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動物細胞を大量高密度で培養し,その物質生産能や特異横能を利用する読みがなされている.

本報では,物質生産にしばしば用いられる付着性動物細胞の増殖の前提となる固体表面への付

着伸展現象とその工業的レベルでの制御,また,ハイブリッド型人工肝臓などへの利用が期待

されている初代培養肝細胞における固体表面と各種マトリックス物質による細胞形態と横能の

制御について,その現状と課題を枕説する.

1.は　じ　め　に

動物細胞を大量高密度に培養し,生理活性物質などの

生産能や由来臓器の特異機能など,さまざまな有用な用

途に利用しようとする試みがなされ始めている.

物質生産の場としては,在来,遺伝子導入発現と大量

培養が動物細胞と比較して簡単なことから,大腸菌など

が用いられてきた.しかし,生産物に糖鎖が結合されな

いことや,その高次構造が異なることなどの問題点があ

る.生体中で働く生理活性物質のほとんどが糖質などを

含んだ複合タンパクであり,これらの付加が活性発現ま

たは生体内での安定性に必要不可欠であるとの例も多く

見つかっているため,天然型またはそれに近い物質を生

産することのできる動物細胞の大量培養の必要性は,こ

れからも増し続けるであろう.

動物細胞は,その培養系での性質から,浮遊性と接着

依存性に大別できる.前者は,体内でもともと浮遊状態

で生存していたものを由来としたもの,および培養にと

もなってある程度ガン化し,浮遊状態でも生育可能と

なったものなどがある.ほとんどの臓器の細胞は,生体

外で培養した場合は,固体表面に付着･伸展した後に増

殖するという,いわゆる接着依存性を示す.

物質生産の面からは,比較的容易に培養可能である浮

遊性細胞がまず利用された.この代表例は,モノクロー

ナル抗体の生産に用いられているハイブリドーマである.

またリンフォカインなど有用な免疫関連物質も,浮遊性

細胞によって生産される.しかし,その他の多くの生理

活性物質は,接着依存性動物細胞で生産される.

浮遊性動物細胞の大量培養は,菌体の培養技術の延長

である程度確立されてきたが,接着依存性動物細胞の場

合は,固体表面-の付着伸展が増殖の前提となること,
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また,表面に密に増殖した細胞は一般に増殖を停止する

ことなどの性質があるため,大量培養技術については,

決定的なものが提出されるには至っていない.しかし,

いずれにせよ,固体表面-の細胞付着とその後の劇的な

形態変化である表面への伸展,そして増殖といった現象

を理解し制御することは,接着依存性動物細胞の大量培

養にとって重要な課題である.本報では,接着依存性細

胞の付着伸展現象に関して,主として工業的利用面から

整理し,今後の課題を明らかとした(2.).

細胞と固体表面の接触付着そしてその後の伸展増殖と

いった在来からの研究課題に加え,近年では,固体表面

の特性が,細胞外マトリックス物質の固体表面への吸着

現象を介して,さらに高度な細胞の組織化といった現象

に与える影響についての研究が開始され始めている.こ

の例は,応用面としては,単なる物質生産ではなく,臓

器細胞の持つ機能の利用といった面で見られる.その中

でも,人体の化学工場とも言うべき肝臓を構成している

細胞は,多種多様な特異機能を保持したまま培養可能で

あるため,劇症肝炎時の一時的肝機能代替装置としての

ハイブリッド形人工肝臓への応用が期待されている.

近年,この初代培養肝細胞が,さまざまな物質で被覆

した固体表面上で次第に凝集,生体と類似な構造を部分

的に再現しているスフェロイドと呼ばれる細胞凝集体を

形成し,高機能を長期にわたり発現することが報告され

てきた.この凝集体形成においては,肝細胞から分泌さ

れたマトリックス物質の固体表面-の吸着が,重要な役

割を果たしていると考えられている.そこで本報では,

凝集体の形成と維持における固体表面特性の影響に関す

る既往の知見を整理し,ハイブリッド型人工肝臓への利

用における問題点と今後の課題を明らかにした. (3.)
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2.固体表面特性による細胞の付着伸展の制御

2-1.固体表面への細胞付着に関わる因子

接着依存性動物細胞の固体表面-の付着伸展現象に関

与していると思われる因子を,その生物学的特異性の有

無に着目してまとめたものが,図1である.

