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冷熱技術の新展開

生物の急速冷却による保存
PreservationofActiveLifebyQuickCooling

1．生物の保存と低温

地球環境は現在急速に変化しつつあり，失われゆく

生物種も多いと言われる．一つの生物種の人類にとっ

ての有用性は現時点では評価出来ないから，地球上の

すべての生物種が人類の貴重な財産であり，遺伝子資

源として保存されなくてはならない．

一方多く生物およびその由来物質が近年生産や近代

医療のシステムに利用されるようになって来た．そこ

では古典的な農業の場合と異なり，要求される場所と

時間に期待される活性をもった形（生きた細胞，組織

または器官）で保存され，供給される必要がある．

生きた生物は本来熱力学的に非平衡状態にあるから，

これを任意の時点で時間から開放して保存することは

容易でない．勿論生物の中には休眠型の細胞（種子や

胞子）を自らのプログラムでつくり逆境に堪えるもの

もあるが，保存に利用出来る場合は少ない．

生物を可逆的に休止させる方法としては，生物の活

性を止める-100℃以下への冷却と乾燥以外にない．

乾燥法として最も生物に穏和と考えられて凍結乾燥が

微生物保存法として用いられてきたが，活性保存法と

しては与える損傷が大きすぎ，一方遺伝子資源保存の

目的にもDNAに障害を与える可能性があり低温保存

に比べ不適当と思われる!'2'3)．

低温保存の問題点は凍結である．経験的に細胞内に

凍結が起こればその細胞は致命的な損傷をうけること

が知られてきた．ただし,Rallら4)は急速冷却による

細胞内凍結は細胞死に必ずしもつながるものでなく，

その後の融解過程における再結晶化が致命的であると

している．

細胞外凍結では細胞は高い浸透圧にさらされ，溶質

の濃縮がおこり，さらに共晶が形成されれば死細胞と

なる．細胞内及び外何れの凍結も未凍結部分の浸透圧
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を変化させることにより生物に大きな障害を与える．

そこで凍結の起こらない低温保存法として，過冷却

保存およびガラス状態保存が注目されてきた．凍結保

存が平衡状態に近い保存であるのに対し，これらは非

平衡および準平衡状態の保存といえる．

2．過冷却状態での保存

水溶液を冷却するとき融点(Z,熱力学的に平衡な

凝固点）に至っても通常は凍結は見られず，過冷却液

となる．過冷却液は最低一つの氷核がない限り氷とな

らない．溶液中の水分子は熱的ゆらぎにより集散を繰

り返してクラスターを形成しているが，低温になるに

つれこのクラスターが大きくなり，臨界サイズをこえ

て有効氷核となる確率が増大して凍結しやすくなり，

純水では-40℃でその確率が1となって必ず凍結する．

この温度は均質氷核形成温度（孔）と言われ，過冷

却できる最低温度となる．きれいな水を油の中に分散

させてエマルジョンをつくり，これを一定速度で冷却

して走査型示差熱量計(DSC)で潜熱を測定すると

殆どの水滴が-40℃付近で凍結することが確かめられ

た5)．

nまで過冷却させることは一般にバルクの水では

困難で，微小な固相があればそれが不均質氷核となっ

て凍結する．生物は細胞表層あるいは細胞間に氷核活

性の構成成分を持つものが多い．これは前述のように

細胞外に凍結を促して過度の過冷却による致命的な細

胞内凍結を防止する意味がある.Pse"domo"as属，

Er･Ujma属の細菌に氷核活性の高いものが報告されて

最近注目されている6,7'8)．植物表面の水滴は-10℃

ぐらいまで過冷却するが，この細菌がいると－2℃ぐ

らいで凍結するので霜害をもたらす菌として対策が立

てられるようになった．この細菌の氷核活性物質は特

定の遺伝子によって作られるタンパク質であることか

らその構造も明らかにされ，氷の構造との関連や利用

法などが研究されている．
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水溶液の弧は束一的に溶質濃度の増加と共に低下

