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Shizuo YOSHIDA and Akira SAKAI 1968 The E丘巴ctof Thawing Rate on Freezing Injury 

in Plants. I1. The Change in the Amount of Ic巴 inLeaves as Produced by the Change in 

Temperature‘ Lozv Tel1l1うeratureScience， Ser. B， 2(;. (With English Summary p. 31) 

植物の凍害にふ、よほ、す融解速度の影響 II* 

凍結状態での温度変動に伴う氷の量の変化

吉田静夫・酒井 昭

(低温科学研究所楠物凍害科学部門)

(昭和 43年 9月受理)

I.緒 ニz 

'" 

凍結した植物を急速にとかすとき，組織搾汁の氷点付近を通過する速度が被害にもつとも

影響しし，組織搾汁の氷点以低の凍結温度範囲を通過する速度は被害にほとんど影響しなL、，1)り)

凍結温度カかミら組織搾汁の氷点付近までゆつくり加温するか，急速に組織搾汁の氷点付近まで温

めてそこに3分ほどおけば，それ以後の急速加温は植物に被害を与えなL、九これらのことは，

植物組織中の氷が凍結状態でも温度の上昇につれ融解し細胞内に再吸水されることを示してい

るように考えられる。一方，凍結温度から組織搾汁の氷点付近に急速に温めたときは，組織内

の氷は3分以内に融解して細胞内に再吸水されることが予想される。

本論文は，融解速度と凍害との関係を明らかにするため，植物組織内の氷が組織搾汁の氷

点以低の温度範囲において，温度の変化につれて量的にどう変るかを調べたものである。

氷の量の測定に関して御指導いただいた本研究所海洋学部門の小野延雄講師に深く感謝の

意を表します。

II. 材料と方法

真冬と春さきに北大構内にあるイヌツゲ Ilexcrenata Thunb.とイチイ Taxus cuspi-

data Sieb. et Zucc.の葉を採取して実験に使った。 葉を校から切り離すと -50C程度の凍結

温度では過冷却しやすいため，校付のまま -5
0
Cで凍結し生重量で 300-400mgを -50Cの

低温室内で凍ったまま秤量した。秤量した葉を O.7X4cm，厚さ O.lmmの銅板で帯状につつ

み:tO.050Cに調節された電子冷凍槽中で、所定温度まで冷却し，あらかじめ冷却された先細なピ

ンセットでつまみ熱量計の中に投入した。氷の量は氷の融解潜熱を利用して熱量的に求めた。

熱量計は放熱型2)を使った。直径2.5cm，高さ 5.1cmの銅の容器を直径 3.5cm，高さ 6.5cm 

の銅の容器の中にスチロポール製のリングで固定し，全体をジャーの中に収めた。外側の銅の

容器とジャーの間隙は一定温度の水で、満たした。もっとも内側の銅容器には 15mlの蒸溜水を

入れ，ガラス製の小型プロペラをコノLクのふたを通して外部からの小型モーターに直結し一定

* 北海道大学低温科学研究所業績 第916号

低温科学生物篇第26輯昭和43年
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速度で撹持した。熱量計の温度は太さ O.lmmの銅・コンスタンタン熱電対で測定し，フルス

