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Isao TERUMOTO 1961 Frost司Resistancein a Marine Alga Ent刊百moφhaI1昨 stinalis(L.) Link. 

Low Temperature Science. Ser. B， lfT. (vVith English r品sumep. 28) 

ボウアオノリの耐凍性詩

日吉 本 叡J

({~温科学研究所生物学部門)

(昭和 36年 8月災遺)

1. 緒面

寒冷，熱，乾燥，i参透濃度等に対する植物の抵抗性の研究は，海藻を材料として実験され

たものが多い。特に海藻の垂直分布と種々な抵抗性との関連についての研究が多いり凡3)。

著者は4) さき!こ体制が比較的簡単なアナアオサの桶平葉状体を用いて，氷点下の種々の

誼度で凍結された場合の寒冷抵抗性を報告したが，今回は同じアオサ1;>1.の最も近縁な属lこ入る

ポウアオノりについて，その中空管状体組織の致死温茂の測定と，その凍結様式とを細胞学的

!こ調べ，あわせて原形官分離による警を耐J束性のわかったアナアオサと比較して，これらの海

諜の附凍性lζ対する渉透濃度の意義を考察した。

II. 方法

使用したボウアオノリ Enteromorρhaintestinalis (L.) Link.は， 9月下旬{こ北海道小樽市

忍路臨海実験所付近で採集したもので，実験lこ使用するまでOOCの海水中に保存した。氷点下

の種々の温度lζ対する抵抗性の実験は，小ペトリ皿(径3cm、高さ 2cm)に海水 2ccを入れ，

その J*J に約 5~7cm の長さのボウアオノリを数個体入れ，種々の温度にさらし，適宜植氷して

やり，容器仁tの海水の氷結が始まってから，それぞれ必要な時間だけ凍結させた。

その後，室混で融氷してから中性赤溶液 (1:10，000)で染色した。生きている細胞には，容

易に中性赤溶液が透入し，液胞が赤く染まる。又，前報4)で使用したものと同じ条件のアナア

オサ UlvaρertusaKjellmanを同時に実験材料として使用した。アナアオサは前述の容器に海

水 2ccを入れ，その中lこ約2x2cmの大きさに切った昂平葉状体小片をつけ凍結させた。アナ

アオサの染色の場合，中性赤は，容易に細胞内に透入するが，ボウアオノリのように液胞が赤

く染まらず，細胞内にこんぺい1液状スは皐状lこ赤く染まった部分が現われる。更に両者とも原

形質分離法をも利用して細胞の生死を判定した。原形質分離剤としては， 1M平衡塩溶液(NaCl

等調)を用いた。低温での国定処現ほめ，各凍結温度で 4時間，低温固定して，その後室温で脱

水し，サフラニン，ヘマトキシリン溶液で染色後，顕微鏡観察を行なった。乙の場合の切片の

凍結方法は，カパ{グラス上lこ一滴の海水をおき，その中に数mmの長さに切ったボウアオノ
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24 照本黒IJ

リの管状切片を入れて凍結させ， カパ戸グラス共， 冷剖定液(エタノ{ノレ十氷酢酸， 19+1容

積)Iζ入れて固定した。 J欠lこ原形質分離による容をしらべるときは， 1~5M の各平衡塩溶液

(NaCl : CaC12 : 9 : 1)中に 10分間入れてから，次いで脱イオン水に移し，再び 1Mエr:衡塩溶液

で原形質分離させ，そのときの再分離が可能な細胞の割合からその生存率をきめた。

I1I.実験結果

(1) 細胞学的観察

ポウアオノ 1)の体は， 単条スは分岐し， 又はl侍lこは上部より僅の副校を出す。 長さは数

cmで組織は中空管状となり，一層の細胞よりなる(図版1-1，2)。細胞は 10~16μ の直窪をも

ち，円形又は多角形にして，緑色の色素体は 111琵の盤状体をなし，その中央lこ1個のピレノイ

rをもっ。この組織は細胞間隙をもたない。この細胞の原形質!分離の限界濃度は 0.79M (NaCl) 
である。

(2) 耐凍性

正常な細胞は，中性赤溶液を用いた生体染色で，容易に液胞が染色される(図版1-2，3)。

第 1表 ボウアオノ j リの耐 E来性 (24時間凍結)
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第 1図 -200Cにおけるボウ

