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Eizo ASAHINA 1962 A Mechanism to Prevent the S巴edingof lntracellular lc巴 fromOutsicle 

in Freezing Living Cells. Lo'w Temterature Science， Ser， B， 20. (With English resume p. 54) 

生物細胞が細胞内凍結を防ぐ一つの機構特

1jyj比奈英三

(低滋科学研究所生物学部門)

(昭和37年8月受理)

1. 緒 日

生物細胞をftli夜中lこ浮遊させた状態で急速に凍らせると，その仁11の少なくともー郊の細胞

は殺されるのが常である。しかもそのときの細胞の凍死はほとんど凍結がはじまってからの最

初のニ，三分間におこってしまう ζ とが多し、九 このような場合普通の方法では，細胞浮送波

の冷却速度は段初のごく短時間のうちだけ大きく以後は急速に小さくなるから，冷却速度の大

きさと細胞の凍死との聞に直接の関係のある ζ とが忽保される。著者はウニの卵細胞を村料と

してこの関係をしらべ，細1抱浮遊液の急速凍結のときの凍死の主因の一つが細胞内凍結である

ことを明らかにしたへ そしてウニ卵細IJ包では，受精卵とぷ受精卵において急速凍結のときの

細胞内凍結にもとづく凍死率lこ非常な差のあることから，受精卵の性質，特lこ水lこ対する透過

性の大きい ζ とが，この細胞が外部の氷から樹氷されて細胞内凍結をおこすことを防ぐのに役

立っているのであろうと考えた2)

しかしウニの受精卵は未受精卵と形態的にも異なり，受精膜ゃ透明屈でおおわれているか

ら，上記の忽定を確かめるためにはこれらの被膜を取りのぞいてなるべく未受精卵に近い状態

にして比較実験をする必要がある。このため尿京溶液‘ トリプシン海水，カノレシゥム欠除海水

等で処理してこれらの被!院を除いた受精卵と，尿素溶液処理によって細胞の水に対する透過性

を高めさせた未受精卵とを使って前田と同級な凍結実験を行ない，同時にこれらの処理卵の凍

結過程を顕微鏡下に観察した。又このような処理によって卵細胞からの脱水速度がどのくらい

変わるかを定量的に測り， IJ~~水速度とその細胞の i肘凍性との間の関係をしらべた。

本')~，I，~会にあたって名 I'ît豆大学おJ11 í~長時士よりたびたび{T益な助パーをいただいた。ここに)'メ

く伽jトLJ:['fし上1ft-こし~

11. 材料と方法

材料は北海道忍出海岸で採集したキタムラサキウニ Strongyrocentrotusnμdω で，札幌の

実験索に!'llんで使用した。親ウニを 50C内外の温度に冷蔵しておき，実験にあたって 1/2M 
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46 朝比奈英三

KCl溶液を用いて放卵させた。得た#IJは漉心的した海水で3回洗ってから 20Cの冷蔵庫におき，

90%以上の受給率を示したもののみを使用した。

以下のベる実験又は観察において受精卵と呼ぶものは，何れも凍結又は測定を行なう以前

lこヲ妨ti守後室温lこて約30分おいた卵をさす。

凍結試験

0.5 ccの卵細胞浮遊液(少なくとも 1000個以 tの細目包を含む)を径 2cmの試験官:にとり，

乙れをがj-200Cのf副長uこ保たれているブラインJ:IJで冷却lした。卵浮遊液の制度は筏O.lmmの

銅・コンスタンタン熱電対の先端を浮遊液の中央部にさしこんで制定し，増幅器を経て電子管

式記録計で自記させた。

試料の冷却]は急速 (9
0~ 100C/min)及び低迷(1.000~ l.250C/min)の2種の速度で行ない，急

速の場合は卵浮遊液の入った試験管をそのまま，低迷の場介は適当な盛時距向!tをもった二cgJ，lff.

