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超低温にb ける植物組織の生存 VIIネ

l耐凍性の低い植物細胞を超低温で生存させる方法

酒井昭

(低温科学研究所 植物凍害科学部門)

(昭和 43年 9月受理)

1. 緒言

前報1-3)で述べたように，耐凍性の高い冬の木の枝の皮層細胞は，組織切片を媒液につけ

なし、で，液体窒素中に急速冷却しついで 350Cの温水中で急速加温しでも，すべての細胞が

生存している。しかしこの組織切片をカパーグラスの聞に水で、マウントして急速冷却，急速加

温するときにはすべての細胞が死ぬ。水のかわりに，組織切片をグルコースやジメチルスル

フォキサイド (DMSO)の2M溶液でマウントして急速冷却， 急速加温したばあいには，すべ

ての細胞が生存している2，4)。ただしグリセロールに浸したばあいには，同じ方法で急速冷却，

急速加温してもすべての細胞が死ぬ2，4)。このように，急速冷却，急速加温のばあいにも，細胞を

浸す媒液によって液体窒素処理後の生存率がかなり異なる。予備凍結法で植物組織をゆっくり

冷却後超低温で生存させるためには， その植物組織が -700Cの凍結に耐えることが不可欠で

ある5)。 また媒液につけないで植物組織を液体窒素中に急速冷却しそこから取り出して 35
0

C

の温水中で急速加温するばあいには，その細胞がすくなくとも -20
0

Cの凍結に耐えること

が必要であるヘしかし糖液につけて植物細胞を急速冷却， 急速加温すれば， -5
0

Cていどの

凍結にしか耐えない耐凍性の低い材料でも，この方法で超低温処理後生存させられるものと

思う。

本論文は，急速冷却，急速加温の方法で植物細胞を超低温で生存させるばあいの溶質の凍

害防御効果と，耐凍性の低い材料をこの方法で生存させる条件について調べたものである。

11. 材料と方法

実験材料としてクワ Morusbombycis Koidz.の冬の校と春の開訂期の枝の皮層細胞を用

いた。同一系列の実験には，同ーの枝の同ーの部分の皮層細胞のみを用いた。各実験には， 10 

個の縦断組織切片を用いた。細胞の惨透濃度は原形質分離法で平衡塩溶液を用いて誤Ij定した。

組織切片は約 0.03mlの各種媒液でカパーグラス (18X18mm)の聞にマウントするか，または

組織切片を媒液に浸した後，媒液を滅紙で拭いさつてから液体窒素中に入れて急速冷却した。
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なお冷却速度および加温速度は 0.1mm銅コンスタンタン熱電対を用い， オッシログラフで自

記させて求めた。各温度で予備凍結するばあいには -50Cで凍結後，各温度までゆっくりと

冷却し各温度に 15分間おいた。

溶質が細胞内に透過するか否かは，細胞を高調な水溶液中に 10分間入れておいた後，原形

質復帰しているか否かできめた。

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

赤溶液で染色後 2倍の高調平衡塩溶液(等調の食塩と塩化カルシウム溶液を 9・1の溶積比で

含む)と水とで原形質分離と復帰とを 2回繰返したのち， なお中性赤で正常に染まり，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。

III.結 果

1. 耐凍性の高い細胞を媒液に浸して急速冷

却，急速加温するばあい

耐凍性の高い冬の枝の皮層組織切片を各

種溶質の1.5および 2M水溶液中に 10分間

浸したのち，ヵパーグラスの聞にマウントし

て，室温から液体窒素中に入れて急速冷却し，

2分後に 35
0

Cの温水中に入れて急速加温し

Tミ。ポリエチレングライコールとポリビニー

ルピロリドン (PVP)は各 20%，水溶液を用い

た。なお用いた細胞の惨透濃度は1.5M で

あった。第1表に結果を総括して示す。

第1表 急速冷去jJ，急速加混した細胞の生存率に

およぼす各種溶質の影響

(昭和43年 2月)

