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3BaO4 　小容量 3次元 組織構築 リア ク ターの 開発
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【目的】薬物代謝や毒性評価の ための 動物実験は、培養細胞 を便 っ た代替法

へ の 移 行が 進 ん で い る。培養細胞 は 3 次元 に組織 を構築す る こ とに よ っ て

始め て 生体の 紐織に近 い ），L；答 を示すこ とが 多い 。ラ ジ ア ル フ ロ ー型バ イ オ

リア クタ ーは 高密度か つ 均
一

な組織構 築雄 丁能 に し、これ ま で に薬物代謝

や毒性試験 へ の応 用 の 可能性 を示 してきた。近年、培養装置は小 型 化 し、
使い 捨て 可 能な もの が多 く登場 してい る。本研究 で は 、薬物代謝や 毋 性評

価の 多倹体試験に も使用で きる小容量で 扱い やすい リア ク タ ー一の 開発が 目

的で ある。
【方法 と結果】リア ク タ

ー
形状は、従来の ラジアル フ ロ ー型リア ク タ ーを改

良
・
簡略化し て使い 捨て 可能な材質で作製 し、担体 へ の 培地 の フ ロ ーを外

部 か ら視認 で き る よ うに した。担体はlmL まで 小容量化 して 使用 培地量 を

大 幅に 削減し た。HcpG2 細炮 をPVA ス ポ ン ジ状担体で 培養した と ころ 、従

来 型の ラ ジ ア ル フ ロ ー型 リア クタ
ー

と同様 に細胞密度 1 × 108cclls加 L 以

上に 到達し、高密度か つ 均
一

な S 次元 組織 を長期 に わ た っ て維持可能 で あ

る こ と を確認した。HepG2 とIIUVE 〔：の 共培養に よ る擬似管腔形成、リア

クターの マ ル チチ ャ ンネル化 の 検討結果 も併せ て 報告 する。

褥瘡は 高齢者医 療の 重要 な問題で ある が 、そ の 創 の 多様性 の ため に 予防や

治療の 選 択 が 難 しか っ た。褥瘡で は 水環撹の バ ラ ンス維 持が 治癒に 不 ・∫欠
で あ るた め、肉芽組織の 水分保持 と創の 修復 へ の 閧 与が 知 られる ピ アル ロ

ン 酸 と皮 膚 の構造マ トリク ス で ある エ ラス チ ン と の中 間 で の 介在分 f と 目

され る バ ーシ カ ン PG −M に 着 目し て、褥瘡 ニ ッ チ を解析 した。創表面の 解

析で はバ ーシカ ンの ピ ア ル ロ ン 酸結 合 ドメ イ ン を含ん だ断片が検 出で き

た。この 断 片 はバ ーシ カ ン の コ ン ドロ イチ ン 硫酸 結合 ドメ イン の ア ル フ ァ

鎖 を 含む もの が 主 で あ e、正常皮膚 で はべ …タ鎖 を含 む も のが 主で ある こ

と と異 な っ て い た 。さ らに 、我 々 は同
一
創 面の特 定 の部 位 か らバーシ カ ン

断片が 検 出で きる こ とを 発見 し、そ の 臨床 像 と重 ね 合 わせ る こ とに 成功 し

た 。これ らの 方法 に よ っ て 創表面の 細胞外マ トリ ッ ク ス が 創の 臨床所 見と

どの よ う に関 連す るか が 、よ ワ浬解 し易 くな っ た ．褥 瘡で は 、N 末の 構造

切断 に よ り、HA がMF 結合 中 の パ ー
シ カ ン N 末か ら外 れ た後 も、遊離 した、

先の 欠け た N 末が エ ラ ス チ ッ クマ トリ クス （ELECM ）の 周 り を囲 うこ と

で、HA が ELFGM に 近づ けな くな り、この こ とが 長期 間 、水環境が安定 し

な い 理 由 とな っ て い る と推測 され る c
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顕微鏡を用 い た細 胞高 さ測定

