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緒　言

　近年、ブルー一・・ペリー（Vaccinium　spp．）、ラズベリー（Rubus　spp．）などの小果

樹類の栽培が注目されており、特に、クロミノウグイスカグラ（Lonicera　eaerulea

var．　emphyllocalyx）は、日本においては北海道に自生している野生の小果樹とし

て注目されてきている。クロミノウグイスカグラはスイカズラ科に属する潅木性

木本植物で、千島、サハリン、カムチャツカ、東シベリア、中国東北部などに自

生している。北海道内では勇払原野、根釧原野などの湿原および羊蹄山、大雪山、

日高山脈などの高山帯に自生し、古くから食用とされてきた（佐藤，1985）。近

年、この果実の加工品が特産品として人気を集め、栽培化が進みつつあり、栽培

面積および生産量が増加した。現在では、北海道内において栽培されている小果

樹の中で最大の面積を占めているが（農林水産省農産園芸局果樹花き課，1999）、

品種改良はそれほど行われておらず、栽培品種として種苗登録されているのは

‘ゆうふつ’　（平4．1．16．第3033号）一品種のみであり（田中ら，1991）、

優良系統の収集および保存ならびに新品種の育成が望まれている。

　北海道のような寒冷地における果樹栽培では、冬季の低温が厳しく、果樹栽培

地域においても一一一　30℃前後の低温に遭遇することもしばしばあり、凍害が多発し、

枝先端部、枝分岐部、主幹地際部などが凍害を被りやすく、特に、小果樹では枝

の先端部が凍死して枯れる、いわゆる先枯れ現象が発生するなど、樹体に大きな

損傷を与えるほか病害虫の侵入口となり、栽培・生産を妨げる大きな障壁となっ

ている。したがって、低温に対する果樹の耐性を知ることは、凍害予防品種選択

などの点で栽培上有益であるのみでなく、育種の面においても、耐寒性形質の導

入など重要な役割を果たすものと考えられる。凍害を防止し、寒冷地における小

果樹の栽培を進展させるためには、小果樹の耐凍性獲得機構について研究するこ
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とが不可欠である。

　可食性のスイカズラ（Lonicera　altaica，　L．　caerulea，　L．　kamscha亡ica，　L．　stenantha

など）の収集および保存は、アメリカ合衆国農務省National　Clonal　Germplasm

Repositoryで行われているものの、栽培特性や環境適応能に関する研究は行われて

いない。ロシア共和国では、可食性のスイカズラ（L．altaica，　L．　edulis，　L．　pallasii，

L，regeliana，　L，　turczaninowiiなど）が新しい小果樹として注目され、研究されてい

る（Plekhanova，1988；Plekhanova，1990）。日本においては、クロミノウグイ

スカグラの自生地、栽培特性および育種に関する報告はあるが（佐藤・梶，1984；

佐藤，1985；田中ら，1994；田中，1996）、寒冷地におけるクロミノウグイス

カグラの安定的生産および栽培地域を拡大する際の重要な条件となる耐凍性につ

いては、これまでに詳細な報告がみられないので、これらの点について検討する

必要があると考えられる。

　つぎに、植物の低温馴化とくに耐凍性の獲得過程についてみると、夏から冬に

かけての気温の低下に感応して植物細胞内で多様な変化が起こっており、低温馴

化・耐凍性獲得の現象を理解するためには、季節変化に伴う植物体内の物質代謝

の変化や、それを制御している仕組みを知る必要があり、このような基礎的事象

を把握することは、確実な果樹栽培技術を構築する上で特に重要であると考えら

れる。

　まず、物質的な変化についてみると、低温馴化に伴って、糖、生長調節物質、

タンパク質、脂質等の組成および含量に変化がみられるとの報告がある（Sakai・

Larcher，1987）。また、デンプンが糖や糖アルコールに変化し、細胞の浸透価が

高くなることが知られており（Sakai，1962）、冬に蓄積される糖の種類は、植物

によって異なるが、スクロース、フルクトース、ラフィノースなどであると報告

されている（Sakai・Yoshida，1968；Hinsleyら，1992；Wiemken・Ineichen，

2
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1993）。つぎに、生長調節物質についてみると、耐凍性が高くなるとともにABA

が増加すること（Chenら，1979）、ABAを外与するとタンパク質が誘導される

こと（Dallaireら，1994；Welbaumら，1997）、さらに、耐凍性の高まりに対

応してリン脂質の増加および細胞膜のリン脂質構成脂肪酸の不飽和化が起こるこ

となどの事例が報告されている（Yoshida・Uemura，1984；Paltaら，1993）。

　元来、低温遭遇、低温馴化、耐凍性の変化などは自然環境下で生育している植

物体で起こっている事象であるが、これらを研究対象として、実験的に探究する

場合には、条件の設定、結果の調査・解析に困難を伴うことが多い。このような

ことから、組織培養系において得られる培養植物体を用いた研究が行われており

（Chen・Gusta，1983；Gordon－Kamm・Steponkus，1984）、自然界で起こってい

る種々の複合的な応答を解析的に把握するために非常に有効な方法である。組織

培養法によって得た植物体を耐凍性の研究に用いることの利点として、遺伝的に

も環境条件についても常に斉一な材料を得ることができること、ならびに人為的

操作（低温馴化処理等）が容易で、再現性が高いことがあげられる。

　クロミノウグイスカグラについては、野外から採取した茎頂を用いて初代培養

を行うことにより、容易に培養系を確立できるほか、培養体シュー・…一・・トを分割して

継代培養を行うことにより、幼植物を得ることが可能であり、培養植物体の維持・

増殖を図ることができる（鈴木ら，1987）。

　本研究は、野外で生育しているクロミノウグイスカグラに発生する凍害につい

て組織学的に観察するとともに、茎頂を用いて、耐凍性の変動、含水率および内

性物質の変化などについて調べたほか、fη碗ro培養系を用いて検証し、クロミノ

ウグイスカグラの凍害回避および栽培化を促進する場合のほか、耐寒性品種を育

成する場合にも役立つ基礎的事象を探究し、知見を提起したものである。

3
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第1章　クロミノウグイスカグラの生育地域と耐凍性

　クロミノウグイスカグラの栽培地域を拡大するためには、耐凍性について検討

しておくことが必要である。ここでは、寒冷地域におけるクロミノウグイスカグ

ラ栽培の基礎となる耐凍性の変化について調査するとともに、生育地域による耐

凍性の差異について検討した。

第1節　生育地域と耐凍性の変化

　本節では、北海道内各地で生育しているクロミノウグイスカグラの耐凍性とそ

の地域の気象特性について調査した。

1．材料および方法

（1）材料の採取

　1998年10月から1999年3月にかけて、札幌市（北海道大学農学部附属農場）、

美唄市（北海道立林業試験場）、音威子府村（北海道大学農学部附属演習林中川

地方演習林）、大樹町（圃場）および苫小牧市（勇払原野）の各地で生育してい

るクロミノウグイスカグラ（Lonicera　ca　eru1　ea　var．　emphyllocaryx）から、地域ご

とに5樹を選び、それぞれの樹から当年枝を4本ずつ採取した。採取した枝は、

長さ10～20cm、直径2～4mmで、頂芽および腋芽を6～10個［3～5節（対生）］

もつものである。

（2）気温および積雪深の観測と集計

　1998年10月から1999年3月までの札幌市、美唄市、音威子府村、大樹町およ

び苫小牧市における日最高気温、日最低気温および積雪深の変動について調べた。
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この場合、気象庁のアメダスによるデータを用いたが、札幌市の気温については、

北海道大学農学部附属農場における観測値（北海道大学農学部附属農場気象観測

報告による）を用いた。

（3）耐凍性の調査

　凍結・融解は、Fig．1－1に示した方法により、一10、一20、一30および一40℃

の4段階に温度を調整したフリーザー中で凍結したのち、0℃で融解した。その

後、温室内において、50m1容三角フラスコの中に入れた10mlの蒸留水中に、枝の

下部町1cmを浸漬するようにして、水挿しを行った。4週間後に、萌芽率を調べ

るとともに、電解質漏出量を測定した。芽の生死の判定に当たっては、展葉した

芽を生存しているものとして、萌芽率（％）＝（萌芽した枝数／供試した枝数）

×100の式によって算出した。また、電解質漏出量の測定には電気伝導度計

（HORIBA，　B・173）を用い、電解質漏出率は、　Evert・Weiserの方法（1971）に

よって算出した。耐凍性は、供試試料の50％が生存しているときの温度を示す

LT50（lethal　temperature　of　50％survival）　（Bittenbender・Howell　Jr．，1974）　を

指標として評価した。なお、10月および11月に採取した材料については、休眠を

解除させるため、5℃に4週間おいたのち凍結処理を行った。

2．結果

（1）気温および積雪深

　札幌地域では、Fig．1－2に示したように、最低気温は11月になってから徐々に

下がり、11月上旬には0℃以下になる日もあり、12月から2月までの間は、一10

℃以下になる日が多く、1999年1月28日には一15．1℃となった。平均気温は、冬

季には一4℃を中心にして変動するが、3月以降になると10℃以上に上昇する日

もあった。札幌地域では、11月中旬に積雪がみられ、積雪深は、翌年1月中旬か

5
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Fig．　1－1．　Diagram　of　freezing－thawing

procedures．　C．O．　means　onset　of　cooling．　Solid

lines　represent　temperatures　and　durations　that

treat　plant　materials；　dotted　lines，　transferring

the　materials　to　the　temperature．
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ら3月中旬まで80cm前後で推移した。

　美唄地域では、Fig．1－3に示したように、最低気温は11月になってから徐々に

下がり、11月上旬には0℃以下になる日もあり、12月から2月までの間は、一10

℃以下になる日が多く、1999年2月3日には一23．6℃となった。平均気温は、冬

季には一6℃を中心にして変動した。美唄地域においては、11月上旬に積雪がみ

られ、積雪深は、翌年1月上旬から3月下旬まで100cmから150cmの範囲で変動

した。

　音威子府地域についてみると、Fig．1－4に示したよ、うに、最低気温は、10月に

徐々に下がり、10月下旬には0℃以下になる日もあり、12月から2月までの間、

一15℃以下になる日が多く、1999年2月19日には一26．3℃となった。平均気温は、

冬季には一7℃を中心にして変動し、3月中にも0℃を越える日は少なかった。

音威子府地域の積雪深は、11月中旬に100cmを越え、徐々に深くなり3月12日に

は239cmとなった。

　大樹地域では、Fig．1－5に示したように、最低気温は、11月になってから徐々

に下がり、11月中旬には一10℃以下になる日もあり、12月から2月までの間は、

一15℃以下になる日が多く、1999年2月15日には一23．6℃となった。平均気温は、

冬季には、一一　7℃を中心にして変動するが、3月以降には0℃以上に上昇する日

もあった。大樹地域においては、11月上旬に積雪がみられ、積雪深は、翌年1月

上旬から3月中旬まで40cm前後で推移した。

　苫小牧地域についてみると、Fig．1－6に示したように、最低気温は11月になっ

てから徐々に下がり、11月．中旬には0℃以下になる日もあり、12月から2月まで

の間は、一10℃以下になる日が多く、1999年2月3日には一14．3℃となった。平

均気温は、冬季には、一3℃を中心にして変動するが、2月以降には0℃以上に

上昇する日もあった。また、この地域では積雪深として記録されるほどの積雪は
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認められなかった。

（2）耐凍性の変動

　10月下旬に採取した枝についてみると、札幌で採取した枝は一10℃の凍結後に

生存し萌芽したが、一一　40℃の凍結後には凍死したものがみられ、音威子府で採取

した枝は、一40℃の凍結後でも多くのものが生存した（Fig．1－7）。12月下旬に

なると、札幌採取のものでは、一40℃の凍結後に萌芽した（Fig．1－8）。翌年2

月下旬では、札幌採取の枝は一10℃の凍結後には萌芽したが、一30℃の凍結には

耐えられなかった（Fig．1－9）。しかし、苫小牧採取のものでは一40℃の凍結後

においても生存した。

　萌芽率による判定を行った場合の耐1東性の変動についてみると、Fig．1・10に示

したように、耐凍：性は10月下旬から12月下旬の間にわずかに高くなり、翌年2月

下旬には、生育地域による差が認められた。すなわち、大樹および苫小牧では耐

凍性が高いまま維持されていたのに対して、札幌、美唄および音威子府では耐凍

性が低くなった。

　つぎに、電解質漏出量により判定した耐凍性の変動についてみると、10月下旬

から12月下旬までは高いままほとんど変化せず、翌年2月下旬に顕著に減少した

（Fig．1・11）。この場合、生育地域による差は認められなかった。

第2節　凍結・融解後の枝組織に発生する凍害の組織学的観察

本節では、光学顕微鏡を用いた観察により、凍結・融解後のクロミノウグイス

カグラ枝組織における凍害発生状況について、組織学的に観察した。

1．材料および方法
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November　4　（A　and　B）　and　from　Otoineppu　on
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frozen　and　thawed．　Samples　collected　from　Sapporo　on

December　23．　Freezing　temperature　is　一100C　（A）　or　一

400C　（B）．
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Fig．　1－9．　Sprouting　of　dormant　buds　of　L．　caeru／ea　twigs

frozen　and　thawed．　Samples　collected　from　Sapporo　on

March　1　（A　and　B）　and　from　Tomakomai　on　February　25

（C　and　D）．　Freezing　temperature　is　一100C　（A　and　C），　一

300c　（B）　or　一400c　（D）．
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tolerance　of　twigs　evaluated　by　bud　sprouting

in　L．　caeru／ea．　e，　Sapporo；　一，　Bibai；　O，

Otoineppu；　M，　Taiki；　A，　Tomakomai．　LTso

（lethal　temperature　50）　means　the

temperature　at　which　500／o　of　samples

survive，　and　is　evaluated　by　B耐enbender

and　Howell　Jr．’s　method　（1974）．
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was　elucidated　in　Fig．　1－10．
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　北海道大学農学部附属農場の圃場で生育している株から本章第1節と同様に枝

を採取し、同じ凍結・融解処理を行った。滑走式ミクロトームおよび剃刀を用い

て試料を作製し、腋芽および茎の断面の観察を行った。凍害の程度は腋芽および

茎の褐変度により判定した。

2．結果

　11月上旬の腋芽の凍害についてみると、一20℃の凍結では認められなかったが、

一一@30℃から一40℃にかけてその程度が拡大した（Table　1－1）。12月下旬採取の

ものでは、一40℃においても凍害はほとんどみられなかったが、3月上旬には、

一30℃以下で顕著に認められた。11月上旬に採取した腋芽は、一10℃の凍結後に

おいても、未凍結のものと同様に、全体的に緑色であったが、一一　30℃では腋芽の

基部が褐下した（Fig．1－12）。12月下旬になると、凍結後においても未凍結の場

合と同様に緑色を呈していた（Fig．1・13）。3月上旬では、一20℃凍結後でも緑

色で活力が認められたが、一一一　30℃凍結においては、腋芽の全体、基部および皮層

が褐平した（Fig．1－14）。

　つぎに、茎についてみると、Table　1・1に示したように、腋芽と同様に凍害が現

れ、内変などの変化がみられた。すなわち、11月上旬になると、一20℃では凍害

は認められなかったが、一一30℃でわずかにみられ、一40℃では皮層から維管束形

成層にかけての傷害が大きかった。12月下旬では、凍害はほとんどみられなかっ

たが、3月上旬には、一30℃以下で傷害が顕著に現れた。11月上旬に採取した茎

は、未凍結のものと同様に、一10℃の凍結後では全体的に緑色であったが、一30

℃になると皮層の一部が、一40℃では皮層の大部分が褐変した（Fig．！・15）。12

月下旬のものでは、一40℃においても全体的に緑色を呈しており傷害は認められ

なかった（Fig．1－16）。3月上旬では、一一　20℃で皮層が褐変し、一一一　30℃以下にな
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Fig．　1－12．　Longitudinal　sections　of　nodal　portions　of　L．

caeru／ea　twigs　collected　from　Sapporo　on　November　4．

A：　Nonfrozen，　B：　frozen　at　一100C，　C：　at　一300C．　Bar　＝1

cm
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Fig．　1－13．　Longitudinal　sections　of　nodal　portions　of　L．

caerutea　twigs　collected　from　Sapporo　on　December　23．

A：　Nonfrozen，　B：　frozen　at　一100C，　C：　at　一400C．　Bar　＝　1

cm
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Fig．　1－14．　Longitudinal　sections　of　nodal　portions　of　L

caeru／ea　twigs　collected　from　Sapporo　on　March　1．　A：

Nonfrozen，　B：frozen　at　一200C，　C：　at　一30eC．　Bar　＝　1　cm
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Fig．　1－15．　Cross　sections　of　L．　caeru／ea　twigs　collected

from　Sapporo　on　November　4．　A：　Nonfrozen，　B：　frozen

at　一100C．　C：　at　一300C．　D：　at　一400C．　Bar　＝5　m　m
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Fig．　1－16．　Cross　sections　of　L．　caeru／ea　twigs　collected

from　Sapporo　on　December　23．　A：　Nonfrozen，　B：　frozen

at　一100C，　C：　at　一400C．　Bar　＝5　mm
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ると皮層および維管束形成層が褐変した（Fig．1－17）。

第3節　組織間の耐凍性の差異

　本節では、TTC還元法により、クロミノウグイスカグラ組織の耐凍性について

検討した。

1．材料および方法

　1999年3月1日に北海道大学農学部附属農場から材料を採取し、本章第2節と

同様の方法で凍結・融解処理および切片を作製し、塩化2β，5・トリフェニルテトラ

ゾリウム（2，3，5・triphenyltetrazolium　chloride；TTC）還元法により観察した

（Towill・Mazur，1975）。TTC還元法は以下の手順で行った。

　1）0．6％TTCを含む50　mMリン酸緩衝液（Na2HPO4・KH2PO4，　pH7．5）に組織片

を浸漬した。

　2）水流アスピレーターで脱気したのち、26℃の暗所で15時間保温した。

　3）反応後に、組織を蒸留水で2回洗浄した。

2．結果

　未凍結および一10℃凍結後の腋芽、腋芽の基部および茎の形成層周辺が赤く発

色し、生存していることが確認された（Fig．1－18）。一20℃凍結後では、腋芽で

は赤くなったが、形成層の発色程度は弱く、腋芽の基部ではやや褐色化した。

一30℃になると、枝は緑色のままで、腋芽の基部は褐色化し、外側に位置する葉

原基の一部が赤く発色せず凍死していることがわかった。

　つぎに、茎の横断面についてみると、未凍結および一10℃凍結後のものでは、
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Fig．　1－17．　Cross　sections　of　L．　caerulea　twigs　collected

from　Sapporo　on　March　1．　A：　Nonfreezing，　B：　frozen　at　一

10℃，　C：　at　一200C，　D：　at　一300C．　Bar＝5mm
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Fig．　1－18．　Longitudinal　sections　of　nodal　portions　of　L．

caeru／ea　twigs　collected　from　Sapporo　on　March　1．

Red－colored　parts　indicate　tissues　survived　and　reduced

by　2，3，5－triphenyltetrazolium　chloride．　A：　Nonfrozen，　B：

frozen　at　一100C，　C：　at　一200C，　D：　at　一300C．　Bar　＝1　cm
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維管束形成層および表皮の直下が赤色となっていた（Fig．1－19）。しかし、一20

