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Akira SAKAI 1958 Survival of Plant Tissue at Sup巴r-LowTemperature II. Low Tem-

pe1叫 ureScience， 8er. B， 16. (With English R白um岳p.52)

超低温に.;to-，.ける植物組織の生存日後

j霞 井 昭

({民混科学研究所 生物学部門)

(1扇町I33年7月受理3

I 

白日報9)において， mt:ti束性の大きい植物組織を細胞外凍結の状態で温度を下げてゆくと，細

抱は漸次脱水され，ある程度以上脱水された後は，たとえ液体窒京(約-1900C)中に入れてか

ら耳元出しても，生物は答を受けない事を報告した。この事は，かように極度lこ脱水された細胞

内には，凍り易い状態にある水がもはや存在しないので，超低温まで急激に冷却してからゆっ

くり融解させても，細胞内が凍らない結果，細胞は害を受けないものと三与えられる。さらに液

体窒索中!こさらされる時間が1分間でも 60日間jでも殆んど差がない。 また細胞内凍結が起ら

ないような冷却速度で冷却した場合は， 宝温から-940Cまで冷却し，その温度に 90分間おい

てから融j~iþーしても糸んど答が認められなかった。かように細胞内凍結が起り易い温度範囲を細

胞内凍結が起りにくい条件で冷却して，細胞内!と液り易い水がなくなると忠われる温度範囲

(-30
0

C前後)を超えた後は少なくとも長期間にわたらない限り，温度の絶対値の大きさは生物

に対してあまり意味がないものと考えられる。

また前報9)では皮層組織のうすい切片を Luyet<)の急速冷却一急、速加温の方法を用いて，

室温から急激に液体窒索中lこ入れ，安調でゆっくりあたためた時は切片中の全細胞が原形質分

離をする能力をタとっていたが， 300Cの水中で急激に切片をあたためた時は治んど全てのおJJ胞が

原形質分離をする能力を有していた。従って急速冷却一急速力f1温した時は切片中の多くの示m胞
が所謂硝子イちしていて致命的な細胞内凍結を受けなかったものと考えられる。本論文では前報

につづいて，次のような補足的実験を行った。急速冷却一急速加温の方法については，液体宝

寺;中lこ急速冷却後，取出して力JJ温する時の条件，子台fij凍結してから急速冷却後，力Ll溢するfl'ij'の

条件，及び各濃度のエデレングライコ{ノレ溶液(E.G.)で処迎してから，急速冷却した後での加

温条件が生存率にどのような影料を与えるかについて調べてみた。また高張平衡i主溶液で脱水

してから，超低温にさらした持合についても比較してた。予備冷結による脱水方法については

予備凍結で凍り易い状態にある水がなくなる温賀範囲の決定，有効なる予備凍結時間の決定，

液体窒索中から取出して融解させるまでの温度条件等について調べてみた。

1~P*交関して頂だいた朝比奈教授に謝意を表わします。
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II 

材料はクワ (Morusbombycis Koidz.) 品遺タキノカワの 1 月と 3~4 月(採集後_40C ，こ貯

蔵した村料)の校の I年生校条を用いた。皮国組織の縦断切片を使用する時には， この切片を

流動パラフイジでカパ{グラスの間に封ずるか，または先端をとがらした細い結巻銅協の先端

[こワセ Vyで切片を悶定して液体草案又は液体酸素 (-1830C)中に入れて急速に冷却した。ま

た校の小片(長さ約1.5cm，直窪 0.6~O.8cm) を使用する時には， いろいろの温度で予備凍結

してから，鑓を枝の小j干につけて液体窒素又は液体酸素中に入れた。生死の平IJ定はii日報のよう

に中性亦で染めてから高張平衡塩溶液中で原形質分離させて行った。 校の小片の融解後 OOC

においた材料を時間をおって同一方法で生存率を調べてみると，漸次生;存率は低下するが 1

R 以上おいた時は生存率の低下は非常に少なくなってくる。融}~~直後には，或る程度害を受け

た細胞も原形質分離すると思われるが OOCに1日おく事によって害を受けた制胞は原形質分

離しなくなるためと考えられる。校の小片の生死の判定は融解後OOCに1日おいてから行った。

III 

1. 念速冷却一念速加温による方法

実験1. 液体窒素から取出す時の加温速度の影響 クワの皮jg組織から切り取った約2

xlmmの1細胞帽の薄い切片の端を細い針金の尖端lこワセリシで回定して液体窒索中[こ急激

に入れた。 1分後，液体窒荒から取出したi降聞にいろいろの条件であたためてみた。

第 1~(に示したように， 20
0
C以下の水中であたためた時には全細組が死んでいたが 300

~350C の水中で急激にあたためた時には半数以上の細胞が生存していた。 急速に液体窒索中

[こ冷却した組織切Jtが生きているためには，急速に加温する事が必要である事が判った。次lこ
予め組織切片を予備凍結した場合には加温速度が生存率にどのような影響を与えるかを調べて

