
Title マリモ節間細胞の耐凍性　Ⅰ

Author(s) 照本, 勲; TERUMOTO, Isao

Citation 低温科學. 生物篇, 20, 1-24

Issue Date 1962-12-20

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/17658

Type departmental bulletin paper

File Information 20_p1-24.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



Isao TERU恥10TO1962 Frost司Resistancein a Fresh Water Alga， AegagroPila Sauteri (Nees) 

K註tz. 1. Lo'1C' Telllperature Sciellcc， Ser. B， 20 CWith English resume p. 23) 

マリモ節、間細胞の i耐 J束性 1'::'

7水k生深類の i附l肘在討jì~:沿凍見東{

照本号勲

({A;lfril科学研究所生物学部門)

(1府和37"1'8月受f'l!)

I.緒忌

もアオミドロやフラスモのような淡水1産d虚そのものでは?海毎藻などlにζ比ベてj非iドミ常lに乙{低尽く，凍結状態で

生存できるものはほとんどないかのようにみられていた。著者は植物の附凍悦の機構について

名称ーの梢物中111胞を材料として研究を進めてきたが， たまたまf味深類のシオグサヂ1.Cladophora-

ceae ，こ属するマリモを材料とする機会を í~} た。 本持'はその有名な原産地である阿寒湖におい

て，比絞的浅い t，~Ji芋でも ;1連冬しており， flF冬かなりの低jMにさらされる可能性がある o この ζ

とに着日して本和の耐凍'[11:をしらべたところ， JUWi・ーにたがわず!こ|然状態の1ft休をなしているマ

リモは，恐らく -20
0
Cより向いjR度では一晩凍結されていてもほとんど致命的な被害をうけ

ないですむと思われる結果を得たり。 しかも，乙のような淡水産諜類としては例外的に高い臨時

凍性は，越冬rl1の樹木の細胞にみられるような多量の凍零時u:物質(糖頬等)の季節的な惑積に

よるものではなく，+として本極の細胞特有の原形習のtlj:質l乙由来するものと考えられる。そ

の|二， ζの性質lこは他の大部分の附凍性植物でしられているような環境温度による変化がみと

められない。

このような点からみて納物細胞の耐凍性の機構を明らかにするうえに，本原の細胞の研究

から何られる知見は有力な手がかりを提供するものと思われる。本論文では，このような見地

にたって木種の細胞の耐凍性に述関する諸件.買をのべ，同時に細胞の原 !T~質に著しい影紳をあ

たえると考えられている知機恥狽，糖類。多価ア jレコ戸lレ傾を作用させ、これによる細胞のl耐

J束性の変化からそのi機梢を考察したn

この研究の始めより首相懇篤な御指導を仰いだ百木膝教J丸また終始有益な助主をn司わった

朝比奈英三教授，並びにうミ験材料を御忠勺下さったJ'Tl学部1LI fll-':'i町教J丸限)1:'子志雄i専士に深

く感謝する σ

長 北海道大学低温科学研究所業経1lfJ617号

低温科学生物篇第20q弱昭和 37年
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11. 材料及び方法

実験村キ?として淡水深深類のー稀であるマリモ AegagroPilaSauteri (Nees) K包tz.の糸状

休の í1íí 問~{Il胞を用いた。 7 リモは，多核の細胞が-7jせにならびいわゆる糸状休をなしているが，

その糸状休が分校し，それが史に発注してあっい来状になり， 終にはマット状または球状の

形態をつくる特性をもっている 2}，3Lマリ.モは構造が簡単で， 細胞が大きく， その l二組織がこ

われにくくれ養を続けることが比'11交的存易で， ?i)'n年使用することができる。今回の実験に使月j

したマリモ誌は新らしい水道水のrllに宅前l(約200C)で保存した。 l，'}jYfrl1は珪部主nの繁殖するこ
とを防ぎ"7リモの細胞を階全lこ生育させるために n寺々水をかえた。マ 1) モは [r'î係 40~80 /1、

長さjt'(符の 10数的の大きなi1ii問細胞をもつが、 この術11胞が迎なって校状になっている糸状休

を'.:U食にイ史川した。

マリモお1l)J0Jの凍結)@ÆI~の 1m!祭には， 低jillciミ内に， または -300C まで冷却できる村殊1~il"l

~1í内に投罰した顕微鏡を使用した。これらのばあいマリモ細胞は小浪の娘液と共にシリコン白iJ

でおおって懸滴として矧察した向。

制11胞の生死の判定は，すべて 1M平術品11総液を用いて，原形質分離の千r1!!¥できめた。細胞

の介水註の測定は在、紙にて校状休表1mについている水分をできるだけぬぐい秤自主役 1000C，

611!i聞の位燥による減量から求めた。マリモ細胞の介水震は 82.4%であった。

1;I，j定には低H川r~定法を HJ いた。すなわちマリモをカパ{グラスにのせたまま和々の媒液と

共にあらかじめ凍結しておき，この凍結制度と同じil"USt，ζ冷却した純エタノーノレ・氷昨敵混合
液(作積 19: 1) 111 iこ，そのカパ{グラスごと色、lこ投入し，児lこ4n1j間同じ制度に保って同定し

たの。その後，本刊誌の純エタノ{ノレにうつし， -.r~~欣置 II)~水し産j宜染色し，脳微鏡観察を行

なった。

111. マリモ細胞の形態と生理学的性質

マリモの節間前11胞は， 目立係 40~80μ， 長さ直俸の 10数倍という長い円筒形をしている。

この細胞は約3μ の惇さをもっ細胞)肢におおわれ， その細胞内は網目状lこ街に配列したクロロ

プラストをもち，又多数のj安とピレノイドとを合んでいる(図版 1-1，2， 3， II-4)。本j日で 1M

τi竹対話li溶液を用いて細胞を原形質分離させると分南¥t形は凶形となる(図版II-5)。

マリモ細胞の原形質分離の限界濃度は 0.84，..，.，0.86M (NaCl等張)である。 ζれは淡水ilif採

類の多くが約5気圧の渉透庄(約0.1M NaCl i夜 lζ相当)をもっているめことと比べると ~Iõ 'ìrj に

!?μ、11日iである。また本樟では低制でよJ5養したばあいも尚治でiJ?たしたばあいも，細胞の渉透濃
度は不変であったり。 それ放， このi己'j1参透イd日は他のr::lJ等植物のような培養温度lこ連関した栄器

物質の蓄積によるものではないと，ELわれる。そこでマリモ細胞rl1の溶i'f一成分を次にのべるよう

特 採築士山，北海道阿寒湖。

聞 この方法の詳細は朝比奈門6)5)を参照されたいれ
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な)f1:去で、定言ました結果， f手n表のごとく1!!H幾イオンが渉透濃度の大部分を占めていることがわ

かっ7こ。

マリモ細胞は，淡水泣:のアミミドロ 7)やフラスモ的のように， 納胞が大きくないので巾細

胞からおnl]包液だけを集めることは同期:である。そこでまずあらかじめマリモ糸状休の数グラム

を脱イオン水で数回よく洗i{l1;し， i.欠に滅紙上にひろげて迅速に水分をとり科長する。この村不|

から次の方法で細胞内裕存成分を得た。

1) コJレぺンに入れたマリモを熱風でが'.l1O分間乾燥するn 次に)j)~イオン水を加えて乾煉

マリモから溶解'['1:物質を数時間溶11¥する。

2) 乳鉢にとったマリモに脱イオン水を入れ乳旅で十分にすりつぶし、決解性物質を総iI'，

する O

3) -350Cの低出で， 1~2 ~I FI司悦イオン水とともにマリモを凍結し (ζ の机1ftでは細胞は

100%凍死する)， ~jfulで融併後欣 íé，'して溶解性物質を溶け lするのをまつ。

4) 1l0oC， 6 n!j 開完全に加熱乾燥したマりそから!J)~イオン水をもって総出する。

以ト 4 方法とも，各 3~4 riiJi宍IJ¥をくりかえしその介JI'廷を第 1表にあらわした。

第 1表 穏々な方法によるマリモ

細胞液成分の比較 (Mol)

溶 1=1:¥方法 Iく Na 

l. l:iZ 燥 0.149 0.006 

2. 腐りつぶし 0.170 0.008 

3. 凍 結 0.297 0.016 

4 力H t色丸 0.296 0.038 

府~f

0.02 

0.05 

0.05 

I仁 Naの濃度の測定は， ラング式

災光光iEJ十を使用し、以~fの測定はアンス

ロン法{こより、分光光JJ[':;1で測った。表

から明らかなように，熱風乾燥や黙りつ

ぶし法によると，他の)jl去にくらべて中111

抱成分の溶出は少ないことがわかる。熱

風乾燥後の糸状体を顕微鏡で観察すると

集間的lζ生存細胞がみられ，この方法で

溶出させた試料を丙び凍結法で凍結させ
(5， 6月定食)

たばあい，約同匿の無機J1[&が溶出された。名法とも溶出j夜lこは Kがゴ|ミ'1iYに多く合まれ，陽イオ

ンの大部分をしめ， Naの濃度はゴ|三r1fYに少ない。 tr::;1表からわかるように， 糖の合if置は少な

く，マリモ細胞の惨透圧の大部分は，イオン化したJi

IV. マリモ節間細胞の凍結

マりモ細胞の凍結の過程を顕微鏡下で観察した。 本実験では -15
0
Cの低i，'iit和内の顕微鋭

下に試料をセットすると， 試料のj品l度は OOCから -150Cまで約5分で冷えるが，いずれのば

あいも…100C付近まで冷えたときにマリモを合む水滴の迎冷却が日発的にやぶれて凍結がは

じまった。マリモの間関の水はほとんど瞬間的lこ凍ってしまうが，マリモ細胞の内部は凍らず，

刻lHJ包外凍結の状態で次第 lこ外部の氷によって細胞は JJ)~水されていく。

細胞内部の形態は， 凍結自ijの正常のものと大去はないが， 細目包は少し縮小する(図版 III-

6司 8)。この状態で -15
0
CIこ211守問おいてから，克に 10分間で OOCまで?，'，jtt，こめ出l!91{させた。氷
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ωli'l)(ミlこつれ和11胞はすみやかにl吸水して原形に復し，偽原形質分離ωような収集は少しもみと

