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Isao 'l'ERUMO'l'O 1959 Frost Resistance in Plant Cells aftel' Immersion in a Solution of 
Various Inorganic Salts. LoωTemperαture Science， Se1'. B， 11. (With English resume 
p. 19) 

植物細胞の耐凍性に影響する媒液中の

無機塩類の効果について長

日現 本 勲

(低温科学研究所生物学部門)

t唱和 34年7月号正予g)

I.緒 -z E司

植物がf*害をおこす原弘!のひとつに細胞内凍結がある。細胞のiドの水が凍結して，氷が形
成され，原形質の微細構造を機械的に破壊して，不可逆的傷害をあたえ，fJ!f死をおこすのであ

る。この細胞内凍結が植物細胞におこるか汗かは，原形質表同部の性質によるとされている。

原形質表Nf1部lこ氷の侵入を阻止する能力があれば，煤液(外液)が凍結して細胞に氷が接触して

いても，植氷されることなく或程度凍結に耐える事が可能となる九 この原形賀表制部からの

氷の侵入を担jとする要凶についてはE 現私まで充分にたしかめられていない。

ζの研究では，原形質表婦の状態を変化させると考えられる，積々の無機f長類溶液を煤j夜

として細胞を凍結させ，種々の防イオシ， I主イオシが如何に細胞のIU対凍性に影科するかをたし

かめ，細胞のiflHW '11:を増加させる効果のあるイオシの}I閉列をきめた。又あわせて原形11去Ntiに

イミ:在すると思われる Caイオンω意義について考察した。

11. 方法

使用した植物は，越冬中のアカピ{トの柴柄柔細胞組織と，タマネギ鱗片柴の上1l(iJ表皮細

胞組織である。タマネギは鱗茎のまま 3 適宜温度処理をして 1 群を OOC の恨i且哨箱中で 2~3

i卦間低温処現して hardyとし， 他の 1 砕を 200C の恒温附泊中で 2~3 週間処理し， unhardy 

としたn タマネギを低温処理 (OOC)すると 2週間同から耐凍性をもち，渉透濃度をまし，凍結

に際しては細胞外凍結をおこすようになる九

煤液としては， 脱イオシ水 1，000ccに対し， 0.1 N NaHC03 3.5 ccを加えた液を溶媒とし

て，各村正類溶液をつくり， O.lM の抵張濃度から順次濃度を r~J め 1M まで，段階的 lこ濃度の異

なる溶液をつくった。この溶液によって，<<q~ t-夜寝類による原形質一表出の変化と，等張以上の濃

度でおこる細胞からの脱水の結果細胞の渉透濃度が増加するという，二つの変化を帝国胞におこ

させる事ができる。実験にあたっては数礎知の煤液を同じ材料，間じ時間に使用し比較を正確
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にした。材料は，カミソリで徒手切片とし，各切片を3片ずつ各煤液の種々な濃度の一述の液

に10分間つけた。 その後，切片とその処理した媒液をスライドグラス上にのせて，カパ{グ

ラスをかけ，なるべく迅速に原形質分離の有無を調べた。路液の細胞内への透過をなるべく少

なくするため，次の冷却，凍結までの時閣をできるだけ短時間lこすませた。乙の実験では，各

媒液lこ切片を投入してから， 切片を凍結するまでの時間は 30分以内とした。原形質分離の有

無を調べたスライドは， そのまま -130Cの恒温箱で過冷却し， 10分後人為的に氷で植氷して

凍結せしめた。 -130Cで2時間の凍結後，主jEiで、融W(，ーしたあと顕微鏡で細胞の生死を調べた。
細胞が原形質分離をしているものは，その切片を脱イオシ水lこ戻して原形質を複帰させ，再び

0.5M又は 1M平衡塩溶液 (1MNaClと2/3M CaC12を9:1に混合)で原形質ー分離をするか

どうかをたしかめ，分離した切片を(+)として記載した。

III. 実験結果

1. 各種イオシの影響

使用した牒液の種類は，陽イオシ(塩酸塩)として 7種類，陰イオシとして Na塩8種類，

Ca塩4種組である。 陽イオンの影響を第 1，2表lこ， r生イ才シの影響については第3.4， 5， 6 

媒液の種類 。
KCI lri 
NaCl 

言官

後

LiCI 
自立

後

BaCl2 
前

後

前
SrCb 

後

MgCl2 
前

後

CaC12 
前

後

第 1表陽イオンの影糠(1)