ケール (25cm)が=t30Cになるように前置増幅器で増幅し，自動平衡型レコーダーで自記させ

た。銅容器の外側の水温は1時間以内に 0.5
0
C変化するだけであった。サンプル1個あたりに

つき氷の量の測定に要する時間は3分以内であったので，ニュートンの法則により補正する必

要はなかった。なお，すべての操作はOoCの低温室内で行ない，凍結したサンプルを熱量計に

投入する時聞は3秒以内で，滞空中のサンプルの温度変化ならびに霜の付着はほとんどさけら

れた。凍結状態での温度上昇に伴う組織内の氷の量の変化は，いったん，葉を -30
oCで凍結

してからそれ以高の各温度に移して1.5時間保ったのち測定するか， 1.5x3 cmのアルミホイル

で作った袋に葉を入れて -150Cで凍結してから -50Cあるいは -20Cの食塩と氷の混合液

に浸け撹持し，いろいろな時間に葉だけをピンセットでつまんで熱量計にすばやく投入した。

この場合はイヌツゲの葉を使い 1回の測定には 2枚ずつ使った。

各温度における氷の比熱は Dickinsonand Osborneの値 (Dorsey3)から引用)を用い，水

の比熱は Roth4)が 0-100oCで求めた値を用い OoC以下の値は -400Cまで外挿して得られ

る直線から求めた。 氷の量の計算方法は原理的には Greathouse5)が植物材料で測定した方法

に基づき篠崎町の方法にならって計算した。熱量計の水当量は500-550mgのOoCの氷を熱量

計に投入し，熱量計の温度変化から計算して求めた。 9回の測定結果は1.48=t0.37であった。

サンプルの乾物の比熱は，葉を 105
0Cで5-6時間乾燥して粉末とし，さらに 2-3時間 1050C

で乾燥した。この 500mgを重量既知のアルミホイルでつつんでからさらに銅板の帯でつつみ少

-15-ー20
0Cで冷却したのち熱量計に投入した。そして，篠崎町と同じ方法で計算し葉の乾物

の比熱を求めた。真冬の材料ではイヌツゲが0.275土0.040，イチイは 0.259=t0.022であった。

春の材料について氷の量を計算するときはこの値に基づいて計算した。組織内の氷の量は次式

により計算し，全含水量あたりの相対量で表わした。

x = wj : ; cJ日 ( 竺j)-(C，[M，凡1+刊叫h的)(tら円2
九一[rC叩 dtー):cCtdt] 

x: 葉の組織内に形成される氷の量
W: 熱量計中の水の量(約 15m!)

M'l: 業の乾物重量

Mw: 葉の含水量

tj， t2 : サンプル投入前後の熱量計の温度

te: 葉の凍結温度

Ho: OOCにおける氷の融解潜熱 (79.60ca!/gm) 

C切・水の比熱

Ci: 氷の比熱

ω: 熱量計の水当量(1.48)

h: サンフ。ルをつつんだ銅板の熱容量

C'l: 葉の乾物の比熱
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各凍結温度において，葉の組織内に生ずる氷の量と温度の逆数との関係はほぼ直線とみな

されるので6)，最小自乗法で回帰方程式を求め，これによって回帰曲線をえがL、た。

III.結果

葉の組織中にできる氷の量が，凍結下での温度の下降や上昇につれて可逆的に変動するか

どうかをイチイの葉を使って測定した。第1図にその結果を示す。 50Cで凍結したサンプル

を -35
0Cまで冷却する過程の各温度で氷の量を測定すると同時に，いったん一30

0
Cで凍結し

たサンプノレをそれ以高の各温度に移して1.5時間後に氷の量を測定した。

イチイの葉は 300Cの凍結で害をうけないので， 温度の下降および上昇過程での組織内

の氷の量はすべて生きた組織について測定されたものと考えられる。葉の組織内に形成される

氷の量は温度下降過程で測定しても，温度と昇過程で測定しでもその値は極めて良く一致し，

各温度に保つ時聞が十分に長ければ，組織氷点以低においても，いったん形成された組織内の

氷は温度上昇とともに可逆的に変動することがわかった。凍結過程において形成される氷の量

は，組織氷点から_lQOCまでの変化がもっとも大きく， -50Cにおいてすでに全含水量の 50r"，

。 司b
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第1図 組織搾汁の氷点以低の凍結温度にお

ける温度変動に伴う組織内の氷の量

の変動。氷の量は組織内の全含水量

あたりの百分率で示した

材料月 22日北大構内で採取したイチ

イの葉

0: -30Cから 350Cまでの凍結過程

で測定

ム: いったん -300C までゆっくり凍結

し，それ以高の各温度に移して1.5

時間後に測定
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第2図 組織搾汁の氷点付近における組織内

の氷の融解速度

材料月 8日に北大構内で採取したイヌ

ツゲの葉

150Cで凍結した葉を -2(0)およ

びーデC(・)の食塩と氷の混合液に
急速に入れてから一定時間後に氷の

量を測定。図中の破線は -2および

-50Cで凍結したときの氷の量を示
す(第4図参照)

