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1。は じ  め  に

今日,生 体間の生体組織移植力汐卜科的治療法として, し

ばしば用いられている。生体組織の移植の需要が増える一

方で,供 給が追いつかず,摘 出された生体組織が短期間し

かもたないことから,生 体組織の保存技術の必要がでてき

た。凍結による保存法はその究極ともいえる方法であり,

飽和液体窒素温度 (-196°C)で は半永久的に保存できる

ことができる.現 在,角 膜や血液,精 子などの凍結保存は

ある程度の成功を納めており,一 部実用化もされているが,

サイズの大きい生体組織については一般的な実用化には

至っていない。また,単 一の細胞についても最適な凍結保

存条件を設計する方法は確立されていない。本稿では,最

適な凍結保存プロセスの設計法の開発をめざした研究の一

部を紹介する.

2.生 体凍結保存の概観

生体は細胞群とそれを幾何的に支持する繊維によって構

成されている。通常,生 体は全重量の80%近 くが水分であ

ることより,凍 結過程は凍結に起因する細胞内外の化学ポ

テンシャル差がもたらす細胞膜を通じての水分の輸送現象

と,氷 晶の生成に伴う体積膨張によって特徴づけられる。

細胞を冷去「すると細胞外凍結が優先的におこり,そ れに

伴う細胞外の化学ポテンシャルの低下により細胞の内外に

化学ポテンシャル差が生じる。このポテンシャル差を駆動
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力として細胞内で過冷された自由水が細胞膜を通じて細胞

外へ流出する。Photo.11)に筋繊維細胞を急冷却,及 び,

緩冷却したときの写真を冷却前の状態とともに示す。速度

が速く,細 胞内に自由水が存在しているうちに核生成温度

に達すると細胞内凍結を起こし細胞にとっては致命的な破

損が生ずる。(Photo.1:上段右)冷 却速度が遅いと細胞

内の自由水は全て外部に流出し,細 胞は過収縮をおこし,

(Photo.1:上段左)内 部のイオン濃度が上昇するために

細胞内の高分子の構造が不可逆変化をおこし致命傷に至る。

そこで,細 胞内の自由水を極力排出し,か つ細胞内の高分

子の結合構造 を変化 させ ないために,凍 害防御剤

(C,P,A.)と呼ばれる溶質を加えた水溶液に生体をあらか

じめ浸漬 して,細 胞内の自由水と凍害防御剤を置き換えた

のち冷却―凍結をおこなうことにより上述のような凍害を

防ぐのが一般に取 られている方法である。従って,凍 結保

存は凍害防御剤を細胞内に吸収させる前処理過程と,そ れ

に続 く凍結過程に分けられる。

これらの現象は Fig,1に 示すような細胞膜輸送 と2成

分系の相変化を含んだ熱物質輸送現象としてとらえること

ができる。

3.研 究 の 目 的

生体組織の凍結保存の成否の評価は様々な方法
のが試み

られているが,本 質的には生体組織がもつ機能を凍結―解

凍後 も保持 しているか否かという点で判断される。生体組

織が必要とする機能は大きく分けて生体組織の幾何構造を

保持する機能と細胞の生理学的機能に分けられる」前者の
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本稿は生体の凍結保存プロセスの設計法について,熱 物質輸送の立場から考察した研究の紹介であ

る。凍結保存プロセスは凍結過程と,そ れに先立つ前処理過程に分けられる。前処理過程においては,

凍結によつてもたらされる損傷を避けるため,凍 害防御剤水溶液に生体を浸漬させるが,生 体中の細

胞が高い浸透圧に曝されるのを避けるため,凍 害防御剤水溶液の濃度は細胞の最小体積分率と体積緩

和時間により決められたプロセスで徐々に高められて目的濃度に到る必要が|る 。一方,凍 結過程で

は冷却速度と凍害防御剤水溶液の濃度を,凍 結に伴う力学的損傷と高浸透圧による細胞の過濃縮を避

ける様に決定する必要がある。
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Photo I Cross section of muscle fibers freezed in various cool-

ing rate (upper left: low cooling rate, upper right: be-

fore freezing, lower: high cooling rate)

