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要 旨

花粉の長期貯蔵は超低温下で生物的活性をすべて停止し,解 凍後に賦活させて正常な授精をするこ

とが最もよい方法と考えられる。そのためには花粉内の自由水を,花 粉に害を与えない程度にとり除

くことが重要である。筆者 らは,1961年 か ら花粉の超低温長期貯蔵に関する一連の研究を行なってき

た。本論文は,そ の中で特に基礎的な部分をまとめたものである。+温 度では花粉内部の物質代謝に

関与する自由水は,超 低温下で氷晶を生成し物理的傷害を与える。凍結傷害をおこさない限界を凍結

限界含水率,凍 結限界温度と称する。この両者は樹種によって特有な値をもち,こ の両者Y'よ って凍

結致死をひきおこす範囲が決定される。

冷却の速度は凍結限界含水率に近い水分量の花粉の冷却時は急速を必要 とす るが,凍 結に対 して安

全な範囲にある含水量の場合は,そ う問題ではない。また加温過程でも急速度を要求され,緩 速で加
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温 す ると,こ こで も氷晶を生成 し傷害を うけ る。 この凍結傷害をお こす温度帯は樹種 に よ り多少の差

はあ るが 一35～-45℃ 程 度 と考え られ る。 この温度帯を最大氷晶生成帯 と称 し,他 の植物柔組織 ・

生鮮植物性食品の場合 とほぼ同 じと考えて よい。 また凍 結す るべ き飽 水状 態(約70%含 水 量)の 花粉

を予備的に,-10,-20,-30℃ 程 度で冷却す る と,-196℃ で 凍結 して もなお生存 させ ることが で

きた。 この方法 を予備凍 結 と称 し,そ の効果 のある温度,時 間は 一30℃ 程 度,数 時 間以上 が 最 も よ

く,-196℃,100日 間 の凍結で,ス ギ花粉は非 常に高い生存率を維持 した。

第1章 序 論

1.は じめに

林 木育種 の第一義 的意 味は森林 の生 産力を質 的に高め るための,林 業用主要樹種の育種であ ろ う。

す なわち,そ の与え られ た環境条件や,生 物 的要因の中にお いて,な お高 い生産性を維持 し うる樹種

へ の改良であ り,耐 寒 ・耐病 等,諸 耐性の高い樹種の固定であろ う。 生殖生理学の立場は,そ のため

に林木 育種にお ける基礎的 な分野 として重要 な意義 をもつ。

筆老 らは,特 に交雑育種の実際的な基礎部門 として広 く応用 されるべ き花粉の長期貯蔵について研

究を行な って きた。花(むねヨの)粉は光合成機能を もたない独立 した多細胞体 であ り,そ の生 命を長期 間維持す

るために とるべ き方法は,花 粉の物質代謝を抑 制するこ とにある。そ の方 法 として液体窒素 に よって

え られ る 一196℃ の超低温下 で,長 期 間生命 力を維持す ることが可能であ るこ とを見 出し,そ の実用

的貯蔵 の研究を行 なって きた。 さ らにそ の超 低温下に貯蔵す るための方法は,低 温条件下におけ る生

理学を基礎 として研究 されね ぽな らない。本論文 は,主 として超低温条件下で樹木花粉を長期間貯蔵

す るた めの基礎 的問題につ いてのべ る。

2.花 粉 貯蔵の概史

B.C,4世 紀 にエ ジプ ト,ア ラビア地方でナ ツメヤ シの結実促進 のための人工 交配 が行 なわれ,(り)さ

らに古 くB.C.2000年,ハ ム ラビ時 代にDα'6palmの 花 粉を貯蔵 した記録 があ る。組(の)織的な研究は

MARGIN(1886)に 始(の)まり,MoLIsH(1893)は80種(の)の 花 粉を乾燥条件下 で貯蔵す るこ とに成功 した。

PFUNDT(1909)は140種(の)の 花粉を0～90%r.h.に 規 制 した容器に入れ,17～22℃ に お いて試験 し

た ところ,0～30%の 関 係湿度が貯蔵に最適だ と報 じ,HALMANとBRuBAKER(1926)ら もその値(の)は

一般 に27 .2%r.h,と 結 論づ けた。 さ らにGoFF(1901)は 低(の)い温度(+温 度 域)を 貯蔵 の条件に加

え,GRIGGE(1950)は マ イナス温(の)度を貯蔵条件に加えた初 めての報告 を している。GRIGGE(1953)(の)は

一20℃ に多 くの花粉を貯 蔵 し
,AuTLEs(1950,1951)は,リ ン ゴの花(の)粉を 一55,-60℃ 下 で貯蔵す

ることに成功 した。KNOWLTON(1922)は 液(ユの)体酸素の中にAntirrbinumの 花 粉を1時 間半 さらして

も生 存す る事を見 出し,VlssER(1955)は リンゴ,ト マ ト,ナ シ花(ユユラ)粉を 一196℃ に2年 間貯蔵 し,人

工交 配をほ どこして よい果 実をえている。武 藤 らはPicea,Abies,Betul¢ 花(ユの)粉を乾燥 ・真空(4mm

Hg)条 件下 で数年間(室 温,-8℃)生 存 させ,STANLEYは7種( の)の マ ツ花粉を,10%r.h.,0℃,+4℃

で15年 間 生存 させた と報告 している。 またDuFFIELDは 一( の)23℃で マ ツ花粉を2年 間,EHRENBERG(ユの)は

同じ く 一18℃ で7年 間,KING.J.R.は 林(ユの)業用樹種 を用 いて 一60℃ 下 での長期貯蔵に成功 した。また

花粉容器内を真空又は窒 素 ガス,二 酸化炭素等 と置換 して貯蔵す る方法は,武 藤(ユの),SCHOENIKE,i-ING(ユの)・
16)一 一 一 一一 一 一18)-16)19)

J.R,ら が 行な って よい結果をえた と報 じてい るし,JENsEN,KING.J.R.,T.M.CHING,K.K.CHING

らは 花粉を凍 結乾燥して よい結果を えている。 以上既往の花粉貯蔵に関す る研究を要約す ると次の よ

うに な る。
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(1)花粉を乾燥状態に保つため容器内の関係湿度を調節している。②容器内Y'不 活性ガスを入れるか,

真空に保って酸素を遮断する方法を用いる。(3)0℃ 以下,特 に 一20℃,-196℃ を用いている。す

なわち花粉容器内の関係湿度及び温度を貯蔵の条件としている。

3.花 粉貯蔵に関する基本的問題

3・1花 粉のstage.

花粉貯蔵における最終的な目的はPollinationに ある。したがって花粉の最も適当なStageを 長

期間,新 鮮な状態で維持することが花粉貯蔵の意義であ り,通 常は莉裂開後,柱 頭上に達するまでの

独立した花粉粒のStageが 最も有効である。 しか し単粒になると非常に短命なGramineae花 粉に

この前提はあてはまらない。このような場合は開約を コントロールし,約 内においた状態で生命を長

びかせる方法を考えねぽならない。この考え方はさらに開花調節にみちびかれる。しかし本論は《独

立 した多細胞体としての花粉粒の生理的条件を維持 したまま,環 境条件を規制することに よって,生

存を長びかせる方法》としての花粉貯蔵に限定した。

3・2送 粉過程における花粉の変性.