する.Franks!))によれば4TM=24Zの関係がある

と言う．例えば,glycerol溶液では40%でTM=－70

℃となる.Rasmussennら5)は酵母(S(zcc加戸Or7ZyCeS

cere"Zsme)けん濁液にpolyethyleneglycolを加え，

これを7倍量のベニバナ油中に直径10"mの水滴で分

散するエマルジョンとした．このときのnは-38℃で

あった．これを-33℃～-20℃で保存すると，酵母は

一分子反応的に死滅したが，低温ほど死滅速度常数は

大となり明らかにアレニウス則とは異なった．この死

滅速度の温度依存性は氷核形成速度によっていること

が明かにされた．過冷却状態は低温ほど不安定で，細

胞内凍結を誘導し生物にとって致命的となる.Math-

iasら'0)はエマルジョン安定剤としてワックスを鉱物

油に加えることにより保存性が改良され，例えば酵母

を-20℃で16週間保存し94%以上の生残率であったと

報告している．しかし，植物茎頂組織では2日間しか

保存できない11)など，過冷却保存は実用性がある保存

法とは考え難い．

3．ガラス化（ビトリフィケーション）

水溶液がもし凍結することなく冷却できるとすれば

溶液は収縮率一定で収縮し粘度が増大する．やがてガ

ラス転移温度,Zに至ると収縮率が極端に減少し，

分子の並進運動は殆ど止まる．パルクの水の分子間拡

散時間(隣接分子までの移動時間),ては常温では10-'2S

のオーダーにあるが,"以下では105s(1日）のオー

ダーとなる．これをガラス状態と言い，ガラス状態に

することをガラス化（ビトリフィケーション,vitrifi-

cationまたは透化）と称している．通常ガラス状態は

粘度が10'5Nsm-'(10'4ポイズ）以上の状態として表

される．ガラス転移温度で熱容量，膨張率，屈折率が

大きく変化するのでこれを利用して処が測定されて

いる．

過冷却液体の粘性の温度変化は次のFulcherの式で

示される'2)．

"=Aexp[B/(T-T｡)]……………(1)

ここでA,B,Toは物質によって決まる定数である．

シリカの場合To=0で，〃はアレニウス則で変化す

るが,B>>Tであって容易にガラス化出来る．水や

凍害防止剤を含む溶液は,Bはそれほど大でないが，

TがToに近付くと狭い温度域で急に粘度が増大してガ

ラス化する．水のToは228K付近と考えられている．

水の現は136K付近とみられる．ガラス化に有効な東

エネルギー・資源

害保護物質の溶液では、が173K以上となる．

Riehleはガラスを結晶サイズが10nm以下の微結晶

にある状態と定義している13).ポリマーの高濃度水溶

液からえられるガラスの微細構造はnmサイズの微小

球がぎっしり詰まった形に観察されている．この微小

球は水和ポリマーが会合して界面自由エネルギーを最

小にしたものと見られる．このような微結晶状態は厳

密にはガラス状態と異なるのであろうが実用上はガラ

ス状態とみてさしつかえないであろう．

4．急速冷却によるガラス化

ガラス転移点，n以下まで凍結なしに冷却しガラ

ス化するには二種類の方法がある．一つは氷核の形成

と氷晶成長の時間的余裕を与えないほど急速に冷却す

る方法であり，他は均質氷核形成温度,TMが鰹以下

となるような溶液を，凍害防止剤（ガラス化助剤）を

加えてつくりこれを冷却する方法である．

温度T(K)における凍結のおこる速さは，次の各

式'')で示される氷核生成速度J(m-3s-!)と結晶成長

速度u(ms-')の二つの因子が関係する．

J=(1/")(d"./dt)･…･………｡(2)

=A"-!exp{B[83(48)2]-l}………(3)

ただし，

e=T/Ti;48=(Z-T)/Z……………(4)

ここで，ひ，連続液相の体積(m3);n｡,有効氷核数；

Ti,融点(K);AおよびB,溶液の常数．

また，

"=P(1+Q)-!48"-!……………(5)

ここで,P,結晶構造に関わる常数,Q,物質の熱的

性質を示す常数．

Franksらの計算'2)によれば，〃が10-12m3以下（直

径30"m以下)の水滴で,〃こ至る冷却速度が106Ks~!

以上であれば

”･=,仰dt<」……………(6)
となって核生成の時間的余裕なくガラス化できること

になる．凍害防止剤を含まない粘度の低い液体はαが

Jにくらべ充分速いので，一つの核が生成すれば凍結

してしまう．しかし，粘度が0.1Nsm-2以上あればQ

＜1となり，結晶一液界面での分子移動が結晶成長を

律速し，冷却過程で109m-3の核が存在しても0.1Ks-!

