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6．要約

　本研究では細胞凝集塊を形成する培養方法を用いて、種々の細胞培養実験を基本に、最終

的に毒性試験、発癌性試験などの in vitro の評価システムを構築するための培養方法の開発

を行った。

　Ⅰ．では培養器の表面修飾によって細胞の形態が制御可能かどうかを検討し、各ウェルに

単一のスフェロイドを形成する培養器を開発した。初代培養細胞では長期間にわたって固有

の細胞機能を発現することを確認した。

　Ⅱ．では無血清培養液によるラット肝細胞の凝集塊を形成するコラーゲンゲル上３次元培

養法を用いて、各種肝特異機能の発現を評価した。モノレイヤーと比較して、アルブミン合

成や細胞内の中性脂肪量、グリコーゲン量がより生体内の細胞に近い状態であることを示唆

した。

　凝集塊を形成する３次元培養方法を確立し、従来の培養方法よりも高度の機能発現が維持

されたことによって、細胞の生死だけでなく、細胞の機能変化という観点からの新しい毒性

試験などの可能性が示唆された。

7．研究目的

　医薬品の開発、薬理毒性試験では実験動物を用い薬物の動態と代謝や生体内の物質の合成

について検討が行われているが、in vivo の実験系では生体内に存在する種々の物質が複雑に

絡み合っているため、投与した物質のメカニズムについて明確な結論を引き出すことが困難

な場合が多い。そこで、シンプルかつモデル化された in vitro での実験系の試みが行われて

いる。

　細胞を培養するためには、培養環境が重要であることはいうまでもない。ここでいう培養

環境とは、大きくは、培地、培養器、インキュベータ、そして作業者のテクニックが該当す

る。これらの環境条件のどれが不十分でも培養は成功しない。特に、初代培養細胞はこれら

の環境条件の要求度が高く、細胞の生存だけでなくその細胞の本来の機能維持のためには更

に高度の環境を要求する。

　本研究では種々の細胞培養実験を基本に、最終的には毒性試験、発癌性試験などの in

vitroの評価システムを構築するための培養方法の検討を行った。
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　「Ⅰ．毒性及び薬効評価のための生体等価培養系の開発」ではこれらの中で培養器に着目

し、特にその物理化学的性質が培養細胞に与える影響を検討することを第一の目的とした。

具体的には、培養器の種々の表面修飾によって細胞の挙動を観察しその形態が制御可能かど

うかを検討した。またさらにスフェロイドを、同時に、数多く、簡便に形成でき、しかもそ

れらのサイズが容易に制御できる培養器を開発し、この培養器を用いることによって、細胞

の形態制御、機能制御が可能なシステムの基礎が構築できるかどうかを検討した。

　「Ⅱ．コラーゲンゲル上ラット肝細胞培養における培養キット化の検討」では無血清培養

液によるラット肝細胞の凝集塊を形成するコラーゲンゲル上３次元培養法をどのような肝細

胞の研究に適用できるのか応用展開を検討するための基礎的な情報を得ることを目的とした。

我々はコラーゲンゲル上で３次元凝集塊を形成させる培養の検討を行ってきたが、企業的な

見地から本３次元培養方法のキット化を検討しようとした場合、この培養方法をどのような

肝細胞の研究に適用できるのか、十分な情報を得るに到っていない。そこで２種類の培養液

を用いて３次元培養法と従来のモノレイヤーについて各種肝特異機能の発現についての評価

を行い、モノレイヤーに対してコラーゲンゲル上の３次元培養法の優位性および不十分な点

について検討することとした。

Ⅰ．毒性及び薬効評価のための生体等価培養系の開発

Ⅰ－８．材料と方法

【培養器】

　ポリスチレン製シャーレ（住友ベークライト製　スミロン　MS1135R,MS11350）及びＵ

底のマルチウェルプレート（スミロン　MS309UR）に下記の処理を施して使用した。

【表面処理剤及び処理方法】

　天然の材料としてリン脂質、脂肪酸。合成物の材料としてＰＨＥＭＡ（ポリヒドロキシエ

チルメタクリレート）を使用し、これらを有機溶媒（主としてエタノール）に溶解後、塗布

し乾燥して調整した。

【細胞及び培養条件】

　培養は株化細胞および初代細胞で実施した。

　（１）株化細胞

細胞 培地

ＨｅＬａ ＭＥＭ＋10%ＦＣＳ

ＨｅｐＧ２ ＨａｍＦ１２＋10%ＦＣＳ

Ｖ－７９ ＭＥＭ＋10%ＦＣＳ

　（２）初代培養

　使用した初代細胞は以下の通り。

ラット肝実質細胞

マウス乳腺上皮細胞

【アルブミンの定量】

　抗ラット・アルブミン抗体（ＰＯＤ標識、非標識抗体）を用いたＥＬＩＳＡ法（サンドイ
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ッチ法）によりラット肝細胞より培養上清中に分泌されるアルブミン量を測定した。［１］