動物細胞は通常,動物血清を5-10%添加した培養液

中で培養されるため,さまざまな血清中タンパクが,培

養固体表面には吸着されている.また,動物細胞自身が

分泌したタンパクも同様に吸着される.これらのタンパ

ク質の中には,細胞側リセプターと特異的相互作用を持

つものがいくつか含まれている.代表的なものとしては,

ファイブロネクテン,ヴイトロネクチン,ラミニンなど

である.固体表面上にこれらの特異的付着伸展タンパク

が吸着し,それを細胞側のリセプターが認識,細胞付着

が起こる.ファイブロネクチンのArg-Gly-Asp (RGD)

配列が,インテグリンと呼ばれる細胞リセプターに認識

されることl)はその代表例である.その他の特異的付着

伸展促進タンパクに関しても,分子レベルでの作用解析

が進んでおり,それぞれ細胞側リセプターに認識される

部位が存在する2) ,3)

細胞が付着した後,能動的に伸展するためには,この

ような特異的付着伸展因子が必要不可欠である.ヒト正

常線維芽細胞や初代培養肝細胞は,これらのタンパク質

を合成する能力を保持しているが,多くの樹立細胞株は,

合成能が低いために,最速の伸展のためには外からの供

給が必要である4).たとえば,代表的な線碓芽細胞株で

あるハムスター腎由来のBHKc21は,最速の伸展を行

うために,最低15mg/cm2の表面吸着ファイブロネクテ

ンを必要とする5).また,正常線碓芽細胞6)や初代培養

肝細胞7)など充分な合成能を保持している細胞でも,そ

の合成には付着伸展過程に必要な時間と比較して,充分

に長い時間がかかるため,特に無血清培養では,何等か

の手段でこれらの付着伸展因子を添加する.

一方,血清由来のタンパクの中には,細胞と特異的相

互作用を全く持たか､ものが,多量に含まれている.こ
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図1　細胞の付着伸展現象に関わるさまざまな因子

(特異性の有無によって分類)
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のような非特異的タンパクは通常,細胞の付着を妨げる

働きをする.特にアルブミンに関しては,その効果が大

きい.血清中の補体成分を不活性化するためにしばしば

行われる56℃30分の非働化処理は,付着伸展因子を失活

させると同時に,アルブミンの細胞付着阻害効果を大き

くすると考えられる8).

本来の固体表面の性質は,血清由来や分泌されたタン

パクの吸着ならびにその後の安定化に寄与する一方で,

細胞表層と直接に結合を形成する.細胞付着実験におい

ては,血清を添加しているものもしばしば見受けられる.

これでは吸着タンパクの影響と固体表面の影響を区別で

きないことことになり,その結果の解釈に当たっては注

意を払う必要がある9).合成培地での短時間の実験にお

いては,細胞分泌タンパクの影響も軽視できる.

このような細胞と固体表面の非特異的相互作用におい

て重要であるとされているパラメーターには,表面電荷

や疎水性親水性のバランス10)等があり,それぞれ,静

電的相互作用とファンデルワ-ルスカに関連している.

