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Kouji OTSUKA and Akira SAKAI 1967 An Electron Microscope Study of Ice in Rapidly 

Cooled Plant Cells. Low Temperature Science， Ser. B， 25. (With English Summary p. 27) 

急速冷却した植物細胞内にできる

氷の電子顕微鏡的研究本

大塚宏二・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 日

前報1-3)において， 急速冷却， 急速加温4)の方法で， とくに予備凍結法日}と併用するこ

とによって，耐凍性のきわめて高い冬の木の皮層細胞を超低温にて生存させ得ることを報告し

た。前報ト3)でえられた結果は細胞内にできる氷晶の大きさによって説明できる。すなわち，

冷却速度がきわめて大きい時には，細胞内にできる氷晶は非常に小さいので，もしも急速に加

温すれば，それらは細胞に害を与える前にとけるので細胞は害を受けないと考えられる。中間

の冷却速度では，急速加温しても生存率はきわめて低い。このことは冷却の過程で細胞内にで

きる氷品が致命的な大きさにまで生長すると考えれば説明できる。さらに，より小さい冷却速

度では， 細胞外凍結をおこすので細胞に害を与えないものと考えられる。 しかしながら， 前

報1-3)ではこの考察を支持する直接的な証拠はえられなかった。

本報では，直接的証拠を得るために，いろいろな条件で冷却した細胞や急速冷却後，いろ

いろな条件で加温した細胞内にできる氷晶を調べるとともに，それらの生存率を調べてみた。

電子顕微鏡の標本作製にあたって御指導下さった北海道大学農学部四方英四郎助教授に深

く謝意を表します。

11. 材料と方法

実験材料としてクワ (Morusbombycis Koidz.)の皮層細胞を使用した。同一系列の実験に

は同ーの枝の同ーの部分の細胞のみを用いた。 組織切片は厚さ 1細胞層 (20-30μ)， 幅 1-2

mm，長さ 2-3mmの縦断組織切片を用いた。

最大の冷却速度を得るためには，組織切片を細いピンセットの先でつまみ液体窒素，また

は各温度に冷却されたイソベンタン槽中に急速に入れた。 所定時間後に組織切片を 300Cの水

中に入れて急速にあたためた。

細胞の生死の判定は中性赤であらかじめ染色後 2倍の高張平衡塩溶液と水で2回原形質

分離と復帰を繰返しでもなお中性赤で染っており，しかも正常に原形質分離している細胞を生

存しているものとみなした。
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電子顕微鏡での標本作製は液体窒素，または所定の温度に冷されているイソベ γタン槽中

に，直径1.5cm，深さ 3cmの金網のかごをつるし，五回L、ピンセットで切片をつまみかごの中

に入れて急速に冷却した。所定時間後，一780Cのエタノーノレ(エタノールが入ったビーカーを

ドライアイスの中に埋めてある)中に急速に移した。その後， -350Cの低温室内で， -780Cの

エタノール槽から組織切片をー780Cに冷却した2%オスミック酸を含むエタノール(約10cc) 

