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表 2．Scaαbldの 評価基準

材 料面

1）　物性 ： レ オ ロ ジー特性，生分解性，可滅菌性

2）　漏出物 ： モ ノ マ
ー，重 合開始斉1」，内分泌撹乱化学物質

3）　 LPS

免疫応答は 血液 中の サイ トカイ ン を調べ る こ とで 評価で

き ると考えて い る．また 1 負の事象だけではなく，細胞

の活性化 ・機能亢進な どの プラ ス の効果が もた らされる

よ うなscaffold の 開発を心がけたい とも考えて い る．

まとめ にかえて

生体 との 相互 作用

1） 細 胞応答

2） 炎症反 応

3） 免 疫応答

4）　細 胞 活性 化

観点か ら生分解性 と可滅菌 1生につ い て も評価を しなけれ

ばな らな い ，材料 か らの漏出物 （モ ノ マ
ー ・

重合 開始剤

な ど）に つ い て は，次に述べ る生体 との相互作用 を引き

起こすため慎重に調べ る必要が ある．特に
，

内分泌撹乱

化学物質あるい は 同様の 作用 を示す もの が 出て 来ない か

に つ い て は過敏にならざるを得ない で あろ う．見過 ごさ

れ が ちで ある が，LPS （lipopolysaccharides）に つ い て も

使用前に調べ る必要がある，LPS が体内に入 る と全身性

炎症症状 ，多臓器障害，多臓器不全を引き起 こ し，最悪

の 場合死に 至 る．材料の 滅菌だけ で は LPS を除去 で きな

い の で，LPS は今後の scaHbld 開発に お い て 大 きな問題

となると考え られ る，

　生体との相互 作用 で は，やは り，有害な細胞応答を引

き起こ さない こ と （ア ポ トーシ ス 誘導 ス ト レ ス タ ン パ

ク質の 発現などで評価可能），炎症反応 ，不要な免疫応答

を引き起 こ さな い こ とが重要 となっ て くる．炎症 反応や

　こ こ にあげた事項すべ て を行 っ て い れば，開発 な どで

きない との意見もあるか と思われるが，生体に使用す る

には ，
か な りの規制がかけ られ るの は覚悟 しなければな

らず，こ の 規制 をク リア して初め て 再生医工 学用 scaff （〕ld

と呼べ る の で は な い か と思 う，こ の よ うな再生医 工学用

scaffold を作 り出すため に は，最初に ， 先にあげた基準を

ほ ぼ ク リア するつ も りで 研 究に取 り組まな ければならな

い で あろ う．

　そ して，こ の ため に は研究機関 ・企業 ・
医療機関の密

接な連係，行政の バ ッ クア ッ プもまた必要で はな か ろ う

か ．これ は個人 で で きるもの で は なく，日本生物 工 学会

などの 組織に期待 した い ．
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三次元培養に よる骨髄前駆細胞の 増幅

高木 睦
1＊ ・相馬　俊裕 2 ・吉田　敏臣

1

　造血幹細胞や造血前駆 細胞 の 自己複製 と分化 ・増殖が

骨髄 中で行われ （Fig．　D，分化し た成熟血球 は血液 中 へ 定

常的に供給 され て い るが ， 骨髄 中にある接着性の造血支

持細胞 （ス トロ
ー

マ 細胞） と造血細胞 との 接触などに よ

り産生 され る種 々 の サイ トカイ ン が こ の 造血 プ ロ セ ス を

調節して い る と考え られ て い る，しか し ， 放射線や化学

療法 を受けたが ん患者や白血病患者で は こ の しくみ に問

題があ る ため，救命 の た めに造血細胞移植 と し て骨髄移

植が行われ て い るが ，組織抗原が適合す る ドナ
ー

の 数が

少ない ，ドナーの負担が大 き い な どの 問題がある．一方 ，

骨髄液に 比 べ て採取が容易な臍 帯血造血細胞 の 移植が解

決策と して期待 され て い る が ， 骨髄液 に比 べ て含まれ る

造血前駆細 胞数 が 少 ない た め，移植 後 の 造血回復，特に

好中球や 血小板 の 増加が遅れ る例が多い とい う問題 が あ

る．

　 こ れに対 し て ，体外 で の 造血幹細胞や造血前駆細胞 の
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Fig．　L　Prolifヒration 　and 　differentiation　of 　hematopoie［ic　cells．
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増幅培養が試み られて い る が，ほ とん どすべ て の 例で 高

