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急速凍結赤血球の加温過程における変化について*

根井外喜男・浅田 実

(低温科学研究所)

〈昭和47年 7月受理)

I.緒言

生細胞の凍結による障害については，これまで多くの研究が行なわれた結果，その機序が

次第に明らかになってきた。凍結の条件，特に凍結の速度によって細胞の凍結の形式が違うこ

と，したがってそれによる細胞の障害の機構にもまた差違のあることがかなりはっきりとして

きた。たとえば緩慢凍結では細胞外凍結がおこり，そのために濃縮された溶質特に塩類によっ

て細胞膜が障害され，また急速凍結では細胞内凍結によって細胞構造が機械的に破壊されるの

であろうと説明されている。

さらに極端に速い速度で凍結させたばあいには，ほとんど障害をうけずに細胞の生存して

いることのあることが， これまでにも幾種類かの細胞で報告されている1-6)。 このような条件

では，細胞内に氷晶はできないか，できても細胞に障害をきたさないくらい徴細なものと考え

られ，これがし、わゆるガラス様凍結 vitrificationであろうともいわれた。この細胞の生存は，

急速融解をしたばあいにのみみとめられるもので，もしゆっくりと温度を上げると，死滅する

ことが多い。これは，温度上昇の過程で充分の時間が与えられると，氷晶核は成長して大きな

氷粒となり，ひいては細胞内構造あるいは細胞膜に対して機械的障害をひきおこすからであろ

うと推定されているが，その実証例は少ない問。特にこれらの凍結条件やそれに伴なう変化は，

研究者により，また細胞の種類によってかなり異なっているうえに，凍結像も光学顕微鏡レベ

ルで、の観察が多かったから，細胞内氷品形成の状況は必ずしも明確にはとらえられてはいなか

った。

そこで本実験では，ヒト赤血球を試料とし，超徴形態追究の手段としては，電子顕微鏡を

用い，他方溶血を測ることによって，形態と機能との関係を明らかにしようと試みたので、ある。

この種の実験に赤血球が極めて好適であるのは，細胞内構造をもたないので，細胞内氷晶の有

無の判定が容易であること，溶血度の測定は定量性がかなり高いことなどによる。

このような方法で、行なわれた本実験は，さしあたっては急速凍結細胞の加温過程における

変化を明らかにすることをねらいとしているが，同時に多年継続して行なってきた生細胞の凍

結障害の機序に関する研究の一環をなすものである。

さらにいまひとつの目的は，形態学的研究における電子顕徴鏡標本を作る際の凍結法の吟
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味である。最近盛に用いられる凍結破断法で、は凍害防止剤としてグリセリンや DMSOが添加

