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非破壊顕微画像計測法による根の吸水機能変化

に対する気孔とその周辺細胞の反応の検討

大 政 謙 次
Ⅲ・丸 山 幸 夫

Ⅲネ

( ホ
:昌

整 全 扇 轡 擦 孫 究 所 )

stuay on changes in Stomata and their Sdrrounding Cells

Using a Nondestruct市 e Light MicroscoPe SyStem:ResPonSes

tO changes in Water Absorption Through Roots

The effects Of water stress on stomatal aperture and ePidermal cells Of attached sunaOwer

leavesr were obsetted with a remOte―control light micrOscope system.The relatiOnships between

stomatal movements and changes in water potent五 1,turgOr potential and Osmotic Poをential of

attached leaves were exa■lined.

The leaf water deficit was caused by ice water perfusiOn tO roots and the recOvery was Per_

fOrmed by 20°C water perfusiOn,After the ice water perfusiOn,he stomata immediately opened

with severe turgor loss and h0110w Of cPidermal cells,and then it raPidly ciosed. The severe water

deFicit(leaf water potenti21:一o.5 to-1.3 MPa)PrOduced comPlete c10sure OF stOmata but the

slight water deFicit(-0・5 to-0。 8 MPa)caused incomPlete closure att immediate recovery aFter

20°C water perfusiOn. The h0110w Of ePidermal cens indicated a time POint Of O MPa turgor

POtential.
changes in lcaf water Potential above_o.8 MPa during water dencit and its recovery were

regulated by turgor Potential and thOse be10w_1.o MPa were caused by osmOtic POtentlal. In

the range Of_o。5 to -0.7 MPa leaf water POtentlal and O。4 to O.15 MPa leaf turgOr POtential,

をhe stomatal mOvements were controlled by changes in turgor Potentialin ePidermal cells as well

as that in guard cells relating tO K+transPort.

The results Of these exPerirnents indicate the necessity of conせinuous observation of individual

stomata by the rnicrOscoPe under the measurement of water potentlal, turgor Potential and

OSl■OtiC POtential to understand the effects Of water stress on stomatそ述behavlor.

Key words:Light micrOscope, Nondestruccive instrumentaを iOn, Son temperature,stomatal

reSPOnse, Water stress.

キーワード:気 孔反応,光 学顕微鏡,土 壌温度,非 破壊計測,水 ス トレス

1.は じ め に

植物は,自 らの生存のために,根 から水を吸水し,気

孔を介して大気に水蒸気として放出している。根からの

1987年 4月 4日 全 国大会で発表

1989年 9月 25日 受 理

吸水が遮断されると,植 物体内が水欠乏(水ストレス)の

状態になり,種 の々生理機能に影響が生じる(Kozlowski,

1968-1981,Kramer,1983)。 しかし,気 子とは,水 ス

トレスに対 して敏感に反応し,体 内の水分状態を適切な

状態に維持する機能をもっている(Davies tt α′Ⅲ1981,

Schulze 夕方α′., 1987)。
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水ストレスに対する気孔反応は,水 ストレスが植物体

内の水ポテンシャルや種々の生理機能に影響を与え,そ

の後,そ の影響によって気孔が反応する機能(Feedback

mechanism)と ,湿 度に対する反応のように,湿 度変化

が,直接,気孔反応を引き起こすという機能(Feedfoward

mechanism to hllmidity)がある (Farquha r,1978;

R a s c h k e ,  1 9 7 9 ,  S  c h u l z e  夕″″′., 1 9 8 7 )。 しかし,

Wh01e pLntでの気孔の開閉には,こ れらの機能が複雑

に作用しており,湿 度変化に対する気孔反応一つとって

みても,生 理機能の影響を示唆する報告も最近なされて

いる (Shackel and Brinckmann, 1984 i Schulze,

1986)。また,根 の水分状態が気孔反応 (あるいは葉の

コンダクタンス)を制御する機構は明らかにされていない

(S chulze,1986)。それゆえ,水 ス トレスに対する気孔

の開閉機構を明らかにするためには,生育している植物を

用いた個々の気孔の非破壊計測と種々の生理機能や水ポ

テンシャル等の測定による検討が必要である。

ここでは,先 に報告 した遠隔操作が可能な光学顕微鏡

システム(OmaSa冴 ″′.,1983;大 政,1990)を 用いて,

根の吸水機能の変化に伴う生育 している植物の気孔反応

や周辺の細胞変化の非破壊計測を行い,葉 の水ポテンシ

ャルや圧ポテンシャルなどとの関係について検討 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)で, バーミキュライト,ノ ―ヾライト, ピートモス,

