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研究成果の概要（和文）：本研究課題の成果として，まず，冷温保存中の能動輸送停止の境界温度を探し出すた
めの電気インピーダンス計測法を確立した．そして，冷温保存におけるラット心臓横紋筋細胞の能動輸送は6℃
で停止が回避されることが示唆された．
　次に，冷温保存における細胞の能動輸送停止の有無と細胞障害の関連性および境界より高い温度におけるキセ
ノンガスの加圧溶解の有効性を明らかにした．即ち，キセノン加圧溶解が有りの場合は特に4～6℃の範囲におい
て保存時間が24時間までは高い細胞保護効果を示した．更に，能動輸送停止は細胞生存率を大きく低下させる要
因となり，その結果として細胞膜の完全性の喪失による絶縁抵抗の低下が示唆された．

研究成果の概要（英文）：As a result of this research task, the electrical impedance measuring method
 for discovering the boundary temperatures of the active transport stoppage under cold storage was 
established first.　And it was suggested to the active transport of the rat heart striated myocyte 
in cold storage that a stoppage is avoided at 6 degrees C.
   Next, the existence of an active transport stoppage of the cell in cold storage, relevance with a
 cell damage, and the availability of pressurized dissolution of xenon gas at a temperature higher 
than a boundary temperature were clarified. Namely when pressurized dissolution of xenon gas was 
performed, specifically, protective effect of cells showed high value at a storage time till 24 
hours in the range of 4-6 degrees C especially. Moreover, the active transport stoppage became a 
factor which reduces the rate of cell viability greatly, and the decrease of the insulation 
resistance by loss of the completeness of a cell membrane was suggested as the result.

研究分野： 生体熱工学

キーワード： 冷温保存　キセノンガス加圧溶解　能動輸送停止の回避　細胞保護効果　電気インピーダンス計測
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　次の3つの意義を合わせて移植医療や再生医療に貢献できる．
　1）冷温保存で用いる能動輸送停止温度（0～4℃）に対しそれを回避した温度（6℃）の保存への有効性が示唆
された．保存可能時間の延長に繋がる可能性がある．2）キセノンガス加圧溶解は冷温保存した細胞に高い保護
効果を示すことから，保護物質に用いることで保存可能時間の延長に繋がる．また，保存中のみ効果を働かすこ
とが出来，保存後の減圧で自然除去となることが画期的である．3）電気インピーダンス計測による能動輸送停
止の判別の機序として細胞膜のダメージによる電気的性質の変化が示唆された．これは細胞生存率にも直結する
ため，生存率評価への利用にも繋がる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
現在，多くの細胞と血管や角膜などの生体組織では，長期保存手段として凍結保存が行われて

いるが，凍結に伴う様々なストレスや添加保護物質の毒性が少なからず修復不能な細胞障害を
もたらす．このことから，凍結保存に不適な一部の細胞や多くの生体組織，全ての臓器では非凍
結状態の冷温（通常 0～4℃）で保存されている．しかし，保存数時間後に能動輸送停止に伴う
電解質バランス喪失による細胞障害が起こり，結果としてミトコンドリアの損傷 [1] と細胞膜
完全性の喪失が顕著となる．そのため，現状の保存可能期間は細胞や組織で 0.5～2 週間，臓器
で0.5～3日が限度である．需給バランスを考えると保存可能期間が少しでも長い方が好ましい． 
冷温（＜約 5℃）保存中の細胞生存と機能維持の必須条件としては，代謝の本質である化学反

応の不均衡による障害の抑制と能動輸送停止による電解質バランス喪失に伴う障害の抑制が挙
げられる．前者はより低温であるほど抑制され有利となる．後者は溶液組成の工夫や粘度上昇に
よる物質輸送抑制策が盛んに研究されてきたが効果が不十分である．それとは別の考えとして
能動輸送停止の回避があるが，氷温が実用的なためか，或いは，より低温の方が代謝抑制の観点
から保存に有利との考えからか，能動輸送が働く温度（約 5℃＜）の保存に関しては殆ど注目さ
れてこなかった．また，事実として細胞の保存で温度範囲が 5～10℃の方が 0～5℃よりも長期保
存可能なことを示す研究結果も散見される [2]．よって，更なる保存可能期間の延長のためには
保存温度を再検討する必要が有る． 
研究代表者はこれまで，疎水性ガスのキセノン（Xe）を保存液中の細胞試料に加圧溶解するこ