花粉はTapetalcellを 通 じて養分を吸収し完熟するが,そ の後,外 囲との間にある物質の移動は

水だけである。綺の裂開ですべての花粉は脱水現象をおこす。脱水には花粉壁 構造,花 粉壁上被層

(Perine)に みられるLipidや 表面 ・断面構造によって脱水速度に差があ り・特にChanne1が 重zo>

なはたらきをもつと考えられる。Channelの 疎通深度及び分布密度は樹種によってかな り差があり,

花粉の脱 ・吸水に重要な意義をもつものと考え られ る。上野(ハラ)はTaxoid(スギ型(リ)の花粉)はPinoid

(マツ型即ち有嚢花粉)よ り脱水度が高いとのべ,そ の理由として,TaxoidはSexineがVerrucate

であ り,Intineが 肥厚しているのに対し,PinoidはSexineが 網状であ り,Intineが 薄いとのべて

いるが,筆 者はさらに,Channe1も,花 粉粒,特 に細胞質における吸 ・脱水性を支配す るもの と考

える。このように花粉の脱水現象は花粉壁の構造に依存するところが大と考えられる。

花粉の水分条件は,生 存期間に影響を与x乾 燥によって生存期間の長 くなる種類,短 命化する種類

などPFUNDT(1909)に よって調( の)べられた。水分条件に支配 されないものに,ヘ ラオモダカ ・ケシ ・

イチ ゴツナギ ・ライムギを あげ ているが,こ れ らは最 も水分条件 に支配される種類であ り,特 に

Gramineae花 粉における脱水は致命的である。 また乾燥によって長命化する花粉に,ト チ ・ユ リ・

オオ・ミコなどをあげ,ま たr.h.37%を 最適とするものに,ハ ンノキ ・ヤナギなどをあげている。 こ

のように花粉粒内部の水は,結 果的に花粉の生存期間を左右する。 これは花粉の生活代謝に関与する

水としての意義が重要である。

花粉の水分を含水量(率)と して表現するべきであることは,上述のように吸・脱水が容易な構造をも

つ ことや,外 囲の湿度条件によって平衡含水率が容易に変る点(ヨリ),さらに後章でのべる超低温下での凍結

障害の誘起などの点から,と くに生存力を問題とする研究では含水量として考察を加える必要がある。

温度条件は水 と共に最 も重要な点である。物質代謝の反応速度を抑制するために,水 分のほか,低

温条件が一つの要因となる。 自然条件下では風媒 ・虫媒 とも花粉の到達距離 ・時間は媒介者に支配さ

れるため,花 粉の構造 ・機能 も外界に適応 し,低 温期開花のものは糖を含むもの(糖 花粉)が 多いよ

うである。以(バク)上述べたように,自 然状態で花粉はその生活代謝のために,貯rxた 物質を消費する。そ

の動きを知るために次のいくつかの実験を試みた。

3・3ク ロマツ ・ヒマラヤスギ花粉の+温 度における生存期間と物質消費

一般に自然条件下においては雌花までの花粉到達距離及び時間は送粉の媒介者によって支配される

から,虫 媒,重 力媒花粉に比較して,送 粉距離,時 間も長いため,物 質の消費量も異なるであろう。

つまり送粉過程の中における物質消費を抑制する能力を風媒花粉は自からもたねぽならないはずであ



る。 このことは前述のPFUNDTが 示(の)した花粉 の生

存期間と関係湿度について,風 媒花粉の多くは乾燥

によって生存期間を長びかせ うるというデータが適

切にこれを示唆 している。

筆者はこの実証を うるため,数 種のマツ ・ヒマラヤスギ花粉を用いて,花 粉含水量と外囲温度の差が

与える生存期間への影響 について調査した。供試花粉は6%^'29io'ま での数段階に含水率を調節し

たのち市販1ccガ ラスアンプルに溶封し,+4℃,+10℃,+20℃,+30℃,室 温(5～8月,京 都)

の温度条件を加えて,発 芽率 ・澱粉形成率の推移及び,ペ ーパークロマ トグラフィーによる糖組成の

変化について調査した。

実験の結果,図1に 示した ように,+温 度領域では特異的に生存率の高いヒマラヤスギ花粉を 用い

ても,花 粉内自由水の量(Fresh-baseに よる含水率)と 貯蔵温度の及ぼす生存率の変化に明らかな

規則性が見られる。即ち+30℃ 下においた20%前 後の含水率花粉(以 下20%花 粉等と略記)は,数

日で発芽率0に な り,10%花 粉では72日 間までは発芽率の減少はみられないが96日 で発芽率は0に い

たる。 また+20℃ では20%花 粉の生存期間は+30℃ 区よりやや長くな り,+10℃ でさらに長 期化

しうる。また,い つれの温度でも花粉含水率が高いほど生存期間は短かい。マツ花粉で同様の実 験を

した結果さらに顕著であった。すなわち,花 粉含水率 と貯蔵温度はその生存期間に密接な関係が ある。

花粉内部にある物質(リラ)は,分解消費の方向にのみ向 うのであるから,す べての基質を費消すると死に至

る。その経過は即 ち,(1)発 芽率の減衰(2)澱 粉形成の消衰(3)糖 の消滅として測定 ・検知しうる。

発芽率をもって便宜的に代表した生存率は図1,2に 示したが,澱 粉形成花粉の数も,ほ ぼ発芽率

と同様の推移をたどる(図3,4)。 この発芽率の減衰 と澱粉形成粒の消衰は,図5に 示す ような関係



を もつ。数種のマツ花粉を例にとると,新 鮮な花粉

は,発 芽するすぺての個体に澱粉の形成(発 芽床上

約24時 間後)を みるが,発 芽率が0に なって も,澱

粉形成がみ られる。すなわち発芽 と澱粉形成は全 く

別の現象であり,発 芽は花粉粒の総合的な機能の正

常性を示 し,澱 粉形成は,酵 素のActivityを 示(のラ)す

ものということができる。岩波らはこの澱(の)粉形成の

現象を,花 粉 自身の滲透圧調節のためだ とのべてい

るが,澱 粉自 糖の可逆的反応に関与する澱粉合成

系酵素活性は,花 粉の生理的飢餓状態(の)の程度を知る

上にも有効である。

澱粉合成能力を失なった,即 ち澱粉合成系酵素の

失活をみた花粉は,ひ きつづいて糖,特 にSucrose

の消失を もた らす。上述の実験に用いた花粉の糖組

成の変化についてペーパークロマ トグラフィーで調

べた。(写 真3)

試料は70%Et-OHで24時 間,+20℃ で抽出し

たのち,Bu-OH・ 酢酸 ・水系で6重 展開し,ア ニ

リン。フタル酸で呈色したものである。検出した糖
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は,Rfの 高い1つ のSpot(低 分子 の糖 と思 われる)の

ほか,FructoseGlucoseSucroseの4種 類で あり,貯

蔵条件のちがいによる組成の変化は第1,2表 に示すようで

あった。 ヒマ ラヤスギ花粉では,生 理的飢餓状態の進行に

ょって澱粉粒の形成をみな くなる時期は,Sucroseの 消失

期とほぼ同時であることがわかる。このことは澱粉合成系

酵素の失活する時期であると考えて差支えない。このよう

に呼吸基質としての糖の消費により,花 粉は死に至るので

ある。(写 真3参 照)

以上のことから,風 媒花粉では高含水量・高温度の場合,

物質代謝は急激に行なわれ,低 含水量 ・低温度条件にある

場合に較べて生存期間は非常に短かい。(表1,2参 照)こ

の結果か ら,花 粉の生命維持には,物 質代謝に関与する水

と,外囲温度を可能な限 り低位V'保 つ ことが重要であろう。

3・4窒 素ガス充‡眞による貯蔵

花粉の生活代謝を抑制する方法の1つ に酸素の遮断があ

る。すなわち花粉の呼吸を停止乃至は抑制して呼吸基質の

消費を抑え,あ るいは呼 吸酵素の不活性化,02の 供給制
26)25?

限などの方法である。 すでにDUFFIELD,SNowら はCO2

ガスの封入を試みているが,筆 者はここで,生 物的に不活

性の窒素ガスを封入し,常 温における花粉の生活代謝の抑

制を試みた。

供試花粉は京都大学,上 賀茂試験地で採取 し,実 験開始

まで約50日 間+4℃ に貯fら れたものを用いた。窒素ガ

スは第6図 に示 したような特殊な栓をつけた分岐管の一方

にアンプルを接続 し,真 空ポンプで約6mmHgま で減圧

した後,他 方から窒素ガスを導入して溶封した。 これ らの

試料は+4℃ ～+20℃ の4段 階の温度条件のもとで,一

定期間貯蔵 し,そ の後,常 法の寒天発芽床において発芽率

を調べた。
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数種のマツ花粉を10日 間貯蔵 した結果,+4℃ 条件下では窒素ガス封入の効果はみ とめがたい。の

みならず+10℃ 貯蔵花粉の発芽率は,窒 素ガス封入区の方が低い発芽率を示 した。 また+20C° 区r'

室温区では窒素封入区がやや高い発芽率を維持 したようであるが,20日 間貯蔵の結果,両 区の間に窒

素ガス封入による効果 と考えられる差はみとめがたい。(図7参 照)

図8にP.banksiana13%,P.rigida15%含 水率花粉を用いて行なった発芽の経過 を示 したが,,

窒素ガス封入効果はないと考えられた。 したがって02の 遮断によって物質代謝を抑制するという方

法 は余 り効果 的では な く,DUFFIELD(ゆ)や

SNowら の報告 と一 致す る ようである。

4.本 章 小括

し灘譜搬罐鰹讐灘
らない。生活代謝に関与する花粉の内部

条件は,1)花 粉内部の自由水量2)呼 吸

基質であり,外部の環境 条件は1)温 度

2)湿 度3)酸 素である。この条件の組

み合わせが,花 粉の生存期間を支配する。

花 粉粒内 の 自由水を適度 に脱水す ることはGramineae花 粉 を除いて,ほ とんどの種類では死を招

か ない。 ヒマ ラヤスギで4%ま で脱水 して も生 命は維持 され る。 この脱水 の結果,物 質代謝 の抑制が

お こ り,加 水分 解が極度 に抑制 され る。即 ち生 活代謝 の基質 の費消が減少 し,不 活化 ・呼吸 の減少が

考 え られる。また酵 素活性の減衰 が見 られ る。この ことはLINSKENSの 報 告( の)とも一致す る。1.INSKENS

は 脱 水に よって室温に放置 した花粉の生命が長 く維持 され ることを,BoundEnzymeの 遊 離 と説 明

して いるが,結 局生存力の減少は,貯 蔵物質の消耗,呼 吸に よる基質の消費にほかな らない。 筆者の

実 験の結果,ヒ マ ラヤス ギ,数 種 のマ ツ花粉では,澱 粉Rの 合成系酵 素 の不 活 性 化 はSucrose
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の 消 失 と,ほ ぼ同時にお こ り,こ の結果 として説 明し うる炭水化物の消費は,花 粉の含水率 と,外 囲

