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肝細胞機能制御を目的とした新規培養システムの開発
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Cultured hepatocytes are expected to be used for drug screening and bioartiˆcial liver. Since hepatocytes lose their
functions very rapidly in vitro, many attempts have been made to maintain their viability and functions. First, we want
to introduce the surface modiˆcation of culture substrate using a starburst dendrimer. Addition of fructose to the termi-
nal of the dendrimer was shown to be eŠective in maintianing hepatocyte function. As the second topic, we will show
results of the use of a three-dimensional carrier for hepatocyte cultivation. Hepatocytes and bone marrow stromal cells
were cocultured in silane beads, and packed into a radial ‰ow-type bioreactor. The perfusion culture showed the eŠec-
tiveness of bone marrow stromal cells for the maintenance of hepatocyte function. The next topic will be the trial of
adenoviral gene transfer into hepatocytes. Thioredoxin gene was chosen because the products play important roles in re-
dox control and antiapoptosis. The introduction of the gene could inhibit apoptosis and maintain the hepatocyte viabili-
ty. Finally, we want to introduce the results on diŠerentiation of stem cells into hepatocytes, because it is very di‹cult to
obtain su‹cient number of human hepatocytes. Human mesenchymal stem cells were cultured in the presence of several
protein factors and the hepatocyte-speciˆc marker was expressed after 2 weeks of induction culture. The use of human
stem cells could be an important strategy for the support of a drug development system.
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1. はじめに

培養肝細胞は医薬品開発のスクリーニング系やバ

イオ人工肝臓への応用が期待されているがその機能

は viability の低下に伴い急速に消失していくた

め，機能維持を目的とした研究が活発に行われてい

る．本総説ではこれまで我々が検討してきた培養基

材の表面修飾，3 次元培養，遺伝子導入，肝細胞の

分化誘導について紹介する．足場依存性の細胞は培

養基材の性質によって viability が著しく変動する

ことが知られており，機能維持の成否は優れた培養

基材の開発に依存していると言っても過言ではな

い．そこで機能性材料として注目されている樹木状

高分子デンドリマーを用いた基材表面修飾の検討に

おいて，デンドリマーの末端にフルクトースを付加

すると培養肝細胞の生存性，機能が良好に維持され

たことを示す．また培養用ディッシュを用いた 2 次

元培養では応用範囲が限られるため培養工学的検討

として多孔性担体を用いた 3 次元培養の試みを紹介

する．さらに細胞を接着させた 3 次元担体をラジア

ルフロー型バイオリアクターに充填し潅流培養を行

った検討において，肝細胞と骨髄間質細胞との共培

養が機能維持に効果的であったことを示す．次に遺

伝子工学的アプローチとしてアデノウィルスベク

ターを用いてチオレドキシン遺伝子を導入すること

により，肝細胞のアポトーシスを制御することが可

能であったことを紹介する．最後に，細胞源に関す

る検討として再生医工学的アプローチによりヒト由

来間葉系幹細胞を肝細胞へ誘導する試みを紹介し創

薬支援システムへの応用について考察したい．

2. 機能性培養基材による肝機能制御

1985 年に Tomalia らによって報告されたデンド
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Fig. 1. Structure of Polyamidoamine Dendrimer and Application for Cell Culture
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リマーは樹木状多分岐高分子であり，1)様々な領域

