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両性電解質高分子ハ イ ドロ ゲル に よる細胞 の カ プセ ル 化 と凍結

　　　　　　　　　 北陸先端科学技術大学院大学 マ テ リア ル サイ エ ン ス 研 究科

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　松村和明

CryoproteCtive　Polyampholytes　Hydrogel

Kazuaki　MATSUMURA

Sehoo／　ofMa 　terials　Science，　 elapam 　A 〔ノvanc θd　lnstitu　tθ　ofSci θ刀 ee 　and 　TechnolOgー ヱ
ー1　Asahidai；八「oml ；

　　　　　　　　　　　　　　　　　 Jshika　wa 　923−1292　Japan

　　 Recently　we 　showed 　that　carboxylated 　poly
−L ・lysine，　 whieh 　is　classified 　as 　a

polyampholyte，　has　a 　cryoprotective 　effect 　on 　cells 　in　solution 　without 　any 　other 　eryoprotectants ．

The　recent 　study 　suggests 　that　extra 　cellular 　environment 　might 　affect 　the　cell 　viability 　after

cryopreservation ．　 Cryopreservation　of 　 cell
−
containing 　 constructs 　 is　 in　high　demand 　in

tissue・engineering 　apPlications 　to　produce 　the　tissue−engineered 　products 　
‘bff’the’shelf ”

．

However
，
　cryopreservation 　of　regenerated 　tissues　including　cell 　sheets 　and 　cell　constructions 　is

not 　easy 　compared 　to　cell　suspensions ．　In七his　study ，　we 　attempted 　to　make 　cell 　scaffolds 　using

polyampholytes 　for　the　development　of　the　novel 　cryoprotective 　cell 　hydrogel　scaffolds ．　Cells

encapsulated 　with 　such 　in　situ 　hydrogels　can 　be　cryopreserved 　well 　without 　addition 　of 　any

cryoprotectants ，　Thus ，　these　hydrogels　can 　serve 　as 　scaff ｛）lds　with 　cryoprotective 　properties 　that

also 　provide 　structural 　integrity　to　tissue　constructs ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Jul．5，2013；Accepted　Aug ．7
，
2013 ）

緒 言

　培養 細胞 を利用 した 研究は生物学や 医学分野 に お

い て 欠かせ な い もの で あ り，受精卵や精子 など の 生

殖細 胞や 血液 細胞 な ども凍結保存 され て い る．また，

再 生医療に有用 な幹細胞 を含む生物資源物質の維持，

保管は 主 に 液体窒素 な どを用 い た 低 温 保存に よ り行

われ て い る．液体窒素温度下 で 保 存する こ と に よ り

化学反応を停止 させ
， 劣化や変性 を防 ぐ こ と が で き

る ．しか し，温度 を低 下 させ る際に起 こ る水の 結晶

化等 に よ る ダ メ
ー

ジを防 ぐため，様 々 な凍結保護物

第 58 回 低温 生物 工 学会研究報告 4 ．

［Key　 words ：　 Cryopreservation，　 Hydrogel，

Regenerative　medicine ； 凍結保存，ハ イ ドロ ゲ

ル ，再生医療］

質 の 添加や温度降下条件の 検討等改善すべ き点 は多

く残 され て い る．

　我 々 は こ れ ま で にはポ リア ミ ン で あ る ポ リ リジ ン

に カル ボ キ シ ル 基を導入 し た 両性 高分 子 電解質を 合

成 し，ある範 囲 の ア ミノ基とカ ル ボ キ シ ル 基の割合

を持 つ 高分子化合物 で 非常に効果 の 高い 凍結保護効

果 が あ る こ とを発 見 し ，ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ ド

（DMSO ）や タ ン パ ク質 を含まな い 様 々 な培 養細胞 の

凍結保存 法 を開発 して きた 1’5）．そ の 細胞 の 凍結保護

の機序 は未だ不明な点 も多 い が，凍結時 の 細胞外 か

らの 適度な脱 水 に よ る 細胞内凍結 の 抑制 が そ の 主 な

原因で あろ うと考え られ る 6）．そ の よ うな細胞外か

らの 凍結保護機構 を持 っ 高分子化合物 で あれ ば，ゲ

ル 化 させ て 細胞 を中に封入 した状態 で も凍結が 可能

な の で は無い か と考えた．今回 は毒性の低い架橋剤
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Fig．1．　 Hydrogel 　formation　of　PLL （0，65），　 a）structure 　of　PLL （0，65），　b） structure 　of　NHS −PEG ，　 c）

