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1.は し が き

1)研 究 の 目 的 と 意 義

肝 臓 は 、 生 命 維 持 に 必 要 な 物 質 の 代 謝 産 生 と 、 生 体 に 不 要 な 、

あ る い は 中 毒 性 を 示 す 物 質 の 代 謝 除 去 と い っ た 、 極 め て 複 雑 な 機 能

を 有 す る 臓 器 で あ る 。 前 者 は 代 謝 機 能 、 後 者 は 解 毒 機 能 と 呼 ば れ る

こ と も あ る 。 こ の よ う な 重 要 な 機 能 を 示 す 肝 臓 が 、 そ の 機 能 を 何 ら

か の 理 由 で 失 っ た 場 合 に は 、 意 識 障 害 を 示 し っ つ 肝 不 全 の 状 態 に 陥

る 。 ウ イ ル ス や 薬 物 、 あ る い は 外 科 手 術 や 外 傷 に よ る 肝 臓 の 阻 血 な

ど に よ っ て 、 急 激 か つ 広 範 な 肝 細 胞 障 害 に よ る 場 合 を 急 性 肝 不 全 、

肝 硬 変 の よ う な 、 慢 性 進 行 性 に 経 過 す る 肝 機 能 障 害 の 末 期 に み ら れ

る 場 合 を 慢 性 肝 不 全 と い う 。 ウ イ ル ス 性 肝 炎 や 薬 物 性 肝 炎 な ど の 、

急 性 肝 炎 に 引 き 続 く 激 烈 な タ イ プ は 、 と く に 劇 症 肝 炎 と し て 注 目 さ

れ て い る 。

一 方 、 近 年 、 医 学 な ら び に 医 療 を サ ポ ー ト す る 周 辺 技 術 の 飛 躍 的

進 歩 に と も な い 、 従 来 で あ れ ば 、 ほ ぼ 救 命 不 能 な 症 例 で も 、 積 極 的

な 方 法 に よ り 回 復 さ せ う る 事 が 可 能 と な っ て き た 。 そ の 治 療 法 の ひ

と つ と し て 、 代 用 臓 器 に よ る 臓 器 機 能 置 換 療 法 が あ る 。 こ れ に は 、

重 篤 な 機 能 不 全 に 陥 っ た 臓 器 の 機 能 を 、 他 人 の 臓 器 と 取 り か え る 臓

1



器 移 植 と 、 人 工 的 に 開 発 さ れ た 人 工 臓 器 に よ る 方 法 が あ る 。 こ の 臓

器 移 植 と 人 工 臓 器 は 、 お 互 い の 欠 点 を 補 完 し あ う 格 好 で 進 め ら れ て

き た 。 今 日 最 も 進 歩 し て い る の は 、 腎 臓 移 植 と 人 工 腎 臓 で あ ろ う 。

人 工 腎 臓 は 生 体 の 腎 臓 を 完 全 に 代 用 で き る わ け で は な い が 、 そ れ だ

け で あ る 期 間 十 分 に 生 命 を 維 持 さ せ る こ と が 可 能 で あ り 、 腎 臓 移 植

が 行 な わ れ る ま で 、 あ る い は 移 植 後 の 機 能 不 全 を 、 十 分 に サ ポ ー ト

す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 関 係 を 肝 臓 の 領 域 で 成 し 得 る か と い

