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第1章 緒言  

ト1．本研究の目的  

重篤な肝不全患者の自己肝が再生するまでの期間、患者の荒廃した肝臓の機能を補   

助できるようなバイオ人工肝臓を開発するためには、人工肝臓の装置内で高密度に培   

養された肝細胞の代謝機能が長期間にわたって維持される必要がある。しかし、多く   

のバイオ人工肝臓において使用が前提とされている成熟肝細胞は、生体内では旺盛な   

増殖能を示すにもかかわらず生体外ではほとんど増殖しないため、装置全体の肝機能   

が長期間維持できないことが問題となっている。そこで本研究では、生体外でも増殖   

能を示す胎児期の肝臓細胞をバイオ人工肝臓の開発に応用することを目的として、多   

孔質樹月旨であるpolyvinylformal（PVF）樹脂を担体とした胎仔肝臓細胞の三次元培養を   

行い、サイトカイン、成長因子やホルモンなどの刺激因子が胎仔肝臓細胞の増殖や成   

熟に及ぼす影響について検討した。まず、サイトカインの一種であるoncostatin M   

（OSM）が、三次元培養した胎仔肝臓細胞の増殖や肝特異的機能に及ぼす影響につい   

て調べた。また、OSM以外にも胎仔肝臓細胞に効果があると考えられたいくつかの因   

子を用いた培養も行った。さらに、細胞種の違いによる影響の検討や培養系のスケー   

ルアップを目的として、ブタ胎仔肝臓細胞の培養実験を行った。  

ト2．バイオ人工肝臓の必要性  

劇症肝炎などに代表される肝機能障害に対して、投薬や血液浄化療法などの様々な   

治療が試みられてきたにもかかわらず、現在でも約70％ という高い致死率にとどまっ   

ている（deGrootetal．，1989；葛西と澤，1999）。その有効な治療法として肝移植が唯－   

の方法であるが、ドナー肝の不足はいまだに深刻な問題である。米国では、2001年に   



肝移植の適応となった患者は約26000人であり、そのうち移植を受けた患者はわずか   

20％にすぎず、一方で7．7％の患者が死亡したことが報告されている（vandeKerkhove   

eJαJ．，2004）。日本では1999年に脳死移植法が制定されたものの、2003年までにその   

実施例は22例にとどまっており、脳死肝移植による治療はほとんど期待できない状況   

にある。以上のことから、重篤な肝機能障害を持つ患者を治療できるような人工肝臓   

を開発することの意義は大きい。  

肝臓は生体の臓器の中で最も多様で複雑な機能を有することから、生体内の化学工   

場ともいわれる。その機能はタンパクの合成から糖新生まで広範囲であり、大まかに   

体内の有害物質の除去と生命維持に不可欠な物質の合成の二つに別けられることから   

（Hori，1988；Nybergetal．，1992；Yarmush etal．，1992）、人工肝臓にはこの両方の機能   

を代行できることが要求される。  

ト3．人工肝臓の臨床応用  

人工肝臓の臨床応用は、1950年代後期に堀らによって世界で初めて行われた。それ   

は肝性昏睡患者の血液の体外潜流回路とイヌの血液の回路を膜を介して交差湾流する   

方法であり、この治療によって患者の覚醒をみたことが報告された（Hori，1982，1988）。   

しかし、このような生体肝臓や摘出肝を用いた生物学的な人工肝臓の開発はその後あ   

まり行われなくなり、むしろ血液ろ過、吸着や透析に代表されるような純人工的な人   

工肝臓の開発が主流となった。しかし、純人工的な人工肝臓を用いても救命率はさほ   

ど向上しなかったことから、純人工的な手法のみで肝臓の機能を代行することには限   

界があると考えられるようになった。  

一方、1976年にSeglenによってコラゲナーゼ湾流法による肝細胞の遊離法が確立さ   

れたことで、肝細胞の培養法や生化学的機能に関する研究が大きく進歩した（Seglen，  
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1976）。人工肝臓についても、摘出肝臓ではなく、遊離肝細胞を装置に組み込んだバイ   

オ人工肝臓の開発が1980年代後半から国内外で盛んに進められるようになり、とりわ   

け米国とドイツで臨床応用の前段階としての検討が行われた。1990年代に入ると、ホ   

ローファイバーモジュー ルの内部にブタ肝細胞、あるいはヒト肝ガン由来の株化細胞   

を充填した形式のバイオ人工肝臓の臨床応用が開始された（Sussman and Ke11y，1993；   

Rozga et al．，1993；Sussman et al．，1994；Gerlach，1996）。これらの人工肝臓は、これ   

までに急性肝不全患者に250例以上も臨床応用され、多くの患者が肝移植、または自   

己肝の回復にこぎつけたことが報告されている。しかしながら、これらのバイオ人工   

肝臓は、主に肝移植までの数日間のつなぎ、いわゆるbridge－tO－tranSPJantとして利用す   

ることを目的としているため、深刻なドナー不足を根本的に解決できるような手段に   

はなり得ない。したがって、患者自身の肝臓が回復するまでの長期間にわたって患者   

の肝機能を補助できる（bridgeptoNreCOVery）ような人工肝臓の開発が切望されている。  

ト4．組織工学的アプローチによるバイオ人工肝臓の開発  

組織工学あるいは再生医工学（tissue engineering）とは、一般には「工学と医学・生   

物学の原理を統合することによって、荒廃した生体臓器の機能を再生し、椎持し、改   

善することを目的とする境界領域の学問」であると理解されている（LangerandVacanti，   

1993；大島，2000）。その手法を特徴づける因子は、1）細胞を三次元的に培養するため   

の足場、2）臓器・組織を再生させるための細胞、3）細胞の分化・増殖を制御する細   

胞外マトリクス（extracellularmatrix；ECM）や成長因子などのシグナル分子、の3つで   

ある。  
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1－4－l．細胞の足場の開発  

臨床応用が可能なバイオ人工肝臓を開発するためには、大量の肝細胞を装置内で高   

密度に培養する技術が要求される（Ohshima，1997）。成人の肝臓には1011個のオーダー   

の肝細胞があり、その機能を代行するためには肝臓の1／10から1ノ3の肝細胞が必要で   

あると考えられていることから、バイオ人工肝臓のモジュールは1010個オーダーの細   

胞を培養できる必要がある。この細胞を現実的な容積、すなわち数リットル以下の装   

置で培養するためには、107ce11s／cm3以上の高密度で肝細胞を培養する技術が必須であ   

る（Ohshimae方正，1997）。  

高密度に培養した肝細胞の機能を長期間維持できるような装置を開発するための研   

究は、これまでにも数多く報告されている。例えば、肝細胞を単層培養したプレート   

を積層した積層平板型培養器を用いる方法（Uchino eJαJ．，1988）、肝細胞をゲルに包埋   

する培養法（CaierαJ．，1988，1989）、動物細胞培養用のマイクロキャリアーの表面に肝   

細胞を固定化して培養する方法（Shnyraα（止，1990，1991）、さらには透析などに用い   

られてきたホローファイバー・カートリッジの内部に肝細胞を培養する方法（RozgaerαJ．，   

1993；Nyberg etal．，1993；Sussman etal．，1994）などが挙げられる。これらの肝細胞培   

養モジュールによって、肝細胞を107cells／cm3に近い密度で培養できるようになった。  

われわれの研究室では、肝細胞の培養の足場となる担体に多孔質のPVF樹脂を用い   

る充填層型リアクターの開発を行ってきた（Ⅵnagiどrαり992；MiyoshieJdJ．，1994，1996，   

1998；OhshimaどJαJ，1997，1999）。多孔質樹脂は単位体積あたりの表面積（比表面積）が   

大きいことから、細胞の高密度培養が可能であるうえに、装置のスケールアップが容   

易であることなどの利点を持っている。また、PVF樹脂は、元来は工業用フィルター   

として開発されたスポンジ状の樹脂で、その細かい孔が三次元的に連続しており、約90％   

という高い空隙率を有している（Yamqiiand Fukuda，1992）。本研究室では、このPVF  
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樹脂を成熟ラットから遊離した肝細胞の三次元培養用担体として用いることで、1．2×   

107ce11s／cm3－PVFの高密度に固定化できる方法をすでに確立した（Yanagietal．，1992，   

Ohshima etal”1997）。また、三次元培養系においては、肝細胞のアンモニア代謝能、   

アルブミン分泌能などの肝特異的機能が20日間以上も安定に維持され、通常の肝細胞   

培養法である単層培養よりもはるかに良好な結果が得られた（Miyoshietal．，1994，1996，   

1998；三好と大島，1998）。しかし、成熟肝細胞は生体外ではほとんど増殖しないことか   

ら、培養初期に肝細胞が高密度に固定化されたとしても、固定化細胞数の減少にとも   

なって、培養系全体での細胞活性は次第に減少してしまう。したがって成熟肝細胞を   

用いる限り、培養細胞の活性を大幅に向上させることは不可能であると考えられた。  

1－4－2．バイオ人工肝臓に用いられる細胞  

これまで臨床応用されたバイオ人工肝臓の多くはブタ成熟肝細胞を使用している   

（Demetriou etal．，2004；Van de Kerkhove et al．，2002；Mundt et al．，2002）。ブタの肝   

細胞は大量に入手しやすいこと、肝特異的機能も良好に発現していること、倫理面で   

のハードルも低いことなどから、現状では最も利用しやすい細胞である。その一方で、   

1－4－1項で述べたように、成熟肝細胞は活性が容易に低下することから、ブタ成熟肝細   

胞を用いたバイオ人工肝臓はbridge－tO－tranSplantとしての利用にとどまっている。一方、   

ヒト由来の細胞を用いたバイオ人工肝臓として、ヒト肝ガン由来細胞（C3A細胞）を   

用いた装置の臨床試験が行われている（Sussman and Ke11y，1993；Sussmanetal．，1994；   

Ellis egαJ．，1996）。肝ガン由来細胞は培養系における増殖能が高いことから、培養系に   

おいて長期間にわたって細胞を維持できるという利点がある。しかし、患者の発ガン   

の可能性や、細胞が装置から脱落して患者の血液に混入する危険性は否定できない。   

また近年では、正常なヒト肝細胞をバイオ人工肝臓の細胞液とする例が報告されてい   

る（Saueretal．，2002，2003）。これは、脳死患者の肝臓のうち、脂肪肝や肝硬変などの  
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eJ正，2002，2003）。これは、脳死患者の肝臓のうち、脂肪肝や肝硬変などの理由で肝   

移植の移植片としては適さない肝臓から遊離した細胞を利用した装置である。しかし、   

その供給量には限界があるとともに、培養系において肝細胞を増やすことができない   

という問題点は未解決のままである。  

肝幹細胞や胎児肝細胞などの未分化な細胞は旺盛な増殖能を有するものの、その肝   

特異的機能を高度に発現させることは困難であると考えられてきた。しかし、最近の   

再生医療分野の研究の進歩により、胚性幹（ES）細胞や胎仔肝細胞の培養条件を検討   

することによって細胞の分化・成熟を促し、アルブミン分泌能などの肝特異的機能の   

発現を誘導できることが報告されている（Kamiya et al．，1999；Chinzeietalリ・2002）。   

したがって、ES細胞、肝幹細胞あるいは胎児幹細胞などの未分化な細胞をバイオ人工   

肝臓に適用できる可能性は十分にあると考えられる。  

ト4－3．細胞の増殖・分化を制御する因子  

肝細胞の細胞数やその機能を維持するための培養方法については、すでにト¢1項で   

示したように種々の方法が検討されている。しかし、装置工学的な検討だけでは、大   

量に培養された肝細胞の活性を維持することには限界があり、細胞の増殖や機能を活   

性化させるECMや成長因子のような何らかの生物学的因子を組み合わせて使用する必   

要がある。  

ECMは、細胞の接着や形態、あるいは細胞膜を介した細胞の活性の発現に関与する   

物質であり、その代表例となるコラーゲンを用いた肝細胞の単層培養の例は早くから   

試みられてきた。コラーゲン以外に肝細胞の培養に適したECMとしては、肝臓から調   

製したECM（Rqjkind etal．，1980；Enat etal．，1984；Jaureguietal．，1986）やラミニ   

ンを多く含むゲル（Bisselletal．，1987；Ben－Ze，ev etal．，1988，Lee et al．，1993）など   

があり、これらのマトリックス上で単層培養された肝細胞は、長期間にわたって肝特  
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らのマトリックス上で単層培養された肝細胞は、長期間にわたって肝特異的機能を発   

現することが報告されている。  

一方、ホルモンや成長因子などの培地への添加物が培養肝細胞に与える影響につい   

ても数多く研究されている。中でも、insulin、dexamethasone、glucagonなどに加えて表   

皮成長因子（epidermalgrowthfactor；EGF）や肝細胞増殖因子（hepatocytegrowthfactor；   

HGF）といった増殖因子の影響が広く研究されており（Jeffersonetal．，1984；Nakamuraet   

al．，1989；Waxmanetalリ1990；Siddiquietal．，1999）、これらの因子が肝細胞の増殖や活   

性の椎特に有効であることが報告されている。  

サイトカインであるinterleukin（IL）－6は、肝再生の際に細胞の増殖を促進する中心   

的役割を果たす物質であり、IL－6fami1yのサイトカインであるoncostatin M（OSM）も   

成熟肝細胞の細胞周期を進行させることが見いだされた（Fausto，2000）。このOSMは、   

胎仔肝細胞の分化過程において重要な役割を担っていることが近年明らかにされてき   

た。すなわち、マウス胎仔肝臓細胞の単層培養において、OSMを添加することにより   

胎仔肝臓の造血機能が消失する一方で、肝機能が向上することが明らかになった   

（Kamiya etal．，1999，2001；Miyqjima et al．，2000）。これらの研究では、OSMは未成   

熟肝細胞を分化・成熟させる効果があり、成熟肝細胞に特異的なタンパクの発現が増   

強することが示された。しかし、三次元培養した胎仔肝細胞に及ぼすOSMの影響はほ   

とんど報告されておらず、OSMを用いて培養した胎仔肝細胞をバイオ人工肝臓へ応用   

する試みも全く報告されていない。  
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第2章 マウス胎仔肝臓細胞の培養における基本培地およびOSM  

の影響  

2－1．本章の研究目的  

本章では胎仔肝臓細胞をバイオ人工肝臓の細胞源として利用することを目的として、   

polyvjnylformal（PVF）樹脂を担体として用いるマウス胎仔肝臓細胞の三次元培養を行   

った。この際、培地への添加物として、肝細胞の成熟を促進すると考えられている   

oncostatinM（OSM）を用い、OSMが細胞の増殖や肝特異的機能に及ぼす影響を調べた。  
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2－2．実験方法   

2－2－1．胎仔肝臓細胞の取得  

実験に用いたマウス胎仔肝臓細胞は、胎生13～15日目のC57BL／6マウス（日本SLC、   

静岡）から取得した。妊娠マウスから子宮を摘出し、胎盤を除去したのち羊膜中の胎   

仔を取り出した。その後、実体顕微鏡下にて胎仔から肝臓を単離し、5％FBS（fetaJbovine   

serum；GibcoBRL、NY）を含んだHanks液（Hanks，balancedsaltsolution；GjbcoBRL）   

中で22Gの注射針でピペッティングすることにより細胞を分散した。細胞懸濁液は、   

孔径70Fimのフィルター（FaJcon2350；BectonDickinsonLabware、NJ）を通すことによ   

り不純物や細胞塊を取り除いた。  

取得細胞数および細胞生存率はtrypanblueexclusion法により測定した。  

2－2－2．三次元培養用担体  

胎仔肝細胞の培養担体には、多孔質樹脂であるPVF樹脂（カネボウ化成、大阪）を   

用いた（Yanagietal．，1992；Miyoshietal．，1994，1996，1998；Ohshimaeta111997，1999）。   

平均孔径100pm（空隙率約90％）のPVF樹脂を2×2×2mmの立方体状に細切して   

100個ずつ遠心ボトルに入れ、オートクレーブにて滅菌したのち、0，06％ コラーゲン   

（Cellgenl－PC；高研、東京）に半日以上浸潤させることによりコラーゲンコートした。   

これらの担体をPBS（－）（phosphatebufferdsaline；日水製薬、東京）、Hanks液および血   

清添加培地により系列的に洗浄して培養に用いた。  

2－2－3．培地と細胞刺激因子  

細胞の培養にはminimum essentialmedium alpha（Gibco BRL）を基本とした培地   

（αMEM）とWlliams，mediumE（GibcoBRL）を基本とした培地（WE）の2種類を用  
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いた。これらの培地のうち、minirnumessentialmediumalphaには血球系細胞の分化やコ   

ロニー形成を誘導する因子として知られるdexamethasone（0．1FEM，Sigma、MO）を添   

加し、FBS（10％）、horseserum（HS；10％，StemCellTechnologies、Vancouver、BC）お   

よび抗生物質（0．5％，antibiotic－antimycotic，GibcoBRL）を加えた（αMEM）（Miyoshietal．，   

2000）。またWilliams，medium Eには、肝細胞の肝特異的機能を冗進する作用も持つ   

dexamethasone（0．1pM）とinsulin（0．1pM，Sigma）、細胞の接着を促進するaprotinin   

（5000KIU／L，Sigma）、FBS（10％）および抗生物質（0．5％）を加えた（WE）（Yanagiet   

αJ．，1992）。  

胎仔肝臓細胞の刺激因子として、マウスOSM（10ng／mL，Sigma）を培地に添加して   

培養を行った。  

2－2－4．培養実験  

胎仔肝臓細胞の培養実験は、PVF樹脂を担体とする三次元培養と、対照として通常   

の培養方法であるディッシュを用いる単層培養を行った。単層培養では、0．06％ コラ   

ーゲンでコー トした直径35mmのディッシュ（Falcon1008）に、0．19～1．00×106個の細   

胞を懸濁した血清添加培地（2．OmL）を滴下することにより播種した。三次元培養にお   

いては、PVF樹脂担体への細胞の播種は、Yangらによって開発された、遠心換作を用   

いるcentrifugalcellimmobilization（CCI）法により行った（Yangetal．，2001）。この方法   

では、担体100個（体積0．8cm3）を入れた遠心ボトル（直径27mm、高さ80mm、ア   

シスト、東京）に、所定量（0．39～4．72×107個）の遊離胎仔肝臓細胞を懸濁した培地   

（5mL）を入れ、このボトルを300×gで1分間遠心処理した。その後、担体に付着せ   

ずボトル底部に沈殿した細胞を軽く振とうすることにより再懸濁し、再度、遠心換作   

を行った。これらの遠心と再懸濁の操作を6回線り返すことによって、担体に細胞を  
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播種した。CCI法による細胞の播種効率は、63．4±4．7％（平均値±標準偏差、n＝26）   

