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落花生における Ca45のミクロオートグラフ作製法

並びにその分布に就いて

水野 進

Microautoradiographic Technique and Distribution of Radioactive 

Calcium by the Peanut Fruit 

Susumu 

緒 言

作物体内への物質の吸l攻及び体内での移動，集積を調

るベために，放射性同位元素を利用して，その放射能に

より組織或は細胞内に於ける物質の分布状態を検討する

事を目的としたものをミクロオートラジオグラフイーと

呼び，近年その研究並びに応用が守干しく進歩して来た.

然しなほ，その研究段階は初期的なものであって，使

用する放射性同位元索の種類及び量.又植物の種類等に

より一定の作製法は確定していない現況である.特に，

Ca4~ について見ると，現在その利用が最も進んで居るの

は医学，動物学に於ける骨格の研究であって，しかもなほ

使用量については各研究者ーにより種々変化している 5.16

植物におけるCa46のオー トラジオグラフ作製について

見ると ，Rmn;その他14)がトマト，小変，アルフアル

フア，レッドクロパーの葉において， X-Rayのフイノレ

ムで30日間露出を行っている.この時の使用 Ca46C12量

は 50μC/18Poundsof soilであった.叉BLEDSOEその

他liは落花生において，結実圏 (FruitingMedium)根

間 (RootingMedium)にー植物体につき 10.5mcの

Ca品 C12をあたえている.この様に投与量は研究者によ

り脊しく途うものであって，ミクロオートラジオクラブ

作製における投与量，露出期間は未確立の現状である.

一方，落花生においては地上花の子房は受精後子房柄

の{中長によりj也下に移動し，そとで成熟を行うものであ

る.子房柄については Pr:r1'l1'，12)W A L:>RON，川 Rm;;o，J3l

].'<∞BsI')により，茎と問機の組織を持ち， 文根と同綴な

役目をはたす事が認められた 即ち，PE."1寸lT12)は子房柄

の地下部は;恨毛状の表皮を形成し，これは吸l攻組織の一

部であると述べている.又 WAT，:)HO::~9; は子!刃柄は水分

及び養分を吸収するものと考えた.

次ぎに結実に関する研究において， VAN D~R VOLKI8は

結実に最も必要なものは水と暗黒であると述べている.

渋谷氏16)も同様な事を報告している. BURKHMt1‘& 

COL~INS3)は結実閣における Ca の存在により結突がより
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有効な事を述べた. BRADYその他2)は結実圏にCa液を加

へた時に有効であったと述べ， HARRl目的は結実閣に Ca

を加へなかった時，結実は無視出来る事を示した.

BLE;J自0;;;その他1)のCa46使用の研究によれば，根聞に加

へられた Caはその大部分が業，茎及び若い子房に分布

し，子房柄より吸牧された Caは殆んどが種実に分'(Iiし，

その量は爽，子房柄，種子の順であると述べている.又

渋谷，鈴木両氏げによると空爽の発生は石灰不足の場

合，特に結実留における Ca不足が影響するものであり，

Caは直接種子に落積きれず間接的に種子形成物質の生

成に貢献する物質であろうと述べている.以上の械に結

実に関する研究が数多くなされているが，Caが子房柄

中で種子形成物質生成に如何なる作用を行うものである

かについては現在乎のつけられていない状態である.間

して，このtll~題解決のためには，まづ穂実中におけるCa

の分布状態が如何になっているかを明らかにしなければ

ならないが，その組織学的研究は皆無である.

よって著者は，Ca46のミクロオートラジオグラフ作製

について二三の方法を行い，更に結実圏に与えられた.

Ca45の子房柄，並びに種実中における分布をオートグラ

フにより明らかにしたのでそのー怒を報告する.

