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はじめに
　生物資源の適切な保存や管理は，基礎，応用，開発
のあらゆる研究分野において重要な基盤技術の一つで
ある．そのなかでも凍結保存法は最もよく用いられて
いる生物資源の長期保存法の一つであり，多様な微生
物や培養細胞等の保存に利用されている．一方で凍結
に対する感受性はさまざまで，対象となる生物資源ご
とに適切な保存法を開発し，保存状態の評価を行う必
要がある．ここでは，凍結保存が困難な生物資源の保
存技術の開発と凍結保存中の温度変化に影響を受ける
生物資源に対する管理技術の開発について述べる．具
体的には一般的な凍結保存法では保存が困難な担子菌
株に対し，多孔性担体のバーミキュライトを培養基材
として用いた保存性を向上させた凍結保存法の開発
と，動物がん細胞株を用いた輸送時の不適切な温度変
化による生物資源への悪影響の検証による標準的な細
胞輸送に必要な管理技術の開発について述べる．なお
受賞講演で発表した微細藻類の簡便な生死判定法の開
発についてはここでは割愛した．

難保存性担子菌の凍結保存法の開発
1）背景
　凍結保存は細胞を凍結し代謝活動を停止させ細胞を
休止状態にすることで長期の生存を図る保存法であ
り，微生物の多くや動物細胞といった生物資源の品質
を保持しながら長期保存が可能である．たとえば担子
菌を含む糸状菌では，菌糸の生育した寒天ディスクを
10％グリセロール溶液に入れて緩慢凍結を行う ‘disk
法’ が一般的に用いられている（Challen & Elliot, 1986; 
Danell & Flygh, 2002; Elliot, 1976; Stalpers et al., 1987; 
Hoffmann, 1991; Hwang, 1960; Ito & Nakagiri, 1996; 
Croan et al., 1999; Ryan & Ellison, 2003）．しかし，た
とえば菌根菌と呼ばれるマツタケやハツタケといった
産業上有用な種が属するグループでは，disk 法では
生存率や品質を保持した状態での凍結保存が困難なも
のが少なくない．このような菌株は継代培養によって
維持されるが，継代培養による菌株の保存は，マンパ
ワーが必要になるだけでなく，死滅や形質変化（Ryan 
& Smith, 2004; Sakurai et al., 2019; Smith, 1991），他
の微生物等による汚染のリスクがあるため，安定した
凍結保存法の開発が求められている．これまでこの問
題を解決するために種子，おがくず，チャコールフィ
ルター等のような培養基材を用いて凍結保存性を向上
させる報告があったが（Kitamoto et al., 2002; Mata et 
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al., 2000; Stielow et al., 2012; Uzuhashi et al., 2020），
われわれはそのなかで，継続的に長期凍結保存に関す
る検証が行われていた Homolka et al.（2001）が開発
したパーライト法［Homolka's perlite protocol: HPP，
図 1（1）］を土台として改良を行った．HPP はパーラ
イトと呼ばれる保水性，通気性に優れた多孔性担体を
5％　（v/v）グリセロールを添加した培地とともにクラ
イオチューブに添加し，そこに菌体を加えてクライオ
チューブ内で菌体をそのまま培養し，これを緩慢凍結
法により凍結保存する方法である．培養前の段階でク
ライオチューブを使用し凍結保護剤もあらかじめ添加
しているため，凍結時に菌糸を傷つけることなく操作
が簡便な方法である（Homolka et al., 2001, 2003, 2006, 
2007, 2010; Homolka & Lisá, 2008）．HPP は広範囲の
担子菌類の凍結保存を可能にしているが，われわれは
NBRC に保管されている 2000 株近い担子菌株のう
ち，Homlka らが検証していなかった菌根菌（一部腐
生菌含む）のなかで disk 法による凍結保存で問題が
あったさまざまな凍結感受性をもつ NBRC 株（123
株）を選別し，それらに HPP を適用してその保存性
について検証した．そして HPP では凍結保存が難し
か っ た 表 1 に 示 し た 10 株 と Amanita pantherina 
NBRC 23788 と Amanita rubescens NBRC 8266 を 加

