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Kouzou T ANNO 1976 Survival of a Marine Ciliate， Euρlotes， Following Freezing. Low 

Tcmρerature Science， Ser. B， 84. (With English Summary p. 33) 

海産繊毛虫 Euρlotesの凍結保存不

丹野時三

(低温科学研究所)

(昭和51年10月受理〉

1. 緒 t 

高

原生動物の凍結保存は他の多くの細胞の場合1)と同様に，グリセリン等の凍害防御物質を

用いることにより可能な種類もある。 しかしその大部分は胞褒を形成する種類2)や高濃度の凍

害IVJ御物質を用L、ることができる寄生性の原生動物3-6)にかぎられる。自由生活を営む原生動

物で栄養期に凍結保存が可能なものは現在のところ Tetrαhymenaだけであり7)， Paramecium 

について多くの研究者が凍結保存を試みているが成功していな¥.，7へ
本実験に用いた海底の繊毛虫 Euplotesは 2.5倍高張海水にも数時間耐えられるので， 凍結

のさいの梅の濃縮にもはたして耐えられるかどうかについて検討した。

II. 材料及び方法

材料の Euplotes(種名未陪定)は北海道の忍路で採取した海水から分離した10)。芭径 10cm 

のプラスチック容器の中に煮沸後冷却した海水 300mlと魚粉を主とした金魚のつぶ餌を 0.5g 

加え 30
0

Cで 24時間置くと海水は未同定のバクテリアが噌殖するために白濁する。 この白河し

た海水に 1ml中に 10匹になるように定常期の Euplotesを植えた。これを 300Cで培養した。培

養日数と耐凍性の関係を調べる実験以外は;陪養を始めてから 4-5日目の耐凍性の最も高まる

対数期のものを用いた。培養液から Euplotesを分離するには次の様にした。まずj仕J花で培養液

を法過し，溶液を手まわし遠心器でかるく遠心Lた。遠心管の底に沈んだ Euplotesを海水に再

浮遊させ遠心して洗うことを数回くりかえした。

通常この Euplotesをグリセリン， DMSO，又はt(!:糖を含む海水 1mlに浮遊させ，室温に

10分間おいた。 内佳 10mmの試験管にこの試料を入れ-lOOCの冷凍箱内の気相又は液相

にひたした。気相の場合を緩慢凍結， 液相の場合を急速凍結と呼ぶ事にする。試料の温度が

-50Cに達した時点で、液体窒素で冷却した針金を用いて結氷した。凍結を開始してから 100C 

に達するのに要する時間は緩慢凍結では 120分，急速凍結では 20分であった。 280Cの気相

で冷却した場合には凍結してから-100Ciこ達するのに 12分であった。所定の時間凍結状態に

おいてから室混にもどし観察した。 融解後 31時間以上生存していた個体はすべてその後の培養

が可能であった。

* 北海道大学低温科学研究所業績 第 1813号

低温科学生物篇第 34桝昭和 51f[O 
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HI.結果

凍害防御物質の室温での影響. 海水に[号、糖又はグリセリンを所定の濃度に溶かし，室温 (22~

250C)での Euplotesに対する影響をみた。まず庶糖海水液の影響についてのベる。 10%の庶糖

を含む海水に 2時間 Euplotesを浮遊させても，障害を受けるものはなかった(第 1図)0 15又は

20%の液に Euplotesをおいた場合は， 90分までは影響がなかったが， 120分後に一部のものが

細胞崩壊を始めた。 25%の庶糖海水液中では，生存率は 60分まであまり低下しなかったが，そ

の後急速に低下した。 30%以!二の濃度では濃度が増すにつれ，Euplotesは急速に害を受ける様

になり， 55%のJ:t!;糖海水中で、は 1分後に全ての個体が死亡した(第 1関)。

