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6．要約

　我々は正常ヒト細胞の分離および培養法を検討してきた（１、２、３）。その結果、表１

に示す細胞の培地および培養法を開発することができた。これら正常細胞は、基礎研究およ

び薬理・毒性試験において使われるが、通常の単層培養ではモデルとしての限界があると言

わざるをえない。そこで、より生体に近似したモデルとして、表皮モデルおよび血管モデル

について検討を行った。

　表皮モデルは、表皮角化細胞の重層モデルを用いた。このモデルは、in vivo の表皮構造が

再現されており、表皮特異的な分化マーカーの存在も確認されている。このモデルが、化学

的な刺激に対して in vivo と同じ反応を示すかどうかを調べた。皮膚刺激試験におけるスコ

アーが分かっている化粧品について、本モデルを用いて試験した。その結果、化粧品による

本モデルの細胞生存率低下は in vivo の結果とよく一致した。しかし、本モデルでは高濃度

のエタノールを含む試料て過剰に反応する傾向が見られ、溶媒に対するバリアー機能が実際

の表皮より低いことが示唆された。

　血管モデルは、フィルター上に血管内皮細胞を単層に培養したものを用いた。このモデル

では、物質および細胞の透過性について評価した。その結果、本モデルはＦＩＴＣデキスト

ランおよび血球細胞の透過を阻止し、IL-8 によって血球細胞が血管内皮細胞層を遊走するこ

とが確認できた。

7．研究目的

　正常ヒト細胞（表皮角化細胞および血管内皮細胞）で作られた組織モデルの機能を評価す

ることにより、その有用性を確認する。同時に、in vivo との相違を明らかにし今後の開発の

基礎データとする。

8．材料および方法

8－1．表皮モデル

　用いた表皮モデルは、特殊メンブレン上に培養された正常ヒト表皮角化細胞で、多層化し

た細胞より構成され、上層の細胞は分化（ケラチン化）している。我々の共同研究者が開発

したものであり、既に倉敷紡績㈱よりＥＰ－１００の商品名で販売されている。表皮特異分

化マーカーである pro-filaggrin、K1/K10 cytokeratin involucrin などの存在が確認されて
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いる。また、構造的にもラメラリピド層、デスモソーム、トノフィラメント束、ケラトヒア

リン顆粒の存在が確認されている（図１）。

図１　表皮モデルの構造
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図２　表皮モデルのデバイス

　実際のモデルは図２に示すデバイスの形態になっており、各カップごとに別々に取り扱う

ことができる。

表１　組織からの分離法および培養法が確立された正常ヒト細胞

細　胞　名 由　来 基　礎　培　地

表皮角化細胞 皮　膚 改変ＭＣＤＢ１５１

メラニン細胞 皮　膚 改変ＭＣＤＢ１５１

繊維芽細胞 皮　膚 改変ＭＣＤＢ１０２

さい帯静脈血管内皮細胞 血　管 改変ＭＣＤＢ１３１

大動脈血管内皮細胞 血　管 改変ＭＣＤＢ１３１

肺動脈血管内皮細胞 血　管 改変ＭＣＤＢ１３１

微小血管内皮細胞 血　管 改変ＭＣＤＢ１３１

大動脈血管平滑筋細胞 血　管 改変ＭＣＤＢ１３１

肺動脈血管平滑筋細胞 血　管 改変ＭＣＤＢ１３１

冠状動脈血管平滑筋細胞 血　管 改変ＭＣＤＢ１３１

角膜上皮細胞 角　膜 改変ＭＣＤＢ１５１

血管内皮細胞用と血管平滑筋細胞用の改変ＭＣＤＢ１３１は成分が異なる。
角膜上皮細胞用と他の細胞用の改変ＭＣＤＢ１５１は成分が異なる。
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8－2．血管モデル

　メンブレン・デバイス（商品名インターセル：孔径０．４５μｍ、商品名ケモタキセル：

孔径３μｍ　いずれも倉敷紡績製）（図３）を接着因子でコーティングし、これに血管内皮

細胞を播種・接着させて２４ウェルのプレートで培養した。なお、インターセルではⅠ型コ

ラゲーン、ケモタキセルではⅠ型コラーゲンにファイブロネクチンを加えたものを接着因子

として用いた。細胞としてはさい帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）および微小血管内皮細胞