細胞表層には,リン脂質2重層の膜に突き出た糖タン

パクのシァル酸残基や各種プロテオグリカンなどのため,

全体的に見ると生理pHでは,マイナスに荷電してい

る川.静電的な結合だけを考慮すると,マイナス荷電

表面に細胞は付着できないこととなるが,実際は,強く

マイナスに帯電しているガラス表面などに細胞は強固に

付着する.これについては,確かに全体的には細胞表層

はマイナスに荷電しているものの,その分布は一応では

なく11),少量ながら正電荷も存在し,ある強さ以上の

電荷が表面上に存在すれば,マイナス表面であっても付

着できる12)と説明されている.この時,培地中の2価

イオンが架橋すると考えられている13)が,詳細は定か

でない･また,細胞表面のmicrovilliやfilopodiaは,

両表面間の静電気的バリアーを破る働きをしていると考

えられている.以上のように,表面電荷については,必

ずしもプラス電荷は必要とされず,ある一定以上の電荷

密度が必要であると一般には考えられている13).
一方,さまざまな固体表面上で,表面の接触角に対す

る付着率を測定すると, 700付近に極大値を持つ上に凸

の曲線となるとなることが示されている.これは,水媒

体中における接着仕事の計算結果とおおむね一致してい

ることより,主として,フアンデルワ-ルスカが,支配

しているものと考えられている14). Horbettらも親水性

疎水性の2種類のコポリマーの比率を代えて一連の表面

を調製,細胞付着-の影響を測定し,同様な結果を得て

いる15).

以上述べた2つのパラメータ･機構のほかには,疎水

的相互作用と水素結合が細胞付着に関与していると考え

られる16).特に疎水的相互作用は,液相からのタンパ

ク質の固体表面-の吸着現象において強い作用を持つこ
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とが示されており17),細胞付着にも局所的には関与し

ていると考えられる.

2-2.工業プロセスにおける細胞付着伸展現象の解明

2-1.においては,関与が確かめられているさまざま

な機構について,並立的に解説した.しかし,細胞付着

現象は動的なプロセスであり,それぞれのステップで関

与する機構には,違いがあると考えられる.

この一連の現象は,大きく付着段階と伸展段階とに分

けられるが,まず後者では,固体表面上に吸着された特

異的付着伸展タンパクの存在量が決定的である.吸着量

に対するある一定時間後の細胞伸展率は,容量作用曲線

で示され,伸展に必要な最低吸着量が存在する5).また,

その吸着量以上のタンパクが存在していていれば,固体

表面の特性は,伸展現象に全く影響を与えないと考えら

れている.もちろん,付着伸展タンパクを含む各種のタ

ンパク質の固体表面-の吸着については,表面特性に

よってタンパク質のコンフォメ-ションが変化すること

は確かめられているが17),18),それは細胞伸展とその後

の増殖にはあまり影響しないようである19卜21).もっと

ち,これは,天然の付着伸展因子の場合であって,たと

えば,ファイブロネクチンの特異的に認識されるRGD

ペプチドをアルブミンに導入した場合の付着伸展挙動に

ついては,固体表面からの導入部位-の鎖の長さが影響

するとの報告もあり22),いまだ詳細は不明である.以

上,伸展およびその後の増殖という生物的過程において

は,固体表面一細胞間の直接の相互作用の影響は,非常

に小さいと考えられる.

一方,細胞の初期付着過程については,ファイブロネ

クテンなどの特異的付着伸展因子の影響は,その後の伸

展暮増殖における場合と比較して,それほど大きくない

と考えられる19)･20).よって,相対的には固体表面自体

の特性が,大きな影響を持つ過程であるといえる.

細胞の初期付着過程については, 2-1.で述べたよう

に,いくつかの因子の寄与の有無については判明してい

るが,その寄与の大小に関しては定量的評価が難しいた

め,統一的な見解が共有されるには至っていない16)

そこで,実用的な側面から,付着に関わる因子の評価を

する試みがなされている.すなわち,さまざまな因子の

うち実際の大量培養法において,問題となるものの影響

を定量的に評価しようとするアプローチである.

工業レベルでの接着依存性動物細胞の大量培養で最も

有望な方法のひとつに,マイクロキャリアー法があげら

れる.これは, 150-200〝m程度のビーズに細胞を付着

伸展増殖させ,スピナーフラスコなどで疑似浮遊培養す

るものである.マイクロキャリアーへ細胞播種法は現在,

①連続撹療法, ②間欠撹拝法, ③ディッシュ内付着,の

3つがある23)･24).細胞を均一に付着させるためには,

①が望ましいが,付着速度が(参に比較して遅くなる. ③
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は大量培養には不向きである.以上の中で,付着が著し

く遅いいくつかの細胞を除いては,実際には連続撹拝法

が用いられている.

