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(54)【発明の名称】ＤＮＡナノ構造体を含む凍結保護用組成物及びその利用方法

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
既に決定された位置で折り曲げられて複数の鎖をなすスキャフォールド核酸、その配列の
少なくとも一部が前記スキャフォールド核酸と相補的な配列を有し、前記スキャフォール
ド核酸の前記複数の鎖の少なくとも一つに結合して二本鎖を形成する複数の第１のステー
プル核酸、およびその配列の少なくとも一部は、前記スキャフォールド核酸と相補的であ
り、少なくとも一端はそうではなく、前記スキャフォールド核酸の前記複数の鎖の少なく
とも一つに結合して二本鎖および末端に一本鎖を形成する複数の第２のステープル核酸を
含む核酸構造体と、
前記核酸構造体の一本鎖の少なくとも一つに結合したリンカーと、
前記リンカーの少なくとも一つに結合した凍結防止ペプチドとを含むことを特徴とする、
凍結保護用組成物。
【請求項２】
前記リンカーは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはＰＮＡである、請求項１に記載の凍結保護用組
成物。
【請求項３】
前記リンカーは、長さが５ヌクレオチド～２０ヌクレオチドである、請求項１に記載の凍
結保護用組成物。
【請求項４】
前記ペプチドは、長さが１～１０アミノ酸からなる、請求項１に記載の凍結保護用組成物
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。
【請求項５】
前記アミノ酸は、アラニンまたはトレオニンである、請求項４に記載の凍結保護用組成物
。
【請求項６】
前記核酸構造体は、２つ以上のヘリックスバンドルを含み、かつ氷結晶と接触できる面を
含む、請求項１に記載の凍結保護用組成物。
【請求項７】
前記核酸構造体は、ねじれを持つか、または曲線のヘリックスバンドルを含む、請求項１
に記載の凍結保護用組成物。
【請求項８】
請求項１～７のいずれか一項に記載の凍結保護用組成物を含む、細胞または組織凍結保護
用組成物。
【請求項９】
請求項１～７のいずれか一項に記載の凍結保護用組成物を含む、食品凍結保護用組成物。
【請求項１０】
請求項８に記載の細胞または組織凍結保護用組成物の存在下で対象の細胞または組織を零
下の温度にさらすステップを含む、細胞または組織の凍結保護方法。
【請求項１１】
請求項９に記載の食品凍結保護用組成物の存在下で対象の食品を零下の温度にさらすステ
ップを含む、食品の凍結保護方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、ＤＮＡナノ構造体を含む凍結保護用組成物およびその利用方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
凍結防止素材は、溶液中に存在するとき、０℃下の温度にさらされた溶液における氷結晶
の形成を低減または阻害できる化合物である。現在の凍結防止素材は、小分子、合成ポリ
マー、および凍結防止剤タンパク質を含む。現在使用している小分子の場合は、非常に高
い有効濃度が求められ（例えば、６０％以上）、組織毒性がある場合がある。また、自然
に存在するタンパク質の場合は、精製および大量生産が難しく、価格が非常に高い点で限
界がある。
【０００３】
極低温の環境で生きる生命体には、体液の凍結を防止して細胞および組織を保護する凍結
防止タンパク質（antifreezing protein）が存在する。凍結防止タンパク質はそれぞれ固
有の構造を持っているが、トレオニン（threonine）というペプチドの規則的な配列が氷
結晶の特定の面と噛み合って結晶の成長を抑制する効果があると知られている。
【０００４】
ＤＮＡオリガミとは、ＤＮＡの固有の４つの塩基間の相補的な自己結合特性を利用して、
通常７０００個以上の塩基を有するスキャフォールド（scaffold）ＤＮＡと呼ばれる非常
に長い一本鎖ＤＮＡと、それを特定の形状に接合するための多数の短いステープルＤＮＡ
（staple DNA）を使用してナノ構造物を作成するボトムアップ（bottom－up）作成手法で
ある。
【０００５】
このＤＮＡオリガミ技術は、数ナノメートル（ｎｍ）以内の高精度で、従来のトップダウ
ン手法では作成できない複雑な形状の２次元／３次元ナノ構造物を作成することができる
。これにより、多様なナノ材料を所望の位置に精密に配置するなどの応用が可能であり、
また生体分子を利用するので、作成されたナノ構造物は生体適合性に非常に優れている。
【０００６】
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凍結保護剤は細胞内および細胞外で複合的に作用する。細胞内に吸収された構造体は細胞
内の氷結晶の形成および成長を抑制し、細胞外の構造体は細胞周囲の氷結晶の形成および
成長を抑制するとともに、細胞外の氷結晶が細胞膜を刺して細胞が損傷することを防ぐ機
能を果たす。
【０００７】
一方、市販の細胞凍結保存剤として広く使用されているジメチルスルホキシド（dimethyl
sulfoxide, DMSO）の場合は、細胞培養液との混合比率が１０％（ｖ／ｖ）程度で非常に
多い量を使用し、細胞毒性を有する物質であるので、細胞生存率に悪影響を与え、解凍後
早い時間内に取り除かなければならない問題がある。
【０００８】
また、ＤＮＡオリガミ素材が細胞毒性を発生しないことについては先行研究が存在するが
、凍結防止性能を有するペプチドが結合している場合の細胞毒性の有無および多様な細胞
に対する細胞毒性の有無についてはまだ明確になっていない部分があるので、商用化のた
めには前記部分の評価がさらに必要である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
本発明は、ＤＮＡナノ構造体を含む細胞または組織凍結保護用組成物を提供することを目
的とする。
【００１０】
本発明は、ＤＮＡナノ構造体を含む食品凍結保護用組成物を提供することを目的とする。
【００１１】
本発明は、細胞または組織の凍結保護方法を提供することを目的とする。
【００１２】
本発明は、食品の凍結保護方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
１．既に決定された位置で折り曲げられて複数の鎖をなすスキャフォールド核酸、その配
列の少なくとも一部が前記スキャフォールド核酸と相補的な配列を有し、前記スキャフォ