材料並びに方法

材料は依旬眺落花生下京:74日であり ，栽培状態は第一

Fig. 1 Diagrammatic view of the peanut plant 
showing: p.. rooting zone B. fruiting zone. 
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図に示す如く根圏は 1}5万ワグナーポットに砂耕栽培を

行い結実圏は子房柄が 3cm.に伸長した時にー境あたり

10 {-'CのCa45Chを水耕液7に加へ寝中に出来るだけ均ー

に与えた.:P雲中には250gr.の砂を入れ雨水の浸入を防ぎ，

一週間に一度水耕液を加へて適度の湿度を保った.而し

て一定期間の後子房柄を取り出し，一方でミクロオート

ラジオグラブを作製し，他方灰化法によりCaを抽出し，

巴ndo-window型のGeiger-MullerCounter Tub巴 (G.M.

-B-5)下5cm.にて相対的の放射能の強度を求めた.

結果並びに5考察‘

先っ・オートラジオグラフ作製の方法であるが，当実験

の場合植物体の一部(子房柄)を長月日放射能のもとに

さらすので使用放射性同位元素の量の多少は植物体に影

響するところが大である.即ち使用量の多い時は突然変

異或いは発育不良等種々の変化が起き正常の落花生生育

は得られない.又少い場合は植物体に影響はないが，オ

ートラジオグラブ作製の場合，放射エネルギーの微少に

より期待するオートラジオグラフを得ることは困難とな

る.よって署名は， RlRI!l，14) BLEDSOE1)等の研究をもと

にし植物体に影響なく，しかもオートラジオグラフ作製

に十分である量を考え乾燥砂250gr.に対して 10μCの

Ca45C12を使用した.作製の方法に関しては多くの方法

が考えられ C.L.CmIAR，4)或いは古関氏9)等によりくわし

く説明されているので省略するが，著者の研究において

は StrippingMethodを用いた. この方法によると組

織の構造と放射性同位元素の存在位置を同ププレパラー

トにて観察出来，更に解像力の比較的よいオートグラム

が得られる利点を持つものである.子房ー柄の各部分の回

定は， Caの流出を防ぐため，組織化学的研究に利用され

ている KOSSA氏11法によった.次いでパラフイシ包理を

行い15μ，25{-'の切片とし， デラフィーノレド氏のへマト

キV9:/で染色後， 1戸チェロイジシ液で切片をおおい

(2回)，感光乳~J膜を切片の上にかぶせた.この場合使

用感光膝は富士オートラジオグラブイ一周乾板(Stripp-

ingMethod用〉であった.切片は光をさえぎり，乾燥

してからグνケターの中に入れ冷蔵庫中で8，16，32，64， 
128の各日数間保存した.即ちこの保存期聞が露出期間

である.露出終了後，富士 FD-111現像液で 200C.3分

間現像を行い，定着水洗後アルコールで脱水 (95メアノレ

ゴーノレ，純アノレコーノレ各3分)，キνローノレで透徹し(プ
レパラートが3分以上キγロール中に浸らぬよう注意)，

パノレナムで封入した.同時に前記チェロイジシ膜でおお

ったプレパラートを endo・window型の GeigerMul1er 

CounterTube (G.M-B-5)下 0.5cmの位置に置き， 3 

分間の相対的の放射能の強度を求めた.これによると子

房柄1切片中 (25μ)のCa45の強度は大体 2.4Countsj 

Min.であった. また爽の 15μ と 25μ の切片において

は各々1.7， 3.7 CountsjMin.であった.なほ各切片

の面積は大体8mm2であった.その結果を見ると，先

づ露出日数と適正オートラジオグラフの関係は第2図a，

bに示す如く32日露出のものにおいて感光はわずかでは

あるが行はれている.しかしそれ以前のものは全然感光

していない.次いで64日のものにおいては十分なるオー

トラジオクラブが得られ， 128日のものにおいては露出

過度の状態を呈している.又切片の厚さと感光度の関係

をみると同一露出日数64日において，策2図 c，dに示す

如く 25μの切片のものにおいて適正露出オートラジオグ

TABL3 1. Development of pod and activitiesキ ofvarious portions of peanut fruit 

Days aft巴rsoi1 p巴netration 5 10 20 30 40 55 80 

Length of p口d (cm.) 0.3 1.0 2.5 3.5 '1 グ " 
Lengthof mdlLomEEEd 0.3 1.1 1.3 1.5 1.7 。
(cm.) I Upper se巴d 0.1 0.3 1.2 1.3 1.6 " 

