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凍結保護物質 (DMSO)に対する魚卵の耐性本1
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TOLERANCE OF FISH EGGS TO DIMETHYLSULPHOXIDE
AS THE CRYOPROTECTANT*1

Koiji Ani*2,Toru Suzuki*2,Rikuo Takai*2, Tsuneo T. K02ima*2

The cryopreservation of orSanic tissues in living condition has been studied by maoy
researcbers. However, no treattuent wich has beetr proposed in available literature is
successeful to preserve fish eggs alive.

In order to perfolm the cryopreservatioo of 6sh eggs, it is oecessary to reveal the
oplimum concentrations of cryoprot€ctabts and their efleclive applicatioo procedur€s.

Dimethylsulphoxide (DMSO), a vely popular and effective cryoprotectant, was choseD
iD this study. The mortality of rainbow trout eggs (eyed stage) which were imEerscd iD
solutions of valious DMSO coDcenlratioDs at looc was .elated to the time of exposure,

The concentration of DMSO io the eSgs was calculated for various permeability co.
efficient of DMSO thlough the egg membratre.

The .esults suggested that the toleraoce of the eggs to DMSO depetrded upon oDly
its coocentlation io the eggs and the mortality of eggs became significaDt wheD the coD-
centmtioD of DMSO increased Dear 1-2.5 [mol/l]. The appropliate permeability co-
emcient explaining the expelimental rcsults was 2.0x10{-8.0x10-6[cm/sec] in this study.

近年,様々な生体の細胞や組織についてその機能を損なわずに保存する “凍結保存法"が試み
られている。しかし,成功例はある種の微生物,ほ乳類の精子,卵子等の単純で小さいものに限
られている。

魚類では,精子の凍結保存が数種の魚類について可能となっている。しかし魚卵の凍結保存は
ニジマス。')'=),こ シ

ン4),ゼプラダニオ')な どの魚種で試みられてきたが,未だ成功例はない。

その原因は,細胞組織が非常に大きいこと,厚い卵膜に覆われていること,卵黄が多量に存在す

る。)こ とにあると言われているが確かではない。

一般的に細胞を凍結保存するには,試料の入った生理的塩類溶液中に DMSO(ジ メチルスル

ホキサイド)やグリセリンなどの凍結保護物質を加えて凍結する方法がとられる。これは凍結保

護物質が細胞内に浸透し,冷却時に細胞内液を容易にガラス転位させる作用があり,細胞内溶液

に氷晶が生成しない事が凍結保存を可能にする要因の一つと考えられているからである
。。冷却

時の細胞内溶液のガラス転位にとっては,凍結保護物質の細胞内濃度が高いはど好都合ではある

が,凍結保護物質自体に若千毒性があるため,使用にあたっては死減しない限界濃度範囲内で操

作する事が必要である。細胞の冷却過程では,初めに細胞外に氷晶が生し,残存する細胞外溶液
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は濃縮された状態となる。これにともなって,細胞膜を介して細胞内の水の流出や,凍結保護物

質の細胞内への移動が起こり,細胞内液の濃度は濃縮される方向に経時的に変化する。この細胞

内液の濃度の変化は,冷却速度や,細胞膜の水や凍結保護物質の透過性で決まると考えられるが,

これまではとんど定量的な取扱いはされてこなかった。

小さな細胞では,ガ ラス転位が容易に起こるが,魚卵のような非常に大きな細胞では,熱平衝
に達しにくいだけでなく,体積当たりの比表面積が小さく凍結保護物質の細胞内への移行が困難

なために,ガラス転移が起こりにくい。これが魚卵の凍結保存を困難にしている原因の一つと考

えられる。従って,魚卵の凍結過程では,特に凍結保護物質の細胞内濃度がどのように変化する

か,ま た,その濃度で細胞がどの程度ダメージを受けるかといった事をよリー層的確に知る必要
がある。

そこで,本報告では,ニ ジマスの発眼卵を種々の濃度の DMSO溶液中に浸漬し,DMSOの
卵膜透過性を含めて,DMSOが魚卵に与える影響を調べた。

試料及び試薬

魚卵 使用したニジマスの卵は,山形県遊佐ニジマスセンターから提供を受けた夏卵で,生体
機能活動停止の確認が容易な発眼卵を用いた。以後これを卵と呼ぶ。

保存溶液 DMSO以 外の要因による影響を抑えるため,卵を入れる生理的塩類溶液は卵巣内
溶液と同じ組成のものとし,こ の溶液を保存溶液としため。この組成を Table lに示す。

Table l. Composition of artificial medium solution used for eggs from raibow trout.

