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第 1章序論

1 .1本研究の目的

'肝臓"は生体内における"代謝の中心臓器"であり、複雑多岐にわたる代謝解若手反応を行うと

共に、生体の恒常性維持に重要な働きを行っている。また正常な肝臓はかなりゆとりのある臓器で

あり、たとえ負荷が加わったとしてもその予備力のために自覚症状が現れにくく、"沈黙の臓器"

とも言われている。このことは通常、肝臓の約 4分の 3を切除しても旺盛な肝再生が起こり、生存

可能であることからもわかる。しかしながら一度この均衡が破れ、肝臓が負荷に耐えきれない事態

になれば、重大な生命の危機に陥る。我が国における肝疾患者数は約160万人にも達しており、近

年その数は増加傾向にある。これに対して医療分野において多くの努力がなされ、血祭交換療法，

血液透析療法さらにはインターフエロンを利用した治療などにより効果を発揮しているが、まだま

だ根本的なものはない。よって現在のところ重篤な肝不全患者に対する唯一の治療法は肝臓移植の

みであるが、慢性的なドナー不足は避けられない o そこで、肝臓機能を完全に代替する人工肝臓の

開発が望まれると共に、その前段階として、患者がドナーを待つ聞の"橋渡し"として使用可能な

人工肝臓の開発もまた待ち望まれている。

人工肝臓開発を行うにあたり満たすべき条件を以下に示す。

l.装置内の肝細胞の活性，生存率ができるだけ長期間維持され、また、その肝細胞によりでき

るだけ多くの代謝機能が代行され、なおかつ、患者血液との聞に良好な物質交換の機能が維

持されなければならない。

2.他の人工臓器と同様に、滅菌，発熱原性，変異原性など、医療機器としての安全性について

厳重な基準が満たされなければならない。

3.生体肝組織と患者の血液あるいは血祭との間に、ある意味の接触が生じるため、異種肝細胞

を利用する場合には免疫学的な問題点も特に考慮されなければならない。

4.肝細胞を含む装置が実際にモジュール化され、基礎実験で確かめられた性能が再現され

'いつでもどこでも利用できる"笑用性を備えたものでなければならない。

本論文においては上記問題点の中から、工学的手法が重要であり、ハイプリッド型人工肝臓開発

の根幹をなしているにもかかわらず、現在まだ多くの問題点が存在している1.および 4.について

の検討を行った。すなわち、ハイプリッド型人工肝臓の開発を行うと共にその臨床への応用の可能

性について、動物実験による評価を行った。



1.2本研究の位置付け

ハイプリツド型人工肝臓の開発は、学際的研究が必要であり、実際に応用される医学のみならず、

細胞の高機能発現とその維持に関しては生物学的アプローチも欠かせない。しかしながら、真に有

効で、実使用に耐える人工肝臓を開発するためには、これらの 2分野を基礎とする考え方に加え、

細胞を生体触媒としてとらえ、これまでの装置開発で培われた経験を持つ工学的アプローチが必要

不可欠である。このような視点から、本研究を遂行し、完成させるためには Fig.1・1に示した各分

野における問題点を解決する必要がある。

~ 
Maintenance of h句atic
f unctions at high levels 
and for a long time. 

GgineerirV 
Development of compact and 
efficient culture vessels of cells 
using high cell-density cullure 

Hybrid-type 
Artificial Liver ddiωSc⑪ 

Estimation of thc performance of 
the module and iLS applicationω 
medical-care. 

Fig.1-1 Development of a hybrid-type artificialli ver support sy犯 m(HALSS) 

by collaboration with researches in many fields. 

1.3本研究の方針

本研究の目的で述べたように肝臓は生体内における代謝解毒の中心臓器であることから、これま

で人工的肝機能補助は血液浄化を目的とする血中有害物質の除去により達成できると考えられ、検

討されてきた。その結果交換輸血，血業交換，活性炭療法， PAN膜透析療法などの非生物学的人工

肝補助療法が確立された。しかしながら、一時的な意識の覚醒には有効であったものの、血中有効

成分の除去や膜面への吸着のため、どの場合においても生存率の上限は25%程度であった。よって

血祭成分の供給や毒性物質の除去といった多様な肝臓の機能を代行させるためには広範な肝機能を

有する肝細胞そのものを用いたハイプリッド型の人工肝臓補助装置の開発が必要であると考えられ

る。このようなハイプリッド型の人工肝臓を開発するにあたり、克服すべき大きな問題点を以下に

示す。

1. in vitroにおける肝細胞の高機能発現と長期安定維持

2.ペットサイド使用を可能とするための細胞の高密度大量培養技術の開発

3.人工肝臓装置の性能評価と臨床応用の可能性の検討

そこで本研究においては以下の手順でこれら問題点の解決をはかることにした。

l.に関して、元来臓器由来の細胞は、壁付着性を示すことが多く、この問題点を解決するために

は壁付着性動物細胞の高密度培養技術の開発が不可欠である。ここで重要となる高密度培養のため
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の培養担体の条件としては、

(1)単位体積あたりの表面積(比表面積)が高い

(2)培養に伴い生ずる努断応力からの細胞の保護

(3)細胞と培養培地問の良好な物質交換

が挙げられ、これまで比表面積の高いマイクロキャリアーと呼ばれる微小球状担体や円筒型の槽内

に、多数の中空糸を設置したホローファイパー型の培養器を用いた培養が盛んに行われている。 し

かしながら、これらの方法では上記項目の(1)や(2)の努断応力や物質交換の問題を十分に解決でき

なかった。そこで本研究では多孔質性物質である硬質ポリウレタンフォーム (PUF) に着目し、こ

れら問題点の解決を図ることとした。 PUFはその多孔質構造により、解決すべき上記 3項目の条件

をすべて満たしていると期待される。またこの硬質PUFは本来断熱材として用いられるもので、担

体としてのコストも安いうえ、簡便に蒸気滅菌(オートクレープ)できるメリットを有している。

上記 2.に関しては、コンパクト化された細胞の大量培養装置開発が必要不可欠である。しかしな

がら装置化に際して、培養培地の流動が生じることになり、培養環境因子の大きな変化となる。こ

の場合、その培地流動により栄養素の供給や代謝老廃物の除去が良好になるといったメリットが予

想されるが、一方では同時に流れにより生ずる勢断応力が細胞に負荷を与えるといった大きな問題

点が生ずる。一般に動物細胞は勢断応力に対して脆弱であり、生存・増殖・細胞機能発現に対して

悪影響を及ぼすことが多い。これに対してPUFは先に述べたように、その多孔質構造から、細胞の

努断応力からの保護が行える可能性もある。以上より、 PUF充填型培養装置を作製し、検討を行う

ことにした。また、同時に問題となる装置のコンパクトイじのために、均一な培地流路の設定や装置

形状の簡略化を試みた。

これら 2項目(上記l.および 2.)の評価を行うためには、人工肝臓に求められる肝機能の維持

期間が重要な因子となる。 Fig.1-2に肝障害の経過のパターンを大きく 3つに大別した概念図を示し

た。ライン Iは自然治癒可能な場合の経過を示している。また、ライン IIIの場合には肝移植以外

救命の手立てはないが、ライン E のようにある一時期(医療サイドからの要求は 1~2 週間程度)

でも肝機能を代行し、患者の肝臓を休めてやることができれば、旺盛な肝再生が生じ、救命できる

と考えられている。そこで本研究における人工肝臓装置の機能の維持期間の目安は 1~2 週間とし

検討を行った。
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上記 3.に関して、どのような肝機能をどの程度維持していれば重篤な肝不全患者に対して有効な

治療効果が期待できるのかについては、いまだ一般的かつ定量的指標は見い出せていない。そこで

3.のような課題の解決を行うためには、肝不全動物を用いた実験を行いその効果について総合的評

価を行う必要がある。ここでもレト動物を用いた実験が可能であるならば、評価時間・設備・人目・

経費の大幅な削減ができ、本研究遂行にあたり大きく寄与できると考えられる。またこのような実

験系の確立により、今後幅広い研究分野においても、実験動物の削減，実験の迅速化，簡素化など

に貢献できる可能性がある。そこで本研究においては、実験用小動物として一般的に使用されてい

るラット(ドプネズミ(Rattusnorregicus)の研究用白色系)を用いることとした。評価方法としては、

肝不全ラット体外循環実験系を開発し、これを用いて1.および 2.を基にして開発したハイプリツ

ド型人工肝臓装置の性能評価を行った。

1.4本論文の構成

第 1章では、本研究を行うにあたっての意義および解決すべき事項を列挙した。さらに本研究を

遂行するための方針について述べた。

第 2章では、本研究に関連する分野の既往の研究について示した。 2.1節では、ハイプリッド型j

の装置開発を行う上で必要である動物細胞培養技術について記述した。 2.2節では、これまでの人

工肝臓開発の歴史について概説し、それを非生物学的，生物学的およびハイプリッド型の人工肝臓

の3タイプに分類し、各項目について具体例を挙げながら紹介した。 2.3節では、近年動物細胞培

養分野で注目を集めている細胞の組織化について概説するとともに、組織培養技術開発およびその

確立の重要さについて示した。

第3章では、ポリウレタンフォーム (PUF)を細胞の培養担体として用い、細胞の高密度培養法

の確立を行った。また細胞の組織化により生じたと考えられる球状細胞集塊(スフエロイド)形成

の発見と、そのスフエロイドの形態学的および機能的特徴についての検討結果を示した。

第4章では、第 3章で細胞培養法としての有効性が示されたPUF/スフエロイド培養系を用いた

人工肝臓装置開発について示した。その結果 invilroの実験系においては、十分臨床応用が可能な

レベルの装置開発に成功したことを示した。

第 5章では、今回開発した人工肝臓装置が、どの程度肝不全動物の症状改善や回復に効果的であ

るかについて検討を行った。まず 5.2節では小動物であるラットを用いた体外循環ラインを開発し

た。さらに 5.3節では術後処置などを考え頚動 ・静脈を用いた体外循環ラインへと改善を行った。

その体外循環ラインを肝不全ラットに適用して、ハイプリッド型人工肝補助システムとしての性能

を評価した。

第6章では、本論文の総括を行った。さらに本論文での成果を基に、本研究テーマに留まらず、

その他の関連分野を含めた今後の展望について記述した。
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第 2章既往の研究

2.1肝臓とは

2.1.1肝臓の形態

肝臓はヒトの臓器のうちで最大のものであり、種々の物質代謝の中心である。門脈血という消化

管から吸収された豊富な栄養をもった血液を受け、糖質，タンパク質および脂質などの代謝を行い、

その一部を貯蔵するという生命維持に重要な存在である 。成人の肝臓 (Fig.2-1) 1)の重量は約

1.4 kgであり 2)、体重の約45分の lである。肝臓を構成している細胞はそのほ とんどが肝細胞で

あるが、この肝細胞が集合して肝小葉という塊をつくっている。これは中心静脈を軸として放射状

に肝細胞が配列(Fig.2・2)1) し、周辺部にグリソン鞘を置き、わくとしているものである(仔Fi氾g.ユ3幻) 

3幻)。この肝小葉は直径が約 O.8~2.0 mmの多面体で、常に小葉中心には中心静脈が位置している。

この単位が肝臓のいわゆる肝臓らしい臓器としての機能を営むのに必要な最小の単位といえる。肝

臓 1gあたり 2.14XI0
8
個の肝細胞が存在する 2)といわれている。

Lig. coronarium hepatis V. cava inferior 

LobushepatisdeXk7 

lncisura vesica felleae 

Lig. triangulare sinistrum 

Appendix fibrosa hepatis 

Lig. fa1ciforme hepatis 

lncisura lig. teretis 

Lig. teres hepatis 

Fig.2・1Liver viewedfrom frontl). 