温度Y4支 配 された。STANLEYR・G・ らは こ の点(ユわ)に関 し,ほ ぼ 同 様 な報 告 を して い る。 即 ちP.

ponderosaな ど4種 の花粉を15年 間+5℃ で 貯蔵 した場 合,貯 蔵容器内のr.h.を10%と25/y`し

た ときに花粉 内の有機酸量に差のあ ることがわか り,高 温度 ほ ど早 く消耗 し,ま たFree-Glucose量

も低分子 の糖 も,低 湿度(10%r.h.)ほ どそ の量 が多か った とのべ ている。 表1,2,写 真3.で 示 し

たSucroseの 消失 は,Fructose,Glucoseに 分 解 した もの と考え られ る。

以上のべた水分条件につ いて,多 くの研究者はすべて花粉貯蔵容器内部の関係湿度 として考察を 進

めてい るが,外 囲 の関係湿度 に よって花粉含水率 は容易に平衡す るので,生 活代謝 ・反応速度等を 論

ず る場合,花 粉粒 内の絶対含水量を基準 とす る方が,よ り正確を期 せ られる と考え られ る。 したが っ

て筆者 はすべ て花 粉固有の含水量 をも って考察 を進 めた。 これ は後章 でのべ る超低温下に おけ る花粉

内の水分 量が氷晶の生 成に関与す るので重要 な意 義をもつ。

温 度は物質の反 応速度に重要 な 関 係 を もつ。 花粉の生存 力は+30℃ よ りも+10℃ で 飛躍的Y'高

くな り(図1～4参 照),炭 水 化物の消費 も貯蔵温度が低いほ ど少ない。 この炭水化物代謝 の速度は,

外 囲の温度に依存 し,代 謝は花粉内の炭水化物分解酵 素の活性 に支配 され ると考 え られ る。 加藤,石

渡 らに よれば,果(きの)実の中に含 まれ る酸化酵 素の活性は 一12℃ で減 ずる とのべ,ま たSTANLEYは マ

ッ花粉の貯蔵条件 として,花 粉内部の炭水化物分解系酵 素活性を低下 させる ことだ とのべている。 し

たが って温度条件が花粉の貯蔵の 中で水 と同様,重 要な条件だ といxる 。

さらに02の 遮 断についてKING.J.R.は マ ツ花(ふラ)粉の貯蔵 で窒 素ガス封入が効果的であ った とのべ,

CO2ガ ス 封入で もよい結果を えた と報告 してい るが筆老の実験で窒 素 ガス置換 は,通 常の アンプル封

入区に比較 して,ほ とん ど効果 はみ とめ られ なか った。

第H章 超 低 温 に お け る花 粉 の 生 存

1.超 低 温貯蔵 の実験及び生存力の判定

1・1冷 却装置及び超低温保存装置

0℃ か ら 一79℃ ま での任 意の温度を得るには,市 販の大型 デ ュワー瓶を主体 とし,寒 剤 にDry-lce

及 び 未変性エ タノール を 用 い るのが最 も適 当である。冷却速度 も破 さい したDry-Iceの 投 入量に よ

って任意の速度がえ られ る。 また任意 の温度 もこの方法に よって維持す ることがで きる。

凍結保存には液体窒素が 安 定で あって取扱い上便であ り広汎に利用 されてい る。液 体 窒 素 は 一19

5.8℃ で 沸騰 し,液 体の場合常に この温度を保ち,物 理 ・化学的に安定である。保 存容器 は 「LINDE」

のLiquiedNitrogenrefrigeratorを 利 用 した。 本装置は京大農学部畜産第二講座にあ り,LNR

840型,LNR25型 の2種 があ る。いずれ も常圧 の元で使用 し うるばか りでな く,恒 温であ って,他

の冷凍 装置にみ られ る調節機 構上の温度差 が全 くな く,ま た液体窒素 補給 の経 費 も254容 器1ケ 年 平

均約1万 円 と低簾 であ り利点が多い。

以上 の装置に対 して使用す る花粉容器は,超 低温 下で物理的耐性 の高いガ ラスア ンプル(1cc容 量)

を 用いた。実用的な大量貯蔵の場合は直径約8mm肉 薄 ガ ラスチ ューブが適 当である。

この ア ソプルに溶封 した花粉の冷却速度は次の方法で測定 した。即ち,ア ソプル内部にサ ー ミス タ

感温部を装着 し,各 種の冷却速度 につ いて冷却 曲線を求め,-196℃ へ の直接 冷却 につ いては,オ シ

タ グラフで追跡 した。Dry-lce,Et-OHで え られ る最高冷却速度の直線部分は8・06℃/min・ を示す 。

雲たこの温 度へ の直接冷 却時 の初期冷却速度(直 線部分)は,約1/sec.～7/sec.で あ り,-196℃ の

場合は7/sec.を 示 した。 この場合,花 粉の種類,ア ンプルの材質に よる冷却速度の差は,実 用的に
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は ほ とん ど無視 し うる と考えて よい。

また,ア ンプル中央 部 と,ア ンプル内壁 に接 した部分 の冷却 速度の差 を,直 接 冷 却 法 につ い て,

銅 ・コンスタ ンタン熱電対で厳 密に測定す る と写 真の如 くなる。写 真(79頁)中 のAは ア ンプル内壁

に接 した部分,Bは ア ンプル中央部空気層の冷却 曲線であ る。 花粉の形 ・大 きさを異にす るスギ ・グ

ロマ ツ ・カラマ ツ3種 類の初期冷却速度(直 線部分)は 次の ごとくであ った。

冷 却 速 度 最終温度到達時間

花粉＼ 型1温 部 位 ・ガ ・レ薩 内継 気層 ・ガ ル内壁 内纏 気層
Pinusthumbergii13.5℃/秒3.2℃/秒45秒90秒

Cryptomeriajaponica13。0℃/秒8.7℃/秒26秒46秒

Larixleptorepis15～21℃/秒8.4～12.5℃/秒45秒95秒

〔註 〕Cryptomeriaは 一80℃ 直 接 冷 却 の 場合 の数 値 で あ る。

ア ンプル内壁に接す る部分の冷却 速度は極めて高い値を示す が,こ の差 は花粉の生存に とって,実

用的貯蔵の場 合あ ま り重要な意義を もたない。

加温はすべて+20～+30℃ の 微温湯 内に直接浸漬 して加温 した。 この温度を用いた時の加温速 度

は平均6℃/sec.で あ る。 また,こ の温 度は一般 に花粉の開羅 飛散 時の外気温 よ り,や や高い温度 で

あ り,短 時間であれぽ この温度下において も大 きな影響は うけない。

1・2花 粉生 存力の判定

処 理花粉は各 々に最 適な組成 を もつAgar・SucroseMediumの 上 に まき,24乃 至96時 間 での発

芽率 を もって,そ の処 理に対す る生存率 とした。 この方法は花粉貯蔵の実用 レベ ル で の 検定 法 で あ

り,凍 結に よって うけ る各種の凍 結障害 の程 度を直接示す ものではない。 またカ ラマ ツな ど人(をを)工発芽

床上 で発芽 困難な種類 は,一 定 の基 準を もうけ,そ の条件 を満足す る ものを もって生 存 と認定 した。

発芽 床は通常3発 芽床 を用い,最 も平均的な部分3視 野を と り,約200～300粒 につ いて発芽率 を調

べ た。なお処 理別の生 存率の差 を検 討す る実験については,無 処理 区の発芽率 に対す る処理花粉 の発

芽率 比を もって生存率 とした場合が多い。(本 論文各 図ではSurvivalと 表 示 した)

2.マ ツ花粉 の低温処理

1962年 上 賀茂試験地内で採集 した クロマ ツ花粉を,53%,35%,32%の 高 含水率の まま,1℃/min・

の 速度を もって冷却 した ところ,第3表 に示す結果をえた。す なわち,含 水率53%花 粉 は 一35℃ ま

で生存す るが 一40℃ 以 下の冷却 で凍結死す る。32,35%花 粉 で も 一50℃ で生存率 は10%台 に減 じ

一75℃ で はす べて死 にいたる。特 に 一50℃ 処 理花粉は発芽床上において発芽 した花粉管 も短 か い,

(表3)。 この結果を,さ らに無処理花粉に対 す る発芽 率比で図示す る と図9の ごとくなる。す なわち

花粉含水率 と凍結致死温度の関係が 明瞭であ る。

8℃/min.の 速 度(RapidCooling)で 冷 却処理を した 場合で も,凍 結致死温度 と凍結死を もた ら

す 含水率の間 にみ られ る致死範囲は,1℃/min.の 緩 速冷却(Slow-Cooling)に お け る致死範 囲 とほ

ぼ等 しい。す なわ ち,ク ロマツ花粉の場合,こ の程度の冷却速度は花粉の凍結死にあ ま り重要な関係

のな い事を示 している。(図9,10)

