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図 1 マイクロ空間プレート

図 2 マイクロ空間プレートに播種後のヒト肝細胞の経時変化

(位相差顕微鏡像）
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マイクロ空間プレートを用いた肝細胞

3 次元培養法の薬物動態研究への応用

株大塚製薬工場 研究開発センター

西村益浩，内藤真策

西村益浩

1. はじめに

薬物や生体異物の代謝には，薬物代

謝酵素が関与しており，これらの酵素

群は肝臓に多く発現し，種差も知られ

ている．そこで，ヒト肝臓由来の試料

を用いた薬物代謝酵素の誘導の評価

は，臨床での薬物相互作用を予測する

上で有用と考えられている．また，薬物動態におけるトラ

ンスポーターの役割も非常に大きいものがある．

著者らもこの課題に取り組み，新鮮および凍結で供給さ

れたヒト肝細胞の初代培養系を用い，多くの薬物代謝酵素

やトランスポーターについて mRNA 発現レベルでの変動

を検討している1,2)．

しかし in vitro 研究の欠点として，薬物代謝酵素の多く

は，初代肝細胞培養系において発現量が経時的に低下する

ことが知られている．著者らは培養開始後のできるだけ早

いタイミングでの実験と，高感度な mRNA 分析法によ

り，この課題に対処した．一方，細胞機能を in vivo に近

い状態で維持する目的でマトリゲルを用いた方法3)，コ

ラーゲンサンドイッチ法4)，フィーダー細胞を使用した方

法5)，中空糸モジュールを使用した方法6)などの 3 次元培

養法が研究され，その幾つかの手法は器具・培地として市

販されている．

そこで，著者らは in vivo に近い肝臓の機能を維持で

き，簡便に培養できることをコンセプトに，マイクロ空間

プレート Elplasia (株式会社クラレ製)を用いた新規の 3

次元培養法を検討している．本稿では，薬物代謝酵素やト

ランスポーターの誘導能評価へのヒト肝細胞 3 次元培養

法の有用性についてマイクロ空間プレートを用いた新規方

法を中心に紹介したい．

2. マイクロ空間プレートを用いたヒト肝細胞の培

養について

著者らはヒト肝細胞の 3 次元培養に用いる培養プレー

トとして，溶融微細転写プロセス7)により縦横200 mm，深

さ50 mm のマイクロ空間になるようにマイクロ容器パター

ンが穴底全面に形成された24穴のマイクロ空間プレート

(図 1)を用いた．なお，現在24穴と96穴のマイクロ空間プ

レートが市販されており，縦横100 mm，深さ50 mm の容

器パターンと縦横200 mm，深さ100 mm の容器パターンの

マイクロ空間も含めて 3 種類のプレートが入手可能であ

る．

本プレートの特徴として，容器パターン内の細胞数に応

じて形成されるスフェロイドの大きさが決まることから，

スフェロイドが大きくなり，その内部が壊死するといった

ことも起こらない．また，培養細胞種によって容器パター

ンの 適化も研究されている．

図 2 はヒト肝細胞を 5×104 生細胞/cm 2で播種した場

合の経時的な細胞の状態を示している8)．培養開始 3 時間

時点の培地交換後において，肝細胞は緩やかに接着してお

り，24時間後も同様の状態で維持されている．72時間時

点において矢印で示しているようにスフェロイド用の形態

が見え始め，120時間時点では明確にスフェロイドが観察

でき，単独で存在する細胞も72時間時点以降は立体構造

を示している．移植されたヒト肝細胞に置換されたキメラ

マウスの肝細胞を播種後には一定の大きさのスフェロイド

が形成されることも報告されている9)．

また，平板プレートとマイクロ空間プレートで培養120
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図 3 ヒト培養肝細胞から培地への経時的なアルブミン分泌量の

比較

図 4 ヒト肝細胞120 h 培養時点の mRNA 発現レベルでみた単層培養と 3D 培養の比較
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時間後の細胞内 LDH 活性量を比較し，両プレート間の細

