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1137 カ テ キ ン に よ る肝 細 胞 保 護 作 用 と亜 鉛 に よ る保護効
果の増 強
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【目的 】肝 疾 患 治療に お い て 肝 臓移植 に 代わる 治療 法 と して 、肝 細 胞 移植や
バ イ オ人工 肝臓に 期待が 集ま っ て い る。肝 細胞 移 植 で は 、移植 細胞が 障害
が起 きた 細 胞 と置 き換わ っ て 肝再生が 進行す るた め 、こ れ らの 細胞 を更な
る障害 か ら保護す る必 要が あ る．また、バ イ オ 人 工 肝 に お い て も 、培養肝
細 胞 の 長期機能維持の 面か ら肝細胞の 保護 が 望ま れ て い る ．こ れ らの 観 点
か ら、肝保護物質の 開発が 重要なテ

ー
マ とな っ て い る ．本研 究で は 、新規

で 安全な 肝保護物質の 探索を 目指 し、緑茶 カ テ キ ン の 肝 保護効果 を明 らか

に す るこ とを 目的 と した。さらに、カテ キ ン を金 属 と錯体形成 させ るこ と
に よ り、そ の 作用 増強を試 み た．
【方 伝 】ラ ソ ト初代培養肝 細胞を用い 、培養液 中 に 細 胞 毒 （ブ 卩 モ ベ ン ゼ ン

も し くは ル ブ ラ トキ シ ン B ）を添加 する こ とに よ り、細 胞 障害を 誘導 し た ．
細胞 の 各 細胞 毒に よ る処理 は 24 時間 とした。4 種類 の 緑茶 カテ キン を細胞
毒 と

．
司時に培 地に加 え、トリパ ン ブル ー排除法 に よ る生 着細胞数評価 に よ

りその 肝保護効果 を検討 した．
【糸果】S，1ト1胞計数 よ り、カ テ キ ン卞 成 分 で あ る エ ピガ ロ カ テ キ ン ガ レ

ー
ト

（EGCG ）お よび希少カ テ キ ン で あ る エ ビガ ロ カテ キ ン ・3− 〔3
．’−0 一メ チル ）

ガ レ
ー

トが濃度依存的 に両細胞毒か ら肝細胞 を保護 した。また、これ らの

物質 はル ブ ラ トキ シ ン B に よ り誘導 され るア ポ ト
ー

シ ス を阻 害し、カ ス

パ
ーゼ 3活 性 も有 意 に抑制 してい た、．さらに EGGG は 、亜 鉛 との 錯 体形 成

に よ リブ ロ モ ベ
ン ゼ ン に 対す る防御 作用を増強 した。こ の 機髀 に つ い て も 、

検討 を加 えた の で 報告する 、，

【目的】こ れまで 重篤 な肝 疾 患患 者 に対 して 、部分 肝移植や バ イ オ 人 工肝等
の 治療法 が 考案 され て い る。こ れ らの 治療 法にお い て 、肝 細胞 の長 期 機 能

維 持の た め に は様 々 な外 的障害か らの 細胞保護 が必 要 で あ るttま た 、肝疾

患 時に お ける 薬物 投与 の 際に も併用薬 と して の 肝 保 護物 質 の開 発 は重 要 で

ある 。こ の よ うな観 点 か ら、肝保護物質の 開発が 大きなテ
ー

マ と な っ て い

6 ，、
　今 回 、我 々 は急 性 時 の 炎症 に反応 して 肝臓 で合成 され る 血清 タ ンパ クで

ある 、al −acid 　gly匸opro しein 〔AGP ）の 肝保護効果 を検討 し た。
【方法及 び 結果】10％ 血 清 入 OWE 培地で 初代培養 した ラ ッ ト肝 細胞 に対
して 、単離 」「て 24時 間後 の 培地 交換 の 際 に、プ ロ モ ベ ン ゼ ン 〔BB 〕lmM 及
び 肝 保 護 物 質 と して AGP （O、lmg ！ml ）を加 えた。そ の後、添 加溶液 を加 えて

か ら 24 時 間後に 、生 細胞数を計測 した。そ の 結果 、AGP は 肝 細 胞 に 対 し

て 保護効果を 示 した ．
　次 に、AGP の 濃度 を 0．io、1，e．e】mglml と変化 させ て 保 護効 果 を測定 し
た 。そ の 結果、AGP は 0．OlmgJml で は保 護効 果 を示 さな か っ たv　 O．5mg 〆
皿 1 で は 細胞毒性 を示 したた め 、AGP は肝 細胞 保護 効果に お い て 最適濃度
を もっ と考え られ る。
　次 に、ラッ ト初代培養肝細胞 を用 い て 、AGP （O．lmg ．／ml ）に よ る肝 細胞長

期培養 に 対する 効果を播種後 1，S，6 日後 の 生 細胞数 を計測す る ことで検
討 した 。そ の 結果、AGP 投与 に よ っ て 、肝 細 胞 の 寿命 が延 長 された、　AGP
の 糖鎖末端 の シ ア ル 酸 を 取 り除 い た揚合、保護効果 を示 さなか っ たc
　こ れ らの 結 果 よ り、AGP は外 的 な障 害に よ る細1垉死 と長期培養時 にお け
る 細 胞 死 の 而方 に 対 し て保 護効果 を示 す こ と が in　viLrO に お い て示 され た 。
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1140 肝細 胞 と骨髄間 質細胞 の 混 合培 養 に よ る肝 機能維持

