径10"'50μmの小

細胞のみが生存し (Fig.6-C)、-10oCまで冷却し凍結した試料では生存細胞

は全くみられなくなった (Fig.6-D)。これらのタマネギ鱗葉組織とキャベツ

葉柄組織におけるFDA染色法による耐凍性評価の結果は、電解質漏出法によ

る耐凍性評価の結果と一致した。

アスパラガス茎頂 (Fig.7-A)では、植氷後に生存細胞が急激に減少したが、

頂端分裂組織などの特定の細胞については-7.50Cまで冷却し凍結しでも多くの

生存細胞がみられた (Fig.7-B)。しかし、試料を-12.50Cまで冷却し凍結し

た場合 (Fig.7-C)、または、このような緩速冷却を行うことなく、茎頂を液

体窒素に直接浸潰し凍結した場合 (Fig.7-D)は、特定の細胞も死滅した。

以上の結果から、電解質漏出法では、タマネギ鱗葉組織、キャベツ葉柄組

織、アスパラガス茎頂の未処理試料における耐凍性がほぼ同じであることがわ

かったが、 FDA染色法では、アスパラガス茎頂の頂端分裂組織が、用いた組

織の中で最も高い耐凍性をもつことが明らかになった。

3.考察

タマネギの鱗茎は、通常、 oocから室温までの温度で貯蔵されるが、氷点下
の低温に遭遇すると凍結傷害を被る。実験的には、 -40Cで凍結傷害が生ずる

ことが知られている (Paltaet al.， 1977)。一方、キャベツの葉は、糖外与処

理によって比較的高い耐凍性を獲得することが知られており、糖と耐凍性の関

連性についての研究材料として、これまで広く用いられてきた (Sakaiand 

Yoshida， 1968; Sasaki et al.， 1996;佐々 木ら， 1997)。また、アスパラガスの茎

頂は、凍結保存の対象とされており、糖前培養によって高い耐凍性を獲得する

ことが知られている(金子ら， 1992;鈴木， 1993)。

電解質漏出法により評価した、タマネギ鱗葉組織、キャベツ葉柄組織およ

びアスパラガス茎頂の未処理試料の耐凍性は、各試料ともほぼ同じ(LT50で-3
0C

前後)であった。しかし、個々の細胞の耐凍性をFDA染色法によって調べた
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Fig.6. CLSM images showing FDA vilal slaining 01 

nonlrealed cabbage peliole tissues. (A) Sample belore 

Ireezing. Samples cooled al 0.1・C/min10 -2"C (8)， -S"C (C) 
and -1ぴC(0)刈Isamples were Ihawed al aboul 10"C/min 

to room tempera加re(22・C). Greenish-yellow and red 

regions correspond 10 survived cells and died cells， 

respeclively. Scales = 100μm 
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Fig.7. CLSM images showing FDA vital staining 01 nontreated 

asparagus shoot tips. (A) Sample belore Ireezing. Samples 

cooled at 0.1'C/min to -7.5"C (8) and -12.5"C (C). (0) Sample 

directly immersed into liquid nitrogen. AII samples were thawed 

at about 10'C/min to room temperature (22・C).Greenish-yellow 

and red regions correspond to survived cells and died cells， 

respectively. Scales = 100μm 
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ところ、アスパラガス茎頂では、その頂端分裂組織、葉原基、皮層細胞などの

特定の細胞に限り、電解質漏出法による耐凍性評価値 (LT50=-4
0C)よりはる

かに高い耐凍性(一5'C>LT50>-7.5
0C)をもつことが明らかになった。これは、

電解質漏出法では、高い耐凍性をもっ頂端分裂組織などの特定の細胞と、他の

耐凍性の低い細胞とを区別せず、全体として評価したことによると考えられる。

FDA染色法により、高い耐凍性をもつことがわかったアスパラガス茎頂の頂

端分裂組織は、凍結保存の際、植物体再生の原基となる部位である(鈴木，

1993)。このため、アスパラガスについては、状況に応じて、茎頂の頂端分

裂組織に着目して実験を進める必要がある。電解質漏出法とFDA染色法によ

る以上の結果から、未処理試料の耐凍性は、組織・細胞の性質が斉一なタマネ

ギおよびキャベツの未処理試料では、 LT50=一3
0

C前後であり、未処理のアスパ

ラガス茎頂の頂端分裂組織では、 LT50で-5
0Cより低く-7.50Cより高いところに

あることが明らかになった。

本実験で用いたアスパラガス茎頂は、未発育小側枝の先端部であって複数

以上の生長点部をもっており、その中の一つでも生存していれば植物体を再生

し得ることから、前述の頂端分裂組織の耐凍性が相対的に高いことと併せて考

えると、利点の多い凍結保存材料であると思われる。

第 3節 糖外与処理後の組織の生存性

第 2節で用いたタマネギ鱗葉組織、キャベツ葉柄組織およびアスパラガス

茎頂の糖外与処理自体に対する耐性を電解質漏出法およびFDA染色法により

調べた。また、タマネギ鱗葉組織およびキャベツ葉柄組織を用い、糖外与処理

による組織内糖含量の変化について調べた。さらに、希釈による浸透圧変化に

対する耐性を電解質漏出法およびFDA染色法により調べた。

1.材料および方法
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材料は、タマネギ(A1liumcepa L.)鱗葉組織片、キャベツ (Brassicaoleracea 

L.)葉柄組織片およびアスパラガス (Asparagusofficinalis L.)茎頂を用い

た。また、糖外与処理、耐凍性の評価、凍結および融解、糖分析については、

本章第 1節で述べた方法に準じて行った。

2.結果

(])糖外与処理時l習の経過jご伴ラ生子芋率の変化 タマネギ鱗葉組織、キャ

ベツ葉柄組織およびアスパラガス茎頂を用いて、ソルビトール高濃度 (0.8M)

溶液による糖外与処理の時間の長短が生存率に及ぼす影響について、電解質漏

出法により調べた (Fig.8)。その結果、いずれの試料においても、糖外与処

理時間の経過に伴い生存率が低下した。特に、タマネギ鱗葉組織では、糖外与

処理直後から 2日後までに急激な生存率の低下がみられた。これとは対照的に、

キャベツ葉柄組織では、短時間の糖外与処理による急激な生存率低下は認めら

れず、処理開始 7日後においても50%以上の高い生存率を示した。一方、ア

スパラガス茎頂では、タマネギ鱗葉組織とキャベツ葉柄組織との中間的な生存

率の低下を示した。

次に、 FDA染色法により、ソルビトール高濃度 (0.8M)溶液による糖外与

処理の時間の長短が各試料の生存率に及ぼす影響について調べた (Figs.9""' 

11)。タマネギ鱗葉細胞 (Fig.9-A)では、糖外与処理直後から原形質分離が

起こり、処理1時間後にはさらに進行したが、ほとんどの細胞は生存していた

(Fig.9-B)。しかし、糖外与処理開始6時間後には多くの細胞が死滅してい

た (Fig.9-C)。

キャベツ葉柄細胞 (Fig.10-A) においても、糖外与処理によって原形質分

離が起きたが (Fig.10-B)、糖外与処理開始24時間後においてもiほとんどの

細胞は生存していた (Fig.10-C)。
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Fig.9. CLSM images showing FDA 

M回Istaining 01 onion bulb scaly leal 

cells treated 川th 0.8 M sorbitol 

solution for 1 hr (8) and， lor 6 hr (C) 

(A) Nontreated sample without 

exogeneous supplement 01 sorbitol 

Greenish-yellow regions correspond 

to survived cells. Scales = 50μm 

一 24



Fig.10. CLSM images showing FDA 

vital staining 01 cabbage pet旧lecells 

treated with 0.8 M田 rbitolsolution lor 

10min (B) and， lor 24hr (C). (A) 

Nontreated 日 mple 刷出out

exogeneous supplement of sorbitol 

Greenish.yellow regions correspond 

to survived cells. Scales = 50μm 
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一方、アスパラガス茎頂の細胞では、糖外与処理による原形質分離がわず

かに起こり、処理開始24時間後においてもほとんどの細胞は生存していたが

(Fig.ll-A)、処理開始3日後には半数以上の細胞が死滅していた (Fig.ll-

B)。しかし、頂端分裂組織などの特定の細胞では、ソルビトール高濃度 CO.8M)

溶液による糖外与処理を4日間行った場合でも (Fig.ll-C)、また、さらに

高濃度 (2.2M) のソルビトール溶液を用いた糖外与処理 3日間行った場合で

も (Fig.ll-D)、頂端分裂組織のほとんどの細胞は生存していた。

以上の結果から、試料の糖外与処理に対する耐性は、アスパラガス茎頂の

頂端分裂組織で最も高く、対照的にタマネギ鱗葉組織では著しく低いこと、な

らびにキャベツ葉柄組織ではその中間程度であることが明らかになった。

(2)糖外与処理によ~細胞内糖組成の変化 糖外与処理に対する耐性の試料

間差異を明らかにするため、タマネギ鱗葉組織片およびキャベツ葉柄組織片に

糖外与処理を行い、細胞内の可溶性糖類をHPLCにより分析し、その組成の変

化を調べた (Fig.12)。なお、アスパラガス茎頂では、糖外与処理に対する耐

性が最も高い頂端分裂組織のみを摘出し分析対象とすることが技術的に困難で

あるため、本実験の対象から外した。タマネギ鱗葉組織では、ソルビトール高

濃度 (O.8M)溶液処理開始直後から組織内のソルビトール含量は漸次増加し

続け、本来含有していたフルクトース、グルコースおよびスクロースが著しく

減少した (Fig.12-A)。一方、キャベツ葉柄組織では、組織内ソルビトール

含量は、ソルビトール高濃度 (O.8M)溶液処理開始から 1時間後まで漸次増

加したが、その後はほぼ一定の状態を維持した (Fig.12-B)。また、その他

の糖では顕著な減少はみられなかった。

(3)者釈によ~浸透圧変化 jご伴う糖外与処理試料の生子字率の変化 糖外与

処理に対する耐性の試料開差異についてさらに詳しく検討するため、タマネギ

鱗葉組織およびキャベツ葉柄組織を用いて、ソルビトール高濃度 CO.8M)溶液

処理後に水を加えてO.4Mまで希釈し、浸透圧を変化させた場合の試料生存性へ

の影響について電解質漏出法により調べた (Fig.13)。キャベツ葉柄組織では、

ソルビトール高濃度 (O.8M)溶液処理後に水を加えてO.4Mまで希釈した場合

2 6 



Fig.11. CLSM images showing FDA vital staining 01 asparagus 

shoot tips treated with 0.8 M or 2.2 M sorbitol. Samples treated 

with 0.8 M sorbitol solution lor 1 day (A)， lor 3 days (B) and， lor 4 

days (C). (0) Sample treated with 2.2 M sorbitol solution lor 3 

days. Greenish-yellow and red regions correspond to survived 

cells and died cells， respectively. Scales = 100μm 
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には、試料の生存率に変化はほとんど認められなかったが、タマネギ鱗葉組織

では、希釈による浸透圧変化直後に生存率が顕著に低下した。次に、このこと

をFDA染色法により検証したところ (Fig.14)、ソルビトール高濃度 (0.8M)

溶液処理を 1時間行ったキャベツ葉柄細胞 (Fig.14-A)では、 O.4Mに希釈す

ることにより原形質復帰が観察されたが (Fig.14-B)、同様に処理したタマネ

ギ鱗葉細胞 (Fig.14-C)では、希釈による原形質復帰がみられず、 FDA活性は

急激に失われた (Fig.14-D)。これらの結果は、キャベツ葉柄組織に比べて、

タマネギ鱗葉組織が高張溶液での脱水に敏感であるとともに、浸透圧変化にも

はるかに敏感であることを示している。

(4)糖外与処理jごよ.Qタマネギ鱗葉組織・細胞の形態的変化 糖外与処

理に対するタマネギ鱗葉組織の耐性が著しく低い理由を詳細に調べるため、糖

外与処理中におけるタマネギ鱗葉細胞の形態的変化をFDA染色法により調べ

た (Fig.15)。ソルビトール高濃度 (O.8M)溶液で 1時間処理したタマネギ

鱗葉細胞の細胞質内には、多数の小胞状構造(直径0.5'"'""2.0μm)が観察され

( Fig.15-A) 、これらの小胞状構造は、液胞に由来することがわかった

(Fig.15-B)。この現象は、キャベツ葉柄組織片およびアスパラガス茎頂で

は観察されなかった(資料未掲載)。

3 .考察

タマネギ鱗葉組織片においては、糖外与処理開始直後から生存率が急激に

低下した。糖外与処理中のタマネギ鱗葉組織片では、生存率の著しい低下とと

もに、細胞内への過剰な糖の取込みおよび本来細胞内に存在していた糖の漏出

が認められたが、これらの変化は、キャベツ葉柄組織片ではみられず、アスパ

ラガス茎頂においても認められていないことから(鈴木， 1993)、糖外与処理

により、タマネギ鱗葉細胞では脱水による傷害が発生したと考えられる。これ

を裏付けるように、糖外与処理中のタマネギ鱗葉細胞では、脱水による液胞の

小胞化が認められた。また、タマネギ鱗葉組織片では、高張溶液処理後に、組

織片を浸潰している高張溶液を等張になるまで希釈すると、浸透圧変化により

3 0 



Fig.14. CLSM images showing FDA vital staining in cabbage 

pet旧lecells (A and B) and onion bulb scaly leaf cells (C and 0) 

Samples immersed in 0.8 M sorbitol solution for 1 hr (A and c) 

and in diluted 0.4 M solution for 1 hr (B and 0). Greenish-

y剖lowregions correspond to su刊ivedcells. Scales ~ 100μm 

-3 1 



Flg.15. CLSM images showing FDA vital staining 01 onion bulb sc剖yleal 

tissues treated with 0.8 M sorbitol solution lor 1 hr. (A) Three.dimensional 

image. (B) Two-dimensional image. These photographs indicate a part 01 

cytoplasm showing vesiculat旧n01 vacuole. PP， penprotoplasmic space; 

V， vacuole. Scales = 5μm 
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試料の生存率は著しく低下した。これらのことから、タマネギ鱗葉細胞は、糖

外与処理による脱水および浸透的変化に特に敏感であると考えられる。

浸透圧変化に起因する傷害発生の要因として、高張液処理に伴う脱水によ

る膜の不安定化 (Singh，1979)、高張液で処理した試料をそれより低張な溶

液に浸漬した時の浸透圧変化による膜破裂(Paltaand Lee-Stadelmann， 1983， 

Steponkus and Lynch， 1989)、高張液処理に伴う脱水による液胞の崩壊に起

因する細胞質の変質 (Lee-Stadelmannand Stadelmann， 1989; Sopina and 

Samygin， 1993)などが提唱されている。また、耐凍性の低い細胞[未馴化ラ

イムギ (Seca1ecelea1e)葉由来のプロトプラスト]の凍結脱水傷害が、試料の凍

結に伴う脱水によって起こる細胞の浸透圧感応性の喪失 (Steponkus，1984; 

Gordon-Kamm and Steponkus， 1984) と、凍結過程における原形質膜の小

胞化 (endocytoticvesiculation)に伴う原形質膜表面積の減少(不可逆的変

化)および融解過程の復水によって生ずる内圧に起因する原形質膜の破裂との

両方によって生ずることが明らかになっている。一方、これと同様の傷害が、

高張糖溶液で細胞を処理した時にも生ずることが報告されている (Steponkus

and Lynch， 1989)。本研究では、タマネギ鱗葉細胞を対象として、糖外与処

理中の脱水による細胞のFDA活性の低下、および高張糖溶液処理後の希釈に

由来する浸透圧変化がもたらす傷害を確認したが、このことは未馴化ライムギ

葉由来のプロトプラストの挙動と酷似している。

これに対して、キャベツ葉柄組織およびアスパラガス頂端分裂組織では、

糖外与処理自体による生存率の低下は少なく、むしろ糖溶液中で長時間放置し

た場合、蒸留水に浸漬した状態の試料より生存率の低下が緩やかになる傾向が

みられた(資料未掲載)。特に、アスパラガス頂端分裂組織では、キャベツ葉

柄組織で用いた糖溶液より高濃度の糖溶液中においても長時間生存したことか

ら、アスパラガス茎頂は、用いた試料の中で、糖外与処理による脱水耐性が最

も高い試料であることが明らかになった。以上の結果から、糖外与処理に対す

る耐性の低いタマネギ鱗葉組織では、糖外与処理自体が傷害をもたらすため、

糖外与処理による耐凍性の増大は困難であるが、キャベツ葉柄組織およびアス

パラガス頂端分裂組織では、糖外与処理による傷害を受けにくいことが明らか

になり、糖外与処理後の耐凍性の増大が期待される。
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第 4節 糖外与処理後の組織の耐凍性

第 3節で用いたタマネギ鱗葉組織、キャベツ葉柄組織およびアスパラガス

茎頂を用い、糖外与処理による耐凍性の変化を電解質漏出法およびFDA染色

法により調べた。

1.材料および方法

材料は、タマネギ(Alliumcepa L)鱗葉組織片、キャベツ (Brassicaoleracea 

L) 葉柄組織片およびアスパラガス (Asparagusof刀cinalisL)茎頂を用い

た。また、糖外与処理、耐凍性の評価、凍結および融解については、本章第 1

節で述べた方法に準じて行った。

2.結果

( 1 )電解質漏出法jごよ Q耐波佐の評価 タマネギ鱗葉組織、キャベツ葉

柄組織およびアスパラガス茎頂を用いて、ソルビトール高濃度 (O.8M)溶液

による糖外与処理後における試料の耐凍性 (LT50) の変化を、電解質漏出法に

より調べた (Fig.16)。タマネギ鱗葉組織では、糖外与処理時間にかかわらず、

試料の耐凍性には変化がみられず、 LT50は終始-3 oC前後を示した。一方、キ

ャベツ葉柄組織では、糖外与処理開始直後から試料の耐凍性は急激に増大し、

糖外与処理開始 3時間後には最大の耐凍性 (LT 50 ==-13 oC )に達した。しかし、

その後、糖外与処理時間の経過とともに耐凍性は徐々に低下した。アスパラガ

ス茎頂では、耐凍性は、糖外与処理直後から試料の徐々に増大し、糖外与処理

開始12時間後には最大の耐凍性 (LT50=-10
0

C) となり、その後は糖外与処理

時間の経過とともに徐々に低下した。

(2) FDA染色法によ Q耐掠佐の評価 次に、 FDA染色法により、ソルビ

トール高濃度 (O.8M)溶液による糖外与処理を 3時間行った試料の耐凍性の

変化について調べた (Fig.l7)。糖外与処理試料を、 -5
0

Cまで冷却し凍結し
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Fig.16. Differences between freezing tolerance (L Tso) of onion 

bulb scaly leaf tissues (0)， cabbage petiole tissues (ム)and 

asparagus shoot tips (口)in relation to treatment with 0.8 M 

sorbitol solution. For freezing， cooling rate of 0.05
0

C/min was 

used for onion and 0.1 oC/min for cabbage and asparagus. AII 

samples were thawed at about 1 OOC/min to room temperature 

(22
0

C). Survival was determined by ion leakage. Bars = SD 
from three preparations. 
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Fig.17. CLSM images showing FDA vital staining 01 onion 

bulb scaly leal ti田 ues(A)， cabbage petiole tissues (8) and 

asparagus shoot tips (C) treated with 0.8 M sorbitol solution 

for 3 hr and cooled slowly toーゲC.AlIs副npleswere thawed at 

aboutl0・C/minto room temperature (22・C).Greenish.yellow 

and red regions correspond to survived cells and died cells， 

respectively. Scales = 100μm 
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たところ、タマネギ鱗葉組織では、ほとんどの細胞が死滅したが (Fig.17-A)、

キャベツ葉柄組織 (Fig.17-B)およびアスパラガス茎頂 (Fig.17-C)では、

多くの細胞が生存していた。また、これらの試料をさらに-300Cまで冷却し凍

結したところ、キャベツ葉柄組織では全く生存細胞がみられなかったが

(Fig.18-A)、アスパラガス茎頂では頂端分裂組織などの組織・細胞の一部

が生存していた (Fig.18-B)。

3.考察

糖外与処理を行った場合のキャベツ葉柄組織およびアスパラガス頂端分裂

組織の凍結後における生存率は、処理時間が長くなるに従って徐々に低下した。

一方、耐凍性は、初めは糖外与処理時間の経過とともに増大し、糖外与処理が

一定時間を越えると再び減少する傾向がみられた。処理時間の増加とともに耐

凍性が徐々に増大するのは、糖が細胞内に浸透して効果を発揮するのに一定時

間が必要であるためであり、長時間の糖外与処理により再び耐凍性が減少する

のは、糖外与処理自体に対する耐性の低下と関係があるものと考えられる。凍

結保存可能なほとんどの植物試料において、糖外与処理には最適時間が存在す

ることから (Withersand Street， 1977; Maddox et al.， 1982/83; Kumu et aL， 

1983; Panis et al.， 1996; Blakesley et al.， 1996， 1997)、必要以上の長時間の糖

外与処理が、試料に傷害をもたらし、その結果として耐凍性を低下させると考

えられる。

キャベツ葉柄組織およびアスパラガス頂端分裂組織では、同一の糖外与処

理を行っても、最大の耐凍性に到達するまでの時間に差異がみられた。この理

由の一つは、キャベツ葉柄組織片では全ての断面から糖が取り込まれるのに対

し、アスパラガス頂端分裂組織では小側枝の基部にある切り口のみから糖溶液

が取り込まれ、頂端分裂組織に糖溶液が行き渡るまでに時間を要することであ

ると考えられる。アスパラガス茎頂の凍結保存では、糖を添加した固形培地に

2日間置床した茎頂を用いることにより良好な成績が得られている(金子ら，

1992) 

一方、同じの糖外与処理を行っても最大の耐凍性は試料によって異なり、

キャベツ葉柄組織では、最大の耐凍性はLT5o=-13
0Cであるのに対し、アスパ

ラガス頂端分裂組織では、一30
0

C以下 (FDA染色法)であった。この結果はお
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Fig.18. CLSM images showing FDA vital 

staining 01 cabbage pe制 etlssue (A)田 d

asparagus sh∞>t tlp (8) treated with 0.8 M 
so巾itolsolu甘onlor 3 hr and cooled slowly 

to -30・C.AII samples were thawed at 

about 10'C/min to room temperature 

(22・C).Greenish.yellow and red regions 

correspond to survived cells and died cells， 

respectively. Scales = 100μm 
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糖の取込み速度のみならず、細胞自体の性質の違いによって糖外与処理の効果が大

きく異なることを示している。この理由の一つは、アスパラガス頂端分裂組織の脱

水耐性は、キャベツ葉柄組織のそれに比べではるかに強いことにあると考えられる。
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第 2章 数種野菜組織における糖外与処理と糖の取込みおよび

耐凍性の変化

第 1章で述べたように、糖外与処理自体による脱水および浸透圧変化が害

を及ぼすタマネギ鱗葉組織を除き、糖外与処理は、キャベツ葉柄組織およびア

スパラガス頂端分裂組織の耐凍性を増大させた。この場合、キャベツ葉柄組織

およびアスパラガス頂端分裂組織に対し、同一条件下で糖外与処理を行ったに

もかかわらず、最大の耐凍性およびその獲得に要した時間に差異が認められた。

スクロース高濃度 (0.7M) 溶液処理を 24時間行ったリンゴ (Malus

domestica)およびナシ (pyruspyrifo1ia)の茎頂では、凍結保存後のシュー

ト再生率が、種間または品種間で異なり (Niinoet al.， 1992)、長期間 02

日間)のスクロース溶液処理を行ったサツマイモ (Jpomoeabatatas)の匪様

体では、凍結保存後の幼苗形成率が、遺伝子型の違いに左右されることがわか

っている (Blakesleyet al.， 1997)。

種々の糖溶液で処理したキャベツ (Brassicaoleracea capitata)の葉柄組

織では、糖外与処理時間が短時間 00分間)でも、試料は高い耐凍性を獲得
するが (Sakaiand Yoshida， 1968)、ユーカリ (Euca1yptusgrmnii)の培養細

胞由来プロトプラストでは、長時間 (14時間)にわたって細胞内に取り込まれたフル

クトースの凍害防御効果により、試料の耐凍性が増大することが報告されている

(lβborgne et al.， 1995)。

このように、試料または糖外与処理時間の違いによって、糖外与処理の凍

害防御効果に差異が生じるが、その機構を明らかにするためには、まず、試料

の違いによる糖取込みの有無、さらに、糖が取り込まれた場合における、試料

の違いによる糖取込み様式および糖の局在の差異を明らかにする必要がある。

本章では、糖外与処理後に著しく高い耐凍性を獲得するアスパラガス茎頂

の頂端分裂組織、中程度の耐凍性を獲得するキャベツ葉柄組織、および糖外与

処理によってほとんど耐凍性が変化しないタマネギ鱗葉組織を用い、主に共焦

点レーザー顕微鏡により、 luciferyellow carbohydrazide (LYCH) をトレー

サーとして用い、糖外与処理時における糖の挙動について調べた。
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第 1節 第 2章において用いる材料および共通的方法の概要

