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研究成果の概要（和文）：両性電解質高分子が示す細胞の凍結保護効果の機序解明とその作用を用いた三次元細
胞構造体の凍結保存に関して重要な知見を得た。メカニズム解明のため、温度可変固体NMRを用いた両性電解質
高分子溶液の水分子、塩分子、高分子鎖の低温でのダイナミクスを調べた。これにより、低温時に形成される高
分子マトリックス中に水分子や塩分子が閉じ込められることで浸透圧調整が行われ、細胞の脱水が制御されるこ
と、および低温時の水分子の運動性が強く抑制されることにより、細胞外の氷晶刺激による細胞内氷晶の形成が
阻害されることが主なメカニズムであることであることが判明した。この機序を利用し、種々の細胞や細胞塊の
凍結保存に成功した。

研究成果の概要（英文）：Important findings were obtained regarding the elucidation of the mechanism 
of the cryoprotective effect of polyampholytes on cells and the cryopreservation of 
three-dimensional cellular structures using their action. To elucidate the mechanism, the dynamics 
of water molecules, salt molecules and polymer chains in polyampholyte solutions at low temperatures
 was investigated using temperature-variable solid-state NMR. It was found that the two main 
mechanisms are: osmotic adjustment by confinement of water molecules and salt molecules in the 
polymeric matrix formed at low temperatures, which controls cell dehydration; and strong inhibition 
of water molecule motility at low temperatures, which prevents the formation of intracellular ice 
crystals by extracellular ice crystal stimulation. Using this mechanism, various cells and cell 
masses were successfully cryopreserved.

研究分野： 高分子化学、生体材料学

キーワード： 凍結保護　両性電解質高分子　固体NMR

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
医学生物学研究に重要な細胞の凍結保護作用について、毒性の低い凍結保護剤である高分子による保護効果につ
いてのメカニズムの解明に成功した。このことは学術的に高い意義をもつだけでなく、毒性が低く効果の高い保
護剤の分子設計につながる。また、氷晶形成の抑制効果を用いることで三次元細胞構造体の凍結保護に期待がも
たれるなど、移植医療や再生医療にも貢献できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 

凍結保存に関する研究の歴史は古く、1959 年にジメチルスルホキシド (DMSO) による赤

血球の凍結保存が Nature 誌に報告されて以来、半世紀以上にわたり、これらの保護物質

を中心に各種細胞の保存について研究が行われてきた。これらの低分子凍結保護物質のメ

カニズムは、細胞内への侵入と細胞内での氷晶の抑制によるものであり、致命的となる細

胞内氷晶形成を防いでいるためである。現在でも、組織や臓器の保存など、困難な問題が

多く残されており、新しい効果の高い凍結保護物質の探索が求められている。しかし、新

たな化合物としての凍結保護物質の研究はほとんど行われておらず、2009 年に我々のグル

ープが初めて高効率な高分子凍結保護物質を報告するまで、ほぼ皆無であった。その後 10
年以上が経過し、高分子化合物による凍結保護物質の報告が世界中で多く行われ、多くの

分野での応用が期待されているが、その具体的なメカニズムはまだ明らかになっていな

い。 

我々は、自然界の物質にヒントを求めて、凍結保護作用の本質解明に向けて生物が持つあ

るタンパク質との類似性を見いだした。例えば、極地の植物などは低温に対する耐性を持

つことが知られている。また、クマムシや砂漠に生息するネムリユスリカの幼虫などは乾

燥耐性を持つことが報告されている。これらのメカニズムには、late embryogenesis 
abundant (LEA) タンパク質と呼ばれる一群のタンパク質が関与しており、乾燥による濃