えた 12 菌株を凍結感受性モデル菌株として選定し
（Sato et al., 2019），その株を用いて HPP 法の改良を
行った．

2）HPP の改良
　まず HPP の原報（Homolka et al., 2001）では凍結保
護剤存在下で培養していたが，グリセロールの培養中
の菌の生育への影響を考慮するとともに複数の凍結保
護剤の検討を可能とするために，凍結保護剤の添加を
凍結チューブ内での培養後に添加することとし，その
浸漬時間の最適化について検証した．HPP で凍結保
存性が良く，かつ disk 法では難保存性の Volvariella 
volvacea NBRC 31104 を用いて凍結保護剤への浸漬時
間を検証したところ，凍結処理の 48 時間前に凍結保
護剤を添加すれば同等の凍結保護効果が得られること
がわかったため（Sato et al., 2012），これを凍結保護剤
の検討の条件とした．次に HPP で使用された 5％グ
リセロールのほかに，グリセロールまたはジメチルス
ルホキシド（DMSO）とトレハロースを各濃度で組み
合わせて凍結保護剤の効果を検証することで凍結保護
剤の改良を行った．グリセロールと DMSO の効果を
5％および 10％濃度で比べたところ，明らかに DMSO
の凍結保護効果が高く，その最適濃度は 5％であった．

図 1　担子菌培養株に対する 3種類の凍結保存法の概略
（1）Homolka のパーライト法（Homolka et at., 2001），（2）改良パーライト法（Sato et al., 2019），（3）バーミキュライト法
（Sato et al., 2020）
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またトレハロースの効果を 0％，5％，10％濃度で比
べたところ，凍結保護効果は濃度依存的に高くなり
10％添加した場合が最も効果が高かった．以上のこと
から終濃度 5％ DMSO　（v/v）＋10％　（w/v）トレハロー
ス（5D10T）となる凍結保護剤が最適であった．以上
凍結保護剤添加のタイミングと凍結保護剤の改良を行
い， 改 良 パ ー ラ イ ト 法（modified perlite protocol: 
MPP） を 開 発 し た［ 図 1（2）］（Sato et al., 2019）．
MPP は，HPP では全く凍結保存できなかった凍結感
受性モデル株 12 株のうち 9 株で凍結保存半年後の生
存率を 80％以上に改善することができた．しかし，
Amanita citrina NBRC 8261 のような一部の菌株の生
存率が不安定であったことから培養基材に焦点を当て
さらに改良を行った．

3）バーミキュライト法の開発
　増殖の遅い担子菌のなかにはパーライト上の生育が
あまり良くなく，生存率も良くないケースがあった．
そこで菌糸の生育がパーライトよりも良い多孔性担体
があれば生存率の改善につながる可能性があるかもし
れないと考え，鹿沼土，ゼオライト，軽石，バーミキュ
ライトを培養担体として用い，凍結感受性モデル菌株
12 株について凍結チューブ内の菌糸の増殖試験を
行ったところ，鹿沼土，ゼオライト，軽石では菌糸の
増殖がパーライトよりも顕著に劣ったが，バーミキュ
ライトでは，12 菌株中 6 菌株で，明らかにパーライト
よりも旺盛な菌糸の増殖が観察され，残りの 6 菌株に

ついてもパーライトとほぼ同等の増殖を示した．バー
ミキュライトは，ひる石を高温で加熱風化処理し膨張
させたアコーディオン状の空隙層構造の多孔性担体
で，保水性，通気性，保肥性があることで知られる．
そこで 5 種の凍結感受性モデル株に対し，パーライト
とバーミキュライトをそれぞれ培養基材に用いて培養
し，菌糸を伸長させた凍結チューブに凍結保護剤を入
れないで凍結後 2 週間後の復元率を調べたところ，
パーライトを培養基材として用いた場合では Amani-
ta spissa NBRC 8263 と Lactarius hatsudake NBRC 
33155 で生存率が確認されたが，バーミキュライトを
培養基材として用いた場合には，パーライトの場合で
生 存 率 が 確 認 さ れ た 2 株 に 加 え Amanita citrina 
NBRC 8261 と Sarcodon aspratus NBRC 32814 を含む
4 株で生存率が確認された（Sato et al., 2020）．なお，
培養基材を添加しない場合にはこれらの菌株の生存率
は確認されなかったことから，パーライトやバーミ
キュライトには凍結保護効果があり，その効果はバー
ミキュライトのほうがより多くの菌株に有効である可
能性が示唆された．そこで，培養基材をバーミキュラ
イ ト と し， 凍 結 保 護 剤 を 5 ％　（v/v） DMSO＋10％　

