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超低温に b ける植物組織の生存 VI* 

生存率におよほす冷却および加温速度の影響

酒井昭・吉田静夫

(低温科学研究所植物凍害科学部門)

(昭和42年9月受理)

1. 緒言

前報1-3)で述べたように，耐凍性のたかし、木の枝の皮層細胞では，急速に冷却し，急速に

加温することによって皮層細胞を超低温で生存させることは比較的容易である。

超低温における生物の生存の機構を明らかにするために，前報1-3)につづいて予備凍結法

と急速冷却，急速加温法を併用して一連の実験を行なった。本論文では，とくに生存率におよ

ぼす冷却および加温速度の影響，細胞内にできた氷品核の生長速度がもっとも大きい温度範囲

の決定および細胞外凍結によって細胞内の凍りうる水がほとんど脱水される温度等について調

べた。

11. 材料と方法

実験材料としてクワ (Morusbombycis Koidz.)の皮層柔細胞を用いた。同一系列の実験に

は，同一の校の同ー部分の皮層柔細胞のみを用いた。各実験には 10個の縦断組織切片を使用し

た。組織切片は厚さ 1細胞層 (20-30μ)，幅 1-2mm，長さ 1-3mmのものを使用した。

組織切片は 0.05mlの水でカバーグラス (18x18mm)の聞にマウントしていろいろの方法

で冷却した。加温は 300Cの温水中(急速加温:24，0000Cj分)か，OOCの空中(緩慢加温:120
o
C/ 

分)で行なった。最大の冷却速度と加温速度をうるためには，組織切片を細し、ピンセットでっ

かみ，室温から急速に液体窒素中に入れ，のち急速に 30
0

Cの温水中で加温した。組織切片の温

度は O.lmm銅ーコンスタンタン熱電対を用い電磁オッシログラフで自記させた。なお，冷却速

度は特別にことわらないばあいには， -50Cから，最低温度より 5
0
Cだけ高い温度までの平均

速度で表わした。

細胞をいろいろな程度に脱水する時は，組織切片は -50Cで凍結後，徐々に温度をさげ，

各温度で 20分間予備凍結した。これらの予備凍結された組織切片はいろいろな温度に冷やさ

れたイソベンタンの僧中， または液体窒素中に入れられた。このばあいの冷却速度は 6000
0

C/

分をこえるので，最近 Mazur4，5)によって指摘されたように，冷却中に脱水がすすむことはほ
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とんどないものと思われる。

細胞の生死の判定は生体染色と原形質分離の方法でおこなった。すなわち，あらかじめ中

性赤で染色後， 2倍のr¥号制平移!]塩溶液と水とで原形質分離と復帰とを2巨i繰返したのち，なお中

性赤でそまっており，しかも正常に原形質分離しているものを生存しているものとみなした。

111. 結果

1. 生存率におよぼす冷却および加温速度の影響

ゆっくり冷却した細胞の生存率におよぼす加温速度の影響を調べるために，カ λ ークラス

の聞に水でマウントされた組織切片が

-50Cで凍結後，140Cj分の冷却速度で

-10， -30， -50およびー700Cまで冷

却された。 また -30oCまで冷却された

組織切片は液体窒索中に入れられた。い

ろいろの温度で凍結された組織切片が

300C の水中と OoCの空中で、急速および

緩慢にとかされた。第 l図に示すように

どの凍結温度から急速にとかした細胞も

まったく害を受けなかった。

ことなった速度で、冷却された細胞の

生存率におよぼす冷却および加温の影響

をさらに詳細に調べるために，水でマウ

ントしたり，マウントしない組織切片を

異なった冷却速度でー75
0Cまで冷やし

その後， OoCの空中か， 300Cの水中であ

たためた。えられた結果を第2図に総括 !I 
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第 1図 細胞の生存率におよぼす融解速度の影響