縮や凍結による水の結晶化、凍結濃縮などのダメージを軽減する役割を持つと言われてい

る。凍結と乾燥には脱水という共通点がある。凍結の際は水が結晶化するため、塩が濃縮

されるという意味で脱水ストレスが細胞に負荷される。ネムリユスリカの幼虫などは、ト

レハロースとの共同作用により、細胞を脱水ストレスから保護しているとされている。ま

た、近年、クマムシでは、トレハロースを使用せずに特殊なタンパク質が乾燥耐性に対す

る保護作用を担っているという報告があった。この報告では、同じタンパク質が凍結保護

にも有効であることが示されている。これらのタンパク質には、約 4～8 割のアミノ酸残

基がイオン性であるという共通点があることが分かった。これらの電荷を持つ分子には脱

水ストレス緩和のシステムがあるはずである。この共通点を軸に、新たな手法によって凍

結保護高分子の真の凍結保護メカニズムを明らかにすることが、本研究課題の目的であ

る。このメカニズムが明らかになれば、細胞凍結保存の機能性向上につながる分子設計の

可能性や、結晶化抑制効果を最大限に利用した組織のガラス化保存法の改良など、医療や

生物学における新規凍結保存法の確立という応用面での意義が大きい研究の展開が可能と

なる。 

2. 研究の目的 

これまで我々が研究開発してきた凍結保護性能の高い高分子化合物の機序解明に関して、

自然界に存在する特殊なタンパク質との類似性から着眼点を得て、NMR を利用した新し

いアプローチを展開する。また、その機序を利用した凍結保護分子の分子設計最適化や細

胞組織の保存への応用研究も並行して進める。機序に関して、代表者は両性の電荷がなぜ



凍結や乾燥に耐性を与えるのかについて仮説を立てた。細胞の脱水は細胞内の氷晶形成抑

制に必要不可欠であるが、通常このような細胞の脱水は急激に起こるため、細胞が修復不

可能な損傷を受けることが凍結障害の原因とされている。また、当然凍結濃縮や乾燥に伴

う脱水はストレスとなる。そこで、両性電解質高分子ではこの急激な脱水を制御できる機

構が存在するはずである。つまり、高分子が水や塩と相互作用することで塩をトラップ

し、凍結濃縮における浸透圧の急上昇を防ぎ、細胞を適度に脱水する系が形成されている

という仮説である。このような状態では、細胞内の水の結晶化が起こる前に余分な水分が

除去され、低温でガラス状態となるため、ダメージが回避されることが考えられる。しか

し、このような機序の検証のための一般的な手法は確立されておらず、凍結中の水、高分

子、塩を評価する最も適した手法として、固体 NMR を用いた独自の手法を開発し、機序

の解明に挑む。 

3. 研究の方法 

これまで DMSO などの低分子による細胞膜透過性の凍結保護物質については、細胞内の

水の結晶化を抑制することが主な機序として報告されてきた。しかし、高分子凍結保護剤

の細胞外からの保護作用の機序は詳細には分かっておらず、最近の論文では細胞外の氷晶

の成長抑制作用と説明されている。確かに氷晶は物理的に細胞を破壊するため、その抑制

が重要であることは間違いないが、一方で、細胞内に大きな氷晶が形成されることは細胞

内小器官の破壊を伴う致命的なダメージを与えるとされているため、細胞内氷晶の形成が

抑制されていると考えられる。細胞内氷晶の形成については、一般的には顕微鏡などで観

察されるが、凍結時の細胞内の現象を正確に捉えることが難しいため、はっきりしたこと

は分かっていない状況である。我々は、両性電解質高分子溶液の凍結保護の分子メカニズ

ムを調べるため、温度可変固体 NMR により、凍結保護溶液中の水分子、塩分子、高分子

鎖のダイナミクスの温度依存性を詳細に明らかにし、凍結保護という複雑かつ多面的な現

象の特徴を明らかにした。 

4. 研究成果 

両性電解質高分子であるカルボキシル基導入ポリリジン (PLL-(0.65))(図 1) 溶液、比較対

象として、凍結保護効果の高い DMSO 溶液、凍結保護効果のあまり見られないアルブミ

ン (BSA) 溶液、ポリエチレングリコール (PEG) 溶液、保護効果のない生理食塩水につ

図 1 本研究で使用した両性電解質高分子であるカルボキシル化ポリリジンの構

造。PLL-(0.65)は、コハク酸付加部位(m)が 65%であるものを示す。 



いて、0℃から-41℃までの水分

子および塩（イオン）の運動性

を固体 NMR 測定により評価し

た。その結果、低温時の水の運

動性が PLL-(0.65) 溶液において

他の溶液に比べ顕著に抑制され

粘性が上昇することが分かった

(図 2)。これは既報による細胞外

の氷晶形成抑制とよく一致して

おり、氷晶による物理的ダメー

ジの抑制だけでなく、細胞内へ

の氷晶の侵入による細胞内氷晶

形成を抑制していることが示唆

される。また、PLL-(0.65) 溶液

中では高分子鎖に Na イオンが

トラップされ、低温域での Na

イオンの運動性が低下していることも確認された(図 3)。これにより、浸透圧に寄与する

Na イオンの濃度が PLL-(0.65) 溶液において低下し、急激な脱水を抑制し、温和な条件で

かつ十分に細胞内を脱水できる最適条件を達成していることが細胞内氷晶の形成の抑制を

示唆する結果となった。これらの機序を模式図として表す(図 4)。低温時に高分子が塩や水

を包含した会合体を形成し、それらの運動性が低下することで温和な条件でかつ十分に脱

水が起こると共に、細胞外溶液の粘性の上昇に伴う細胞外氷晶の成長も抑えられ、結果的

に細胞内氷晶の形成が抑制されることで細胞の凍結保護が可能となることが考えられる。

このような低温での高分子の運動性の変化について、他の両性電解質高分子でも固体

図 2 1H NMR の水のピーク幅の温度依存性。PLL-

(0.65)に顕著な広幅化が見られ、低温での粘性の

急上昇が確認された。 

図 3 a) 23Na NMR のピーク面積から低温での各溶液中の運動性を持つ Na イオンの量を評価し

た。PLL-(0.65)溶液において低温での運動性を持った Na イオンの量が低下した。b)Na イオン量

から系中の NaCl 濃度を計算した結果。PLL-(0.65)溶液中の NaCl 濃度は温度低下と共に速やか

に上昇し、低温下で緩やかに下降する。これは速やかかつ適度な細胞の脱水による細胞内氷晶

形成の抑制を示唆している。 



NMR 測定を行い、普遍的な現象としての分子メカニズムの理解が可能である研究結果を

得た。この機序は細胞内に浸透する既存の凍結保護剤と異なるため、新たな機序に基づく

凍結保護剤の開発につながる研究成果である。同時にこのような脱水制御に関わる凍結保

護作用を用い、三次元細胞構造体であるスフェロイドの凍結保護にも成功した。 

 

5．今後の展開 

固体 NMR 測定により高分子や塩、水の分子運動の観点から細胞凍結保護高分子の新規機

序について考察することが可能となった。この手法により効果の高い凍結保護剤の設計指

針が得られることが期待される。また、細胞だけでなく、再生組織などの二次元・三次元

の生体組織などの効率的な保存法、保存剤の開発に役立つことが期待される。 

 

図 4 PLL-(0.65)溶液による細胞の凍結保護効果の模式図。低温で高分子が会合体（マトリック

ス）を形成し、塩や水を分子内にトラップすることで凍結後の脱水を制御し、温和な条件で十分

に脱水を起こすことで細胞内の氷晶形成を抑制している。また、マトリックス形成による粘度上

昇により、細胞外の氷晶の成長を妨げ、氷晶が細胞膜を刺激する事による細胞内氷晶形成も

抑制していることが示唆された。 
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