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低温顕微鏡と高速ビデオカメラを組み合わせた細胞内凍結過程の解析
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Normal-speed(32frames/see)andhigh-speed(upto4,000frames/see)Videocamerasattachedwitha

cryomicroscopewereutilizedtoanalyzethefreezingProcessOfprotoplastsisolatedBomArabidopsisleavesand

Jerusalemartichoketubers･Withprotoplastsisolatedfromleavesofnon-acclimatedArabidopsisseedlings,

intracellular丘eezingwasobservedevenwhenprotoplastswerefrozent0-10℃atratesof0.5to1.0℃/min,and

thefrequencyinCreasedsigmificantlyat2.5toュo℃/min.Aftercoldacclimationfor1dayat2℃,theintracellular

freezingdidnotoccuratcoolingratesof1.0℃orslower.Coldacclimationfor2to7daysfurtherresulted'ina

shiftofthetemperaturerangeoverwhichintracellularfreezingoccurredtolowertemperatures･High-speedvideo

microscopyrevealedthatintracellularfreezlngWasinitiated,withnoexceptlOnS,atplacesneartheplasma

membrane.However,itwasnotpossiblewithtechniquesusedinthepresentstudytodetemi newhetherice

formationimitial1yoccursinsideoroutsidethecell.Nevertheless,thesestudiesdemonstratethatvideomicroscopy

combinedwithCryostageprovidesaninsighttounderstandtheeffectofcoldacclimationonthefreezingprocessof

plantprotoplasts･

は じ め に

第48回低温生物工学会研究報告13. 細胞を凍結すると,氷晶形成は細胞外と細胞内の

[Keywords:Cryomicroscopy,Intracellula,freezing, いずれかに起こる･氷晶が細胞外に形成される細胞

High-speedvideocamera,Protoplast,Plasmamembrane; 外凍結は,比較的冷却速度が遅い場合に発生するこ

低温顕微鏡,細胞内凍結,高速ビデオカメラ,プロ とが知られている5･11'･静慢冷却された場合,細胞

トブラスト,細胞膜] 内の温度や水の化学ポテンシャルは,細胞間隙のそ
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れらとほほ並行を保っている.しかし,細胞間隙に

おける浸透濃度が細胞内のそれより低いため,ある

いは,細胞間隙には氷核を形成しうる物質が多く存

在するために,細胞間隙に最初に氷晶が形成される.

いったん氷晶形成が起こると,細胞間隙に存在する

氷の表面水の化学ポテンシャルは急激に低下する.

氷の表面における水ポテンシャルは,同温度で過冷

却している水の化学ポテンシャルより低いため,さ

らに,水分子は細胞膜の存在する水チャンネルを通

して細胞間隙に移動することが可能なため,細胞内

で過冷却している水は細胞間隙に引き出され,氷晶

の表面に達して凍結し,氷晶は生長する.その結果,

細胞は脱水されて収縮することになる.

一方,冷却速度が速い場合は,細胞外凍結が全く

起こらな･いか,あるいは,たとえ細胞外凍結が起

こっても,細胞内の水の脱水が進行しないうちに細

胞が急激に冷却されることになる.その結果,細胞

内は過度に過冷却され,細胞内に氷晶形成が起こる

(細胞内凍結).細胞内凍結発生と細胞膜安定性の損失

との関連を報告した例は数多く存在するが 1･2･3･6･8),

細胞膜傷害が細胞内凍結の原因なのか結果なのか,

言葉を換えると,細胞内に自発的に凍結が起こった

結果細胞膜が傷害を受けるのか,あるいは,細胞膜

の損傷が原因で細胞外に形成された氷晶が細胞内に

侵入するのか,については未だに明確な決着を見て

いない.細胞内凍結がどのような機構で起こるにし

ても,ある特殊な場合を除いて,細胞内凍結は致死

的である.

