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Akira SAKAI 1956 Survival of Plant Tissue at Super-Low Temperatures. Low 

Temρerature Science， Ser. Q. 14. 何TithEnglish resum岳p.23)

超低温に品、ける植物組織の生存長

1~í 井 ng 

(低滋科学研究所生物学部門)

([田TI1~1 年 7 月受理〕

I. 

液体空気や液体窒素で版端な低温度に冷されても，ある麗の生物は死なないことが矢口られ

ている。このような場合，生物が死なないための一つの条件は生物が予め充分に脱水されてい

る取と，そのような強度の脱水状態におかれても，生物が害を受けない事で、ある。 Becquere!2)

(1932)は commercialbuffercup (Ranunclus)のl1<1伎が含水量9.6%になるまで乾かしてから，

液体空気中に 18日間えれておいた場合は生存していたが， 最初の含水量が多いi湯合は死んで

了ったことを報告している。同様な結果はいろいろの葎子についても符られているが，史に彼

はクマムν，ワム V，粘菌，コケ，器類宅ピ充分乾燥してから，液体完1'1-1に2週11lJおいたがそ

れらは生ぎていたことを被告日判している。

Lockelt and Luyet6) (1951)は空気中でかわかした小麦の種子(合水量:10%)を2分間液

体窒索中にさらした後，播種した場合は 9Z，?告の発芽三本を示したが，最初に50%の水を含んで

いるものは全部死んでしまうことを見ている。之等の例では予め生物を強く脱水して，凍り易

い状態の7](を出来るだけ取り去っている。また用いた生物はかように強く脱水されても死なな

い状態にあるものばかりである。

致命的障害を与えないで生物を超低温まで冷却する他の方法は硝子化1)する (vitrify)こと

である。氷の結晶核が出来る温度範囲と，結品の成長速度の大きい温度範囲を結品が生ずるの

に要する|時間]よりも， 娘時間に通過させてしまう事が出米れば， 生物もス7i自子状態 (viterous

state)になる可能性があるo 硝子化された場合は氷が出来ていないから，細胞は飲命的害を受

けないと考えられる。 Luyetand Gehenid) (1938)はミズゴケの葉で， Luyef) (1937) は10~

63%の濃度の gelatingels，新鮮な:YP(l，イボタの葉の切片を材料として， Goetz and Goetzめ

(1938)は酵母 (Saccharomycescerevisae)で硝子化に成功している。 合水量の大小は硝子化に

非常に大ぎな条件となっているので，彼~~t はあらかじめいろいろの程度に脱水した場合につい

て実験している。これらの事実からある一昨の生物，組織，細胞にとって，細胞内に凍結が起

らなければ非常な侭jill度でも， f見出度n身は致命(cl'>j陣容を及ぼすものでない事が判る。
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18 酒井昭

J二に述べたように予め充分乾燥して凍り易い状態にある水が除かれておれば，硝子化の時

のように綴端に早く冷却する必要はないと考えられる。従来，脱水の方法としては乾燥のみが

用いられていた。細胞が細胞外凍結の状態におかれると，温度の降下につれて細胞内の水は細

胞から奪われて細胞内容は濃縮されてゆく。その程度が進むと，遂に細胞内は容易に凍りうる

水は殆んどなくなるといってよいであろう。かような状態にある細胞を液体窒素のような超低

温に入れても細目包内には凍結は起こらず， したがって細胞は死なないという可能性は充分考え

られる。但しこの場合も細胞が強度の脱水に耐え得ることが必要である。この予想を般かめる

ために耐凍性の強い状態の木本類について行なった二，三の実験の結果を述べる。

11. 

材料はクワ (Morusbombycis， Koidz.)品種タキノカワとイヌコリヤナギ (Salixlntegra 

Thunb)，ポプラ (POρulussieboldi Mig.)の1年生校条を用いた。材料は 1月から 2月上匂ま

での聞に採集した枝を用いた。 その季節に1Jぞいてはヤナギ，ポプラは -400Cの凍結に， クワ

は -250Cの凍結に少なくとも 1日間は耐えうる。 誠

実験1. 冷却速度が大きい時には，耐凍性の大きい細胞でも細胞内凍結を起こすから，

それをしらべるために 1cmの長さに切ったクワの枝の小片を糸でしばって， いろいろの温度

に冷やされたアノレコ~)レ中に投入して種々の速度で冷したヘ 100Cの校条を _100，-200， 

-300Cに冷やされた 100ccのアノレコーノレ中に入れて急、冷， 30分後に取り出して皮脂柔細胞の

生存率を調べた。第1表に示すように，枝小 第1表 IOOCより各温度のアルコール刷乙 pie巴巴
を入れて急冷した後の皮腐柔細胞の昼存率

片とアノレゴーノレとの温度差が 400Cの時には
材料: ク ワ(タキノカヲ)