であった。  

細胞を播種したPVF樹脂は50個（体積0．4cm3）ずつ直径35mmのディッシュ（Falcon   

lOO8）に移し、2．5mLの培地を加えて培養を行った。細胞が良好に増殖した場合には、   

50個のPVF樹脂を直径60mmのディッシュ（FalconlOO7）に移し換え、培地を8mL   

添加して培養を行った。三次元培養、単層培養ともに37℃、5％CO2の条件で培養し、   

培地交換は週2回行った。培地交換の際には培地をサンプリングし、肝特異的機能を   

計測するまでの期間、嶋80℃で保存した。  

2－2－5．DNAの計測法  

三次元培養系においては、固定化された細胞を担体から剥離して細胞数を計測する   

ことは困難である。そこで、培養期間中の細胞数の指標として、Hoechst33342を用い   

たDNA量の測定を行った（I4donetal．，1980；Srirametal．，1992）。Hoechst33342はDNA   

のAT配列に特異的に結合する蛍光色素であり、その蛍光強度を測定することによって   

全細胞のDNA量を求めることができる。  

単層培養の細胞数を求める場合には培養ディッシュに0．05U／mLのプロナーゼ溶液   

（pronase、Sigma）を1mL、また三次元培養の場合にはPVF樹脂10個を試験管に入れ   

てプロナーゼ溶液を2mL加え、それぞれ37℃で1時間以上静置した。次に、単層培養  

では、ディ示シュの細胞をセルスクレイパーで剥離したのちプロナーゼ溶液ごと試験   

管に移し、さらに1mLのプロナーゼ溶液を加えてディッシュを洗浄したのち、この溶   

液も試験管に移した。単層培養と三次元培養から得られたこれらの試験管内の細胞は、   

超音波破砕機によって破壊されたのち、この懸濁液200jLLを2mLのHoechst33342溶   

液（Hoechst33342solution；10yM，同仁化学研究所、熊本）に添加してDNAに蛍光色素  
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を結合させた。この溶液の蛍光強度を分光蛍光光度計（励起光348nm、入射光452nm；   

FP－6300，日本分光株式会社、東京）で計測した。なお、DNA量の計測における検量線   

は、既知量のサケ精子由来のDNA（Sigrna）と既知数の細胞を用いて作製した。  

2－2－6．肝細月包特異的機能の計測  

肝細胞により培地中に分泌されたアルブミンの濃度は、サンドイッチELISA   

（enzyme－1inkedimmunosorbentassay）を用いて測定した（Miyoshietal．，1996，1998）。   

測定の1次抗体にはgoatlgGfractiontoratalbumin（ICNPharmaceuticals、CA）、2次抗   

体にはperoxidase－COPjugatedsheepIgGfractiontorataJbumin（ICNPharmaceuticals）を用   

いた。  

まず初めに、1次抗体（100yL／we11）で96穴のプレート（Coster3590；Coster、NY）   

をコートし、4℃にて1晩静置した。ブロッキングは、4倍に希釈したBlockAce   

（150〝L／well，大日本製薬、大阪）を加えて、37℃で3時間インキュベー卜することに   

より行った。次に、既知濃度のアルブミン標準液および－80℃にて保存しておいた培   

地上清サンプル（200〃L／well）の吸着を行った。このとき、標準液には200ng／mLのマ   

ウスアルブミン（ICNPharmaceuticals）を用い、段階的に希釈したサンプルとともに4℃   

で1晩静置した。その後、2次抗体（100JJUwell）を加えて室温で2時間吸着させた。   

ここまでの過程において、各々のステップごとにTween20（1％（V／v）；和光純薬工業、   

大阪）を含むPBSでプレートを洗浄した。最後に発色反応の基質となる2．5g／Lのオル   

トフェニレンジアミン2塩酸塩と30％過酸化水素水（0．5mUL）を含むクエン酸バッ   

ファー（pH7．4；100FL／we11）を加え、暗所、室温にて約20分反応させたのち、8N硫   

酸（50〃Uwe11）を添加して反応を停止させた。このプレートの490nmにおける吸光度   

をマイクロプレートリーダー（BiomekPlateReader；Beckman、CA）で測定し、サンプ  
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ル中のアルブミン濃度を求めた。  

また、肝細胞により培地中に分泌された尿素の濃度は、尿素窒素測定キット（尿素   

窒素B－テスト；和光純薬工業）を用いて測定した。  

2－2－7．胎仔肝細胞の分化・成熟度  

培養胎仔肝臓細胞の分化・成熟度は、reVerSe tranSCription polymeraSe Chain reaction   

（RT－PCR）法を用いて調べた。単層培養および三次元培養した細胞からIsogen（ニッ   

ポンジーン、東京）を使用してtotalRNAを抽出し、0．7FtgのtotalRNAからSuperscript   

firsトStrandsynthesissystemforRTIPCR（Invitrogen、CA）を用いて逆転写して（42℃   

50分）complementary DNA（cDNA）を作製した。その後、これらのcDNAを鋳型とし   

てTaqDNApolymerase（Gibco）を用いてPCRを行い、CDNAを増幅した。このとき用   

いたプライマー配列を表2－1に示す。またPCR反応にはGeneAmp PCRsystem2400   

（PerkinElmer、MA）を用い、94℃30秒→58℃30秒→72℃30秒の換作を20～35   

サイクル行い、PCR産物は1．2％アガロースゲル（和光純薬工業）にて展開して、紫外   

線照射のもとで撮影した。  

2－2－8．電子顕微鏡による観察  

培地交換の際に中性緩衝ホルマリンで固定保存したPVF樹脂は、定法にしたがって   

オスミウムで再度固定したのち、脱水、乾燥し、金／パラジウムで蒸着した（YanagiどrαJ．，   

1992）。これらの試料を走査型電子顕微鏡（JSM－6320F；日本電子、東京）を用いて観   

察した。  
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表2－1．RT－PCRに用いたプライマー配列  

α，fbtoprotein  5一－ACAGGAGGCTArGCATCACC－3－  

5一－TGGACATCTTCACCATGTGG－3I  

5一－CGAGAAGCTTGGAGAATATGG－3r  

5一－GTCAGAGCAGAGAAGCArGG－3，  

5一－TGCATTCCTGTATGGTAGTGG－3－  

5，－GAATGAGAGCTCTTGGCTGG－3．  

5一－TCGATCCTAAGCACACTGAGG－3－  

5，－GGCTTGTAAGACTGTAGC－3T  

5，－TGGAGAAGAGCTArGAGCTGC－31  

5一－GArCCACArCTGCTGGAAGG－3，  

albumin  

glucose－6－Phosphatase  

α1－antltryPSln  

β－aCtin  
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2－2－9．統計処理  

全ての実験結果は平均値±標準誤差（mean±SEM）で示した。培養1日目との比較   

はpairedトtestにより、また培地の違いによる比較はstudent，sトtestにより、危険率5％以   

下（ク＜0．05）を有意水準とした。  
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2－3．実験結果   

本研究では、PVF樹脂を担体とする胎仔肝臓細胞の三次元培養と、対照としてのコ   

ラーゲンコー ト・ディッシュによる単層培養を異なる培地条件下で並行して行い、基   

本培地やサイトカインなどの刺激因子が細胞の増殖や肝特異的機能の発現に及ぼす影   

響について検討した。胎仔肝臓細胞の培養には、基本培地としてαMEMとWEの2種   

類の培地を用い、これらにOSMを添加した培養を行った。また、細胞の播種密度の影   

響を調べるために、それぞれの培養実験において、高密度と低密度の2通りの播穣密   

度を設定した（表2－2）。  

2－3－1．DNA量測定による細胞数計測のための検量線  

本研究では、培養細胞の細胞数を測定するため、Hoechst33342を用いてDNA畳を計   

測したのち細胞数に換算した。この方法の妥当性を確かめるために、まず遊離直後の   

胎仔肝臓細胞を用いて細胞数とDNA量の相関を調べた結果を図2－1に示す。検量線を   

作成した結果、細胞数と DNA量との間には良好な直線関係があったことから、DNA   

量を測定することによって細胞数を算出できることが確認できた。また、この直線の   

傾きから、1×106個の細胞には約11．3鵬のDNAが含まれていることがわかった。  

2－3－2．基本培地を用いたマウス胎仔肝細胞の培養  

胎児期の肝臓は、肝機能の他に造血器官としての機能も持ち合わせている。そこで   

本章では、肝細胞の培養に広く用いられているWモと、造血系細胞の培養にしばしば   

使用されるαMEMを基本培地として用いた。  
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表2－2．基本培地を用いた培養における播種条件  

培養条件  培地  播種密度  播種細胞数＊  

単層培養  αMEM   高密度（H）  1．00（n＝6）  

高密度（H）   0．96（n＝4）  

低密度（L）   0．19（n＝3）  

WE  

三次元培養   αMEM   高密度（H）   16．2（n＝6）  

高密度（H）   23．6（n＝4）  

低密度（L）   1．94（n＝3）  

＊ 単層培養【106cells／dish】   

三次元培養［106cells／0．4cm3－PVF］  
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図2－1．遊離直後の胎仔肝臓細胞を用いたDNA測定法の検量線  

遊離直後のマウス胎仔肝臓細胞を用いて検量線を作成した結果、1×10る偶の細胞  
には約‖．3LLgのDNAが含まれていることがわかった。（Mean±SEM）  
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2－3－2且 αMEM培地を用いた培養  

まず、αMEMを用いて胎仔肝臓細胞の培養を行ったときの細胞播種条件を表2＿2に  

示す。また、これらの実験におけるDNA量の経時変化を図2－2に、肝細胞のアルブミ  

ン分泌量の経時変化を図2－3に示す。なお、DNA量の経時変化を示したグラフの縦軸  

は、ディッシュ内で培養された細胞の全DNA量を示している。すなわち、単層培養で  

は35mmのディッシュ1枚、三次元培養ではPVF樹脂50個、つまり0．4cm3（以後、  

これらを培養単位と呼ぶ）に固定化されているすべての細月包のDNA量を示している。  

またアルブミン分泌量の結果についても、培養単位内の全細胞によるアルブミンの分  

泌量を1日あたりの分泌量に換算して示した。  

培地にαMEMを用いた培養では、単層培養、三次元培養のいずれの培養においても  

細胞は良好に増加した（図2－2）。単層培養（●）では培養開始直後に細胞が増加して培  

養開始時の2倍以上に達し、その後も細胞数は良好に維持された。三次元培養（■）で  

もDNA量は徐々に増加して、およそ35yg／dishに達した。  

このときの肝細胞のアルブミン分泌量の経時変化を図2－3に示す。単層培養（●）で  

は培養初期に細胞が増殖したにもかかわらず、アルブミン分泌量は急激に低下して、   

：培養2週間以降はほとんど分泌されなかった。一方、三次元培養（■）では細胞が増殖  

していた期間、すなわち培養開始後2週間は分泌量が徐々に減少し、培養16日目には   

3 約80ng／day／dishの値にまで低下した。しかし、細胞の増殖速度が緩やかになるにつれ   

・て徐々に分泌量は増加する傾向が見られ、培養終了時には約120ng／day／dishの活性が認   

iめられた。  

：2－3－2－b．WE培地による培養  

肝細胞の培養に広く用いられているWE培地を用いて同様の培養実験を行ったとき  
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図2－2．培地にαMEMを用いた培養におけるDNA量の経時変化  
●，単層培養（高密度），n＝6；ト，三次元培養（高密度），n＝6  

培地にαMEMを用いた場合には、いずれの培養においても細月別ま良好に増殖した。  
（Mean±SEM，★p＜0．05vs．Dayl）  
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図2－3．培地にαMEMを用いた培養におけるアルブミン分泌量の経時変化  
●，単層培養（高密度），n＝6；■，三次元培養（高密度），n＝6  

培地にαMEMを用いた場合には、三次元培養においてアルブミン分泌量が比較的良好に   
維持苦れた。（Mean土SEM，＊p＜0．05vs．Dayl）  
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の、細胞の播種条件を表2－2にあわせて示す。また、DNA量の経時変化を図2＿4に、   

アルブミン分泌量の経時変化を図2－5に示す。  

培地にWEを用いた場合には、単層培養（●、○）では細胞数は良好に維持され、培   

養後半にはわずかに増殖した。三次元培養（1）ではDNA量は徐々に減少し、培養開  

始時には約10ILg／dishであったDNA量が培養終了時にはおよそ4FLg／dishにまで減少し  

た。アルブミン分泌量については、単層培養（●、○）では培養開始直後から急激に低   

下して、培養2週間目以降はほとんどアルブミンは分泌されなかった。三次元培養で   

も、低密度に播種した場合（□）にはほとんどアルブミンは分泌されなかった。それに   

対して、高密度に播種したもの（■）では、培養開始直後は急激にアルブミン分泌量が   

低下して10日目には培養開始時の1／2以下になったものの、その後は培養終了時まで   

400ng／day／dish以上の活性が良好に推持された。   

これまでに述べた、基本培地（αMEMとWE）を用いた培養の結果から、単層培養   

ではいずれの培地を用いた場合にもDNA量を維持することができたが、アルブミン分   

泌量は急激に低下した。一方、PVF樹脂を用いた三次元培養では、培地にWEを用い   

た場合にはDNA量は徐々に低下したものの、αMEMを用いた場合には細胞数は良好に   

増加した。またαMEMとWEは細胞の活性に及ぼす影響が異なることも確認された。   

すなわち、細胞の増殖に関してはWEよりもαMEMの方が良好であったのに対して、   

単位細胞数あたりのアルブミン分泌量についてはWモ培地を用いた方が良好に推持さ   

れる傾向があった。例えば、三次元培養（■）において、培養25日目のDNA量はWE   

では約7jLg／dishであるのに対してαMEMでは約35JLg／dishであった。しかしながら、   

その時点でのアルブミン分泌量はWEでは400ng／day／dish以上の活性が得られたが、   

αMEMでは約100ng／day／dishとWEの1／4以下であった。したがって、単位細胞数あ  
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図2－4，培地にWEを用いた培養におけるDNA量の経時変化  
●，単層培養（高密度），n＝4；○，単層培養（低密度），∩＝3  

＋，三次元培養（高密度），n＝4；ロ，三次元培養（低密度），n＝3  

培地にWEを用いると、単層培養ではDNA量が増加したものの三次元培養では徐々  
に減少する傾向が見られた。（Mean±SEM，★p＜0．05vs．Dayl）  
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図2－5．培地にWEを用いた培養におけるアルブミン分泌量の経時変化  
●，単層培養（高密度），n≡＝4；0，単層培養（低密度），n＝＝3  
■三次元培養（高密度），n≡三彗口，三次元培養（低密度），n＝3  

培地にWEを用いた場合、三次元培養で高密度に播種したもの（■）でアルブミン分泌量は  
培養初期に著しく低下したものの、その後は安定した分泌活性を維持した。（Mean±SEM，  
★〝＜0．05vs．Dayl）  
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たりの活性はWEの方が20倍以上も高いことがわかった。  

2－3－3．培地へのOSMの添加による効果  

胎仔肝臓細胞の培養において、αMEMおよびWEは、細胞の増殖と活性の発現に関   

してそれぞれ長所と短所があり、これらを両立するような満足すべき結果は得られな   

かった。そこで次に、OSMを添加した培地を用い、OSMが細胞の増殖や活性に及ぼす   

影響について検討した。  

2－3－3－a．αMEMにOSMを添加した培養  

まず、αMEMにOSMを添加した培地（αMEM＋OSM）を用いた培養を行った。この   

ときの播種条件を表2－3に、またDNA量の経時変化を図2－6に示す。  

細胞のDNA量については、単層培養において高密度に播種した場合（●）、培養開始   

時に約1yg／dishであったDNA量が培養2週間目には約8FLg／dishにまで増加し、その   

後も安定に維持された。この値は、培地にOSMを添加しなかった場合（図2－2、   

約6〃g／dish）よりもわずかに高い値であった。一方、三次元培養では、高密度に播種   

した場合（■）には培養開始直後にDNA量が急激に増加したものの、その後は徐々に   

低下した。DNA量が最大となった培養12日目の値は、OSMを添加しなかった培養   

（図2－2）の最大値とほぼ同等であったが、最大値に達するまでの期間はαMEM＋OSM   

を用いた場合の方が短かったことから、OSMを添加することにより細胞の増殖速度力   

高まったことがわかった。三次元培養で細胞を低密度に播種した場合（□）には、培養   

19日目にDNA量が増加した。これらのDNA量を高密度に播種したもの（■）と比較   

すると、培養1日目には高密度の約l／5であったDNA量が培養終了時には約1ノ2にま   

で上昇していたことから、OSMを添加した培養では低密度に播種した条件下でも十分  
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表2－3．OncostatinM添加培地を用いた培養における播種条件  

培養条件  培地  播種密度  播種細胞数＊  

単層培養  αMEM＋OSM  高密度（H）  1．00（n＝3）  

低密度（L）   0．20（n＝3）  

WE＋OSM  高密度（H）   1．00（n＝3）  

低密度（L）   0．20（n＝3）  

三次元培養  αMEM＋OSM   高密度（H）   20．8（n＝3）  

低密度（L）   2．00（n＝3）  

WE＋OSM  高密度（H）   2l．7（n＝3）  

低密度（L）   2．50（n＝3）  

＊ 単層培養［106cells／dis叫   

三次元培養【106cells／0．4cm3－PVF］  
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図2－6．培地にαMEM＋OSMを用いた培養におけるDNA量の経時変化  
●，単層培養（高密度），n＝3；○，単層培養（低密度），n＝3  
宮，三次元培養（高密度），n＝3；ロ，三次元培養（低密度），n＝3  