小礫を412:4:1(v/v)の比でつめたボット(直径10cm)

高さ20 cm)で,播種後 4ん6週間栽培 したロシアヒマワ

リ(〃夕′す″″ナル″sα″″″″sL.cv.Russtan Mammoth)を

用いた。栽培期間中,温室内の気温は,昼間 25℃,夜 間

20℃,湿度は,70%RHで 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 11000倍液十キレート鉄(液肥 100′当り3g))で

濯水した。

2.2 実 験方法

気孔の観察は,光 学顕微鏡本体を人工光型グロースチ

ャンバ(相賀ら,1982)内 に入れ, 生育環境下での気孔

反応の直接観察を目的として開発 した遠隔操作の光学顕

微鏡システム(Omasaタ テα′.,1983;大 政,1990)を 用

いて行った。実験材料を,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)水 ストレス処理

を行い,そ の後の気孔反応や周辺細胞の変化を VTRと

TVモ ニタにより観察言己録 した。そして,再 生画像から

気孔開度 れ(気孔隙の幅 ′aと開日長 (長軸方向の最大開

口時における長さ)/b maxの比 ;′a/′bmax)を求めた。水

ストレスは,ポ ットに氷水を与え,急 激に根の吸水を遮

断することにより生 じさせた。また,水 ストレスを回復

させるために,ポ ットに貯 った氷を取り除き,20Cの 水

を根に与えた。 なお, グロースチャンバの温湿度は,

25.0℃,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,

600 μ molphotons m~2s-1とした。

水ポテンシャル (Wate r potential)の測定は, リーフ

ディスクパンチ(直径1 8rrm)を用いて葉片を切り取った

後,即 座にサンプルチャンバに入れ,等 圧法熱電対湿度

計(Isopiestic thermocouple psychrometer)(Boyer

and Knipling,1965)で行った。水ポテンシャルの測定

の後,葉 片を凍結 して細胞膜を崩 し,融 解後の組織の水

ポテンシャルを同様な方法で測定して浸透ポテンシャル

(Osmotic potential)を得た。圧ポテンシャル(Turgor

potential)は,水 ポテンシャルから浸透ポテンシャルを

差し引くことによって計算 した。

氷水処理後の水ポテンシャル等の経時変化の測定は一

枚の葉において行った。水ポテンシャル等の測定値への

葉片採取の影響を/1さヽくするために,最初,ま ず葉の先端

から葉片を採り,徐 々に葉柄の方に採取位置をずらした。

3.実 験 結 果

3.ユ 水 ス トレス下ての葉の水ポテンシャル,浸

透ポテンシャル,圧 ポテンシヤルの変化

Fig,1は,氷 水処理によって根の吸水機能を低下させ
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た時の葉の水ポテンシャル,浸 透ポテンシャル及び圧ポ

テンシャルの経時変化である。水ポテンシャルは,処 理

時間の経過に伴い,直 線的に低下した。この水ポテンシ

ャルの低下は, 処理後 10分までは圧ポテンシャルの低

下速度と一致 した。しかし,圧 ポテンシャルは,そ の後

OM Paに 近づくに伴い低下速度が小さくなった。浸透ポ

テンシャルは, 処理直後には一定であったが, 10分 を

経過 したあたりから徐々に低下し始め, 20分 以降は,

水ポテンシャルの低下速度と一致 した。この結果は,氷

水処理による葉の水ポテンシャルの低下が,処 理後 10

分は圧ポテンシャルの低下により,また,10～ 20分にか

Water PCtenttat , MPa

Fig。2.RelatiOnshiPs between water potential,

turgor Potential and OsimOtic Potential of

attached sunnOwer leaves. ● :turgor Po―

tential; o: osmotic P6tential. EnvttOn_

mental conditions were the same as those

ii Fig.1.

