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Summary

We measured the ice nucleation temperature depression , AIr, and equilibrium melting points depression, 47;,
of Medaka (Oryzias latipes) embryos with different cryoprotectant (ethylene glycol, 1.3-propanediol,

L4-butanediol, glycerol aqueous solutions) treatsnents. Our obtained results showed the good relationship

between the Alr,and Al", all samples. In addition the value of L, which can be obtained fiom the linear

relationship, LT1=L AT^, were confirmed to show correlation with the value of i, , as obtained by the W/O

emulsion method.
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1  セセ  ==
■・ ,自I FI 氷晶形成量の減少.②細胞内における水蒸気圧

の低下による脱水,塩濃縮の抑制.③タンパク

質および膜構造の安定化.等がその効果として

示されているい.中でも細胞内凍結の抑制に対

し重要な効果は①であるが,言い換えればこれ

は,可能な限り低濃度で細胞内における氷核生

成を抑制する事,即ちガラス化または過冷却の

状態を維持する事が透過型凍結保護物質に求め

られる主要な効能とも解釈する事ができる.し

かしながら,凍結保護物質の効果は細胞・生体

組織における生存率等での評価が主であり,実

際に平衡凝固点および氷核生成温度測定などか

lFax:+81 3-5463-0585 E-mail: ttn83z328n@mx8.ncn.nejp

生体の凍結保存では,氷結晶による細胞の機

械的な損傷 (主 として細胞内における氷結品の

生成)を抑制する事が保存を成功させる上で最

も基本的な事柄とされている.その為,凍結保

存の前には高濃度であっても比較的薬害の少な

い.glycer01,ethylene glド ol等の多価アルコール

を浸漬処理によ り細胞内に導入する事が一般的

な手法として用いられている.これ らの物質は

主に細胞膜透過型凍結保護物質として知られ ,

①ガラス化,凝固点降下,過冷却の促進および
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ら過冷却を評価 した研究は少ない.本研究では

メダカ胚における透過型凍結保護物質の過冷却

能力を評価する為,水溶液系 (液滴または W/0

型エマルション)で成立する事が知 られている
2),氷核生成温度降下度,△ηと平衡凝固点降下

度,△rmの直線関係における勾配,即ち△η=λ

△rmに おける λを各保護物質の過冷却能を示す

パラメータとして着目し,これにより透過型凍

結保護物質の過冷却能評価を行った.本研究で

はまず,熱分析により種々濃度にあるアルコー

ル類水溶液に浸漬したメダカ胚の氷核生成温度

と平衡凝固点の測定を行い,上記の直線関係が

メダカ胚でも成立する事,更には λが使用する

凍結保護物質の種類毎に異なる事,即ち処理に

用いる保護物質の種類がメダカ胚の過冷却に影

響を及ぼす事を確認した.次に得 られた胚の λ

とエマルション法にて得られた水溶液の λを比

較する事で,水溶液の λが細胞・生体組織の過

冷却能を予測する上で有効であるか検討を行っ

た .

2.材料および方法

2.1 凍結保護物質水溶液の調製と浸漬処理

ethメene gird,1.3-propanediol,1.4-butmediol,

glycerol(和 光純薬工業社製 試薬特級)を用い

た.こ れらをHPLC用 蒸留水にて,1.0,2.0,3.0

4.0[mo1/Kg]に 調製したものを凍結保護物質水溶

液として使用した.尚,浸漬処理は凍結保護物

質水溶液 50ml中 に胚を 5～7個前後入れ,60分
間スターラーで緩やかに攪拌しながら室温にて

浸漬処理を行った .

2.2 メダカと胚について

メダカ(0ッグぉね″′6)は水温約 27℃ , 日照 13

時間で飼育したものを使用した.胚については

これより得られた,胞胚期から嚢胚期のもの (受

精後 6～ 20時間)3)を使用した.

2■ 顕徴鏡観察

凍結前後の胚の状態観察は光学顕微鏡 (オ リ

ンパスエ業社製.BX51)を 用いた.この際,胚
は特に染色処理等を行わず観察を行った .

