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Tokio NEI ancl Kei FUJINAGA 1961 Freeze-Drying of L Cells. Low Tcmpel・'atllreSciencc， 

Sel-. B， 19. (With English resume p. 125) 

L 京町 日包 の 凍 結 事色 燥ヰ

根 弁ニ タト 男

(低温科学研究所医学部門)

藤 刀く 意

(医学部細菌学教室)

〈昭和36年 7月受理〉

裕子の凍結保存lζグリセリン添加の有効なことが唱えられてから (Polge等へ 1949)，穣々

の細胞の長期保存にこの方法が広く用いられるようになった。腫務細胞もまたその例 lこもれ

ず，実験的援びlこ実用的な立場から行なわれたグリセリン又は相加凍結保存の報告は枚挙lζ速

ないほど多数にある。

しかし腫湯細胞の凍結乾燥については， 凡そ 10年ほど以前lζーしきり論議をわかした程

度で，近年余り詳細な報告には按しない。E![Jち， Gye及び Mann等仰)，4)(1949)， Warne等5)，6)

Pass巴yand Dmochowski7)，町(1950)，Dmochowski丘ndMillard町(1950)，Hirochberg and Rus，ch'O) 

(1950)などはいずれもマウスの臨場細胞を凍結乾燥し動物に按穏して<<:m胞の増殖をみとめたと

いう。当時供試試料がウイルス性の臨時細胞であることからヲ凍結乾燥に対するウイルス並び

に細胞の抵抗性に関する問題で議論があった。

我々は，マウスの皮下組織細胞に出来するが分離以来既に多年lこ瓦って試験管内での培養

継代が重ねられた L細胞を用いてヲ凍結乾燥を試みたので，その成績を報告する。

1.実験方法

1. 使用材料

相l前学教室保存の L綿胞を 0.5%ラクトアルブミン， 10%憤血清力日 Earle氏緩衝液(以下

Earle液と略称)I乙凡そ 1 週間培養し，トリプシンで処理して(最終j民度 0.01%)，細胞濃度 90~

5007J/mlになるよう Earl巴液に再浮遊し実験に用いた。 ζの再浮遊したものに，更に PVP，

グリセリン，ブドウ栴， クソレタミン酸ソ戸ダ寄与を媒質として加えたものも使用した。

2. 乾燥方法

乾燥装置は低温科学研究所に於いて常時使用している放射状多蚊管式乾燥械で，中央lこ液

体語表で冷却する凝縮器があり， 油廻転冥:fEポンプ。は排気量 10'0L/min， 到達真史度2xlQ→

mmHgのものを用いた。乾燥容器は内容積凡そ 50ccのすり合わせガラス製のものである。
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試料の呈，容器?凍結方法，乾燥方法等については，いずれもいろいろな条件を組合せて

実施したから，実験成績の項で細々の例を述べることにして，ここでは概括して，大まかなね

らいだけを記載しておく。

1) 自働凍結. ガ戸ゼ， {成紙等 lこ少量 (0.05~0.1ml)の試料を浸みこませ，液状のままで

急激に減)主すると蒸発の潜熱!こよって白働的に試料は凍結するので，引続き乾燥lこ移る。

2) 急速凍結 2砲の方法を行なった， 1つはガ{ゼlこ没みこませたものを液体型索中[ζ

投入して急速に凍結させ，引続き通常の凍結乾燥を行なうもの。 他は密約2cmの小さなシャ

ーレを予め液体窒京で冷却しておき，それに試料をj商下して急速に凍結させ，そのまま乾燥に

移るものである。

3) 緩慢凍結: 小シャーレに 0.2ccの試料を入れ， -20oCまで 1......，20C/minの冷却速度で

綬慢に凍結させ，乾燥を行なうものである。

乾燥後の再生lこは， Earle原液或いは PVP(poly vinyl pyrrolidone)，グリセリン，ブドウ

iJ，l[等を加えた Earle液を用いた。

対照として行なった凍結融解実験では， 融j採はすべて 370Cにあたためた Ear匂液をカrrえ

て行なった(急速融解)。

3. 結果判定

1) Trypan blue染色による生細胞数の算定:

2% Trypan blue保存液を使用時4倍lこうすめて，試料21ζ対し 1の割合lこかlえ， 直ちに

Fuchs-Rosenthalの計祥盤を用いて顕微鏡下で生死の細胞数を非えた。 Trypanblueで多少染

まっているものはすべて死細胞とした。算定には凡そ 100乃至200の細胞をかぞえ，そのうち

の生細胞の百分率を以て表わし，同一例でこの算定を3)支くりかえして平均値を示した。

2) 培養試験:

