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Akira SAKAI 1961 Th巴 Mechanismof the Frost Injury in Plant Cells 1. Effect of Medium 

against Frost Injt町'(1). Low Tem戸ratureScience， Ser. B， 1!). (With E時 lishresume p. 15) 

植物細胞の凍害の機構 1%' 

一一凍害lこ対する楳液の影響 (1)一一

酒 井 昭

(低混科学研究所生物学部門)

(1昭和 36年 7月受理〉

1. 

植物の凍害の機j惇についてニつの異なる;立見がある。 Lidforss(1907)')附は凍害の原田を凍

結による細胞液の塩濃度の高まりによって起こる原形賀の変性に求めている。乙のばあい細胞

内に糖が多監にあると，原形質ーの変性が抑えられるので凍警が防がれると説明している。乙の

ような塩害説は現在も Ullich，Heber2)凡4)等によって支持されている。動物細胞でも同じ立場

から Lovelocl♂Aη が塩害説を主張している。これlにこ対しで h班4仏ax対lmov山1

細胞内溶液の濃縮が凍害の原因でなくし，凍結脱水lにζよる細胞表層部の障害がその原因であると

主張している o Maximov')はキャペツの細胞を水lこつけて凍結させるばあいには -5，20Cで死

ぬのに， 2Mのグノレコ{ズ溶液中で凍結させるlぎあいには， -320Cでの凍結に約半数の細胞が

耐えることを見出した。このばあいグJレコ{ズは細胞内lこ入っていないので，乙の事実は塩害

説では説明できない。Iljin川， Scarthや Levitt"-'5)等は凍結による細胞内の脱水濃縮そのもの

が細胞に警を与えるのでなく，凍結による脱水及び融解にさいして細胞表層部が機械的ストレ

スにさらされることに凍容の原因を求めている。彼等は細胞内の塩濃度の高まりが凍害の一次

的原因でないと主張する点、では Maximovと同意見である。

Maximovl)凡のの実験において使用されたキャペツの細胞は水を媒液として凍結させる時

には-5.2
0

Cで死ぬ。この事から半1]るように，彼の用いた細胞はirrH凍度が比較的小さい。また

彼の冷却方法では同じ温度で確実lこ植氷することができない。これらの事を考えあわせると，

彼の実験では凍死が細胞内凍結によるのか，約抱外凍結によるのか底別できないように忠われ

る。凍害の機構を考察するためには， ζの点をはっきりさせた実験デ{タ戸に基づくことが必

要である。また細胞を媒液に没して凍結させるばあいには，煤液の凍害防止作用がその物質の

細胞内えの渉透の結果あらわれたものか否かを区別できない。この事を区別するために本論文

では細抱内に透過する物質は使用しなかった。

本論文は細胞外凍結による警に及ぼす色々の煤液の凍警に対する保護作用を調べて，凍害
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の機構を明らかにするために行なったものである。

凍結中の細胞の顕微鏡写真を擬影して頂き，また論文を校閲して頂いた朝比奈教授に誠意

を去する。

11. 

