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Eizo ASAHINA and Kouzou T ANNO 1963 A ProtopJasmic Factor of Frost Resistance in Sea 

Urchin Egg CeJJs. Low Temperature Science， Ser. B， 21. (With EngJish summary p. 69) 

生物細胞の耐凍性に関係する一つの原形質的要因*

一一ウニ卵細胞での観察一一

朝比奈英三 丹野桔三

(低温科学研究所生物学部門)

(昭和 38年9月受理〉

1. 

生物細胞におこる凍害は細胞内凍結によるものと細胞外凍結によるものり二つに大別され

るへ 細胞を媒液中に浮遊させた状態で凍らせる場合，その凍結過程の長初のごく短時間のう

ちにお乙る凍死はほとんど細胞内凍結によるものと考えられるぺ 媒液が凍りはじめてから以

後の冷却速度を充分におそくすることによってこのような細胞内凍結はかなりおこりにくくな

るがぺ細胞外凍結による凍害の要素を除くことは甚だむずかしい。

細胞外凍結による害の説明はいろいろあるが，現在では細胞の内外にある水溶液が脱水さ

れたためにできる濃縮塩溶液による原形質の傷害であるとするものぺ 及び原形質構造白身か

らの脱水そのものによるとするもの町の二つが広くしられている。 乙の前者は赤血球の凍結保

存の際グリセリンを媒液iζ加えると著しく凍害を軽減できる事実を説明するためlζ考えられた

ものでペ血液や精液の凍結の研究者l乙は支持者が少なくない。

野外で発見される耐凍性の高い動物lζは昆虫が多いが，越冬している見虫の中で耐凍性の

高いものにはグリセリンを体内にもつものが少なくない。このため昆虫における凍害の機構は

不明であるにしても，昆虫の耐凍性はその体内lとあるグリセリンによるものであるとの説があ

るヘ しかし越冬Ls虫を数多くしらべるにつれグリセリンをもたぬ昆虫にも耐凍性のあるもの

が発見されへ 又ある昆虫は多量のグリセリンをもちながら全く凍結にたえないことがわかつ

て来たへ

いっぽうイラが前踊は秋にまゆlζ入った後lζ lOOC付近の温度におかれるとその体内のグ

リコーゲンがグリセリンl乙変ってゆくが1へ この前踊の耐凍性はグリセリン生成lζ先立って既

[こ或程度高まっている。同じ前踊ではlOOCの恒温において一旦できたグリセリンが約50日後

lζ滅りはじめ更に 40日位の聞に全く消失するが， ζの後も前婦のi耐凍性は或高さM にとどま

っている 11)。 そしてこの前踊の体内でで、は越冬期lにこも糖の含有量はグリセリンlに乙比べてごく少な

く且越冬期間中ほとんど変化がない1削o的〉

乙れらの亭実からみて，生物の耐凍性の主要困は，その生物体内でいわゆる Saltbu任erと

* 北海道大学低温科学研究所業績 第653号
料 一10aCで 1日間の凍結に耐えられる。
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62 朝比奈英三・丹野俄三

して働らく小分子物質の増減そのものではないように忠われる o しかし凶虫のような複雑な動

物はl(UfsR'ド1:の基機的な機柿をしらべるためには必らずしも好適な材料ではなく，この問題の解

明には適当な細胞単位での災験が必要であった。われわれはウニの卵細胞を用いてその凍結砧

和や凍容の機構をしらべて米たがめ凡1丸川， たまたまこの納11胞で受精の前後にきわめて急速な

耐域性の増大があることを発見した切。本文はこのようなウニ卵の性質を利用して，前記の問

題 lと対する何等かの手がかりを1~J るために行なった一つの試みをのべたものである。

ヌt:実験にあたりウニ卵における SH基の変動について東京古1LI'J:大学の|寸I1日j)密教授，判)!:彦

一博士よりいろいろ有益な助丙をいただいた。ここにぼく御礼申し|二げたい。

11. 

材料には北海道忍路海岸産のキタムラサキウニ Strongyrocentrotusnudusを札幌の実験

去に運んで使った。 親ウニは通気させた海水lこ入れておくと水温 15
0
C以下では約 1週間はほ

とんど健全である。実験lζあたって 0.5MKCl溶液を用いて放卵させ， 1得5た卵を漉迎し7たこ海水

で数回洗つてから 2γ。OCの冷!蔵哉!ぱil中車1ト立{叫:

みをイ使史用した。

III. 

