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研究成果の概要（和文）： 本研究は過冷却状態を含む各種凍結方法の違いにより、小型水生節足動物であるアルテミ
アの水和凍結胚の孵化率がどのように変動するかを測定し、細胞や組織レベルでの凍結障害の評価を実施した。その結
果、電磁場エネルギー下による凍結では有意な孵化率の変動を認めなかったが、過冷却凍結を含む凍結速度の違いによ
り、孵化率の大きな変動を確認した。特にアルテミアシストの場合は、-0.5℃/min程度の比較的緩慢な凍結速度により
、十分な水和処理を行った場合でも孵化率は高く保持される、トレハロースやＤＭＳＯ処理で孵化率の上昇が認められ
る、クライオ対応走査型電顕による観察で胚組織の損傷が抑えられていることなどを確認した。

研究成果の概要（英文）： The cysts of Artemia franciscana (A. franciscana) were hydrated and their hatchin
g rates were measured in order to estimate possible damagaes of cells and tissues by various freezing spee
ds. We observed that the hatching rates of hydrated cysts declined shortly at rapid frozen (submerged in l
iquid nitrogen), but high hatching rates maintained at slow freezing rate (0.5C/min), and that improved ha
tching ratio of decapsulated hydrated cysts by the treatment of cryoprotectants such as trehalose and dime
thl sulfoxide (DMSO). We also evaluated that the surface of frozen hydrated cysts using a scanning electro
n microscope attached with cryo-transfer system (Cryo-SEM), and found fine structural discrepancy in the s
ection of embryos between two freezing speeds.
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１．研究開始当初の背景 
 
 凍結保存中の細胞や組織の損傷を出来る
だけ抑えるため、食品保存や生物資源保全
の分野では、主として急速凍結保存技術が
従前より使われているが、凍結もしくは解
凍時に起こる凍結障害を完全に防ぐことは
極めて困難である。このため、生体移植で
使われる臓器保存などでは、凍結を避けた
低温保存に頼らざるを得ないほか、長期間
安定して生殖細胞を保存する必要のある育
種分野などでは、ガラス化法などが利用さ
れている。しかしながら、ガラス化法にお
いても凍結に伴って添加する凍害防御剤の
細胞毒性が大きな問題となっており、この
優れた凍結方法の拡張性を妨げてきた。 
 
 このような凍結技術の現状を打破してい
くため、これまで不可避であった過度な凍
結濃縮や氷晶形成を防げるような技術開発
が望まれるだろう。そこで本研究では、過
冷却凍結技術など、凍結速度をコントロー
ルすることで、新規性のある凍結保存技術
の開発に向けた基礎的研究を行った。また、
過冷却状態を実現する手段として、電磁場
エネルギーの照射による効果についても合
わせて検討を行うこととした。最後に、細
胞や組織の凍害評価を簡便かつ正確に検討
するため、小型水生節足動物である
Artemia franciscana （ 以 下 A. 
franciscana）の水和凍結胚の孵化率を指標
としたバイオアッセイ系の構築を目指した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、過冷却凍結保存技術をはじ
め、凍結速度をコントロールすることで、
凍結濃縮や氷晶形成を抑え、細胞組織や個
体レベルの生物資源確保に道筋をつける基
礎的研究を行うことを目的とする。具体的
には、A. franciscanaのノープリウス幼生
の孵化率を指標とした簡便かつ鋭敏なバイ
オアッセイ法を確立させ、その凍結水和胚
を様々な凍結速度で凍結することで、凍結
障害の軽減の可能性を検証していく。 
 
３．研究の方法 
 
 小型の水生節足動物A. franciscanaのシ
ストは乾燥重量で１５％に及ぶトレハロー
スを貯蔵する耐乾性に極めて優れた特性を
示す生物モデルであり、乾燥シストの凍結
耐性については著しいものがあるが、乾燥
シストを水和させることで、著しい耐凍感
受性を獲得する。このため、マイクロチュ
ーブ内に一定数の乾燥シストを採取し、水
和状態を調整した水和胚を様々な凍結方法
によって凍結解凍させ、その後の孵化数を
を測定することによって、非常に優れた凍
害評価系として利用することを考えた。 

 
 凍結方法としては、プログラムフリーザ
ーを用いた任意の凍結速度による緩速凍結、
市販のフリーザー(電磁場照射型のフリー
ザーを含む）を用いた急速凍結、液体窒素
を用いた瞬間凍結、専用の過冷却凍結庫を
用いた過冷却凍結などを用いて検討を行っ
た。解凍は３７℃ヒートブロック上で出来
る限り速やかに行った。凍結解凍後の凍害
評価はA. franciscana水和胚の孵化率を目
視あるいはデジタルカメラで撮影後に粒子
解析ソフトなどを援用することにより、統
計的に有意となりうる十分なノープリウス
幼生数の正確なカウントを行った。 
 
