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同種細胞シートの保存法に関する研究 
 

研究分担者 長嶋 比呂志 明治大学農学部生命科学科発生工学研究室・教授 

研究協力者 前原 美樹 明治大学農学部生命科学科発生工学研究室・研究アシスタント  

 

A. 研究目的 

これまでに開発した細胞シートガラス化

保存法の適用拡大と改良を目的として、以

下の項目について実験を行った。 

(1) 薄層シートへのガラス化法の適用 

(2) ガラス化された細胞シートの融解条

件の検討 

(3) パッケージング素材の検討およびガ

ラス化細胞シートの保存法の検討 

 

B. 研究方法 

1. ウサギ軟骨細胞シートの培養 

ウサギ軟骨細胞（株式会社プライマリー

セル）を温度応答性培養皿 (35 ㎜, UpCell®, 

CellSeed) に 5×104～1×105cells/dish の濃

度 で 播 種 し 、 20% FBS を 添 加 し た

DMEM/F12 培地(GIBCO)で培養した。培

養 3-4 日目に細胞がコンフルエントに達し

たことを確認して、10%FBS および 100µM

のアスコルビン酸を添加したRPMI1640培

地(GIBCO)に置き換えた。 

培養 14日目に薄層（1層）形成を確認し、

実験に用いた。2 層化シートを実験に供す

る際は、得られた単層シートを Cell shifter 

(CellSeed) を用いて積層化した後、更に 1

週間追加培養した。 

 

2. 細胞シートの凍結保存 

これまでに開発したガラス化法を用いた。

これは、胚や卵子のガラス化に用いられる

MVC 法 (Kuwayama et al.,2005) のコン

セプトを、細胞シートに適用したものであ

る。 

細胞浸透性凍害保護剤として、平衡液に

は 10% DMSO および 10% ethylene glycol 

(EG)を用いた。ガラス化液の DMSO およ

び EG 濃度は、それぞれ 20%とした。細胞

非浸透性凍害保護剤として、ガラス化液に

0.5M sucrose および 10%(w/v) カルボキシ

ル化ポリリジン(COOH-PLL)を加えた。平

衡液およびガラス化液に、それぞれ 25 分お

よび 30 分間浸漬した細胞シートを、パッケ

研究要旨：ヒト軟骨細胞シートの凍結保存法の確立を最終目的として、既に開発したウサギ
軟骨細胞シートガラス化凍結保存法の改良を行った。これまでに、哺乳動物胚・卵子に有効
なガラス化法のコンセプト、すなわち Minimum Volume Cooling（MVC）が細胞シートの
保存に適用し得ることを明らかにしてきた。この方法の臨床応用を実現するために、今年度
は(1)より脆弱な薄層シートへの適用、(2)細胞生存性向上を目的とする融解条件の検討、(3) 
より操作性・安全性に優れたパッケージング素材の検討を行った。その結果、(1)積層化し
ない単層軟骨細胞シートのガラス化も可能なこと、(2)融解速度を高める工夫によって、細
胞生存性を向上させ得る可能性があること、(3)パッケージング素材としてアルミフィルム
が優れていること、などが明らかとなった。 
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ージング素材で被覆しガラス化した。 

 

3. パッケージング素材の比較 

食品用ラップフィルム((株)クレハ、ポリ

塩化ビニリデン、厚さ10.5µm)、もしくは

アルミホイル((株)三菱アルミニウム、アル

ミニウム、厚さ12µm)を用いた。パッケー

ジングした細胞シートを、液体窒素蒸気

(-140℃)に暴露してガラス化した。また、パ

ッケージングした細胞シートを液体窒素蒸

気中でガラス化した後に、液体窒素中に保

管し得るかについても調べた。 

 