培地にαMEM＋OSMを用いると、単層培養ではDNA量が増加し、三次元培養でもOSMを  
添加しなかった場合に比べて速い速度で細胞が増殖した。（Mean±SEM，★p＜0．05vs．Dayl）  
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国2－7．培地にαMEM＋OSMを用いた培養におけるアルブミン分泌量の経時変化  
●，単層培養（高密度），n＝3；○，単層培養（低密度），n＝＝3  

■，三次元培養（高密度），n＝＝3；□，三次元培養（低密度），n＝3  

培地にOSMを添加すると単層培養、三次元培養ともに高密度に播種した培養において培養後期に  
アルブミン分泌量が上昇する傾向が見られた。また三次元培養の低密度に播種したものでも、アルブ  
ミン分泌活性は増加した。（Mean±SEM，★1フ＜0．05vs．Dayl）  
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に細胞が増殖する傾向が示された。  

アルブミン分泌量の経時変化を図2－7に示す。単層培養では細胞を低密度に播種した   

場合（0）には、培養期間を通じてほとんどアルブミンは分泌されなかった。しかし、   

高密度に播種した場合（●）には、培養初期はOSMを添加しなかった場合と同様に分   

泌量が低下しをものの、細胞数が一定になった3週間目からは分泌量が急激に回復し   

た。一方、三次元培養では、高密度に播種した場合（■）には細胞が増殖している時点   

（培養5日目）からアルブミン分泌の活性は上昇する傾向を示し、培養4週目には約   

350ng／day／dishの活性が認められた。さらに細胞を低密度に播種した場合（□）にも、   

ctMEM＋OSMでは培養終了時点で培養1週間目の約10倍の分泌量が認められ、活性は   

さらに上昇を続ける傾向がみられた。したがって、OSMは細胞の増殖だけでなく、ア   

ルブミン分泌能の発現にも有効であることがわかった。  

2－3－3－b．WEにOSMを添加した培養  

WE培地にOSMを添加した培地（WE＋OSM）を用いた培養実験における培養条件を   

表2－3に、このときのDNA量の経時変化を図2－8に示す。単層培養においては、高密   

度に播種した場合に（●）培養2週間目にDNA量がわずかに増加し、その後も安定に   

維持される傾向があった。三次元培養では高密度（■）、低密度（ロ）のいずれの播種   

条件においても培養開始時から細胞が良好に増殖し、高密度の培養においては培養終   

了時のDNA量は培養開始時の7倍にまで達した。低密度に播種した場合でも、培養終   

了時には高密度に播種したもののl／3以上のDNA量に達した。これらの結果を、OSM   

を添加しなかった場合（図2－4）と比較すると、いずれの培養条件下においても、OSM   

を添加しなかった場合よりもDNA量は増加していた。三次元培養ではOSMを添加し   

ないとDNA量は減少する傾向を示したのに対して、OSMを添加するとDNA量は良好  
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図2－8．培地にWE＋OSMを用いた培養におけるDNA量の経時変化  

●，単層培養（高密度），n＝3；0，単層培養（低密度），nニ3  

■，三次元培養（高密度），nヒ＝3；□，三次元培養（低密度），n＝3  

培地にWE＋OSMを用いるとDNA量は良好に増加し、特に三次元培養において鵬定の割合で上昇  
した。（Mean±SEM，★p＜0．05vs．Dayl）  
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図2－9．培地にWE＋OSMを用いた培養におけるアルブミン分泌量の経時変化  
●，単層培養（高密度），n＝3；○，単層培養（低密度），n＝3  

■，三次元培養（高密度），n三三3；口，三次元培養（低密度），n己3  

培地にWE＋OSMを用いるとアルブミン分泌量は急激に上昇し、三次元培養の高密度に播種したも  
のでは2．5膵／day／dish以上の分泌量が得られた。また三次元培養では低密度に播種したものでも培  
養後期に活性が上昇する傾向が見られた。（Mean±SヱM，★p＜0・05vs．Dayl）  
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に増加し、培養終了時にはOSMを添加しなかった場合の10倍以上の値が得られたこ   

とから、OSMが細月包の増殖に極めて有効であることが示された。  

アルブミン分泌量の経時変化を図2－9に示す。単層培養で細胞を高密度に播種したも   

の（●）では、培養10日目以降に次第に活性が回復する傾向が見られた。しかし、低   

密度に播種した場合（○）には、OSMを添加しなかった場合と同様にアルブミンはほ   

とんど分泌されなかった。一方、三次元培養においてはOSMを添加することによって   

著しくアルブミン分泌能が改善された。高密度に播種した場合（■）には、培養5日日   

頃から急激に活性が上昇して、培養3週間目以降はOSMを添加しなかった場合   

（図2－5）の6倍を超える2．5pg／day／dish以上の分泌量が培養終了時まで良好に維持さ   

れた。さらに、細胞を低密度に播種した場合（□）にも、培養5日目から活性が次第に   

上昇する傾向を示し、培養終了時には培養初期の活性の約35倍に達した。したがって、   

基本培地としてWEを用いた場合にも、OSMは細胞の増殖と活性の上昇に非常に有効   

であり、とりわけ三次元培養においては細胞を低密度に播種した場合にもアルブミン   

分泌能を克進することがわかった。   

ここまでの培養実験で得られた、それぞれの培地やOSMが胎仔肝臓細胞の増殖や肝   

特異的機能であるアルブミン分泌能に及ぼす影響を表2－4にまとめて示す。これは培養   

4週間目の三次元培養で高密度に播種した場合の結果である。  

基本培地を用いた培養では、細胞の増殖にはαMEMが適していたのに対し、アルブ   

ミン分泌能はWEを用いた方が高い傾向を示した。次に、OSMを添加した培養では、   

基本培地にWEを用いた場合に細胞の増殖やアルブミン分泌能が著しく改善された。   

このときのアルブミン分泌能は、基本培地による培養よりも1桁近く高い活性が長期   

間にわたって安定して維持された。  
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表2－4．培地条件が細胞の増殖能や機能に及ぼす影響  
（三次元培養（高密度））  

OSM（－）  OSM（＋）  

DNA量［pg／dish］   

αMEM   

WE   

アルブミン分泌量［ng／day／dish］   

αMEM   

WE  

37．98土1．27  

6．83士2．15†  

30．02土 2．89＊  

50．86土10．55＊  

113．80土 57．87  

412．76土134．40  

333．60土 57．87  

2482．23士714．66＊††  

＊ク＜0－05vs・OSMH  

†p＜0・05vs・αMEM  

††p＜0・05vs・αMEM＋OSM  
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以上の結果から、胎仔肝臓細胞の肝特異的機能の一つであるアルブミン分泌能を発   

現させるための基本培地としてはWEが有効であることがわかったため、以下の実験   

ではWEを基本培地に用いた。  

2－3－4．培養途中でOSMの添加を停止する培養  

これまでの結果から、OSMは胎仔肝臓細胞の増殖や活性の発現に対する強力な刺激   

因子であることがわかった。しかし、OSMは前述の通り、IL－6familyのサイトカイン   

であることから、OSMが体内に入れば炎症反応を誘起する可能性がある。つまり、OSM   

を含む培地により培養された肝細胞をそのまま利用したバイオ人工肝臓を臨床応用す   

ることは、患者に何らかの悪影響を与える可能性が高い。したがって、このような細   

胞を用いた人工肝臓を臨床応用するためには、使用前の一定期間OSMを含まない培地   

で培養することにより培養系のOSMを除去しておく必要がある。  

そこで本項では、まずWE＋OSMを用いて胎仔肝臓細胞を増殖させ、その後に培地を   

WEに交換する実験を行うことで細胞の活性がどのように変化するかを調べた。   

本実験での細胞の播種条件を表2－5に示す。この実験においても、2－3－2項や2－3－3項   

で述べた培養実験と同様に、単層培養と三次元培養のそれぞれにおいて高密度と低密   

度の2通りの播種条件で培養を行った。また培地にWE＋OSMを用いた三次元培養では   

アルブミン分泌量が培養2週間以降に安定したことから（図2－9）、本実験では培養   

14日目に培地をWE＋OSMからWEに変更した。対照として、WE＋OSMで引き続き培   

養を行った実験も並行して行った。これらの実験におけるアルブミン分泌量の経時変   

化を図2－10と図2－11に示す。単層培養では（図2－10）、細胞を高密度に播種したもの   

で、培地をWE＋OSMからWEに変更しても（○）、変更しなかったもの（●）と比較し  
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表2－5．培養途中でOnCOStatinMを除いた培養における播種条件  

培養条件  培地  播種密度   播種細胞数＊ 培地変更日［day】  

単層培養   WE＋OSM→WE 高密度（H）  

低密度（L）  

1．00（n＝4）  

0．20（n＝3）  

三次元培養  WE＋OSM→WE 高密度（H）  

低密度（L）  

20．8（n＝4）  

2．00（n＝3）  

＊ 単層培養［106cells／dish］   

三次元培養［106cells／0．4cm3－PVF】  
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図2－10．培養途中で培地をWE＋OSMからWEに変更した単層培養における  
アルブミン分泌量の経時変化  

●，WE＋OSM（高密度），n＝3；○，WE（高密度），n＝3  

1，WE＋OSM（低密度），n＝3；□，WE（低密度），n＝3  

培養約14日目に培地をWE十OSMからWEに変更してもアルブミン分泌量はほとんど変化しなかった。  
（Mean±SEM）  
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図2－11．培養途中で培地をWE＋OSMからWEに変更した三次元培養における  

アルブミン分泌量の経時変化  

●，WE＋OSM（高密度），n＝3；0，WE（高密度），n＝3  

■，WE＋OSM（低密度），n＝3；□，WE（低密度），n＝3  

培養約14日目に培地をWE十OSMからWEに変更しても、アルブミン分泌量の変化はほとんど認めら  

れなかった。（Mean士SEM）  
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てほとんどアルブミン分泌活性は変化しなかった。なお、低密度に播種したもの（■、   

口）ではいずれの培養条件でもアルブミンはほとんど分泌されなかったことから、培地   

を変更することによる細胞への影響は確認できなかった。一方、三次元培養の場合に   

は（図2－11）、高密度に播種したものの培地をWEに変更すると（○）その後の活性は   

変更しなかったもの（●）よりわずかに低かった。しかし、いずれの場合にも   

4．OFLg／day／dish前後の活性を安定して椎持していたことから、OSMの添加を停止するこ   

とによる大きな欠点は認められなかった。細胞を低密度に播種したものでは、培地を   

WEに変更した場合（□）に活性は変更直後から急激に上昇する傾向が見られ、培養   

11日目に約20ng／day／dishであった分泌量が変更後には10倍以上にまで上昇した。対   

照となるWE＋OSMで培養を継続した場合（■）にも、アルブミン分泌量は徐々に上昇   

する傾向が見られたものの、WEに変更したものと比較すると上昇は緩やかであった。  

以上の結果から、OSMを用いて胎仔肝臓細胞を増殖させたのちにOSMの添加を停   

止しても、細胞の活性はそれほど低下しないことがわかった。したがって、OSMを含   

んだ培地を用いて前培養された培養胎仔肝臓細胞をバイオ人工肝臓の細胞源として使   

用する場合には、臨床応用前にOSMを含まない培地を用いて細胞を培養することによ   

り、細胞の活性を低下させることなく患者へのOSMによる悪影響を低減できる可能性   

が示唆された。  

2－3－5．尿素合成能  

肝細胞の特異的機能の指標として、アルブミン分泌量に加えて尿素窒素合成量を測   

定した。基本培地とOSM添加培地を用いた培養での、単層培養および三次元培養の結   

果をそれぞれ図2－12および図2－13に示す。これらの図では尿素窒素合成量の結果を培   

養開始からの積算値として求めた。  
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図2－12．基本培地およびOSM添加培地を使用した単層培養における  

尿素合成量の積算値  
■，αMEM＋OSM（高密度），n＝3；□，αMEM（高密度），n＝6  

●，WE＋OSM（高密度），n：＝3；○，WE（高密度），n＝4   

単層培養では培養期間を通して尿素合成量はほぼ一定に保たれていた。OSMを   
添加した培養ではわずかに活性が上昇する傾向が見られた。（Mean±SEM）  
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図2－13．基本培地およびOSM添加培地を使用した三次元培養における  
尿素合成量の積算値  
＋，αMEM＋OSM（高密度），n＝3；□，αMEM（高密度），n＝6  
●，WE十OSM（高密度），n＝3；○，WE（高密度），n＝4  

三次元培養では、培地にOSMを添加した場合の培養中期に活性が上昇する傾向を示し、培  
養終了時にはそれぞれ基本培地を用いた培養の1．5倍以上の価が得られた。（Mean±SEM）  
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培地に基本培地とOSM添加培地を使用した単層培養を比較すれば（図2－12）、OSM   

添加培地を用いた場合（坤、●）に尿素窒素合成量がわずかに高い傾向が得られた。特   

にαMEM＋OSMを用いた場合（h（）には、DNA量が増加から減少へと転じた2週間目   

以降に尿素合成曲線の傾きがわずかに大きくなったことから、細胞あたりの活性が上   

昇したことがわかった。一方、培地にOSMを添加しなかった場合には、αMEM（□）   

では培養期間を通してほぼ一定の割合で尿素が分泌されたのに対して、WEを用いた場   

合（0）にはDNA量が増加した培養後期に活性が上昇する傾向であったことから、細   

胞数との相関が認められた。三次元培養においては（図2－13）、培地にαMEM＋OSM   

を用いた場合（■）に、DNA量が最大値に達した培養2週間以降に活性が急激に上昇   

して、その後DNA量が減少するとともに活性もわずかに低下する傾向が見られた。培   

地にWE＋OSMを用いた培養（●）では、DNA量はαMEM＋OSMのときよりも多かっ   

たにもかかわらず、尿素合成能はその2／3程度にとどまった。また、OSMを添加しな   

かった培養（□、0）と比較すると、OSMを添加した培地ではいずれも培養中期に活   

性が上昇して、それぞれOSMを添加しなかった場合の1．5倍以上の合成量が得られた。  

以上の結果から、培養胎仔肝細胞の尿素合成量は用いた培地条件や培養条件により   

異なるものの、その違いはアルブミン分泌量のように明確ではなく、いずれの条件に   

おいても比較的安定に維持されることがわかった。  

2－3－6．培養マウス胎仔肝細胞の分化・成熟度の評価  

胎仔肝細胞の長期培養実験において、アルブミン分泌能と尿素合成能の2つの肝特   

異的機能を測定した結果から、特に三次元培養系においてアルブミン分泌能が上昇す   

ることが確認された。アルブミンは肝細胞の代表的な分化マーカーであることから、   

本研究で用いた胎仔肝細胞が培養中に分化・成熟している可能性が考えられた。しか  
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し、アルブミン分泌量の増加は主に細胞数の増加によるものなのか、あるいは個々の   

細胞が成熟することに起因しているのかは明確ではなかった。そこで、培養細胞が培   

養期間中に分化・成熟しているかどうかを確かめるために、未成熟肝細胞の指標であ   

るα－fttoprotein（AFP）と、成熟肝細胞の指標であるアルブミン、glucoseq6－Phosphatase   

（G－6－P）およびctトantitrypsin（AÅr）の4種類のマーカーについてRTIPCRを行い、   

培養細胞がこれらのマーカーをどの程度発現しているのかを確認した。この実験では、   

培地にWE、またはWE＋OSMを用いて高密度に細胞を播種した単層培養と三次元培養   

における、細胞の培養1日目と35日目の細胞からRNAを抽出して使用した。また、   

対照としてマウス胎仔肝臓細胞を用いた。  

RrPCRを行い、PCR産物を電気泳動した結果を図2－14に示す。まず未成熟肝細胞   

のマーカーであるAFPは、培養1日目にはいずれの培地でも強く発現していたのに対   

して、培養35 日目には発現量が低下していた。特にWE＋OSMを用いた三次元培養に   

おいて、AFPの発現はほとんど認．められなかった。次に、肝細胞の代表的な分化マーカ   

ーであるアルブミンに関しては、三次元培養では培養35日目の方が培養1日目よりも   

発現量が増加していた。それに対して単層培養では、WEを用いた培養でmessengerRNA   

（mRNA）の発現は認められず、OSMを添加した培養でもわずかな発現しか認められ   

なかった。妊娠後期または出生時期から発現する肝細胞のマーカーであるG－6－Pおよび   

AATも、三次元培養ではいずれの培地を用いたときにも培養1日目よりも35日目の方   

が発現は強かった。また、これらのマーカーの35日目の発現量は、三次元培養ではOSM   

の有無にかかわらずほぼ同程度であったが、単層培養ではOSMを添加した培養の方が   

強く発現していることがわかった。  

以上の結果から、培養胎仔肝細胞は培養期間の経過に伴ってmRNAレベルで分化・  
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図2－14．WEまたはWE＋OSMを用いた増車における肝細胞の分化・成熟度の評価  

培養期間が経過するにつれて細胞は分化・成熟していることが確認された。特に、培地にOSMを添加した  
場合には、成熟肝細胞の指標となるタンパク（アルブミン、G－6－P、AÅr）のmRNAの発現量が高まって  
いることがわかった。また、単層培養よりも三次元培養の方がこれらの発現量は高かった。  
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成熟していることがわかった。さらに、OSMは細胞の分化や成熟を促進する効果があ   

ることが示唆された。  

2－3－7．電子顕微鏡による観察  

三次元培養の実験において、細胞を高密度に播種した場合の、培養終了時に担体に   

固定化されていた細胞を電子顕微鏡で観察した写真を図2－15に示す。ここで、図   

2－15－a は培地に αMEM を用いた場合の培養33 日目のもの、図2－15－b は培地に   

αMEM＋OSMを用いた場合の培養39日目のもの、さらに図2－15－Cは培地にWE＋OSM   

を用いた場合の培養41日目のもので、すべて担体表面の写真である。  

培地にαMEMを用いた場合には（図2－15－a）担体の骨格の上に細胞が球状を保った   

まま接着しているのが確認された。一方、OSMを添加した培養では（図2－15－b、2－15－C）、   

いずれの培地の場合にもPVF樹脂の骨格表面に大きな細胞凝集塊を形成しているのが   

確認された。さらに、大量のECMが細胞凝集塊の表面や周囲に分泌されており、細胞   

と立体的な構造を構築していることがわかった。このように、三次元培養では生体内   

の肝臓により近い構造をとることで、肝特異的機能が単層培養よりも良好に維持され   

たことが示唆された。  
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図2－15．マウス胎仔肝臓細胞の三次元培養における細胞の電子顕微鏡写真  
a）培養33日目，b）噂♯39日日，C）墳暮41日日  