処理された試料(多くの場合0.5ml又は 1ml)に，細胞数が30万Imlくらいになるよう

Earle液を加えて，試験管内で培養し (370C)， 細胞のガラス壁への定斎及び増殖の状態を3週

間lこTLって観察した。

II. 実験成績

L細胞の凍結乾燥の成否を縮かめることを先決問題としたので，細かな基礎的吟味は後廻

しとして，従来の他の細胞についての経験上，比較的良好と思われる幾つかの因子を組合せて

実験を行なってみた。いずれも全くの試みの程度であって，各条件での例数はひじように少な

いが，大体の傾向はつかめたと思われるので，その結果をまとめて，予報的lこ報告する ζ とに

した。従って実験方針に多少不統一のきらいはあるが， ;1(;駄を試みた)1医序lζ従ってデータを記

.1売する。なお試料I=llの細胞数は多いほど好結果が期待できるであろうと考え，実験を進めるに

従い次第に高濃度lこしてみた。
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実験 1(24/1，百1) 誠料中細胞数 90万/ml

試料(琵，容総) E草 紡 融 解

7仮処盟対照

2) 0.2 ml，血

370C Earle液で
急速融解

1) 0.1 ml，ガーゼ Ij包急速凍結， -1960C， 1分
-200C シー1960C，1分 /1 

;誠料(丞，容探) 凍 結 乾燥 復水 izu五i仏両|定着|姥l殖

1) 0.1 ml，ガーゼ 減 EE自動凍結 7秒 一液! O 

/1 /1 起急速凍結，ー1960C，1分 10干ト O 

3) 0.2 ml， llll 急速凍結， -196"C， 1分
17間 IEa~~e~1 
。

4) /1 /1 緩(，<>慢rl凍~結」ー200C→ -1960C，1分 O 

一容探)I 

無処理対照 l

実験日 (27/1，沼1) 誠料中細胞数 160万/ml

結融解

凍 結 磁l 解

1) 0.2ml，誠験管 綴w校c/保m肘lni)-lOOC，30分 4Ea給rl量e液37
0
C 84.6 (89.0) 十 十

2) '/1 /1 /1 -20oC， 30分 /1 81.0 (85.2) + 
!I !I /1 -30oC， 30分 11 81.7 (85.9) 十

4) 0.2ml，誠験管 緩w慢C/凍m結ini -100C直後ター1960C，1分 4 {a計rl一段e3 70 C 14.8 (15.6) 十
Earle /1皮

/1 /1 /1 -20oC直後〉ー1960C，1分 /1 84.5 (88.8) 十

/1 11 

" -30
oC直後シー1960C，1分 /1 33.8 (35.5) 十

7) 0.2叫細管|急速凍結， -19代 i分 4{音量3rc
Earle液 十A

句。。ハU
O
O
 

i演料(滋，容認I) 復 水

1) 0.1 ml，ガーゼ

2) 11 /1 

4街fJ:370C 
Earle液

/1 
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実験 III(8/II， '61) 読料r:j=1細胞数 200万Iml

現 l¥i'i 乾 燥
Try色pにan blue 

主当 主要

話料(泣，容総) E長 結 乾 燥 復 水
当主 よる

定着地質量生細胞

無処理対照
90〆。0ノ.0(1〆9iρ， 

け十 ÷什

1) 0.2ml， llIl 緩慢凍結， -30
o
C， 30分 室温2時間 1074Tグ]リセヲンカ日ris同bu妊er

。(0) 士
10;'6 PVP力H

c，. 

" " " " " Tris.buffer 
75.2 (82.7) 土

2.5F4EPE VP力日
× 

3) 0.1 ml，ガーゼ 減圧自動凍結 室温 10分
arle?夜

70.3 (77.4) 土

4) ~0，;':fVK1~紙H上読0料
0.1 ml，泌紙 減 j王自動凍結 2さお 5分 2 5 F4EPaVr lPe 加液 O (0) 士

× 

5) If 
" " " B分 " 68.5 (75.3) =F 

6) ~O，;':fV~.~'ぷ料
× 

0.1 ml，カ、ーゼ " !I 10分 !I 55.8 (61.5) 士
X 

!I " " 11 15分 11 71.5 (78.7) 土

8) 0.1 ml，ガーゼ 減圧自動凍結 室温 10分
10%グリセリン加

3.8 (4.2) 二F
Earle液

9) " !I !I " 20分 !I 3.7 (4.1) 平

10料74グリセリン却i
10)お 減圧自動凍結 室温 10分
0.1 ml，ガーゼ

iOF4Eグaリセリンガn
rle i夜 2.0 (2.2) 土

" !I !I !I 20分 !I O (0) 土

!I !I !I !I 30分 !I 11.9 (13.1) 士 一

13) 0.1 ml，ガーゼ 急速凍結，一1960C， 1分 室温20分
10;'6ク。リセリンカn

2.7 (:!.8) 十
Earle II夜

14) !I " !I 

" !I 60分 !I 。(0) オ二 一

10%PVP 1m Xc，. 

