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研究成果の概要（和文）： 

生きた組織や臓器を長期凍結保存する技術の必要性が高まっているが、未だ有効な技術が
ない。細胞と異なり大きな組織や臓器の凍結では凍結と解凍の両工程で傷害が起きる。凍結過
程の技術開発が進みつつあるが、解凍過程は全く有効な手だてはない。そこで、電磁誘導で金
属が発熱する仕組みを利用して血管内部から高速で解凍する方法を考案した。電磁調理器の改
造、電磁波で発熱する人工赤血球の開発を行い、可能性検討を試みた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The necessity for the technologies of cryopreservation of living tissues and organs is 
increasing. We have not yet effective means for cryopreservation of tissue and organ 
especially for the defrosting process, where the cryo-injury process advances both during 
freezing process and during thawing processes. Then, we devised and challenged to develop 
an ultra-rapid defrosting technique, in which tissues can be defrosted extremely rapidly 
from the inside of the blood vessels by electro-magnetic induction. In this study, the 
electromagnetic induction heating cookers were converted and the production of the 
artificial red blood cell which generates heat by electromagnetic induction was challenged. 
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１．研究開始当初の背景 
・背景・動機①：凍結保存技術の必要性：2008
年国際移植学会、世界保健機構が臓器売買、
移植ツーリズム、 移植臓器の商業化に反対
するイスタンブール宣言を発表した。移植用
臓器の慢性的絶対的な不足は世界的な問題
になっている。問題の本質は他人から臓器を
もらう必要があるところにある。臓器は科学
の力で作るべきとの考えから、細胞から組
織・臓器を作って治療に用いようと組織工
学・再生医療の研究開発が始まった。先達の
数多くの研究の積み重ねにより、培養皮膚や

培養軟骨などが工学的に作製できるように
なり、臨床応用もできるようになってきた。
もし、来るべき再生医療の時代に、これらの
生きた組織や臓器を長期保存できれば、臓器
不足の問題解決や組織工学・再生医療の産業
化にも絶大な貢献ができると想定される。 
・背景・動機②：組織・臓器の凍結保存技術：
生きた組織や臓器を長期保存するには、凍結
保存が理想である。しかし、凍結保存は、ま
だ確立された細胞のみに限られ、組織や臓器
では全く確立されていない。申請者らは、自
作した可視化装置を用いて、細胞や組織の凍
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結現象を可視化する研究に取り組み、凍結傷
害の要因を観察してきた。可視化実験を通し
て確認できた凍結傷害のメカニズムをまと
めると、細胞内・細胞外の氷晶形成による細
胞の凍結傷害、特に組織や臓器の凍結では大
きさがあるゆえ空間的な温度差が伴い、凍
結・解凍の部位による時間差が生じる。その
ため、組織構造における細胞間や細胞と細胞
外マトリクス間の結合が傷害され、組織構造
がダメージを受ける。しかもこれらの傷害現
象は、凍結と解凍の両過程で起きる。したが
って、氷晶形成や凍結の時間差を防ぐには、
組織や臓器全体を「瞬間凍結」、さらに「瞬
間解凍」する必要がある。 
・背景・動機③：CAS (Cell Alive System) 
法：近年、瞬間凍結の方法として、CAS 法が
開発され注目されている。電磁波をかけて組
織内の水分子を振動させながら温度を下げ、
過冷却状態を作り出し、そこで電磁波を止め
て、一気に全体を凍結する。この方法で組織
全体の瞬間凍結を実現し、それによって組織
はガラス化して氷晶が生じないと、食品業界
で効果が謳われている。しかし、解凍の過程
では、電子レンジでの解凍でもわかるように、
電磁波をかけても凍結した水分子は振動せ
ずすぐには融解しない。結局表面からの加熱
しかできないため、融解には時間がかかり、
氷晶の成長の問題や、大きな組織や臓器を加
温する場合に必然的に生じる表面と内部の
大きな温度差、解凍の時間差による組織傷害
は、依然未解決のままである。 
２．研究の目的 
以上の背景のもと、そこで、本研究では、

組織や臓器の凍結解凍の新技術として、電磁
誘導で金属が発熱する仕組みを利用して血
管内部から高速で解凍する方法を考案し、
『組織と臓器の超速解凍法』としてその可能
性を検討することを目的とした。 
○超速解凍法の概要(案) 
組織・臓器のかん流保護液に、金属微粒子

入りのマイクロビーズを人工赤血球として
加えたものを用いる。これで臓器をかん流し、
金属微粒子を組織全体に分布させてから凍
結する。解凍過程では、凍結させた組織に電
磁誘導をかける。すると金属微粒子がジュー
ル熱で一斉に発熱する。金属微粒子は組織全
体に毛細血管レベルで分布しているので、組
織の内部全体に分散した熱源となる。その結
果、凍結した組織・臓器全体が急速に内部か
らも加温解凍できるという図式である。 

 
３．研究の方法 
本研究期間内に、(1) 凍結過程の評価シス

テムの整備・検討、(2)金属微粒子を含有する
人工赤血球の作製、(3)電磁誘導による熱源と
しての作用を証明すること、(3)超速解凍への
有効性を示すことを目標とした。 