けては,圧 ポテンシャルと浸透ポテンシャルの双方の低

下により, さらに, 20分以降は浸透ポテンシャルの低

下により生じることを示 している。

Fig.2は,複 数の葉の水ストレス下での水ポテンシャ

ルと浸透ポテンシャルあるいは圧ポテンシャルとの関係

を示す。水ポテンシャルが-0,8MPa以 上の場合には,

水ポテンシャルの低下が圧ポテンシャルの低下に依存し,
-1.OMPa以 下の場合には,浸 透ポテンシャルの低下に

依存することを示 している。なお,圧 ポテンシャルが0

M Paに なるのは,水 ポテンシャルが約 -1.OMPaの 時

であり, F ig,1の氷水処理では,約 20分経過 した時点

0      30      60    120   300

Tlme・  min

Fig。3, TyPiCal resPOnseS Of an intact stoma of

attached sunnOwer leaF tO severe water

deficit, The water deficit was caused by

ice ttater PerfusiOn tO roots.  Envron―

mental conditions were the same as those

in Fig.1.
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であった。

3.2 水 ス トレスに伴 う気予L反応 と周辺細胞の変

化

Fig.3は,氷 水によって根の吸水機能を急激に低下さ

せた時の気孔開度の経時変化である。また,Fig.4は ,

その典型的な時点 (A～ F)に おける顕微鏡写真である。

根に氷水を与えると,即座に気孔が開き始め(A→ C),

20分後 (C)に は最大の開度になった。 その時,孔 辺細

胞の周辺の細胞に陥没が観察され始めた。その後,陥 没

の程度の増大に伴い,気 孔が急激に閉日し,孔 辺細胞も

膨潤さを失った(C→ E)。 この時,葉 に萎れが観察され

た。氷水処理の後, 50分経過 した時点で,ポ ットの氷

を除去 し, 20Cの 水を濯水した。 1時 間程度経過する

と,葉 の萎れがもとの状態に回復 し,細 胞も膨潤さを取

り戻した(F)。 その後,2時 間程度経過 して,気 孔が開

きはじめ, 3時間後には,氷 水処理の前の約半分の気孔

開度まで回復 した。

Fig.5は,極 短時間の氷水処理と20Cの 水処理の繰

り返 しによる気孔反応の例である。また, Fig.6は,そ

の典型的な時点(A～ F)に おける顕微鏡写真である。最

初の 10分間の氷水処理において, F ig,3,4に示した50

分間の水水処理の場合と同様, 気孔の一時的な開回 (A
→B)と ,そ の後の急激な閉回(B→ C)が 観察された。

しかし, 完全な気孔閉鎖には至らず, 20℃の水処理の

後, 20分程度で徐々にではあるが気孔が開き始めた。

この状態で, 5分間の氷水処理を行うと,そ の程度は小

さいが,一 時的な開口(D→E)と その後の閉日(E→F)

が観察された。しかし,全 体としての気孔の開口基調は

変わらなかった。なお,実 験の間,細 胞陥没などは観察

されなかった。この結果は,細 胞陥没,す なわち,萎 れ

に至らない程度の水ス トレスでも気孔は,複 雑に開閉運

動を繰り返すことを示 している。この程度の水ス トレス

の変化は,日 常の生育環境において,頻 繁に発生する。

20°C water      20・ C water

α00ヤ・▼ヤ
     0       30      0o      9o      120

T,me, min

Fig.5.TyPiCal resPOnseS Of an intact stoma Of

attacled sun■Ower leaF tO rePetition Of ice

water perfusiOn to rOots and 20°C water

perfutiOn,The slight Water deficit was
caused by the ice water perfusiOn and the

recovery was PerfOrmed by the 20° C water

perfusion. Envlronmental conditiOns were
the same as those in Fig.1.
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4.考   察

