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はじめに

肝臓は生命維持に必要な物質の代謝産生と，生体に

必要な物質の解毒・排泄という2つの重要な機能を担

う臓器である。したがって，ひとたび重篤な代謝不全

に至れば致死的な状態となる。この重篤な機能不全の

治療法として，肝移植と人工肝臓による方法がある。

この 2つの方法の基礎研究はほぼ同時期の 1950 年代

に始まったが，臨床的な手技としては肝移植のほうが

発展している。しかしながら，この肝移植の最大の問

題点は，供給されるべきドナー肝不足である。人工肝

臓はこのドナー肝の代用になるべく研究されてきた

が，代用できる肝臓の機能としてはまだまだ不十分で

あり，障害された肝機能を補助しつつ，その再生を待

つ方法の開発が種々検討されてきた。そして，近年の

バイオテクノロジーや tissue engineeringの発展に伴っ

て，人工肝臓の研究も新たな展開をみせている。

本稿では，肝移植の現況と人工肝臓研究の現状につ

いて紹介したい。

肝移植の現況

肝移植には脳死患者からドナー肝を得る脳死肝移植

と，正常人の肝臓の一部を摘出して移植する生体部分

肝移植がある。最大の症例数を示す米国では，年間約

5,000 例の脳死肝移植が行われているが，それでもド

ナー不足から5～ 30%の待機死亡例があるという。そ

こで，いよいよ米国でも生体部分肝移植が始められ，

1999年頃から年間200例以上になり，徐々に増加傾向

にある。移植後の生存率は生体肝移植のほうが良好で

ある。

本邦でも 1997 年に臓器移植法が成立し，脳死臓器

移植症例の増加が期待されたがなかなか増えず，2004

年まで 32件であり，脳死肝移植は 26件にすぎない。

一方，生体部分肝移植例は徐々に増加し，2002 年末

には 2,200 例を超え，そのうち急性肝不全は全体の

12%を占め，救命率は約70%と，米国の脳死肝移植に

よる急性肝不全の救命率60%をしのぐ良い成績を示し

ている。

一方，古くよりドナー肝不足に対するひとつの対策

として，肝細胞移植の研究が行われてきた。基礎的な

動物実験では，急性あるいは慢性の肝不全動物への肝

細胞移植により，動物を延命あるいは救命できるとい

う多数の良好な成績が報告された。そこで臨床応用が

試みられた（表1）。水戸ら 1）は，肝硬変症の患者の部

分肝を細胞単位に分離して脾内に自家移植を試みた。

肝細胞の着床は確認されたが，分裂増殖して機能を補

助するには至らなかった。Grossman2）は先天性高コレ

ステロール患者の左葉を細胞に分離し，これに欠損遺

伝子を導入して再び戻すことにより，高コレステロー

ル血症を治療できる可能性のあることを示した。イン

ドのHabibullah3）は，劇症肝炎 7例にヒト胎児肝細胞

6× 107 個を腹腔内移植して 3例の生存例を得たと報

告している。米国の Strom4）は，劇症肝炎や先天性酵
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素欠損症など 8例に 107 ～ 109 個の肝細胞を移植して

