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序論

肝臓は、各種化学物質の代謝と解毒および血漿タンパク質、血液凝固因子、コレステロールなどの生命維持

に不可欠な物質の生産を司るなど、複雑な臓器である。そのため、その機能が何らかの原因で正常に機能しな

くなり、急性肝不全になったとき、血液や組織中に肝不全起因物質の蓄積をもたらし、精神神経症状(肝 性脳

症)、黄疸、腹水などの致死的な症状に陥る[1]。

日本ではC型 肝炎を始め肝疾患を患う人数の増加は深刻であり、E型肝炎ウイルスや各種薬剤被害など、新

たな肝疾患の原因も次々と報告され、改めて肝疾患治療、特に重篤な患者に対する治療方法が切望されてい

る[2]。

これまで、肝不全時の療法として主に解毒機能の補助を目的に活性炭や、半透膜を用いての毒性物質の除

去と血漿交換を組み合わせた治療法が一般的に行われてきた。しかしこれらの方法では肝不全起因物質の除

去は完全に出来るものでなく、急性肝不全では従来の治療法でも救命率の改善が見られるが、特に亜急性型

や劇症化した肝炎における救命率を十分に改善させることは不可能であった。上記の理由により現在は肝移

植が最も有効な治療法であるとされる。劇症肝炎に対する肝移植は治療技術や免疫抑制剤の進歩により成功

率は上昇しており、移植後生存率は一年以上にわたり良好であると言われている。しかしながら、これまでに行

われてきた生体肝移植に加えて、臓器移植法が施行された現在においても、レシピエントの需要数を満たして

いない。またこのようなドナー不足は移植治療数が多い欧米でも起こっており、いわゆる臓器提供待ちの患者

の多くが肝移植を受けることすらできないことは世界中変わらない状況である。また、肝移植を行った後、患者

は一生免疫抑制剤を用いなけれ ばならない問題が生じ、移植が最善の治療法であるとは言い難い。これらの

理由から、肝移植に変わって救命率を上昇させる治療法の開発が急務となっている。

近年人工心臓を始めとした、人工臓器の開発が盛んに行われており、肝臓においても新たな治療法として現

在その開発が行われている。しかし、肝臓は多岐に渡る機能を有する非常に複雑な臓器であり、人工材料のみ

を用いての開発には限界が生じる。そこで、肝臓の多岐の機能を代行させるため生体の肝臓を何らかの形で

用い、これと人工材料を組み合わせたいわゆるバイオ人工肝臓の研究が行われている。バイオ人工肝臓 は患

者の血液を体外に循環させ、血漿分離を行い、リアクター中に血漿を通し、1丿アクター中の肝細胞に肝機能の
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代替を行わせる装置である。そのため、バイオ人工肝臓はこれまでに救命率の改善が見られない亜急性型や、

劇症化した場合において有効であると考えられる。このようなバイオ人工肝臓の開発には、1)どのような組織

細胞をもちいるか[3,4]、2)肝細胞の機能を治療の期間中維持させるか[5]、の大きく2つの問題点がある。

これまでに人工肝臓に用いる生体材料として異種、主にヒヒからの摘出肝臓[6]、肝スライス[7]、肝抽出酵素

を包括固定化したものや細胞そのものを用いた研究が広く行われている。摘出肝や肝スライスは材料としては、

非常に不安定で用いにくい、摘出酵素は活性が低いといった欠点を有しており、Seglen[8]らによってコラゲナー

ゼ潅流法により肝実質細胞を高いviabilityで回収する方法が確立されたこともあって近年では肝実質細胞を用

いた研究が主流となっている。これまでに、動物から取り出した肝実質細胞、ヒト由来株化肝細胞を用いた研究

が行われている。株化細胞はヒト由来の細胞であり、免疫学的問題を軽減することが可能である。また、増殖す

るため、調達が容易であるという利点がある。そのため、実際に人工肝へ臨床応用も行われている[9]。しかし

ながら株化細胞であるがゆえに、細胞が脱分化をおこしており、細胞あたりの肝機能が低くなる。比較的機能

が高い細胞でも、全ての機能が維持されているわけではなく、部分的な機能欠如は避けられない。また、増殖

制御が困難であり、バイオ人工肝臓リアクター中という閉鎖的な空間において細胞増殖により栄養因子が十分

に行き渡らない問題が生じる。

一方、肝実質細胞は取り出したあとしばらくはinvivoとほぼ同様の高い機能を有していると言われており、実

際には細胞が大量に回収できるブタ肝実質細胞がよく用いられている。しかし、異種由来の肝実質細胞である

ため、拒絶反応等を考慮する必要がある。そのため免疫隔離の問題が生じてくるが、hollowfiberを用い、肝実

質細胞の培養を行う部分と血漿を流す部分とを小孔でのみ接触させることで回避されると考えられている。つま

り、免疫グロブ1丿ンの平均分子量が、15万から19万であり、実際にはhollowfiberのボアサイズを分子量が5万 か

ら10万にすることで免疫反応は回避される。また、肝実質細胞をアガロースゲルなどで包括固定することで免

疫回避を行っている場合もある。

ところで、培養細胞をバイオ人工肝臓に用いるためは100億 個以上の肝細胞が必要となる[10]。しかしながら、

肝実質細胞はinvitroではほとんど増殖せず、さらに通常の培養法では数 日のうちに、その活性が低下すること

が知られており、機能維持のため、培養方法、培養基材の開発が進められている。
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肝実質細 胞は三次元 培養 を行うことで高密 度培養 が可能であるため 、三次 元担体 を用いる方法を始めとした

培養法 が検 討され ている。また、旋 回培養 などの特別 な培養法 を用 いることにより、スフェロイドと呼 ばれる肝

実質細胞 の凝 集体 が形成される。スフェロイドは比 較的肝機 能が 良好であることか ら、様 々な方法を用いての

スフェロイド作 成が行われている[11]。

これまでに、肝実質細 胞と肝非実質細胞 とを混合培養することで 、肝非 実質細 胞が生 産する細胞間基質様の

物質 や液性因子 により肝実質細胞の増 殖能 や肝機能 を高 めるとの報告 が あり[12,13]、バ イオ人工肝臓への応

用 が期 待されている。しか し、バイオ人工 肝臓へ 応用する際、リアクター 内の体積 は限 られているため、数種類

の細胞 を含 むcrudeな 肝非実 質細 胞群か ら効果 のある細胞 種を選 択することが 重要となる。

肝 非実質細胞 のひとつである肝星細胞 はdisse腔 に存在 し、容積 では肝臓 の1.4～1.9%、 細胞数 では5～8%

を占める。正常肝 の肝星細胞 はビタミンAを 含む脂肪滴を有 しその増 殖 は穏 やかであるが 、傷害肝 中や単離 し

た肝星細胞 は活性 化し、筋線 維芽細胞 に形 質転換する。また、肝星 細胞 は細胞 外マトリックスを産 生し、

transforminggrowthfactor(TGF)-a.一(3.interleukin-6(IL-6).tumornecrosisfactor(TNF)-a.hepatocyte

growthfactor(HGF)等 の生理 活性物 質 についても産生す ることが報告 されている[14,15,16]。そこで、第1章 に

おいて肝 非実質細胞 の 中でも、特 に肝星細 胞 に注 目し肝実 質細胞 と肝星 細胞 の共培養 について検討した。

培養基 材の検 討ではポリウレタンフォー ム(PUF)上 でスフェロイドを作 成[17]、ポリビニルポルマール

(PVF)[18]、 セル ロース製の 多孔質担 体上 で、肝実質細 胞の培養 法 が検討 され ており、良好な結果 が得られて

いる。日本では、まだ、ヒトに対する検討を行 っていないが 、動物 実験 では良好な成績 を残している[19,20]。ま

た、アメ1丿力ではCirceBiomedical社 によって、ブタ肝実 質細 胞を用 いたhollowfiberに よる人工肝 臓システムであ

るHepatoAssist° が開発されている。このシステム は既に安全性試 験が 終 了し、生存期 待値 が20%以 下 の重篤

患者 に適 用されている。

以上 のように、バイオ人工肝臓 に肝実質 細胞を用 いるため に様 々な培 養材料 が用 いられ てきた。しか しなが

ら培 養材料 の開発 においては細胞 に対する生体適 合性が 重要 視され 、材料表 面 に機能を付加するような検討

はこれ まではあまり行 われてこなかった。また近年 、人 工肝臓 以外 にも生体 材料 と人工材料を用 いるバイオ人

工 臓器の 開発も始められており、このような人工臓器 に用いる細 胞 の培養 材料 の必 要性 が高まる中、有 効な
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培養材料の開発が更に重要な課題になっている。このような培養材料の開発に従来の生体適合性のみの検討

