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果樹における生殖質の凍結保存に関する研究

(第 1報) 液体窒索中における凍結後のナシ茎頂の生存

鈴木 卓・原田 隆・八鍬利郎

(北海道大学農学部果樹説菜園芸学教室)

(1昭和61年 3月28日受理)

Studies on Freeze-preservation of Fruit Tree Germplasm 

1. Survival of pear leaf bud apices frozen in Liquid N2 

Takashi SUZUKI， Takashi HARADA and Toshiro YAKUWA 
(Department of Horticulture， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University， Sapporo， .Tapan) 

緒言

近年，各種の作物の遺伝子源または生殖質を保存して

おくために，植物体の一部分を超低温条件下で凍結保存

する方法が研究されつつある。とくに果樹においては，

栄養繁殖を行うことから栄養体を長期安定的に凍結保存

することの意義は極めて大きい。果樹の凍結保存につい

ては，校7)，8)，9)，茎頂1)，2)，3) ，5) ，6)及びカルス4)，10)を用い

た研究が報告されているが，遺伝的安定性や大量増殖技

術への応用を考える場合，茎頂を用いる方法がより効率

的であると考えられる。木研究は，ナシ茎頂の凍結保存

技術を確立することを目的として，秋から冬にかけての

茎頂の耐凍性の変化や凍結媒液中の凍害防御物質の濃度

等について検討を行い，冬季の材料を用いて適切な方法

で処理した場合は，液体窒素中で凍結した後融解した茎

頂が生存し生長することを確認したので，その結果につ

いて報告する。

材料及び方法

1. 初冬期における茎頂の耐凍性

L 材料の調製北海道大学農学部附属農場に栽値さ

れている 60年を経過したセイヨウナシ (Pyrusco川ー

刀mnisL.)‘フレミッシュ・ビューティー'と‘パートレッ

ト'，ニホンナシ (Pyruss町、otinaREHDER var. culta 

REHDER)‘長十郎'及びチュウゴクナシ (Pyrusussur-

icnsIs MAXIM. var. sincnsIs KIKUCHI)‘身不知'の各

5樹から， 1985年 10月29日， 11月18日及び12月3日
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に，H夜生の葉芳つをもっ 1年生の発育校を任意:に採取し

た。材料の調製は以下のようにして行った。すなわち，

校を各節ごとに切断し樹皮と外側のりん片 5~6枚を除

去した後 70%エタノールに数秒間浸潰し，次に次亜塩

素酸ナトリウム溶液(有効塩素1%，Tween-20を臥01%

となるように添加)で約10分間表面殺菌を行った。その

後，解剖顕微鏡下で，茎頂(横径約lmm，葉原基を4

個程度有するもの)を無菌的に取り出し，実験に供した。

取り出した茎頂は，凍結媒液処理を行うまでの乾燥を防

ぐため， シャーレ中の塙養基(寒天7g/I!のみを合むHこ

サ時的に置床した。

2. 凍結媒液処理凍結媒液は蒸留水のみとし，口径

15mmのスピッツ管へ0.2ml!ずつ分注した後， 120oC， 

1.1 kg/cm2で約 10分間加圧滅菌を行った。 材料を凍結

媒液中に浸漬させた後，直ちに凍結処理を行った。

3. 茎頂の凍結及び融解茎頂はスピッツ管1本当た

り6個とし，管内の蒸留水中に浸潰して，凍結処理を行

った。冷却は，スピッツ管を浸潰したアルコールパス中

にドライアイスを少しずつ投入する方法で行い，まず

OOCに5分聞置いた後， OSC/minの割合で冷却した。

途中 -30Cで凍結媒液に植氷を行った。 OOC0こ5分間

置いた材料は，そのまま植物体再生用培養基へ植え込ん

だ。また凍結した材料は，途中所定の温度(ー50C及び

-lOoC)に5分聞置いた後， 各々 380Cの温水中で急速

融解し，植物体再生用培養基へ植え込んだ。

4 植物体再生及び調査植物体再生用培養基は，

MS培地にしょ糖30g/I!， 寒天7g/I!及びBA1 mg/I! 
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III. 液体窒索中で凍結した茎頂の生存