O磯 田勝 広，竹日 昌史，川瀬雅也，八 木清仁 （阪大院
・
薬）

【口的 】バ イ オ 人 工 肝臓 開発 の ため に は 、肝 細胞 の増 殖 能 や 機 能を高 め、そ
れ らを維持 す る こ とが重要 な課 題 と なるc 我 々 は、肝 細 胞 の 機能維持 にお
い て 肝 星細胞 との 相互 作用 が重要 で あ る と考 え 、分離 した 月

．
1
：
細胞 と肝星細

胞 を 共培養 し、肝細胞の 機能維持 に つ い て検討 した 。
【方 法 及 び 結果 】肝 細胞 単独培 養 （lxlOscclls〆⊂ m2 ）（コ ン トロ ー

ル ）、肝星 細
胞 （2xl（，

5cel
］sicm2 ）を播種 し数 日培養後、そ の 上 か ら肝 細 胞 を 播種 した 混

合培養、お よび culture 　inscrt を用 い て 細 胞 間 接 触 を伴わ な い 共培 養 を行 っ

た 。肝 星細胞 の 培養 は播種 24時 間まで は 10％ 血清添 加 W 職 Lrn
’
s　Mediunl

E を 用 い 、そ れ 以降は 令て 血 清無添加で 行った。そ の 結果、接着 細胞 数は
コ ン ト ロ

ー
ル で 経時的 に減少す る の に 対 L て 、混 合 堵 養 で は維 痔 され た ．

しか し肝特異的機能で あ る ウレ ア 合成能及 び アル ブ ミン 分泌 能は 、コン ト
ロ ール に 比 べ 混合培養で は低 下 した 、、BrdU 標 識 に よ り細胞 増殖 の 測 定を
行った 結果 、混 合 培 養に お い て 肝細胞 は S 期 に入 り増殖へ向か っ て い る た

め 、肝 特 異 的機 能が 低下す るこ とが 示唆 され たe 一
方 共 培養 で は 、接着細

胞数 に つ い て コ ン ト ロ ール と有意 差が なか った が 、ウ レ ア合 成能 及び ア ル

ブ ミン 分泌能 は コ ン トロ
ー

ル よ り著 しく 高い 値 を示 した。細 胞間接触 を伴
わない 共培 養に お い て肝 細胞 の 機能 が継持 され たため 、こ の 結果 は肝星 細
胞 が分泌 す る液 性 因 了 に よ る効果 で ある こ とが示 唆 され た．そこで 共培養
の 培 養上 清 の プ ロ テ オーム 解析 を行 っ た とこ ろ、肝 細胞 、肝 星 細 胞 そ れ ぞ

れ の 単独 培養 に 比べ 、大 き く発現量 が増那 した タ ンパ ク質 が 確 認 され 、こ

れ ら の タ ン パ ク質 に つ い て 現在検討 中で ある。
【結論 ｝バ イ オ 人 工 肝 臓構 築に は ．高 い 機能 を維 持 した 肝細 胞が 必要 で あ
る。従 っ て、肝 星 細 胞 を肝細胞 とは空間的に 独立 した 担体を 用 い て 共 培養
す る こ と に よ り、高機能 を発現す る バ イ オ人

．．
「：肝 臓の 開 発 が 期 待 され る．

【目的1 近 年，致命的 な肝機能障害の 治療の た めに バ イ オ 人工 肝臓の 開発
が 進 め られ て い るが ，肝細 胞 は 觀 祕 m におい て 数 口間の うち に 増殖能 と肝
機能 を失 う こ とが 閙 題 とな っ て い る ．骨髄間 質細胞 は ，生 体 内 で は様 々 な
サ イ トカ イ ン を 分泌 し造血 系細胞の 増殖 ・分 化 に 影 響 を 与 え て い る 、そ こ

で 我 々 は ，骨髄間質細胞 の 分泌する サイ トカ イ ン が 肝 細 胞 の 機能 発現 に影
響を与 える こ とを 期待 し，肝細胞 と骨髄 間質 細胞 の 共培養を試 みた ．
【方法 及 び 結 果 】 肝 細胞 と骨髄細胞 は 、SD 系 雄性 ラ ッ ト （6〜8 週齢）よ

り採 取 した ．骨髄細 胞 は 10％FBS を含 む α
一MEM 培 地 を 用 い Culture　Insert

（FAI．CON ）に播種 し，24h 培養 した 後培 地 を 交換 し，そ の 後 は 2 日毎 に培
地を交換 し骨髄 間質細胞層 を作成 した，また，骨髄 間質細胞層 か らWilliams

．
E 培 地 を 用 い 馴 化 培地 を 作成 した ，肝細胞は ，Williams ’E 培地 を 用い 6 穴
ブ レ

ー
トに 播種 し Culture　lnsert 上 の 骨髄聞質細胞層 と共 培 養 をお こ な っ

た 、ま た ，骨髄 問 質細 胞 の 馴 化培 地を用い 肝 細胞 単 独 培 養 をお こ な っ た ．
各 々 の 培養 は 6 日間お こ な っ た ．Willia  s

’
E 培 地 を用 い た肝 細 胞 単独培養

の 尿 素合成 能は ，培 養 期 間中 に顕著 に減少 した．共培養及 び 骨髄問質細胞
の 馴化 培地 を用 い 培 養 した肝 細 胞 の 尿素 合成 能は ，培養期間 中

一
定 で あ っ

た．この 結果 よ り，骨 髄 間質細胞は 肝細胞の 機能 を維 持す る因 子 を 分 泌 し

てい る こ とが明 らか とな っ た ．肝細胞 と骨髄間質細胞の 共 培 養 は ，高 機能
バ イオ 人工 肝臓の 開 発に 有用で あ ると考 えられ る．
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