マイクロキャリアーへの連続接辞法における細胞付着

過程を模式化したものを図2に示す.播種細胞に対する

付着細胞の割合(付着率)は,非付着細胞率が推進力と

なる1次不可逆反応モデルで記述できることが示唆され

ている25),29)･30).この時の細胞付着速度定数は,液流

れによる努断応力･細胞一固体表面間の接触時間･同接

触確率･固体表面への細胞の付着力などの関数であると

考えられる28).固体表面自体の特性およびそれが吸着

された血清タンパクを介して及ぼす影響は,細胞のマク

ロキャリアーへの付着力に影響を与え,付着速度定数に

反映されていると考えられているが,定量的解析がなさ

れるには至っていない.

実験室レベルでの培養においては,ディッシュ底面と

細胞は培養している間常に接触しているが,連続撹拝に

よるマイクロキャリアー-の細胞播種では,細胞とマイ

クロキャリアーは非常に短い接触時間しか持ち得ない.

実際のマイクロキャリアーへの細胞付着速度定数の測定

で明らかになったことは,血清中には各種の付着伸展促

進因子が含まれているにもかかわらず,血清の添加は,

速度定数を一般に低下させる効果を持つということであ

る26)･27).この現象は,接触･付着過程と,その後の伸

展増殖過程では,その主要な機構が異なっているという

ことの傍証となる.

マイクロキャリアー法で実際に表面特性をさまざまに

変えた数多くの実験を行い,付着速度定数を測定するこ

とは容易ではない.そこで,在来の細胞付着実験と比較

して,きわめて短い時間における細胞の接触･付着現象

を解明しようとする試みがなされた29).まず,アルブ

ミン等の付着阻害タンパクだけでなくファイブロネクテ

ンなどの付着伸展タンパクでもある吸着量以下では,細

for seyera) hours

=ふ(_1-A)

Z=ntact probabi一ity

ntact time

ear stress by flow

JI attachment force

( Surface characteristics )

図2　マイクロキャリアー培養における細胞播種
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図3　接触直後の細胞付着現象のモデル

胞付着を完成するために一定の時間を要することが判明

した.また,接触直後から良好な細胞付着が得られる固

体表面をあらかじめファイブロンクテンで被覆しておく

と,少量の場合は,かえって細胞の接触直後の付着を阻

害することが判明した.これらの結果から,特異的付着

伸展因子は確かに伸展増殖過程においては決定的な役割

を果たすが,工業レベルにおいて重要となる接触･付着

現象に関しては,必ずしもそうではなく,むしろさまざ

まな非特異的付着機構が重要な役割を演じていることが

示唆された.この関係をモデル化したものが図3である.

この段階では,たとえ特異的付着伸展タンパクであって

ち,非特異的相互作用が決定的で,その因子としては,

タンパク吸着表面の疎水性親水性バランス-の依存性よ

り,荷電状態-の依存性の方がはるかに大きかった.こ

のモデルの傍証としては,タンパクで被覆しない各種固

体表面への付着が非常に速いという報告や30),培地の

pHとタンパクの等電点の相対的大小を代えて,細胞付

着速度への影響をみた場合,用いたタンパクの等電点よ

り低い培地pHであれば,どのタンバクに対しても細胞

は速く付着すること31)などがあげられる.
キ

3.固体表面特性と液性El子による細胞形態

および機能発現の制御

3-1.機能発現とマトリックス物質

コラゲナーゼ潅流法32)によって,状態の良好な肝実

質細胞が動物から得られるようになってからは,通常の

樹立細胞の培養に用いられる手法が,基本的には,初代

培養肝細胞の培養においても用いられてきた.すなわち

血清やコラーゲン等で被覆したディッシュ上での培養で

ある.この条件下で細胞は単層状の細胞層を形成し,

ラットの場合で1週間程度培養可能である.

