


培養動物細胞の

形態及び機能発現の制御と

その利用に関する研究

東京大学生産技術研究所

鈴木研究室

酒井康行

「ι 一 二 日r



Ef乙広三

序.!，!. 本研究の目的及び本論文の権成

第 1itI 本研究の背景

1 _ 1 後遺依存性動物細胞の固体表面への付着[申展現象

1. 1. 1 面体表面への細胞付着に関わる因子

1. 1. 2 マイクロキャリア ーへの細胞付着現象

1. 2 初代t音葉肝細胞における細胞周囲環境と細胞形態及び

機能発現

1. 2. 1 機能発現とマトリ y デス物質 16-

1. 2. 2 ハイブリ y ド~人工肝臓における粁細胞凝集体の

利用 2 4 -

1. 3 懸1罰渚養による細胞凝集と凝集体の安定固定化 ー 27-

1 _ 4 本主主のまとめ ー 29一

本意の参考文献 ー 30-

第 21;1 図体A而特性によるI'Jiδ依存性保細胞の付者伸展の制御

2. 1 本主主の研究目的

2. 2 接触直後の細胞付着現象の速度論的評価

2. 2. 1 本節の研究目的

2. 2. 2 実験方法

2 _ 2. 3 結果及び考察

2. 3 大畳居養における培養表面特性の是適化

2. 3. 1 本節の研究目的

2. 3. 2 実験方法

2.3. 3 結果及ひ考察

2. 4 本章のまとめ

本章の参考文献

第 3'-;': 固体表面特性と液性因子による初代庖養肝細胞の

形態及び機能発現の制御

3. 1 本立の研究目的

3. 2 of.リリジント皮覆表面上での肝細胞凝集体の形成と縫侍

3. 2. 1 本節の研究目的

に
d

一 13-

c
u
 

内

4
U

一
一
一

々
'

7

・
nU

3

3

4

 

一
一
一

一
一一

一

一

n

d

n

O

4

只
υ

G

U

R
U

戸

b

戸

b

p
o

pb

一
一
一
一
一

l
 

n
h
u
 

q
u
 
cu 

- 工 一三 十一r



3. 2. 2 実綴方法

3. 2. 3 結果及び考察

3. 3 ij干細胞凝集体による各種肝特異機能の発現

3. 3. 1 本節の研究目的

3. 3. 2 実験方法

3. 3. 3 結果及び考察

3. 4 固体表面特性と液性因子による1干細胞凝集体の形態

及び後能発現の制御

3. 4. 1 本節の研究目的

3.4. 2 実験方法

3. 4. 3 結果及び考察

3. 5 本章のまとめ

本章の参考文献

~t11ii 初代.1:;;1，廷肝細胞凝集体の大51迅速形成と安定固定化

4. 1 本章の目的

4. 2 懸i笥t吉妥による肝細胞凝集{本の大量迅速形成

4. 2. 1 本節の目的

4. 2. 2 実験方法

4. 2. 3 結果及び考察

4. 3 実用条件下での肝細胞凝集体の安定固定化

4. 3. 1 本節の目的

4. 3. 2 実験方法

4. 3. 3 結束及び考察

4. 4 本章のまとめ

本章の参考文献

終主主 本論文のまとめと今後の展望

本章の参考文献

本論文の出版・投抗状況

謝辞

- 6 3 -

6 4ー

7 0一

一 70一

一 71 

一
一
7'

Ei''
 

h

，，マ，
一
一

7 9 

- 8 9 

9 0 

- 9 2ー

9 3 -

9 4 -

- 97-

一10 2一

一103一

一103ー

1 1 0 -

1 1 1 -

- 1 1 2一

一11 5ー

- 1 1 6 

- 1 1 7 -



月互主主主 ヌ宇ζ石子F多宅 α:>Eヨ白勺夏主乙て〆2宇ζ言命 コ<:.:0本戸I'f-p_文

動物細抱を大量高密度に培養し，生理活性物質などの生産能や細胞の由来する

臓器の特異機能などを，利用しようとする試みがなされている 前者の例として

は， ヒトリンパ滋由来のナマルパ細胞によるヒトインターフェロン αの大量生産

や，正常 2倍{本線縫芽細胞によるヒトインタ フェロン βの大量生盆，骨髄腫細

胞と抗体産生細胞の雑極細胞(ハイプリドー 7) による各庖モノクローナル抗体

の大量生産が有名である.愚近では，目的とする生理活性物質の遺伝子をハムス

ター卵巣細胞株などに導入し，大量埼養 ・生産することも行われている.後者の

例としては，勝臓の初代培養ランゲルハンス島細胞を利用したハイブリ y ド型人

工勝目置や，初代培養肝細胞を利用したハイブリ y ド型人工肝臓などが挙げられる

物質生産の場としては，遺伝子導入発現と大量庖養が動物細胞と比較して簡単

なことから，従来法大腸菌などが用いられてきた しかし，生産物に踏鎖が結合

されないことや，その高次情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復合タンパクであり，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問Ib多く見つかって

いる.そこで，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

大量屠養の必要性は，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，浮遊性と使者依存1生に大別できるー前

者lま，体内でもとらと浮遊状態で生存していたものを由来としたもの，および渚

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.ほとんどの綴器の細胞は，生体外で培養した場合は，主音!養器内表面に付着 ・

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.

物質生産の窃からは，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. リンフォカインなど有用な免疫関連物質やモノ クローナ Jレ抗体は，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，援普依存性動

物細胞で生産される.

浮遊1生動物細胞の大量活養は，菌体のt吉養技術の延長である程度縫立されてき

たが. t妾着依存性動物細胞の場合は，国体表面への付着{申展が増鏑の前提となる

こと，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. 7 イヲロキャリ 7一法が最も有望であると

されているものの，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，固体表面への細胞付着とその後の劇的な形態変化である細胞伸展，そ

して増殖をといった現象を，それに関与するさまざまな因子及びその侶互関係を



解明した上で，制御することは. /，妾普依存性動物細胞の大量培養にとって重要な

課題である しかしながら，古くからさまざまな研究が行われてきたのにもかか

わらず，細胞と固体表面の相互作用については，未だに未解明な点が多い

細胞と国体表面の筏触付着そしてその後の(申震増殖といった従来からの研究課

題に加え，近年では，固体表面の特性が，細胞外 7 トリ yデ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惰成している細胞は.多感多僚な特異後能を保1寺

したまま一定期間培養可能であるため，車1)症肝炎時の一時的肝機能代替装置とし

てのハイブリ y ド形人工肝臓への応用が期待されている 近年，この初代港養肝

細胞が，保々な物質で波覆した固体表面上で次第に凝集，生体と領{以なlIIi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 7 トリ y デス物質の国体表面への吸着が，重要な役割を果たしてい

る考えられている

物質生産に利用される筏普依存性株細胞の付着{申展過程，細胞の由来する臓器

特異機能の利用の代表伊lである初代培養肝細胞の工学的利用における細胞凝集体

の形成と機能発現，のいずれの場合においても，細胞の付着・{申展.t曽殖あるい

はより高度な組織化といった現象に対して，国体表面特性や，培地中の1針生因子

などの細胞周囲環境が，重要な役割を果たしていることは，既往の研究から日月合

かである.

そこで本研究では. ~苦養細胞を工学的に利用する立場から，細胞形態や機能発

現iこ対する細胞周囲環境の影響を明らかにし，それ告の基礎的な知見に基ついて，

より積極的な制御と利用を試みる ことを目的 としている 具体的には，まず，標

準的な媛着依存性株細胞の付着伸展現象に関して，大量培養の際の細胞付着現象

に絞り，速度論的な解析を行い，それに基づき大量培養における培養表面の最適

化を行うことを目的とする.また， ラ y ト初代培養肝細胞の細胞凝集体に関して，

主としてハイブリ y ド型人工肝臓モジュ ルへの利用面から，凝集体の形成と機

能発現の制御及び凝集体の安定固定化法の選択を目的として，検討を行う

本論文の構成を堕上に示す.本論文は，序章と終章を入れて，合計6つの章か

らなっている.

多符 1 主主 では，本研究の背景となる既往の研究について述べる また，そ

の中での本研究の位置を明らかにする.
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多f";2 主主では，物質生産面における嬢着依存性動物細胞の大量培養の際の

付着(申展現象について，それがごく短い細胞ー固体表面接触時間内での現象である

ことに注目 L. 代表的な血清タンパヲの吸着した固体表面の影響を，細胞と 7ン

パク吸着固体表面との生物特異的相互作用の有無に着目して速度論的に解明し

(2_  2) .さらにその結果に基ついて大量培養における培養表面の

最適化を行う ( 2 _ 3)  

多f"; 3 ~では，臓器細胞の特異機能の利用といった函から ， 初代主苦笑肝細

胞の凝集体(スフェロイド)の形成と維持 (3_  2) .各極肝特異機

能の発現 ( 3 _ 3)  について基礎的な検討を行った後，固体表面特性

と液性因子とによって，凝集体の形態及び後能発現の制御を試み。凝集{本を利用

する人工肝綴モジュ ル製作における基本的な問題点を明告かにする この凝集

体の形態制御においては.~2 主主主で用いた手法を利用した

( 3 _ 4)  

多f"; 4 主主主では . ~3 主主で挺起された問題点についての改善を試みる.

すなわち，実用規模の人工肝臓モゾュール製作の際に問題となると考え合れる大

量の凝集体を迅速に調製する方法 ( 4， _ 2)  と，得られた凝集体を人

工肝モジュールの実用条件下その高機能を安定に維持しつつ溶養するための固定

化法の選択 ( 4， _ 3)  とについて検討を行う.

系冬主主主では，多f";]_ 主主Eから多f";4 主主 までを総括し，今後の展望につ

いて述べる
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「Z究の21

媛触直後の細胞付普現象の

速度論的評価

( 2 _ 2)  

実望~ 3 k~ 

国体表面特性と波性因子による初代指養

肝細胞の形態及び縫後発現の制御

ポリリンン被覆表面上での肝細胞凝集

体の形成と維持 ζ 3 _ 2 ) 

肝細胞凝集体による

各毎日干特異段能の発現

( 3 _ 3)  

固体表面特性とI夜性因子による肝細胞

凝集体の形態及び機能発現の制御

く 3 _ -4) 

多g -4主主!:-------，

肝細胞凝集体の大量迅速形成と | 

安定閤定化

懸濁培養による肝細胞凝集体の大量

迅速形成 仁-4_ 2)  

実用条件下での肝細胞凝集体の安定

固定化 ( -4 _ 3)  

両五の孟三孟司

堕上本論文の栂成
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多~1 主事!: :2ド石牙多芝α〉事事「支主主ー

1 _ 1 名~五f ，g支名手 f生霊力雫勿来回舟包 α〉

匡司#本妻畏jjfi.，..._ ι〉イ寸著書イ申犀妄王見重~

1. 1. J 固体表而への細胞付着に関わる因子

前述のように，動物細胞はその培養系での形態から，浮遊性のものと，後着依

存性のものに大目IJできる.浮遊性のものは，培養槽に入れた培地中に浮遊懸濁さ

せ悦梓するなど，従来の発酵技術を利用することにより比較的容易に大量培養可

能である 一方，筏着依存性の細胞は，その物質生産能や由来臓器の特異機能を

利用する場合，酵素で消化するなどして得た単一浮遊状態の細胞を，さまざまな

固体表面に付着させることがまず必要である.接着依存性動物細胞の固体表面へ

の付着伸展の械子を簡略に図示したものが堕1ιよである 接着依存性動物細胞

は，表面に継続的に接触するうちに， その細胞骨格系の働きによって団体表面に

伸展する すなわちその形態を球状から周囲が表面に伸びた形へと変化させる.

この{申展段階の後に，細胞は初めて細胞分裂すなわち増殖過程に入ったり，安定

な機能を発現するようになる.この点が，浮遊状態のまま細胞分裂を行うことの

できる浮遊性細胞とは大きく異なる.実験室レベルで接着依存性動物細胞を培養

する際には，まず，カ'ラスやポリスチレンなどでできたデイツゾュや培養ピンの

底面に，酵素消化などによって得た単一細胞浮遊液を導入する.すると，細胞は

培養液中を沈降し，底面と接触を開始する.そのまま 静置状態で放置すると，そ

のうち細胞は多少の液流れを加えても，容易には剥離 しなくなる.その後細胞は

4 4A44VJ 
付着 伸展開始 伸展

盟よι よ細胞の付着{巾展過程における形態変化

-5-



{申展してその形態を大きく変える.この状態になると，細胞と固体表面の結合力

が増し，一般に ii. 酵素などによって結合を消化せずには，生存させたまま剥離

させることは，困難となる.例えば，機械的な剥離を行うと，多くの場合に細胞

を破填してしまう結果となる.細胞付着現象における初期の研究では，細胞付着

現象を可逆過程であるとして，解析を行った例があるが，細胞が， 阻よι 」ーに示

したように形態を変化させ，強固な付着を達成することから，細胞が球状の形態

を呈するごく初期を除いては，細胞付着現象とは，一般には不可逆な過程である

といえる.

細胞一国体表面聞の相互作用について，それが直後的であるか間後的であるか，

また生物学的に特異的であるか特異的でないか，という分額に従って，細胞の国

体表面への付着(申展現象に関与していると恩われる因子を，まとめたものが， 図

よιJιである このような，国体表面上での細胞の劇的な形態変化には，固体表

面そのものの性質による直接の相互作用と，そもそも始めから培地中に添加され

ていたり，培養に伴い細胞によって合成分I必されたりしたさまざまなタンパヲ質

が，固体表面に吸着され，それらのタンパクを介して行われる間I主的な相互作用

の2つの異なる作用機構が関与している.さらに，タンパク質の中には，細胞膜

表面に存在するリセプターに特異的に認識されるものがある このような，生物

学的に特異性を待ったタンパクと細胞側リセプターが関与する付者機情を，特異

的付着機構という.このような特異的付着タンパクが関与しない付笥機構は，特

異的付着機構に対して，非特異的付着機構とよばれている.

動物細胞は通常，動物血清を5-10%添加した培養液中で培餐されるため，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i必したタンパヲも問機に吸着される. これらのタンパク質の中には.細胞

側リセプタ 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，フィブロネクチン，ヴィトロネクチン， ラミニンなとである 固体

表面上にこれ右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

が認識，細胞付着が起こる.フィブロネクチンの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、殺され.細胞の付着伸展が起きること (P

ierschbacher and Ruoslahiti. 1984)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でも，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 7:;ーに認識される部位が存在する (Ruoslahitiand Pierschbacher 

1987: 1明amoloel aJ.. 1987)ー

細胞が付着した後，能動的に伸展し増殖するためには，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

のタンパク質を活発に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{申展のためには外からの供給が必要である (Penaand 

-G-
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且iム 2 細胞と団体表面の相互作用に関与すると!思われる各種因子

Hughes， 1978a) 例えば，代表的な線維芽細胞株であるハムスター腎由来のBHK

c 11は，最速の(申展を行うために，最低15ng/cmどの表面吸着 7 ィブロネヲチンを

必要とする (Hughesel aJ. 1979b) また，正常線維芽細胞(Penaand Hughes， 

1978)や初代培養肝細胞(Gjessingand Seg1en. 1980)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

い日寺聞がかかるため，特に無血清培養で I<t..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 を全く持たないも

のが，多量に含まれている.このような非特異的タンパタは通常，閲体表面に吸

告することによって，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 血清中の補体系 7/パク質を不活性化するためにしばし

ば行われる 56
0

C30分の熱処理(非働化処理)は 付舌伸展因子を失活させると同

時に，アルブミンを不可逆的に変成させ，細胞付着阻害効果を相対的に大きくす

ると考え占れる (GrineIJ. 1976). 

本来の回体表面の性質は，血清由来や分J必されたタンパクの吸着な占びにその

後の吸着7/パクの安定化に影響する一方で，直後かっ非特異的な細胞表層 細

胞聞の結合に影響を与える さまざまな固体表面上への細胞付着を検討した例に

おいては，実験中の培養液に血清を添加しているものもしばしば見受け占れる

-7-



これでは吸着タンパヲの影響と国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(長岡. 1987)ータンバクを含

まない合成培地を用いた短時間の実験においては，細胞分泌タンパヲの影響も無

視できる

このような細胞と国体表面の非特異的な相互作用において重要であるとされて

いる固体表面特性パラメーターには，表面の剛性や表面電荷，疎*t生親水性のバ
ランス等がある (Barngrover. 1986: Horbet t et al.. 1984) 

剛性については，細胞はリン脂質液滴には付着しな L、(Margolis et al.. 
1978)ことなどか占その必要性が指摘されている また， ヒドロゲルのような高親

水性の表面上には，一般に付着しにくい.例えば，ポリヒドロキ γ メチルメタク

リレート (HEMA)上では，細胞伸展が阻害され，工事形のままで増殖活性も低いこと

が示されている (Folkman and Moscona. 1978) この理由についてMaroudas

(1979) l:t，細胞膜接着部 (focal contac t)の安定性のために，硬く小さな付着サイ

トが必要なのではないかと考えている.

細胞表層は， リン脂質 2重層の膜に突き出た縫タンパクのン 71レ酸残2まや各種

プロテオグリカンなどのため，その等1重点pl1:t5. 6-6. 8程度であり，生理pHでは全

体的には 7 イナスに荷電している (Sherbet et al.. 1971) アルブミンのように

等電点が中性よりも酸性側にあるタ Jパク被覆表面では，細胞が付若しにくいこ

と，プロタミンやポリリジンのような等電点がアルカリ側にあるタンパクでの被

覆表面では速やかに細胞付着が起こることなどが明らかである. さらに，培地の

pllを変えて用いたタンパクの等電点より低いpHであれば，どのタンパヲに対しで

も細胞は良好な付着を示すこと (Takeichi and Okada. 1971)などからも，これら

の表面では，静電的相互作用が支配的であるといえる 静電的な結合だけを考慮

すると， '7イナス荷電表面に細胞は付着できないことになるが，実際は，強くマ

イナスに帯電しているカポラス表面なとにも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l;t一

様ではなく (Bo了ysenko. 1979)，少量ながら正電荷も存在し，どちらの極性の電荷

でもある一定程度以上の表面密度があれば付着が可能であると説明されている.

すなわち，表面の極性よりも電荷密度の方が，細胞付着における固体表面の静電

的パラメ ア としては重要であると考えられている (Hirtenstein. 1980). '7イ

ナスに帯電した細胞表層とマイナスに帯電した固体表面聞の結合については，培

地中の2Ii面イオンが架倍すると考えられている (Gardnerand Manna. 1981) が，

詳細は定かでない.また，細胞表面の微ベん毛(microvi11 i)や仮足 (fi 1 opod i a)は、

両表面聞の静電気的パリ 7 を破る働きをしていると考えられている (Gr i ne 11. 

1978) 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 (Gardnerand 
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Manna. 1982). しかし，一定程度以上の表面電荷は，細胞と固体表面の直僚の相

互作用におけるよりも，むしろ特異的付着伸展タンパクの固体表面への吸着にお

いて必要であるようである (Hirtenstein. 1980). 盈よ~I;I..特異的付着(申展因

子の影響をも含んだ細胞付着現象を模式化したもので. Hertenstein(1980)によっ

て提出されたものである.

l CELL J I CELL I 

leヤ2W16?θ@22dc dcl : / / Idc d 
dc dc I I : 

IAGP I ・ ¥ ¥ I AGP I : 

苛」あちち苛J のああ
177Tl777l777SUBS TRA TE 11111111 177TJT77l777-SU BSTRATE

l777l777 

a ~ 

A schcmatic reprcscntation of Ule essentiJl elemcnts involvcd whcn a ccll att::tchcs and 
sprcads on :1) ncgativcl)' Or b) positively chargcd ccll culture substratcs. The proccss involves 
clcctrost:ltic intcrac¥ioJls， div~lcn l cations (dc) and an attachmcnt glycoprotcin (AGP) 

阻iιー主 細胞付着機構のモデル(sirtenstein.1980) 

ζのようには っきりとした結論が得られていない最大の理由は，既往の細胞付

着実験の多くが，血清タンパクを含んだ培養液中で細胞付着を行っているため，

細胞と固体表面の直接の相互作用と団体表面に吸着したタンパクを介した間後的

な相互作用を区別した結論を出せないことにあると考えられる また，付普段階

と伸展増殖段階を明確に区別して検討していないために，研究者によって重要と

見なすハラメータが異なっていることもにも その原因がある.

表面のヌレの程度が細胞付哲に大きく影響することは，古くから認められてき

た さまぎまな人工ポリ 7ー上への細胞付着における初期の研究の結論は，親水

性表面の方が，細胞が付着しやすいということであった.本来i<;li水性であるポリ

スチレンをグロ 放電によって親水化したものは，細胞培養用のディスポーザブ

ルディ;;:/ュの材質として広く用い占れている しかし，前述したように，その

後， ヒドロゲルなどの高親水性ポリ 7 に細胞が付着しにくいことが明らかにな

るにつれ，ある領域の親水性 疎水性パランスにある固体表面が細胞付着にとっ

て望ましいことが広く認められている 疎水性から親水性を示すさまざまな固体

表面上で，表面の接触角に対する付着率を測定すると. 70'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 玉田ら(1986)結果をその例として，

直上，______1_に示す.Horbet tらも親水性疎水性の 2種類のポリマーの比率を代えてさ

まぎまな疎水性 親水性バランスを持つ一連の表面を調製，細胞付着への影響を

測定し，同様な結果を得ている (Horbett et a1. 1985) 玉田 (1986)は，固体表面
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堕iι一生 様々な固体表面における水の接触角と細胞付着{玉田. 1986) 

の疎水性 親水性パランスと細胞付着との間のこの関係は，水媒体中におけるJ芸

者仕事の計算結果と紙ね一致していることを示し，固体表面上への細胞付着現象

においては，主としてファンデルワ ルス的相互作用が.支配していると考えて

いる.固体表面特性を表す単なるパラメーターから， さらに一歩道み，その機構

までを熱力学的解析によって説明しようとする研究については後述する.

以上述べた剛性を除く 2つの川ラメータに密筏に関連している細胞ー固体表面相

互作用としては，それぞれ，表面電荷については静電的相互作用，疎水性 親水

性日ランスについては，主としてワンデルワ ルス力であるとされている(玉田

1986) しかし，細胞ー固体表面相互作用については，そのほかに除水的相互作

用や水素結合が関与していると考えられる (Spier，1991) 特に疎水的相互作用は，

液相からの7ンパヲ質の固体表面への吸器現象において強い作用を持つことが指

摘されてお り(Andrade，1985)，細胞付着においても，細胞表層のタンパクや糖鎖

と固体表面との結合に関与していると考えられる

以上の，細胞ー固体表面聞の非特異的相互作用に関与する因子を，熱力学的な安

定性の観占か 占統一的に説明しようとする試みがなされてきた.古くは，荷電コ

ロイト粒子の凝集理論(DLVO理論; Derjaguin-Landau-Ver禍ey-Overbook理論)を，

ー10-



固体表面と細胞との相互作用について適用を試みたGood(1972)の{91jがある この

理論は，非特異的な細胞ー固体表面相互作用を定性的には説明する さ占に最近で

は，接着に伴う界面白由エネルギーの変化を示す次の基本式に， さまざまな相互

作用の彫響を考慮する ことによって，細胞ー固体表面を説明しようとする試みがな

されている

dFadt1 = 7cs 一 γ51 一 γ01

上式において t:.F，，"は細胞付着に伴う界面白由ヱ不 Jレギーの変化， 7日は細胞

ー固体表面間の界面白由エネルギ ， γ51は国体表面-1'直聞の界面白血エネルギ ， 

'1 c 1 !ま細胞-1夜間の界面白白エネルギーをそれぞれ示す ここで，t:. F ，dtが7 イ

ナスな占ii，細胞付着はエネルギー的にみて安定であり I d F adl'lがプラスならば，

細胞付着ij:エネルギー的には不利であることになる (Schakenraadel aJ" 1 988). 

t:. F"，の符号は，細胞と固体表面聞の結合の強さとも密接な関連を持つ. {日lえば，

パクテリアの固体表面への付着においては， d F ednが7 イナスならば，その付着

安定であり容易には剥離させることができないが，それがプラスならば，最Ijii.i!は

比較的容易であることが報告されている (vanPeJl el aJ.， 1985) 各々の項は，

接触角によって惟算される.Schakennraadら(1988)の結果を陸上ι 2."よι _Q_に

示す.彼らはまず，上式を用いて.静電的相互作用を考慮せずに，実際の細胞{申

展実験の結果との比較を行い，培養固体表面の表面白白エネルギーが50erg/cm2 

以下では，細胞1申展が著しく惑いこと(阻iι2.，) これは，国体表面白白エネ

ルギ の大きさと t:.F" hの正負の関連と 致していること(阻土ι主 )を報告し

た.さ主にvanOssらは (1989)，ファンテルワ ルス力の他に， Iレイスの酸活基的

相互作用と静電的相互作用を考慮したより一般的な議論を行った.この酸t富基的

相互作用の中には，疎水的相互作用も考慮されている. しかし，固体表面への細

胞付着への適用は試みていない.

この理論の発展による非特異的な細胞ー固体表面相互作用の解明と，付着(中震タ

ンパクの特異的作用による付着機械の分子レベルでの解析，それらの上に両者の

寄与を総合， しかも， J. 1. 2で指鏑するように，細胞付着現象を動的な 7ロ

セスとして促え， I妻触 付着 ・(申展といった各段階を連続的に捉えながらも明確

に区別して，定霊的に解析することによって，細胞の付着現象はより正確に説明

されるようになると考えられる
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阻_L，___Q_表而自由エネルギ と細胞や11展

(Schakenraad el al.. 1988) 

斗ら由(erg.cm-2) 今 SERUM
10 

10 100 ds (erg .cm-
2j 

，。 そ、
、、司勘九、、、、、、、、。 、、、、

今 、、heraepithelium 

smooth muscre 
-20 

fibroblaSI 

and叫 51日tuJ11::?二之江:;;JJ;:iaz:;JZ:321:!?;f::;ny?:;f;J
cell contact were used for calcuJation of ~.F"dh) ε 

里よー-立 間体表面の表面白白エネルギーと付着におげる

界而自由エネルギ の変化
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1_ L 2 ?イクロキャリ 7ーへの細胞付着現象

よι よム_!_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それ

ぞれ解説した しかし，細胞付着現象は堕1ι」ーに示すように動的なプロセスで

あり，それぞれのステ y プで関与する機構には，違いがあると考えられる

細胞の団体表面への付着伸展という一連の現象は，大きく付普段階と伸展段階

とに分け占れる まず後者における伸展の速さについては，固体表面上に吸着さ

れた特定のタンパク，すなわち，生物学的特異性を持 った付着{申展タン パクの存

在量が決定的である.吸着霊に対するある一定時間後の細胞(中展率は，容量作用

曲線で示され， 1申展に必要な段低吸着量が存在する (Hugheset al.. 1979). この

様子を， 亙iムヱに示す また，その吸音量以上のタンバクが存在していていれ

ば，国体表面の特性は，イ申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(申展タンパクを含む各種のタンバク質の団体表面への吸着については，

表面特性によってタンパク質のコンブォメーゾヨ Jが変化することは確かめられ

ているが(Andrade. 1985)，それは細胞(fl1展とその後の地確にはあまり膨響しない

ようである (Horbettand Schway. 1988: Chinn et al.. 1989). もっとも，これ

++司令+

+++ r-
:l_~ 
J一一一一一l_!一一一一一一一1一一一一一一L_o 2 10 100 500 

Ah，¥'c;ssa: ng/cm' of adsorbcd fibronectin; ord;-
!ltlle: degrec of sprc日dingexprcssed as a pcrccntage of 
cclls showing a well-sprcad morphology 
Degrce of sprcading of s H K cells on plastic dishes 
coatcd with fibroncctin. Scc Methods for dctails. 