されるが，グリセリン濃度や冷却速度と氷品形成防止の関係が，あまりよくしらべられていな

いしへ古くから用いられている凍結乾燥法や凍結置換法での処理過程でも，処理温度と試料中

の形態的変化との関係などが充分には検討されていない。したがってこのような立場からも，

観察に便宜な赤血球を用いての実験が試みられたわけである。

11. 材料と方法

材料 ACD加ヒト血液を生理食塩水 (0.15M NaCl)で3回遠心洗糠し packedcellを等量の

同じ液に浮遊させたもの，および 10%(v/v)から順次濃度をたかめたグリセリン生理食塩水で

洗い，最後に 30%にグリセリンを含む生理食塩水に浮遊させた赤血球液を試料として用いた。

いずれも採血後2週間以内のもので，洗ったものはその日のうちに使用した。

凍結: 多数の試料を同一条件で凍結し，いっぽうは溶血をしらベ，他方は凍結破断法で作った

レプリカの凍結像を電子顕微鏡で観察するのである。

前記のようにして作った血球浮遊液を0.01ml，特別に加工製作した試料台(厚さ 0.3mm

の銅板を折り曲げて中空にしたもの， 2X5XlOmm)に滴状にのせ，液体窒素に直接いれるか，

液体窒素で冷やしたフレオン 22(-1500Cくらし、)に入れて急速に凍結させた。 この時の試料

の凍結速度は，試料のほぼ中心部に挿入した熱電対 (0.05mmの銅コンスタンタン)と横河製

フォトコーダーで測定したところでは，液体窒素でほぼ 1030C/min，フレオンでほぼ 1040C/min

であった。もちろん，試料は球状になった液滴であるから，この程度の冷却速度では中心部と

周辺部とに差のあることは当然で， その結果は凍結状態の形態的所見(細胞媒液中の氷粒の大

小)でも明らかであった9)。

フレオンで凍結させたものをさらに液体窒素に移し，すべて -1960Cに到達させた後，加

温過程の変化をしらべるため，それぞれ所要の温度の低温槽に 30分間置いた。

融解または凍結破断: 各温度においた試料はいったん液体窒素に移し，一部は凍結破断法によ

る標本作製に，他は融解後溶血度の測定に廻した。いったん液体窒素温度まで冷やすのは，凍

結破断法による標本を作るためと，融解の速度をすべて同じくそろえるために必要だからであ

る。融解は予め室温に保たれた生理食塩水または 30%グリセリン加生理食塩水4mlの中にホ

ル夕、、ーのまま投入して急激に振盟することによって急速に融解させた。

形態的観察: すべて凍結破断法によって凍結状態のレプリカを作り，電子顕微鏡で観察した。

装置は日本電子製]EE-FEDを用い，真空度 1~ 2 X 10-5 mmHg，試料温度 -950C附近で破断

およびエッチングを行ない，白金パラジウムで影をつけ，カーボンを蒸着してレプリカを作っ

た。真空装置からとり出した後，ブリーチに浮べて試料を溶解洗糠した。電子顕徴鏡は日本電

子製 ]EM-6ASを用い，主として直接倍率5，000倍で写真撮影を行なった。

溶血度測定: 融解後，遠心土清中に遊離したヘモグロビン量を，光電比色計の 540mμ での吸

光度から測定した。
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IIr.結果

l.康食塩水 (0.151¥1NaCl)序遊血球

1) 冷却速度の検討 なるべく浴 IÜl皮の少ない凍結;~t:~q を得る条件をきめるため，液体窒素凍

第1図 生J1fl食取]，i手遊lfIll求の凍結保 8，000X
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第3図 ヘモグロビン溶液と生理食傷水の凍結像 8，000X

Aはへモタロビン溶液の液体窒素凍結， BはAを -300Cに 30分おいたもの

で，本質的な差はみとめられない

Cは生理食温水の液体窒素凍結， DはCを -500Cに 30分おいたもので，棚状
構造が連珠状に変わっている

結 (10
30
CJmin)とフレオン凍結 (1040CJmin)の比較を行なった。 これらを急速融解したとき

の溶血度はそれぞれ70%と100%であった。凍結像は第 1凶Aに示すように，液体窒素凍結

では，細胞はいずれも周縁がやや凹凸し，細胞の内部に全然、氷品のみえないものと，細胞の比

較的中心部に 0.1-0.2μ くらいの氷粒の集団のみえるものがあった。 この氷のないもの(細胞

外凍結)とあるもの(細胞内凍結)との数の比率は正確ではないが前者がやや多いように思われ

た。フレオン凍結のものでは，ほとんどすべての細胞内に氷粒が充満し個々の氷粒のサイズは

小さかった(第1図B)。

前記の溶血の成績は，凍結条件の多少の差はあるにしても， Luye1ら10)のヒト全血液で

1030CJmin冷却のものが，また根井ら叫のウサギ全血液で、液体窒素凍結のものが，それぞれ溶血
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率が最も低かったこととも一致するので，本実験では液体窒素凍結のものを用いることにした。

