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6．要約

　細胞を用いる in vitro の試験法を考える場合、特に薬理・毒性試験では肝細胞は重要な細

胞の一つである。しかしながら、これを安定して供給する技術、体制は整っていない。細胞

の安定供給に有用な保存法としては凍結保存法があるが、肝細胞の凍結法に関しては十分な

技術は開発されていない。そこで、我々はラット肝細胞の凍結保存法の開発を目指した。そ

の結果、解凍後の生存率および単層培養での細胞接着率がいずれも 70%以上の細胞を得るこ

とができた。得られた凍結肝細胞を用いて、凍結によるストレスが具体的にどのような形で

現れるのかを検討するとともに、ラット肝細胞と可溶性ホルマザン系色素を用いた細胞毒性

試験の予備検討を行った。

7．研究目的

　薬理・毒性試験法の一つとして細胞を用いた in vitro の試験法は利用価値の高いものであ

る。細胞を用いた試験は、単一の試験で毒性等を完璧に予測することはできないが、得られ

たデ－タの解析が容易であり、試験条件を整えることにより再現性のあるデ－タが得られる。

また、何よりも有利なのはヒトの細胞も利用できることである。このような観点から、我々

は in vitro 試験法の材料としてヒトおよび動物の正常細胞の培養系を開発し多くの研究者に

供給してきた。

　このような in vitro の試験法において肝細胞は非常に重要な細胞の一つである。即ち、肝

は生体の物質代謝において、蛋白質、脂質、糖質などの合成、分解、変換というような生命

を維持する上で必須となる反応を司っており、更に薬物代謝・解毒にも深く関与している。

　この肝の代謝の主役である肝実質細胞を長期に保存し安定供給する技術が広く望まれてい

るが、まだ満足しうる段階ではない。例えば、現在、最も普及している技術として、ラット

肝細胞の単層培養系がある。この系は非常に有用であるが、使用に耐える細胞を安定して分

離するには研究者の長期のトレ－ニングが必要であり、また、肝細胞が本来の機能を維持す

るのは分離後約 1 週間、実質的には 2～3 日と極めて短く、これを用いる研究内容が制約され

る。更に、肝機能のあるものは十分に再現できないという問題もある。一方、長期間の機能

維持、および単層培養では再現できない機能の発現のためスフェロイド培養法が開発されて
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いるが、まだ確立された手法とは言えない。

　以上のことを考慮し、我々はまず研究者が必要な時に何時でも肝細胞を使用できる体制を

整えるために肝細胞の凍結保存法の確立を目標とし、更に肝細胞が凍結によってどのような

影響を受けるのかを検討するとともに、最終的には肝細胞を用いる動物実験代替法の開発お

よび実用化を目指して本研究を開始した。なお、肝細胞は、我々が従来扱っている表皮系細

胞や血管系細胞に比べて凍結障害を受け易く、現状満足できる凍結保存法は開発されていな

い。

8．材料と方法

8－1．肝細胞の分離

　5－6 週齢ウイスタ－系ラット（雄）を材料とし、コラゲナ－ゼ潅流法(1)によって細胞を分

離した。肝潅流に用いた前潅流液および潅流液の組成を表 1に示す。

表 1　前潅流液および潅流液の組成（ｇ／ｌ）

前潅流液 潅流液

塩化ナトリウム 8.0 8.0

塩化カリウム 0.4 0.4

リン酸二水素ナトリウム 0.078 0.078

リン酸一水素ナトリウム 0.151 0.151

HEPES 2.38 2.38

フェノ－ルレッド 0.006 0.006

炭酸水素ナトリウム 0.35 0.35

グルコ－ス 0.19 -

塩化カルシウム - 0.56

コラゲナ－ゼ - 0.50

アプロチニン - 0.05

　コラゲナ－ゼとしては Clostridium histolyticum 由来のものを用いたが、コラゲナ－ゼの

影響を検討ではは Streptomyces由来の酵素も用いた。肝潅流法を図１に示す。
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図１　肝潅流法

8－2．細胞の凍結

　2 × 106 個の肝細胞を 1ml の凍結保存液に懸濁し、ディ－プフリ－ザ－（-80°C）で一晩

かけて徐々に凍結し、翌日液体窒素中に入れ使用するまで保存した。

8－3．肝細胞の培養

　肝細胞はイスコフ改変 DME 培地（FBS、インスリン、デキサメサゾンおよびアプロチニ

ン含有）を用いコラ－ゲンでコ－ティングした 24ウエルマルチプレ－トで培養した。

8－4．細胞数の測定

　細胞数は血球計算板によって計測し、生細胞数についてはトリパンブル－染色法によって

算出した。

　24 ウエルマルチプレ－トに接着した細胞数は、1N NaOH によって細胞蛋白を抽出し、
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Lowry 法(2)によるタンパク定量によって算出した。この場合、コンフレント状態での細胞数