材料:アカピー卜

0.1 0.2 0.3 0.4 

十

+ 

十

十

0.5 

+ 

十

+ 

十

一 一一

+ + + 
土 土

+ 十 十

ゴゴ

+ + + 
士 十

殺 「前」は各淡&による原形質分離の有無。

0.75 1 M 

+ + 

+ 十

+ + 

+ + 

一一一一

十 十

土

十 十

+ + 

十 + 
十 + 

「後」は 13
0

C， 2時間凍結後，原形質分離をしているものを復帰させ，再び分離したものを肘と

した。(-ー)の記載には， 凍結徹解後すでに凍死していた場合とぬイオン水に入れ再びSF:衡取溶液
につけたとき，原形質分離しなかった場合の[JIU万を含んでいる。
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表にその結果をあげた。

切j十を凍結融解後，顕微鏡観察により凍死の明らかなものを除き，中性の脱イオン水に入

れ，再び平衡塩溶液lこつけたとき原形質分離した細胞をもっ切片を表では(十)として記載した。

耐凍性増大の効果lこ関するイオシの順列をきめる場合には，凍結融解した直後の細胞の状態、も

考慮した。

例えば， KCl， NaCl， LiCl， BaC12の各媒液とも第1表では同じ結果であるが，KCl， NaCl， 

LiClで処理されたものは凍結融解直後， 凍結前原形質分離をしていたものはやはり分離して

おり，復帰中に細胞は全部被壊した。しかし BaC12の場合だけは，-13
0C， 2時間の凍結で融

解直後全細胞が彼壊した。 ζの経過中の強弱も考慮して次のようなIi摂列をえた。

Ca > Mg > Sr> Li， Na， K>  Ba 

タマネギを材料とした場合(第2表)， Ba， Li， Kの各媒液は，凍結融解直後すべての細胞

が彼壊したが， NaClは O.75M以上， SrC12はO.4M以上の濃度のものは融解後も原形質分離

していたが，復帰中に細胞は破壊した。これらの結果から unhardyなものでは各イオシの効果

の}I民JIHまCa>Mg>Sr>Ba，Li， Na， Kとなり， hardyなものでもやはり Ca>Mg>Sr> Ba， 

Li， Na， Kという結果であった。即ち hardyなものと， unhardyなものとは，共にイオシの}I僚

第 2表 i湯イオンの影響 (2)

材料: タ r ヰギ

A. unhardy 

Wf; i演の積類
O 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.75 1M 

一一一一一

KCl 
前 + 十 十 + + 

後
一一一

NaCl 
前 + + 十 十 + 
後

一一ー一一 一一一一

LiCl 
前 + 十 十 十 + 
後

一一

前 十 + + 十 十 + 
BaCIz 

後
局一一

前 十 + 十 十 + 
SrCIz 

後

+ 十 + 十 + 
MgCIz 

十

+ 十 + 十 + 
CaC12 

+ 十 十 十
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B. hardy 

煤淡の極類

前
KCI 

後

前
NaCl 

後

前
LiCl 

後

Ji1J 
BaCl2 

後

前
SrCl2 

後

市j
MgCl2 

後
一一一--'

前
CaCl2 

後
一一一

島県 i伎の樋類

Na;Cliz  

)411 
NaJ 

後

iliJ 
NaBr 

後

自立
NaSCN 

後

HiJ 
Na2SO. 

後

話1
NaN03 

Na-Tarも.

Na-A巴et.

