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エンジンの培養組織のクロ回フィル蛍光動画像解析

大 政 謙 次

国立環境研究所

111lage Analysis Of Ch10rophyll Fluorescence Transients of

Cultured CarrOt Tissues
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Rapid changes(CFI)in illtCnsity of ch10rophyllの nuorcscencc during dark-light transient

rcFlect the various reactions of photosynthesis.  The image analysis Of CFI gives information

not only about the locahzed diFerences in photOsynthetic activity On wholc leavesガ %s力 lr but

also on the development of photosynthetic system.

Developlnent of the photosynthetic systell■ in cultured tissues is very col■lplex. Therefore″

the development of carrOt(Dの 物θ%S Cα″θけのL. cv US― IEartll■■akisosun)tiSSues、 vas studied by

the image analysis of CFI.  The nodular callus,、 vhich had been formed by culturing l― 、veek―

old hypocotyl segments on MS agar medium containing 2,4-D(l mg・ ′~1),Was used for the

expcrilnents`  After the nodular callus、 vas transplanted to mls agar lllediulll、vithOut 2,4-D,

the embryogenic cells appeared 、 vithin 2 to 3 、 、rccks.  The tissues gre、 v under 25° C air

temperaturc and 80 μ n■01 photons・ IIl-2,seC~1.  At 3 days after the transplanting, the ap一

pearance of chlorophyll α  in the nodular callus ttras detectcd by the CFI illlages.  The CFI

Patterns changed in the developnlent of photosynthetiC apparatus of devcloping leaves  The

changes in each de、 'e10ping stage、、rere very coinplex but the prosresS ill tlle photosynthetic

systelII、vaS diagnosed by the C「 I ctlrves.  The CFI Pattern of the devcloping leaves at 60

days after the transplanting、 'ere sinlllar to the typical pattcrn of nlaturc leaves.

( R e c e i、re d  A p r i 1  2 , 1 9 9 2 )
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緒   言

植物葉に光を照射するとクロロフィルαか ら蛍光が発

せ られる。とくに,葉 を数十分程度暗所に置いたのち,

光照射すると,そ の蛍光の強度が時間的に複雑な変化を

する。この現象は,Kautsky効 果あるいはクロロフィル

蛍光の誘導期現象とよばれ,光 合成機能, とくに光化学

系 IIの電子受容体 QAの 酸化遣元状態を反映 し, 電子

伝達反応や光 リン酸化反応などの各光合成過程の状態に

影響されることがしられている1'2)。それゆえ,お もに,

反応系が非常にデ リケー トで失活しやすい光化学系 II

の研究に利用 され,ま た,最 近では,植 物の光合成機能

を非破壊で診断するための有効な情報 として注目されて
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ヽヽる2～6 ) .

いっぼ う,組 織培養技術を用いた苗生産の効率化のた

めに,培 養器内の環境調節や順化過程の促進の問題が注

目されている+10),このため,培 養器の環境条件と培養

組織の増殖や器官分化に伴 う光合成機能の変化との関係

を明かにする必要があるが,従 来の同化箱方式の光合成

測定法では,あ ずかな光合成機能の変化や分化した各器

官の機能の解析には限界があった。このため,筆 者 らが

開発 したクロロフィル蛍光動画像計測システム11)12)を
用

いて,画 像情報 として培養組織を解析し,培 養組織の器

官分化と光合成機能の変化との関係について検討した,
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材料および方法

1 .実 験 材 料

実験材料 としては,2,4‐D(1■ 1目・′-1)を 添加 した MS

(Murasllige SkOO質)寒 天培地 で,ニ ンジ ン (Iつて秘ご″ざ

ご̀7ル筋 L cv US‐ Harullaakigosun)の胚軸を培養して得

られた力んスを用いた13).A週
|1可住1克て|に軸にカルスが

形成され,一 カ月程度で杉為h可能な小昭状カルスの状態

にまで増殖 した.こ の′J 府ヽ状カルスを 2,4-Dを 合まない

MS寒 天培地 に移梅 し, 25°C,80 μ nlol pllotons・111~2.