盟よι よ ファイプロヰクチンの固体表面への吸着盛と細胞Ifll展

(Dughes el al.， 1979) 
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は，天妖の付着{申展因子の湯合であって， {91Jえば，細胞側リセプターによって特

異的に認識されるフィブロネクチン中のRGDペプチドのみをアルブミンに導入し，

この71レブミンを吸着させた表面を用いた場合の細胞の付着{中展挙動については，

アルブミン表層からRGD配列導入部位への鎖の長さが影響するとの報告もあり

(Dani 101' and Jul iano. 1989)，未だ詳細は不明である.以上，伸展及びその後の

増殖という生物的過程においては，国体表面一細胞間の直後の相互作用の影響は，

値視でき，特異的付着{申展タンパクの吸着のみに着目すればよいであろう

一方，細胞の初期付着過程については，フィブロヰクチンなどの特異的付着{申

展因子の影響は，その後の伸展.j曽殖における場合と比較して，それほど大きく

ないと考えふれる (Horbettand Sch.'ay. 1988: Chinn et al.. 1989). よって，

相対的には固体表面白体の特性が，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 1. I主 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 (Sp i er. 1991). 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.

工業レベルでの使者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，

7 イクロキャリアー法があげられる.これは， 150-200μm程度のビーズに細胞を

付着伸展地殖させ，スピナーフラスコなとで浮遊させて培養するものである.こ

れは，細胞のみの浮遊培養と区別するために疑似浮遊培養と呼ばれている.マイ

クロキ f リアーへ細胞を付着させる方法は現在、①連続IIi科:法、②間欠f貿1'4法、

③デイ ;1 :./.:1.内付着，の3つがある (PharmaciaFine Chemicals. 1989: 美王占.

1987) ①は，極細胞とマイ クロキャリ 7ーの懸濁培養液をスピナ フラスコに

入れ，すぐに従祥する方法である，②は，細胞と 7 イクロキャリア ーの懸湖沼養

液をスピナ フラスコに入れるが，初期の聞は，例えば1B寺聞に l回， 1mi n程度，

倒持してやる方法である.③は，ベトリデイ ;1 :/ .，:1.内に細胞と 7 イクロキャリ 7

ーの懸濁培養液を入れ，そのまま放置する方法である 懸溺された細胞を l個 l

個の 7 イヲロキャリアーに均一に付着させるためには，①が望ましいが，細胞と

7 イヲロキャリアーの後触時間が短いため，細胞によっては付若速度が②に比較

して若干遅くなるものもある.③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における湯合を除いては，実際には.①の述続出

持:法による細胞播種が一般には用い占れている

マイクロキャリ 7 への連続縦1'4法における細胞付着過程を段式化したものを

盟よι 乏に示す. lili極細胞数に対する付着細胞数の割合(付着率:A) は，次式

のように，非付苦細胞率 (1-A) を推進力とする 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 (Levineet al. 1979: Himes et al.. 1978: Tao 

et al. 1988). 
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for several hours 

dA 
一一ー=K，，(1-A) dT .."， 

盟よι ー笠 マイクロキャリア への細胞付着過程(述続般符)

dA  dt = ko (1 - A) 

この日寺の細胞付着速度定数 K白は. l'夜流れによる!J'J断応力 ・細胞 固体表面間の援

触時間・間後触確率・固体表面への細胞の付着力などの関数であると考えふれる

(Mege et a 1 . 198&) 固体表面自体の特性およびそれが吸着された血清 7ンパク

を介して及ぼす影響は，細胞のマクロキャリ 7 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占れているが，定量的解析がなされるには至っ

ていない.

実験室レベルでのデイ y シュ培養においては，ディ'/:/ュ底面と細胞は培養し

ている間，常にf妾触しているが，連続j貸す4による 7 イクロキャリ 7ーへの細胞嬬

極では，細胞と 7 イヴロキャリア は非常に短い筏触時間しかj寺ち得ない.実際

の7 イクロキャリ 7 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

清中には各惜の生物学的に特異的な付哲{Ijl展促進因子が含まれているにもかかわ

占ず，血清の添加は，付着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 (Himeset al.. 1987: Tao et al.. 1988). この現象は.1妾触・付着過程と，

その i去の{申展増殖過程では，その主要な機構が~なっているということの傍証と

なる. しかしなが占，一般のティ y シュ底面への細胞付着伸展現象さえも未だは

っきりとは解明されていない状況であり，まして， ごく短時間での細胞付着現象

については，それに焦点を絞った研究は皆無である.

5
 
1
 



そこで，本研究は，その多有 2 主主でまさに接触直後の細胞付着現象に焦点

を当てた.すなわち，代表的な 2つの細胞付着機構に着目し，接触直後の細胞付

着現象を解明すること (2.  2) ，及びその結果に基づいて，大量培

養における筏触直後の細胞付着と，増殖と密援に関連しているその後の細胞伸展

を同時に促進する表面を設計すること く 2. 3)  を目的として検討を

行っ fこ.

実際の 7 イクロキャリアー培養糟を用いて， ?イクロキャリ 7ーの表面状態を

嫌々に変えて数多くの細胞付着実験を行うことは容易ではない.そこで，通常の

静置培養での付着実験で，細胞とデイ yシュ底面の接触時間を既往の研究と比較

して極めて短く設定することにより ，特に特異的 ・非特異的付着作用を持つ血清

タンパク質のディ yシュ底面への吸着に注目し，その影響を定量的に解析した.

この結果から，ごく短い筏触時間においては，特異的 ・非特異的という 2つの細

胞付着機構のうち，非特異的な機構が支配的である ことを明らかにした.また，

この結果を簡単なモデノレで表すと共に，その結果に基っき，接着依存性動物細胞

の大量培養における付着伸展増殖に最適な表面特性を提案した. この表面上で，

綾触直後の細胞付着速度とその後の細胞伸展は，同時に促進された.このことは，

上で提出したモデルの妥当性を強〈支持するものと考えられた

細胞付着現象における生物特異的相互作用と非特異的相互作用の寄与の割合に

ついては，依然として未解明であり，今後の研究成果が待たれる分野であるとさ

れている (Prokop，1991). 本研究で得られた以上の結果は，大量培養の際に，最

も普通に見られる細胞付着現象における生物特異的相互作用と非特異的相互作用

の寄与を定量的に日月らかにした上で，簡単な モデルとして表した，占で意義深いと

考えている

1 . 2 孝刀イ'-¥こ主音差!r:JJ=!ニ来悶月包にヰ0 '7る

員長田月包J買JErn J.'ß烹寛と系図月包汗~ r.農芸乏びー

杉並台tZ多毛毛見

1. 2. 1 機能発現と 7 トリ yクス物質

コラゲナーゼ獲流法(Seglen，1976)によって，さまざまな肝特異機能を保持し

ている良好な状態の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占れる手法が，初代培養肝細胞の培養においても基本的に

は用い占れてきた すなわち血清やコラーゲン等で被捜したデイツンュ上での静

置培養である. この条件下で細胞はデイ yシュ底面に伸展し単居状の細胞層を形
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成する. ラ y ト肝細胞の場合では，この状態のまま約1-2週間の培養が可能である.

このように採取 ・培養した肝実質細胞を用いて，その後，主に次の 2つの方向

で研究が行われてきた 一つは培養系での肝細胞の増殖についての研究であり.

もう一つは培養肝細胞の長期生存および機能発現の維持についての研究である

前者の研究は，肝細胞増殖因子(HGF)の発見 (Nakamuraet al.. 1984)以後，その

分子レベルでの作用機構の解析や，遺伝子組替え動物細胞を用いたHGFの大量生産

といった発展を遂げつつある 一方，長期にわたる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.

長期にわたる生存と機能発現 ・維持に関する研究は，大きく 2つに分けられる

ひとつは培地成分の改善に関する研究であり， もうひとつは，細胞マトリ yクス

物質およひ培養ゾステムの改善に関する研究にである 前者に関しては，肝臓の

機能発現が多種多憾なホルモンによって厳密に制御されていることに注目，各種

ホノレ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 この中

でも， Ena t占による HormonallyDefined Medium(1984)はv その後の数多くの研究

において用い占れている 後者に関しては，実際の肝臓内で肝実質細胞がおかれ

ている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1車

筏を盟よι 一旦に示すー肝細胞は， 6あるいはそれ以上の面をもった多角形状の形

態をした大型の細胞である.肝細胞はとなりあった肝細胞と結合し，その聞には

毛細胞管が流れており，血液とは全く交わることなく，胆嚢へと続いている.ま

た，コラ ゲンを主体とする細胞外マトリ y クス物質ゲル層を介して肝臓内毛細

血管(類洞と呼ばれる)と倭し，酸素や栄養素 ・各種代謝生成物等の物質交換を

行う.実際の構造は，民上ι _j!__に示されたように平面的ではなく ，細胞同士がさ

企____vessel 
. 主:::!~.~~:~y~:.・で.. ・ ::: 'j.:~~.戸初ヲケで 4一一_ extracelluar roatrix 

c~"-r~工-^'Y"" -:C コ

(_~_x~~.~2_~Y~)←…r 
二:三三三五きさと三三記::::3.;;__"'_…αlluarroatri 

京~vessel
鼠ユ_._9 生体内における肝細胞周囲環窃
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まざまな方向で結合，その閣を類洞が縦横に流れるといった立体的なものであるー

さ占に，細胞と細胞外マトリックス物質の立体的な配置を模式化したものを，図

1. 1 0に示す(鈴木旺。 1989).肝細胞周囲の細胞外 7 トリ y タス物質は，コラ

ーゲンゲルの3重らせん網目構造に，多様ータンパク巨大波合体である各種プロテ

オグリカ J と， ラミニンやフィブロネヲチンといった特異的付着伸展結タンパク

が配置し，ゲル層を形成している.

細胞内骨倍系分子Ilf.細胞膜リピド。タンパク宵.レセプター群.細胞外マトリックス分子群1.
強弱隠々'，，:JI共有給白あるいは沼奴ll1柏力.反死力によって会合し内外を結ぶ三次元才 γトワ

クを形成している.このネットワークは細胞活動に伴って伸縮するのみでな〈偶成分干の合成分

泌/エンドサイトーンス.分解によって時々刻々その機能ドメインの活性や位置が変化している

各組の成長因子.成長期制悶子。ホルモン，イオンなどもこの変化に対応しつつ，その結合分布

のパタ ンを変える.PG プロテオグリカン.COL コラーゲン繊縦.FN フィプロヰクチン

組制1.GF 成長因子 GI 成長抑制因子.IIA ヒアルロン般.T タリン.σ rアクチニ

ン句V ピンルュリン A アクチンフィラメ y 卜

国土ιよ__Q_ 細胞と 7 トリックス物質の立体的配置{鈴木旺. 1989) 

細胞マトリ y クスの培養系での利用は，古くはコラ 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 この培養系では，細胞

はディ y シュ底面に伸展し単層の細胞庖を形成する. しかし， ラ y ト肝細胞の場

合， 1-2週間の細胞維持が限界であった (Guguen-GuiIlouzo e¥ al.. 1983) これ

は一般には，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
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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占れている

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) (Micha10pou10s and Pi tot， 1975) これによ って，背面から

も栄養素や酸素なと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体的な形態をとる これによ って，細胞維持が改善された

が，過度のゲル収織のため，それでも3週間が限度であった，ゲ ノレ収絡を防くため

にナイロンメ'//.;1を用いた活安(Savageet al.， 1978)や，コラーゲン膜の代わ

りにミリホ 7ー股を用いた培養(Si1 ica et al. 1979)などが試み占れたが，充分

な改善は得占れなかった.

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，底而付着サン ド

イ y チコラーゲンゲル培養法が紋みられた(Dunnet al.， 1989: Dunn et a1 

1991: Jaegwan et al.， 1992)，この方法により，血祭タンパク合成能のレベルと

維持期間が約lカ月へとmijI的に向上した さ占に，膜上でこのサンドイ yチコラ
ーゲンゲル培養を行うことにより，血祭7ンパヲ合成能の維持ltlJ問1<1.，底面付着

サンドイ yチコラーゲンゲル培養法と同等であったものの，その発現レベルが著

しく向上した(Suzukiet al. 1991) よって，ゲル層の幾何的配置の機能維持に

おける影響は，細胞庖を培地中に浮遊させて上下両面から磁紫や栄養素を供給す

る効果よりも，細胞層をゲルでサンドイ y チ状に包括する効果の方が，相対的に

大きいことが判明した この膜上サンドイ yチゲル培養により，ゲル層の幾何的

な配置に関しては，ほほ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 y ヲスの成分をさらに模倣し I Biomatrixと呼ばれる肝ホモジヰ ト

か占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 (Rojikindet a1" 1980) このBiomatrixの

成分としては，通常用いられてきたType1コラ ゲンの他， TypeJJJ，JVコラー

ゲン. フィブロネクチン， ラミニン，各極プロテオグリカンなどが含まれている

このBiomatrixは， ij干小業内間質物質と肝小~間間質物質との混合物である(田

辺占 1985) 小出占は， このBiomat rげから，生体内において肝細胞が直後後触

している肝小葉内間質物質のみを精製し， 乙れをさ らに，コラーゲン分画，椋タ

ンハク分画，フ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

個別に検討したはoideet a1 1989: .n治占。 1988) その結果，コラーゲン分

画では，単層状となったが，プロテオヲリカン分画では，細胞が次第に凝集 L，

100μm程度の凝集体となって培地中に浮遊， 7Jレブミン分泌iì~ が丹空層培養に比べ

て長期に渡り維持された 糖タンパヲ分画では，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， po1y-(2 Hydroxy methy1methacry1ate)彼覆
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表面上の播種された胎児ラ y ト肝細胞についても報告されている (Landryel 

a J.. 1985). この場合も. i干特異醇素や血清タンパク合成能が約1カ月に波り維持

された この表面は，高度に親水性であるため，細胞をまったく付着させない.

よって，ディ y シュ底面上での細胞運動の自由度が増し，細胞同士の接触組織化

が容易となったと思われる また幼若ラ y ト肝細胞は，血清やホルモン等を全く

添加しない条件下においても，自己の分泌する増殖因子により，活発に増殖する

こと(中村. 1987)から，成熟ラ y ト肝細胞におけるスフェロイド形成と同一視す

ることはできないと考えられる.

その後，小出らは，プロテオグリカン分画上だけでなく，さまぎまな物質で被

覆した表面上で，細胞凝集体が形成され，機能を長期に維持することを報告した

(Koide el aJ.. 1990). 

われわれも.ポリリジンで被覆したディ yν ュ上で，肝細胞がスフェロイドを

形成する ことを見いだした.ポリリジン上のスブエロイドの形成過程及び形態を

コラ ゲン上の単層活養のそれと比較したものを盟_1_._1ょ に示す.コラーゲン

上では，細胞は大きく伸展し，約l臼の培養でデイ y 戸ュ底面一杯に完全な単層の

細胞層を形成するが，ポリリジン上に播種された細胞は，コラ ーゲン上のものほ

ど伸展せず，培養に伴い凝集. 5日自には，周囲が平滑化した凝集体(スフエロイ

ド)を形成する.

本論文では，その気苔 3 主:Z， 3 _ 2 で， このポリリシンの上の細

胞凝集体について.培養系での形成と維持における固体表面特性と液性因子の影

響を検討し，基礎的な形成 f:g;安条件を明らかにすると共に，高度な機能発現を

確認することによって， この編集体が，いままで報告されているスフエロイドと

同ーなものであることを示すことを目的として，検討を行った.その結果，ある

一定濃度以上の溶液によるポリリジンコーテイングが，最速、のスフエロイド形成

にとって必要であることを明らかにした.ポリリ戸ン上で形成されたスフェロイ

ドは. Biomalri xプロテオグリカン分画上で形成されたものと問械に，アルブミン

分泌能をコラーゲン上の単庖培養と比較して長期にしかも高レベルで発現するこ

とを日月占かにした ポリリジンは. r皮相か占の吸着といった簡単な方法で，さま

ざまな形状をした細胞担体にスフェロイド形成能を付与できる点で，便利である

スフェロイドの発見以後，それが従来のコラ ゲン彼覆表面上の単層培養と比

較して，アルブミン分W..能だけでなく， ピリルピン抱合能(J!I口ら。 1989)や胆汁

酸合成能(戸部ら。 1989)なとの肝特契機能の発現についても，佼れている、ことが

示されている.
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富士畠圃

コラーゲン ポリリジン

阻よι_1_1 コラ ーゲン上の単層培養とポリリジン上のスフエロイド

培養における肝細胞の形態変化(パーは200μU
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本研究では ， その多~ 3 主主主 . 3 _ 3 で，ハイブリッド型人工肝臓

に利用する上で重要であると考えられているいくつかの肝特異機能の発現を，ポ

リリジン被覆表面上のスフエロイドについて確かめることを目的として，検討を

行った その結果，機能によってはアルブミン合成分泌能ほど維持が良好でない

ものもあるものの，細胞当りの発現震で約 1カ月にわたって，いままで報告され

ているスフエロイドと同レベルの機能が維持されることを示した.

これ与の凝集休中で肝細胞は，単層培養の場合と異なり ，生体内と同様な立体

的な形態をとっていることが示されている.ただ，類洞やije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犠死を起こす また小さすぎると容易に崩犠する傾向に

あるため，培養条件下では，適当な大きさ (60-100μm)の凝集体を利用するのが

適当であると考えられている(飯島ら. 1991). 

胎児ラ y 卜肝細胞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Lつを例外として，これら細胞凝集を促進する表面は，陽性荷115または疎水1生

に富んだものに大別できる. ij干小Z車内細胞間基質プロテオグリカン分画被覆表面

上のものと同織な細胞凝集体が，これらの人工表面上で形成される謹白を示した

ものが， 堕~である.ポリリジン (P L) と，フィブロネクチン (FN) 

の細胞形態に及ぼす影響を対比させて示しである.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*1生のために，まずこれらの表面に選択的
に吸着されることにより ，プE テオグリカン分画上と同様な細胞凝集が起こると

考えられている (Koideet al.. 1990). この推察は，これら人工表面上では，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

Aggregation 

Spreading↑ Proteoglycan-like 

斗-，r-L…e...... .到。
...... -adsorbed 

企企企""""泊晶泊““ーーー
FN PL 

¥…d 
Hepatocytes 

盟よーよ2 m測される人工表面上でのスフエロイド形成機傍
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上では，初期の{申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

はoideet al.. 1990)からも間接的に説明される，

一方，精製された各種プロテオグリカンを単独で被覆した表面上に肝細胞を諸

種し，凝集を見たところ，デル 7 :7ン硫E査が憲も効果的であったとの報告がある

(Shinj i et al.. 1988). 他のプロテオグリカンも若干の効果を持つ.一般に， i干

に績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l;t，デル 7 :7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でも，問機な細胞

凝集が誘起きれ，高レベルの機能発現が長期にわたり見られた (Fujitaet al.. 

1985) . しかし，どの単独のプロテオグリカンでも， Biomatrixから精製したプロ

テオグリカン分画上で見られたような，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，球状の凝集体形成は，さまざまな種類の肝特異的プロ

テオグリカンの作用が総合されて起こるものであると推察される.

プロテオグリカン以外の 7 トリ yクス物質で，細胞機能の長期維持に効果を持

っと思われるものとしては， ラミニンがあげられる. B i s se 1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ゲル (7トリゲル)を調製し，

そのよで肝細胞を単層培養することにより，血清:7:..-パク合成能を約lカ月に渡り

維持した (Bisselet al.. 1987) また， Schetzら(1988)は，閉じく EHS

(Engelbreth-Holm-Swarm)肉腫か占抽出したマトリゲル上で，細胞が球状の形態を

保持したまま，各種目干特異機能を高レベルで発現したことを報告している

肝臓は， i干特異機能を保持している実質細胞と，それ以外のさまざまな細胞(

非実質細胞)とか占なる 非実質細胞は直後に実質細胞と結合するものと，直後

には決して結合を形成しないものとからなる.非実質細胞のうち，上皮様の形態

を示す細胞は， i干実質細胞と直後の結合を形成する細胞のひとつである.この上

皮様細胞と肝実質細胞とを混合培養すると，自殺タンパク合成能が2カ月以上に渡

って維持される (Guguen-GuiIlouzo et al.. 1983). この効果は，幼若ラ y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， {也の肝特異機能と比

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ト450の維持が，この

混合培養系では， 10日以上に渡って維持される (Guillouzoet al.. 1985). 細胞

機能および生存の維持における非実質細胞のこのような効果は，これらの純胞が

分泌するさまざまな 7 トリ y ヲス物質の彫響に帰省されると考えふれている

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慨税

した.従来の単層培養は， {申展のみを促進するコラ 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占れる 生体内と同様に，さまざまな 7 ト

リy ヲ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問機な立方体状の形態をとり，長期に機能
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を発現することになると考えられる.このような研究の中で，肝細胞スフェロイ

ドという培養形態は，細胞の自己組織化能をきわめて簡単な方法によって誘導し

たものと位置づけ占れる すなわち，生体内の細胞周囲環境における場合と近い

成分や幾何的配置をもったゲル層で細胞を包括したりする必要がなく， しかも長

期培養可能である.さらに生体肝から精製したBiomatrixプロテオグリカン分画で

彼覆した表面だけでなく，肝細胞から活発に合成分泌されるプロテオグリカン憾

マトリ y ヲス物質を選択的に吸着する人工表面上でも同様なスフェロイドが形成

されることが見いだされたことは，生体内の細胞周囲環境に学びつつも，それを

いかに簡単な培養条件で誘導して形成させるかといった視点の重要性を示唆して

いる 具体的には，スフェロイドを能率よく形成させるために，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r必されたプロテオグリカンの吸哲

性を高めた表面を用いるといった培養条件を整えてやることである.特に，よ り

簡単な条件で肝細胞を長期にしかも大量に培養する必要があるハイプリ y ド型人

工肝臓モジュ ノレなどの製作を考える際には この視点からのアプローチも今後

重要になってくると考えられる.

1 2 _ 2 ハイプリ y ド型人工肝腫における肝細胞滋tI体の利用

ブタやイヌの初代培養肝細胞を利用した単層培養 積層型ハイブリ y ド型人工

肝モジュールは，すでに試作されて いる(漬回ら， 1990)ーこの人工肝モシュール

システムの全体像を図_1_，よ乏に， またモジューノレの構造を阻1ι__!_j_に示す(小

平.中村， 1990)， このモジューんを， ヒトの肝細胞の30%を収容するものにその

ままスケ→ルアップすると，装置容積が約40しとなるため，実際に臨床応用する

ためには10L程度まで小型化する必要がある， 10 Lの装置容積でヒト1干の1/3の細

胞数を保持するためには，モンューノレ内細胞密度をIXIO'cells/cm3程度まで高め

る必要がある，そこで，それ自体が高密度かっ高機能であ る細胞凝集体を利用し，

適切なモジ A 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 ルに利用する場合は，単一細胞を固定化した後

に凝集を起こさせスフェロイドを形成 そのままモジュールとして用いる方法と ，

まずスフェロイドを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予め被覆しておく仰l
(佐様占 ，1991)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(松下占 ，19日1)なとがある 怯下ら (1992)の例におけるスフエロイドの

固定化法を.医よι よ立に示す.また長近では，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， ビーズ化したゲル内音1>で細胞凝集を起こさ
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せる試みなどち行われている(伊藤占. 1992). 

図よ_，__!__!_

人工肝厳モジューノレシステム

(小平，中村. 1990) 

直L___!_]_

単庖塔養/積層型モジュール

(小平.中村. 1990) 
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一方，浮遊産主集体を大量形成後，固定化した例としては，アルギン酸カルン'ウ

ムゲルビーズに包箔し，液噴流培養層で懸濁培養するもの(高畠ら， 1991)や，ホ

ローファイパーモジュール内にビーズを充境培養するもの (Miuraet aJ.， 1992) 

などがある。このタイプのモジュール製作においては，単一細胞か占凝集体形成

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 Jレ内の細胞

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

と考え占れる.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

おく技術の硲立が不可欠である.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i圭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 コートマイクロヰャリア 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側oscioniet aJ.， 1989)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(武井， J 9 9 J ). これらの研究例

は， "トリ y 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 Jレ化するとい

った体制が波立される可能性が高い.

1 t"1I11l1rC'("!1lI1ln 1. I)t 1 c¥n:tnHIc ‘1:)cClrnn、Clcr
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J'Uド/sJlllcroid 1'''じkcu.hcdclIJlurc SyslClll 

盟iムム立 ポリウレタンフォ ム骨格内におけるスフエロイド形成を

利用した充規層型モジュ ーJレ(松下ら， 1992) 
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本論文では，将来予想されるハイブ 1) '1 ド型人工肝臓モジA ールの製作までの

流れ，すなわち，凝集体の大量形成→凍結保存→融解→モ ジA ール構築→臨床応

用といった ， 流れに沿って，多~3 :4--:;: . 3_  4 で国体表面とI夜↑生因

子によるスフエロイド形態の基礎的な制御を試みた.まず，スフェロイドの形成

における各種ホルモンの添加の有無及び添加濃度の影響を，速度論的 ・平衡論的

に検討した その結果を用いて，ポリリ y ン被覆平板上で浮遊状態の良好なスフ

エロイドを選択的に形成させる培地条件を設定できた.次に， この浮遊スフェロ

イドを回収，細胞凝集を促進するポリリジンと細胞伸展を促進するフィプロネク

チンとか占なる固体表面に再付着させ，スフェロイドの高機能を保持したまま，

一部伸展状態で安定に固体表面に固定化する場合に望ましい表面特性を明らかに

した.

これは，あくまで，ホルモンを充分に添加した合成培地中での結果であるが，

ホルモンや培養表面特性によるスフェロイドの形態制御に関する生物学的知見，

及ひそれらを医用工学的に応用する場合の可能性と問題点を明らかにした点で意

義があると考えている.

