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はしがき

われわれは、1980年 代より各種肝機能障害に対する新 しい治療法 として、肝

細胞移植やハイブ リッ ド型人工肝臓 など肝細胞を用いた肝機能補助法の開発 に

取 り組んでお り、ラッ ト脾臓内に移植肝細胞が着実に生着 し、正常肝組織を構

築することを世界 に先駆 けて報告 してきた。肝細胞移植の臨床応用には、いま

だ様々な解決すべき問題点が残されている。なかでも、如何にして移植肝細胞

による肝機能補助能を増加 させるかが重要な課題である。これには、1)移 植肝

細胞の早期分裂 を刺激する方法と、2)何 らかの細胞外接着基質を用 いて移植肝

細胞を確実に生着させ、同時に移植部位 を増加させる方法が考 えられる。

本研究では、これ らの方法を開発するために、肝細胞の分裂増殖法の可能性

な らびに各種の接着基質の検討を行 い、あわせて人工肝臓への応用について も

検討したので報告する。
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研究成果

1)は じめに

肝臓 は極めて複雑な酵素系を有 し、生体 に必要な物質の代謝産生や、不要な

物質の解毒排泄 といった、生命維持 に重要な機能 を担っている臓器である。

肝悪性腫瘍、肝硬変症あるいは先天性胆道 閉塞症な どの末期肝疾患患者 を救

命するには、肝臓移植によるほかに方法はな く、表 一1に 示すように、本邦で

は年間約4万 人が肝疾患で死亡 している。ところが、脳死下の臓器摘出が社会

的 に是認されたけれ ども、絶対的に ドナー肝 の数が少ない。 したがって何 らか

の対策 を早急に開発する必要がある。
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表 一1.肝 疾患 の年次別 死亡推 移

さて、肝臓は本来非常 に再生力の旺盛な臓器であることが知 られている。そ

こで、肝臓 を細胞に分離 して再び生体 に移植 し、移植された肝細胞が どんどん

分裂増殖すれば弱った肝臓の機能を補助 して くれるかもしれない。

コラゲナーゼ消化法の開発による肝細胞分離の成功 により、肝機能不全に対
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する新 しい治療法として肝細胞移植および遊離肝細胞 を代謝 リアクター とす る