℃および一30℃で凍結したものにおいては、皮層から維管束形成層にかけて褐変

が認められた。

第4節 第1章の考察

　気温についてみると、北海道では、11月上旬から翌年3月下旬にかけて、最低

気温が低く、低温期間が長いが、特に道北地区の音威子府村および道東地区の大

樹町では、気温が低くなる時期が早く、最低気温が一20℃を下回る日が多かった。

一方、美唄市および音威子府村は、積雪量が多く、日によって気温の変動が激し

いことが特徴である。また、大樹町および苫小牧市の太平洋岸地域では、積雪が

少なく、一日の中での寒暖の差が大きいことが特徴であった。

　音威子府村および大樹町では、他地域に比べると気温が早く低下するため、植

物体の低温馴化が早い時期から起こり、10月下旬から11月上旬に採取した材料の

耐凍性が高かった。ポプラ（Populus　gelrica）およびヤナギ（Salix　sachalinensis）

においては、耐凍性を高めるのに効果的な温度の存在することがわかっており

（酒井，1964；Sakai，1966）、クロミノウグイスカグラにおいてもそのような

温度域があり、その範囲に入っていた地域で生育していたものでは耐凍性が高く

あらわれたものと思われる。

　12月の音威子府村および美唄市ならびに翌年2月の音威子府村、美唄市および

札幌市で採取したものの耐凍性は、同時期の他地域のものと比較して低かったが、

これは、この地域の積雪量が多いことによると思われる。すなわち、この時期の

樹体が雪に埋没しており、雪が多量の空気を含み、熱の伝導を妨げるため（和泉・

藤岡，1975）、植物体は積雪によって強い冷え込みと乾燥から守られている

29
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Fig．　1－19．　Cross　sections　of　L．　caeru／ea　twigs　collected

from　Sapporo　on　March　1．　Red－colored　parts　indicate

tissues　survived　and　reduced　by　2，3，5－
triphenyltetrazolium　chloride．　A：　Nonfrozen，　B：　frozen　at

－10℃，C：at－20℃，　D二at－30℃．　Bar＝5mm
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（Sakai，1968）ものと考えられる。このことは、逆に、その地域の気温より耐凍

性が低い状態でも越冬できることを意味しており、耐凍性をさらに高める必要性

がないので、自己の最大限界耐凍性まで達していないものと推測される。一方、

2月の大樹町および苫小牧市においてクロミノウグイスカグラの耐凍性が高いま

ま維持されていたのは、この地域では積雪量が少なく、平体が低温の外気にさら

されていたため、脱馴化が進まなかったことによると思われる。

　耐凍性の測定法についてみると、萌芽率による測定と電解質漏出量法による測

定との間に差異がある場合もみられた。組織および細胞の耐凍性を測定する場合

に電解質漏出量法がしばしば用いられるが（Guyら，1985；Arora・Wisniewski，

1995）、本実，験の結果から、芽という器官を含む枝全体の耐凍性の測定を目的と

している場合には、両者を併用して判定する必要があるものと考えられる。

　針葉樹の冬芽においては、厳寒期に器官外凍結による氷晶の析出によって、ク

ラウンと主軸の先端との間に空隙が認められるとの報告（Sakai，1979）があるが、

クロミノウグイスカグラにおいても、11月上旬の芽は小さく、鱗片葉と葉原基と

の間に空隙がみられた。11月上旬においてもクロミノウグイスカグラの芽が比較

的高い耐凍性を有していたのは、器官外凍結によって脱水された水を保持する空

間があることによると考えられる。一方、12月下旬から翌年3月上旬までの間に

採取したものでは、鱗片葉と葉原基との間に空隙がほとんど認められなかったの

は、クロミノウグイスカグラの芽が秋季から冬季にかけて充実度を増し、耐凍性

を高めていると推測される。

　11月上旬に採取した腋芽では、一30℃で基部が褐冷し、一40℃で茎の皮層から

維管束形成層にかけての部位が四二し始めたことから、枝の水挿しにおける萌芽

率の低下は、芽以外の部位が凍結傷害を受けたことに起因していると思われる。

褐変度によってみた場合、12月下旬および翌年3月上旬に採取したものでは、部
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位による凍結傷害の差異は認められなかった。しかし、TTC還元法によると、3

月上旬に採取した材料においても、一20℃凍結で部位による差異が認められたこ

とから、この方法は凍結傷害の判定に有効な手段の一つであることが示唆された。
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第2章　クロミノウグイスカグラ野外茎頂の耐凍性の変化

　永年性植物の組織の耐凍性が冬に高くなることは、一般的によく知られた現象

である（鈴木，1993）。クロミノウグイスカグラについても、冬季の野外茎頂は

高い耐凍性を備えており、夏季に野外から採取した茎頂の耐凍性は著しく低いこ

とが明らかになっている（川口ら，1992）。しかし、クロミノウグイスカグラの

耐凍性の変動の時期および期間については明らかにされていない。

本章では、野外から採取したクロミノウグイスカグラ茎頂の耐凍性の変動をよ

り詳細に明らかにするため、凍結・融解後に培養した茎頂の生存率に及ぼす茎頂

採取時期および凍結温度の影響について調査した。また、茎頂および茎の耐凍性

の変動を比較するため、凍結・融解後の茎頂および茎の生存をTTC還元法によっ

て評価した。

第1節　野外茎頂の耐凍性の季節的変動

本節では、野外から採取したクロミノウグイスカグラ茎頂の耐凍性の変動をよ

り詳細に明らかにするため、1993年4月から1994年8月までの1年半にわたり約

1か月ごとに、凍結・融解後の茎頂の生存率に及ぼす茎頂採取時期および凍結温

度の影響について調査した。

1，材料および方法

（1）気温の変動

　1993年4月～1994年8月に北海道大学農学部附属農場で観測された日最高気温

および日最低気温を集計し、これらの変動をFig．2・2に示した。気温測定値は、北
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海道大学農学部附属農場気象観測報告にあるものを用いた。

（2）茎頂の耐凍性の調査

　1）植物材料の調製

　北海道大学農学部附属農場に栽植されているクロミノウグイスカグラ10株から、

Table　2－1に示す各採取日に、休眠枝または発育枝を採取した。これらの腋生葉芽

2つを含む骨節を約2cmの長さに切断し、その外側の鱗片葉および樹皮を剥離し

たのち、次亜塩素酸ナトリウム溶液（有効塩素1％、溶液100mlあたりTween20

を数滴添加）で！0分間表面殺菌し、滅菌水で約10回洗浄し、湿潤ろ紙を敷いた滅

菌シャーレ内に置いた（Fig．2・1）。つぎに、解剖顕微鏡（Olympus，　SF　10）下で

葉芽の茎頂（横径約1mm、長さ約1mm、葉原基4個程度を有するもの）を無菌

的に摘出して、材料とした。なお、材料は、凍結処理を行うまでの乾燥を防ぐた

め、シャーレ内の培地（寒天79／1のみを含む）上に一時的に置床した。

　2）凍結および融解

　lml容ストロー精液管に満たした蒸留水中に材料を6個ずつ入れ、口をポリビ

ニールアルコール（PVA）で封じ、プログラムフリーザー（TABAI，

MINI－SUBZERO　MC－710）を用いて0．42℃／分の冷却速度で、　Table　2・1に示す各

温度まで冷却し（一3℃で植氷）、それぞれの温度で12分間保持した。なお、凍

害防御物質の影響を排除するため、凍結媒液は蒸留水とした。また、凍結・融解

後の生存率についても調べるため、同様の方法で一一40℃まで予備凍結した材料を

液体窒素中（一196℃）に浸漬し、1時間保持した。融解は、いずれの場合もス

トローごと材料を37℃の温水中に投入する方法（急速融解法）により行った。

　3）培養および調査

　融解した材料をクリーンベンチ内でストローから無菌的に取り出し、直ちに植

物体再生用培地［Murashige＆Skoogの培地（1962）の全成分の濃度を1／2とした
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apex　of　L．　caeru／ea．　sa，　shoot

apex；　st，　stem．　Bar　＝1　mm
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培地に、ジベレリン酸（gibberellic　acid，　GA　3）1Pt　M、　N6一ベンジルアデニン

（N6－benzyladenine，　BA）1μMおよびスクロース309／1を添加し、　p　H　5．7に調整

した後、寒天79／1を添加したもの］に植え、25℃、16時間日長（白色蛍光灯、

4，0001x）の条件下で培養した。培養開始4週間後に、シュートの伸長が認められ

たものを生存個体とし、LT5。を指標として耐凍性を評価した。

2．結果

（1）気温の変動

　Fig．2－2に示したように、北海道大学農学部附属農場の最低気温は、4月から8

月にかけ上昇した後、10月になってから徐々に下がり、10月下旬には0℃以下に

なる日もあった。冬季には、平均気温は一3℃を中心にして変動するが、4月中

旬には10℃以上に上昇する日もあった。最低気温は、12月から2月までの間、

一10℃以下になる日が多く、1994年1月29日には一16．2℃となった。1994年3

月および4月の最低気温は低めに推移した。

（2）茎頂の耐凍性の季節的変動

　凍結・融解後の茎頂の生存率には、茎頂採取時期および凍結温度による差が認

められた（Table　2－1）。すなわち、1993年4月の茎頂は、一一一・20℃の凍結後に

66，7％の高い生存率を示したが、6月の茎頂では、未凍結区の生存率も33．3％と

極めて低く、一5℃の凍結に耐えることができなかった。8月および9月には、

一5℃凍結区で生存個体が得られたが、一15℃以下の凍結区では生存個体は得ら

れなかった。しかし、9月以降では、気温の低下に伴って耐凍性が高くなり、10

月には一一・15℃凍結区で66．7％、11月には一30℃凍結区で75。0％と、低温でも高い

生存率が得られるようになり、12月および翌年の1月、2月および3月の茎頂は、

一40℃で凍結した場合にも高い生存率を示した。しかし、4月の茎頂は、一40℃
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Sapporo　from　April，　1993　to　August，　1994．
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Table　2－1．　Seasonal　changes　in　survival　rates　of　L．　caeru／ea　shoot　apices　frozen

at　various　temperaturesZ．

Survival　（o／．）

Sampring　date Non
frozen

Freezing　temperature　（OC）

一5 一10 一15 一20 一30 一40

1993，

1994，

23　Apr．

27　Jun．

20　Aug．

29　Sep．

31　Oct．

28　Nov．

16　Dec．

24　Jan．

18　Feb．

16　Mar．

19　Apr．

17　May
21　Jun．

19　Jul．

23　Aug，

100
33．3

100
100
100
91．7

91．7

100

91．7

100
91．7

　0
50．0

100
100

　
　
0
3
0
7
7
7
7
0
7
　
　
　
0

　
　
1
8
1
9
9
9
9
1
9
　
　
　
1

75．O

　o

　o

33．3

33．3

41．7

　0

　0

　0

　0

50．O

　o

　o

　o

66．7

41．7

　0

　0

　0

　0

66．7

　0

　0

　0

33．3

917

　0

　o

　o

　o

　o

16．7

75．0

91．7

　0

　0

25．0

75．0

58．3

66．7

66．7

　0

zFreezing　solution，　dist川ed　water；cooling　rate，0．421min；thawing，　at　38。C　in

water　bath．　Data　base　on　12　shoot　apices．

YNot　tested．
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以下の凍結には耐えられなくなり、一部の茎頂が一15℃の凍結後に生存したのみ

であり、5月、6月および7月の茎頂は一5℃の凍結にも耐えられなくなった。

　これらの調査に基づいて、茎頂の耐凍性の季節的変化をより客観的に表わすた

め、各採取日におけるLT5。の値を求めた（Fig，2－3）。LT5。は、1993年6月～9

月および1994年4月～8月には、一5℃以上の高い値を示したが、1993年10月

から12月にかけて徐々に低下し、1993年12月から翌年3月まで一40℃以下の低

い値を維持したのち、3月から4月にかけて急激に高くなった（Fig．2・4）。この

ことから、茎頂の耐凍性が8月から11月にかけて徐々に増大し、3月から4月に

かけて急速に低下することが明らかとなった。

　つぎに、一196℃の凍結・融解後の茎頂の生存率についてみると、LT50の値が

一17．5℃以下となった10月から翌年3月までの生存率は、50．0％、75。0％、

58．3％、83．3％、91．7％および83．3％と高い値を示し、LT5。が一一9．2℃となった4

月においては、生存個体は得られなかった（Fig．2－5）。

　この結果から、野外から採取したクロミノウグイスカグラ茎頂の耐凍性は、夏

季に低く、8月から11月にかけて徐々に高まり、冬季に高い状態を維持した後、

春季に急速に低下することが明らかになった。また、耐凍性が高い時期（10月か

ら翌年3月）の茎頂は、一一・196℃の凍結に耐えたが、耐凍性が低くなると（4月）

一196℃の凍結に耐えられなくなることがわかった。

第2節　TTC還元法によって評価した茎頂および茎の耐凍性の変化

本節では、TTC還元法を用いることにより、クロミノウグイスカグラの茎頂お

よび茎の耐凍性の変動について比較検討した。
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Fig．　2－3．　Changes　in　survival　rates　of　shoot

apices　of　L．　caeru／ea　after　exposure　to　various

freezing　temperatures．　Typical　patterns　in

shoot　apices　harvested　from　twigs　on　March
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rates　were　determined　by　a　regrowth　test．
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Fig．　2－4．　Seasonal　changes　in　LTso　of　shoot　apices　from

field－grown　L．　caeru／ea　twigs．　LTso　（lethal　temperature

50）　means　the　temperature　at　which　500／o　of　samples

survive，　and　was　evaluated　by　Bittenbender　and　Howell

Jr．’s　method　（1974）．
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1。材料および方法

（1）気温の変動

　1gg6年9月～1997年4月に北海道大学農学部附属農場で観測された日最高気温

および日最低気温を集計し、これらの変動をFig．2－6に示した。気温測定値は、北

海道大学農学部附属農場気象観測報告にあるものを用いた。なお、1996年12月は

欠測値となっている。

（2）茎頂および茎の耐凍性の調査

　1996年9月～1997年4月に、本章第1節と同様の方法により枝を採取した。こ

れらの茎頂部および茎を切り出し、それぞれ約10mgずつに分け、本章第1節と同

様の方法で凍結および融解を行ったのち、TTC還元法により生死を判定した。

TTC還元法は以下の手順で行った。

　1）0．6％TTCを含む50　mMリン酸緩衝液（Na2HPO4・KH2PO4，　pH7．5）に組織片

を浸漬した。

　2）水流アスピレーターで脱気したのち、26℃の暗所で15時間保温した。

　3）反応後に、組織を蒸留水で2回洗浄した。

　4）95％エタノールを加え、80℃で5分間保持し、色素（フォルマザン）を抽

　　　出した。

　5）抽出液の485nmにおける吸光度を測定した。

　6）生存率の算出

　　生存率＝［（AFt－AFo）／（At－Ao）］×100

　　　AFt：凍結した切片の抽出液の吸光度

　　　AFo：凍結した切片の煮沸後における抽出液の吸光度

　　　At：未凍結の切片の抽出液の吸光度

　　　Ao：未凍結の切片の煮沸後における抽出液の吸光度
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耐凍性の評価は、Spearman－Karber法によって求められたLT5。を指標とした

（Bittenbender　’　Howell　Jr．，　1974）　．

2．結果

（1）気温の変動

　Fig．2－6に示したように、北海道大学農学部附属農場の最低気温は、10月から

徐々に下がり、10月下旬には0℃以下になる日もあった。冬季には、平均気温は

一3℃を中心にして変動するが、3月以降には10℃以上に上昇する日もあった。

最低気温は、12月から2月までの間、一一・10℃以下になる日が多く、1999年1月

22日には一12．7℃となった。

（2）茎頂および茎の耐凍性の変動

　TTC還元法によって評価したクロミノウグイスカグラ茎頂の耐凍性の変化につ

いてみると、Fig．2－7に示したように、1996年9月から10月半かけて強くなり、

1996年10月～翌年1月には一52℃前後の極めて低い温度にも耐えられる状態を維

持した後、1月から3月にかけて徐々に弱くなった。つぎに、茎の耐凍性の変化

についてみると、1996年10月から12月にかけて徐々に強くなり、1996年12月か

ら翌年1月までは一一・53℃～一一・55℃の極めて低い温度に遭遇しても生存できる状態

を維持した後、1月から4月にかけて弱くなった。

　茎頂の耐凍性と茎のそれとの差異についてみると、秋季から冬季にかけての耐

凍性が増大する時期においては、茎頂の耐凍性のほうが早く増大することがわかっ

た。冬季間の耐凍性の強い時期には、茎頂および茎の耐凍性には顕著な差異はみ

られなかったが、冬季から春季にかけての耐凍性が弱くなる時期には、茎頂の耐

凍性のほうが強い状態で推移した。
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第3節　第2章の考察

　クロミノウグイスカグラ茎頂の耐凍1生の季節的な変動について調査した結果、

枝の伸長生長期および果実の発育期にあたる5～7月の時期の茎頂は、凍結・融

解後に全て死滅した。この時期は、日最低気温が10℃以上と温暖であり、生長期

にある植物体の茎頂には、耐凍性が備わっていないものと思われる。8月になる

と、日最低気温はほとんど変化しなかったが、茎頂の耐凍性はわずかに高まり、

一5℃の凍結にも耐えられるようになった。このことから、耐凍性の増大には、

気温の低下のみでなく、短日条件になることも要因の一つである可能性が示唆さ

れる。また、リンゴ（Malus　pumila）など他の果樹では、7月は枝の伸長が停止

し、8月になると自発休眠に入ることが知られているが、この時期の芽の充実程

度が耐凍性の増大に関わっていることも考えられる。9月以降は、気温の低下と

ともにさらに耐凍性が高まり、耐凍性と気温との間に平行関係がみられた。特に、

耐凍性が増大するのは、日最低気温が0℃～5℃まで低下した9月から11月であっ

た。多年生植物の茎頂では、冬季に耐凍性が高まることが報告されており（Sakai，

1966；Katano，1986；Ezawaら，1989）、クロミノウグイスカグラ茎頂でも、

12月から翌年3月にかけての冬季には一40℃以下の低温に耐えられる非常に高い

耐凍性を備えていた。また、3月から4月にかけて耐凍性が急速に低下したが、

これは、それまで0℃より低かった日最低気温が、5℃以上になったためであり、

気温の影響を受けたものと考えられる。

　リンゴ、ナシ（Pyrus　spp．）などでは、耐凍性の高い時期の材料は、凍結・融解

後の生存率が高いとの報告があり（Katanoら，1983；鈴木ら，1987）、クロミノ

ウグイスカグラの茎頂でも、11月から翌年3月までは一一・30℃以下でも生存できる
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高い耐凍性を示した。また、この時期の一一　196℃の凍結後の生存率は58．3％～

g1．7％となり、他の植物における結果と同様であった。この場合、注目すべきこ

とは、1993年11月、1994年1月、2月および3月において、超低温（一196℃）

凍結後の茎頂の生存率のほうが、一40℃で凍結した茎頂の生存率よりも高い値を

示したことである。この理由は明らかではないが、融解過程における融解速度の

差異などがその理由であると考えられる。すなわち、一一40℃からの融解速度に比

べて液体窒素（一一一　196℃）からの融解速度がより急速であり、氷晶生成温度域を

通過するときに受ける組織の傷害程度が少なかったものと推測される。

　イネ（Oryza　sa　ti　va）、アルファルファ（Medicago　sativa）においても、耐凍性

の検定にTTC還元法が用いられており（Anthonyら，1997；Monroy，1993）、本

実験において、クロミノウグイスカグラの耐凍性評価にも応用できることが確認

された。TTC還元法による耐凍性の評価については、培養法を用いた再生法によ

る耐凍性の評価と同様に、耐凍性が秋季から冬季にかけて高まり、冬季には高い

まま維持され、冬季から春季にかけて減少することが明らかになった。また、茎

頂の耐凍性は茎のそれよりも早く増大し、春季においてもより高い状態を維持し

た。クロミノウグイスカグラにおけるTTC還元法による耐凍性の判定は、培養再

生法による場合に比べて、冬季の高い時期以外の時期では、耐凍性がやや強く評

価されたものの、同じ植物組織についての相対的な比較には十分に利用できるも

のと考えられる。
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第3章　クロミノウグイスカグラ野外茎頂における含水率および