【分泌カゼイン量の測定】

　マウス乳腺上皮細胞を無血清系に移した後、カゼイン合成分泌に必要なホルモン類（デキ

サメタゾン、プロラクチン）を添加、更にラジオアイソトープ標識（３２Ｐ）のリン酸を加

えてカゼインリン酸化時にＲＩ標識を施した。培養上清中の分泌カゼインは酸により沈殿さ

せフィルターで回収、洗浄の後シンチレーションカウンターで計測した。［２］

【表面化学分析】

　ＥＳＣＡ（アルバックファイ社製ＥＳＣＡ５４００ＭＣ）により表面化学分析を実施。

Ⅰ－９．結果

【各種培養素材を用いた細胞培養】

　３５φの細胞培養用シャーレ（親水処理品）及び未処理シャーレ（疎水性）、更にこれら

超親水性基を有するＤＰＰＣ（リン脂質）をコーティングした培養器にＨｅＬａ細胞を播種

し４日間培養後の写真を図１に示す。

　また、これら４種類の基材接触角及びその上で培養したＨｅＬａ細胞の接着性及び増殖性

の概要を表１に示す。

未処理 親水処理 未処理＋ﾘﾝ脂質 親水処理＋ﾘﾝ脂質

　 　 　

図１　各基材上でのＨｅＬａ細胞培養形態

表１　各種基材の接触角とＨｅＬａ細胞培養時の接着、伸展性

基材 接触角 細胞接着 伸展性

未処理 97.0±1.3 弱い接着 高

親水化処理 55.0±3.6 接着 高

未処理＋リン脂質 10.4±2.4 非接着 低

親水化処理＋リン脂質 13.5±1.4 接着 高
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　親水化処理シャーレではＨｅＬａ細胞はよく接着伸展し増殖しているが、未処理シャーレ

では細胞の伸展が弱く接着も弱い。これらは、一般的に言われている現象を反映している。

　しかし、リン脂質コーティングした場合は、基材が未処理の疎水性の場合にのみ、細胞は

基材に接着せずにスフェロイド（細胞凝集塊）を形成し、基材が親水性の場合はリン脂質コ

ーティングの効果が現れず、親水化処理プレートとまったく変わらないことがわかった。

【表面化学分析】

　親水化シャーレ及び未処理シャーレにコーティングしたリン脂質の表面にどのような相違

があるのかを明確にするために、各種表面分析を実施した。結果の概要を表２に示す。

表２　分析結果まとめ

　いずれの表面も、接触角はかなり小さく極めて親水性に富む表面であることがわかった。

未処理シャーレにリン脂質をコーティングした表面の親水性の方が平均値的には高いが統計

的に有意さはなかった。

　ＥＳＣＡによる分析では、測定深さ４０～５０Åの範囲では、いずれの表面も極表面はア

ルキル基で親水性のコリン基は下方を向いており大差はないことがわかった。

　一方、走査電子顕微鏡による観察では差が認められた。親水性の組織培養用シャーレにコ

ーティングしたリン脂質表面は極めて平滑であるのに対し、未処理シャーレにコーティング

したリン脂質表面にはクレーター状の凹凸があることが明らかになった。

　原子間力顕微鏡による観察でも、電子顕微鏡と同様に平滑、凹凸の際が明確に観察された。

　また、赤外分析の結果、組織培養シャーレにコーティングしたリン脂質表面からはリン元

素が明確に検出され、未処理シャーレにコーティングしたリン脂質表面からはリン元素がほ

とんど検出されない結果となった。

【脂肪酸の検討】

リン脂質同様に親水性基（カルボキシル基）を有する各種脂肪酸を用いた場合の現象を検

討した。

分析方法 分析深さ 未処理＋リン脂質 親水化リン脂質

接触角 － 10.4±2.4 13.5±1.4

ＥＳＣＡ 40～50Ａ アルキル基：上

コリン基　：下

アルキル基：上

コリン基　：下

ＳＥＭ － 表面凹凸

（クレーター状）

表面平滑

ＡＦＭ 100nm 表面凹凸

（雲海状）

表面平滑

ＡＴＲ－ＩＲ 2 ～

0.5mm

リン脂質ほとんどなし

（表面凹凸で乱反射か？）

リン脂質ピークが

強い
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　各種脂肪酸をコーティングした表面の接触角を表３に示す。また、その上で培養したＨｅ