実験材料としてキャベツ (Brassicaoleacea caρitata， DC.)の葉柄の柔細胞を用いた。露地

[こ生育しているキャペツを抽苔させたのち，茎の上部を切落して切口から多くの葉を出させ，

12月初/白jまで十分寒さにあわせた。同一切口から同じ時期に発茅イ中長した葉は大体同一条打二に

あるものとみなされる。使用した葉の長さは 15--20cmであった。葉柄から切取った縦断切片

をスライドグラスとカパーグラスの聞に水でマウントして-lOOCまで過冷却後，植氷しでも

全細胞が生存していた事から ζれらの細胞は細胞内凍結を起しにくい状態にあることがわか

る。

葉柄から切取った約 1-2細胞)習の薄い縦断切片をスライドグラスとカパーグラスの間に

小量の媒液でマウントして小寒暖計とともにシャーレlこ入れて _50Cの恒温絡で冷却した。冷

却 30分以内lこ椴氷して凍結させた。凍結開角30分後に-lOOCの陪温箱lこ移した。その後30

分毎lζ50C宛低い恒温箱に順次移して所定温度まで冷却した。所定温度に達してから一定時間

後に約OOCの部屋に取出して融解した。また一部の実験では組織切片は 0.2ccの賊液を入れた

小試験管(径1.0cm，長さlOcm)に入れて -50CまたはーlOOCで権氷して凍結させた。凍結

5分後に小試験管は 50C謂隔で -300Cまでの各温度に冷却された 50ccのアルコ-)レ中{こ 5

分毎にj順次移して所定温度まで冷却した。所定温度に一定時間おかれた後OOCの部屋に取出し

て融解させた。同一系列の実験には同一葉から切取った組織切片のみを用いた。また一つの実

験lこは組織切片山-15個を用いたe

静~!1採 1-2 時後，組織切片は中性赤溶液で染色してから平衡塩溶液中で原形質分離させた。

細胞の外観に異常がなく細胞が中性赤溶液に染まり，しかも正常に原形質分離している細抱を

害を受けていない細胞とみなした。必要なばあいには 2倍の高張塩溶液と水で，原形質分離と

復帰を 2回繰返したのちなお細胞が容されていないかを調べた。耐i束性の高さはある温度で凍

結させたときの細胞の生存不か，または殆んど全細胞が生きている凍結条件の最低温茂で現わ

した。

葉の細胞中 lこ~!V，機塩如、やグリセロ-)レを入れるばあいには，キャペツの葉柄を O"C または

15
0

Cの部屋で低張な溶液中に 3-5日間諜挿して葉の細胞中にこれらの物盟を入れて相胞の渉

透濃度をたかめた。

つぎの諸物質を媒液として用いた。糊.ラムノ戸ズ，キシロ{ズ，フルクト{ズ司ク、Jレコ

ーズ，ガラクト{ズヲソノレボ{ズ，マンノーズ，サッカロ戸ズ，ラクト戸ズ及びラフィノ{ズ。

多{商アJレコ-)レ グリセロ-)レラマンニト~)レ，ソ Jレピト-)レ， トリエチレングライコー Jレ。

その他の有機化合物・尿素， グ1)シン， アセトアマイド， ポリビニーJレピロリドン。無機塩



植物語長i胞の凍警の機構 I 3 

類:塩化ナトリュウム，進化カリュウム，塩化カノレシュウム，平衡塩溶液ヘ これらの物質が

細胞内lこ入るか否をつぎのようにして調べた。いろいろな濃度の溶液中に組織切片を定温で一

時間没した後，細抱の渉透濃度を:ij三i重ijJ盆溶液中で測ったが，使用したどの物質についても渉透

濃度のたかまりが認められなかった。さらに組織切片を探液に浸して 10
0
Cで凍結，融解後，

平街塩溶液中で原形質分離させて細胞の渉泣濃度を調べたが，この{ぎあいにも細胞の渉透濃度

の増加は認められなかった。したがってこれらの物質は殆んど細胞内に入らないものと考えら

れる。エチレングライコ戸 Jレ，メタノ~)レは容易に細抱内{こ入るので ζ の実験 lこは用いなかっ

7こ。

III. 

1.薬害に対する保護作用と糖濃度の関係

ii，約束性の災なる 3つの葉の葉柄から切取った組締切片が異なった濃度のグノレコ{ズ溶液lと

i売されて同一条件下で各温度で凍結された。これらの結果は第1図に示した。これらの細胞の

渉透濃度が O.56~O.66M であるので，低張なクソレコ{ズ溶液中でも凍害防止作用があることが

わかる。同ーの紫の細胞についてはグルコ{ズの浪震の高まるにつれて凍害は少なくなる。第

l図から判るように -300Cで凍結に耐えるのに必要なク'ルコ{ズ蒋液の濃度は， No.lの細胞

F
U
 
。ハ
uzd 

皮静15

-25 

-10 

o Q2 0.4 0.6. Q8 1.0 1.5 2.0 

媒液の濃度 M

第 1図 凍害保護作用とクソレコーズ滋皮の関係

材 料: ・キャベツ紫柄の柔和!胞

細胞の滋透濃度 No.lは 0.66M， No.2は 0.6M， No.3は 0.56M である

凍結時間 16時間

長等張な NaClと CaCl2溶液を 9:1の容積比に含む。
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では 0.4M， No.2の細胞では1.0M， No.3の細胞では1.5M である。かように紺凍性の高い

細胞ではグルコ{ズによる保護作用が大きい。

2. 糖及び多価アルコールの凍害に対する保護作用

10穏類の糊と 3種煩の多価アJレコーノレを用いて 2系列の実験を行なった。 これら 13種類

の物質の凍害防止作用の相対的大きさを知るためにラ詞一系列の実験には同ーの葉柄からとっ

た切片のみを依用した c 乙のばあい一実験[こは 6個の組織切片を用いた。第 l表にその結果を

示すむ

第 1表 糖及び多{佃アルコーノレの凍容に対する保護作用の比較

No. 1 (0.66 M)" 

媒液の濃度 0.4 M 

凍結温度 -2ラ。 -30。

rhamnose 100'手焚 100 

xylose 100 100 

fructose 100 100 

glucose 100 100 

galactose 100 100 

sorbose 100 100 

mannose 100 100 

saccharose 100 40 

lactose 70 10 

ra伍nose O 。
glycerol 100 100 

sorbitol 100 40 

mannital O O 

凍結時間 16f尋問

特 No.l及No.2の菜の細胞の渉透滋皮

制生存細胞の百分比

No. 2 (0.62 M)" 

0.4 M 

-250 -30。

100 30 

100 30 

80 20 

80 20 

80 10 

90 

30 5 

。 O 

O 。
100 40 

50 10 

。 O 

0.8M 

-300 

100 

100 

100 

100 

100 

30 

10 

。
100 

50 

O 

第 1表の結果からわかるように，凍害防止作用の大きさの)1町立は次のようになる。

ペントーズ¥ソノレピトール¥ ラフ fノーズラクトーズ>ヘキソーズ/サッカローズ/ マンニ

グリセロ戸Jレ，ヘキソーズ及びペント{ズのあいだにも凍害防止作用の差は殆んど認められな

い。溶j鮮度が小さいマンニト~)レとラフィノ{ズは O"C 附近で析出してしまう。ラクト{ズは約

-5
0

Cで析出する。 したがって高濃度でも細抱に害作舟を及ぼす事が少ないこれらの物質の凍

害防止作用の大きさはそれらの物質の OoC以下の温度における溶解度に支配される傾向が認め

られる。第 l表に示した実験は各物質の凍害防止作用の相対的大きさる知るために，凍結温度

を-25
0

Cと -30
o
Cの二つの温度にかぎって行なった。各物質の凍害防止作用を知uるためには
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N.p. 