5 



Interlobular ductule 

Branch of po口alvein 

， 

Sinusoid lining cell 

_， 

、、
¥ 

J ， ， 

Central vein 

Fig. 2-2 Diagrarn of出estructu児 oflobulus hepatis
1
) 

S凶nedpicture by hematoxylin and eosin mcthod 

Interlobular connective tissue 

Sublobular vein 

Bile duct 

Bile capillary 

Hepatic cells 

Hepatic cel1s (2 nuclei) 

Hepatic cell 仰せ

Hepatic fat cell 

Interlobular bile duct 

Interlobular artery 

Interlobular vein 

Golgi staining method 

B ile capillaries 

Lattice fibers 

Interlobular vein 

Bielschowsky me出od

B以xlcapillaries 

I吋ect出epigment to po口alvein 

Branch of portaJ vein 

Fig. 2-3 Diagrarn of出estructぼ eof lobulus hepatis
1
) 

(cv ; central vein) 

6 



2.1.2肝細胞

肝臓は、総細胞数の約70%を占める肝実質細胞と約30%の非実質細胞からなる。肝機能を目的

とする研究には、当然ながら肝実質細胞(単に肝細胞と称する)を対象とする。生体内で旺盛な肝

再生能もつ肝細胞も、生体外では未だにその増殖系は確立されていない。また、無限増殖能を付加

し、 cellline化した場合には、多くの肝機能を失う。以上の点から、高い細胞活性を発現させるた

めには初代肝細胞を用いる必要がある。しかしこの場合でも、生体外における肝機能の発現の維持

は困難であり、そのほとんどを速やかに失う問題が指摘されている。

2.1.3肝臓の機能

肝臓は、外来の栄養物を取り込んで、いろいろな形で貯蔵，変形さらには必要に応じて自由に放

出している。また、解毒・排池にも重要な臓器であり、内因性のアンモニア，ピリルピン，ステロ

イドホルモンなどの代謝から、血中や胆汁中にそれらの代謝産物を排池するほか、薬物の代謝も多

くは肝臓で行われる。さらに外分泌器官として胆汁酸、その他を腸管に排池して脂肪の消化やビタ

ミンの吸収にも大きく関与している。 Table2・1に示すように、それら多様な機能は代謝機能，解毒

機能，排池機能および循環調節作用に大別される。代謝機能には、糖質，脂質，アミノ酸，タンパ

ク質および核酸などの代謝が含まれる。門脈により運ばれてくるそれらの物質を取り込んで、それ

を再び血中に、血糖，リボタンパクあるいは血焚タンパクといった形で送り出している 一種の内分

泌的な機能を演ずることにもなる。また、他の臓器の代謝にも重要なビタミンや、ホルモンも肝で

代謝され、活性化ないしは不活性化されている。解毒機能は、内因性あるいは外因性の物質を解毒

し、排池するものである。解毒は滑面小胞体による酸化反応が最も重要だが、それ以外にもグルク

ロン酸抱合，グリシン抱合その他の解毒機構が、薬物などの極性を高めて水に溶け易い状態に変え

血中へそして尿へ、あるいは一部は胆汁中に排池していく。排池機能は、胆汁を生成し、これを腸

管に送ることである。胆汁酸は、腸管から吸収され門脈血に入って肝臓に達し、再び胆汁中に排池

され、腸肝の聞を循環する。胆汁酸は、脂質ないしコレステロールの代謝に不可欠な働きをもって

いるが、その一部のものは毒性が強いために大循環系には漏れないようにし、腸肝循環回路という

一定の狭い領域に閉じ込めて循環しながら利用する。循環作用について、肝臓は、造血に関与した

り、血液凝固に必要な因子を生成し、放出もしている。また、肝臓は非常に大きな臓器であること

から、血液の循環調節の機能もはたしている。

2.1.4肝不全

肝臓の機能が高度に障害されると、生体は肝性昏睡をはじめ、黄痘，腹水および門脈圧允進症な

どの各種の症状を示す。一般にこのような状態を肝不全と呼ぶ場合が多い。ただし、肝不全と肝性

昏隠は全く同一なものではない。肝の機能が高度に障害されれば肝性昏暖に陥るが、それは肝不全

の一つの症状と考えるべきである。肝性昏隆起因物質としてアンモニア，低級脂肪酸，メルカプタ

ン，モノアミンおよび偽性神経伝達物質が注目されてきたが、どれも肝性昏睡の発現機序を十分に

説明できるまでには至っていない。
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Table 2-1 Liver functions 

Carbohyむatemeta凶 lism

Glycolysis 

G 1 uconeogenesis 

Lipid metabolism 

Lipoprotein biosynthesis and release ωblood 

Cholesterol and phosphol中idbiosynthesis 

Take in and decomposi tion of fatty acid 

LCA T biosynthesis and release 

Amino acid and protein metabolism 
Metabolism Amino acid metabolism (dearnination arnino， transamination ，oxidation) 

Ammonia desposition (urea cycle) 

Protein biosynthesis and decomposition 

Biosynthesis and s配 retionof plasma pro民in

Nucleic acid metabolism 

Regenaration and necrosis 

Vitarnin and hormone metabolism 

Vitamin inactivation and storage 

Hormone inactivation and de∞mposition 

Oxidation and hydroxylation by drug-metabolizing enzyme 

Glucuronide， gluta出ioneand the other conjugation 

Detoxication Alcohol metabolism 

Ammonia desposition 

Phagocyωsis of Kupffer cell 

Bile secretion 

Excretion 
Bile acid biosynthesis and民cret幻n

Secretion of cholestぽ 01， phospholipid ，bilirubin and so on 

Secretion of detoxicated drugs and so on to bile 

Circulatory regulation 

2.1.5人工肝臓に求められる機能

肝不全患者の救命のため、広範な肝機能を代替できる人工肝臓の開発が求められている。特に

アンモニア代謝に代表される解毒代謝は重要な機能である。しかしながら、肝不全時の代謝異常の

本態が不明確で、目標となる毒性物質が不明であることやアミノ酸 ピリルピンなど代謝プールの

大きな物質の正常化は困難である。また、アルブミン，凝固因子など肝不全時に欠乏する物質の補

給など代謝補助の重要性も再確認されている。病因に関連して、肝再生の促進および肝細胞壊死の

進展の防止に関する治療用機能の重要性も指摘されている。したがって、肝補助治療の中心を人工

肝補助装置が果すためには、解毒，代謝補助および治療用機能(肝再生の促進 肝細胞壊死の進展

の防止)を具備する必要がある。
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2.2代表的な動物細胞培養技術

これまでバイオテクノロジーの分野において、 ヒトに対する生理活性有用物質を細胞の高密度培

養により生産するといった試みがなされてきた。たとえば生理活性有用物質は大腸菌などのように

増殖速度が極めて速い細胞に目的とする物質の遺伝子を大量に導入し、大量生産を行うといった方

法などがとられてきている。しかしながら、ヒトの高分子量の生理活性物質の場合には、その末端

に糖鎖が存在するのに対してバクテリアを用いて生産させた場合には存在しない。そこで医薬品と

しての物質生産を行うには動物の細胞を用いる必要があるが、その場合増殖速度がバクテリアの数

十分のー~数百分のーのレベルまで低下してしまい、さらに細胞あたりの生産性がかなり低下して

しまうといった問題点が存在している。そのため現在では、動物細胞の高密度大量培養を行い、単

位体積あたりの細胞密度を上げることで有用物質の高生産能を達成する試みがなされている。具体

的な例として、浮遊性動物細胞の場合には、これまで発酵槽としてバクテリアや酵母の培養に用い

られてきたものをそのまま応用した携持層やエアーリフト槽などが多く見られる。これに対して臓

器由来の動物細胞は壁付着性であり、細胞の付着担体の必要性から未だに数多くの論議がなされて

いる。代表的なものとしては、単層培養法をそのまま応用した平板積層型リアクタ一、直径100----

200μm程度のピース表面に細胞を付着させることにより単位体積あたりの表面積を大きくしたマ

イクロキャリアー培養法 (1967年 vmweze14)により付着担体として開発されて以来、浮遊性細胞

と同様の大量培養法が可能になった)、さらには中空糸膜からなる細管の束をより大きな管内に封

入することにより細管内外の接触面積を増大させたホローファイパー(1972年ぬ1泣 ekら5)によっ

て報告された)などが開発されている。しかしながら、バイオリアクターとして用いるには今なお

物質移動や勢断応力による細胞への影響といった問題点が数多く残されている。また、カプセル封

入法も開発されている。これはアルギン酸ナトリウムなどのゲルに細胞を封入することによって、

培地流動による勢断応力から細胞を保護し、有用物質をカプセル内に蓄積できるので生産された物

質を培地から分離するのが容易であるという利点を持つ o Keatら6)は、アルギン酸ナトリウムを

用いて Bowesmelanoma細胞を培養し 6X 10
6 
cells/ mlの密度を得ている。ただし、これらの付着担

体には、マイクロキャリアーでは培地流動による努断力が直接細胞にかかるため携件、速度が制限さ

れたり、キャリア一同士の衝突による細胞剥離，スケールアップにおいて細胞をトリプシン処理

( tri psi nization) し新しいキャリアーに継代しなければならない、さらにキャリアーの比重が水より

若干重い程度(1.03----1.04) なので培地交換において工夫を要するなど数々の問題点が挙げられる。

ホローファイパーでは細胞に直接努断応力の負荷はかからないが、培養環境がファイパーの前後で

異なるという問題がある。すなわち、培地入り口付近で生育している細胞は絶えず豊富な栄養素と

酸素供給を受けられるが、出口付近では栄養素は消費され、また酸素も枯渇している可能性がある。

従って、ファイバーを長くすることは困難であり、またホローファイパーのシェルを太くしてファ

イパーの本数を増やしても、各ファイパ一間の培地の流れが不均ーになりシェル内での細胞の増殖

に極在化か泡こると考えられる。これらより、ホローファイノてーのスケールアップは困難である7)。

またアルギン酸を用いたゲル封入法でも細胞を外力から完全に保護できる一方、ゲルの脆さ、それ

に伴う細胞の漏れ、さらに酸素などの物質交換に問題を残している 8) ， 9) 。そこで現在では、発

泡材や多孔質のマイクロキャリアーにより、比表面積(単位体積あたりの表面積)の増大や、培地

流動による勢断応力からの細胞の保護を目的とした試みが数多くなされてきている。
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2.2.1多孔質物質の新しい付着担体としての利用

従来の動物細胞培養技術では長所，短所が各々存在し、どれが最適な付着担体かという問いに満

足に答えることができなかった。しかし、現在では多孔性物質を付着担体として利用しようとする

考えが出てきている。これは培養システムで機械的撹件、槽および通気捜件、槽が多く利用されている

ことから、多孔質の孔内で努断力に弱い細胞を生育できるため培地流動から保護できること、多孔

質であるために比表面積が大きいという利点があるからである。さらに細胞を固定化あるいは包括

できるため、培地交換において細胞と培地を分離できる利点を有し、またi韮流培養を容易にする。

またスケールアップの点でも付着担体となる多孔性物質を増やせばよいので、操作が容易になる。

-. ~ 1叫.11) . 12) 
このような利点を持つ多孔質担体について、 Table2-2に市販されている主な製品を不した 。

Table 2-2 Commercial porous substrata 

Matβrial Diametβr [μmJ Pore size [μmJ Excluded volume [% J 

Cultispher Gelatin 170~270 10~20 50.5 

Informatrix Collagen 3∞~5∞ 10~20 50.5 

1 nform atrix Hyaluronic aid 500 40 99.5 

Microsphere Collagen 5∞~6∞ 20~40 75.0 

Siran Glass 3∞~5α)() 10~400 60.0 

Cell snow Cellulose 5∞~3α)() 97 

Cyl∞ell Cellulose 180~210 30 95 

次に、実際に付着担体として多孔質物質を用いた培養例を示す。 VeraxCorp.，USAは、スポンジ

様の多孔質コラーゲンキャリアーを開発している 13) 。これは直径の平均が 500μm で孔径が 20~

40μm、比重が 1.6~1.8g/cm3の多孔質キャリアーである o Voumakiら14)はrecombinantCHO 

細胞をこのキャリアーを用いて潅流培養した結果、 1.6~ 5 X 10
8 
cclls/ ml-microspheresを達成し、

そのときの生存率は約75%であったと報告した。また Tungは15)同じキャリアーを用いて、無血清

培養下で CHO細胞を 3×108cells/mトmicrospheresまで培養し、 1・PAを65μg/ml得ている (24

Lの流動層，培地供給速度 330L /day， 7 Lの microspheresを使用)。福田ら16)は，平均孔径

60μm，見かけ密度 0.15g/cm3のポリビニールホルマール (PVF) ( 3 x 3 x 3 mm) を付着担

体として用い、 MPC・11細胞を少なくとも 107cells/cm3-PVFまで培養できたと報告している。さら

に飯島ら8) • 17)は多孔性セルロース担体やこれにイオン交換基を導入した担体を用いた浮遊性細胞

(ノ¥イプリドーマ:16・3F株)を 5X 10
7 
cells/ ml-substratumに、またヒト血管内皮細胞の# 3株を

2.2 X 10
7 
cells/ ml・subs同町mの高密度に培養できたと報告している。また Loobyら18)は、シラン多

孔性ガラス担体を用い CHO細胞を固定層培養で 4X 10
7 
cells/ ml (固定層:8∞ml) の細胞密度を

達成しており、モノクローナル抗体 (MAB) を27μg/ml (2.2 g-MAB/15ぬys/140 L-medium ) 

得ている。

ハU
噌

E
E
A



2.2.2発泡体を用いた高密度培養システム

PUFを付着担体として用いた高密度培養システムによ ってこれまでに得られた培養結果を次の

Table 2-3にまとめた。

このようにPUFを用いると、付着性の動物細胞である Vero細胞および CHO・K1細胞を PUF充填

層培養で各々、 1.1×108cells/cm3.pUF(8.1X106cells/ml) および42×107cells/cm3.pUFまで培

養できることが示された。これらの値を上述の多孔質担体で培養された細胞で得られた値と比較す

ると、付着性の動物細胞を高密度に培養できる付着担体としてのPUFの有効性が示される。

Table 2-3 Cell density in various macroporous substrata 

Substratum Cellline Cel1 density 

Collagen r-CHO 1.6~5×108cells/ml・microsphere

Collagen CHO 3 X 10
8 
cells/ ml-microsphere 

Polyvinyl fonnal (pV町 MPC-11 1 X 1d cel1s/ ml-PVF 

Cellulose 16-3F 5×107cells/ml-substratum 

Cellulose #3 2.2 X 10
7 
cells/ ml-substratum 

Glass (Siran) CHO 4 X 10
7 
cells/ ml-substratum 

Polyure由加efoam (PUF) V目。 1.1 X 10
8 
cells/ ml-PUF 

Pol戸民自anefoam (PUF) CHO-K1 42×108cells/mi-PUF 

Pol卯 re由加efoam (PUF) 293 8 
3.0 X 10

0 

cells/ ml-PUF 
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2.3肝機能の人工的代替

肝臓は生体内における代謝の中心臓器であることから、肝不全時に代替すべき機能は血中有害物

質の除去であるとされていた。この理念により開発された吸着カラムや血液透析などの血液浄化装

置を用いると、昏睡からの一時的な覚醒には効果が示されたものの救命率の向上には限界があり、

十分な成果が得られなかった。そこで近年肝臓そのものやその断片を用いた生物学的人工肝臓、あ

るいは多彩な機能を有する肝細胞そのものを人工基材に組み込んだハイプリッド型の人工肝臓の開

発へと移行してきている。これら人工肝臓には、生体に必要な物質の補給，さらには肝再生を促進

させ、壊死の進行を阻止することならびに合併症対策などが要求されるようになってきている。

Table 2-3にこれまでに開発されてきた人工肝臓の分類を示した。本節ではこれらの項目ごとの成果

や問題点を示し、これまでの研究の流れや現状などについて示す。

Table 2-4 Artificial liver classification. 

