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木本類の耐凍性増大の過程 Ir

lóH(束性増大と糖類及び水溶性蛋 I~I 堅?との関係 (2)

?酉 井 昭

(低温科学研究所生物学部門)

〈昭和田年 7月受理〉

I 

!Ì íH~叫において明らかにした様に， 耐凍性増大と熊楠濃度の増大とは季節的にも， 人工

的低温処理した場合にも究令に平行的関係があるが，水溶性蛋白質は季節的には略々耐凍性増

大と平行して増大するが，低温処理して耐凍性が増大する時には薦糖とちがって全く変化しな

い。それ故，耐凍性の増大を Siminovitch'的等のいうように水溶性蛋白質の量の増大からだけ

では説明出来ない。 また前報では OOCで10日間，低温処理しても，水溶性蛋白質が増大しな

かったが，もっと処理期間を長くしたl号合，耐凍性増大と関述してそれが増大するかどうかを

吏にたしかめてみる必要がある。手i溜的な耐i束性増大の過程において，糖類，及び水器性蛋白

質が果している役割についても検討をしてみた。 手知的に耐凍性増大の過程を考える時，細胞

内凍結の起こり易さが季節的にどのように変化するか，又それが細胞の耐凍性の大きさの限界

要因をなしておるかどうか，又人工的に低温処理をした場合にそれがどの様に変化するかを調

べる必要があるが，木の細胞について季節的に，耐凍性増大過程の観点からこの事についてま

だ調べられていない。

今まで調べた物質の外に凍結による害に対して，何等かの保護作用問の役割をすると考え

られる物質，例えばグリセリン等が冬期の耐凍性の大きい細胞内に増大するかどうか。見虫で

も耐凍性の高L、ものにグリセリシが多いという報告16)があるが， 植物では今の所半IjらなL、。

今回はこれについて測定する事が出来なかった。グリセリンとちがって，耐凍性の小さい細胞

にも透過し易いエチレングライコーノレで処盟した場合， iilfj凍性がどのように増大するか，季節

によって処理効果がどのように異なるかについて 2，3実験をしてみた。 以上前報の実験を補

足しながら断片的に行った結果を報告する。

後北海道大学低温科学研究所菜i'~ 第450号

低温科学，生物給，第 15砲に発表した「木本類の耐凍性増大と糖類及び水溶性蛋白質との関係」の論文
毎木本類の耐凍性増大の過程(1)とする。

制 植物細胞の凍容に対するグリセリン， エテレングライコーんの保護作用についての報告4)，6)，1的，21ヲはか

なり多い。

低温科学生物篇策16絹昭和33年
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御校閲していただいた朝比奈教授に謝意を表わします。

