
一　565　一

東医大誌　64（6）：565－572，2006

バイオ人工肝臓への応用を目指した各種肝細胞株

　　　　3次元培養による細胞生物学再検討

阿不目許庫ホ米吉提1）2） 　　岩　堀　　　徹1）

長　尾　　　桓1）

1）東京医科大学外科学第五講座

2）中国新誌ウイグル自治区試航地区人民病院外科

松　野　直　徒1）

【要旨】バイオ人工肝臓（BAL）は肝不全患者の肝移植までの橋渡しとしての治療手段として有用性が期

待されている。BALに求められる機能は多種多様な肝機能の補助であるがこれらを全てBALで代替するの

は困難と言わざるを得ない。現実的な方針としては、薬物代謝、アンモニア処理、蛋白合成など目的に応じ

た細胞を選択する必要がある。我々はこの目的のためにラジアルフロー型バイオリアクター（RFB）を用い

てHuh7、　HAKIAl、　HepG2といった3種類の肝細胞の3次元培養に取り組んだ。その結果各細胞は植え継

ぎなく2週間以上培養が可能であった。そしてHuh7やHepG2は倍加時間が24時間以内で細胞株の増殖能

が良いが、HAKlAlは倍加時間が48時間以上で細胞株の増殖能が良くないことが判明した。また単層培養

に比べ、RFB培養ではHuh7、　HAKlA1、　HepG2のAlb産生量が増加し、　Huh7、　HepG2のAFP産生量が

著明に減少し細胞の分化に寄与したと考えられたがHAKlAIではAFPが産生しなかった。これらの結果

よりHuh7、　HepG2は長期間高密度培養が可能であり、細胞の分化を促しBALの細胞源になり得ると考えら

れた。

はじめに

　肝臓は、生体における代謝の中心的臓器であり、血

清蛋白質の合成、胆汁酸の分泌、糖・脂質代謝、ビリ

ルビン代謝、アンモニア・アルコール等の分解といっ

た機能を通じて生体の恒常性維持に重要な役割を果

たしている。このため、いったんこの恒常性が崩れる

と、長期間にわたる肝不全を惹起し重大な生命の危機

に陥る。現在、日本では年間数万人の患者が種々の肝

不全で死亡しており、特に劇症肝炎は死亡率が80

～90％と高く、肝不全対策は、医療上の緊急課題の一

つである。肝臓は旺盛な再生能を有しているため、劇

症肝不全で肝臓が急激に傷害を受けたとしても、1週

問ほど何らかの手法で肝機能を代替することができ

れぼ肝臓は回復し、患者は復活する。

　肝不全患者に対する最も効果的な治療は肝移植で

ある。しかし、ドナー不足は深刻な問題であり、万人

が肝移植を受けることはできない。そのため、現在日

本では一時的肝機能を補助する手段として血漿交換

療法等が確立され、ある程度の救命率は得られている

が十分ではない。そこで、ドナーが現れるまでの生命

維持や自己肝臓の再生促進による移植の回避又は肝

移植までの橋渡しとしての治療手段として、バイオ人

工肝臓（bio　artificial　liver：BAL）の有用性が期待さ

れている1－6）。しかし、BALの細胞源として初代ヒト肝

細胞を使用することが理想的であるが、移植臓器さえ
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不足している現状では困難であり、そこで注目される