4. 融解条件の検討 

細胞シートを38℃の加温盤上に静置して

融解する従来法を基準として、より急速な

融解が期待できる 2 種の方法と比較した。

すなわち、加温版の温度を45℃とする方法、

および45℃の加温盤上に静置した細胞シー

ト上に38℃の加温パックを重ねて置く方法

を試行した。融解した細胞シートを、ピン

セットを用いてパッケージから回収し、1M、

0.5M、0M sucrose を含む 20mM Hepes 緩

衝 TCM199（20% FBS 添加）に順次移し、

凍害保護剤の希釈ならびに洗浄を行った。 

 

5. ガラス化後の細胞シートの評価 

融解後の細胞シートをコラゲナーゼ処理

して細胞分散し、細胞の生存性をトリパン

ブルー染色により判定した。 

 

C. 結果 

1．薄層シートへのガラス化法の適用 

 単層(6例)および2層化シート(6例)のガ

ラス化を行った結果、融解後のシート構造

の破損は全く認められなかった (図 1, 表

1)。 

 細胞の生存性は、単層シートおよび 2 層

化シートともに、非ガラス化シートに比較

して若干劣る傾向であった (84.9% vs. 

88.4%; p<0.05, 84.9% vs. 86.3%; 有意差無

し)(表 1)。 

 

2. ガラス化された細胞シートの融解条件

の検討 

2 層化シートを用いて融解条件を検討し

た結果を表 2 にまとめた。細胞シートの融

解に用いる加温盤温度を 45℃とし、さらに

細胞シートを上下から加温する方法によっ

て、非ガラス化試料に匹敵する細胞生存性

が得られた(84.8% vs. 86.8%)。 

また、いずれの区においても、融解後に細

胞シートの破損は全く見られなかった(図

2)。 

 

3. パッケージング素材の検討およびパッ

ケージングした細胞シートの保存法の検討 

パッケージング素材に食品用ラップフィ

ルム (従来法) もしくはアルミフィルムを

用いて、2層化シートのガラス化を行った。

いずれの方法においても、融解時の細胞シ

ートの破損は、全く生じなかった (表 3, 図

3)。両区の細胞生存性(83.3% vs 82.6%) は

同等であったが、非ガラス化区 (86.7%, 

P<0.05)に比して若干低下した(表 3)。 

液体窒素蒸気中で細胞シートをガラス化
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した後に液体窒素に浸漬した結果、ラップ

フィルムでパッケージングされた細胞シー

トでは、5 例中の 1 例において軽微な破損

がみられた。一方、アルミフィルムでパッ

ケージングされた細胞シート（5 例）では、

破損の発生は全く見られなかった(表４, 

図 4)。細胞生存率は、ガラス化区と非ガラ

ス化区で同等であった(85.1% vs. 84.2% vs. 

85.4%)。 

 上記試験から、アルミフィルムでパッケ

ージされたシートは、液体窒素に浸漬保存

し得る可能性が示されたので、追試を行っ

た。表 5、図 5 に示す通り、アルミフィル

ムでパッケージを用いてガラス化されたシ

ートを、液体窒素中に浸漬後に融解しても、

シート構造や細胞生存性への影響は見られ

なかった。 

 

D. 考察 

 従来我々は、3 層に積層化したウサギ軟

骨細胞シートを対象として、ガラス化法の

開発を行ってきた。将来のヒト軟骨細胞シ

ートへの応用を考えると、より脆弱なシー

トもガラス化出来ることが求められる。そ

そこで、今年度は 1 層および 2 層構造のウ

サギ軟骨細胞シートのガラス化を試みたと

ころ、1 層のシートにおいても優れた成績

が得られた。 

 より脆弱な細胞シートのガラス化に対し

ては、パッケージングが有利に働いている

可能性がある。特にアルミフィルムは、液

体窒素への暴露時にも変形することがない

ので、内部の細胞シートを保護する効果が

高いと考えられる。今後は、アルミフィル

ムを用いた試験も行う予定である。また、

アルミフィルムは食品用ラップよりも加工

や滅菌が容易なので、研究段階の使用には

適している。将来の臨床応用を視野に入れ

て、アルミフィルムを素材とする細胞シー

ト用パッケージの製品化も必要であろう。 

 細胞シートのガラス化保存において、融

解時の温度上昇速度は、細胞生存性に大き

な影響を及ぼすと考えられる。今年度の研

究では、より急速な温度上昇を実現する工

夫によって、細胞生存性を高く維持し得る

ことが示された。より効率的な融解装置の

開発等によって、細胞生存性のさらなる向

上が期待できる。 

 