2● 氷核生成温度,平衡凝固点の測定

胚の水核生成温度および平衡凝固点の測定に

ついては全て熱流束型熱量計 (島津製,DSC―

3.結果および考察

3.1 メダカ胚のDSC曲線

Fig.1に 未処理のメダカ胚におけるDSC曲線の

一例を示す.氷核生成温度は‐20.8℃ ,平衡凝固

点は‐2.8℃ にある事が分かる.尚 ,こ こで全ての

結果は示さないが,未処理の場合であれば暑 は

,15～ -20℃ 付近,端 は‐2～ -3℃ 付近にある事が

分かった.本研究ではこれ ら未処理の胚より得

られた4回 の測定の平均値から,ZfOな らびに為
°

をそれぞれ■9.9℃ ,‐2.6℃ として各浸漬処理を行

つた胚の△ηならびに△ムを求めた .
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Fig.l DSC curves obtained Aom Medaka embryo.

The upper curve shows cooling; the lower curve

shows warming.

3.2 メダカ胚の凍結・解凍後の状態

未処理の胚の氷核生成温度が‐15～‐20℃ 付近

である事が確認された為,-15℃付近まで冷却 し,

DSC曲線上に結品化に伴う発熱ピークが確認さ

-lo0
T.mp.r.lur. [t ]
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50)を使用した.DSC用測定セルに浸漬処理の

終 了した胚のみ(1個 )を入れ,冷却過程は‐3.0[℃

/min]で ‐40℃ まで,昇温過程は+3.0[℃ /min]で

+20℃ まで走査し,氷核生成温度,ηな らびに平

衡凝固点,端 の測定を各浸漬濃度について 4回

行った.尚,DSC曲線上からの各温度の読取 り

については Fig.1に 示す様に,発熱ピークの立ち

上がり時の温度を ■ 吸熱ピーク立ち上がり時

における曲線の接線と,基線の外挿線が交わる

点 (補外開始温度)を ■mと した・ ).

‐20.3℃
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れない状態で昇温 した未処理の胚 (写真 a)と ,

‐25℃ 付近まで冷却 し,発熱ピークが確認された

状態で昇温 した未処理の胚 (写 真 b)を 調製し,凍

結の有無と胚の状態について光学顕微鏡にて観

察を行った.結果を Fig.2に 示す.画像から胚の

最も外側にある卵膜については凍結の有無に関

わらずその存在を確認する事ができるが,胚の

内部については凍結により著 しく損傷 している

事が分かる.こ の結果からDSC曲線上の冷却過

程において発熱 ピークを生じた個体は,これと

同様な損傷状態にあると考えられ,結晶化に伴

う発熱ピークの有無が生死の判断指標の一つに

な り得る事が示唆された.尚,参考ではあるが ,

‐15℃ 付近まで冷却 し発熱 ピークが確認されな

かった未処理の胚の中には,成魚にまで成長す

る個体も確認された .

Fig.2 Photomicrogmphs of a Medaka embryo. (a)

unfrozen embryo (b) frozen embryo

3.3 浸漬処理胚における△rら △rm,1の関係

次に各浸漬処理を行った胚の DSC測定から,

氷核生成温度,■ と平衡凝固点,端 を求め,氷
核生成温度降下度,△η=7・P― ■と平衡凝固点降

下度,△L=rmO一 端 の関係として eq lに 示す直線

関係が成立するか確認を行った .

△η=λ △rm (1)

ここで rP,端0は,それぞれ未処理の胚の氷核

生成温度,‐ 19.9℃ と平衡凝固点,‐2.6℃ となる.

Fig.3(a)～ (d)に 各凍結保護物質水溶液に浸漬 し

たメダカ胚の△ηと△rmの関係,Fig.4にはこれ

らの結果と比較する為,筆者らが以前にエマル

ション法により求めた5)各
凍結保護物質水溶液

の均質核生成温度,△71と平衡凝固点,Δム の関

係を示す .
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Fig.3 Nucleation temp€rature depression (AI1 ) as

a function of equilibrium melting points depression

(A7.) in Medaka ernbryos. (a) ethylene glycol (b)

1.3-propanediol (c) 1.4-butanediol (d) glycerol
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Fig.3(a)～ (d)の結果から,何れの場合も浸漬溶液

の濃度と共に胚の平衡凝固点は降下し,これに

応じて核生成温度も降下する事が明らかとなっ

た.こ の事から本研究で用いた凍結保護物質は,

浸漬処理により胚内に透過 していることが示唆

された.また,メ ダカ胚であっても水溶液の場

合 (Fじ4)と 同様に,氷核生成温度降下度と平

衡凝固点降下度の間には比較的良好な直線関係

が成立する事が明らかとなった(R=0.97～ 0.98).

