
Title 凍結細胞の温度変動による応答特性に関する研究

Author(s) 奥田, 淳

Citation 大阪大学, 2025, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.18910/103198

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



 

 

 

博士学位論文 

 

 

 

凍結細胞の温度変動による応答特性に関する研究 

 

 

 

 

 

奥田 淳 

 

 

2025 年 7 月 

  

大阪大学大学院工学研究科

  



2 
 

⽬次 

第 1 章 序論 ........................................................................................................................... 4 

1.1 緒言 .......................................................................................................................... 4 

1.2 細胞製品の流通多様化 ............................................................................................. 6 

1.3 細胞製造性を考慮した工程設計の重要性 ................................................................. 7 

1.4 本研究の目的と構成 .................................................................................................. 8 

第 2 章 温度変動による細胞生存性への影響の解釈 ............................................................. 10 

2.1 緒言 ........................................................................................................................ 10 

2.2 実験材料および方法 ............................................................................................... 15 

2.2.1 hiPSC の培養条件 ........................................................................................... 15 

2.2.2 hiPSC の凍結保存液への懸濁 ......................................................................... 16 

2.2.3 hMSC の培養条件および凍結保存液への懸濁 ................................................ 16 

2.2.4 hiPSC への温度サイクル処理 ........................................................................... 17 

2.2.5 生存性評価指標と測定方法 ............................................................................. 19 

2.2.6 hMSC への温度サイクルによる影響評価 .......................................................... 21 

2.2.7 凍結保存液のガラス転移温度の評価 ................................................................ 24 

2.2.8 統計解析 .......................................................................................................... 25 

2.3 実験結果 ................................................................................................................. 26 

2.3.1 サイクル回数が hiPSC の生存性指標に与える影響 .......................................... 26 

2.3.2 温度域による hiPSC の生存性指標への影響 .................................................... 26 

2.3.3 hMSC への温度サイクルによる影響評価 .......................................................... 29 

2.3.4 凍結保存液のガラス転移温度の評価 ................................................................ 32 

2.4 考察 ........................................................................................................................ 33 

2.5 小括 ........................................................................................................................ 37 



3 
 

第 3 章 温度変動により生じる細胞応答の解釈 ...................................................................... 38 

3.1 緒言 ........................................................................................................................ 38 

3.2 実験材料および方法 ............................................................................................... 40 

3.2.1 ヒト iPS 細胞の培養 .......................................................................................... 40 

3.2.2 フローサイトメトリー測定試料の温度サイクル処理 .............................................. 40 

3.2.3 ラマン分光法による測定 ................................................................................... 41 

3.2.4 データ処理 ....................................................................................................... 44 

3.2.5 フローサイトメトリーによるミトコンドリア膜電位の評価 .......................................... 47 

3.3 実験結果 ................................................................................................................. 48 

3.3.1 ラマン分光法による解凍後のシトクロムシグナルの変化の解析 ........................... 48 

3.3.2 ラマン分光法による温度サイクル時の DMSO シグナルの変化の解析 ............... 49 

3.3.3 温度サイクルによるミトコンドリア膜電位の変化 ................................................... 51 

3.4 考察 ........................................................................................................................ 52 

3.5 小括 ........................................................................................................................ 57 

第 4 章 総括 ......................................................................................................................... 58 

略語一覧 ................................................................................................................................ 64 

指標 ....................................................................................................................................... 65 

参考文献 ................................................................................................................................ 66 

謝辞 ....................................................................................................................................... 75 



4 
 

第 1 章 序論 

1.1 緒言 

低温保存は細胞の懸濁液や組織を長期的に保存する唯一の有効的な手段である (Isasi & 

Knoppers, 2009; Karlsson & Toner, 1996)．細胞製品においては，凍結保存液（Cryo-protective 

solution, CPA）を用いて細胞を緩慢に凍結する手法が最も広く用いられている．この方法では，

CPA に細胞を懸濁し，温度をゆっくりと低下させる．緩慢な冷却により，細胞外に氷晶が先に形成

され，それに伴い細胞外の溶質濃度が上昇し浸透圧差が生じることで，細胞内から水分が脱水さ

れる．この脱水により，細胞内の氷晶形成が抑制され，細胞内構造の機械的損傷リスクが軽減さ

れると考えられている (Mazur, 1963, 1984; Mazur et al., 1972)．凍結保存液の主成分としてはジメ

チルスルホキシド（DMSO）が広く使用されており，DMSO は細胞膜を透過し，細胞内にも一部が

取り込まれる．冷却過程では，細胞内外に氷晶が形成され，氷の存在しない部分は溶質濃縮によ

って形成される高濃度の液相（Vitreous solution）として存在する．この液相は，ガラス転移温度

（Tg）を下回る温度においては 10¹² Pa·s を超える高粘性状態を維持する (Hubel et al., 2014)．こ

れは，細胞内外の水分子が拡散運動を停止し，種々の生体反応を抑制することによって長期保

存を可能にする条件である．特に，DMSO を主成分とする凍結保存液の場合，その Tgはおよそ

−120℃付近に存在するとされており，細胞製品を安定に長期保存するためには，この Tgを下回

る温度，すなわち実用的には液体窒素温度領域での保管が必要とされる (Meneghel et al., 

2019)．保存に関連する温度帯と細胞内外の環境を図 1 に整理する． 
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図 1 各種保管設備の温度帯における細胞内外の環境 

 

細胞製品の長期保存には液体窒素温度領域が適用され，主には液体窒素の気相中で試料を

保管する容器が使用されている (“USP General Chapter <1044> Cryopreservation of Cells,” 2014)．

この保管方式では，細胞を充填したバイアルやバッグを単位として，複数をまとめたラック単位で

収納・管理されているのが一般的である．出荷時には必要な試料のみを取り出すのが理想だが，

実運用では出庫対象の容器が収納されているラックごと一時的に取り出され，これにより他の非出

庫容器も一時的に温度上昇にさらされる．このような一連の入庫・出庫操作による細胞の温度上

昇は Transient warming events, TWEs と呼ばれており，凍結細胞の劣化リスクと考えられている． 
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す可能性があり，保管・輸送における温度管理とは単に保存容器内の温度を維持することにとど

まらず，この温度変動についても管理することが求められる． 

 

1.2 細胞製品の流通多様化 

近年，幹細胞を用いた治療法の進展に伴い，これら細胞製品の大量製造に向けた技術開発

が進められている (Yamamoto et al., 2024; Yamamoto & Kino-oka, 2021)．患者ニーズに応じた多

拠点への配送や，共同バンクの活用などが構築される中，サプライチェーンの効率化と流通形態

の多様化が進むことが予想される (Criswell et al., 2022)．製造から投与までに複数回，拠点間を

輸送されるようになると，物流上の中継や輸送回数が増加するため，凍結保管される細胞の容器

間の移し替えが発生することから（図 2），温度管理上のリスクは高まることが想定される．このよう

な背景から，細胞製品の普及には，製造工程のスケールアップのみならず，製造後の流通工程

における品質保持技術の確立が不可欠である (Meacle et al., 2016)． 

 

 

図 2 保管，輸送において繰り返し発⽣する温度変動 
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1.3 細胞製造性を考慮した工程設計の重要性 

細胞製造における工程設計を検討する際の有効な考え方として，「細胞製造性（cell 

manufacturability）」の概念がある (Kino-oka et al., 2019)．この考え方は，製造における種々の変

動（原料変動，操作ばらつき，外部環境など）を踏まえたうえで，生物学的見地と工学的見地を橋

渡しし，工程全体を体系的に構築・管理することの必要性を示している．一方で細胞製造におい

ては，実運用で避けがたい温度変動（TWEs）による品質劣化を考慮した工程設計については，

体系的に行うための指針は示されてこなかった． 

このような TWEs に起因する品質劣化を許容範囲内に抑える設計を可能にするには，次の 2

つの理解が不可欠である．第一に，温度変動という物理化学的入力が，細胞の生存性や機能性

といった品質指標（出力）にどのように影響するかを定量的に把握すること．第二に，その入力が

細胞内部で引き起こす応答，すなわち物理化学的入力がどのように生物学的出力へと変換され

るのかという“細胞応答”を，科学的根拠に基づいて理解することである．これら「入力と出力の関

係の理解」と「細胞応答の理解」は，細胞製造性を踏まえた工程設計の前提条件であり，TWEs に

よる品質劣化は従来の細胞製造工程では十分に考慮されてこなかったポイントである．これらを明

らかにすることは，細胞製造性に基づいた合理的な設計を体系化する一助となる． 
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1.4 本研究の目的と構成 

本博士論文では，TWEs による品質劣化を考慮した工程設計に資する応答特性を理解する

ことを目的とし，ヒト iPSC（hiPSC）またはヒト MSC（hMSC）の凍結保存・輸送中の温度変動による

応答特性を対象に研究を行なった．図 3 と図 4 に，入出庫操作における入力・出力・細胞応答

の整理と博士論文の構成をそれぞれ示した． 

 

図 3 ⼊出庫操作における⼊⼒・出⼒・細胞応答の整理 
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第１章では，細胞製品の長期保存と流通における TWEs が品質に及ぼす影響を踏まえ，これ

らを考慮した工程設計の必要性を示した．その上で，細胞製造性（cell manufacturability）の概念

に基づき，温度変動という物理化学的入力と，それに伴う細胞応答および品質変化（出力）との関

係を体系的に理解することの重要性を述べた． 

第２章では，TWEs が凍結細胞の生存性に与える影響を評価するための実験系を構築し，  

異なる温度変動条件下で生存性の定量的変化を明らかにした．これにより，入力（変動温度域，

変動回数）と出力（生存性変化）の関係を整理した． 

第３章では，TWEs 下における細胞内部の物理化学的変化と細胞応答のメカニズムを解明す

ることを目的とし，ラマン分光法とフローサイトメトリーを用いて，細胞内外の環境変化とそれに伴う

細胞死誘導に関わる挙動を解析した． 

第４章の総括では，第 2 章および第 3 章で得られた知見を踏まえ，TWEs による品質劣化を考

慮した温度管理設計の考え方を整理した．具体的には，投与の際に満たすべき品質指標のボー

ダーラインを設定し，出庫操作による入力条件を設定する手法について展望を述べた． 
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第 2 章 温度変動による細胞生存性への影響の解釈 