培地にOSMを添加しなかっ準場合には細胞外マトリックスの分泌はあまり観察されなかったが、OSM  
を添加すると大量の細胞外マトリックスが分泌され、大きな細胞凝集塊を形成しているのが確認された。  
Ba指；100〝m．  
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2－4．考察  

本章では、PVF樹脂を用いる胎仔肝臓細胞の三次元培養を行い、異なる培地条件下   

において、 基本培地や添加物が細胞の増殖や肝特異的機能へ及ぼす影響について調べ   

た。培地への添加物としてII：6familyのサイトカインであるOSMを用いた結果、胎仔   

肝臓細胞の増殖や肝特異的機能の克進が認められた。  

2－4－1．マウス胎仔肝臓細胞におけるOSMの効果  

近年、ヒト肝ガン由来細胞や遊離肝細胞の機能に及ぼすOSMの影響に関する研究が   

いくつか報告された（Ⅵねngetal．，2000；Kamiyaetal．，1999，2001）。このOSMはIし6family   

に属しており、IL－6は肝切除後におこる肝再生の際に重要なメディェ一夕ーとして働   

くことで、肝細胞の増殖を促す因子として知られている（Michalopoulos and DeFrances，   

1997）。培養胎仔肝臓細胞におけるOSMの効果については、胎生14．5日目のマウス胎   

仔肝臓細胞をゼラチンコート・ディッシュを用いて培養した実験から、OSM を添加す   

ることにより造血機能が低下する一方で肝臓としての機能が克進されることが報告さ   

れている（Kinoshitaetal．，1999）。また、胎仔肝臓細胞をOSM存在下でl週間程度培   

養したところ、成熟肝細胞の指標である glucose－6－Phosphatase（G－6－P）やtyrosine   

aminotransferaseの発現が誘導されたことも報告されている（Kamiyaetal．，2001）。しか   

し、これらの研究はいずれも1週間程度の短期間の培養で得られた結果であり、肝特   

異的機能の発現についてもmRNAレベルでの報告にとどまっている。  

マウス胎仔肝臓細胞の長期培養については、ディッシュによる単層培養で、   

micotinamideやdimethylsulfoxide（DMSO）と共にOSMを添加することにより、5週間   

目で良好にアルブミンが分泌されることが確かめられている（Sakaietal．，2002）。また、   

OSMを添加したヒト胎仔肝細胞の長期培養において、細胞のサイズが大きくなること、  
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細胞の分化や胆管の形成が促進されること、さらには継代した細胞でもア／レブミンの   

分泌量が克進されることが確認されている（L丘zaro eJαJ．，2003）。しかし、これらの報   

告はあくまで単層培養によるものであり、本研究のように三次元培養した胎仔肝細胞   

の長期培養を行った研究は、われわれ以外には最近1例報告されたにすぎない。その   

報告は、多孔質であるpoly－しJactic acidにヒト胎児肝細胞を播種して5週間の三次元培   

養を行ったものであり（Hanada etal．，2003）、本研究と同様にアルブミン分泌量は単層   

培養よりも三次元培養の方が優れており、またOSMによって活性が克進されたことを   

報告している。しかし、細胞種の違いはあるものの単位DNA量あたりのア／レブミン分   

泌量は本研究の1／1000程度しかなく、バイオ人工肝臓に応用するにはなお改良の余地   

があると考えられる。このように、胎仔肝細胞の長期培養においてOSMの効果をタン   

パクレベルで検討した研究は数少なく、培養胎仔肝臓細胞をバイオ人工肝臓に応用し   

ようとする試みは行われていない。  

本研究では、胎仔肝臓細胞の長期培養においてOSMが細胞の増殖やタンパクレベル   

での肝機能の椎特に有効であり、とりわけ三次元培養においてその効果が顕著である   

ことを明らかにした。したがって、本研究で用いた三次元培養系をバイオ人工肝臓の   

開発に応用できる可能性は十分にあると考えられた。  

2－4－2．バイオ人工肝臓の細胞源  

バイオ人工肝臓へ利用できる細胞として、ブタ成熟肝細胞やヒト肝ガン由来細胞に   

関しては、第1章の中で述べたように、増殖能、肝機能や安全性の面でそれぞれに問   

題点が残されている。 ヒト肝ガン由来細胞のC3A細胞は、アルブミンやAFPといった   

肝細胞特異的タンパク質の合成には優れている一方で、アンモニア代謝能などの機能   

は低いことが明らかにされており（SantoroピタαJリ20錮）、成熟肝細胞と比べれば細胞の  
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機能は不十分である。最近では、遺伝子操作技術を用いて可逆的にヒト正常細胞を不   

死化する方法が開発され、バイオ人工肝臓への応用が検討されている（Kobayashietal．，   

2000）。この肝細胞はNKNTづ細胞と呼ばれ、Cre／LoxPシステムを用いて不死化遺伝子   

の発現を調整することにより、細胞の増殖を制御できる。このシステムを用いて増殖   

させた細胞を90％肝切除したラットの謄臓に5×107個移植することにより、ラットの   

自己肝が回復するまでの期間、肝機能を補助できたことが報告されている。また、こ   

のシステムを肝臓のste11ate細胞にも応用して作製された細胞と NKNT～3細胞とを   

coculture したところ、P450関連酵素の発現量や尿素合成量が増加することがわかった   

（Watanabe et al．，2003）。これらの細胞は、増殖したのちに不死化遺伝子を除去できる   

ことから、より安全性の高い細胞と考えられる。  

近年の再生医療の進歩にともなって、将来的にバイオ人工肝臓への応用が期待され   

るいくつかの細胞がある。とりわけ、1）臓器や組織の体性幹細胞、2）胚性幹（ES）   

細胞、3）脱分化させた細胞、の3種類の細胞が注目されている。このうち、ヒトES   

細胞については細胞株が確立されており（Thomson gJαJ．，1998）、免疫不全マウスに移   

植することにより、内月杢葉系の腸管上皮細胞、中胚葉系の骨や平滑筋細胞、外胚葉系   

の神経上皮細胞など、全ての胚葉の細胞に分化できることが報告されている。ヒトES   

細胞の肝細胞への分化については、ES細胞を酪酸ナトリウム存在下で培養することに   

よりアルブミンやcytokeratin8などの肝細胞特異的タンパクを発現することも報告され   

ており（Rambhatlae方正，2003）、今後その活用が期待される。  

胎児期の肝細胞は、生体外における増殖能が成熟肝細胞よりも高いものの、その機   

能は成熟肝細胞と比較すると不十分である。しかし、ガン細胞などと比較すると、胎   

児肝細胞の利用は安全面においてより信頼性が高い。本研究ではPVF樹脂を担体とし   

た胎仔肝臓細胞の三次元培養を行い、細胞が良好に増殖することが確認された。細胞  
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の増殖速度はガン化細胞に比べれば遅いと考えられるが、OSMを添加した培養では一   

定の増殖能を示した。また、肝特異的機能に関しても培養期間を通してアルブミン分   

泌能が大幅に上昇することが確認された。培養胎仔肝細胞の分化機能の発現について   

は、本研究と比較的培養方法が近いHanadaらの研究において、OSM添加培地を用いて   

ヒト胎児肝細胞の三次元培養を行ったところ、アルブミン分泌能やP450の機能が肝ガ   

ン細胞であるHepG2よりもl桁劣っていたことが報告されている（Hanadaetal．，2003）。   

しかしながら、胎仔肝細胞の培養条件を改善することにより肝特異的機能の発現を大   

幅に増加できる可能性のあること、およびガン細胞が数百ともいわれる肝特異的機能   

のすべてを十分に維持しているということは考えにくいことから、胎仔肝臓細胞はバ   

イオ人工肝臓の有望な細胞源の一つであると考えられた。今後は、胎仔肝細胞の代謝   

機能をさらに改善できる培養条件を検討するとともに、アルブミン分泌能や尿素合成   

能以外の機能の発現についても調べる必要がある。  

2－4づ．三次元培養した成熟肝細胞との比較  

われわれの研究室では、これまでにPVF樹脂を担体とする肝細胞の長期培養を行っ   

てきた。本研究とほぼ同様の手法を用いたラット成熟肝細胞の培養では、細胞を   

2．5×106cells／0．8cm3－PVFの密度で播種して長期培養を行ったところ、およそ   

25yg／day／dishのアルブミン分泌量が得られたことを報告している（MiyoshietalJ998）。   

また、肝実質細胞と血管内皮細胞をPVF樹脂に播種したcocultureでは、培養5日目か   

らアルブミン分泌能は徐々に増加し、約20日間の培養終了時においても活性は増加し   

ていたことも確かめられている（三好ら，1994；Ohshimaα1止，1999）。一方、胎仔肝臓   

細胞を培養した本研究においては、播種細胞密度は高かったにもかかわらず最高でも   

約3pg／day／dishのアルブミン分泌能であり、これは成熟肝細胞の活性に比べれば約  
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1桁低い値であった。この原因として、胎仔肝臓細胞は遺伝子レベルでは培養期間中に   

徐々に分化・成熟してきているものの、成熟肝細胞と比較するとその機能発現はまだ   

十分ではないことが考えられた。しかしながら、本研究において培地にOSMを添加し   

た場合には、三次元培養において細胞を低密度に播種した場合でも培養後期にアルブ   

ミン分泌活性は上昇しており、さらにアルブミン以外の成熟肝細胞の指標となるタン   

パク（GふP、A〟r）についても長期培養後には発現量の増加が認められたことから、   

より長期間にわたる培養においては胎仔肝臓細胞の機能がさらに向上することが期待   

された。  

胎仔肝臓細胞の培養では、PVF樹脂を用いて三次元培養した細胞をコラーゲンゲル   

により包埋した場合、培養10日目におよそ8yg／dayのアルブミン分泌量が確認されて   

いる（鈴木，2002）。ゲルで包埋して培養する方法は細胞の脱落を予防する効果がある   

ことから、より効率的に細胞を維持できたために高いアルブミン分泌量が得られたと   

考えられる。今後、このような培養方法も組み合わせることにより、胎仔肝臓細胞の   

機能を十分に発現できるような培養方法の開発が期待される。  

2－44．三次元培養の効果  

本研究では、ディッシュによる単層培養と PVF樹脂を担体として用いた三次元培養   

を行った。ここで、両条件下での播種密度はそれぞれ異なるものの、三次元培養の低   

密度に播種したものは播種効率が約60％であったことから、培養開始時の細胞数はデ   

ィッシュあたり1．2×106個となり、単層培養の高密度に播種した場合とほぼ同等の細胞   

数であった。これらの培養条件においてWE＋OSMを用いた場合には、単層培養では細   

胞がわずかに増殖しただけであったのに対し、三次元培養では一定の割合で細胞数が   

増加した。またアルブミン分泌量に関しても、三次元培養の方が急激に上昇して、分  
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泌畳も単層培養の25倍以上に達した。したがって、単層培養よりも三次元培養の方が   

細胞の増殖や機能の発現には有効であることが明らかになった。  

三次元培養の方が細胞の機能発現に有効であるということは、Cukierman らによって   

報告されている（Cukiermanetal．，2001）。この研究では、三次元のマトリックス上で細   

胞を培養することにより、二次元の場合よりも細胞の接着や増殖が活性化されること   

が確かめられた。本研究では、PVF樹脂に固定化された細胞の電子顕微鏡写真からも   

わかるように、三次元で培養された細胞は良好にECMを分泌して大きな細胞凝集塊を   

形成していた。そのため、大量に分泌されたECMが胎仔肝臓細胞の増殖や機能に大き   

く影響していると考えられた。また、細胞同士のコミュニケーション手段として、サ   

イトカインや増殖因子などの液性因子による相互作用に加えて、直接細胞同士が結合   

することによる相互作用が挙げられる。三次元的に細胞が密着している培養では、隣   

接する細胞同士のgapjunctionなども発達していることから、細胞同士のコミュニケー   

ションがより活発に行われている可能性が考えられた。今後、三次元培養における細   

胞同士のコミュニケーションについて、単層培養との違いも含めて解明していく必要   

があろう。  

2－¢5．基本培地の種類による影響  

本研究では、マウス胎仔肝臓細胞の培養にαMEMとWEの二種類の基本培地を用い   

た。ここで、αMEMは血球系の細胞の培養に広く使用される培地であり、WEは肝細   

胞の培養に汎用的に用いられる培地である。胎仔肝臓は造血機能と肝機能を併せ持っ   

ていることから、本章ではこれらの培地の影響について調べた。その結果、培地に   

αMEMを用いた場合には、DNA量が増加したにもかかわらずアルブミン分泌量はわず   

かであった。また、WEを用いた場合には、DNA量が減少したにもかかわらずアルブ  
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ミン分泌量が良好に維持されることが確かめられたことから、これらの培地が細胞の   

増殖や活性に及ぼす影響にはかなりの違いがあることがわかった。  

これらの培地の組成を比較すると、一部のアミノ酸やグルコース含有量の違いに加   

えて、αMEMには核酸が含まれているがWEには含まれないという違いがあった。し   

かし、二種類の培地のそれ以外の組成についてはあまり差がないことから、これらの   

培地が細胞の増殖能や肝特異的機能に大きく影響したのは培地の組成の違いが原因で   

はなく、むしろ血清やホルモンなどの培地への添加物の違いによる可能性が高いと考   

えられた。  

肝細胞の培養において、肝細胞の機能を上昇させることを目的として、しばしば   

dexamethasoneなどの各種ホルモンが培地に添加される。これらのホルモンが肝細胞の   

機能に及ぼす影響について調べた報告がいくつかあるものの、ホルモンの有無によっ   

て細胞の増殖や活性に1桁近くも差が出ることは報告されていない（DichどJαJリ1988）。   

したがって、本研究における αMEMとWEの効果の差を、添加したホルモンの違いだ   

けでは説明することができない。  

血球系細胞の培養における血清の添加に関して、FBSとHSでは効果は異なるために   

それぞれの血清を10％ずつ添加することが理想的であるとの報告がある（Wiktor－   

Jedrzqjczaketal．，1981）。本研究で各培地に添加した血清は、αMEMには10％FBSと10％   

HS、WEには10％FBSであることから、胎仔肝臓細胞の培養でも添加した血清の動物   

種の違いによる影響が考えられた。ここで、いずれの培地もFBSを含んでいることか   

ら、とりわけHSの影響が大きいことが考えられた。すなわち、HSは胎仔肝臓細胞に   

含まれる細胞のうち血球系の細胞の増殖のみを促進した可能性があることから、αMEM   

を用いた場合には細胞数が増加したにもかかわらずアルブミン分泌能はそれほど活性   

化されなかったものと考えられた。  
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2－5．小括  

マウス胎仔肝臓細胞の単層培養と三次元培養において、基本培地およびそれらに細   

胞刺激因子としてOSMを添加した培地を用い、これらの条件が細胞の増殖能や肝特異   

的機能に及ぼす効果について検討した結果、以下のような結論が得られた。  

1）いずれの培地においても、ディッシュによる単層培養よりもPVF樹脂を用いた三次  

元培養の方がアルブミン分泌能などの肝細胞の機能が良好に保たれた。   

2）基本培地として用いたαMEMとWEについて、αMEMは細胞の増殖には有効であ  

ったのに対し、WEはアルブミン分泌能の発現に有効であることがわかった。   

3）マウス胎仔肝臓細胞の培養において、培地にOSMを添加すると細胞の増殖やアル  

ブミン分泌能が著しく克進されることがわかった。この傾向は三次元培養において  

顕著であり、活性は1ケ月以上安定に保たれた。   

4）長期間培養されたマウス胎仔肝臓細胞は、肝細胞が分化・成熟していることがわカ  

った。特にOSMを添加した場合には肝細胞の成熟が促進されることがわかった。   

5）三次元培養における細胞の観察から、大量のECMが細胞を覆って、生体内に近い  

構造を樺築していることがわかった。   

6）培地にOSMを添加した培養において、培養途中にOSMの添加を停止しても細胞の  

活性はそれほど低下しないことがわかった。   

7）以上の結果から、OSMを添加した培地を用いて三次元培養した胎仔肝臓細胞を、バ  

イオ人工肝臓の細胞源として利用できる可能性が示唆された。  
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第3章 マウス胎仔肝臓細胞の培養におけるLIFとVEGFの影響  

3－1．本章の研究目的  

本章では、胎仔肝臓細胞の培養において細胞の肝特異的機能の発現に効果のある新   

たな細胞刺激因子を探ることを目的とした。第2章の結果から、OSMはマウス胎仔肝   

臓細胞の増殖や活性の上昇に効果があることが明らかになった。そこで本章では、IL－6   

familyに属するサイトカインのうち構造が比較的OSMに近いIeukemiainhibitoryfactor   

（LIF）（Heinrich etal．，1998）を添加した培養を行い、LIFが細胞の増殖や肝特異的機   

能に及ぼす影響について検討した。また、胎仔肝臓細胞中には肝実質細胞の他にも   

Kup仔er細胞や血管内皮細胞が含まれている。血管内皮細胞に働く代表的な増殖因子と   

してvascularendothelialgrowthfactor（VEGF）が挙げられ（Ferraraetal．，2003）、胎仔肝   

臓細胞に含まれる血管内皮細胞にも何らかの効果を示す可能性があると考えられたこ   

とから、VEGFの影響についても検討した。  
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3－2．実験方法   