N on-biological artificial liver 
. Hemodiafutration ， (Hemodialysis ， Hemofil町山on)
. Hemoperfusion 

. Char∞al 

. Resin 

. S pecific adωrbent 
. Plasma perfusion 
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Hybrid-type artificial liver 
(Combining with biological and 
non-biological artificial liver) 

Metabolic type art江icialliver 

. A living body， Whole liver (allogeneic， xenogeneic) 
. Cross-circulation 
. Liver perfusion 

Liver transplantation 

2.3.1非生物学的人工肝臓

劇症肝炎の治療法の基本は、昏隠の原因となる中毒性物質の除去であるとされ、以下に示すよう

に、吸着剤の使用や血液透析・減過による血液浄化法が行われた。人工肝臓に関する研究は、血液

浄化を目的とした非生物学的人工肝臓の開発により始まった。これは当初、人工腎臓用に開発され

た透析装置をそのまま応用し、肝臓が処理すべき毒性物質の除去を行わせるものであった。その後

人工肝臓用として、各種物質選択性を有する膜の開発や、活性炭や合成樹脂材を利用した吸着型人

工肝臓の開発がなされ、数多くの臨床研究がなされた。しかしながら、これらのシステムにおいて

は血液浄化の際に、血中有効成分まで除去されたり、血球成分まで吸着してしまい、軽度の肝障害
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や初期の肝障害にはかなり良好な成績を示す場合があるものの、その適用範囲は非常に限られてし

まっている。そこで現在では、血築交換療法が最も一般的な治療法として用いられると共に、その

有効性が示されるようになってきている。しかし、それでもなお重篤な肝不全患者の救命率は思う

ように向上できていない。以上のことから、救命率の向上を期待するには、やはり、複雑多岐にわ

たる肝機能を有する生物学的人工肝臓の開発が不可欠であろうことが示されている。

( 1 )膜型人工肝臓(血液透析・漉過)

肝不全の高アンモニア血症に対して、 1956年Kileyら19)が人工腎臓用のセルロース膜を用いて透

析を行ったのが始まりである。しかしながら、従来のセロファン膜では分子量300以下の水溶性物

質しか透析除去できないところから、肝不全の治療には限界がある。そこで Opolonら却)は合成ポ

リマーである polyacry lonitrile膜 (PAN膜)を開発し劇症肝炎の治療に試みた。 PAN膜の実用透析範

囲は分子量300---5000で中分子量物質の除去にも有効である。これを用いて劇症肝炎の治療に利用

し、意識の改善および救命率の向上に有効であるこ とを示した。しかし、その後は膜型人工肝臓 と

しての特に新しい試みはないようである。また従来の血液透析あるいは鴻過方法では、脂溶性物質

や蛋白結合性物質の除去には無力であるため、吸着斉IJや血祭交換との併用，あるいは、脂溶性物質

のみ減過させる膜の開発21)などが行われている。

( 2 )吸着型人工肝臓

1964年 Yatzidisら11)が急性薬物中毒や尿毒症の治療にヤシガラ活性炭を用いて血液海流を行っ

たのが始まりである。一般的に、活性炭の吸着は分子量300---1500の水溶性で蛋白非結合物質に有

力であるとされ、ピリルピンはあまり吸着しない。活性炭としては、ヤ シガラ炭の他に石油ピッチ

炭，ピーチ炭などがあるが、粉状活性炭シートはピリルピンもよく吸着するといわれているお)。一

方、歴史的な吸着剤であるイオン交換樹脂は、その荷電性の違いから、陽イオン， 両性イオンや陰

イオン樹脂などがあるが、臨床的には中イオンと陰イオン樹脂が主に用いら れている。ピリ ルピン

や胆汁酸の吸着に優れた陰イオン樹脂2A)，脂溶性物質や蛋白結合物質の吸着に優れた両性イオン交

換樹脂などがあり、セルロースやアルプミンなどでコーテイングされている。またこれまでに各医

療機器メーカーにより、様々な吸着型人工肝臓用の吸着剤が開発され、アンモニアやピリ ルピンな

どに特異的な吸着カラムまで市販されるようになってきている。

( 3 )血液浄化を目的とする人工肝臓の限界

血業交換などの手法は生物学的人工肝臓に分類されるが、血液浄化を 目指した点お)において得ら

れた臨床結果をまとめて示す。血液浄化を目的とする非生物学的人工肝臓の適用の結果、昏睡から

の覚醒や症状の改善にはその有効性が示されており 26).幻)、昏睡からの覚醒率は60%程度である

と報告した例も多い28). 29)。しかし救命率となると報告によりばらつきは大きいものの、高々 30

%程度に留まっており 28). 29) . 30) . 31)、まだ十分とは言い難い。人工肝臓の比較の対照となる肝

移植では、 1988年の段階でも救命率約60%という驚くべき成績をあげている29)。今後、 人工肝臓

においても救命に強力に作用すると考えられる境死の抑制と肝再生の促進療法を付加させた機能が

必要であると考えられている29)。
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32) • 33) 
2.3.2生物学的人工肝臓

生体の化学工場にも例えられる多種多様な肝臓機能を代替するためにはそれら機能を有する肝臓

や肝細胞そのものを用いる必要がある。まずはじめに、 1956年 Sorrentinoら34)が適切な培地中にお

いて牛ホモジネートがサリチル酸，パルピツール酸，キニンなどや、さらにはアンモニアの代謝を

35) 
証明した。 1957年堀ら は犬摘出肝を用いた体外潅流システムにイオン交換樹脂の組み込みを試

36) ー
み， 1966年Hemsら は、フット摘出肝を用いた酸素化装置 (oxygeneωr)を組み込んだラインによ

る体外潅流を行い、また、 1957年三上ら切)は犬肝スライスおよび凍結乾燥肝穎粒を交差血液透析

装置のリアクターとして用い、 invitroで糖新生，乳酸およびアンモニアの代謝を認め、肝全摘出犬

の海流実験で血糖の維持，乳酸， アンモニアレベルの低下などが見られたと報告している。 1973年

38) 
Eiseman と Soyerら は 200~250 gの豚肝スライスを含む chamberを試作し、 12時間にわたる

in vitro での潅流を行い、 20~40 mgの尿素合成， 0 .5~ 1.0 gのガラクト ースの代謝を認めた。さら

に無肝豚との潅流で脳波の正常化を認めたが生存時間の延長を得るには至らなかった。 1975年越野

ら 39) は6O~90 gの犬肝スライスを試作 chamberに封入し、負荷アンモニ アより 24時間で 7.2mg/ 

g-liverの尿素合成を認めた。これは犬 1日の尿素合成量に換算すると 600gの肝スライスが必要と

なり、かなり大きな chamberを要し、ヒトへのモジュール化は非現実的である。 1980年Kimuraと

Lieら40) は 5x 5 x 5 mm大の豚肝組織片 200gを血液潅流に用い、潅流血液中に負荷したアンモ

ニア，フェノール，ピリルピン濃度などの低下を認めた。また Lieら41)は肝不全プタ血液を用いた

8時間の血液潅流実験によってアミノ酸代謝の改善も示した。しかしながら、これらの肝スライス

や肝組織片を用いた人工肝臓は、免疫学的問題を避けかつ十分な機能を発揮できるモジュー ルの開

発が困難であり、さらに、調整時においてメスなどの使用による機械的障害や、組織片内部までの

酸素や栄養素などの物質移動律速となる問題が生じ、近年ではこれらに関する報告はまれとなったo

42) ー
その他、 Eisemanら は肝スフイス後にトリプシン処理した豚肝細胞を用いた肝全摘豚との交差

43) 
潅流を、 Matsumura はクプロファン膜モジュール内封入型ラット肝細胞により負荷された血中ア

ンモニアやピリルピンの低下に成功したが、 6時間以上の細胞の生存及び機能の維持は困難であっ

44) 
た。またOzawaら は昏睡度 W の術後肝不全患者にクプロファン膜を介してヒヒ摘出肝を用いた

交差血液透析を行ったが、物質交換の駆動力はあくまでも濃度勾配であり、その長期維持は困難で

あった。

2.3.3ハイブリッド型人工肝臓訪.33) 

1969年Be町FとFdend45)によってコラゲナーゼ酵素消化法が開発されて以来、約90%という高い

生存率を有する肝細胞の分離が可能となり、 1970年代後半よりこれを用いた人工肝臓の開発が行わ

れるようになってきた。ハイプリッド型人工肝臓とは生体材料である肝細胞などと人工材料を組み

合わせた人工肝臓を意味する術語である。よって摘出肝体外潅流法を除き、ほとんどの生物学的人

工肝臓を抱括している。 Fig.2-4にハイプリッド型人工肝の各種バイオリアクターの模式図を示す。
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( 1 )遊離肝細胞の浮遊培養を用いた装置

46) 
1977年01umideら は肝細胞浮遊液をクプロファン透析膜の潅流側に流し、肝全摘豚の海流を行

い40時間の生存を報告している。 1981年高僑ら灯)は虚血急性肝不全犬を家兎肝細胞浮遊液を含ん

だ nucleoporemembrane filter (NMF) よりなる platetype chamberもしくは polyvinylalcohol (PV A) 

よりなる hollowfiber type chamberを用いて、虚血肝作製後 9時間目より血液海流を行い、 28時間ま

での生存時間の延長を見た。 1987年葛西ら48)はPolymet.hylmethacrylate(PMMA)朕を用いた代謝

補助モジュールを作製し、犬肝細胞浮遊液を封入しその代謝能を検討した結果、明らかなアンモニ

アの代謝除去，尿素窒素・糖の合成，およびアミノ酸の代謝などを認めた。さらに分離膜の物質透

過性の向上を目指し、分画分子量40万と 10万のPMMA膜を比較し、ガラクトサ ミン投与急性肝不

全犬により血液瀧流でその生存時間に有意の差 (40万:55土 11，10万:86土 11 )を認めた。こ

の場合、モジュール内の肝細胞の生存率を従来の 2倍に延長させることに成功した。 1987年

Matsumuraら49) は 1∞gの家兎肝細胞浮遊液をクプロファン膜よりなる Kiil型透析装置に封入し、

手術不能悪性黄痘患者に 5時間にわたる血液潅流を試み、 68%の滅黄と症状の改善を認めたことを

報告している。 1990年 Shumakovら50) は凍結保存遊離プタ肝細胞を解凍後浮遊状態のまま急性肝不

全患者37例に適用し27例 (73%)を救命したと報告している。いずれにしてもこの肝細胞浮遊培

養系では、肝細胞の生存率および機能の長期維持が困難であり、長くとも 10時間ぐらいが限界とさ

れ、十分な代謝能がないと判断される。

( 2 )肝細胞の単層培養を用いた装置

遊離肝細胞を利用するハイプリッド型人工肝臓の最大の課題は、生体外における肝細胞の生存率

の長期維持である。 1990年内野ら 51)はコラーゲンコート棚珪酸ガラス板200枚に犬肝細胞 6X 10
9 

個(細胞重量 70~80 g )を初代培養し平板積層型モジュールに組み込み、約 2週間にわたるアルプ

ミン・尿素・糖の生合成を確認し、さらに肝全摘犬との血液潅流を行い最長65時間、コントロール

群の約 3倍の生存時間の延長に成功した。本法は患者血液と肝細胞が直接接触することになり、そ

れによって生じる免疫学的問題，さらにはプレート上に付着した肝細胞が脱離する可能性など、解
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決されなければならない問題もある。 1989年Dunnら52)は、細胞外間質物質(バイオマトリックス)

