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低温生物工学会誌 CCryobiologyand CryotechnologyJ， Vol. 58， No. 1， 59~63， 2012 

Dimethyl sulfoxideによる分散ラット心筋細胞の凍結保護機構の実験的検討

北権道大学大学院工学研究院志用物理学部門

内田努，宮村謙一郎，永山昌史，郷原一寿

Experimental Investigations of Cryopreservation Mechanisms on Dispersed Rat 

Cardiac羽yocyteswith Dimethyl Sulfoxide 

Tsutomu UCHIDA， Kenichiro MIYAMURA， Masafumi NAGAYAMA and Kazutoshi GOHARA 

Division of Applied Physics， Faculty of EngineerinE乙HokkaidoUniversi.収 N13砂T8Ki胞でklιSapporo

060幽8628Japan 

Di血 ethylsulfoxide (DMSO) is one of the useful cryoprotective agents for a variety of cells 

and tissues allowing prolonged storage at subzero temperatures. Since most of the optimum 

DMSO concentrations for the different cells and tissues cryopreservations are similar， we 

predict the reason for the optimum DMSO concentration by measuring the thermodynamic 

properties of culture medium including DMSO and by observing the toxicity of DMSO on the 

neonatal rat cardiac myocytes. The me1ting point measurements suggest that the larger DMSO 

concentration medium has lower me1ting points， which would prevent the cell damage by ice 

reformation during the thawing process. However， such medium has higher toxic effect on the 

cryopreserved cells. These two contrary factors can predict the optimum concentration of DMSO 

in the medium for the cryopreservation of cells including the cardiac myocytes. 

緒 広耳

近年動物実験の代替法として，心臓を構成する心

筋細胞の需要が増加している.しかし心筋締胞は分

裂能が低いため，計画的・安定的供給手段として一

般的な凍結保存法の適応は困難であるとされている

1) 詞様な理由で凍結保存が罰難な細胞種も存在す

るため 2) 凍結保存メカニズムの解明と一般的技術

の確立とが望まれている.宮村ら 1)は， dimethyl 

sulfoxide (DMSO)を凍結保護剤として，新生子ラ
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ット心筋細胞の凍結保護実験を行った. -80oCまで

緩'1蔓凍結を行い一週間保存後，通常培養して細胞機

能の健全性を調べた結果， DMSO を 5~10%含む凍

結液での保存が最も高い生存率(約 50%)で， DMSO 

を10%含む凍結液の試料が最もコントロールに近い

接着，伸長，拍動等の機能を保持していた.

DMSO は分子式(CH3hSOで親水性であり，分子の

大きさが直径4A以下と小さいため，細胞膜を透過

すると考えられている.DMSOに細胞凍結保護機能

があることは 1959年に Lovelockand Bishop3)によっ

て明らかにされたが，その後多くの細胞の凍結保存

に有用であることが確認されているの.細胞凍結に

際しての DMSO 至適濃度は，ラット心筋細胞で 5~

10%1)5)へ
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3. DMSOの細胞毒性測定

凍結保存前後で凍結液に置換する過程で細胞が受

ける毒性を評価するため、未凍結の分散心筋細胞(細

胞密度以105cells/mL)を 4
0

Cで遠沈させ，凍結液

(CDMSO=0""'20%) と置換した.軽し、ピペッティン

グ後 4
0

Cにおいて 10""' 15 min保持し， DMSOを含ま

ない培養液と再び置換し，通常条件(37
0

C，湿度 100%，

5%C02含有空気中)で7日間培養した(各濃度での

実験数n=I""'3).そしてその培養期間における心筋

細胞の接着・伸展機能や，拍動機能などを先行研究

1)と同様に測定し，凍結液に置換しないコントロー

ル区 (n=3) との比較で機能の正常性を評価した.

