
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Soolety 　for 　Blosolenoe 　and 　Bloenglneerlng 厂　Japan

生 物化学 工 学　211

436 ヒ ト角 化 細胞 の 培 養特 性 に 及 ぼ す剥 離 操作 の 影 響

（阪大院 ・基礎 工 ）O 梅垣 良太，紀 ノ 岡正 博 ， 田谷 正 仁

【目的 】足 湯依存性 細胞 の 継 代 培 養 に お い て ， 培養 面 か らの 細胞 剥 離 は ， そ の

後 の 活 発 な 増殖 を維 持 す る 上 で 重要 で あ る ． そ こ で 本研 究で は ， 剥 離 処 理 に お

け る トリプ シ ン 処 理 時 間 （トリプ シ ン 溶 液 で 細胞 を浸 漬 させ る 時 間）に 対 す る 細

胞 面積 ， 剥離細胞 数 の 経 時的変化 ， お よ び そ の 後 の 増殖特性 に つ い て 検討 した ．

【方 法 及 び 結果 】培養 中の 種 々 の ヒ ト角 化細 胞 を PBS に て 洗 浄 後 ， トリプ シ ン

処理 を施 し た．37℃ にて 所 定の 時間（3−15min ）静置 後 ， トリプ シ ン イ ン ヒ ビ ター

に て 剥 離処 理 を停止 させ ， 浮 遊細胞 の み を 回収 し，細胞 数 を 計測 し た ．新 生 児

由来 の 角化細胞 で は ，
3 お よび 15min の 処 理 後の 回収細胞 で は 増殖能力 が低 い

こ と が 示 され た ． こ れ は ， 処理 時 間 が 3min で は 分化 よ り ， 接 着 能 力や 増殖 能

力 の 低 い 細胞群 が優先的 に 浮遊 し ， 15min で は過度 の トリプ シ ン 処理 に よ る 障

害 で 活 性 の 低 Fが 引 き起 こ され た た め で ある と考 え られ た ．
一一

方 ， 遺伝 子 導入

に よ りテ ロ メ ア ー ゼ 活性 が 高 く維 持 され た 角化 細胞 （hTERT −HME 　1，　 CLONTEC

Inc．）を用 い た剥 離 は ， 処理 時 間に よ らず増殖能力 に 大 き な差異 は 見 られ なか っ

た ． ま た ，剥離 操 作 中 の 細胞 面積 の 変 化は
， 剥 離 され た 細胞 量 を 良好 に 表現す

る こ と が で き ， 細 胞 面 積 と剥離 率 と の 相 関 は 有 用 で あ る こ とが 示 唆 され た ．
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437　　　　 培 養軟 骨組織 内 に お ける 3次 元 増殖評価 シ ス テ 厶
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【目的 】ス キ ャホ ー
ル ド内 にて軟骨細胞の 培養を行うに あたり，3 次 元的 に細胞増殖を把

握す ることが 不 可 欠となる．移稙 利用を前 提とした培養組 織の 場合 ，非 破壊，非襲撃 が必

要 となるため ，従来の 染色に よる観察や 包埋ゲル の 溶解 に よる細胞数の 測定は 不適切 で

ある．本研究で は ，組織観察の 限界を補完するツ
ー

ル として，ゲル 内の 細胞増殖の経過を

予測するた め の モデ ル 構築を目的 とする．

【方法及 び結果】コ ラ
ー・ゲンゲル 内での 細胞分裂挙動を表記するため に ，3 次元細胞配置

型モ デル で は ，コ ラ
ーゲン線維の 想定によりゲル を分 割 し，細胞あるい は 培地がグリッドを

満たすと仮 定した．細胞 に 対してグリッ ドへ の 分裂確率を与えることに より，細胞播種後の

対 数増殖期 および接触阻害による定常期 にお ける細胞増殖を表現 した．また，3 次元 培養

に おい て は ゲ ル 内 の 酸素 濃度 が細胞 増殖の 律速因子 となるこ とが予想されるた め ，ゲル

内の 酸素 濃度 分布を把握することが 重要となる．そこで ，細胞 に よる酸素吸収および酸素

拡散に よる酸素濃度分布，さらに ，酸素濃度と倍加時間との 相関を考慮した増殖モデ ル へ

と発 展 させ ることで ，組織再構築過程 の 評価因子 で ある細胞数および細胞分 布の 経時変

化 を予 測す ることが で きた ．さらに ，本モ デル にお い て 細胞 播種濃度および培養酸素 濃度

を変化させ ることで ，細 胞増殖 および細胞分布に 及 ぼす影響を比較 ・検討 した ．
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