その後,主として生体外での肝細胞の増殖についてと,

4
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図4　生体内での肝細胞周囲環境

採取した細胞の長期生存および長期の機能維持について

の大きく2つの研究が行われてきた.増殖に関する前者

の研究は,肝細胞増殖因子の発見33)以後,その遺伝子

レベルでの解析や動物細胞での大量生産といった発展を

遂げつつある.一方,生存および機能維持に関する研究

も近年,著しい発展を遂げている.ここでは,後者につ

いて主に述べる.

機能維持と長期生存に関しては,培地成分の改善と,

細胞マトリックス物質および培養システムの改善に関す

る研究に大別される.後者は,生体内での細胞周囲環境

を模倣する方向で研究されてきた.生体内での肝細胞周

囲環境の模式図を図4に示す.

培地に関しては,肝臓の機能発現が多種多様なホルモ

ンによって厳密に制御されていることに注目し,各種ホ

ルモンや微量金属類を添加することによって,一定の到

達をみている. EnatらによるこのHormonally Defined

Medium34)は,数多くの研究において用いられている.

一方,細胞マトリックスの培養系での利用は,古くは

コラーゲン被覆表面の利用,生体内と同じくゲル化させ

たコラーゲンの利用などであるが,これではラット肝細

胞の場合, 1-2週間の維持が限界35)であった.一般

には,細胞が生体内でとっている立方体の形態と著しく

異なる過度に伸展した形態になることが,この方法の限

界を決定していると考えられている.

コラーゲンを培養基質として用い,その幾何的な配置

を生体内の構造に近付けることによって,機能を維持し

ようとする試みがなされてきた.はじめに試みられたの

は,ゲルを底面から剥離させ,培地中に浮遊させること

である(浮遊コラーゲンゲル培養法)36).これによって,

背面からも栄養素や酸素などが供給されると共に,浮遊

させたゲル細胞層は次第に収縮し,細胞が生体内に近い

立方体状の形態をとる.これによって,細胞維持が改善

されたが,過度のゲル収縮のため, 3週間が限度であっ

た.ゲル収縮を防ぐために,膜を用いて同様の培養を試

みた例があるが,充分な改善は得られなかった37),38)

一方,生体内で細胞層がゲルにはさまれていることを

模倣し,底面付着サンドイッチコラーゲンゲル培養法が

試みられた39ト41).この方法により,血渠タンパク合成
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能のレベルと維持期間が約1カ月-と飛躍的に向上した.

さらに,股上でこのサンドイッチコラーゲンゲル培養を

行うことにより,碓持期間は底面付着サンドイッチコ

ラーゲンゲル培養法と同等であったが,血祭タンパク合

成能レベルが著しく向上した42).よって,ゲル層の幾

何的配置の機能維持における影響は,培地中に浮遊させ

る効果よりも,細胞層をゲルでサンドイッチ状に包括す

る効果の方が,相対的に大きいことがが判明した.膜上

サンドイッチゲル培養により,ゲル層の幾何的な配置に

関しては,ほぼ完全に生体内の細胞周囲環境を模倣でき

たと考えられる.

生体マトリックスの成分を模倣し, Biomatrixと呼ば

れる肝ホモジネ-トから抽出した不溶性物質上で,肝細

胞を単層培養することによって,それが半年にわたって

生存することが報告された43).このBiomatrixの成分

としては,通常用いられてきたType Iコラーゲンの他,

TypeⅢ, Ⅳコラーゲン,ファイブロネクテン,ラミニ

ン,各種プロテオグリカンなどが含まれている.この

Biomatrixは,肝小葉内聞質物質と肝小葉開聞質物質と

の混合物である44).

小出らは,このBiomatrixから,生体内において肝細

胞が直接接触している肝小葉内聞質物質のみを精製し,

これをさらに,コラーゲン分画,糖タンパク分画,プロ

テオグリカン分画にわけ,それぞれの細胞生存における

影響を個別に検討した45)･46).その結果,コラーゲン分

画では,単層状となったが,プロテオグリカン分画では,

細胞が次第に凝集し, 100FLm程度の凝集体となって培

地中に浮遊,機能は単層培養に比べて長期にわたり維持

された.糖タンパク分画では,両者の中間的傾向を示し

た.このような凝集体(スフェロイド)は, poly-(2

Hydroxy methylmethacrylate)被覆表面上の播種され

た胎児ラット肝細胞についても報告されている47).こ

の場合も,肝特異酵素や血清タンパク合成能が約1カ月

に渡り維持された.その後小出らは,通常の培養用

図5　ポリリジン被覆表面で形成された肝細胞凝集体(ス

フェロイド)