E. 結論 

1. 我々の開発した細胞シートガラス化保

存法は、より薄層(1 および 2 層)の細胞シ

ートのガラス化保存にも有効である。 

2. 細胞シートの融解をより急速に行うこ

とによって、細胞生存率が改善される。 

3. 細胞シートのパッケージング素材とし

て、アルミフィルムが適している。アルミ

フィルムを用いてパッケージングされた細

胞シートは、液体窒素蒸気でのガラス化後、

液体窒素内で保存することも可能である。 

 

F. 健康危害情報 

本研究による健康危害情報はなかった。 

 

G. 研究発表 

＜著書（共著）＞ 
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In: 12th Congress of International 

Xenotransplantation Association (IXA): 

10-13 Nov 2013; Osaka. 

9) Hara S, Umeyama K, Yokoo T, 

Nagashima H, Nagata M: Evolution of 

glomerular nodular lesions in diabetic 

pigs carrying a dominant-negative 

mutant hepatocyte nuclear factor 1-alpha. 

In: KIDNEY WEEK 2013: 5-10 Oct 2013; 

Georgia, USA. 

10) Takeuchi H, Enomoto H, Matsunari 

H, Umeyama K, Nagashima H, 

Yoshikawa T, Okada Y, Toyama Y, Suda 

Y: Genetically engineered and 

systemically expressing kusabira-orange 

transgenic pigs as in vivo model to trace 

cell recruitment after anterior cruciate 

ligament reconstruction. In: 8th 

Combined Meeting of Orthopaedic 

Research Society: 13-16 Oct 2013; Venice. 

11) Hara S, Yokoo T, Umeyama K, 

Nagashima H, Nagata M: Pathological 

analysis of glomerular nodular lesion in 

diabetic pigs carrying a 
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dominant-negative mutant hepatocyte 

nuclear factor 1-alpha. In: The 

International Society of Nephrology 

World Congress of Nephrology 2013: 31 

May- 4 Jul 2013; Honk Kong. 

 

<国内学会> 

1) 松成ひとみ、浅野吉則、小林美里奈、

内倉鮎子、渡邊將人、梅山一大、長屋昌樹、

中内啓光、長嶋比呂志: 膵臓欠損ブタ胎仔

を用いた外来性細胞由来膵臓形成の試み. 

In: 第13回日本再生医療学会総会: 4-6 Mar 

2014; 京都. 

2) 前原美樹、佐藤正人、松成ひとみ、内

倉鮎子、松村幸奈、坂井理恵子、小久保舞

美、松村和明、玄丞烋、長嶋比呂志: ウサ

ギ軟骨細胞シートのガラス化保存法の開

発 : 実用化に向けた改良研究-1. In: 第 13

回日本再生医療学会総会: 4-6 Mar 2014; 

京都. 

3) 松田泰輔, 渡邊將人, 中野和明, 松成

ひとみ, 小林美里奈, 林田豪太, 倉本桃子, 

金井貴博, 山口智之, 中内啓光, 長屋昌樹, 

長嶋比呂志 : ブタ卵における mRNA 

injection法を用いたZinc Finger Nucleases

による遺伝子ノックアウト. In: 第36回日

本分子生物学会: 3-6 Dec 2013; 神戸. 

4) Arai Y, Ohgane J, Fujishiro S, 

Nakano K, Matsunari H, Watanabe M, 

Umeyama K, Azuma D, Uchida N, 

Sakamoto N, Makino T, Yagi S, Shiota K, 

Hanazono Y, Nagashima H: Evaluation of 

porcine induced pluripotent stem cells 

based on the DNA methylation profile of 

mouse embryonic stem cell-specific 

hypomethylated loci. In: 第36回日本分子

生物学会: 3-6 Dec 2013; 神戸. 