（w/v）トレハロースとする方法をバーミキュライト法
（vermiculite protocol: VP） と 命 名 し（Sato et al., 
2020），さらに検証を行うこととした．また MPP では
凍結 2 週間後の生存率が不安定であった Amanita ci-
trina NBRC 8261 においても VP では 100％の生存率
を示した．改めて 3 つの方法の概略を図 1 に示す．

菌株名

培養条件 生存率：％

培地 No.
チューブ
培養期間
（週）

凍結融解後
培養期間
（週）

HPP MPP VP

Amanita citrina NBRC 8261 26 6 6   0（10）   60（5） 100（10）
Amanita spissa NBRC 8263  7 5 6   0（10） 100（5） 100（10）
Kobayasia nipponica NBRC 30352 26 5 4 N.D. 100（5） 100（10）
Lactarius akahatsu NBRC 33156  7 6 6 N.D. 100（5）   80（10）
L. akahatsu NBRC 33157  7 6 6 N.D. 100（5） 100（5）
Lactarius hatsudake NBRC 32794  7 5 4 20（10） 100（4） 100（5）
L. hatsudake NBRC 33155  7 5 4 30（10） 100（5） 100（10）
Sarcodon aspratus NBRC 32814 26 6 6 N.D. 100（5） 100（10）
S. aspratus NBRC 32815 26 6 6 20（10） 100（5） 100（10）
T. flavovirens NBRC 33143 26 5 3   0（10） 100（5） 100（10）
培地 No.：NBRC 培地番号（https://www.nite.go.jp/nbrc/cultures/cultures/culture-list.html）
チューブ培養期間（週）：凍結保存前に凍結チューブ内で菌糸を培養した期間，凍結融解後培養期間（週）：
凍結融解後の生残性試験を行った期間，生存率：括弧内の生残性試験に用いたサンプル数に対して目視レ
ベルで菌糸の増殖を確認できたサンプル数の％を生存率として示した．N.D.：no data

表 1　 Homolkaのパーライト法（HPP），改良パーライト法（MPP），バーミキュライト法（VP）の 
5年間凍結後の生存率の比較
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VP の手順は以下のとおりとなる．約 0.2 g のバーミ
キュライトを 2 ml 容のクライオチューブに入れ，
0.8 ml の培地を入れた後オートクレーブ滅菌を行う．
バーミキュライト上での培養は，滅菌したバーミキュ
ライトと培地の入ったクライオチューブに直径 5 mm
の滅菌済みストローで打ち抜いた菌体付き寒天片を 1
つ入れてそこで培養を行い，目視レベルで増殖が確認
できるまで培養する．次に DMSO 15％　（v/v）＋トレ
ハロース 30％　（w/v）をチューブ 1 本当たり 0.4 ml ず
つ添加し，静かにピペッティングし，最終濃度を
DMSO　5％＋トレハロース 10％（5D10T）にする．そ
れを 48 時間 4℃に静置した後クライオチューブを簡
易凍結容器に入れ 1 分間に約 1℃の速度で緩慢凍結を
行った後，液体窒素タンク気相で保存を行う．復元は
30℃で急速融解し 5 ml の培地でリンスしてからプ
レートに菌糸が生育したバーミキュライトをおいて培
養する．

4）バーミキュライト法の長期保存性について
　凍結感受性モデル菌株 10 株を HPP，MPP，VP に
よって約 5 年間液体窒素タンク気相で凍結保存した後
の生存率を示したデータを表 1 に示す．HPP では検
証した 6 株で L. hatsudake NBRC 33155 が 30％，L. 
hatsudake NBRC 32794 と S. aspratus NBRC 32815 が
20％の生存率しか確認できず，それ以外の 3 株では生

