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生物の凍結過程の分析

II. 植物柔組織の凍結過程の顕微鏡的観察*

朝比奈英三

(~氏湿科接訴究所生物等部門)
E昭和 22年 1月受理3

I 

生物館の凍結に就いては従来少なからざる研究が渇されて来たが，その多くは凍結現象の格

了後の朕態若くは凍結の結果現ばれた事物を取扱ってをり凍結しつ Lある細胞叉ば組織の観察

は甚だ少ない.Molisch (1897)の凍結額f度装置に依る貫験で生物札識の凍結が照償鏡下で

観察され，共の後主に植物を材料としてその凍結過程は犬分明らかにされるに至ったがその結

果に針ナる解揮には異論が少くなかった. (Maximov 1914， Schander ana Schaffnit 

1919， Iljin 1933， Luyet and Gibbs 1937，小野田 1937). その涼因わーっは用ひられた装

置の不完全とそれに基く技術上の問題邸ち材料の過度の温冷却及び冷却速度の不定なとと等に

因ると考へられる.元来凍結過程はその冷却速度に影響されるととろが珪だ大きいから之が不

明瞭な貴験を比較論議ナる事は無意味でるる.著者は 1943年先づ Mo1ischの装置を改良し

rて本研究に着手したが共の後低調賀験室内に Chambers等 (1932)の設置に近いものを設け

得たので，生物曜の各麗の凍結過程を詳細に観察ナる事が出来た.敢には先づ 1945年に青木

教授の仕事と卒行して行った蹴菜柔組般の凍結過程左記載ナる.

本文を草ナるに営り官"に鑓らざる御懇導を賜りつ Lある青木康教授に親愛を以って感謝の意

を表し度い.

材料の入手に首つては北大農皐部島善隣教授より御援助を賜れ叉北大理製部援やi徹教授に

は貴重たる文献を貸興せられ，同じく松浦一教授，猪野俊平助教授には植物形態阜・教室より頴

概解剖器を借用するに際し御高配を添うした.設に記して深謝ナる次第である.角本研究は文

部省科皐研究費lてよって行ばれたものでるる.

II 

設置は大睦 Chambers等に憤って製作した.13Pち常時室調 -200C""-250C程度を保つ

低温室内氏，木製二重板張りの小室喜子設け，電熱接置と天井の~I窓 iとより室温を定常ならしめ

*北海滋大事低滋科事訴究所業綴第 48放.
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る.小室内机上には偏光額般鏡と趨常の生物用額彼鏡及附属装置，捻流計用ラムプスケ ~Jレ，

熱電鈎の零黙容器等を最き，室内保温用の電熱設置に謹る湿度調節器は額彼鏡に接して取付け

る.頴徴鏡の直前上部rとは棚を吊り材料共他を入れる恒温箱配置く.との箱の熱源、には電球z:::

用ひ調節器により +50C土lOCIc保つ.

生物用額徴鏡は頴徴解剖蓋に載せたま L透明セルロイド張りの箱内に納める.とり箱には底

謹に沿って電熱線がめぐらしてあり，且箱む右側面は扉にたってゐて天井には左右に5[窓があ

る.額徴鏡の接眼鏡，粗勤及徴動装置と十字載物牽等の延長ハンF"/レは何れも箱外に突出し，

望号物鏡の廻障子は箱外より金属線を使って廻輔せしめる.先源ラムフ。の光は飽和食盟水を充し

た冷却フィルグ{を貫いてj照射せしめる.接眼鏡にはレンズにグリセザンを塗り且鏡胴に薄い

織棋の闇筒喜どはめ，その上に巻かれたニクロム線査と電熱してレンズ上に水蒸気が探縮ナるのをど

防ぐ.

スライドグラスには特別な附属物査と設けた(第1圏).即ち懸滴グラス用の仰として輪切に

した高さ約 1cmの精子管壁のご片を内側主主向い合せてスライドグラスの中央部に回蒼ナる.

との脚の中間に底酉に近接して二重 U字形に曲げた締いニクロム線を挿入し(之をとマイク口

ヒータ{と呼ぶ)，それに遮る導線をスライドグラス上に蜜噛で支持ナる.別に同じ|隠のスライ

ドグラス左約一士の長さゆりその上峰 O伽 m の線で、作った銅コンスグングン熱電却

を接端を 2cm程突出させたま L蜜蝋で支持して置く.使用の際はスライドグラス上右側に熱

電劃・の支持グラスを湾板スプリシグで、固定し，カパーグラスを脚上に載ぜた時恰度熱電封の接

端が懸滴に鰯れる様にナる.

熱電調・接端には薄くワセリシを塗]19騒滴

脚とカバーグラスD接面には流動パラフィ

ン乞塗る.懸滴脚の左側からは額徴解剖腕

をさし入れる.

熱電艶の示度は反J!百検流計(島津製ダル

ソシパール型，感度60x10-10A)を用ひて

ラムプスケール上に讃み，国路内に抵抗をと

約 300オ{ム入れて lOCが 50目盛氏相

官ずる様に調節ナる.

電熱接置には総て摺動抵抗を入れる.マ

イクロヒ戸グ戸のみは 12ボルト寵流を用

ひ， 0.1乃至 1アムベアの電流を遁ヂる.

7 

3 4 

第 1関 スライドグラス
1. fii¥.子胸 2.マイクロヒ』ター 3.毒事線支
持の震の初予片 4.務総を支持ずる愛媛i5. 
熱電童話 6.熱電器jの使用lゅの袋置 7.襲名泣き妊

の支持前子

かくして費験中はセルロイF'箱の界を外しても懸滴の湿度を OOC~-90C の範圏では任意
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の黒I~で、や L 恒常に近く保つ事が出来たり.

室温2)が鑓ると零，黙示度が彰要望を受けるので，熱電器fの回路内の抵抗器や開閉器を小箱内に

密封・して出来るだけ之を防いだめ.

111 

材料には各種競菜の根室，室，葉，爽果，果費，子賞等主と用ひた.之等は青木教授の凍結曲

線の費験めに使った向じ個髄よ~ 10x5(mm)乃至5x5(mm)，浮き JLmm内外D切片5)

を作り外側!ζ附着した液汁を出来るだけi慮紙で除き流動パラフィシで完査に覆って懸滴とナ

る.