生存率 (70)
溶質の;種類

2.0M l.5M 

王、ノレコース 100 100 

ラフィノース 100 40 

マンニトーノレ 100 70 

イノシトーノレ 100 60 

ポリエチレングライコーノレ (20~も) 20 

ポリピニーノレピロリドン (2070) 20 
平衡海溶液 (1M溶液) 10 

水 O 

細胞の渉透濃度 l.5M

組織切片はカバーグラスの聞に各溶液でマウン卜

して，室温から液体窒素中に急速冷却し， 3デCの

水中で急速加湿した

グルコースは等調溶液でも防御効果があるが， ラフィノース，マンニトール，イノシトー

ルは等調溶液中で、はその効果がかなり減少する。ポリエチレングライコールと PVPのそれぞ

れの 20%水溶液中では，その防御効果はきわめて低く， 1.0M平衡塩溶液ではその効果はまっ

たく認められない。なお 0.5M溶液に浸したばあいには，どの溶質も効果を示さなかった。

水と 1Mおよび 2Mグルコース溶液 0‘03mlをカパーグラスの聞にマウントして室温から

液体窒素中に入れて急速冷却したばあいの凍結曲線を第1図(水)と第2図(グルコース溶液}

に示す。

水のばあいには約OoCで凍結しているが， 1Mクールコース溶液のばあいには 2回の測定

で，いずれも -17--18
0

C まで過冷却後凍結した。 2Mグルコース溶液では， 凍結開始温度

は3回の測定で -25，-28および -290Cであった。なお 1M平衡塩溶液のばあいには 2固と

も約一12
0
Cで凍結を始めた。 2Mグルコースのばあいには 1Mク、ノレコースのばあいより邑

冷却の破れたあとの凍結量がきわめて少ないのが特徴的である。
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0，03 mlの 1Mおよび 2Mグルコース溶液

をカバーグラスの聞にマウントして液体窒

索中に入れた。オッシログラフで測定

""200 

第2図水を急速冷却 Lたばあいの凍結

曲線

0.03 mlの水をカパークラスの

間にマウン卜して液体窒素中に

入れた。オッシログラフで測定

-20 

第1図

耐凍性の低い細胞を急速冷却，急速加湿するばあい

5月初旬のクワの枝の組織切片は -100Cでの凍結にしか耐えないが， l.0:¥1グルコース溶

液に浸したときは -20
0

Cまでの凍結に耐える。冬の材料とちがって，組織切片を媒液に浸し

て急速冷却，急速加温するばあいには， 2Mのグルコース溶液に浸しても生存できない。

し組織切片を 1Mク守ルコース溶液て、マウン卜してから 50Cで予備凍結し，液体窒素中に急速

冷却しついで35
0
Cの水中で急速加温したときには，全細胞が生存していた(第2表)。

第3図は組織切片を 1Mクツレコース溶液に浸し -50Cで予備凍結後，各温度に冷やされ

たイソベンタン槽中に入れたときの生存率を示す。_lQOCのイソベンタン槽中に入れたとき

しカ、

2. 

急速冷却‘急速加温した細胞の生存率におよぼす糖の影響

(昭和 43年日月 8日)

第 2表

-50Cで予備凍結するまえに浸すグルコース溶液の濃度 (M) 

0.5 1.0 1.5 O 

100 

組織切片をカバーグラスの間にグノレコース溶液でマウントして急速冷却した。細胞の差是

透濃度は 0.85Mである

100 40 。率(%)存生
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第3図 耐凍性の低い細胞を 1Mグノレコース溶液に浸し，-50Cで予備凍結後，
各温度のイソベンタン槽中に入れたばあいの生存率

材料. グワの校の皮層細胞(昭和43年 5月8日)

