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はしがき

1)研 究 の 目的 と意 義.

末期肝 障害患者 の治療 にお いて 、肝臓移 植 は今 や確立 された 医療 とな った。

しか し、欧米 で も症例 が増加す る ことに よる ドナー不足 が問題 とな ってお り、

日本 のよ うに脳死 ドナ ーか らの移 植が始 まったばか りの国 にお いて は、 ドナー

不足 は さ らに深刻な 問題 で ある。近年 、先天性 酵素欠損 症の様 に肝機 能 の一部

部の欠落 において は、必ず しも全肝移植 の必要 はな い と考 え られて い る。そ の

意味 にお いて、肝細胞移 植 は、移 植 医のみで な らず小児 科医か らも先天性酵 素

欠損症 に対 す る新 しい治療法 として現在注 目され て いる。

ヒ ト肝細胞 移植 にお いて 、現在 のLivingDonorあ るいはBrainDeathDonor

か らの肝細胞 分離 だけで は、全肝 移植 と同様 に ドナー不 足が深 刻 とな る ことは

容易 に想像 され る。そ こで、心停 止 ドナー肝 の利用 は臓器 の有効 利用 だ けでな

く、 ドナー確 保 に伴 う倫理的 問題 か らも大変有 用な手段 と思わ れ る。 しか し、

現在 まで心停 止 ドナー肝 よ りの細 胞分離 お よびそ の移植 成功例 の報告 はな く、

この技術 の開発 は肝細胞移植 の進歩 発展 に とって大変重要 と思わ れ る。

本研 究 において は、心停 止 ラ ッ ト肝 か らの肝細 胞分離 法 を確立 し、そ の細胞

の収量増加 法 とバイ ア ビ リテ ィ向上法 を開発す る。次 に、心停 止 ラ ッ ト肝 か ら

採取 した肝細 胞 を脾 内に移 植 し生着 の有 無 を確 認す る。移 植肝細 胞 の生着 が確

認 された場合 には、実 際 に酵素 欠損 ラ ッ トに肝細 胞移植 を行 い、移植肝 細胞 の

機 能発現 を検 討す る。
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研 究 成果

1)心 停止 ドナー肝か らの肝細胞分離法の開発お よび生肝細胞収量の増加法

とバイアビリティ向上法の研究

ウイスター系雄 ラッ トの尾静脈 か らヘパ リン4001U静 注後 、サ イ アミ ラール

50mglkg静 注 し心停止 させた。 室温(23-25℃)で 放置 し・0,30,60,

90,120分 後 に開腹肝摘 出 し肝細胞分離 を施行 した。

① 経 門脈的潅流法

Berryら のコ ラゲナーゼ消化法 に従 い、5Frの ア トム の栄養 チューブ

を門脈 内に挿入 し血液 をwashout後 コ ラゲナーゼ液 で潅 流 した 。ヘパ

リン化が不十分 で血液が充分washoutさ れな い肝 にお いて は この方法

で は酵 素液 が潅 流 されず生細胞 は分離 回収で きな かった。血液 がwash

outさ れ た肝 ではFig.1の 如 くの結果で あった。

②多枝穿刺潅流法

当科 で開発 した潅流装置 を使 い8チ ャンネル のチ ューブ に22Gの 翼状

針 を付 け肝実質 に穿刺 し血液 をwashout後 コ ラゲ ナーゼ液 で潅 流 した。

この方法 では、心停止30分 以後 の摘 出肝 において は血液 が充 分wash

outさ れ ず 、 酵 素 液 が 潅 流 さ れ ず 生 細 胞 は 分 離 回収 で き な か った

{Fig.1)o



Fig.1分 離 法 別 肝 細 胞 収 量 お よ びviability

心し1苧止 瞬 間1ガ ♪

分離法 0 30 60 90 120

経門脈的潅流法
'