本章で用いる材料および共通的方法の詳細については、特に本節において

予め述べることとする。

1 .材料の調製

材料は、タマネギ (Alliumcepa L.)品種・札幌黄の鱗葉組織片、キャベ

ツ (Brassicaoleracea L.)品種・アーリーボールの葉柄組織片およびアスパ

ラガス (Asparagusof丘cinalisL.)品種・メリーワシントン500Wの若茎頭部

小側枝の茎頂を用いた。材料の調製は、第 1章、第 1節、 1の方法に準じて行

った。

2.糖外与処理

糖外与処理は、第 1章、第 1節、 2の方法に準じて行った。本章では、処

理糖には、主としてソルビトールを用いたが、スクロース輸送阻害剤を用いた

試験(第 3節)ではスクロースを用いた。

3.糖輸送阻害剤処理

糖輸送阻害剤処理は、 1rnMのp-chlorornercuribenzenesulfonic acid 

(PCMBS) (Sophie et a1.， 1990)を添加したスクロース高濃度 (0.8M)溶液

中に試料を 1時間浸漬することにより行った。糖輸送阻害剤処理後に試料に付

着した阻害剤は、 PCMBSを除いたスクロース高濃度 (0.8M)溶液で試料を 5

分間隔で3回洗浄して除去した。

4.凍結および融解

耐凍性検定用の試料の凍結および融解は、第 1章、第 1節、 5の方法に準
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じて行った。

フリーズ・フラクチャー・レプリカ法によりキャベツ葉柄組織の凍結に伴

う細胞内微細構造の変化を観察する場合には、試料の凍結を以下の方法で行っ

た。アルミ製ホルダーの凹部に 3'"'-' 4枚のキャベツ葉柄組織片を入れ、試料の

周囲をソルビトール高濃度 (0.8M)溶液で満たし、プログラミング・フリー

ザーを用い、第 1章、第 l節、 5に示した方法に準じて試料をホルダーごと冷

却した。植氷は、 -30Cの低温槽に試料を入れ、温度平衡後、同温の氷片を試

料に接触させることにより行った。次いで、試料を一定の冷却速度で冷却し、

所定温度に達した試料を、液体フレオン (-150
0

C) に速やかに浸潰し、急速

凍結固定を行った後、液体窒素中で保存した。

共焦点レーザー顕微鏡によりキャベツ葉柄組織の凍結および融解に伴う細

胞構造の変化を観察する場合には、試料の凍結は顕微鏡用コールド・ステージ・

ユニット(Linkam，LK-120BCS， L-600A， HFS91)を用いて次のように行っ

た。キャベツ葉柄組織片をステージ上に置床後、 -3
0

Cで温度平衡させ、同温

に冷却した植氷板により植氷し、その後、 O.lOC/minで冷却した。所定温度に

達した試料は、ユニットに付属したヒーターにより 10
0

C/minで昇温し融解し

た。

5.耐凍性の評価

第 l章、第 1節、 3 (1)の電解質漏出法を用い、所定温度まで緩速冷却

し凍結したのち融解した試料の生存率を測定し、その値に基づいて求めた生存

率曲線からLT50 (OC) を求めた。

6.糖分析

糖分析試料の調製および試料内糖の分析は、第 1章、第 1節、 4の方法に

準じて行った。

7.共焦点レーザー顕微鏡による糖の取込みの観察
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糖外与処理中における試料への糖取込みの可視化については、 Thierryらの

方法 (Thierryet al.， 1997)を参考にして行った。 1mg/mQLYCHを添加した0.8M

のソルビトール溶液に試料を所定時間浸潰した。これらの試料をLYCHを除い

た0.8Mのソルビトール溶液で 5分間隔で 3回洗浄後、速やかに共焦点レーザ

ー顕微鏡で観察した(原形質分離の進行を明瞭に示すために、 Fig.20-1のA，C

および、Fig.20-2のE，Gの試料については、試料中のLYCHを洗浄せずに観察結

果を示した)。共焦点レーザー顕微鏡による観察は、第 1章、第 1節、 3 (2) 

に示したFDA染色法と同じ設定条件で行ったが、本章では、 PMT2[Emission 

filter (540/30nm) を用いた]は、 LYCHの蛍光(緑黄色の擬似色)を検出

している。

8.フリーズ・フラクチャー・レプリカ法

フリーズ・フラクチャー・レプリカ法による凍結過程の細胞内超微細構造

変化の観察は、常法 (Fujikawa，1991) に準じて行った。アリーズ・エッチン

グ装置(JEOL，JED-7000)を用い、試料温度一110
0

C，真空度0.1X 10-4""0.2 

X 10-5Torrの条件下で試料を割断したのち、白金カーボン・ペレットを用い、

30.の傾斜角で割断面に白金を蒸着、次いで、カーボンを回転蒸着した。装置

から取り出した試料を、濃硫酸に続き市販の漂白剤に浸漬し、レプリカに付着

している試料を溶解したのち、水洗したレフリカを400メッシュの銅製グリッ

ド上に載せ、透過型電子顕微鏡 [transmissionelectron microscope (TEM) ] 

(JEOL， JEM-1200EX)を用いて加速電圧100kVで観察した。

第 2節 糖外与組織・細胞におけるfluid-phaseendocytosis 

による糖の取込み

タマネギ鱗葉組織、キャベツ葉柄組織およびアスパラガス茎頂の頂端分裂
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組織の各細胞へのfluid-phaseendocytosisを介した糖の取込みについて調べ

た。

1.材料および方法

材料は、タマネギ(Al1iumcepa L.)鱗葉組織片、キャベツ(Brassicaoleracea 

L.)葉柄組織片およびアスパラガス (Asparagusofficinalis L.)茎頂を用い

た。また、糖外与処理、凍結および融解、糖分析、共焦点レーザー顕微鏡によ

る糖の取込みの観察、フリーズ・フラクチャー・レプリカ法については、本章

第 1節で述べた方法に準じて行った。

2.結果

( 1 )糖外与処理jご伴ヨf1uid-phaseendocytosisの観察 タマネギ鱗

葉組織では、糖外与処理により生存率が急激に低下することを、第 1章で述べ

た。本節では、多くの細胞が死滅する以前の、糖外与処理開始直後から 1時間

後までの聞に、レーザー強度を100%に高めて観察を行うことにより (30%以

上のレーザー強度は蛍光の退色を早めるので、通常は使用しない)、原形質分

離細胞の原形質膜付近に0.1"'1μmの多数の小胞 (fluid-phaseendocytosis小

胞) (Fig.19-A)が観察された。また、これらの小胞の数は時間経過ととも

に増加することがわかった (Fig.19-B)。この結果は、タマネギ鱗葉組織で、

fluid-phase endocytosisによる糖の取込みが起きていることを示している。

しかし、後述するキャベツ葉柄組織およびアスパラガス茎頂の頂端分裂組織細

胞では、 3%のレーザー強度で容易にfluid-phaseendocytosis小胞が観察で

きたことから、タマネギ鱗葉組織におけるfluid-phaseendocytosisによる糖

の取込みはキャベツ葉柄組織およびアスパラガス茎頂の頂端分裂組織細胞に比

べではるかに少量であることが明らかになった。
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キャベツ葉柄組織においても、糖外与処理時間の経過に伴う原形質分離の

進行とfluid-phaseendocytosisによる糖の取込みが観察された。糖外与処理

開始15秒後の細胞では、原形質分離はほとんど観察されず (Fig.20-1，A)、

fluid-phase endocytosis小胞は観察されなかった (Fig.20-1，B)。しかし、

糖外与処理開始10分後の細胞では、原形質分離の進行 (Fig.20-1，C) と、直

径0.5""'3.0μmの多量のfluid-phaseendocytosis小胞 (Fig.20-1，D)が観察

された。糖外与処理開始 1時間後の細胞では原形質分離はさらに進行し

(Fig.20-2，E)、直径3.0μm以上のfluid-phaseendocytosis小胞が多数存在

することが確認された (Fig.20-2，F)。さらに、糖外与処理開始 3時間後の

細胞では、原形質分離のさらなる進行はみられなかったが (Fig.20-2，G)、

小胞が巨大化する傾向 (5""'10μm)が観察された (Fig.20-2，H)。

アスパラガス茎頂の頂端分裂組織においても、 fluid-phaseendocytosisに

よる糖の取込みが観察された (Fig.21)。糖外与処理開始10分後には、若干

原形質分離を起こした細胞にfluid-phaseendocytosisが起こっていることが、

試料の随所で観察された (Fig.21-A)。これらの細胞には、直径0.5""'2.0μm

のfluid-phaseendocytosis小胞が多数存在していた (Fig.21-B)。糖外与処

理開始30分後には、小胞内のLYCHとは別に、細胞質中に一様に拡散したLYCH

がみられた (Fig.21-C)。さらに、糖外与処理開始 3時間後には、 LYCHを

含むfluid-phaseendocytosis小胞の数は増加し、細胞質中に一様に存在する

LYCHの蛍光もさらに濃くなっていた (Fig.21-D)。これらの結果は、アス

パラガス茎頂の頂端分裂組織が、用いた試料中で最も多量の糖を取り込んでい

ることを示唆している。

以上の結果は、いずれの試料においても、 fluid-phaseendocytosis小胞が、

糖外与処理時間の経過とともに増加することを示している。また、タマネギ鱗

葉組織では少なくとも6時間、キャベツ葉柄組織およびアスパラガス頂端分裂

組織では少なくとも 2日間は、 fluid-phaseendocytosis小胞は消滅すること

なく細胞内に存在した(資料未掲載)。

(2) 凍結および崩解時におげるヰャベツ葉柄組織・細胞内のf1uid-

phase endocytosis/j、胞の挙動次に、 fluid-phaseendocytosis小胞が凍

46 



Flg.20-1. CLSM images showing sugar loading into cabbage petiole 

cells treated with 0.8 M sorbitol solution containing 1 mg/ml L YCH lor 

15 sec (A and B)， and lor 10 min (C and D). (A and C) Samples 

belore washing. (B and D) Samples after washing. Greenish-yellow 

and red regions correspond to Iluorescence 01 L YCH and auto-

刊uorescence01 chloroplasts， respectively. Cp， chloroplasts; PP， 

periprotoplasmic space; V， vacuole. Arrowheads show intracellular 

vesicles incorporated by Iluid-phase endocytosis. Scales = 10μm 
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Flg.2Cト2.CLSM images showing sugar loading into cabbage petiole 

celis treated with 0.8 M sorbitol solution ∞ntaining 1 mg/ml L YCH lor 
1 hr (E田 dF)， and lor 3 hr (G and H). (E and G) Samples belore 

washing. (F and H) Samples after washing. Greenish苧yellowand red 

regions correspond to f1uorescence 01 L YCH and auto-fluorescence 

01 chloroplasts， respectively. Cp， chloroplasts; CW， celi walis 

Arrowheads show intraceliular vesicles incorporated by Iluid.phase 

endocytosis. Scales = 10μm 

. 4 8 



Fig.21. CLSM images showing sugar loading into asparagus 

shoot tip cells treated with 0.8 M sorbitol solution containing 

1 mg/ml LYCH lor 10 min (A and B). lor 30 min (C)， and lor 3 hr 

(0)， and then washed. Greenish.yellow and red regions 

correspond to刊uorescence01 L YCH and auto.lluorescence 01 

chloroplasts， respectively. Arrowheads show intracellular vesicles 

incorporated by刊uid.phaseendocytosis. Sc剖es= 10μm 
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結により破壊されることにより、小胞内の糖が細胞質に拡散する可能性につ

いて調べた。 LYCHを含むソルビトール高濃度 (0.8M)溶液中で3時間処理し

たキャベツ葉柄組織の細胞内には、 LYCHを含むfluid"":phaseendocytosis小

胞が多数存在したが (Fig.22-A)、この試料を-100Cまで冷却し凍結しでも、

細胞内の小胞は、 LYCHを含んだまま、細胞の変形に応じて移動した

(Fig.22-B)。さらに、試料を-200Cまで冷却し凍結したのち急速融解しても、

依然として細胞質内にはLYCHを含む小胞が多数存在していた (Fig.22ーC)。

同様の現象は、アスパラガス茎頂の頂端分裂組織・細胞においても観察され

た(資料未掲載)。

次に、 fluid-phaseendocytosis小胞をフリーズ・フラクチャー・レプリカ

法により観察した (Fig.23)。試料を常温から急速凍結固定した場合には、細

胞内に大きな氷晶が形成され、細胞内微細構造の観察は困難であるため、試料

を緩速冷却し、ある程度凍結脱水した上で急速凍結固定した。この場合、細胞

内微細構造を破壊するほどの大きさの氷晶は形成されない。ソルビトール高濃

度 (0.8M)溶液で10分間処理したのち、 -150Cまで冷却し凍結したキャベツ

葉柄組織の細胞は著しく変形し (Fig.23-A) 、細胞内には、 fluid-phase

endocytosis小胞(直径0.5'"2.0μm) と大きさが一致する多数の小胞が観察

された (Fig.23-B)。これらの結果は、キャベツ葉柄組織およびアスパラガ

ス頂端分裂組織において、fluid-phaseendocytosisにより取り込まれた糖は、

時間経過および凍結・融解に関わらず、そのほとんどが小胞内に隔離された状

態にあることを示している。

3.考察

糖は、その分子の大きさから、原形質膜を自由に透過できず、その透過に

は、糖輸送体やfluid-phaseendocytosisの介在が必要であることが知られて

いる。 fluid-phaseendocytosisは、高張条件下で原形質膜が陥入することに

より細胞外物質を細胞内に取り込むという非特異的膜輸送システムであり、タ
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Flg.22. CLSM images showing movemenl 01 incorporaled 

endocytolic vesicles (arrowheads) in cabbage peliole cells 

(A) Sample Irealed wilh 0.8 M sorbilol solulion conlaining 

1 mg/ml L YCH lor 3 hr and washed. (8) Sample 01 (A) 

cooled al 0.1 "C/min 10・10・C.(C) Sample 01 (日)Ihawed al 
aboul 10"C/min 10 10・C.Greenish-y剖lowand red regions 
correspond 10 fluorescence 01 L YCH and aulo-

fluorescence 01 chloroplasls， respeclively. Scales = 10μm 
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Fig.23. Freeze-replica images showing ultrastructures in cabbage 

petiole cells treated with 0.8 M sorbitol solution for 10 min and cooled at 

0.1
0

C/min to ・15
0

C.(A) Numerous endocytotic vesicles in frozen cell. 

(昌)High magnification of endocytotic vesicles.巳 extracellularice 

crystals; P臨， plasma membrane. Scales = 5μm. 

5 2 咽



マネギ (A1liumcepa) の皮層細胞 (Oparkaet al.， 1990) 、アカザ

(Chenopodium album)の培養細胞 (Wartenberget al.， 1992)、ツユク

サ (Commeliacomm unis)の葉 (Hillmeret al，. 1990)、ダイズ (Glycine

max) の葉 (Tanchaket al.， 1984; Joachim and Robinson， 1984)など多くの

植物細胞でその存在が知られている。とのように、高張の糖溶液で植物細胞

を処理した場合、細胞は fluid -phase en docytosisによって、さかんに糖溶

液を取り込むことがわかっている。

本研究では、試料への糖の取込みを、トレーサーとしてLYCHを用い、共

焦点レーザー顕微鏡で観察した。その結果、用いた全ての試料において、

fluid-phase endocytosisによる糖の取込みが観察された。また、 fluid-phase

endocytosis小胞は、処理時間の経過とともに増加し、その後、少なくとも数

時間の間は、 LYCHを内包したまま細胞内に存在することが確認された。キャ

ベツ葉柄組織およびアスパラガス茎頂においては、試料を等張条件に戻した場

合においても、これらのfluid-phaseendocytosis小胞は細胞質内に存在して

いた(資料未掲載)。タマネギ皮層細胞においても、試料を等張条件に戻した

ときに、 fluid-phaseendocytosis小胞が細胞質内に残存し、時間が経過して

も消失しないことが報告されている (Oparkaet al.， 1990)。本研究で用い

た全ての試料でみられたfluid-phaseendocytosisは、 Oparkaらが報告した

fluid-phase endocytosisの挙動と一致している。しかし、アカザ培養細胞由

来のプロトプラストでは、高張条件下で生じたfluid-phaseendocytosis小胞

が、等張条件下で消失することから、等張条件で小胞が細胞膜へ再融合し、細

胞膜として再利用されている可能性が考えられている (Wartenberget al.， 

1992)。

低温馴化したライムギ (Seαlecel，白le) の葉由来のフロトプラストでは、

凍結または高張条件によりexocytoticextrusion (細胞の収縮に伴う、細胞外

側への細胞膜の突出)が可逆的に起きる場合、それらが脱水収縮から細胞を保

護する役目を果たすが、未馴化ライムギ葉由来のプロトプラストでの、

endocytotic vesiculation (細胞の収縮に伴う、細胞内側への細胞膜の小胞化)

は、脱水傷害の表れであることが示唆されている (Gordon-Kammand 

Steponkus， 1984)。また、高張条件下における未馴化のArabidopsisthaliana 
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の葉由来のプロトプラストでみられるexocytoticextrusionもまた、脱水傷害

の現れとされており (Uemuraet al.， 1995)、原形質膜の小胞化が、膜表面

積の不可逆的な減少を招き、融解時の復水により破裂を誘起すると考えられて

いる。

本研究でみられたfluid-phaseendocytosisは、いわば高張条件下における

原形質膜の不可逆的な小胞化であり、 fluid-phaseendocytosis後のタマネギ

鱗葉組織細胞は浸透圧変化により傷害を受けたことから、タマネギ鱗葉細胞で

起乙る fluid-phase endocytosisは、未馴化ライムギの endocytotic

vesiculationと同様に、脱水傷害の表れであると考えられる。これに対し、キ

ャベツ葉柄組織の細胞およびアスパラガス茎頂の頂端分裂組織細胞でみられた

fluid-phase endocytosisは、これらの組織が浸透圧変化に対して耐性をもつ

ことから、脱水傷害の現れとは考えにくい。しかし、これらのfluid-phase

endocytosis小胞が膜に再融合した形跡がみられないことから、脱水傷害の防

御的役割を果たすと断定することはできない。キャベツ葉柄組織の細胞および

アスパラガス茎頂の頂端分裂組織の原形質分離細胞において、原形質復帰時の

膜の再拡充がどのように起こるかについては明らかでなく、今後の検討を要す

る。

キャベツ葉柄組織の細胞およびアスパラガス茎頂の頂端分裂組織細胞で観

察されたfluid-phaseendocytosis小胞は、 LT50近傍の温度まで冷却し凍結し

た場合においても、また引き続き融解した時点においても、消失しなかった。

乙れらの結果は、 fluid-phaseendocytosisで取り込まれた糖が、凍結・融解

後も小胞内から細胞質部分へ放出されていないことを示唆しており、 fluid-

phase endocytosis小胞内の糖が、耐凍性の増大に関与している可能性は低い

と考えられる。

第 3節 糖外与組織・細胞における耐凍性向上と糖輸送体に

よる糖の取込みとの関連
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本章第2節で述べたように、 fluid-phaseendocytosis小胞は、凍結・融解

後もその形態をほぼ維持し、 LYCHの蛍光を保持しており、小胞内の糖が細胞

質部分へ放出された形跡はみられず、小胞内に隠離された糖の耐凍性に及ぼす

影響については現在のところ不明である。そ乙で本節では、キャベツ葉柄組織

の細胞およびアスパラガス茎頂の頂端分裂組織細胞への、 fluid-phase

endocytosis以外を介して取り込まれた糖(糖輸送体により取り込まれた糖)

の耐凍性に及ぼす影響について、糖輸送阻害剤を用いて調べた。

1.材料および方法

材料は、キャベツ (Brassicaoleracea L.)葉柄組織片およびアスパラガス

(Asparagus officinalis L.)茎頂を用いた。また、糖外与処理、糖輸送阻害

剤処理、凍結および融解、耐凍性の評価、糖分析、共焦点レーザー顕微鏡によ

る糖の取込みの観察については、本章第 1節で述べた方法に準じて行った。

2.結果

( 1 )耐凍佐に及ぼす糖輸送庖害剤の影響電解質漏出法で評価したキャ

ベツ葉柄組織の耐凍性は、未処理試料ではLT50=ー3.7
0

Cであったが、スクロー

ス高濃度 (O.8M)溶液処理開始 1時間後にはLT50=-goCとなり、増大した。し

かし、糖溶液にスクロース輸送体の阻害剤であるPCMBSを添加すると、

LT50=-5.rcとなり、耐凍性は減少した (Fig.24)。また、電解質漏出法で評

価したアスパラガス茎頂の耐凍性は、未処理試料ではLT50=ー2.8
0Cであったが、

1時間のスクロース高濃度 (O.8M)溶液処理により、 LT50=-6.6
0

Cとなり、

PCMBSの添加により、 LT50=-5
0

Cとなった。

(2)細胞内への糖の取込みに及ぼす糖輸送胆害剤の影響 スクロース高

濃度 (O.8M)溶液で 1時間処理したキャベツ葉柄組織から多量のスクロース
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Fig.24. Differences between freezing tolerance (LTso) of 

cabbage petiole tissues (口)and asparagus shoot tips (・)in 

relation to treatment with 0.8 M sucrose solution for 1 hr in 

the presence or absence of 1 mM sucrose transpo吋inhibitor

[p-chloromercuribenzene sulfonic acid (PCMBS)]. NoT.， no 

treatment. AII samples were cooled at 0.1 oC/min and thawed 

at about 10
o
C/min to room temperature (22

0

C). Survival was 

determined by ion leakage. Bars = SD three from 
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が検出されたが、糖溶液に PCMBSを添加することにより細胞内のスクロー

ス含量は減少した (Fig.25)。さらに、 PCMBSが処理溶液内に存在しても、

スクロース高濃度 (O.8M)溶液で 1時間処理したキャベツ葉柄組織およびア

スパラガス茎頂の fluid-phaseendocytosis小胞の形成が起きることが、共

焦点レーザー顕微鏡により確認された (Fig.26)0 (1 )の結果と合わせて、

これらの結果は、糖輸送阻害剤によって、糖輸送体を介したスクロースの取

込みが減少し、耐凍性が低下したことを示しており、糖輸送体を介して取り

込まれる糖が、糖外与処理の耐凍性増大機構において重要な役割を果たして

いることを示している。

3.考察

糖輸送体は、原形質膜 (Franciscoet al.， 1995; Marquat et al.， 1997)や液

胞膜 (Getzand Klein， 1995; Shiratake et al.， 1997)に多数存在し、プロト

ン勾配(Shiratakeet al.， 1997)やK+などの無機イオンの濃度差(Brownet al.， 

1997)により、 ATP(Brown et al.， 1997)を共役エネルギーとして糖を輸送

していると考えられている。また、輸送体には糖特異性が存在し、例えばスク

ロース輸送体は主としてスクロースを輸送することが知られている (Marquat

et al.， 1997)。

本実験では、スクロース輸送体に対する特異的な輸送阻害剤であるPCMBS

を糖溶液に添加したのち、キャベツ葉柄組織およびアスパラガス茎頂組織に糖

外与処理を行ったところ、 PCMBSがfluid-phaseendocytosisを抑制しないに

もかかわらず、スクロース溶液処理の耐凍性増大効果は著しく抑制されること

が示された。これらの結果から、糖外与処理の耐凍性増大効果は、 fluid-phase

endocytosisを介して取り込まれた糖よりもむしろ、糖輸送体を介して取り込

まれた糖に起因していると考えられる。

しかし、 PCMBSを添加した糖溶液で処理した試料の耐凍性が未処理試料の

耐凍性を上回ることから、 fluid-phaseendocytosisにより細胞内に取り込ま

れた糖にも凍害防御効果がある可能性も否定できない。また、 PCMBSは全て
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Fig.25. Differences in sugar contents and compositions in cabbage petiole 

tissues in relation to treatment with 0.8 M sucrose solution for 1 hr in the 

presence or absence of 1 mM PCMBS. NoT.， no treatment. Bars = SD from 
three preparations. 
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Fig.26. CLSM images showing sugar loading into a cabbage petiole cell (A) 

and asparagus shoot tip cells (8) treated with 0.8 M sucrose solution in the 

presence 01 1 mM PCMBS. After the treatment， all samples were washed 

Greenish-yellow regions correspond to fluorescence 01 LYCH. V， vacuoles 

Scales = 10μm 

-5 9 



のスクロース輸送体の働きを阻害するわけではないので、 PCMBSで輸送阻害

されずに取り込まれた糖の凍害防御効果も無視できない。いずれにしても、細

胞内に取り込まれる糖には、 fluid-phaseendocytosisによって取り込まれほ

とんど耐凍性増大に関与しない糖と、輸送体により取り込まれ耐凍性増大に関

与する糖とが存在すると考えられる。すなわち、細胞内の糖を分析した結果の

みではこれらの区別ができないので、細胞内糖と耐凍性との関連性を調べる場

合には、細胞内に糖の局在性に注意する必要がある。

ニンジン (Daucuscarota)の培養細胞では、 1mM PCMBS処理時間が 1

時間以内であれば、細胞に傷害は発生しない (Thierryet al.， 1997)。さら

に、種々の植物組織を用いた、 PCMBSによるスクロース輸送阻害実験では、

PCMBS処理は通常2""' 4mM PCMBS水溶液で 3時間まで行われている

(Bourquin et al.， 1990; Beruter and Studer-Feusi， 1995; Shiratake et al.， 

1997)。本研究では、スクロース輸送を阻害するために、キャベツ葉柄組織

に対して1mMPCMBS水溶液で試料を 1時間処理しているが、 PCMBS自体の

害作用について予備実験的に検討した結果、溶液に添加した1mMPCMBSの

キャベツ葉柄組織に対する害作用は、処理開始3時間後から 5時間後に現れる

ことが明らかになった(資料未掲載)。すなわち、本実験で用いた1mMPCMBS

水溶液処理は 1時間以内であれば、スクロース輸送を阻害する影響を除き、組

織に対する影響は、極めて低いと思われる。
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第 3章 糖外与野菜組織における糖含量および耐凍性の変動と