では、大きな成果を得られるとは考えられない。そこで我々は人工肝臓を含む人工臓器の培養材料に生理活

性物質を固定化するという方法を用い、これまでの培養材料では得られない、高い機能が付加されると考えら

れる培養材料の開発を行うことにした。

我々は、生理活性物質を固定化した培養基材である、機能性培養基材の開発を行ってきた[21,22]。これまで

に、樹木状多分岐高分子であるデンドリマーを培養基材に光反応により固定化し、末端のアミノ基にリガンドと

してフルクトースを修飾したフルクトースデンドリマーを用い、肝実質細胞の初期生着数の維持およびアポトー

シスの抑制に対する効果を報告してきた。そこで、第2章 ではではデンドリマーの基材表面への固定化法を改良

し、デンドリマーを高密度に固定化することにより、肝実質細胞の生着あるいは肝特異的機能の維持について

検討した。

一方、一時的な肝機能代替を行う方法として、バイオ人工肝臓が生体外で組織構築を行うのに対して、単離

した肝細胞を再び生体内で組織構築する方法についても検討されている。これまでに、単離した肝実質細胞を

脾臓に移植することで、一部の肝実質細胞が脾臓内で生着したことが報告されている[23]。しかし、生着細胞数

は十分ではなく肝機能代替までには至っていない。そこで、第3章 において、これまでに行ってきた肝実質細胞

scaff。1dの研究から、肝実質細胞を播種した3次 元担体をラット腹腔内に移植し、生体内異所性肝組織の構築

について検討した。
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本 論

第1章 肝 星 細 胞 と の 共 培 養 に よ る 肝 実 質 細 胞 の 機 能 維 持

第1節 緒 言

肝臓 は、総細胞数の約70%を 占める実質細胞 と約30%の 非実 質細胞から成る。肝非実質細胞は肝実

質細胞に比べ極めて小型であり、その大きさは分離直後 の球形細胞で比較して、肝実質細胞のほぼ1/3

～1/5で ある。

肝 非実質細胞 には胆管上皮細胞や類洞壁を形成する血管内皮細胞、肝星細胞(伊 東細胞)、クッパ ー

細胞 、そして結合組織の線維 芽細胞の5種 類がある。肝臓は肝実質細胞 同士の相互作用に加えて肝 組

織 を構 成する肝非実質細胞との相互作用によって同心 円状の肝小葉を形成 し機能的には多くの肝特異

的機 能や増殖能が巧み に調節されている。

Invivoに おいて、肝実質細胞 は肝非実質細胞との間に直接の細胞間接触を形成しない。そして、両細胞

間の相互 作用はお互 いが合成分泌した細胞外マトリックスを介して行われる。肝 小葉における肝実 質細

胞の列である肝実質細胞索の間の毛細血管が類洞(sinus。id)である。このsinusoidに おける肝実質細胞

と血 管内皮細胞との間のスペース(disse腔)は 肝実質細胞 や内皮細胞、肝星細胞が合成分泌したコラー

ゲン、ラミニン、フィプロネクチン、プロテオグリカンからなる細胞外マトリックスの網 目構造で満たされてい

る。肝組織 には基底膜 という構造 は存在 しないが 、disse腔 の細胞外マト1丿ックスが多くの組織でみられる

基 底膜 に相 当すると考えられ る。そして、肝実質細胞はdisse腔 で細胞外マトリックスの網 目構造に接 して

おり、この 網 目構造を介して肝実質細 胞の多くの機能 が肝非実質細胞からの影響を受けているものと考

えられる。

成熟ラット肝実質細胞のDNA合 成はインスリン、EGF(epidermalgrowthfactor)、HGF(hepatocytegrowth

factor)などの増殖 因子が存在 しないと起こらない。ところが、成熟肝実質細胞を肝 非実質細胞と混合培養

す ると、増殖 因子をまったく含まない培地 中でも多くの肝実 質細胞がDNA合 成を開始することが報告され
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た[24]。また、当研究室でも肝実質細胞と肝非実質細胞との混合培養 において肝非実質細胞の混合量の

増加に従って、肝特異 的機能のひとつであるTAT誘 導能の促進が見られ、肝実質細胞と肝非実質細胞の

混合培養が 良好な肝機能発現 に有効であることを示した[25]。しかし、バイオ人工肝臓に応用する際 、リア

クター内の体積は限られているため、数種類の細胞を含むcrudeな 肝非実質細胞群から効果のある細胞

種を選択することが重要となる。

肝 非実質 細胞の ひとつである肝 星細 胞 は細胞 外マトリックスを産 生し、transforminggrowthfactor

(TGF)一 α、一β、interleukin-6(IL-6)、tumornecrosisfactor(TNF)-a、HGF等 の生理活性物質について

も産生することが報 告されている[14,15,16]。そこで、肝非実 質細胞の 中でも、特に肝星細胞に注 目し肝実

質細胞と肝星細胞の共培養 について検討した。
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第2節 実 験 方 法

第1項 ラット肝 実 質 細胞 の単離 および調 製

SpragueDawley系 雄性ラット(体重、150～250g)を 用い、Seglenの コラゲナーゼ潅流法を基本とし、肝実

質細胞を単離 した[8]。動物実験 は大阪大学大学院薬学研究科動物実験指針に沿い行った。50×g.1分

間の遠 心により得 られた沈殿を肝実質細胞画分とし血球 計算盤を用いて細胞 数を算出した。トリパンブル

ー色素排除法 により生存率を測定し、生存率9096以 上の細胞を実験に使用 した。ウイリアムスE培 地 に

1001U/mLペ ニシリン、100μg/mLス トレプトマイシン、100ng/mLア プロチニン、50ng/mLア ムホテリシンB

液を添加した基本培地(HFSF)へ10%牛 胎児血清(FBS)、10-9Mデ キサメタゾン、10-9Mイ ンシュリンを添

加した培地(IDSA)を 使用し、37°C、5%CO2下 で培養を開始した。

第2項 星 細 胞 の 単 離 および調製

SpragueDawley系 雄性ラット(体重、300～350g)を 用い、Kawadaら のコラゲナーゼ/プ ロナーゼ消化法

に従 い、肝星細胞を単離した[26]。

第3項 細 胞 の培 養 方 法

単離 した肝実質細胞を細胞培養用プレー トに1×105cells/cm2の 密度で播種 したControl、 肝星細胞を

細胞培養 用プレー トに2×105celis/cm2の 密度で播種 し数 日培養後 、その上か ら肝実質細胞を1×105

cells/cm2の 密度 で播種 した混合培養、およびカルチャーインサー ト上に肝星細胞を2×105cells/cm2の

密度で播種 し数 日培養後、細胞培養用プレートに1×105cells/cm2の 密度で播種しておいた肝実質細胞

とで、細胞 間接触を伴わない共培養を行った。

肝星細胞 は培養24時 間 目までは10%FBS添 加DMEMで 培養を行い、その後はHFSFで 培養を行っ

た。肝実質 細胞培養6時 間 目までは混合培養についてもIDSAで 培養を行い、その後はHFSFで 培養を行

った。混合培養と共培養の条件を整えるため、共培養のためカルチャー上で培養 した肝星細胞についても
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6時 間IDSAで 培養を行った後に培地交換をし、共培養を行った。肝実質細胞の培養2日 目から6日 目まで

は培地交換を行わず 、培養6日 目に各assayを 行った。

培地交換

Time(h)01
10%FBSDMEM

(0^-24h)

培地交換

24
HFSF

培地交換

48

培地交換

肝細 胞

Time(h)06

培地交換

24

培地交換

48

肝 細 胞

Time(h)06

肝 星 細 胞3

Timeday)

肝 細 胞

Time(h)0,,.,..,6

共培養
肝 星細 胞3

Timeday)

共培養開始

24

4

24

4

48

5

48

5
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第4項 ア ル ブミン分 泌 能 の 測 定

肝 実 質細 胞 の培 養 上 清 とratalbuminstandard(1、0.5、0.25、0.125、0.0625、0μg/mL)をELISA

用96穴 プレー トに50μLず つ 添 加 し、4°Cで一 晩 放置 してアルブミンをプレー トの 底 に吸 着させ た 。次 に

溶 液 を捨 て、1%ゼ ラチンを含 むPBSを 加 えて室 温 で2時 間放 置 してブロッキングを行 った。0.05%Tween

20を 含むPBSで3回 洗 浄 した後 、peroxidase標 識 付 き抗 ラットアルブミン抗体 を100uLず つ 添加 し、室

温 で2時 間 静 置 後アルブミンと結 合 させ た 。そ の後 、0.05%Tween20を 含 むPBSで5回 洗浄 した。調 製

した反応 液 を200μLず つ 添加 して直ちに遮 光 し、そのまま約10分 間静 置 した。10分 後 、反応 液 がお お

よそ橙 色に発 色 しているのを確 認 し、そこで6NHC1を50μLず つ添加 して反 応を停止 させ た。プ レー トリ

ーダーでABS(492/655)を 測 定した。

第5項DNA合 成 能 の 測 定

BrdU(終 濃 度40μM)を24時 間前 に培 地 に添 加 しておく。細 胞 を10096エ タノー ルで浸 し冷 凍庫 で15

分 間 固定 した 。次 にPBSで3回(5分/回)洗 浄 、DNAの 二 重鎖 を解 きほぐす ため2規 定 以上の 塩酸 に30

分 室 温で浸 した。次 にPBSで3回(5分/回)洗 浄 、内 因性 のペ ルオキシダーゼをブロックするため0.6%

坦 酸 化水 素 水 を(100%メ タノール:過 酸 化 水素 水 原 液 二49ml:1mlの 割合)室 温 で30分 間 反 応させた 。

次 にPBSで3回(5分/回)洗 浄 、非特 異 的 反 応 のブ ロッキング を行った。次 に1次 抗 体(抗BrdU抗 体20

0倍 希釈)を 室 温 で1時 間 反 応 させた後 、2次 抗 体(ABCkitbluelabel)を 室 温30分 間 反応 させた 。最 後 に

VECTASTAINEIiteABCReagent(ABCkitgrayIabel)を 室 温 で30分 間 反応 させた。染色 にはDABを 用 い

約10分 後 、冷 水 にて反 応を停止 させ た。BrdU陽 性 細 胞 は茶 褐 色 に染 色 されており、顕微 鏡 下 で1視 野 ご

とに全 細胞 数 に対 するBrdU陽 性細 胞 を係 数 し、そ の 割 合をBrdULabelingIndex(BrdULI.)と した。また、

1サ ンプル につき3視 野 、1条 件につき3サ ンプル の 測 定 を行った。
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第6項 ウ レア 合 成 能 の 測 定

肝 実 質細 胞 の 培養 上 清を回収 し、ジアセチ ルモノオキ シム 法[27]に より測 定 した。

第7項 肝 星 細 胞conditionedmediumの 作 成

肝星 細胞 を2×105cells/cm2の 播種 密 度 で培養 し、培養3日 目か ら7日 目まで培 地 交換 を行 わず 、この

時得 られ た培 養 上 清 を回収 、濾 過 滅 菌 後 、肝 実 質細 胞 の培 養2日 目か ら6日 目に 培地 として用いた。コン

トロー ルに はHFSF培 地を用 いた。

第8項MFBconditionedmediumの 作 成

MFBを1×104cells/cm2の 密 度で播 種 し5日 間 、10%FBS添 加DMEMで 培 養 した。HFSFに 培 地 交 換

後 、48時 間 までの 培 地をMFBconditionedmediumと した 。肝 実 質細 胞 培 養2日 目か ら6日 目までMFB

c。nditionedmediumに より培養 し、細 胞 計 数 および ウレァ合成 能 の 測 定 を行 った 。
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第3節 結 果 と考 察

