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と考えられている。細胞の分化誘導は、DNAのメチル化

とクロマチン構造の変化に大きく依存しており8,9）、分化

の研究に用いる細胞や一定の安定した遺伝子発現状態を維

持したい場合、細胞の凍結保存にDMSOを用いることを避

けた方が良いと考えられる。培養細胞のより再現性の良い

凍結保存のために、DMSO濃度を下げる試みも行われてい

る10）。

　凍結保存の際、用いる凍結保護剤としては、水溶性が高

く、凍結する際に高濃度に濃縮できて、細胞毒性がないこ

とが重要である1）。細胞膜を通過する低分子の凍結保護剤

としてDMSO以外に、エタンジオール（エチレングリコー

ル）、プロパンジオール（トリメチレングリコール）、メタ

ノール、ジメチルアセトアミド、グリセロール等が用いら

れ、凍結保護作用が報告されている11,12）。また、細胞外に

とどまって凍結保護作用を示すものとして、分子量の大き

いポリエチレングリコール、ポリビニルピロリドン、ヒ

ドロキシエチルスターチ（HES）、デキストラン、アルブ

ミンなどが報告されている11,12）。これらの凍結保護剤の中

で、グリセロールは10％濃度でDMSOの代替として赤血

球の保存などでしばしば用いられているが、細胞生存率

1.　緒言
　培養細胞の凍結保存は、組織培養研究の過程で、一時的

に培養を中断して保存する場合や同一のロットを多数作成

して実験を再現させる場合に必須の技術である。細胞の凍

結保存に際しては、細胞の生存率を落とさないように、凍

結保護剤、凍結保存液、凍結方法、融解方法などが検討さ

れ、細胞内外での氷晶形成による細胞障害を抑える工夫が

なされてきた。凍結保護剤を用いなければ、培養細胞は

-10℃から-20℃で、細胞内の凍結がおこり、破壊されて

しまう。現在、最も多く用いられている凍結保護剤はジメ

チルスルホキシド（DMSO）で1）、緩慢凍結と急速融解に

よって、良好な細胞生存率をたやすく達成することができ

ている。

　DMSOは、凍結保護剤として用いられる他に、培養細胞

の分化誘導剤として用いられてきた2-5）。培養細胞の中に

は、DMSOによって分化が促進されたり抑制されたりする

ことがあり6,7）、DMSOを用いた凍結保存によって、多かれ

少なかれ細胞の分化形質を変化させる可能性がある。この

分化形質の変化は、おそらくはDMSO内のメチル基により、

タンパク質や核酸のメチル化が促進されるから7）であろう
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は、DMSOを用いた場合の方がはるかに優れている。我々