5) 渡邊將人, 中野和明, 松成ひとみ, 松

田泰輔, 金井貴博, 小林美里奈, 松村幸奈, 

坂井理恵子, 倉本桃子, 林田豪太, 浅野吉

則, 高柳就子, 新井良和, 梅山一大, 長屋昌

樹 , 花園豊 , 長嶋比呂志 : Zinc finger 

nuclease発現mRNAによるIL2RG遺伝子

ノックアウトブタの作出. In: 第36回日本

分子生物学会: 3-6 Dec 2013; 神戸. 

6) 内倉鮎子, 松村幸奈, 中野和明, 浅野

吉則, 長嶋比呂志: 中空糸法によるマウス

胚およびブタ胚のガラス化保存. In: 第58

回日本生殖医学会学術講演会・総会: 15-16 

Nov 2013; 神戸.  

7) 坂井理恵子, 中野和明 , 松成ひとみ, 

新井良和, 渡邊將人, 梅山一大, 佐原寿史, 

山田和彦, 長屋昌樹, 宮川周士, 長嶋比呂

志: 異種移植研究における遺伝子改変ブタ

の作出への人工生殖技術の利用. In: 第1回

日本先進医工学ブタ研究会: 12 Nov 2013; 

大阪. 

8) 坂井理恵子, 中野和明 , 松成ひとみ, 

新井良和, 渡邊將人, 梅山一大, 長屋昌樹, 

宮川周士, 長嶋比呂志: 遺伝子改変クロー

ンブタ開発における人工生殖技術を利用し

た遺伝的バックグラウンドの更新. In: 第

16回日本異種移植研究会: 10 Nov 2013; 大

阪. 

9) 内倉鮎子, 松成ひとみ, 松村幸奈, 中

野和明, 浅野吉則, 前原美樹, 若山清香, 若
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山照彦, 長嶋比呂志: 中空糸ガラス化法の

実用化に関する研究-1：融解速度の胚生存

性への影響. In: 第106回日本繁殖生物学会

大会: 11-14 Sep 2013; 東京. 

10) 牧野智宏, 東大, 内田奈緒美, 坂本望, 

新井良和, 松本守雄, 長嶋比呂志, 大鐘潤: 

ブタにおけるFbn1遺伝子のエピジェネテ

ィック制御解析. In: 第106回日本繁殖生物

学会大会: 11-14 Sep 2013; 東京. 

11) 東大, 内田奈緒美, 坂本望, 牧野智宏, 

新井良和, 長嶋比呂志, 大鐘潤: 骨格筋分

化抑制遺伝子MstnのDNAメチル化による

発現制御. In: 第106回日本繁殖生物学会大

会: 11-14 Sep 2013; 東京. 

12) 内田奈緒美, 東大, 坂本望, 牧野智宏, 

新井良和, 長嶋比呂志, 大鐘潤: 脂肪細胞

分化に関わる遺伝子の発現制御. In: 第106

回日本繁殖生物学会大会: 11-14 Sep 2013; 

東京. 

13) 坂本望, 東大, 内田奈緒美, 牧野智宏, 

新井良和, 長嶋比呂志, 大鐘潤: ブタHnf1a，

Hnf4aの肝臓特異的発現にはDNAメチル化

とアンチセンス非コードRNAが関与する. 

In: 第106回日本繁殖生物学会大会: 11-14 

Sep 2013; 東京. 

14) 林田豪太, 渡邊将人, 松成ひとみ, 中

野和明, 金井貴博, 小林美里奈, 松村幸奈, 

倉本桃子, 坂井理恵子, 浅野吉則, 内倉鮎

子, 前原美樹, 新井良和, 梅山一大, 長屋昌

樹, 沢野朝子, 宮脇敦史, 長嶋比呂志: 細胞

周期可視化蛍光プローブFucci を発現する

ブタ体細胞核移植胚の作出. In: 第106回日

本繁殖生物学会大会: 11-14 Sep 2013; 東

京. 