以上の操作を室温で行ってから材料をシャ{レ~!て納めて低温室民運び貫験に使用ナる芯前

記の +50CK保つである恒温箱内に保存ナる.材料がとの箱内に在る期間段通常 2時間を越

えないが，少くとも 8時間以内ではその凍結過程及び原形質ー分離のに異常在認めなかった.

官験開始に蛍つてはフ
o

レバラ{トを懸滴脚上に装置し熱電針接端を流動パラフィシ暦佐貫い

て材料に接ナる.そしてとの接端部はl視野内りの左側に位置させて置し材料の大~~，形等

の不同の矯その冷却速度も具って来るので，セルロイド箱底の電熱線及マイクロヒ戸グ戸によ

D材料の冷却速度左毎回大凡 40Cj分に調節ナる.冷却速度は使宜上 _}OCより --30C詑

移行ナるに要ナる時聞を測って定めた.

次にとのプレパラ{トを凍らせるのであるが，とのま Lでは冷却速度左著しく大きくしたい

眠り少くとも -10
0C 遣は過冷却を破る事は難かしい.それ故前述の冷却速度で -4

0C K達

し?とn寺植氷8)査と行って凍結を開始させるー之にはマイクロ品目ドルむ先端に良く洗った細い綿

糸を蒸溜水に没Lてま象め凍りつかせておきわ，之を流動パラフィシ層を貫いて材料。J端に鰯

れさせるりである.

偏光頴彼鏡の方政上記の如き加温装置喜三施してたいから室極左越雷に調節して使用した.

IV 

1) 土O.lOC程皮.
2) 以下室混とは常に小笠机上の気滋を指ナ.
3) 遁常一向の3霊験中室滋の霊童イ七は1.50C を越えず，その問の等予知示度の移動は'iii.に 1目主主以下であ
てコた.

4) 青木〈本誌所載).
5) 切片は線、iて材料の長紬に2f-行に切った .ζ の方法でシロワJ}， トマト会事の如き細胞が大形のもので
もーj資乃至ニj習の無傷の細胞が得られる.

6) 1M藤滋溶波を使用ナる.
7) 12><10の倍率で視野のE還さは針帯主物の表面蕊径1.3mmの範悶である.
8) inoculation of ice. 
9) 先端の太古 100μ 程度以下.
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一般に組機片が凍結ナる場合，氷品は先づ周閣に附鷲してゐる細胞液中に現ばれるが，之が

そりま L生きた細胞の内部lて迄讃犬ナるものではたく，細胞が或程度氷の優入を阻止するとと

は既にしばしば述ペられてゐる.而してその撞端泳場合は flashingと呼ばれてゐる様に細胞

が充分過冷却されて後始めて内部に瞬間的に多量の氷の費生左見る様式で，出来た氷は甚だ多

数。氷晶に分れてゐるのが常である.との様な細胞凍結の様式を設でほブラ ?)V型 (flash-

type)と呼ぶ.そしてフラッシ型以外の細胞凍結の様式配総括して非フラッシ型 (nonflash-

type)と呼ぶ事にナる.後者D型の細胞では内部に於ける氷の成長がそれ程念激でなく，その

氷段通常数頭に分れて伸長し内部を埋め謹した後段比較的短時間で五に融合して殆んE.'一様に

近い構造D氷と依る場合が多い.叉非フラッシ型の場合は内部凍結に先立って，既に細胞外で、

始まってゐる凍結の~~，細胞膜を遁じて相営'IJ.量の細胞液が脆水され外部の氷品の成長を助

ける.勿論ブラッシ型の場合でも細胞の凍結に先立って脆7J-くが起るがその量ば非ブラッシ型の

細胞に比ペれぽ甚だ僅かでトある.

議菜の掘胞の凍結様式は犬韓上越の二つの型iて分けられるが，以下先づその代表的な例とし

て白瓜及びキャペツに就いて夫々 車!l3.i融片の凍結過程をや L詳細に記述しよう.

角材料の生理的保件の差異により同一種の蹴菜でもいつも同じ凍結過程喜どとるとは限らない

が，同時季，同紙態。材料では冷却速度に若干の相異があっても相等しい凍結様式を示し，旦

その温度鑓化の形式も全く同様で，凍結に伴ひ各個の現象が起る極度にも犬養がなかった(第

1表). 

第 1表材料キャベツ

冷却速度 20C/ 16 25 ・28

I最高極黙 78 80 75 
凍結温度1)1 

1細胞凍結黙 9も 93 92 
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1 キャベツ

材料:中生種，充分成長せるもの，表面より四，五居内部の葉の中肋を用ふ.細胞2)160μ 

x90μ 内外，細胞間際3)は細く多数ある.

凍結過程:第 2園， 9 月 22 日，室混 -100C~-8.50C，冷却速度 20C/28 秒.

1註氷後数秒、聞に氷餅j慌の氷が碍く表面を覆ふ.氷は引続き事由設内にもj賓がって行き，溢出し

た液汁がしきりに流動し，表氷ば次第に厚ぎを増ナ.細胞間瞭は鑓形し，その中の空気は遁出

~れ気泡とたって表氷の下を移動ナる.細胞間関中にも細かい氷品が現ばれるが，その費生は

1) 凍結しつ Lある切1干の滋皮をスケーノレの読みで表はず.0が ooc，50が _lOC，100が -20Cに
杓岱ナる.

2) 桑細胞の形は辺勝構図畿に似たものが多い故本文には便宜上長径と嫁径の概略を記載ナる.

3) 切片の切口に於ける耳元態z意味ナる.
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むしろ突然で、，表氷の伸長と連績的に氷が間隙中に入りとむのではない.

次いで氷は細胞内にも侵入する (50秒後， 92)1).邸ち細胞壁の一隅より突然鈍頭D氷が伸

び始め分校し又は分校せ?に援

大し，一つの細胞友埋め謹ナの

に約 3秒を要する.との時細

胞の内部ば従前よりや L陪化ナ

る.かくして細胞は次々に凍っ

て行くが，隣接ナる細胞に移る

時は，常に僅かの休止期を挟

ij.，しかる後次の細胞の凍結が

始まる.凍結の進むにつれ一個

の細胞の凍結に要ナる11寺聞は次

第に短くなってくる.叉上商観

では必歩、しも位置的に蓮績せ

すり一つの間を置いた先の細胞

が次r凍る場合もある.か Lる

細胞の凍結は 1分30秒(145)

より 2分後 (205)にかけて最

も盛に見られ， 250 VL冷却ナる

迄に殆ん~.怒り 2 分 30 秒後

(275)では最早組ての凍結が格

了し，視野内Kは全く動きを認

めなくなる(第2園喜多j夜).

