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非破壊顕微画像計測法による汚

とその周辺細胞の反

染ガスに対する

気子L 応の検討

大 政 謙 次

(国立公害研究所)

study on Changes in St9mata and thett Surroundttg Cells l」sing

a Nondestructive Lttht MiCroscope System:ResPonSes lo Att Pollutants

Ketti OMASA

(TheNttbl規
htttd確
品:括紺
ental ttunぃ,)

The effects Of att P01lutants 9n stOmatal aPerture and epidermal cetts of attached sunaOwer

leaves were observed with a remOte_control ttght microscope system that Permit↓ ed cOntinuous

Observation of stO早 各tal resPOnses over periOds Of seveFal hours.The relationshiP between actual

stomalal opening and the stomatal cOnductance,meastred with a POrometer,was exa‖ ined at

different leaf ages.

The stomatal closure was obsetted during the exPOsure OF so2+N02+03 h iOW COncentra‐

tions(0。 l t0 0・ 2μ ″・′
~1). There was a↓

endency for the extent of c10sure tO increase in rise of

concentration and mixture Of these POlutants. The stOmatal resPOnse to high cOncentration

03(1・ Oμ ′・′
…1)fluctuated in the region at a distance frOm veinlet because of stOmatal openhg

induced by water_soaking. The transient oPening was less cOmmOn in stomata near veins and

veinlets.

There was a good correlation between actual stomata1 0pening and stomatal conductance in

the same area ofthe leai HOwever,the regression curves varied with the lcaF age.

The results of these experlrnents indicate the necessity of contindous observation of indi宙dual

stomata under the micrOscope to understand the effects Of air POlutants on stomtttal beha宙or.

Key words:Att Pollutant, Light micrOscope, Nondestructive instrumentation, Stomatal

cOnduc`ance, Stomatal resPOnSe,
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1. は じめ |こ

植物の生育 している状態での気孔反応と環境ストレス

との関係を調べる場合,気孔反応を測定する手法として,

同化箱 ・ポロメータ法,重量法,微 気象学的測定法など

がある(S estak冴″.,1971,Meidner,1981;大 政ら,

1988)。また,最 近では,熱 赤外画像計測法によって,

葉温分布から気孔反応を画像 として得る方法も開発さ

れている (大政ら,1981, Omasaタ ナク′.,1981a,b;

Hashimotoタナα′.,1984;Omasa,1990)。  しかし, こ

れらの手法により得られる情報は,蒸散速度や気孔コン

1987年 4月 4日 全 国大会で発表

1989年 8月 31日 受 理

ダクタンス(1/気 孔拡散抵抗)と いった気孔反応の間接

的な情報であり,ま た,多 くの気孔の平均的な反応に関

するものである。それゆえ,気 孔反応と環境ストレスと

の関係を厳密に調べるためには,個 々の気孔の非破壊計

測が必要となる。

植物の生育環境下での個 の々気孔反応の非破壊計測は,
一般の光学顕微鏡や走査型電子顕微鏡では困難である

(Meidner and Mansfield,1968;Meidner,1981)。

そこで,Omasaタ ナα′。(1983)や Kappen夕 ,″ .(1987)

は,生育環境下での気孔反応の直接観察を目的とした特

殊な光学顕微鏡システムを開発 し,ま た,画 像処理技術

の導入により, 0.3μmの 精度で,気孔開度の測定を可能

にした(Omasa and OnOe,1984)。  そ して,光 環境の
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変化やS02暴 露に伴う
一個の気孔の孔辺細

胞とその周辺の表皮細胞の変化を連続的に

観察し(OHlasa夕′″′,,1983,1985),気

孔の直接観察による方法が,気 孔コンダク

タンスの測定では得られない孔辺細胞やそ

の周辺の細胞についての貴重な情報を提供

することを示した。

本論文では,種 々の環境ストレスに対す

る気孔反応と周辺の細胞の変化との関係を

明らかにする研究の一環として,低濃度混合

ガス(S02+N02+03)や 高濃度 03な ど

の汚染ガスに対する気孔反応と周辺の細胞

の変化との関係について検討した。また,

同一個体の葉齢による気子L開度と気孔コン

ダクタンスとの関係についても検討 した。

2.材 料 と方法

2.1 実 験材料

実験材料としては,自 然光型の制御温室

(相賀ら,1982)に おいて,バ
ーミキュライ

ト,パ ーライト, ピートモス,月 礫ヽを 4:

2:4:1(v/v)の 比でつめたポット(直径

10 cm,高 さ20 cm)で,播 種後4～6週間

F七・1・

栽培したロシアヒマワリ(rr夕″″″筋″s″″″″″SL.cv.