II 

材料として桑 (MorusBombycis Koidz.)のタキノカワ及びケシモチ(品種名)の春刈1年

生校条の先端から 20~30cm の部位を使用した。

人工的低温処理の方法及び皮層細胞の生死の判定法は前報叫に従った。糖類は Hane's5)の

方法で N2の定景は Levyand Pal merめの方法を用いた。前報と同様lk層部だけを取出して，

石英砂と水を入れ乳鉢で充分に磨砕して作ったホモゲネ{トの遠心上清(3，000回/分5分開)を

定量に用いた。細胞内凍結の起こり易さは皮層組織の切片を流動パラフィシでカパ{グラス上

に封じて冷却し，一定温度 (-30~-200C)に達した時，切片を冊温度に冷却した細い氷で植氷

して過冷却を破り，その温度に5分間おいてから室温に取出して細胞の生存率を調べた。 1系

列の実験には 10~15 個の切片を用いた。 植氷後5分間で取出すために， かような短時間内に

は細胞外凍結による害が起きにくいが， 細胞内凍結の害はこの時際に充分起きるので11 この

方法では，細胞内凍結が起き易いかどうか丈が判定出来るとみなしてもいい。

III 

実験1. 細胞内凍結の起り易さの季節的変化

第1図には季節を追って_50C と-100Cで植氷した場合の生存率の値の変化を示してい

る。 8月下匂までは_50Cで横氷しでも殆んど全ての細胞が細胞内を起こしてしまうが 8月

末~9 月中匂にかけて _50C で櫨氷した時には細胞内凍結が起こりにくくなる。しかしその

時期に-10
0

Cで植氷した時には殆んど全ての細胞が死んでしまうが， 10月中旬以降， その抵

抗性は漸次増大して， 殊に 10月

下匂には-lOOCで植氷しても，細

胞内凍結を起こす細胞はなくなる。

この場合，流動パラフィシで切片

を封じてあるので，切片の周囲に

は水溶液がない状態で過冷却して

いるが，それにも拘わらず，突然

植氷しても細胞内凍結を起こしが

たい。第2図にも開じ結果を示し

たが，この場合縦軸には各温度で

植氷した場合，殆んど全ての細胞

が生きている最低温度で細胞内凍

結の難易をあらわした。比較のた

めに第3図に示した曲線は校の小
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第1図 細胞内凍結l己責すする抵抗性の季節的変
イ七及び人工的低額処ml前後の変化

矢印の方向は低混処J)]l後の絡の変イ七を示す，低温処理

の条件 OOGで 10日間，対照と低滋処理の笑験には

同一枝の隣りあう節聞の部分を用いた。
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凶中の曲線;立細胞内凍結の起り易会の季節的変化"i?示す。各温

皮で組織切nを総氷した|時殆んどで矢ての細胞が~きている最低
温度でその大きさを相対的にあらわした。

矢印の方向はエチレンタライコーノレで切片を室温で 10分間処
理した後の{直の変化を示す。

対照と低温処湿の実験iこは同ーの校の隣りあう節問の部分を用
L、fこ。
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片を -50Cで植氷してから各温度で24時間凍結した場合の筈なしに耐えうる最低温度で現わ

した耐凍性の大きさの相対値で両者の曲線が!硲々平行して変化しているD 細胞内凍結が起こり

易い 10月初句以前においては， 耐凍性の大きさは細胞内凍結の起こり易さによって支配され

るようである。第 2 図のエチレシグライコ~}レで処理した場合の結果は後で説明する。

実験2. 低温処理前後における耐凍性の大きさと糖類及び水溶性蛋白質の変化

前報において OOCで 10日間低温処理して耐凍性が増大した時， 薦糖の量は増大したが，

水溶性蛋白質は全く変化しなかったが，低温処理期間を更に長くした場合もそれが変化しない

かどうかを確かめるために， 前報と同じ方法でOOCて21日まで低温処理した場合に， 耐i束性

の大きさ，渉透濃度，薦糖及び水溶性蛋白質ーの量がどの様に変化するかを調べてみたω

第3表にその結果を示した， 耐凍性の大きさは最初の 7日間に著しく増大し， 14日まで

漸次増大しているがそれ以降変化しない。渉透濃度，薦糖の畳はこの耐凍性の大きさの変化と

全く平行的に変化している。それに対して水溶性蛋白質は殆んど変化していない。従って OOC

で21日間，低温処主主した場合でも前報と同様な結果を生じた。

低温処理と耐凍性及び物質の変動

低温処理の期間(日)

一100Cで24時間凍結

-200Cで 4時間凍結

渉透濃度 (M)

熊糖 (mg/D.W.(g))

話芸(Nmg/D.W.(g))

O 

20長

5"" 