存率が確認できなかった（Sato et al., 2021）．これに対
し て MPP で は A. citrina NBRC 8261 の 生 存 率 が
60％であった以外は検証したすべてのサンプルで
100％の生存率が確認された．続いて VP では L. aka-
hatsu NBRC 33156 で 80％の生存率で，それ以外の 9
株ではすべての菌株のすべてのサンプルで 100％の生
存率が確認された．このことから，生存率の観点では
MPP，VP のどちらも凍結感受性モデル菌株に有効で
あ る こ と が わ か っ た． 次 に，MPP と VP ま た は，
HPP，MPP，VP で菌糸伸長についてコロニー直径を
比較することで検証した．まず，表 2 に示した 7 株に
ついて，MPP と VP とでコロニー直径を比較したと
こ ろ，t- 検 定 で A. citrina NBRC 8261，A. spissa 
NBRC 8263，L. akahatsu NBRC 33156，NBRC 
33157，S. aspratus NBRC 32814 の 5 株で VP のほう
が 5％または 1％の有意水準で有意にコロニー直径が
大きかった．次に表 3 に示したように，HPP と MPP
と VP とでコロニー直径を比較したところ，3 株とも
HPP のコロニー直径に比べ MPP と VP のコロニー直
径が明らかに大きく，ANOVA による分散分析でも，
3 株すべてにおいて 1％の有意水準で統計学的有意差
が観察された．群間分析で HPP と MPP のコロニー直
径を比較したところ，L. hatsudake NBRC 33155 で
5％の有意水準で有意にコロニー直径が大きかった．
また，HPP と VP では L. hatsudake NBRC 32794，

菌株名 コロニー直径（平均±標準偏差） p 値MPP VP
A. citrina NBRC 8261 47.3±21.1（3） 81.1±5.8   （10） ＜0.001 ＊＊

A. spissa NBRC 8263 38±5.4 （5） 48.7±4.7   （10） ＜0.001 ＊＊

K. nipponica NBRC 30352 68.8±2.9 （5） 63.8±10.1（10）  0.303
L. akahatsu NBRC 33156 19.2±11.8（5） 40.3±14.3（8）  0.019 ＊

L. akahatsu NBRC 33157 20.8±1.3 （5） 30.9±5.3   （10） ＜0.001 ＊＊

S. aspratus NBRC 32814 21±9.4 （5） 55   ±3      （10） ＜0.001 ＊＊

T. flavovirens NBRC 33143 30.4±5.3 （5） 26.5±1.9   （10）  0.056
コロニー直径：測定に用いたサンプル数を括弧内に示した．Student's 
t-test，＊：P＜0.05，＊＊：P＜0.01

表 2　 改良パーライト法（MPP）とバーミキュライト法（VP）の 5年間 
凍結後のコロニー直径の比較

表 3　 Homolkaのパーライト法（HPP），改良パーライト法（MPP），バーミキュライト法（VP）の 5年間凍結後のコロ
ニー直径の比較

菌株名 コロニー直径（平均±標準偏差） ANOVA
p-value

p 値
HPP MPP VP HPP vs. MPP HPP vs. VP MPP vs. VP

L. hatsudake NBRC 32794 14.8±17.7（2） 34.1±11.2（4） 55.4±16.2（4）  0.008 ＊＊ 0.08  0.007 ＊＊  0.116
L. hatsudake NBRC 33155 14.7±6.4   （3） 33.2±10.9（5） 60.1±20  （9） ＜0.001 ＊＊ 0.049 ＊ ＜0.001 ＊＊  0.014 ＊

S. aspratus NBRC 32815 13.5±2.1   （2） 22   ±13.9（5） 62.8±7.4（10） ＜0.001 ＊＊ 0.55 ＜0.001 ＊＊ ＜0.001 ＊＊

コロニー直径：測定に用いたサンプル数を括弧内に示した．Turkey-Kramer 法による検定，＊：P＜0.05，＊＊：P＜0.01
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NBRC 33155，S. aspratus NBRC 32815 の す べ て で
1％の有意水準で有意にコロニー直径が大きかった．
最後に MPP と VP では L. hatsudake NBRC 33155 と
S. aspratus NBRC 32815 の 2 株で前者が 5％，後者が
1％の有意水準で有意にコロニー直径が大きかった．
HPP，MPP，VP でコロニー直径の差が顕著であった
4 菌株のコロニー形態を図 2 に示す．
　以上のことから，MPP と VP は難保存性の担子菌
に対して少なくとも 5 年間の長期保存性を有し，
HPP に比べ復元割合を改善させる保存法であると考
えられた．さらに融解後の菌糸増殖は MPP よりも
VP がさらに優れた方法であることが明らかとなっ
た．このことは，バーミキュライト法が難保存性の担
子菌に対する有効な凍結保存法であることを示してい
る．