価 なサ イ トカ イ ン 添加 を必 要 とす る の が 現状 で あ る

（Fig．2A，
　B

，
　G）．

1・2） また古典的な造血 細胞培養法 で ある

Dextcr 培養法 （Fig．2D ）で は，デ ィ ッ シ ュ 底面 上 に 二 次

元的 に形成 され た ス トロ
ー

マ 細胞層の 上 で 造血 細胞 との

共培養を行 うが，幹細胞や前駆細胞の よ うな未分化 な造

血細胞 の 増幅は ほ とん ど見られず，分化の 方向も偏 っ て

い る ・
B）そ こ で，骨髄構造を模倣 して ス トロ ー

マ 細胞を三

次元的に接着培養 し， 造血細胞と共培養すれ ば，サイ ト

カイ ン 無添加 で も，細胞 がサイ トカイ ン を効率 的に産生

して 造血前駆細胞 の 増幅が可能に な る の で は ない か と考

え，三次 元共培養系 の 確立 を試 みた．

ス トロ
ー

マ 細胞接着に適 した多孔性担体

　 マ ウス ス トロ ーマ 細胞株 （SR−4987）を種 々 の 多孔性担

体を用 い て 培養 し た結果，セ ル ロ
ー

ス 製多孔性 ビーズ

（CPB ， 孔径 IOO　pm ， 旭化成）上で増殖した細胞 の 多く

が球状で あっ た の に対 して，セ ル ロ ース 製多孔性 キ ュ
ー

ブ （MC ，孔径 500 μm ，バ イオ マ テ リア ル 社）やポ リエ

ス テ ル 不織布 Fibra−cell （FG ，
　 NBS 社）上 で は細胞が伸

展 して 接着 し，特に FC を用 い た場合には細胞が繊維 芽

状 に伸展 して 高密 度 で 接着す る こ とが SEM で観察され

た （Fig．3＞．4）

　また，マ ウス （Balb／c）初代骨髄細胞に含まれ る初代 ス

トロ ー
マ 細胞 と造血細胞 との 三 次元共培養 を こ れ らの 担

体を用 い て 行 っ た結果 ， 初代 ス トロ
ー

マ 細胞 も FC 上 で

良好に接着 ・伸展する こ とが確認で きた とともに，他の

担体 の場合 に は 造血前駆細胞 が培養 とともに減少 し消失

し たが，FC を用い た場合に の み造血細胞に 占め る前駆細

胞 の 割合が 培養 中高く維 持 され る こ とがわか っ た．5）ま

た，デ ィ ッ シ ュ 底面上 で行 う二 次元共培養で は 4 週間 目

以降造血細胞 の 97％ が顆粒球 に 占め られたが，FC を用

い た三次元共培養で は マ ク ロ フ ァ
ージが 45％ を 占め た

他，赤血球 も約 5％残存 して お り，FC を用い た三 次元共

培養が造血細胞系統 の 多様性の 点で も骨髄環境をよ り再

現 して い る と考え られた．S＞
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Table　l．　 CFU 　output 什om 　hematopoieしic　cell ⊂ultures 　in　2−D