0.47 

95 

24.8 

実験期日 10月29日 品種: ケンモチ
*数字は凍結融解後の皮層細胞の生事率。

7 

60 

50 

0.63 

130 

21.1 

14 

80 

70 

0.68 

142 

22.7 

21 

80 

70 

0.68 

145 

22.1 

実験3. 異なった時期に低温処理した場合の耐凍性の大きさと渉透濃度の関係

異なった時期に同一条件で低温処理した時でも， m背凍性の大きさと渉透濃度の大きさの潤

に上のような密接な関係がある時には熊糖の潟大が耐凍性増大の一つの大きい要因とみなされ

る。それに反して低温処理前後の両者の惨透濃度が間ーであるのに，耐凍性の大きさに大きい

差があれば，この場合には薦糖以外の要因も大きく作用していると考えざるを得ない。これを

磁かめるために，各季節に同一条件で低温処理してこれらの問の関係を確かめてみた。その結

果，熊桝は 8月下匂以降どの時期に低温処理しても，生成する薦糠の量は大体同じである。従

って低温の作用で庶糖が生成される反応、系はすでに 8月下勾には形成されていると考えられ

る(第 3 図L しかし渉透濃度の方は 9 月中旬になって，乾物当りの合水量が 1~1.5 近くになら

ないと，たとえ庶糖が増大しても，渉透濃度の値がO.7M近くにならない。次いで低温処理し

て同一渉透濃度を有する細胞の聞の耐凍性の大きさを比較してみた。低温処理後のi参透濃度は
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~4 図 各季節における擦糖量と草壁透濃度の低温処理後の変化

矢印は低温処理後の値の変化を示す。低温処理の条件 OOCで 10日問。
合水設は乾物当りの債で示した。

10 8 7 

0.2 

9月30日と 10月30日i乙低混処理した場合の
謬透濃度と耐凍性の大きさのj聞の関係

第 2表

低温処理後の耐凍性
の大きさ

(一200Cで24時間凍結)

皮F誕透惨

{民i鼠処理期日

20" 0.7M 0.45M 

30 0.73 0.47 

70 0.7M 0.50M No. I 

No.2 

H N 

No.l 

No.2 
9月30日

10月30日
80 0.72 0.53 

9月30日でも， 10月初日でも開様に約0.7Mであるにも拘わらず，低温処J浬後の耐凍性の大

きさは -200C で 24 時間凍結した場合 9 月 30 日は 20~30% の生存率を示すに~:rないが，

10 月初日の場合には 70~80% の生存率を示した。 このから手ifri的に耐凍性が増大する時

には，その耐J束性の大きさは渉透濃度の大きさから丈では説明出来ない事が判る。この 1カ月

間に渉透濃度の増加は小さいが，水溶性蛋1:=1質の増加は著しい (10月30日は 9月30日の値よ

り約50%増加している)。 両期間において，低温処理して間じ渉透濃度を有していても，両者

の聞に耐凍性の大きさに可成りの差があるのはこの事に原因があるかもしれない。

。OCで 10日間。低温処理条件.皮防細胞の生主子率
J丸
山
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実験4. 9月30日と 10JJ 30日に低温処理した場合の渉透濃度と税水抵抗の大ささの変化