みた。

第 1表 液体窒素r:j=qこ急速冷却した組織切片を色々の加減速度

であたためた時の生存率

70 

材料: クワの}笠間組織の縦断切片 方法: 針金の先端iこ切片を回定して冷却

実験2. 各温度で予備凍結した場合の加温速度の影響 ー100Cで槌氷して過冷却を破っ

た組織切片をおれ、金属線の尖端にワセリシで回定して -100~-300C の各温度に 4 時間予備

凍結後，液体窒索中[こ 5分聞入れてから，力日温速度を変えるために， 300Cの!.K中， 50C及び-

100C の~~気中にそれぞれ取出した。用いた材料は mîJ凍性が大きいので，予備凍結しない切片で

も 300C の水中で急、速;Jj~li置した時には 50%の生存率を示したが 50Cで加温した時には生存細
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胞はなかった。 しかし_lOOCで予備凍結した場合

には，たとえ 50Cで加温しても， 35%の生存率を示

す。 予備凍結しない場合や_lOOCで予備凍結した

場合には，液体窒索中から取出す際の加温速度が生

存~f~~に大きい響影をもっているが， -20わ~-300C

で予備凍結した場合lこは， -10oC以上の温度で予備

凍結した冴合とちがって，力日温速度の22が生存率に

対して活んど影響を与えていない。さらに液体窒索

中から取出して_lOOCの空気中で加温した勾合にお

いては， -lOoCで予備凍結した時は生存細胞がない

が -200C以下で、予備凍結した場合には 70%以上

の生存率を示している。これらの事は_200C以下の

温度で予備凍結した場合には細胞内に凍り易い状態

の水が非常に少ないために加温速度が小さくても，

致命的な細抱内凍結が起りがたい事を示している。

用いた材料は耐凍性が大きいので，この際細胞外凍

結による害は起らないものと思われる。
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予倣凍結温度

第1図組織切片を各温度で予備凍結

後， ，急速に液体~索中に入れ

て，色々の条件で力fI混した時

のE主主同Z

A: 300Cの水Fj;{で加i1ill.
B: 50Cの空中で加温
C: ーlOOCの空中で加温(11待放置)
材料: 皮屑組織の縦断切片
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実験3. エチレシグライコ{ノレ (E.G.)で処理し

た場合の加温速度の影響 組織切片を処理する

方法: 針金の先端に切片を回定した冷却

予備凍結時間 4時間

E.G.の濃度がたかまるにつれて， 細胞に致命的な結果を与えるような細胞内凍結が起きにく

くなる。だから，液体窒素から取出す|時の加温速度の影響は無処理の場合よりも少なくなると

考えられるのでこれを確かめてみた。組織切片を各ì];~度のE. G.溶液(約150C)工ドに 10分間入

れてから， 泌紙で拭って，流動パラフィンでカパ{グラス(1.5cm2)の間iこ封じて，室温から

液体翠索中に急速に入れて 5分間後[こ約 150Cの空気中lこ取出して， 総織切j干の生存率を調べ

た。この実験では液体窒索中から室温lこ取出しているし，カパ{グラスの聞に切片が封じてあ

るから，加温速度は非常に小さいので， 終処理の対照は全ての細胞が死んでいる。 然しE.G.

で処理した吻合には， 2Mの時が50%，3Mの時には 70%の生存率を示している。さらに処

理濃度がたかまると， 生存率は低下するので， 4.0M以上の高出度ではE.G.の害作用があら

われるものとみなされる。 3Mで処盟した細IJ包のたかい生存率は細胞内にE.G.が入ったため

第 2表 エチレンタライコールの溶液で組織切片を処湿してから，液

f本墾索中iこ急速冷却後， 1デCのり芝公irj:qこ取:1¥した時の生帯率

5.0 M 

30 

材料: 皮周組織の縦断切片 方法: 切片どを流動ノマラフ f ンでカパーグラスの悶lこ封じて冷却
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lと，液体窒索中に入れても，細胞内が凍らなくなっているのか，或いは急速冷却した時に細胞