3－2－1．細胞の取得および培養方法  

本章で培養した細胞は2－2－1項で述べた方法で取得し、PVF樹脂を用いる三次元培養   

とディッシュによる単層培養は2－2－4項と同じ手法で行った。細胞の培養には、WE培   

地を基本として、これに細胞の刺激因子としてマウスLIF（10ng／mL，Sigma）（WE＋L肝）   

またはマウスVEGF（10ng／mL，Sigma）（WE＋VEGF）を添加した培地を用いた。  

3－2－2．細胞の評価方法  

培地にLIFまたはVEGFを添加した培養における胎仔肝臓細胞は、細胞数の指標と   

してDNA量、肝特異的機能の経時変化としてアルブミン分泌量と尿素窒素合成量を、   

それぞれ2－2－5項および2－2－6項の手法に基づいて計測した。  

3－2－3．統計処理  

全ての実験結果は平均値±標準誤差（mean±SEM）で示した。培養1日目との比較   

はpairedt－teStにより、また培地の違いによる比較はstudent，st－teStにより、危険率5％以   

下（ク＜0．05）を有意水準とした。  
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3－3．実験結果  

本章では、培地にLIFあるいはVEGFを添加したマウス胎仔肝臓細胞の三次元培養   

を行い、これらの因子が細胞の増殖能や肝特異的機能の発現に及ぼす影響について検   

討した。本章の培養実験における細胞の播種密度を表3－1に示す。  

3－3－1．WEにLIFを添加した培養  

培地にWE＋LIFを用いた培養におけるDNA量の経時変化を図3－1に、アルブミン分   

泌量の経時変化を図3－2に示す。まず、DNA量の変化については、単層培養では（●、   

0）培養期間を通してDNA量はわずかに低下した。三次元培養では、細胞を低密度に   

播種した場合（口）にはDNA量は培養期間を通して徐々に減少する傾向が見られた。   

高密度培養では（■）、培養開始時にはDNA量が高かったものの培養開始1週間で急激   

に減少し、その後は約15jig／dishのDNA量が維持された。  

アルブミン分泌量については（図3－2）、単層培養（●、0）および三次元培養の低密   

度に播種したもの（□）では、培養開始直後に分泌量が低下して、その後はほとんどア   

ルブミンは分泌されなかったことから、L肝による効果は認められなかった。一方、三   

次元培養の高密度に細胞を播種したもの（■）では、培養期間を通して活性が徐々に上   

昇する傾向を示し、約800ng／day／dishの分泌量が安定して維持された。  

以上の結果から、LIFは細胞の増殖を促す効果は低いものの、アルブミン分泌量を推   

持できることがわかった。  

3－3－2．WEにVEGFを添加した培養  

培地にLIFを添加した培養では、細胞数が徐々に低下したもののアルブミン分泌量   

は良好に維持された。しかし、これらの効果はOSMに比べれば弱かったことから、VEGF  

50   



表3－1．LIFやVEGFを添加した培地を用いた培養における播種条件  

培地  培養条件  播種密度  播種細胞数＊  

WE＋LIF  単層培養  高密度（H）   1．00（n＝3）  

低密度（L）  0．20（n＝3）  

三次元培養   高密度（H）  25．0（n＝3）  

低密度（L）  2．50（n＝3）  

WE＋VEGF   単層培養  高密度（H）   1．00（n＝3）  

低密度（L）  0．20（nニ3）  

三次元培養   高密度（H）  25．0（n＝3）  

低密度（L）  2．50（n＝3）  

＊ 単層培養［106cells／dish］   

三次元培養［106cells／0．4cm3－PVF］  
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図3－l．培地にWE＋L［Fを用いた培養におけるDNA量の経時変化  

●，単層培養（高密度），n＝3；○，単層培養（低密度），n＝3  

■，三次元培養（高密度），n＝3；口，三次元培養（低密度），n＝≡3  

培地にWE＋LIFを用いた培養では、全ての培養条件においてDNA畳は徐々に減少した。  
（Mean±SEM，★p＜0．05vs．Dayl）  
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図3－Z．培地にWE＋LIFを用いた培養におけるアルブミン分泌量の経時変化  
●，単層培養（高密度），n＝3；0，単層培養（低密度），n＝3  

■，三次元培養（高密度），n＝3；口，三次元培養（低密度），n＝3  

培地にWE＋LIFを用いた培養では、高密度に播種した三次元培養においてアルブミン分泌量が徐々  
に増加する傾向が見られ、培養後期にはおよそ800ng／day／dishの分泌量が得られた。（Mean±SEM，  
★β＜0．05vs．Dayl）  
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を添加した培地（WE＋VEGF）による培養を行った。  

このときのDNA量の経時変化を図3－3に示す。単層培養ではいずれの播種密度にお   

いても培養期間を通してDNA量はほぼ一定に保たれ、高密度に播種したもの（●）で   

はおよそ6jig／dishのDNA量であった。三次元培養では、細胞を高密度に播種した場合   

（■）のみ培養開始直後に著しく DNA量が減少したものの、その後は低密度で播種し   

たもの（□）とともに培養期間を通じてDNA量はほぼ一定に維持された。このとき、   

高密度培養（■）では60〃g以上の高い密度で細胞が維持された。  

アルブミン分泌量については（図3－4）、単層培養の場合（●、0）と三次元培養の低   

密度に播種したもの（口）では培養初期に活性が低下して、培養2週間目以降はアルブ   

ミンが分泌されなかった。それに対して、三次元培養の高密度に播種したもの（■）で   

は、DNA量が減少した培養開始後約1週間はアルブミン分泌の活性が低下したものの、   

細胞数が一定になってからは徐々に活性が上昇する傾向があり、培養終了時には約   

1．7yg／day／dishに達した。このことから、VEGFは胎仔肝臓細胞の培養において、細胞   

数の維持やアルブミン分泌能の増加に一定の効果が認められた。   

基本培地やOSM添加培地を用いたマウス胎仔肝臓細胞の培養（第2章）と、本章で   

得られたLIFやVEGFを添加した培養を比較した結果を表3－2に示す。この表は、高密   

度に播種した三次元培養における培養25 日日頃のDNA量とアルブミン分泌量を示し   

ている。アルブミン分泌量はWE＋OSMを用いた場合にはおよそ2．5yg／day／dishであっ   

た（2－3－3項）のに対して、LIFやVEGFはそれぞれ0．7yg／day／dishとl．7pg／day／dishで   

あったことから、OSMの効果には及ばなかった。しかし、WEを用いた培養と比べれ   

ば、LIFやVEGFを添加した培養では細胞数やアルブミン分泌量が増加する傾向を示し   

た。特に、VEGFを添加した場合には、DNA量とアルブミン分泌量は有意に増加した。  
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図3r3．培地にWE＋VEGFを用いた培養におけるDNA量の経時変化  
●，単層培養（高密度），∩＝3；○，単層培養（低密度），n＝3  

1，三次元培養（高密度），n＝3；□，三次元培養（低密度），nニ3  

培地にWE＋VEGFを用いた培養では、細胞を高密度に播種した三次元培養のみ  
培養開始直後にDNA量が急激に低下したものの、DNA量は安定に維持された。  
（Mean±SEM，★p＜0．05vs．Dayl）  
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図3－4．培地にWE＋VEGFを用いた培養におけるアルブミン分泌量の経時変化  

●，単層培養（高密度），n＝3；○，単層培養（低密度），n＝3  
■，三次元増車（高密度），n；＝3；□，三次元培養（低密度），n＝3  

培地にWE＋VEGFを用いた培養では、細胞を高密度に播種した三次元培養において、培養2週間以降  
にアルブミン分泌量が増加する傾向を示し、、培養終7時に約1．7LLg／day／dishの分泌量が得られた。（Mean  
±SEM，★ク＜0．05vs．Dayl）  
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表3－2．培地添加物が細胞の増殖や機能に及ばす影響  
（三次元培養（高密度））  

DNA量［pg／dish］  アルブミン分泌盈［ng／day／dish］  

WE: 

WE＋OSM  

WE＋LIF  

WE＋VEGF   

412．76士134．40  

2482．23士 714．66＊  

719．88土271．64  

1656．63士 529．7l＊  

6．83土2．15  

50．86土10．55＊  

11．23土3．43  

55．14士7．13＊  

＊p＜0．05vs．WE  
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細胞あたりのアルブミン分泌量に関しては、この表からWE：60．4ng／jig／day、WE＋OSM：   

48・8ng／FLg／day、WE＋LIF‥64・1ng／pg／day、WE＋VEGF：30．Ong／〃g／dayと計算できる。した   

がって、WE、WE＋OSMと WE＋LIFの場合には細胞あたりの分泌量はほぼ同等であっ   

たのに対して、WE＋VEGFの場合には抑制されていることがわかった。これは、   

WE＋VEGFを用いた培養では胎仔肝臓細胞に含まれる非実質細胞が盛んに増殖したた   

めに、細胞あたりの分泌量が低下したものと考えられた。  

3－3－3．尿素合成能  

培地にLIFやVEGFを添加した単層培養と三次元培養における尿素合成量を、積算   

値として図3－5と図3－6に示す。これらの結果は、いずれも細胞を高密度に播種したと   

きのものである。  

まず単層培養においては（図3－5）、WE＋LIFを用いた培養（1）では、DNA量はほ   

ぼ一定であったにもかかわらず尿素合成量は培養1週間目からわずかに低下する傾向   

が見られた。また、WE＋VEGFを用いた場合（●）にもDNA量はほぼ一定であり、こ   

の傾向に一致して尿素合成量も一定に保たれた。三次元培養では（図3－6）、WE＋LIFを   

用いた培養（■）において細胞数が安定した培養後期に活性が次第に上昇する傾向が見   

られた。また、WE＋VEGF（●）については培養期間を通して活性はほぼ一定であった。   

これらの尿素合成量を比較すると、いずれの培養においてもWE＋VEGFを用いた場合   

よりもWE＋LIFを用いた場合の方が尿素合成量は4倍ほど多かった。したがって、VEGF   

はアルブミン分泌能の発現には有効であったにもかかわらず、尿素合成能にはそれほ   

ど効果がないことが示された。  
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尿素合成量の積算値  
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図3－6．WEにuFまたはVEGFを添加した三次元培養における  

尿素合成量の積算値  
■，WE＋uF（高密度），n＝3；●，WE＋VEGF（高密度），n＝3  

WE＋LIFを用いた三次元培養では、尿素合成量は培養後期に増加する傾向が見られた。  

WE＋VEGFを用いた培養では活性はばぼ一定であったが、積算量はWEの場合のl／2  
以下であった。（Mean土SEM）  
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3－4．考察   

本章では、肝細胞の機能を活性化することを目的として、培地にLIFやVEGFを添   

加して細胞の増殖能や肝特異的機能への効果について調べた。その結果、これらの因   

子はアルブミン分泌能の維持に有効であることがわかった。  

LIFはOSMと同じくⅠし6familyに属するサイトカインで、これらのサイトカインは   

細胞のレセプタータンパクであるglycoprotein130（gp130）を共有している。 さらに、   

LIFは肝臓でも分泌されており、種々の細胞においてacutephaseproteinの合成を促す働   

きを有している。培養肝細胞についても例外ではなく、肝ガン由来細胞であるHepG2   

細胞において、LIFは炎症作用を引き起こすのに重要な役目を果たすαrPrOteinase   

inhibitorの分泌を促進することが報告されている（Kqietal．，1993）。また、初代肝細胞   

の培養においても、LIFはacute phase proteinの合成を促進することが確認されている   

（Kordulaetal．，1991）。本研究において、培地にLIFを添加した培養では、全ての培養   

条件において細胞が徐々に減少する傾向が見られた（図3－1）。培地にWEを用いた培   

養（図2－4）と比較すると、細胞数はL肝を添加した培養の方が高かったものの、OSM   

を添加した培養（図2－8）と比較するとl／4程度の量であった。KorduIaらの研究では、   

培養成熟肝細胞のDNA合成量は、LIFを添加した場合には、添加しなかったものに比   

べて低下することが報告されており、この傾向は本研究の結果と一致する。また、肝   

ガン由来細胞であるHepG2においてOSMレセプターとLIFレセプターの発現量を比   

較すると、OSMレセプターの方が3倍近く多く発現しているという報告があることか   

ら（MosIeyetal．，1996）、OSMとLIFの細胞数や機能への効果の違いはレセプターの発   

現量に依存する可能性も考えられた。  

アルブミン分泌能に関しては、細胞を高密度に播種した三次元培養において、培地  
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にWE、WE十OSM、あるいはWE＋LIFを用いた場合のアルブミン分泌量はそれぞれ異   

なっていたものの、細胞あたりの活性に換算するとどの培地を用いてもほぼ同等であ   

った。この結果は、成熟肝細胞の培養において、LIFを添加した場合のアルブミン分泌   

量が添加しなかったものとほぼ同等であったという報告（Kordulaetal．，1991）と～敦   

した傾向であった。  

培地にVEGFを添加した培養では、WEによる培養と比較して細胞数が良好に保たれ、   

培養終了時にはOSM添加培地の場合と同等の細胞数が維持された。これまでに、VEGF   

が肝実質細胞の増殖や機能の向上に直接関与することは報告されていない。ただし、   

成熟肝細胞と非実質細胞とのcocultureにVEGF添加培地を用いた場合や、VEGF添加   

培地で非実質細胞を培養した培地上清を肝実質細胞の培養に添加した場合には、肝細   

胞のDNA合成が活性化されたことが報告されている（LeCouteretal．，2003；Kangetal．，   

2004）。また、VEGFは肝臓の類洞血管内皮細胞のDNA合成を促進することも確かめ   

られていることから（LeCouter et al．，2003）、本研究においても、VEGFを添加するこ   

とにより肝細胞や非実質細胞のDNA合成が活性化されたために細胞数が比較的高密度   

に保たれたと考えられた。  

本研究において、VEGF添加培地を用いた三次元培養の細胞あたりのアルブミン分泌   

量は、WEを用いた培養と比較すると低下していることがわかった。アルブミン分泌能   

については、hepatocytegrowthfactor（HGF）、epidermalgrowthfactor（EGF）、IL－6およ   

びVEGFを添加した培地や、この培地で非実質細胞を培養した培地上清を用いて肝実   

質細胞を培養した場合には、通常の培地よりも肝細胞のアルブミン分泌能は低下する   

ことが報告されていることから（KangどfαL2004）、本研究の結果と一致していた。ま   

た尿素合成能に関して、Kangらはアルブミン分泌能を測定したときと同様の培地上清   

を用いた培養を行ったところ、肝細胞の尿素合成能にはVEGFの添加による効果はあ  
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まりないことが報告している（KangerdJ．，2004）。これに対して、本研究でのVEGFを   

添加した場合の尿素合成量は、基本培地による培養の1／2以下の分泌量であり、かなり   

異なる傾向が得られた。この原因として、本研究の胎仔肝臓細胞を用いた培養の場合   

には、VEGFを添加することにより類洞血管内皮細胞が選択的に増殖し、肝細胞はあま   

り増殖しなかった可能性が考えられる。今後は、VEGFを添加した培養において、どの   

ような細胞が増殖しているかを調べる必要がある。  
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3－5．小括  

マウス胎仔肝臓細胞の単層培養および三次元培養において、細胞の刺激因子として   

LIFまたはVEGFを添加した培養を行い、細胞の増殖や肝特異的機能に対する効果につ   

いて検討した。その結果、以下の結論が得られた。  

1）培地にLIFを添加した場合には、細胞数は減少したものの、細胞あたりのアルブミ  

ン分泌量はWEやWE＋OSMでの培養と比較してあまり変わらなかった。   

2）培地にVEGFを添加した培養では、細胞数は培養中期から安定に保たれた。そのた  

めアルブミン分泌量は比較的多かったものの、細胞あたりのアルブミン分泌能は抑  

制されていた。   

3）以上の結果から、これらの因子が胎仔肝細胞に及ぼす利点は明確には認められなか  

った。今後は、他の因子と組み合わせるなどの方法を検討する必要があると考えら  

れた。  
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第4章 ブタ胎仔肝臓細胞の三次元培養における刺激因子の影響  

4－1．本章の研究目的  

第2章においてマウス胎仔肝臓細胞の培養を行った結果、PVF樹脂を用いた三次元   

培養系においてアルブミン分泌能や尿素合成能などの肝特異的機能が長期間にわたっ   

て維持されることが確認されたことから、胎仔肝臓細胞をバイオ人工肝臓の細胞源と   

して利用できる可能性が示唆された。そこで臨床応用を目標とした次の段階の検討と   

して、一度に大量の細胞を入手することができ、臨床応用に使用される可能性もある   

ブタ胎仔の肝臓細胞を用いて、マウスの細胞の場合と同様に三次元培養および単層培   

養を行った。ブタの細胞を用いた実験では、培地にOSM、LIF、あるいは成熟肝細胞の   

機能の克進に効果的なホルモンであるcortisolをそれぞれ添加し、これらの添加物が細   

胞の増殖や機能に及ぼす影響について検討した。  
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4－2．実験方法   

4－2－1．ブタ胎仔肝臓細胞の取得  

ブタ胎仔肝臓細胞は胎生64～81日目のDuroc種ブタ（全国農業協同組合連合会飼料   

畜産中央研究所、茨城）から取得した。まず妊娠ブタを開腹して子宮を切開したのち   

胎仔を子宮外に摘出し、臍帯を結染後に切断して胎仔を得た。ただちに5％FBSを含ん   

だHanks液中に浸漬し、常温にて運搬したのち、コラゲナーゼ潜流法（Seglen，1976）   

を一部改良した方法を用いて肝臓細胞を遊離した。すなわち、0．5mM EGTA（ethylene   

glycolbis（β－aminoethylether）一凡耽N，，N，～tetra－aCeticacid、同仁化学研究所）と10mMHEPES   

（N－（2－hydroxyethyl）piperazine－N，－（2－ethanesulfonicacid）、同仁化学研究所）をPBS（～）に   

溶解した前濯流液150mLを臍帯静脈から5分間かけて肝臓に送液することにより、肝   

臓内の血液を洗い流すとともにカルシウムイオンを除去した。その後、Hanks液に0．05％   

COllagenase（和光純薬工業）、0．005％trypsininhibitor（Sigma）と10mMHEPESを溶解   

したcollagenase溶液200mLを10～15分かけて潜流し、肝臓の結合組織を消化した。胎   

仔から取り出した肝臓をHanks液中にて穏やかにピペッティングすることによって細   

胞を分散したのち、細胞は2重に重ねて滅菌したガーゼを通すことにより結合組織な   

どを取り除いた。取得細胞数および細胞生存率はtrypan blue exclusion法により測定し   

た。  

¢2－2．培養実験  

ブタ胎仔肝臓細胞の培養実験はマウス胎仔肝臓細胞の培養と同様に、PVF樹脂を用   

いる三次元培養と、対照としてディッシュによる単層培養を行った。三次元培養に用   

いた担体も同様に2mm角に細切したPVF樹脂を滅菌したのちコラーゲンコートし、   

洗浄して用いた。ブタ胎仔肝臓細胞の培養には、マウス胎仔肝細胞のアルブミン分泌  
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の維持に有効であったWE培地を基本として、これにヒトOSM（10ng／mL，Sigma）   