)!Ci 本線j

i後 度

O 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.75 1M 

→ト 十 十 + + 

守十 十 十 + 十

一一一一一一一一一

十 十

十 十 十

+ + 

+ + 十

一一一一一

十 十 十

寸 十 十

一 一一一一

第 3表陰イオンの修習 (1)

材料:アカヒート

十 + + 

十 + 十

+ + + 
+ 

十 十 + 
十 + 

十 寸ー + 
十 十 十

o 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.75 1 M 

一一 十十十+

--ー
土 十 十 寸ー

十 十 十 + 
土 :l: 一

→唱 十 十 十

十 寸『 十 + 

一一一一一一一

十 十 十 十

:士 + 寸ー 寸ー

一 一一一一

斗ー 十 + + 
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列は等しいが， 0.2Mずつのi耐凍性のずれがある。

第 1，2表の防イオンの結果から， 1価の Li，Na， Kの各イオンは， Baイオシだけは例外

であるが， 2イ艇のイオジにくらべて耕凍性を高める効果が小さい事が認められた。 又， 2価の

イオシのうちでは， Caイオンが最も効果が大きいといえる。

次にアカビートに対する|塗イオシの影響で(第3表)， 21時間凍結して融解直後の細胞は，

NaCl (0.4M以上)， Na-Tart.， Na-Acet. (共に 0.75M以上)の各々で原形質分離していたが，

復帰途中般壊した。 NaJ，NaSCN， Na2SO.， NaN03の各媒液では，融解したときすでに細胞は

{波t友されていた。

第 4表 |怠イオンの影響 (2)

材料: タ r ヰギ

ム.unhardy 

i県波の程i鎖
O 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.75 1M 

NaCI 
i百i 十 十 十 + + 
後

NaJ 
官官 | 

後

+ 十 十 + + 

+ 十 十 十 + 

NaSCN 
前 + + 十 + 十

後

Na2SO. 
前 + 十 十 + 十 十

後

NaN03 
自iJ + + + 十 + 
後

Na-Tart. 
前 同ト 時ト 十 + 十 十

後

Na-Acet. 
前 ート 斗 + 十 + + 
後

タマネギの unhardyなもので， NaClは0.75M以上， Na-Acet.は1Mだけが融解直後原

形質分離していたが，復帰の途中破取した。 Na]，NaBr， NaSCN， Na2SO.， Na】Tart.の各媒液

は，融!o/I{II寺すでに細胞は破壊されていた。

hardyなもので， NaCl (0.4M 以上)， Na-Acet. (0.5 M 以上)， Na-Tart.， NaBr (各1Mの

み)では融w"n寺原形質分離をしていたが，仙のものは融j昨日寺すでに細胞は俄j袋されていた。
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B. hardy 

主2 皮

媒波の種類
O 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 075 1M 

NaCl 
前 十 + 十 十 + 

後

NaJ 
前 十 + + 十 十

後

自可 十 + + 十 + 
NaBr 

後

トlaSCN
oiJ 十 十 + 十 十

後

Na2SO. 
前 + + + 十 + 
後

NaN03 
前 + + + 十 + 
後

前江 + 十 + 十 + 
Na-Tart. 

後

十 十 + 十 十

Na-A巴et. 後

第 5署長 Il2;イオンの Jj~ 響 (3)

材料:アカビート

CaCl2 

CaJ2 

CaBr2 

Ca(N0312 

CaBr2 (0.5M 以上)， Ca (N03)2 (0.75 M以上)では，融解I時原71三官分離していたが， CaJ2 

ではすでに政i決されていた。
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A. unhardy 

第 6表陰イオンの;彩 1{l1! (4) 