組織切片はカハーグラスの間に水でマウント

Lて -50Cで凍結後，14
0

Cj分の冷却速度で

各温度まで冷却後， 300Cの水中に入れて急速
に，または OOCの笠中で緩慢に融解された
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のときには，はやくあたためても，ゆっ -(， 

くりあたためでも，すべての細胞が生 W 40 

存していた。冷却速度が 50
0
Cj分から

2，0000Cj分にますにつれて，生存率は徐

々に低下し，ついにOになった。しかし，

冷却速度が 10，0000Cj分をこえ， しかも

急速に加温されたばあいにはp 生存率

は冷却速度の噌加するにつれてまし，

200，000oCj分以上の冷却速度では全細胞

が生存していた。なおタこのばあい，組
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第 2図 冷却]速度と生存率との関係

償;1前l上に示された冷却速度でー750Cまで冷却さ

れた。その後， OOCの空中か， 300Cの水中で加湿
された
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織切片は組織氷点(約 -2.50C)から -550Cまでの温度範聞を 0.003秒以内に通過している。

15
0
Cj分以上の冷却速度のばあいには，生存率は加温速度によってかなり異なり，ゆっく

り加温したばあいには，はやく加温したばあいよりも常に生存率が低かった。急速加温のばあ

いとちがって，ゆっくり加温するばあいには，冷却速度がましても生保率はたかまらなかった。

14-1，0000Cj分の中間的冷却速度においては，冷却速度がますにつれて生存率は漸次低下

する。 こうした冷却速度でー700Cまで冷却するとき，どの温度範囲で細胞が殺されるかを明

らかにするためにp カパーグラスの聞に水て、マウントした組織切片が 14
0Cj分，700Cj分， 420 

OCj分，1，0000Cj分の各冷却速度で冷却中， -10， -20および -300Cの各温度に達したとき，

組織切片を 300Cの水中に急速に入れて冷却を中断した。このばあい，温度はオッシログラフで

測定した。なお，この実験では，組織切片はわずかの過冷却後凍結していた。したがって，各冷

却曲線は凍結後の冷却曲線とみなされる。また，上に述べた冷却速度で -20
0Cおよび -30

0

C

まで冷却後，ただちに組織切片を液体窒素中に入れ，ついで 30
0Cの水中で急速加温した。第

3図に結果を総括して示す。

第 3図の冷却曲線にそうてその右側に記された数字は，各冷却速度で冷やされた組織切片

の各温度における生存率を示す。また矢印をもった破線は各温度から液体窒素中に入れたこと

を示し，矢印の下の数字はその生存率を示す。

第 3図の冷却曲線A，B， Cおよび Dにおいて，組織氷点から -200Cまで冷却するに要す

る時聞はそれそ'h1，2，7および 57秒である。冷却曲線A(l，OOOOCj分)と B(4200Cj分)におい

ては，生存率は -100Cから -200Cまでの温度範囲において急速に低下する。また，4200Cj分

と1，OOOOCj分の冷却速度で -200Cまでに冷却後，液体窒素中に入れたとき殆んどの細胞が死
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。C 0 
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組織切片はカバーグラスの間で水でマウン卜して冷却した。組織切片をしたし

ている水は冷却直後に凍結した

曲線にそって右側に記されている数字は各温度における生存率で，各温度に達

したとき， 300Cの水中に入れて冷却を中断して生存率を調べた。矢印をもった破

線は各温度から液体窒素中に入れたことを示し矢印の下の数字はそのばあいの

生存を示す
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んだ。しかし， 70oC/分の冷却速度のばあいには， -20oCから液体窒索中に入れたとき， 50% 