　　and 　3−D　culture 　systerps ．

CFU −Mix　number （colonies ／we ］り

Input Output

Culture　systをm 7d 　　 14　d 　　21d　　Teta］

2−D3

−D

267267 1842226 　 　 232

651　　　 119　　　 464　　　1234

Fig，3．　 Spatta且development　ofstromal 　celis　in　nonwoven 　fabric．

三 次 元 共培養に よる造血前駆細胞増幅

　ウェ ル 内に FC を置き，マ ウス ス トロ
ー

マ 細胞株 ST2 を

接種 し増殖させ た後に，接着細胞を除い た マ ウス 骨髄造

血細胞 を接種 し，FCS ，　HS ，ハ イ ドロ コ
ーチゾ ン を含む

がサイ トカイ ン を添加 しない McGoy ’
s5A 培地 を用 い て 3

週間 三 次元共培養し た （Fig．4），そ の 結果，デ ィ ッ シ ュ

底面に接着 した ST2 細胞 の 上 に造血細胞を接種 した 二 次

元共培養で は 最 も未分化 な前駆細胞で あ る CFU −Mix 数

は培養開始時に比べ て ま っ た く増加 し な か っ た が，三 次

元共培養で は 3週間で約 5倍に増加 した （Table　1）．6）
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Fig．4，　 Comparison　ofcocul ［ures 　of
’
　murine 　hematopoietic　cells

　　with 　stromal 　cells　in　two　and 　three 　dimensions．　Primary 　mu
−

　　rine 　hema しopoietic 　cells　were 　cultivared 　togetller 　with 　prea［−

　 　tached 　ST2 　stroma 監cells 重n　2−D （○ ）and 　3・D 　wjrh 　nonwoven

　　fabri⊂ （□ ＞culturc 　sアstems ・

　また，c57BL／6−Ly5．1マ ウス 由来の 骨髄造血紳胞を用

い て共培養し 1週間後に向収 した 造血細胞 と，培養し て

い ない 新鮮 なc57BL ／6−Ly5．2ヤ ウス 骨髄造血細胞とを同

数混合 レ 放射線照射 （8．5　Gy ）に よ り造血系 を破壊 した

Ly5 ，2マ ウス に移植 した （Fig．5）．移植 6ヶ 月後の 末梢血

中に占める Ly5 ．1血液細胞 の割合は，二 次元共培養由来

の Ly5，1細胞 を用 い た場合が平均で 7％ だ っ た の に対 し
，

三次元 共培養由来の Ly5 ．1細胞を用い た場合は約 25％と，

培養 し て い ない 新鮮な Ly5．1細胞を用 い た場合の 約 33％

と同等であ っ た （Table　2）．6｝こ れ は，二 次元共培養で は

造血幹細胞 が顕著に減少するが，三次元共培養で は造血

細胞に 占め る 造血幹細胞 の 割合がほぼ維持 され る こ とを

示 し て い る．

お　わ　 り　 に

　以上 の よ うにポ リエ ス テ ル 不織布を用い た ス トロ
ー

マ

細胞と造血 細胞 との 三次元共培養で は，他の担体を用 い

た 三 次元共培養やディ ソ シ ュ 底面上で の 二 次元共培養 と

螽
Ly

統
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填 惣
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准
　 　 　 　 MiXture

蠱
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　　　 ↓ PB ・an 。ly・i・

蠱
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Fig．5．　 Assay　protocol　of 　stem 　cell　content 　by　transpiantation ．

　　Hema 〔opoietic 　cells 　f士om 　a　C57BL ／6−Ly　5，lmouse 　were 　cul
−

　　tured 　fbr　7　d．　The 　mixture 　ofequal 　amounts 　ofthe 　hema 〔o・

　　poieti⊂ cells　harvested　from　the 　2−D　or 　3−D　culturc 　 and

　　hematopoietic　cells　freshly　prepared　fめ m 　thc　C57BL ／6−Lア

　　5．2mouse 　was 　injected　into　the　tail　vein 　of 　sublethally 　irra−

　　diated　G57BL ／6−Ly　5．2　nlice ．　Peripheral 　blQod　cclls　were

　　obtaincd 丘om ［ail　 vein 　monthly 　after 　the　transplantadon

　　and 　analyzed 　using 　a　flowcytometer・
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Table　2、　 Engrafヒment 　ofcultured 　hematopoietic　cells　in　irradlated　mice ．