(バーは100Fim)
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ディッシュとは異なるさまざまな表面上で,同様な凝集

体が形成され,機能を長期に維持することを報告し

た48).ポリリジン被覆表面上で形成されたスフェロイ

ドの写真を図5に示す49).胎児ラットの凝集体形成で

用いられた高度な親水表面(通常ほとんど細胞を付着し

得ない)を例外として,これら細胞凝集を促進する表面

は,陽性荷電または疎水性に富んだものに大別できる.

これらの凝集体中で肝細胞は,単層培養の場合と異な

り,生体内と同様な立方体の形をとっていることが示さ

れている.ただ,類洞や胆管など物質移動のための経路

が完全には形成されず,完壁な組織化とはいえない.こ

のため,大き過ぎる凝集体は次第に内部壊死を起こす.

また小さすぎると容易に崩壊する傾向にあるため,培養

条件下では,適当な大きさ(60-100FLm)の凝集体を利

用するのが適当であると考えられている50).

これらの細胞凝集体(スフェロイド)の単層培養に比

べた場合の優位性は,その後さまざまな肝特異機能の発

現･碓拝を測定することにより確立されつつある51).

肝小葉内細胞間基質プロテオグリカン分画被覆表面上

のものと同様な細胞凝集体が,陽性荷電表面や疎水性表

面で形成される理由は,肝細胞から分泌されたプロテオ

グリカンが,その強い陰性電荷と疎水性のために,まず

これらの表面に選択的に吸着されることにより,同様な

細胞凝集が起こると考えられている48).すなわち,こ

れら人工表面では,まず細胞が初期に伸展してから凝集

するのに対し,プロテオグリカン分画被覆表面上では,

初期の伸展度は相対的に小さく,より速く浮遊する傾向

にあること48)からも間接的に説明される.

一方,精製された各種プロテすグリカンを単独で被覆

した表面上に肝細胞を播種し,凝集を見たところ,デル

マタン硫酸が最も効果的であったとの報告がある52).

他のプロテオグリカンも若干の効果を持つ.一般に,肝

に最も多く含まれているプロテオグリカンは,ヘパラン

硫酸であるが,凝集を促進する効果は,デルマタン硫酸

に比べて小さかった.ヘパリン,カラゲナン,デキスト

ラン硫酸など高度に硫酸化された多糖を培地中に添加し

ても,同様な細胞凝集が誘起され,高レベルの機能発現

が長期にわたり見られた53).しかし,どの単独のプロ

テオグリカンでも, Biomatrixプロテオグリカン上で見

られた様な,顕著な細胞凝集体の形成および浮遊化はみ

られなかったことより,球状の凝集体形成にはさまざま

な種類のプロテオグリカンの作用が総合されて起こるも

のであると考えられる.このことから,凝集体を能率よ

く形成させるためには,精製したプロテオグリカンを用

いるよりも,むしろ,肝細胞由来のプロテオグリカンの

分泌能を高める,または,分泌されたプロテオグリカン

の吸着性を高めた表面を用いる方が,有利である.

プロテオグリカン以外のマトリックス物質で,細胞機

5



460　　　44巻10号(1992.10)

能の長期維持に効果を持つと思われるものとしては,ラ

ミニンがあげられる. Bisselらは, EHS肉腫から精製

されたラミニンやプロテオグリカンを多量に含むコラー

ゲンゲルを調製し,その上で肝細胞を単層培養すること

により,血清タンパク合成能を約1カ月に渡り維持し

た54).