の生存率を示したし，一70
0

Cまで冷却したときの生存率は 65%であった。 14
0

Cj分の冷去IJ速度

のばあいには， -20oCから液体窒素中に入れても， -70oCまで冷却しでも全細胞が生存して

いた。しかし， -lO
oCまで冷去IJ後，液体窒素中に入れたものは65%の生存率しか示さなかっ

た。曲線 Eに示すように，凍結後，14
0
Cj分の冷却速度でーlO

o
Cまで冷却後， -lO

o
Cの温度

に30秒 1分および3分間おいてから液体窒素巾に入れたところ 3分間以上 -100Cにおい

たものでは，液体窒素処理後全細胞が生存していた。同様な実験をー5
0
Cで行なったところ，

-50Cで5分間以上おいたばあいにも液体窒素処理後全細胞が生存していた。

以上の実験結果から， 14-1，000oC/分の冷却速度でー700Cまたはそれ以下まで冷却j後，細

胞を生存させるためには，組織氷点と-lO
o
Cの温度範囲を凍結状態でゆっくり冷すことが必

要であることがわかった。

2. 液体窒素中に急速冷却した細胞の生存率におよぼす加温速度の影響

液体窒素処理後の加温の過程で，どの温度範囲で細胞が害されるかをしるために， -lO
oC 

で5分間予備凍結後，液体窒素中に入れられた組織切片が -50Cからー700Cまでの各温度

にたもたれたイソベンタン槽中に 3秒， 3， 10および60分聞入れておかれたのち， 300Cの水中

で急速に加温された。第4図に結果を総括して示す。

第 4図からあきらかなように，生存率はある温度範囲において急速に低下していることが

わかる。生存率が低下する温度範囲はイソベンタン槽中に入れておく時間の長さによってこと

なる。イソペンタン槽中に 60分， 10分および 3分聞入れておいた細胞のばあいには，生存率

100 
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40 
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第 4図 液体窒索中に急速冷却された細胞の生存率におよぼす

加温条件の影響

10
0

Cで 5分間予備凍結された組織切片が急速に液体窒索中に入れられた。液

体窒素処理後，各温度に冷やされたイソベンタン中に 3秒. 3， 10および 10分間

入れておかれた。その後，いずれも 300Cの水中で急速に加温された。図中の矢
印をもった破線は液体窒素から -350Cのイソベンタン中に急速に移してから 10

および30秒間その温度においたことを示す
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はそれぞれ -60--50oC， -55--450Cおよび -45--40oCの温度範囲で急速に低下してい

る。なお， 5秒間各温度に冷やされたイソベンタン中に入れておかれた細胞で、は -40--30
o
C 

のj昆度範囲で、生存率がわずかに減少したにすぎない。また， -60oC以低の混度では， 60分間イ

ソベンタン槽中においても生存率はまったく低下しなかった。オッシログラフで調べたところ，

-60
o
Cのイソベンタン中から -30oCのイソベンタンに移し，その温度に達するまでに要する

時聞は約3秒であった。組織切片を液体窒素から -300Cのイソベンタン中に移L，その温度に

達した時，ただちに300Cの水中で、加温

したときは，全細胞が生存していた。し

かし組織切片を液体窒素から -350Cの

イソベンタン槽中に移して， 30秒経過す

ると組織切片中の大部分の細胞はそのあ

いだに殺された。

急速冷却された細胞の生存率におよ

ぼす加温速度の影響を調べるために，水

でマウントされた組織切片が-lOoCで

5分間予備凍結された。急速に液体窒素

中に入れたのち， -60
oCのイソベンタ

ン中に移された。その後，組織切片は

-60oCからいろいろな加温速度で、あた

ためられた。その結果を第5図に示す。

-550Cから -2SCまでの温度範囲を約

2.2秒以内で，すなわち 1，2000Cj分以上

の速さで、あたためられた時には全細胞が

生存していることがあきらかになった。

液体窒素から除去後の加温の過程
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第 5図 液体窒素中に急速に浸した細胞の