は 1.25 × 105/cm2として計算した。

8－5．アルブミンの定量

　肝細胞培養上清に含まれるアルブミンは、抗ラットアルブミン抗体およびβ-D-

galactosidase標識ラットアルブミンを用いる酵素免疫測定法(3,4)によって定量した。

8－6．インテグリンの測定

　各種ｍＲＮＡの発現はＲＴ－ＰＣＲ法により検出した。ＡＧＰＣ法(5)により細胞から抽出

した総ＲＮＡ１μｇを鋳型として、ランダム９mers２．５μＭをプライマーに用いてＡＭＶ

reverse transcriptase ０．２５Ｕ／μｌによりｃＤＮＡを合成した。このｃＤＮＡを鋳型と

して、各遺伝子に対応したプライマーセットを用いて Takara Taq DNA polymerase により

ＰＣＲ反応を行った。

　得られたＰＣＲ産物は、エチジウムブロマイドを含む２％アガロースゲルで電気泳動し、

紫外線下で写真撮影した。

8－7．ＬＤＨの測定

　培養上清中のＬＤＨは、市販されているＬＤＨ測定キット（和光純薬）によって測定した。

8－8．熱ストレス

　細胞を一日培養した後、３５ｍｍシャーレをパラフィルムでくるみ、プラスチック容器に

移して、ウオーターバス上で４３°Ｃ、３０分の熱ショックかけた。

8－9．ウエスタンブロット

　細胞をＰＢＳで洗浄後、ＲＩＰＡ緩衝液で細胞を溶解した。この溶解懸濁液を 15000ｒｐ

ｍで３０分間遠心分離し、上清の蛋白質１０～２０μｇをＳＤＳ電気泳動にかけた。泳動後、

ＰＶＤＦ膜（ミリポア）にブロッティングし、１０％スキムミルク／ＴＢＳ－０．１％Ｔｗ

ｅｅｎで一晩ブロッキングした。一次抗体と反応させた後、ビオチン化二次抗体およびスト

レプトアビジン結合アルカリフォスファターゼで検出した。

8－10．ＨＳＰ２７の定量

　シャーレに培養した細胞をＰＢＳで洗浄後、コラゲナーゼ処理をして細胞を回収した。こ

れをサンドイッチ酵素免疫測定法によって測定した(6)。

8－11．細胞毒性試験

　細胞毒性試験には WST-1（C１９H１１IN５O８S２Na：同仁化学）を用いた。WST-1 は

細胞内の脱水素酵素による NAD＋の還元に共役して 400nm～450nm に吸収極大を持つ可溶

性色素を生成する（図２）。
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 Dehydrogenase

  Substrate                   NAD+         1-Methoxy PMS            WST-1

                                            (reduced)

　Oxidized Product           NADH         1-Methoxy PMS          Formazan

                                            (oxidized)

図２　WST-1による細胞毒性試験の原理

その他の試薬

　試薬としてはすべて細胞培養用または特級の試薬を用いた。

9．結果

9－1．肝細胞の凍結保存法に関する検討

　まず、表 1 に示す潅流液（コラゲナ－ゼとして Clostridium histolyticum 由来のものを使

用）を用いて分離した肝細胞で、凍結保存液の組成について検討した。

細胞保護剤のタンパク質としては、比較的安定した結果が得られた加水分解ゼラチン

（2.5%）(7)を選んだ。これに 10%DMSO、0.5%ポリエチレングリコ－ルを加えたものをベ

－スとし、更に食塩およびアミノ酸混合物を添加したものが最も良い成績であった。以後の

実験ではこの組成の凍結保存液を用いた（表２）。この条件での解凍後の細胞生存率は平均

72%、単層培養での細胞接着率は平均 51%であった。

表２　肝細胞凍結液

加水分解ゼラチン 2.5 ％

ＤＭＳＯ 10 ％

ＰＥＧ 0.5 ％

ＮａＣｌ 0.2 ％

アミノ酸混合物 2.5 ｍＭ

　上記の凍結条件で得られる解凍後の細胞生存率および細胞接着率は必ずしも満足のいくも

のではなかった。特に細胞接着率は向上させる必要があると考えられた。そこで、凍結前の

細胞の状態をできるだけ良くすることにより凍結障害を低減することを試みた。
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　コラゲナ－ゼ潅流中の肝細胞を保護する目的で潅流液に種々の糖、タンパク質、ホルモン