庶糖海水に Euplotesを移してから 10分後の収縮胞の動きを観察した(第 1表)。海水中の

庶糖濃度が高まるにつれ収縮胞の最大体積は小さくなり，収縮胞の収縮間隔は長くなった。そ

の結果収縮胞の排水速度は急速に小さくなり，

海水中の庶糖濃度が 15%以上になると，収縮

抱は作動しなくなり(第 1表)， Euplotesの生存

率の低下がみられた(第 1図)。

Etψlotesの行動には水底を這う運動と水中

を遊泳する運動とがある。海水中の庶糖濃度が

25%以上になると遊泳するものがなくなる(第

2表)のと平行して生存率の著しい低下がみられ

た(第 1図)。

次にグリセリンの Euplotesに対する室温

での害をみた。 Euplotcsは庶糖海水よりも約

0.2モルほど高濃度のグリセリン海水に耐えら

れた(第 2図)。 これは一般に知られているよう

に，おそらく庶糖がほとんど細胞に透過しない

のに対し， グリセリンがある程度透過するため

に， グリセリン媒液の方が庶糖媒液の場合より

も細胞からの脱水の程度が緩和される結果によ

るものと思われる c

凍結時の浮遊個体密度と凍結融解後の生存率:

一般に凍結時の細胞濃度が凍結融解後の生存率

に影響がある場合が知られている。 Euplotesの

場合も同僚な結果がみられた(第 3表)01 ml中

の細胞数が数千{障体まで、は影響がないが，数万

個体になると著しい生存率の低卜ーがみられた。

培養日数と凍結融解後の生存率: 定常期の

Euρlotesを 1ml iこ10個体;の割合で、植えて 300C

100 

イT50 
ヰ、

% 

60 120分

第 1図 Eu}うlotesの庶糖海水中における生存

A: 109も庶糖海水(w/v9も)， B: 15%， C: 20%， 
D: 25%， E: 30%， F: 35%， G: 40%， H: 
459も， 1: 50%， J: 55% 
縦ijilh:海水にもどしてから 3時間後の生存率

横軸.庶糖海水iこ Euーρlotcsをおく l時間

第 1表庶糖海水中での収縮胞の活動

海水中の 排水速度収縮胞の収縮の

1，(1;糖濃度実験数(x10-5pl!¥最大値間かく
¥min/cell) (111) (min) 

O 20 9.7土6.9 う0.3 6ラ

5 20 1.7 j: 1.0 lラ 8.7 

10 20 0.6土0.2 lラ 24.5 

15 20 O 

20 20 O 
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第2表庶糖海水中の運動性

海水中の
庶糠濃度 ! 遊泳している虫の 1分間
(%) の回転数 (20匹の平均)

o 123.4土 16.6

5 117.0士 14.2

10 108ラ土 14.7

15 74.0土 9.0

20 38.7士 11.5

25 0 

(16%の個体が繊毛を57く)
動かすが遊泳できない / 

繊毛虫 Euplotesの凍結保存

浮遊個体数と凍結敵、解後の

生存率の関係

凍結前の浮遊個体数 生存率*(%) 

35 24.3 

69 21.7 

273 23.4 

458 22.3 

2290 22.1 

4580 17.0 

22900 4.4 

45800 3.3 

ネ 27.55も庶糖液 Imlに虫を浮遊させ緩慢

凍結をし， -lQoCに達してから 1時間

後室温で融解した

第3表

100 

ョ

存50
'f 

% 

.8 1.0 
漫畦 M

Euplotesの庶糖海水又はグワセリン

海水中における生存

0: 庶糖海水

CIT: グリセリン海水

縦軸 Euρlotesを媒液に 60分間浮遊させた
後五常海水にもどし 3時間後の生存率

横軸:海水中のJ，(t糖又はグリセリンの濃度

1.2 .6 

第2図
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第3図 Euplotesの増殖曲線と，耐凍性の培養日数による変化

