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（目的 ） ラ ッ ト初代 肝実質細 胞 （以下、肝細胞）の 機能維持に 優れた 培養系

を 開発 す る た め に、種 々 の 細 胞 外 マ トリ ッ ク ス 似 下、ECM ）成分よ りゲ

ル 薄膜 を作製 して き た。一方 、肝細胞 を播種 した 1型 コ ラ
ーゲ ン ゲル に 1型

コ ラ ーゲ ン ゾル を重層す るサ ン ドイ ッ チ 培養法が 機能維持に 優れて い る と

い う報告 が あ る。本研 究で は 、肝細胞 を播 種 し たゲル 薄膜 に つ い て 各種

ECM 成 分の ゾル を重層 するサン ドイ ッ チ培養法 を開発 し、従来法で あ る コ

ラ ーゲ ン ゲ ル サ ン ドイ ッ チ 培養法 と肝細胞機能維 持 に つ い て 比 較検討 し

た。
（方法）

ゲル 薄膜 サン ドイッ チ培養は 、肝細胞 を 1 型コラ
ー

ゲ ン ゲル 薄膜上に 播種

後、各種 EGM 成 分 〔1型 コ ラ
ー

ゲン 、　 IV 型 コ ラ
ー

ゲン 、マ トリゲル ）の ゾ

ル を重層 して 作製 し た．経時的に 位相差顕微鏡に よる 形態観察、蛍光顕微
鏡 に よ る生 死判 定お よび ア ル ブ ミ ン 分泌量の 測定 を行った 。
（結果お よび考察）

肝細胞 の 形態 は 、マ トリゲル を重層 したゲル 薄膜サ ン ドイ ッ チ 培養系で は

2H 目以 降に球状肝細胞 の 凝集が進行 したが 、そ の 他の 培養系で は い ずれ

の 肝細胞 も9 日目まで 良好に 生存 した ．ア ル ブ ミン 分泌能は1型 コ ラ
ー

ゲン

を重層 した ゲル 薄膜サ ン ドイ ッ チ 培養系で 9 日目に おい て 他の 培養 系に比
べ 高く、ゲル 薄膜サ ン ドイ ッ チ 培養法の 有用性が 示唆 されたc

【背景 および 目的 】膵島細胞の 増殖 誘導 あるい は分 化機能維持 に優れた体外

培養技術 を確立す る ために 、生体組織の 微細構造や 成分を保持 して い る 「組

織切片亅 を培養担体に 活用 した研 究を展開 して きた．こ れ まで に 、成牛 の

膵臓 よ り作製 した切片担体上で ラ ッ トイ ン ス リノ
ー

マ 細胞株 RIN5F を培

養 し．イ ン ス リン 分泌能が向上する成果を得て い る。一
方、生体内膵島細

胞か らの イ ン ス リン の 分泌制御に は様 々 な臓器 が 産生 した生理 活 性物質が

関与する 。本研究で は 、イ ン ス リン 産 生細胞 に適 した切片担体を模索す る

ため に 培養する細胞 と切 片担体に 用 い る組織の 動物種 を揃えて、ラ ッ ト各

種臓 器 よ り作製 した 切 片担体上で の RINsF 細胞 の挙動 を解析する こ と を

目的 と した 。【方法】SD ラ ッ トよ り大脳、胸腺、心 臓、肝臓、膵臓、腎臓、
お よ び 精巣 を摘出 し、厚 さ5 μ m の 切 片担体を 作製 した。担体上 に RINsF
細胞 を 22万 cells ！cm2 の密度で播種し て5日間培養 した ．細胞 の接着形態、増
殖、お よび 分化の解析は 、そ れぞれ 位相 差顕 微鏡観察と HE 染色像、生 細

胞に 陽性 となる カ ル セ イ ン 蛍光の経時変化、お よ び培養液 中のイ ンス リン

測定に よ り行 っ た。
【結果 】細胞は 、胸腺、腎臓、心臓、お よ び大脳 の 切片 上で は比較的小 さい

コ ロ ニーあ るい は単独状態で接着 し、膵臓、肝臓、お よび精巣の 切片上で

は増殖性に富んだ大きい 集 塊を形成 したv 膵臓、肝臓、お よび精巣の 切片

一Lでは培養3日目にイン ス リン 分泌 の 向上が見 られ た．
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【目的】膵 島移植 が糖尿病の 治療法 とし て期待 され て い る．膵島そ の も の 、
ある い は膵 島細胞の 機能 を維持 も し くは 1司上す る培養技術 が 実現 すれ ば、
膵島移植 に大い に貢献で きる 。そ こ で 本研 究で は 、イ ン ス リン 分泌細 胞を