などを添加した。その結果、ラフィノ－ス（D-galactopyranosyl-D-glucopyranosyl-D-

fructofuranoside）を添加した場合に解凍後の細胞接着率が向上した。また、同時にコラゲ

ナ－ゼの種類についても検討したが、用いた Clostridium および Streptomyces のコラゲナ

－ゼでは得られる細胞に差は認められなかった。

　潅流液は従来完全な組成のものを調製し、これを低温保存して用いていた。この保存法に

ついて検討したところ、塩化カルシウムを含まない状態で保存し使用時に添加することによ

り解凍後の細胞接着率が向上した。

　以上、潅流液にラフィノ－スを添加し、塩化カルシウムを用時添加することにより解凍後

の細胞生存率は平均 72%、単層培養での細胞接着率は平均 70%となった。

　更に前潅流液、細胞洗浄液についても検討したところ、これらについてもラフィノ－スと

アプロチニンを添加することにより、解凍後の細胞生存率および細胞接着率が向上し、最終

的には細胞生存率は平均 79%、細胞接着率は平均 73%となった。

9－2．インテグリンの発現

　ファイブロネクチンリセプターであるインテグリンα５β１のサブユニットにつてｍＲＮ

Ａの発現量を凍結細胞と非凍結細胞で比較した。

　β１サブユニットは、非凍結細胞では培養開始３０分後に強く発現し、凍結細胞ではそれ

より遅れて１２０分後に強い発現が見られた。しかし、２４時間後にはいずれの細胞でも低

いレベルとなった。

　一方、α５サブユニットは非凍結細胞ではβ１サブユニットと同じく３０分後に強い発現

が見られたのに対し、凍結細胞では低いレベルの発現しか認められなかった。

9－3．アルブミンとＬＤＨの分泌

　凍結細胞と非凍結細胞を培養し、培養上清中のアルブミンを定量した（図３）。培養液中

のアルブミンは凍結細胞で高い傾向が見られた。

　同様にＬＤＨ活性を調べたところ凍結細胞では非凍結細胞の２～４倍の活性が認められた

（図４）。
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図３　培養上清中のアルブミン量

図４　培養上清中のＬＤＨ活性

9－4．ＨＳＰの発現

9－4－1．ＨＳＰ２７

　培養前のＨＳＰ２７は凍結細胞と非凍結細胞で有意差が認められなかった（図５ａ）。一

方、培養した場合、凍結細胞では培養時間とともにＨＳＰ２７が増加し、１６時間では非凍

結細胞の約２倍のレベルであった（図５ｂ）。更に、凍結細胞の長期の培養を行ったところ、

ばらつきは大きいものの培養５日でもＨＳＰ２７の増加が認められた（表３）。
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図５　肝細胞におけるＨＳＰ２７の発現

表３　凍結細胞培養時のＨＳＰ２７の変化

9－4－2．ＨＳＰ７０

ＨＳＣ７３と、熱ストレスによって誘導されるＨＳＰ７２についてウエスタンブロットによ

って調べた。同一個体から得られた凍結細胞および非凍結細胞を培養したところＨＳＣ７３

のみが検出された。培養初期の凍結細胞におけるＨＳＣ７３の発現は、非凍結細胞より低く、

培養２４時間後に非凍結細胞と同じレベルに達した（図６）。

培養１日後に熱ショックをかけた細胞では１時間後および４時間後にＨＳＰ７２のピークが

認められたが、凍結細胞では初期の発現が非凍結細胞より高かった（図 7）。
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図６．肝細胞におけるＨＳＣ７３の発現

図７．肝細胞におけるＨＳＰ７２の発現

9－5．肝細胞を用いた細胞毒性試験

　肝細胞を用いた細胞毒性試験法として WST-1 を用いた試験について予備的な検討を行っ

た。この検討においては、凍結肝細胞ではなく分離直後の細胞を用いた。

　試験は 96 ウエルマルチプレ－トを用い、図８に示す方法で行った。この方法で、EC/HO

International Study on Alternatives to Draize Eye Irritation Test(8)にて評価された被検

物質 19 種について EC50 を求め、ドレイズ試験（in vitro 試験）および正常ウサギ角膜上皮

細胞を用いたニュ－ トラルレッド法（ＮＲ法）(9)の値と比較した。
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　被検物質溶液　50μl

↓

↓ + 肝細胞懸濁液 50μl

↓ 　（5x10４個/ウエル

↓

↓　37°C，30分

↓

↓ + WST-1溶液 50μl

↓

↓　37°C，120分

↓

　415nmにて吸光度測定

↓

　濃度依存曲線を作成し EC50を算出

図８　肝細胞を用いたWST-1試験

　結果を表４に示す。表４から分かるように、今回の被検物質は肝細胞に対して強い障害性

を示すものが少なかった。また、この試験条件では肝細胞は正常ウサギ角膜上皮細胞に比べ

て被検物質に対する感受性は低かった。
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表４　肝細胞を用いた細胞毒性試験とドレイズ法およびＮＲ法の比較

