


Ⅰ　 研 究の成果　　(1000字 程度)

　 近年、 日周 リズム(概 日リズム)について、生体 レベル、遺伝子 ・タンパ ク質ネ ッ トワー ク

レベルの解 明が進 んで いる。肝臓では、 副腎皮質ホルモ ンが 同調刺激 とな り、 リズムの リ

セ ッ トと同調が起 こると考え られている。さ らに、多 くの肝特 異的転写 因子群 ととも に多

様な肝機能 も概 日リズム を刻んでいることが分かってきた。 しか し、in vitro にお いて肝機

能の動的変動に着目した研究は極めて少ない。そこで本研究で

は、肝細胞の概日リズム維持システムを構成する生体の主要な

要素を抽出し、生体外で再構築することによって、多様な肝機

能を時間軸に沿って動的に制御することを最終目的とした。

　まず、肝細胞と他細胞の共培養系の自由度を下げる主要因で

ある酸素供給不足を解消した上で、肝非実質細胞との高密度な

共培養や副腎との複合培養を試みた。酸素供給には高酸素透過

性材料 であ るポ リジメチル シ ロキサ ン(PDMS)を 用い、

PDMS表 面 に コ ラ ー ゲ ン(CN)を 共 有 結 合 で 固 定 化

(PDMS-UV-CN)す る ことで、ラッ ト初代肝細胞の剥離 を

防 ぎ、接着性のヘ ミス フェ ロイ ドへ組織化 させる ことに

成功 した(Fig,1)。 十分な酸素供給 と表面改質によって、

肝機能の高度長期維持に成功 した(Fig.2)。

　 さらに、表面改質PDMSを 用 いた十分な酸素供給下で、

ラッ ト初代肝細胞(Hep)と 繊維 芽細胞(NIH／3T3(3T3))を

共培養す ることによ り、完 全な二層共培養 に成

功 し(Fig.3)、 肝機能の著 しい向上 と維持 を達

成 した(Fig.4)。

　最後 に、副腎との複合培養 によって発振 した

肝細胞における概 日リズム を示 した(Fig.5)。

今後は、確立 した肝細胞

培養系を用 いて 、肝細胞

と副 腎 の 複 合 培 養 を 行

い、肝細胞 にお ける概 日

リズムの同調 と発振 、及

び肝機能 の動的制御 に着

目 して研 究 を進 める予定

である。

Fig.1

肝細胞の接着性スフェロイ ド

Fig.2 培養13日 目のアルブミン分泌量
(D NA量 で規格化)

Fig.3　共培養系のH-E組 織 染色(培 養13日 目)

Fig.4 各種供培養系の尿素合成能

(A), Hep/3T3; (B), 3T3/Hep

Fig.5副 腎 との複合培養による

肝細胞の概 日リズム発振