ールド核酸の鎖の少なくとも一つに結合して二本鎖を形成する複数の第１のステープル核
酸、およびその配列の少なくとも一部は、前記スキャフォールド核酸と相補的であり、少
なくとも一端はそうではなく、前記スキャフォールド核酸の鎖の少なくとも一つに結合し
て二本鎖および末端に一本鎖を形成する複数の第２のステープル核酸を含む核酸構造体と
、
前記核酸構造体の一本鎖の少なくとも一つに結合したリンカーと、
前記リンカーの少なくとも一つに結合した凍結防止ペプチドとを含む、凍結保護用組成物
。
【００１４】
２．前記項目１において、前記リンカーはＤＮＡ、ＲＮＡ、またはＰＮＡである、組成物
。
【００１５】
３．前記項目１において、前記リンカーは長さが５ヌクレオチド～２０ヌクレオチドであ
る、組成物。
【００１６】
４．前記項目１において、前記ペプチドは長さが１～１０アミノ酸からなる、請求項１に
記載の組成物。
【００１７】
５．前記項目４において、前記アミノ酸はアラニンまたはトレオニンである、組成物。
【００１８】
６．前記項目１において、前記核酸構造体は、２つ以上のヘリックスバンドルを含み、か
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つ氷結晶と接触できる面を含む、組成物。
【００１９】
７．前記項目１において、前記核酸構造体は、ねじれを持つか、または曲線のヘリックス
バンドルを含む、組成物。
【００２０】
８．前記項目１～７のいずれかに記載の組成物を含む、細胞または組織凍結保護用組成物
。
【００２１】
９．前記項目１～７のいずれかに記載の組成物を含む、食品凍結保護用組成物。
【００２２】
１０．前記項目８に記載の組成物の存在下で、対象の細胞または組織を零下の温度にさら
すステップを含む、細胞または組織の凍結保護方法。
【００２３】
１１．前記項目９の組成物の存在下で、対象の食品を零下の温度にさらすステップを含む
、食品の凍結保護方法。
【発明の効果】
【００２４】
本発明の組成物は、細胞および組織の凍結保護効果に優れる。
【００２５】
本発明の組成物を用いて細胞凍結保存時、細胞の生存率を高めることができる。
【００２６】
本発明の組成物は、食品の凍結保護効果に優れる。
【００２７】
本発明の組成物を用いて食品凍結時、前記食品の食感を維持することができる。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】図１は、スキャフォールド核酸とステープル核酸が結合して構造体を形成する場
合を示す図である。
【図２】図２は、様々な核酸オリガミ構造体を示すものである。Ａは４ヘリックスバンド
ル（堅固構造）、Ｂは４ヘリックスバンドル（柔軟構造）、Ｃは２４ヘリックスパッチ構
造、Ｄは１２ヘリックスバンドル（堅固構造）、Ｅは１２ヘリックスバンドル（９０度曲
がった構造）、Ｆは１２ヘリックスバンドル（４５度曲がった構造）である。
【図３】図３は、４、６、１２ヘリックスバンドルの堅固構造を示すものである。
【図４】図４は、４ヘリックスバンドルの柔軟構造、６ヘリックスバンドルの柔軟構造を
示すものである。
【図５】図５は、ギャップを有するかまたは有しないオリガミ構造体を示すものである。
【図６】図６は、ＲＩ効果の測定方法を示す概略図である。
【図７】図７は、純粋な蒸留水にＭｇＣｌ２のみが含有されたバッファ溶液のＲＩ測定結
果である。
【図８】図８は、純粋な蒸留水にＭｇＣｌ２のみが含有されたバッファ溶液のＲＩ測定結
果である。
【図９】図９は、構造化されていない一本鎖状態のＤＮＡが存在する溶液のＲＩ測定結果
である。
【図１０】図１０は、構造化されていない一本鎖状態のＤＮＡが存在する溶液のＲＩ測定
結果である。
【図１１】図１１は、スキャフォールドＤＮＡ試料のＲＩ測定結果である。
【図１２】図１２は、スキャフォールドＤＮＡ試料のＲＩ測定結果である。
【図１３】図１３は、４ヘリックスバンドルの堅固構造および柔軟構造を示すものである
。
【図１４】図１４は、６ヘリックスバンドルの堅固構造および柔軟構造を示すものである
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。
【図１５】図１５は、２４ヘリックスパッチ構造を示すものである。
【図１６】図１６は、１２ヘリックスバンドルの堅固構造および曲がった構造を示すもの
である。
【図１７】図１７は、ＤＮＡオリガミ構造体のＲＩ効果を示すものである。
【図１８】図１８は、ＤＮＡオリガミ構造体のＲＩ効果を示すものである。
【図１９】図１９は、ＤＮＡオリガミ構造体のＲＩ効果を示すものである。
【図２０】図２０は、ＤＮＡオリガミ構造体のＲＩ効果を示すものである。
【図２１】図２１は、６ヘリックスバンドルの堅固構造に対して、観察時間による氷結晶
の成長過程を示すものである。
【図２２】図２２は、ＤＮＡ－ＰＮＡ－ペプチドパッチの設計図を示すものである。
【図２３】図２３は、完成したＤＮＡ－ＰＮＡ－ペプチドパッチのアガロースゲル電気泳
動結果を示すものである。
【図２４】図２４は、実験に用いたＤＮＡオリガミ構造体の実際の様子を原子間力顕微鏡
（ＡＦＭ）画像で観察した結果である。
【図２５】図２５は、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）および細胞培養液（ＤＭＥＭ）中
で構造体（ペプチドのないパッチ構造）の安定性をテストしたアガロースゲル電気泳動実
験の結果である。
【図２６】図２６は、ＰＢＳおよび細胞培養液中で構造体（ペプチドのないパッチ構造）
の安定性をテストした後、アガロースゲル電気泳動実験を行った結果である。
【図２７】図２７は、ＨＳＣ－３細胞内に吸収されたかまたは外部に吸着した構造体の分
布を示すものである（紫色：ペプチドパッチ、青色：細胞核）。
【図２８】図２８は、ＤＮＡパッチまたは対照群（ＰＢＳバッファ）を含む場合、凍結後
解凍時の細胞保護性能を観察した結果である。
【図２９】図２９は、ＤＭＳＯ １０％に対して、各オリガミナノ構造体のインキュベー
ション時間による細胞生存率（凍結保存時間は２４時間で同じ。）を示すグラフである。
【図３０】図３０は、２時間のインキュベーションおよび１ヶ月間の凍結保存後の細胞生
存率を測定した結果を示すグラフである。
【図３１】図３１は、ＤＮＡオリガミの凍結保護効果をＩｎ－ｓｉｔｕで確認した結果で
ある。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
以下、本発明を詳細に説明する。
【００３０】
本発明は、ＤＮＡナノ構造体を含む凍結保護用組成物に関するものである。