1 _ 3 m委託宿主音差a:による来mJJ包浅芝公三と
浅走主廷イ本α〉三!c交宣 Eヨヌ宣イヒ

肝細胞が旋回シェーカー上に置かれたディッ Y .o.内で凝集すること (Seglen. 1 

976) ， また， さらにJeej eebhoy占(1975;1980)は，特注の250mL:スピナフラスコ中

で，肝細胞が24時間以内に凝集体を形成することを報告している 彼らの実験装

置を， 盟_!__，___j__Q_に示す (Jeejeebhoyet al.. 1975) 彼らは， これを実験系とし

て用い，肝臓での代謝に関して基礎的な研究を行った. しかしながら， これらの

凝集体をそのまま浮遊懸溺状態で培養すると，すぐに機能を失ってしまう

Jeejeebhoyらによると，この限界ii48時間であるとされている 単層培養と比較

すると一時的には高機能を発現したようであるが(Jeejeebhoyet a 1.. 1980)，実

験系としては，より長期培養が可能であり， しかも簡便なコラ ゲン被程表面上

での単層培養にとって代わられてしまった

そこで懸濁培養を，肝細胞の実験系としてではなく，肝細胞スフェロイドを形

成させる手段として適用できないか否かを検討した 懸濁培養によって，健全な

機能発現をする肝細胞凝集体を形成することが可能であれば，人工肝臓モジ.0.-

Jし製作に必要な多量のスフェロイドを 平板上で形成させる場合と比較して，迅

速にかつコ Jパクトな装置容積で得ることができると考えられる
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Thc arranI;cmcnts for rC1Urn of cond~nsalc and monilorin， of 0吋 &cn'cn~ion fand of rH similarly) aft 始。¥¥1':.Samr1in， 
lトcarricdOUllhroush thc pH;ng p。げ"

盟iι__L_Q_ D干細胞の浮遊培養システム (Jeejeebboyel al.， 1975) 

本論文で(;1.，その 多f=f;-4~主 . -4 _ 2 で，いくつかの形態の懸溺培

養を試み，まず，撹持培養時間と機能発現レベル ・細胞障筈の関連を詳細に定霊

化した その結果を用い，最適な懸濁培養停止 ・回収時五IJを設定 L，形成された

凝集体を表面上に再付着固定化して静置培養を行った場合の機能発現を評価した.

その結果，懸濁培養によって形成された凝集体は，固定化 ・静置培養する ことに

より ，その高機能を長期にわたり発現すること を明らかにした. この発現レベル

・維持期間は，ポリリジン被覆表面上の静置培養で形成させたスフェロイドとほ

ぼ同等であったことから，懸溺士宮餐によって，人工肝臓モ ジュ ールの製作に必要

な多量のスフエロイドを，迅速かっ一度に大量に形成させうる可能性が示された.

一方，形成されたスフェロイドを，人工肝臓に利用するためには.モジュ ル

内にスフェロイドを安定にしかも高密度に固定化しなければならない.臨床応用

の際には，肝不全患者の血液または血祭がモ γ ュール内を証主流する ところが既

往の固定化方法ぽ，物質生産を目的とした大量培養のために開発されてきた.大

量培養においては，培地に添加する血清が高価であるため，その使用置を低減あ

るいはゼロにすること，すなわち無血清培養が求められてきた.この研究の流れ

の中で選択されてきた固定化方法は，血祭の瀧流が大前提となるという人工肝臓

モジ A ールの特殊性をまったく考慮していないのは，当妖である
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肝細胞のディ 1 Y ュレベルでの培養においても.高濃度に血清を添加すると，

実質細胞の精製時に混入する非実質細胞が活発に増殖することから，高濃度血清

添加培地は，実質細胞の培養液としては不適切であることが示されてきた

(C1ayton et a1.. 1983) 実質細胞のみを選択的に維持するためには，

Hormona11y Defined Medium (Enat et al.. 1984)のように多種多憾なホルモンや

微量物質を添加した無血清培地が望ましい

肝細胞スフエロイドについては，高濃度血清添加培地中で極めて不安定である

との報告もある(岩倍ら.1992).すなわち， スフエロイドが崩壊または内部綾死し

てしまう 以上，生理濃度のホルモ〆条件および血祭中でのスフエロ イドの安定

機能発現を可能とする固定化方法が選択されなければ，その後のモジュール化の

段階に進むことができないと考えられる

本論文では，その多F主 4 ~宝 . 4 _ 3 で，まずいくつかの典型的な

固定化方法について，実用条件を近似した高血清 ・生理濃度ホルモン培養条件下

での機能発現を検討した.その結果，高濃度血清培地と直後スフェ E イドを接触

させると，スフェロイドの崩緩または内部法死が容易に起きることが確認できたー

ゲル包括法の中では，アルギン酸カルゾウムゲJレよりコラーゲンゲル包括の方が，

細胞生存・機能発現維持において，著しく優っていることを明らかにした.よっ

て生体内細胞周囲環境に近いコラーゲンを主体とする成分による包括固定化がス

フェロイドを人工肝モジュ ルに利用する湯合には，最も望ましいといえる。

本論文の:5f=!; 4 ~"-L . 4 _ 2.4_ 3 で得られた結果は，

大量にスフエロイドを形成後，固定化を行うという人工肝モジュ ル製作の 7プ

ローチにおいて，モジューノレ設計前の段階での主要な問題点を基本的に解決する

重要な成果であると考えている.

1 _ 4 オ三主主 CDまと占。

*主主主では，株細胞の付着{申展過程.初代培養肝細胞における細胞機能の発

現維持， さ与に高度な組綴化といった現象において，固体表面特性や培地中波性

因子，各母マトリ yクス物質などの細胞周囲環境が，相互に関連しあいながら，

全体として重要な役割を果している ことを述べた.

まず，筏普依存性動物細胞の固体表面への付着現象 ・(申展現象それぞれにおい

て.固体表面ー細胞聞の直後的な相互作用と，固体表面に吸着されたタンバヲ質

を介した間疑的な相互作用，細胞側リセ 7:7ーとそれによって生物学的に特異的

に認識されるリガ J ドを持つタンパヲの関与する特異的な相互作用，何等そのよ

うな特異的相互作用を持たない非特異的な棺互作用という. 4種の相互作用の果
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たす役割について，解説した また，それらの相互作用を熱力学的な安定性の概

念、を導入することによって統一的に説明しようとする試みについても解説した

(1. 1. 1). 

次に，物質生産に後者依存性細胞を利用するための大量培養法として，最も有

望であるとされている 7 イクロキャリアー培養法における細胞付着現象に絞り，

既往の研究を解説した，併せて，本研究* 2 Y誌の意義および目的について

述べた(1.1. 2).

また，初代培養肝細胞の機能発現維持を目的とした，さまざまな研究について

解説した ホルモンなとの液性因子モ，各種マトリ yクス物質の種類及びその培

養系での配置などの細胞周囲環境の改善によって，機能発現維持が改善されてき

た経緯を述べ，生体内での細胞周囲環境を培養系で模倣することが，機能維持に

ついて，有効な 7プロ チであることを述べた.併せて，本研究で焦点をあてた

細胞凝集体の形成と機能発現についての最近の知見を述べた ( 1. 2. 1) 

さらに，初代培養肝細胞を用いるハイブ lJ '1 ド型人工肝臓モシュールの製作に

おける細胞凝集体の利用の例について述べた.併せて，本研究m3Y主の意

義及び目的について述べた (1. 2. 2). 

最後に，凝集体の大量迅速形成についての既往の研究と ， 本研究多符 4 ~主

の意義及び目的について述べた ( 1 _ 3)  

細胞の持つ物質生産能や臓器特異機能を工学的に利用する~合にも，固体表面

特性や培地中1夜性因子，各種 7 ト1) .，クス物質などの細胞周囲環境が役割を解明

し，単純化した上で，目的とする利用形態に合わせて再構成するといった作業が

必要となるだろう.

本研究では ， その多~2 主主以下で，物質生産のための筏普依存性株細胞の

大量培養における国体表面への細胞の付着・{申展過程について，さらに，初代培

養肝細胞の持つ肝特異機能を利用するハイブリ y 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について，さまぎまな細胞周囲環境の影響を明らかに

した上で，それらを再構成することによって，より効率的な工学的利用を図った

ヱド;::~.主<z:>妥主主ヨき~ ::主~r毎犬

Andrade. J. D.. "Principles of protein adsorption". in Protein 

Adsorption. ed. by Andrade. J. D.. Plenum Press. Kew York (1985) 

pp. 1 

Barngrover. D.. "Substrata for anchorage-dependent cells". in MammaJian 

Cel J TechnoJogy. ed. by Thi J Jy. W. G.. Butterworths. Boston 



(1986) pp.131 

Bi ssel， D. M.， Arenson， D. M.， Maher， J. J. and Rol J， F. J.， J. CI in 

Invest.， 79. 801 (1987) 

Borysenko， J. Z. and Woods， W.， Exp. Cell Res.， 118. 215 (1979) 

Clayton， D.F. and Darnell， J. E.， Molec. Cell. Biol.， 3. 1552 (1983) 

Chinn， J. A.， Horbet t， T. A.， Ratner， B. D.， Schway， M. B.. HaQue. Y 

and Hauschka， S. D.， J. Coll. Interf. Sci.， 127. 67 (1989) 

Danilov， Y. N. and Juliano， R. L.， Exp. Cell Res.， 182. 186 (1989) 

Dunn， J. C. Y.， Yarmush， M. L.， Koebe， H. S. and Tompkins， R. G.， FESEB 

J， 3. 174 (1989) 

Dunn， J. C. Y.， Tompkins. R. G. and Yarmush， M. L.， Biotech. Prog.， 7， 

237 (1991) 

Enat， R.. Jefferson， D. M. Ruiz-Opazo， N.. Biempica. L.， Arias. 1. M 

Dudas， G.， Lei nwand， L. A. and Reid， L. M.， Proc. Na t 1. Acad 

Sci. USA， 81. 1411 (1984) 

Fujita， M.. Int. Symp. on Growth and Funct. in Primary Cult. of 

Hepatocytes， Kyoto. Japan (1985) 

Gardner， J. L. and Manna， M. H.， Exp. Cell Res.， 137. 169 (1982) 

GjessinιR. and Seglen， P. 0.， Exp. Cell Res.， 129. 239 (1980) 

Good， R. J.， J. Theor. Biol.， 37. 413 (1972) 

GrinelJ， F.， Exp. Cell Res.， 97. 265 (1976) 

Grinel J， F.， Int. Rev. Cytol.， 53. 65 (1978) 

Guguen-Gui IloU2O. C. B.， Clemen t， B.， Baffet， G.， Beaumont， C.， 

Morel-Chany， E.， Glaise. D. and Guillouzo， A.， Exp. Cell Res.， 

143. 47(1983) 

Gui Ilouzo， A.， Beaune， P.. Gascoin， M. K， Begue， J. M， Campion， J. P.， 

Guengerich， F. P. and Guguen-Guillouzo， C.， Biomed. Pharmcol 

H. 2991 (1985) 

演回，松江。高橋 長谷，熊谷。中島，圃谷，内野，橋村.駒井.今f

人工臓器， 19. 852 (1990) 

Horbet t， T. A.， Schway， M. B. and Ratner， B. D.， J. Coi i. Interf. Sci 

10A， 28 (1985) 

H】mes，V. B. and Hu， W-S.， Biotech. Bioeng.， 29. 1155 (1987) 

Hirtenstein. M.， Clark， J.， Lindgren， G. and Vretblad， P.， Develop 

Biol. Stand.， 46. 109 (1980) 

Horbet t. T. A. and Schway， M. B.， J. Bi omed. Ma t. Res.， 22， 763 (1988) 

-31-



Hughes. R. C.. Pena. S. D. J.. Clark. J. and Dourrnashkin. R. R.. Exp 

Cell Res.. 121. 307 (1979) 

飯島.谷口 松下 船津，化学工学会第24回秋季大会研究発表競演要旨集第2

文冊. pp.330 (1991) 

伊藤，林 小林。 Chang. T. M. S.. 第 8回初代培養肝細胞研究会抄録. pp. 22 

(1992) 

]，'arnoto. Y.. Robey. F. A.. Graf. J.. Sasaki. M.白 Kleinrnan. H. K 

Yarnada. Y. and Martin. G. R.. Science. 238. 1132 (1987) 

岩 t~，井嶋 谷口，松下，船津，化挙工学会第 57年会研究発表講演要旨集第3分

仰. pp. 183 (1992) 

Lee. J.. Morgan. J. R.. Tornpkins. R. G. and Yarrnush. M. L.. Biotech 

Bioeng.. ~O. 298 (1992) 

Jeejeebhol'. K. N.. Ho. J.. Greenberg. G. R.. Phillips. M. J.. 

Bruce-Robertson. A and Sodtke. U.. Biochem. J.. lH. 141 (1975) 

Jeejeebhol'. K. ~. . Ho. J.. Mehra. R. and Bruce-Robertson. A 

Gastroenterol.. 78. 55& (1980) 

小平I 中村。組織培養. 16. 390 (1990) 

Landry. J.. Bernier. D.. Quellet. C.. Goyet te. R. and Marceau. N.. J 

Cell Biol. 101. 914 (1985) 

Lev】ne. D. E. W.. Wang. D. 1. C. and Th i Ily. W. G.. Biotech. Bioeng.. 

21. 821 (1979) 

松下，谷口，飯島，船津。化学工学会第24回秋季大会発表講演要旨集第2分間.

pp.328 (1991) 

松下，井嶋.船津，人工臓器. 21. 1050 (1992) 

Mege. J. L.. Capo. C. Bernol iel. A. M. and Bongrand. P.. Cell Biophys.. 

8. 141 (198&) 

Michalopoulos. G. and Pitot. H. C.. Exp. Cell Res.. H. 70 (1975) 

"Microcarrier Cell Cul ture" ed. by Pharrnacia Fine Chernicals. Sweden 

)
 
9
 
8
 
9
 
1
 
(
 

美王l 見原 篠原，佐藤。藤吉。第 3回次世代産業基盤技術シンポジウムハイオ

テクノロジー『予稿集， 日本産業技Ui振興協会・バイオテクノロ γ ー開発

技術研究組合編 (1987)pp.183 

川口 小出坂口.浅野。森，辻。人工臓器. 18. 12&9 (1989) 

Koide. K.. Shinji. T.. Tanabe. T.. Asano. K.. Kawaguchi. M.. Sakaguchi. 

K. Koide. Y.. Mori. M.. Tsuji. T.. Biochern. Biophys. Res 

Commun.. 161. 385 (1989) 

-32-



Koide. K.. Sakaguch】. K.. Koide. Y. Asano. K.. Kawaguchi. M.. 

Matsushita. H.. Takenami， T.. Shinji， T.. Mori， M. and Tsuji. 

T.. Exp. Cell Res.. 186， 221 (1990) 

Margoris. L. B.. Dyatlovitskaya. E. Y. and Bergelson， L. D.. Exp. Cell 

Res.. 111. 454 (1918) 

Maroudas. K. G.. J. Theor. Biol.. 19， 101 (1919) 

Moscioni. A. D.. Roy-Cho.dhury. J.， Barbour， R.. Bro.n， L. L.. 

Roy-Cho.dhury. ~. . Competiello， L. S.， Lahiri， P. and Demetriou. 

A. A.， Gastroentero1.. 96; 1546 (1989) 

Miura. Y.. Kondoh， A.， Serada. M.. Tsuda， K. and Yagi. K.. in 

"Biochemical Engineering for 2001". ed. by Furusaki. S.. Endo. 

1. and Matsumoto. R. Springer-VerlaιTokyo (1992) pp.611 

長岡.繊維と工業. 43， 491 (1981) 

Kakamura. T.. Na.'a. K. and Ichi hara. A.. Biochem. Biophys. Res. Commun 

122， 1450 (1984) 

中村， i n 初代培養肝細胞実験法¥中村編。学会出版センター.東京 (1981) 

pp.225 

Pena. S. D. J. and Hughes. R. C.， Kature. 216， 80 (1918a) 

Pena. S. D. J. and Hughes. R. C.. Cell Bio1. Int. Repts.， 2， 339 

(1918 b) 

Pierschbacher. M. D. and Ruoslahti. E.. Kature. 309， 30 (1984) 

Rojkind. M.. Gatmai tan. Z.， Mackensen， S.. Giambrone. M-A.. Ponce. P 

andReid. L. M.. J. Cell Bio1.， 81， 155 (1980) 

Rouslahti. E. and Pierschbacher. M. D.， Science. 238， 491 (1981) 

Prokop. A.. implicat】onsof cell biology in animal cell biotechnology" 

in "Animal Cell Bioreactors". ed. by Ho. C. S. and Wang. D. I 

C.. Butter.orth-Heinemann. Stoneham (1991) pp.22 

佐藤，落合，松原，人工臓器.20， 145 (1991) 

Savage. C. R. andBonney. R. J.. Exp. Cell Res.， IH， 301 (1918) 

Schakenraad. 1. M.. Busscher. H. J.. Wi Idevuur. Ch. R. H. and Arends. 

J.. Cell Biophys.. 13， 15 (1988) 

Schuetz. E. G.. Li. D.. Omiecinski. C. J.， Muller-Eberhard. U.， 

Kleinman， H. K.. EIs.'ick. B. and Guzelian， P. S.. J. Cell 

Physio1.. IH， 309 (1988) 

Seglen， P. 0.. Methods Cell Bio1.. 13， 19 (1916) 

Sherbet， G. V.. Lakshmi， M. S. and Rao. K. V.. Exp. Cell Res.. 10， 113 

-33-



Silica. A. E.. Richards. W.， Tsukada， Y. Salller， C. A. and Pilot， H 

C.， Proc. NalJ. Acad. Sci. USA， 76. 283 (1979) 

Shinji. T.. Koide， N. and Tsuji， 1.， Cell Slruc. Func.， 13. 179 (1988) 

真治，小出。小!II，田辺 浅野.荒木，辻，人工臆器。 17. 179 (1988) 

鈴木 e 市川，酒井，迫田，化学工学会米沢大会予稿集， pp.32 (1991) 

鈴木目玉 I 細胞工学，8. 59 (1989) 

高畠.小出。佐々木.松島.武南，小里子.坂口.船津，辻.人工臓器，20. 139 

(1991) 

武井f 未発表デー タ (1991) 

Takeichi， M and Okada. T. S.， Exp. Cell Res.， H. 51 (1972) 

玉田.嗣医用材料表面 in 高分子表面の基礎と応用(下)・p 筏編I 化学同人 I

京都 (1986)pp.181 

田辺l 小出，治徳，近膜，小里子，長島 森，人工隙器。 H.220 (1985) 

戸部.武井，久々宮!小林明，小林一清 赤池，人工臓器， 20. 150 (1991) 

Tao， T-Y.. Ji. G-Y. and Hu， W-S.， Biolech. Bioeng.， 32. 1037 (1988) 

van Oss， C. J.， Cell Biopys.， H. 1 (1989) 



第苓 2 君主 匡司令本君乏琶訂キ寺f生 によるを妾ヨffi.g.交名手f生

相暗回刃包のイ寸芝~ {申居室 の市1 名聞

2 _ 1 2ドヱ;7:a::>石子干ヲモ EJ白勺

接着依存性動物細胞の大量培養において現状で最も有望とされている培養法は

マイクロキャリ 7一法である この方法で堵養を開始する際には，まず細胞を 7

イヲロキャリアー表面に勾ーに付着させなければならない.後者依存性動物細胞

は一般に，固体表面に付着伸展して初めて増殖を開始し，その物質生産能や特異

機能が発現されるようになる一方，表面に密に増殖するとその段階で増殖を停止

する性質があるため，ひとつの培養槽で掻大の増殖効率を得るためには，培養開

始の細胞付着段階で，細胞を各7イクロキャリ 7-表面に均一に搭種 L. 士音養槽

内のすべての固体表面がほぼ同時に密になるようにすることが重要となる.その

ためには，細胞とマイクロキャリ 7 を培地に!懸濁させ，スピナーフラスコなど

の培養槽の中で連続的に撹持することにより細胞をマイクロキャリアーに均一に

付着させる操作が通常行われる 細胞によって付着に要する時間には差があるが，

普通90%以上の細胞が付着するためには.1-数時間の速続縦狩が必要である.

この連続規持による細胞播種においては，細胞はマイクロキャリア とごく短

時間の倭触を何回も繰り返し，全体としては徐々にマイクロキャリアー表面に術

足され付着する. この付着現象は，ティ yシュ培養におけるそれと著しく異なる.

すなわち，デイツンュ培養においては，細胞は培養時間だけディ ，/ Y ..:t..底面と媛

触しているが，連続彼杵におけるマイクロキャリ 7ーへの細胞付着現象について

は，非常に短いf妾触時間しか持ち得ない.付着における団体表面特性の彫響につ

いては， さまざまな検討が行われてきたが，いずれも比較的長い後触時間での細

胞付着現象についてであり，これらの結果は，連続撹梓による 7イクロキャリア

ーへの細胞播種に見られるような工業プロセスにおける細胞付着現象の解明に適

用できない可能性が充分に考えられる 細胞と固体表面の聞の相互作用について

は，長い接触時間を持つ場合においでさえ，未だはっきりとは解明されていない.

まして，非常に短い接触時間における細胞付着現象については，それに焦点を絞

った研究は皆無である

多f':!; 1 主;主でも述べたように，細胞と固体表面の付着機構には，国体表面と

細胞の直接的な相互作用によるものと，国体表面に吸着したタンパクを介した間

接的な作用ものとに大別され，さらに後者には，吸器されたタンバヲが細胞表面

と生物学的に特異的な相互作用を持つ場合(特異的付着機構)がある.特異的な

付着機構以外の付着機械は，生物学的には特異性はないため，非特異的付着機術
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とよばれる.分子レベルでいえば，特異的結合も，非特異的結合の総平日と考えら

れるが，実際に観察される現象には，両機梼の問で明かな差異がみられるため，

本論文では，特異的付着タンパクが関与する付着機構と特異的機権，それ以外を

非特異的機構と呼ぶことにする

そこでオζ J$Lでは，代表的な細胞の 2つの付着機構，すなわち特異的付着機

構及び非特異的付着機情に注目し，後触直後の細胞付着現象を解明すること

く 2 _ 2) ，及びその結果に基ついて，大量培養における細胞付着と

細胞増殖と密接に関連している細胞{申震を同時に促進する表面を設計すること

( 2 _ 3)  を目的とする 細胞としては，比較的古くからワタチン生

産などに用いられ，また細胞付着研究においても利用されている代表的な線維芽

株細胞であるBHK21cl3細胞を用いた

実際の連続{賀持による 7 イク ロキャリ 7ーへの細胞付着現象におけるさまざま

な特異的および非特異的相互作用の影響を検討するためには， さまざまな表面特

性を持つ?イヲロキャリ 7 を用いて，小型のスピナ フラスコ中で細胞付着速

度の検討を行うのが最も確実である しかしながら，数多くの特性を持つ 7 イヲ

ロキャリアーを調製し，それぞれフラス コ中での細胞付着実験を行う ことは容易

ではないー

そこで，まず 2 _ 2 では，在来の静止系におけるディ 1 :/ュ底面への付

着実験において，在来の付着実験に比べて非常に短い後触時間 (0. 1. 2. 3， 5 

m i n)における付着率変化を測定することによって， ?イクロキャリアーへの細胞

播種時に見られるような接触直後の細胞付着現象における特異的付着機構と非特

異的付着機構の寄与を定量的に検討したーこの方法では，各種表面の調製および

細胞付着実験の遂行のいずれも，実際の培養槽を用いたマイクロ キャリアーへの

細胞付着実験に比べではるかに容易である. これらの検討結果を， 単純なモデル

で表すと共に，接触直後の細胞付着現象において重要であることが判明した非特

異的な細胞付着機構について，支配的な因子について検討を加えた

多くの樹立細胞株や形質転換された細胞株は，最速の{申展増殖のために，一定

量以上の固体表面に吸着された付着伸展因子が必要である 充分な毘の付哲{申展

因子が存在していれば. BHK細胞などは 厳速の付着を行うことができる. しかし

ながら，細胞の正常性の程度が上がると共に，付着f申展は充分な付着(申展因子が

存在していても遅くなる 例えば，正常肝細胞(Gjessingand Seglen. 1980; 

Johansson and Hook. 1984; Johansson el aJ.. 1981)やヒト正常2倍体細胞株で

あるTIG-3(Shimo-okael aJ.. 1988)などは，充分な特異的付着機械を介しでも，

BHK細胞に比べると非常に付着が遅い

そこで，次に 2 _ 3 では 2 _ 2 で得られた結果をもとに，筏触

直後の細胞付着速度と，増殖と密t妾に関連しているその後の細胞伸展とを同時に

6
 
3
 



促進するような特性を持つ表面を提出L.同じく非常に短い接触時間における細

胞付着速度と 1時間後の細胞伸展を測定した.その結果，初期細胞付着と{申展を同

時促進することが判明した.この結果は 2 _ 2 で提出した後触直後の細

胞付着現象を示す単純なモデルの妥当性を支持するものであった.

2 _ 2 安姿角虫屋主主灸 CD来悶刃包イ寸乏若者三E重手'!.CD

i互主恩芝 言命白勺 手Fイ面

2. 2. 1 本節の研究同的

本節では，代表的な 2つの細胞付着機矯である特異的及び非特異的な細胞国体

表面相互作用について，大量培養法として最も有望であるとされている 7 イクロ

キャリ 7 法における細胞箔種に見られるような接触直後の細胞付着現象に絞り，

両者の寄与を解明することを目的とする.

具体的には，静置ディ y:/ュでの細胞付着実験において，筏触直後(0-5min)の

細胞付着速度における特異的及び非特異的細胞付着機構の寄与を定量的に検討し

た. 1章準固体表面としては，組織培養用ポリスチレンディ:;:/ .:a.を用い， これを

さまざまなタンパク溶液で処理することにより他の表面を調製した.タンパクの

吸着霊は予め定量化した (2. 2. 3. 1 ) まず，典型的な 3径の培養表面に

おいて，接触直後(0-5min)の細胞付着と，その後の細胞付着(5-60min)における

現象の差異を検討した (2. 2. 3.2 ) 次に，血清(FBS)被覆表面上で見られ

たラグタイムを持つ細胞付着現象について，細胞と特異的相互作用を持つ代表的

な血清タンパクであるフィプロネクチン，血清中の含有量が最大でありその固体

表面への吸着が細胞付着を阻害するアルブミンの 2者に着目し， さま 5まな吸着

豊をf寺つ表面上への後触直後 (0-5m i n)の細胞付着を検討した (2. 2. 3.3) . 

最後に，以上の検討結果に基づき，接触直後の細胞付着における支配的な固体表

面特性について検討と考察を加えた (2. 2. 3.4 ) . 

2. 2. 2 実験方法

2. 2. 2. 1 細胞及びその培養

細胞は，付着(申展の研究に用いられる例の多l、ハムスター由来線維芽細胞株，

BHK21 cl3(Macpherson. 1962)を用いた これはJCRB(JapaneseCancer Research 

Resources Bank)から入手した.

通常の培養'i.培地として，イ ーグルの最小必須培地(Eagle.s Minimam 
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Essential Medium; イーグルMEM培地「ニ y スイ 」①)叶0%非動化FBS(Fetal

bovine serum; Flo.社)+20mMHEPESを用いて. 70 cm2・140cm2の培養ピン，また

はCORN1 NG社製の60mm'IOO mm組織培養用ポリスチレンディ yシュで. 5%C02-95% 

aIr下，静置培養を行った， 70 cm2・140cmεの培養ピンでの培養の際は， シリコセ

ンを用いて開放培養を行った 継代は. PBS (ー)(Ca2・'Mg2'-freePhosphate 

Buffered Sa 1 i ne)と0，25%トリプ y ン・ 0，02%EDTAを用いる常法にしたがった.

2， 2， 2， 2 固体表而の調製

細胞付着実験には.Fa 1 con社製組綴培養用ポリスチレン 6穴7ルチウェル(培

養面積9，6cm2)または，閉じ培養面積を持つ35mmディ :J :./;1.を用いた.