内に微細結品が出来るが， E.G.のある量が入っている時には， 温水中で急、速しないで室温で

ゆっくりあたためても，その微締結晶が細胞に有害な影響を与える程度にまで成長する時間が

ないのかもしれない。それをたしかめるために加温速度を変えて生存率を調べてみた。もしも

予備凍結で細胞内に凍り易い水がなくなる程度にまで脱水した場合と問機に， E.G.で処理し

たために，細胞内に凍結が起らない様な条件が出来ているならば，カH温速度に大きい去を与え

ても，生存率は変らないはずである o

実験4. E.G.で処理した場合の加温速度の影響 3.0MのE.G‘溶液で 150Cで 10分間

処斑した組織切片を実験3と同じ方法で液体宝索中[ζ5分聞入れてから，カ日温速度を変えるた

めに， 300Cの水中と OOC及び-120Cの空気

中 (20分後に室温に取出す)力11温した均合の

生存率を比較してみた。

第3表から明らかな様に 3M E.G.溶液

で処理しても，液体窒おから取出す時の加温

速度によって生存率がかなり異なる事が判っ

た。 さらに処理するE.G.の濃度と加温速度

を変えた場合を調べてみたe

実験5. E. G.の濃度及び加温速度の影

第3表 エチレングライコーノレで、処犯した組

総i切!守を液体議索中から取出す際の
加湿速度の影響

加滋条件

目ネ (%)1 65 35 

材料: 皮脂組織の縦断切片

120C の~.gFþ

5 

方法: 切片'J:流動パラフ f ンでカパークラ
スの聞に封じて冷却

エチレングライコールの濃度 3M

前と同じ方法でE.G.の各溶液で処理された組織切片を液体窒素から一部は+300Cの水

中で，一部は 50Cの虫気中であたためた時の結果を第2図に示した。 50Cの空気中であたため

た場合， 2.5M以下の低濃度で処理された切片

は15%以下の低い生存率を示すにすぎないが，

3M 溶液では 60%の生存不を示している。 50C

の空気中でも， 30oCの水中で加温した場合でも

処理するE.G.の濃度がますにつれて， 生存率

はたかまり，両者とも 3Mで最高に速し， 4M 

以上では低下する。またLJJ}tは5
0

Cの空気中で

ゆるやかにお湿するよりも， 300Cの水中で急、速

に加温した方がはるかに高い生存率を示すが，

処理するE.G.の濃度がたかまると， あたため

る速度の差ーは低濃度の場合よりも小さくなる。

用いた材料では細胞に害を与えないと考えられ

るE.G.の3M溶液で処思した場合でも，カ日温

条件によって生存率がことなるし，策3表の結

果と併せ考えて E.G.が細胞内に入る事によっ

'00 

30.('の水中で加品

生 80

fI 

$' 

% 

。。

40 

20 

O 

(> 2.0 2.~ 3.0 4 (.J 

エチレ y クラ fコールのrll鹿 {刊)

第2図 各濃度のエチレングライコーノレ
溶液で処理した組織切片を液体
皇室索中氏急速に入れた後，色々
の条件で加温した時の生容再三

材料: 皮服組織の縦断切片
方法: 切Jt75:流動パラフィンでカバー
グラスの出，liこ封じて冷却

加滋条件: デCの安中及び 3ぴCの水中
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て細抱内がf!Rらなくなるとは考えられない。急速冷却によって微細結晶が細胞内[こ出来るが，

綿胞内のE.G.の濃度がますにつれて，その微細結晶が細胞に寄を与える程度に成長するのに

多くの時聞を嬰するので， E.G.の低譲渡又は無処理のものよりも加温速度があまり問題とな

らないものと考えられる‘

2. 高張塩溶液中て、脱水ナる方法

実験6. 高張指溶液中で税水後，急速冷却ー急速加識する実験 針金の先端に回定した

組問切片を液体三塁索中[こ入れて急速冷却するまえに， 2.0M及び3.0Mの平衡堪溶液中lこ室温

で10分間入れて脱水してから，泌紙で拭って液体窒索中に入れた。 5分後に300Cの水中で急

激にあたためた。この場合3.0Mの高張塩溶液中で脱水してから液体窒夜中に入れないで，直

ちに 300Cの水中であたためた時は全細胞が

生存していた。第4表に示すように， j主溶液

中で脱水した場合は予想に反して全く生存細

胞がないのに， 無処恕の方は 30%の生存不

を示している。乙れは前者は高張塩溶液中で

原形質分離しているので，細胞膜と原形11膜

のFsJの液が凍結し易い事がその原因と考えら

れる。だから 3M平衡塩滞液中に 2M，スは

議i4表 各濃度のi高張平衡塩溶液中で脱水後
急速に液体笠索中lこ入れた組織切片
~ 300Cの水中で急速に加iJm.する時
の生存率

生存来(%)

材料: 皮周組織の縦断切片

方法: ザ1Jftを針金の尖封討に回定して冷却

3MとなるようにE.G.を溶かして，原形質分離で出来た空所を外i'Ftである 3M平衡塩溶液と

2ME.G.溶液の混合液で充たすようにした。この場合外液中の Caト十の濃度が高いので， E.G. 