10%8)など細胞種が異なっても 10%前後であること

が多い.一方 DMSOには様々な細胞毒性も報告され

ておりの， 9)，10) 生殖細胞などの細胞凍結などにおい

ては， DMSOの使用量を極力抑える努力がなされて

いる 11)，12) 

そこで本研究では， DMSOの凍結保存に対する至

適濃度が，細胞種が異なっても比較的普遍的である

理由を明らかにし，細胞凍結保存時の DMSOによる

保護作用機序を明らかにする事を目標とした.分裂

能の低い細胞は毒性試験の感受性が高いことが期待

されるため，培養液中に分散させたラット心筋細胞

の凍結保存の至適 DMSO濃度が 10%前後にある 1)

理由を，①水溶液の熱物性測定と②細胞への毒性観

測とから明らかにすることを試みた.
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Fig. 1. Typical DSC curve for the solutionらTm，組 d&m  
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and the m巴ltingenthalpy， respectively， 

結 果と考察

J 

1 .涼結液の熱特性測定

DMSO水溶液，および凍結液の T[と Tmの CDMSO

依存性を，Fig. 2に示す.DMSO水溶液は，先行研

究 4)と同様に T[，らとも CDMSOが増加するとともに

低下した.T[は一15""'-25
0

Cの範囲であり，本実験

の冷却速度でいずれの CDMSOにおいても十分な過冷

却が起きていることが示唆された.また Tmは，

DMSO水溶液と凍結液との CDMSO依存性がほぼ並行

であり，培養液中の溶質による融点降下(約一2.1OC) 

が DMSOを添加しても維持されることがわかった.

CDMSOを[moνkg]単位に換算して，凍結液における T，II

と CDMSOとの回帰直線を調べた結果，0""'2.2 mol/kg 

の範囲でほぼ直線的に減少し， (1)式のようになった

(相関係数ピニ0.997). 

Tm[OC] = -3.5CDMSO[moνkg]-2.WC] (1) 

すなわち DMSO添加による水溶液の Tm変化は，水

のモル凝固点降下(約 1.85
0
C kglmoO より 2倍程

度大きかった.また測定濃度範囲では， DMSOは水

2.凍結液の熱特性測定

1.で作成した DMSO水溶液，および心筋細胞凍

結液 (10""'15μL)について，示差熱量計 (DSC:真

空理工社製 BSC・2S/MTS・9000)で+20""' -25
0

Cの

範囲で温度変化(降温時 2
0

CJmin，昇温時 0.5""'

3
0

C/min) させ，それらの凍結点 1j， 融点凡，融解

潜熱AHm を測定した • T[， TnJ> AHmは， Fig.lに示す

ような DSC曲線上で定義する.また純水(蒸留・イ

オン交換水，電気伝導率:0.09μS/cm)を同様に測定

し，融点 (OOC)，融解潜熱 (6.0kJ/moOの基準とし

た.各試料の T""AHmの値は，昇温速度を変化させ

て純水の融点が OOCとなる条件で比較した.また，

市販の凍結液(セルパンカー 1，日本全薬工業(株)

社製)も比較のため測定した.
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1 .実験材料

先行研究 1)と同様，生後 2""'4日齢の新生子ラット

心室由来心筋細胞((株)プライマリーセル社製)を

実験に用いた.新生子ラットから摘出された心臓か

ら分離した心室組織片をコラゲナーゼ処理し，培養

液((株)プライマリーセル社製，心筋細胞用培養メ

ディウム)中に細胞濃度 2.0x105 celllmLで分散させ

た.DMSO (Sigma-Aldrich Co. LLC 

を純水又は培養液中に溶解させ，体積濃度 CDMSO=O

""'20%の範囲の水溶液および凍結液試料を作成した.



溶液中の溶質とは相互作用が小さく，主に水と相互

作用することで融点を低下させることが示唆された.

DMSO concentration COldSO [%1 
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Fig_ 2_ DMSO concentration CDMSO dependence ofthe企ozen
tempera旬re TJ (open symbols) and the melting 
temperature Tm (solid symbols) for DMSO solutions 
(squares) and for frozen solution (DMSO including 
medium， circles). Hatched temperature range 
indicates the maximum ice crystal growth 
temperature region for foodsl3) 
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Fig_ 3. DMSO concentration CDMSO dependence of the 
relative melting enthalpy δtHm for DMSO solutions 
(squares) and for企ozensolution (circles) 

一方 DMSO水溶液，および凍結液の比融解潜熱

oHm=&m(試料)/&m(純水)の CDMSO依存性を，Fig.3 

に示す.この図より， DMSO水溶液，凍結液とも

CDMSOが増加するとともに oHmはほぼ線形に低下す

ることがわかった(各々ピ=0.99，0.94).すなわち，

上記 T，nで考察したように， DMSOを添加すると水

の活量が低下することが示唆された.また凍結液の

oHmは，CDMSOが 15%以上になるとほぼ市販の凍結

液 (oHm王子0.35)並みになることがわかった.