タンパタ吸着表面の調裂は，以下のように行った.フィブロヰクチン(新田ゼラ

チンまたはBiomed，Technol. Inc，.;牛血清由来)またはアルブミン (Si gma. ウシ

血清コ ンの第V分画)を含むPBS(+)溶液を，各.ellあたり 1mL入れ. 37"Cでl

時間 incubateする.フィプロヰクチンの特異的相互作用のみを見るために，アル

ブミンブロ yキング法(Grinelland Feld.. 1979)を用い. ba r eなポリスチレン部

を細胞非付着性にした すなわち，フィブロネクチンを吸着させたwellのI伎を取

り除き. 80"Cで3min熱処理した1%7ルブミンPBS(+)溶液1.OmLを入れ. 37"Cで30

mln静置した.またポリリジンによる被穫を行った この場合. 100μg/mLのポリ

リジ;.-/PBS溶液で37"C. 1時間でディ '1 :/ュをコ テイングした， y ンパヲ吸着を

終えた後，各.e11を室温のPBS(+)約3mLで3回静かに洗浄した.そして，各.ellに

O. 9 mLのMEMを入れ，インキュベ タ 内で平衡化する. これらタンパク被覆した

デイ '1 :/.;l.は.O. 9 mLのMEMHanks緩衝液をいれて.37"Cの湿潤インキュベ タ

に入れて，平衡化した. これにO.1 mLの細胞懸濁液を掲種し，付着を開始する

(SoderQuist et al.. 1979). 

2， 2， 2， 3 タンパク吸着況の測定

ディ yシュ底面へのタンパク吸着畳を直後担1)定するのは，吸着霊が微量である

ため通常の方法では困難である 浴出させて測定することが考えられるが，吸着

タン バク を完全に j容出させることは不可能ある.現に，強力な界面活性~)である

SDS(sod】umdodecylsulfate)を用いても.約50%程度の吸着タンパクを溶出させる

ことしかできないことが示されている (Rapozaand Horbet t. J 990)， 

そこで.本研究では組織培養用ポリスチレンディ yシュと同じ特性を持つ 7 イ

クロキ+リ 7ーを用い. i慎重に対する国体表面積の相対的な比率を上げ，液濃度

変化から吸着置を測定した 250 m gの組織培養用ポリスチレン?イヲロキャリ 7

(HaezeJ ton)をサンプルチューブに入れ，タ J パヲ質/PBSi容1夜500μLと. 37"C 

温浴上でl時間完全混合した際の，液濃度変化から測定した，I夜中のタンパク霊
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は.0-7:71レ71レデヒド (OPA)蛍光法によって測定した.この蛍光法は. O. 1-50 

μg/mLの濃度のタンバクを簡単な方法で測定できることが示されている

(Weidekamm el al.. 1973: Benson and Hare. 1975) ここでは， さらに定量性を

高めるために. pH 9. 5の1%-SDS(sodiumdodecylsulfale)1ホウ酸緩衝液で37・"C. 2 

時間処淫した後.OPAと反応させた. SDS処理によって，タンパクの高次徳造が解

かれ. OPAとの反応生成物の蛍光が著しく増大する. この反応液を335nmで励起し，

440 nmでの蛍光を測定した.検量線は，それぞれのタンパクで鈎製L.SDSi，伎によ

る問機な処理を行った後，蛍光を測定した.

2. 2. 2. 4 表而の疎水性/却水性パランスの測定

表面の疎水性/親水性のパランスは. 7/<.の銭触角として表示した. 2. 1. 2. 

2のょっに調製したタンパク吸着デイ y :/ュを乾燥後，測定までデ:/ケ-:7内乾

燥空気中で保存し，銅製後3日以内測定を行った.7/<.の接触角は，このように調製

保存されたディ ;J :/ュについて，純水を用い，協和科学の接触角計(01型)を用

いて液滴法によって測定した

2. 2. 2. 5 W触筒後の細胞付着率変化の測定

細胞採取の条件は.厳密に制御した.付着実験の前日にconfluenlになった細胞

を，約5.0Xl0'cell s/cm2で継代し，実験当日に活発に増泊している細胞を得た(

Ruoslahi li el al.. 1982) 実験当日，細胞層をPBSで2回洗浄し. O. 25% トリプ

ンン10.02%-EDTAで室温で90sec 処理した トリプンン消化反応の停止は. MEM 

+10%-FBSで行った.4'Cで遠心して2.1 mLのMEM.ilh Hanks BSSに再懸濁し. O. 1 

mLを採り， トリバ J ブルー染色し細胞数と生存率を測定した. J恒常93%以上の生存

率が得ふれた.この細胞懸j罰液は. 37'Cで付着実験実施中の細胞凝集を防ぐため，

氷浴上に10min放置した (SoderQuislelal..1979) これを再度遠心L. 2.0X 

106 cells/mLの濃度に再懸濁し，播種まで37'Cで5-10min保持し，細胞膜と培養

液を平衡化した. この懸濁1夜のO.1 mLを平衡化してあ ったデイ 1 :/ュに入れ，付

着実験を開始した

培養の後，往復シェ カ で90rpm. 15 sed辰塗し，まず1.0 mしを採り，さ"に

O. 5mしを追加して緩く付着している細胞を取り除き，始めに回収した1伎に加え，非

付着細胞とした この細胞液は，適当に希釈した後.ERMAの血球計算機で細胞濃

度を測定した 同線に播極細胞数も測定した.細胞付着率Alは，次式によって計

算した.

A: ; (N， -Ks)/N， (1) 

ここで. Ki!;tJ需極細胞数 t Nsは非付着細胞数である.測定は 1表面について，

2回行い，平均値を表示した.
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このように得られた付着率Atから，初期付着速度定数Koを次式によって決定し

プこ.

dAt!dt ; ko(I-At) (2) 

特に， 0-1 minについてのkoをk001とした.

この細胞付着実験において，細胞懸濁「伎をディッ:/;>.中の液と完全混合し，デ

ィ J :/ュを静置した時を， 0 minとした. しかし細胞は，液層を沈降して国体表面

と接触を開始するまで若干の時間遅れがある これは，デイツンュ底面に焦点を

合わせた顕微鏡で連続写真を撮影することにより決定した.ほほ50%の細胞が付着

するのに約20secがかかることが判明したため， 0-1 m i nの付着実験における正味

の細胞ー底面接触時間は， 40 secと決定し，初期付着速度定数h引を計算した，

2. 2. 3 結果及び考察

2. 2. 3. I 斜1鐙焼器用ポリスチレ ンへの血清タンパクの吸者

フィブロネクチンとアルブミンについての吸着平衡曲線を測定した 結果を盟

主ι...L盟主ι 一三に示す. フィブロネヲチンの吸着は，測定全領域について，

Langmuirの式で表現することができた，よって，液濃度からのデイ 1 Y ュ底面へ

の吸着量は， Langmuir式で推算した.

しかし，アルブミンの吸着については，低濃度域ではLangmuir式で表現できる

ものの，高濃度iまになると 1 Langmuir式の飽和吸着量を大きく越えた量が表面に

吸着した.このような非ーLangmuirタイプの吸着現象は，タンパクの吸着について

は， しばしば報告されている この理由は，タンパクの吸着に関しては，

Langmuir式の仮定が成り立つ ことが考えにくいためであるとされている

(Lyklema. 1984). 7ルブミン分子の形は，その溶液の X線小角散乱やKerr効果の

緩和の測定結果によると， 図2. 3のように，長特14nm，短軸4nmの偏長回転補

円体であることが示されている，それが側面で最密充1111の吸着 (sideon 

adsorption)を行ったとすると，飽和吸着霊は250ng/cm2，端面での吸着 (endon 

adsorption)の場合は， 820 ng/cm 2 となる(青木ら • 1984).ポリスチレンディ y

:/;>.上では， Langmuir式の飽和吸器彊は70.7 ng/cm2であり ，side onの飽和吸着

量よりかなり少ないことになる.ここでは， Langmuir式で表現できない濃度範囲

については実測値を，Langmuir式で表現できる濃度範囲(0-100μg/mL)について

は1 近似的にLangmuir式を仮定してディ J :/ュ底面への吸着f置を推算した
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盟三ι 一三牛血消アルプミン分子の形と大きさ(青木 ら.1980 

2. 2. 3. 2 長時間の付行現象とre触ii'J後の付行現象の相違

まず， I妾触直後(0-5min)の付着率変化と，既往の付着実験で行われてきた筏触

時間での付着率変化(5-60min)を比較し，この検討の意義を示した.ここでは，

オリ γ ナルな組織培養用ポリスチレ Jデイ '1 :/.:;1..それを1O%F BSで被援したもの，

ボリリジンで被槌したものの 3種の典型的な培養表面について検討を行った ポ

リリジンは，単に細胞付着を改善するだけでなく，増殖能を高めることが報告さ

れている (Schell. 1974: Makeehan and Ham. 1976) . 結果を匿~Iこ示す.

20min 以降の付着率には， 1;);ぼ全く相違が見られなかった. しかし，接触直後にお

いては， FBS被覆表面で，若干のラグタイムが観測された

この遠いをさらに明確にするために， 0-] m i nの付着における細胞付着速度定数

kAO 1を計算し，丞乏ー-上に表示した.(2)式から計算されるポリリジ J上への

k叫 ι!:t，オリジナルデイ〆 Y ュの約].7倍であった.一方，FBSは多くの特異的付

着(申展因子を含んでいるにもかかわ占ず，そのk叫，1;1.，オリジナノレディ'/Yュの

数分の lに低下した この現象は，いままでの細胞付着実験は， '7イクロキャリ

アーへの細胞付着現象に見られるような筏触直後の付着現象の解明には，適用で

きない 4とを示唆している このような現象は既往の付着実験でも若干観嫁され

ているが， '7イクロキャリア ーへの細胞付着と結び付けて解明した例はない.こ

のような現象が見ふれた理由については， FBSの内 アルブミンと 7ィブロネクチ

J に注目することにより，さらに検討を行った
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CONTACT TIME ( min ) 

盟三ムゴー 典型的な 3極の表面への細胞付着

室主ιよ 典型的な 3種の表面への細胞付着における初期付着速度定数koo1 1 

originaJ PS FBS p陀coaほd PDLp陀coat巴d

kAOla (rnin-1) 0.66 0.38 0.07 

arate∞nstant of a flrstαuerπac口onfor 0 -1 rnin ∞ntacl 

2. 2. 3. 3 7ルプミ ンと 7ィプロネクチンの吸ず?とm触前後の細胞付着
まず， さまざまな濃度のアルブミンで被覆した表面を調書~l . 5 min 以下の付者

率経時変化を測定した.結果を園三ι_Q_に示す 56 ng-AJb/cm2という小さな吸器

霊においても，細胞は1-2minのラグタイムの後にようやく付着を開始した この

吸着置は. side on adsorptionの愚密充境から計算される飽和吸着霊のO.23にあ

たる これは，表面被覆率であると捉え占れる この吸着:lil:を与える液濃度は，

62. 5μg/mLである. 10%FBS培地中のアルブミン濃度は.4. 000μg/mLとなるので，

流れの存在下でのアルブミンの細胞付着阻害効果は，非常に大きいことが予想さ

れる
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1000 

次に. 7ィブロネヲチンの特異的相互作用のみの影響を検討するため，フィブ

ロネクチン被覆表面を熱変性アルブミ Jでブロ y キングした表面を調製し，接触

直後の細胞付着を速度論的に検討し た.結果を盟三ιー立に示す. 46. 1. 164. 452 

ng-FK/cm<の各表面上での5mini&tの付着率れは. 1;:'1ま同じ値を示した しかし，

吸着霊が小さくなるに連れて，細胞付着が小さなラグタイムを持つことが観察さ

れた

さらに，フィブロネクチンでprecoaII ng. アルブミンによるブロ yキングを行

わない表面，すなわちオリ νナルポリスチレンデイ yシュによる非特異的付着機

情とフィブロネクチンによる特異的付着機構が共存した表面を調3it初期付着率

の経時変化を測定した 結果を圏三_，_]_に示す 高い初期付着速度は，フィブロ

ヰヲチノの吸着霊でみると. 2つの領iまで観察された 一方は. 452 ng-FK/cm2以

上であ り，もう 一方は3.0 ng-H/cm2以下である.フィブロネヲチンだけでオリジ

ナノレデ ィ
I :..ノュと同様な高い初期付着速度を得るためには. 452 ng-FN/ cm2とうい

大きな吸着量が必要となる，この吸着量を与えるためには，単成分I夜で約40μE

-FN/mLの液濃度が必要となる これは.10%FBS培地中の濃度の約21;音である，

図えιユの452ng-FK/ cm2以上の領域では， 盟三ι .&.より.フィブロヰタチンの

特異的付着機構が支配的であることがわかる また，盟三ι~の 3.0 ng-FN/cm2以
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下の領以ては，オ 1);;ナルポリスチレンの非特異的付着機情が支配的であること

は明占かである しかし，盟三ι_]_では，その中間領i豆(46.1-164ng-H/cm2)で，

細胞付着がト2minの遅れを持つことが判明した.すなわち，代表的な特異的付着

伸展因子であるフィブロネヲチンの吸着が，この中間領i去において，細胞付着を

阻害することが明らかとなった 流れの存在下においては，フィブ ロネクチンへ

のリセプターを持っている中性リンパ球の付着が，フィブロネタ チン吸着ガラス

上では阻害されるとの報告(ForreSlerand Lackie. 1984)もあり，本研究でみら

れた遅れ時閣の存在は，流れ系での観察と一致していると考えられる.フィプロ

ネヲチンと細胞の特異的招互作用のみで細胞付着を完成させるためには，多少の

接触時聞が必要であることが示唆された.フィブロネクチン吸着でLangmuir平衡

式の飽和吸着霊は864ng/cm'である.これから，付着阻害の見られた吸着豊領減

の表面被積率は.0.053-0.19程度となる。表面の吸着状態が不明なため，細胞付

着阻害効果と表面被覆率との関係を定量化する ことはできないが.O. 19程度の表

面被積率な占ともかく. O. 053という非常に低い表面彼夜率で細胞付着阻害が見ら

れたことは，興味深い.

以下，あくまで推論ではあるが，吸着量によって，フィプロネクチ Jの吸着状

態が変化していることが考え占れる フィブロネク チンの分子の形は，回転陰影

法を用 l、た電子顕微鏡下での観察より， 図之」乏のような形であることが判明し

ている.約70。で交わっている約70nmの2本の腕が，それぞれ 2つのサブユ ニ y

トに対応していると考えられている それぞれの腕のRGD配列は，それぞれのサプ

ユニ y トの中央部近くに存在する このようなフィブロネタチン分子が，それぞ

れの吸着箆または表面被覆率において，実際にどのように吸着 しているかは，不

国 10.7 FN分子の器状

( a) 回転~2;re法を用いて.電子聞I:l民下で観察したヒト pFN 分子 X280.α)() 
(b) 上記の飢努結果をもとにして. I~式的にj苗いた FN 分子 x部分は，特に屈曲しやすい
部分を世わす

O. Engel el al.， J. 1¥101. 8iol.. J団， J倒.Fig. 4; 11G. Fig. 15 (1981) より-~r.改置]

盟主ー_JL ヒト llU祭フィプロネクチンの分子の形と大きさ (J羽口.1982) 
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日月である. しかし， 7ルブミ Jの吸着等温線の測定に関する考察(三←主ιi←

上)でも述べたように，吸着霊によってその吸着状態が変化することはしばしば

報告されている そこで，フィブロネクチンについても，小さな吸着琵の場合に

は，フィブロネクチンが固体表面上に広がった形で吸着していることが考え占れ

る その結果，吸着豊から推算される表面被夜率以上に，ポリスチレンデイ ;J :，/ 

A を覆い，結果的に，この吸着霊では比較的大きな細胞付着阻害効果を持つに至

ったとことが考え占れる

この点について，フィブロネクチン(分子毘220.000)と，細胞側による特異的な

認識部位(Alg-Gly-Asp; R G 0)の面密度等について， さ占に検討を加えてみる

初期付着の阻害効果が見られた吸着量領域の下限は46.1ng/cm2である. これは，

2. 10XIO-1' mOl/cm2(1. 26XIO'1 分子Icm2)に相当する. R G 0配列はフィブロネ

ヲチン ]分子にひとつ存在するから， R G 0の面密度も同じ値となる 細胞は直

径20μmの球と仮定すると，その平面上への役彫面積(j" 3.14XIO-6 cm2となり，

この面積内:ニフィブ E ネクチンまたは RGDが3.96XI05 個存在することとなる

一方，46.1 ng/cm'から，均一に 7 ィブロネクチンが吸着していると仮定し，同じ

大きさの格子の頂点に RGDが存在するとすると，その格子の一辺は，28 nmとな

る フィブロネクチンの分子形は， 盟主ι~に示したように，長さ 70 nmの2本の

腕を約70。の角度で開いた形である.よって， 46.1 ng/cm2の吸着量は， このよう

な形をしたフィブロネク チンが平面と平行に腕を延lました状態で吸着されている

とすれば，分子が疎らな状態ではなく，重なりあって吸着されていることとなる

このように.46.1 ng/cm'程度の吸音量(表面被覆率でO.053程度)でも細胞の初

期付着について阻害効果が見ふれたことが定性的には納得できる.アルブミンの

ようにコンハクトな形のタンハヲ質と異なり ，フィブロヰヲチンのような大きく

広がった形のタンハク質では，固体表面の非特異的性質を変える効果が，吸着歪

から推算される表面被箆率による見積より大きい ことが，以上の考察より惟察で

きる

さふに，ホリスチレンデイ :J:/.:J.上へのフィプロヰクチ Jの飽和吸音量からそ

の分子密度を計算すると， 2. 37 X 1 0 1 ~分子(または R GD)/cm' となり ， 均一に

硲子の頂点への吸着を仮定するとその l辺は， 6. 5 nmとなる. この値から，フィ

ブロネクチンが飽和吸着した状態では，分子が非常に重なり合った状態で表面上

に配列されていることが容易に推察できる， この分子密度では， 2本の腕を表面

と平行ではなく，表面から垂直に延ばした状態で吸着していることも充分に考え

られる.

既往の研究かふ(j"フィブ E ヰクチンの特異的な細胞付着(申展効果に関しては，

充分な震が吸着されていれば，増殖に対しては ~j響を 及ぼさないという結果が得

られている しかし，特異的作用ではなく，接触直後に非特異的に細胞付苔を阻
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害する効果については， ζれふの結果がそのまま あてはまるわけではないだろう

今後， R G D 配列を用いた人工的な細胞付着ポリ? などを設計する際のことを

考えると，特異的付着{申展タンパヲの吸着状態と初期細胞付着阻害効果の関連は，

詳細に検討されるべ き課題であると考え占れる.

2. 2. 3. 4 11:'触直後の細胞付着現象における支配的因子

細胞付着現象における固体表面パラメー 7ーとしては一般に，表面電荷と扇1水

性 親水性のパランスの 2つが重要であると考えられている

まず，今回検討した表面の荷電状態について考察した まずオリジナル組綴士宮

養ポリスチレンデイ :1 Yュは，若干 7 イナスに帯電している(lIertenste】n，

1980) ポリリジンは，強い正電荷を持っている このため，細胞を速く付着させ

るものと考えられる.一方，アルブミ ν吸着表面とフィブロヰクチン吸着表面は，

電荷の面かふいうと，両者ともマイナスに帯電していると考え占れる.アルブミ

ンの筈;電点{立， 4. 2-4. 8程度であり(青木ふ， 1918)生理pHでは負に帯電 し，フィブ

ロネヲチ Jの等m点は5.5-6. 2 (加治， 1984)であり，同線に生理pHでは負に帯電し
ているためである.これ占の吸警は，ポリスチレンディ :1 :/ュの負電荷を，増加

させていると考えられる.

次に，iJl; 7)< t生 親水性パランスを，7)<の接触角を指標として検討した.71レプ

ミンとフィブロネヲチンの吸着表面での結果を盟主ι~に示す オリジナルポ リ

o Alb ・FN
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スチレンテイ/:/ュ lま，約450Cの接触角を持つ，これ占の7ンバクの吸告によ っ

て，表面の疎水性l立増す その程度は，7Jレブミノと 7ィブロネクチンについて

!i全く同僚であった.すなわち表面を疎水化する作用の強さは，単位吸着f査当 り

で，両者に差異はないことがわかった 60min後の細胞付着(L細胞)については，

水の接触角と細胞付着の関係は，ある接触角をピークとする上に凸の臨線で示さ

れることが報告されている (堕1ι_.1_).いくつかのタンパクの吸着によって調

製した吸着表面では，この傾向は見られず，疎水性の増加に伴って，細胞付着は

悪化した もっとも，測定条件及び表面の種類の多さの違いがあり ，ー慨には比

較ができないが，在来の長時間での付着現象と接触直後の付着現象とでは，その

非特異的栂互作用のみについても，支配的なパラメータが異なっている可能性も

あり，今後検討を要する

表面電荷，疎水性 親水性バランスといった細胞付着における非特異的パ ラメ

タのみを考慮した場合，アルブミンとフィブロネクチンは，同様な位置にある

ことがわかる このため，盟三一 Lで見占れたように，アルブミンと同様にフィ

ブロネヂチン吸着も，特異的付哲(中展因子であるにもかかわらず，i主触直後の細

胞付着を阻害したと考えられる.

以上の結果を，細胞付着機構における特異性の有無に着目して，模式化したも

のが， 盟2ιよ_Q_である.細胞の特異的相互作用で細胞付着を完成させるために
は，その因子が多量に固体表面に吸着されている場合を除いて，若干の銭触時間

が必要であるため， t妻触直後の付着への寄与は，非特異的相互作用が支配的であ

ること，また，たとえ特異的付着 (~l 展タンバヲであっても ， i妻触直後には非特異

的表面として認識されること，を示している このモデルは，比較的弱い特異的

な相互作用を ~1めるために，それに比べて相対的に強い非特異的な栂互作用が重

要なのではないかとするProskopの推察(1991)を，より進めたものといえる。

一般には，血清タンパヲの細胞付着阻害効果i;l，こ れらのタンパクが細胞がホ

リスチレン骨格へ直接付着するのを妨げるためであると理解されている.ポリス

チレンデイ yシュそれ自体は静電的に見ると 7 イナスに帯電しているが，jAい細

胞付着がみられる これは，静電的作用のみで細胞付着が説明できない仰lであろ

う おそ占く，ファンデルワールス力や疎水的相互作用が主として支配している

と思われる.

-50-



FN Receptor 

(specific) 
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FN 

CELL 

SURFACE 

盟三ιよj)_ 接触直後の細胞付着機構のモデル(本研究による)

それでは，その上に吸着したアルブミンやフィブ巴ヰクチンといったタンパヲ

のどの様な特性が，細胞の直接の付告を妨げるのであろうか これらのタンハヲ

の吸器によって表面全体の非特異的特性の何が変化したのであろうか.そこで，

本研究で得られた結果を一覧にして丞~Iこ示す まず，表面電荷でみると，
ポリスチレンティ :l Y .:l.を除いて，マイナス表面では，一般に細胞付着が遅いこ

とがわかる 一方，プラスに帯電したポリリジンは，細胞付着速度を著しく向上

させる.また，タンパヲの吸着で調製した表面については.i.*水性 親水性パラ

ンスでみると，疎水性が若干強くなり，初期細胞付着の阻害が見られる この阻

害効果が始まる吸着量li. 盟主ι一三と図え_，_]_でみると，アルブミハフィブロ

ネヲチンのどち占においても. 50 ng/cm 2程度である ， 盟三ι一旦をみると • 50 ng 

/cmど程度の吸着霊が. I妾触角に与える変化lま.100 程度のI曽加である
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丞L_l_ 表面特性とl1<触直後の細胞付着

proteins specific interaction charge hydrophobicity initial attachment 

none (bare PS) 十 rapid 

FBS + 十十 slow 

FN/Alb.blocked + 寸十 slow at low coverages 

FN + 十十 slow at low coverages 

Alb 十十 slow 

PL + 十 very rapid 

さまざまな疎水性 親水性ハランスを持つ人工ポリマ 上の細胞付着を検討し

た玉田占 (1986)の結果である陸上ι 4や. lIorbe t tらの結果(1985)によると，最も

良好な細胞付着を与える疎水性を1寺つ表面から，接触角で100 程度増加しでも，

細胞付着率には，なんら顕著な影響を与えないことが明らかとなっている.こ れ

らは，本研究のように接触直後の付着を検討した例ではなく，そもそも援触直後

の細胞付着において，陸上_，_____1_のようなm触角に対する細胞付着率変化幽線が成
り立つのか，という疑問も残るが，この程度の倭触角の変化が細胞付着に影響を

与えるとは考えにくい 後触直後の細胞付着の検討ではないが，さまざまなタン

パクで被浸した表面上で培地のpHと7ンハクの等電点の相対的大小を変えて，細

胞付着への彫響をみたところ，用いたタンハクの等電，占より低いpHであれば，細

胞は良好な付着を示すこと (Takeichiand Okada. 1972)が報告されている

よって，ホリスチレ J デイ y ンュなど，固体表面それ自体への細胞付哲現象に

ついては，本研究の結果か与は結論を導く ことはできないが，少なくとも各極タ

ンパヲて被m調製した培養表面への後世直後の細胞付哲現象においては，吸'u:7
ンハヲの荷電状態がi)l'7ド↑生 観水性パランスと比較して，より支配的なハラメ ー

タである ことが示唆される.また，荷電状態としては，従来tlio喝されてきた臨界

電荷密度よりも，吸音タンパヲの表面電荷の極性が，1主触直後の細胞付着におい

ては，まず第 1(こ重要なハラメ ターてあることが示唆された.すなわち，この

ように限占れた， しかし工業的に最も通常にみられる細胞付着現象においては，

総括的にマイナスに荷電した細胞表面と国体表面聞に働く静電的相互作用が他の

相互作用に比べて重要であることが示されたといえる

乾かに，臨界~荷密度というパラメーターが提唱されてきた過程 ii ，細胞付着

現象を動的に掃j占えていない実験や，吸着タンパクを介した間接的な相互作用と.
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国体表面細胞間の直接的な招互作用の区別が明o1i'でない実験の積み重ねである

しかし，本研究で得 占れた結果1:1，一般的な臨界電荷密度というバラメータ の

重要性を否定するものではない.実験における 7ンパク共存の有無や付着率の測

定時間等を考慮せずに既往の研究を慨観すれば，臨界電荷密度が，疎水性 親水

性パランスと共に最も重要なバラメーターのひとつであることは，多符 1 主主

で述べたように明らかである.本研究の結果は，工業的にみて重要である非常に

短い接触時間における細胞付着現象を，最も通常に見られる血清タンバク共存系

において検討すると，タンパクの篭荷の極性というパラメータの重要性を指摘し

たと位置つけられるであろう

2 _ 3 プミ 1主主音歪~，こヰヨける

主音壬~三受荏õ !f寺 f生 α:> -j]量元~イヒ

2. 3. 1 本fiiiの研究目的

本節では 2 _ 2 でi尋.;れた結果に基づき，大量培養における活安表面

特性の最適化，すなわち，接触直後の細胞付着とその後の細胞伸震を同時に促進

する表面を提出することを目的とする.