え ば 、 答 え は 残 念 な が ら 否 で あ る 。 そ れ は 、 複 雑 な 肝 臓 の 機 能 を 十

分 に 代 行 し う る 、 い わ ゆ る 人 工 肝 臓 が い ま だ 開 発 さ れ て い な い た め

で あ る 。 今 日 、 肝 臓 の 機 能 を 補 助 す る 目 的 で 臨 床 に 用 い ら れ て い る

方 法 に は 、 活 性 炭 や イ オ ン 交 換 樹 脂 な ど の 吸 着 剤 を 用 い た 血 液 灌 流

法 、 中 分 子 量 物 質 を も 透 析 で き る ポ リ ア ク リ ロ ニ ト リ ル 膜(PAN

膜)に よ る 血 液 透 析 、 患 者 の 血 漿 と 健 康 人 の 血 漿 を 交 換 す る 血 漿

交 換 、 動 物(ヒ ヒ 、 ブ タ な ど)の 肝 臓 を 用 い る 体 外 肝 灌 流 な ど が あ

る 。 こ れ ら の 治 療 成 績 を 、 主 な 研 究 施 設 の 発 表 で み る と 、 劇 症 肝 炎

を 対 象 と し た も の で あ る が 、 救 命 率 は 血 液 灌 流 で 約20%、 血 液 透 析

で20%前 後 、 血 漿 交 換 で30%、 体 外 肝 灌 流 で も30%強 と い っ た と こ

ろ で あ る 。 治 療 成 績 が 向 上 し な い 理 由 と し て 、 こ れ ら の 方 法 は 、

前 述 し た 肝 臓 の 機 能 の う ち 、 解 毒 機i能 の 一 部 を 補 助 し て い る に 過 ぎ

な い た め で あ ろ う と 考 え ら れ て い る 。 従 っ て 、 治 療 成 績 を あ げ る に
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は 、 肝 臓 の も う ひ と つ の 主 な 機 能 で あ る 、 代 謝 機 能 を も 補 助 し 、 か

つ 、 細 胞 の 壊 死 の 進 行 を 防 ぎ 、 再 生 を 促 進 さ せ る 方 法 を も 備 え た 、

トー タ ル と し て の 肝 機 能 補 助 法 の 開 発 が 必 要 で あ ろ う と い う こ と が

指 摘 さ れ て い る 。

こ の よ う な こ と か ら 、 人 工 肝 臓 も 、 代 謝 機 能 と 解 毒 機 能 の 両 方 を

備 え た シ ス テ ム と し て 開 発 し よ う と の 研 究 が 進 め ら れ て い る 。 前 述

の 如 く 、 解 毒 機 能 の 補 助 と し て は 、 人 工 的 に 作 ら れ た 吸 着 剤 や 膜 を

用 い て 可 能 で あ ろ う が 、 代 謝 機 能 を 補 助 す る に は 生 体 が 持 っ て い る

酵 素 系 を 利 用 す る 他 に 方 法 が な い 。 そ こ で 、 全 体 の シ ス テ ム と し て

は 、 人 工 物 と 生 体 材 料 と の 複 合 物 と な る も の と 考 え ら る 。 前 者 の み

を 非 生 物 学 的 人 工 肝 臓 、 後 者 の み を 生 物 学 的 人 工 肝 臓 と 呼 ん で 研 究

が 進 め ら れ て き た が 、 こ の 両 者 の 複 合 物 と し て の シ ス テ ム は 、 ハ イ

ブ リ ッ ド型(混 成 型)人 工 肝 臓 と 、 今 日 で は 呼 ば れ て い る 。

さ て 、 こ の ハ イ ブ リ ッ ド型 人 工 肝 臓 の 開 発 要 素 の な か で 、 最 も 重

要 で か つ 難 し い の は 、 生 物 材 料 の 機 能 を い か に 長 期 間 、 良 好 な 状 態

で 維 持 さ せ る か と い う 点 で あ り 、 生 物 材 料 の た め の 環 境 を 人 工 材 料

で ど こ ま で 作 り あ げ ら れ る か と い う こ と で あ ろ う 。 生 物 材 料 と し て

は 、 肝 ス ラ イ ス や 組 織 、 細 胞 、 酵 素 な ど が 用 い ら れ て き た が 、 わ れ

わ れ は 、 扱 い 易 さ 、 保 存 性 、 装 置 へ の 組 み 込 み 易 さ 、 機 能 の 長 期 維

持 な ど の 観 点 か ら 、 遊 離 肝 細 胞 が 有 利 と 考 え 研 究 を 進 め て い る 。
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こ の 遊 離 肝 細 胞 を 代 謝 の リ ア ク タ ー と す る モ ジ ュ ー ル を 、 細 胞 の い

わ ば 浮 遊 培 養 系 類 似 の 方 法 で 作 製 し 、 代 謝 シ ス テ ム を 試 作 し た 。

こ の シ ス テ ム で 、 負 荷 ア ン モ ニ ア の 尿 素 へ の 合 成 能 、 負 荷 フ ル ク ト

ー ス の グ ル コ ー ス へ の 合 成 能 な ど を ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 試 験 で 確 認 し

