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研究成果の概要（和文）： 本研究では，高細胞密度である生体組織レベルの試料における細胞

同士の接触状態が凍結解凍過程において細胞膜損傷に与える影響を，配向と細胞密度を制御し

た単層培養細胞を用いて検討した．更に，保湿剤であるヒアルロン酸の細胞膜近傍の水和によ

る生存率改善の可能性を探った．その結果，細胞密度が高くなると細胞膜損傷が増すこと，そ

して，細胞配向と凍結順序により損傷程度が異なることが示唆された．更に，ヒアルロン酸に

細胞膜への凍結保護効果があることが明らかとなった． 
 
研究成果の概要（英文）： In this study, influence of the contact state of cells in the sample of tissue 
level as high cell density on a plasma-membrane injury in a freeze-thaw process was investigated using 
the monolayer-culture cell which controlled the orientation and the cell density. Furthermore, feasibility 
of the improvement in cell viability by the hydrate near the plasma membrane of the hyaluronan which 
is a moisturizer was investigated. As a result, it was suggested that a plasma-membrane injury increased 
with increasing the cell density, and that the extent of an injury depended on a cell orientation and 
freezing sequences. Moreover, it is clear that hyaluronan has cryoprotective effect for 
plasma-membrane. 
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１．研究開始当初の背景 

近年の移植治療や再生医療の進歩により，
生体組織や細胞の需要と供給を満たす凍結
保存の重要性が高まっている．現状は，細胞
レベルでは多くのもので解凍後に高生存率
が得られているのに対し，組織レベルでは血

管や角膜など一部のものでしか確立されて
おらず，しかも，低生存率である．この要因
の１つとして，懸濁細胞と組織の構造的違い，
即ち，細胞密度の増加に伴う細胞同士の接触
機会の増加が挙げられる．しかし，これが凍
結解凍後の細胞生存に及ぼす影響とメカニ



ズムについては不明である． 
また，仮に細胞密度の増加が細胞外の氷晶

形成時に細胞膜損傷の増大を引き起こすな
らば，ヒアルロン酸（以下 HA と略す）等の
保湿剤を添加することで細胞間隙や膜近傍
における水和を促進し細胞膜損傷を低減で
きる可能性がある． 
 
２．研究の目的 
本研究では，生体組織を模擬した，配向と

細胞密度を制御した単層培養細胞を用い密
度上昇に伴う接触状態の違いが凍結解凍過
程において細胞膜損傷に与える影響を明確
にし，更に，HA による細胞膜近傍の水和に
よる生存率改善の可能性を探ることを目的
とする． 

 
３．研究の方法 
(1) 配向単層培養細胞の凍結解凍後生存率 
① 配向制御された単層培養細胞，または，

非配向のものについて凍結順序を与
えて凍結し（図１），解凍後に蛍光画
像による生存率の測定を行った． 

② 配向制御された単層培養細胞，または，
非配向のものを凍結し，解凍後に蛍光
画像による生存分布の観測と全体的
生存率測定を行った． 

 
図１ 配向試料と凍結順序の概念 

 
［方法の詳細］ 
研磨紙で溝加工し滅菌された細胞培養

用高分子基質（Nunc Thermanox, 24 × 24 × 
0.2 mm，高圧蒸気滅菌済）表面上でヒト皮
膚繊維芽細胞を 5 × 105 cells/cm2で 24 h培養
（37℃，5% CO2）し配向試料とした． 

 
図２ 試料の配向制御 

 
試料 1 枚に凍結保護液［10% ジメチルス

ルホキシド（DMSO）含有培養液（培養液：

ダルベコ改変培地）］を加え，図３に示す
ように細胞の配向に対し方向を与えて一
次元的な凍結順序を実現し，図４に示す装
置により冷却速度 0.3℃/min（4℃～－80℃）
で－185℃以下まで凍結させた． 

 
図３ 試料と凍結順序 

 
その後，試料を解凍し，生細胞の細胞質

と死細胞の核をそれぞれ Calcein-AM と
DAPI（同仁化学）で蛍光二重染色し，蛍光
倒立顕微鏡（Nikon TE-300-DEF-S）とデジ
タル CCD カメラ（浜松ホトニクス 
ORCA-ER）を介し，パーソナルコンピュー
タの画像処理・解析システム（Scanalytics 
Inc. IP Lab/ Win Ver. 4.0.1）に蛍光画像と位
相差画像を取り込み合成し，生死細胞数か
ら生存率を算出した． 

 

 
図４ 試料の凍結装置 

 
(2) HA 添加による生存率改善効果 
① 非配向の単層培養細胞（35 mm培養皿，

5 × 105 cells/cm2）を用い，低分子量HA
［ナトリウム塩，分子量 約 3 万，濃
度 0，0.5，5%（0%は培養液のみの場
合）］を加えた液における凍結（予備
培養時間 4 h，冷却速度：3℃/min）解
凍後の細胞膜完全性を調べた． 

② 細胞外の HA を除去した場合の凍結解
凍後の細胞膜完全性を調べた（5% HA，



予備培養時間 6 h，冷却速度 3℃/min）．
予備培養の条件で，蛍光物質の
Fluorescein Isothiocyanate 標識 HA（HA
分子量 約 10 万，濃度 1%）の細胞内
への取り込みを蛍光顕微鏡により調
べた． 

③ 高分子量 HA（分子量 約 130 万，濃度 
0.5wt%）と細胞膜透過型の凍結保護物
質である DMSO（濃度 10%）を併用し
た場合に凍結保護効果が増強される
かどうかについて非配向の単層培養
試料（冷却速度：0.3, 3℃/min）で調べ
た．また，蛍光二重染色による細胞の
生存を検証するため，試料の全体的な
細胞のミトコンドリア活性によるホ
ルマザン産生量（タカラバイオ
WST-1）を分光光度計（GE GeneQuant 
1300：購入設備）により調べた． 
なお，試料の凍結装置と凍結解凍後