気孔は,通 常,孔 辺細胞の圧ポテンシャルが増加する

と開き,減 少すると閉じる。Fujino(1967)は ,気 孔の

開回,す なわち,周 辺の細胞から孔辺細胞への水の移動

による圧ポテンシャルの増加が, K十 の孔辺細胞への蓄

積と密接に関係していることを見いだした。現在, Naキ

が作用する一部の塩性植物を除いて, この関係が一般に

認められている。最近,こ の水ポテンシャル差に逆らっ

たK十の輸送が,Hキ の放出と関連 し,孔 辺細胞内の ミト

コンドリアの酸化的リン酸化反応やクロロフィルの光 リ

ン酸化反応によるATPを エネルギーとした反応に関係

することが明らかになった。そして,子L辺細胞と周辺の細

胞を隔てる原形質膜に存在するK+―イオンチャンネル通

しての K・の選択的な輸送にこのエネルギーが使われる

と考えられている(Schroeder tt α′., 1984; Z eiger

″ αプ.,1987)。現在, 気孔生理学の分野では,気 孔開

閉に対する種々の環境変化や植物ホルモンなどの効果,

例えば,青色光,赤 色光,低 C02な どによる開□効果や

ABA(Abscisic acid),Ca・ ,高 C02な どによる閉回

効果などを統一的な理論 (例えば,K十 _シ ングルイオン

チャンネルヘの寄与)に 基づいて整理する方向で研究が

進められている(島崎,1986;Z eiger冴 ″.,1987)。

一方,孔 辺細胞の周辺の細胞の圧ポテンシャルの変

化 も気孔開度に影響を与える (Positive feedback

mechanism)(Cowan,1972;Raschke,1979)。 氷水

処理により生じた水ストレスは,孔 辺細胞よりも先に周

辺の細胞に圧ポテンシャルの減少を引き起こし,孔 辺細

胞と周辺の細胞の圧ポテンシャルのバランスを崩し,気

孔の一時的な開口を生じさせたと考えられる(F ig.3～

6)。 F ig。2によれば,水 ポテンシャルで -0.8MPa,

圧ポテンシャルで 01 MPa以 上 (氷水処理時間で 10分

以下)の時には, 水ストレスによる葉の水ポテンシャル

の低下が,葉 の圧ポテンシャルの低下として現れるので,

根の機能の回復に伴って気孔開度も迅速に回復 した。特

に, 5分間の氷水処理(Fig.5 and 6,D→ F)の場合は,

この現象が顕著に現れた。これは,こ の程度の水ポテン

シャル変化(-0.5～-0,7 MPa;圧 ポテンシャルで0.4～

015 MPa)に おいては,孔 辺細胞の Kキ濃度の調節だけ

でなく,周 辺の細胞の圧ポテンシャル変化によっても気

孔の開閉が制御可能であり,適 度な水ストレスは気孔の

開口作用をもつことを示 している。そして,気 孔の最大

開度が,適度な水ストレス状態で観察されるというGlinka

(1971)やEdwards tt α/.(1976)の 葉片を用いた実験

結果が,個 体を用いた実験でも再現できることを示唆し

ている。

20分程度の氷水処理で周辺細胞に陥没が生 じるが

(Fig.3 and 4C), こ れは,葉 の圧ポテンシャルが 0

M Paに なった時点 (F ig。l and 2)と一致する。このこ

とは,光 学顕微鏡システムを用いた細胞観察により,葉

の圧ポテンシャルがO MPaに なった時点を知ることが

できることを意味する。圧ポテンシャルがO MPaに 近

づくと,浸 透ポテンシャルも徐々に低下するので,生 体

防御のための気孔開回の後の急激な閉口が発生する。こ

のため,細 胞組織が,不 可逆的な損傷を受けず,水 ス ト

レスが解消した数時間後には,気 孔が再び開き始める。

水ス トレス下での気孔の閉国の原因については,正 確に

はわかっていないが, ABAの 効果による孔辺細胞から

のK+の積極的な放出によるという説が有力である(Ehret

a n d  B o y e r , 1 9 7 9 ; R a s c h k e , 1 9 7 9 , 1 9 8 7 )。 し力】し,

