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超低温に台ける植物の生存 III*

一一l耐凍性の大きさと効果的予備凍結温度との関係一一

酒井昭

(低温科学研究所生物学部門)

(昭和38年7月受理〕

1. 緒論

著者は生物を超低温で生存させる一つの方法としての予備凍結法を報告した1}J2)，3)。 この

方法は細胞外凍結ーによってあらかじめ細胞内の凍り易い水を充分に除いておけば，致死的な細

胞内凍結が防げるので，生物を急速に超低温[ζ冷やしても生物は害を受けないという玄場にも

とづいている。そしてクワの皮層組織やコリヤナギ，ポプラの枝を用いて，これらの植物を超

低温で生存させうる予備凍結温度が -300C前後にあることを明らかlζ したり)，へまた朝比ぷ

の実験では，昆虫叫，5)やカキの師le》の細胞は -300Cで予備凍結した場合にのみ生存し，それよ

り高い温度で予備凍結したものは超低温に生きられなかった。グリセリン処理した人7) や牛S)

の精液は -200C以南の予備凍結温度では生存率がきわめて低いが， -30
o
C以低では生存率が

最高になる。また木の枝やその皮層細胞では， -30oC以低一700Cまでいろいろな温度で予備

凍結してから液体チッソ口又は液体ヘリュウム町中に入れても生存率は殆んど変らない。

Tumanov等10)，11)，12)は -30oCからー700Cまでの温度範聞においても，急速冷却によっ

て細胞内凍結がおこると考え，約一70
0C まで徐々に冷却後始めて液体チッソ中に投入してい

る。また Parker13)川はストロープ松の葉を -900Cまで徐々に冷却してから液体酸素中に投入

している。彼は乙の実験を成功させるには，冷却及び融解の速度のおそい事が最も必要である

と強調しているo しかし， TumanovもParkerも -30oC の温度で予備凍結してから液体チッ

ソ中に投入する実験を行なっていない。かように， Tumanovも Parkerも，凍害は -30oC以

低においても温度の低下とともに増すものと考えている。また著者は 3年前，ヤナギの校で効

果的予備凍結温度が採集の時期や樹種によってかなり異なることを見い出した。このような事

実から考えて，効果的予備凍結温度を従来のように固定して考えることには問題があるように

思われる。

本論文は超低温における生物の生存の機構を明らかにする目的で，耐凍性の大きさと効果

的予備凍結温度との関係を中心にして， 1961年から 1963年 4月までの聞に行なったもので

ある。

* 北海道大学低温科学研究所業績 第 642号

低温科学生物篇第21輯昭和 38年
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実験材料を使用させて]頁だいた北大農学部林学科村井教授，束三郎氏及び実験材料を送っ

て頂だいた北大雨竜演習林派出所の各位に対して感謝のむを表します。

11. 実験材料及び方法

尖験材料として次の樹稀を肘いた。コリヤナギ (Sali.ckOlかllnagiKimura)，ナガパヤナギ

(Salix sachlllinensis Fr. Schum.)， ドロノキ (PofJUlusmaxilllowiczii Henry)，ポプラ (Populus 

nigra L. var. italica Muenchh.)， シラカノ"(Betula tauschii Koidz.)，ノfラ(RUSllρendulinaL.)， 

ヤマハンノキ (Alnushirsuta Turcz.)，リンゴ (l¥1alusρumilaMill.)，グイマツ (Larixdahuricμ 

Turcz. var. japonica Maxim.)，ハイマツ (Pinuspumira Regel)， トドマツ (Abiessachalincnsis 

Masters)，アカエヅマツ (Piceaglchni Masters)，ドイツトウヒ (Piceaabies Karst)，オウシュウ

アカマツ (Pinussylvestris L.)。

実験材料はそのjnこ伸長した校の先端郎を用いた。予備凍結させるばあいには，校は 5-
7cmの長さに切り， 2~3本の校を糸でしばり，乾燥を防ぐためポリエチンの袋[と入れて -50C