試験管を使用した。 これらの冷却速度はほぼーアCからー130Cまで冷却されるのに要する時

間から算定したヘス低迷冷却IJの場合には試料が -30Cまで冷却されたときごく小量の氷片を

試験管内に投入して凍結を開始させた。急速冷却の場合は試料が -20Cから -30CIC冷却され

る聞にほとんど必ず過冷却が破れるので縞氷の必要がなかった。冷却速度が上記の範聞を外れ

たり，過冷却の紋れるj晶度が低すぎた場合の実験値は採用しなかった。

このような方法で凍結させた卵浮遊液の温度が，急速冷却の場合は -180CIこ達したとき，

低迷冷却の場合は -190CIζ達したとき，直ちに試験管をブライン槽から51ぬいて 200Cの水rlJ

に移し，凍結している卵浮遊液を急速に融解させた。凍結曲線から判定すると卵浮遊液の凍結

している時間は急速冷却の場合は 3分乃至4分間，低迷冷却jの場合は 22分乃至 29分間であっ

7こ。

凍結された浮遊液中の卵細胞は融解直後lこ時計111l，こ移して正'市な細胞を算え，引続きその

発生の進行を観察した。未受精卵の場合はこのとき媒精した。

凍結過程の観察

卵細胞の凍結過程の観察には， -30
0

Cまで冷却できる特殊な低温箱のなかに設置した倒立

顕微鋭を使った。 ζ の顕微鏡は接眼部とその付近の-r\l~の鋭腕のみが低組裕外 lこ突出していて

知内にある顕微鏡のすべての可動部分は箱外より電動式で動かすことができる O この顕微鏡の

JI(~物台上には試料の ili~皮測定用の微少な熱電対と，柏氷セットがあり，双方の先端の位誌を{n.;

hill矧外から移動させる ζ とができる O 植氷セットは透明な同形ピニ~)レ裂の細い漏斗形の容器

でそのj底から銀í~の短い針が突出している。使用するときにはこの中に!由形炭恨の小塊を入れ

ると針の先端に稲をむすぶのでこれを使って試料に他氷する。又載物台下面の中央に近く小JI':.

の電熱装置が，顕微鋭の鏡基の下にやや大形の電熱装置があってともにプレパラ{トのj民度調

節に用いられる。

長 この実験条件では凍結開始後の誠料の冷却速度はほぼー10
0

C付近まで冷されたとき最大となり， 浮遊

液中のウニ卵の細胞内凍結もこのときに段もひんぱんにおこる O
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媒液処理

パブンウニ木 J芝精卵を 1M);，氏京溶液中lこ30秒以上つけてから海水にもどして媒摘すると

受精|院ができずに発生が進行することが知られている 3)。 しかも ζのような尿素処理sはウニ!iIJ

の表層松を崩壊させ， 細胞の水に対する透過性を受清!iIJと間程度lこまで尚める 4) キタムラサ

キウニ卵で試みた結果， /Jくilnl18UCではほポ溶液での前処理の/l寺鵠を 8分以上にすると始めて

受精jJ日も透明腐もない受精卵を得ることができた。こうして得た傑の受精卵と， I司じ前処加を

した未受精卵の双方を実験lζ使用した。しかしこの方法は後述するように処理卵に対して加害

であるとはいえなかったので， 更に別広告11の受精卵を得るためトリプシン海水処迎町及びカノレ

シウム欠除潟水処恵三的のこつの方法をとった。 すなわちトリプシンを潟水に 0.1%溶解したも

ので卵を 10分処理してから海水に民して媒精した。 乙れと同じトリプシン処理をしたままの

未受清卵も比較のために凍結試験に使用した。又卵を!!U背後 1分以内lこカノレシゥム欠除海水r!1

lζ移しピペットを出入させて受精!院をとり除き更にカ jレシゥム欠除海水で数回洗っておいた。

この場合は卵からの )J~~水震の測定にも低張及び高張のカノレシゥム欠除海水を用い，凍結実験も

カJレシゥム欠除海水中で行なってから融解後正常海水lこ民して発生を進行させた。

111. 結果

凍結試験

正常の受精卵，水受精卵及び各種の媒液で処理した卵をつかい，卵浮遊j夜を前記二磁の冷

却速度で凍結させ，その結果を第1表にまとめて示した。ここに表示した卵細胞の生存率は融

解i直後に観察されたA:市卵の数によったが，尿素処理の場合を除いてこれらは何れも正常な卵

割を開始する ζとができた。尿素液処J主のものは雨g(解後正常にみえた卵の大部分が卵割をはじ

第1表 凍結融解後の卵細胞の生存率誌と冷却速度

低迷冷却 急速冷却

{、刊人 去11 迷 皮 1.00~ 1.2デC/min 9~ 10oC/min 

現l 結 H寺 間 22~29 min 3~4 min 

議 iさ 滋 皮 -190C 180C 

88.5士2.5% 4.3土1.8%

92.0土2.8% 94.1士5.470

78.5士2.5% 51.3土3.470

55.7土3.9%

80.6土4.6%

3.1 こと2.09も

73.4土8.470

決 61弓の実験の平均値 制 1県精後30分
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め11包11引出にiさしたがこの途中異常卵割するものが少なくなかったο すべての場合融解直後にお