でその応用が検討されている．直径は約数十 nm の

分子であり，Fig. 1 で示すように，中心部分のコ

ア，骨格分子，末端アミノ基から構成され，正確な

分子設計が可能である．デンドリマーは規則的な枝

分かれ構造を有する分子で，中心のコア分子から，

段階的に伸長反応を行うことで枝分かれ数を増加さ

せることができる．また，伸長反応を繰り返すこと

により最外部の密度が高くなり，内部の密度が低く

なっている．Figure 1 に示すようなポリアミドアミ

ンデンドリマーは末端アミノ基部分の外表面が正に

帯電しており，反応性が高い特徴を有している．こ

のような特徴を活かして，様々な分野でデンドリ

マーの研究が行われている．25)医療分野へのデン

ドリマーの応用としては，内部の密度が粗であるこ

とを利用して，デンドリマー内部に薬物や遺伝子の

封入，また外部の反応性の高さを利用して外部固定

を行っている．デンドリマーにアンチセンス遺伝子

を導入，またデンドリマー外部に薬物を固定化する

ことによる薬物の徐放化の検討も行われている．

このようなデンドリマーの特徴を活かし，筆者ら

はデンドリマーにリガンド分子を結合させ，肝細胞

培養基材とする方法を考案した．Figure 2 に示すよ

うにカリウム tert-ブトキシドを用い基材表面にヒ

ドロキシル基を導入し，グルタルアルデヒドを介し

てデンドリマーの固定化を行った．世代増加反応は

この反応を繰り返すことにより行い，最後に末端ア

ミノ基へリガンド分子を結合させた．

筆者らはこれまでにキトサンゲル上で肝実質細胞

を培養することに成功しており，特にキトサンの分

子内アミノ基をフルクトースにより修飾したフルク

トースキトサン上では未修飾のキトサンゲルよりも

多くの細胞が接着し，肝特異的機能を維持すること

を報告した．そこでフルクトースに注目し，フルク

トースをリガンドとしたフルクトースデンドリマー

について検討した．細胞非接着性のポリスチレンプ

レートにデンドリマーを固定化し，リガンドとして

フルクトースを修飾した．その結果，デンドリマー

の世代数増加に伴い，修飾されたフルクトースも増

加することを確認した．フルクトースデンドリマー

上で数日培養を行うと成長因子などの添加なしに，

細胞が高機能化すると言われるスフェロイド（球状

組織体）を形成した．6)しかし，ここではスフェロ

イドの接着性が弱く，さらに接着性を上げる必要が

生じた．そこで，リガンドとしてフルクトースと，

肝細胞表面に存在するアシアロ糖タンパクレセプ

ターのリガンドとなるガラクトースの混合溶液をリ

ガンド溶液とし，共固定した F/G デンドリマーを

用いたところ，スフェロイドの接着が維持された．

この，F/G デンドリマー上で培養したラット初代
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Fig. 2. Schematic Illustration of Dendrimer Immobilization onto the Surface of Polystyrene Plate
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肝細胞は，リガンドがフルクトース，ガラクトース

単独のものに比べ，肝特異的機能であるウレア合成

能が向上し，アルブミン遺伝子の発現も維持してお

り，機能維持についても優れていることが確認でき

た．また，共焦点レーザー顕微鏡による解析から，

リガンドのないデンドリマー上のスフェロイド内部

の細胞はアポトーシスを起こしているのに対し，F

/G デンドリマー上のスフェロイドではアポトーシ

スが抑制されていることを確認した．7)

リガンド修飾デンドリマーを基材表面上に固定

し，細胞培養に用いるアイデアは筆者ら独自のもの

である．これまでの検討から，細胞毎に異なるリガ

ンドを用いることで，リガンド修飾デンドリマーに

よって最適な細胞培養表面の創出が可能であること

を示してきた．大阪大学基礎工学研究科の田谷正仁

教授のグループは筆者らとの共同研究においてデン

ドリマーの密度を変化させることにより軟骨細胞の

形態，分化機能を制御することに成功した．8,9)また

D-グルコースと Epidermal growth factor をリガン

ドとして用いると細胞の増殖及び運動性を亢進でき

ることを報告している．10)さらに大阪大学医学系研

究科の宮崎純一教授のグループは D-グルコースを

デンドリマーにより培養表面に提示すると ES 細胞

の未分化能が有意に維持されることを見い出してい

る．11)このようにリガンド修飾デンドリマーは，細

胞毎に最適化したカスタムメイドの培養基材表面創

出のツールとなり，組織工学全般の発展に大きく貢

献することが期待される．

3. 3 次元培養による肝機能制御

ラジアルフロー型バイオリアクター（RFB）は

一般に円筒形のリアクター内に細胞接着用の担体を

充填し円筒周囲より培養液あるいは血漿が中心部に

向けて流れる構造をしている．RFB は従来のリア

クターに比べ，潅流液の流速による剪断力が弱いた

め細胞障害が少なく，酸素や栄養物の供給がより均

一に行われることが知られている．これまで動物細

胞が 1×108 cells/ml 以上の高密度で培養可能であ

ることが示されている．12)筆者らは RFB をバイオ

人工肝臓に応用することを目的とし多孔質ガラス

ビーズ（シランビーズ）を担体として肝細胞の潅流

培養を行った．Figure 3 に RFB を用いた培養シス

テム図を示した．筆者らは骨髄間質細胞を肝細胞の

生存性を延長し機能を強化するための支援細胞とし

て選択した．骨髄間質細胞は骨髄においてコラーゲ

ン，フィブロネクチンを始めとする細胞外マトリク

スや種々の増殖因子を産生し，造血幹細胞や血球系

の細胞の維持に重要な役割を演じていることが知ら

れている．プラスティックディッシュによる 2 次元

培養の実験より骨髄由来の間質細胞が肝細胞の機能

を維持する効果があることを既に明らかにしてお

り，13)その効果が 3 次元担体を用いた RFB におい

て発現するか否かを検討した．

実験は SD 系雄性ラット由来の細胞を用いて行っ

た．肝細胞は生体内においては肝再生時旺盛に増殖
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Fig. 3. Perfusion Culture of Hepatocytes by Radial Flow-type Bioreacor

