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521 ラ ッ ト初代肝細胞お よび ヒ ト肝ガン 細胞株の ア ン モ ニ ア 代謝解析
（阪大 ・ICBiotech）　 ○小 島伸彦 、 高木　睦 、 吉田敏臣

【目的】　 ハ イブ リ ッ ド型人工 肝臓に 関す る基礎的知見 を得 るた め、ラ ッ ト初代肝細胞 お
よ び ヒ ト肝ガ ン 由来細胞株 の ア ン モ ニ ア除去速度 へ の各種代謝物濃度の影響 を調 べ る 。

ζ方法】　 Wistar系ラ ッ ト初代肝細胞お よび ヒ ト肝 ガン 由来細胞株Huh　71）をそれぞ れ

0．1−2．　2× IO6、0．5−2．O × le6　cells ／ml の 細胞密度で 使用 した。 10％ FCS添加DMEM培地 を基本 と

し種 ぐ 濃度のNH4CL グル コ
ー

ス 、 グル タ ミ ン を含む ア ン モ ニ ア 負荷培地 を各デ ィ ッ シ ュ に

添加 し3−24時問負荷培養を行い 、ア ンモ ニ ア （NH・）、尿素 （Ur）、グル タ ミ ン （GLN）、 グル タ ミ

ン 酸（GA）、 グル コ
ー

ス （G）、乳酸 （L）濃度の経 時変化を測定 した。 そ して 、 細胞 を含まない

コ ン トU 一ル と の 差を 、 細胞代謝 に よる変化 と した。

【結果】　初代細胞を用い た負荷培 養中、 GLNお よ び撒 3は減少 しUrが増加する
一
方で GAは ほ

とん ど変化 し なか っ た 。 負荷培地 の GLN濃度 を上げる と 、
　O消費、

　L生成 各比速度 は変化 しな
い が、GLN消費 、　 Ur生成の 各比遼度が とも に増大 し、　 N冠此 消費速度は減少 した 。 以上な どか

らGLNはGAで 滞留せ ず消費され、生 成 した NHsの 約85％が Urになる こ と、
　GLN濃度の 増加 に よ

る NH3生成の 増加分すべ て は尿素回路 が補償で きない こ とがわか っ た。

一
方、負荷培 地 の G濃

度 を上 げて もNHs代謝 には影響 がな く、 Nffs代謝 とG代謝 とが ほぼ独立 して い る と考え られ る 。

NHs比消費速度が低い Huh　7で も同様 の検討 を行 っ て い る 。
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522 骨髄ス トロ ーマ 細胞株の 多孔性担体を用い た 三 次元培養

（阪大 ・ICBiotech）　 高木　睦、○佐 々 木隆英、吉 田敏臣

〔目的】　 制御の 容易な三 次 元造血微小環 境の構築 を 目指 して 、 繊維芽細胞 で ある 骨髄 ス

トra・一・マ 細胞株の 多孔性担体内 へ の接 着、増殖方法を確立す る 。

［方法】　 マ ウ ス 骨髄由来ス トロ ー マ 細胞株SR−4987をle％ NBS含有McCGy
’
s　sA培地 を用 い

て37℃ 、 5％ CO2雰囲気下で 、デ ィ ッ シ ュ （1．8cmZ、 液量 1 皿1）静置培養 また は100　ml 容ス ピナ

ーボ トル （液量30 皿Dを用 い て 攪拌培養 した 。 多孔性担体と して は 、 中孔径セ ル w 一ス 担体
（CPB； 旭化成 、 孔Zt　IOO 鯉 ）、 大 孔径セ ル ロ

ー
ス担体（MC； バ イオマ テ リア ル 社 、 孔径 500

μ m）、ポ リエ ス テ ル 不 織布（FC；脇 S社）の 3 種を用い た 。 細胞数は脱核染色法で測定 した。

【結果】　 担体 （CPB）へ の細胞接着方法 （遠心、間 欠攪拌 、 低速 （20　 rpm ）連続攪拌）の う

ち低速連続攪拌法 が最 も接着効率が 良か っ た 。 細胞接着後 の 増殖培養におけ る攪拌速度に

つ い て は 低速 （20rpm）お よび デ ィ ッ シ ュ 内で の 静置培養 と比較 して十分な酸素供給能を

有す る 70rpm で も十分 良好 な増殖 が認 め られた 。 また初期細胞密度をCPBで 5→ 10× los
cells ／ml 、　MCで3縛 30× 1es　cells ／鐙 と上 げ たと こ ろ到達細胞密度は それぞれ L2倍 、2倍 と

な り 、 到達細胞 密度 を上 げ るに は 担体上で の 初期接着細胞密 度が重要 と考え られ る 。 走 査

型電子顕微鏡観察に よる と、CPB上で は球形 の 接着細胞 の み だ っ たが、　MCや FC上 で は本来の

繊維芽状 に伸展 した細胞が大部分を 占め 、 担体表面が平面 に近い方 が細皰 が伸 展 しやす い

と考え られ る 。
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