条件 350Cの水中で急速加温，組織切j十をカパーグラスの間に 0.03mlの

グノレコース溶液でマウントして冷却

には加温速度に関係なしすべての細胞が生存していた。 また -14
0

Cに冷やされたイソベン

タン槽中に入れたときには急速加温したときの生存率が 60%，空中でゆっくり加温したときの

それが 40%で， 生存率は加温速度によって少ししか変わらなかった。 このことは細胞の運命

が冷却中および -14
0

Cの温度に5分間おかれる聞にきまってしまうことを意味している。約

一50
0
C以低の温度では，温度の低下につれて細胞の生存率は急速に高まり，一700C以低のイ

ソベンタン槽中に入れて急速冷却，急速加温したばあいには，すべての細胞が生存していた。

しかしー70
0C以低のイソベンタン僧中に入れて急速冷却後， -350Cの温度に 5分間おいてか

ら急速加温したものはすべて死んだ。なお，液体窒素中に入れた後，←700Cに5分間おいたも

のは全細胞が生存していた。

5月中旬の関野直前のクワの校の皮層細胞はー70Cでの凍結にしか耐えない。なお細胞の

惨透濃度は O目8Mであった。切り取った組織切片をピンセットでつまみ，室温から液体窒素中

に入れて急速冷却し，ついで 350Cの水中で急速加温したが，すべての細胞が死んだ。 しかし

液体窒素中に入れて急速冷却する前にグルコース溶液に浸し，ついで媒液を拭いさつてから急

速冷却，急速加温するばあいにはかなりの細胞が生存していた。第 3表に示すように等調溶液

(0.8M)より高調溶液の方がその効果は大きい。

第3表 媒液に浸さないで急速冷却，急速加温Lた細胞の

生存率におよぼす糖の影響

(昭和 43年 5月 22日)

組織切片を浸すグノレコース溶液の濃度 (M)
。 0.5 0.8 1.0 1.5 

生存率 (70) 。 20 70 100 100 

細胞の穆透濃度は 0.8Mである
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第4表 急速冷却，急速加温した細胞の生存率におよぼす各溶質の影響

(昭和43年 5月 16日)

溶質の種類

(1M) 

グノレコース

サツカロース

エリスリトーノレ

ザイリトーノレ

グリセローノレ

ベタイン

ラクトアマイド

トリメチノレアミンーN・オキサイド

メチオニンスノレアオキサイド

生存率| 溶質の種類 生存率

盟-)I~~~------，-1M(%し
100 ジメチールスノレフオキサイド 50 

100 ェチレ γグヲイコーノレ 30 

100 エチレ γ グライコーノレ→サッカロースキ 80 

100 尿 素 n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

i

1

1

1

1

 

ハ
u
n
u
n
u
n
U
ハ
U

ハ
u
n
U

ハ
U

ハ
U

ハ
U

1

1

1

1

1

 

グ ツン

ポリエチレングライコーノレ (20ro溶液)
ポリビニーノレピロリドン (20%溶液)

平衡塩溶液 (O.5M)

水

細胞の惨透濃度 0.8M

組織切片を室温で 20分間各溶液中に浸Lたのち， カバーグラス上にとり，媒液を充分拭いさつで

急速冷却，急速加温

* 組織切片をユチレングライコーノレで処理してから，媒液を拭い，組織切片を 1Mサツカロース
溶液に瞬間的に浸 L，媒液を拭って液体窒素中に入れたばあい

さらに急速冷却，急速加温した細胞の生存率におよぼす各溶質の影響を 1M溶液を用いて

調べた。 その結果を第 4表に総括して示す。なお，ポリエチレングライコールと PVPはいず

れも 20%溶液を用いた。 DMSO， エチレングライコールは細胞内に透過したが，他の溶質は

細胞内に透過しなかった。なお，冬の材料とちがって，春の耐凍性の低い材料ではグリセロー

/レは細胞内に透過しなかった。

緩慢凍結に対して凍害防御効果を有する溶質は，平衡塩溶液を除いていずれも急速冷却，

急速加温された細胞の生存率を高めた。 しかし細胞内に透過する DMSOとエチレングライ

コールの防御効果は，細胞内に透過しな

い溶質の効果よりかなりわるかった。ま 100 

た凍害防御効果の低い尿素，グリシン，

ポリエチレングライコーノレ， PVPの効

果はきわめて低かった。なおエチレング

ライコールの 1M溶液中に 5分間浸して

から，媒液を漉紙で拭い 1Mのサッカ

ロースに組織切片を瞬間的に浸して媒液

をすみやかに拭いさり，液体窒素中に入

れたときは，エチレングライコールだけ

で処理したものより生存率がきわめて高

カミっ7こ。

3 予備凍結後，急速冷却された細胞

の急速融解の害

'1ミ60
イ{.
，十1

% 40 

o 
-30 ・40 -50 -60 ー冗3

F備凍結温度 C 

第4図 予備凍結後，液体窒素中に入れた細胞の
生存率におよほす加温速度の影響

組織切片をカバーグラスの聞に水でマウントして

予備凍結後，急速冷却，急速加温した
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第5表 耐凍度の異なる細胞を液体窒素処理後生存させる条件

