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※ 　連続的3 段階潛流　 1》放血

　 　 　 　 　 　 2 】細胞外マ トリ ッ クスの 破壊

　 　 　 　 　 　 3 ）培蚕液の 通液路とな る培養担体の導入

図2，器官工 学の 概念

　 第三 の 方法は ，ラ ソ ト肝臓に対 して連続的 3段 階灌流

を施すこ とで ，大多数 の 肝細胞を分離す る こ とな く，肝

臓の オル ガノ イ ドを再構築する新 しい器宮工 学の方法で

ある．5）こ の 方 法 は ，細胞 とそ の 足場 （scaffold ）か ら再構

築組織 を作製す る従来 の 組織工 学の 概念 とは異な り，臓

器を培養バ ージ ョ ン に改変 して 再構築組織を作製するの

で ，器官 工 学 の 新 し い 概念 と し て確立 した （図 2）．具体

的には ， 肝臓の門脈よ り，1）血 液を臓器 より除去す るた

め の 平衡塩 溶液，2）臓器構 成細胞 の 足場 （細胞 外マ ト

リ ッ クス ）を破壊す るため の コ ラゲナ
ー

ゼ ／デ ィ ス パ ー

ゼ溶液 ， 3）多細胞性構造 を再構成するた めの 細胞の 足場

（培養担体）と し て の 1型 コ ラ
ー

ゲ ン 含有培養液 を用 い て
，

連続的な 3 段階の灌流操作を施 した．肝臓 の 再構築オ ル

ガ ノ イ ドは ，灌流 し た 肝臓をラ ッ トよ り摘出した後，導

入 したコ ラ
ーゲン を完全にゲ ル 化 させ るた め に 37°C で 2

時間培養す る こ とで 作製 し た．3週間培養 し た 後 の 再構

築オル ガ ノ イ ドに お い て も，肝細胞は ア ル ブ ミン を発現

して お りTUNEL 陰性である こ とか ら，肝実質細胞が健

康な状態 で 維 持 され て い る こ とが明らか となっ た，さら

に，連続 的3段階灌流の 9段階 目の 操作で，線維芽細胞を

懸濁 した培養液を用い る こ とで，線維芽細胞 を肝臓の 再

構築オ ル ガ ノ イ ドに 導入す る こ とに も成功 し た，こ の方

1 ） 3 次元 の多細胞性構築体を 誘導で きるこ と
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2 ）培養液の通液路ネッ、トワ
ー

クを有するこ と
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3 ）細胞の分化状態 （細胞譜系） を制御で き る こ と

図3，多機能性培養担体の 条件

法は ，肝臓 の みならず血管網が豊富で 複雑な構造の他の

器官 （た とえば腎臓や脾臓など）の オル ガノイ ド形成へ

の 応 用 も考え られ る の で ，新し い 「器官工 学」 の 概念と

して 更なる発展が期待で きた．

　今後よ り確実に ，動物 の 成熟臓器や幼胚 の 組織を，培

養細胞よ り再生もし くは発 生できるよ うな培養技術を確

立 して い くた め には ， 腕 躍 m で高次構造の組織を再構築

するための 多機能性培養担 体を開発す る必要 が ある．理

想的 な多機能性培養担体の 条件は，D 多種類 の 細胞 （幹

細胞，問葉系細胞 ，L 皮系細胞な ど）の 自己組織化によ

り三次元 の 多細胞性再構築体を誘導で きる こ と，2）培養

液の 通液路ネ ッ トワ
ー

クを有する こ と，3）細胞の 分化状

態 （細胞譜系）を制御で き る こ と　（生体内組織 にお ける

細胞 の 場所的お よび 時間的情報を反映 して い る こ と） で

あ る と考えて い る （図 3）．
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組織モ ジ ュ
ー

ル 構築法と実用化
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　細胞 を三 次元 に 高密度化 し組織モ ジュ
ー

ル を構築す る

こ とによ っ て 細胞 の 機能発現やそ の 維持が可能 に な る．

組織 モ ジュ
ー

ル は L 再 生医療　2．物 質生産　3．安全

性評価　4．薬理評価　5．抗 ウィ ル ス 剤の 開発　6，動

物実験 の 代替な どに有効に利用されるが，その 目的に適

合す るよ うな モ ジ ュ
ール の 構築の た め には生化 学 ，材料 ，

遺伝子や タ ン パ ク などか らだけ で な く生物 工 学や ハ
ー

ド

ウ ェ ア か ら の ア プ ロ
ーチ も必要 で ある，

細胞モ ジュ
ー

ル 構築 の 条件

　細胞が高密度に集積する とすべ ての 細胞に栄養 と酸素

を供給する こ とが難 し くなる．生体で は毛細血管な どそ
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の機能を果たす機構 があるが ， リア クタ
ー内で 同様な構

