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要 旨

花粉の低温処理によって起る凍結障害にっいて論 じた。 すなわち凍結障害には2っ あり,1っ

は機械的損傷が花粉の細胞質や壁構造にお・こり,他 の1つ は正常な機能を低下させる生理的障害

である。

1.機 械的な傷害は凍結の結果,細 胞質が花粉壁か ら剥離する偽原形質分離が多 く,凍 結の時

間が長かったり,花 粉含水量が多い場合は,さ らに進行 して細胞質内部に空白な氷晶痕を残す。

これらは経時的に進行す る。さらに急激に液体窒素に直接ふれると花粉粒は嚇状に裂開す る。 こ

れらの傷害パターンを分類整理 した。 この他に細胞液に溶け込んでいたガス体が遊離 してできる

気泡が花粉の中にみられる場合 もあるが,こ れは花粉の生存にとってあまり有害ではない。

2.生 理的障害 は凍結限界温度に近い冷却処理,凍 結限界含水率に近い含水量の花粉の冷却処

理の場合に発生 し,培 養基上において,澱 粉合成能力が低下,又 は,全 く消失す る。 また花粉管

の伸張もよくない。

3.花 粉の凍結の様式に2種 類ある。1っ は細胞内凍結であり,1っ は細胞外凍結である。細

胞内凍結にはさらに2様 式がみ られる。
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す なわちFlashing現 象 で細胞質が微小な氷結 晶で瞬 間的 に凍結 され る。 この現象は顕微鏡下 で

花粉粒が暗黒に観察 される ことか ら容易 に判別で きるが,こ の とき花粉粒 の形状 は新鮮花粉 と大

差 ない。

Flashingし た 花粉 を一旦解凍 し,さ らに再凍結 させ ると全 く異 な った凍結様式 によ り細胞内凍

結 がお こる。 巨大 な氷結晶 の生長 をみ ることか ら顕微鏡 下では透 明な花粉 と して観察 され,細 胞

質 の萎 縮,花 粉外形 の変化 を伴 なう。

細胞 内凍結(Flashing)を 解 除す ると,カ ラマ ツ,サ ザ ンカ花粉等で は顕著 な外形 の変化 を もた

らせ る。特 にカラマ ッで はB型 の傷害像 と して観察され る。Exine,Intineと 細 胞質 の剥離が見 ら

れ,マ ッ型花粉で も発芽孔部分 に空 白帯がで きる。 この現象 は凍結偽原形質分離 の一 っ と考え ら

れる。

この傷害型 と第2次 の細胞内凍結に よってお こった現象 を綜合す る と,壁 構造 の変性,つ ま り

細胞壁が氷 を透過 しない性質が失 なわれた もの と考 え られる。 また細胞質 の凍結 によ り内部圧力

のバ ランスが くずれ,Flashing解 凍 後 カラマ ッ花粉は球 形を呈す る。 これ らの傷害が進行す る と

細胞質 内に氷 晶痕がで きる。

これ らの現象 はすべ ての花粉 に共通す る ものではな く,ヒ マ ラヤスギ の花粉 では この条件 下で

は観察 できない。 また ライムギ死花粉で実験す ると,Flashingす るばか りで な く,再 凍結 して も

再 びFlashingし,Pseudoplasmolysisは み られない。

4.細 胞 外凍結は カラマ ッ花粉 で よ く観察で きる。-5°Cで 植氷 し一10°Cで 凍結 した結果,

Mediumで あ る水 が氷 晶をつ くり,凍 結時間が 長 くなると,前 葉体細胞 側が特異 的に萎縮す る

(写真8)。 この細胞外凍結 は 花粉 の生存 に重大 な影響 は与えず,解 凍 して も外型に変 るところは

ない。

5.以 上 の他 長期 間超低温 に貯蔵 した花粉 の うち,Quercusgrauca,Magnoliagrandiflora,Larix

な どの花粉 に気泡 の発生 をみる ことが ある。 比較的高い含水率の花粉 に発 生す るが生存力 に変 り

はない。 またCamelliasasanqua花 粉 で は凍結 によ りLipid様 物質 の滲出をみ る。

第5章 花 粉 の 凍 結 障 害

前章16)で 述 べ て きた ように,花 粉粒 内の自由水 が氷晶 を生成す る と,他 の植物 組織 と同様 に凍

結死す る。 植物細胞 の凍結 については既 に多 くの研究1-15)が あ るが,花 粉 の場合 は壁構造が他 の

細胞膜 より複雑 であるため,凍 結 の様式 に異 なる点 もあ り,凍 結 によって花粉 のうける障害 も多

様で あ る。 カラマ ッ花粉 にっ いて凍結 障害 を類型化 し,す で に報告17)し た が,他 樹種の花粉で も,

そ の類 型をほぼ適用す る ことがで きる。

凍結 障害 には,氷 晶生成 による細 胞壁 の裂損 や,原 形 質 破 壊 な どを主 とす る機械的傷害のほ

か,低 温処理 によって花粉粒内に澱粉 形成がみ られな くなった り,発 芽 して も花粉管 の伸張が極

めてわ るい場合 な ど,主 として生理的 な障害 もみ られる。 ここで は この二者 を総合 して凍結障害

とした。

1.低 温 下 にお ける花粉 の凍結像

カラマツ,ク ロマ ツ,ヒ マ ラヤスギ,サ ザ ンカ等 の花粉 を材料 と して低 温下 にお ける花粉 の凍

結像 を調べ,凍 結死 に関す る2・3の 知見をえた。

花粉 の凍結に も植物細胞 の凍結 と同様,細 胞 内凍結,細 胞外凍結の2様 式がみ られる。 また,
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カ ラマ ッ花粉 でえ られた細胞 内凍結 にはさ らに2様 式がみ られた。