植物細胞の場合,低温馴化過程で細胞内凍結の発

生原皮が変化することが知られている3).秋まきラ

イムギの葉から単離されたプロトプラストにおける

細胞内凍結発生頻度は,低温馴化が進行するにつれ

て小さくなる.同時に測定された細胞内凍結が発生

する限界温度における細胞内過冷却度や細胞膜水透

過性に関しては,低温馴化前後で差が見られないこ

とから,凍結過程における細胞膜安定性の違いが細

胞内凍結発生を左右しているものと結論付けられ

た.しかし,この様な現象が,低温馴化後に比較的

高い凍結耐性が得られる草本類である秋まきライム

ギ (低温馴化後には-25℃付近まで耐えることが出

きる)に見られるものの,低温馴化後の凍結耐性が

それほど高くない (すなわち,細胞内凍結が起こり

やすい)草本類に観察されるかどうかは不明であ

る.

そこで,本研究は,近年モデル植物として広く用

いられているシロイヌナズナ (Arabidopsisthaliana

L (Heyn.)columbia)を選び,葉から単離されたプ

ロトプラストの凍結耐性,及び,凍結挙動に対する

低温馴化の影響を調べることを目的として行われ

た.シロイヌナズナは,低温未馴化の葉で-4℃付

近の凍結に,また,低温馴化を完全にすると-10℃
付近まで耐えることが知られている4･14).従って,

秋まきライムギに比較すると,最大耐凍性は低い.

さらに,一般ビデオカメラ (32フレーム/秒)と高速

ビデオカメラ (最大4,000フレーム/秒)と低温ステー

ジを備えた生物顕微鏡を組み合わせ,シロイヌナズ

ナ,あるいは,キクイモ塊茎 (Helianthustuberosum)

プロトプラストを用いて細胞内凍結が開始する場所

(細胞内?∴細胞外?)を観察した.なお,キクイ

モ塊茎は,未馴化組織で-5℃付近,低温馴化後に

は-10℃程度まで耐える.また,プロトプラストに
すると低温馴化前後に関わらず-25℃付近まで耐え

ることが知られている10).

凍結過程に対する低湿馴化の影響

低温馴化過程において,シロイヌナズナ葉から単

離されたプロトプラストの凍結融解後の生存率は,

大きく分けて3段階の凍結耐性変動を見せた.第一

に,低温馴化1日では,-4℃以下の凍結温度範囲で

大きな生存率上昇が見られた.しかし,-2--3℃

の範囲では,それほど大きな低温馴化の効果は見られ

なかった.ついで,低温馴化3日では,-2--3℃

の範囲で生存率は上昇し,完全に低温馴化した試料

とほぼ同程度の生存率を示した.その後,低温馴化

7日目まで-5℃以低における生存率は上昇を続

け,完全に低温馴化した最大耐凍性を獲得する.28

日間低温馴化しても凍結耐性の上昇は見られなかっ

た.以上の結果は,シロイヌナズナの低温馴化過程

が,いくつかの異なった段階から構成されているこ

とを示している.他の植物においても,複数の凍結

傷害発生機構が存在し,低温馴化の時間に応じて特

定の凍結傷害機構発生が減少し,限られた温度領域
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でのみ生存率が上昇することが報告されている13).

シロイヌナズナは,非常に短い時間 (3時間程度)

で低温に曝すことだけで凍結耐性が上昇することが

観察されており (未発表),どのような機構で各々

の凍結傷害発生が減少するのかを調べるのには優れ

た材料であると考えられる.

次いで,低温馴化過程における細胞内凍結発生額

度の変化をビデオカメラと低温顕微鏡を用いて調べ

た.細胞内に形成 (あるいは侵入)した永晶核は,

細胞内液の過冷却が進んでいるため,急速に細胞内

全域に向かって氷晶を生長させる.この時,顕微鏡

下では細胞内部が急速に暗くなる (Fig.1).この現

象 (Flashingと呼ばれる)を利用して,細胞内凍結

が起こる頻度を測定した.凍結は,冷却速度を0.25

-5℃/minで変化させ,-10℃まで温度を低下さ

せた.なお,全ての実験において,植氷は-1～一2℃

付近で自発的に起こった.その後 5℃付近まで温度

を上昇させて試料を融解した.この過程を記録した

ビデオテープによって,細胞内凍結発生頻度,発生

温度,および,冷却速度の関係を解析した.