も、グリセロール、エチレングリコール、ポリエチレング

リコールでのDMSO代替を試みたことがあるが、細胞生存

率は50％以下で、時として細胞毒性も観察され、実用的

な保存液とすることができなかった。

　家畜繁殖の分野での動物の精子や受精卵の凍結保存は、

培養細胞での凍結保存と同様に様々な工夫がなされ、緩慢

凍結法以外にも少ない液量での急速凍結によって氷晶をア

モルファスな状態とするガラス化法などが発達している。

精子保存のための凍結保護剤として検討された中に、アセ

トアミドとラクトアミドが効果的であるという報告がある
13-16）。精子保存に用いられているガラス化法は、液量が少

ない状態でのみ可能であり、培養細胞に適応した場合はご

く少量の細胞しか保存できない。アセトアミドとラクトア

ミドともに、水溶性が高く細胞毒性が少ないので、培養細

胞を用いた緩慢凍結においても凍結保護剤としての可能性

が予想される。本研究では、アミド化合物に精子に対する

凍結保護作用があるということを参考にして、哺乳類の培

養細胞に対して凍結保護作用を持つ低分子で水溶性の高い

アミド化合物を検索し、細胞に対しメチル化の影響を与え

ない凍結保護液を開発することを目的とした。

2.　材料と方法
1）細胞の培養

　凍結保存する哺乳類培養細胞として、マウス血管内皮細

胞株（MSS31）を用いた17）。MSS31細胞は、牛胎仔血清

（FBS：fetal bovine serum）を2％添加したD-MEM/F12培

地（invitrogen）にさらに10μg/mLトランスフェリン、

1μg/mLインスリン、10ng/mLエピダーマルグロースフ

ァクター（EGF）、0.39μg/L亜セレン酸ナトリウムを添

加した培養液で、100mm組織培養用プラスチック培養

皿（住友ベークライト）を用い、炭酸ガスインキュベー

ター（5％ CO2、37℃）中で培養した。3日毎に培地交換

し、細胞の継代は20μg/mLトリプシン、0.2%EDTA-PBS

（PBS: Dulbecco’ s phosphate buffered saline、リン酸緩衝

塩類溶液）溶液で細胞を剥がし、新しい培養皿へと継代し

た。細胞数を計測する際は、コールターカウンター（Z2、

COULTER）を用いて算出した。MSS31細胞は、一般的な

繊維芽細胞株に比較すると凍結に弱く、凍結前の細胞の状

態や凍結の手順に影響を受けて、凍結保存のロット毎に細

胞生存率が変化する性質を持っているため、凍結保存の条

件検討に都合が良いと考えられる。

2）凍結保存

　MSS31細胞を1×106個/mL程度の密度で凍結保存した。

冷却速度が速過ぎると、細胞内の水が多く残り、氷晶の形

成を招くことから、緩慢凍結とし、凍結保存温度は-80℃

とした。1.5mLプラスチックチューブ（セラムチューブ、

住友ベークライト）に1.0mLの細胞懸濁液を入れ、温度変

化の緩衝剤としてイソプロパノ－ルを用いた凍結保存容

器（BICELL、日本フリーザー）中にプラスチックチュー

ブを入れ、-80℃の超低温槽に入れ徐々に温度を下げ、そ

のまま-80℃で保存した。凍結保存液には各種のアミド化

合物、DMSOを用いた。それぞれ、PBSを用いて2M濃度

で調整して原液とし、PBSを使った細胞懸濁液に対して原

液を同量用いることで、凍結保存溶液での最終濃度を1M

とした。用いたアミド化合物は、アセトアミド、アクリル

アミド、プロピオンアミド、メタクリルアミド、イソブ

チルアミド、ラクトアミド、ニコチンアミド、イソフタ

ルアミドの8種類とした。ただし、メタクリルアミドとイ

ソフタルアミドは、常温で2M溶液を作成できないことか

ら、それぞれ常温での飽和溶液を原液として用いた。ア

セトアミド、ラクトアミドの濃度依存性を調べるに際に

は、それぞれ4M濃度のPBS溶液を作成し、適宜希釈して

用いた。1.5Mラクトアミド保存液の浸透圧を変更する際

には、1.5Mラクトアミド水溶液と2倍濃度のPBSを用いて

作成した1.5Mラクトアミド溶液とを用いて、混合比を変

化させることで異なる希釈のPBS溶液となるように調整し

た。細胞膜を通過しない高分子化合物として牛血清アルブ

ミン（BSA：bovine serum albumin、分子量68kDa）18）、

デキストラン（平均分子量180～210kDa）19）、ヒドロキ

シエチルスターチ（HES）20）を用いた。緩衝作用のある

分子として、HEPES （4-（2- hydroxyethyl）-1-piperazine 

ethanesulfonic acid）または、PIPES （piperazine-N, N′-bis

（2-ethanesulfonic acid））を用いた。HEPESは、1M溶液

を作り、NaOHでpHを7.2に調整した。PIPESは、1M溶液

を作り、KOHでpHを7.2に調整した。

3）細胞の融解

　細胞を-80℃の超低温槽で1日以上、10日以内の凍結保

存を行った後、37℃に加温した水道水を用いて、凍結ア

ンプルを急速融解した。融解後の細胞懸濁液は、ただちに

10倍容量のPBSを用いて希釈した後、1,500rpmで5分間

の遠心により凍結保存液を除き、プラスチックチューブ1

本に凍結保存した細胞（約1×106個）を再度1ｍLのPBS

に懸濁し、細胞の生存率を求めた。

4）細胞生存率

　細胞生存率の算定は、凍結融解後にカルセインアセトキ

シメチルエステル（Calcein-AM、カルセインAM）とヨウ

化プロピジウム（PI、propidium idodide）による二重染

色によって行った21）。急速融解した細胞懸濁液に、カル

セインAMとヨウ化プロピジウム原液を加え、最終濃度を

0.33μMカルセインAM、1.33μMヨウ化プロピジウムと

し、37℃、15分間インキュベートした。染色した細胞は、

スライドガラスに滴下し、カバーガラスを用いて、蛍光

顕微鏡下、490nmの励起光で蛍光を観察した。生細胞は、

カルセインAMを取り込み、細胞内で代謝され、カルシウ
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ムイオンと結合し、緑色の蛍光を発する。死細胞は、ヨウ