Fig. 4. Electron Micrographs of Hepatocytes Cultured in Silan Beads
White bar indicates 50 mm.
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するが in vitro では増殖させることは困難であるた

め初期接着した細胞数を維持することが重要とな

る．一方骨髄間質細胞は in vitro で活発に増殖する

ため，共培養時には最初に骨髄間質細胞を播種し担

体上でサブコンフルエントに達するまで培養した後

に肝細胞を播種した．Figure 4 にシランビーズを用

いた肝細胞単独培養，骨髄間質細胞との共培養を行

った際の電子顕微鏡写真を示した．単独培養では直

径約 1520 ミクロンの球状をした肝細胞がシラン

ビーズ上に接着している様子が観察される．一方共

培養においてはシランビーズ上に伸展した骨髄間質

細胞に肝細胞が接着していた．そしてそれぞれのシ

ランビーズを充填した RFB を用いて 4 日間の連続

潅流培養を行った．その間 24 時間おきにサンプリ

ングを行い，肝特異機能である尿素合成能を評価し

た．その結果，対照として行った肝細胞単独の 2 次

元培養では 4 日間で機能は約 9％に低下したが，

RFB の 3 次元培養においては 29％までの低下にと

どまった．したがって RFB による潅流培養の効果

が示された．さらに骨髄間質細胞との共培養により

47％の機能が有意に維持され，肝細胞に対する効果

が 2 次元培養のみならず RFB を用いた 3 次元培養

においても発現することが明らかとなった．骨髄間

質細胞は培養によって増幅することが可能でありヒ

ト由来，あるいは患者自身の細胞を将来使用するこ

とも視野におくとバイオ人工肝臓の機能を強化し得
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る細胞源として有望と考えている．さらには骨髄細