の存在に注目し、 2X 10
6
個のラット遊離肝細胞をコラーゲンコートした培養ディッシュ上に24時

間培養した後、さらにコラーゲンをコートしてサンドイツチ培養することにより、 7週間にわたり

アルブミン合成能・形態の維持が可能であることを報告している。本法では代謝機能補助に必要な

肝細胞を収容するために、かなり大型のモジュールが必要になることが予想され、モジュール化に

工夫を要しよう。

( 3 )マイクロカプセル化した肝細胞を用いた装置

これは Limらお)がアルギン酸カルシウムに被包化することにより勝ラ氏島の機能延長が可能で

54) ， 55) ー
あることを報告したことにはじまる。 1986年 Miuraら はフット肝細胞を同じようにアルギ

ン酸カルシウムに被包化しその代謝能を検討した。その結果、尿素合成，肝不全起因物質であるフェ

ノール，脂肪酸の解毒代謝などが数日間にわたって維持されていることが確認され、エプネフリン

などのホルモンに対する応答能を示す機能などが維持されていると報告している。 1989年大島と柳

ら話)はアルギン酸カルシウム被包化ラットもしくは家兎肝細胞(1.9X109~ 1.7X 1010個/l-gel) を

平板状回転ディスクに封入し、 invitroで、負荷したアンモニアの代謝，尿素の生合成を認め、阻血

肝猫との潅流実験では、コントロール群に比し有意に血中アンモニア濃度の上昇が抑制されたと述

57) ， 58) 
べている。 1989年 Changら は以前より進めていた人工細胞の研究を発展させ、 Limら53) の

方法に準じてアルギン酸ーポリリジン二重被包化ラット肝細胞を先天性黄痘ラット (Gunnラット)

およびガラクトサミン投与急性肝不全ラットの腹腔内に移植し、それぞれ血清および胆汁中ピリル

ピン値の低下，生存時間の延長を認めた。さらにゲル包埋化直後約60%であった肝細胞の viability

が移植後29日目にはほぼ100%にまで回復し、細胞数が増加しないことから一時的に傷害された細

胞膜がゲル包埋後培養中に修復されたと報告し、アルギン酸ーポリリジン二重被包化が肝細胞の機

59) 
能および形態の維持に極めて有用であることを述べている。 1988年 Caiら は、アルギン酸ーポ

リリジン被包化ラット肝細胞を劇症肝炎ラットの腹腔内に移植し、生存率において無処置群 (29%)

に比べて有為な向上 (62%) を示した。

( 4 )バイオマトリックスおよび合成マトリックスを担体とした肝細胞培養を用いた装且

肝細胞は細胞外間質物質(バイオマトリックス)を介して隣接しており、本来のこの基質に接着

することにより良好な細胞機能および分化増殖能を発現しているω)， 61)。基質としてはコラーゲ

5) ， 62) • 63) 
ンなどの天然素材 のほかに各種合成基質が開発されている。 1967年 vanwem14)は、デ

キストラン微小球体を用いた細胞の大量培養が細胞の機能維持・成長に有効であることを報告して

~) 
いる。そこで 1990年 Demetriouら は、豚由来の Type1コラーゲンをコーティングしたデキスト

ラン微小球体にラット肝細胞を付着させ、計 1X 10
7
個の肝細胞を Gunnラットに腹腔内移植し血清

ピリルピンの著明な低下を認め、無アルプミンラットに移植し血清アルブミン濃度の上昇を認めた。

さらに直径 0.2μmのセルロースアセテート中空糸膜でできたモジュールに微小球体付着肝細胞 4

X 10
7
個を封入し Gunnラットとの血液潅流を行った。潅流開始後30分から胆汁中の抱合型ピリル

ピン濃度の増加が見られ 4時間まで持続し、放射性同位元素で標識されたビリルピンの22%が抱合

65) 
型ピリルピンの形で胆汁中に排池されたと報告している。 1989年永木ら は Cytodex・3マイクロ

キャリアーに接着したラット肝細胞の蛋白合成能を検討した結果、遊離肝細胞の 4倍の蛋白合成を
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認め、ガラクトサミン誘導肝不全ラットの腹腔内に 2.5X 10
7
個のマイクロキャリア接着肝細胞を移

“) 植し生存率の有意な向上を見たと報告している。 1988年赤池ら は合成基質であるラクトースを

側鎖に有するポリスチレン誘導体 (poly-N-p-vinylbezyl-D-lactonamide:PVLA)が肝細胞に特異的に

作用し、長期生存性と機能維持を有する肝細胞多層集合体を形成することを見い出し、コラーゲン，

フイプロネクチン上で培養した細胞に比べてアルプミン・胆汁酸合成能， ミトコンドリア内酵素活

性などが優れていることを報告している。さらに彼らはPVLAをコートしたホローファイパーを用

いてラット肝細胞の海流培養を試み、 8日間にわたり、良好なアルブミン合成分泌能，尿素合成能

およびアンモニア処理能を維持したと報告した♂)0 1990年小出ら 68)は、バイオマトリックスの中

でも肝小葉内間質物質(レチクリン繊維)が優れた肝細胞培養基質であることを見い出し、その可

溶化を試みてコラーゲン，糖蛋白質，プロテオグリカンの 3分画を得、培養基質としての有用性を

比較した。プロテオグリカンを基質として用いた場合、肝細胞は球状の集塊 (spheroid)を形成し、

他の基質による単層培養に比して良好なアルプミン分泌を認めた。さらに彼らは、このスフエロイ

ドをアルギン酸ゲルに包埋し、液噴流層培養を行い、静置培養と同様に良好なアルプミン分泌およ

的)
ぴ尿素合成を示したと報告している 。また ScottとHuら はホローファイパー中空糸内にコラー

ゲンゲル固定化肝細胞を封入し、かつゲルの収縮により形成された空間に細胞生存用の培地を流す

とともに中空糸外に肝不全患者血液を流し、良好な尿素およびアルプミン合成活性を示した。 Saito

ら71) は肝細胞とバイオマトリックス61) を同時にラット腹腔内に移植すると、コントロール群に比

べて生存率は35%から 62.5%へと有意に向上したと報告している。

( 5 )肝抽出酵素を利用した装置

1976年Dentiらη)は、 polyvinylpyrolidone(PVP)で被包化されたラットマイクロゾームの惇素活

性を測定したところ、本来のマイクロゾームに比べ約百%の酵素活性が認められ、被包化マイクロ

ゾームを Gunnラットの腹腔内に移植し同時に補酵素である UDPGAを注入することにより、血中

抱合型ピリルピン濃度の上昇を認め、 UDP-glucuronyl・transferaseの活性を確認した。 1980年Burunner

ら73) は内部に補酵素を封入したアガロースピーズに酵素を固定化することで、補酵素の供給問題の

解決を試みた。しかし酵素活性は本来の酵素の約20%程度に低下し、封入できる補酵素量にも限界

があり 2時間毎の酵素固定化ビーズの交換が必要であった。彼らはさらに polypropylene中空糸膜を

パラフインでコートすることにより膜を親脂性膜にして、脂溶性毒性物質の除去を目的とした酵素

学的解毒装置を考案した。このシステムの原理は親脂性中空糸膜の内側から外側へ透過してきた脂

溶性毒性物質が中空糸膜の外側にある酵素一補酵素よりなるリアクターにより毒性の低い水溶性物

質に代謝され、再び親脂性膜を通過して中空糸膜の内側、すなわち血中には戻れなくなることであ

る。またこの膜が親脂性であることから蛋白の通過は不可能であり免疫学的問題も起こらず、異種

肝由来の酵素も利用可能であり補酵素の供給も極めて容易であると述べている。臨床治験用の大河j

モジュールを試作し、良好な血液適合性を確認して、水溶性毒性物質と一部の脂溶性毒性物質を除

去するための、血液透析装置と組み合わせて劇症肝炎治療の臨床治験を試みている74)。この肝酵素

を用いるシステムはリアクター製造の商業化、その保存および取り扱いが容易であり多くの解毒代

謝機能を兼ね備えているが、抽出精製可能な酵素が限られていることから、その機能は限界がある

と考えられる。
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2.4動物細胞の三次元培養

19ω年Mo民om75)は、ニワトリの匹やマウスの胎児の細胞をフラスコ内で旋回培養することによ

り、細胞集塊を形成(集塊培養)し、その際に培養温度と旋回速度を制御することで形成された細

胞集塊がさらに分化した形態に移行することを示した。しかし細胞培養に関する研究は培養ディッ

シユを用いた単層培養へと移行していった。その中にあって 1975年高岡と勝目ら76) は各種腫蕩細

胞 (hepatoma，肺癌細胞など)を腹腔内移植することで細胞集塊形成能力(発腫傷性)が増大し、

その際細胞の基質への付着力が減少するといった報告を行っている。このように集塊形成能と発腫

傷性との関わりが報告される中、 1986年高橋ら力)は初代肝実質細胞にウシ小腸粘膜因子を添加し、

細胞の巨大重層コロニーを形成させることで、細胞の分化が生じ、肝特異的機能発現が長期間見ら

れたと報告している。このことは、正常肝細胞でも細胞集塊を形成すること及びそのような集塊を

形成した方が細胞機能発現及びその安定性に有効であることを示したものであり、その後研究の主

体が三次元培養(組織培養)へと移行してきた。最近の研究動向として、 1992年H瓜a78)らは細胞外

マトリックスによる細胞の増殖，組織形成や機能発現の制御について報告している。 1989 年 ~1990

年に小出ら鎚)• 79) がレチクリン繊維から分離したプロテオグリカン上に肝細胞を搭種すると、そ

の表面の平滑化の生じた球状細胞集塊(スフエロイド)を形成することを見い出し、さらに、この

スフエロイドは、これまで有効とされてきた単層培養系に比べ、高レベルかつ長期間肝特異的機能

を安定して維持したと報告している。また同様の肝細胞の集塊形成およびその時の高機能発現とそ

!ll) d.... "T" ，.. 81) ー
の維持については、Landyら や Tongら の新生フット肝細胞の非接着性プラスチック基質上で

の培養においても示されている。とくに、成熟ラット肝細胞による集塊形成を報告した点で小出ら

の報告は興味深い。これと時を同じくして、著者らも多孔質材であるポリウレタンフォーム (PUF)

を細胞の付着担体として用いた場合、株化細胞(サル腎細胞 :v白'0， ヒト胎児腎細胞:293)培養に

おいてPUF孔内で多細胞球状集塊を形成することを発見し、さらに細胞機能の向上を見い出した。

さらに、ラット初代肝細胞をPUF培養した場合に小出らが報告したものと全く同様なスフエロイド

む). 83) ー
を形成し、またその高機能発現も確認した 。」れらの研究により細胞の分化，組織化を生

じさせるといった点において、三次元培養方法の有用性が認識されるようになった。

一方、 1991年竹津ら似)は、細胞接着性の蛋白質である I型コラーゲンと細胞非接着性の温度感

受性ポリマーであるポリ -N-イソプロピルアクリルアミドとの均一混合を、ヒト真皮由来繊維芽細

胞の培養基質として用いることで、僅かな温度変化のみで、細胞一細胞聞の結合を維持している 1

枚のシートの回収技術を確立し、さらにそのシートを疎水性培養皿で培養すると球状細胞集塊を形

成することを見い出し、移植組織や動物代替を考えた薬物評価などへの応用の可能性を示している。
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2.5人工肝臓開発に関する最新の動向

現在、実用に耐え得る人工肝臓装置としては、ホローファイパー型もしくは多孔質担体を用いた

充填層型のものが生き残ってきている。特に、つい最近アメリカではホローファイバー型の人工肝

臓を肝不全患者に適用した例が報告されてきている。ここで細胞の培養形態は単層状態であった。

Sussmanらお)はヒト肝芽腫由来の細胞株である C3Aを200g用い、 11例に bridgeuseとして適用

し、うち 4例が移植手術に適用可能となった。また Demetriouら86) は、プタの初代肝細胞 1---6X

10
9 
cellsを用い、 12例に適用し、うち 9例が移植手術に適用された。これらの報告により、ハイプ

リッド型人工肝臓による肝不全患者の救命率向上に対する期待がもたれたが、これらはあくまでも

bridge useとしての人工肝臓開発を目標としており、長期にわたる肝機能の補助のみならず、肝再

生を誘導し、十分な治療効果をあげるためには、より高機能発現が可能な装置開発が不可欠である。

このためには、 1.高機能発現， 2.高密度化， 3. スケールアップが容易な動物細胞の培養装置

を開発する必要があり、ホローファイパーでは、物質移動の困難さから飛躍的な向上は望めないの

が現状である。これに対して、我々と同様に多孔質担体を用いる試みもなされており、 Yanagiら初)