のは肝細胞株である。肝腫瘍細胞株はin　vit■oで増殖

性を有し、冷凍耐性を持つというBALの細胞源とし

て非常に高い利点を持つが、多くの肝特異機能の低下

や欠損が見られる7）。さらに培養環境を変えることで

細胞の特異機能を誘導しうれぼBALの細胞源となり

うる。我々が取り組んできたRFBは従来のフォロー

ファイバー型リアクターに比べ、細胞を三次元的に配

列し細胞本来の機能を良好に発現することが示され

ている10）11）。我々は今回RFBのBALへの応用を目指

して樹立ヒト肝癌細胞株（human　liver　cancer　cell

lines）であるヒト肝腫瘍細胞株HepG2、ヒト高分化肝

細胞癌株Huh7、　IL－8産生型高機能肝細胞株HAKIA1

をRFBで三次元培養（three　dimensional　culture）を

行った。RFB培養後HE染色にて細胞の形態観察行

い、肝特異蛋白として代表的蛋白であるアルブミン

（Alb：albumin）、分化度を示す蛋白であるアルファ

フェトプロテイン（AFP：alpha－fetoprotein）産生量

を測定した。各結果を単層培養（monolayer　culture）

と比較し、培養法の違いによる影響を検討した。

研究材料および方法

　1．細胞

　本研究に用いた細胞株、ヒト肝腫瘍細胞株HepG2

は国立成育医療センターから入手した。ヒト高分化肝

細胞癌株Huh7とIL－8産生型高機i能肝細胞株

HAKlAlは国立感染症研究所ウイルス2部から入手

した。

　2．増殖曲線と倍加時間

　目的の細胞を1×105個ずつ24枚の2ml　dishに播

種して、培養2，3，4，6，8，10，12，14日目に細胞数をカウ

ントし平均値を取り細胞の増殖曲線を作成、細胞の増

殖能を検討した。倍加時間（doubling　time，　DT）は次

式よって求めた：1）T＝（t－t。）log2／logノ〉一logNo

（t，t。：細胞数を数えた時間、　N。：t。H寺での細胞数、　N：

t時での細胞数）。

　3．簡易型ラジアルフロー型バイオリアクター

　　（RFB）

　本研究に用いたRFBは（RA－14、　ABLE　Co．，　Ltd．，

Tokyo，　Japan）、培養担体は多孔性セルロースビーズ

（直径200μm孔径50μm）である。RFBの特徴（Fig．

1，Fig．2）は①三次元構造を有する担体を用いるこ

とにより高密度培養が可能であること。②ラジアル

フロー型の培養液が外周から中心に流れることによ

り酸素、栄養素の細胞への供給が均一となり、スケー

ルアップも可能であること。③培養装置は37℃の

恒温槽内に設置され温度調整できること。

　4　簡易型R：FBの培養条件

　今回の培養時の培地供給量は30ml／day、培地循環

流速7ml／minである。播種細胞数1×107個、培養時

間は14日間であり、恒温槽内の温度は37℃に設定し

た。
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Fig．1　Schematic　diagram　of　the　simple　RFB　System
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　5．単層培養の条件

　目的の細胞を直径225mm細胞培養ディシュ
（IWAKI社）に播種した。培養細胞の形態を経時的に

位相差顕微鏡で観察した。RFB培養と同じく培地供給

量は30ml／day、播種細胞数1×107、培養時間は14日

間であり、恒温槽内の温度は37℃に設定した。

　6．使用培養液

　10％ウシ胎児血清（FBS）（JRH　BIOSCIENCE社）

と5mlのPenicillin－Streptomycin（GIBCO社）を添加

したDMEM（Sigma，　St．　Louis，　Mo，　USA）を培養液

として細胞を増殖させて実験した。

　7．　Enzyme　Linked　lmmuno　Sorbent　Assay

　　（ELISA）法

　培養期間中経時的採取した培養上清中Alb、　AFPの

産生量を検討するため、Enzyme　Linked　Immuno

Sorbent　Assay（E：LISA）法にて測定した。　Alb測定に

はBETHYL社製のHuman　Albumin　ELISA
Quantitation　Kitを使用した、　AFB測定にはARcHI－

TECT（JAPAN）社製のAFP測定キットを使用し
た。

　8．統計処理

　各細胞のAlb，　AFP産生量に関してはStudent－t・test

で検討した、検定はp値がO．05以下を有意差がありと

した。

結 果

　1．各細胞の増殖曲線と倍加時間

　まず、RFB培養を行う前に各細胞の増殖能の検討を

単層培養で行った。Fig．3に示すようにHAKIAI細

胞と比べてHepG2，　Huh7細胞の増殖能が良好であっ

た。Table．　1に示すように倍加時間で見ると、培養初期

においてHepG2，　Huh7細胞では24時間以内である

が、HAKlAl細胞では48時間以上と長かった。

　2．各細胞のHE染色

　Fig．4に示すようにRFBI4日連続培養後培養担体

ごと細胞を20％中性緩衛液で固定してHE染色おこ

なった。HepG2，　Huh7細胞は非常に高密度増殖してあ

り、HAKlA1細胞の場合は一部細胞が付着したが、高

密度増殖しなかった。

　3．各細胞のAFP産生量

　Fig．5に示すように単層培養、　RFB培養後2，12日

目培養上清回収してAFP産生量測定した、Huh7単層

培養でのAFP産生量は2目6，890　ng／24　h／106　cells、

12日目10，080ng／24　h／106　cellsに対して、　RFB培養で

のAFP産生量は2日目3，970　ng／24　h／106　cells、12日

目5，640ng／24　h／106　cellsであった。　RFB培養後AFP

産生量は単層培養に比べて有意に抑制された（ρ＜

o．os）．

簡易

Fig．2　Overview　of　the　small　RFB　System
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Table　1 Doubling　time　from　Huh7，　HAKIAI　and
HepG2　cells　in　monolayer　culture　（hour）