中に移し， -78
0Cの恒温槽で2-3週間，固定と凍結置換を行なった。凍結置換後， -10oCと

常温のエタノール中で各1回ずつ洗機後，エポンに包埋した。無処理の対照として，組織切片

を室温で2%オスミック酸水溶液で4時間固定後，通常の方法でエポンに包埋した。

Porter-B1umのミクロトームで超薄切片を作り， ]EM-6AS型電子顕微鏡で観察した。染

色には酢酸ウランと酢酸鉛を用いた。

III. 結果

1 無処理の細胞の切片の電子顕微鏡的所見

最初に， 冷却しない無処理の細胞の切片の電子顕微鏡写真を図版 I-1に示す。 この切片

中には核，仁， ミトコンドリア，葉緑体および葉緑体中にふくまれている澱粉粒がみとめられ

る。なお，原形質が細胞壁から分離しているのは固定液によるアーチファクトと思われる。

2. 液体窒素中に入れて急速冷却した細胞の生存とその電子顕微鏡的所見

最大の冷却速度と加温速度を得るために，組織切片を細し、ピンセットでつまみ，室温から

直接液体窒素中に投入して急速に冷却した。 その後，組織切片を 30
0
Cの温水中に入れて急速

に加温したが，全細胞が生存していた。

液体窒素に入れて急速に冷却後 -780Cで凍結置換した組織切片には， 直接倍率1万倍

で観察しでも急速冷却中に生じた氷品のあ

ととみなされる空胞はみとめられなかった

(図版 II-2)。 この写真は核とその周辺の細

胞質の部分を示している。

2. 液体窒素中で急速冷却された細胞の

加温過程における生存率の低下と，

それらの電子顕微鏡的所見

液体窒素中で急速に冷却後，加温の過

程で害があらわれる温度範囲をしらべるた

めに，水でマウントしない組織切片を室温

から液体窒素中に入れて急速に冷却し，そ

の後， -lOoCから -800Cまでの温度範囲

で，1OOC間隔で各温度に冷却されているイ

ソベンタン槽中に急速に移した。そしてそ

こにそれぞれ10分間 1時間および 16時
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第1図 急速に液体窒索中に入れた組織切片を

各温度で加温した場合の生存率

ピンセットで保持した組織切片を液体窒素に入れ

て急速に冷却した後，各温度のイソベンタンの槽の

中にそれぞれ 10分時間および 16時間おき，

300Cの水中に入れて急速に加混した。 矢印は液体

窒素から -300Cのイソベンタン槽中に移して 5

秒， 30秒および 1分間おいたことを示す
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間おいてから 300Cの温水iこ1='で急速に加混した。その結果を第 l図に示す。 -60
0
C以低の温度

では少なくとも 16時間それらの温度においても全細胞は生存していた。しカかミし一5ぴC以高でで
、

は:温且度の k丹界.につれて生存z率存が{低尽下した とくに一4必5~ 一3却OoC の溜温L度で

し， -30
oCにl分間おいただけで全細胞が死んだ。

急速に液体窒索中に入れた組織切片を， -40oCのイソベンタン階中に 10秒間おいた時は，

切片の中央官11付近の制砲のみが生存していたが，周辺部の細胞は全部死んでいた(第2図)。

このことは組織切j十内の+，央部と周辺部とで加楓速度がことなっていることを示している

ものと考えられる。

液体需素処J!Ji後 -500Cに10分間以内，あるいは -600C以低の温度に少なくとも 16時

間おいた場合には，組織切j十!こ1='の細胞内の氷品のあととおもわれる空胞はみとめられなかった

(12<1版 III-3)。 これにたいして， -30oC以高の温度に 1分間以上おいた場合には， ほとんどの

第 2図液体袋詰(;rl"で急速冷却後， -40oCに

toいた組織切Jl-'I'の調uniY.
組織切11を液体議議'̂I'に入れて急速に冷却Lた
後， -40

cCのイソベンタンの1Wiの'̂I"に 10秒間お
いたとき，組織切Il'の rl^l 火部の~{ll胞は rl"性赤に染

まり，原形質分:~If Lているが周辺{iilの細胞 (P)は

YEんで、L、る。 x100 

細胞に氷品のぬけがらとおもわれる多数の

胞がみとめられた(図版 IV-4)。

3， 各温度のイソペンタン槽中で急速に冷

却された細胞の生存とその電子顕微鏡

的所見

細胞の氷点付近から約 -60
o
Cまでの温

鹿範囲を急速に通過させれば，それらの細胞

は容されないはずである。このことを確める

ために，組織切片をピンセットでつまみ，室

組から所定の各混度に冷却されたイソベンタ
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第3図 各温度に冷されたイソベンタンの槽の

