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超低温に b ける植物組織の生存 V*

耐凍性の大きさと効果的予備凍結温度との関係 2 

酒井昭

(低温科学研究所植物凍害科学部門)

(昭和42年9月受理〉

1. 緒

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1-4)を報告した。 この方

法は細胞外凍結によってあらかじめ細胞内の凍りうる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に冷やしても生物は害を受けないという考えにもと

づいている。

前報5，6)において，液体窒素中で生存させうる効果的予備凍結温度は植物の種類により，同

一種類では季節によってことなること，および用いた材料て、は，その値は -15
0

Cから -30
0

C

までの温度範囲内にあることを明らかにした。一般に耐凍性のたかいものほど効果的予備凍結

温度はたかいしまた，効果的予備凍結温度は hardeningや dehardeningによってかなりか

わる。従来の著者の実験では，使用する材料が主として耐凍性のたかし、落葉樹種に限られてい

たので，本論文においては，従来使用していなかった耐凍性のたかい多くの針葉樹を用いて，

耐凍性の大きさと効果的予備凍結温度との関係について詳細に検討を加えてみた。さらに，予

備凍結後液体窒素処理に耐えるために必要な植物の耐凍度，液体窒素処理後の加温条件，凍結

状態での温度上昇にともなう水の細胞内への再吸収の速さ等について一連の実験を行なった。

本実験は 1965年 12月から 1967年2月までの聞に行なったものである。

11. 材料と方法

実験材料としてつぎの樹種を用いた。 ヲノエヤナギ (Salixsachalinensis Fr. Schm.)， ポ

プラ (Populusnigra L. var. italica Muenchh.)， シラカパ (Betulatauschii Koidz.)，マカン

パ (BetulaMaximowicz. R巴gel)，カラマツ (Larixleptolepis Murray)，アカエゾマツ (Picea

glehni Mast.)， トドマツ (Abiessachalinensis Mast.)，ハイマツ (PinuspumかaRegel)，オウ

シュウアカマツ (Pinussylvestris L.)，オウシュウクロマツ (Pinusnigra L.)，ストローフ守マツ

(Pinus strobus L.)，バンクシァマツ (PinusBanksiana Lamb.)，チョウセンゴヨウマツ (Pinus

Koraiensis Sied. et Zucc.)，ニオイヒパ (Thujaoccidentalis L.) 
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実験材料は北大構内，林業試験場北海道支場，および、jit立林業試験場でjrUx中のものを使

mした。なおその年に伸長した枝の先端部のみを実験材料として使)11した。予備凍結させるば
あいには， 5-10cmの長さにきり，校を糸でしばり，乾燥を防ぐために，ポリエチレンの袋に

入れて -50Cの部屋で凍結させた。 -50Cで凍結後， 30分毎に 5-lOoCずつ低い恒温箱に移し

て所定温度まで冷却しそこに少なくとも 6 時間以と:tù~、た。なお，液体窒素中に入れるばあ

いには，ポリエチレンの袋会取去っておもりをつけて校を液体窒素中に入れた。そこに 10分間

入れておいてから， -30oCの部屋に取出し2時間おいたのち， OoCの部屋でとかした。 -30oC

以低， -120oCまで冷却するばあいには， -120
o
Cまで冷却可能なディープフリーザーを用

L 、Tこ。

被害の判定は 2カ月間室内で

耐凍性の大きさは害なく耐えうる最低温度でで、，効果的予備凍結温度は液体窒素処理後害のない

最高予備凍結温度であらわした。

III. 結果

1. 液体窒素処理に耐えるために必要な植物の耐凍度

ことなった耐凍度を有する木の校を用いて，このことがたしかめられた。第 1表に示すよ

うに，マカンパの校は -250Cの凍結に耐えるが， -30oCで凍結すると，芽は正常であるが，

芽の基部と材部が害される。 -250Cの凍結にしか耐えないマカンパの校はどんな温度で予備凍

結しても液体窒素処理に耐えなかった。耐凍度がより高いトド、マツ (-40oC)，アカエゾマツ

(-450C)およびドイツトウヒ (-450C)を用いて同様な実験を行なった。しかしマカンパのば

あいと同様に，どの祖度で予備凍結しでも，これらの枝は液体窒素処理に耐えなかった。 -50-

第 1表 マカンパの耐凍!支と効果的予備凍結温度
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Cまでの温度にしか耐えられない樹種を見出すことができなかったので，ストロープマツ

について同様のことを調べた。ストローブマツは -70oCまでの凍結にも， -100oCや -120oC

での凍結にも耐えたし，さらにこの枝を各温度で予備凍結後，液体窒素中に入れたところ，

-70
o
C以低の温度で予備凍結したものはいずれも正常であった。 -20oC以高の温度で予備凍

結したものは処理後まもなく褐変したが， -30--50oCの温度で予備凍結したものは処理後

10-20日間は正常であったが，次第に葉が褐変した。第2表にその結果を示す。さらにニオイ

ヒパについて同様な実験を行なった(第 3表)。ニオイヒパもストロープマツと同様，すくなく



3 超低温におけ楠物の竺存 V

ス lロープマツの|耐凍度と効果的予備凍結温度
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12月下旬から 1月中旬に採集した枝で実験を行なった。