新鮮 な飽水状態(72%)花 粉 の凍結 にまずみ られ る細胞 内凍結 はFlashing現 象13)で あ り,さ

らにFlashし た 花粉 を解 凍 し再び凍結 した時にみ られる細胞内凍結で ある。 これ らの細胞内凍結

は花粉 を凍結死 させ,細 胞外凍結 は多 くの場合,花 粉 を生存 させ る ことがで きた。

1・1細 胞 内凍結像(lntracellularfreezing)

飽 水 カラマ ッ花粉 を水でマ ウン トし,カ バーグ ラスをかけた上,-27°Cで 急速 冷却 した場合

の細胞内凍結 を写真1に 示 した。冷却処理 は,あ らか じめ一30°Cの 低温室*に セ ッ トした顕微鏡

のステージ(-24～-26°C)を 利 用 し,急 速 に冷却 した。 冷却速度は別に銅 コンス タンタ ン熱 電

対で測定 し,写 真2の 冷却曲線 をえた。Mediumの 水 が完全 に氷 晶を作 り終え冷却 が再開す ると

きの冷却速度(写 真2の 矢印,冷 却開始後約60～80秒)は,お ・よそ0.8°C/sec.で あ った。

このように して冷却 したカ ラマ ツ花粉 は,冷 却開始後90～120秒 ま で の間にFlashingを 終 了

す る。 なお・,Flashing開 始 の時間はMediumの 水 が氷結 し,冷 却が再 開 される時 間 とほぼ一・致

す る。

また,-18°C低 温室内で,全 く同様 の実験を行 ない,Flashing開 始 時間を測定 した結果,花

粉 周囲の水 が全面 にわ た って凍結 した 時 に始ま り(冷 却開始60秒 後),15～25秒 後 が最 も激 し

く,35秒 後 には,ほ とん どの花粉 はFlashingを 終 った。 この場合,個 々の花粉にお・けるFlashing

は瞬 間的 に全面 に起 こることが観察 され る。

Flashingし た花粉 の形態 は,新 鮮 な状態 と変 らず楕 円球で ある。 これ は花粉粒内外が凍結 し,

内圧 と外部圧力がっ り合 う状態 にあ ると考 え られる。

Pinoid花 粉,す なわち ヒマ ラヤスギ,ク ロマ ッ等 の花粉 のFlashingは お こ りに くく,特 に こ

の条件下で ヒマ ラヤスギ花粉 のFlashingは 全 く観察で きなか った。

さ らにMediumを 凍結 させず に花粉粒 だけをFlashさ せ るため,シ リコンオ ィルで飽水花粉

をマ ウン トし,細 胞 内凍結 をお・こさせ た結果,水 でマ ウン トした場 合 と同様,Flashingす る こと

が観察 された(写 真3)。Flashing開 始 までの時間は水Mountの 場 合 と同様である。 この点 は,

飽 水乃至は凍結 限界含水量以上 の水 を含む花粉の アンプル内 にお ける凍結の現象 と同様 と考 え ら

れ る。

サザ ンカ,ラ イムギ花粉 のFlashingも ほ ぼ同様 の方 法で観察 しうる。即 ち飽水状態 に した上記

花粉 を,-30°C冷 却板上で直接冷却 した結 果,カ ラマッ と同様,細 胞内凍結 をお・こ し,Flashing

した(写 真4)。 ライムギで は採取後1力 年 を経過 した約6%含 水率 の死 花粉 を用Nた が,飽 水

させた後 の凍結 でFlashingす る ことは他 の生花粉 と同様であ った(写 真4,5)。

1・2細 胞内凍結(Flashing)花 粉 の再凍結像

Flashingし た カ ラマ ッ花粉 を約30°Cの 温度で 直ちに解凍 したのち,再 び前項 と同様の冷却 速

度で凍結 させた。 その結果,前 項でのべ たよ うなFlashingの 現 象 は全 く起 らず,花 粉 粒外部 にあ

るMediumの 氷 晶 と同様 の巨大 な氷 晶が細胞 内に生成 し,細 胞質 など花粉内容物 は 萎縮 し不定

型 となった。 この型の細胞 内凍結 は顕微鏡下 で透明 な像 として観察 され る(写 真6)。

以 上示 した細胞 内凍結様式の差 か ら,第 一次の細胞 内凍結 っま りFlashingに よ って花粉壁 の

構 造 に変性 が生 じた ことを示す。 これはすで に前章で ものべ たが,根 井15)ら は細胞 内凍結 によ っ

*こ の実験は北海道大学低温科学研究所,酒 井昭教授,大 塚宏二氏の御指導を得て,低 温棟において行

なったものである。
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て 細 胞壁の選択透過性が損 われる とのべ,膜 変性 のあ ることを示 しているが,カ ラマ ツ花粉の再

凍結 に見 られる現象 は,外 か らの氷晶 の侵入 を容易にさせ る物理的 な構造変化がお・こった ことを

意 味す る。 ヒマ ラヤスギ,ク ロマツ花粉で の再凍結の現象 は,こ の条件下 では観察す るこ とがで

きなか ったが,サ ザ ンカ花粉 の場合 はカラマ ツと同様,透 明な巨大氷晶が細胞質 内部 に侵入す る

のが観 察された。 な齢 ライムギ花粉で この再凍結現象はみ られず,再 びFlashingす る(写 真5参

照)。

以上 のこ とか ら,再 凍結で巨大氷晶が花粉 内部にで きる ことは,す べての花粉にみ られ る現象

で はな く,Taxoidの よ うにIntineが 厚 く,か っ花粉壁 がVarrucate構 造 の場合 にお・こりやす く,

元 来原形質分離 をお こ しに くいGramineae花 粉 では お こ りに くい ことか ら,壁 微 細構 造の差16)