とによって細胞内外における溶液粘度上昇などによる物質輸送の機械的抑制を利用した冷温保
存における保存期間延長の可能性を探ってきた（学振科研費 基盤研究 (C) No. 23560241，No. 
15K05840）．成果として，Xe 加圧溶解による冷温に対する細胞障害低減効果（0～4℃において
4℃・0.5 MPa で最大）が明らかとなった [3, 4]．従って，境界温度以上の温度で利用しても，こ
の効果が得られる可能性が有る．また，保存温度が高くなればミトコンドリアの損傷低減や Xe
の化学的保護作用も期待できる． 
冷温保存における保存状態の良し悪しは，能動輸送停止による電解質バランス喪失の有無と

程度が関与すると考えられるので，保存中にこのことを知る必要があるが，細胞内外の電解質組
成の変化を直接調べることは困難であった．一方，細胞や生体組織の電気インピーダンスの周波
数特性を調べると，通常の生存状態では細胞内と細胞外では値が大きく異なることが知られて
いる．従って，冷温保存中の細胞の電気インピーダンス周波数特性を計測することで，電解質バ
ランス喪失の有無と程度を知ることが出来ると考えられるが，これまで調べられていない． 
 
２．研究の目的 
本課題では次の３つのことを検討することを目的とした． 
 

（1）冷温細胞障害の主要因と考えられる能動輸送停止による電解質バランス喪失の有無と程度，
そして能動輸送が停止する境界温度（約 5～10℃の間に存在）について，細胞試料の冷温保存に
おける電気インピーダンス周波数計測により究明し，保存後のミトコンドリア活性による生存
率評価と合わせ能動輸送停止と細胞障害との関連性を検討する． 
 
（2）疎水性ガスとして Xe を選定し，冷温とみなせる温度範囲において加圧溶解による細胞試
料保存後の障害低減効果を調べることで，能動輸送停止回避温度における Xe 加圧溶解による冷
温保存が保存可能期間延長の有効手段となり得るか検討する． 
 
（3）電気インピーダンス測定結果について能動輸送の停止と細胞生存率がどのように関わって
いるかを検証するため，細胞試料を能動輸送が停止すると考えられる 4℃で冷温保存した場合の
任意時間保存中の電気インピーダンスの変化を調べ，保存後の生存率をつき合わせて検討する． 
 
３．研究の方法 
【共通の方法】 
 実験細胞としてラット心臓横紋筋
細胞（ECACC Cell Lines H9c2 (2-1)：
消耗品）を用い，電極付きチャンバー
（図 1，Alpha MED Scientific Inc. MED
プローブ，中央部に 8×8＝64 個の微
小電極を配置：消耗品），または，35 
mm 培養皿の底面に一定数を 24 h 単
層培養したものを試料とした．保存液
として保存効果の無い培養液（ダルベ
ッコ改変培地）を用いた． 図 1 電極付きチャンバー 



試料の保存庫として冷凍機付インキュベータ（Panasonic MIR-254-PJ：現有）を用いた．冷温
保存後の細胞生存率評価としてミトコンドリア活性を調べるテトラゾリウム塩アッセイ（同仁
化学 WST-8：消耗品）を用いた．また，各試料の温度を箔型熱電対（JIS-T：消耗品）とデータ
ロガー（日置電機  LR8416-91：新規購入）で適宜モニターした．予備的測定により，冷凍機付
インキュベータ庫内における細胞試料の温度制御分解能として 0.5℃以内が確保できていること
が確認された． 
 
（1）電気インピーダンス計測法の確
立と能動輸送停止の回避温度の模索 
 まず，電極付チャンバー細胞試料の
電気インピーダンスの周波数特性を
計測するシステム（専用計測回路と電
極付きチャンバーとのインターフェ
イス基板の外注：消耗品）の構築を行
った．チャンバー底面の微小電極に対
応する 4 電極法［電流印加 (10 μA，
10～100 kHz) 2 電極＋電圧測定 2 電
極］とした（図 2）．電気インピーダン
ス計測用電気回路の設計については，
研究協力者である根武谷吾氏（Posh 
Wellness Laboratory）の協力を得た．測
定データをパーソナルコンピュータ
に取り込むシステムとした． 
次に，冷凍機付インキュベータの庫内で細胞試料の冷温（4℃）保存中の電気インピーダンス