生存率におよぼす加温速度の影響

7)(でマウントされた組織切片が 5分間， -lO"Cで

予備凍結された。急速に液体窒索中に入れたのち，

-60"Cのイソベンタン中に移された。 -600Cにた
もたれた組織切片は，その後，いろいろな速さであ

たためられた。曲線にそって矢印で示されている時

聞は，それぞれの加混速度で -55"Cから -2.5"Cま
であたためるのに要した時聞を示している

で，細胞が害される温度をしるために，水でカノミーグラスの聞にマウン卜された組織切片が

-lOOCで5分間予備凍結後，液体窒素中に入れられた。液体窒素ーから除去後，組織切片は OoC

の空中で加温された。そのぱあいの冷却速度は 160
o
C/分であった。各温度に到達後，組織切片

はただちに 300Cの水中に入れて急速加温された。なお，組織切片の温度は O.lmm銅ーコンス

タンタン熱電対を用いオッシログラフで追跡された。

第6図に示すように，細胞の生存率は -40oCから -30oCまで温度が上昇する 6秒以内

に， 90%から 20%まで急速に低下した。

3. 予備凍結後，細胞内の凍りうる水がなくなる温度

第4図とほぼ同じ結果が -20oCで予備凍結された細胞についてもえられた。 ただし，

-20oCで予備凍結された細胞で、は， -10
o
Cで予備凍結されたものよりも，液体窒素処理後，

-20oC以高の温度におかれたばあいの生存率がはるかに高い。いずれにしても，液体窒素処理
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急速に液体窒索中に入れられた細胞の加温過程に

おける生存率の低下

カパーグラスの聞に水でマウン卜された組織切片は 5分間一 loacで予備凍結

された。ついで液体窒索中に急速に入れたのち. Oacの空中であたためられた。

各孤度に到達後ただちに 30
a
C の水中に入れて急速加温された。なお，温度はオ

ッシログラフで追跡された。図中の実線曲線はオツシログラムである

後， -35--40oCの温度におくと 1分以内にほとんど全細胞が死んだ。このことは， -20oCで

予備凍結した細胞でも，なお細胞内に凍りうる水があるていど残っていて，液体窒索中に急速

冷却する過程で，細胞内に氷品核ができ，それが加温の過程で，とくに， -30--40
oCの温度

範囲で成長して細胞に害をあたえたものと考えられる。それ故に，細胞外凍結によって充分に

脱水された細胞では，液体窒素中に入れて急速に冷却しても，さらに液体窒素処理後， -30
o
C 

の温度に 60分間おいても，細胞は害されないはずである。

この問題を調べるとともに，いろいろな祖度で予備凍結された細胞の生存率におよほす加

温条件の影響を調べるために一連の実験を行なった。水て、マウン卜された組織切片はー5
0
Cで

凍結後，ゆっくり所定温度まで冷却され，そこに 10分間おかれた。その後，各温度で予備凍結

された組織切片はことなった条件で加温された。第7図に結果を総括して示す。

300Cの水中で、急速に加温するときには， -10oC 以低の温度で予備凍結された細胞は液体

窒素処理にたえた。また， OoCの空中で加温するときには， -250C以低の温度で予備凍結され

た大部分の細胞は生存していた。しかし液体窒素処理後， -30oCの温度に 60分間おいたと

きには， -30oC以高の温度で予備凍結された細胞の生存率はOOCの空中でゆっくり加温された

細胞の生存率よりもかなり低かった。しかし， -45
0

C以低の温度で予備凍結された細胞におい

ては，液体窒素処理後， -30oCに60分おいても生存率はほとんど低下しなかった。

これらの実験事実から，用いた皮層細胞で吋細胞外凍結によって約一45
0
C以低の温度ま
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第 7図 いろいろの視度で予備凍結後，液体窒素中に入れた

