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は し が き

複雑 な機 能 を有す る肝臓 の重篤 な障害 の究極的 な治療法 は肝 移植 で ある。 し

か しなが ら、脳死臓器移植 が法 的 に可能 にな ったに もか かわ らず 、期待 した症

例 の増加 はない。 また、欧米 において は提供 臓器 の不足 が問題 となってい る。
一方

、近年 の発生 生物学 あ るいは分子生物 学 な どの進歩発展 は め ざま しく、臓

器 、組織 の再生にはstemce■ が重要で あるこ とを明 らかに した。また、再生 医

学の重要性 が明 らか にな りつ つあ る。 本研 究 では、肝機能 の体 内、外 補助 の方

法 と して、肝膵相 関 に基づ く再生 医工学 的ア プ ローチ に よる開発 につ いて検討

した。
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研 究 成 果

〈研 究 目的 〉

生体 の物質代謝 の 中枢 であ る肝臓 は、極 めて複 雑多 岐 にわ た る機 能 を有 して

い るた め、 ひ とたび重篤 な機 能不全 に至れ ばその予後 は今 日なお不 良であ り、

現在臨床的 には血液透析濾過 、吸着剤血液 灌流 、血漿 交換 な どが行 われ てい る

が、劇症肝不全 の救命 率はなお20～30%で あ る。肝臓 の本来持 ってい る再生能

力 を期待 し うる急性肝不全 には人 工肝臓 が 、そ うで ない慢性 肝不 全 には肝移植

が唯一 の治療 手段 で ある。後者 の肝移植 の最大 の問題 点は ドナ ー不足 であ り、

ドナー肝 が入 手出来 るまでに約30%の 患者 が間に合わ ない とい う。本 邦では生

体肝部分移植 がや む を得ず行 われ てい るが、 このwaiting時 のサ ポー トにも人

工肝臓 が必 要 とされ る。我 々は これ まで、遊離肝 細胞 を代謝 の リア クター と し

たハイ ブ リッ ド型 人工肝 の基礎 的研究 を進 め、肝 不全動物 の延命 に成 功 した も

のの救命 には至ってお らず 、臨床応 用 にむ けて さらな る研 究 を継 続 してい る。

生体 にお け る肝 臓 の主な機 能 は物質代 謝 と解 毒機 能 で あ り、 この両者 の機 能

は肝細胞 内の膨 大 な酵素 系に よ り営 まれ て い る。 ハイ ブ リッ ド型 人工肝臓 は、

代謝 の リア クター として この遊離 され た肝 細胞 をモ ジュール 化す る事 になって

い るが、そ の機能 を十分 に長 期 間維持 させ る方 法の 開発 が最重要課題 であ る。

一方生体 においては、肝臓 と膵臓 が相 互の臓 器相 関機構 をた くみ に活 用 して肝

臓のエネル ギ,.._..代謝 を維持 し、ホ メオ ス ター シス を維持 してい るこ とが知 られ

てい る。

そ こで本研 究では、 この生 体 にお け る肝 膵相 関機 構 を再生 医工学的 アプ ロー

チ によ り生体外 で再現 し、ハ イブ リッ ド型 人 工肝 システム に組み 込み、肝機能
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を高度 かつ長期 間維持 させ る方 法の開発 を 目的 とす る。

近 年、再生 医学の研究 が進 め られ てい るが 、 これ には従来 か らの再生 医工学

的応用 が極 めて重 要で ある。肝機 能 の再生 を、tissueengineeringの 観 点か らみ

る と、代謝機能 を担 う細胞 、 この細胞 が分裂増殖 す るた めに必 要な足場 で ある

基質、そ して、細胞 間のあ るいは細胞 内 のシ グナル伝 達機 構 と して重要 なサイ

トカイ ンの3つ の要素 の有機的再現 がその根本で あ る(論 文別刷 参考)。 肝 の代

謝機 能 を担 う細胞 の供給源 を、 ヒ トの生体肝 に依存す るこ とは、肝移植 にお け

る ドナー不 足 と同一 の問題 を抱 え るこ とにな り、新 たな細胞源 を検討す る必要

があ り、採 取や保 存 とい った問題 の解 決 も必要 と され る。

また、細胞 がその機能 を最 大限に、かつ 良好 な状態 で長期 間発 現す る為 には、

その環境 の構 築が極 めて重要で ある。

さらにサイ トカ イ ンと して は、各種 の成長 因子 が必 要 であ るこ とが知 られ て

いる。

本研究では、 これ らの点 につ いて も検討 を進 めた。

ハイ ブ リッ ド型人工肝 臓 の開発 は、21世 紀 の医療 に期待 され る主な人工臓器

のひ とつで あるが、複雑 な機能 を代行 させ る為 にその 開発 は簡 単 ではない。 そ

こで、生体 のホメオス ター シス機構 のひ とつで あ る肝 膵相 関機 構 を再 生医 工学

的アプ ローチ によ り人 工肝臓 に応用す るとい う、本研 究は極 めて独創 的 であ り、

他 に類 をみず学術的 に も大変興 味を持 たれ る ところであ る。
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〈研究方法 と成績 〉

