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研究成果の概要：本研究では生体組織の凍結損傷に関する知見を得ることを目的として，凍結

解凍実験および凍結損傷の主要因の一つである電解質濃度上昇に細胞を暴露する浸透圧付与実

験を行った．そして，同じ種類の細胞を試料とした二つのモデル，すなわち基板上に付着伸展

した培養細胞と単離して溶液中に浮遊した状態の細胞を用いて実験を行い，細胞形態の影響を

検討した．その結果，周囲溶液の濃度上昇に伴う脱水収縮特性および凍結解凍後の生存率には

有意な差がないこと，および，培養細胞の個数密度が高く細胞間の接着が顕著になると凍結後

の生存率が高くなることが明らかになった． 
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１．研究開始当初の背景 

組織や臓器の凍結保存技術や高精度凍結
手術の開発には細胞や組織の凍結損傷メカ
ニズムの解明が不可欠である．単離した細胞
を浮遊させた細胞懸濁液を凍結させた場合，
まず，細胞外で氷晶が形成される．その氷の
成長に伴って電解質濃度が上昇し，結果とし
て細胞内外に浸透圧差が生じて細胞が脱水
収縮する．緩慢凍結の場合にはこの細胞外電
解質の濃縮が細胞損傷の主要因と考えられ
ており「溶液効果」と呼ばれている．温度降

下に伴う電解質濃度の上昇に比べて細胞の
収縮が遅いと細胞内溶液の過冷却が増大し，
細胞内で氷晶が生成される．急速凍結の場合
には，この細胞内凍結が細胞損傷の原因であ
ると考えられている．したがって，細胞の脱
水収縮特性は細胞の損傷原因に深く関係し
ている．  

上記の知見は，単離した細胞を液に懸濁し
た浮遊状態の細胞を試料とした実験から得
られたものであり，細胞凍結の基礎研究には
このような細胞懸濁液がモデルとして用い



られる．これに対して基板上に単層培養した
細胞では凍結解凍後の生存率が異なるとい
う報告もなされており，浮遊状態の細胞と組
織では凍結損傷に至る過程とその要因も異
なる可能性がある．しかし，これまでの研究
報告では，どちらの凍結耐性が高いかは報告
によって異なり，その違いの原因も明らかで
ない． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，凍結損傷に重要な影響を
与える脱水収縮特性および凍結解凍後の生
存率について，基板に接着伸展した培養細胞
と浮遊状態の細胞の比較を行い，これらに対
する細胞－基質接着および細胞形態の影響
を明らかにして生体組織の凍結に関する有
用な知見を得ることを目的とする． 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞の脱水収縮特性 
 細胞周囲の電解質溶液の濃度変化に対す
る細胞の応答を実時間で三次元観察すると
ともに，細胞の体積変化の測定結果に基づき
細胞の浸透的特性を求めた． 
①実験装置および実験方法 
 図 1 に示す溶液灌流実験装置を用いて細胞
周囲の水溶液の濃度を変化させた．細胞を顕
微鏡ステージに設けた灌流チャンバー（幅
4mm，長さ 40mm，高さ 50m）の中に保持
し，そこに等張（0.15M）と高張（0.5M）の NaCl
水溶液をそれぞれ充填した 2 台のシリンジポ
ンプを用いて，まず等張液を充填したシリン
ジから溶液を灌流した後，高張液を充填した
もう一方のシリンジからの送液に切り替え
てチャンバー内の NaCl 濃度を急増させた．
そして，共焦点レーザスキャナを用いて 2.5
秒毎に一連の断層画像を取得した．得られた
断層画像に画像処理を施した後，三次元再構
築を行い表面積や体積を測定した．なお，実
験では温度を 23℃一定に保持した． 
 実験試料にはヒト前立腺癌細胞株 PC-3 を
用いた．浮遊細胞の実験では，細胞を 0.15 M 
NaCl 水溶液（pH 7.4，300 mosmol/kg）に懸濁
して試料として用いた．一方，付着細胞の実
験では，灌流チャンバーの片面のガラスをコ
ラーゲンでコーティングし，この面にシリコ
ンゴム製の堰を用いて 104 個/cm2 の密度で細
胞を播種し，18 時間以上培養したものを試料
として用いた．いずれの場合にも細胞膜の脂
質を DiI（Cell TrackerTM CM-DiI）により染
色して蛍光観察を行った． 
②細胞膜の水透過率の算出 
 以下のモデルにより細胞の体積変化を計
算し，実験で求めた体積変化の測定値を再現
する細胞膜の水透過率を決定した． 