Constitueflt Concentralion (mmole)

NaCl
KCl
CaC12

MESO`
TriS(hydroXylmCthyl)aminOmethane

Bovine seruin albuinin(BSA)

Citric acid up to pH1 8.40 at O° C

145.5

3.4

3.0

0.5

20.0

5(mg/mめ

予備実験 1[mOl″]DMSOの 入った保存溶液に卵膜を除去したニジマスの発眼卵を入れ,そ
の影響を観察した。その結果,浸漬後 3時間経過 しても死亡は確認できなかった。これは,卵内
に DMSOが 浸透して卵内 DMSO濃 度が 1 lmol″]に達したとしても害の無いことを示唆して
いる。このような状況から,以下に述べる本実験では 1 lmol″ l以上の DMSO濃 度の保存溶液
を用いて卵への影響を調べることとした。

実 験 方 法

あらかじめ 10°Cの保存溶液に 2時間漬けておいた卵を,所定量の DMSOを加えた保存溶液
(以下 DMSO溶液)に入れ,卵を入れた瞬間から死亡するまでの時間を計測した。卵の状態は実
体顕微鏡のステージにシャーンを置き, シャーレに外部より温度調整 (10± 1°C)した DMSO
溶液を循環させ連続的に 3時間観察した。卵の死亡の確認方法は,実体顕微鏡下で心臓,胸鰭の
動きが停止したことにより判断した。
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以上の操作を 5～ 7個 の卵を用いて 2,2.5,3,4〔 mol″1の DMSO各 濃度溶液で行った。

結果及び考察

DMSO溶液の濃度が 2〔mol″]の時には観察時間内に死亡した卵は確認できなかった。しか
し,その他の DMSO濃度の溶液に浸漬した卵では観察時間内に死亡が認められた。
浸漬した卵の全数に対する死亡した卵の割合を死亡率とし,Fig.1に ,各 DMSO溶液につい
て,浸漬時間と死亡率との関係を示す。2 1mOl″〕以外のいずれの DMSO濃度でも,死亡率は浸
漬時間の経過にともない, シグモイド型の曲線を示しながら増加した。また,死亡率が

"%に
達するまでの時間は,DMSO溶 液の濃度が 4〔mo1/]の とき 21分,3 1md″]の とき 44分 ,
2.5 1mol″]の とき 70分,2 1mol″〕のとき 3時間以上となり,DMSO濃度が低くなるにつれ
て長くなった。

この結果を説明するため,卵内 DMSO濃 度と死亡率との関係に着日し,次のような 2つの仮
定からなるモデルを考えた。

第一の仮定は,

仮定 1. 卵内 DMSO濃 度の増加速度は,卵内外の濃度差,比表面積,卵膜の DMSOの 透
過係数 力〔Cm/SeC]に比例するとする。すなわち,卵内の DMSO濃 度の時間的変化は,

′Ch た/(Q.=― q。)              ′.、~万~=~~~~~フ~~~~~              1`'

と表わせる。ここで G。 〔m。 lμ]はある時間における卵内 DMSO濃度,Q.`〔m。1/4は卵外の
DMSO溶液濃度である。ただし,C。 .tは時間によって変化しないとする。また,卵の体積は ア
ICm31,卵の表面積はИ ICm21であり,試料の卵を球形とすると,その半径 (0.3cm)か ら求められ

る。

(1)式を解くと,卵内 DMSO濃 度の時間変化は,

G。 =c。 ,t(1_c―
t`4′7)              (2)

となり,G。 は時間の経過につれて Coulに指数関数的に近づく。
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第二の仮定は,

仮定 2.卵の死亡率は,卵内 DMSO濃度にのみ依存し,卵内組織の DMSO暴露時間とは
無関係とする。また,卵には DMSOに耐えることのできる卵内 DMSO濃度,すなわち臨界濃
度 (Q.)が存在し,卵内 DMSO濃度が臨界濃度 (Q,)に達すると急激に死亡率が上昇する。こ
れによって,死亡率 ν (qn)は次のような関数で表すことができる。

M(qn)=0 1%l  Cl,く α
=

iИ(qn)=100[%l  Ch≧ Q=

これは,Fig.2に示すようなステップ状の関数となる。

100
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Fig.2. Thc assuined rclationship bctwccn niortality and l)lMSO concentratioil(Cl。 )in
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In this casc thc pcr:ncability is assurncd to bc 4.0× 10~。 (cII1/scc).