仁|吋こ，室温から組織切!十を入れて急速

冷却，急速jJ日112Lした場合の生存率

ピンセットで保持した組織切片を各温度に冷却さ

れたイソベンタンの槽の中に入れて急速に冷却し，

そこに 30秒間おいてから 300Cの水中で急速にあた

ためた
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ン槽中に入れて急速に冷却した。 そこに 30

秒間おいてから 300Cの水中に入れて急速に

あたためた。 -200C以高の温度では，イソベ

ンタンが細胞に害作用をおよぼすので，流動

パラフィン中で冷却した。その結果を第 3区l

に示す。

細胞の生存率はlQ
OCから -300Cに

かけて温度が低下するにつれて急速に減少し

た。しかし，さらに -450Cから -600Cまで

温度が低下する場合には，逆に皆しく増加し

た。 -400Cのイソベンタン機中に急速に入

れ，そこに 30秒間おいた後， 30
0
Cの水中で

急速に加温したときはほとんどの制胞が殺さ

れた。この場合，冷却速度の大きいと考えら

れる組織切j十の周辺部の細胞はかなり生存し

ていたが，その中央部の細胞は全部死んでい

た(第4図)。

-600C 以低の温度で急速に冷却した出/11

胞の切片には，氷i誌のあととおもわれる空胞

はみとめられなかった(図版 IV-5)。 しかし

-300Cのイソベンタン機中に入れて急速冷

却し， そこに 30秒11Jjおいた創n胞の切片には

多数の氷品のあととおもわれる官胞がみとめ

られた。 またー300Cのイソベンタン糟中に

第4図 室ll~iから -400C のイソベンタン惜に

入れて急速に冷却した組織切片中の細胞

切1¥-の周辺部 (P)のl'jll胞は1'1"1'1ミ坊、に染色L， IE
'lJ1;1こ涼形Tt分 l~ít lているが， rl"央!il1(1)の祁!胞は
全て死んでいる

1 :切Ji-の"1-'火l'i!1，P: IJJJiの周辺部， X200 

入れて急速に冷却し，そこに5秒間おいた場合には，同ーの組織切J十内の細胞間や同一細胞内

に大きさや形態が著しくことなる氷品のぬけがらとおもわれる定胞がみとめられた。 IB:J版 V-7

に観察した和n胞の切片のうちの代表的なものを示す。この写真であきらかなように，氷品のあ

との空胞の大きさは右から左にむかうにつれて3!1HdG的にI将大していることがわかる。またコロ

イド溶液の凍結のさいにみとめられる樹校状構造7)(A)がみとめられる。

IV.考察

車III胞内の氷品を凍結置換してから，間践的に観察する場合の最もm伺要な問題点は，電子顕
微鏡で観察される氷品のあとと思われる空胞がヲ細胞内にできた氷品の大きさおよびその位置

を正確に再現しているか否かである。電子顕微鏡子で観察された宅胞は 1)明らかに包四に使

ったエポンのみで満されているし， 2) 約 3 万倍に~~.tJ広大してもな砲の舟j聞に細胞内の構造物に

特有な膜構造がみとめられないし，さらに 4)図版 V-7にみとめられるようなコロイド溶液の
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凍結に特有な樹枝状7)の凍結様式を示す多数の空胞がみとめられる。なお，このような性質を