なお 1-100C/minの緩慢凍結のものでは， 細胞はすべて極端に収縮変形して細胞外凍結を

示しへ溶血は 100%であった。

2) 加混過程の溶血度の変化 液体窒素凍結試料を -80
0Cから -300Cまでの各温度の低温槽

に30分おいた後，いったん液体窒素温度まで冷却してから室温の食塩水に急速融解したものの

溶血度は，第2図に示すように，かなり点のばらつきはあるが， -80
o
Cあたりからほとんど直

線的に増加し， -30
0Cでほぼ 100%に達した。

3) 加温過程での形態的変化 液体窒素凍結試料は，前述のように二種の細胞の凍結像を示す。

このような凍結状態のものは， -50oCはおろか 30
0

C Vこ30分おいても，形態的にほとんど変

化はみとめられなかった。

その点をさらによくたしかめるため，細胞内の変化を検討する目的でヘモグロビン溶液を，

細胞外の変化を検討する目的で、生理食塩水をそれぞれ単独に用いた。ヘモグロビシ溶液は，蒸

溜水溶血をさせた血球液の上清を凍結乾燥し，得た粉末を25%溶液としたものである。この溶

液を液体窒素で凍結させるとネットワークを作るが(第3図A)，このものは -30
0

Cにおいて

もほとんど変化しない(第3図B)。しかし生理食塩水単独のものでは，液体窒素凍結でできた

棚状構造(濃縮食塩水の凍結したものと考えられる)が(第3図C)， -300Cはもちろん -50
0

C

でも連鎖状のものに変わることがみられた(第3図D)。これが加温過程でみとめられた唯一の

形態的変化である。

2. 30%グリセリン加生理食塩水浮遊血液

1) グリセりン濃度と冷却速度の検討 本実験の目的に最適な条件を見出すため 10，20， 30， 

40%のグリセリンと 1030C/min，1040 Cfminの冷却速度の組合せで，まず溶血度を比較してみ

た。その結果は第 4 図の如く，グリセリン濃度が 10~もや 20% では最初の凍結での溶血度が高

すぎること，また40%では加温して

もほとんど変化をおこさないことか

ら，これらは不適当と考え，最初の

凍結での溶血が比較的少なくて，し

かも加温過程での変化の顕著な30%

グリセリン添加のものが適当と考え

て，そのフレオン凍結のものを出発

材料として用いることにした。

2) 加温過程の溶血度の変化 フレ

オン凍結試料をいったん液体窒素で‘

冷却した後 -80
0Cから -300Cま

での各温度の低温槽に30分間放置

し，さらにもう一度液体窒素まで急

冷してから，室温の 30%グリセリン

食塩水で急速融解した。その結果は
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第5図に示すように，一700Cまではほとんど変化はないが， -60
o
Cでは急激に溶血が増し，

-50oCではほぼ最大値の 70%に近くなった。この溶血曲線は， グリセリンを加えない血球液

のそれ(第2図)と比較すると，狭い温度範囲での急激な変化であることがわかる。

次に -80oCでの長期間保存の結果をみると， 4日あたりから漸く僅かの溶血増加を人る

程度であった(第6図)。

80 

• 
70 。¥

畳
一
掠
努

sr
 

4
 

p--k 

n

u

n

U

 

J

o

r

3

 

溶

血

率

問

40 

30 

20 

10 

。 ー3b -4b -5b -60 -m -M Jトて7友一
保持温度 (OC)

第5図 30%グリセリ γ加食塩水浮遊血球をブレオンで凍結させ，各温度に

30分おいた後，急速融解させたときの溶血曲線

50目

ム 40
i苔

血

率 30

(%) 

-• 

10 

さオケー;f-s

20 

。 一，.、ト....l. ト-←斗ト一古石「234  

-800C保存期間
第6図 300/0 グリセリン加食塩水浮遊血球をフレオンで凍結させた後，

-8ぴCに長期間おいたばあい溶血曲線



{~t)宝 ì\H，'il(ll川、の JJl1 ilnl，ì01 l';!

第7図 30;~ クリ .1: ン}Jlll(ll {jz のフレオン凍結iI'(後の凍結保
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第8図 30% クリセリン加血球のフレオン凍結後の加混過事~での凍結(象

A と Bは-800C1 n寺IifJ保存， CとD(主-700C30分保存， A と CI上8，000X，Bと DI上
A と Cの-Iil¥をそれぞれJ広大したもので 20，000X 
B の出1I1Jf'l 1)~ ~故前11 粒子治、:ìjç品であるかどうかはわからない
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3) 加温過程の形態的変化 凍結ir則的ii.tで作った標本から各調度におけ』る凍結像の変化を追究

した。 11げ色村料の 30%グリセリン食品[水浮遊lUlJ求のフレオン凍結のものは， *111胞外液は極めて

(政調11な氷粒 (0訓 μ以 1")で1，l¥jたされているが，細胞内は均一無構造で氷品と忠われるものは全
くみとめられなL、(第 71::<11っ制胞の外JIヲも正常で辺縁は、ILy'llJ-である。 800C11時間放置で細胞

11身にはほとんど変化はみとめられないが，細胞}i¥'J1 1:13 の媒j夜中の氷粒はかなり大きく 0.1~0 .2 μ

くらいになった(第 81::<:1A， Biι-70Cにおかれると氷粒はさらに速かに成長するとともに，

出11I!J包内にも氷品と忠われる微利11粒子が '1郎‘にmわれてきた(第 8凶 C，D)。
-60~C になるとりi結(忽はかなり変わってくる o *IIIIJ包附]の氷品の助、は不JJUllJなJIヲとなり，制11

IJ包内には I~J らかに氷祉がみとめら，hるのである。知|胞の形態をもう少し仔創11に観察すると，部11

胞内氷lif1形成はほぼ 100%にみられるが，側々の利1I!J(ilで粒子のサイズはかなり兵り， 0.1~0.2μ 

以とのものと以ートのものをもっ市111胞の数の訓fTはほぼ半々であった。出111胞の断面と!慌の剥離耐

の1，l，jjj!)~見えるような和11胞でよく観察すると， *III!J包内氷杭の小さなものでは膜l剖は、|λ別である

が， 0.2 ，11 以|三の大きな粒 fで {~!I[I:j たされている制11胞ではIJ英 I IlÎ にかなりの II~II:'I がみられた。!U:5jj 材