1. 材料の調製 Iと同じ4品種の実験樹から， 1986 

年1月29日に材料を採取した。材料の調製方法はIと

同様である。

2. 凍結媒液処理凍結媒液は，蒸留水にしょ糖30g/ 

dとDMSO8% (v/v)を添加したものを用い，Ilと同様

の方法で凍結媒液処理を行った。

3. 茎頂の凍結及び融解茎頂はIIと同様の方法で

凍結処理を行った。植氷はー5
0

Cで行った。凍結温度

は， -200C， -400C及び -400Cまで予備凍結を行った

後瞬間的に液体窒素中へ入れ急速冷却を行った3区を

設けた。凍結した材料は， -200Cと-400Cに5分間保

ち，液体窒素中には1時間浸潰した。融解は 380Cの温

水中における急速融解を行い，直ちに髄物休再生用培養

基へ植え込んだ。

4 植物体再生及び調査植物体再生用培養基の作製

方法，培養条件及び調査方法は，すべて Iに準じた。

ナシ茎頂の凍結保存

結果及び考察

1. 初冬期における茎頂の耐凍性

各材料採取時期における耐凍性は Fig.1に示したと

おりで 10月29日と 11月18日の材料は同様の傾向を

示した。すなわち， OOCでは各品種とも 90%以上が生

存していた。しかし， -50Cでは‘長卜郎'は 10月， 11

月の材料ともに 42%の生存率を示したが，他の品種で

はほとんど生存しなかった。 12月3日の材料では，品種

に関らずOOC，-50C及びー100Cのいずれの温度にお

いても， 90%以上の高い生存率を示した。以上のことか

ら，ナシ茎頂の耐凍性は11月下旬から 12月上旬にかけ

を添加し， pHを5.7に調整したものを用い，仁l径20111m 

の試験管に 10msずつ分注した。培養は， 25
0
C， 1日16

時間照明(白色蛍光灯，約4，0001x)の条件下で行い，各

処理温度区当たりの組織片数は12とした。植え込みか

ら2週間後に茎頂の生存について調査を行い，全体また

は大部分が緑色を呈していたものを生存個体とし，褐変

していたものを壊死個体とした。

II. -50C~ -300C下での凍結後の茎頂の生存に及ぼ

す凍結媒液中の DMSO漫度の影響

1.材料の調製 Iで用いたのと同じ‘身不知'樹か

ら， 1985年 9月7日に材料を採取した。材料は，採取後

直ちに実験に供した。材料の調製方法はIと同様である。

2 凍結媒液処理凍結媒液は，蒸留水にしょ糖30g/ 

4と凍害防御物質として， dimethyl sulfoxide (DMSO) 

を0，4， 8， 12， 16及び20%(v/v)の濃度で添加したもの

を用い， 1と阿様の方法で分波及び滅菌を行った。茎頂

はスピッツ管1本当たり 6個ずっとし，凍結媒液中に 2

H寺悶浸潰した。

3. 茎頂の凍結及び融解凍結処理混度は00，_50， 

-100， _200及び -30
0Cに設定し， DMSO濃度と組み

合わせて計30区で実験を行った。植氷は -3
0
Cで行

い，凍結しない濃度区では， さらに 50C及び -lOoC

においても植氷を行った。冷却方法はIと同様で，所定

の温度に5分間保った後， 380Cの温水中で急速融解し

た。融解後直ちに， 1で、述べた方法により植物体再生用

培養基へ植え込んだ。

4. 植物体再生及び調査植物体再生用培養基の作製

方法，培養条件及び調査方法はIに準じたが 1区当た

りの組織片数は20とした。

鈴木・原因・八鍬:
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て急激に域大し， 12月上旬には -100C以下の低温にも