凍結保存のプロセス 現象の予測 に必要とされる特性
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ると考えられる。そこで,細 胞死の原因である細胞のサイ

ズについて生理学的機能を維持出来る許容値を調べておく

必要がある。一方,生 体を凍結させる際,制 御可能なパラ

メータは細胞膜透過に関する限 りC.P.A.濃度と温度以外

には考えにくい。組織を凍結する場合は個々の細胞が最適

に凍結される時間‐空間履歴を実現するようにさらに工夫

する必要があるが,細 胞の生死が生体組織の凍結の成功‐

失敗の鍵 となることから,最 適条件を見つけだす手順を確

立 しておく必要がある。

本研究では,凍 結前処理である C.P.Al水溶液への浸漬

と凍結過程の最適条件を細胞の体積変化を生死の評価パラ

メニタとして,c.P.A.濃 度を変数とするマップ上で最適

条件を提示する計算方法を提案 した。また,得 られた単二

細胞についての最適前処理―凍結過程条件から,凍 結保存

が可能な最大の生体組織サイズを推定 した.さ らに,許 容

細胞サイズに関する知見をブタの頸動脈を試料として,内

皮細胞と平滑筋細胞の 2種 類の細胞に大浸透圧をかけた時

の 宙abilityを,そ れぞれ対象 となる細胞の機能に基づ き

測定 して限界耐浸透圧二等価細胞サイズとして表現 した.

4.凍 結プロセス設計の概略

生体の凍結保存は凍結プロセスと解凍プロセスに大別で

きる。各々のプロセスはさらに前処理―凍結過程,解 凍‐後

処理過程に分けられる。ある程度以上の大きさを持つ生体

組織を凍結保存する場合,上 記の過程のうち解凍過程では

マイクロ波加熱や通電加熱によりある程度,大 きさに依ら

ない均一な操作ができる。また,解 凍後の後処理過程は前

処理過程の設計方法が確立すれば同様に設計できることを

考えると,凍 結プロセスの設計法を確立することが差 し当

たって重要であると考えられる。

生体を凍結する場合に問題となるのは, 1)組 織―単一

細胞にかかわらずそれぞれの細胞について最適な制御パラ

メータ (C.P.A.の種類,濃 度,前 処理の C.P.A.添加の濃

度変化履歴,冷 却速度)が 存在すること, 2)組 織細胞の

場合は凍結過程において緩慢冷却をする以外に生体組織内

部の物理量を均一に保つことが出来ないこと,の 2′点であ

る.こ うした問題に対処する為の凍結プロセス設計手順の

概略を以下に記す.凍 結対象がきまるとC.P.A.の物性 と

C.P.A.に対する生体の特性 を測定する。即ち,前 者は

C.P.A.の平衡状態図と粘性係数,後 者は凍結対象を構成す

る細胞の膜透過係数 (Lp,qω )の,細 胞内におけるC.P.A.

