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Abstract

NaturalizedEgeriadensaissubmergedplant.As itispopular,obtainable,cultivable

andavailableinallseasons,itisagoodsampleforscienceexperiments.

ClusteringanddispersalofchloroplastinE.densahavebeenknown.Thepresent

workwasplannedforteachingmaterialsonchloroplastmovementinE.densafrom

energymetabolicviewpoints.Then,leaveswereincubatedincoldwaterat2-4℃

andinsolutionsofmetabolicinhibitorstoconfirm theinvolvementofenergy

metabolism.

Metabolicinhibitors,DNPandNEM wereapplied.AsDNPisdesignatedasa

dangerouschemical,itneedstobedonewithattention.Underthedirectionofteacher,

thesecanbeusedatschoolscienceexperiments.

Lowtemperatureandthemetabolicinhibitorsinhibitbothclusteringanddispersal

ofchloroplasts.

From thesedata,theinvolvementofenergymetabolism wassuggestedonboth

clusteringanddispersalofchloroplasts.

Thus,experimentsinE.densamaybeavailableasteachingmaterialsforthe

energymetabolisminbiologicalscienceexperiments.

Keywords:Egeriadensa,chloroplastmovement,teachingmaterials,metabolic
inhibitors.

Abbreviations:DNP,dinitrophenol;NEM,N-ethylmaleimide.
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はじめに

光合成を営む植物細胞の中には葉緑体がある｡葉緑体は細胞にふりそそいでいる光の方

向､強さ､色などを自ら感知して動いている｡細胞の形や一つの細胞に含まれる葉緑体数､

葉緑体の形などによりさまざまなタイプの運動が知られている (高木 ･西井､1999)0

ウキクサ､フシナシミドロ､ヒザオリでは弱光下で葉緑体は光の入射方向に対して直角に

定位し､強光下では並行に定位することが知られている (HauptandScheuerlein,1990)0

また､沈水の水草であるオオカナダモ､コカナダモ､クロモでは､葉の葉緑体は暗所～

弱光下で細胞全体に一様に分散し､強光下では細胞の一ヶ所に団子状あるいは紐状に集合

することが知られている (WitztumandParthasarathy,1985)0

この葉緑体の運動には､弱光下での光合成の効果を上げたり､強光による光障害を避け

るという生理学的な意義があるとされている (高木 ･西井､1999)0

このような ｢光環境への応答｣は植物が生きていく上で重要な生理的な適応反応といえ

る｡ところで､高校の生物の教科書 1Bでは､｢植物の調節｣という単元で ｢屈光性のしく

み｣と ｢光周性｣という教材があるが､これらの教材は実験結果が得られるまでに時間が

長くかかることなどから実験教材化は十分とはいえない｡

そこで､オオカナダモを用いて ｢光環境への応答｣の実験教材化を試みた｡本研究では

葉緑体の光環境への応答 (集合と分散)をエネルギー代謝の視点で捉えることにした｡

オオカナダモは､身近に自生していて入手しやすい､栽培が容易である､常緑であるた

め四季を通じて使用が可能である､顕微鏡があれば実験ができる､顕微鏡観察のためのプ

レパラー ト作製は生徒でも簡単にできる､他に大した実験器具は必要でない等､多くの利

点がある｡

1.材料と方法

1.材 料

(1) 植物

汲み上げた地下水を用水としている学内の池に生育しているオオカナダモ (Egeria

densa)を用いた｡汲み上げた地下水が水深約20cmで常時流下しているところに生育し

ているものを使用した｡止水の池に生育するものに比べていろいろな付着物が少なく実験

材料としては使いやすい｡

(2) 代謝阻害剤

2,4-ジニ トロフェノール (DNP､酸化的リン酸化の脱共役剤の一つ)とN-エチル

マレイミド (NEM,SH基試薬の一つ)を用いた｡DNPは危険物に指定されているが､

取り扱いに細心の注意をはらえば学校の理科実験でも使用が可能ではないだろうか｡以下

の濃度で用いた｡

① 1mMDNP(pH6.53);10mMDNPを蒸留水で10倍に希釈して用いた｡10mMDNPは

0.2Mの水酸化ナトリウム液にDNPを入れ加熱して溶かした後､希塩酸で中性にした｡

② 1mMNEM(pH6.45);10mMNEMを蒸留水で10倍に希釈して用いた｡
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2.方 法