具体的にぽ，最iAの(申展に必要な最低限の特異的付着{申展因子そもち，かつ，

全体がプラスに帯電しており. '7イナスに帯電している細胞を接触直後か占非特

異的に付着させやすい表面を調製し. 1:妾触直後の細胞付着速度とそのi去の細胞(申

展率を検討した.

2. 3. 2 実験方法

表面の羽裂は基本的には. 2 _ 2 と同様に行った.初期付着と(申震を岡

崎促進する表面i<l..まず. 2. 5μg/mLのフィブロ不ヲチンで被覆し，次に残りの吸

普サイトモ100μg/mLのポリリジンで被複することにより調製した. コントロール

として同濃度のフィブロネクチンのみ，ポリリジンのみで被覆した表面を調製し

速の細胞付着実験についても 2 _ 2 と同様な方法を用いた

細胞の60min培養後{申展率(S"o)の測定は. Grinnel and Feld(1979)の方法によ

った.まず，付着実験と同様な条件で60min静置培養した細胞を. PBSで2回洗浄

することによって非付着細胞を取り除いた後，付着細胞を2%グルタルアノレデヒド

/2%ホルムアルデヒド/5%スヲロース/PBS溶液中，室温で一晩回定化，さ占に 7;)
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化ナトリウムをO.02~添加した PBS に変えて， 40Cで保存した 別に測定した付着細

胞に対する伸展細胞の比率を， 500ー1，000個以上の細胞について顕微鏡観察し，算

出した. まず，倍率100倍の顕微鏡視野中のすべての細胞数を測定し，次に伸展を

開始していない細胞数を数えた.ここでいう細胞伸展とは， (申展を開始している

ことである すなわち，球状の形態がまったく見られないこと(顕微鏡下では球

状の細胞ほ丸く光る給郭を示す)，少しでも細胞周囲に細胞質が伸展している こ

とが観察されるものとした

2 3. 3 結果及び考察

まず， 7ィブロネクチン吸器量に対して，初期付着速度定数と BHK細胞の(申展率

の関連を検討した. 2 _ 2 で得られた細胞の初期付着速度定数とここで測

定された細胞の伸展率をフィブロネクチン吸着霊に対してプロ y トしたものが，

盟主ι よ上である これより，吸着豊か占みると，細胞の初期付着と{申震では，

異なった領i誠で大きな途 L、が見られることがわかる. これは，細胞の筏蝕付着現

象と，細胞の(申展現象が異なった機構に基づくものであるという考えを強く支持

する結果である.民速の1申展に必要な最低のフィブロネクチンの吸着盟は， 45. 1 

ng/cm
2である この吸着畳を分子レベルまたは RGDレベルで検討すると， 2. 

三ι斗ι~で考察したように， 1. 2 5X 1 0 11分子(または RG D) /cがとなる この

時， R G Dの間隔は28nmとなる この距離が，細胞が{申度運動をスム ーズに行う

ための限界の距離であると考えられる.

{~l展に必要な短小量の特異的付者機構を持ち，かっ表面全体の特性として細胞

を非特異的に付着させやすい表面を慢出した。この表面特性を模式化したものが，

区~ι_u_である ζれは，約45.1 ng/cm2 (液濃度で2.5μg/mL)のフィブロネク

チンをまず吸着させた後に，ポリリ γ ンで残りのサイトを浸ったものである. こ

れで，全体の表面電荷(ま充分にプラスとなっていると考えられる 盟三ム_lより

45.1 ng-FK/cm2では，細胞は若干のうグタイムを持って付着する そこで，この

吸着量のフィブロヰクチンで予め被覆した表面上では，ポリリシンの被援による

初期細胞付着促進効果を容易に観測することができる.また，このフィブロネヂ

チン吸着畳は，細胞の最i主体展に必要な最低霊であるため，{申展$の低下によ っ

て，ポリリジンポストコーテイングによるフィブロネクチ Jの細胞伸展活性部位

の効果への阻害を，間後自力にlJlifilJすることができる.
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初期付着率の経時変化を，盟主ιよ_Q_に示す また，接触直後の付着速度定数

k ~ (lと 6 0 m i n 1.設の(申展率S6Oを丞三ι_l_に示す ポリリジンのポス トコーテイ J グ

によ って，細胞付着にラ グタイム{立見占れなくなっ た 速度定数で比較すると，

1.00 

0.80 

0.60 

(

・

)

担

C
O
E
z
o
g
H《
=
由

υ
|グ/
0.21シび

6 5 4 3 2 
0.00 
0 

Contact Time (min) 

ポリリジン/フィプロネクチン混在表面における

接触直後の細胞付着

盟主ι__u_

ポリリジン/ フィプロヰクチン混在表面における

初WI付着速度定数と細胞伸展率
丞L 一三

FN 

l、0"1 • (m i n-' ) 
~6" D (ー〉

56" C (ー〉

o. J7 
0.95 

0.9 

1
1』nγ 

0.59 

0.92 
0.1 

F~ + PL 

0.76 

0.96 

0.9 

'rate constant of a f i rst order react i on for 0-1 m i n contact. 

。attachedcell ratio after 60 min contact. 
cratio of the munber of spreadi円gcells to that of attached 

cells after 60 min contact. 

-56-



ポリリゾンによって，約4.51告の値へと増加させることができた。また，ポ リリジ

ンのホストコーテイングによっても，細胞(中皮は何等影響を受けなかった ホリ

リy ンの被援によ っても. R G Dのような 7ィブロネヲチ J細胞伸展活性部位は

その活性を阻害されないことが分かる.この表面は，特に特異的付着伸展タンハ

クへの応答が遅い細胞にとっての培養表面の最適化の可能性を示していると考え

られる. また， この結果は 2 _ 2 で提出した モデルの傍証ともなると考

え占uる.

フィブロネクチンのみの表面と 7 イブロネクチンとポリリジンの共存表面での

水の接触角を測定した，結果を阻三ι__l__.i_に示す.ポリリジンのみを吸着させた

場合は，ポリスチレンディ yシA とほぼ全く接触角が変化しなかったこと(データ

は示していない)より，ポリリジンはポリスチレンディ yシュとほぼ問機な親水性

を持つために， フィブロネヲチンに吸着されていない残りの吸着サイトに吸着し

でも， 盟三ーよ4に見ふれるように，フィブロネクチン吸器表面の接触角に影響

を与えなかったと考え占れる~車水性 親水性パランス:<I.ポリリジンの共存に

関わらず一定であることから，ホリリジンのポストコーティングで見られた初期

細胞付着の著しい改善は，ポリ リジンの正電街によるものと考えられる. この結

果は. 2. 2. 3.4で述べた，アルブミンやフィブロネクチ Jの50ng/cm2程度

90 rイf)-
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の吸音量でみふれ始めた接触直後の細胞付着阻害効果の主たる原因を，吸着によ

る表面の ñ~，71<↑生の増加ではなく，吸普 7 ンパクと細胞との静電的作用によるとの

推察を強く支持するものである.

2_  4， オζ 主主主 α〉まと使う

ヌド ヨコ主で!t.接着依存性動物細胞を用いた物質生産を工業レベルで行うため

に，愚も有望であるマイクロキャリア 法における連続後扮による細胞播陸時に

見占れるような きわめて短い後触時間での細胞付着現象に及Iます培養表面の特異

的及び非特異的特性を，ディ ;l Y ，.:I. を用いる静置付着実験で，細胞とディ ;1 :./ユ

底面の接触時間を，既往の付着実験例と比較して非常に短く設定することにより

検討した

まず，培養時にしばしば見ふれる血清吸着表面においては，若干のf妾制1時間の

i孟に大部分の細胞が付着し始めるという現象が観察されたことか占，域住の比転

的長い接触時間での細胞付着実験の結果は，連続縦狩によるマイヲロキャ リ7

への細胞播種における固体表面特性の影響を縫察するのには不適切であることが

示唆された (2. 2. 3. 2 ) 

次に， ここで見占れた現象について，血清中の特異的付'effijl展因子であるフイ

ブロネクチンと血清中で最大の含有量を示すタンパヲであるアルブミンに注目し

て，さらに検討を加えた.アルブミ J吸着表面では，短いラグタイムの後に細胞

が付着し始めた フィブロネデチンによる特異的付着機構のみでも，吸哲霊がノj、

さくなるにつれて。短いラグタイムのi去に細胞付着が始まることが明らかとなっ

た また，フィブロヰクチンは，吸着豊が充分大きい場合は良好な初期付音速度

を与えたが，小さな吸着置では，ポリスチレンディ ;1 Yュへの速い細胞付むをか

えって阻害する効果を持つことが判明した (2. 2. 3.3 ) 

等電点か占予想される吸着表面の荷電状態，接触角として測定された吸着表面

の疎水性 殺71<1生パラ J スの点で，アルブミン，フィプロネヲチン吸u表而の非
特異的性質は，ほ!t問機であることが判明した.よって，細胞の後触付着現象に

ついてほ，特異的付着機惰より非特異的付着機惜の方が，重要な役割を演じてい

ることが示唆された.これらの結果に基づき，後触直後の細胞付着の機械を表し

た簡単なモデルを慢出した.また，阻害効果が見られ始めたアルブミン， フィブ

ロネタチン吸着表面の筏触角 lま，速い付着がみられるポリスチレンディ y戸ュと

さほど変わらなかったこと，ポリリジンのようなプラス帯電表面は初期付告を著

しく改善したことより，銭触直後の細胞付着においては，疎7.k性/親水性パラン

スより ，表面の荷電状態，特に極性がより重要なパラメ ターであることが示唆
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された (2. 2. 3.4 ) . 

さ占に， フィブロネヲチンの特異的細胞{中庭作用と，ポリリジンの非特異的細

胞援者性を組み合わせ，高い初期付着速度と愚速の(申展を行わせる表面を提案し

た.この表面は，特異的付着因子に対する付着応答性が遅い細胞の 7 イクロキャ

リアー培養において，特に有効であると思われた.また， ポリリジンのみの表面

とフィブロネクチン・ポリリジン共存表面の疎水性は ほぼ同ーであったことより，

少なくとも固体表面に吸着したタンパヲの初期付着における影響については，疎

7)(性 親水性バランスより表面電荷の極性が重要なパ ラメ ータであることが裏付

けふれた (2. 3. 3) 

細胞付着現象における特異的相互作用と非特異的相互作用の役割の相対的な大

小については未解明であり ，今後の検討が待たれると されている (Rpokop. 1991) 

オ丈主主 での結果 I~ ， 大量培養の際，最も通常に見られる細胞付着現象における

特異的相互作用と非特異的相互作用の寄与を定量的に明らかにした上で，簡単な

モテルとして現した点て意義がある
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第三~ 3 ::.::主 ~伺Z 妻受E百字寺 f生と長夜 tg三毘ヨ弓子による

孝刀十tこ主音歪S':IJ干来mJt包 α::>7f~!lË.互主ととJぽ

根室主台e:多モ事'i'.CD常fJ1a羽

3 _ 1 ;;$::主立α〉窃干ヲ主目白勺

初代培養肝細胞は，さまざまな肝特異機能を保持したまま一定期間培養可能で

あるため，ハイブリ y ド型人工肝臓を始めとするさまざまな有用な用途への利用

が期待されている 近年，各種の物質で予め被覆した表面上で，単一状態で矯種

された肝細胞が次第に凝集し，スフエロイドと呼ばれる細胞凝集体を形成，従来

広く利用されてきたコラーゲン彼夜表面上の単層培養細胞と比較して，高レベ Jレ

の』干特異機能を長期にわたり発現することが報告されている.

イヌやプタの初代培養肝細胞を単層培養したコラーゲン被覆平板を何枚も重ね

たモジューノレ，いわゆる単層培養 積層型モ:/"ーノレは，すでに試作され，動物

実験が行われている， しかし，無肝犬を65時間程度しか生存させられないこと，

そのモゾユーんをヒト肝全細胞の1/3を保持するものに単純にスケール7 .1プする

と，約40Lとなることから， ヒトでの臨床応用にはまだまだ速い状況である.肝細

胞凝集体(スフエロイド)は，それ自体が高機能・高密度であることから，適切

なモジュール化を行うことにより，単層培養 積層型モジュールの装置容積と性

能を大幅に向上させる可能性を持っていると考えられる

肝細胞スフエロイドを利用した人工肝モ:/"ーノレはいくつか試みられ始めてい

るが，いずれもスフエロイドの高密度 ・高機能を生かしきっておらず，改善の余

地が多々ある.また，スフエロイド自体についても，その発見が新しいために

形成や機能発現， さらに形態制御といった応用面で必要とされる基礎的な知見が

充分に得られているわけではない

そこで::zts;:::L~では，培養系での細胞凝集体の形成と維持における団体表面特

性と液性因子の影響を検討し，良好な形成 ・維持のための基礎的な培養条件を明

らかにすることと共に，高度な機能発現を確認し，ポリリジン上で形成された細

胞凝集体がスフエロイドである ことを確認すること (3_ 2 )，ハイブリ

ツド型人工肝股への利用を前提とした際に重要と考えられている各種肝特異機能

の発現を確かめること (3 _ 3 )，モジュールへの利用のために，浮遊ス

フエロイドの選択的形成と再付着固定化等のスフエ ロイド形態変化を液性因子と

固体表面特性によって制御する こと (3 _ 4， )，の3つを大きな目的とす

る.

われわれは，ポリリジン1夜で被覆した組織培養用ポリスチレンデイ y シュ表面



にラ y トよ り採取した単一肝細胞を掲種すると，細胞が次第に凝集し， いままで

報告されている細胞凝集体 (スフエロイド)と額似の凝集体が形成されることを

見いだした. ポリリジン は溶液状態でさまざまな表面と後触させることによ り，

簡単に吸着させられる. もしポりリジン彼覆表面上で形成された細胞凝集体が従

来報告されているものと同織に高度な機能を保持している ことが判明すれば，ポ

リリジン溶液との銭触により，さまざまな形態を持った培養表面に，簡単な操作

で高機能を発現するスフエロイドを形成する能力を付与することができることに

なるー

そこで，まず 3 _ 2 では， スフエロイド形成における表面被猿ポ リリシノ

ン液濃度の影響と，その後の形態的維持における各種液性因子の影響，さ らに維

持が改善された条件下で，従来その高レベル発現が報告されているアルブミン分

J必能について，従来の単層培養と比較し，ポリリン ン上で形成された細胞凝集体

が，スフエロイドと呼ぶにふさわしい高度な機能を長期にわたり維持することを

確認した

肝細胞凝集体は，アルブミン分泌能(Koideet aJ.. 1989)やピリルピン抱合能

υ11口ら.1989)については，単層培養と比較して良好な発現レベルを長期に維持

すること が判明しているが，その他の機能発現については，調べられていない

人工肝臓モ y ュールへの利用を前提とする以上，可能な限りさまざまな肝特異機

能を半世j寺しなければならない

そこで，次に 3 _ 3 では，人工肝臓モジュ ルへの利用の際に重要であ

ると考え られ，単局培養細胞利用モ ジュ ールにおいてすでにその発現 ・維持が検

討されているいくつかの機能について，ポリリジン被覆表面上で形成されたスフ

エロイドによる発現状況を検討した また， ラット尾健から政抽出したコラ ーゲ

ン被覆表面上においても，培地成分によ っては，完全なスフエロイドと単層培養

の中間的な形態，すなわち細胞多層凝集体が形成されることが判明したので，併

せて機能発現状況を検討 した.

スフエロイ ドを利用して人工肝臓モ ジA ルを製作する場合には，採取した単

一細胞を固定化した後に細胞凝集を起こさせ， スフエ ロイドを形成させる方法と，

まずスフエロイドを大量形成させた後に固定化を行う方法とが考えられる 最終

的なモンュ ール内の細胞密度を上げ られる ことと，凍結保存に対してスフエロイ

ドの方が耐性が高いことが充分に予想されることから，将来，実際に臨床応用す

る際には，スフエロイドを何等かの手段で大量形成した後，凍結保存しておき，

必要に応じて融解，モジュ ールを製作することになると考えられる

そこで，さ らに 3 _ 4 では，ポリリジン被覆表面上で形成されるスフエ

ロイドについて，上に述べたモジュ ール製作の7プロ チに必要と考えられる形

態制御を， 1直性因子と培養表面特性によ って試みた.まず， 1夜性因子によ って，



良好な浮遊状態のスフエロイドを選択的に形成させるための培地条件を設定した

さ占に，得ふれた浮遊スフエロイドを荷播種し，一部付着{申展した状態での安定

固定化する際に望ましい培養表面特性について検討を行った.

3 _ 2 オぞ リリジン被支芝愛妻安B雪」二<?CD

町二来凹月包漢語E 多長手本 α〉予F~ R:主とと来f:(~ 幸寺

3. 2. 1 本節の研究同的

本節では，培養系でのスフエロイド形成と維持における国体表面特性と液性因

子の影響を検討し，良好な形成 ・維持のための基礎的な培養条件を明らかにする

と共に，高度な機能発現を確認すること，すなわちポリリジン上で形成された細

胞凝集体がスフエロイドとよばれるものであることを確認することを目的とする

具体的には，まず，凝集体形成におけるポリリ:ノンコ テイング液濃度の影響

について検討し，一定濃度以上のポリリジン液による被覆が細胞凝集を促進する

ことを示した (3. 2. 3. U .次に，形成された細胞凝集体が，従来の報告

仰!と比較して短期間に崩犠する現象が見られたことから，肝細胞の維持に有効で

あるとされているいくつかの因子について，凝集体形態の維持に対する影響を検

討し，一定の改善を得た (3.2. 3.2) . さらに形態的維持が改善された培

地条件下で，肝特異機能のひとつであり，既往の報告例で測定されているアルブ

ミン分泌IiEを，ポリリジン上で形成された細胞凝集体について測定し，同時に行

った コラ ーゲン上の単層培養肝細胞と比較して，高レベルの分泌能を長期に維持

することを確認した (3. 2. 3. :t) 

3. 2. 2 実験方法

3. 2. 2. 1 培養是正而の調製

培養表面としては， F a 1 conの組綴培養用ポリスチレンデイ y シュ (35mm)を用い

た.ポリリジンコート表面は， S i gma社のpoly-D-lysine(分子霊30，000-70，000)を

用い，各種波度のPBS溶液でディ y シュを370C，1時間被覆， 3mLのPBSで2回洗浄

し，使用までPBSを入れてまたは，乾燥させて40Cで保存した.ポリリジン被援表

面の保存状態の細胞凝集への影響は，全く見られなかった.コントロールとして，

Micharopolous and Pitot(1975)によりラ y ト尾健から酢酸抽出したコラ ゲンで

被覆した表面を調裂し，培養を行った



3. 2. 2. 2 B干細胞の詞製と講義

肝細胞は， 6-8返齢， 150-150gのWistarラ y トオス (日本生物材料)をネンブ

タールで麻酔し， O. 05%コラゲナーゼ潅流法 (Seglen，1976)により採取した コラ

ゲナーゼは和光純薬の細胞分散用を用いた ガーゼ涜過・低速遠心 ・細胞総過器

(池本理化)によ りほぼ実質細胞のみを得た トリパンブルー染色による生存率

(;t78-87%，収量はl-1Xl0S cellsであった.播種密度は生細胞で5.0Xl0'cells/ 

cm
2
，デイ y シュ当り 1，5または1，0 mLの培地霊になるように掃種した

基本培地はウィリアムスのE培地 (WE:極東製薬)に， 10 mM HEPES (ト1-

Hydrolyethylpiperazine-K'-1'-ethanesulfonic acid)， 10-'Mイ，，:/:/.=1.リ:.--(タ

カラ)， 10-' Mデキサメタゾン(和光純薬)， 100 uni ts-ベニシリ:.--(G1BCO)/mL， 

100μEーストレプト 7 インン (GIBCO)/mLを添加したものとした.

培養開始から6時間までは基本培地で培養し，以下各種添加物を加えた培地に交

換して培養を続けた.基本培地には必要に応じて， 5%非働化牛胎児血清 (FBS:

Filtron)， 10 ng土度成長因子(EGF: :;カラ )/mL，100 ng-7プロチニン (Apr::;力

ラ)/mL，10-'Mグルカゴンを添加した また，機能測定実験では，上記4つのホル

モ Jに加えて 10-'¥1のCuSO，・5H20と3Xl0-9MのH2Se03を添加した.この微量金属

の濃度は，Ena tら(1980)のHormonallyDefined Mediumの浪度であるー24時間後に

2回目の培地交換を行い，以下2日毎に培地交換した. 5日以降は， 50 xg， I minで

遠心して交換した

3. 2. 2. 3 7ルプミン濃度と細胞内DNA況の測定

細胞内DXA1llはi=牛胸腺DNAを標準物質として， Brunkら(1979)の方法によって

定量した，細胞はP3Sで2回洗浄して， pH7， 6のリン厳カリウム緩衝j伎に懸濁 して，

超音波で破砕した この細胞破砕液は，直接DAPIと反応させ， 350 nmで励起し，

450 nmの蛍光を測定した 培地中に分泌されたアルブミンは， 2抗体サンドイ y

チELISAによって測定した

3. 2. 3 結果及び考察

3. 2. 3. 1 ポリ リジン彼溜表而での肝細胞主主集体の形成

5%FBSを添加した基本培地中で，ポリリジン被覆表面における肝細胞の形態変化

・維持を観察した.コラーゲン被覆表面での培養では， 14時間後にはほとんど細

胞が伸展した.ところがポリリジン上では， 14時間後にはとなりあった細胞同士

が結合するが， コラ ーゲン上のものほと伸展せず，島状に凝集するのみであ った

その後この島状の凝集が表面上に盛り上がり， 3-5日に急激に球状となり， 一部は

沼養l夜中に浮遊した 以上の形成過程 ・形態等から見る範囲では，本条件で形成
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された細胞凝集体は，五主近報告されているスフエロイドと同級のものとであると

思われた

次に，インン ユリンとデキサメアゾンのみをホルモンとして添加した合成培地

中で，ポリリジンの表面被覆濃度を10-5-100mg/mLの範囲で変えて，細胞凝集へ

の影響を検討し た 結果を盟主ι__liこ示す.最速の細胞凝集には， 10-2 mg/mL以

上の コーテイング濃度が必要であった. 10-3 mg/mL以下のコ ーテイング濃度では，

細胞は凝集するものの完全な球形のスフエ ロイドとならず，国体表面に強固に付

着したヘミスフエロイドまたは多層凝集体が形成されるに留まった 以上，ある

一定以上の正電荷がスフエ ロイド形成に必要であることが示唆された.

小出らは (1989)， ラ y ト』干パイオ 7 ト')"ヲスのプロテオグリカン分画で被復

した表面上で形成された細胞凝集体(ス フエロイド)と同械なものが， さまぎま

な人工表面上で形成され，プロテオグリカン分画上で形成されたスフエロイドと

同械に高機能を発現することを示している.彼 占は， ij干細胞によって合成・分J必

されたプロテオグリカンが，これ占の人工表面に選択的に吸着され，プロテオグ

リカン分画上と同様な細胞凝集・スフエロイド形成が見占れると後察 している

ブロテオグリカンは強い陰性電荷をも った巨大タンバクー搭復合体であるため.強

いフラス電荷や強い疎水性をもっ固体表面に選択的に吸着されると考え 占れる.

ポリリジン被覆表面i;t，生理pHではアミ/基による強いプラス電荷を保持してい

るため，強いマイナス電荷を持つ肝細胞分泌プロテオグ リカンを選択的に吸着し

たと考えられる.

以下の実験に おいては，最速のスフエロイド形成が見占れた濃度の10倍である

100μg/mLの濃度のポリリジンコ テイングを用いることとした.

32.  3. 2 肝細胞~~主体の形態と維持における被件閃子の彫符

5%血清を添加した培地中で，ポリリジン上に形成されたスフエロイドの縦j寺を

検討した.培養開始7日後にトリパンブルー染色を行ったところ， スフエロイドに

組級化されていない細胞はすべて染色されたが，スフエ巴イドは表層の一部の細

胞が染色されたのみであった この条件でスフエロイドは10日まで健全な形態で

維持されたが， 12日では大部分のスフエロイドの表層細胞が磁主要され，球状の形

態は崩壊したー また，基本培地のみ(無血清)の条件下でのスフエロイド形成・維

持を観察した 形成は血清添加培地と比較し，約l白速まり， 2-4日に行われた

これは主に，フィブロヰタチン等の血清中付着伸展因子による{申展作用がないた

めであると考え占れる.一方維持については， 6日後で早くも血清添加培地で12日

にみるれたのと同様な形態崩壊を起こした.本条件下では，血清による維持促進

効果が確認された，

そこで，肝細胞生存促進効果が示されいる EGFと7プロチニンの影響を検討した.
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EGF はスフ エロイド形成を促進することが示唆されている (Akaikeet al. 1989)ー

また7プロチニンは，単居培養において，細胞膜ブロテ7ーゼを阻害することに

より，細胞層の維持を促進することが報告されている(Asamiel al.. 1984)ー

そこで，ポリリジン被覆表面でのスフエロイドの形成 ・維持に及ぼすEGFと7プ

ロチニン (Apr) の影響を観察した.基本培地に両者の添加 ・ 無添加の組合せで 4j~

りの培養液を調製，培養した場合における5日間培養後の形態を，盟主ー一三に示す.

ポリリジン上のものにおいても， 20 ng/mLのEGF添加により ，形成は無添加のもの

と比較し促進された(b).すなわち，形成がl日後から開始され，より多くの細胞

が組織化された.一方， 200 ng/mLのAprを添加すると，細胞は凝集するがスフエ

ロイド形成までは至らず，多層集合体を形成するに留まった(c.d). これらの多層

集合体は，形態的に約10日までは維持された.

さらに，基本培地(鈍血清)で形成させたスフエロイドを. 5日から血清添加培

地またはApr添加無血清培地に移し，形態の維持を観察した.基本培地で培養を継

続したものは7日で掛主要したが. 5日から血清添加培地に変更したものは，始めか

ら血清添加培地で形成させたものとほぼ同憾に10日目まで維持された.また，

Apr添加培地に変更したものは，血清添加培地に変更したものほどではな いが，基

本培地のものに比べ， 2-3日長く形態的に維持された すなわち，形成終了後のス

フエロイド維持については，血清と問機にAprも，促進効果を持つ ことが判明した.

3. 2. 3. 3 ポリリジン被m表而上の肝細胞滋祭休のアルブミン分泌能
既往のスフエロイドの報告例では，特に 7Jレブミンの分泌能が調べられている

そこで，ポリリジン上で形成された肝細胞凝集体について，同様に 7Jレブミ J分

泌能を測定し，コラーゲン上の単層培養細胞と比較検討した，培地には，インン

ュリン，デキサメタゾン. EGF，グルカゴン，銅とセレンを添加した合成培地を用

L、fこ.

この完全培地中でポリリンン上に指種された肝細胞は，次第に凝集して，ヘミ

スフェロイドまたは表面付着スフエロイドを形成した 浮遊状態のスフェロイド

は，ほlま全く観察されなかっ た. インシュリン，デキサメ夕、/ン，及びEGFを添加

した培地ゅでは，少なくとも半数以上は浮遊状態のスフエ ロイドとなったが，今

回グル力ゴンを添加することによ り，スフエロイドの浮遊化が完全に阻害された.