処理温度 |誠料との温度差| 生容率

rC) (OC)(%)  
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でも，殆んど細胞内凍結を起こして死んでしまうので， 100Cの室温から液体窒索中に小片を投

入した場合には，温度差が約2000Cあるから細胞は細胞内凍結を起して死んでしまうと思われ

る。

予めー100，-150， -200， -300， -350C及び -600C刊の恒温箱に 1cmの畏さの校の小

片を入れて， 5~16 時間細胞外凍結州殺を起こさせて， 細胞内の水をいろいろの程度に脱水し

ておいてから，小片を糸にしばり錘をつけて液体謹索中に入れる。 10分後液体窒素から小片

持 この際校がアルコーJレ中にちじむように同綴伎に冷3れた錘を校につけた。

-30
0

Cの低温室中のデ品ワー瓶中l乙ドライアイスを入れて -600Cの温度にした。

間後 用いた時期，条件では過冷却は，氷点下数皮で、破れて細胞外凍結が起る。
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を取り出して， -300Cの低温室に1時間おいてから

室温に取り出して，原形質分離法で皮層柔細胞の生存

率を比較した。第1聞に示すように定温から直接液体

望索中に入れた場合は勿論-100，-150Cの温度で細

胞外凍結させてから液体窒索中に入れた場合も，殆ん

ど全ての細胞が死んでしまう。然しー200Cで細胞外

凍結を起こさせておいてから，液体窒索中に入れた場

合には， 20~30% の細胞が生きている。 -25
0

C では

40~60% ， -200~-350C では 80% 以上の細胞が生

存している。 -300Cで凍らせ， 次にー600Cに3時間

入れてから，液体窒索中にi受した場合でも生存細胞の

n
u
n
-
'
n
y

川
U

《

υ

必

。

出

品

占

，

、

骨

反
府
市
桑
神
間
慌
の
生
存

A
F
λ
%〉

19 

~.-..-..・.

。
-60。10' 

l' 1.品，昔 1M -;Bノ$('C) 

第1図 各温度で予備凍結後液体N2で
10分間処理後の生存率

材 料:クワ(タキノカワ)

実験期日月 ~2月上旬

割合は， _30o~_350C の場合よりややよい程度に過ぎない。以上の実験結果は 15 例の平均で

各実験例とも大体間じ傾向を示していた。従って -100Cや -200Cの温度で細胞外凍結を起こ

し，細胞内の水がある程度脱水されても，まだ細胞内に容易に凍りうる水が残っていることに

なる。之に対して -300~-350C の凍結では細胞外凍結による脱水の結果，残った水は非常に

凍りにくいものと忠、われる。

験実2. 次に -300Cで16時間細胞外凍結の状態においた後，小片を液体翠索中に10

分聞入れてから， .-300Cの温度に移す。 11時間たって小片の温度がー300Cになった後，再び

液体窒素に5分間入れる。このようなことを5回繰

り返してみた。第2去に示すように 1回だけ液体

窒素に入れた場合も 5回入れた場合も，殆んど閉

じ生存率を示している。 この事v;):-300Cでの細胞

外凍結で細胞内の容易に凍りうる水は殆んどなくな

っている事を示すものと忠われる。

実験3. 次に液体窒索中にいろいろの時間浸

しておいた場合，時間的要[1;1がどのような影響を及ぼすかを調べてみた。第3表から明かなよ

うに， 60日間液体窒索中に入れておいても， 10分後と同様な生存率を示したοその際生存細

胞の中性赤による染色の度合も，原形質分離型も正常であった。又等調の 3倍の平衡塩溶液中

第2表 -30Cとー190Cの闘でF回温度

変化を繰返した後の皮庖柔細胞の生存率

材料: ク ヲ(タキノカワ)
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第 33隻 各時間技条小片を液体N2中l乙入れて

おいた後の皮厨柔細胞の生寄率

材料: ク ワ(タキノカワ)