の拡散係数とTonerら による細胞内核生成モデルつのパラ

メータである。これらの測定値に基づき本研究の主題であ

る,前 処理過程の
“
細胞収縮緩和時間―最小体積分率マッ

プ
",凍

結過程の
“
凍害評価マ ップ

"を
作成する。ごの 2

つの図より凍結対象を構成する細胞についての最適制御パ

ラメータが決定される。これら2つ のマ ップで評価関数と

Fig。l  NIlechanism Of CryOpreservation frOnl the view point of

heat and mass transfer

機能が喪失される主要因は細胞外の水分凍結に伴う体積膨

張による組織の力学的破壊であり,後 者の場合は細胞死で

ある。細胞死は1)水 分の凍結に伴う力学的破壊, 2)非

等浸透圧環境下における過収縮―過膨張, 3)凍 害防御剤

(C.P.A.)に起因する生化学的毒性が主要因であると言わ

れている。これらのうち3)を 除けば凍結の前後での細胞

のサイズの大小が細胞死の評価基準として考えられる.現

実の細胞死の測定 (viability assessment)は生命の定義に

よって大きく左右されてしまうほど一般的には困難である。

しかし,医 用目的の凍結保存の場合は前述の必要とする
“
細胞の生理学的機能

"が
喪失されたかどうかに依ってい

(二 J励 剤cR川 蜘 師 の自詠 ユ 婦 える )物 質輸送

(・高濃度CPA:11よぅ生イヒ学的琴り
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して用いられるのは,緒 言で述べた細胞死の原因の 2)と

3)を 考慮 した細胞体積である。本章の冒頭で述べた 1),

2)の 問題点を考慮すると,組 織細胞を凍結する場合は緩

慢冷却における宙abilityが高 くなるように制御パラメー

タを選択することが望ましい。

5。細胞収縮緩和時間―最小体積分率マップ

本章では前処理プロセスを決定する細胞収縮緩和時間―

最小体積分率マップの基本概念と計算方法について述べる.

5。1 基 本概念 い ま,細 胞の初期体積に対する割合をβ,

C.P.A.水溶液に浸漬した時間をtとすると,細 胞体積は膜

透過性の高浸透圧溶液中ではFig。2に示すように一度収

縮 してある時亥J(tmm)で 最小細胞体積分率 (亀in)を示

した後,溶 質の侵入により膨張 してある時刻 (trёx)で ほ

ぼ元の体積にもどる。一時に目的のC.P.A.濃度に細胞を

曝すと目的のC.P.A.濃度が高い場合は,許 容浸透圧を超

えてしまいダメージを受ける。従って,最 小体積分率 (β

min)を許容範囲に保ちつつ徐々に濃度をあげていくこと

が望ましい。この際,細 胞の代謝を最小限にするにはでき

るだけ低温 ・短時間である方がよい.Fig.3の マップでは

横軸 を浸漬前の細胞内 C.P.A.濃度,縦 軸を浸漬する

C.P.A.濃度として鳥品 とtrexを図示 している.,図中の右

下半分は細胞タト濃度が細胞内濃度より低い領域であるので

計算されていない。浸漬するC.P.A.濃度をステップ1本に

あげる場合は最小細胞体積分率 (亀h)の 線と交差する

trex値とこれに相当する縦軸の値からFig.4に示すような

プロセスが決定される。組織細胞の場合は前処理過程の最

後に拡散の緩和時間だけ長めに浸漬する必要がある。

5.2解 析方法 亀inとtrexを求める為,単 一細胞を一定

の温度,C.P.A.濃度の環境においた時の体積の変化を

Kedem_Katchalskyの膜透過モデル3)を
用いて計算 した。

即ち,C,P.A.を a,電解質をe,細胞内をi,細胞外をo,細胞

の体積をVcdと すると支配方程式は以下の様に表せる.

但 し,Cは 濃度,Jは フラックス,(LP,qω )は 膜透過係

数を示す。

屏
=陽 肌

―璽
考許

止 二θ ど
ち″=島

I o :  R T o ' " ( c :  -  c , i ) + C { 1 , ( t - L )

c{ = (c.o - cl) /tn(c: - c;) ( 1 )

上式より種々のC.P.A.濃度について几血,trexを計算し

た.計 算のパラメータとしてグリセリンと手チレングリ

コールの赤血球膜透過係数 (Lp,qω)′既存の値を用いた。

5.3 細 胞収縮緩和時間‐最小体積分率マップの計算結果と

考察

5,2で示 した計算方法にしたがって赤血球の膜透過係

数→9を もちいてグリセリン (C3H5(OH)3,分 子量92)と

24
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Fig.2 Change of cell volume

permeable C.P.A.

