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研究成果の概要（和文）：　本研究によって、耐凍性を獲得したアクアポリン発現細胞のみ超急速凍結（液体窒素）に
よって選択されることを明らかにした（PLOS ONE [Feb 2014, vol19]。つまり、AQP4発現による耐凍性をマーカーとし
た新しい凍結方法を確立することで、癌化が危惧される幹細胞の排除ならびに雑多な細胞集団から特定のアクアポリン
細胞のみを選択できるシンプルな方法である。この方法は、従来のマーカー染色やソーティング作業を必要としない。

研究成果の概要（英文）： Here we show that membrane damage caused by ultra-quick freezing is rescued by 
the expression of AQP4. We next examine if the expression of AQP4 combined with ultra-quick freezing can 
bes used to select cells efficiently under freezing conditions where most cells are died. Finally we 
propose that this simple but efficient and safe method may be applicable to the selection of mammalian 
cells for applications in regenerative medicine as well as cell-based functional assays or drug screening 
protocols.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 従来型の CO2 インキュベータによる単一ガ

ス濃度環境下での培養は、様々な細胞が混在

して培養され、その集団の中からマーカー抗

体を用いて目的の細胞を回収する必要があ

るため、特定の性質を持った細胞の培養効率

や細胞回収率の低下、さらには癌化の問題な

ど安全性が危惧されていた。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、幹細胞の選択を従来型インキュ

ベータならびにマーカー染色に頼ることな

く、１）個別培養システムを用いて幹細胞に

特化した選択的培養環境の構築。２）超急速

凍結による幹細胞の選択・濃縮（アクアポリ

ンの関与）。３）超急速凍結による幹細胞の

性質・機能への影響を評価。これらを通して、

幹細胞の選択・濃縮ならびに長期保存を達成

する事を目的とする。 

 

３．研究の方法 

 AQP4 の耐凍性獲得への関与を示すために、

チャイニーズハムスター卵巣細胞（CHO）に

マウス AQP4 を安定発現させた細胞株（AQP4）

と AQP が発現していない細胞株（-）を作製

した。得られた細胞は Ham’s F12 培養液（10%

血清、1%抗生物質）を用いて培養を行った。

細胞凍結は、酵素処理によって細胞を剥離し

た後、1x106 個の細胞懸濁液に対し 10% DMSO

溶液となるように凍結チューブ内で混合し、

プログラムフリーザー（-1、-30、-50℃/min）

ならびに液体窒素（-120℃/min）によって凍

結させた（液体窒素による凍結速度は、凍結

チューブにセンサーを挿入して計測した実

測値）。凍結融解直後の細胞生存率は、トリ

パンブルー染色法によって評価した。 

 総数 1x104 個の細胞集団における個々の細

胞膜傷害に対する凍結速度の影響を評価す

るために、初期の細胞膜傷害により細胞外に

露出するホスファチジルセリンと結合する

AnnexinV および後期の細胞膜傷害や細胞死

によって、細胞外に放出される DNA 断片を検

出する 7-amini-actinomycin D を指標とする

フローサイトメトリーを行った。 

 形態学的な評価については、急速凍結前後

のマウス AQP4 を安定発現させた細胞株

（AQP4）と AQP が発現していない CHO 細胞株

（-）を 2.5%グルタルアルデヒド、1%オスミ

ニウム固定後、エタノール脱水を行い、走査

型電子顕微鏡を用いて観察を行った。 

 AQP4 発現による耐凍性獲得を利用した細

胞選択性について評価するために、AQP4 未発

現 CHO 細胞(-)と AQP4 安定発現 CHO 細胞

（AQP4）とを単独もしくは異なる割合で混合

した細胞集団について急速凍結融解後、数日

間培養したのち、生存・増殖した細胞を回収

し、抗 AQP4 細胞外ドメイン抗体（Miyazaki K, 

et al., 2013）を用いて AQP4 陽性細胞およ

び陰性細胞数をフローサイトメトリーによ

り測定した。 

 分化に伴って発現する内在性の AQP4 によ

る耐凍性獲得を評価するために、Tet-off シ

ステムを備えた ES 細胞を用いた。分化誘導

を行う前の ES 細胞はフィーダ細胞上に播種

し、Leukemia inhibitory factor (LIF)と

Doxycyxline (Dox)を添加した培地で培養す

ることにより未分化能を維持した。神経系へ

分化誘導は、フィーダー細胞ならびに LIF、

Dox を 除 き 、 Achaete-scute homology1 

(Ascl1)を添加したαMEM 培地に交換する事

により行い、誘導開始後 3日目の細胞を分化

細胞とした。内在性 AQP4 発現の有無は、

RT-PCR 法を用いて確認した。耐凍性について

は、凍結保存液に添加するDMSO濃度を10、5、

3%に低減することにより浸透圧格差を

1,794mOsmから782mOsに是正させた場合の細

胞生存率をトリパンブルー染色法によって

評価した。 

 
 
 
 
 