ハイブリッド型人工肝機能補助の研究が進め られ るようになった。

1970年 代後半のSutherlandら による急性肝不全 ラッ トに対する肝細胞移植

の報告 に端 を発し、実験的急性肝不全に対する肝細胞移植の有用性が数多 く報

告されている。さ らに米国のStromら は、急性肝不全患者に対 して肝細胞脾内

移植 を行い、肝移植 までのつなぎ役 として有効であると報告 した。 また、先天

性酵素欠損症 に対する肝細胞移植 も試み られ、その効果が確認されている。

遊離肝細胞 を用いた人工肝機能補助法 として、著者 らは犬肝細胞を代謝 リア

クター とする人工肝機能補助装置を試作 し、実験的急性肝不全動物の生存時間

の延長 を認めた。米国のDemetriouら によるマイクロキャリア接着豚肝細胞お

よび ドイツのGerlachら による3次 元培養豚肝細胞 を用 いた人工肝機能補助装

置の臨床応用が試み られ、細胞移植 と同様に肝移植 までのつなぎ役として有用

であることが報告 されている。いずれの方法 も疾患の緊急性を考慮すると常に

大量の肝細胞が供給可能でなければな らず、 ドナーソースとして、いかなる肝

細胞をいかに入手す るかが重大な問題点である。

本研究では、われわれが確立 した肝細胞採取法によ り得 られた肝細胞 を用い

て、肝細胞移植の有用性の検討 を行 うとともに、代謝の リアクター とした応用

法について合わせて報告する。

2)肝 細胞分離法 の確立

肝臓 を細胞単位 に分離 して 、活 性度 の高い細胞 を効率 よ く得 る事 はなか なか

困難で あった が、1969年 にBerry&Friendが コ ラゲ ナーゼ酵 素消化法 を開発

して以来飛躍 的に進歩 した。本法 は、 ラッ トの門脈 内 にカテー テル を挿入 し、

0.05%のCa++を 含 まな いコ ラゲ ナーゼ酵 素液 を約10分 間循環灌流 させて 、細

胞間 の結合織 を消化 し、ハ サ ミで肝 を細切 して遠心洗 浄 して細胞 とす る もの で

ある。犬 、サル、豚な どの大 きな肝臓 を分離す るには、基本 的な システムは 同

様 で あるが、細胞 間の接着イ オ ンで あるCa++の キ レー ト剤 と してのEGTAの

使 用 、コ ラゲナーゼ酵素濃 度 の増加(0.15%)、 酵素 消化 時間 の延長(15～30

分)、 低速度電 動カ ッター の併 用な どの工夫が必 要で あ った 。250g前 後 の ラッ

トで は、viability90～95%で 約5×108コ1匹 、10kg前 後 の犬 、豚 で はviability
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約90%、2×1010コ/匹 の肝細 胞が分 離 され た。また、門脈 内挿管 の不 可能な部

分切 除肝 では 、多 数 の針 を肝 に刺入 して循 環灌流す るシステム(多 肢穿刺灌流

法)が 有効で あった。門脈 内挿管 法で は、全肝 細胞 の70%以 上 を分離す ること

がで きるが、部分肝 の場合 には多肢 灌流法 で も、収率 は全肝 の場合 の1/3で あ

る。表 一2に 、 ヒ トの肝 臓 を含 めた採取 成績 を示す 。

最近 、米 国のStromら は、何 らかの理 由で使用 しなか った肝 臓 を細胞単位 に

分離 し臨床 に使用 して いる。デ ィスパ ーゼ を併用 して いるが、活性 の低下 した

肝臓 か らは収 率 も低 下 し、肝 細胞 のバ イ ア ビ リテ ィー も低 いよ うで ある。分離

された肝細胞 を静置 培養す る と、 図 一1の 様 に きれ い に敷 き石 状 を示 し、灌流

培養 による代 謝機能 も良好 に維 持 され てお り(表 一3)、Stromら はチ トクロー

ム機 能 も良好 で ある ことを報告 して いる。

ラ ッ ト 豚 イヌ サル ヒ ト

前 灌 流
Ca(‐)Hanks'

緩 衝 液

EGTA加

HEPES緩 衝液

EGTA加

HEPES緩 衝液

EGTA加

HEPES緩 衝液

EGTA加

HEPES緩 衝液

灌 流 量
30m¢/分

(全 肝)

1ρ/300g肝・分

(全 肝)

1£/3009肝 ・分

(全 肝)

30m,Q/309肝 ・分

(部分 肝)

100醜/60g肝 ・分

(部分肝)

酵素液際
0.05%

一

0.15%

十

0.15%

十

0.15

十

0.15%

十

機械 的方法 ハ サ ミ ミキサー ミキサー ハ サ ミ ハ サ ミ

浜 過 ガ ー ゼ
金属メッシュ

(100岬)

金属 メ ッシュ

(100μn)

ガ ー ゼ ガ ー ゼ

採取量(ケ/9)

バイアビリティー(%)

46×10'

90

8×10'

90

8×10'

90
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:1'1
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7080

表一2.各 種動物肝細胞採取法の比較
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図 一1.肝 細 胞 の 静 置 培 養

CultureTime Ohr 3hrs 6hrs
Metabolic

Volume

nonpreserved

Viability(%)P,ese,(nved=5)
(n=7)

93±0.5

75±3.0

19±1.4

55±4.0

75±3.8

50±7.0

Ammonianon-preserved

Concentration(%)preserved

100

100

16±6.6

46±22.0

12±7.5

29±15.0

475±86.8cap

99±20.0

Urea-Nnon-preserved

Concentration(%)preserved

100

100

122±3.4

119±7.1

152±17.1

136±11.2

0,6±0.25(b)

0.3±0.13

Glucosenon-preserved

Concentration(%)preserved

100

100

136±24.3

127±16.8

150±33.4

138±19.0

2.8±0,70(b)

1.5±0.38

表 一3.灌 流培養 による肝 細胞 の代 謝機 能
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3)肝 細胞移植 の基礎 的検討 と問題点