の冷却でガラス化ができる.glycerolなど後述の高濃

度凍害防止剤添加によるガラス化がこれにあたる．

前述のような速い冷却速度は事実上は測定困難であ
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り，もしガラス状態が水から得られれば106Ks~!以上

であったろうと推定する外ない．ガラス状態が存在し

たかの判定は，これを昇温してデビトリフィケーショ

ン（脱ガラス化または失透,devitrification)させ,

その際立方晶氷(Ic)ができたことをX線回折，電子

線回折，電子顕微鏡あるいはDSCで検出する．立方

晶氷はガラス状態からのみ得られ，通常の氷である六

方晶氷(Ih)からは直接生じない．ガラス化の実用上

の利用，例えば生物の低温保存や，電子顕微鏡の試料

作成などの目的のためには,10nm以下の微結晶の存

在は問題にならない．この場合,DSCによるガラス

転移，デビトリフィケーケーションの測定14)9パルス

NMRによる束縛の緩い水の定量的測定15)が，ガラス

化の程度についての情報を与えてくれるであろう．

に冷媒中に試料をくぐり抜けさせる方法である．表1

は熱電対を各種冷媒中をくぐり抜けさせたときの冷却

速度を比較した例である．ここで用いた熱電対の熱容

量は直径約30"mの水滴に相当する．液体プロパンで

は直径約10～20"mの水滴であれば106Ks~!の冷却速

度が得られることになる．前述のAdrianらは液体窒

素ではうまくいかず，液体プロパンでガラス化出来た

と云っている．

試料サイズを少なくして冷却速度を大きくするため，

前述の薄膜凍結(thinlayerfreezing)'7･'8)の例の外，

噴霧凍結(sprayfreezing)も試みられている．こ

れでは細胞けん濁液をノズルから冷媒中に吹きだして

良好な写真が得られている19'20).

組織切片の試料には，冷媒体と試料の接触をよくす

るため冷媒体に研磨した金属表面を使用しそこに試料

を勢いよく張り付ける急冷方法(slamfreezing)が

用いられた21,22).この方法は直前（ミリ秒前）まで生

理的活性であった組織を試料に出来る利点があるが，

衝撃で構造が壊れることもある．

これを防ぐため試料の上に冷媒（プロパン）を吹き

付ける急冷方法(jetfreezing)が用いられた認,24,25).

この方法は冷却速度の再現性が乏しいきらいがあるの

で，現在では組織片よりは超薄切片試料（細胞膜標本

や細胞単分子膜など）に用いられている26)．

試料を急速に冷媒中を泳がせる急冷法(plunge

freezing)は簡単で広範囲の試料に適用できる27,28).

これらの急速冷却法は何れを用いても冷媒接触界面

から20"mだけしかガラス状態または微結晶状態が得

られない．それ以上の部分では冷却速度がおそく大き

な氷晶ができてしまう．

高圧下では凍害防止剤の添加の場合のように弧を

低くして氷核生成を抑えるので高圧冷却の利用により

氷晶の成長を防止することが出来る29》．

表1 各種冷媒による冷却速度の比較．熱電対

(直径70"m)を用い273Kから173Kまで

の冷却速度を測定27）

5．急速冷却法と電子顕微鏡への応用

電子顕微鏡の試料は真空下で観察出来るように脱水

固定されるので，生の生物試料を観察することは不可

能であった.Adrianら(1984)16)はビールスの水けん

濁液を200～600メッシュの銅製グリットにのせ，過剰

の水を濾紙で吸いとって液体エタンまたは液体プロパ

ンで急冷して試料をつくり，生に近いビールスの形を

電子顕微鏡で見ることに成功した.この時,水は300nm

の厚さの膜を作っており，ガラス化に充分の冷却速度

であったと思われ，視野に微結晶は全く観察されてい

なかった．

このように低温電子顕微鏡の技術として急速冷却が

いろいろ試みられている17).最も簡単には上記のよう

6．凍害防止剤の添加によるガラス化

昔から生物試料の凍結にはglycerin,dimethyl

sulfoxide(Me2SO)のような物質が凍害保護剤とし

て使用されてきた釦)．これらの物質を加えてゆっくり

冷却したときの凍結（平衡凍結）では，未凍結部分で

溶質がある程度濃縮すると粘度が限界まで上昇して凍

結できない溶液となる．結果として氷晶の割合が少な

くなり，浸透圧があまり高くならないので凍害が少な

くなる．

即ち,glycerol溶液の平衡凍結では温度の低下と

－67－
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共に氷晶が増大して未凍部分のglycerol濃度が増し，

68v/v%に至るともはや氷晶が出来なくなり，冷却す

るとガラス状態となる31)．このグリセリン濃度のこと

を非凍結濃度(Cu)と称している．さらに，急速に約

20℃/minで冷却するときガラス化する（氷晶を作ら

ない）最低濃度をガラス化濃度(Cv)と言う．当然な

がら,Cv<C"である．

凍害防止剤濃度を増大させると,T『の低下とともに

均質氷核生成温度弧も低下する(前述のように,4TM=

24m、これと共にガラス転移温度丑は増大するか

らやがて理く弧‘となる．この濃度域では溶液は凍結す

ることなく冷却によりガラス化できる．この最小濃度

がC,となる31)．

表2凍害保護剤のガラス化濃度(Cv)