1.サンプルの前処理

葉緑体の集合の実験には､実験前日にサンプルを茎ごと水の入ったビーカーに入れで恒

温器内 (30℃)内で一晩処理 (暗処理)して用いた｡冬の時期を除いて暗処理は黒い布

を掛けたり､蓋のついた箱の中に入れてもよい｡

葉緑体の分散実験には実験当日の朝サンプルを採取し､葉を蒸留水の入った擦り合わせ

のガラス蓋付きのピン (秤量ビン､3×3cm/cm)に入れた｡この段階の処理では秤量

ビンの代わりにビーカーを使用してもよい｡これを水の入った大きめのシャーレに入れて､

つまりウオーターバスにして白熱電球 (レフランプ)(150W,Toshiba)を用い照度30klux､

温度30℃下で約4時間処理 (明処理)した｡光源からの距離は約 10cmではその熱線で

温度が上昇してその影響がでてくる｡そこで大きめのシャーレを水槽にセットして､ハン

ディークーラー (BD-12,Yamato)とハンディークーラー用温度調節器 (BF-21,Yamato)

を用いてシャーレの液温が30℃になるように温度調節を行った｡

白熱電球の光源からの距離を約30センチに保つと照度は約 10kluxで温度の影響は無

視できる｡また､白色あるいは昼白色蛍光ランプで処理するときは､20W の蛍光管が2

個取 り付けられる器具を購入して使用するとよい｡光源からの距離は約 10cm に保つと

照度は10kluxで特に温度調節は必要でない｡

天侯がよいときはサンプルを蒸留水の入ったビーカーに入れ直射日光の下で処理しても

よい｡

この暗処理によって葉緑体は細胞内で一様に分散し､明処理によって細胞内の一ヶ所に

又は隣の細胞とクロスするように紐状に集まった｡こうして前処理した葉を以下の実験に

用いた｡

2.照射下での葉緑体集合の定量化

この実験の定量化は難しいがシャッタースピー ドがデジタルで表示される顕微鏡撮影装

置があれば可能である｡本実験ではシャッタースピー ドが百分の1秒まで表示される顕微

鏡撮影装置 (H-Ⅲ ,Nikon)を用い､同一細胞内で葉緑体の集合の定量化を試みた｡細

胞内に一様に分散していた葉緑体が集合すると細胞を透過する光の量が増えて細胞が明る

くなってくる｡この明るさの測定値を葉緑体の集合の度合いとして応用することができる｡

時間の経過と共に葉緑体が集合L細胞が明るくなってシャッタースピー ドが短くなってく

るが､右上がりのグラフで読めるようにその逆数を取った｡その値を細胞の明るさ (葉緑

体の集合の度合)としグラフの縦軸にとり時間を横軸にとった｡

総合倍率 100倍で一定時間ごとにプレパラー トを作製して同一サンプル､同じ面､ほ

ぼ同じ場所のシャッタースピー ドを測定して､その経時的変化をみた｡

また､24×36(帆/mm)のカバーガラスを用いて作製した一時プレパラー トを顕微鏡に

セットし､その光源 (ハロゲンランプ12V-50W)9.5Vで連続照射した｡総合倍率400

倍で同一細胞を30分ごとに2時間､顕微鏡写真を撮った｡葉緑体の集合が観察できる｡

3.葉緑体の集合と分散に及ぼす低温の影響

葉緑体の集合実験には､暗処理した葉を蒸留水の入った秤量ピンに入れて､これを氷の
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入ったシャーレに入れレフランプで照射した｡氷を時々補給して液温を2-4℃に保った｡

