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1. は じ め に

小児癌の中でも小児白血病は治療技術の発達にともな

い，その 5 年生存率は 70％〜80％にまで向上している．

しかし，化学療法や放射線治療によって，低身長などの発

達障害あるいは生殖機能不全や不妊症を患っている小児癌

患者は 97％〜98％にものぼる．

このように最近では，小児癌患者の更なる予後改善とと

もに，その患者の現在はもちろん，10年あるいは 20年後

といった将来の Qulality of Life（生活の質）の向上をも射

程に入れた革新的な治療戦略を開発することが望まれてい

る．

その治療戦略の柱は現時点では臓器（細胞）移植治療に

なるだろう．しかし，その治療法の成否は移植臓器（細

胞）をいかに効率良く安定的に凍結保存できるか否かにか

かっているといっても過言ではない．

2. 斬新な臓器（細胞）凍結保存法の開発ニーズ

最近までに卵巣組織の凍結保存については国内外で多く

の研究者が熱心に研究している．しかし，それにも関わら

ず，卵巣を細断する過程での物理的損傷と移植後の虚血障

害などによって解凍後の妊娠成功率は 2％〜5％とまだ非

常に低い．

そこで，次の段階として，卵巣を組織ではなく，臓器ご

と凍結する方法が研究されている．しかし，成功例はほと

んどない．その問題点として，液体窒素による従来型の凍

結法では卵巣全体を瞬間的に凍結することが出来ず，氷晶

の拡大と凍結濃縮が惹起され，細胞が破壊されてしまうこ

とが考えられる．

一方，最近，全く新しい凍結方法として，凍結対象に変

動磁場を付与し，安定的に過冷却現象を発生させる凍結法

が注目されている．ここでいう過冷却現象とは液体から固

体への相変化が凝固点を下回っても起こらない状態のこと

である．この方法は，変動磁場によって促進された過冷却

状態から瞬間凍結によって凍結濃縮を防ぐことで細胞の破

壊を抑制するとされているÖ1×．しかし，変動磁場と過冷

却現象の相関性は全く証明されておらず，仮説の域に留

まっている．

そこで本論文では，変動磁場の周波数をパラメータとし

て生理食塩水の凍結実験が行われ，過冷却に有効な条件の

解明が進められた後，実際のラット卵巣やラット膵臓組織

等あるいはヒト iPS細胞を磁場下過冷却凍結し，評価され

た我々の 1連の研究開発状況について報告するÖ1, 2×．

3. 磁場下過冷却凍結装置の概要

冷却装置であるスターリングエンジンの冷却部に底面は

アルミ製，側面は超高分子ポリエチレン製の冷却槽（内

径：50 mm，深さ：70 mm）が取り付けられ，内部にエタ

ノールが満たされた．冷却槽は断熱材で覆われ，その外側

にコイルが巻かれた．また，ファンクション・ジェネレー

タで交流電流が与えられ，コイル内の試験体には

0.12:0.2 mTの磁場が付与された．なお，スターリングエ

ンジンの振動が過冷却解消要因となることが懸念されたた

めÖ3, 4×，試験体をスタンドで固定し，冷却槽と非接触的

に保持された．本装置全体図は図 1に示された．
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4. 生理食塩水の凍結実験

過冷却の程度を測る指標として，凝固点と過冷却解消直

前の温度の差の絶対値が過冷度と定義された（図 2）Ö2×．

磁場強度を 0または 0.12:0.2 mTとし，磁場周波数が 50

Hz，200 Hz，2 kHz，20 kHz または 200 kHz の変動磁場

が生理食塩水 1 ml（凝固点：,0.65℃）に付与され，一

定冷却速度,1.8℃]minで過冷却が解消するまで冷却さ

れた．各周波数において 15回ずつ測定が行われたÖ2×．

5. 生理食塩水の凍結実験の結果

1 mlの生理食塩水に，磁場なし（0 Hz），または磁場周

波数 2 kHzの変動磁場が付与され，過冷度が測定された

Ö2×．その結果，磁場周波数 50 Hz〜200 kHzの間では 200

Hz，2 kHz，20 kHz，200 kHzの磁場環境下において有意

に生理食塩水の過冷却が促進され，変動磁場の付与によっ

て過冷度が上昇することが明らかになった（図 3）．さら

に，磁場下では過冷度の標準偏差が小さいことから，過冷

却現象の安定化にも寄与することが示唆された（図 4）．
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図 2 過冷却現象と過冷度の定義