CIT: 300Cにおける増殖曲線

0: 27.5'10の庶糠を含む海水 Imlに Euplotesを浮遊さぜ，
-IOOCで 1時間緩慢凍結し，融解後の生存率

8 6 
培韓日数

4 2 O 
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で培養を始めると， 6日ほどで約 2000個体に増殖し定常期に達する(第 3図)。植えてから 1日

ないし 2日目の誘導期の Ezφlotesは，多数の食胞が細胞内全域をみたし，回転楕円体に近い形

にふくらんでいる。対数期になるとバクテリアで白濁していた培養液の潟りがうすくなり，細

抱内の食胞の数は少なくなり ，Euplotesの形態は偏王子楕円体になる。定常期に達すると細胞の

大きさは長さで対数期の 2/3ほどに小さくなり，やがて死滅期には異状な形態をした個体が多

数あらわれて来る。どの時期の Euplotesも凍害防御物質を用いないで海水中で凍結すると，短

時間でもlOOCに達すると生存できるものはない。 27.5%の庶糖海水中で、凍結すると最も高い

生存率が得られる。培養日数の異なる Euplotのを 27.5%の庶糖海水中で緩慢凍結しlOOC

に達してから 1時間後に融解し，室、温に 3時間置いてから生存率を調べた(第 3図)。凍結融解

後の生存率は誘導期に低いが，対数期に移行するに従い高くなり，対数期の終り近くなると急

速に低下した。定常期と死滅期のものは，この方法での凍結に耐えるものはなかった。

誘導期の材料が対数期のものにくらべてi耐凍性が低い

原因のひとつとして，細胞内の食胞が誘導期に多数みられ

る事実が考えられる。そこで食胞が細胞内にまだ十分に発

達している対数期の初期のものを海水で数回洗い室温で飢 20 

餓状態におき，鮒凍性の変化をみた(第 4図)。その結果'[

飢餓状態においてから 1時間後に食胞の消失に伴い耐凍性 ; 

