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シ モ バ シ ラ （Keiskea／aponiea 　Miq ．）氷晶形成に お ける通水経路

お よび氷成長面
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In　order 　to　clarifシthe　role 　of 　the　vascular 　system 　fbr　creating 　ice　segregation
，
　the　water 　pathway

through 　the　stem 　of 　Keisukeα ノaponica 　and 　the　freezing　front　of 　ice　segregation 　were 　investigated．

Harvested　 stems 　 of 　Keisukea／aponiea 　were 　used 　 as　 plant　 samples ．　 The　 water 　pathway　was

visualized 　with 　a　2．5　mM 　fluorescein　solution ．　After　ice　segregation 　was 　induced
，
　the　stem 　was

tightly　fixed　on 　a　microtome 　that　cross 　sectioned 　the　 stem 　every 　40　pm ．　The　light　source 　with

excitation 　filter　illuminated　the　stem 　cross 　section ．　Fluorescence　emission 　was 　captured 　by　using

CCD 　camera 　with 　fluorescent　filter，　Three−dimensional　fluorescent　image　was 　reconstructed 　from

the　series　of 　captured 　images．　 By　observing 　horizontal　cross 　sections ，
　fluorescent　illumination

reached 　to　the　periphery　of 　xylem ．　It　means 　the　freezing　front　should 　be　the　xylem 　surface ．　Pits　on

xylem 　cells ，　were 　O．4 μm 　of 　averaged 　short 　diameter．　According　to　Ozawa （1989），
　ice　segregation

grew　on 　the　surface 　of 　a　 micrQpore 　 membrane 　filter（≦ 0．2 μm ）that　 were 　placed　in　between
supercooling 　water 　and 　surrounding 　atmosphere 　below　O°C ．　We 　anticipate 　the　mechanism 　of 　ice

segregation 　is　based　on 　the　pore　ofthe 　xy 且em 　pits　and 　should 　be　similar 　to　the　micropore 　membrane

filtcr，
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緒 言

シ モ バ シ ラ（Keiskeαノaponic α　Miq ．）は，南は九州地

研究報告
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ージ ン グ，三 次 元 観 察，

霜柱］

方か ら北 は 本州 の 関東地方 まで に分布す る シ ソ科 の

多年草 で ，冬期 に気温 が 零
．．
ドに な る と茎 の 周 囲 に 板

状 の 氷晶が形成 され る こ とで 知 られ る．こ の 現象 を

観察す るた め によく知 られ た産地 で あ る 高尾 山 （東

京都八王子市高尾町）等 には多く の 人 が訪れ るが，
一

方で 現象そ の もの に つ い て の科学的研究はあま り

行われ て い ない ．犀川 らは，シ モ バ シ ラ氷晶形成時

に 水が茎 を上昇する経路を肉眼，顕微鏡観察に よ り
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観察す る こ と で 木部表面 に 必 ず着 氷す る こ と を明 ら