0.5 ccω卵細胞浮遊液(少なくとも 1000以上の卵細胞を合む)を白.径20mmの試験?れこと

りそれぞれきめられた恒組の冷凍庫内で冷却した。冷凍庫内の気温は予備テストの結果 -200C

乃至 -250Cをえらんだ。 本実験の条件下では卵浮遊液は乙れらの温度において何れも約5分

以内lζ自発凍結した。まれに 5分後lzもi取りださない例があったのがそのときはごく少量の氷

jfをあたえて柿氷した。 文Jji[l浮遊液の冷よIJj必)立を剤Hし、熱電対をその液111¥ζさし入れて約 10例

測定したが何れの場合も ì*~，8Dl~始以後には lOCj分を魁えなかった。 このような低い冷却j述皮

ではキタムラサキウニ卯が細胞内凍結をおこすことはほとんどない3)。

ウニ卵を 15
0
C乃五200Cの室i:日で媒精し，それぞれO分(未受精)， 1分， 2.5分， 5分， 10

分， 30分， 60分， 90分後Jζ上記の方法で冷却凍結させた。 この方法では卯浮遊液の制度は凍

結開始後約30分で冷凍庫内気治とほぼ等しくなる。定められた|時間の凍結の後試験管を 1本

づっとり出し主.温の空気中で内容を融解させ直ちに検鏡して正常な卵細胞の数を算えた。第 1

図lこ示された卵細胞の生存率はこのような融解直後のJE1古細胞の数によるものである。これら

の正常細胞は未受精卵の場合を除きいづれも卵割を開始しそのほとんどが少なくとも胞胆JQlま

では発育した。後述する尿素処理卵の場合も凍結融解後正常にみえる卵は媒精すると一般に多

精となるがほとんどいづれも発生を進行させることができた。未受精卵では融解直後正常に見

えたものは媒精によってほとんどが受精膜を形成するが，正常な卵割を行なうことなく水泡を

ふきだして崩j表する。

乙のような方法で凍結時間 3時間乃至 24時間，凍結温度200C乃至250Cの範聞で 12回の

実験を行なったが，その結果は何れも同総な傾向をあらわしたのでその 3例を第 1図に示し
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たω 即ちこれらの条件のもとでウニ卵細胞の制胞外凍結後の生存率は，受精後停か 1分たった

卵でも未受精卵に比べて著しく J~iJく，受精後 10 分以内の卯において長高値をしめし，受精後の

時間がたつにつれ卵の耐凍十1:.は急速に低下し，卵割がはじまって以後の卵ではほぼ一定の低い

備にとどまっている。 {IIし一孫おだやかな凍結条{斗である -20
0C4/1古間凍結の坦合は，受精卵

はすべて受精後の経過11寺問l乙無関係に，このw結lこi耐えて生存できた。又この場合lζは未受精
卵でさえ約半数は少なくとも融解直後lζは正常にみえるが，肢に述べたように乙れらは何れも

第1分裂までの聞に水泡をふきだしてほとんど全滅した。

ウニ卵細胞の耐凍れが乙のように受精後怖か 1分以内{ζ著しく明大する事実は長だ興味ぷ

かい。乙のl時期j{こはいわゆる表!日変化15) として知られた細胞表而の可視的な構造変化が急速

に完了することがわかっている。そこで媒精することなく表層変化だけを人工的におこさせた

ウニ卵でもその耐凍性が増大するかも知れないと考え，次の実験を行なった。元村の方法問 IC

従い 1M};長京溶液 (NaOH熔液を少量加えて pH8.4 iζ調節)でキタムラサキウニのYIJを洗う

と，宗jltで1.5分以内lこ表屑変化が完了するが人工処女生殖は会くおこらない。 このような尿

素処開卵でさきに受精卵で行なったと合く同松な凍結実肢をくり返した結県，期待[ζたがわず

尿素処FRYIiは木受精卵lこ比べて著しいIIIめ束中1:の明大を示した(第 1閃)。
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第 1図 キタムラサキウニ受精卵の耐凍性の変化

矢印は卵割jの開始期をしめす。

A (0): 20
0
Cで媒精後 -20

0
Cで4時間凍結

Aノ(@) 尿素処理卵を同じ条件で凍結

B (・): 16
0
Cで媒精後一22

0
Cで 19時間凍結

B〆(⑨): 尿素処理卵を同じ条件で凍結

ぐ (x): 160Cで媒精後一2ラ℃で 18時間凍結
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IV. 