劇症肝炎2例を救命しており，現在では症例数も数十

例になっているという。米国では，提供された脳死肝

の約1/3がいろいろな理由で使用できずに破棄される

といわれ，それらを細胞に分離して利用する方法の検

討である。全肝の機能補助の必要がない肝酵素欠損症

などが良い適応であろう。

Bilir5）は分離された肝細胞を凍結保存後でも利用で

きるかを検討し，その可能性を報告している。このよ

うに，肝細胞移植によっても肝臓の機能を部分的に補

助可能であり，細胞数の確保，免疫学的問題など解決

すべき点もいろいろあるが，今後の発展が期待される

方法であろう。

人工肝臓の現況

人工肝臓に期待される主な機能は，肝臓の代謝と解

毒・排泄機能の補助であり，対象とする病態は，肝細

胞の広汎な脱落とこれに伴う前述した機能の著しい障

害であり，急性肝不全や慢性肝不全急性憎悪時などの

肝機能不全の治療が目的である。障害肝が自ら再生す

るまでの機能の補助の他に，近年では，肝移植までの

bridge use，橋渡し治療として，また，術中，術後で移

植肝が十分な機能を発現するまでの機能補助にも多用

されている。

現在人工肝臓として用いられている，あるいは基礎

的な研究が進められている方法として，人工物のみで

装置化されているいわゆる非生物学的人工肝臓と，肝

細胞や肝組織を用いる生物学的人工肝臓があり，さら

に両者を組み合わせたハイブリッド型人工肝臓などが

ある。これらの方法について概説する。

1．人工肝臓の臨床の現況

（1）吸着剤血液灌流

肝臓や腎臓の解毒機能の補助法として，古くから活

性炭が毒性物質の吸着除去療法に利用されてきた。裸

の活性炭の流出などが生ずるため，表面の加工やいろ

いろな種類の活性炭が用いられている。一般的に活性

炭の吸着は分子量300～ 1,500の蛋白非結合物質に有

力であるとされ，急性薬物中毒の治療に使用されてい

る。現在臨床使用されているハイブリッド型人工肝臓

の回路内に併設して使用されてもいる。

活性炭以外の吸着剤としては，イオン交換樹脂が用

いられ，ビリルビンや胆汁酸の吸着，脂溶性物質や蛋

白結合物質の吸着などに使用されている。

（2）血液透析・濾過

肝不全時の高アンモニア血症に対して，人工腎臓用

のセルロース膜を用いて透析が行われたのが始まりで

ある。従来のセロファン膜では分子量300以下の水溶

性低分子量物質しか透析除去できないところから，近

年では，透析と濾過機能を合わせもつ膜が合成され，

分子量数万の物質も透析・濾過除去可能となった

（Hemodiafiltration: HDF）。肝不全時の血液浄化療法と

して，持続的に透析・濾過する方法が考案され（con-

tinuous hemodiafiltration: CHDF），次項で述べる血漿交

換療法と併用して急性肝不全治療に用いられている。

近年，血中アルブミン結合毒素の選択的な除去を意

図した新しい透析法として，Molecular Adsorbent

Recirculating System（MARS）が報告されている 6）。本

法は，患者血液回路とアルブミン透析液がMARS Flux

膜を介して接し，アルブミン透析液回路内には活性炭

と陰イオン交換樹脂の 2つの吸着カラムが組み込ま

れ，さらにこのアルブミン透析液は透析膜を介して透

表1　ヒト肝細胞移植

 報告者

水戸，川浦（1993）

Grossman（1994）

Habibullah（1994）

Strom（1997）

Bilir（1997）

 方　法

肝硬変症 10 例に自家脾内移植 107～108

家族性高脂血症 5  例に遺伝子導入肝細胞自家門脈内移植

FHF  7 例にヒト胎児肝細胞 6×107 腹腔内移植

FHF，先天性酵素欠損症など 8 例にアロ肝細胞脾・門注 107～108

FHF 5 例，LZ 3 例にヒト凍結保存肝細胞 109～1010 脾内移植

 成　績

着床のみ

GrLDLコレステロール 2 例に20％減

3 例生存

FHFの 2 例，他 2 例の生存

FHF  3/5 生存，脳症の改善，
肝腎症候群の改善
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析・濾過回路に接しているというきわめて複雑な方法