第1項 アルブミン分 泌能 へ の影 響

細胞間接触を伴う混合培養 、細胞 間接触を伴わない共培養を行い、肝特異的機能のひとつであるアル

ブミン分泌能について検討した。

Fig.1に 培養6日 目のアルブミン分泌能 についての結果を示した。細胞間接触を伴う混合培養において

は、コントロールに比べてアルブミン分泌能 は低い値となった。それに対して、細胞 間接触を伴わない共培

養 においてはコントロールに比べて2倍 以上の高いアルブミン分泌能を示した。

今回、混合培養 における生着細胞数を測定したが、トリプシンにより剥がした細胞は、顕微鏡下でも、肝

実質細胞と肝星細胞との判別がつかないため、正しい肝実質細胞数は測定できなかった。しか し、肝星細

胞は種 々の細胞外マトリックスを分泌することから、混合培養において細胞外 マトリックス上に多くの肝実

質細胞が生着 していたと考えられた。

Control

混合培養

共培養

00.511.522.5

ア ル ブミン分 泌 量(μg/24h/cm2)

Fig.1.共 培 養 に お け る ア ル ブ ミン 分 泌 能 維 持

ラット肝細胞単独培養(Control)、ラット肝星細胞を播種し数日

培養後、その上からラット肝細胞を播種した混合培養、およびカ
ルチャーインサートを用いて細胞 間接触を伴わない共培養を
行った。培養6日 目に培養上清中のアルブミン濃度をELISA法

で測定した。エラーバーは標準偏差.Control、共培養との有意
差*P<0.05

第2項 混合培養における肝実質細胞DNA合 成能 への影響

混合培養の際、肝実質細胞はDNA合 成能を亢進するとの報告があることから、次に混合培養における

DNA合 成能を測定した。従来、増殖細胞の検出には、重水素標識チミジンの取り込み量から定量されてい
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たが、今 回はチミジンのアナログである5-bromo-2'-deoxyuridine(BrdU)を 用い、細胞内DNAに 取り込ま

れたBrdUを 抗BrdU抗 体 による免疫細胞染色(BrdUL.L)に より検出した。

Fig.2に 培養6日 目のBrdULLを 示した。細胞間接触を伴う混合培養では、コントロールに比べBrdU陽

性細胞が 多く、増 殖能に優れていることを確認した。肝星細胞 はコラーゲン、ラミニン、フィプロネクチン、プ

ロテオグリカンなどの細胞外マトリックスを合成分泌するため、混合培養ではこれら細胞外マト1丿ックス上

の肝実質細胞がS期 に入り細胞増殖は亢進されるが、前項より細胞機能については維持されないことが

示された。したがって、バイオ人工肝臓に用いるためには肝実質細胞の機能を維持することが重要であり、

混 合培養 は適さないことが明らかとなった。

Control

混合培養 黍

020406080100

BrdUL.1.(%)

Fig.2.混 合 培 養 に よ るDNA合 成 能 亢 進

ラット肝細胞単独培養(Control)、 ラット肝星細胞を播種 し数
日培養後、その上からラット肝細胞を播種した混合培養を

行った。培養5日 目から24時 間,5・bromo・2'-deoxy-uridine

(BrdU)を 培地に添加し、増殖細胞 に取り込まれたBrdUを
免疫細胞染色により検出した。顕微鏡下で全細胞数に対す

るBrdU陽 性細胞の割合をBrdUL.i.と した。エラーバーは

標準偏差.**Pく0.01

第3項 ウレア合成能への影響

共 培養 において肝特異的機能のひとつであるアルブミン分泌能が維持されていたことから、異 なる指標

として別の肝 特異的機能の測定を行った。

血 中アンモニアの増加 は脳への移行を招き、肝性脳症の主原 因の一つであることが知られている。した

がって、バ イオ人工肝臓 としてはこのような有害なアンモニアの除去が最も重要な機能の一つであると考
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えられる。そこで、重要な機能であるウレア合成能を測定し、肝機能の評価を行った。

Fig.3に培養6日 目における共培養の生着細胞数およびウレア合成能を示 した。細胞数の計測はトリパン

ブルー排除法 により行った[28]。生着細胞数に関してはコントロールと差がなく低 い値となったが、ウレア

合成能はアルブミン分泌能と同様に、共培養 したときにコントロールに比べて2倍 以上の高い値を示した。

肝星細胞はinvitroに おいても、種 々のサイトカイン類を分泌する。通常、培養期間を経るにしたがい肝星

細胞は活性化 し、分 泌するサイトカインにも変化が現れる[15]。今回、共培養による結果から肝星細胞の

分泌する液性 因子が肝特異 的機能維持に関与すると考えられたが、その液性因子が肝星細胞単独培養

の時に分泌され るのか、あるいは肝実 質細胞と肝星細胞 が何らかのシグナル のやりとりをすることによっ

て初めて分泌されるのか は不明である。

Control

共培養

Control

共培養

B

裘

02468100510152025

生 着 細 胞 数(X10'cells/cm2)ウ レ ア 合 成 能(nmollhlcm2)

Fig.3.共 培 養 に よ る ウ レ ア 合 成 能 維 持

ラット肝細 胞単独培養(ControD、 ラット肝星細胞を播種し数日培養後、カルチャーインサートを用いて細胞間接触を伴わない共培養

を行った。A.培養6日 目にトリパンブルー色素排除法で生着細胞を測定した。B.培養6日 目にジアセチルモノオキシム法によりウレア

合成能を測定 した。エラーバーは標準偏 差、**P<001

第4項 肝 星 細 胞 のconditionedmediumに よる検 討

細胞間接触を伴わない共培養において肝実質細胞の機能が維持されることから、肝星細胞の分泌する

液性因子が 肝機能維持に関与すると考えられた。したがって、肝星細胞のconditionedmediumを 用いて

肝実質細胞 の培養を行い、ウレア合成能の測定を行った。

Fig.4に培養6日 目のウレア合成能 を示した。肝星細胞conditionedmediumに おいても共培養と同じく、
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培養6日 目における生着細胞数についてはコントロールと差がなく低い値を示 したが 、ウレア合成能 に関

してはコントロールより高い値を示した。したがって、肝星細胞が肝実質細胞との相互作用によって肝特異

的機能維持に関与 する液性因子を分泌するのではなく、肝星細胞単独で分泌する液性 因子が肝機能維

持に関与することが明らかとなった。

Control

Conditioned

medium

051015

ウ レ ア 合 成 能(nmol/h/cm2)

Fig.4.肝 星 細 胞 のconditionedmediumに よ る ウ レ ア 合 成 能 維 持

ラット肝細 胞培養6日 目にジアセチル モノオキシム 法に よりウレア合成 能を測定 し

た 。HFSF培 地 による培 養(Control)、 ラット肝星 細胞 のGonditionedmediumに よる

培 養 。エラーバ ーは標 準 偏差 、*P<0.05

第5項 筋線 維 芽細 胞 のconditionedmediumに よる検 討

肝星細胞 は10%血 清存在下で培養を続 けると活性 化し、継代培養可能な筋線維芽細胞(MFB)に 形質

転換する。また、MFBはinV/VOに おいて肝線維 化を引き起 こす細胞であり、肝実質細胞に障害を与える

[29]。しかし、実際 にバイオ人工肝臓に肝星細胞を適用する際 、肝星細胞を大量に確保することは困難で

ある。したがって、このMFBを 肝星細 胞の代替細胞として用いる検討を行った。

これまでに、MFBを1型 コラーゲンゲル上で培養すると形質転換前の形態を示すとの報告がある[30]。

そこで、1型 コラーゲンゲル上でMFBを 培養した。

1型 コラーゲンゲル上でMFBを 培養したところ、細胞形態は丸く、増殖も抑制されていた。Fig.5に培養6

日目の生着細胞数およびウレア合成能を示した。生着細胞数では1型 コラーゲンゲル上で培養したMFB

のconditionedmedium(MFBconditionedmedium)を 用いた時にコントロールと差がなかった。一方 、ウレ
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ア合成能は、単位面積あたりでは、コントロールの約2倍 の高 い値を示した。MFBはTGF一 βを分泌 し、オ

ートクライン的 に自らを活性化するのみではなく、肝実質細胞 にも障害を与える[29]。今回、MFBを1型 コ

ラーゲンゲル上で培養することで、活性 化を抑制された形質転換前の肝星細胞 に近い形態をとった。した

がって、MFBを1型 コラーゲンゲル上で培養することによって肝星細胞として用いることのできる可能性が

示唆された。

コラー ゲ ン/MFB

Control

コラー ゲ ン/MFB

Control

B

*

0246810

生 着 細 胞 数(x10-4cells/cm2)

0510152025303540

ウ レア 合 成 能(nmol/h/cm2)

Fig.5.MFBconditionedmediumに よるウ レア 合 成 能 維 持

ラット肝細 胞 単 独 培 養(Control)、 「1型コラー ゲンゲ ル上 でMFBを 培 養 した時のconditionedmedium

を用 いた肝 細 胞 培 養を行 った 。A:培養6日 目に トリパ ンブル ー色 素 排 除 法で生 着 細 胞 を測 定 した。

B:培 養6日 目にジアセチル モノオキ シム法 によりウ レア合 成 能を測 定 した 。エラーバ ー は標 準 偏 差 、
*P<0.05
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第4節 小 括