【００３１】
本発明で「凍結保護」とは、細胞、組織及び食品などの凍結保存時に起こり得る凍結損傷
から前記細胞、組織及び食品などを保護することをいう。
【００３２】
本発明で「凍結損傷」とは、細胞、組織及び食品などが凍結されるとき、前記細胞、組織
及び食品などに発生し得る損傷をいう。例えば水の氷結晶化により、細胞膜の損傷が起こ
り得る。また、非浸透性の凍結保護剤を使用すると、ただ細胞外の塩分濃度のみに影響す
るので、これによる高い溶質濃度は細胞膜に浸透性ストレス（osmotic stress）を引き起
こす可能性がある。さらに、ガラス化に必要な高濃度の凍結保護剤は、低い水の化学ポテ
ンシャルまたは化学毒性のために損傷を引き起こすこともある。ただし、これに限定され
るものではない。
【００３３】
本発明で「凍結保護」とは、細胞および組織の内部および外部におけるＤＮＡナノ構造体
の複合的な作用によって示され得る。例えば、細胞内に吸収された構造体は、細胞内の氷
結晶の形成および成長を抑制し、細胞外に存在する構造体は、細胞周囲の氷結晶の形成お
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よび成長を抑制するとともに、細胞外の氷結晶が細胞膜を刺して細胞を損傷することを防
ぐことを指す。ただし、これに限定されるものではない。
【００３４】
本発明で「凍結保護用組成物」とは、生体組織、細胞または有機体および食品を凍結損傷
から保護するために使用する物質であってもよい。
【００３５】
本発明の一実施形態では、凍結保護用組成物は氷結晶の形成または成長を抑制することが
できる。
【００３６】
氷の結晶は、氷の再結晶化により成長できるが、これは小さな氷結晶から更に大きな氷結
晶に成長する過程を意味する。この成長は、オストヴァルト熟成（Ostwald ripening）の
メカニズムにより起こる。オストヴァルト熟成（Ostwald ripening）は、常温と結晶の間
の表面エネルギーの差による圧力によって、融解－拡散－再凍結または昇華－拡散－凝縮
のメカニズムで進行され得る。換言すれば、氷結晶の成長は、氷同士がくっついて成長す
るのではなく、小さな氷結晶が結晶の間で融解して大きな氷結晶に向かって拡散した後、
大きな氷結晶の一部となって再凍結して起こる。
【００３７】
氷結晶の成長抑制は、氷が形成されないようにするか氷の形成速度を遅らせたり、氷の再
結晶化が行われないようにしたり、氷再結晶化の速度を遅らせたり、氷結晶の大きさを小
さく維持する作用を意味する。
【００３８】
本発明の凍結保護用組成物は、細胞または組織の凍結を防止することができる。また、細
胞の凍結保存後解凍時に細胞の生存率を向上させることができる。
【００３９】
前記組成物に含まれるＤＮＡナノ構造体を構成する塩基の種類、構造などによる氷親和的
（icephilic）性質の程度によって、細胞または組織の凍結を防止及び抑制する効果が異
なり得る。
【００４０】
本発明の凍結保護用組成物は核酸構造体を含む。
【００４１】
核酸構造体は核酸オリガミ構造体であってもよい。
【００４２】
核酸はＤＮＡ、ＲＮＡまたはＰＮＡであってもよいが、これらに限定されるものではない
。
【００４３】
核酸オリガミ構造体は、図１に示されるように、スキャフォールド核酸が複数のステープ
ル核酸と結合し、スキャフォールド核酸の所定の部分が折り曲げられて形成される構造体
である。
【００４４】
スキャフォールド核酸は、一本鎖の核酸であり、その長さは形成しようとする構造体の長
さ、大きさ、形状等によって適宜選択でき、通常７，０００～８，０００ヌクレオチド（
ｎｔ）程度の長さを有する種類を使用することができる。本発明の具体的な実施例では、
７，２４９ｎｔの長さのＭ１３ｍｐ１８ＤＮＡを使用しているが、これに限定されるもの
ではない。Ｍ１３ｍｐ１８スキャフォールドＤＮＡを用いてＤＮＡ構造体を作製した場合
、作られた構造体一つの分子量は約５メガダルトンであり、これは約１０－２０ｋｇに相
当するが、これに限定されるものではない。
【００４５】
ステープル核酸は、その配列の少なくとも一部が前記スキャフォールド核酸と相補的な配
列を有し、スキャフォールド核酸が特定の位置で折り曲げられるか、固定されるようにす
ることができる。
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【００４６】
本発明におけるステープル核酸は、前記スキャフォールド核酸の鎖の少なくとも一つに結
合して二本鎖を形成する複数のステープル核酸（以下、「第１のステープル核酸」）であ
ってもよい。また、ステープル核酸は、その配列の少なくとも一部が前記スキャフォール
ド核酸と相補的であり、少なくとも一端はそうではなく、前記スキャフォールド核酸の鎖
の少なくとも一つに結合して二本鎖および末端に一本鎖を形成する複数のステープル核酸
（以下、「第２のステープル核酸」）であってもよい。
【００４７】
第１のステープル核酸は、スキャフォールド核酸と相補的な配列を有し、スキャフォール
ド核酸と結合して二本鎖を形成することができる。
【００４８】
第２のステープル核酸は、スキャフォールド核酸と相補的な配列を有する部分、および少
なくとも一方の末端（一端）がスキャフォールド核酸と相補的でない部分を含むことがで
きる。例えば、一端がスキャフォールド核酸と相補的でなくてもよく、両端がスキャフォ
ールド核酸と相補的でなくてもよい。ただし、これに限定されるものではない。
【００４９】
本発明におけるステープル核酸は、複数の第１のステープル核酸単独、複数の第２のステ
ープル核酸単独、または複数の第１及び第２のステープル核酸を含むことができるが、こ
れらに限定されるものではない。
【００５０】
ステープル核酸は、その長さは、形成しようとする構造体の長さ、大きさ、形状などによ
って適宜選択することができ、例えば２０～５０ｎｔであってもよいが、これに限定され
るものではない。
【００５１】
本発明において、前記第２のステープル核酸におけるスキャフォールド核酸と相補的でな
い少なくとも一端の部分は、ステープル核酸の塩基配列の設計時に一部の長さを伸ばして
、ステープル核酸の塩基配列のうち、スキャフォールド核酸の塩基配列と少なくとも一端
が相補的な結合をしないように設計された部位であってもよい。第２のステープル核酸が
スキャフォールド核酸と結合すると、前記少なくとも一端は核酸オリガミの一方の面に露
出することができる。以下、これを「ハンドル」と称する。核酸オリガミ構造体は、ステ
ープル核酸がスキャフォールド核酸の特定の位置に結合し、ステープル核酸が特定の位置