められなかった。この程度の冷却条件で凍死する細胞はほとんどないが，やや冷却速度が大き

いばあいに，細胞が氷で包まれてしまった後，はっきりと二次的に細胞の周!lf]lこ再度氷の祈{/'，

がみられへ綿胞は甚だ収縮することがあった(関]lf:ZIII-7)。 このようなばあいは，その細胞は

必らず凍死をしていた。

植物細胞を凍らせるばあいに冷却迷度が大きいと，細胞内凍結がおこることがよく知られ

ているが町， 7¥三実験の程度の冷却速度では， マリモ細胞に細抱内凍結をおこさせるのはひじよ

うに悶難であり欠lこのべる冷ErJ速度を特に大きくしたばあいを除いては，今回の実験を通じ

ですべて細胞外凍結のみが観察された。したがってマリモは自然j京境での冷却によって，細胞

内lこ氷ができることはほとんどないと忠われる。 低iilit:J'R内の調度を -200Cとしマリモの月間

の水をできるだけ少なくして， -180Cまで過冷却させてから， 媒液中lこ日発凍結制がおこっ

たときに，初めて少数の細胞で細胞内凍結がお ζった。凍結の様式は，細胞の一端から突然附

化がおこり，乙れが瞬間的[ζー細胞の全体にひろがる，いわゆるフラッシングである町。細胞

内は微小な氷品でみたされるために突然乳濁したように硝化する。凍結細胞内の氷品は，同じ

ja度lこ保たれていても次第に発注して大形になるので奇化した細胞内部は時間と共lこ明るく

なるのが常である。しかしマリモでは細胞内l乙濃緑色のクロロプラストが充満しているばあい

が多いので，凍結時の瞬間的な暗化は識別できるが，その後の明るさの変化は， -lOoC以上lこ

ねめない限りほとんどみとめにくい。また凍結の結果，細胞液から析出された裕存気休の気泊

が週刊立の聞にはさまって，はっきりとあらわれてくる(図版IV-9)。細胞内凍結をおこした納!自

は，耐!解後内部の構造がはっきりと崩淡している(図版IV-lO)。細胞内凍結後一丘融解させて，

その内部構造が完全に崩壊したことを縫認した細胞を再び冷却して凍らせたばあいでも，マリ

モでは甚だ細胞内凍結がおこりにくい。 乙のようなすでに凍死しているマリモでも， 媒液を

QOC付近で凍らせた後 40C;分程度の冷却迷度で冷却してゆくと死細胞は節部を除いて甚だしく

収縮し，そのj司問lこは細胞内部から引きだされた水の凍結による二次的な氷のサヤがはっきり

と識別される(図版IV-ll)。多くの縞物細胞では細胞膜(セjレロ戸ズ膜)白身の氷の侵入を防ぐ

能力はきわめて低く，いちど凍死して融解した細胞を再凍結させると氷は'n易lこ死細胞の内部
に侵入する 5) 従ってマリモでは原形質]J莫ばかりでなく，細胞!院も氷に対する陣IIどとして役丘

っているのであろう。 ζ の深淵の細胞膜が特に厚い (3~8//) という 'W:J~もこの九 i 二千J:;<iJな要ぷ

のーっと考えられる。

;欠に著者の従米「日いてきた低iLi同定の方法で凍結1[1の細胞を制祭したぺすなわち‘ カパ

戸グラスー卜.に水摘をおきその 1[1に数木の校状糸状休の細胞を封入して凍結させ， 2/1年間役この

状態のまま低組問定した。 この方法でも少なくとも -2QOCより目い凍結侃茂では抗持制祭と

I，-，Jじく凍結1[1の紡l胞は収縮はしているが‘|付i¥f)椛j丘の変化はみとめられない1)

位 しばしば 10司、以下ではっきりおこった}

ヂ* SpnntaneOLls freezing 
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-)j，刻11)]包外凍結のままでもラ 。OC で 241時間以上たつと制11胞には àt~~;与があらわれる (H~本

未発表)。そのような細胞は，融解しでもWok収納したまま凝翻して，細胞11英と原形質が分離し

たいわゆる偽原形質分離の{設をあらわすか，または融解した細胞のところどころに緑色を失っ

た穴のようなすきまができる 1)。 乙のように凍死したマリモ細胞の凝間保は，人為的に乾燥に

よってお ζ された細胞原形質の凝固像と非常に異なる。人為的に乾燥された細胞のクロロプラ

ストは，本来の網目状構造が完全lこ破壊されているが1)凍死した細胞は， 3~4 週間後，クロロ

フイ jレを消失したあとも網目状のプラスチッドの構造は，常損で長時間そのまま細胞内l乙存花

する 1)

マリモ細胞の III休が 0.5~2 gの小片をなしているばあいの耐凍性はほぼ -200C付近に限

界を示し， 凍結時間は 21時間でも 24時間でも生存率には去がない。 しかし凍結時開が1日以

上におよぶと，少なくとも -150C以下ではほぼ 1混間以内に大きな凍容を受ける(照本未発表)。

-25
0C以下の凍結温度にもごく一部の細胞は耐えられる。球状のままのマリモを凍らせると

-25
0
Cまたは -300Cにおいてもある都合の細胞が生き残るがその崩悶の一つは冷却速度が小

さい ζとにあるのであろう。

そこで後述するマリモの耐凍性lこ対する各稀媒液の影響をしらべる実験ではすべてごく少

良(数本)の糸状休を用い，凍結時間は 211寺問，凍結泊度は原則としてー150Cを採用した。 ζ 

の条件では純水(Jl党イオン水)を妹液としたばあい，凍死する細胞は特1riliである。

v. 無機塩類の影響

マリモ細胞の原形質表踏の状態を変化させると考えられる穏々の拐イオン，陰イオンの而f

i束性lこ及ぼす影響をたしかめた。

マリモは淡水産総藻であるから，まずfl!lI~液としての各塩類溶液の有害濃度を知る必要があ

る。予め O.lMから 1Mまで段階的lこ濃度の異なる各ljKf溶液I:IJに，数拾木のマリモ校状糸状休

細胞をつけ，日間廷で 200C，24時間放民後の細胞の生死の状態から， この限界濃度をきめた。

耐凍'111:の実験には，同じように低張濃度から高張濃度までの名段併の溶液をつくり，数本の糸

状休を ζの液lこ10分つけた後， 媒液とともにスライドグラス上lこのせて， カバーグラスをか

け，なるべく迅速に原形質分離の有無をしらべてから凍結させた。各縦波にマリモ糸状休細H包

を投入してから， 凍結するまでの時間は 30分以内とした。 凍結の方法は，マリモをのせたス

ライドグラスをそのまま -150Cの!t(( i，~~t 桁rJl におき 10 分後未だ凍っていないばあい(高濃度の

肌液を伎町したばあい等)には，試料の~~:Mに氷をふれて凍結せしめた。 この際の凍結rlll線は

第 1問に示したが， これによると冷l、IJしはじめてから約 15分で材料の制度は河[JJlの気出と治今

しくなることがわかる。…150Cで2時間の凍結後，宗温で融解し顕微鏡下で観察して細胞の凍

死率を算定した。また主要ないくつかのJ誌頒についてはそれを媒液として院持顕微鏡下に細胞

の凍結泊1"i!.を制祭したの ゴミ験したイオンの科:知は、 陽イオン(l1at聞がお)7研瓶、 1):);イオン 121''11 

J:(j (Na J1，，(良締澗句 Ca1'1，，( 4 符矧)でおお οl劾イオンの :;Y~ 枠は、 tf)3 ;}ミに噌除イオンの l~f~特に「い
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ては第7，9表にその結果をあげた。

1. 陽イオンの影響

1i?机では、 11imの K，Na， LiはMgを|徐

いた 2 価の陽イオンにくらべて低限度 (0.4~0.7

M)で7与作用をあらわした。 Ba，Sr， Ca は1M

。C

5 

O 

以内の濃度で 24時間作用させても細胞への宵 5 

作用は認められなかった(第2;m。

-150Cで 21時間凍死させると対照は滅容

をうけないが，i1d~溶液中で凍結させたばあいは ー 10

耐ìJl~'r/tを低下させないものは Ca イオンだけで，

1価の K，Na， Liと2価の Ba，Mgは低濃度

(0.1~0.3M) ですでに凍容をあたえた(第 3 表)0 -J5 

Srは等張問、ヒの濃度では凍害がないが低張に

O う 10 15 分なると波書が大きい。次にこれらのtj;i.砲の待作

用をへらすと考えられる平衡恥溶液(1MNaCl 

9界に 2/3M CaC12 1 f~を加える)の影響をしら

べた(第4表)。

第1図 スライドグラス上の 7 リモの凍結曲線
気温 -160C，媒液が水である場合。(7月の材料)

ζの'1λ存ij"lil{溶液は 1M問、ドの濃度では 200C，IIff:札

241時間の条件でfj111きであった。珂J凍十*1こ x~ する影轡は，

低濃度では Naより幾分波宮が少なく司等張問、 kの高出

皮になるにつれ Caでの結果と同様にマリモが i耐凍性を

保持するのに役立，つが， 0.3， 0.4 M付j近Eではi最註もi耐[耐けt凍4取制iシけ'P

がないという i同陥白い結果lにζなつた o 恐らく NaClによる

凍容をi坊ぐためには相当多量後の CaC12が必要なのであ

ろう。次に CaC12 または平衡lit溶液がマリモのmHìJI~'I:L!;を

対照巳上[乙高める効取があるか子号、かをみるために疋lこ低

いtill皮で凍結させてみた。

第 5表からわかるように， 平衡脂溶液は -200C以

第2表 使用した取類が細胞に致命的
となる濃皮 (20

0

C，隣黒，24時間)

媒液の種類 有答限界濃度 (M)