また 高含水率ほ ど高い温度で致命的傷害を うけ るが,20%含 水 率花粉 では.i°Cま で冷却 して も

生存率はControlと 大 差 ない。 さらに これ らの花粉 を30℃/min.の 最 高冷却速 度(直 接冷却;所 定

*直 線部分は18℃/sec ,で あった。
**凍 結によってうける各種の障害については別稿で詳述する。
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Table3.Effectofslowspeedcooling,anddirectrewarmingongerminabilityandpollentube
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-40CO .00.0一 ト ート ー{一 十 十 十
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.
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ごq-50CO.00.013.130.813,733.415曾933。4
M
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の温度に直接投入した場合の冷却速度,DirectCooling)で 冷却 した場合,前 項の急速冷却で凍結死
.し
た各花粉は,25%花 粉をのぞき,す べて10分 以内に凍結死 している。したがって,低 含水率のクロ

マツ花粉の場合,冷 却速度はあま り重要な意味をもたず,生 存率は温度 と含水率にのみ支配されると
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い っ てよいo

しか し,25%の 高 い含水率花粉には冷却速度が大 き く影響を与え,-196℃ 直 接冷却 では生存 して

い ることか ら,こ の程度の高含水率の場合には冷却速度が急速であ る事を必要 とす る。

さらに,数 種 のマ ツ花 粉で冷却 試験 を試 みた。Pinusdensiflora(6,26%),P.pfnasta(7,36%),7

P.banksiana(4,310),P.thunbergii(5,300),P.taeda(9,27%),P.rigida(5,270),P.`

massoniana(7,27%),P.Luchuensis(7,27%),P.koraiensis(7,28%)の 各 含水 率 花 粉 及 び

Cedrusdeodara(s,16,27,35,50,60%)花 粉 を用いて急速冷却 処理 をほ どこした ところ,図11

の よ うな結果を えた。即 ち高含水率花粉では 一30-一一一40℃ で生存率は半減 し,-65℃ 以下 です べて

の花粉は凍結死す る。

また4-一 一900の 低 含水率花粉では 一55-一一一60℃ で一 部生 存率 の減 少をみる種 類 もあるが,多 くは

一70℃ で も高い生存率を維持 し うる。 この よ うに急速冷却に よる致死温度 ・含水率は,前 項 の クロマ

羅難
葉樹である。即ちDry-seasonに 開花する習性を日本内地 で

も持ち続けている点は,花 芽分化と温度の関係等興味深い種類

である。この花粉を用いて急速冷却した結果,図12に 示 したよ

うにマツ花粉と同様な結果をえた。およそ30%以 上の含水率で

あれぽ,30,...-40℃ で凍結死をまねき,27%程 度以下 の含

水率であれば生存率に多少の減衰は見られるが凍結による死は

招かない。

Table4.Effectofdirectcoolingat-196Congerminabilityofvariouswatercontentof

somekindofpinusspp.Pollen,
-

Dry-pollenIWet-pollen

Pollen5min.60min.72hr.5min.60min.72hr.

P.denciflora89.392.131,100。012.900・O

P.Pinasta96.19LO80.600,000.000.O

P.banksiana93.494.291.500.000.000・O

P.thunbergiig2.083.393。856・044・479・3

P.taeda91.790.582.838.121.400・O

P.rigida83.894.354.964・833・600・01

P.massoniana91.051.8±85.216.737.9

P.Luchuensis76.238.846.235.742.848.7

P.Koraiensis86.257.361.000.022.542.5



以上を要約す る とマ ツ型花粉(Pirloid)を 緩(を り)速,急速,直 接

難 饗驚謹鰐鑑誉泉ζ翫 奏暴屍獅
この場合,冷 却速度によって生存率に差は生 じないが,比 較的

高い27%含 水靴 粉などではL酵 冷去ロで 一196℃ 下でも生存

殿霧獣禦灘繋徽霧:欝響
く温度は 一30-一一一40℃ であ り,ま た この30%が,凍 結死をひ

きおこす含水率といえる。ヒマラヤスギ花粉も,ほ ぼ同様と考

えてよい。 クロマツでは凍結死をまねく含水率付近の花粉を冷

却処理 したのち発芽床に置いたとき,極 めて短小な花粉管の形

成をみ るに止まったが(表3)こ の様な状態は後述する他の樹

種にも見られ,凍 結による生理的機能障害をうけたものと考え

られる。この障害は稿を改めて詳述する。 なお低含水率処理花

粉のすべては,Controlに 比 し形態的にも異常のない発芽を示

している。(写 真1参 照)

なお,凍 結死 と含水量 との間に見 られ る関係に用い る語を,以 下 の本論文 では下記 の ように統一 し

て用い ることにす る。 あ る含水率の とき,凍 結をひ きお こさない最低 の温度 を凍結 限界温 度 とよび,

ま た凍結死 を招 かない最高の含水率を凍結限界含水率(量)と 称 した 。

3.ス ギ型(Taxoid)花(ねラ)粉 の低温処理

スギ花粉はPinoidと 異 な った壁構造を もち,発(へゆ)芽形態 も全 く異 なる。 この種類 の花 粉はIntine

が 吸水膨 化 し,そ の膨 圧に よって壁最外層のExineか ら花 粉粒 が 脱 出 し,の ち発 芽 す る。Intine

の膨 潤時の厚 さはTaxoidに 属 す る花粉,Cunninghamia,Thuja,Juniperusな ど種 類に よって異

な り,ス ギでは花粉粒径 の約2倍,Larixは 約1.5倍 程 度

である。 またExineの 脱 皮 は物理的 ・機械的 な現象で あ

って,花 粉 の生死 に直接的関係を もたず,水 分吸収 のみ に

よってひ きお こされ,ま た吸水時 の温度に影響を うけ る。

+10℃ 以上 であれ ば,ス ギ花粉 で5-10分 間 で脱皮す る

が,0℃ に 近い場合はほ とん ど脱皮 しない。

表 面はVerrucate構 造(れぼリ)を示 し,マ ツのTegulate構(ハぽユラ)造

に比較 して吸脱水が容易であ り,し たが って脱水に よる死

は,マ ツに比較 して早 く,3%の 含 水量 の場 合,2週 間 で

死にいたる。

実験 に用いた試 料は演習林 本部試験地,芦 生演 習林,上

賀茂試験地,京 都 ゴル フ場及び北 山中川町 にある北 山林業

地内か ら雄花 を採取 し,実 験室 内で1日 後,自 然 開繭 した

ものか ら採取 した。供試花粉 は水,デ シケータで加湿 し,

18,22,27,43,72%の5段 階 の含 水量 に調 整 した。72%

花 粉 は+4℃ 下 で約24時 間,滅 菌水を吸収 させ,外 部に付

*Pinoidtypeは マツ
,ヒ マラヤスギに見られる有嚢花粉の発芽型を示す語である。凍(れラ)結傷害の識別には発芽前

期の形状が参考となる点が多いのでこの分類名称を使用した。
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着 し た水を濾紙 で とり去 った ものであ り,72%の 含 水率で平衡 した。 これ らの花粉を急速冷却 した結

果 は図13に 示 した。

スギ花粉 では20%以 下 の含水率 であれぽ,超 低温下の生存が可能であ る。また22,27%花 粉 では

一50℃ 前後 か ら生存率 が半減 し
,各 々-65,-75℃ で す べ て凍 結死す る。 また27%以 上 の高含水

率花 粉の凍結 限界温度 は 一40-,一一50℃ で あ り,-30℃ まではあま り生存率の低下を もた らさない こ

とか ら,こ の含水率に対す る凍結限界温度は,-35～-45℃ 程 度 と考 え られ る。

さ らに,急 速冷却では 一75℃ で 凍結死 した22%含 水 率 の花粉を,-80°Cに 直接冷 却 した結 果,

表5に 示す よ うY'生 存 率に多少のバ ラツキはみ られ るが,直 接冷却 に よれ ぽ:1℃ で も凍結死せ

ず,24時 間 経過 して も致命的害は うけ なか った。 このこ とは,前 項の クロマ ツ花粉の場合 と同様,

30℃/min.の 冷 却速度が大 き くはた らいてい るもの と考え られ る。

また この処理に よって,ス ギ 花 粉の中に気泡(Airbabble)が 発 生す る場 合 が あ る。比較的高含

水 量の花粉にみ られる現象であ るが,発 芽 に影響は及ぼ さない。 この気泡については,別 稿 の凍結障

害の項 で詳述 した い。

Table5.EffectofdirectcoolingongerminabilityQfCrypto?neris

japonicapollen(WaterCont.22.0%)

Immersed
。30sec.1min.35101520min.30min,1hr.2hr5hr24hri

n‐80C

Germina-

bility(%)79-6・463・ ・8・ ・275・771・ ・52・143・578・ ・8・ ・455・462・1

Taxoidに 属 す るコノテガシ ワ(Thujaorientaris)及 び,ネ ズ ミサ シ(juniperusrigida)に つ い

て,急 速冷却 した結果 もまた,ス ギ花粉 と同様 の成績を えた。

22°oの ノuniperus花 粉 では,-20℃ で生存率 が半

繋綴饗
離撫蝋難灘嬢
芽床で形成 しに く く,便 宜的 に長楕 円球化 し,か つ澱粉

が内部に形成 され る ことを もつ てPregermination

と し,こ の状態を示す 花粉 を生 存 と規定 した ことに よ

*形 態的に正常かつ楕円球化したPregermination状 態 と
,実 際に管を出すものとの間にある関係はまだ不明

である。 また,こ の規定にもとずく「生存率」と実際的な花粉稔性の関連についてもいまのところわからない。
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の危険性が存在する。 したが って加温過 程で もある速

度 を必要 とす る。実験的に加温速度を 自由に得る こと

はむずか しいため,直 接加温(Direct-rewarming.