Q 
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O
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存

率

20 

-75 -60 -40 -30 -20 “10 

凍結混度 (0C) 

第 2図 糖及び多価アJレコールの凍害に対する保護作用

1煤液の濃度はいずれも O.4M である

凍結時間 16時間

対照(N.C.)は水を媒液として凍結芯せたものである

もっと広い温度範囲について調べる必要がある。第2図は 4種類、の糖と多価アJレコーノレについ

て，いずれも O.4M溶液を用いて-lOOCから一75
0

Cまでの温度範囲についてそれらの物質の

凍害防止作用の大きさを示しているユグリセロールは -40
0

C以高の温度ではグノレコ{ズのよ

うに大きな妨止作用をもっているが， -60
o
C以低では全く防止作用がない。 5回のいずれの実

験でも全細胞が死んでいた。グリセロ~)レの凍害防止作舟が全くなくなる正確な混度範囲はま

だ調べられていない。第1表の結果のように，サッカロ{ズ，ラクト戸ズ，マンニト戸ノレ及び

ラフイノーズと落解度の小さくなるにつれて，それらの防止作用は減少する。

各種有機物質の凍警に対する保護作用3. 

向じように調べた結果を第2表に示す。グリシンは凍害訪11:作用

がない。尿索， トリエチレングライコ{ノレの防止作用は小さい。アセトアマイドは糖より小さ

いが防止作用を有する o 0.4 M と0.8M溶液で防止作用を比較してみるとグルコ{ズとグリセ

ロー Jレでは 0.8Mのほうが防止作用が大きいが，ほかの物質では濃度が高いほうが防止作用が

乙の事はこれらの物質は糖とちがって高濃度では細胞に有害に作用

各種有機物質について，

小さい傾向が認められる O

することを示している。

第 3 表 lこポリビニ~)レピロリドンの結果を示す。 7% までの濃度では対照と比較してほと

んと、防止作用に差が認められないが， 10%以上の濃度ではむし乃対照より害が多くなる。
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第 2表 有機物質の凍警に対する保護作用

媒液の濃度 0.4 M 0.8 ~νf 

凍結混皮 -150 -200 -250 -300 --20。 -300 

水 30台 。 。 O 。 O 

尿 素 20 。 O O O 

グ，リ シ ン O O 。 。 O O 
トリエチレン

80 20 10 。 。 。
グライコーノレ

アセトアマイド 70 30 O 。 。
グヲセ口一 Jレ 100 100 100 40 100 100 

グルコーズ 100 100 100 50 100 100 

先 生主子細胞の百分比

凍結時間 16時間 総胞の滋透i腿皮 0.7M

第3表 ポリピニールピロリドンの凍害防止作用

媒液の濃度

-15
0C-" 

-200C封

凍結編皮 出 主主主子細胞百分比 凍結時間 16時間

100 

80 

NO.I 

0

0

 

6

4

 

