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一8 　　　　　　　 ゼ ニ ゴ ケ プ Ut ト プ ラ ス ト再 生 細 胞 の 酎 凍 性 と 超 低 温 に お

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 け る 生 存

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 菅 原 康 黝 ・竹 内 正 幸 （埼 玉 大 ・
理 ・ 生 体 制 御 ）

　 　 植 物 の 培 養細 馳 1ま培地 の 組 成 な ど の 培 饕 条件 を 変 え る こ と に よ っ て 、そ の 耐 凍

性 を 高 め る こ と が で き る 。 こ の よ う な 培 養 細 胞 を 用 い た 硲 究 は ．植 物 の 酎 凍 性 や 凍

結 障 害 の 細 胞 機 構 を理 解 す る 上 で 盲 効 で あ り、 ま た 、培 養 紹 胞 株 の 凛紡 保 存 詰 の 確

立 の た め の 多 くの 情 報 を挺 供 す る も の と 思 わ れ る 。演 者 ら は 、 各 種 の プ 暉 トプ ラ ス

トの 凍 結 保 存 に つ い て 概 に 報 告 し 臨 。 こ こ で は ．ゼ ニ ゴ ケ プ ロ ト プ ラ ス ト の 培 養 に

伴 う 酎 凍 性 の 変 化 に つ い て 報 告 す る 。

　 ゼ ニ ゴ ケ （Marchantla 　 u al− h 　L．）の プ ロ ト プ ラ ス トは 、　 Murasbige −Skoog 〈MS ）

の 培 地 で 継 代 培 養 され だ カ ル ス か ら 2 ％ ド リセ ラ ー ゼ を 処 理 し て 分 離 し た 。 分 離

籤 、プ ロ ト プ ラ ス ト を 0．23M マ ニ ト
ー

ル を 含 む 培 地 粥 培 地 ）に 懸 濁 し 、 LO ％ の 活

性炭 を含 む MS 寒 天 培 地 に ま き 、 26 ℃ の 明 所 （L5 孵加 2）あ る い は 暗 所 で 培 養 し た 。

こ の 培 養条 件 で は 、 明 覈 あ る い は 暗 萠 い ず れ の 場 合 も 、培 養 麗 始 後 、数 十 分 で 細 胞

壁 の 再 生 が 観 察 さ れ 、 2 日 後 に は 90 ％以 上 の プ ロ ト プ ラ ス トで 細 胞 壁 が 再 生 さ れ

た 。 ま た tS 細 胞 分 裂 は 明 所 で は 2 日 冒 あ た りか ら 覯 察 さ れ 。 8 日 E ま で に 約 50 ％

の プ ロ トプ ラ ス トが 分 裂 し た 。 こ の 細 胞 分 裂 は ほ ぼ 完全 に 光 に 蟹 存 し て お り、 暗 餠

で の 分 裂頻 度 は 数 ％ 以 下 で あ っ た 。 こ れ ら 培 養 さ れ て い る プ U ト プ ラ ス ト を羆 に 凍

結 し た 。 M培 地 に 懸 濁 し た プ ロ トプ ラ ス ト を 一 8 ℃ で 植 氷 後 ． 1 分 間 に 0．5〜 ！．O℃

の 冷 却 速 度 で 各 温 度 ま で 凍 結 し だ 。 ま た 、 融 解 は 35 ℃ の 水 ゆ で fi　v た 。 プ ロ ト プ

ラ ス ト の 生 死 の 判 定 は ． Evans 　 blue に よ る 染 色 法 に よ っ て 行 っ た 。 ま 彪 、凍 結 融

解 し た プ ロ トプ ラ ス ト を LO ％ の 活 性炭 を 含 む 上 詑 の 寒 天 培 地 上 で 培 養 した 。

　分 離 直 後 の プ ロ トプ ラ ス ト を 凍 結 し た 場 合 、 − 40 ℃ で 生 存 率 は 10 ％ 以 下 ま で

低 下 し た 。 し か し ．培 養 時 間 と 共 に 生 存率 は 増 加 し ．培 養 時 間 18 時 間 あ た りで ピ

 
ク に 達 し 、 − 40 ℃ で の 生 存 率 は お よ そ 70 ％ に な っ た 。そ の 後 、 培 養 蒔 間 と 共

に 生 存 率 は 低 下 し 、 48 時 闘 後 に は 20 ％ 以 下 ま で 低下 し た 。 同 搬 な 変 化 憾 、 暗 藤

で 培 養 し た プ ロ トプ ラ ス ト で も み ら れ た が ．暗 所 の 培 養 で は 、 18 時 間 以 降 の 生 存

率 の 低 下 は 明 所 に 比 べ 徐 々 に 進行 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 プ ロ ト プ ラ ス ト培 養 に

お け る 耐 凍 性 の 変 化 は ．細 胞 の 分 裂 周 期 の 変 化 と 必 ず し も 関 達 し て い な い ご と が 示

唆 さ れ た 。 次 に 、 18 時 間 培 養 さ れ 飆 驪 壁 を 再 生 し た プ ロ ト プ ラ ス ト を 2 ％ ド リ セ

ラ ー ゼ で 2Q 分 間 処 理 し た 。 Calcofluor 　White 　 ST （CFW ） 染 色 に よ っ て 観 察 す る と 、

再 生 さ れ た 細胞 壁 は こ の 処 理 に よ っ て ほ ぼ 完 全 に 消 尖 し た 。 こ の プ ロ ト プ ラ ス ト を

上 記 の 条 件で 凍結 し た と こ る ．生 夸 寧 は お よ そ 25 ％ ま で 低 下 し た 。 こ の こ と か ら 、

プ ロ ト プ ラ ス ト再 生 細 胞 の 耐 藻 性 の 変 化 は 、細 胞 壁 の 再 生 と 関 逮 して い る こ と が 示

唆 さ れ た 。 ま た 、 CFW 染色 に よ る 観 察 で は 、培 養 18 時 間 の 再 生 細 胞 の 壁 の 蛍光 は

弱 い こ と か ら 、細 胞 壁 再 生 の 初 期 の 変 化 が 重 要 響 あ る こ と が 考 え られ る 。 つ ぎ ec　．

ユ 8 時 間 培 養 さ れ た 再 生 細 胞 を上 詑 の 条 件 で
一 50 ℃ ま で の 各 温 度 ま で 凍 結 （予 備

凍 結 ） 後 ．急 速 に 液 俸 窒 素 温 度 （− 196 ℃ ） ま で 冷 却 し た 。 そ の 繕 果 、予 備 凍 結

温 度 が 一 30 ℃ の 時 に 最 も 生 存 率 が 高 く ． お よ そ 45 ％ の 再 生 細 胞 が 生 存 し て お り 、

再 培 養 に よ っ て 正 常 に 増殖 し た 。
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