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研究成果の概要（和文）：　本課題の目的は，生体組織レベルの厚い試料の低温保存における凍結中の細胞間ストレス
による障害と非凍結の低温自体による細胞障害の低減のためのキセノン（Xe）ガスの有効性を明らかにすることであっ
た．そこで，代表的凍結保護物質のジメチルスルホキシドとXeガス加圧除圧による溶存を併用した際の細胞の凍結過程
における障害軽減の増強効果と，4℃における低温自体のストレスに対する細胞への保護効果を検討した．成果として
，試料を低冷却速度で凍結した場合に細胞間のストレスによる障害軽減に対するXeガス溶存の有効性が示唆され，非凍
結の低温自体による細胞障害の低減にXeガスの加圧添加が有効であることが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this task was to clarify the efficiency of a xenon gas in order to 
reduce the damage by the intercellular stress during freezing and the cellular damage by the low temperatu
re itself under an unfrozen condition in cryopreservation of a sample with a level of thick biological tis
sue. First, the enhanced effect of reduction of cellular damage in freezing process of a cell with a combi
nation of dimethylsulfoxide as a typical cryoprotectant and pressurized dissolution and decompression of x
enon gas was examined. And then the protective effect to the cell against the stress of the low temperatur
e itself at 4 degree Celsius was examined. As a result, when a sample was frozen at a low cooling rate, it
 was suggested that dissolution of xenon gas was effective in reduction of damage by the intercellular str
ess, and it was clear that pressurized addition of xenon gas was effective in reduction of the cellular da
mage by the low temperature itself under an unfrozen condition.
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
現在，多くの細胞や血管や角膜など一部の

生体組織では凍結保存が成功しているが，臓
器では未成功のため冷温保存（0～4℃）に留
まっている．冷温保存の可能期間はせいぜい
2～3 日であるため，長期保存には凍結保存を
成功させる必要がある．細胞や組織の凍結保
存に関する研究の趨勢は，成功したものでは
手順の最適化や実用化の推進，未成功のもの
では凍結解凍過程における損傷機構の究明
が行われている．しかし，従来の細胞レベル
の知見を組織や臓器の保存に適用すること
には限界があるので，組織レベル以上の凍結
保存方法については新たなアイデアがどう
しても必要になってくる． 
凍結保存において細胞を生存させるため

の必須条件として，冷却速度と凍結保護物質
（種類と濃度）の最適条件の決定がある．し
かし，組織のように厚みが大きくなると熱伝
導の問題により表面と深部で冷却速度に開
きが生じ，しかも，選定された凍結保護物質
の分子量が大きくなるにつれ深部まで一様
に浸透させるのが難しくなる．それに加え，
組織では凍結過程における細胞の変形や細
胞間の機械的ストレスの影響も加わるため
生存率が更に低下すると考えられている． 
本研究で解決したい点は，厚みのある組織

の凍結保存において高生存率が得られる冷
却速度範囲を拡大することと凍結中の細胞
間の機械的ストレスによる損傷を低減する
ことである（図１）．つまり，凍結保護物質
に加えて疎水性ガスのキセノン（Xe）を利用
し試料に圧力をかけることで深部まで一様
なガス浸透を実現し，しかも，細胞内外に水
和のクラスレ
ー ト を 生 成 
させることに
よりこれまで
冷却速度にシ
ビアに依存し
ていた氷晶形
成と温度に頼
っていた代謝
を積極的に抑
制することで，
組織の凍結保
存における生
存に有利な条
件を引き出す
ことが狙いで
ある． 
従来のXeガス利用に関する研究としては，

臨床におけるガス吸入による脳神経細胞の
損傷軽減（麻酔作用），室温における植物の
代謝抑制，また，低温における細胞保護作用
に関する研究も散見される．しかし，これら
は主に代謝抑制に着目したものであり，Xe
ガスが細胞の凍結過程に与える物理化学的
影響（脱水や氷晶形成）を始めとして，凍結