はポリピニルフォルマール (PVF) を用いた肝細胞の高密度培養技術を開発し、1.2X 107 
cells/ 

cm3ヂVFもの高細胞密度化に成功した。しかしこの場合、肝細胞の組織化は生じなかったと報告し

ている。よって実用レベルまでのスケールアップに耐え、かっその時でも細胞が高機能発現を実現

するためには、やはり、物質移動を考慮しつつ、組織形成がなされた培養装置開発が必要であろう。

以上より、 invitroにおいて様々な細胞機能を発現させ、利用するためには、如何にしてその安

定発現を可能にし得るかにかかっており、本来、細胞が有している組織形成能関)を利用すべきで

あると言えよう。



第 3章 発泡体孔内三次元培養法の開発

3.1動物細胞培養法の課題とその解決に向けて

壁付着性動物細胞の生存や増殖のためには、細胞に付着面を提供する培養担体が必要である。よっ

てこの培養担体の種類や形状を操作することにより、様々な条件下での細胞培養が可能となる。こ

れまで壁付着性動物細胞の高密度培養には、比表面積の高いマイクロキャリアーと呼ばれる微小球

状担体を用いた撹祥槽培養が行われてきた。しかし撹件、によって生じるキャリア一同士の衝突や努

断応力によって、細胞の増殖や代謝に影響を及ぼす。また円筒型の槽内に、多数の中空糸を設置し、

その中空糸内部に培地を流し、外部空間で細胞を培養するというホローファイパー型の培養器によっ

て細胞に負荷される努断応力の回避を行う培養技術も開発され、数多く使用されてきているが、ど

うしても中空糸膜を介した物質交換では限界がある。そこで本研究では多孔性物質である硬質ポリ

ウレタンフォーム (PUF) に着目し、これら問題点の解決を図ることにした。 PUFはその多孔質構

造により、比表面積も高く、また付着した細胞はPUF孔内に保持されているため、外部の培地流動

により生じる努断応力から保護されると期待できる。またホローファイパー培養装置と異なり、細

胞と培地流動場との間に中空糸膜のような物理的仕切りがなく、細胞と培養培地との物質交換も良

好に行えると期待される。また、この硬質PUFは本来断熱材として用いられるもので、担体として

のコストも安価なうえ、簡便に蒸気滅菌(オートクレープ)できるメリットを有している。

本章では、平板状のPUFを使用し、これを組織培養用ディッシュ内に入れ静置培養実験を行い、

壁付着性動物細胞の高密度培養を試みた。まず 3.2節で株化細胞， さらに 3.3節では初代肝実質細

胞を用いてPUFを用いた細胞培養法の有効性について示し、またPUF孔内における球状細胞集塊

(スフエロイド)形成と、その形態および機能発現などの特徴について示した。

3.2株化細胞の三次元培養

3.2.1本節の目的

ヒトを含む動物の細胞の遺伝子のクローニングや微生物を宿主にした物質生産への応用技術が開

発され、従来の化学合成では取り扱えなかった生理活性有用物質を、生産できるようになった。ま

た遺伝子組み替え技術は、当初は微生物、特に大腸菌に限られていたが、近年異種の遺伝子を動物

細胞に取り込ませ、発現させることが可能になり、有用物質の生産にも応用できるようになってき

ている。微生物に生産させた物質は、天然型 (体内生産型)の物質と異なるという点(糖鎖，立体
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構造など)が指摘されており、医薬品を対象生産物とした場合、人体に直接投与されることを考え

ると天然型が望ましいことは明らかである。このような理由で、近年動物細胞を用いた高密度培養

技術の開発が盛んに行われてきている。

そこで本節では、正常細胞よりも取り扱いが容易で、かつ生理活性有用物質の生産などの面で高

密度培養技術確立の意義が大きいと考えられる株化細胞(サル腎細胞:Vero， ヒト胎児腎細胞:293， 

ヒト肝細胞:PLC/PRF/5) を用い、細胞の形態観察および細胞機能の発現とその安定性などについ

て検討を行った。

3.2.2実験方法

3ユ2.1供試細胞 (Photo3・1)

( 1) Vero (サル腎細胞)

アフリカミドリザル腎細胞 (FlowLaboratories社 (McLeω，Va.， USA)) 。ポリオウイルス培養のた

めに分離された細胞株であり、広い感染ウイルススペクトルを有し、これまでウイルス学の種々の

研究に頻用されてきた細胞である。特徴は樹立細胞系で無限増殖をし、倍加時間は 18時間程度で、

大きさは 13μmである。繊維芽様で壁付着性であるために成育には培養表面が必要である。樹立者

は Y.Yasumura副ldY. Kaw法itaである。

(2) 293 (ヒト胎児腎細胞 (CRL・1573))

ヒト胎児腎細胞をアデノウイルス・ type5のDNA断片を用いて形質転換させ、永久増殖性を持た

せた細胞株である。壁付着性細胞であり、形態は上皮様である。この細胞 (FlowLaboratories社

(McLean， Va.， USA)) は血栓溶解酵素の t-PAを生産する。この t-PAは、血栓に対して特異性が極め

て高い酵素であり、高価な薬品である(研究試薬レベルで 1mg約 330万円， single chain t-PA ; 

Sigma社)。

A B C 

Phoω. 3-1 Microscopic photograph of the cells on culture dish. Appωrance of monolayer culture， A: Vero 

cells ， B : 293 cells， C : PLC;PRF/5 cells. Bar indicates 100μm. 
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(3) PLC/PRF /5 (ヒト肝細胞)

HBV (B型肝炎ウイルス)の持続感染細胞系であり、 HBs抗原を産生する細胞株で、 HBVに関

する invitroでの実験に有効な素材を提供する細胞株(岡山大学より供与)である。上皮様で壁付

着性であるため、生育には培養表面が必要である。 PLC/PRF/5細胞が分泌する血清タンパクは、

トランスフェリン， α1・アンチトリプシンであり、なお少量のセルロプラスミン， α2・マクログロ

プリン， C1-インアクチベーターなども分泌される。なおアルプミン， α・フェトプロテインは産生

しない。樹立者は南アフリカ共和国国立ウィルス研究所の Alexanderである。

3.2.2.2培養担体 (p旧)

( 1 )特性と構造

細胞の培養担体として、多孔性物質であるポリエーテル系硬質ポリウレタンフォーム (Rigid

Polyurethane foam : PUF， Photo 3-2) を使用した。このPUFは、クッションや断熱材として用いら

れるほかシリコーンゴムに代わって現在使用できる唯一の人工心臓ポンプ材料でもある。今回使用

したPUFは、平均孔径 210μm、見かけ密度が 0.012g/cm3のもので、骨格と薄い膜張り構造を有

する多孔性物質である。その比表面積 (S/V比)は、単層状態で増殖する CHO-K1細胞を基準に

用い、その細胞一個あたりの占有面積が一定と仮定して、シャーレ培養とPUF培養で得られた細胞

密度を比較して概算した結果、約 109cm2/cm3であった。化学的性質としては、メインポリオール

の官能基数が 3で分子量1000、サプポリオールの官能基数も 3で分子量5000であり、イソシアネー

トはジフェニルメタンジイソシアネート (MDI) (OCN-OCH2く)-NCO)である。また、

ESCA (Electron Spectroscopy for Chemical Analysis) によってPUF表面を解析した結果 C:O:N = 

49: 17 : 1であった。ポリエーテル系ポリオールの場合、官能基数が 3はグリセリンかトリメチロー

ルプロパンを示しており、これに酸化アルキレン(プロピレンオキサイド)を付加して合成してい

ることから、 Fig.3・1のような構造を有すると考えられる。

A B 

Photo. 3-2 Appearance of a PUF pla也. A: unit of the scale is cm. ， B : bar indicates 1uOμm. 

-0ー OC-R2-OC-Rj-0ー CJ:I2

)CH-O-Rj一CO-R2一cω一

一一0ー OC-R2-OC-Rj-0ー CH2

R1 ; 

R2; 問て〉叫-Q-NH

Fig.3・1Chemical structure of PUF 
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(2 )調整および播種方法

PUFは大きなプロックからカッターを用いて 10X10X 1 mmのシート状に切り出し、静置培養用

のPUF平板として用いた。播種前の調整および播種は以下の手順で行った。

(1)切り出したPUF平板をガラス製の容器にいれ、 10MD以上の電気抵抗を示す超純水で 5回

ほど激しく洗浄した。

(2)ガラス製の容器内に超純水を張った状態でPUF平板を真空ポンプを用いて脱気した。この操

作を 3回ほど繰り返し、 PUF平板を完全に水中に沈めた。この操作が不十分な場合は、以下

の (4)，(5)の操作中にPUF孔内に気泡の混入が多くなり、その部分に細胞が付着できない。

(3) PUF平板はガラス製の容器内に水浸したまま、オートクレープを用いて蒸気滅菌 (122"C，

1.6 kg/cm
2
) した。

(4)滅菌後、クリーンペンチ内でPUF平板を 6枚づっ血清添加培地で満たされた組織培養用デイツ

シュ(~ 50 mm : NUNC， Denmark) に移し、 PUF内の水分を培地成分と置換することで、

PUFを培地に十分馴染ませた。一方、継代培養していたディッシュから細胞をトリプシン処

理によって剥離させた後、その細胞懸濁液(培地+細胞)をPUF上部から均一に滴下するこ

とで播種した。ただし、播種直前にPUF平板を浸していた培地は除去した。

(5)播種終了後、 PUF平板を含むシャーレは 5%CO
2

・95%air下で静置状態で培養を行い、細

胞がPUF平板に付着したことを顕微鏡で観察した後(約 1日後)、そのPUF平板を新しい培

養ディッシュに移して培養を行った。この培養方法をPUF静置培養と呼ぶことにする。

3.2ユ3培養培地

用いた基礎培地を Table3・1に示す。すなわち Vero細胞には Dulbeωo'sMωified Eagle Medium 

"Nissui" (DME;日水，東京) ， Minimum Essential Medium Eagle (MEM ; Sigma， St. Louis) また

はBasalMedium Eagle (BME ; Sigma， St. Louis) ， 293細胞には MEM，PLC/PRF/5細胞には

Williams' medium E (WE ; Sigma， St. Louis) を使用した。培地添加物は、 pHを細胞の至適領域

7.2---7.4に調整するための緩衝斉IjとしてNaHC03 (12.5 mM) および HEPES (5 mM) (N・2・

H ydroxyethy lpiperazine-N'ふethanesulfonicacid ;同仁化学研究所，熊本)を、さらに雑菌汚染を防ぐ

ために抗生物質のペニシリン (58.8mg/l) (結品ペニシリン Gカリウム明治;明治製菓，東京)

およびストレプトマイシン (1∞mg/l) (硫酸ストレプトマイシン明治;明治製菓，東京)を加え、

~ 0.22μmのメンプレンフィルター (MFメンプレン;MILLIPORE) を用いて鴻過滅菌を行った後、

所定の濃度の血清 (FetalBovine Serum σBS) ; JRH BIOSCIENCES社)を添加して使用した。

Table 3-1 Comparison of culture medium for several celllines. 

Ce1l1ine 

Vero 

293 

PLC/PRF/5 

Basal medium 

DME ， BME ， MEM 

MEM 

WE 

23 

Serum conc. [%J 

10 

0---10 
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3.2.2.4播種細胞調整法および培養条件

細胞は 直径 50mmの組織培養用 ディッシュ上でコンフルエントに単層培養 した ものを
2+ ~~ 2+ 

CMF-PBS (Ca ~ -，- ， Mg ~ -，- free phospha民-bufferedsaline) 溶液で洗浄 し、0.025%のEDTA を含む

0.25 %のトリプシン液を加えて37"cで 5~ 10分間、細胞培養用の CO2 イン キ ユ ベーター内でイン
キユベートすることにより、遊離状態で得た。それに培養培地 (血清添加培地) を加え、卓上の遠

心分離機を用いて細胞と液体を遠心分離 (800or 1500中m( 1600 or 5600 xg)， 5 min) した後培

養培地を加え、任意の密度の細胞懸濁液 (単層培養の場合 ，1 x 105 
cells/ dish， PUF培養の場合;

1 X 10
6 
cells/ dish)とした。それを組織培養用ディッシュ内に入れたPUF平板上に均一に播種し

約1日放置して細胞を付着させた。以後5%C02・ 95% air存在下で水蒸気飽和のインキュ ベーター

ボックス内で培養を行い、 3日毎に培地交換を行った。

3ユ2.5各種評価方法

( 1 )細胞計数法

単層培養系における細胞計数は、 0.025% EDTAを含む 0.25%トリプシン溶液を用いて細胞を培

養ディッシュから剥離させ、この細胞懸濁液密度を血球計算盤を用いて計数した。

PUF平板内で増殖した細胞数を測定するためには、核数計数法を用いた。 これは V加 Wロβ14
) に

よって報告された方法であり、 0.1%クリスタルバイオレットを含む 0.1M のクエン酸溶液に細胞

が増殖したPUF平板を入れ、 37"cで 1時間インキュベートする と、細胞膜が溶解 し紫色に染ま った

核のみが放出されるため、その核数を血球計算板で計数できる。その後、 PUF平板は超純水で洗浄

し、乾燥させて重量を測定し、嵩密度からPUF体積に換算した。以上より、細胞数をその体積にて

除することで、 PUF単位体積あたりの細胞密度とした。

(2 )サンプル調製法

細胞内蓄積型酵素のサンプル調製法は、単層培養ではまず培養ディッシュ内の古い培地を除去し

CMF-PBS液で細胞表面を 3回洗浄した。次に前述のトリプシン液を約 1~ 1.5 m1入れ、 37"Cで 5

分間インキユペートし、細胞が培養ディッシュ表面から剥離したのを確認後、 1500中mで 5分 間

遠心し、上清を除いた。これに lmMのリン酸緩衝液 (pH7.2) を5∞μl加え、ソ ニックチュープ

に移し、超音波処理 (10kHz， 1∞W ， 10 min) により細胞を破砕した。この細胞抽出液をサンプル

とした。またPUF静置培養の場合は、 PUF平板 l枚を別のディッシュに移し、 CMF-PBS液で細胞表

面を 3回洗浄した。次にこのPUF平板をそのままソニックチュープ内に移し、 lmMのリン酸緩衝

液 (pH7.2) 5∞μ1を加え、超音波処理し、サンプルを得た。

分泌型酵素の場合は、培地交換後3日間培養した培地をそのままサンプルとして使用した。

(3 )血栓溶解酵素(ウロキナーゼ， t-PA)測定法

血栓溶解酵素であるウロキナーゼ、ストレプトキナーゼ、そして組織プラスミノーゲンアクチベー

ターの活性定量には、クロットタイム法やフイプリン・プレート法が用いられてきた。これらの方

法は粗酵素の活性を調べるのに適しており、特に血液凝固と繊溶の機構を利用したフイプリン ・プ

レート法は一度に多くの試料の酵素活性を測定できることから、今回はこのフイプリン・プレート

法89)を用いたO

操作手順としては、試薬の溶媒としてO.1Mのリン酸緩衝液 (pH7.2)を用 い、 ウシ・フイプリノー

ゲン (Sigma，S t. Louis) 溶液 12ml (50 g/12 m1)にウシ・ トロンピン (Sigma，S t. Louis)溶液
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30μ1 (1 NIH-unit/μ1) を混和して凝固させたフイプリン平板 (血栓)上に試料 10μlを添着させ