T三me

ratio iinmersёd into membrane

0    5    10    15   20

initial intracel:u:ar C.P.A.nO/0
Fig.3 Schematics of relaxation time ‐  ■linlimum cellvolume

ratlo rnap

Time

Fig.4  Stepwise change of ,xtraCellular C.P.A. concentration

during pre_freezing process

エチレングリコール (C2H4(OH)2,分 子量62)に ついて

計算 した結果をそれぞれFig.5に示す.温 度は298Kと し

て,計 算に使用した膜透過係数はTable lに示す。
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Fig. 5 Relaxation time - mimimum cell volume ratio map

Table I Membrane permeabilities of erythrocyte

L p  o 3 / c N s c c ) )al (moV(N sec)

ゲ::ケ l
0.92X10‐12

1.68X10‐11

エチレングリコール 8x10‐10 0.62

膜透過係数のうち溶質透過係数 ωは体積流入がないと

きの C.P:A.の細胞内への流入速度を示している。一方,

反発係数 σが 1の場合はC.P.A.は細胞膜を透過せず 0に

近づ くほど透過度が高まり, 0で 水と同様に透過する。

Fig.5で緩和時間trexを比較するとエチレングリコールの

方が短時間で緩和することがわかる。インクの濃淡で示さ

れているAnhの 値もエチレングリコールの方が高濃度倶1

に寄っていることがわかる。これらはω,σの値の差が反

映されているものと考えられる。Fig.6に細胞をある濃度

の C.P.A.水溶液に直接つけた時の鳥品 の値 と緩和時間

trexを示す.グ リセリンの場合,浸 漬溶液の濃度が10 wt%

以上になるとβmhが0.3以下になってしまうが,エチレン

グリコールの場合はβminが0。3になるには40 wt%以上の

高濃度でないと起きない.

組織細胞を同様の手順で処理する場合,浸 透圧ス トレス

が最 も大 きい場所は直接溶液に触れる外佃1であるので,濃

度の上昇のさせ方は単一細胞と同様で問題ないと考えられ

る。但 し,手 順の最後に以下に示す組織内 C.P.A.拡散の

緩和時間 (tdff)程度,組 織を最終C.P.A.濃度の溶液に浸

漬する必要がある.

初 =子
              ( 2 )

ここで,Dは 組織内における C.P.A.の拡散係数,Lは 組

織の代表長さを表す。

Ethylene glycol

。
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ゴ
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分
円
）

o     1 0    2 0    3 0    4 0    5 0    6 0

Extracellular C.Pa wt%
― Mttuln cd】▼olume ratio pml■
― 一

Time at minimum cell volume

― RelaxattOn ttme t駆

Fig.6 βmin and trex at initial intracellular c.P・A.wi%=0.

6.凍害評価マップ

本章では凍結過程のプロセスを決定する凍害評価マップ

の基本概念と評価関数である凝固に伴う膨張を含む正味細
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胞体積分率の計算方法について述べる。

6.1 基 本概念 前 処理後,細 胞内は最適凍結プロセスで

定められた C.P.A.濃度になっている必要があるが,凍 結

プロセスではこの初期 C.P.A.濃度 と最適な冷却速度を決

定する.凍 結過程の制御パ ラメータを冷却速度 と初期

C.P.A.濃度として,急 速冷却による細胞内の自由水の凝

固に伴 う膨張を次節で定義する正味細胞体積分率 φで評

価 し,緩 慢冷却による高浸透圧による細胞の過収縮 (浸透

圧ス トレス)を 既に定義 した亀面 で評価する。即ち,縦

軸を冷却速度,横 軸を凍結前の細胞内C.P.A.濃度として

φと鳥血 をプロットする。この凍害評価マップにおいて

実現可能な冷却速度と初期 C.P.A.濃度を決定して,決 定

されたC.P.A.濃度を目的濃度として前処理をおこなうの

が前処理―凍結過程の設計手順である。

6.2 解析方法 凍 害評価マップはある濃度のC.P.A.溶液

中で浸透圧平衡状態にある単一細胞を一定速度で冷却した

ときの細胞の挙動より計算される。細胞膜透過については

式Dと 同様の支配方程式を用いる。低温 (0℃ 以下)に

おける細胞膜透過係数 (L`,Qω)の実測値はほとんどな
いが,測定温度域の値を外挿してアレニウス型の以下の式
で表す。

も=らοψ(―#),ωα=ω′。_(イ暑)      (3)