アオノリの耐凍性

第 2図 ー 100Cにおけるアナ

アオサの耐凍性



ボウアオノリの耐凍性

凍結によって死んだ細胞はフ融解後中性赤溶液で
生

染色されず，原形質が凝固してしまっていること お

が分る(図版 1-4)。凍死によって凝固した細抱の 存 100

原形質は，細抱膜よりはなれ，中央部lこ収縮して 事

いることが認められる。凍死した細胞では、色素

休のf6も色もピレノイドもほとんど変化ない。

ポウアオノワは， -20oCで 24時間の凍結lこ

耐えることができるが，それ以上の低混では凍死

した。その結果は第 1表にあらわした。又，第 1

図にあらわしたように， -20
o
Cでの凍結の場合ヲ

4 11日で大部分の細胞は凍列した。この凍死の傾

向は， _lQoCで凍結したアナアオサの場合とほと

んど同じであった(第2図)。

第3図ではポウアオノリ，アナアオサの凍死

uil*Jilを示した。

(3) 原形質分離の害に対する抵抗性

ボウアオノリの原形質分離による害は，第4

国で示したが， 3Mで原形質分離された場合[こは，

大部分の細胞が死んでしまう。図からわかるよう

にボウアオノリとアナアオサとでは抵抗性の相違

はみとめられなかった。

すなわち， _lQoC (24時間凍結)と -200C(24 

時間凍結)の致死温度をもっ， アナアオサとポウ

アオノ 1)の問では，原形質分離の害lこ対する抵抗

性は等しいことがわかった。

(4) 低温画定像

低温固定は，細胞が凍結している際の原形質

の状態を知る目的で行なった。国定阪は，原形質

がj院より離れで収縮した，いわゆる凍結原形質分

離{設をあらわし， ζの状態で細胞外凍結をしてい

たものと思われた(国版1-5，6)。
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第 3図 ボウアオノ人アナ

アオサの凍死曲線

A:ボウアオノ 9 B:アナアオサ

生

% 

窄

AUB 
50 

2 3 4 Mol 

原形質分離汲皮

第 4図 ボウアオノ人アナアオ

サの原形質分離の害の比較

A:ボウアオノリ B:アナアオサ

IV. 考。察

縁藻であるボウアオノ 1)は，比較的強い?毎諜で，アオノリ属に属するものは海lζ産するの

みならず，淡水中にもよく生育しており，殊に半麟水の所[こ多い九主lζ潮間帯付近l乙生育す
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る。このアオノ 1)属の海藻は，現在まで寒冷抵抗の実験にニー三使用されてきた。

例えば E.comρressa -80Cで 12時間の凍結にi耐える (Biebl'58)ぺ
E. clathraia (Roth) Greville -150Cで21時間の凍結に耐える (Biebl'56)1に