15) 0.1 ml，ガーゼ 急速凍結， -1960C， 1分 主任溜l30分 Earle液
24.1 (26.5) 手
A 

!I " !I " 11 60分 11 8.7 (9.6) 干

このH寺に用いた PVPは米悶製

0; 4)と5)にmいた PVPil更は般性であった。
X; gミ級胞に数えたもので， Trypan blueで染まらはいが，正常細胞とは形態的にやや異なり，.lE円で
[!!] 凸泊~)J:い。

ム; 死総1胞に数えたが， Trypan blueの染り方のうすいものがあった。
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実験 IV(22JII， '61) 試料中細胞数 500万Jml

B 結 乾 燥
Try色p荷にalni よblu 巴

培養

誠料(盤，容器) 湾1 対j ~íZ 央思 復 水
染る

定着地殖生[胞

無処理対照 (100) 制トt 竹十

1) 0.2ml， llll 
緩慢凍結(l~20CJmin)

室温 1時間 Earle波 。(0) 土
-200C 

2) /1 f/ /1 f/ 11 。(0) 士
11 f/ 11 f/ 2;;;; PVP-Earle iW 100 (109.5) 手

/1 f/ f/ 11 /1 98.9 (108.0) 平

5)2F4PVP加誠料
0.2ml 

緩慢凍結(i~20Clm-i2n0)。C 室溢 11時間 Earl巴j夜 。(0) 土
6) f/ f/ 11 /1 。(0) =F 

f/ f/ 11 2;;;; PVP-Earl巴液 99.2 (108.2) 寸ー

8) /1 f/ f/ /1 98.2 (108.0) 二E

9) ~?rbブドウ糠力Ult古
料 0.2ml

緩慢凍結 (l ~20CJm口1i2n0)0C 室温 1時間 Earle I佼 2.5 (2.7) 平

10) /1 f/ f/ /1 12.7 (13.9) 子

/1 f/ /1 5:?6フドウE者aqr-ie i夜 0.3 (0.3) 干

/1 /1 /1 f/ 0.6 (0.7) 平
X 

f/ /1 f/ 2;;;; PVP-Earle il皮 99.0 (108.0) 平
× 

14) /1 /1 f/ /1 99.0 (108.0) 干
A 

15) f/ 11 /1 10% PVP-Earle 波 3.7 (4.1) 目F

16)\，~グルタミン酸
加誌料 0.2ml

緩慢凍結(l~2℃/m-i2n0)。C 室温 1"寺悶 Earle 液 0.8 (0.9) 斗ー

/1 /1 /1 /1 0.8 (0.9) :l: 

/1 f/ /1 2;;;; PVP-Earle液 98.8 (108.0) 平

19) /1 f/ /1 10% PVP-Earle液 86.5 (94.5) 干

均読pVP:lm
l巴誠料

88.3 (96.6) jj十 m 

2i)E5Fa4r ブドウ糖力J1
le誠料

77.2 (84刈 十十 + 

x 生細胞に数えたもので， Trypan blueで染まらないが，正常細胞とは形態的にやや只pj:札正I-Yで
問，，:，，がない。

ム; 死細胞に数えたが， Trypan blueの染り方のうすいものがあった。
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凍

即日捺) I 
総処迎対照 1
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実験 V(l5/III，'61) 

結磁

凍結

読料中細胞数 500万Iml

解

融 解

1) 0.2ml，撒管 | 緩慢凍結， -20oC， 1時間 I370C Ea叫にて蹴l解
10，%グリセリン加
2)話料 1 

0.2ml，誠験管

E担 結 乾 燥

誠料(立t，容器) E拒 結 復 水

1) 0.2ml， Iill 緩慢凍結， -20oC 1.5時間 2，% PVP-Earle液

/1 /1 /1 /1 /1 

/1 /1 /1 /1 
2途，%心P後VPE-aEralerle液

液お
きかえ

4) /1 /1 /1 /1 /1 

5) 2%PVP加誠料
0.2ml，皿 緩慢凍結， -20oC 1.5時間 2~G PVP-Earle液

6) /1 /1 /1 " 

/1 /1 

" 
2遠，%心P後VP-Earle液
Earle液お

きかえ

8) " /1 /1 " 

平

1H. 