2.1 緒言 

本章では，幹細胞製品の流通過程における品質保持の課題に着目し，凍結細胞が温度変動

に曝されることによる生存性の変化を実験的に検証することを目的とした． 

幹細胞は，継代回数により分化傾向や機能性に変動が生じることが知られている (Lukacheva 

et al., 2023)．長期培養中，hMSC は複製による老化を起こしやすい．これは DNA複製の各サイク

ル，そしてそれに伴う各細胞分裂で起こるテロメアの短縮によって引き起こされ，通常は酵素テロ

メラーゼの不活性化に起因する (Campisi, 2013; Victorelli & Passos, 2017)．このように，実験に必

要な細胞数を確保するための長期間の培養においては老化の問題が生じ，同一の由来の細胞

から準備できる細胞量には限りがあることを考慮する必要がある． 

細胞治療に利用されている hMSC のステータスは，正常な核型，培養容器面への接着，増殖

速度，特定の表面抗原マーカーの発現，骨形成，軟骨形成，脂肪形成方向への分化能など，い

くつかの特徴によって定義される (Barkholt et al., 2013; Dominici et al., 2006)．これらのステータス

は，培養条件，同一ドナー由来であっても異なる臓器または同一臓器における部位の違い，ドナ

ーに関連する遺伝的変数によっても変化する (Semenova et al., 2015; Shin et al., 2021; Stanko et 

al., 2014)．このように，幹細胞の由来による変動が生じることを考慮する必要がある． 

これに対してヒト人工多能性幹細胞（hiPSC）は，長期培養においても未分化性と分化能を維持

しやすく，再現性の高い実験材料として利用されている (Konagaya et al., 2015; Martins-Taylor & 

Xu, 2012; Nakagawa et al., 2014)．長期間の培養が可能であれば同一の由来の細胞を利用するこ

とができる．本研究の対象は実験に必要な細胞量を確保する上で，安定して再現性を取りやすい
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hiPSC を材料として選択した． 

温度変動に関する複数の研究が，凍結保存中の末梢血単核球，MSC の生存率を低下させる

ことを示してきた (Angel et al., 2016; Germann et al., 2013; Mrowiec et al., 2012; Pogozhykh et al., 

2017; Vysekantsev et al., 2005; Xu et al., 2021，表 1)．これらの研究は，生存性のみならず，接着

率の低下 (Pogozhykh et al., 2017)，抗原特異的免疫応答の低下(Angel et al., 2016)，複数の研究

が温度変動による影響を示している．一方で，hiPS を対象に行われた報告は無く，同様の影響が

存在するかは不明である．凍結保存中の温度変動による細胞生存性への影響は，変動する温度

域が広くなるほど，あるいは温度変動の回数が増えるほど，生存性が低下する傾向が示されてい

る (Pogozhykh et al., 2017)．しかしながら，どの温度帯が影響を与える域であるのかについては，

十分に分かっていない．温度帯については液体窒素温度（-196℃）を起点とした時の到達温度が 

-150℃, -100℃, -80℃と，到達温度が上昇するほど hMSC の生存率が低下し，これにはアポトー

シスの関与が示唆されている (Pogozhykh et al., 2017)．温度上昇による細胞の生存率低下のメカ

ニズムには細胞内の氷晶成長による応力が原因と挙げられており，ガラス転移温度を超える温度

上昇により生じることが考察されている (Vysekantsev et al., 2005)．ここで，１０%DMSO を含む商

用 CPA を用いた不死化されたヒト T 細胞の凍結保存のガラス転移に関する研究において，細胞

内のガラス転移温度 (Tg,i)が-60〜-40℃，細胞外のガラス転移温度 (Tg,e)が-120℃付近に存在す

ることが示されている (Meneghel et al., 2019)．Tg,i付近への温度変動は細胞内のガラス転移温度

を超えると細胞内氷晶の形成が進行すると考えられ，臍帯由来の hMSC を用いた研究においても

その温度域での生存性低下が示されている (Xu et al., 2021)．他方で，Tg,i から Tg,e，の温度域を

到達温度とする温度変動においては，発生する物理現象と細胞への影響についての理解がされ
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ておらず，細胞に影響を与える具体的な温度域は特定されていない（図 5）．また，物理現象とは

別に，実用的な一時保管においてはその温度帯にあるドライアイス（–78.5℃）での保冷や，–80℃

設定のディープフリーザーが使用されるケースがあることも温度管理の設計においては考慮する

必要がある (Pogozhykh et al., 2017)．以上より，本研究では実験に使用する CPA の Tgを把握し

た上で，液体の水分子が存在しなくなる Tg,i および Tg,e を下回る-150℃を起点とし，Tg,e および実

運用で発生する-80℃付近への温度変動を対象に細胞生存性への影響を調べることとした． 

 

 

図 5 細胞内外の状態変化を起こす温度帯 
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細胞のTg（Meneghel et al.）
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TWEs による細胞への影響を調べる研究においては，これまで凍結された細胞の入った容器を

室温に暴露することにより温度サイクルを与える手法が取られてきた (Pogozhykh et al., 2017; Xu 

et al., 2021)．凍結細胞を室温に暴露すると，熱伝導の違いにより容器内に温度の勾配が生じるた

め，細胞の到達温度を正確に制御することは困難である．本研究では，純粋に設定した温度への

変動による影響を理解するために，空間温度を制御する装置（プログラム制御式凍結装置）を用

い，プログラム下で温度サイクルをかけ試験を実施することとした． 

生存の評価については，温度変動による生存性への影響にはアポトーシスの関与が示唆され

ており (Pogozhykh et al., 2017)，遅発的な細胞死が生じる可能性がある．遅発的な影響を含めた

定量的な生存性の評価を行うために，凍結前の細胞に対する解凍直後の細胞数から算出される

回復率と，播種してから 24 時間における接着率を含めた評価指標が確立された (Kagihiro et al., 

2018)．本研究においてはこの評価指標を適用することとした． 

さらに，細胞種間の応答特性の違いを理解すること，また hMSC を対象とした TWEs に関する

先行研究 (Pogozhykh et al., 2017; Xu et al., 2021)と比較して考察を行うため，hMSC の生存性へ

の温度サイクルの影響評価を合わせて行うこととした． 
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表 1 温度変動による細胞への影響を調べた研究 

 

細胞種 温度変動範囲 温度変動回数 細胞への影響 使用した凍結保存液 文献 

胚性肝・ 

神経組織細胞 

77 K〜173 K 

（-196〜-100℃） 

最大 10回 5回および 10回のサイクルで生存率が低下． 10% DMSO含有 CPA Vysekantsev et 

al., 2005 

末梢血単核球

（PBMC） 

<138 K〜213 K 

（<-135〜-60℃） 

400回 生存率，回復率，抗原特異的免疫応答が低下． Cryomedium IBMT I 

（Procryotect，スイス） 

Germann et al., 

2013 

末梢血単核球

（PBMC） 

<143 K〜213 K 

（-130〜-60℃） 

最大 350回 生存率，回復率，T細胞機能がサイクル数の増加に

伴い低下． 

Cryomedium IBMT I 

（Fraunhofer IBMT，ドイツ） 

Angel et al., 

2016 

末梢血単核球

（PBMC） 

123 K〜193 K 

（-150〜-60℃） 

98回 アポトーシス増加により生存率低下． 

カスパーゼ阻害剤により緩和． 

メディアベースカクテル，

CryoStor® CS5， 

CS 7.5 + カスパーゼ阻害剤

（BioLife Solutions，米国） 

Cosentino et al., 

2007 

胎盤由来MSC 77 K〜193 K 

（-196〜-80℃） 

最大 50回 生存率，代謝機能，アポトーシス誘導がサイクル数増

加とともに変化．接着や遺伝子発現にも影響． 

10% DMSO + 10% FBS 含有

培地 

Pogozhykh et 

al., 2017 

臍帯由来MSC 77 K〜213 K 

（-196〜-60℃） 

最大 400回 生存率，回復率，接着，脂肪分化が 200回から低

下．100回でミトコンドリア障害，50回で増殖・骨分化

に影響． 

CELLBANKER® 2 

（日本全薬工業） 

Xu et al., 2021 

臍帯血ユニット 93 K〜193 K 

（-180〜-80℃） 

10回 コロニー形成単位数が 8%減少． CryoSure-Dex40 

（WAK-Chemie，ドイツ） 

Mrowiec et al.,  

2012 
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2.2 実験材料および方法 

2.2.1 hiPSC の培養条件 

本研究では，京都大学 iPS 細胞研究所（CiRA）より提供を受けたヒト人工多能性幹細胞株

1383D2（1383D2 cell line; Kyoto University, Kyoto, Japan）を使用した．細胞は，laminin-511 E8 フ

ラグメント（iMatrix-511; Nippi Inc., Tokyo, Japan, 0.25 µg/cm²）でコーティングしたポリスチレン製培

養ディッシュ上に播種し，商用培地（StemFit AK02N; Ajinomoto Co., Inc., Tokyo, Japan）を用いて，

37°C，5% CO₂加湿環境下で培養した． 

継代は，以下の手順に従って行った．播種には，10 µM の Rho キナーゼ阻害剤（Y-27632; 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Ltd., Osaka, Japan）を含む培地を用い，生細胞密度

7.5 × 10³ cells/cm²で播種した．翌日以降は，ROCK阻害剤を含まない培地に交換し，培地交換は

播種日を day0 として day１，day3，day4 のそれぞれにおいて実施した． 

細胞が 80～90%のコンフルエンスに達した day4 に，細胞の剥離・回収を行った．まず，0.5 

mmol/L の EDTA/PBS（-）（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Ltd.）で室温 10 分間処理

し，続いて 10 µM の ROCK阻害剤を含む TrypLE Select（Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA）を添加し，37°C で 7 分間インキュベートした．処理後，細胞をピペッティングにより剥離

し，遠心分離（180×g，3 分）により回収した．回収後，10 µM ROCK阻害剤を含む新しい培地で再

懸濁し，次回培養に用いた． 

細胞数は，トリパンブルー染色後に自動細胞カウンター（TC20; Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA, USA）により計測し，生細胞密度を調整した． 
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2.2.2 hiPSC の凍結保存液への懸濁 

