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要　　　　　旨

肝不全ブタ用のハイブリッド型人工肝臓モジュールに必

要とされる細胞数の1/4 (2.5×1010cells)に相当する初代

培養ブタ肝細胞の高機能凝集体(スフェロイド)を,浮遊

培養によって形成させることができた.形成されたスフェ

ロイドをそのまま浮遊培養しても良好に高機能を発現した

たことより,スフェロイド/浮遊培養槽は,実用人工肝モ

ジュールとして期待される培養形態であると考えられた.

1.は　じ　め　に

ヒト正常肝細胞を大量に得ることは現状では困難である

ことから,ハイブリッド型人工肝臓用の細胞としては,初

代培養ブタ肝細胞1),2)やヒト肝芽腫由来肝細胞3)が用いら

れている.一方,最近のディッシュレベルでの初代培養

ラット培養手法のひとつの到達点として凝集体(スフェロ

イド)培養が挙げられる.しかしながら,実際に使用が予

想される初代培養ブタ肝細胞のスフェロイドについては,

人工肝臓モジュールへの適用がまだ試みられてはいない.

そこで我々は,当面の目標を肝不全ブタ用のスフェロイ

ド利用人工肝臓の開発におき,その実現のための培養技術

の開発を行った.すなわち,初代培養ラット肝細胞を用い

た従来の研究に基づき4),5),まず大規模浮遊培養による初

代培養ブタ肝細胞スフェロイドの大量迅速形成を試みた.

次に,形成されたスフェロイドをディッシュレベルにおい

てさまざまな方法で固定化･機能発現を測定した.

2.実　験　方　法

体重10-15 kgの雄性サンゲン雑種ブタを全身麻酔下に
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開腹し,腹部大静脈と門脈から肝臓にヘパリン添加生理食

塩水を導入,下大静脈を切断し十分に脱血した.全肝を切

除し,港流路を形成, EGTAおよびEDTAを含むHanks

液で20分開港流し,さらに0.05%コラゲナーゼ液で30分部

分港流した.ガラスディッシュ数枚に消化された肝臓を移

し,ハサミとメスで細切した.さらにコラゲナーゼ液中で

15-30分程度の振とう消化を行い,一重ガーゼで漉過した.

これを総計6しの氷冷MEMで洗浄し, 2重ガーゼで漉

過した.収量は1.0-2.0×1010 cellsで生存率は85%以上で

あった.

スフェロイド形成に用いた浮遊培養槽を図1に示す.培

養体積1しのスピナーフラスコ(柴田科学)のかくはん装

置の周りに,酸素高透過性のシリコンチューブ(Gilbrane,

(秩)富士システムズ)を,約2.0m巻きつけた.また,

図1　スフェロイド大量形成槽
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DO電極とDOコントローラーをセットし,培養液中の

DO値が6.Oppm以上に保たれるように,チューブ内-の

95%-02/5%-CO2導入をON-OFFコントロールした.ガ

ス圧は1.0-1.5kgf/cm2とし,チューブ出口でのガス流量

は5-10mL/min程度となるように出口バルブを調整した.

精製された細胞は,スフェロイド形成用培地に4.0-5.0

×106cells/mLの濃度で懸濁し,その1Lを培養槽に入

れ, 70-80rpmのかくはん速度で浮遊培養した.形成用の

培地は,ウィリアムズE培地に抗生物質とHEPES, 20%
-FBS, 10ー6Mインスリン, 10-5Mデキサメサゾン, 20

ng-マウス上皮成長因子(mEGF) /mL, 100FLg-アスコル

ビン酸/mLを添加したものとした.

8時間後に培地交換をし,以下24時間後のスフェロイド

回収までそのまま培養した.それぞれの時刻に培地をサン

プリングし,アルブミン濃度はサンドイッチELISAで,

GOT活性は和光のGOT-UVテストワコ-を用いて測定

した.また細胞量は, DAPI蛍光法でDNA量を測定して

換算した.