（WE＋OSM）、ヒトLIF（10ng／mL，PeproTech、NJ）（WE＋LIF）、あるいはcortisol（10FtM，   

Sigma）（WE＋COR）を添加した計4種類の培地を用いた。  

細胞の播種は、単層培養ではコラーゲンコートした直径35mmのディッシュに0．2   

または1．0×106個の細胞を懸濁した血清添加培地（2mL）を滴下することにより行っ   

た。三次元培養においては、担体100個を入れた遠心ボトルに、0．5または2．0×107個   

の細胞を懸濁した培地（5mL）を入れ、CCI法により細胞を播種したのち、50個ずつ   

を直径100mmのディッシュ（Falcon1001）あるいは直径60mmのディッシュ（Falcon   

lOO7）に入れて血清添加培地をそれぞれ16．O mL、もしくは8．O mLずつ添加して培養   

を行った。ブタ胎仔肝臓細胞のPVF樹脂への細胞の播種効率は72．8±7．2％（n＝9）で   

あった。培地交換は週2回行い、その際に得た培地サンプルは肝特異的機能を計測す   

るまでの期間、－80℃にて保存した。  

4－2－3．DNA量および肝細胞特異的機能の計測  

マウス胎仔肝臓細胞の培養と同様に、細胞数の指標としてHoechst33342を用いた   

DNA量の測定を行った。また、肝細胞に分泌されたアルブミンの濃度はサンドイッチ   

ELISAを用いて測定した。ブタアルブミンを測定する際は、l次抗体にgoatanti－pig   

albuminantibody（BethylLaboratories、TX）、2次抗体にhorseradishperoxidase－COnjugatedgoat   

anti～Pigalbuminantibody（BethylLaboratories）、アルブミン標準液にはブタアルブミン   

（ICN Pharmaceuticals）を用いた。さらに、肝細胞により培地中に分泌された尿素の濃   

度はマウスの場合と同様の手法で測定した。  
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4－24．胎仔肝細胞の分化・成熟度  

培養胎仔肝細胞の分化・成熟度は、未成熟肝細胞の指標であるα－fbtoprotein（AFP）   

のmRNAの発現量をNorthernblot法で測定することにより確認した。培養したブタ胎   

仔肝臓細胞から、マウスの場合と同様の手法でtotalRNAを抽出し、5．Opgずつ1．2％ア   

ガロースゲルで電気泳動した。泳動終了後、紫外線照射によりetidiumbromide（Sigma）   

で染色されたribosomalRNA（rRNA）の存在を確認した。ただちに20倍濃度のstandard   

salinecitrate（SSC）バッファーでメンプレン（NENLifeScienceProducts、MA）にトラ   

ンスファーして、紫外線を照射することにより RNAを固定した。次に、メンプレンを   

55℃のハイプリダイゼーションバッファーに振漬して、15分間プレハイプリダイゼー   

ションを行った。その後、alkalinephosphataseで直接標識したAFPのDNAプローブ   

（10ng／mL）を含むハイプリダイゼーションバッファー中にて55℃で一晩振とうし、   

ハイプリダイゼーションを行った。DNAプローブは、胎仔肝臓から抽出したtotalRNA   

から、RトPCRによって得たcDNAをもとに作製した。ハイプリダイゼーション終了後、   

メンプレンを洗浄し、プロット面にCDP－Stardetection reagent（Amersham Pharmacia   

Biotech、Buckinghamshire、UK）を添加して室温にて5分間静置し、余分な水分を取り   

除いたのちにフイルム（AmershamInternational、Buckinghamshire、UK）におよそ2時   

間露光して、シグナルを検出した。  

む2－5．電子顕微鎮による観察  

培地交換の際に中性緩衝ホルマリンで固定保存したPVF樹脂は、マウスの場合と同   

様の手法で試料を作成し、走査型電子顕微鏡を用いて観察した。  
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4－2－6．統計処理  

全ての実験結果は平均値±標準誤差（mean±SEM）で示した。標本数が3つ以上の   

ものに関して、培養1日目との比較はpairedt－teStにより、また培地の違いによる比較   

はstudent’stqtestにより、危険率5％以下（p＜0．05）を有意水準とした。  
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4－3．実験結果  

本研究では、PVF樹脂を担体とするブタ胎仔肝臓細胞の三次元培養と、対照として   

のコラーゲン・コートディッシュによる単層培養を異なる培地条件下で並行して行っ   

た。培地にはWE培地と、WEにOSM、LIF、もしくはcortisolを添加した計4種類の   

培地を用い、培地に添加した刺激因子が細胞の増殖や肝特異的機能に及ぼす影響につ   

いて検討した。なお、ブタ胎仔肝臓細胞の培養では、予備的検討から細胞が良好に増   

殖することが予想されたため、三次元培養の高密度に播種する場合に限りマウスの場   

合の約40％の播種密度で細胞を播種した。細胞の播種条件を表4－1に示す。  

4t3－1．DNA量測定による細胞数計測のための検量線  

ブタ胎仔肝臓細胞の培養においても、細胞数の経時変化の指標としてHoechst33342   

を用いてDNA量を計測した。細胞数とDNA量の相関を調べるために、遊離直後のブ   

タ胎仔肝臓細胞を用いて検量線を作製した結果を図4－1に示す。検量線作成の結果、ブ   

タ胎仔肝臓細胞の場合にも細胞数とDNA量とには良好な直線関係があり、細胞   

1×106個あたりで11．3〃gと、マウスと同量のDNAが含まれていることがわかった。   

この結果から、ブタ胎仔肝臓細胞の場合にも、培養細胞数をDNA量で算出できること   

が確かめられた。  

4－3－2．培地にWEを用いた培養  

ブタ胎仔肝臓細胞の培養にWE培地を使用した場合のDNA量の経時変化を図4－2に、   

アルブミン分泌量の経時変化を図4づに示す。  

細胞数に関しては、単層培養では高密度と低密度のいずれの培養（●、0）において   

もわずかにDNA量は増加する傾向が見られた。三次元培養においても（■、口）、DNA  
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表4－1．ブタ胎仔肝臓細胞の培養における細胞の播種条件  

培養条件  播種密度  播種細胞数＊ 培地量［mL］  

単層培養  高密度（H）  

低密度（L）  

三次元培養  高密度（H）  

低密度（L）  

＊ 単層培養［106ce11s／dish］   

三次元培養［106ce11s／0．4cm3－PVF］  
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図4－1．遊離直後の胎仔肝臓細胞を用いたDNA測定法の検量線  

遊離直後のブタ胎仔肝臓細胞を用いて検量線を作成した結果、1×106個の細胞  
には11．3帽のDNAが含まれていることがわかった。（Mean±SEM）  
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図4－2．WEを用いたブタ胎仔肝臓細胞の培養におけるDNA量の経時変化  
●，単層培養（高密度），n＝3；○，単層培養（低密度），n＝3  

■，三次元培養（高密度），n＝3；□，三次元培養（低密度），n＝3  

培地にWEを用いたブタ胎仔肝臓細胞の培養では、三次元培養においてDNA量は良好に増加する  
傾向が見られた。（Mean±SEM，β＜0．05vs．Dayl）  
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図4－3．WEを用いたブタ胎仔肝臓細胞の培養におけるアルブミン分泌量の  
経時変化  

●，単層培養（高密度），n＝3；○，単層培養（低密度），n＝3  

■三次元培養（高密度），n＝3；□，三次元培養（低密度），n＝3  

培地にWEを用いたブタ胎仔肝臓細胞の単層培養では、10日以降は活性は認められなかった。  
三次元培養の高密度に播種したものではアルブミン分泌量は安定しなかったものの、20日頃  
まではマウス胎仔肝臓細胞よりも値は高い傾向であった。（Mean±SEM）  
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量は徐々に増加する傾向が認められたことから、ブタ胎仔肝臓細胞の培養ではマウス   

の細胞の場合とは異なり基本培地を用いても細胞は増殖することがわかった。  

アルブミン分泌量は（図4－3）、単層培養（●、○）では培養開始直後に急激に低下し   

て、培養10 日以降は活性が認められなかったのに対して、三次元培養（■、口）では   

単層培養よりも良好に維持された。三次元培養の高密度に播種したもの（書）では培養   

12 日目までにアルブミン分泌量が急激に低下する傾向があったにもかかわらず、培養   

18日目までは活性は回復し、このときの値はおよそ1．4FLg／day／dishであった。低密度   

に播種したもの（口）でも同じような傾向が認められたが、培養20 日頃の分泌量はお   

よそ300ng／day／dishであった。ブタ胎仔肝臓細胞のアルブミン分泌量は安定しなかった   

ものの、マウス胎仔肝臓細胞の三次元培養の結果（図2－5、約400ng／day／dish）と比較   

すると、活性が回復した培養18日目の値は約3倍に達することがわかった。また、低   

密度に播種した場合でも、マウスの細胞を用いたときとは異なりアルブミンが分泌さ   

れていることがわかった。  

4づ－3．WEにOSMを添加した培養  

マウス胎仔肝臓細胞の培養結果から、OSMは細胞の増殖やアルブミン分泌能の発現   

を促進することが明らかになった。ブタ胎仔肝臓細胞の培養においてもOSMは同様の   

効果を示すことが期待されたたことから、OSMを用いた培養を行った。ここで、ブタ   

OSMは市販されていないため、培養にはブタOSMと比較的ホモロジーが高いヒトOSM   

を用いた。  

OSM添加培地を用いた培養におけるDNA量の経時変化を図4－4に示す。細胞数の傾   

向は、WEを用いた場合（図¢2）とほとんど変わらなかったことから、ヒトOSMを   

添加することによる明確な効果は認められなかった。ただし、細胞を低密度に播種し  
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図4－4．WE＋OSMを用いたブタ胎仔肝臓細胞の培養におけるDNA量の経時変化  
●，単層培養（高密度），n＝3；○，単層培養（低密度），n＝3  

■，三次元培養（高密度），n≡3；□，三次元培養（低密度），n＝3  

培地にWE＋OSMを用いた培養において、DNA墓の経時変化はWEを用いた場合とほとんど変わらない  
傾向を示した。（Mean±SEM，＊p＜0．05vs．Dayl）  
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図4－5．WE＋OSMを用いたブタ胎仔肝臓細胞の培養におけるアルブミン分泌量  
の経時変化  

●，単層培養（高密度），nご＝3；○，単層培養（低密度），n＝3  

■，三次元培養（高密度），n＝3；□，三次元培養（低密度），nニ3  

培地にW£十OSMを用いた培養では、いずれの培養においてもWEを用いた培養よりもアルブミン分泌愚  

は低下する傾向が見られた。（Mean±SEM）  
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た三次元培養（□）においては、WEを用いたときに比べて培養終了時のDNA量はや   

や多かった。マウス細胞の培養密度の結果（図2－8）と比較すると、単層培養における   

DNA量はマウス細胞よりも有意に高かったものの（p＜0．05vs．マウス単層培養（33日   

目））、三次元培養では到達した細胞数に大きな差はなかった。  

次に、アルブミン分泌能に関しては（図4－5）、単層培養において高密度に播種した   

もの（●）では、アルブミン分泌量は少ないものの2週間以上にわたって分泌された。   

三次元培養では、高密度で播種したもの（■）はWEで培養した場合と同様の傾向を示   

したものの、その分泌量はWEの1／2以下であったことから、OSMを添加することに   

よる効果は認められなかった。  

4－3－4．WEにLIFを添加した培養  

ブタ胎仔肝臓細胞の培養においても、マウス胎仔肝臓細胞の場合と同様にLIFを培   

地に添加した培養を行った。この実験では、ブタ細胞にOSMを添加した実験と同じ理   

由によりヒトLIFを用いた。  

培養細胞のDNA量の経時変化を図4－6に示す。単層培養（●、0）では、WEやWE十OSM   

を用いた培養と同様に培養期間を通じて徐々にDNA量が増加する傾向が見られた。三   

次元培養（■、□）では値がかなりばらついたものの、高密度と低密度のいずれの条件   

においても全体としてDNA量は増加する傾向を示した。しかしながら、これらのDNA   

量はWEやWモ＋OSMでの培養と比較すると1／2程度であったことから、細胞の維持に   

関してLIFは有効ではないと考えられた。  

アルブミン分泌能に関しても（図¢7）、LIFは効果的な作用を示さなかった。単層培   

養（●、○）では、培養開始直後を除いてアルブミンは分泌されなかった。高密度に播   

種したもの（●）では、培養開始直後のアルブミン分泌量は約800ng／day／dishと高値で  
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図4－6．WE＋LJFを用いたブタ胎仔肝臓細胞の培養におけるDNA量の経時変化  
●，単層培養（高密度），n＝1；○，単層培養（低密度），n＝1  
■三次元培養（高密度），n＝1；口，三次元培養（低密度），n＝1  

培地にWE＋LIFを用いた培養では、DNA量は全ての条件で増加する傾向が見られたもののWEや  
WE＋OSMを用いた場合と比較すると低値であった。  
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図4－7・WE＋LtFを用いたブタ胎仔肝臓細胞の培養におけるアルブミン分泌量  
の経時変化  

●，単層培養（高密度），n＝1；○，単層培養（低密度），n＝1  

■三次元培養（高密度），n＝1；□，三次元培養（低密度），n＝1  

培地にWE十LIFを用いた培養では、特に三次元培養において培養開始直後にアルブミン分泌鼠が  
多かった。しかし、いずれの条件でも活性は長期的には維持されなかった。  
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あったにもかかわらず、その後急激に減少して、培養7 日目以降は全く分泌されなか   

った。三次元培養（■、□）においては、培養開始直後の培養5 日目に、高密度に播種   

したもの（■）で約4．5pg／day／dish、低密度（□）で約2．Ojig／day／dishとアルブミン分泌   

量は高い値を示したものの、その後は急激に低下して、培養3週間目からはアルブミ   

ンを分泌しなかった。以上の結果から、WE＋LIFを用いた培養では、細胞のアルブミン   

分泌能は維持されず、LIFを添加することは長期間培養には適当でないことがわかった。  

4－3－5．WEにcortisolを添加した培養  

4－3－3項と4－3－4項の培養の結果から、ヒトOSMやヒトLIFは、ブタ胎仔肝臓細胞の   

培養における細胞の増殖や機能の維持にあまり有効ではないことがわかった。そこで、   

成熟肝細胞の培養に効果があることが知られており、副腎皮質ホルモンの一種である   

COrtisolを培地に添加した培養を行った。  

このときのDNA量の経時変化を図4－8に示す。単層培養（●、○）においてはいず   

れの培養条件においてもDNA量が増加する傾向が見られ、特に高密度に播種したもの   

（●）では、培養後期に急激にDNA量が増加した。三次元培養（■、□）でも全体的   

に細胞は増加する傾向を示し、培養後半でのDNA量はWEで培養したもの（図4－2）   

とほぼ同等であった。  

アルブミン分泌量に関しては（図4－9）、単層培養（●、0）ではcortisolを添加する   

ことによる効果は認められず、培養初期に活性が低下して、その後は培養期間を通し   

て分泌は認められなかった。一方、三次元培養では、培養開始直後からアルブミンの   

分泌量の変動がかなり大きいものの、高密度に播種したもの（■）では1．0～2．0鵬／day／dish  

の分泌量が長期間にわたって維持された。実験数は不十分なものの、この活性はWE   

を用いた場合よりも高い値であった。したがって、COrtisolは細胞数の増加にはあまり  
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図4－8．WE＋CORを用いたブタ胎仔肝臓細胞の培養におけるDNA量の経時変化  
●，単層培養（高密度），n三Z；○，単層培養（低密度），n＝2  

■，三次元培養（高密度），n＝2；口，三次元培養（低密度），n＝2  

培地にWE＋CORを用いた培養では、全ての条件で培養終了時のDNA量は培地にWEを用いた場合と  
同等であった。  
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図4－9．WE＋CORを用いたブタ胎仔肝臓細胞の培養におけるアルブミン分泌量  

の経時変化  

●，単層培養（高密度），n＝Z；○，単層培養（低密度），n＝2  

■，三次元培養（高密度），n＝Z；口，三次元培養（低密度），n＝2  

培地にWE＋CORを用いた培養では、三次元培養において長期間にわたってアルブミン分泌が維持され  
た。高密度に播種した培養ではWEよりも高い活性を示す傾向が認められた。  
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影響しないものの、細胞あたりのアルブミン分泌活性の向上には効果がある可能性が   

あると考えられた。   

ブタ胎仔肝臓細胞の培養では、いずれの培養条件下においても細胞は比較的安定に   

維持された。また、長期間にわたって細胞のアルブミン分泌能を維持できる可能性が   

あったのはcortisolのみであり、OSMやLIFを添加した場合にはアルブミン分泌能はむ   

しろ低下する傾向が見られた。  

4－3－6．尿素合成能  

マウス胎仔肝臓細胞を用いた培養と同様に、アルブミン分泌能以外の肝細胞の機能   

の指標として、ブタ胎仔肝細胞の尿素窒素合成量を計測した。単層培養と三次元培養   

の高密度培養における尿素窒素の積算値を図4－10と図¢11に示す。  

単層培養において（囲む10）培養10日頃までの初期には、培地にWEを用いた場合   

（●）よりも添加物を加えたもの（▲、■、◆）の方が多くの尿素を合成していた。WE＋LIF   

を用いた培養（T）では、培養1週間以降に活性は低下して、全ての培地条件の中で最   

も活性が低かった。これは、用いた培地条件の中ではWE＋LIFでのDNA量が最も低か   

った事によると考えられた。WE（●）やWE＋OSM（▲）を用いた培養では、培養   

10 日目付近を境に活性はわずかに低下したものの、その後は培養期間を通して安定し   

た合成量を示した。一方、WE＋COR（◆）では培養期間を通して活性が徐々に低下する   

傾向が認められた。  

三次元培養において（図4－11）、培地にWE（●）、WE＋OSM（▲）とWE＋COR（◆）   

を用いた培養では、アルブミン分泌量の結果と同様に活性がかなり変化していた。し   

たがって、肝細胞の活性が周期的に変動している可能性が考えられた。三次元培養に  
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図4－10．ブタ胎仔肝臓細胞の単層培養における尿素合成量の積算値  
●，WE（高密度），n＝3；▲，WE＋OSM（高密度），n＝3  