(1) 凍結過程の評価システムの整備・検討 
申請者らはこれまで高速ビデオカメラを装

着した顕微装置を自前でセットアップし、細
胞、生体組織が瞬間的に凍結する過程を可視
化してきた。本研究を進めるにあたって、凍
結および解凍現象の評価を行う方法を確立
する必要性を考え、そのための準備作業を行
った。 
評価法の確立のために、①現象の可視化、

②組織細胞の生存率の評価方法の探索、を行
い、評価法を確立することを目指した。具体
的には、①として、これまで自作して進めて
きた装置の課題を改良することを目指した。
②としては、サンプルとして培養皮膚をサン
プルに、凍結現象の可視化、生存率の評価を
試みた。 
(2) 金属微粒子を含有する人工赤血球の作

製 
人工赤血球の作製を目指して、インクジェ

ットを利用したインクジェット式微粒子作
製法を開発してきた。この技術と簡易作製装
置を、改良を進めながら利用した。この手法、
装置では、インク材にナノ粒子を加えること
で、ナノ粒子入り微粒子が作製できる。 
金属材料として、発熱性や温熱療法に利用

されていることから鉄が材料として適して
いると考えた。ナノ磁性材料は材料のサイズ、
電磁波の強度により温度の挙動が異なるこ
とが既に報告されていることから、本研究で
は入手可能であった直径 250nm、10nm のサ
イズの磁性ナノ粒子（nanomag®-silica plain 
250nm、10nm、コアフロント、東京）を準
備し、実験に用いた。 
インクジェット式微粒子作製装置でアル

ギン酸ナトリウム溶液をベースにしたイン
ク溶液に上記ナノ粒子を懸濁混和し、インク
ジェットで吐出して赤血球サイズの微粒子
の作製を試みた。 
(3) 電磁誘導による熱源としての作用の検
討 
本実験では、電磁誘導で加温効果が認めら

れるかを検証するにあたって、まず、実験の
準備として、電磁誘導を負荷する装置が必要
であった。そのための装置として、市販の IH
ヒータ(efeel IHK700 アイリスオーヤマ、宮
城)を購入し、装置の電気回路部を分解し改造
して、この装置のコイル機構を利用して電磁
波をかけられる装置とした。 
実験ではまず磁性ナノ粒子を材料として、

作製した電磁誘導負荷装置で加温効果があ
ることを実験した。実験に伴い、温度計測の
ために熱電対を準備したが、電磁波の影響で
熱電対自体の発熱が考えられたため、放射赤
外線計測による非接触温度計を新たに準備
し、実験を繰り返した。さらに、発熱の温度
分布をサーモグラフィにて観測した。 

 



４．研究成果 
(1) 凍結過程の評価システムの整備・検討 
① 可視化装置の改良 
当初の高速ビデオカメラを用いた自作装

置では、温度計測ができない、温度制御もで
きない、その結果、実験の再現性を保てない
装置という課題があった。また、ハロゲンラ
ンプを用いた光源であったため、熱の発生は
避けようがなく、その結果、温度計測も不可
能であった。そこで、これらの課題を解決す
るため、装置を改良して、温度を計測できる
ようにし、また温度制御ができる装置に改良
した。また、光源も、LED照明を導入して、
熱がかからない装置になった(図１)。 

 

 
スターリングクーラーの導入で温度計測

と温度制御が可能になったが、冷却の仕組み
から予想外に振動が激しく、顕微鏡観察では
駆動ができないという問題がわかった。現在、
冷却システムの見直しを行い、他の研究費を
利用して、継続して装置の改良を進めている。 
② 組織細胞の生存率の評価方法の探索 

サンプルとして市販された培養皮膚（JEIS, 
JTEC、愛知）をサンプルとして、凍結現象
の可視化、生存率の評価を試みた（図２）。
気相に接する培養（図２-A）によってケラチ
ノサイトは正常皮膚と同じように角質化し
ていき、13 日間の培養で組織切片を作ってみ

ると正常皮膚と同様な構造を呈していた（図
２-B）。十分 3 次元組織モデルとして利用可
能であると判断した。しかし、この組織の凍
結によるダメージをいかに評価するか、が問
題で、生存率判定でよく用いられている蛍光
染色を利用する Live & Dead Assay では、3
次元組織であるがゆえに、表面からの観察の
みでは観察が困難で、蛍光の重なりも多く定
量評価は困難であることが判明した(図２-C)。
そこで、代謝活性を測定する MTT assay を
実施した(図２-D)（＊参照）。Control を 100％
として、通常の培地で凍らせたものと凍結保
護材である DMSO を添加し凍結したものを
評価すると、その活性が定量化できた。ただ
し、代謝活性は直接の生死判定ではないこと、
また温度の影響を受けることなどの問題が
ある。（この判定のために分光光度計を購入
した。）臓器のような大きな組織になった場
合の生死判定、機能判定は今後の課題である。 
（＊）MTT Assay について 