収量(生細胞数/
湿肝臓重量) 1.2x10' 8.1x105 5.6x103 1.5x102 1.7x10

viability 92.0% 70.2% 43.2% 12.3% 1.4%

多枝穿刺潅流法
収量(生細胞数/
湿肝臓重量) 1.5x10 0 0 0 0

viability 10% 0% 0% 0% o%

分離肝細胞 のviabilityはtrypanbluedyeexclusiontestに よ り判定 した。

以 上 の 結 果 よ り 、 経 門 脈 的 潅 流 法 に て 細 胞 分 離 を 行 う こ と と し た 。

2)DBcAMPの 心 停 止 ドナ ー 肝 か らの肝 細 胞 分 離 に対 す る影 響

肝 細 胞 温 阻 血 障 害 にお いて,保 護 作 用 が確 認 され て い るDBcAMPの 心 停 止 ドナ

ー 肝 か らの肝 細 胞 分 離 に対 す る影 響 を検 討 す る た め 、下 記 の よ うな プ ロ トコー

ル に基 づ き1)・① と同様 な 実 験 を行 いFig.3の 結 果 を得 た 。

Fig.2心 停止 ドナー肝 か らの肝細胞分 離 に対 す るDBcAMP前 投 与の影 響

DBcAMP

15mg/kgB.W.iv

cardiacarrestPreparationofhepatocyte

atroomtemperature

一60min 0,30,60,90,120min



Fig.3肝 細胞収量 およ びviabilityに 対す るDBcAMP前 投与の影響

'・ 止 蘭 秀 一一 一 『 60 『 120

経門脈 的潅流 法

収量(生 細胞 数/

湿肝臓重量)1.3x107

viabilityX91.3%

7.1x105

76.4%

4.8x104

52.6%

4.5x103

26.8%

'

3.7x103

13.8%

以上の結果から、DBcAMPの 前投与により若干のバイアビリティと生細胞収量

の増加を認めた。同様な実験 を、肝細胞保存液 中の添加で細胞膜保護作用が確

認 されているクロールプロマジンを心停止前60分 に前投与 したが、バイアビ

リティと生細胞収量の有意な増加は認め られなか った。

3)遊 離肝細胞の精製

心停 止後30分 ドナ ー か ら採 取 され た肝 細 胞(viability70.2%)をPercollに て

精 製 を試 み た が 、精 製 過 程 で ほ とん ど の肝 細 胞 が 失 わ れ た 。 見 か け上 ト リパ ン

ブ ル ー 色 素 排 泄 試 験 陰 性 の細 胞 も、 細 胞 膜 に は温 阻 血 障 害 が 起 こ って お り精 製

過程 の機 械 的刺 激 でmembraneleakyと な る こ とが判 明 した 。 同時 に この 細 胞 を

精 製 せ ず にそ の ま まMEM培 養 液 内 で 培 養 す る と、 細 胞 膜 にbudding様 変 化 が 起

こっ て い た(Fig.4)。 また 機 能 面 で は 、NH4Cl負 荷 で 尿 素 合 成 能 を検 討 す る と コ

ン トロール(心 停 止 時 間0分)の40.3μg/g・cell/hに 対 し11.5μg/g・cell/h

と著 明 に低 下 して い る こ とが 判 明 した(Fig.5)。
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Fig.4心 停止後30分 ドナーから採鴨 慧蕪 鯉難
の状態

a;細 胞の膨化 と色素の取 り込み を認 める。

b;生 細胞 にも細胞膜 にbuddingを 認める。

心停止時間
ア ン モ ニ ア 負 荷 試 験
ug/gcell/hour

0分 40.3

30分 11.5

Fig.5ア ンモニア負荷試験に対する心停止時間の影響



まとめ

我 々の方法 で は、心停 止 ドナー肝 か ら移 植可 能性 のあ る生細 胞 を分離す る こと

はで きなか った。そ の要 因 は、心 停止 前 の全 身 のヘパ リン化 が不確 実で ある こ

と、そ の為酵素潅流 が不十分 とな り細胞 収量 の低下 お よび分離 時の器械刺激 の

増加 が必 要 となる ことが あげ られ た。分離時 、 トリパ ンブルー色 素排泄試験 で

生細胞 と判定 された細胞 もPercollの 精 製で ほとん ど回収不能 となった。これ は、

未精製で の細胞培養で 時間 とともに細胞 の膨化 と細胞膜 のbuddingが 起 こって

いる ことか ら、心停 止時 の温 阻血 ある いは細 胞分離 の課程 で細胞膜 に障害 が起

こってお り分離直後 に色素 を排泄 して いた細 胞 もかな りの障害 を受 けて いる事

か ら起 こるもの と思 われた。 これ は形態面 だ けで な く、 ア ンモ ニア負荷試験 で

もコ ン トロールの28.5%し か尿素形成 を認めず 、機 能面で も著 明 に低下 してい

る ことが確 認 され た。今 回の分離法 では、 この先 の移 植実験 に供 す る ことがで

きず 、生細胞 回収率 向上 のための工夫が必要 と考 え られ た。