Russian MaTrnoth)を 用いた。栽陪期間中,温 室内の

気温は,昼 間 25C,夜 間 20C,湿 度は, 70劣 RH一 定

に保った。また,養 分欠乏と水ストレスが生じないよう

に,毎 日,液 肥(ハイポネックス 1,000倍液十キレート鉄

(液肥 100′当たり3g))で 濯水した。

2.2 光 学頭微範システム

光学顕微鏡システムは,生 育環境下での気孔反応の非

破壊計測を目的として開発した遠隔操作の光学顕微鏡

(Omasa tt α′.,1983)を一部改良し,デ ィジタルタイム

ベースコレクタ(SONY BVT800)を もつVTR(SONY

BVU820)と ィメージプロセッサ(nexus 6800+NEC

PC-9801 vm 4+MASSCOMP Mc5400)を 齢 し

た(Fig.1)。

このシステムでは,高 倍率鋼 物レンズ50x+拡 大レ

ンズ3x+TV用 アダプタレンズ)で 広い作動距離(13

mm)を もつ光学顕微鏡(Bausch&Lomb,Micro Zoom)

を改造し,使 用した。気孔の観察記録は,高感度のSIT

カメラ欲 松フォトニクスMOdei C 1000-12改 造型)と

と高解像で歪の少ないTVモ ニタ (中央無線 Model

MD2002 A)及 び VTRに より行った。また,必 要に応

じてイメージプロセッサゃ光ディスクを使用した。焦点,

カメラ感度及びステージの移動働 野の調節)は,別室か

Remote―control lをht micrOscOPe system.
A:block diattam, B:1七ht micrOscOPe system,C:
VrR and inage Processing system.

ら遠隔で行った。葉が置かれる光学顕微鏡のステージは,

光透過性の良いアクリルで作り,葉 との接触面が少なく,

葉の両面からのガス交換が可能な構造にした。画像は,

TVモ ニタに最高 1,600倍の倍率でディスプレイすること

が可能であった。気孔開度の測定精度は,モ ニタ観察の

場合で lμm以 内,画 像処理を行えば 03μm以 内であっ

た。

2.3 実 験方法

気孔の観察は,光 学頭微鏡を人工光型グロエスチャン

パ(相賀ら,1982)内 に入れ,遠 隔操作により行った。実

験材料は,制 御温室からグロースチャンバに移し,温 室

内での生育状態に近い状態で,葉 の表面が観察できるよ

うに顕微鏡のステージにセットした。そして,気 孔開度

が十分定常になった後,汚 染ガス暴露を行い,そ の後の

気孔反応や周辺細胞の変化をVTRと TVモ ニタにより

観察記録した。そして,再 生画像から気孔開度 1々領 孔

隙の幅′aと開日長(長軸方向の最大開□時における長さ)

′b maxの比 !′a/′b max)を求めた。汚染ガスの濃度制御

は,フ ィ
ードバック制御により行い,単 一あるいは混合

ガス状態で,過 渡および定常状態において,設 定値の

±5″以内に制御した。N02お よび03濃度の測定には,

ケミルミネッセンス法の分析計,S02濃 度の測定には,
パルス蛍光法の分析計を用いた。なお,グ ローステャン

Environment‐ ●ontrolled chamber
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バの温湿度は, 250C,60%RHに 保った。光強度は,

