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生体肝の保持する高度に調節された多種多様な機能を代

替するためには,物 理化学的な単位操作の組み合わせでは

不十分で,生 体の肝細胞を利用する必要がある。そこで,

いわゆるハイブリッド型の人工肝臓の開発が,劇 症肝炎時

の一時的な肝機能の代替を当面の目標として,活 発に行わ

れている.こ の装置の実現のためには, ヒトの肝の全細胞
~ ~

数の約 3分 の 1の肝細胞を,生 体とほぼ同じ機能を維持し

たまま1-2週 間,高 密度培養する方法の確立がまず必要

である。最近は,近 年の細胞培養技術の一定の進歩を取 り

入れて,モ ジュール開発が行われている.

最近の肝細胞培養技術の一つの到達点として,細 胞を凝

集塊,す なわちスフェロイドと呼ばれる形態で培養する方

法が挙げられる.わ れわれは,ス フェロイドを形成した後,

高密度モジュール化を行うことにより,ハ イブリッド型人

工肝臓の製作をめざし,基 礎的な検討を行ってきた。まず

最初は,ス フェロイド形成を促進するポリリジン
⇒で被覆

した平板上でスフェロイドを大量に形成させ,再 び他の表

面上に固定化する方法を試みた.し かしながら,細 胞の自

発的なスフェロイド形成には,少 なくとも約 5日 間が必要

であった。また,再 付着固定化 したスフェロイドが徐々に

表面から剥離することなどの問題点も明らかとなった
め.

その後,ス フェロイドの形成については,デ ィッシュを

用いる旋回培養やスピナーフラスコを用いる浮遊培養に

よって,大 量迅速化が可能であることを示した
め'の。また,

こうして形成されたスフェロイドをさまざまな方法で固定

化し,生 理的濃度のホルモンしか添加していない高濃度血

清培地中で,機 能発現を比較検討したところ,コ ラーゲン

ゲル包括が最も望ましい固定化法であることを明らかにし

た4).

のホローファイバーモジュールによる高密度培
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これらの基礎的な検討に基づき,ホ ロ
ーファイバーモ

ジュールのキャピラリータト容積にコラーゲングルとラット

遊離肝細胞から迅速形成されたスフェロイドを導入
・固定

化するタイプのハイブリッド型人工肝臓モジュールモデル

を製作した。10%成 牛血清 。高濃度ホルモン添加培地中で

2週 間の灌流培養を行い,い くつかの肝特異機能の発現を

検討した。また,実 用条件下での機能発現を評価するため

に,80%成 牛血清中でも同様な検討を行った。

2.実 験 方 法

2.1 肝細胞スフェロイドの大量迅速形成

肝細胞は, 6-8週 齢,200-250gの 雄性ウィスター

ラットから,コ ラゲナーゼ灌流法により調製した。この遊

離肝細胞から,既 報
のに従い,市 販品に改造を施した図 1

のような125 mLのスピナーフラスコを用いて,約 24時間

125 mL
spinner flask

9 5 %Ⅲ0 2 /

5 %・C 0 2

図 1.肝 細胞スフェロイドの大量形成槽
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図 2 24時 間の浮遊培養により形成された肝細胞スフェロイド

(バーは100 μm)

で形成させたスフェロイ ドの顕微鏡写真が,図 2で ある.

細胞の状態によって,形 成されるスフェロイ ドの状態には,

非常にばらつ きがあるが,お およそ,平 均径が約70 μmで ,

約25個の肝細胞からなるものが形成された.

2.2 ホ ローファイバーモジュールによる灌流培養

本実験の灌流培養装置を,図 3に 示す。あらかじめ 4°C

に冷却 しておいた市販の細胞培養用ホロ
ーファイバーモ

ジュール(旭メディカル,Cultureflo G)のキャピラリ
ー外

容積 (湿潤化 しない状態で約2.5 mL)に,0.18%Type Iコ

ラーゲングル(新田ゼラチン)に1.0×107 cellS/mL(4.0×

105 spheroids/mL)の密度で懸濁させたラット肝細胞ス

フェロイ ド液2.0-2.5 mL(総 細胞数 (2.0-2.5)×107

cells)を,室 温下で滅菌シリンジを用いて極力均
一に導入

spheroid/CN iniectiOn

ゝ
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した.37°Cで 30 min放置 してゲル化させた後,灌 流回路