9月30日と 10月初日に同一条件で低温処理前後において， 高張i孟溶液による脱水抵

抗14)，15)の大きさを比較してみた。 この窃合， いずれの場合ちその細胞の等張溶液の 6f舎の高

張漆j夜中で4時間，税水状態においてから，生存率を比較して脱水抵抗の大きさをきめた。初l

砲の張溶液の 6倍の尚張溶液で脱水抵抗を調べると， どの時期{こも低単処理l背後の依は殆ん

ど同じになる。 しかし 9弓30EIと10月初日の低温処理後の値を比較すると， 細抱の渉透浪

!支が開ーであっても， 脱水抵抗の大をさは著しく異なり，前者は 15%，後者は 75%の生存率

を示している。 同期間の低温処国iIU.の材料について， 市慌の量の変化を調べてみると 10月

初日は 9月初日よりも 20%t'(¥;糖が増加しているのに，水溶性蛋 J::r質は 55%増加していた。

従ってli日と間様，[，Iij方の時期の和i胞内の水溶性蛋白質の著しい差が低温処理後の脱水抵抗のA

の原因をなしている様に三与えられる。 次lこ組織中の水溶性.lli r8質の喰加率が小さ ~~9JJ10 日

と9月30日について， 同様に細胞液の等張溶液の 6倍の高張溶液で-低温処Jill後の脱水抵抗の

{症を調べたが日実験のご号合とちがって ji可者の間に殆んど涯が認められなかった。

低温処血1m日

9月3D臼

10月3D日

第 3表 9月3D臼と 10月 3D日における1氏滋処陸自ij後の
主襲透i伐E之とil活水抵抗の{底の比絞

低温処I!li条件 OOCで 10日間。

80 

E 

15 

75 

後 Ni立低温処理前の{位を示す。 制 HIま低温処理後の1直:J:示す。 開 2子各高5長約j夜中で200C
で6時間，処理後の生T子率を示す。

実験5. エナレシグライコ~)レで処理した場合の JflH凍性の変化

最初に細胞内凍結を防ぐ作用について調べるために，各時期の細胞を1.0-1.5Mのエチレ

シグライコ~)レ溶液中に室温で 10 分間処理してから， 表面の液を滅紙でよく試って， カパ{

グラスの聞に流動パラフィシで封じて前と同様な方法て'細胞内凍結の起り易さを調べてみたc

第2悶にその結果を示した。エチレングライゴ{ノレで処理すると低温処理した場合とちがって

短期間に著しく細胞内凍結が起こりにくくなる。 11月にその 1.5M 溶液で処現して， -20oC 

まで過冷却してから植氷したが全細胞が生ぎていた。それに対して無処理の対照は全細胞が死

んでいた。

次にエチレグライコ{ノレで処理した細胞の細胞外凍結に対する影響を調べるために，細胞

内凍結が起こる危険のない温度で切片を植氷して過冷却を破ってから， ì'\可次冷却して _100~

-300Cの外囲温度に達してから， 1日間，細胞外凍結状態においた後，生存率を無処理と比較

した。第 6 表 lこ示す様に 1.5M のエデレシグライゴ~)レで同様に処理した時，季節によってエ

チレシグライコ{ノレ処涯の影響は異なるが，いずれの場合でも対照よりエチレシグライコ{ノレ
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第 4表 エテレングライコーノレの細胞外凍結i乙及ぼす影響

