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研究成果の概要（和文）：本研究では, 細胞や細胞凍結保護物質水溶液を対象に, 誘電分光による分子ダイナミ
クスの測定やソーレ―強制レイリー散乱法による物質輸送性質の測定を行い, その成果として, (1)脱水された
細胞内における遅いダイナミクスを示す水の割合の増加, (2)環境負荷が小さい保護物質として期待される深共
晶溶媒の誘電分光におけるKramers-Kronigの関係を用いた解析の有効性と, その分子ダイナミクスの変化, (3)
低温高圧力下で氷晶によるダメージを避けながら細胞を保存するための定積凍結における, 細胞生存率と水分子
緩和時間の関係, を含む細胞低温保存プロセスの設計・最適化につながる知見が得られた.

研究成果の概要（英文）：In this study, measurements of the molecular dynamics of intracellular water
 were carried out by the dielectric spectroscopy, with the aim of understanding the effects of 
cryoprotective agents. Jurkat cells suspended in aqueous sucrose solutions of different 
concentrations were examined, which revealed the two types of intracellular water (bulk-like water 
and hydration water with slower molecular dynamics), and the increasement of intracellular slower 
water in dehydrated cells.

研究分野： 熱工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は, 様々な現象が関わる複雑な細胞凍結保存プロセスに関する物理化学的理解につながりうるという学術
的意義に加えて, その理解に基づく細胞凍結保存プロセスの効率化が実現されれば, 再生医療や生殖医療等の最
先端医療の進展に寄与しうるという社会的意義を有する.

※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 

細胞の凍結保存は, 通常－80 °C 以下の極低温環境に細胞をおく事で水を媒介とした生化学反
応を抑える技術であり, これにより細胞を自由なタイミングで解凍して使用することが可能に
なる. この技術は再生医療や生殖医療(不妊治療)における重要性はもちろん, COVID-19 のよう
な未知の感染症に対する治療や予防の手段として期待される細胞療法の実用化にも欠かせない
ものである.  

ただ単に細胞を冷却していくだけでは細胞内に氷の結晶(氷晶)が生成される場合があり, これ
が細胞に対して不可逆的なダメージを与えてしまうため, 氷晶生成を抑えるために凍結操作前
に凍結保護物質の添加が行われる. ジメチルスルフォキシド(DMSO)が保護物質として通常用
いられているが, その問題点として細胞毒性のため解凍時に速やかに除去する必要があること
や, 細胞の分化能への影響などが指摘されており, 新規な凍結保護物質を用いた細胞凍結保存
プロセスの確立が求められている. しかしながら凍結保護物質の添加による凍結保護のメカニ
ズムには未解明の部分が多く, また保護物質の種類だけではなく細胞の冷却速度や保存容器等
の条件が関わる複雑な現象であるため, それぞれの細胞種について経験則に基づいて凍結保存
が試みられる場合が多い.  

従って細胞の凍結保存プロセスには最適化の余地があると言えるが, そのためには保存過程
における細胞内の現象についての定量的な理解が重要となる.  

 

２．研究の目的 

細胞内の氷の核生成頻度と関連があると考えられる細胞内の水分子ダイナミクスや凍結保護
物質水溶液の分子ダイナミクス, 物質輸送性質の測定を通して, 細胞凍結保存プロセスの設計・
最適化に寄与する知見を得ることを目的とする. 

 

３．研究の方法 

 下記の誘電分光およびソーレ―強制レイリー散乱法を用いて, 分子ダイナミクスと物質輸送
性質に関する実験的知見をそれぞれ集積する. 

(1) 誘電分光 

誘電分光は電磁場と物質の相互作用を調べる分光法であり, 印加する交流電場の周波数に対
する複素誘電率* = ′ j′′j は虚数単位の変化を解析することで, 物質の分極のダイナミク
スを調べることができる. 永久双極子を持つ分子は, 交流電場の周波数が低い場合には電場の
振動に対応して向きを変える(配向)が, 周波数が高くなるにつれ分子の配向は交流電場に追従
できなくなり, 分極の大きさを表す誘電率実部は小さくなる(図 1). 誘電率虚部は, 交流電場
への分極の遅れの大きさを表し, そのピーク周波数は分子のダイナミクスに対応する誘電緩和
時間を特徴付ける. 分子が置かれた環境により誘電緩和スペクトルは変化するため, これを解
析することで分子のダイナミクスに関する情報が得られる [1].  
 

図 1 誘電緩和 
 

(2) ソーレ―強制レイリー散乱法 
 図 2にソーレー強制レイリー散乱法[2]の原理図を示す．試料内部で加熱用レーザーを 2光束
干渉させると，温度分布に対応した濃度分布がソーレー効果により形成される．加熱を止める
と温度分布の均一化に続いて物質拡散が起こる．これらの過程で温度分布，濃度分布による周
期的な屈折率分布が回折格子として働くため，観察用レーザーの入射により回折光が生じる．
この回折光の強度変化から物質輸送現象を評価することができる 

 



 

図 2 ソーレ―強制レイリー散乱法の原理 
 
４．研究成果 

主な成果を下記に挙げる. 
(1) 細胞内水分子のスローダイナミクスに関する検討 

スクロース水溶液に懸濁したヒト由来 Jurkat 細胞の誘電分光では, 図 3のように水分子由来
の緩和が 2つの Debye 型の重ね合わせとして表されることが分かった[1]が, それらに対応する
2 つの緩和時間の比について, リゾチーム(タンパク質)水溶液に関する分子動力学(MD)シミュ
レーションの結果[3]との比較を行った. この結果, 2 つの緩和時間の比は同程度であり, また
その濃度依存性についても同様の傾向がみられ, 細胞内水分子についての 2 つの Debye 緩和の
うち低周波側のものが, 細胞内の生体高分子等との相互作用により遅いダイナミクスを示す水
分子を特徴づけることを支持する知見が得られた. また, イースト細胞に対する誘電分光を行
ない, ヒト由来 Jurkat 細胞と同様に水分子由来の緩和が 2つの Debye 型緩和の重ね合わせとし
て表されることを明らかにした. 

図 3 スクロース水溶液に懸濁した Jurkat 細胞の誘電スペクトルの解析と,  
遅いダイナミクスを示す水の割合の細胞脱水による変化 [1] 

 
(2) 深共晶溶媒の分子ダイナミクスの測定 

生体分子の安定化作用が期待され, 細胞凍結保護物質としての検討も行われ始めている深共
晶溶媒について, 誘電スペクトルの取得および物質輸送の測定に関する検討を行った. 塩化コ
リン-エチレングリコール(CC-EG), 塩化コリン-グリセロール(CC-glycerol)の誘電分光では, 
Kramers-Kronig の関係を用いることで導電率成分の寄与がない誘電率虚部スペクトルを得る手
法[4]が効果的であることを示した. また,ソーレー強制レイリー散乱法を用いて深共晶溶媒の
信号を取得するための測定パラメタの検討を行い, 物質拡散由来の信号を取得する方法を確立
した. 

 
(3) 定積凍結(isochoric cryopreservation)を利用した細胞の保存に関する検討 

定積チャンバーに細胞懸濁液を入れ, 低温に保つことにより高圧力下で氷晶によるダメージ

In isotonic solution In hypertonic solution 



を避けながら細胞を保存するための検討を行った. 超々ジュラルミンを用いた定積凍結用高圧
チャンバーを設計し, これを用いた定積凍結保存による細胞生存率と, 誘電分光を用いて求め
た水分子緩和時間の関係について整理した. 
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