いて正常卵でなかったものの大部分は細胞内凍結の結果を怠味する後述するような原形質の凝

固像をあらわしていた。

第 1表lこ明らかなように

1. 未受精卵の大部分が低速凍結(約 10C/分)には耐えるが，急速凍結(約1Q0C/分)ではほ

とんど凍死する。

2. 受精卵は低迷・急速いずれの凍結によってもほとんど害をうけない。

3. 尿素溶液で前処理すると未受精卵でも急速凍結lζ対して非常に抵抗性を増し，同じ処

理をした受精卵との間に生存率の差がない。

4. トリプシン海水又はカノレシゥム欠除海水で、の処漉によって透明層と受精!院を除いた受

精卵を急速凍結させても，その生存率は正常の受精卵に比べて僅か低下するにすぎない。

5. 未受精卵が急速凍結に全く耐えられない事実はトリプシン海水での前処閣によっても

全く変らない。

尚尿うお処理未受精卵の生存率は低迷凍結の場合でも正市'の未受精卵より低い ζ とがみとめ

られる。この理由の一つは尿素処理のH守聞が不当に長かったために細胞原形質が何等かの傷害

を受けていたためかも知れない。後述する*1ζ対する綿胞の透過性が尿栄処理卵は相当におい

にもかかわらず，正常の受精卵に比べると急速凍結lこ対する抵抗性が劣っていることも恐らく

は同じ理由によるものであろう。

凍結過程の観察

ごく少量の卵浮遊液を 1滴カパ{グラス上lことりシリコンオイ Jレでおおって前記の低泊箱

内の倒立顕微鏡のステ{ヂ上におき，熱電対の先端を試料の液滴中!こさし入れた。淡泊の地度

がほぼ…4
0
C1こさがったとき植氷して凍結を開始させ卵細胞の凍結過程を観察した。試料は前

記の 2種類の冷却速度即ち lOC;分と1Q0C;分にそれぞれできるだけ近い速さで冷却させた。

1.未受精卵

ぷ受精卵を急速凍結させると，植氷によって細胞のまわりの海氷が瞬間的lこ凍ってから開

もなく卵細胞が次々とフラッシングをお ζす。すなわち 1個の細胞の全体がパッと乳濁したよ

うに暗化する 7) これは細胞内にいち織に1m数の微細な氷品ができたためである。 卵細胞のフ

ラッシングは始めのうちは非常にひんぱんに引続きおこるが急速に頻度が減1)，植氷後 2分位

たっともう改めて減る細胞はきわめて少ない。このようにおそくなってから凍る細胞では，瞬

間的なH白化はみとめられず，細胞全体lこIl白色 l~i)が波のようにひろがる。このようにして米受精

卵では組氷より 2--3分後にはほとんどすべての卵細胞が細胞内凍結をしてしまう(図版ト針。

細胞内凍結をした卵細抱をごく短時間のうちに急速に融解してみると，凍結によって変性

凝回した原形質はぜわりの氷がとけると吸水して膨張し，細胞は生きていたときよりも大形に

なる。前記の試験管:による急速凍結試験の場合は融解後の死細胞はそのほとんどがこの吸水Jj~;

保した形態であった。制1¥1泡内凍結をおこした制度がri:Jいと，又は時聞が長いと融1911肝炎の会[j;I[Jの
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i汲水膨張の程度は少なく，正常卵l乙近い大きさのままで凝固するようになる(図 1-4)。