KCI 0.4-0.5 

NaCl 0.5-0.6 

LiCl 0.6-0.7 

BaC12 後1.0<

SrC12 号令1.0<

MgC12 官0.5-0.6

CaCI2 卦1.0<

。(4月の材料)
後 0.6M以上の濃度では細胞はJi;l

形質分離した状態で生存する。

下になるとw宮が大きく， CaC12 も対照以上 lこ ìJI~容を防ぐ効~はほとんどみられない。

J..i;己の Jírt溶液のうち K要な数極のものを主~~液としたばあいの制抱の凍結過程をのべると，

KCl: 媒液の凍結lこ引きつづき制胞は著しく脱水され，不規Hljlこ吊平となり原形質は片側ま

たは長い細胞の中心線にそって縮小するが等張lζ近い 0.8M溶液中で凍らせても煤液

の濃縮に伴う原形賀分離は決しておこらない。 細胞外凍結のまま -150Cまでの冷却

汁昔話4表によれば 0.06MIC以上
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第 3表 隣イオンの耐凍性lζ対する影響 -150C ， 2 時間凍結後の生寄率(~ら)発

媒液の麓類
。 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 

KCl 100 100 100 30 。 。 。 。 。 。後経 O 

NaCl 100 。 。 O 。 。 。 。 。 。袋持 O 

LiCl 100 100 50 。 。 O 。 O 。 。経後 O 

BaCl2 100 30 。 O O 。 。捺染 O 。 。 O 

SrCI2 100 10 O 。 60 80 100後特 100 100 100 100 

MgCl2 100 O O 。 。 。 20去引 10 O 。 O 

CaCl2 100 100 100 100 100 100 100制、 100 100 100 100 

持 細胞を融解後5jZ衡嵐溶液中で原形質分離させてきめた。すでに fJÍ~形質分離してい (4月の材料)

るものは，いちど{氏張液中で復帰させてから再佼分離可能のものを生存とした。

時原形質分離限界濃度。

第 4表 5jZ彼ITJ:iui溶液 (NaCl:CaC12:: 9: 1)の附凍性[ζ与える影響F

-15
0
C， 2時間凍結後の生存率(勿))~' 

O 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 

100 30 10 。 。 10 30 50 60 100制寺 100 
苛宮7JJ(ιv'-I

NaCl 100 O 。 O 。 。 。 。 。 。長持 。

CaCl2 100 100 100 100 100 100 100針 100 100 100 100 

持，州第3表と同じ。 ( 7月の材料)

第5表 CaCl2および平衡塩溶液の耐凍性に与える影響

各 2時間凍結後の生在来 (%)

凍結温度
対日夜 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 

-200C 80~90 20 30 50 90 100 。 10 30 40 50 

-250C 20 O O 10 30 60 。 。 O O O 

-320C 。~10 。 。 。 。 。

( 7月の材料)

では，こわれた原形質休から出たプラスチッドが細胞映に付着したような像がしばし

ばみられた(図版 V-12)。これを融かすとほとんどすべての細胞が凍死していた(悶版

V-13)。 はじめから細胞が原形質分離している高張液中での凍結では，原形質体は凍

結後更に収縮するものもあるが，大部分はほとんどそのままの位置で凝回し，籾い頼

粒状の構造があらわれる。またこのとき原形質分離像の凹形の部分はみられなくなり

可勺11になってしまう。

NaCI: i1削伐のヂヰ濃度において KCIのばあいと全く同様であった(図版 V-14)，
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MgC12: 煤液が凍結するとともに， 原形質分離がお乙るが，正常な凹形の分離像ではなく，

原形質休の表而は不規則な問(11を示していた(関!以VI-171o これらの細胞は融解?を少

数のものは生存していた。

CaC12・ k!tt液の id~結とともに，細胞は原形質分自11'をおこす。分離形は凹形で， 'lItillltの平後Ililt 

熔液中でお ζすばあいとほとんどかわらなL、(図版 VII-18)。融解すると原形質休は直

ちに凹形となり全く常態lこ復帰する。融解した細胞は全部生存していた。 CaC12の濃

度が特に低く O.lM程度であると，マリモを水だけを煤液として凍らせたばあいと同

様に，原形質分離をおこさないである程度収縮する(図版VII-19)。しかし内部には明

らかな変化はみとめられず融解すれば大部分の細胞は生存していた。

SrCl，: CaCl，のばあいとほとんど同様であるが問形の分離はそれ程著しくない。 しかし融

かせば例外なく凸形lこかわりすぐ復帰して凍死するものは少ない。

平衡iお溶液 (NaCl: CaC12 : : 9 : 1) : 等張lこ近いif:J濃度の液rllでは凍結と同11与に原形質分離を

おこす。原形質休の表iiIIはかなり平滑であるが，CaC12qJ.液のばあいのようなはっきり

した凹形は少ない。 0.5M液11-1でははじ

め凹形であるが，間もなく凸形lこ近づき，

とかすとほとんどが凍死する(図版VII-

20)0 0.4 M以下の低張液 rl-Iでは，凍らせ

て-15"Cまで冷却しでも原形質分離は全

くおこらず， NaCl11J.液中で凍らせたと

きのような形態となって凍死する(図版

VII-21)。

2. 陰イオンの影響

Nal侃溶液を使用したばあい， 陰イオンの得

第6表使用した嵐類が細胞に致命的と
なる濃度 (200C，暗黒， 24時間)

媒液の種類 有害限界濃度伶11)

NaCl 0.5 ~0.6 

NaJ 0.2 ~0.3 

NaBr 0.4 ~0.5 

NaSCN 0.3 ~0.4 

Na2S0. 0.1 ~0.2 

NaN03 0.3 ~0.4 

N，トTartarate 0.05~0.06 

Na-Acetate 0.3 ~0.4 

( 4月の材料)

策7表 陰イオン (NaJ:li¥i)が 7 リモ細胞の耐凍性IC与える影響(ー150C，2時間凍結)

媒液の種類

NaCI 

NaJ 

NaBr 

NaSCN 

Na2SO. 

NaN03 

Na-Tartarate 

Na-Acetate 

O 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

0.01 

100 

50 

80 

30 

50 

30 

50 

50 

0.02 0.03 0.04 

100 100 80 

O 。 O 
。 O 。
O 。。
。。。
O O O 

O O 。
。 o 。

0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.1 

30 O 。。 O 。
。 O O O O O 
。 O O 。。 O 
。。。 O O O 
。。。 O O 。
。 O O 。。 O 
。。。。 O O 
O 。 o 。 O O 
一一一一ー一一ー一一町一一一、‘一一一

( 4月の材料)
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は，防イオンに比べると低濃度であらわれ， 1、artarate，SO" Jが特に低濃度でマリモ細胞に'出

作用を与えた。 Clは他のものにくらべて両濃度ではじめて有害となった(第6表)。

煤液中の陰イオンがマリモ細胞のiru1(束性に与える影響は，第7表lζあげた。使用した 8fむ

のNa塩のうち， NaClでは細胞は 0.06M以上の媒液中で凍死し， 1他也のイオンでは O.OlM イ小、

lにこJ減点?害書の限界があるが，正確に凍害の程度を各イオンについて比較することはむずかしい。

i欠lこCa塩についてみると J，Brイオンは

NO" Clイオンにくらべて，常jldiでの'古ー作用が幾

分大きいが， NaJおに比較すると JI:常にすくない

(第8表)。

細胞の耐j束性に対する は Ca(N03)2では

0.2-0.3 M で凍容がいちぢるしいが， CaC12，CaBむ

の2稜類ではほとんど対照とかわらない。 CaJ2の

みは O.lMの低濃度でさえ，会郊のマリモ細胞を

凍死させた。

第8表 使用した滋類が細胞に致命的と
なる濃度 (200C，暗黙， 24時間)

媒 i皮の極類 | 有害限界濃度

CaC12 

CaJ2 

CaBr2 

Ca(N03)2 

1.0< 

0.7 ~0.8 

0.8~0.9 

0.9~1.0 

(4月の材料)

第 9表 陰イオン(じat昆)が?リモ細胞の耐凍性lζ与える影響
-150C， 2時間凍結後の生寄率(%)

媒液の種類 。 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 
CaC12 100 100 100 100 100 100 100詩吟 100 100 100 100 

Ca.l2 100 。 O 。 。 。 。 。持失 O 。 O 

ぐaBr2 100 100 50 . 100 100 80 100 100詩吟 100 100 100 

Ca(N03)2 100 50 30 30 100 100 100 100器提 100 100 100 

ーた，州第3表と同じ。 ( 4月の材料)

Ca}お熔液rI~では‘ このようにマリモ細胞の耐凍性がよ';iし、が -320Cで21J主制泌結させる

と、何れの塩をつかっても生存するものは皆無であった。第5表で CaC12のばあいを示したよ

うに， 純水rlJでの凍結に比べて Ca}iu[が史にマリモ細胞の耐凍悦を高める効果は，たとえある

としてもきわめて{Jillかであると忠われる。

J欠 lこ以上の溶液のうち特に ì;，fll~!tの大きかった NaJ および CaJ2 を媒I伐として減らせたばあ

いの細胞の凍結過程をのべると，

NaJ: 0.5 M t容液中で凍結させると細胞は原形賀分離せずに縮小し， 細胞のまわりには刺

胞からとられた水によって生じたこ.iJ(的な氷lf11がみとめられるばあいが多い(図版

VI-15)。融19午後1.5M平衡脂溶液で涼形質分離させると，原形質体は-H縮小するも

のもあるが，縮小した偽日立形質分離の形状で凝[渇する。凍結I11に縮小したままですで

に死んでいたものも少なくない。

CaJ2: 0.5 M 総j夜中で凍結させるとi直ちに原形質分離をおこす。 しかし原形質‘休の表而は
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不規則にl山山している(図版VI-16)。融解するとすべて死んでおり，細胞質ωところ