。l 2 3 4 5min ， 
。l 2 3 5 6 '7min 
III  I 

t 

50 

Flg.3 

400 

第 2国キャベツ冷法 28秒，室温 _100C"-'-8.50C
第 3図 シロl)]) (A)冷速 35秒，E震溢 -8.50C，縦軸は混度(ス
ケーノレの談み)，tlli軸は時間(分)，矢印は植氷結，八f'(J除主主泡の移動，
傍線はフラッシジグを意味し，その教は頒皮の大少をあらはず.

材料の温度は植氷の 30秒後最高 (75)に遣し次の 30秒間はや L緩徐に，以後はほr一様

に降下して了ふ.

2. シロウリ

材料A: 相官過熱の果責，表皮は黄色を帯び内部は柔かくな p始めてゐる.果肉(中果皮)

の中央部左用ふ.細胞 270μx230μ 内外，細胞間践は犬きく且多い.

凍結過程: 第3厨， 9月 7日，室温 -8.50C，冷却速度 20Cj35秒.

十数秒で表凍2)は移る.引続き札散内にも氷が鎖大されるのでその部分は暗化して行く.1 

1) 松永時よ F起算せる時間と芙の時の材料の滋皮.この湿度は総てスケーノレの議みで表はナ.

2) 切片の表面がー感氷肢で夜はれた歎怒を捻ナ.
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分後には細胞間瞭にも細かい氷品が現はれ，気泡の鑓形も少しは見られる.1分 20秒後フラ

ッシングが始まる.之は細胞の内部が瞬間的に無数の鍛細t;;.氷品で埋められ乳濁欣に暗化ナる

ので:甚だ明瞭に識別出来る.始めのEやは一つの細胞がフラッシナるCDi'C約 0.5秒を要し，ジワ

リと乳濁ナる様た感じであるが，次第に速やかとたり 2分後には 0.2秒以内でバ?と晴化し

てしまふ.フラッシングの頻度も冷却につれて次第に高くなるが 2分後念に増加し，次の 1

分間は殆んど「蓮続的に起D以後や i念に衰へるが 5分後迄は同一瞬野内vc.1分間八，九回。

頻度で起りその後は遺に少なくなD散設しつ L更に 40秒程続いで凍結は完了ナる.フラッシ

ングが始まって後，組識内に於ける気泡の動きは明瞭ではたく，殊にそり移動は認め縫い.フ

ラッシングの俸搬は通常隣接細胞へJI寅次に移るものではたし始めは散在した個々の細胞にフ

ラッシシグが起~ ，ヨえにそれらの中間にある細胞が集図的にフラッシシグを蓮殻ナる.之には

先づ数個の細胞よりなるー鶴の細胞が相接してフラッシし，どく程い休止の後次のー圏が又フ

ラッシナると言ふ様に不規則な強度を以て凍結は擁がるのである.

材料の温度は植氷後念政に上昇ナるが表凍が移った後も更に昇~ 30秒後組織内部が暗化し

つ iある最中に最高 (80)に遼ナる.やがて温度は降下を始め，次に起る気泡の襲形移動の際

には殆ど影響が現はれたいが，ブラッシシグが始まると明らかに降下は綾やかになり植氷後 2

分より 3分起の最も頻護ナる臨聞では殆んt:'下らなくなる.との後温度は帯び相営む速さで

下降ナるが，フラッシングの頻度が少しでも高くたるとその影響はかなり銃;散に現はれる.13P 

ち 273と 305の聞では 20秒に 5同の頻度で，その前後の 20秒に 3悶よ P多い矯傾斜が

若干綾んでゐる.5分後フラッシングは殆んt:'経!J，との後の僅少な散穫は温度の態化の上に

は現はれてZ誌ない(第3回参照).

材特 B: 未熟の果費，表面段級色で果肉ば未だ囲い.細胞は Alて比し僅か乍ら小形で籾

長く，細抱間際は A よりや L少たく立小さい・ e

凍結過程:第4悶， 9 月五日，室温 -90C~-8.50C，冷遼 20Cβ3秒・

最初の中ば殆んt:'A と同様で， 40秒後温度は克に高く 52迄昇っておもむろに下p始め

る.1分 20秒後 (67)非フラッシ型の凍結が始まり僅か遅れてのろいフラッシングも起り出

ナ.温度の降下も之に伴ってぐっと緩やかになる.かくて細胞は蓮綾的に凍って行くがフラッ

シシグ除決して連強ナる事なし大部分は非フラッシ型の凍結である.3分後 (120)細胞の

凍結は韮だ衰へ温度は急:に速やかに下り始める.フラッシングD速さは尋常1)となるがその頻

度はヂっと低くなる.約 4分後 (200)非フラッシ型の凍結は全く見られなくたれ 4分 20

秒後 (265)にはフラッシングも殆んど、怒り， 5分後 (345)腕野内には全く動きを認めなくな

む 0.2秒以内でー細胞が凍結ナる.
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る.

3 キウリ

材料: 食用趨期の果震，表皮は緑色で未だ黄色味在帯びヂ，中果皮を用ふ.細胞 230μ×

190μ 内外，紹胞開陳の程度は未熟白瓜のそれに近い.

凍結過程:8月 10札室温 -60C，{'令遮 20Cj60秒

様式は未熟の白瓜に似て温度が 30秒後最高 (715)に達して後間もなく組識内に液汁と無

泡の移動が起る.1分 15秒(125)以後フラッシシグが始まって次第に盛になれ 1分45秒、

より 2分にかけて(150"-'160)最も相接して起るが，位置的にはパラパラで決して集図的には

建費したい.温度の降下段気泡の移動が始まると少時ゆるむが富ぐに以前の欣態に戻り，その

後は後述ナるタマネ三子、の温度礎化(第5国)に似てフラッシシグが盛になるにつれ蒋びゆるや

かとたれその衰へると共に叉念降ナる.5分後 (252)フラッシングは全く移り気泡の動き

も殆んJ::'見られなくなる.