いっぽう低迷凍結の場合は，卵浮遊j液lζ結氷するとi隔の広い樹校状の氷ができ，卵細目包を

包むように生長してまわりの海水がすべて凍ってしまうが，細胞内凍結をおこす卵細胞はほと

んどない。 iJill度の低下につれて卵細胞は II)~水されて縮少してゆく。このとき卵細胞はまわりの

氷の成長のため庄7Jを受けて不規加に変形するが，米受杭卵は，後述する'芝，[:]リ[iのi易合にj主べ

ではるかに変形の程度が少なく，かなり球lこ1[い外形を保っている ζ とが多い(図版II-5)。こ

のように細胞外iJU結によって紡少していた卵細胞でも司 梢氷後30分以内(終末端度 -200C以

;:'~) Iこ融解すると，その大部分は会く異'市なく原形にもどり，煤*Nすれば卵割がはじまる。

2 受精卵

受精卵の凍結過程は未受桁卵を低迷凍結させたJ易令と水質的l乙同様でp たとえ急速に凍ら

せても刺[JIJ包内凍結をおこすものはほとんどない。氷に8.まれた卵細胞は急速に脱水されてよく

縮少し，米受特卵のj会合に比べるとはるかに不良lj的な大きな凹凸のある形や板皮に桶平な形に

なり易い(図版II-5)。 この場合も終末j鼠皮が-200C J2J，7.Jjならば卵細胞は融解後例外なく原形

を恢復し，異常なく卵割がすすんだ。

3. 尿素処即卵

米受精卵でも急速凍結lζ耐えて細胞外凍結をお ζ しやすい。 11~~水変形の棺j止は正?W の'芝 j'I5

卵lζ劣らず甚しい(図版III-8)。急速凍結によって 1部の細胞はフラッシングをおこしたが，こ

れらは融解後i汲水の程度が少なくほとんど暗黒にみえる程濃宿に凝閉していた。受精卵の場合

も凍結過程は全く同様で，すべての細胞が不規則な形l乙又は昂平につぶれた形で細胞外凍結を

おこしていた(図販III-9l。 これらを融解すると受精卵も未受精卵も大部分は正常に恢復した

が，一部の卵細胞は水泡を表前iからふきI-/:'rして崩壊した。

4 カノレシゥム欠i珠海水処理gJ3

この処烈で被jJ誌を除いた初!の受精卵の凍結過程は lE'lrlの受村卵のそれとほとんど廷がみと
められなかった。謝!併後g[Jは何れも卵割を行なった。

5. トリプシン海水処}lil卵

この処即で得られた1{j!の受精卵は正常の受粍卵と同様に細胞外凍結をおこしやすく，よく

変形縮少して急速凍結lこ耐えた(図版III-7)。未受精卵はこの処理をしても急速に凍らせるとき

わめてフラッシングをおこし易く，又或程度細胞

外凍結をおこしながら遂に細胞内凍結をしてしま

った卵もいくつか観察された(図版II-6)。

卵細胞からの脱水速度の測定

卵細胞からの脱水速疫を比較するため，日張

海水rl]で一定時間内lこ卵から出る水量を HobsOD

の写真法8)Iこより京iffA(約170C)で測定したのまず

卵細胞を 80%の濃度の低張潟水中{こ移して平衡

第2表 高張海水中で 3分以内l乙卵細胞

より出る水の珪 (x10's') 

処 理 受精卵持|未受精卵

対 J{i託 487 365 

尿 3長 rt雪9 液 447 447 

カノレシウム欠除海水 443 

トリプシン海水 458 

決 f県結後 30分
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[ζ達するまで吸水させたヘ ζの卵浮遊液を 1裕jとって時計皿にみたした 4ccの150%の濃度