に対する細胞への保護効果や従来の凍結保
護物質と併用した場合の相乗効果の有無に
ついては全く不明である． 
 
 
２．研究の目的 
 
本課題においては，生体組織レベルの厚い

試料の低温保存における凍結中の細胞間ス
トレスによる障害と非凍結の低温自体によ
る細胞障害の低減のための Xe ガスの有効性
を明らかにすることを目的とした． 
具体的には，代表的な凍結保護物質のジメ

チルスルホキシド（DMSO）と Xe ガス加圧
除圧による溶存を併用した際の細胞の凍結
過程における障害軽減の増強効果と，更に，
4℃における低温自体のストレスに対する Xe
ガス加圧による細胞への保護効果について
基礎的検討を行った． 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 凍結保存における Xe ガスの有効性 
① 実験試料 
本研究では生体組織の厚みの影響の本質

を内部に生ずる冷却速度の違いと捉えた．そ
こで，冷却速度の影響と生存能を調べ易くす
るため，ヒト皮膚線維芽細胞（Cell Systems Fb 
Cells）を 35 mm 培養皿（Corning 3294）に 4.5 
× 104 cells/dish で 24 時間（5% CO2, 37℃）単
層培養したものを実験試料とした．また，同
条 件 で イ ン キ ュ ベ ー タ （ Panasonic 
MCO-19AIC-PJ）内で維持した試料をコント
ロールとして用いた．凍結保護液として 10% 
DMSO＋ダルベコ改変培地（DMEM, Life 
Technologies Gibco）を用いた．  
② 実験装置 
耐圧容器（耐圧硝子工業, SUS316, 内容積

約 100 ml, 耐圧 10 MPa）を使用し断熱材で覆
った．容器の温度を制御するためカーボン板
ヒータ付銅ブロックを断熱材製の液体窒素
槽内に置き，その下部を液体窒素で冷却した．
プログラム温度調節計（Yokogawa UP750）と
直流電源によりヒータにかかる電圧を制御
して温度管理を行った（図 2）． 
③ 凍結プログラム  
生体組織や細胞の凍結保存では 2 段階凍結

法が頻繁に用いられる．これは約－40℃まで
の凍結過程を緩やかな冷却速度で制御し（1
段目），その後冷却速度の制御なしに保存温
度（例えば液体窒素温度の－196℃）まで下
げる（2 段目）方法である．本研究では，実
験のやり易さからこの方法の１段目で評価
を行った．その理由は，－40℃まで緩速冷却
すると細胞の脱水がほぼ完全に終了し，それ
以下の温度における凍結過程は細胞生存に
与える影響が小さいためである． 
凍結前にそれぞれの試料の温度の差を小

さくするために，－5℃で 30 分維持し，0.1, 



0.2℃/min（緩速冷却速度の条件），0.3℃/min
（最適冷却速度の条件），1.0℃/min（急速冷
却速度の条件）の各冷却速度で凍結を行った．
凍結過程における細胞の脱水を十分行わせ
ることと各試料の温度差を考慮し，全ての試
料が－40℃以下になるまで冷却するプログ
ラムとした． 

 

 
図 2 試料凍結のための実験装置 

 
④ 試料の凍結 
 培養した試料を冷蔵庫（4℃）内で 15 分静
置させた．その後，培養液を吸引除去し，凍
結保護液を 2 ml 加え，4 つの試料を培養皿ご
と重ねて耐圧容器内に入れた（図 3）．その後，
耐圧容器ごと凍結装置に移し－5℃で 15 分維
持することで DMSO を浸透させ，次に示す条
件において凍結を行った． 