巴1

予備凍結法(水につけたばあい)

急速加温 緩慢加温
(WCの水中空 中)

急速冷却ー急速加温法

媒液につけて 媒液にっけないで
冷却するばあい 冷却するばあい

材料の耐凍度不

冬の最高の耐凍度 -5-100Cで予備
をもっ材料 凍結料

70 

200C以低でこ予
備凍結料

-300C以低で予
備凍結料

グノレコース溶液で 室温からそのま
処理材 ま料

グノレコース溶液で 室温からそのま
処理林 ま料

グノレコース溶液で 室温からそのま
処理後，ーデCで ま料
予備凍結料

グルコース溶液で グルコース溶液に
処理後，ーデCで つけ媒液を拭う**
予備凍結同

20 

-10 

- 5 
に
い
凍

液
拭
市

溶
を
刊

ス
液
一
寸

一
媒
で

コ

'cz

ル
け
デ
制

グ
つ
一
一
結

材料!1ワの皮層細胞

組織切片を水またはグノレコース溶液につけて冷却するばあいには， カノミーグラスの問にそれらの

0.03 mlでマワントした

* 耐凍度の大きさは細胞外凍結の状態で耐えられる最低iFm度で示す
料 いずれも液体窒素に入れて急速冷却

冬の耐凍性の高いクワの枝の皮層細胞は，水に浸して予備凍結してから液体窒索中に入れ

て急速冷却後，急速加温するばあいには， -50Cで予備凍結した細胞て、もかなり生存している。

しかしゆっくりと加温するときには， -20oC以低の温度で予備凍結することが必要である。

11月中旬， 耐凍性はかなり高まっているが， まだ最高値に達していない材料では， -30
o
C以

低の温度で予備凍結後，液体窒素中に入れ，ゆっくりと加温するときには大部分の細胞が生存

している。しかし急速加温したときには生存率は非常に低く，しかも低い温度で予備凍結後，

液体窒素中に入れたものの方が生存率が低い。このことは，耐凍性が最高値に達していないク

ワの皮層細胞では -20
o
C以低の温度で予備凍結した後， 急速加温すると融解の筈が出るこ

とを示している。

耐凍度のことなる細胞を液体窒素処理後生存させる条件を第5表に総括して示す。なお予

備凍結法のばあいには，組織切片を水につけて冷却するばあいのみについて記した。

IV. 考察

1. 媒液に浸さない状態で急速冷却，急速加温するばあい

冬の校の皮層細胞を媒液に浸さないで急速冷却，急速加温して液体窒素処理後生存させる

ばあいには，約100，000oC/分以上の速さで冷却，加温することが必要である7)0 10月中旬のク

ワの校の皮層細胞は -50Cでの凍結にしか耐えない。この時期の細胞を同じ冷却および加温速

度で処理しでもすべての細胞が死ぬ。 しかしこの時期の校を OOCで10日間 Hardeningする

と，同じ条件で、急速に冷却および加温しても，すべての細胞が生存している。なお， Hardening 
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した校の皮層細胞は -200Cの凍結に耐えるようになる。 また細胞内の糖含量は生重量当り約