15) 浅野吉則, 松成ひとみ, 小林美里奈 , 

内倉鮎子, 中野和明, 林田豪太, 松村幸奈, 

倉本桃子, 坂井理恵子, 金井貴博, 松田泰

輔, 新井良和, 渡邊将人, 長嶋比呂志: DNA

メチル化阻害剤およびヒストン脱アセチル

化酵素阻害剤がブタ体細胞核移植胚の発生

能に及ぼす影響. In: 第106回日本繁殖生物

学会大会: 11-14 Sep 2013; 東京. 

16) 松村幸奈, 前原美樹, 本田香澄, 林田

豪太, 倉本桃子, 中野和明, 松成ひとみ, 小

林美里奈, 内倉鮎子, 浅野吉則, 渡邊将人, 

梅山一大, 長屋昌樹, 長嶋比呂志: ガラス

化保存された体外成熟／体外受精胚を用い

た糖尿病モデル遺伝子改変ブタの作出. In: 

第106回日本繁殖生物学会大会: 11-14 Sep 

2013; 東京. 

17) 相澤守, 中島佑亮, 小西敏功, 水本み

のり, 本田みちよ, 新井良和, 中野和明, 長

屋昌樹, 長嶋比呂志: ケイ素含有アパタイ

トによる高い骨伝導性を備えたキレート硬

化型セメントの創製とその硬組織に対する

生体内反応. In: 第26回日本セラミックス

協会秋季シンポジウム: 4-6 Sep 2013; 長

野. 

18) 水本みのり, 小西敏功 , 本田みちよ, 

木南啓司, 有村英俊, 新井良和, 中野和明, 

長屋昌樹, 長嶋比呂志, 相澤守: キレート

硬化型アパタイトセメントの材料特性およ

び生体適合性に及ぼすα-リン酸三カルシウ

ム粒子添加の影響. In: 第26回日本セラミ

ックス協会秋季シンポジウム : 4-6 Sep 

2013; 長野. 
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19) 新井良和, 大鐘潤, 藤城修平, 中野和

明, 塩田邦郎, 花園豊, 長嶋比呂志: 実物と

してのマウス多能性幹細胞DNAメチル化

プロフィールに基づく幹細胞評価: ブタ

iPS細胞を例として. In: 第7回日本エピジ

ェネティクス研究会年会: 30-31 May 2013; 

奈良. 

20) 原怜史, 横尾隆, 梅山一大, 長嶋比呂

志, 長田道夫: Dominant-negative変異型

hepatocyte nuclear factor 1α(HNF1α)導入

糖尿病ブタにおける糸球体結節性病変の解

析 . In: 第56回日本腎臓学会学術総会 : 

10-12 May 2013; 東京. 

 

<特許> 

1) 長屋昌樹, 長嶋比呂志: 免疫抑制剤の

評価方法、及び免疫抑制剤評価キット. 特

願2014-027655. In.; 2014. 

 

<新聞等> 

1) 日経バイオテク  (net) 2013.10.11.

「科学技術振興機構、明治大学、自治医科

大学、効率的な方法で、短期間に免疫のな

いブタを作ることに成功」 

2) 時事通信社 (net) 2013.10.10.「免疫

不全ブタ、半年で作成＝再生医療を促進-明

大など」 

3) 日経バイオテク  (net) 2013.10.10.

「明治大と自治医大、JST、mRNA を用い

た ZFN と体細胞核移植技術で免疫不全ブ

タを短期間で作出」 

4) 読売新聞テレビ朝日 報道ステーショ

ン 2013.7.4.「軟骨細胞シートを使った変

形性ひざ関節症の治療法」 

 

<受賞> 

1) The JRD Outstanding Paper Award

受賞年月: 2013年9月 

受賞機関: 日本繁殖生物学会 

受賞論文 : ｢Hollow fiber vitrification: a 

novel method for vitrifying multiple 

embryos in a single device｣Matsunari H

ら 他 9 名 . J. Reprod. Dev. 58(5): pp. 