肝星細胞は細胞外マトリックス産生の 中心的役割 を担い、過剰な細胞外マトリックスの沈着が肝線維化

あるいは肝硬 変を特徴づける病態のひとつとなっている。また、正常肝において静止期にある肝星細 胞が、

肝障害に伴い種 々のサイトカインにより活性化され筋線維 芽細胞(MFB)に 形質転換することが報告され

ている[31]。そして、活性化肝星細胞は、増殖能、細胞外マトリックス産生能が亢進 し、自らも種 々のサイト

カインを産生する。

肝星細胞は単離直後からinvitroに おいてもプラスティックディッシュ上で活性化を始める。したがって、

本章では肝非 実質細胞の中でも特 に肝星細胞に注 目し、肝実質細胞との細胞間接触を伴わない共培養

により、肝星 細 胞 が肝機能 維持 に有 効 であることを明 らかにした 。この 時、肝星細 胞 のconditioned

mediumに おいても効果が認められたことか ら、肝星細胞が単独で分泌する液性 因子が肝機能維持に有

効であることを示 した。

また、継代培養可能なMFBを1型 コラーゲンゲル上で培養したときのconditi。nedmediumに よっても肝

機能を維持することを確認した。したがって、MFBを 肝星細胞の代替細胞として用いることの可能性を示し

た。

細胞間接触 を伴わない共培養 において、肝機 能は維持されるが生着細胞数 は経時的に減少した。した

がって、更に高機能なバイオ人工肝臓構築のためには細胞機能を損なうことなく生着を維持する培養基材

の開発が不可 欠である。
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第2章 複 合 リガ ン ド修 飾 デ ン ドリマ ー 上 で の 肝 機 能 維 持

第1節 諸 言

1984年 にT。maliaら によって報告されたデンドリマー[32]は 樹木状多分岐高分子である。デンドリマーは

Fig.6で示すように、中心部分のコア、骨格分子、末端アミノ基 から構成される。直径は約数十nmの 分子で

あり、正確 な分子設計が可能 である。デンドリマーは規 則的な枝分かれ構造を有する分子で、中心のコア

分子から、段階的に伸長反応を行うことで枝分かれ 数を増加させることが出来る。また、伸長反応を繰 り

返すことにより最外部の密度が高くなり、内部の密度が低くなっている。Fig.6に 示すようなポリアミドアミン

デンドリマーは末端アミノ基部分の外表面が正に帯電しており、反応性が高い特徴を有している。このよう

な特徴を生かして、様々な分 野でデンドリマーの研究が 行われている。医療分野では内部の密度が粗で

あることを利用して、デンドリマー 内部に薬物や遺伝 子の 封入、また外 部の反応性の高さを利用して外部

固定を行っている。デンドリマーにアンチセンス遺伝子を導入 したり[33]、またデンドリマー外部に薬物を固

定化することによる薬物の徐放化の検討も行われている[34,35]。

このような、デンドリマーの特徴を活かし、我々はリガンド分子を結合させ 、肝実質細胞培養基材とする

方法を考案 した(Fig.7)。我々はこれまでにデンドリマーを光 固定 化反応により材料表面に固定化を行う方

法を開発した。そして、このデンドリマーを培養基材 に固定化し、末端のアミノ基 にリガンドとしてフルクトー

スを修飾したフルクトースデンドリマーにより、肝実質細胞 の初期生着数の維持およびアポトーシスの抑制

に対する効果を報告 した[36]。光固定化反応は、光の照射可能な基材にはデンドリマーを固定化できる。

しかし一方で、光反応の効率 が悪く、また、光の 当たらない部分では反応が起こらないことから、特にバ イ

オ人工肝臓構築のために必要な3次 元担体への固定化には適さなかった。

本研 究ではデンドリマーの基材表面への固定化法を改 良し、デンドリマーを高密度に固定化することに

より、肝実 質細胞の生着あるいは肝特異 的機能の維 持 について検討 した。今 回我々が用いたカリウ厶

亡θ庁 ブトキシドを用いた新表面修飾法では、フルクトースデンドリマー上でスフェロイドの形成が観察され

た。
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スフェロイドが形成されると、肝機能 は良好に維 持され、その 内部に一部組織 化が認められる。スフェロ

イドを形成する方法として、プロテオグリカン[37]や陽性荷電表面[38],ポ リ2一ヒドロキシエチルメタクリレー

ト上で肝実質細胞を培養する方法が知られている。また物理的方法として、旋 回培養や熱応答性ポリマー

を用いた方法などが挙 げられる。

フルクトースデンドリマー上のスフェロイドは基材へ の接着力が大変弱い。よって今回我 々は肝実質細

胞表 面に存在するアシアロ糖タンパクレセプターがガラクトースを認識し、細胞 内 に取 り込むことから、培

養基材表面にスフェロイドを形成させるためのフルクトースと、スフェロイド接着 のためのガラクトースをリ

ガンドとして共固定し、細胞培養を行った。

NH2

NH2

Fig.6ポ リア ミドアミンデ ンドリマー
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培養基材

デ ンドリマー
＼

デンドリマー 固定化

世代数の増加

リガンド修飾

・リガ ン ド

Fig.7デ ン ド リマー の基材 表 面へ の 固定 化
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第2節 実 験 方 法

第1項 基 材 表 面 へ の新 デ ンドリマー 修飾 法

1.原 理

1)デ ンドリマーの固定化反応

Fig8に 示すようにカリウム ォθ庁 ブトキシド(以下tert-BuOK)を 用い、活性酸素処理により基材表面に

OH基 を導入し、デンドリマーの固定化を行った。

First‐generationdendrimer

Fig8.カ リウ厶t一ブトキシドを用いた新表面修飾法によるデンド1丿マーの固定化

II)デ ンドリマー の 世代 増 加 反 応

Fig.9に 示 す ように1)の 反 応 に 引 き続 き、0.36Mグ ル タル ア ルデ ヒド水 溶 液 を加 え 、その 後Tris

(2-aminoethyl)amineを 加 えることで世 代 が 一世 代増 加す る。この 反応 を繰 り返 すことで、デンドリマー の

世代 数が 上 昇 することになる。

皿)デ ンドリマー末端へのリガンド修飾 反応

Fig.10に 示す反応式のように、リガンド溶液及び還元剤である水素化ホウ素ナトリウムを加えることに

よって、固定化デンドリマーのアミノ基 末端は1丿ガンド分子と結合する。

20



t)Glutaraldehyde

2)丁ris(2-aminoethyl)amine

First-generationdendrimer

Fig,9.デ ン ドリマ ー の 世 代 増 加 反 応

Second-generationdendrimer

Fructose

Fig.10.デ ンドリマー末端 へ の1丿ガ ンド修 飾 反応
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2.方 法

1)デ ンドリマー の 固定 化 反応

50mM古 θ1をBuOKを 各 ウェル1.5mLず つ注 入 し、室 温 で約1時 間静 置 した。液 を除去 した後 、0.36Mグ

ルタルアルデ ヒド水 溶液 を各 ウェル1mLず つ注入 し、室 温 約1時 間放 置 した。液 を除去 した後 、滅菌 水

で3回 洗 浄 した 。Tris(2-aminoethyl)aminelmLをpH9に 調 整 した滅 菌 水18mLで 希釈 し、各 ウェル あた

り1mLず つ 注 入 し、約 一時 間室 温 で放置 した。液を除去 した後 、滅 菌水 で2回 洗浄 した。尚 、全ての操

作 は無 菌 的 に行 った。

II)デ ンドリマー伸 長 反応

0.36Mグ ル タル アルデ ヒド水 溶 液 を各 ウェル1mLず つ注 入 し、室 温 で約 一 時 間放置 した 。滅 菌水 で洗

浄 後 、Tris(2-aminoethyl)aminelmLをpH9に 調整 した滅 菌水18mLで 希釈 し、各 ウェル あたり1mLず

つ注 入 し、約 一 時間 室 温で放 置 した 。これ を1サ イクル 行 うことで、デンドリマー は1世 代 ずつ 成 長する。

今 回 は第5世 代までこの 反応 を繰 り返 した。尚 、全ての 操 作 は 無菌 的 に行 った。

皿)デ ンドリマー 末端 へ の リガンド修 飾 反応

リガンド溶 液 を各 ウェル1mLず つ注 入 し、4°Cで一 晩放 置 した 。リガンド溶 液 は100mMフ ル クトース 、

100mMガ ラクトー ス、100mMフ ルクトースと100mMガ ラクトー スを1:1の 比 で混 合 したもの の3条 件 を用

いた。水素 化 ホウ素ナ ト1丿ウム 水 溶 液を各 ウェル1mLず つ加 え、4°Cで一 晩 放 置 した。液 を除 去 し、滅 菌

水 で3回 洗 浄 した。尚、全ての 操 作 は無 菌 的に行 った。
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第2項 基 材 表 面 へ の デ ン ドリマー 導 入 量 の 定 量

1.原 理

4-Fluoro-7-nitrobenz。furazan(NBD-F)は 第1、 第2ア ミンおよびアミノ酸 などと温和 な条 件 で反応 する

(弱 ア ル カリ性 下 、60°C、1分 間)。 発 蛍 光 体 は 安 定 で 励 起 、蛍 光 波 長 が 比 較 的 長 波 長(λex=470nm、

λ。m=530nm)の 強 い蛍光 を発す るが 、試 薬 自身 は蛍 光 を持 たない 。

2.測 定

第1世 代 のデ ンドリマーを固 定化 した12wellプ レー トに20μmol/LのEDTA・2Naを 含 む50mMの ホウ

酸 緩 衝 液(pH=8)を0.6mL加 えた 。さらに0.2mLのNBD-F溶 液 を加 え、密 閉 して撹 拌 し60°C、1分 間 湯浴

加 熱 後 、氷 水で冷却 した。冷 却 後50mMのHCIを0.8mL加 え反応 を停止 した。プレー トの ままフルオ ロイメ

ー ジャーで(λ
ex=470nm、 λ。m=530nm)の 蛍 光を測 定 した。アミノ基 定量 のた め 丁ris(2-aminoethyl)amineを

用 いて検 量線 を作 成 した。

第3項 ア ポ トー シス ・ネ クロー シス 細 胞 の 検 出

1.原 理

アポ トー シスを起 こした細 胞 は細 胞 膜 透 過 性 が 変 化 し、YO-PRO-1色 素 が細 胞 膜 内に 透過 するように

なるが 、Propidiumi。dide(PI)は 透過 させ ない。これ ら2つ の色 素 により、アポ トー シス細胞 を染め 分 けるこ

とが できる。また、死 細胞 はPIに より染色 され るた めアポ トーシス・ネクローシス細胞 の検 出が 可能 となる。

2.測 定

Vybrant●Ap。ptosisAssayKit#4(MolecularProbes)を 使用 した。

肝 実 質 細 胞 培養4日 目に培 地を除 去 し氷 冷 したPBSで 洗 浄 した 。ディッシュに氷 冷 したPBSを1mL加

え、YO-PRO-1お よびPIを それ ぞれ1μL加 え氷 上 で30分 間インキュベー トした。その後 、共 焦 点 レー ザ
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一顕微 鏡 で
、530nmお よび590nmの 励起光 により細 胞 を観 察 した。