の恒ihli箱で凍結させた。なお校の先端に水をつけて泊冷却を破れやすいようにした。 -5"Cで

凍結後， 30分何に 50C宛低い恒11'ITt箱lと移して所定の制度まで冷却した。なお液体チッソ (-196

OC)中!と入れる場合には，ポリエチレンの袋を取去り，おもりをつけて校を液体チッソ 1"11i乙入れ

た。この場合， -20oCで予備凍結した校(長さ 10cm，直径0.5cm)の髄の巾lこ熱電対を挿入し

て測定した結果，約8-9秒で校のillit皮は -196UCiζ達した。したがって，この場合の冷却速度

は1分聞に約 13000CであったO液体チッソから取出して 1時間-lOOCの郎毘においた後， OOC

の部屋[こ取出しそこに 241時間おいてから室祖lこ移した。それから 2カ月間水挿した後， )J'の伸

長状態，茎の各組織における褐変の度合を調べて害を判定した。約2カ月間水捕しないと害の

判定ができないが，このような長い水挿期間r)J!C校の切rJから腐敗的が侵入して二次的l乙害さ

れる ζ とがある。ことにある程度滅容を受けている枝ではその傾向が多い。 'ij"t料樹の場合には

2カ月間の水挿後なお菜が正常で校のどの組織にも褐変がなく， 5j'が仲長しているものを正常

なものとみなした。この水挿の方法は時聞がかかるし，理赴l的な方法ではないが，発根しない

切校の場合[こは，これ以外[ζ適当な方法がない。原形質分離法やテトラヅリュウムクロライド

を用いて調べても，それは用いた細胞についての害の相対値はわかるが，切校全体としての害

を判定する乙とは出来ない。ヤナギのように発根しやすい材料料では，もし校が正常であれば

発根して個体となるので害を正しく判定できる。したがって，やむをえない場合以外は出来る

だけヤナギを実験材料として用いた。

111. 実験結果

1. ヤナギの枝を液体チッソ中で生存させる効果的予備凍結温度

効果的予備凍結出度を知るために，ifU{涼性:の最も大きい状態のヤナギの校をー100，-150， 

-200， -250及び -30
0Cの各温度でそれぞれ 161時間ilji!;j前後，液体チツソ 1.):1iこ15分聞入れた。

ついで-lOOCの部屋lζ取出して 1時間おいてから 00_ ー20Cの部屋[こ移しそこに 1日間おい
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た。第 1図は液体チツソ処翌日後， ihl主lこて 2カ月間岡本したヤナギの校の生育状態を示す。

_lQOCで予備凍結した校は死んで、いたが， -150C 以低 -300Cまでの温度で予備凍結したもの

は正常に発却し発根した。

第 1図 予備凍結おlU芝と液体チッソ処理後の生育状態との関係 (1) 

実験材料.ナガパヤナギ 実験期日 1JI 15日
肝1木期間・温室にて 2カ月間 予備凍結・ 161時間

A，B，C，D及び Eはそれぞれー100，_150， -200， -25。及び -300C

の各漏皮で予備凍結後，液体チッソ rlJ(C処理した枝を示す。

第 l区!の B，Cの校は D，Eより仲良註がすくない。これは B，Cの校では 1本の校から 2

本新梢が出ているのに， D， Eでは 1本の校から 1本の新梢しかIt:ていないためである。 なお

B， Cの校はすくなくとも半年間はJf'lfi'に伸長をつづけた。

2月初旬，耐凍性がやや{氏ドしている|時期の材料を -150，-20コ， -250， -30
0
及びー70

0

C

の各組度でそれぞれ16時間予備派結してから液体チッソ'1'て処到したう 第 2図にその結果を

第 2図 予備凍結温度と液体チッソ処理後の生育状態との関係 (2)
実験材料:ナガパヤナギ 笑験期日 2月 10日

f市木期間:i日tE主にて 2カ月間 予備凍結 16時間
A，B，C及び Dはそれぞれ -20つ， -250， -30。及び 700Cの

各混ijZで予備凍結後，液体チッソ r:l:'で処浬した校を示す。
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示す。 -200C以低のiiliUJtで予備凍結した場合[こは， JI~ 'i ft に発i-j:，発根したが第 1 [習の場合とち

がって， -150Cで 16時間予備法結したものは発却しなかった(第 3図A勺。したがって，同ー

のヤナギの水からとった校でも派集11寺j切によって子仙波結jhi皮が異なる O

この11初出のヤナギの限界予備凍結出度が -20οCであることが判ったので -20UCにおけ

るHlif凍結時間を変えて制べてみた。-lOCCで 16I時間予備凍結した校のーさちを l時間 50Cの

冷却速度で冷却し， 1支の 11←l 心部の制度が -20~C に i去したとき，液体チツソr-j l に 30 分聞入れた O

なお他の材料は -20ごCの制度に迷してからそれぞれ5及び 16時間そのil1lii度においたのち，液

体チッソ r11 に 30 分間入れた。Sf~ 3関に示すように、 -15"Cで 161i当問予備凍結したものは治ん

ど発見人 frH長しないが宅 -20Cにおく l時間がj乏くなるにつれて却の付1長良がまし、 Hil時間予備

;来事iT したものは 11:市'に危~3，Y;f~根したο なお -15C から 1 時間 5'C (/コ冷却辿度でナ令l;IJし， 1支心 ~I]

心部U)制度が -25"Cに達したときその校を j皮休チッソrjlに入れたばあいにはどの校も正常で

あったじ

第 3図 -20"Cにおける予備凍結時間と液体チッソ処理後の生育状態との関係
笑盟主材料・ナガパヤナギ 実験j初日 2月 10日
f市木j羽閥:温室lζて 2カ月間
B， CDは 20QCで0，5及び 1611寺問予備凍結後，
液体チッソ rlJで処坦した校

A，Eは 150及び 20QCで 16時間予備凍結後，
液体チッソ中で処理した校

2 液体チッソ及び液体ヘリュウム中で処理したばあいの効果的予備凍結温度

いろいろな制度で子備凍結してから，液体チッソ (-196ごc)とj夜休へリュウム引ご (-272ニc)