で折り曲げられて特定の構造体を形成するものであり、ステープル核酸はスキャフォール
ド核酸がそのような特定の構造体を持つように設計される。
【００５２】
ステープル核酸の設計は、通常の方法によって行うことができ、例えばｃａＤＮＡｎｏな
どのデザインプログラムを使用できるが、これに限定されるものではない。
【００５３】
核酸オリガミ構造体は、通常の熱アニーリング（thermal annealing）手法を用いて作製
することができる。
【００５４】
これは、原材料であるスキャフォールド核酸とステープル核酸を高温（例えば、８０～９
５℃）で加熱して、すべての核酸鎖が一本鎖の状態にあるようにすることから始まる。核
酸鎖は、塩基配列によって融点（melting temperature）が存在し、その温度以上である
と、主に一本鎖で、その温度以下であると、主に二本鎖で存在することになる。その後、
反応溶液の温度を徐々に下げると、核酸鎖が相補的に結合して二本鎖で存在し始め、核酸
オリガミでは２００個程度のステープル核酸が協力的に結合しながら設計位置に結合し、
所望の形状の構造体が生成される。
【００５５】
ステープル核酸ごとに塩基配列が異なるので結合時点が少しずつ異なるが、通常の熱アニ
ーリング手法では十分な時間（数時間以上）にわたって徐々に温度を下げるため、すべて
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のステープル核酸が結合するに十分な条件である。したがって、構成するステープル核酸
の塩基配列とは無関係に所望の形状を有するように作製することができる。
【００５６】
スキャフォールド核酸は、既に決定された位置で折り曲げられて複数の鎖を成す。ステー
プル核酸は、スキャフォールド核酸が既に決定された位置で折り曲げられるように設計さ
れた配列を有するものであり、前記方法でスキャフォールド核酸に結合し、スキャフォー
ルド核酸が所定の構造を形成するようにする。
【００５７】
スキャフォールド核酸鎖とステープル核酸が結合して二本鎖（二重らせん）をなし得るが
、核酸オリガミ構造体は、例えば、２～５０、２～４５、２～４０、２～３５、２～３０
、２～２５または２～２０、２～１２、４～１２ヘリックスバンドル（helix bundle）を
持つことができる。具体的には、４ヘリックスバンドル～１２ヘリックスバンドルを持つ
ことができるが、これらに限定されるものではない。図２及び４には、様々なヘリックス
バンドルを持つ核酸オリガミ構造体が示されている。
【００５８】
リンカーは、核酸構造体の一本鎖の少なくとも一つに結合することができる。具体的には
、リンカーは、核酸構造体をなす第２のステープル核酸の末端に存在する一本鎖の少なく
とも一つに結合することができるが、これに限定されるものではない。
【００５９】
リンカーは、例えば、少なくとも一部が前記ハンドルに相補的な塩基配列を有する核酸で
あってもよく、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡなどの核酸鎖であってもよい。リンカー
はその末端に蛍光物質、ペプチドなどの機能性物質がさらに付着している鎖であってもよ
いが、これに限定されるものではない。
【００６０】
リンカーは、前記ハンドルの少なくとも一つに結合するものであり、１つまたは複数、若
しくは全てのハンドルに結合することができるが、これらに限定されるものではない。
【００６１】
前記リンカーの長さは、前記ハンドルの長さおよび塩基構成、形成しようとする構造体の
長さ、大きさ、形状などによって適宜選択することができ、例えば、５ヌクレオチド～５
０ヌクレオチド、具体的には５ヌクレオチド～３０ヌクレオチドであってもよいが、これ
らに限定されるものではない。
【００６２】
本発明における凍結防止ペプチドは、前記リンカーの少なくとも一つに結合したペプチド
であってもよい。
【００６３】
前記凍結防止ペプチドは、リンカーの少なくとも一部に結合することができる。前記「リ
ンカーの少なくとも一部に結合する」というのは、核酸構造体の一本鎖の１つまたは複数
に結合すること、または前記リンカーの１つの全塩基配列の全部または一部に結合するこ
とであり得る。例えば、前記ペプチドは、リンカーの一端に結合してもよく、前記リンカ
ーの両端に結合してもよい。前記リンカーと凍結防止ペプチドとの結合は、水素結合、共
有結合、ペプチド結合などであってもよいが、これらに限定されるものではない。
【００６４】
本発明の一実施形態では、前記ハンドル部位の塩基配列と相補的な塩基を有するリンカー
（例えば、ペプチド核酸鎖（ＰＮＡ））を設計し、前記リンカーの少なくとも一つにペプ
チドを結合させることができる（以下、「プローブ」）。前記プローブは、水溶液中で核
酸オリガミ構造体が作られる過程で設計された部位であるハンドルに結合することができ
る（図２４を参照）。
【００６５】
本発明で「ペプチド」とは、凍結防止効果を示すペプチドを指す。前記ペプチドの種類に
よる氷親和的（icephilic）特性の程度および前記ペプチド配列の密度によって、氷結晶
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の成長を抑制する効果が異なり得る。
【００６６】
本発明の一実施形態では、前記ペプチドは単一または複合型のアミノ酸重合体であっても
よい。前記アミノ酸は凍結防止効果を有するものであってもよい。例えば、前記アミノ酸
はアラニン（alanine）またはトレオニン（threonine）であってもよいが、これらに限定
されるものではない。
【００６７】
前記アミノ酸重合体の長さは、前記リンカーの長さおよび塩基構成、前記露出した一本鎖
の長さおよび塩基構成、形成しようとする構造体の長さ、大きさ、形状などによって適宜
選択することができ、例えば、１個～２０個のアミノ酸、１個～１０個のアミノ酸、２個
～１０個のアミノ酸であってもよいが、これらに限定されるものではない。
【００６８】
本発明で核酸オリガミ構造体には、一定の間隔で凍結防止ペプチドが配列されていてもよ
い。本発明の一実施形態では、核酸オリガミシート構造の一方の面に凍結防止ペプチドの
配列を生成することができる。
【００６９】
本発明では、オリガミ構造体が有するハンドルの数が多いほど、前記ハンドルに付着する
凍結防止ペプチドの数が増加し、凍結防止効率がより高くなり得る。本発明の一実施形態
では、核酸オリガミシート構造の一方の面に、横方向に１６ヌクレオチド間隔で９６個の
凍結防止ペプチド配列を有するオリガミ構造体（図２２の全てのハンドル位置部分に凍結
