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論　文　の　内　容　の　要　旨

目的：

　重篤な肝不全患者の自己肝が再生するまでの長期間にわたり，患者の肝機能を代行できるようなバイオ人

工肝臓を開発することを目的として，生体外でも増殖能を示す胎仔肝臓細胞の三次元培養を行った。多孔質

樹脂を担体とする三次元培養と，通常の単層培養の結果を比較した。これらの培養においては，増殖培地と

分化培地の組成を決定するために，発生過程を模倣して刺激因子を組み合わせて培地に添加し，胎仔肝臓細

胞の増殖や肝特異的機能におよぼす影響について調べた。さらに，三次元培養された胎仔肝臓細胞を長期間

保存するための凍結保存法についても検討した。

対象と方法：

　実験にはマウスの胎仔肝臓細胞を用い，コラーゲンコート・ディッシュによる単層培養と polyvinylformal

（PVF）樹脂を用いた三次元培養を行った。三次元培養では，2mm角に細切した PVF樹脂（平均孔径 100μ

m）に胎仔肝臓細胞を播種し，ディッシュに移して培養した。培地には，増殖培地として oncostatin M（OSM）

と epidermal growth factor（EGF），また分化培地として EGF，hepatocyte growth factor（HGF），dimethyl 

sulfoxide（DMSO）および二次胆汁酸である deoxycholic acid（DCA）を組み合わせて基本培地に添加したも

のを用いた。増殖培地中で 3週間培養して細胞を増殖させたのち，分化培地中で 3週間培養した。

　マウス胎仔肝臓細胞の凍結保存法を確立するための実験では，細胞を懸濁液の状態で凍結保存する通常法

に加えて，細胞を担体に固定化したままの状態で凍結保存する三次元凍結保存法を行った。このとき，三次

元凍結保存法における最適な前培養期間の検討もあわせて行った。凍結保存したのち，解凍後の細胞を三次

元培養し，細胞の増殖と肝特異的機能の発現を調べた。

　実験条件の評価は，主に細胞数と肝特異的機能であるアルブミン分泌量の経時変化を測定することにより

行った。さらに，単層培養においては位相差顕微鏡を用いて，三次元培養では走査型電子顕微鏡を用いて担

体を観察し，細胞の形態を確認した。

結果：

1）刺激因子の段階的な添加によるマウス胎仔肝臓細胞の増殖・分化誘導
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1．胎仔肝臓細胞の増殖培地として，単層培養，三次元培養とも，基本培地に EGFと OSMを添加した培地