に 由来す る現象 と考え られる。

1・3細 胞内凍結花粉 の解凍像

Flash中 も楕円球を保 っていたカ ラマ ッ花粉 を,+30°Cで 急速 に解 凍す る と球状 に変形 し,も

はや楕円球 とは な らな い(写 真7)。 解 凍後 はIntine部 分 の肥厚 がみ られ,外 壁(Exine)と 花

粉粒本体 との間に空 白部分が観察 される。 この部分には第一前葉体細胞がみ られるこ とか らEct-

intine部 分 が膨 潤肥厚 した もので あ り,し たが って,こ の現象 は偽原形質分離 と考え られる。 こ

の空 白部分 は細胞 内凍結 したスギ,タ イザ ンボ クなどの花粉 の解凍後 に も観察 される。 また前節

で のべ たように,こ の花粉 を再凍結 させ ると,花 粉粒 内は巨大 な氷晶がで きることか ら,膜(壁)

構 造 の凍結変性 の結果 と考え られ る。 後節 でのべ るカ ラマッ花粉 の凍結死 を知 る指標 と して重要

で あ り,ま た空 白部分の大小で凍結の程度 を知 ることがで きる。 この球形 化へ の形 態変 化は低温

処理で は細胞 内凍結の結 果に限定 して見 られ,一 般的 には+温 度で長 期間放置 したカ ラマ ッ花粉

にみ られるが,カ ラマ ツ花粉 は死 とともに極軸方 向への内圧が な くな るもの と考え られ る。

特 にFlashingの 結 果,細 胞質,壁 構造 に機械 的な損壊が もた らされた事 は明 きらかであ る。

サザ ンカ花粉 の場合 は,解 凍後Plasma内 部 は氷晶生成の跡 と考xら れ る穎粒状 の不斉 な像 と

して観 察され るが(写 真4),壁 構 造 の形態的変化 は電顕 レベルで の追 跡をまたねばな らない。 ラ

イムギ死花粉で は,す で に前項で のべた如 く花粉内部は無 処理 花粉 と同様 の状態 を呈 し,凍 結に

よる損傷はみ られなかった。

1・4細 胞外 凍結像(Extracellularfreezing)

飽 水 状態 のカ ラマッ花粉 をカバ ーグラス には さみ,水 でマ ウン トしたのち 一5°Cで 植 氷,直 ち

に一10°Cに 急冷 して細 胞外凍結 させた ところ写真8に 示す 凍結像 をえた。

細胞外(厳 密 には花粉 粒外)に あ る水 は 一10°Cに 試料 をお・いた後,2分 間 以内に結氷 し,花

粉は次第 に不規則 な外形 を呈するにいたる。 カ ラマツ花粉 にお ける細胞外凍結 の典型は写真 に示

したが,特 に柄細胞,前 葉体細胞 のあ る求心極側(写 真8← 印)が 凸状 に萎 縮す る。 一般 に常温

にお ける乾燥 花粉 は球形 を示す のに対 し細胞外凍結におけ るこの萎縮 は,水 分含量 が多 く,楕 円

球状 か ら進行す るため中心 細胞 な どの萎縮 は少 な く,花 粉粒 自身の細胞質 部分が萎縮す るために

不規 則 な形 とな ると考 える。

この細胞外凍結 を一10°Cで16時 間継続 させ た像 は写真8のHで あ る。 す なわち細胞外凍結時

間が長 くなるに伴 ない萎縮 が進行す る。 これ は細胞外凍結に より花粉 内部 の 自由水が昇華 によっ

て脱水 された結果 と考え られる。

細胞 外凍結 の場 合は細胞膜(花 粉 壁)に 傷害 を与えず,'ま た細胞質 に損傷 は起 らない。 したが
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って解凍後は楕円球に戻 り,対 照花粉 と形態的に全 く変わりがない。 細胞外凍結による花粉内容

物の萎縮は偽原形質分離 と考えられるが シリコンでマウントした場合はExineの 萎縮はなく,

(写真9)Intine部 分が変形を与えているようである。凍結原形質分離であろう。

2.各 種花粉の凍結障害

超低温処理実験による凍結の傷害像を固定 し直接検鏡することは相当の設備を必要 とする。 そ

こで凍結によって発生 した傷害の加温後における形状を無処理花粉 と比較する間接的方法によっ

て花粉の凍結傷害の程度を類型化 した。 即ち,加 温(解 凍)後 の花粉を発芽床又はスライドグラ

スにとり,直 接検鏡 して処理別の凍結傷害像を検討 し低温処理の諸実験結果に応用 した。 この間

接的方法による傷害パターンは前節でのべた細胞凍結の解凍像 とほぼ一致 した。 なお本節におけ

る凍結傷害の類型は既報17)の分類を用いた。

2・1ス ギ花粉にお・ける凍結障害

スギ花粉の形態 ・発芽過程はカラマツ花粉のそれとほぼ同様であるが両者の間にある顕著 な差

は吸水 ・脱皮の結果みられる内膜(lnt量ne)の 厚さ(特 に膨潤時の直径)が スギでは花粉粒径の2

倍にも達することであり,こ の差が傷害のパターンにもあらわれて来る。 表1に 示すように,ス

ギ飽水(約72%含 水 率)花 粉

では 一196°C10秒 処 理 で 約

40°oが すで にD2型 の傷害 を

うける。 また20秒 処 理区で

は,す べて の花粉がD2型 に

な るが,カ ラマ ッ花粉の場合

はC2型 を示 したにす ぎない。

この両者間 にあ る傷 害程度の

差 はIntine層 の 厚 さ の差に

由来す るもの と考え られ るこ

とはすでにのべた。 したが っ

てカ ラマ ツよ り厚 い ス ギ の

Intineは 低 温処理に よって急

激に氷結 晶を作 り,細 胞質へ

第1表72%ス ギ 飽 水 花 粉 の 一196℃ 直 接 冷 却 処 理 に お け る

凍 結 傷 害

TablelFrostinjuredofC,ryptomeriajafionicapollen.