図 3 生理食塩水過冷度ヒストグラム

図 1 医工連携による磁場下過冷却発生装置の開発

図 4 生理食塩水過冷度（標本平均，標準偏差）



6. 磁場下過冷却凍結実験（ラット臓器・組織）

そこで，上記の装置を用いて，最も過冷却度が上昇した

磁場周波数 2 kHzの変動磁場が付与されながら，ラット

卵巣，ラット脳組織，ラット小腸組織，ラット肺組織，

ラット卵巣組織，ラット膵臓組織，ラット精巣組織の磁場

下過冷却凍結実験がなされた．

その結果，コントロール群としての通常凍結群に比べ

て，磁場下過冷却凍結群では臓器・組織破壊が抑制されて

いたÖ1, 2, 5×（図 5，図 6）．

7. 磁場下過冷却凍結解凍実験（ヒト iPS細胞）

ヒト皮膚細胞から 4 つの多能性関連遺伝子（Oct3]4，

Sox2，Klf4，c-Myc）の導入によってヒト iPS細胞が樹立

されてからÖ6×，およそ 3年が経過した．

ヒト iPS細胞は再生医学・医療への応用および画期的な

薬のスクリーニングツールとしての期待が大きい．もちろ

ん，小児癌患者および難治性の小児疾患患者に対しても，

ヒト iPS細胞を利用することで画期的な治療法が見つかる

のではないかと期待されている．ただし，ヒト iPS細胞の

癌化を避け，長期的かつ安定的に凍結保存する方法は，い

まだ開発されておらず，「iPS細胞バンク」を構築する上

で大きな課題となっている．

最近，我々は磁場下過冷却装置が，その課題を解決する

ための技術となる可能性を示した．たとえば図 7のよう

に，ヒト iPS細胞の解凍後 1継代目では，通常凍結法群で

は冷却解凍後のコロニー数が減ったが，SC群（磁場下過

冷却凍結群）では順調に増殖した．その後，継代をかさね

るごとに，コロニー数は両群とも増殖したが，細胞破壊を
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図 5 ラット卵巣の凍結（凍結解凍後の組織科学的検討）

図 6 ラットの各組織凍結（凍結解凍後の組織科学的検討）

図 7 ヒト iPS細胞の磁場下過冷却凍結保存の有効性



来たしていない SC群のヒト iPS細胞の方が臨床応用の際

に，より好ましいと考えられる（論文審査中）．

8. 過冷度と氷結晶成長の関係

三原らの研究によって，これまでのような液体窒素やプ

ログラムフリーザーを用いた臓器凍結方法とは全く異な

る，磁場下凍結技術が発表されたÖ1×．三原らは，変動磁

場の付与によって過冷却が安定するため，体積の大きい組

織でも組織破壊を抑制した凍結が可能になることを示唆し

ているÖ1×．現時点でも変動磁場と過冷却の相関性につい

ては，まだ不明点が多いが，過冷度と純水中の氷結晶の体

積の関係性について，時間のべき乗関数として表わされる

ことが明らかになっているÖ7×．すなわち，臓器（組織）

凍結において，高い過冷度からの瞬間凍結によって凍結濃

縮による細胞内外の浸透圧変化が抑制され，組織破壊が抑

制されたという仮説が考えられる．しかしながら，過冷却

現象は非常に不安定で確率的な現象で，衝撃や異物混入等

の外的要因によって過冷却状態が解消されるÖ8×．そのた

め，過冷却現象のコントロールは極めて困難だと考えられ

ていた．しかし，本論文でも紹介したように，最近の研究

によって，変動磁場が過冷却現象の促進と安定化に寄与す

ることが証明されているÖ2×．この研究成果は，臓器凍結

研究のみならず，原子・分子の物性研究においても重要な

役割を果たすと考えられる．今後は磁場の強度や周波数だ

けではなく，凍結温度や凍結スピードも詳細に検討する必

要がある．

9. まとめにかえて

本論文では，まず，小児癌患者に対する革新的な治療法

の開発基盤となりうる磁場下過冷却凍結法に関する最新の

基礎的検討を紹介した．特に変動磁場が過冷却現象の促進

と安定化に寄与することが証明されつつある点は特筆事項

であると思われる．また，ラットの卵巣やラットの各種組

織あるいはヒト iPS細胞の磁場下過冷却凍結実験から，変

動磁場の過冷却凍結に対する有効性が示唆された．

今後は，特にヒトの細胞・組織・臓器ごとに最適な冷却

条件および解凍条件の解明を更に進め，磁場下過冷却凍結

装置の臨床応用を実現すべく，トランスレーショナルリ

サーチ（橋渡し研究）を実施する予定である．
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