　　　 reaction 　between 　 NHS −PEG 　 and 　PLL （0．65）
，
　d）schematic 　illustration　 of 　hydrogel　formation

　　　 including　cells ．

を用 い て 両性 電解質高分 子 ゲ ル を形成 し，細胞封入

体 の 作成 を検討 した．また両性 電解質高分 子 ゲ ル 自

体に も凍結保護効果が あるか を調 べ ，そ の 再生 医療

応用 へ の 展 開 の 可能性を探る こ と を 日的と した．

材料お よ び方法

1 ．実験 材 料

　 e
一ポ リーL一リジ ン （PLL 、分 子 量約 4000 ，25

w ！w ％水溶 液）は ， 無 水 コ ハ ク酸 （SA）を加 えて

50DC で 1 時間付加反応 させ ，ア ミノ墓を カ ル ボ

キ シ ル 化 した ．カ ル ボキ シ ル 基 の 導入量 は ， 加

えた無水 コ ハ ク酸 の 量に応 じ て ほ ぼ 100％ に近

い 反応率で行われ ，0〜100mol ％まで 任意の 割

合で ア ミ ノ 基 を カ ル ボ キ シ ル 基 に変 換す る こ

とが 可能で あ っ た（Fig．1a））．以 ド，
こ れ まで 最

も高い 凍結保護i活 性 を示 した 65mol ％ の カル

ボ キ シ ル 基 導入 率 の も の （以 下 PLL （0．65）と略

す）を実験に使用 した 1）．

2 ，ゲ ル 化反応

　PLL （0．65）の in　 situ ゲル 化反応 は ，
　 PLL （0，65）分

子 中 の ア ミ ノ基 と N ヒ ドロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド基

を持 つ マ ル チ ア
ー

ム ポ リ ユ チ レ ン グ リ コ ール

（NHS −PEG ，　 Fig ．1b））と の ア ミ ド形成反応 に よ り行

っ た（Fig．1c），　d）〉．　 15 −25％の PLL （0．65）1綿胞培養

用培地（ダル ベ ッ コ 改変培 地 （DMEM ））溶 液の 細胞 懸

濁液（L929細胞 、1 × 1061mL ）と 10−20％の NHS −PEG

水溶液 を混合 し、最 終濃 度 10％ と な る よ うに 牛胎 児

血．清（FBS ）を添加 し，ゲル 化 させ た ．ゲル 化時間は 動

的 粘 弾 性 測 定 装 置 （レ オ メ
ータ AR2000ex ，　 TA

instruments ）を用 い ，混合後 の 溶液の 貯 蔵弾性 率が

損失 弾性 率を 上 同 る ま で の 時間 と して算出し た ．測

定 は 室温 で 1　Hz，100 ％ の ひ ず み 制御条件 で 行 っ た．
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3 ，ゲル 中で の 細胞の 凍結保存

え られ ， すな わ ち G’＝G ”
が 成 立 す る 点 が ゲ ル 化点 と

定義 され る 7）．上 記結果 で は，実 際には溶液 を混合
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Fig．2，　Gelati〔｝n 　time 　evaluation 　of 　PLL （0 ．65 ）