Immers.10
sec.120sec.140sec.

-196°C
 -
Pattern

lnjury.Ntype59D240:6%4°/0991。 。%
-

Germ.%5.9%00
1 

P・tternlc・11.8%

Injury

OnAgarDEN、ype3.542.3C4type100Catype100%

mediumB236.5%

setting

after

72hrs.

Watercontents;72%

の氷結晶の侵入を容易にするものと思われる。

B型 傷害をもっ花粉は多 くの場合,B2型 のまま発芽床上で静止 し以後の形態的変化を伴なわな

い。また 一196°C直 接冷却10秒 処理の結果,解 凍直後には正常な形を示す花粉は約60°oに も及

ぶが,72時 間発芽床で培養後発芽するものはわずか6%に す ぎなかった(表1参 照)こ のことは

正常型花粉(機 械的傷害のみられない)で も,そ の多 くが発芽床上で発芽することのできない,

いわば生理的障害をうけているものとみられる。

以上のべて来た機械的傷害や生理的障害の他に,F型 すなわち花粉粒内に気泡の発生をみるこ

とがあるが後節で詳述する。

2・2ヒ'7ラ ヤスギ花粉の凍結障害

一般にPinoid花 粉の凍結傷害像はTaxoid花 粉に比較 して明瞭でなく,傷 害パターンもカラマ
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ツほど多くない。 これらの花粉での凍結傷害 の程度は低温処理後,人 工発芽床上で現われる原形

質の萎縮など主 として形態変化によって判別す る方法 しかないようである。 したがってい くっか

の冷却実験を行ない解凍直後及び発芽床上での花粉の動 きを比較する方法によった。

2・2・1飽 水花粉にみ られる凍結傷害

滅菌水を吸収させた68%飽 水花粉を1ccガ ラスアンプルで封 じた後,-80°Cへ 直接冷却 し

た結果,花 粉は写真10に 示すような傷害像を示 した。-80°Cに2～4分 間浸漬 した処理花粉は

細胞質部分にごく微水な気泡様の像が散見で き,ま た発芽溝位置に空隙がみられる。さらに16～

100分 間処理をすると,こ の気泡様の部分は多少発達 して大きくなり,22～24時 間の処理で細胞

質は外膜(Exine)か ら剥離 もしくはIntine部 分にわずかな剥離が生 じた。以上の結果から一80°C

処理による凍結傷害は,冷 却処理の時間の長短に支配されることがわかる。 なお この気泡様の像

が氷晶の痕跡であることを裏づける結果はまだえられていない。 な齢,い ずれの花粉 もすべて発

芽せず96時 間培養でC4型 を示すことから細胞質の破壊をうけていることは明らかである。

2・2・2飽 水花粉の急激な凍結による傷害

冷却速度をさらに高めるため68%飽 水花粉 を24×32mm厚 さ0.13～0.17mmの カバーグラス

にはさみ,パ ラフィンで封 じた後 一80°Cに 一定時間冷却処理 した。 また同時に6.5°o含 水率花

粉を処理 し対照 とした。

この冷却処理の結果は両含水率花粉 とも殆んど凍結傷害 と考えられる形態変化はみられない。

高含水率花粉ではわずかに遠心極側に空白部分が帯状にみ られるが,前 項の実験結果にみられた

細胞質の気泡様損傷は認められない。 この結果を前項の結果 と併せて考察すると,急 激な冷却処

理をした場合は,細 胞質にあまり大 きな氷晶はできず,花 粉内の水が過冷却状態であると考えら

れる。 しか し,こ の処理花粉は人工発芽床上で発芽 しない。このことか らヒマラヤスギ花粉で も,

細胞質は機械的損傷のほか生理的な変化を伴なう障害がある。

2・2・3ヒ マラヤスギ花粉の細胞外凍結

第2表 乾 燥,飽 水 ヒ マ ラ ヤ ス ギ 花 粉 の 水 マ ウ ン ト直

接 冷 却 処 理 に お け る 花 粉 の 生 存 と 凍 結 傷 害.

Table2.FrostinjuredofCedruspollen.(watermounted)

6.5%po11en68%pollen

-80°C‐196°CGerm .%‐80°CInjured

10min.‐87.03sec.

30min.‐89.36sec.

60min.‐84.815sec.Germ.

2hr.～90.530sec。0%

3h1・.-84.660sec.Injur.

21hr.-9α490sec.c,

30hr.1‐181.111120sec.

48hr.1‐166.5113min.

120hr.1‐182.OII6min.

48hr.13min.191.2!112min.

50hr.1hr.:..30min.

22hr,3min.80.260min.

