
Title 赤血球の凍結障害の機序 : 特に融解後溶血に及ぼす細胞濃度の影響

Author(s) 根井, 外喜男; NEI, Tokio

Citation 低温科學. 生物篇, 34, 9-17

Issue Date 1977-03-15

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/17823

Type departmental bulletin paper

File Information 34_p9-17.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



Tokio NEI 1976 Mechanism of Freezing Injuηァ toErythrocytes. Effect of Initial Cell 

Concentration on the Post-Thaw Hemolysis. Low Tem}りeratureSciωcc， Ser. B， lt4. 
With English Summary p. 17) 

赤 血球の凍結障害の機序

特に融解後j容r[rlに及ぼす細胞濃度の影響*

根井外喜男

(低源科学研究所)

(昭和 51年8月受理)

1.緒 官

員

凍結による赤血球の溶rfllは，凍結条件とくに冷却速度に支配されるところが大きい。著者

らが行ってきたこれまでの実験結果から冷却速度によって細胞の凍結像が異り， それに対応し

て溶l(Il度も異ることへさらに凍害防止剤としてグリセリンを加えれば，その濃度に応じて，凍

結像も溶血度も変わることが叱知られている e

これらの一連の実験の過程で，使用材料中の赤血球の濃度によって，溶血度の異ることが

みとめられたので，その影響の機序を検討した。 -100Cくらいまでの緩慢凍結のばあいにみら

れる細胞濃度の影響については， すでに報告したが3)， 今回はさらに広い範聞にわたる冷却速

度と，種々の濃度のグリセリンを加えたばあいについても検討し， とくに，それぞれの条件下

での凍結像と対比して，溶血の機序の説明を試みたのである。

なお，赤血球の凍結融解実験において，細胞濃度が溶l[Jl度に影響することに関し，各種の

物質を添加したばあいについていくつかの報告←7)があるが， その機構はまだ明らかにされて

L 、ない。

II. 材料と方法

材料: 血液銀行で採取された ACD加ヒト全血液を生理食塩水で 3回洗い， 最後に 3，000rpm 

10分遠心沈澱し上清を棄てた沈J査を原液とし，それを順次倍数希釈したものを用いた。

凍結方法: 目的によって凍結の方法をいろいろと変えた。 まずグリセリンを加えないばあい

は，冷却速度と溶血度との関係で，冷却速度は大きくても小さくても完全溶血をおこすので，

最適条件の 1030Cjminのところだけをしらベた外，冷却速度を一定にして -100Cまでの凍結融

解についてしらベたc グリセリンを加えたばあいは，さらに広い範囲の冷却速度について吟味

した。

100Cまでの緩慢凍結のばあいは， 径 10mmの小試験管に試料を 0.2mlとり Haake製

の冷却槽に浸し -20C開近で植氷した後ほぼ lOCjminの速度で冷却し 10
0Cまでの各温度

に達したところで数分おいてからとり出し，室温におかれた生理食塩水の 3.8mlを加えて急速

に融解した。

ヰ 北海道大学低温科学研究所業績 第 1811号

低温科学生物篇第 34輯昭和 51if'. 
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広い範囲の冷却速度に豆つての吟味のためには，凍結像の形態的観察と溶血度の測定を同