葉緑体の分散実験は､明処理した葉を容器に入れて冷蔵庫内 (約4℃)で行った｡

一定時間後にカラープリント用フイルムで顕微鏡写真を撮った｡

4.葉緑体の集合と分散に及ぼす代謝阻害剤の影響

代謝阻害剤として､1mMDNPと1mMNEMを用いた｡対照実験として､蒸留水を用

いた｡

葉緑体の集合の実験には､暗処理した葉を上記の液に入れて､明処理を行い一定時間後

に顕微鏡写真を撮った｡

葉緑体の分散の実験には､明処理した葉を上記の液に入れて､暗処理を行い一定時間後

に顕微鏡写真を撮った｡

2.結 果

1.照射下での葉緑体の集合

暗処理した葉のプレパラー トを作り､同一サンプル､同じ面､ほぼ同一場所を総合倍率

100倍でシャッタースピー ドを測定した｡その結果､時間の経過とともに葉緑体が集合し

視野のシャッタースピードは短くなり明るくなった (図1,2)O

Fig･1Photographsshowingthpdispersal(A)indarknessandclustering(B)in
brightlightofchloroplasts.Thescalebarsindicate0.1mm.
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Fig.2Thechangeinbrightnesswithpassageoftimeunderthelightat10klux.
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同一細胞を総合倍率400倍でその表面にピントを合わせ､一定時間ごとに顕微鏡写真

を撮った｡オオカナダモの葉は表 ･裏の二つの細胞層からなっており､表 ･裏いずれの細

胞でも暗処理後では葉緑体は葉の表面 (表皮側)に移動して一様に分散した (図3-A)0

葉緑体の周りにはしばしば細く伸びた糸状の原形質が観察された｡明処理下､時間の経過

と共に葉緑体は原形質流動をしながら移動するのが観察された｡2時間後には葉緑体は細

胞内の-箇所に密に集まって団子状を､あるいは隣り合った二つの細胞にまたがり紐状を

呈した (図3-B～D)｡これは暗処理下で細胞の表面に分散していた葉緑体が明処理下で

は細胞の中の方に移動し核を中心に集合したとものと思われる｡

Fig.3Photographsshowing theclustering ofchloroplastsin thelight.
Dispersingchloroplastsunderdarkness(A)clusteredwithpassageof
time;after30min(B),1h(C)and2h(D).Thescalebarsindicatelo〟m.

2.葉緑体の集合と分散に及ぼす低温の影響

低温 (2-4℃)下では､葉緑体の集合と分散は抑制された｡つまり､分散した葉緑体

は明所下2時間後でも集合せず (図4-A)､集合したものは暗所下2時間後､でも分散し

なかった (図4-B)0

Fig.4Photographsshowinginhibitionofdispersalandclusteringatlow
temperature.Clusteredthloroplastsdidnotdispersedat4℃ under
darkness(A)anddispersedchloroplastsdidnotclusteredat2-4℃ under
lightof10klux(B).Thescalebarsindicate0.1mm.
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3.線体の集合と分散に及ぼす代謝阻害剤の影響

DNPおよびNEMで処理すると､葉緑体の集合と分散は共に抑制された｡つまり､分

散した葉緑体は明所下でも集合せず (図5-A,B)､集合したものは暗所下2時間後でも分

散しなかった (図5-C,D)0

Fig.5Photographsshowingeffectsofinhibitorsonthechloroplastmovement.
DNPinhibitedthedispersalofclusteredchloroplastsunderdarkness(A)
andtheclusteringofchloroplastsunderbrightlight(B).NEMdidalsothe
sameeffect(C,D).Photographafter2htreatmentwereshown.Thescale
barsindicate0.1mm.