Controlgermination;88.3%

前項の実験に用いた花粉 を

滅菌水 とともに カバ ーグ ラス

に はさみ 一80°Cに 直接冷却

した ところ第2表 に示す よう

な結果 をえた。即 ち6,5%花

雛薫蜜鰹蹴怒
発芽率 も対照区 と変 らず,凍

結に よる傷害 はない。 っま り

花粉粒 内 に凍 りうる水 がない

限 り細胞 外のMediumで あ

る水 が凍 って氷晶 を作 って も

花粉 に損傷 は,与 えていない

ことがわか る。 もちろん この

ような低含水率 の花粉でFla-

shing現 象 はお・こらない。
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一 方,飽 水状態花粉 の場合で は,カ ラマ ッ花粉の例にみ られた外 部氷晶 の侵入が,ヒ マ ラヤス

ギでは見 られない。 この点か ら,Pinoidの もつ壁構造 の場合で は透過性 の増大 をもた らすよ うな

変 化はお こらない もの と思わ れる。

しか し細胞質 には 前掲の損傷 痕跡 と思 われる 気泡様 の部分が,花 粉 の解凍後に 散見で きるこ

と,発 芽部位 の空 白にみ える剥離 などが観察 され,ま た発 芽床 上で48時 間 後C4型 の傷害パ タ胃

ンを示 し,発 芽 しない点 な どか ら総合 して機械的損傷 があ った ことは推定 しうる。

2・3そ の他 の花粉 にみ られる凍結障害

サザ ンカなど花粉壁にLipid様 物 質 を多 く含む花粉,及 びMagnoliaccaeな ど特に長 い発芽溝 を

もっ種類 の飽水花粉 の凍結,加 温後に現われ る形態 的,機 能的変化 を調べた。

傷害 のパ ター ンは発芽床上 でB2型 を示す ものが多 く,い ず れ も限界含水量以上の水分 を含 む

花粉 に この傷害がみ られた。 しか しサザ ンカ ・イイギ リ等Lipid様 物 質 を含む種類 の花粉で は,

花 粉壁外側 に油滴の滲 出が見 られる(写 真11参 照)。 また高含水率花粉 を液体窒素 に直接ふれ る

な ど,急 激 な温度変化 を与え るとE2型 の裂 口,又 はExineの 裂 開がみ られる(写 真12-BのE)。

こ の凍結傷害 をクロマ ツ花粉で起 こさせる と,AirbagとExine共 に花粉 実質か ら離 脱する現象

が見 られた。 この点はTaxoid花 粉 の脱皮現象 に似て,花 粉形態学上興味深 い。

ライムギ死 花粉 では,ほ とん ど細胞 質の形態的変化 が見 られない。Flashingし た 花粉 を再凍結

させて も,巨 大 な氷晶の侵 入す る細胞 内凍結 がみられないこ とはすで にのべ た。 これは ライムギ

は じめ,イ ネ科花粉 が一般 に原形質分離 を起 こ しに くい花粉であ るとい う,花 粉 の もっ特性 によ

るものと考え られる。 したが って低温 にお・ける物理的現象 は花粉 の場合一 様ではな く,特 に壁構

造 など個々の種類によ って解剖 学的な差 と,そ れに由来す る凍結様式の特 性 にっいて今後更 に研

究す るべ きことが多 い。

3.低 温処 理によ って起 こる2・3の 障害

前項まで主 と して機械 的損傷 についてのべ て来た。 しか し冷却処理後,形 態的には生 花粉 と変

るところがないが,発 芽,澱 粉形成 能な どに影響 を及 ぼす機能的な障害*が み られる。 また既 に

ふれたF型 の障害 は発芽 の機 能に影響 は与 えず,花 粉 の生命 は維 持 しうる とい う点 で特 異で ある

(次節詳述)。 これ らはいず れ も低温処理 の結果与え られた もので あるため低 温障害 と して取扱 っ

た。

3・1低 温処理 による花粉 の澱粉合成能 の変化

68%飽 水 ヒマ ラヤスギ花粉 をア ンプル に封入 し,急 速冷却後,通 常の寒天培地で発 芽試験 を試

みた ところ,低 温 処理の温 度によ って花粉粒 内の澱粉合成 に差 のある事がわか った。 置床後48,

72時 間 後の澱粉 合成花粉 の割合は,第3表,第1図 に示す ように変化 した。 この処理 における凍

結限界温度は30～35°Cの 範 囲であ り,こ の温度以 下ですべて凍死す る。 この凍結 限界 温度以高

の処 理花粉 は,発 芽床上での培養 時間 とともに澱粉合成粒 は増加 し,72時 間後 の発芽率93%に

対 し澱粉合成 した花粉 は70～90%に 及 ぶ。 この現象 は澱粉合成系酵素活性 が正常で ある ことを

示 し,無 処理花粉 の発 芽経過 と何等変 らない。

*す でに凍結 「傷害(  )」として来たものは主として機械的損壊を被むった場合を指 して来た。 写真12に

み られる傷害パターンである。 しか し,花 粉の生理的 ・機能的な障害を誘起する場合がある。 この

ような場合を凍結 「障害(  )」ということにする。まだ低温科学の領域で明確な規定はない。
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第3表 急 速 冷 却 を し た ヒ マ ラ ヤ ス ギ 花 粉 の 発 芽 率 と 澱 粉 形 成 率

Table3Effectsofrapidcoolingtreatmentsongermnation

rateandstarchformationrateofCedrusdeodara

pollen.

StarchiStarchGermination

formationformationrate(%)

at24hr.lat48hr.at72hr.