である。本法の臨床例では，ビリルビン，胆汁酸，短

鎖および中鎖脂肪酸，トリプトファンなどの低下と

Fischer比の上昇が報告されている。また，肝腎症候群

や肝不全患者の症例で生存時間の有意な延長がみられ

たことも報告されているが，多数例の詳細な検討が必

要であろう。

（3）血漿交換

本法は，装置や分離膜の開発によって，容易にかつ

安全に血漿を分離することが可能となり，大量の血漿

交換も短時間で行えるようになった。本法では血中の

中毒性物質は分子量の差，蛋白結合の有無に関係なく

除去され，また，凝固因子やアルブミンなどの必要な

物質の補充も同時に行うことができる。しかしながら，

体内代謝プールサイズの大きいアミノ酸，ビリルビン

等の除去には限界があり，また，大量の輸血漿による

ウイルス感染も問題である。

近年与芝ら 7）は，本法と血液透析・濾過法を組み合

わせたシステム（図1）を考案し，急性肝不全の治療に

応用し，必要物質の補充と中毒性物質の除去を十分に

行うことが可能で，きわめて高い昏睡覚醒率や救命率

が得られたことを報告している。

2．バイオ人工肝臓の基礎的研究

バイオ人工肝臓は，人工材料と生体肝由来材料の複

合化によって，各々の持つ機能を補充し合うことを意

図したもので，ハイブリッド型人工肝臓とも呼称され

る。生体材料としては，操作性，保存性，機能再現性

などの点から肝臓を細胞単位にして使用する研究が中

心となっており，細胞の足場としてのマトリックスが

人工材料として重要であり，どのようなリアクターと

して設計するかにより各種の方法がある。リアクター

の概要は，モジュール内に封入された肝細胞が半透膜

を介して血液と接触し，半透膜を通過してきた毒性物

質を代謝解毒し，さらに生体に必要な物質を生合成す

ることで，障害された肝機能の補助を行うというもの

である。

（1）細胞浮遊型（図2）

分離肝細胞を細胞浮遊液として利用する方法で，患

者血液との分離膜としては平膜あるいは中空糸膜（図

2左下）が利用される。この膜を介して血液と肝細胞

の間で物質交換が行われる。

Matsumura8）（図2左上），Eiseman9）（図2右上）らは平

膜のモジュールを使用し負荷したアンモニアやビリル

ビンの除去，アルブミン産生能を認め，後者はブタ肝

細胞を用いて肝全剔ブタの意識の改善をみている。そ

の後Matsumuraは，平膜型血液透析器の透析液サイド

にウサギ肝細胞を封入したモジュールの臨床使用を試

み，黄疸の軽減と症状の改善をみたと述べている。筆

者ら 10）も中空糸膜を用いたモジュールを試作（図2下

右）し，アンモニアの除去，尿素や糖の合成などを認

め，急性薬物性肝不全犬との灌流実験で，生存時間の

延長を認めた。この肝細胞浮遊型では，細胞活性の長

時間維持という点では限界があった。

（2）細胞接着型

肝細胞は本来何らかの足場に接着して機能を再現す

る細胞である。そこでいろいろな足場が工夫された。

1）単層培養型（図3）

細胞培養技術の発展を背景として各種検討されてい

る。ガラス板にコラーゲンをコーティングして肝細胞

を接着培養し，何枚も重ねてモジュールを構築する方

法 11）（図3左上），コラーゲンをサンドイッチ状にして

肝細胞を挟む方法（図 3左下）などで，それぞれ代謝

機能を数週間の間維持できたという。

図1 PEとHDFの併用法（与芝ら）7）
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2）中空糸培養型（図4）