た 後 、 ガ ラ ク トサ ミ ン 肝 不 全 犬 と の 灌 流 実 験 を 行 な い 、 動 物 の 生 存

時 間 の 延 長 に 成 功 し た 。 し か し な が ら 、 そ の 機 能 の 維 持 時 間 は 、

せ い ぜ い10時 間 程 度 で あ り 、 浮 遊 系 の 限 界 と考 え ら れ た 。 そ こ で 本

研 究 で は 、 こ の 生 体 材 料 の 機 能 を 組 織 あ る い は 臓 器 と し て の 再 構 築

と い う 点 か ら と ら え 、biomimetic(生 体 模 倣 的)な 方 向 か ら 検 討 す

る こ と を 目 的 と し た 。
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II.研 究 成 果

1)遊 離 肝 細 胞 の 採 取 法 に つ い て

点
一

肝 細 胞 は 、 ウ ィ ス タ ー 系 雄 性 ラ ッ ト の 肝 臓 を 、Berry&Friend

の 方 法 に よ る コ ラ ゲ ナ ー ゼ 酵 素 灌 流 法 に よ り 分 散 し て 得 た 。 実 験

に は 、 ト リ パ ン ブ ル ー に よ るviabilityが85%以 上 の も の を 使 用

し た 。95%以 上 の 細 胞 はsinglecellで ほ ぼ 球 形 状 で あ り 、 プ ラ ス

チ ッ ク 培 養 皿 に 静 置 培 養 す る と き れ い な 敷 石 状 の 接 着 を 示 し 、PA

S染 色 、G-6-Pase染 色 に て も 、 良 好 な 陽 性 穎 粒 が 観 察 さ れ た 。

2)静 置 培 養 法 に よ る 各 種 細 胞 接 着 基 質 の 検 討

肝 細 胞 は 本 来 基 質 に 接 着 し て そ の 機 能 を 発 現 す る 細 胞 で あ る 。

そ こ で 、 代 謝 補 助 モ ジ ュ ー ル 作 製 の た め に 有 利 な 接 着 基 質 を 検 討 し

た 。 生 体 組 識 由 来 の 天 然 基 質 と し て は 、 コ ラ ー ゲ ン(Cellmatrix:

新 田 ゼ ラ チ ン)、 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン 、 ビ ト ロ ネ ク チ ン 、 バ イ オ マ ト

リ ッ ク ス(犬 の 肝 臓 よ りRojkindら の 方 法 に よ り 調 整 さ れ た も の)

な ど を 、 合 成 基 質 と し て は 、 プ ラ ス チ ッ ク 培 養 皿 、 ラ ク ト ー ス を 側

鎖 に 有 す る ポ リ ス チ レ ン 誘 導 体(PVLA:長 瀬 産 業)、 架 橋 デ キ
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ス ト ラ ン に ブ タ 表 皮 の1型 変 性 コ ラ ー ゲ ン を ビ ー ズ 状 微 粒 子 担 体 に

コ ー テ ィ ン グ し て あ るCytodex3(フ ァ ル マ シ ア)な ど を 用 い た 。

天 然 基 質 は プ ラ ス チ ッ ク 培 養 皿 に 、 常 法 に 従 っ て コ ー テ ィ ン グ し 、

洗 浄 後 肝 細 胞 を 培 養 し た 。 培 養 後 経 時 的 に ア ン モ ニ ア 、 尿 素 窒 素 、

グ ル コ ー ス 濃 度 を 測 定 し た 。 合 成 基 質 も 同 様 の 操 作 を 行 な っ た 。

図 一1は 、 天 然 基 質 の 培 養24時 間 目 の 光 顕 像 で あ る 。 コ ラ ー

ゲ ン 、 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン 、 ビ ト ロ ネ ク チ ン と も 、 良 好 な 肝 細 胞 の 接