3.考 察

低温処理で､葉緑体の運動 (集合と分散)が抑制されたことから､葉緑体の運動にはエ

ネルギー代謝が関与していることが示唆された｡このことは､低温下では物質代謝が低下

しATPの生成が低下したためと考えられる｡

DNPは酸化的リン酸化の脱共役剤の一つで､ATP生成の準備段階である高エネルギー

状態を解消する｡つまり､DNPで処理するとATPの生成が抑制される｡このDNPの処

理で葉緑体の集合 ･分散が抑えられたのは､運動のエネルギー源であるATPの生成が抑

えられたためと示唆される.つまり､葉緑体の運動はエネルギーを使う過程であることを

示唆している.ウキクサ (Lemma)の葉緑体の運動の主なエネルギー源は酸化的リン酸

化によるATPとされている (Haupt,1982)0

SH基試薬の一つであるPCMBはヒョウタンゴケ (Funaria)の葉緑体の定位運動を抑

えることが知られている (Schdnbohm,1972)Oまた､NEMは緑藻類の一種 (Mougeotia)

の葉緑体の運動を阻害しミクロフィラメントであるミオシンのはたらきに影響するとされ
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ている (Wanger,KleinandRossbacher,1978)｡また微小繊維の重合を阻害するサイ

トカラシンBはそれを阻害し､一方微小管形成を阻害するコルヒチンはそれを阻害しな

いことから､葉緑体の運動にはミクロフィラメントが関与しているとしている (Haupt

andScheurlein,1990)｡オオカナダモ (WitztumandParthasaraty,1985)とセキシ

ョウモ (Dong,NagaiandTakagi,1998)の葉緑体の集合と分散がサイトカラシンで阻

害されるが､コルヒチンでは阻害されないことが知られている｡サイトカラシンーBとコ

ルヒチンの葉緑体の運動に及ぼす影響については､著者も同じ結果を確認している｡

オオカナダモにはミオシンの存在も確認されている (Ohsukaandlnoue,1979)｡非

筋肉性と細胞性のミオシンはATP-ア-ゼ活性を示し､アクチンと結合するとその活性は

増大するとことが知られている (香川ほか,1980)｡ATPアーゼ活性をもつミオシンによ

ってATPが分解され､その遊離エネルギーで葉緑体がアクチン繊維の上を滑って移動す

ると考えられる｡つまり､葉緑体の運動は能動的な過程であることが示唆される｡

このように､オオカナダモの葉緑体の運動には､アクチンーミオシンーATP系の関与が

示唆される｡

オオカナダモの葉の葉緑体が明所下で集合し暗所下で分散する機構は不明であるが､｢光

環境への適応｣の実験教材として使用できるのではないだろうか｡本学部の学生の ｢生物

学実験｣でこのオオカナダモの葉緑体の運動に関する実験を実施したところ､受講生は興

味関心を示し ｢光環境への適応｣の実験教材として有効であることが分かった｡

代謝阻害剤の使用については問題があるが､低温処理実験だけでも葉緑体の運動が能動

的な過程であること理解させるのによい実験教材といえる｡

4.摘 要

1.帰化植物の一種であるオオカナダモを材料として用いた｡

2.これは､身近､栽培が簡単､四季を通じて使用可能であるなど利点をもっている｡ま

た､顕微鏡観察のためのプレパラート作製は児童･生徒でも簡単にできる｡

3.葉の葉緑体は強光下では集合し､弱光～暗所下では分散する性質があり､つまり葉緑

体は ｢光環境への適応｣して運動する｡

4.この葉緑体の運動をエネルギー代謝の視点で実験教材化を試みた｡

5.低温と代謝阻害剤の処理が葉緑体の運動に及ぼす影響を調べた｡代謝阻害剤として酸

化的リン酸化の脱共役剤である2,4-ジニ トロフェノールとSH基試薬であるN-エ

チルマレイミドを用いた｡

6.低温とこれら代謝阻害剤処理で､葉緑体の集合と分散が共に阻害された｡

7.オオカナダモの葉緑体の運動は､エネルギーを使う能動的な過程であることが示唆さ

れた｡

8.本学部の ｢生物学実験｣で実践したところ､｢光環境への適応｣とそれがエネルギーを

使う能動的な過程であることを理解する教材として有用であることが分かった｡

9.1-2時間で実験結果が得られるので､教育現場における植物の ｢光環境への適応｣の

実験教材として使用を期待したい｡
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