　　　　　内生物質の変化

第2章では、野外茎頂における耐凍性の季節的変動、低温馴化および脱馴化に

ついて調べ数種の知見が得られた。つぎに、気象条件の変化に伴う植物の耐凍性

の獲得および消失の機構を明らかにするためには、気象条件の変化が植物の組織

内成分に及ぼす影響について調査することが必要である。

　第2章第1節において、気象条件の変化、特に最低気温の変化に応じて耐凍性

が顕著に変わることがわかった。しかし、耐凍性の変化と気象条件の変化に伴う

植物体組織内成分の変化については明らかになっていない。クロミノウグイスカ

グラにおいては気温の変化により耐凍性が大きく変動するが、これを植物体にお

ける数種の組織内成分含量との関連において調査した報告はみられない。本章で

は、クロミノウグイスカグラの耐凍性の変化と組織内成分含量との関連について

調べた。

第1節　野外茎頂における含水率の季節的変動

　本節では、野外から採取したクロミノウグイスカグラ茎頂の耐凍性と組織内含

水率との関連について検討した。

1．材料および方法

（1）材料の調製

Fig．3・1に示す各採取日に、クロミノウグイスカグラの休眠枝または発育枝を取

り、第2章第1節と同様の方法で茎頂（横径約2mm、長さ約2mm、葉原基8個
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程度を有するもの）を取り出して用いた。調製後の材料は、乾燥による傷害を抑

えるため、シャーレ内に敷いた湿潤ろ紙上に置いて0℃に保管した。

（2）水分測定

　材料約200mgを70℃のオーブン内で3日間乾燥させたのち、乾物重を測定し、

生体重との差から含水率を算出した。

2．結果

　1994年4月に55％であった茎頂の含水率は、6月には82％に増加したが、8月

になると70％に減少し、その後漸減して、翌年の1995年1月には、52％の最も低

い値となった（Fig．3－1）。続いて、2月および3月（57％）から漸増して5月

には72％の高い値を示し、その後は減少し7月には58％になった。このように、

茎頂含水率の変動は、1993年と1994年の間で異なったが、5月から6月にかけて

比較的高いということが共通する特徴であった。また、耐凍性が高い10月から翌

年3月までの時期の含水率は他の時期のそれと比べて低いことが明らかになった。

第2節　野外茎頂における可溶性糖質の季節的変動

本節では、野外から採取したクロミノウグイスカグラ茎頂の耐凍性と組織内成

分含量との関連について検討するため、特に組織内遊離糖含量を測定した。

1．材料および方法

（1）材料の調製

Fig．3－2に示す各採取日に、本章第1節と同様の方法によりクロミノウグイスカ

グラの枝から茎頂を取り出して材料とした。
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Fig．　3－1．　Seasonal　changes　in　water　content

of　shoot　apices　of　L．　caeru／ea．
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（2）遊離糖含量の測定

　1）試料作製法

材料約200mgに、海砂（30～50メッシュ）200mg、0．2N過塩素酸2mlおよび

内部標準物質として20mMラクトース1mlを添加したのち、0℃の乳鉢中で磨砕

した。この抽出液に、純水1mlで下洗いした残渣を加え、高速冷却遠心分離機

（HITACHI，20PR－5）を用いて、4℃、14，000×9で5分間遠心分離を行ったのち、

上清を取り、炭酸水素カリウム粉末でpH　4に調整した。この液を凍結乾燥したの

ち、0．5m1の純水で溶解して再度14，000×9で5分間遠心分離を行い、その上清を

分析試料とした。

　2）糖分析法

高速液体クロマトグラフィー・（HPLC）を用い、次の条件で行った。ポンプ

（HITACHI，　L－62001ntelligent　Pump）、カラムオーブン　（HITACHI，　L－5020

Column　Oven）、カラム（SHODEX，　NH2P－504E）、検出器（HITACHI，　L－3300

RI　Monitor）、溶離液（75％アセトニトリル）、流速（0．7m1／min．）、温度（30

℃）およびサンプル量（10μ1）。

2．結果

　クロミノウグイスカグラ茎頂からは5種類の糖、すなわち、フルクトース、グ

ルコース、スクロース、ラフィノースおよびスタキオースが検出された（Fig．3－2）。

糖の総含量についてみると、4月には105．Opt　mol／g　Fwであったが、6月には

32．4μ　mol／g　Fwに減少し、さらに、8月から翌年1月まで漸増して、1月には

164．3μmol／g　FWの高い値を示した。その後5月まで漸減して78・3μmol／g　Fwに

なり、再び増加して8月には157．8μmol／g　Fwとなった。

　つぎに、糖の組成についてみると、フルクトースおよびグルコースの含量は季
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Fig．　3－2．　Seasonal　changes　in　sugar　content　in　shoot

apices　of　L．　caeru／ea．　Fru，　fructose；　Glc，　glucose；

Suc，　sucrose；　Raf，　raffinose；　Sta，　stachyose；　Total，

the　sum　of　these　sugars．
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節を問わず少なく、変動の幅も小さかったが、スクロース、ラフィノースおよび

スタキオースの含量は季節により大きく変動した。スクロースは、可溶性少糖類

の中で最も多く含まれ、糖の総含量の約50％から90％を占め、その変動は糖の総

含量の変動と同様であった。すなわち、4月から6月に減少したのち、翌年1月

まで漸増し、5月まで漸減して、再び8月まで増加した。ラフィノースおよびス

タキオースは、10月から増加し、11月から翌年3月までは、前者では9，0μ　mol／9

FW～29．4　pt　mol／g　Fwの範囲にあり、後者では7，1　pt　mol／g　FW～9．5pt　mol／g　Fwの

範囲にあって、いずれも高い値を維持した。

第3節　野外茎頂における遊離アミノ酸の組成および含量の季節的変

　　　　化

本節では、野外から採取したクロミノウグイスカグラ茎頂の耐凍性に及ぼす組

織内成分含量の影響について検討するため、組織内遊離アミノ酸含量を測定した。

1．材料および方法

（1）材料の調製

　Fig．3・3、　Fig．3－4およびFig．3－5に示す各採取日にクロミノウグイスカグラの

枝を採取し、本章第1節と同様の方法で茎頂を取り出して材料とした。

（2）遊離アミノ酸の測定

　1）試料作製法

　材料約200mgに、海砂（30～50メッシュ）200mg、　O．2N過塩素酸2mlおよび

内部標準物質として0．25mMD，L一ノルロイシン1mlを添加したのち、0℃の乳鉢

中で磨惜した。この抽出液に純水1mlで共洗いした残渣を加え、高速冷却遠心分
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離機（HITACHI，20PR－5）を用いて、4℃、14，000×9で5分間遠心分離を行い、

上清を試料とした。

　2）アミノ酸分析法

　アミノ酸の分析については、高速アミノ酸自動分析計（HITACHI，835）を用い、

次の条件で行った。カラム（4mm×250mm（＃2617））、流速（O．275m1／min．）、

発色方法（ニンヒドリン法）。

ヤ

2．結果

　遊離アミノ酸の総量を茎頂採取時期別にみると、4月は37μmol／9　FWであった

が、6月には5μmo1／g　Fwにまで減少し、9月になると11μmol／g　Fwまで増加し

た（Fig．3－3）。しかし、糖の場合とは異なり、その後、10月から翌年1月にか

けて、耐凍性の変化と一致するような変動は認められず、アミノ酸の総量はその

ままの状態で2月まで7～9μmol／g　Fwの低い値を維持した。その後、3月（18

Pt　mol／g　Fw）および4月（36Pt　mol／g　Fw）に増加した後、5月には24μmol／9

Fwと減少した。6月および7月には6pt　mol／g　Fwおよび7pt　mol／g　Fwの低い値

を示したが、8月には16μmol／9　FWと増加した。

　個々のアミノ酸についてみると、トレオニンおよびセリンに変動がみられたが、

3月から5月にかけての春季に増加し、その他の時期には量的変化はみられなかっ

た（Fig．3－3）。プロリン含量は、3月から4月に増加し、1，4μmo1／g　Fwから3．6

Pt　mol／9　FWとなり、冬季には増加しなかった。また、アルギニンについてみると・

季節的変動はほとんど認められなかった（Fig，3－4）。つぎに、アルギニンと同様

に塩基性アミノ酸であるヒスチジンおよびリシンについてみると、ヒスチジンは

3月から5月までの間にわずかに増加したが、その他の時期には変動することは

なく、リシンはアルギニンと同様に季節的変動を示さなかった。酸性アミノ酸で
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Fig．　3－3．　Seasonal　changes　in　free　amino　acid

content　and　the　total　content　of　amino　acids　in

shoot　apices　of　L．　caeru／ea．　：，　threonine；　e，

serine；　M，　proline；　O，　the　total　content　of　amino

acids．
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Fig．　3－4．　Seasonal　changes　in　contents　of

acidic　and　basic　amino　acids　in　shoot

apices　of　L．　caeru／ea．■，　aspartic　acid；●，

glutamic　acid；　M，　lysine；　O，　histidine；　A，

arglnlne．
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あるアスパラギン酸およびグルタミン酸についてみると、両者とも6月および7

月に減少し、秋季から冬季にかけて2μmol／9　FW前後の値を示した後、春季に約

4μmol／9　FWに増加した。アラニン、バリン、イソロイシンおよびロイシンは、

春季にやや増加したほか他の時期にはほとんど変化しなかった（Fig．3・5）。グリ

シン、システイン、メチオニン、チロシンおよびフェニルアラニンについては、

検出された量が極めて少なく、季節的変動もほとんど認められなかった（資料未

掲載）。

　以上の結果から、野外から採取したクロミノウグイスカグラ茎頂に含まれるア

ミノ酸の多くのものでは、含量が春季に増加するが、その他の時期には大きな変

動は示さず、耐凍性の変動に伴う特徴的な変化は認められなかった。

第4節　第3章の考察

　（1）含水率についてみると、クロミノウグイスカグラ茎頂では、5月から6

月にかけての含水率が比較的高いことが特徴であり、耐凍性が高い10月から翌年

3月にかけての含水率は他の時期のそれと比べて低く推移することが明らかとなっ

た。低温馴化に伴い含水率が低下することが木本植物、サボテン類（Op　un　ti　a　SPP．）

などについて報告されており（酒井，1957；Goldstein・Nobel，1994）、本研究

で用いたクロミノウグイスカグラにおいても、夏季から冬季にかけての低温馴化

期に含水率が低下しており、含水率の低下と耐凍性増大との相関には有意性が認

められる。なお、1993年9月ならびに1994年の4月、7月および8月の茎頂では

耐凍性が低く（LT50≧一5℃）、1994年2月および3月の茎頂では耐凍性が高い

（LT50≦一一40℃）にもかかわらず、含水率はいずれも60％前後の比較的小さい値

であった。このことは、これらの時期においては、含水率以外の要因が耐凍性に
t

58

懸難難懸灘羅灘灘購灘叢叢綴轟轟螺灘灘灘灘懸懸購1購、



籔繋灘濃
、、、灘1雛灘灘灘鍵鑛購、

艶　　鵠

崩＿　　　A　　　　ド　　　　　h　　　弗

簿鞭懇懇響　　．．

・一｡f、餉一’

r

2
　
　
　
　
　
5
　
　
　
　
　
1
　
　
　
　
　
5
　
　
　
　
　
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
む

（
≧
ノ
L
O
＼
一
〇
⊆
」
3
一
仁
Φ
一
⊂
O
O
で
一
〇
邸
O
⊂
一
⊆
」
＜

寸
N
．
⊂
コ
「

箭
．
」
α
＜

寸
N
．
O
コ
＜

◎
D
W
．
鱒
⊃
「

N
N
．
⊆
コ
「

。
D
F
＞
価
Σ

8
．
」
α
＜

卜
W
．
」
価
Σ

卜
7
．
n
Φ
L

⑩
N
．
⊂
価
「

oっ

m
d
Φ
Ω

⑩
N
．
＞
O
Z

め
N
．
↑
O
O

蕊
．
α
Φ
ω

鴇
．
O
コ
＜

1993 S994

Sampling　date

Fig．　3－5．　Seasonal　changes　in　content　of

minor　amino　acids　in　shoot　apices　of　L．

caeru／ea．　O，　alanine；　e，　valine；　M，

isoleucine；　一，　leucine．

59

纏縫灘羅鎌灘懸i雛撫1麟魏魏灘灘購幽幽i懸li翻懇懇欝穀



鰻 ・．蠣．騨鞭鞭灘懇懇灘鷲騰

　　　　　　　　　　層・蓋　　4三；＿孟ご

　　　r

影響を及ぼしているものと考えられる。

　（2）つぎに、糖の総含量についてみると、1993年8月から翌年1月まで漸増

したのち減少し、4月から6月にかけては低い値で推移した。木本植物の枝組織

や草本のシバにおいては冬季に可溶性糖の総含量が増加することが報告されてお

り（Sakai，1962；Sakai・Yoshida，1968；Rogersら，1975）、クロミノウグイ

スカグラにおいても、糖の総含量は、概して耐凍性の低い時期には少なく、耐凍

性の高い時期には多くなっていた。しかし、耐凍性の向上に可溶性糖が関与して

いないとする報告もあり（Fryら，1991）、クロミノウグイスカグラにおいても、

8月～10月の糖の総含量が100μmol／g　Fw以上と冬季のそれと同様に多いにもか

かわらず、その時期の耐凍性は低く、糖の総含量との対比のみで耐凍性の変動を

説明することができない場合もあることがわかった。

　糖含量の変動について構成糖別に考察すると次のようになる。グルコースおよ

びフルクトースは、季節による変動がほとんどないことから、クロミノウグイス

カグラ茎頂においては耐凍性に関与していないものと考えられる。スクロースは、

4月から6月にかけて減少した後、翌年1月まで漸増し、5月まで漸減して、再

び8月に増加した。冬季にスクロース含量が増加することが草本のシバ

（Erem　ochloa　ophruoides）で報告されており（Fryら，1993）、クロミノウグイ

スカグラについては、スクロース含量も糖の総含量と同様に、夏季よりも冬季に

多かった。しかし、8月から10月のスクロース含量が100μmo1／g　Fw以上と冬季

と同様に多いにもかかわらず、その時期の耐凍性は低かった。このことから、糖

の総含量の場合と同様に、スクロース含量が、耐凍性の増大に密接に関与してい

るとは必ずしも断定できない。

　一方、ラフィノースおよびスタキオースについてみると、10月から増加し・11

月から翌年3月まで、高い値を維持した。このように、少糖類（オリゴ糖）に分
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類されるラフィノースおよびスタキオースの含量が多い時期と耐凍性が高い時期

とは極めてよく一致した。ラフィノースおよびスタキオースのようなラフィノー

ス類が耐凍性に関与しているとする報告があり（Hinsleyら，1992；Wiemken・

Ineichen，1993；Castonguay，1995；Flinn・Ashworth，1995）、本研究でも、

この傾向が顕著に認められたため、植物組織の耐凍性向上とラフィノース類との

間に何らかの関連があるものと推察される。

　なお、今後は、耐凍性の向上と糖との関連については、総含量または種類別含

量のいずれにおいても、その時点における可溶性糖の含量のみでなく、リグニン

およびペクチンなどの構造物質をも含めて把握する必要があると考えられる。

　（3）Sagisaka・Araki（1983）は、木本植物のアミノ酸含量の季節変化につ

いて調査し、耐凍性の高くなる冬季に、①アルギニンのみが蓄積されるもの、②

プロリンのみが蓄積されるもの、③アルギニンおよびプロリンが蓄積されるもの

に分類している。本研究の対象としたクロミノウグイスカグラにおいては、プロ

リンおよびアルギニンの冬季の蓄積は認められず、いずれにも分類されなかった。

しかし、プロリンをはじめトレオニン、セリン、ヒスチジン、アスパラギン酸、

グルタミン酸などの多くのアミノ酸について、春季の蓄積がみられた。また、こ

れらのアミノ酸は初秋の9月にわずかながら増加した。このことから、クロミノ

ウグイスカグラ茎頂においては、4月に蓄積されたアミノ酸は、5月および6月

の枝葉の生長に利用され、9月に蓄積されたアミノ酸は、茎頂組織の充実や花芽

分化のために費やされているものと推測され、耐凍性と直接的に関連している変

化ではないと思われる。しかし、茎頂組織を充実させることにより、間接的に耐

凍性増大に関与していると考えられ、今後さらに検討する必要がある。

　以上のことから、クロミノウグイスカグラの野外茎頂の耐凍性増大に関与する

要因として、組織内における含水率の低下、糖含量の増加、一濃度の増大および

61



議 灘讐騨．。．、． 離職灘“な．一蹄・も

r

糖組成の変化が考えられる。特に、糖の中でもラフィノース類の含量の変動と耐

凍性の変化が極めてよく一致したためラフィノース類の含量の増減がクロミノウ

グイスカグラ茎頂の耐凍性増大と密接に関連していると推測される。
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第4章　In　vitro培養系によるクロミノウグイスカグラ耐凍性の

　　　　　検証

　近年、培養植物体の組織・細胞を用いて行った低温適応についての研究結果が

報告されている（Chen・Gusta，1983；Gordon－Kamm・Steponkus，1984；Orrら，

1g85；Leborgneら，1995a）。培養植物体の組織を用いる研究では、野外の材料

を用いる場合に比べて、均一な材料が適時に得られ、取扱いが容易であるなどの

利点が挙げられる。クロミノウグイスカグラ培養植物体の組織の凍結生存性を向

上させるには、植物体の低温処理および高濃度の糖添加培地による試料の前培養

を行うことが効果的であるとの報告がある（鈴木ら，1992）。1η嘘ro培養系で生

長する培養植物体は、野外の自然条件下で生長する植物体と比べて、組織内成分

ならびに細胞・組織の構造および生理的特性が異なる部分もあるが、培養植物体

組織と野外から採取した材料との間の共通性または異質性を踏まえることにより、

耐凍性に関与する要因を探究する場合の有効な材料となり得る。

　本章では、クロミノウグイスカグラ加州ro培養系において形成された植物体の

組織およびカルスを用いて、低温馴化処理および脱馴化処理を行い、温度処理に

伴う耐凍性の変動について検討した。

第1節　培養植物体およびカルスの低温馴化処理に伴う耐凍性の変化

　本節では、低温馴化処理に伴う耐凍性の変化について調べるため、培養植物体

の節部切片、節間部切片およびカルスを用いて、凍結・融解後における生存率の

調査およびTTC還元による耐凍性の検定を行った。
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1．材料および方法