肝臓を構成している他の細胞である非実質細胞と肝実

質細胞を混合培養すると,細胞が2カ月以上にわたって

維持され855).この効果は,幼君ラット肝臓から株化

された上皮細胞との混合培養で最も大きい.特に,他の

肝特異機能と比較して著しく困難であった解毒系酵素群

であるチトクロームP-450の維持が,この混合培養系で

は, 10日以上にわたって維持される56).以上の細胞機

能および生存の維持における非実質細胞の効果は,こら

れの細胞が分泌するさまざまなマトリックス物質の影響

に帰着されると考えられている.

以上,生体内肝細胞の周囲環境を模倣する方向で成果

をあげてきた研究を概説した.在来の単層培養は,伸展

のみを促進するコラーゲンだけを用いてきたために,機

能維持には限界があったと考えられる.よって,さまざ

まなマトリックス物質がコラーゲンを骨格とするゲル層

にある割合で適当に配置され,それが肝細胞を取り囲み

細胞が生体内と同様な立方体状の形態をとり,長期に機

能を発現すると考えられている.

3-2.ハイブリッド型人工肝臓における凝集体の利用

ブタ初代培養肝細胞を利用した単層培養/積層型ハイ

ブリッド型人工肝モジュールは,すでに試作されている

が57),このモジュールを,ヒトの肝細胞の30%を収容

するものにそのままスケールアップすると,装置容積が

約40Lとなるため,高密度化が望まれている.そこで,

それ自体が高密度かつ高機能である細胞凝集体を利用し,

適切なモジュール化を行えば,既存モジュールの性能お

よび装置容積を大幅に改善できると考えられる.

細胞凝集体を人工肝臓モジュールに利用する場合は,

単一細胞を固定化した後に凝集を起こしスフェロイドを

形成させる方法と,大量形成した後に固定化を行う方法

とが考えられる.

前者では,多孔質担体内表面を細胞凝集を促進する物

質であらかじめ被覆しておく例58)や,そもそも多孔質

担体自体が凝集を促進させるという性質を利用した

例59)などがある.また最近では,内部の流動性を高め

たゲルに単一細胞を高密度包括することにより,ゲル

ビーズ内部で細胞凝集を起こさせる試みなども行われて

いる60).

一方,浮遊凝集体を大量形成後,固定化した例として

は,アルギン酸カルシウムゲルビーズに包括し,液噴流

培養層で懸濁培養するもの61)や,ホローファイバーモ

ジュール内にビーズを充填培養するもの62)などがある.

6
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このタイプのモジュール製作においては,単一細胞から

凝集体形成を行わせるための装置が必要となるが,最終

的に製作されたモジュール内の細胞密度を,単一細胞状

態で固定化する方法に比べて,より高めることが可能で

あると考えられる.また,実際の臨床応用を考えると,

細胞を凍結し大量に保存しておく技術の確立が不可欠で

ある.肝細胞の凍結保存に関する研究例はきわめて少な

いが,融解後の生存率や機能発現がきわめて悪い点が,

樹立細胞株の場合と異なる.しかし,コラーゲンコート

マイクロキャリアーへ付着伸展させた肝細胞は比較的凍

結保存に耐えるという報告63)や,凝集体の方が単一細

胞より低温での保存に耐えるとの報告もある64).これ

らの研究例は,マトリックス物質を共存させたり細胞を

ある程度まで組織化したりすることが,凍結保存に対す

る耐性を向上させうる可能性を示唆しており,将来は,

単一細胞を凝集体にして大量凍結保存し,必要な時に融

解してモジュール化するといった体制が確立される可能

性が高い.よって,凝集体を大量形成後,固定化するモ

ジュール製作が,将来主流となると考えられる.

