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第1章 緒言 
1.1 本研究の背景及び目的 
近年、再生医療研究の進展により、バイオ人工臓器や細胞移植といった生細胞を利用し

た新たな治療法が注目を集めている。従来までの医療では、ヒト組織・臓器の機能を補う

ためには臓器移植や組織移植、人工物を用い作製された人工的な組織・臓器が用いられて

きた。しかしながら、これらの治療法にはドナー不足や免疫応答・機能不足による予後不

良、劣化による定期的な検査・交換が必要であるといった問題がある。そこで、Vacanti, 

Langer らによって提唱された工学的技術を応用し、臓器や組織の再生を目的とした組織工

学(Tissue Engineering)が注目されている。これらの技術を用い、培養細胞と人工担体とを組

み合わせたハイブリッド型の人工臓器や組織の再構築が皮膚、骨、血管などの分野におい

て盛んに研究されている 1-11。 

肝臓は生体における代謝の中心臓器であり、一度肝不全状態となった場合、十分な再生

が得られない限り、肝移植しか有効な治療法が存在しない。我が国では、2014年末までに

おける総移植者数は7937例であり、ドナー別では、脳死移植が264例、心停止移植が3例、

生体移植が7673例である。一方、肝硬変や肝細胞癌といった疾患は年間で20000例の発生

があり、肝移植適応者数は年間で約2200例とされている12。肝移植が必要な患者は概ね余

命が1年以内であり、待機期間が長期にわたると、死に至るケースがほとんどである。深

刻なドナー不足や拒絶反応等の問題により、年間の肝移植施行数は約500例程度であり、

年間で2000人近くの患者が肝移植の適応でありながら受けることができず亡くなっている

のが現状である。そのため、肝移植に代わる新たな治療法の開発が一日も早く望まれてい

る。そこで、移植以外での救命の方法として、肝細胞を利用したバイオ人工肝臓の進歩と

実用化は大いに期待されている13。 

一方、現在のバイオ人工肝臓の実用化に向けた主な課題は、臨床用細胞源の確保であ

る。臨床用細胞源として理想とされるのはヒト肝細胞であるが、ドナー肝臓が不足してお

り、肝細胞自体が増殖能を持たないため、ヒト肝細胞が最も有用な細胞源であるとは言い

切れない。ヒト肝細胞以外にも様々な細胞がバイオ人工肝臓の細胞源として候補に挙がっ

ており、ES 細胞や iPS 細胞等の幹細胞、ダイレクトリプログラミングによる肝細胞誘導、

種々の肝細胞株の利用等が検討されている。本研究室では、肝細胞が高機能を発現する培

養法として、内径 300 μm 程度の中空糸膜の内部に細胞を充填し細胞組織体（オルガノイ

ド）の形成を誘導する中空糸/オルガノイド培養法を確立し 14、本培養法を利用したバイオ

人工肝臓装置の性能評価について検討を行ってきた。その検討過程において種々の細胞源

の評価も実施し、これまでに初代肝細胞、ES 細胞・iPS 細胞由来肝細胞の評価を進めてき

た。しかし、バイオ人工肝臓用の細胞源として、性能、品質管理、大量供給、コスト等

種々の要求を十分に満たす決定的な細胞源は未だ見いだせておらず、細胞源の探索とその

評価は引き続き重要な検討項目である。 
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そこで本研究では、遺伝子工学的手法により遺伝子導入を行い、高機能発現を達成した

肝がん由来細胞株（ヘパトーマ細胞）に着目した。一般的にヘパトーマは旺盛な増殖能を

有しているが肝機能が極めて低いという問題がある。これに対し、本研究において着目し

た遺伝子導入マウスヘパトーマ（Hepa/8F5）細胞は、マウス由来ヘパトーマ Hepa1-6 細胞

に対し、8 種類の肝特異的転写因子遺伝子を導入した細胞である 15。遺伝子導入に際し、

テトラサイクリン遺伝子発現誘導系を利用することにより Doxycycline (Dox)の添加時のみ

肝転写因子が活性化され、細胞増殖の停止と肝特異的機能が発現可能な細胞株として樹立

された細胞株である。Hepa/8F5 細胞は無限増殖能を有しているため、細胞の大量供給が可

能である。さらに、抗生物質である Dox を培地中に添加することにより、細胞増殖を停止

し高い肝機能を発現するという特性を有する。このように Dox の添加により細胞増殖・肝

機能発現の On/Off を容易に制御することが可能であるという点から、Hepa/8F5 細胞はバ

イオ人工肝臓の細胞源として期待できるのではないかと考えた。 

バイオ人工肝臓装置の臨床応用のためには、1010 オーダーの細胞を培養することが可能

な環境が必要である。この細胞を現実的な容積である数リットルスケールの装置で培養を

行うためには、107 cells 以上の高密度で肝細胞を培養する技術が必要である 16。本研究で

は、元来、中空糸内部においてオルガノイド形成を誘導する独自の独自の培養法である中

空糸/オルガノイド培養法に着目し、Hepa/8F5 細胞用に手法を改変し、最適な培養条件を見

出すと共に、その技術を利用したバイオ人工肝臓装置開発及び評価を行うことを目的とし

た。
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1.2 本研究の方針 
前述の通り、肝移植に替わる新たな治療法の一つとして、バイオ人工肝臓による治療が

期待されている。既往の研究では、装置内の中空糸内に血液を通し、中空糸の外部空間に

細胞を充填するバイオ人工肝臓装置の開発が行われ、ブタ初代肝細胞やヒト肝細胞株であ

る C3A 株が細胞源として用いられてきた。しかし、ブタ初代肝細胞の臨床応用には、異種

免疫やブタ内因性レトロウイルスによる動物性疾患の危険性などの問題があり、使用が制

限されている。一方で、ヒト腫瘍細胞由来である C3A 細胞では、肝特異的機能の発現が不

十分である。これらのことからも、十分な肝機能を保持するバイオ人工肝臓の開発には、

適切な臨床用細胞源の確保が最も重要な課題であり、その候補細胞源が本来の機能を発

現・維持可能な培養法を基盤とした装置開発が必要である。臨床細胞源として最も好まれ

ている細胞はヒト初代肝細胞であるが、ドナー源不足や細胞の維持・増幅が困難であり、

ヒト初代肝細胞以外の細胞源を確立する必要がある。 

本研究では、バイオ人工肝臓装置の新たな細胞源の一つとして、無限増殖能を有し、薬

剤添加により肝特異的機能を発現する能力を持つ、遺伝子導入肝がん由来細胞株である

Hepa/8F5 細胞に着目した。 

次に中空糸内部に細胞を充填し、高密度培養を行う中空糸培養法に着目した。この独自

の培養法に Hepa/8F5 細胞を組み合わせ、Hepa/8F5 細胞が最も高い肝特異的機能を発現す

る培養条件の検討を行った。 

上記の検討を基にバイオ人工肝臓装置の開発に取り組んだ。本装置は中空糸を編織りし

た中空糸シートを作成し、このシート内部に Hepa/8F5 細胞を充填後、灌流培養条件下で肝

機能誘導を行い、肝特異的機能発現の評価を行った。 
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1.3 本研究のオリジナリティ 
本研究のオリジナリティを以下に示す。 

 

[1] 中空糸培養法を用いた Hepa/8F5 細胞の至適培養条件の確立 

バイオ人工肝臓適用を目的とした細胞源確保の検討は多くなされており、ヒト初代肝細

胞やブタ初代肝細胞やヒト肝臓腫瘍由来細胞、ES・iPS 細胞や遺伝子導入細胞である iHep

などを用いた、高肝機能発現への取り組みが多く報告されている。しかし、臨床応用可能

なバイオ人工肝臓装置の設計には、装置体積を可能な限り小さくする必要があり、効率的

な細胞の高密度培養技術が求められる。本研究では、血漿分離用中空糸内部で高密度に細

胞培養が可能な中空糸培養法に注目した。また、新たな細胞源の候補の一つとして遺伝子

工学的手法を用いて作製された Hepa/8F5 細胞を組み合わせ、最適な培養条件の探索を行っ

た。 

 

［2］中空糸型バイオ人工肝臓装置の設計と Hepa/8F5 細胞の肝特異的機能発現と性能評価 

本研究で開発を目指したバイオ人工肝臓装置は体外から強力なサポートを行う体外設置

型のシステムである。バイオ人工肝臓装置内の Hepa/8F5 細胞の肝特異的機能を十分に反映

するためには、大量の Hepa/8F5 細胞を高密度に充填する装置の開発が必須である。本研究

では編織した中空糸シートを充填した中空糸型バイオ人工肝臓装置を作製した。この装置

内に Hepa/8F5 細胞を播種し、灌流培養下で肝機能発現誘導を行い、肝機能評価を行った。  
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1.4 本論文の構成 
第 1 章では、本研究の背景として、再生医療に関する現状を述べ、本研究の目的とその

達成に向けた方針を示した。また、本研究のオリジナリティについて述べ、本研究の位

置付けを明確にした。 

 

第 2 章では、本研究の標的臓器である肝臓とバイオ人工肝臓装置の現状を概説した。さ

らに、バイオ人工肝臓装置の細胞源として検討されている細胞について示した。 

 

第 3 章では、中空糸培養法を用い、Hepa/8F5 細胞の肝機能誘導を行った。また、培養経

過に伴う細胞数・密度変化、肝特異的機能の発現について評価した。その結果、肝特異

的機能の一つであるアンモニア除去能の発現が見られず、さらなる条件検討の必要性が

示された。 

 

第 4 章では、中空糸培養における Hepa/8F5 細胞の肝機能発現誘導の試みとして、

Hepa/8F5 細胞のエネルギー代謝と酸素分圧の関係に着目し、高酸素分圧下において

Hepa/8F5 細胞を培養した。その結果、Hepa/8F5 細胞はアルブミン分泌能だけではなくア

ンモニア除去能においてもマウス初代肝細胞と同等の肝機能レベルを示し、中空糸培養

による Hepa/8F5 細胞の高い肝機能発現を達成した。 

 

第 5 章では、中空糸の小口径化と中空糸内細胞密度に着目し、Hepa/8F5 細胞の至適培養

条件の確立を試みた。その結果、小口径中空糸内で細胞密度を低くして培養を行うこと

で、マウス初代肝細胞と同等の肝機能を有する Hepa/8F5 細胞の培養に成功した。この結

果、Hepa/8F5 細胞がバイオ人工肝臓装置の細胞源となり得る能力を持つことを示した。 

 

第 6 章では、中空糸型バイオ人工肝臓装置内を設計・作製し、Hepa/8F5 細胞を播種し、

灌流培養下での肝機能誘導を行った。その結果、これまでの検討と同様に、肝特異的機

能の発現が確認でき、Hepa/8F5 細胞を組み込んだ機能的なバイオ人工肝臓装置の開発を

行い、高いアルブミン分泌能を示した。 

 

第 7 章では、本論文の総括を行うと共に、本研究の今後の課題と展望について述べた。 
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第2章 既往の研究 
2.1 肝臓 
2.1.1 肝臓 
肝臓は、体重の約 50 分の 1 にあたる 800～1400g の重量を持つ、体内で最大の臓器であ

り、“生体の化学工場”とも表現される機能は 500 種類以上に及び、生体内における化学工

場とも例えられる。また、肝臓は再生能力が高い臓器として知られており、肝臓の一部を

切除しても、肝細胞の肥大化・増殖により、自己修復が可能である。また、これに加え高

い予備能力を持つため、肝疾患の症状が末期に至るまで無自覚で進行することが多く、重

症化しやすことから、沈黙の臓器とも呼ばれている 17-19。 

 

2.2 急性肝不全 
肝臓は多彩な機能を保持するために、各種の中毒性因子の影響を受けやすい。肝細胞の

機能異常が進行し、肝臓としての機能を保てなくなった場合に肝不全状態へと陥る。特

に、肝機能が数日中に急速に悪化し、肝機能を維持できなくなる状態を急性肝不全（Acute 

liver failure）と呼び、その中でも、劇症肝炎などの重篤な肝不全は死亡率が 80%を超える

非常に危険な疾患である。現在、劇症肝炎などの重篤な肝不全に対する有効な治療法は肝

移植のみである。これに対して、日本では、年間 2000 例以上の移植適応者がいると推定

されているものの、深刻なドナー不足が課題となっている。そのため、肝移植施行例は生

体肝移植を含めても 500 例ほどで、現状では肝移植が一般的な治療法とは言い難い。一方

で、肝臓は極めて高い再生能力を保持している臓器であり、急性期の肝機能補助が可能に

なれば、肝機能補助中に患者自身の肝機能の回復や肝移植までの橋渡しが期待できる 20。 

 

2.2.1 急性肝不全の治療法 
重篤な肝臓病患者に対して、肝臓移植が最も効果的であるが、深刻なドナー不足により

制限されている。現在、肝不全に対する肝臓移植以外の治療法は、肝疾患患者の血液を血

漿交換や血液ろ過透析などの機械的人工肝臓の適用により、毒性物質を除去し脳性昏睡を

回避した上で、患者の自然回復を促すものである。治療後の肝不全患者に対しては、一時

的に昏睡からの改善がみられるが、生存率は約 30 %程度であり、根本的な治療法には至っ

ていない。以下に、現在までに行われている血漿交換・血液透析法について示す 17, 21, 22。 

 