第4項RT-PCR法 に よるHSP60,HSP70遺 伝 子 の 増 幅

抽 出 したtotalRNAを 鋳 型 としてRT-PCRを 行 い 、HSP60、HSP70遺 伝 子 の発 現 の 変化 を調べ た。ここで、

サ ンプル 内 のRNA量 を補 正す るため に、内部標 準 としてハ ウスキー ピング遺 伝 子 である/3‐actinの プライ

マーもPCRの 反応 液 中に同 時 に加えた。この 実験 で用 いたHSP60,HSP70,β 一actin遺 伝 子 のプライマー

の 配列 はTab【e1に 示 した 。

Table1.RT-PCRに 用 いたプライマー

TranscriptSensePrimerAnti‐sensePrimerSizeofproduct

HSP60GGAAGAACAGTGATTATTGATCTCCGGATTTCCACTGGAT252bp

HSP70AACGTGCTCATCT丁CGACCTATGCCCTCGAACAGAGAGTC294bp
'-actinCATCCCCCAAAGTTCTACCCAAAGCCTTCATACATC347b

第5項 ウ レア 合 成 能 の 測 定

第1章 第1節 第6項 に準じて行 った。

第6項 ア ル ブミン遺 伝 子 発 現 量 の 測 定 方 法

第2章 、第2節 、第4項 に準 じた。

今 回 用 いたラットアルブミンのプライマー 配列 はTable2に 示 した。

Table2.RT-PCRに 用 いたプライマー

TranscriptSensePrimerAnti‐sensePrimerSizeofproduct

RatAlbuminTGAACGTTGCCGCTAGGTTTCTTCTGGAGTAATCATAAAG546b
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第3節 結 果 と考 察

第1項 新 表 面修 飾法 の 開発

これまで、デンドリマーの基材表面への修飾 は光固定化反応により行ってきたが[36]、今回、より効率 よ

く高密度に固定化する方法 を開発 した。

デンドリマーの基材表面への導入量の違いを調 べるためにアミノ基 の蛍光ラベル化剤 により、基材表面

に固定化された第1世 代のデンド1丿マーのアミノ基をラベル化し、その蛍光強度によりアミノ基を定量した。

光反応試薬(4-(3-trifluolomethylazirino)benz。yトN‐hydroxysuccinimide)(以 下TDBA-OSu)を 用いた

光固定化反応による従来の方法に比べて、今回のterE-BuOKを 用いた方法では、第1世 代デンドリマー

において、その固定化密度が従 来の約2倍 となった(Fig.11)。光固定化反応より活性酸素処理によるほう

が、効率良くデンドリマーを基材 表面へ 固定化できることが明らかとなった。したがって、今後 、デンドリマ

ーを基材表面へ 固定化する方法として、ter(-BuOKを 用 い活性酸素処理により基材表面へOH基 を導入

する、今回の方法を用いることとした。

TDBA-OSu

tent-BuOK

02468

Tris(2-aminoethyl)arnine(nmol/cm2)

Fig.11.新 表 面 修 飾 法 に よ る デ ン ドリマ ー 固 定 量 増 加

基 材 表 面 に 固 定 化 され た 第1世 代 デ ン ド1丿マー の ア ミノ基 に 蛍 光 ラベ ル 化 剤

で ある 、4-fluoro-7-nitrobenzofurazanを ラベ ル 化 し、そ の 蛍 光 強 度 に よ りア

ミノ基 を定 量 した 。エラー バ ー は 標 準 偏 差 、*P<0.05
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第2項 フル クトースデ ンドリマー 上での 肝スフェロイド形成

これまでの検 討か らリガンドとしてフルクトースを修飾 したフルクトースデンドリマーを用いて肝実質細胞

の培養を行った。光学顕微鏡による観 察か ら、フルクトースデンドリマー上で培養 した肝実質細胞 は培養

24時 間後か ら細胞が凝集し始め、培養2日 目にはスフェロイドを形成 した(Flg12)。 これ は、デンドリマー

の固定化量が これまでより増加したことで、基材表面の陽性荷電が増えたためであると考えられた。

しかし、スフェロイドは形成後、剥れ落ちていったため、次にデンドリマーのリガンドについて検 討するこ

ととした。

Fig.12.フ ル ク トー ス デ ン ド1丿マ ー 上 で の 肝 ス フ ェ ロ イ ド形 成

フルクトースデンドリマー上でラット肝細胞を成長因子などの添加
なしに4日間培養した。

第3項F/Gデ ンドリマー による肝 スフェロイドの 固定

肝実質細胞 表面 に存在するアシアロ糖タンパクレセプターがガラクトースを認識し、細胞 内に取り込むこ

とから、培養基材表面にスフェロイドを形成させるためのフルクトースと、スフェロイド接着 のためのガラクト

ースをリガンドとして1・1の 比で共固定したF/Gデ ンドリマー上で細胞培養を行った。同時にフルクトース

デンドリマー、ガラクトースデンドリマー上でも肝実質細胞培養を行 い、光学顕微鏡による観 察、およびトリ

パンブルー色素 排除法による細胞計数を行った。

それぞれの基材上における培養2、4、6日 目の生着細胞数をFig.13に 示す。培養1日 目ではどの基材
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上で培養 した細胞 においても明確なスフェロイドの形成は見られず、生着細胞数についても顕著な差はな

かった。培養2日 目からはデンドリマー上で培養した細胞 においてはスフェロイドが形 成され 、培養4日 目

ではフルクトースデンドリマー上で培養した細胞はスフェロイドを形成後 に剥がれ落ちていったのに対し、

F/Gデ ンドリマー上では多くの細胞がスフェロイドを形成 したまま接着していた(Fig.14)。培養6日 目にはほ

とんどの細 胞が剥 がれ落ちていったのに対し、F/Gデ ンドリマー上では有意差をもち多くの細胞が生着し

ていた。

Fig.13.F/Gデ ン ドリマ ー に お ける 生 着 細 胞 数 維 持

フル クトース(□),F/G(△)、 ガラクトース(●)修 飾デンドリ
マー 上および 、コントロールとして細胞培養用プレート(◆)
で、ラット肝 細胞を培養し、培養2,4,6日 目に生着細胞数を
トリパンブルー色素排除法にて測定 した。エラー バー は標準
偏 差、コントロールとの有意差**Pくo.oi

Fig.14.FIGデ ン ドリマ ー 上 の 肝 ス フェ ロイ ド接 着

F/Gデ ンドリマー上でラット肝細胞を成長因子などの添加なしに4日

間培養した。

フルクトースデンド1丿マーは以前から肝実質細胞の初期 生着数を維持させるという結果が得られており、

今回デンドリマーの基材表面への固定方法を変えたところ、スフェロイドの形成が確認された。しかし培養

日数が経過するに伴い、このスフェロイドは基材表面から剥がれ落ちた。一方1丿ガンドとしてフルクトースと

ガラクトースの比を1:1と したF/Gデ ンドリマー上ではスフェロイドが長期間生着を保つため 、高い生着 細

胞数を長期 間維持 した。これはガラクトースが肝実質細胞表面に存在するアシアロ糖 蛋 白レセプターを認

識し、細胞 内に取 り込んだことによると考えられる。

以上のことからリガンドとしてフルクトースとガラクトースの比を1:1と したF/Gデ ンドリマーは形成された

スフェロイドが長期 間基材への生着を保つため、高い生着細胞数を長期間維持することが示された。
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第4項 リガ ンド修 飾 デンドリマー の肝 実 質細 胞 へ の 影響

リガンド修 飾デンドリマーのリガンドの違 いが 、肝実質細胞のアポトーシス・ネクローシスにどのような

影響を及ぼしているのかを調べるために、アポトーシス・ネクローシス細胞を蛍光色素により染色し、共焦

点レーザー顕微鏡により解析した。今 回は、コントロールとしてリガンドを修飾しないデンドリマーを用いた。

共焦点レーザー顕微鏡による観 察のため、デンドリマーをガラスボトムディッシュ(マツナミ)に固定化 し培

養に用いた。

染色結果 をFig.15に 示した。通常スフェロイド内部の細胞はネクローシスを起 こしやすく、リガンドのな

いデンドリマー上のスフェロイドもアポトーシスおよびネクローシスを起こしているのに対して、フルクトース、

あるいはF/Gデ ンドリマーではどちらもアポ トーシス・ネクローシスが抑制されていた。ここで、ガラクトース

デンドリマー上の細胞はネクローシスを起こしているが、アポトーシスは抑制されており、また、すべての細

胞がネクロー シスを起こしているわ けではなかった。したがって、フルクトースがアポトーシス・ネクローシス

を抑制し、ガラクトースがスフェロイドの生着を維持させていると考えられた。
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Nonligand