本研究では，市販の凍結保存液（STEM-CELLBANKER GMP grade; Nippon Zenyaku Kogyo 

Co., Ltd., Fukushima, Japan）を使用した．本保存液は 10% DMSO を主成分とする凍結保存用溶

液である．細胞は，培養時と同様の手順で剥離および回収を行い，遠心分離（180×g，3 分）後に，

新たに調製した凍結保存液に 1×10⁶ cells/mL の濃度で懸濁した．細胞懸濁液には，単一細胞化

に伴うアポトーシスを抑制する目的で，10 µM の Rho キナーゼ阻害剤（Y-27632; FUJIFILM Wako 

Pure Chemical Corporation, Ltd., Osaka, Japan）を添加した．懸濁後の細胞はクライオバイアル

（Corning Inc., NY, USA）に 0.5ml を分注した． 

凍結処理は，懸濁後直ちに凍結用容器（CoolCell; Corning Inc.）にクライオバイアルを設置し，

−80°C のフリーザーで 3 時間以上保管した後，24 時間以内に液体窒素気相中に移し，使用時ま

で保存した．細胞株としての使用時には，−80°C もしくは液体窒素保存から取り出したクライオバイ

アルを37°Cの水浴中で迅速に解凍し，新しい培地3 mLを加えて懸濁した後，遠心分離（180×g，

3 分）により回収した．回収後の細胞は 1×10⁶ cells/mL の濃度で再懸濁し，培養へと供した． 

 

2.2.3 hMSC の培養条件および凍結保存液への懸濁 

プログラム制御型凍結装置を使用した温度サイクルが細胞生存性に及ぼす影響を，骨髄由来

hMSC（Lonza 社製, Lot# 19TL337479）を用いて評価した．培養には MSCGM BulletKit™培地

（Lonza 社製）を使用し，細胞は播種密度 5.0 × 10³ cells/cm²で培養後，凍結保存を行った．凍結

保存液には STEM-CELLBANKER® GMP grade（10% DMSO, ZENOGEN PHARMA 製）を使用

し，2ml のクライオバイアルに細胞懸濁液 0.5ml を分注した．解凍後は，2.5 × 10³ cells/cm²の密度
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で再播種し，37°C，5% CO₂のインキュベータ内で培養した．剥離操作には Trypsin-EDTA 0.25%

（Life Technologies），洗浄には PBS（Life Technologies）を使用した． 

 

2.2.4 hiPSC への温度サイクル処理 

温度変動の影響評価にあたり，細胞に対する温度変動操作は，プログラム制御式凍結装置

（CryoMed controlled-rate freezer; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA）を用いてバ

イアルの環境温度を制御することで行った．−150.0°C から−80.0°C の温度範囲において，繰り返

し回数による影響を調べるため，10，20，30，50，70 回の変動回数条件を設定した．これに加え，

温度範囲の違いによる影響を評価するために，以下の 4 条件（各 30 回繰り返し）について温度サ

イクルを処理した． 

1）−170.0°C〜−150.0°C 

2）−150.0°C〜−130.0°C 

3）−150.0°C〜−115.0°C 

4）−115.0°C〜−80.0°C 

なお，条件 1)については CPA の Tg未満の条件として設定した．条件 2)は純水のガラス転移温

度とされる -136℃  (Capaccioli & Ngai, 2011)を超える温度帯として設定した．条件 3)は

10 %DMSO を主成分とする CPA の Tg が-120℃付近に存在することから (Faltus et al., 2021; 

Fonseca et al., 2016; Meneghel et al., 2019)，これと同等かわずかに上回る到達温度となるよう設定

した．条件 4)は Tgよりも高い温度域のみの温度変動をターゲットとして設定した．また，繰り返し回

数による評価のために取得した−150.0°C〜−80.0°C の温度範囲のデータについても合わせて比
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較した． 

いずれの条件においても，細胞懸濁液を封入したクライオバイアルを−150.0°C に保持した凍結

装置内に設置し，指定された温度変動プログラムを適用した．すべてのプログラムにおいて，昇温

速度は 4.0°C/min，降温速度は−40.0°C/min とし，目標温度到達後は 10 分間保持して次のステッ

プに移行した．温度サイクルの代表的なプログラム例を以下に示す． 

1）−150.0°C にて 10 分間保持 

2）4.0°C/min で−80.0°C まで昇温 

3）−80.0°C にて 10 分間保持 

4）−40.0°C/min で−150.0°C まで降温 

5）−150.0°C にて 10 分間保持 

6）ステップ 2〜5 を所定の回数分繰り返し 

実際のバイアル内の温度挙動を把握するため，温度の上昇しやすい内壁付近に熱電対を位

置させた状態で，液体窒素に浸漬して固定したバイアルと，同様の方法で中心付近に固定したバ

イアルとを合わせて温度サイクル単回での温度挙動を測定した（図 6）．中心付近は内壁付近に

追随する形で温度が上昇・降下する様子が確認され，最大値は内壁付近で-81.1℃，中心付近で

は-81.2℃と，到達温度の差異は 0.1℃であった．降下時の最小値は内壁付近で-150.1℃，中心付

近では-149.3℃であり，差異は 0.8℃であった．  

温度変動処理終了後，クライオバイアルは液体窒素気相中（約−150°C）にて保管し，以降の評

価実験に供した． 
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図 6  環境制御方式の温度サイクルにおけるクライオバイアル中心および内壁の温度挙動 

 

2.2.5 生存性評価指標と測定方法 

温度変動後の細胞生存性の評価にあたり，本研究では，鍵廣らにより定義された評価指標で

ある回復率（β）および接着率（α）を用いた (Kagihiro et al., 2018)．さらに，回復率（β）および接着

率（α）を合わせた生存性の総合的な指標として，生存ポテンシャル（P）を導入した． 

凍結前の生細胞数（n₁）は，トリパンブルー染色後に自動細胞カウンター（TC20; Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA）により測定した．細胞数を測定後，細胞懸濁液をクライオバイア

ルに分注し，−80°C のフリーザーに 3 時間以上保管後，24 時間以内に液体窒素気相中に移送し

て保存した． 

凍結・解凍後の回復率（β）は，凍結前の生細胞数（n₁）に対する，解凍後の生細胞数（n₂）の割

合として以下の式（1）で定義される． 

𝛽 = 
n2
n1

 (1) 
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解凍後の細胞（n₂）は，37°C の水浴で迅速に解凍し，新鮮な培地で 7 倍に希釈後，遠心分離

（180×g，3 分）により回収し，再懸濁後，トリパンブルー染色および自動細胞カウンターにより測定

した． 

接着率（α）は，凍結・解凍後に播種した生細胞数（n₂）に対する，培養 24 時間後に接着した生

細胞数（n₃）の割合として定義され，以下の式（2）により算出した． 

𝛼 = 
n3
n2

 (2) 

播種は，laminin-511 E8 フラグメント（iMatrix-511; Nippi Inc., Tokyo, Japan）でコーティングされ

た 8 ウェルプレート上に，2.5×10³ cells/cm²の密度で行い，培地には 10 µM の Rho キナーゼ阻害

剤（Y-27632）を添加した．37°C，5% CO₂の加湿環境下で 24 時間培養後，接着した細胞数を位相

差顕微鏡（×10 倍）により視認・計数した．本研究では，凍結・解凍後 24 時間の接着細胞数を評

価するため，角形の 8 wellプレートを使用し，center, upper, corner の 3領域から接着細胞数をカ

ウントし，その平均値から接着細胞数を求めた．この手法は，角型容器（T-flask）は丸型容器

（Petriperm dish）に比べて容器内の接着細胞分布のばらつきが小さく抑えられる特性を踏まえたも

のである (Kino-Oka & Prenosil, 2000)．ただし，播種時の液流による位置ムラは完全には避けら

れないため，3箇所からの測定による平均値を用いた． 

さらに，細胞の機能的生存性の指標として，凍結前の生細胞数（n₁）に対する 24 時間後の接着

生細胞数（n₃）の割合を生存細胞ポテンシャル（P）と定義し，以下の式（式 3）で算出した． 

𝑃 = 
n3
n1

 (3) 

 

以上の評価指標により，温度変動が細胞の生存性に与える影響を総合的に評価した．一連の

実験手順と評価指標の概略を図 7 に示す． 
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図 7 実験手順および評価指標（β，α，P）の概略 

 

2.2.6 hMSC への温度サイクルによる影響評価 

hMSC への温度サイクル処理は 2 通りの手法により実施した．１つ目の手法（① プログラム制

御型凍結装置を使用した hMSC の温度サイクル影響評価）では，hiPSC との細胞種間の違いを評

価するために，iPSC と同様にプログラム制御型凍結装置（CryoMed controlled-rate freezer）を用い

た．2 つ目の手法（② 室温暴露による hMSC の温度サイクル影響評価）では，室温暴露により温

度サイクル処理がなされた先行研究との比較を行うために，デュワー瓶中の液体窒素に浸漬した

細胞の入ったバイアルを室温雰囲気に暴露することで温度サイクルを与えた． 

① プログラム制御型凍結装置を使用した hMSC の温度サイクル影響評価 

プログラム制御型凍結装置を使用した温度サイクルが細胞生存性に及ぼす影響を評価した． 

温度サイクル処理はプログラム制御型凍結装置（CryoMed controlled-rate freezer）を用いて実施し，

−150°C を起点に設定した到達温度まで昇温後，再び−150°C まで冷却するサイクルを最大 100

回まで実施した．到達温度は−80°C に加え，参考のために−100°C，−50°C についても実施した．

各温度帯の試験における変動回数は表 2 に示す通りである． 
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表 2到達温度ごとに実施した試験条件（サイクル回数） 

到達温度帯（℃） サイクル回数 

−100 30, 70, 100 

−80 70, 100 

−50 10, 20, 30, 50, 70, 100 

昇温速度は 4°C/min，冷却速度は 40°C/min とし，各ステップでの保持時間は 10 分とした．     

生存性評価には，回復率（β），接着率（α），生存ポテンシャル（P）の 3 指標を用い，各条件につい

て n = 4 で測定した．  

 

② 室温暴露による hMSC の温度サイクル影響評価 

温度サイクル処理は先行研究 (Pogozhykh et al., 2017)に倣い，クライオバイアルの中心温度を

モニターしながら室温に一時暴露する方法により行った．0, 10, 20, 30, 50, 70, 100 回の温度サイク

ルを付与し，回復率（β）および接着率（α）を測定した． 

液体窒素の入ったデュワー瓶に，クライオケーンにセットしたクライオバイアルを 60秒以上沈め

ることで-196℃±0.5℃まで冷却し，室温に 90〜120 秒間曝すことでクライオバイアルの中心温度

が-80℃±0.5℃まで上昇したことを確認し，再度液体窒素中に沈めることを繰り返し行った．クライ

オバイアルの温度測定はバイアルの中心付近に熱電対（帝人エンジニアリング，T 型熱電対, 素

線径 0.32mm, JIS C1602 クラス 3）を設置し，データロガー（Graphtec，GL860）により記録した．室

温は平均 23.7℃（最大 25.9℃，最小 22.9℃）であった．試験において得られたクライオバイアルの

中心温度と，室温の温度プロファイルを図 8 に示す． 

なお，温度測定についてはバイアルの内径の中心付近に熱電対を位置した状態で液体窒素
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に浸漬し，バイアル内部の液体を凝固させることで固定した．さらに，参考のために温度の上昇し

