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1. は じ  め  に

ヒトを含む哺乳類の動物細胞は,生 理学的意義のある生

体機能を発揮する最小単位であるため,環 境評価や新たな

医療シスデムヘの利用が期待されている。当研究室では,

これらの利用に関して,以下のような研究を進めている。

2.環 境評価のための新規バイオアツセイ開発とその利用

(Fig.1)

培養ヒト細胞短期毒性試験は,ヒ ト急性致死血中濃度と

の相関が高いことから,変 異原生試験や内分泌攪乱性試験

と共に,環 境評価 ・管理への適用が期待されている。

そこでまず,ヒ ト細胞を用いながらも現場で使用可能な

簡便デバイスを開発した .゙高 感度安定検出が可能である

ヒ ト肝ガン細胞 (Hep G2)の 低密度 リポタンパク質

(LDL)活 性阻害を指標とした。多孔質担体を用いること

で細胞を高密度固定化し,そ れをマイクロピペットのチッ

プ内に充填する使い捨て型のデバイスとした。各種化学物

質や実際の環境水に適用したところ,従 来2日間かかつて

いた急性毒性 レベルの毒性を約 2時 間で検出可能であっ

た。

次に,バ イオアッセイデータと化学分析結果,本 邦で構

築が進められているバイオアツセイデータベースカを利

用して,環境水中の特定化学物質の総括毒性への寄与を定

量化する試みを行つた
30。これは,費 用対効果が最 も高

い対策を選定するために役立つ9,単
成分物質の用量作用

曲線はロジステイツクモデルで,そ れらの複合的な毒性は

その積 (両者の作用は相加的)で ,そ れぞれ良好に記述す

ることができた。興味深いことに,2種 の化学物質の組合

せより,環 境水に一種類の化学物質を添加した場合の方が,

予測と実測とがより高い相関性を示 した。これは,環 境水

*東
京大学生産技術研究所 人 間

**東
京大学生産技術研究所 物 質

**米
国際連合大学

社会大部門
生命大部門

53巻 3号 (2001.3)

説

生 産 研 究

論

中が毒性発現メカニズムの異なる多 くの物質を含んでお

り,あ る化合物がそれに添加されたとしても,そ の物質の

毒性発現機構が,総 括の毒性に対 して拮抗的 。相乗的とい

った特殊な相互作用を及ぼす可能性が低いことを示 してい

る。従って,特 定の毒性物質 (群)の 除去による総括毒性

の低減を評価する場合には,そ の影響は相加的であるとし

て予測することは妥当であると判断した。

さらに,毒 性低減の視点からの水処理プロセス改善に応

えるために,処 理プロセスでの総括毒性の低減と処理操作

条件を簡便に記述することを試みている。例えば排水のオ

ゾン処理においては,原 水中化学物質 ・酸化によリプロセ

ス内で初期に生 じる中間生成物 。処理後期に生 じ強い毒性

を示すアルデヒド類の三者の消長に着 目し,上 述の複合毒

性記述手法を用いて,総 括の毒性変化をおおよそ記述する

ことができた
60。

今後,他 の処理プロセスについても同

様の手法で数理モデル化 し,種 々の処理操作条件での毒性

削減を簡便に予測することが可能となろう。

3.人 体システムの応答再現を目指 した新規実験システム

の開発 (日g.2)

環境評価 ・管理のためのバイオアツセイは,簡 便性 。迅

速性を最重要視 しているため,階 層構造を持ったシステム

としての人体の複雑な環境応答を記述再現することは困難

である。従ってこれらの手法は,例 えば動物実験代替とい

った目的のためのより高度な人体応答の評価のたゅには,

全 く不十分である。この目的のためには,動 物実験以外に

は,生 理学的薬物動力学モデルによる数理シミュレーショ

ンが専ら用いられているが,未 解明の臓器間相互作用を予

測することは原理的に不可能である。

そこで,よ り高度な人体応答の評価のために,複 数のバ

イオアッセイ手法を生理学的な構造で配置 。結合する新規

実験システムの開発を進めている。具体的には,小 腸や肺

から摂取された環境汚染物質が肝臓で代謝を受け,そ れ以

外の臓器に毒性を発現するという主要なプロセスの再現を
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まずは目指 し,種 々の培養システムを研究 している。