材料:タ γ ヰギ

Ij)長波の種類
b淡 皮

O 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.75 1M 

CaC12 
前

後

一

前

後

一

前

後

+ + 十

+ 

+ 

+ 

十

十

+ 

+ 

CaJ2 
+ + + 十 + + 

CaBr2 
ート + 十 + 十 十

Ca (N03). 
前

後

十 + 十 + + + 

B. hardy 

CaJ2 

媒液の種類
O 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.75 1M 

CaCl2 
前

後

十

十

+ 

+ 

十

+ 

十

+ 

十

+ 

十
+
、

十 + 十 斗 + 

十 十 十 + 十 + 
CaBr2 

Ca (N03). 
前

後

+ + + 十 十 + 

unhardyなものは， CaBr2， Ca (N03)2共に O.75M以上のものは， 凍結融解後原形質分離

していたが， Ca]2は融j即時すでに細胞は般1まされていたn hardyなものは， CaBr2， Ca (NO，)2 

j~ に O.5M 以上のものは， 制u呼後原形質分離していたが Ca]2は unhardyなものと問じよう
に，細胞は破壊されていた。

l芸イオシでの結果は Na塩， Ca塩とも Clイオンを除いて各イオン聞の糊列はきめがた

L 、。 然し一般に Clイオンは他のイオシにくらべて耐凍性増大効果が大きく， 特に CaJ註で差

が大きい。

2. Ca rえ;澱剤の影
この実験は， 煤;夜中の Caイコf;/をl泳くために Ca沈澱剤として知られる移酸塩および

クエシ酸liic(共に Na1"10で予め七)J片を処}1!!した後，前述のニ，三の県波を使用したj話合のl耐isi
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性を調べた。 先ず始めに Ca

沈澱剤で切片を 15分間前処

理し，同時lこ対照は脱イオシ

水中で同じく 15分間処恕し

たあと， 良県滋!としての NaCl，

MgC12， l配転~の極々な iJ1~}Sf i容

j伐に切片を移し，そのあとは

riu述のイオシの影響の場合と

同じ方法を行った。同時に対

照切片を用いた笑験もあわせ

て行った。凍結融Wt-後は， Ca 

沈澱剤で処Jffiした切片がその

溶液中で凍結lこ耐えることω

できた溶液の最抵濃度と，対

照切j十を使用した場合にえら

れる同様な最低濃度との差を

とって昨Ji束性0)消失度とし

た。 例えばアカピ{トで，白菜

j夜が式!:精液の場-合は， 0.7モ

j(Ci 本効

第 7表 Ca tti液剤処理による耐凍性の消失佼

使用した植物
Ca泌澱剤 !県?皮の
の積類種類

耐凍性の
消失皮

アカビート

輸
相

l

h
新

1
2
h
u

c

c

c

c

 

熊

h

h
能川

h

h

，，za--z，、
t

l

l

E

t

、
，
1
1
4
・F、B
E

E

l

-

、

e

e

 

上

t

u

a

 

a

E

 

X

比

0

C

 

M

M

 

n

u

n

u

 

，，E
E
E
E
E
E
E
E
S
S

，，て、
E
Z
E
E
E
E
E
E
B
B
-
E
E

‘

O.3M 

0.3M 

0.1 M 

0.3M 

0.3M 

O.IM> 

0.4 M 

O.4M 

O 

0.3 M 

0.2M< 

O 

0.3M 

O.3M 

0.1 M 

O.3M 

0.2M 

O.IM> 

ノレ以上で -130C，2時間の凍結にたえることができるが， 切片が11会酸塩で前処理されると1.0

Mのra梢牒液に入れたものだけが凍結にたえることができる。この場合の走0.3Mが消失度で
ある。その結果を~7 去にあげた。

Ca沈澱剤でもって予め切片を処理することにより，その後用いたがよ液の種類によって，耐

凍↑主の消失度がちがうことがわかる。すなわち庶純， NaClを煤液とした場合は 0.3M，MgC12 

を用いた時は O.lM(又はそれ以下)も対照lこくらべて耐凍性が失われる。 又， タマネギでは，

hardyなものと unhardyなものの間に顕著な主任は見られなかったが， 移酸j鼠で前処理された

ものの聞に， 1¥'¥;附， NaClを媒液とした場合，共lこ耐I';!!'j生の上でO.lMずつの去をもっている

ホーが認められた。 MgC12を煤液とした場合は， 前述のイオンの)1前列から理解されるように，

Mgイオシが Caイオ γの代イ賞作用をして， Ca 沈澱斉~でイたわれた Ca イオンに代って，耐凍性

の消失度がO.lM以下という結果になったものと思われる。

([(主総i

(0.1 M oxalate iNaCl 

タマネギ lMgCl2
unhardy 熊糖

l 0.1 M citrate i NaCl 

lMgClz 

d!長糖

(0.1 M oxalate {NaCl 

タマネギ¥MgCl2 
hardy 熊糖

l 0.1 M citrate {NaCl 

lMgCl2 

IV. 考察

植物が凍死を起す主要な原射のひとつは，市rnHtg内lこ氷ができる事である。通常，細胞の凍

結するときには， MU胞外凍結が最初始まる。充分過冷却の状態に細胞がおかれると，細胞外の
氷は原形'e1i院内心水に植氷の役を来すことができる九 したがって植物細Il包内にikができやす
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いか，できにくいかは原形質膜および原形質表層の状態、によって支配されると考えられる。こ