フル クトー ス

F/G

ガラクトー ス

BrightfieldYO-PRO-1 PI Merge

Fig.15.ア ポ トー シ ス ・ネ ク ロ ー シ ス 細 胞 の 検 出

リガンド未 修 飾 の デ ンドリマー(Nonligand)、 フル クトー スデ ンドリマー(フ ル ク

トース)、F/Gデ ンドリマー(F/G)、 ガラクトー スデ ン ドリマー(ガ ラクトー ス)上

でラット肝 細 胞 を2日 間 培 養 した後 、アポ トー シ ス・ネ クロー シス 細胞 を蛍 光 色

素 により染 色 し、共 焦 点 レー ザ ー 顕 微 鏡 によ り解 析 した 。左 か ら明視 野 、ア

ポ トー シ ス細 胞 を染 色 す るYO-PRO-1、 ネクロー シ スあるい は後 期 の アポ

トー シスを染 色 す るPl、そ して重 ね 合 わ せ た画 像 。

第5項HSP60、70の 発 現

細 胞 が 基 材 からうけるストレスを評 価す るため に、ストレスタンパク質(HSP)に つ いて解 析を行 った。

ス トレス 蛋 白質 は細胞 にかか るス トレスによってその 合 成 が誘 導 され る。ストレスには 熱ショックをは じめ 、

機 械 的 外傷 、低酸 素 、重 金属 、砒 素な ど有害 毒 性 物 質などへの 暴 露の 他 に 、様 々な病 理 的ストレス 、例 え

ば発 熱 、虚血 、活 性 酸素 暴 露 、組 織 損傷 や ウイル ス感 染 などの 生体 内 ストレスも含まれ 、これ らが 細 胞 に

ス トレス 応 答 を 引 き起 こす 。そ こで 、代 表 的 なス トレスタンパ ク質 であ るHSP60[39]、70[40]に つ い て

RT-PCR法 により半 定 量 的な解析 を行 った。

サ イクル数 を変 化 させてHSP60、HSP70、 および β一actinの 発現 量 を調 べた 結 果、HSP60、HSP70、 β
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一actinに 関 しては30サ イクル でプラトー に達 しておらず 、定 量性 が 得 られ ることを確認 した 。30サ イクル の

泳動 パ ターン(Fig.16(A))を 画 像 解析 ソフト(Sci。nlmage)に より数 値 化 し、HSP60、HSP70の 発 現 を β一actin

の発 現 量 に対す る比 として定量 化 した結 果がFig.16(B)で ある。

HSP60、HSP70と もにコントロー ルの細 胞 に比 べ 、デンドリマー上 で培 養 した細 胞 においては 発現 量 が少

なくなっていた。特 に培養6日 目においては リガンドをF/Gデ ンドリマー 上で培養 した細 胞 においてHSPの

発現 量 は低 い値を示 していた。

これ らの結 果 か ら、コントロー ル に比 べ 、リガン ド修 飾 デンドリマー は培 養 基材 として細 胞 に対 す るス トレ

スが 少ない と考 えられ る。特 に培 養6日 目におい てはF/Gデ ンド1丿マー において、HSPの 発 現 量 は 低 い値

を示 していた 。これ は 長期 培養 によってか かる培 養 基材 か らの ストレスが 特にこのデン ドリマー において は

少 なかったためでは ないか と考 えられ る。

以上 の結 果 から、F/Gデ ンドリマー は肝 実 質細 胞 に与えるス トレス の少ない培養 基 材 であ り、アポ トーシ

ス ・ネクロー シスを抑 制 した と考 えられ る。
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Fig,16.HSP60・70遺 伝 子 発 現

(A)ラ ット肝 細胞 を細 胞胞培 養用プ レート(lane1)、 フル クトースデンドリマー(lane2)F/Gデ ン ドリマー(lane3)、 ガラクトー スデンドリマー(lane4)で

培 養 、6日 目に トー タルRNAを 抽 出し、RT・PCRを 行 った。(B)画 像 解析 により、ハ ウスキ ーピング 遺伝 子であるβアクチンを基 準 に、相対 的な発現 量 を

表 した。
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第6項 リガンド修 飾 デンドリマー の肝実 質 細 胞 機 能 へ の影 響

リガンド修飾デンドリマーの肝実質細胞機 能への影響を調べるために、重要な肝特異 的機能であるウレ

ア合成能およびアルブミン遺伝子の発現について検討 した。

Fig.17に 培養6日 目の ウレア合成能を示した。F/Gデ ンドリマーにおいてコントロールに比べ単位面積あ

たりでは約4倍 、細胞あたりでは約2倍 の活性を示した。

Fig.17.FIGデ ン ドリマ ー に よ る ウ レ ア 合 成 能 維 持

ラット肝細胞培養6日 目における(A)単 位面積あたり、(B)106細 胞あたりのウレア合成能 。エラーバーは標準偏差、Controlとの有意差**Pく0.01,*P<0.05

アルブミン遺伝子発現量の定量のため、サイクル数およびサンプルDNA量 を変化させて β一actinの 発

現量を調べ 、サンプル間で β一actinの量をそろえることで、定量性が得られることを確認した。35サ イクル

の泳動パターンをFig.18に 示した。

培養3日 目においてコントロール以外の1丿ガンド修飾デンドリマーでは、ほぼ一定のアルブミン遺伝子 が

発現していたが、培養6日 目になると、フルクトース、ガラクトースデンドリマーではアルブミン遺伝子 の発

現はほぼ見られなくなった。それに対して、F/Gデ ンドリマーではアルブミン遺伝子の発現が維持されてい

た。以上の ように、F/Gデ ンドリマー上の肝実質細胞 はウレア合成能およびアルブミン遺伝子を維持するこ

とから、肝実質細胞の機能維持にも優れていることが明らかとなった。

F/Gデ ンドリマーは肝実質細胞の機能を損なうことなく生着を維持す る培養基材であると言える。
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Fig.18.FIGデ ン ド リ マ ー に お け る ア ル ブ ミ ン 遺 伝 子 発 現 維 持

ラット肝細 胞 を細 胞培 養用 プレー ト(lane1)、 フルクトー スデ ンドリマー(lane2),F/Gデ ン ドリマー(1ane3)、 ガラクトースデ ンドリマー(lane4)

で培 養 し,3日 目および6日 目にトータルRNAを 抽 出 し、RT-PCRを 行 った 。

第7項F/Gデ ンドリマーを用 いた肝 星細 胞 の 共培 養

第1章 で述べたように、細胞間接触を伴わない肝実質細胞と肝星細胞 の共培養 において、肝機能 は

維持されるが 生着細胞数は経 時的に減少した。したがって、更 に高機能なバイオ人工肝臓構築 のために

は細胞機能を損なうことなく生着を維持する培養基材の開発が不可欠である。したがって、F/Gデ ンドリマ

ーを用い、肝実質細胞と肝星細胞の共培養を行った。また、肝実質細胞培養6日 目にトリパンブルー色素

排除法による細胞計数とウレア合成能の測定を行った。

肝実質細胞培養6日 目において、F/Gデ ンドリマーを用いた共培養では、コントロールあるいは通常の共

培養と比べ約2倍 程度の生着細胞数が維持され た(Fig、19)。この時、細胞あたりのウレア合成能について

も、F/Gデ ンドリマーを用いた共培養では、通常の共培養と同等の高い値を示した。F/Gデ ンドリマーは細

胞機能を損なうことなく細 胞の生着を維持したと言える。また、より長期に培養 した場合、F/Gデ ンドリマー

と共培養の効果が相加的に現れると考えられる。

以上のことから、F/Gデ ンドリマーを肝実質細胞 の培養基材として肝星細胞 との共培養を行うことで、更

に高機能を発現するバイオ人工肝臓の開発が期待される。
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Fig.19.FIGデ ンドリマー による生 着細 胞 数維持

ラット肝細胞単独培養(Control)、 ラット肝星細胞を播種 し数 日培 養
後、カルチャーインサートを用い て細胞間接触を伴わない共 培養お
よびラット肝細胞 培養 にFIGデ ンド1丿マー を用いた共培養を行った。

培養6日 目にトリパンブルー色素 排除法で生着細胞 を測定した。エ
ラーバーは標準偏差、Control、 共培養 との有意差**P〈0.01
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第4節 小 括

肝実質細胞 はプロテオグ1丿カンでコートしたディッシュ[37]あるいは、陽性荷電ディッシュ上[38]で スフェロ

イドを形成する。肝スフェロイド培養 は、単層培養 に比べて細胞のviabilityおよび機能を長期にわたって維

持することができ、また、細胞間には微小胆管形成などいくつかのinV/VOに 近い形態を再構 築すること

が報告されている。

我々はフルクトース修飾デンドリマー上で肝実質細胞の培養 を続けると、細胞がスフェロイドを形成する

ことを見出した。従 来のデンドリマー固定化法[36]に 比べ、新しい方法では、基材表面へ 固定されたデンド

リマー量が 多い。デンドリマーは、末端アミノ基が陽性荷電を帯びており、リガンド修飾デンドリマーの末端

アミノ基全てが 、修飾されているわけではなく、リガンド修飾デンドリマー上でも陽性荷 電を帯びていると考

えられる。したがって、従 来に比べ、基材表面におけるリガンド修飾デンド1丿マーの陽性荷 電が増加 したこ

とにより、肝実質細胞がスフェロイドを形成したと考えられる。

ガラクトースは肝実質細胞表面にあるアシアロ糖タンパクレセプターの リガンドであり、デンドリマーのリ

ガンドに加えること(F/Gデ ンドリマー)で 、スフェロイドは生着を維持 した。また、通常スフェロイド内部の細

胞 はネクローシスを起こしやすいのに対し、F/Gデ ンドリマー上の肝実質細胞は、アポトーシス・ネクローシ

スが抑制されており、基材からのストレスも少なく、肝特異的機能を維持 していた。フルクトースは酸化的

な細胞障害 や細胞 毒性に対する保護効果が報告されており[41]、その結果アポトーシス・ネクローシスを

抑制 したと考 えられ る。ここでガラクトースは細胞接着維持に働くと同時に、ネクローシスを起こしているも

ののアポトーシスは抑制しており、結果としてフルクトースとガラクトース両 方を含むF/Gデ ンドリマー上の

スフェロイドは、他の表面上のスフェロイドに比べ、生着細胞数が維持されたと考えられる。

リガンド修飾デンド1丿マーを基材表面上に固定し、細胞培養に用いるアイデアは我々独 自のものである。

今回、フルクトースのみならずガラクトースを同時にリガンドとして修飾することにより、リガンドの効果を相

加 的に現すことが出来た。
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第3章 生 体 内 異 所 性 肝 組 織 の 構 築