一条件のもとで行なえるように，特殊な凍結方法を行なった。すなわち厚さ 0.3mm大きさ

10x 10 mmの銅板に試料を 0.01mlとり? 次のような条件で凍結した後，室混におかれた 4ml

の生理食塩水(ビーカー中)に銅板のまま投入して急速融解した。まず 1040C/minとしては，液

体窒素で冷却したフレオン 22中への直接投入， 1030C/minとしては， 液体窒素中直接浸漬，

1020C/minとしては，ジュワー瓶中の液体窒素面より上の空気層 (-1000Cくらし、)中での保持，

100Cjminとしては， -20oC， -800Cのディーフ0・フリーザー及び液体窒素の段階的冷却によった

もので，いずれも最終到達混度は 1960Cである。冷却速度は，熱電対によって測定した温度

変化から求めたが，試料の関係f::.正確を期することがむずかしいので，比較的大まかな目やす

を示しているにすぎない。

凍結状態の観察: ー 100C までの緩慢凍結のばあいは，特殊低温顕微鏡を用~'， ~Jj.層試料にし

て各温度での凍結状態、を観察した。

その他の条件での凍結像の観察は，すべて電子顕微鏡によるもので，前記の凍結条件で液

体窒素温度まで冷却した試料を，フリーズ・レプリカ法8)または Cryo-SEM法9)によって標本を

作り， それぞれ透過型電子顕微鏡(JEM-100c)または走査型電子顕微鏡(JSM-50A)で観察

した。

溶血度の測定: 融解後の試料の遠心上清中に遊離したヘモグロビンを光電比色計 (540nm)で

比色定量し，対照の蒸潟水溶血のものに対する百分率で表わした。

III. 結果

冷却速度と溶血率: 細胞原液を 2倍にうずめたものについて， 10~ 104 oC/minの範囲の冷却速

度と溶血率との関係をしらべると，第 1閣に示すように， 1030C/min附近で多少の溶l血の少ない

ところがあるが，他の速度のところではいす4

れも 100%の溶血を示した。このような結果

は，すでに報告したものと同様で、ある。

-lOOCまでの緩慢凍結:前項に示すように，
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緩慢凍結でも液体窒素温度まで冷却したのて、はすべて完全溶血をおこしてしまうので， 同一冷

却速度で比較的高い温度までの凍結実験を行なった。冷却速度は凡そ lOCjmin，到達温度は

-lOOCまでとした。その結果は第 2図に示すように， 原液から 2，4， 8倍と希釈されて細胞濃

度がうすくなるにしたがい，溶l血!交は減少した。

またこの条件での細胞の凍結状態を特殊低混顕微鋭下で観察すると，第 3図にみられるよ

うに，温度が低下するにしたがいう氷は増大し，それだけ塩溶液の未凍結部分は狭くなり，細

胞はこの濃縮塩溶液の中に閉じこめられ変形してL、く。 この観察をするのに，濃厚細胞浮遊液

では凍結状態が見にくいので，とくに薄めた府IIfl包液を用いた。その中でも，細胞の少ないとき

は濃縮液中に遊離して散在しているが(第 3図-B)，細胞の多いときは，狭L、空間に圧縮充填さ

れる様子がよくわかる(第 3図-A)。

第3図 細胞濃度の異る浮遊液の凍結像。特殊低温顕微鏡による観察。

2枚のガラスに挟んだ薄層試料にーIOCで愉氷し -40Cまで

冷却した時の凍結状態

A・ 細胞の多いとき B: 紺!胞の極端に少ないとき

1030C/minの冷却速度のぱあい: 細胞浮遊液原液， 2倍，及び 4倍希釈浮遊液をほぼ 1030C/min

の冷却速度で凍結させたときの溶血率は，それぞれ 90.0%，77.3%及び 59.5%で，やはり細胞

濃度が{尽くなるにしたがい，溶血率が低下した。

この条件での細胞の凍結像を Cryo-SEM法で作った標本について電子顕微鏡で観察する

と，第 4図に示すように，原液では細胞は相互に密着しているが， 4倍希釈になると細胞は個々

に遊離し，相互間の空隙はかなり広い， しかしいずれにしても各細胞は相当に変形収縮してい

るのが目につく。

細胞充填状態の吟味: これまでの実験の結果から，細胞濃度の高いものほど細胞の細密充填に

よる機械的影響の大きいことが推定されるので，その点をさらに吟味する目的で，新鮮I血球と

国定処理血球や他種細胞の混合によるモテ。ル実験を試みた，すなわち，新鮮血球 1容量に対し，

2% グルタール・アルデハイド 30 分処理 Ifrl球または新鮮酵母細胞菌体(~、ずれも生TfI!食塩水で

3回洗ったもの)3容量加えたものを試ギ!とした。 すなわち， 溶血をおこしヘモグロビンを遊

離できる細胞は全体の 1/4で， 他の 3/4は溶血をおこすことのないものであるが， 試料全体と
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第4図 細胞濃度の奥る浮遊液(原液， 2倍， 4倍希釈液)の 1030C川1m
の冷却速度での凍結像 Cryo-SEM法による観祭