生

存

率

20 

-10 -15 -20 吃5 -30 

予備凍結温度。C

第 3図 予備凍結温度と生存率の関係

凍結方法 0.2ccの 0.7M クソレコーズ溶液を含む小試験管に

組織切片を入れて凍結

No.lは対照で予備凍結だけしたものである

予備凍結時間時間

マ0
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4. 液体窒素中で、の生存実験

各温度で一時間予ur#，6)，17)凍結してから液体安索中lこ一時聞入れて取出して調べた結果を第

3図に示す。乙のばあいには小試験管!こ 0.2ccの0.7Mグルコ{ズ溶液を入れて凍結させた O

-200C以高の温度で予備凍結したばあいには全細胞が死んでいた。 -30
0
C以低の温度で予備

凍結したばあいには 70-80%の細胞が害されていなかった。 融10/予後細胞は 2{告の高張溶液と

水で原形質分離と復帰を2田繰返したが細胞はなお正常な外観を示していたし，正常に原71三百

分離した。以上の結果から細胞がク命ルコ
GLUCOSE 

戸ズ溶液に浸されて凍結されるばあいに

は，細胞内の凍りやすい水が細胞外凍結

によって揮度に脱水されでも!細胞は害を

受けないことが半Ijる。

100 一一一一-0一一一一。

5. 無機塩類の凍害に対する保護作用

塩化ナトリュウム (0.2M)， i主化カリ 生

ウム (0.2M)，塩化カノレシュウム (0.13M) 存

及び平筒塩溶液(0.2M)について凍害防止 涼 40

作用を調べた結果を第4閣に示す。塩化

カリュウムは水の中で凍結させた対照よ

りも害作用が大きいが，塩化カノレシュウ

ム，塩化ナト勺ュウ.f:，.及び平衝塩新喪中

で凍結させた細胞はいずれも対照より害

作用が小さい。ことに塩化ナトリュウム

-r-

20 

世 10 岬 15 -20 ー25

と~街塩溶液は -200C までの温度にお 凍結温度 (0C) 
第4図 無機塩類の凍害に対する保護作用

いては大きい防止作用を示しているが，

-30 

ハ 媒?夜の濃度:グノレコーズ (0.4M)， NaCl， KCl及び平
グノレゴ凶ズとちがって -30

0

C 以低では 衡溺溶液(BSS)(0.2 M)， CaCh (0.13 M)o N.C. (対照)

防止作用がない。 凍結時間 16時間

6. 議機塩類を人為的に増加させた細胞を凍結させたばあい

制抱がグノレコ{ズ溶液lこ接して凍結されるばあいには，細胞が限度に脱水濃縮されても細

抱は容を受けないので，凍結させるまえに葉栴を OOCで低張な平衡塩溶液中に 31]間葉挿して

細胞内の渉透濃度を増加させた莱を実験lこ使用した。 処理前の葉の細胞の渉透濃度は 0.65M 

であったが処理した諜の渉透濃度は1.05Mで約 60%増加していた。葉挿した葉を乾かないよ

うに OQCで 10日開放送したが葉!こは全く答が認められなかった。 この渉透濃度の増加は無機

塩類の増加にもとづくものと考えられる。近日仁わに定量する予定である。乙の想定が正しいも

のとして次の実験を符なった。無機i誌類で処理した葉から組織切片をとっていずれも 0.5Mグ

ルコ日ズ溶液中で凍結させた結果を第4表lこ示す。 -25"C以高では再者の間に差が認められな

いが， -30
o
Cで凍結させたほあいには，細胞中に無機塩類を増加させた細胞は対照よりも大き
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第 4表 人為的に無機極類を治力日さーはた誕の凍害

(05 M グJレコーズ溶液中で凍結)

凍結温度 無処主主 (0.66M)* エf乙衡塩溶液を入れた細胞(1.Q5M)

-20" 

_250 

-300 

ハU

ハ
u
n
u

n
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決細胞の惨透i段段 持:会長存細胞の百分比 凍結涛関 16時間

な答が現われた。

上に述べた無処理の対照、の葉と無機塩額で処理した葉から，それぞぞ、れ組

5平iド乙{街封i塩主溶液及ひび、いろいろな濃度のグjルレコ{ズj溶容液中でi凍東結した結果を第5表lにこ示す。

第5表 人為的に無機騒類を増加させた葉の凍容に対する保護作用

凍結wf!;夜の種類

凍結温度
水 0.2M B.S.;(' O.4M G州 0.8M G 15M G 

200 。長持誌 100 100 100 100 

-25' O 40 80 100 100 

-300 。 10 40 70 100 

後 B.S.: 平衡盗溶液 糊 G: グノレコーズ

根幹洛生存細胞の百分比 凍結時間 16時間

無処理の楽の渉透濃度は 0.66Mで線機犠類で処理した主主の惨透淡皮は 1.05Mである。

まえに述べたように，水よりも平衝塩溶液中で凍結したばあいの方が筈作用が少ない。さ

らに細胞の1*に比較的高濃度に無機塩類を入れた葉で、も，外囲のグノレコ戸ズ溶液の濃度が増す
につれて害作用があらわれにくくなる傾向が認められる。

7. 糖液中での融解速度と凍害の関係

多くの動物細胞とちがって，植物細胞は一般には融解速度が大きいほど害を受けやすい。

小試験管lこ0.2ccの水を入れてその中lζ組織切片を浸して -5"Cで凍結後，警を受けない凍結

祖度である_lQOCまで冷却してから， 30
Q

C の j昆湯 ~OO cc中lこ小試験管を入れて急、速に融か

したところ，筈を受けていない細胞は 20%にすぎなかった(第6表)。

融解条件

第6表 糖液中での融解迷皮と凍苦手の関係 (No.l)

。OC空中
。OC 水中
300C 水中

長生存細胞の百分比

凍結方法 0.2ccの媒液を含む小誠験管中で凍結



植物細胞の凍害の機構 工

第 7表 糖液中での融解速度と凍害の関係 (No.2)

融解の条件

。QC水中
35
0
C 水中

後 生主子細胞の百分比

-300C 

100訴

90 

凍結方法 0.2ccの0.81¥1グルコーズ溶液を合心小試験管中で凍結

-1960C 

90 

80 

9' 

ζのばあい OOCの水や OOCの空中で融解させたものは全細胞が害を受けていなかった。し

かし O.4M グノレコーズ溶液中で凍結させたばあいには， 300Cの温湯中でとかしでも全細胞が害

されなかったし， -30oCで凍結後300Cの湯温中でとかしても害を受けなかった。さらに第7

表lこ示すように O.8Mグノレコ戸ズ漆液中に没して， -790C， -190oCまで冷却後， 35
c
Cの温湯

中[ζ入れて急速に融解させたばあいにも大部分の細胞は害を受けなかった。これらの事実はグ

ルコ{ズ溶液中で凍結させる{ぎあいには，急速に融解させても細抱が害:を受けにくい事を示し

ている。

IV. 