80%増加する。しかし含水量は処理によって変わらなく，生重量当り約58%である。

また -100Cでの緩慢凍結にしか耐えられない細胞はやや高調なクツレコース溶液に浸し，

その媒液を拭いさつてから急速冷却，急速加温すればすべての細胞が生存している。このばあ

い， グルコースは細胞内に透過しない。高調溶液でなく等調のクールコース溶液で処理しでも生

存率は著しく高まる。等調溶液で処理したばあいには，細胞内の状態の変化はおこらないもの

と考えられる。

急速冷却，急速加温の方法で細胞を液体窒素に処理するばあい，細胞に害を与える 2つの

要因が考えられる。 lつは急速冷却中，細胞内にできると考えられる氷品核が冷却および加温

の過程で，細胞に有害になるていどまで生長するばあいである。他の要因は，組織氷点近くの

比較的高い温度でおこると考えられる致死的細胞内凍結である。冬の材料， 10月中旬に Hard-

enmgした材料，および1.0M グ、ルコース溶液で処理した材料のいずれの細胞のばあいにも，

液体窒素中に入れて急速冷却し，ついで -300Cに5分間放置したのち急速加温したとき， ま

たはゆっくり空中で加温したときには，すべての細胞が死んでいた。このことから考えて，急

速冷却中に細胞内に細胞に害を与えない程度の徴結晶ができていたものと考えられる。しかし

耐凍性の高い材料でも低い材料でも， -20Cから -600Cまで冷却するに要する時聞は非常に

短く約0.07秒であるので， Hardeningしない細胞や糖液で処理しない細胞にだけ，氷晶核が細

胞に有害となる大きさにまで生長するとは考えがたい。

したがって，冬と秋の材料， Hardening処理前後，および1M溶液処理前後における急速

冷却，急速加温後の生存率のちがし、は，組織氷点近くの比較的高い温度でおこると考えられる

致死的細胞内凍結のおこりにくさに求めなければならない。実際，秋から冬にかけて，また秋

に Hardeningしても，細胞内凍結はおこりにくくなる8)。エチレングライコールで‘処理したば

あいにも同様なことが認められている8)。 グルコースも細胞内凍結をおさえる強い能力をもっ

ていると考えれば，急速冷却，急速加温後グルコース処理した細胞の生存率が，無処理のもの

より高くなる理由は説明できる。しかし現在のところ，これを裏付ける事実はないので今後こ

れを確めたい。

等調のク。ルコース溶液で処理するよりも高調溶液で処理した方が生存率は高い。 -50Cて

いどの凍結にしか耐えない細胞では，やや高調のグルコース溶液で処理後急速冷却，急速加温

しでも細胞を生存させることはできない。こうした耐凍性の非常に低い細胞をこの方法で生存

させるためには，あらかじめ糖液で処理し，媒液を拭ってから -50Cで予備凍結して細胞内の

水の約50%9)を脱水してから急速冷却，急速加温することが必要である o

各種溶質の 1M溶液(細胞の渉透濃度は 0.8M)であらかじめ処理してから急速冷却，急速

加温したばあい， 溶質によって生存率が著しく異なる。 DMSOとエチレングライコールを除

けば，緩慢凍結に対して凍害防御効果の大きい溶質はし、ずれも生存率を著しく高める。このこ

とは溶質によって細胞内凍結をおさえる能力に差があることを示しているものと考えられる。

DMSOとエチレングライコールのように細胞内に透過する溶質はその効果が少ない。細胞を
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エチレングライ lコールの 1M溶液であらかじめ処理し，それが細胞内に透過して細胞が原形質