2.2.2 血漿交換法(plasmas exchange: PE) 
肝臓の合成能を補い、凝固因子などのタンパク質の補充や毒性物質の除去を行うため、

日本では肝疾患患者の血漿を健常者の血漿と入れ替える治療が行われている。この治療法

は劇症肝炎患者にも適用されており、昏睡からの覚醒や症状改善の報告がなされている。

一方で、救命率では報告ごとのばらつきが大きく、全体的には 30%程度となっている。ま
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た、大量の血漿を必要としており、それに伴う副作用やウイルス感染の危険性が指摘され

ている 23-25。 

 

2.2.3 高効率血液浄化方法 

日本では肝性昏睡起因物質は水溶性・中分子量物質・小分子量物質との仮定の下、治療

が行われてきた。そこで、前述の PE で肝臓の合成能を補い、解毒能として透析流量と濾

過流量を増加させた high flow-volume continuous hemodiafiltration (CHDF)を組み合わ

せ治療が行われている。施行時間は 6-10 時間を基準に行われ、非常に良好な覚醒効果が

報告されている。一方で、高効率血液浄化法の長時間連日施行では有用物質まで除去して

しまうことや透析液の大量使用による低リン血漿・低カリウム血漿が課題となっている 24, 

26-28。 
 
2.2.4 血液透析法(MARS, Prometheus) 

肝臓により処理される物質は、ビリルビンや胆汁などアルブミンに結合したものが多

く、欧米ではアルブミンに結合した毒素の除去をターゲットとした治療が行われている。

Molecular Adsorbents Recirculating System (MARS)は、血液回路とアルブミン回路から成るシ

ステムである。血液回路において、アルブミン不透過性膜を介し、血液とアルブミンが対

向・還流し、アルブミン回路で、高濃度アルブミン液が補充される。アルブミン濃度差に

より、アルブミン結合毒素が高濃度アルブミンへと結合する。また、アルブミン回路内に

は、透析器や活性炭吸着機、イオン交換樹脂が組み合わされており、水溶性毒素の除去と

アルブミン結合毒素を除去し、再び高濃度アルブミン透析液として使用が可能である。

MARS を適用した結果、肝性脳症を伴う肝硬変患者において有意な改善が報告された一方

で、慢性肝不全の急性憎悪に対する治療では、生存率に改善は見られなかった。 

Prometheus は、アルブミンが透過する膜により血液をろ過し、アルブミン分画を分離す

る。このアルブミンを含むろ液は、中性樹脂吸着機とイオン交換樹脂によりアルブミン結

合毒素が除去され、再び血液回路へと戻される。Model for endstage liver disease では、有意

な予後治療を認めているものの、期待される結果を残すことはできなかった 29-33。 
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2.3 バイオ人工肝臓 

前述した機械的人工肝臓は、血液透析や新鮮血漿との交換による毒素の除去や必要因子

の供給が主である。これらの治療によりある程度の救命率の改善は見られているが、根本

的な治療法とはなっておらず、肝再生因子まで除去してしまうことが指摘されている。そ

こで、さらなる有効な治療法確立に向け、バイオ人工肝臓装置(BAL)の開発が期待されて

いる。BAL の特徴として、数百種類にも及ぶ肝機能を代替するため、肝機能の担い手であ

る肝実質細胞をモジュール内に固定し、患者の血液を通すことで、患者の肝臓のサポート

する装置である。生細胞の利用により、強力な肝機能補助が行えること、また、生体肝臓

の再生が促進され、自然回復することが期待されている。現在までにいくつかのバイオ人

工肝臓装置が臨床応用に適用されており、以下に代表的なものを示す 22, 34。 

 

2.3.1 HepatAssist 
HeppatAssist は、中空糸型バイオリアクターの外部空間にブタ初代肝細胞を 5~7×109 cells

をマイクロキャリアに固定化した装置と活性炭カラムを組み合わせ、中空糸内部に患者の

血漿を通すことにより、物質交換を行うシステムである。HeppatAssist は、欧米 20 施設に

おいて肝不全患者に対する臨床試験が行われたが 30、統計的な有意差は見られなかった。

また、劇症肝炎、亜劇症肝不全患者にも適用されたが、僅かな改善が認められただけであ

った 35-42。 

 

2.3.2 BHS (Bioartificial Hepatic Support System) 

基本的には、前述の HepatAssist と同様のシステムであり、1.5×1010 個の凍結ブタ肝細胞

を充填したモジュールと活性炭カラムを組み合わせたシステムである。1 例の慢性肝不全

の急性憎悪に 3 回適用されたが、改善は認められなかった 43。 

 

2.3.3 BLSS (Bioartificial Liver Support System) 
70~120 g のブタ肝細胞と 20%のコラーゲンを組み合わせ、中空糸の外部空間に充填され

たモジュールである。Phase Ⅰ において臨床評価が行われ、急性肝不全患者に 4 例適用され

たが、3 例が死亡している 44。 

 
2.3.4 TECA-HALSS (TECA-Hybrid Artificial Liver Support System) 
1~2×1010 個のブタ肝細胞懸濁液を中空糸外部空間に充填し、活性炭と組み合わせたシス

テムである。6 例の患者に適用し、少なくとも 2 例が肝移植を受けずに回復し、血中生化

学の改善が報告されている 45。 
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2.3.5 HBAL (Hybrid Bioartificial Liver) 

1.0×1010 個のブタ肝細胞浮遊液を中空糸外部空間に充填したモジュールであり、活性炭カ

ラムとビリルビン吸着カラムが組み込まれている。PhaseⅠ 臨床試験で 12 例 (B 型肝炎)に

適用された。血中生化学などの改善効果は見られたが、詳細な予後は不明である 46。 

 

2.3.6 Extracorporeal Liver Assist Device (ELAD) 
中空糸型のモジュールの外側にヒト肝芽腫由来である C3A 株を充填したバイオ人工肝臓

装置である。Phase Ⅰ 臨床試験では、急性肝疾患 10 例、primary non function で 1 例適用さ

れた。この試験では、58 時間以内の適用がなされ、4 例が肝移植成功、6 例が肝移植前に

死亡、1 例が肝移植なしでも回復した。また、Pilot-controlled trial では、予測死亡率 50%の

グループ 17 例と測死亡率 10%のグループ 7 例において、ELAD と一般治療の比較がなさ

れた。ELAD 治療群でアンモニアやビリルビンなどの毒性物質の除去や肝性脳症からの回

復が報告されたものの、統計学的な有意差は確認されなかった 47, 48。 

 

2.3.7 Modular Extracorporeal Liver System (MELS) 
3 次元に編み込まれた中空糸が血漿流入・血漿流出・ガス交換を担い、中空糸の外側にブ

タ肝細胞やヒト肝細胞が利用されるバイオリアクターであり、急性肝不全 8 例に適用され

た。その結果、移植ヘの橋渡しに成功したものの、stand-by 治療であり、コストが高いこ

と、ドナー肝に頼らなければならないことが課題である 49, 50。 

 

2.3.8 Academic Medical Center BAL (AMC-BAL)  
ブタ初代肝細胞をらせん状親水性ポリエステル不織布に 3 次元的に充填し、酸素供給の

ための中空糸が配置されたリアクターである。患者血漿と肝細胞が直接接し、生体内のか

ん流状態を再現していることが特徴である。移植待機中の肝不全患者の Phase Ⅰ試験が行わ

れ、12 例の急性肝不全患者に適用された。7 例は肝移植に橋渡しされ、1 人の患者が 2 回

の治療後に肝機能改善を示し、移植を必要としなかった。しかしながら、4 例が primary 

non function や多臓器不全により死亡している 51-54。 
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2.4 バイオ人工肝臓の細胞源 
バイオ人工肝臓のヒトへの応用には、十分な肝特異的機能を保持した大量の細胞を確保

しなければならない。また、細胞の安全性や倫理的な問題、長期間の肝機能保持といった

課題もあり、現在までにこれらの要件全てを満たす細胞は存在しない。本節では、現在ま

でにバイオ人工肝臓への応用がされた、または期待されている細胞源を示す。 

 

2.4.1 ヒト初代肝細胞 
ヒト初代肝細胞は肝臓本来の多くの機能を保有しており、ヒト由来のタンパク質も供給

可能であることから人工肝臓への応用に最も好まれる細胞源である 55。しかし、ヒト初代

肝細胞の主な供給源は処分された死体から単離されるため、使用に制限があり、獲得でき

る細胞数にも限りがある。また、生体外では肝臓の全ての機能を再現できず、長期間の機

能維持も困難となっている 56。 

 

2.4.2 ブタ初代肝細胞 
ブタ初代肝細胞は大量供給が可能であること、ヒト初代肝細胞と生理的特徴が似ている

ことより、従来から有力な細胞源として候補に挙げられてきた。しかし、ブタの細胞内に

存在する内因性レトロウイルス (Porcine Endgeneous Retrovirus：PERV) の危険性が問題と

なっている 57-59。1997 年に in vitro においてブタ腎臓細胞からヒト細胞へと PERV が感染し

たとの報告がされ、異種ウイルスの感染による新しい病原体が産生されることが危惧され

ている。現在までに臨床応用で用いられたブタ肝細胞を使用した BAL において、PREV 感

染の報告はないものの、明確な安全性を示すことは不可能であり、ブタ細胞の使用には大

きなハードルとなっている。 

また、ブタの細胞を使用した場合、免疫応答の問題も避けることができない。 ブタの細

胞とヒト血漿が接触することにより超急性拒絶反応が引き起こされ、患者体内で急激なア

レルギー性ショックが生じ、患者の生命を危険に晒してしまう可能性がある。 

 

2.4.3 腫瘍由来肝細胞株 
In vitro での増殖能を確保するために、腫瘍由来の肝細胞株を用いた研究が盛んに行われ

ている。腫瘍由来細胞の最大の特徴は、無限増殖能を保持していることであり、代表的な

細胞株として ELAD に使用されてきた C3A 細胞が挙げられる。C3A 細胞はヒト肝がん細

胞株である HepG2 から単離され、旺盛な増殖能を持ち、タンパク質合成、窒素代謝に優れ

ている。しかしながら、シトクロム P450、アンモニア除去、アミノ酸代謝が低レベルであ

るといった課題が挙げられる 48,60。加えて、腫瘍由来の細胞株を使用する際の最大の問題

点である腫瘍形成の危険性を考慮しなければならない。誤って腫瘍由来細胞がヒト体内に

流入すると腫瘍化する危険性があることや、腫瘍形成性物質の伝達、それに伴う合併症誘

発のリスクも危惧されている 61。 
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2.4.4 不死化ヒト肝細胞株 
肝細胞を不死化することで初代肝細胞の欠点である脆弱な増殖性を克服する目的より、

SV40T やリポフェクション法により不死遺伝子を導入する研究が行われている 62-66。これ

らの細胞には潜在的な腫瘍化の懸念があるが、最近では安全性の追求のため Cre/loxP 原理

を用いて導入したがん遺伝子を取り除く技術や HSVTK のような自殺遺伝子を導入する技

術が開発されている 67。 しかし、メチル化により自殺遺伝子の転写が阻止される場合があ

ること、Cre/loxP 組み換えにより DNA が損傷を受ける可能性があることなど、長期的な安

全性の検討が不可欠となっている。 

 

2.4.5 成体幹細胞 
生体幹細胞は生体内に存在する細胞であり、間葉系幹細胞（MSC）や骨髄由来造血幹細

胞などが挙げられる。腫瘍形成のリスクも小さく、倫理的懸念も少ない。in vitro で MSC

の肝細胞への分化が報告されており、アルブミン産生能や尿素分泌能、シトクロム P450

活性等の肝特異的機能を示した 68-71。しかしながら、分化プロトコルが未確立であり、筋

繊維芽細胞への分化リスクがある。また、現在の分化誘導プロトコルは複雑であり多量の

成長因子及び添加因子を必要とするため、コスト面でも解決すべき点が多く存在する

72,73。 

 

2.4.6 胚性幹細胞（ES 細胞） 
ES 細胞 (Embryonic Stem cells : 胚性幹細胞) は、受精後 5、6 日目の胚盤胞の内部細胞塊

に由来する幹細胞であり、全ての種類の細胞に分化できる全能性を保持している。また、

フィーダー細胞との共培養により無限に増殖させることが可能であり、再生医療への応用

にも期待されている 74-79。しかし、ES 細胞にはテラトーマ形成の危険性や目的細胞への効

果的な分化方法の確立が必要である 80。さらにフィーダー細胞を使用しているため臨床応

用に制限がかかること、受精卵が細胞源であるため倫理的な問題が避けられないことが課

題である。 

 

2.4.7 多能性肝細胞（iPS 細胞） 
ES 細胞に替わる分化多能性幹細胞として、体細胞に 4 つの遺伝子 (Oct3/4,Sox2,c-

Myc,Klf4) を導入することで、様々な細胞に分化可能な iPS 細胞 (induced pluripotent stem 

cell : 人工多能性幹細胞) が挙げられる 81,82。ES 細胞と同様に多分化能を維持したまま、長

期培養でき幅広い分野への応用が研究されている。ウイルスベクターの使用による安全性

の問題が指摘されているが、現在ではウイルスベクターを使用せずに iPS 細胞が樹立可能

であり、より安全な iPS 細胞が作成も可能となっている。ES 細胞のように受精卵を使用し

ないため倫理的問題を回避できること、患者自身から iPS 細胞を作成できるため免疫反応
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のない組織や臓器を作製が期待されている 83,84。一方で、分化効率が大きな課題として挙

げられ、今後の応用に向け、さらなる分化効率の改善が必須である。 

 