（1）培養植物体の作出

　北海道大学農学部附属農場に栽植されているクロミノウグイスカグラから、第

2章第1節と同様の方法で茎頂を摘出したのち、植物体再生用培地（MS培地の全

成分を1／2とした培地に、GA31Pt　M、　BA　l　Pt　Mおよびスクロース309／1を添加

し、pH5．7に調整したのち、寒天79／1を添加したもの）に置床し、25℃、16時間

日長（白色蛍光灯、4，0001x）の条件下で培養した（初代培養）。つぎに、初代培

養で得られた培養植物体シュートの節部切片を初代培養と同様の条件下で継代培

養することにより増殖を繰り返し、大量の培養植物体を得ることができた。これ

らのうち、継代後4か月を経過し発根している植物体を実験に用いた（Fig．4－1A）。

（2）カルスの誘導および維持・増殖

　本節（1）で得られたクロミノウグイスカグラ培養植物体から、節部を切り出

し、カルス生長用培地（植物体再生用培地のGA31Pt　MおよびBA　l　Pt　Mを除き、

BA　10μMおよびnaphtaleneacetic　acid　10μMを添加したもの）に置床し、本節

（1）と同様の条件下で培養することによりカルスを誘導した。つぎに、得られ

たカルスの切片をカルス生長用培地に置床し、同様の条件下で継代培養すること

により維持・増殖させた。これらのカルスのうち、移植後1か月を経過したもの

を用いた（Fig．4・1B）。

（3）培養植物体およびカルスの低温馴化ならびに植物材料の調製

　培養植物体の低温馴化は、培養容器ごと5℃、8時間日長（白色蛍光灯、

4，0001x）の条件下に移して7日間経過してから、さらに0℃、8時間日長の条件

下に移し、13日間培養することにより行った。対照として継代培養と同様の条件
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Fig．　4－1．　Growing　plantlets　（A）　and

proliferating　calli　（B）　of　L．　caeru／ea　in

culture　system．　Bar　＝　5　mm
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下（25℃、16時間日長、4，0001x）で生長させたものを用いた。これらの培養植

物体のシュートから腋芽2つを含む節部切片（長さ約5mm）および節間部切片

（長さ約5mm）を切り取り、実験材料とした。また、カルスの低温馴化は、カル

スを培養容器ごと5℃、8時間日長の条件下に移して20日間行った。このカルス

から、約3mm立方に調製したものを材料に用いた。また、カルスについては、維

持・増殖の場合と同じ条件下で培養したものを対照とした。

（4）再生法による耐凍性の調査

　1）凍結および融解の手順

　低温馴化処理の期間と耐凍性獲得との関連についての調査では、節部切片、節

間部切片およびカルスを一7．5℃まで冷却し（予備実験によってこの温度まで冷却

することが適切であることを確認している）、30分間保持した。また、低温馴化

完了時における耐凍性について検討した場合には、Fig．4・5、4－6および4・7に示す

各温度まで冷却し、それぞれの温度で30分間保持した。その他の凍結・融解など

の手順は、第2章第1節と同様の方法で行った。

　2）培養および調査

　節部切片については、腋芽からシュートが伸長したものを生存と判定して、次

の式により生存率を算出した。

　　節部切片の生存率（％）＝（シュート形成切片数／供試切片数）×100

　節間部切片については、カルス形成が認められたものを生存と判定し、以下の

式によりカルス形成指数を算出した。

　　節間部切片におけるカルス形成指数二［（D一一一C）／（B－A）］×100

　　　A：無凍結処理切片の培養前における生重
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B：無凍結処理切片の培養後における形成カルスを含む全生重

C：凍結処理切片の培養前における生重

D：凍結処理切片の培養後における形成カルスを含む全階重

　カルスについては、培養過程におけるカルスの増殖により生存を判定し、以下

の式によりカルス増殖指数を算出した。

　　カルス増殖指：ft　・＝［（d－c）／（b－a）］×100

　　　a：無凍結処理カルスの培養前における生重

　　　b：無凍結処理カルスの培養後における生重

　　　c：凍結処理カルスの培養前における生重

　　　d：凍結処理カルスの培養後における生干

なお、調査はいずれも培養開始6週間後に行った。

（5）TTC還元法による耐凍性の調査

　0．2℃／分の冷却速度で冷却し（一3℃で植氷）

の他は、第2章第2節と同様の方法で行った。

、所定の温度で取り出した。そ

2．結果

（1）培養植物体およびカルスの耐凍性に及ぼす低温馴化期間の影響

　1）低温馴化処理を行った区（以下低温馴化処理区）の節部切片および低温馴

化処理していない区（以下対照区）の節部切片を用いて、馴化処理期間と耐凍性

（一7．5℃における生存率）との関連について調べた結果をFig．4・2に示した。対

照区の生存率は、処理期間の長短に関わらず0％から21％と低い値であったのに
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Fig．　4－2．　Effect　of　cold　acclimation　duration　on　survival

rate　of　L．　caeru／ea　lateral　buds　that　were　excised　from

cold－acclimated　or　nonacclimated　plantlets　growing　in

vitro，　frozen，　thawed　and　cultured．　O，　cold　acclimation　at

50C　for　seven　days　and　sequentially　at　OOC；　e，

nonacclimation．　Nodal　segments　with　lateral　buds　were

frozen　at　一7．50C．　Survival　rate　means　the　ratio　of　shoot－

forming　segments　to　all　segments　used．　Vertical　bars

represent　standard　errors．
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対し、低温馴化処理区では処理開始時から8日後までは27％以下と低かったが、

処理12日後以降では88％以上と著しく高くなった。

　2）つぎに、節間部切片についてみると、Fig．4－3に示したように、低温馴化処

理区では処理期間が長くなるにつれ耐凍性（カルス形成指数により評価）が増大

し、カルス形成指数は12日後および16日後では約50となり、20日後には73になっ

た。一方、対照区のカルス形成指数は10以下と、低温処理期間によらず小さいま

ま推移した。

　3）カルスの低温馴化処理による耐凍性（カルス増殖指数により評価）の変化

をFig．4－4に示した。対照区では、処理開始時から20日後まで、カルス増殖指数

3から7と小さい値であったのに対し、低温馴化処理区では、処理開始時から4

日後までは4と低かったのが、8日後に56と著しく大きくなり、12日後には85、

！6日後で69、20日後には58となった。

（2）低温馴化処理した培養植物体およびカルスの耐凍1生の変化

　1）再生法により耐凍性を評価した場合

　i）再生法によって評価した節部切片の生存率（シュート形成率により評価）に

ついてみると、Fig．4・5に示したように、低温処理開始14日後においては、対照

（無低温馴化処理）区では、0℃以上の冷却温度域において100％を示したもの

の、一5℃では76％、一7．5℃で39％、一10℃以下では21％以下となった。一方、

低温馴化処理区では、一5℃において94％の生存率を示し、一7．5℃で85％、

一一@10℃および一12．5℃でも67％となり、一5℃～一12．5℃の範囲でも高い値を示

した。

　ii）つぎに、節間部切片についてみると、　Fig．4－6に示したように、処理14日後

における耐凍性（カルス形成指数により評価）は、対照区では、冷却温度0℃以

上の温度域でカルス形成指数84以上と大きかったものの、0℃より低い温度域で
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Fig．　4－3．　Effect　of　cold　acclimation　duration　on　callus

formation　index　of　L．　caerulea　internodes　that　were

excised　from　cold－acclimated　or　nonacclimated　plantlets

growing　in　vitro，　frozen，　thawed　and　cultured．　O，　cold

acclimation　at　50C　for　seven　days　and　sequentially　at

OOC；　e，　nonacclimation．　lnternodal　segments　were　frozen

at　一7．50C．　Callus　formation　indices　were　calculated　by　the

equation　described　in　Materials　and　Methods．　Vertical

bars　represent　standard　errors．
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Fig．　4－4．　Effect　of　cold　acclimation　duration　on　callus

proliferation　index　of　L．　caeru／ea　callus　that　were　excised

from　cold－acclimated　or　nonacclimated　calli　growing　in

vitro，　frozen，　thawed，　and　cultured．　O，　cold　acclimation　at

50C　for　seven　days　and　sequentially　at　OOC；　e，

nonacclimation．　Callus　segments　were　frozen　at　一7．50C．

Cullus　proliferation　indices　were　calculated　by　the

equation　described　in　Materials　and　Methods．　Vertical

bars　represent　standard　errors．
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Fig．　4－5．　Effect　of　cold　acclimation　on　survival　rate　of　L．

caerulea　lateral　buds　that　were　excised　from　coid一一

acclimated　or　nonacclimated　plantlets　growing　in　vitro，

frozen，　thawed　and　cultured．　Nodal　segments　with　lateral

buds　from　nonacclimated　（e）　or　cold－acciimated　（at　50C

for　7　days　and　then　at　OOC　for　additional　7　days）　（O）

plantlets　were　cooled　down　to　the　temperatures　indicated

in　abscissa．　Survival　rate　means　the　ratio　of　shoot－

forming　segments　to　ali　segments　used．　Vertical　bars

represent　standard　errors．
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Fig．　4－6．　Effect　of　cold　acclimation　on　callus　formation

index　of　L．　caeru／ea　internodes　that　were　excised　from

cold－acciimated　or　nonacclimated　plantlets　growing　in

vitro，　frozen，　thawed　and　cultured．　Internodal　segments

from　nonacclimated　（e）　or　cold－acclimated　（at　50C　for　7

days　and　then　at　OOC　for　additional　7　days）　（O）　plantlets

and　cooled　down　to　the　temperatures　indicated　in

abscissa．　Callus　formation　indices　were　calculated　by　the

equation　described　in　Materials　and　Methods．　Vertical

bars　represent　standard　errors．
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v

は急激に小さくなり、一5℃および一7．5℃で17、一一　10℃以下では11以下であっ

た。これに対し、低温馴化処理した節間は、一一・12．5℃の冷却温度範囲まで生存し

た組織片があり、一一　5℃でカルス形成指数65、一一7．5℃で53、一一　10℃で47、一12．

5℃で33であった。

　iii）カルスについてみると、　Fig．4・7に示したように、対照区においては、5℃

でカルス増殖指数94、2．5℃で100、0℃で81と、冷却温度0℃以上の温度域では

大きい値を示したが、一5℃では3、一7．5℃以下で1以下と、0℃より低い温度

域で急速に減少した。一方、低温馴化処理区においては、一5℃でカルス増殖指

数74、一7．5℃で75、一一　10℃で32、一一・12．5℃で18、一15℃で12、一一　17．5℃で1と

一5℃から一7．5℃の範囲で大きい値を示した。

　iv）処理14日後の低温馴化処理区および対照（無低温馴化処理）区の一7．5℃で

凍結した各材料における培養6週間後の状態をみると、低温馴化後の節部は、3

～7cmのシュートを形成したが（Fig．4－8A）、対照区では、生長がみられず褐変

した（Fig，4－8B）。低温馴化処理した節間部切片は、切り口周辺から旺盛なカル

ス形成が起こり、生重25mgから86mgのカルスを形成した（Fig．4－8C）。一方、

対照（無低温馴化処理）区の節間部切片は、褐変し、カルス形成はみられなかっ

た（Fig．4・8D）。低温馴化処理を行ったカルスは、生き残った細胞が活発に分裂

し、生重121mg～225mgの大きさまで増殖した（Fig．4－8E）。低温馴化処理を行っ

ていないカルスは褐回して死んだ（Fig．4－8F）。

　2）TTC還元法により耐凍性を評価した場合

　i）培養植物体およびカルスの生存率に及ぼす凍結温度および低温馴化の影響に

ついてTTC還元法によって評価した。低温馴化処理14日後における節部の耐凍性

をFig．4・9に示した。対照区の節部は、0℃以上の冷却温度域で生存率87％以上

と高かったものの、0℃より低い温度域では急激な生存率の低下がみられ、一3
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Fig．　4－7．　Effect　of　cold　acclimation　on　callus　proliferation

index　of　L．　caeru／ea　calli　that　were　excised　from　cold－

acclimated　or　nonacclimated　calli　growing　in　vitro，　frozen，

thawed　and　cultured．　Callus　segments　from
nonacclimated　（e）　or　cold－acclimated　（at　50C　for　14　days）

（O）　calli　and　cooled　down　to　the　temperatures　indicated　in

abscissa．　Callus　formation　indices　were　calculated　by　the

equation　described　in　Materials　and　Methods．　Venical

bars　represent　standard　errors．
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Fig．　4－8．　States　in　the　process　of　culture　of　L．　caeru／ea

nodes，　internodes　and　calli　that　were　cold－acclimated　for

two　weeks　before　cooling　treatment，　or　nonacclimated．

Cold－acclimated　node　（A），　internode　（C）　and　callus　（E）

grew　or　proliferated．　Nonacclimated　node　（B），　internode

（D）　and　callus　（F）　did　not　survive．　Bar　＝　5　mm
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Fig．　4－9．　Survival　of　nodal　segments　from　cold－acclimated

or　nonacclimated　L．　caeru／ea　plantlets　through　1－rC

reduction　test．　Nodal　segments　from　nonacclimated　（e）

or　cold－acciimated　（at　50C　for　7　days　and　then　at　OOC　for

additional　7　days）　（O）　plantlets　（growing　in　culture

system）　were　cooled　down　to　the　temperatures　indicated

in　abscissa．　Survival　rate　was　evaluated　by　TTC

reduction　test　after　thawing．　Vertical　bars　represent

standard　errors．
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℃で64％であったのが、一5℃で44％、一7℃以下では29％以下となった。低温

馴化処理した節部は、一7℃まで冷却した場合にも79％以上の高い値を示し、

一9℃で40％、一11℃以下で26％以下であった。

　ii）低温馴化処理区および対照（無低温馴化処理）区の節間部の生存率をFig．

4－10に示した。対照区の節間部は、4℃で87％、2℃で88％、0℃で100％と、

0℃以上の温度域では高い生存率を示したが、一3℃では39％、一一　5℃では44％、

一一@7℃以下で26％以下と、0℃より低い温度域まで冷却した場合には急速に生存

率が低下した。一方、低温馴化処理区の節間部では、一3℃で88％、一一　5℃で96

％、一7℃で69％、一9℃で33％、一11℃で42％、一13℃で20％、一15℃で9

％となり、一3℃～一7℃の範囲で高い生存率を示し、それ以下の温度域では生

存率が低下した。

　iii）カルスの生存率についてみると、　Fig．4・11に示したように、対照（無低温

馴化処理）区では、0℃以上の温度域において84％以上の生存率を示したものの、

一3℃において32％、一5℃において35％、一7℃で8％、一一　9℃以下では24％

以下と低かった。一方、低温馴化処理区のカルスの生存率は、一一　3℃において87

％であり、一5℃で94％、一7℃で75％、一9℃で57％、一11℃～一19℃では

26％以上の比較的高い値を示した。

第2節　培養植物体およびカルスの脱馴化処理に伴う耐凍性の変化

　本節では、脱馴化処理に伴う耐凍性の変化を明らかにするため、低温馴化によ

り耐凍性が高くなっている培養植物体およびカルスに対して脱馴化処理を行い、

凍結、融解したのち、再生法およびTTC還元法により調査した。
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Fig．　4一一10．　Survival　of　internodal　segments　from　cold－

acclimated　or　nonacclimated　L．　caeru／ea　plantlets　through

TTC　reduction　test．　lnternodal　segments　from
nonacclimated　（e）　or　cold－acclimated　（at　50C　for　7　days

and　then　at　OOC　for　additional　7　days）　（O）　plantlets

（growing　in　culture　system）　were　cooled　down　to　the

temperatures　indicated　in　abscissa．　Survival　rate　was

evaluated　by　rrC　reduction　test　after　thawing．　Vertical

bars　represent　standard　errors．
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Fig．　4－11．　Survival　of　callus　segments　from　cold－

acclimated　or　nonacclimated　L．　caeru／ea　calli　through

rrC　reduction　test．　Callus　segments　from　nonacclimated

（e）　or　cold－acclimated　（at　50C　for　14　days）　（O）　calli

（growing　in　culture　system）　were　cooled　down　to　the

temperatures　indicated　in　abscissa．　Survival　rate　was

evaluated　by　”C　reduction　test　after　thawing．　Vertical

bars　represent　standard　errors．
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v

1．材料および方法

（1）培養植物体およびカルスの脱馴化法ならびに植物材料の調製

　本章第1節と同様の方法で得た培養植物体およびカルスを用い、本章第1節で

述べた14日間の低温馴化処理を行ったものおよび無処理のもの（対照）を用いた。

脱馴化処理は、培養植物体およびカルスを培養容器ごと、本章第1節に記した低

温馴化条件に14日間保持したのち、25℃、16時間日長の条件下に移すことにより

行った。脱馴化処理を行わないものとして、本章第1節に記した低温馴化条件に

おいて14日間保持したのち、引き続き、培養植物体では0℃、8時間日長の条件

下で保持したものを、また、カルスでは5℃、8時間日長の条件下で保持したも

のを用いた。一方、対照としては、継代培養と同様の条件下（25℃、16時間日長）

で生長させたものを用いた。その後、培養植物体からは、節部切片および節間部

切片を切り出して用い、カルスでは分割して用いた。その他の調製法は、本章第

1節と同様に行った。

（2）耐凍性の調査

　耐凍性の評価は、本章第1節と同様の方法で、再生法およびTTC還元法により

行った。

2．結果

（1）培養植物体およびカルスの耐凍性に及ぼす脱馴化処理期間の影響

　1）節部切片についてみると、脱馴化処理した区（以下脱馴化処理区）、脱馴

化処理しない区（以下無脱馴化処理区）ならびに低温馴化処理および脱馴化処理

のいずれも行わない区（以下対照区）における節部切片の耐凍性（一7。5℃におけ

る生存率）の脱馴化処理期間による変化をFig。4－12に示した。脱馴化処理区の生

存率は、処理2日後から8日後にかけて徐々に低下し、処理8日後および12日後
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Fig．　4－12．　Effect　of　deacclimation　duration　on　survival　rate

of　L。　oaer｛ノノea　lateral　buds　that　were　excised　from　cold－

acclimated　or　nonacclimated　plantlets　growing　in　vitro，

frozen，　thawed　and　cultured．　O，　cold－acclimation　after　14－

day　cold－acclimation；　e，　nonacclimation　after

nonacclimation；　M，　deacclimation　after　14－day　cold－

acclimation．　Nodal　segments　with　lateral　buds　were

cooled　down　to　一7．50C．　Survival　rate　means　the　ratio　of

shoot－forming　segments　to　all　segments　used．　The

survival　rates　at　zero－day　d　uration　of　aftertreatment　stand

for　values　at　the　end　of　pretreatment．　Vertical　bars

represent　standard　errors．
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においては、対照（無低温馴化処理）区と同程度の耐凍性となった。無脱馴化処