細胞の生存率におよぼす加温条件の影響

組織切片はカパークラスの聞に水でマウ γ 卜して各温度で予備凍結された。液

体窒素処理後，いろいろな条件で加温された。図中の矢印をもった破線は， -20oC 

および -30
o
Cで予備凍結された組織切片が液体窒素処理後 -30oCに 10分間お

かれたのちの生存率の低下度合を示し液体窒素処理後ただちに OOCの空中で加

温されたものとの比較を示す

加鼠条件 300Cの水中で急速加IKIt， OOCの室中で緩温加m，および 300Cの
イソベンタン中に 10分または 60分間おいたのち.30oCの水中に入れて急速加温

で冷却しなければ細胞内の凍りうる水は脱水されないことがわかる。

IV.考察

15 

-5
0
Cで凍結後，ゆっくり冷却するばあいには，すくなくとも -1200Cまで細胞外凍結状

態で温度をさげても，その後，さらに液体窒素中に入れても細胞は生存していた。このばあい，

OOCの空中でゆっくりあたためても，凍結状態のものを直接 300Cの温水中に入れて急速にと

かしてもすべての細胞が生存していた。 Krasavtsev6)は -300C以低で凍結している組織切片を

30
0

Cの水中に入れて急速にとかすと細胞は殺されると述べているが，木実験ではくりかえし

このことをたしかめてみたが，冬の木の皮層細胞は急速にとかしても死なない。しかし，前

報1-3)で報告したように，室温から -200C以低の温度で冷やされているイソベンタン中に組織

切片を直接浸して急速冷却するときには全細胞が死んだ。以上の事実から考えて，用L、た皮層

細胞では，死は急速冷却のために致死的な細胞内凍結をおこしたばあいに限られるものと考え

られる。この意味で，この材料は生存率から害の機構を考えるのに好都合であるし，また，得

られた結果の解釈が簡単化しうる利点がある。

Mazur4，5)は酵母細胞を用いて.I昆度および冷却速度の函数としての細胞内に残存する水の

百分率を計算によって求めた。彼の計算によれば. lQoCj分以上のおそい冷却速度の場合には
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細胞内の水は細胞外に形成された氷と蒸気圧の平衡を保ちながら冷やされている。しかし，