2.4.8 卵形細胞 
卵形細胞(Oval Cells)は肝臓が障害を受けた際に現れる幹細胞である。肝障害中に増殖し、

肝細胞と胆管細胞を増加させるという特徴を持つ 85。しかし、障害中の肝臓にしか存在し

ないこと、細胞数が少ないことが単離・精製の妨げになっており、腫瘍形成の危険性もあ

ることから、卵形細胞の応用は困難となっている 86。 

 

2.4.9 ヒト胎生肝細胞 
ヒト胎生肝細胞は成熟肝細胞と違い in vitro では数か月間は細胞分裂を行う、増殖性を保

持している 87。現在、さらなる増殖のためにヒトテロメラーゼ逆転写酵素(hTERT)88 や

SV40 ウイルスを用いた不死化の研究 89 が行われており、肝不全モデル動物への不死化ヒ

ト胎生肝細胞の移植による治療効果の報告もされている 90,91。しかし、細胞源がヒト胎児

であるため倫理的に大きな問題があること、バイオ人工肝臓に適用した際、ヒト初代肝細

胞と比べると大きく機能が劣ってしまう問題が挙げられる。また、腫瘍化や分化不十分な

どの安全性の問題により応用が制限されている 92。 

 

2.4.10 肝芽細胞 
肝芽細胞は妊娠の初期段階で胎生肝細胞から単離され、胎生肝細胞より旺盛な増殖性を

保持し、in vivo で肝細胞と胆管細胞に分化可能である 93。疾患モデル動物への移植研究で

は、肝臓内に組み込まれ増殖することが示されている 94-96。しかし、胎生肝細胞と同様に

倫理的問題や安全性の問題を解決する必要がある。 

 

2.4.11 遺伝子導入肝様細胞(iHep) 
成熟細胞に複数の肝転写因子を遺伝子導入し、肝特異的機能を発現させる肝様細胞(iHep)

の樹立に関する研究が着目されている 97,98。動物実験では肝疾患モデルマウスに生着し肝

組織が再構築された報告やバイオ人工肝臓に応用し、大型動物の治療効果を報告した例も

ある 99。iHep の利点は、iPS 細胞の作製・分化という複雑な過程を回避できる点であり、

時間的な短縮が期待される。欠点として機能が不安定であることや長期的な安全性の問題

が挙げられ、今後も継続し研究を行う必要がある。 
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2.5 本研究室でのバイオ人工肝臓に関する既往の研究 
本研究室ではこれまでに、血漿分離用中空糸の内部空間に細胞を充填し、細胞組織体

（オルガノイド）を形成する中空糸/オルガノイド培養法を確立し、本培養法を応用したバ

イオ人工肝臓装置の性能評価について検討を行ってきた。その検討においては、初代肝細

胞 99 や ES 細胞由来肝細胞 100 が用いられてきたが、性能、品質管理、大量供給、コスト等

の要求を十分に満たす決定的な細胞源は未だ見いだせておらず、細胞源の探求とその評価

は引き続き重要な検討項目である。 

 

2.6 Hepa/8F5 細胞 
本研究では、バイオ人工肝臓の細胞源として、Hepa/8F5 細胞 15 に着目した。Hepa/8F5 細

胞は、マウスヘパトーマ細胞株に 8 種類の肝特異的転写因子遺伝子とテトラサイクリン遺

伝子発現誘導因子を導入し樹立された細胞株である。Hepa/8F5 細胞は通常の培養において

は無限増殖能を示し、細胞の大量獲得が可能である。一方、培地中へ抗生物質である

Doxycyclin（Dox）を添加した場合、肝転写因子群が活性化され高い肝特異的機能を発現す

るという特長を持つ。このように増殖能と肝機能発現能を有した Hepa/8F5 細胞はハイブリ

ッド型バイオ人工肝臓の新たな細胞源として期待される。 

 

2.6.1 Hepa/8F5 細胞の単層培養 

Hepa/8F5 細胞を単層で培養したときの細胞数（Fig. 2-1）および肝機能発現(Fig. 2-3)の変

化を示す。培地中に Dox を添加しない培養条件（Dox-）においては、細胞は旺盛に増殖

し、代表的な肝機能の指標であるアンモニア除去能とアルブミン除去能の発現は認められ

なかった。一方、培養開始 1 日目より培地中に Dox を添加した場合（Dox+）、旺盛な細胞

増殖は確認されなかったが、アンモニア除去能とアルブミン分泌能の発現は培養経過とと

もに向上した。 

 

Fig. 2-1 Changes in cell number of Hepa/8F5 cells in monolayer culture   
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Fig. 2-2 Changes in ammonia removal rate of Hepa/8F5cells in monolayer culture  

 

 
Fig. 2-3 Changes in albumin secretion rate of Hepa/8F5 cells in monolayer culture 
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第3章 Hepa/8F5 を用いた中空糸培養 
 

3.1 本章の目的 
本章では、中空糸培養法を用いて Hepa/8F5 細胞の培養を行い、高い肝機能が発現する培

養条件の検討を行った。具体的には、Hepa/8F5 細胞と中空糸培養を組み合わせ、高い肝機

能を発現する培養条件の探索を行った。同時に中空糸培養での肝機能発現レベルを明らか

にし、バイオ人工肝臓装置設計の指標とすることを目的とした。 
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3.2 実験方法 
 

3.2.1 本研究に使用した細胞・試薬 
Hepa/8F5 細胞 

Hepa/8F5（RCB4661）は上平 正道 教授（九州大学大学院工学研究院化学工学部門）より

供与いただいた細胞を使用した。 

 

継代培養培地（細胞増殖用培地） 

Hepa/8F5 細胞の継代培養培地には、Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high glucose 

(DMEM high glucose ; Life Technologies Japan : 11971-025)を基礎培地として使用した。Fetal 

Bovine Serum (FBS ; Japan Bioserum)、 Penicillin/Streptomycin (Merck Millipore : R-TMS-

AB2C) を以下の濃度で添加した。 

Table 3-1 Composition of the culture medium  

DMEM 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high glucose (DMDM)  

Fetal Bovine Serum (FBS) 10% 

Penicillin 100 unit/ ml 

Streptomycin 100 µg/ ml 

 

肝機能誘導培地 

上記の継代培養培地 1 mL に対して、Doxycycline 溶液を 0.1 µL 添加した。 

 

Doxycycline 溶液 

2 次蒸留水 1 ml に対して、Doxycycline hyclate (SIGMA-ALDRICH：D9891-1G) を 1 mg 溶

解した。ミニザルトフィルター pore size 0.20 µm ( AS ONE : 16534K ) を用い濾過した。 

 

3.2.2 培養方法 
Hepa/8F5 細胞の継代培養 
本実験に必要な細胞数を獲得するために、Hepa/8F5 細胞の継代培養を行った。継代はタ

イプ I コラーゲンをコートしたディッシュを用いた単層培養にて行った。 
 
中空糸培養法 
セルローストリアセテート (CTA) 製の血漿分離用中空糸 (東洋紡績) を用いて中空糸 6

本×3 cm からなるバンドを作製した。使用した中空糸は内径：285 μm、膜厚：50 μm、膜

径：0.2 μm である。この中空糸 6 本を束ね、中空糸バンドルを作製した。中空糸長さは 5 

cm であり、細胞播種用にメスルアーを備えている（Fig. 3-1）。 



 

17 
 

 

 

Fig. 3-1 The hollow fiber bundle 

 

作製した中空糸バンドルは、70%エタノールにて親水化処理後、オートクレーブ滅菌を行

った。その後、中空糸内部を DMEM にて置換し、培養に使用した。 

 
細胞播種方法（Fig. 3-2） 
1 mL シリンジが接続可能な自作の播種装置に中空糸バンドルを接続した。所定の密度の

Hepa/8F5 細胞懸濁液を調製後、1 mL の懸濁液をバンドル内に注入した。その後遠心機に

て遠心力(200×g, 3 min)を付加した。遠心力付加後に中空糸バンドルを後端から 3 cm の

部分で切断し、端部を封止後、培養ディッシュ内に収めた。培養は 45 rpm にて旋回培養

を行った。 
 

 

Fig. 3-2 Method for cell inoculation inside hollow fibers  
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実験条件 

中空糸培養において Hepa/8F5 細胞が高機能を発現する培養条件を調査するために、以下

の条件で検討を行った。 

○1  Hepa/8F5 細胞の肝機能を誘導しない系では、中空糸バンドルあたり 1.0×10⁶ cells を播

種した。 

○2  Hepa/8F5 細胞の肝機能を誘導する系では、バンドルあたり 1.0×10⁶、3.0×10⁶ cells を播

種した。 

また、肝機能を誘導する系では、培養 1 日目から Dox を培地中に添加し、5 日間培養を行

った。 

 

3.2.3 評価方法 
細胞数計測 

中空糸内部の細胞の核数を計測した。核数計測には NucleoCounterTM（Chemometic），

NucleoCassetTM（Chemometic：941-0002）を用いた。 

 

肝機能評価（アンモニア除去能） 

アンモニアは、劇症肝炎の主な死因となっている肝性昏睡を引き起こす原因物質の一つ

であり、肝不全時に急激に上昇するアンモニアを代謝し、正常な濃度を維持することは人

工肝臓にとって重要な役割の一つである。また、肝細胞のアンモニア解毒反応は応答が早

く、数時間という短時間の体外循環中の人工肝臓機能の指標としても有効である。 

アンモニア除去能を評価するために、培養培地中 1 mM となるようアンモニアを添加し、

その後、6 時間目及び 24 時間目までの除去量を測定し評価した。測定には、市販のアンモ

ニアテストワコー(和光純薬工業株式会社）を用いた。 

 

肝機能評価（アルブミン分泌能） 

アンモニア除去能に加えて、たんぱく質合成能の評価としてアルブミン分泌能を調査し

た。アルブミンは、肝臓で生産され、血中に最も多く含まれるたんぱく質である。アルブ

ミンは、浸透圧の調整・物質の輸送などの役割を持つ。新鮮培地に交換後 24 時間でのア

ルブミン分泌量を評価した。アルブミン濃度の測定には、ELISA （Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay）法を用いた。 
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3.3 実験結果 
中空糸培養法を Hepa/8F5 細胞に適用し、肝機能誘導の検討を行った。実験結果を以下に

示す。 

 

3.3.1 細胞数変化 
中空糸内部における Hepa/8F5 細胞の細胞数変化と中空糸単位体積当たりの細胞密度変化

を Fig.3-3 及び Fig.3-4 に示す。Dox を添加していない系では、培養経過とともに中空糸内

で細胞増殖が示された。この結果、培養 5 日目までに細胞数は約 3 倍となった。一方、培

養 1 日目に Dox を添加した系では、播種細胞数に関わらず、細胞増殖は抑制された。この

結果、中空糸培養においても Hepa/8F5 細胞は旺盛な増殖能を示すが、Dox に応答すること

により、その増殖能が抑制されることが示された。 

 
Fig. 3-3 Changes in cell number of Hepa/8F5 cells in hollow fiber culture  

 
Fig. 3-4 Changes in cell density inside hollow fibers  
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3.3.2 肝機能評価 
アンモニア除去能 

Dox を添加し、肝機能を誘導した系において、アンモニア除去能を評価した。培養 3 日

目以降の細胞数当たりのアンモニア除去能と中空糸単位体積当たりのアンモニア除去能を

Fig.3-5 及び Fig.3-6 に示す。3.0×10⁶ cells 播種した系では、培養 3 日目に 0.52 µmol/106  

cells/day、25.60 µmol/cm³/day のアンモニア除去速度を示した。しかしながら、この時のア

ンモニア除去速度は、単層培養時(2.19 μmol/10⁶ cells/day)やマウス初代肝細胞を中空糸内で

培養した場合(1.48 μmol/10⁶ cells/day, 128.55 μmol/cm³/day)より低く十分な機能発現とはいえ

ず、培養 5 日目にはアンモニア除去能の低下が示された。また、1.0×10⁶ cells 播種した系で

は、培養期間を通じアンモニア除去能の発現は認められなかった。 

 

Fig. 3-5 Ammonia removal rates of Hepa/8F5 cells normalized by unit cell number  

 

 

Fig. 3-6 Ammonia removal rates of Hepa/8F5 cells normalized by unit volume of hollow fibers  
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3.3.3 考察 
本項目では、培養 1 日目から Dox 添加による肝機能誘導を行い、Hepa/8F5 細胞のアンモ