やすい内壁付近に熱電対を位置させた状態で，液体窒素に浸漬して固定したものについて，中

心付近に設置したバイアルと合わせて室温暴露による温度サイクル単回の挙動を測定した（図 

9）．バイアル中心温度が約-196℃から上昇し−82.6°C に到達した時点で，内壁付近では−66.2°C

を記録し，バイアルの中心と内壁付近では 16.4°C の温度差が確認された．  

 

 

図 8室温暴露による温度サイクル処理時の温度プロファイル 
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図 9 室温暴露時のクライオバイアル中心および内壁の温度挙動 

温度降下時の⼀時的な上昇が⾒られたが，これはバイアルに付着した結露⽔の凝固熱によ

るものと考えられる． 

 

2.2.7 凍結保存液のガラス転移温度の評価 

ガラス転移（Tg）は，融解や結晶化のように明確な潜熱（エンタルピー変化）を伴うイベントでは

なく，冷却により分子の運動性が失われる現象で，これに伴い比熱容量が変化する．そのため，
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知られている．本研究では，DMSO を主成分とする凍結保存液に対し，類似組成の Tgを測定した

研究例 (Meneghel et al., 2019)に倣い，後者の微分ピークにより決定する手法を採用した． 

測定には，研究に使用した凍結保存液（STEM-CELLBANKER GMP grade, 日本全薬工業）

を使用した．測定には，示差走査熱量計（Differential Scanning Calorimeter, DSC8000; Perkin 

Elmer）を用いた．温度較正は，シクロヘキサン（結晶-結晶転移点：−87.1°C，融点：6.7°C）および

インジウム（融点：156.6°C）を用いて実施した． 

各測定には約 25 mg の CPA を取り，50 µL の Perkin Elmer 製 DSC 用アルミニウムパンに封入

して使用した．DSC 測定は開始温度 20.0°C からスタートし，−10.0°C/min の速度で−150.0°C まで

冷却し，続いて+10.0°C/min の速度で 20.0°C まで加熱した．対照としては空のアルミニウムパンを

用いた．各サンプルについて，冷却-加熱サイクルを 3 回繰り返して測定を行った．Tg は加熱過程

における熱流データから求め，熱流の一次導微分を温度に対してプロットし，−120°C 付近に現れ

るピークの最大値をガラス転移温度と定義した．データ処理には 500ポイントの Savitzky-Golay フ

ィルタを用いた平滑化処理を行った． 

 

2.2.8 統計解析 

標準偏差を含む平均値を示すために，独立した実験を 3 回以上行った．群間の差の評価には

一元配置分散分析（one-way ANOVA）を行い，Tukey の多重比較検定を用いて群間の有意差を

判定した．各群の平均値間における差異について，p < 0.05 のとき統計的に有意と判断した． 

  



26 
 

2.3 実験結果 

2.3.1 サイクル回数が hiPSC の生存性指標に与える影響 

温度サイクル回数が評価指標である接着率（α），回復率（β），生存細胞ポテンシャル（P）に与

える影響を検討するため，-150℃から-80℃までの温度域を 10，20，30，50，および 70 回のサイク

ル処理を加えた凍結細胞について評価を行った．その結果，接着率（α）は温度サイクル回数の

増加に伴い低下し，20 回を超えると有意な変化は見られなかった（図 10）．また，生存細胞ポテ

ンシャル（P）も接着率（α）の低下に伴って減少傾向を示した．一方，回復率（β）は温度変動回数

の増加による変化は認められなかった． 

 

2.3.2 温度域による hiPSC の生存性指標への影響 

温度サイクルが評価指標に与える影響について，温度域ごとに評価するため，温度範囲を 

−170.0〜−150.0°C，−150.0〜−130.0°C，−150.0〜−115.0°C，および−115.0〜−80℃4 条件として

各条件につき 30 回の温度サイクルを処理し，生存性指標を評価し，前項における−150.0〜

−80.0°C，30 回の温度サイクルの条件（2.3.1 サイクル回数が hiPSC の生存性指標に与える影響）

の結果と合わせて比較した．その結果，接着率（α）は，−150.0〜−115.0°，-115.0〜-80℃，−150.0

〜−80.0°C の範囲において，他の条件と比較して低下が認められた．生存ポテンシャル（P）は，

−150.0〜−80.0°C の条件において有意な低下を示した（図 11）．一方，回復率（β）はいずれの温

度範囲においても，コントロール条件との差は統計的に有意ではなかった． 
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図 10 サイクル処理後の hiPSC の生存性指標の評価 

各データは 4 実験の平均値 ± 標準偏差として示す．*p < 0.05, **p < 0.01（Tukey’s test）．  
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図 11各温度域における温度サイクルによる hiPSC の生存性指標の評価 

各データは 4 実験の平均値 ± 標準偏差として示す．*p < 0.05, **p < 0.01（Tukey’s test）． 

変動温度域は A：−170.0〜−150.0°C，B：−150.0〜−130.0°C，C：−150.0〜−115.0°C，D：-115.0〜 

-80℃，E：−150.0〜−80.0°C．Ctrl はコントロール（サイクルなし）を示す．  
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2.3.3 hMSC への温度サイクルによる影響評価 

① プログラム制御型凍結装置を使用した hMSC の温度サイクル影響評価 

hMSC に対するプログラム制御型凍結装置を使用した温度サイクルが評価指標である接着率

（α），回復率（β），生存細胞ポテンシャル（P）に与える影響を検討するため，-150℃から-80℃，   

-150℃から-100℃，-150℃から-50℃の温度域をそれぞれ最大 100 回の温度サイクル処理を加え

た凍結細胞について評価を行った．その結果，回復率（β）は，−100°C および−80°C の温度帯で

は温度サイクル回数が増加しても明確な低下は認められなかったが，−50°C の温度帯ではサイク

ル回数の増加に伴う低下傾向が概ね確認された（図 12）． 

接着率（α）については，いずれの温度帯においてもサイクル回数に伴う低下は認めらなかった． 

生存ポテンシャル（P）は，回復率（β）と同様に，−100°C および−80°C では明確な低下は認められ

なかったが，−50°C では温度サイクル回数の増加とともに低下した． 

② 室温暴露による hMSC の温度サイクル影響評価 

hMSC に対する室温暴露による温度サイクルが評価指標である接着率（α），回復率（β），生存

細胞ポテンシャル（P）に与える影響を検討するため，-150℃から-80℃の温度域を 10，20，30，50，

70，100 回の温度サイクル処理を加えて評価を行った．その結果，回復率（β）は，温度サイクル回

数の増加に伴い低下し，100 サイクルにおいて 0.53 まで低下した（図 13）． 

接着率（α）については，ばらつきが大きいものの，いずれの温度帯においてもサイクル回数に

伴う低下は認められなかった． 

生存ポテンシャル（P）は，回復率（β）の低下に伴い変化した．  
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図 12 温度サイクル処理後の hMSC の生存性指標の評価（プログラム制御型凍結装置使用） 

各データは 4 実験の平均値± 標準偏差を示す．*p < 0.05, **p < 0.01（Tukey’s test）． 
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図 13 温度サイクル処理後の hMSC の生存性指標の評価（室温暴露） 

各データは 3 試行の平均値± 標準偏差を示す．*p < 0.05, **p < 0.01（Tukey’s test）  
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2.3.4 凍結保存液のガラス転移温度の評価 

加熱過程における熱流変化のトレースから，約−120°C付近にシフトが観察され，熱流の一次

微分において明瞭なピークが確認された．このピークトップを本研究における CPA の Tgと定義し

た．独立に行った 3 回の冷却-加熱サイクルにおける Tgの測定結果は−116.6°C ± 0.8°C（平均 ± 

標準偏差）であった．凍結保存液（CPA）の加熱時における DSC トレースおよびその一次微分に

ついて取得した代表的なデータを図 14 に示す． 

 

 

図 14 凍結保存液の加熱時における熱流およびその一次微分 

グレーの線は凍結保存液の加熱時における DSC 測定による熱流を表し，⿊線はその⼀次微

分を⽰している． 
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2.4 考察 

温度サイクルが凍結細胞の生存性に与える影響について，hiPSC を用いて評価を行った結果，

温度サイクル回数の増加に伴い接着率（α）が低下し，生存細胞ポテンシャル（P）も同様の傾向を

示した．一方，回復率（β）は温度サイクル回数や温度範囲のいずれの条件においても大きな変動

を示さなかった．接着率（α）は，播種細胞数に対する播種後 24 時間時点の接着細胞数の割合，

回復率（β）は凍結前の細胞数に対する解凍直後の生細胞数の割合である．得られた結果から，

温度サイクルによる細胞への影響は，膜損傷等による即時的な死滅というよりは，解凍後に発現

する遅発的な細胞応答として，接着能の低下に現れる傾向があると考えられる． 

特に接着率（α）は，温度サイクル回数が 10 回に達した段階で大きく低下し，20 回以降は顕著

な追加変動が見られなかったことから，細胞劣化に関わる閾値的な応答が存在する可能性が示さ

れた．この結果は，運用において許容できる温度サイクル回数の上限設定に関する実用的な示

唆を与えるものである． 

一方で，先行研究 (Pogozhykh et al., 2017)では，−196°C から−80°C の範囲で繰り返された温

度サイクルにより，hMSC の接着率および回復率が温度サイクル回数の増加とともに段階的に低

下を続ける傾向が報告されており，本研究とは異なる応答傾向が示されている．本研究では，

hiPSC を用いた条件において，回復率（β）は低下が認められなかった一方で，接着率（α）は温度

サイクルの回数に応じて低下し，20 回を超えるとそれ以上の変化は認められなかった．この応答

性の違いは hiPSC と hMSC の細胞種の違いか，温度制御の方式の違い（環境温度制御か，室温

暴露か）により生じている可能性が考えられる． 
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この応答性の差異を検証するため，骨髄由来の hMSC を用いて以下の 2つの実験を実施した． 