平 均 速度5.6℃/sec.最 高速度18℃/sec.),び 及 デS

ワー瓶を 自然 に放置 した状態で加温す る緩速加温(1℃/27～33分)の 方法 に よった。

数種 のマツ型花粉を用 いて実験を行 なった ところ,次 に示す図の よ うに,生 存率の変 化にい くつ か

のパター ンのあることがわか った。

実験は図16中Y'示 す 含水率を もった花粉を用い,次 の方法 で冷却 ・加温処理 をほどこした。

a;急 速 冷却に よ り各温度 まで冷却 した後,直 接 加温 した もの。(図16.の ○ 印)

b;直 接 冷却に よって所 定の温度まで冷 却 し,の ち緩速 で加温 した もの。(加 温速度1℃/30min・}

図16.● 印)

c;-80℃ まで直接冷却 し,3時 間 低温処理 したのち,所 定 の温度(図16.横 軸 のPlotの 位 置)

まで直接 加温,そ の温度か ら緩速加温 した もの(図16.× 印)で ある。 実験 の結果は,図16の 各 図yam..〉

処理 の差 を比較検討す るため,ま とめて記入 した。

P.Zuchu・(27%),P.korai.(28%),P.masson.(27%),Cedrus(22%)の 花 粉 では,急 速冷

却・直接加温(実 験a)に よる生存率 の減衰 曲線 と,緩 速加温(実 験B)に よる生存率の減 衰 とはほぼ同

様 の値 とパター ソを示 している。す なわ ち,こ の4種 は冷却,加 温の速度が生存にほ とん ど影響 を与

えない と考 えて よい。 しか し,P.banks.(31%),P.thunb.(30%).P.taeda.(27%),P.yigida

(27%),P.dens.(26%)花 粉 では急速冷却 ・直接加温 した場合 と,直 接冷却 ・緩速加温の場合 とで

は生存 の限界温度に大 きな差が あ り,緩 速加温をす ると急速冷却に よる限界温 度 よ り高い温度で致 命

的害を うけ てい る。つ ま り急速冷却では 一45℃ 以 下 一60℃ で 生存可能な花粉で も一45℃,-50℃,

一?0℃ か ら緩速 加温 した 場合
,致 命的害 を うけ る事を意味 している。

緩速(1℃/30分)で 加温 した場合に凍結死す るのは一40℃ 前 後の温度帯を緩速で 通過 した こ とに

よる加温中の凍 結傷害 であ り,こ の温 度帯が細胞 内凍結をひ きお こす温度帯 と考 えられ る。なお この

温度帯は急速冷却の凍結限界温度 とほぼ一 致す る。

またP.korai(28%),P.masson.(27%),P.Luchu.(27%)及 びCedrus(22%)花 粉 を直接 冷

却 し所定 の温度か ら緩速加温す る処理⑥をほ どこして もなお生存率が高いのは,そ れ らの花粉の もつ

含水量 が凍 結限界以下 である ことZ'他 な らず,P.thunb.花 粉 の限界含水率 よ り,や 高い値であ った。

また 加温過程を緩速0'し た た めに影響を うけた顕著な例は図17y`示 した各含 水量の ヒマ ラヤスギの

例 である。 処理 は直接冷却で 一80℃/3時 間処理 ののち,図 の各温度 まで直接加温,そ の後,緩 速加





温 した ものである。16,22%花 粉 はすべ ての処理 で高 い生存

率を示 し,35%以 上 の花粉 は す べ て の処理 で凍結死 して い

る。27%含 水 率は,ヒ マラヤスギの限界含水率に近い水分量

で あ り,こ の花粉 の生存 の動 向は示 唆 に とん で い る。 即 ち

一30,-35℃ か らの緩加温では凍結死 し,-20,-25℃ か

らの緩加温は,わ ずかだが生存花粉 のある事 を示 して いる。

この ことか ら27%程 度 の水分量 に対 して 一25～-30℃ の 温

度帯 が最 大氷 晶生成帯 である とい うことがわ か る。

5.冷 却 ・加温の くり返 しに対す る抵抗性

花 粉の超低 温貯蔵 の実用 的 レベルでは,冷 却 ・加温 の繰 返

しがその操作

の中で必要と

な る 事 が あ

る。そ こで冷却加温の繰返しが花粉へ与える影響を調

査撫

粉嚇 の加騰 に用いた花粉であ。.実

験 はすべ て直接冷却 で 一80℃10分 間 処理 し,直 接 加温

で+20℃10分 間 の繰返 し処理を した ものである。この

冷却 ・加温繰返 し試験 の結果を まとめ る と図18,19の

ご とくな る。P.pinasta3000,P.banks.31%花 粉 は

急速冷却 で 一70℃ 処 理の結果,す でに凍 結死す る花 粉

であ るが,3回 の 繰返 しでP.banksは 生 存率が激 減

し,P.pinastaと 共 にそれ以上 の繰返 しには耐 え られ

ない。 しか し他の花粉は6回 の繰返 しで生存率は減ず

るが,繰 返 し10回 処 理 で もなお高い生存率 を保 ってい

た。この うちCedyus22%,P.Luchu.27%,P.ko-

yai,28%以 外 は急速冷却 一80℃ 処 理で凍結死 した花

粉であるに もかかわ らず 直接冷却 ・直接加温の繰返 し

に耐 え うる ことを示 している。即 ち凍結 限界含水率 付

謂襲 塗畿:璽螺醗 綴 纂嘉蓋
の速度 に よって多少 の差 のある ことを示 唆 している。

スギ ・コノテガ シワの花粉 を使 って 同様の試験を行

な った ところ図19に 示 す 結 果を えた。 コノテガ シワ

10.8%,15.6%花 粉 は10回 一80℃ ～+30℃ 及 び

一196℃ ～+30℃ の 繰返 し処理 した ところ
。高い生存

率を維持 しえた 。この花粉 は凍結 限界含水率を大 巾に

下廻 っている花粉 である。 スギ22%花 粉 は 一80℃ 急

速冷却 で凍結死 した 花粉 であるが,こ の試験 では10回

の繰返 しに耐 えている。 これ は前項 でのべ た各種 マ ツ

花粉 と同様,直 接冷却,直 接 加温 とい う速い速度 が与
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xら れ れば生存可能 である ことを示 している。 しか し,さ らに高含水率 のスギ花粉では1回 の冷却 で

す でに凍死した。

6.針 葉 樹花粉低温処理の小括

Pinoid,Taxoid花 粉 の緩速冷却(1℃/min.)急 速 冷却(8℃/min.)で は 花粉の生存にあ ま り影響

を与えない。 しか し凍結限界含水率に近い水分量の花粉では直接冷却(7℃/sec.)の 速 度を与 えれば

凍 結致死をまぬがれ ることがあ る。 したが って花粉の冷却 で速度が重要な影響を及ぼすのは急速冷却

に よる凍結限界含水率付近の花粉であ る。

花粉の生死に最 も大 きく関与す る ものは花粉固有の含水量に よる。花粉内部の 自由水が氷晶を形成

し,細 胞破壊 を もた らす ものであ り,こ の結果,花 粉は直ちに凍結死する。あ る含水量の花粉が凍結

死す る直前の温 度を凍結 限界温度 と称 し,ど の温度で も生存 しうる最大含水量を凍結限界含水率 と称

す る。 この温度 と含水量 は樹種 に よって多少の差がある。また この凍結限度温度は,冷 却の速度 に よ

って多少の差があ る(図16,18,19)。

加 温 過程 における温度変化 の速度 は重要 な意義が ある。 す なわち直接 加温(5.6℃/sec.)と 緩 速加

温(1°C/30min.)で は生 存率 に大 きな差を もつ。30%程 度 のマ ツ花粉では 一60℃ か ら急 速 加 温 す

れぽ死 を招か ないが,-40℃ ～-55℃ 以 下か ら緩速加温す ると致命的害を 被 む る。 これ は 一40℃ ～

-55℃ か ら緩速 で通過す る ことに よる加温 中の害 であ って,こ の温 度帯 を急 速(直 接 加温)に 通過す

る場合(図16)は 凍 結死をひ きお こさない こ とが多 い。したが って 一40℃ ～-45℃ 以 下及び 一70℃

までの温度帯に この含水率花粉を長 く停留 させてお くことは細胞内凍結を誘起す ることにな る。

7,広 葉 樹花粉における低温処理

広葉 樹花粉を低温処理す る場合,大 別 して風媒 と虫媒 とにわけ られ る。 虫媒 花粉 と風媒花 粉では機

構上 も差があ り,通 常の含水率 も風媒 の方 がや や低 い。

風媒 花粉はQuercusdentataカ シ ワ(12,34%),Q・serataコ ナ ラ(10%),AlnusSieboldiana

オ オパ ヤシャブ シ(69%),Platycaryastrobilaceaノ グル ミ(16%),Betulaplatyphyllaシ ラ カバ

(15%)花 粉 の急速冷却処理について,図20の 結 果 をえた。 この花粉 の場合 も針葉樹 と同様,含 水量が

花粉 の生死を支配す る。 しか しQercus,Betulaの10～15%低 含 水率花粉が 一60℃ 前 後か ら生存

率の急減をみるのは,花 粉の構造(発 芽孔3～

5)に 関係があると思われる。しかし高含水率花
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粉の限界温度は針葉樹 とほぼ同様であ った。