Cultivation
狽奄高?（day）

0－2 2－4 4－6 6－8 8－10

　Huh7

gAKIAl
gepG2

9．8

T5

P6．9

17．7

S8．6

Q2．7

31．9

Q6

V8．8

62．3

R4．8

P10．7

260

Q65．8

P24．5

　HAKIA1では単層培養、　RFB培養共にAFP産生

しなかった。

　HepG2単層培養でのAFP産生量は2日目1，720
ng／24　h／106　cells、12日目3，947　ng／24　h／106　cells　1こ対

して、RFB培養でのAFP産生量は2日目423　ng／

24h／106　cells、12日目494　ng／24　h／106　cellsであった。

RFB培養後AFP産生量は単層培養に比べて有意に

抑制されたψ＜005）。

　4．各細胞のAlb産生量

　Fig．6に示すように単層培養、　RFB培養後2，12日

目培養上清回収してAlb産生量測定した、　Huh7単層

培養でのAlb産生量は2日目228　ng／24　h／106　cells、12

日目243ng／24　h／106　cellsに対して、　RFB培養での

Alb産生量は2日目331ng／24　h／106　cells、12日目289

ng／24　h／106　cellsであった。　RFB培養初期のAlb産生

量は単層培養に比べて有意に高かったψ＜0．05）。

　：HAKIAl単層培養でのAlb産生量は2日目33　ng／
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Fig．　4　H／E－stained　sections　from　Huh7，　HAKIAI　and　HepG2　cells　in　RFB　culture　for　14　days
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Fig．6　Concentration　of　albumin　levels　in　supernatant　from　Huh7，　HAKIAI　and　HepG2　cells

24h／106　cells、12日目79　ng／24　h／106　cellsに対して、

RFB培養でのAlb産生量は2日目86　ng／24　h／106

cells、12日目396　ng／24　h／106　cellsであった。RFB培養

全期に渡ってAlb産生量は単層培養に比べて有意に

高かった（ρ＜0．05）。

　HepG2単層培養でのAlb産生量は2日目7，363　ng／

24h／106　cells、12日目7，235　ng／24　h／106　cellsに対し

て、RFB培養でのAlb産生量は2日目7，502　ng／24　h／

106cells、12日目8，681ng／24　h／106　cellsであってRFB

培養全期に渡ってAlb産生量は単層培養に比べて高

い傾向を示したが有意差は見られなかった。

考 察

　これまでにブタ肝細胞を使用したBALの臨床試験

が多く報告されているが10－14）、ブタ細胞よりヒトへの

ブタ内在性レトロウイルス（PERV）の感染がin　vitro
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にて証明されて以来、ブタ細胞を用いたBALの治療