細胞内構造の変化

第 2章において、長時間の糖外与処理後のキャベツ葉柄組織およびアスパ

ラガス茎頂の頂端分裂組織では、細胞内への糖の取込みが起こり、これにより

耐凍性が高まることを示した。しかし、特にキャベツ葉柄組織では、細胞内に

糖が十分に取り込まれないと考えられる短時間の糖外与処理によっても、耐凍

性の増大が認められた。

キャベツ葉柄組織では、わずか10分間のグルコース高濃度(1.0M)溶液処

理が組織の耐凍性を著しく増大させ、その耐凍性が試料の水洗により減少する

ことが報告されている (Sakaiand Yoshida， 1968)。彼らは、この事象を、細

胞外に存在する糖の耐凍性増大効果と考えたが、その機構の詳細については明

らかにしていない。

一般に、植物細胞は、糖溶液処理などの高張条件にさらされると、短時間

で原形質分離を起こすことが知られている(Lee-Stadelrnannand Stadelrnann， 

1989)。コムギ (Triticumtimopheevi)培養細胞では、スクロース溶液処理

時に起きる原形質分離が、凍結脱水時における細胞の変形および生体膜の構造

変化を抑制し、凍害を軽減すると考えられており (Sopinaand Samygin， 

1993)、また、ジャガイモ (Solanumtuberosum)培養細胞では、細胞内に

浸透しない高分子のポリエチレングリコール1000を含む高張溶液中での処理

が耐凍性の増大をもたらすこと、およびジャガイモ培養細胞由来のプロトプラ

ストの耐凍性が培養細胞の耐凍性を上回ることなどから、凍結時に起こる細胞

壁の変形による機械的ストレスが、凍結傷害の発生を助長すると考えられてい

る (Taoet al.， 1983)。このように、いずれの研究においても、高張溶液処

理による原形質分離の発生が、耐凍性増大効果をもつことが示唆されている。

本章では、キャベツ葉肉組織を用いて、短時間の糖外与処理によって現れ

る耐凍性増大効果の機構を明らかにするために、主としてCryo-SEM、法および

フリーズ・フラクチャー・レフリカ法を用い、組織の凍結に伴う細胞構造の変

化を観察した。また、これと関連して、凍結傷害への細胞壁の関与を検証する

ため、キャベツ葉肉組織・細胞の凍結に伴う構造的変化と葉肉組織由来プロト

プラストの凍結に伴うそれとをCryo-SEM法により比較した。
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第 1節 第 3章において用いる材料および共通的方法の概要

本章で用いる材料および共通的方法の詳細については、特に本節において

予め述べることとする。

1 .材料の調製

( 1 )組織の調製 4
0

Cで3'"'-'4か月間低温貯蔵してあったキャベツ (Brassica

olera.cea L.)品種・ゴールドサワーの結球の外側から 3ないし4枚目の葉を

切り離し、その葉肉組織を剃万で5Ill1llX2Ill1llXO.5Ill1ll (厚さ)の切片に調製した

のち材料として用いた (Fig.27)。

(2) プロトプラストの調製 プロトプラストを作製するためのキャベツ

葉肉組織 (Fig.28)は、 1995年11月中旬から1997年12月上旬に北海道大学低

温科学研究所温室(室温26
0

C、湿度70%)で育成し、 4
0

C/20C (昼/夜，16時

間日長)で30日間低温処理したキャベツ (Brassicaoleracea L.)品種・アー

リーボールの幼植物(草丈約15cm) から、第4葉から第 7葉までの本葉を採

取して用いた。

プロトプラストは以下の手順で単離した。葉の表面をカーボン・パウダー

でこすり、洗浄液 [25mMグルコース、 0.1% bovine serum a1bumin (BSA)、

2 mM  CaC12および0.45Mソルビトールを添加した溶液 (pH5.7)]で洗浄し

たのち、剃万で幅0.5mmに細断した。約 2g (生重)の細断試料を酵素液 [1%

Cellulase Onozuka R-10、0.4%Macerozyme R-10、0.5%デキストラン硫

酸カリウム、 25mMグルコース、 0.8% BSA、2mM3-(n-morpholino) 

ethansulfonic acid (MES)、5mMCaC12および0.41Mソルビトール (pH5.7)] 

10mQに浸漬し、 300Cの恒温振とう器 (80rpm)で4時間振とうした。次いで、

60メッシュのナイロンメッシュで酵素液を漉過し、上清を、 25mMグルコース、

0.8%BSA、2mMMESおよび0.53Mスクロースを添加した溶液 (pH5.7)上に

載せ、 800rpmで2分間遠心分離したのち、密度勾配境界面上に集まったプロ

トプラストを回収した(スクロース密度勾配遠心法)。このプロトプラストを
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Fig.27. Mesophyll tissue segments [5mmX2mmXO.5mm 

(thickness)] ex印sedlrom mature head leaves 01 cabbage 

(Brassica oleracea L. cv. Gold sour) used lor experiment 

Sc剖e=5mm 
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一
Fig.28. Mesophyll tissue segments [5mm X 2mm X O.5mm 

(thickness)] excised from true leaftet from 30-day-old 

cabbage plantlets (Brassica oleracea L. CV. Ea同yBall) (about 

15cm in height) used for experiment. Scale = 5 mm 
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洗浄液中に 5X 105個 /mQの密度で再懸濁させ、懸濁液を実験に用いた

(Figs.29-A，B)。プロトフラストの対照試料として、 30日間低温処理したキ

ャベツ実生の葉の葉肉組織片 [5mmx 2皿 x0.5mm (厚さ)]を用いた。

2.糖外与処理

糖外与処理は、試料を所定濃度(実験結果を表す図中に示した)の糖溶液

(pH5.7)中に所定時間(図中に示した)浸潰することにより行った。なお、

糖外与処理後の組織表面に付着した糖溶液は漉紙で拭い取った(糖外与処理試

料)。¥対象とした糖は、グルコース、ガラクトース、マルトース、スクロース、

ソルビトール、マンニトールであるが、実験によっては特定の糖のみを用いた

(図中に示した)。必要に応じて、糖外与処理試料を水洗したものを用いた(図

中に示した)。試料の水洗は、蒸留水により 5分間隔で3回すすいだのち、試

料表面に付着した水分を漉紙で拭い取ることにより行った。糖外与処理試料の

対照試料として、処理を全く施さない試料(未処理試料)を用いた。

3.凍結および融解ならびに耐凍佐の評価

( 1 )糖外与処理におげる糖の種類・濃度および処理時間と耐凍佐の変

化 jご関する実験(第2節j 、および短時局糖外与後の組織・細胞におげ

る凍結中の構造変化と戚解後の生存性の変化jご関する実験(第4節)の

場合:試料の凍結および融解は次のように行った。試料を凍結媒液(未処理

試料には蒸留水を用い、糖外与処理試料には同組成の糖溶液を用いた)ととも

に5mQ容試験管(電子顕微鏡観察用試料の場合にはアルミ製ホルダー)に入れ、

-3
0

Cで温度平衡させ、試験管内液面に氷片を接触させて(電子顕微鏡観察用

試料の場合には試料に直接氷片を接触させて)植氷した。次いで、一50C、-7.50C、

-100C、-12.50C、-150C、-200C、-300C、-400Cの低温槽に試験管(凍結媒液

と試料が入っている)を順次移すこと[各温度には 1時間おき温度平衡させた

(平衡凍結)]により冷却した(段階的冷却法、平均冷却速度は約0.040C/min)。

所定温度で平衡させたのち、耐凍性検定用の試料は、速やかに槽外に取り出し、
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Fig周29圃 Protoplastsderived from mesophyll tissues of 

cabbage (Brassica oleracea L. cv. Early 8all). (A) Light 

microscope image. 邑)Fluorescence microscope image 

after FDA staining. Scales = 100μm. 
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4
0

Cで緩速融解(約0.3
0

C/min) したのち、第 1章、第 1節、 3 (1)の電解

質漏出法に準じて生存率を算出し、耐凍性を評価した。一方、所定温度に達し

た電子顕微鏡観察用の試料は、直ちに液体フレオン (-150
0

C) に浸潰して凍

結固定後、液体窒素中に保存した。段階的冷却を行った電子顕微鏡観察用試料

の対照試料として、室温から液体フレオンに直接浸潰して急速凍結固定した試

料を用いた。

(2)組織・細胞の凍結jご伴う生存性の変動および梼造変化におげる差

異と細胞壁の有無との相互/MJ道 jご関する組織ーアロトプラスト実験系に

よる検証(第 5節)の場合:フロトフラストと組織の耐凍性および凍結に

伴う構造変化に関する比較実験では、試料の凍結および融解は次のように行

った。組織またはプロトプラストを凍結媒液(フロトプラスト懸濁液と同組

成の溶液)とともに 5mQ容試験管(電子顕微鏡観察用試料の場合にはアルミ

製ホルダー)に入れ、 -30Cで温度平衡させ、試験管内液面に氷片を接触させ

て(電子顕微鏡観察用試料の場合には試料に直接氷片を接触させて)植氷し

た。次いで、プログラミング・フリーザーを用いて冷却した(O.lOC/min)。

一方、所定温度に達した耐凍性検定用の試料は、速やかにフリーザー外に取

り出し、 40Cで緩速融解したのち、第 1章、第 1節、 3 (1)の電解質漏出法

に準じて耐凍性の評価を行った。所定温度に達した電子顕微鏡観察用試料は、

液体フレオンに速やかに浸漬し急速凍結固定したのち、液体窒素中に保存し

た。また、緩速冷却を行った電子顕微鏡観察用試料の対照試料として、室温

から液体フレオンに直接浸潰して急速凍結固定した試料を用いた。

4.糖分析

糖分析用試料の調製および組織内糖の分析は、第 1章、第 1節、 4の方法

に準じて行った。糖分析は、未処理試料、 10分間のグルコース溶液処理後の

試料、 10分間のグルコース溶液処理後に水洗した試料、 3時間のグルコース

溶液処理後の試料、 3時間のグルコース溶液処理後に水洗した試料について行

った。分析は2反復とし、その平均値を求めた。
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5.Cryo-SEM法

凍結過程における組織・細胞構造の変化に関するCryo-SEM法による観察

は、常法(藤川ら， 1988)に準じて行った。 Cryo-SEM(JEOL， JSM-840A) 

内のCryo-unitを用い、試料温度-1050C，真空度10-4Torrの条件下において試

料をナイフで割断し、試料温度を約-95
0

Cまで昇温して10分間エッチングを行

ったのち、白金カーボン・ペレットを用い、割断面に回転蒸着した。次いで、

試料を-1600Cに保持したSEMの試料台に移し、加速電圧 5kVで二次電子像を

観察した。

6.フリーズ・フラクチャー・レプリカ法

試料のフリーズ・フラクチャー・レプリカの作製および観察は、第 2章、

第 1節、 8の方法に準じて行った。原形質膜構造変化の出現頻度は、電子顕微

鏡画像中から任意に選定した30の原形質膜区画(1区画を 1μばとした)に

出現した構造変化の観察数を計測し、区画数で除した値によって表した。

第 2節 野菜組織・細胞への糖外与処理(高濃度糖溶液浸漬法)

における糖の種類・濃度および処理時間と耐凍性向上

との関連

キャベツ葉肉組織を用い、組織の耐凍性に及ぼす糖外与処理(高濃度糖溶

液浸漬法)の影響について、糖の種類・濃度および処理時間に着目し、電解質

漏出法により調べた。
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1.材料および方法

材料は、キャベツ (Brassicaoleracea L.)品種・ゴールドサワーの結球葉

の葉肉組織片を用いた。また、材料の調製、糖外与処理、凍結および融解、耐

凍性の評価については、本章第 1節で述べた方法に準じて行った。

2.結果

( 1 )糖タエ与処理におげる糖の種類と耐凍位向上との局運 キャベツ結球葉

の葉肉組織を用いて、種々の糖の高濃度(1.0M)溶液による10分間の糖外与

処理後の耐凍性の変化について、電解質漏出法により調べた (Fig.30)。未処

理試料のLT50は-4.5
0Cであったが、グルコース、ガラクトース、スクロース、

マルトースまたはソルビトールの1.0M溶液による処理後の耐凍性は有意な増

大を示した (-16
0

C孟LT50孟-17.5
0C)。しかし、1.0Mマンニトール溶液処理

後の試料のLT50は-8
0Cであり、耐凍性を増大させる働きは、上述の糖に比べて、

はるかに小さかった。この結果から、マンニトールを除いたほかの糖について

は、短時間の糖外与処理によって、ほぼ同じ耐凍性増大効果を示すことが明ら

かになった。

次に、植物組織の凍結保存の際に頻繁に用いられるグルコースの耐凍性増

大効果について詳細に検討したところ、以下のような事象が明らかになった。

(2)糖外与処理jごおげる糖濃度と耐凍位向上との関連 処理時間を10分間

として、グルコース濃度の変化と耐凍性の変化との関連について調べたところ

(Fig.31)、試料の耐凍性は、グルコース濃度が上昇するとともに増大し、用

いた濃度の中で最も高い1.0M溶液で処理したときに最大となった (LT50=-

17.50C)。

(3)糖外与処理jごおげる処理時局と耐凍位向上との関連 グルコース高濃

度(1.0M)溶液を用いて処理時間の変化と耐凍性の変化との関連について調
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Fig.30. Differences between freezing tolerance (L Tso) of cabbage 
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べたところ (Fig.32)、試料の耐凍性は、糖外与処理開始直後に著しく増大し、

糖外与処理開始3時間後まで高い値を維持した。しかし、 3時間を超えると、

耐凍性は減少に転じた。この結果から、キャベツ葉肉組織の最大の耐凍性(-

17.50C孟LT50註ー18
0C)は、グルコース高濃度(1.0M)溶液処理開始10分後

から 3時間後まで保持されていることがわかった。

(4)糖外与処理におげる処理時間および水洗処理と耐凍位向上との厨道

グルコース高濃度(1.0M)溶液処理開始10分後、 3時間後、 6時間後の試

料を用い、処理直後と水洗後の耐凍'性を比較したところ (Fig.33)、未処理試

料の耐凍性は水洗によってほとんど変化しなかったが、グルコース溶液処理開

始10分後の試料では、糖外与処理によって現れた高い耐凍性が、水洗により

著しく低下した。しかし、グルコース溶液処理開始3時間後の試料では、得ら

れた高い耐凍性は水洗後においてもほとんど変化しなかった。また、グルコー

ス溶液処理開始6時間後の試料では、糖溶液処理後の耐凍性が水洗により著し

く低下した。

3.考察

植物組織の凍結保存の際に用いられる糖外与処理は、細胞内に糖を取り込

ませるために長時間行う場合が多い (Withersand Street， 1977; Maddox et al.， 

1982/83; Blakesley et al.， 1996， 1997)。しかし、長時間にわたって糖を細胞

内に取り込ませた場合には、糖の種類により耐凍性増大効果に差が現れること

が知られており (Sakaiand Yoshida， 1968)、この差は、個々の糖の特性に

起因する非束一的なものと考えられる。これに対し、糖が細胞内に浸透してい

ない場合には、非束一的な糖分子の働きとは関係なく、糖溶液のもつ束一的な

浸透圧ストレスのみによる耐凍性増大効果が現れるものと考えられる。すなわ

ち、本実験では、キャベツ葉肉組織を、種々の糖の1.0M溶液で10分間処理し

たところ、マンニトールを除いた他の糖で、同等の耐凍性増大効果が認められ

たが、これは、短時間糖外与処理の耐凍性増大効果が、糖溶液のもつ溶液とし
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ての束一的性質によることを示している。短時間糖外与処理に用いた糖溶液の

中で、1.0Mマンニトール溶液の耐凍性増大効果のみが低いことが明らかにな

ったが、この事象は、植氷温度 (-30C)の溶液中で析出するマンニトールの

性質(資料未掲載)に関係していると思われる。すなわち、マンニトール溶液

では、植氷後に凍結濃縮される過程で結晶が析出し、浸透価が一定値以上に上

昇せず、糖溶液のもつ束ー的な浸透圧効果が抑制されたためであると考えられ

る。

10分間のグルコース高濃度(l.OM)溶液処理を行った場合に、グルコース

濃度の上昇に伴い耐凍性が増大したことは、短時間糖外与処理の効果が、糖溶

液の浸透圧変化に起因することを裏付けている。さらに、 10分間のグルコー

ス高濃度(l.OM)溶液処理による耐凍性増大効果が試料の水洗により消失し

たことは、短時間糖外与処理の効果が、細胞内に取り込まれていないところの、

細胞の表面、細胞問中層ならびに細胞膜と細胞壁の聞に存在する、いわゆる細

胞外の糖に由来する可能性を示している。これらのことから、キャベツ葉肉組

織でみられた短時間糖外与処理の耐凍性増大効果は、細胞内に取り込まれてい

ない外在の糖分子の密度によってもたらされる束一的な浸透圧効果によると推

察される。

第 3節 野菜組織・細胞に対する糖外与処理(高濃度糖溶液

浸漬法)の時間と糖取込み量との関連

キャベツ葉肉組織を用い、組織への糖の取込み量に及ぼす糖外与処理(高

濃度糖溶液浸漬法)の影響について調べた。

1.材料および方法

材料は、キャベツ CBrassicaoleracea L.)品種・ゴールドサワーの葉肉組
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織片を用いた。また、材料の調製、糖外与処理、糖分析については、本章第 l

節で述べた方法に準じて行った。本章の糖分析においては、糖外与処理後に水

洗を行わない試料の糖含量を以て、組織内[細胞内(細胞質、液胞などの細胞

内小器官を示す)と細胞外(原形質膜、細胞壁および両者の間隙、ならびに細

胞間中層を示す)]に存在する可溶性の糖の含量とし、また、糖外与処理後に

水洗した試料の可溶性糖含量は、細胞内に存在する可溶性糖含量を概ね反映し

ているものとした。すなわち、水洗後の試料の糖含量は、組織・細胞内の既存

の糖と組織・細胞内へ浸透した外与糖とを合わせた含量を表しているものとし

た。

2.結果

グルコース高濃度(1.0M)溶液による処理開始10分後または 3時間後の試

料を用い、水洗前後の可溶性糖含量の変化を調べた (Fig.34)。検出した糖の

うち、最も変化の著しい糖はグルコースであった。グルコース含量は、未処理

試料では50μmol!gFWであったが、糖外与処理開始10分後の試料では

200μmol!gFWまで増加し、水洗後には80μmol!gFWに減少した。また、糖外

与処理開始3時間後の試料では、グルコース含量が370μmol!gFWまで増加し、

水洗後においても160μmol!gFWが残留していた。

3.考察

10分間の糖外与処理後に水洗した試料のグルコース含量が、未処理試料の

それに比べてわずかに多かったのみであることから、 10分間の糖外与処理で

は、グルコースの細胞内への浸透が少ないと考えられる。また、 10分間糖外

与処理試料を水洗することにより、耐凍性が著しく減少した事実も、細胞内に

糖がほとんど取り込まれていないことを裏付けている。これらととは、キャベ

ツ葉肉組織でみられた短時間糖外与処理による耐凍性増大効果が、細胞内に取
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り込まれていない糖による効果であることを示唆している。

ジャガイモ (Solanumtuberosum) の培養細胞では、細胞壁は通過する

が細胞内にはほとんど浸透しない高分子のポリエチレングリコール1000を含

む高張溶液で処理すると、組織の耐凍性が増大することが報告されている (Tao

etal.， 1983)。この事象は、ポリエチレングリコール1000の高張溶液 (0.6'"'-'

0.80sm)で処理することによって起乙る原形質分離が、凍結時に細胞壁が細

胞膜に与える機械的ストレスを排除し、細胞膜の凍結傷害を軽減することに起

因すると考えられている。コムギ CTriticumtimopheevi)の培養細胞では、

スクロース高濃度(1.0M)溶液処理による原形質分離が、凍結脱水時におけ

る細胞の変形および生体膜の構造変化を抑制して、凍結傷害を緩和すると考え

られている (Sopinaand Samygin， 1993)。また、第2章において述べたよ

うに、短時間の糖外与処理により耐凍性が増大したキャベツ葉柄組織は、糖外

与処理後、間もなく原形質分離を起こすことが確認されている。これらのこと

から、キャベツ葉肉組織でみられた短時間糖外与処理の耐凍性増大効果も、こ

の原形質分離の効果によるものと推測される。

第 4節 短時間糖外与処理(高濃度糖溶液浸漬法)後の組織・

細胞の凍結過程における構造変化と融解後における

生存性向上との関連

キャベツ葉肉組織に対する短時間の糖外与処理を行った場合の耐凍性増大

効果を明らかにするために、 10分間のグルコース高濃度(1.0M)溶液処理後

のキャベツ葉肉組織の凍結に伴う細胞構造の変化および原形質膜超微細構造の

変化について、急速凍結した試料および段階的冷却・平衡凍結を行った試料を

用いて、 Cryo-SEM法およびフリーズ・フラクチャー・レフリカ法により調べ

た。
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1.材料および方法

材料は、キャベツ (Brassicaoleracea L.)品種・ゴールドサワーの葉肉組

織片を用いた。また、材料の調製、糖外与処理、凍結および融解、耐凍性の評

価(凍結傷害率として表した)、 Cryo-SEM法、フリーズ・フラクチャー・レ

プリカ法については、本章第 1節で述べた方法に準じて行った。

また、凍結・融解後の試料の傷害率については、以下の方法 (Pearceand 

Willison， 1985)に基づき算出した。未処理試料の電解質漏出量/未処理試料

の加熱後の電解質漏出量=x、液体窒素凍結試料の電解質漏出量/液体窒素凍
結試料の加熱後の電解質漏出量=y、凍結・融解試料の電解質漏出量/凍結・

融解試料の加熱後の電解質漏出量=zとし、糖溶液処理または凍結融解処理後
の試料の凍結傷害率(%)=(Z-X/Y-X)x100によって求めた。

2.結果

( 1 )急速凍結試料の細胞構造および原形質膜超微細梼造の観察 糖外与処

理を行わない未処理試料の細胞内部の大部分は大きな液胞で占められ

(Fig.35-A)、その周囲に細胞質が薄い層となって存在することがCryo-SEM

法により確認された (Fig.35-B)。フリーズ・フラクチャー・レプリカ法に

より未処理試料の細胞の原形質膜破断面を観察したところ、膜タンパク質粒子

( IMPs intramembrane partic1es) が均一に散在する構造が観察された

(Fig.35-C)。

これに対し、グルコース高濃度(1.0M)溶液で10分間処理した試料では、

細胞は原形質分離を起こしており (Fig.36-A) 、細胞壁と原形質膜との問

(periprotoplasmic space) には、浸透したグルコース溶液がみられたが

(Fig.36-B)、原形質分離細胞の原形質膜破断面には構造的変化はみられな

かった。すなわち、 IMPsは未処理試料の原形質膜破断面と同じく均一に散在

していた (Fig.36-C)。
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Fi笹.35.Ultrastructure of mesophyll cells in nontreated cabbage (cv. 

Go!d Sour). Samples were cryofixed rapidly from room temperature. 

(A) Cryo・SEMimage showing a cross-fractured view of one cell. (罷)

Highly magnified Cryo-SEM image in a part of (A). (C) Freeze-replica 

image of protoplasmic fracture face (PF) in the plasma membrane. CY， 

cytoplasm; CW， cell wall; P醐， plasma membrane;す， tonoplast; V， 

vacuoles. Scales = 1μm. 
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Fig.36. Ultrastructure of cabbage (cv. Gold Sour) mesophyll cells 

treated with 1.0 M glucose solution for 10 min. Samples were cryofixed 

rapidly from room temperature膏 (A)Cryo・SEMimage of a cross-

fractured view of one cell， showing plasmolysis. (8) Highly magnified 

Cryo輔SEMimage in a part of (A)， showing glucose solution in 

periprotoplasmic spaces between plasma membrane and cell wall. (C) 

Freezeィeplicaimage of PF in the plasma membrane. CY， cytoplasm; G， 

glucose solutions; P糊， plasma membrane;τ， tonoplast; V， vacuoles. 