着 扁 平 化 を 示 し た 。 バ イ オ マ ト リ ッ ク ス は 、 接 着 は 良 好 で あ る が 前

者 ほ ど 扁 平 化 は 示 さ な か っ た 。 図 一2は 、 合 成 基 質 の 、 同 様 に24時

間 培 養 の 光 顕 像 で あ る 。PVLAの 場 合 は 、 細 胞 は 接 着 す る が 扁 平

化 を 示 さ な い 。Cytodex3の 表 面 に は 、 少 し扁 平 化 し た 細 胞 が 接 着

し て い る 。 図 一3は 、 バ イ オ マ ト リ ッ ク ス とPVLAを コ ー テ ィ ン

グ し た 場 合 の 代 謝 能 で あ る が 、 負 荷 さ れ た ア ン モ ニ ア は3時 間 で

約50%に 低 下 し 、 尿 素 お よ び グ ル コ ー ス の 濃 度 は 軽 度 上 昇 を 示 し た

が 、 い ず れ も 有 意 の 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 図 一4,5は 、 バ イ オ

マ ト リ ッ ク ス の 代 謝 能 を17時 間 に わ た っ て 観 察 し た も の で あ る が 、

コ ン ト ロ ー ル に 比 し 、 い ず れ も 良 好 な 機 能 を 維 持 し て い る 様 子 が う

か が え た 。

図 一
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3)浮 遊 培 養 法 に よ る 接 着 基 質 の 検 討

ス ピ ナ ー フ ラ ス コ に 肝 細 胞 を 浮 遊 培 養 し 、 バ イ オ マ ト リ ッ ク ス 、

Cytodex3お よ びPVLAコ ー テ ィ ン グCytodex3を 加 え 静 か に 撹

拝 し 、2時 間 静 置 し た あ と6時 間 静 か に 撹 拝 し て か ら ア ン モ ニ ア 、

フ ル ク ト ー ス を 負 荷 し て 、 経 時 的 に 代 謝 能 を 測 定 し た 。 こ れ は 、 浮

遊 培 養 系 モ ジ ュ ー ル へ の 応 用 を 意 図 し た も の で あ る 。 表 一1は 、

Cytodex、Cytodex+PVLA、 バ イ オ マ ト リ ッ ク ス の3時 間 培 養

後 に お け る 成 績 で あ る 。 ア ン モ ニ ア は い ず れ も コ ン ト ロ ー ル よ り 良

好 に 除 去 さ れ 、 尿 素 窒 素 と グ ル コ ー ス の 軽 度 上 昇 が 認 め ら れ た 。 図

一6
,7は 、 バ イ オ マ ト リ ッ ク ス とCytodexに つ い て19時 間 ま で 観

察 し た も の で あ る が 、 ア ン モ ニ ア の 代 謝 除 去 能 と 肝 細 胞 の エ ネ ル ギ

ー チ ャ ー ジ の 維 持 能 は 、 こ れ ら の 基 質 を 用 い た 場 合 の 方 が コ ン ト ロ

ー ル よ り 良 好 な 値 を 示 し て い た 。 尿 素 窒 素 と グ ル コ ー ス の 変 化 は 有

意 で は な か っ た 。
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4)中 空 糸 膜 へ の 基 質 コ ー テ ィ ン グ

中 空 糸 膜 モ ジ ュ ー ル を 想 定 し た 場 合 、 そ の 表 面 へ 効 果 的 に 細 胞 が

接 着 す る よ う 、 基 質 の コ ー テ ィ ン グ の 有 用 性 を 検 討 し た 。 静 置 培 養

で は エ チ レ ン ビ ニ ー ル ア ル コ ー ル 膜 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 膜 、

ポ リ ス ル フ ォ ン 膜 に コ ラ ー ゲ ン を コ ー テ ィ ン グ し て 光 顕 な ら び に 電

顕 で 細 胞 接 着 の 状 態 を 観 察 し た(図 一8)。 い ず れ も コ ラ ー ゲ ン を

コ ー ト し な い 場 合 よ り も 良 好 な 細 胞 の 接 着 状 態 を 示 し た が 、 全 体 に

接 着 す る 程 で は な か っ た 。 次 に 、 エ チ レ ン ビ ニ ル ア ル コ ー ル 中 空 糸

膜 モ ジ ュ ー ル の 糸 の 外 側 にPVLAあ る い は コ ラ ー ゲ ン を コ ー テ ィ

ン グ し 、 細 胞 を 封 入 し て 、 灌 流 実 験 を 行 な い 、 灌 流 液 に ア ン モ ニ ア

と フ ル ク トー ス を 負 荷 し て 、 そ の 代 謝 能 を 検 討 し た(図 一9)。 灌

流5時 間 目 で は ア ン モ ニ ア は30～40%の 低 下 、 尿 素 窒 素 、 グ ル コ ー

ス は10～20%の 増 加 を 示 し て い た が 、 い ず れ も 有 意 の 差 は 認 め ら れ

な か っ た 。
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5)ア ル ギ ン 酸 カ ル シ ウ ム ゲ ル ビ ー ズ の 検 討