料のブレナン仰がiのものでは，すべての制11胞が全く、ドけ?な表ItU構造であったことからJfii定すれ

ば，このような脱出の変化は制11胞内氷杭の成長にともなう影響であろうと考えられる。なおこ

の --()O'C保存のものでは利11胞の析1;il~のやや小糾í:1リ!なものが多い (éf!; 91叫ん

50Cになると係111はさらに a変し， fi，'il々 の市1111自の l'IJjJIJの|封煉なものが>;，l、0 12土らくこの

ì，'j，lI立ではぷ料の一 ì'~:1 ~に M1:ffJí!がおこり，かなりの *111!J21ρ:i'rt IIllしコース卜化したので、はないかとJ41

j 刈 l る (éí~ 10同A)。

-30"Cにおかれたものは， ，試料全般としての凍結保はむしろ以初から緩慢凍結をしたもの

に似ており，ノミきな氷liiIの跡にとりかこまれるようにして制11胞は集団をなしている。細々の制

!J包の状態をよく眺めると 3在日知に分けられるようにjLl、われる。日jJち， 11イ'JJWIJにI1又縦したJI予で

第10図 30%.クリセリン }JI1I(lll本のブレオン泌総後の !Jn/，¥jljj品1'，1の凍結{象 8，000X 
A:土-500C30分保存， B It -30oC 30分保存
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第 11図 30%グリセリ γ力111血球のフレオン凍結後， -80oC保存過程ーの凍結iゑ

A とBは 1日保存， CとDIよ4/:i保存

A とCI土8，000X，B と D は A と C の -~iÍî!) ~どそれぞれ拡大したもので 20，000X

Dの細胞，;')微細紋子は氷品とほ、われるが明らかでない

55 
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第 12図 305"0 クリセ 1) ン)JJ1IUl)本のフレすン凍結後， -80GC 2週間保存ーのものの凍結保

A t.主 8，OOOX，B はとの一郎の品J.;大 C20，OOOX 

Aの出11胞による氷肢の大小差， Bの細胞内氷f:，'[と制1111包外径の[1111/11にi1:11 

到I1Hi包内部に氷品のみられぬもの， 2) 細胞内の~j'tl~に凶校状の氷品のみえるもの，及び 3) 細胞愉

事1¥の不明瞭なもの(溶lIllしてゴース卜となったと考えられるもの)などである。 2)の樹校状の氷

は 300C におかれた後，液体笠索制度まで冷却された11#にできたものと忠われる(第 10fs<1 B)。

-80
0
C保存のもので，時間の経過に伴なう凍結像の変化を追究してみると，所jjzsのように

11時間で早くも潟11胞周聞の氷品の成長がみられ， 1 Ii後には 0.5fl くらいに注するが，和11胞 I)~ に

は極めて微細な粒子がみとめられるにすぎない(第 111ま!A， B)o 3， 4 11経過すると制胞内にも

氷品と思われる粒子が明らかにみとめられるようになるが，そのサイズはほとんど 0.05!t 以下ー

であった(第日 間 C，D)o 2週間保存のものでは，凍結i釦士、全体として -6()'Cのものに似てお

り，多くの細胞に氷粒がみとめられたο ‘つの制胞の中の氷粒の大きさはほぼJ~j .であるが，側

々の細胞で、かなり大小の差があり，い叶ぽうに 0.2fl U、十‘のものがあるかとjBえば，他方 0.01μ

以下の極めて微細なものもあるほどである o 0.2!1以上のものの細胞の数の割合は全体の半分

以下である(第 121玄[)o

3. 凍結像と溶瓜iとの関係

前述の形態的変化と溶血の結果をまとめてIfl!j者の関係を考えてみると

羽生理食塩水浮遊血球 液体策ぷ凍結 (103"C/min)で， 1/脱出(細胞外凍結)と潟Il胞内凍結の二

種の細胞がみられ，急速rÄ1tfq午後の出/{Jt)本はほぼ 70~らであった内この試料を力111品すると， -80oC 

から -300Cに亘る広い組度範IJJ!で漸次浴I(tlがi14して 100%に速するにかかわらず，形態的な

変化はほとんどみとめられずわずかに生理食温水だけの試料で氷の変態がみとめられたにす
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ぎない。