チャンバの光源 (東芝 陽 光ランプ十熱線カットフィル

タ)に 加えて,熱 線カットフィルタ付きのタングステン

ランプで調節し, 600μmolphotons m~2s-1とした。
一方,実 験に用いたヒマワリ葉の葉齢の違いによる気

孔コンダクタンス(どs)と気孔開度 ( 1々)との関係を調べ

るために,同 一個体で,光 条件を変えてど8と 力1を測定

した。実際には,一 定の光条件下で気孔開度が十分定常

になった後,直 径約 1 5 rrlmの領域内の約 35個の気孔を

ランダムに選び,画 像を記録 した。 そして,そ の領域

の気孔コンダクタンスを拡散型ポロメータ (LI―COR

Model LI-1600)に より即座に測定した。 この実験を

同じ領域で,光 強度を上げながら繰り返し,各 生育ステ

メでは,表 裏の違いにより,ど s=lcm・ s~1以上で気孔

開度が 3倍以上異なり,ま た, ヒマワリとトマトの比較

では,gs=0.5cmos~1で ,トマトの気孔が完全に開いて

いる(力1=0.3以上)に もかかわらず, ヒマワリの気孔は

ほとんど閉鎖した状態 ( 1々=0.02以下)であることが知ら

れている。また,障 害等による孔辺細胞や副細胞の構造

の変化もまた気孔コンダクタンスと気孔開度の関係に変

化をもたらす(Omasa夕′ク′.,1985)。 こ のため,気 孔

反応の研究には,気孔コンダクタンスの測定だけでなく,

気孔の直接観察が必要不可欠である。特に,こ こで示し

たように,同 一個体でも葉の葉齢によって,気 孔コンダ

クタンスと気孔開度との関係が変わることに注意する必

要がある。ここで述べた方法は,気 孔開度と気孔コンダ
―ジでのFsと ん1の関係を求めた。その際,

気孔密度や開日長も同時に求めた。

3.結 果及び考察

3.1 気 乳開度と気乳 コンダクタン

スとの関係

気孔コンダクタンスは,気 孔の大きさや

開度の他,単 位面積当たりの数や構造に影

響される(Meidner and Mansneld,1968)。

そこで,実 験に用いたヒマワリ葉の業齢の

Table l Density Of stOmata(れ 9 and mean value
Of maximum length(′ b max)Of Opened
stomatal Pore tど(′b max)]in the same
ares as tha↓in Fig.2.

L e ポ a g e   L e  a f  a r e  a

(cm2)

Density of stomata   Mean value of

(″8)    ′ b rttx〔ど(′bmax)〕
(pteces/mm2)      (μ m)

Young

A/1iddle

0 1 d

1152

866

530

1 9 4

3 0 1

4 3 0

違いによる気孔開度と気孔コンダクタンスとの関係を調

べた。

Table lに,気 孔密度 (″s)と開回長(プb max)を,Fig.

2に,気 孔開度 (力1)と気孔コンダクタンス(gs)との関

係を示す。気孔密度は,若 い葉の方が高く,若 い業と老

化業では, 2倍 以上の差があった。開回長は,逆 に,若

い葉の方が小さく,1/2以 下であった。これは,業 の生

長に伴う気孔を含めた細胞の拡大に原因している。気孔

コンダクタンスと気子と開度との関係は,各 葉齢共に,気

孔開度が大きくなるに伴って気孔コンダクタンスも大き

くなるが,若 い葉の気孔の方が,同 じ気孔コンダクタン

スの状態では大きな気子と開度を示した。例えば, gs=1

cm os~1以上で,若 い葉は,老 化葉に比べて2倍以上の

気孔開度を示した。なお, F ig.2から,気 孔が完全に閉

鎖した状態における気孔コンダクタンスを求めると,成

熟葉ではおおよそOcm os~1で あるのに対し,若 い葉で

は0.5 cm・s~1程度の値を示した。若い葉で Ocm os~1に

ならないのは,ク チクラ蒸散に原因しているものと考え

られ,気 孔が完全に閉じた状態での他の測定でも同様な

結果が得られた。

気孔コンダクタンスが同じでも気孔開度が異なるとい

う現象は,葉 の葉齢だけでなく,表 裏の違いや種の違い

でも見られる。Omasaタ ナ冴.(1983)によれば, ソラマ

0.50

0.40

0。30

020

0.10

0,00
0.00 1,00    2.00    3,00

Stomatat conductance,gs(cm・ S‐1)

Fを。2.RelatiOnshiPs between degrec of stomatal
OPening ( 1々)measured at different leaF

POSitiOns Of a sundOwer Plant and their
stomatal conductances(ど9. Theヵ l was
calculatea by名/′b max,Where ra iS Wiath of
a stomatal pOre and′ bmax is maximum
length Of a futty Opened stomatal Pore.

