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研究成果の概要（和文）：再生医療の普及には細胞を遠方まで輸送する技術が重要である。しかしながら、細胞は輸送
によりダメージを受けるため、現在の技術では高い生存率を保ったままでの長時間輸送は困難である。その解決のため
には、凍結による輸送が効果的である。また、再生医療で用いられる細胞は患者本人、あるいはドナー由来の細胞であ
り、必要時に採取することは負担が大きい。あらかじめ採取して凍結保存することで、安定した細胞の供給が可能とな
る。本研究では、変動磁場を用いて、食品で使用されている技術を応用した新たな細胞保管技術を開発した。また、幹
細胞の保管方法として、組織を直接凍結し、解凍後に幹細胞を採取する方法の有用性を示した。

研究成果の概要（英文）：For the wide acceptance of regenerative medicine, the development of cell 
transportation technology is important. However, currently available technologies are not capable to 
transport living cells for a long distance. Accordingly, freezing is a promissing approach to solve this 
problem. Tissue engineering utilize cells from patient or donors. Harvesting cells at each treatment is a 
burden for patients. Cell freezing technology is also beneficial for the stable supply of stem cells. In 
this study, freezin technology from food industry was introduced and modified to achieve higher living 
ratio after feeze-thaw cycle. Furthermore, we also investigated the usefulness of direct tissue freezing 
strategy, which enables cultivation of stem cells from frozen tissue in the future.

研究分野：口腔外科学
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１．研究開始当初の背景 
 再生医療は基礎研究から実用化を視野に
置く段階になっているが、実用化に向けた最
重要課題の一つは、細胞の安全な輸送方法の
確立である。培養細胞は生きたまま輸送する
必要があるが、通常細胞をシャーレ等から酵
素によって剥離し、培養に用いた培養液を極
力洗浄して除去した後、生食水等に懸濁して
搬送される。これは、培養中に本来ヒトへ投
与することを想定されていない試薬を使用
するためである。しかしながら、生食水に懸
濁した状態の細胞は長時間生存することは
困難であり、臨床上安全に輸送できるのは院
内、あるいは近隣の医療施設に限られてしま
うのが現状である。一方、細胞の輸送に最も
適した状態は、凍結である。凍結された細胞
は長期間保存可能であるのみならず、振動や
栄養供給の問題を回避することができる。し
かしながら、現在の凍結方法は細胞の凍結保
護剤を添加することが必要であり、凍結保護
剤の細胞毒性のため、投与前に解凍後の細胞
を再び洗浄する必要がある。洗浄には専用の
施設や技術者が必要であるため、せっかく凍
結により輸送を行うことができても、一般の
医療施設では使用することはできない。しか
しながら、凍結保護剤を用いない凍結が可能
となれば、解凍後ただちに細胞を患者へ投与
することが可能であり、施設の有無を問わず、
あらゆる施設で細胞治療が可能となる。 
 
２．研究の目的 
 再生医療の普及には、細胞を遠方まで輸送
する技術が重要である。しかしながら、細胞
は輸送中の温度変化や振動、あるいは栄養供
給の不足によりダメージを受けるため、現在
の技術では高い生存率を保ったままでの長
時間輸送は困難である。この問題を解決する
ためには凍結状態での輸送が望ましいが、凍
結には細胞毒性のある凍結保護剤の使用が
必須であるため、解凍後ただちに細胞を投与
することはできない。近年、変動磁場を用い
る新たな凍結方法が開発され、食品などで実
用化されている。本研究では、この変動磁場
による凍結法の原理をさらに進め、誘導電流
制御による新たな細胞凍結技術の開発を行
う。磁場のみでなく細胞に流れる誘導電流を
制御することで凍結保護効果を高め、凍結保
護剤を用いない細胞凍結技術を実用レベル
まで到達させる。 
 
３．研究の方法 
 本申請では、マウス皮膚組織、および皮膚
組織由来の線維芽細胞を用いて、凍結保護剤
を用いない条件における細胞凍結方法を開
発する。初めに線維芽細胞を用意し、変動磁
場を用いたプログラムフリーザー(CAS シス
テム)を用いて、これまでの予備実験で得られ
た条件を中心に、磁場の強度と周波数を最適
化する。細胞は解凍後の生存率、翌日の生存
率、および継代された細胞の増殖率を検討す

る。さらに、独自に作製した誘導電流の発生
装置を用いて直流と交流を印加し、それぞれ
の電圧をコントロールすることで細胞内に
流れる誘導電流のレベルを変化させる。この
誘導電流レベルの最適化に加えて、生体に安
全な添加物を用いることで、目標とする生存
率（５０％）を目指す。細胞に対する凍結方
法に一定の効果が得られた場合には、組織の
ままで凍結するための条件についても検討
し、同様に最適化を行う。 
 
４．研究成果 
 本研究では，マウス皮膚由来線維芽細胞を
用意し，変動磁場を発生するプログラムフリ
ーザーを用いて解凍後の生存率，翌日の生存
率，および継代された細胞の増殖率を検討し
た．具体的には P1 のマウス線維芽細胞を用
い，５ｘ１０５個の細胞を１ml の１００％PBS
に懸濁して凍結チューブに入れ，強度（電圧）
および変化率（周波数）を変化させ，細胞凍
結を行った．翌日，凍結した細胞を解凍し，
生細胞数をカウントした後，１０cm ディッシ
ュに播種した．培養１日後，細胞を回収して
再び生細胞数をカウントし，生細胞数と精細
胞率を産出した．細胞は１０Hz,１Vにおいて
最も高い生存率を示し，磁場を用いない場合
の生存率と比較して平均５倍となった（図
１）．生存率は実験によるバラツキがあるも
のの，２０－４５％の間で変動した． 
 
次に，組織のままで凍結するための条件に
ついても検討した．剃毛したマウス皮膚から
径５mm 大の組織を切り出した．丁寧に脂肪組
織を除去し，始めに１０％DMSO を含む培地中
で凍結を行った．解凍後に explant culture
を行い，細胞数，幹細胞マーカーの発現，コ

ラーゲンの産生能を測定した．コントロール
として，凍結を行わずに培養した細胞を細胞
の状態で凍結，解凍したものを用いた．得ら
れた細胞はCD105など幹細胞マーカーを発現
し，そのプロファイルはほぼ直接培養を行っ
た群と同様であった（図２，図３）． 



 

 
 
 
一方凍結保護材を用いない条件では，十分
な生細胞数を得ることが困難であった．直流
および交流を印加可能な装置を用いてさま
ざまな条件下で解凍直後（図４）および継代
後の細胞増殖率（図５）を測定した．生存率
は総合的には印加による有意な改善を認め
る条件を見いだすことはできなかった． 
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