は細胞内に透過しない。第5去から明らかな様に，高張塩溶液中にE.G.を2M，3M  になる

様に溶解しても，第4表と間じように，高張塩海液中に入れたものは一つの細胞も生存してい

なかった。 3Mの尚張塩溶液中で強度に脱水してあるから，細胞内は高張駐溶液中に入れる前

よりも凍結しがたい状態にあると思われるが，結果は全細胞が死んでいる。従って原形質分離

で出来た空間を充している外液の凍結が細胞に有害な影響を与えるか，または凍結によって起

る外液の濃縮が細胞に害を与えるのかもしれない。

第 5表 各溶液中で処:Dll後，急速に液体蜜素F!~I乙入れた

組織切片を急.速に加溢する時の住者P'存

材料; 皮厨組織の縦断切片

方法: 針金の先立簡に切片を固定して冷却

持 エチレングライコールの2M溶液のみで処理したもの

制 3M平衡塩j筏液中i乙2MoIなるようにエチレングライコールを務鮮ーした液

加温条件 300Cの水中
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3. 細臨外凍結による脱水方法

前報引では各温度で予備凍結 (16時間)後，液体窒索中!こ入れてから-300Cの部屋に取出

して 1~2 時間おいてから OOC の部屋に取出した。 この方法では桑の皮層総織はー300C以下

の温度で予備凍結した場合には， 80%以上の生存率を示すが -200Cで予備凍結した場合に

は 20~30% ， -250Cでは 60%の生存率を示した。本報では有効な予備凍結時間，予備凍結の

温度，液体窒素から取出して融解するまでにおかれる温度条件について更に実験した。

実験7. 有効な予備凍結時間 切片を-10
0

Cで植氷して細胞外凍結を起させてから流動

ノミラフイ γでカパ{グラスの間lこ封じて_300Cまで予備凍結させた。また校の小片を使舟して

-100Cで撞氷してから-300Cまで予備凍結した。材料の温度がー300Cになってから，その温

度lこ1，4， 16， 及び24時間おいてから，液体酸素中に 5分間入れておいた。 その後， ー300C

の部屋に取出して 1時間おいてから室温に取出して生存率を調べた。第6表に示した様に校の

小片の場合でも，切片の場合でも，温度が大体外囲温度*になったのち，より長い時間その温

度におく必要がない事が判った。

第 6表 -3000で各時間予備凍結した材料を液体蜜索中に入れてから，
-500 の空中に取出した時の生率lf~

-300Cでの予備凍結時間時間

間関 16時間 4時間 1時間

皮服組織切片 90* 100 90 90 

校の小片 90 85 100 90 

材料: 校の小片(長さ 1.5cm，直径 0.6~0.8cm)

後皮周細胞の生存率

実験8. 予備凍結温度の決定 組織切片を流動パラフイシでカパ{グラスの問!こ封じて

-100Cまで冷却した時，個々の切片を植氷して過冷却を破った後， -10o~-30oC の各温度で

4時間予備凍結してから液体酸素中lこ5分陪入れておいた後， _50Cの部屋に取出した。その温

度に 1~，間おいてから室温lこ移して生存不を測定した。第 7 表にその結果を示した様に， _200， 

_250， -300Cの間に生存率の差はないが， -150C以下では生存率は著しく低い。吏に校の小

片について間様に予備凍結温度を変えて生存率を調べたが，切片の場合と同様_200，-30oCの

間には殆んど差が認められない。前報9)のJ$i合の-20oCにおける 30%，-300Cにおける 80%

の値と比較するとかなり大きい廷がある。前報の場合よりも用いた材料の条約二が良かった事の

外に， 前報では液体宝来から出して-300Cの空気中に 1-2時間おいてから _50Cの部屋に

取出したが，今回は液体酸素中から取出して_50Cの部屋においた。 液体酸素から取出して融

解させるまでの温度条件の若が生存率に影響を与えるかどうかを次に調べた。

初 切片の場合iこは，切片を入れたシャーレ中の小温度計の示度で，校の小片の場合iこ:立髄部iこ小ilffi.皮言1.を
挿入して，その示皮から大体それらが外凶温度に達したかどうかを知った。
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第 7表 各湿皮で4時碕予傍凍結‘後，液体酸素中i乙入れてから
ーデCの空中i己取出した時の生存率