MTT(3-[4,5-dimethyl thiazol- 2-yl] 
-2,5-diphenyltetrazolium bromide)は細胞
の活性を評価する際にしばしば用いられる
試薬である。MTTは細胞内部にあるミトコン
ドリア中にある脱水素と反応してホルマザ
ンを産生する。ホルマザンは非水溶性の結晶
で、生成後は沈殿する。これをイソプロパノ
ール(またはや DMSO)などの有機溶媒で溶解
させると赤紫色の溶液となり、570 nm(535 
nm)の吸光度によって、ホルマザン産生量(＝
ミトコンドリア酵素活性≒細胞の viability
≒細胞生存率)を測定することができる。死
細胞では完全に失活しているので、これを指
標に生存率や細胞数を評価するのに用いら
れている。 
 
(2) 金属微粒子を含有する人工赤血球の作

製 

図１、観察装置の改良 

図２、培養皮膚上皮モデルによる評価法の探索 



前述のインクジェット式微粒子作製法で
アルギン酸ナトリウム溶液を基材として、磁
性ナノ粒子入りの微粒子を作製した。装置を
改良しつつ、作製微粒子のサイズを自由に制
御することができるようになった。そして作
製した 250nm 磁性ナノ粒子入りの微粒子を
図３に示す。インクジェット式微粒子作製法
では、インクジェットの均一な微小液滴作製
能力の利用、自在なサイズコントロール、液
滴の濃縮作用を持つことを特徴としており、
そのおかげで、作製した微粒子はほぼ均一な
サイズで、大きさも赤血球サイズ（8μm）と
ほぼ等しいサイズのものを作製することが
できた（図３-B）。磁性ナノ粒子を添加した
ため、作製した微粒子も磁性を持ち、微粒子
を集めたディシュの下から磁石を動かすと、
それに合わせて微粒子が操作できた（図３
-C）。また、SEM 像では、通常のアルギン酸
ナトリウム溶液のみで作製した微粒子に見
られる微粒子表面を基として、磁性ナノ粒子
と思われる微粒子の集塊、もしくはそれらが
ネットワーク化したような月面のクレータ
ー状の隆起を呈している様子が観察された
（図１D）。微粒子作製過程でのナノ粒子の凝
集が影響しているものと考えられる。 

(3) 電磁誘導による熱源としての作用の検
討 

電磁調理器の改造を改造して作製した電
磁誘導負荷装置を用いて電磁誘導実験を実
施した。実験のセットアップを図４に、実際
の装置を図５に示す。 
 実際にこのような実験計画とセットア

ップを想定して、実験装置を自作して実験に
臨んだ。熱電対で温度計測を行おうとしたが、
電磁誘導による熱電対自体の発熱が疑われ
たので、放射赤外線温度計を購入し、それに
よって非接触で距離を取っての計測を行う
ことにした。しかしそれでも、サンプルはす

べての場所で、電磁誘導を開始すると同時に
温度上昇がみられ（図６）、原因探索が余儀
なくされた。サンプルとして、水だけの場合、
不織布など他の非伝導体の場合でも実験を
行ったが、すべてに温度上昇がみられ、原因
探索を要した。 
電磁誘導装置自体、特に装置のコイルから

の発熱が強く疑われ、サーモグラフィにより
観測したところ、心配した通り、コイルの発

図４、電磁誘導実験のセットアップ 

図３、磁性ナノ粒子入り微粒子の作製。（A）直径

20～25μm の微粒子、（B）直径 6 ～9μm の微

粒子、（C）外部磁石による作製した微粒子の操作、

（D）作製した微粒子の SEM 像 
図６、計測した 12 ウェルサンプルの各部位で

での温度変化 

図５、作製した電磁誘導装置 

図７、サーモグラフィによる電磁誘導装置の温

度分布の観察 



熱が著しく、クッキングヒーター内部に設置
してある誤作動防止用鉄板も発熱があり、そ
れらの発熱がサンプルに及んでいることが
判明した（図８）。発泡スチロールなどで断
熱を行ったが、磁性粒子の発熱現象はまだ認
められるに至っていない。 

 
(4) 実験のまとめ、考察、今後の方針 

（３）の電磁誘導実験では、電磁調理器を
改良した電磁誘導負荷装置を作製し実験を
行ったが、コイルの発熱、装置自体の発熱の
ため、期間内に磁性粒子の電磁誘導による発
熱を示せる結果は得られなかった。その原因
を考察し、問題点を挙げると、①磁性ナノ粒
子の量がわずかで発熱量に乏しい、②市販の
電磁調理器はコイルの発熱が鍋に伝わって
も構わない構造であり、この実験には適さな
い、③電磁調理器は電磁波の周波数領域が鍋
の発熱に最適化されており、ナノ粒子に最適
な電磁波周波数ではなかったこと、などがあ
げられる。実際に温熱療法でマグネタイト微
粒子が臨床応用されている以上、その微粒子
とその電磁誘導装置を合わせれば、必ず発熱
する微粒子システムを作れるはずであるの
で、今後は実機と実際のナノ粒子の利用を考
えたい。それと、大きな発熱効果を得るため
には、磁性ナノ粒子をたくさん使うことも必
要である。人工赤血球となる磁性微粒子を大
量生産する方法の開発が必要である。 
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