T染ry色paにn blue 
培養

よる
生細胞

0，% 平 一。 平

O + 

O 十

O 平

7.7 干

2.7 十

17.0 十

以上の成績を各実験条件でそれぞれとりまとめて整理してみると，次のようなことになる。

1. 凍結融解

1) 急速凍結

(i) ガーゼに 0.1ml 没み ζ ませて減圧自働凍結させ，その直後に融解したものでは，生細

胞がかなりにみられるもの (74%)，又は Oのものがあり，前者で細胞の定若はあったが，増殖

はみとめられなかった。 (ii)-196
0

Cの液体窒素に直接投入した後融解したものでは， 3~8% 

の生細胞数があり，定着fもあったが増殖はなかった。

2) 綬 '1受凍結

小シヤ戸レ又は試験管に 0.2mlの試料をとり， lOC/minくらいの冷却速度で綬1釦と凍結す

ると， -100， -200， -30
0

Cでいずれも 80%台の生細胞及び培養での定着ーをみ，中には僅かな

がら増殖するものもあった。 -20
0
Cまで凍結した後急速に -196

0
Cまで冷却しでもかなり高率

に生細胞をみqとめた。グリセリンを加えた試料では， もちろん -200Cで高率の生細胞，培養

での定着，増殖をみとめた。

要するに，グリセリンを加えなぐても， Earle液l乙浮遊させたままの細胞は， -200Cくら
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い(凍結乾燥の過程では試料は大体乙の程度の温度に保持される)までの綬投冷却に堪えて寝か

ながら増殖可能である ζとがわかった。

2. 凍結乾燥

1) 乾燥媒液

試料lこ予め PVP，ブドウ糖，グノレタミン酸ソ{ダを加えて乾燥しでも特に好結果は得られ

なかった。

2) 凍結条件

ガ{ゼでもシヤ戸レでも -1960Cまで急速凍結して乾燥したものよりは，ガ戸ゼでの白働

凍結成いはシヤ{レでの -200Cまでの緩慢凍結後乾燥したものの方が成績がよいようであっ

た。特lこシヤ{レlζ入れて緩f受凍結を行なうことは，量を多く扱える上lこ，一定した操作が実

施できるので，実験IVとVはすべてこの凍結条件によった。

的乾燥条件

すべて室温で行なったので温度による影響はわからない。乾燥に要する時間は試料の量或

は凍結の仕方によっても異なる o 乾燥時聞が長くなるほど生細胞数が減少するというほどのは

っきりした傾向もつかめなかった。

4) 復水条件

Earle液，グリセリン加Earle液，ブドウ糊加Earle液を乾燥試料に加えて復水させたもの

はいずれも間程度で結果は良くなかったが， PVP単独又は PVPカ11Earle液で復水したものは，

かなり高率の生細胞がみとめられた。しかしその形態的所見は正常生細胞とやや兵なっており，

また地誌で増殖をみたものは 1例もなかった。

要するに凍結乾燥では，予備凍結は -200Cまでの絞恨凍結とし，乾燥後の復71'¥.1ζPVPを

用いたものが，比較的結果が良いように，忠われた。

111.考察

徳米，多くの生細胞の凍結融1Wにあたっては，緩'1受凍結(緩慢といっても限度があってあ

まり返すぎてもいけない)で急速融解を行なうのが，細胞障害を少なくする条件であるとされ

ている。

ところが細胞の凍結乾燥では，この凍結の条件が必ずしも重要視されず，比較的無雑作に

扱われている場合が多い。乙れは従来凍結乾燥が可能な試料は，ウイルスとか市1¥]消のように外

部の持条件に対しでかなり抵抗の強いものであって，凍結条件での冷却速度の差など，それほ

ど大きく影響しなかったからかもしれない。しかし抵抗が弱くて障害を受け易い細胞になるほ

どp そういった点までもよく吟味して実験を行なう必要がある。

本実験でも用いた減圧白働凍結乾燥法は， M巴ryman叫が精子の凍結乾燥に佼って成功した

と称する方法であって，その冷却速度は 200
0
CJminくらわになるが，直接液体室奈1:いに投入し

て超急速凍結を行なったものよりはやや遅く，到述温度もせいぜい -20oC~-250Cである。 j良
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ナi二は他の共同研究者と主Jとに本法を用いて，角)践の凍結乾燥1めには成功したが，血球13)Iこ於いて