(Fahy32)による）

凍害保護剤 C，（モル）
－

FormamideHCO-NH2ガラス化せず

AcetamideH3C-CO-NH2 22．7

MethylformamideHCO-NH-CH321．4

N-MethylacetamideH3C-CO-NH-CH3 12．6

EthyleneGlycolHO-CH2-CH2-OH18.2

PropyleneGlycolHO-CH2-CH2(OH)-CH310.4

2,3ButanediolH3C-CH(OH)-CH(OH)-CH39.9

PropyoeneGlycolHO-CH2-CH(OH)-CH310.4

1,3PropanediolHO-CH2-CH2-CH2-OH17.3

GlycerolHO-CH2-CH(OH)-CH2-OH15.2

各溶液(3.2%glucoseを含む）を-20℃に置いてから-20℃

/minで-135℃まで冷却し氷晶が認められなかった最低濃

度をCvに示した．

表2に各種凍害防止剤（ガラス化剤）のC.をモル濃

度で示した(Fahyら32)による).Formamideはガラ

ス化剤として効果を示さないが，メチル基を一つ導入

したacetamideおよびmethylformamideでは弱い

ガラス化能を示しCv=約22Mとなる．メチル基を二つ

導入したN-methylformamideではガラス化能が増

大してC¥が半分となった．ポリオール化合物もメチル

基の導入でガラス化能が増大することは,ethylene-

glycol,1,3propanediolおよびglycerolに対し，

propyleneglycol,2,3butanediolおよび1,2,3buta-

netriolが高いガラス化能を示すことでわかる．

メチル基の導入がガラス化を促す理由については次

のようにFahyは説明している32).疎水基が水に入る

ことにより，その周囲の水分子は互いに水素結合を強

めて，籠型構造をとりエントロピーが減少する．この

ように拘束された水は氷核生成や結晶成長が妨げられ

るであろう．またメチル基の高い電子密度の効果をう

けてアミノ基のHの＋チャージおよびカルボニル基の

エネルギー・資源

Oの－チャージが強くなり，ここに配向する水分子が

安定化し，あるいはこの分子が氷晶の成長部位に結合

しやすくなって凍結を妨げるのであろう.Dimethyl

sulfoxideの強いガラス化能も二つのメチル基に負う

ものと思われる．

ガラス化剤をC"以上の高濃度添加すると，生物細胞

に対して強い害作用が一般に見られる．これは高い浸

透圧によるものだけではないことは，たとえば，同じ

浸透圧を示す糖では害作用が見られない事からわかる．

表2に示した物質は何れも界面活性作用があり，タン

パク質や膜組織の構造を乱して害作用を示すものと思

われる．このような毒性を少なくするため二種以上の

ガラス化剤を組合せで使用されている.例えば,dime-

thylsulfoxideの毒性はformaideを同時添加するこ

とで“中和”されてその毒性は弱くなる鍋)．この理由

は明かでない．

7．部分ガラス化(partialvitrification)

上記のように全試料のガラス化のためには，超高速

の冷却速度か高濃度の凍害保護物質の添加が要求され

る．前者は電子顕微鏡用の超薄切片のような極微試料

に対してしか適用できない．また，後者は添加物質の

害作用を考慮しなくてはならない．

ところで，液固間でほぼ平衡が保たれつつ冷却され

るような緩まんな凍結では，氷と平衡にある未凍結溶

液の溶質濃度は凍結前の初濃度に関係なく温度のみの

関数である.そこで添加初濃度が小であっても,-40℃

まで緩まん凍結したあとの未凍結部分ではガラス化濃

度が得られる場合がある．この場合，高濃度の凍害防

止剤によって受ける障害が低温では軽微であるとすれ

ば，これから急冷して得られるガラス化は少ない障害

で得られることになる．

Farrantら狐)は血液の凍結保存に2ステップ凍結が

有効であることを提案した．その方法はまず-20~

-40℃の気相中に試料を置いてゆっくり平衡凍結させ，

ついで液体窒素中にいれて急速に-150℃以下に冷却

保存するものである．細胞内とその周辺は-40℃まで

の平衡凍結によってガラス化濃度まで濃縮され，これ

を急冷することにより，血球部分がガラス化する．今

日この方法はプログラムフリザーを使って一般的な凍

結法として広範囲の生物種の保存に利用されている．

Sakaiら鯛)はこれより先，植物のかたい外皮組織を

-20℃または-40℃にまで緩まん冷却し（予備冷却),

次いで液体窒素で急冷することにより液体窒素保存が

－68－
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可能であることを報告した．即ち，予備冷却により細