ニア除去能について調査した。今回の検討では、中空糸バンドルあたり 1.0×10⁶、3.0×10⁶ 

cells の 2 条件で播種し、培養を行った。 

まず細胞増殖について、中空糸内の Hepa/8F5 細胞は単層培養と同様、Dox 添加に応答

し、細胞増殖の抑制が確認された。一方で、重要な肝機能の指標であるアンモニア除去能

では、3.0×10⁶ cells の系において 3 日目に機能発現が認められた(0.52 µmol/106  cells/day, 

25.60 µmol/cm³/day）。一方、その機能発現レベルはマウス初代肝細胞(1.48 μmol/10⁶ 

cells/day, 128.55 μmol/cm³/day)と比較すると、著しく低いレベルであった。また、1.0×10⁶ 

cells の系では、培養期間を通してアンモニア除去能の発現が確認されなかった。 

この原因として、まず中空糸内での三次元培養であり、中空糸膜を介していることから

Dox の添加量の不足が考えられたが、両培養系で細胞増殖の抑制が確認されており、この

原因は考えにくい。そこで、別の可能性として、Dox の添加前後におけるエネルギー代謝

の変化とそれに伴う酸素要求性の増大が考えられた。 

一般的ながん細胞の特徴として、好気的環境下においても嫌気呼吸を行うことが知られ

ている 102。Hepa/8F5 細胞もがん由来の細胞株であるため、通常の培養条件下では嫌気的呼

吸を行うことでエネルギーを獲得していると考えられる。しかし、Dox を添加し肝機能誘

導を行った状態での代謝経路は不明である。そのため、Dox 添加により Hepa/8F5 細胞内で

嫌気的呼吸から好気的呼吸に切り替わり、Dox 添加前より大量の酸素を要求している可能

性が考えられた(Fig.3-7)。また、一般に生体内の細胞は毛細血管から 200 μm 以内に存在し

ているとされ、200 μm を超えると酸素不足により細胞が壊死してしまうことが報告されて

いる 103。本検討で用いた中空糸の内径は 285 μm である。このため、酸素が中空糸中心部

の細胞まで浸透せず、細胞の壊死や老廃物の蓄積が起こり、培養環境が著しく悪化してい

る可能性が考えられた。実際に、同中空糸内で Hepa/8F5 細胞に Dox を添加すると、培養

経過に伴い低酸素誘導因子である HIF-1α が誘導されることが確認されている（Fig. 3-8）
104。 

加えて、HIF-1α の発現は細胞に多大な影響を与えていることが現在までに知られてい

る。具体的には、hepatoma のアポトーシスを防ぎ、増殖を促進すること 105、また、エネル

ギー代謝に関与する遺伝子の発現をも制御も行っており、低酸素により解凍系の酵素の

mRNA が上昇し、逆に糖新生や呼吸鎖などに関するタンパク質の mRNA レベルは低下す

ることが確認されている 106。さらに、膵島 β 細胞ではあるが、HIF が HNF-4α の発現を減

少させることが明らかとなっている 107。HNF-4α は尿素サイクル中のオルニチンカルバモ

イルトランスフェラーゼの制御を司っており、アンモニアから尿素への合成に重要な役割

を担っている 108。加えて、生体内肝臓では、酸素濃度が豊富な領域で尿素合成が行われて

いることも明らかになっている。以上のことからも、低酸素誘導因子である HIF-1α の発現
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が、Hepa/8F5 細胞の肝機能発現、特にアンモニア除去能に大きく関与していることが推察

された。 

これらを踏まえると、1)Dox 添加による肝成熟化(肝機能発現)が促進される。2)がん細胞

から成熟肝細胞へと形質が変化し、嫌気代謝から好気代謝へとスイッチする。3)好気代謝

へのスイッチにより酸素要求量が増大するが、中空糸内の細胞層の厚みが大きく、要求さ

れる酸素が供給されないため HIF-1α の発現が増す。4)発現した HIF-1α の働きにより、代

謝経路のスイッチングの抑制・HNF-4α の発現が低下し、結果として肝機能発現、特にア

ンモニア除去能が制限された。以上が Hepa/8F5 細胞の肝機能発現が達成されなかった原因

として考えられた。従って、HIF-1α の発現を防ぐことが出来れば、円滑な好気代謝へのス

イッチに繋がり、肝機能が発現されることが予想された。 

そこで、次章では、Hepa/8F5 細胞の呼吸代謝に着目し、酸素不足による中空糸内部の

HIF-1α の発現を防ぐため、高酸素分圧下での検討を行った。 

 

 
Fig. 3-7 Schematic illustration of the environmental changes of Hepa/8F5 cells inside the 

hollow fiber  

 

 
Fig. 3-8 Expression of HIF-1α(green) of Hepa/8F5 cells inside hollow fibers after adding 

Dox. Nuclei were stained with Hoechst 33342 (blue) 104 
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3.4 本章のまとめ 
本章では、中空糸培養法において、Hepa/8F5 細胞が高い肝機能を発現する培養条件の検

討を行った。得られた結果を以下に記す。 

 

・ 中空糸内部空間を利用した Hepa/8F5 細胞の培養を行った。 

・ 作製した中空糸バンドルに 1.0×106 cells/bundle、3.0×106 cells/bundle の 2 条件で細胞播

種を行い、培養 1 日目から Dox を添加した結果、細胞は両条件で増殖を停止した。 

・ 肝機能の指標の一つであるアンモニア除去能の測定を行ったが、機能発現はほとんど

見られなかった。 

・ アンモニア除去能が発現しなかった理由として、Dox 添加による Hepa/8F5 細胞の肝転

写因子誘導を基とした呼吸代謝の変化と、これに起因した中空糸内部の酸素枯渇の可

能性が考えられた。 
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第4章 高酸素分圧下における Hepa/8F5 細胞の中空糸

培養 
 
4.1 本章の目的 
第 3 章の検討より、中空糸培養法では Hepa/8F5 細胞の肝機能が誘導されないことが示さ

れた。原因として、Dox 添加による Hepa/8F5 細胞の代謝経路のスイッチが考えられた。好

気代謝へと移行した結果、中空糸の中心部に存在する Hepa/8F5 細胞に必要量の酸素が供給

されず、低酸素誘導因子である HIF-1α が発現し、肝機能発現が抑制されたことが考えられ

た。 

そこで本章では、中空糸内部の酸素枯渇を防ぐため、Dox 添加と同時に酸素分圧 70%条

件下で Hepa/8F5 細胞の培養を行い、酸素分圧が肝特異的機能発現に与える影響について検

討した。 
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4.2 実験方法 
4.2.1 本研究で使用した試薬 

本章で使用した試薬については第 3 章と同様とした。 

 

4.2.2 中空糸バンドルの作製 
本章での中空糸バンドル作製については第 3 章と同様とした。 

 

4.2.3 実験条件 
3 cm の中空糸 6 本から成る中空糸バンドルに対して、1.0×106 cells の Hepa/8F5 細胞を播

種した。その後、培養 5 日目までは通常条件で培養を行い、培養 5 日目から Dox を添加

し、肝機能誘導を促した。また、これと同時に中空糸バンドルを酸素分圧 70%条件下のイ

ンキュベーターに移し、酸素分圧 20%条件下(通常酸素分圧)での培養と比較した。細胞増

殖の促進には細胞増殖用培地を、肝機能誘導には肝機能誘導培地をそれぞれ 3 mL 使用し

た。 

 
Fig.4-1 Experimental condition  

 

4.2.4 評価方法 
細胞数計測 

細胞数測定については第 3 章と同様とした。 

 

肝機能評価（アンモニア除去能、アルブミン分泌能） 

肝機能評価については第 3 章と同様とした。 

 

ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色 

培養終了後の中空糸バンドルを回収し、10％中性緩衝ホルマリン溶液で細胞を固定し

た。固定した中空糸をパラフィンで包埋し、薄切片を作製後 HE 染色を行った。 
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グルコース測定 

グルコースは、解糖系の初期においてアセチル CoA を生成し、その後の ATP 生産に欠か

せない物質である。好気的条件では 1 mol のグルコースから 38 mol の ATP が生産され、嫌

気的条件では 1 モルのグルコースから 2 モルの ATP が生産される。そのため、グルコース

の消費量は代謝経路の重要な指標の一つとなっている。また、肝臓では必要に応じグルコ

ースを産生し、血液中の血糖値を正常に保つ糖新生が行われており、肝機能の指標の一つ

ともなり得る。加えて、がん細胞は好気的条件下であっても、嫌気代謝より ATP を産生す

ることが知られている。 

グルコースの消費量を評価するため、培養培地の 0 時間目から 24 時間目までのグルコー

スの減少量を測定した。測定には、市販のグルコース CⅡ-テストワコー(和光純薬工業株式

会社)を用いた。 

 

乳酸測定 

乳酸は解糖系で生じたピルビン酸から生じる最終生成物の一つである。好気的代謝で

は、ピルビン酸からアセチル CoA が生成されるため、乳酸は生産されない。一方で、嫌気

的条件下では、ピルビン酸から乳酸が生じ細胞外へと排出される。このため、乳酸の生成

は嫌気的条件下での細胞培養の指標となる。 

乳酸の生成量を評価するため、培養培地の 0 時間目から 24 時間目までの乳酸の増加量を

測定した。測定には、市販のグデタミナーLA (協和メデックス株式会社)を用いた。 
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4.3 実験結果 
4.3.1 細胞数及び細胞密度変化 
培養過程における細胞数変化と細胞密度変化を Fig.4-2 と Fig.4-3 に示す。培養 5 日目ま

で Hepa/8F5 細胞は旺盛な細胞増殖を示した。培養 5 日目より Dox を添加し、肝機能誘導

を促した。通常酸素分圧下及び高酸素分圧下の両系で細胞数の減少が見られたが、特に高

酸素分圧下において著しく細胞数が減少した。 

 

 
Fig.4-2 Changes in cell number of Hepa/8F5 cells in hollow fiber culture  

 

 
Fig.4-3 Changes in cell density of Hepa/8F5 cells in hollow fiber culture  
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4.3.2 HE 染色 
中空糸内部の細胞状態を観察するため HE 染色を行った。その結果を Fig.4-4 ~ Fig.4-8 に

示す。培養 5 日目では中空糸内全体に核が存在していることが確認された。その後、通常

条件下では徐々に核の減少が見られた。一方で、酸素分圧 70%条件下では著しい核の減少

が確認された。HE 染色を行った結果、細胞数計測との相関がみられた。 

 

Fig.4-4 Cross-section of hollow fiber (20% O₂, Day 5). Cells were stained by H&E staining 

 

 
Fig.4-5 Cross-section of hollow fiber (20% O₂, Day 8). Cells were stained by H&E staining 

 

 

Fig.4-6 Cross-section of hollow fiber (20% O₂, Day 10). Cells were stained by H&E staining 
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Fig.4-7 Cross-section of hollow fiber (70% O₂, Day 8). Cells were stained by H&E staining 

 

 
Fig.4-8 Cross-section of hollow fiber (70% O₂, Day 10). Cells were stained by H&E staining 
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4.3.3 肝機能評価 
アンモニア除去能 

単位細胞数あたりのアンモニア除去速度と単位体積当たりのアンモニア除去速度を Fig.4-

9 及び Fig.4-10 に示す。通常酸素分圧下では、アンモニア除去能の発現は認められなかっ

た。一方で、高酸素分圧下では、非常に高いアンモニア除去能を示した。単位細胞あたり

では培養 8, 10 日目でそれぞれ 1.15, 24.23 μmol/10⁶ cells/day とマウス初代肝細胞以上のレベ

ルを示し、単位体積当たりにおいても培養 8 日目で 73.72 μmol/cm3/day、培養 10 日目で

119.54 μmol/cm3/day とマウス初代肝細胞とほぼ同等の発現レベルを示した。 

 

 
Fig.4-9 Ammonia removal rates of Hepa/8F5 cells normalized by unit cell number 

 

 
Fig.4-10 Ammonia removal rates of Hepa/8F5 cells normalized by unit volume of hollow fibers  
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アルブミン分泌能 

単位細胞数あたりのアルブミン分泌能と単位体積当たりのアルブミン分泌能を Fig.4-11 及

び Fig.4-12 に示す。通常酸素分圧下・高酸素分圧下の両系で高いアルブミン分泌能が確認

された。また、細胞あたりのアルブミン分泌能は通常酸素分圧下で培養 8 日目で 12.14 

μmol/10⁶ cells/day、培養 10 日目で 10.94 μmol/10⁶ cells/day を示し、高酸素分圧下の培養 8 日

目(8.92 μmol/cm³/day)、 培養 10 日目 (7.02 μmol/cm³/day)よりも高いレベルを示した。 

単位体積当たりでのアルブミン分泌能も通常酸素分圧下で培養 8 日目で 969.20 

μmol/cm³/day、培養 10 日目で 10.94 μmol/cm³/day とマウス初代肝細胞以上の機能レベルを

示した。一方で酸素分圧 70%条件下では培養 8 日目で 607.21 μmol/cm³/day とマウス初代肝

細胞と同レベルであったが、培養 10 日目は 36.28 μmol/cm³/day と機能レベルが低下した。 

 

Fig.4-11 Albumin secretion rates of Hepa/8F5 cells normalized by unit cell number 

 

Fig.4-12 Albumin secretion rates of Hepa/8F5 cells normalized by unit volume of hollow fibers   
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グルコース消費速度 

単位細胞数あたりのグルコース消費速度を Fig.4-13 に示す。通常酸素分圧下では、培養 8

日目で 0.97 μmol/10⁶ cells/day、培養 10 日目で 1.41 μmol/10⁶ cells/day のグルコース消費速度

を示した。高酸素分圧下では、培養 8 日目で 6.63 μmol/10⁶ cells/day と通常酸素分圧下での

培養よりも多くグルコースを消費していたが、培養 10 日目では-42.07 μmol/10⁶ cells/day と

グルコース産生に転じ、肝細胞の機能の一つである糖新生が示された。 

 

Fig.4-13 Changes in glucose consumption rate of Hepa/8F5 cells in hollow fiber culture 

 

乳酸生成速度 

単位細胞数あたりの乳酸生成速度を Fig.4-14 に示す。通常酸素分圧下では、培養 8 日目で

1.87 μmol/10⁶ cells/day, 培養 10 日目で 1.33 μmol/10⁶ cells/day の乳酸生成を示した。一方

で、高酸素分圧下では、培養 8 日目では通常酸素分圧下より多くの乳酸を生産したが(1.87 

μmol/10⁶ cells/day)、培養 10 日目では乳酸の生成はほとんど確認されなかった(-0.51 

μmol/10⁶ cells/day)。 

 
Fig.4-14 Changes in lactic acid production rate of Hepa/8F5 cells in hollow fiber culture  
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4.3.4 考察 
前章より、Hepa/8F5 細胞の肝機能誘導後に、中空糸内中心部で酸素枯渇が生じている可