まず,簡 便型として市販の膜型培養器を用いて,小 腸吸

収とその後の毒性発現を同時に評価可能な新規試験系を開

発 した .゙小 腸モデルにヒト大腸ガン由来細胞 (CacO-2)

を用い,肝 臓モデルにヒト肝ガン由来のHep G 2細胞を用

いた。この系では,毒 性発現における消化管吸収率の補正

を行うことができ,人 体致死毒性の予測性の向上が確かめ

られた。ある種の化学物質では,人 体で指摘されているよ

うな小腸での代謝と極性輸送に起因すると見られる複雑な

毒性発現が再現され,現 在,詳 細な検討を進めているの。

この簡便型では市販の培養器を用いているため,人 体に

比較して細胞密度が著しく低いものとなっている。またそ

の小ささゆえ,速 度論的な評価には適さない。さらに,厳

密に生理学的な回路で各細胞集団が接続されているわけで
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Fig.1 バイオアッセイを利用する新たな
環境管理と,開 発した要素技術 ・

方法論。上半分に,バ イオアッセ
イによる環境評価に基づいて,具
体的な対策を執るまでの流れを示
す。下半分に,そ の中で必要とさ
れる迅速簡便バイオアッセイ 。多
成分毒性解析法 ・水処理プロセス
による毒性低減評価予測法,な ど
の要素技術 ・方法論を示す。

Fig.2 経口 ・経吸気的に摂取された化学
物質影響評価のための培養細胞利
用型の実験システム.

はない。そこで,同 様の細胞を用い,生 理学的な回路を持

つ灌流システムの開発をも進めている
1°

.高 密度培養を

行うことで,細 胞密度を人体の 1/10程度にまで高めるこ

とができ,よ り定量的な記述予測に近づ くことができる。

ただし,数 多 くのシナリオを簡便に評価することは不可能

であるので,上 記の簡便型システムと共に各々の利点を活

かしつつ相補的に利用 していくべ きであろう。

以上では,経 目的な摂取を前提としたが,経 吸気的な評

価のため,別 途,簡 便なガス暴露装置を開発 した
11)。こ

こでは,肺 気道や肺胞の Jんνjνθでの大気への暴露を模倣

するため,気 液界面培養を用いた。すなわち,培 養液中で

膜上に細胞を培養 した後に,上 面の培養液のみを取 り除き

J4νJソθと同じく気体に半ば直接接触させるものである。環

境中で問題 となっている種々のガスを暴露すると,明 らか

れ
ご
暑
風
ト

輛赫
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に液相存在下と比較 して毒性が高 くなった。また,興 味深

いことに,肺 気道細胞 (ここではヒ ト気管支ガン由来

calu-3)では,気 液界面培養で多層化が進み,jんソjνο様の

厚い上皮構造を形成するが,肺 胞細胞 (ヒト肺胞ガン由来

A549)で は全 く重層化が進まず,肺 胞細胞は気道細胞に

比較 して暴露に対 して著 しく感受性が高かった。先に使用

した肝細胞 (Hep G 2)と ,肺 由来のこれらの細胞の感度

比較も行つたが,全 ての物質について肺胞細胞が最も弱い

ことが確認され,短 時間暴露での経吸気影響においては,

肺を標的臓器として重視すべきと考えている。

以上のように,人 体組織の各特徴を再現 しうるバイオア

ッセイ手法を,階 層的な人体システムの構造に沿って適切

に組合せ利用することで,生 理学的薬物動力学シミュレー

ションと相補的に働 くような全 く新たな実験システム体系

を構築することができる。これらは,進 歩の著しい多種遺

伝子発現同時解析技術などと合わせて用いることで,応 答

に関わるメカニズムの解明に役立つと考えている。

4.新 たな医療システムとしてのバイオ人工臓器や再構築

型組織の開発 (Fig.3)