100Cj分以 tのはやい冷却速度のばあいには，上のような蒸気圧の平衡を保って脱水されない

ので，細胞内の水は過度に過冷却され，早晩致死的な細胞内凍結をおこすものと考えられる。

ここで用いた皮層細胞では，冷却速度が 50
0
Cj分から 1，00Q

O
Cj分まで増加するにつれて生存率

は徐々に低下し，1，0000Cj分において Oになる。この生存率の連続的低下は細胞内凍結する細

胞の割合が連続的に増していることを示してL、る。つぎの事実もまたこの考察を支持している

ように考えられる。上に示した有害な冷却速度のばあいにおいても， もし細胞が約 -200Cま

でゆっくりと冷却されるか，あるいはー50Cまたは -100Cの温度で5分間，または 3分間，凍

結状態におかれたときには，それらの温度以低では冷却速度は生存率にほとんど、影響をおよぼ

さなかった。

10，0000Cj分以上の冷却速度で急速加温のばあいには，冷却速度が増すにつれて，生存率は

漸次たかまり ，200，0000Cj分の冷却速度においては全細胞が生存できる。こうした事実は前

報1-3)で、述べたように，細胞内にできた氷晶の大きさで説明できる。すなわち，冷却速度がま

すにつれて，細胞内にできる氷品の大きさは小さくなり，やがては細胞にとって無害の大きさ

になるものと考えられる。したがって，急速に冷却されたこれらの細胞を急速に加温するとき

には細胞は害をうけなくなる。しかし，ゆっくりと加温するばあいには，冷却中細胞内にでき

た徴氷晶は加温の途中で、生長して細胞を殺すようになるものと考えられる。

中間的冷却速度のばあいには，急速加温しでも細胞の生存率は低い。これは冷却中，大部

分の細胞内にできた氷晶が大きいので，冷却中に細胞に筈をあたえたものと考えられる。

最近，こうした考えを支持するいくつかの直接的証拠が電子顕微鏡的研究によってえられ

た7)。組織切片が室温から -600C以低に冷やされたイソベンタン中に入れて急速に冷却された

とき全細胞が生存していたしこれらの細胞を一790Cでエタノールで凍結置換後，超薄切片を

作って電子顕微鏡で、調べたところ，これらの細胞には電子顕微鏡で認められるていどの大きさ

の氷晶ができていないことがたしかめられた。 しかし，室温から -20--450Cの温度に冷や

されたイソベンタン槽中に組織切片を入れて急速に冷却したときには，ほとんどの細胞が死ん

でし、たし，電子顕微鏡で、調べたところ，これらの細胞の大部分には凍結置換後形成された氷品

のあとと考えられる空所が細胞内に多数みとめられた。

さらに，液体窒素中に入れて急速冷却された組織切片を，液体窒素から取出してー10-ー

70
0

Cの聞の各温度に冷やされているイソベンタン中に急速に移し，そこにいろいろの時間おい

てから調べたところ， -50oC以低の温度では 10分間， -60oC以低の温度では 16時間おいて

も細胞は生存していたし，これらの細胞内には電子顕微鏡で，凍結置換後形成された氷品のぬ

けがらと考えられる空所は認められなかった。しかしながら， -450C以高，ことに -300Cの

温度では 1分間さらしただけで、も，細胞内に多数の大きい空所が認められた。今後，細胞に

致死的となる氷品の大きさをきめる仕事が残されている。なお，細胞内にできる氷晶の生長の

機構については現在のところまだよくわかっていない。

液体窒素えの急速冷却後，空中でゆっくりあたためるばあいに，予備凍結後なお細胞内に
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凍りうる水が残っているときには，液体窒素えの急速冷却中に細胞内にできた氷晶核がそれに