のi会i張潟水1¥Clに加え 3分後に顕微鏡写真をとった。高5長潟水によって)jii水され縮少した卵のi直

筏をこの写頁によって測定し， この健から 3分以内[こ卵から排出された水の涯を算出した(第

2 ;?'D。

第 2表からわかるように，卵細胞からの}j)oj({置は受精卵と未受精卵との開に大たがある n

とこ九が尿ぷ処即をした卵では，受卵も木受精卵も IJ)~水田:が等しく， JE'lirな受精卵からの脱

水Eまには及ばないがぶ受精卵の値よりははるかに大きな値を示している。 ト1)プシン海水又は

カノレシゥム欠除海水処J"" によって裸 lこした受精卵からの IJ)~水足もほ宗処照卵の均合にてす;しいか

ほぼそれにjliいο
IV.論議

著者はijij報2)において司 ウニ卵を海水とともに急速に凍らせる場介の凍死の主因は細胞内

凍結であることを明らかにし， しかもこのときの細胞内凍結は，細胞をとりまく氷によって原

形質が杭氷される結果としておこることをのベた。

i+lくから知られているようにゼラチングノレの塊の内部の水は非'iiVに凍りにくい。 Moranは

12%のゼラチンを合むグJレが -30Cの凍結綿j史で平衡状態になったときは 54.3%にも濃縮さ

れるのに， -30C のう;そ気 r\1 で冷却されると氷はグノレ塊の表而にのみできて内:'~)~こは進行しない

ことを矧察した9) 又 Luyet等は 50%の濃度のぞラチングノレ内に作られた氷!IIiiは，このグJレが

何も他の溶質を合まないのに -15
0
C0，、低に冷却されないとほとんど生長できないことを報じ

ている問。 これらの事実はゼラチングルのrlJにふくまれた水はその分子起動が非常に阻?与され

た状態にあることを示している。

いっぽう生物細胞の原形質は，その表層部がグル状のj:{'Jiさをなしていると考えられてい

る附。ウニの卵細胞においても，そのn寺の細胞内の水と平衡状態にある媒液の氷点より明らか

に低い祖度において原形質表層部の水ははじめて凍結するようにみえる。実際lこ細胞外凍結を

してその外商が氷lζ抜しているウニ卵を，次第に被度を下げながら氷を先端lこつけたミクロピ

ペットを使ってその原形質表岡部をわずか突きやぶって椴氷してやると，内部の細抱質rl::qこ容

易lこ氷品が生ずる事実7)は，少なくとも細胞表股部の原形質は内部のそれに比べてきわめて凍

りにくい状態にあることをあらわしている。又上記の事実は細胞外凍結/(::1'1'う m~水濃縮による

細胞内;郊の液の氷点降下が，冷却されつつある細胞白身の制度昨下に追ついていなくても氷は

制組内に侵入できない ζ とを示している。それ故氷が細胞外表郎に持していても，ゆっくりと

冷却されるかぎり細胞内の水は細胞外の氷の表而まで連続的に引出されてここで凍り，細胞内

は濃縮されるが氷は内部にできない，つまり細胞表層部の原形質は水は透すが氷は泌さない防

伎をなしている ζ とになる。勿論 ζのような過程は細胞外凍結の初期におこるものであって，

細胞外凍結による細抱からの脱水がすすめば内部細胞質も次第に凍りにくくなり，遂には細胞

奨 l吸水による卵の膨張はほぼ 10 分以内(L:終るが，本実験では卵~ 20分間 80%潟水(L:入れておいたの

長将 司王本(L:よればノぜ7ンウニ卵ではこのゲル腐の厚さは 3p.(未受精卵)-4μ(卵;tlJJ直前の受精卵)である日〉。
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表層部を突きやぶってやっても，もはや細胞内部lζ氷をつくることは不可能となる九