Ｌａ細胞の写真を図２に示す。

表３　脂肪酸処理シャーレの接触角

脂肪酸 接触角

パルミチン酸 92°

ステアリン酸 93°

オレイン酸 64°

リノール酸 50°

リン脂質 10°

ﾊﾟﾙﾐﾁﾝ酸 ｽﾃｱﾘﾝ酸 ｵﾚｲﾝ酸

　 　
ﾘﾉｰﾙ酸 ﾘﾝ脂質

　

図２　脂肪酸処理シャーレ上でのＨｅＬａ細胞の培養形態

　脂肪酸の種類によって接触角はかなり異なるがいずれもリン脂質よりは疎水性であり、細

胞は接着する傾向にあった。

【親水性合成ポリマーによる表面処理】

　代表的な親水性ポリマーであるＰＨＥＭＡを組織培養用シャーレ（親水性）及び未処理シ

ャーレにコーティングし、それらの接触角及びその基材上でのＨｅＬａ細胞の挙動を観察し

た。表面の接触角を表４に、ＨｅＬａの培養写真を図３にそれぞれ示す。
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表４　ポリ－ＨＥＭＡコート基材の接触角

基材 接触角

未処理 97.0°

親水化処理 55.1°

未処理＋ポリＨＥＭＡ 49.5°

親水化処理＋ポリＨＥＭＡ 50.2°

　
未処理＋ポリ－ＨＥＭＡ 親水処理＋ポリ－ＨＥＭＡ

図３　ポリ－ＨＥＭＡコート基材上のスフェロイド形態

　ＰＨＥＭＡの場合は、基材の親水性にも関わらず接触角はほぼ同程度で、リン脂質よりも

若干疎水性が高いことがわかった。しかしながら、この場合の測定方法では時間とともに接

触角が次第に低下してゆき、約１時間で２５度程度まで低下することがわかった。ここでは、

全て水滴滴下後の接触角を示している。

　リン脂質よりも接触角が高いにも関わらず、ＰＨＥＭＡ上でもＨｅＬａ細胞はスフェロイ

ドを形成する事がわかった。また、ここでは示さないが、この他、Ｖ―７９、ＰＣ１２等多

くの細胞がスフェロイドを形成する傾向が認められた。

【Ｕ底マルチウェルプレートへの応用】

（１）ＨｅｐＧ２細胞の形態観察

　Ｕ底のマルチプレートのウェル内表面を、同様にしてＰＨＥＭＡにて処理したプレートを

試作し、ＨｅｐＧ２細胞の挙動を観察した。

　試作品段階のため、全てのウェルに於いて完全ではないが、各ウェルには基本的に単一の

スフェロイドが形成されることがわかった。

　ＨｅｐＧ２細胞の播種数とスフェロイドの直径との関係を図４に示す。

　また、ＨｅｐＧ２細胞の培養日数とスフェロイドの直径との関係を図５に示す。
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1 × 103 個 5 × 103 個 1 × 104 個

　
5 × 104 個 1 × 105 個

図４　細胞播種数とスフェロイド形態

図 5　スフェロイド直径経時変化

（２）初代培養細胞の形態と機能

　ラット肝細胞及びマウス乳腺上皮細胞の培養写真をそれぞれ図６、７に示す。いずれの場

合にも細胞はスフェロイドを形成することがわかった。

　また、それぞれの機能性細胞の機能の一つとして、肝細胞ではアルブミン、乳腺上皮細胞

ではカゼインの分泌に関して測定した結果を、それぞれ図８、９に示す。

µm

Days
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ﾎﾟﾘ-HEMA ｺｰﾄ ｺﾗｰｹﾞﾝｺｰﾄ

図６　ラット肝実質細胞培養

　
ﾎﾟﾘ-HEMA ｺｰﾄ ｺﾗｰｹﾞﾝｺｰﾄ

図７　マウス乳腺上皮細胞培養形態

図 8　培養ラット肝細胞のアルブミン分泌量

ｱﾙ
ﾌﾞ
ﾐﾝ
分
泌
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µg

 / 
m
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図 9　マウス乳腺上皮細胞のミルク蛋白質分泌量