2) 30%グリセリン加食塩水浮遊血球フレオン凍結(1040C/min)で細胞内氷晶をみとめず，急

速融解後の溶血率は 10%前後であった。これを加温すると，溶血率は変化しないのに -80
0

C，

700Cで早くも形態的変化が現われ，細胞内外の氷晶の成長がみられた。形態と溶血の関係で

は，細胞内氷粒が0.1-0.2μより大きくなったときの細胞数と溶血率がほぼ一致することが，

-600C 30分， -80oC長期間保存でみとめられたことから， グリセリン加血球の加温過程での

溶血は，細胞内氷晶がある大きさ以上に成長したためにおこるものと考えられた。

IV.考察

まずグリセリンを加えない生理食塩水浮遊血球の凍結について考えてみる。この試料を緩

慢凍結 (1-100C/min)すれば， 到達温度一150C以低ではすべて 100%溶血することは，すで

によく知られているところである。その凍結像は細胞内凍結のない収縮像9)で，凍結による溶

血の機序としては，濃縮塩害12)のほか，氷晶あるいは細胞相互の圧縮による機械的障害13)など

があげられている。フレオン凍結 (1040C/min)では，同じように 100%溶血であっても，この

ばあいの溶血の主因は細胞内凍結にあるものと考えられる。液体窒素凍結 (1030C/min)のもの

は70%近い溶血で，凍結像では細胞外凍結(収縮)と細胞内凍結の二種の細胞がみられるが，

このいずれが溶血をおこすものかはわからない。同じように細胞内凍結とはいっても，フレオ

ン凍結のときのように氷晶は細胞内に充満してはおらず，細胞全体としてやや収縮しているう

え，比較的大きな氷晶が中心部に集団をなしている。これはフレオン凍結のときより冷却速度

がやや小さいため，細胞の周辺部の水分が細胞外に少し脱水されたときに，細胞内部に氷晶が

でき，それが成長したものではなし、かと想像される。氷粒が直接細胞膜に接触しているような

像はみあたらなし、から，細胞膜に障害はおこさなし、かもしれぬが，はっきりしたことはわから

ない。溶血をおこさない可能性はむしろ収縮細胞のほうにあるようにも考えられる。塩害をう

けるほど極端な脱水をしないうちに臨界温度を速かに通過して -1960Cまで達してしまうの

で溶血をおこさずにすむのかもしれない。もしそうとすれば，このような凍結試料が加温され

たときにおきる溶血の増加は，塩害によるものが一番考えやすいのであろう。しかし，本実験

では0.15M NaCl浮遊液を用いているので，塩害を考えるとしても， NaClの共融点 -210C

より高い温度ならいざしらず -700Cあたりからすでに影響の現われはじめることについて

は，説明に苦しむところである。細胞内ヘモグロピン溶液の共融点はわからないが，溶血血球

からとり出したヘモグロビン溶液単独についての検討では， -30oCにおいても凍結像の変わ

らないことから，細胞内でも凍結状態の変化はあまり考えられない。みとめられた唯一の変化

は， -50oCでもおこる食塩水単液の氷の変態であるから，実際の細胞試料についても，細胞表

面に接する食塩水の凍結状態になんらかの変化があって，それが細胞膜に影響したのかもしれ

ない。いずれにせよ，このばあいの溶血増加の主因が何で、あるかはまだ明らかでない。

次にグリセリンを30%に加えたばあいであるが，フレオン凍結後の所見では，細胞は正常

の形態を示し細胞内氷晶はみとめられないので，このような状態の凍結では溶血をきたさない

ものと思われる。しかしこの条件でも 10%前後の溶血をみたのは，細胞内凍結像の見落しか，
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急速融解でもなおかつ多少の溶血は免れないことによるのかもしれない。