SeC~1程度の環境条件下で培養 L′,実 験に使用 した。

2.ク ロロフィル蛍光動画像の計測

小府状 カルスを l`S寒 天培地 に移粧 した後のカルス

におけるクロロフィルの生成や分化した光合成器官の機

能の発達について, ク ロPフ ィル蛍光動画像計測システ

ム11'1=)を用いて計測した。実際には,実 験材料を 20分

程度情条件下に置いたのち,青 色光 (0.4～0.6μm)を 照

射 し,そ の後,実 験材料から発せられる蛍光の変化を,

0.683 μinの 干渉フィルタ (半値幅 0 01 μin)を 通 して,

1ナ60秒 ごとに,高 感度で残像が少ない CCDヵ メラで計

測 した。画像記録には,タ イムヨー ド読み取 り機能とタ

イムベースコレクタ機能をもつ VTRぉ ょび光 ビデオデ

ィスクレヨータを用い,再 生画像を高速画像処理 システ

ムで解析 した。この システムの解像度は,CCDヵ メラ

に通常の 50 minレ ンズを装活 した場合で 0.3 nlln, クロ

ーズ アップ レンズ (たとえば, Nikon Mに ro―HIKKOR

105 11nlll+PK13)を装着した場合で 1 5 μlllである。実験

材料に照射 した青色光の強度は,100 μn101 pllotOns・m~=・

sec~1で, 照 均押予亥Jの 待」御は, CCDヵ ズラと同期 した

シャッタにより厳密に行った。

実験結果および考察

Fig。1は ,小 瘤状カルスを 2,4-Dを 含まない MS寒

天培地に移植 したのちの器官分化を示す写真である.ニ

ンジンの旺軸の培養では,l nlgeF-1程度の 2,4‐D(ォ ー

キシン)の 存在が,ま 色がかった小瘤状カルスの形成を

引き起こし, これを 2,4‐Dを 含まない MS培 地に移植

すると,2～ 3週 間で不定胚が誘導されることがしられ

ている13).Fig.lAは 移植 3日 後の黄色がかった小瘤状

カルスの状態, Bは 1カ 月後のカルスか ら誘導された不

定胚が成長 し,本 葉が出始めた状態,Cは 2カ 月後の上

壊へ移植できる苗にまで成長 した状態である。

Fr 2は ,Fig。 1の Aと Cの 代表的な部位 (a,b)に

おけるクロロフィル蛍光誘導期現象のpllでぁる。また,

Fig.3と Fig.4は ,誘 導期現象の代表的な時点 (I,P,
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M,T)に おける蛍光1画像である,Fig.lAの カルスは,

外見状緑色でないにもかかわらず,蛍 光強i室の経時変化

にたが認められた。これは,カ ルスにおけるクロロフィ

ル αの形成 と係わってお り, クロロフィル クが形成さ

れたもの (出1位 a)とそ ぅでないもの (開1位 b)が あるこ

とがわかる。一般に,カ ルスを光照射下で堵養するとク

ロロフィルαが形成され,禄 色の濃いカルスては光独立

栄養条件下でカルスの継代培養が可能なことがしられて

いる14)。しかし,部 位 aの カルスの蛍光所準期現象は,

成熟薬てみられる典型的な OIDPSMT過 程は示さず,

光独立栄養状態にはないことを示 している。なお,蛍 光

回i像において,培 差びんの輪郭がみえるのは,堵 養組織

からの蛍光が反射 しているためである.