よく知られているように生物のjruii束事[:.が日まってゆく H寺JUHとは，その生物の組織.1:1{と凍害

防禦物質として知られた小分子物質がが;'lJflする乙とがしばしばある。しかし乙のような物質が

ウニ卵の内部で Hi か 1 分以内 lこ ìW~.I~を防ぐのに有効なほど日的 l乙 tl二 pn されることは:rIJI氏期待し

がたい。又実際lζ受精前後のキタムラサキウニ卵を使って予察的に多価アJレコーlレとJ糖類の合

有量をしらべた結果そのような増量は全く発見できなかった(竹原未発表)。いっぽう塩溶液中

で細胞外凍結しているウニ卵は，その表而lと飽和l杭溶液が接している場合よりもその接してい

る溶液から共融混合物が折出された場合，即ちその溶液から完全に水が失なわれた場合の方が

はるかに急激且顕著な凍害を受けることがわかつて来た問。 そこでウニ卵において失7k.1と対す

る細胞の抵抗性を増す効果がありしかも受精後きわめて急速にお乙りうるような過程としてま

づ細胞原形質の蛋白が水との相互作用を増すような構造的変化を考えてみた。このためまずウ

ニ卵細胞における受精直後の SH基の変動と卵のjrut凍性との聞にどのような連関があるかをし

らべることにした。

ウニ卵において受精後にその SHi:1こ顕著な変動のあることは既lζ古くから知られてお

り17) 乙の変動はグJレタチオンの SHによるものではなく蛋1'1と結合した SH基(蛋(1SH)に

よるものである ζ とが明らかにされている山。又川村及び間同と川村町はウニ受精卵の第 1分

裂までの聞にその蛋白 SHの分布がどうかわるかを細胞化学的にしらべている。これらの知見

はいずれもウニ卵の耐凍性とその原形質の構造的変化との連関を考える lと当ってきめて示唆に

富むものであった。

前記の凍結実験に使ったと同じ卵群からのウニ卵を用い，川村及び団19) の方法lζ従い SH

と結合するアゾ色素による染色法を利用して受精直後の卵細胞における SH基の状態ををしら

べた。 凍結実験のときと同様に受精後O分(未受精)， 1分， 2.5分， 5分， 10分， 30分， 60分，

90分後の卵細胞を用い， これらを 5%TCA (Trichloroacetic acidl溶液で 12時間固定してか

ら30分間蒸溜水で洗った。 この固定された卵細胞を常法でアJレコ戸jレで脱水し， ノfラフイン

に埋蔵して厚さ 10μ の切片lζ切った。 この切片を卵白のような接着剤jを使わず、lとスライドグ

ラスにのせ，キシロー jレで)j)~パラフィンしてから 80% のエチノレアルコー jレまで戻した。 次に

切片を80%エチJレアノレコーlレlζ過量に誌かした Bennettの色素21)で3時間染色した。 染色さ

れた切片を更に 24時間80%エチノレアノレコ戸jレ中で弁色してから常法で脱水しパノレサムで封じ

た。この染色切片の標本は白色光ではうすい樫黄色にみえるが， トルイヂンフツレーでそめた濃

い青色フィ lレターをとおすと強い赤色を呈する問。 ζ の事実を利用して切片標本の完成直後に

すべての時期の卵切片の写真をとってその染まりかたを比較した(第 2図)。

乙の実験の結果は既l乙川村及び問によってパフンウニ及びタコノマクラの卵で報f守されて

いるもの川とほぼ等しい。即ち受精後卵細胞の染色性は急速に増大する。受精後分裂装置が卵

細胞内にみとめられるまでの .10分位の間(水制150C内外)は細胞内はほぼ一様に染色され

るが核は色がうすい。ギI糸分裂mJI乙入ると分裂韮[置や染色休は強く染色され，反対lζ細胞質の
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第 2図 キタムラサキウニ受精卵のアゾ色素による染色性の変化
ラ?もTCAで悶定後切片を Bennettの試薬で染色

A.米受精卵 B.受精 l分後 C.同2.5分後 D.向日分後 E.同 10分後
F.同40分後 G.核分裂後期， H.2細胞期の初期1.尿素処盟米受精卵
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呈色は弱くなる。更にわれわれの観察結果から指摘される点は， 1)受精後傑か1分の卵でも明

らかな染色性の増大がある。 2)卵細胞質-の染色性は受精後 10分以内が最も布くそれ以後は次

第に淡くなる。 3)卵の表層部にある細胞質は他の部分より濃く染ってみえる快等である(第

2図)。

次lζ尿素処理によって人工的l乙表層変化をおとさせた未受精卵を同織に染色したところや

はり細胞質に明らかな染色性の明大をみとめた(第2図の1)。

以上の結果は， もしもとのような卵細胞の染色性の増大が1fIちにSH1~t;の附加によると考

えられるならば，ウニ卵細胞の耐凍性の大きさとその細胞質の蛋rlSHとの聞に平行的な関係
があるととを示すものであろう。

V. 