液体N2中の時間I10分 ! 日分 I 1日 I 15日 ( ω日

生存率(%) I…|…I 80~90 I 80~90 80 

で原形質分離させてから，水

道水で原形質復帰をさぜ，更

に高張液で原形賀分離させ

る。かように分離と復帰を3

回繰り返したが，そのFrJ]に死

ぬ細胞は殆んどなかった。(写
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真1)。 従って少なくとも 60日間液体宣言長中に入れておいても， 皮府柔細胞は生存していたと

みなす事が出来る。

実験4. 次にクワの校条の小片(長さ1.5cm)をOOCから裸のままで -940C後まで冷し

た。 OOCから -600Cまでの冷却速度は約lOCj1分で， _90~_940C の温度に 1 時間j 30分さら

した。 -940Cから直接室温に取り出して皮層柔細胞の生存をしらべたが殆んど生きていた。

(写真 2)

実験5. クワの皮出柔和1)J包は非常にm討凍性が大きいが髄)I1J辺組識，髄線， perycyleの

組織は精々 -250~-300C の温度に 1 日間おくと容されるので， クワの校条全体としては，冬

期i(jトI凍性の最も大きいII寺でも -300C以下の低温度には数時間以上は耐えられない。 然しポ

プラ，ヤナギ l士一300~400C の温度にも長期 FdJI(i[Jえ得るので，木本期の中でも耐凍性の大きい

之等の校条を前記の方法で予め前l!s包外凍結させてから，液体窒索中に入れた後でも発芽してく

るかどうかを調べてみた。

校条を 7~10cm の長さに切って -100 ， _200， -300Cの各i由主で1611寺FJJ料IJ包外凍結を

起こさせてから， 糸でしばり錘をつけて液体窒索中に1時聞入れておく -300Cの部主に取

り出して 1時間おいてから，室温に出して水挿した。;品定中で:'1筒月間水挿してから枝条の害

の度合を調べた。 100Cから直接または -100Cで予め凍結させてから，液体窒素に入れた場合

はJkM組織も完全に死んでいた。 -200，-300C から液体室恭に入れた場合には皆発~~し，ヤ

ナギは発以もしていた。然しながらポプラもヤナギも髄，髄周辺組織，材部は少し褐変してい

た。その度合はー200Cでも -300Cでも同じであった。次に同じ長さのポプラ，ヤナギの校条

をおiiで包み，更にグィニ{ノレ布につつんで -300Cに16時間予備凍結させてから，液体窒索中

に1時聞入れて取り出し， 1 i凶月間水挿後調べたが，殆んど正常に近く発芽発松していたし，

髄，髄Jjiu辺組織が僅かに惜変していただけで材，戦岐部は正常であった。間話番な条件で液体窒

索中に20EI聞入れておいたが，やはりいずれも発牙，発以した。 前と間接髄部のみが褐変し

ていた。〔写真 5)

スポプラ，ヤナギの校条(長さ 7cm) を OOC より -940C まで (00~600C の間の冷却速度

が約l
O
Cj1分)冷した。 その際一方は裸のまま， 他方はヴィニ{ノレ布で校条"&包んでおいた。

裸の方は発3干しなかったし，校条は完全に死んでいたが， グィニ ~Jレ布に包んだ方は発芽した

が，髄，材部， perycyc1eはかなり褐変していた。 U'じの方法では -600Cまでの冷却がかなり早

いため害が多いものと忠われる。 ('1J~哀 6)

実験6 クワの皮 )~g組織から切りとった， 2x1mmの1細胞憎のうすい小さい切片が硝

子化しうるかどうかしらべてみた 50Cの部室で魔法瓶に液体窒素を入れ，絹糸の先端にほそ

い針全を結び‘つけ，その針金の尖;，r;討をとがらし，そこにワセリシを少毘つけて切片の端を間着

官東洋製作所製ー1000まで冷却]山来る chillingunitを用いた。
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した。その切片を液体窒233を入れた斑法)区中に急、激に入れた。 5分後液体護索中から 50Cの空

気中に取り出し融解したところ，切片の全細砲が死んでいた。 この原悶は融解温度が低かっ

た，つまり融解速度が小さすぎ‘たため，あたためる途中でおH抱内凍結が起ったことにあると忠

われる。そこで液体窒素から出した瞬間に30
0

Cの水に切Jtを入れて急、にあたためてみた。こ

のように急激に融解したばらいは液体窒索中に 5~60 分入れておいても，切片中の全細胞の約

80%が原形質分離をした。之等の細胞は硝子化していたとみてよいであろう。(写実 3，4) 

III. 