どころには穴があいたような明暗がみえる。

問、上，塩溶液中での結果をまとめてみるとl{[国の出溶液中でdRらせると，何れのばあい

も原形質分離をおこさないで，そのままの形でお1I)J包外凍結がj並行し，細胞の原形質は相当に脱

水されて後，不可逆的lこ凝閉するようにみえる。一方2価の塩溶液rllで減らせると，煤液の濃

縮lζ伴い細胞は一般に原形質分離をおこす。分離形が凹形のばあい，または凹凸があっても原

形質休の表面が比較的平滑になったばあいは，ほとんど凍害がない。しかし分離した原形質体

の表面に不規則なこまかい凹凸が多いものほど凍害は大きくなるよらにみえる。これらの結果

は陰イオン，陽イオンの種類にかかわらず共通にお ζ るようにみえる。

また，塩の種類を問わず，濃度がうすいと凍結した細胞の形は純水中で減らせたばあいに

近づき，溶質による容もまた少ない。 1価の塩は何れも高濃度ほど害が大きく，一方2価の晦

はうすい濃度において害が大きく，空会;張lζ近い濃度では容が少なくなる傾向が明らかである。

VI. 糖類の影響

生物細胞が，凍結融解rtIζ受ける傷害を防ぐために，糖類が役立つばあいがある ζ とが知

られている。ここでは前;儲，ブドウ糖を媒液として，マリモ細胞を凍らせた結果をのべる。

まず庶糖溶液を媒淡として細胞を凍結させると，無処理のものにくらべて非常に抵抗性が

低下した。 1MFな糖溶液を用いたばあいでは，ーゲCで約 50%の細胞が凍死し，それより低瓶

では全郎の細胞が凍死してしまったぺ なお，煎糖溶液中での原形質分離の限界濃度は1.20-

l.22Mである。 Wj報9)でのべたように 1M以下の濃度において媒液中の庶糖は，濃度がfilJい担

細胞の凍害を高める乙とがわかっている。 1M熊糖中で -50C凍結のばあい，低ぬ固定i裂をみ

ると原形質が収縮した状態で生存していたへ 更に 1MJ2Uこの前濃度で 21時間凍結させてみた

が，凍結温度が_lQOCでも -150Cでも例外なくすべての細胞が凍死した。

このように庶糖溶液を媒液としたばあい，マリモのrfu;J"ìjÎ~ ，t~l: は 1M 以上の両濃度でほとんど

失われ，凍結の際の原形質分離の有力jl(こ関係なく凍死した。 1M以上の肖濃度の[まあい，室日4

で心 ù'E糖 I~i夜の有害作m は第 10 表に示した。

これでわかるように対〈液が1.6M以上になると憾の古:がはっきりあらわれてくる o 2Mイナ

第 10表 高波皮熊糖溶液の有害淡皮 生存率 (O/C，) (20
0
C，陥黒状態)

処理時間
1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 

原形質分離の有無 十 十 品L叩 十 + 
時 間 後 100 100 100 50 30 1O ~0 

24 時 間 後 100 100 90 50 30 O 

( 6月の材料)
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ju:ではほとんど 10分以内にはげしい原形質ω崩地がみられる。すなわちマリモ節開細胞そ2M

のi史料溶液lこ入れると， 1即時lζ細長い円筒形の細胞の中央部がひらたくつぶされたようになり，

この部分で急激な原形質の流動がおこる。クロロプラストは一方側に流れ，間もなく rlJ央部lこ

原形賀のない部分が出来るためリング状にみえてくる。乙のばあい，ヨ戸ドヨ F ドカリ溶液lこ

染るピレノイドが明瞭に裸出してくるのがみられる O その後， 諒形質体は徐々に収怖をはじ

め， 原形質は細胞膜からはなれ原形質分離をおこす。約 10分後の細胞の状態は長い細胞の簡

に近い両端付近では常態lこ{以た原形質分離をお ζ しているがrt央部では細胞!院が相談する程に

吊平となり，この扇平lこつぶされた 1rJ 1~ねの内郎で両1nrJ または片側 lこ原形質休はおしつけられた

状態ですでに!Jjoj岐をおこしている (1ヌi版 VIII-22，23， 24)。

マリモ制11胞の!，¥¥:羽I11昨iiX.による泌'ii干は， fli叫勾網1l)J包としては例のないはげしいものである。そ

こで媒液中に1!!¥機品[があれば或いは札lfによる凍古:をil壊滅できるかも知れないと考えて， 1M((1' 

糖液にそれぞれ等恨の NaClまたは CaCl2を等量または 9:1の割合lζ加えた結・ 11[&混合液rl:1で

マリモ細胞を凍らせてみた。 しかしその結束は第11表に示すように糖液のみで凍結させたば

あいとの関に差を見出すことはできなかった。

j'd、粧のかわりにブドウ糖溶液をマリモ制11抱の媒液として凍結させた結果は， 第 12表及び

第11表 熊糖と立証の混合液を媒液としたばあいの 7 リモ細胞のiH束性
-15

0
C， 2時間凍結後の生寄率(%)

糠液と極溶液 1M熊糖十
との混合比 1 1/2MNaCl 

9・1 O 

0~10 

1M]!雲糖+
1/3 MCaC12 

O 

10 

1M 熊楠

。

( 8月の材料)

第四表 1Mブドウ糖縦波を媒波としたばあいのマリモ細胞の耐凍性

2時間凍結後の生寄率(%)

凍結温度 -50C -100C 150C -200C 

'-t f子 100 50 10 。

( 7月の材料)

第 13表 ブドウ糖媒液の濃度とマザモ細胞の耐凍性

-IS0C，2時間凍結後の生存率(%)

主民 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0M 

生子 100 60 50 50 20 10 

( 7月の材料)
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第 13表lこ示した。 濃度 1Mでは)X!:踏のばあいより容が少なく，それより低濃度では;たさな)t

はなかった。

ブドウ糖液 rll でのマりモ細胞の原形質分離限界濃度は1.40~ 1.42Mである。ブドウ枯淡の

毒性は， Jニ記 i~~私ltのばあいよりもはるかに低く，常温では少なくとも 2M 溶液中で 2 時間以内

には細胞の異常はみとめられなかった。 2.4M溶液rllでは，一部の細胞が2Mj(t;結液中で示し

たと同じ現象をあらわしたo

iYくに，さきにnt;fiMのばあいに行なったようにブドウ結溶液と塩溶液との混合液中で，マリ
モ細胞を凍らせてみたところ， )，¥E備のばあいと異りifdの存在は明らかにブドウ粘妹液による凍

害を!I笠減させた(第 14表)。

第14表 ブドウ糖と極の混合液を媒液としたばあいの細胞の耐凍性
2時間凍結後の生寄率 (9もj

( 8月の材料)

1 l\tl ブドウ~，li淡を煤淡としたばあい心凍結過程を観察すると‘;ボ粘と!寸lI!j にお11胞は住しく

脱水されてお11くなり、筒1間制J1!Yt1の111央部で，もとの太さの 1/3位になるが原形質分離は全くお

こらなかった ρ これを融解すると原形質は， しなびたままで凝1J1:1し，一郎の細胞は偽原形質分

離をおこした。 lMi，¥I;粕j伐を蝶液としたばあいも全く同様な細胞の凍結過程がみられた。すな

わち糖液1_11ではかなり等以に近い濃度の溶液を用いてもラ 21illiの#ftlの溶液のばあいにみられた

ような凍結lこ|燥しての媒波の濃縮による原形質分離はみられず，またたとえ原形質分離した状

態で減らせても細胞は必らずそのまま凝制してしまった。ブドウ糖と CaC12の混合溶液中で細

胞を凍結させると，糊だけのばあいのようなはげしい細胞の収縮はおこらず，Ilj5分的には原形

質分離もみられた。

VII. 多価アルコールの影響

GlycerolラEthyleneglycolなどは，生物納l胞にとって故も1!!t宍で， 有効なJ史容的!と剤とさ

れているので，マリモ制胞についても 6 符知の多価アルコ~)レについて，その耐凍性に及ぼす

影響ーをしらべた。

1. Glycerol 

Glycerolは，庶糖と同じくマリモの細胞内へ透泊しない。 Glycerol溶液rl]における原形質

分離の限界濃度は1.44~ 1.46 Mである。 1M Glycerolを媒液として，マリモ細胞を種々のjzl

度で凍結させると， -15
0
Cまでは，ほとんど凍容をおこさないがラそれより低温では明らかに

凍害を受けたの。一方この細抱は，水道水rl1で -200Cラ24I時間の凍結でほとんどりi与されないこ
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第15表 l以i皮としての Glyじ巴rol濃度と細胞の附凍性
-20

0
C， 2時間凍結後の生寄率(%)

波 )よE 0.2 M 0.5 M 1.0 M 1.2 M 1.4 M 1.6 M 1.8 M 2.0 M 

~i-ミ存率 50~60 40~50 20~30 0 o 30 50 50 

( 6月の材料)

とはすでに述べた通りである。 i欠にiAU夜1110)Glycerolの濃度lこよって如何にrnH減性が変るか

をしらベた(賞作 15表)。

節目表の結果で興味のあることは1.6-2Mのばあい以外，つまり1.4M以下では Glycerol

が娘液IljIこl泊加すればするほど，細胞のi耐J束性が低下してくることである O 乙のlまあいの低iliA

I~ij定阪は， ほとんど波書のおこらない -llOCの凍害で， すでに著しい原形質分離をあらわし

ているへしかし，凍死をお ζ した -190C以下の温度での低温回定倣の原形質休の大きさは，

-llOC の凍結のばあいよりかなり小さい。恐らく Jj~~水の t'Ë皮が向いため原形質の凝同をおこし

たものと考えられる。

凍結rllの細胞の観察の結果も全く同級であって， 1MB，上の濃度の熔液111でiWらせると?