耐えられるようになるものと考えられる。 Jl野2)ならび

に KATANOand ISHIHARA3)は， リンゴの茎頂を用

いた凍結保存の研究で，耐凍性の高い時期の材料を用い

れば，茎頂を液体窒索中で生存させることは比較的容易

であると報告しており，本実験の結果から 12月上旬以

降の冬季の材料が，凍結保存に適しているのではないか

と考えられる。

1I. -50C~ -300C下での凍結後の茎頂の生存に及

ぼす凍結媒液中の DMSO漫度の影響

Fig.2に茎頂の生存に及ぼす DMSO濃度の影響を示

した。 DMSO無添加区の材料は，00Cにおいて 100%生

存していたが _50C以下ではほとんど生存できなかっ

た。一方， DMSOを添加した区における茎頂の生存率

は， -50Cで無添加区に比べすべて高い値を示した。特

にDMS04%及び8%の濃度区の材料は，他の濃度区

の材料がすべて死滅した -100C以下の温度においても

比較的高い生存率を示し， -300Cでもわずかに生存す

る個体が認められた。 また， DMS016%及び20%の

濃度区のooCにおける生存率は20%以下の低い値であ

ったが，これは， DMSO濃度が高過ぎるために，茎頂

が薬害を受けて壊死したことによるものと考えられる。

したがって，本実験の結果から， DMSO f~こはナシ茎頂

の凍害に対する防御作用が認められ，その際の至適濃度

は 4~8% であると考えられる。

MORIGUCHIらめは，本実験と同様ニホンナシ茎頂の

凍結後の生存に及ぼす凍結媒液中の DMSO濃度の影響

第2号

について検討を行い， 20~30% の汲度においても良好な

結果を得ている。しかし，本実験が9月上旬の材料で検

討しているのに対し，MORIGUCHIらは， 1111種及ひ、凍結

煤液中の糖の有無については呉なるものの，耐凍性の高

い12月中旬の材料を用いており，材料の生理的1;1:質の迷

いが，DMSOの凍害防御l物質としての効栄の発現に影響
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を及ぼしたものと与えられる。 したがって， DMSOの

最適濃度を知るためには，時期ごとのさらに詳細な検討

が必要であろう。

III. 液体窒素中で凍結した茎頂の生存

Fig.3に凍結後の茎頂の生存に及ぼす凍結処理温度

及び品種間差の影響について示した。この場合， IIの実

験結果や片野2)及び MORIGUCHIら5)の報告を参考

に，凍結媒液中の DMSO濃度は8%(vjv)とした。

‘フレミヅシュ・ビューティー'では -20
0
C，-40

o
C 

及び液体蜜素中で凍結した材料のすべてが生存し，

‘身不知'においてもすべて 90%以上の高い生存率を示

した。 Fig.4に，液体窒素に浸潰し生存していた茎頂の

状態を示した。また‘長十郎'は，各処理|又とも 70%前

後の値をポした。 したがって，‘フレミッシュ・ビューテ

ィ-1 ‘身不知'及び‘長十郎'の 3品種に関しては，茎

頂の液体窒素中での凍結保存は，比較的容易に行えるの

ではなL、かと考えられる。一方，らくートレット'では

-20oCで生存率100%であったが -40
o
C及び液体窒

素中における生存率は20%以下に低下した。このよう

に，耐凍性の極めて高い 1月下旬の材料を用い，凍害

防御物質を添加しているにも関らず，液体窒素中で生存

する個体が少なかったことから，‘パートレット'の凍結

保存についてはさらに詳細な検討が必要であると考えら

れる。

酒井と西山8)ならびに SAKAIand NISHIY AMA9)は，

本実験で用いたのと同じナシの品種を用いて，発育校の

液体窒素中における凍結保存の可能性について検討を行

い，‘フレミッシュ・ビューティー'と‘身不知'は可能で

Fig. 4. A leaf bud apex of pear ('Flemish Beauty') 
that survived LN2-immersion following 