このような凍結試料を加温したばあいは，グリセリン無添加のときとはかなり違った経過

を示した。グリセリンのないものでは，溶血はー800Cから -300Cまでのかなり広い温度範囲

で徐々に増加したのに対し，グリセリン加のものでは， -60oC附近で急激に増加していること，

さらに形態的には前者ではほとんど変化がみとめられないのに対し，後者では顕著な凍結像の

変化，就中，溶血に比例して細胞内氷晶の成長増大のみられたことである。特に細胞内氷晶が

0.1μ以下では溶血の増加はないが， 0.1-0.2μ以上になるとその細胞数と溶血率が平行するこ

と (-600C30分， -80oC2週間)は，加温過程の溶血に細胞内氷晶の成長が重大な影響をもっ

ていることを思わせる。この点，グリセリンのないものとは，溶血の原因や機序が異なるもの

と思われる。これは両者の出発材料，つまりグリセリン添加と無添加のものの凍結直後の凍結

像が前述のように全く異なることからも，当然推測されるところである。

それでは次にもう一段ほり下げて細胞内氷晶形成による細胞障害の機序を考えてみよう。

赤血球は他の一般の動物性細胞のように細胞内の構造物をもたない特殊な細胞であるから，細

胞障害特に溶血を考えるばあい細胞膜だけの変化によるものとみなしてきしっかえないであろ

う。この細胞膜に対する作用として先ず外側に接しているグリセリン食塩水の凍結状態につい

て考えてみると，温度上昇あるいは時間の経過によってかなり氷晶の変態があっても，細胞内

氷晶の成長がない限りは溶血をきたさないという事実からみて，細胞膜の外部よりの影響は考

慮する必要がないように思われる。次は細胞膜の内部から働らく作用についてであるが，細胞

内氷晶がある大きさ以上に成長したときに障害的にはたらくことは確かなようである。しかも

同じ試料の中で細胞によって細胞内氷晶の大きいものと小さいものとがあるので，ある大きさ

以上のものだけが溶血をおこすとすれば，氷としての総量は同じである筈だから，細胞内濃縮

液による影響ということは考えにくい。結局，氷そのものによる障害の機構を見出さなければ

ならないことになる。そこで再び凍結像をよく眺めてみると，細胞内氷晶が小さいうちは細胞

表面は平滑であるが，氷晶が大きくなるにしたがって表面の凹凸がはっきりとみとめられると

いう所見がある。最初の凍結時には細胞はすべて平滑であったのだから，これは当然加温過程

での所産であること，しかも凹凸の大きさは，外部のグリセリン食塩水の凍結状態の如何とは

無関係で，すべてのばあいに内部の氷品の大きさに一致することから，内部氷晶の成長にとも

なって形作られたものと考えてよいようである。ところで， -60
oCあるいはそれよりも低い温

度では細胞膜はかなり硬直している(たとえグリセリンが浸透していても)はずであるから，こ

のような低温でこれほどの膜の形状変化があれば，当然徴細構造にも変化のおきることが想像

されるので，その結果としてヘモグロビンの遊出が考えられるわけである。これがし、まのとこ

ろ溶血の原因としてあげられる最も有力な所見である。

さてここで，本研究分野，特に急速凍結細胞の加温過程における変化に関連した文献につ

いての考察を加えてみたい。

まず，赤血球を用いての実験では，-t:のほとんどが Luyet一派によってなされたものであ

る。 Luyetら14)は，牛全血液の液体窒素凍結のものが，その加温過程の -60oCから -150Cま

での聞で，溶血率23%からほぼ100%に増加することを報告したが，溶血の機序については全
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然ふれていない。 Rapatzら15)は別に行なった蛙の血球を用いての実験で，専ら光学顕徴鏡に