細胞内凍結発生頻度は低温馴化に伴って減少する

ことが判明したが,低温馴化ステージによって異な

った質的変動が起こっていることがわかった.低温

馴化前のプロトプラストにおいては,0.25℃/minで

冷却した場合にほとんど細胞内凍結しなかったもの

Fig.1.RepresentativephotomicrographsofArabidopsIS

protoplastsshowingdifferentfreezingpatterns.

Extracellularfreezing(A)andintracellularfreezing

(B).AsuspensionofArabidopsisprotoplastswas

cooledat5℃/min.Undertheseconditions,

intracellularfreezingdidnotoccurat-5℃(allice

crystalswerepresentonlyoutsidetheprotoplasts);

however,aftercoolingt0-8℃,themajorityof

protoplaststurnedintoblack,meaningthatice

crystalswereformedandspreadoutinsidethe

protoplasts(referredtoasflashing).Barsindicate

50FLm･
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の,0.5℃/minより早い冷却速度で細胞内凍結が観

察された.その頻度は,冷却速度が高いほど大きく,

5℃/minでは約80%のプロトプラス トが細胞内凍

結した.低温馴化を1日行うと, 1℃/minより遅

い冷却速度では細胞内凍結が起こらなくなった.し

かし,2.5あるいは5℃/minにおける細胞内凍結発

生苑度は,低温馴化前と変化がなかった.さらに低

温馴化を続けると,比較的速い冷却速度における細

胞内凍結発生頻度が減少した.5℃/minの場合,

約50%のプロトプラストでのみ細胞内凍結が発生し

た.以上の結果は,おおよそ以前に報告された冬ラ

イムギ葉から単離されたプロトプラストの結果3)と

同様であるが,それに加えて,シロイヌナズナにお

いては,細胞内凍結発生に関する低温馴化の効果が

少なくとも2段階に分けられることを示唆してい

る.

さらに,細胞内凍結発生頻度の温度分布を調べた

ところ,興味深い事実が見出された.低温馴化前の

プロトプラス吊こおいては,冷却速度が速くなるに

つれて細胞内凍結が発生する温度領域が低くなる.

例えば,0.5℃/minでは-5℃付近で最も高い頻度で

細胞内凍結が発生するのに対し,5℃/minでは-8℃

付近が最大発生温度となった.基本的にこの結果は,

低温馴化後のプロトプラストでも変わらなかった.

これらの結果は,氷晶核形成のための時間が変わら

ないと仮定すると,冷却速度が速いほど氷晶核形成

が起こるまでに試料温度が低下しているためかもし

れない.しかし,細胞内の過冷却度が細胞内発生頻

度に関連している7)ならば,遅い冷却速度での細胞

内凍結が高い温度 (すなわち,過冷却度は小さい)

で起こることは説明できない.この点を明らかにす

るためには,今後のさらなる研究が必要である.

また,細胞内凍結発生温度に対する低温馴化の効

果を同じ冷却速度で調べてみたところ,低温馴化が

進むにつれて発生温度が低温側へシフトすることが

わかった.例えば, 5℃/minにおける最大発生温

度は,低温馴化前には-8℃付近だったのに対し,

低温馴化1日目で-9℃,2日以降では-10℃となっ

ていた.-10℃が最低凍結温度であったため,それ

以低の温度にシフトしているかどうかは今回の実験

では明らかにできなかった.これらの結果は,低温
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馴化によって細胞の過冷却能力が大きくなっている

ことを示しているのかもしれない.低温馴化後には

細胞膜の水透過性が増大し,その結果,細胞がより

低温まで凍結しない状態を保ったまま存在できるよ

うになるという報告もある5).一方,低温馴化前後

で細胞膜水透過性が変化しないという報告もある3).

今後,シロイヌナズナプロトプラストを用いて,細

胞膜水チャンネル活性や水透過性に対する低温馴化

の影響を詳細に調べる必要がある.