か に し，木部に あ る柔組織性放組 織とそ の 近傍 に位

置す る 放射状 に 配 列 し た 細胞 間隙 は ，氷晶形成 と無

関係で ある と し た L2 〕．しか し，氷晶成長時 の 水 の 経

路お よび氷成長 面が どこ か に つ い て は い まだ解明 に

至 っ て い な い ．そ こ で ，植物茎 内部 の 通水 経路 を蛍

光色素 で 着 色す る こ とで 細胞 レ ベ ル で
．．
軟 元 観察す

る装置を作成 し、シ モ バ シ ラ茎 内の 氷 晶形 成時 の 通

水経路お よび氷成長面が ど こ で あるかを調査 した．

材料 および方 法

1 ．実験材料

　 東京都，陣馬 II1に お い て 2012年 11 月 9 目 に採取

した シ モ バ シ ラ を 実験材料と して 川 い た ．シ モ バ シ

ラ 茎 は 採取後約 20cm に 切 りそ ろ え ，水道水中 に 浸

け 家庭川 冷蔵庫内 で 約 2 ヶ 月 間保存：し た ．な お ，採

取は 自然公 園法 の 許 可を得て 行 っ た．

2 ．冷却装置

　 氷品形成過程 にお け るシ モ バ シ ラに蛍光色素溶液

を供 給す る と，蛍 光観察 に よ り 容 易 に そ の 位 置を特

定 で きる．まず，氷晶出現温度 で あ る一4°C に シ モ バ

シ ラ 茎 を置き氷晶を形成 させ た．根 を取 り除い た状

態 で も氷 1111LIが形 成 され る た め 3｝
t シ モ バ シ ラ 茎 下 端

を フ ル オ レ セ イ ン 溶液 人 の 断熱水槽 に 浸 けた．水槽

温．度を ペ ル チ ェ ユ ニ ッ トで 温度制御 し，氷晶形成時

の E壌 温度 で あ る 0℃ に 保持 した．断熱水槽お よび

シ モ バ シ ラ 容器 は 断熱容器 で 覆 い ，さ ら に 断熱容器

は恒 温装置に設 置 した．恒 温装 置の 温度 設定 は 一4℃

と し，内部 の 断熱容器 は さ ら に 別 の ペ ル チ ェ ユ ニ ッ

トで 温 度制御 を行 っ た，

3 ，三 次 元観察装 置

　 氷晶形成後 ，蛍 光試薬 で 染色 され た シ モ バ シ ラ 茎

を 1 軸 ス テ ージ に 固定 し 40 μm ず つ 切削而を送 り出

した後，ブ レ
ー

ドで 切 削を行 っ た．中心波 長 472nm

の 励起 光源 を切断 面 に 照射 し，中心波長 520nm の 蛍

光 フ ィ ル タを設置 した カ メ ラを用 い て 蛍 光画像 撮影

を 行 っ た ．得 ら れ た連続 し た 切 断面画像 か ら，三 次

元画像 を再構築 し た ．ま た ，切 断面 の 構造 を確認す

る た め に，蛍 光 画像を撮影 した 後 ，同
一

断面 に 白色

光を照射 し明視野撮影 も彳亅っ た，

Fig．　L 　Monochromatic　 and 伽 orescent 　images　of 　keisukea

　　 ／apon ’（
・
a　 Miq．　 stem ．　 a ： horizontal　 monochromatic

　　 i1Tlage，　b：　horizontal　們uorcscent 　jmage　c：　ve 「tical

　　 monochromatic 　image，　d：vertica 田 u 疋）rescent 　image
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結 果

　犀川 の 報告 と同様，師部，皮層お よび表皮は ，氷

晶形成時に維管束形成層を境 目と して茎か ら剥離し

た
2）．明視 野撮影 で 得 られ た水 平断面画像（Fig．1−a）

は ， 茎 中心部 の 髄 お よびそ の 周 囲 の 木 部 の 組織構造

をよ く示 し，導管 の 分布 を観察可能 で あ っ た．画像

処理 に よっ て 再構 築 され た 明視 野 垂 直断面画像は ，

髄 の 柔組織 と木部，お よ び ，縦方向に
一
様に長い 導

管 の 構 造を確認 で きる画像 分解能を有 した （Fig．1−c ）．

明視野 画像 と蛍 光画像を あわせ て観察す る こ とで ，

蛍光色 素で 着色 した部位 と茎 の 組織との位置関係 を

確認す る こ と が 可 能で あ っ た ．蛍光が 見 られ た部位

は 導管を含む木部で あ っ た （Fig．1−b，　d）が，特 に導管

周辺 か ら茎表面 にか けて 強く現れ た ．

考 察

一
方 ， 武 田らの 電子顕微鏡 の 観察に よ る と，シ モ バ

シ ラの 氷 晶析出後 の 木部表面 に ピ ッ ト とよ ばれる細

孔 が 存在 した
5），ピ ッ トの 平均短径は O．3ym で ，フ

ィ ル タの 細孔径 0．2 μm と類似 して い る．こ うした ピ

ッ トに よ る細孔構造 が氷の侵入 を阻止 し ， 過冷却 状

態に あ る 氷表面 で 大 きな吸引力 を発生 させ る こ とで ，

導管を通水経路 と し て 水が供給され ， 連続的な氷 晶

析出 を 起 こすと考 え られ る，

ま　　と　　め

　三次元蛍光画像 は，垂直断面 におけ る導管の 構造

を明確 に 識別 で き る 画像分解能 を有 し た，シ モ バ シ

ラ茎 の 蛍 光画像 にお い て 蛍光 が見 られ た部位 は導管

を含む木部で あ っ た．す なわち ， 導管周辺 か ら茎 表

面にかけ て 強 い 蛍 光が見 られ ，蛍 光溶 液が導管を通

り上昇 し，外気 との 境界で凍結した こ とが示 され た．

　組織構造が よ く観察 された三次元 明視野画像 と通

水経路が観察 され た三 次元蛍光画像 とを比較す る と，

導管周辺か ら茎 の 表面 に強 い 蛍光が見 られた ．こ れ

は ，水が茎 の 導管を通 っ て 上昇 し た後周 囲に移動 し

て 木部表面 に 達 し た とき，凍結 し て 氷 が成長す る こ

とを暗示 して い る ．木部内 に お ける水移動の痕跡は

不規則 で，水移動が植物 の 生 理 的理 由 か ら起 こ っ た

と い うよ り，物理 的理 由 に よ っ て もた らされ た こ と

を物語 っ て い る ．

　Ozawa らは ，土壌で起 こ る霜柱の発生 メ カ ニ ズ ム

を説 明するた め ，過冷却水の 上に細孔が分布す るメ

ン ブ レ ン フ ィ ル タを置き，そ の 上 で氷晶を析出させ

た ，氷 晶は，フ ィル タ の 細孔 に よっ て過冷却水内 へ

の 侵入 が 阻止 され ると，析出を続 ける．こ の と き氷

は 0℃ よ りわずか に低 い 負 の 温度に あ り，こ の 0℃

と の 温 度差で あ る過冷却度 と，細孔直径 と の 関係を

考察 し た
4）．一

般 に，過冷却度が低くなる と氷 の 曲

率半径が 小 さ く な り，細孔 へ 侵 入 しやす くな る．も

し，半径が細孔 の 半径 よ り小 さく，細孔へ の 氷 の 侵

入 を許す と，過 冷却水 は凍結 して析 出が停 止 す る，

す なわち，細孔 が 小 さい ほ ど過冷却度の 許容範 囲 は

広 く，氷 晶析 出は起 こ りやす い こ とになる．
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