虫媒花粉は表面構造 も涜 状を呈す るものが多 く,風 媒花粉 と構 造上異なる点 も多い。 これ らの点は

虫媒 花粉の送 粉時 間が短か く,し たが って失 水を防 ぐための機構が発達 して い な い と考 え られ る。

Magnoliagrandifloraタ イ ザ ンボク(8,17,34,43%)及 びLiYiodendronTulipiferaユ リノキ

(22,31%),Micheliafuscataト ウオ ガタマ(11,14%)の 急 速冷却の結果は図21の よ うである。

凍結限界温度は針葉樹 花粉 に み られ る温度 よ りひ くく,-80QCで も生存 し うる含水率 は,風 媒広 葉

樹 に くらべて高い。 この結 果に対 してMagnolia花 粉 が長 口粒で あ り,Intine肥 厚 部 が大 とい う構

造上 の特徴か らの説明はむつか しい。Liriodendron31%-80℃ 処 理花粉 の生存につ いても同様 で

ある。 しか しMagnoliaceae花 粉 は澱 粉を もたな い。 したが って細胞液中は,糖,ア ミノ酸 等 が あ

る。 この糖が耐凍性を保持す る原因 であるとす る と,酒 井 らの耐(れロ の)凍性 の増大機構 と一致す ることに な

る。今後花粉 のもつ凍結に対す る特性 の研究を進 めね ぽな らない。

同様の実験を虫媒花粉で行な った ところ,図22に 示

す結果を うる。最 も特異的な ものはIdesia,Camellia

窒驚あζ躍 灘 謝 鵬鵠1纂
をもっている。この種類の花粉は澱粉形成をみず,壁

層や細胞質に脂質をもつ。この様な状態が凍結耐性を

高めていると考えられるデーターはまだえられていな

いが,同 様の形態的構造をもつQuercus等 の風媒花

粉に見られない凍結耐性を示していることは注目すべ

き点である。他の虫媒花粉の凍結限界含水率,温度は,

他の樹種 とほぼ同様と考えてよい。なお虫媒花粉は実

験に充分な花粉量がえられないため,今 後さらに研究

を重ねたい。

8.本 章 小括

1.花 粉 をDry-lce,Et-OHで え られ る最高速度,す なわち8°C/min.で 冷却 した とき,花 粉の

含水量 と凍結 の温度 に よって,生 存 ・凍結 死の範囲が決 定 され,そ の閾値 は針葉樹 ・広 葉樹及び,花

粉 の含 有す る物 質(糖,油 質,澱 粉)な どの別 に よって差がみ とめ られる(図30)。

2.一 般 に8℃/min.,1℃/min.程 度 の冷却速度の差は あま り花粉の生存Y'重 要 では ないが,高

含水量 の場合 は直接冷却法(1～7℃/sec.,1ccア ンプル花粉1/2容 の とき)の 方 が生 存率 は高 い。

(図11,12,18,19)

3.加 温 は急速加温が よ く,+20℃ 微 温湯 に直接投 入す る ことに よ り,最 高18℃/sec.平 均6℃/

sec.の 速 度 がえ られ る。 実用的に1ccガ ラ スア ンプル を用 いた場合は この方 法が よい。また,非 常

に緩慢 な速度(1℃/30min.)で は 加温過程 で致命的害 を被むる。高含水率花粉が 一35℃ ～-45℃ の

温度帯 を緩 速で通過す る と,多 くの場 合,凍 結死す る(図16)。 し たがって,こ の温度 帯の通過速 度

が,凍 結傷害を ひきお こすか否か を支配す る といえる。

4.広 葉 樹花粉 の低温処理 では,風 媒花粉 と虫媒花粉 に よって凍結 限界温度 や凍結限 界含水率 に差

がみ られ る。す なわ ち風媒花粉 は,針 葉樹花粉 ににるが,虫 媒花粉 の場合 は,か な り高 含水率 でも,

生 存可能 なものが ある。 これ は花粉細胞質 中の糖濃度や 油質 な どに由来す る もの と考 え られ るが,ま

だ これ を支持 し うる明らか なデーターはえ られ ていない。
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0℃ 以下又は超低温におけ

る水は,す でにのべた+温

度領域にみられる生活代謝

としての意味はほとんどな

く,生 理的な意味として水

の関与する部分は酵素活性

にのみ限られると考えてよ

い。一般に植物組織中に存

在する酵素は 一20℃ でも

活性があるが,酵 母のある

種のものは 一37℃ で失活

し,多(ヨの)くの種類の菌はこの

温度域で生活代謝が消衰す

る。したがって生(ヨの)物的零度

(Biologica1-Zero)は 一20

℃～-30℃ と考えるのが適

当である。

また物理的な問題は氷晶

生成として提起される。加

藤らは生(ヨの)物体の組織では結

合水の氷晶析出によって蛋

白分子の結合が物理的に離

れ,ア ミノ酸が大きな分子

と結合するとい う,即 ち蛋

白変性の機序についてのべ

ているが,花 粉における蛋

白変性に関するデータは未

だない。花粉粒内における

氷晶の生成は物理的に花粉

粒の破壊をもた らし凍結死

を与Yxる 。超低温下におけ

る花粉の生存は,こ の氷晶

生成に関与する自由水量に

支配される。本論文中の各

実験に用 いた花粉の水分

量の範囲は6表 の通 りであ

る。一般に針葉樹花粉の含
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第 皿章 花粉 の含水量 と凍 結耐 性

1.花 粉内部の水

ア 胞質中にある自由水 と
,主に蛋白質分子と結合 した結合水に大別できる。

Table6.Watercontentofsomekindofpollen

PollenDriedOrdinaryWetMaxim

Pinusthunbergii.5-12%17-20%26-53%72%

Pinusspp,5-1315-1822-3072

CedrudeodaraI4‐10115-19122-54168

Tsugadiversifolia.15

Keteleriadavidiana13

Cryptomeriajaponica4-1011-1826-3972

Lalixreptolepis.516-2224-3076

Thujaorientalis.111622-39

Taxuscuspidata,19

Torreyanucifera./9

Juniperusrigida22

Cunninghamial4

Lanceolata.

Ginkgobiloba.182332-33

Alnusjaponica1015-1724-5571

A.sieboldianaII20-22128

Betulaplatyphylla.71533

Quercusserata92234-49

Q.variabilis.2234

Q.glauca29

Corylussp.、14

Fraxinussp。14

Platycaryastrobilacea.16

1desiapo】ycarpa.1217-2223

CamelliasazankaI9-13121132172

Cudraniatricuspidata21-25

Stewartismonadelpha.19

Sapiumsebiferum1623

Magnoliagrandiflora.817-2637-46

LiriodendronTulipifera.22-2431

Micheliafuscata.113116131

Punicagranatum161852

Juglanssp.22

Datulasp.21

Zeamays,Orizasativa≒60-70
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水率は低 く,広 葉樹でも風媒 ・