のことはワニの卵でみられているが，媒液の凍結が始まってヲニ卯lこ氷が接した際，最初のう

ちはクニ卵の内部にあらためて人為的に植氷すれば常に細胞内に氷ができることから，一次的

[こは原形質表層部の構造が， これより内部に凍結をおこさせることを防いでいるためと思われ

る3) 原形質表桜部は種々の程度lこ凍結の進行を阻止する性質があるので，媒液中に氷が発達

しでも，細胞内部に，続いて凍結が始まるとは限らない。このように植物細胞が，内部lこ;氷が

できる事を阻止する性質があるという事実は，苦から植物学者に知られていた (Sacks1892)。

1932年に Chambersと Haleは，始めて細抱表聞に直接ミクロピペットで植氷する方法を使

用して，原形質膜は，すでに過冷却している細胞内部lこ氷が侵入する ζ とを防ぐ能力があるこ

とを明らかにしている九細胞質の表面及びトノプラスト{こは燐脂類が特に多く存在する。燐

脂類は細胞質をi構成する蛋白質とゆるい結合をするか，或いは蛋白質ミセノレの間践に存在する

といわれている。これらの細胞表)留に存在する蛋 iさ\，燐脂鎖などは，無機の塩~\p.tこよって変化

をうけるものと汚えられる。原形質表層の状態を変化させる種々の媒液の作用は， j院を構成す

る蛋\~\，燐!府知への作用でもある。 ζζ で植物細胞のj(r社説:性に作用する i均イオシの!順列である

Ca>Mg>Sr>Ba， Li， Na， K 

は，このようなイオシを含む煤液中で細胞が凍結lこたえられる程度をあらわすにすぎない

が，著者はこれを原形質jJ)'iを構成している物質が，各イオジによって変えられて，氷を阻止す

る能力に変化が現われたことも，耐凍性に影響する原因のひとつと考えたい。 2価のイオジ特

に Caイオシは 1価のイオジのものにくらべて原形質膜の氷の侵入を甑jとする能力lこ影響する

ところが大きいのであろう。 このことは Ca沈澱剤を使用して得られた結果とあわせて興味ぷ

かし、。

クニの卵の実験で， 外側のl肢を破って細胞内部の原形明を Caイオシの存;(r=.しない牒液

lこ溶11¥せしめた場合，原形質は流出を続けるが， 1l1J~く少量でも Ca イオシが煤液 lこ存在すると，

その流出原形賢に界市)践が形成される ζ とが知られている。又， Caイオシは K イオシまたは

Naイオンと措抗的に働く性質をもっている。 Caイオシは生体にとって最も重要なイオシのひ

とつであ川 原形質のグノレ化には Caイオシの存在は不可欠なものと考えられるめ。 原形質は

ポリペプチッド鎮のミセノレ構格構造をもっと考えられ，一般にポリペプチッ r~}{の水利を促が
すイオジである K，Naイオシの如きは，釈明包質の衣聞に水利]をおこし，軟化， 膨潤させ， 之