1[1で処J'llしたばあいの効来的f'{lNiW紡制度にまさがあるか制べてみたが，第 1表に示すように両

者の間lこ菜が認められなかったc

ネ 第 21苅と第 3図((示した笑験は尚一JW日lζ行った。
料 ζの笑験は東京都武蔵野市電気通信研究所で行なった9)。
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第 1表 液体チッソと液体へ I}ュウムtJlで処理した場合の効果的予備凍結J温度

iiX f本チッソ

液{本へリュウム

-700C 

O 

O 

実験!日JI::I:2)jI2EI 災験材料:ナガパヤナギ × 死， 0:正常

3. ヤナギ以外の材料における効果的予備凍結温度

1 n?こシラカパ及び、ダケカンパの校そ -100，-150， -200， -300， -400， -500及びー700C
のれ出j立に 16I時間予仙波給してから液体チツソrllに 30分聞入れた。シラカパもダケカンパも

-10"Cでの子仙波結後，液休チツソ 11'に処J"I¥したものは死んだが， -150C 0、低で予備凍結した

ものは d~ 'l;~' に発見したし，村却にも与が認められなかった。第 41玄I?こシラカンパの結果を示す。

第 4図 予備凍結温度と液体チ y ソ処理後の発育状態との関係 (3) 

実験材料シラカパ 実験期EI・ 1月20日
予備凍結 16時間 水郊期間カ月

A， B， C， D， E&ぴFはそれぞれ 700， -500， -400， -300，ー200，一150

及びー10
0Cの各温度で予備凍結後，液体チッソ仁1:11ζ処却した校

I-I， 1は 70
0
及び -30

0Cで 1611寺岡凍結した校

A お C 仁」 ド

第 5図 予備凍結滋伎と液体チッソ処盟後の校の発育状態との関係 (4) 

実験j明日月初日 実験材料:パラ

予備凍結‘ 16時間 水防j羽閉・ 2力月
A ， B，じ及び[)はそれぞれ一一 70\-'30。、.~:!ゲ 7乏が-:20"(、山

各温度で予備凍結後液体チ y ソtJlで処理 Lた校
E. rはー700及び iOO(、で 161時間凍結 Ltて伎
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第 5 図はパラを各?f~ïlltで]予備凍結後，液体チッソ I1 1 に入れた場合の結果である O パラの校

UJrnîi ì.府fL~ を [11::j めるため (ζ，あらかじめーlOuC で 5 11間凍結状態において充分に hardeningし

た後， -150Cからー700Cまでの各制度で 16fI年間予仙凍結した。なおパラの枝のrllで最も)(yji.束

十1:の大きい'l-j'は， -30oC及び一700Cでの 161I，1i'l1fIの凍結[ζ耐えるが，材部は -300C以低で71子

を受けるので， ~交ぺそ休として 1!日汗で l耐えうる it"U'itは -2T '" -28
0

Cである。第5医!Iこ示すよう

に， -30oC以低で予備凍結したものは，被休チッソ処主11後iF:ii¥'，と発芽したが， -250C以両で

予備凍結したものは全く発芳しなかった。乙の場合発芳している校でも材部は害を受けて褐変

井酒6 

どの樹積も -50C

していた。

いろいろな樹穏における耐涼性の段も大きい状態の校の効果的予備凍結温度が第 2表lζ示

されている。この;場合，ヤマハンノキ，クラブリンゴ¥パラ，グイマツ，ハイマツの校は予備

凍結IJIj，-10oCであらかじめ 7日間 hardeningしてMiW'fl['，を市めておいた。

以南のi日L皮で予備凍結した場合には例外なく死ぬ。 i耐J束性の大きいヤナギ， ドロノキ，

パ等では -150Cから -70oCまでの温度組問内で予備凍結したものはいずれも害を受けなかっ

シラカ

た。それlと対して，ハイマツ，パラ，クラブリンゴ，グイマツ等では -30oC0、低で予備凍結し

なければ液体チッソ1/1/ζ入れても発芳しない。なお乙れらの樹種rt1，ノてラ，クラブリンゴ，

マハンノキ，グイマツでは発3Jミ伸長するが材部は褐変している。なお欧州アカマツ，

ウヒでも-250C H ;:;;jで予備凍結したものは死ぬが， -300C以低で処理したものは -250C以高

のものより明らかに宵が少なくない。 -300Cと -400Cで予備凍結したものの売は治んどない

が，ハイマツでは)(u:l:WjLI:の小さいものはー300Cより -400Cで予備凍結したブjが害が少なくな

いが日j(束性の大きいものでは両者の聞に差が認められない。また -30oC又は -400Cで予備

凍結するより一70
0Cで予備凍結した方が害が少くないという結果は得られなかった。

ヤ

ドイツト

( 1月)樹種による効果的予備凍結温度の差第 2表

度

40。
温

-300 
結

_250 
凍

-20。

備

-150 
予

-100 -700 

キ

*

*

*

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

ム

-500 

*

*

*

*

 

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

 

ψ
《小γ

ψ

m

小T

ψ

A

命ヤ

ψ

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

 

*

*

キ

*

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

 

0

0

0

0

0

0

 

0

0

0

0

0

0

 

ーデ
種樹

0

0

0

0

0

 

どと注

× 

× 

× 

ナカパヤナギ

ヤナギコ

× 

× 

× 

× 

× 

× 

ド

(fケカンノ《

キ

ノイ

ノ

ラカ

フ。

ロ

シ

× × 

× 

× 

× 

× 

× 

× 

7 

、yて7イ

ポ

× 

× 

× 

× 

× 

× 

× 

× 

× 

× 

ブ

クラプリンゴ

ノ、ご

× × × × × ヤ?ハンノキ

グ × 

いずれの樹積も耐凍性のもっとも大きい状態の伎について測定した。

0:正常，ム:発芽するが害を受けている場合， x・死
水:正常に発芽するが材部が褐変している場合

× × × × 'Y て7イ
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4. hardeningによる効果的予備凍結温度の変動