但 し,△Eは 活性化エネルギー
,LpOと ωOは定数である。

温度が下が り相変態図の国―液線に至ると細胞外の

C.P.A.濃度 (C(T))は 熱平衡状態図にしたがらて変化

するの。細胞内凍結は以下の式に示すTonerらの核生成モ

デルのに従い凍結が起こるとした。但 し,(ASCN/AOSCN)
=(S/SO),(AVCN/AOVCN)=1,(fVCN(θ

)/fOVCN(θ ))=

1と し,核 生成確率が 1に なったとき細胞内核生成が起き

るとした。

P≡ F t t V + Pフリ`′
(ゴーP S a、′)

ル●―P1/CA7)=者∫みυwln″T

あけ一がり==∫Isノ鉗″T

ノ=Ω′_lzギ努|
ク=針時)ψの 時)(冊 )¨
″=打巾

4(淵

ノ
rW ρ)=(ゴ ー岬 の

2● 十鰯 θ)/4

θ=6775イ Xs+2■ 5θ
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細胞体積 B:冷 却速度 (K/sec)

添字 :subscript o:isotonicity f:thermal equilibrium

superscript SCN:surface catalyzed nucleatiOn VCN:

v01ume catalyzed nucleation

以上の方法により評価関数几血 は前処理と同様にして

計算できる。細胞内凍結の影響を含むφの計算について

は次節で述べる。

6.3 凝 固に伴う体積膨張の影響を含む正味細胞体積分率

φ 細 胞内核生成が細胞にとって致命的になる大きな理由

の一つとして凝固に伴い体積が膨張し細胞の許容サイズを

こえて細胞膜を破壊してしまうことがあげられる。凍結後

の固相部の体積と凍結前の体積の比は以下のように表せる。

なαょゝ 撻′

器〒♂り句=[柳      0
π鷺′

但 し,ρ は密度,Fwは 質量固相率,*は 凍結前の状態を示

し添字の s01,liqはそれぞれ固相,液 相を示す。ここで

Fwは 平衡状態図より,

■
=Y       0

であらわせる.同 様に凍結後の液相体積率は,
なα″姥″9

七が生=[く絆=嚇]    岡
″ち9

と記述で きる.し たがって,凍 結に伴 う体積膨張率は式

(13)と (14)の和 として表せる.

に 」
:i f二

十
七 メ

=[鑽
   0

以上より正味細胞体積分率 φは細胞中の非浸透成分の体

積分率をら として,

φ≡αβ″″+( 1 - c t r )ら                  ( 1 6 )

で与えられる。

前処理―凍結過程 ともに計算は式 (1)の 連立微分方程

式が主体をなしている。

6.4 凍 害評価マップの計算結果と考察 Fig.7に 6。2,6。3

で説明した方法を用いて計算 した凍害マップを示す。低温

での膜透過係数のデータが存在 しないため,式 (3)に 示

すアレニウス型の温度依存性を持つとして常温近辺のデー

タから求めた活性化エネルギーを用いて計算 した。膜透過

係数が低い場合は低濃度では冷却速度が遅いと細胞内凍結

が起こらずβmhの値は小さくなり,冷 却速度が速いと細

胞内核生成に伴う水分の膨張により正味細胞体積分率

φの値が大きくなっている.ま た,高 濃度に移るにつれ低

冷却速度におけるAnhの値が大きくなってきている。

膜透過係数が低い場合の結果はFig.8で示す永田,棚

澤らめのミジンコの凍結保存の生存率を定性的によく表し

( 8 )

( 9 )

( 1 0 )

( 1 1 )