3iCで14時間インキユペートした後、フイプリン溶解窓の大きさを測定し、標準品(ウロキナーゼ)

と比較することによって、その酵素活性を算出した。ここで使用するフイプリンは、その中にプラ

スミノーゲンを含んでいることが必要である。

(4 )タンパク定量法

細胞内蓄積型の生理活性有用物質(ウロキナーゼ)の生産性を測定する際には、その総生産量を

細胞内総タンパク量で除した比活性として求めることとした。ここでタンパク定量法として、

Lowry法問)を採用した。この方法はフェノール試薬を用いる Folinのタンパク質定量法の鋭敏性

と、ピウレット法の長所を組み合わせた方法である。

3.2.3実験結果

3.2.3.1形態

各種株化細胞をPUF静置培養した場合の細胞形態の顕微鏡写真をPhoto3-3に示す。 Vero細胞は通

常PUF内において単層状態をとるが、基本培地としてBME培地を用いた場合、 Photo3-3 Aに示すよ

うなドーム状の細胞集塊を形成した。 293細胞， PLC/PRF/5細胞の場合には、 Photo3-3 C ， Dに見

られるように、その表面の平滑化の生じたきれいな球状細胞集塊を形成していたo

A B 

D C 

Photo.3-3 Ap院aranceof various α11s in the pores of polyurethane foam (PUF). A: Vero cells ， B and C : 

293 cel1s， D: PLC/PRF /5 cells. CuI ture media， A: BME + 10% FBS ， B and C : MEM + 2% FBS and 

D : WE + 2% FBS. B: monolayer state (1ogari出micgrow出 phase)and C : spheroid sta民 (stationaryphase) 
10出epores of PUF. Bars indicate 2∞μm. 
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また293細胞において、その集塊形成過程を顕微鏡観察により経時的に調べたところ、Photo3-3 B 

PUF孔内表面に付着した細胞はその表面に伸展し、増殖した。そして単層状態

で培養担体表面を覆いつくした(コンフルエントに達した)後、そのPUF孔内で集塊形成を行った

(Photo 3-3 C)。またPUF表面をポリーL_ 1)シンを用いてコートすることで細胞の付着力を向上さ

せることができるが、通常の使用限度の約 30倍 (330ppm) もの高濃度溶液を用いてPUF表面をコー

に示されるように、

トすると、逆に、細胞接着が阻害される。その場合に、定常期程度の細胞密度となるように播種し

たところ、培養 5日目には既に良好な球状細胞集塊を形成していた。

3.2.3.2細胞機能

Vero細胞、、，，，，
句

l
ム

，，，E
、、

これより、

培養系の如何にかかわらず、対数増殖後期に最大の比活性および細胞あたりの酵素生産性を有して

いた。また培養系の違いによる細胞活性の比較を行うと、 PUF三次元培養の方が比活性，細胞あた

単層培養およびPUF静置培養系におけるウロキナーゼ生産性の比較をFig.3-2に示した。

りの生産性ともに単層培養系よりもはるかに高く、約 2倍もの値を示していた。

さらにPUF三次元培養法においては、 2.3X 10
7 
ceIls/ cm3_pUFもの細胞の高密度培養が達成され、

さらに長期培養を行うと、最終的に1.1X 108ωlls/m3-PUFという大きな値が得られた。
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(2) 293細胞

血清 (FBS)濃度を変化させた場合の細胞増殖を Fig.3-3に示し、血栓溶解酵素生産性を Fig.3-4

に示す。 Fig.3・3より、 PUF静置培養においては 1%以上の血清濃度があれば十分であることがわかっ

血清無添加の基本培地のみで培養 したた。またここで注目すべき点としては、 PUF培養において、

この時の増殖が可能であったということである。場合においてさえも、細胞の生存だけではなく、

また t-PA生産性については、Fig.3・5に見ら れるよう細胞形態も、球状細胞集塊を形成していた。

に血清濃度が 1%において最大値を示しており、 血清無添加培地を用いた場合においては、 t-PA生

産は全く確認できなかった。
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また、細胞活性の維持について検討した結果、 Fig.3-6に示したように 6週間以上もの長期にわたっ

て高い t-PA生産性を維持し、その時の細胞密度は 2.91X 10
7 
cells/ cm

3
-pUFであった。また10%

FBS存在下で長期培養すると、 Vero細胞と同様に 3.3X 108ω11s/ cm
3
-pUFの高密度化が達成された。

1%以上のFBS添加により、 PUF

培養の場合と同様にどれも良好な増殖を示したものの、 FBS1 %添加培地を使用した場合では最も

物質生産性が向上する対数増殖後期から定常期にあたる部分においでほぼ一斉に細胞が組織培養用

ディッシュ表面から、既にばらばらになった状態で剥離した。そこで、

これらに対して通常の単層培養では、 Fig.3-3に示したように、

これら細胞の生存率につい

またしPA生産についても全く検知できなかった。て調べたところそのほとんどが死滅しており、

Fig.3-4に示したように、対数増殖後期での最高値はまた単層培養系での細胞活性については、

PUF培養系での良PUF培養系とほぼ同等な活性を示したが、その後速やかにその機能を低下させ、

好な維持とは対照的な結果となった。
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3.2.4考察

3.2.4.1形態、

本研究により、 PUFを細胞の培養担体として使用することによって細胞同士が凝集し、 三次元構

造体を形成することを種々の株化細胞において見い出すことができた。これまで組織培養用ディッ

シュを用いた培養系では、正常細胞や形質転換細胞はディッシュ表面に付着伸展し、コンフルエン

ト(細胞が単層状態で担体表面を覆いつくした状態)に達するまで単層状態で増殖するものの、そ

れ以上は細胞の接触阻害により多層化できず、仮に多層化するとすれば、それは腫湯細胞の特徴で

あるといった見方が主であった。本研究での発見はこの考え方に対して再考をうながすものである

と考えられる。

ここでスフエロイド形成の容易さ(形成速度)について定性的ではあるが若干の考察を行う。他

に比べて培養基質に対する付着力が比較的強い Vero細胞の場合、基本培地としてDMEやMEMを使

用すると細胞が部分的に多層化するまで増殖し、安定化するのに対し、 BMEを用いて培養すると

Photo 3-5に示したょっにドーム状の多細胞集合体を形成する。ここでDMEとBMEとの組成を比較

すると、 BMEは、アミノ酸類含量がかなり乏しい培地であった。また顕微鏡による形成観察におい

ても、その付着状態は若干ゆるくなっているようであった。また、弱付着性である 293細胞では

Photo 3-6からも明らかなようにきれいな球状をしたスフエロイドを形成していた。フイプロネクチ

ンなどに代表される細胞接着因子が含まれている血清 (FBS)濃度を上げていくと 4%以上では多

層状態にとどまりやすく、きれいな球状細胞集塊とはなりにくかった。さらに、 PUF表面にポリ -L

.リシンを過剰に塗布して細胞接着性を阻害した場合に、 10%血清下においてさえも培養 5日目の

観察では、既にきれいなスフエロイドが形成されていたことなどを併せて考えると、これら細胞は、

元来壁付着性であるので付着担体は必要ではあるが、良好なスフエロイドの迅速形成にとっては、

その付着力は緩やかな方がよいものと考えられる。

また細胞の高密度培養のため、多孔質のPUFを培養担体として用いたが、このように三次元的球

状細胞集塊が形成されたことから、担体の表面部分だけではなく、その孔内空間においても培養細

胞が存在することになり、多孔質担体使用による当初の期待以上の高密度培養系が確立できたもの

と考えられる。

3.2.4.2細胞機能

本研究により、 PUFを培養担体として用いると、その孔内において球状細胞集塊を形成し、細胞

活性が増大したり、各種ホルモンなどの依存性(要求性)が低下することも示唆された。これは、

in vitroにおいて細胞の再組織化が生じたためであると考えられ、発生学などの学問分野への貢献も

期待できる。また、細胞の高密度化も併せて生じていることから、バイオインダストリーにおける

生理活性有用物質生産への応用に関しても、今後の発展が期待される。

3.2.5本節のまとめ

多孔質材であるPUFを細胞の付着担体として用いることで、形質転換細胞の高密度培養が可能に

なった。また、その際に球状細胞集塊を形成することを見い出し、形質転換細胞の高い活性発現と

その長期安定維持が達成できた。
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3.3ラット初代肝細胞の三次元培養

3.3.1本節の目的

， 3・2株化細胞"で、 PUF孔内での壁付着性動物細胞の球状細胞集塊形成により、細胞の高密度培

養技術の確立において大きく寄与でき、またこの細胞集塊は invilroにおいて高い細胞活性発現ま

たはその維持が良好であることを見い出した。しかしながら、その際に用いた細胞は形質転換細胞

であり、元来腫濠細胞とは異なるものの、正常細胞(初代細胞)と比べた場合、増殖に対する接触

阻害が起こりにくく、初代培養肝細胞においても同様な効果が見られるかは不明である。しかしな

がら、もし正常細胞である初代肝細胞においても、このような球状細胞集塊が形成されれば、壁付

着性動物細胞の高密度培養技術の確立のみならず、これまで invi加における細胞の高機能発現と

その維持の困難さから、開発が困難であった臨床への応用が可能な性能を持つハイブリッド型人工

肝臓の開発が大いに期待される。そこで本節においては、ラット初代肝細胞を用いてPUF静置培養

を行い、これら事項についての検討を行った。

3.3.2実験方法

3.3.2.1細胞調整法

6~8 週令の Wistar 系雄性ラット(九動，佐賀)を使用した。遊離成熟ラット肝笑質細胞は

Seglenの方法(コラゲナーゼ潅流法)91) に若干の改良を加えた中村ら見)の方法を参考にして調整

した。その手順を以下に示す。

(1)ラットの腹腔内にネンプタール(ペントバルピタール系麻酔薬;NEMBUTAL INJECTION 

ABBOIT laboratories， Chicago) 0.3 ~0.4 ml注射し、麻酔が効くまで放置した。

(2)ラットを手術台に固定して腹部を 70%エタノール消毒後開腹し、鉛子を用いて腹腔内を露

出させた。

(3)腸を向かつて右側にかき寄せ、肝臓をめくり門脈を露出させた。ピンセットを用いて門脈に

縫合糸のループをかけた。

(4)腹膜を切り裂き下大静脈を露出させ、 (3)と同様にして縫合糸のループをかけた。

(5)門脈を半切後カニューレ (17G) を挿入し、速やかにループを縛った。

(6)ベリスタリックポンプを用い、門脈側から前潅流液を 10~20 ml/minで流した。

(7)前潅流開始と同時に下大静脈を半切し、肝臓内部から速やかに脱血した後、カニューレ外套

(15 G) を下大静脈に挿入した。

(8)前進流終了後、下大静脈側のカニューレ外套にチュープをつないでコラゲナーゼ溶液の流れ

るループを作り、コラゲナーゼ溶液を循環させた。適時、下大静脈をピンセットで押さえ

て圧力をかけ、肝臓内部にコラゲナーゼ溶液を十分に浸透させる注意を払った。

(9)肝臓内部がペースト状になったところでこの肝臓を切除し、クリーンペンチ内に移した。

(10)内部がペースト状になった肝臓をさらにメスで細分した。

(11)ガーゼ 4枚を重ねたフィルターを用いて基礎培地 (Williams'E ;抗生物質I pH調節弗j添加)

を滴下しながら細胞を漣過した。

(12)さらに金属メッシュのフィルター(孔径のμm) にかけた。

(13) 遠心分離 (4∞~450 中m (21 ~27 x g) I 1 min X 3 times) を行った。
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以上の(11)--(13)の操作により、肝実質細胞のみを得ることになるので慎重な操作が必要である。

(14)培養培地を添加して懸濁させ、細胞計数および生存率の測定を行った。

(15)所定の細胞密度に希釈して播種した。

Table 3・2Comparison between componen臼 ofcollagenase and preμrfusion bu紅白SOlutions92).

Component Col1agenase solution [g/l] 

NaCl 

KCl 

CaC12 

NaH:f03 2H20 

NaHP0312~0 

HEPES 

Collagenase 

Trypsin inhibitor 

GEDT A (EGT A) 

NaHC03 

Glucose 

Penicillin 

Strepωmycin 

Pre戸rfusionbu仔町[g/l]
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0.151 

2.38 

0.019 

0.35 

0.9 

0.0588 

0.1∞ 

0.35 

0.0588 

0.1∞ 

3.3.2.2培養培地

Williams' medium Eを基礎培地とし、 Table3・3に示される添加物を加えて調整した無血清培地を

用いた。

Table 3-3 Additional components in serum-合問 hormonallyde白削mdium93).