このモデルでは,浸漬した DMSO溶液の濃度 (C。
“
)が高いはど,Qrに達する時間が短くな

るため,卵の死亡率が早く上昇することになる。しかし,卵の死亡率と卵内濃度との関係は,異
なる濃度の DMSO溶液を使った場合でも,Fi3・ 2と 同じ様な一つの線を与えると期待される。
また,このモデルは たと Q,と 2つの未知なパラメータを含むが,それらの値を適当に選ぶこ

とによって実験結果を比較的よく表すことができる。

筆者らは,卵膜を除去した卵を用いた予備実験の結果から,卵の死亡臨界濃度が q了≧1lm。 1″〕

であることを確かめこれを前提とした。次に種々の たの値を仮定して卵内 DMSO濃度 q。 の
時間変化の様子が,卵外 DMSO濃度 に。ut)によってどの様に変わるかを (2)式を使って計算し
た。その一例として た=4.0× 10~lcm/sec〕 の場合を F18・ 3に示す。

さらに,Fig.3の「時間―卵内 DMSO濃度」曲線を使って,Flg.1の「時間―死亡率」の関
係を「卵内 DMSO濃度―死亡率」の関係に書き直した。
このようにして求めた「卵内 DMSO濃度―死亡率」の関係が仮定 2で述べた条件に合致する
ように■の値を探した。その結果,た はぉょそ 2.0× 10‐～8.0× 10‐ [cm/sec]の範囲にあると考

えられ,同時に Q,も 1～ 2.5[mol″]の範囲にあることが推算された。力=4.Ox 10~lcm/secIの
場合の結果を Flg.4に示す。このように,実際の卵の「卵内 DMSO濃度―死亡率」の関係は,
Flg.2で示したステップ状とは異なり, ジグモイド曲線に近い形となった。これは,卵細胞の
DMSOに対する耐性に個体差があるためとも考えられるが,本実験からでは十分明らかにする
ことはできなかった。

また,推算した卵膜の DMSO透過係数は,卵 レシチン膜の水に対する透過係数が 4.3× 10~`
ICm/SeC〕 ,卵黄リン脂質膜のグリセロールに対する透過係数が 4.5× 10~lcm/scc]。

)であることか

ら考えても,妥当な値であるといえる。
以上より,ニ ジマス発眼卵では,①DMSO溶液のDMSO濃度が2[mo1/]ょ り高い場合は死亡
する卵が現れるが,2[molμ Iでは現れなかった。②DMSOの 卵膜透過係数はおよそ 2.0× 10‐～
8.0× 10・[Cm/SeC]で あると推定された。また,③この結果に従えば卵内の DMSO濃度が 1～

0
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2.51mol″〕付近に達すると死亡する卵が急に増加すると推定できる。

これらの結果はモデル計算にもとずいたものであり,卵内 DMSO濃度を直接定量していな
いため断定的なことは言えない。しかし, これらの結果は,凍結保存時の前処理として魚卵を
DMSO溶液に浸漬処理するときの濃度や時間を考える上で, また冷却過程において最適な冷却
速度を考える上で重要な指針となる。卵内の微量な DMSOの定量は比較的困難であり,今後に
残された課題である。

最後に試料提供ならびに懇切なる助言と御指導を頂いた本学資源育成学科 羽曾部正豪博士に
厚く感謝の意を表します。
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凍結保護物買 (DMSO)に 対する魚卵の耐性

有井啓二・鈴木 徹・高井陸雄・小嶋秩夫

現在不可能な魚卵の凍結保存を試みる上で,凍結保護物質に対する魚卵の耐性を知る必要がある。凍結保護
物質として DMSOを選び,ニ ジマスの発限卵をいくつかの濃度の DMSO溶液に浸漬し,DMSO溶 液濃度
と死亡率の関係を調べた。卵の死亡が卵内に透過した DMSOの量lこ依存すると考え,卵膜の DMSO透過係
数を仮定し,卵内 DMSO濃度の時間的変化を推算した。実験で得られた卵の死亡率と推算した卵内 DMSO
濃度とから,卵膜の DMSO透過係数はおよそ 2.OX 10~。～8.0× 10~lcll】/sec]であり,卵内の DMSO濃度
がぉょそ 1～ 2.5【mol″ ]に達したとき,死亡率が急激に上昇することが推定できた。