prefreezing of cooling to -40oC， and has 
been cultured for 1 month on medium 

containing MS medium， 30 gjs sucrose， 
1 mgjs BA and 7 gjs agar 

あるが，‘長卜郎'と‘ハートレット'は不可能であると

報告してし、る。本実験の結果もこれと同様に品種間差が

認められたが，‘長十郎'の液体窒素中における生存率が

かなり高いとともに，‘パートレット'においても低率

ながら生存個体が認められた。これは，凍結媒液中に

DMSOやしょ糖を添加したことが原因とも考えられ，

今回生存率の低かった‘パートレッドにおいても，

DMSOのほか他の凍害防御物質の種類や濃度を検討す

ることにより，液体窒索中における高率の生存を可能に

することができるものと考える。

摘要

ナシの遺伝子源あるいは生殖質の凍結保存技術を確立

するため，セイヨウナシ (PyrusCOllllllunIs L.)‘フレ

ミッシュ・ビューティー'とら〈ートレット ニホンナ

シ (Pyrusserotina REHDER var.川ltaREHDER)‘長

十郎'及びチュウゴクナシ (Pyrllsussuri何日isMAXIM. 

var. sinensIs KIKUCHI)‘身不知'の発育校のj液生の葉芽

から取り出した茎頂(横径約 lmm，葉原基を4個程度

有するもの)を用い，茎頂の生存に及ぼすl前凍性，凍結媒

液中の DMSO濃度ならびに液体蜜素中における凍結に

ついて検討を行った。凍結に先立ち，茎頂は凍結媒液

(既述濃度の DMSOとしょ糖30gjsを添加)へ200Cで

2時間浸潰し，凍害防御物質 (DMSO)を浸透させた。

冷却方法は以下のとおりである。すなわち，スピッツ管

中の凍結媒液に浸潰した茎頂は，毎分O.soCの割合で
-20
o
Cまたは -40

o
Cまで冷却し 5分間その温度に保

った。液体蜜素 (-1960C)浸漬処理は，上述の方法で

-40
o
Cまで予備凍結した後，直接液体窒素へ浸潰する方

法(冷却速度，約400
0

Cjmin)で行い，液体窒素中に 1時

間保った。凍結した茎頂は， 38
0

Cの温水中で急速融解

し，植物体再生用培養基 (MS培地，しょ糖30g/s， BA 

1 mgjs及び寒天7g/sを添加)へ植え込み， 250C， 1 /] 

16問問!照明(約4，000Ix，白色蛍光灯)の条件下で培養

しTこ。

1. 茎頂の耐凍性は，蒸留水中で冷却した後の茎頂の

生存率により測定したっ 10月27日及び 11月 18日に採

取した茎頂の生存率は，以下のとおりであるc すなわ

ち， OOCでは，本実験で、用いた全品種において高い値

(90%以上)を示した。 -50Cでは，‘長十郎'は42%の

生存率を示したが，他の品種は10%以下の小さな値し

か示さなかった。一方 12月3日に採取した茎頂は，

-10
o
Cの凍結で，全品種とも 90%以上の高い生存率を

示した。 このことは， 11月下旬から 12月上旬にかけて



122 北海道大学農学部邦文紀要第 15巻第2号

の低温が，茎頂の耐凍性を増大させたことを示している。

2. 凍結媒液浸漬処理(しょ糖30g/s及び0-20%の

DMSOを添加， 20oC， 2時間)は 9月上旬の茎頂の

-50~-30oC 凍結後の生存率を増加させた。この場合，

DMSO の至適濃度は 4~8%(v/v) であり， 16%以上で

は茎頂に薬害が認められた。

3. 液体窒素中で凍結した茎頂の生存率は， '7レミッ

シュ・ビューティー'が100%，‘身不知'が92%，‘長十

郎'が75%及び‘パートレット'が17%であった。日

ートレット'において，生存率がー20
0
Cの100%から

-40oCの17%へ低下したことは， -20
o
Cから -40

o
C

への冷却過程で，茎頂が凍害を受けたことを示している。

‘フレミッシュ・ビ‘ューティーに‘身不知'及び‘長ト郎'

