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2Jp25 　肝細胞保存液と して の 保護剤の 検討
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2Jp26 　複数回 の 継代操作 を 行 っ た ヒ ト軟 骨細 胞の 回転培

　養に よ る 細胞凝集 と機能発現
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【背量
・
目的】細胞 ・組 織を 長期 間安定 に保 召

：
す る た め に、最 も有効 な方法

と して、凍結保存が 挙げ られ る 。しか しな が ら、細胞の 凍結過程 に お ける

環境の 変化 に｛！tい 、細胞 は 大 き な 障 害 を受け る ．よ っ て 、い か に細胞 へ の

凍結障害 を軒城 し、凍結前の 機能 を 維 持 で きる か が 重嬰 な課 題で ある 、私

は、以 前の 帳告で 、凍 結 保 護剤 と して 、オ リゴ 糖類に 着 目し、凍結 保存が

難 しい 肝実質細胞 にお げる 凍 結保 護効呆 と融解後の 生存 率
・
接着率 の 改善

に つ い て 報 告 し た （Nfiyaunoto　and 　EI】（レsawa 　ct　aL 　Cel 「 n・≡tnsp 珀anLatit，n

2006）。しか しな が ら、凍 結 前の 肝機能を 維持 で きた か と言えば不 移 〉で

あ り、改善の 余 地 が 数 多 く残 さ れ て い る。そ こ で 、本研究で は，肝 実質 細

胞保存の 鍵 とな る凍 結 保 存 液 の 組成 、特 に 、凍結保謹剤 に つ い て 検証 した。
その 中で も、細胞 内浸 透 性凍結保蔓剤で ある ジ メ チル ス ル ホ キ ン ドと非浸

透性凍結保 護剤 と して 糖 類 を，・P’Lv ：検 討 した成 果を紹介す る u 【方法 】SD

ラ ッ トか ら肝 実 質 細 胞 を分 離 した 後、各凍結保 存液で 凍 結 した。保 幽剤 と

して 、ジ メチ ル スル ポ キ シ ド、ポ リエ チ レ ン グ リコ
ー

ル や塘類 を添加 した。
凍結は 低 派 フ リ

ー
ザーを用 い、保 存は 、液 体窒 素 内に 保管 したu 融解 後、

肝細胞の 生存率を トリバ ン ブ ル ー
色素排 除能 に よ り測定 した．また、プラ

ス チ ッ ク製埣 養皿 Eに 、解凍後の 肝細胞を播 種 し、S7℃、5％〔102下 で数 H
問 培 養 した 。24時 間培 養後．培養皿 へ の 胴実質細胞の 接着率、及 び生存 率

を 評価 した 。【結 果 ・
考察】初代肝実質細胞の 凍結保存条f1．に は、浸透性凍

結保護剤 （DMSO 、ポ リ エ チ レン グ リ コ
ー

ル ） と非浸透性凍結保護剤 の 両

方 を添加 した 時が 、最 も有効で ある こ とがわか っ た．融 解後 の肝実質細胞

は 、培 養 皿 へ の 生 着や形態 も良好で あ っ た．
Cryopreservatien　of　primary　hepatocytes　by　supplementation 　 of
cryeproteetant
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【目的】

軟骨細 胞は、体外 で通常 の継 代培 養を行 う と脱 分化 し、II型 コ ラーゲ ン な

どの軟 骨組 織に特徴的 な細 胞外 マ ト リク ス の生 産 が 停止 す る。軟骨の 機能

を維持 する に は、生 体内の 環境 を模 倣 した ゲル培 養 な ど の二 次 元 培饕が 有

効で ある こ とが 知 られ て い る。そ こ で、演 者 ら は、細胞凝 集 に着 目し、複

数 匱1継 代培 養 した軟骨 細 胞 に 関 して 、その 細 胞凝集形成 に対す る回転操作

の影響 な ら がに機能 発現 を検 討 しk 。

【方法 ・結 果 】

液体窒 素に保存 して い た正 常 ヒ ト胎 児 由米 の軟 骨細胞 を、単層状で 6 回継

代培 養 し、細 胞 接 着阻 害因 丁を コ ート した デ ィ ッ シ ュ （8．8　cm2 〕に 1．Ox
lO”cells ！n1L の 細 胞 密 度 で 2　mL 播 種 した。0〜120rpm の ［転 数で培養 し、
細胞 凝 集 を観 察 した ．な お 、網 胞 接 着阻 害 因于無 コ ートの デ ィ ッ シ ュ で 単

層培 養 を し た もの を対 照 実験 と した 。何れ も大気圧 下 、37℃，59cCO2 イ ン

キ ュベ
ー

タ 内で 培 養 し、ア HM に培地 交 換 を し た．細胞数 と細胞機能発現

の指標 の つ として 、II型 コ ラーゲ ン を コ …ドす る遺伝 子の 発現を調べ た．
9（hPm 以 Eの 回 転数 で は 、凝 集体形成が 見 られ ず、1週間で ほ とん どの 細