1. 細胞内の塩濃度の濃縮と凍害

本論文で用いたキャペツの細胞は，水を煤液として凍結させるばあいでも細胞内凍結を起

しにくいし， -50Cで植氷して凍結後ゆっくり冷却し，ゆっくり融j拝させたので凍結融解後の

は細胞外凍結によるものとみなしでもよい。またことで用いたどの物質も細胞内に透過しな

いことを般めたので， ζれらの物質の凍害保護作用は細胞がそれらの溶液に没されて凍結され

たためにあらわれたことになる。水を煤液として凍結させるばあいには約 -13
0

Cでの 16時間

の凍結に耐えるのが限度であるが， ぺントーズを媒液として凍結させるばあいには -30
o
Cま

たは -70oCで予備凍結後液体宝索中に入れて取出しでも， 細胞の大部分は害を受けていなか

った。 ζのばあい細胞内の凍り易い状態にある水は裕んど脱水されているので同"η，細胞内は

極度に濃縮されている。しかし媒液lζぺント戸ズやヘキソ F ズの溶液があれば，細胞はこのよ

うに極度に脱水濃縮されでも害を受けない事から考えて，細胞内の塩濃度の濃縮が細胞に寄を

与えるとは考えられない。このことをさらに確めるために，抵張な平衡塩溶液中[こキャペツの

葉柄を葉持して細胞内に線機塩類を入れて渉透濃度を人為的に増加させた。 ζのばあい渉透濃

度は 0.66Mから1.05M Iζ高まっていた。これらの葉から切片をとっていずれも 0.5Mのグル

コ{ズ溶液に入れて凍結させた結果 -300Cで 16時開の凍結では無機塩類を入れた菜の生存率

は20であるのに入れない菜では 100であった。さらに ζのように無機塩類を細胞内lこ増加さ

せた細胞をいろいろな濃度のグノレコーズ溶液中に入れて凍結させた結果，グJレコ{ズ濃度が贈

すにつれて細胞の生存率が漸次高まり， 1.5 M グ、ルコーズ溶液中で凍結させたばあいには -30

。Cでの 16時間の凍結に全細胞が容を受けていなかった。 したがって比較的多量に平衝塩溶液
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を入れた細胞でも，高濃度のグノレコ戸ズ漆液中で凍結させれば細胞は筈を受けない。しかもグ

ルコーズは細胞内に入らないので，綿抱内の塩濃度の濃縮が凍害の原間とは考えられない。し

たがって凍結脱水による原形質表層の障害が凍警の原因として考えられる。こ ζで問題となる

のは莱揮の方法で無機塩類を入れたばあいi参透濃度が高まっていることから，塩類が細胞内に

入ったものと考えられるが，入った塩類の濯をまだ定置していない。また海類を入れた議の

織切片をグルコ{ズ溶液I:j:1で凍結させるばあい，細胞内に入った無機塩類が凍結中に楳液に出

る可能性も考えられるが，このことも確めていない。これらの問題についてさらに詳細に検討

して結品おを出したい。

2. 諸物質の凍害に対する保護作用

Maximov!)，8)，的はキャペツの葉柄の表Jx*rn胞を用いて， いろいろな有機物質の凍害防止作
用を調べた 3 彼の調べた諸物官のinI害防止作用の大きさの順位はつぎのようである。