肝細胞の機能維持に重要なホノレモンが， スフエロイド形態に影響を与える現象は

興味深いが，詳細な検討は 3 _ 3 で行う.スフエロイドの維持は，インン

ュリンとデキサメタ ゾン. EGFを添加したグルカコンを含まない培地に比較 して，

非常に良好に維持された 形態的に良好な状態が，少なくとも3週間は維持された.
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(a) EGF(-) / Apr(ー)

(c) EGF(-) / Apr(+) 

901量~ τ­

-・af 、・』
。

(b) EGF(+) / Apr(-) 

(d) EGF(+) / Apr(+) 

盟主ι 一主 EGFとアプロチニンの細胞凝集への彰響(パ は200μ ・)
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DXA霊でみた細胞維持と細胞D~A量当りのアルブミン分 1ft，霊の測定結果を，図之~

]_に示す D~A霊 i;i，コラーゲン上の単層培養の方が，ポリリジン上のスフエロイ

ドより，若干大きい値を示した これは，ポリリジン上にj蓄積された細胞の内，

スフェロイドに組綴化されなかった細胞が，早く死亡するためであると考え占れ

る アルブミン分泌能は，単層培養では，急速に失われたが，肝細胞凝集体では，

凝集に伴い分泌能が増加し.そのまま高いレベルで，培養終了まで維持された

このように，ポリリジン被覆表面のような人工表面上で形成された肝細胞凝集体

は，プロテオグリカン分画上で形成されたスフエロイドと同様に，高レベルの機

能を長期にわたり維持することが明らかとなった
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3 _ 3 }j干 来閏月包義主E多良企容に よ る

モ;;.手重 H干 牛寺長毛布主主台:zιコ多毛 毛見

3. 3. 1 本節の研究目的

本節では，人工肝臓モジ'"-Jレへの利用の僚に重要であると考えられ，単層培

養細胞において維持が検討されているいくつかの機能について，ポリリジン被覆

表面上で形成されたスフエロイドによる発現状況を検討した また，ラ y ト尾腿

から酸抽出したコ ラーゲン被覆表面上においても，培地成分によっては，細胞凝

集が促進されることが判明したので，両者の機能発現状況を比較検討した

具体的には，以下のような検討を行った まず，ポリリジン上のスフエロイド

とコラ ゲン上での多層細胞凝集体の形成過程の違いを検討した.ポリリジン上

では細胞はあまり伸展せず，すぐに凝集を開始し，そのほとんどすべてがスフエ

ロイドとなるが， コラーゲン上では，一度単層括主主細胞層を形成し，その後徐々

の細胞が凝集して，多層凝集体を形成した (3. 3. 3. 1 ) .次に， この 2つ

の細胞凝集体について，各種肝特異機能の発現状況を検討した.凝集の程度と細

胞当りの機能発現レベルには，正の相関が見られた (3. 3. 3.2) .さ占に，

コラーゲン上での細胞凝集に必要な液性因子を検討した.その結果，上皮成長因

子(EGF)の存在が， コラーゲン上の細胞凝集に必須の因子であることが判明した (

3. 3. 3.3 ) 

3. 3. 2 実験方法

3. 3. 2. 1 培養表而の調製

培養表面の調製は， 3 _ 2 と問機に行った， コラ ーゲン彼夜表面につい

ては， Michalopoulos and Pi totの方法(1975)により， ラyト尾腿から酢厳抽出し

たものと，ペプ γ ン可溶化したブタ皮膚由来の 2癒を用いて，調製した.

3. 3. 2. 2 肝細胞の調製と培養

肝細胞の調製1;1.3 _ 1 と問機に行った.培地は， WEjこ20mMHEPES， 10-7 

MイJ シニヰリン 10-f.Mデキサメ夕、/ン， 10-7Mグルカゴン， 20 ng-EGF/mL， 10 

'7M CuSO，・5H20.10'$M H2Se03. 10'6M ZnSO" 各種抗生物質を添加したものを傑準

培地とした 培地交換は， 3 _ 1 と同様な日程で行った，

3. 3. 2. 3 各積肝特巽機能の測定

全ての機能は，細胞DKA量当りに規格化して表示した DNA量の測定は， 3_  
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1 と同線な方法で行った 培地中に分i.f.ーされたアルブミ ンは. EいSAによ って測

定した. DX.~測定用 に調製された細胞!il'i砕液は .10. 000x gで 3 0 min遠心したiま，

その上捕を肝特異百事業のひとつであるチロユノンアミノトランスフェラ セ(TAT)活

性測定に用いた.TAT活性は. Granner and Tompkins(1970)の方法によ った グル

コース合成能は，グノレコ スオキシダーゼ/パーオキンダーゼ法(Tomomuraet 

a 1.. 1980)で測定した 細胞をPBSで2回洗浄した後. 20 mMのフルクトースと 10

ー7Mグノレカゴンを添加したHanksの緩衝j直に再懸濁L.2時間後の液中グルコ ース生

成量を定量した.尿紫合成能は，ジアセチルモノオキゾム法(Marshet a I 

1965)によって測定し た. 同様に細胞を洗浄し.5 mMの塩化アンモニウムを含む

Hanksの緩衝液に再懸濁L.2時間後に. l'夜中に生成した尿素を定量した

3. 3. 3 結果及び考察

3. 3. 3. 1 ポリリジン l スフェロイドとコラ ー ゲン上多間~Ul体の形成過

童全些主主

ラ y ト尾腿由来コラ ーゲン上と， ポリリンノン上での凝集過程を比較検討した.

またベフンン可溶化ブタ皮膚コラ ゲン上での結果もあわせて検討した ポリリ

ジン上では. 3 _ 2 で観察されたとおりの産~m を示した. ラ y ト尾腿由来

コラ ゲン上では，まず完全な単細胞層が形成され，そのまま約1週間維持された.

しかしその後，細胞は徐々に凝集し，多層凝集体ネ y トワ ヲを形成し，さ占に

そのネ y トワーク が切れ. 20日では多層凝集体(Mult icellular Islands)となった.

26白での細胞形態を盟主ー一生に示す この多層凝集体は，ポリリン J上のスフェ

ロイドと同級に，形態的には非常に安定で，培養終了 (26日)までは少なくとも維

持された 一方，ベプシン可溶化ブア皮膚コラ ーゲン上では，細胞は単層培養を

形成した後，通常みられる死亡 ・剃際過程を歩んだ

3. 3. 3. 2 各手n肝特異機能の発現
ラ y ト尾腿由来 コラ ーゲン上の多層凝集体とポリリジ ン上のスフ エロイ ドにお

ける細胞DKA置の維持，及び各種肝特異機能の発現を検討した

D¥A量でみた細胞維持を図三ι...i'こ示す コラ ーゲン上の方が，多くの細胞を維

持したが，全培養期間にわたっての細胞死減速度には差異が見 られなかったこと

より，描種直後における揺極細胞を安定に付着させるか否かで差異が生じている

と考え占れる. 乙れは，ポリリジン上では，スフエロイドに組織化されない単一

状態のままの細胞は，早〈死亡するためであ ると恩われる このことは， トリパ

ンブルー染色する ことによって確認できた.すなわち，細胞綬集が進んでスフエ

ロイドが形成された後にトリパンブルー染色を行 うと， スフエロイ ドの多くは全
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く染色されす，染色されたものでも表庖の一部の細胞のみに留まった 方.ス

フエロイトに組級化されず単一状態のままの細胞は，ほとんど全てが染色された

同様な結果は 3 _ 2 てもみ占れた。 コラーゲン上に播種された細胞は，

伸展度が大きいためにとなりあった細胞と結合を形成しやすく，ポリリジン上に

播種された細胞に比べ，安定性が高いと考えられる.

アルブミン合成能， TAT活性，尿素合成能， グルコース合成能の 4つの肝特異機

能の測定結果を盟主主ー互に示す 各々，デイ y シュ当りと単位DKA霊当りで表示し

である.ボリリジン上のスフエロイドによるディ y シノュ当りのアルブミン分泌iiE

:;t， 3. 2. 3. 3に見占れたように，細胞の凝集と共に培加し，そのi主徐々に

減少した しかしコラーゲン上では，はじめ分泌能が失われ， 10日では E回復

L，その後徐々に失われた.この傾向は，分泌能をDKAで規格化することによ って，

より明確lどな ことがわかる，ここで観察された分泌能の変化と観察された細胞ぽ

~~過程の遣いは，互いによく一致している こ とか占，細胞凝集が，高い』干後ii~ の

発現Jこ必要であると考え占れる.また，多層凝集体の単位DK，¥霊当りの分泌能が，

スフエロイドのそれの約1/2であることは，細胞凝集の度合を忠実に反映している

と考Jえられる.

綬集過程の進行とTAT活性の変化には，明確な関連は見占れなかった. しかし，

多層凝集体のDKA量当りで規格化したTAT活性は，アルブミン分泌能で見られたの

と同様に，スフエロイドの約半分であった

尿素合成HEの維持については， TAT活性の維持発現とほぼ同悌な傾向を示した.

しかしグルコース合成iiをについては，始めの8日でかなり発現レベルが低下し，そ

の後 l;;_:~一定のレベルが保持された その傾向はHT活性と尿素合成能の維持に

おいて見占れた傾向と同様であった グルコ ス合成能の維持については，

Leibo袖itz 15(L-15)培地の方が， WEに比べて良好であるとの報告がある(茂田占

1989 ) 彼占rct充分なアミノ酸含育費が，グルコース合成1i長の維持にとって必!}.!]

であると考えている.さまざまな肝特呉儀能を保持させるためには，沼地成分に

ついて， さ占なる改善が必要であろう

ラyト尾!l!コラ ゲン上でみふれたような多層j足袋体(Multicellular

Islands)は. スフエロイドと単届I音養の中間的な形態であると考え占れる

(Shinji et a1.， 1988).単位DKA量当りの発現レベルに見られた追いは，スフエ

ロイドと多庖凝集体の細胞凝集の程度の遠いによるものと考えふれる

凝集の程度と肝分化機能の発現に関しては，細胞ー細胞聞の直後的な相互作用が

重要であることは 2 本研究か占も，既往の研究からも明らかである 最近，肝実

質細胞の生体外での凝集lこ，CellCAM 105(celトcell adhension molucle)やCDP(

calcium-dependent protein)と呼ばれる細胞表層タンパクが，重要な役割を演じ

ている可能性が指摘されている CeIICA.¥1105i孟カル y ウム非依存性であり， CDPは
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カルゾウム依存性である 分子 レベルでの解析や，細胞の分化の過程に伴った存

在部位やその:m:の変化などが日月っかにされ始めている.特に Ce11C.4M105について

はその細胞表層での発現霊の大小が，肝細胞の分化相 ・増殖椙と密1主に対応して

いる (Obrinck，1986). すなわち，正常な成熟4干のように高度な分化機能を発現し

ている場合(分化相)ではその存在置が多く，胎児肝や再生時の肝のようにf首殖

liEが高くなっている場合(増殖栂)ではその存在重が少ないことが示されている.

おそらく Ce11CAM105は，肝細胞を正常な成熟肝における肝臓組織へと組綴化する

ことに重要な役割を果たしていると考えふれる

3. 3， 3. 3 コラーゲン上の細胞凝lliを促進する肉子

ラ y ト尾腿コラーゲン上で見られた細胞凝集に必要な因子を探るため， EGfとグ

ルカゴンの影響を検討した， 14日と 10日でのアルブミン分泌能の差異を，玄Lー

上に示す.これより，このコラーゲン上での細胞凝集には， EG Fが必要不可欠な因

子であることが判明した しかし，へブシン可溶化ブタ表皮コラ ゲン上で:i，

EGFを添加した培地中でも，細胞凝集は見られなかった この観察結果を日月li[に説

明することは，今回の実験だけでは不可能である 以下はあくまで捻損rJとなる。

室主ムーよ コラーゲン上の細胞機能発現におげるグルカゴンとEGFの効果

acid.cκ1r..ICICd T ype 1 CN 

(日tt.ail tendon) 

pcpsin:w.;d Typc I仁N

(porcinc AchiJles tendon) 

Complele Glu'b EGFb GJu'b， EGFb compJet.e 

Albumin secretion rJle (μg/d{dish)a 

14 d 54.3 i 9.0 63.2:t 1.4 4.73:t 1.35 5.12 i U純リ 1.72 :t 0.05 

20d 39.0:t 1.8 27.2:t 2.4 N.D.c N.D. N.D 

aEach value indicatcs Ihe mean value土maximaldifference belween lWQ dishes 

同Jlu'，EGF: complete medium minus glucagon and EGF，同spectively

CN.D.: nO¥ detected 

酢自主抽出コラーゲ J分画には，ベフンン可溶化コラーゲンと52なって， さまざ

まな糖 J/パヲ・プロテオグリカンが含まれていることが示されており (Rei d et 

a 1.， 1986)，これ占の物質が，細胞凝集を促進したという可能性が，まず第]に

考え占れる. しかし，酢酸抽出コラーゲン分画上でも，細胞凝集について!;iEGFが

必要不可欠であったことより，単に，同分画に含まれている細胞凝集を促進する

7 トリ y クス物質の影響だけに帰省させることはできない EG Fのこの作用!j.，今

後の検討課題となろう.まず可能性として考え占れるのは， EG Fがブロテオグリカ

-76-



ノのような細胞凝集を促進する因子の合成分泌能を上昇させ，分if.されたその物

おか， na t J ¥leなコラ ゲンに多くに吸音され，単居状態か占細胞凝mが引き起こ
されたという可能性である しかし，ここで鑓示された結果か占は， EG Fか形態制

御に大きく関与している因子であること以上は，はっきりと述べられない.

今後， EGFなとの液↑生因子が各種マトリックス物質に与える彫響，固体表面の特

性がそれらマトリ y クス物質の吸着性におよぽす影響を明らかにし，その知見の

上に両者を総合的に優遇化することによ って，細胞の分化と増殖を生体外で制御

することが可能となるであろう

3 _ 4 固 イ本 妻交ilO*y， t:生と長夜f生l2Q弓三による
n干来IIIJJ包夜業主主主イJ本匂:::>::JT5盟主互主ととF、
牢幾台EZ多主主王見α〉嗣j笹羽

3. ~. 1 本館Jの研究目的

本節では，ホリリジン被夜平板上で形成されるスフエ ロイドについて，スアエ

ロイトを大量形成後にモ'/.::;J.-}レ化をするという製作 77ローチに必要と考え占

れる形態制御を， I夜性因子と培養表面特性によって試みた.

3 _ 2 で，肝細胞の維持を改善する各種液性因子によって，スフエロ イ

ド形態が大きく影響を受けることが明らかであ ったため，まず，各穫液↑生因子の

添加の有無及び添加濃度のスフエロイド形成に及ぼす影響を速度論的及び平衡論

的:こ検討して.良好な浮遊状態のスフエロイドを選択的に形成させるための最適

な培地条併を設定した (3. ~ . 3. U.次に，得られた浮遊スフエ ロイドを

再播種し，一部付u伸展した状態での安定固定化する際に望ましい培養表面特性

について検討を行った.固定化する表面を細胞凝集を促進するポリリジ J と細胞

伸展を促進するフィブロネクチンのさまざまな濃度の液で予め被援し浮遊スフ

エロイドを搭種，初期の付苦率，形態変化，付着スフエロイドの安定性，アルブ

ミノ分泌を指僚とする機能発現等について検討を行った(3. ~. 3. 2 ) 

3. ~ . 2 実験方法

3. ". 2. 1 経養表而の調製

スフエロイド形成実験と湾指種固定化実験については， 9. 6 cm2と21 cm2の組織

培養用dish(Fa!con)をそれぞれ用いた 浮遊スフエロイドの大量形成には，

square dish(Kunc;500cm2)を用いた. ! 00μg/mLの濃度のPBS溶液で，表面を37'C，
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1時間処理することにより行った フィブロネヲチン (FK)による表面被覆ば， 5， 

10， 40 μg/mLのFKのPBS溶液で同様に行った.ポリリジン(PL)とHの共存表面!j"

まずHで彼彊し，次にPLで残りのサイトを被覆して調製した.いずれの表面も，

充分量のPBSで3回洗浄，室温で乾燥後，使用まで4Tで保存した

3. 4. 2. 2 肝細胞の詞裂と培養

ラ y ト肝細胞は， 3 _ 2 と同械にf専た 傑準f番穫密度は. 5. OX 10' 

ce11s/cm三で， 9.6 cm2， 21 cm2， 500 cm2di sh当りの培地容量がそれぞれ， 1.5 

mL， 3.0 mL， 75 mしになるように揺穏した

基本培地はWi11iam'sE培地に，各種微量金属額や抗生物質を添加したものとし

た.ホルモン類lま.必要:こ応じて， インゾユリン，テキサメ夕、/ン， EGF， グルカ

コンを添加した。保i草濃度はそれぞれ 10-'M，10-"M， 50 ng/mL. 10-守Mとした

二れらの濃度は.血中最大濃度の約100I音に相当する.培地交換は，第i回を6UきWI

i孟に，第2自を24時間後に.それ以後(j，2日に 1@]行 った 3日以降は，スフェロイ

ドの浮遊化が進行するため，50 xg， 1 minで遠心して培tili交換を行った

3. 4. 2. 3 肝細胞スフェロイド形成及び浮遊化の測定

スフエロイドの形成及び浮遊率は，無作意にj.B:んだ20の顕微鏡視野(倍率100倍7

O. 011 cm')について p まず.丸 くはっきりとした給郭を持つ全スブエロイド数を

測定し，次にその内，浮遊しているものの数を測定した スフェロイド数!;t，面

密度(スフエロイドIcm2)として表示した また浮遊率は，全スフェロイドに対し

ての浮遊スフエロイドの比率(%)主して示した

3. 4. 2. " スフェロイドの同収と再4蓄積及び付行スフェ口イド数の ~lll定

スフェロイドの回収は，まず 10-'Mのインレ〆ュリンと 10-6Mのデキサメ夕、/ン

を添加した基本培地中， PLてleiT:宣したsquaredish上で7日培養して形成させたス

7 エロイトを.まず，培地中で緩やかなピベ y ティング{こよ り，浮遊およひ1淀く

付着しているものを回収し，さ占 lこ40mLの新鮮培地による回収を2回行った こ

れを，50 xg， 2 minの遠心により l回洗浄し，上記沼地に10・Wのグルカゴンと 50

ng/mLのEGFを添加した培地に最終懸濁した スブエロイドの損失を防ぐため，

全てのガラス器具には νリコン処理を行った

この一部を採り，その中の全スフェロイド数を数えることによりスフェロイド

濃度を測定， 9.6 cm2-di sh当り1.5 mL，約1.000 スフェロイドIcm2となるように

希釈して掲種した.最終懸i罰液の一部を採り ， D~A量を測定，細胞当りの D ì\ Af置か

占スフェ E イド当りの細胞数を測定した。DKA霊のi!i11:;:Eは， 3 _ 2 と同係に

行った 同法による録取直後の細胞当りのDK，¥iJ1;!立. 27. 8X 1 0・・ μg-1)以/cc11であ
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った

再j~ 段 i孟第 l 回目の培地交J吏(;1: 1 日後に行い，以下 2 臼毎に培地交換した . スフエ

ロイトの函密度は，異なる20の顕微鏡視野についてスフエロイド数を測定して求

占うfニ

3. 4. 2. 5 再播種固定化スフェロイドの機能測定

再j番種固定化i&の機能測定(;tアルブミ J分泌能について行った.培地中の 71レ

プ:ン濃度(;t， ELI SAによって測定した

3. ~ . 3 結果及び考察

3. ~. 3. 1 浮遊スフェロイドの選択的形成

初代培養肝細胞のさまざまな機能を同時に発現・維持するためには，インシュ

リン，テキサメタゾン，EGF， グノレカゴンの 4つのホルモンが必要であることが

単居培:fi'での検討により明占かにされている(涜回ら， 1989)，そこで，まず，血

中最大泌度の約100(音に相当する濃度で，インシュリンとデキサメタゾンを添加し

た基本培地を用い，これ占のホルモンがスフェ E イド形成に及lます影響について，

速度論的および平衡論的に検討を行った 各々の結果を，図立ムー工と丞立ι ..Lに

示す ζれ占の結果より， EGFの添加により，スフエロイドの個数は少なく，径は

大きくなることがわかる 7日での浮遊化スフエロイド率は，由1I添加と比べてあま

り変わ占なかった EGFを添加した培地中では， 200μm 以上の径のものがしばし

ば見占れ， 1日では内部様死を起こしていることが観察された. さらにグルカゴン

モ添加すると. スフエロイドの形成過程は変わ占ないが，浮遊化はほぼ完全に妨

け占れた.以上より，中程度の径の浮遊スフエロイド を選択的に形成させるため

にほ， EGFとグノレカゴンの添加は避ける必安があることが示唆された

そこで，次に，インシュリンとテキサメタゾンの濃度を変化させて， スフエロ

イドの形成と浮遊化について，同様な検討を行った.すなわち，血中1u大濃度の

1，000倍相当(l0''M イン y~ リン 10''Mデヰサメタゾン)， 100 (音相当(それぞれ

10-"M， 10-切)および10倍相当(それぞれ10-'M，10-GM)の3種の組合せで，スフエ

ロイド数と浮遊化率を経時(J'J に制定した，結果を，直立ι.JLと丞立ι~に示す.

盟主ー一色より，インゾユリンとデキサメタゾンの濃度を下げることにより，スフ

エロイド形成が速まるよとがわかる 顕微鏡下の観祭でも.ホルモ J濃度が増加

するのに伴い， 1~2 日に細胞が伸展状態へ大きく傾くのが見られた . 高ホルモン

i足度培地中においても，その後細胞凝集が進み， 5日では，ほとんどがスフエロイ

ドとなった.丞三ι__1_より，ホ Jレモン濃度が増加するにつれて，径が大きくなり，

浮遊化は遅れる傾向にあることがわかる また， 1. 000倍相当濃度では.スフエロ
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グルカゴンとF.GFのスフ エロイド形成に及ぼす影響(迷皮論)

B 2 
0.00 
0 

盟三ιユ

グルカゴンとEGFのスフ エロイド形成に及ぼす彫響〈平衡論〉表ム~

Floating Spheroid 
Ratio on 7d 

(%) 

Mean Oiameter 
土S.O.on 5d 
(μm) 

Supplements 

Q
U
4
b

・4
1

今
〆
』
内

ζ

73.4士21.4
114.4:!: 44.1 
95.1土34.6G

 

E
Fヒ

D

D

D

 
• 1， 0， E and G represent insulin， dexamethasone， EGF 
and glucagon respectively. 

イドの浮遊化が完全に阻止された 10倍相当濃度， 100倍栂当濃度とも，浮遊化:二

ついては同惨な結果を与えるが，10倍相当濃度では， 3日以降， スフ ェロイド数の

顕著な減少が起こることがわかる. これは，スフェロイドか占単一細胞への崩壊

の結果であることが絞察された.スフェロイドの浮遊化を妨げず， しかも単一細

胞への崩f患を防ぐためには，血中の100倍相当の濃度(W7Mインゾユリン，10-"¥1 

テヰサメタゾン)の添加が最適であることが判明した この条件で7日において守

付着し続けているスフェロイドを含め大部分のスフェロイドを，緩やかなピへ y
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Culture Time (d) 

インス リン ・デキサメタ ゾンの濃度のスフェ ロイド形成に

及ぼす影響(速度論)

8 2 
0.00 
0 

盟三ι ー笠

インス リン・デキサメ サゾンの濃度のスフェロ イド形成に

及ぼす影響(平衡論)

丞主ι一三

Floating Spheroid 
Ratio on 7d 

(%) 

Mean Oiameter 
:i: S.O. on 5d 
(μm) 

Supplements 

A
U寸

4
1
n
U

4

3

 

68.2:t 18.8 
74.0士26.7

78.8:t 29.7 

1(-8)，0(ー7)
I(ー7)，0(屯)
1(-6)，0(-5) 

• 1(:8)， O(ー7)represe'lts a medium supplemented with 
10匂 Minsulin and 10マ Mdexamethasone 

テイングにより回収する ことができた.

通常スフエロイドは，単層培養における飽和面密度の約半分に相当するO.50X 

10[' ce11s/cm2の嬬種密度で形成が行われている 単位面積当りのスフェロイドの

形成個数の向上を意図し，播種函密度を1.00， 0.50(標準播種密度)， O. 2 5X 1 0[' 

ce11s/cm'と変えた場合におけるスフェロイド形成について，問機な検討を行った.

結果を盟主ι_J!_と室立与_1..に示す O. 25X10s ce11s/cm<では，形成スフエロイド

数が少なく ，11も小さい. これは，多くの細胞が初期に細胞間結合を形成し得ず，
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Culture Time (d) 

2 
0.00 
0 

細胞婚主E密度がスフエロイド形成へ及ぼす彫響(速度論)盟三ι .J!.

細胞嬬極密度がスフェロイド形成へ及ぼす影響(平衡論)

Floating Spheroid 
Ratio on 7d 

(%) 

Mean Oiameter 
:t 5.0. on 5d 
(μm) 

Inoculation 

Oeりsity
(X1 0" cells/cmι) 

丞立与一生

A
吋

q
u
q
J
V

FD
に
1

》

弓

。

60.2:t 14.4 
75.2土16.9
80.2:t 21.1 

0.25 
0.50 
1.00 

単一細胞状態まま，速やかに死亡するためである.1. 00XI05 cells/cm2とO.50X 

1 05cell s/cm2を比較すると，前者の方が，ス フエロイドの形成が遅い. また丞立ム-

iより .j番極密度の増加に伴い，スフェロイドの径は増大し，浮遊化率が低下す

る傾向にあることがわかる.