化プロピジウムを取り込み、DNAが染色され、核が赤色

の蛍光を発する。細胞生存率は、全細胞数に対するカルセ

インで染色された細胞数を百分率で表し、細胞生存率とし

た。

3.　結果と考察
　マウス血管内皮細胞株MSS31細胞の凍結保存に際し、

従来より細胞の凍結保存に用いられてきたDMSO添加での

細胞生存率と比較することにより、各種アミド化合物に凍

結保護作用があるかを調べた（表1）。凍結に用いた細胞

数は、1×106個/mL程度の密度である。凍結する細胞の

密度が高すぎると、細胞間の氷晶形成が進んで細胞が狭い

空間に閉じ込められたようになり、細胞同士の接触による

機械的なストレスが細胞膜に影響を与える可能性があるの

で、細胞密度の検討が必要ではあるが、今回は、全ての場

合でこの細胞密度を用いた。検討したアミド化合物は、ア

セトアミド、アクリルアミド、プロピオンアミド、メタク

リルアミド、イソブチルアミド、ラクトアミド、ニコチン

アミド、イソフタルアミドの8種類であった。DMSO、各

アミド化合物をPBSを用いて1M溶液として細胞を凍結保

存した（表1）。メタクリルアミドとイソフタルアミドに

関しては、1/2飽和溶液を用いて凍結した。1MのDMSO溶

液を用いた場合の細胞生存率が約45％であったのに対し、

アセトアミドで約33％、ラクトアミドで約19％であった。

生存率はそれほど高くはないが、アセトアミドとラクトア

ミドに凍結保護作用のあることが分かった。アセトアミ

ド、ラクトアミドともに高い溶解性を持っており、溶媒と

して良く用いられている物質である。アセトアミドとラク

トアミド以外のアミド化合物では、細胞生存率が5％以下

であり、凍結保護作用はなかった。メタクリルアミドとイ

ソフタルアミドは、溶解度の低いことから予め凍結保護作

用が低いであろうと予想されていたとおりに、低い生存率

であった。

　アセトアミドとラクトアミドに関して、濃度依存的に

凍結保護作用が変化するかを調べるために、それぞれ0～

2Mの範囲での細胞生存率を調べた（表2）。アセトアミド

の凍結保護作用は0.5Mで最も高く、ラクトアミドの凍結

保護作用は1.5Mで最大であった。0.5Mアセトアミドの細

胞生存率は約28％であったのに対し、1.5Mラクトアミド

では約37％で、検討したなかでは最も凍結保護作用が高

かった。凍結保護剤としての機能に必要な要素として、氷

点降下を起こす、水溶性が高い、細胞膜を安定化させる、

低温で析出しない等が考えられるが、何よりも細胞毒性が

低いことが必要であり、ラクトアミドの濃度依存的な効果

は、これらのバランスから成立していると考えられる。

　培養細胞の凍結保護に際しては、90％程度の細胞生

存率が保たれていることが実用的に必要とされている。

1.5Mラクトアミドでの細胞生存率では、まだまだ不十分

であり、細胞生存率の改善を図るため、凍結保存の際に細

胞外の氷晶形成を調節して凍結保護作用があるといわれ

ている高分子化合物の凍結保護増強作用を調べることと

した。調べた高分子化合物は、凍結保存の際の添加物と

して実績のある牛血清アルブミン（BSA）、デキストラン、

ヒドロキシエチルスターチ（HES）である。1.5Mラクト

アミド-PBS溶液に、BSA、デキストラン、HESをそれぞれ

0.5％、1.0％添加して凍結保存した結果、BSAを添加した

場合に凍結保護作用の増強がみられ、細胞生存率は50％

近くになった（表3）。デキストランとHESを添加した場合

では、細胞生存率が低下し、従来報告されていたような凍

表 1：各種アミド化合物の凍結保護作用 

物質 

（分子量） 

PBS 

DMSO 

（78.13）

アセトアミド  

（59.07） 

アクリルアミド

（71.08）

プロピオンアミド

（73.09）

メタクリルアミド＊

（85,10）

イソブチルアミド

（87.12）

ラクトアミド  

（89.09） 

ニコチンアミド

（122.12）

イソフタルアミド＊

（164.16）

生存率＃（％） 1.2±0.6 44.9±9.2 32.7±2.9 0 1.7±1.2 4.1±1.6 2.4±0.7 19.3±6.7 0.7±1.2 0.7±0.6

