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ノリのフリーリビング糸状体の凍結保存について

土屋 仁

はじめに

ノリは，フリーリビング糸状体の培養技術の確立に

より培養保存が可能となった。フリーリピング糸状体

の保存には，通常 l年に数回の培養液の交換が必要で

あり，増加する一方の養殖品種を保存するには多大の

労力を要するようになっている。また長期間にわたる

培養保存では，保存中に遺伝的な変異を生ずることの

有無も提起されているIJ
さらに近年，バイオテクノロジーの進歩に伴い，遺

伝資源として品種の保存が重要な課題となっている。

そこで、長期的な保存方法について，陸上植物で行わ

れている凍結保存技術を応用して，試験を実施し若干

の知見を得たので，予報として報告する。

材料と方法

恒温室で24.C，明期12時間の条件で培養したフリー

リピング糸状体(昭和51年に分離した品種名KN) を

用いて， -85.Cで凍結保存をしたJ

一般に，培養細胞は培養液中での凍結には耐えられ

ないことから，本試験では i慮過滅菌海水(以下，

i海水と言う)に凍害防御剤としてDMSO (ジメチル

スルホキシド)を10% (V /v) i&-加し， トリス(ヒドロ

キシメチル)アミノメタンでPIlを8.2.こ調撃した溶液 ド

(以下，分散媒と言う)を用いて凍結した。

10ml容のねじ口ガラス瓶(l6，5X45mm) にう品散媒を

1ml入れ，この中に直径2mm程度の糸状体をi慮紙で水分

を取った後に各3株づっ入れた。

試験後の培養は，恒温室で24.C，明期12時間 9叩

のガラスシャーレを用い， ProvasoliのES培地で静置

培養(以下，恒混室で培養と言う)した。

DMSOの毒性試験

DMSOの毒性が想定されるため，恒温室で24.C.40

時間分散媒に浸潰した糸;犬体の 3株を，海水で洗浄し

た後に恒温室で培養し， 13日目に糸状体の生死を調べ

た。

凍結保存試験

試験は，糸状体を分散媒に入れた直後に. -85.Cの

超低温庫で凍結したもの，さらに'随温室で24.C. 28時

間および40時間放置後に 85"Cで凍結したものの 3区

分とした。

凍結した糸状体は，試験開始20日日に取り出し，約

30.Cの湯浴で凍結による溶液の結品がなくなるまで解

凍し，ただちに海水で洗浄し，恒温室で培養した。

糸状体の生存の判定は，解凍直後と解凍後14日間恒

温室で培養した後，顕微鏡で細胞の色素の有無，糸状

体の生長の有無により行った。

結果

DMSOの毒性試験

DMSOの毒性に関しては，色素が抜けて透明になっ

た死細胞が一部に認められたが，生存する細胞はその

後順調な生長を示して， 3株とも糸状体の塊が大型化

したため. 40時間の処理では糸状体に与える影響は少

ないと考えられた。

凍結試験

解凍直後は 3試験区の各株とも，色素が細胞全体

に広がって不明瞭で緑変しているもの，また細胞が膨

張するものが多く認められた。

14日間培養後は 3試験区の各株とも大半の細胞が

枯死し，細胞内容物が流失したため透明になっていた

が，一部に生き残った細胞が分裂して分校しているも

のが観察された。(図1)

各株の細胞の生存率は，定量的検討はできないが，検

鏡結果から枯死細胞と生存細胞を比較すると 1/1.000

以下と推定される。しかし各株とも生存が認められ，

株としての生存率は100%を示した。

考察

ノリの糸状体を. -85.Cで20日間の凍結保存を試み，

解凍後の培養により，すべての株で一部分の生存と生

存した部位の生長を確認することができた。

藻類の凍結保存については，都留幻が取りまとめて
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凍結保存試験を継続中であり，長期保存における生存

率の変化について，今後検討を実施する予定である。

約

1)ノリのフワーリピング糸状体を，

凍結保存した。

2 )凍結保存には，海水にDMSOを10%添加し， PH 

を8.2に調撃した溶液を用い，糸状体を溶液に入

れた直後， 28時間後， 40時間後に-85"Cで凍結し

85"Cで20日間

要

ES培地で培養

た。

凍結20日日に，約30"Cで解凍し，

した。
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 14日目の調査で，糸状体の株の生存率は， 100% 

であったが，各事長の細胞の生存率は， 1/1，000以

下と推測された。生存部では，生長が認められた。

おり ，Chlol'ella等の微細藻類は，液体窒素や凍結乾

燥等により，最長で 8年間の保存が可能としている。

さらに， Hwangによると Chlamydo1?1四回sreinhardi 

を緩慢凍結後に液体窒素で保存したところ，生存細胞

数は約1/1，ωoになったが， 6-17カ月保存後もそれJ;)，

kの減少は認められなかったとしている。

主た際仁植物細胞の凍結保存の機構については，酒

井が取りまとめており，リンゴの枝の芽と靭皮組織

を 1年間異なる温度で凍結保存 l，その生存率から，

30"C J-j、下の損度に置かれたものでは害をうけなかっ

たとしている。これらのことから，本方法は，フリー

リビング糸状体の長期保存に有効な手段と考えられる。

さらに Sakai・yoshlda)が実施したクワの皮層組

織切片では， 10"C /分以下の冷却速度で 75"Cまで冷

却すると，細胞外凍結となりすべての細胞が生存する
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が， lQ"C /分以 tでは，冷却中に細胞内凍結が起きて，

死ぬ細胞が増加するとしている。このことから， -85 

℃の条件に直接投入する方法は，生存率向上の点から 1 )社団法人 日本水産資源保護協会(1980):昭和54

年度種苗特性分類調査書

2 )都留信也 (1977):微生物の保存法東京大学

出版会，東京， 375-397 

3) 酒井 昭 (1982)・植物の耐凍性と寒冷適応 学

会出版センター，東京， 55-182 

検討する必要があると考えられる。

フリーリピング糸状体の凍結操作中の生存率向卜Jこ

は，冷却速度，凍害防御剤の種類についての検討が，

さらに実用化するには凍結保存温度と紛胞の生存期間

についての検討が今後の課題と考えられる。今回の報

告では， 20日間の試験結果であるが，同ーサンプルの

凍結20日目に解凍して、培養14日目の糸状体図 1