A 田 原液， B: 2 i青希釈液， C: 4i古希釈液 2，500X 

しての細胞濃度は原液に相当している C これ

を前項の条件と同じ 1030Cjminの冷却速度で

凍結すると，融解後の溶lurは第 1表に示すよ

うな結果となった。 原液では 90.0%，4倍、希

釈液では 53.6%であるのに対し，固定血球添

加で 9l.0%酵母細胞添加で 100.03ぎとなり，

結局， 細胞濃度(ある意味では試料中の由形

物の密度)が噌せば， 溶血も増す左いうこと

が， このような条件でも実証されたo

その凍結状態を前実験同様 Cryo勾SEM法

第 1表 具種，%ill胞混合i宇治液の凍結による溶i危
冷却速度 1030CjmIn

i1手並[9も

血球威液

混合浮滋液

グノレターノレ・アノレデハイド回定血球 3容1

90.0 

~ 91.0 
新鮮血球 i容}

酵母紛i胞 3容}
~ 100.0 

新鮮血球 l容!

4倍希釈血球液 ラ3.6

によって観察すると，第 5図に示すように， 1030Cjminの冷却速度では，閤定赤血球や酵母細胞

は正常形態を保持しているのに対し，新鮮血球だけが収縮像を示すので，両者は明らかに区別

がつく。このばあいの新鮮血球の収縮像や混在する他の細胞との相互関係は，新鮮血球だけの

高濃度のばあいと本質的な差はない。要するに細胞の性状や種類を問わず，互にキ郎、接触する

ほど密に充填していることが，採血を増す原因と推定される。

グリセリン添加のばあい: 最終濃度が 5，10， 20% (v/v)になるようにグリセリンを加えた食塩

水で洗った試料について，各種の冷却速度で凍結さぜ，蹴!解液のj容血を測ると，第 6図のよう

な溶r[1l曲線を示す，それによれば，グリセリン濃度が 5%のところで細胞濃度による差が最も

大きく， 10%，20%となるにしたがって，その差が次第に小さくなっている。 また溶血の最も

少ない最適冷却速度も， グリセワン濃度が大きくなるにしたがし、冷却速度の小さい側に移っ

ている。

これらの溶血性11線の 1:::で，比較的細胞濃度による影響の大きい条件のところで，実際の縮
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第5図 異種細胞混合浮遊液の凍結像(冷却速度・ 1030Cjmin)

A: グノレターノレ・アノレデハイト固定血球 3容，新鮮血球 l容混合
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13 

胞の凍結像をしらべてみると， 先ず 5%グリセリン浮遊液では， 1020Cfminで前項のグリセリ

ンのない対照浮遊液の 1030Cfminとほほ似たような収縮像の所見を呈してはいるものの個々の

細胞の輪郭はやや円味を帯びている。 これは媒i夜中のグリセリンが細胞周辺を包んでいること

によるのであろうむ 1030C(minではう収縮の程度はやや少なく正常形に近いが，大部分または一

部の細胞に細胞内氷品形成がみられる。 10%グリセリン浮遊液では， 1020C(minで収縮度はさ
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第H週 日?もグリセリン加血球浮遊液の凍結像
上段は 1020Cjmin，下段は 1030C/minの冷却速度
左側ii原液，右側(土 4倍希釈液を示す以下第 8，9図も同様

第8図 107もグリセリンカ日血球浮遊淡の凍結像
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第9殴 20%グリセリン加血球浮遊液の凍結像