が適していた。この培地を用いて 3週間で培養することにより，胎仔肝臓細胞は増殖して一定数に達した。

2．分化培地としては，三次元培養においては EGFと DMSOを添加した培地，また単層培養においては

EGF，DMSOおよび HGFを添加した培地が適していた。これらの培地を用いることによって肝特異的機能

が亢進されたのみならず，機能は安定に維持された。

3．胎仔肝臓細胞の三次元培養系において，増殖培地と分化培地を段階的に用いることによって，胎仔肝臓

細胞を効率的に増殖・分化させることができた。

2）マウス胎仔肝臓細胞の三次元凍結保存法の確立

1．胎仔肝臓細胞を担体に固定化した状態で三次元凍結することによって，懸濁液の状態で凍結する通常法

と比べて，損失を低減し，細胞を効率的に利用することができた。

2．胎仔肝臓細胞を三次元凍結保存する際に，最適な前培養期間は 2週間であった。このとき，胎仔肝臓細

胞の増殖能，アルブミン分泌能および ECM分泌能は，凍結保存後も凍結保存していない対照群と同程度に

保たれた。

3．三次元凍結保存した胎仔肝臓細胞は，解凍後に増殖培地と分化培地を用いて再培養することで良好に分

化し，成熟肝細胞と同程度のアルブミン分泌能を発現することが可能となった。

3）胆汁酸成分を用いたマウス胎仔肝臓細胞の分化誘導

1．胎仔肝臓細胞を増殖培地中で培養したのちに，DCAを添加した分化培地を用いることにより，単層培養，

三次元培養ともに肝持異的機能が亢進した。

2．胎仔肝臓細胞の分化に適した DCAの濃度は 20μmol/Lであった。

3．DCAは胎仔肝臓細胞の形態を肝細胞様へと変化させたとともに，細胞間に毛細胆管様の構造が形成され

た。

考察：

　発生過程にある胎仔肝臓細胞は，生体外でも旺盛な増殖能を示すものの，成熟肝細胞と比べて肝特異的機

能は低い。このため，バイオ人工肝臓に胎仔肝臓細胞の三次元培養系を利用するためには，肝特異的機能を

高く発現させるような培地条件を確立する必要があった。本研究では，刺激因子を組み合わせて添加するこ

とによって増殖培地と分化培地の組成を決定し，さらにこれらの培地を段階的に用いることにより，胎仔肝

臓細胞を効率的に増殖させ，肝特異的機能を亢進することができた。

　増殖培地に添加した EGFと OSMは発生過程の胎仔肝臓において同時期に受容体が発現しているために，

これら 2つの刺激因子を同時に添加することによって，胎仔肝臓細胞が生体内と同様に増殖し，肝特異的機

能を発現したと考えられた。また発生後期の肝臓では OSMの発現量が低下することから，OSMの添加を

中止したのちに成熟肝細胞の肝特異的機能の発現に効果を示す HGFや DMSOを添加したことにより，胎仔

肝臓細胞がより分化・成熟したと考えられた。

　さらに近年，発生過程の後期から終期の肝臓で DCAの核内受容体の発現量が経時的に増加することが明

らかになったことから，DCAには胎仔肝臓細胞を分化させる効果が期待された。本研究において，生体内

に近い環境で細胞を培養することができる三次元培養系では，胎仔肝臓細胞が DCAに反応するとともに分

化し，肝特異的機能が亢進したと考えられた。

　胎仔肝臓細胞の凍結保存方法の確立に関しては，前培養を 2週間行った後に三次元凍結保存することによ

り，解凍後の胎仔肝臓細胞は凍結保存しなかった細胞とほぼ同等の増殖能とアルブミン分泌能を示した。胎

仔肝臓細胞は，2週間の前培養期間中に増殖するとともに，多量の extracellular matrix（ECM）を分泌してい

たことから，胎仔肝臓細胞は，細胞間，あるいは細胞と ECM間で強固に接着していたと考えられる。これ

らの接着により細胞が保護されたために，三次元凍結保存された胎仔肝臓細胞は解凍後に機能を失わなかっ
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たと考えられた。

結論：

胎仔肝臓細胞の三次元培養系は，バイオ人工肝臓の細胞源として応用できる可能性が示唆された。

審　査　の　結　果　の　要　旨

本研究はバイオ人工肝臓の開発を目的として，長期間患者の肝機能を代行可能な肝細胞を獲得する方法を

検討したものである。生体外で増殖能を示す胎仔肝細胞を用い，細胞増殖・分化の刺激因子の組み合わせ・

作用時期，および胎仔肝細胞の凍結保存法についての検討を行った。その結果，細胞数増加と肝特異的機能

発現において，基本培地として EGFと OSMを添加したものが最も適しており，また三次元培養のための

分化培地としては EGFと DMSOを添加したものが最適であった。胆汁酸の一つである DCAを添加した培

地を用いることにより，単層培養・三次元培養共に肝特異的機能が亢進した。さらに，胎仔肝細胞を三次元

担体に固定して三次元凍結を行うことにより，従来の懸濁凍結法よりも細胞損失を低減し，肝特異的機能を

維持出来た。

今回の研究においては，肝機能を主にアルブミン分泌能で評価しているが，臨床的に肝不全の患者に用い

られることを目的とすることから，解毒や糖新生等の機能の発現も不可欠であり，ビリルビン代謝・グルタ

チオン合成などの機能も検討することが望まれる。また分化培地に DMSOや DCAを添加した場合にアルブ

ミン分泌量が増加するのは，肝細胞膜障害による透過性亢進によるものであることも考えられ，その面の検

討が必要と考えられる。胎仔肝細胞の培養系には様々な種類の細胞が混在していると思われるが，各細胞種

の割合を評価することも必要になってくると考えられ，三次元培養の場合は切片作成が困難であるという技

術的問題があるが，今後の検討課題となる。DCAを添加した単層培養の位相差顕微鏡写真像で見られた管

腔構造は毛細胆管様構造としているが，類洞である可能性も考えられ，今後，タイトジャンクションやサイ

トケラチン -19等の発現を検討する必要がある。また，今回明らかとなった結果を踏まえて，肝障害動物へ

のバイオ人工肝臓の適用等の研究を進めることも必要と考えられる。

よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。