4 カボチャ(品種名竹内)

材料: 完熟後一ヶ月齢貯戴せる果費，中果皮を用ふ.細胞団Oμx120μ"，，120μx120ん貯

蔵物質穎粒が液胞内の大部分を占む.細胞間障は多いが小形である.

凍結過程 12月 1日，室温 -90C，冷謹 20Cβ2秒

表凍は 10 秒で最多~ ， 30秒後温度ば 133に達しかなりゆるやかに下る.氷は車脳設内に侵入

し約 2分後気泡の鑓形が見られ，間もたくその移動も始まり晴化は進んでゆくが 3分 30秒

後 (259)之等の動きは殆んJ::'停止ナる.4分後 (281)数値のフラッシシグが見られ僅かの筑

泡の移動も伴って散護しつ i約 2分間締くがそ D速度は何れも遅い.叉之等の現象は殆んど、

温度麗f七の上に影響を輿へたい.

5 グマネギ(品種名札幌黄)

材料: 完熟後約 2ヶ月貯蔵せる鱗翠，外側より 4枚目の鱗葉遣と用ふ.細胞 360μx360μ

，，-，90μx90μ，細胞間隙大きく豆長く遮蔽ナ.

凍結過程: 第5闘， 12月 22S， 室温 -9.50C"-'-90C 冷遼，20Cj37秒

始めの中は過熱の白瓜に似てゐるが氷の伸長がのろく， .温度も 30秒で、最高黒占 (93)に遼し

てからは白瓜より更にゆるやかに下り出ナ.2分 30秒後(179)無担の動きが認められ 3分

後 (227)始めてブラッシングが起る.之はかなりの頻度で約 1分 30秒間続き悲に減少して

1分間に 2同乃至 4同位となるが 9分後 (445)に於ても未だ散護ナるのが見える.温度の

降下はフラッシング開始と共に急:にゆるやかと主主るが次第に念とたり， 4分 30秒以後は殆ん

J::'その彰響を受けたい.

6 ザヤヱシドウ
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材料; 食用語期の若い爽果の子賞，子葉。内部を用ふ.細胞 75μx70μ 内外，液泡内の大

部分を貯裁物質穎粒が占める.細胞間関小さく多数q;!J . 

凍結過程: 第 6圏， 8月 11EI，室温 -8.50C，冷遮 20Cj38秒

表凍はたちまち怒り温度も 15秒後最高 (144)に建ナる.30秒後 (153)既にフラッシγ

グが始まり最初より隣接細胞に次々と間歌的に移り行き約 45秒間は此の欣態が緩く.との間

温度の降下は明らかにゆるやかとたるがブラッシ γグの頻度が低まるにつれは分15秒， 180)

再び念降ナる.凍結は 1 分 45 秒後 (255) 殆ん~'怒りフラッシングも起らなくなる.

伶同時期のエシドウり爽の柔組識では殆んEキャベツと同じ凍結様式喜三示し，表凍に 5秒

程遅れて(植氷後 15秒〕既に細胞の非フラッシ型凍結が連続的に始まるが，フラッシングは

全く起らヂ 2分 30秒で凍結は全く修了ナる，

7 サ、 1T (品種名金時〉

材料: 焚食に遁ナる若い茨果，爽の内側に嘗る多汁質の~:':透明暦を用ふ.細胞 135μx70μ

内外細胞問E震は不明瞭ではあるが相営ある様に見える.

凍結過程 $8月 23日，室温 -80C，冷遺 20Cj30秒

表凍は 5秒位で最多る.との時氷の多くは細胞壌に沿って伸びるが，伸び移ると相接して小

形の氷餅となる.30秒後最旦機内に気泡の移動が僅かづっ認められ45秒後フラッシシグが起る.

初めはのろい散殻で次第に盛に汝り 2分以後 4分迄 (250内外〉最も頻饗するがその頻度ば

エンドウの子葉に比べや i劣る.位置的には謹続し隣接せる細胞がー，二秒の関を置いてフラ

ッシして行く.温度。鑓化は 20秒後 90VL昇りフラッシング開始迄は念降ナる .2分後より

2分間続くフラッシング蓮稜時Kは著しくゆるやかとなり凍結が表へると共に叉念降ナる.

8 トマト

材料: 未熟の果費，表皮も果肉も縫色で国い，中果皮を用ふ.細胞300μx200μ内外，貯蔵

物質頼般は犬形(15μx25μ に遼ナ)で液抱内の一隅に片よる，細胸間瞭段11、形で、多数ある.

凍結過程ミ 8月 10日，室温 -8.50C;冷速 20Cj42秒

表凍後組織内に僅か乍ら気池の動きが認められる.温度は 1分後 75VL遣し非フラッシ型

の凍結が始まるが更に 2分後 (120)にはフラッシシグも起る.その頻度は甚だ少なく最初は

30秒VL1同位で 3分後や L増加ナるがやはり散謹む程度で非フラッシ型凍結と共にとのま

ま数分間続いて凍結は完了する.調度の鑓f七は未熟の白瓜に似てフラッシシグの彰響は更に少

ない.

舟同じ未熟のトマトでも季笥過ぎて未だに色づかぬ所謂ウラナリの果賀では，その凍結遁程

ばタマネギに似て，それよりも更にフラッシシグの頻度が高い.か Lる材料では細闘の大きさ

も犬きくなれ内部の貯蔵物質頼粒が甚だ減り細胞間際が犬きし細胞の隔壁も蒔くなってゐ
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主5.

9 ナス

材料: 食用趨期の果震，中果皮を用ふ.細施 135μx90μ 内外，細胞間際はほど細胞と同

大で毅も多い.

凍結過程: 第7闘， 8月 23日，室温 -70C，('令遮 20Cj60秒

表凍に引続き組散内の液汁が流動し，直ちにフラッシングが始まる.之は植氷後 20秒より

30秒 (83)にかけて，恰度温度が最高黙に達し特に下らんとする時期に最も頻殻ナるが，温

度の上には明瞭な影響は現はれたい.ナスのフラッシングは之迄越べた場合とや L 異た~ ，字L

濁暗佑の程度が少なく，共の移行も他の材料のブラッシング程間獄的ではなく非フラッシ型に

類似してゐる.叉位置的には全く蓮続で隣接細胞が順次に凍って行く.40秒後 (97)フラッ

クングは殆んE絡り 1分 10秒後 (138)に只 1悶のフラッシングが起ったが以後視野内の

劫きは全く格了した.

