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2K12−5 　組織認識能を もつ 二 酸化チ タン 内包 リボ ソ ーム の

創製
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3KO9−1 再 生 肝 組織 由来 の切片担体を利用 したES 細胞の 肝

細胞様細胞へ の効率的な分化誘導
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【緒言 】二 酸化チタン （Tio2）に超 音波 （U．S．）を照射す るこ とで 生成 する

ヒ ドロ キ シル ラジカル に よ っ て細胞死が誘導でき る （Tio ？IU．S．法）。本研

究は 、Tio り 微粒 了を内包 した リボ ソ
ー

ム表 面 に化学 修飾 す る こ と で、
Tio21U ．S．法に標的認識能 を持 たせ るこ とを目的 として い る。
【実験】

　凍結乾燥リン 脂質 を リン酸緩衝液 に懸濁す ることによ リリボソ
ーム を作

製 した。次に N 一ヒ ド ロ キ シ ス クシ ン イ ミ ド（NIIS）で活性エス テル 化 した

ポ リエ チ レ ン グ リコ
ール （PEG ｝結 合リン脂 質 〔NHS −PEG −DSPE ）を リポ

ソーム に 挿入 した （NHS
−PILG −liposomc）。そして 、モ デル タン パ ク質 とし

て 緑色蛍光タン パ ク 質 （GFP ）を 修飾した 。
　また、凍結 乾燥 リン 脂質と ポ リス チレ ン 蛍光 ビーズ（粒径20e　nni ）を リン

酸緩衝液に 懸濁 し、蛍光ビ ーズ内包 リボ ソーム も作製 したc リボソ
ー

ム表

面に 紫外光で 不活性化 した セ ン ダイ ウ イ ル ス 由来 の修飾 も行 っ た 。そ して

ウ ィル ス 修飾 リボ ソーム （FI．）を マ ウ ス リン パ 腫由釆細 胞に作用 させ、フ

ロ
ー

サ イ トメ トリ
ーに て 蛍光ビーズ取り込み 細胞 の割 合を測 定した。

匸結果】

NHS −PEG −liposome の リン 脂 質 1mol に 対して GFP 　l981111no］を修飾 で き

たn また未修飾の リボ ソーム と比較して 、NHS −PEG −liposomcで は約 16倍

量の GFP を修飾で きた。
細胞培養液 にFL を添加 した後、フ ロ

ーサ イ トメ トリー一に て 細胞の 蛍光強度

を測定 した。その結果、未修飾 Liposomc と比較して FL の 場合有意な細胞

へ の取 り込 み あるい は表面吸着が確認で きた ロ
Synth ・ ・is　 and 　m ・ dificati・ 皿 ・f　fU・・genic　lip・ s・ me ・n ・ap ・ulated
with 　Tio2 　nanoparticles
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【背景お よび 目的】こ れまで の 研究で 、四塩 化炭 素投 7−4H 後 の マ ウ ス肝組

織よ ワ作製した切 片担体上で ALB −ES 細 胞 （ア ル ブ ミン 発現 細胞 へ 分 化す

る とGFP 陽性を旱 する マ ウス ES 細胞）を培養する と培 養 24時 間 目まで に接

着した 細胞の 約70％がGFP 陽性細胞 へ 分化 し、細胞集団の 中に は 約4倍 に増

殖した もの も存在す る こ とが分か った ．そ こで今 回 は 、発 現 ベ ク タ ーを ト

ラン ス フ ェクシ ョ ン して い ない 通常の マ ウス ES 細胞を培 養 した 場 合 で も

短時 間で 効率よ く肝細胞様 細胞 へ 分化誘導で き るか 否 か を 検 証 し た。【方

法】四塩化炭素を投与して 4 目経過後の マ ウス よ り肝組織を 摘出 して 切片

担体 を作製 した ．この 上で マ ウ ス ES細胞 を無血 清培養 して 上 清中の ア ル ブ

ミン 濃度 を経時的 に測定 した 。さ らに、経 時的 に 培養 した ES 細胞に っ い て

分化 マ
ーカ ー一の発現変化を解析した。

【結果お よび考察】四塩化炭素投与4日後の マ ウス 肝組織 より作製 した 切片

担体上 で 培養し たES細胞は 、敷石 状に 伸展 して 二 核細胞 も存在 した．さ ら

に、これ らの細胞 はEras遺伝子 の発現 とアル カ リフ ォ ス フ ァ ターゼ の 活性

が経 時的に 低下 し、培養24時間目よ リア ル ブ ミ ン の 分泌 も認 め られた c 以

上よ り、四塩化炭素 に よ る障害後の再 生状態 に あ る マ ウス 肝組織 よ り作製

した切片担体は、通常の ES細胞 も肝細胞様細胞 へ 分化誘導す る活性を持 つ

こ とが分か っ た．
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3KO9−2 　ラ ッ ト臓器 よ り作製 した切片担体上で 培養し た 2
種類の 細胞 株の 挙動 比較

