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酵母細胞の核酸合成過程にbける凍結障害特

僧都博荒木

(低温科学研究所医学部門)

(sB和 37年 8月受理)

1. 緒 正ヨ

中
パJ弘、

NHD:を凍結融解したとき一般に凍結杭度の低下，凍結速度の大きさに従って生残率が減少

することは良く知られたτj:';~~である。一方生きているものであっても，このような処理を受け

た細胞では，通常のものにくらべて培養開始後増F誌を始めるまでの時間即ち !agphaseがかな

り延長する乙とが見出されている。 更に ζの発育の遅れは， 5%グノレコ戸ス溶液で 290C，12時

間[jij1白誌をすることによって， 1!!l処J1T¥対照とほぼ同じ程度までもどすことが可能であるという

報f!?もある 1) このような事実から， 酵母.の凍結障害はその哨嫡能にj軒以ーな関連をもっ障害で

ある ζ とが似保される。そうしてその陣容の科度によって，恢復不可能なものは死細胞と考え

られ，恢復可能なものは，増殖はある程度遅れるが結局は生きた細胞として扱われることにな

る。

ζ うした考え方にたつと，凍結融解による細胞障害の本態を知るためには，細胞増殖のも

とになる反応の機構と，それに対する凍結融解の影響を調べて行くことが必要になる。酵母:の

増殖が核融の合成と電要な関係をもっていることは Ogur等の研究によっても明らかなことで

あり¥ 凍結融解による核般合成能の変化が， 細胞の増嫡能の変化の重要なi週子になっている

乙とは忽像lこかたくない。著者らは，核般の主要構成物質である燐の動きに注目して，これか

ら校敵介成能の変化を泊求し，細目包の凍結障害の機構を明らかにしようとした。

11. 実験材料並びに方法

1) イ史用材料

干11似のパン酵母(日甜イ{スト)を冷燕湖水で得分3000廻転， 15分間宛 2度迷心洗蔽する。

ζ の沈j般に Whiteの方法3) ~ζ従って， 7Kを:!Jnえて 500mg/mlの酔1;;1浮遊液を作り， これを用

いて以下lこ示すような処理や測定を行なった。

2) 凍結融解

イ. 急速凍結 上記の酵母浮遊液を約 40m!とり， 抗係5cmの肢の平らなアlレミ缶に
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入れて，液体宝$で急速に凍結した。充分H寺聞をおいて，液体室奈ーの訪l~騰のとまったところで

缶を取り出し，直ちに +250Cの漏湯 Bathで仮湿しながら融解した。実験条件によって向じ操

作を 2度， 3度くり返して行なった。

ロ. 緩慢凍結 局じ材料約40mlをガラス試験管[こ取り， OO_-50oCは毎分 O.lOCで凍

結， -50oCから下は液体窒素の制度まで急速に冷却した。高dl解は急速凍結の場合と閉じ条件で

あった。

3) 的地及び培養条件

通常の実験ではfSJ車麦汁tfl地を用いたjs， 特lこ燐の勤きを調べるためには Whiteの合成

杭地を作りへ燐酸を完全に除いた培地では， 燐陵パップア F の代りに直下限ノイッフア{を使つ

τpHを調整し使用した。

ζの培地[こと記の材料を 10mg/mlの濃度で浮遊しj賢伴しながら 290Cで培養した。一定時

間停に浮遊液を定量的に(通'tftは100ml)探取し，直ちに氷冷して代謝をとめ，冷蒸沼7](でニ度

洗i(1主した後凍結乾燥したものについて， *亥酸及び;燐の抽出を行なった。 l誌に;燐の性質を調べる

ために一つの試料に対して前培養を行なったり，或いはある条件の培養から次の培養に移しか

えるには，その土庁養液からili沈によって細胞を集め，氷冷した蒸潮水で二度遠心洗燃して次の

培地lζ同じ濃度で再浮遊した。

4) 絞酸及び燐の抽出

上記の材料から Ogur& Rosenの方法5)iζ従って，酸可溶性部分， 脂質を除き， 残j資lこ

10%過i伝ilミ酸液2.5mlを加えて十40_50Ciこ少なくとも一広夜放註することによってリボヌク

レイン酸(以下 RNA と略する)を分解させ，更に同じ溶液で 2.5ml 宛二度~Ii111した計三度分の

:hlIU:¥液を合せて RNA劃分とした。

RNA Ji21山出した残溢l乙5%過取素敵液2.5mlを加え， 700Cの湯治中で 20分間熱した後

遠沈し，同様操作を吏に二度くり返し，三度分の抽出液を合わせてこれをデオキシリボヌクレ

イン酸 (DNA);liIJ分とした。

5) 核敵及び燐の定量

RNA の置は 260mμiこ持つ縄大l吸収をペックマンlp~分光光度計で測定し，これを市販の

イ{スト RNAの既知濃度のものを比較対HUiこして RNA-P.量を算出した。

DNAは Discheの diphenylamine法をmいて 600mll iこ生ずる古色をぺックマン明分光
光度計で測定し，市版の DNA標品を比較対照lこして， DNA-P量を算出した。