冷却速度-2
0

C/minの Tfが一15------25
0

Cの範囲で

あることから，先行研究 1)における心筋細胞の凍結

も同程度の過冷却状態で凍結したと考えられる.

DMSOは細胞内に浸透すると考えられるから，この

凍結条件では細胞外凍結が優先的に生じ，凍結に伴

って脱水された細胞が細胞内凍結を起こさず保存さ

れたと考えられる.すなわち，凍結時には細胞生存

率に対する CDMSO依存性はさほど大きくないと推測

される.これに対し Tmは，-2-----.:-lO
oCの範囲で

CDMSO依存性が明瞭で、あった • CDMSOが 5%以上であ

れば九1は約一5
0
C以下となる.食品の最大氷結晶生

成帯が 1------50Cである 13)ことから類推すると，

CDMSOが5-----10%以上であれば細胞外の氷結晶が急速

に再結晶を起こす温度以下で，試料中の氷が融解す

ると考えられる.

2. DMSOの細胞毒性測定

コントロール区の心筋細胞の機能については， Fig. 

4(a)に示すように培養 1日目には基板に接着し，個々

の心筋細胞が拍動を始めた.その後，隣接する心筋

細胞同士が同期拍動をはじめた.心筋細胞以外の細

胞は増殖し，培養3日目には基板をほぼ埋め尽くし

た(単層形成:Fig. 4(b)). この時期には，視野内の

全ての心筋細胞が同期して拍動することが確認され

た.培養期間を通じた拍動数測定において，その最

高拍動数は，単層を形成する直前の培養2日目に約

130回!minを記録した.

Fig. 4. Microscopic observation of dispersed rat neonatal 
cardiac myocytes. (a) 1 day in culture: adhering 

cardiac myocytes start to beat. (b) 3 days in culture: 
the surface of the base is covered completely by cells 
to form the cell sheet. The beating of cardiac 
myocytes is synchronized in the cell sheet. Each 
scale bar represents 100μm. 

凍結液に浸潰した細胞においても，コントロール

区と同様に培養 1日目に接着・伸展した.さらに心

筋細胞同士が接触すると同期拍動した.しかし，同

期拍動の開始時期はCDMSOが高いほど遅れ(Table1)， 

かっ少数の心筋細胞間で同期する傾向にあった.そ

の場合でも，培養日数が経つにつれて細胞が伸展し，

多数の細胞で同期するようになった.その後，細胞

単層を形成すると基板全体が一様に同期拍動する事
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凍時の氷結品粗大化を抑制する効果があり，特に

CDMSOが 10%以上でその効果が顕著に表れることが

期待される.逆に CDMSOが 10%以下の凍結液による

保存の場合，凍結時は細胞内凍結を免れた細胞も，

解凍時に締胞外氷結晶の粗大化によるメカニカノレス

トレスを受け，損傷を受ける可能性がある.

細胞に対する DMSOの毒性試験については，培養

前に 40Cで 10~15min程度凍結液に浸演させた場合，

CDMSOが高いほど拍動開始毘が遅れ，拍動数も低下

し，締胞が単層を形成する日も遅れるなど，心筋細

胞の機能に障害が生じることがわかった.これらの

障害は，CDMSOが 10%を超えると顕著になった.培

養中の新生子ラット心筋細胞に対する DMSOの

性試験 7)では， 40CにおいてCD附 oが 10%以上の培養

液に 20min暴露された細胞は，拍動が急激に低下し

ており，本研究で得られた結果と定性的に一致して

いた。またプタ白血球 8) プラナリアの走行性 9)

マウスの梓島細胞種 10) 魚類精子 11) 出芽酵母 12)

などで DMSO の毒性が報告され，いずれも 5~15%

以上で異常が見いだされている.