599-608 (2012). 
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表1. パッケージング 1)された薄層細胞シート（ウサギ軟骨細胞）のガラス化・融解後の形態維持と

細胞生存性 

a, b p<0.05 

1) ラップフィルムによりパッケージングした                         有意差なし 

 

 

 

 

 

図1.ガラス化された薄層細胞シートの融解後の形態 

A-1: 非ガラス化細胞シート（1層）、A-2: ガラス化・融解後の細胞シート（1層） 

B-1: 非ガラス化細胞シート(2層)、B-2: ガラス化・融解後の細胞シート（2層） 

 

表2. ガラス化ウサギ軟骨細胞シートの融解温度の検討 

融解条件(温度) 
無傷での回収率 細胞生存率(n数) 

上面 下面 
- 38 100% (13/13) 82.5% (n=11)a 
- 45 100% (9/9) 83.1% (n=9)a 

38 45 100% (13/13) 84.8% (n=9)ab 
非ガラス化対照 100% (11/11) 86.8% (n=12)b 

a, b p<0.05 

 

 

 

 

図2.ガラス化されウサギ軟骨細胞シートの融解後の形態に対する融解条件の影響 

A: 下面のみを38 で加温 、B: 下面のみを45 で加温 、C: 下面を45 、上面を38 で加温、  

D: 非ガラス化対照 

 

細胞シートの種類 無傷での回収率 細胞生存率(n数) 

1層 
ガラス化 100% (6/6) 84.9% (n=3)a 

非ガラス化対照 100% (6/6) 88.4% (n=6)b 

細胞シートの種類 無傷での回収率 細胞生存率(n数) 

2層 
ガラス化 100% (6/6) 84.9% (n=2) 

非ガラス化対照 100% (6/6) 86.3% (n=6) 

A-1 A-2 B-1 B-2 

A B C D 
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表3. パッケージング法でガラス化されたウサギ軟骨細胞シートの融解後の形態維持と細胞生存性 

パッケージング素材 無傷での回収率 細胞生存率(n数) 

アルミ 100% (12/12) 83.3% (n=12)a 

ラップ 100% (15/15) 82.6% (n=13)a 

非ガラス化対照 100% (14/14) 86.7% (n=14)b 

a, b p<0.05 

 

 

 

 

 

 

図3．パッケージング法でガラス化されたウサギ軟骨細胞シートの融解後の形態比較 

A: アルミフィルム、B: ラップフィルム、C: 非ガラス化対照 

 

 

表4. パッケージング法でガラス化されたウサギ軟骨細胞シートの液体窒素中保存の検討 

パッケージング素材 無傷での回収率 細胞生存率(n数) 

アルミ 100%(6/6) 85.1%(n=6) 

ラップ 80%(4/5) 84.2%(n=5) 

非ガラス化対照 100%(5/5) 85.4%(n=5) 

有意差なし 

 

 

 

 

 

図4．パッケージング法によりガラス化されたウサギ軟骨細胞シートの液体窒素中浸漬後の形態 

A: アルミフィルム、B: ラップフィルム(破損例)、C: ラップフィルム(成功例)、D: 非ガラス化対照 

 

 

 

 

A B C D 

A B C 
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表5. アルミパッケージを用いてガラス化されたウサギ軟骨細胞シートの液体窒素中保存の影響 

 
液体窒素への 
浸漬の有無 

無傷での回収率 細胞生存率(n数) 

ガラス化※ 
＋ 100%(3/3) 84.8%(n=3) 
- 100%(2/2) 84.2%(n=2) 

非ガラス化対照 - 100%(2/2) 87.4%(n=2) 

※液体窒素蒸気への暴露によってガラス化を行った。                   有意差なし 

  

 

 

 

 

 

 

図5．アルミパッケージを用いてガラス化されたウサギ軟骨細胞シートの液体窒素浸漬後の形態 

A: 液体窒素中に浸漬した細胞シート、B: 液体窒素蒸気によるガラス化のみ行った細胞シート、 

C: 非ガラス化対照 

A B C 