I:IC述べた結果から，校を液イネチッソ仁1 1 で rlー{rーさせうる fvlfl~がiiMl立は l印n恥11 1:. の大きさに

よってかなり異なることが判った。 ζのことをさらに確かめるために， ha訂rdening してあらか

じめ耐J派4束lνHI性ド

から一70ぴ。Cまてで、の手科宇j川llL比liU皮支てで， 411時i時守間〕子字備J泌点1結h治可したものと， -lOoCで 511問 hardeningしてから

同一条件で予備凍結したものとを液休チッソ巾に入れて害の度合を比較した。この場合， m付凍

性の比較的小さい材料では，冷却速度を小さくしたり，予備凍結時聞を長くすると，その聞に

hardeningするおそれがあるので -5
0
Cで凍結後 2時間以内[ζ-300Cまで冷却した。 また

予備凍結は各?Al度で 4時間おこなった。 第 3表は 12月初旬から 3rJ下旬までの各時期の校及

び各i時期l乙-lOOCで 5I1間 harderiingした校を液体チッソrt1iC.入れたあとの校の生死を示す。

効果的予備凍結抱度はー150Cから -300Cまでの温度範間内で変動していて，耐凍性の大きい

ものほどその温度が高い傾向がある。また -300Cでの 16時間の凍結に耐えない校は何度で予

備凍結しでも超低掘で生存できない。しかし，これらの校を-lOOCで5日間低出処理するとi耐

凍性は著しくます。なお -50Cで予備凍結後，液体チッソ ril(c.入れた場合{ζは例外なく死ぬ。

しかし， -lOoCで予備凍結した場合lζは，凍耐性が最も大きい校では発王子，発根するが正前の

ものより仲長黒:が少なく発5F，発根もおくれる。なおヤナギでは， -30
o
Cの凍結lζ耐えられる

第 3表 Hardening による効果的予備凍結温度の変動

nu 

日期験実
予備凍結温度

一lデ _200 -2デ -300 _400 -50。
l校の耐凍性*

-700 1 (16時閥凍結)

N • どご込 O O O O O O -700C 
12月5日

-700C H • O O 。 O O O O 
N • O O O O O O O -70aC 

l月5日
-700C H b. O O O O O O O 

• • • O O O O O -700C 

• ど'，. O O O O O O -700C 

N • • • • • • • • -2デC
3月II日

O O O -70aC H • • b. O O 

N • • • • • • • • -2デC
3月20日

O O O -700C H • • 6 O O 

N • • • • • • • • -25aC 
3月25日

O O O O -700C H • • • b. 

実験材料:ナガパヤナギ hardeningの条件:ーIOaCで5日間凍結状態

N:無処趣 H:hardeningしたもの，予備凍結 4時間
0:液体チッソ処理後正常なもの ム:液体チッソ処理後発芽発摂するが異常なもの

・.液体チッツ処開後死んだもの

*.耐凍性の大きさは -200Cから 70
a
Cまでの各温度で 16時間凍結し，耐えうる最低温度であらわ

し7こ。
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_Uこ述べたように， -30υCの凍結lζl耐えうるヤナギはそれ以低のどの低制度にもi耐えうる

ので，このような校では耐凍性の大きさを比較できない。しかし，校の効果的予備凍結制度を

測れは¥それらのf(ij;fiJif'VI:.の大きさを比較11¥米るので，この;it}ミを用いて効来的な hardenin宮ili，t

j支が調べられるはずである。

2月11日に同ーの木から採集したヤナギの校を 00，_50，ー100及び -15
0Cの各温度で5

日間 hardeningした。処理後一15
0
Cから -300Cまでの各温度で 4時間予備凍結してから液体

チッソ巾に入れた。この場合lと，それぞれの予備凍結j晶度まで冷却する;速さがおそく，また予

備凍結時間が長いと，その聞に hardeningするおそれがあるので，材料は宿?品から一50Cの部

j去に入れて凍結後，がJ2 1時間で -300Cまで冷却した。なお予備凍結は 41時間おこなった。

4表l乙示すように， -lOoCで hardeningしたものが最も hardening効果が大きい。 -150Cで

hardeningしたものはー100Cで予備凍結できないので， -lOoCで予備凍結後液体チッソrj:Jに

-150C以低で予備凍結した場合lζは，

図版(1-1，2，3)にそれぞれ00，_50 

第

ようになった校は一700Cの凍結にも耐えうる。

耐凍性を効果的にます温度について;J. 

-lOOCと入れた結果をしる乙とが出来ない。 しかし，

-150C処四との聞に hardening効果の莞が認められない。

及び-lOOCの名制度で 5ICj間 hardeningした場令の結:果を示す。

Hardeningの温度と効果的予備凍結温度との関係

度温

-200 
結凍備

-1う。

予

_300 

無 0

0

0

0

0

 

0

0

0

0

0

 

ζ2与

• 
-10。

• • 
hardeningの温度

理

。
。
。

p
h
ノ

ハ

U

K
ノ

"H-
。

1
1

・44

・

a
o

一
一
一

L;込• O 

O 

D. 