らに少なく， とくに 4倍希釈液で正常形に近い， このときの溶血度は秘めて低い。 ところが

1030Cjminでは大部分の細胞が細胞内凍結をおこしており，溶血度も 80%前後と高い。さらに

20%グリセリン浮遊液では， 1020C/minの細胞原液でまだ多少の収縮像がみとめられるが， 4f音

希釈液では市rn胞は網状構造のグリセリンに完全に包まれたような感じである。 1030Cjminでは

細胞濃度にかかわらずほぼ正常形を示すが，高倍率ではごく微細な創f!胞内氷品がみとめられ，

溶lfJlも40%くらいになっている。

IV. 考察

赤血球浮遊液を凍結融解するとき，試料中の細抱濃度によって溶血度の異ることをみとめ

たので，細胞濃度による影響のおこる条件をl吟味し，その機構を検討した。

赤血球の生理食塩水浮遊液の凍結では，冷却速度 1030Cjmin付近に多少溶lIllの少ないとこ

ろがある外は， それより冷却速度が大きくても小さくてもすべて 100%の溶 LUlを示す， この

付近で‘の凍結， および lOCjminで -100Cまでの緩慢凍結では， いずれも和11胞濃度の大きいも

のに高い溶I(n.度がみられ，しかもそれらの条件での細胞の凍結像はすべて変形収縮を示し，制

胞濃度が大きいほど各細胞は複雑な形態をとり， かつ相互に密着充j貸していることがよくみと

められた。なお 1030Cjminより大きい冷却速度ではラ *rnl抱内凍結がみられ 100%に溶血するこ

とはすでに報告1，2) した通りである。

細胞濃度と昨IfJlとの関係は，赤血球を性質や種類の異る他の細胞で置きかえたばあいにも
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同じようにみとめられることから，凍結融解の過程で，収縮変形かつ隠化した細胞が?をに充満

して相互JZ触の機会が多くなるほど， 機械的に障害される可能性が大きくなるものと考えら

れる。

さらにグリセリンを加えての検討で、は， グリセリンがi日:すほど，最適冷却速度は小さい方

にずれるが，それより冷却速度の大きいところでみられる溶l(rl~工，ほとんど細胞内凍結による

ものと思われる。細胞濃度による影響は最適冷却j速度の付近で比較的はっきりみられるが，こ

の条件での凍結状態をよく観察すると，細胞の少ないものほど変形収縮は少なく， しかも濃縮

されたグリセリンの網状構造に覆い包まれているのがわかる。また細胞濃度の大きいものでも，

グリセリン濃度が増すほど，変形収縮は少ないようにみえる。このようにグリセリンの添加は，

細胞の脱水による変化を軽減し， しかも細胞の帰国を覆って機械的障害を少なくすることに役

立っているものと思われる C

以 kのように，赤血球の凍結にあたって，浮遊液中の細胞濃度の大きいほど融解後の浴r(rl

が強いという現象の機構について，試料の凍結状態の形態的観察を基盤として考察すると，次

のように推定された。 赤血球浮遊液が細胞外凍結をおこすような冷却速度(比較的遅い冷却速

度)ではF 細胞は脱水され変形収縮する。しかも低温下にあるので，細胞膜は固化しており，

不規則な形態をとることによって機械的に障害をうけやすい状態にあるものと思われる c この

ような状態の細胞がその密度を増すほど(同じ細胞でなく他の固形物であってもよいわけだがL

細密充損による相互接触などによって，いっそう機械的障害のおきる頻度が増すものと考えら

れる。

このことは， 食滋水浮遊液のようにいわば細胞が裸のままで浮遊している時には顕著にみ

られるわけで、， グリセリンのような粘性のある物質が添加され， しかもその濃度が増すほど，

細胞濃度による差がみられなくなることは， グリセリンの細胞に対する保護作用によるのであ

ろうと考えられる。

このような溶血の機序については， 今日lは主として凍結像から説明を試みたが， さらに

種々の角度からみた検討が必要であろう。

なお， この府n抱濃度の問題については，他にも多くの報文4-7)があるが，いずれも実験事

実の報告だけで，その機序について検討されたものはない。ただ Rinfret5)のみが細胞濃度によ

り試料の熱移動の異ることがきくのではないかと推論しているにすぎない。

v.摘裏

赤r(ll;I:;Jc浮遊i夜を凍結融解するとき，細胞濃度が大きいほど浴IUl度が高いことについて，そ

の機序を検討した。その結果，これらはすべて細胞外凍結による収縮変形細胞にみられること

から， 細胞が密に充満するほど相互接触など機械的に陣容されることが多くなるためで、あろう

と推定された。

本実験を行なうに当たり， Cryo-SEMの観察について，藤川fl与三博士，浅田実技官の協力

を得たことを深謝する。
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Summary 

1t has been reported by several investigators that post-thaw hemolysis of erythrocytes， 

frozen under various conditions， depends upoロinitialcell concentration; increasing the cell 

concentration decreases the proportion of intact cells after freeze-thawing. 

1n the present study， the effect of cell concentration upon post-thaw hemolysis was exam網

ined mainly by morphological observation of freezing pattern of specimens. This effect was 

markedly revealed only in conc巴ntratedcell suspensions， in which cells had become shrunk巴n

due to extracellular freezing. 

From the results thus obtained， the mechanism of such an effect may be explained by 

assuming that cells， deformed in the freezing process and rigid at low temperatures， might 

undergo mechanical damage when subjected to compression and abnormal contact. 