但し,

I:核生成頻度 A:凍 結に関与する分子数 θ :細胞膜表

面と液相の接触角 P:核 生成の確率分布関数 Xs:細 胞

内溶質モル分率 η :粘性係数 Si細 胞膜表面積 vw:

26
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Fig,7 Freezing prOcess estimation map(△ Eω =293X103

(」/m01),△ ELp=20.0× 103(J/m01),σ =088,ω O=8.83×

10-8(m01/(N sec)),LpO=278× 10~1°(m3/(N sec))

ている。膜透過係数が高い場合も冷却速度がより速い領域

では細胞内の自由水の流出が間に合わず細胞内核生成がお

き,膜 透過係数が低い場合と同様の傾向になると考えられ

る。

冷却速度が十分速い場合,組 織細胞の中心部ほど冷却速

度が速 くなると考えられるの。これは組織内の C.P.A.溶

液が凝固する時,C,P.A.溶 液は潜熱を放出しつつ温度を

下げるので見かけの熱拡散係数が小さくなり,凝 固が完了

すると急に大きな熱拡散係数になるので,組 織中心部では

熱がなかなか伝わらず,時 間遅れをもって急激に熱を奪わ

れるのが原因である。凍害評価マップから決定された冷去「

速度 (vTc)と生体組織の熱拡散係数 (k)よ り,組 織全域

で凍害を起こさない最大サイズLc五は熱輸送方程式を離散

化 して変形することにより,以 下のように求められる。但

し,ム Tは 中心温度と組織外佃1の温度差を表す。

L,,i : \/ kAT/vT,

ア.細 胞限界浸透圧の測定

本章では細胞が耐えうる浸透圧を,必 要とされる機能に

基づき評価し,限 界浸透圧を推定する方法について述べる.

対象とした細胞は豚頸動脈中の内皮細胞と平滑筋細胞であ

る。

多くの血管移植手術において,人 工血管で代替がきかな

い理由は,血 管壁を通 じての物質透過性や抗血栓効果を持

つ内皮細胞や収縮―弛緩により血管断面積を調整 し血流量

を能動的にかえる平滑筋細胞の生化学的機能を再現できな

いことにある"。 これらの機能を内皮細胞の膜透過能力に

ついては色素排除法
1°

により測定 し,平 滑筋の収縮―弛緩

能力については薬物を使用 して測定 して 宙abilityを評価

した.

ア.1 内 皮細胞の色素排除法試験方法 濃 度の異なる電解

質溶液に頸動脈を浸漬 して浸透圧平衡になるまで放置する。

イオンは非電解質物質に比べて透過率が極端に低 く,細 胞

膜を透過 しないと仮定できるので,電 解質濃度により細胞

が受 ける浸透圧 は異 なる.標 準電解質溶液濃度 を C0

(m。1/m3)と してそのときの細胞体積をVO(m3)と すると

濃度 C(m01/m3)の 細胞体積 V(m3)及 び細胞体積分率

β(m3/m3)の浸透圧平衡での値は

CO yO=C7y=(G/070β =C/C

のように記述できる。浸漬放置後,内 皮細胞については色

素排除法試験,平 滑筋細胞については収縮‐緩和試験を適

用して viabilityを測定した。

色素排除法試験とは正常な細胞膜は透過しない色素が細

胞膜の物質選択透過機能が損失された試験細胞の内部に入

り込む現象を利用 して細胞を染色することにより,細 胞の

生死を判別する方法である.内 皮細胞は血管内壁に単層に

配置された細胞なので血管内に色素を流 して染色 した後,

管軸方向に切 り開いて顕微鏡観察した。宙abilityは顕微鏡

観察像をビデオにとり染色された部分とそれ以外の部分を

2値化してダメージを受けた染色部の面積分率より評価し

た。

試験は電解質溶液への浸漬とその後の測定に分けられる。

このうち前半は平滑筋細胞についての測定と共通である。

試料の採取から測定前までは以下の手順でおこなった。

1.屠 殺場で採取した死後 1時間以内のブタ頸動脈をその

場で洗浄処理した後,培 養液 (Dulbecco's Modined Eagle
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Medium(D¨ MEM))或 いは血清入 りPBS(リ ン酸緩衝