RNA割分lζ含まれる総燐の量は， Fiske and Subbarowの方法に従って，発生する75色を

660mμ で同じくぺックマン型分光光度計で測定し算出した。

6) 細胞数の測定

培養の各段階で拙出定量用の試料を採取するとき，同n寺lこ少量の浮遊液を取り，適当な濃

度[こ稀釈してトーマ血球計算i以上で細胞数をかぞえ，和l胞哨硝の時間的変化をしらべた。
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果

1) 凍結融jy専処珂細胞の核酸及び燐量の消長

第 1 関 lこ 1n~処Jlll対照 lこ於ける RNA， DNA及びRNA童IJ分の総燐の1¥寺間変化と，時時!こ測

定した細胞数の変化を示す。この関からわかるように， lr"i-lft開始と共に先ず RNAの増加が始

まり，その後約 111寺間半の誘導期をおいて DNAの増加が始まる。その際 DNAの増加の始ま

る時間と，細胞の増殖の始まるiI寺悶とは完全に一致する。第2図は急速凍結一度，第3図は周

二度のiI与の閉じ変化の比絞である。 f二l述凍結一度のものでは，生残率は1m処理対照の約30%，

同じく二度のものでは約 15%に減少しているために， 単位時陪における核燃及び細胞の地加

の割合いは小さくなるが， RNA， DNA， ~f111J包数三者の相互関係には，対照とくらべて本質的

な違いは見られない。しかし， RNA 合成が綬埋になるのと共に， DNA の合成及び細胞の i'il'l 1i~

問始までの誘導期の延長が認められ，凍結融解一度のものでは 311主11弘二度のものでは 4時間

結験実111. 
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第 1図 無処理対照読料 100mJ中の核酸及び:燐泣の時間変化

縦i陥，核酸及び燐量 級軸，培養時間

P: RNA，!tU分の総燐， R: RNA，‘ D: DNA， 
C:細胞数(時間変化の自安として入れたので数値は省11俗)

3 

一方緩慢凍結で障害の程度の低い場合の結果を第4図lこ示す。乙のものでは，最低到達況L

j支は前2例と同じであるが，冷却の速度が小さいために生残率は 90%となっており， RNAヂヤ

!或のj返さも DNA及び細胞の地I)JrJの際の誘導朋の長さも対照 lこくらべて殆んど変っていない。
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急速凍結融解一度の試料 100mlFtの核駿及び燐量の時間変イ七

O 

第2図
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急速凍結融解二度の読料 100ml中の核酸及び燐丞の時間変イ七

縦軸，核酸及v燐量 償I紬，培養時間
P: RNA割分の総燐， R: RNA， D: DNA， 
C:細胞数(数値は 1図と同じ意味で省略)

O 

第3図

以上の ζとから核散の合成と細胞の増般の間の関係が凍結障害の|療にもそのままあてはめられ

ることがオっかる。

つぎに注目されるのは，急速凍結融解したときに RNA割分の総;燐量が急激に減少するこ

とである。第 1図lこ見られるように， この割分の全燐量は， RNAの吸光係数から算出した降

最とは必ずしも一政せず，細胞のiW硝のさかんな11寺ほどその売は大きくなり， RNA-P長の数
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第4図 緩慢凍結融解一度のま式料 100ml中の核酸及び燐王立の時間変化

縦軸，核酸及び燐量 縦軸，培養時間

P: RNA創分の総燐， R: RNA， D: DNA， 
C:細胞数(数値は 1@と同じ意味で省略)
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倍にも述する。 この総燐から RNA-Pを引きさったものを便宜J::.RNAfrac-Pと日子ぶことにす