対象 と して 足場 に着 目 した検 討を行 っ た。【方法 】付着 細胞 用の 培養 プ レ
ー

ト （住友 べ 一
ク ライ ト）に 1 型 コ ラ

ー
ゲ ン 、IV 型 コ ラ

ー
ゲ ン 、ラ ミー＝ ン 、

フ ィ プ ロ ネ ク チン を コ
ー

テ ィ ン グ した。これ らを用い て ラ ッ トイ ン ス リ

ノ
ー

マ RIN −5Fを培養 し、形態変化、増殖、イ ン ス リ ン産生を 検討 した。
【結 果】細胞増殖、イ ン ス リン 産生に つ い て 大差は 見 られ なか った が 、形態

に つ い て は ラ ミ ニ ン が 最 も細胞の 接着 ・伸展 を促 進 して お り、IV型 コ ラ
ー

ゲン がそ れに 続い た。一方、1型 コ ラ
ー

ゲ ンは 接着 を妨 げ、細胞 は凝集塊を

形成 して い た 。続い て 血清飢餓状 態で 培養 した と こ ろ 、細 胞 の 生存 に は 大

差は なか った が、イ ン ス リン 産生は コ
ー

テ ィ ン グに よ り低 下 して い た。

【目的 】既 往の 骨組 織 を再 構 築す る研 究 で は十 分 な 力 学 的 強 度 の達 成 が 課 題

で あった。そ こ で本研 究で は 、石 灰 化 を促 進す るCa蹄
強化 培 養液 と力 挙的

強度 に優 れ た 平面 絹 を骨 形成細胞 の 培 養 に利用 し 、平 面 絹 ・ヒ ド ロ キ シア

パ タ イ トハ イ ブ リ ッ ドを 再 構築す る と共 に そ の 力 学的特 性 の 改 善 を 試み

た。【方 法】滅菌 した 平面絹 を型 に置 き、ヒ ト骨 肉腫 細胞 株MG6S を懸 濁 し

た トラ ン ス グル タ ミナ
ー

ゼ含 有のゼ ラチ ン溶液 を注 ぎ、ゲル 化 した 。ゼラ

チ ン ゲル に 、10％ FBS を含有す るMEM 培 養液 （MEM 培養 液）、ま た は 100
nM デ キ サ メ タ ゾン，　8　mM 　CaC12 を含有 す るMEM 培養 液 （Ca2＋

強 化培養

液） を 添加 して 4週 間培 養 した。生 化 学的 評 価 と して ゲ ル 中 に堆 積 した カ

ル シ ウム の 定量 を 、組 織学的 評 価 と して HE 染色 お よび Arizarin 　Red　S染色

を 、力 学 的評 価 と して押 し強 度 お よび 引 っ 張 り強 度 の 測 定 を経 時 的 に 行 っ

た。
【結果 】Ca2＋

強化 培養液 を用 い て4週 間培養 した と こ ろ 、　MEM 培養 液 と比

較 して顕 著な カル シ ウ ム の堆 積 が確 認 され た 。平 面 絹 を包埋 した 再 構 築体

は 、平 面 絹不 含の 再 構 築体 と比 較 して 高い カ ル シ ウム 堆 積量 を示 した 。さ

らに ゲル 内部 にお け る均
一

な細胞 の分 布 と、ゼ ラチ ンお よび 絹 近 傍の 石 灰

化 が確認 され た．平 面絹 を包埋 した再 構 築体 は、平 面 絹 不 含の 再 構 築体 と

比較 して 押 し強度 は約 10  O倍 、引 っ 張 り強度は 約 200倍 に 向 上 した 。さら

にCat＋
強化 培養液 で4週 間培 養 した揚 合、　MEM 培 養液 と比 較 して 約 2倍 の

押 し強度を達成 した．
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