能性が示唆された。そこで本章では酸素枯渇の防止を目的とし、培養培地中への Dox 添加

による肝機能誘導と同時に酸素分圧 70%条件下での培養を行った。 

培養 5 日目まで Hepa/8F5 細胞は旺盛な細胞増殖を見せた。培養 5 日目より Dox を添加

し、肝機能誘導を促した結果、両酸素分圧条件下で細胞数の減少が見られた。通常酸素分

圧下では、Hepa/8F5 細胞は緩やかに減少し、HE 染色からも核の減少が確認された。この

細胞減少は、中空糸中心部の酸素枯渇や乳酸の蓄積による培養環境悪化に起因する細胞死

だと考えられる。一方で、高酸素分圧下での培養では著しく細胞が減少した。HE 染色の

結果からも中空糸内部全体で細胞が減少し、細胞密度が非常に低くなっていた。高酸素分

圧下での培養により、細胞から生じた反応性の高い活性酸素が細胞障害を引き起こした可

能性が示唆された。 

次に肝特異的機能を評価したが、通常酸素分圧下では Hepa/8F5 細胞のアンモニア除去能

は発現せず、アルブミン分泌能のみ発現した。高酸素分圧下の条件では、アンモニア除去

能・アルブミン分泌能共にマウス初代肝細胞以上の機能レベルを示した。この結果は、

Hepa/8F5 細胞のアンモニア除去能の発現には酸素供給が必要不可欠であることを示してい

る。逆にアルブミン分泌に関しては、酸素分圧に関わらずマウス初代肝細胞以上のレベル

を示した。これは、Hepa/8F5 細胞が元々高いアルブミン分泌能を持っているためである。

Hepa/8F5 細胞は単層培養条件下で Dox を添加せずともアルブミン分泌能を発現する。各培

養条件下での肝特異的機能の比較を Table 4-1 に示した。 

続いて、Hepa/8F5 細胞呼吸代謝について調査した。通常酸素分圧下では、Dox 添加後に

おいてもグルコース消費量・乳酸生産量共に day 8 から day 10 にかけても大きな変化は見

られなかった。これは、Hepa/8F5 細胞が肝機能誘導されたにも関わらず、がん細胞の特徴

である嫌気代謝を維持しており、好気代謝への切り替えが進んでいないことを示唆してい

る。この結果より、通常酸素分圧下では好気代謝へと切り替わりが行われず、肝機能発現

に必要な ATP を得られず、乳酸アシドーシスなどによる培養環境の悪化も重なった結果、

肝機能の誘導が達成されなかったと考えられる。 

一方で、高酸素分圧培養下での Hepa/8F5 細胞は、day 8 では通常酸素分圧下以上のグルコ

ース消費及び乳酸生産を示したが、day 10 ではグルコース消費がマイナスに転じ肝特異的

機能のひとつである糖新生が発現し、同時に乳酸生成の減少を確認した。これらの結果

は、高酸素分圧下での肝機能誘導により好気代謝への切り替わりが進行し、day 10 には好

気代謝への切り替わりが完了したことが示されている。Day 8 において、通常酸素分圧下

と比較し高酸素分圧下の系でより多くのグルコース消費量及び乳酸生産量を示した原因に

ついては以下が可能性として挙げられる。高酸素分圧下での培養により細胞が減少し、肥

大化(肝機能化)のための空間が確保される。Hepa/8F5 細胞が肥大化(肝機能化)するため、

大量の ATP が必要となりグルコース消費量と乳酸生産が増大する。そのため、肥大化(肝
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機能化)があまり進まない通常酸素分圧下での培養と比べ、day 8 の時点では高酸素分圧下

でより多くのグルコース消費と乳酸生産が起こったと考えられる。 

これらの結果より、十分な酸素供給が満たされれば、Hepa/8F5 細胞がバイオ人工肝臓の

細胞源としての十分な肝機能を保持していることが示された。酸素供給と肝機能発現の関

係については、現在までに多くの研究が報告されている。初代肝細胞においては、十分な

酸素供給が ATP 生産を促進し、肝機能レベルを上昇させることが示されている 108, 109。ま

た、腫瘍由来の肝がん細胞においても、酸素の供給により嫌気代謝から好気代謝へと移行

し、肝機能レベルも約 10 倍にまで上昇することが報告されている 109。これらのことから

も、肝細胞の機能発現と酸素供給は密接な関係があることは明らかである。 

本章の検討より、Hepa/8F5 細胞の高肝機能化には、酸素供給が不可欠であり、それに伴

う好気代謝への移行が重要であることが明確となった。また、培養条件の最適化により、

Hepa/8F5 細胞がマウス初代肝細胞と同等の機能を発現可能であることが示された。一方

で、高酸素環境下での細胞培養は活性酸素種発生のリスクを伴う。本検討においても、活

性酸素種が原因と思われる著しい細胞減少が確認されている。仮にバイオ人工肝臓を高酸

素分圧下で運用を行ったとすると、患者の体内に Hepa/8F5 細胞より発生した活性酸素種が

大量に流入することとなる。これは、患者の細胞を著しく傷つける可能性があり、バイオ

人工肝臓の運用法として現実的ではない。そのため、酸素分圧を高める以外の手法で

Hepa/8F5 細胞に十分な酸素を供給する手法の確立が必要である。そこで第 5 章ではこの手

法の確立を目指し、検討を行った。 

 

Table 4-1 Comparison of liver-specific functions of Hepa/8F5 cells in different culture 

conditions. 
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4.4 本章のまとめ 
本章では、高酸素雰囲気が中空糸培養下での Hepa/8F5 細胞の肝機能発現に与える影響に

ついて検討した。得られた結果を以下に記す。 

 

・ 高酸素分圧下での培養により、初代マウス肝細胞以上のアンモニア除去能の発現を示し、

Hepa/8F5 細胞がバイオ人工肝臓の細胞源としてのポテンシャルを保持していることを

示した。また、アンモニア除去能・アルブミン分泌能だけでなく、糖新生の発現と乳酸

産生の減少を示し、好気代謝へと移行していることが示唆された。これらの結果より、

Hepa/8F5 細胞の高肝機能発現には酸素の供給が不可欠であることが明らかとなった。 

・ 一方で、高酸素分圧下での培養は活性酸素種の発生が懸念され、実際に活性酸素種の

影響と思われる著しい細胞減少が認められた。今後、装置へのスケールアップと臨床

応用を考えると活性酸素のリスクは非常に高く、酸素分圧を高める以外での酸素供給

法の確立が必要である。     
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第5章 中空糸を用いた Hepa/8F5 細胞の至適培養条件

の設計 
 

5.1 本章の目的 
前章では、高酸素分圧下で Hepa/8F5 細胞の中空糸培養を行い、マウス初代肝細胞と同等

レベルの肝機能発現を達成した。このことから、Hepa/8F5 細胞の酸素要求を満たせば、バ

イオ人工肝臓の細胞源として利用可能なポテンシャルを有していることを示した。しかし

ながら、高酸素分圧下でのバイオ人工肝臓装置の運用は活性酸素発生のリスクを伴い困難

である。そのため、酸素分圧を高める以外の方法で、中空糸内部の Hepa/8F5 細胞に酸素を

供給する必要がある。 

そこで、本章では 3 章で用いた中空糸(内径 285 μm、セルローストリアセテート製)より内

径の小さい中空糸(内径約 145 μm、ナイロン製)を使用し、中空糸内部まで酸素を供給し易

くすることで、Hepa/8F5 細胞の肝機能発現を目指した。また、中空糸内部での細胞密度変

化にも着目し検討を行った。具体的には、○1 肝機能誘導のタイミングに関する検討、○2中

空糸内部への細胞の播種方法に関する検討を実施した。 
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5.2 実験方法 
5.2.1 本研究で使用した試薬 

本章で使用した試薬については第 3 章と同様とした。 

 

5.2.2 中空糸バンドル 
中空糸は、ナイロン製の外径 240 µm、内径 140 µm の小口径中空糸（ユニチカ）を用い

た。1.5 cm の中空糸 7 本からなる中空糸バンドルを作製し、以後の操作は第 3 章と同様と

した。 

 

5.2.3 実験条件 
中空糸培養において Hepa/8F5 細胞が高機能を発現する培養条件を調査するために、2 つ

の検討を行った。各実験の詳細な条件については後述する。 

1.5 cm の小口径中空糸 7 本から成る中空糸バンドル（培養体積 0.00162 cm3）に対して、

1.0×105 、3.0×105 cells の Hepa/8F5 細胞を播種し培養を行った。細胞増殖の促進には細胞増

殖用培地を、肝機能誘導には肝機能誘導培地をそれぞれ 1 mL 使用した。 

 

5.2.4 評価方法 
細胞数計測 

細胞数測定については第 3 章と同様とした。 

 

肝機能評価（アンモニア除去能、アルブミン分泌能） 

肝機能評価については第 3 章と同様とした。 

 

免疫蛍光染色 

遠心の有無による Hepa/8F5 細胞の中空糸内分布を観察するため、免疫蛍光染色により核

を染色し、評価を行った。 
Hepa/8F5 細胞を中空糸に播種後、中空糸を回収し、凍結包埋剤(Tissue-Tek® O.C.T™ 

Compound, サクラファインテックジャパン)に包埋後、液体窒素により凍結した。凍結し

た中空糸を凍結ミクロトーム(Leica Microsystems)により切り出し、凍結切片を準備した。

切片をスライドガラス上に乗せたのち、4 ℃, 10 min の条件でアセトン中に浸漬し、PBS で

5 回洗浄した。PBS を乾燥させた後、リキッドブロッカー(PAP PEN, 大道産業株式会社)を
用いてサンプル周辺に円を描き再び乾燥させ、ブロッキング液(PBS containing 10% 

skimmed milk powder and 6% glycine)をサンプル上に滴下して室温で 20 分間ブロッキングし

た。その後、PBS を用い 5 回洗浄を行い、Hoechst 33342 (1:1000)を含んだブロッキング液

に浸し、1 時間, 室温でインキュベータした。サンプルは IX71 蛍光顕微鏡 (オリンパス)を 
を使用し、観察した。  
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5.3 実験結果 
5.3.1 肝機能誘導のタイミングに関する検討 
本検討では、Dox 添加のタイミングに関する検討を行い、Hepa/8F5 細胞の肝機能発現の

ための最適な培養条件の探索を行った。 

具体的には、Hepa/8F5 細胞を中空糸へ播種した直後に肝機能を誘導する系と 5 日間増殖

用培地を用いて細胞を増殖させ、5 日目から肝機能誘導培地に切り替え肝機能発現を誘導

する系との比較を行った(Fig. 5-1)。評価項目として、核数計測と肝機能発現（アンモニア

除去能、アルブミン分泌能）の解析を行った 

 
Fig. 5-1 Culture condition 
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5.3.2 細胞数及び細胞数密度, 免疫蛍光染色による中空糸内観察 

培養過程における細胞数変化と細胞密度変化を Fig.5-2 と Fig.5-3 に示す。培養 0 日目から

Dox を添加し、肝機能を誘導した系では、培養 1 日目まで細胞が増殖したものの、その後

は細胞増殖が停止し、細胞数は減少した。培養 5 日目から肝機能を誘導した系では、培養

5 日目まで旺盛な細胞増殖を示し、Dox 添加後に細胞増殖の停止が確認された。 

 

Fig. 5-2 Changes in cell number of Hepa/8F5 cells in hollow fiber culture  

 
Fig. 5-3 Changes in cell density of Hepa/8F5 cells in hollow fiber culture 
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5.3.3 肝機能評価 

アンモニア除去能 

Dox 添加後の培養日数における単位細胞数あたりのアンモニア除去速度と単位体積当たり

のアンモニア除去速度を Fig.5-4 及び Fig.5-5 に示す。培養 0 日目から Dox を添加し肝機能

を誘導した系では、Dox 添加後 3 日目に最も高いアンモニア除去能を発現した(0.70 

μmol/10⁶ cells/day, 42.08 μmol/cm³/day)。しかし、マウス初代肝細胞のレベル(1.48 μmol/10⁶ 

cells/day, 128.55 μmol/cm³/day)には達せず、機能発現が非常に不安定であった。培養 5 日目

から肝機能を誘導した系では、Dox 添加後 5 日目に最も高いアンモニア除去能を示した

(0.33 μmol/10⁶ cells/day, 38.20 μmol/cm³/day)。しかし、機能レベルは培養 0 日目から肝機能

を誘導した系の培養 3 日目より低レベルであった。 

 

Fig. 5-3 Comparison of the ammonia removal rate of Hepa/8F5 cells after adding doxycycline 

in different culture conditions (normalized by unit cell number) 

 
Fig. 5-4 Comparison of the ammonia removal rate of Hepa/8F5 cells after adding doxycycline 

in different culture conditions (normalized by unit volume of hollow fibers)  
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アルブミン分泌能 

Dox 添加後の培養日数における単位細胞数あたりのアルブミン分泌能と単位体積当たりの

アルブミン分泌能を Fig.5-6 及び Fig.5-7 に示す。培養 0 日目から Dox を添加し肝機能を誘

導した系、培養 5 日目から肝機能を誘導した系の両系で培養経過に伴いアルブミン分泌能

の発現が高くなった。また、機能レベルは培養 0 日目から Dox を添加した系では、Dox 添

加後 1 日目からマウス初代肝細胞(5.96 μmol/10⁶ cells/day, 519.30 μmol/cm³/day)以上のレベル

を示し、5 日目から Dox を添加した系では、Dox 添加後 5 日目でマウス初代肝細胞以上の

アルブミン分泌能を示した。 

 
Fig. 5- Comparison of the albumin secretion rate of Hepa/8F5 cells after adding doxycycline in 

different culture conditions (normalized by unit cell number) 