細胞の内側と外側の浸透圧差により水だ
けが細胞膜を透過すると仮定すると，細胞の

体積変化は次式で表せる． 
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ここに，V は細胞の体積，t は時間，Lpは水透
過率，A は水透過に寄与する細胞の表面積，
R は一般ガス定数，T は絶対温度，は浸透圧，
o は浸透圧濃度であり，添え字 e および i は
それぞれ細胞の外側と内側を表す．なお，体
積変化の過程で水の透過に寄与する細胞膜
の面積は一定に保たれると仮定し，付着細胞
の場合は，細胞底部の接着面積を除いた表面
積を水透過に有効な表面積とした．一方，浸
透圧濃度は次式で求められる． 
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ここに，は浸透圧係数，は溶質 1 分子から
生ずるイオンまたは分子の数，c は溶質のモ
ル濃度であり，添え字 j は溶質の種類を表す．

 

図 1 溶液灌流実験装置 



細胞が初め等張液（浸透圧濃度 o0）中におい
て体積 V0であり，その後，周囲の溶液の濃度
が oeに変化する場合を考えると，細胞内の溶
質の保存より 

0 0( ) (i bo V V o V V   )b  (3) 

を得る．ここに Vbは浸透に不活性な体積であ
り，細胞内の自由水以外の体積を表す． Vb

および Lp を仮定し，式(1)～式(3)を数値的に
解くことにより細胞の体積変化を求めた． 
(2) 細胞の凍結損傷 
 細胞の凍結損傷に及ぼす細胞－基質接着
の影響を調べるため，凍結解凍後の細胞の生
存率を測定した．低温顕微鏡（図 2）を用い，
初期温度－1℃，凍結温度－10℃，凍結保持
時間 10 min，解凍速度 50 K/min として，冷却
速度が 5 K/min と 50 K/min の場合について実
験を行った． 
試料には，0.15 M NaCl 水溶液に懸濁した

細胞およびコラーゲンでコーティングした
ガラス面に 104 個/cm2 の密度で細胞を播種し
18 時間以上培養した細胞に加えて，1.3×105

個/cm2の密度で播種しほぼコンフルーエント
状態になった細胞も用いた．細胞の生死判定
のため，水溶液中には予めヨウ化プロピジウ
ム（PI）を 10 g/ml の濃度で混入した． 

 
４．研究成果 
(1) 細胞の脱水収縮特性 

浮遊細胞および付着細胞の脱水収縮前後
の三次元再構築像の例をそれぞれ図 3 および
図 4 に示す．懸濁液中でほぼ球状の浮遊細胞
が周囲の電解質濃度の上昇に伴って全ての
方向に収縮しやや歪んだ形状になったのに
対し，付着した培養細胞は付着面積がほぼ一
定のまま高さ方向にのみ収縮した．なお，ど
ちらの細胞の表面にも凹凸が観察された． 

図 5 は初期体積と水透過に有効な表面積の
関係をそれぞれの細胞についてプロットし
たものである．図中の実線は最小二乗法によ
り求めた近似直線を示しており，破線は球の
体積と表面積の関係を示している．球形に近
い浮遊細胞の表面積は球よりやや大きくな
った．一方，培養細胞の場合には，全表面積
が浮遊細胞より大きいのは自明であるが，水
透過に有効な頂端部側のみの表面積は浮遊