凍結と同時に細胞は明瞭な凸形頑形質分離をおこし， その表面はかなり平fN'(こみえるが(図版

IX-25)ラ1.2M Glycerol溶液中で -190C，30分の凍結後ではすべての細胞が死んでいた。

このように Clycerolによって凍害が大きくなる原因の一つは，この物質が高濃度になると

liL性をあらわすことが考えられるので， 'W::i1uiで I~当濃度溶液仁1 1 にマリモ細胞をつけてみた(節目

去)。

ここに示すように細胞は 1.6M 以上の尚張溶液1\ 1{こ常 ?f!~で 1 /I!i'll¥1おかれると生ιギが50%
以下に低下した。

ーブ~-， r(rjj凍性はwj!j夜の Glycerolの濃度がlLjくなるほど低ドするが，凍結以前にすでに原

形質分離がおこっている1.6-2M の液rjlの納l胞は，凍結融自午後約30-50%'t1fーすることがで

きた(第 15表)。

処~1Jl 1時間

時間

24 時

第16表 向濃度 Glyceroli街夜の有害波皮
生容率(%) (20

0C，硲黒状態)

1.0 M 

100 

100 

1.2 M 

100 

80 

し4M

100 

70 

1.6 Miを

50 

20 

原形質分断の限界濃度

1.8 M 

30 

0 

2.0M 

20 

O 

( 6月の材料)
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:ロi粕，ブドウ粘， G1ycero1の三者は共に非電解質であるが，すでにのべたようにうマリモ
都Illl包をこれらの溶液!こつけて原形質分離させるばあい， その限界濃度lこは暁瞭な差がある(第

17表)。

このような事実を泌明するには現在の資料では不十分であるがラおそらくこれら 3種の物

質の行??作mによるのであろう。このうちの糖類をくらべると低濃度ですでに有宮となる煎結
のノ了が原形質分離も低濃度でおこっている。それ故乙れらの物質ーの溶液の作用で，マリモ部11胞

の原形質表層郊に原形質分離の難易に影轡するような何等かの変化がおこっていることが考え

られる。

第17表 3磁の非電解質の有譲住とその溶液中での原形質分磁波Jlt

極 類

l1li戦tf

フ ドウ寝台

GJyじeroJ

1.4 M 

1.8M 

1.4M  

2. E土hyleneglycol及びその他の多価アルコール

2.0M 

1.6 lVI 

原形質分離
限界線皮

1.20~ 1.22 lVI 

1.40~ 1.42 M 

1.44~ 1.46 M 

( 6月の材料)

Ethy1ene glycolは，法府jiや Glyc巴ro1と異な 1)，マリモ細胞へすみやかに透itiする。 I~':jd長

Ethylen巴glyco1の111にマリモ制胞を入れると，細胞は-li.原形質分離をおこすが今細胞は原形

質復帰しもとの状態にもどる o これは Ethyleneglycolが和11胞内へ透過するためと考えられる。

杭物細胞に対してラ 一般に Ethyl巴neglycolはi則凍性を ¥l-IJめる知県をもつがヲマリモ細胞の耐

;J1~ '[1]: を I11J める ω に最も効果的な濃度はラ 2~3M 限度で 241Lj 間泌結の結果も同じ傾向であっ

7こ9)ο

2 M Ethyle凶 glycolを媒液としたばあいの細胞の凍結過程を顕微鏡下で観察すると凍結

と河内に大部分の細胞は原形質分離をおこす。分自I~形は明瞭な[11])彰で? 'l0'i品の平衡54溶液中で

の分自It形とほとんど差がない。細胞膜から分離した原形質表而はなめらかで不規則な凹凸はみ

られなかった(図版IX-27)。

第18表 多 ftlliアルコールの有害淡)交
20
0
C， 11富 Jた伏í~ ， 241時間後の~t1'f率(%)
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J欠 lこ秤;々の多 {r[日アノレコ~)レを種々の濃度 (1~10 M)で， 室温でマリモlこ作用させたばあい

の有害になる濃度をしらベた。方法は1m機塩類の影響をしらべたばあいと同じである。

24 n寺間処理の結果は， Ethylene glycolでは， 5Mではじめて約半数の細胞が害される

が Propyleneglycol， Diethylene glycolは3M以上になるとマリモ細胞に容そあたえる。

Tr允thyleneglycol， Polyethylene glycolでは， 1Mでも 2411主間後生存する細胞はなかった υ た

だし低iitでは当然毒性が減少しラ 例えば 1M Poly巴thyleneglycol溶液に入れて -30Cに似{[

したばあいには， 少なくとも 24時間以内には必制Il抱は現われなかった。 これらの 5f'l¥の:z，{r[[I 

アjレコ戸 jレを媒液とし， -330Cで2時間凍結させてみると，何れのばあいも対Jl(Fよりも大き

な生存率をえたぺ

このうち分子量の小さな Ethyleneglycol， Propylene glycolが絞も大きな効果を示しpこれ

らにつづく Diethyleneglycolは約 50%の生存率を示した。これらは低分子で江主形質J肢をね易

に透i位する性質をもつが， Triethylen巴glycol，Polyethylene glycolは，透過せず凍許防止)Jは

iJij者に比絞して小さかったが， ζれは5f}18表iこ示したようなう この溶質自身の毒性のためか

も9;[¥れない。

3. マリモ細胞の多価アルコールに対する透過性と耐;束性

前報9)Iこよれば原形質内lこ透iii)しうる多佃lアノレコー Jレは， 透itIしないもωよりも細胞のIlrH

J点性是正:jめるのに効果があるようにみえる。そ ζでマリモ細胞の多種;の多{I[日アJレコ戸lレに対す

る透過性の大きさとうその耐:束性との /I~ の除l Jiliの千i'加を確かめるために次の尖験を行なったけ

)jU;は卜分多量の 2M多{rlUアノレコ戸ノレ消波に車111胞をつけると， I\':J.~Lえのため原形質分自If'をおこす

がラ /i;Jもなく多11111アノレコ戸 jレは制IIIJ包内に透泊し，もとの iE".'l;VなJI:;にまで俊弘iiする ο 細胞を故初

に${r[]1アノレコ戸 Jレ溶液につけてから復帰するまでの11与聞を測って，マリモ細胞に対する多1rlllア

ルコー Jレの透過性を比較した O

すなわち， Propylene glycolがもっともはやくう Ethyl巴neglycolが乙れにつぎ， Diethylene 

glycolがもっともおそく細胞内に透過することがわかる O 第四表の結果を， これらの多倒ア

ノレコー jレの|耐;束性への影響9)とくらべると Pro.

pylen己glycolは Ethylen巴glycolの2倍以上も透

過性がil:j いのに ;~i'~1干防止作 1けは{没者よりもすぐれ

てはいないい

おそらく Propyleneglycol U) I万dド1:が Ethylenc

glycolよりも 1"品、(第 18e1交参Wuためにこのよう

な結束となったものであろう。この二者よりも油、

宮!坊止の効力の少ない Di己thyleneglycolでは細

胞への透過性も泊二者よりはるかに低い。

第19表 マリモ細胞の多悩アノレコーノレ
(C対する透過性(室滋 19

0

C)

1重 J!t1形質復帰までに
要する時間(秒)

獄
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( 3月の材料)

この凍結:~ミ件では純水をw液とする対照の'-t.f?率\;J:. 0-107'0であるの
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VIII. 考察

1. 常態のマリモ細胞の耐凍性

マリモのお11胞はAくと共に凍結させた(まあいにきわめて耐凍性がilすく、 -20UC付近までの

凍結温度にたえラごく 什;の細胞は日以IJ速度が特に小さいばあいには， -30
u
Cでの凍結後にも

生在するものが見られるヘ このような i~.:品、I可t;JiH1は淡水産t菜類としては稀;釘のものであり，

海涼類でもアオノリ (EnterollWlアha)'O)，アマノり (Porρhyra)ll)などを|徐いてはラ このむに11:¥

るものはない 12)

;本積とごく近縁と考えられる乱~~諜シオグサ利 (Cladophorac巴ae) のシオグサ (Cladoρ/wra

sp.)を Molisch(1897)が顕微鏡下に観察しながら凍結させた記録があるが， このばあいには

-80Cヲ 21冷li%Jの凍結で完全に凍死している問。

一般に植物細胞の凍結の様式はこつに大別されへそのひとつは凍結が始まったばあいに，

氷の形成が細胞の内部にもみられるもの，すなわち細胞拘凍結であって， ζれはその細胞にと

って常に孜命的である。他の一つは氷の形成が細胞の原形質体の外部lこ限定されるものp すな

わち細胞外凍結であって，さらに制度が低下するにつれ凍結しているおII胞は，その外表音1)に践

している氷によって脱水され次第に収縮する。このようなばあいには点結している植物細胞

はそれぞれその細抱のもつi(Jjわ束性にしたがい， あるらEl度まで冷却された後にほi芹をうける 14)0 

すなわちお1I)]包外凍結による細胞の JJ)~水縮小がある程度まで進行すると初めて有吉となるのであ

る。またこのような凍需には作用時間の影響が大きくラ一般には凍結時間の長い粍害が大きく

なる 10)，]5)。

組物細胞が凍るばあいにこの何れの線式をとるかということは，その細胞のおかれる物]霊

的及び伎照的条件!こ文配されるが，多くのばあい細胞の冷却速度の大小がJ.hlも.f¥要な条件とな

る。すなわち冷却がすみやかなばあいにはお11胞内泌が:が， )ぇ対におそいばあいには細胞外涼結

がおこりやすいのである町。マリモは 1~1 f!~状態では ， 'j;~' lこ多民の !!!t~l夜と:JUこ減給されるので冷

却速度は極端に小さく，細胞内凍結のおこることは全く考えられない。また克験的lζマリモの

少数の細胞を凍結させたばあいも，著者の総察した限りではマリモ細胞は，ほとんど細抱外材1

1iiliのみを示した。このように生物細胞が制抱内凍結をおこしにくい原|左iは，主としてその表面

U)原形質!肢が氷の伝人を 1St1.1とする能力に帰せられており16¥ 朝比公は凍結qlの細胞表例と氷と

の界而における冷却速度が，細胞の水lこ対する透J位性と逆の関係にあることからこの機梢を1泌

!珂しようとしている 17。いずれにしてもマリモ細胞の原形質)肢は氷の侵入に対する liJJ止IJ史とし

てきわめて効果的な梢造をもっていることが必保されるが，同時に ζの深刻ではそのおH胞IJ史も

また氷の侵入を阻止する能力がi白いように思われる。!rrj述のようにマ 1)モでは、細胞内凍結に

よってすでに原形質楠造の崩波してしまった死細胞でもどCj分程度の冷却J泌l支で細胞内凍結を

おこさせることは問慌である。これは一般の納物納|胞ではほとんど生/lられていない現象である

がう同じi炎水産保J;l1のアミミドロで知山した性質が十tflfされていること5)はきわめて興味深い。
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よく'Allられているように陣上の植物では，上京J先制度にやleう前rHW'r'}:の増減がきわめて明瞭で