Scales = 1μm. 
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(2)段階的冷却および平衡凍結jご伴う細胞梼造の変化の観察 段階的冷却

および平衡凍結に伴うこれらの細胞構造の変化をCryo-SEM法およびフリー

ズ・フラクチャー・レフリカ法により調べた。糖外与処理を行わない未処理試

料を-100Cまで冷却し凍結すると、細胞は著しく変形、収縮し (Fig.37-A)、

細胞壁同士が密着している部分がみられた (Fig.37-B) 0 -10oCは、未処理試

料に凍結傷害が生じる温度である。乙れに対し、グルコース高濃度(l.OM)

溶液処理試料を-10
o
Cまで冷却し平衡凍結しでも、その細胞は、未処理試料で

みられたほどの極度の変形はしておらず(資料未掲載)、さらに、 -20oCまで

冷却し平衡凍結しでも、細胞壁同士が密着するほどに著しく変形した細胞はみ

られなかった (Figs.38-A，B)。これらの細胞のperiprotoplasmicspaceには、

部分的に (Fig.38-A) または全体的に (Fig.38-B)濃縮したグルコース溶液

が存在していた。これらの結果は、短時間糖外与処理により原形質分離を起こ

した細胞では、冷却および凍結時の細胞の変形が緩和されることを示している。

(3)段階的冷却および平衡凍結jご伴う細胞の原形質膜超微細梼造変化の

観察 段階的冷却および平衡凍結によるこれら細胞の原形質膜超微細構造の

変化について、フリーズ・フラクチャー・レフリカ法により調べた。未処理試

料を-10oCまで冷却し平衡凍結すると、原形質膜には、生体膜同士の異常接近

が原因と考えられている構造変化、すなわち、 IMPsの欠如部位である

aparticulate domains (ADs)、およびADs中で膜破断面が隣接膜に部分的に

移行した部位のfracture-jumplesions (FJLs)の発生が確認された (Fig.39-A)。

これに対し、 10分間の糖外与処理後の試料を-10
o
Cまで冷却し平衡凍結した場

合には、原形質膜破断面には、これらの膜構造の変化はほとんどみられなかっ

た (Fig.39-B)。しかし、 10分間の糖外与処理後の試料を水洗し、 -10oCまで

冷却し平衡凍結した場合には、原形質膜破断面に、再びADsとそれに伴うFJLs

が多数発生した (Fig.39-C)。さらに、原形質膜の超微細構造変化に加え、

未処理試料の液胞膜破断面には、 -10oCまでの冷却および平衡凍結により、

hexagona1 II phase (H II相) (Fig.40-A)やHII相に類似したすじ状にうね

った状態の構造体 (Fig.40-B)がまれに観察された。
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Fig.37. Ultrastructural changes by freezing in nontreated cabbage (cv. 

Gold Sour) mesophyll cells. Samples were cooled at O.04'C/min to・

10'C. (A) CryかSEMimage. (畠)Freeze-replica image showing a 

distinct cellular deformation of cells. CY， cytoplasms; C官官， cellwalls; E， 

extracellular ice crystals. Regions between asterisks show extremely 

closed part of cell wall. Scales = 1μm. 
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Fig.38. Freezeィeplicaimages showing ultrastructural changes by 

freezing in cabbage (cv. Gold Sour) mesophyll cells treated with 1.0 M 

glucose solution for 10 min. Samples were cooled at 0.04
0

C/min to ・

20
0

C. (A and畠)A part of deformed cells. (C) A part of cytop!asm 

showing numerous small vesicles (arrowheads). CY， cytoplasms; CW， 

cell walls; G， glucose solutions; P醐， plasma membrane. Scales = 1 

μm. 
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Fig圃39.Freeze司replicaimages of PFs in plasma membrane showing 

ultrastructural changes by freezing in cabbage (cv. Gold Sour) 

mesophyll cells. Samples were cooled at 0.04'C/min toぺO'C.(A) 

Nontreated samples without exogeneous supplement of glucose. (時)

Samples treated with 1.0 M glucose solution for 10 min. (C) Samples 

treated with 1.0 M glucose solution for 10 min and then washed. 

Arrowheads show aparticulate domains (ADs). Asterisks show 

fracture-jump lesions (FJLs). Scales = 200 nm. 
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Fi盟.40.Freeze-replica images showing ultrastructures of tonoplasts in nontreated 

cabbage (cv. Gold Sour) mesophyll cells cooled at 0β4
0

C/min to -10
o
C. Freeze圃

replicas showing hexagonal 11 phases (A) and structures resembling to hexagonal 

11 phases (昌).Arrowheads show ADs. Scales = 200 nm. 
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(4 )段階的冷却および平衡凍結jご伴ラ原形質膜遊説質縮構造変化と凍結傷

害率との関係 未処理試料、 10分間の糖外与処理後の試料および10分間の糖

外与処理後に水洗した試料について、段階的冷却および平衡凍結に伴う原形質

膜超微細構造の変化の出現率と、電解質漏出法から求めた凍結傷害率との関係

をグラフに表した (Fig.41)。全ての試料において、原形質膜超微細構造の変

化の出現率と凍結傷害率との聞には、ほぼ並行的な関係が認められ、原形質膜

超微細構造の変化が、凍結傷害と密接に関係していることがわかった。さらに、

未処理試料および水洗試料においては、原形質膜超微細構造変化の出現率と凍

結傷害率が、 -50Cから-100Cの比較的高い温度で急激に上昇しているのに対し、

糖外与処理試料においては、同じ温度でもこれらの率は低く、さらに、低い温

度域においても、原形質膜超微細構造の変化および凍結傷害率が抑制されるこ

とが明らかになった。

3.考察

キャベツ葉肉組織の未処理試料を段階的に冷却し平衡凍結した場合、細胞

外氷晶の圧迫により、細胞は著しく変形し肩平になり、細胞壁同士が密着して

いた。この細胞壁の間では原形質膜などの生体膜が異常に接近していると考え

られる。これに対し、短時間の糖外与処理後の試料を段階的に冷却、平衡凍結

した場合には、細胞は変形していたが、 periprotoplasmicspaceには糖溶液が

浸透し、細胞壁同土が密着した箇所はほとんど確認されなかった。

フリーズ・フラクチャー・レフリカ法による一連の研究は、細胞外凍結時

における凍結傷害が、凍結脱水に起因する生体膜同士の異常接近と密接に関連

していることを示している (Steponkusand Lynch， 1989; FuJikawa and 

Steponkus， 1990)。この仮説の中で、凍結脱水した細胞では、凍結傷害が次

のような過程を経て発生すると推察されている。すなわち、①異常接近した生

体膜では、膜タンパク質と膜脂質極性基の水和特性の違いから反発が生じ、 IJ莫

タンパク質の局所移動が起きると推定され、タンパク質粒子、いわゆる

intramembrane paticles (IMPs)の凝集であるADsは、その現れとされてい
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Fig.41. Relationship between freezing injury by freezing (・，圃，A)

and frequency of ultrastructural changes in a form of ADs 

accompanied with FJLs in plasma membranes (0，口，ム)of 

cabbage (cv. Gold Sour) mesophyll cells. Samples were cooled at 

0.04
0

C/min. Frequency of ultrastructural changes was obtained 

from freeze-replica images. 0，・， nontreated samples without 
exogeneous supplement of glucose;口，・， samples treated with 

1.0 M glucose solution for 10 min;ム，A，samples treated with 1.0 
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る。②さらに、温度が低下し凍結脱水が進むと、膜接近時には、まずinverted

micel1ar intermediate (IMI)が形成される (Siegel， 1986)。③1M1は、脂質

の種類と温度により、 HlI相あるいはinterlamel1ar attachment (ILA) を経

て膜融合を起こす (Fujikawa，1995)。このようなHlI相形成および膜の融合

によって、膜が本来的にもっている半透膜としての機能が失われると考えられ

る。フリーズ・フラクチャー・レフリカ法により原形質膜破断面を観察すると、

膜の融合部分は、脂質膜破断面の欠損部位、 FJLsとして観察されることがわ

かっている。

凍結過程における未処理試料細胞では、原形質膜破断面に、 ADsとそれに伴

うFJLsが、また液胞膜破断面にはHlI相が、比較的高い凍結温度で発生してい

ることが確認された。これに対し、 10分間の糖外与処理後に凍結した試料で

は、それらの生体膜構造変化の発生が、はるかに低い温度域においても抑制さ

れることが明らかになった。

これらのことから、短時間糖外与処理による耐凍性増大効果の発現は、凍結

下の生体膜同士の異常接近を緩和することに起因していると推察される。さら

に、 Cryo-SEMを用いた観察により、凍結下の未処理試料細胞で生体膜の異常

接近が認められたことから、 10分間の糖外与処理による凍結傷害の軽減は、

原形質分離によって、細胞壁と原形質膜との接触がある程度回避されたことに

深く関係していると考えられる。

第 5節 野菜組織・細胞の凍結に伴う生存性の変動および構造

変化と細胞壁の有無との相互関連に関する組織-

プロトプラスト実験系による検証

本章の第 2節から第 4節までの実験結果から、短時間糖外与処理に伴う細

胞の原形質分離と耐凍性増大効果との関連が示唆された。本節では、この事象

を検証するために、キャベツ葉肉組織由来のフロトフラストと葉肉組織の耐凍

性の変動および凍結に伴う構造的変化について調べ、凍結傷害への細胞壁の関
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与について検討した。

1.材料および方法

材料は、キャベツ (Brassicaoleracea L) 品種・アーリーボールの葉肉組

織片およびその葉肉組織由来のフロトフラストを用いた。また、材料の調製、

プロトプラストの調製、凍結および融解、耐凍性の評価、 Cryo-SEM法につい

ては、本章第 1節で述べた方法に準じて行った。

2.結果

( 1 )組織およびプロトプラストの耐凍佐の比較 キャベツ葉肉組織の生

存率は、 -15
0

Cまでの冷却および凍結により急激に低下し、 -300Cでは数パー

セントまで低下した。これに対し、フロトフラストの生存率は、温度の低下に

伴い徐々に低くなったものの、 -40
0

Cでも57%の生存率を維持していた

(Fig.42)。この結果は、フロトフラストの耐凍性が組織の耐凍性を上回るこ

とを示している。

(2)凍結jご伴ラ組織およびプロトプラストの梼造変化についての比較

次に、組織・細胞とプロトプラストの凍結に伴う構造変化について、 Cryo-

SEM法により比較したところ、組織 (Fig.43-A)では、 -300Cまでの冷却お

よび凍結による細胞外氷晶の成長に伴い極度に変形し (Fig.43-B)、細胞壁

の著しい変形とそれに伴う原形質膜同士の異常接近を誘起していたのに対し

(Fig.44-A)、プロトプラスト (Fig.43-C)では、 -300Cまでの冷却および

凍結で著しく変形したが (Fig.43-D)、原形質膜同士が異常接近した箇所は

確認されなかった (Fig.44-B)。
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Fig.43. Cryo・SEMimages showing ultrastructural changes in the frozen 

intact cells (A and B) and protoplasts (C and D) from cabbage (cv. Early 

Ball) mesophyll tissues. Both intact cells and protoplasts were obtained 

from potted plantlets cold司treatedat 4
0

C/2
0

C (day/night) for 30 days. (A and 

C) Samples cryofixed rapidly from room temperature as control. (B and号)

Samples cooled at 0.1 oC/min to -30
o
C. Scales = 10 11m. 
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Fig圃44.Cryo・SEMimages showing ultrastructural 

changes in the frozen intact cells (A) and 

protoplasts (器) from cabbage (cv. 正arlyBall) 

mesophyll tissues. Both intact cells and protoplasts 

were obtained from potted plantlets cold-treated at 

4
0

C/2
0

C (day/night) for 30 days. Region between 

asterisks shows extremely closed part of cell wall. 

Arrows show extracellular sugar solution diluted. 

Samples cooled at 0.1
0

C/min to ・30
0

C. CY， 

cytoplasm; CW， cell wall; E， extracellular ice 

crystals; P醐， plasma membranes; 5， sugar solution. 

Scales = 10μm. 
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3 .考察

セイヨウナシ(乃Truscomm unis)、Seashoresaltgrass (Distich1is spicata)、

Prairie cordgrass (Spartina pectinata)の培養細胞由来のプロトプラストは、

細胞壁のある培養細胞より凍結傷害を受けやすいことが報告されており

(Bartolo et al.， 1987)、細胞壁の存在は、むしろ凍結傷害発生に対し防御

的に働く可能性が示唆されている。

しかし、ジャガイモ (Solanumtuberosum)では、懸濁培養細胞の耐凍

性がプロトプラストの耐凍性より低いことから、凍結による細胞壁と原形質膜

との接触が、凍結傷害の誘因であると考えられている (Taoet al.， 1983)。

さらに、キクイモ (Helianthustuberosus) の塊茎組織から単離したプロト

プラストの場合には、細胞壁・原形質膜間の機械的ストレスが液胞膜に不可逆

的な傷害を発生させ、それに伴い細胞質の酸性化が起きて細胞の活性が低下す

ると考えられている (Muraiand Yoshida， 1998)。

キャベツ葉肉組織を用いた本実験の場合、組織・細胞の耐凍性がプロトプ

ラストの耐凍性より低く、細胞壁の存在が凍結傷害の原因となることが明らか

になったが、この場合、凍結により細胞壁は過度に変形し接近しており、原形

質膜は、細胞壁に挟まれ異常接近していた。これに対して、プロトプラストで

は、凍結しても、脱水収縮による原形質膜同士の異常接近はみられなかった。

このような違いの理由のーっとして、細胞壁の可塑性が考えられる。すなわち、

プロトプラストでは、原形質膜が柔軟であるため、周囲の氷晶の圧迫に順応し

て収縮し、外部の氷晶からの衝撃を緩和したのに対し、組織・細胞では、硬い

細胞壁が氷晶の圧迫を直接的に受け、過度に変形し復元できなかったと考えら

れる。キャベツ葉肉組織の細胞では、このように、凍結時の細胞壁の変形が、

生体膜を押圧し、凍結傷害を助長するものと考えられる。

以上の結果から、キャベツ葉肉組織の細胞でみられた短時間の糖外与処理

の凍害防御効果が、細胞内に浸透していない糖に起因し、糖溶液のもつ浸透圧

調節などの束一的な働きによって起こる原形質分離が、凍結時における細胞壁

の変形による物理的圧迫から原形質膜などの生体膜を保護する役目を果たして

いると考えられる。
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第4章 野菜茎頂の培養による凍結前糖外与処理(糖前培養)

と含水率、糖含量および耐凍性の変動ならびに細胞内

小器官および原形質膜超微細構造の変化

アスパラガスをはじめとする多くの植物の茎頂の凍結保存法においては、

緩速予備凍結を行う前に、糖添加培地による培養(以下、糖前培養)を行うと、

凍害防御効果が顕著であることが報告されている (Karthaet al.， 1980; Kumu 

et al.， 1983)。アスパラガス茎頂の凍結保存に成功した例は琴らによって最

初に報告され (Kumuet al.， 1983)、4%DMSOおよび3%グルコースを含む寒

天培地を用いた凍結前培養により高い生存率を得ている。しかし、その後、

DMSO単独添加溶液による処理の凍害防御効果は小さく、グルコース高濃度

(0.5M)溶液処理が適していることが示され(金子ら， 1992)、現在では、 0.5M

グルコース単独添加寒天培地による 2日間の凍結前培養が、アスパラガス茎頂

の凍結保存(緩速予備凍結法による)に最も適する凍結前処理として用いられ

ている。この糖前培養中に、茎頂内に取り込まれたグルコースが代謝されてい

ることから、細胞中に糖が取り込まれていることが示唆されている(鈴木，

1993)。ユーカリ (Euωryptusg山111il)の培養細胞由来のプロトプラストで
は、エレクトロ・パルス法によって、人為的に直接、細胞内にフルクトースや

ラフィノースを取り込ませると、耐凍性が増大することが報告されている

(Leborgne et al.， 1995)。第 2章で述べたように、本研究においても、キ

ャベツ葉柄組織およびアスパラガス茎頂の頂端分裂組織では、細胞内に糖が取

り込まれ、高い耐凍性が獲得されることがわかった。これらの結果はいずれも、

糖外与処理による凍害防御効果が、細胞内の糖の働きに起因していることを示

している。

多くの植物の低温馴化過程においては、耐凍性の獲得とともに糖が内生的

に著しく増加することが知られている (Hirshet al.， 1985; Sauter and Kloth， 

1987; Koster and Lynch， 1992; Sauter et al.， 1996)。しかし、耐凍性の獲得が、

このような糖の内生的増加のみに起因するか、または、脂質 (Steponkus，1984)、
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タンパク質(LeSaint， 1969; GUY， 1990)、細胞内微細構造 (Pomeroyand

Siminovitch， 1971)などの変化に関連するかは明らかになっていない。

細胞内の糖による凍害防御効果の発現についてみると、糖の束一的な働き

としては、氷品形成量を減少させる作用および、塩類濃度の上昇を抑制する作

用などがあげられており (Lovelock，1953; Meryman et al.， 1977; Lineberger 

and Steponkus， 1980)、また、非束一的な糖の働きとしては、膜に直接結合

することによって現れる水の代替作用 (Croweand Crowe， 1986)および膜表

面でガラス化することによる膜防御作用 (Frankset al. 1991)などが考えられ

ているが、糖が示す凍害防御作用の詳細については未だ不明な点が多い。

本章では、細胞内に取り込まれた糖による凍害防御作用の発現機構を明ら

かにするため、糖前培養を行うことにより凍結保存が可能となるアスパラガス

茎頂を対象として、培養法による糖外与処理(糖前培養)、低温処理を行い、

含水率、可溶性糖含量、デンフン含量を調べるとともに、主として、フリーズ・

フラクチャー・レフリカ法を用い、凍結過程における原形質膜超微細構造の変

化を調べた。さらに、糖前培養のみを行った試料における糖含量の変化、細胞

内微細構造変化、ならびに凍結過程における原形質膜超微細構造の変化と、低

温処理のみを行った試料のそれとを比較することにより、低温馴化過程の耐凍

性の向上に対する糖の役割について検討した。

第 1節 第 4章において用いる材料および共通的方法の概要

本章で用いる材料および共通的方法の詳細については、特に本節において

予め述べることとする。

1 .材料の調製

材料は、アスパラガス (Asparagusof刀cinalisL.)品種・メリーワシント

ン500Wの若茎頭部小側枝の茎頂を用いた。材料の採取および調製は、第 1章、

第 l節、 1の方法に準じて行った。
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2.糖外与処理および低温処理

( 1 )糖外与処理 糖添加培地を用いた培養法による糖外与処理(糖前培養)

は、金子ら(1992)の方法(茎頂の凍結保存を目的とする)を参考にして、

次のように行った。若茎を70%エタノール中に20秒間浸漬したのち、 Tween20

(界面活性剤)を 2'"'-'3滴添加した次亜塩素酸ナトリウム溶液(有効塩素 1%) 

中で15分間ゆっくり撹持しながら表面殺菌を行い、その後、滅菌水を用いて、

材料を 5回洗浄した。次に、若茎頭部から長さ1.5mm程度の小側枝茎頂を摘出

し、糖添加培地に置床した。培地は、 Murashige&Skoogの処方 (Murashige

and Skoog， 1962)のうちの窒素源を二分のーとした培地(修正MS培地)を基

本とし、これに0.5Mのグルコースを添加して、 pH5.7に調整したのち、 7g/L 

寒天を添加したものを用いた。培養は、 26
0

C、16時間日長 (60μE/ぱ/s、白

色蛍光灯)の条件で2日間行った(糖外与処理)。糖外与処理試料の対照試料

として、摘出後に全く処理を施さない試料(未処理試料)と、糖を全く添加し

ない培地で2日間培養した試料を用いた。

(2)低温処理低温処理は、稲葉ら(1984)の方法を参考にして、若茎 (5

'"'-' 20 cm)が萌出している株(プランターに栽植)をooCの低温育成室(16時
間日長)に移し、 16時間日長 (60μE/ぱ/s、白色蛍光灯)の条件で20日間置

くことにより行った。

3.凍結および融解

( 1 )耐凍佐検定用試料(第2節)の場合 凍結媒液(前培養を行った茎

頂にはその培地組成から寒天を除いた液体培地を、その他の茎頂には蒸留水を

用いた)で満たした 1mQ容ストロー精液管に茎頂を 5個ずつ封入した。次に、

-30Cで温度平衡させ、ストローの先端を液体窒素中に数秒間浸潰することに

より植氷したのち、 -50C、-7.50C、-10oC、-12.50C、-15
0

C、-20
o
Cの低温槽

に、順次移しながら段階的に[各温度には 3時間おき温度平衡させた(平衡凍
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結)]冷却した(段階的冷却法、平均冷却速度は約0.02
0

C/min)。各所定温

度で平衡させた(平衡凍結)ストロー(茎頂と液が入っている)は速やかにフ

リーザー外へ取り出し、 34
0

C温水中で急速融解(10oC/min) した。

(2) 電子顕彼鏡観察用試料(第4節j の場合 組織の凍結に伴う細胞構

造の変化をフリーズ・フラクチャー・レフリカ法により観察する場合には、ア

ルミ製ホルダーの凹部に茎頂 1つをはめ込み、茎頂の周囲を凍結媒液で満たし、

前述の段階的冷却法に従って冷却した。植氷は、試料をー3
0

Cで温度平衡させ

たのち、氷片を試料に接触させることにより行った。各所定温度で温度平衡さ

せた(平衡凍結)ホルダー(茎頂と液が入っている)は液体フレオン (-1500C)

中に速やかに浸潰し急速凍結固定したのち、液体窒素中に保存した。

4.再生培養法による耐凍性または凍結傷害率の検定

( 1 )耐凍佐の検定(第2節)の場合 試料の耐凍性は、再生培養法(培

養により、個体の生存・再生長を検定する方法)により評価した。凍結・融解

後の試料を速やかに再生培地[窒素源を二分のーに減じた修正MS培地に、

30g/Lスクロース、 O.lmg/L1-naphthaleneacetic acid (NAA)、O.lmg/Lカ

イネチンを添加し、 pH5.7に調整したのち、 7g/L寒天を添加した培地]に置

床し、 260C、16時間日長 (60μE/ぱ/s、白色蛍光灯)の条件で培養した。各

処理を行った試料の生存性は、培養 1か月後の生存数により評価した。試料の

耐凍性は、 LT50[培養後 1か月の試料の生存率が50%となった凍結温度 caC)] 

で示した。処理区当たりの茎頂数は30'"'-'50個とした。

(2) 凍結傷害率の検定(第4節jの場合 試料の凍結傷害率は、再生培

養法によって得た値から算出した。すなわち、凍結傷害率(%)は、 100%か

ら、 ( 1 )の耐凍性の検定で求めた生存率(%)を差し引いた値として表した。

5.含水量の測定
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試料の含水量は以下のようにして測定した。試料表面に付着した過剰な培

地を穂紙で拭い、約100mg(生重)に秤量した試料(約150個の茎頂に相当)

を700Cの恒温器で 3日間乾燥したのち重量を測定し、乾重と生重との比から

含水量を算出した。試料の含水率は、この含水量と生重との比から算出した。

測定は3反復とし、その平均値を求めた。

6.可溶性糖含量およびデンプン含量の測定

試料の可溶性糖含量およびデンプン含量は、 Anthron法により測定した。

約100mg(生重)の試料に10% trichloroacetic acid (TCA)を加え(前培養を

行った試料では、秤量前に試料表面に付着した培地を癒紙で、拭ったのちにTCA

を加えた)、 ooCの乳鉢中で摩砕後、遠心分離機 (Sakuma，model M-160-
N)を用い3，000rpmで、15分間遠心分離した(本章における以下の遠心分離は

同条件で行った)。次に、残澄に80%エタノールを加えて遠心分離する操作

を2回繰り返したのち、これらのTCA溶液およびエタノールの上清を合わせて

全糖抽出液とした。また、糖抽出後の残誼に99%エチルエーテルを加えて遠心

分離し、その残澄を風乾したのち52%過塩素酸を添加して遠心分離し、上清

をデンプン抽出液とした。これらの全糖抽出液およびデンプン抽出液に

Anthron溶液 (0.2%Anthron，90%H2S04) を加え、 100
0

Cで10分間加熱し

たのち、光電分光光度計 (Shimadzu， UV -Visible Recording 

Spectrophotometer UV -160)により、測定波長625nmの条件で比色定量し

た。本章における糖分析試料については、試料表面に付着した培地を漉紙によ

り払拭したのみで、蒸留水による一定時間の洗浄は行っていない。そのため、

検出した糖には、細胞内の糖に加えて細胞外に存在する糖も若干含まれる。

7.超薄切片の作製および電子顕微鏡観察

試料の細胞内微細構造は、超薄切片法により観察した。材料の調製は以下の

とおりである。茎頂を 40Cの前固定液[2.5%グルタールアルデヒドおよび3.7%
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ホルマリンを含むO.lMリン酸緩衝溶液 (pH7.2)]に 1週間浸潰して前固定

したのち、 O.lMリン酸緩衝溶液 (pH7.2)中で12時間洗浄し、後固定液 [1% 

OS04を含むO.lMリン酸緩衝溶液 (pH7.2)]で後固定を 2時間行った。次に、

O.lMリン酸緩衝溶液 (pH7.2)中で一回洗浄し、エタノール・シリーズ (50%、

70%、80%、90%、95%および100%)で1時間ずつ脱水したのち、さらに、プ

ロピレンオキサイドで10分間ずつ 3回に分けて脱水した。脱水後の茎頂を50%

プロピレンオキサイドを含む50%Spurr樹脂溶液 (Spurr，1969)に3日間浸漬

したのち、 100%Spurr樹脂に包埋し、 300Cの恒温器中に24時間、さらに、 600C

の恒温器中に72時聞置いて樹脂を熱重合させた。

樹脂包埋した試料は、ウルトラ・ミクロトーム (Reichert，Ultracut OmU4) 

を用いて以下の手順に従って切削した。サファイア・ナイフ (Sakura，サフ

ァトームSS45) を用いて試料をトリミングしたのち、ダイヤモンド・ナイフ

(Diatomo Ltd.， Diatome;刃幅2.1mm)を用いて、厚さ0.1"-'0.3μmの切片(超

薄切片)を切削した。超薄切片は、 150メッシュの銅製グリッド (NissinEM Co.， 

Ltd.コロジオン膜張付メッシュ)に載せ、 2%酢酸ウラン水溶液で 1時間、

0.04%クエン酸鉛水溶液で 5分間処理し、二重染色を行った。超薄切片の観察

は、 TEM(JEOL， JEM-1200EX)を用い、加速電圧100kVで行った。

細胞内小器官数を測定する場合の試料の固定は、膜系をより明瞭に観察で

きるHeplerの固定法 (Hepler，1981)によって行った。すなわち、茎頂を前固

定液[2%グルタールアルデヒドおよび、10mMCaC12を含む0.05Mcacodylate 

buffer (pH7 .4) ]で2時間前固定したのち、 0.05Mcacodylate buffer (pH7.4) 

で洗浄し、後固定液 (2%OS04、0.8% potassium ferricyanide 、10mM

CaC12) で2時間固定した。次に、試料を水洗し、 2%酢酸ウラン水溶液に 2

時間浸漬して前染色を行った。試料の脱水、樹脂包埋、切削および切片の観察

は前述の方法に準じて行った。細胞内小器官数は、電子顕微鏡画像中から任意

に選定した10個の細胞の細胞内小器官数を計測し、その値を細胞数で除し、

細胞あたりの平均値として算出した。

8.フリーズ・フラクチャー・レプリカ法
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フリーズ・フラクチャー・レフリカ法は、第2章、第 1節、 8の方法に準じ

て行った。原形質膜超微細構造の変化の出現頻度は、電子顕微鏡画像中から任

意に選定した15の原形質膜区画(1μぱを 1区画とした)に出現した構造変

化の数を計測し、その数を全区画数で除した値を原形質膜超微細構造の変化の

出現頻度とした。

第 2節 培養法による長時間糖外与処理(糖前培養)後の野菜

組織における含水率、糖含量および耐凍性の変化

アスパラガス茎頂を用い、長時間(2日間)の糖前培養を行った場合にお

ける含水率、糖含量および耐凍性の変化について調べた。

1.材料および方法

材料は、アスパラガス (Asparagusofficinalis L.)品種・メリーワシント

ン500Wの若茎頭部小側枝の茎頂を用いた。また、材料の調製、糖外与処理(培

養法)、低温処理、含水量の測定、糖含量およびデンプン含量の測定、耐凍性

検定用試料の凍結および融解、再生培養法による耐凍性の検定については、本

章第 l節で述べた方法に準じて行った。

2.結果

( 1 )含水率の変化 糖前培養前後における試料の含水率の変化を調べたt

ころ (Fig.45)、未処理試料の含水率は89%であった。これに対し、グルコ

ース高濃度 (O.5M)添加培地による 2日間の前培養後の試料の含水率は77%

となり、糖無添加培地で2日間前培養しても、試料の含水率は未処理試料のそ
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Fig.45. Differences betweeh water contents in asparagus 

shoot tips in relation to sugar supplement and cold-

treatment. NoT.， no treatment; NoS.， samples incubated in 

solution without sugar for 2 days; Glu.， samples incubated 

in solid media containing 0.5 M glucose for 2 days; Co.T.， 

samples obtained from cold-treated plantlets. Cold-

treatment was made on po社edplantlets at OOC for 20 days. 