Cont.62.3%85.9%195.1

-5°C49.°89.891.7

-10°C52.683.293.7

・-150C48.5172.591.4

-20°CI47.1179.7192.6

-25°CI59.8170.7157.6

-30°CI37.2144.3162.2

-35°CI27.4112.410

-40°CI19.9V16.0'iO

-45°CI22.OI8.210

-50°CI13.9112.910

-55°CI-16.80

-60°CI-12.410

-65°C12.72.00

-80°C6.63.00

これに対 し,凍 結限界温度

以低まで冷却 した花粉は全 く

逆の傾向を示す。即ち処理花

粉の10～25%程 度 しか澱粉

合成粒はみられず,澱 粉の充

実度 も前者に比較 して極めて

低い。 さらに培養中も澱粉合

成花粉粒は減少の傾 向を示

し,72時 間で10°oLEI下に低

下する。 この花粉はまた,す

べて 発芽床上でC4型 の傷害

パターンを示 した。

以上の凍結障害は現象上,

澱粉#糖 の合成系酵素の活性

が低温処理によって減少又は

失活 した 事を示す もので あ

り,生 理的な障害 として区別

せねばならない。 また 酵素系の失活する温度

は,第1図 のように花粉の致死温度と必 らず し

も一致 してはいない。 したがって,細 胞内凍結

によって起る花粉の細胞構造に機械的損傷を与

える自由水の氷晶生成のほか,結 合水レベルに

おける不安定な蛋白質変性があるものと思われ

t5)°

3、 低_粉 内__体

戴凍難議蕊羅
られる。

スギ22%含 水率の花粉 を緩速 ・急速 。直接

冷却 し,花 粉内部に発生す る気泡について調査

したところ,次 の様な結果を得た。図2に 示す

ように冷却速度の差は,気 泡発生数に直接関係

をもたない。 発生する気泡数は1～4個 であり

処理 した花粉のほぼ半数に及ぶ。 この気泡は,

低含水率花粉の場合には発生をみないが,高 含水率ほど多 く,処 理開始後かなり早い時間で発生

す る。貯蔵の場合は気泡発生数 と貯蔵日数は比例関係にないが,-196°Cで 貯蔵 した場合,貯 蔵

日数が多くなると共に気泡発生数 も増加す る傾向にあった。(図3)

'また写真13の1～7に 示すように発芽床上で花粉粒が吸水す るとともに表面張力をもちはじめ,

約5分 後,球 形になるが,互 いに独立 し,集 合による気泡容積の増加はみ られない。 したがって



劣艦轄難篇
内に進出する。 しか し,生

殖細胞,花 粉管核などの花

驚1{
内面に微小な気泡 として存

在 し,低 温に長期間お・いた

場合に細胞質内部に大きな

気泡 として出現する。また

薦磨警難槻礎翻騎撫蓑認賛
て 気泡 の発生 は,-10,-20,-196°C各 区 とも約60

日で 全 花粉 の60%以 上 に発生がみ られた。 また この

花粉 は新鮮 な花粉 と 全 く同様 に発芽床上でPregermi-

nat量onの 状 態 を示す ので,花 粉 の機能 に重大 な影響 は

もたない と考え てよい。

Pinus,Quercus,Magnoliaな どの花粉で も低温処理 や,

長 期貯蔵 の場合,培 地上 に移 した花粉 に発生 をみる こ

とが ある。 発生部位 も細胞質 内部が多 く,2～3個 程度

で ある。 いず れ も発芽 に影響 はない(写 真13)。

以 上 のべた気泡 は,ニ ュー トラル レッ ド,ア セ トカー

郵盤隙難繋繋
また 凍結傷害 をうけ 花粉粒 に み られ る 気泡様の部分

や,プ ラス温度 に長期間 にお・いた場合 のほか,急 激 な

脱水 な どによって生ず る花粉 の空 白部分 な どは必 らず

不定形 を示す こと(凍 結傷害B,C型 な ど)が 多いの

で区別 しうる。Duf&eld18)は22QC,50°oの 相 対湿度 の

高温高湿条件下で 貯蔵 した マツ花粉 に,2・3の 大 きな

空胞(Vacuoles)が 並 んでいた と のべ,石 渡 ・加藤19)

ら は凍結食 肉に気泡 の発 生 をみ るとのべ ている。す な

わち体液中に溶存 している微量のガスが体液の氷結 と同時に遊離 し体積を膨張させ,そ のExpan-

sionよ って細胞,組 織に機械的損傷を与えるとのべているが,長 期間超低温下に貯蔵 した花粉粒

中に発生する気泡 も,花 粉細胞液内に溶存するガス体の遊離によるものと考えるのが適当であろ

う。

この気泡の発生は,ス ギ花粉ではかなり短時間で発生することがみられ(写 真13参 照),特 に
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22%の 高 い含水率花粉 の冷却処理 中に も発生す る。 しか し他 の樹種で は含水率10%程 度 の場合

で も液体窒素 中で約1年 間貯蔵 した花粉 に気泡 の発生がみ られるので 低含水率花粉 の気泡発生速

度 はかな り緩慢 と思 われる。

4.本 章 の総括 と論議

1.花 粉 の凍結 による障害 には,凍 結 による機 械的 な細胞質,壁 構造 の損傷等 を主 とす る凍結傷

害 と,花 粉 の正常 な機能 を低下 もしくは停止させ る凍結 障害 とに大別 で きる。 また傷害 の程度 に

よって数種 のパ ターンが あ り,カ ラマ ツ花粉 の凍結傷害 をモデル と して マ ツ科,広 葉樹 な どの凍

結傷害 を組み あわせた結果,凍 結 障害 を大 別す ると次の ようにな った。

a)花 粉壁,外 ・内膜(Exine,Intine)が 細 胞質 か ら剥離 し,顕 微鏡下で空 白層 を観察 しうる型で

あ る。 これ は凍結に よる偽原形質分離の一 っ と考え られ る。 スギ,カ ラマ ッ花粉で顕著 にみ られ,

マ ッ型花粉,Magnoliaceaeに もみ られる。(B型)凍 結傷害 の進行 とともにBl'"B3に 変 わる。

b)氷 晶 の生成が内膜(lntine)内 面 か らPlasmaに ま で及 ぶ型 で,氷 晶痕 と考 え られる空 白部分

(解凍後は気泡様に観察 しうる)が 細胞質 中にみ られ,経 時的 にはB型 か ら推移す る(C型)。

c)急 激 な冷却 によって 原形質 の コロイ ド変性が起 り,原 形質 に不規則 な剥離,萎 縮 を生ず る。

(D型)