① プログラム制御型凍結装置を使用した hMSC の温度サイクル影響評価（環境温度制御） 

② 室温暴露による hMSC の温度サイクル影響評価 

①の結果では，-150℃から-80℃の温度サイクルにおいてはいずれの指標も 0 回と比較して明

確な差異は認められなかった．すなわち，hMSC は hiPSC とは異なり，温度サイクルによる接着率

（α）の低下を示さず，回復率（β）の変化も小さかった．この応答の違いについて，細胞種による膜

組成，膜流動性についての研究例から考察する．hiPSC の細胞膜は高流動状態から，分化の過

程で硬化を起こすことが知られている (Matsuzaki et al., 2018)．細胞膜の硬化は脂質酸とコレステ

ロールの組成，含量の違いによってもたらされ，細胞種によって組成が異なる (Kashirina et al., 

2020)．さらに，細胞膜に着目した凍結耐性に関する研究では，ヒト臍帯静脈内皮細胞に比べて

hMSC の膜流動性が低いことが明らかになっており，低流動であることから DMSO の細胞内への

流入を抑え，活性酸素の生成を低減することで高い凍結耐性を示すことが考察されている 

(Mizuno et al., 2022)．この hMSC が凍結耐性を示す機序は，本研究における hiPSC で見られた

接着率（α）の低下が hMSC では見られなかった要因なのかも知れない．また，細胞の種類や由来

によって細胞膜の水の透過を調節するアクアポリンの発現量が異なることも示されており 

(Verkman, 2005)，膜を介した物質移動への影響が考えられる．このように，細胞種による細胞膜

組成の違いは，応力耐性や細胞内外の物質透過に影響している可能性がある．なお，-150℃か

ら-50℃の温度サイクルでは変動回数増加に伴う回復率（β）の低下が認められた．この結果は先

行研究 (Xu et al., 2021)と一致しており，細胞内のガラス転移温度付近への温度上昇による氷結

晶成長に起因しているものと考えられる． 
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②の結果では，接着率（α）の低下を示さず，回復率（β）は温度サイクル回数の増加に伴って概

ね連続的に低下し，100 サイクル後には 0.53 に達した．連続して低下する点については，先行文

献と傾向が一致した (Pogozhykh et al., 2017)． 一方で，接着率（α）については明確な低下傾向

は確認されず，傾向が異なった．この差異は，同じ hMSC であっても由来となる組織やドナーの違

い，培養条件によって特性が異なることに起因する可能性がある (Semenova et al., 2015; Shin et 

al., 2021; Stanko et al., 2014)． 

また，バイアルの中心付近と内壁付近で測定した温度プロファイルでは，バイアル中心温度が

約-196℃から上昇し−82.6°C に到達した時点で，内壁付近では−66.2°C を記録し，バイアルの中

心と内壁付近では 16.4°C の温度差が確認された（図 9）．このような局所的な温度上昇により，中

心部が-80℃へ到達した際には部位によっては細胞内ガラス転移温度（Tg,i; −60〜−40°C）付近ま

で温度が上昇する可能性があり，これにより氷晶の形成や熱膨張による内部応力が繰り返し生じ

ることで，細胞へのダメージが蓄積されると考えられる．このことから，②において見られた回復率

の連続的な低下は，ガラス転移温度付近での脱ガラス化に伴う細胞内氷晶の成長に起因してい

る可能性が考えられた． 

なお，本研究では 2 mLバイアルに 0.5 mL を分注して凍結・解凍を行った．一方，先行研究で

は 1.8 mL バイアルが使用されており，バイアルの外形寸法は概ね同等であるが，充填量が不明

なため，内容液の体積や分布による熱伝導特性の違いが，結果に影響を及ぼした可能性がある．

比較にあたってはこの点に留意する必要がある． 

以上の結果から，細胞種，由来の違い，また付与される到達温度帯によって応答特性が異なる

ことが明らかとなった．本研究における加温上限をバイアル内で均一に−80°C に制御した点は先
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行研究との大きな違いであり，設定した温度変化による応答特性を正確に評価することができた．

したがって，本研究で観察された温度サイクルによる接着率（α）の変化は hiPSC 固有の応答であ

り，設定された細胞内ガラス転移温度（Tg,i; −60〜−40°C）を超えない温度域での温度変化の影響

を純粋に評価した結果であると解釈される． 

純水の Tg は約−136℃であるとする解釈が広く受け入れられている (Narten et al., 1974)．水溶

液では塩類や糖類などの溶質の存在により分子運動が抑制され，Tgは上昇することが報告されて

いる (Capaccioli & Ngai, 2011)．このことから，純水の Tgは水溶液における Tgの理論的下限を示

す指標と位置づけられる．本研究に使用した凍結保存液（STEM-CELLBANKER GMP grade）に

は DMSO，糖類，塩類などの溶質を含むことから，測定された凍結保存液の Tg（−116.6℃）は，純

水との比較において妥当な値と考えられる． 

hiPSC へ影響を及ぼす変動温度域については，まず−150〜−170℃の温度サイクルでは純水

の Tg も下回っており，液相とガラス相の状態変化は起こらないと推察され，接着率への影響も確

認されなかった．次に−150〜−130℃では，純水の Tg は超えるが凍結保存液の Tg（−116.6℃）に

は達しておらず，ガラス状態が維持されていると考えられる．この温度域でも接着率の低下は見ら

れなかった．一方で，−150〜−115℃および−150〜−80℃の温度サイクルでは，凍結保存液の Tg

を超えるため，ガラス状態から液相への移行（脱ガラス化）が生じたことが考えられる．この範囲で

は接着率の低下が顕著に認められ，脱ガラス化に伴う細胞応答が生存性低下を引き起こしている

ことが示唆された．さらに，凍結保存液の Tg を超える−115〜−80°C においても同様に接着率の低

下が認められたことから，この細胞応答は Tg の通過自体ではなく，液相へと移行した後の温度サ

イクルに起因していると考えられる．  
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2.5 小括 

本章では，凍結保存中の TWEs による温度変動が細胞の生存性に及ぼす影響を定量的に評

価するため，接着率（α），回復率（β），および生存細胞ポテンシャル（P）の 3 つの指標を用いて温

度サイクルによる影響の解析を行った．hiPSC を用いた評価の結果，回復率（β）は温度サイクルの

影響を受けにくい一方で，接着率（α）は温度サイクル回数および温度範囲の拡大に伴い低下し，

細胞内の応答を伴う遅発的な品質劣化が発生することが示された． 

特に−115℃を超える温度サイクルを繰り返すことで接着能の顕著な低下が生じることから，凍結

保存液のガラス転移温度（Tg）を超えることによる物理化学的変化が関与している可能性が示唆さ

れた．また，温度サイクル回数が 10 回を超えると接着率に大きな変化が生じ，20 回以降は変動が

収束する傾向も確認された．この知見は，運用上許容される温度サイクル回数の上限設定に対し

て実用的な判断基準の考え方に示唆を与えるものである． 

さらに，従来の室温曝露型の温度サイクル試験とは異なり，本研究では空間温度を制御するこ

とで，温度サイクルの影響を温度帯ごとに正確に切り分けて評価することが可能となった．このよう

な厳密な温度制御環境下で得られた本結果は，温度サイクルを含む保管・輸送工程における操

作条件の設計を考える上で有効な基礎データとして活用することができる．  
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第 3 章 温度変動により生じる細胞応答の解釈 

3.1 緒言 

前章において，凍結細胞への温度サイクルが hiPSC の接着率（α）や生存細胞ポテンシャル（P）

に影響を与えることが明らかになったが，これらの変化は細胞内で生じる応答過程を経た結果とし

て表出するものである．すなわち，温度変動という物理化学的入力が，細胞内部にどのような変化

を引き起こし，どのようなプロセスを経て細胞死や接着能低下に繋がるのか，その応答機構の理

解が温度管理を設計する上で不可欠である． 

細胞死の初期段階では，ミトコンドリアが中核的な役割を果たしており，特にシトクロム c の酸化

および放出がアポトーシス誘導の重要なトリガーとなることが報告されている (Joshua C. Goldstein 

et al., 2000; Yuan et al., 2014)．報告によるとこれらの反応は細胞死誘導の刺激を受けてから非常

に短い時間内（数分以内）に起こることが示唆されている．凍結細胞における遅発的な細胞死の

理解には，生体内の反応が開始する解凍後早期の細胞内動態を可視化することが極めて重要で

あると考えられる． 

このような細胞内応答を分子レベルで評価するためには，非標識かつ分子固有のシグナルを

取得可能なラマン分光法が有効な手段である．とりわけ，シトクロム c の酸化状態や DMSO の細

胞内挙動を指標とする解析は，温度変動が引き起こす細胞内部の物理化学的変化を捉える上で

有用であり，これまでにいくつかの研究でもその有効性が報告されている (Chen et al., 2020; Kitt 

et al., 2017; Okada et al., 2012; Okotrub & Surovtsev, 2015)． 

しかしながら，従来のラマン分光法では，高強度のレーザーによる細胞に対するダメージを避

ける必要があり，十分な信号を得るには長時間の測定が必要であった．CPA 中の DMSO の細胞
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毒性による生存性に対する影響が時間依存的に進行することから (Kagihiro et al., 2018)，特に解

凍後の細胞においては，測定中に影響が生じることが考えられ，取得されるデータにバイアスが

かかるという問題があった．このような測定時間と分解能のトレードオフの課題を克服する技術とし

て，大阪大学において高速・高解像・高感度なラマン顕微鏡システムによる凍結固定生体試料の

測定法が開発され，2024年に報告された (Kenta Mizushima et al., 2024)．この装置では，スリット

スキャン方式と試料冷却ステージを組み合わせることで，凍結状態のまま，短時間で高精度なラマ

ン画像の取得が可能となっている．本研究では，この開発された手法を適用して，hiPSC における

温度サイクル中および解凍直後のシトクロム c および DMSO の挙動を可視化することで，細胞応

答の初期段階における分子動態を解明することを目的とした．また，細胞死の主要な指標の１つと

してミトコンドリア膜電位の変化が知られている (Kroemer et al., 2007; Tokar et al., 2012)．この指標

はシトクロム c の酸化に対してより下流で起きていると考えられている (Joshua C. Goldstein et al., 

2000)． 

以上より，本研究では細胞死における初期反応とそれに続く挙動を評価するために，ラマン分

光法の適用と，フローサイトメトリーによるミトコンドリアの膜電位の解析を併用し，温度サイクルによ

り誘発される細胞死メカニズムを多面的に評価した． 
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3.2 実験材料および方法 