1.ラ ッ ト胎児肝 ・膵混合脾 内移植 実験

成 体の肝 ・膵組織 は通常分 裂 ・増殖す る能力 を示 さないの で、再生活性 の強

い胎児組織 に着 目した。妊娠18日 目の胎児 ラッ トを開腹 し、肝臓お よび膵臓 の

組織 を ピンセ ッ トで機 能的 に破砕 して コラゲナ ーゼや デ ィスパー ゼな どの消化

酵素液 を加 えなが ら混合 し、培養 液 で洗浄 した後、両細胞 ・組織 を ミンス した

状態 で、成体 ラ ッ トの脾臓 内 に移植 し、経過 を組織 学的に観 察 した。

移植1週 間後 には、肝 細胞 と膵外分泌組織 がそれ ぞれ集 塊 をな して生着 して

い る像 が観察 され たが、 ラ氏島 を確認 す るこ とは出来 なか った(図 ・1,2)。

一方 、移植 した6ヶ 月後 の脾臓 を検索 した ところ、肝細胞 とラ氏 島が混合 し

て生着 している像 が観察 され た。ところが膵外 分泌組織 は認 め られ なか った(図

・3:HE染 色標本、図・4:イ ンス リン染色、 ラ氏島が茶褐色 に染 まってい る。肝

細胞 もク ラスター を形成 してい る)。

肝 ・膵細胞 あ るい は組織 の混合 培養 に よ り、 両者 の活性 が高 まった ことを示

す もの と思 われ 、肝 ・膵相 関機構 の再現 を期待 させ る もので あ り、再生 医工学

的アプ ローチ に よるハイ ブ リッ ド人工肝臓 の よ うな、体外型 代謝器 へ の応用 に

ついて、今後 更に検討 を続 けたい。
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図 ・1.ラ ッ ト胎 児 肝 ・膵 混 合 移 植
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図・2.ラ ッ ト胎 児 肝 ・膵 混合 移 植
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図 ・3.HE染 色標 本
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図 ・4.イ ンス リン染 色
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2.肝 細胞の凍結保存法の改善

肝細胞 の凍結保 存法 と しては、凍害防止剤 としてDMSOを 用い、プ ログラ ミ

ングフ リーザー を用 いて4℃!分 の冷却 速度で凍結 し、液 体窒素槽 に保存す る方

法 によ り、長期保存 が可能であ るこ とを報告 して きた。今 回は、凍害保 護剤 に、

UW液(ヒ ト肝臓 の低 温保 存時 に使用 され る肝 保存液)の 有用性 について検討

した。

ラッ ト肝 細胞 は コラゲナ,,._..ゼ酵 素灌 流法 に よ り分離 して得 た。 凍害保護 液 は

12%DMSO、10%FBSを 含 むUW液 で ある。 また凍結保存後 に得 られた細胞 に

レンチ ウィル スをベ クター としてLacZを 導入可能 か否 か を検討 した。更 に、凍

結保 存細胞 をガ ラク トサ ミン肝不 全 ラ ッ トに移植 して、救命 率 の向上 が認 め ら

れた(文 献参照)。

3.ヒ ト肝細胞 の分離 と凍結保存 の研 究

ヒ ト肝細胞 は、何 らかの理 由で使用 され なか った脳死体 か らの肝 を、3ス テ ッ

プ コラゲナーゼ 酵素消化 法に よ り分離 して得 た。 凍結保 存 に適す る細胞 は、若

年者 ドナー 、80%以 上のバイ ア ビ リテ ィー を有す る肝細胞 、脂肪肝 で ない細胞

である。

凍結保 存には12%DMSOを 含 有す るUW液 を用い た。プ ログ ラミングフ リー一

ザーで4℃!分 の冷却速度で凍結 した。

解凍後 のバイア ビ リテ ィー は約50%を 示 した(本 研究 は ピッツバ ー グ大学Dr.

Stromと の共 同研究 に よった)(文 献参 照)。
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4.細 胞源の研究一骨髄細胞 由来肝細胞の確立