実験期日・ 2月 11日
予備凍結・ 4時間

ム:液体チッソ処却後発~発摂するが正常でないもの

実験材料:ナガパヤナギ

hardening:各温度で 5日閲
0:液体チッソ処却後正常なもの
8:液体チッソ処理後死んだもの

6. -4GoC以低における凍害について

前に述べたように，ヤナギ， ドロノキ，シラカパ類では -300Cでの凍結に耐えられるよう

になった校はそれ以低のどの低出lζも耐えられる。しかし， -30oCでの 1LJ聞の凍結に耐えう

-400C以低では害が現われる樹種も少なくない。第4表Jこ示すように，クラブリンゴ，

ノfラ及びヤマハンノキでは -300Cでの 1口又は 2日間の凍結lζ害なく耐えるが，

温度をさげると材部に芳が現われる。材部の害は温度の低下とともに増し，ことに -500Cから

-70oC まで温度をさげると需は著しくます。落葉樹の冬5Fは一般に+:の組織r~1 もっとも耐J束性

が大きくー700C での凍結 l乙耐えられるものが多いがー材;~)の~~干のために -700C で処JITI したも

のは発芹がおくれるの落葉樹と杭がって針葉樹の年は一般に葉より m付j束性が小さい。欧州アカ

-400Cまで

るが，
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第 5表 -400C以{去における凍害

凍 結 滋 oc 
樹 極 -300C -300C -400C 500C 700C 

( 1日) ( 2日) ( 6時間) (6 f時間) ( 6時間)

B B B B- B-

C C- C- C- Cー
クラブリンコ | 

X X X十 X+t X十件

P+ P+ P十十 P冊 P+社

B B Bー Bー Bー

C C C- C- C-
ノミ ラ i

X- x- X+ X十十 X+jj 

P+ P十 P廿 PltI P十時

Bー B B B- B 

C- C C- C C 
ケヤマハンノキ i 

X X X十 X+す X+什

P+ P+ P+t P十時 P+枠

実験j剖101・ 1fl 20日 B， C ， P ， X: それぞれ~~，皮胸部，総務，材部をあらわす。

: ~[思議， +:わずかに栂変が認められるもの， +十 '1]等EEの褐変を有するもの
}汁.完全 lζ 褐変しているもの，?j.二の場合のーは正常な発~二を示す。

マツの京は -300Cから -700Cまでのi}，il!主組問内ではされない。 しかし， ~::が -60
0

C 以低

まで冷却されると，形態的 lこは与が認、められないが発~:しない。 ドイツトウヒの架はー70
0

Cま

での低y}litで殆んど得されないが， -550C 以低の低j品で、却の涼基が褐変する。 トドマツは -40
0
C

B、低で，アカエヅマツは 500C以低で却と葉が古される。

7 液体チッソ処理後の加温条件と凍害との関係

予備凍結後，波休チッソ中に処Jlf!する坊合，もし細胞内lこ微結品が多辰にできているなら

ば，液休チッソから取出してゆっくり加j比すれば，それらの微れlilyiが成長するために容が現わ

第 6図 液体チッソ処国後のカl温条件と凍害

実験j関EI:lfll7日

予備凍結 -200Cで 16時間

実験材料:ナガパヤナギ

挿木期間:混室lζて 1カ月

A， B， C及び Dは液体チッソ処理後， それぞれ -300，-200， 

-100及び OoCの各温度lζ!日間おいたものである。
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れるはずであるoこの事を確めるために -20υじと-::lOUCで-HIIl凍結後液体チッソ1¥11こ入れ