　いずれの細胞の場合にも、生体内の正常な細胞と同様に固有の機能を明確に発現している

ことがわかった。

Ⅰ－10．考察

【各種培養素材を用いた細胞培養及び素材の表面分析】

　一般に、親水性や疎水性が極めて高い材料には細胞が接着しにくく、中間の適度な親水性

の材料には細胞が接着し易いと言われている。

　実際、未処理シャーレでは細胞の接着が不良で、市販の親水化処理シャーレは細胞の接着

に好適なように適度な接触角に調製されているため細胞の接着が優れていることは良く知ら

れている。ここでは、リン脂質処理により細胞が基材に接着しないことがわかったが、その

場合に処理基材の親水性が重要な鍵を握っていることがわかった。ここで基材に対して接着

せず浮遊状態の細胞は、死滅することなく、細胞が三次元的に凝集したスフェロイドを形成

した。

　リン脂質は親水疎水の両親媒性であり、疎水性のアルキル基と親水性のコリンリン酸基を

有することは広く知られている。従って、ここで一つの仮定が立てられる。すなわち、基材

が親水性の場合はコリンリン酸基が基材にイオン結合し、疎水性のアルキル基が外側に配向

した形態をとり、逆に、基材が疎水性の場合は、疎水性のアルキル基と疎水性相互作用によ

って吸着し、親水性のコリンリン酸基が外側に向かって配向するという仮説である。もし、

そうであれば、後者は親水性が高く細胞が接着しにくく、その結果、細胞間相互作用によっ

てスフェロイドを形成したと考えるのが合理的といえる。

　しかしながら、表面化学分析の結果はこの仮定を覆す結果となった。２つの基材の相違は、

基材が疎水性の場合のリン脂質表面が凹凸構造であるのに対し、他方は極めて平滑であると

いう点のみであった。赤外分析の結果も、細胞の挙動からして逆の結果であるが、おそらく

表面に凹凸の存在するリン脂質表面では乱反射が起こってリンの検出が低下したためと考え

られる。

　また、表面に凹凸の多い方が部分的にリン脂質の量が多いことも考えられる。リン脂質の

ような低分子量の両親媒性物質は、周囲の環境によってその配向を簡単に変換できる可能性

ミ
ル
ク
蛋
白
質

 (
cp

m
)