ある問。すなわち秋から冬にかけてこれらの縞物の地上 ~tr)の細胞では，その合んでいる澱粉が

減少して相 (tとして!¥UMが明加し，その細胞液の渉透濃度が明し19¥ また原形質11時も強化さ

れて細胞内凍結がおこりにくくなる20) また反対に冬から(t-にかけては花ltの減少によって細胞

の渉透仰の侭下、日/1与にrfli:ti京'f!1:の消失がきわめてすみやかにおこるのこのような制11胞111のやji分

台置の変化にはう当然，澱粉→取ji反応に関与する鮮京、とくにフォスフォリラ戸ゼの活性皮の変

化が子必されるが，著者はテ戸ブソレピ戸ト(ぷ間主)で低hlil処FHIこよって細胞rllのフォスフォリ

ラ{ゼの活性が著しくJ??し怜逆にrf:iill!t処Fi1によってィ?でく仇li'rできぬほどに低下することとをf1JJら

かにした 19)，21)()一方，水位の l'認知においては r~~!J古川j立に 1'1'うお11胞の渉i引Ilfi の変化や，その耐J収

'111:のh??減はきわめて少ないが、またはほとんどおこらぬように忠われる2へζの原閃のひとつ
は恐らく涼郊の制IIJKu皮111には柏がごく少民しか合まれずヲ細胞のi参道イ11Ijを{来日lする主要なもの

が1m機Jíftであることによるのであ Jろう。例えば Val071ia では O.5~O.6M Iこ及ぶ大量の Kを合

んでお 1)s ，今!日I使用したマリモではその v、i参透仰i(O.85M)の大部分が KのJ抗知にもとづく

ものとご考えられ，柿の濃度は全体の数ノぞ{セント{こすぎない(第 1.?()。 また')~際 lこマリモを侭

jLl処J~P，しでもその渉活躍j止にも ííli1 mH'j:.Iこも変化がおこらなかった九

マリモのように -200C程度の凍結に耐えられる航物は|謹上のものとしては， 了!1(木lこはほ

とんどその仔IJをみず，越冬樹木に近い耐i]:j出1:をしめしている川。 これらの航物の細胞は，今ま

で観察された限りでは非常[こ縮小して昂平となって細胞外凍結に耐えていることがしられてい

る5)。ところがマリモの細胞の凍結過程を観察すると，たとえ -20
0Cの凍結状態にあっても制

胞は期待される粍は収縮せず，その形態もほとんど市態のものと変らない。この原凶の一つは

マリモが円筒形のqt細胞の裸11¥したー辿の糸状休で，縮小したばあいも昂平になりにくいこと

にもよるのであるが，あるいはマリモの原形質がp 前11胞外凍結による M~7j(Iこ対してfRJ:i'L'['!:.の向

いある特有の機梢をもっていて，凍結I11であっても相汽長の水をその!点形質|々に保持している

のかもしれないの完際にJI:'i[¥'tこ急激な凍結とか， I~'lj ~;~ J立のJ1，，¥9tiや加の依ls互の作J1J今;によってマ

リモ細胞が凍死するばあいには，細胞外凍結の状態になっているマリモ細胞のまわりに，二次

(l~ の1]泥水によって生じたと思われる氷のサヤを認めることが多い(閲版 VI-15)。また有害なil*

液中ではマリモ細胞が凍結に|祭して扇平となることもしばしば観察された(図版 V-14，VIII-

22)0 これらの結果は，~J.l全な 7 りそ細胞が細胞外凍結の状態で -200C Iこ冷却されても，少な

くとも短時間以内にはその保持している合水量が，同j品度で凍結している死細胞ほどには減少

しないことを忠わせる。いっぱう細胞を凍結させたままでおくと短時間ならば容の少ない制度

においても数日の揺に凍死する細胞が増加する(未発表)。乙のボゴミは， -'-~ ~己の凍結にともなう脱

水力lこ抗抗して細胞がその内部lこ水を保持する機構が，マリモ細胞の生命活動とむすびついて

いるということ、 J民「うすればこの細胞の耐ìstHII: の ìt'~jt、原)ド官1荷造を維持するためには戦続的な

代謝が必要であることをあらわしていろのであ人うれ
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2. マリモ細胞の;東害を増大させる物質とその作用拾

a) 1m機ii日(i Ca J1"lを除いて，使i1Jしたすべての.I1"l1:f!が和11胞本米のlirHì~t'r'l二(純水'1 1 で新11

胞が方、す耐w性の r~'ljさ)を低下させた。

1 1dliの滋賀!の溶液中では，凍結の結果おこる溶液の濃縮による原形質分離はみられない。

凍結制度がある粍度目、|二低くなると}J)~7Jくのため細胞がつぶれて荷平となったり，お11拍のまわり

に二次的に形成された氷のサヤがはっきりとあらわれたりする(図版 VI-15)。つぶれた細胞で

はしばしば原形質ーと細胞膜がはなれているがこれは原形賀分離ではなく，そのような部分では

プラスチッドのような原形質J休の内 y~q?Jが細胞IJ如こ付若して残されているのをしばしばみかけ

る(図版 V-12，14)。よくしられているように， ζれら 11dJiの塩類は単独のままでは生物細胞の

原形質にはげしい75作用を示し，ウニの卵君主:では内部細胞質のi'11i性を高め，同11寺に表阿部の弾

性を低下させて，もろく切断されやすくすることがしられている目)。また坂村 (1933)によれば

アオミドロを KCl ゃ NaCl の溶液に入れるとはげしい75作用があらわれ，細胞質ははじめ }J#;ìl~]

し，その内M5iこ多くの液胞ができ，最後lこ南If液凝回する叫ラ恐らく凍結のばあいに，マリモお11

胞の原形質は濃縮された出溶液の作用で原形質分総をお ζ しにくくなり，またもろくなってい

るためにある粍度以上の収縮がおこれば，その歪)J Iこたえられず崩壊をはじめるのであろう。

純物納闘では原形質分離した状態で凍結させると細胞外凍結の|擦の不均等な歪力を由形質休が

うけずにすむために凍7与を軽減できるといわれているが町、風溶液の作用ですでにその表府が

もろくなっている原形質休では ζのようなことは考えられない。従ってこれらの渋1(5(111では Ir，lJ

出)l[ほど凍7与が大きくなるのが当然である。

-)i， 2 illliの11ut知を媒液として減らせたばあいには勺細胞は原11lJとして原形日分断をおこ

す。このことはこれらのJrut知が細柏原形質のWi'rfl'をそれほど明大させないためと解釈できる ο

また 2仰の泌総液111では日濃度になると細胞の滅容が減少するばあいが二，三あるが，これは

原形質が 1idGの臨のばあいほどひどくもろくなっていないために，先に述べた原形質分離によ

る凍7E減少の効果がJ克われたものであろう。 2仰のJ1/[(でも凍容に対する影響lこかなりrJ日きのあ

ることは，このような原形質に対する作用lこ色々な程度の売があることを思わせる。これらの

.11，，'; ri~ 11伐11111えも泌守の少ない CaCl2のばあいには，細胞は凍結と同時に典明的な問形の原形質分

離をおこす。マリモ *11111包を'市 iidで ~-'~11IQ の平衡lílt的被に入れるとこれと同総な [IJ]M の原形質分出f[

をおこし(図版 II-5)，これは〆全く ;111E71:であるの従って CaCl2 的液 11 1 で減らせたばあいは r~{)1宅問

表明郎の流 ífi!J'r'1:も íYÎÍ'VI:. も常態に}iいものと考えられる。すことえ凍結に際して r~W.14'分織をおこ

してもその友 !IIÎ が不);i;WJな川 I~II をなすようなばあい (MgCI2 ， Ca人)iこは， そのi耐J取れも低いの

が市であった。マリモと生Hl的に近縁のシヤジクモでは，名手EのJ]lt溶液を使って市illIiで原形町一

分離させると， Na， rくの出は最も寄が大きく， Mg .I1，Kはζれlこ;欠ぎ， Ca .!1d;はほとんど保守で

あることがしられている 26にまた 2伺のJi!tで凍安の大きなものに BaC12があるが(第 3]，<)， Ba 

長今岡の実験条件では細胞内凍結はおこらないので，このばあいの凍持はすべて細胞外凍結による'点と湾え

て論議をすすめるの
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Ji~Jt はその 'n山il における与作I+J が比 'Ii;~(ドJ侭いにもかかわらず(鋭、 2 表参!問、凍結にさいして航物

加11)]包!こ大;!?をあたえるようにみえる。 BaJf，，[))l'iによる (Jfiブ;:0)大きいことは，マリモ):"t外にもテ{

ブJレビート(赤甜菜I，タマネギ等でしられている 27)。

動物細胞特[こ rf[[球の{まあいの凍'古の)J~1I1;\は凍結 lこともなう細胞内外の塩溶液の濃縮に!日せ

られている仰のしかしその内部に'訂作0.3Mに述する Kイオンを介んでいるマリモ新11胞が，こ

れを純水rI'でi取らせれば -15
0Cでも全く r六を受けないのに， 0.3MのKCl/J\~液 '1 ' で凍らせれ

ば同じ出j支において約70%の刺11胞が油化してしまう 'Jりとはラ ì~f~I~:: が!ょ:'iJf;質‘の1J)~Jj(濃縮に伴う

.tji.なる J1tfl~芹ではなくお11胞外 iH~からの作川にもとづく r1IH~í:lriH([Î1常造の向方 lこ文配されるJlt!'tとで

あることを思わせる。

b) 収I( 0¥['1 nく知られているように越冬する4il'(物の地上t'1ijの皮lf1i*111!犯で、は秋から冬
にII¥jって糖分(:1'.としてWE.tI，li)が者しく増量し，これが細胞の耐浅HJ(:Wi大の i:.I;i，1であるといわれ