理区の生存率は、80％以上の高い値を維持し、対照区の生存率は、14％～25％と

低い値となった。

　2）節間部についてみると、脱馴化処理期間による耐凍性（カルス形成指数で

評価）の変化は、Fig．4－13に示したように、脱馴化処理区においては、脱馴化処

理の期間が長くなるにつれ耐凍性が低くなり、生存率は処理8日後および12日後

ではカルス形成指数約15となった。無脱馴化処理区の耐凍性は、処理期間が長く

なるにつれて緩やかに上昇した。対照区では、7以下の小さい値で推移した。

　3）カルスについてみると、脱馴化処理期間による耐凍性（カルス増殖指数で

評価）の変化はFig．4－14に示したとおりである。脱馴化処理区のカルス増殖指数

は、処理開始時には56であったのに対し、脱馴化処理2日後では4、処理4日後

以降が3～4と著しく減少した。門門馴化処理区では、60前後の値を維持し、高

い耐凍性を保持していた。対照区では、処理開始時から12日後まで3から6と小

さい値で推移した。

（2）脱馴化処理した培養植物体およびカルスの耐凍性

　1）再生法により耐凍性を評価した場合

　本節（1）の結果から、培養植物体の脱馴化完了に要する期間を8日間と判断

し、脱馴化処理8日後における培養植物体の生存率（シュート形成率により評価）

に及ぼす凍結温度および脱馴化処理の影響について再生法によって調べた。

　i）処理8日後における節部切片の耐凍性は、Fig．4－15に示したように、脱馴化

処理区においては、0℃以上の冷却温度域では97％から100％の生存率を示した

が、一一　5℃において72％、一7．5℃で39％、一一　10℃以下では25％以下と冷却温度

が低下するにしたがい生存率が低下した。対照区では、0℃以上の冷却温度域に

おいては、生存率が94％～97％を示したが、一5℃において58％、一7．5℃で28
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Fig．　4一一13．　Effect　of　deacclimation　duration　on　callus

formation　index　of　L．　caeru／ea　internodes　that　were

excised　from　cold－acclimated　or　nonacclimated　plantlets

growing　in　vitro，　frozen，　thawed　and　cultured．　O，　cold－

acclimation　after　14－day　cold－acclimation；　e，

nonacclimation　after　nonacclimation；　M，　deacclimation

after　14－day　cold－acclimation．　lnternodal　segments　were

cooled　down　to　一7．50C．　Callus　formation　indices　were

calculated　by　the　equation　described　in　Materials　and

Methods．　The　callus　formation　indices　at　zero一一day

duration　of　aftertreatment　stand　for　values　at　the　end　of

pretreatment．　Vertical　bars　represent　standard　errors．
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Fig．　4－14．　Effect　of　deacclimation　duration　on　callus

proliferation　index　of　L．　caeru／ea　callus　that　were　excised

from　cold－acclimated　or　nonacclimated　calli　growing　in

vitro，　frozen，　thawed　and　cultured．　O，　cold－acclimation

after　14－day　cold－acclimation；　e，　nonacclimation　after

nonacclimation；口，　deacclimation　after　14－day　cold－

acclimation．　Callus　segments　were　cooled　down　to　一

7．50C．　Calius　proliferation　indices　were　calculated　by　the

equation　in　Materials　and　Methods．　The　callus
proiiferation　indices　at　zero－day　duration　of　aftertreatment

stand　for　values　at　the　end　of　pretreatment．　Vertical　bars

represent　standard　errors．　Absence　of　a　bar　indicates　that

the　standard　error　is　smaller　than　the　symbol．
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Fig．　4－15．　Effect　of　deacclimation　on　survival　rate　of　L．

caeru／ea　lateral　buds　that　were　excised　from　cold－

acclimated　or　nonacclimated　plantlets　growing　in　vitro，

frozen，　thawed　and　cultured．　O，　cold－acclimation　at　OOC

for　8　days　after　14－day　cold－acclimation；　e，

nonacclimation　for　8　days　after　nonacclimation；口，

deacclimation　for　8　days　after　14－day　cold－acclimation．

Nodal　segments　with　ateral　buds　were　cooled　down　to

the　temperatures　indicated　in　abscissa．　Survival　rate

means　the　ratio　of　shoot－forming　segments　to　all

segments　used．　The　survival　rates　at　zero－day　duration　of

aftertreatment　stand　for　values　at　the　end　of
pretreatment．　Vertical　bars　represent　standard　errors．
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％、一10℃以下では25％以下となり、脱馴化処理区と同様に、冷却温度が低下す

るに従って生存率が低下した。一方、無脱馴化処理区の節部切片では、生存率が

一5℃において95％、一一7．5℃で67％、一10℃で56％、一12．5℃でも37％となり、

高い生存率を示した。

　ii）処理8日後における節間部切片の耐凍性（カルス形成指数により評価）を

Fig．4－16に示した。脱馴化処理区においては、カルス形成指数が、0℃以上の冷

却温度域で90以上と大きかったものの、0℃より低い温度域では急激に小さくな

り、一5℃で50、一7．5℃で17、一10℃以下では7以下であった。対照（無低

温馴化処理）区の下問も同様に、カルス形成指数は、0℃以上の冷却温度域で大

きかったものの、0℃より低い温度域では急激に小さくなり、一5℃および一7，5

℃で19、一一・10℃以下では7以下であった。無脱馴化処理区では、一10℃の冷却温

度範囲までカルス形成指数は大きく、一5℃で87、一一7．5℃で61、一一・10℃で64、

一12．5℃で11であった。

　iii）脱馴化完了時におけるカルスの耐凍性（カルス増殖指数により評価）につ

いてFig，4－17に示した。本節（1）の結果から、カルスの脱馴化完了に要する期

間を4日間と判断し、4日間の脱馴化処理を行ったカルスにおける凍結・融解後

の増殖に及ぼす冷却温度および脱馴化処理の影響について再生法によって調べた。

無下馴化処理区のカルスは一12．5℃の冷却温度範囲まで生存するものがあったが、

脱馴化処理4日間のカルスでは、増殖指数が5℃および2．5℃で100と大きかっ

たものの、0℃以下の温度域では冷却温度に従って急激に減少し、0℃で87、

一5℃で14、一一　7．5℃以下では4であった。

　2）TTC還元法により耐凍性を評価した場合

　つぎに、培養植物体およびカルスの生存率に及ぼす凍結温度および脱馴化処理

の影響についてTTC還元法によって調べた。脱馴化処理期間は再生法の場合と同
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Fig．　4－16．　Effect　of　deacclimation　on　callus　formation

index　of　L．　caeru／ea　internodes　that　were　excised　from

cold－acclimated　or　nonacclimated　plantlets　growing　in

vitro，　frozen，　thawed　and　cultured．　O，　cold－acclimation　at

OOC　for　8　days　after　14－day　cold－acclimation；　e，

nonacclimation　for　8　days　after　nonacclimation；　M，

deacclimation　for　8　days　after　14－day　cold－acclimation．

lnternodal　segments　were　cooled　down　to　the
temperatures　indicated　in　abscissa．　Callus　formation

indices　were　calculated　by　the　equation　described　in

Materials　and　Methods．　The　callus　formation　indices　at

zero－day　duration　of　aftertreatment　stand　for　values　at　the

end　of　pretreatment．　Vertical　bars　represent　standard

errors．
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Fig．　4－17．　Effect　of　deacclimation　on　callus　proliferation

index　of　L．　caeru／ea　calli　that　were　excised　from　cold－

acclimated　or　nonacclimated　calli　growing　in　vitro，　frozen，

thawed　and　cultured．　O，　cold－acclimation　at　OOC　for　4

days　after　14－day　cold－acclimation；　e，　nonacclimation　for

4　days　after　nonacclimation；　U，　deacclimation　for　4　days

after　14－day　cold－acclimation．　Callus　segments　were

cooled　down　to　the　temperatures　indicated　in　abscissa．

Callus　prolirferation　indices　were　calculated　by　the

equation　described　in　Materials　and　Methods．　The　callus

prolirferation　indices　at　zero－day　duration　of

aftertreatment　stand　for　values　at　the　end　of
pretreatment．　Vertical　bars　represent　standard　errors．
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様に、培養植物体においては8日間、カルスにおいては4日間とした。

　i）脱馴化処理区、無脱馴化処理区および対照（無低温馴化処理）区の節部切片

の生存率をFig．4－18に示した。脱馴化処理区の節部切片は、0℃以上の冷却温度

域では84％以上の高い生存率を示したが、一3℃では65％、一5℃では39％、

一7℃では19％と凍結温度の低下に伴い低下した。対照（無低温馴化処理）区の

節部切片では、生存率が、4℃で88％、2℃で100％、0℃で69％となり、0℃

以上の温度域では高い生存率を示したが、一一　3℃では30％、一5℃では36％、

一7℃では30％、一9℃以下で10％以下と、0℃より低い冷却温度域では急速に

生存率が低下した。一方、無脱馴化処理区の節部切片は、生存率が、一3℃で

100％、一5℃で80％、一7℃で55％、一9℃で28％、一一11℃で23％、一13℃

で23％、一15℃で18％となり、一3℃から一7℃の範囲で高い値を示したが、そ

れ以下の温度域で生存率が低下した。

　ii）脱馴化処理8日間の節間部切片の耐凍性は、　Fig，4－19に示したように、脱

馴化処理区では、生存率が、2℃以上の冷却温度域において96％以上の値を示し

たものの、0℃以下では急激に減少し、0℃で72％、一一　3℃で63％、一5℃で38

％、一10℃では36％、一一　12．5℃以下では18％以下であった。対照（無低温馴化処

理）区の生存率は、0℃以上の冷却温度域において76％以上の値を示したものの、

一3℃において43％、一5℃において40％、一7℃で33％、一9℃以下では16％

以下と低かった。一方、無脱馴化処理区の節間部切片では、一3℃において89％

となり、一5℃で75％、一一　7℃で52％、一一　9℃で37％と比較的高い生存率を示し

た。

　iii）処理4日後におけるカルスの耐凍性をFig。4・20に示した。脱馴化処理区の

カルスでは、生存率が、0℃以上の冷却温度域で88％以上と高かったものの、0

℃より低い温度域では急激に減少し、一3℃で83％であったが、一5℃で23％、

90

．螺

懸灘灘地層　　『　　難　　嚢
　　　　　　　鵜灘灘，購醗灘　　懸＿．＿

MIBreij



懸盤墾灘獺塁．、鰹鑑，ki・・蕪1，難鍵難蓑麟

Y

100

（

　9
歪
　　　　50
廊
．≧

≧
コ
co

o

＋5　O　一5　一10　一15

　　　　Cooling　temperature　（OC）

一20

Fig．　4－18．　Survival　of　nodal　segments　from　deacclimated，

cold－acclimated　or　nonacclimated　L．　caeru／ea　plantlets

through　ITC　reduction　test．　Nodal　segments　from

nonacclimated　after　nonacclimation　（e），　cold－acclimated

（at　OOC　for　8　days　after　14－day　cold－acclimation）　（O）　or

deacclimation（at　25。C　for　8　days　after　14－day　cold－

acclimation）　（a）　plantlets　（growing　in　culture　system）

were　cooled　down　to　the　temperatures　indicated　in

abscissa．　Survival　rate　was　evaluated　by　ITC　reduction

test　after　thawing．　Vertical　bars　represent　standard　errors．
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Fig．　4－19．　Survival　of　internodal　segments　from

deacclimated，　cold－acclimated　or　nonacclimated　L．

caeru／ea　plantlets　through　IMI－C　reduction　test．　Internodal

segments　from　nonacclimated　after　nonacclimation　（e），

cold－acclimated　（at　OOC　for　8　days　after　14－day　cold－

acclimation）　（O）　or　deacclimated　（at　250C　for　8　days　after

14－day　cold－acclimation）　（a）　plantlets　（growing　in　culture

system）　were　cooled　down　to　the　temperatures　indicated

in　abscissa．　Survival　rate　was　evaluated　by　ITC

reduction　test　after　thawing．　Vertical　bars　represent

standard　errors．
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Fig．　4－20．　Survival　of　callus　segments　from　deacclimated，

cold－acclimated　or　nonacclimated　L．　caeru／ea　calli

through　TTC　reduction　test．　Cullus　segments　from

nonacclimated　after　nonacclimation　（e），　cold－acclimated

（at　OOC　for　4　days　after　14－day　cold－acclimation）　（O）　or

deacclimated　（at　250C　for　4　days　after　14－day　cold－

acclimation）　（M）　calli　（growing　in　culture　system）　were

cooled　down　to　the　temperatures　indicated　in　abscissa．

Survival　rate　was　evaluated　by　ITC　reduction　test　after

thawing．　Vertical　bars　represent　standard　errors．

93

蕪騒騒離離灘灘購霧出漁灘灘・羅鍵灘懇灘・幽幽灘　 濁
灘灘
鷲

師

あ
職

蹴
9
　
じ



v

一7℃で29％、一9℃以下では13％以下であった。対照区のカルスでは、生存率

が、脱馴化処理区と同様に0℃以上の冷却温度域で高かったものの、一3℃で32

％、一5℃で35％、一7℃以下では24％以下と0℃より低い温度域では低い値で

あった。二丁馴化処理区のカルスでは、一一　7℃の冷却温度範囲まで生存率は75％

以上の高い値を示し、一9℃で57％、一11℃で40％、一13℃以下で26％以下で

あった。

第3節　組織学的観察

本節では、低温馴化によって生ずる培養植物体の各組織およびカルスの耐凍性

の差異について、TTC還元法により観察した。

1．材料および方法

　本章第1節と同様の方法で得た培養植物体およびカルスを、本章第1節に記し

た14日間の低温馴化処理および対照（無低温馴化処理）条件下においたのち材料

として用いた。第1章第3節と同様にTTC還元法を用いたのち、ミクロトーム

（堂阪イーエム，DTK－1000）で観察用の切片を作製し、観察した。

2．結果

　低温馴化した培養植物体の芽は、茎頂部およびその周辺の葉原基が赤く発色し、

生存していることが確認されたが、対照（無低温馴化処理）区の芽では、茎頂ドー

ム状組織のみが赤くなったが、その他の部位は発色しなかった（Fig，4－21Aおよ

びB）。茎についてみると、低温馴化処理によって維管束形成層および表皮の直下

の細胞がやや赤く発色した（Fig．4・21cおよびD）。カルスについてみると、対照
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Fig．　4－21．　Sections　of　cold－acclimated　or　nonacclimated

nodes　（A，　B），　internodes　（C，　D）　and　calli　（E，　F）　of　L．

caeru／ea　that　were　frozen　down　to　一7．50C，　thawed　and

examined　by　ITC　test．　A，　C，　E：　nonacclimated；　B，　D，　F：

coid－acclimated．　Bar　＝　300　pm
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区では緑色のままであったのが、低温馴化処理により、全体的に細胞が赤く発色

した（Fig．4－21EおよびF）。

第4節　第4章の考察

　（1）クロミノウグイスカグラ培養植物体およびカルスの耐凍性に及ぼす低温

馴化処理期間の影響について調査した結果、節部切片においては、処理8日後か

ら12日後にかけて著しく生存率が上昇した。節間部切片においては処理期間が長

くなるにつれて馴化が進み、処理8日後以降で対照（無低温馴化処理）区との間

に差異が認められた。カルスでは処理4日後から12日後にかけて耐凍性が増大し

た。このことから、基準として用いた一7，5℃における生存率から判断する限り、

培養植物体およびカルスのいずれにおいても、低温馴化処理開始12日後以降に低

温耐性が付与されたものと推察される。

　（2）つぎに、低温馴化が完了したと判断される低温馴化処理14日後における

耐凍性について調べた結果、節部切片においては、一一　12．5℃以上の冷却温度範囲

で高い生存率（シュート形成率）が得られた。また、TTC還元法によると、一3

℃～一9℃の冷却温度において、低温馴化処理区の生存率が対照区のそれより高

くなった。節間部切片では、一5℃から一12。5℃の冷却温度において低温馴化に

よる耐凍性の増大効果がみられ、TTC還元法による判定でも、一3℃から一7℃

の冷却温度範囲において、低温馴化処理区と対照区との間に耐凍性の差異が認め

られた。カルスにおいても低温馴化処理による耐凍性の向上がみられ、一7．5℃以

上の冷却温度範囲で、大きな差がみられた。また、TTC還元法による判定では0

℃より低い冷却温度域で低温馴化処理区と対照区との間に著しい耐凍性の差がみ

られた。したがって、14日間の低温馴化処理により、クロミノウグイスカグラ培
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養植物体およびカルスの耐凍性が向上することが確認された。

　（3）野外で生育しているモモ（Prunus　persica）、セイントオーガスティング

ラス（Stenotaphrum　secunda　tum）、ユーカリ（Eucalyp亡us）、ツツジ

（Rhododendron）、ブドウ（Vi　tis　vinifera）およびカキ（Diospyros　kaki）などに

おいては、秋季から冬季の低温馴化によって耐凍性が増大することがわかってい

る　（Aroraら，1992；Maierら，1994；Almeidaら，1994；Anisko・Lindstrom，

1996；Hamman　Jr．ら，1996；Kangら，1997）。また、培養組織および培養細胞

においても低温馴化処理により耐凍性が高くなることが報告されており

（Gordon－Kamm・Steponkus，1984；Leborgneら，1995a）、クロミノウグイスカ

グラ培養植物体およびカルスにおいても低温馴化処理により耐凍性が高くなり、

低温馴化が起こることが明らかになった。

　（4）クロミノウグイスカグラ培養植物体の耐凍性に及ぼす脱馴化処理期間の

影響について調べた結果、節部切片および節間部切片においては脱馴化処理8日

後において対照（無低温馴化処理）区と同様の耐凍性を示した。クロミノウグイ

スカグラカルスにおいては処理2日後においてすでに脱馴化効果が現れ始め、基

準として用いた一7．5℃まで冷却したときの生存率から判断する限り、処理開始8

日後には、低温馴化処理によって高くなった耐凍性が完全に消失することがわかっ

た。これらのことから、培養植物体およびカルスにおいては、脱馴化処理開始8

日後には、低温馴化処理によって付加された低温耐性が失なわれると判断される。

　一方、脱馴化完了時（生存率の変化から判断して、培養植物体においては脱馴

化処理開始8日後、カルスにおいては4日後とした）における耐凍性について調

査した結果、脱馴化した節部切片、節間部切片およびカルスでは対照区と同様の

傾向がみられ、0℃以上の冷却温度範囲で高い生存性が認められたが、0℃より

低い温度域になると著しく生存性が低下した。
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　これらのことから、ホウレンソウ（Spinacia　olera　cea）、エンドウ（Pisum

sa　ti　vum）、ケンタッキーブルーグラス（Poa　pra　teflsi　s）、ルタバガ（Brassica

napus）、キャベツ（Brassica　olera・cea）およびモモなどにおける実験結果

（Fenne11・Li，1985；Welbaumら，1997；Gustaら，1980；Bootheら，1995；

佐々木ら，1993；Arora・Wisniewski，1995）と同様に、クロミノウグイスカグ

ラの培養植物体およびカルスにおいても、脱馴化処理により、獲得した耐凍性が

失われ、脱馴化が起こることが明らかになった。

　（5）クロミノウグイスカグラ培養植物体（節部切片および節間部切片）およ

びカルスの一7．5℃凍結後における生死についてTTC還元法を用いて調べたところ、

低温馴化処理を行っていないものの組織・細胞は緑色のままであり、低温馴化処

理により耐凍性が高くなり、生存している細胞・組織では赤く発色するなど、そ

の差異が明確にみられたことから、この場合には、TTC還元法は、凍結傷害を判

定する場合の有効な手段であることがわかった。
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第5章　クロミノウグイスカグラ培養植物体における内生物質の