復帰したことを確めてから媒液を拭い，瞬間的に1M庶糖溶液につけ，その媒液を拭って液体

窒素中に急速冷却したときは， ほとんどの細胞が生存していた。 この事実は細胞内に溶質が

入ったことによっておこる細胞内の変化よりも細胞の表層の状態がより重要であることを陥示

しているように思われる。耐凍性が低い細胞のばあいには，グリセロールは細胞内に透過しな

い。このばあいには，グリセロールは糖と同程度の効果を有する。なおこれらの実験では，細

胞は液体窒素中に急速に入れ，そこに 2分間おいてから急速加温しているので，溶質の再結晶

温度10)のちがL、による影響は考慮する必要がないものと思う。

2. 媒液に浸して急速冷却，急速加温するばあい

冬の耐凍性の高い皮層細胞でも， 0.03mlの水でカバーグラスの聞にマウントして液体窒

素中に入れて急速冷却し，ついて急、速加温したときにはすべての細胞が死ぬ。このばあい媒液

としての水は -1--20Cで凍結する。凍結後約1.5秒間OOCを維持した後，急速に温度が低下

し， -20oCまでの冷却速度は 330Cj秒， -60oCまでのそれは 660Cj秒であった。このような凍

結後の速い冷却速度では，媒液の水の凍結につづいて氷点下，比較的高い温度で致死的細胞内

凍結がおこるものと考えられる。同じ材料を -5
0
Cで予備凍結して細胞内の水を約50%9)脱水

してから急速冷却，急速加温したときには，すべての細胞が生存していた。また組織切片を等

調またはやや高調のグルコース溶液0.03mlでカパーグラスの聞にマウントして， 室温から液

体窒素中に急速冷却したばあいにもすべての細胞が生存していた。このばあいp 低調な 1Mグ

ルコース溶液に浸したときにはほとんどすべての細胞が死ぬ。 1M:と2Mグルコース溶液に浸

したばあいの凍結曲線を比較すると 2Mグルコースのばあいには約 -300C まで過冷却して

から凍結を開始しp その後の凍結量も少ない。しかし 1Mグルコース溶液のぼあいには過冷却

の破れる温度もより高く，約一150Cで凍結後 -70Cまで温度が上昇する。 もし媒液の濃度が

同じで，過冷却の破れる温度が -170Cと-300Cのばあいには，媒液の凍結開始にともなって

細胞内凍結をおこす機会は -300Cの方が多いはずである11)。しかし 2J¥!!グルコース溶液のば

あいには細胞は原形質分離しているし，とくに原形質膜に接して濃厚な糖液の層でおおわれて

いるので，媒液の凍結開始につづいて致死的な細胞内凍結をおこす可能性は少ないものと思わ

れる12)0 1 M 溶液のばあいには凍結開始後1秒以内にーTCまでリバンドしたのち， -lOoCま

で冷却される。なおー70Cから -200Cまでの冷却速度は約lQOCj秒でかなり速し媒液が充分

濃縮されるまえに細胞が急速に冷却されるので， 凍結につづいて 20
0

Cまで冷却される聞に

致死的細胞内凍結をおこす危険があるものと思われる。なお， -30oC以低 -600Cまでの冷却

速度はいずれも約 450Cj秒である。 前報7)で報告したように， 水でカバーグラスの聞にマウン

トした冬の皮層細胞を秒速 40C以上二の速さで急速に冷却したときには，約一200Cまで冷却さ

れるまでに大部分の細胞が死んでしまう。凍結開始後一lOOCまでゆっくり冷却するか，ある

いはー5
0
Cの温度にある時間おけば，以後の冷却速度は生存率にあまり影響を与えないことを

前報7)で明らかにした。

もっと耐凍性が低い細胞でも，等調溶液に浸して 5
0

Cで予備凍結後，急速冷却，急速加
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温すれば，すべての細胞を液体窒素処理後生存させられる。これらの事実は，組織切片を媒液