肝 細 胞 を 接 着 基 質 に 固 定 、 接 着 さ せ る 方 法 と 趣 を 異 に す る が 、 細

胞 が 直 接 浮 遊 状 態 で 培 養 さ れ る と 、 物 理 的 な ス ト レ ス に よ る 膜 障 害

が 生 じ る と こ ろ か ら 、 何 ら か の 物 質 あ る い は 膜 で 保 護 し た ら ど う か

と の 研 究 が 進 め ら れ て い る 。 こ の 固 定 化 肝 細 胞 の 概 念 は 古 く よ り 検

討 さ れ て お り 、 寒 天 ア ガ ロ ー ス 、 コ ラ ー ゲ ン な ど の ゲ ル 、 フ ィ ブ リ

ン の り 、 あ る い は 合 成 高 分 子 膜 な ど の 報 告 が み ら れ る 。 ア ル ギ ン 酸

カ ル シ ウ ム ゲ ル は 、 比 較 的 近 年 に な っ て 研 究 さ れ 、 膵 ラ 氏 島 に 初 め

用 い ら れ た 。 わ れ わ れ も こ の ゲ ル が 肝 細 胞 の 固 定 化 に 有 用 か 否 か を

検 討 し た 。 こ の 場 合 重 要 な こ と は 、 ゲ ル の 強 度 を 必 要 に し て 最 小 限

に し 、 物 質 移 動 能 を 低 下 さ せ な い こ と で あ る 。 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ

ム と 塩 化 カ ル シ ウ ム の 濃 度 を0.5～1.5%、0.05～1.0モ ル ま で 変

化 さ せ て 直 径 約1mmの 球 状 の ゲ ル ビ ー ズ を 作 製 し 、 物 理 的 振 盈 に よ

る 強 度 試 験 と 、 静 置 培 養 法 に よ る 代 謝 能 試 験 を 行 な っ た 。 図 一10

は 、 約100RPMの 回 転 振 盛 テ ス ト5日 目 の ゲ ル ビ ー ズ の 状 態 で あ る 。

こ の 成 績 か ら 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 濃 度 が 最 終1%以 上 、 塩 化 カ

ル シ ウ ム の そ れ は0.25モ ル 以 上 あ れ ば 良 い こ と が 判 明 し た 。 濃 度

が 薄 い と 、 ゲ ル は 振 藍 に 耐 え ら れ ず 破 壊 さ れ た 。 濃 す ぎ る と 、 極 め

て 固 く 丈 夫 で あ る が 、 細 胞 に と っ て 良 く な い 条 件 と な っ た 。 表 一2
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に 、 培 養 液 に ア ン モ ニ ア と フ ル ク トー ス を 負 荷 し て そ の 濃 度 を 測 定

し た と こ ろ 、 ア ン モ ニ ア の 代 謝

除 去 能 は 、 む し ろ 向 上 し て い る

と い っ た 成 績 で あ り 、 こ の ゲ ル

ビ ー ズ 状 肝 細 胞 も 、 代 謝 補 助

モ ジ ュ ー ル 用 リ ア ク タ ー と し て

有 用 と 判 定 さ れ た 。

図 一10.ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ

ム と 塩 化 カ ル シ ウ ム の 各 濃 度 に

お け る ゲ ル の 強 度 試 験 一 振 崖

5日 目 の も の

表 一2.ゲ ル ビ ー ズ 肝 細 胞 の

代 謝 能 テ ス ト

%ア ル ギ ン 酸Na

モル0.51.O

Cac22

0.05

亀
1.0

0-3時 間

1.5

Viab.