クソレコ{ズ>グリセロ戸ル>H函アルコ~)レ〉アセトン〉マンニト戸 lレ

彼は聞についてはグルコ戸ズしか調べていない。彼の結果では 30ρC以高の温度においても

グリセロールはグノレコーズよりも凍害防止作用がはるかに小さい。無機及び14-機塩j~立について

は塩化ナトリュウム，附酸，手L畿，クヱン離のナトリウム及びカリウム塩はグJレコーズと間程

度の凍答防止作用を有するが，士長化カリウム， {彦酸，法日石酸のナトリウム及びカリウム塩はい

ずれも凍筈防止作用が小さい。これらの結果から彼は答作用が少なく共融点が低い物質は保護

作用が大きいと結論している。

存者は Maximovが調べていない多くの有機化合物を用いてより広い温度範囲について凍

符防止作用を調べたが Maximovの結論を支持する結果を得た。糖のように細抱に害作用の少

い物でも OOC近い温度で析出してしまうラフィノ{ズは防止作用が非常に小さい。約の低温

度での溶解度や共融点は 2，3の階を除いては治んど調べられていないのでヲ凍害防止作用と

共融点の悶係は判らないがラ一般的傾向としては OOC以下でも溶解度の大きい糖ほと、凍害防止

作用が大きい傾向が認められる。多価アルコ~)レについても同様な事が認められる。マンニト

~}レは OOC 近い混度で析。出してしまうので，ラフィノ{ズのように凍害防止作用が非常に小さ

い。グリセロ F ルは約一500C以下では全く凍害防止作用が認められない。これは高濃度のグ

リセロ~)レによる害作用と考えられる。尿素， トリエチレングライコ~}レ，アセトアマイド等

は高濃度では書作用が大きいので凍防止作用は非常に小さい。無機塩類のうちi主化ナトリュ

ウムと平衝塩洛液は用いた材料では -200C以南での凍害防止作用は大きいが， -30
o
C以低で

は凍害防止作用は認められない。 i長化カリュウムは共融点も高いし，害作用も大きいので凍害

防止作用はない。しかしこの事は境化カリュウムの性質によるのであって，カザュウムイオン

そのものの特性によるのでない。 Maximov町の結果によれば酷醗カリュウムと乳酸カリュウム

は塩化ナトリュウム，酷酸及乳酸ナトリュウムと同じていどの凍害防止作用をもっている。し

たがって ζの事から凍害防止作用は化合物そのものの性質によるのであって，それをほ成して

いるアニオンやカチオンの4\]"j主によるものでないことが~lólJ る。
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凍害防止作用を調べるばあいには Ooc以低約一700Cまでの全温度範閣について調べる

必要がある o 物質によってはある祖度範囲では大きな凍害防止作用があるが，ある温度以低で

は全く凍害防止作用がないばあいがある。 Oocから一700Cまでの全温度範囲にわたって凍害

防止作用を示すのは低分子の純だけである。

3. 東害に対する保護作用と媒液の濃度の関係

グJレコーズ溶液の濃度主凍害防止作用の関係は細抱の鮒i束性の高さによって異っていて，

i耐}束性のEEし、細胞ほど低濃度でも大きな凍害防止作用を示す。物質によってある温度以低では

凍答訪11作用がなくなる傾向が認められる。たとえば平衝塩溶液は -250C以低では凍害防止

作用が小さくなる。 しかし耐凍性の高い細胞では -250Cでは全細胞が生存しているが，耐凍

性のより小さい細胞では同一濃度の平衝塩諒液 11~で凍結させても全細胞が死ぬ。また本論文で

は所定温度に達してから約 16時間凍結状態においたばあいの結果をのベた。 したがって凍結

時聞が競いばあいには物質によって凍害防止作用がなくなる温度範囲も呉なるはずである。か

ように物質によって凍害防止作用がなくなる温度範囲は細胞の耐凍性の大きさ，凍結持続時間

によってかなり異っていて一定したものでない。 Maximovは酎凍性の比較的小さいキャペツ，

の細胞を用いているので， 1M以上のグjレコーズ溶液中で凍結させないと -20
o
C以低での凍

結には耐えられなかった。 Levittや Maximovの実験を追試した Akerman問は糖液の凍害防

止作用はそれの高張溶液中で凍結させたばあいにのみ現われると述べている。そして Levittは

細胞を日張な糖溶液中で凍結させるばあいには，綿抱は原形質分離していて原形質表層が細胞

膜から離れた状態で凍結されるので，凍結中または融解lこさいして細胞が有害な機械的ストレ

スにさらされる事が少ないので細胞は害を受けにくいと説明している。すでに述べたように，

i附束性の高い細胞では凍結前に予め原形質分離しておく必要がない。 mr-ri束性の大きい細胞を低

張なグノレコ戸ズ溶液にi呈して凍結させるばあいには，外液の凍結濃縮によって細胞が原形質分

離するので(図版 1-1)，細胞膜と原形質表!習の間lこ糖液の層ができるので，細胞が直接水lζ

接した状態で凍結，副!jl昨されるばあいとちがってこの濃縮された糖液がいろいろな意味で緩衝

的に働くので Levittのいうように機械的障害を受けにくくなるとも考えられる。糖液lこ浸して

凍結した切片を液体宝索中から 350Cの混水中に入れて怠に融かしても細胞は害を受けない事

実はこの考えを支持しているように考えられる。細胞膜と原形質表}宮間にある糖液がこのよう

な凍結及び融解にさいしての機械的障害を少なくするほかに，原形質表!留部の脱水そのものに

よって受ける答を防ぐことも考えられる。そのような表層部の害や糖の凍害防止作用の具体的

内容は今のと ζ ろ全くわからない。細胞を精液に没して凍結するばあい細胞外凍結による脱水

の答が細胞内ではなく細胞表層部に起ると考えられるが，その害が有害な機械的ストレスのみ

によるのか，細組表層部の脱水そのものによるのか，両者の全体的結果として起るのか今のと

ころこれを判断するデ{タ{を持っていない。

5. 細胞の耐凍性の高さと各媒液の凍害に対する保護作用の関係

約 -130Cの凍結lこ耐えられる冬のキャベツの細胞では， i患が細胞内lζ入らなくても糖液
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中で細胞が凍結されれば -30GC以低の凍結lこ耐えられる。一方， -20oCの凍結に耐えられる