４．研究成果 

アクアポリン安定発現による耐凍性と凍結

速度 

 凍結融解直後の細胞生存率を AQP4 安定発

現細胞（AQP4）と未発現細胞(-)とでトリパ

ンブルー染色法により比較した所、凍結速度

が比較的緩慢な場合（-1、-30、-50℃/分）

においては、生存率は、101%から 65%で凍結

速度依存的に推移し、AQP4 発現の有無による

差は見られなかった。しかし、急速凍結

（-120℃/分）した場合は、AQP4 発現による

生存率（60.56±16.7%、図１実線）は、未発

現細胞（2.46±1.4%、図１点線）と比較して

有意に高く、AQP4 発現による耐凍性の獲得が

哺乳類細胞において確認された。 

 
また、フローサイトメトリーにより初期アポ

トーシス指標 AnnexinV、後期アポトーシス指

標 7-AAD を用いて個々の細胞膜傷害・細胞死

を評価したところ、未発現細胞(-)は、凍結

速度に応じて生細胞数が減少し、重度の細胞

膜障害や細胞死が増加したが、AQP4 安定発現

細胞（AQP4）は、凍結速度に関わらず生細胞

数は一定であり、急速凍結（-120℃/分）に

おいても、細胞死は抑制された（図 2）。 

 

急速凍結前後の形態評価 

 凍結前後の細胞の形態を走査型電子顕微

鏡により評価したところ、凍結前は、AQP4 安

定発現細胞（AQP4）、未発現細胞(-)ともに、

球体を保持し AQP4 発現の有無による形態相

違は観察されなかった（図３上）。一方 AQP4

安定発現細胞（AQP4）は、急速凍結誘拐後も

凍結前と同様の形態が観察されたのに対し、

未発現細胞(-)は、健全な球体の細胞が観察

されず、細胞膜破壊によって細胞がフラット

になっていた（図３下）。 

 
急速凍結による細胞の選択性 

 哺乳類細胞において、AQP4 発現により細胞

膜傷害が回避され、耐凍性が獲得されること

が明らかになったことから、この耐凍性獲得

が細胞選択の指標として活用できるか検討

した。 

 具体的には、AQP4 発現細胞（AQP4）と未発

現細胞(-)とを単独、もしくは異なる割合で

混合した細胞集団について、急速凍結後生存

した細胞中の AQP4 発現細胞の割合を、フロ

ーサイトメトリーを用いて評価した。その結

果、急速凍結融解後 AQP4 発現細胞のみが選

択的に生存・増殖し、1x104個細胞に含まれる

AQP4 細胞の割合は、99%以上に達した（図４）。 

 

 つまり、AQP4 遺伝子の発現によって耐凍性

を獲得した細胞に対し、急速凍結を行う事に



より細胞の選択が可能となる。この方法によ

り、従来のような細胞毒性を示す薬剤を使用

するリスク、手間、コストが削減される。 

ES 細胞のアクアポリン発現と耐凍性 

 未分化の胚 (ES 細胞)から発生・分化過程

に従って発現する内在性AQPファミリーにつ

いて、遺伝子発現プロファイルと多変量解析

によって検討したところ、aqp4 の発現が、神

経分化過程に伴って上昇し、神経幹細胞（NS）

で発現が最大になることを見いだした（図 5）。 

 

そこで、テトラサイクイリン発現誘導システ

ムを備えた ES 細胞を用いて、未分化維持に

関与する Doxならびに LIFを除いた培地に置

換、Achaete-scute homology1 (Ascl1)を添

加によってニューロンへの分化誘導を行い、 

RT-PCR を用いて、AQP4 発現を確認した。そ

の結果、未分化な ES 細胞からニューロンへ

の分化誘導開始後 3 日目に AQP4 の発現が確

認された（図６）。 

 

また、未分化な ES 細胞とニューロンに分化

誘導した細胞について急速凍結融解時の生

存率を評価した。その際、凍結保護剤として

用いる DMSO 濃度を 10%、5%、3%にした場合の

生存率を算出した。未分化な ES 細胞の生存

率は、それぞれ 6.8±2.1%、7.5±7.8%、1.0

±1.4%であった。一方、分化誘導された神経

細胞の生存率は、それぞれ 38.0±12.6%、49.0

±17.0%、25.5±2.1%であった（図７）。 

 

すなわち、AQP4 の発現が無い ES 細胞では、

DMSO 濃度低減による浸透圧格差の是正によ

って細胞内の脱水が阻害されたため、生存率

が 1%まで低下したが、神経系に分化した ES

細胞においては、AQP4 の発現により細胞内の

脱水が温度非依存的に速やかに行われるた

めに、DMSO 濃度が低下しても生存率の低下は

限定的であったと考えられる。 

 これらの成果により、再生医療分野におい

て、AQP4 を発現する神経や筋肉など特異的

細胞選択法として活用が期待される。また、

iPS 細胞から分化誘導した際に残存する未分

化細胞の除去法としての効果も期待される。

本研究によって、アクアポリンの耐凍性を活

用した生物工学へのさらなる発展のための

礎を築くことができた。 
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