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【背 景お よ び 目的 1
細 胞 医 療 にお い て 用 い る細 胞組 織の 生 産 工 程 は，管理 ，品 質維持 の た め に 細胞

か ら組 織形 成 に至 る まで の 工 程で の 評価技術が 重 要で ある．培 養細胞 は 個 々 に

異な る 性質 を有 して お り、細胞の 運動機能や 形態 は培 養の 経過 と ともに 変化す

る た め ，細胞機能や 寿命 は細胞組織の 形成 プ ロ セ ス に お い て も変 化す る 。その

た め 、組織形成 プ ロ セ ス にお ける細胞挙動の 定景 的な評価指標 に つ い て 検 討す

る 必 要が あ る ．本研 究で は．細胞 か ら組織に 至 る培 養中の 細胞 集団に 着 目 し．
培 養プ ロ セ ス にお ける 個別細胞の 細胞寿命 に 関連 した細胞増殖 能評価 を 目的 と

した ．

【方法お よ び 結果】

実験に は ヒ ト肺静脈血管平滑筋細胞 （HPASMC ）を用い ，組織培 養用 12we − p］ate

に O．25xle4ee］tsiem2の 濃度で接 種 し、温度 37℃，5％CO ，の 培 養環境 下に おい て

10分間隔で 7 日間の タ イム ラ プス 撮影 を行 い ，得 られた細胞画像 につ い て 非侵

襲かつ 定量的 な評価 ・解析 を行 っ た．その 結果，継代 回数 の増加 に伴 い ，個別

細 胞の 移動 は ，速 い 移動 をす る細 胞割合が 減 少する 傾向が 確 認 され た 、一方，
細 胞投 影面積 は増加す る傾向が 確 認され た．これ らの 結果 を基 に 新た に細 胞寿

命の 評価指標 と して 面積あた りの 移動量 を算 出し ，細胞増殖 との 閲係 性を検討

した．そ の 結果，細胞増殖 に伴 い ，細胞寿命 は線 型的に減 少す る こ とが確 認 さ

れ た．以上の こ とよ り，培養 プロ セ ス にお い て細胞面積 と細胞移 動を計測する

こ とで ，細胞寿命 を予 測す る こ とが 可 能 と示唆 さ れ た．

【背景】

我 々 は こ れ まで に ．レ トロ ウ イ ル ス ベ ク ターを用い て 、卵 を含め た 全 身で 組換

え タ ン パ ク質 を高発現 させ る遣伝子組換え鳥類の 作製 に成功 して い る。しか し、
ニ ワ トリ個体の 生 理に 影響 を及ぼ す タ ン パ ク 質 を生 産 させ る場合、全身発現で

は 困難で あ り、胚 発生 や 目的 タ ンパ ク 質牛 産 に 障害 を引 き起 こ す恐れが ある。
そこ で 、主 要卵白 タ ン パ ク質の 最小プ ロ モ

ーター領域を Tet シス テ ム と組み 合わ

せ 、転 写活性化 タ ン パ ク質 （tTA ｝の ポ ジ テ ィ ブ フ ィ
ードバ ッ ク を働 か せ る こ

と で 、卵管特異的に 目的 タ ン パ ク質 を高発現 させ るた め の 合成プ ロ モ
ーターシ

ス テ ム を開発 して きた 。本研究で は 、人工 合成 プ ロ モ
ーターを組み 込 んだ レ ト

ロ ウ イル ス ベ ク ターを用い て 、遺伝子導入 ニ ワ トリ におけ る導入遺伝子の 卵管

特 異的発現 を解析 した 。
【方法 ・結剰

ニ ワ トリ オポ ア ル ブ ミン またはコ ン ア ル ブ ミ ン 遺伝子の   A ボ ッ クス 周辺プ

ロ モ ーター領域を、TRE 配列下 流 に配置 した卵管特異的合成プ ロ モ ータ
ー

を設

計 した。DsRedお よ びtTA 遺伝子 を合成 プロ モ ーターに よ り発現制御 され るユ

ニ ッ トとし レ トロ ウ イル ス ベ ク ターに 組込ん だ。これ らの ベ ク ターを用い て 遺

伝 子 導入 ニ ワ トリの 作製 を行 っ た 。得 られ た 個体の 卵管組織を含む各組織 にお

け る発 現 をRT・PCR で 評 価 した ところ 、卵管組織特 異的に DsRed遺伝子発現が 認

め られ た 。また 、卵管組織切 片 にお い て 特異 的 に DsRedの 赤色蛍光が 観察 され

た 。tTA 発現 ユ ニ ッ トを組 み 合わせ た場 合で は ．しTA 発現 の ポ ジテ ィブ フ ィ
ー

ド

バ ッ ク作用 に よる DsRed の 発現上 昇を確認 で きた。
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【背 景 ・目的 】近 年 、肝 不 全 の 治療 法 と して 人 工 装 置 と肝細 胞 を組 み 合 わ せ た バ