E. iniestinal is _180_ - 200Cで 10時間凍結後でも生存できる (Kylin'17)町。

で，本実験で使用されたと再じ種は，前に Kylinによって実験されたが，致死温度は調べられ

てない。乙のようにアオノリ痛は非常に寒さに強く，細胞が死んでも膜の収縮が少なく p 架線

体はほとんど変化しないのが特徴とされている。ス，寒冷に対して抵抗性をもっているものは，

熱， '(参透濃度等に対する抵抗も同じように大きいのが普通であり，乾燥についても同じような

事がいえる。例えば同じアオノリ属の E.linzaは最高 84%の脱水lこも耐えることができる

(Kanwischer '57)的。

ヌド実験lζ使用したボウアオノリの寒冷抵抗性は非常に大きく予 -20
o
C，24時間の凍結には

容易に耐えることができ，融氷後は正常に生存できた。 t{~ し， -20
o
Cで4口問凍結させると，

細胞の大部分は凍死した。又，同定細胞[設から考えると，凍結{こ捺してヲ細胞間隙をもたない

との組織では，細胞膜と原形質膜との賠lこ氷ができ，このため細目包から水がとられ，細胞質は

収縮して凍結原形質分離をおこすらしい。 -20
0C，24時間程度の凍結では， ζのような原形質

の収縮したままの状態で凍結lこ耐えることができるが，処理I1数の増加とともに凍死率も増加

する。

部類全般に，稀;浮海水，濃縮海水，乾燥，光等の生態的要閃lこ対して，同じ分布地をしめ

ている海謀聞では非常に似た反応を示すことが知られている。例えば三つの生態的グル{プ

(1)河il間帯の海藻 (2)潮だまり，低潮線のもの (3)それより深い所に生育するもの の間

では明らかに上述の要閣に対する抵抗性は異なっている。同じ生育地をもっ海藻は，寒冷抵抗

と渉透抵抗が非常に似ていることが認められているが，現有まで渉透価については何にもいわ

れていない。 l司じ惨透{凶をもつものでも寒冷に弱し、ものと強いものがある。ボウアオノリとア

ナアオサは，原形質ー分離の害lこ対する抵抗が同じであるが，両者の渉透濃度が兵なっている。

すなわち，両者の耐凍性は渉透濃度と~行関係をもっているといえる。

第 5図は， Biebl (1952)の去をグラフに書きかえたものであるが，これからわかることはラ

渉透抵抗は生育の場所によって非常に異なっているのがわかるが， 1多透浪度は三つの生態的グ

Jレ戸・プで余り il:っていない。即ち， ζの場合には渉透抵抗の度合が附}夜間:の要I'slとなっている。

Bieblの用いた低張，高張抵抗 (Hypo-undHyper-tonieresistenz)は，種々の荷i釈又は濃縮海水

中に 24時間藻類試料を入れる方法で，著者の実験で用いた Siminovitchand Briggsの原形質

分離害に対する抵抗実験 (Testfor resistance to plasmolysis injury)と本質的に同じものといえ

る。又，両者ともその抵抗性の値は原形質分離後の細胞に無害である濃度の限界をもとにして

いる。この Biebl の結果と，本実験の結果とから，海Bf~のfiJ日凍性については次の如くいう ζ と

ができる。却ち，原形質分離の害lこ対する抵抗が大きい海藻は，抵抗の小さなものにくらべて

耐凍性は大きく，又，乙の抵抗の等しい海諜間では，惨透濃度に比例し高いものは低いものに
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↓:滋透価

くらべてm市東↑主は大きいといえる ο

摘要

体告IJが比較的簡単なボウアオノリのr:t虫管状の総識を用いて，氷点下の種々の温度で凍結

させた場合の致死温度をしらベたo この緑涼は滞j間'm!乙分布する海藻としては，低温に対する
抵抗性大きく ，-20oC， 24時間の凍結にもよく[耐えることができるが，-25

0

Cで24f時間の凍・

結では凍死した。低ia闘定(敏から?凍結中のボウアオノ 1)の細胞はう原形質がl収縮して凸fr，ll.の

凍結原形質分離の状態で，凍結lこ耐えているようにみえる。温度がより低下すると凸型凍結原

形日ー分離のまま凝[，I;:I死をおこしてしまう。故に，ポウアオノリの凍結様式は，この冷却条件で

は細胞外凍結で原形質内lこ氷はできない。凍結lこ耐えた細胞は融氷に際して，とけた水を原7志

賀内lこi汲水しでもとの正常な細胞にもどることができる。次に，ポウアオノリとアナアオサの

原形質分離の害に対する抵抗性を比較し， Bieblのデ{夕{をもとにして，次のことを考察し

た。即ち)!fj:ì~~の耐i束性は，培養の渉透濃度 lζ対する抵抗が等しい眠りにおいて，渉透濃度の高

いもの程大きく，低いものほど小さいといえる。

終りに， 1~n校関下さった朝比奈英三教技，本種の同定を願った理学部l坂井与志雄氏にJ輩出討

する。
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Resume 

To examine its frost-resistance， a marine alga Enleromortha intestinalis (L.) Link. 

was subj巴ctedin sea-water to graded temperatures from _5cC to…250C for various length 

of time. 

As a result of the experiment it was found that， at least for 24 hours， the algae can 

tolerate freezing at -20oC without death. Even under the continuous frozen state at -20
o
C 

about half of a11 the 'tissue c巴llsin this algae could survive freezing for 3 days. In this alga， 

freezing of the tissue at temperatures below -250C results in fatal injury to the cells. As 

the pres巴ntspeci巴sgrows chi巴flyin th巴 intertidalzone， its resistance to low temp巴ratur巴 lS

very high. The五xedpatt巴rnof cells of this algae with a cold fixative observed under 

microscope shows the occurr巴nceof frost-plasmolysis in the cells (Plate II-5).In cells 

frozen in this way intracellular fr巴巴zingdoes not occur. The cause of frost-killing of this 

algae seems to be excessive d巴hydrationof protoplasm. 

Further， Ulvα1うerutusαKjellman was used as experimental material. Th巴 frost-

resistance and tonicity in cells of this algae is lowεr than in E. intestinalis. In this algae 

fr巴ezingof the tissue at temperatures below -150C results in fatal injury to the. cells. 1n 

both the alga studied the plasmolysis in their c巴llscaused by 3 M balanced salt solution 

was r巴markablyinjurious. It may， therefor巴， be safely said that in alga巴 cellshaving similar 

osmotlc-r巴sistanc巴 orresistance to plasmolysis， the higher the osmotic concentration， the 

higher the frost-resistance. 
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第 1悶 ボウアオノ目。

第2図 .LE治なヰミウアオノリの

細胞(1'1'1性赤で染色)。

〉く 390

第 3図 -20OC， 24時間凍結し

融f[fI;{後中性赤で染色後の

11幻影f~分離{象(原形質分

母f1剤， 1M平!iJ!i!:iiKi前夜t
X 1000 

図版 I



照本 図版 II

第4図 -35
0
C， 2時間凍結し

融解した凍死細胞o

x 1000 

第 5図ー100C，2時間凍結後

低温i出定し染色した細

胞。 I;y¥形質が!艮よりはな

れたこの状態で凍結に耐

えている x1000 

第 6図 --25CC， 24時間凍結後

低iAllj'fl定し染色した細

胞。凍死布11施。 X 1000 