DMSO のみの凍結   そのまま任意の冷
却速度で試料の凍結を行った． 

Xe ガス, N2を加圧・除圧後に凍結   Xe
ガス（純度  99.999%），または，N2（純度 
99.9998%）を 0.48 MPa（－5℃）の圧力にな
るように加圧添加し，15 分維持した後に除圧
した．減圧は段階的に行い，その後，任意の
冷却速度で試料の凍結を行った（DMSO + Xe, 
N2）．ここで，Xe の他に N2を用いたのはガ
ス加圧自体の影響を調べるためであった． 
⑤ 試料の解凍 
 凍結プログラム終了後，耐圧容器を凍結装
置から取り出し，恒温水槽（ TAITEC，
RERSONAL-11）内の 37℃の温水に浸し，断
熱材を取り外し，耐圧容器を素早く開け，中
の試料 4 個を培養皿ごと取り出した．それら
を恒温層においた銅ブロック上に置き 5～7
分かけて解凍を行った． 
⑥ 細胞の生存評価 
 試料解凍後の細胞の生存はテトラゾリウ
ム塩（タカラバイオ WST-1）を用い，ミトコ
ンドリア酵素活性による生成物質のホルマ
ザン産生量を測定した．解凍終了後結保護液
を吸引除去し，DMEM で洗浄後 1 ml 加え，
インキュベータ内で 2 時間静置し複温させた．
その後，実験試料に WST-1 を 100 μl 加え，
インキュベータ内で 1 時間静置し，それぞれ
の吸光度を分光光度計（GE Gene Quant 1300）
により測定した．コントロールは，インキュ
ベータ内で同じ時間静置させたものを用い

た．実験試料の吸光度をコントロールの吸光
度で除して，コントロールに対する実験試料
の相対活性を細胞活性率として求めた． 

 

 
図 3 耐圧容器と試料 

 
(2) 低温障害に対する Xe ガスの有効性 
① 実験試料 
ヒト皮膚繊維芽細胞を用い，35 mm 培養皿

に 4.5×104 cells/dishで 24 時間単層培養したも
のを試料として用いた（(1)の実験と同じ）． 
② 実験装置と手順 
冷温（非凍結）保存実験装置の概観を図 4

に示す．保存液には，DMEM と University of 
Wisconsin 液（UW 液，アステラス製薬 ビア
スパン），ET-Kyoto 液（ETK 液，大塚製薬）
を用いた． 

 

 

図 4 冷温保存実験装置の外観 
 
試料を耐圧容器に入れ Xe ガスを 0.5 MPa

で加圧添加し 4℃で 0～72 時間保存した．試
料を 4℃に保つため，Xe ガスの加圧添加の時
には恒温水循環装置とリザーバを，保存の時
には冷凍機付インキュベータ（Panasonic 
MIR-254-PJ）を用いた．比較として Xe ガス
を加圧添加しないものについても同様に実
験を行った．保存終了後段階的に減圧し，イ
ンキュベータ内で 2 時間復温させ，細胞活性
率を WST-1 により評価した．また，0～1.0 
MPa の圧力範囲において，0.5 MPa が最も Xe
ガスによる保護効果が高いことを予備実験



により確認した． 
 
 
４．研究成果 
(1) 実験結果と考察 
① 凍結保存における Xe ガスの有効性 
各冷却速度における凍結保存後の細胞活

性率を図 5 に示した．この図を基に DMSO の
みと Xe を加えた場合を比べるために近似曲
線を求めたものを図 6 に示した． 

急速冷却条件（1℃/min）と最適冷却速度条
件（0.3℃/min）で試料を凍結した場合は，Xe
の有無による細胞の活性率に差は見られな
かった．しかし，緩速冷却速度条件（0.1, 0.2℃
/min）では，細胞活性率は DMSO + Xe の場合
において細胞保護効果が増強された． 

また，Xe ガスが細胞膜の脂質に付着し，細
胞膜を保護することが先行研究により示さ
れている．このことから，本実験結果におい
て，緩速冷却条件（0.1, 0.2℃/min）において
細胞保護効果が増強した理由として，Xe ガス
の加圧・除圧による溶存が細胞外凍結に伴う
細胞膜近傍の氷晶形成による機械的ストレ
スから細胞膜を保護し，細胞活性率が向上し
たと考えられる． 

 