防止ペプチドが配列された構造体）は、横方向に３２ヌクレオチド間隔で４８個の凍結防
止ペプチド配列を有するオリガミ構造体よりも細胞生存率が高かった（図２９を参照）。
【００７０】
本発明の構造体は、細胞内に吸収されるか、または細胞外壁にくっつく形で細胞を包むこ
とができる。細胞内に吸収された素材は、細胞の冷・解凍過程で、その内部で発生する氷
結晶の形成および成長を抑制することができる。また、細胞内に吸収された素材は、細胞
および組織の凍結を防止および抑制することができる。さらに、細胞の凍結保存後解凍時
に細胞の生存率を向上させることができる。
【００７１】
細胞外にくっついた構造体は、細胞周囲で発生する氷結晶の形成および成長を抑制し、氷
結晶の細胞内への浸透を抑制し、細胞膜の損傷から保護することができる。また、細胞外
にくっついた構造体は、細胞および組織の凍結を防止および抑制し、損傷を防止すること
ができる。さらに、細胞の凍結保存後解凍時に細胞の生存率を向上させることができる。
【００７２】
本発明で使用される構造体は、水溶液中で約０．００１％～０．０３％、細胞培養液中で
０．００１％～０．００３％の重量／体積比（weight/volume percent）を有することが
できる。
【００７３】
従来、組織保存に使用される浸透性の小分子は、数十パーセントに達する高い重量／体積
比（weight/volume percent）が求められるのに対して、本発明の核酸オリガミ構造体は
、はるかに低い重量比でも氷結晶の成長抑制効果を有し、細胞または組織の凍結防止効果
を有することができる。また、細胞の凍結保存後解凍時に細胞の生存率を向上させること
ができる。
【００７４】
本発明による核酸オリガミ構造体は、ねじれを持つか、または曲線のヘリックスバンドル
を含むことができる。
【００７５】
例えば、ヘリックスバンドルのねじれ方向は塩基の挿入または欠失で調節できるものであ
り、ヘリックスに塩基が挿入されてバンドルが右方向にねじれるか、または塩基が欠失さ
れて左方向にねじれ得る。ねじれの程度は、塩基の数で調節することができる。挿入また
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は欠失される塩基の数は、ヘリックスが二度回転する毎２１塩基長さ当たり１個または２
個であってもよく、それ以上であっても、構造を維持するのに問題がなければ特に制限さ
れない。
【００７６】
また、例えば複数のヘリックスのうち、一側のヘリックスに塩基を挿入し、他側のヘリッ
クスに塩基を挿入しないか、塩基を欠失させ、ヘリックス間に長さの差を生じさせてヘリ
ックスバンドルを曲線にすることができる。
【００７７】
また、核酸オリガミ構造体は、氷結晶の生成または成長抑制の側面で、氷結晶の成長面と
接触できる面を含むことができる。線状ではなく、面形状の広い面積で氷結晶の成長面と
接触して、氷結晶の生成または成長の抑制効果を最大化することができる。また、面の形
態で広い面積を有し、細胞または組織の凍結防止効果を最大化することができる。
【００７８】
また、本発明は、前記組成物を含む細胞または組織凍結保護用組成物に関するものである
。
【００７９】
細胞または組織を凍結保存すると、その後の使用時、凍結された細胞または組織を溶かす
過程で、氷の再結晶化は、細胞膜の損傷、細胞の脱水を進行させ、細胞および組織に損傷
を与える。低温環境で生きる有機体は、氷の再結晶化によってより簡単に損傷してしまう
ことがある。
【００８０】
本発明の組成物に含まれるナノ構造体は、細胞および組織の内部に吸収されるか、または
細胞および組織の外壁にくっつく形で食品を包むことができる。細胞および組織内に吸収
された素材は、細胞および組織の冷・解凍過程で、その内部で発生する氷結晶の形成およ
び成長を抑制することができる。また、細胞および組織内に吸収された素材は、食品の凍
結を防止および抑制することができる。さらに、細胞および組織の外部にくっついた構造
体は、細胞および組織の凍結を防止および抑制し、損傷を防止することができる。
【００８１】
本発明の組成物は、通常的に保存のために凍結して使用するすべての細胞がその適用対象
となり、例えば、原核細胞；真核細胞；微生物；動物細胞；癌細胞、精子；卵子；成体幹
細胞、胚性幹細胞、人工多能性幹細胞を含む幹細胞；臍帯血、白血球、赤血球、および血
小板を含む血液細胞；腎細胞、肝細胞および筋肉細胞を含む組織細胞であってもよいが、
これらに限定されるものではない。
【００８２】
また、組織は、同様に保存のために凍結して使用するすべての組織がその適用対象となり
、例えば、角膜、腎臓、心臓、小腸、膵臓、肺、肝臓などのすべての組織を制限なく使用
することができる。
【００８３】
本発明の組成物は、細胞、組織を凍結保存するための保存液を含むことができる。保存液
は水、生理食塩水、ＰＢＳ（リン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline））、
様々な細胞培養液などであってもよいが、これらに限定されるものではない。
【００８４】
本発明の組成物は、核酸構造体を０．００１～０．５％（ｗ／ｖ）、具体的には０．００
１～０．０３％（ｗ／ｖ）含むことができるが、これらに限定されるものではない。
【００８５】
従来、組織保存に使用される浸透性の小分子は、最大数十パーセントに達する高い重量比
が求められるのに対して、本発明の核酸オリガミ構造体は、はるかに低い含有量でも氷結
晶の成長抑制効果を有し、細胞および組織の保存にさらに有利であり得る。また、細胞の
凍結保存後解凍時に細胞の生存率を向上させることができる。
【００８６】
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また、本発明は、前記組成物の存在下で対象の細胞または組織を零下の温度にさらすステ
ップを含む、細胞または組織の凍結保護方法に関するものである。
【００８７】
前記組成物の存在下で対象の細胞または組織を凍結させると、その後の解凍時の氷再結晶
を阻害し、細胞または組織が損傷することを防止できる。また、細胞の凍結保存後解凍時
に細胞の生存率を向上させることができる。
【００８８】
また、本発明は、前記組成物を含む食品凍結保護用組成物、そして前記組成物の存在下で
食品を零下の温度にさらすステップを含む食品の凍結保護方法に関するものである。
【００８９】
本発明の組成物は、すべての冷凍食品に適用できるものであり、これを使用することによ
り、解凍時にその食品の食感が低下することを最小限に抑えることができる。