るO ところで一度これを急速に凍結融解すると，この燐はもはやこの査Ij分には存在しなくなっ

て， γ度RNAの吸光度から算出した燐量に等しい燐だけが残る。しかし第2，3国で見られる

ように，これ等の処理では， 1古養開始直後の該酸量 (RNA，DNA;!t)及び細胞数は全く変化を

受けない。しかも，第4図l乙示すように，細胞の障害の少ない綾漫凍結では総燐量は減少して

いない。更に第2，3図で始めにRNA-Pの高さまで低下した総燐量はRNAの合成が始まるに

先立って再び増加して RNA-Pの呈より次第に高くなってくることが見られる。

2) RNA frac-Pの役割

前節jの結果から，細胞のi曽タ|立と核般の合成が密Jをな関係にあるということは，凍結障害に

もそのままあらわれ， しかも，乙の核酸合成能の変化は RNAfrac-Pの勤きと関連していると

いう ζ とが示唆される。 このことから凍結融解によって RNAfrac-Pを失なうことが核俊合成

の遅れと関係しているのではないかという ζ とが惣像されるわけである。しかし，上記の事実

だけでは RNAfrac-Pが核酸合成lζ役立つているという直J支の証拠にはならず， 或いは単lこ核

酸合成の際の副産物というように，核酸合成lζ附随して起る反応の産物にすぎないのではない

かという疑問が残る o この}~~\、を確かめるために Whit巴の合成民地，)から燐肢を完全に除いた出
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第5図 Whiteの合成培地での核酸の合成

縦軸，読料 100ml中の核酸霊 様車車，培養時間

・完全培地 o 燐を除いた培地
P: RNA frac:P， R: RNA， D: DNA 

地を作り，それに RNAfrac-Pをもった細胞ともたない細胞をそれぞれ培養して， 燐と核酸の

関係を龍べてみた。即ち燐飢餓状態にして， RNAfrac-Pを完全に消託した細胞試料では， こ

の培地で培養したとき核酸の合成，細胞の増鎚は全く起らない(第5図)。 しかし第6図に示す

ように前土台養によって RNAfrac-Pを充分に蓄積した試料では， 燐を全く含まない崎地rllでも

直ちに核酸の合成がはじまり， RNA frac-Pのがfが完全に RNA-Plこ変ったとき核酸の合成は

とまる O 一方， 同織に前培養をした細胞を一度急速凍結融解する ζ とに・よって， RNA frac-P 

を消失させた試料では， RNAの合成はもちろん， DNAの合成も，従って細胞のi白殖も殆んど

超らない。凍結融解lこ耐えて生き残った細胞であっても燐を失なうと増殖が停止することは，

この培養液に一定時帰後lζ1m機燐を加えると再び核酸の合成，細胞の増殖が始まることからわ

かる O 第7図lζ見られるように， 燐を除いた川市iteの培地中では全く核酸の地力[Jの見られな

い凍結融解試料に， 2時間後，gIGいは 4時間後lc1!民機燐を加えると(矢印)その一定時間後lζ核

般の合成がはじまる。 乙のとき，燐を加えてから紋恨の合成の始まるまでの時聞は， RNAで

1時間半， DNAで311出向で， これは急速凍結倒的平一j支のものを最初jから完全J/~-地に出詑して

発育過程をみたi時の RNA，DNAの増加山総とよく一致する(第2図参照)υ

3) RNA frac-Pの生成と核般合成の関係

前節の実験で， 細胞内での核般の合成にそのおH胞のもっている RNAfrac司Pが利用される

ことが明らかにされたが， (欠[こ凍結員削併によってこの燐の蓄積が阻害される ζ とと，核酸合成

が遅れることとの問にどのような関係があるかということ， いいかえると RNAfrac司Pの生成

の遅れる乙とが核!投合成のliiれを招いているのか，或いはその逆lこ校内在合成の遅延する結果と

して RNAfrac-Pの生成が遅れるのかを確かめなければならない。 この為に核肢の介成とは切
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第6図 前培養で RNAfrac-Pを蓄積した細胞の燐なし培地での核酸合成

縦軸，核酸及び燐量 横車車，培養時間 P: RNA frac-P， 

R: RNA， D: DNA ・対照， 0 急迷凍結融解誠料
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り離した RNAfrac-Pの生成だけが

凍結融解によって影響を受けるかど

うかをまtlる必要がある。 Schmidt等

判

R 
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hr 

級胞をグノレコース，カリイオン及び無機燐酸

のみで格養した時の核酸及び燐の増加

縦軸，核駿及び燐:段 横軸，培養時間

P: RNAfrac-P， R: RNA 

・対照 O 凍結融解説料
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によれば，イ{ストをグノレコ戸スラ