肝 臓 を臓器 として扱 うので はな く、細胞 単位 に して使用す る ことに よる利 点

として、移植手技 が容 易で ある こと、手術侵 襲が 小 さい こと、 自家移 植が可 能

で ある こと、免疫 学的 ・遺伝子 工学的操作 がで きる ことな どがあげ られ る。 そ

して、肝 細胞移植 の適応 疾患 として は、急性 肝不全 、慢性肝不全 、先天性酵 素

欠損症 な どが あげ られ 、 また 、臓器 移植時 のbrigeuseに も使用可能 であ る。

肝臓移植 の臨床 はす で に1963年 に始 め られ たが、肝細胞 移植 の方 は、1970

年 にな って初めて動 物実験 がス ター トした 。これ は先天的 な酵 素欠損のた めに、

高 ビ リル ビン血症 とな って いる ラッ ト(Gunnラ ッ ト)に 、 ラッ トの肝癌細胞

を皮下 に移植 した もので あ る。 同様 な実験 の成 功が 、成熟 ラ ッ トの肝細 胞 を門

脈 内 に注入 して得 られて い る。われ われ は、1976年 に酵素消化法 で分 離 した ラ

ッ ト肝細胞が 、脾臓 内 に最 も良 く生着す る事実 を見 出 し、脾 臓が肝臓化 して肝

機 能 を再現す る事 を世界 に先駆 けて成功 した。

3-1)急 性肝不 全 に対 す る検 討
タ

1970年 代 よ り実験 的急 性肝不 全動物 に対す る肝 細胞移 植 の有用 性が 報告 さ

れて いる。肝不全 モデ ル と しては、 さまざ まな薬剤 性急性肝 不全、虚血性肝 不

全や90%部 分肝 切除 な どの外科 的急性肝不 全が用 い られ 、移植 部位 と しては、

腹腔 内、脾 内、 門脈 内、肺 内 と多様 で あるが 、肝細胞 移植 による生存 率 の改善

あるいは生存時 間の延長 が得 られ てい る。 いず れ の場合 も、移植肝細 胞数が全

肝 の肝細胞数 のわず か数%以 下で 、生存率 の改 善が得 られて いる。

われわれ は、D一ガ ラク トサ ミン(D-gal)投 与12時 間後 のラ ッ トに、アル ギ

ン酸Ca被 包化 肝細 胞腹腔 内移植 と同時 に、プロス タグ ランジン類(PG)生 合

成 酵素阻害薬 であ るイ ン ドメタ シンを投 与 し、網 内系機 能 と肝不全動物 の生存

率改 善 との 関連 を検 討 した 。肝細 胞移植群 で は、血清肝逸脱 酵素値 の上昇お よ

び網 内系機能 の指標 で あ るphagocyticindex(PI)の 低 下が抑制 され 、生存率

は80%に 改善 され た。移 植後1週 間後 の肝 組織学 的検 索 において もほぼ正 常な

肝組織像 を呈 して いた 。一方イ ン ドメタ シン投与群 で は、PIの 経 時的な低 下 と

血清肝逸脱酵 素値 の著 名な上昇が認 め られ 、非移植群 と同様 にD・gal投 与48

時間以 内に全例 死亡 した(図 一2)。

8



生存率(%)

100

80

so

40

20

0

==

groupN (ゲル ビー ス化 生肝 細胞)
一

一

ill
o

1トー 一 一

一 L-
,「

一

1

』=

L

group皿

一→ ト ー一

(非ゲル化生肝細胞)

groupII i
隔(ゲルビーズ化

死 肝 細 胞)

書

group 1 (無肝細 胞ゲ ル ビーズ)

i

置

邑 1 II i i iiii

t
_g・1↑1

2 3 45 s 7 ii
14(日)8

TX

図 一2.肝 不全 ラ ッ トの生存率

この成績 で特筆す べ き ことは、腹腔 内に移 植す る肝細胞 は、単離 の ままで あ

るよ りも、何 らか の基 質 に包埋 されて いる方 が よ り有効 で あった とい う点 で あ

る。 また、注入 され た肝 細胞数 が全体 の数%と い う少な い量で も生存 率 を向上

させ る ことが 出来た とい う点 であ る。肝 細胞 は、本 来何 らかの基 質 に接着 して

良好な機能 を再現 す る細 胞で ある と ころか ら、後述 す る様 に、コ ラー ゲ ンゲル

ビーズ状 に包埋 した事が 良 い成績 にな った もの と推 定 され 、各種 の方法 を検 討

す る ことと した。

3-2)先 天性肝酵 素欠損症 に対す る検 討

先天性 代謝異常 の原 因 は肝 酵素 の先天 的欠損 によ る もので あ り、他 の肝機 能

は正常である。 した が って 、必 ず しも全肝 を取 り換 える必 要 はな く、欠損 した

肝 酵素を正常肝 細胞 を移 植す る ことによ り補 正す れ ばよい場合 が ある と考 え ら

れる。UDP一 グル ク ロニル トラ ンス フェ ラーゼ 欠損 によ り高 ビ リル ビン血 症 を

呈す るGunnラ ッ トや 、アル ブ ミン生合成が 不可能 なNagaseanalbuminemic
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ラッ ト(NAR)な どに肝細胞移 植が試 み られ 、先天性代 謝異常の是正が 可能で