 

Fig. 5-7 Comparison of the albumin secretion rate of Hepa/8F5 cells after adding doxycycline 

in different culture conditions (normalized by unit volume of hollow fibers) 
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5.3.4 考察  

本節では、小口径中空糸である Nylon6(内径 140 μm)の利用により、酸素供給の向上と肝

機能発現を目指した。また、Dox の添加時期を最適化することにより、中空糸内での

Hepa/8F5 細胞の肝機能向上を目指した。中空糸に Hepa/8F5 細胞を播種した直後に Dox を

添加する系、中空糸内で 5 日間 Hepa/8F5 細胞を増殖させた後に Dox を添加する系で比較

を行った。細胞数計測より、両系で細胞増殖の停止が確認された。0 日目から Dox を添加

する系では、培養 1 日目まで細胞増殖が見られた後に増殖は停止した。これは、Dox が添

加され肝転写因子が発現するまでのタイムラグによるものと考えられる。また、Dox 添加

時の細胞密度の差は、約 2 倍であった。これらの結果の通り、小口径中空糸内でも

Hepa/8F5 細胞は旺盛な増殖を示し、Dox 添加による増殖の抑制も見られた。 

肝特異的機能レベルでは、アンモニア除去能・アルブミン分泌能共に 0 日目から肝機能

を誘導した系で発現レベルが高くなった。アルブミン分泌能では、マウス初代肝細胞以上

のレベルを示したものの、アンモニア除去能はマウス初代肝細胞の 1/3 程度であり、ま

た、発現レベルが非常に不安定であった。培養 5 日目から肝機能を誘導した系では、Dox

添加後 5 日目にアンモニア除去能を発現したものの、マウス初代肝細胞と比較すると 1/5

程度の発現レベルであった。アルブミン分泌能においても、0 日目から肝機能誘導した系

でその機能レベルは高くなった。これらの結果を踏まえ、5 日目から Dox を添加し肝機能

を誘導する系において、3 章及び 4 章と比較すると、今回使用した小口径中空糸内での細

胞密度が約 1.0×108 cells/cm3 条件下(condition 1)でのアンモニア除去速度は 38.20 

μmol/cm³/day であった。前章までの検討における同細胞密度条件下でのアンモニア除去速

度は-76.53 μmol/cm³/day（3 章）、-82.36 μmol/cm³/day（4 章）であった。このことから今回

使用した小口径中空糸は、マウス初代肝細胞のレベルには達しないものの、前章まで使用

した中空糸よりも Hepa/8F5 細胞の中空糸培養に適していることが示された。 
一方で、アンモニア除去能がマウス初代肝細胞のレベルまで達しない原因について、酸

素供給だけでなく、中空糸内部での細胞密度が肝機能発現に大きな影響を与えていること

が示唆された。この理由として、本検討ではいずれの細胞密度においても、培地量を 1 mL

で統一しており、細胞密度が高い条件ほど細胞の中心部で栄養不足や老廃物の蓄積が生じ

たことが考えられる。細胞密度が小さい条件では、細胞-細胞間に隙間が生じたために培地

が組織中心部まで十分に行き渡ることが可能となり、酸素や栄養、Dox 等の物質供給効率

が向上したことが原因として挙げられる。これらの理由より、細胞密度が低い系でより高

い肝機能が発現されたと考えられる。さらに、Dox 添加による Hepa/8F5 細胞の肝機能誘導

は、同時に細胞のサイズ（体積）を変化させている可能性が大きい。従って中空糸内部と

いう閉鎖空間で培養する場合、細胞密度が機能発現レベルに影響し、またその発現条件が

不安定であった可能性が大きい。 

以上より、安定的に高い肝機能発現を達成するためには中空糸内部での細胞密度の制御

が重要であるとし、次節の検討を行った。 
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5.3.5 細胞の播種法に関する検討 
前節の検討において、細胞密度が小さいほど細胞数あたりの肝機能が向上することが示

唆された。しかし実際には、播種直後に遠心力を付加し細胞を中空糸の先端部分に充填し

ているため、先端部での細胞密度はいずれの条件においても同程度であると思われる。し

たがって本検討では、Hepa/8F5 細胞の肝機能発現に対する細胞密度の影響をより詳細に調

査するために、播種直後の遠心充填を行わない検討を行った(Fig. 5-8)。播種細胞数は

1.0×105 cell/ bundle とし、播種直後から Dox を培地に添加した。培養は 5 日間行い、評価

項目として核数計測と肝機能評価を行った。また、コントロールとして、播種直後に遠心

充填を行う実験系を用いた。 

 

Fig. 5-8 Cell innoculum condition 
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5.3.6 細胞数および細胞密度変化, 免疫蛍光染色による中空糸内観察 

培養経過に伴う細胞数変化と細胞密度変化を Fig.5-10 と Fig.5-11 に示す。また、播種直後

の中空糸内の免疫蛍光染色による核の分布を Fig.5-12 に示す。遠心充填を行った実験系

（With centrifugal）と比較して、遠心充填を行わなかった場合（Without centrifugal）の固定

化細胞数は低下した(Figs-5-10, 11)。また、0 日目から培地中に Dox を添加し肝機能発現を

誘導しているため、両系で細胞は増殖しなかった。 

また、免疫蛍光染色による観察から、播種後に遠心を行った系では、遠心方向に細胞が

密集していた。一方で、遠心をしなかった系では、中空糸の先端部に細胞の凝集は見られ

ず、中空糸内に均一に Hepa/8F5 細胞が分布していた。 

 

Fig. 5-10 Changes in cell number of Hepa/8F5 cells in hollow fiber culture 

 
Fig. 5-11 Changes in cell density of Hepa/8F5 cells in hollow fiber culture 
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Fig. 5-12 Morphological observation of cell nuclei inside hollow fibers 
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5.3.7 肝機能評価 

アンモニア除去能 

培養経過に伴う単位細胞数あたりのアンモニア除去速度と単位体積当たりのアンモニア

除去速度を Fig.5-11 及び Fig.5-12 に示す。 

培養 1 日目より肝機能発現の評価としてアンモニア除去能の解析を行った。培養期間を

通して、遠心なしの条件で高いアンモニア除去能を発現した。培養 3 日目において、遠心

なしの条件で最も高いアンモニア除去能（4.50 µmol/ 106 cells/ day）が発現し、遠心ありの

条件の 6 倍以上の除去速度であった。また、中空糸単位体積あたりでも、培養 3 日目の遠

心充なし条件で、マウス初代肝細胞以上の高いアンモニア除去能を発現した(230.62 

µmol/cm3/day)。 

 

Fig. 5-11 Comparison of the ammonia removal rate of Hepa/8F5 cells in different inoculum 

conditions (normalized by unit cell number)  

 
Fig. 5-12 Comparison of the ammonia removal rate of Hepa/8F5 cells in different inoculum 

conditions (normalized by unit volume of hollow fibers) 
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アルブミン分泌能 

培養経過による単位細胞数あたりのアルブミン分泌能と単位体積当たりのアルブミン分

泌能を Fig.5-13 及び Fig.5-14 に示す。 

単位細胞数あたりのアルブミン分泌能の評価においては、培養 3 日目までは遠心条件の

有無による大きな差は確認されなかった。しかしながら、培養 5 日目において、遠心なし

条件でアルブミン分泌が多く、両条件においてマウス初代肝細胞よりも高レベルのアルブ

ミン分泌能を示した。また単位体積あたりのアルブミン分泌能の評価においても、同様の

結果が示された。 

 

Fig. 5-13 Comparison of the albumin secretion rate of Hepa/8F5 cells in different inoculum 

conditions (normalized by unit cell number) 

 

Fig. 5-14 Comparison of the albumin secretion rate of Hepa/8F5 cells in different inoculum 

conditions (normalized by unit cell number) 
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5.3.8 考察 

前節の検討において、中空糸内の Hepa/8F5 細胞の細胞密度が高い状態で Dox を添加して

も、十分な肝機能誘導が得られないことが判明した。そこで、本節では、遠心操作による

中空糸内での細胞密度の上昇が肝機能発現に与える影響を調査することを目的とし、

Hepa/8F5 細胞を中空糸に播種した後、遠心操作を省いて培養を行い、肝機能誘導を行っ

た。 

中空糸内部での細胞核の分布を解析した結果、遠心操作を行わない系では、播種直後に

遠心方向に細胞が密集しておらず、より低密度な環境であることが示された。(Fig.5-12)。

また、遠心操作を行った系と異なり、培養 1 日目において細胞数の増加を示さなかった。

これは、より細胞が分散した状態で中空糸内に存在するため、Dox 添加の影響を強く受け

たためであると考えられる。 

培養 3 日目の単位細胞数あたりのアンモニア除去速度は、遠心操作を行わなかった培養

系では 4.50 µmol/106 cells/day であり、遠心力を付与したときよりも大幅に向上した。単位

体積あたりのアンモニア除去能においても、遠心なし条件では 230.62 µmol/cm3/day のアン

モニア除去速度を示し、マウス初代肝細胞の約 1.7 倍のレベルを示した。また、単位細胞

数あたりのアルブミン分泌能については、培養 5 日目に遠心力を付与しない条件でわずか

に高くなったが、培養全体では大きな差は見られず、単位体積当たりで培養 3、5 日目に

マウス初代肝細胞以上の機能レベルを示した。この検討からもアンモニア除去能の発現が

細胞密度と密接に関係していることが示唆された。 

この要因として、前節でも考察したとおり、Dox 添加後の Hepa/8F5 細胞の形態の変化が

挙げられる。Hepa/8F5 細胞は Dox が添加され、肝機能が誘導されると、その形態も初代肝

細胞へと近づき、細胞のサイズも大きくなる 15。中空糸内で高細胞密度となった後に肝機

能を誘導すると、細胞の形態変化が正常に行われなくなる。このため、細胞の配向に偏り

が生じ、Hepa/8F5 細胞の肝機能が発現されにくかったと考えられる。 

二つ目に、中空糸内部への酸素供給が要因として挙げられる。細胞密度が高くなるにつ

れ、中空糸中心部の細胞まで酸素が供給されず、嫌気代謝による乳酸の蓄積が進み、アシ

ドーシスが引き起こされたことが考えられる。第 4 章の検討の通り、Hepa/8F5 細胞は代謝

のスイッチングがなされなければ、大量の乳酸を生産する。尿素合成は pH 依存的であ

り、塩基性、酸性のどちらに傾いても尿素の合成能が低下することがラット初代肝細胞、

HepG2 細胞で報告されている 109, 110。これらの報告からも、中空糸内の高細胞密度状態に

よる pH の低下がアンモニア除去能を発現しなかった理由として考えられる。 

一方で、培養 3 日目以降、アンモニア除去能の発現が低下していた。この原因として、

分散状態では細胞の機能維持が難しいことが理由として考えられる。多くの報告の通り、

細胞は生体内に近い 3 次元組織体（オルガノイド）を形成させることで、細胞の生存や機

能維持が促進されることが明らかとなっている。本検討では、もともと中空糸培養で意図

していた遠心付加によるオルガノイド形成誘導を行わず、中空糸内の免疫蛍光染色の結果
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からも Hepa/8F5 細胞は単分散状態に近いと推測される。この結果、一時的にはアンモニア

除去能を発現するものの、培養経過とともに肝機能が低下したと思われる。しかしなが

ら、現在のバイオ人工肝臓の運用は、患者の負担を軽減するためにも、一日当たり 6 時間

の運用が目安となっており、一時的な肝機能補助という観点からは十分にその役割は果た

せるものと考えられている。 

以上の結果から、中空糸培養における Hepa/8F5 細胞の肝機能発現においては、中空糸内

部での細胞密度および細胞分布が多大な影響を及ぼす可能性が明らかとなり、これらの制

御を適切に行うことにより、バイオ人工肝臓装置の細胞源として期待できることが示され

た。従って次章では、Hepa/8F5 細胞の中空糸培養法を基盤としたバイオ人工肝臓モジュー

ルの開発を行った。 
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5.4 本章のまとめ 
本章では、Hepa/8F5 細胞の中空糸培養においてが高い機能を発現する条件の模索を行っ

た。得られた結果を以下に記す。 

 

肝機能誘導時期の最適化に関する検討 

・ 培養 0 日目から肝機能を誘導した系で高い肝機能を発現した。しかし、アンモニア除去

能はマウス初代肝細胞の機能レベルには及ばず、機能発現も不安定であった。 

・ 中空糸内部での細胞密度が肝機能発現に影響している可能性が示唆された。 

 

細胞の播種方法に関する検討 

・ 培養 3 日目の単位細胞数あたりのアンモニア除去速度は、遠心操作を行わなかった培

養系では 4.50 µmol/106 cells/day であり、遠心力を付与したときよりも機能が向上した。

単位体積あたりのアンモニア除去能においても、遠心なし条件では 230 µmol/cm3/day の

アンモニア除去速度を示し、マウス初代肝細胞以上の機能レベルを発現した。 

・ 単位細胞数あたりのアルブミン分泌能については、培養 5 日目に遠心なし条件で最も

高くなったが、遠心条件の有無による差はほとんど見られなかった。 

・ 中空糸培養での Hepa/8F5 細胞の肝機能発現においては、細胞密度および細胞分布の制

御が重要である可能性が示唆された。 
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第6章 Hepa/8F5 細胞を固定化した中空糸型バイオ人