　に よ る 接着動 物細 胞の非侵襲 的な細胞 周期推定
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【目的】我 々 は 位相シ フ ］
t

レ
ー

ザ
ー

顕微鋭 （PLM ）を用 い た非侵襲的な接着

動物細 胞 立 体形 状 測定法 をすで に確立 した ．そ こ で 、PLM に よる細胞高 さ

測 定値 か ら細胞 増 殖活 性の 指漂 とな る 細胞 周期を非侵襲的 に推定で きな い

か 検 討 した 。
【方法 】

チ ャ イ ニ
ー

ズハ ム ス タ
ー

卵巣 （GHO ）細胞 1−L5500株 を静置培養 し、グル

タ ル ア ル デヒ ド4％ 含有 PBS で固定後、　PLM 〔レ
ー

ザ
ー

波長 6S
’2．Snm 、出

力 0．lmW 以下、エ フ ケ ー
光学研究所）に よ 0細胞の位 相差 を定量 した 。一．

方、細胞 を含 む培養 器中 の 培地 を種 々 の 屈折率 （1．34 〜1、39〕のBSA 、　NaCl
混 合溶液 （浸透圧 300mOsm 〆kgl に置換 し PLM で観察 し、細胞部分の 位相

差 が ほ ぼ e に な っ た と きの 溶液の 屈折率 を細胞の 屈折率 とし、位相差定量

値 か らの 細胞 高さ の 算出に 用 い た。BrdU を取 り込 ませ た C：HO 細胞 の位

相 差を PLM に よ り定最 する とともに、　DAPI 染色 を併用 し、蛍光顕微鏡下

で 細胞周期を決定 した 。
【結果 と考察】
PLM で 位相 差 を測定 した CIIO 細 胞の 緇胞周期 を染 色に よ ワ決定 し た結

果、G2 ’M 期 にあ る細胞の 位相差及び高さは Gl1S 期に ある 細胞 と比べ て約

1．lrad （44 ％｝及 び約 0．29 μ m 〔14％）有意に 大きい こ とが示 され た。
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【［的】接着動物細胞の 形態的特徴 を利 用 した 非侵襲 的な細胞精 製技 術確 立

の た め に、接着細胞の 生死 に対す るフ ェ ム ト秒 レー一ザー照射 の 影響を明 ら

か にす る 二 とを目的 と した 。
【ガ法】限 界希釈法に よ りCHO 細胞 を 96穴 ウ ェルプ レ

ー
ト1ウ ェ ル に 1細胞

の み播種 し1 凵接着後、細胞 の ・
「
「心 又 は細胞の 周 辺 4 ヶ 所に フ 」．ム ト秒 レー

ザー
（波長：　800　nTn ，振動数 ：200　Hz ，照 射時間 ；5．lms ）を倍率 2〔〕倍開 口 数

O．40の 対物 レ ン ズ に よ ワ集 光 し、細胞 へ 照 射 した。さ ら に S
・一一4 日培 養後、

細 胞分裂の 有無を 顕微鏡下 で確 認 す る ことで生 死の 評価 を行 っ た 、．
【結果】細胞 の 中心 へ の 1回 の レーザー照 剔

．
で はレ

・一
ザ
ー
強度（」．4 μJ以 上 で

細胞が分裂能を 失 っ た 、また 、細 胞の 周 囲 4 ヶ 所へ の 照射 で は、照 射 点 と

細胞 との 間の 距 離が 一
定 長 さ以 上の 場 含で 細胞 が生存 で き る こ と、レ

ー

ザ
ー

が強い ほ ど そ の 限界 距 離 が 長 くな る こ とが 確認で き た。フ ェ ム ト秒

レ
ーザ ーでは 集光 点 で 強 い 衝撃波が発生する た め、集光点の近 傍 に 発生 し

た衝撃波 に よ る力 が 細 胞 に損 傷 を iえ た と考え られた ．
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