予備凍結温度

生帯率(%)

材料: 皮腐組織の切片

方法: 切片をカバーグラスのf自に流動パラフ fンで封じて， -lOoC Iこ冷却した
時，各切戸fを植氷して過冷却を破ってから各温度に 4時間予備凍結してか
ら液体駿索中に入れて冷却した

第 8表 各温度で4時間，予備凍結後液体酸素中に入れてから，
-50Cの定中l乙取出した時の生寄率

-30'C 

100 

材料:校の小片

47 

実験9. 液体酸素から取出して融解するまでにおかれる温度の影響 校の小片を-200C

と-30
0Cで 16時間予備凍結してから，液体酸素中に5分聞入れた後，取出してそれぞれ50C，

_10
0

C，ー20
0
C及びー30

0
Cの各温度の空気中に 4時時おいてから， 50Cの部屋lこ取出した。第

9表から判る様lこ， -30
o
Cで予備凍結した場合は液体酸素から取出しておいておかれる温度に

関係なく殆んど問じ生存率を示すが， -20
oCで予備凍結した場合には，液体酸素から取出して

_30
o
C に4時間おかれた時， -30oC以外の他の温度におかれたものと比較して生存不がかな

り低下している。 また-30
o
Cで予備凍結した方が-20

o
Cで予備凍結したものより生存率が常

にたかい。液体酸素から取出しておく温度が-30
G

Cより低い場合についてさらに調べてみた。

第 10表lこ示した様に-300Cで予備凍結した場合には前と同様に， 液体酸素から取出してどの

温度においても生存率は殆んど変らないが， -20
o
Cで予備凍結して-30

o
Cにおいた場合には

-450C， -70oC においた場合よりも生存率が低下している。 -20oCにおいた場合は実験を失

敗したので比較出来なかった。 -20
o
Cで予備凍結した場合，液体酸素から取出して放置する温

度によって生存率が変る理由のーっとして，液体酸素から取出して加湿する速度が関係すると

第 93受 ー200Cと-300Cで予備凍結後，液体般家中i乙入れてから
取出して高虫解するまでの慌におかれる温度の影響

イ周f本番号 5'C -10ψC -20"C -30'C 

No.l -20 35持 40 40 5 

必〆 -30 60 65 60 60 

No.2 -20 65 75 60 30 

I! -30 85 85 80 80 

持 皮府細胞の生寄率
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-，200Cと-300Cで予備凍結後，液体酸素中に入れてから

取出して，融解するまでの閥におかれる温度の;彩禁事

予備凍結温度
-2ぴC

、

ヲ

一

円
U

一
。。一
一

言

一

気

こ一
在
一
生

[

一

一
の
一
泡

0

0

一
細

つι
q

J

万
口

一

一

恥
ゐんハ

も=与えられるのでこれをしらべてみた。

実験10. -20oC， -300Cで予備凍結した場合における液体酸素から取出す時の加温速度

の影響 ー200Cと -300Cで予備凍結してから，液体般索中に入れ -300Cの部屋に取出し

て35分， 3時間，及び 161時間その温度においてから 50C，こ移した。 -300Cで予備凍結した場

合は液体酸おから取出して 35分後でも， 16時間後でも生存率は変らないが， _20oCで予備凍

結した場合には 35分後には生存率は -300Cで予俄凍結した均合と変らないが， -20'C，こ 3.5

時間おくと生存率は低下する。 それ以降 16

時間までおいても生存さ容はあまり変らない。

液体酸紫から取出してお分経過すれば枝の

小片の温度は -300Cになっているものと考

えられるが，害は 35分以内には起らないで，

-300C，こもっとより長い時間おかれてから

が生ずる事から，液体酸素から取出して加混

する時の速度が原因ではないようである。

第11表 -200Cと -300Cで予備凍結後，液
体酸素中;こ入れてから， -300Cの

空中iζ取出した時の住l字率

予備凍結
湿皮

('C) 