虫媒花粉で差がみ られる。また

多 くの花粉の飽水状態含水率は

68～76%で ほぼ平衡に達する。

2.針 葉樹花粉の

凍結致死範囲

Pinaceae6の 平均的な凍結

限界含水率は30%で あ り,こ れ

より高い含水量の花粉の凍結限

界は 一40℃ と考えてよい。図

23で与xら れたデータは急速冷

却の場合である。したがって超

低温貯蔵の実用的術式では,ほ

ぼ25%以 下に乾燥し,急 速冷却

をほどこせぽ凍結死は回避 しう

るこ とY`な る。Cedrus花 粉 の場 合の限界 含水率 は28%で あ り,限 界温度 も1'℃ で あ る(図24)。

Pinoidは2個 の 気嚢には さまれた部分にIntine肥 厚 が あ り,水 を よく含 み うる。そのため花粉の水

分条件に よって気嚢間の距離に変化を もた らし,ま た種 類に よってこの部分 の距 りも異 なる。Pirloid

に お け る凍結限界に多少の差の あることは,こ の部分の大小に関係がある もの と考え られ る。

Taxoidの 凍 結致死範 囲は前 章でのべ た ように,4種 の あいだ でか な りの差 がみ とめ られ る。 この

理由はTaxoidも ま たlntineの 厚 さが種類 に よって大 き く異な るので,こ の形態的な差が凍結限界

Y'差 を 生ぜ しめ る原 因 と考 え られ る。 スギの限界含水率は23%で ノuniperusと ほ ぼ同 じであるが,

カ ラマ ツは30%と 特 異的 に高い。(図25,26)凍 結 限界温度 は カ ラマ ツの 一35℃,そ の 他で 一40℃

..一一45℃ で あ る。



3.広 葉 樹花粉の凍結致死範囲

Magnoliaceaeの 凍 結致死 範 囲

は図27に 示 す ごと く,限 界含水率

が38%以 上 であって,Thujaと 同様特異的 に高 い。しか し限界温度 は40%花 粉 の場合 一31℃ 以 下で

あ って針葉樹花 粉に比較 してやや 高い程度 であった。Camellia,Punica等4種 の 虫媒花粉の場合の凍

結 限界温度は さ らに高 く,-22℃ 以 下(50%花 粉 の場合)で あ り,限 界含水率は35%でMagnolia

よ りや や低 い値 で あ る。図28に4種 の虫媒 花粉の致死範 囲を 示 した。一般 的な凍結致死 範囲 とし

て,Punkaの 限 界温度は52%花 粉 の場合 で 一20°C以 下 であ り,限 界含水率は35°/o程 度 と考 え られ

る。 また風媒花 粉4種 の凍結致死範 囲を図29に 示 した。32%Queycus花 粉 の凍結限界温度は 一50℃

以 下 であ り,さ らに含水率 が高 くな ると 一25℃ 程度 となる。 このFagaceae,Betulaceaeな どの花

粉 の凍 結致死範 囲は,図28の 虫媒 花粉の範 囲 と大きな差 はない ようであった。

4.本 章 小括

各樹種の花粉 の超低温処理におけ る凍結致死範囲を比較す る と図30に 示 す ようになる。実験 に用い

た25種 の花粉の凍結限界含水率は25%か ら40%ま で あ り15%の は ばがあ る。凍結致死温 度は虫媒 の

一20℃ か ら
,ス ギの 一48℃ 程 度 までかな りの巾がある ことが認め られた。

一般 に致死温度は針葉樹花粉が低 く
,限 界含水率 も広 葉樹 花粉 に比 して低 い。 この差 は,膜 ・壁構

造の差 やChannelの 到 達 深度及 び密度等 の ちが い が 花 粉 の水分 条件を支配 し,そ の結果,細 胞液

滲 透価,濃 度の増加等に よる氷点降下やVitrificationを 誘 起 し氷晶 の生成を 回避 しうる もの と考 え

られ る。 また一 般的には花粉含水率20%以 下 であれぽ多 くの花粉粒 内に氷 晶の生成 はみ ない,つ ま り

氷 晶を作 るべ き自由水が 存在 しない ことを意 味 し,超 低温下 でも生存 し うるこ とを意味す る。 した

が って この含水率調節が,花 粉の超低温貯蔵 における重要 な条件 となる。

純 水 のFreezing-pointは 加 藤 らに よれぽ直(ヨの)径が小さ くなるほ ど低温 にな り,直 径10μ 程 度で過冷

却 し うる温度限界は 一4L5℃ とい う。 しか し花 粉の細胞液 はHeterogeneousnucleationと 考xら

れ るの でFreezing-pointは 純 水 よ り高いはず であるし,ま た花(るの)粉外径が10μ 以 下の ものは極めて少

ないのでFreezing-pointは さ らに高 いもの と考えて よい。 この氷結晶を生成す る温度帯,す なわち

凍結 限界温 度に接 する低位 の温度帯 を最大氷 晶生成帯(ZoneofMaximullicecrystalformation)
30)30)

と加藤 らは名づけている。 加藤らによれば,生 鮮な植物性食品の最大氷晶生成帯は,ほ ぼ ・-25℃ と
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のべているが,こ の温度以下であれぽ細胞内の自由水は過冷却の状態にあると考えられる。花粉細胞