高速ビデオカメラを用いた

細胞内凍結過程の観察

細胞内凍結と細胞膜安定性の関連についての解析

を行うため,高速ビデオカメラを低温顕微鏡に接続

して観察を行った.材料として,シロイヌナズナ未

馴化葉から単離さjtたプロトプラスト,あるいは,

葉緑体が無くサイズが大きくて観察が容易なキクイ

モ塊茎から単離されたプロトプラストを用いた.予

備的実験で,シロイヌナズナ葉やキクイモ塊茎から

得た組織切片を用いた観察を試みたが,はっきりし

た観察画像が得られなかったため,今回はプロトプ

ラス トを用いた結果のみを報告する.冷却速度は

0.25-ュo℃/minで行った.高速ビデオカメラは,予

備的実験から最適撮影速度と判定された1,125ある

いは2,250フレーム/秒で撮影した.

シロイヌナズナ,および,キクイモプロトプラス

トの両者で,細胞内凍結が細胞膜近傍から起こるこ

とが明確に観察された.多くの場合,細胞膜付近の

1カ所から細胞全体に氷晶が広がっていく様子が見

られた (Fig.2).また,頻度は少ないが,細胞膜近

傍の数カ所から氷晶の生長が観察されることもあっ

た (Fig.3).シロイヌナズナとキクイモではほとん

ど同様の画像が得られた.これらの結果は,細胞内

凍結が細胞膜近傍から発生することを明確に示して

いる.今回の実験条件では細胞外に氷晶が存在する

ことから,細胞膜が何らかの原因で不安定化し,そ

こから氷晶が細胞内へ侵入したものと考えられる.

事実,細胞膜が細胞内氷晶形成に先立って損傷を受

けることが報告されており9-12),今回観察された現

象もこれらの報告と一致するのかもしれない.しか

し,偶然に,細胞膜損傷を伴わないで細胞膜近傍に

Fig.2.htracellularfreezingInitiatingfromaslnglepolntat

thevicinityoftheplasmamembrane.Asequenceof

freezlngWasShowninpanelAtoD.Asuspensionof

protoplastisolatedfromJerusalemartichoketubers

wascooledat5℃/min.Withnoexceptions,

intracellularfreezingwasinitiatedatthevicinltyOf

theplasmamembrane.Inmanycases,freezing

appearedtobeinitiatedatasinglepoint(arrow)just

insideoftheplasmamembraneandicecrystalswere

thenspreadoutintheprotoplast.Barsindicate50FLm.

Fig･3･Intracellular舟eezinglnitiatingfrommultiplepointsat

thevicinityoftheplasmamembrane.Asequenceof

aeezingwasshowninpanelAtoD.Asuspensior10f

protoplastisolatedfromJerusalemartichoketubers

wascooledat5℃/min.Withnoexceptions,inぬceuular

freezlngWasinitiatedatthevicimtyoftheplasma

memt)rane･Inafewcases,freezingappearedtobe

initiatedatmultiplepoints(arrows)justinsideofthe

plasmamembraneandicecrystalswerethenspread

outintheprotoplast･Barsindicate50FLm.
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おいて細胞内で自発的凍結が起こった可能性6)も否

定できない.最近,動物培養細胞を用いて凍結過程

を顕微鏡下で観察した報告においても,細胞膜損傷

が細胞内凍結の原因なのか結果なのかについての明

確な結論を得るには至っていない1).今後,細胞外

に氷晶が存在しない場合にどのような画像が観察さ

れるのかなどの検討を行い,この点について解析を

進めていく必要がある.

お わ り に

細胞内凍結発生機構については,1930年代から報

告が出されているが,その発生機構や低温馴化過程

における変動を裏付けるための明確な説明はなされ

ていない.細胞膜の性質は細胞内凍結発生を左右す

る鍵となっていることは,多くの研究者が一致して

認めるところではあるが,今後,様々な技術を駆使

して,その詳細を明らかにする必要がある.今回材

料として用いたシロイヌナズナは,様々な凍結耐性

変異体や凍結耐性や低温馴化能の異なる形質転換体

が報告されており,これらを用いて細胞内凍結プロ

セスを解析できる可能性がある.また,高速ビデオ

カメラによる細胞凍結過程の観察は,そのプロセス

を非常に短い時間単位で観察することが可能であ

り,解像度を改善することが出きれば有力な解析手

段となりうると考えられる.
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