最近 Levittは凍害の機構を説明する一つの仮説を呈出した2へそれによれば植物細胞の原

形質を構成しているそれぞれの蛋白分子が凍結の|療の原形質からの脱水の結果相互に近接する

ため新たに強い分子間SS結合をつくり， これが直ちにその分子の unfoldingをひきおこすか，

又は融解後原形質が水を吸って膨張しでも新しくできた SS結合のためにもとの状態に民れず

その結果分子が unfoldingをおこして構造がこわれるという。彼とその協力者等のー述の研

究明ー叫によれば，植物体のハードニングの際， ¥iu;!凍性のある植物ならばその原形質蛋1'1のSH

が増加し，これは多くの場合 SS→SHの変化によるものであるとのべている。しかし彼等の資
料によれば半月又は 1ヶ月におよぶハ戸ドニングの過程で SH量の増加が明瞭にみとめられる

のは最初の数日以内であってそれ以後には SH量は必ずしも耐凍性の増大と平行するわけでは

ない。この場合植物の耐凍性は半月後においてもさらに明らかに増大しており，しかもこの II'~，

JIJj ICは庶糖のような凍害防禦物質が細胞内に増量することは多くの縞物で知られているので27)

この資料から彼等が考えているよう lζ原形質蛋内の SH毘:の噌1JIIを耐J束性の明大をもたらす主

要因であると結論することには問題があるように思われる。

ウニ卵の場合は，受精後卵細胞の耐J束性が急増するのは任か 1，2分の匁11寺間であり，この

間lと耐凍性を高めるのに充分な程の量の小分子物質がつくられる乙とは考えられず，又卵細胞

の受精前後における糖や多価アルコーjレの定量の結果(竹原未発表)もこれを表書きしている。

さらにウニ卵の内部で受精の直後から顕著な生化学的変化がおこることは兵く知[1られた事実で

あり，可視的な細胞の構造も僅々 1分以内に変ることがいわゆる表層変化として知られてい

る問。又とのような表層変化を受精ーによらず人工的な尿素処理ーによってお乙させた場合でも，

その細胞の耐凍性は明らかに高まることが今回の実験により判明した。いっぽうウニ卵を各積

の単泊熔液中で細胞外凍結させた実験の結果によれば，乙れらの細胞はその外市[こ接する溶液

から完全に水が失われた場合にもっとも敏感に害を受ける 1ヘζれらの結果からウニ卵の受精
に件なう急速な耐凍性の増大に対する可能な解釈のーっとしてその原形質が失71<iζ対する抵抗

性を増すような構造的変化が考えられる。細胞の凍害は脱水!こよってお ζ される原形質蛋白の

* この点は固定や切片製作のときの影響が大きいので更に検討を要する。
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変性であると考えるかぎり上記のような構造的変化のーっとして SH基のような水平11に宮む末

端基 (Terminalgroups)の増加を考えてもよいであろう。

ウニの受精卵における SH量の変動は最近の細井の一連の研究同，28入刊によって非常に明

らかにされて来た。彼の報告によると 2稀のウニ卵でTCA不熔れの蛋ドIIC結合した SH基の

景は受精後約20分聞にやや増加するが決して包激なものではない29)。又川村は木実験と同じ

染色法を利用してウニ卵の第一分裂f切における SH基の量的変化をしらべたが，少なくとも受

精の直後には意味のあるほどの変化はみとめられなかった2ぺ乙れらの知見からみて，ウニ卵
細胞の原形質蛋自の SH量が細胞の耐J束性lζ関係あるとしても， Levitt等が想像しているよう