ある と報告 され て いるが、そ の効果 は生着肝細胞 数 に左右 されるため部分 的で

ある。筆者 らも、NARへ の脾 内移植 肝細胞 による経 時的な血 清アル ブ ミン値 の

上昇 を認めたが 、移 植後1年 以 上 を経過 して も正 常 ラ ッ トのわず か0 .4%程 度

の血清 アル ブミン値 を示す に過 ぎな か った(図 一3)。
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図 一3.SERUMALBUMINLEVELINNARsWITHHCTx

次 に、先天性肝 酵 素欠損症 のモデル と して 、ビタ ミンC合 成酵 素欠損 ラ ッ ト

への、正常肝細 胞移 植実験 を行 った 。 このモデル は、 ビタ ミンCを 補給 しな い

と、出血傾 向や骨 の発 育異常や体 重減 少 を来 して死亡す る というモデル で ある。

図 一4に 示す如 く、肝細胞 非移植群 は、アス コル ビン酸 の投 与 中止 によ り全 例

体 重減 少 を示 し死 亡 したが、腹腔 内移 植群 、脾 内移植 群 、門脈 内移植 群 と もに、

細胞 が 良好 な生着 を示 した動 物 は延命 した 。

これ らの成績 は、先天性酵 素欠損 の治療 の場合 に も、あ る程度 の肝細胞 量 を

必要 とす る ことを示 して いる もの と推定 され 、次 に移植肝細胞 の増量法 の検 討

を行 った。
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図 一4.AsA投 与 中止 後 の体 重変化

●

3-3)移 植肝細胞 の増量促進法 の検 討

Ilanら は、移 植肝 細胞 の増殖促 進 を 目的 と して門脈 枝 の結紮24時 間後 の

Gunnラ ッ トの非結紮肝 葉 に肝綱胞 を移植 し、血清 ビリル ビンの推移 を検 討 し

た結果 、血 清 ビ リル ビン値 は、移植 前値 の20%程 度 まで低下 した。これ は、門

脈枝非 結紮群 に20倍 の肝 細胞 を移 植 した 場合 と同様 の効果 で あった 。 一方

Orenら は、retrolsine(肝 再生 を抑 制す る アルカ ロイ ド)の 前投与 によ り肝 切

除後 の再 生を抑 制 し、内因性再生刺激 因子 の 門脈 内移植肝細胞 に対す る増殖促

進効果 をNARを 用 いて検 討 した。移 植2ヶ 月後 のNAR肝 にお けるalbumin

mRNAの 発現 は約77%に 達 し、血 清albumin値 はほぼ正常値 を示 した。 この

よ うに、再生肝 内 に移 植 された肝細 胞 は宿主肝 と同様 に再 生刺激 を受 けて増殖

促進 させ る ことが証明 され た。 しか しなが ら、 門脈枝 結紮や肝 切除、 ある いは

肝毒性物質 の投与 な どの方法 は、臨床 には応用 で きない。そ こでわれわ れ は、

臨床応用可能な肝再 生促 進法 として 、肝再 生 因子 の投 与 を検討 した。

図一5は 、脾 内移植肝細 胞 に、肝切 除血清 とEGFを 投与 した実験 成績で あ る。

肝細胞移植3日 目、2ヶ 月 目、9ヶ 月 目の移 植肝 細胞 のlabelingindexを 測定
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した ところ、EGF投 与群 で有意 に高値 を示 して いる ことが判明 した 。