■，WE＋LIF（高密度），n＝1；◆，WE＋COR（高密度），n＝Z  

尿素合成量は培養期間を通して徐々に低下する傾向が見られたものの、WEやWE＋OSMで  

は比較的安定な活性が得られた。（Mean±SEM）  
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図4－11．ブタ胎仔肝臓細胞の三次元培養における尿素合成量の積算値  
●，WE（高密度），n＝3；▲，WE十OSM（高密度），n＝3  

■，WE＋uF（高密度），n＝l；◆，WE＋COR（高密度），n＝2  

尿素合成量は、アルブミン分泌能の結果と同様に周期的に変化していた。活性の傾向は  
単層培養の結果と同様であった。（Mean士SEM）  
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おける尿素合成量は、単層培養と同様の傾向を示した。つまり、Wモ＋LIFを用いた培養   

（■）での尿素合成量は最も低く、他の培地条件では培養10 日日頃から活性は少し低   

下したものの、その後は比較的安定に維持された。また、マウス胎仔肝臓細胞を用い   

た場合には（図2－13、図3－6）、活性が一定か上昇する傾向が見られたのに対し、ブタ   

の細胞は徐々に低下する傾向が見られた。  

4－3－7．培養ブタ胎仔肝細胞の分化・成熟度の評価  

ブタ胎仔肝臓細胞の三次元培養において、肝細胞の分化の指標となるアルブミン分   

泌能は低下する傾向が見られたものの、長期間にわたって維持されていた。そこで、   

マウス胎仔肝臓細胞の場合と同様に、培養細胞が分化・成熟しているのかどうかを確   

認するために、AFPのmRNA量の変化を測定した。この実験では、PVF樹脂上で培養   

した胎仔肝臓細胞からmRNAを抽出し、AFPの発現量の経時変化をNorthern blot法で   

調べた。  

培地にWEを用いた場合のAFPのmRNA発現量を図4－12に示す。この図から明ら   

かなように、培養4日目にはAFPのmRNAが大量に発現していたが、その後は徐々に   

発現量が減少して、培養25 日目以降には全く認められなかった。 アルブミン分泌量の   

結果（図4づ）とあわせて考えれば、アルブミンがまだ十分に分泌されている培養25   

日目において、AFPの発現が認められなくなったことから、胎仔肝細胞が培養期間の   

経過に伴って徐々に分化・成熟している可能性が示唆された。  

4－3→8．電子顕微鏡による観察  

三次元培養されて担体に固定化されたブタ胎仔肝臓細胞の電子顕微鏡写真を図¢13   

に示す。ここで、図4－13－a、bは培地にWEを用いた場合のもの、図4－13－C、dは培地  
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図4－12．WEを用いた三次元増♯における胎仔肝♯胞の分化・成熟度の評価  

培養期間が経過するにつれて、胎仔肝臓細胞のα一触叫叩血inの発現皇が減少した。発現が認められな  
くなった培養お日日にはアルブミンは分泌されていたことから、細胞が分化・成熟している可能性  
が示唆された。  
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にWE＋OSMを用いた場合のもので、いずれも培養41日目のものである。さらに図4－13－a、   

cはPVF樹脂の表面、図4－13－b、dはPVF樹脂の割断面の表面付近の写真である。担   

体の表面は（図4－13－a、C）、ほぼ全面が細胞とECMで覆われており、マウス胎仔肝臓   

細胞の培養に比べて細胞が担体上で均一に分布していることがわかった。担体の割断   

面の写真（図4－13－b、d）からは、細胞が担体の内部にまで入り込んで培養されている   

ことが確認された。また、OSMを添加した場合には、添加しなかった場合よりも多く   

の細胞が存在していた。  
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4－4．考察  

本章では、ブタ胎仔肝臓細胞を用いた三次元培養を行った結果、細胞が比較的良好   

に増殖することがわかった。細胞刺激因子として添加したOSMやLIFは肝細胞の機能   

の発現には効果が認められなかったのに対し、COrtisolを添加することでアルブミン分   

泌能を長期間にわたって維持できることがわかった。  

4－4－1．ヒトOSMとヒトLIF、およびcortisolの影響  

第2章および第3章でのマウス胎仔肝臓細胞の培養では、OSMやLIFを添加するこ   

とによってアルブミン分泌能の改善が認められたのに対し、ブタ胎仔肝臓細胞の培養   

では、これらを添加することによる効果は認められなかった。この原因の一つとして、   

ブタ胎仔肝臓細胞の培養にヒトのサイトカインを使用したことが考えられる。ブタOSM   

のアミノ酸配列はまだ報告されていないものの、ブタ LIFのアミノ酸配列はヒトの配   

列とおよそ75％しか一致しない。マウスOSMとヒトOSMのアミノ酸配列は約50％し   

か一致しないことから、ブタとヒトの場合にもー致する確率は低いと思われる。した   

がって、ブタ胎仔肝臓細胞にこれらの細胞刺激因子が認識されにくかった、あるいは   

うまく結合されなかったために、その効果が現れなかったのではないかと考えられる。  

グルココルチコイドの一種であるcortisolは、dexamethasoneと同様に副腎皮質ホルモ   

ンである。Dexamethasoneは肝特異的機能の克進に効果があることが既に報告されてい   

ることから（Isometal．，1985）、通常の成熟肝細胞の培養にはdexamethasoneを添加した   

培地が広く用いられている。一方、成熟肝細胞におけるcortisolの効果についての報告   

は数少ないものの、COrtisolはラット成熟肝細胞の培養において糖タンパクなどの分泌   

物を増加させる効果を持つことや（WraandColby，1985）、胎仔または新生児ラット肝   

細胞と上皮細胞とのcocultureにおいてアルブミン分泌能を高いレベルで維持できるこ  

83   



とが確認されている（Lescoat etal．，1985）。本研究では、基本培地にdexamethasoneが   

含まれており、その上さらにcoI・tisolを添加したことによってアルブミン分泌能は上昇   

した。Dexamethasoneは濃度依存的に肝細胞分泌物の合成や、P450のmRNAの発現を   

促進することが報告されていることから（WiraandColby，1985；Kocareketal．，］994）、   

胎仔肝細胞のアルブミン分泌におけるグルココルチコイドの至適濃度は本研究の基本   

培地中のdexamethasone濃度（0．1FLM）よりもかなり高いために、COrtisolの添加により   

活性がさらに上昇したものと考えられた。  

ブタ胎仔肝臓細胞の培養においてcortisolは肝特異的機能の発現に有効ではあったも   

のの、マウス胎仔肝臓細胞の培養におけるOSMの効果ほど顕著ではなかった。今後は、   

ブタ胎仔肝臓細胞の機能を改善することのできる因子を模索するとともに、サイトカ   

インや増殖因子の効果を確認するためにはヒト由来の何らかの細胞を使用する必要が   

あると思われた。  

4－4－2．マウスの細胞とブタの細胞との比較  

本研究では、マウスおよびブタ胎仔肝臓細胞の培養を行った。その結果、三次元培   

養において高密度に細胞を播種してWEで培養した場合には、播種細胞数はブタの細   

胞の方が少なかったにもかかわらず、培養初期のアルブミン分泌能（図2－5、図4づ）   

や尿素合成能（図2－13、図4－11）はブタ胎仔肝臓細胞の方が優れていた。また、細胞   

の増殖能もブタの方が高く（図¢2）、W苫中でも細胞が増殖する傾向が見られた。この   

ように、ほぼ同じ条件で培養を行った場合にも、細胞の増殖や肝機能の発現は、細胞   

種によってかなり異なることが示された。  

ブタ胎仔肝細胞の肝機能に関してほとんど報告されていないため、マウスの胎仔肝   

細胞との機能を直接比較した報告はない。ただし、ラット、ブタやヒトなどの成熟肝  
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細胞の肝特異的機能を比較した報告はいくつかある（Donato etal．，1999；Vileiet al．，   

2001）。Vileiらは、培養2日目のブタ、ラットおよびヒトの成熟肝細胞を比較して、bilirubin   

抱合活性やdiazepam代謝能は、ヒトやラットの肝細胞よりもブタ肝細胞の方が優れて   

いるということを明らかにした。さらに、尿素合成能に関しても、ブタやヒトの肝細   

胞の方がラットよりも活性が高いことが報告されている。この結果は、本研究におい   

て培養初期のブタとマウスの細胞の尿素合成能を比較した場合に、ブタの肝細胞の方   

が活性が高かったことと一致する。  

多孔質のPVF樹脂を用いて三次元培養したマウスおよびブタの胎仔肝臓細胞を電子   

顕微鏡により観察したところ（図2－15、図¢13）、マウスの細胞よりもブタの細胞の方   

が担体の表面は大量のECMに覆われていることが確認された。培養系において、いか   

に生体内に近い環境を構築するかということは、培養肝細胞の増殖や機能に大きく影   

響する。ここで、ECMは細胞の接着・移動や形態に大きく関与することから、微小環   

境の形成、さらには細胞の増殖や機能に極めて重要な因子である。肝臓では主に非実   

質細胞がECMを産生していることから、肝細胞と非実質細胞とのcocultureも行われて   

いる（Guguen－Gui1louzo et al．，1983；Morin and Normand，1986；三好ら，1994）。これ   

らの培養では、肝細胞が2週間以上も良好にアルブミン分泌量を維持できることが報   

告されている。本研究で行った胎仔肝臓細胞の培養もcoculture系であり、マウスの細   

胞の培養では長期間にわたって安定したアルブミン分泌能が椎持されたものの、ブタ   

の細胞ではECMは大量に分泌されていたにもかかわらず活性は長期間は維持されなか   

った。ブタ胎仔肝臓細胞の培養では、細胞数は培養期間を通して増加する傾向にあっ   

たことから、ブタ細胞の場合には非実質細胞が過剰に増殖したためにアルブミン分泌   

能が下降したのではないかと考えられた。今後、どのような種類の細胞が増殖してい   

るのかを解析する必要があろう。  
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4－5．小括   

胎仔肝臓細胞を用いる培養系をスケールアップすることを目的として、ブタ胎仔肝   

臓細胞の培養を行った。培地に細胞刺激因子としてOSM、LIF、あるいはcortisoJを添   

加し、これらの因子が細胞の増殖や肝特異的機能に及ぼす効果について検討した結果、   

以下のような結論が得られた。  

1）ブタ胎仔肝臓細胞の培養では、いずれの培養条件においても細胞は良好に増殖する  

傾向を示した。   

2）ブタ胎仔肝臓細胞のアルブミン分泌能や尿素合成能に及ぼすヒトOSM、およびヒト  

LIFの効果は認められなかった。それに対して、COrtisolはアルブミン分泌能を冗進  

する効果が認められた。   

3）マウスとブタの胎仔肝臓細胞の代謝機能と比較すると、培養初期にはブタ胎仔肝臓  

細胞の方が活性が高かったものの、活性の維持についてはマウスの細胞の方が良好  

であった。   

4）以上の結果から、ブタ胎仔肝細胞を用いる三次元培養系については、今後、肝特異  

的機能をより安定に維持できるような細胞刺激因子を模索することにより、バイオ  

人工肝臓に応用できると考えられた。  
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第5章 マウス胎仔肝臓細胞の培養におけるVEGFの分泌  

5－1．緒言  

さまざまな臓器や組織の再生において、これらに栄養や酸素を供給するための血管   

系の新生・再生は欠かせない。血管新生とは新しい血管ネットワークが形成される現   

象で、血管新生を抑制する因子と促進する因子とのバランスによって制御されており、   

促進因子が抑制因子を上回ったときに血管新生が開始されると考えられている。促進   

因子のうち、各種成長因子としてはvascularendothelialgrowthfactor（VEGF）をはじめ   

basicfibroblastgrowthfactor（bFGF）、tumOrneCrOSisfactor－α（TNトα）、ePidermalgrowth   

factor（EGF）などが挙げられ（KlagsbrunandD，Amore，1991；FolkmanandShing，1992；   

Ferrara and Davis－Smyth，1997）、これらの因子の中でもVEGFは中心的な役割を果たす   

促進因子である。われわれの研究室においても、腫瘍を播種したラットでは血清中へ   

のVEGFの分泌が瓦進しており、血管新生が誘導されていることを報告している   

（MiyoshiandOhshirna，2001）。  

一方、VEGFは胎生初期から発現し、胎児の発生を調節するうえでも重要な因子であ   

る。VEGF遺伝子をノックアウトしたマウス（VEGF（＋／－））では、VEGFの産生量が減   

少するだけでも血管形成が強く障害され、致死的変異をきたすことが報告されている   

（Carmeliet et al．，1996；Ferrara et al．，1996）。それに対して、VEGFを過剰発現させ   

たマウスでは、血管形成異常を生じることも報告された（Miqueroletal．，2000）。  

VEGFの肝臓における作用については、肝臓は血液の流れる多数の小管、すなわち類   

洞血管が張り巡らされた臓器であり、肝臓の発生段階や肝再生の際には肝臓でもVEGF   

が発現していることが明らかとなっている（Mochida etal．，1996；Lagercrantzet al．，   

1998；Shimizu etal．，2001；Gouysse etal．，2002）。本研究では培養に胎児期の肝臓細胞   

を用いており、第2章の結果において、これらの細胞は培養期間中に生体内の組織の  
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おり、第2章の結果において、これらの細胞は培養期間中に生体内の組織のような三   

次元構造を形成していたことから、VEGFが発現されている可能性が高いと考えられた。   

そこで、本章では培養マウス胎仔肝臓細胞の培養液中へのVEGFの分泌について調べ   

た。  
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5－2．実験方法   

5－2－1．胎仔肝臓細胞の取得および培養条件  

実験に用いたマウス胎仔肝臓細胞は、第2章と同様の方法で取得した。培養実験は、   

コラーゲンコート・ディッシュによる単層培養とPVF樹脂を用いる三次元培養を行い、   

高密度に播種した条件で培養を行った。このとき、三次元培養における播種細胞数が   

異なっている以外は第2章と同じ条件にて培養を行った。培養に用いた培地は、基本   

培地である αMEMとWEに、それぞれOSMを添加した計4種類の培地を用いた。培   

地交換は週に2回行い、培地交換の際には培養上清をサンプリングし、VEGF分泌量を   

測定するまで－80℃で保存した。  

5－2－2．培地中のVEGFの計測  

培養中に分泌されたVEGFはサンドイッチELISAにより計測した。測定にはマウス   

VEGF測定用のキット（QuantikineTM M；R＆D systems、MN）を用い、商品添付のプロ   

トコールに従って測定した。  

5－2－3．培養細胞の観察  

胎仔肝臓細胞の長期培養における形態を観察するために、細胞を培養フラスコに播   

種して培養を行った。細胞は胎生12日目のものを用い、1．0×107個の細胞を75cm2の   

フラスコ（Falcon）に播種し、WE培地を15mL添加して培養を行った。培養細胞は位   

相差顕微鏡（TE300；Nikon、東京）を用いて観察した。  

5－24．統計処理  

全ての実験結果は平均値±標準誤差（mean±SEM）で示した。培養1日目との比較  
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はpairedt－teStにより、また培地の違いによる比較はstudent，sトtestにより、危険率5％以   

下（クく0．05）を有意水準とした。  
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5－3．実験結果   

5－3－l．培養胎仔肝臓細胞のVEGF分泌能の経時変化  

本章での培地条件と播種細胞数を表5－1に、また培養胎仔肝臓細胞の単層培養におけ   

るVEGFの分泌量の経時変化を図5－1に示す。培地に基本培地（αMEM、WE）を用い   

た培養（口、○）では、培養2週間目以降は培養期間の経過に伴い徐々に分泌量が低下   

する傾向が見られた。また、培地にαMEMを用いた培養（口）の方がWE（0）よりも   

VEGFの分泌活性がわずかに高かった。一方、OSMを添加した培養（ヰ、●）ではVEGF   

の分泌活性は徐々に上昇する傾向が認められ、培養期間を通じて良好に維持された。   

培地にWE＋OSMを用いた場合には、WEと比較してVEGF分泌能が有意に上昇した。   

OSM添加培地ではいずれの培地でも培養終了時には約200pg／day／dish以上の分泌量が   

得られており、OSM添加培地では基本培地の違いによる分泌量への影響はほとんど認   

められなかった。  

次に、三次元培養におけるVEGF分泌量の経時変化を図5－2に示す。三次元培養では、   

培地にOSMを添加しなかった場合（口、0）には培養9日目までは分泌量がわずかに   

増加したものの、その後は徐々に減少する傾向が見られた。培養9日目の時点で、培   

地にWEを使用したもの（○）は、αMEM（□）よりも高い活性を示したものの、培養   

終了時点では同程度の分泌量にまで低下した。培地にOSM添加培地を用いた場合（■、   

●）には、基本培地の結果と同様に培養9日目までは活性は増加する傾向が見られた。   

特にαMEM＋OSMでは培養1日目から急激に活性が増加した。その後は、測定値のば   

らつきがかなりあったものの分泌量はわずかに減少する傾向を示し、培養終了時点で   

はいずれの培地でもおよそ300pg／day／dishの分泌量を示した。なお、αMEM＋OSM（■）   

とWE＋OSM（●）を比較すると、αMEM＋OSMの方が多くのVEGFを分泌する傾向に   

あった。  
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表5－1．培地の種類と播種条件  

培養条件  培地  播種細胞数＊  

単層培養  αMEM   

αMEM＋OSM  

WE  

W五十OSM   

1．00（n＝3）  

1．00（n＝3）  

1．00（n＝3）  

1．00（n＝3）  

三次元培養  αMEM   

αMEM＋OSM  

WE  

WE＋OSM  

23．4（n＝3）  

20．9（n＝3）  

23．6（n＝3）  

22・5（n＝3）  

＊ 単層培養［106ce11s／dish］   

三次元培養［106cells／0．4cm3－PVF］  
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図5－1．マウス胎仔肝臓細胞の単層培養におけるVEGF分泌量の経時変化  
■，αMEM＋OSM，n＝3；□，αMEM，n＝3  

