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液体窒素温度で急速凍結された HeLa細胞の生存ホ

島田公夫・朝比奈英三

(低温科学研究所)

(昭和45年8月受理〉

前報1)において，シロネズミの腹水腫湯細胞を急速凍結すると，この細胞が，細胞内凍結

の状態で生存していることを報告した。それによると，細胞内凍結で生きている細胞は，形態

的に凍結前の細胞と変わりなく，半透明に見え，細抱内の氷品は，顕微鏡でも観察できないく

らい充分に小さい。

最近，われわれは HeLa細胞を使って， この細胞でで、も，シロネスズ、ミの腹水腫境

結果が得らjれ1るカか込どうカかミを試みた。しかし，細胞の媒液に仔牛血清を使用し， カバーグラス上

に培養した HeLa細胞を，急速凍結してみたところ，凍結前と同様に見える半透明な細胞内凍

結を観察したが，この細胞は，急速融解後，生存しなかったへ

今回， HeLa細胞の媒液に庶糖を含む溶液を使って，細胞を急速凍結融解し，生存するか

どうか調べたところ，生存細胞を得たので、ここに報告する。

この実験に使った H巴La細胞は， HeLa-S3 (Puck)という系統で， 1969年 10月に本学理学

部付属染色体研究施設の細胞株から分離して以来，当実験室で継代培養を続けている。実験に

は，カバーグラス上に単層培養された HeLa細胞を用いたが，これは，前報2)で、述べたように，

二重のペトリ皿を使った。内側のペトリ皿の底にカバーグラスを敷し、て，その中に，細胞濃度

が約 1X105個/mlの細胞浮遊液 1mlを入れて， 380Cの解卵器内で培養した。こうすると， 1臼

後， HeLa細胞はガラス|面に付着した。培養液には， 100単位/mlのペニシリンと 100pg/mlの

ストレプトマイシンを含んだ 20%仔牛血清一TC199培養液(千葉県血清研究所)を使用した。

凍結に先だち，カバーグラス上に培養された HeLa細胞の培養液を鴻紙でよく吸い取り，

カバーグラスを庶糖を含む溶液中に浸けて，媒液の交換を行なった。庶糖を含む溶液としては，

0.3 M， 0.6 Mの庶糖水溶液， 0.35 M， 0.7 Mの庶糖を含む TC-199培養液，および， 1Mの庶糖を

含む Hanks液を用いた。媒液を以上のような組成の庶糖を含む溶液に変えてから，それぞれ，

カバーグラス毎液体窒索中に入れて急速冷却し，細胞を凍結した。ここに 30秒間置いたあと，

カパーグラスを 38
0
Cに温めた TC-199培養液に入れて， 組胞を急速融解した。融解後の細胞

を，再び，二重のペトリ皿を使って培養し 1El後，その形態を顕微鏡で観察し，生存する細

胞を調べた。

HeLa細胞は，媒液にHR糖を含む溶液を使えば，上記のいずれの組成の場合も，急速融解

後，少数の細胞は生存することがわかった。急速凍結融解によって生存していた細砲は，凍結
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第1図 急速凍結された HeLa細胞 l伎相差顕微鏡で綴察)

1. 液体窒索中で急速凍結され，急速融解後，生存した HeLa細胞。視野の中火

は，分裂中 JUjの刺!泡。細胞質には~胞が自立つ。媒液に 0.7M の庶糖を含む

TC-199 J音養液を使って凍結。 X1，000 

2. 液体窓索中で急速凍結され， -30oCの冷凍顕微鏡に移された HeLa細胞の

凍結状態。凍結後2分経過。試料の温度は， -290C。媒液中の氷品は前日かく，

不規則なV!if校状。細胞のなかには凍結前とほぼ同僚に見えるものもある。 fJ.!t
淡に 0.3Mの庶糠水溶液を使って凍結。 X450

前にくらべて， *IU胞質に空胞が多くなるが，その他に形態的変化は認められずp 分裂して増殖

する細胞も観察できた(第 l図-1)。

つぎに， HeLa *ITl胞の媒液を 0.3Mの庶糖水溶液に変え，これをカバーグラス毎液体窒素中

に入れて急速冷却した。液体窒索中に 15秒間置いてから，カパーグラスを -30
0
Cに冷却した

冷凍顕微鏡3)に移して，媒液と五lfI胞の凍結状態を観察した。媒液中の個々の氷品は非常に細か

し全体としては不規則な樹校状 (irregulardendrites)4)に見えた(第l図-2)。細胞のなかに

は，形態的にほぼ凍結前と同様に見えるものもあったが，細胞内に可視的な大きさの氷品があ

るかどうかは，はっきりしなかった(第 1岡-2)。これらの京III胞を，冷凍顕微鏡に移してから約

3分後に， -290Cから直ちに 380CのTC-199培養液に移して急速融解し，ついで，こ重のペ

トリ皿を使って l日間培養したが，生存する細胞はなかった。 また，媒液に 0.7Mの庶糖を含

むTC-199培養液を使って， 同様な実験を行なったが，結果は， 0.3 M の[~~糖水溶液の場合と

同じであった。

以上のように， )，f!;糖を含む溶液を媒液に使って， HeLa細胞を液体窒索中で急速凍結した

場合，液体窒素から直ちに 380Cの培養液に移して急速融解した細胞は，一部生存したが，

-300C付近でいったん観察した細胞は生存しなかった。したがって，急速凍結で生存した細胞

が，半透明な凍り方をしていたかどうかを確かめることはできなかった。

酒井は，桑の耐凍性がまだ低い季節に，その皮層細胞を， 1Mのグルコースで処理しでか
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ら，液体窒素に入れて急速冷却し，ついで， 350Cの水中で急速加温すると，すべての細胞は生

存するが，いったん， -30oCに5分開放置したあと，急速加温すると，すべての細胞が死ぬこ

とを報告した5)。 この結果を，彼は，急速冷却中，細胞内に細胞に筈を与えない程度の徴氷品

ができていて， -30oCに置くと，それが細胞に有害な大きさにまで生長するためと考えた。わ

れわれの実験で，急速凍結された HeLa細胞を， -30oC付近で観察してから，急速融解すると，

細胞が生存しないのも，潟11日包内氷品の成長という考え方で説明できるかもしれない。

終わりに，実験材料の HeLa細胞を提供して下さった染色体研究施設の高木信夫I専士に感

謝する。
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