5）バーミキュライト法の注意点と今後の課題
　このようにバーミキュライト法の優位性について示
すことができたが，本法を各実験室で実施する際に注
意していただきたい点と今後の課題を以下に述べる．

（1）凍結チューブについて
　検証で使用した凍結チューブはオートクレーブが可
能な製品を使用しているが［Nunc, cat. 351934(tube), 
363436(cap)］，この製品以外のポリプロピレン製 γ 滅
菌済の製品をオートクレーブ滅菌して使用する場合，
菌株の種類によっては増殖阻害が起こるケースがあっ
たので，場合によって実験前に対象菌株の増殖テスト
を行ったほうがよいかもしれない．Homolka らが試
験を行った増殖が非常に早い木材腐朽菌ならばほとん
ど影響がないようだが（Homolka et al., 2006），担子菌
のなかで増殖が遅いものを対象にする場合には特に注
意が必要である．以前われわれが滅菌済の凍結チュー
ブに培地を入れてオートクレーブを掛けた後に菌株を

図 2　 Homolkaのパーライト法（HPP），改良パーライト法（MPP），バーミキュライト法（VP）の 5年間凍結後のコロ
ニー形態の比較．縦軸は 3 種類の保存法，横軸は担子菌培養株を示す．培養期間は表 1 に示した．
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培養したところ，全く増殖しないケースがあった．一
方培地やバーミキュライトをあらかじめ別滅菌して，
無菌的に滅菌済み凍結チューブに添加して同様の検証
を行った場合には，菌糸の増殖阻害は起こらなかっ
た．このことから培地を入れて滅菌済凍結チューブを
オートクレーブすることで培地中に何らかの増殖阻害
因子が溶出または作られ，それが菌糸の増殖を阻害す
ることが考えられる．したがって前述のチェックを
行って菌糸の増殖に悪影響がある場合には，培地と
バーミキュライトを別滅菌し，安全キャビネット内で
混合するとよいだろう．この方法は簡便性を犠牲にす
ることになるが，難凍結保存性の担子菌の保存のメ
リットとのトレードオフで選択肢の一つになると考え
る．

（2）凍結保護剤の選択
　われわれの以前の検証で，難凍結保存性の担子菌の
うちいくつかの Amanita 属と Sarcodon aspratus にお
いて，12％グリセロールが強い毒性を示すことが確認
さ れ た（Sato et al., 2019）． 一 方 こ れ ら に 対 し て
DMSO　5％は凍結保護性を保ちつつ毒性も観察されな
かったため，今回の検証に使用した．しかし，このよ
うな毒性試験をすべての菌株に対して行っているわけ
ではない．一般的にはグリセロールよりも DMSO の
毒性が高いといわれているため，使用する菌株に対す
る凍結保護剤の毒性試験を行っていただきたいのと，
復元時には凍結保護剤を除去するためにリンスを行っ
たほうがよい．次にこれに関連して，凍結保護剤は添
加の工程で 15％　（v/v）　DMSO＋30％　（w/v）トレハ
ロース 0.4 ml の凍結保護剤を入れているが，この工程
は微生物にとって大きなストレスになっているのでは
ないかという指摘をいただいた．それを受けて，10％　

（v/v）　DMSO＋20％　（w/v）トレハロース 0.8 ml の凍
結保護剤を入れる予備検証を行ったところ，より少な
い浸透圧ストレス下で同様の保護効果が得られた，こ
れは一例だがほかにも改善の余地があると思われる．

6）さらに改良して対象菌株を拡大するために
（1）凍結速度の検討
　凍結保存時にプログラムフリーザーを使用すること
は，より最適に凍結保存を行うために有効な手段とさ
れているが，これについては検証していない．Ho-
molka らはプログラムフリーザーを用いた 1℃/1 分間
の速度で冷却する方法をとっていたが（Homolka et 
al., 2001），われわれはその工程で簡易凍結装置（Mr. 
FrostyTM）を用いて 1 分間に約 1℃の速度で緩慢凍結