た校をいろいろなJJIl出条件で力口組して比較してみた。 -200Cまたは -30
0
Cで 16時間予備泌

結後，液体チツソr:jJI乙入れた校をただちにー700，-300， _200， -10
0
及びOOCの名前l度の↑Ii.ýlfi~ 

箱r:~qζ移して 1 口開放置した。その後 00 ，....ー 20C の 1'il~尽に移してそこにさらに 1 !]間おい

た。その結果，どの力[1ým~条件のものも以後の生育状態に差が認められなかった。 -20
0

C で予備

凍結した場合の結果を第6図lこ示す。

IV. 考察

1. 超低温で生物を生存させるのに必要な予備凍結温度

充分に予備凍結させた植物が液体チッソ中に投入後生存できるのは，細胞外凍結が充分に

進んでいて生物体内の凍り易い状態の水が充分脱水されているため，本来ならば必らず初1胞内

凍結を起こさせる程の色、冷却を行なっても，細胞内部に凍結がおきないためと考えられる。こ

ζで問題になるのは細胞内lζ凍りうる水が少しでもあれば致命的な細胞内凍結がおこるか否か

である。細胞内の凍り易い水はーlQOCでは細胞内の合水量の約 80%， -300Cでは約 90%が

凍結するが15) そのため制胞内は;JI~'市 lζ濃縮された状態になっている。その 1-_ ， ζ ういう状態

の細胞をー1960Cの液体チッソ rlllζ入れて急速に冷却するので，たとえ制脳内lこ小量一の凍りう

る水があっても，細胞に宵を←勺・えるほどには結lIAは成長で、きないだJろうと考えられる。 しかし，

液体チッソから取出してゆっくり加制する場合には，冷却1[1細胞内lこ出米ると考えられる微結

171が加出r[l(こ成長して細胞に需を与えるようになるかもしれない2，16)。 しかし， 木実験では液

休チッソから取出して 111間一100Cの部屋におき， さらに OO~_20C の部犀に 1 11間おいて

いるので，もし細胞内lζ徴結品ができているならば，加納の過程!で当然再結日1するはずである。

しかし液体チッソから取出してー700，-300， -200及びー1Q0Cの各担度lこ1日間おいてから

OQ~-20C の ý，'ill度 lζ移す実験を行なったが -200C や -300C で予備凍結した場合には，いず

れも害が認められなかった。なお -20
0
Cや -300Cで予備凍結後，液体チッソ中に入れたl守，

細胞内にどんな種類の徴紡吊もできていなかったという直按の証拠はない。しかし，こうした

処理によって害が認められなかった事から，充分に予備凍結した場合lこは，致命的な細胞内凍

結はおこらなかったものと考えられる。

クワの皮層組織をいろいろなj且度で、予備凍結した場合の生存率はー200C以低から -300C

ます漸次高まり -30
0
Cで最高になった。 そして， -300Cからー700Cまでの聞には差が認め

られなかったへなおー30
0

Cと-196
0

Cの聞で冷却と加i且を 5回繰返したが生存率には変化が

認められなかったり。朝比奈はカキの師、の小片をグリセリン処理後一200Cと -300Cで予備凍

結してから液体チッソ 111(ζ入れて調べた結果 -200Cで処閉したものは会滅したが， -30oC 

で処押:のものは治んど生存している事を明らかにした 6) また戯冬イラヵーの前踊やエヅシロチ

ョウの越冬幼虫を 0ヘ-10ぺ-20"及び -300Cの外机度で予備凍結してから液体チッソ rj1/C入

れて急冷したI者介， -30
o

C での子備凍結のみがその後の包冷却にさいしてl~ -，J(を生存させるの

に役立ち，その他の処聞をしたものは 1伺の生存者も見出せなかったぺまた Luyetはグリセ
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リン処理した牛の精液を -200，-230， -270， -300， -400， -450及び 500Cであらかじめ凍