よる形態的観察を行ない， グリセリン無添加のものでは， -50oC凍結のものを_lQOCまで加

温じても形態的変化はないが， -150oC凍結のものを_lQOCまで上げると血球全体としての変

形，核及び細胞質の頼粒化と輪状構造の形成のみとめられること，また 10%グリセリン加血球

でも， -120oC凍結， -40oC加温で同様の血球内変化のみとめられることを報告し，特にグリ

セリンを加えることによって再結晶温度の低下することを強調した。 Rapatzら16)は同様の実

験を電子顕徴鏡を用いて行ない， -80oC凍結のものを_lQOCまで加温すると細胞内に大きな

氷塊がみとめられたと述べているが， その対照となる -80
0
C凍結の試料の写真が掲載されて

いないため，最初どんな凍結像を示していたかは不明で、ある。なお，グリセリン加血球の凍結

像についての電子顕微鏡観察では， Rapatzら17)の凍結破断法による人血球についての研究が

あり，グリセリン濃度が増すにしたがし、次第に細胞内氷晶のサイズは小さくなり， 8M濃度のも

のではほとんどみとめられないという。これらはいずれも形態的観察のみで，溶血との関係に

ついては全然ふれていない。 Priborら18)の牛血液を用いての実験で， -50oC慧速凍結のもの

は， -30oC ~こ上げると溶血率が 209るくらし、から 100% 近くに増すが， -30oCでも細胞外媒液

の凍結像に変化のみられない(光学顕微鏡による)ことから，この場合の溶血は再結品とは関

係のないものだろうと述べ，さらに細胞内の氷の再結晶についてはわからないと附言している。

結局，これらの実験結果からは，急速凍結赤血球の加温過程における溶血の機序についての適

切な情報は得られない。

赤血球以外の生細胞についての関連の研究としては，朝比奈一門の業績があげられる。シ

ロネズミの腹水肉腫細胞の薄層試料を液体窒素または -300Cで急速凍結させたとき透明に見

える(光学顕微鏡による)細胞は生きているが，これをゆっくり加温して細胞が暗化するように

なると死滅することが報告され刊 さらに細胞内氷晶の成長による細胞の暗化と原形質の破壊

とから考えて，細胞に致命的な氷晶の大きさは0.5μ 以下であろうと説明された19)。腹水に

浮遊した細胞で -300C急速凍結のものは， -20oCより低い温度におかれれば半透明のまま保

持されるが2OL 生理食塩水浮遊細胞では， それより不安定で短時間内に死滅するという 2九

グリセリンを59もあるいは 10%に加えても，急速凍結では細胞内凍結(暗化)がおこりやすく，

氷品の成長も速かであって，細胞は死滅しやすいことがみとめられた。グリセリンの添加は移

動再結晶温度を低下させるからであろうという 22)。 これらの実験はほとんどが -300Cでの凍

結であり，形態的観察も光学顕微鏡によるだけであるが，その後行なわれた島田ら7)のHeLa

細胞を用いた実験において，凍結破断法を用いてのフレオン急速凍結細胞の電子顕微鏡観察に

より，牛血清浮遊のものは細胞内氷晶の大きさは約0.1μを示すが，融解後の細胞は死滅して

おり， 20%グリセリン加 PBSのものは氷晶は 0.02μ で細胞は生存していることがみとめられ

た。この種の細胞では，細胞内に各種の構造物があり，細胞成分としてもヘモグロビンを主体

とする赤血球のそれとはかなり異なるものと考えられるが， 細胞内氷晶が 0.1μ 附近を界とし

て，それより大きくなったときに細胞に対し障害的に働くようになるという点では，赤血球の

所見とほぼ一致するので興味深いことである。

植物細胞については，酒井が早くから急速凍結細胞の生存に関心をもち，加温過程の変化
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についても多くの実験を重ねた問。特に大塚ら8)は，クワの皮層細胞を用い，液体窒素で急速

凍結した後の加温過程を形態的(切片の電子顕徴鏡観察)機能的(中性紅による生態染色)に追

究した結果， -60
o
Cから -30

o
Cの聞で 10分間の放置によって順次生存率が低下すること，形

態的所見では， -60
o
C に加温したものは対照の窒素凍結のものと違わないのに， -30oCにした

ものでは細胞内に明らかに氷品の跡と思われる空胞がみとめられたことから，細胞内氷晶の成

長が細胞の死滅をもたらすものと推定した。掲載された写真で、は， -30oCでの氷晶に 1μ にも

達するものがみうけられるが，細胞に有害となる氷晶の大きさについては今後の検討に倹つと

いう記載があるだけで，この点に関する吟味はまだよくなされていない。

また Shermanら23)は，腹水腫蕩細胞や腎組織細胞を用いて，種々の条件で凍結させた際

の凍結像(凍結置換法または凍結乾燥法で標本を作製した)を光学および電子顕微鏡で観察し，

同時に凍結融解後の細胞機能(呼吸や増殖能)をしらべて，凍害の機構を論じている。特に光学

顕微鏡でみとめられるくらいの大きさの氷晶が細胞内にできても細胞の生存することを強調し

ているが，定量的な裏付けが乏しい。また加温過程の条件については全然ふれていない。

以上の過去の業績からみてもわかるように，急速凍結細胞の生存についての意味づけ，さ

らにそれを加温してし、く過程でおこる細胞障害の機構については，追究が充分でなく不明の点

が少なくなかった。その意味において本実験の結果は，これらの機構の解釈にかなり有意義な

資料を提供したものと思われる。

前にも述べたように，赤血球では，グリセリンなどの凍害防禦物質を加えない限り，食塩

水浮遊液の急速凍結では，革、ず細胞内凍結をきたし溶血をもたらした。グリセリンの添加は濃

度を増すにしたがって凍害防禦作用を発揮し，凍結時の生残率は高く細胞内氷晶もみとめられ

なかったが，その代り加温過程での再結晶温度を低下させるので，かなり低い温度でも形態的

変化が現われるようになった。グリセリン溶液の急速凍結試料の加温過程における凍結状態の

相変化については，Luyet一派の熱的な測定による報告24，25)があり，ガラス転移点は 1050C附

近，再結晶温度はほぼ -580C，融解点は30%グリセリンで _goC，40%で -150Cと記載され

ている。 なお30%溶液の緩慢凍結で測った antemelting(本態は不明)はー70oC，incipient 

meltingはー54
0

Cであるといわれる。しかし，われわれの実験のように血液材料で観察された

限りでは， -80
oCでもかなりの氷晶の成長増大がみとめられたわけで、あるから，形態学を目的

としたばあいは，低温処理の温度に注意すべきであろうと思われる。近時，生物試料の電子顕

微鏡観察ではできるだけ artefactをさけて試料本来の姿を見るというねらいで種々の凍結法

が用いられるようになったので，その際の凍結あるいは処理の条件として，凍害防禦物質の濃

度や処理温度が問題となろう。古くから用いられている凍結乾燥法では，グリセリンの添加さ

れることはあまりないので，その点の問題は少ないにしても，一般に乾燥温度は比較的高い

(一700Cより高しすので，試料によって氷の変態のおきる可能性がある。凍結置換法では，グリ

セリンの使われることがあるうえ，処理時聞が長い(数日間)ので，凍結置換の完了する前に氷

晶が成長増大するおそれがある。凍結破断法は比較的低い -100
o
C附近で破断，エッチング，

蒸着の操作が行なわれることになっているが，その過程の前の段階で注意しないと温度のあが

る危険がある。特に本法では 10mμ 前後の粒子の存在を論議するばあいが多いので，慎重な処
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理と判断が望ましい。赤血球では 40~るまでグリセリン濃度を高めても溶血をおこさぬL1 凍