lこ反して CaイコfYは正常な細胞の衣服に存犯して， 脱水，縮化，徽密化をおこすが，過剰の

濃度の Caイオ γが作用すると細胞質外!呼に著しい脱水がおこり， その硬化が起るぺ 細胞!院

を構成している物質に対し，極々の無機イオシは色々な程度の変化をあたえ，その変化が，原

形質内への氷の侵入を阻!とする程度の差を与えるものと考えられる。特に続物細胞の原形質膜，

原形質表!ぽにおける Caイオシと，その代りをする Mgイオンの存在が， 氷の細胞内への侵入

阻止に大きく影科するものと思われる。
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摘要

植物の凍死をおこす原田のひとつである紹胞内凍結のおこりやすさは，原形質ー表)援部の氷

の侵入を阻止する能力lこ支配される。原形質君主)将の状態を変化させると思われる煤液の条件を

かえて，植物組織の i耐(~d笠をしらべた。

使用した煤液は， 無機塩鮪のうち|渇イオシとして 7禄類， 陰イオ γとして 12趨傾を用い

た。 使用した植物は， アカビートとタマネギの細胞で， 千村山夜の侃1E，等1K， r丙'JJえ溶液rllで

-130Cで 21時間凍結させた後， その細胞の生死によってi取得を防ぐに有効な開j疫の濃度を求

め，細胞の附i束性lこ対する)1憤列をきめた。 使用した組物の hardyであるか，又は unhardyで

あるかによっては，イオシの順チIJは変らなかった。結果は次の通りである。

アカピ{ト Ca>]¥在g>Sr>Li，Na， K>Ba 

タマネギ Ca> Mg>Sr> Ba， Li， Na， K 

防イオシでは Baイオシを除いて 2価のものが 1何のイオシにくらべて耐凍性効果が大きく，

その中でも Caイオシは最も大きい。 陰イオンは，(む用した 12f1li:知の煤液の中で， Clイオジ

が最も細胞内凍結を阻止する効果が大きいが， [iJ)jイオシlこくらべて非常に小さい。 Caイオン

については， Ca沈澱剤を用いて煤液中の Caイオンを予めとりさって，その無処理のものとの

耐時|注lこ対する効力のへりかたを調べた。この実験条件では，両植物の細胞で，各煤液1:1ユでの

l尉凍性の有効濃度は約O.3M低下する。 しかし処Jll1.:fゑの煤液を MgC12にすることで， その細

胞の耐凍性の消失度をもとに民す ζ とが可能となる。

最後に，この研究について 1~J1指導下さった百木教授，ならびに有益な 1~[J助言をいただいた

朝比奈教授に感測する。
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Resume 

It is the purpose of the present study to ascertain the changes in grade of frost 

resistance in plant cells， when they are immersed previous to freezing in various kinds 

of media by which the properties of protoplasmic membrane in these cel1s may probably 

be a妊ected. For the solutions of these media， various cations as wel1 as various anions 

were used. 

The table beet and onion were used as experimental material. Tissues from these 

plants were sectioned by hand， and slices from the outer epidermiss of onion scale leaf 

or parenchyma cells of petiole of table beet were treated with graded solutions (0.1-1 M) 

of various inorganic salts in which the ability of plasmolysis in these cells was deter-

mined. These tissues were frozen at -13cC. for 2 hours. After thawing， the effective 

concentration of the medium ill which cells could stand against freezing was determined. 

According to the results of the present experiment， the ions were arranged according 

to their e妊ectson frost resistance in plant cell in the following series: 

table beet Ca>Mg>Sr>Li， Na， K>日a

onion Ca>Mg>Sr>Ba， Li， Na， K 

In the case of onion the arrangement for cations was not changed due to the degree in 

its hardiness. Bivalent cations were found to be more effective to increase the frost 

hardiness in plant cell than the monovalent cations except for the case of the barium 

ion. Calcium ion was most e百巴ctivefor frost hardening. As to anions， chloride was 

most effective amoung various anions but， in general， anions were less e百ectivethan 

cations. 

In the present experiment the calcium precipitants such as oxalate and citrate 

solutions were also used as the solutes of the media. Oxalate removes calcium ion 

from solution， and citrate binds it in an inactive form. In either case， in the absence 

of any free ca1cium ions， frost hardiness in plant cells was decreased under the present 

experimental condition. Magnesium seems to compensate the decrease in frost har<1iness 
of plant cells which was brought about by the treatment with ca1cium precipitant. 

From the above facts， it can be concluded that among various inorganic salts， biva 

lent cations are more effective to increase frost hardiness than the monovalent cations. 

Ca1cium ion seems to have a characteristic property to increase the ability to resist the 

occurrence of intracellular freezing in plant cells. 