業の搾汁の氷点: ー1.750C
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以上が， -lOoCではその 70%以上が凍結してし、る。-lOOC以低では温度の下降に対する氷の

形成量の割合は急激に減少し， -20oCから -300Cの聞の変化は 4%以内である。温度の上昇

過程では，たとえば， -30
o
Cで凍結した組織を -50Cにもどせば 30%の氷がとけて再び細胞

内に吸収されることになる。

つぎ、に，いったん凍結した組織を組織搾汁の氷点，またはそれに近い温度まで急速に温め

たとき，時間経過とともに組織内の氷の量がどう変るかを調べた。 1月8日に肝外で採取した

イヌツゲの葉をいったん -150Cで凍結し -5および一20Cの食塩と氷の混合液に入れて急

速に温め，一定時間ごとに組織内の氷の量の変化を測定した。その結果を第 2図に示す。

-15
0
Cにおける葉の組織内の氷の量は81%であるが， -5

0
Cにもどして 1分後には 67%，

3分後には 62%となって平衡に達する 15
0
Cから -20Cにもどすと 1分後には58%まで

減少し， 5分後には 25%まで減少して平衡に遣する サンフeノレは冷媒との接触を防く、、ため小さ

なアルミホイルの袋に入れてあるので，ある程度の温度のおくれは避けられない。 -15
0

Cから

-20Cの冷媒中に入れたとき，重ねた2枚の葉の中心部で， 30秒後に -2.50C，1分後に -2.20C，

l分30秒後に -20Ciこ達する。 -50Cの冷媒

中に入れたときはこれよりもやや早く温度平

衡に達し， 1分後には -50Cに達する。 しカ通

し，アルミホイノレに接した面は業の中心部よ

りも早めにそれぞれの温度に達しているだ

ろう。

氷の量を測定するときと同じ条件で，

-150Cで凍結した葉を -5および-2
0
Cの冷

媒に入れてから各時間後にとり出して20
0C

の温水中で、急速に温めたときの害の程度を調

べた。 その結果を第 3図に示す。 -15
0
Cか

ら直接 200Cの温水中に入れるとすべての葉

が害される。 一150Cから -5
0
Cの冷媒中に

入れて 2分後に 200Cの温水中に入れると，

葉の受ける筈の程度は軽減され，さらに3分

後には無害となる。 -15
0Cから -2

0

Cにも

どしたときには， 2分後に20
0
Cの温水に入れ

ても葉は害をうけない。ここで使ったイヌツ

ゲの葉はー7~-80Cから 200Cの温水中での

急速融解に耐えた。 -15 およびー7~80C で

凍結したときの葉の組織内の氷の量の差，

すなわち1l~13% だけ氷の量が減少するに

要する時聞は -50Cの冷媒に入れたときで

4 
~~ 

の

)St 3 

/、

2 

o 

第 3図

材料:

ー『

-

2 

1 一一 -15"~・2~2ぴw

i-一152...-5~ 2内

4 6 

lI!i 日] (分)

lデCで凍結後， 200Cの温水中で急速

融解する前に 2および -50Cに保つ時

間と害との関係

1月8日に北大構内で採取したイヌツゲ

の薬

-150Cで凍結した葉を -20C(O)および

デC(・)の液槽中に入れて急速に加温
し， そこに各時間おいたのち 200Cの温

水中で急速融解した。害の度合は数字で

示し， 0は無害を示しz 数字の増大は害

の増大を意味する
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第1表 使った材料の組織搾汁の氷点，合水量，耐凍度

および急速融解に対する抵抗性

合水量
組織搾汁

耐凍度
急速融解に対

材 処 理本 の氷点 する抵抗性**

(%/生重量) (OC) (OC) (OC) 