造 を構 築す る こ とは で きない の で，細胞が増殖で きる環

境を作 り出 して い く必要がある．我 々 は栄養 と酸素を細

胞全体に供給する こ とを目標に い くつ か の リア クタ
ー

を

開発して きた の で 紹 介する．

従来の リアクタ
ー

の 欠点

　従来固定床型 の リア クタ
ー

お よび ホ ロ
ー

フ ァ イバ ー型

リア クタ
ーが使われ て い る ，固定床型 リア クタ

ー
では培

養液は圧力損失が少 な い 部分に流れ て 環境が よい 部分に

細胞が増殖する が，い っ たん増殖す る と増殖 した細胞が

培養液の 流れ を阻止 して し ま い ，他の 流れやす い 場所 へ

培養液が流れ て 増殖 した細胞が壊死 して し ま う．また リ

ア ク タ
ー

内 に発 生す るガ ス が流れ を阻害する こ と もあ

り，こ れ らの 問題を解決する 必要がある．血管を模倣 し

た姿 として 中空糸を利用 した ホ ロ
ー

フ ァ イ バ ー
型 リア ク

タ
ー

があ る．しか し中空糸の 寸法は 毛細血管の よ うに 細

くは で きない ため中空糸 と中空 糸 の 隙間 が大きく空 い て

しま い ，中空糸が撓みやすい の で 均
・一

に配置 しに くい こ

ともあ っ て中空糸 の 中間域で細胞の環境が悪 くな っ て し

ま う，また播種 し た細胞はそ の 重力 で沈ん で しま うの で

細胞を均
一

に播種する こ とが難 しい こ と，培養液の 入 口

と出 口 で は培養環境が異なるため細胞密度 に偏 りが で き

て し ま うこ となど の 欠点 があ り，2xlO （E＋7）／ml 程度が

最高密度である．

ラ ジ ア ル フ ロ
ー

型バイオ リア クタ
ー

　上記 の 問題 の解決の ため キ リン ビ
ー

ル   が ラ ジ ア ル

フ ロ ー型 バ イオ リア クタ
ーを開発 し当社が技術供与 を受

け て製造販売を して い る．そ の 構造を図 1 に示す．二重

円筒にな っ た網を垂直に置き，網に囲まれた ド
ーナ ツ 状

部分に多孔質担体を最密に 充填 し，外 周か ら中心 に向

か っ て 逆ラジアル 方向に培養液を流す．中心 ほ ど酸素と

栄養が枯渇する がそ の 分流速が速くな り，供給量が増え

る．中心 で 圧力損失が生ずる の で培養液が全体を流れや

す い 形状となっ て い る．細胞 は担体 と担体の 間に多く増

殖 し，細胞が詰ま っ て も担体 の 多孔質部分が流路 を形成

して い る の で 培養 液 の 均
一

な流れが確保で きる．リア ク

ター出 口 の 溶存酸素を維持するよ うに剪断力が許す範囲

で流速を制御する．肝細胞 の 場合，細胞が 高密度化 し て

しま うと供給時 の 酸素濃度を純酸素で 高 め て も流路 を

13・mm 以一ヒにする と酸素が枯渇 して しま う．細胞密度は

10（E＋8）／ml 担体 以上 と高密度化 し うるが，培養 中に細

胞 をサ ン プ リン グできない こ と，細胞量が多くなるの で

制御が難しくな り装置が高価になる こ と な どの 欠 点があ

り，現在これらの課題の解決 に取 り組 んで い る．国立感

染症研 究所ウィル ス 2部で は慈恵医大 （現杏林大）永森

らと共に こ の リア クターに ヒ ト株化肝細胞 を増殖 させ ，

こ こ に C 型肝炎 ウィ ル ス （HGV ）の 遺伝子 を導入 す る こ

とによ っ て ，HCV を大量に複製し うる こ とを示 した．今

後抗ウィ ル ス 剤の 開発な ど へ の利用 が期待され る．

干満培養装置

　 コ ラ
ーゲ ン コ

ー
ト し た ガ

ーゼ に ラ ッ ト株 化 肝 細胞

RLC16 を播種 し ，
ロ
ー

ル 状に巻い て 96 穴プ レー トに 入

れ，培養液を供給，除去 を繰 り返す こ とに よ っ て気相か

ら酸素を供給する 干満培養法を検討 した．培養液を満た

す 「満 」 時間を長 くするとガーゼ の表面に単層状に増殖