が懸念されている15）16）。近年ヒト肝細胞17）（細胞源と

して移植不適合のドナー肝臓より調整されたヒト肝

細胞）、ヒト肝芽腫由来細胞18）19）を使用したBALの臨

床試験報告があるが、コストが高く、ドナー肝に頼ら

ざるを得ないといった欠点がある。また肝細胞、肝腫

瘍細胞は継代培養を重ねるにつれその機能を失って

しまう。よって、BALの細胞源として安全性が高く健

常細胞に近い機能を有し、かつ低コストで大量培養が

可能な細胞が開発されればよいことになる20）。また新

規薬剤が開発された際、ヒトにおける薬物代謝の検定

に用いる方法がなく、我々はこれまでにBALを用い

てin　vitro薬物代謝解析モデルの開発と各種細胞のラ

ジアルフロー型バイオリアクター（RFB）での三次元

培養の研究にも取り組んできた21）22）。これらの結果か

ら、BALに求められる機能は多種多様な肝機能の補

助であるがこの多機能の肝機能を全て代替するのは

困難と言わざるを得ない。むしろ現実的な方針として

は、薬物代謝、アンモニア処理、蛋白発現等目的に応

じた細胞の選択をすることが重要と考える。我々はこ

の問題を解決するためにRFBを用いてHuh7、

HAKIA1、　HepG2といった3種類の細胞を長期培養

し、機能二進或は機能維持の可能性について検討し

た。

　先に述べたように水谷らにより開発されたRFBは

従来のフォローファイバー型リアクターに比べ、細胞

は3次元的に配列し細胞本来の機能を良好に発現す

ることが示されている8）9）。RFBの特徴は①3次元構

造を有する担体を用いることにより高密度培養が可

能であること。②ラジアルフロー型の培養液が外周

から中心に流れることにより酸素、栄養素の細胞への

供給が均一となり、スケールアップも可能であるこ

と。③培養装置は37℃の恒温槽内に設置され温度

調整できること。これらの特徴によって細胞によい環

境を作り出した。今回の簡易型RFB（5　ml）を用いた

3次元培養では細胞は植え継ぎなく2週間以上培養が

可能であった。

　RFB培養後、単層培養より培養2日目のHuh7と、

培養12日目のHAKIAIではAlb産生量が増加する

一方、Huh7、　HepG2のAFP産生量は培養初期、後期

ともに著明に減少し、HAKIAIではAFP産生しな

かった。これはもともとHAKlAlを樹立した時点か

ら判明していた事実であり23）、RFB培養による変化は

見られなかった。蓮村ら24）Kataokaら25）のヒト肝癌細

胞株を用いた完全制御型RFBによるアルブミン産生

増加の報告と一致する。しかし、今回培養期による

Alb産生量の相違が見られるが、これは完全制御型と

簡易型の相違によるものと考えられた。HAKlAlの

アルブミン産生能はご指摘のとおり12日目で良好で

すが、14日以降の長期培養はHE染色でできなかった

ので、最終的には望ましくないと考えた。各ヒト肝癌

由来細胞株を用いて、細胞生物学的差異での蛋白産生

量を比較検討することはAlb、　AFPの発現調節を明ら

かにするため有意義である26）27）。本研究では肝特異蛋

白の産生が異なる細胞株で異なる培養環境によって

蛋白産生量も異なることがわかった。これによって、

人工肝の細胞源となりうる細胞を選択する時は各細

胞の機能に併せて選択する必要があると考えられた。

また各細胞の倍加時間を明らかにした結果、Huh7、

HepG2のように倍加時間が24時間以内の細胞株の

RFBでの増殖が良いこと、　HAKlA1のように倍加時

間が48時間以上の細胞株の増殖が良くないことが判

明した。これはRFBの特殊な構造により初期の細胞

増殖能が重要であると考えられた。増殖能自体は単層

培養もRFB培養もともに細胞数の増加そのもので判

定するが、今回のRFBの評価は細胞の増殖能ではな

く、RFB培養が可能かどうかという点が最も重要と考

える。今回、いろいろな細胞の動態から、14日培養し

なくても培養初期にその細胞がRFBにふさわしいか

判定するため倍加時間を取り上げた。今後の課題とし

て、本来の各細胞増殖能を高めることにより、RFB培

養を可能として薬物代謝能、アンモニア代謝能を高め

るための対策が重要であり、各細胞の機能をもちよる

混合培養も検討が必要だと思われた。

結 語

　これらの結果により従来のフラスコでの単層培養

と比較し、RFBでは生体内により近似した三次元培養

が可能となり、肝細胞が本来持つ機能を発揮できる点

で有用であり、今後のBALの発展に寄与するものと

考えられた。またHuh7、　HepG2は長期間高密度培養

が可能であり、細胞の機能を維持しておりBALの細

胞ソースになり得ると考えられた。
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Abstract

　　　　Bioartificial　livers　（BAL）　are　hoped　to　become　bridges　until　liver　transplantation　for　patients　with　liver　failure．

Although　we　try　to　creak　BAL　as　an　alternative　to　the　liver，　it　is　difficult　to　make　a　complete　substitute　because　of　the　wide

range　of　the　functions　of　the　human　liver．　We　therefore　considered　it　important　to　select　the　most　suitable　cells　for　various

liver　functions，　such　as　drug　metabolism，　ammonium　metabolism　and　protein　production．　We　therefore　applied　a　radial　flow

bioreactor　（RFB）　for　3－dimensional　culture　of　3types　of　cell　lines，　Huh7，　HAKIAI，　and　HepG2．　We　were　able　to　culture

all　cell　lines　in　RFB　for　up　to　2　weeks　without　subculture．　The　cell　lines　Huh7　or　HepG2，　which　had　doubling　times　（DT）

within　24　hours　grew　well，　but　HAKIAI，　the　DT　of　which　is　48　hours，　grew　poorly．　The　production　of　albumin　from　those

3　cell　lines　cultured　in　the　RFB　was　gi”eater　than　with　monolayer　culture，　and　the　production　of　AFP　decreased．　These　results

suggested　that　culture　in　the　RFB　contributed　to　cell　differentiation．

〈Key　words＞ RFB，　Human　liver　cancer　cell　lines，　Bioartificial　liver
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