10 ニンジン(品種名五寸ニシジン)

材料:食用期の根身を用ふ.細胞 70μx50μ 内外，細胞内に黄色の泊摘が散在し，犬き

いのは1樫 20μ に謹ナ.細施間院は散在し細胞と同犬叉はそれ以上のものも少くお:い.

凍結過程 8月 25日，室温 -90C，冷遮 20C/22秒

表凍に引っ yき組織内の暗fとに伴って気泡の移動が始まる.との時大部分の細胞は非フラッ

シ型で凍る.間も汝くフラッシングも起るが甚だ少数で散琵ナるに過ぎt:s.い.1分後 (272)ナ

ベてD動きが止み凍結は修了ナる.温度は 35秒後最高 (125)花蓮ナるがその直後に起るフ

ラッシングの影響は全く認められヂEまちに念降してしまふ.

11 ピ{ト(甜菜)

材料:若き根身t:::用ふ.細胞 120μx90μ 以下，縮胞間蹟小さいが敷は多い.

凍結過程 8月 29日，室温一70C，('令速 20C/40秒、

表氷の成長は遅く， lmm/2秒位の速度で伸び，表凍を格るのに 20数秒を要ナる.その氷

品は角のまるい氷併で他の根菜類のそれK比し小形で、ある.温度は 30秒後最高(120)に達

し以後は翠純に下降し，そり形式はナスに近い.1分 30秒後 (174.5)氷は組織内にも侵入

し非ブラッシ製凍結を起し暗化して行く.2分 30秒後 (177)かナかな無泡の動き査と伴って

ブラッシングが始まるが，甚だ散護的でf韮か童文同しか認められヂ 4分 30秒 (280)後には

之もJ.l::ij..， 6分 30秒後 (300)には査く凍結する.

12 ホ{レン亭. (品種名西洋丸葉)

材料: 未だ抽翠せざる充分生長したもの，大型の葉の中肋を用ふ.細胞 120μx100μ内

外，細胞間際組いが数多く遺伝る.
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凍結過程 6月 26日，室温 -7.50C，冷速 20C/34秒

表凍は速やかに移り，間もなく?副議の暗化と共に細胞間践にも氷を生じ気泡の鑓形が見られ

温度は 45秒後最高 (95)に遼ナる.1分後 (140)細臨も凍り始めるがその氷は非フラッシ

型で，細胞の一隅又はこ，三個所から大形鈍頭の氷が伸びて全細胞に蹟がる，之は殆ん~.連続

的に進み， 1分 40秒後 (240)には無淘の動きもiとみ，凍結は最多了ナる.との聞の温度の援

fとはキャベツの形式と殆ど麗らたい.

13 キクイモ

材料: 若き塊藍査と用ふ.細胞 150μx45μ 内外.細胞膜の雨側に 5t-t程の厚さの間着物言う

るものが多い.細抱間践は不明瞭である.

凍結過程 8月初日，室調 -80C，冷遮 20C/35秒

表氷は樹校Jf犬にのびるが表凍が怒ると氷餅欣に鑓る.1分後組織内も暗化し始め気泡の移動

が少しづっ見られ間もなく細胞内にも氷が侵入ナる.之はナベて非フラッシ型の氷で 2分乃

至 3 分後 (200~240) にかけて最も連続的に次から次へと隣接せる細胞が凍って行く. 4分

後 (320)極く稀にふ，このフラッシングを認めるがやがて凍結は完了ナる.温度の襲。化はキャ

ベツのそれと同型でプラッシシグD影響は全く現はれたい.

14 グイコシ (品撞名宮霊)

材料: 牧獲期の根身，恰度地表面の高さに営る附近の内部を用ふ.細胞270μx80μ 内外p

細胞間簡は細かく散在してゐる.

凍結過程 10月四日，室温 -8.50C，冷遮 20Cj29秒

表凍は直ちに移り 30 秒後温度は 62 主主昇~jt?もむろに下 D 始める.表氷は次第に厚く， n.晋

化して行き，そり下をしきりに液汁が流れる.2分 30秒後 (95)車邸設内に気泡の移動が始ま

り， 4分後 (106)迄甚だ盛で以後急:にかナかになるが更に 1分間はつ Yき凍結は完了ナる.

細胞の凍結は気泡の移動に前後して始まり非フラッシ型の氷が認められるがとの時表氷も茜だ

厚く程遠して来る矯一様に暗化し内部D鑓f七段次第に不明瞭とたる.温度縫化の形式は次に述

ペるムラサキカプ A と全く等しく，最高部からの降下は更にゆるやかに始まる.

15 ムラサキカプ(品種名札幌紫}

材料 A: 秋播のもの，食用趨期D根身.細胞 180μx180μ"，90μx90μ.細胞閉路多

数見えるが細い.

凍結過程: 第8固， 10月 25日，室温 -8.50C，冷速 20C;40秒

表凍は 10秒以内で怒る.氷は引続き組織内に侵入し次第に培{七して行えが，気泡の動きは-

1分 40秒後 (94)初めて明らかに認められる.やがて議泡はしきりに移動を初め (2分後，

101)札識の暗叱も進み約 2分間続いて涼結は殆ん E経る.5分 30秒 (337)以後視野内政
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全く静止ナる，細砲の凍結型式はナベて非フラッシ型で，気泡の移動の最中に認められるがダ

イコンと同様に表氷が琵遣して来る矯茜だ見にくい.温度の童~iとは 30 秒後 82 vc~主し，治も

むろに下るE再最古な出品混となってゐる.

材料B: 春探のもの，牧穫期を過ぎた遁熟の根身.細胞 140μx100μ 内外，径 6μ 内外

の穎粒が現lまれ液胞中に散在してゐる.細胞間際 材料 A より太くなってゐる.

凍結過程 8月 29日，室温 -80C，('令速 20Cj40秒

表凍は直ちに絡り温度は 30秒後最高 (85)K遼ナる.との間乱蟻内の暗化は次第に進み気

泡はしきりに退出される.1分 10秒後 (97)細胞間践にも細かい氷品が失々に現段れ 2分

後(認めにはフラッシシグ"'h>起る.始めのうちはのろく一つの細抱が 0.4秒位か Lヲて凍る.