「ig.lCは ,上 岐に移植可能な状態にまで成育した苗

であるが,部 位 a,bに おける蛍光誘導期現象は,完 全

な成熟葉でみ られる典型的な OIDPS_RItT過程t'15,〔6)に

近い蛍光強度の経時変化を示してお り,光 独立栄養成長

の状態に移行 していることがわかる。蛍光解析の知見か

ら,OIの 過程は光化学系 IIの初期電子受容体 Q、の光

還元を,IDは 光化学系 Iに よる QAの 酸化を,ま た,

DPは 光化学系 IIを介した水か らの電子の流れによる

QAの 還元を反映 しているといわれている1)。いっぼ う,

PSや SM,MTな どは,前 述の反応に加えて,光 化学

系 Iの還元側の光活性化による QAの 再酸化や高 リン酸

化反応に関係するチラコイ ド膜を介した高エネルギー状

態,炭 酸固定反応など種々の反応過程の影響を受けるこ

とがしられている1'1+19).葉の蛍光誘導期現象は,そ の

成長に伴って,Pの 長時間側への移行 (2 sec程度)と

DP変 化の増大,お よび Sと Mの 肩の増大などがしら

れているが15,16), Fig lCの
部位 a,bに おける蛍光誘

導期現象は,幼 葉時の典型的な蛍光誘導期現象とみるこ

とができる。いずれにしても,幼 葉における光合成器官

の発達 は不 卜分で, 光独立栄養 の状態にあるといって

も,DP変 化や,S,Mの 肩が 小さく,二 酸化炭素の吸

収でみた光合成速度も小さい。

Fig.5は,Fig_lBの 代表的な部位 (a～e)におけるク

ロロフィル蛍光誘導期現象の例である。また,Fig.6は,

Fig.3,4の (I,P,M,′「)と 同じ時点における蛍光画像

である.Fig。 lBの 写真をみると,程 度の差はあるが葉

の展開が不十分で,突 色にもぼらつきがみられる.蛍 光

強度の経時変化のパターンは各部位でまったく異なって

お り, 成育のよい一部の葉で Fig.lCの 部位 a,bで

み られた幼葉時の蛍光誘導期現象に近いパターンを示す

ものもあったが,が いして光合成器官 の発達 が不十分

で,典 型的な蛍光誘導期現象 は示 さなかった。具体的
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に, もっともよく成育 している11体の用;位 そi～Cの 蛍光

強度の変化についてみ ると,‖ !位nは ,比 較的幼業の蛍

光誘導期現 象のノくターンに近か ったが,OIゃ II)力`観

察 されず,ま た, Sや Mの l iも認め られなか った い っ

ぼ う,部 十、上bは , ( ) 1 )のとヽち上が りが 1 1 1く,ま た,技 高

強度およびその持統|1子問ともに大きかったが,問!位Cで

は,I)1)の立ち上が りすら観察されなかった,こ のこと

は,ひ とつの十Pl体でも光合成器官の発達段階が具なるこ

とを示 している そ の原囚としては,部 位による器官分

化の時期の違いに加えて,成 育段階で受ける過度のス ト

レスの影響の違いが考えられる。
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200 純級培養において, カルスにおけるクロロフィルの形成

や業の成育段階における光合成器官の発達段階が診断で

きることがわかった。また, この手法により,培 養組織

の従属栄養状態,混 合栄養状態)光 独立栄養状態などの

診断も!備ヒであること力ち(1変さ,した.

木研究を進めるにあたり, ご助言, ご協力をいただい

た当研究所の佐治 光 主任研究ナ1,青 野光 子研究'1と筑

波大学の脱4均充′li′|モPi!の研究宅この方 々に謝意を夫する.
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通常, クロロフィル蛍光誘導期現象の解析には,業 両i

からの蛍光を光電 r倍増管やフォトダイオー ドによリス

ホットで計払Uし,解 析する方法がよく月1いられ,い くつ

かのタ イクの)(なるiザ搬4型の装置も市販されている。 し

か し, これ らの装置では,葉 面の出;位による光合成機能

の違いやわずかな機能変化をl「確にとらえることは14W雑

であ り,先 に述べた現象を十江別して解析することはでき

たぶ  ゝま た, F`均lrr的な変化に関する情報を提供するの

て,党 1雅の状態 とは共なった診的子をくだしてしまうこと

が多々生 じる.こ こで述べたクロロフィル蛍光動向像!il

測システムを用いれば,()3!11111(クローズアッジレンズ

との併用により 15 μlll)の解像度で蛍光誘導ltu現象の解

析ができ,培 養組織のような ミクロなレベルでの光合成

機能の診1町にも有効的に利用できる。実際,こ ンジンの
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