カりイオン及び無機燐と培養するこ

とによって核酸の合成なしに，

:燐化合物の生成が見られる 6。

第8図l乙，急速凍結融解後，こ

の方法で培養した試料の核酸及び

RNA frac-Pの変化を示す。

によれば核酸の合成とは無関係に，

RNA frac-Pの生成が凍結融解によ

この

乙の区i

第 8図

って影響を受けることがはっきり見

.且.
~-.. -一一ー山証一二ー一一 P

られ，培養の初期lこ於ける燐化合物

生成曲線の形は，凍結融解した試料

を，普通の培養液中で地養したJ易

合の曲線とよく一致する。乙の事は

RNA frac-Pの生成の遅れが核酸合 • 10 
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成の遅れによって引き起されるので
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前培養によって RNAfrac-Pだけを再生した
凍結融解説料の燐なし培地における核酸合成

縦軸，核波及び燐量 償i紬，培養時間

P: RNA frac.ヂ， R: RNA， D: DNA 

・対照 O 急速凍結磁u解誌料
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i欠[こ核酸合成の遅れが燐化合物

の生成の遅れによって生ずるものと

すれば，凍結障害を受けた細胞であ

っても培養を始める前lこグjレコ{ス，

カリイオン及び燐で前崎養をするこ

とによって RNAfrac-Pを充分に再

生しておけば培養の際の核酸合成の

迎れは見られない符である。対照で

は 11時間，凍結処理試料では 2時間

半前培養をすることで ζの憐を夫々

の maximumまで蓄積した試料をラ

燐を完全に除いた Whiteの培地で

JIr1をしたときの核般の合成のようす

を第9r~1 に示す。両試や!とも l庁長 IllJ
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始と同時に RNAの合成が始まり，約 1時間半

後lこDNAの合成が始まるが， ζの時間的関係

は，対照と処照試料の聞に全く差異が見られず

また1詳位/leJ聞に於ける RNAfrac-Pから RNA

えの燐の移りの比率も良く一殺している(第 1

表)υ

第1表前培養によって RNAfrac-Pだけを再
生した凍結融解試料の単位時間(C於ける核

酸合成の比率 (jRNA-PjRNArfac・P)

対 ll(，(

凍結融解

o ~ 2 
時間

0.31 

0.33 

IV. 考察
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従来微生物は凍結融解によってどんな樟害を受けるかについて，形態的，機能的にいろい

ろの立場ーから研究されているが，そのうち極々の凍結条件によって，細胞がどの程度死滅する

かという実験が割に多い。

細胞の生死ということは叫に非常に判定の g~t かしい場合があるが plate count ttで
colonyを作るか有かという増殖能力の手f1Htを生死判定の規準としているのが殆んどである O

しかしこの度の仕事でも気のづくように，ひとくちに凍結障害といっても，細胞の死滅から ti1

なる増111自の遅れに宝るまで，一自の試料のrjJでもさまざまの段階があり，そのような l↓l間段階

の障害の機枯を追求することによって始めて凍結障害の機椛を明らかにすることが出米るもの

と考える。

障害による細胞増嫡の遅れの原|却については， RNA frac-Pの消失ととれの生成lこ遅れが

生ずるということの二点が今回の尖験で明らかになったが，これらのことと凍結融解処胞との

聞の関係はよだ明らかでない。従ってこの点について克に研究を進めることが今後に残された

課題であり，この点の究明なくしては凍結陣容の機構を論ずるわけにゆかない。また今回の結

果からは，細胞死滅の機，1;については何もいわれない。細胞の死滅と増嫡の遅れを全く号1]のllii

凶lこ帰するか，或いは同じ原因が作用してはいるがその程度に差があり，ある範聞を越えたも

のは遂に死に至ると考えるかについては議論のわかれる所であるが，著者らは後者に立って考

えを進めている。この考え方によれば，細胞の死滅は増組系の障害によるものと説明されるわ

けである。これだけが凍結障害のすべてでないことはいうまでもないが，かなりの望凶として

このことを取り上げてさしっかえないものと思われる。

J欠に第8区lにiうえした結決についてもう少し詳しく考えて見ると， L4験結決のJJlでも述べた

ように，燐化合物の生成は対)¥({に於いては地誌開始後1fI年間半，凍結融解細胞では同じく 211を

問の11{jは，犬々 1m処理のもの或いは凍結融解一度のものを通常のほ地で培養したときの燐化合

物の生成速度に一致若しくは僅かに先行する位の速度をもっている。しかし正常培養のもので

は此の状態が数時陪持続するのに対して(第 1，2図参照)， 比のような処毘のものでは 1~2 時

間で増加がとまり， 最終の燐量は正常培養のものの 2~3 分の l 位の値にしか達しない。 これ

は，この;憐の生成が，地養の後半に於いては核政合成その他の代謝の影響を受けていて，全く

独立に起り得るものではないことを示して居り，実験結果の項での説明と矛盾する。われわれ
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は，乙の点についてこれを二つの相にわけで考え，核i駿合成その他の影響がまだはっきりあら