フラッシングの頻度は次第に高まれ 2分 30秒 (164.5)より 3分 (172)にかけて最も頻殺

し， 3分 45秒後 (208)には殆んど怒る. ブラッシシグが始まる頃より気泡の動きは衰へ 6

分後 (285)には全く静止し敢に凍結は修了ナる.温度の鑓化はタマネギのそれに似てゐるが

フラッシングむ影響は更に著し〈現はれ，むしろ過熱の白瓜の形式K近よってゐる.
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前述の凍結過程を温去の知見と比較すると，多大の相異が認められる.之は従来の観察に於

ては，冷却速度が小きかった矯，若しくはそれが大きくとも植氷しない矯甚だしく過冷却させ

てゐる事，及び材料には主として表皮細胞が使用されてゐ?と事等の理由tとより必ず写しも同楼に
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論ヂる事は出来たい.殊に材料の凍結温度1) (第2表参照)が従来の結果よ P遥に高い事は明

らかに上記の理由に依るものである.以下疏菜の凍結過程左綜合的に考察ナるに営り先づ使用

された材料を大髄プラッシングの頻度のJI買に表示して見る.との中 1，2はフラッシングが最

も多く白瓜(過裂のでは菜園的にも起る.fJij本文には記載しないが馬鈴薯塊翠も之に近い凍結

様式を示ナ. 3~6 のフラッシングの甥度は之に次ぎ， 7，8では謹に減って非ブラ yシ型の凍

結が混じれ 9-13は大部分が非フラッシ型でフラッシングは僅少散護ナるに過ぎない.但し

ナスは前越の如く特異なフラッシシグ左ナる. 14-17は完全に非フラッシ型のみである.以

上を趨箆ずると所謂耐寒性の大きな (hardy)植物が殆んE非フラッシ型であるのに劉し，耐

寒性の無い(なonhard.y)ものは総てフラッシ型に属ナると言ふ結果になる.とれば甚だ興味

深い事買であるが誌では単にそれを指摘ナるに止め詳論は後日に譲る.向カボチャ，ピ{ト，

ユンジンの如く合水量の少ないもり及びエy ドウ，ホウレシ草の如く小形の切片しか得られぬ

ものでは表面に附着してゐる細胞液が少ない矯温度の最高極黒肋Z他の材料に比べて低く現はれ

第 2 表

世主 皮r) 冷涼2)
材- *"1・

最高極!絢蹴給開始
細胞凍結型3)

く秒〉

1 シ ロ ウ Pく過熱〉 80 160 35 

2 ムラサキカプく過説〉 85 133 40 f1 

3 タ マネギ 93 227 27 fl 
4 エ 与/ ドウ(子1:0 144 153 38 fl ， 
5 サ 、 ゲ〈災〕 90 192 30 f1 
6 カ ポデ γ 133 281 32 f1 

7 キ >7 p 71.5 125 60 fl 
8 シ ロ >7 y(未熟1 52 73 33 fl十non

9 てr トく禾薬事〉 75 120 42 fl+non 
10 ナ ス 80 80 60 α1) 
11 ピ 』 ト 120 177 40 non+fl 

12 一 シジ ユノ 125 135 22 non十f1

13 キ タ イ 毛 185 35 non+f1 

14 ホウレジサウ 95 140 34 non 

15 ムラサキカプ 82 94 40 non 

16 ター ィ '" 手〆 62 95 29 non 
17 キ -¥.. .....:!ツ 75 92 28 non 

1) 数字はスケーノレの総みを表はナ 2) -lOC よ!J -30C迄下るのに婆ナる時間

3) f1: アラッシ型.non 非フラッシ型

1) 之は勿論.u-1の氷結を意味ナるものではない.
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てゐる.

植氷により切片の表面に附蒼した液汁が先づ凍る.之は充分過冷却された場合には甚だ念速

に結氷し，それ程ではない場合，例へば液の氷結が{まいピ{ト等では謂毛j伏又は樹校歌の氷品

がおもむろに植氷賄よ Dのびひろがる.

附完ました液が少い時は，氷は側壁査となナ細施膜の上tとそって先づのびて行く事が多く，小野

田 (1937)もアオミドロや蘇で之を観察してゐる.しかし特に非フラッシ型の凍結の場合には

との事よりも，後になって細胞の査表面に氷が析出ナる過程の方が著しいのを常とナる.氷の

伸長が進むと一旦多数の氷晶に分断されるが之が更に成長すると相接して，完成した表氷の形

段構に氷餅欣となる.

切片の温度は凍結の進行につれ放出される潜熱の矯念激に上昇ナるが，之は表商が一臆氷践

に覆ばれた後も更に続き，氷品が組機内lζ侵入し，又表氷自身もそり厚さを増しつ Lある最中

に最高の極黙に遼ナる.

凍結に営り組織内で最初に氷が暁はれる場所は細胞間際ではなくて，本質験の{楽イ牛では切片

喜三作る際傷つけられた細胞が先づ凍る. との事は組識を中j生赤で生樫染色して凍らせると表凍

直後の組鍛内の凍結は染色された細胞には全く鰯れ?に進行する事費からも裏書きされる.と

のfI寺未だ凍ってゐない負傷細胞はしまり ~C脱水されその水により表氷は更に厚く護連ナる.叉

生きた細胞でもそれ自身凍結する迄は内部より脱水され，特に非フラッシ型の凍結をする材料

では苦しい.例へばダイコン，ムラサキカブ A，等では表凍後細胞が凍結してしまふ迄表氷の

下でしきりに液汁む流動するのが認められ，キャベツでは表氷が各細胞の直上に大きく析出す

る事が稀では'fJ.ぃ.叉冷却速度を小さくすると股水は更に茜しくなり， Maximov (1914)， 

Iljin (1933)等が述べた様に細胞は明瞭に牧縮ナる.そして細胞自身も甚だ凍りにく Lなって

来る.しかし非フラッシ型凍結をずる細砲でも，冷却速度が大きいと細胞の凍結が早められ，

その矯生細胞よりの股水は僅少に止められる.