図 一6は 、血小板 由来肝再 生促 進 因子(且GF)を 、脾 内移 植肝細胞 群 に静脈

内投 与 した場合 の、移 植肝細胞 量 とBrdUの ラベ リングイ ンデ ックス をみた も

ので ある。や は り 且GF投 与群で肝細胞 の再 生が有意 に生 じて いる ことが判明

した 。

)
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さ らにわれわ れ は、培養肝 細胞 の

増殖 を促進 す る とされ る、肝 切除後

再 生 肝 か ら 抽 出 し たhepatic

stimulatorysubstance(HSS)に 注

目し、四塩化 炭素誘 導肝硬変 ラッ ト

の脾 内移 植肝 細胞 に対す るHSSの

増殖 促進 効 果 を検 討 した(図 一7)。

肝細胞移 植後 間欠的 に 且SSを 静脈

内投与 した結果 、非 投与群 に比 して

明かな脾 内 生着肝 細胞 に対す る増殖

促進効果 を認 め、 またそ の効果 は肝

硬 変の重症 度 に対 応 して いた。次 に、

HSSで 増 殖 を促 進 された移 植肝 細

胞 の機 能発 現 を、 アスコル ビン酸 生

合 成酵素欠 損 ラッ トを用 いて検 討 し

た。脾 内 もし くは脾 内+門 脈 内 の両

方 に、酵素 欠損が み られ ない ラッ ト

の肝臓 よ り分 離 した肝細胞 を移植 。

移植後 間欠 的 にHSSを 投 与 し、体

重 の変動 、生 存率 、血清 アスコル ビ

ン酸値 を比較 的検 討 した。肝細胞移

植後HSS投 与 を受 けた群の血清 ア

スコル ビ ン酸値 は、非投 与群および

A
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図 一8.ODS‐od/odラ ッ トの 肝 細 胞