ドナー肝 あ るいは肝細胞 の ソー ス と して 、脳 死体 か ら供給 され るこ とは、 も

はや 限界 があ る。 そ こで近年 の発生生物 学 あ るいは分 子生物学 な どの学 問の発

展 を背景に、幹細胞 の存在 が クローズ ア ップ され て きた。Petersenら は肝障害

を与 えたマ ウス宿主肝 内に移植 した骨髄 細胞 が肝細胞 へ分化す るこ とを報 告 し

た。 そ こでわれ われ も、新 しい観点 か ら骨髄 細胞が肝 細胞へ分化 し うるか否か

を検討 した。

方法は、先天的 にアル ブ ミンを合成 できないNagase無 アル ブ ミンラ ッ トに、

アル ブ ミンを合 成 で きる同系 ラッ トの骨髄 を移植 し、アル ブ ミン産生細胞 を同

定す るもので ある。

エ ーテル 麻酔下 に ラ ッ トの両大腿骨 よ り骨 髄細胞 を採取 し、非連続密度 勾配

法に より単核球分画の細胞浮遊液 を作成 して移植 に用い た。

図・Aの 左 は、アル ブ ミン産生 ラッ トの肝組 織標 本 のアル ブ ミン染色像で、右

は無 アル ブ ミンラ ッ トの肝 組織標本 で あ る。 無 アル ブ ミンラ ッ トの肝臓 には ア

ル ブ ミン産生細胞 は、極 めて稀 に しか存在 しない事がわ かる。

図 一A.ア ル ブ ミン染 色
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図・Bは 、各 グル ープ にお ける肝臓 のアル ブ ミン染色標本 であ る。 下段 にみ ら

れ る よ うに、肝 切 とい う再生刺激 を与 えて骨 髄細胞 を移植 した ところ、アル ブ

ミン染色 陽性 の肝細胞集 団が観察 され た。骨 髄細胞 が肝細胞 に分化 した こ とを

示唆す る。

図 一B.ア ル ブ ミン染 色

group1(未 処 置) group2(肚 切 のみ, group3(移 植 のみ)

group4(肝 切 ・移植)

図・Cは 、 メスの無アル ブ ミンラ ッ トにオスの骨髄細胞 を移植 して、メスの肝

内に、アル ブ ミン陽性 細胞 内にオ スのY染 色体が認 め られ た所 見 を示 す。

図・Dに は、肝 細胞 に分化 したアル ブ ミン産 生細胞 が腫 瘍性 で ない こ とを、

GST・P染 色 で確認 した。

図・Eに は、アルブ ミン陽性 細胞 クラスター を採 取 しDNAを 抽 出 してPCR法

に よ りアル ブ ミン遺伝子 の存在 を示す(肝 切 ・移植群 の点線部 分が分化 した肝

細胞 によ り作製 されたアルブ ミン)。

13



図一C.雌 無アルブ ミンラ ッ ト肝内でのY染 色体 の存在
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図 一D.GST-P染 色
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図一E.宿 主肝 内アルブ ミン陽性 クラスターでの正常アルブ ミン

遺伝子の存在
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正常 ラッ ト 無アルブ ミンラッ ト 肝切 ・移植群

(Group4、4週 目)

5.細 胞源 の研 究 一末梢血 由来肝 細胞 の確 立

前述の骨髄細胞 と同様 なstemce■ が末梢血 中 にも存在す るか否 かを検討 した。

ドナー ラ ッ トには5日 間G-CSFを 投与 し、終 了後全血 を採取 し密度 勾配 法で単

核球分画 を採 取 した。70%肝 切後 門脈 よ り200万 個注入 した。

図・Fの 下段左側が、末梢血単核球 由来 アル ブ ミン産生細胞 であ り、右側 は骨

髄 由来のアル ブ ミン産生細胞 で ある。 いずれ も肝細胞 の形態 を示 してい る。

図・Gに は、オスの末梢血 由来Y染 色体 が赤 印の よ うにメスの肝 内で染 色 され、

同一 の細胞 がアル ブ ミンを産生 して いるこ とを示す(下 右)。

図・Hに は、末梢 血単核 球 由来 細胞 がアル ブ ミン を産 生 して い る ことを示 す

(MOB)。BMは 骨髄 由来細胞 の場合 を示 してい る。

この よ うに、末梢血 単核 球 も肝細胞 に分化 アルブ ミンを産生す るこ とが判 明

した。
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図 一H.DonororigincellsprovedbyPCR:

Normalalbumingeneappearedinalb+cluster

F344 F344alb MOB BM

67bp→ ● ■Dr■ 一 ■ 四

60bp→ 剣■■■DC■ 圏c-"

6.お わ りに

肝 と膵 は、再生 医工学 的 に も、お 互い に相 関関係 を保 つ こ とに よ り、 良好 な

機能 を長期 間発 現 し、三次元構 造 を構築す る可能性 が見 出 され た。

この事 実は、生体 内、外 にお け る肝機 能 の再生、補助 法 の新 た なス トラテ ジ

ー にな り得 るこ とが期待 され 、今後 いか な るモ ジュール に組み 立てて いけ るか

が問題で ある。

また、再生 医療 の重要 な要素で ある細胞源 に関 して は、骨髄や末梢血 中のstem

ce■ の存在 を確認 で きた ものの、移植や人 工臓器 に応用す るにはまだ多 くの解 決

され るべ き問題が あるが、今後 の展 開が楽 しみで ある。
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