もっ空胞は冷却しない無処理の細胞にはみとめられない さらに，本実験ではー78
0

Cに冷さ

れた2%オスミック酸を含むェタノール中で、氷品の置換とともに固定を行なっているので，凍

結乾燥の場合のように，乾燥過程における結晶の生長や乾燥の終末段階時での収縮変形などは

おこらないものと考えられる。 そのためにp 凍結置換後細胞内にみとめられる空胞は冷却中

に細胞内にできた氷品の大きさ，形およびその位置をかなり正確に再現しているものと考えて

よし、。

耐凍性の高い木の枝の皮層細胞を急速冷却，急速加温の方法で超低温で生存させえたおも

な理由としてつぎのものがあげられる。 1)用いた皮層細胞が高い耐凍性をもっていること。

2)用L、た組織切片が非常にうすく，小さいし，媒液に浸さないで冷却するために，急速に冷却

および加温ができること。 3)細胞の糖濃度が高いこと。

夏のクワの枝の皮層細胞は -5
0

Cの凍結にも耐えられないし，急速冷却，急速加温して超

低温で生存させることはできなかった2)0 10月中旬になると，枝の皮層細胞は -50Cに耐える

ようになったが，この材料もあらかじめジメチルサルフォキサイドやエチレングライコールな

どの凍害防禦物質の 2M溶液であらかじめ処理しなければ，急速冷却，急速加温によって超低

温で生存させることはできなかった2)。 しかしながら， この時期に OoCで10日間 Hardening

すると皮層細胞は -20oCの凍結に耐えられたし，液体窒素中に急速に冷却し， 300Cの水中で

急速にあたためることによって生存させることができた2)。

以上述べた事実から，急速冷却，急速加温の方法で超低温で生存させうるためには，細胞

の耐凍性がきわめて高いことが必要であることがわかる。同様のことが最近 Tumanov等8)に

よってもたしかめられた。従来，多くの低温生物学者達はこのことを見逃していた。また急速

冷却，急速加温の方法で、超低温で、生物を生存させる試みが成功しなかったのは，彼等が使用し

た材料の耐凍性が低いことに基因しているように考えられる。

耐凍性の高い木の皮層細胞では， 糖や多価アルコールの濃度が高い。 また細胞内にでき

る氷品核は細胞の糖濃度が高いほど生長しにくいはずである。そのために耐凍性の高いもので

は， 同じ条件で急速冷却， 急速加温した耐凍性の低いものよりも害が少ないと考えられる。

Tumanov等8)は耐凍性の高い細胞では急速冷却しでも， 細胞内の水が凍りにくいような原形

質構造ができているとのべている。

-30oCのイソベンタン槽中に入れて急速冷却した細胞では， その後急速加温しでも全細

胞が死んでいた。 しかしながら，室温から -40
o
Cのイソベンタン槽中に入れて急速に冷却し

た組織切片で、は， その中央部の細胞は死んでいたが， 周辺部の細胞は生存していた。 さらに

-60
0

C以低の温度のイソベンタン槽中に入れて急速に冷却した組織切片では，全細胞が生存し

ていることから考えて，冷却速度がある程度以と大きいばあいには，冷却速度の高まるにつれ

て生存率が高まることがわかる。酒井等9)は冷却速度と生存率との関係について最近詳細な研

究を行なってこの事を確認している。

液体窒素処理後，加温の過程で -40
o
Cに10秒間おいた組織切片では，中央部の細胞が生
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存しでいるが，周辺部のものは死んでいた。また -60
0
C以低の温度に 10分間おくだけでは全

細胞が生存していたが， -30oCの温度では全細胞が死んでいた。 以上述べたこと，ならびに

電子顕微鏡による観察結果から考えて，超低温に急速に冷却した細胞では，ゆっくり加温され

る過程で，冷却中に細胞内に生じた氷晶核の生長がおこるものと考えられる。

木実験でえられた生存曲線は細胞内にできた氷晶核の生長速度の大小で説明できる。すな

わち -60oC以低の温度範囲て1土， 冷却時にできた氷品核の生長速度がきわめて小さいので

少なくとも 16時間それらの温度にさらしても，その後，急速に加温すれば，細胞は害を受けな

い。 これにたいして，約一40
0C以高の温度では氷品の生長速度が大きいため，冷却の過程で

細胞に有害となるほどに大きい氷品ができる。それ故に， -20
o
Cから -400Cの温度範囲では

室温からこの温度に急速に冷却した場合や，液体窒素に急速冷却後，この温度範囲において加

温した場合には，その後急速に加温しでも，生存率はきわめて低い。

以上の事実から，急速冷去Il，急速加温によって細胞を生存させるための基本的な要因は，

細胞内に氷品核ができるか否かではなく，細胞内にできる氷品の大きさが問題であることを示

している。細胞に有害となる氷品の大きさについては，今後さらに調べる予定である。

V.摘要

冬のクワの皮層組織切片を液体窒素ならびに各温度に冷却されたイソベンタン槽中に入れ

て急速に冷却し，ー78
0
Cのエタノール中で凍結置換した。それらの細胞の切片中に氷品のあと

と考えられる空胞が存在しているか否かを電子顕微鏡でしらベた。

1) 液体窒素ならびに， -60
o
C以低の温度に冷されたイソベンタン槽中に入れて急速に冷

却したときは全細胞が生存していた。また，これら細胞内には氷品のあとと考えられる空胞は

みとめられなかった。

2) -20
o
Cから -450Cの温度範囲では，室温からこれらの温度に冷されているイソベン

タン僧中に入れて急速に冷却したとき，ほとんどの細胞が殺された。 なお室温から -300Cの

イソベンタン槽中に入れて急速冷却した細胞内には，多数の氷品のあとと考えられる空胞がみ

とめられた。

3) 液体窒素中に入れて急速冷却後， -80oCから -10oCまでの各温度のイソベンタン槽

中に組織切片を入れて加温したところ，少なくとも -60oC以低の温度に 16時間おいた限りで

は，全細胞が生存していた。またその場合，細胞内に氷品のあとと考えられる空胞はみとめら

れなかった。 しかし -300C以高の温度においた場合には 1分間おくだけで全細胞が死ん

でし、たし;j;U1胞内には多数の氷品のあとと考えられる空胞がみとめられた。

えられた結果は細胞内にできる氷品の大きさによって説明できる。
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Summary 

To clarify the mechanism of survival at super-low temperatures with rapid cooling 

and rewarming， especially the relation between the existence of intracellular ice crystals 

and survival， some experim巴ntswere made with cortical cells in the twig bark of 

mulberry tree in winter. 