【００９０】
例えば、本発明の構造体は、食品内に吸収されるか、または食品外壁にくっつく形で食品
を包むことができる。食品内に吸収された素材は、食品の冷・解凍過程で、その内部で発
生する氷結晶の形成および成長を抑制することができる。また、食品内に吸収された素材
は、食品の凍結を防止および抑制することができる。さらに、食品外部にくっついた構造
体は、食品の凍結を防止および抑制し、損傷を防止することができる。
【００９１】
以下、本発明を具体的に説明するために実施例を挙げて詳細に説明することとする。
【００９２】
実施例
１．実験による陽イオンおよびＤＮＡ構造体による氷結晶の成長抑制効果の確認
１．１．氷結晶の成長の実験方法
ＲＩ効果を測定するために、通常知られているスプラット冷却（splat cooling）法を用
いた（図６を参照）。まず、液体窒素で予め冷却された金属板の上にカバーグラスを載せ
て（カバーガラスの表面温度は約－１５０℃）、約１．５ｍの高さから、ＲＩ効果を測定
しようとする素材が分散された溶液を２０μｌ落とす。溶液は、カバーガラスの上に触れ
てすぐに急速冷却されながら薄く広がって凍りつくことになり、急激な冷却によって非常
に小さな氷結晶が多数生成される。その後、カバーガラスを、穴があいていて光学顕微鏡
で観察可能なコールドステージ（cold stage）に移す。コールドステージは－６℃に維持
され、３０分間小さい結晶がだんだん集まって氷結晶（ice grain）が成長する様子を観
測する。その後、氷結晶の大きさを測定し、対照群（氷結防止素材のない溶液のみのサン
プル）と比べて氷結晶がいかに少なく成長したのかを比較する。
【００９３】
１．２．陽イオンが含まれた水溶液および構造化されていないＤＮＡ試料のＲＩ効果の観
測
まず、純粋な蒸留水にＭｇＣｌ２のみを含有するバッファ溶液に対してＲＩ測定実験を行
い、イオン濃度が増加するにつれて氷結晶の成長が抑制されることを確認した（図７及び
８を参照）。本実験結果に基づいて、後の実験での基準（reference）バッファ溶液のＭ
ｇＣｌ２濃度は５ミリモル（ｍＭ）とした。試料のＲＩ性能は、基準バッファに対して試
料の相対的なＲＩ性能を比較して測定した。値が小さいほどＲＩ性能が高いことを意味す
る。
【００９４】
次に、構造化されていない一本鎖状態のＤＮＡが存在する溶液に対してＲＩ測定実験を行
った。実験で使用したＤＮＡの濃度は、通常の製造工程により作られたＤＮＡ構造体の濃
度と類似した５０～２００ｎｇ／ｕＬとした。６ヘリックスバンドルの堅固構造を構成す
る１６９種類のステープルＤＮＡが一本鎖状態で混ぜられた試料のＲＩ性能を測定したと
ころ、０．８７から１．０の間で、バッファに比べて氷結晶の成長抑制効果がほとんどな
いことが観察された（図９及び１０を参照）。つまり、ＤＮＡ鎖がＭｇ２＋イオンを結集
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する効果があるとはいえ、水溶液中で一定の形状及び剛性を有する構造体を成していない
と、Ｍｇ２＋イオンを捕まえておくことができないため、巨視的にはＲＩ効果がほとんど
発生しないことを実験的に確認した。
【００９５】
また、同様な方式で行ったスキャフォールドＤＮＡ試料のＲＩ値は、最大０．７程度に測
定された（図１１及び１２を参照）。スキャフォールドＤＮＡがステープルＤＮＡに比べ
て若干のＲＩ性能を有する理由は、長さの長いスキャフォールドＤＮＡの特性上、全領域
が一本鎖状態で存在するのではなく、一部が互いに相補性を持って二本鎖に結合する二次
構造（secondary structure）を形成しているためであると推定される。
【００９６】
１．３．構造化されたＤＮＡオリガミの設計
ＤＮＡ鎖同士が密集して連結されて一定の断面形状および剛性を有するＤＮＡ構造体に対
して実験を行った。ＤＮＡオリガミ手法の例として設計された９種の構造体は、
（１）４ヘリックスバンドルの堅固構造、
（２）４ヘリックスバンドルの柔軟構造（ギャップ５ｎｔ）、
（３）６ヘリックスバンドルの堅固構造、
（４）６ヘリックスバンドルの柔軟構造（ギャップ３ｎｔ）、
（５）６ヘリックスバンドルの柔軟構造（ギャップ５ｎｔ）、
（６）２４ヘリックスパッチ、
（７）１２ヘリックスバンドルの堅固構造、
（８）１２ヘリックスバンドルの曲がった構造（９０°）、
（９）１２ヘリックスバンドルの曲がった構造（４５°）である。
【００９７】
それぞれの構造体の設計方法は、以下の通りである。
【００９８】
（１）４ヘリックスバンドルの堅固構造、及び（２）４ヘリックスバンドルの柔軟構造（
ギャップ５ｎｔ）
（１）番及び（２）番の構造体は、断面が４つの二本鎖ＤＮＡで構成されており、一辺が
約４．５ｎｍの正四角形状にパッキング（packing）されている（図１３）。約１９２ｎ
ｔの長さを基本にして同じ形態の連結が繰り返される構造を有し、構造体の合計の長さは
約６００ｎｍである。（１）番の堅固構造体は、構造内に存在するすべてのステープルＤ
ＮＡの両末端(5'末端と3'末端)が直接当接するように設計されている。（２）番の柔軟構
造体は、１５０個の隣接するステープルＤＮＡの両末端の間が５ｎｔのｓｓＤＮＡで構成
されている。
【００９９】
（３）６ヘリックスバンドルの堅固構造、（４）６ヘリックスバンドルの柔軟構造（ギャ
ップ３ｎｔ）、及び（５）６ヘリックスバンドルの柔軟構造（ギャップ５ｎｔ）
（３）、（４）、（５）番の構造体は、断面が６つの二本鎖ＤＮＡで構成されており、六
角形状にパッキング（packing）されている（図１４）。約１６８ｎｔの長さを基本にし
て同じ形態の連結が繰り返される構造を有し、構造体の合計の長さは約４００ｎｍである
。（３）番の堅固構造体は、構造内に存在するすべてのステープルＤＮＡの両末端が直接
当接するように設計されている。（４）、（５）番の柔軟構造体は、１６９個の隣接する
ステープルＤＮＡの両末端の間がそれぞれ３ｎｔ及び５ｎｔのｓｓＤＮＡで構成されてい
る。
【０１００】
（６）２４ヘリックスパッチ
（６）番の構造体は、断面が２４個の二本鎖ＤＮＡで構成されており、一直線に配列され
てシート状をなす（図１５）。構造体の長さは２５６ｎｔで約９０ｎｍであり、幅は約５
５ｎｍである。構造内に存在する１９２個のステープルＤＮＡのすべての末端は、直接当
接するように設計されている。
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【０１０１】
（７）１２ヘリックスバンドルの堅固構造、（８）１２ヘリックスバンドルの曲がった構