を行うことで十分な結果を得られたため，それ以上の
検討を行っていない．今後この方法でも凍結保存が難
しい場合には，この凍結速度を検討する余地があると
思われる．

（2）復元時の菌体洗浄
　復元時に凍結保護剤を除去するために，担子菌の培
養に用いる培地を用いて菌体洗浄を行うが，この工程
についての最適化の検証を行っていない．もう一つの
長期保存法の乾燥法については，復元液についての検
証がなされており，手法や微生物によって最適化され
ている．本法においても微生物の種類によってはその
濃度や種類を変えることで，さらなる保存性の向上を
見込める可能性がある．

（3）子実体形成能の検証
　これまでは担子菌の凍結保存に対する効果と菌糸の
増殖の観点から方法の評価を行ったが，最も大切な長
期保存後も子実体形成能を維持しているかどうかにつ
いて十分な検証ができていない．今後の検証でこの点
においても有効性が示され，難保存性の担子菌の保存
法として普及し，さらなるカルチャーコレクション業
務の向上や関連研究や産業の発展に貢献することを期
待したい．

凍結保存中の温度変化に影響を受ける生物資源に対す
る管理技術の開発
1）背景
　産業，学術，医療の各分野で広く利用される動物細
胞を含む生物材料は，液体窒素タンク気相（－170℃）
のような水のガラス転移温度－130℃以下（Friedler et 
al., 1988; Mazur, 1963; Mazur et al., 1972; Meryman, 
1974）で保存することで，生存率，増殖能，各種細胞
機能を維持することが可能である（Gao & Critser, 
2000）．一方動物細胞では，凍結サンプルの移動や取り
出しのような日常管理における温度変動が融解後の増
殖や細胞品質に悪影響を及ぼすことが報告されている

（Vysekantsev et al., 2005; Smith et al., 2007; Germann 
et al., 2013; Angel et al., 2016; Yang et al., 2016; 
Pogozhykh et al., 2017; Xu et al., 2021; Carrell et al., 
1996）．末梢血単核球（PBMC）（Germann et al., 2013; 
Angel et al., 2016）や多能性幹細胞（MSC）（Xu et al., 
2021; Carrell et al., 1996）では，液体窒素保存中のサ
ンプルの出し入れによる温度上昇と下降の繰り返し

（温度変動）によって，解凍後や一晩の回復後の細胞生
存率の低下が引き起こされることが報告されており，
さらに PBMC においては，特定の抗原に対する免疫
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応答の低下も報告されている（Germann et al., 2013; 
Angel et al., 2016）．またこれら日常管理の温度変動以
外にも，ドライアイス入り容器での凍結輸送中の不適
切な温度変化（以降，凍結ストレスとする）による凍
結試料への悪影響も報告されている（Smith et al., 
2007, Henderson et al., 2019）．一部を除くほとんどの
動物細胞はドライアイスを冷媒とした凍結状態での輸
送が可能であるが，凍結サンプルの温度が上昇してし
まう不適切な条件では，輸送中に－60℃から－20℃ま
たはそれ以上の温度にさらされる可能性があり，融解
後の動物細胞の生存率や増殖ならびに細胞品質に悪影
響があるとの報告がある（Smith et al., 2007）．特許微
生物寄託センターにおいても，ドライアイスがほとん
ど入っていない状態で到着した動物細胞寄託株の融解
直後の生存率や細胞接着率が非常に低かった事例があ
る．輸送中の凍結ストレスにより融解後の細胞増殖に
悪影響があることは，細胞培養の管理における重大な
問題となりうる．細胞培養では推奨播種濃度の範囲が
狭く，継代間隔も指定されていることが多いため，不
適切に管理された細胞は推奨播種濃度より薄く播種さ
れたことになり，その後の細胞増殖やその後の継代ス
ケジュールに悪影響が出る．さらに培養期間が長引く
ことにより，分裂回数が有限な正常細胞では細胞老化
も問題となる．このような事態を避けるために凍結ス
トレスに対する動物細胞への悪影響に関する情報が必
要であるが，悪影響が生じる温度や静置時間の目安
や，細胞の種類による感受性の差の有無に関する情報
がほとんどない．そこで，凍結ストレスが動物細胞に
与える悪影響について詳細に検証し，エビデンスに基
づいた動物細胞の輸送形態の標準化への有益情報を提
言することで，カルチャーコレクション事業の着実な
運用に貢献するために検証を実施した．