Bars = SD from three preparations. 
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れと変わらなかった (89%)。また、 OL、20日間の低温処理後の試料では、

含水率は若干低下した (85%)。

(2) 可溶性糖含量の変化 糖前培養前後における試料の可溶性糖含量およ

びデンプン含量の変化について調べた (Fig.46)。未処理試料の糖含量は

38μmol/gFWであったが、グルコース高濃度 (0.5M)添加培地による 2日間

の前培養後の試料の糖含量がその約 6倍の222μmol/gFWに増加したのに対

し、糖無添加培地による 2日間の前培養後の試料では、糖含量が

14.6μmol/gFWに減少した。また、 20日間の低温処理のみを行った試料では、

糖含量は156μmol/gFWに増加していた o

デンプン含量については、糖含量の変化とほぼ同様の傾向であった。すな

わち、糖外与処理を行っていない未処理試料のデンブン含量は、 2日間の糖前

培養または20日間の低温処理により増加したが、糖無添加培地による 2日間

の前培養を行った場合には減少した。

(3)耐凍性の変化 糖前培養前後における試料の耐凍性の変化を、再生培

養法により調べた (Fig.47)。未処理試料のLT50は一5.rcであったが、グルコ
ース高濃度 (0.5M)添加培地による 2日間の前培養後の試料では、耐凍性の

著しい増大が認められた (LT50=-21.3
0C)。しかし、糖無添加培地で2日間前

培養した試料では、耐凍性の増大は僅かであった (LT50=ー6.6
0

C)。また、 20

日間の低温処理のみを行った試料では、糖前培養のみを行った試料とほぼ同じ

耐凍性を獲得することが明らかになった (LT50=ー21.1
0

C)。一方、低温処理後

に2日間の糖前培養を行った試料は、糖前培養のみ、または低温処理のみを行

った試料の耐凍性を上回る耐凍性を示した (LT50=-29
0C)。しかし、低温処

理後の試料を糖無添加培地で2日間の前培養した場合には、試料のLTsoは-6 oC 

を示し、耐凍性が減少した。

3.考察

103 



ー』ム

250 

50 

200 

150 

100 

(
E
g
o
Eミ
)
ω
E
2
0
0
右
寄

E
E
Sコの

。
Co.T. Glu. NoS. NoT. 

Fig.46. Differences in sugar(口)and starch (・)contents in 

asparagus shoot tips in relation to sugar supplement and cold司

treatment. NoT.， no treatment; NoS.， samples incubated in 

solution without sugar for 2 days; Glu.， samples incubated in 

containing 0.5 M glucose for 2 days; Co.T.， 

samples obtained from cold-treated plantlets. Cold-treatment 

was made on po社edplantlets at OOC for 20 days. Bars = SD 

Treatments 

media solid 

104 

from three preparations. 



-30 

-20 

ー10

(
O
。)
gト
」

。
Glu. NoS. 

Treatments 

NoT. 

Fig.47. Differences between freezing tolerance (LTso) of 

asparagus shoot tips in the presence (圃)or absence (口)of 

cold-treatment. Cold-treatment was made on potted plantlets 

。OCfor 20 days. NoT.， no treatment; NoS.， samples 
incubated in solution without sugar for 2 days; Glu.， samples 

incubated in solid media containing 0.5 M glucose for 2 days. 

AII samples were cooled at 0.02
0

C/min and thawed at about 

1 QOC/min to room temperature (22
0

C). Survival of tissues after 

freeze-thawing were evaluated by observation of regrowth 

ratio of shoot tips after one month incubation. 
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糖含量の変化についてみると、本章の糖分析で検出された組織内糖含量は、

組織内に存在する糖および試料表面に付着している糖を合わせた値を示してい

る。従って、この値は、細胞外の糖も含み、細胞内の糖含量を正確に表すもの

ではないが、この値の大小は、細胞内の糖含量の変化を少なからず反映してい

るものと考えられる。すなわち、グルコース高濃度 (0.5M)添加培地による

2日間の前培養を行ったアスパラガス茎頂における糖含量の著しい増加は、茎

頂組織の細胞中へ糖が取り込まれたことによると考えられる。

次に、含水率の変化についてみると、グルコース高濃度 (0.5M)添加培地

による 2日間の前培養後の試料では、著しい含水率の低下が認められた。また、

20日間の低温処理のみを行った試料においても、糖前培養試料には及ばない

が、若干含水率が低下していた。これらの事実と糖含量の変動とを併せて考え

ると、糖前培養試料および低温処理試料の細胞内では、糖濃度が著しく上昇し

ていることがわかる。一般に、低温馴化植物では、組織・細胞内における糖類

の蓄積に伴い含水率が低下することが知られており(Levitt，1980)、糖類の

蓄積および、含水率の低下による細胞内の浸透価の上昇は、低温順化植物の耐凍

性獲得の一要因と考えられている(日rshet al.， 1985)。

本章では、試料の耐凍性は再生培養法で評価したが、再生培養法では、凍

結・融解後の組織内の生存細胞が少数であっても、生存細胞が増殖し植物体再

生にまで至れば、その組織は、完全に生存しているものとして評価することが

できる。例えば、本実験で用いたアスパラガスの若茎頭部小側枝茎頂の場合、

グルコース高濃度 (0.5M)添加培地により 2日間前培養した試料の耐凍性は、

再生培養法で評価するとー21.3
0

C (LT50) であるが、電解質漏出法で評価する

と-80Cにすぎない(資料未掲載)。このような差異は、糖前培養によって著

しく耐凍性を高めた頂端分裂組織のみが、凍結・融解後に生き残り、分裂・増

殖したことによって生じたものと思われる。再生培養法によって評価したこれ

らの耐凍性は、凍結・融解後の細胞生存率を直接的に評価するFDA染色法に

よる耐凍性に近いものである。実際の凍結保存では、最終的に植物体の再生率

が問題となるため、凍結保存に関する研究報告のほとんどは、この再生培養法

による結果を示している(新野ら， 1991;Hatanaka et al.， 1994; Niino et al.， 1997; 

Phunchindawan et al.， 1997; Wang et al.， 1998; Thinh et al.， 1998; Malaurie et 
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al.， 1998)。

アスパラガス茎頂は、グルコース高濃度 (0.5M)添加培地による前培養を

2日間行った場合には、液体窒素中 (-196
0

C)で凍結しでも生存しており、

糖前培養を行わない場合には凍死する(金子ら， 1992) ことと、本実験におい

て、同じ 2日間の糖前培養によりLT50が15
0

C低くなり(未処理試料LT50=ー5.rc、
糖前培養試料LT50=-21.3

0C)耐凍性が向上したこととを併せて考えると、この

処理によって生じた15
0

CのLT50の差が、その後の液体窒素凍結後の生存性に

大きな影響を及ぼしているものと思われる。通常の培養に用いられる0.09Mス

クロース添加培地で培養したジャガイモ (Solanumtuberosum)の培養体シ

ュートの茎頂では、ガラス化法が適用できるほどの耐凍性を獲得することが知

られているが (Schnabel-Preikstaset al.， 1992)、アスパラガス茎頂について

は、培地にグルコースを添加せずに前培養すると、耐凍性は増大しない。これ

らのことは、アスパラガス茎頂の耐凍性の向上には、培地中の糖が重要な役割

を果たしていることを示している。

20日間低温処理した株から蔚出ている若茎の頭部小側枝茎頂の耐凍性は、

グルコース高濃度 (0.5M)添加培地により 2日間前培養した試料で現れたの

と同程度に向上したが、その後の糖無添加培地での前培養により減少した。と

の事象は、低温処理により低温馴化した試料では、室温 (260C) に2日間お

くことにより脱馴化され、低温馴化で得られた耐凍性増大効果が消失したこと

に起因すると考えられる。低温馴化したキャベツの葉肉組織では、脱馴化が数

日間という短期間のうちに完了することがわかっており (Sasakiet al.， 1996)、

一方、本実験で明らかになったように、低温処理後の試料を室温 (260C)で

糖前培養した場合には、脱馴化による耐凍性の低下がみられなかった。このこ

とは、培地中の糖が、低温馴化の耐凍性増大作用の一端を代替している可能性

を示唆していると思われる。
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第 3節 培養法による長時間糖外与処理(糖前培養)後の野菜

組織・細胞における細胞内小器官の構造変化

糖による凍害防御効果と、低温馴化植物における耐凍性獲得機構との関連

について、組織・細胞構造の変化の面から比較検討するため、糖前培養前後の

アスパラガス茎頂における細胞内小器官の構造変化を超薄切片法により観察し、

低温処理試料における変化と比較した。

1.材料および方法

材料は、アスパラガス (Asparagusof刀cina1isL.)品種・メリーワシント

ン500Wの若茎頭部小側枝の茎頂を用いた。また、材料の調製、糖外与処理(培

養法)、低温処理、超薄切片の作製および電子顕微鏡による観察については、

本章第 1節で述べた方法に準じて行った。超薄切片法による電子顕微鏡観察を

行う場合には、第 1章で述べたように、アスパラガスの頂端分裂組織は凍結・

融解後の生存性が高く、茎頂の凍結保存において特に重要な部位であることか

ら、頂端分裂組織を観察対象とした。

2.結果

未処理試料の頂端分裂組織には、液胞が小さく細胞質に富んだ小型の細胞

(Fig.48-A)が多く存在し、その細胞質内には、 OS04により非常に濃く染色

される頼粒[好オスミウム頼粒 (osrniophilicdroplet)、脂質と考えられる]

を含む葉緑体 0.5'"'-'2.0μrn)が認められた (Fig.48-B)。一方、グルコース

高濃度 (0.5M)添加培地により 2日間前培養した試料の頂端分裂組織細胞

(Fig.49-A)では、大型化した葉緑体 (2.0'"'-'5.0μrn)内におけるデンプン頼

粒の集積 (Fig.49-B)、粗面小胞体の発達 (Fig.49-C)など、細胞内小器官

の著しい構造変化がみられたが、それらの細胞に隣接して多くの死滅細胞(原

形質分離の様相を呈し、細胞質が凝集している)も観察された (Fig.49-D)。
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Fig.48. Ultra・thin sections showing 

ultrastructures of asparagus shoot tip cells 

without sugar supplement. (A) Whole view of 

one cell. (霞)Osmiophilic droplets (arrowheads) 

scattered in chloroplasts.むp，chloroplasts;開，

mitochondrion;閥， nucleus; V， vacuoles. Scales 

=2μm. 
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Fig.49. Ultra-thin sections showing ultrastructures of asparagus shoot tip cells 

incubated in solid media containing 0.5 M giucose for 2 days. (A) Whole view of 

one cell. (8) Starch grains and osmiophilic droplets (arrowheads) scatlered in a 

chloroplast. (C) A part of one cell showing endoplasmic reticulums. (D) 

Aggregation of died cells adjacent to survived shoot meristem cells. Cp， 

chloroplasts;匡時， endoplasmic reticulums;醐， mitochondrion;閥， nucleus; S， 

starch grains; V， vacuoles. Scales = 2μm. 
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また、 20日間低温処理試料の頂端分裂組織細胞では、糖前培養試料ほどの著

しい構造変化は認められなかったが (Fig.50-A)、大型化した葉緑体 (2.0"-'

3.0μm)には好オスミウム頼粒が、未処理試料の場合より若干多く認められた

(Fig.50-B)。

電子顕微鏡によるこれらの観察結果をもとに細胞内小器官(葉緑体、ミト

コンドリア、液胞および組面小胞体)の数を調べたところ (Fig.51)、細胞内

小器官の量的変化は、 2日間糖前培養試料と20日間低温処理試料とで酷似し

ていた。すなわち、液胞の数については、 2日間糖前培養試料および20日間

低温処理試料の値は、未処理試料のそれとほとんど変わらなかったが、ミトコ

ンドリアおよび粗面小胞体の数については、 2日間糖前培養試料および20日

間低温処理試料の場合には、未処理試料の場合と比べて著しく増加する傾向が

認められた。さらに、葉緑体の数についても、 2日間糖前培養試料および20

日間低温処理試料において、若干の増加が認められた。

3.考察

グルコース高濃度 (0.5M)添加培地による 2日間の前培養に伴う細胞構造

の変化として最も顕著であったのは、葉緑体内におけるデンプン頼粒の蓄積で

あった。これは、糖前培養が行われなかった場合と比較して考えると、グルコ

ースが細胞内へ浸透した結果と考えられる。すなわち、細胞内に取り込まれた

グルコースが、 2日間の糖前培養期間中にデンフンへと転化され、貯蔵デンプ

ンとして葉緑体内に蓄積されたものと考えられる。さらに、 2日間の糖前培養

に伴う構造変化の特徴のーっとして、死滅細胞の存在があげられる。これらの

死滅細胞は、主として頂端分裂組織以外の部位に観察された。この事実は、頂

端分裂組織が、浸透的変化に対する耐性をもっという第 1章の結果を裏付けて

いる。

一般に、自然条件下で低温馴化した植物 (Sauterand Kloth， 1987; Pollock 

and L1oyd， 1987)では、体内のデンプンが可溶性糖に分解されることが知ら

れているが、本実験で用いたアスパラガス茎頂では、 Anthron法によってデン
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Fig.50. Ultra-thin sections showing 

ultrastructures of shoot tip cells obtained from 

potted asparagus plantlets that were cold-

treated at O'C for 20 days. (A) Whole view of one 

celL 畠， Osmiophilic droplets (arrowheads) 

scattered in chloroplasts. Cp， chloroplasts;臨，

mitochondrion;時， nuclei; V， vacuole. Scales = 2 
μm. 
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プンを検出すると、低温処理試料内のデンプン含量は高い値を示し、多くの植

物の場合と逆の事象が認められた。しかし、アスパラガス茎頂と同じように、

Arabidopsis thalianaの葉組織柔細胞で、は、 40Cで10日間低温処理することに

よりデンプンが蓄積するという報告もあり(Risticand Ashworth， 1993)、

低温処理したアスパラガス茎頂では、このArabidopsisthalianaと同一の経路

でデンプンの蓄積が進行していると推察される。

本実験では、グルコース高濃度 (0.5M)添加培地による 2日間の前培養は、

アスパラガス茎頂に、糖類の増加とともに耐凍性の向上をもたらし、。OC、20

日間の低温処理も糖類の増加と耐凍性の向上をもたらしたが、一般に、低温馴

化には、著しい細胞内微細構造変化を伴うことが知られている (Pomeroyand

Siminovitch， 1971; Levitt， 1980; Sakai and Larcher， 1987; Sauter and 

Kloth， 1987; Sauter et al.， 1996)。これらの構造変化のいくつかは耐凍性の

獲得に直接関与している可能性が示唆されており (Sauteret al.， 1996)、低

温馴化した植物の細胞構造は、 DMSOおよびグルコースなどの凍害防御物質で

処理した植物の細胞構造と相似することが指摘されている (Finkleet al.， 

1985)。本研究で用いたアスパラガス茎頂の頂端分裂組織細胞の構造変化に

おいても、細胞内小器官の増加という点において、低温処理試料と糖前培養試

料とは酷似していた。この結果から、低温処理試料の細胞構造の変化と糖の増

加との関連が推測されるとともに、構造変化自体と耐凍性との聞に密接な関連

があるものと考えられる。

第 4節 培養法による長時間糖外与処理(糖前培養)後の野菜

組織・細胞の凍結過程における原形質膜超微細構造

の変化と融解後の生存性向上との関連

本章第 2節で述べたように、グルコース高濃度 (0.5M)添加培地による 2

日間の前培養は、アスパラガス頂端分裂組織内への糖類の蓄積をもたらした。
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この細胞内の糖がもっ凍害防御作用を明らかにするために、 2日間糖前培養試

料の凍結過程における原形質膜超微細構造の変化をフリーズ・フラクチャー・

レプリカ法により調べ、耐凍性の変化と比較検討した。

1.材料および方法

材料は、アスパラガス (Asparagusofficinalis L.)品種・メリーワシント

ン500Wの若茎頭部小側枝の茎頂を用いた。材料の調製、糖外与処理(培養法)、

低温処理、凍結傷害率検定用試料の凍結および融解、再生培養法による凍結傷

害率の検定、電子顕微鏡観察用試料の凍結、フリーズ・フラクチャー・レプリ

カ法については、本章第 1節で述べた方法に準じて行った。

2.結果

段階的冷却および凍結を行った試料の観察に先立って、室温から急速凍結

固定した試料を観察したところ、未処理試料の頂端分裂組織細胞の原形質膜破

断面には、直径5"-'10nmのIMPsが均一に散在する構造が観察された

(Fig.52-A)。この未処理試料を-50Cまで冷却し凍結すると、原形質膜破断

面には、 IMPsが欠知した部位であるADsと、それに伴うFJLsの発生が観察さ

れた (Fig.52-B)。さらに、未処理試料を-12.50Cまで冷却し凍結すると、ほ

とんど全ての細胞の原形質膜破断面に、これらの構造変化が認められた

(Fig.53-A)。このような原形質膜超微細構造の変化は、糖無添加培地で 2

日間前培養した試料の原形質膜破断面においても、前述の未処理試料の原形質

膜破断面と同様に、高い凍結温度において観察された (Fig.53-B)。しかし、

グルコース高濃度 (0.5M)添加培地により 2日間前培養した試料の原形質膜

破断面では、 -12.50Cまで冷却し凍結した後においても、このような超微細構

造の変化はほとんどみられなかった (Fig.53-C)。また、 20日間低温処理試

料においても、 2日間糖前培養試料とほぼ同様に、 -12.50Cまでの冷却および
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Fig.52. Freezφreplica images of PFs in plasma membranes 

showing ultrastructural changes by freezing in asparagus shoot 

tip cells without sugar supplement. (A) Samples cryofixed rapidly 

from room temperature as control. (8) Samples cooled at 

0.02'C/min to与。C.Arrowheads show ADs. Asterisks show FJLs. 

Scales = 200 nm. 
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Fi霊園53.Freezeィeplicaimages of PFs and exopiasmic fracture faces (EFs) in 

plasma membranes showing ultrastructural changes by freezing in asparagus 

shoot tip cells. (A) PF of nontreated samples without exogeneous supplement 

of glucose. (臨)EF of samples incubated in solution without sugar for 2 days. (C) 

PF of samples incubated in solid media containing 0.5 M glucose for 2 days. (D) 

EF of samples obtained from potted plantlets that were cold-treated at O'C for 

20 days. AII samples were cooled at 0.02'C/min to -12.5'C. Arrowheads show 

ADs. Asterisks show FJLs. Scales = 200 nm. 
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凍結に遭遇しても、原形質膜破断面における超微細構造変化はほとんどみられなか

った (Fig.53-D)。

未処理試料、糖無添加培地で 2日間前培養した試料、糖前培養を 2日間行

った試料および20日間低温処理試料について、原形質膜超微細構造の変化の

出現率と、電解質漏出法から求めた凍結傷害率との関係について調べた

(Fig.54)。未処理試料および糖無添加培地で前培養した試料については、凍

結傷害率と原形質膜超微細構造変化の出現率は、いずれも-50Cで急激に上昇

した。これに対して、糖前培養試料においては、凍結傷害と原形質膜超微細構

造変化の出現は、はるかに低い温度域まで抑制されることが明らかになった。

低温処理試料についても、糖前培養試料と同様に、並行的に変化する凍結傷害

率および超微細構造変化の出現率は、低い温度域においても抑制されることが

明らかになった。

3.考察

未処理試料の凍結過程における頂端分裂組織細胞の原形質膜破断面は、生

体膜同士の異常接近に起因すると考えられるADsとそれに伴う FJLs

(Steponkus and Lynch， 1989; Fujikawa and Steponkus， 1990)の発生が、

比較的高い凍結温度で認められた。これに対し、 2日間糖前培養試料の凍結過

程における頂端分裂組織細胞の原形質膜破断面では、これらの構造変化の発生

が、はるかに低い温度域においても抑制されていた。これらのことから、細胞

内に浸透した糖が、凍結脱水による生体膜同士の異常接近を抑制していると考

えられる。このことは、 20日間の低温処理を行った試料においてもみられ、

内生的に増加した糖が原形質膜超微細構造の変化を抑制するものと考えられる。

細胞内の糖が、どのようにして生体膜の異常接近を抑制しているかについ

ては、糖溶液が膜表面でガラス化して膜を保護する機能 (Frankset al.， 1991)、

ならび、に糖の水酸基が直接的に膜に結合して水の代替をする機能 (Croweand 

Crowe， 1986)などが考えられている。これらの説は、いずれも、糖が膜間の

スペーサーとしてはたらき、膜の異常接近を防止する可能性を示唆している。
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Fig.54. Relationship between freezing injury by freezing (・，・，+，A)

and frequency of ultrastructural changes in a form of ADs 

accompanied with FJLs in plasma membranes (0，口，0，ム)of 

shoot tip cells. 0 ，・， nontreated sample without 
exogeneous supplement of glucose;口，園， samples incubated in 

solution without sugar for 2 days; 0，令 samplesincubated in solid 
media containing 0.5 M glucose for 2 days;ム，A，samples obtained 

from potted plantlets that were cold司treatedat OOC for 20 days. AII 

samples were cooled at 0.02
0

C/min. Freezing injury was evaluated by 

regrowth. Frequency of ultrastructural changes was obtained from 

freeze-replica images. 
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また、細胞内に取り込まれた高濃度の糖が凍結脱水により濃縮された結果、細

胞内容物の粘度が高まり、比較的高い温度でガラス化し(村勢， 1994)、細胞

の変形を抑制することにより、生体膜の異常接近の機会を少なくしている可能

性も考えられる。低温馴化したポプラ (Populusbalsamifera)では、組織の

耐凍性増大の主要因として、細胞内に多量に蓄積した糖類が、高い凍結温度に

おけるガラス化を誘導していることがあげられている (Hirshet al.， 1985)。

しかし、アスパラガス茎頂の場合、低温処理試料では、糖前培養試料と比較し

て糖含量が少ない傾向にあるにもかかわらず、同等の耐凍性を示したこと、な

らびに低温馴化と糖前培養の相加効果がみられたことなどから、糖前培養試料

でみられた細胞内の糖の働き以外の要因が、低温馴化過程における耐凍性の向

上に関与している可能性があるので、この点については今後検討する必要があ

ると思われる。
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第 5章 培養細胞に対する糖外与処理または低温処理と耐凍性、