 
図 5 制御冷却速度と解凍後の細胞活性率 
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図 6 解凍後の細胞活性率の近似曲線 

 
一方，N2を用いた凍結保存実験において，

DMSO のみの凍結保存より最適冷却速度
（0.3℃/min）以上の速度条件下で細胞活性率
が減少し，緩速冷却条件（0.1, 0.2℃/min）に
おいて細胞活性率に差はみられなかった．こ
の原因は不明であり加圧自体の影響も明確

にならないが，少なくとも最適冷却速度以上
の速度では，N2加圧添加によって細胞内凍結
が増加したもの，つまり，保護の増強効果が
無く条件によっては DMSO の効果を減ずる
作用があることが考えられる． 
 また，予備実験で Xe ガスを加圧維持し凍
結保存を行った解凍後の試料の様子を図 7 に
示す．この図に示されるように解凍や減圧時，
また減圧終了後にクラスレート融解による
気泡が急激に発生し，冷却速度に関わらず細
胞活性率は 0%となった（結果は図に示され
ない）．よって，この方法による加圧維持と
クラスレートの生成は，細胞の凍結保存には
有用ではないこと示唆された．つまり，加圧
維持による凍結方法を確立することは出来
なかった． 
 

 

図 7 加圧維持凍結試料の解凍後の様子 
 
② 低温障害に対する Xe ガスの有効性 
図 8～10 に示されるように，DMEM，UW

液，ETK 液どの保存液においても Xe ガスを
加圧添加したものの方がより長時間高い細
胞活性率を維持した．このことから，Xe ガス
を加圧添加することで水が構造化され，細胞
内外の水を束縛することで水の移動が物理
的に抑えられ，能動輸送停止による細胞の代
謝の不均衡が軽減されたと考えられる．また，
この実験の全ての条件においてクラスレー
トが生成していなかった（液体の状態におけ
る水の構造化）ことが減圧後の目視によって
確認された． 

 

 
図 8 保存時間と細胞活性率の関係（DMEM） 

 
本研究で用いた液のうち DMEM と ETK 液

は細胞外組成液（Na+ > K+）であるが，この
二つの液で異なる点は ETK 液には二糖類の
トレハロースが含まれることである．過去の
研究によると，トレハロースには低温による
細胞膜損傷の軽減効果があることから，ETK



液ではこの効果と Xe ガスによる保護効果の
相乗効果により DMEM の場合よりも保存期
間を延長することが出来たと考えられる．ま
た，UW 液は細胞内組成液（Na+ < K+）であ
るが，本研究ではこの液を用いた場合の方が
DMEM の場合よりも保存可能時間が短かっ
た．これは，試料として用いた皮膚繊維芽細
胞では細胞外組成液の方が保存への相性が
良いことが考えられる． 
これらのことから，単層培養ヒト皮膚線維

芽細胞の冷温保存（4℃）において，Xe ガス
の加圧添加により（但しクラスレート非生成
の場合）高い保護効果をもたらすことが明ら
かになった． 

 

 

図 9 保存時間と細胞活性率の関係（UW 液） 

 

 

図 10 保存時間と細胞活性率の関係（ETK液） 
 
(2) 研究成果のまとめ 

凍結，非凍結それぞれの低温保存条件にお
いて以下の成果が得られた． 

 
① 厚みのある生体組織の試料を一様に

凍結するためには低冷却速度で凍結
させる必要があるが，低冷却速度で
凍結した場合に最適冷却速度より低
い冷却速度において起こる細胞間の
ストレスによる障害軽減に対する Xe
ガス溶存の有効性が示唆された．こ
の成果は，生体組織レベルの試料の
凍結保存における生存率改善に寄与
するものと考えられる． 

② 非凍結の低温自体による細胞障害の
低減に Xe ガスの加圧添加が有効で
あることが明らかとなった（但しク
ラスレート非生成の場合に限る）．こ
の成果は，生体組織レベルの試料の 0

～4℃の冷温保存における保存期間
延長に寄与するものと考えられる． 
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