ている川。また ζれらの納物ではその机織の切片を凍結させるとき媒液として料治液を使うと

細胞の耐時ttl:が蒋しく /11Jまるめ，30)，川。

とζろがマリモ細胞では，媒液としての精液(熊以lf及びブドウ収11)は細胞の本米のilrHi点れを

おめないばかりか，かえって甚しく ζれを低下させた(節目， 13.'tn。高濃度のJ花粉!被は1.6M
以|二では7tiLLでもマリモ細胞にはげしい11.d'l:を示した。もともとj花粉iは純物細胞に最も寄の少

ない物質のひとつとされており，ごく将通lζ原形質分認1I':i'):IJとして使用されているほどであるか

ら，このようなはげしい'[}t'fiJ:は特記するに値するものであろう。その細胞の生J1Jl学的性質がマ

リモにやや近いシヤジクモでは， rt!'舶を眼形質分出II~ lf~ として使用すると，主が大きいことがし

られている向。 またプラスモの細胞の両端をそれぞれ I~:J濃度及びイ氏濃度のJ，¥¥;tmrf.i.波'1'につけて

細胞内に水をYR流させると，細胞が脱水される;部分，すなわち高以前荻lf液lこ泌するi1j)分では，

原形質からのイオンの流出がおこ 1)，これが細胞に宮となることが報作されている問。マリモ

lこ対する向濃度結j伐の句作用も，おそらくはある和のイオンの原形質よりの離脱，流出をおこ

すのであろう。後述するような知機指と柿とのマリモ細胞の凍害lこ対する拾抗的な作用は，こ

の考え )jつを支持する事実のひとつと忠われる。マリモを ~'h':張 lこ;}j:い 1M 付近の濃度の~!，町長 11 1 で

凍らせても，制11胞外減給にともなう煤液の濃縮による!点形T'l分離はみられぬこと，また、はじ

めから l~ij'J長煤液1\ 1 で原形質分離した状態で凍結させても原形質がそのまま凝1 ，1，1 することなど

は号 1 11lli の北立法液 I1 ' の ì~f'主と 1民dニ m似しており司おそらく原形町の'j'，}ì'f'E.の変化‘;f，IriiJ 'tl ， 1'ii't'l: 

等のjJえドが濃縮された1m溶液の作用とおこおのであλうの

Jft!t とおIlf との出介出液を煤液とすれば勺少なくともブドウ舶の ;qir;i~: は終滅される(第 14 J~) 。

このとき使用したJ1ut類のうち CaCl2は前述のように，マリモ細胞原形買のffH凍性を似持する効

果が山し、のであるが， NaClはそれCI身だけではむしろ粘以 tの波書吾細胞にあたえる(第3

j~)。つまりブト、ウ料!と NaCl の iJt介液は，その双)jがそれぞれ巾独に作mするばあいにおこる

ほじ1-;- を hiこ '11\'\ 滅する作!lJ がある。すなわちこの二つの物官の1与作山は H~匁的 lこは iiit/ciド)1:似!い

たためと考えられる。
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c) Glyc巴rol 今まで名将の生物細胞で、 Glycerolがその凍守防止剤として効果のあるこ

とが生11られている叫。ところがマリモの細胞では Glycerolは結煩に次ぐ凍??をおこす。乙の原

|刈として， Glycerolはマリモ細胞内lこ透過せず従って凍結lこともなう細胞の!JX縮を軽減できな

いことと， Glycerolの日濃度依存夜はマリモ細胞にoW'訂{こ有許であること(第16表)のニつがあ

げられる。 ここで問題になる夫験結果の一つは， l.6~2 M の Glycerol 煤淡 ~Il でマ 1) モ細胞の

うける凍害が，これより低濃度のばあいよりも小さくなる乙とである(第15表)。すでにのべた

ように植物糾胞を，原形質分離をした状態で凍結させれば，させないばあいよりも凍容を減少

できることがある同，問。f;fn6表によれば Glycerol1.6 M 溶液は，ちょうどマリモ細抱の原形

担分離のIq(W濃度以上に当っておりこの濃度以上での耐凍性の明大を説明するのにきわめて好

部作にみえる。しかし1.2M Glycerol液rl1で細胞の凍結過程を観察してみると， ζのような低

民放I11でも細胞外凍結のさい明瞭な凸形問形費分献がみられ，原形質一休は一見平mな外形を保
ったまま.で収納してゆくのであるが， -190C， 30分の凍結後lこはすべて凍死してしまう。した

がってこのようなばあいには，凍結n寺における急激な原形質分離によって糾胞表!日lこはすでに

ある和皮の括容があたえられ，これが凍結にともなう和11胞の収縮が進行するにつれ遂には致命

的な向~t~に発展するものと考えられる。

3 マリモ細胞の耐凍性を高める多価アルコールとその作用

動物のキ111胞では，手ヰ沼:の多仙iアノレコーノレがそのほ1害防止剤として役立つ ζ とがしられてお

り叫， tl古物組織でも，タマネギの鱗茎31 キャぺツ，ユキノシタの一斑35¥ クチナシの校36)な

どで Glycerolや Ethyleneglycolが細胞の耐凍性を増大させることが報告されている。

前述したようにマリモ細胞に対しては Glycerolはかえって凍害をおめる作用があるが，

他の 5種の多{dIiアノレコーノレは程度の業こそあれ何れもほ1容に対して防護作用があったへ

従来，多価アノレコールの凍;!?に対する似j殺作用は，乙の物質が新|胞内lとよく透過しラ出限

度になっても需が少ない ζ と，また水平11が lfJj し、ため ζ れをふくむ細胞は，凍結したばあいに}j~~

水される程度が少なくてすむ ζとに帰せられている的川，問。 いっぽうマリモの凍容は今まで述

べてきたように原形質体のある棺度以上の脱水収縮によってはじめておこると考えられる。そ

のため多価アルコールのような親水性の物質が細胞内lこ渉透していれば，凍結時の細胞の脱水

収納はおさえられ凍75を軽減することはきわめて当然であろう。実際lこ細胞に透治しやすく、

かっ毒性が少ないもの程滅容防止作用も ~~;jl、刊訂SlS表)02 M Ethylene glycol溶液111で細胞を

凍結させると凍結中原形質分離をおこすことが少なくない。このことは凍結lこ伴う牒液の濃縮

lこ対してこの物質の細胞内への透過がおくれていることをしめしている。従ってこの多伺アノレ

コ ~}レは凍結時に原形質分離が全くおこらぬ程多量に細胞内部に透過していなくとも，ある現

度原形質内lこ入っていれば凍結時の原形質からの脱水の程度を少なくさせることができるため

に司凍'戸?をれ滅する作用があると考えられる。 また Triethyl巴neglycolとPolyethyleneglycol 

は細胞rl1に透過しないにもかかわらず宅わずかながらマリモのi別減性をIlVめていおことをぶし

たへ この 2物質の透過性に対する、!とIJ定は宅その出張1"#液
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したのち， 2411寺|市栄以内lこ原形質復f惜しないことにもとづいている。しかし ζのばあい，乙れ

らの化合物が原形質表制のみならず， トノプラストをも通過しない限り恐らく明瞭な原形質復

帰はみられないであろう。しかも納物細胞表而の原形質)摸はかなり多様な物質を透し少なくと

も原形質問の一部にこれらの物質が入りうるという考え方は，現在次第に支持者をましつつあ

るようにみえる 39)。 もしこのような考え)Jがゆるされるならば，この 2和の化合物がマりそ制11

胞の mH (1;j~'rl!õを増大させる効来は，やはり他の多価アルコールと同様に， ζ れらの物質が原形質

11 1へ渉透した結果，凍結n寺の細胞の収縮はほとんど防げなくとも，原形質の}J)~7Jくに対する抵抗

が幾分m大したということで説明される州。また上記の考え方からすると，マリモの凍害は，
細胞外凍結の際その原形質全体というよりも恐らく表層部がまず脱水収縮lζ耐えられなくなっ

て， ζわれはじめると担保されるのである。耐凍性の山し、越冬11本の細胞においても，細胞外

泌結による涼宍は続IIIJ包内のJi，I;)('jの濃縮によるものではなく， *{lll]包表層部の陣容がその::t!Elであ
るζとが報flfされている問。

IX. 摘要

ζの研究は，務獄の耐iJ!H't機1識を明らかにするために行なったものである。材料として，

阿;J;~ì，1切に生育するシオグサ科の淡水産総漆マリモ Aegagroρila Sauteri (Nees) Kutz.の糸状休

の附問中[lI胞を用いた。

マリモは淡水産涼類としてはその耐iJ!f'rl!oがきわめて向く，淡水と共に凍らせると 1日以

内ならば 200C?こ注する低iöì~ での細胞外凍結にも耐えることができる。 これはマリモ細胞の

原形質本来の性質であって，糖のような貯蔵栄養物質の増量lζ由来するものではない。

マリモ細胞は，常時きわめて高い渉透価 (0.85M NaCl等張)をもち，乙の大部分がカリウ

ムの:l1iÌ~類にもとづくもので，細!抱?夜中の粕の濃度は全渉透価の数パ{セント lこすぎない。

マリモ細胞を 50Cj分程度またはそれ以下の冷却速度で凍らせたばあいには，すべて細胞外

凍結をおこす。これにはマリモの原形質l撲だけでなく，この藻類の非常に厚い細胞n英も外部か

らの氷の侵入を阻止する)肢として役立っていると思われる。

マリモ細胞を，その原形質の性質lζ影轡をあたえると忠われる各純の溶液を煤液として凍

結させた。 111mのJ11lt溶液は，いずれも細胞のり17専を非常に高める。この賊液rl1で凍らせると，

原形'FIのWi性やも乃さが増大するようにみえ，凍結lこともなう肌液の濃縮によって細胞の原形

自分離をおこした例は全くない。また予め印形質分離させたまま派らせてもiJ!f古は軽減できな

。、
p
ト

v

2イi¥¥iの恥溶液中で凍らせると，それが細胞の惨透側に近いお濃度溶液ならば細胞は原形質

分離をおこす。凍容の程度は 1価のi誌に比べると一般にイ尽く， ことに Ca晦知はマリモ本来の

〉ト常温では害が大きいので QOCfC 24時間おいた。

出 Triethyleneglycol及び Polyethyleneglycolの常温における毒性は決して低くないが， (.成淑での短時

間の凍結は， ，高濃度の液中{ζ細胞があるとはいえ，恐らく細胞に対するこれらの物質の有議な作用をお

さえるのに好都合であろうの
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淡水 1[1 での rfr丹波れを全く低ドさせないものが多い。波結ωI~祭 U).i'Iu(';与が前1111包に放命的となるため