糖含量およびタンパク質組成の変化

前章までに述べてきたように、糖外与処理は、キャベツ葉肉組織および葉

柄組織、ならびにアスパラガス茎頂の頂端分裂組織の耐凍性を著しく高めた。

しかし、これらの組織では、液体窒素温度で凍結保存するために必要な高い耐

凍性は、糖外与処理を行うのみでは得られず、さらに、 DMSOなどの凍害防御

物質で処理するとともに、冷却および融解速度などの条件を調整する必要があ

る。

しかし、最近、糖外与処理のみを行った茎頂や植物組織由来のembryogenic

callusでは、その後の処理(凍害防御物質処理や緩速冷却など)を行うことな

く凍結保存に成功した例が報告されている (Paniset al.， 1996; Blakesley et 

al.， 1997)。これらの凍結保存例に共通する点は、糖外与処理がかなりの長期

間に及ぶことである。バナナ (Musaspp.) の茎頂では、 O.4Mスクロースを

含むMS培地で 3週間前培養を行ったのち、液体窒素で急速凍結することによ

り、融解後に72%の植物体再生率が得られている (Paniset al.， 1996)。また、

サツマイモ (Jpomoeabatatas) のembryogeniccallus (遺伝子型:865M) 

では、 O.lMスクロースを含むMS培地で 3日間前培養したのち、 O.4Mスクロ

ース添加培地で6日間、引き続き、 O.7Mスクロース添加培地で3日間の合計12

日間に及ぶ前培養を行ってから液体窒素中に直接浸漬することにより、 83%の

植物体再生率が得られている (Blakesleyet al.， 1997)。このような糖外与

処理を行ったバナナおよびサツマイモの著しい耐凍性の増大が、全て糖の働き

のみに起因するかどうかは不明である。

高濃度の糖を添加した培地を用いた前培養による凍害防御効果の発現につ

いては次のように考えることができる。塩類溶液や糖溶液などの高張液への浸

漬処理や乾燥処理などの外部からの刺激が引き金となり、植物組織・細胞内に

は、浸透価を調節する働きの大きい物質(浸透価調節物質， osmolyte)である

proline (Van Rensburg et al.， 1993; Reinhoud et al.， 1996)やglycinebetaine 

(Lilius et al.， 1996)などが蓄積することが知られており (Hareet al.， 1998)、

これとともに、低温や乾燥などの外部刺激により、 coldresponsive (COR) 

遺伝子 (Guyet al.， 1985)やlate-embryogenesisabundant (LEA)遺伝子 (Xu

et al.， 1996)などの耐凍性に関与する特定の遺伝子が誘導され、それらの遺伝子機
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能の発現により、組織・細胞内で非常に親水性の高いタンパク質が生成されることが

知られている CThomashow，1998)。これらの知見から、糖外与処理による耐

凍性増大効果には、原形質分離の効果や膜の安定化などの糖自体による直接的

な効果に加え、糖外与処理時の浸透圧ストレスにより、間接的にこれらの物質

が生成され、耐凍性を向上させる可能性もあると思われる。

本章では、長期間の糖外与処理により高い耐凍性を獲得するアスパラガス

(Asparagus officinalis L.)品種・メリーワシントン500Wのembryogenic

callusを用い、培養による糖外与処理(糖前培養)に伴うタンパク質組成の変

化の有無と耐凍性との関連について検討するとともに、一部のタンパク質につ

いてその性質を調べた。

第 1節 第 5章において用いる材料および共通的方法の概要

本章で用いる材料および共通的方法の詳細については、特に本節において

予め述べるとととする。

1 .材料の調製

材料は、アスパラガス [Asparagusofficinalis L.品種・メリーワシント

ン 500W(MW500W) ]の培養中の幼植物体のシュート節部切片を培養する

ことにより誘導したembryogeniccallus (Fig.55-A) 、アスパラガス

embryogenic callus (培養系・ Y6clone) (広島県立農業技術センタ一生物

工学研究所甲村浩之氏から分譲)、およびサツマイモ [Ipomoeabatatas (L.) 

Lam.品種・台農10号]のembryogeniccallus (鹿児島県バイオテクノロジ

ー研究所細胞操作研究室下西恵氏から分譲)の 3種類を用いた。いずれの

embryogenic callusも、 26
0

C、連続照明の条件下(サツマイモについては暗

黒条件下)で懸濁培養を行って維持しており、継代培養は 1か月ごととし、継

代培養開始 1週間後から 2週間後までのものを実験に用いた。

アスパラガスMW500Wのembryogeniccallusは、第 1章、第 1節、 1の

方法で採取した若茎頭部小側枝茎頂から形成されたシュートの節部切片を、
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Fig.55. Embryogenic calli of asparagus [Aspa四gus

officinalis L. cv. Mary Washington 500W (MW500Wl] 

(A) Suspension cultures incubated for 1 to 2 weeks 

and used for experiment. (8) Immature embryos 

on日inatedlrom the suspension cultures incubated in 

growth regulator.lree liquid medium lor 2 weeks 

Scales = 1 cm 

-1 2 3 



embryogenic callus継代培地(液体培地) [O.09Mスクロース、 2mg/L2.4-

D 、O.5mg/L葉酸、 O.05mg/Lビオチンを添加し、 pH5.7に調整した修正MS

培地(窒素源を二分のーとした)]で懸濁培養し、培養 1か月後に新たに形成

されたものを継代培養によって維持しながら、実験に用いた。なお、この

embryogenic callusは、生長調節物質無添加の寒天培地 (O.09Mスクロース

を添加した修正MS培地)に置床すると、容易に不定腔集塊を形成するもので

ある (Fig.55-B)。

2.糖外与処理および低温処理

( 1 )糖外与処理 糖外与処理は、継代培養開始 1週間後から 2週間後に、

embryogenic callusを糖前培養培地 [embryogeniccallus継代培養培地中の

スクロース濃度 (O.09M)を、 O.8MもしくはO.4Mに変えた液体培地]へ移し、

通常の培養条件で2週間培養することにより行った(糖前培養)。糖前培養試

料の対照試料として、前述の継代培養培地(液体培地)で 1週間から 2週間培

養したembryogeniccallusを用いた。

(2) 低温処理 低温処理はMW500Wのembryogeniccallusについてのみ

次のように行った。前述のembryogeniccallus継代培地(液体培地)で培養

しているMW500Wのembryogeniccallusを、 40C 02時間)/2 oC 02時間)、

連続照明の条件下で2週間培養した。

3.凍結および融解ならびに耐凍性の検定

試料の凍結は次のように行った。試料表面に付着している液体培地を糖紙

で拭い取ったのち、約100mg(生重)の試料を 5mQ容試験管に入れ、プログラ

ミング・フリーザーを用い、 -3
0

Cで温度平衡させたのち、氷片を接触させる

ことにより植氷し、 O.5
0

C/minで-40
0

Cまで冷却した。所定温度に達した試料

を速やかにフリーザー外に取り出したのち、試験管中にlmQの前培養培地を注

入し、直ちに340C温水中で急速融解 OOoC/min) した。融解後の試料につい
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ては、第 1章、第 1節、 3 (1)の電解質漏出法に準じて耐凍性の検定を行っ

た。

4.糖分析

糖分析試料の調製および組織内糖の分析は、第 1章、第 1節、 4の方法に

準じて行った。ただし、糖前培養試料では、試料調製前に、糖を含まない液体

培地中で軽くすすぎ、試料表面に付着した培地を櫨紙で拭い取ってから用いた。

5.共焦点レーザー顕微鏡による糖の取込みの観察

embryogenic callusの細胞内への、 fluid-phaseendocytosisによる糖の

取込みの観察は、共焦点レーザー顕微鏡を用いて、第2章、第 1節、 7の方法

に準じて行った。

6.超薄切片の作製および電子顕微鏡観察

embryogenic callusの超薄切片作製および電子顕微鏡観察は、第4章、第

1節、 7の方法に準じて行った。

7.タンパク質の抽出

タンパク質の抽出および分画(粗抽出画分、可溶性画分、組膜画分)は以

下の手順に従って、 40Cで行った。試料表面に付着している培地を癒紙で十分

に拭い取ったのち、約200rng(生重)の試料を、 1mQの抽出バッファー [75mM

2-(n-monopholino) sulfonic acid (MOPS)-KOH (pH7.6)、O.2Mスクロース、

10mM ethyleneglycol bis(2-aminoethylether)-tetraacetic acid (EGTA)、5mM

ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)、 5% polyvinylpolypyrolidone 

(PvPP) ]、小型スパーテル3杯ほどの海砂、酸化防止剤(4 mM  Na2S205) 、

プロテアーゼ阻害剤[1 mM  phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、1rng/L 
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Leupeptin、100mg!L Pepstatin、1mM Benzamidineおよび 5mMε-

caproic acid] とともに乳鉢中で磨砕した。磨砕物を1.5mQ容マイクロ・チュ

ーブに移し、 15，000rpmで10分間遠心分離した。上清を回収したのち、残潰

を0.5mQの抽出バッファーで懸濁し、再度同じ条件下で遠心分離して上清を回

収した。この上清の中から1mQをとり、それを粗抽出画分 Ctotal extract) と

した。粗抽出画分を超遠心分離機 CHitachi， himac CP70G) を用いて、

55，000rpmで30分間遠心分離したのち、得られた上清を可溶性画分 Csoluble

fraction) とした。遠心分離後の沈殿は、ガラス・ホモジナイザーを用いて、

1mQの抽出バッファー中に再懸濁し、これを粗膜画分 Cmicrosomefraction) 

とした。さらに、可溶性画分の一部を100
0

Cで10分間熱処理し、 15，000rpmで

10分間遠心分離して得られた上清を熱安定性 Cboiling-stable)可溶性画分と

した。

8.タンパク質の定量

各画分のタンパク質の定量は、 Bradford色素結合法 CBradford，1976)に

基づく比色定量法により行った。各画分の抽出液を100倍から300倍に希釈し、

その溶液0.8mQ中に、発色液 CBio-Rad，protein assay dye reagent) 0.2mQを

注入したのち数秒間振とうし、光電分光光度計を用い、測定波長595nmの条

件で比色定量した。

9.SDSアクリルアミドゲル電気泳動法によるタンパク質の同定

SDSアクリルアミドゲル電気泳動法 [sodiumdodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis CSDS-PAGE) ]は以下の方法に準じて行

った。各画分抽出液に、同量の2XSDSサンフル・バッファー [20mMTris-HCl 

(pH 6.8)、4%SDS、10% s -mercaptoethanol、20%グリセロール、 0.01%

bromopheno1 blue (BPB) ]を添加した液(サンフル溶液)について、 13%の

分離ゲルを用い、常法(Laemmli，1970)に従ってSDS-PAGEを行った。泳

動後、直ちに銀染色法 (Switzeret al.， 1979) によりゲル中のタンパク質を
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検出した。各ぺフチドの分子量は、サンフル溶液と同時に泳動した分子量マー

カー(第一化学薬品， ["第一Jill) との比較から決定した。

10.指標タンパク質の検出

指標タンパク質の検出は、イムノブロット法(ウエスタンブロット法)に

より行った。 SDS-PAGEを行った後のゲルを転写溶液 [48m M Tris base 、

39mMグリシン、 0.037%(w /v) SDS、20%(v/v)メタノール]に浸潰し、

転写ユニットにより、ゲル中のぺフチドをメンプラン (Millipore.，Immnobilon 

PVDF)に電気的に転写した。タンパク質が転写されたメンプランは、直ちに

ブロッキング溶液 [phosphatebuffered sa1ine (PBS)、0.2%(w /v) Tween20、

3% BSAJで処理したのち、一次抗体溶液で1時間処理した。反応終了後のメ

ンブランは、ブロッキング溶液で洗浄したのち、二次抗体溶液で 1時間処理し

た。さらに、この反応が終了したメンプランを洗浄液 [PBS、0.2%(w/v) 

Tween20Jで洗浄し、 AP溶液C100mMTris-HCl、100mMNaCl、5mMMgC12) 

で 5分間処理したのち、 AP溶液中にAP発色試薬[50 mg / mQ nitro blue 

tetrazo1ium (NBT)および50mg / mQ 5-bromo-4-chloro-3 indolyl phosphate 

p-toluidine salt (BCIP) Jを添加して、特定タンパク質のバンドを発色させ

た。なお、指標タンパク質としてのLEAタンパク質グループ2(Dehydrinタ

ンパク質)およびグループ3のタンパク質を検出するために、 1次抗体として、

Dehydrinタンパク質の C末端シークエンス (Biotechnologiesco.， 

Stressgen)およびコムギ (Triticumaestivum L. cv. Brevor)由来のLEA

タンパク質グルーフ 3タンパク質 (UnitedStates Department of Agriculture， 

Agriculture Research Service， Washington State Universityの DrλヘTal1切r-

Simmonsからの分譲)に対するウサギ・ポリクローナル抗体を用いた。

第 2節 embryogenic callusにおける耐凍性の変化と

糖外与処理または低温処理との関連
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アスパラガスおよびサツマイモのembryogeniccal1usを用い、糖外与処理

(糖前培養)と耐凍性の変化との関連について検討した。

1.材料および方法

材料は、アスパラガス [Asparagusofficinalis L. ]品種・メリーワシント

ン500W(MW500W)の培養幼植物のシュート節部切片を培養することにより

誘導したembryogeniccal1usおよび培養系.Y6 clone ( Y6C )由来の

embryogenic cal1us、ならびにサツマイモ [Jpomoeabatatas (L.) Lq.m.J 

品種・台農10号 (T10)由来のembryogeniccal1usを用いた。また、材料の

調製、糖外与処理、低温処理、凍結および融解、耐凍性の評価については、本

章第 l節で述べた方法に準じて行った。

2.結果

アスパラガスのMW500W培養体由来およびY6C由来ならびにサツマイモの

T10由来の 3種類のembryogeniccal1usを用いて、スクロースを添加した培

地による糖前培養後の試料の耐凍性の変化を電解質漏出法により調べた

(Fig.56)。

アスパラガスのMW500W培養体由来のembryogeniccallusについてみる

と、 0.09Mスクロースを添加した液体培地(通常の培地)で培養した場合の

耐凍性 (LT50=-7. 5"C)は、スクロース高濃度 (0.8M)添加培地での 2日間の

前培養により著しく増大した (LT50=-25
0C) (Fig.56-A)。この高い耐凍性

は、糖前培養開始8日後まで維持されたが、その後は糖前培養期間の経過とと

もに急激に減少した。同様の傾向は、スクロース (O.4M)添加培地で前培養

した試料においてもみられた。なお、糖前培養後の試料において得られた最大

の耐凍性は、本研究で使用した試料中で最も高かった。
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Fig.56. Differences between freezing tolerance (LT50) in various 

embryogenic calli of asparagus and sweet potato in relation to 

incubation in liquid media containing 0.4 M (口)or 0.8 M (ム)
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was determined by ion leakage. Bars = SD from three preparations. 
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次に、アスパラガスのY6C由来のembryogeniccallusについてみると、

O.09Mスクロース添加培地で培養した場合の耐凍性 (LT50=-5
0C)は、スクロ

ース高濃度(O.8M)添加培地での 4日間の前培養により、最大の耐凍性

(LT50=-22
0C) を示したが、前培養開始 6日後以降に徐々に減少した

(Fig.56-B)。同様の傾向は、スクロース高濃度 (O.4M)添加培地により前

培養した試料においてもみられた。

一方、サツマイモのT10由来のembryogeniccallusでは、 O.8MおよびO.4M

スクロースのいずれを培地に添加して前培養しても、耐凍性の増大はほとんど

認められなかった (Fig.56-C)。

このように、アスパラガスのembryogeniccallus、とりわけMW500Wの

embryogenic callusでは、糖前培養による耐凍性の増大が著しいことが明ら

かになったので、スクロース高濃度 (O.8M)添加培地で前培養を行ったアス

パラガスMW500Wのembryogeniccallusを用い、低温処理の効果についてさ

らに検討したところ、 4
0

C (12時間)/2
0

C (12時間)の低温処理を 2週間ま

で行うと、低温処理期間中に耐凍性はほとんど変化しなかったが (LT50=-5
0C

前後)、培地に高濃度 (O.8M)のスクロースを添加して低温処理した場合に

は、処理開始7日後に最大の耐凍性 (LT 50 =-21 oC )を示した (Fig.57)。

3.考察

スクロース高濃度 (O.8M)添加培地による前培養を行った場合、アスパラ

ガスのembryogeniccallusの耐凍性は著しく増大した。耐凍性は、糖前培養

開始直後から急激に増大し、培養開始2日後に最大の耐凍性に達し、この状態

を一週間以上維持したのち減少した。このように、糖外与処理中に試料の耐凍

性が低下する傾向は、本研究で用いたキャベツ葉柄組織およびアスパラガス若

茎頭部小側枝の茎頂(第 1章で述べた)、およびキャベツ葉肉組織(第 3章で

述べた)においても認められた。アスパラガスembryogeniccallusの糖前培

養に伴う耐凍性の変動には、前章までに述べたのと同様に、細胞質中へ取り込

まれた糖の働きによる効果と糖外与処理を受けた組織・細胞自体の活性の低下

の両方が関与しているものと思われる。
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しかし、糖前培養後のアスパラガスMW500Wのembryogeniccallusが示

した最大の耐凍性 (LT50=-24"C)は、糖外与処理後のアスパラガス若茎頭部

小側枝の茎頂やキャベツ葉柄組織が示した最大の耐凍性を明らかに上回ってい

た。 embryogeniccallusは、凍結保存対象として最近頻繁に用いられている

が (Blakesleyet al.， 1996， 1997; Wang et al.， 1998)、その理由として、凍結・

融解後の植物体再生および大量増殖の容易さに加え、糖外与処理によって著し

く高い耐凍性が付与されるというembryogeniccallus自体の特性が考えられ

る。しかし、本節で用いたサツマイモembryogeniccallusの場合には、糖前

培養の耐凍性増大効果は現れず、さらに、アスパラガスのembryogeniccallus 

についても、 MW500W培養体由来とY6C由来のものとでは再生する植物体が

異なるため、最大耐凍性に差異が生じたものと思われる。これらのことから、

embryogenic callusの性質が耐凍性の獲得にとってとりわけ重要であると考

えられる。

アスパラガスMW500Wのembryogeniccallusでは、糖前培養により耐凍

性が著しく高まったが、低温処理開始14日後まで耐凍性の増大は認められな

かった。しかし、培養細胞の低温馴化によって耐凍性が高くなった例として、

ポプラ (Populuseuramericana cv. gelrica)のカルスをOoCで20日間低温処

理することにより液体窒素での凍結保存が可能になったことなど数多く知られ

ている (Bannierand Steponkus， 1976; Seibert and Wetherbee， 1977)。

これらのことから、本章で用いたアスパラガスMW500Wのembryogenic

callusで、は、低温馴化植物にみられる耐凍性獲得機構が、 14日間の低温処理で

は機能するに至らなかったこと、または、_embryogenic callusの性質が培養

中に変質し、耐凍性獲得機構が欠損したことが考えられるが、いずれにしても、

低温処理開始14日後までの試料と糖前培養開始14日後までの試料を比較する

ことは、糖の凍害防御機構を考える上で重要であると考えられる。

第 3節 embryogenic callusにおける糖含量の変化と

糖外与処理または低温処理との関連
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アスパラガスのembryogeniccallusを用い、糖外与処理(糖前培養)と

fluid-phase endocytosisによる糖の取込みとの関係について検討した。

1.材料および方法

材料は、アスパラガス (Asparagusofficinalis L.)品種・ MW500Wの培養

幼植物のシュート節部切片を培養することにより誘導したembryogenic

callusを用いた。また、材料の調製、糖外与処理、低温処理、糖分析、共焦点

レーザー顕微鏡による糖の取込みの観察については、本章第 l節で述べた方法

に準じて行った。

2.結果

( 1 )糖外与処理および低温処理jご伴ラ糖含量の変化 0.09Mスクロース

を添加した通常の液体培地で培養したアスパラガスMW500Wのembryogenic

callusの糖含量は、 67μmol!gFWであった (Fig.58)。しかし、スクロース高

濃度 (0.8M)添加培地による前培養を行うと、培養を開始してから 1日後に

は約360μmol!gFWの高い値となり、その後もこの状態が維持され (Fig.58-A)、

スクロース、ならびにグルコースおよびフルクトースの増加が認められた。

一方、低温処理試料の糖含量は、処理期間中はほとんど変動せず、低温処

理開始2週間後の試料においても、 170μmol!gFW未、満であった (Fig.58-B)。

(2)糖外与処理に伴ラf1uid-phaseendocytosisによる細胞内への糖

の取込み 糖前培養によるembryogeniccallusの細胞内への糖の取込みを共

焦点レーザー顕微鏡で観察した (Fig.59) 0 0.09Mスクロースを添加した通

常の液体培地で 1日間培養した試料の細胞内には、 LYCHの蛍光を発する小胞

はほとんど認められなかったのに対し (Fig.59-A)、スクロース高濃度 (0.8M)

添加培地による前培養を 1日間行った試料の細胞には、 LYCHの蛍光を発する
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were incubated in liquid media containing 0.8 M sucrose at 

26
0

C. (8) Samples were incubated in liquid 

containing 0.09 M sucrose atギC(12hr)/ 2
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小胞が多数観察された (Fig.59-B) 0 fluid-phase endocytosisによる糖の取

込みと耐凍性の増大との関連は薄弱であることは第2章において示したが、本

節の結果は、糖前培養中に起こる fluid-phaseendocytosisを介して、

embryogenic callusの細胞内に、大量の糖が取り込まれることを示している。

3.考察

スクロース高濃度 (0.8M)添加培地を用いた前培養によって耐凍性が増大

するアスパラガスMW500Wのembryogeniccallusでは、糖含量が前培養開始

直後に著しく増加し、約 1週間後まで高い値を維持していたのに対し、耐凍性

の増大がみられなかった低温処理試料では、糖含量の増加は認められなかった。

このことは、組織・細胞内の糖含量と耐凍性の増大とが深く関わっていること

を示しているが、第2章で述べたように、組織内に取り込まれた糖の全てが、

組織の耐凍性増大に関与しているのではないと思われる。スクロース高濃度

(0.8M)添加培地による前培養により、 MW500Wのembryogeniccallusの細

胞には、 fluid-phaseendocytosisを介して多量の糖が取り込まれているのと

同時に、糖輸送体を介して細胞内に取り込まれると考えられるが、これを検証

するには糖輸送阻害剤を用いて検討する必要がある。

一方、 MW500Wのembryogeniccallusが糖前培養によって獲得した高い

耐凍性は、試料内の糖含量のみでは説明ができない。すなわち、 3時間の糖外

与処理により、 LT5o=-17.5
0

Cの耐凍性を獲得したキャベツ葉肉組織の糖含量

(450μmol!gFW) (第 3章で述べた)は、 2日間の糖前培養によりLT50=-24
0C

の耐凍性を獲得したアスパラガスMW500Wのembryogeniccallusの糖含量

(334μmol!gFW) (本節で述べた)を上回り、組織内糖含量から組織の耐凍

性を推定した場合には、キャベツ葉肉組織に一層高い耐凍性が付与されてもよ

いことになる。これらのことから、アスパラガスMW500Wのembryogenic

callusに対する糖前培養の凍害防御効果には、糖による直接的効果のほかに、

糖前培養に起因する間接的な効果の存在が予測される。
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第 4節 糖外与処理後または低温処理後のembryogenic

callusにおける細胞内微細構造の変化

アスパラガスのembryogeniccall usを用い、糖外与処理(糖前培養)と細

胞内微細構造の変化との関連について検討した。

1.材料および方法

材料は、アスパラガス [Asparagusofficinalis L. ]品種・ MW500Wの培養

幼植物のシュート節部切片を培養することにより誘導したembryogenic

callusを用いた。また、材料の調製、糖外与処理、低温処理、超薄切片の作製

および電子顕微鏡観察については、本章第 1節で述べた方法に準じて行った。

2.結果

0.09Mスクロースを添加した通常の液体培地で培養したembryogenic

callusは、比較的大きな液胞をもっ細胞(直径10'"'"'15μm)で構成されていた

(Fig.60-A)。この試料は、スクロース高濃度 (0.8M)添加培地による 2日

間の培養により、著しい原形質分離を起こし[原形質分離は、糖前培養 7日後

および11日後の試料でも観察された(資料未掲載)]、さらに、細胞質内には

小胞状構造が現れていた (Fig.60-B)。

一方、 10日間低温処理した試料の細胞内微細構造は、通常の培地で培養し

た試料のそれに比べ、ほとんど変化していなかった (Fig.60-C)。

3.考察
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Fig.60. Ultra-thin sections showing ultrastructural 

changes in cells of asparagus (MW500W) 

embryogenic calli. (A) Samples incubated in liquid 

media containing 0.09 M sucrose for one week. (8) 

Samples incubated with 0.8 M sucrose solution for 2 

days showing plasmolysis. (C) Cold-treated 

samples incubation in liquid media containing 0.09 

M sucrose at 4
0

C(12hr) / 2
0

C(12hr) for 10 days.時，

nuclei; PP， periprotoplasmic space; V， vacuoles. 