も精子叫に於いてもいずれも失敗に帰した。ただ ζの減圧白働凍結乾燥法は，凍結の始まるl請

に蒸発によって或る程度脱水され(我々の測定によれば，全脱水量の約20%)，そ ζで始めて凍

結が起るという特殊な条件が，或いは何らかの好影響を与えるのではないかと想像されたが，

凍結後あまり乾燥の進行しないうちに融解してみると，既にかなりの障害をうけている ζ とか

らみても，それほど期待はかけられないかもしれぬ。

冷却j速度の比較では，急、迷冷却 (500oC/min 以上と推定される)にくらべて緩慢冷却 (1~2

oC/min)のものは一般に好成献を示すようで， このような傾向は他の多くの細胞と同様である

といってさしっかえないであろう O

乾燥過詑の条件としては，今回は何等特別な吟味を行なわなかったので，ふれないでおく O

~1m'の問題については，以初の出発材料lこ添加した場合と，復水の捺の溶液に加えた場合

といろいろ工夫してみたが，その結果は， PVP，ブドウ約，グルタミン酸ソ戸ダ等を試料{こ加

えて乾燥しても，かはないものと殆んど悲はなかった。むしろ復水液に加えた場合を検討して

みると，子fIんど例外なく PVPだけが有効なように見うけられた。

ただ問題は，この PVPを復水液に周、いた場合の細胞所見で， Trypan blue染色で染まらず

一応生細胞としてかぞえではおいたが，正常細胞とは形態的にやや異なる ζ とである。染色性

からはかなり高率に生存III胞をみとめたとはいうものの，培養の結果乾燥試料からは 1{yljも細胞

の増殖をみとめなかった ζ とから， ζれらの細胞はやはり正常状態にはなく，何らかの陣容を

うけているものではないかと想像される。そこで念の為，もう 1皮 PVPの添加が Trypanblu巴

の染色性にどのような影響を与えるかを検討してみた。

試料は Trypsin処理後1口放置して死細砲を多くしたもので， Trypan blueでの染色では

生細胞が67.9%となっているものを用い，これに PVPを2%になるように加えて染色してみ

たところ，染まらない細胞の割合がふえて，生細胞が98.1%ということになった。但しこのj易

合， PVPを加えてから 1，日おいても，細胞の形態的所見は変わらなかった。

乙の結果からみると， PVPの存在が細胞を染まりにくくして，みかけ上生細胞が多くなっ

たように思われるが，実験IVの乾燥媒質に PVPを加えて Ear1e液だけで復水したものでは生

細胞がないこと，対照の PVPを加えただけのもので生細胞数が増していないこと，吏lこ実験

Vで PVPで復水後Earle液におきかえたものでかえって生細胞が多い ζとなどからみれば，

PVP による染色性の変化とばかりもいえないように思う o ζの点lζ関してはもう少し検討して

みなければならない。

培養で細胞の増殖する ζ とを期待するためには，ある程度以上の数の生細胞を植えること

が必要でラ特lこ多少でも増殖障害がおきていると予想されるものでは，なるべく細胞数を多く

して増殖の可能性を大きくした方がよいと考え，細胞数を 90万Imlから最後には 500万Imlま

で増して使ってみたが，その若はみとめられなかった。
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試験管内でJ{f~i~jどされた L 細胞の凍結乾燥を試み，乾燥1z'J~1fL 凍結条件、乾燥条件，復水煤

液えす:を種々検討した結果、比較的良い成績と思われたのは綬間凍結後乾燥し PVP力IfEarle液

で復水再生したものであるが，それも Trypanblueでの染色で生細胞とみなされる細胞がかな

り日本にみられた程度で， itt~.tむの結果は細胞の増舶が全然みとめられなかった。
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Resume 

L cells， d巴nv巴dfrom mouse subcutaneous tissu巴 and cultured succ巴ヨsivelyin vitro for 

many years， W巴reused aS 巴xp巴rimentalmaterials for freeze-clrying. ()ne week culturecl 

cells were suspencled in Earle、sbalancecl solution， to which lacto叩albumin'and calf serum 

had b巴enaclcled， after cliiミestionwith trypsin ancl the pr巴paratewas freeze-clri巴cl.

As a result of examining drying m巴cliasuch as PVP， glucos巴， glut日micacicl ancl 

glycerol， freezing conclitions ancl reconstituting meclia same as clrying m巴clia，the utilization 

o[ a slow rate of cooling as a preliminary freezing proceclure ancl PVP as a reconstituting 
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medium seemed to be rath巴ruseful， but successful results could not be obtained. 

Th巴 cells，freeze-dried and reconstitut巴dwith PVP， wer巴 slightlydifferent from normal 

cells in morphological appearanc巴， while they were non-stainable with trypan blue. Cell 

growth in subculture could not b巴 foundin any case of freeze-drying using several media 

as notecl abov巴.