胞または組織内の溶質をガラス化濃度まで濃縮してい

ると思われる.Sakaiらはこの方法を茎頂組織にも適

用し,10%dimethylsulfoxideを添加したカーネイ

ションやイチゴの茎頂組織を-70℃で保存することに

成功している．

Mazurら36)は前述のように凍結後の生残率を最大に

する最適冷却速度があり，これは細胞のサイズ，水の

透過性および凍害保護剤の種類と添加濃度で決まるこ

とを示したが，これは細胞内およびその周囲のガラス

化量を最大にする凍結速度とみることもできる．

8．融解とデビトリフィケーション

保存目的のガラス状態の試料は使用にあたり昇温，

融解しなくてはならない．ガラス転移温度鰹以上に昇

温すると，急速な水の結晶化がおこり，これをデビト

リフィケーション(脱ガラス化,devitrification)と呼

んでいる．このとき鋭い発熱ピークがDSCで観察さ

れ，そのときのデビトリフィケーション温度Zも容

易に測定できる．昇温速度一定例えば5℃/minで測

定すればガラス化していた量を計算することも出来る．

弧またはTi-弧は昇温速度〃(℃/min)の関数で

Boutronら37.3a39.40)によれば

Ti－n=Aln"+B……………(7)

の関係がある．ただし,AおよびBは物質の種類とそ

の濃度できまる常数．

Boutronらは,Z一弧=0とする〃を臨界昇温速度

"CRとし，UCRが小であるほどガラス状態が安定である

ことを示している.典型的な凍害防止剤についてのUcR

はBoutronらにより表3に示されている．

これから1,2propandiolのucRはdimethylsulfox-

ide（Me2SO）やglycerolにくらべ小さく，安定な

ガラス化助剤と言うことが出来るｲ0)．

表3ガラス状態凍害防止剤の臨界昇温速度(UcR,

"/min)(Boutronら37)による）

Water

(w/w%)

55

65

Water

(w/w%)

55

1,2
Propane
-diol

260

7.5×10
8

Ethylene

glycol

1.2×10
6

1,2
Butane

-diol

475

10
10

Glycerol

2.2×10
13

1,3
Butane

-diol

920

2.7×10
12

1.3

Propane
-diol

4.5×10
13

Me2SO

1.7×10イ

一

1．2．3
Butane

triol

4.5×10
13
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うすい濃度のガラス状態のUcRは106Ks~!以上とな

るから，もし大容量試料のガラス状態を得ることに成

功したとしても，これを凍結の危険なしに昇温融解す

ることは容易でない．この目的のためには高周波加熱

が有望である。一般に高周波加熱は氷の融解には極め

て不適当であるが，ガラス状態の水は透電係数が液体

の水と殆ど同じであり急速で均一な加温が可能となる．

Karow4')はガラス状態に保存した動物組織を均一に

昇温融解するための高周波加熱装置を試作している．

9．まとめ

生物の低温保存においては凍結が与える障害が問題

となる．凍結のない低温保存としては過冷却保存とガ

ラス化保存が考えられる．過冷却状態は水／油のエマ

ルジョンを安定につくる技術が肝要であるが，一般に

長期間の保存は難しい．ガラス状態は氷晶形成がエネ

ルギーバリヤーとなりうるガラス転移温度以下にまで

冷却できれば，準安定状態として保存に利用できる．

通常の生理的浸透圧をもつ溶液のガラス化は106K

S-1以上の冷却速度が必要で，微小液滴か超薄切片に

しか適用できない．冷媒体接触表面から20"m以内が

ガラス化できる範囲とみられる．これらの冷却技術は

電子顕微鏡の無固定試料作成技術として開発された．

凍害防止剤を，5～20℃/minでの冷却で凍結しな

い濃度，ガラス化濃度となるように添加してガラス化

する方法は，ガラス化助剤の高濃度における生物に対

する毒性が問題となる．これに対しては種々の物質を

組合せ添加する処方菱が工夫されている．

この技術の行く先には生きた臓器あるいは生体の保

存がある．これは近代医療に著しく貢献するであろう

が場合によっては好ましくない方向もある・生命から

時間の枠を外す魅力にとりつかれる恐れである．現に

米国には死体やその脳を液体窒素保存する企業がある

と聞いている．将来自分の脳が見知らぬ肉体に入るこ

とを考えるとぞっとする思いである．
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