細胞の浸透ポテンシャルの変化に伴う他の生理機能変化

の影響や水ストレスによる孔辺細胞の直接的な圧ポテン

シャルの低下などもその原因として考えられる。気孔閉

鎖の要因が生理的要因によることは,細 胞陥没が回復 し

た後,す なわち,葉 の圧ポテンシャルが回復 した後も気

孔開度の回復が約 2時間遅れたことからも推察される。

根の吸水機能の低下による水ストレスは,下 位葉や蒸

散の活発な葉から進行する。また,水 ストレスに対する

気孔反応は,→ 枚の葉でも部位により異なる複雑な挙動

を示す(HashimOto tt α′.,1984)。今後,生 育環境下で

の葉位や部位により異なる気孔の挙動を通導器官や細胞

構造と関連づけた水ストレス状態との関係から検討する

必要があろう。また,生 育環境下での水ス トレスに対す

る気孔反応の原因を圧ポテンシャルの直接的な影響と生

理的な影響にわけて整理 し,最 大開度になる水ストレス

状態や環境条件を生育している植物で明らかにしていく

必要があろう。

5. ま  と  め

ここでは,生 育している植物の根に,吸 水遮断のため

の氷水や吸水機能の回復のための 20Cの 水を与え,そ

の後の気孔反応と周辺の細胞の変化を遠隔操作が可能な

光学顕微鏡システムを用いて観察 した。また,葉 の水ポ

テンシャル,圧 ポテンシャル,浸 透ポテンシャル等との

関係を調べた。その結果,根 の吸水機能の遮断や回復処

理によって,即 座に気孔開度が変化することがわかった。

特に,根 の吸水速断によって,気 孔の一時的な開国とそ

の後の閉口が生じるが,そ の間,葉 の水ポテンシャルが

T定 の速度で低下し,水 ポテンシャルが-0.8 MPa以 上

の場合には,圧 ポテンシャルの低下に,-1.O MPa以 下

の場合には,浸 透ポテンシャルの低下に依存することが

わかった。また,細 胞陥没の観察により,葉 の圧ポテン

-263-



農 業 気 象

シャルが O  M  P aになる時点 を知ることができることが   w a t e r  s t r e s s  o f  s u n f 1 0 w e r  l e a v e s  b y  r n e a n s  O F  a

わかった。さらに,水 ポテンシャルの変化が圧ポテンシ   t h e r m a l  i m a g e  p r o c e s s i n g  s y s t e m o  P脇″r押ヶs ,οた,

ャルの郷 酌こ依存する範囲では,孔 辺細胞の K十濃度の
 K湿 化岳壁子各:咎.的 ,196ト …1981:乃イαrビrD"C'な

調節だけでなく,周 辺の細胞の圧ポテンシャル変化によ   α れがP】α″rC/οwル  vol.正一VI.Academic Press,
っても気孔の開閉が制御可能であり,生 育状態の植物で   New York.

も適度な水ス トレスが気孔の開□作用をもつことが示唆  Kramer,P.J.,1983: "イ α′ク Rタルr,θ乃ざο/財 切 rs.

された。
Academic Press,New York,489P・

大政謙次,1990i非 破壊顕微画像計測法による汚染ガス

引 用 文 献             に 対する気孔とその周辺細胞の反応の検討.農業気象,

45 , 2 5 1 - 2 5 7 .

相賀一郎 ・大政謙次 ・松本 茂 ,1982:環 境庁国立公害

研究所ファイトトロンとそのエネルギの供給システム.

空気調和 ・衛生工学 ,56,741-751.

Boyer,Jo S.and KniPling,E.B.,1965: IsoPiestic

technique fOr measuring leaf water Potentials

wi↓haサ herrnOcOuPle PsychrOmeter, P/oc.И cαど,

Sc,.Sοc.びSA,54,1044-1051.