24時間後の浮遊培養液を洗浄してスフェロイドの最終懸

濁液を得た.これを, 60-mmディッシュ(20cm2)を用

いる旋回培養,コラーゲンゲル包括培養(6穴マルチウェ

ルプレート, 9cm2, 1.OmL-ゲル)で10日まで培養した.

コントロールとして,採取直後の遊離細胞を35-mmコ

ラーゲンフイルムディッシュ上(9cm2)に単層培養した.

細胞量は,ディッシュ当たりでそれぞれ, 2.0×106, 1.0

×106, 1.0×106cells,培養液量は1.0×106 cellsあたり

2.OmLとし,固定化後1日目に第1回目の培地交換を行

い,以下2日毎に培地交換した.

培養液は,ウィリアムズE培地に抗生物質とHEPES,

10%-FBS, 10~8ィンスリン, 10~7Mデキサメサゾン,

long-mEGF/mLを添加したものを用いた.

機能測定は,合成培地中についてはアルブミン分泌能･

1mMで添加されたアンモニアの除去能･尿素合成能に

ついて行った.アルブミン分泌能は培地交換の際にサンプ

リングしてその濃度変化から,アンモニアと尿素について

は培地交換から3時間までの濃度変化から除去または合成

速度を求めた.アンモニア濃度は藤井･奥田改変のインド

フェノール法で,尿素濃度はジアセチルモノオキシム法で

それぞれ測定した.固定化時および培養終了時の細胞数は

DAPI蛍光法でDNA量を測定して得た.

3.結果および考察

3.1スフェロイドの大量迅速形成

浮遊状態においてブタ肝細胞は, 8時間後では数個の細

胞からなる不規則な凝集体を形成するのみであったが,そ

図2　形成された肝細胞スフェロイド(Bar-100JJm).

表1採取後0-24時間の1-Lスケール浮遊培養における細胞数

の減少･アルブミン分泌･GOT漏出.

浮遊培養　　　単層培養

播種細胞数に対する　　　　　　55.8±4.0　　　82.6±1.7

24時間後の細胞数(%)

0-24時間のアルブミン分必　　　3.78±0.87　　2.75±0.71

(FLg/day ･ 106-播種細胞)

0-24時間のGOT漏出　　　　　　28.1±1.2　　　37.0±10.8

(mIU/day ･ 106-播種細胞)

の後急速に凝集が進み24時間後には,図2に示すような直

径120J↓m程度のスフェロイドを形成した.

表1に浮遊培養における0-24時間での細胞の減少･ア

ルブミン分泌能でみた機能･ GOT漏出でみた細胞障害を,

飽和密度で播種した単層培養細胞と比較した結果を示す.

単層培養においては, 24時間後に採取時の生存細胞はほぼ

全て固定化されるが, 1-L規模の浮遊培養においては, 24

時間後にスフェロイド形態へと再組織化される割合は播種

細胞の50-60%であった.播種細胞あたりでみたアルブミ

ン分泌能は単層培養以上であり, GOT漏出は単層培養よ

り低い傾向を示した.

ラット肝細胞でのスフェロイド形成においては,播種密

度を1.0×106cells/mL程度に抑える必要があったが,ブ

タ肝細胞の場合には,少なくともこの5倍の5.0×106

cells/mL程度に高めることが可能であった.この形成槽

での初期播種細胞数が5.0×109cellsとなり,スフェロイ

ドへの組織化率を50%とすると,約2.5×109cells相当の

スフェロイドが得られることになる.当面われわれが予定

しているブタ用人工肝には最低で1.0×1010cells程度(ブ

タ全肝実質の約10%,約50g)が必要であると考えられる

ので,現在4-L規模の同様な培養槽による形成を試みてい

る.ヒト用の人工肝製作のためには,この2倍程度の規模
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での形成が必要となるが,単純な装置のスケールアップで

はなく,スフェロイドへの再組織化率の向上と播種密度の

増大をも検討する必要があろう.