Symbols represent mean values of the々 1.
o:young leai △ :middle leai ● :old

leai Envttonmental conditiOnsi att tempe―

rature=25.0°C;humidity=60%RH;light

intensity=O to 600μ m01PhotOns in…2s‐1.
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クタンスとの関係を求める場合,従来の直接検鏡やレプリカ

法などに比べて,迅速で,か う正確な測定が可能である。

3.2 汚 染ガスに対する気乳反応と周辺細胞の変

イし

大気が汚染されていると, 汚染ガスが気子とを介して

植物体内に吸収され,種 々の生理反応が影響を受け,光

合成阻害や生長阻害などを引き起こす (Unsworth and

Ormrod,1982;Koziol and Whatley,1984; 国立公

害研究所,1984 i Dempster and Manning, 1988;

S chulte一Hostede冴 冴,1988;野 内,1988)。 また,

障害の程度が大きい場合には,ネ クロシスやクロロシス

などの可視障害が発生する(JacObson and Hlll,1970)。

気孔は,有 害な汚染ガスから生体を防御するために敏感

に反応する。

F ig。3は , s02,N02,03の 低濃度混合ガス暴露に伴

う気孔開度の経時変化で, Fig,4は,そ の典型的な時点

(A～F)での顕微鏡写真である。0.lμ′・′
~1(ppm(v/v))

の濃度のガス暴露に伴い,暴 露後約 45分経過した時点

から,気 孔が閉じ始め(B→ C), 80分 の時点(C)では,

約半分の開度になった。その後,一 定の開度を保ったが

(C→ D),ガ ス濃度を0.2μ′・′
~1に
上げると,急 激に気

孔が閉じ始め (D→ E→ F),約 30分で完全に閉鎖した。

その間,孔 辺細胞とその周辺の細胞に,水 滲や陥没等の

障害は発現しなかった。

S02,N02,03の 単一ガス暴露に対して, ヒマワリの

気孔は,こ の程度のガス濃度及び暴露時間ではほとんど

閉鎖しない(大政 ・安保,1978;大 政ら,1979)。しかし,

Fig.3,4で示されたように,混 合ガス暴露下では, 0.1

μ′・′
~1程
度のガス濃度でも気孔閉鎖が生じ,気 孔閉鎖

に対する
“
複合汚染効果

"が
認められた。また,定 常状

態に落ち着いた時の気孔開度は,ガ ス濃度に依存した。

この汚染ガスによる気孔閉鎖のメカニズムは,正 確には

わかっていないが,孔辺細胞の K+輸 送に関係する酵素

の直接阻害や光合成阻害に伴う植物体内のC02濃度の上

昇などが影響すると考えられている(Raschke,1979,

Omasaタナ″′., 1985 ; Zeiger タナα′.,1987,Williarn,

．
ま
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Envttonmental conditiOns:att temperature
=2,.0°C;humidity=60%RH;1七ht inten_
sity=600μ  molphotOns in…2s-1.

1 ~ 1     0 . 2μ H~ tO・lμい

BA    ,
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S02,N02 and 03 COnCentrations

『 F

20Pm

D

Fig.4,PhotOrnlcrographs of the stOma

F ) i n  F i g。3 .

F

(A)to(F)correSPOnd tO time points(A to

E

shOwn in Fig.3.