3.2.1 ヒト iPS 細胞の培養 

ラマン分光法およびフローサイトメトリーに用いた hiPSC（1383D2 細胞株；京都大学 CiRA 由

来）の培養条件および凍結保存液への懸濁は，第 2 章と同様の手法で実施した（2.2.1, 2.2.2 を参

照）．剥離，回収後の細胞を凍結保存液（STEM-CELLBANKER GMP grade; Nippon Zenyaku 

Kogyo Co., Ltd., Fukushima, Japan）に懸濁し，ラマン分光法での測定に供した． 

 

3.2.2 フローサイトメトリー測定試料の温度サイクル処理 

懸濁液をクライオバイアルに分注したものを凍結保存用容器（CoolCell; Corning Inc.）に設置し

て凍結したのちに，第 2 章と同様の条件（2.2.4 を参照）に基づき，−150°C〜−80°C の温度範囲で

10, 30, 50, 70 回の温度サイクルをプログラム制御型凍結装置（CryoMed controlled-rate freezer; 

Thermo Fisher Scientific）を用いて実施した．昇温速度は 4.0°C/min，降温速度は−40.0°C/min と

し，目標温度到達後は 10 分間保持して次のステップに移行した． 
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3.2.3 ラマン分光法による測定 

ラマン測定は，確立されたカスタムメイドのスリットスキャン式ラマン顕微鏡システム (Kenta 

Mizushima et al., 2024)を用いて実施した．この装置は，サンプルステージに組み込まれた試料用

クライオスタット（THMS600, Linkam 製；倒立顕微鏡用にカスタマイズ）を搭載した，独自構築のラ

マン顕微鏡である．細胞懸濁液は石英カバースリップ上に載せ 20μm のスペーサーとともにもう一

枚の石英カバースリップにより挟み込んだものを試料とし，サンプルホルダーに設置して観察した．

光学系の詳細は文献 (Kumamoto et al., 2022)に記載されている． 

励起には 532 nm 連続波レーザー（Millennia eV, Spectra Physics または Verdi 532 nm, 

Coherent）を使用し，試料上でのレーザー強度は 3.0 mW/μm²に設定した．これは，5 回連続測定

を行っても細胞形態にブレビング形成や膨潤，収縮などの変化が見られないことを確認した上で

決定した．レーザー光は円筒レンズでライン状に成形され，倒立型顕微鏡（Ti-E, Nikon）および

60×/0.95 NA乾燥対物レンズ（CFI Plan Apo Lambda 60XC, Nikon）を用いて試料に集光された． 

後方散乱で回収されたラマン散乱光は同一対物レンズを通じてロングパスエッジフィルターに

よりフィルタリング後，スリット幅 60 µm の分光器（CLP-300 または MK-300, Bunkoukeiki）に導入さ

れ，600 本/mm の回折格子を通して分光された．一次元スペクトルは冷却 CCD カメラ（PIXIS 

2048B または PIXIS 400BReXcelon, Teledyne Princeton Instruments）により記録された．2次元ハ

イパースペクトル画像の取得にはガルバノミラーによる走査を用い，走査ピッチは 1.0 µm とした．

焦点ドリフト補正には Nikon 製 PFS システムを使用し，測定中のレーザーフォーカス位置を安定

化させた． 
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温度サイクル処理の設定条件は図 15 に示す通りであり，温度プログラムを以下に示す． 

1. Hold @ 4.0°C 10 min  

2. −1.0°C/min to −80.0°C  

3. Hold @ −80.0°C 10 min  

4. −40.0°C/min to −150.0°C  

5. Hold @ −150.0°C 10 min  

6. 4.0°C/min to −80.0°C  

7. Repeat steps 3–6 for 9 times  

8. 50.0°C/min to 4.0°C  

9. Hold @ 4.0°C 

 

解凍後の迅速測定（Measurement 1）では，レーザー強度 3.0 mW/μm²，スリット幅 55 µm，300 

Lines/mm の回折格子，走査ピッチ 1.0 µm とし，取得時間は露光と読み出しを含めて約 80 秒で

あった．ラマン波数軸の補正には，エタノールの既知ピーク（434, 884, 1,454, 2,930 cm⁻¹）を用いた． 
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図 15 ラマン分光観察に用いた試料クライオスタットの温度プログラム 

Measurement 1 では，解凍直後のシトクロムのシグナルを評価した．10 回の温度サイクル後のステ

ップとして 4°C まで 40°C/min で昇温し，4℃到達直後に測定を開始した．10 回の温度サイクル後

に測定した条件を「freezing+, Temp. cyclings +」，凍結前との比較のために試料を 4°C に冷却・10

分間保持した状態で測定した条件を「Freezing −, Temp. cyclings −」とした．温度サイクルの有無に

よる比較のため，冷却を開始して-150℃への到達後に温度サイクル無しで 4°C まで昇温し，到達

直後に測定した条件を「Freezing +, Temp. cyclings −」とした． Measurement 2 では，測定開始前

に−150°C で 10 分間保持するステップを設けた後に測定した．測定は 1，3，5，10 回目のサイクル

において実施した． 
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3.2.4 データ処理 

取得したラマンスペクトルデータは，MATLAB（R2023b, MathWorks）を用いた独自の解析プラ

ットフォームで処理した．スペクトルから宇宙線を除去し，CCD バイアスを 0 として背景補正を行っ

た．対象成分（DMSO，シトクロムなど）の解析は，表 3 に示される波数範囲に基づいて行なった．

各バンドのピークは，カスタムメイドの Pythonプログラムを使用して適切な関数モデルにフィットし，

解析された．ベースラインは，対象ピークの指定は数範囲の 2 点を結ぶ直線として定義された．ピ

ーク面積は，ベースラインとピーク間の領域の積分値により決定された． 

細胞由来シグナルの定量化のための細胞領域は，明視野画像と νCH（2,881 cm−1）から得られ

たラマン画像（図 16A，B）に基づき決定された (Czamara et al., 2015)．明視野像および 2,881 

cm⁻¹に由来する νCH (Czamara et al., 2015; Ikemoto et al., 2021; Okotrub & Surovtsev, 2015) より

作成したラマン画像から行い，氷の νOH（3,125 cm⁻¹）と DMSO の CS伸縮振動（675 cm⁻¹）から氷

相および液相の分布を画像として抽出しその局在を確認した（図 16C, D）．得られた信号の定量

には，δCH バンド（1,447 cm⁻¹ ，Czamara et al., 2015）を内部標準として用い，対象物質のピーク

面積をこれで正規化した．なお，δCH バンドはそのラマンイメージから細胞内で均一に分布してい

る様子が確認できたため基準ピークとして選定した（図 17）．基準ピークには，シトクロムの既知の

シグナル(Okotrub & Surovtsev, 2015). は含まれていない．DMSO のラマンイメージは，675 cm−1

における DMSO 由来 CS 伸縮振動のピーク強度と，1,447 cm−1 における δCH ピーク強度の比を

を使用して作成された．   
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図 16 データ解析に用いた領域の選定およびピーク面積の正規化手順 

(A) −150°C で取得した明視野像，(B) Raman画像（2,881 cm⁻¹における νCH信号強度に基づく）．

(C) 氷相の位置を示す画像（3,125 cm⁻¹の νOH信号に基づく），(D) 液相（DMSO）の位置を示す

画像，673 cm⁻¹の CS 伸縮信号に基づく (Li et al., 2018)．(A)および(B)から目視により細胞領域

（細胞 a および b）を選定し (E)，各領域から平均スペクトルを抽出した (F)．抽出された平均スペ

クトルから得られた DMSO 675 cm⁻¹およびシトクロム 750cm⁻¹のピーク面積は，細胞由来の δCH

（1,447 cm⁻¹）のピーク面積で除して正規化した (F)．スケールバー：20 µm． 
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表 3 ラマンデータ解析に用いたスペクトルレンジ 

Substance Wavenumber (cm-1) Assignments 

DMSO 663.1- 695.4 Symmetric CS stretching 

(Li et al., 2018) 

Lipid and protein 1429.0- 1503.8 δ (CH) 

(Ikemoto et al., 2021) 

Cytochromes 750.7- 765.0 Pyrrole breathing ν15 

(Okotrub & Surovtsev, 2015) 

 

 

図 17 明視野像とラマンイメージ（νCH 1,447 cm−1） 
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3.2.5 フローサイトメトリーによるミトコンドリア膜電位の評価 

温度サイクル処理後の細胞におけるミトコンドリア膜電位（ΔΨm）の蓄積を評価するため，フロー

サイトメトリー解析を実施した．解析には 10 µM の ROCK 阻害剤を含む培地を使用した．細胞は

解凍後，この培地に懸濁し，37°C で 2 時間インキュベートした後，細胞濃度が 3.3 × 10⁵ cells/mL

となるよう希釈した．その後，細胞懸濁液にミトコンドリア膜電位特異的染色試薬（テトラメチルロー

ダミンエチルエステル：TMRE, 200 nM, Abcam）を添加し，37°C で 15 分間インキュベートした．続

いて，死細胞染色試薬（SYTOX Red：SR, 5 nM, Thermo Fisher Scientific）を加え，同様に 37°C で

15 分間インキュベートし測定を行なった．染色された細胞の蛍光強度は，フローサイトメトリーシス

テム（CyFlow Cube 6; Sysmex Partec）を用いて検出された．励起/蛍光波長は，TMRE が 488 

nm/536 nm，SR が 638 nm/675 nm であった．散乱光パラメータにより細胞破片を除外し，１試料に

つき 5,000 イベント以上のデータを取得し，FCS Express 6 ソフトウェア（De Novo Software）を用い

て解析を行った． 
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3.3 実験結果 

3.3.1 ラマン分光法による解凍後のシトクロムシグナルの変化の解析 

細胞死に関与するとされるシトクロム c のシグナルに対する温度サイクルの影響を調べるために，

凍結・温度サイクル後に解凍し 4℃に保持した細胞のシトクロム由来のシグナルをラマン顕微鏡シ

ステムにより測定し，温度サイクルを伴わない条件と比較した． 

凍結および温度サイクルを行っていない条件（図 18A「Freezing −, Temp. cyclings −, 4°C」）に

おいて細胞領域から取得された平均スペクトルでは，750，1,127，1,314，1,585 cm⁻¹においてシト

クロムに由来するピーク (Okada et al., 2012)が確認された．これに対して，温度サイクルを施し解

凍した条件（図 18A「Freezing +, Temp. cyclings +, 4°C」）では，これらのピーク強度が顕著に低下

していた． 

さらに，凍結は行ったが温度サイクルを伴わなかった場合と比較しても，温度サイクルを施した

サンプルではシトクロムの正規化されたシグナル強度が有意に低下していた（図 18B「Freezing +, 

Temp. cyclings +, 4°C」の 「Freezing +, Temp. cyclings −, 4°C」に対する比較）． 

また，−150°C での測定では，温度サイクルの有無に関わらず，750，1,127，1,314，1,585 cm⁻¹の

ピークが確認された（図 18A）．-150℃で取得されたシグナルと比較すると，4°C で測定された温

度サイクル後のサンプルのシグナルは小さく（図 18A），シグナル強度も低い結果となった（図 

18B）． 
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図 18 温度サイクル後の 4°C および−150°C でのシトクロムシグナルの比較 