メタクリルアミドとイソフタルアミド以外は、PBS を溶媒とした 1M 溶液とした。＊メタクリルア
ミドとイソフタルアミドについては、50％飽和溶液（PBS に対する飽和溶液）を用いた。＃生存
率は 3本の凍結プラスチックチューブでの値を平均し、平均値±標準偏差で表した。 

表 2：アセトアミドとラクトアミドの濃度依存的凍結保護作用 

アセトアミド濃度（M） 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 

生存率＊（％）  9.5±3.4 26.1±3.3 17.0±4.1 6.3±2.7 6.8±3.2 1.0±0.5 1.8±1.6 0.5±0.8

ラクトアミド濃度（M） 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 

生存率＊（％）  9.9±7.3 14.9±0.6 25.8±4.2 27.9±3.9 28.9±4.9 37.4±1.2 28.9±5.7 26.1±10.4

＊生存率は 3本の凍結プラスチックチューブでの値を平均し、平均値±標準偏差で表した。 
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結保護作用の増強はラクトアミドとの組み合わせではみら

れなかった。おそらくは、培養細胞の凍結保護作用には高

分子の炭水化物がそれほどの効果を持たないのではないか

と考える。凍結保護作用を増強させる工夫の一つとして、

組織培養に用いる牛胎仔血清をDMSOの使用と組み合わせ

て行うことがあるが、血清での凍結保護作用の増強が含ま

れているアルブミンによるものであれば、血清のアルブミ

ン濃度が4～5％であることから、今回用いた濃度よりも

さらに高い濃度で用いることにより凍結保護作用が増強さ

れる可能性がある。

　DMSOを用いた従来の凍結保存法では、保存液の基本が

培地だったり血清だったりして、あらためてpHの調整を

行うことがなかったが、ラクトアミドを用いた細胞生存

率の改善にpHの安定が少しでも寄与するかを確かめるた

め、HEPESとPIPES添加の効果を調べた。これらの緩衝液

は、それぞれ1960年代に提唱されたGoodの緩衝液のひと

つで、炭酸ガスインキュベータの二酸化炭素によるpHの

変化を抑えるために、広く組織培養で用いられてきた。ま

た、細胞透過性が低いことから、細胞内の生理的な条件に

対する影響は低いと考えられている。それぞれpH7.2とし

た緩衝液を最終濃度25mMで添加し、1.5Mラクトアミド

-PBSで凍結保存後の細胞生存率を調べると、両者ともに

わずかながら細胞生存率を低下させ、凍結保護作用の増強

にはならなかった（表3）。

　ラクトアミドの凍結保護作用は1.5Mの濃度で最大であ

った。細胞の生理的な浸透圧と比較して著しく高い濃度で

あるが、ラクトアミドは、細胞膜を通過すると考えられて

いるため、細胞を1.5Mの溶液に浸しても、濃度ほどの膜

浸透圧効果を細胞にもたらさないと思われる。しかしな

がら、添加したラクトアミドは、凝固点を降下させる以

外に、溶液の浸透圧を大きく変えることから、一時的に

せよ、細胞に対して浸透圧ショックを起こす可能性があ

る。細胞を凍結させる際の浸透圧による細胞内外の水の出

入りは、生存率の大きく影響を与える可能性があり12,22）、

1.5Mのラクトアミド溶液を作成する際の基本溶液である

PBSの濃度を変え、細胞に対する実質的な浸透圧を変化さ

せての凍結保護作用を調べることとした。濃度の異なる

PBSで作成して、浸透圧を変化させ、凍結後の生存率を調

べた結果、0.4倍濃度のPBSで作成した1.5Mラクトアミド

-PBSが最も凍結保護作用が高かった（表4）。

　以上の結果より、0.4倍濃度のPBSで作成した1.5Mラク

トアミド-PBSに0.5％または1.0％のBSAを添加すると細胞

生存率が改善すると予想し、従来法である10％ DMSOの

場合と凍結保存後の細胞生存率を比較した（表5）。0.4倍

濃度のPBSで作成した1.5Mラクトアミド-PBSで約45％だ

った細胞生存率は、1.0％のBSAを添加することにより約

66％に改善し、1MDMSO（約52％）と比較しても高い凍

結保護作用を示した。凍結保護作用をさらに増強させて、

90％以上の生存率をもたらすためには、ラクトアミド以

外の細胞膜透過型凍結保護剤の追加組み合わせや、細胞外
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表 3：1.5M ラクトアミド凍結保護作用に対する添加物の効果 

