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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，新たな細胞凍結技術を用いて、凍結保存可能なin vitro試験用のプ
レートを開発することである。マウス皮膚線維芽細胞を用いた。通常の平面培養された細胞では、解凍後ほとん
ど細胞の生存が得られなかった。次に、スフェロイド培養を行ったところ、解凍後も細胞の生存が得られること
を確認した。凍結解凍に適切なスフェロイドの大きさ、凍結保護剤の濃度、凍結保護剤の量について検討を行
い、最適化を行った。また、凍結したスフェロイドに培地を添加し、洗浄することなく安定した細胞増殖が得ら
れた。本研究により、凍結保存が可能で、解凍後直ちに使用可能なin vitro試験用のプレートのプロトタイプを
作成した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop a in vitro test for cell toxicity 
using a novel cell freezing technology. Mouse skin-derived fibroblasts were used. The cells cultured
 on a regular dish could not survive, On the other hand, the spheroids from fibroblasts could 
survive and proliferate after freeze-thaw cycle. Then, various freezing conditions including 
spheroid size, the concentration of cryoprotectant, and the volume of cryoprotectact were optimized.
 From this study, we could successfully achieved the in vitro cell toxicity test system using 
spheroids, which can be used immediately after thaw with culture medium without washing process.

研究分野： 再生医療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

これまで新薬の開発や化粧品などの安全

性試験には，動物が用いられてきた．しかし

ながら，動物愛護の立場からは，極力動物を

使用しない評価系への移行が望ましく，化粧

品では動物実験の完全撤廃に踏み切る企業

も少なく無い．動物実験に代わる最も信頼で

きる評価系は，培養細胞を用いた in vitro

試験である．その利点は，動物愛護面のみな

らず、経費の削減、時間の短縮など多数ある．

ヒト細胞を用いれば，動物による種差の影響

も避けることができ，さらに iPS 細胞から作

製された臓器を構成する細胞は，新薬開発の

ための重要なツールとなりつつある． 

その一方で，in vitro試験には，細胞培養，

分化，播種など準備に多くの労力が必要であ

り，タイミング良く使用することは困難であ

る．また，操作には細胞培養や分化など専門

的な経験も必要となり，使用できる環境は限

られてしまう．もし，必要な細胞がプレート

上で凍結保存され，解凍後直ちに使用可能な

製品があれば，これまで以上に広く応用され

ることが期待される．  

 
２．研究の目的 

本研究の目的は，新たな細胞凍結技術を用

いて凍結保存可能な in vitro 試験用のプレ

ートを開発することである．解凍後直ちに使

用可能な in vitro 試験システムは，特別な

技術が不要で必要時に直ちに使用できる利

便性から，一層の動物実験の代償に貢献でき

る．そのために，これまでわれわれが開発し

てきたスフェロイド形成法を応用する． 

 