2）検証概要
　凍結ストレス処理温度には，動物細胞の致死温度で
ある－20℃と－80℃（ドライアイスの昇華温度の
－78.6℃に近い温度）の中間である－50℃，－80℃と
－50℃の中間である－65℃，コントロールとして
－80℃を設定した．そして静置時間は，国内輸送を想
定した 1～3 日，国際輸送では 3～7 日とした．これら
の条件を組み合わせて－80℃ 7 日間，－65℃ 1，3，7
日間，－50℃ 1，3，7 日間の計 7 条件を輸送中の凍結
ストレスのモデルとした．使用した動物がん細胞株に
ついては，Google Scholar で上位 20 位以内に検索さ
れた（許 , 2008）接着性動物がん細胞株 7 種類（CHO-

K1，COS-1，HeLa，HepG2，MCF7，MDCK，
293T）と浮遊性動物がん細胞株 2 種類（HL-60，Jur-
kat）併せて 9 種類をモデル株として使用した．実験条
件の概要は図 3 に示した．同一 lot で凍結サンプルを
作製した各動物がん細胞株を液体窒素タンク気相に凍
結保存し，各実験条件に静置した後実験まで液体窒素
タンク気相で凍結保存した．実験では，37℃で融解後
トリパンブルー排除法により生存率を測定し，各条件
で同じ細胞濃度になるように播種して 2 日後の細胞数
を測定した．各実験のより詳細な条件については参考
文献を参照していただきたい（Sato et al., in press）．

3）凍結中の温度変化によって動物細胞株が受ける悪
影響についての検証
　まず融解直後のトリパンブルー排除法（Tennant, 
1964）（図 3）による生存率を比較したところ，液体窒
素タンク保存の場合の生存率と各種凍結ストレスを与
えた場合の生存率とでほとんど差はなかった．一方，
融解 2 日後の細胞数を比較したところ，液体窒素タン
ク保存時に比べ各種凍結ストレスを与えた場合では細
胞数の減少が多くのがん細胞株で観察された．そこで
その違いを可視化するためにヒートマップを作成し
た．ヒートマップは液体窒素タンク保存の場合の細胞
数を分母にし，凍結ストレスを与えた場合の細胞数を
分子として比を取り，細胞株ごとに表示して図 4 にマ
トリックス化した．その際に，ヒートマップを 4 段階
で示した．そして最もきつい凍結ストレスである
－50℃ 7 日間処理の比の降順でソートを行った．結果
として，－80℃ 7 日間ではすべての細胞株で全く影響
は観察されなかった．一方，－65℃と－50℃を比較す
ると，－65℃では最も静置時間の長い 7 日間でもほと
んどの細胞株で影響がなかったのに対し，－50℃では
1 日間でも 9 株中 4 株の細胞株において 7 割から 5 割
程度に細胞数の比が減少した．そして静置時間が 3 日
間になると半数以上の 5 株で細胞数の比の減少が確認
され，特に COS-1，HL-60，293T では対照区に比べ 3
割から 4 割程度まで減少した．7 日間静置で影響はさ
らに大きくなり，CHO-K1 を除く 8 株で細胞数の比の
減少が確認され，半数以上の 5 株で細胞数の比が半分
以下に減少し，HL-60 と 293T ではその比の減少が 2
割以下となり深刻な影響が観察された．このことから
凍結ストレスは－65℃と－50℃では受ける悪影響は大
きく異なり，－50℃に置かれることで動物がん細胞株
は融解後の増殖に悪影響を受けることがわかった．一
方で，この悪影響は細胞株によって違いが見られた．
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マトリックスの上部にある CHO-K1 や HeLa ではほ
とんどの試験区で影響を受けなかった．一方 HL-60 や
293T では大きく影響を受けており，細胞株の違いに
よっても凍結ストレスに対する感受性が異なることが
示唆された．
　まとめとして，動物がん細胞株は凍結が維持されて

いても凍結ストレスによって細胞生存率は低下し，
－65℃と－50℃の細胞への悪影響の差は非常に顕著で
あったことから細胞を－50℃付近に置くことは著しく
生存率を低下させる可能性があることを認識すべきで
あることが明らかとなった．今回明らかに影響が認め
られた－50℃ 3 日間や－50℃ 7 日間の条件は，国内の