イオ 人工 肝 臓 シス テ ム の 開発 が 進 め られ て い る 。バ イ オ 人 工 肝臓 シス テ ム に 用

い られ る細胞源 として は 、培 養が 困 難 な 初代肝細 胞の 代 わ りに 、培養が 容易 で

増殖可 能 なヘ バ トーマ 細胞が しば しば 用 い られ る が 、こ の 細胞は 初代肝細胞 に

比べ 肝機能発現が低い 。以前 よ り我 々 は、肝機能発現 を転写 レ ベ ル で 調節す る

肝特異的転写 因子 を用 い て、ヘ バ ト
ー

マ 細 胞の 肝機能 を向上 させる 試み を行 っ

て お り，転写 因子群 を誘 導可 能 な発現ユ ニ ッ トと して細胞 に 導入する こ とで、
増殖 と肝機能発現 を切換 え可 能な ヘ バ トーマ 細胞の樹 立 に成功 して い る。本研

究で は、この ヘ バ トーマ 細 胞 の 肝 機能発現 に つ い て 詳細 な 解析 を行 っ た 。
【実 験 方法 ・結 果 】 ドキ シサ イ ク リ ン （Dox） の 添 加に よ っ て 、8種類の 肝 特異

的 転写 因子 を発 現 誘導 可 能な ヘ バ トーマ 細 胞株 〔Hepal8FS） を樹 立 し、こ の 細

胞 に対 し種 々 の肝 機能評 価を 行 っ た 。そ の 結 果 、Dox 添加に よ っ て 、アル ブ ミ

ン 分泌能や シ トク ロ ム P45e活性 とい っ た代表 的な肝機能が顕 著に 向上 し、初代

肝細胞 に 匹敵す る レベ ル に達 する こ とが分か っ た。また、リ ア ル タ イム PCR 法

に よ って 肝 関連遺伝子 の 転写 レ ベ ル で の 発現量を解析 した結果、ア ポ リポ タ ン

パ ク 質、グ ル コ
ー

ス 6一ホ ス フ ァ タ
ーゼ 、ア シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 レ セ プ ターなど

様 々 な肝特異 的遺伝子 の 発現が、Dox 添加 に よっ て 、有意に 向上する こ とが分

かった。こ れ らの 結果 か ら、こ の 遺伝 子改変ヘ バ ト
ー

マ 細胞 は、バ イt 人工 肝

臓 シ ス テ ム や 肝細胞研 究に おい て 有用な細 胞に な り得 る と考 えられる 。

【背 景 】昆 虫細 胞 一バ キ ュ ロ ウ イ ル ス系 は，本 来 の 立 体構 造 や 機 能 を保持 し た組

換 え タ ンパ ク質 の 発 現 系 と して 広 く利 用 され て い る，しか しな が ら．本 系 はバ

キ ュロ ウ イル ス の 感染に よ り宿キ昆 虫細胞が 死 滅 して し まうため ，目的 タ ン パ

ク 質 を連続的 に生産で きない などの 欠点を有する ．こ れに 対 し、プラ ス ミ ドを

用い て 外来遺伝子 を昆虫細 胞 に導入 して 安定形質転換細胞 を作製 し，目的 タ ン

パ ク質 を連続的に 生産す る安定発現系が検討 されて い る．本研 究で は，抗 体Fc

フ ラ グ メ ン トと融合 した
．．一

本鎖抗体 （scFv
−Fc｝の 組 換え昆虫細胞 に よる分泌生

産 を試み たの で 報告す る．
【実験 方法 ・結果 】マ ウ ス抗 ウ シ ribonuc ］ease 　A 抗体で あ る3A2 且の VH ，　 VL ドメ

イ ン ，お よび （G4S｝コ リン カ ーか らな る scFv とヒ トlgG且の Fcとの 融合 タ ン パ ク

質 を コ ードす る遺伝子 をD 厂osephiia 由来の Bipシ グナ ル 配列 とともに ，カ イコ 由

来の ア クチ ン プ ロ モ ーターの 上流 にバ キ ュ ロ ウ イル ス 由来の トラ ン ス 作用 因子

［El とエ ン ハ ン サ
ーHR3 を有するプ ラス ミ ドに 挿入 した ．得 られた 発現 ベ ク ター

と，選択 マ
ー

カ
ー

を有 す る プ ラ ス ミ ドを rrieheplusia　ni 由 来の BTI −nq −5B1 −4
（High 　Five）に コ トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し，薬剤存在 下で 培養す る こ と に よ り，
安定形質転換細胞 を得た ．培養上 清 を酵素免疫測 定法で 分析 した と こ ろ，抗原

結合活性 を有す る scFv −Fc が分泌発現 して い る こ と を確認 し た．振 と う培養 にお

い て 約 60　mg ！L の scFv −Fc を分泌生 産す る高発現株 が得 られ た．
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