造（９０°）、及び（９）１２ヘリックスバンドルの曲がった構造（４５°）
（７）、（８）、（９）番の構造体は、断面が１２個の二本鎖ＤＮＡで構成されており、
六角形の格子状にパッキング（packing）されている（図１６）。（７）番の堅固構造体
は、１８０個のステープルＤＮＡのすべての末端が直接当接するように設計されている。
（８）番及び（９）番の構造体は、構造体の中間に存在するステープルＤＮＡの１１個を
除去して４２ｎｔの長さの柔軟部位を作成し、構造物の両端を連結するＤＮＡの長さをそ
れぞれ３５７ｎｔ及び１８９ｎｔに短くして、構造の中央が９０度及び４５度に曲がった
形状に作製した。
【０１０２】
１．４．ＤＮＡオリガミの作製およびＲＩ効果の観測
一定の断面形状およびサイズを有するように構造化されたＤＮＡ構造体の氷結晶の成長抑
制効果を確認した。ＤＮＡオリガミ構造体の作製過程は原材料とバッファーとを混ぜて８
０℃に加熱した後、６５℃まで１時間かけて温度を下げ、その後、２５℃まで１時間当た
り１℃ずつ温度を下げる熱アニーリング手法を用いた。熱アニーリング手法で作製された
構造体を別々に分離するために、Ａｍｉｃｏｎ社製の遠心分離精製フィルターを用いて、
反応していない余分な材料をろ過した。精製後の構造体の濃度は、２６０ｎｍ波長におけ
る吸光度を用いて測定した。バッファによって希釈する方式で目標濃度に合わせた。
【０１０３】
前記の設計によって作製された構造体の形状は、原子間力顕微鏡によって測定された（図
１７、１８及び１９の最初列の画像を参照）。少なくとも２種類の異なる密度を持つ前記
９種類のＤＮＡ構造体に対して、３０分間零下６℃で氷結晶の成長過程を観察するＲＩ実
験を行ったところ、最大０．５３のＲＩ値が測定された（図２０を参照）。断面の面積が
最も狭い４ヘリックスバンドル（１、２番のサンプル）に比べて、残りのサンプルがさら
に高いＲＩ性能を示し、構造体の濃度が高いほど全体的にＲＩ性能が向上する傾向を示し
た。これは、断面の広さが一定レベルになって初めて、ＲＩ性能が発揮される程度のＭｇ
２＋イオンを十分に結集させることができ、水溶液中で構造体の数が多いほど、氷結晶の
成長を抑制できる領域が増加するからであると考えられる。６ヘリックスバンドルの堅固
構造に対して３０分後の氷結晶の成長過程を観察したところ、２時間ほど経過すると、素
材が含まれていないバッファーの氷結晶と類似した大きさに成長することを観測した（図
２１を参照） 。
【０１０４】
一連の実験を通して、陽イオンが結集したＤＮＡ構造体を含む組成物は、構造体を形成し
ていないＤＮＡと比較して、より高い氷結晶の成長抑制効果を発揮できることを実証した
。
【０１０５】
２．ＤＮＡ－ＰＮＡ－ペプチドオリガミ構造体の作製
２．１．ＤＮＡ－ＰＮＡ－ペプチドオリガミ構造体の設計
ＤＮＡ－ＰＮＡ－ペプチド構造体を、スキャフォールドＤＮＡ、ステープルＤＮＡ、ハン
ドル、Ｃｙ３ ｄｙｅ、およびＰＮＡ－ペプチド結合部位を有するようにして設計した（
図２２を参照）。
【０１０６】
２．２．ＤＮＡ－ＰＮＡ－ペプチドオリガミ構造体の作製（図２３を参照）
ＰＮＡ－ペプチドプローブが付着した構造体を作製するために、構造体を構成する全ての
核酸材料であるスキャフォールドＤＮＡ、ハンドルを含むステープルＤＮＡとＰＮＡ－ペ
プチドを同時に混合した。その後、ＤＮＡオリガミ構造体の作製過程と同様の熱アニーリ
ングを経てＤＮＡオリガミのハンドル部位にＰＮＡ－ペプチドプローブが付着したＤＮＡ
－ＰＮＡ－ペプチド構造を形成した。前記で形成されたＤＮＡ－ＰＮＡ－ペプチド構造体
の精製過程もまた、ＤＮＡオリガミ構造体と同様に行った。
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【０１０７】
３．各ＤＮＡ構造体による細胞保護性能の確認
３．１．実験材料および条件
本発明の実施例は、癌細胞であるＨＳＣ－３細胞を用いて実施した。実験で使用した核酸
オリガミ構造体の濃度は１００ｎｇ／ｕＬおよび２００ｎｇ／ｕＬとし、ペプチドプロー
ブを付着した場合には、最大３００ｎｇ／ｕＬとした。細胞培養液と前記凍結保護素材を
９：１の体積比で混合し、細胞実験に用いた最終素材の濃度は１０ｎｇ／ｕＬから３０ｎ
ｇ／ｕＬとした。
【０１０８】
まず、核酸オリガミ構造体に対して、ペプチドプローブなしで構造自体のみの凍結保護効
果を測定した。その後、凍結防止ペプチドであるアラニン（alanine）およびトレオニン
（threonine）が付いたＰＮＡプローブを用いて、ＤＮＡ－ペプチド複合素材の凍結保護
性能を測定する実験を行った。
【０１０９】
細胞保護性能の確認に用いた核酸オリガミの形状は、（１）４ヘリックスバンドル構造、
（２）６ヘリックスバンドル構造、（３）１２ヘリックスバンドル構造、（４）２４ヘリ
ックスパッチ構造であった。前記設計によって作製された構造体の形状は原子間力顕微鏡
で測定した（図２４を参照）。
【０１１０】
３．２．生理食塩水および細胞培養液の条件下での構造安定性の確認
ＤＮＡオリガミ構造体が細胞と相互作用する期間中に構造を維持できるかを確認するため
に、１０％リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）およびＤＭＥＭ細胞培養液にＤＮＡ構造体を
９：１の割合で混合し、最大８時間３７℃でインキュベートした。
【０１１１】
０、１、２、４及び８時間目にインキュベーションを完了し、原子間力顕微鏡（ＡＦＭ）
およびアガロースゲル電気泳動によりＤＮＡ構造体の様子を観察し、構造的安定性を確認
した（図２５、２６を参照）。
【０１１２】
３．３．細胞吸収有無の確認
作製したパッチ構造が細胞の内／外に吸収および付着するかどうかを共焦点蛍光顕微鏡で
確認した（図２７を参照）。
【０１１３】
蛍光標識として、細胞核の染色にはＨｏｅｃｈｓｔ ３３２５８、ＤＮＡオリガミ素材に
はＣｙ３を用いた。核は青色で表示され、オリガミが位置する箇所はマゼンタ色で表示さ
れた。
【０１１４】
ＤＮＡ－ＰＮＡ－ペプチドパッチが含まれた溶液を細胞培養液の１０％割合で混合してイ
ンキュベートし、インキュベーションの直後、１時間経過後、および２時間経過後をそれ
ぞれ観察したところ、インキュベーション時間が経過するにつれて、細胞内／外に存在す
るパッチの量がますます増加することを確認した。
【０１１５】
３．４．細胞生存率の確認
３．４．１．凍結直後解凍時の顕微鏡による細胞生存率の変化の確認
まず、一般のＤＮＡパッチ構造の凍結保護性能を顕微鏡で確認した。細胞をＰＢＳ １０
％およびＤＮＡパッチ構造と混ぜてインキュベートした後、ＲＩ実験と同様に冷凍後解凍