胞中には肝細胞へ分化可能な間葉系幹細胞（MSC）

が存在することから患者由来の細胞を利用した薬物

代謝評価系の構築も可能であり個の医療への応用も

期待される．

4. 遺伝子導入による肝機能制御

これまで肝がん細胞にアンモニア代謝，薬物代謝

に係わる個々の遺伝子を導入する試みは国内の他グ

ループにより報告されている．14,15)われわれは人工

肝臓が担うべき数百という肝機能を考慮し細胞全体

をグローバルに活性化し，かつ細胞死に対する抵抗

性を付与することを目的として遺伝子導入を試みて

いる．

チオレドキシンと呼ばれるタンパク質はリボヌク

レオチドリダクターゼの生理的還元剤として発見さ

れたが酸化的ストレスやアポトーシスに対して抵抗

性を付与するという機能が報告され注目を浴びてい

る．16,17)われわれはこのチオレドキシン遺伝子を肝

細胞へ導入することにより生体外において引き起こ

されるストレス及びアポトーシスに対し抵抗性を獲

得させることを試みた．肝細胞は生体外では増殖が

困難であること，そして遺伝子導入効率を考慮しア

デノウィルスをベクターとして用いることとした．

ヒトチオレドキシン遺伝子を挿入した組換えアデノ

ウィルスを作成しラット肝細胞へ感染させた．ヒト

チオレドキシンが発現していることをウェスタンブ

ロットで確認後，過酸化水素処理に対する抵抗性を

調べた．1 mM 過酸化水素で 24 時間処理した後，

アポトーシスを起こした細胞数を ‰uorescence acti-

vated cell sorting（FACS）により測定した．コント

ロールの肝細胞は約 80％がアポトーシスを起こし

たのに対し，チオレドキシン遺伝子を導入した肝細

胞は約 25％とアポトーシスに対して抵抗性を獲得

したことが示された．また，通常のポリスチレンプ

レートで培養したときの寿命が延長されるか否かを

調べたところ明らかな効果が観察された．尿素合成

能も同時に維持されチオレドキシン遺伝子導入の有

効性が示された．18)リアクターへ充填する細胞へ当

該遺伝子をウィルスベクターを用いて導入すること

も可能であり，またチオレドキシントランスジェニ

ック動物を作出しその肝細胞をバイオ人工肝臓や医

薬品開発のスクリーニング系に適用することも将来

可能となるであろう．

5. 肝細胞源の検討

肝細胞源としてはヒトの細胞を用いることが理想

的である．再生医療用の細胞源としてこれまで ES

細胞，骨髄細胞などが主に検討されてきたがわれわ

れは通常廃棄される組織から肝細胞へ分化可能な幹

細胞を単離することができれば有用であると考え

た．歯科領域では歯髄から MSC が単離されたこと

が報告されており，19,20)抜歯され廃棄される歯に着

目した．虫歯の場合，病原菌が含まれ再生医療に適

用することは困難であるため，歯科矯正時に抜歯さ

れる第 3 大臼歯，通称“親知らず”を用いることと

した．矯正時に抜歯されるものは埋伏した状態であ

り，未分化な歯胚組織が維持されている可能性が高

く，分化が進むと象牙質，歯髄となる歯乳頭組織に

は有用な MSC が存在することが予想された．そこ

でインフォームドコンセントを得た後，破棄された

親知らずより歯乳頭組織を採取し MSC のクローン

単離を試みた．

歯乳頭組織をはさみで細かく切断し，コラゲナー

ゼにより細胞を分散後組織培養用ディッシュに播種

し a-MEM を用いて培養を行った．接着性の細胞を

回収し FACS を用いて 96 穴プレートの 1 ウェルあ

たり 1 つの細胞が入るように播種した．単一細胞か

らコロニー形成したものを継代しさらに増殖させ，

2×104 cells を分化能の評価に使用し，残りの細胞

を凍結保存した．カルセインを利用した骨分化能を

指標として幹細胞としての特性を有するクローンの

選択を行った結果，コロニー形成能を有するものの

約 30％が骨分化能を発現した．その中から特に高

い骨分化能を示したクローンを用いて以下の検討を

行った．

肝細胞への分化誘導には Hamazaki らの方法21)に

準じ，HGF，デキサメタゾン，ITS に加えて線維

芽細胞増殖因子（FGF），オンコスタチン M（OSM）

を用いた．培養初期には細長い線維芽細胞用の形態

であるが分化誘導を継続するにつれ，2 週間後には

サイズの大きい多角の形態へと変化した．RT-PCR

による解析の結果，分化誘導 10 日でアルブミン遺

伝子の発現が観察され，逆に初期分化マーカーであ

る AFP 遺伝子発現は減少する傾向にあった．次に

肝障害ラットを用いて移植の効果を検討した．

ヒト細胞を移植するため拒絶反応を起こさない免

疫不全のヌードラットを使用した．9 週齢のフィッ
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シャー 344 系ヌードラットの門脈から四塩化炭素

（1 ml/kg body weight）を週 2 回，4 週間投与し肝

傷害を与えた．分化誘導培地あるいは非誘導培地で

培養後蛍光色素である PKH26 で染色し，四塩化炭

素初回投与 2 日後に門脈より 1×107 個の細胞を移

植した．コントロールとしては四塩化炭素の替わり

にオリーブオイルを腹腔内投与したもの，及び四塩

化炭素を投与し細胞の替わりに生理食塩水を門脈か

ら投与したもの（sham operation）を用意した．凍

結肝臓切片を作成し蛍光観察を行った．細胞移植群

においては誘導培地，非誘導培地で培養した双方で

生着が確認された．骨髄由来の間葉系幹細胞

（BMSC）を移植した際には個々の蛍光が散在して

いたが，22)歯胚由来細胞移植の場合はコロニー状の

像が観察されたことから生着後に増殖したものと思

われる．In vitro の培養において歯胚由来細胞は

BMSC に比べ旺盛な増殖能を有しており，生着後

の増殖を可能にしたものと思われる．

分化誘導した細胞の移植群では有意に血清 AST，

ALT 値の低下，肝線維化の抑制が観察された．非

誘導培地で培養した細胞を移植した群は肝臓内に生

着していたにもかかわらず有意な治癒効果は現われ

なかった．これらの結果より肝細胞への方向付けを

行うことが重要であることが示された．23)このよう

に破棄される組織から再生医療に有用な幹細胞が得

られることは重要であり，自己の親知らずを抜歯し

た際，歯胚由来幹細胞を細胞バンクに保存しておけ

ば自身の細胞を肝疾患の治療に利用することが可能

となるであろう．また旺盛な増殖能があることから

移植までのつなぎとしてバイオ人工肝臓へ利用する

ことができること，医薬品スクリーニングの評価系

としても，倫理的な問題を持つ ES 細胞，強制的に

未分化状態に回帰させた iPS 細胞由来のものに比

べ有用であると考えている．

6. おわりに

創薬の過程で毒性，有効性，及び薬物代謝の評価

に大量の動物が用いられてきたが，今後動物愛護の

観点から in vitro の評価に置き換えていくことが求

められている．肝細胞は毒性や薬物代謝を評価する

際に重要な役割を果たすことは明らかであるがこれ

まで初代培養細胞の不安定性から有用な評価系は構

築されていない．一般的に肝細胞のような足場依存

性の細胞は培養表面の性状によりその生存性，機能

が著しく変動することが知られている．本総説では

デンドリマーを用いる機能性培養基材の創製，3 次

元培養による機能維持効果，また遺伝子導入による

寿命延長について筆者らの成果を紹介した．最小限

の細胞で評価系を構築することに役立つ技術開発に

つながればと願っている．さらに通常廃棄されるヒ

トの組織から肝細胞を分化誘導し細胞源として用い

ることができれば倫理的問題，種による差異を含め

種々の問題点を解決できることになろう．
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