３．研究の方法 

cell line を用いたスフェロイド培養のた

めの条件設定を行い，得られたスフェロイド

による凍結，解凍条件を決定する．特に，ス

フェロイドのサイズ，使用する凍結保護剤の

量，解凍方法について，これまでの予備実験

の結果から最適と思われる条件を抽出する．

次に，決定された条件下で実際のプレート上

で細胞の凍結保管を行い，得られた細胞の増

殖，機能についての評価を行う．  

① スフィア作製条件の決定 

予備実験では，細胞源として NIH-3T3 細胞

を用いてスフィア形成の条件を検討した．本

研究では，線維芽細胞を用いて，同様の方法

でスフィア形成が可能か検討する． 

１）細胞：正常マウス線維芽細胞 

２）培地，凍結保護剤： 10%DMSO 

３）スフェロイド形成法：回転培養および

ス フ ェ ロ イ ド 形 成 用 プ レ ー ト

（PrimeSurface® 96U，住友ベークライト）

を用いる． 

４）細胞数：1x103～2x104 まで細胞数を変

化させることで，サイズの異なるスフェロイ

ドを形成する．回転培養法，あるいは専用プ

レートに決められた細胞数を入れることで，

自動的にスフェロイドが形成される．  

②スフェロイド凍結条件の決定 

１）凍結に適したスフェロイドサイズ，お

よびスフェロイド形成方法の検討 

①にて調製された各サイズのスフィアに

ついて，凍結解凍を行い，最も高い生存率の

得られるサイズを決定する．解凍後のスフィ

アは，接着性プレートに播種することで接着

し，増殖を始める．培養 3 日，7 日に WST-8

を用いて細胞数をカウントする．解凍後細胞

数が最大となるスフェロイドサイズを決定

する． 

２）凍結保護剤の必要量に関する検討 

凍結保護剤を多く使用すれば，解凍後に洗

浄操作が不可欠となる．しかしながら，少な

すぎれば細胞の生存率が低下する懸念があ

る．本プロジェクトでは解凍後洗浄を行わな

いことを目的としているため，細胞の生存率

が実用レベルとなる最小限の凍結保護剤の

量を決定する．具体的には poly-L-lysine に

より化学的にスフェロイドをプレートに接

着させ，最小限の凍結保護剤を添加して凍結



する．別の可能性として，接着性 24well 培

養皿上にクローニングリングを乗せ，凍結保

護剤に懸濁したスフィアを入れて凍結する．

クローニングリングのサイズから，凍結保護

剤の量は最低でも30μlは必要であることが

わかっており，40,50,60μl との比較検討を

行う． 

③プレート上でのスフェロイド凍結と解

凍後の細胞の機能評価 

１）プレート上でのスフェロイド凍結－解

凍に関する検討 

②で定められた条件を用いて，24well プレ

ート上でスフィアの凍結を行う．翌日各 well

に 500μｌの培地を入れて，そのまま 24 時間

培養を行う．この間にスフィアは底面に付着

し，増殖を始める．細胞増殖の確実性，およ

び 3，7日目に得られる細胞数を計測する．  

２）細胞の機能評価 

解凍後の細胞機能を評価するため，コラー

ゲンアッセイキットを用いたコラーゲンア

ッセイを行う．  

 

４．研究成果 

実験１：スフェロイド凍結による細胞生存の

検討 

初にコントロール実験として，プレート上

で平面培養した細胞に凍結保護剤として１

０％DMSO を添加し、slow freezing protocol

にて凍結を行った。解凍後すべて細胞が死滅

し、増殖が得られないことを確認した。従っ

てプレート上の培養ではなく、これまで開発

を行い，特許を取得した細胞スフェロイドを

用いる新たな凍結保存方法について検討し

た．回転培養法にて得られたスフェロイドに

10%DMSO を添加し、slow freezing protocol

にて凍結し，その後急速融解を行った．解凍

後スフェロイドからの細胞増殖を認めた（図

１） 

 

図１．スフェロイドに DMSO を添加し、凍結

融解することで、細胞の生存を確認した。 

 

実験２： DMSO 添加量の最適化 

本研究では，解凍後洗浄することなく培養、

アッセイを行うことのできる系の確立が目

的である。そのためには細胞毒性を有する凍

結保護材である DMSO は最小量の使用にとど

めるこが望ましい。そこで細胞スフィア凍結

必要な最小量 DMSO 量を検討した。 

適正な凍結保護剤の量はスフェロイドの

大きさによって影響を受けるが、in vitro 試

験に使用可能な細胞数でスフェロイドを作

製した場合、 30μL以上の凍結保護剤が必要

であった。これ以下の凍結保護剤ではスフェ

ロイドの崩壊が起こり、細胞の増殖を得るこ

とができなかった。また、40μL 以上では安

定した細胞の増殖が得られた（図２－１，図

２－２）． 

 

 

実験３：物理的なスフィアのプレートへ固定

法検討 

スフェロイド培養は浮遊培養であるため，

プレート上へ固定しない場合には，凍結・解



凍時にプレート内で移動が起こり，解凍後の

増殖が均一に得られない（特にスフェロイド

は表面張力等で辺縁部に固定されやすく，細

胞の増殖や形態の確認が困難となる事が多

かった）．そこで，本研究では poly-L-lysine

を用いた化学的な接着と，クローニングリン

グを用いて，物理的にプレート中央部へスフ

ェロイドと固定する方法について検討を行

った． 

その結果，化学的な接着ではスフェロイド

はプレートへ固定可能あるが、固定されたス

フェロイドでは細胞の生存率が極端に低下

すること明らかとなった。したがって、スフ

ェロイドを凍結するためには，接着させるこ

となく，浮遊させた状態で凍結することが必

要と判断した．また，浮遊状態での凍結には，

スフェロイドの移動によって評価が困難と

なる可能性があるため，合わせてスフェロイ

ドの位置を保つ方法の確立も必要と考えら

れた．以上の条件を満たす方法として，本研

究ではクローニングリングを用いて、スフェ

ロイドをプレート上に固定する方法の有用

性を検討した。凍結保存に必要な DMSO の量

および，スフェロイドを形成する細胞数につ

いてそれぞれ検討した．その結果、スフェロ

イドを凍結保護剤に浮遊させた状態で位置

を固定し、凍結することが可能であった（図

３－１）。次に、この方法で凍結したスフェ

ロイドから、解凍後洗浄せず持続的な培養が

可能かどうかを検討した。スフェロイドを形

成する細胞数を変化させたところ，2.8x104

以上の細胞数でスフェロイドを形成した場

合，解凍後の十分な増殖が得られた．また，

クローニングリング内の 10%DMSO30-40μl 

に対して，解凍のために 24 well プレート

中 に添加する培地量の検討を行った。２ｍ

ｌ以上の加温した培地を用いて溶解するこ

とで、洗浄することなく継続培養が可能あっ

た（図 3－1，図３－２） 

次に、この方法で凍結保存したスフェロイ

ドから，安定した細胞増殖が得られるかを確

認した。実験に用いた全 well （20/20）で増

殖をみとめ、各 well では培養開始後 7 日間

は安定した増殖を認めた．  

本研究から，凍結状態で保存し，解凍後洗

浄することなく直ちに in vitro 試験に使用

できる in vitro 実験系が確立された。 
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