実験期日

-100Cで24時間凍結

-200Cで24時間凍結

-300Cで24時間凍結

0;す n
u
n
u
n
u
 

q
J
1
1
 

円

U

ハU

n

u

f
D
 

100 

100 

80 

O 

O 

皮j爵細胞の生王子彩。

終処E湿のxJ照!;;:-50Cで値氷，エチレングライコーノレで処理した場合はー100Cで
植氷した。

で処理した方が生存率がよい。 最後に切片を前の様に流動パラフィシで封じて約100C/分の冷

却速度で-100C， -200Cまで冷却し， その温度に達してから 5時間後に凍結している切片の

数を調べた結果，無処理の対照は既に-10oCで2/10個の切片が凍結しており， -20oCの場合

には 10/10個の切片が凍結していたが， これに対してエチνシグライコ{ノレで処理した時には

-20oC においても 1個の切片も凍結していなかった。

IV 

1. 細胞内凍結に対する抵抗性と耐凍性の大まさの関係。耐凍性増大の経過を調べてみ

ると細胞内凍結lこ対する抵抗性が増大し，それにともなって，成いはそれよりおくれて細胞外

凍結に対する抵抗性が増大する。 10月中/旬以降は急激lこ冷却しない限り細胞内凍結は起こりに

くいので，耐みIl性の大きさは細胞外凍結lこ耐える大きさによって支配される。それに反して細

胞内凍結が起こり易い 10月以前， 殊lこ9月中匂以前においては鮒凍性の大きさは細胞内凍結

が起こり易いかどうかによって支配される傾向が大きいようである。たとえ細胞外凍結に対す

る抵抗性が大きくても細胞内凍結が起りやすければ，細胞の鮒凍性の大きさは結局は小さL

となる。この点からも高張l長溶液中での脱水抵抗を測定して，それをそのまま耐凍性の大きさ

に対する指標として使用する事には問題がある。

2. 御所:性増大と糖類増大の関係，及び締官i増大の意義。季節的変化の場合においても，

人工的抵温処涯の場合においても耐凍性の1曽大と煎私立濃度の増大との開!こは密接な関係があ

る。今まで耐ìJtt性増大に対して l~!~fra・の増大が大きい役割を果しているような多くの突をあげ

たが百i糖がifIf{i:lf{性増大に作用しているという直接的な証拠はまだ得られていない。 jむ:純は細

胞内!こ透過しがたいので，ある程度のifI付凍性を有する細胞内lこ照糖を入れた場合， ifIH凍性が増

大するかどうかを調べる事は今の所出来ない。低温処理した場合， j詫桝が増大するし.スIflIJi!R

性も増大する。しかしこの持合，耐凍性が増大したのは抵温の作用それ自身によって増大した

のか，或いは低温の作用で増大した庶糖の作用によるものか判らない。何等かの方法で低温処

湿しても庶械が増加しない方法が見出されればこの両者の要国を分離する事が出来る。或いは

逆lこ低温処理以外の方法で庶階を増加させる方法が見出されれば，この問題は更に一歩前進出



30 酒井昭

来るであろう。

低温の作用で澱粉が捺糖に変化する作用はかなり一般的な現象で球根の休日民をやぶる場合

の低温処理2へ馬鈴薯の低温貯蔵，穀類の低温ヤロピずツイア叫等の場合lこも見られる。フドの場

合，低温処理による牒惜の著しい増大が QOCで5日間の処理ですでにおきている ο 耐1束性の大

きい時には QOCよりも_50Cでの濫度処理の方がより有効である。 かような低温度で比較的短

い期間に多量の熊腕が形成される。 最近高等植物において uridinediphosphate g!UCOSezl3)を

助酵素とする燕桝合成酵素が見出されたが，その酵素によって煎糖が合成されるためには uri-

dine triphosphate glucoseの供給を必要とし， 従って ATPと呼吸のエヰ、jレギ{の供給が必要

条件であるので，低温下でこの系によって短期間に庶糖が合成されているかどうかは今の所判

らない。

耐(~~性増大に対する糖類の怠義については，従来松竹Rが増大すると渉透濃度が治大する結

果，ある温度で凍る水の震が減少する， -i-7，竹見は原形質蛋白の変性に対する保護作用が大きい，

糖は水和作用が大きいので，細胞内を凍りにくい状態にしたり，脱水される水の畳を少なくす

る等の理由があげられている。植物においては細胞外凍結による害は脱水によって細胞内が濃

縮されたために起る塩害と説明する学者7)，9)叫が多いが， 塩害であるという証拠はまだ得られ

ていない。 Love!ock")12)(1954)は赤血球， 精子等をグリセリシ， メタノ{ノレ， アセチ{ノレア

マイド，糖類等の中性溶液中に入れてから凍結させてこれらの物質が凍結に及ぼす影響を調べ

た所，細胞内に透過しやすく， しかも細胞に害作用を与えない中性洛質は凍結に対して保護作

用を与えるが糖瀬殊にj終結は細胞に透過しないので保護作用が殆んどないとのべている。これ

らの物質の凍結!こ対する保護作用は細胞内におけるこれらの物質の濃度がたかまる結果，細胞

内の塩濃度のモノレ分率が小さくなるために塩害を起しにくくなるためと説明している。

植物を低温処理した場合に細胞内に著しく煎舶が増大する。しかも含水量が小さいから，

細胞内の庶糖濃度の増加は著しい，したがって細胞内の海濃度のモノレ分率は庶栴の増加する前

と比較してより小さくなるので，細胞外凍結によって細胞内が濃縮されても塩害の度合は少な

くなると考えられる。

ある一定の時期において，低混処理する前後の耐凍性の変化を考える場合は}間賠濃度の増

大がlil如来性の変化!こ対して大きい役割を果していると考えられる。次の事実も之を裏書してい

る。侃温処理前後において，同一高張j容71~で脱水抵抗を比較した時，処理後{こは脱水抵抗が著

しく大きい，しかし細胞の惨透濃度に対して等しい倍率の高張溶液で脱水抵抗を比較してみる

と両者の差は殆んどなくなるo どの時期についてもこれと同様な結果をえている。しかし三季節

的に耐凍性が増大する場合の原悶を三与える時には照燃の増大だけでは説明出来ない。たとえ同

一渉透濃度であっても，異なった季節の材料では耐凍性の大きさ，及び脱水抵抗の大きさには

大きい廷がある。だから原形質の構成主成分である蛋白質の質的，量的変化を考慮する必要ーが

あると思われる。 Siminovitch1酌等は細胞外凍結に対する抵抗性は水溶性蛋白質の量の塔r大に

基づくと主張し， これに対して Ul!ichη 一派は糖と蛋白質が結合しているグリコプログイドの
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増大を主張している。彼等はいずれも水溶性蛋白質やグリコプロタイドの強い水村性のために