（A）は細胞領域から取得された平均スペクトルであり，750，1,127，1,314，1,585 cm⁻¹に

観測されるピークはシトクロム c の振動モードに対応する．（B）はこれらのピークの正規

化値を⽰す．記号「−」は凍結および温度サイクル処理なし，「＋」はこれらの処理を⾏っ

たことを⽰す．データは 3 実験の平均±標準偏差で⽰され，*p < 0.05, **p < 0.01（Tukey’s 

test）を⽰す． 

 

3.3.2 ラマン分光法による温度サイクル時の DMSOシグナルの変化の解析 

温度サイクルに伴う DMSO の動態を観察するため，細胞を含む領域に対してラマンイメージン

グを実施した．得られたラマンイメージからは，温度サイクル 0 回の条件と比較して，5 回および 10

回の変動後に細胞内の DMSO シグナル強度が高まっている様子が確認された（図 19A，cell “a”

および cell “b”）．正規化された DMSO シグナルの 0 回に対する相対比は，cell “a”および cell “b”
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において 5 回目まで増加し，cell “b”は 5 回後以降 1.1 程度のシグナル比で一定であったのに対

し，cell “a”では 10 回まで上昇傾向が続き，1.2 を超えた．これに対し，cell “c”では増加傾向は見

られなかった．（図 19B）  

 

 

図 19 温度サイクルに伴う DMSO のラマン画像とシグナル定量 

（A）は 3 つの細胞を含む領域で取得された DMSO ラマンイメージ．カラーバーは DMSO

シグナル強度（I673/I1472）を⽰す．スケールバー：20 µm．（B）は各回数の正規化したシグ

ナルを，0 回⽬の値で正規化したシグナル⽐を⽰す． 
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3.3.3 温度サイクルによるミトコンドリア膜電位の変化 

温度サイクルがミトコンドリア機能に及ぼす影響を評価するため，ΔΨmおよび細胞膜の

完全性を TMRE および SYTOX Red（SR）染⾊を⽤いたフローサイトメトリーにより解析

した．30 回以上の温度サイクルを施した条件では，ΔΨm の低下を⽰す TMRE−/SR−および

TMRE−/SR+の細胞の割合が増加した（表 4）．⼀⽅で，健康な細胞を⽰す TMRE+/SR−の割

合はコントロール（サイクルなし）の 78.5%から 30 回の温度サイクル後に 67.2%まで減少

し，それ以降の変動回数の増加による変化は⾒られなかった． 

また，細胞膜の破綻を⽰す TMRE+/SR+の細胞割合は，30 回以上の温度サイクル後も低

い⽔準を維持した． 

 

表 4 温度サイクル（-150〜-80°C）によるミトコンドリア膜電位および細胞膜完全性の変化 

-150〜-80°C の温度域で温度サイクルを付与した．TMRE+：高いミトコンドリア膜電位を示す．

TMRE-：低いミトコンドリア膜電位を示す．SR-：高い細胞膜完全性を示す．SR+：細胞膜完全性の

低下を示す．データは 4 回の独立試行の平均値 ± 標準偏差を示す．*p < 0.05, **p < 0.01（no 

cycle群との比較），†p < 0.05, ††p < 0.01（10cycles群との比較）；Tukey の多重比較検定．  

    TMRE+, SR- TMRE-, SR- TMRE-, SR+ TMRE+, SR+ 

Control（no cycle)   78.5 ± 7.7 5.3 ± 3.7 7.6 ± 4.8 8.6 ± 4.7 

Temperature cycles 10cycles 76.1 ± 3.9 3.9 ± 1.3 5.2 ± 1.4 13.8 ± 3.8 

  30cycles 67.2 ± 3.3* 7.7 ± 0.7 21.3 ± 2.7**†† 3.8 ± 0.4†† 

  50cycles 67.7 ± 3.3* 11.2 ± 2.1*†† 16.4 ± 2.0*†† 3.4 ± 0.7†† 

  70cycles 68.6 ± 5.1* 11.5 ± 0.5*†† 17.5 ± 4.5**†† 2.4 ± 0.3†† 
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3.4 考察 

温度サイクルによって細胞の生存性が低下することは複数の研究で報告されているが，その作

用機序の詳細は十分に解明されてこなかった．今回の本研究では，凍結および温度サイクル後

に 4°C で解凍した hiPSC において，シトクロムのラマンシグナルが顕著に減少していることを確認

した．このシグナル低下は，既報のシトクロム c の酸化において見られた各波数（750，1,127，

1,314，1,585 cm⁻¹）におけるシグナル減少 (Okada et al., 2012)と一致した ．一方で，脂質とタンパ

ク質（1,447 cm−1）のバンドは依然として観測されており，そのレベルが変化していないと考えること

は合理的であることから，シグナルの減少はシトクロムの酸化に起因するものと考えられる．

−150°C の時点では温度サイクルの有無に関わらずシグナルが検出されており，解凍直後の条件

で減少していたことから温度サイクルによる酸化は解凍してから測定完了までの極めて短時間に

起こっていることが示唆された． 

UV の照射や Act D の添加によるアポトーシス誘導の初期段階では，受容体によりトリガーされ

たシトクロム c のミトコンドリアからの放出は 5 分程度かけて徐々に進行することが知られている 

(Joshua C. Goldstein et al., 2000)．本研究では，細胞内での物質移動や酵素反応に水分子が必

要であるという点 (Alexander M. Klibanov, 2001)を鑑み，氷が融解した直後から反応が進行する

と仮定した．先行研究では，10% DMSO を含む CPA 中の凍結細胞は，−100°C からの昇温過程

で−60°C付近から細胞外氷がわずかに融解し始めると報告されている（Pogozhykh et al., 2017）．

この融解開始温度を反応開始と考えると，4°C での測定に要した約 80秒および−60°C から 4°C ま

での昇温時間 96秒を合計し，シトクロム c の酸化は融解開始後 3 分以内に完了していると推定さ

れ，シトクロム c の放出に先行して起こっているものと考えられる． 
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この酸化はカルジオリピンの過酸化反応を介してミトコンドリアからのシトクロム c 放出を促進し

(Brown & Borutaite, 2008; Kitt et al., 2017; Okotrub & Surovtsev, 2015)，その結果としてミトコンドリ

ア膜電位の低下が引き起こされる (Yuan et al., 2014)．本研究でも，解凍後約 2 時間でフローサイ

トメトリーにより TMRE 蛍光強度の低下が確認されており，この結果と一致する．シトクロム c の放

出はアポトソームの形成とカスパーゼ活性化を誘導する経路に繋がる (Kole et al., 2011)．これら

の細胞死誘導の経路は，２章により明らかとなった温度サイクルによる接着率（α）の低下＝遅発的

な応答として表れた原因と考えられる．  

DMSO の挙動に着目したラマン分光では，温度サイクルを繰り返すことで細胞内の DMSO ラマ

ンシグナルの増加が観察された．DMSO を含む CPA は，Tg以下では 1012 Pa·s を超える高粘性

状態にあるが (Fonseca et al., 2016; Hubel et al., 2014)，Tgを超えると 100 mPa·s まで急激に低下

し流動性が著しく増加する (Erickson, 2009)．さらに液相の熱膨張係数は氷よりも高く，周囲の氷

相に比して液相の膨張と移動が加速される (Rabin & Bell, 2003; Xu et al., 2021)．DMSO は細胞

膜を透過するため (Edashige, 2017)，このような熱力学的変動により細胞内に侵入し，ラマン分光

によりその濃度上昇が検出されたものと考えられる． 

DMSO の細胞内濃度が上昇することは，シトクロム c オキシダーゼの活性化を促進し，シトクロ

ム c の酸化を誘導する (Desai et al., 1988)．したがって，DMSO の浸透とこれにより誘導する解凍

後の酸化反応が，ミトコンドリア機能低下と細胞死を引き起こす一連の応答につながった可能性

がある．２章の接着率の低下が，特に CPA のガラス転移温度（Tg = −116.6°C）を超える温度範囲

（-150〜−115°C）での温度サイクルにおいて顕著であり，脱ガラス化を起こす変動温度域と遅発的

な細胞死を起こす温度域が一致したこともまた，DMSO の移動をきっかけに一連の細胞死に繋が
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ったことを示唆している． 

なお，これらの知見は，結合水の放出 (Wolfe et al., 2002)や氷の再結晶化 (Vysekantsev et al., 

2005)といった他の物理化学的要因による細胞損傷の可能性を否定するものではない．むしろそ

れらと併せて，ミトコンドリア機能への影響を介した遅発的な細胞死メカニズムが主要な原因であ

ると考えられる．  

以上の結果から，温度サイクルによって誘導される細胞内応答は，膜を介した物質の移動をトリ

ガーとした極めて短時間内の酸化反応により開始され，ミトコンドリアの損傷を介して細胞死に至

る一連のプロセスであると考えられる．本研究では，ラマン分光とフローサイトメトリーにより得られ

た結果に基づき，温度サイクルが引き起こす細胞応答経路を模式図で提案した（図 20）． 

  



55 
 

 