-254-

戸

‐



大政 :非破壊顕微画像計測法による汚染ガスに対する気孔とその周辺細胞の反応の検討

19S8)。また,吸 収された汚染ガスによる気孔底内での

浸透ホテンシャルの上昇に伴う孔辺細胞の脱水作用や原

形質隈の透過性の変化などもその原因として考えられる。
一方,汚 染ガス濃度が比較的高い場合には,細 胞に水

彦や描没などの急性障害が発現し,気 孔は複雑な挙動を

示すこFと 5は , 10μ′・′
~1の
03を暴露した時の小脈に

隣接した気孔と離れた気孔の反応で, Fig.6は ,小 脈か

ら離れた気孔の典型的な時点〈A～ F)で の顕微鏡写真で

あるこ小脈から離れた気孔では, 03を 暴露すると,即

座に気孔が開き始め(A→ C), 18分 後(C)に は最大の

際度になった。その時,孔 辺細胞の周辺の細胞に水疹が

観察された。その後,気 孔が急激に閉鎖し,そ れに伴っ

て,水疹も回復した (C→ D)が , 25分 後(D)か らは,

再度,気 孔が開き始めた。45分後 (F)に は,僅 かでは

あるが孔辺細胞の周辺の細胞に水疹が発現し始め,再 び

極値を示した。その後は,水 疹の程度が増大し,気 孔も

綬やかに閉鎖した。03の暴露は90分で終了したが,暴

遷終了とともに,水 滲が元の状態に回復した。一方,小

,スに隣接した気孔は,暴 露直後の気孔の一時的な開回は

認められず, 10分 程度経過した時点から急激に気孔が

閉じ始め, 30分 後には,ほ ぼ閉鎖した。その後,僅 か

に気孔が開く現象が見られたが, 70分 後には完全に閉

こた。その間,細 胞に水疹等の障害が認められなかった

ので,顕 微鏡写真は省略した。なお,暴 露終了後,通 常

の生育環境に戻 したが,一 日後には何れの葉にも可視障

害が発現した。

気孔の一時的な開回は,表 皮細胞の障害と密接な関係

がある(Omasa夕′″ ,1985)。 03に対するこの現象を

推察すると, まず, 03に より孔辺細胞よりも先に周辺

の細胞が障害を受け,細 胞内から水が流出し,水 疹や陥

没を引き起こす。その結果,子L辺細胞とその周辺の細胞

の圧ポテンシャルの平衡が崩れ,気 子とが開口すると考え

られる。その後,生 体防御のために,先 に述べた気子との

ExPcPsure timc(min)

F七 .5.Tァ PiC』  resPOnseS OF intact stOmata of

attacled sunfIOwer ieaves tO htth cOncent―
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in F老.3.
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閉口作用が働くが,開 □作用も持続するので,気 孔開度

が大きく変動すると考えられる。しかし,小 脈の周辺の

気孔では,小 脈から表皮細胞への水の供給が十分に行わ

れるので,暴 露直後の一時的な開回は発生せず,迅 速な

気孔閉鎖が起こると推察される。S02の場合も,表 皮細

胞の障害との関連で気孔の一時的な開□が生じるが,現

象は一過性で, 03の ように開口と閉口を繰り返さない

(Omasa tt α′.,1985)。 こ れは,暴 露初期に起こる03

による表皮細胞の障害が可逆的でクロロシスやネクロシ

スヘと継続的に進行しないのに対し,S02の 場合には,

不可逆的で,細 胞での水滲や陥没が,直 接)ク ロロシス

やネクロシスに結びつくためであると考えられる。

現在までのところ, 03の 可視障害発現に至るメカニ

ズムは明らかにされていない。熱赤外画像計演1法による

葉面解析の知見によると, S02では,吸 収量がある聞値

を越えた部位にクロロシスやネクロシスが発現するのに

対し, 03で は, 吸収量との相関がなく,葉脈との関連

が認められる(Omasaタテク′.,1981a,b)。 今 後,水 分

生理的な観点も加えて,水 渉やクロロシスやネクロシス

等の可視障害の発現のメカニズムを明らかにする必要が

あろう。

4.お わ りに

ここで述べた方法を用いれば,植 物業を傷つけること

なく,正確,か つ迅速に気孔開度と気孔コンダクタンス

との関係を調べることができる。また,生 育環境を破壊

することなく,種 々の環境ストレスに対する気孔反応や

周辺細胞の変化を連続的に観察することができる。今後,

植物の器官の発達や細胞構造と関連づけて,種 々の環境

ストレスに対する気孔反応を調べるための一つの有力な

手段となるであろう。
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