以上の速度論的及び平jii論的検討より，あくまで現象論的な記述であるが，浮

遊を妨げるホルモンを用いず，初期の細胞問結合を適当な領域に制限する培養条

件を用いることにより，中程度の径(70-80μm)の良好な状態の浮遊スフェロイド
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を平面上て最速形成することがてきる このためには，インンュリンとテキサメ

:; 'jンをそれぞれ 10.''1， 1 0・"¥¥程度添加した士宮地， 0， 50X 1 0ち cells/cm<の指値密

度という条件が患も望ましいことが判明した

各筏ホルモンが，こ のようにスフェ ロイ ド形態に大 きく影響を与える理由(j.定

かではない しかし，おそふくこれらの液性因子が肝細胞の合成分泌する細胞7

トリ y クス物質の種類及 びその量に影響を与え，これ占物質のポ リリジン上への

吸着を介して，ij干細胞の形態を決定していると考えふれる 現状の知見では，フ

ィブロネヲチンやコラ ゲンなどの付む{申展 7ンパヲ(j.細胞骨格系を活性化 L，

細胞(中辰を促進する一方，フロテオグリカン分画lま， スフェロイド形成のような

細胞続集を促進する.これ 占のパラン スによ って， スフエロイドの平衡形態 (付

着 または浮遊，多層凝集体またはへミス フェロイド)が決まっている と考えられ

る.特にEGFは， スフェロイ ド形態に大きく影響を与えるーまた， 3. 3. 3. 3 

より， コラーゲン上での細胞凝集についても， このEGFが必i頁の因子である ことが

示されている， i夜性因子のうち EGFに注目し，各種マト 1) "1ヲス物質の合成分泌能

に与える影響を詳細lに明らかにする ことは，単に肝細胞の機能発現の維持改善士

いう点だけではなく，凝集体 と機能発現を ~~J 御するという点、か 占も重要であると

思われる

さて， ここで決定された条件は ii在かに浮遊スフェロイドの選択的形成には望

ましいが，機能発現が不可逆的に失われてしまってはな占ない そこでこのイン

;ノ ュリンとデキサメタ/ンのみを添加した培地で0-7日培養し，回収せずにそのま

ま， EGFとグルカゴン を添加し た完全培地にかえて培養した場合の険i出発現レベル

を検討した 結果を丞立ι2に示す EGFとグルカゴンを培地か占|珠くことにより，

丞三ι2 グルカゴン ・EGF非添加培地で形成されたスフェロイドの

完全培地へ移行後の機能発現
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凝集(本の維持およひ機能発現!.t低下する (6日) しかし， 7日にEGFとグルカコンを

添加することにより，機能は苦しく改善され， 10 日でみた細胞 D~Am 当りのアルフ

ミン分泌!i1:11，始めか占完全沼地で培養したらのと比較して，何占証言色のな いら

のとなった よって，インゾユリンとデキサメタゾンのみを添加した沼地で浮遊

ス7エロイドを選択的iこ形成させてら，細胞縫!寺lま若干悪化するが，回収された

スフェロイドについては，充分に機能発現をすることが確かめ占有1た

そこで，再婚径固定化;こ関する検討は，ポリリジンで被浸したsquaredish上，

この条件下で7日までt音養 L， ピベ y ティングにより回収したスフエロイドを用い

て行うこととした

3. 4. 3. 2. 浮遊スフェロイドの再崎町i固定化と表而特性

以上の条件で調裂した浮遊スブエロイドを7自に回収し 10"Mイン戸 ユリン，

1 0-"¥1デキサメタゾン.50 ng-EGF/mL. 10.7 ，~グルカゴン を 含む 1正本沼地に段終 !t~

i出した 1ii終懸i萄液中に回収されたスフェロイド l.t， 7日に形成されたものの50-

70%程度であった 盟主ι...LQ_!ま，回収されたスフエロイドの顕微鋭写真である

平I匂1王土S，D. !立 (76.8=188)μm， D ~，\霊か占計算されたスフエロイド当 1) の細胞

数:ま27.9個であった.表層の一部が破j委されているらのも若干見占れるが，多く

はなっきりとした球状の輪郭を保っていた 4れを用いて，一部付δ伸展した状

態で何lillDi固定化可能な表面側の条件を検索した このホルモン条件下で，単一

細胞からスブエ ロイド形成を行わせた場合，ほとんど全てのスブエロイドがヘミ

盟主主...LQ_ 7日で回収された浮遊スフエロイド
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スフェロイドとなる.表面fl!IJの特性は，スフエロイト形成を促進するPL(100μE 

!rnL)と， (申尽を促進する FK(5，10， 40μ g/rnL)の被槌で調節した

まず， さまざまな表面上における l日後の付着率を測定した結果を，丞主ι __Q_に

示す 1日で安定してスフェロイドを付着させるためには， PLが必要であることが

わかる FKと細胞の特異的相互作用のみでスフエ ロイドを付着させるためには，

40μg-FK/rnL以上の濃度での処理が必要であった.どの表面においても， 1日では，

付着したスフエロイドの培養表面との接触部の細胞はすでに伸展を始めていたが町

全体としてスフ エロイ ド形態を保っていた.

次に， 3日での各表面での再指種スフエロイドの形態をまとめたものが，丞立←

7である 各表面における形態は，FKとPLの効果をよく反映している 10μg/ 

rnL以上のFiiで被複した表面上では，スフエロイドは， PLの存在の有無にかかわら

ず完全に隼層状態へと移行した.5μg-H/rnLとPL，PLのみ，および無被訟の

dish上で，一部付着伸展した安定固定化スフェロイド (rnulticel1ularislands， 

ヘミスフェロイド)がi専つれた 以上，初期{ナ芯率とそのi去の形態とについての検

丞立ι ー立各極表面上における再婚種スフエロイドの付着率(I日後)

FN (μg/mL) 
PL (μg/mL) 

40 10 5 。
100 88土14 86:t 1 96:t 11 84土15
o 83土12 60土6 65土 9 46土23

• Each value represents the mean土maximalerror 01 
two independent experiments 

丞三ι よ各種表面上における再播種スフェロイドの形態 (3日後)

FN (μg/mL) 
PL(μg/mL) 

40 10 5 。
100 Mono司 Mono MCIb) MCI， Hemisph吋

O Mono Mono Mono， MCI MCI， Hemisph 

司Monolayers，同MulticeJllarislands，叫Hemispheroids
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討より，本t音養条件下では，安定固定化のためには，PLのみ， またはPLと5μg/

mL程度の少量の F~での被穫が，望ましい表面特性を与えることが日月占かとなった

さ占:こ，再j番径i圭2週間までI吉養を継続し，付着スフエロイドの縫j寺，平衡形態

を比較検討した.盟主_._1_11ま，再婚径i孟2週目でのスフエロイド形態を示す. 5 

μg-FS/mLとPLで被復した表面上でほ，緩やかに(巾展が進行し.ほとんど全てのス

フエロイドがmulticellularislandsへと変化した 一方， 3日では伸展して完全

に単層状態となった40μg-FνmLとPL表面においてほ， ，主に凝集が進行し，安定

な高密度の単層状態へと変化した このような現象は， nのみで彼浸した表面上
でち観察された 再婚陸直後にけるスフエロイド形態は表面特性への依存性が大

きいが. J吉廷を続けるにつれてその依存性は減少するようにみえる この現象が.

ここで用いたホルモン条件が良仔であるためなのかlま，現状では定かでない あ

くまでI監察であるが，ある一定程度以上のホルモム〆条件では，肝細胞の各陣マト

リノヲス物質合成分泌能が大きくなり，それらが細胞周囲に吸gすることによっ

て，間伎町jにI音養環境が改善されるので(まないかと考えふれる.すなわち，一定

レベル以上の活安条件では，11干細胞は，国体表面特性などのmWlの培養環演をほ
廷に伴って自分自身である程度変換する能力があると考え占れる.

FN40/PL'OO FNS/PL'OO 

盟主主よよ再婦層後2週間培養後のスフエロイ ド形態{パーは200μ・)
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図i←上.l_に. PLのみで彼ll!した表面と無被覆のdish上でのスフエロイドの維

持を検討した結果を示す.無被覆のdish上では.PL上に比べ，スフエロ イドの付

着安定性が著しく悪いことがわかる. しかしながらPL上においても，初期に付脅

したスフエ ロイドの うち約半数が.2i昼間の培養で剥離した.このように培養にい

れて，固定化されたスフエロイドが剥離してモジューノレから失われるという現象

は. PVLAで被覆したポリピニルフォルマーノレディスク内で形成されたスフエロ イ

ドに関しでも報告されている(佐藤占 1991) . 
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盟主ι...l..l.. 再付着スフエロイドの安定性へのポリリジン彼夜の影響

各表面上の固定化スフエロイドのアルブミン分泌能を， 図立ι_l__1_Iこ示す ア

ルブミン分泌liE1;1， 1日に付着したスフエロイド数で規格化して表示した (A)と

(8)を比較すると. PLの存在する表面上でのアルブミン分泌能は，存在しない表面

上でのものに比べ，約 2倍であることがわかる. しかし， PLが存在するにもかか

わ らず.40μg-FK/mLの被覆表面では，分泌能は低いことが観察される これら

の機能発現に関する結果も，再付着スフエロイドの形態と同様に. PLとFNの相反

する効果をよく反映していると考えられる.
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以上， さまざまな特性を持つ表面上における，再活種スフエロイドの初期付着

性，形態および機能発現に関する検討より ，インンユリン，デキサメタゾン

EGF，グルカゴンを血中最大濃度の約100倍相当濃度で添加した合成培地中におい

ては， PLまたはPLと少量のFKを共存させた表面が，安定した再付着固定化に対し

て，望ましい特性を与えることが判明した.

3.  5 *~""î CÐ まとぜ〉

初代培養肝細胞の細胞凝集体(スフエロイド〉は，それ自体が高機能 ・高密度

であることから，適切なモジュ ル化を行うことにより，単層培養 /積層型モジ

A ールの装置容積と性能を大幅に向上させる可能性を持っている.そこで，形成

や機能発:m，さらに形態制御といった応用面で必要とされる基礎的な知見を得る

ことを目的とし て，検討を行 った.

まず， ホリリジンで被覆した表面上で，細胞が凝集することを見いだし，形成

と維持における表面と液性因子の彫響を検討した.最速のスフエロイド形成には，

一定濃度以上のポリリジンコーテイングが必要であったことから，一定量以上の

表面プラス電荷が，肝細胞によって合成 ・分泌されたプロテオグリカン機物質を

選択的に吸習し 肝パイオ 7 トl}':;クスのプロテオグリカン分薗上で見られたの

と同様にスフエロイドが形成されるという Koideら(1990)のtft察が裏付けられた.

維持については，上皮成長因子(EGF)と，細胞股プロテア ゼの活性を阻害する 7

プロチニンがいずれも有効であった しかし，スフエロイド形態は，これら波性

因子によ って大きく影響を受けた.また ， ポリリジン上で形成された細胞産Æ~主体

は，高度なアルブミン分泌能を保持していた よって，簡単なポリリジン コーテ

イングによ って. さまざまな形状をした表面にスフエ ロイド形成能を付与できる

ことが明 占かと なった (3 . 2 ) 

次に，ホリリ y ン上で形成されたスフエロイドについて，人工肝臓モジュ ル

に必要とされているいくつかの重要な肝特異機能の発現状況を調べた.上皮成長

因子(EGF)の添加によって起こされたコラーゲン上での多層細胞凝集体についても

併せて，その機能発現状況を検討した アルブミ :'--711必能，チロy ンアミノトラ

ンスフエラ ーゼ(TAT)活性，アンモニ7からの尿紫合成能，グルコ ース合成能を測

定したところ，グルコース合成能を除いて，高い機能が約 1カ月にわたり維持さ

れた.また，測定した全ての機能について，ポリリジ J上のスフェ E イドは， コ

ラーゲン上の多層凝集体と比較して，高機能を発現し た. 細胞当りの発現レベル

1;(，細胞凝集の程度と密綾な相関があることが示唆された (3 . 3 ) 

さらに，浮遊スフエロイドを大量形成した後，固定化することによ ってモンユ
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-)レを製作するアプロ ーチに必要であると考え占れる基礎的な形態制御を，液性

因子と培養表面特性によって試みた まず，液性因子によって，良好な浮遊状態

のスフエロイドを選択的に形成させるための培地条件を設定した 結果としては，

スフエロイドの平衡形態を付着方向に傾ける因子を添加せず，初期の細胞141展を

一定領域に抑えるような宅地条件が，物質移動の面からもスフエロイド形態の安

定性の面からも望ましいとされている中程度の径 (80μ m程度)の良好な浮遊状態

のスフエロイドを選択的に形成させた.次に 1専られた浮遊スフエロイドを再揺

種し，一部付着伸展した状態での安定固定化する際に望ましい培養表面特性につ

いて検討を行った.初期のスフエロイド再付着if.形態変化，付着スフエロイド
の長期安定性，アルブミン分泌能を総合した結果では，細胞凝集を促進するポリ

リジンに細胞伸展を促進するフィブロネクチンを少量共存させた表面，またはポ

リリンンのみの表面が，最も望ましい結果を与えた これらの表面上で，浮遊ス

フエロイドは全体としては球状の形態を保ち，表面に安定に固定化され， 良好な

アルブミン分泌能を発現した (3 _ 4， ). 

以上，あくまで合成培地中での形成，機能発現，形態制御に関す る結果ではあ

るが， ホノレモンや培養表面特性によるスフエロイドの形態の制御に関する生物学

的知見，及ひそれらを医用工学的に応用する場合の可能性と問題点を明らかにし

た点で意義があると考えている
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多P';4 主主L: JJ千五長田刃包漢語E多長やts::<:Dフミこ室 tXs:i!R汗J三尾x;と

三空交Ë~r 交E イヒ

4 _ 1 2$:主主主の目 的

主席 3 主主では，肝細胞スフエロイドを大量形成した後，何等かの固定化を

行うことにより人工肝モ γ ュールを製作するという方向で，固体表面特性と t針生

因子により ，浮遊状態のスフエロイドを選択的に形成させたり，安定に再付着固

定化したりするための検討を行った しかし臨床応用に耐える人工肝モジュー

ルを製作するためには，解決すべき諜題が数多く残っている これ占の課題のう

ち，モジュ ル製作前の段階に解決しておくべき主要なものとしては，次の 2つ

があげられる それは，人工肝臓モゾユ ール製作に必要な大量のスフエロイドを

短期間で大量に調製することと，調書1されたスフエロイドを実用のモジュ ール使

用条件下で安定に機能発現させるための固定化方法の選択である.

そこで三f丈主主主では，採取直後の単一細胞を懸濁活養することによ って迅速か

っ大量に縫全なスフエロイドを形成させること ( 4 _ 2)  と，形成さ

せたスフエロイドを血衆などの中で安定に固定化する方法を選択すること

(4_  3)  ，の 2つを目的とする

浮遊スフエロイドをポリリジ Jで予め1庄覆した平板上で愚i車形成させるために

は，平衡形態を{申展方向に傾ける1夜1生因子.すなわち，EGFやグルカゴ〆を添加し

ない培地を用いる必要があることが 3_ 4 で示された そこでさらに，

ホルモンとしてはインゾユリンとデキサメタゾンのみを用いる培地で，各々の忌

適な添加1足度が決定された.そして，単一細胞を単層培養における飽和密度の半

分程度の面宮度(5.0X10'cells/cm2)で燭種する必要があることが示された しか

しながら このように液性因子等の培養条件の長適化を行っても，形成される半数

のスフエロイドが自ら浮遊化するためには5-78がかかる.このような方法で人工

肝臓モゾユールの製作に必要な大震のスフエロイドを得ることは，容易ではない.

そこで，まず 4 _ 1 では， スフエロイドの大量迅速形成の手段として，

採取直後の単一細胞懸濁I夜を懸濁活養 L，ポリリジン彼覆平仮上なとでの静置培

養で形成させたスフエロイドと同憾に高機能を保持する細胞凝集体を形成させる

ことを試みたーまず始めに旋回培養を試みた.これは，旋回ゾエ ーカ の上にお

いたディ yシA や三角フラスコに採取した単一細胞懸濁液をいれ，緩やかに償持

することにより ，細胞同士を援触させ，凝集体を形成させる方法である 次に逆

円錐回転体をセ y 卜したスピナーフラスコを用いる連続鎚持活養を行い，肝細胞

凝集体を形成させた 肝細胞浮遊i伎の長期連続撹持は，困難なことは既径の研究
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で日月ふかであったため (Jeejeebhoyet al.， 1975: Jeeieebhoy et al ， 1980)， 

凝集体形成後，機能を失わないうちに，回収しポリリジン上に再婚筏固定化したー

そして，その後の機能発現維I寺を測定することによって，形成された凝集体の健
全性を評価した

臨床応用の際には，肝不全患者の血液または血祭がモジュー Jレ内を t蓬流する

ところが既往の固定化方法は，物質生産を目的とした大量培養のために開発され

てきた.すなわち，血授などの{本I伎の中での安定な機能発現を指僚として選択さ

れたものではない スフエロイドは実際.高濃度血清添加宅地中で極めて不安定

であるとの報告もあり(岩惰ら 1991)，我々もそれを確認している， さ占に，

3 _ -4より^フエロイドの形成および安定機能発現のためには，生理泌

度をはるかにこえるホルモンの添加が必要であることが示唆されている これ う

の報告より ，生理濃度のホルモン条件および血妓中でのスフエロイ ドの安定機能

発現を可能とする固定化方法が選択されなければ，その後のモジュール化の段階

に進むことができないとの結論に達した.

そこで， -4 _ 3 では，典型的な固定化方法について，高濃度の成牛血清

を添加した沼地での織能発現を比較検討した.平仮上で形成させた浮遊スフエロ

イドを回収，そ れぞれの方法で固定化し，徐々に血清濃度壬上げたり，添11日ホル

モン濃度を生理レベルまで下げたりした条件で長期間活養 し，細胞霊及びアルブ

ミン分泌背任の維持を調べた その結果をもとに，人工肝臓モジュ ーJレにと って辰

適な肝細胞スフエロイドの固定化法を選択した.

-4 _ 2 思表法局主音委書E，こよる H干来回月包浅iE三集合ts:α〉

メミ二ffi:i:Bj墓汗J三尾x;

4， 2， 1 本節の研究目的

本節で(1，スフエロイドの迅速形成の手段として，採取直後の単一細胞懸濁l伎

を懸濁培養して，単一細胞同士を高頻度で筏触させることにより凝集させ，静置

培養で形成させたスフエロイドと問機に高機能を保持する絢抱凝集体を形成させ

ることを目的とする.

具体的には，以下のような検討を行った!懸濁培養の方法としては，他の細胞

で凝集体を簡単に形成させる方法として用いられてきた旋回答養法(Moscona， 

1961 )の適用をまず試みた.液体積は5mLとした c1， 2， 3， 1 ) 次に，デイ

:J :/ュ旋回足養の約10倍の液体績にあたる 50mL規模での懸濁活安を試みた ここ

では，できる限り緩やかな機梓で槽全体にわたって混合の良好な旋回流れを形成
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させるために，浮遊培養用スピナーフラスコの中に逆円錐台形の回転体を普袋 L，

それを低速度で回転させる方法を適用した(4. 2. 3.2 ) 

長期連続出符は，困難なことは既往の研究で明占かであったため (Jeejeebhoy

et al.. 1975: Jeejeebhoy et al.. 1980)，凝集体形成後，機能を失わないうち

に，回収 ・再帰種固定化する方向で検討を進めた 最適な鎚狩停止・回収・ 再熔

陸時刻は，機能としてアルブミン分泌能を，細胞障害の指僚としてGOT(Glulamic

oxaloacetic lransaminase)漏出を，各々の懸濁培養について，初期の48時間に

わたり詳細lこ定量化することにより設定した.

さ占に，形成・回収された凝集体を，無血清完全培地に移し，ポリリジン被覆

表面上に再指僅，ポリリジン上の静置居養で単 細胞から形成されたスフエロイ

ドと，約 2週間にわたって細胞当りのアルブミン分泌能を測定し，懸濁活安形成

凝集体の機能発現の健全性を検討した，

4. 2. 2 実験方法

4. 2. 2. 1 肝細胞の詞裂と底地

m3主主主でのべた方法で， ラ y ト肝細胞を得た.
懸I窃t苦養用の沼地lま， WEにIIEPES・抗生物質・微量金属を添加したものを基本培

地とし，さらに20%非働化FBS・10-6Mインンュリン ・10-'Mデキサメタゾン・ 50

ng-EGF/mL・10-'.~グルカゴン ・ 100μg-Lーアスコルビン酸/mLを添加した . 固定化

後の沼地は，基本宅地に10-'¥1インンユリン，10-6Mデキサメ 7ゾン 10'7¥1グノレカ

ゴン， 50 ng-EGF/mしを添加したものを用いた.

いずれも第l回目の沼地交換を6時間，第2回目を24時間とした.

4~_2. 2. 2 ディッシュ内旋阿倍廷

ディ'/:/ュを用いる旋回培養は以下のように行った ラ y トから深取・精製し

た肝細胞を8.OX 105 cell s/mLに綾終懸濁した 予備実験より，この細胞密度周辺

で，援も良好な凝集が示された 愚終懸濁i伎の5mLを:/1)コンコートした60mmガ

ラスディ y ゾ斗に人れ， Ta i tecの旋回 γ ェーカ R一日上で旋回した. これらの装

置図を， 盟主ょー上に示す.旋回の直径は， 3/4 inchである.旋回速度は70rpmに

設定した 旋回培養による細胞凝集の過程においては，①旋回流によるディ'/'/ 

ユ中央部に細胞を集めようとする力(旋回流による求心力)，②旋回による細胞

をディ ;J :，/ュ周辺部に押しやろうとする遠心力，③細胞相互の後着力，の 3つの

力が働く 田小さな旋回速度では，旋回流による求心力が，旋回による遠心力に比

べて大きいために，細胞はディッシュ中央部に集まる.逆に大きな旋回速度では，

旋回流による求心力よりも，綻回による逮心力が大きくなり，細胞はディ ;1 Y ，.:l. 
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周辺部に抑しやられる.適当な旋回速度では，両者が相殺し合い，細胞はデイ y

シュ全体に上司ーに分散されることになる.このとき，細胞同士は細胞自体の凝集

力によってのみ凝集することになる ここでは，スピナーフラスコなとを用いる

大量形成へ発展することを予恕して，細胞濃度を均一にして実験を行うために，

旋回流による求心力と旋回による遠心力が釣り合う旋回速度で，全ての実験を行

った その時の旋回速度は，本実験条件下では. 70r pmであった.旋回装置一式li.

全てC02インキュベーターの中に設置した

4. 2. 2. 3 逆円錐台回転体慰符による懸濁培養

逆円錐台回転体による 50mL程度の懸1民主音養は，恩..!..，_2のような装置で行った.

市販のマイクロキャリアー培養用[25mL:スピナーフラスコの撹狩子を取り外 し，

ポリプロピレン裂の逆円錐台回転体を普装した.こ の回転体は生産伎術研究所の

試作工場に製作を依頼した.ガラス内面はシリコンコ トを施した.回転車~Iま 80

rpmlこセ ットした. これは，細胞が凝集体となった場合ち含めて均一に分散される

最低の回転数の下限に近い.培地交換とサンプリングの都度95%-02l5%-C02を無菌

的に吹き込んだ 装置全体を37'Cのインキュベーター内に設置した
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レ

培地中に分泌されたアルブミンはELISA法によって測定し，分泌速度として表示

した.培地中に漏出したGOT(Glutamicoxaloacetic transaminase)は，手口光純薬

のGOT-UVtest WakoでUVr a t e法によ りその活性を測定した.DNA.!Il:は.DAP I蛍光

i告によって測定した.

4~2 . 2. 5 懸溢指養で形成された醤梨体の回定化

固定化した際の機能発現実験は，次のように行った.懸濁足養を停止，細胞を

回収し. j音地でl回洗浄後，完全信地に懸濁し，ポリリジン被覆60mmデイ "j :/ュ

にJ書極した.際播種密度は.1. 000 aggrega tes/cm2とした.コントロ ール実験は，
採取直後の単一細胞を，懸i鑓弔養と同 じ沼地に重量終i懸i毘L.ポリリジン彼?宣デイ
"j Yュに矯極した.懸濁活養の回収時に，沼地を無血清のものに交換した.両培

養とら，さらにl日後に培地交換し，付着しなかった凝集体を取 り除いた.以後，

2日毎に沼地交換し，アルブミンを定量した.また，ディッシ a に付着した細胞の

DNA霊は適宜測定し，アルブミン分泌能を細胞DNA量当りで規俗化した.
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4. 2. 3 結果及び考綜

4~ 2. 3. 1 旋回培養による凝集体の形成とその健全性

図丘_，__Q_(ま，細胞の凝集過程を示したものである. 6時間後では数個の細胞か占

なる不規則な形の凝集体が形成されたのみであったが， 24時間後にはスフエロイ

ダノレな凝集体へと発達した このときの直径は，40-100μmの範囲であった こ

のような凝集体は，互いに緩く結合してさらに大きな凝集体になる傾向が見占れ

たが， これは，緩やかなピペッテイングで容易にもとの大きさの凝集体に分散さ

せることができた. 48時間後では，凝集体はさらに大きく (100-150μm)丸くな り，

またその表屈は平滑化した. しかし，凝集体中央部のI衷死がしばしば観察された

DNA監でみた細胞維持，アルブミン分泌能の維持， GOT漏出の変化を盟主ι_i_に

示す.細胞はディ 1 :，/'ユ内壁側面に付昔する傾向にあった.特に気液界面には付

着し易かった この現象は， Seglenによっても報告されている (1976).そこで

デイ '1 :/..:L内DNA総量と浮遊細胞のDNA霊を，分けて測定した 24時間後には，約

半分の細胞が笠に付着した.このような細胞は，巨大な凝集を起こし，内部壊死

が著しかった 48時間後では，ほとんどの細胞が浮遊液中か占失われた

アルブミン分泌能の変化は，細胞の凝集過程と一致していた.すなわち， 9時間

後に一度低下した後能が，凝集に伴って部分的に回復された しかし，その後の

綻回継続に伴って，再び失われた. 4日後では，アルブミン分泌能は，まったく観

測されなくなった 一方GOT漏出は，細胞凝集の進行に伴って低下し，そのi災ほ
l;t一定のレベルに保たれた.

以上の結果から，機能を保持したまま長期にわたり連続懸濁活養することは，

困難であることが示された.また，凝集が基本的に終了し，機能が衰えない約24

時間の旋回後に回収 ・再J番慢するのが辰ら望ましいことが判明した

そこで，形成された凝集体を24時間後に回収し，培地を無血清のものに替え 1

ポリリジン上に再播極，その後の形態変化と細胞当りの機能発現を検討した.

この再指穫実験に用いられた凝集体の平均径:tS. D は， 68.8 :t 16.9.μmであった

ポリリジン上に単一細胞として熔穫され，静置培養で形成されたスフエロイドと

機能発現を比較した

旋回活養で形成された凝集体は，その95%以上が， 1日以内にポリリジン上lこ安

定にfi'i:iした その後表面上に(申展 L，ヘミスフエロイダルまたは，多層凝集体

となって平衡化した.一方，コントロ ノレ実験の方は，播穫後l目でほぼ完全な単

層を形成した その後その形態は変化し， 1週間後には，旋回屠養で形成し再媛穫

されたものと，ほlま間後な形態となって平衡化した.これは， 0-1目で，血清添加

培地で活養したために，血清中のファイブロネウチンやヴイトロネクチンなとの

付着伸展タンパヲが，ポリリジン上に吸着したためであると考えられるー
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旋回庭養における細胞維持及びアルブ ミン分泌能と

GOT漏出の変化 ( O-~8時間〉

盟主ι一生

両者のアルブミン分泌能の発現レベノレと縫1寺を比較したのものが， 亙生ι 」立で

ある.両者とも 2週間にわたってほぼ同等な機能を発現した.初期において，平

板上静置形成のものが劣っているが，これは，上で観察された憾な形態変化の過

程の違いに帰着されると考えられる.