の時間依存性を調べ，値に違いが得られるか検討し計測法を確立し，測定周波数を決定した（10 
μA，20 kHz）．同様の方法により 4～7℃，3～12 h で調べ能動輸送停止の境界温度を探索した．
更に，各保存時間における細胞障害の程度を WST-8 で調べ電気インピーダンス測定値（時間の
初期値で規格化した割合で表現）と付き合わせた． 
 
（2）冷温保存における細胞の能動輸送停止の有無と細胞障害との関連性 
 Xe 加圧溶解の実験（3）と保存環境を揃えるため培養皿細胞試料と耐圧容器（耐圧硝子工業 
TVS-1：現有）を用い，4～7℃の各温度で試料を培養液中で 0～72 h 冷温保存し 3～24 h おきの
保存後の細胞生存率を評価した． 
 
（3）細胞の冷温保存における Xe 加圧溶解による障害低減（保護）効果 
 加圧溶解する疎水性ガスとして Xe（純度 99.999%）を用い加圧圧力 0.5 MPa（最適条件）とし
た．培養皿細胞試料と耐圧容器（耐圧硝子工業 TVS-1：現有）を用い，4～6℃の各温度で Xe を
加圧溶解した試料としない試料を各保存液中で 0～72 h 冷温保存し 3～24 h おきの保存後の細胞
生存率を評価した．ガス加圧溶解の時は恒温水循環装置（ヤマト科学 CTW 801S：現有）と恒温
槽を用いて耐圧容器を保存温度に調節した．そして，保存温度と能動輸送停止の有無，ミトコン
ドリアの損傷との関係について検討した． 
 
（4）能動輸送停止または細胞生存率低下と電気インピーダンス変化の関係 
電極付きチャンバー細胞試料を能動輸送が停止すると考えられる 4℃で冷温保存した場合の 3

～24 h 保存中の電気インピーダンス比率［10 μA，10 kHz (100 kHz に対する比率)］の変化と保存
後の生存率を調べた．そして，（1）で得られた能動輸送停止の有無による電気インピーダンス変
化の結果と比較した．また，過去の別の研究である加熱処理後の電気インピーダンスと細胞生存
率の測定データも利用して，細胞の生死による電気インピーダンスの違いに関わる要因と電気
等価回路モデルについて検討した． 

 
４．研究成果 
（1）電気インピーダンス計測法の確立と能動輸送停止の回避温度の模索 
 システム構築と予備実験を経て冷温保存中の細胞の能動輸送停止の境界温度を探し出すため
の電気インピーダンス計測法を確立した．そして，冷温保存におけるラット心臓横紋筋細胞にお
ける能動輸送は 6℃で停止が回避されることが示唆された． 
 このことは，簡易的でかつ間接的ではあるが電気インピーダンス計測により細胞の能動輸送
の有無が判別可能であることを示唆している．そして，一般的にこれまで言われてきた通り 5℃
付近に能動輸送停止の境界温度が存在していることを支持している． 
【補足説明】 
能動輸送が停止すると思われる温度（4, 5℃）では停止しないと思われる温度（6, 7℃）よりも

時間に依存して電気インピーダンス（20 kHz，保存時間の初期値である 3 h の値を基に規格化し
た相対値）が急激に低下する傾向となった（図 3）．なお，図中のデータ数等細かい情報につい
ての説明は省略した． 

図 2 電気インピーダンス計測システム 



（2）冷温保存における細胞の能動
輸送停止の有無と細胞障害との関
連性 
 能動輸送停止無しの場合の方が
有りの場合よりも 24 h 以内の冷温
保存において生存率が高いことが
明らかとなった． 
このことは，今後，細胞や組織の

冷温保存における保存温度の見直
しに繋がる可能性があり，能動輸送
停止無しの最低温度の 6℃を利用
できることを示唆している． 
【補足説明】 
4～7℃における細胞生存率はど

の温度でも 3 h と比べ 12 h の方が
少し低下したが，能動輸送停止有り
とみなせる 4，5℃よりも無しとみ
なせる 6，7℃の方が高くなった（図
4）．また，冷温保存 3 h と比べ 12 h
後の電気インピーダンス（20 kHz）
の割合は 4℃と 5℃において大きく
減少したが，6℃と 7℃ではほとん
ど減少しなかった．なお，図中のデ
ータ数や統計処理等の細かい情報
についての説明は省略した． 
 
