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研究成果の概要（和文）：今後、再生医療に関してある程度の実現が期待されるが、現在再生組織材料を創製すること
に集中するあまり組織を保存する技術にはそれほど注力されていない。そこで様々な組織の新規凍結保存技術の開発研
究を行った。新規凍結保存の開発において「新規ガラス化凍結保存方法」の可能性を見出した。また、受精卵や臍帯血
などの保存において一定以上の成果を生み出し今後につながる結果を得た。さらには、現在臨床応用に最も近い細胞シ
ートの保存において従来法と比較して同等以上の保存能力を有することがわかった。従来使用されてきたジメチルスル
ホキシドなどの毒性問題を解消する、新規凍結保存液が臨床応用への可能性を秘めていることを示した。

研究成果の概要（英文）：Currently, certain realization is expected about regenerative medicine. However, 
research of them is not concentrated on so much by the technology of preserving tissue currently, in 
order to focus on creating reproduction tissue material. Then, we performed the research and development 
of the novel cryopreservation technology of various tissues. In development of new cryopreservation, It 
found out the possibility of the "new vitrification freeze method of preservation." In addition, we 
obtained the result which produces the result more than fixed in preservation of a fertilized ovum, 
umbilical cord blood, etc., and leads to future. Furthermore, in preservation of a cell sheet, it proved 
that new cryopreservation liquid has the preservation capability more than equivalent as compared with 
the conventional method. It was shown that the new cryopreservation liquid which solves toxic problems, 
such as dimethylsulfoxide used conventionally, has the possibility to clinical application.

研究分野： 細胞・組織凍結保存
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１． 研究開始当初の背景 
	 ２１世紀は再生医療の時代と言われてい
るが、そのために現在再生組織材料を創製す
ることに集中するあまり、形成した組織を保
存する技術にはそれほど注力されていない。 
	 報告者らはこれまでに、一般的に用いられ
ている毒性の高いジメチルスルホキシド
(DMSO)などの凍結保存剤に替わる、安全で
効率の高い、高分子系の凍結保護物質を見い
だし、種々の細胞でその効果を確かめてきた。
このたびの研究では、その新規化合物と、こ
れまで培われてきた生殖医療、生殖工学分野
の技術を新たに組み合わせることで、再生医
療用の組織や保存困難な生殖医療用受精卵、
未受精卵の凍結保存技術の確立を目指す。 
２． 研究の目的 
	 これまでに開発した新規高効率凍結保存
剤の機序解明から、さらなる効率化のための
分子 適設計を行い、各種有用細胞・組織を 
凍結保存する技術を開発する。また、凍結温
度の影響も検討し、自動化装置の開発や超微
量容積での超高速凍結が可能な受精卵凍結
用デバイスの開発も行い、凍結保存システム
として確立させる。 
３． 研究の方法 
・ 細胞凍結保護高分子の凍結機序の解明、
および機序に基づいた 適凍結保護物質
の分子設計データ	 
	 新規ガラス化法の開発	 
	 実験条件：各ガラス化液で処理した MSC モ
ノレイヤーを、自作の簡易ガラス化装置で、
液体窒素液面からの距離を制御することで
温度降下速度を 4.9～34.5℃/min とした。そ
の条件でガラス化させた後、一旦液体窒素に
浸漬後 37℃の培養液で解凍し、生存率を評価。	 
	 プロピレングリコール毒性評価	 
新規凍結保存剤の成分に生体に安全である
と言われるプロピレングリコールの可能性
を調べた。	 
	 	 受精卵、卵巣、精巣などの生殖組織の凍
結保存法の開発	 
ヒト羊膜組織を長期凍結保存	 
	 細胞の viability の低下が起こる。新規
凍結保存剤と既存（DMOS ベース）の保存溶
液の細胞保存能力（viability）を比較す
る。	 
不凍ポリアミノ酸を用いた卵巣組織の凍
結保存への適応性評価	 
本研究では、不凍ポリアミノ酸を耐凍剤と
して用いる研究を行った。	 

・ 細胞シートなどの再生組織の凍結保存
法の開発	 
C2C12 を用いた細胞シート新規凍結保存方
法の開発	 
	 細胞シートの保存および凍結保存効果
の評価方法を検討した。	 
細胞：マウス筋芽細胞株	 C2C12	 	 