0: 正常 ム被害を受けたもの ・:枯死

加孤条件. いずれも液体窒素処理後， 2時間 -300Cの部原においてから OOCの部屋に取り出した

I!IIt凍度l土者なく i耐える最低温度であらわした

-1200Cの凍結にも耐えたことを示す

-1200Cでの凍結を試みなかった
* 

** 



4 酒井 Rr'i 

とも -1200Cまで、の凍結に耐えたし， -50oC以低の温度で予備凍結したものは液体窒素処理後

正常であった。 -150Cや -200Cで処理したものは融解後 1-2日で葉が変色したが， -30oC 

以低で予備凍結したものは処理後約 20日をすぎてから，除々に変色した。これらの結果から予

備凍結後，植物が液体窒素処理に耐えるためには，その植物が -300Cや -400Cでの凍結に耐

えるていどでは不充分で，すくなくとも一70
0Cていどの凍結に耐えることが必要であること

を示してし、る。このことをたしかめるために，さらに多くの樹種を用いて同様な実験を行なっ

た。その結果を第4表に総括して示す。この表からわかるように，予備凍結後液体窒素処理に

耐えるためには，その植物がすくなくとも -70
0

Cの凍結に耐えることが必要のようである。

また，ストロープマツ，ハイマツ，ニオイヒパ，シラカパ，ヲノエヤナギではー700Cでの凍

結に耐えるだけでなく， -lQOoCや -1200Cの凍結にも耐えた。他のマツ類はー700Cでしか

凍結しなかった。 これらの実験結果から一70
0

Cの凍結に耐えるものはそれ以低のどんな低温

にも耐えられるものと考えられる。 -70
0

C以低の凍結に耐える樹種間でも，効果的予備凍結温

度は樹種によって -150Cから -700Cまでかなり異なっている。なお，耐凍性のたかいものほ

ど、効果的予備凍結温度はたかい。

2. 効果的予備凍結温度におよ[ます加温条件の影響

耐凍度がまだ最高値にまでナこかまっていない 12月12日のポプラの枝を用いて，液体窒素

処理後ただちに OOCの空中に取出したばあいと -300Cの部屋に2時間おいてから OOCの空

中に取出したばあいの結果を比較してみた。第 5表に示すように，このポプラの枝は -400Cま

での凍結にしか耐えないが，液体窒素から取出して OOCの空中でとかしたばあいには -20-

-40
0Cの温度で予備凍結したものは液体窒素処理に耐えたが，液体窒素処理後 -300Cに2時

間おいたものはいずれの温度で予備凍結したものも生存できなかった。

第 5表 効果的予備凍結温度におよぼす加温条件の影響

加温条件*
予備凍結温度 (OC)

15 -20 30 -40 -50 60 -70 100 

。OCの空中 • O O O L. Le込 正込 正ご〉

-300Cに2時間おい • L. L. L. L. Le込 L. Le込
てからOOCの空中

* 液体窒素から取り出したあとの加温条件
実験材料: ポプラの校 (12月 12日)この校は -400Cまでの凍結に害なく耐えるが， -50oC 

以低では芽は正常であるが材部が害を受ける

3. 凍結状態で温度をあげたばあいの細胞内への水の再吸収の速さ

凍っている細胞は温度の上昇につれて細胞内に水を再吸収するが，シラカパの枝を用いて

その速さを間接的な方法で調べてみた。前にのベたように，液体窒素処理後，シラカパの校を

生存させるのに必要な予備凍結温度は -15
0
Cである。いま -30

0
Cで凍結した枝を-lQOCに

移し，一定時間後，この校を液体窒素中に入れたとき，もし校が死ねば，その時間中に細胞内

に充分な水が再吸収されたことになる。このことを調べるためにァシラカパの校(長さ 10cm，
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第 6表 凍結状態、における細胞内への水の再吸収の速さ

o-
バ
一
A
マ

ネ率
+ヰ
A発の枝

-100Cにおく時間*

10秒 30秒 l分 3分 10分 I0 

伯 2/4 0/4 附 0/4I伯

_50Cにおく時間*

30秒 l分 3分 10分

0/4 0/4 0/4 0/4 

* -30oCで凍結した校をーlOoCまたはーデCに冷やされたイソベンタン中に入れてからの時間
判 イソベンタンから液体重宝索中に入れ，取り出してから 1カ月間水挿後正常に発芽した校の割合