つづく加温の過程で生長して細胞を殺すはずである。いろいろの温度で予備凍結後，液体窒素

中に入れられた細胞の生存率は液体窒素から除去後の加温速度によって非常にことなる。それ

故に予備凍結後，液体窒素中に入れた細胞がほとんど全部生きているからといって，細胞内の

凍りうる水がその予備凍結温度で細胞外凍結によって脱水されたと考えることはできない。し

かしながら，液体窒素処理後， -30oCの温度に 60分おれまあいには，それらの細胞の生存率

から細胞内の凍りうる水が脱水されうる温度をあるていど知ることは可能である。用いた皮層

細胞ではこの温度は約 -450Cである。 この方法の妥当性を電子顕微鏡的な方法と熱量計によ

る方法とで調べる予定である。しかし，通常の熱量計による方法では，ことに非常に低温度で，

しかも皮膚組織のような材料では，細胞内の凍りうる水が脱水される温度を知ることはむずか

しいかもしれない。

約一70
0
Cまて、の凍結に耐える値物はそれ以低のどんな低温にも耐えるし8にまた，液体窒

素処理後，植物を生存させるのに必要な予備凍結温度は，植物の耐凍度に応じて，約一150C

から約一700Cまで異なっている 9，10) 耐凍度が高いものほど予備凍結温度は高い。これらの実

験においては，液体窒素処理後，校は -300Cの部屋に 3時間おいてから OOCの空中で融解し

たので，予備凍結後，もしも細胞内に凍りうる水が残っているならば，これらの細胞は加温の過

程で害されるはずである。したがって，効果的予備凍結温度まで冷却されると，細胞内の凍り

うる水のほとんどが脱水されていると考えてもさしっかえない。以上の考察から，耐凍性の高

い細胞では，耐凍性の低い細胞よりもより高い温度で細胞内の凍りうる水が脱水されてしまう

と考えられる。 Hardeningすると効果的予備凍結温度はかなり高まる。したがって， Hardening 

中に細胞内の水の状態の変化がおこるものと考えられる。これが溶質の増加や原形質の構造の

変化の結果としておこるものとおもわれるが，この問題については今後さらに研究をすすめる

予定である。

v.摘要

超低温における生物の生存の機構を明らかにするために，予備凍結法と急速冷却，急速加

温の方法を併用して一連の実験を行なった。とくに，生存率におよぼす冷却および加温速度の

影響と，冷却および加温の過程で，被害を生ずる温度が調べられた。

1. 1-150C/分のおそい冷却速度のときには，どの温度まで冷却しても，また加温速度が

速くても，おそくても全細胞が生存していた。冷却速度が 15
0
Cj分から 1，0000Cj分に増大する

につれて，生存率は次第に低下し 2，000oCj分の冷却速度においては全細胞が死んだ。しかし

こうした中間的冷却速度のばあいには，組織氷点から -lOoCまでの温度範囲を凍結状態でゆ

っくり冷却すると以後の冷却速度にかかわらず大部分の細胞は生存できた。しかし，10，000oCj 

分以上の冷却速度で，しかも急速加温のときには，冷却速度がますにつれて生存率はたかまり，

200，OOOOC/分の冷却速度て、全細胞が生存で、きた。この冷却速度では，細胞は組織氷点と -550C

の温度範囲を約0.003秒で通過している。また，15
0

Cj分以上の冷却速度のばあいには，生存率
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は加温条件によってことなり，急速加温の方が緩慢加温よりつねに生存率がたかかった。

2. 液体窒素中に急速冷却後の加温過程においては， -30--40
o
Cの温度範囲で細胞の生

存率は急に低下した。 -300Cで予備凍結された細胞で、も，液体窒禁処理後 -300Cの温度に 10

分間おくことによって生存率は急に低下した。 この事実は -300Cで予備凍結された細胞内に

はまだ凍りうる水が残存していることを示している。

3. カバーグラスの聞に水でマウントして_lQOCで予備凍結された組織切片では，液体

窒素から除去後一500Cと -2.50Cの温度範囲を2秒以内，すなわち 1，0000Cj分以上の力11温速

度で、あたためれば全細胞が生存できた。

以上の事実は，急速冷却，急速加温した細胞て、は，細胞の害にとって主要な要因は細胞内

に氷晶ができるか否かではなく，できた氷晶の大きさが問題であることを示している。
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Summary 

The survival of the cortical cells as a function of cooling and rewarming rat巴swas 

investigated. When cooling was carried out slowly at 1 to 150C per minute， all cells 

continued to remain viable even when rewarmed either rapidly or slowly. Th巴r巴after，

the survival rates gradually decreased to zero as the cooling rate increased from about 
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15 to 2，000oC per minute. In the intermediate cooling rates， when the cells were cooled 

at rates lower than 140C per minute， from -2.20C to aboutーlOoC，these cells could 

survive subsequent rapid coo1ing and rewarming. 

However， at cooling rates above 10，OOOoC per minute and with rapid rewarming， the 

E紅白tof the cooling rate was reversed and the survival rate rose， reaching a maximum 

at about 200，000cC per minute. As the cooling rate rose above 150C per minute， the 

survival rates became increasingly dependent on the rewarming rate， with rapid rewar-

ming becoming less deleterious than the slow. 

The temperature range at which damage easily occured during rewarming following 

removal from 1iquid nitrogen， in which the growth rate of ice crystallization was greatest， 

was -30 to -40oC. The survival rates even in the prefrozen cel1s at -30oC decreased 

considerably by keeping them at -30oC for 10 minutes after removal from liquid nitrogen. 

This fact indicates that intracellular freezable water still remains to some degree even in 

the prefrozen cells at -30oC. Futhermore， after removal from 1iquid nitrogen when th巴

cells were passed rapidly through a temperature range between -50 and -2.50C within 

about 2 seconds， namely at rates greater than 1，000oC per minute， all retained their 

viability. 

These results obtained can be explained in terms of the size of the crystals formed 

within the cells. 