Arrowheads show small vesicles. Scales = 1μm. 
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アスパラガスMW500Wのembryogeniccal1usの細胞では、 O.8Mスクロー

ス添加培地による前培養により、著しい原形質分離が起こり、細胞質内には、

小胞状の構造が観察された。この小胞状構造の発生源として、液胞および、小胞

体、もしくはfluid-phaseendocytosisの小胞などが考えられるが、詳細につ

いては明らかでなく、今後さらに検討する必要があると思われる。

低温処理試料では、細胞微細構造が通常の培地で培養している試料のそれ

とほとんど変わらず、糖含量の変化も少なかったことから、本章の第 2節およ

び第 3節の結果と併せて考えると、耐凍性と糖含量との間の関連性が推測され

るとともに、耐凍性と細胞構造との聞には密接な関係があるものと考えられる。

第 5節 糖外与処理後または低温処理後のembryogenic

callusにおけるタンパク質の変化

アスパラガスのembryogeniccallusを用い、糖外与処理(糖前培養)と組

織内タンパク質の変化との関連について検討した。

1.材料および方法

材料は、アスパラガス (Asparagusof刀cinalisL.)品種・ MW500Wの培養

幼植物のシュート節部切片の培養により誘導したembryogeniccallusを用い

た。また、材料の調製、糖外与処理、低温処理、タンパク質の抽出および定量、

SDSアクリルアミドゲル電気泳動法、指標タンパク質の検出などについては、

本章第 1節で述べた方法に準じて行った。

2.結果
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( 1 )糖外与処理および低温処理jご伴ラタシパク質含量の変化 0.09Mス

クロースを添加した通常の培地で培養したembryogeniccallusについてみる

と、粗抽出画分のタンパク質含量は28μg/mgFWであったが、スクロース高濃

度 (0.8M)添加培地で24時間前培養した場合には、 48μg/mgFWに急激に増加

した。しかし、この粗抽出画分のタンパク質含量は糖前培養期間の経過ととも

に急激に減少した (Fig.61-A)。また、可溶性画分のタンパク質含量は、粗

抽出画分における結果と似た傾向を示し、通常の培地で培養した試料において

は20μg/mgFWであったが、 24時間の糖前培養を行った試料・では38μg/mgFWに

増加し、糖前培養期間の経過とともに急激に減少した (Fig.61-B)。粗膜画

分では、糖前培養によるタンパク質含量の変化はほとんどみられなかった

(Fig.61-C)。

一方、 4
0

C (12時間)/2
0

C (12時間)で連続照明の条件下において低温

処理を行ったembryogeniccallusについてみると、粗抽出画分のタンパク質

含量は、低温処理開始4日後まで徐々に減少したのち、約19μg/mgFWで平衡

状態となり (Fig.61-A)、可溶性画分のタンパク質も、低温処理開始14日後

(4μg/mgFW) まで徐々に減少する傾向がみられた (Fig.61-B)。また、粗

膜画分のタンパク質では、糖前培養試料の組膜画分のタンパク質と同様に、低

温処理による変化はほとんどみられなかった (Fig.61-C)。

(2)糖外与処理および低混処理に伴ラタシパク質組成の変化 スクロー

ス高濃度 (0.8M)添加培地での前培養は、 embryogeniccallusのタンパク質

組成に著しい変化をもたらした (Fig.62)。すなわち、粗抽出回分の42、35、

30、26.5、24.5、19.5、18.5、16.5、12.5kDの9種のタンパク質が、糖前培

養開始直後から培養2ないし3日後まで著しく増加したのち、徐々に減少した。

しかし、 12kDのタンパク質については、糖前培養開始直後から糖前培養期間

の経過とともに徐々に減少する傾向が認められた。

また、スクロース高濃度 (0.8M)添加培地での前培養は、可溶性画分のタ

ンパク質組成にも大きな変化をもたらした (Fig.63)。すなわち、可溶性画分

の42、35、30、26.5、24.5、18.5、16.5kDの7種のタンパク質が、糖前培養

開始直後から3ないし4日後まで増加したのち、徐々に減少した。しかし、 12kD

のタンパク質については、糖前培養開始直後から減少し続け、一方、 15.5kD

のタンパク質については、糖前培養開始直後に消失し、培養5日後に再び出現
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Fig.61. Differences in protein contents of asparagus 

(MW500W) embryogenic calli in relation to incubation 

in liquid media containing 0.8 M sucrose at 26
0

C (0) 

and 0.09 M sucrose at 4
0

C(12hr) / 2
0

C(12hr) (口).(A) 

Total extracts. (8) Soluble fractions. (C) Microsome 
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one preparation. Bars = SD from three preparations. 

141 



kD 

12 ... 
11・

Time of 0.8 M sucrose incubation (day) 

o 0.5 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

42 

35 

30 
26.5 

....24.5 

_19.5 
~8.5 
....16.5 

....12.5 

Fig.62. Silver-stained SDS-PAGE proliles 01 proteins Irom total extracts 01 

asparagus (MW500W) embryogenic calli incubated in liquid media 

containing 0.8 M sucrose. Arrowheads show proteins predominan甘y

increased (solid arrowheads) and decreased (open arrowheads) during the 

incubation. Each lane contains the amount 01 proteins corresponding to 0.7 

mgFW 01 the calli. Molecular weight marker (DAIICHI.III) was used. 
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Fig.63. Silver-stained SDS.PAGE profiles 01 proteins from soluble Iractions 

01 asparagus (MW500W) embryogenic calli incubated in liquid media 

containing 0.8 M sucrose. Arrowheads show proteins predominan甘y

increased (solid arrowheads) and decreased (open arrowheads) during the 

incubation. Each lane contains the amount 01 proteins corresponding to 0.7 

mgFW 01 the calli. Molecular weight marker (DAIICHI.III) was used 

143 . 



する傾向が認められた。以上に述べたほか、多数の微量タンパク質が、糖前培

養開始直後から3ないし4日後まで増加し、その後減少する傾向が認められた。

さらに、スクロース高濃度 (0.8M)添加培地での前培養は、組膜画分のタ

ンパク質組成においても大きな変化をもたらした (Fig.64)。すなわち、粗膜

画分の30、24.5、19.5、16.5、12.5kDの5種のタンパク質が、糖前培養開始

直後から3ないし4日後まで増加したのち、徐々に減少した。また、これらの

タンパク質以外の多数の微量タンパク質が、糖前培養開始直後から3ないし4

日後にかけて増加し、その後減少する傾向がみられた。

また、スクロース高濃度 (0.8M)添加培地での前培養は、可溶性画分のタ

ンパク質のうち熱安定性のタンパク質の組成にも大きな変化をもたらした

(Fig.65)。すなわち、熱安定性可溶性画分の42、26.5、24.5、18.5kDの4

種のタンパク質が、糖前培養開始直後から3、4日後まで増加したのち、徐々

に減少した。さらに、 12kDのタンパク質については、糖前培養開始直後から

減少し続け、 15.5kDのタンパク質については、糖前培養開始直後に消失し、

培養5日後に再び出現する傾向が認められた。

一方、 40C (12時間)/2 oC (12時間)で連続照明の条件下における低温

処理もembryogeniccallusのタンパク質組成に変化をもたらしたが、いずれ

の変化 (47.5および33.5kDの2種のタンパク質)も糖前培養試料のそれに比

べて微小であった (Fig.66)。可溶性画分の33.5kDのタンパク質については、

低温処理開始4日後まで増加したのち、低温処理14日後には減少した。また、

粗膜画分の47.5kDのタンパク質については、低温処理開始直後から増加し、

低温処理2週間後まで増加した。その他のタンパク質の組成については、低温

処理14日後までほとんど変わらなかった。

(3)糖外与処理jご伴ラLEAタンパク質の発現 embryogenic callusの可

溶性画分のタンパク質中の熱安定性タンパク質について、 LEAタンパク質に対

する抗体を用いて、イムノブロット法(ウエスタンブロット法)による指標タ

ンパク質の検出を行ったところ、抗体と交叉するタンパク質が、スクロース高

濃度 (0.8M)添加培地での糖前培養を行った場合、変化することが明らかに

なった (Fig.67)0 LEAタンパク質のグルーフ 2に属するタンパク質 (dehydrin

タンパク質)の抗体と交叉するタンパク質については、糖前培養開始直後から

3ないし4日後にかけて増加したのち徐々に減少した42、26.5、24.5、18.5kD
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liquid media containing 0.8 M sucrose. Arrowheads show proteins 

predominan甘y increased (solid arro州 eads) and decreased (open 

arrowheads) during the incubation. Each lane contains the amount of 

proteins corresponding to 0.7 mgFW of the calli. Molecular weight marker 

(DAIICHI.III) was used 

146 



Total fractions 

Time of 0.8 M sucrose 
incubation (day) 

o 4 14 
kD 

Soluble fractions 

Time of 0.8 M sucrose 
incubation (day) 

o 4 14 

Microsome fractions 

Time of 0.8 M sucrose 
incubation (day) 

o 4 14 
kD 

s 
kD 

70- -ー

19.5-
18.5-

一一

5 

Fig.66. Silver.stained SDS.PAGE proliles 01 proteins Irom total extracts， 

soluble fractions and microsome Iractions of cold.treated asparagus 

(MW500W) embryogenic calli that were incubated in liquid media containing 

0.09 M sucrose at 4・C(12hr)I 2'C(12hr). Arrowheads show proteins 

predominantly increased during cold.trea廿nent.Each lane contains the 

amount of proteins corresponding to 0.7 mgFW of the calli. Molecular weight 

marker (DAIICHI.III) was used 

-1 4 7 



τime of 0.8 M sucrose incubation (day) 

kD 
0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

42.5圃
42 

26.5 

24.5 

線離響鞍
;r~ • ~示 せる吋もマ ヘ
白鳥、 Jコー

同 18.5

15.5 

Fig.67. Immunoblot analysis of boiling-stable proteins from soluble fractions 

of asparagus (MW500W) embryogenic calli incubated in Iiquid media 

containing 0.8 M sucrose. Proteins in gels after SDS-PAGE were 

electrotransferred onto nitrocellu!ose membranes. Subsequent immunob!ot 

analysis using antiserum against anti-LEA group 2 proteins (dehydrin) (A) 

and antiserum against anti-LEA group 3 proteins (昌)was performed as 

described in the text. Arrowheads show proteins predominantly increased 

(solid arrowheads) and decreased (open arrowheads) during the incubation. 

Each lane contains the amount of proteins corresponding to 0.7 mgFW of 

the calli. Molecular weight marker (DAIICHi.III) was used. 
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のタンパク質と、分子量が一致していた (Fig.67-A)。また、可溶性画分の

熱安定性タンパク質のSDS電気泳動では確認できなかったが、 dehydrinタン

パク質の抗体に特異的に交叉する30kDから24.5kDの微量タンパク質について

も、糖前培養中に増加することが明らかになった。さらに、 LEAタンパク質の

グループ3に属するタンパク質の抗体と交叉したタンパク質については、糖前

培養開始直後に消失し、 5日後に再び出現した15.5kDのタンパク質の量的変化

と一致していた (Fig.67-B)。

3.考察

多くの植物において、低温が引き金となって誘導される低温誘導遺伝子の存在が

知られている (GUY，1990; Monica and Dunn， 1996;τ'homashow， 1998)。これ

らの遺伝子産物であるCORタンパク質、 LEAタンパク質、 Cryoprotectin(団nchaet

al.， 1990)などのタンパク質は、低温馴化中の植物組織内で増加し、脱水からタンパ

ク質を保護するなど、植物の耐凍性増大に直接的に関与している可能'性が示唆されて

いる。これらのタンパク質は、組織の乾燥や脱水などによる水分ストレスによっても

増加することが知られている (Xuet al.， 1996)。

スクロース高濃度 (0.8M) 添加培地による前培養は、 MW500Wの

embryogenic cal1usのタンパク量に著しい変化をもたらした。この変化は、

主として糖前培養開始直後に増加する多種類の可溶性タンパク質に由来するも

のであった。特に、 42、35、30、26.5、24.5、18.5、16.5kDの7種の可溶性

タンパク質は、耐凍性の増大時期に増加していた。しかし、これらの可溶性タ

ンパク質と、耐凍性の相互関連については現在のところ不明であるので、さらに検討

する必要がある。

可溶性タンパク質のうち、特に、熱安定性の可溶性タンパク質については、

耐凍性の増大に直接関与していることが多くの植物で知られている

(Thomashow， 1998)。熱安定性の可溶性タンパク質は、疎水性アミノ酸残基を

ほとんどもたず、水中において球状の立体構造になっていないと考えられている(こ

の構造上の特徴から、これらのタンパク質は1000Cで10分間処理しでも沈殿せず

熱安定性である)。凍結した細胞内において、熱安定性の可溶性タンパク質は、

その親水性から水分子の保持 (Dure，1993)、生体膜の安定化(Hinchaet al.， 1990)、
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タンパク質構造の安定化(Krishnaet al.， 1995)、イオン濃度の上昇緩和 (Robertset 

a1.， 1993)などの働きを担っていると考えられている。本研究において、アスパ

ラガスMW500Wのembryogeniccallusでは、 42、26.5、24.5、18.5kDの4

種の熱安定性可溶性タンパク質が糖前培養中に著しく増加する傾向が確認され

たことから、これらタンパク質が耐凍性の増大に関与している可能性がある。

熱安定性可溶性タンパク質のーっとして、 LEAタンパク質が知られている

(Dure et al.， 1989) 0 LEAタンパク質は、ワタ (Gossypiumspp.)種子の

成熟後期に特異的に発現するmRNAに由来する熱安定性の可溶性タンパク質

として見出され、現在、一次構造ならびに共通アミノ酸残基をもっブロックの

存在から、およそ5グルーフまたは8グルーフの主要グループに分けられてい

る(今井， 1996)。このLEAタンパク質のグルーフ 2に属するdehydrinタン

パク質は、オオムギ (Hordeumvu1gare)、トウモロコシ (Zeamays)、コ

ムギ (Triticumaestivum)およびイネ (Oryzasativa)などの穀類作物の乾

燥条件下の実生や腔で多く生産される (Mundyand Chua， 1988; Close et al.， 

1989) 

本実験で用いたdehydrin抗体は、 dehydrinのC端末付近における、リシン

に富んだアミノ酸残基の繰り返し構造に特異的に結合するもので、様々な

dehydrinファミリータンパク質と交叉することが知られている (Mundyand

Chua， 1988) 0 dehydrinタンパク質は、植物の乾燥傷害を抑制する働きをも

っと考えられているが (Hareet al.， 1998)、冬季のモモ (Prunuspersica) 

の樹皮(Aroraand Wisniewski， 1994)や低温処理したブルーペリー(Vaccinium

spp.) の花芽 (Mutha1ifand Rowland， 1994)などにおいても増加することが

知られ、耐凍性との関与も示唆されている。さらに、 dehydrinタンパク質の

機能については、核と細胞質に局在することから、ストレス下において、核局在化シ

グナルを担うある種の核タンパク質に結合し、不活性化させる働きをもっていると考

えられているが (Godayet a1.， 1994)、このタンパク質が耐凍性増大にどのように

関与しているかについては、現在のところ明らかになっていない。

本研究では、アスパラガスMW500Wのembryogeniccallusの熱安定性可

溶性タンパク質には、 dehydrin抗体と交叉する42、26.5、24.5、18.5kDの4

種のタンパク質が、スクロース高濃度 (O.8M)添加培地による前培養中に増

加することがわかったが、耐凍性が増大しない低温処理試料においても、

dehydrinと交叉する26.5kDのタンパク質が増加した(資料未掲載)。このこ
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とから、糖前培養中に増加した26.5kDのタンパク質については、耐凍性の増

大との関連性が小さいと考えられる。

LEAタンパク質グルーフ 3のタンパク質は、細胞質内のイオンを捕捉して

イオン濃度の上昇を抑制することにより、脱水傷害から細胞を保護すると考え

られている (Robertset al.， 1993)。本実験で用いたアスパラガスMW500Wの

embryogenic callusでは、 LEAタンパク質のグルーフ 3に属するタンパク質

に対する抗体 (Reidet al.， 1992; Reid and Walker-Simmons， 1993) とわずか

に交叉する15.5kDの熱安定性可溶性タンパク質が糖前培養開始直後に消失し、

糖前培養開始 5日後に再び出現したが、このような植物の乾燥耐性に関与する

タンパク質が、糖高濃度溶液による処理過程において、一旦消失したのち再び

出現する理由については不明であり、今後検討する必要があると思われる。

タバコ (Nicotianatabacum L. cv. White Burley)の培養細胞では、 O.33M

マンニトール添加培地で24時間前培養することにより凍結保存が可能になる。

このタバコ培養細胞内では、糖前培養開始直後から、 LEAタンパク質のグルー

プ5のタンパク質、および亜鉛を捕捉するタンパク質(Zinc-fingered 

protein) を産出する遺伝子が特異的に誘導されることがわかっているが

(Reinhoud et al.， 1996)、これらのタンパク質の耐凍性増大への関与の可

能性が示唆されているに過ぎず、どのような機構を通して関与しているかにつ

いては明らかにされていない。

以上の結果から、アスパラガスMW500Wのembryogeniccallusでみられた糖

前培養による著しい耐凍性の増大は、主として細胞内に取り込まれた糖に起因

するものと考えられる。しかし、耐凍性が増大しない低温処理embryogenic

callusではみられなかったいくつかのタンパク質の変化が、スクロース高濃度

(O.8M)添加培地による前培養中のembryogeniccallusで起きていること、

さらに、それらのタンパク質の変化のうちのいくつかは、植物の耐凍性獲得機

構に関与していることが示唆されているタンパク質の抗体と特異的に交叉した

ことから、これらのタンパク質が、糖の凍害防御効果の補助的な役割を果たし、

組織・細胞の耐凍性増大に関与している可能性は否定できない。すなわち、糖

前培養の凍害防御効果としては、これまでに述べた凍害防御効果のほか、糖溶

液の浸透圧ストレスにより増加したタンパク質を経由して現れる間接的な凍害

防御効果の存在が考えられるので、これらの点については今後さらに検討する

必要がある。
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第 6章総合考察

植物遺伝資源が急速に失われつつある中で、有用な遺伝子を保有しており個体再

生能力のある植物体の一部(器官、組織および細胞など)を超低温下で凍結保存する

方法は、長期安定的な植物遺伝資源の保存手段として最も有効である。しかし、植物

組織・細胞の凍結はしばしば凍死の危険を伴うため、これに対する有効な防御法の確

立が必要である。緒論で述べたように、糖外与処理は、緩速予備凍結法(Karthaet a1.， 

1980; Kumu et al.， 1983)および、ガラス化法 (Niinoet a1.， 1997; Wang et al.， 

1998)による植物組織の凍結保存において、凍結傷害発生の防止に重要な役割を果

たしており、糖外与処理のみで凍結保存が可能になる試料さえ知られている (Paniset 

a1.， 1996; Blakesley et a1.， 1996， 1997)。しかし、凍害防御のための糖外与処理は、

主として経験的知見に基づいて行われているため、植物種の違いや用いる糖の種類に

よって防御効果が異なる理由、ならびに、試料の違いによりその凍害防御機構が異な

るか否かなどの基本的な問題点については不明であった。本研究では、植物組織・細

胞の凍結融解後の生存率を向上させることを目的として、数種野菜の組織・細胞およ

びプロトプラストを用い、これらの点について検討した。

まず、糖外与処理による耐凍性の増大がみられない植物組織について、その理由

を明らかにすることは、これまで凍結保存が不可能であった植物試料の凍結保存法を

改良する上で意義があると思われるので、糖外与処理に起因する耐凍性の増大がほと

んどみられないタマネギの鱗葉組織、ならびに糖外与処理により耐凍性が著しく増大

するキャベツ葉柄組織およびアスパラガス若茎頭部小側枝の茎頂を用いて、糖外与処

理自体による試料の生存率の変化を比較した。その結果、タマネギ鱗葉組織は、高張

の糖溶液への浸漬に伴う脱水により著しい傷害を受けること、ならびに外液浸透価の

高低に基づく浸透圧変化によっても著しい傷害を受けることが明らかになった。高張

液処理によって生じる植物細胞の傷害の原因として、脱水に伴う原形質膜の不安定化

(Singh， 1979; Gordon-Kamm  and Steponkus， 1984)、液胞の小胞化(Lee-

Stade1mann釦 dStade1mann， 1989)、原形質膜の不可逆的な小胞化とそれに伴う

復水時の原形質膜の破裂 (Singhand Johnson-Flanagan， 1987)などが考えられて

いる。タマネギ鱗葉組織の細胞では、糖外与処理に用いた糖溶液の濃度 (O.8M)は

それほど高くはないが、脱水により液胞が小胞化し、復水時に原形質膜が破裂するな
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ど、典型的な脱水傷害の様相が確認された。これらのことから、タマネギ鱗葉組織で

は、糖外与処理によって耐凍性がほとんど増大しない理由としては、それほど高くな

い濃度の糖溶液浸漬によっても脱水傷害が生じるためと考えられる。このような試料

の凍結保存には糖は不適であり、むしろ組織に容易に取り込まれ、組織に対して脱水

ストレスがかかりにくい凍害防御物質による凍結前処理が必要であると考えられる。

一方、高張糖溶液浸漬による糖外与処理に伴う脱水に対して耐性をもっキャベツ

葉柄組織やアスパラガス若茎頭部小側枝茎頂の頂端分裂組織の細胞では、グルコース

高濃度(l.OM)溶液による糖外与処理開始から短時間 00分間)のうちに原形質分

離が起きた。この短時間の糖外与処理により、組織の耐凍性は増大したが、試料の水

洗によりその耐凍性は消失したことから、短時間の糖外与処理による耐凍性の増大は、

細胞膜と細胞壁の問、細胞の表面、細胞間中層などの細胞外に存在する糖に起

因すると考えられる。短時間糖外与処理後のキャベツ葉肉組織を凍結すると、未処理

試料でみられるような、細胞外氷晶から受ける物理的圧迫による細胞の著しい変形・

収縮は緩和され、凍結傷害の原因と考えられる原形質膜超微細構造の変化が軽減され

ていた。この原形質膜超微細構造の変化は、細胞外凍結による細胞の変形・収縮によ

る原形質膜同士の異常接近が原因と考えられており、さらに、この原形質膜の異常接

近は、細胞外氷晶の成長に伴う細胞壁の変形により促進されることがわかっている

(Fujikawa and Miura， 1986; Fujikawa et a1.， 1999)。とれらのことから、短時

間の糖外与処理による凍害防御効果は、原形質分離の発生により細胞壁と原形質膜と

の間の相互の制約関係が緩和されるとともに、細胞の変形・収縮が軽減され、これに

伴い、原形質膜の異常接近による傷害が抑制されたことに起因すると考えられる。細

胞壁と原形質膜の働きが、細胞の凍結傷害に関与していることは、本研究で用いたア

スパラガ、ス若茎頭部小側枝茎頂の頂端分裂組織においてもみられるほか、ジャガイモ

(Solan山刀 tuberos山η)の培養細胞 (Taoet a1.， 1983)やキクイモ (Helianth us 

tuberosus)の塊茎 (Muraiand Yoshida， 1998)においても知られており、細胞

壁の変形・収縮がもたらす原形質膜の異常接近を抑制することが傷害の発生を緩和す

ることにつながるものと推察される。

キャベツ葉肉組織およびアスパラガス若茎頭部小側枝茎頂の頂端分裂組織は、長

時間 (3時間以上)の糖外与処理を続けた場合には、さらに高い耐凍性を獲得するこ

とが本研究により明らかになったが、この耐凍性の増大は試料の水洗後も消失せず、
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組織内の糖含量もさらに増加していることから、細胞質中に取り込まれた糖による効

果と考えられる。本来、糖は、 DMSOやグリセロール類とは異なり、分子量が大き

いため細胞質中には取り込まれないと考えられていたが CShlafer，1981)、その後

の研究により、糖が時間の経過とともに取り込まれる乙とがわかり (Oparkaet al.， 

1990; Marquat et al.， 1997)、糖の取込みとともに組織・細胞の耐凍性が増大す

ることが明らかになっている (lβborgneet al.， 1995)。糖が細胞質中に取り込ま

れる経路として、輸送体による輸送 (Marquatet al.， 1997) とfluid-phase

endocytosisによる輸送 (Oparkaet al.， 1990)が知られているが、長時間の糖外与

処理による耐凍性増大過程において糖がどのような経路で細胞内へ取り込まれ、細胞

内のどこに分布するかは不明であった。本研究では、共焦点レーザー顕微鏡を用いた

観察により、キャベツ葉柄組織およびアスパラガス若茎頭音E小側枝茎頂の頂端分裂組

織では、糖外与処理を長時間行うことにより、 fluid-phaseendocytosisにより糖が

細胞質中に取り込まれることがわかった。しかし、百凶d-phaseendocytosisによっ

て生じた小胞は、長時間経過して耐凍性が増大した後でも崩壊せず、また、凍結・融

解を経ても消失しないことが確認されたことから、 fluid-phaseendocytosisにより

取り込まれた糖の凍害防御作用は実証することができなかった。一方、糖輸送体によ

って取り込まれた糖の耐凍性増大への関与について、糖輸送阻害剤 (PCMBS)を用

いて調べたところ、阻害剤処理により細胞質中への糖の取込みが阻害されるとともに、

耐凍性増大効果が著しく抑制されることが明らかになった。これらのことから、

fluid-phase endocytosisによって取り込まれた糖ではなく、糖輸送体により取り込

まれた糖が、主として耐凍性の増大に関与していると考えられる。

糖添加培地での2日間の前培養により糖を細胞質中に取り込んだアスパラガス若

茎頭部小側枝茎頂を凍結し、頂端分裂組織細胞の原形質膜超微細構造を観察したとと

ろ、生体膜同士の異常接近による生体膜超微細構造の変化の発生が、未処理試料に比

べ著しく軽減していたことから、糖輸送体により取り込まれた糖の凍害防御効果の一

つは、糖が生体膜間のスペーサーとしてはたらき (Frankset al.， 1991; Crowe and 

Crowe， 1986)、膜同士の異常接近の機会を減少させ、原形質膜の傷害を抑制する

ことに起因していると考えられる。

このように、キャベツ葉柄組織およびアスパラガス若茎頭部小側枝茎頂の頂端分

裂組織では、糖外与処理は、浸透圧変化に伴う原形質分離の発生、ならびに取り込ま
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れた糖のスペーサー的機能などのような直接的効果により耐凍性を高めたと考えられ