札散の凍結による膨脹に伴なひ，細胞間践は屋高宿されて援形しその中の墨気は気泡となって

誼出される.勿論細胞の凍結が完了ナる起は胞胞間践の内側にも氷が析出されて来るが，切片

の念遮凍結に於ては之は徴細'fJ.氷品を形作りむしろ少量に過ぎないから殆ん~'気泡左越出ナに

は至らない.

やがて生きた細胞も凍り始めるがその様式は銃越の如くフラッシ型又は非フラッシ型であ

る.との前者は念遼冷却による細胞の凍結様式として従来より各種の表皮組胞で知られてゐる

が，柔細胞のブラッシシグは表皮細胞の場合とは椙嘗異なった結果を現はナ.部ち表皮細胞で

はフラッシシグの直後細胞の内部が濃縮された細胞液を主とナる無数の液腐とその閣を埋める

微細な氷晶によって充されるのに劉し，多くの柔細施では殆ん~'球形に近い氷の鍛粒が一様に

者参
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透明な大きた氷塊の中にー商に象眼された欣態で埋められてゐるのである1) (第~9 国).

第 9圏 トマト 冷法 40秒， _loCで槌氷， -1. 40Cでフラッシせる
細胞を示ナ.J，liJ悶にある透明な細胞は凍結前践に死んでゐたもの.

x100， -10oCに保ち 2日後撮影.

ゴドフラッシ型の凍結については Schander及び Schaffnit(1919)がキャペツやカブで之

に似た凍結を報告してゐるが，それによると少くとも -50C以上では内部凍結が始まっても

直ちに明僚た警は認められぬとの事である.しかし本質験では細抱内部の凍結は何れの場合で

も常に致命的であった.

きて非フラッシ型の凍結は通常負傷細胞の凍結。進行に僅か遅れて始まるが，その速度はの

ろしトマトの如く大形2)の細胞では 1個の細胞の凍結が格了ナるりに 6，7秒か Lる場合も

少くない.氷が組議内に倭入し?と11寺から認められてゐた気泡の移動は最初は主として負傷細胞

の凍結膨脹に因るものであったが，非フラッシ型の凍結が始まると更に著しくなる.フラッシ

型の場合は之と具~ ，事!fL~畿内の凍結が相官に進歩，気泡の移動も亦殆んÈ.~能った後に始めて生

細胞にフラ γシングが起る.フラァシシグが頻謹ナると細胞間践の鑓形はやはり明らかに認め

られるが，気泡の移動はむしろ不明瞭で、ある.之は気泡の周圏に在った細抱液が既に畿圏して

しまってゐる矯であらう.

細胞内で氷が成長ずる時は最初の中はどの細胞0中でも同じ方自に伸びる場合が多く，殊に

非フラッシ型では植氷後相官会の長い鵠失々の細脂の中で同じ方向に氷が讃犬ナる. フラッシ型

では始めとそ同じ方向に一つ一つ幕を51く如く個々の細抱毎に暗化して行くが，間もなく一つ

の細胞のフラッシングが視野の右側に向って起ると，ヨえの細臆では左側に向ひ或ひは又下側に

め この凍結過程については後日詳報ナる.
2) 300μX500μ 以上に逮ずる.
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向ふと言ふ様にその方向性は全く霞しれる.同時に氷が最初現はれる場所も細胞内の一局部vC限

られ放くなり，冷却が進むと細胞の南関或0.は全局から暗化が饗進ナる.之等の現象は細胞内

容の過冷却が甚だ進んでゐる事を意味してゐる.

Luyet等 (1937)はタマネギの表皮細胞に於てフラッシングが間欺的に俸撒ナる理由は細

胞肢によって植氷が阻止される矯であらうと越ぺてゐる.確かに死細胞の場合で、も過冷却の程

度が小さければ凍結の侮搬は必ず下しも謹続的ではなく，むしろどく短いとは言へ或休止期を挟

むのが常である.しかし生細胞の場合には個々の細胞毎に起るフラッシングがきはめて明瞭に

漏立し，冷却速度を小さくナればかなり過冷却させても上速の休止期を相営に延長させる事部

出来る.それ故凍結の間敵性は生命の無い細胞膜よ日も，生きてゐる原形賞そのものにその作

用の大部分を蹄ナべきであらう.動物細胞κ於ても肢に蛙の筋肉左材科として生きた細胞の原

形質膜が内部への凍結の進行~阻止ナる事が明らかにされてゐる. (Chambers and Hale， 

1932). 

小野田 (1937) はヒログチコずケ及びムラサキオモト，ムラサキツユクサ喜多の表皮~用ひて

フラッシシグを観察し1)凍結による鰹積膨張の璽力又は夫による街動が隣接細胞の凍結を引起

ナと考へた.しかし表氷がはりつめてゐる時でも温冷却が甚しくない限りわ細胞註マイクロエ

{ドルで、烈しく振動させて内部の凍結をel起せるとは限らヂ，まして細胞の外側lJζ氷が接して

ゐないときは細胞膜を突き破ってきへ過冷却を破る事は全く不可能であった.

生細胞の凍結は又営然切片の温度曲鵠を鑓化させるが非フラッシ型では氷の伸長がDるいj完

箪位JI寺間K費生ナる潜熱量は少く，頻度が大きい場合でもとの貫J験の係件下では殆んど冷却速

度を鑓更させる様なととはない.しかしとの場合は前越の如く非フラッシ型の凍結が迫る前に

生細胞内部からの脆水iてより表氷が更に厚く殻遼ナるから，温度曲錦の最高極からの下りはじ

めが甚だゆるやかと主主る(第8国).之氏針しブラッシ型では充分過冷却してから突黙凍る矯潜

熱の遊離は急:激で，その頻度が大きいときは調度の降下は突然ゆるやかになり(第3，第5国)，

時には温度が上昇ナる事さへある.著者は冷却速度を少くしてキントキサ、グの凍結を観察

中，;特電鈎接端に接したー細胞のフラッシングの際温度が瞬間的に約 O.040C昇るのを認めた

主義がある.

情第二表に明らかな如く同ーの組散を形作る細砲の凍結様式がフラッシ型及び非フラッシ型

の何れか一方のみで、あるとは限らデ，その双方左夫々異なる程度に併せ持つものも少くない.

勿論とのこつの型は殿密に底分され得るものではなく，ナスの如く中間的tJ:'1金賞を表はず細胞

わ 10分間又は 60分間に 150C よりー100C迄冷し， 1時間乃至 24時間の後自然に;西冷却の破れ
るのを待つ.