– 81 –

を有しているが、化学分析はいずれも絶乾状態の分析であり、培養液の存在する環境とは大

きく異なる点が、解析を困難にした理由の一つかも知れない。

　いずれにしても、細胞はこれらの基材を明確に識別し、全く異なった挙動を示したことは

明らかといえる。それは、これらの培養実験が極めて高い再現性を有していたことからも明

白である。

【脂肪酸の検討】

　リン脂質の一部である各種の脂肪酸を用いた実験からは、脂肪酸のカルボキシル基だけの

親水性では、リン脂質のような効果はほとんど期待できず、細胞が接着せずにスフェロイド

を形成させることに寄与しているのは、コリンリン酸部分であると推定される。しかし、そ

れにはコリンリン酸の親水性が寄与しているのか、他の要因によるものであるかは明確では

ない。

【親水性合成ポリマーによる表面処理と細胞培養】

　ＰＨＥＭＡコーティング表面の接触角は、水滴滴下直後では予想よりも高く、市販の親水

化処理シャーレよりもやや低い程度であった。しかし、水滴滴下後時間と共に低下し、約１

時間後で２５度程度の接触角に達することから、本来は親水性が高いにも関わらず、コーテ

ィングの乾燥で親水性の水酸基が基材の中に潜り込んでおり、培養液の添加によって水酸基

が基材表面に次第に配向した可能性も考えられる。

　このような親水性合成ポリマーを基材に用いた場合に、細胞のスフェロイド形成が起こる

ことは、JIAN ZHONG TONG によって報告されている［３］が、親水性という物性だけが

細胞の挙動を支配しているのかどうかは不明である。また、リン脂質との本質的な相違が存

在するかどうかも、まだ不明である。

【Ｕ底マルチプレートへの応用】

　この検討では、１個のウエル内に、基本的に１個ずつのスフェロイドが形成されるという

現象が認められた。これは、培養器に、細胞が集合し易い形状と、細胞が接着しにくい表面

処理を付与することによって、細胞が細胞間相互作用によって単一のスフェロイドを自ら形

成することを示している。また、このスフェロイドのサイズは、細胞の播種数と培養日数に

よって自在に制御できることも判明した。

　全ての細胞がこの方法でスフェロイドを形成するかどうかは不明であるが、簡便な方法で

スフェロイドを形成させることが可能なプレートの開発につながる研究成果を得た。

　また、株化細胞のみならず、肝や乳腺上皮の初代培養細胞も同様にスフェロイドを形成し、

通常の培養法ではそれらの機能が急速に低下するのに対し、ある程度長期間、その機能を維

持することがわかった。

Ⅱ．コラーゲンゲル上ラット肝細胞培養における培養キット化の検討

Ⅱ－８．材料と方法

【培養液の調製】

　Ｌ１５処方培養液は、Leibovitz's L-15（GIBCO）を基本培地として、ＤＭＳＯ：2%、Ｌ

－プロリン：30μg/ml、デキサメサゾン：10-7Ｍ、インシュリン：10-7Ｍ、ＥＧＦ：
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10ng/ml、亜セレン酸ナトリウム：10-7Ｍを加え実験用の培養液とした。

　またＤＭＥＭ処方培養液はＤＭＥＭ（GIBCO）を基本培地として、ＤＭＳＯ：2%、Ｌ－プ

ロリン：30μg/ml、Ｌ－アスパラギン一水和物：20μg/ml、Ｌ－アラニン：90μg/ml、デ

キサメサゾン：10-7Ｍ、インシュリン：10-7Ｍ、ＥＧＦ：10ng/ml、亜セレン酸ナトリウ

ム：10-7Ｍ、ＨＥＰＥＳ：4.8mg/mlを加え実験用の培養液とした。

【培養器】

　コラーゲンゲルプレートの作成には培養容器として６ウェルのマルチプレート（住友ベー

クライト）を使用。ペプシン処理Ｉ型コラーゲン酸性溶液を中和した後、１ウェルあたり

1200μl分注し 37℃インキュベータ中に静置してゲル化した。

　また比較用のコラーゲンコートプレートには、住友ベークライト（株）より販売されてい

るMS-0006Kを使用した。

【ラット肝細胞の採取】

　SPFウィスターラット、雄、６週令からコラゲナーゼ灌流法により採取した。

【細胞培養】

　採取したラットの肝実質細胞を培養液で 5×105個/ml に分散し、これをコラーゲンコート

及びコラーゲンゲル上に１ウェル当たり 2ml ずつ播種して、培養を開始。培養１時間後に培

養液の交換を行い、接着しなかった細胞を除去した。培養液の交換は毎日で実施した。

【アルブミンの定量】

　通常の培養液の交換を行うとき、培養上清を採取。抗ラットアルブミン抗体を用い、サン

ドイッチ法のＥＬＩＳＡで定量した。［１］

【ＬＤＨの定量】

　遊離ＬＤＨは、通常の培養液の交換を実施した 24 時間後に培養上清を採取。細胞内のＬＤ

Ｈについては、上清採取後に培養細胞を回収、超音波破砕を行って、これらを市販のＬＤＨ

のアッセイキット（和光純薬）を使用して定量した。［４］

【アンモニア代謝量の測定】

　培養開始４、７日後の培養液の交換を実施する際に、通常の実験用培養液に塩化アンモニ

ウムを１ｍＭ投入した培養液を分注し、これより３、６時間後の肝細胞培養上清に含まれる

アンモニアを上清ごと採取。これを市販のアッセイキット（ベーリンガーマンハイム）を使

用して定量した。［５］

【細胞内のグリコーゲン量】

　培養肝細胞を回収して 5.4M の水酸化カリウム溶液に加え 100℃の温浴を 20 分行い中和し

た後に、アミログルコシダーゼ処理によりグルコースに分解し、HK-G6PD 法により定量し

た。［６］

【細胞内の中性脂肪量】

　培養肝細胞を回収して超音波破砕を行った後、ｔ－ブチルアルコール、メタノール、

Triton X-100 で処理、遠心上清を回収し調製。これを市販の中性脂肪のアッセイキット（和

光純薬）を使用して定量した。

　また培養液をオレイン酸 750μＭ、ＢＳＡ0.005%加えた培養液に交換し、24 時間培養し
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た後、上記手順で中性脂肪を定量した。［７、８］