に浸して冷却するばあい，冷却速度が大きいときには，凍結開始につづいて致死的な細胞内凍

結をおこす危険が大きいが，糖液中で凍結するか，糖液に浸してから -50Cで予備凍結するば

あいには，この危険が避けられることを示しているように!邑う。媒液につけて急速冷却するば

あいには，いろいろの温度で冷却を中断して，冷却中のどの過程で害がおこるかを調べること

は比較的容易であるので，この方法で被害のおこる温度範閤およびその原因を明らかにしたい。

春の耐凍{生の低い細胞をカバーグラスの聞に糖液でマウントし，さらに -50Cで予備凍結

したばあいでも，また冬の細胞を 2Mのグルコース溶液に浸したばあいでも，いずれもこれら

の細胞を一70
0

C以低のイソベンタン槽中に入れて急速冷却し，ついで -350Cの温度に移し，

そこに 5分間おいたばあいには，以後急速加温しても細胞はすべて死んでしまう。これらの実

験も急速冷却中に細胞内に細胞に害を与えない程度の微結品ができていることを示している。

耐凍性が低くなるにつれて，急速冷却，急速加温の方法で液体窒素処理後，細胞を生存さ

せることが困難となる。 その原因は細胞内の水や糖の含量よりも， 耐凍性の低い細胞では，

致死的な細胞内凍結を防ぐ能力が著しく低下していることにその主因が求められるかもしれ

ない。

-700Cまでの緩慢凍結に耐える耐凍性の高い皮層細胞でも，細胞を水につけて -50Cで凍

結し， -250Cまで冷却後，350Cの温水中で急速にとかすと融解の害を受けて死ぬ。 したがっ

て細胞を水に浸して凍結するばあいには，低い温度まで予備凍結してから液体窒素に入れた細

胞を急速にとかすことはできない。

前報12)で、述べたように， キャベツの細胞は水につけてー100Cで凍結したものを温水中で

とかせばすべての細胞が死ぬが，糖液に浸したばあいには，一700Cまでの凍結にも耐えたし，

-300Cで、予備凍結後液体窒素中に入れたばあいでも，さらに液体窒素から直接30
0
C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。このように，糖溶液は著しい凍害

防御効果をもっているし，また急速融解の害を防ぐ能力ももっている。したがって，耐凍性の

低い細胞では， 糖液に浸して -30
0

C以低の温度までゆっくりと予備凍結してから液体窒素中

に入れるばあいには，空中でとかしても温水中でとかしても，比較的容易に超低温処理後生存

させられる。

v.摘要

春の茄芽期の耐凍性の低いクワの皮層細胞は，ゆっくり冷却するばあい，ー100Cでの凍結

にしか耐えなかった。しかし， 1M:グルコース溶液に浸して -50Cで予備凍結し，一70
0
C以低

のイソベンタン槽中に入れて急速冷却された細胞は，急速加温後全細胞が生存していた。また

同じ時期の材料を 1Mクールコース溶液に浸した後，媒液を拭って急速冷却，急速加温したとき

にも，すべての細胞が液体窒素処理に耐えた。 -50Cの凍結にしか耐えられない耐凍性のさら

に低い細胞では 1Mのグルコース溶液に浸した後，媒液を拭って -5
0
Cで予備凍結し，急速

冷却，急速加温したとき液体窒素処理に耐えた。なお，糖，エリスリトール，サイリトール，
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ベタイン，ラクトアマイド， トリメチルアミンーN-オキサイド， メチオニンスノレフォキサイド

で処理し急速冷却，急速加温したばあいも全細胞が生存していた。このばあい，ゆっくり凍

結したとき凍害防御効果を示さない尿素，グリシン，ポリエチレングライコーノレ，ポリビニー

ルピロリドンで処理した細胞は急速冷却，急速加温後生存できなかった。ゆっくり凍結するぽ

あいには， -20
o
C以高の温度でかなり凍害防御効果を示す平衡塩溶液はこの方法では効果が認

められなかった。

急速冷却，急速加温の方法て、液体窒素に処理するばあい， 1容質によるこの防御作用の差は，

媒液の凍結につづ、いて比較的高い温度でおこると考えられる致死的な細胞内凍結を防ぐ能力の

差に帰せられるかもしれない。
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Summary 

Extremely hardy cells from winter twigs of mulberry tree can withstand rapid 

lmm紅白onin liquid nitrogen from room temperature and subs巴quentrapid rewarming 

in wat巴rat 350C. The application of the rapid cooling and rewarming method for 

maintaining viability at super-low temperatures is limited to the hardy materials which， 

if cooled slowly， can resist freezing below -20oC. However， it was found that even 

the less hardy cells which could not resist slow freezing below -lOoC could survive 
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lmm巴rsionin liquid nitrogen and subsequent rapid rewarming， provided that they were 

previously treated with an isotonic or a slightly hypertonic glucose solution and were 

blotted to remove the glucose solution， before immersion in liquid nitrogen. Th巴 other

solut巴ssuch as sucrose， erithritol， xylitol， betaine， lactoamide， trimethylamine-N-oxide， 

and methioninesulfoxide were found to give nearly the same protection as glucos巴 to

the cells against the injury caused by the rapid cooling and rewarming method. 

In the tender cortical cells which cannot resist freezing above ー50C，it is neces-

sary to prefreez巴 thecortical cells further at -50C after treatment with an isotonic or 

a slightly hypertonic glucose solution for maintaining their viability in liquid nitrogen. 

The protective action of these solutes may be attributed to the abi1ity to prevent 

the fatal intracellular freezing in the treated cells following freezing of the medium in 

the process of rapid cooling‘ 