工肝臓装置の開発 
6.1 本章の目的 
第 5 章では、中空糸培養法を Hepa/8F5 細胞に適用し、高い肝機能を発現する培養条件の

検討を行った。その結果、細胞密度を制御することにより、Hepa/8F5 細胞はバイオ人工肝

臓装置の細胞源となり得る能力を保持していることが示された。そこで本章では、これま

での検討で得られた知見を基にラットスケールのバイオ人工肝臓装置の開発を行った。 

 

6.2 中空糸型バイオ人工肝臓装置の設計 
装置の開発にあたって、編織を用いた中空糸シートを装置内に配置する人工肝臓装置を

開発した(Fig. 6-1)。中空糸をシート状に編織することにより、1 本 1 本の中空糸を規則的

に配列させ、編織シートを用いることで、培地が中空糸の間を均一に流れ、それぞれの中

空糸内部の細胞に酸素や栄養を均等に供給可能である。また、編織シートを積層すること

でスケールアップが可能である。 

 

 
Fig. 6-1 Schematic illustration of a hollow fiber-type bioartificial liver device  

 

第 5 章の培養条件と得られたアンモニア除去速度を基に、装置スケールを算出した。本

研究では、患者救命のために人工肝臓装置に求められる肝機能は肝臓の 5%と仮定し、ラ

ットスケールの場合では総肝細胞の約 5%に相当する 2.5×107 cells 必要であると概算した。

第 5 章の通り、Hepa/8F5 細胞の中空糸培養法ではマウス初代肝細胞の約 1.7 倍のアンモニ

ア除去機能を示した。これらより、ラットスケールのバイオ人工肝臓装置には、約 1.5×107 

cells の Hepa/8F5 細胞が必要であると推定された。Table 6-1 にバンドル培養と装置培養の
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条件比較を示した。播種細胞数が中空糸バンドルスケールの 150 倍であるため、中空糸内

部総体積もバンドル培養時の 150 倍と設定し、培地液量も 150 倍とした。装置内部体積

は、3.6 cm3（縦：6 cm、横：6 cm、厚さ：0.1 cm）である。 

 

Table 6-1 Comparison of the specification between the small device (hollow fiber bundle)  

and the hollow fiber module 

 Hollow fiber bundle Hollow fiber module 

Inner volume (cm3) 
0.00162 

1.5 cm × 7  

0.231 

6 cm × 250 

Immobilized cell number (cells) 1.0×105 1.5×107 

Medium volume (ml) 1 150 

 

 

6.2.1 中空糸型バイオ人工肝臓装置の作製方法 
中空糸シート作製方法 

中空糸を以下の方法で編織し、中空糸シートを作製した。 

・ 機織り機に中空糸固定用の縦糸（未滅菌エルシレン、DMTC501002、シラカワ株式会

社）を 1 cm 間隔で 40 cm 程度張った(Fig. 6-2)。 

・ 厚さ 100 µm のポリカーボシート 45 cm を中空糸シート固定用の横糸として機織機に

挿入し、一度織ることでポリカーボシートを縦糸に固定した。 

・ 250 本の中空糸（幅約 5 cm）を折れないように注意して織った。途中で中空糸がよれ

ないよう注意した。 

・ ポリカーボシートを中空糸固定用の糸に固定した(Fig. 6-3)。 

・ 織った中空糸を長さ 10 cm になるように 3 つに分割して使用した。 

 

 
Fig. 6-2 Hand loom 
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Fig. 6-3 Hollow fibers that were woven into a textile sheet 

 

中空糸型バイオ人工肝臓装置の作製方法 

作製した編織シートを人工肝臓モジュールに配置してポッティングを行った。ポッティ

ングは以下の手順で行った。ポッティング用装置はポリカーボネート製である。 

・ それぞれの接合面とネジ部分には液状シリコンを塗布し、完全に密着させた(Fig. 6-4-a)。 

・ 人工肝臓モジュール内に編織シートを配置し、その後 3 つのパーツを装置に固定する

ことで人工肝臓モジュールを完成させた(Fig. 6-4-b)。 

・ 装置に内径 1 mm、外径 2 mm のシリコンチューブを 2 箇所取り付けた。 

・ 外側から接合部を液状シリコンで固定して、ポッティング剤が漏れないようにした(Fig. 

6-4-c)。 

・ ポッティングを行った。ポッティング機の内圧は 0.06 MPa, 流量目盛は 500 に設定し

た。細胞播種側には、2 回に分けて樹脂を流し込むことで、細胞播種用の中空糸断面の

空洞を確保した。1 回目は 0.8 sec、2 回目は 2.5 sec 吐出した。吐出後すぐに遠心充填を

行った（1800 rpm、20 min）。1 回目のポッティング後、24 時間静置して樹脂を乾燥さ

せ、2 回目を行った。 

・ 反対側は、吐出時間は 2.8 sec で 1 回のみポッティングを行った(Fig. 6-4-d)。 

・ 樹脂をよく乾燥させた後、両端をメスで切り落とし、断面を検鏡し、中空糸内部に細胞

播種用の空洞があることを確認した。その後、両端にポリカーボ製の部品を取り付けた。

このとき、面と面は液状シリコンで完全に密着させた(Fig. 6-4-e)。 

・ チューコーフローシールを巻いたルアーフィッシングを取り付けた。 

・ 組み立て後、装置周りの接合部をバスコークで固定した。バスコークは細胞の触れる箇

所には使用しないようにした(Fig. 6-4-f)。 

・ 乾燥した後、エタノールで親水化を行い、2 次蒸留水を用いて漏れがないかを確認した。

脱気した後、オートクレーブを行った。 

  

〈拡大図〉

1cm

10cm

〈拡大図〉

1cm

10cm
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Fig. 6-4 Assembly process of the module 
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6.2.2 中空糸型バイオ人工肝臓装置への播種方法 
準備段階として、培養ラインおよびモジュールを培養培地で置換をした。 

・ 細胞を培養ディッシュより回収し、細胞懸濁液を作成した。 

・ 播種ラインを用いてピペッティングを十分に行い、2.5 mL シリンジに 2 mL の懸濁液

（1.5×107 cells）を入れた。同様にして、細胞懸濁入りシリンジを 3 本用意した。 

・ 播種口に 3 本のシリンジを差し込み、同時にゆっくりと懸濁液を入れた。 

・ 廃液ラインを止めて播種口をつけた。 

・ シリンジに空気を充填し、真ん中の播種口から中空糸に入らないようにエアーを入れ

た。 

・ 空気が抜けるように両端の播種口をあけて、真ん中の播種口からオートクレーブした

アガロース溶液（4 wt%）を入れた。 

・ 装置を氷に入れて、アガロースを固めた。 

・ 置換しておいた培養システムラインと装置を接続し、灌流培養を行った。 

 
6.2.3 実験条件 
以下に示す培養システムを用いて灌流培養を行った（Fig. 6-5）。培養システムは中空糸型

バイオ人工肝臓装置、リザーバー、エアトラップ、サンプリングポートで構成されており、

シリコンチューブで接続されている。培地流量は 4 mL/min に設定した。培養培地は機能誘

導培地を用いて培養開始時より肝機能発現の誘導を行った。 

 

 

Fig. 6-5 Schamatic illustration of perfusion culture system for bioartificial liver module 
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[流量の決定] 
装置入口の溶存酸素濃度は、飽和酸素濃度である 6.86 ppm×0.95＝6.52 ppm である。装置出

口では、細胞が機能を維持することができる最低溶存酸素濃度 1.73 ppm を達成する必要が

あるため、適切な培地流量を以下の計算式を用いて算出した。 
 
（PO2-in－PO2-out）×Q＝W×Nmax 

PO2-in：装置入り口の溶存酸素濃度（mol/ L） 

PO2-out：装置出口の溶存酸素濃度（mol/ L） 

Q：流量（mL/ min） 

W：細胞の酸素消費速度（mol/ cell/ hr） 

Nmax：培養中で最大となる細胞数（cells） 

それぞれのパラメータは以下のように設定した。 

・ 5%CO2 を考慮して、PO2-in=6.86×0.95=6.52 ppm=2.04×10-4 mol/L となる。 

・ PO2-out は文献値 60 を用い、 PO2-out =1.73 ppm=0.54×10-4 mol/L とした。 

・ W は、ラット初代肝細胞の酸素消費速度 111 を参考にして、W=1.2×10-12 mol/ cell/ hr と

仮定した。 

・ Nmax は、中空糸バンドルを用いた検討より、Nmax=2.7×107 cells と仮定した。 

これらのパラメータを用いて計算を行い、 Q=3.61 mL/min と算出されたため、培地流量は

4 mL/ min に決定した。 

 

 

6.2.4 評価方法 
評価方法は以下の通りである。 

細胞数計測 

装置を分解後、中空糸シートを取り出し、細胞数を計測した。細胞数計測の方法は第 3 章

で示した方法と同様である。 

 

肝機能評価（アンモニア除去能・アルブミン分泌能） 

培地をサンプリングポートより 1 mL 取り出し、第 3 章で示した方法と同様に肝機能評価

を行った。 
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6.3 実験結果 
 

6.3.1 細胞数計測 
培養 5 日目の細胞数 

中空糸内での細胞の分布を詳細に調査するために、培養終了後に中空糸シートを Fig. 6-7

のように 6 分割し、各部分の細胞数を計測した。その結果を Table 6-4 に示す。 

 
Fig. 6-7 Six partitions of the hollow fibers for cell counting 

 

 

Table 6-4 Cell density in different parts of the bioreactor 

 1 2 3 4 5 6 

Cell density（×107 cells/cm³） 1.85 2.19 3.58 3.89 5.03 5.01 

 

細胞播種後の装置内の総細胞数は 8.29×106 cells であり、細胞密度は 3.59×10⁷ cells/cm³と

なった。各区画における Hepa/8F5 細胞の密度は区画○5 , ○6 で最も高くなり、最も細胞密度

が低かった区画○1 , ○2 と比較し、約 2.5 倍の細胞密度となっており、装置の中空糸シート

内での偏りが確認された。 
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6.3.2 肝機能評価 
アンモニア除去能 

培養経過による装置体積当たりのアンモニア除去速度を Fig.6-8 に、装置と中空糸バンド

ルの中空糸単位体積当たりのアンモニア除去能の比較を Fig.6-9 に示す。装置体積あたりの

アンモニア除去能の評価では、培養 3 日目と 5 日目にアンモニア除去能が確認された。ま

た、アンモニア除去速度はそれぞれ 11.02 µmol/ cm3-module/ day と 4.51 µmol/ cm3-module/ 

day であった。培養 3 日目のアンモニア除去速度を、マウス初代肝細胞を装置で培養した

ときの値と比較したところ、0.75 倍であった。また、中空糸単位体積当たりのアンモニア

除去能をバンドル条件と比較すると、挙動はほぼ同一であったが、機能レベルは培養期間

を通して低かった。 

 
Fig. 6-8 Ammonia removal rates of the Hepa/8F5 cells 

 (normalized by unit volume of the bioreactor) 

 
Fig. 6-9 Ammonia removal rates of the Hepa/8F5 cells 

 (normalized by unit volume of the hollow fibers) 
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アルブミン分泌能 

培養経過による装置体積当たりのアルブミン分泌能を Fig.6-10 に、装置と中空糸バンド

ルの中空糸単位体積当たりのアルブミン分泌能の比較を Fig.6-11 に示す。 

培養 1 日目より肝機能発現の評価として、アルブミン分泌能の解析を行った。その結

果、培養を通してアルブミンの分泌が検出され、アルブミン分泌能は培養経過とともに向

上した。培養 5 日目における装置体積あたりのアルブミン分泌能は、約 160.52 µg/ cm3-

module/ day であり、マウス初代肝細胞を装置で培養した場合とほぼ同等であった。また、

装置とバンドルのアルブミン分泌能を比較すると、その機能レベルは装置が若干高いもの

の、ほぼ同じレベルを示した。 

 
Fig. 6-10 Albumin secretion rates of the Hepa/8F5 cells 

 (normalized by unit volume of the bioreactor) 

 
Fig. 6-11Albumin secretion rates of the Hepa/8F5 cells 

 (normalized by unit volume of the hollow fibers) 
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6.4 考察 