　　　　　変動

　第2章および第3章では、野外から採取した茎頂の耐凍性および内生成分の季

節的変動などについて調査し、低温馴化および脱馴化について数種の知見が得ら

れた。続いて、第4章では、培養植物体組織およびカルスの低温馴化および脱馴

化に関する実験系を作出し、いくつかの知見を得た。環境条件変化による植物の

耐凍性の変化に関与する要因を明らかにするためには、環境条件を容易に制御す

ることのできる三二ro培養系での組織内成分含量に及ぼす影響について調査する

ことが必要である。

　本章では、培養体組織における耐凍性の発現および消失と内生物質変動との関

連について、低温馴化処理一脱馴化処理実験系を用いて調べた。

第1節　培養植物体およびカルスの低温馴化に伴う内生物質の組成お

　　　　　よび含量の変化

　本節では、低温馴化に伴う耐凍性の変化と内生物質変化との関連について検討

するため、低温馴化した培養植物体およびカルスの含水率、可溶性糖質および遊

離アミノ酸について調査した。さらに、カルスについては、タンパク質の組成の

変化についても調査した。

1　可溶性糖質の組成および含量の変化

1．材料および方法
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（1）低温馴化の方法および植物材料の調製

　第4章第1節と同様の方法によって得た培養植物体およびカルスを用いて、14

日間の低温馴化処理を行った。低温馴化処理は、第4章第1節と同様の条件下、

すなわち、培養植物体を培養容器ごと5℃、8時間日長（白色蛍光灯、4，0001x）

の条件下に移して1週間経過させ、さらに0℃、8時間日長の条件下に移すこと

により行った。また、カルスの低温馴化は、カルスを培養容器ごと5℃、8時間

日長の条件下に移すことによって行った。また、対照としては、培養植物体およ

びカルスのいずれにおいても、25℃、16時間日長（4，0001x）で培養したものを

用いた。

（2）水分含量の測定

　組織100～400mgを水分気化装置（Mitsubishi　Chemica1　Corpolation，

VAPORIZER　VA－06）の中に入れ、組織中の水分を気化させたのち、電量滴定式

水分測定装置（Mitsubishi　Chemical　Corpolation，　MOISTUREMETER　CA・06）を用

いて気化した水分の量を測定し、生体重を基に含水率を算出した。

（3）可溶性糖質の分析

　組織約200mgを用いて、第3章第2節と同様の方法で試料の作製および可溶性

糖質の分析を行った。

2．結果

（1）水分含量の変化

　培養植物体シュート組織の含水率は、低温馴化処理の前後において約67％の値

を示し（Table　5－1）、低温馴化処理の前後における含水率の変化はみられなかっ

た。カルスの含水率は、低温馴化処理前で78％、低温馴化処理後で77％であり、

含水率は処理によってほとんど変化しなかった（Table　5－1）。
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Table　5－1．　Effect　of　cold　acclimation　on　water

content　in　shoots　and　calli　of　L．　caerulea．

Sample Treatment Water　content　（o／o）

Shoot

Callus

Nonacclimation

Cold－aoclimationZ

Nonacclimation

Cold－acclimationY

0
り
（
U

7
躍
7
「

（
0
（
◎

7
’
7
’

ZShoots　were　excised　from　in－vtro　cultured
plantlets　that　werecold－acclimated　at　50C　for　7

days，　and　then　at　OOC　for　additional　7　days．

YCalli　in　flasks　were　cold－acclimated　at　50C　for　14

days．
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（2）可溶性糖質

　培養植物体の節部組織からは4種類の糖、すなわち、フルクトース、グルコー

ス、スクロースおよびラフィノースが検出された（Table　5－2）。糖質の総含量は、

低温馴化処理によりそれほど変化しなかった。つぎに、糖質の種類別にみると、

フルクトース、グルコースおよびスクロース含量には、低温馴化処理によって大

きな変動は認められなかった。しかし、ラフィノースは、低温馴化処理開始8日

後から少量検出され、12日後に顕著に増加したのち、微増に転じ、20日後には

2．8μmol／9　FWとなった。

　培養植物体の節間部組織の低温馴化に伴う可溶性糖質含量の変動についてみる

と、Table　5－3に示したように、糖質の総含量については低温馴化処理に伴う顕著

な変化は認められなかった。つぎに、糖質の種類別にみると、フルクトース、グ

ルコースおよびスクロースの含量は、低温馴化処理に伴って変化しなかったもの

の、ラフィノースについては、低温馴化処理による蓄積がみられ、処理開始8日

後から16日後にかけて増加し、20日後には4．4μmol／g　Fwとなった。

　カルスにおいては、スクロースおよびラフイノースについて低温馴化処理に伴

う変化がみられた（Table　5－4）。すなわち、スクロース含量は処理期間が長くな

るに従って増加し、ラフィノースは処理開始12日後から20日後に蓄積が認められ

た。フルクトースおよびグルコースの変動は大きかったが、低温馴化処理に伴う

変化は認められなかった。糖質の総含量は、低温馴化処理期間が長くなるに従っ

て増加した。

ll　遊離アミノ酸の組成および含量の変化

1．材料および方法
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Table　5－2．　Changes　in　soluble　carbohydrate　contents　in　nodal　segments　of　L．　caerulea

nonacclimated　and　cold－acclimated．

Treatment
Duration

（DaYS）　Fructose

Soluble　sugar　content　（Jumol／g　tw）

Glucose Sucrose Raffinose Total

NonaoclimationZ

Cold－acclimationY

　
　
　
ウ
』
（
◎
0

0
4
n
◎

　
　
　
」
一
司
1
2
　
　
　
9
」
（
0
（
U

ハ
U
」
4
R
）

　
　
　
己
一
己
ー
ハ
∠

1．2士1．2x

1　．2士1．2

3．6士3．0

3．2士3．2

0．3　±　O．3

0．o　±　o．0

1　．3士1．3

0．8　±　O．8

3．6士2．5

1．2士1．2

0．9士0．9

0．o　±　o．o

0．0土0．O

o．o±o．0

2．2士1．1

2．4士1．3

0．o　±　o．0

1．0±1．0

2．4士2．4

1．5±1．5

2．1　±　2．1

0．0土0．O

o．o±o．0

0．0士0．0

14．1　±　O．5

23．7　±　2．9

31　．5　±　2．0

19．0　±　1．8

31　．6　±　7．4

319±3．0

23．9士0，1

27。4士1．2

30．3士4．7

37．7圭6．5

44．5　±　2．8

27．9土1．9

o．o　±　o．0

0．0土0．0

0．0土0．0

0。0土0．0

0．0土0．O

o．o　±　o．0

0．0土0．0

0．0士0．0

0．1士0．1

2．0　±　O．3

2．3士0．4

2．8　±　O．4

15．3士0．8

24．8　±　2．3

37．4　±　5．5

24．7　±　4．0

31　．9　±　7．3

32．9　±　2．6

27．6　±　2．0

29．7　±　2，5

36．1士7．2

40．9止6．7

47．6　±　4．0

30．7　±　2．3

ZNonacclimated　at　250C　under　a　1　6－h　daylength．

YCold－acclimated　at　50C　for　7　days　and　sequentially　at　OOC　under　a　8－h　daylength　for　the

durations　indicated　above，

XMean　（±　SE）　of　three　replications．
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Table　5－3．　Changes　in　soluble　carbohydrate　contents　in　internodal　segments　of　L．　caerulea

nonacclimated　and　cold－acclimated．

Treatment
Duration

（Days）

Soluble　sugar　content　（1，imol／g　tw）

Fructose Glucose Sucrose Raffinose Tota1

NonaoclimationZ

Cold－acclimationY

　
　
　
9
』
（
◎
0

（
U
4
R
）

　
　
　
」
一
」
一
9
」

　
　
　
ウ
』
6
0

0
4
8

　
　
　
己
1
己
1
2

0．7士0．7x

3．2士3．2

0．o　±　o．o

O．5　±　O．5

0．0圭0．0

0．0士0．0

0．0圭0．0

4．3士4．3

1．3士1．3

0．8士0．8

1．0±1．0

1．2±1．2

O．9　±　O．9

0．0士0．0

0．8土0．8

1．2圭1．2

0．0圭0．O

o．o　±　o．o

o．o　±　o．o

o．o　±　o．0

0．0士0．0

0．0士0．O

o．o　±　o．0

0．0圭0．0

31．6土0．8

26．3　±　4．6

18．7　±　5．7

15．6士0．5

31．1圭9．6

31。4土2．7

33．4　±　2．4

26．8士6．1

37．0　±　7．4

35．5士4．2

44．0　±　O．8

36．8　±　6．4

0，0士0．O

o．o±o．o

o．o±o．0

0．0士0．0

0．0士0．0

0．0：上0．O

o，o　±　o．0

0．0士0．O

O，2　±　O．2

1．3　±　O．3

3．0　±　O．2

4．4　±　O．4

33．2士2．2

29．5　±　7．8

19．4　±　5．6

17．3士1．0

31．1　±　9．6

31．4土2．7

33．4士2。4

31　．t　±　4．3

38，4士7．8

37．6士4．2

48．0　±　O．7

42．4　±　6．9

ZNonacciimated　at　250C　under　a　16－h　daylength．

YCold－acclimated　at　50C　for　7　days　and　sequentially　at　OOC　under　a　8－h　daylength　for　the

durations　indicated　above．

XMean　（±　SE）　of　three　replications．
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Table　5－4．　Changes　in　soluble　carbohydrate

nonacclimated　and　cold－acclimated．

contents　in　callus　segments　of　L．　caerulea

Treatment
Duration

（Days）

Soluble　sugar　content　（pmol／g　tw）

Fructose Glucose Sucrose Raffinose Tota1

NonaoclimationZ

Cold－aoclimationY

　
　
　
2
ハ
◎
0

0
4
Ω
り

　
　
　
」
1
1
（
∠

　
　
　
2
（
◎
0

0
4
8

　
　
　
」
一
」
ー
ク
一

20．9　±　4．6×

9．7圭5．8

15．0　±　9．4

11．8士6．4

14．3　±　8．0

13．3　±　6．9

25．9　±　6．2

10．1士5．5

25．5　±　19．1

15．3　±　7．7

19．7土9．9

65．2　±　55．2

28．4　±　22．1

20．9　±　20．9

25．3　±　24．6

13．4圭12．1

21　．4　±　16．3

0．8士0．4

45，1　±　38．7

7．8　±　1．8

23．9　±　15．5

17・O　±　9e4

82．7　±　61　．4

4t2士33．4

　49．3　±　5．0

　45．8　±　2，8

　35．4　±　2．0

　33．2士1．5

　32．4圭1．8

　32．7　±　1．9

　33．9　±　1．1

　67．6士0．7

　80．8士5．2

105．7　±　1．0

114．3　±　4．1

1　24．2　±　7．4

o．o　±　o．0

0．0圭0．0

0．0士0．0

0．0士0．O

o．o±o．o

o．o　±　o．0

0．0土0．O

o．o±o．o

o．o±o．0

0．4圭0．1

0．5　±　O．0

0．5土0．2

　98．6　±　27．9

　76．5　±　13．6

　75．6　±　16．4

　58．4　±　5．5

　68．1士8．0

　46．8士9．0

104．8　±　45，6

　85．5　±　3．7

130．2　±　35．7

138．4　±　13，6

217．3　±　67．6

231．1　±　81　．8

ZNonacclimated　at　250C　under　a　16－h　daylength．

YCold－acclimated　at　50C　for　7　days　and　sequentially　at　OOC　under　a　8－h　daylength　for　the　durations

indicated　above．

XMean　（±　SE）　of　three　replications．
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（1）低温馴化の方法および植物材料の調製

材料の調製および低温馴化処理は、本章第1節1と同様の方法で行った。

（2）遊離アミノ酸の分析

組織約200mgを用いて、第3章第3節と同様の方法で試料の作製および遊離ア

ミノ酸の分析を行った。

2．結果

　培養植物体節部組織の遊離アミノ酸含量をTable　5－5に示した。総含量を比べる

と、対照（無低温馴化処理）区が198μmo1／g　Fw、低温馴化処理区が187μmol／g

FWであり、アミノ酸の総含量は、低温馴化処理によってほとんど変化しなかった。

アミノ酸の組成も、総含量の場合と同様に、低温処理によってほとんど変化せず、

トレオニン、アルギニンおよびグルタミン酸含量の多いのが特徴であった。

　培養植物体節間部における遊離アミノ酸の総含量には、低温馴化処理によって

減少し、対照区で179μmol／g　Fw、低温処理区で154μmol／g　Fwであった（Table

5－6）。アミノ酸の種類別にみたところ、アルギニンおよびトレオニン含量が低温

馴化処理後に減少した。

　カルスの遊離アミノ酸含量についてみると、Table　5－7に示したように、総含量

を比べると、対照区で57μmo1／g　Fw、低温馴化処理区で66μmo1／g　FWであり、

低温馴化処理後にやや増加した。アミノ酸の種類別にみたところ、低温馴化処理

後にトレオニン含量が増加した。

III　タンパク質の組成の変化

1．材料および方法
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Table　5－5．　Effects　of　cold　acclimation　on　free　amino

acid　contents　in　nodal　segments　of　L．　caerulea．

Content　（pmol／g　fw）

Amino　acid
Nonacclimated Cold－acclimatedZ

Aspartic　acid

Glutamic　acid
Lysine

Arginine
Histidine

Asparagine
Glutamine
Serine

Threonine
Tyrosine
Glycine

Alanine
Valine

Leucine
lsoleucine

Proline

Phenylalanine

Methionine

Tryptophane
Cysteine

Total

　　3．0

15．5

　　1A

61．0

　　1．O

　　o．o

　　o．0

　　1．0

1117
　　0．3

　　0．o

　　O．9

　　0．6

　　0．7

　　0．6

　　0．1

　　0．o

　　o．o

　　o．o

　　O．5

198．1

　　3．2

17．3

　　0．8

50．7

　　0．7

　　0．o

　　o．0

　　1．2

110．1

　　0．1

　　0．o

　　O．8

　　0，4

　　0．3

　　0．2

　　0．o

　　O．1

　　0．o

　　o．o

　　O．4

1　86．5

ZPIantlets　in　flasks　were　cold－acclimated　at　50C　under　a

8－h　daylength　for　7　days　and　then　at　OOC　under　a　8－h

daylength　for　additional　7　days．
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Table　5－6．　Effects　of　cold　acclimation　on　free　amino

acid　contents　in　internodal　segments　of　L．　caerulea．

Content　（pmol／g　tw）

Amino　acid
Nonacclimated Cold－acclimatedZ

Aspartic　acid

Glutamic　acid
Lysine

Arginine
Histidine

Asparagine
Glutamine
Serine
Threonine
Tyrosine

Glycine

Alanine
Valine

Leucine
lsoleucine

Proline

Phenylalanine
Methionine
Tryptophane
Cysteine

Tota1

　
1
　
◎
U
　
　
　
　
　
7

1　78．8

　
己
一
　

農
U
　
　
　
　
　
（
0

1　53．7

ZPIantiets　in　flasks　were　coid－acclimated　at　50C　under

a　8－h　daylength　for　7　days　and　then　at　OOC　under　a　8－

h　daylength　for　additional　7　days．
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Table　5－7．　Effects　of　cold　acclimation　on　free

acid　contents　in　calli　of　L．　caerulea．

amlno

Content　（pmol／g　fw）

Amino　acid
Nonaoclimated Cold－acclimatedZ

Aspartic　acid

Glutamic　acid
Lysine

Arginine

Histidine

Asparagine
Glutamine
Serine

Threonine

Tyrosine

Glycine

Alanine

Va髄ne
Leucine
lsoleucine

Proline

Phenylalanine

Methionine

Tryptophane
Cysteine

Tota1

　
　
　
Q
り
　
　
　
　
　
　
」
1

」75

　
　
　
0
り
　
　
　
　
　
　
一

β56

ZCalli　in　flasks　were　cold－acclimated　at　50C　under　a　8－h

daylength　for　14　days．
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（1）低温馴化したカルスからのタンパク質の抽出

　第4章第1節と同様の方法で得たカルスを材料として用いた。試料の調整に先

立ち、第4章第1節と同様の方法で、カルスに対し低温馴化処理を行った。また、

対照として、25℃、16時間日長（4，0001x）で培養したカルスを用いた。

　タンパク質の抽出は次のように行った。あらかじめ液体窒素を加えて冷却した

乳鉢に、カルス切片19を入れ、磨砕したのち、タンパク質抽出緩衝液（Table

5・8）3m1を加え均質化した。これを4℃、14，000×gで15分間遠心分離し、得ら

れた上清に4倍量のアセトンを加えたのち、一30℃で1～2時間冷却してタンパ

ク質を沈殿させた。遠心分離（10℃、3，500×g、10分間）して回収したタンパク

質の沈殿は、10m1の75％アセトンを加えて10分間静置したのち、75％アセトン

を除去した。さらに、同量の無水アセトンを加え、10分間静置することにより洗

浄した。つぎに、アセトンを除去し、タンパク質の沈殿を水流アスピレーターを

用いて完全に乾燥させた。

（2）二次元電気泳動

　低温馴化後のカルスから抽出したタンパク質の組成を二次元電気泳動により調

べた。二次元電気泳動の一次元目を0’Farre11ら（1977）の方法に基づいて非平衡

pH勾配電気泳動とし、二次元目をLaemmli（1970）の方法に基づいてSDS一ポリア

クリルアミドゲル電気泳動とした。

　1）非平衡pH勾配電気泳動（NEpHGE）

　乾燥したタンパク質の沈殿を非平衡pH勾配電気泳動用試料緩衝＝液（Table　5－8）

600μ1に溶解し、遠心分離（4℃、3，500×g、10分間）して得られた上清を試料

とした。NEpHGE用のゲル（Table　5・8）を内径1mm、長さ11cmのガラス管内に

作り、ゲルの上に試料100μ1を入れ、さらに、その上に試料保護液（Table　5・8）

10μ1を入れた。上部泳動液として20mM　H3PO4・下部泳動液として100mM　NaOH

110
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を用い、500Vで5時間泳動した。電気泳動終了後、ガラス管から試料を取り出