生物が超低温に耐えうるためには巴1ft;鼠にさらす前に，細胞内の凍り易い状態にある水

を出来るだけ取り除いておくことが必要であるが，従来のように予め乾燥する方法では，使用

する材料に大きい制約があって，木本館等の校条については之を行なうことが出来なかった。

予め細胞外凍結によって細胞内の水をある程度除去しておいてから，液体宝?lさに入れるという

方法は大きな材料にも忠く利用でさる。但しこの方法も附ì~~性の大きいものに限られることは

言うまでもない。

クワの皮用組織はー300~ー35
0

C 附近の温度で細胞外凍結によって細胞内の凍り易い水は

殆んどなくなるものとみなされる。このi旦j支は植物の種頬によって，ますこ同一種の植物でもそ

の組織さ15位によって呉なると想除される。細胞外凍結によって細胞内の凍りやすい7J(が殆んど

本われてしまうある泊度範囲があるらしい。この温度範囲以下では細胞内凍結はもはや起こ

らず， 従って杭)!:~の絶対値の大きさはあまり問題でないようである。 即ちー300Cから直接

-1900Cに急冷しても， 又一1900Cに少なくとも 60日間入れておいても， クワの皮府柔細胞

は何の害も受けない。ポプラ，ヤナギでも -300Cで16時間凍結させた後，直接 -1900Cに入

れ 15日開放置されたものも正常に発芽している。 クワの皮層柔細胞の硝子イじの結果をも合せ

考えると1lt7昆!空自身はf主物に対して一次的なを与えないと言ってよいであろう o 然しなが

ら細胞外ì~[結によって，強くf]l?7K されると，多くの植物や組織は致命的傷者を受ける。例えば

クワでは髄j ，'û辺組織，髄線等の組織は -250~-300C の漏震で致命的害を交けるので，校条全

体としては -250C (1 日間!の ì~l n:，'i の場合)が限界温度である。然し皮陪柔細胞はこのような強

度の脱水に耐えられる。細胞外凍結の方法で超低温に耐えうるためには，その植物及び組問の

耐凍性の大ささがー30
0

Cでの凍結に少なくとも数日間以上耐えられることが必要のようであ

る。これについては吏に調べる予定である。

校条の小j十を冷却して行くとま，組織によって又同一組織でもそのも1H立によって，細胞外

凍結の結果，脱水される速さと註がことなるものと忠われるが，その点に!ついては今のところ

何も判っていない。然し冷却速度が小さい程割合均等に脱水されると思われるo 耐inl性の強い

冬}!JJ許可の木本知の*Il!胞でも，冷却速度があまりに大きいと細胞内凍結が起る。然し強度の脱水

に1(1甘えうる机織では，細胞内凍結が起らないように，ゆっくりと冷やして行くならば，日{i吊か



22 酒井昭

ら絶対OOCの近くの温度までも細胞外凍結の状態で害なく冷やしてゆくことも可能であろう。

Scholander9)等 (1953)はアラスカの Umiat，Fairbanksで採集したヤナギ，ハンノキ，マ

ツ，カパ，ポプラの凍結した枝を綿栓をほどこした試験管の中に入れて， 液体酸素(約一1830)

の中に 18時間さらしてから取り出して挿木したところ， どの種類も発芽の少しの徴候も示さ

なかった。然し対称、は1週間後に正常に発苦手したことを報告しているが，彼等の用いた種類は

北極圏内の材料であり，殊にそれらの百三は非常に附凍性が大きく，強度の脱水に充分i耐えうる

と思われるので，著者のヤナギ，ポプラの結果からみて，凍結による脱水が充分であったなら

ば液体酸素にさらされても発芽したであろうと思われる。

摘要

1. クワの皮用組織を細胞外凍結によって予め細胞内の凍りやすい水を充分除いてから，

直接液体窒素でいろいろの時間(最大60日間)冷したが殆んど全ての細胞は生きていた。又同

様の方法でヤナギ， ポプラの校を液体窒索中に 15日聞入れた後に水挿したが正常に発芽した。

ただ髄周辺組織，髄線が少し害されていた程度である。

2. 植物組織を細胞外凍結の状態で温度を下げて行くと細胞は脱水され，ある程度脱水さ

れた後は細胞内は凍結しなくなる。細胞外凍結によりこの程度に脱水される温度範囲は植物の

種類によって，又同一種の植物でも組織によって，ますこ冷却する条件によっても異なる。冬期

間のクワの皮府組織ではこの温度は _300，.....ー350Cである。
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Resume 