図 20 温度変動によって誘導される hiPSC における細胞応答の模式図 

研究結果に基づき導き出された細胞応答の仮説を示している．温度変動により凍結保存液（CPA）

のガラス転移温度（Tg）を超えると，細胞外の濃縮 DMSO は流動性を持った液相となる．熱膨張と

ともに，この DMSO が一部の細胞内へ移動する．解凍後，細胞内に移行した DMSO はシトクロム

cオキシダーゼを活性化させ，シトクロム c の酸化を引き起こす．シトクロム c が酸化されると，一部

の細胞ではミトコンドリア膜電位の喪失が生じ，接着不全や細胞死に至る．本仮説において

DMSO の移行とシトクロム c酸化の関連は Desai らの研究 (Desai et al., 1988)に，また，シトクロム

c の酸化・放出，ミトコンドリア膜電位の崩壊との関係は先行研究 (Brown & Borutaite, 2008; 

Joshua C. Goldstein et al., 2000)の知見に基づいている．  
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この一連の応答は，全ての細胞に一様に発生しているわけではなく，個々の細胞で異なる程

度・タイミングで進行している可能性がある点について言及しておきたい．DMSO の蓄積に関して

は，温度サイクルによって濃度が継続的に上昇する細胞，数回で上がり止まる細胞，ほとんど変

化が見られない細胞が存在していた．細胞を取り巻く環境は氷相または濃縮液相によって構成さ

れており，DMSO の流入は細胞近傍の組成・状態に強く依存することが示唆される． 

一方で，シトクロムのシグナルは，DMSO 蓄積に差があるにもかかわらず全ての細胞で消失し

ており，微量の DMSO 移動があれば酸化反応が進行する，あるいは測定による誤差の範囲で観

察がされなかった DMSO の変化が実際には存在していた可能性がある． 

さらに，フローサイトメトリーの結果からは，ミトコンドリア膜電位が喪失した細胞（TMRE−）は 30

サイクルまで増加し続けたが，割合としては約 30%にとどまった．また，接着率（α）の低下は 20 サ

イクルまでに進行し，その後収束した．これらの知見は，全細胞が同様に細胞死へ向かうわけで

はなく，一部の細胞が回復あるいは影響を受けずに生存する経路をたどっている可能性を示して

いる．この回復現象：アナスタシスについても近年報告がされている (Tang & Tang, 2018)． 

このように，温度サイクルに対する細胞の応答は，DMSO 移動という共通トリガーに始まりつつ

も，細胞ごとの局所環境に応じて，酸化反応からミトコンドリア損傷，接着不全に至るまでの進行度

が異なる非同期的かつ不均一な応答として現れることが示唆された． 
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3.5 小括 

本章では，温度変動に伴う細胞内部の応答を明らかにするため，ラマン分光法およびフローサ

イトメトリーを用いて hiPSC の凍結・温度サイクル・解凍後の変化を解析した．その結果から，温度

変動により細胞内に移行した DMSO が解凍後にシトクロム c の酸化を誘導し，ミトコンドリア膜電

位の低下を通じて細胞死に至る可能性が示された．反応初期におけるシトクロム c の酸化は，氷

の融解開始から約 3 分という極めて短時間で完了しており，温度サイクルによる遅発的劣化にお

いて，この応答が先行していることが明らかとなった．以上より，温度変動に対する細胞応答の主

因がミトコンドリア機能障害を介した細胞死である可能性が示唆された． 

また，温度変動が凍結保存液のガラス転移温度を超える条件で特に大きな影響を及ぼすこと，

ならびに DMSO の物理化学的性質の変化が細胞応答に寄与していることも示唆された．これらの

知見は，保管中の細胞の温度変動における到達温度や変動回数といった温度管理設計を行う上

で，考慮すべき重要な細胞応答の理解に資するものである．  
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第 4 章 総括 

本博士論文では，TWEs による品質劣化を考慮した工程設計に資する応答特性を理解するこ

とを目的とし，hiPSC または hMSC の凍結保存・輸送中の温度変動による応答特性を対象に研究

を行なった． 

第 1 章では，細胞製品の長期保存と流通における TWEs が品質に及ぼす影響を踏まえ，これ

らを考慮した工程設計の必要性を示した．その上で，細胞製造性（cell manufacturability）の概念

に基づき，温度変動という物理化学的入力と，それに伴う細胞応答および品質変化（出力）との関

係を体系的に理解することの重要性を述べた． 

第２章では，TWEs が凍結細胞の生存性および接着性に与える影響を評価するための実験系

を構築し，異なる温度変動条件下での細胞品質の定量的変化を把握した．これにより，入力（変

動温度域，変動回数）と出力（生存性変化）の関係を整理した． 

第３章では，温度サイクル中に生じる細胞内外の物理化学的変化と細胞応答のメカニズムを解

明することを目的とし，ラマン分光法とフローサイトメトリー等を用いて，細胞内環境の変化とそれ

に伴う応答の挙動を解析し，温度サイクルに伴う液相中の DMSO の移動と，細胞死の初期応答と

なるシトクロム c の酸化，ミトコンドリアの膜電位の低下といった一連の細胞応答の理解の核となる

事象を捉えることに成功した． 

以上より，TWEs による入力と出力の関係性を理解し，その物理化学的入力と生物学的な出力

への変換に関する応答メカニズムを提案した．これらにより，TWEs による応答特性を解釈した（図 

21）． 
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図 21 温度変動による細胞応答の概念図 

 

本研究で観察された温度変動に伴う DMSO の膜透過，シトクロム c の酸化，ミトコンドリア膜電

位の低下といった一連の応答は，脂質二重膜構造やミトコンドリアといった多くの細胞に共通する
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に投与される細胞ではなく，その中間体である hiPSC 懸濁液であり，最終製品として臨床応用さ

れている細胞種との違いを踏まえる必要がある．第 2 章に示したように，hiPSC と hMSC では応答
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および生存ポテンシャル（P）が低下し，先行研究 (Xu et al., 2021)と同様にサイクル回数依存的に

低下を継続する傾向となったことから，Tg,i が細胞応答を左右する重要な管理温度であることを裏

付けた． 

また，本研究では細胞外のガラス転移点（Tg,e）を超える温度変動によって生存性低下が認めら

れ，その機序が提案された．この点を踏まえると，使用する凍結保存液（CPA）の組成により Tg,e が

異なることにも留意する必要がある．したがって，温度管理設計においては，使用する材料の物

性に応じて応答特性に違いが生じる可能性があることを考慮することが求められる． 

これらの知見から，保管中の入出庫操作における温度管理は生存性の低下を引き起こすこと

を踏まえ，然るべき時点で適切な品質を確保できるよう基準を定めた工程設計が必要になる．具

体的には，投与の際に満たすべき品質指標のボーダーラインを設定し，これを満たすように出庫

操作による入力条件を設定すること，この範囲を下回る場合は適切な管理条件を設定することで，

製造から投与に至るまでの流通における温度変動による品質劣化を許容範囲内とすることが求め

られる（図 22） ．  
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図 22 凍結保存における品質劣化と満たすべき品質を⽰した概念図 
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上述の留意点と，本研究で得られた知見を踏まえ，出庫操作における温度管理設計の考え方

を提案する（図 23）．この設計は以下の３つのステップにより構成される． 

① 応答特性の理解 

② 管理条件の決定 

③ 操作条件の決定 

ステップ①は入力への応答性と，細胞応答についての理解である．入力への応答性には，細

胞への入力となる到達温度および変動回数について，出力としての生存性への影響，その影響と

満たすべき下限との関係を理解することが重要である．また，細胞種による感受性の違いにも留

意する必要がある．細胞応答については，対象とする温度変動域における熱力学的入力が，どの

ように細胞の出力（生存性や接着性の変化）へと変換されるかを理解する．このステップでは，細

胞内外のガラス転移温度（Tg,i，Tg,e）を超えることにより生じる状態変化を考慮することが重要であ

る．また，CPA の組成によって Tgが変化することにも留意する必要がある． 

ステップ②では，①の理解に基づいて管理条件となる到達温度および変動回数の上限を決定

する．ステップ③では，②で設定した管理条件を満たす操作条件を決定する．このステップでは，

直接モニターすることが困難な細胞温度に対し，操作条件（操作時間，操作回数）を管理すること

で管理条件を満たすための活動と位置付けられる．ここで，操作による出庫対象の容器系への入

力への変換，容器系への入力から細胞系への入力への変換を理解することが重要である．操作

による容器系への入力の変換は，操作中に暴露される室温などの環境温度との差異により時間

依存的に生じる熱伝導によって容器内の到達温度へと変換される．本研究においては検証でき

ていないが，この操作時間は実用的には一度に出庫するバイアルの本数が増加することや，出庫
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対象の識別のためのラベルの読み取りなどの所用時間を含むため，これらの操作手順を定めるこ

とも温度管理設計に含まれる． 

以上により，製品品質の維持に資する温度管理設計を論理的に構築する枠組みを提示した．

本研究は，凍結細胞の温度変動への応答特性について理解を深め，その知見に基づいて管理

対象とすべき操作パラメーターを明確化することで，保管・流通工程における温度管理を工学的

に設計する戦略を見出した．本研究で用いた細胞種および条件はモデルケースであり, 今後はよ

り多様な細胞種や運用環境への応用を通じて，設計指針の汎用性と実効性を高めていくことが期

待される．本研究で構築された温度変動に対する細胞応答の理解に基づいた設計の考え方は，

再生医療等製品の品質保証に向けた実務的・科学的両面からの有効なアプローチとなり得る．本

研究はその第一歩を示したものであり，今後の標準化や指針策定への展開が期待される． 

 

図 23 細胞製造性を考慮した温度管理設計の概念図  
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略語一覧 

略語 

hiPSC: Human Pluripotent stem cell, ヒト人工多能性幹細胞 

hMSC: Human Mesenchymal stromal / stem cell, ヒト間葉系幹細胞／間質細胞 

CPA: Cryo-protective solution, 凍結保存液 

TWEs: Transient warming events, 一過的な温度上昇 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid, エチレンジアミン四酢酸 

PBS: Phosphate buffered salts, リン酸緩衝生理食塩水 

ROCK: Rho-associated protein kinase, Rho関連タンパク質キナーゼ 

SR: SYTOX Red 

TMRE: テトラメチルローダミンエチルエステル 
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指標 

α 接着率 (-) 

β 回復率 (-) 

P 生存ポテンシャル (-) 

∆Ψm ミトコンドリア膜電位 (-) 

Tg: Glass transition temperature, ガラス転移温度 

Tg,i: Intracellular glass transition temperature, 細胞内のガラス転移温度 

Tg,e: Extracellular glass transition temperature, 細胞外のガラス転移温度  
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