-20 

30 

液体酸素から取出して 30"C 
の江主中i乙放置しておく時間

35~--r 3.5 ~rllJ 16~日-

8伊 45 30 

90 80 80 

持皮腐細胞の生存率

液体酸索中から収t11 して -300C の?.er:[~tこ放霞

してから，デCの空中で敵解後，生主子率を測定

した。

次にある温度におくと数時間内に害が現

われるような温度範囲があるかどうかが問題

となる。これにつレては別の実験10)で校の小

片を細胞外凍結状態 (_100，_150， _200， _250，ー300及び -700C)において生存率の変化を

期聞を追って調べた結果，用いた材料では少なくとも 4日間各温度においても，生存率の差は

見出されなかったから，数時間以内lこ生存率が低下する様な温度範囲があるとは考えがたい。

-30
0

Cで予備凍結した場合には起らないで， -200Cで予備凍結した場合には生存率の低下が

起るので -15
0
Cで予備凍結した場合について吏に調べてみた。

実験11. -15
0

Cで予備凍結後，液体酸素から取出しておかれる温度の影響 -150Cで

予備凍結 (4時間)後，液体酸素中lこ5分聞入れてから， -lOoC， -200C， -300C，及び -700C

lこ3時間おいた後室温!こ取出した。 第12表!こ結果を示した機に，ー150Cで予備凍結した場合

は4知体とも， 液体醍索中から出して -20oC，-300Cにおいた場合は， -10oC， -700Cにお

いた場合よりも生存率が皆低下している。 -200Cで予備凍結した場合は前の実験とちがって

-30
0

Cにおく時丈生存率が低下する様な額向はみられなかったが -150Cの場合と同様に
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第四表 ー 1500と-2000で予備凍結後，液体酸素中に入れてから
取出して融解するまでの閲iこ放躍しておく滋皮の影響

l 液体酸素から取出して4時間放置しておく頭度
予織凍結温度ト一一一
及び伺体若手号| ーlO'C -20'C -30'C -70'C 

-15'C 

No. 3 25". 5 0 25 

No. 4 40 0 30 50 

No.5 70 40 35 70 

No. 6 40 5 5 25 

-20'C 

No.1 60 35 15 45 

No.2 75 45 30 50 

持皮腐細胞の生存率

_100C， -700C においた方が -200C，_30oCにおくより生存率の低下は少ない傾向がみとめ

られる。

以上の結果から， -20
oC以上での予備凍結，液体酸素中での冷却，液体酸素から取出して

-20
o
__30

oC にある時間おく事の三つの条件が重なって始めて生存率の低下が起る。 -30oC

以下で予備凍結した時には液体酸素から取出してどの温度においても生存率の低下がおきない

事から考えて， -20
o
C以上で予1il出凍結した場合iとは細胞内にまだ少量の凍り易い水が残ってい

る事がその原因の様[こ考えられるが，これ丈のデ{夕{からは今の所説明がつかない。

IV 

高張塩溶液中で予め細胞内の水を脱水しておけば，急、速冷却ー急速加温法で液体宝索中で

処理した場合， 予想に反して結果は対照、よりも思かった。 Luyet'l(1938)はタマネギの表皮細

胞を5-15%の食塩水中で予め脱水してから，液体空気中に入れて取出した|恥表皮細胞が原

形質分離した事を報告している。その際彼は液体空気中において，原形質分離で出来た空間に

は)](を認めたが原形質膜内lこは氷の形成そ認めなかった。 しかし乙れに対して ]ensen31(1942) 

が同一材料，同一方法で追試してみたが，正常な原形質分離をする細胞を認めなかった。彼は

更にl.OMグ日セリシ溶液で処理してから同じ方法で追試したが，やはり液体空気にさらした

細胞は正常な原形質分離をしなかったと報告している。本実験はタマネギとちがって紺J束性の

大きい材料であり， 3Mのような高濃度で税水したのに，無処理とちがって，液体窒素ーから取

出した細胞は全く原形質‘分離しなかった。したがって ]ensenが Luyetの結果を批判]している

ように，高張塩溶液中で脱水する方法ではi植物細胞を超低温lこまで冷却して生存させる事は出

来ないと思われるι

細胞を液体窒素や液体酸素中lこ入れても生存していたという は拙胞内lこ致命的な凍結
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が起きなかった亭を哀付している。しかも致命的な細胞内凍結は急速冷却してから加温速度を