　 　 　 and 　NHS −PEG 　mixture 　solution ．

　L929 細胞 を懸濁 し た PLL （0．65）溶液 を ヒ記 予法

で ゲ ル 化 し ， そ の ゲ ル を凍結保 護物質 の 添加無 しに

そ の ま ま
一80℃ の フ リ

ー
ザ
ー 「冖に 放置す る こ と に よ

り凍結 した．1 週間後解凍 し，培養 に供 した．解凍

は 37℃ に あ らか じ め 暖 め た培養液 を丿川え ，
37℃ の イ

ン キ ュ ベ ー
タで 放i す る こ とに よ り行 っ た．解凍後

の 生存率は ，Live−Dead ア ッ セ イ （Life　Technologies）

を用 い ，生糸1・lj胞 を Calcein　AM に よ る緑色蛍光染色 ，

死 細胞 は エ チ ジウム ブ ロ マ イ ドに よ る赤色染色で評

仙 し，算 1唱 した ．

　　　　　　　 結果および考察

1 ．ゲ ル の 形成

　以前の 研 究よ り PLL （0．65）は濃度 7．5％以 Eで 良

好 な凍結保 護活性 を持つ こ とが わ か っ て い る
1＞．そ

こ で ，今 回は PLL （0．65）の 濃 度 が ゲ ル 中最終濃度 で

7．5％ お よ び 10％ に な る よ うに 調整 し た ．添加す る

NHS −PEG の 量 は ゲル 化 時間及 び ゲ ル の 強度に 関係

す る ． Fig．2 は 最 終 濃 度 PLL （0．65）10％，

NHS −PEG6 ，7％ で 混合 し た溶液の ゲ ル 化過程 の 動的

粘弾性測定 の 結果 で あ る ．図 か ら 明 ら か な よ う に 約

100 秒 で 貯蔵弾性率 G ’
が 損失弾性率 G”を h．回 っ て

い る こ と が わ か る．　
・
般 に 粘 弾性 体に お い て ，G ’

は

弾性的な性質を ，G”は粘性的な性質を 示 し，　 G ’1G”

が 大 き く な る 事 は 弾性 の 割 合 が増加す る こ と を 示 す．

つ ま り硬 化 の 進彳亅

．
で ある．ゲル 化 点は硬 化反応 が 進

行 し ， 分 F量無 限大 と見なせ る 網 日構 造が形成 され

た瞬間 に 液体 か ら固 体 へ の 相 転移 が起 こ っ た 点 と 考

Fig．　3．　 Fluorescent　 microphotQgraphs 　of 　cell

　　　 encapsulated 　polyamphplytes 　hydrogel

　　　 after 　freezing　at 　
−80　 C　 without 　any

　　　 cryopretectants ，　 a ）　bright　field，　 b）　dark

　 　 　 field．　 Cells　 were 　 stained 　 with 　 a 　live！dead

　　　 viability 　staining 　kit．　 Live　cells 　were

　　　 stained 　 green ，　 whereas 　 dead　 cells 　 were

　 　 　 stained 　red ．

し て か ら 測定機に セ ッ トす る ま で の 時間 100 秒 を

力11え た 200 秒 が ゲ ル 化 時間 と い うこ と に な る ．

PLL （0．65）の 濃度 を 7，5％ に した場合の ゲ ル 化時間 は

300 秒，NHS −PEG の 濃 度を 10％ に した 場合 の ゲ ル

化 時 間 は 120 秒 で あ っ た ．ゲ ル 化 時 間 は 基 質

（PLL （0，65））と架橋剤（NHS −PEG ）の 濃度 に 依存：す る

こ と が確認 され た ．ま た 、ゲ ル の 強度の 指標 と して

平衡弾性率を 挙げ る こ と が で き る ．こ れ は ゲル 化 後

に
一

定 の 値 に まで 収 朿 し た G’で 表 され ，Fig．2 の ゲ

ル の 場 合 は 約 10kPa で あ る こ とが わ か る．こ の ゲ

ル の 平衡弾性率 も基 質濃度 と架橋剤濃 度 に 影響され，

それ ぞれ の 濃度が高い ほ ど平衡弾性率も高くな り，
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固 い ゲ ル が 出来 る こ と が わ か っ た ．　
・
般的 な 生 体 内