第1節 諸 言

Seglenら によってコラゲナーゼ潅流法による肝実質細胞を高 いviabilityで回収する方法が確立されて以

来、肝 細胞移植の基礎的研 究が可能となった。これまでに多くの研究者らによって肝細 胞移植の有用性

が実験動物で示されてきた[23]。近年 、アメリカを中心に肝不全 、先天的代謝性肝疾患で、臨床的肝細胞

移植の有効例が報告されている[42,43,44]。現在のところ、急性肝不全の唯一の根治的治療 は肝臓移植

であるが、旺盛な肝臓の再生能 力を考えれ ば、宿 主の肝臓が 回復するまでの期間をバイオ人工肝臓 や肝

細胞移植で橋渡しできれ ば、患者への負担の大きい肝臓移植手 術を避けることができる。

肝 細胞移植 の利点としては1)臓 器移植より患者への負担が少ない、2)1人 のドナーから複 数の患者に

適用できる、3)将 来的な使用のために細胞を凍結保存できる、4)患 者自身の細胞を生体外に取 り出した

後、欠損機能を矯正(exV/VOgenetherapy)し 再び戻すことができる、5)臓器移植 に比較 して免疫原性が

低いことなどがあげられる。

肝 細胞移植は疾患や実験モデルに応用可能である。臨床的治療として、1)遺 伝性代謝性疾患 、2)急 性

あるいは慢性肝不全の治療 、3)肝 臓癌の補助療法 、また、基礎 的研 究として5)ヒ ト肝細胞を免疫不全動

物に移植することでヒト肝細胞のみ に特異的に感染するB型 、C型 肝炎ウイルスなどの感染症モデルを確

立し、その予防や治療を検討することができる[45,46]。

上記 の疾患の 中でも先天性代謝異常の原因は肝酵素の先天 的欠損によるものであり、単独の肝代謝

酵素異 常症では宿 主の肝構 造は正常である。したがって、必ず しも全肝を取 り替える必 要はなく、欠損し

た肝 酵 素 を正 常 肝 細 胞 の 移植 により補 正す れ ば よいと考 え られ る。これ まで にUDP-glucuronyl

transferase欠 損により高ビリルビン血症を呈するGunnラ ットやアルブミン生合成が不 可能なNagase

analbuminemicrats(NAR)な どに肝細胞移植が試みられ、先天性代謝異常の是正が可能であると報告さ

れている[47]が 、その効果は生着細胞数に左右されるため一定ではない。

先天性代 謝異常 に対する肝細胞移植では多くの肝細胞 が長期 に生着することが必要であるが 、これま
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でに門脈および脾臓が至適移植部位とされてきたことから、門脈塞栓や虚血肝不全の危険性のため移植

可能な細胞数には限界があった。

本研究ではこれまでに行ってきた肝実質細胞staff。ldの 研究から、肝実質細胞を高密度に播種した3次

元担体をラット腹腔 内に移植し、生体 内異所性肝組織 について検討した。
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第2節 実 験 方 法

第1項 孔 径 の異 なる多孔 質 ヒドロキシアパ タイトディスクによる肝細 胞 培養

今回培養に用いた多孔質ヒドロキシアパタイトディスク(lnterpore°)は、珊瑚を原料にしており、均一な小

孔が互いに規則正しくつながった連通管構造を持つ。

Interpore°200(孔 径200μm、 以下IP200)、1nterp。re●500(孔 径500μm、 以下IP500)は オートクレー

プ滅菌し、24well浮遊培養用プレー トにlwellあ たり2個 のディスクを入れた。肝実質細胞を単離直後 、ディ

スクの上から1DSAに 懸濁 した肝実質細胞(1.5×106cells/m1)を1mL注 入し6時 間培養した。ここでディス

クを取り出し、新たな24well浮 遊培養用プレートに移し、HFSFに て培養をはじめた。その後、18時 間で培

地交換をし、引き続き24時 間おきに培地を交換した。肝実質細胞培養6日 目に生着細胞数を測定した。細

胞計数時には、ディスクを新たな浮遊培養用プレー トに移し、接着していない細胞の影響を排除した。

第2項 遠 心法 による肝 実 質 細 胞高 密 度 培養

遠心 による肝実質細胞へ の障害を防ぐために、肝実質細胞を単離するときと同じ条件(4°C、50×g.1分

間 ×3)で 遠心した。

24well浮 遊培養用プレー トに肝実質細胞を充填 したIP200を2個 入れ、初めの6時 間はIDSAに て培養

した。その後 、ディスクを取り出し、新たな24well浮 遊培養用プレートに移 し、HFSFに て培養をはじめた。

その後、18時 間で培地交換をし、引き続き24時 間おきに培地を交換した。肝実質細胞培養6日 目に生着

細胞数を測定した。

第3項 無 アルブミンラットへ の 肝 実 質細 胞 移 植

1.移 植方 法

動物実験 は大阪大学大学院薬学研究科動物実験指針に沿い行った。

NARラ ット6週 齢をジエチルエーテルで吸入麻酔し手術台に仰向けに固定した。麻酔が弱い時は引き
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続 きジエチル エーテルを吸 引させ るが 、効きす ぎると死ぬ こともあるの で常 に注意 が 必要 である。まず 腹部

の 毛をバ1丿カンで刈 る。腹 部 下部 の外 皮 のみ に縦 に約1cmの 切 れ 込 み をいれ 、続 いて内皮 も約5mm切 り、

腸 管 を確 認 した。肝 実 質細 胞 を遠心 法 で充填 し、培 養6時 間後 のIP200を4個 、腸 管 の 間に挿 入 した。内

皮 、外 皮 を手 術 用 縫合 糸 で縫 い、患部 を消 毒 した。ラットが 覚醒 す るまで 、保 温 器で体温 を低 下 させな いよ

うに した 。

2.血 清 の調 製

移 植 前 、移 植 後1、2、3週 間 目に尾 静脈 より採 血 した。血 液 サ ンプル は常 温 で2時 間静 置 後 、常温 で遠

心(2000×g.5分 間)し 、血 清 を得 た。尚 、血 清 は 分注 し一80°Cでassayま で保存 した。

第4項F/Gデ ン ドリマ ー に よる生 着 細 胞 数 維 持

IP200を0.1N塩 酸 で洗 浄 しOH基 を露 出させた。N,N'一カルポジイミダゾール(CDI)溶 液(CDI80mgを5mL

の無 水ジオキ サ ンに溶 解)にIP200を 浸 し2時 間 反応 を行 った。無 水 ジオキ サンで洗 浄後 、第4世 代 デン

ドリマー溶 液(Starburst⑪(PAMAN)Dendrimer,Generation4)を 加 え1時 間 後 、水 で洗浄 した。以 上 で、1P200

表面 に第4世 代 の デンド1丿マー が修飾 され た。リガンドの デンドリマー へ の修 飾 は第2章 、第2節 、第i項 に

準 じた 。
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第3節 結 果 と考 察

第1項 多孔 質 ヒドロキ シアパ タイトディスクによる肝 実 質 細 胞 の培 養

ヒドロキシアパタイトセラミック(Ca1。(PO4)6(OH)2)、以下HAは 緻密体や 多子L体が人工歯根、人工骨、人

工耳小骨としてすでに臨床で使用されている[48]。また、HAは カルシウムイオン、リン酸イオンが規則的に

配列した結 晶構造を有 し、無機両性イオン交換体としてたんぱく質、DNA、 ウイルス、細胞などを吸着する

ことから、クロマトグラフィー担体として使用されるようになった[49]。本研究ではHAが 組織親和性 、生物

学的安全性 、物理化学 的安定性に優れた材料であることから3次 元培養担体としても有用であると考えた。

しかし、これまでにHAは 肝実質細胞 の培養には適さないとの報告がある[50]。今 回は骨髄細胞移植の際

にinV/VOに おける血管新生能が高いとの報告がある多孔質ヒドロキシアパタイトディスク[51]を肝実質細

胞培養の3次 元担体とした。

Fig.20に ト1丿パンブルー色素排除法により測定した、肝実 質細胞培養2日 目の生着 細胞数を示 した。

IP200に おいてIP500よ りも生着細胞数が維持されたため 、孔径200μmの ほうが肝実質細胞の培養に適

していることが分かった。ただし、IP200とIP500は 同じ組成を持つため、基材表面 は同じ性質であると考え

られる。したがって、今回の生着細胞数の違いはsca幵oldの 表面積の違いから起こったものであると考え

られた。

IP200 粢

IP500

00.511.5

生 着 細 胞 数(×10-4cells/disk)

Fig.20.遠 心 法 に よる 肝 細 胞 高 密 度 培 養

ラット肝細胞をIP20DおよびIP500に播種し、肝細胞培養2
日目にトリパンブルー色素排除法で生着細胞を測定した。
エラーバーは標準偏差、**P<0.01
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第2項 遠 心 法 による肝実 質細胞 高密 度 培養

肝実 質細胞をディスク上から播種しただけでは細胞の密度は十分でない。したがって、IP200に 高密度

に肝実質細胞を培養するため、遠心法により肝実質細胞を充填 した。

細胞計数およびウレア合成能測定時には、ディスクを新たな浮遊培養用プレートに移し、接着していな

い細胞の影響を排除した。Fig.21に トリパンブルー色素排除法 により測定した、肝実質細胞培養6日 目の

生着細胞数を示した。遠心法によりIP200内 の生着細胞数 は通常の3倍 程度維持された。したがって、遠

心法により肝実質細胞をIP200に 充填 しラット腹腔 内へ移植することにした。

IP200(遠 心 法) 黍

IP200

024681012

生 着 細 胞 数(×10'4cellsldisk)

Fig.21.遠 心 法 に よ る 肝 細 胞 高 密 度 培 養

ラット肝細胞をIP200に 遠心法(50× 誤1分 間)で 充填 し、培 養6日 目に
トリパンブルー色素 排除法で生 着細胞 を測定 した。エラーバーは標

準偏差 、**Pく0.01

第3項IP200に おける血 管 新 生

移植肝実 質細胞の生体 内での生着を確認するため、血清アルブミン濃度の極めて低 い、無アルブミン

ラット(NAR)[52]を 用い、肝実 質細胞を移植した。NARがJcl:SD系 であることから、肝実質細胞ドナーラッ

トとしてJcl:SDラ ットを用いた。

移植3週 間後にIP200を 取り出したところ、1P200は 脂肪組織 に取り囲まれていた。移植3週 間後 に移

植 したIP200を 取り出しヘマトキシリン・エオジン(HE)染 色した。染色は(株)奈 良病理研究所に依頼した。

Fig.22に移植3週 間後のIP200のHE染 色像を示した。紫の部分 が組織であるが、組織中に薄いピンク色

の部分があり、そこに1丿ンパ球が観察された。したがって、IP200内 の血管新生を確認した。
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Fig.22.IP200を 用 い た 肝 細 胞 移 植 に よる 血 管 新 生