以上のように考えると，細胞表層部を突きやぶらずに細胞内部を凍らせるためには，細胞

外凍結の初期において細胞を急速に冷却する ζとによって細胞表層部に合まれている水を充分

に過冷却させ，細胞の外而に持した氷によって乙の部分への槌氷を可能にすればよいと思われ

る。本実験において未受精卵を急速に凍らせるとまず細胞のまわりの海水が凍り，それにつづ

いて卵細胞の細胞内凍結が頻繁におこるが，ゆっくり凍らせると卵細胞が氷に持していても細

胞内凍結はお ζ らない事実は上記の考え方を支持するものである。

さてこの考え方がれ之されるならば細胞の表而付近の冷却速度を低めるような要奈はすべて

細胞内凍結をお ζ りにくくさせる結果をもたらすであろう。前述のように細胞外凍結による IJ)~

水が進行しつつある聞は，細胞とその外出に持する氷との界而において，細胞から IL¥てきた水

が氷lこかわるから ζζでは熱の発生が述続的にお ζっている。しかし細胞から水の11¥るはやさ

は充分速いわけではないのでへやや急速に冷却されると氷の生成に伴う jill度上昇はこれに追っ

かず細胞表面の渦度は次第に下ってゆく。従って細胞外凍結の状態にある細胞を適当な速度で

冷却してやる場合には，和H粗から水のI-L'，てゆく速さの大きい細胞程細胞内凍結がおこりにくい

はずである。

前述の凍結試験においてlQOCj分程度の冷却をあたえると， 受精卵では凍死するものはき

わめて少ないが，未受精卵はほとんどすべて凍死した。しかも乙の場合の凍死はすべて制胞内

凍結をお乙した結果であることが凍結過程の観察によって確かめられた。急速凍結lこ対して受

精卵がしめす乙のように高い抵抗性は米受精卵のもっていない受精膜や透明)需によるものでな

いことは，カルシゥム欠除潟水やトリプシン海水で処思してこれらの被膜を除いた受精卵もiE

?止の受精卵lこ近い挺抗性をもつことからみて明らかである(第 1表)。

いっぽうウニの卵細)]¥1が受精によって急速に水に対する透過性を増す ζ とはすでによく知

られている1払川。 石川はパフンウニ卵の吸水速度は受精後 15分(室組)において未受精卵のそ

れの1.6倍位に達し以後 1時間はほぼ一定である ζ とを明らかにしため。本実験においても受:情

30分後におけるキタムラサキウニ卵からの脱水速度が未受精卵のそれに比べて1.3倍以上増大

する ζ とが測定された。又.パフンウニでは米受精卵を尿素溶液で処理すると，細胞のl汲水速度

は受精卵のそれとほとんど等しくなる乙とがしられているへ キタムラサキウニ卵でも尿素処

J"1\をした米受精卵からのJJ)~水速度は同じ処現をした受精卵の場合と等しく，正'貯の未受精卵の

それよりも著しく増大することがわかった(第 2表)。 しかもこのような尿素処H!Iをした未受精

卵では急速凍結に対する生存率が明らかに増大した(第1表)。 ζれらの結果からみてウニ卵細

胞の急速凍結に対する抵抗性がその細胞の受精によって著しく増大する主要な原肉の一つは細

胞からの11)1，水迷度が噌したからであると考えられる。

さて受精卵の急速凍結lζ対する抵抗性の増大が一郎は ζのようにして説明されるとしても

持篠崎によればキタムラサキウニ未受精卵の穆透脱水のときの水に対する透過度は，水温230Cにおいて，

0.38μ3fminfμ市tm.である問。
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l首長海水中で測定された細胞からの脱水速度の受精前後における去はそれ程大きなものではな

い。これは一つには脱水量の測定法が不適当なためと考えられる。前述のように脱水量の測定

は卵伊胞を高張海水中に移して 3分後に行なったのであるが，詳細に観察すると吃;;?卵からの

脱水の大郎分はこれより矩時間のうちに終γしてしまうらしく、 3分{乏の測定値のたは初期の

脱水53:の先よりはるかに少ないものをあらわしている可能性が多いヘ

さらに卵浮遊液の凍結にあたってはl.5倍の正{J"5長海水中でおこるようなおだやかな脱水

がおこるのではないということを指摘する必要がある。特lこ急速凍結では近々 1分間に最初の

濃度の 5倍!すのl六i張海水にさらされた場合lこ近い状態におかれることになる。従って細胞から

水を引きだす力の大きさ(細胞の内外にある水の化学ポテンシヤノレの来)はきわめて大きいと

考えられる。しかし ζのように大きな力に応じて綿胞が急速に脱水されるためには細胞の表R

r~ì~ が充分にやわらかく， しなびやすくなければならない。又細胞がやわらかければ収納すると

きその外側で生長している氷におされて表而が不規則に変形しやすいから，脱水されつつある

細胞の表而積も球形のままちぢむ場合よりは増大することになる O それ故細胞の表陪I部のかた

さは細胞外凍結によ.:5脱水の速度lζ大きく関係するであろう。ウニ卵は受精するとその表屑部

がわずか 1分以内に非常にやわらかくなる ζ とがわかっている向。今回の観察によっても

卵や尿京処Fl¥，¥lPは細抱外凍結によって非1;?に不規則な形lこつぶれやすく，いっぽう細胞外凍結

をしている米受特卵は相当収縮した場合でも受精卵{ζ比べると変形の程度が少なく球lζ近い外

形を保っていることが判った(図版II-5)今

これらの結果を総合して考えると，細胞外凍結の状態で、急速に冷却されるときの細胞から

の脱水速度は，受精卵と未受精卵において大きな差のあることは明らかである。 ζのとき納l胞

から出る水の凍結のrf'i熱によって細胞表陪部の冷却速度が低下すると考えれば，受持卵が刻J11J包

内凍結をお ζ しにくい原闘を細胞表阿部の乙のような性質の変化lこ帰する ζとができるであろ

。

ν

つ
摘 要

生物細胞の!日~p束性機椛のーっとして，細胞浮遊液が急速に凍結される際 lこお ζ る細胞内凍

結を1¥;1]ぐための機構をし広べた。

実験材料としてキタムラサキウニ Strongyroccntl"otuS nudusの'で卵及ひ、米受精卵を日]