われない前半と，明らかにこの支配下におかれる後半とに分れるものと解釈している o このこ

とは，乙の燐酸化合物があくまでも細胞内に於ける代謝経路の一つの部分を受けもつものであ

ることの証拠であり，この部分に何等かの形で障害の起ることが，細胞全体に大きな影響を及

ぼすことはま手易lこ赴t1設される。

V.摘要

酔lリー細胞に於ける凍結!億三年の機構を鵡べる一つの手段として， ~支出主合成能の変化を Ogur

& Rosenの方法lこ従ってしらべた結果次のことが明らかになった。

1) 上記の方法で RNA割分l乙合まれる核酸以外の燐化合物が，細胞を急速凍結融解する

ζとによって失なわれ，同時l乙生き残った細胞であっても核酸の合成に遅れが生ずる。

2) この燐化合物は核駿の合成l乙必要であり，これを蓄積した細胞は燐を合まない土庁地rlコ

で核離合成を行なうが，凍結融解等でこの燐を失なった細胞では，培地iζ燐がないと核酸合成

は起らない。

3) 細胞の急速凍結融解によって，核酸の合成とは無関係に，この燐化合物の生成が障害

を受ける。

4) 凍結障害を受けた細胞でも，前培養によってこの燐化合物を{ヰ生した場合は，正常な

ものと同じ迷さで核酸の合成が起る。

以上のことから，核酸合成過程lζ於いてその前!泌物質である燐化合物の生成を阻害するよ

うな陣容が凍結融解によって起り，その結果が細胞の増舶に影響するものと考えられる O

おわりに終始御指導を賜わった根;11'外喜男教授に厚く感謝の立を表します。
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R白ume

To find the site of injury in frozen and thawed yeast ce11s， changes of nucleic acid 

synthesizing ability in the c巴11swere investigated using the method of Ogur and Rosen 

Control cells kept in malt extract medium accumulated a large amount of unknown 

phosphorus compound in RNA fraction obtained by the above mentioned analytical method. 

After the cells were rapidly frozen to -1960C and thawed， the phosphorus compound 

disapp巴ared. Besides， the nucleic acid synth巴sisand cell growth， too， we民間markably

prolonged. 

On the other hand， when the same cells were froz巴nslowly to -1960C and thawed， 

neith巴rdisappearanc巴 ofthe phosphorus compound nor the lag phase of RNA synthesis 

was seen and also the rate of c巴11growth was not a妊ected.

To clarify the fluctuation of the phosphorus compound describ巴dabove and its relation 

to nucleic acid synthesis， the ce11s were incubated in synthetic culture medium free from 

orthophosphate. Normal cells which had possessed the endogeneous phosphorus compound 

continued their growth using this phosphorus to synth巴sizenucleic acid， while the endoge-

neous phosphorus lacking cells produced by fre巴ze-thawingor even by longer incubation 

in phosphorus lacking culture showed neither nucleic acid synthesis nor growth. 

By incubating the cells in a m巴diumwith glucose， phosphorus and potassium only， it 

was found that above mention巴dphosphorus compound increased without nucleic acid 

synthesis. The phosphorus compound increased very slowly in freeze-thawed cells after 

they were cultured in a glucose， phosphorus and potassiun medium in contrast with the 

unfrozen cells. This di妊巴renceis accord with that of nucleic acid synthesis and ce11 growth 

b巴tweennormal and freeze-thaw巴dcells. 

When the fr巴巴ze-thawedcells were preincubated in a glucose， phosphorus and potassium 

medium ti11 the accumulation of the phosphorus compound reached its maximum and then 

transferred to no-phosphorus medium， all phosphorus in the accumulated phosphorus com-

pound seemed to be transferred to that of RNA， and the rat巴 ofthe r巴actionwas almost 

equal to that in control. 

It is assumed therefore that lag phas巴 atnucleic acid synthesis丘ndce11 growth in 

freeze-thawed ce11s is largely caused by the slow accumulation of the phosphorus compound. 