Top of gyno. 0.67 2.26 3.56 3.77 
土0.12 土0.14 土0.15 土0.08

Gyno. in sand 
2.26 4.78 5.25 5.35 
土0.17 土0.12 土0.10 土0.06

Activities Shell 土40..0117(Pod〉
7.07 21.12 
土0.04 土0.05

0.81 0.85 
Seed 

土0.02 土0.07

1.40 
S己ed-coat5

6.96 
土0.90 土0.11

芥 Numb巴rof disintegrations a minute a mil1i-gram of oven-dried tissue. 
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ラフが得られ， 15μ のものは露出不足を思はせるもので

あった.ここで考えられることは，露出時間と云うもの

が切片の Count数によってきまるものでなく，切片に

おいての Count数が少なくてもそれが或る一部に集中

している場合，その露出時間は Count数が多くても放

射性同位元素が全面にわたる場合より短時間でよいとい

うことである.事実植物体内における Ca45の分布とい

うものは I W(る一定の組織，細胞の中に集中するもので

であり，突って切片中の Count数によって適正露出時聞

は決定出来ないものと思はれる.ただ切片中の Count数

が多ければ，当然集中組織の Count数も大となるので

露出時間決定の目安として考えられるものである.又

Ca4~ のエネルギーの弱い事を考えた場合，切片を薄〈切

ることは当然細胞中のCa45の含量低下をまたし，オート

ラジオグラブ作製不可能な場合が考えられる.以上の事

より著者は植物体に影響を与えない普・通のトレナー用と

してC45を使用する場合， fiDち砂250gr.に 10μCを与えた

場合Ca45のオートラジオグラフ作製は切片の厚さ 25μ前

後が適当であり，露出日数は2ヶ月前後を必要とするも

のと思う.

さて，次に上記の方法によって落花生子実発達時にお

ける Ca45の分布を調査した結果は次の様である.まづ，

子房柄が地中に侵入した後の肥大状態をよもると，西川，

三上両氏10)の研究によると爽の大さは閲花後35日目にお

いて，子実の大さは 42日目において殆んど最大に達す

る.爽の生体重は開花後35日目に最高値を示し，その後

水分の減少に伴い減ずる傾向がある.と述べている.著

者の調査によっても第一表に示す如く子房柄が地下侵入

後30日前後で爽の大さは最大に達している.又子実の大

さは40日-55日頃に殆んど最大に達している.よって爽

の肥大開始時，種子の肥大開始時，爽の最大達成時ならび

に種子最大達成時につき各々Ca45の子実中の分布状態を

eudo・window型の G巴iuer-MiillerCounter Tub巴 (G.

M.-B-5)下 5cmにて，相対的の放射能の強度を求めて

見ると，第一表の主11くである.即ち.生育時における子

房柄より吸収されるCa45は，種子の肥大開始後(地中侵

入後10日)子房柄の地上部，地下部において著しい泊加

は認められないものである.来中のCa45は種子の肥大と

共に次第に増加して行くものであり，特に爽の生長が停

止し種子の成熟が進む時WJ(30日-55日まで)の Count

数は，爽の生長期に比し著しい増加が認められた.又種

皮中のCa45は種子の完熟に近い時期において増加してい

る.種子中には殆んど Ca45の存在は認められなかった.

次ぎに，子房柄，子実中の如何なる組織にCa45が分布す

るかにつきミクロオートラジオグラフにより観察する

と，第2図巴-iに示す通りである.即ち，子房柄中にお

学 j扇

ける Ca45の分布は筒部の外周にある厚膜組織をかこむ内

皮の一層に集中していて，地上部に比し地下部は分布が

著しい(第2図巴，f).子実においては10日目(第2図g.)