の細胞生存率の評価の装置は，(1)と同
様であった． 

 
４．研究成果 
(1) 配向単層培養細胞の凍結解凍後生存率 
① 高細胞密度の配向単層培養細胞では

細胞の配向に対し垂直に凍結順序を
与えて冷却することにより生存率が
改善されることが示唆された（図４参
照）．結果の詳細を次に記す． 
［図４の説明： 縦軸にコントロール
に対する相対生存率，横軸に各試料を
とった（基質に垂直に凍結した試料→
①非配向，②配向；基質に平行に凍結
した試料→③非配向，④配向に平行，
⑤配向に垂直）．バーは標準偏差であ
る．溝の存在，即ち，配向制御は生存
率には影響を与えず，配向に対し垂直
方向に凍結したものが比較的相対生
存率が高くなった．］ 

 
図４ 配向・非配向試料の凍結順序と凍結解

凍後の細胞生存率 
 

② 高細胞密度の非配向単層培養細胞で
は局所的な細胞密集により生存率が
低くなったが（図５参照），配向させ

た細胞の方が非配向細胞と比べ全体
的な生存率が高くなった（図６参照）．
結果の詳細を以下に記す． 
［図５の説明： 黄色の点線で囲った
細胞密集部では死細胞（青色：DAPI
陽性）が多く見られた．］ 
［図６の説明： 縦軸に凍結解凍後の
コントロール（非凍結試料）に対する
相対細胞生存率，横軸に試料の細胞密
度をとった（n=6）．左側は非配向試料，
右側は配向試料である．どの細胞密度
でも配向試料の方が非配向試料より
も相対生存率が高くなった．］ 

 

 
図５ 非配向試料の凍結解凍後の様子（冷却

速度 0.3℃/min） 
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図６ 配向・非配向試料の凍結解凍後の細胞
生存率 

 
(2) HA 添加による生存率改善効果 
① 低分子量 HA に凍結保護効果があり，

適切な濃度で用いることで凍結保存
における細胞膜の完全性が維持され
ることが示唆された（図７参照）．結
果の詳細は次に記す． 
［図７の説明： 縦軸にコントロール
に対する相対膜完全率，横軸に HA 濃
度をとった（P < 0.05，n = 6，トリパ
ンブルー排除試験法による細胞膜の



完全性の評価）．バーは標準偏差であ
る．HA 濃度の増加に依存し相対膜完
全性は高くなった．］ 

② 高分子量 HA の細胞内における損傷低
減効果が明らかとなった．また，蛍光
HA の細胞への取り込みが観察された
ことから，保護効果には細胞膜への作
用と貪食による細胞内への作用が関
与していることが示唆された（図８，
図９参照）．結果の詳細を次に記す． 
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図７ 低分子量 HA 濃度と凍結解凍後の相

対膜完全率の関係 
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図８ 低分子量 HA を 6 h 浸漬後の除去と凍
結解凍後の相対膜完全率の関係 

［図８の説明： 縦軸にコントロール
に対する相対膜完全率を，横軸に各条
件をとった．条件は，左から 5% HA
に 6 h 浸漬後そのまま凍結させた試料，
真ん中は HA 浸漬後に浸漬液を培養液
に置換し凍結させた試料，右は HA 浸
漬後 HA を洗浄除去し培養液で凍結さ
せた試料，である．凍結解凍後の生存
率は(a)の状態と(b)の状態では同じで，

(c)の状態ではわずかに低くなった．こ
ののとから，細胞の凍結に対する HA
の保護効果は細胞内と細胞膜双方に
あることが示唆された．］ 
［図９の説明： 上側は位相差画像で，
下側は同位置での蛍光画像である（(a) 
HA に 6 時間浸漬直後；(b)  浸漬液除
去後；(c) HA を洗浄除去後）．図中(c)
下においては，HA が細胞内に取り込
まれ細胞質が光っているのが観察さ
れた．］ 
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図９ 低分子量 FITC 標識 HA を 6 h 浸漬後

の細胞の蛍光画像 
 

 

図１０  高分子量HAを添加した試料の凍結
解凍後の細胞生存率  

 
③ DMSOのみの凍結と比べHAを加えた

試料の方が，凍結解凍後の細胞生存率
が高くなった（図１０参照）．詳細は
図５の説明に記す．また，凍結解凍後
の細胞残存率も同様の傾向を示した
（図には示していない）．このことか
ら，HA は細胞内で氷晶抑制効果を示
し，しかも，細胞外で細胞膜保護効果



や示していると考えられた． 
［図１０の説明： 縦軸に凍結解凍後
の細胞生存率，横軸に冷却速度をとっ
た（n=7；左から HA 浸漬後そのまま
凍結，DMSO 中で凍結，HA 浸漬後
DMSO 中で凍結）．DMSO を単独で用
いた場合よりも，ヒアルロン酸を添加
したものの方が生存率は高くなった．
また，ヒアルロン酸のみでは非常に生
存率が低く，WST-1 による細胞活性も
非常に低かった．］ 

 
(3) まとめ 

細胞密度が高い組織レベルの凍結保存対
象においては，凍結させる順序と細胞の配向
方向を選ぶことで生存率が改善されること
が示唆された．更に，保水剤であるヒアルロ
ン酸を利用すると細胞膜損傷と細胞内凍結
を低減し生存率が改善されることが明らか
となった．これらのことから，組織レベルの
試料に対する細胞の配向を考慮した凍結方
法と保湿剤の利用した細胞膜低減による生
存率の改善が期待される． 
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