NC 59.9 1.75 -20 -7--8 

イヌツゲ Dehard 61.6 -1.72 5 -5以高

5月 8日 NC 56.5 1.61 - 5 -5以高

l月22日 NC 62.2 -1.91 30--35 10 

Dehard 63.5 1.81 -10 - 5以高
イチイ|

Dehard→H -2.02 20 5 

5月28日 NC 52.3 2.06 - 5 一日以高

* NCは無処理， Dehardは 200Cの暗黒中で l週間 dehardening，Dehard→Hは dehardening
後 OOCで2週間低温処理

特 急速融解しても耐えられる最低温度で表わした

約1分後， -20Cの冷媒に入れたときで 20-30秒以内であった。

27 

急速融解に対する抵抗性は季節的に著るしく変動するが，それと一定凍結温度における植

物組織内の氷の量との関係を調べた。 真冬と春さきおよび真冬に 20
0
Cで1週間 dehardening

した前後で、各凍結温度における氷の量を測定した。 第 1表に各サンフ。ノレの組織氷点(組織搾汁

の氷点)，耐凍度および 20
0Cの温水中での急速融解に対する抵抗性を示す。イヌツゲの葉は真

冬には -200Cでの 16時間の凍結に耐え，一7--80Cでの凍結温度から 200Cの温水に入れて

急速にとかしても害をうけない。 しかしこれを 20
0
Cで1週間 dehardeningすると耐凍度は

-50Cまで低下するし， -50Cからの急速融解にも耐えられなくなる。 dehardening前後での

組織氷点の変化は小さい。 春さきの材料は耐凍度が -50Cまで低下し -50Cからの急速融解

に耐えない。 その組織搾汁の氷点は真冬に比べて幾分高い。 イチイの葉は真冬にはー30-

-35
0Cで16時間の凍結に耐え_lQOCからの急速融解にも耐える。これを 1週間 20

0

Cで

dehardeningすると，耐凍度は-lQOCまで低下し， -50Cからの急速融解に耐えない。一度

dehardeningした葉を OOCで2週間低温処理すると耐凍度は -200Cまで増大し， -5
0
Cからの

急速融解に耐えるようになる。したがって，真冬における dehardeningおよび低温処理の過程

はある程度可逆的である。 イチイの葉も春さきに耐凍度が -50Cまで低下したときには -50C

からの急速融解に耐えない。

イヌツゲの葉を使って真冬と春に各温度で組織内の氷の量を求めた結果を第4図に示す。

各温度での氷の量は dehardeningの前後で大きな差は認められない。春さきは真冬の材料に

比較して各温度での組織内の氷の量はやや多い傾向が認められる。春さきの葉の採取時期がた

またま 10日間程乾燥のつづいた直後であったため， 葉の含水量は冬の材料よりも逆に 3~るほ

ど少なかった。このため，相対的な氷の量も正常な含水量のものと比較して幾分少めに現れる。

第 5図に，イチイの葉について，真冬と春さきに各温度て、求めた氷の量を総括して示す。

<iehardening後の各凍結温度での氷の量は， dehardening前に比較してやや多い傾向が認めら
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第4図

-10 -20 -30 
凍結温度。c

各温度におけるイヌツゲの

葉の中の氷の量

A: 5月8日に採取したもの

B: 月8口に採取したもの
C: Bと同時期に 200C暗黒中で

1週間dehardeningしたもの

れた。 -300Cにおける氷の量は dehardeningの

前後でそれぞれ84%および 86%である。 5月8

% 

氷

_'ft. 