い， これらの正常な細胞の他に， f氏支;溶液処}ljlによって細胞の水に対ーする透巡'tll:を明加させた

未受精卵と， トリプシン潟水又はカルシゥム欠|徐海水によって J芝惜)]日と透明開を除いた槻の受

粘卵とを使用した。

l. これらの卵細1l!J包の海水浮遊液を低速(約lOC/分)及び、勾述(約lOOC/分)の 2fllの冷却速

度で凍結させ， ほぼー19
0CIこまで冷却されたとき急速に力11泊して融解させた。 米受*l~ll[iは低

迷凍結lこは耐えるが急速iJ則前ではほとんど全滅する。受付卵はいずれの冷却述j文にも耐えほと

このためにii1J日定の時間を短縮する ζ とが望ましいが， {ほ張潟水中でl吸水させである卵細胞を高張海水中

lζ移すとしばらくは浮んでおり次第lζ水E去に泌むため今回の方法は短時間の測定{とやや不適当である。
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んど寄を受けない。以来処1Il¥をした米受卵は同じ処理をした受干iJ卵と同様lζ急速冷却に対し

でも半数以上の卵細胞が生き残る。媒液処理によって受1'i'，'Jjisから受精脱及び透明!習を除いても

急速凍結に対する高い抵抗性はiE'i;?の受行卵とほとんどかわらない。

2. 欠にこれらの卵の凍結過程を顕微鏡下lこ初察した。未受付卵は急速に凍結させると、

まず河内にある潟水が凍った後頻繁にフラッシングすなわち瞬間的な細胞内凍結をお ζ してそ

のほとんどが凍死する。フラッシングは凍結開始の最初の 2分間以内にほとんど終り， ζれ以

後l乙細胞内凍結をお乙す卵細胞は非常に少ない。未受精卵も低迷凍結では細胞内凍結はおとり

にくく，そのほとんどが細胞外凍結によって脱水縮小される。しかし次にのベる受精卵のJ易合

lこ比べると縮小するときの変形の程度が少なく比較的球l乙近い形を保っている。 受精卵は急

速・低速双方の凍結においてつねに細胞外凍結のみをおこす。その場合脱水縮小された卵細胞

の形はきわめて問凸が多く又掃平になりやすい。尿ヨミ処聞をした受払jJjis.未受時卵，又媒液処

l:rH 1こよって槻にした受精卵の凍結過棋は何れも正常な受付卵の場合lζ近く，急速凍結させると

ほとんどが細胞外凍結によって誌だ不i先日IJな形で縮小する。

ζれらの凍結した卵を融解させると，細胞外凍結をしていた卵はほとんどが正常の形態に

もどり発生を進行させることができる。しかし細胞内凍結をおこした卵は例外なく凝同し特徴

のある凍死像をあらわす。

3. 欠にこれらの卵細胞からの脱水のj創立を高調海水中で測定した。米受給卵は受れこ

比べて脱水速度がはるかに低い。尿素処理をすると未受日卵でも正常な受桔卵lζ近い脱水速度

をあらわす。I!!i~li:支処JfR1こよって裸lこした受精卵からの脱水速度はいずれも正常な受粕卵lこ近

。、
iv 

これらの結果を総合すると，卵*f11胞浮遊液が急速に凍結されるときの凍死は，まわりの氷

によって細胞表層部の原形質が槌氷される結果おこる細胞内凍結によるものと考えられる。又

受精卵が米受特卵よりも急速凍結に対して細胞内凍結をお ζ しにくい理由は，受精卵の原形質

のもつ性質，特lこ水lこ対する透過性がi:可い乙と，及び、表層部が柔らかで変形しやすいことのた

めに，細胞外凍結の際 l個の細胞の全表而から水の出る速度，従ってここでの氷の生成する速

度をはやめその結果少なくとも凍結過程の初期において抑胞表阿部の冷却l速度を低ドさせ上記

の航氷作用を防ぐこととなるからであると考えられる。

追記

本実験では凍結した卵浮遊液を試験符ごと 20
0

Cの水rl11こ入れて融解したが， このような

急速融併は少なくともキタムラサキウニでは卵細!胞に有官である ζとが共後判明した。 ζのた

め凍結融解後のウニ卵の生存率がやや{尽くあらわされているが、全休としての急速凍結に対す

る抵抗ヤ1: の f~(jliiJは変らないのこの問題については泣く続報する。
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Resume 