以上，旋回培養で形成された凝集体は，適当な時五IJに回収 ・固定化する ことに

よって，平仮上で静置形成さ せたスフエ ロイドとほぼ同等の骨霊能を持ち また維持

することが確かめられた.よって，旋目指養によって迅速形成された肝細胞凝集

体は，名実ともに"スフ エロ イド"と呼ぶことができる.
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再付着固定化された旋回培養形成凝集体と平仮上

，tJii'l庭養形成 スフエロイ ドの長WJ緩能発現

盟主←豆

4. 2. 3. 2 逆円錐台向転体懸濁府益による凝集体の形成とその縫全性

次に，旋回培養の約10倍の容積(約50mυでの懸濁培養を試みた.これは， ラメ

トl匹か占保取される肝実質細胞の収量の約1/3-1/2に相当する，細胞の凝集過程

(1. 旋回答養の際と， Iま{ま全く同じであった. しかし，旋回活養時にみつれた

ディ yンュ内壁側面への激しい細胞付着は，気l伎界面でのみ見られたに過ぎなか

った よって，装置容積に対する気j伎界面と容器内壁の筏触部分の相対的大きさ

を小さくすれば，付着による細胞のロスは，防げることがわかった

DNA量でみた細胞維待，アルブミン分泌能の維持，GOT漏出の変化を匿壬_，___Q_Iこ

示す 笠付苛細胞が少なかったために，旋回培養時にようにDNAf置を浮遊のものと

と合計のものに区別することをしなかった アルブミン分泌能の変化及びGOTo屑出

の変化も，旋回足養の時とほぼ同様な結果を示した.すなわち，アルブミン分泌

能は，初期に一度低下するが，凝集と共に高まり，その後の培養で失jわれた.

GOT漏出は，活養初期に一旦増加するものの，凝集の進行に伴って低下し，その後

低レベルで一定に保たれた.

回収 ・寓J書陸時刻は，旋回渚養E寺と同じく， 24時間が望ましいと考えられたた

め，さりに，同僚に形成形成させた凝集体を24時間後に回収し，宅地を無血清の

ものに替え，ポリリジン上に再播種.その後の形態変化と細胞当りの機能発現を

検討した.そして，ポリリジン上に単一細胞として播種され，静置培養で形成さ

れたスフエロイドと機能発現を比較した
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逆円錐台回転体による懸濁指養における細胞維持及び

アルプ ミン分泌能とGOT漏出の変化 (0-(8時間)

図丘ιー立

両者のアルブミン分泌能の発現レベルと維持を比較したのものが， 里丘ι ..J....で

ある l臼活安後の再付着率は，逆円錐回転体による懸1昂培養形成のものは，旋回

答養形成に比べて，若干低下し70%程度となった.しかし，単位DNA霊当りで規格

化すると，平板上静置形成のものに比べて，若干機能発現が低下する傾向にある

らのの. 2週間にわたって高度な機能を発現した

以上，逆円錐台回転体による大量懸濁培養で形成させた凝集体は，旋回培養で

形成させた凝集体と同様に，高機能を発現する ことから..スアエロイド"と呼

んで差し支えないと考えられる ここで用いた逆円錐台回転体による懸濁宿養装

置は，その液体積を100mL程度まで増加させることが可能で，実験室レベルでラ y

トから係取して実験を行う場合には，ほぽ充分であると考えられる しかし，実

際の臨床応用の際に用いられる多量の凝集体を，ブタ肝などから得る上員会には，
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5 10 

Culture Time (d) 

堕_L_l_

細胞が完全混合されかつ明断力が少なく， しかも充分な酸素供給を確保できる形

成憎を工夫する必要があるだろう .1711えば，山l屋，戸崎が考案した，水平回転型t音

養装置 (198))は，細胞と 1伎の分離をうまく行えば，大規模なスケールでは有効で

言定 F日劣主主作F二一F でもの n干系[ß JJ包浅iÉ主~やt<:の

3<交E ~支芝イヒ

あると思われる

3 4_  

4. 3. 1 銑言

4 _ 2 によって，大量のスフエロイドを迅速に形成させ得る ことが明ら

かとなった.そこで本節では， もうひとつの課題であるスフエロイドを実用条件

下でモジュ ル内に安定に固定化する方法を選定する ことを目的とする.

具体的には，ポリリジ J被覆平仮上で5-)日で形成させたスフエロイドを，ポリ

リジン ファイブロネヲチン表面に再付着固定化する方法，アルギン酸カJレγ ワ

ムゲルで包括固定化する方法， コラ ーゲンゲルで包括固定化する方法，の 3つの

方法で固定化 L.合成沼地中でホルモン濃度を生理レベルまで下げた培養条件下

でのアルブミン分泌能の発現維持の比較 (4. 3. 3. 1 ) • 80%の成牛血清を含

む培地中でホルモン濃度を生理レベルまで下げた母養条件下でのアルブミン分泌

能の発現維}寺の比較 (4. 3. 3.2 )を行った.培養終了時に細胞を回収して

細胞内DNAi"ttを測定し，単位DNA量当りのアルブミン分泌能を比較した
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4. 3. 2 実験方法

4. 3. 2. 1 >>干細胞スフェロイドの調製

多Ff;3 主主で用いた方法で肝細胞を得た

また浮遊スフエロイドの大量形成は， 5f='; 3 -x";i:.で述べたように，ポリ リジ

ン被覆平坂上で行った.

4. 3. 2. 2 スフェロイドの固定化

6穴 7)レチウェ Jレプレートを用い，得られた浮遊スフエロイドを約10，000 i国

wellの密度で，典型的な 3種類の方法により固定化した.ここで用いた固定化方

法は， 5μg/mLのファイブロネタチン，その後100μg/mLのポリリジンで処型し

た表面に湾付着させるもの. 3%のアルギン酸力ルシウムゲル内に包箔するもの，

Type Iコラーゲンゲ Jレ(新田ゼラチン)に包倍するものの3f重である.ゲル(ま 6

穴マルチウェルプレ ト底面にディスク状に形成させた.これらの固定化方法お

よび結養終了時の細胞回収方法は，常法に従った

4. 3. 2. 3 高血消・低ホルモン条件下での培養

その後の固定化培養時の沼地は， ~ 3 "Y;:Lで用 いた i~皮を高ホノレモン濃度

として，生理濃度(高ホ Jレモンの約1/100の添加濃度)での機能発現測定も行った

また，高血清培地は， 80%の成牛血清(コスモパイオ)を含むものとした 予備実験

から，非(動化処理はかえって，細胞維}寺を阻害することが判明したため，未処1m

の血清を用いた 固定化後3日は高ホルモンの無血清培地で渚養し，その後ホルモ

ン濃度を生埋濃度まで下げたり，血清の比率を高めたりした，血清は，20%でl臼，

50%でl臼，さらに80%でl目指養し，その後2日にl回培地交換した.この血清比率

増大の過程では，高ホルモン濃度を用いた

4. 3. 2. 4 機能MII:iE

固定化され各沼養条件下で活養されたスフェ ロイドの，約2週間にわたるアルブ

ミンの分泌能を測定した.渚地中のアルブミン濃度はELISAによって測定した 培

養終了時に細胞を回収， DAP I蛍光法によりDNA量を定量し，細胞量当りで規絡化し

た機能発現レベルを比較した.

4. 3. 3 結果および考察

4. 3. 3. 1 合成底地中でのホルモン濃度の影響

血中段大波度の100倍程度の各種ホルモンを添加した100%合成渚地中で培妥し，
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アルブミン分泌能を比較した アルブミン分泌能の発現レベル及びその縫i寺の結

果を，盟主ι__!!_Iこ示す.再付着の場合，合成沼地中で1日生音養後のスフエロイドの

付着率は，約70%であった.ゲル包活法による初期細胞維j寺はほぼ100唱であると考

え占れるため，再付着のみは， 1日の付着率で機能を規格化して表示した 全体的

に見ると， コラ ゲンゲル包箔が一番良好で，次にアルギン酸力 ノレ y ウムゲノレ包

活，厳後が再付着固定化であった ゲル包J舌法においては， 10日以降ほぼ一定の

発現レベルが保たれた.再付着固定化では，機能維持がゲル包箔に比べて劣って

いたが，これは，表面上に固定化された細胞凝集体が培養に伴って徐々に剥離し

てしまったためである. 3 _ 3 で， il査も安定な付着を与えるとされたファ

イブロネヲチン/ポリリジン共存表面においても，ゲル包J舌法と比較すると，この

ような大きな差が見られた.

盟主ι一旦に合成t音地中で生母濃度のホ ノレモン添加条件下での 7Jレブミン分泌能

の発現を示す.全体的な発現レベル及び維持は，高ホルモン添加系と比較して悪

化した. しかし，再付者固定化，アルギン酸カルンウムゲノレ包活， コラーゲンゲ

ノレ包括の順で良好な結果を得たことは，高ホ Jレモン添加系と同じであ った 南付

着固定化での，表面からの凝集体剥離は激しくなることが観察されたー また，凝

集体の単一細胞への崩爆も観察された ゲノレ包括法でも，機能発現i;t.， 14日以降，

ほir見られなくなった.ゲ ル包括固定化された凝集体でも，凝集体表層が自主j委さ

れたり，内部壊死を起こしているものがしばしば見られた.合成t音地中でI;t.，一

定濃度以上のホルモンが，凝集体の形態縫i寺にとって，必要であることが示され

た.これは， 3 _ 2 の結果とも一致している.

4. 3. 3. 2 高IfilUf借地中でのホルモン泡疫の彫符

高ホルモンi~ 度で ， 血清濃度壬 80%まで順次増大させ，スフエロイドの形態およ
びアルブミン分泌能の発現レベノレと維持を倹討した. まず，固定化後 10日での凝

集体の形態を盟主ι土立に，アノレブミン分泌能の発現維持を盟主ι_!_!__にそれぞ

れ示す.再付着スフエロイドは，血清濃度を高める段階で，そのほとんどが表面

から剥離そして崩犠した.こ の現象は，使用血清の非働化処理の有無に無関係で

あったことか占，補体系の活性によるらのではない.表面上に浸ったものも内部

緩死を起こしたーアルギン酸カルシウムゲJレ包括では，スフエロイド表層細胞の

死亡および内部犠死がしばしば観察されたが，全体としてスフエロイド形態を保

っていた. コラーゲンゲル包括では，そのほとんどが内部壊死ち起こさず，健全

な形態を保勺ていた 特に，コラーゲンゲル包括法では，培養10日以降，ほぼ一

定の発現レベルが培養終了まで維持された.
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畳i並lこ， 80%血清，生理濃度ホ Jレモン添加系での機能発現を検討し た 結果を図

丘二一土えに示す この条件は， 実際の人工肝モ ジュ Jレとしての使用時に長も近

いものである.いままで得占れた再付音，アルギン酸カル ゾウムゲル， コラーケ

ンゲ Jレの機能維持に及ぼす影響は，全く同じであった. コラ ーゲ J ゲルでも，高

ホJレモン添加条件下と異なり， 10日以降徐々に機能を失った 包括された凝集体

でふ合成沼地/生理濃度ホノレモンのときに見占れたような，表層の破境，内部上告

死が見占れた

高血清培地での培養終了時の細胞維持霊および維}寺細胞当りの機能発現をまと

めたものが，丞土ι 」ーである 細胞維I寺，機能発現でみても，固定化法としては

コラ ーゲ J ゲノレ包括法が最も優れていた この場合，高ホルモン添加条件下では

約20日の培養後ら，固定化細胞の約65%が維持された しかし，ホルモンを生理濃

度まで下げると， 40%以下まで低下した，細胞当りのアルブミン分泌能は，高ホル

モン添11日条件下では，アルギン酸カル y ウムゲル，コラ ゲンゲル共に良好であ

るが，生理濃度までホ Jレモン濃度を低下させると，約20日の屠養でアルギン酸カ

ルシウムゲ Jレ包活では，機能が全く観測されなくなった. しかし，コラ ーゲンゲ

ル包括では，盟主ι よ__e_から，徐々に発現レベ Jレが低下(まするが， 20日でも，生

体内での細胞当りのアルブミン分泌能程度(Bisselet al.， 1981)は，維I寺するこ

とが可能であった

以上の結果から，コラーゲンゲルを主体とする物質による包括固定化が，実際

の臨床応用に近い条件下(高血清，低ホノレモン)では，凝集{本の維侍および機能を

最も，安定に保つことが判明した.

辰近の研究で， コラ ーゲンを骨格にファイブロネクチンやラミニン，各径プロ

テオグ リカ ンが適当に配置して，肝細胞の形態および機能発現が良好に縫侍され

ることが立証されつつある.今回の結果は，詳細は明らかでないが，肝細胞自身

が合成したり血清中に存在したりするそれらの物質がコラーゲンゲルに吸着 配

置されることによって，細胞周囲の環境が，最ち細胞に適したものになっていた

ためである可能性が高い また，肝細胞は， コラーゲン ・プロテオグリカン ・7

イフロネクチン ・ラミニンなどの各径7 トリ y クス物質を活発に合成する.それ

らの合成 ・分泌能には，添加ホルモン濃度などの培養条件が大きく影響を与えて

いることが充分に予想される 上記の実験で，ホノレモン濃度を生理レベルの 100倍

とした培地中では，アルギン駿カルシウムゲノレ包指とコラーゲンゲル包括での機

能発現維持にみられた差異はそれほど大きくないが，生理レベルのホノレモン条件

下では， コラーゲンゲノレ包括のみが，唯一良好な機能発現縫j寺を示した このこ

とは，合成分泌能を良好に保侍できる築地条件下では，細胞周閤環境に対する機

能維持の依存性は比較的小さいが，生痩レベルのホノレモン添加条件なと，機能発

現総I寺の細胞周囲環境に対する依存性は大きくなるということが， I監察される
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丞L よ活安終了時のDHA震でみた細胞維持と細胞当りのアルブミン分泌能

維待DNA量・ DNA量当たりの7'1レブミン分泌量・・

(μglwell) (μgl (d .μg-DNAJJ 

高ホJレモン;蕩加条件下

再付着 0.501 :t0.125 N.O. 

アルギン酸ゲJレ 1.13 土0.23 3.09 :t 1.48 

コラーゲンゲル 5.11 :t 0.13 5.35土0.42

生理ホルモン添加条件下

再付着 0.459 :t 0.036 N.O 

アルギン酸ゲル 1.02 土0.35 N.O. 

コラーゲンゲJレ 2.96 :t 0.25 1.39土0.37

..固定化時のDNA量 ;7.90μg/well 

.成体内でのDNA量当たりのアルブミン分治;1.2・1.6μgl(d μg-DNA) 

この准察か右も，人工肝臓モゾユ Jレの実用条件などのように，1 n v 1 t roの通常

の培養条件に比べて著しく悪い培養条件下では コラーゲンを主体とするマトリ

y ヲス物質を細胞周囲に適度に配置する必要があることが示唆される.

一方，高成牛血清添加培地に直後筏触させた場合の細胞破壊については，その

原因は全く不明である 当初は補体系のタンパクの悪影響を疑い，非働化処理を

行った成牛血清を用いて検討を行った. しかしながら，結果は，非{動化処理血清

で活安した場合には，非働化処浬を施してないもので培養した場合と比較して，

さ占に悪化した すなわち，表層からの破犠と内部犠死がより顕著に見られた.

一方，牛胎児血清を用いた培養では，調べたどのロ yトについても. .50%濃度の添

加まで，再付着スフエ ロイドでも，健全な状態を維持した.すなわち，血清濃度

を高める段階で，一部(申展状態で安定に付着していたスフェロイドは，徐々にデ

イ'/ Yュ底面に伸展し，多層細胞凝集体または単層培養細胞へと，健全な状態の

まま移行した 牛胎児血清を用いた場合でち，非働化処理によって，かえって状

態が悪化することが見られた.以上の観察より，高濃度の成牛血清添加培地中で

見られたスフェロイドの内部壊死または崩壊は，牛の補体系タンパクによるもの

ではないと結論できる.また，牛胎児血清では健全な状態が{果たれたことより ，

少なくとも，ホルモンや栄養素などの充分な添加によって乗り超えられるような

障害が，成牛血清中での活養には存在するのであろう
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初代培養プタ肝細胞の単層沼養細胞は， ヒト血祭中で安定であることが判明し

ている またイヌ肝細胞もヒト血祭中で安定である しかし，イヌ血禁中では

ブ7細胞は急速に磁波されることが判明して いる(漬田占. 1990).この理由につ

いては全く不明である.このイヌ血祭中で見占れたブタ肝細胞の破鐘と，本研究

で観察されたラ y ト肝細胞の成牛血清中での破壊についての関連も全く不明であ

る 実際に人工肝臓モジュールをヒト の臨床応用に用いる際には，ブタ肝細胞を

用いることが予想される.破屡の原因を日月らかにする一方で，ブタ肝細胞を高濃

度のヒト血清または血禁中で培養し，辰ら安定な固定化方法を再度選択する必要

がある しかし，未だ明らかに されていない肝臓の機能をほぼ完全に一定期間置

き換えることが求められる人工肝臓モジュ ルにおいては，可能な限り良好な細

胞機能を維持する固定化方法を用いることが賢明であると考えられる.よ 勺て，

確かに本研究で見占れたラ y ト細胞の磁場現象が，実用モジュ ールで十目似的に問

題になるか否かは定かではないにせよ，本研究で明らかになったように，高血清

沼地で機能を長ら良好に維持するコラーゲンゲル包括固定化法など細胞周囲環境

を適度に笹えるような固定化方法を，人工肝臓モジュ ーJレに用いていくのが， 現

状では最む確実であると考えられる.

4， _ 4， *宝~α〉まと担う

*主主では，スフ エロイドを大量形成後に何等かの高密度固定化をすること

により高機能かつコンパクトな人工肝モジュールを製作する際lこ問題となる 2占

すなわち，浮遊スフエロイドの大量迅速形成と，実用条件下でのスフエロイ ドの

安定固定化とについての改善を行った

まず，懸濁培養によるスフエロイドの大量迅速形成については，旋回培養と逆

円錐台回転体を着装したスピナーフラスコを用いた大量浮遊鎚狩培養を行った.

いずれの方法においても，長期連続J躍す宇は困難である が，アルブミン分泌能と

GOT漏出畳を定量化することによって，最適な撹狩停止・回収時刻を設定した こ

のようにして形成された細胞凝集体をポリリ ジンで被覆した表面上に再播種した

ところ，はじめから静置活養によって形成させたスフエロイドと同僚に，その後

約2迎聞にわたって，良好なアルブミン分泌能を維持した.よって，懸濁培養によ

って形成された細胞凝集体を..スフエロイド"と呼ぶことができる.酸素供給

や嫌狩による努断応力，完全混合状態の実現等に注意すれば，さらに大きな容量

での一括迅速形成ち可能であると考えられる ( 4， _ 2)  

また，生理濃度まで下げたホ Jレモン条件下や，高濃度血清を添加した尾地中で

の各陣固定化法によって固定化されたスフエロイドの機能発現維持を倹討した
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その結果，高濃度血清と直媛スフエロイドをI妾触させる固定化法は，安定機能発

現にとって著しく不利であることが判明した また，ゲル包括法でほー コラ ーケ

ンゲルがアルギ J酸カルゾウムゲルより著しく優っていた 人工肝絡モジュ ール

の実用条件，すなわち，生理濃度のホルモ J を含む血衆が濯流するという条件に

近つけるにつれて. 2つの包話回定化法に見られたこの差は，大きくなった.よ

って，可能な限り良好な機能発現を維持しなければならない実用の人工肝臓モゾ

ュールへの適用のためには，適度に細胞周囲環涜を受えるようなコラ ゲンを主

体とする成分によるゲル包括固定化なとが適当であることが示唆された

( 4 _ 3)  

以上得ふれた結果は，大量にスフエロイドを形成後固定化を行うという人工肝

モジュール製作のアプローチにおいて，モジューノレ設計に進む前に解決しておく

べき問題を基本的に解決する重要な成果であると考え占れる.
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来冬主主 三事ζ言語旨コ定 GDまと占うと 4ヤ毛灸 GD居主主皇室

本論文では，培養動物細胞を工学的に利用する立場から，自体表面特性や液性

因子などの活養系での細胞周囲環境が，細胞形態と機能発現に与えている影響に

ついて解明し，それら基礎的な知見の上に，より積像的な制御と利用を試みた

まず，以下に各章の成果を簡単にまとめる.

5P.;1 主主主では，本研究の背景となる既往の研究について述べた.動物細胞

の物質生産能や臓器特異機能を機能を利用する場合において，固体表面と細胞が，

直後またはさまざまな 7 トリ y クス物質を介して間後的に作用することによって

細胞の付着伸展やその後の増殖，さらにはより高度な生体煩似組織の構築といっ

た現象が制御されていることを述べたーまた，それらの知見を利用して，ハイブ

1) .，ド型人工肝臓などの有用な生化学反応装置の開発に関する研究の現状と課題

について述べた. さ占に，それら既往の研究の中での，本研究の目的と 77'ロ

チについて述べた.

多符 2 主主で!:i，物質生産における傍若依存性動物細胞の大畳居養での付背

伸展制御の第一歩として，典型的な細胞株を用い，生物特異的及び非特異的細胞

付着機憾の寄与を定量的に解甘干した すなわち，筏普依存性動物細胞の大畳居養

において， 1l置も有望な方法とされている 7 イクロキャリアー法における連続悦枠

による細胞播額時に見られるような，担体と細胞の侵蝕時間が極めて短い湯合に

おける細胞付着現象を ， デイツ Y ユを用いる ~p置培養での付着実験で，細胞とデ

イ y シュ底面との接触時間を，細胞付着に関する既往の研究に比較して，極めて

短く設定することにより，検討した. この結果， t妾触直後の細胞付着においては，

固体表面へ吸着した血清7ンパク質をも含めた非特異的性質が支配的であること

を明らかにした.た とえ特異的付着伸展タンパク質が吸着した表面であっても，

非特異的には細胞が付着しにくい場合は，かえって初期の付着を阻害することも

明らかとなった. このように， I'妾触直後の細胞付着現象と，その後の伸展 ・増殖

といった現象とでは，その機憎が異なることが示唆された また，:Jンパク質が

吸着した表面の非特異的な性質としては.疎7)<!生/親水性バランスよりも，吸着

タンパク質の培養液中での電荷の極性が，より重要なパラメータであることが示

唆された.以上の知見に基づき，後触直後の細胞付着機嫌を簡単なモデルで表し

た (2_  2).  さらに， t妾触直後の細胞付着とその後の細胞{申展を同

時に促進する表面特性を提出した これは，<イクロキャリ 7一法などによる俊

着依存性細胞の大量培養において，最適な特性を与える表面のひとつであると考

えられる ( 2 _ 3)  
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2手~ 3 主主では.単なる物質生産能の利用ではなく，ハイブリノド型人工肝

臓への細胞の利用に見られるような細胞が持っその由来臓器の特異縫能の利用を

鰻終目僚として. n干特異機能を保持したまま一定期間足養可能な初代活安肝細胞

の形態と機能発現を，固体表面特性と I夜1生因子によって制御することを試みた

その前段階として，まず，凝集体形成における固体表面の特性やその後の維持に

おける液性因子の効果などの基本的な培養条件を日月占かにした(3 _ 2)  

また，人工肝臓へ利用する場合において，重要な1干特異様能とされているいくつ

かの織能の発現状況を検討し，凝集体が悌々な機能を長期間にわたって保i寺する

ことを確かめた (3_ 3).  さらに，凝集体を大量形成後，固定化する人

工肝臓モジューノレの製作アプローチに必要な凝集体の形態と機能発現の制御を試

みた すなわち，平阪上での静置活養において，浮遊状態の細胞凝集体を選択的

に形成させるための沼養条件，及び形成させた浮遊凝集体を，平仮上に一部{申展

状態で安定に再付着固定化させるために綬適な固体表面特性などを設定した

~4 室主では，肝細胞凝集体の大量迅速形成における懸濁培養の利用と，

血紫謹流モジュール内での安定固定化法の選択について検討を行った. まず，旋

回培養や大容量浮遊培養で迅速に形成させた細胞凝集体が，浮遊状態でのt音養を

中止し固定化する ことにより，平仮上静置培養で緩やかに形成させたも のと同レ

ベルの機能を安定に発現することを確かめた このことは.人工肝臓モゾユ ル

に必要な大量の肝細胞凝集体を，比較的簡単かっ迅速に形成させ得る可能性を示

している (4_ 2).また，形成させた凝集体を血?置が海流する人工肝モ

ジューノレ内に安定に固定化する方法を選択するために，典型的な方法で固定化し

た凝集体を一般の渚養条件とは著しく異なる培地，すなわち高濃度血清培地や生

理レベルの各種ホルモンのみを添加した培地，を用いて渚養L.機能発現とその

維f寺を比較検討した.その結果，コラーゲン慌のゲル包括固定化法が，最も安定

な固定化方法であることを明占かにした (4_ 3). この 2つの成果によ

って，肝細胞凝集体を利用する人工肝臓モジ A ーんの製作について，モジュ ール

設計前に明らかにしておくべき基本的な問題は解決されたと考えられる

さらに，今後の研究課題について述べる.

固体表面の非特異的特性が，細胞の付着[申展や増殖といった現象に与える影響

については。伸展増ffl過程については，生物学的に特異的な機情が決定的である

ことは. ，;!!ま共通の認識となっている.ごく初期の侵蝕 ・付着過程については，

生物学的に特異的な作用ではない非特異的な機構が，重要な役割を果たしている

ことは明占かになりつつあるが，そ れらの中での支配的因子の解明や，付着俊惰

全体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，流れによって生じる隙々な要因をも含めた定量的な解析が必要
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とされている いくつかのモデルが提示され，非常に浬想化された実験系での測

定結果と想論の比較が試みられている (Megeet al.， 1986: Hammer and Lauffen 

burger， 1987) 一方， "7イクロキャリア ー培養槽なとの償伴状態と細胞への障害

を説明・予測するための検討・モデル化が行われている (Auninset al.， 1989: 

Croughan et al， 1989: Croughan and Wang， 1989: Cherry and Papoutsakis， 

1988) ，近い将来，これ占両者の研究成果が結び付き，簡単な実験によ って，ス

ケ Jレ7''/プしたI苦養槽中でのさまぎまな細胞の付着挙動を予測することが可能

となるであろうー

付吉伸展 ・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，初代士宮養肝細胞の研究は重要な位置を占め続

けると考えられる 初代培養肝細胞においては一般に，増殖と分化機能維侍は悶

反すると考えられている.これは，単庖活安しかも低面密度であればあるほど地

殖活性が高い(Nakamuraet al.， 1983: Ichihara et al.， 1986)という報告，ま

た凝集体の形成に伴って増嫡能は低下し，分化機能発現レベルが上昇すること

(Koide el al 1989)，などから明らかである.生体外で，肝細胞を増殖相から

分化相へ，または分化相から増殖相へ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することが可能となれば.応用面としては

ごく少数の細胞から，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 このような制御を意図した研究は畳近試み始め

られている (Takezawa，1990)が，これらの形態制御技術を利用する場合には，団

体表面の非特異的特性が，プロテオグリカンなとの巨大搭-';ン バク質悔合体やタ

ンパヲ質の吸着性に及ぼす影響，ホ ルモンなどの液成因子が7 トリ y クス物質の

合成分泌へ与える影響，の両者を総合的に昼過化することが，重要であると考え

ている

以上，物質生産を目的とした株細胞の付普伸展の制御，由来1日誌の特異健能の

利用を目的とした肝細胞における細胞凝集体の形成と機能発現の制御のいずれに

おいても，団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ことがます

ます明らかとなった 今後これらの役割をさらに定量的に解明することによって

細胞形態や機能発現をより簡単な方法で制御することが可能となるであろう.
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