を組み立て,2.O mL/minの 流量で培地の灌流を開始する

と同時に,培 養装置全体をC02イ ンキュベ
ーターに入れ

た.約 1時 間後に流量を10.O mL/minに上げて,実 験終

了までこの流量で培養を行った。リザ
ーバーボトルには,

シリコセンを着装し,ガ ス交換を行わせた。培地総量は25

mLと し,導 入後 1日 目に最初の培地交換を行い,以 下 2

日毎に交換した。培地交換は,ま ずチュ
ーブ 。モジュール

内の培地 (合計7.O mL)をリザ
ーバーボ トルに回収してか

ら,全 量 を交換 した。モジュ
ール出口にバックプレッ

シャーバルブを設置し,流 量低下を招かない範囲で圧力を

かけ,培 養に伴って起きるコラ
ーゲングルの収縮にょって

できるキャピラリータト容積空間に,積 極的に培地を導入し

た

基本培地は,HEPESや 抗生物質などを添加したウイリ

アムズE培 地に,10%成 牛血清 (BS;コ スモバイオ),

107Mィ ンスリン,106Mデ キサメサゾン,107Mグ ルカ

ゴン,50ng上 皮成長因子 (EGF;タ カラ)を添加したもの

とした.こ れらのホルモン濃度は,生 理的濃度の約100倍

に相当する。患者血漿が灌流する実用条件下での機能の発

現レベルを評価するために,80%成 牛血清に上記 3つ のホ

ルモンを100分の 1の 濃度で添加したものでも同様な灌流

培養を行った。

2.3 各 種肝機能の測定

肝特異機能の発現については,ア ルブミン分泌能
・アン

モニア除去能 。尿素合成能を, 2日 毎に測定した ア ルブ

C02 inCubator
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図3 灌 流培養装置



46巻 1号 (1994.1) 生 産 研 究 13

だE    幸風

ミン分泌能は,培 地交換後24時間後の培地中濃度を2抗体

サンドイッチELISAに よって測定し,分 泌速度として表

ニ ア 除 姜 台, に つ い て は  坪 f l l l 不撫 の 「 に

NHzC「 を最籍 農度1:U lllMと
~な
るように添方日

~し
T初 期培

地中濃度と2時 間後の濃度を測定,初 期除去速度として示

した.培 地中アンモニア濃度は,藤 井 ・奥田改変のインド

フェノール法
5)に
よって行った.尿 素合成能は,培 地交換

時の初期培地中濃度と2時 間後の濃度を測定し,初 期合成

速度として示した。培地中尿素濃度は, トリクロロ酢酸で

タンパク質を除去した後に希釈し,ジ アセチルモノオキシ

ム法
のによって定量した。

3.結 果および考察

高濃度ホルモ ン添加 10%成 牛血清 (10%―BS/100X

hOrmOnes)培地と生理的濃度ホルモン添加80%成 牛血清培

地 (80%―BS/1X hormOnes)で 2週 間の灌流培養実験を行

い,各 種肝機能を測定した.結 果を図 4に示す。アルブミ

ン分泌能は,合 成培地中では良好に維持されたが,高 濃度

血清培地では, 1週 間以後急激に低下したlAl.アンモニア

除去は,初 期においては,高 濃度血清培地の方が良好で

あったが,そ の後低下し,低 濃度血清培地とほぼ同レベル

となった(B).尿素合成能は,い ずれの培地でも2週 間にわ

たって非常に良好に維持された(C).

以上の測定結果を既往のモジュールと比較したのが,表

17)～1のである.培 地条件 ・測定方法が異なるため,妥 当

と思われる仮定をおいて評価してある.ま た,モ ジュ
ール

運転開始から 1週 間における平均的な発現量を,細 胞

DNA量 当たりで比較 してある.ま ず,SpherOid/PUF充

8o%-BS t  (B )
1X-hormones

10%・BS/
100X・hormones

( C )

8 0 %‐B S /
1X・hormones

00~~0             5            10            15

Cu■ure Time(day)

図4.各 種肝機能の発現

損型の低密度タイプを除くと,ア ンモニア除去能と尿素合

成能については,本 モジュ
ールは既往のものと同程度の発

現が見られている。しかも,生 理的濃度のホルモンしか含

まない高濃度血清培地中で,む しろ発現レベルが向上する

傾向を示した。しかし,ア ルブミン分泌能については,発
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表 1.既 往のモジュールとの性能比較