Cortical cells were cooled rapidly by direct immersion into liquid nitrogen and 

isopentane baths cooled at various temperatures. After immersion， they were freeze-

substituted with absolute ethanol at ー 780C. These were then embedd己d，sectioned and 

examined under the electron microscope for the presence and distribution of cavities 

left after ice removal. These cortical cells were then compared with nonfrozen controls. 

1t was confirmed that cells remain alive and contain no ice cavities when immersed 

rapidly into isopentane baths kept below -60
0
C or into liquid nitrogen. Whereas， when 

immersed into isopentane baths kept at intermediate temperatures from -20 to -450C， 

almost all of the cells were destroyed. 1t was also confirmed that many ice cavities 

were contained in these cells immersed rapidly into isopentane baths at -30oC. These 

facts s巴emto indicate that the water in the cortical cells was successfully prevented 

from freezing when cooled rapidly by direct immersion into isopentane baths below 

-60
0
C or into liquid nitrogen. 

The tissue sections immersed in liquid nitrogen were rapidly transferred to isopentane 

baths at temperatures ranging from -70
0 
to -lOoC before rapid rewarming. Little 

damage was sustained when samples were held at temperatures below -500C for 10 

minutes or below -60
o
C for 16 hours. No cavities were found in these cells. Above 

-450C， and especially above -300C， however， all cells were completely destroyed even 

when exposed only for 1 minute. Many ic巴 cavitieswere also observed throughout 



28 大塚宏二・酒井 昭

these cells. The results obtained may be explained in terms of the growth rate of 

intracellu¥ar ice crysta¥s. 

図版説明

図版 1-1

冷却しない無処理の組織切片を，室温で 2~もオスミツグ酸水溶液で 4 時間固定後，酢酸ウラ γ

と酢酸鉛で複染色した電子顕微鏡写真

C:葉緑体， M: ミトコンドリア， N:核， Nu:仁， s・澱粉粒， W:細胞壁， x9，000 

図版 II←2

室温から液体窒素中に入れて急速冷却した細胞の切片の電子顕微鏡写真。核とその付近の細胞

質を示しているが，氷晶のぬけがらと思われる空胞はみとめられない

C:葉緑体， I叶・ミトコ Y ドリア， N:核， Nu:仁， S:澱粉粒， x20，000 

図版 III-3

液体窒素中に入れて急速冷却後， -60oCのイソベンタン槽中に 10分間おいた細胞の切片の

電子顕微鏡写真。 核とその付近の細胞質を示す。 氷品のぬけがらとおもわれる空胞はみとめられ

tJ; ¥， 、

N:核， Nu:仁， S ・澱粉粒， x 32，000 

図版 IV

ι 液体窒素中に急速冷却後， -30oCのイソベンタン槽中に 10分間おいた細胞の切片の電子

顕微鏡写真。氷品のぬけがらとおもわれる空胞が多数みとめられる

Ic:氷晶のぬけがらとおもわれる空胞， W:細胞壁， x 15，000 

5. 室温から -60oCのイソベンタン槽中に入れて急速に冷却Lた細胞の切片の電子顕微鏡写

真。核とその周辺の細胞質を示す。氷晶のぬけがらとおもわれる空胞はみとめられない

N:核， Nu:仁， S:澱粉粒， X 20，000 

図版 V

6. 室温から -30oCのイソベンタン槽中に入れてそこに 10分間おいた細胞の電子顕微鏡写

真。氷晶のぬけがらとおもわれる空胞が多数みとめられる

Ic:氷品のぬけがらとおもわれる空胞， W:細胞壁， X 20，000 

7. 室温から -300Cのイソペンタン槽中に入れて 5秒間おいた細胞の切片の電子顕微鏡写真。

氷品のぬけがらとおもわれる多数の空胞と， コロイド溶液の凍結にみられる樹枝状構造がみとめら

れる

A:樹枝状構造， Ic:氷晶のぬけがらとおもわれる空胞， V:液胞， W:細胞壁， X 24，000 
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