（ＨＭＶＥＣ）を用いた。

8－3．表皮モデルによる化粧品の刺激性試験

　図２．の表皮モデルデバイスに１００ｍｇまたは１００μｌのサンプルを乗せ、３７゜Ｃ

で２４時間、炭酸ガスインキュベーター中に置いた。その後、ＭＴＴ法により生細胞数を測

定した。ネガティブ・コントロールとして蒸留水を用い、サンプルにおける細胞生存率

（％）をＭＴＴ％として細胞障害性の指標とした（４）。

8－4．血管モデルによる透過性試験および細胞遊走試験

　ＦＩＴＣ－デキストラン（分子量７０，０００）をインターセルを用いた血管モデルのカ

ップに入れ、３７゜Ｃ、１５分静置した後、細胞層を透過したＦＩＴＣ－デキストランの量

を蛍光強度によって測定した。

　一方、細胞の遊走試験は、ケモタキセルを用いたモデルで行った。ヒト新鮮血から分離し

たＰｏｌｙｍｏｒｐｈｎｕｃｌｅａｒ　ｃｅｌｌ（ＰＭＮ）をカップ内に入れ、１時間置い

た後、血管内皮細胞層を通過した細胞数をカウントした。

図３　ケモタキセル

9．結果

9－1．表皮モデルによる化粧品の刺激性試験

　化粧品１８種についての、表皮モデルによるＭＴＴ％値およびウサギを用いた皮膚刺激性

試験の結果（Ｄｒａｉｚｅ法）を図４に示す。図４の１８種の化粧品についてのＬｏｇ（Ｍ

ＴＴ％）値とＭＤＳＳ値の相関係数は－０．６７であった。
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図４　化粧品についてのＭＴＴ％値とドレイズスコアー（ＭＤＳＳ）

Ｓ１７とＳ１８の化粧品において表皮モデルでの障害性が高く出た。そこで、この２つの

サンプルの組成について調べたところ高濃度のエタノールを含むことが分かった。エタノー

ルはウサギでの皮膚刺激性試験では大きな障害を示さないが、表皮モデルでは細胞障害性を

持っている。このことがＳ１７およびＳ１８の結果に影響しているものと予想された（図

５）。この２種の化粧品を除くと、相関係数は－０．８７になった。

図５　表皮モデルとウサギ皮膚に対するエタノールの影響
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9－2．血管モデルによる透過性試験

　インターセルにＨＵＶＥＣを接着させた血管モデルを用いてＦＩＴＣ－デキストランの透

過性試験を行った。その結果、透過量は５％で十分なバリアー性が認められ、細胞が均一か

つ隙間なくメンブレン上に接着していることが確認できた。

　ついで、ケモタキセルとＨＭＶＥＣを用いたモデルで血球細胞の遊走について調べた。図

６に示すように、細胞を播種していないメンブレンのみの場合に比べ、血管内皮細胞を含む

モデルではＰＭＮの遊走阻止が認められ、ＩＬ－８によって遊走が促進されるという結果が

得られた。

　　　　

図６　血管モデルにおけるＰＭＮの遊走

10．考察

　表皮モデルは薬物の皮膚透過性試験や皮膚刺激性試験の代替法に使用するという目的で開

発されたものである。今回の結果より、表皮モデルによる試験は、動物を用いた皮膚刺激性

試験の結果をある程度予測できることが示唆された。しかし、一方で、表皮モデルはエタノ

ールに対する感受性が実際の表皮より高いという結果も得られ、今後、このような in vivo

との違いを明確にして行く必要があると思われる。この違いを明かにすることは、表皮モデ

ルによるデータを的確に解釈する上で必要であるばかりでなく、より生体組織に近いモデル

を開発する上で重要である。

　血管モデルは今回はじめて作製し評価したものである。今回の結果より、このモデルは血

管モデルとして応用できる可能性が示されたが、以下の点について更に確認が必要である。

まず、今回は内皮細胞によるメンブレンの被覆を重点に検討したが、メンブレンのコーティ

ングに用いる接着因子の種類と量を詳細に検討する必要がある。コーティングは細胞の遊走

および物質の透過、さらに血管内皮細胞の機能に大きく影響すると予想される。また、モデ

ルに用いる血管内皮細胞の由来についても検討する必要がある。我々のデータでは大動脈と

肺動脈の内皮細胞では各種因子にたいする応答が異なっている。当然、これは血管モデルの

機能に影響するであろう。さらに、最終的には血管平滑筋細胞とのコカルチャーによって、

より生体に近い状態を再現することも必要と思われる。
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11．今後の展開

　表皮モデルについては、さらに多種の物質について in vivo 皮膚刺激性試験と比較し、実

用性の確認を行っていく。なお、平成１１年度は、このモデルを用いた繊維製品の安全性評

価法の標準化を検討しているところである。

　血管モデルは、機能を多面的に調べ、より生体に近いモデルとして改良したい。一方、現

在、今回開発したモデルを医学部、製薬会社の研究者に提供し、種々の研究に使用可能かど

うかを評価中である。
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(6) Abstract

We developed the culture system of normal human cells and studied their biochemical

characters. In this sutudy, we prepared and studied two tissue models, that is, the skin

model using normal human keratinocytes and the vascular model using normal human

vascular endothelial cells.

The skin model, developed by the colaborator, is the multilayer model of skin. This model

has a structure similar to the epidermis and expresses the markers of differentiation of

keratinocytes. The responsibility of this model to chemical irritation was studied to

compare with true epidermis. Eighteen cosmetics were applied to the model and the

damage was compared to their Draize’s skin irritation scores. The results obtained by the

skin model was correlated well to the Draize’s scores. However the skin model was more

sensitive to ethanol than epidermis. This means that the ability of the model as the

barrier for organic solvents is relatively low compared with true epidermis.

The monolayer culture of vascular endothelial cells on a membrane filter was used as the

vascular model. The permeability of FITC-dextran and polymolphnucler cells was studied.

FITC-dextran and polymolphnucler cells (PMN) were blocked to permeate through the

endothelial cell layer. IL-8 accelerated the permeability of PMN. Our vascular model will

be able to be used as in vitro model of vasculer, although we should evaluated more in

detail.