し、二次元目の電気泳動ゲルにのせた。一次元目の泳動が終了したゲルを保存す

る場合には、一一45℃で凍結し、乾燥しないように試験管内に封入して保存した。

　2）SDS・ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS・PAGE）

　平衡化緩衝液（Table　5－9）に浸漬し平衡させた一次元目のゲルをSDS－PAGE用

のゲル（Table　5－9）にのせ、0．5％アガロース溶液（Table　5－9）で固定した。泳

動用の緩衝液としてTable　5・9に示したものを用い、1枚のゲル（14cm×14cm×

1mm）あたり25mAで泳動した。プロモフェノールブルーがゲルの下端から約5

mm上の所に達した時点で泳動を終了し、クマジーブリリアントブルーR－250によ

りタンパク質を染色した。ゲルはTable　5－10に示す染色液1に8時間、染色液2

に8時間、脱色液に1日間、いずれも約35回／分で振とうしながら浸漬した。

2．結果

　低温馴化したカルスから抽出したタンパク質の電気泳動像には、低温馴化して

いないものには存在しないかあるいは量的に極めて少ないスポットがいくつか認

められた。一方、低温馴化することによって消失したスポットも認められた

（Fig．5－1）。このうち、低温馴化したカルスから抽出したタンパク質でみられた

等電点（pl）5．4、分子質量42kDa（以下42kDaタンパク質）のスポットは、量的

にも多いものであった。

第2節　培養植物体およびカルスの脱馴化に伴う内生物質の組成およ

　　　　び含量の変化

本節では、脱馴化に伴う耐凍性の変化と内生物質変化との関連について検討す
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Fig．　5－1．　Electrophoretograms　of　proteins　extracted　from

cold－acclimated　L．　caeru／ea　callus．　A：　Proteins　were

extracted　from　calli　incubated　for　14　days　at　250C　under

16－h　daylength；　B：　Proteins　were　extracted　from　calli

incubated　for　14　days　at　50C　under　8－h　daylength．
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るため、第4章の耐凍性の調査に基づいて、脱馴化した培養植物体およびカルス

の含水率、可溶性糖質および遊離アミノ酸について調べた。さらに、カルスにつ

いては、タンパク質の組成の変化についても調べた。

1　可溶性糖質の組成および含量の変化

1．材料および方法

（1）脱馴化の方法および植物材料の調製

　本章第1節で述べた低温馴化処理後に、脱馴化処理を行った。脱馴化処理は、

第4章第2節と同様の条件下、すなわち、培養植物体およびカルスを培養容器ご

と25℃、16時間日長（白色蛍光灯、4，0001x）の条件下に移すことにより行った。

脱馴化処理の期間は、第4章第2節の結果から、培養植物体では8日間、カルス

では4日間とした。

（2）可溶性糖質の分析

　組織約200mgを用いて、第3章第2節と同様の方法で試料の作製および分析を

行った。

2．結果

　培養植物体およびカルスの可溶性糖質含量に及ぼす脱馴化処理の影響について

みたところ、Table　5－11に示したように、節部組織および節間部組織では、フル

クトース含量はほとんど変化せず、スクロース含量および糖質の総含量がやや減

少した。また、ラフィノースは、脱馴化処理後には、検出不可能な量まで減少し

た。一方、カルスでは、フルクトース、グルコースおよびスクロースの含：量が減

少し、それに伴い総含量が減少した。ラフィノースは、脱馴化処理後には検出さ
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Table　5－11．　Changes　in　soluble　carbohydrate　contents　in　nodal，

of　L．　caeru／ea　deacclimated．

internodal　segments　and　callus

Soluble　sugar　content　（pmol／g　tw）

Sample Treatment

Fructose Glucose Suerose Raffinose Tota1

Node

lnternode

Callus

NondeaoclimationZ

　DeacclimationY

NondeacclimationZ

　DeacctlimationY

NondeaoclimationX

　DeaoclimationW

F
O
9
」

0
4
一

己
一
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－
・
0

4
5

0
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ハ
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0
0
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00
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3
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119．3

81．5
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◎
0
2
07
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（
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0
F
O
O

O
（
U

3
0

Q
）
3

n
O
∩
φ

2
5

葡
3
7
200．1

1　38．4

ZNondeacclimated　at　50C　for　8　days　under　a　8－h　daylength　after　1　4－day　coid－acclimation．

YDeacclimated　at　250C　for　8　days　under　1　6－h　daylength　after　1　4－day　cold－acclimation．

XNondeacclimated　at　50C　for　4　days　under　a　8－h　daylength　after　1　4－day　cold－acclimation．

WDeacclimated　at　250C　for　4　days　under　1　6－h　daylength　after　1　4－day　cold－acclimation．
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れなかった。

ll　遊離アミノ酸の組成および含量の変化

1．材料および方法

（1）脱馴化の方法および植物材料の調製

　材料の調製および脱馴化処理は、本章第2節1と同様の方法で行った。

（2）遊離アミノ酸の分析

　組織約200mgを用いて、第3章第3節と同様の方法で試料の作製および分析を

行った。

2．結果

　節部組織の遊離アミノ酸含量の変化に及ぼす脱馴化処理の影響についてみると、

Table　5・12に示したように、アミノ酸の総含量を比べると、無脱馴化処理区では

181μmol／g　Fw、脱馴化処理区で200μmol／g　FWであり、脱馴化処理後にやや増

加した。アミノ酸組成については、脱馴化処理の前後において顕著に増減したも

のはみられなかった。

　培養植物体節間部組織の遊離アミノ酸総含量は、脱馴化処理後にやや増加し、

無二馴化処理区で154μmo1／g　Fw、脱馴化処理区で187　＃　mol／g　Fwとなった

（Table　5－13）。アミノ酸の種類別にみたところ、アルギニンおよびトレオニン

含量が脱馴化処理後に増加した。

　カルスの遊離アミノ酸含量は、Table　5・14に示したように、総含量を比べると、

無脱馴化処理区で65　＃　mol／g　Fw、脱馴化処理区で54μmo1／g　Fwであり、脱馴化

処理によってアミノ酸の総含量がやや減少した。
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Table　5－12．　Effects　of　deacclimation　on　free　amino　acid

contents　in　nodal　segments　of　L．　caeru／ea．

Content　（pmol／g　fw）

Amino　acid
NondeacclimatedZ DeacclimatedY

Aspartic　acid

Glutamic　acid
Lysine

Arginine
Histidine

Asparagine
Glutamine
Serine

Threonine
Tyrosine
Glycine

Alanine
Valine

Leucine
lsoleucine

Proline

Phenylalanine
Methionine

Tryptophane
Cysteine

Total

　　3．2

17．1

　　0e8

50．1

　　0．7

　　0．o

　　o．0

　　1．2

1　05．9

　　0．1

　　0．o

　　O．8

　　0．4

　　0．3

　　0．2

　　0．o

　　O，1

　　0．o

　　o．o

　　O．4

181．3

　　3．1

15．6

　　1．4

61．5

　　1．O

　　o．o

　　o．0

　　1．0

113．1

　　0．2

　　0．o

　　O．9

　　0．6

　　0．6

　　0．6

　　0．1

　　0．o

　　o．o

　　o．o

　　O．5

200．2

ZPIantlets　in　flasks　were　cold－acclimated　at　50C　under　a

8－h　daylength　for　8　days　after　14－day　cold－acclimation．

YPIantlets　in　flasks　were　deacclimated　at　250C　under　a

16－h　daylength　for　8　days　after　14－day　cold－

acclimation．
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Table　5－13．　Effects　of　deacclimation　on　free　amino　acid

contents　in　internodal　segments　of　L．　caerulea．

Content　（pmoVg　fw）

Amino　acid
NondeacclimatedZ DeacclimatedY

Aspartic　acid

Glutamic　acid
Lysine

Arginine

Histidine

Asparagine
Glutamine
Serine

Th　reonine

Tyrosine

Glycine

Alanine

Valine

Leucine
lsoleucine

Proline

Phenylalanine

Methionine

Tryptophane
Cysteine

Tota1

　
」
1
　

（
◎
　
　
　
　
　
R
V

1　53．9

　
」
－
　

Ω
り
　
　
　
　
　
7
σ

186．9

ZPIantiets　in　fiasks　were　cold－acclimated　at　50C　under　a

8－h　daylength　for　8　days　after　1　4－day　cold－acclimation．

YPIantlets　in　flasks　were　deacclimated　at　250C　under　a

16－h　daylength　for　8　days　after　14－day　cold－

acclimation．
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Table　5－14．　Effects　of　deacclimation　on　free　amino　acid

contents　in　calli　of　L．　caeru／ea．

Content　（iumol／g　fw）

Amino　acid
NondeacclimatedZ DeacclimatedY

Aspartic　acid

Glutamic　acid
Lysine

Arginine

Histidine

Asparagine
Glutamine
Serine

Th　reonine

Tyrosine

Glycine

Alanine

Valine

Leucine
lsoleucine

Proline

Phenylalanine

Methionine

Tryptophane
Cysteine

Tota1

　
　
　
3
　
　
　
　
　
1
・

65．4

　
　
　
3
　
　
　
　
　
1

54．2

ZCalli　in　flasks　were　cold－acclimated　at　50C　under　a　8－h

daylength　for　4　days　after　1　4－day　cold－acclimation．

YCalli　in　flasks　were　deacclimated　at　250C　under　a　16－h

daylength　for　4　days　after　1　4－day　cold－acclimation．
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皿　タンパク質の組成の変化

1．材料および方法

（1）脱馴化したカルスからのタンパク質の抽出

　カルスを、本章第1節と同様の方法で低温馴化処理した。このカルスを試料と

して用い、本章第2節1と同様の方法で脱馴化処理を行い、本章第1節皿に述べ

た方法によりタンパク質を抽出した。本実験では、脱馴化処理を行わないカルス

を対照とした。

（2）二次元電気泳動

　本章第1節皿と同様の方法で二次元電気泳動を行った。

2．結果

　脱馴化したカルスから抽出したタンパク質の電気泳動像には、低温馴化したも

のには存在しないかあるいは量的に極めて少ないスポットがいくつか認められた。

一方、脱馴化することによって消失したスポットも認められた。このうち、脱馴

化したカルスのタンパク質にも42kDaタンパク質が認められたものの、量的には

減少した（Fig．5－2）。

第3節　第5章の考察

　本研究で低温馴化に伴う含水率の変化について調べたところ、クロミノウグイ

スカグラの培養植物体組織においては、低温馴化処理に伴う含水率の変化は認め

られなかった。Goldstein・Nobel（1994）は、人工気象箱内で行った低温処理に
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Fig．　5－2．　Electrophoretograms　of　proteins　extracted　from

deacclimated　L．　caeru／ea　callus．　A：　Proteins　were

extracted　from　calli　incubated　for　18　days　at　50C　under

8－h　daylength；　B：　Proteins　were　extracted　from　calli

incubated　for　4　days　at　250C　under　16－h　daylength　after

14－day　cold－acclimation．
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伴い含水率が低下することを報告している。このことから、本実験では低温馴化

処理によって含水率がそれほど変化しなかったが、ここで用いた培養系において

は、他の要因が関係したと考えられる。

　低温馴化に伴い糖含量が増加することはクワ（．Morus　a　ustralis）、ニセアカシ

ア（Robinia　pseudoacacia）、針葉樹など多くの植物で認められている（酒井，

1957；吉田・酒井，1967；Parker，1959）。クロミノウグイスカグラの培養植

物体組織においては、低温馴化処理および脱馴化処理に伴う糖質の総含量の変化

は認められなかったが、クロミノウグイスカグラのカルスでは、低温馴化処理に

伴い糖質の総含量が増加し、脱馴化処理により減少した。このことから、クロミ

ノウグイスカグラの培養植物体では糖質の総含量の増加が耐凍性の向上に関与し

たと考えるには無理があるが、クロミノウグイスカグラのカルスにおいては糖質

の総含量の増加と耐凍性の向上との間に何らかの関連があるものと考えられる。

　Stushnoffら（1993）は、数種の木本植物の低温馴化に伴い糖組成に変化が生じ、

ラフィノース類が増加するとしている。また、培養体組織において、ラフィノ“一．．．

スの蓄積により耐凍性が高まるとの報告がある（Leborgneら，1995b）。本研究で

用いたクロミノウグイスカグラの培養植物体およびカルスにおいても、対照（無

低温馴化処理）区で検出されなかったラフィノースが、低温馴化処理後の材料か

ら特異的に検出され、脱馴化処理後の材料では検出されなかったことから、クロ

ミノウグイスカグラの培養植物体およびカルスの耐凍性向上とラフィノースの蓄

積との間に何らかの関連があると推測される。

　つぎに、遊離アミノ酸の変動についてみると、クロミノウグイスカグラの培養

植物体およびカルスにおいては、低温馴化処理および脱馴化処理の前後において

アミノ酸の総含量の顕著な変動は認められなかった。また、アミノ酸の種類別に

みても低温馴化処理および脱馴化処理の前後において著しい変動は認められなかっ

124



灘懲

一『
尋

1

た。このことから、本実験における処理ではアミノ酸含量に大きな変化が及ばず、

耐凍性の向上に他の要因が関与したものと考えられる。

　クロミノウグイスカグラのカルスにおけるタンパク質組成の変化についてみる

と、低温馴化処理前後において、タンパク質の組成に大きな差異は認められなかっ

た。しかし、pl　5．4、分子質量42kDaのタンパク質（42kDaタンパク質）について

変化がみられ、周囲のスポットと比較して、低温馴化処理後において顕著に濃く

現れ、脱馴化処理後には薄くなった。Guy・Haskell（1987）は、ホウレンソウに

低温馴化処理を行い特異的に発現するタンパク質を分離し、これが耐凍性増大と

関連することを報告している。42kDaタンパク質は低温馴化によって特異的に出

現したことから、クロミノウグイスカグラのカルスの低温馴化と何らかの関連が

あるものと思われる。

　以上のことから、クロミノウグイスカグラの培養植物体およびカルスの低温馴

化および脱馴化は、ラフィノースに何らかの関連があるものと思われる。このほ

か、クロミノウグイスカグラのカルスにおいては、42kDaタンパク質タンパク質

にある種の関連があるものと考えられる。
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第6章　総合考察

　寒冷地におけるクロミノウグイスカグラの安定生産および栽培地域の拡大を図

る場合、まず、生育地域の気象の特性とその果樹の耐凍：性・地域適応性との関連

についての検討が必要になる。

　（1）北海道内数箇所の地域におけるクロミノウグイスカグラ（Lonicera

caer召1ea　var．　emphyllocaryx）の耐凍：性の変化について調査した結果、道北および

道東地域では秋季から冬季にかけての早い時期に耐凍性が獲得され、道央地域で

は耐凍性の獲得時期が遅れるという特徴がみられた。これは、各地域における最

低気温が異なり、これが主な環境要因となって、耐凍性獲得の程度に差異が生じ

たものと考えられる。ヤナギ（Salix・sachalinensis）では、同一個体から採取した

挿し木苗を異なる地域で生育させた場合、耐凍性は、越冬している場所の温度に

ほぼ対応した変化をみせる（Sakai，1970）。一方、同一二二でも品種・系統が異

なれば、遺伝的な差異に起因する耐凍性についても違いがみられる（Bridgerら，

1995；Leborgne，1995a；Aroraら，1997；Castonguayら，1993）。したがって、

本研究において、耐凍性が比較的低く評価された樹についても、早い時期から最

低気温が低下する地域においては、耐凍性の高まりが早くなる可能性があるので、

栄養繁殖によって増やした樹を用いて、異なる地域で耐凍性の変動について検討

する必要があると思われる。

　冬季から春季にかけてのクロミノウグイスカグラの耐凍性は、音威子府村およ

び美唄市では、他地域と比較して低く、また、大樹町および苫小牧市においては、

耐凍性が高いまま維持された。これらの差異が、単に外気温の違いによるもので

あれば、音威子府および大樹における耐凍性のほうが高い状態で維持されるもの

と考えられる。しかし、実際には、積雪層の深い地域では耐凍性が低く、積雪層
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の浅い地域では耐凍性が高かったことから、獲得した耐凍性の維持には、最低気

温よりもむしろ積雪層の深さが大きな影響を及ぼすものと考えられる。植物は積

雪によって強い寒さと乾燥から守られていることが報告されており（Sakai，1968；

酒井ら，1969）、本研究においても、生育地域の外気温の影響が小さく現れたも

のと推察される。

　（2）凍結傷害を組織学的に観察することにより耐凍性の差異を検討すると、

節部においては、腋芽の基部および皮層の耐凍性は比較的低く、乱心分裂組織お

よびその周辺の葉原基の耐凍性は高かった。茎では、まず皮層に凍害が現れたの

ち、温度が低くなるに従って維管束形成層へと被害が拡大した。また、TTC還元

法による観察においても、腋芽の基部および外側に位置する葉原基が赤く発色せ

ず、すでに死んでいる冷却温度でも腋芽の頂端分裂組織およびその周辺の葉原基

は赤く発色し生存していた。培養植物体を用いたTTC還元法による組織学的観察

においても、茎頂ドーム状組織およびその周辺の葉原基が赤く発色し生存してい

る冷却温度では、鱗片葉および皮層は生存できなかった。アザレア

（Rhododendron　spp．）では、冷却中に器官外凍結が起こり、小花の水分が減少し

鱗片中の水分が増加して小花が生存することが報告されている（lshikawa・Sakai，

1981）。本研究の結果から判断して、クロミノウグイスカグラにおいても同様の

機構によって茎頂ドーム部位が生存したものと考えられる。しかし、この場合の

生存が、過冷却または器官外凍結に起因するものであるかについては明らかになっ

ておらず、今後、序品熱分析による詳細な検討が必要であると思われる。

　（3）同一個体の中でも、外的条件に対する耐凍性の発現が比較的鋭敏な茎頂

を対象として、クロミノウグイスカグラの耐凍性の季節的変動について調べたと

ころ、秋季から冬季にかけて高くなり、冬季には非常に高い耐凍性を有すること

が明らかとなったが、この耐凍性の増大は、主として、日最低気温の低下による
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ものと考えられる。一方、耐凍性を効率よく高める温度が存在する（酒井，1964；

Sakai，1966）といわれており、また、その温度は季節によっても変わるとされて

いる（Sakai，1966；Howell・Weiser，1969）。本研究においては、最低気温が

5℃以下になると耐凍性の増大が認められたが、その時期に、より高い温度ある

いはより低い温度に遭遇した場合の耐凍性の変化については不明であるため、ク

ロミノウグイスカグラ茎頂の効率的な耐凍性獲得についてはさらに調査すること

が必要である。

　（4）低温馴化期間の長短と耐凍性の発現との関連についてみると、Zhaoら

（1995）により、バンクスマツ（Pinus　banksiana）では、5℃で2～4週間処理

すると耐凍性が向上すると報告されており、Uemura・Yoshida（1984）のライム

ギ（Secale　cereale）を用いた研究においても、10日から30日間の低温馴化処理に

より耐凍性が向上することが確認されている。本研究では、低温馴化処理開始12

日から16日後に耐凍性が向上した。一方、シロイヌナズナ（Ara　bidopsis　thaliana）、

ホウレンソウ（Sρinacia　oleracea）およびカラタチ（Poncirus　trifoliata）では、低

温馴化が急速に行われたとの報告があり（Gilmourら，1988；Guyら，1987；

Tignor，1997）、シロイヌナズナでは、4℃で処理するとわずか12時間後に耐凍

性の増大が認められることから、耐凍性増大に要する低温馴化処理の期間は、植

物種によって異なるものと思われる。本研究では、培養植物体の節間の耐凍性は

節部のそれよりもやや弱いなど器官・組織により耐凍性に差異があること、なら

びに、低温馴化処理期間が長くなるにつれて耐凍性が向上し続けたことなどから、

同一植物でも組織や器官によって気温変化に対する感応が異なるものと考えられ

る。

　（5）本研究の結果によると、耐凍性の高い組織では、ラフイノースおよびス

タキオースのようなラフィノース類が蓄積するという共通した特徴がみられ、組
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織中の可溶性糖質組成が耐凍性に影響を及ぼしていることが明らかになった。こ