3.2　さまざまな培養形態におけるブタ肝細胞

スフェロイドの機能発現

こうして形成されたブタ肝細胞スフェロイドを,そのま

ま旋回培養やコラーゲンゲル包括培養した際の機能発現を,

単層培養細胞と比較した

牛胎児血清と生理的濃度の10倍濃度のホルモンを添加し

たWE培地中でのアルブミン分泌能とアンモニア除去能

を,図3に示す.機能発現は,それぞれの培養形態に24時
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図3　各種固定化によるブタ肝細胞スフェロイドの機能発現.

(A) :アルブミン分必能, (B) :アンモニア除去能.

sphノRot∴スフェロイド/旋回培養, SphノCN :スフェ

ロイド/コラーゲンゲル包括培養, Mono. :単層培養.

間に固定化した細胞数あたりで示した.

アルブミン分泌能について,スフェロイドをそのまま旋

回培養したものが最も高い値を示し,ついてコラーゲンゲ

ル包括スフェロイド,単層培養の順に発現レベルが低下し

た.旋回培養されたスフェロイドは単層培養の約3倍程度

の機能を示した(図3 (A)).

アンモニア除去能は,スフェロイドを利用した2つの培

養形態がいずれも,単層培養の約2倍の機能を示した.

培養10日目における残存細胞数とその細胞あたりの機能

発現を比較したものが,表2である.単層培養では,若干

の細胞増殖が見られたのに対し,スフェロイド培養におい

ては,コラーゲンゲル包括した場合でも,初期固定化細胞

数の約70%程度が維持されるのにとどまった.旋回培養し

た場合には50-60%へと細胞維持量は低下した.このよう

に,スフェロイド-の再組織化が終了した以降は,増殖さ

せることは困難であると考えられるため,スフェロイドへ

の再組織化率の向上と共に,採取してから一旦増殖させた

後にスフェロイドを形成させるなどの研究が必要となるで

あろう.

現在,人工肝臓に求められているのは数日程度の肝機能

代替であり,モジュール性能が悪化した場合にはモジュー

ルを取り替えることにより対応すればよい.すなわち,当

面のシステムにおける最重点課題は,短期において最大の

性能を発揮することであろう.コラーゲンゲル包括に伴う

物質交換の悪化6)を考慮すると,ブタ肝細胞を利用する実

用モジュールでは,コラーゲンゲル包括は必要ないであろ

う.一方,スフェロイド形態は細胞活性が高いことから,

適切なモジュール形態を選択しないと期待された高機能を

発現しないことが十分に考えられる7).すなわち,通常の

培養形態と比較して,栄養素･除去対象物質･補てん物

質･酸素などのスフェロイド周囲と血しょうとの物質交換

を最優先したモジュール設計をする必要がある.増殖性の

低いスフェロイド化細胞を高密度に保持しつつ1L程度ま

でスケールアップする必要があることを考慮すると,浮遊

表2　各種培養形態における10日間培養後の残存細胞数･細胞数あたりの機能発現.

スフェロイド/　スフェロイド/　　　　単層培養

旋回培養　　　　コラーゲンゲル包括

播種細胞数に対する

残存細胞数(%)

106-残存細胞あたりの機能発現

アルブミン分泌必能(〝g/day)

尿素合成能(nmol/hr)

アンモニア除去能(nmol/hr)

58.5±4.5　　　　72.5±7.4　　　　　　　114.0±0.0

32.4±0.3　　　　13.7±2.3　　　　　　　　　6.8±0.0

76.0±25.3　　　92.3±14.3　　　　　　　　23.8±3.8

323±17　　　　　282±20　　　　　　　　114.0±0.0
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懸濁培養またはそれに近い物質交換速度の得られるモ

ジュールが望ましいと考えている.

4.結　　　　　論

ブタ肝機能代替用のハイブリッド型人工肝臓に必要とさ

れる約1/4の細胞数相当のスフェロイドを, 1-L規模の

浮遊培養によって迅速形成させた.スフェロイドをそのま

ま緩やかに浮遊培養すると細胞数の減少が起こるが,細胞

当たりの機能発現は単層培養細胞3-5倍であった.
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