Using wil1ow， poplar and mulberry trees in winter. the resistance to the super-low 

temperatures of frost hardy trees which have been previously dehydrated by extracellular 

freezing at di在日百lttemperatures (-100 ~ー300C) was studied. For the purpose of de-

hydrating in various degrees， pieces from tb.e same twig of mulberry tree were frozen 
for 16 hours at -100，一200，-250C and ca. -300C respectively and then quickly im-

mersed in liquid N2 for 10 minutes. After these treatments the percentage of the 

undamaged parenchyma cells of the cortex of the twigs was determined by the usual 

plasmolysis test. The .percentage values bbtained are as follows: 0 in the case of the 

prefreezing at -100C， about 20 at -200C and 80-90 at _300~ー350C (Fig. 1). Further 

very long immersion in liquid N2 (60 days) showed no harmful effect on the plasmolysing 

capacity of the parenchyma cells which had been sufficiently prefrozen at -300C (Photo. 1) 

and these cells which had been in very frost-hardy state were not injured even when 

they were cooled down to -940C under low cooling rate without prefreezing (Photo. 2). 

But the twig piece as a whole becomes gradually damaged， because the bud， xylem-and 

peryc1etissues are less resistant to freezing at -300C for 24 hours than the parenchyma 

cells. 

The twig of willow and poplar which are usually completely resistant to freezing 

at -400C for 48 hours， could not withstand the immersion in liquid N2 for 1 hour without 

prefreezing， but after the prefreezing at temperature below -200C， the twigs so frozen 

put forth normally buds after immersion in liquid N2 for 20 days (photo. 5). 

From these facts it seems that there is a de白nitetemperature zone in which almost 

a11 of easily freezable water in the cell may be drawn from the cell interior by gentle 

extracellular freezing， and that the cells in this state are not injured even when exposed 

to deep temperatures. In the case of the parencyma cells in the cortex of mulberry 

tree， this zone lies around -300C. 

The thin sections from the cortical tissue of mulberry tree were rapidly cooled down 

in the liquid N2 and then warmed in cold (5
0c) and warm water (300C) respectively. 

All the cells in the section warmed slowly are completely damaged， whils 80 per cent of 

the parenchyma cells showed the normal plasmolysis when warmed rapidly (photo. 3， 4). 

This fact suggests that the plant tissues which are frost-hardy may be easily vitrified. 





写真1. -30
0

Cで予備凍結後液体 N:!eわに 60

EI 聞入れておいてから取出し， 3~混で融解

後， 3 Mol. sp:衡底的液で)幻自ヨミ期11胞を原形
質分離さぱたもの。

材料: ク ワ(クキノカワ 350パ

写真3. I支局組織の縦断切片吾5'Cから液体

Ne H~{こ急激に入れて 10 分後11:1. 11\ して 30'C

の7J，!Cて急、にあたためた後， 2Mol.平衡I瓦
溶液で原形質分離させたもの。

材料: ク ワ(タキノカワ 400X

写真2. OOCより -600Cまでの冷却途度約
1
0

C/分で -94
0

Cまで冷却し， -94
0

C I乙1

1時間 30分おいてから以出して，室j昆で殻u
Wfし!支mi柔制11胞を 2Mol.平衡盗溶液で原
形質分離させたもの。

材料: ク ワ(タキノカワ 400>く

写真4. 同60分間入れたものυ
400X 



写真 6. (左)

00Cより -94"Cまで冷却した場合

の結果与を示す。

右側: ビニーノレ布に包んで冷却

υた場合(冷却速度小)。

左側: ビニーノレ布に包まない探

のままで冷却の場合。

冷却速度は OOCより -600Cまで約

IOC;分。(原寸大)

写真 5. (左)

-30
0

Cで 16時間凍結後，液体 N2

中K20日聞入れておいてから取出

して説室で20日間水路後の状態。

右: イヌコウリヤナギ

ti.: ポプラ

刑者共鎚阻辺部，飴が多少害されて

いるほかは正常である。

(原寸大)