人体を構成 している細胞 。組織のうち代謝を司るものの

代替を展望 した場合,そ の最小構成単位である細胞を用い

るのは妥当である.特 に肝臓については,500種 程度の機

能を保持 してお り,物 理化学的な単位操作で代替すること

は全 く不可能であることから,細 胞を利用するバイオハイ

ブリッド型のシステムが研究されている。

そこで,本 学大学院医科学研究科 。肝胆膵外科学専攻の

成瀬勝俊助手 ・幕内雅敏教授らと共同で,ブ タ肝細胞の高

密度培養バイオリアクターを利用する一時的肝機能代替シ

ステムの開発を進めている。要となるバイオリアクターに

ついては,物 質交換性に優れたポリエステル不織布を用い
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る充填槽型
lD, ミニ肝臓 とも言 うべ き高密度肝細胞凝集

体を利用する浮遊灌流培養型
121,などの開発を行ってき

ており,現 在,肝 疾患モデルイヌ ・サルを用いる詳細な性

能評価を進めている。しかしながら,異 種動物細胞を用い

る治療では,例 えばブタの場合には染色体内在性のレトロ

ウイルスが種を越えて人類に蔓延する可能性が否定できな

いことなどから,わ が国の厚生労働省は慎重な姿勢を取 り

続けており,本 邦での臨床応用の目処は立っていない。

このような一時的な機能代替を目指す従来の人工臓器開

発と異なり,こ こ数年,永 続的に働 くほぼ完全な生体臓器

の再構築を目指した,い わゆる生体組織工学の研究が盛ん

となっている。これは具体的には,ヒ ト組織 ・臓器の幹細

胞 ・前駆細胞を,生 分解性のポリマー担体で培養し,生 体

に戻して欠損機能を回復しようとするもので,皮 膚や軟骨

に関してはほぼ成功している。これはこれらの組織の幹細

胞の,4ソJ′“増殖分化制御が比較的容易であること,こ れ

らの組織がもともと二次元的であり,移 植直後の物質交換

があまり問題とならないこと, などが挙げられる。

一方で,肺 や肝臓 ・腎臓といつた複雑な機能または構造

を持つ重要な臓器については,い まだ方法論が確立してい

ない。複雑ではあるが高度に組織化された内部微細構造を

持つ生分解樹脂テンプレートをどのように製作するかとい

った工学的課題解決と,こ れらの臓器の幹 。前駆細胞の増

殖分化を如何にJんνJ′″で制御するかといった極めて生物

学的な知見の蓄積,な どが必要条件である。

そこで,前 者に関しては,CREST研 究員 。宮田房枝氏

(本学大学院工学系研究科 ・化学システム専攻),同 じく

CREST研 究員の古川克子博士 (本学大学院工学系研究

科 ・機械工学専攻)の 協力を得て,高 機能生分解ポリマー

の開発と評価に着手している.ま た本所白樫了助教授と共

にこれらの新規ポリマーを用いた各種微細加工 ・造型技術

Fig,3 T書
指tだ浩乱森尭I差重[血臭雰禁彎界層季

バイオリアクターと物質交換させる人工肝臓シ

ステムを示す。写真は,肝 組織再構築を目指し

た,各 個研究を示す。上から時計回りに,乳 酸

系ポリマーを粒子溶出 ・ガス発泡法で多孔質化

した担体の内部構造,増 殖因子の存在下で培養

され一部肝組織様の構造を形成しているマウス

胎児肝細胞,内 部に複数の増殖因子をもつ生分

解性徐放マイクロカプセル,を それぞれ示す。
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の適用可能性に関する研究を開始 している。
一方で後者に関しては,当 面のターゲットを肝組織再構

築に当て,本 学分子細胞生物学研究所の宮島篤教授 らのグ

ループの協力のもと,ま ずはマウスの胎児肝細胞を細胞

ソースとして,最 近研究を開始 した。これは,成 熟肝細胞

はJんソj′″でほとんど増殖 しないが,胎 児肝細胞は活発な

増殖能を持ち,適 当な条件下で培養を継続することで,分

化機能を獲得 し始めると共に,Jκッjソοの肝細胞索に酷似 し

た組織を形成 し得るためである。これに必要な因子を例え

ば生分解性ポリマーマイクロカプセルを用いて局所高濃度

供給 した り
0,上

述の微細構造テンプレー トを用いるこ

とで,高 度な肝組織のJ“νJ′“形成可能性を追求している。
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