2) 白瓜の細胞では約一60C以上.但し細胞内に槌氷ナれば約一O.4OC以下ならば常に凍結が始ま
った.
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もあれとの間には営然移行型が認められる1).又との二つの型の凍結様式は必ヂしも材料に

回定された性質ではなく，材料の牒態により襲警化ナる事は既に越べたが，更に之は人矯的にも

盤更可能で、ある.例へば切片をごく低調の溶液1'Ct:受ナ事により，キャベツ，ダイコ γ等の組織

に過熱の白瓜に似たフラッシングを起させる事も出来る.

最後に附言すべきは之等の柔組織の全般に汎って，之を貫いて走る管束組級の存在で、ある.

管東の凍結は常に柔F邸哉のそれに先行ナる.即ち表凍後I'C起る気泡の動きは先づ管東部に見ら

れ，ブラッシングもとの部分をと形作る細胞で、行ばれて後始めて周園iζ在る柔細胞に起る.

と従って管東の場合はフラッシングκ伴ふ気泡の移動も相首活畿に認められる.又管束部のフ

ラッシングは建議する場合が多いが，柔事踊れと比べて細胞が少訟〈且小形である矯遊離潜熱量

は少ないとみえ，切片の温度には殆んど、影響を認め放かった.

摘要

1. 各種の議菜をと材利-として急:速冷却による柔組織の凍結過程百三記載した. 方法政材料の切

片をと一定の速度で冷却し， -40C fζ遼した時表面に植氷して温冷却を破り以後の経過を材料自

身の温度援化を記録し乍ら鯨鍛鏡下に観察した.

2. 先づ表面に流出してゐる細胞液が凍る，趨常氷は蹴欣，樹枝欣等の形でのびひろがり，し

ばしば踊壁をなナ細施膜に汎って護連ナる.伸びた氷は常に一旦分断されしかる後更に護達し

て氷餅紙となる.

3. ifJ3J散内で最初に凍るのは死んだ細胞又は傷つき損はれた細胞であって，表面に出来てゐ

た氷暦はそれからの脱水によ D児に厚く護謹ナる.

4. 凍結開始と共K材料の温度段昇り表面の凍結が怒った後更に 3の過程が進行しつ Lある

最中に極黙に達して下り始める.

5. やがて細胞間隙にも氷が現ばれるが徴細且小量に過ぎず勺周閣の細胞が凍結ナれば最王子

生長したい.

6. 生細胞の凍結様式には明瞭に判別出来るこつの型がある.部ちフラッシ型と非フラッシ

型の凍結でp 後者は死細胞の凍結の進行に伴主主ひやι連続的に始まるが，前者は生細胞以外の

部分の諌結が殆んど経った後突然起る.

7. 生細胞も亦それ自身が凍結ナる起は外閤D凍結の矯脆水され特に非ブラッシ型凍結をナ

るものに苦しい.

8. 組織の凍結膨脹陀より細胞間隙は鹿縮鑓形されその中の空気は遁出される.

1) 赤鶏せるトマトの果肉，ピ~ト葉樹等の柔細胞にこの例を認占うた.
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9. 生組胞の凍結の侍搬は一般に間高史的で殊にフラァシ型の場合は著しい.之は細胞内容が

相嘗過冷却ナる迄原形質膜によって植氷が阻まれるものと考へられる.

10. 生細砲の凍結による放熱はフラッシ型の場合に限P明僚に温度曲繰の上に認められる.

11. .材特によってはそり凍結過程中にフラッシ型及非フラッシ型を併有ナる場合が少たか

らヂ，又同一種でもその生理係件によ P異った型式を採る例が見られ旦之を人工的にも起し得

た.

12. 管束組織は」般に柔組織に先立って凍結し，フラッシングも早く起る.

13. 何れの場合も細胞自身の凍結は致命的であった.
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Eizo ASAHINA: Analysis of the Freezing Process of LivingOrganisms. 
II. Microscopical Observation of the Freezing Pr明白sin the Parenchyma of Plants. 

R邑sume

The smaIl sections (about three ceIls layer) of parenchima of common vegetables 

mounted in thin hanging drops of liquid paraffin were subjected to freezing in a special 

thermostatt in the cold chamber， and their freezing process was directly observed under 
the microscope. The temperature of the section was .read with "a thermojunction during 

the observation every 20 seconds. The cooling rate was regurat告das about 40C per minute 
between -lOC and -30C. Th邑 tissuewas prevent邑dfrom excessive supercooling by ino. 

culation of a sharp ice needle when it was cooled to -4"C. 
At first the cell sap that has oberflowed from damaged cells， and then the interior 

of the injured ceIls freezes. During this period very small ice crystals are formed also on 

the ceIl wall facing the intercellular space， and do not grow furthermo1'e when the sur. 

rounding cells enti1'ely freeze. Afte1' these f1'eezing， living cells begin to f1'eeze. The types 

of freezing of liviug cells are distinctly classified into two types， i. e..flash and non.flash 
type. The fo1'mer type is sudden freezing and occu1's under sufficiently supe1'cooled con. 

dition， and thus f1'ozen cells ar巴 fil1edwith a large numbe1' of sap droplets 01' sometimes 
minute ice spheres， and the space between them is packed with homogeneous ice mass.On 
the contrary， in the non.f1ash type， ice growing is slow and the ice formed in the cells is 
only a homogeneous mass. The grade of supercooling at which the non.flash type can be 

seen is lower than that in the flash type. During the freezing of tissue， sudden tempera. 
tu1'e changes caused by flashing of cells we1'e distinctly 1'ecognized on the f1'eezing cu1'ves. 

Fruits of white melon and pumpkin，. scale leaf of onion， pea and legumen of been 

f1'eeze in the flash type， while midrib of cabbage and spinach and root of turnip and ra. 
dish show anothe1' freezing type. 1n many othe1' vegetables such as fruit of tomato， root 
of carrot and suga1' beat， both types of f1'田zingare simultaneously observed， however， the 
proportion of the two types varies in the different ldnds of vegetables. 

The mode of cell freezing is strikingly influenced by external and internal conditions 

of the material. Ice formation in living cells was always fatal in the above related experi. 

ments. 