30

25

15

10

10 15

T [℃ ]

Fig.4 Homogeneous nucleation temperature

depression (AZr,) as a function of equilibrium

melting point depression (AG) in aqueous

polyhydric alcohol solutions. (Ref 5)

この様な結果は保存対象物のサイズ・種類等を

限れば,浸漬処理された細胞・生体組織の平衡

凝固点ならびに氷核生成温度の予測が可能であ

る事を示唆 している.一般的に水および水溶液

系における氷核生成温度は液滴体積の対数と直

線関係にある事,更 に核生成温度の再現性につ

いても,その体積に依存する事が示されている
6).一

方メダカ胚について見ると,その直径は

1.2■ml程度であり個体差は非常に小さい事が示

されている3).したがってメダカ胚の場合,生
体組織ではあるものの,その氷核生成温度は平

衡凝固点との間に一定の再現性を生じたものと

考えられる.また,本研究で用いた胚は発生段

階が比較的初期であった為,細胞の分化が殆 ど

進行 しておらず一つの液滴として見なせた事や ,

凍結保護物質が均一に拡散出来るような状態で

あった事も氷核生成温度の再現性が高かった理

由として考えられる.一方,各直線関係より得

られる過冷却能,λ については Table lに 示す様

に ethylme glrol<1.3-pr"andiol<glycerol<

1.4_butandiOlの 順となり,本研究で用いた凍結

保護物質の中では,1.4‐butandiolに よる処理が

メダカ胚の過冷却を最も促進する事,(平衡凝

固点の割に,低い氷核生成温度が得 られる事 )

が明らかとなった .

Table I L ofaqueous solutions and embryos

λ(△TI/△ Tm)

出 y腕,」y醐 l 4 butal、 対ld 」ycord

［
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］二一
く

Erfry06

aqFus sduiiors
(w/0 rn*ion)

0.84
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1.18

229
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189

ｎ

υ

以上の結果から,水溶液に限らず生体組織を用

いた場合であっても,凍結保護物質の種類によ

り過冷却能はそれぞれ異な り,その評価は可能

である事が示されたと言える.また, メダカ胚

から得られた λと水溶液系で得られた λを比較

すれば,両者は略同様な傾向にある事が分かっ

た.こ の事から細胞・生体組織の λについても

水溶液から予測が可能である事,即ち水溶液系

での λが細胞内凍結を抑制する上での一つの指

標 となる事が示されたと言える.最近筆者らは,

低分子から高分子に至るまで種々の水溶液か ら

得 られる λが主に水中における溶質の自己拡散

係数に依存する事を示した
'′
.従 って,本研究

における結果は間接的ではあるものの,透過型

凍結保護物質の過冷却能を評価する上で自己拡

散係数等の水溶液物性を示すパラメータが,そ
の指標に成り得る事を示唆 している.尚 ,得 ら

れたメダカ胚の λは,何れの場合も水溶液の λ

の約 1/2倍程度であるが, これは不均質核生成

(異物による触媒効果)により過冷却が促進 し

なかった為と考えられる.

4.結論

ｎ

Ｖ

△

―O――othyllne glycol(R=0.999)

‐  1.3‐ propanediol(R=0.998)

{:]- 1.4-butanediol(R=0.999)
‐■卜・glylo「 ol(R=0.997)

,
/

/ /
′

′
/

ロ

□
／
　
／

′
／

　
　
　
／

Ｆ

″

/
/ク

-66-

メダカ胚を各種透過型凍結保護物質で浸漬処



理した場合,水溶液系と同様に氷核生成温度降

下度,△乃と平衡凝固点降下度,△端 の間に一次

の直線関係が成立する事が確認された.更にこ

の直線関係から得られた胚の λとエマルション

法にて得られた水溶液の λは同様な傾向にある

事が明らかとなった.従 って,凍結保護物質に

より処理された細胞・生体組織の λは,その保

護水溶液の λから予測可能である事が示唆され

たと言える.
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