の茎頂の凍結保存技術確立は実現可能であるが，‘パート

レット'においては，諸条件についてさらに研究する必

要があるものと考えられる。
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Summary 

'1'0 establish freeze-preservation method of 

genetic resollrces or germplasms of pear， freezing 

resistance， optimal DMSO concentration in freez司

ing solution， survival of LN2・immersedmaterials 

were examined using axillary leaf blld apices 

(approximately 1 mm  in diameter， with 3-41eaf pri-
mordia) excised from current shoots of 乃lrusCOJll司

叫 UI/isL. (‘Flemish Beallty' and ‘Bartlett')， PYl・lIS

.'erotilla REHDER var. culta REHDER ('Chojurδ') and 

l古川sussuriellsis MAXIM. var. sinensis KIKUCHI 

(‘Mishirazu'). Cryoprotectant (DMSO) penetration 

into the apices prior to freezing was made at 200C 

through two-hollr immersion in freezing sollltion 

(containing prescribed DMSOωncentrations and 

30 g/s slIcrose). Cooling procedures were as fol-

lows: the apices， contained in a tapered tllbe to-
gether with freezing sollltion， were cooled gradually 

to -20oC or -40oC at 0.50C/min， and left for 5 

minl1tes; freezing treatments in Jiquid N2 (ー196
0C)

were made by direct immersion (cooling rate，4000C( 

min; following the prefreezing to -40oC according 

to the procedure described abov巴)and by sllbseql1ent 

one-hol1r leav ing in LN2. The apices were thawed 

throl1gh rapid rewarming of immersion into warm 

water at 380C， and then C111tllred on a regrowth 

medil1m (containing MS medil1m， 30 g/s sllcrose， 1 

mg(s BA and 7 g/s agar) at 250C l1nder 4，000 Jx (16-

hour daily illumination). 

1. Freezing resistance of the apices were deter-

mined in terms of survival resl1lting from their 

cooling down together with water. Survivals of 

the apices sampled on Oct. 27 or Nov. 18 were as 

follows: high sl1rvival rates (above 905'0) were 

obtained with cooling to OOC in all cllltivars tested 

in this experiment; with cooling to -50C，‘Ch凸jl1ro'

showed a survival rate of 42~も， whiJe the other 

cl1ltivars gave slight survivals of less than 10ro 

On the other hand， in samples on Dec. 3， all the 

cultivars showed high sl1rvival rates of more than 

90% with freezing to _lOoC. These facts indicate 

that the low temperature from late November thr-

ough early December increases a freezing resistance 

of the sampJes 

2. Pretreatment of immersing the apices in 

freezing soll1tion (containing 30 g/s sllcrose and 
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0-20% DMSO) at :!.ooC for 2 hours resulted in su-

rvival rate heightening of early September-collected 

samples frozen to -50_-30oC. In this case， 4 

to 8% (VjV) of DMSO were optimal， and more 
than 16% of it gave an injurious e丘ectto the 

aplces. 

3. Four-cultivar's apices frozen in LN2 showed 

the following survival rates: ‘Flemish Beauty'， 
100% ; 'Mishirazu'， 92%; 'Chojurグ， 75%;‘Bartlett'，

17%， respectively. Additionally， in‘Bartlett'， sur-

vival・ratedecrease from 100% (at -200C) to 17% 

(at -400C) suggests that the apices sustain freezing 

injury in cooling process between -20
o
C and 

400C. 

Freeze-preservation method of apices of ‘Flemish 
Beauty'，‘Mishirazu' and 'Chojuro' will be establi-
shed in the near future， whereas that of‘Bartlett' 
seems to need further studies on various condi-

tlOns. 