移 植 後 生 存 率

非移植 群 に比 して有 意 に高 く、体重減 少 も抑 制 され、生存率 も有意 に高 く保 た

れて いた(図 一8)。 以 上 よ り、HSS投 与 によ り移植肝細 胞 の増殖 促進 が可能で

あ り、さ らに増殖 した肝細胞数 は良好 な肝 細胞機能 を発現 す る ことが判 明 した。

4)肝 細胞 機 能再現 法の検 討

前述 した如 く、肝細胞 は何 らか の基 質 に接着 して、そ の機 能 をよ り長 く発現

す る細胞 で ある。天然 の状態で は、肝 細胞 は肝細胞外 マ トリックス に接着 し三

14



次元構 造 を呈 して いる。

そ こでわれ われ は、各種 の接着担体 あるい は包埋 法の基礎 的検 討 を行 った。

図 一9左 上 は、デキス トランマイ ク ロキ ャ リアー の表面 に肝 細胞 を接 着 し、か

つスペース を得 よ う とす る方 法で 、米 国のDemetriouら は、この状態 で腹腔 内

移植や 、ハイ ブ リッ ド人工肝 の リアクター に使用 し、臨床例 の試 み を行 って い

る。われわれ の経験で は、 この ままの状態で はなお接着 力が不 十分 で あ り、 さ

らに接 着 因子 の コーテ ィ ング法 を検討 す る必 要が ある。図 一9右 上 は、天然 の

肝臓 の細胞外 マ トリックス に接着 した状態 を示 した もので ある。接 着状 態 は良

好 であ るが、 この基質 を作製す る費用 が極 めて高 く実用 的で はな い。 図 一9左

下 は、セル ロー ス系多孔性 マイ ク ロキ ャ リアー を示す。多 孔質 の 中お よび表面

に肝細胞 が接着 して いる。 このキ ャ リアー を人工肝臓 の リア クター に利用す る

われ われの方法 を後述 す る。 図 一9右 下 は、肝細胞 をコラーゲ ンゲル に包埋 す

る方法 であ る。 この状態で腹腔 内に移植 して 、肝 不全 ラ ッ トの生存 率 を向上 さ

せ た成績 は前述 した。この方法 も人工肝 の リアクター に応用す る ことがで きる。

さ らにわれわれ は、スイス のDr.Saadら の好意 で、生体 内分解 性高 分子 ポ
←

リマー の提 供 を受 けたので、パイ ロッ トス タデ ィー を行 った 。われ われ の多孔

質マイ ク ロキ ャ リアー と同様な接着 状態 を示 した ので、アス コル ビン酸 合成酵

素欠損 ラッ トに移植 してみた と ころ、体 重減 少や 出血傾 向 を抑 制す る傾 向 にあ

ったが有意差 を示 さな かった。生体 内分解 性 で ある為 に、十分長 時 間細胞 を良

好な状態で維持できなかった可能性 もあ り、更 に今衝 の改良が必要 と判断され

た 。

5)多 孔質マ イ クロキ ャ リアーの検 討 一人工肝 の リア クター の観点 よ り

肝機能 の長 時間、良好な発現 を期 待 して、セル ロース多孔質 マイ ク ロキ ャ リ

アー を検 討 し、ハ イ ブ リッ ド型 人工肝 の リア クター として の有用 性 を検 討 した。

このキ ャ リアーは直径約500μmで 約100μmの 孔径 を有 す る多 孔性 キ ャ リア

ーであ る。比重 は1.024で ほぼ水 と等 しく、0.003%の タイ プ1-Cコ ラーゲ ンで

コーテ ィング して使用 した。肝細胞 の シーデ ィング法 は、キ ャ リアー に肝細胞

浮 遊液 を灌流 させ る方 法 を用 いた。図 一10は 、キ ャ リア`1ヶ に肝 細胞 が多数

接着 している状態 を示 し、図 一11は 、キ ャ リアー横断像 のHE染 色標 本で あ る。
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図 一11.HE染 色

多孔 の中にた くさんの肝細胞 が封入 され て いるのがわか る。図 一12は 、位 相差

電顕像で あ り、立体構造 を示 す肝細 胞表面 の微絨 毛 も良好 に観 察 され る。

図 一13の よ うな 中空糸型 モ ジ ュー ル の膜外 ス ペー ス に このマイ ク ロキ ャ リ

ア接 着肝 細胞 を封 入 して灌流 システ ム を構築 し、代謝機 能 を検討 した 。そ の結

果 、表 一4の 如 く、マイ クロキ ャ リアーのみ の場合 は、モ ノ レー ヤー よ りも若

干 良い代謝機 能 を示 したが 、モ ジュール に封 入す る と、50～60%に 低下す る こ

とが判 明 した。キ ャ リアー を浮遊状 態 にす る と、モ ノ レー ヤーよ り良 い代謝 機

能 を示す ことか ら、単 に中空糸 モ ジ ュール に封 入す るだ けで な く、灌 流法 の工

夫が必 要で ある ことが推 定 され た。

このマイ クロキ ャリアー を腹腔 内 に移 植 してそ の機能 が発現す るか否か を今

後検討 したい。
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図 一13.代 謝 能 の検 討

18



MonolayerMicrocarrierModule

NH3

UN

GIucose

'・i・

3.97

37.47

1.19

3.27

87.23

0.48

2.30

19.2

μglhlmg-protein

表 一4.各 種 肝 細 胞 の代 謝 機 能

6)遺 伝子工学的修飾による肝細胞 の改変

近年、遺伝子工学、分子生物学などの発展を背景に、新 しいタイプの肝細胞

を求める研究が進んでいる。肝細胞療法 に期待される肝細胞は、本来の機能 を

良好にかつ長時間発現すること、分裂増殖能を有す ること、免疫学的に修飾 さ

れていることなどであろう。これ らの要求に応 える細胞 として、表 一5の 様な

研究が報告されている。胎児肝や成体肝 の構成細胞から肝幹細胞 を分離する試

み、ライン化された細胞 に色々な遺伝子 を導入 して機能の発現 と増殖能 を獲得
f

する試み、あるいは不死化遺伝子 を導入 して増殖 を得る方法などが検討 されて

いる。

1.立 野 分難肝細胞よ り幹細胞を同定 増殖能 ↑

2.絵 野 沢 グ ルタミン合 成酵 素導 入HepG2株 アンモニア代 謝能

3.小 林 不死化ヒト胎児肝細胞株

4.近 藤 胎児肝よ り肝幹細胞

各種 肝細胞 マーカー

肝細胞 ・胆管細胞へ分化可能

増殖能 ↑、各種肝細胞マーfi一

5.寺 田 ヒト羊 膜細 胞{MHCク ラス2発 現(一)}サ イトカィンによる 増殖能 ↑

肝特 異的 マーカー(+)

表 一5.多 能 性細胞 の確立
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われ われ は、 岡山大学第 一外 科 の小林直哉博士 らの好意 で 、彼 らが樹立 した

ヒ ト不死化肝 細胞株 の提 供 を受 けた 。 この細胞 は、 ヒ ト胎 児肝細 胞 に、不死化

遺 伝子 として、ポ リオウ ィル ス 由来 のsimianvirus401argeT抗 原(SV40Tag)