な細胞全体としての SH基の量の問題ではなく， その細胞質の或構成部分がSH基l乙富んでい

ればi耐凍性を増す効果があるのかも知れない。いづれにしても本実験lこおける受精卵の，文は

尿京処理卵のアゾ色素染色性の増加を少なくとも或部分における蛋白 SH基の増加によるもの

と考えることが許されるならば，ウニ卵における耐凍性の増大はその原形質蛋向の SH基の増

加をふくむ構造的変化lζ試按の関係があると想像しでもよいであろう。

摘要

ウニ卵細胞は受精の直後{と包激なYu1r束性の増大をしめす。このことを利用して細胞の耐J束

性lこ関係ある原形質的要素をしらべた。

キタムラサキウニの卵細胞を，受精後第一卵割が終るまでのいろいろな時期IC，細胞内凍

結がお乙らぬ条件で凍結させ，融解後の生存細胞の数を算えた。乙の結果lこよれば卵細胞の耐

凍性は，受精の直後わずか 1分で著しく日まり，受精後 10分以内が最高で，それ以後はかなり

包lζ低下し，卵割がはじまって後は少なくとも 2細胞期まではもはや変化しない。尿素処理[こ

よって人工的lζ表層変化をおこさせた未受精卵も受精初期の卵lこ劣らぬ高い耐凍性をしめす。

受精直後のウニ卵lζは，いわゆる凍害防禦物質としてしられた小分子化合物の生産はおこ

らない。そこで!二記のような耐凍性増大のためにはその原形質の蛋内が水との相互作用を増す

ような構造的変化があるものと考え， SHと結合するアゾ色素を使って細胞化学的染色をウニ

卵lこ試みた。その結果受精直後納胞質の染色性は非常lζ急速に増大し， 10分以内lζ最高となり

それ以後は次第lζ低下する乙とが判った。いっぽう有糸分裂WJIこ入ると分裂装置や染色体は強

く染色されるが，細胞質の呈色は弱まる。又尿素処fllζよって表層変化をお乙させた未受精卵

にもその細胞質lζ明らかな染色性の:!:i当大をみとめた。

このような染色性の増大を，少なくとも細胞質の或部分における蛋白 SHの増加によるも

のと解釈することが許されるならば，ウニ卵の而n束性の増大は，卵細胞の原形質蛋白の SH基
の増加をふくむ構造的変化lζ起同することが;¥iH象される。
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Summary 

In sea urchin egg cells the resistance capacity to extracellular freezing instantly in-

creases at the time of fertilization and then gradually decreases before the mitotic apparatus 

is formed in the cell. A cytochemical observation in the egg cell seems to suggest that the 

behavior of protein-bound SH groups is responsible for increasing cellular frost-resistance. 

Egg cells of the sea urchin， Strongyrocentrotus nudus were used as material. Test-

tubes containing 0.5 ml of egg suspension in sea water were cooled in a refrigerator in 

which egg suspension usually began to freeze spontaneously within some five minutes. 

Upon freezing the cooling rate in the freezing suspension was always less than lOC per 

minute， at which rate egg cells of S. nudus never froze intracellularly町 Inthis way egg 

cells in suspension were subjected to freezing after 0 (unifertilized control)， 1， 2.5， 5， 10， 

30， 60 and 90 minutes respectively from the time of insemination. The freezing tempera-

tures ranged from -20oC to -250C and the duration of fr巴ezingranged from 3 to 24 

hours. After the freezing for the pre-determined periods of time， test-tubes were removed 

singly and each of them was re-warm巴dslowly in air at room temperature. Some of the 

results of these freezing experiments are presented in Fig. 1. in which the percentage 

survival is figured on the basis of number of intact cells counted under microscope just 

after thawing. Most of these intact celIs could normalIy resume their development except 

unfertilized eggs in which the formation of fertilization membrane could be seen after 

insemination， but normal cleavage rarely took place. It is apparent in Fig. 1 that upon 

fertilization the frost resistance in the egg cells very rapidly increases. Besides， under 

severe conditions of freezing， the high frost-resistance in fertilized eggs reaches a maximum 

within about 5 minutes after insemination， then begins to decrease as the development 

proceeds. Besides， in the celIs in which cortical change had been artificially induced by 

urea treatment， too， a remarkably high frost-r巴sistancewas found (Fig. 1). 

By us巴 ofa mercaptid-forming azodye a cytochemical staining method19l was applied 

to the egg cells (Fig. 2). The stainability in egg cytoplasm promptly increased upon fer-

tilization. Before the mitotic stage the colour intensity was nearly uniform in the entire 

cell except the nucleus which which was not deeply stained. T 