綿胞外凍結によって細胞が極度に脱水される事を防ぐその性質を重視している。なお Simino-

vich17)はニセアカνアの皮層部の水溶性蛋白質を手間i的に電気泳動法で分析して，含まれてい

る成分比が季節的にどの様に変るかを調べた結果 9月以降，耐凍性が増大するにもかかわら

ずそれらの成分の数も成分の比も変らない事を報告している。

Siminovitch 等は塩可溶性蛋 1~lí1についてはふれていない。 蛋白質そ71<.で抽出する時，沈

澱するとみられる塩可溶性蛋白質や水lこ可溶性でない蛋13買を不溶性蛋白質として一括して季

節的変化を調べた結果，水溶性蛋白質‘とちがって，李首i的全く変化しなかったので，これを問

題にとりあげなかったが，所謂，不溶性蛋白質と極可溶性蛋l会質を更に分けて調べる必要があ

る。現1':Eの所，耐凍性の変化と蛋白質の間の関係についてよく判っていない。 水溶性蛋白質が

耐is!H生地大に対してある後の関係をもっている様であるが，それがどの様に作用しているかの

具体的な事は何も平IJっていない。

3. 低温処理効果について。 9月中旬までに枝条の細胞内の炭水化物の蓄積は一応終了

したと考えられる。 それ以降， 水溶性畳白質の蓄積が増大し 9月下匂から 10月下旬にかけ

てそれは最大の増加率を示す。 10月初句以降， 外囲気温の器下につれて， 漸次増大し始めた

庶慨は 10月下旬から 12月初旬まで著しく増大する。そして耐凍性の大きさもこの時に最大の

増加をみミす。低温処理が初めて有効になる時は年によって，又校によって若干異なるが大体9

月上旬である。 有効になるための細抱の条件としては細胞内の合水量の低下(乾物震に対して

1~ 1.5) を今の所，必要条件と考えたい。 低温処理した侍，澱粉の蓄積は 8月下旬lこ相当量に

達しているし， 1制官はすでに少なくとも 8月下旬には低温処理によって潟大する条件が出来て

いる。この澱粉の蓄積と，水の著しい減少を伴なう 8月下旬から 9月中旬の聞にそれ以前とこ

となって細胞内凍結もある程度起りがたくなり，脱水抵抗も治大する。この時期が低温処理が

効果的になる最初の段階である。 この|時の耐凍性の大きさは_50Cでの凍結に数時間耐えられ

る程度である。 それ以降は炭水化物に変って蛋白質の増大する時期で 10月下旬頃最大値近く

に達する。この頃細胞内凍結は非常におこりにくくなり，脱水抵抗も著しく増大する。この時

の鮒J束性の大ささは_100Cでの凍結lこ数時間耐えられる程度である。 この頃になって低温処

理を効果的ならしめる必要な準備条件は一応完成したものとみなされる。この二つの段階を経

た後において始めて人工的にも，自然の場合にも低温処理効果は最も有効になる。

水溶性蜜1:::1賢一が何からどのような条件で生成するかはよく判っていない。著者は 9月中匂

澱粉震が最大に迷ーした時，春メリの l年生の校で全部摘架したものと，同じ株の摘葉しなかった

校との水溶性蛋白質の畳を 10月下勾lこ比較した所， 両者の聞に差は認められなかった。 また

Siminovitch19) 等はニセアカνヤで幹のよ部と下部を環状剥皮して上部からと， また下部への

物質の流動を各時期lこ断って，茎の内の水溶性蛋白質の量を比較した実験においても，水溶性

蛋白質の増大は茎の中に蓄えられた物質が秋の条件のもとに変化して増大する事が判ってい

る。多分蓄積されている炭水化物の一部分が有機酸を経てアミノ酸に変化し，それが蛋白質lこ
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illcorporateして形成されるだろう。 この期間， 葉で形成された炭水化物は茎におけるそれの