80 

o 
-10 -20 -30 
凍結温度。c

第5図 各温度におけるイチイの
葉の中の氷の量

A: 5月 8日に採取したもの

B: 月22日に採取したもの
C: Bと同時期に 200C暗黒中で

l週間dehardeningしたもの

D: Bと同時期に採取し，液体窒

索中への急速凍結と融解を 2

回繰返したもの

日の材料は，イヌツゲの場合と同様に，葉の含水量が著しく減少していて，組織搾汁の氷点も

真冬よりも逆に低く 2.020Cであった。各温度での氷の量は逆に真冬の材料よりも少なく，

-30
0Cでの氷の量は 80%であった。

室温から液体窒素中に投入して室温でとかす操作を 2度くりかえして殺したイチイの葉に

ついて，各温度で凍結した氷の量を調べた。この実験には真冬の材料を使った。その結果，各

温度での氷の量は生きている材料に比べてやや増加する傾向が認められ， -30
o
Cでは氷の量が

88%を示した。凍結融解の過程でサンフ。ルの表面に霜の付着するのをさけるため，サンフ。ルを

アルミホイルで、つつみ液体窒素中に投入し，ついでポリエチレンの袋に入れてとかしたので霜

の付着による誤差とは考えられなL、。

IV.考察

朝比奈7)はウニの未受精卵を -20oCまで凍結状態で冷却してから， 20
0

Cの温水中で急、速

にとかすと著るしい害をうけるが， -50Cまでゆっくり (2
0

Cj分)温めてから温水中でとかすと

害は極めて少ないと報告している。一般に急速融解しでも害されることが少ないといわれる動

物細胞の中にも，植物細胞と性質の類似したものがあることは興味深い。
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凍結された細胞あるいは組織が，たとえ組織搾汁の氷点以低の温度でも，組織氷点に比較