本章では、第 5 章で決定した培養条件を基に中空糸型バイオ人工肝臓装置を設計し、

Hepa/8F5 を固定化後、その性能を評価した。肝機能評価の結果、培養 3 日目からアンモニ

ア除去能の発現が確認された。また、培養 3 日目に最も高いアンモニア除去能が確認され

た。しかしながら、そのレベルは、マウス初代肝細胞を中空糸型バイオ人工肝臓装置に充

填した場合の 75%程度の機能レベルであった。また、バンドルスケールと比較するとその

機能発現レベルは約 65%であった。一方で、機能発現の挙動は中空糸バンドルでの培養と

同様であった。アンモニア除去能を中空糸バンドルの系と比較した際に機能が低かった要

因として中空糸シート内の Hepa/8F5 細胞の分布が挙げられる。 

培養終了後、装置を分解し中空糸シート内の細胞数計測を行ったが、播種口とは反対側

に Hepa/8F5 細胞が多く分布しており、実際に細胞密度には約 2.5 倍の差が生じていた。こ

のことより、酸素・栄養供給が装置内で均一にならず、酸素供給の影響を受け易いアンモ

ニア除去能が低下したと考えられる。一方で、アルブミン分泌能は培養 5 日目にマウス初

代肝細胞を中空糸型バイオ人工肝臓装置に充填した場合より高レベルであった。また、機

能発現レベルとしては、中空糸バンドルとほぼ同じレベルを示し、挙動も一致していた。

これは、これまでの検討と同様に Hepa/8F5 細胞のアルブミン分泌能が酸素の影響を受けに

くいため、スケールアップ後も機能が安定していたと思われる。 

今回の人工肝臓装置へのスケールアップの検討では、アンモニア除去能については小ス

ケール（中空糸バンドル）に及ばないものの、おおよそ良好なスケールアップが達成され

たと考える。また、本検討で作成された Hepa/8F5 細胞を充填したバイオ人工肝臓装置の最

終的な細胞密度は 3.59×10⁷ cells/cm³であった。これは、最も臨床応用に使用されたバイオ

人工肝臓装置である Hepatpaasist と比べ 35-42、10 倍以上の細胞密度であり、高細胞密度化

に成功した。 

我々の研究室で検討を行っているマウス ES 細胞を充填した同様の中空糸型 BAL の肝機

能発現レベルはアンモニア除去能、アルブミン分泌能がそれぞれ 5.75 μmol/module-cm³/day

と 158.31 μg/cm³-module/day であった 112。このことから Hepa/8F5 細胞を充填した本人工肝

臓装置は装置単位体積当たりで高い肝機能を発現していることが示された（アンモニア除

去能：11.02 µmol/ cm3-module/ day／アルブミン分泌能：160.52 µg/ cm3-module/ day）。前述

の ES 細胞を充填した人工肝臓装置は、肝不全ラットを用いた体外循環において肝不全状

態からの回復効果を示している。このことから、Hepa/8F5 細胞を充填した人工肝臓装置に

おいても同等以上の治療効果が期待される。しかしながら、生体内で肝臓は数多くの働き

を担っており、肝疾患の治療の際にどの機能が最も必要とされるかは、現在に至っても不

明である。将来的なヒトスケールアップを目指すためにも、肝疾患モデル動物を用いた詳

細な治療効果の検証が必要不可欠である。 
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6.5 本章のまとめ 

本章では、バイオ人工肝臓装置を設計し、Hepa/8F5 細胞を充填・培養を行い、その性能

を評価した。得られた結果を以下に示す。 

 

・ 中空糸バンドルでの条件と比較してアンモニア除去能で 65％程度、アルブミン分泌能

ではほぼ同等の機能発現を示した。この結果、バイオ人工肝臓装置を用いた Hepa/8F5

細胞の培養においても、細胞密度と細胞分布が機能発現に大きな影響を及ぼすことが

示唆された。 

・ Hepa/8F5 細胞を充填したバイオ人工肝臓装置の細胞密度は 3.59×10⁷ cells/cm³であり、非

常に高い細胞密度での装置培養に成功した。 

・ 装置あたりの機能発現レベルは同装置に初代肝細胞やES細胞を充填した場合と同程度

であった。この結果、Hepa/8F5 細胞を充填した人工肝臓装置においても肝不全状態か

らの治療効果が期待される。 
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第7章 結言 
7.1 本論文のまとめ 
 

本論文ではバイオ人工肝臓開発の基盤技術として、独自の中空糸培養法を適用した

Hepa/8F5 細胞の肝成熟化と最適な培養条件の探索、これらの検討を基とした中空糸型バイ

オ人工肝臓の開発に取り組んだ。まず、セルローストリアセテート製中空糸（内径 285 

μm）を用いた培養法を行い、Hepa/8F5 細胞の高肝機能化を目指した。続いて、高肝機能

化の試みとして、Dox 添加による肝機能誘導と同時に高酸素分圧環境下で培養を行い、

Hepa/8F5 細胞が肝機能誘導される条件について決定した。次に、ナイロン製中空糸（内

径：140 μm）へと中空糸を小口径化して培養を行い、得られた結果をバイオ人工肝臓装置

開発のための基盤とした。さらに、この結果を基に Hepa/8F5 細胞を充填したバイオ人工肝

臓装置を開発し、灌流培養下における肝機能につて評価した。 

 

第 1 章では、本研究の背景を述べ、本研究の方針について示した。 

 

第 2 章では、既往の研究について述べ、研究上の問題点、解決すべき課題を示した。 

 

第 3 章では、中空糸培養法と Hepa/8F5 細胞を組み合わせ、高レベルの肝機能発現を目指

した。その結果、細胞増殖が抑制されたことにより、Dox 添加による細胞増殖の停止は達

成されたが、アンモニア除去能は培養期間を通し発現されていなかった。この原因とし

て、Dox 添加後の呼吸代謝の変化により、中空糸中心部の酸素が枯渇している可能性が考

えられた。 

 

第 4 章では、Hepa/8F5 細胞が中空糸内で肝機能を発現するためのアプローチとして、Dox

添加による肝機能誘導と同時に酸素分圧 70%条件下において培養を行い、酸素供給と肝機

能発現・呼吸代謝について検討した。本検討により、高酸素分圧下での培養では Hepa/8F5

細胞は、細胞あたりにおいてマウス初代肝細胞以上の肝機能を発現し、グルコース消費と

乳酸生成の減少より嫌気代謝から好気代謝へと移行していることが明らかとなった。ま

た、組織学的評価により、高酸素分圧下では著しい細胞減少が起こり、細胞密度も大きく

減少していることが確認された。この検討より、十分に酸素を供給することで、Hepa/8F5

細胞はマウス初代肝細胞以上の肝機能レベルを示し、バイオ人工肝臓装置の細胞源として

のポテンシャルを保持していることが示された。一方で、細胞数と中空糸内部の観察結果

から、高酸素分圧下での培養では活性酸素による細胞障害が発生している可能性が示唆さ

れた。そのため、酸素分圧に頼らずに Hepa/8F5 細胞の酸素要求を満たす培養系の構築が必

要であることが示された。 
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第 5 章では、中空糸内の Hepa/8F5 細胞の酸素要求を満たす試みとして、小口径中空糸の

使用を考案し、培養を行った。本検討で用いた中空糸の内径は約 140 μm であり、これま

で使用してきた中空糸（内径：285 μm）と比較するとおおよそ半分程度の大きさであるた

め、中空糸内部まで酸素供給が期待できた。まず、Dox 添加による肝機能誘導時期の最適

化を行った。具体的には中空糸内に Hepa/8F5 細胞を播種した直後に Dox を添加する系と

播種後 5 日目に Dox を添加する系で検討を行った。この結果、0 日目から肝機能を誘導す

る系において高いアンモニア除去能を発現したが、その機能レベルはマウス初代肝細胞と

比較すると約 1/3 であり、発現レベルも不安定であった。アルブミン分泌能についても、

培養 0 日目から機能誘導する系で高くなり、そのレベルはマウス初代肝細胞以上であっ

た。この検討より、小口径中空糸を使用し培養 0 日目から肝機能誘導を行うことで、肝機

能が発現されることが示され、その原因として Dox 添加時の細胞密度が機能発現に影響し

ていることが示唆された。 

そこで次の検討では、細胞播種時における遠心操作の有無による細胞密度と肝機能発現

に対する影響を検討した。この結果、遠心を付与しない系で中空糸バンドル先端の細胞密

度の低下が示された、また、アンモニア除去能では遠心操作を行わない系でマウス初代肝

細胞の約 1.7 倍の高い値を示した。まアルブミン分泌能では遠心条件に関わらずほぼ同等

の機能発現を示し、その発現レベルはマウス初代肝細胞の 3 倍以上であった。この検討よ

り、小口径中空糸を用い、細胞密度を制御して培養することで、Hepa/8F5 細胞はバイオ人

工肝臓装置に適用可能な肝機能レベルを発現することが示された。 

 

第 6 章では、これまでの検討を基に、Hepa/8F5 細胞を充填したラットスケールの中空糸

型バイオ人工肝臓装置を設計及び灌流培養を行い、肝機能レベルについて評価した。

Hepa/8F5 細胞を装置に充填した後、直ちに Dox を添加し肝機能誘導を促すことで、アンモ

ニア除去能及びアルブミン分泌能の発現を確認した。また、装置体積当たりで評価をした

結果、装置あたりの機能発現レベルは同装置に初代肝細胞や ES 細胞を充填した場合と同

程度であった。この結果、Hepa/8F5 細胞を充填した人工肝臓装置は高レベルでの肝機能の

発現が可能であった。 

 

以上より、本研究では Hepa/8F5 細胞に独自の細胞培養法である中空糸培養法を適用し、

マウス初代肝細胞を同装置に充填した場合と同等の肝機能レベルを発現するバイオ人工肝

臓装置の開発に成功した。  
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7.2 今後の課題と展望 
 

中空糸培養法と遺伝子導入肝がん細胞である Hepa/8F5 細胞を組み合わせることで、単位

細胞及び体積あたりでマウス初代肝細胞と比較可能なレベルの肝機能を示した。これは、

Hepa/8F5 細胞が十分な肝機能を保持し、治療効果が期待できるバイオ人工肝臓装置へと応

用可能であることを示した。一方で、体外設置型の人工肝臓では、患者の血液を体外に引

き出さなければならず、患者に多大な負担を強いるものである。このため、バイオ人工肝

臓装置の小型化・高機能化は達成されなければならない。成人から安全に引き出せる血液

量は 1 L と言われており、バイオ人工肝臓装置・ラインを含め、1 L 以内に収まることが理

想である。このような装置の高機能化・小型化を目指すためにも Hepa/8F5 細胞の機能発現

に関するさらなる検討が必要不可欠である。 

本論文で設計したバイオ人工肝臓装置の細胞密度は 3.59×107 cells/cm³と非常に高密度であ

ったが、中空糸内には十分な培養スペースが残されており、播種密度や播種手技を向上さ

せることで更なる高肝機能化も期待できる。加えて、本検討では、分散状態の Hepa/8F5 細

胞を播種し検討を行っており、3 次元組織体の形成という部分においては改善が期待され

る部分である。実際に、3 次元組織体を形成や他種細胞との共培養により、細胞の機能向

上や維持がされるという報告は多くなされている 113-120。この観点からも、Hepa/8F5 細胞

のスフェロイドを作製し播種する方法や多種細胞との共培養、単層培養にて機能誘導を行

い中空糸へと播種することで細胞密度の向上が期待できるため、このような高機能化の検

討のも進めていかなければならない。 

さらに、本論文で用いた Hepa/8F5 細胞は Tet-on システムを応用しており、Dox の添加に

より肝転写因子の発現と肝機能誘導を促進している。本検討では、Dox の添加濃度を培地

に対して 0.1 μg/ml と設定しているが、同じく Tet-on システムを応用した研究では、Dox の

濃度が高いほど、目的遺伝子の発現が高くなるという報告もある 121。今後、ヒト細胞で樹

立した場合には Dox の添加濃度も検討を行う必要性があると考えられる。Doxycycline

は、実際の治療でも広く用いられている抗生物質であり、一般的に 100 mg が静脈注射さ

れる。血液を約 5 L とした場合、血中の Dox 濃度は 20 μg/ml であるため、約 200 倍程度ま

では Dox の濃度を上げることが可能だと思われる。 

また、今回作製したバイオ人工肝臓装置が肝疾患に対する治療効果を示すか検証を行う

ことが不可欠である。今回の検討ではアンモニア除去能とアルブミン分泌能の二つの肝機

能評価を行うことで in vitro での性能を評価したが、肝臓は 500 種類以上の機能を持つと言

われており、2 種類の肝機能評価だけでは不十分である。したがって、さらなる肝機能の

評価と動物実験による治療効果の実証を行う必要がある。その後も、大型肝疾患モデル動

物を使用した治療効果の検証やヒト臨床応用に向けたスケールアップ指針を策定し、ヒト

スケールの装置を設計・開発しなければならない。 
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一方で遺伝子導入マウスヘパトーマ細胞株をヒト臨床へと応用した場合、異種ウイルス

感染症や免疫拒絶といったリスクが生じてくる。そのため将来的には、信頼のあるヒト由

来の細胞株を使用しなければならない。本研究で使用した Hepa/8F5 細胞のように、遺伝子

導入により増殖から機能発現への表現型のスイッチが可能なヒト肝細胞株の樹立が望まれ

る。安全性を考慮すると正常細胞の利用が望ましい。従って、iPS 細胞などを含めた幹細

胞の利用も考慮すべきである。いずれの場合においても、人工肝臓適用までのバイオプロ

セスにおいて増殖から機能発現、あるいは分化のように細胞の表現型が変化することが想

定され、本研究で得られた知見はこうした細胞の利用においても大いに貢献することが期

待される。 

今後の肝疾患の治療においてはバイオ人工肝臓の運用のみでなく、細胞移植等とも組み

合わせた治療も視野に入れ、これらを適切に組み合わせ適用していくことが望ましい。前

述のように、自己由来の肝様細胞を準備する間はがん細胞等由来の細胞株で肝機能を補助

する方法等も挙げられる。さらに、遺伝子工学的技術の発展によるブタ体内でのヒト臓器

の作製 122 や 3D バイオプリンターによる臓器の作製に関する研究 123 も盛んに行われてお

り、これらと連携した治療法の構築も期待される。 

本研究において、バイオ人工肝臓開発の新たな細胞源として Hepa/8F5 細胞に着目し、高

い肝機能を持つ装置の開発に成功した。今後、上述した課題が解決され、本研究結果を基

にした大型スケールのバイオ人工肝臓の開発と治療効果の検証、大量取得技術が確立され

れば、遺伝子導入肝がん細胞を細胞源とするバイオ人工肝臓装置は肝移植に替わる新たな

治療法の一つとして期待されると考えられる。 
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