添加高

分子 

ラクトア

ミドのみ 
0.5％ 

BSA 

0.5％ 

HES 

0.5％ 

Dextran

1.0％ 

BSA 

1.0％ 

HES 

1.0％ 

Dextran

25mM 

HEPES 

25mM 

PIPES 

生存率＊

（％） 
38.3±2.7 49.0±9.1 37.3±2.8 33.8±3.2 49.5±2.2 31.4±4.0 38.1±2.0 31.9±2.2 36.6±4.0

＊生存率は 3本の凍結プラスチックチューブでの値を平均し、平均値±標準偏差で表した。 

表 4：1.5M ラクトアミド凍結保護作用に対する PBS による浸透圧変化の効果 

溶媒
＊
 水 0.2×PBS 0.4×PBS 0.6×PBS 0.8×PBS 1.0×PBS  1.2×PBS  

生存率
＃
（％） 20.6±7.0 29.4±2.5 36.4±0.4 25.5±10.9 23.6±2.2 24.3±10.0 18.2±4.9 

＊1.5M ラクトアミド溶液は、それぞれの希釈倍率の PBS を溶媒として作成した。＃生存率は 3本
の凍結プラスチックチューブでの値を平均し、平均値±標準偏差で表した。 

表 5：PBS にて浸透圧を調整した 1.5M ラクトアミドに BSA を添加した凍結保存液の凍結保護作用 

凍結保存液 1M DMSO-PBS 1.5M ラクトアミド
0.4×PBS 

1.5M ラクトアミド
0.4×PBS 

+0.5％ BSA 

1.5M ラクトアミド
0.4×PBS 

+1.0％ BSA 

生存率＊（％） 52.0±3.6 45.6±8.5 55.8±2.4 66.7±8.9 

1.5M ラクトアミド溶液は、0.4 倍に希釈した PBS を溶媒として作成した。＊生存率は 3本の凍結
プラスチックチューブでの値を平均し、平均値±標準偏差で表した。 
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でのガラス化を促進できるようにBSAの濃度を5％程度ま

で上げることや凍結保護作用が報告されている高分子を組

み合わせてみる工夫が必要であろう。また、DMSO使用の

場合ではそれほど問題にならないが、ラクトアミドの高濃

度使用のような場合には、融解する際の細胞洗浄液による

溶液の急激な希釈によるショックについても今後の検討が

必要であろう。

 

4.　要約
　ジメチルスルホキシド（DMSO）は、培養哺乳類細胞

凍結保存の凍結保護剤として一般的に用いられているが、

DNAメチル化やヒストンの修飾によって、一部の細胞で

は分化を引き起こすことが知られている。凍結保存時の培

養細胞の安定した分化形質保持には、メチル化を起こす

DMSO以外の凍結保護剤の使用が必要である。 細胞毒性が

低く、動物精子凍結保存に効果的であることが示されたア

ミド化合物が、同様に哺乳類の培養細胞の凍結保存での

凍結保護作用があるかを（8種類のアミド化合物で）培養

マウス血管内皮細胞を用いて調べた。 調べたアミド化合物

の中で、アセトアミドとラクトアミドの2種類が培養細胞

に対しての凍結保護作用があり、最も効果的だったのは、

濃度が1.5Mのラクトアミドであった。培養細胞の凍結保

存に際しては、浸透圧ストレスを避ける必要があるため、

1.5Mラクトアミド溶液を作成する際の溶媒を各希釈率の

リン酸緩衝塩類溶液（PBS）とし、浸透圧を変えた凍結保

存液で凍結細胞の生存率を調べた。 その結果、0.4倍濃度

のPBSが浸透ストレスを最小にし、生存率を高く保つこと

ができた。凍結保存培地に高分子量材料を追加すると細胞

の生存率が改善するこが知られているので、牛血清アルブ

ミン（BSA）、ヒドロキシエチルスターチ、デキストラン

の効果を調べた。 その結果、ラクトアミドを用いた凍結保

存培地は、0.4×PBSを用いた1.5Mラクトアミド溶液に1

％のBSAを添加した場合、DMSOの凍結保護作用に匹敵す

る凍結保護作用を示すことが分かった。
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