の過程を経て細胞の生存可否を画像から確認した。実験の結果、ＰＢＳ状態ではほぼ全て
の細胞が破壊されたのに対し、ＤＮＡパッチ構造と混合された場合には、相当数の細胞が
生存することを確認した（図２８を参照）。
【０１１６】
３．４．２．２４時間凍結保存後に解凍時のＭＴＴアッセイによる細胞生存率の確認
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各ＤＮＡ構造体およびそれと結合した各ＰＮＡ－ペプチドを含む細胞培養液中で細胞を３
７℃でインキュベートした場合における、時間による細胞生存率を確認した（図２９を参
照）。
【０１１７】
パッチ（ＰＮＡ－ペプチドプローブ）を含むサンプルでは、２時間インキュベートした場
合に最も高い細胞生存率を示した。この中でも、トレオニン５個（Ｔｈｒ ｘ５）のプロ
ーブが付いた３００ｍｇ／ｕｌ濃度のＤＮＡ構造体を液体窒素温度で２時間インキュベー
トし、２４時間凍結保存後に解凍した場合に、全サンプルの中で最も高い細胞生存率を示
した。
【０１１８】
一方、バンドル形態の構造体では、インキュベーション時間によって細胞生存率が増加す
る傾向を示した。
【０１１９】
各ＤＮＡオリガミ構造体のサンプルと凍結保存剤ＤＭＳＯ １０％との細胞生存率を比較
して確認した（図２９を参照）。
【０１２０】
単層形態のパッチ構造で最も優れた細胞保護性能が示されたが、これは素材の体積に対す
る断面積が最も広く、構造が柔軟であるので、細胞膜と効率的に相互作用して凍結保護性
能を示すためであると判断される。
【０１２１】
パッチ構造にアラニンおよびトレオニンペプチドを付着した素材の場合は、はるかに高い
凍結保護性能を示すことを確認することができた。これにより、凍結保護性能を有するペ
プチドが細胞内及び周囲で、優れた氷結晶の形成および成長抑制性能を発揮することを確
認した。９６個のプローブを用いてトレオニンを付着した素材の場合は、市販の凍結保護
剤であるＤＭＳＯ １０％よりも優れた性能を示すことを確認することができた。
【０１２２】
３．４．２．長期凍結保存後解凍時の細胞生存率の確認
最も高い細胞生存率を示した、２時間インキュベートする実験条件を基本とし、２４時間
よりも長時間凍結保存したときの細胞生存率を確認するために、液体窒素温度で１ヶ月間
凍結保存後に解凍して細胞生存率を測定した（図３０を参照）。
【０１２３】
その結果、２４時間凍結保存した結果と同様に、Ｔｈｒ ｘ５プローブが付いたＤＮＡ構
造体の細胞生存率が最も高く、２００ｎｇ／ｕｌおよび３００ｎｇ／ｕｌの濃度でＤＭＳ
Ｏ １０％の対照群と比較して、依然としてより高い性能を維持していることを確認した
。これにより、オリガミ構造体を用いた凍結保存剤を長期凍結保存にも使用できることが
分かった。
【０１２４】
３．５．Ｉｎ－ｓｉｔｕにおけるＲＩおよび細胞状態の確認
実施例１．１での実験方法と同様に、－６℃で３０分間細胞内における素材のＲＩ性能測
定実験を行った。細胞の細胞核部分（青色染色）、細胞質部分（緑色）、細胞膜部分（赤
色）をそれぞれ染色した後、蛍光顕微鏡によって温度変化による特性を観察した。対照群
（ＰＢＳバッファ）の場合は、低温凍結を経た細胞の核は損傷が起こり、形状が一定でな
くて、核を確認することが困難であった。細胞質の場合は、ＲＩ測定過程で細胞内の氷結
晶の大きさが急激に増加し、解凍後はほとんど残っておらず、細胞損傷によって細胞質の
ほとんどが消えたことを確認することができた。また、細胞膜の場合は、初期に歪んだ状
態を示し、破壊されることが確認できた（図３１を参照）。
【０１２５】
パッチ構造を１０％濃度で細胞培養液と混合した実験群の場合は、低温凍結を経た細胞の
核は初期と同様に維持されることを確認した。細胞質から観察した細胞内の氷結晶の大き
さもまた、対照群に比べてはるかに小さいことから、素材が細胞内においても氷結晶の成
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長を抑制する効果があることを確認した。また、凍結後解凍した状態でも細胞質の明るさ
が維持されることから、細胞の損傷が非常に少ないことが確認できた。また、細胞膜の蛍
光画像でも凍結及び解凍後に類似した形態を維持していることから、素材の細胞凍結保護
効果を確認した。
【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図８】
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【図１０】

【図１１】
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【図１２】
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【図１３】
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【図１４】
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【図１５】
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【図１６】
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【図１７】

10

20

30

40

50



(30) JP　7378750　B2　2023.11.14

【図１８】
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【図１９】
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【図２０】
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【図２１】
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【図２２】
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【図２９】

10

20

30

40

50



(42) JP　7378750　B2　2023.11.14

【図３０】
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【図３１】
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