3-3.固体表面への吸着マトリックス物質による凝集体

の形態および機能発現の制御

凝集体の大量形成を目的として,細胞凝集を促進する

物質であらかじめ被覆しておいた平板上,浮遊状態の凝

集体を選択的に形成させる条件が,正電荷を持つ人工ポ

リマー上で設定されてきた.まず凝集体を形成させるた

めには,一定量以上の吸着量が必要であることが明らか

にされた49).この吸着量以下では,細胞は凝集するが,

平板上に強固に付着伸展した多層状の凝集体

(Multicellularlsland)にとどまる.また,各種ホルモ

ンの添加の有無および添加濃度によっても同様な形態変

化が起こることが報告されている65)･66).このような形

態変化は,細胞によって合成分泌された各種マトリック

ス物質の表面への吸着性によって決定されていると考え

られる.ホルモンなどの液性因子は,細胞が合成するマ

トリックス物質の種類および量を介して,この形態変化

に関与するものと思われる.定性的には,コラーゲンや

ファイブロネクテンなど細胞伸展を促進する因子と,プ

ロテオグリカンなど細胞凝集を促進する因子の固体表面

上への吸着量の相対的な大小によって,このような現象

が見られると説明できる.

Spheroidは,コラーゲン表面に再播種された場合,

伸展して単層状態へとその形態を変化することが示され

ている46),47).そこで,浮遊凝集体を大量形成後,全体

としては凝集体形態を保ち,しかも多孔質担体内に一部

伸展状態で強固に固定化する際の,望ましい表面特性が,

細胞伸展促進因子と細胞凝集を促進する因子の相対的関

連の下で半定量的に検討されている66).この結果,細

胞形態と機能発現は,これらの因子の相反する効果を忠
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実に反映することが示された.また,多量の細胞凝集を

促進する因子に,少量の付着伸展因子を共存させた表面

上で細胞の再付着率･細胞形態細胞形態･機能発現とも

に最も良好な結果を与えた.

4.今後の課題

以上述べてきたように,工業的な物質生産における接

着依存性動物細胞の付着伸展増殖の制御,初代培養肝細

胞を利用したハイブリッド型人工肝臓の製作における細

胞凝集体の形成と機能発現のいずれにおいても,固体表

面などの細胞周囲環境が,重要な役割を果たしている.

固体表面の非特異的特性が,細胞の付着伸展や増殖と

いった現象に与える影響については,伸展増殖過程につ

いては,生物学的特異性が決定的であることは,ほぼ共

通の認識となっている.ごく初期の接触･付着過程にお

いては,非特異的機構が重要な役割を果たしていること

は明らかになりつつあるが,そこで何が重要な因子であ

るのかについては,定性的にはある程度の知見が蓄積さ

れているものの,定量化やその先のモデル化には程遠い

のが現状である.さらに,工業レベルでの動物細胞の利

用においては,流れの存在下での接触･付着現象を解明

する必要がある.いくつかのモデルが提示されている

が28),67),実際の培養槽内での現象を説明するには至っ

ていない.今後,さらなる検討が必要であろう.

また,付着伸展･増殖だけでなく,その後の分化機能

の発現まで制御するモデル系として,また応用面の重要

性からも,初代培養肝細胞の研究は重要な位置を占め続

けるであろう.初代培養肝細胞においては一般に,増殖

と分化機能維持は相反すると考えられている.これは,

単層培養しかも低面密度であればあるほど増殖活性が高

い68)･69)という報告,また凝集体の形成に伴って増殖能

は低下し,分化機能発現レベルが上昇すること45),48)･49),

などから明らかである.生体外で,肝細胞を増殖相から

分化相-,または分化相から増殖相-という変換が可能

となること,すなわち,増殖と分化機能発現を生体外で

制御できれば,応用面としては,少数の細胞から,高性

能なハイブリッド型人工肝臓をはじめとする有用な装置

を製作することが可能となる.

代表的形態として,増殖相については単層培養を,分

化相については凝集体があげて考えると,凝集体から単

層培養への移行は,付着伸展促進タンパクで硬覆した表

面上に再播種することで実現される.一方,肝細胞では

ないが,単層培養からの凝集体形成が,最近試みられて

おり70),この方向の移行も近い将来,さらに簡便な方

法で可能となると考えられる.

これらの形態制御技術を利用する場合にも,固体表面

の非特異的特性が,プロテオグリカンなどの巨大糖一タ

ンパク複合体やタンパクの吸着性に及ぼす影響,ホルモ
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ンなどの液成因子がマトリックス物質の合成分泌-与え

る影響,の両者を総合的に最適化することが重要である.

(1992年7月21日受理)
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