○柳原 佳奈
L，竹 内 朋代

2，寺田 聡
］，三 木 正雄

1，竹 澤 俊明
2

〔
1
福井大院

・工 ，2 独法 生物 研〉

3KO9−3 　細胞療 法 に お ける 自動 細胞加工 培養 シ ス テ ム の 実

　用化 開発

O 幡多 徳彦
1，黒澤 尋

2，紀ノ 岡 正博
s，田谷 iE 仁

s

（
1メデ ィ ネ ッ ト ・技術開発部，2山梨大院 ・医工 総合，S阪大

　 院
・
基礎 工 〕

【背景お よび 目的 】生体組織 の 微細構造や 成分 を保 持 して い る 「組織 切片 」

を培養 担体 と して利 用 し、異 な る細胞 の諸性質 を解析す る組織ア レ イ技術

の確立 を 目指 して き た。これ ま で に 、ラ ッ トイ ン ス リノ
ー一

マ 細胞株RIN5F

を 種
tt の臓 器 由 来の 切 片担 体上 で培養 した とこ ろ、細胞挙動が異な る こ と

を 見出 して い る。この成 果 をふ まえて 、同
一

の 組織 に 由来 する切片担体上

で 2種 類の 細胞 株 の 挙動を比較 する こ とを目指 した．異 なる細胞種 と して

は ヒ ト肝癌 細胞 株 HepG2 細胞 に着 眼 した。【方法 】SD ラ ッ トよ り大脳、胸

腺、心 臓 、腎臓 、精巣お よび肝臓を、また、70 ％ 部分肝切除 し、24時間 H
に 再 生 肝臓 を 摘出 した 。各臓器 を凍結後、厚 さ5 μ m に 薄切 し切片担 体を作

製 した n 担 体上 に IUNsF 細胞 またはHepG2 細胞 をそれぞ れ22万 cells！cm2 、
4．5万 cclls κm2 で 播種 して、6 日間培 養 した。細胞 の 接着 と増殖 はカ ル セ イ

ン を利用 して 、陽 性 細胞の 面積 を測定 した。また、分化 機能は培養液 中に

分泌 され るイ ン ス リン また は アル ブ ミ ン 量 で評 価 した。細胞形 態は位相 差

顕微鏡像 とHE 染色像 で 評価 した。
【結果】腎臓 由釆 の切 片 上 で は RIN5F 細胞 の接着 が良好 で あ っ た の に対 し、
HepG2 細胞 は接 着が 抑 制さ れ て い た。大脳 お よび胸 腺由米の 切片上 で は、
RIN5F 細胞 の 増 殖 は 抑 制 され 、　IlcpG2細胞 の増殖 は促進 され てい た 。再生

肝 由来の 切片 上 で は 、RINSIi 細胞の イン ス リン 産生 能が増強 さ れた が 、
HepG2 細 胞 の ア ルブ ミン産生能 は低下 した。

　細胞 療法 で あ る 免疫細胞療法は，患者 自身の 細胞 を用 い た 自家培養に よ

るオ ーダ
ー

メ イ ド医 療で ある．現在様 it な細胞療法に お け る 細胞 培養は，
技術者 に よ る手 作業で 複数の 培養容器を用い て お り，培 養評価 も技術者 の

経 験に 依 存 した 顕 微鏡観察で あ る．その ため人件費に よる コ ス トア ッ プや

ヒ ュ
ー

マ ン エ ラ
ー

とい う問題点があ る．また 多 くが 自家培養で ある 為，他

患者 と の交雑汚染 回避や，患者 ご とに 異な る培養特性を客観 的に 評価 し培

養 プ ロ セ ス を設 定す る必 要があ る．そ こで 本研究で は 、細胞療法に 用 い る

リ ンパ 球 の 自動細胞加 T．培養 シ ス テム の 開発を 目的 と して ，まず培養評価

の 自動 化 を試 みた ．　 患者 よ り採取 された リン パ 球は 培養特性や状態が異

な るが 、この リンパ 球 は希少で 細胞評面に よ る損失 を回 避 しな ければい け

な い ．そ こで抗体刺激培養 を非染色
・非侵襲 ・客観的 に評価す る為 培養

細 胞 観 察 装 置 を用 い て継 時 的に 細胞挙動 を画像撮影 し．細胞挙動解 析 を

行 っ た ．培 養面 の 抗体 と接触 した細胞 は培養面 を移動し細胞 ドーム を形成

し た後，培 養面か ら遊離 して細胞凝集塊 を形成 した ．そ し て培義画で 不 均
一

に 発 生 した 細胞 凝集塊 は ，培養液 中を移動 しなが ら他 の細胞凝集塊 と合
一

した ．これ ら様 々 な 細胞 挙動 は培養 条件 や患者 ごと に異 な ワ てお り，定

量 的 に 解 析 し評 価パ ラ メ
ー

タ を策定する こ とで そ の 後の培養 に お ける細胞

増殖 能 の 評 価が 可 能 とな っ た．
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