モジュール型及び培養条件など

機能発現(l19-細胞DNA当 たり)

アルラミン分泌  ア ンモニア除去   尿 素合成

(Itg/day)     (nmO/hr)      (nmOI/hr)

酒井 ら( S p h e r O i d / C N 包括 H F型 )

(10x107 cellS/cm3) 100/o‐ BSノ100X

80°/。‐BS/1X

松下 ら( S p h e r O i d / P U F 充填型)

( 0 0 3 6 X 1 0 7  c e l I S / c m 3 )

( 1 8 X 1 0 7  c e l l S / c m 3 )

三好 ら(単
一細胞/P V F充填型)

( 1  l x 1 0 7 c e l  S / c  m 3 )

N y b e r gら(単
一細胞/ C N包括 H F型 )

( 0 7 5 X 1 0 7  c e‖S / c  m 3 )

0 0 6 8

0 0 6 8

0 4 2

0 2 1

1 4

3 0

7 7

4 6

34

46

14

2 2

4 1

4 5
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現レベルが他のモジュールと比較して,低 値に留まった。

このように,ア ンモニアや尿素などの低分子物質の代謝

については良好であったが.ア ルブミンのような高分子物

を良好に機能発現させる必要がある。この点からも,細 胞

と灌流血漿とを直接接触させないグル包括法は,高 分子物

質の拡散が問題となる可能性が非常に大きいのにもかかわ

質につい0だ 観児レベフレカ'4氏かうたtと よりI一本モジュ
ー

ルは,細 胞 ・培養液間の物質交換速度にまだまだ改善点が

あるといえよう。すなわち本モジュールでは,ゲ ル包括を

行っているために,物 質交換が基本的には拡散によって行

われることが大きな理由であろう。また,本 研究で使用し

た列ヽ規模ホローファイバーモジュールは,モ ジュ
ール内で

のファイバー同士の間隙カツト常に不均一であるため,大 き

な間隙に固定化されたスフェロイドの能力を十分には生か

していないことも考えられる。
一方,ス フェロイドのようなコンパクトな容積中に高い

代謝能を持つ培養形態の場合には,拡 散でしか物質交換が

なされないことが,一 層大きな問題となることも考えられ

る。しかしながら,グ ル包括をせず,流 れによって直接的

に培地 ・細胞間の物質交換が行われる松下 ・井嶋らのモ

ジュール形態においても,高 密度化した場合には機能が著

しく低下することが報告されている(表1)7),8).ょって,

単に物質交換が律速となっているだけではなく,高 密度す

ることによる細胞のおかれた生物学的環境の変化に起因す

ることも考えられる.

グル包括に伴う,以 上のような問題点の
一方で,本 モ

ジュールは,人 工肝臓モジュ
ールの実用条件に近い生理的

濃度のホルモンしか含まない高濃度血清培地中でも,通 常

の培養条件におけるのとほぼ同等な機能を示した。このこ

とから,コ ラ
ーゲングルによる包括は,実 用条件では機能

の安定発現に極めて有効であることが示唆される.現 状で

は, ヒト肝細胞を大量に得ることは困難であるため,ブ タ

などの大型哺乳動物の肝細胞の利用が現実的手段として検

討されている。つまり,異 種動物の灌流血漿の中で,細 胞

らず「臨床での利用を想定した場合には丁より信頼性が高
――――

い固定化方法であると思われる。

4.お わ り に

肝細胞スフェロイドの大量迅速形成および,実 用条件下

での安定固定化法の検討を行った上で,コ ラーゲンゲル包

括ホローファイバー型人工肝臓モジュールを製作した。ゲ

ル包括は,物 質交換の悪化を招くことが示唆されたが,一

方で実用条件下での安定機能発現にきわめて有効であるこ

とが示された。生体肝は,非 常に薄いゲル層を介して毛細

血管にすべての細胞が接するというきわめて精級な構造と

なっている.今 後,ス フェロイドの優れた機能を充分に引

き出すようなモジュール形態についてのさらなる工学的検

討と,肝 障害または無肝動物の延命実験での検討とを互い

にフィードバックさせて,実 用の苛酷な条件に耐えうるよ

うな信頼性の高いモジュールを開発していく必要があろう。

(1993年10月8日受理)
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