直径 0.3cm)を -50Cで凍結後， -30oCまでゆっくり冷却し，そこに 16時間おいた。 -30oC

で凍結している枝を -50CまたはーlOoCに冷されたイソベンタンの槽中に入れ，それぞれ30

秒， 1， 3および 10分間おいてから液体素窒中に入れた。第6表に示すように， -30
oCから-

lOoCのイソベンタン中に入れてから 30秒経過したものでは， 4本中2本が全く正常に発芽し

たが，あとの 2本は発芽しなかった。-lOoCのイソベンタン中に 1-10分間おかれたのち，液

体窒素中に入れたものはいずれも発芽の徴候さえ示さなかった。また -50Cのイソベンタン中

に入れたものでは， 30秒間入れておいたものでも全く発芽しなかった。これらの実験事実から，

-30oCで、凍っている枝をーlOoCに移したとき凍結状態においても，すくなくとも 30秒以内

に細胞内に水が再吸収されることが明らかである。もっと適当な材料でこの問題をさらに詳細

に調べてみる予定である。

IV.考察

予備凍結後，液体窒素処理に耐えるためには植物の耐凍度が -30--40oCでは不充分で，

約一700Cの凍結に耐えることが必要である。著者が今迄使用してきた材料中には -50--

600Cの温度で凍害を受ける材料はみあたらなかったので，今のところこの正確な温度をきめる

ことはむづかしい。しかしこの問題は重要であるので，さらに他の材料を用いて調べてみる予

定である。現在のところでは， -70
oCまでの凍結に耐えるものは， 液体窒素処理はもちろん

それ以低のどんな低温にも耐えられるものと考えられる。したがって，一700Cまでの凍結に耐

えるものでは，樹種聞の耐凍性の大きさを通常の方法では判別できない。また札幌にある多く

の樹種は， 11月下旬にー70
0
Cの凍結に耐えるようになるので，それ以降は耐凍性の変動が調

べられなくなる。しかし， -70
o
C以低の凍結に耐えるものでも，効果的予備凍結温度をはかれ

ば，樹種聞の耐凍性の大きさやそれらの耐凍性の季節変動をしることができるムへ多くの研究

者7ー10)はー700Cまで予備凍結してからはじめて液体窒素中に入れているし，また液体窒素中に

入れても生存しているから耐凍度はすでに最高値に達していると考えているが，液体窒素処理

に耐えたからといって必ずしも耐凍度が最高値に達したとはいえない11)。 このことはシラカノく

やヤナギの効果的予備凍結温度が，耐凍度に応じて -150Cからー700Cまで変化していること

からも明らかである。

効果的予備凍結温度をはかるときは，液体窒素処理後一30
0
Cの温度に2時間おいてから

OoCの部屋に取出して融解している。 もしも予備凍結後，なお細胞内に凍りうる水があるてい

ど残っておれば，液体窒素中への急速冷却中に細胞内にできた氷品核が液体窒素から取出して
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から -300Cの温度におかれるあいだに，生長して当をあたえるものと考えられる。 したがっ

て効果的予備凍結温度は細胞内の凍りうる水が脱水される温度を示すものと解訳される。

カラマツは -300C，トド.マツは約 -400C，アカエゾマツは約一450Cまでの凍結に耐える

が，それ以低では害を受ける。 このように， -30
o
C以低の温度でも， -70

o
Cまで温度が低下

するにつれて凍害を受ける樹種がある。 このことは -30
o
C以低の温度でも細胞外凍結によっ

て脱水が進行してし、ることを不してL、るものと考えられる丸10)。最近，著者12)がクワのl幻自細胞

を用いて明らかにしたように， -30oCで予備凍結してから液体窒素中に入れ，その後，氷品の

生長速度がもっとも大きい -30oCの温度に 10分間または 60分間おくと生存率が著しく低下

することを見出した。しかし -450C以低で予備凍結したものでは， -30
o
Cの温度に 1時間お

いても生存率はほとんど低下しなかった。細胞内の凍りうる水が， -30
o
C以低のどの温度まで

温度低下につれて滅小してゆくか今後さらに詳細にしらべる予定である。いずれにしても耐凍

度のたかいものほど，細胞内の凍りうる水がより高い温度で脱水されてしまうことは興味ある

現象である。

V.摘要

予備凍結後，液体窒素中に入れて植物を生存させるのに必要な予備凍結温度は植物の種類

によって -150Cから約一700Cまでことなっている。一般に耐凍性のたかいものほど効果的予

備凍結温度はたかい。少なくとも， -70
o
Cまでの凍結に耐えるものはそれ以低のどんな低温に

も耐えうるが， -70oCまでの凍結に耐えないものは予備凍結後，液体窒素処理にも耐えない。
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Summary 

7 

To clarify the mechanism of survival of plant tissues at super-low temperatures， the 

e任ectivetemperature for maintaining viability at super-low temperature were investigated 

using various woody plants in winter 

It was confirmed that plants surviving freezing at temperatures of approximately 

-700C， can withstand immersion in liquid nitrogen following prefreezing， and at tem-

peratures below ー 700Cor thereabouts the intensity of cold itself has no further effect 

on these巴xtremelyhardy plants， if it is not of a long duration. 

The e妊ectiveprefreezing temperature di妊巴redconsiderably in di妊erentspecies in 

a temperature range from -15 to about ー 700C，according to the degree of frost hardi-

ness. In every experiments， it was observed that the greater the frost hardiness， the 

higher the e妊ectiveprefreezing temperature 