を確認した.細胞単層形成日については，CDMSO が

5~20 %の範囲では，コントローノレ区とほぼ同じか

やや遅れる傾向にあった (Table1).すなわち DMSO

の毒性評価実験において，細胞の同期拍動開始日，

および細胞単層形成日がいずれもコントロール区と

比較して同じか遅れる傾向にあることがわかった.

なお，コントロール区と CDMSO=O%区とを比較する

と，締胞の機能には影響していないことから，培地

交換の作業自体は，結果に影響を及ぼしていないこ

とを確認した.

CDMSO dependence of the starting date of 
synchronized beating after culturing， and that of 
the formation date ofthe cell sheet 

1 Table 

Starting dat怠 ofsynchronized be甜ng/ 
Formation date ofthe cell sheet 
Exp.l Exp.2 

day 1 /day 3 day 2 /day 3 

day 1 /day 4 

day 1 /day 2 

day 2 /day 4 

day2/day4 x /day6 

X: The synchronized beating was not observed during the 
ロperiment.

E翌.3
day 1 /day 3 

day 1 /day 3 day 2 /day 3 

V
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Fig. 5. Schematic diagram of CDMSO dependence of the 
viability of cryopreserved cardiac myocytes (thick 
solid line)ll. Th巴viabilityincreases with CDMSO ifthe 
recrystallization of intercellular ice is prohibited by 
reducing the melting point (dotted line). However， 
the higher CDMSO would exhibit the larger cytotoxic 
effect (dashed line). 

10今b

さらに，培養期間中の心筋細胞の最高拍動数を測

定した結果，最高拍動数を記録した日は，いずれも

コントローノレ区とほぼ同じ培養2日目であったが，

CDMSOが高くなる程，最高拍動数は低下することが

わかった • CDMSOが 10%以下ではコントロール区の

最高拍動数の 80~90%であったが ， CDMSO= 15%， 

20%ではそれぞれ 60%，30%程度となり，濃度が高

くなるにつれて最高拍動数が低下した.すなわち本

研究の実験条件下では，細胞が死滅するほどの毒性

は発揮されなかったが，CDMSOが 10%以上では心筋

細胞の機能に顕著な障害が出ることがわかった.

これらの結果から，解凍時の DMSOによる氷結晶

粗大化抑制効果と，細胞の DMSO毒性耐性との複合

要因により，緩慢凍結による分散ラット心筋細胞の

凍結保存生存率の CDMSO依存性が得られることが示

唆された (Fig.5).前者は細胞種によってほとんど

変化がないと考えられるため， DMSOの至適濃度の

細胞依存性は，多くの場合細胞の DMSO耐性の違い
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3.緩慢凍結による分散ラット心筋細胞の凍結

保存結果の考察

緩慢凍結による分散ラット心筋細胞の凍結保存に

おいて得られた DMSO濃度依存性 1)について，凍結

液の熱物性測定，および細胞に対する DMSOの毒性

試験の2つの実験結果から考察する.

凍結液の熱物性測定結果より ，CDMSOが 10%以上

では Tmが最大氷結晶成長温度帯以下になることが

示唆された.つまり ，DMSOが高濃度であるほど解



に起因すると考えられる.その耐性の範囲が多くの

場合 5-----15%であるため，凍結保存に対する DMSO

の至適濃度が，細胞種が異なっても比較的普遍的で

あると考えられる.細胞耐性が細胞種によらないこ

とは， DMSOが細胞膜を通過して細胞内に溶解する

ことと関係があると考えられる.

ま と め

培養液中に分散させたラット心筋細胞の凍結保存

条件に対する至適 DMSO濃度が 10%前後にある理

由を明らかにするため，水溶液及び凍結液の熱物性

測定と細胞への DMSO毒性観測とを行った.示差熱

量計による凍結液の測定結果から， 5-----10%以上の

DMSO濃度では凝固点降下により融点を最大氷結品

生成帯以下に下げ，凍結細胞が融解時に細胞外氷結

品の再結晶によるメカニカノレストレスを受けないよ

うにすることが示唆された.一方凍結液への浸漬試

験結果から， DMSOは細胞の機能を阻害することが

確認され，その影響が濃度 10%以上で顕著になるこ

とが示唆された.これら二つの効果を合わせること

で，至適 DMSO濃度が 10%前後にある事が定性的に

説明された.
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