Component Final concentration 

Epidennal growth factor 50μg/l 

Insulin 10 mg/l 

Capper (CuS045Hρ) 0.1μM  

Selenium (同seO~ 3μg/l 

Zinc (Z凶 04
市 ρ) 50 pM 

Linoleic aid 50 mg/l 

Penicil1in 1∞mg/l 

Streptomycin 2∞mg/l 

Amphotericin B 1 mg/l 

NaHC03 1.05 g/l 

HEPES 1.19 g/l 

3.3ユ3培養条件および方法

細胞の付着担体であるPUF平板は 25X25X1 mmのものを使用し、その準備方法は"3ユ2.2培養
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担体 (PUF)"と同様であった。新鮮培地を満たしfこ組織培養用ディッシュ (CO問問G;併35mm， 

γ線滅菌済み，1¥¥悦KIGLASS， J却釦)内にこのPUF平板 l枚を入れ、共洗いしておいた。その後

その培地を取り除き、上記PUFに所定の密度 (4×103~2×106cells/cm3.p田)の肝細胞懸濁液を

PUF上方から均一に滴下することによって播種を行った。

播種4時間後に、新鮮培地を満たした別の組織培養用ディッシュにピンセットを用いてPUFを移

すことによって第一回目の培地交換を行った。この操作により死細胞およびPUFに付着していない

肝細胞を除去した。培養期間中、 2日毎に培地交換，サンプリングおよび核数計数を行った。また

2， 3日毎に顕微鏡写真を撮って細胞の状態などのチェックを行った。

3.3ユ4各種評価方法

スフエロイドの形成過程については、 Fig.3-7に示すように倒立型位相差顕微鏡 (DIAPHOT・Th⑪;

Nikon ， Tokyo) にビデオカメラ (DK-7∞1，目立電子，東京)を取り付け、タイムラプスビデオ

(AG・6720;松下電器産業，大阪)を用いて撮影，観察した。またスフエロイド粒径の測定には顕

微鏡写真を画像解析装置(ImageCommand 4198 Ver.2.52，ラトツクシステムエンジニアリング)で

処理することにより行った。細胞数評価法としては、 3.2.2.5(1)に示した核数計数法を用いたが、

肝細胞スフエロイドの場合には、脱核に時間がかかり、その時々の状態に合わせて 3~6 時間のイ

ンキュベート時間を設けた。また周知のごとく、肝細胞はその中に核を 2つ有しているものがある

ため、"3.3.2.1細胞調整法"で得た肝細胞懸濁液を用いて細胞計数，核数計数を同時に行い 2核の

細胞の割合を求めたところ、約45%の肝細胞が 2核を有していた。よって細胞数を求める際には、

核数計数の結果を1.45で除することにより求めた。

Wlstar rat 

(6-7 weeks ，Male) 

、、
l 〉

.，r 

Collagenase perfusion method 

J 

、、
Pbase contrast microscope 

Observation of山espheroid formarion 

lnocuJallon of suspend巴d
hepatocytes to a PUF plate 

Fig.3・7Preparation of ral hepatoc戸eand observation of山espheroid formation. 
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3.3ユ5サンプリング方法

培養液のサンプリングは通常ピペットを用いて培養上清を採取することにより行った。またPUF

平板内の核数については、平板全体を回収し計数した。

3.3ユ6分析方法

( 1 )アルプミン

血祭タンパクの主成分で肝特異的機能発現の目安の 1つであるアルプミンの分析には免疫学的測

定法 (ELISA; Enzyme-Linked Immunosort町 ltAssay) の一つである二重抗体法(サンドイツチ法)を

採用し、市販のキット (ELISAmate ;回rkegaard& Pe町 Laboratories，Inc.) を用いて測定を行ったo

本実験に先立ってAssayの最適化実験を行い、以下に示す試薬，操作法および Fig.3-8に示す検量線

を得た。

試薬

操作法

( 1 )抗原および抗体(OrganonTeknika， Pennsylvaniaより購入)

-抗原;標準ラットアルプミン

・一次抗体;ヤギ由来， IgG画分

・二次抗体;ヒツジ由来，ペルオキシダーゼ標識， IgG画分

( 2 )使用条件

・一次抗体:20μg/ml 

.二次抗体:10μg/ml 

(1)一次抗体の塗布

96穴アッセイプレートの各穴に一次抗体含有の CoatingBuffer 100μlを添加し、室温で 1時

間インキュペートした。その後 3∞μ!のBSA溶液に置換し、 5分間放置した。

(2)抗原(アルプミン)の添加

一次抗体を塗布した各穴に 1∞μlの抗原標準液または適当倍に希釈したサンプルを潟効日した。

室温で 1時間インキユペートした後、プレートを空にして各穴を丁寧に洗浄 (Washingsolution 

を用いて 5回繰り返す)した。

(3)二次抗体溶液の添加

各穴に 1∞μiの二次抗体溶液を添加し、室温で 1時間反応させた。 (2)と同様に洗浄後、さ

らに 5分間各穴を洗浄液に浸した。

(4)反応基質

各穴に 1∞μlの反応基質を分配した。 10分後各穴に l∞μlの停止液を添加し、分光光度計

で 405nmの吸光度を読み取った。
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Fig.3-8 Calibratiop curve of alb_!Jmin measurement by ELISA. 
y=・5.63X 10-3 + 1.01 X 10・2x ，相関係数γ=0.989. 

(2 )アンモニア，尿素，胆汁酸

胆汁酸，尿素， アンモニア.テストワコ ー，

を使

アンモニアの分析にはそれぞれ市販のキットである、

(共に和光純薬，大阪)および EぜZABILE.2(第一化学薬品，東京)

ここで、胆汁酸合成分泌活性測定に際しては、培養培地として Williams'medium E培地を

尿素窒素.テストワコー

用した。

の牛胎児血清 (FBS: Fetal Bovine Serum 基本培地とした無血清培地に所定の濃度 (0~60%)

を添加したものを使用した。

また尿素合成能の評価については、アンモニアを添加しなかった場合には基質律速となり、正確

な細胞活性(尿素合成速度)評価ができない可能性が高い。そこで、本研究では培養培地に 5mM 

の NH4Clを添加した培地を用いて48時間における培養系内の尿素濃度の変化について検討を行っ

た。その結果 Fig.3・9に示したように尿素合成活性は培地交換直後に最大値を示し、その後は尿素

FLOW LABOLATO悶ES社製)

しかしながら、再び培地交換を行うと、再ぴ盛んに尿素合成を行っ合成速度が次第に低下している。

た。そこで細胞が有している活性を測定するために、尿素合成能評価については、その時点での最

大合成速度(初速度:培地入れ替え後 1時間までの平均合成速度) を用いることにした。
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3.3.3実験結果

3.3.3.1形態、

( 1 )スフエロイド形成過程

3.3.2.4 (1)の方法で観察したスフエロイド形成過程を Fig.3・10および Photo.3-4に示した。 PUF

に対して肝細胞を播種すると、培養 1日目までに細胞のPUF面への付着・伸展が生じ、 PUF孔内に

おいて単層状態を形成したo その御UF表面から肝細胞の剥離が生じると同時に、細胞同士が凝集

した。肝細胞の凝集はさらに進行し、球状の細胞集合体を形成した後、その集塊表面の平滑化が生

じ、 Photo3-5に示すようなスフエロイドが形成された。この間に要した日数は約3日間であり、形

成されたスフエロイドは完全な浮遊状態とはならずに、その一部がPUF孔内表面に付着固定化され

た状態となった。また、そのスフエロイド粒径は、小さい場合で 40μm程度，大きい場合で 250

μm程度となり、稀には 300μm程度といった巨大なものも存在していた。

さらに注意深く観察してみると、スフエロイドのある特定の部位において高密度の液状物質の噴

出によると思われるシュリーレンが数回観察され、胆汁酸などの肝細胞内合成物質の生産・噴出が

行われているようであった。

A : Attachment of hepatocytes in about four hours after inoculalion 

210μm 

innOOOOOOOOQQQ_Qよ

B : Spreading in monolayer in about one day 

人

C : Peeling off and assemblage of cells 

Lふ ιl
D : Spheroid formation in about three days 

雪量

Top view Side view 

Fig.3-10 Process of the spheroid formation in PUF pore . 
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A : Seeding and spreading ofαlls C : Peeling off and assemblage like aggregates 

B : Peeling off and assemblage D : Spheroid fonnation 

Phoro. 3-4 pr∞ess of the spheroid fonnation in PUF pore. A: 24 ， B : 44 ， C : 52 and D : 66 hours 

afterin∞ulation. Bar indicates 2∞μm. 

A B 

Photo 3-5 Microscopic photograph of rat hep剖ocy民s. A: appearance of rat hepatocyte/ spheroid immobilized 
in the pores of PUF， B : appearanαin monolayer culture on the dish. Bar indicates 2∞μm. 
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( 2 )スフエロイド粒径

培養 2，4， 6日目におけるPUF孔内での肝細胞/スフエロイド粒径分布を Fig.3・11に示す。こ

れより、全体的傾向としては、培養とともにピークの形がよりシャープになり、その値も若干では

あるが増加している。また非常に小さな粒径を有するスフエロイドが滅り、より大きな粒径を有す

るスフエロイドへと変化していったことが示された。この時、粒径の小さなスフエロイド同士の融

合や巨大な細胞集塊の分裂による複数のスフエロイドの形成も観察された。

肝細胞/スフエロイドの平均粒径変化を Fig.3・12に示した。これより、培養 6日目まではスフエ

ロイド粒径は増加していったが、その後若干収縮し、ある 一定値へと収束していくことが示された。

また、この間における顕微鏡観察の結果より、スフエロイド周辺部の肝細胞が離脱したり、スフエ

ロイド全体が収縮し、肝細胞同士が、より密に接触 していることが示された。
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Fig.3・11Change of d色町ibutionsof spheroid diameter during PUF stationary culture using adult rat hepatocytβ. 

Culωre rredium is WE + EGF + Ins. ， Culture times are 0 : 2 days ，ム:4 days and口:6 days. 
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スフエロイド内部の細胞の状態

スフエロイドを形成している肝細胞の生死状態、特にスフエロイドの外表面およびその中心部に

位置している肝細胞の状態を判別するため、 HE染色を行った。その結果 Photo3・6に示すようにス

フエロイドを形成している細胞は、核が赤紫色に、また細胞質がピンク色にきれいに染め分けられ、

そのほとんどが壊死していなかったことが判明した。しかしながら、大きなスフエロイドでは、場

合によってその中心部に存在する肝細胞が壊死を起こしていたことから、画像解析装置を用いて解

析を行った。その結果、半径が 51.3μm以上のスフエロイドになると、その中心部において細胞の

( 3 ) 

圃圃，ー

壊死が生ずることが示された。

A B 

Photo 3-6 1ntemal s汀uctll陀 andnecrosis of hepaωcy也sin two kinds of the spheroids. Thin sections 

stained with hematoxylin and eosin are shown. There are necrotized cells in the center part of a bigger 
spheroid. Bar indicates 1∞μm. 

3.3.3.2スフエロイド粒径の制御

本培養系においては肝細胞の増殖はほとんど見られないため、形成されるスフ エロイドの粒径は

PUF孔内あたりの肝細胞数に依存していると考えられる。そこでPUFあたりの播種細胞密度を変化

させて検討を行った。その結果、 Fig.3・15に示したように、播種細胞密度を大きくするとより大き

なスフエロイドを形成し、逆の操作を行えば、より小さなスフエロイドを形成し、播種細胞密度に

より、 PUF孔内で形成されるスフエロイド粒径を制御できることが明らかとなった。
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Fig.3・13Relation between出eaverage diameters of spheroids and inoculum cell densities in PUF stationary 

culture usi ng adul t rat hepat∞ytes. Cukure medium :羽屯+EGF + 1ns. 1noculum cel1 densities are 0 : 1.30， 

口:0.522，・:O.ぉoandム:0.l30 [X 106αlls/cm3-pU町 E quilibriumvalues of the diametβrs are 

0 :76.2μm，口:58.3μm，・:46.5μm加 dム:40.3μm. 
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3.3.3.3スフエロイド粒径と肝機能発現量との関係

Fig.3・14より、平均粒径 40μm程度の小さなスフエロイドの場合には、

50μg-albumin/ 10
6
-nuclei/ dayの非常に高い細胞活性を示したが、培養とともにその活性を速やか

これと対照的に平均粒径約 80μm程度の大きなスフエロイドの場合には、培養初期

において 20---30μg-albumin/l0
6
-nuclei/day程度の活性ではあるが、その機能が安定して維持され、

培養初期において 40---

アルブミン分泌能、、，，，，
司

l
A

，，，‘、、

に失っている。

50 
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経時的低下は緩やかであった。
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Fig.3・14Effect of the diametβrs of hepatocyte spheroids on their albumin secretion ra也s.Average diameters of 

spheroids are 0 : 76.2μm，口:58.3μm and. : 40.3μm in PUF 双山onarycul加re. ム:monolayer culture. 
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( 2 )尿素合成速度