（3）細胞の冷温保存における Xe 加
圧溶解による障害低減（保護）効果 

Xe ガス加圧溶解が有りの場合は
特に 4～6℃の範囲において保存時
間が 24 h までは高い細胞保護効果
を示した． 
このことは，今後，細胞や組織の

冷温保存における保護物質として
Xe ガスは有効であることを示して
おり，保存対象に加圧溶解して用
いることで保存可能期間の延長が
期待できる． 
【補足説明】 
4～6℃の範囲において保存温度

によらず保存時間が 24 h までは高
い細胞障害低減効果（または保護
効果）を示したが 72 時間では僅か
な効果だった（図 5）．図中の Xe ガ
ス加圧溶解有りは 0.5 MPa，Xe ガ
ス加圧溶解無しは 0 MPa である．
なお，図中のデータ数や統計処理
等の細かい情報についての説明は
省略した． 
 
（4）能動輸送停止または細胞生存
率低下と電気インピーダンス変化の関係 
能動輸送停止は保存時間 24 h までの冷温保存においては細胞生存率を大きく低下させる要因

となり，その結果として細胞膜の完全性の喪失による細胞生存率の低下と電気的性質の変化を
反映した絶縁抵抗の低下が示唆された． 
このことは，今後，細胞や組織における細胞生存率の非侵襲的かつ即時的な計測法としての電

気インピーダンス計測に繋がっていくことが期待できる． 
【補足説明】 
この成果は（2）図 4 の結果から明らかとなった．つまり，12 h において能動輸送停止有りと

みなせる保存温度の 4，5℃よりも無しとみなせる 6，7℃の方が細胞生存率は高くなった． 
図には示されないが，4℃の冷温保存における電気インピーダンス比率［10 kHz (100kHz 値に

対する比率)］と細胞生存率の時間依存性については，電気インピーダンスの比率と細胞生存率

図 3 冷温保存中の電気インピーダンス相対値 

図 4 冷温保存後の細胞生存率 

図 5 キセノンガス加圧溶解の細胞保護効果 



に相関が見られた．これは，研究代表
者の過去の別のテーマの研究におけ
る加熱処理による死細胞（処理前の生
細胞と処理後の死細胞）で測定された
電気インピーダンス比率においても
同様の低下が確認された． 
そして，本課題で用いた単層培養細

胞の電気的特性は生体組織のものと
同等とみなせることが明らかとなっ
た（図 6）．以前から提唱されてきた
生体組織の等価電気回路によると，生
細胞（生体組織）の電気等価回路は 図
6 (a) で表される． 
本課題と過去の研究の結果を基に

すると，死細胞における電気インピー
ダンスの低下は 図 6 (b) の電気等価回路（仮説）に示すように，細胞膜の電気的性質の変化を
反映した絶縁抵抗（Rir）の低下として表されることが示唆された．この結果を招く主要因として
能動輸送停止が考えられた． 
また，図には示されないが，電気インピーダンス比率の周波数特性の結果からは，生細胞が死

に至るときに細胞膜の電気容量（Cm）の変化は認められなかった． 
 
＜引用文献＞ 
[1] Schneeberger S, Life of a liver awaiting transplantation, Nature 557, 2018, 40–41. 
[2] Uchida T, Nagayama M, et al., Optimal temperature range for low-temperature preservation of 

dissociated neonatal rat cardiomyocytes, Cryobiology 63, 2011, 279–284. 
[3] 氏平政伸, 細胞の冷温保存におけるキセノンガス加圧溶解による障害低減, 2018年度 日本冷

凍空調学会 年次大会講演論文集, 2018, D224/1-4. 
[4] Seino K, Ujihira M, et al., Protective effects of pressurized xenon gas against cold damage in a cell 

monolayer, The Kitasato Medical Journal 46(1), 2016, 73-80. 

(a) 生細胞          (b ) 死細胞 
［Cm：細胞膜電気容量，Ri:：細胞内抵抗， 

Re：細胞外抵抗，Rir：絶縁抵抗］ 

図 6 生細胞と死細胞における電気等価回路 
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