Transplanted
Ly　5．lcells

PeTcentage 　of 　Ly　5．Icells　among 　peripheral　blood　cel】s （％）

1month2 　menths 　　 S　months 　　 4　months 　　 5months 　 、6months

Fresh2

−Dcultured

3−Dcultured

28．1± 6．6　　　 33．2 ± 6．6

3．8 ± 2．4　　　　5．4 ±39

23．9 ± 5．5　　　28．5 ± 4．2

30．7 ± 3，85

．7±4．1

26．6 ± 4．7

31．4 ± L9 　　　33，8 ± 2．4　　　33．9 ± 2．5

6．4 ±4．2　　　 6．7±4，7　　　 7．4 ±5．3

25．7 ± 5．7　　　25．6 ± 5．7　　　25．1± 8．1

The　pcrcentage　of 　Ly　5．1　cells　among 　peripheral　bleod　cells　was 　determined　using 　a　flowcytometei：
Average　values 　of5mice ±SD 　are 　shown ，

は異な り，造血細胞の分化系統が多様化す る，サイ トカ

イ ン を添加 しな くても造血前駆 細胞 を増幅で きる ， 造血

細胞中の 造血幹細胞 の 割合が ほ とん ど低下 し な い ，な ど

の 優れた特徴を示 した．しか し，ス トロ ー
マ 細胞の 形態

が そ の 機能に 影響を与え て い る こ とは推測 で きるが
， 具

体的に どの よ うな機能が どの くらい 変化 して い るかな ど

作用機作の詳細は不明で あ り今後の研究課題 として残 っ

て い る ，特に，サ イ トカ イ ン 無添加 で の 造血 前駆細胞 の

増幅はそ の 成績 の 向上お よび ヒ ト細胞系への 応用に よ り

臨床応用の 可能性があり，再生医療へ の生物工 学の貢献

とい う観点か らも研究の発展が期待 され る．
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竹澤　俊明

　組織培養技術が誕生 し て か ら，かれこれ 100年になる．

組織培養技術は，当初は器官培養や組織片培養が発達 し

たが，1960年代以降は培養器具や培養液な どの 試薬が充

実か つ 普及 して細胞培養が主流となっ た，その 後，動物

細胞 の 培養技術は急速に発展 し 70年代か ら 80 年代 にな

ると，動物 の 組織か ら分離 した細胞を ，
プラス チ ッ ク上

で 培養す る の で はなく コ ラ
ー

ゲ ン や マ トリゲル （再構成

基底膜）上 で培養する こ とで ，さらに は平面上 で 二 次元

培養する の で は なくコ ラーゲ ン ゲル 内などで 三 次元培養

す る こ とで
， 生体内細胞 の 機能や形態を再現 しよ うとす

る培養技術の 開発 が 始ま っ た，90年代以降に は，こ の よ

うな研究 がさ らに発展 して 組織 工 学 の 学際領域が誕生 し

た （図 1）．そ して ，培養細胞 とそ の 足場 （scaff（）1d）か ら

組織を再構築する組織工学 の 基盤技術は こ の 10 年問で

著 し く進歩し て ，軟骨 ，皮膚，血管，膀胱な どの 比較的

単純な構造の 臓器に つ い て は ， すで に基本的な再構築方

法が確立 されて い る，しか し，血管網が豊富で さまざま

な分化状態や異なっ た機能 の 細胞か ら構成され て い る肝

臓や腎臓などの 複雑 な構造 の 臓器に っ い て は ，決 定的な

再構築方法は確立 されて ない ．5）

　著者は，細胞 の 足 場 （生体内→ 細胞 外 マ トリ ッ クス
，

生体外 → 培養担体）を人為的に 「つ くる 」 「こ わす」 「な

くす」「か える」など操作し た際に 生 じ る細胞挙動に興味

を持ち，以 下 の 三 つ の 組 織再生技術を創出 して きた．

　第
一

の 方法 は，温度感受性 ポ リマ ーを利 用 した ス フ ェ

ロ イ ド （多細胞性球状凝集塊） の 形成法 で あ る．1
−S）培養

図 1．組織培養の 歴 史
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