Fig.3・15より、 45μm程度の小さな粒径を有するスフエロイドは、培養初期において非常に高い

細胞活性を示したが、速やかにその機能を失い、

イドは、培養初期においてそれほど高い細胞活性は示さないが、

また 100μm程度の大きな粒径を有するスフエロ

その機能を長期間安定して維持し
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Fig.3-15 Effectof山 diameter of hepa問 問spheorlds on出e汀ureasynthesis rates. Diameters 
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medium is WE + EGF + Ins. + 5 mM-NH

4
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3.3.3.4単層培養系とスフエロイド培養系における肝機能発現の比較

( 1 )胆汁酸合成分注、活性

その活性が維持できなかったとされている胆汁酸の合成これまでの報告で単層状態の場合には、

分泌活性をスフエロイドが有しているかどうかについて検討を行った。その結果、 Fig.3・16に示す

また、胆汁酸合成の基質

の添加量にほぼ比例して、胆汁酸合成速度が増加した。

ように、培養8日目においてもスフエロイドはその活性を維持していた。

(前駆物質)が含まれている血清 (FBS)
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Fig.3・17より、単層培養法では培養とともに急速にその活性を失い、培養 6日目までにその活性

( 2 ) 

がほとんど失われていたのに対し、本研究で開発したPUF三次元培養法では 2週間程度、生体内に

近い細胞活性を維持し、その後の活性の低下も緩やかであった。
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( 3 )尿素合成

Fig.3・18に見られるように、まず培養初期において、スフエロイド培養系と単層培養系の機能は

同程度であった。この値は生体肝の機能発現レベルの 0.09μmol-ぽ伺/10
6
-nuclei/hに比べて約

3.5倍 (0.33μmol-田開/10
6
-nuc1ei/h) であり、培養初期においては、その機能を十分に保持して

いることがわかった。しかし培養 1週間目以降、単層培養系の場合は、アルブミン合成分泌の場合

と同様に、速やかにその機能が低下したが、機能そのものを失ってはおらず、生体肝の50%程度の

機能は維持している。これに対して、スフエロイド培養系の場合には、培養12日固まで細胞活性が

増大していき、その後、若干の機能低下が見られたものの、生体肝の 3倍程度の機能を40日以上も

これまで有効との長期間維持している。以上より、本研究で用いたPUF/スフエロイド培養系は、

されてきた単層培養系に比べても、はるかに優れた培養系であることが示される。
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3.3.4考察

3.3.4.1形態

本研究で使用した肝細胞培養系においては肝細胞増殖因子などの添加は行っておらず、細胞増殖

しかし細胞播種時に十分量の肝細胞を播種したことにより、約 3日はほとんど確認されなかった。

という短期間で、肝細胞スフエロイドが形成できた。

今回観察された肝細胞スフエロイド形成過程においても、付着担体からの剥離・凝集段階が確認

されたことから、 3.2節でも考察したようにスフエロイド形成過程の第一段階は基質からの細胞の

剥離および細胞同士の凝集過程であり、強固な細胞-基質問接着が生じる培養系ではこのスフエロ

イド形成が組害されることが考えられる。

小出ら儲)も、正電荷を付加したプライマリアディッシュ (Falcon)や細胞外マトリクス成分のプ

ロテオグリカンコートディッシュなどの細胞接着性の乏しい培養ディッシュを用いて初代肝細胞を

培養すると、本研究でPUF孔内で観察したものと同様な過程を経て

することを報告している。さらに培養培地中に血清を若干添加すると

肝細胞/スフエロイドを形成

初代肝細胞は単層状態に留

まり、スフエロイド形成はできず、またスフエロイド形成後に血清を添加した場合でも、その構造

は崩れ再び単層状態、となることを報告している。
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酒井ら94) は遊離肝細胞の懸濁培養によるスフエロイドの迅速形成を報告しており、上記考察と矛

盾しているとも考えられるが、酒井らの実験系においても細胞調整直後の肝細胞を用いていること

から、彼らの系は我々の系の第一段階が既に終了した系であったと考えられる。 しかしながらこの

スフエロイド形成法では、次の装置化において、肝細胞スフエロイドの固定化処理を別途行う必要

が生じるといった問題点もある。

3.3.4.2スフエロイド粒径と肝細胞の壊死

細胞集塊の有効拡散係数が液本体内におけるものよりもはるかに小さければ、物質移動律速が問

題となる。さらに、液本体内における酸素濃度は他の培地成分濃度に比べてはるかに小さい。そこ

でスフエロド粒径の制限因子としての酸素の物質移動について検討する。

一般に物質収支は次式で与えられる。

Input = Ouゆut+ Consumption 

分子拡散による物質移動において、 massflux j(C)はFickの法則より、次のように表せる。

j(C) = -De d~C 
dr (1) 

ここで dC/drは濃度勾配，Deは有効拡散係数そして rは半径方向距離である。

一方、物質収支は次のようになる。

N1r4πr2 = Nlr+ ~r4π(r + .dr) 2 + Rv 41tr2 .dr 

ここでNlrは半径rの面における法線方向の単位面積あたりの物質移動速度である。また Rvは

単位体積あたりの反応速度である。

ここで両辺を 4π d.rで割り、d.r→ Oとすると次式を得る。

手(r2j(C)) = -r2 Rv 
ar 

(1)式を (2)式に代入すると、次の微分方程式が得られる。

Dp(豆乙+2. dC二)= Rv 
-'d r2 r drノ'

境界条件は、次のように与えられる。

at r = rs， C = Co 

at r = O. d_立=0
dr 

ここで rsはスフエロイドの半径、そして Coは液本体の濃度である。

2つの積分定数 (A，B) を含む (3)式の一般解は、次式となる。

C=上.Rv . r2 _ A + B 
6 De r 

境界条件(Eq.(4)と(5))を用いると、その積分定数は以下のように決定される。

A =0 

B = C()・1.Rv . R~ 
- 6 De 】

42 

(2) 

(3) 

(4) 

(5) 

(6) 

(η 

(8) 



--ー_-

最後に、酸素濃度分布のための導出された方程式はEq.(6) ，σ)と(8)より次のよう に得ら れる。

c=co・ 1.Rv . (rt 由~) ~ 
6 De ¥.ノ

ここで Co=o， r=O，Co=0.204mol /miDe =0.21×10・9m2/S95)および Rv=9.13X
前)

10- ~ mol/mJ/s をEq.(9)に代入すると、次の結果が導かれる。

rs = 53.1xl0-6 m (10) 

この計算から、もし直径(2 rs)が 106.2μm以上になると、酸素が枯渇し、スフエロイド中

心部分が壊死する。この結果は実勝吉果 (rs(完験値) = 51. 3μm) と一致している。それゆえ、

今回の考察より、酸素拡散がスフエロイド直径を制限している主要因子の一つであると考えること

ができる。

またこれより PUF平板に対してあまりにも多量の肝細胞 (5×106cells以上)を播種すると、ス

フエロイド形成がほとんど見られず、細胞の生存率は血清が著しく低下したのは、細胞への酸素供

給が律速となり、細胞の生存が困難となっためであると予測される。

3.3.4.3スフエロイド粒径と機能発現

スフエロイドの粒径の違いにより、細胞活性の発現およびそのパターンが異なる。形成されるス

フエロイドの粒径が安定する培養 10日目のアルプミン分泌速度データを基に若干の考察を行う。ま

ず三次元培養系が二次元の単層培養系に比べて肝機能の低下が緩やかなのは細胞同士の三次元的接

触頻度、つまり細胞間相互作用の大きさによるものであると考えられるので、スフエロイドを形成

している肝細胞の全表面積中の細胞間相互作用に用いられている割合を iodexof cell-cell iotβraction 

ratioとして定義する。 Fig.3・19にその結果を示すが、これより ioteractiooの割合が大きい程細胞活

性が高いことが示され、三次元培養が二次元の単層培養法よりはるかに優れた細胞活性を示した原

因の lつに考えられることが示唆された。この原因となる点を以下に示す。

1 .細胞は外的因子の影響を受け機能が低下するという考え方より、その外的因子の影響を受け

ている部分が大きいほど機能の低下は速いと考えられる。

2.細胞機能が能動的に向上するといった見方より、つまり細胞は三次元的に接着することで、

膨大な数のギャップジヤンクションを形成し、ホルモン等による刺激を増幅するなど、ある

細胞に伝わったシグナルをその周囲の多くの細胞に短時間で確実に伝えることになると推定

される。

何れの場合でも得られる結果は Fig.3-14， Fig.3・15と同様となり、これら 2つが考えのどちらか

が正しいのか、または双方が関係し合って Fig.3・19のような結果になったのかを評価するにはさら

に検討を行う必要がある。またもう lつの考え方として、仮にスフエロイド中心部の細胞が高機能

発現を行っていれば、粒径が大きいスフエロイドほど高機能発現を行っている細胞の割合が大きく

なることになり、今回と全く同様の結果となる可能性がある。この場合 Fig.3-14， FIg.3・15の培養

初期の結果との間に矛盾が生じるが、集塊内での物質拡散律速による生産物阻害を考慮すると、 一

概に間違いとも断言できない。

よって今後スフエロイドのどの部分(中心部、周辺部または全体的に)において高機能発現がな

されているのか、各部位における mRNA量の差を比較するなど詳細な検討が必要である。
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3.3.4.4単層培養系とスフエロイド培養系との比較

培養初期の短期間において、単層培養系ではその機能が速やかに低下するのに対して、 スフェロ

この違いについて考えてみると、単層培養系の場合は、培養 1日後には、イドの機能は増大する。

スフエロイド形既に完全な単層状態になっているのに対し、 PUF/スフエロイド培養系の場合は、

』フコ
ゲナーゼ潅流法により細胞が受けたダメージを回復する期間およびスフエロイドとしての機能が発

現するまでの時間が必要であると推定できる。また三次元培養することにより生ずる細胞間相互作

用によってその細胞活性がさらに増幅された可能性も考えられる。これとは対照的に、単層培養の

その特徴的形態形成に 1日もかからなかったことから、培養初期における機能の向上が

したがって培養初期においてスフエロイドの機能が増大するのは成に約 3日を必要とする。

場合には、

確認されなかったものと考えられる。

スフエロイド形成には、細胞一基質問接着力の程度が大き

く関与している。本研究で用いたPUFの場合、細胞播種時の初期付着効率は株化細胞で 10----20% 

程度，初代肝細胞で30----35%程度であり、この値は播種細胞密度によって若干変化した。

3.3.4.5 PUF孔内におけるスフエロイド形成

" 3.3.4.1形態"でも述べたように、

これに

対して単層培養の際の付着効率は通常90%以上であり、定性的ではあるが、 PUF膜面における細胞

基質問接着力はそれほど強固なものではなかったといえる。また"3.3.3.4(1)胆汁殻合成分泌活性"

で示したように、 PUF/スフエロイド培養系では、 60%FBS存在下でもスフエロイド形態およびそ

の細胞活性を維持することができたことから、細胞がPUFの細孔内に存在し、細胞が自己分注、する

細胞外マトリクス成分などが高波度に蓄積しやすく、細胞周りの微環境の最適化がなされている可

てこれより、 PUF孔内におけるスフエロイド形成とその構造および機能の維持にっし能性もある。

は、 PUFの細孔構造およびその表面特性に起因するところが大きいと考えられる。今後、基質の表

面解析と合成化学的側面からの検討が必要である。

44 



---

3.3.5本節のまとめ

以上の結果より、多孔質材であるPUFを細胞の付着担体として使用することで、株化細胞だけで

はなく、正常細胞であるラット初代肝細胞においてもスフエロイド形成がなされることが明らかに

なった。また、以下のような有効な知見が得られた。

1. PUF/スフエロイド培養系においても肝機能の高レベルでの発現が実現できた。また、

その維持期間は機能により異なるが、少なくとも 2---3週間の長期にわたることが示さ

れた。

2. PUF対する播種細胞密度を操作し、細胞同士の接触頻度を制限することにより、形成さ

れる肝細胞スフエロイド粒径を制御できることが明らかとなった。

3. PUFスフエロイド培養系を利用した肝機能発現に対し、至適スフエロイド粒径が存在す

ることを確認できた。また、その値はスフエロイド内部の肝細胞の生存とアルブミン合

成分泌および尿素合成速度における結果より、 l∞μ m程度であると考えられ以後この

程度の粒径を有するスフエロイドを使用することとした。

3.4本章のまとめ

株化細胞や初代細胞は通常、組織培養用ディッシュ上で単層状態で培養されており、増殖しても、

細胞同士の接触阻害により多層化に至らないのが普通であるとされていたが、浮遊，単層，三次元

状態、などの細胞形態は、その培養環境因子に依るところが大きいことが示された。

本研究では多孔質性のPUFを用いた結果、以下の事項が明らかとなった。

1. PUFを壁付着性動物細胞の付着担体として用いると、

-細胞の高密度培養が可能

. PUF孔内での球状細胞集塊(スフエロイド)の形成

2.スフエロイドの特徴

.高い細胞活性の発現とその長期安定維持

.各種ホルモン要求性などの軽減

以上よりハイプリッド型人工肝臓の開発に欠かせない細胞の高密度培養技術が確立できると同時

に、 invitroにおける肝細胞の高機能発現と長期安定維持が可能となった。また、形成されたスフエ

ロイドはその一部分がPUF孔内に固定化された状態にあり、 PUFごと封入した充填層培養装置開発

の実現が期待される。
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