のことは、植物の耐凍性にラフィノース類が関与しているとする最近の報告

（Hinesleyら，1992；Flinn・Ashworth，1995）とも一致している。木本植物に

おいては、低温馴化中に蓄積される糖質の種類は植物種によって様々である

（Fischer・H611，1991；Stushnoffら，1993）が、　Sauter・van　Cleve（1991）は、

蓄積される糖質の種類が、糖質の総含量よりも重要な要因であるとしている。本

研究では、自然条件下で生育しているクロミノウグイスカグラの茎頂は一196℃

で凍結しても生存しており、そのうフィノース含量は、培養植物体の節部のそれ

の約10倍に達することがわかった。本研究において、培養植物体と野外で生長し

た植物体との間において、ラフィノースおよびスタキオb・一・一・・スの含量に差異が認め

られたが、これは、耐凍性の差異と密接に関連しているものと推察される。また、

クロミノウグイスカグラでは、培養植物体の低温馴化は16日以内で完了し、これ

は野外の植物体が自然条件下で最大の耐凍性を獲得するのに必要な期間と比較し

てはるかに短いことが明らかになった。細胞が最大の耐凍性を獲得するには、細

胞外凍結による氷晶の発達に伴う細胞内の脱水に耐えなければならない（Sakai・

Larcher，1987）。低温馴化に伴って起こる細胞内の変化は、培養植物体を低温条

件に遭遇させた場合には不完全で、自然条件下では、これが非常にゆっくり進行

するため、植物細胞が脱水に耐えるものと思われる。

　低温ストレスに感応して、遊離アミノ酸の中でもとりわけプロリンが増加する

ことが確認されており（Ait　Barka・Audran，1997；Galiba，！994；K・ster・

Lynch，1992）、また、プロリンの蓄積がオオムギ（Hordeum　vulgare）のハード

ニングには必要であると報告されている（Murelliら，1995）が、本研究において

は、プロリンが、低温馴化に伴って蓄積されず、耐凍性の低下する春季に多くなっ

たことから、発育枝の伸長生長に利用されるものと思われる。一方、本研究では、
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耐凍性が高まるのに先駆けて酸性アミノ酸であるアスパラギン酸およびグルタミ

ン酸の蓄積がみられたことから、今後、これらのアミノ酸と低温馴化との関係に

ついて検討する必要があるものと思われる。

　（6）タンパク質についてみると、本研究の結果から、クロミノウグイスカグ

ラでは、等電点5．4、分子質量42kDaタンパク質（以下42kDaタンパク質）が、凍

結時における細胞内の微細構造や分子の保護、および低温下での脱水に対する抵

抗性の増大に役立っているものと推察される。このことは、シロイヌナズナおよ

びホウレンソウにおいて、いくつかのタンパク二分子種が、低温に感応して新た

に生成されるとの報告があること（Welinら，1994；Guyら，1985）、ブルーベ

リー（Vaccinium，　section　Cyanococcus）の花芽においては、0℃～7℃の低温にさ

らされた時間の増加に伴い、3種のポリペプチドが増加し、これらのポリペプチ

ドは、デハイドリンあるいはデハイドリン様タンパク質であることが確認されて

いること（Muthalif・Rowland，1994）、シロイヌナズナでは、凍結防御効果を

有するタンパク質の存在が示唆されていること（Linら，1990）などからも類推

される。したがって、クロミノウグイスカグラの42kDaタンパク質と不凍タンパ

ク質（Griffithら，1992）、凍害防御タンパク質（Siegら，1996）およびLate

embryogenesis　abundant（LEA）様タンパク質（Gilmourら，1992；Lin・

Thomashow，1992；Salzmanら，1996）との関連についてさらに検討することが

必要である。

　（7）寒冷地における安定的な果樹栽培に役立つ新品種育成および栽培技術の

確立を図る場合、耐凍性のある品種・系統の検索と育成が必要になるが、このよ

うな育種目的を実現するためには、凍結傷害に対する抵抗性をもつ母材を入手す

ることが必要である。これまで多くのクロミノウグイスカグラの育種および利用

に関する研究が行われてきており（田中・渡辺，1986；中島・千葉，1988；田中
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ら，1990；田中ら，1991；田中ら，1994；田中，1996）、この場合、遺伝資源

の収集と保存、栽培による生育特性の把握が不可欠である（酒井，1995）。

　遺伝資源の保存についてみると、耐凍性の高いものほど、液体窒素中（一196

℃）に入れても生存できる可能性が大きいことがわかっており（酒井，1963；

Sakai，1965）、本研究においても、耐凍性を示すLT50の値が一17．5℃以下とな

る10月～翌年3月に採取した材料を用いて、液体窒素浸漬による超低温下での凍

結保存を行った場合、凍結・融解後に高い生存率を示したことから、優良形質を

有するクロミノウグイスカグラの収集と保存にあたっては、冬季の野外植物体か

ら採取した茎頂を凍結保存するのが最も効果的であると考えられる。

　以上のように、本研究の成果は、クロミノウグイスカグラの耐凍性獲得に関す

るいくつかの基礎的知見を提起し、栽培および品種育成の面において利用できる

とともに、耐凍性発現機構の探究にも役立つものと考えられる。
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摘　要

　クロミノウグイスカグラ（Lonicera　caerulea　var．　emphyllocalyx）の栽培化、栽

培地域の拡大、品種改良などを図る際の基礎となる（1）生育地域と耐凍性との

関連（2）耐凍性の季節的変動（3）耐凍性の変化と内生糖質との関連（4）培

養系による耐凍性の検証（5）低温馴化処理に伴う内生物質の変化について検討

した。

1．クロミノウグイスカグラ生育地域と耐凍性

（1）生育地域と耐凍性の変化

　1）萌芽率により耐凍性の地域間差について調べると次のとおりである。耐凍

性は、10月下旬から12月下旬にかけて高くなり、翌年2月下旬には、生育地域に

よる差が認められた。すなわち、大樹町および苫小牧市では耐凍性が高いまま維

持されていたのに対して、札幌市、美唄市および音威子府村では耐凍性が弱くなっ

た。これは、その地域の気温と積雪量に関連していることがわかった。

　2）組織からの電解質漏出量の変化についてみると、10月下旬～12月下旬では

少なく推移したが、翌年2月下旬に多くなり、生育地域による差は認められなかっ

た。

（2）凍結・融解後の枝組織に発生する凍害の組織学的観察

　1）11月上旬に採取した腋芽では、一30℃で芽の基部が褐乱した。12月下旬の

腋芽では凍結・融解後においても緑色を呈し生存していた。3月上旬のものは、

一一一

E20’
雌?結では緑色で生存していたが、一30℃においては二二分裂組二葉原基、

芽の基部および皮層が丸丸した。

　2）11月上旬に採取した茎は、未凍結のものと同様に一10℃の凍結後において
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も全体的に緑色であったが、一30℃で凍結すると、皮層の一部が、一40℃では皮

層の大部分が褐恥した。12月下旬の茎では、未凍結と同様に一一一　40℃凍結において

も全体的に緑色を呈した。3月上旬採取のものでは、一20℃で皮層が褐易し、

一30℃以下において皮層および維管束形成層が褐変した。

（3）組織間の耐凍性の差異

　1）腋芽のTTC還元による発色についてみると次のとおりである。未凍結およ

び一一　10℃凍結後の頂端分裂組織、葉原基、芽の基部および茎の形成層周辺が発色

し生存した。一一　20℃の凍結後では、淫心分裂組織およびその周辺の葉原基は生存

したが、形成層ではTTC還元による発色は弱まり、芽の基部はやや褐色した。

一30℃凍結では、芽の基部は褐色し、茎の組織および葉原基の一部が壊死した。

　2）TTC還元により茎の組織についてみると、未凍結および一10℃の凍結後で

は、維管束形成層および表皮の直下が生存したが、一20℃および一一30℃の凍結に

おいては、皮層から維管束形成層にかけて壊死した。

2．クロミノウグイスカグラ野外茎頂の耐凍性の変化

（1）野外茎頂の耐凍性の季節的変動

　野外から採取したクロミノウグイスカグラ茎頂の耐凍性は、8月から11月にか

けて徐々に高まり、冬季に極めて高い状態を維持したのち、春季に急速に低下す

ることが明らかになった。また、耐凍性が高い時期（10月から翌年3月）の茎頂

は超低温（一196℃）の凍結後にも生存したが、耐凍性が低くなると（4月）生

存できないことが明らかとなった。

（2）TTC還元法によって評価した茎頂および茎の耐凍性の変化

　1）TTC還元法によって評価した茎頂の耐凍性は、9月から10月にかけて強く

なり、10月から翌年1月まで極めて強い状態を維持したのち、1月から3月にか
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けて弱くなった。

　2）茎の耐凍性についてみると、10月から12月にかけて徐々に高くなり、12月

～翌年1月極めて高い状態を維持したのち、1月から4月にかけて弱くなった。

　3）植物体の部位による耐凍性の差異は次のとおりである。茎頂の耐凍性は、

茎のそれよりも、早い時期に強くなることが明らかになった。冬季間の耐凍性の

強い時期には、茎頂と茎との問に、耐凍性の顕著な差異はみられなかったが、冬

季から春季にかけての耐凍性が弱くなる時期には、茎頂の耐凍性が茎のそれより

高かった。

3．クロミノウグイスカグラ野外茎頂における含水率および内生物質の変化

（1）野外茎頂における含水率の季節的変動

　野外茎頂の含水率は、5月から6月にかけての耐凍性が弱い時期には高く、耐

凍性が強い10月～翌年3月には、他の時期のそれと比べて低く推移することが明

らかになった。

（2）野外茎頂における可溶性糖質の季節的変動

　1）可溶性糖質の総含量についてみると、8月から翌年1月まで漸増し、その

後減少して、4月から6月にかけて低い値で推移した。

　2）可溶性糖の種類別にみた含量の季節的変動は次のとおりである。フルクトー

スおよびグルコース含量は季節を問わず含量が少なく、変動の幅も小さかったが、

スクロース、ラフィノースおよびスタキオースの含量は季節により大きく変動し

た。スクロースは、可溶性少糖類の中で最も多く含まれ、糖の総含量の50％～90

％を占め、その季節的変動は可溶性糖質の総含量の変動と同様であった。すなわ

ち、4月から6月に減少したのち、翌年1月まで漸増し、5月まで漸減して、再

び8月まで増加した。ラフィノースおよびスタキオースの含量は、10月から増加
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し、11月から翌年3月まで高い値を維持した。

（3）野外茎頂における遊離アミノ酸の組成および含量の季節的変化

　1）遊離アミノ酸の総含量についてみると、9月から翌年2月まで低い値で推

移し、3月および4月に増加した。

　2）遊離アミノ酸の種類別にみた含量の季節的変動は次のとおりである。トレ

オニン、セリンおよびプロリンの含量は、春季に増加したが、その他の時期には

あまり変化しなかった。また、酸性アミノ酸であるアスパラギン酸およびグルタ

ミン酸の含量は、春季に増加したほか、耐凍性が高まる時期に先駆けてやや増加

した。

g

4．Jn　vi・tro実験系によるクロミノウグイスカグラ耐凍性の検証

（1）培養i植物体およびカルスの低温馴化処理に伴う耐凍性の変化

　1）低温馴化期間の影響についてみると次のとおりである。低温馴化処理をし

た節部切片の耐凍性は、処理開始12日後以降に著しく高くなった。節間部切片の

耐凍性（カルス形成指数により評価）は、低温馴化処理の期間が長くなるにつれ

て増大した。カルスの耐凍性（カルス増殖指数で評価）は、低温馴化処理開始8

日後に著しく高くなり、12日後以降は高い状態を維持した。低温馴化処理をして

いない場合（対照）では、いずれの材料においても、耐凍性は低く推移した。

　2）低温馴化処理と培養植物体およびカルスの耐凍性との関連は次のとおりで

ある。低温馴化処理を行った場合の耐凍性についてみると、節部切片では、一5

℃～一12．5℃の凍結後に高い生存率を示し、節間部切片では、一12．5℃の凍結後

でも生存する（カルスを形成する）ものがあり、カルスでは、一5℃～一7．5℃の

凍結後にも生存し、大きいカルス増殖指数を示した。対照（無低温馴化処理）区

の材料においては、0℃以上の冷却温度域では高い生存性を示したが、0℃より
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低い冷却温度域では急に生存できなくなった。

　3）TTC還元法によって評価した耐凍性は次のとおりである。低温馴化処理し

た場合の耐凍性についてみると、節部切片では、一7℃の凍結後にも高い生存率

を示し、節間部切片では、一一　3℃～一7℃の冷却後にも高い生存率を示し、カル

スでは、一3℃～一19℃の凍結後にも比較的高い生存率を示した。対照（無低温

馴化処理）区の材料は、0℃以上の冷却温度域で高い生存率だったが、0℃より

低い冷却温度域での凍結後には、生存率が急激に低下した。

（2）培養植物体およびカルスの脱馴化処理に伴う耐凍性の変化

　1）脱馴化期間の影響についてみると次のとおりである。節部切片についてみ

ると、脱馴化処理した（脱馴化処理区）ものの凍結・融解後の生存率は、処理開

始2日後から8日後にかけて徐々に低下し、処理8日後および12日後に、低温馴

化処理および脱馴化処理の双方をしていない（対照区）ものと同程度となった。

節間部切片においては、脱馴化処理の期間が長くなるにつれ耐凍性（カルス形成

指数で評価）が減少し、処理開始8日～12日後には、対照（無低温馴化処理）区

と同程度になった。カルスについては、カルス増殖指数は処理2日後に著しく低

下した。脱馴化処理していない（無二馴化処理区）材料では、節部切片、節間部

切片およびカルスのいずれにおいても、高い生存性を維持していた。

　2）脱馴化処理と培養植物体およびカルスの耐凍性との関連は次のとおりであ

る。節部切片についてみると、脱馴化処理を8日間行ったものの凍結・融解後に

おける生存率は、0℃以上の冷却温度では高かったが、一5℃以下では冷却温度

が低くなるに従って低下した。つぎに、脱馴化処理区の節間部切片についてみる

と、0℃以上の冷却温度域で高いカルス形成指数（耐凍性の指標）が得られたも

のの、0℃より低い冷却温度域では急激な指数の減少がみられた。脱馴化処理4

日間のカルスでは、5℃～2．5℃の冷却では、高い増殖指数が得られたものの、0
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℃以下の温度域では冷却温度の低下に従ってカルス増殖指数が急激に低下した。

いずれの材料においても、対照（無低温馴化処理）区の生存傾向は、脱馴化処理

区のものと類似していた。また、いずれの材料においても、無脱馴化処理区では、

一5℃から一10℃の冷却温度範囲で、脱馴化処理区および対照区に比べて高い生

存性を示した。

　3）TTC還元法により評価した場合の耐凍性の変化は、次のとおりである。節

部切片についてみると、脱馴化処理区では、0℃以上の冷却温度域では高い生存

率を示したが、0℃より低い冷却温度域では温度が低くなるに従って生存率が低

下した。つぎに、節間部切片についてみると、脱馴化処理区では、生存率が、2

℃以上の冷却温度で96％以上を示したものの、0℃以下の温度域では冷却温度が

低くなるにつれて、急激に低した。カルスについてみると、脱馴化処理区では、

0℃以上の冷却温度域で高い生存率が得られたものの、0℃より低い冷却温度域

では急激に生存率が低下した。対照（無低温馴化処理）区の材料では、脱馴化処

理区のものと同様の生存率の変動がみられた。一方、無脱馴化処理区の材料では、

一3℃～一9℃の冷却で比較的高い生存率を示した。

（3）組織学的観察

　低温馴化した培養植物体の芽は、茎頂部およびその周辺の葉原基の生存性が高

いことが確認されたが、対照（無低温馴化処理）区の芽では、茎頂のドーム状組

織のみが生存したが、その他の部位は生存しなかった。茎についてみると、低温

馴化処理によって維管束形成層および表皮の直下が生存していた。カルスでは、

対照区のものは生存しなかったが、低温馴化処理を行うと、組織全体の細胞が生

存するようになった。

5．クロミノウグイスカグラ培養植物体における内生物質の変動
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（1）培養植物体およびカルスの低温馴化に伴う内生物質の組成および含量の変

化

　1）可溶性糖質の組成および含量の変化

　節部切片および節間部切片における可溶性糖質の総含量については、低温馴化

処理に伴う顕著な変化は認められなかった。糖質の種類別にみると、フルクトー

ス、グルコースおよびスクロースの含量には、低温馴化処理によって大きな変動

は認められなかった。しかし、低温馴化処理開始8日後にはラフィノースが少量

検出され、処理12日後から顕著に増加したのち、20日後まで増加し続けた。

　カルスにおいては、スクロースおよびラフィノースの含量が低温馴化処理に伴っ

て変化した。すなわち、スクロース含量は処理期間が長くなるにつれて増加し、

ラフィノースは処理開始12日後から20日後にかけて蓄積した。フルクトy・…一スおよ

びグルコースは大きく変動したが、低温馴化処理に伴う変化は認められなかった。

また、可溶性糖質の総含量は、低温処理期間が長くなるのに伴い増加した。

　2）遊離アミノ酸の組成および含量の変化

　節部切片、節間部切片およびカルスにおける遊離アミノ酸の総含量についてみ

ると、低温馴化処理の前後において顕著に変化しなかった。また、アミノ酸の組

成も総含量の場合と同様に、低温馴化処理前後における著しい変化は認められな

かった。

　3）タンパク質の組成の変化

　低温馴化処理したカルスから抽出したタンパク質には、等電点5．4、分子質量

42kDa（42kDaタンパク質）のスポットが認められた。

（2）培養植物体およびカルスの脱馴化に伴う内生物質の組成および含量の変化

　1）可溶性糖質の組成および含量の変化

　節部切片および節間部切片では、フルクトース含量はほとんど変化せず、スク
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ロース含量および可溶性糖質の総含量がやや減少した。ラフィノースは、脱馴化

処理によって検出不可能な量まで減少した。カルスでは、フルクトース、グルコー

スおよびスクロースの含量が減少し、それに伴い可溶性糖質の総含量が減少した。

ラフィノース含量は、脱馴化処理後には検出されなかった。

　2）遊離アミノ酸の組成および含量の変化

　節部切片および節間部切片の遊離アミノ酸の総含量は、脱馴化処理後において

やや増加した。アミノ酸の種類別に含量をみたところ、脱馴化処理の前後におい

て顕著に増減したものはみられなかった。カルスにおける遊離アミノ酸の総含量

は、脱馴化処理によってやや減少した。

　3）タンパク質の組成の変化

　脱馴化したカルスから得たタンパク質にも42kDaタンパク質が認められたが、

量的には減少した。

　以上のような本研究の成果は、クロミノウグイスカグラの耐凍性の発現および

消失に関する基礎的知見を提起し、栽培化および品種育成ならびに耐凍性発現機

構の探究に寄与するものと考えられる。
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