の著しい高まりが見られた。しかし 1時間以上飢餓状態に 形

おくと急速に耐凍性は低下し 4時間後には lOOCの凍 10 

結に耐えられるものはなかった。

;東害防御物質の最適濃度: 凍害防御物質として庶糖，グリ

セリン， DMSO，について謂ベた。庶糖が最も凍害を防ぐ

のに効果があった(第5国)。いずれの場合も緩慢凍結の方

が急速凍結よりも融解後良い生存率を示した。 -280Cの気

相で-lOOCまで急速に凍結すると，生存率はさらに低下

し，し、ずれの場合も生存率は Oに近くなった。海水中の庶

糖濃度が 10%(約 0.3モル)以上になると凍害に対する防御

効果を示し，緩慢，急速いずれの凍結で、も 27.5%(約 0.8モ

Jレ)で最大の効果を示した。海水中のt¥'t;糖濃度が 27.5%以

上に増すと，凍結融解後の生存率は急速に低下Lた。

グリセリンを含んだ海水は同じ濃度の庶糖海水よりも

O 2 4時間

第4図 耐凍悦ーに対する飢餓の影響

培養 3日目の Ezψlotesを培養液か
ら海水に移L飢餓状態におL、た

縦軌・ 27.5%W;糠海水 1m!の中で
緩慢凍結し -100Cに達して

1時間後融解した。 さらに融

解後 3時間室混においてから

の生存率

!)'/il!llll:室温の海水中で飢餓状態、にお

いた時間

室温では無害なのに(第 2関)，凍結融解後の Euplotesの生存率はグリセリン海水よりも庶糖海

水中で凍結した方が高かった。特に急速凍結の場合にはいずれの濃度のグリセリン海水中でも

生存するものはなかった。

1.5モノレまでの種々の濃度の DMSOを海水に溶かし，その中で Ezψlotesを -100Cまで 1

時間急速又は緩慢に凍結した。融解直後に多数の個体が遊泳する場合もあったが，増殖するも

のはまっTこくなかった。



繊毛虫 EUJうlotesの凍結保存 31 

10 

30 

20 
生

存

率

ハノ

ペ6

.2 .4 .6 .8 
濃度 M 

1.0 1.2 

第5図 凍害防御物質の濃度と耐凍性

0: 庶糖海水中での緩慢凍結

G: 庶糖海水中で、の急速凍結

(t: グリセリン海水中での緩慢凍結

一100Cに達してから l時間後に融解Lf;こ。
実験は三回の平均値と標準偏差で示す

凍害防御物質を含む海水に Euplotesを入れて室温におく時間は 10分間であったが，それ

以 kおいても凍結融解後の生存率は小さくなる場合さえあり，高くなることはなかった。

27.5%の庶糖海水中で Euplotesを凍結した場合に最も高い生存率 (24.1士7.8%)を得ている

が， これを 4週間 -100Cに凍結状態のままおき融解すると生存率は 12.5士10.2%(3回の平均)

に低下した。しかしこれを培養すると，すべての場合に橋殖可能であっ1::.0

-150C以下の温度で凍結した場合，前述の凍害防御物質を種々の濃度に加えて試みたが生

存する Euplotesはまったくなかった。

IV. 考察

栄養期の原生動物のうち，他の動物に寄生する種類が方法によっては凍結保存が可能なの

に対し， 自由生活をするものの大部分のものが凍害防御物質を用いても凍結保存が不可能なの

はなぜか。この事について考察した。

海産の原生動物の一部と寄生性のものをのぞき，栄養期の原生動物はすべて収縮胞を持ち，

細胞内の浸透圧を遊離アミノ酸の増加により常に環境より高く保つ機構を持っている 11-14)。 こ

の機構は五IT!fii包内のナトリウムイオンの濃度を制御する機構に密接に関係している 15)。環境の浸

透圧を高めていくと，やがて収縮胞が活動しなくなり，細胞崩壊を始める。 この理由により収

縮胞を有する原生動物に対してはあまり高濃度の凍害防御物質を用いることができない。その

ために凍結保存が困難となっている。本実験に用いた Euplotesも収縮胞を有しており，そのた

めにあまり高濃度の凍害防御物質を用いることができなく，従ってー15
0

C以下の凍結保存がで
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きなかった。一方収縮胞を持たない種類では 4倍濃度の海水の中でも増殖できるほど高張な

環境に適応できるものが多い問。高等動物に寄生する原生動物も収縮胞を有していないので，

比較的高濃度の凍害防御物質を用いることが可能で，従って凍結保存に成功している 3~6)。

摘要

海産の繊毛虫 Euplotesを凍結保存する目的で，海水に溶かした庶糖，グリセリン，及び

DMSOのそれぞれの凍害に対する保護効果を検討した。このうちで最も効果があったのは庶糖

であった。内径 10mmの試験管に27.5%の庶糖を 1m!の海水に溶かした中に対数期の Euplotes

を浮遊させ，これを緩慢凍結で-lOOCに達してから 1時間凍結した場合に最も高い生存率

(24.1士7.8%)が得られた。この条件で-lOOCに4週間おいた後の生存率は 12.5土 10.2%に低下

したが，すべての場合に培養をふたたび続けることができた。 -150C以下の温度で凍結したも

のは前記の保護物賞を用いても生存するものはなかった。
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Summary 

A marine ciliate， Euplotes， could not survive freezing to -lOoC in sea water. When the 

marine ciliate was frozen at -10oC in saccharose sea water， survival was obtained after freez-

ing for at least 4 weeks. Addition of glycerol to sea water was also effective in preserving 

the marine ciliate from frost injury at -lOoC， but DMSO was not. A culture before peak 

population， a rate of cooling of O.080Cjmin， and 27.5% saccharose in sea water， all those 

gave best survival. No survival was obtained after freezing down to -150C in any condition. 