【Ｐ４５０酵素活性】

　ＭＣ誘導型Ｐ４５０は培養肝細胞に３－メチルコラントレンを 1mg/ml 投入した培養液で

24 時間培養して誘導した.。この培養肝細胞に基質としてエトキシクマリンを投入した培養液

で２時間培養し、代謝物のヒドロキシクマリンを蛍光分光光度計で蛍光測定した。［９］

　また、ＰＢ誘導型Ｐ４５０は培養開始２日後以降、フェノバルビタールを 1mM 投入した

培養液を用いて、肝細胞を培養して誘導した。培養後に細胞を回収し、超音波破砕を行い、

ミクロソームを採取。ペントキシレゾルフィンを基質として代謝物のヒドロキシレゾルフィ

ンを蛍光分光光度計で蛍光測定した。［１０、１１］

Ⅱ－９．結果

【アルブミン合成量】

　コラーゲンコートを用いモノレイヤーの細胞形態で培養を行うとアルブミン合成量は低く、

培養日数に従って徐々に減少した。コラーゲンゲルを用い凝集塊の細胞形態で培養を行った

方は培養４日目のモノレイアに対して２～３倍の高い合成量を示し、２週間の培養で機能の

低下は認められなかった。この結果は L15 と DMEM を用いて比較してもほぼ同様の傾向を

示した。

図 10　培養細胞によるアルブミン合成量

【ＬＤＨ漏出率】

　培養細胞内のＬＤＨと培養上清中のＬＤＨを定量して求めたＬＤＨ漏出率を測定した。コ

ラーゲンゲルとＬ１５処方培養液を用いた培養のみ培養３日目でも高いＬＤＨ漏出率を示し

たが、いずれの培養条件でも細胞を播種した直後は高いＬＤＨ漏出率で、培養５日目以降の

漏出率は 10%以下になって安定した値を示した。
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細胞中の LDH 量は培養期間を通じてほぼ一定の値であるので、細胞を播種した直後はラッ

トより肝細胞を単離、精製する操作によって細胞膜が損傷しているが、培養３～５日後には

細胞膜の損傷は修復されていると考えられる。

図 11　培養細胞のＬＤＨ漏出

【アンモニア代謝】

　培養液に添加したアンモニアの濃度を経時的に測定した。この評価の目標値は in vivo で

のアンモニア生成量より約 10μg/ml/hr と設定した。いずれの培養においても、アンモニ

アの代謝の機能レベルは目標値の 20%と低い値であった。

　また、培養４日目ではコラーゲンコート上のモノレイアとコラーゲンゲル上の凝集塊での

機能に大きな差は見られず、むしろ培養液による差が認められた。しかし、培養を一週間以

上継続するとモノレイアではアンモニア代謝能を失うのに対して、凝集塊は機能を維持した。

図 12　培養細胞によるアンモニア代謝
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【細胞内の中性脂肪量】

　次に細胞内の中性脂肪量を測定した。培養液にＤＭＥＭを用いると培養一週間までは中性

脂肪量が増加しており、中性脂肪の合成が行われていると確認できる。一方、培養液にＬ１

５を用いると経時的に細胞内の中性脂肪量が減少しており、中性脂肪量はＤＭＥＭを用いる

よりも低いことが示された。

　また培養液に脂肪酸を添加したＤＭＥＭを用いるとコラーゲンコート上のモノレイアの中

性脂肪量はコラーゲンゲル上の凝集塊とほぼ同じ値まで亢進した。

脂肪酸なし 脂肪酸あり

図 13　培養細胞内の中性脂肪量
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【細胞内のグリコーゲン量】