d)上 述 のD型 傷害 とほぼ同様 の機序 によって発生す る型で花粉粒が囁状 に裂 開す るなど,花 粉

の外型 に変化 を与え る型 をE型 とす る。

e)花 粉 粒 内部 に気泡 を含む障害 の類型 をさ してF型 とした。F型 は他 の凍結傷害 と発生機 序 を

異 に し,ま た花粉 に致命 的な傷害 とな らない。 したが って生理的 な障害 として取 り扱 う。

f)以 上 のほか花粉 の生理 的機能が低下 し,澱 粉合成能力 の消滅や花粉管伸張の異常 など生 理的

障害 がある。

以上 のパタ ーンに大別 す る花粉 の凍結 障害 は,す べ て解 凍後 の花粉粒 の像 か ら類型 化 した もの

で ある。B～E型 は花粉 の細胞内凍結 の結果生 じた像であ る。 これ らの傷害 の発生機 序について

は凍結原形質分離や氷結晶に よる細胞 質の損壊 など,い ろいろの説 があるが今 の ところ不 明な点

が多 い。

2.花 粉 の細胞内凍結(lntracellularfreezing)と 細 胞外凍結(Extracellularfreezing)

飽 水 カ ラマ ツ花粉 を 一27°Cに 急速冷却 し,細 胞 内凍結 を直接観察 した結果,冷 却後90～120

秒 で,Flashing現 象 を呈す る。Flashし た 花粉の外形 は新鮮な常温におけ る形 と変 らず,細 胞質

は顕微鏡下で 暗黒にみ える。 即 ち 微結晶に よる光線 の散乱 による。 このFlash量ng現 象 は多 くの

花粉で観察 しうる。(第 一次細胞 内凍結 として この現象 を規定す る必要が あろう。)

ま たFlashし た カラマ ッ花粉 を急速 に解 凍 した結果,B型 の 凍結傷害 を示 している ことか ら,

1で 述 べた凍結傷害パ ターンのB型 は,細 胞 内凍結 の結 果 とい うことがで きる。

さらにFlashし た 花粉 を解 凍 し再 び凍結 した場合 にFlashing現 象 はみ られず,細 胞質 内部 に巨

大 な氷晶が生成 し,か っ細胞質 の萎縮 がみ られる。 この結果 はFlashingに よ り膜壁構造 に大 きな

変 性 のあった ことを示 し,花 粉外部 の氷 晶の侵入 を妨 げ られない変性 を示 した もの と考え る。

飽水 カラマ ツ花粉 を水 でマウ ン トし,-5°Cで 植氷 後 一10°Cで 急速冷却 した結果,細 胞 外凍

結 像 を観察す ることがで きた。 す なわち,花 粉 外部 の氷 が結 晶 し,花 粉粒 を外部か ら圧迫 して,

著 じる しく変形 させ る。 しか しFlashing現 象 は全 くみ られず,時 間 の経過 と共 に 花粉粒は 変形

し,細 胞外 凍結 の進行 がみ られた。 この花粉粒 の変形 はまた,細 胞外凍結 による自由水 の昇華,

脱 水 の結果 と考 え られる。
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細胞外凍結 した花粉を急速解凍 した結果,花 粉の形は完全に復元 し,新 鮮な時の状態と差がな