的近い温度範囲まで温められそこであるていどの吸水が行なわれると， それ以後 200Cの温水

中に入れて急速に融解しでも害をうけないものと考えられる 1，九

組織搾汁の氷点以低の温度で植物組織中の氷の量が温度の変化につれて可逆的に変動する

かどうかについて，酒井8)はシラカパの校て、間接的な実験を試みた。その結果， -30oCで凍結

されたシラカパの枝を-lOOCに急速にもどした場合1分以内に組織聞の氷がとけ細胞内へ再

吸収されることを明らかにした。しかし，今までのところこの問題に関する直接的なデータは

ない。

Scholanderら9) はユスリカの幼虫を使って， microfroatation法により体内の氷の量を測

定し， -1--15
c
Cの間では氷の量は温度の上下にともなって完全に可逆的に変動することを

明らかにした。

著者らは， -30--350Cで 16時間の凍結に耐えるイチイの葉を -300Cで凍結してからそ

れ以高の各温度にもどして，そこに1.5時間おいてから氷の量を測定した。 こうして求めた値

は冷却の過程で、求めた値とよく一致した。しかし，これは時聞を十分にかけた場合て、ある。融

解速度と被害との関係を論じようとすれば，ある凍結温度からそれ以高の凍結温度，ことに組

織搾汁の氷点付近までもどしたときの氷の量の時間経過を知る必要がある。

-150Cで凍結したイヌツゲの葉を -5あるいは -20Cにもどすと，それぞれ3分および 5

分で氷の量の変化が平衡に達する。氷の量を測定するときと同じ条件で -15
0Cから -5およ

び -20Cの液槽中に入れ，そこに 3分および2分おいてから 200Cの温水に入れて急速に温め

たものは無被害であった。 -15
0Cで凍結したときの氷の量と，急速に 200Cの温水中で融解し

ても害のない凍結温度，すなわち 7--80Cでの氷の量の差は 11-13%である。 -150Cか

ら -5および -20Cの液槽に入れたとき，氷の量が 11-13%だけ減少するに要する時間とそ

こから 200Cの温水中に入れて無被害となる時間との間には時間的なずれが認められた。 この

ことは細胞間隙の氷の融解と細胞内への再吸水とが同時に起っていないことを示唆しているも

のと思われる。また，このことは葉の組織内における氷の生成場所やその局在化の問題とも関

連してくるかも知れない。その意味でも今後，組織内にできている氷の分布を調べることも必

要である。

われわれが問題にしたいのは，加温過程における単なる量的変化だけでなく，細胞外凍結

によって脱水された状態の細胞内への実質的な水のもどりである。しかしこれを直接はかる方

法は今のところない。細胞外の氷がとけて細胞内にもどるはやさは，原形質膜の水に対する透

過性によって左右されるし，透過性そのものが季節的に変化するので、10)，真冬の材料で得られ

た結果をただちに春の材料に適用することは問題かも知れない。今後春さきの材料や元来耐凍

性の低い材料を使ってこの問題をさらに調べる必要があるものと思う。

多くの植物は耐凍性の大きさと平行して急速融解に対する抵抗性も変動することを，

Tumanovら11，12)は冬の多くの木の校を用いてこのことを調べている。 クワの校の皮層細胞も

11月中旬にはー700Cから 350Cの水中への急速融解に耐えないが 12月中旬-2月末までの
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皮層細胞はこれに耐えられる 1問3め)

また， シラカバやマカバの真冬の校は -15
0Cからの急速融解に耐えられるのに，春さき

には -50Cからの急速融解にも耐えられない。

篠崎6)はイラガの前蝋で凍り得る水の量の季節的変動を調らべているが， イラガの体液の

氷点の変動とともに凍り得る水の量も変動することを明らかにしている。植物の組織搾汁の氷

点は季節的に変動する。ことに秋から冬にかけて組織搾汁の氷点がさがるので，ある温度で凍

る水の量が冬のものの方が相対的に少ないとも考えられる。しかし，まえに述べたように，真

冬のイチイやイヌツゲの葉を人工的に dehardeningすると耐凍性も急速融解に対する抵抗性

も著るしく低下するが，搾汁の氷点や各凍結温度での氷の生成量の変化は少ない。用いた材料

では春さき自然条件下で dehardeningされたものでも各凍結温度での氷の生成量は真冬の値

と大きな差はない。このように，季節的にも人工的な dehardeningのばあいでも急速融解に対

する抵抗性の差は，生成する氷の量の差だけからでは説明できない。むしろこれは耐凍性と密

接に関連した細胞それ自体の質的な変化川に基づくものと考えざるを得ない。

v.摘要
イヌツゲ，イチイの葉を用い，植物の急速融解の害を明らかにするため，凍結状態での温

度変動に伴う組織内の氷の量的な変動と，ある凍結温度から組織搾汁の氷点近くの液槽中に入

れて急速加温したときの組織内の氷のとけるはやさと被害との関係について調べつぎの結果を

得た。

1) いったん -15
0Cで凍結した葉を -2や -50Cの液槽中に入れて加温すると，組織内

の氷の量は減少して 3-5分以内に平衡に達する。 -15
0Cで凍結した葉を直接 200Cの温水中

でとかすと著るしく被害をうけるが -2および -50Cに加温してそれぞれ2分および3分後

に 20
0

Cの温水中でとかしても被害をうけない。

2) 葉の中に形成される氷の量は凍結過程で調べても，加温過程で調べてもほとんど同じ

であり，凍結状態での葉の中の氷の量は温度の変動につれて可逆的に変化する。
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Summary 

The changes in amoun t of ice formed in the leaves were det巴rminedby the usual 

calorimetric method in a temperature〆 rangefrom -2 to -300C in both processes of 

cooling and rewarming. As a result of the experiments， it became apparent that a re-

versible rehydration in froz巴nleaves took place as the temperature rose. 

When the frozen leaves at -150C were rapidly rewarmed by immersion in water 

kept at 20oC， they were completely killed， but could survive when kept longer than 

about 2 or 3 minutes in a bath at -2 or -50C respectively， bofore the rapid rewarming 

by immersion in water at 20oC. In connection with this problem， the amount of ice in 

the leaves transferred to a bath at -2 or -50C from -150C was determined. The 

experimental results showed that the amount of ice remaining in the frozen leaves near1y 

reached equilibrium in about 5 or 3 minutes respectively after a transfer to a bath kept 

at -2 or -50C from -15
0
C. 

One of the important problems to be solved in the clari五cationof the mechanism 

of damage caused by rapid thawing is to determine the rate of rehydration in cells of 

the melted water at temperatures near the freezing point of the leaves. 
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