図 4　ヒートマップによる 9株の動物がん細胞株の凍結ストレスに対する融解後 2日目の細胞数への影響の視覚化
対照区である液体窒素保存時の融解後 2 日目の細胞数を分母とし，凍結ストレスを掛けた各試験区の同一条件の細胞数を分
子として比を取って表に示した．ヒートマップの色は，1～0.76 の比は緑色，0.75～0.51 の比は黄色，0.5～0.26 はオレンジ
色，0.25～の比は赤色で示した．CHO-K1：チャイニースハムスター卵巣由来細胞株，HeLa：ヒト子宮頸部癌由来細胞株，
MDCK：イヌ腎臓由来細胞株，HepG2：ヒト肝癌由来細胞株，MCF7：ヒト乳癌由来細胞株，Jurkat：ヒト T 細胞白血病由
来細胞株，COS-1：アフリカミドリザル腎臓由来細胞株，HL-60：ヒト骨髄性白血病由来細胞株，293T：ヒト胎児腎臓由来
細胞株

図 3　凍結ストレスが動物がん細胞株に与える悪影響の検証実験の概略
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遠方や僻地間の輸送ならび海外輸送時に起こりうる環
境であり，注意が必要であるのはもちろんのこと，
－50℃ 1 日間の条件でも 9 株中 4 株で細胞増殖に悪影
響があったことは，通常の国内輸送でも十分悪影響が
出る恐れがあることを示している．これらを踏まえ
て，細胞の輸送においては，輸送時の凍結ストレスに
ついての十分な認識と十分なドライアイスの充填，輸
送中の保管容器内の温度変化の経時的なモニタリン
グ，ならびに迅速な輸送が細胞の性状の維持に重要で
あると考えられる．

4）今後の課題
　今回の結果から，動物がん細胞株は凍結ストレスに
よって融解後の増殖に悪影響を受け，その感受性は細
胞の種類によって異なっていることが明らかになった
が，現段階ではこれらの結果がすべての動物細胞に普
遍的に適用できるかどうかについては情報が不足して
いる．また今回の結果からは，動物種と凍結ストレス
に対する感受性の違い，あるいは接着細胞と浮遊細胞
との感受性の違い，同一動物の由来の違いと感受性の
違いといった普遍的な判断に役立つ情報を得られるま
でにはいたっていない．したがって，今後より多様な
動物細胞株に対する情報の蓄積を行い同様の評価を行
うことが必要であろう．また今回の検証ではがん細胞
株のみを対象としたが，さまざまな学術研究や医療分
野，創薬分野等で一般的に利用されている正常細胞で
の評価も不可欠であると考えられる．その際には，一
般的に行われている細胞に対する品質管理の視点から
の評価も併せて行う必要がある．今後もこれらの情報
を蓄積し，それらの情報を統合してデータベース化し
たうえで外部に発信し，社会実装に向けた取組を進め
てゆきたい．

まとめ
　生物資源の適切な保存や管理において凍結保存法は
最もよく用いられている方法の一つであるが，生物種
や細胞の種類の違いによって，凍結に対する感受性は
さまざまで，対象となる生物資源ごとに適切な保存法
を開発し，保存状態の評価を行う必要がある．今回示
した，凍結保存が困難な生物資源の保存技術の開発の
成果は，いまだ凍結保存が困難であり継代培養による
維持や保存に依存している微生物株に対する凍結保存
法の開発への貢献が期待されるとともに，カルチャー
コレクション関係者を含め生物資源を扱っている研究
者にとって有益な情報となることを願っている．ま

た，凍結保存中の温度変化に影響を受ける生物資源に
対する管理技術に関する成果は，動物細胞を適切に輸
送するうえで重要なデータであるのはもちろんのこ
と，実験室で－80℃の超低温槽が使用できない環境
や，頻繁な開閉による温度の不安定化の注意点として
認識すべきデータである．これらの凍結保存技術と関
連技術の向上によりカルチャーコレクションは保存の
キャパシティの拡大を図ることができ，輸送法の改良
により利活用の促進が可能となる．今後も凍結保存技
術の改良を進め，生物資源の系統保存事業に貢献して
いきたい．
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