胞 が死 滅 し た。30，6〔〕1
’
pm で は、細胞凝集 が 見 られ、　 Ii型 コ ラ

ー
ゲン の 発

現 が観 察さ れ 鵡 o ・］コIM （静 置培養） で も細胞凝 集体が 形成 さ れ、　 RiJfな
生 細 胞 数 や II型 コ ラーゲ ン の発現 が 観察 され た 。以 Eの 結果か ら、軟骨組

織再 生 に細 胞凝 集が 重 要で あ る こ とが 示 された 。
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ー
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2Jp28 　T 細胞 に お ける脂 質 ラ フ トの 動的 構造 変化 と活性化
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［目的 「高等 細胞 の 表面 は糖鎖 に 機われ て お り、分 化 や活性化な ど細胞 の 状

態を反 映 して 大き く変化す る こ とが知 られて い る。シ アル 酸は 、糖鎖 末 端

に存 在 し、その 負電荷 に よ り細 胞機能の 調節 に 関わ る 重要 な 分 子 で あ る．
哺 乳類 に （t：在する シ アル 酸結 合レ ク チン Siglccよ主 に免疫細胞 に 発現 し て

お トり、LpS な ど の炎症誘導物質 に よるマ ク ロ フ ァ
ージの 炎症活 性 を 抑 制 す

る こと が9k　t，の 検討 で 明ら か と な っ て い る。　Siglcc の炎症抑 制 活 性 の う ち

抗 炎痒 性 サ イ 〉カ イ ン IL−1〔〕の 産生促進 は顕著で あ り、今1ロ1その メカ ニ ズ

ム を解析 し た。
［方 法 及 び 結 果 1現 在 14種類知 られ る ヒ ｝・Sigle〔の うち様 々 な糖鎖 と結合 可

能 な Sig］cc−9 を 発現 さ せ た マ ウ ス マ ク ロ フ ァ
ージ様細胞株 RAW26 ・1 を用 い

た。IL・10 の産 生 は、タ ン パ ク質 だ けで な く、mRNA レ ベ ル で も顕著に 高

め られ て い た。転 写調節 メ カー＝ ズム の 解析の ため に 1レ IO プ ロ モ ・ノ …を

使 っ た ル シ フ ニ ラー一ゼ レポ ータ ーア ッ セ イを行 っ た。転写開始点 E流 1、5，
1．D、〔｝．5kbp を 含 む コ ン ス トラ ク トは い ずれ も同等の 活性を示 した こ とか

ら、転写 開 始 点 近 傍 5〔エObp 以 内に転写 を活性化す る 領域が存在する もの と

考 え ら れ た。さ ら に、細 か く解析 した 結 果、既知の C，，EBPst 合部位近 傍 と

その 上流 の領 域 の関 与 が 示 唆 され た ．現在さ らに 解析を進め て い る。

【目的 】細胞膜 は細胞 と外界 と を隔 てて い る だ けな く増殖、分化、死滅 な ど

極 めて 重 要な 重 命現象 に分裂、出芽 （エ ン ドサイ ト
ー

シ ス 〕な ど動的 な構

造 変化 を介 して 関わ って い る t．また 、そ の 膜構造 の 動的な構 造変化に 、膜
ミク ロ ドメ イン （脂質 ラフ ト〉が 重要もr赱割を担って い るc しか し、細胞

膜 上 に お げ る ラ フ トの 実態や 、信号伝達に お け る 役割に つ い て は、未 解明

の 部分 も多 い 、．
本 研究 で は 、膜受容体に よ る信 弓伝達系が 良く研究されて い る免 疲T 細胞

白血 病株Jurkat細胞 を 用 い て 、ラフ ト構 造の 安定 性や膜 の 動 的構造変化 と

信 号 伝 達 に 関 して 解析 を行 っ た 。
【実験 方 法 お よび 結果】Jurkal細胞の ラ フ ト・f視化 は、原形質膜 ガ ン グ リ

オ シ ドGMI の 五糖 類鎖 に結 合 し、選択的に取 り込 まれる コ レ ラ毒素サ ブ ユ

ニ ッ ト］ICCT．B ）の 緑色 蛍光 Alexa 　Fhuor　4S8 の コ ン ジ ュゲ ー・
トを使用 し，共

集点 レーザ ー顕 微 鏡 に て 観 察 した。ま た 、JurkaL細 胞を抗原提 示細胞 の 代

わ り に 、蛋 自質 で あ る レ ク チ ン （C 〔mA ）刺激 に よ り活性化 させ た 。その

結 干、JP刺 激 時 に散 在 した 、ラフ ト領域 に相 当する 蛍光 強度 が強 い 領域 と

弱 い 偵 域 が ．刺 激 に よ り集 秕 す る 現 象 が 認め られ た。現 在、さ らに 1 細胞

レベ ル で の ラ フ h領 域 1り視 化 、ラ フ トの 集 積 と細胞情報伝達 〔免疫賦活）

に 鬨 して さ らに 検 「を加 え て い る。
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