るが、糖外与処理が副次的に、細胞の脂質またはタンパク質組成を変化させ、これら

の変化が耐凍性の獲得に関与する可能性も否定できない。多くの植物細胞において、

高張溶液による処理が、細胞の遺伝子機能の発現に影響を与え、耐凍性増大に

関与する各種のタンパク質を誘導、蓄積することが知られているので (Guy，

1990; Gusta， 1996， Thomashow， 1998)、本研究では、糖外与処理により耐凍性

が著しく増大するアスパラガスのembryogeniccallusを作出し、糖外与処理によっ

てタンパク質組成に変化が起こるか否かについて検討した。その結果、 0.8Mスクロ

ース添加培地を用いて糖外与処理したアスパラガスembryogeniccallusでは、耐凍

性の増大に伴い、総タンパク質含量が著しく増加し、このタンパク質含量の増加は、

主として42、35、30、26.5、24.5、18.5、16.5kDの7種の可溶性タンパク質

の著しい増加に由来するものであることが明らかになり、さらに、これらの可溶性タ

ンパク質のうちの非常に親水性の高い4種の熱安定性タンパク質 (42、26.5、24.5、

18.5kD)については、植物の耐乾性または耐凍性に深く関与すると考えられて

いるLEAタンパク質 (Thomashow，1998) に対する抗体と特異的に反応する

ことが確認できた。また、糖外与処理中に総量的にはほとんど変動しなかった膜画

分のタンパク質においても、主として30、24.5、19.5、16.5、12.5kDの5種の

タンパク質が、糖外与処理中に増加することが明らかになった。これらの結果から、

増加したタンパク質が耐凍性獲得に関与している可能性があると考えられるが、どの

ような機構によって関与しているかは依然不明であり、今後の重要な検討課題の一つ

である。

とのように、本研究の結果から、糖外与処理による凍害防御効果として、①糖溶

液の浸透価に起因する原形質分離により細胞壁と細胞膜の相互間の制約を緩和し、細

胞の変形・収縮による傷害を軽減する効果、②細胞内に取り込まれた糖がスペーサー

的な役割を果たし、膜の異常接近を回避させて傷害を軽減する効果、さらに、③糖外

与処理の結果生じたタンパク質組成の変化による効果など、糖外与処理による各種の

凍害防御効果を示唆することができた。

現在、国際的な凍結保存事業において最も急務とされているのは、遺伝資源とし

ての熱帯性栄養繁殖作物および難貯蔵性種子の凍結保存である。これらの研究の主流

は、高濃度の凍害防御物質(グリセリンおよび、DMSOなど)の混合液を用いるガラ
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ス化法を基本とした手法であり、操作の簡便さを追求することに焦点が絞られてきた

感がある。しかし、このような物質は、多少を問わず試料に薬害をもたらすことが知

られており (Steponkuset al.， 1992)、また、遺伝的変異を誘発する可能性が危倶

されている。とれに対し、糖は、自然界の低温馴化植物中に多く存在することから、

このような危険性は少ないと考えられるので、近年、凍害防御物質として糖類のみを

用いた凍結保存法が重要視されており、糖の凍害防御効果に再び注目が集まっている。

本研究によって明らかになった糖外与処理による凍害防御効果に関する基礎的な知見

は、植物遺伝資源凍結保存技術の今後の発展に大きく貢献するものと考えられる。
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摘要

本研究は、植物遺伝資源、特に、野菜遺伝資源の長期保存を目的として、

野菜組織・細胞の超低温保存技術の重要な構成要素となっている凍結前糖外与

処理の効果について検討したもので、その内容は、 1 .数種野菜組織における

糖外与処理と生存性および耐凍性の変化、 2.数種野菜組織における糖外与処

理と組織内への糖の取込みおよび耐凍性の変化、 3.糖外与野菜組織における

糖含量および耐凍性の変動と細胞構造の変化、 4.野菜茎頂の凍結前糖外与処

理(培養法)と含水率・糖含量および耐凍性の変動ならびに細胞内小器官およ

び原形質膜超微細構造の変化、 5.培養細胞に対する糖外与処理または低温処

理と耐凍性、糖含量およびタンパク質の変化、に大別され、次のように要約さ

れる。

1.数種野菜組織における糖外与処理と生存性および耐凍性の変化

( 1 )糖外与処理前の組織の耐凍性検定

ソルビトール高濃度 (O.8M)溶液への浸漬による糖外与処理を行う前のタ

マネギ (Alliumcepa L.)鱗葉組織、キャベツ (Brassicaoleracea L.)葉柄

組織およびアスパラガス (Asparagusofficinalis L.)若茎頭部小側枝茎頂な

どの組織・細胞の耐凍性を、電解質漏出法により評価したところ、タマネギ鱗

葉組織、キャベツ葉柄組織およびアスパラガス若茎頭部小側枝茎頂の耐凍性が

ほぼ同等であることがわかった (LT50=-3
0C前後)。しかし、アスパラガス若

茎頭部小側枝茎頂の耐凍性をfluoresceindiacetate (FDA)染色法で評価し

た場合には、凍結保存後の植物体再生に重要な頂端分裂組織は、 -50C孟LT50孟

-7.50Cの高い耐凍性を示した。

(2)糖タエ与処理後の組織の生存住

タマネギ鱗葉組織、キャベツ葉柄組織およびアスパラガス若茎頭部小側枝
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茎頂を用い、ソルビトール高濃度 (O.8M)溶液への浸漬処理を行った場合の

生存率の変化について調べた。タマネギ鱗葉組織についてみると、糖外与処理

開始直後から、他の試料より急激に生存率が低下したことから、脱水抵抗性が

極めて低く、糖外与処理によって傷害を受ける例の一つであることがわかった。

さらに、ソルビトール高濃度 (O.8M)溶液浸漬処理の後に、その溶液をO.4M

に希釈し、浸透価を低下させることによっても生存率が低下したことから、タ

マネギ鱗葉組織・細胞は、溶液浸透価の低下(復水)に起因する浸透圧ストレ

スにも極度に弱いことが明らかになった。これに対して、キャベツ葉柄組織お

よび、とりわけアスパラガス若茎頭部小側枝茎頂の頂端分裂組織では、糖高濃

度溶液浸漬処理による糖外与処理に起因する脱水および復水による生存率の低

下は僅かであった。これらのことから、脱水および溶液浸透価の低下による組

織・細胞内への復水に起因する浸透圧ストレスに対する耐性は、タマネギ鱗葉

組織で最も低く、キャベツ葉柄組織では中程度で、アスパラガス若茎頭部小側

枝茎頂の頂端分裂組織では最も高いことが明らかになった。

(3)糖外与処理後の組織の耐凍佐

タマネギ鱗葉組織、キャベツ葉柄組織およびアスパラガス若茎頭部小側枝

茎頂を用い、ソルビトール高濃度 (O.8M)溶液への浸漬処理を行った場合の

耐凍性の変化について調べた。タマネギ鱗葉組織の耐凍性は、糖外与処理開始

直後から24時間後まで不変であったのに対し、キャベツ葉柄組織の耐凍性は、

糖外与処理開始直後から急激に増大し、 3時間後には最大 (LT 50 =-13 oc )と
なったが、処理時間の経過とともに徐々に低下した。一方、アスパラガス若茎

頭部小側枝茎頂の頂端分裂組織の耐凍性は、糖外与処理開始直後から徐々に増

大し、 12時間後に最大 (LT50=-30
0C)となったが、処理時間の経過とともに

徐々に低下した。キャベツ葉柄組織およびアスパラガス若茎頭部小側枝茎頂の

頂端分裂組織の耐凍性が、最大となったのち糖外与処理時間の経過とともに低

下したのは、処理時間が過剰に長くなり、組織・細胞の活性が低下したことに

よると考えられる。
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2.数種野菜組織における糖外与処理と組織内への糖の取込み

および耐凍性の変化

( 1 )糖外与組織・細胞のf1uid-phaseendocytosis による糖の取込み

キャベツ葉柄組織およびアスパラガス若茎頭部小側枝茎頂を用い、ソルビ

トール高濃度 (O.8M)溶液への浸漬による糖外与処理を行った場合の細胞質

中への糖の取込みについて、 luciferyellow carbohydrazide (LYCH)をト

レーサーとして共焦点レーザー顕微鏡により観察したところ、糖外与処理開始

数分後の細胞では原形質分離が起き、これによって現れるfluid-phase

endocytosisによって細胞質中へ糖が取り込まれることが明らかになった。

fluid-phase endocytosisにより生じた小胞は、細胞質内に存在しており、組

織を等張条件に戻した後においても細胞質内に残り、原形質膜へ復帰すること

なく、さらに、組織を凍結・融解した後も消失しなかった。このことから、

fluid-phase endocytosisにより取り込まれた糖の凍害防御効果発現への関与

は小さいと予想される。

(2)糖外与組織・細胞におげる耐渡性向上と糖輸送体による取込み

との局運

糖輸送体を介して細胞質中に取り込まれた糖の凍害防御効果について調べ

るため、ソルビトール高濃度 (O.8M)溶液浸漬による糖外与処理を行うと耐

凍性が増大するキャベツ葉柄組織およびアスパラガス若茎頭部小側枝茎頂の頂

端分裂組織を対象として、耐凍性および糖含量に及ぼす糖輸送阻害斉Ijp-

chloromercuribenzene sulfonic acid (PCMBS)処理の影響について調べた。

未処理のキャベツ葉柄組織およびアスパラガス若茎頭部小側枝茎頂の耐凍

性 [LT50=ー3.rc(キャベツ)および-2.8
0C (アスパラガス)]は、ソルビト

ール高濃度 (O.8M)溶液浸漬による糖外与処理を 1時間行うことにより著し

く増大したが [LT50=-goC(キャベツ)および-6.6
0C(アスパラガス)]、 PCMBS

を添加したソルビトール高濃度 (O.8M)溶液による 1時間の糖外与処理を行

うと、耐凍性の増大が抑制されること [LT50=-5.rc (キャベツ)および-50C
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(アスパラガス)]が明らかになった。

さらに、キャベツ葉柄組織の糖含量は、 PCMBSを添加したソルビトール高

濃度 (0.8M)溶液による糖外与処理を 1時間行った場合 080μmol!gFW)

には、ソルビトール高濃度 (0.8M)溶液浸漬による糖外与処理を 1時間行っ

た場合 (240μmol!gFW) より減少することが明らかになった。しかし、共焦

点レーザー顕微鏡観察によると、 fluid-phaseendocytosisによる糖の取込み

がソルビトール溶液へのPCMBSの添加により抑制されなかったことから、主

として組織の耐凍性増大に寄与しているのは、糖輸送体を介して細胞質中に取

り込まれる糖であることが明らかになった。

3.糖外与野菜組織における糖含量および耐凍性の変動と細胞構造

の変化

( 1 )野菜組織・細胞への糖外与処理(高濃度糖溶液浸演法)Iごおげる

糖の種類、濃度および処理時間と耐渡性向上との局運

キャベツ葉肉組織を用い、各種の糖(グルコース，ガラクトース，スクロー

ス，マルトース，ソルビトール，マンニトール)を1.0Mの濃度で添加した溶液中

での糖外与処理を10分間行った場合の耐凍性の変化について、電解質漏出法

により調べたところ、マンニトール以外の各糖については、ほぼ同等の耐凍性

増大効果が認められ、最大耐凍性は、 -160C孟LT50孟-17.5
0Cとなった。

耐凍性増大に対して最大の効果を示した1.0Mグルコース溶液を用いてキャ

ベツ葉肉組織に糖外与処理を行うと、処理開始10分後から 3時間後に最大の

耐凍性 (-17.50C註LT50孟-18
0

C)が得られたが、 10分後に得られた最大耐凍

性は、その後の試料の水洗により消失してLT50=ー5
0

Cとなったのに対し、 3時

間後に得られた最大耐凍性は、水洗後でもほとんど低下しなかった (LT50=-

16.30C) ことから、短時間糖外与処理によって起こる試料耐凍性の増大は、細

胞の表面、細胞問中層ならびに細胞膜と細胞壁の聞に存在する、いわゆる細胞

外の糖の働きによるものと推測される。
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(2)野菜組織・細胞に対する糖外与処理(高濃度糖溶絞浸演法j の

時間と糖取込み量との関連

キャベツ葉肉組織に対して1.0Mグルコース溶液浸漬による糖外与処理を行

ったのち水洗を行うことにより、糖含量に及ぼす糖外与処理後の水洗の影響に

ついて調べたところ、水洗前後においてグルコース含量が著しく変化すること

が明らかになった。組織内のグルコース含量は、当初50μmol!gFWであった

が、糖外与処理10分後には著しく増加し (200μmol!gFW)、3時間後にはさ

らに増加した (370μmol!gFW)。しかし、それは、糖外与処理開始10分後の

試料を水洗した場合には著しく減少し (80μmol!gFW)、糖外与処理 3時間

後の試料を水洗した場合には、減少したものの大量に残存していた

060μmol!gFW) ことから、 10分間という短い時間の糖外与処理では、キャ

ベツ葉肉組織の細胞質中にグルコースがほとんど取り込まれていないことが明

らかになった。すなわち、キャベツ葉肉組織でみられた短時間糖外与処理によ

る耐凍性増大効果が、細胞質中に取り込まれていない細胞外の糖(細胞間中層

ならびに細胞膜と細胞壁の聞に存在する糖)による効果であることが明らかに

なった。

(3)短時間糖外与処理(高濃度糖溶液浸演法j後の組織・細胞の

凍結過程における梼造変化と居留解後におげる生子宇佐向上とのf!lf蓮

キャベツ葉肉組織を用い、細胞構造に及ぼす凍結の影響についてCryo-SEM

[Cryo-unitを装着した走査電子顕微鏡 (scanningelectron microscope) ]に

より調べたところ、糖外与処理を行っていない未処理試料を-100Cまで凍結し

た場合には、著しく変形、収縮した細胞が観察され、細胞中のある箇所では、

密着している細胞壁間で原形質膜同士が密着している様子が確認されたのに対

し、 10分間の1.0Mグルコース溶液処理後に-20
0

Cまで凍結したキャベツ葉肉

組織では、細胞壁と原形質膜の間 (periprotoplasmicspace)に糖溶液が存在

する細胞が多くみられ、凍結による細胞の変形・収縮は軽減されており、原形

質膜同士が密着している箇所はみられなかった。フリーズ・フラクチャー・レ

プリカ法により原形質膜破断面を観察したところ、生体膜同士の異常接近が原

161 



因となるaparticulatedomains (ADs)およびそれに伴うfracture-jumplesions 

(FJLs)などの構造変化が、未処理試料ならびに糖外与処理後に水洗した試料よ

りも、前述のように糖外与処理を行った試料においてはるかに少なかったこと

から、短時間糖外与処理の耐凍性増大効果は、細胞の著しい変形・収縮を原形

質分離により軽減し、凍結時における生体膜同士の異常接近を回避させて、凍

結傷害の発生を緩和するものと考えられる。

(4)野菜組織・細胞の凍結jご伴う生存佐の変動および梼造変化と

細胞壁の有無との相互関連に局する組織-プロトプラスト

実験系による検証

キャベツ葉肉組織および葉肉組織由来フロトプラストの耐凍性を電解質漏

出法により比較したところ、フロトフラストの耐凍性が組織のそれを大きく上

回ることが明らかになったことから、細胞壁の存在が凍結傷害の発生を助長し

ているものと推測される。 -300Cで凍結した組織およびプロトプラストを

Cryo-SEM~こより観察したところ、葉肉組織では、細胞外氷晶の圧迫により細

胞壁が著しく変形し、原形質膜同士が異常接近していたが、プロトプラストで

は、変形の程度は緩和され、原形質膜同士の密着が起きないことが明らかにな

り、凍結傷害の原因は、凍結時の細胞外氷晶の成長による細胞壁の変形である

とする前述の結果が実証された。

4.野菜茎頂の培養による凍結前糖外与処理(糖前培養)と含水率、

糖含量および耐凍性の変動ならび、に細胞内小器官および原形質膜

超微細構造の変化

( 1 )培養法による長時間糖外与処理(糖前培養j後の野菜組織に

おげる含水率、糖含量および耐凍性の変化

アスパラガスの若茎頭部小側枝茎頂を用い、含水率、糖含量および耐凍性に及
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ぼす0.5Mグルコース添加培地での2日間の糖前培養[凍結保存(緩速予備凍結法)

の際の凍結前処理として用いられる]の影響について調べた。さらに、低温馴化

によって起こる糖の増加の意義について探究するために、 2日間の糖前培養を

行った試料とOOCで20日間の低温処理を行った試料の含水率、糖含量および耐凍性を

比較した。

糖外与処理を行わない未処理試料の含水率 (89%) は、糖前培養により低

下し (77%)、 20日間の低温処理(0 OC) を行った試料でも含水率の低下が

認められた (85%)。

糖前培養または低温処理を行った試料の全糖含量およびデンプン含量の変化

について調べたところ、全糖含量は、未処理試料の38μmollgFWから、糖前

培養により222μmollgFWまで増加し、一方、低温処理により 156μmollgFW

まで増加した。デンプン含量についても、糖前培養試料および低温処理試料の

両者において、増加する傾向が認められた。

糖前培養および、低温処理による試料の耐凍性の変化を再生培養法により調べ

たところ、未処理試料ではLT50=-5.rcであったのに対し、糖前培養試料では
LT50=一21.3

0Cと変化し、耐凍性の著しい増大が認められた。また、低温処理試

料の耐凍性も増大した (LT5o=-21.1OC)。これらの事実から、含水率の低下お

よび糖含量の増加(浸透価の上昇)と耐凍性とは密接に関連していると推測さ

れる。

( 2) 11茸菱法による長時間糖外与処理(糖前著養)後の野菜組織・

細胞におげる細胞内小器官の梼造変化

アスパラガスの若茎頭部小側枝茎頂の頂端分裂組織を対象として、グルコー

ス高濃度 (0.5M)添加培地での2日間の前培養および20日間の低温処理を行った場

合における細胞内小器官の構造変化について超薄切片法により調べた。糖前培

養試料では、葉緑体の大型化、デンプン頼粒の集積、組面小胞体の発達など、

細胞内小器官の著しい構造変化が認められた。また、低温処理試料においても、

葉緑体の大型化など、糖前培養試料と似た構造変化が観察された。特に、小胞

体、ミトコンドリアなどの細胞内小器官の数的変動については、低温処理試料

と糖前培養試料とは酷似していた。とれらのことから、低温処理試料でみられ
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る構造変化と内生的に増加した糖の働きとの問に関連があるものと思われる。

(3)培養法による長時周糖外与処理後の野菜組織・細胞の凍結過程

におげる原形質膜遊説貨縮構造の変化と肩書解後の生淳位向上との

周遊

アスパラガス若茎頭部小側枝茎頂に対してグルコース高濃度 (0.5M)添加培地

での2日間の前培養または20日間の低温処理を行ったのち、頂端分裂組織細胞を対

象として、フリーズフラクチャー・レプリカ法により、凍結過程における原形

質膜超微細構造の変化について調べたところ、これらの試料では、生体膜同士

の異常接近が原因とされるADsとそれに伴うFJLsなどの構造変化が、はるか

に低い温度域においても抑制されていた。このことから、糖外与処理中に細胞

質中に取り込まれた糖、または低温処理中に内生的に増加した糖が、生体膜聞

のスペーサーとしてはたらき、凍結時における原形質膜同士の異常接近を回避

させ、原形質膜の凍結傷害を抑制するものと考えられる。

5.培養細胞に対する糖外与処理または低温処理と耐凍性、糖含量

およびタンパク質の変化

( 1) embryogenic callus Iごおげる耐凍佐の変化と糖外与処理

または低温処理との関連

アスパラガス[品種・メリーワシントン 500W(MW500¥町)および培養系・

Y6クローン (Y6C)]およびサツマイモ(品種・台農10号)由来のembryogenic

callusに対してスクロース高濃度 (0.8M)添加培地での培養による糖外与処理を行

い、耐凍性の変化について調べたところ、アスパラガスMW500W由来の

embryogenic callusが、糖外与処理開始2日後に最大の耐凍性 (LT50=-25
0C)を

獲得するととが明らかになった(アスパラガスY6C培養系由来のものではLT50=-

220C，サツマイモ台農10号由来のものではLT50=-8
0C)。これらの耐凍性は、糖

外与処理開始 8日後まで維持されたのち急激に低下した。アスパラガス
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MW500W由来のembryogeniccallusの耐凍性は、糖外与処理によって著しく増

大したが、低温処理によってはほとんど増大しなかった。

( 2) embryogenic callus におげる糖含量の変化と糖外与処理

または低温処理との開運

アスパラガスMW500W由来のembryogeniccallusを用い、糖含量に及ぼす

糖外与処理および低温処理の影響について調べた。糖外与処理試料では、スクロ

ース高濃度 (O.8M)添加培地を用いて培養すると、糖外与処理開始 1日後から

糖含量が増加しCfluid-phaseendocytosisによる糖の取込みが観察され、糖

輸送体による取込みも起っていると思われる)、 2週間後まで高い値を維持し

たが、低温処理 [40C (12時間)/2 oC (12時間)、 2週間]を行った試料の

糖含量はほとんど変動しなかった。このことおよび(1 )で述べたことから、

試料内糖含量が耐凍性に関与していると考えられる。

(3)糖外与処理または低温処理後のembryogeniccallusにおげる

細胞内俊紹梼造の変化

アスパラガスMW500W由来のembryogeniccallusを用い、スクロース高濃度

(O.8M)添加培地による培養で糖外与処理および低温処理[40C (12時間)/ 

20C (12時間)、 2週間]を行った場合の細胞内超微細構造の変化について超薄

切片法により調べた。糖外与処理試料の細胞では原形質分離が起こり、細胞質

には小胞状構造が観察されたが、低温処理試料では、このような細胞内におけ

る微細な構造的変化は観察されなかったことから、耐凍性と細胞内微細構造変化

との聞には密接な関連があると考えられる。

(4)糖外与処理または低温処理後のembryogeniccallus におげる

タンパク貨の変化

アスパラガスMW500W由来のembryogeniccallusを用い、スクロース高濃度

(O.8M)添加培地での培養による糖外与処理を行った場合、または低温処理

[40C (12時間)/2 oC (12時間)、 2週間]を行った場合におけるタンパク
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質含量および組成の変化について調べた。量的変化についてみると、糖外与処

理試料では、可溶性タンパク質含量が著しく増加したが、低温処理試料では、

有意な変化は認められなかった。一方、膜タンパク質については、糖外与処理

試料および低温処理試料の両者において、量的変化はほとんど認められなかっ

た。

次に、可溶性タンパク質の組成変化についてみると、糖外与処理試料では、

主として42、35、30、26.5、24.5、18.5、16.5kDの7種の可溶性タンパク質

が糖外与処理中に増加し、そのうちの42、26.5、24.5、18.5kDの4種の熱安

定性タンパク質については、 LEAタンパク質(植物の耐凍性および耐乾性の獲

得に関与していると考えられている)の一つであるdehydrinの抗体と交叉し

たことから、アスパラガスMW500W由来のembryogeniccallusでみられた糖

外与処理の耐凍性増大効果には、細胞質中に取り込まれた糖の効果に加えて、

外液からの浸透圧刺激によって誘導されたタンパク質の補助的な効果が加わっ

ていると推測される。

このように、植物組織・細胞に対して高濃度糖溶液による糖外与処理を行

うと凍害防御効果が現れ、その効果としては、従来考えられていた細胞質中に

取り込まれた糖による直接的な効果のほかに、外液の高浸透価によって誘起さ

れる原形質分離による効果、ならびに浸透圧刺激によって誘導されたタンパク

質による補助的効果などがあり、これらが複合的に試料の耐凍性を高めている

ととが明らかになった。

本研究において明らかになった事象および得られた知見は、野菜遺伝資源

をはじめとする植物遺伝資源の凍結保存技術を確立し発展させるための基礎と

して、重要な役割を果たすものと考えられる。
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