質中の溶質は糖・澱粉・油質・ア ミノ酸など多様であり蛋白質量も多い。したがって溶液の分子濃度

も高い。 さらに樹種によっても差異が大きく,FreezingPointも 一様とは考えられない。 図30に

示した凍結致死範囲が樹種によって差のあるのもこの点が関与していると考えられる。したがって図

30の凍結致死範囲を示す曲線は,そ の花粉における最大氷晶生成温度の上限を示したものであるとい

える。なお図30に 示した曲線は,さ らに厳密な実験によって直線で区劃された凍結致死範囲のパター

ソを示すものと予測できる。

第N章 花 粉 の予備 凍結 効果

植物皮層柔組織の凍結過程の中において,あ る低温に一定時間以上さらした場合,そ の後,-196℃

の中においても細胞内凍結を誘起させず,凍 結傷害をもた らさないことは酒井らの多(れねおラ)くの業績に示さ

れている。 この様に通常凍結死すべ き細胞が,凍 結による障害を回避 しうるような前処理を予備凍結

(Prefreezing)と いい,そ の最も効果的な温度を効果的予備凍結温度 と称している。酒井(るの)はこの温

度を 「細胞内の凍 りうる水が脱水されるときの温度」と規定している。この予備凍結は牛精子,ヒ ト

の赤血球の超低温長期貯蔵の場合,特 に グリセロール平(るの)衡とよぽれる。植物組織における予備凍結の

作用機作は,耐 凍性物質,多 糖類(るユリるら ゆゆ)の増(の)加であ り,花 房らは 「生(るアラ)体高分子の活性低下,又 は失活lyよ る

変性に対する保護剤として糖,多 価アル コールがある」とのべ,永 瀬(るの)らも牛精子の凍害防止効果物質

として糖,エ チレングリコール,グ リセリン等をあげている。これらの耐凍性物質の作用効果が,花粉

の予備凍結効果の作用機作に どのような関連があるかはまだ不明である。

花粉で実用上,予 備凍結しなければならない状態はほとんどない。しかし飽水状態の花粉を用いて

予備凍結を行なった結果,-196℃ 処理をしても高い生存率を維持し障害の発生も起さないとい う結

果をaxた 。供試花粉は前述 した方法で吸水させ水分平衡した約70%含 水率花粉を用いた。アンプルに

封入 した花 粉はデュワー瓶を用い,Et-OH,Dry-Iceに よって所定の温度を維持させた低温槽の中

に直接投入し,所 定の時間予備凍結を行なった。 さらに予備凍結後,直 接冷却によって 一80℃ 又は

一196℃v'浸 漬し,一 定時間凍結処理後,直 接加温し,直 ちに発芽床に移して障害の程度,発 芽率等

を調査した。なお発芽率は,第 皿章の冷却処理に較べてかな り低いため,Contro1の 発芽率を100と

した ときの指数を もって生存率 とし,図 示する

ことにした。

∵総(コ)灘糊購翫
に示した。 スギでは 一30℃ での予備凍結の結

薫 群 鴛JR377#+4¥7+m qqm2a97
的予備凍結の時間は1～4時 間であ り,20,30

時間に及ぶと効果が認められなくなる。しかし,
-196℃ 凍結処理をした場合(図32)の 予備凍

結時間は,30時 間が最も効果的である実験結果



をえた。この2つ の実験結果の差についてその理由はわからない点が多いが,い ずれも1時 間以下で

予備凍結の効果はえられない。 予備凍結効果は,現 在までのところ,-196℃ で100日 間の凍結処理

をした花粉で高 く維持されている。また,-30℃ ・PF区 は正常な花粉管の伸長と高い発芽率を示し

ている(写 真2,3参 照)。 この条件下では予備凍結によって得た凍結耐性は予備凍結時間にはあまり

関係しないものと考えられる。カラマツ花粉の予備凍結温度はスギに比較して高 く,-10,-15℃ が

適当と考fら れる。(図33)こ の理由は図15に 示した急速冷却の限界温度に対応する。さらに50%

70%と いう含水量の差も予備凍結効果にわずかに関係があるものと思われる。即ち50%区 はいずれも

70%区 に較べて生存率も高 く,最 高5日 間の凍結処理でも10%以 上の生存率 を維持 した。-5℃ ・

PFで はわずかにNorma1な 形を示すものもみ られたが予備凍結効果は全 くないと考えてよい。

2.ス ギ花粉の予備凍結における凍結傷害

一般に飽水状態花粉の発芽率は新鮮花粉に比較するとかな り低 く平均41 .3%で ある。 また置床後も

Exineと 花粉実質の間に間隙を生ずる傷害型を示すものは全体の約16%に 及ぶ。 これは過度の吸水

によってIntine膨 潤がおこり,か つExineか らの脱皮を伴なわないまま長時間おかれた ときY'発

芽能力を失なったものと考えられる。したがってこの様なIntine膨 潤は一温度に花粉をおいた時,

機械的傷害を誘発し,原 形質の不規則な萎縮となって現れる。予備凍結効果のなかった花粉の解凍後

の傷害は主としてこの形のものであ り,ス ギ花粉の凍結死花粉に普遍的Y'見 られる。また予備凍結の

結果,正 常な花粉管の伸張をみるものもContro1に 較べて少な く,解 凍直後は正常な形を示すが,正

常な発芽を伴なわない花粉が多い。写真1,3Yom.示す ように解凍後,凍 結傷害が見られないにもかかわ

らず,72時 間培養後発芽する個体はわずか に10～20%に とどまって いる。 特 に図32Y`示 した

一20℃ ・PF区 にこの形が多い(写真1 ,3参 照)。以上のことから予備凍結によって生ずる障害は,凍

結死花粉に普遍的に見られる花粉実質萎縮型,及 び正常な形を保ちながら花粉管伸長を伴なわない・

いわぽ発芽能力の喪失 とい う生理的障害を被むるものの2つ に大別できるようである。 この生理的障

害の発生機序については今後の研究で解明しなけれぽならない。



3.ヒ マ ラヤスギ花粉の予備凍結効果

ヒマ ラヤス ギ68%花 粉 を用いて予備凍

結効果を調べた結果,図34に 示 す よ うな

結果をxた 。すなわち効果的予備凍結の

時間は20-40時 間 であ る。 この 一20℃ ・

PF区 では 一196℃ 凍 結処理の時間が長

いほ ど生存率は低 くな る傾向を示 した。

しか し 一30℃ ・PF区 は 全 く予備凍結の

効果を示 していない。 この結果は酒井(れりの)ら

の報 告や,ス ギ ・カラマ ツにみ られ る結

果 とは全 く逆の結 果 を 示 して い るが,

-30℃ で,す でに凍結傷害をひ きお こし

た ものであ る。なおPinoidの 凍 結傷害

の程度は解凍直後の花粉粒か ら知 ること

は困難であ り,発 芽床上72.96時 間 培養

後調べた ところ,発 芽 しない花粉は澱 粉

形成が ご く少ないか全 くみ られ ない。 ま

た自己分解(Autolysis)す る ことは,急

速冷却の場合の凍結死 と同様であ った。

しか し予備凍結効果のあ った花粉は,花

粉管 の形 態 ・伸長 も正常であ り,澱 粉粒

の充満 もみ られ る。 また澱 粉合成系酵素

の活性 も予備凍結 に よって維持 され,解

凍後,賦 活す ることが 明らか とな った。

4.広 葉 樹(風 媒)花 粉の予 備凍 結効 果

Quercusdentata(カ シ ワ,70%),

Alnussieboldiana(オ オバ ヤシヤブシ,

71/)の 花 粉 の予備凍結効果 を図35に 示

した。Quercusで は急(ド)速な冷却速度 を う

るため,カ バ ーグラスに水 と共にマ ウソ

bし た もの(図35のG)及 び 通常のア ンプ

ル封入(図35のA)の2法 とした。-10,

-20
,-30°Cで30分 間予備凍結 したガ

ラスマ ウン ト区は非常 に高 い生存率 を示 した のに対 し,ガ ラスア ンプル封入区の生存率は低 い。

また効果 的予備凍結温度 はガ ラスマ ウン ト区 とア ソプル 区では全 く逆 の結果を示 してい る。 この結

課 の考察 は,予 備凍結処理後の 一80°C直 接凍結速度がカバ ー グラス区は約150℃/sec。 と い う超急速

梵 あった事 に由来す るのか,予 備凍結効果そ のものであるか今の ところわか らな い。 この試験 に供 し

牝70%花 粉 の急速冷却 に よる生存率 は 一10℃;43.3%,-20℃;21.2%,-30℃;8.8%,-32・5℃;

+,-35℃;+,-37.5℃;0%と い う結果を えて いることか ら,凍 結 限界 含水率 はほぼ 一30℃ 以

下 と考 えて よく,-30℃ ・PFは 限 界温度に,ご く近いため予備凍結の段階で,す でに凍結傷害を う
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け て いた と考え られ る。 さらに カバ ー

グラスのマ ウ ン トは凍結処理中,ガ ラ

スの間隙Y'エ タ ノールが侵入す るもの

が多 く,そ の場合はすべて棄却 したた

め,わ ずかに30分 予 備凍結処理の結果

灘轍撒禦
30℃ ・PFも予備凍結時間が長いほど効

果が減少する傾向がみ られ,針 葉樹花

粉 と逆の結果を示している。また予備

鷲 度6潔高灘 婆箋輪
Contro1に くらべて低 い が 花 粉 管 の

形 態,伸 長 は全 く正 常であ った。

5.本 章 小括

i)通 常の冷却処理では必 らず凍結死する含水量の花粉を,一 温度にある時間さらす と,:1℃,

-196℃ の超低温処理でもなお生存しうる。この処理を予備凍結 といい,効 果をもたらす温度及び時

間を効果的予備凍結温度,及 び効果的予備凍結時間 と称する。ii)実(ゆ)験 に用いた各種高含水率花粉

の予備凍結効果は次表に示す通 りである。Cedrusを 除き効果的な温度は,そ の花粉の凍結限界温度よ

りやや高い温度帯と考xら れる。Cedrusは 一10℃ が効果的であって他樹種 と逆 の結果 を示 した。

iii)効 果的予備凍結時間は樹種によって差があ り,ス ギで1-一一30時間Cedrus3～70時 間,カ シブ

10分N間 である。予備凍結の結果xら れた凍結耐性は,そ の後の超低温処理の時間によって,わ

ずかに差の生 じたものがあった(図32,34,36)。 しかしスギでは予備凍結後,100日 間,液 体窒素中

においてもなお高 い生存率を維持 した。iv)花 粉の予備凍結の作用機作はまだ不明な点が多い。

また予備凍結効果をえた花粉の発芽率はContro1に 比較 して低いことが多いが,発 芽状態は正常で

ある。なおスギ ・カラマツ等では生理的障害と考えられるものがあった。v)花 粉の超低温貯蔵の

場における予備凍結の実用的意義はあま りない。 花粉は完熟後,外 部からの物質移入は水だけv'止

ま り,植 物柔組織のように耐凍性物質の絶対量の増加は期待できない。 したがって予備凍結効果は花

粉の水分量の減少に伴な う細胞液濃度の変化に由来する凍結保護作用と考xら れる。vD酒 井は植

物の細胞における効果的予備凍結温度は 一30℃ と報告(るの)しているが花粉の場合は樹種により一10川 一

30℃ と効果的予備凍結温度の範囲に多少の幅のあることが認 め られた。 これは植物の柔組織におけ

る細胞 と花粉は,そ の壁構造も全 く異なり,花 粉は水分の移動が容易に行なわれる機構をもつことに

関係がある。スギ ・カラマツはIntineが 発達して水分吸収能力が高 く,発 芽機構の中にこの機能を

もっているか ら,高 含水量のときは当然Intine部 分に多 くの水が保持され てい る と考え られる。

他樹種もその壁構造上,花 粉壁の水分量は高いものと推測される。したがって,こ の構造に ょって予

備凍結はmの 細胞外凍結現象をおこし,Intineや 花粉壁が界面となって花粉の細胞質内外に水蒸

気圧の差を生ぜ しめ,結 果的に花粉粒の脱水現象がおこり,内 部の膠質溶液の濃度,特 に糖濃度を高

め,凍 結保護作用も高まるものと考えられる。
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あ と が き

本論文は1961年 度機関研究として開始されたものである。すでに約50種 の花粉を液体窒素に貯蔵

し,最 高8ヶ 年貯蔵した花粉の一部は,ほ とんど新鮮な花粉と同様の発芽率を保ち,ま た一部は人工

交配の結果・正常な種子 ・幼苗を得ている。また・凍結の傷害は一般に物理的な傷害と生理的な障害

のあることがわかった。これらの点は凍結様式などとともに稿を改めて詳述したい。

この研究を遂行するに当って京都大学農学部森林生態学研究室構成員の各氏,京 大演習林,京 都府

立植物園 麓園長・及び北海道立林業試験場久保田泰則 ・梶勝次 ・中西曜子の諸氏の御協力をえた。

また北海道大学酒井昭教授,武 藤憲由助教授,大 塚宏二助手,弘 前大学田中教授,静 岡大学上野教授

のほか,京 大農学部応用植物学研究室渡辺光太郎博士,横 山和正氏など多 くの方 々の絶大な御教示御

鱒 を賜わ・た・特に記 して深甚な謝意鷺勧 す次第である・39,33,

な お 本 論 文 の 各 章 の 梗 概 は 日 本 林 学 会 大 会,関 西 支 部,北 海 道 支 部 大 会,日 本 花 粉 学 会 に お い て 講

演 し た 。
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Résumé

 The preservation of pollen in deep-frozen state has been studied since 1961. 

 The purpose of this study was to find out the method of storage in the deep-frozen state and to 

pollinate the most favourable time. 
  The best way to store pollen for a long time is to stop the biological activity at  —196°C. 

 Free water participating in pollen metabolism, forms ice-crystals and causes physical injury when 

deep-frozen, so reducing the water content of pollen is most important. The maximum water 

content at a definite temperature below zero, and minimum temperature at definite water content 

to avoid frost injury are called limiting temperature for crystalization, respectively. 

 Pollen has its own charasteristic value for these factors and they determine the survival range 

of deep-frozen pollen. 

 Cooling rate is not as usual but pollen of about limiting water content must be cooled rapidly. 

 Rapid rewarming is important, for if it is rewarmed slowly, ice-crystal is formed and the pollen 

is injured. 

  The temperature range where frost damage most easily occurs is from about  —35°C, —45°C 

depending upon tree species. 

 High water content pollen (about 70%) died when it was frozen rapidly, but it was still able  to 

live by frozen prefreezing it at  —10°C,  —20°C and —30°C before it was deep-frozen. 

 For many species the most effective pre-freezing temperature and time are about —30°C  and 

more than four or five hours respectively. 

 Pre-freezing treatment was very effective in many species such as Cryptomeria japonica and many 

other trees when they were deep-frozen at —196°C for 100 days.