NH3

Urea

GI

14-17時 間

Cell 104±13% 101±5%

ビー ズ 105±4 92±7

Ce閥 88±2 75±24

ビー ズ 58±5 51±5%

Cell 110±3/ 103±7

ビー ズ 100±5 109±10%

Cell 110±7% 94±19%

ビ0ス 110±4% 105±6
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次 に わ れ わ れ は 、 西 独 ハ ノ ー バ ー 大 学 の ブ ル ン ナ ー 教 授 と 、

lipophilichollowfibermembraneを 用 い た 、 血 中 脂 溶 性 物 質 の 効

果 的 な 除 去 法 に つ い て 研 究 を 進 め て い る 。 こ れ は 、 肝 障 害 時 の 中 毒

性 物 質 の あ る も の は 脂 溶 性 で あ る と こ ろ か ら 、 親 脂 性 膜 を 用 い て

こ の 脂 溶 性 物 質 を 除 去 し よ う と す る も の で あ る 。 透 析 側 に 、 こ の 脂

溶 性 物 質 を 代 謝 除 去 す る リ ア ク タ ー と し て 、 肝 細 胞 の ゲ ル ビ ー ズ を

用 い よ う と の ア イ デ ィ ア で あ る 。 図 一11に そ の 概 略 図 を 示 す が 、

ゲ ル 化 肝 細 胞 側 は 閉 鎖 回 路 と し て い る 。 こ の シ ス テ ム でpheno1を

負 荷 し 、 こ れ が 肝 細 胞 ゲ ル ビ ー ズ に よ っ てphenylglucuronideに

代 謝 解 毒 さ れ る 過 程 を 図 一12に 示 す 。 明 ら か に 、 リ ア ク タ ー 側 に

pheno1が 透 過 し て 、phenylglucuronideに 変 換 さ れ る こ と が わ か

る 。 こ の 効 率 に つ い て は 更 に 詳 細 な 検 討 を 要 す る が 、 有 用 な 方 法 の

ひ と つ と 考 え ら れ る 。

図
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図 一12.リ ア ク タ ー に よ りphenolがphenylglucuronideに 変 化
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III.考 察 と 今 後 の 展 望

ハ イ ブ リ ッ ド型 人 工 肝 臓 の 重 点 項 目 と し て 、 生 物 材 料 側 に は 材 料

の 確 保 と 保 存 の 問 題 、 機 能 の 高 度 発 現 の た め の 条 件 設 定 と そ の 方

法 、 免 疫 学 的 な 相 互 の 反 応 の 問 題 な ど が あ り 、 人 工 材 料 側 に は 、 細

胞 の 高 密 度 培 養 、 高 機 能 化 を 可 能 と す る 材 料 の 開 発 、 良 好 な 物 質 移

動 を 可 と し 、 か つ 免 疫 学 的 攻 撃 か ら 細 胞 を 遮 断 す る 材 料 の 開 発 な ど

の 問 題 が あ り 、 そ し て 、 さ ら に 材 料 一 細 胞 の 機 能 的interrelation-

shipを 明 ら か に す る 必 要 が あ る 。 こ れ ら の 観 点 か ら 、 本 研 究 で 検 討

し たbiomimeticな 材 料 は 、 い ず れ も あ る 程 度 の 有 効 性 を 示 し た も

の と 考 え ら れ 、 モ ジ ュ ー ル と し て 、 ど の 様 な 方 法 と し て 発 展 さ せ て

い け る か に つ い て は 、 今 回 は 明 ら か に し 得 ず 、 今 後 の 課 題 で あ る 。

ま た 、 細 胞 の 高 機 能 化 に 関 す る 将 来 展 望 と し て 、 今 日 明 ら か に な

りつ つ あ る ヒ ト遺 伝 子 を 細 胞 融 合 あ る い は 遺 伝 子 操 作 に よ り 、 ハ イ

ブ リ ッ ド型 人 工 肝 臓 用 の 機 能 を 有 す る 細 胞 を 開 発 す る こ と に よ り 、

肝 細 胞 の 限 界 を 乗 り こ え る と い う 方 法 が 可 能 と な る か も し れ な い 。

さ ら に 、 細 胞 機 能 の 活 性 を 増 強 さ せ る 物 質 の 補 充 も 、 今 後 検 討 を 要

す る 問 題 で あ ろ う 。

ヒ
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