結してから液体チッソ中に入れた場合， -200Cで処理のものは殆んど全細胞が死ぬが， -230C 

より生存率はまし， -270Cで最高に達し，以後 -350Cまでの温度組問では生存率lζ差が認め

られないが， -40
0

C以低では生存率はやや低下すると報告しているぺ著者もまたグリセリン

処理した人の精液を用いて調べた結果， Luyetとほぼ同様な結果をえたへただし，生存率や生

存率が高まり始める温度は使用する精ー液によってかなり異なるが， いずれも -30
0C前後の温

度で生存率が最高になった。また著者はグノレコース溶液lζ浸したキャベツの葉柄の皮居細胞で

調べた結果叩ペ -200Cでの予備凍結では液体チッソ処理後全細胞が死ぬが， 約 -300Cで生

存率が最高になる乙とを見出した。

以上のように，従来用いた材料に関するかぎり，動植物どの材料についても効果的予備凍

結温度は -30
0C前後にある。そしてこの -300Cという温度は細胞外凍結によって細胞内の凍

りやすい水が殆んど無くなってしまう温度と考えられる o しかし，本実験の結果から明らかな

ように，効果的予備凍結温度は動植物の種類により，また同一樹種でもその時期によって異な

り，一般的には耐凍性の大きいものは効果的予備凍結温度が高し耐凍性の小さいものほど，

それが低い傾向が認められる。また高温処理や低温処理lとよって耐凍性の大きさを変えると，

それにつれて効果的予備凍結温度も変動する。乙れらの事実から，効果的予備凍結温度は従来

考えていたように，生物の種類lと関係なくあるていど固定的なものであるとはいえない。

ヤナギは耐J束性の変動lζつれて効果的予備凍結温度がー150Cから -300Cまで変動する。

なぜ耐凍性の小さい時には， -150Cから液体チツソ中K入れて急冷すると校は死ぬのに，耐J束

性の大きい時lζは同じ処理をしても校は死なないだろうか。すでに述べたように，本実験は加

温速度が非常に小さいので，超低温lと急冷した場合におこる害は致命的な細胞内凍結によるも

のと思われる。しかし，耐凍性の大きい場合lとは， -150Cでの予備凍結後生存していることか

ら考えて，致命的な細胞内凍結はお乙らなかったものと思われる。したがって，耐凍性の大き

い校では， -150Cでの予備凍結によって細胞内には凍りうる水が殆んどなくなっているものと

考えざるをえない。しかし，今のところ耐凍性の変動につれて細胞内の水の状態がどのように

変るかについて只体的な事は殆んど判っていない。乙の問題は凍結状態での hardeningの機構

と併せ考えると興味深い。

2. ;，l草結状態での hardening

hardeningの温度条件は木の発育の stageIC::よって異なるが， 一般的には植物が害を受け

ない限度で温度が低いほど効果的である1ぺ冬lζ植物を数日間 OOCの温度におくと一度高まっ

た植物の耐凍性が低下する。そのため高い耐凍性を長く保持するためには -50C以低の温度lζ

植物を保つことが必要である2へしかし，ヤナギ， ドロノキ，シラカパのような耐凍性の高い

木では， -300Cでの凍結に耐えられるようになった校はそれ以低のどの温度にも耐えられるの

で，それらの校の耐凍性の変動を従来は測る ζとが出来なかった。しかし，効果的な予備凍結

温度を測ることによって耐凍性の大きさやその変動をある程度知ることが出来るようになっ

た。 ζの方法で調べた結果 -50Cよりも_lQOCで数日間凍結状態においた方が耐凍性の高



12 酒井昭

まりかたが著しかった。なお_lQOC で凍結状態におく II~J'聞の長さと hardening 効果との関係

についてはまだ調べていない。

Tumanovは梢物を充分に hardeningさせるには hardeningの2つの段附を経させること

が必要で，第一段階では OOCtと近いプラスの況l皮で，第二段階では OOC以下の杭度で処肌すろ

のがもっとも効来的であると述べている10)。彼はー50，-100， _15"， -200以下 -fiOOCまでの

名ilJit度lこ1-411間宛順次にさらして OOC以下での hardeningを行なっている。 なお，こうし

た処四を受けたヤナギ，シラカノイ，マツ，グスベリの校は液体チッソ処Jfl!.後害を受けなかった。

しかし， 著者の実験では -200C での凍結 lこしか耐えられない 3 月!二旬の ir~1凍性の比較的小さ

いヤナギの校を -100Cで数円間 hardeningすると， その校は液体チッソ処列u乙耐えられるよ

うになった。 乙のE事打ブ実Jか5考えてirI附l肘片i凍l点拒ヤ判件i主-をJ敢誌大Iにζi出子h叫:jめるためlに乙， Tuma訂叩novδ、ゲ

いるような非市lにこ低い計品!t度での:長長11時仁口内時'!j寺!J'間lにこわたる而倒な hardeningが不可欠とlはま忠忠、われない。数

I1間_lQOCで凍結状態におく本によってIflHiJ¥[性を著しくわiめられるが， この機柿はまだよく

判っていない。とにかく i耐凍，t*-をある限度以 /'.IC1'，-:j めるためには，ある J~J間植物を凍結状態 lと

おくことが必要である。

3. -400C以低における凍害

細胞内に合まれている政りやすい水は少なくともがJ-30
oCの24皮でなくなるものと考え

られている 15，21，ω。したがって，生物のilui皮を -300C以低までさげてもはや細胞はそれ以上治

んと、脱水されないし，また致死的な布H胞内凍結もおこらないと考えられる。そのため著者は

-300Cでの凍結に耐えうる生物はl時間が長くない限り，それ以低のどんな低温にも耐えられる

ものと考えていたんへ実際tc，ヤナギ，ドロノキ，ポプラ，シラカパ等のようなl耐J束性の大き

い校では， -30
0
Cでの凍結に耐えられるようになったものは， -40

0
C Iこも一700CIこも耐えら

れる。この乙とは多くの終葉樹の冬子や木の皮屑細胞等についてもいえる。ただし，細胞を溶

液lζ浸して凍結する場合l乙は， -30oCまでの凍結tCi耐えるが -400C以低ではi耐え得ない場

合がある叩8)。 これはある組度以低になると，外問媒液が凍結のため濃縮されて和H胞に1t-子を及

ぼすためと考えられる。植物細胞ではグリセリン，エチレングライコール，ジメチーlレ，サ}!ノ

ホ， オキサイド等の溶液1'11で凍結した場合には，-30oC以内では全細胞が生存しているが，

-400C以低では例外なく全細胞が死ぬ17，目。しかし，媒液が濃縮されても細胞に容を与えない

場合，たとえば植物細胞をグjレコ{ズやサッカローズ溶液に浸して凍結する場介lこは， -300C 

以侭ー70
0Cまでの出皮範同内では生存率は殆んど低ドしないm。

パラ， クラブリンゴ， ヤマハンノキ等では -300Cでの凍結[こは殆んど芹なく|耐えるがそ

れより混度が低下すると材部lこ合が現われる。 これらの樹稀では -700Cまで冷却しでも， ま

た -30
0

Cで予備凍結後液体チッソ1'11tこ入れた場企でも， 発31'するし皮屑:;'¥1)は治んど?与を受け

ない。 なお害を受けるのはおもに材1¥]:1で， 乙の褐変は少なくとも一700Cまで温度の低ドとと

もに増加する。なお材部の褐変は髄線柔細胞，形成屈に内接した初生材部の細胞，髄周辺細胞

及び導管周辺細胞の死のためにおこる山。

Parkerは植物の耐凍性の大きさは樹種ーによって異なり -50Cから -900Cまでの範聞に
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およんでいて， -30oCでの凍結に耐える植物はそれ以低のどんな低温にもi耐えられるという著