結直後でも加温過程でもほとんど溶血をおこさぬので，凍害防止にこのくらいの濃度のものを

用いることはさしっかえないが，赤血球以外の細胞では，グリセリンに対する感受性が強く，

10-20ヲるくらいでなければ，機能的に障害をうけるものがあるので注意を要する。凍結法を用

いるばあいに，氷晶生成を防ぐ目的でなるべく高濃度のグリセリンを使うにしても，凍結以前

の問題として，機能を障害するようであれば，形態的にも何らかの影響を与えるかもしれない

ので，よく吟味する必要がある。

以上述べたように，本実験で得られた結果は，生細胞の凍害の機序に有力な資料を提供し

たばかりでなく，形態学的検索に対しても貴重な示唆を与えたものと思う。

V.摘要

生細胞の凍結による障害の機序を明らかにする研究の一環と、して，急速凍結による細胞の

生存，およびその細胞の加温過程における機能的形態的変化の検討を試みた。

その目的のため， ヒト赤血球の生理食塩水浮遊液を用い，そのままあるいはグリセリンを

加えて液体窒素またはフレオン (-1500C)で急速凍結し，直後および -800Cから 300Cに亘

る各種の温度に 30分間おいたものについて，溶血度の測定と凍結破断法で作った標本の電子顕

微鏡観察を行なった。

その結果は

1) 生理食塩水浮遊血球は，液体窒素凍結で収縮細胞と凍結細胞ができ， 70%近い溶血を示す。

このものは -800Cより高い温度におかれると漸次溶血が増し， -30
o
Cで 100%に達した。 し

かし形態的にはほとんど変化はなく，対照として観察した生理食塩水単液に -50oCで氷の変

態がみられただけで、ある。

2) 30%グリセリン加生理食塩水浮遊血球では，フレオン凍結で細胞内外にほとんど氷晶はみ

とめられず，溶血も 10%にすぎなかった。これを加温すると， -80oCで早くも氷晶の形成を

み，温度の上昇とともに成長増大した。溶血は0.1μ 以上の細胞内氷晶の現われる -60oC附近

で急激に増加し， -50oCでは最高値に達した。この加温過程での溶血は，細胞内氷品がある大

きさに達したための機械的障害によるものと思われる。

3) これらの所見から，顕徴鏡標本作製のために凍結法を用いるばあいの処理温度に注意する

必要のあることが示唆された。
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Sl.lmmary 

Hemolysis and morphological changes in the rewarming process of rapidly frozen 

ce.lls w巴reinvestigated by employing human erythrocytes as experim巴ntalmaterials and 

a freeze幽etchingt巴chniquefor electron microscopy. This study is a part of a long-range 

program which has been carried out in our laboratory for many years to elucidate the 

mechanism of freezing injury to cells. 

Cells， suspended in physiological saline solution and frozen in liquid nitrogen， showed 

two types of fr巴巴zingpatt巴rns，i. e.， extracellularly or intracellularly frozen cells， bringing 

about a 70% hemolysis. When the cells thus froz巴nwere rewarmed to various temper-

atures between -80oC and -30oC， hemolysis gradually increased， but no morphological 

change was found. The metamorphosis of ice appeared only in the specim巴nsconS1S-

ting of saline solution alone. 

There was no ice formation inside or outside the cells， suspended in salin巴 to

which 30% glycerol was added (v/v) and rapidly frozen in Freon 22 cooled with liquid 

nitrogen down to -150oC; the hemolysis in this case was about 10%. Ice particles 

became visible surrounding the cells even in the specimens maintained at -80oC in the 

rewarming process and grew larger with the temperature rise. Hemolysis increased 

intensiv巴lyat around -60oC and reached its maximum level at -50oC. Based on the 

coincidenc巴 b巴tweenthe number of cells having intracellular ice particles of 0.1μor 

more and the percentage of hemolysis appearing in th巴 specimensmaintained at -60oC 

for 30 minutes or at -80oC for 2 weeks， it was assumed that the cause of hemolysis 

during the rewarming process was the growth of intracellular ice particles to a certain 

slze. 

Som巴 problemson the probable alteration of freezing patterns in the preparations 

made by cryotechniques for巴lectronmicroscopy were also discussed from a morpholo-

gical point of view. 