ラット肝細胞を充填したIP200を無アルブミンラット腹腔内
に移植、3週間後にHE染 色し血 管新生を確認した。

第4項IP200を 用 いた肝実 質細 胞 移植 による血 清 アルブミン濃度 上 昇

Fig.23に サンドイッチEusA法[53]に より測定した、移 植3週 間 目までの血清アルブミン濃度を示した。

肝実質細胞を移植したNARは 、何も移植しないNARに 比べて、移植2週 間後から高い血清アルブミン濃

度を示した。したがって、移植肝実質細胞はNARラ ット腹腔内でIP200に 生着し、機能していることが明ら

かとなった。

E

丶

ε10
C

E8

毛 6
E
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0 1 23
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Fig.23.IP200を 用 いた肝細 胞 移 植 による血清 アル ブミン濃 度 上 昇

ラット肝細胞をIP200に 遠 心法(50Xa、1分 間)で 充填 し、無 アルブミンラット腹腔 内に4個 移 植し

た。移植前 、移植 後1,2,3週 目にラット尾静脈 より採血し、血清アルブミン濃度をELISA法 で測定

した。エラーバーは標 準偏差(n=3)、*Pく0.05
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第5項IP200の 表面 修飾

血清アルブミン濃度を更に上昇させるためには、移植肝実質細胞の生着 数を増加させることが必要で

ある。したがって、IP200にF/Gデ ンドリマーを修飾しinvitroで 肝実質細胞 培養を行った。

今 回はデンドリマーをIP200に 修飾する際、反応を簡単にするため、市販のデンドリマー(第4世 代)を 用

いた。

Fig.24にF/Gデ ンドリマーを修飾した1P200(F/G-IP200)で 肝実質細胞を6日 間培養 した時の生着細胞 数

を示した。F/G-IP200で 培養した時、何も修飾していないIP200に 比べ多くの細胞が生着を維持した。F/G

デンドリマーは3次 元担体であるIP200に も修飾可能であり、2次 元培養 のみならず、3次 元培養において

もその効果を示した。

以上のことから、IP200を 表面修飾することにより、より多くの細胞を1P200内 に保持し移植を行うことで

多くの肝実質細胞 が生着 し、無アルブミンラットの血清アルブミン濃度を更 に上昇させる可能性が示され

た。

F/G-

IP200

IP200

0246810

生 着 細 胞 数(X10'4cells/disk)

Fig.24.FIG-IP200に よ る 生 着 細 胞 数 維 持

ラット肝細 胞 をIP200お よびF/Gデ ンドリマー修 飾 した
IP200(F/G-IP200)へ 遠 心 法 により充 填 し、培養6日 目

にトリパ ンブル ー 色 素排 除 法 で生 着 細 胞 を測 定 した 。

エラー バー は標 準 偏 差 、*P<0.05
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第4節 小 括

本章では、肝実質細 胞の培養における3次 元担体として多孔質ヒドロキシアパタイトディスク(IP200)の

有効性を示した。これまでに肝実質細 胞 はヒドロキシアパ タイトへ直接には生着しないとの報告があった

[50]。しかし、今 回用いたIP200は 均一な小孔が互いに規則正しくつながった連通 管構造をしており、また、

原料として珊瑚を用いているため、詳細 は明らかではないが、これらの 要因で肝実質細胞 が直接ヒドロキ

シアパタイトに生着したものと考えられる。

無アルブミンラットへ のIP200に よる肝実質細胞の移植においては、血清アルブミン濃度の上昇が見ら

れ、移植した肝実質細胞が生着し、機能 していることが確認された。この時、IP200内 では血管新生が起こ

っており、組織 化した肝実質細胞には血 流から栄養分が供給され 、また、アルブミンを分 泌していると考え

られた。また、IP200にF/Gデ ンドリマーを修飾でき、invitroに おいて、通常のIP200よ りも肝実質細胞の

生着数が多かったことから、IP200を 表面修飾することによって、より多くの肝実質細胞が移植できる可能

性を示した。
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総括

肝機能代替を行う優れたバイオ人工肝臓 開発 には、用いる肝実質細胞の機能 を維 持することが重要

となる。

肝星細胞 はinvitroに おいて種 々のサイトカインを産生することが知られている。第1章 では、肝実質細

胞と肝星細胞 の細胞間接触を伴わない共培養 において、肝星細胞 が肝機能維持に有効であることを明ら

かにした。この時、肝星細胞のconditionedmediumに おいても効果が認められたことから、肝星細胞が単

独で分泌する液性 因子が肝機能維持に有効であることを示した。肝星細胞からはHGFが 分泌されている

との報告[15]か ら、HGFに より肝機能が維持されている可能性があるが、同時にTGF一 βなどの肝実質細

胞に障害を与えるサイトカインについても分泌している可能性がある[16]ため、肝星細胞の分泌する液性

因子が総合的に肝機能維持に働くと考えられる。

また、継代 培養可能な筋線維 芽細胞(MFB)を1型 コラーゲンゲル上で培養 したときのconditioned

mediumに よっても肝機能を維持することを確認した。通常、MFBはTGF一 βを高いレベルで分泌し、また、

肝星細胞 は形質転換しMFBに なると、HGFを 分泌 しないとの報告[15]が ある。したがって、今回用 いた

MFBが 培養を経るにしたがいTGF一 β分泌能を低下あるいは欠損し、同時にHGFと は異なる液性 因子を

分泌し、肝機能維持に有効となった可能性が考えられる。

以上のように、細胞間接触を伴わない肝実質細胞と肝星細胞の共培養において、肝機能 は維持された

が生着細胞 数は経時的に減少 した。したがって、更に高機能なバイオ人工肝臓構築のため第2章 におい

て、細胞機能を損なうことなく生着を維持する培養基材の開発 について検討した。

今回開発 した新表面修飾法 により固定化 した、フルクトース修飾デンドリマー上で肝実質細胞 の培養を

続 けると、肝実質細胞がスフェロイドを形成することを見 出した。そして、フルクトースおよびガラクトースを

共 固定 したF/Gデ ンドリマーにより肝スフェロイドを形成させ基材上に固定することを示した。この時、F/G

デンドリマー は肝実質細胞へ与えるストレスの少ない培養基材であり、細胞のアポ トーシス・ネクローシス

を抑制し、肝機能を維持させた。
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これまでの検討からも、細胞ごとに異なる1丿ガンドを用いることで、リガンド修飾 デンドリマーによって最

適な細胞培養表面の創出が可能であることを示してきた。今回、多種のリガンドの効果を相加 的に現すこ

とができたことから、リガンド修飾デンドリマーの有効性が大きく広がったと言 え、リガンド修飾デンドリマー

は、細胞ごとに最適化したカスタムメイドの培養 基材表面創 出のツールとなると考えられる。

近 年、肝機能を代替する方法として、肝臓移植 に比べて患者への負担が少ない、あるいは1人 のドナー

から複 数の患者に適用できるなどの理由から肝細胞移植が注 目されている。第3章 では、これまでに行っ

てきた肝実 質細胞sca幵 。ldの研究から、肝実質細胞を播種した3次 元担体をラット腹腔内に移植し、生体

内異所性肝組織の構 築について検討した。

その結果 、肝実質細 胞の培養における3次 元担体として連通管構造をもった多孔質ヒドロキシアパタイ

トディスク(IP200)の 有効性を示した。そして、無アルブミンラットに肝実質細胞を充填 した1P200を 移植した

ところ、血清アルブミン濃度の上昇が見られた。また、F/Gデ ンドリマーが3次 元担体であるIP200に も修

飾 可能であり、2次 元培養のみならず、3次 元培養においてもその効果を示した。

本研究では、肝実質細胞の移植に1P200を 適用するため、移植したIP200内 の肝実質細胞 の生着を確

認することを目的に無アルブミンラットをモデルとした。無アルブミンラットは、正常ラットに比べて繁殖性 に

差 はなく1年 以上にわたって繁殖可能である。また、血清 中の総タンパク質量に差 はなくアルブミンの欠損

をグロブリンで代償 しており、肝機能 は正常である。したがって、宿主にとって移植 された肝実質細胞の機

能 は必要がなく、そのために移植細胞の機能が十分発揮できない可能性が考えられる。

今後、先天性代謝異 常に対する肝細胞移植を目的とする場合には、高ビリルビン血症を呈するGunnラ

ットなどをモデルとし、また、移植した肝実質細胞の増殖を促すような検討が必要であると考えられる。
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結論

1.肝 実質細胞 と肝星細胞との共培養 において、細胞間接触を伴わない系で肝実 質細胞の機能維

持が確認されたことから、肝星細胞が分泌する液性因子が肝実質細胞の機能維持に有効である

ことを示した。

2.デ ンドリマーを高密度に基材表面に固定化する方法を開発した。F/Gデ ンドリマー上で培養 した

肝実質細胞がスフェロイドを形成し、生着細胞数、および肝機能を維持したことから、肝実質細胞

培養基材としてのF/Gデ ンドリマーの有効性を示した。また、F/Gデ ンドリマーを用いた肝実質細

胞と肝星細胞との共培養 による高機能なバイオ人工肝臓開発についての可能性を示した。

3.多 孔質ヒドロキシアパタイトディスク(IP200)を 用いた肝実質細胞移植により、無アルブミンラット

の血清アルブミン濃度が上昇したことから、IP200を 用いた生体内異所性肝組織構築の可能性を

示した。今後 、IP200の 表面修飾により高機能な生体内異所性肝組織の構築が期待される。

4.デ ンドリマーは2次 元培養に限らず、3次 元担体にも適用できることを示した。また、デンドリマー

は、リガンドの選択 により細胞に応じた基材表面の創出が可能であり、組織 工学全般 の発 展に

大きく貢献することが期待される。
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