Cowan,I.R.,1972i OscillatiOns in stomatal con_

ductance and Plant Functioning associated with

stomatal conductancei  Observaこ ions and a

model, Pra″ rα,lo6,185-219,

Da宙 es,W.J.,WttSOn,J.A., SharP,R.E,and

Osonubi,O,, 1981: Contr01 0f stomatal be_

haviOur in water_stressed Plants.  In SrO〃切′α′

P乃ノs′οわgノ (ed.by P・ G.」 arviS and T.A.Mans_

島eld), Cambridge University Press,Cambridge,

163-185.

Edwards,M.,Meianer,H.and Sheritt D.W.,1976:
Dttect measurements of turgor Pressure POten_

tials of guard cells, ユ どヌβ 』ο勉″ノ,27,163-
171,

Ehret,D.L.and Boyer,J.S.,1979: Potassium ioss
frOm stOmatal guard cells at iOw water Poten_

tials.ユ験 β.βθ′α″ノ,30,225-234.
Farquhar,G.D.,1978: Feedforward resPOnSes of

stomata to humidity, ス タsr ユ PFa″″P乃ノざデθ′″5,

787-800.

Fttino,M・,1967: Role of adenOsine triphosPhate
and  adenOsine  triphosphatase  in  stomatal

movements,  Scげ .β ″″・駒 c,Ed″ c・ハ吻gαsαたデ

し物′ソ.,18,1-47.

Glinka,z., 1971: The effect Of ePidermal cell

water Potential on stOmatal resPOnSe to illurni_

nation Ofleaf discs Of k,cヵ 乃うα.Pカノsわ′Pル″r,

24,476-479.

Hashimoto,y。 ,Ino,T。,Kramer,P.J.,Naylor,A.

W,and Sを rain,B.R.,1984: DynaHlic analysis Of

O m a s a , K。, H a s h i m o t o , Y . a n d  A i g a , I . , 1 9 8 3 :

Observation of stOmatal movements of intact

plants using an irnage instrumentation system
w i t h  a  l i g h t  m i c r O s c o P e ,  P r a″rcダ ァP乃ノs,ο′,,

24,281-288.

Raschke,K., 1979: Movements of stOmata.In

どれのィわβ夕び力 ο/PFa″ チP乃ノs,οrogノ, New Series,

Vol.7(ed,by W・ HauPt and M・E.Feinieib),

Springer_Verlag,Berlin,383-441.

Raschke,K.,1987: Action of abscisic acid on

guard cells, In srο 初″ァα′F″れごr,ο湾 (ed・by E,

Zeiger, G.D.Farquhar and I.Ro Cowan),

stanfOrd university Press, StanfOrd, 253-279.

schrOeder,J.I.,Hedrich,R.and Fernandez,J・M・,
1984:  POtassium―selective single channels h

guard cell PrOtOPlasts Of ″ ,cri7ルうα, ハ 物r″rc,

312,361-362.

schulze, E.―D., 1986: Carbon diOxide and water

VaPOr exchange in resPonSe tO drought in the

atrnosPhere and in the sOil. ス ″″ 沢タソ Pra″″

P乃ノsアο′.,37,247-274.

schulze, E.―D., Turner, N. C., Gollan,T. and

Shackel, K, A., 1987i  Stomatal resPOnSes tO

att hu■lidity and tO soll drOught. In srο″″rα′

ダ″″伊′ο″(ed・by E.Zeiger,G.D.Farquhar and

I.R.Cowan),  StanfOrd  university  Press,

Stanford,311-321,

shackel, K, and Brinckmann, E., 1984;  In― situ

mcasuremcnt Of ePidermal cell =urgOr, leaf

water Potential and gas exchange in Traが θscα″r,α

ッデ/gJ″筋″αL,Piα″′P乃ノS'0え,78,66-70,

島崎研一郎,1986:気 孔開閉と孔辺細胞の生理.化 学と

生物 ,24,645-654・

Zeiger,E.,Farquhar,G.D,and COwan,I.R。 (eds・)
1987:   Srθ″″″α′ ダ切湾cr,οれ,   stanford univ.

Press,stanford,503P.

-264-