胞数に差が無いことを確認しており8)，従来法と同じよう

に培地交換を行っても適度な接着性が維持され，細胞が脱

落することはないようであった．

図 3 に示すアルブミンの培地中への分泌量は肝細胞の

機能を推定する指標となり，培養開始72時間以降，マイ

クロ空間プレートで培養した肝細胞が平板プレートよりも

有意に高値を示し8)，マイクロ空間プレートを用いた 3 次

元培養が従来法よりも優れていた．3 次元培養は培養96時

間時点が肝細胞の機能が充実する目安と考えられた．さら

に，マイクロ空間プレートを用いた 3 次元培養は

CYP1A2 や CYP3A4 の活性及び mRNA 発現が従来の単

層培養と比較して維持されることも報告されている9)．

3. 発現プロファイルの比較

著者らは培養120時間時点での CYP 酵素の mRNA 発現

レベルについて単層培養と 3 次元培養間の比較をし

た10)．図 4 に示したように，CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6,

CYP2C8, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 など多くの CYP

酵素 mRNA のマイクロ空間プレートを用いた 3 次元培養

におけるレベルは単層培養と比較して高値を示した．また，

CYP2C9, CYP2C19, CYP3A5 な ど 両 プ レ ー ト 間 で

mRNA 発現レベルが同程度の分子種もみられた．一方，3

次元培養における mRNA 発現レベルが単層培養と比較し

て低値をとる CYP 分子種はみられなかった．さらに，培

養120時間時点での薬物代謝第相酵素，トランスポー

ター及び核内レセプターの mRNA 発現レベルについても

単層培養と 3 次元培養間の比較をした10)．SULT1A1 や

SULT1B1 などの硫酸抱合酵素や UGT1A1 や UGT1A6

などグルクロン酸抱合酵素も CYP と同様にマイクロ空間

プレートで高値をとるか，もしくは両プレート間で同程度

となり，低値になる分子種はなかった．ABCB1/MDR1

の mRNA レベルは両プレートとも培養開始120時間後も

変化はみられなかった．また，他の ABC トランスポー
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図 5 Rif あるいは Ome 24時間曝露によるヒト肝細胞での CYP
mRNA の誘導
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ターは ABCC1/MRP1 および ABCC2/MRP2 のように培

養前と比べて mRNA 発現レベルが上昇するか，もしくは

ABCB11/BSEP のように低下したが，その変化は従来の

単層培養と比較して 3 次元培養で小さいかもしくは同程

度であった．SLC トランスポーターも ABC トランスポー

ターと同様の傾向を示した．また，培養120時間時点で，

核内レセプターの mRNA レベルは培養開始前と同程度で

推移し，両プレート間にほとんど差異を認めなかった．さ

らに，糖や脂質代謝など細胞の生理的な機能に関連する酵

素群の mRNA 発現について両プレート間で比較するな

ど，多くの遺伝子の mRNA 発現情報のデータベース化を

進めている．

4. 酵素誘導の評価試験へ応用

著者らは，リファンピシンあるいはオメプラゾール曝露

による CYP1A2 および CYP3A4 mRNA の誘導につい

て，アルブミン分泌量を目安に，培養96時間時点から24

時間の曝露により，従来の平板プレートを用いた単層培養

とマイクロ空間プレートを用いた 3 次元培養の比較を行

った8)．なお，mRNA 発現レベルでの酵素誘導の評価

は，ハウスキーピング遺伝子に対して標的遺伝子の発現レ

ベルで評価し，測定法の高感度と相まって正確な評価を示

すことができる．そのため，必ずしも mRNA 絶対量の増

減を示すものではない．そこで，従来の単層培養と比較し

て mRNA 発現レベルが良好に維持されているマイクロ空

間プレートを用いた場合における酵素誘導の程度に注目し

た．

一般的 に酵素 誘導が 評価さ れてい る CYP1A2 と

CYP3A4 は，共に両プレートとも濃度依存的な誘導を確

認できた(図 5)．さらに，他の CYP 酵素，抱合酵素およ

びトランスポーター mRNA の誘導についても評価し，例

えば CYP2A6 mRNA の誘導は平板プレートと比較してマ

イクロ空間プレートの方が大きな誘導が見られるなど，誘

導前の発現レベルが高いにも関わらず誘導されやすい分子

種も確認している(未発表)．このように，マイクロ空間プ

レートを用いた 3 次元培養は従来の単層培養と比較して，

mRNA 発現レベルが高く維持された状態で，感度良く誘

導を検出できる評価系と考えている．

5. マイクロ空間プレートを用いた研究の未来

著者らは，酵素誘導実験への応用について述べてきた．

従来の単層培養が培養48時間から24時間の曝露評価を基

準にするのに対して，マイクロ空間プレートを用いた 3

次元培養は培養96時間から24時間曝露とした．わずか48

時間の培養を加算することにより，マイクロ空間プレート

での培養法は多くの薬物動態関連遺伝子の発現プロファイ

ルが従来法と比較して培養前の発現レベルに近づき，in

vivo を類推するための代謝試験や毒性評価などへの応用も

今後期待できる．

さらに，マイクロ空間プレートを用いたヒト肝幹細胞か

ら肝細胞への分化誘導についての検討がなされてお

り11)，近い将来，このプレートを基盤技術に肝幹細胞，

iPS 細胞，ES 細胞などから肝細胞に分化誘導して，色々

な研究に利用することも可能になると思われる．

6. おわりに

マイクロ空間プレートを用いたヒト肝細胞の 3 次元培

養と従来の平板プレートを用いた単層培養との比較を行っ

た．その結果，3 次元培養において，アルブミン分泌量の

上昇から肝機能の回復を確認した．CYP 酵素等の薬物代

謝酵素やトランスポーターの誘導を mRNA レベルで感度

良く検出することができた．さらに， CYP1A2 や

CYP3A4 の活性が単層培養と比較して維持されることが

報告されている．

3 次元培養では，肝細胞がスフェロイドのような立体構

造を取ることで in vivo に近い機能を示すことができると

考えられ，薬物代謝酵素やトランスポーターの誘導評価に

有用と思われる．今後，3 次元培養系を用いた研究が益々

発展し，薬物代謝や薬物相互作用の評価に役立つことを期

待したい．
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