 A. franciscana乾燥シストはキチンで覆
われた固い卵殻を持つため、必要に応じて
酸アルカリ処理を行い、脱殻させた水和胚
を作成することで、トレハロースなどの凍
害防御剤が胚内部に浸潤可能な状態にした
後、凍結解凍を行い、孵化率の改善が認め
られるかどうかについても調べた。また、
水和胚の凍結状態は、示差走査熱量測定に
よる凍結試料の熱学的測定によって確認し
たほか、凍結解凍後の胚で孵化率の違いが
生じた場合には、胚表面や内部をクライオ
対応走査電顕によって詳細な観察を行い検
証した。 
 
４．研究成果 
 
 A. franciscanaの乾燥シストの水和時間
を調節することによって、様々な凍結感受
性胚を作製し、水和凍結胚の凍結解凍後の
孵化率を測定して正確な凍害評価法を確立
した。具体的には、１時間水和させた凍結
胚の凍結耐性は速やかに失われ、従来法で
ある急速凍結の場合は、孵化率 0%であっ
た。しかし、プログラムフリーザーを用い
て極めて緩やかな緩速凍結を行ったところ、
ほぼ 100%の孵化率を維持することが分か
った(研究成果図１出典：雑誌論文①）。 

 
 水和時間をさらに延長して緩速凍結を行
った実験では、 6時間にわたる水和処理で
孵化率は約 60%、自然孵化時間に相当する
24時間にわたる水和処理でも、孵化率は約
40%弱程度を維持することが分かった(研
究成果図２出典：雑誌論文①）。これらの成
果は、凍結速度により、A. franciscanaの
胚組織が受ける凍結障害に大きな差が生じ



ることを示している。また、その原因とし
て、胚内部に蓄えられたトレハロースや乾
燥耐性を示す LEA タンパク質などの関与
が想定される。 

 

 次に、過冷却専用庫で作り出した過冷却温
度別の植氷凍結による凍害評価実験を行っ
た。その結果、アルテミアの水和胚を凍結さ
せることなく、過冷却状態を保ったまま-5℃
から-８℃まで保持後、植氷により強制的に
凍結させたところ、過冷却保持温度に応じた
孵化率の有意な変化が認められた。さらに、
凍結速度ごとに示差走査熱量測定を行い、過
冷却凍結による水和凍結胚内部の相転移エ
ンタルピーの相対的な減少を確認した(研究
成果図３出典：雑誌論文②）。これらの熱学
的データを加味すれば、少なくとも凍結速度
によりアルテミア水和胚内部の氷晶状態が
異なる可能性を示しており、従来の凍結方法
と比べ過冷却凍結の優位性を示唆するもの
と考えられる 

 

 本研究で合わせて検討した電磁場エネル
ギー照射による凍害評価については、市販フ
リーザー作り出す変動磁場下や、ネオジム磁
石を配置した定常磁場下での様々な磁場強
度を照射した場合の凍害評価について検討
した。研究期間全体を通じて相当数の実験を
繰り返し行ったが、A. franciscanaの水和凍
結胚の孵化率を指標とした今回のアッセイ
系では、統計的に有意なデータは得られなか
った。しかしながら、冷凍食品などへの波及
効果については、様々な官能基準によって評
価が異なるため、本研究の成果だけでもって
電磁場エネルギーの作用を必ずしも否定す
るものではないと考えている。 

 
 最後に、凍結速度の違いによるアルテミア
孵化率変化は有意性を備えた明確な成果で
あると考えられたため、A. franciscanaのシ
ストを脱殻した水和凍結胚を用い、各種凍害
防御剤による相乗効果を検討したところ、ト
レハロース処理や DMSO 処理によって孵化
率の改善が濃度によって認められた(研究成
果図４出典：雑誌論文③）。なお、A. 
franciscanaのシストの脱殻状態については、
クライオ対応走査型電子顕微鏡で確認を行
った。さらに凍結速度による水和凍結胚内部
の状態を調べるため、胚割断面を観察したと
ころ、凍結速度の違いにより細胞質内の微細
構造の違いが認められ(研究成果図５出典：
雑誌論文③）、孵化率の違いに対する合理的
な説明が得られた。以上より、様々な凍害防
御剤や不凍タンハク質なとを今後検討して
いく凍害評価手段として、脱殻したアルテミ
アの水和凍結胚の有用性が示された。 
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