●，WE＋OSM，n＝3；○，WE，n＝3  

単層培養におけるVEGF分泌量は、基本培地では徐々に低下する傾向が見られた。  
OSMを添加すると活性は上昇し、安定した分泌量が保たれた。（Mean士SEM，   
†〝＜0．05vs．WE）  
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図5－2．マウス胎仔肝臓細胞の三次元培養におけるVEGF分泌能の経時変化  
■，αMEM＋OSM，n＝＝3；□，αMEM，n＝3  

●，WE＋OSM，n＝3；0，WE，n＝3  

三次元培養におけるVEGF分泌量は、培養初期に増加したものの、その後は次第に低下した。培地に  
OSMを添加した場合の方が添加しなかった培養よりも高い活性を示す傾向があった。（Mean±SヱM，  
★p＜0．05vs．Dayl；†p＜0．05vs．αMEM）  
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以上の結果から、マウス胎仔肝臓細胞の培養においてVEGFが分泌されていること   

が確認された。培地へのVEGFの分泌量は、ディッシュによる単層培養よりもPVF樹   

脂による三次元培養の方がわずかに高かったものの、播種細胞数あたりの活性は単層   

培養の方が高いことが示された。さらに、培地にOSMを添加した培養では単層培養、   

三次元培養ともにVEGFの分泌が克進され、OSMを添加しなかった場合の3倍以上の   

分泌活性が認められた。  

5－3－2．単層培養された細胞の位相差顕微鏡による観察  

フラスコにて長期間培養した胎仔肝臓細胞の位相差顕微鏡写真を図5－3に示す。写真   

は胎仔肝臓細胞をWE培地でおよそ7ケ月培養したフラスコの底に接着していた細胞   

と（図5－3－a）、とその拡大像（図5－3－b）である。長期間培養を行うと、細胞は徐々に   

図5－3－aのような大きなコロニーを形成した。コロニーには、明るく光る小さくて丸い   

形状をした細胞や、暗い色調の細胞など種々の細胞が存在しており、また微ノト血管状   

の構造が細胞の間をぬって放射状にのびているのが確認された。また、一部の細胞は   

スフェロイド状の凝集塊を形成しているのが観察された。拡大像から（図5－3－b）、微小   

血管様の構造に接するように核の大きな肝細胞様の細胞が存在していることがわかっ   

た。したがって、長期間培養することにより、単層培養においても類洞血管内皮細胞   

が管状構造を構築して生体の肝臓のような微小環境を形成するものと考えられた。  
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図5－3．単層培養におけるマウス胎仔肝臓細胞の位相差顕微鏡による観察  

約7ケ月間にわたって培養された細胞はコロニーを形成し、類洞血管様の構造が肝細胞様の  
細胞の間に張り巡らされているのが観察された。Ba指；100〝m．  
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5－4．考察   

5－4－1．肝細胞によるVEGFの分泌  

胎仔の肝臓ではVEGFのmRNA が発現していることが報告されているものの   

（Lagercrantzetal．，1998，Gouysseetal．，2002）、培養胎仔肝細胞によるVEGFの分泌に   

関してはまだ報告されていない。一方、肝再生時にはHGFなどの成長因子とともに   

VEGFのmRNA発現畳も増加することはよく知られており、これらの因子の分泌量に   

関するいくつかの報告がある。動物を用いた実験では、70％肝切除ラットにおいて、   

切除後72時間目に血清中のVEGF量が最大になり、このときの分泌量はおよそ7．5pg／mL   

であることが報告されている（ShimizuggαL2001）。この実験では、遊離した肝細胞の   

培養実験も並行して行われており、5×105cells／welJ（12－WeJIplate）の密度で単層培養し   

た肝細胞は、やはり72時間後にVEGF分泌量が90pg／mLで最大値となることがわか   

った。一方、株化肝細胞であるChangLiver細胞の培養では、3日間でおよそ235pg／106cell王   

のVEGFが分泌されていたことが報告されている（BeierJe etal．，2001）。これらの培養   

条件は本研究での条件とは異なるために、両者の結果を直接比較することはできない   

ものの、本研究では胎仔肝臓細胞の単層培養にOSMを添加した場合には、1日あたり   

およそ250pg／dishの分泌量が得られた（図5－l、暮、●：播種細胞数lX106cells／dish）。   

したがって、本研究での胎仔肝臓細胞のVEGF分泌量は、既往の研究で報告されてい  

る成熟肝細胞や株化肝細胞の分泌量に比云てよりはるかに高かった。胎仔肝臓細胞は   

まだ発生段階にある細胞であるために肝細胞の増殖が旺盛で、栄養や酸素を細胞に供   

給する血管を誘導してくる必要があるために、VEGFを大量に分泌していると考えられ   

た。また、胎仔肝臓中に含まれている肝細胞以外の細胞がVEGFを分泌している可能   

性もあることから、どの細胞がVEGFを分泌しているのかを今後確認する必要がある。  

本研究の単層培養と三次元培養の結果を比較すると、三次元培養の方が播種細胞数  
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に対するVEGFの分泌活性が低かった。この原因として、単離された細胞は組織を再   

構築するためにVEGFを分泌しており、三次元培養の方がより生体内に近い構造で培   

養されていたために、単層培養よりも分泌量が少なかった可能性が考えられた。  

5－4－2．肝再生におけるVEGFの役割  

肝再生はHGF、tranSforming growthfactoトα（TGF－α）、EGFなどの成長因子やサイト   

カインが複雑に関与して、肝細胞や非実質細胞の増殖を引き起こす現象である（Meadand   

Fausto，1989；Masuhara et al．，1992；Fausto et al．，1995；DiehIand Rai，1996）。肝再生   

時には、肝細胞の複製にともなって、より多くの細胞に血液を効率的に供給する必要   

が生じることから類洞血管の再構築は重要であり、類洞血管内皮細胞の増殖や機能に   

はVEGFが大きく関与している。肝再生時に実質細胞によって分泌されるVEGFは、   

類洞血管内皮細胞の増殖を促進したり、移動を誘導する効果を持つ。一方、類洞血管   

内皮細胞はHGF、IL－6やheparin－binding EGFなどを分泌することにより、肝実質細胞   

の増殖を誘導したり解毒作用を冗進させる作用がある（Yamane et al．，1994；Ferrara et   

al．，2003；LeCouteretal．，2003）。したがって、肝実質細胞と類洞血管内皮細胞はVEGF   

を含むいくつかの因子を介して相互作用していることが知られている。  

本研究では、単層培養された胎仔肝臓細胞において、類洞血管内皮細胞と考えられ   

る細胞と肝細胞様の細胞の両方が観察された（図5－3）。このことから、培養胎仔肝臓   

細胞の培養においては、非実質細胞が分泌するECMによって肝細胞の増殖や機能が活   

性化されることに加えて、肝細胞がVEGFを分泌することにより類洞血管内皮細胞が   

増殖して、HGFなどの因子が分泌され、肝細胞の増殖や機能の維持に影響を及ぼして   

いたことが考えられた。これらのことを確認するためには、類洞血管内皮細胞による   

培地中へのHGFの分泌についても検討する必要があると考えられた。  
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5－4－3．OSMを添加することによる効果  

本章の培養結果から、OSM添加培地を用いた場合の方が基本培地よりもVEGFの分   

泌量が多いことがわかった。OSMとVEGFの関連について、OSMはVEGFの発現を   

誘導する作用を持つことがいくつか報告されている。例えば、心筋細胞の培養におい   

ては添加したOSMの量に依存してVEGFの分泌量が増加することや、神経膠星状細胞   

腫（astrogJioma）の培養ではOSMを添加することによりVEGF分泌能が3倍以上に促   

進されることが報告されている（Repovicetal”2003；Weissetal．，2003）。したがって、   

培養胎仔肝臓細胞の場合にも、肝細胞、あるいは非実質細胞のVEGF分泌能がOSMの   

添加によって瓦進された可能性が考えられた。  

血管内皮細胞には、2倍体線維芽細胞や肺ガン細胞などの細胞と比較して、10～20倍   

ものOSM レセプターが存在していることが報告されていることから（Brown elal．   

1991）、微小血管系の血管内皮細胞に及ぼすOSMの効果について調べた報告があぞ   

（VasseeJαJ．，1999）。この研究では、ヒト皮膚由来の血管内皮細胞をマイクロビーズに   

播種してフィプリンゲル内で培養し、ゲルにOSMやLIFを添加することで、これらの   

因子が血管新生に及ぼす影響について検討された。その結果、いずれの培地条件下に   

おいてもマイクロビーズから遠方に向かって血管新生は克進され、特にOSMを添加し   

た場合にはより多くの長い毛細血管が形成されることがわかった。第2章および第3   

章では培地にOSMやLIFを添加した培養を行った結果、アルブミン分泌能などの肝特   

異的機能が冗進されることがわかった。この原因として、OSMやL肝が肝細胞に特異   

的な作用を及ぼした可能性に加えて、培養胎仔肝臓細胞に含まれる血管内皮細胞にも   

作用して、血管形成など生体内に近い構造を構築することによって二次的に肝細胞の   

機能を改善した可能性も考えられた。OSMを添加した場合の方がLIFよりも肝細胞の   

活性が高かったのも、先に述べた血管内皮細胞を用いた実験のように、OSMの方が生  
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体に近い構造を形成することによる二次的な効果が高かったためではないかと考えら   

れた。  
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5－5．小括  

マウス胎仔肝臓細胞の単層培養および三次元培養を行い、培地へのVEGFの分泌量   

を計測するとともに、培養細胞の形態を観察した。その結果、いずれの培養において   

もVEGFが良好に分泌されていることがわかった。特に、培地にOSMを添加した培養   

では分泌量が増加する傾向があり、約1ケ月間にわたって維持されることがわかった。   

長期間にわたり単層培養された細胞を観察すると、肝細胞様の細胞の間をぬうように   

して、類洞血管内皮細胞と考えられる細胞が微小血管状の構造を形成していることが   

確認された。  
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第6章 総括  

6－l．胎仔肝臓細胞の三次元培養  

本研究では、PVF樹脂を担体とする胎仔肝臓細胞の三次元培養を行い、基本培地の   

種類や細胞刺激因子が細胞の増殖や肝特異的機能に及ぼす影響について検討した。  

マウス胎仔肝臓細胞の培養では、基本培地としてαMEMとWEを用いたところ、WE   

を用いた方がアルブミン分泌能が高いことがわかった。WEにOSMを添加した培地を   

用いた場合には、細胞を高密度に播種した三次元培養におけるアルブミン分泌量が培   

養後期には2．5yg／day／dishを超え、マウス胎仔肝細胞としてはかなり高い値が得られた。   

また、マウス胎仔肝臓細胞の培養においてWEにLIFやVEGFを添加した培養も行っ   

たところ、これらの細胞刺激因子もアルブミン分泌量を増加させる効果があった。こ   

れまでに、LIFやVEGFが培養胎仔肝臓細胞の肝特異的機能を活性化することは報告さ   

れていないことから、新たな刺激因子として注目される。  

マウスの細胞培養のスケールアップを目的としたブタ胎仔肝臓細胞の培養では、培   

地に刺激因子を添加しなくても細胞が良好に増殖することがわかった。培地にOSMや   

LIFを添加したことによる肝細胞の機能への影響は認められなかったものの、COrtisol   

の添加によりアルブミン分泌能が長期間にわたって椎持された。さらに、マウスおよ   

びブタ胎仔肝臓細胞の培養においてアルブミン分泌量が増加したことは、単に細胞数   

の増加だけが原因ではなく、培養期間中に胎仔肝細胞が分化・成熟したことも一因で   

あることがRrPCRやNorthernblotを用いた実験により示唆された。  

一方、胎仔肝臓細胞は培養中にVEGFを高濃度で分泌しており、培地にOSMを添加   

すると分泌量が上昇することがわかった。肝臓細胞には、肝実質細胞の他にKup触r細   

胞や類洞血管内皮細胞など数種類の非実質細胞が含まれていることから、培養細胞が  
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細胞間の相互作用を促進するためにVEGFが分泌されることが示唆された。実際に位   

相差顕微鏡で観察してみると、肝細胞と思われる細胞の間をぬって類洞血管様の構造   

が認められ、生体の肝臓に近い構造を構築していることが確かめられた。  

以上の結果から、PVF樹脂を用いた胎仔肝臓細胞の三次元培養において、培地や刺   

激因子の検討を行うことにより細胞は増殖能、肝特異的機能とも良好に維持されたこ   

とから、胎仔肝臓細胞をバイオ人工肝臓の細胞源として利用することは十分可能であ   

ると考えられた。  

胎仔肝臓細胞を三次元培養してバイオ人工肝臓に応用する試みは、本研究が世界で   

初めてである。胎仔肝臓細胞は培養期間中に増殖することから細胞の機能も長期間に   

わたって維持できるため、この細胞を用いたバイオ人工肝臓は患者の肝機能が回復す   

るまでの期間、bridge－tO－reCOVeryとして利用できる可能性が高い。また、ガン細胞など   

と比較しても安全面や機能面において優れていることから、本研究によってバイオ人   

工肝臓の新たな細胞源が示された。  

6－2．今後の研究課題  

本研究では、PVF樹脂を用いたマウス胎仔肝臓細胞の三次元培養において、細胞の   

刺激因子としてOSMを培地に添加した場合に細胞数の増加や肝特異的機能の克進が認   

められた。しかし、この培養系をそのまま臨床応用することは不可能であることから、   

臨床応用に向けて改善・検討すべき点を以下に記す。  

これまでに胎児期の肝臓の細胞をバイオ人工肝臓に応用しようとする試みは行われ   

ていないため、直接他の研究グループと比較することはできない。そこで、三次元培   

養されたマウス胎仔肝臓細胞の培養3週間目のアルブミン分泌量を同培養条件下での   

ラット成熟肝細胞の括性と比較すると、ラット成熟肝細胞の方が1桁高い借であった  
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（Miyoshietal．，1998）。したがって、胎仔肝臓細胞を実際に臨床応用させるためには細   

胞の機能面を約1オーダー向上させる必要があると考えられる。胎仔肝臓細胞の機能   

を向上させる因子として、OSM以外にも各種の成長因子が挙げられる。そこで、われ   

われの研究室では培地にdimethylsuJfoxide（DMSO）、EGFやHGFを添加した三次元培   

養を既に行った。これらの研究では、発生の段階でそれぞれの成長因子が分泌される   

時期を模倣して、培養期間中に成長因子を段階的に胎仔肝臓細胞に投与した。その結   

果、胎仔肝臓細胞のアルブミン分泌量を三次元培養されたラット成熟肝細胞と同じオ   

ーダーにまで上昇させることに成功した（小山，2004）。今後は、さらに機能を冗進で   

きる因子やそれらの添加時期を最適化することによって、胎仔肝臓細胞の機能を成熟   

肝細胞と同レベルまでに引き上げる必要がある。  

マウス胎仔肝臓細胞の培養で効果のあったOSMは、ブタ由来のものは現在のところ   

入手できない。ヒトOSMは入手できるものの、ヒトの胎児肝は極めて入手が困難であ   

り、その使用には倫理的な問題も避けられない。したがって、バイオ人工肝臓にどの   

種の胎児肝臓細胞を用いるのが適しているかについては、更なる議論が必要であろう。  

小山がマウス胎仔肝臓細胞の細胞刺激因子として用いたDMSOは化学物質であるた   

め、動物種に関係なく効果があると考えられることから、ブタの細胞でも検討してみ   

る価値があろう。また、DMSOやcortisol以外にも、ブタ胎仔肝臓細胞の肝特異的機能   

に効果があるホルモンや、ヒト由来の成長因子などを模索する必要がある。一方、当   

研究室で開発された充填層型バイオリアクターを用いて、マウスやブタ胎仔肝臓紳胞   

の湾流培養における、適切な培養条件（培地の潜流速度など）を検討した報告もある   

（鈴木，2002）。バイオ人工肝臓の実用化に向けて、より大量の胎仔肝臓細胞を培養す   

るためには潜流培養を行う必要がある。ただし、これらの実験ではOSMなど培地への  

添加物を用いた培養は行われていないことから、港流培養した胎仔肝臓細胞に及ぼす  
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添加物の影響についても検討すべきである。  

本研究で用いた細胞は、マウスの細胞は胎生14日目前後、ブタの細胞は胎生70 日   

目前後のものであり、この時期の肝臓は未分化で増殖能の高い肝細胞が豊富に存在し   

ている。そのため、培養系においてこれらの細胞を維持しておくことは十分可能であ   

ると考えられる。ただし、バイオ人工肝臓の細胞源として胎仔肝臓細胞を用いるため   

には、必要性が生じた場合に安定して細胞が供給される必要があることから、培養細   

胞だけでなく何らかの方法で細胞を保存しておくことも考慮しなければならない。わ   

れわれの研究室では、PVF樹脂に固定化した線椎芽細胞を凍結保存する方法を既に確   

立している（蛇川，2002）。そこで、この技術を胎仔肝臓細胞の凍結保存に応用できる   

かどうかについても検討する必要がある。  

近年では、ES細胞から肝細胞へと分化させる培養条件が明らかになりつつあり、細   

胞移植などへの利用も検討され始めている（Yamamoto etal．，2003）。ES細胞は増殖能   

も高いため、その増殖や肝細胞への分化を制御できるようになれば、バイオ人工肝臓   

への応用も可能となるだろう。ヒトES細胞の臨床応用については倫理面、安全面やコ   

スト面でのハードルは高いものの、全ての細胞へと分化できる能力を持つことから、   

その利用が大いに期待される。  
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