マリモ問では細胞内に透過するエチレングライコ戸ノレ，メタノ戸ル等の溶液は凍害防止作用が

あるが，細胞内に透過しないグ 1) セロ~}レや賠溶液は係護効果がない事が知られている。また

耐凍性の高い冬の木の皮膚細胞では， 細胞が水を媒液として凍結されでも -30oC以低の少な

くとも数日間の凍結に耐えられるが，細胞内に透過しない糖溶液 (O.2M以上の濃度)中で凍結

させるばあいには -15
0

Cでの凍結にも耐えられなくなる。 O.lMクソレコ戸ズ溶液中で凍結させ

るばあいには -20oCの凍結に耐える。

一方細胞内 lと透過するエチレングライコ~)レラメタノ{ル，グリセロ~}レ中で凍結させた

ばあいには，水を媒液として凍結させるばあいと較べて= 少なくとも -30oC以高の温度では

耐凍性は殆んど低下しない。このように非常に耐凍性の大きい細胞では，マリモでも，木の細

胞でも，細胞内に入らない媒液中で、凍結させると耐J束性はむしろ低下する。しかし，キャペツ

の細抱では細胞内lこ透過しない溶液でも大きな凍害防止作用を示す。これらの一見矛盾した現

象を調べるために，木 (Rosapendulina)とキャベツのいろいろ耐凍性の異った時期の細胞を用

いて，いろいろな媒液中で凍結させてそれらの凍害防止作用を調べた。その結果を第8去と第

9表lζ示す。

第8表 細胞の耐凍性のi高さと各媒液の凍害に対する保護作用の関係

(キャベツの細胞)

級胞の状態 ，¥，エチレング 1~ b ，__ "， 1吋山「 吋 l 凍結温度及び時間
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器 細胞の最善透il1f!fl芝A，B，C，Dと順に耐凍性が高ぐなる
州生存細胞の百分比

第9表 細胞の耐凍性の高さと各煤液の凍害保護作用の関係

(木蒋の皮膚細胞)

凍結温度及び時間

A (0.17M)附 。長持長 O 。 O - 5
0
X 1 時間

B (0.25M) O O 70 40 -100x 1時間

C (0，33 M) 。 60 100 100 -200X2時間

D (0.70M) 100 100 100 O -30OX 1日間

蒋パラ (R.pcndulina) 

保持 細胞の惨透i後段A，B，C，DとJI反に細胞の樹凍性がi高くなる

時帯 主主宰細胞の百分比
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これらの表からわかるように，木の細胞でもキャペツの細胞でも耐J束性のない細胞では，いず

れの煤液中で凍結させても凍察防止作用は全くない。エチレングライコ円ノレ，メタノールのい

ずれも細胞内に入るが，室温でこれらの溶液の1.5~2 倍の等張溶液中におくだけで 1 時間以内

で死ぬ。細胞内に入らない同濃度の高張グソレコーズ溶液中に入れたばあい，細胞は原形質分離

するが l時間以内lこ死ぬ。 附J束性が大きくなるにつれて，エチレングライコ{ノレ幹やメタノー

ルが細胞内に多量{こ入っても害を受けにくくなる。細胞内に透過する物質の凍害防止作用の大

きさはその物質が細胞内lこ入っても警を及ぼさない濃度に支西日される傾向がある。 ifijj凍性の高

さがある程度大きくなると，細胞内に入る物質問も入らない相液中で凍結する(まあいでも，い

ずれも大きな凍審問止作用を示すようになる 22) しかし耐凍性が非常に高く，水中で凍結させ

ても…200Cあるいは -300Cの凍結に耐えられる細胞が精液中で凍結されると耐凍性を著しく

低下する。初秋から冬にかけて木の細胞の鮒凍性は著しく増加する。そのさい原形質表府部の

性質，状態も著しく変るものとおもわれる。そしてiirHi束性の上別府内小さい時期の原形質表層部

lこ対して煤液の舶は凍害に保護的に伺jくが， m討凍性が非常に高い細胞の原形質表層部lこ対して

舶はむしろ有害に働くものと解訳される。しかし糖液が保護的または有害に作用する機構はわ

からない。いずれにしても柑液は細胞内に入らないので，これらの作用は細胞表，層部の変化に

よっておこるものと考えられる。.

工縞物納胞の凍害の機構

それらの凍害防止

要

耐J束性の比較的高いキャペツの葉柄の細胞をいろいろな媒液[こ没して，

作用の大きさを調べた。

高濃度でも細胞に害を与えない共融点の低い物質は凍害防止作用が大きい。有機物質

の凍害防止作用の大きさの]1頃位はつぎのようである。

摘
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無機塩瀬の順イ立は次のようである。

三円弱血液液>塩化ナトリュウム>塩化カ jレシュウム>水>塩化カリュウム

水lこ浸して凍結させるばあいには -15
0

Cでの 16時間の凍結が限度があるのに，低張

な精液に浸して凍結させるばあいには -300Cまたは一700C以低での凍結にも耐えられる。

かもこのばあい細胞内に糖液が入っていない。かように糖液にi乏して凍結されるばあいには細

胞内が凍結ーによって栂度に脱水されても細胞は害されない事から，細胞内の塩濃度の濃縮がJ来

客の原肉ではなく，細胞表層部の障害がその原田と考えられる。

し

2. 