・ヒト受精卵の凍結法の確立（ヒト受精
卵凍結保存の臨床応用へ向けて）	 
	 ヒト胚を用いた新規凍結保護剤による凍

結保存効果およびその他の方法との比較を
行った。	 
・ヒト臍帯血・臍帯由来細胞の新規凍害
保護液を用いた保存に関する研究	 
	 ヒト臍帯血および臍帯由来間葉系細胞(以
下、臍帯由来 MSC)を用いて、新規開発したカ
ルボキシル化ポリ-L-リジン(以下、CPLL)に
よる凍結と DMSO による従来の凍結方法と比
較した。	 
４．研究成果	 
・新規ガラス化法の開発	 
	 DAP では 34.5℃という緩慢な速度ではガラ
ス化が起きず、細胞の生存率は低かった。VS
では 34.5℃/min の速度で、生存率は 70％以
下であった。一方、P-VS は 34.5℃/min では
90％を超える生存率を示し、4.9℃/min でも
80％の生存率を示す事が分かった（Fig.	 1）。
この結果より、不凍ポリアミノ酸により、ガ
ラス化に必要な温度降下速度を小さくする
ことができ、手技の簡便化につながることが
期待される。以下の論文に報告した。	 
Matsumura	 K,	 Kawamoto	 K,	 Takeuchi	 M,	 
Yoshimura	 	 S,	 Tanaka	 D,	 Hyon	 SH.	 	 
Cryopreservation	 of	 a	 Two-dimensional	 
Monolayer	 Using	 a	 Slow	 Vitrification	 
Method	 with	 Polyampholyte	 to	 Inhibit	 Ice	 
Crystal	 Formation.	 ACS	 Biomaterials	 
Science	 &	 Engineering,	 in	 press.	 DOI:	 
10.1021/acsbiomaterials.6b00150	 
プロピレングリコール毒性評価	 
	 種々の細胞で検討した結果、プロピレング
リコールに置き換えることが可能であるこ
と、そして新規凍結保護剤の完成を可能にす
ることを示唆するものであった(Fig.2)。	 
・ 受精卵、卵巣、精巣などの生殖組織の
凍結保存法の開発	 
ヒト羊膜組織を長期凍結保存	 

	 新規凍結保存剤は 1.5M	 DMSO-PBS に比べて
ヒト羊膜組織の凍結保存において有効であ
ることが示唆された(Figure	 3)。	 
不凍ポリアミノ酸を用いた卵巣組織の凍
結保存への適応性評価	 

	 耐凍剤として通常用いられる DMSO に代えて
不凍ポリアミノ酸を用いた凍結法を開発し、
卵巣凍結に新しい耐凍剤の応用の可能性を
示した(Fig.	 4)。今回のマウス卵巣を用いた
モデル実験を基礎に、臨床研究として、安全
で有効なヒト卵巣組織凍結法の技術開発に
発展させたいと考えている。	 
・ 細胞シートなどの再生組織の凍結保存
法の開発	 

シートの形状:StemCell	 Keep>10%	 DMSO/DMEM	 	 
Viability:StemCell	 Keep≒10%	 DMSO/DMEM、
Total	 cell	 numbers:StemCell	 Keep>10%	 
DMSO/DMEM.	 C2C12 では、シートの形状を保っ
た状態の保存、細胞数および、生存率の全て
において StemCell	 Keep	 >	 10%	 DMSO/DMEM の
傾向が見られた(Fig.	 5)。	 
・ヒト受精卵の凍結法の確立	 
	 ヒト胚を用いた新規凍結保護剤による凍



結保存効果およびその他方法との比較を行
った。その結果、ガラス化培地への新規凍結
保護化合物の追加は生存、受精およびマウス
卵母細胞のその後の胚発生を改善した。さら
には余剰ヒトについて検討した結果、解凍後
の生存率が既存法と比較し向上した。今後さ
らに改良することでよりよい結果が得られ
ると思われる(Fig.	 6)。	 
・ヒト臍帯血・臍帯由来細胞の新規凍害
保護液を用いた保存に関する研究	 
	 CPLL+Suc+EG は MSC の凍結に関して、DMSO
を含む凍害保護液と同等であり、DMSO に代わ
り有用である可能性がある。CPLL+Suc+EG 法
は、細胞の種類によっては DMSO に代わる凍
害保護液となりうる(表 1,2,Fig.	 7)。	 
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