者の怠見に反論している問。本論文の結果もある樹種では -40
oC以低少なくとも一70

0
Cまで

は，ぬ皮の低下とともに害が増大するので， -40oC以低でも凍害がお乙ることを認めざるをえ

ない。しかし，この事実をどう解訳すべきだろうか。 -30
oC以低一700Cまでの温度範囲内で

はまだ細胞内lζ涼りうる水が残っているので，細胞内凍結がおこるという Tumanovの忌:見に

ついてはすでに反論した。細胞内のJ凍束りうる7水kは一3却OoC前後の温度で殆んどなくなるという

多くの実験結果眠

あるいは細胞から脱水される水の量は変らないが， 温度の低下とともに何らかの mechanical

stressがますために害が現われるとも考えられるが，その具体的な内容は今のところ判らない。

摘要

1. 液体チッソ中で生存させうる効果的な予備凍結温度は植物の樹種により，同一樹種

では季節によって異なり，その債は -150Cから -30
0

Cまでの温度範囲内にある。一般にi肘i束

性の大きいものほど効果的な子備凍結制度は高い。また効果的予備凍結1RIt度は hardeningと

dehardening IC:よって変えられる C

2. 効果的予備凍結制度はImn束性の大きさによって変わるので，効果的予備凍結侃皮をは
かる乙とによってi耐J束性の大きさやその変動を知ることが出米る ο この方法で調べた結果.冬

の1哨凍性の大きい木では_lQOCで hardeningした場合にもっとも l耐凍性をました。

3. ヤナギ， ポプラ， シラカパ等では -30
UCの凍結にl耐えられる校はそれ以低の低温lこ

も|耐えられるが， パラ， リンゴ， グイマツ等では -300Cでの 2IJ聞の凍結lζ治んど害なく l耐

えられるが， -40
oC以低の温度では害が現われ始め，少なくとも -70CCまでは温度の低下す

るにつれて'存はます。 トドマツア，カエブマツ等の針葉樹でも同様な傾向が認められる。
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Summary 

In previous papers it was shown that after a su伍cientextracellular freezing， th巴 twigs

of some woody plants could survive in liquid nitrogen or even in liquid helium， and that 

the effective temperatur巴 forsuch a pre-feezing lies around -30oC in various plants. How凶

ever， in order to keep a twig of willow alive in liquid nitrogen a pre-fr巴ezmgat temp巴ra-

tures below -150C was enough in midwinter， while in early spring， a pre-freezing temper-

ature below -30oC was required. 'This fact suggests that the effective pre-freezing temper-

ature may be variabl巴 accordingto the grade of frost-hardiness of plants employed. To 

obtain more informations about this problem， some experiments were made 

Twigs (10 cm long， about 0.5 cm in diameter) were prefrozen within the temperature 

range from -50C to -70oC， and were th巴n immersed directly in liq uid nitrogen. The 

cooling rat巴 ofthe twig immersed into liquid nitrogen after pre-freezing at -30
o
C was 

about 220Cjsec. After bei昭 keptthere for 30 minut巴s，they were transferred into air at 

-lOOC for 4 hours and then at about OOC for 16 hours. After thawing， twigs w巴replaced 

in water under room temperature or were planted in moist sand in a green house to test 

the capacity of their development. 

l. In midwinter the effective pre-freezing temperatures in various plants were as fol-

lows: below -150C in willow， popular and white birch， below -20oC in Italian popular and 

below -30oC in creeping pine， alpine ros巴， crab-appl巴andblack elder. In the case of rose， 

apple and black elder， buds put forth normally， but the tissues of their xylem and pith were 

injured by deep frost. In twigs of willow and popular， the effective pre正reezmgtemperature 

ranged from -150C and to -30
0
C according to the degree of their frost-hardiness: in 
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general， the greater their frost-hardiness， the higher the effective pre-freezing temperature. 

2. The巴ffectivepre-freezing temperature can be used as a reliable index of frost 

hardiness of the hardy plants， such as willow， popular， white birch巴tc. 1n these plants 

the grade of their frost-hardiness can not be determined by usual method， because their 

twigs which can withstand freezing at -300C are not injured even when exposed to an 

extremely low temperature. .The most effective temperature for the frost-hardening of wil-

low's twig in winter was investigated by keeping the twigs for 5 days at 00， _50， _100 

and -15Co respectively. The resut showed that -lOoC was most effective， and the e圧ec-

tiveness decreased with rise in temperature of frost-hardening. 

3. 1n willow and popular， as mentioned above， th巴irtwigs are not injured even when 

exposed to an extremely low temperature， provided they can withstand freezing at -300C. 

1n the twigs of alpine rose， crab-apple， black elder etc.， their xylem and pith can survive 

freezing at -30oC without any damage at least for 2 days， but cannot below -40oC， though 

their buds survive and put forth after thawing from a freezing atー 700Cas well as -30oC. 

Moreover， the frost damage in xylem and pith increased with decreasing t巴mperatureto 

ー70oC. The mechanism of frost lllJury below -40oC in these tissues is not yet clear. 
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図版説明

図版 1 00，ーデ及びー100C の各温度で 5日間 hardeningした校を，各温度で

4時間予備凍結後，液体チッソ中で処理したナガパヤナギを室温lこて 1

カ月間水挿したばあいの生育状態を示す。

1: OOCで hardeningしたばあい

2: -50Cで hardeningしたばあp

3 : ー100Cで hardeningしたばあい

A: ー100Cで4時間予備凍結

B: -150Cで4時間予備凍結

C: -20
0
Cで4時間予備凍結

D: -30
0

Cで4時間予備凍結
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