It was demonstrated in a previous paperめ thatthe main cause of frost-killing in a 

rapidly cooled cell suspension of sea urchin egg cells was intracellular freezing， and that 

initiation of such an intracellular freezing could be explained as a result of inoculation 

from the outside with ice crystals at least at a moderately low temperatur巴. It may be 

therefore reasonable to suppose that a decrease of coolng rate at the interface between 

the cell and the surrounding ice-mass will be e妊ectivein preventing the ice s巴edinginto 

the cell. The present paper deals with observations on this problem 

Egg cells of a sea urchin Strongyrocentrotus lludus， both fertilized and unfertilized‘ 

v奇rereused as material. In fertilized eggs the rate of dehydration from eggs， measured in 
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a definite hyp巴rtonicsea water， was far larg巴rthan in unf巴rtilizedones. However， if they 

had been previously treated with 1 M urea solution， unfertilized eggs， too， exhibited a high 

permeability to water (Tabl巴 2)

Small drops of egg suspension in sea water， contained in test tubes， were singly 

subjected to freezing both rapidly (100Cjmin) and slowly (lOCjmin). Whe児lenム t出he邸sefre巴zln

s凱u凶spens羽s討10∞nιsw巴r巴 cooled t加oa f五1玩Inalt旬emp巴rat印ur児巴 Oぱfabout 一19伊。Ct出h巴ywer閃巴 r陀巴wa訂rmedand 
th羽aw巴drapidly a抗t20ぴ。C;th巴ywere then 0 bs巴rv巴dunder microscope for counting the intact 

egg cells (Table 1). Fertilized eggs are found to be very resistant to both rapid and slow 

freezing， while practically all th巴 unfertilizedeggs cannot withstand rapid freezing although 

they， too， can survive slow freezing. Unf巴rtiliz巴deggs treat巴dwith urea solution， however， 

show a high resistance to rapid freezing. Th巴 highr巴sist丘nceto rapid freezing noted in 

fertilized eggs s巴emsto be not due to the exist巴nceof fertilization membrane or hyaline 

plasma layer both of which have been formed entirely covering the cell on fertilization， 

because f巴rtilizedeggs denud巴dby a treatm巴ntwith trypsin sea water or Ca-free s巴aw:ater 
are found to b巴 asresistant as intact fertilized eggs to rapid freezing. 

Use being mad巴 ofa special refrigerator the freezing process in these egg cells was 

observed under a microscope. Soon after they have been surrounded by frozen sea water， 

unfertilized eggs are very liable to undergo intracellular freezing provided they are rapidly 

cooled (Pl. 1-3); but when cooled slowly， they never freeze intracellnlar1y， instead， th巴y

makεa marked contraction r巴sultingfrom an extracellular freezing. Ev巴nin such a con-

tracted state， the form of th巴 unfertilizedegg cells is not remarkably changed， being as a 

τule， near1y spherical (Pl. II-5). In fertilized eggs， on the other handラ nointracellular 

freezing can be found， even if they aa rapidly cooled. They always undergo extracellular 

freezing alone with a remarkable dehydration and contraction. Upon such a contraction， 

fertilized eggs， in contrast with the case of unfertilized ones， always change their cell form 

into a very irregular or自attenedshape (Pl. II-5). Th巴freezingproc巴ssin both unfertilized 

eggs treated with urea solution and fertilized eggs denuded by a t 

occur. 
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図版説明

I…1 キタムラサキウニ受精卵。 X200

2 キタムラサキウニ米受精卵。 X200

3 米受精卵のフラッシング(急速細胞内凍結)0-160Co X 70 

4 急速冷却によってフラッシングした後磁flj7jlさせた未受精卵。 -200C(C達してから

2分後融解。細胞内凍結をしていた時間の長いものほどよく凝同していて吸水膨

張の程度が少ない。 X200

II-5 未受精卵 (U)と受精卵との細胞外凍結。未受精卵は収縮しでも球形に近い。煤液

l乙植氷後低迷冷却。 -130C。これらの卵は磁解後生存。 X190 

6 トリプシン海水で処廻した米受精卵の急、法凍結。右下方の 4細胞はフラッシング

をしている。左側IJの2細胞は細胞外凍結がやや進んでから細胞内凍結をお ζ して

いる。 -190Co X155 

1II-7 トリプシン海水で処理した受精卵の位、迷凍結。細胞外凍結によって収納している。

一180C。融解後生存。 x300

8 尿素処却をした未受精卵の細胞外凍結。 14
0

C。融解後生存。 X300

9 尿素処理をした受精卵の細胞外凍結。 -17.デC。融m?jl後生存。 X155 
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