液 (Phosphate Burer Powder,pH 7,2 WAKO))に 漬け

て 0°Cに て実験室に持ち帰る。

2.試 料の頸動脈 を遠沈管に入った 5種 類の濃度 (β=

0.2,0.4,0.6,0.尋,1・Q pH=7.2)の 0～ 5℃ の PBs水

溶液に30～40分浸漬する。

3:そ れぞれの測定に入る。

内皮細胞の色素排除法試験方法はPeggら の方法
lDを

参

考 に した。色素 として蛍光色素 PI(Propidium IOdide

SIGMA)を もちいた。Fig.9に 色素を注入する装置の概

略を示す。内圧は流路中の注射器を加圧することにより加

え,ペ リスターポンプにて溶液を循環させた。実験手順を

以下に示す。      |

1.5本 の頸動脈を装置に装填し80～100 mmHgの内圧

下で PrOpidium IOdide(10μg/ml)を 血管内に送 り込む。

2.K‐ H溶 液 (Krebsl責̀nsdeit s。lutiOn)にて血管内壁

の余分な色素成分を除去し,頸 動脈を軸方向に切り開きス

ライドガラスで挟み観察用試料をつくる.

3.蛍 光顕微鏡を用いてG励 起の落射光で観察用試料を

ビデオ撮影する。

4.ダ メージを受けた部分のみ発光するので, 2値化して

発光部の面積 (画素数)を はかる。(画面上の最低レベル

をあわせておく)

ア.2 平滑筋細胞の収縮―緩和試験方法 平 滑筋細胞は交感

神経伝達物質のノルエピネフリン (=ノ ルアドネラリン)

に反応して収縮をおこし,同 じく神経伝達物質のアセチル

コリンにより緩和するという性質を持っている。試験では

血管をリング状に切断して一定の張力を半径方向にかけて

上記の物質の水溶液中に浸漬することで管径の変化を撮影

して求め,そ の収縮率と緩和率を測定して平滑筋細胞の収

縮―緩和能力を評価した。

電解質水溶液への浸漬は7。1と同じ手順で収縮緩和の試

Pressure

生 産 研 究

験方法はPeggら の方法
1⇒

を参考にした。Fig,10に装置系

を示す:K_H溶 液には常に95%02‐5%C02ガ スを吹き込

み続けた。供試血管はFig。11に示すように両端に針金を

通して片方を固定, もう一方に重さ2gの 重 りをつり下げ

て一定の張力を加えた。実験手順を以下に示す。

1.K‐ H液 で約 1時 間洗浄する。

2.輪 切 りにした血管全体 (約3mm)を 3X10~6Mノ ル

エピネフリンで収縮させ,つ いで2× 104Mァ セチルコ

リンを加えて平滑筋を弛緩させて収縮緩和能力があること

を確認する。

3.K― H溶 液で約20分洗浄して平衡状態に戻 し, 4.に

移る前に撮影してFig.11で示す長さLを はかりLOとする。

4。 10~6Mま たは3X10~6Mの ノルエピネフリンに浸漬

して平滑筋を収縮させて約 5分 間後血管を撮影してLの

長さをはかりLNEと する。

5.105Mま たは2X104Mの アセチルコリンに浸漬し

て平滑筋を緩和させて約 5分 間後血管を撮影 してLの 長

さをはかりLAchとする。

6.以 下 の式 よ り収縮率 (contraction%)と 緩和率

(relaxatiOn%)をきめる。

ω″れ″ο″%≡ユ
ギ

生,″励αιぁ″%=Lrみ
一端
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7.3 細胞限界浸透圧の測定結果と考察 Fig.11に浸透圧