する が，満 の 後す ぐ培養液 を除去 し て気相か ら酸素供給

を行 うこ とに よっ て 局部的 で はあ るが細胞が 300μ m の

　OUTセンサ
ー

出 口

図 1．ラ ジア ル フ ロ
ー型バ イ オ リア ク タ

ー
の 構造

麟
図 2．ヒ ト皮 膚 線維 芽 細胞 と角化 細胞 の傾斜培養装置を 用 い た共

　　 培養
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黨綿　 ．　　　　　　 静脈 血 管内皮細胞の 傾斜培 養装置 を用 い た共 培養 （右図は 左 図の 拡大 図）

講
韓
繋

篝
靉
叢

灘
纏

繊
厚 さに積層 し高密度化 した．

遠心培養法

　多孔質担体を円盤状に形成し水平に回転 させ る こ とに

よ っ て遠心力で 中心 か ら外周 へ 放射状に培養液を供給す

る 遠 心培養法で ，皮膚線維芽細胞 お よ び ラ ッ ト肝臓星 細

胞 を培養 し た ．線維 芽細胞は 担体表 面 で 厚 さ方 向 に

300 μm の 厚 さに増殖 した，回転数を高 くす ると流速が

速 くな っ て 剪断 力が かか り，細胞 が損傷する の で 直径

60mm 程度の 円盤で は 回転数が 30〜50　rpm 程度に制限

され て し ま う．

傾飼培養法

　遠心培養法で は流速が外周ほ ど高くなり，均
一

に はな

らな い の で解析 が難 し い ．そ こ で傾斜板に コ ラ
ーゲ ン

コ
ー

トしたガ
ーゼ を置き上端を傾斜板か ら垂 らして貯槽

中の 培養液に浸漬 した，培養液は毛細管現象で ガ
ー

ゼを

．．ヒ昇 し，傾斜板に 沿っ て流下する．下 に 溜ま っ た培養液

はポ ン プで再び貯槽に戻す．間欠的に傾斜方向を変える

こ とによっ て 細胞 の 均
一

化 を図 っ た，皮膚線維芽細胞を

コ ラ
ーゲン ゲル に混ぜ て ガ

ーゼに播種 し，そ の 上 に角化

細胞 を播種 し て共培養 した とこ ろ角化細胞が同 じ方向に

配向 し て 線維 芽細胞 を 取 り 囲む皮膚様組 織 を構 築 し た

（図 2），また線維芽細胞 と ヒ ト臍帯血 管内皮細胞 を共培

養 した と こ ろ三 次元に構築 した線維芽細胞 の 中に多くの

血管様管空 が形成された （図 3）．静置培養で は 上記 の 組

織様構造は構築 されなか っ た．

お　わ　り　 に

　組織 モ ジ ュ
ール は 目的に適合する細胞種，形状，大き

さ，機能などを備 える必要があるが，まだ細胞 モ ジ ュ
ー

ル を構築，維持するため の 技術が確立 して い ない ，ハ
ー

ドウェ ア を含めた今後の 共同研究などに よる進展を期待

する．

テ ィ ッ シ ュ エ ン ジ ニ ア リン グの 産業化 と課題

森 　由紀夫

　再生医療に関する 日本 の 基礎的な培養技術，臨床応

用実績は，欧米諸国に対 して十分 な競争力 を有して い る

もの の ，「製品化」 ，「産業化」 に関 して は欧米に後れを

とっ て い る の が現状で ある．二 の よ うな中で ，国家的な

支援 の 動 きと し て，発生 ・再生科学総合研究セ ン タ
ー

（理化学研 究所 ），先端 医療セ ン タ
ー（先端医療振興財団），

テ ィ ッ シ ュ エ ン ジ ニ ア リン グ研 究 セ ン タ
ー

（産業技術総

合研究所）などの研究開発拠点の設立や，再生医療分野

の ミ レ ニ ア ム プ ロ ジ ェ ク トなど急速に研究開発体制が整

い つ っ ある，

　しか し
一
方で ，脳死患者か らの 臓器移植 ， 再生医療技

術の 進歩に関して，「倫理 」 ，「イ ン フ ォ
ー

ム ドコ ン セ ン

ト」 などの キーワー
ドが重要視 され，技術優先で は社会

に受け入 れ られ ない こ と も考え ね ばならな い ．

　これ らの 状況 の 中で ，テ ィ ッ シ ュ エ ン ジ ニ ア リン グを

日本にお ける医薬品，医療用具に続 く新たな医療関連産
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