の 細胞環境 を模 した コ ラー
ゲ ン ゲ ル の 硬 さが人体 1

kPa か ら 10　kPa 程度 で あ る こ と か ら s），今［Nl の 凍

結保護機能 を持 つ ゲ ル と し て ，平衡弾性 率約 10kPa

となる組成 で あ る，10％PLL（0，65）， 6，7％NHS −PEG

を細胞包埋 ゲル と して 選 ん だ．

2 ．ゲル 中 で の 細胞 の 凍結

　 PLL （0．65）溶 液 中 に L929 細胞 を 懸 濁 さ せ ，

NHS −PEG を用 い て in　situ ゲル 化を行 い ，そ の まま

一80 ℃ の フ リーザーに て 凍結 し た 後 の 解凍後 の 細胞

の 生存 を Live！dead ア ッ セ イ キ ッ トを用 い て 蛍 光顕

微 鏡で 観察 し た．Fig ．3 か らわ か る よ うに ゲル 中 の

細胞 は ほ ぼ生存 して い た．一
方，ハ イ ドロ ゲル の 周

囲近 辺 に あ る 細胞 は 死 ん で い る こ とが わ か っ た．こ

れ は，ゲル は培養川 wel1 中に ビ
’
ペ ッ トか ら滴下 させ

た ドロ ッ ブ レ ッ トの 状態 で 形成 し たた め （Fig．4 の

最 ド図参照），周 囲はゲ ル が少 な く，凍結時 に 細胞が

む き出 しに なるなど して 十分な凍結保護 を受け られ

な か っ た た め で は な い か と考え られ る ．

　 次に ，凍結 し た細胞包埋 ゲル 中 の 解凍後 の 細胞 の

Live！dead ア ッ セ イ に よ る 生 死 判 定 染 色 を，ゲ ル の

下 部か ら頂 点 に 向 か っ て 熊点をず ら しな が ら撮影 し

た結果を Fig．4 に 示 す．所々 赤 く染 ま っ た 死 細胞 も

散見され る が，ゲル の 内部位置に よらず均
・
に凍結

保護 され て い る様子 が観察され た．計数 した結果，

細胞 の 生存率 （生存細胞1全細胞）は 90 ％ 程度で あ っ

た ．こ れ らの 結 果 よ り，本研 究 で 開発 した in　 situ

両性電解質 高分 子ハ イ ド ロ ゲ ル は ，そ の 中に 細胞 を

包埋 す る こ と で ，他 の ジメ チ ル ス ル ポ キ シ ドな どの

凍結保護 物 質 の 添 加 を 必 要 とせ ず ，細 胞 を凍結保 存

出来る こ と が確認 され た ．すなわ ちゲ ル 自体に凍結

保 護活性 が ある こ とが 示唆され る．細胞外 に存在す

る ゲル が 凍 結保 護 に 有効 で あ るとい うこ とか ら，凍

結 時 の 脱水 の コ ン トロ
ー

ル が 保 護 の 機 序に関与 し て

い る と推察 され る ．

　解凍後 ，継続 して 培養 し た 時の 細胞 の 様 了
．
を Fig．

5 に 示 した ．1 口 目 で は ゲ ル 中 に 紬胞 が 包 埋 され た

ま ま の 状態 で 伸 展や 増殖 は 見 ら れ な か っ た （Fig．

5a）），　
・
方 ，

4 日 後 に は ゲ ル の 人半 が溶解 し，漏れ

出た細胞 がデ ィ ッ シ ュ トに増殖 して い る様 了
・が 観察

され た（Fig．5b））．凍結後 の 細胞が生存 して お り，増

殖能 を持 っ て い る こ とを確認す る こ と が 出来 た ．し

dCba

Fig．4．　Live！dead　assay 　of 　L929　encapsulated

　　 　　 po ］yampholytes 　 hydrogels　 after

　　　　 frcezing．3D 　images　from　bottoln（a ）

　　　　 to　apex （d）of　hydrogel．
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か しゲル が 予想よ り早 く溶解 し て し ま っ たため，も

し今後細胞 の 培養川 足 場 へ の 展 開を検討す る場合 ，

も う少 し分解 の 制御が出来 る よ うな設計 にす る必 要

が あ る．

　以 上 の こ と か ら，両性電解質高分子 をゲ ル化 させ

る こ と で ，細胞 を包埋 した ま ま 凍結保存出来 る材料

を創 出す る こ とが 可能 で あ っ た．凍結保護活性 の あ

る 細胞 足場材料 と して の 応用 が 期待 で き る．

Fig．5．　Microphotographs 　of　L929 　cells　encapsulated

　　　in　polyampholyte 　hydrogel　after 　a ）1day ，　b）4

　　　 days　culture 　af しer 　cryopreservation ．
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