大きくする事によってある程度は防ぐ事が出来る。現在の所，液体宝i索中に急速冷却する場合

に， 細胞内に細抱に吉を与えない程度の微細結晶(結晶核やそれのある程度発達したものと考

えられる)が多数生ずると二号えられているし，それを裏付ける様な証拠も得られている 7)ぺ液

体窒素や液体酸素，+，に急速冷却した場合，細胞内[こ生じた微細結品が加温速度の大きさの如何

によって， 細胞に害r を与える程震にまで成長するかどうかが問題で，それによって害の程度

が決まるものとユ与えられるじまたその場合に，細胞内の状態が微細結品が成長しにくい時には

カ11温速度は前の』号合のようには問題とならなくなる。 -100C以下で予備凍結したり， E.G.で

処理した場合には無処理の場合よりも加温速度が問題とならないのはこのためであろう Q この

傾向はE.G.のi出度が高まるにつれて増大する。E.G.は短時間内に細胞内に透過し， 水を結

合する力が強いので，結晶の成長をおくらせたり，扮げたりする館向が強L、ためと;与えられ

るかへ しかしE.G.の濃度が3Mになると確かに加温速度の影響はより低濃度のJ尋合よりも

少なくなるが，やはりある程度の差は存在している。この涯は加温速度の廷が大きくなる担増

加する。しかし細胞外凍結の度合が進んで，細胞内に凍り易い状態の水が殆んどなくなってく

ると，カ日温速度は生存率lこ殆んど影響を与えなくなる。用いた材料では 4M以上の E.G.溶液

中に入れると細胞は筈を受けるが， 動物細胞の，η は一般に 7~8M 程度の高濃産溶液中に入れ

ても害を生じない場合が多い。植物相胞は動物細胞よりもグリセリン，エチレ yグライゴ{ノレ

の高濃度によって害を受け易い。

-300Cで予備凍結した場合とちがって， -20oCまで予備凍結した場合には， なお細胞内

lこは少量の凍り易い水が残っているものと思われるから，液体酸素中lこ投入した時，前にのべ

たように細胞内に徴細結晶が生ずるが，締胞内は強度{こ脱水されているし，耐凍性の大きい細

胞であるから，液体酸素から取出してゆっくり加温しても，その微細結品が細胞に害を与える

程度Iこまで成長するのに長い時間を要すると思われる。従って液体酸素から取出す条件によっ

ては糸んど害を受けない場合もあるだろう。これは!Ufj凍性の大きい材料lこ特徴的で1(lff(;fI性の小

さい材料では見られがたい現象であろう。朝比奈川(1958)の最近の結果の様[こ， III付凍性のあま

り大きくない材料州では -30oCまで予備凍結した場合lこは全部生存していたが， -20cCで予

備凍結した場合には全部の細胞が生存していなかったという結果が得られる o -30oCまで予備

凍結した場合，細胞内には凍り易い状態の水が存在しないという直接の証拠も，また -30oCま

で予備凍結してから液体酸素中に入れた時，どんな種類の綿胞内凍結も起きなかったという直

接的証拠もないが，これを裏付ける間接的証拠は前報及び本報においていくつか報告した。

Scholander") (1953)等は lichen，chironomusの幼虫等を用いてー350Cまでの各溢度に凍

結した時の体内に形成された氷の量と，凍らないで残っている水の量を測定したが，その結果

後 細胞に寄与を及lますようになる微細結晶の大さむについては今の所何色判っていなし、。細胞内iこ凍結が起

主てもそれが細胞に致死的な影響を与えるとは限らない。

時 カキの飽、，イラガ前!踊は動物細胞中では耐1w伎が大きい万でらるが，冬の木の細胞よりは耐凍性が小さ

し、。



超低温における植物組織の生存 II 51 

_100Cで約90%の水が凍結し， 温度が低下するにつれて漸次体内に凍らないで残っている水

の量は減少し，約一300Cに達するとその量は 3-5%になる。使用したどの材料についても同

じ傾向を示した。篠崎(1957)も最近イラガのliurtuliを用いて閉じ傾向の結果を得ている。これら

の場合，凍らないで体内に残っている水の;震を -200Cと-300Cとで比較すると，その差は極

めて僅かであるから，こうした測定方法で凍り易い状態の水がなくなる温度を明確に決める

はむずかしい。今迄の実験結果と併せゴ与えて，多くの動植物細胞では細抱内に凍り易い状態の

水がなくなる溢院は約一300Cとみなされる。 ともかくこの温度は生物にとって大きい意義を

もっている。乙れより高い温度範囲では，冷却条件によっては致命的な細胞内凍結が起る危険

が多いが，この温度範囲以下では急速に冷却しても，かような危険はない。

摘要

1. クワの皮服組織の縦断切片を液体主索中lこ急速冷却してから取出す時は， 25
0

C以上の

温湯中で急速に加温する時だけ細胞は生存出来る。しかし予めエチレングライコ{ノレ中で処理

した場合にはその濃度がますにつれて，力日j辻速度の影=詳は前の場合よりも少なくなる。カ日温速

度の差が非常に大きい時は，たとえ 3M溶液中で処理した均合でも，加温速度によって生存率

がかなり ~r~なる。 また予め…100Cまで細胞外凍結で脱水してから液体窒索中lこ入れた場合に

おいても，力f1温速度の影響は対照よりも少なくなる。さらに予備凍結による脱水が進行して，

細胞内にみIIり易い水が殆んどなくなる程度になった時は，たとえ加温速度の去が大きくても生

存率には殆んど影響しなくなる。

2. 高張塩溶液中で予め原形質分離してから，急速冷却一急速加温する場合には無処理と

ちがって生存細胞は全くない。

3. 校の小片や切片を -150C， -20oCで予備凍結した後液体酸素中に入れてから取出し

て -100，-200， _450，及びー700Cの各温度に 2-4時間おいた場合，-20o__30oCにおい

て， 徐に -300Cにおいて生存率の低下が起るが， 他の温度においた場合にはかような低下が

起らない。 しかし -300Cで予備凍結した場合にはどの温度においてもかような生存率の低下

が起きない。

4. 細胞外凍結状態で冷却していった場合，細胞内の凍り易い状態の水がなくなる温度は

約一300Cである。 この温度範囲以下では温度の絶対値の大きさは少なくとも凍結が長期間に

わたらない眼仏生物に対して大きい意義を有しない。
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Resume 

Using a mulberry tree in frost hardy state， studies were made on the survival of 

plant tissue at super四lowtemperatures. 

1) The thin sections from the cortical tissue of twig were rapidly cooled down in liquid 

N
2 
and then rewarmed in water at 100， 200， 300 and 350C respectively. All the cells in 

the section rewarmed in water below 200C were completely damag巴d，while 50 percent 

of the par百 lchymacells rewarmed in 300C water and 70 percent of them in 350C water 