遺 伝子 を導入 して不死化 した もので ある。

この ままでは、 いつ まで も増殖 を続 け、腫瘍化す る危 険性 もあ るので 、 この

不死化 遺伝子 を切 り出すCre/loxPシ ステ ム を導入 し、必要 な とき に不死化遺伝

子 を切 り出せ る様 に した。従 って、肝細胞 療法 として使用 す る為 に多量 のボ リ

ュー ム に培養 し、移植な り、人工 肝 の リア クター な るに使 用す る ときに、不死

化遺 伝子 を切 り出 して、安全 な肝 細胞 として使用 しよ う とす る もので ある。彼

らは 、 この不死化肝 細胞が急 ・慢性 肝不全 ラ ッ トへ の移 植 による救 命、機能 の

回復 な どを報告 してお り、 ヒ トへ の応用 が期 待 され る と ころで ある。

われ われ は、 この不死化肝細 胞 をコ ンフ ェルエ ン トな状態 に静 置培養 し、そ

の半分 をス クラ ッチア ウ トして 、そ の残存肝 細胞 の動 態 を観 察 した。そ の結果、

残存 肝細 胞 の再 生状態 に極 めて興 味 ある知見 を得た 。図 一14は 、上か ら右半分

をス ク ラッチ アウ ト直後 、1日 目、6日 目、13日 目の静置 培養 写真で ある。1

日目は大型 の細胞 が分裂増殖 を始 め、6日 、13日 と、経 過 とともに核 の大きな

小型 の肝 細胞 が全体 を占めて激 しく増殖 して いる様子が 見受 け られ る。先端 の

方 よ りも内部 にそ の傾向が強 くみ られ るが 、 どの細胞 が幹細 胞様変化 を示 して

いる のか 、細胞本来 の機 能 は どうな って いるかな ど、正 常 の肝 臓 の再 生状態 と

比較 して検 討 した い。

7)研 究 の まとめ と今後 の展 開

近年 、 シクロスポ リン、FK506な どの新 しい免疫 抑 制剤 の開発 、手術手技

の確立 、術 前 ・術 後管理技術 の進 歩な どによ り肝移植 の成績 は飛躍 的 に向上 し、

欧米 で は各種肝 不全 に対す る究極 的 な治 療法 として定着 して いる。 しか し、適

応 拡大 による移 植症例数 の急 激 な増加 は、 ドナー肝 の有効利 用 を 目的 とした分

割肝 移 植や生体 部分肝 移植な どの工 夫 に もかかわ らず 、深刻 な ドナー不足 をも

た ら して いる。一方 、摘 出され た ドナー肝 の約50%が 何 らか の理 由で肝 移植 に

用 い られず に棄却 され てい る。

BerryとFriendに よ り確 立 された コ ラゲナ ーゼ消化法 は 、動 物 さ らには ヒ
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トの肝臓か ら活性の高い肝細胞 を分離することを可能 とし、分離肝細胞 を用い

た肝細胞移植 もしくはバイオ人工肝臓などの肝機能補助法が研究開発 されてき

た。
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図 一14.不 死化細胞培 養
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急 性肝不 全 に対す る肝 細胞移 植 は、現在 臨床応用 が進 め られて いるバイ オ人

工肝 臓 のよ うな複雑 かつ高価 な シス テムが不要 で手技 も簡 便 で あるため、肝移

植 まで のbridge・useと して の役割 が期待 され る。しか し、bridge・use以 外 の臨

床応 用 には、 ラ ッ トな どの小動物 を用 いた実験 では、安 全性 のみな らず有用性

な どの検討 も不十分 であ り、大動物 を用 いて移植細 胞数 、移植 部位 、移植 時期

な どを詳細 に検 討す る必要 が ある。

一方、遺伝子 導入 自己肝細胞 移植 は 、免疫抑 制 を必要 とせ ず移植肝細胞 の生

着 が確 実で あ る ことか ら、 もっ とも現 実的な方 法 と思 われ る。今後 は、移植 肝

細胞 の増殖促 進法 との組み合 わせ によ り、生着肝細 胞数 を増 加 させ た り、生体

適合 性 の高 い特 殊な細胞 外接 着基質 を用 いる ことによ り、移植 可能肝細胞 数の

増加 を図 り、 さ らに良好 な成 績が得 られ る ことが期 待 され る。
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