細胞とほぼ等しいかやや小さいことが明ら
かになった． 
 図 6 は体積変化の測定例として，ほぼ同程
度の初期体積を持つ細胞（浮遊細胞：6516 m3，
付着細胞：6167 m3）について初期体積で規
格化した細胞の体積を時間に対して示した
ものである．最終体積の割合は約 8%浮遊細
胞のほうが小さいが，収縮に要する時間はほ
ぼ等しい．図中の実線は実験結果に合うよう
な Lpと Vb/V0の値を与えた計算値を示してお
り，この場合，浮遊細胞では Lp = 8.210-14 

(a) (b) (d) (c) 

図 3 浮遊細胞の三次元再構築画像：初期
状態の上面図(a)と側面図(b)，脱水収縮後の
上面図(c)と側面図(d)． 

(a) 

(b) (d) 

(c) 

図 4 付着細胞の三次元再構築画像：初期
状態の上面図(a)と側面図(b)，脱水収縮後の
上面図(c)と側面図(d)． 

図 5 等張液中の細胞の体積と水透過に有
効な表面積の関係 

図 6 細胞の体積変化の例 

図 2 低温顕微鏡 



m/Pa/s, Vb/V0 = 0.33，付着細胞では Lp = 
6.910-14 m/Pa/s, Vb/V0 = 0.43 とすれば実験結
果と計算結果との二乗平均誤差が最小とな
った．同様の測定をそれぞれ 10 個の細胞に
ついて行った結果を表 1 に示す．浮遊細胞と
比較して付着細胞の Lp は 11%ほど小さく
（p<0.05），Vb/V0 は逆に 30%ほど大きいとい
う結果が得られた．膜の水透過率は細胞膜の
性質に依存するが，付着細胞の場合には，細
胞内に形成された細胞骨格が細胞内外の圧
力差に対する抵抗となり，見かけ上の水の透
過率が小さくなる可能性が考えられる．しか
し，体積と表面積の測定精度を考慮すると，
浮遊状態と付着状態の細胞の見かけの Lp に
は有意差がないと考えられる．一方，Vb/V0

が付着細胞のほうが大きい原因も，体積の測
定精度の形状依存性に主な原因があると考
えられるが，その他の原因については現段階
では不明である．なお，Lpに及ぼす細胞体積
の影響は認められなかった． 

 
(2) 細胞の凍結損傷 
 図 7 に凍結前の細胞の生存率で規格化した
凍結解凍後の細胞の生存率を示す．浮遊細胞
と付着細胞では冷却速度が 50 K/min のほう
が 5 K/min の場合より生存率が低くなったが，
冷却速度にかかわらず浮遊細胞と付着細胞
の凍結解凍後の生存率には優位差は認めら
れなかった．これに対して，コンフルーエン
ト状態の細胞の生存率は，冷却速度が違って
もほぼ等しかった．そして，単離細胞と付着
細胞より生存率が有意に高く，特に 50 K/min
の場合にその差が顕著であった． 
 図 8 は細胞内凍結の発生率を示している．
5 K/min では細胞内凍結は発生しにくく，単
離細胞と付着細胞では全く生じていない．こ
れに対して 50 K/min の場合には，単離細胞と
付着細胞では約 40％，コンフルーエント状態
の細胞では約 90%で細胞内凍結が生じた．し
たがって，単離細胞と付着細胞では細胞内凍
結が生じた細胞のほとんどが損傷したのに
対し，コンフルーエントではほとんどが細胞
内凍結を起こしたにもかかわらずその大部

分が生存することが明らかになった． 
(3) まとめ 
以上の結果より次の結論を得た． 

1) 単離した細胞と孤立した培養細胞では，
水透過に寄与する細胞の表面積および細胞
膜のみかけの水透過率がほぼ等しいため脱
水収縮特性にほとんど差がなく，凍結解凍後
の生存率もほぼ等しい． 
2) 培養細胞が細胞間接着を有する場合には，
細胞内凍結が生じやすくなるが，それにもか
かわらず生存率が有意に高くなる．したがっ
て，致命的でない細胞内凍結は，細胞の凍結
損傷を抑制する効果がある． 
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図 8 細胞内凍結の発生率 
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