エチレングライコールはメタノーノレよりも害作用が大きいので，細胞の耐凍性が小さい{まあいにはメタノ

ーJレよりも凍害防止作用が小さい。

-)~ 
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3. 細飽を水に没して凍結させるばあいにはー10
0
Cから 30

0
Cの温水中lこ入れて急速に融

かすと大部分の紹胞が殺されるが，細胞を糖液中に浸して凍結させるばあいにはラ -1960Cま

で冷却後 35
0

Cの温湯中で急速に融かしても細胞は糸んど害を受けない。 したがって防波に没

して凍結させるばあいには融解速度の大きさは細胞の生存に殆んど関係がない。
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R白ume

Using hardy cabbage leaf cells， a series of exp巴rimentsto clarify the mechanism of 

frost injury were made. 

1n parenchyma cells of the petiole of cabbage leaf in late fall， the osmotic concentra-

tion is about 0.65 M. Even in water their ability to prevent intracellular freezing is so 

remarkable that none of the cells ever undergo intracellular freezing even when they are 

seeded with ic巴 at-130C. When the tissue sections were subjected to freezing in water， 

the cells in the tissue could withstand freezing at -150C for 16 hrs. However司 when

lhese c巴llswer巴 frozenin hypotonic glucose solution (0.4 M)， they wer巴 ableto survive 

freezing at least for a full day at both -30oC and -70
o
C. At least within a range of 

concentration below 1 M， the larger the concentration of glucose used as the medium， the 

higher the degree of resultant protective action (Fig. 1). Moreover， when they were im-

mersed in liquid nitrogen for a full day after pre田freezingin glucose solution at -30oC or 

-700C， th巴 percentag巴survivalin th巴 par巴nchym乱 c巴llswas about 80 (Fig. 3). 1n the same 

way the grade of ability of various neutrai solutes to a丘ordprotection against frost injury 

was tested: rhamnose， xylose glucose， fructose， mannose， sorbose， gal乱ctose>sorbitol， 

sucros巴>lactose， acetoamide > ra伍nose，mannitol， urea， triethylenglycol>glycin (Table 1， 2). 

1n the experiments to examine whether the glucose and various other neutral solutes are 

able to penetrate into the cell or not during the fre巴zingperiod， the cells were immersed 

in solutions of various concentrations of solutes ranging from 0.2 M to 1.5 M， and then 

they were frozen at -lOoC for a ful1 day. After thawing， the osmotic concentration of 

these cells was determined by the plasmolytical method， but no increase in osmotic con四

centration was found. The degree of protective action of glycerol in cabbage cells is about 

the same as that of glucose at higher temperatures tha!1 about -50oC， but at th巴 lower

temperatures glycerol solution shows no protective 巴Hect against frost injury (Fig. 2). 

GlycerOl， too， was found not to penetrate into the cells ill any of the concentrations 

mentioned above. 

1n order to increase the concentration of solutes in the cells of cabbage leaf， its petiole 

was put into a hypotonic balanced salt solutiol1 (NaCl: CaC12 9: 1) for two days at room 

temperature. After that treatment the osmotic concentratiol1 of the leaf cells showed COI1-

sidera 
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immersion in a water bath of 350C or thawed slowly in air at 20oC. Regardless the ve-

locity of the rewarming， about 80 percent of th巴 cellsin the tissue sections were not 

injured by such tr巴atment(Tabl巴7). Under the same experimental conditions， some tissue 

sections were frozen at -10oC in w丘terinstead of glucose solution， and then were thawed 

slowly in th巴 airat 200C or thawed rapidly in water at 300C (Table 6). As a result of this 

experiment， the percentage survival was 100 in slow thawing， but only 20 in the rapid 

thawing. Di丘巴rencein rewarming velocity seems not to exert any important e任ectupon 

th巴 percentagesurvival of cells， provided th丘tthey are frozen and thawed in glucos巴

solution. 

When the cells were froz巴non the slide glass with hypotonic glucose solution of a 

higher concentration than 0.2 M， most of them underwent concave plasmolysis (Phot. 1.) 

Accordingly， to cause cells to fre巴zein sugar and other solutions is also very favorable to 

prevent intracellular freezing of the cells. It follows therefore， wh巴nthe cabbage cells 

were subjected to freezing and thawing in media containing sugars， the cells were not 

lUJur巴deither by intense dehydration due to extracellular freezing nor by rapid thawing， 

though the cabbag巴 cellswere themselves inpermeable to sugars. Accordingly， it is rea-

sonable to consider that the frost injury of hardy cells， such as the cabbage cells here 

used， is caused by the bad eff巴ctsthat arise in the surface layer of protoplast of cells due 

to the removal of their water on fre巴zingand th巴irsubsequent rehydration on thawing. 
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