平衡に相当するβの値を横軸にして蛍光発光した内皮細

胞の面積率を示す。Fig.11によれば内皮細胞はβ=0.2

のときはダメージが大きいが0,4になると急激にダメージ

が減っていることがわかる.し たがって,内 皮細胞の限界

等価浸透圧たc五は0。2～0,4にあると考えられる。

平滑筋細胞の収縮緩和試験はTable 2に示す条件でおこ

なった。

実験 1で は10~5Mァ セチルコリンに対 してどの試験片 も

反応を示さなかった。

Fig.12に実験1と2の収縮率 (contraction%)と緩和率
(relaxation%)を等価浸透圧βに対してプロットする。実
験1ではβが0。6以下になると収縮率が急激に落ちている
ことがわかる,同様に実験2においてもβが0。6以下にな
ると収縮率が落ちはじめ,緩和率も急激に落ちている。ビ

Ⅲn g  o f

Arteries

Fig. 9 Experimental apparatus for P.L stain Fig. 10 Experimental apparatus for measuring contractivity
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Fig.12  Contraction O/O and relaxation O/0 0f smooth muscle

デオの映像をみるとβ=0。2や0.4はノルエピネフリンに

対して全く1又縮せず,ア セチルコリンに対してもおおきな

変化はないまま時間の経過につれ重りがもたらす張力に

よって僅かずつ伸びているように見える。また,7・2で記

した実験手順 1と 2の 準備段階における収縮 緩̈和では全

ての試験片が収縮反応をしめすが,ア セチルコリンに対 し

てはβ=0。2のみ緩和反応を示さなかった。これは収縮と

緩和の機能は同時に失われるものではないことを示唆して

いる。以上より収縮―緩和の機能を保持する平滑筋細胞の

限界等価浸透圧Ac五は0,5～0。6になると考えられる。

本実験から見る限り内皮細胞の方が高い浸透庄に耐え得

ると結論づけられる。通常の血管の状態は管内に生理状態

により大きく浸透圧が変化する血液が流れていて,直 に浸

透圧変化に曝されるのは内皮細胞であらて中膜に多く存在

する平滑筋細胞ではないことを考えると,βsc五>βecHで

あることは合理的といえる。

8。結    論

生化学的毒性を無視し,浸 透圧ストレスと細胞内核生成

による膨張が細胞死の要因であるとして細胞体積分率β,

生 産 研 究  1 5 3

Table 2  Condition Of smooth muscle contractivity experilnent

Immersed
time (min)

Nor―

epinephcrine
rM、

Acetylcholin

餌 )

experimeFt 1- 60¨70 10-5

experiment 2 30-40 3 x L0-6 2× 10‐4

正味細胞体積分率 φを評価関数とする凍結プロセスの設

計方法を提案した。また,細 胞の機能を評価基準にして細

胞が耐えうる限界の浸透圧を豚頸動脈の内皮細胞と平滑筋

細胞について測定した結果以下の結論を得た。

(1)細 胞収縮緩和時間‐最小体積分率マ'プ を作成 して

マップに基づき最小細胞体積分率亀inを
一定にできるよ

うなプロセスが計算できた。

(2)凍 害評価マップを作成 して初期 C.P,A.濃度と,却 速

度をパラメータにした viabilityの定性的傾向が説明でき

た。

(3)ブ タ頸動脈の内皮細胞の膜透過性と平滑筋細胞の収

縮―緩和能力の測定に基づき限界等価浸透圧βcHを推定し

た結果,内皮細胞はβec五=0.2～0。4,平滑筋細胞はβsc五
=0.5～0.6であることがわかった。

(4)(1),(2)よ り組織細胞を凍結保存する場合は対象

のサイズから均一に冷却で きる冷却速度 vTcを推定 して

vTcより低い冷却速度でAihの値がβc五以上であるような

C.P.A.濃度を目標濃度にした前処理プロセスをおこなう

と最適な凍結プロセスとなると考えられる。

(5)常 温から凍結温度近傍までの細胞の膜透過係数 (Lp

qω)の値がプロセスを大きく左右すると思われる。

(1996年12月24日受理)
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