were found to be alive (Table. 1). 

After having been treated in ethylene glycol solutions of various concentrations (0.5M 

~4.0 M)， thin sections are rewarmed in the air at room temperature after their removal 

from the liquid N2 bath; the percentages of survival of the cells in these sections are 

as follows: 0 in the case of the normal control (untreated)， 20 at 1.0 M， 50 at 2.0 M， 70 

at 3.0 M， 50 at 4.0 M and 30 at 5.0 M. (Table. 2). As the concentration of the protective 

agent was gradually increased， the percentage of survival rose after both rapid (in 300C 

water) and slow rewarming (in 50C air)， but the rise began at lower concentration and 

was steeper after rapid than after slow rewarming in low concentrations of ethylene 

glycol (Fig. 2). The di妊erencebetween the e妊ectsof the two rewarming velocities on 

frozen cells was quite obvious even after the treatment with high concentrations of 

ethylene glycol (Table. 3). When treated with higher concentrations than 4 M solution 

of ethylene glycol， some toxic e妊ectswere found on these cells. 

Aft巴rhaving been previously dehydrated by extracellular freezing at different tem-

peratures， the tissue sections were rapidly frozen in liquid O2 and then were rewarmed 

rapidly in water at 300C or rewarmed slowly in the air at 50C and -100C. The survival 

percentage of the normal control not pefrozen was nil at the slow rewarming velocities 

and 50 at rapid rewarming. After prefreezing at -100C， survival was nil in -lOoC air 
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and 35 Percent in 50C air in the case of the slow rewarming velocities， but 70% at the 

rapid rewarming (in 300C water). However， after prefreezing at _200 and -300C by 

which most of easily freezable water in the cell may be drawn from the cell interior 

by extracellular freezing， the survival value was more than 70 percent irrespective of 

the rewarming velocities (Fig. 1). 

2) All the cells in the thin sections which had been previously dehydrated by the hyper同

tonic balanced salts solution (3 & 3 M) were killed after rapid freezing irrespective of the 

rewarming velocity. In the untreated cells (normal control)， 30 percent of the parench-

yma cells were capable of plasmolysis normally when warmed rapiply (Table 4). 

3) When the tissue pieces from the same twig prefrozen for 4 hours at -150， -200C 

and -300C were immersed in liquid O2 and then allowed to stand for 1-5 hours in the 

air at -100， -200， -300， _450 and -700C respectively， the survival values of the cooled 

pieces prefrozen at -150 or -200C and then held for 1~5 hours at -200 and -300C 

diminished considerably below that of the pieces held at _lQoC or below -400C. In 

pieces prefrozen at -300C， the decrease of the survival value was scaresely noted irre-

spective of the temperatures at which pieces were held after immersion in liquid O2 
(Tables 9， 10， 12). 

4) A definite temperature zone in which easily freezable water in the cell can be drawn 

from the cell interior by extracellular freezing seems to lie around -300C. Below this 

temperature， the intensity of cold seems not to exert any important e任ectupon living 

organisms at least in the short period of freezing. 