のものは爽の基部の仮導管の外1t11Jと外皮中皮の一部のみ

に分布している そして爽の先端に進むにつれCa45の分

布は見られなくなっている .30日目(第2図h，りにな

ると，爽の仮導管の外侭IJにそって Ca45の分布は基部か

ら先端まで続いており同時に基部の外皮，中皮の一部組

織にもCa45の分布をみ，基部と先端部とでは，基部組織

δ方が多くのCa45の存在を示している.又仮導管の内側

の組織には全然Ca45の存在は発見出来なかった.

結 論

以上行った実験より，まっ・Ca45のミクロオートラジオ

グラブ作製については，250gr.の砂にlOf'Cの Ca45を与

えた場合，切片の厚さは25μ前後が最も適していて，そ

の露出時間は富士オートラジオグラブイー用乾板 (Stri-

pping M巴thed用)を用いて大体2ヶ月前後のものと

忠はれる.

次ぎに地中より子房柄が吸収する Caの分布状態は子

房柄においては大体地中侵入後10日間以後の増加は殆ん

どなく，厚膜組織の外側内皮の一層に集中するものであ

る.子実における分布は，?Aに最も多<(，しかも爽の生

長停止後種子の成熟の進む時期に著しい増加が認めら

れ，若い子実においては爽の基部の外皮，中皮の一部，

及び仮導管の外側の組織にのみ分布し，先端部の組織に

は存在しない.而して種子の成熟に従って，次第Iu先端

部の同じ組織に分布して行くものである.

(工芸作物学講座， 昭33.9;1受理)
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Summary 

Peanut plants of the Virginia Runn巴rVariety 

(Chiba 74) were grown in sand culture with the root 

and.fruit zones isolated from each other as shown 

in Fig. 1. The top of each pot， which held the 

root of the plant， was plac巴d1 inch above th巴

surface of the sand in the fruiting glass jug. When 

th巴 gynophorereached the surface of the jug， Ca~­

Clz was added， at the rate of 10μc， to each jug 

lC8 

containing250 gr. of sand. 

As regards the t巴chniquefor microautoradiograph， 

the stripping emulsion method was tried by using 

fuji autoradiographic plate ET・2Ein a dark room. 

And the slides wer巴巴xposedtoβ・rayof Ca45 from 

8 to 128 days in th巴 lighttight box. The best 

exposure time was about 2 months in th巴 caseof 

histological section of 25μAnd it was important 

to avoid overexposure， since this caused a loss of 

resolution as shown in Fig.2 (a-d). 

The骨 relationshipbetween the deposition of Ca45 

in p巴anutand the anatomical structure was pres-

ented in Fig. 2 (e・i). 1n the autoradiogram of the 

longitudinal sections of 10，30・day-oldfruit， it was 

noted that the extent aDd nature of the Ca45 

deposition was characteristic and was a reflection 

of the particular fruit structure， as follows; 

A， the Ca45-containing compounds were relatively 

concentrated in th巴 cort巴xof the gynophore， 

especially in the single lay巴rof endod巴rmis.

B， within the pod， they were found to b巴 inthe 

quantities in the tracheid and epidermis parts of 

the shell， while in the seed or seed coat scarcely 

any Ca45 was found. 1t seemed that from the basal 

region of shell a considerable amount of Ca品entered

the t巴rminalone during th巴 developmentof the 

fruit. 

(Laboratory of 1ndustrial Crop Science， 

Re氾巴ivedSept. 1， 1958) 
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Fw. 2. Radioautograph of peanuts. Black spots show concentration of Ca4o. 

a， exposure time 64 days， section 25μ. 

b， fI 128 days， 。
c， section 15μ， exposure time 64 days. 

d， 11 25μ. 11 

e， top of 30-day-old gynophore. 

109 

f， gynophore in sand (30-day-old). 

g， shell of lO-day-old. 

h， i， shell of-3O-day-old. 

(a-d x 100， e-i x 20) 