には，その刻、yf:支がはじめからある，f'i!J¥t以上のJお濃度をもっている必斐がある。

祝li類は常jLiでもマリモの$IH胞によ 濃度になると大宮をあたえ，凍結[こ際しては著しく a{~~与

を li~:J める o J[;ltと結の副作淡を煤液とすれば，による凍??を成程度防ぐことができる。

多111fjアルコーノレはラ Glycerol在除し、てはやiJれもマリモのを山ぐ作用がある。 Glycerol

の毒dド1: は~ JÜ~や税Jf(，こくらべると透かに似し、がこの的被 1[1 では政紡机!立が -200C iこ述すると，ほ

とんどの細胞が凍死してしまう。 しかし1.6M 以 1'. の ;:':îiJ;'l)支の Glycerol 溶液はある程J~iJtf ~~f~Ç 

Iこ対して保二日Jをあらわす。制胞内 lとよく透j位する Ethyl巴n巴 glycol は耐ìIlH'J:を r:~J めるのに

最も有効である。

これらの車内:{~から似保するとマリモ細胞の制脳外凍結によるほt';どはその l"z If" i:t15の1持造の脱

水収縮lこ起|主|するものらしくヲ J1rKや収Ifのa!tt液1[1におけるキIIIIJ包のilrH泌，t'i:の低下はう ζれらの州、液
の作用!こよって原形問点Ji'1郊のmuく収納lこ対する抗抗れが低下したためと考えられる。
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Resume 

The present paper deals with a s己riesof巴xperiments on the methanism of frost-

resistance in algae ce11s. A fresh water Cladophoraceae， Aegagroρila Sauteri (N巴es)Kutz.， 

we11-known“lake ba11s" in Lake Akan in Hokkaido， was used as巴xp巴rimentalmaterial. 

(1) Owing to a large potassium content the c巴11of this alga has a r巴markablyhigh 

osmotic concentration estimated as 0.85 M (NaCl equivalentl throughout the year. On the 

other hancl， the concentration of sugars in ce11 sap is founcl to be very smal1 (Table 1). 

(2) When they were subjected to freezing at a cooling rate of about 50C per minute 

or less、allcells underwent extrace11ular-freezing・ 1nsuch a case not only the protoplasmic 
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membran巴 butalso the v巴rythick c巴11wall of this alga was found to act as a barri巴rto 

the penetration of ic巴 crystalinto the cell interior. 

(3) Lake balls show an extraordinarily high frost-resistanc巴 fora fresh water alga. 

At -20oC a lake ball can tolerate freezing for at least 24 hours without death. Even for 

a longer freezing period cells are never killed乱ttemperatures higher than .-lOoC. Such 

a high frost-resistance seems to b巴 acharacter of the fundamental structure in the proto-

plasm of this alga， being not based on any increase in any protective substance like sugars 

in th巴 cell.

(4) Cells of this alg旦 weresubjected to fre巴zingwith m巴diumsmade of various kinds 

of solutions. In this case， too， they underwent extracellular freezing only. 

The use of monovalent inorganic salts in solution resulted in a fatal frost-injuτY to 

th巴 cells今 whilebivalent ones caused less lDJury. Upon freezing， cells always severely con-

tracted in solutions of the form巴rand a fatal coagulation in cell protoplasm followed. On 

the other nand， in the bivalent inorganic salt solutions， the cells， as a rule， underwent 

plasmolysis with or without frost injury. Of the inorganic salts used， calcium ones were 

found to be least injurious. In spite of large amount of accumulation of potassium ion in 

th巴 cell‘ no cdls were ki1led by a fr巴巴zingin fresh water at -150C， whereas use of a 

KCI solution of concentration higher than 0.4 M resulted in a fatal frost-injury to the 

cells at the same freezing temperature. 

Sugars in solution， too， were lDJUriOUS for cells; the e妊ectsof sugars in freezing cells 

were almost the same as those of monovalent inorganic salts. It was interesting to note 

that som巴 saltswere found to have an influence antagonistic to sugar-injury， at least to 

th巴 frost-injuryin glucose solution. 

Polyhydric alcohols other than glycerol showed， as a rule， som巴 effectin protecting 

cells against frost-injury. Among them ethylene glycol and propylene glycol w巴remost 

effective as protective agents. They both are hygroscopic n巴utralcompounds and are able 

to penetrate easily into the cells of this alga; besides they are least toxic to the c巴llseven 

in a solution of a high concentration. C巴11sfrozen in glycerol solution could not survive 

freezing at temp巴ratur巴slower than -20oC. 

(5) From the results briefly described above frost-injury in cells of this alga seems to 

be a mechanical one which becom巴sfatal when the contraction in th巴 freezingcell has 

reached a certain degree. 

Every agent which ex巴rtssome bad effect upon c巴IIsurfac巴 withor without apparent 

lDJury， kills cells upon freezing at a high temp巴ratureat which no normal cells are injured 

at all. On th巴 oth巴rhand， some harmless polyhydric alcohols can protect cells against 

frost-injury， because by p巴rmeatinginto them they less巴nthe degree of contraction in a 

freezing cell at a given temperature. 



照本

第1図球状マリモをつくっている

糸状{本。クロロプラストが多

量につまっている細胞と，こ

れが少ない細胞とがある。

x 127 

第 2図 クロロプラストが密につま

っている細!泡。

X500 

第3図 クロロプラストが割合に少

ない細胞。

X500 

図版 I
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第4図 クロロプラストが非常に少ない

細胞。クロロプラストが純白状lζ

述らなっているのがわかる。

x 127 

第5図 版形質分離させた細胞。 1M平

衡嵐溶液に入れて 7分後。

X250 

図版 II
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第6図正常な凍結細胞。 -150C，

20分後。原形質分離はおこさ

ず，収縮の程度は少ない。

x295 

第7図凍死した細胞。 -wc。期JI
胞の縮小ははげしく，そのま

わりに氷が析出している。

x 147 

第8図低温国定した細胞。 -150C，

2時間後。乙の状態で細胞は

凍結にたえている。

x500 

図版 III



!照本 図版 IV

第 9図 急速冷却によって細胞内凍

結をおこさせた細胞。 -20
0

C

で凍結， -15
0
Cで2R寺間後。

細胞内に黒くりング状にみえ

るものは気泡。

X295 

第10図 同上，融解直後の細胞。

。OC。 原形質がすっかり破壊
さ~1-ている。

X295 

第 11図 同上細胞を再び凍らせたと

ころ。 -60C。細胞は脱水さ

れて，節部を除いては細胞膜

ごと甚だ細くなり，そのまわ

りにサヤヰ!とに氷が発達してい

る。

X295 
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第四図 0.5MKCl中での凍結。

-150C。細胞は扇平につぶれ，

内容物が制111泡!肢に十!若してい

る。

X295 

第13図岡上細胞。融解直後。 OOC。

原形質は全く崩壊している。

X 147 

第 14図 0.5 M NaCl中での凍結。

-130Co KClのばあいと問機

なwり方をしている。凍死期11
胞。

X295 

図版 V



照本 図版 VI

第15図 0.5 M NaJ中での凍結。

-150C。細胞のまわりに二次

的にできたサヤ状の氷が発達

している。iW死細胞。

x295 

第16図 0.5 M CaJ2ヰ1での凍結。

-150C。凍結によって原形

質分離をおこすが，その表面

lζ不規則な凹凸ができる。凍

死細胞。

x295 

第17図 0.5 M MgCl2中での凍給。
一円。C。明際な原形質分自ftを

おこすがその表面にこまかい

11.'1凸ができる。凍死細胞。

X295 
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第18図 0.5 M CaC12中での凍結。

-150C。はっきりした凹耳手后{

形質分離をおこす。融解後生

子。
X 147 

第19図 0.1 M CaC12中での凍結。

150C。原形質分離はおこさ

ず，純水中で凍結させた場合

とよく似ている。融j呼後生幸子。

X295 

第20図 0.5MSJl.衡邸浴II夜中の凍結。

-150C。凍結と同時に問形原

形質分般をお乙し，間もなく

このように凸形に近づく。凍

結後 15分。
x295 

第21図 0.4 M玉rz.衡邸溶液中での凍

結。ー150C。大部分の細胞は

原形質分離をおこさず，乙の

細胞のように縮小されて，凍

死するo

X295 

図版 VII



JI.日本 図版 VIII

第盟図常渇で 2M際糖液中に3分

つけた細胞。細胞の中央官官は

つぶれて原形質はリング状に

わかれる。

x500 

第 23図 同上細胞。 1f待間後。

x500 

第24図同上細胞。 1時間後。細胞

的中央部では内部の原形質が

リング状にわかれるが，節lζ

近い部分は原形質分離してい

る。

x 127 
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第25図 1.2 M G Iycerol中での凍結。

-190C。凍結と同時にスムー

スな凸形原形質分離をお乙す

が，凍死する。

x295 

第26図 3 M Ethylene glycol中で

の凍結。一円。Cで2時間後低

混固定。細胞はほとんど脱水

されず正常のものと変らない。

x500 

第27図 2M Ethylene glycolド1=1で

の凍結。一WC。凍結に伴っ

て原形質分離をおこすばあい

には，必ず印形である。融解

後，細胞はすべて生きている。

X295 

図版 IX