減少と呼吸による消費を補うものと想散される。短期間lこ水溶性蛋白質を増大さぜる条件が見

出されれば，その条件と熊糖の増大の条件とを加味すれば，それが人工的に耐凍性を増大させ

る最も有効な方法となるであろう。現在行われている OOC前後での低温処理の方法は糖類をは

やく増大させるには一番よい方法であるが，この方法では蛋白質は増大しない。

摘要

1) 9月上匂に皮層細胞中の含水量が乾物当り1.5近くになって弛めて低温処理効果が有

効になる。 9月下旬以降，低温処理すると皮層細胞の渉透濃度は冬期の最大値近くまで増大す

るようになるが，その際，水溶性蛋白質はたとえ OOCで21日間，低温処理しても変化しない。

9月中旬， 皮j告示[Il胞中の炭水化物の蓄積畳が最大に達した後， 蛋白質の蓄柏が増大して 10月

下旬にそれは大凡最大値に達する。この時になって，低温処盟によって樹液性が著しく階大す

るに必要且つ充分な条件が細胞内に形成されたものと考えられる。そして自然条件においても

この後，外囲気温の低下に伴なって著しい耐凍性の増大と策、糖の増大とが平行して起る。

2) 耐凍性増大の経過は最初に細胞内凍結が起りにくくなり，それに伴なって，またはそ

れよりおくれて，細胞外凍結に対する抵抗性が増大する。 10月中旬以降は急激に冷却しない限

り，細胞内凍結は起りがたい。 9月中勾以前には耐凍性の大きさは細胞内凍結の起り易さによ

って支配される傾向がある。
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Resume 

1) Whenever the artificial hardening of the cortical tissues of mulberry twig is 

effective， the increase in their sucrose concentration is c10sely proportional to that in 

their frost-resistance. However， the latter is not accompanied with increase in the con-

tent of their water solube protein， even if they are hardened for 21days at OOC (Table 3). 

2) After the late part of September， the osmotic concentration in the parenchyma 

cells of the cortex， resulting from the artificial hardening for 10 days at OOC， reaches 

nearly to its maximum value usually found in winter (Fig. 4). On the other hand， after 

the hardening at OOC for 10 days， these cells at late October become much more hardy 

than those hardened in the same way at late September， even when the osmotic con-

centration of both cases increases to the same value (about 0.7 M of balanced salts solu-

tion) (Table 4). 1n the parenchyma cells， when they were dehydrated for 6 hours in 

balanced salts solution having a concentration of six times isotonicity of the cell sap， 

the value of the dehydration resistence at late October was considerably gr巴aterthan at 

late September. Therefore the degree of frost hardiness cannot be determined only by 

the values of the osmotic concentration of the parenchyma cells. 

3) In early September， when the decrease in water content of the cortical tissues 

and the increase in their sucrose cont巴ntper dry weight by hardening result in a consi-

derable increase in the osmotic concentration of the parenchyma cells， the artificial 

hardening becomes effective in the cell tissues for the first time. Afterward， the effect 

of the artificial hardening increases with the accumulation of the water soluble protein 

in the cells 
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4) Thin tangential tissue sections were made from the cortical layer of the twig， 

and then placed on a cover glass in hanging drop of paraffin oil. When cooled slowly 

to a desired temperatufe (-50~-200C)， they were subjected to freezing by means of ice 

seeding. After they were kept in frozen state for 5 minutes， they were thawed at 50C. 

The survival percentage of the cells in these sections was determined by usual plasmo-

lysis method. The degree of the capacity to prevent intracellular freezing of the paren-

chyma cells was represented by the minimum temperature at which most of them were 

able to survive after thawing. Before the late August， all the cells in the section frozen 

at -50C were completely damaged， but after early September， the degree of the capacity 

to prevent intracellular freezing of the parenchyma cells was gradually increased and， 

at late October， all of the cells even when seeded with ice at -10oC were capable of 

normal plasmolysis and deplasmolysis after treatment. The degree of their frost har同

diness is mainly controlled by their capacity to prevent intracellular freezing， especially， 

before the middle September when the degree of their hardiness 18 very low (Fig. 1，2，3). 

5) Either by artificial hardening or by treatment with ethylene glycol solutions 

(1.0-1.5 M)， the parenchyma cel1s become very resistant against the penetration of ice 

into the supercooled cell interior. The effect of the ethylene glycol is so remarkable 

that all the cells treated with this agent (1.5 M) at late October can withstand even the 

inoculation with ice atー200C(Fig. 2). 