い。以上のことから,こ の冷却 ・加温(解 凍)条 件下にある限 りでは細胞外凍結は致命的ではな

い0

3.ヒ マラヤスギ飽水花粉 を前項と同様,急 速冷却 したが,Flashing現 象の観察は困難であり,細

胞外凍結の場合でもカラマッのような変形はみられない。 また再凍結処理を しても氷晶のPlasma

侵入は観察されなかった。 これは壁構造の差に由来するという考えだけでは説明できない。解凍

後,細 胞質に気泡が現われ損傷がみ られる(写 真13の10)。 特に遠心極側の空白化が観察された。

4.花 粉の凍結障害には,機 械的な細胞質の損傷,壁 構造 の変性のほか,澱 粉合成系酵素活性の

消失もしくは低下という生理的障害が与えられる。 ヒマラヤスギの例では凍結死 した花粉を培養

した場合全 く澱粉形成をみなくなるか,も しくは極端な減少がみ られる。 このとき澱粉の充実度

も顕著に減少する。 この傾向はヒマラヤスギの他,マ ツ科,ス ギ科花粉などにみられる。 この生

理的障害は凍結によって蛋白変性が生 じ澱粉#糖 合成系酵素の変性又は不活性化,失 活を招いた

ためと考えられる。

5.長 期間花粉を貯蔵 した場合,花 粉粒内に気泡の発生をみる場合がある(カ ラマツ,ス ギ,タ

イザ ンボク,ヒ マラヤスギなど)。 この気泡は細胞液内に溶存 していた ガス体が,気 化 したため

のものと考えられる。 凍結損傷が細胞質におこり解凍後,表 面張力をえて気泡様になる場合 とま

ぎらわしい。 また,こ の気泡は含水率の比較的高い場合に多い傾向がある。 しかし,ど の花粉の

場合 も気泡は花粉管の伸張に影響を及ぼさず,花 粉管内に進出することも多 くある。

以上述べたように花粉の超低温処理によって 発生する凍結傷害で花粉に重大な影響を与えるも

のは,氷 晶の生成による機械的損傷,す なわち細胞内凍結であり,こ の場合は致命的である。 こ

の傷害はその樹種に固有の 凍結含水量以上の水をもつ花粉に極めて急速に発生 し,傷 害の程度 も

終末温度が低い方が大 きい。 細胞外凍結の場合は全 く損傷をあたえず花粉は生存する。カラマツ

花粉 の細胞内凍結(Flashing現 象)の 場合,花 粉粒の内部圧力 と外部のMediumの 氷晶による外

圧はっ りあっているため楕円球のままの状態でいられるが,解 凍後は楕円球となるための内部圧

力がなくなり球形 となることはすでに各所で述べた。 この例は即ち,凍 結によって,細 胞構造の

機械的破壊があったことを示 している。 このような細胞質の機械的変性は第一次凍結(Flashing)

によって訟 こり,同 時に壁 ・膜構造の変性をもた らす場合(サ ザンカ,カ ラマッ花粉)も ある。

この壁構造の変性は再凍結させた場合,ほ とんど数分のうちにExineを 通 って細胞質の中まで氷

結晶が生長,侵 入するのが見 られることによって現象的に裏づけられる。

膜構造の変化はまた生理的な障害をもたらすことが知られている。根井15)らによれば細胞膜の

凍結による障害の一つ として,細 胞表面に存在す る 自己分解酵素のInhibitorが 離脱 し,細 胞内

で致命的反応(Ribosomeの 崩壊)が お こって,不 可逆的死にいたるか,ま たは凍結によって基質

が分解をうけやす くなるとのべているが,C4型 の凍結傷害は(特 にヒマラヤスギ花粉の場合,

具体的に細胞内凍結(Flashing)が みられないものでもC4型 の発生をみる)こ の2次 的障害の結

果 と考えることもできる。まだ低温科学領域でこれらを裏づける証左がないので今後の研究にま

たねばならない。また,今 後花粉の凍結死の機序の詳細も,原 形質分離法などで解明して行かね

ばならない。

あ と が き

本論文は京大演習林報告第42号(51～82頁)で 発表 した論文の続編である。 凍結像,細 胞内
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凍 結,細 胞 外 凍 結 の 実 験 は,北 海 道 大 学 低 温 科 学 研 究 所 植 物 凍 害 部 門 の 酒 井 昭 教 授,大 塚 宏 二 氏

の 御 教 示,施 設 利 用 の 便 宜 を 与 え ら れ た 。 ま た 京 大 防 災 研 究 所 低 温 室 を 利 用 さ せ て 頂 い た。 な お

カ ラ マ ツ に 関 す る 部 分 は 北 海 道 立 林 業 試 験 場 で 行 な っ た 実 験 で あ る。 育 種 科 長 久 保 田 泰 則 氏,梶

勝 次 氏 の 御 協 力 を え,一 部 は 北 海 道 立 林 業 試 験 場 報 告 で 発 表 した 。 以 上 の 方 々 の 御 協 力 を 得 た こ

と を こ こ に 記 して 深 尽 な 謝 意 を 表 わ した い 。 な お 本 論 文 は 「京 都 大 学 審 査 学 位 論 文 」 の 一 部 で あ

る 。
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 Résumé

  This paper deals with the pattern of freezing and injury when pollen was deep-frozen. 
  Two kind of injury was observed when pollen was deep-frozen, that is mechanical injury 

and physiological one. 
 1. The following  phenomena are considered mechanical injury. Psuedoplasmolysis 

(separation of cytoplasm from cell wall), prolongation of time to freeze, formation of ice-
crystal in the cytoplasm when high water content pollen is deep-frozen and crack formation 
when pollen was directly immersed in liquid nitrogen (-196°C). Sometimes air bubbles 
were formed in cytoplasm but it was not harmful to germination. 

  2. Physiological injury appears when pollen was deep-frozen at about limiting tempera-
ture for crystalization or treated at about limiting water content for crystalization. Phy-
siologically  injured pollen decreased the ability of starch formation on agar medium or lost 
its ability, and elongation of pollentube was not good. 

  Two kind of patterns was observed when pollen was deep-frozen. 
  One is intracellularfreezing, the other is  cxtracellularfreezing.
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 There are two stages in intracellularfreezing. 
  1. "Flashing". 

  Formation of minute ice-crystal in cytoplasm in a moment as the temperature falls. In 
this stage the shape of pollen is the same as the normal one. 

 2. "Pseudoplasmolysis" and shrink of cytoplasm. 
 Flashed pollen is frozen twice, large ice-crystal is formed in the cytoplasm and it shrinks. 

Therefore the shape of pollen is changed completely. 
 In the case of Larix, flashed normal (ellipsoidal) pollen turned to globose after thawing, 

and the membrane such as exine and intine separated from cytoplasm owing to pseudoplas-
molysis. "Flashing" was also observed in  Camellia  sasanqua Thunb. It is difficult to ob-
serve "flashing" in pollen of Cedrus deodara Loud.. "Flashing" was observed in dead pollen 
of rye (Secale cereale L.) and it was flashed twice but did not occur pseudoplasmolysis. 

 Typical extracellularfreezing was observed in pollen of Larix leptolepis Gordon. Mounted 
water formed ice-crystal when ice nucleus was inoculated at —5°C and prothalial cell in 
larch pollen shrinked as time prolong (photo. 8). Pollen viability was not seriously affected 
by extracellularfreezing and the shape of pollen was changed when it was rewarmed.
