被検物質 ドレイズ試験

（最大評点）

肝ＷＳＴ法

(EC50, μg/ml)

ＮＲ法

(NR50, μg/ml)

sodium hydroxide(10%) 108 >5500 6710

benzalkonium chloride(10%) 108 212 11.1

trichloroacetic acid(30%) 108 >5150 1560

benzalkonium chloride(5%) 83.8 497 30.9

quinacrine 82.0 - 0.322

Triton X-100(10%) 68.7 917 178

sodium oxalate 61.3 >5600 240

imidazole 59.3 >5600 2920

2-ethyl-1-hexanol 51.3 >5400 333

methylethyl ketone 50.0 >5500 74300

pyridine 48.0 >5650 -

γbutyrolactone 43.0 1550 8190

potassium cyanate 31.3 >5150 107

isopropanol 30.5 >5010 11300

methyl cyanoacetate 27.7 1760 -

ammonium nitrate 18.3 >6600 3480

ethyl-2-methylacetoacetate 18.0 3680 1210

ethyl acetate 15.0 >5030 12600

polyethylene glycol 400 0.0 >5070 42100

10．考察

　肝細胞の凍結保存については、解凍後の細胞生存率および単層培養での接着率は改善され

た。今までのデ－タを総合して考えると、凍結障害を低減するためには単に凍結保護剤や安

定化剤を使用するだけでは限界がある。使用するラットの管理など総合的なコントロ－ルが

必要と考えられる。これらの要因を一つずつ検討するという地道な開発体制で臨む必要があ

る。薬理試験を含む多様な研究目的に対応するためには更に性能を向上させる必要があり、

今後は解凍後の培養法も含めた総合的な研究が必要である。

　また、凍結の影響を生化学的に調べたところ、アルブミン、ＬＤＨの測定（図３、図４）

から細胞膜の障害が予想された。各ＨＳＰの挙動も凍結細胞は非凍結細胞と異なっており、

代謝面でも凍結の影響が現れていると考えられた。即ち、凍結の影響を単に細胞の生存率や

接着率のみで判断するのは危険であり、凍結細胞の代謝面からの研究も重要であることが分

かる。

　WST-1 を用いた細胞障害性試験については、WST-1 の還元に共役している酵素系がまだ
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明かになっていないという問題がある。今回実施した試験法では、被検物質は強い細胞毒性

を示さなかったが、これは試験条件、被検物質の種類にも影響されるので、本試験法の最終

的な評価には更にデ－タを蓄積する必要がある。今後、他の細胞障害性試験との比較も行い

ながら本試験法の特性を明確にしながら凍結肝細胞の応用を考えていきたい。

11．今後の展開

　今後も、肝細胞の凍結保存法の検討は継続する予定である。今回得られた凍結細胞の性能

は、取りあえずは研究に使用できるレベルのものであるが、分離直後の細胞に比べて生存率、

接着率ともに低い。同時に今回報告した値はあくまで平均値であり、いつも同じ品質の凍結

細胞が得られるとは限らない。従って、安定した品質の凍結細胞が得られる技術の確立も必

要である。基礎的な検討はラットで行ってきたが、平成１１年度よりヒト肝からの細胞の分

離を開始した。組織の大きさ、組織の鮮度などラットとは異なる問題もあり、まだ報告でき

る状況ではないが最終的にはヒト肝細胞の凍結技術を目指したい。

　一方、肝細胞の凍結による障害、即ち一種の凍結ストレスともいえるが、これについての

基礎研究は本共同研究のテ－マとして興味深いだけでなく、得られるデ－タは上記凍結保存

法に活用できる可能性も高い。これについても、ヒト肝細胞を中心に検討を進めたい。

　また、肝細胞を用いた細胞毒性試験については、肝細胞の特徴、特性が生かせる試験法を

確立するための予備検討を継続し、最終的にはいくつかの方法を提案したい。
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(6) Abstract:

Hepatocytes are one of indispensable cells to pharmacology and toxicology. However, we

can not supply hepatocytes to researchers, because the technique to store hepatocytes is

not established. In this project, we have tried to develop “the freezing method of

hepatocytes for storage.”

The cryopreserved rat hepatocytes were obtained, which viability and plating efficiency

were over 70% after thawing.

We studied the stress by cryopreservation, using those cells. At the same time, we

obtained some preliminary data about cytotoxicity test using hepatocytes and formazan

dye.