　細胞内のグリコーゲン量を測定した。この結果 L15 よりも DMEM で高い値を示している。

またコラーゲンゲル上の凝集塊とコラーゲンコート上のモノレイアを比較した場合、どちら

の培養液でもモノレイアでは検出できないか、経時的に減少しているのに対し、凝集塊では

培養期間中の細胞内のグリコーゲン量がある一定の値で維持した。これはグリコーゲンの合

成が維持されていることを示唆していると考えられる。

図 14　培養細胞のグリコーゲン量

【Ｐ４５０酵素活性】

　薬物代謝酵素Ｐ４５０について酵素活性を測定した。３－メチルコラントレンで誘導した

ＭＣ誘導型Ｐ４５０はいずれの培養条件でも in vivo の機能レベルの酵素活性を維持するこ

とはできなかった。またモノレイアと凝集塊の培養法による明確な違いも見られなかった。

図 15　MC誘導型 P450酵素活性
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　またフェノバルビタールで誘導したＰＢ誘導型Ｐ４５０についても酵素活性を測定したが、

いずれの培養条件でも in vivo の機能レベルより著しく低い値を示し、機能はほとんど維持

されていないことを示した。

Ⅱ－１０．考察

　肝臓は多種多様な特異機能を有し、生体の恒常性を維持する重要な役割を果たしている。

肝臓の主な機能として、血漿タンパク質合成、脂質合成、尿素合成、胆汁合成などがあり、

体内に毒物あるいは薬物が侵入した場合には肝臓で物質代謝が行われている。今回評価した

コラーゲンゲル上ラット肝細胞培養キットは、医薬品の開発、薬理毒性試験では、肝特異機

能のメカニズムを明確にする上で、より生体内に近い細胞の状態を維持できて、シンプルか

つモデル化された培養法として代替法に使用する目的で開発されたものである。

　今回の結果より、肝細胞をコラーゲンゲル上で凝集塊を培養することによりアルブミン合

成や細胞内の中性脂肪量、グリコーゲン量がより生体内の細胞に近い状態であることを示唆

した。これよりアルブミン合成能を指標とした毒性の判断や、高脂血症、糖尿病などの治療

薬開発に中性脂肪やグリコーゲンを指標として薬効を判断するのに利用できる可能性がある

のではないかと考えられる。

　しかし、中性脂肪やグリコーゲンについてこれまでの評価は細胞の状態を確認したに過ぎ

ない。細胞の活動としてこれらの合成と分泌、代謝は働いていると考えられるが、直接的な

測定を行ってはいないので今後更に詳細な検討をする必要がある。アンモニア代謝や薬物代

謝酵素の評価結果では機能が目標とするレベルで発現維持されていない。

　また２種類の無血清の培養液を用いて評価を行った結果、コラーゲンコート上のモノレイ

アよりもコラーゲンゲル上で凝集塊を形成して培養した方が機能発現に有利な結果が多かっ

たが、一部の機能では培養器による培養環境の違いよりも培養液の組成の違いが大きく影響

している。

11．今後の展開

　我々はこれまでに細胞凝集塊の形態による培養方法を確立し、従来の培養方法よりも高度

に機能を維持することに一応の成果を得てきた。これよりスフェロイド培養器、あるいはコ

ラーゲンゲル上ラット肝細胞培養用の培養キットにより、細胞の生死だけでなく、細胞の機

能変化をいう観点から新しい毒性試験などが可能ではないかと考えられた。

　しかし培養肝細胞を用いて医薬品の開発、薬理毒性試験を行う場合、薬物代謝に関する機

能が重要であるが、今回の評価結果では in vitro の評価システムを構築するのに十分な機能

維持を示すことはできなかった。

　今後、発現が不十分であった機能がより生体内の細胞の機能レベルに近い状態にすること

が求められる。この課題に取り組み、今回の研究で得たデータを元にして、さらに培養液や

培養基材の改良を行い、より高度な培養環境を得られる培養方法の開発を行う予定である。
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(6) Abstract:

We have developed cell culture systems to construct in vitro evaluation of toxic and

carcinogenic test based on some culture tests by the use of spheroid formed cell culture

system.

Ⅰ. Control of cell formation by some coated plate were evaluated. We developed single

spheroid formation plate. Primary cultured cell have specific function by using this plate.

Ⅱ . Some specific function of rat hepatocyte were evaluated by spheroid culture on

collagen and no serum medium. This culture system were suggested that albumin

synthesis, storing triacylgryceride and glycogen were near quantity of in vivo in contrast

to monolayer.

Spheroid formed cell culture systems were established and have high specific functions of

cell than heretofore. It have the possibility by which we can establish the new toxicity test

system.