中空糸モジュールに肝細胞を単に封入するだけでな

く，中空糸外側に肝細胞を培養したり，中空糸膜表面

をコラーゲンなどの基質でコーティングして使用する

（図3右）。さらに中空糸内腔にコラーゲンゲル化肝細

胞を封入し，中空糸外腔を血液流路とする方法（図 4

右上）なども報告されている。また，中空糸外腔に，

マイクロキャリア接着肝細胞を封入するモジュール

（Demetriou ら 12））（図4左上），ヒト肝癌のライン化肝

細胞を中空糸外腔に封入し分裂増殖させて使用する方

法（Sussmanら 13））（図4左下），ひとつのハウジング内

に，血液流路用，酸素供給用，培養液用などと複数の

中空糸を封入し，外腔の肝細胞の活性維持を図る方法

（Dixitら 14））（図4右下）などの報告がある。

図2 肝細胞浮遊系システム

図3 単層培養型
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3）マイクロキャリア型

基質接着依存性細胞を高密度培養するために，デキ

ストラン微粒子担体やコラーゲンコートマイクロキャ

リア（図 5左）12）が開発された。このマイクロキャリ

ア接着肝細胞と中空糸モジュールの組み合わせ，フィ

ブロネクチンコートポリスチレンマイクロキャリア，

多孔質ポリビニルホルマール，多孔質セルロースマイ

クロキャリア（図5右）12）などが検討されている。

（3）細胞被包型

肝細胞をアルギン酸カルシウムゲルに被包化してビ

ーズ状にしたり，ディスク状にしたりする方法で，こ

のゲルビーズをさらにポリリジンでコーティングする

方法も工夫され，Gunnラットや薬物性肝不全ラット

の腹腔内に移植して動物の延命に成功した報告もあ

図4 中空糸模型ハイブリッド人工肝

図5 マイクロキャリア接着型 12,15）
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る。細胞を被包化する理由は，ゲルビーズに強度を与

えるためと，免疫グロブリンや抗体の進入を防ぐため

であるが，ビーズの作成が煩雑であり，今後の工夫が

必要である。

（4）肝細胞スフェロイドの応用

肝細胞を組織状に三次元構造を形成させることによ

り，通常の静置培養よりも高機能かつ長時間の機能維

持が可能であることが判明し，特殊な培養法を工夫す

ることにより，このスフェロイドを形成することが可

能である。船津ら 16）は，このスフェロイドをポリウレ

タン多孔質内に形成することに成功し，このまま代謝

のモジュールとして灌流システムに組み込み，肝不全

豚の生存時間の延長に成功している。

3．バイオ人工肝臓の臨床的研究

前述の基礎的研究で開発されたいくつかの方法が，

動物実験に引き続いて臨床応用が試みられている（表

2）。

米国のDemetriou12）らは，中空糸膜外スペースにマ

イクロキャリアに接着させたブタ肝細胞約50 gを封入

した人工肝臓Hepat Assist（図4 左上）を開発しphase

II/III の結果を報告している。19施設において，171名

の患者（Hepat Assist 適用 85例，一般的治療86例）を

対象に検討した結果，30日生存はHepat Assist 群 71%，

コントロール群62%，アセトアミノフェン中毒群の生

存率では治療群70%，コントロール群37%と，その有

用性が報告されている。

同じく米国のSussman13）らは，中空糸膜外スペース

にヒト肝芽腫由来C3A細胞を封入した人工肝臓ELAD

システム（図 4左下）を開発している。この細胞は分

裂増殖能力が旺盛で，最初数10 g封入すると2週間で

約200 gに増えるという。phase I/II studyによると，30

日生存はELAD群67%，対象群43%で，肝移植までの

bridge useに成功している。

西ドイツのGerlach ら 17）は，三種類の中空糸膜を三

次元的に編み込んだ膜外腔に，ブタ肝細胞を 300 ～

600 g 封入したMELS システムを開発し，phase I/II

studyで，急性肝不全患者8例のbridge useに成功した

と報告している。最近はブタ肝細胞の他に，ヒト肝細

胞も利用していると述べている。

イタリアのPazzi らは，ポリエステル不織布内にブ

タ肝細胞約200 g を充填したRFBシステムを開発し，

7 例の急性肝不全例に適用し 6 例の bridge use に成功

している。

オランダの Flendrig らは，ポリエステル不織布に

1× 1010 個のブタ肝細胞を充填し，酸素供給用のホロ

表2　主な臨床試用バイオ人工肝臓

報告者

Demetriou
（アメリカ）

Sussman
（アメリカ）

Gerlach
（ドイツ）

Pazzi
（イタリア）

Flendrig
（オランダ）

モジュール型式

Hepat Assistシステム
7×109個凍結保存ブタ肝細胞
接着マイクロキャリアー封入中空糸型

ELADシステム
ヒト肝芽腫株化細胞（C3A）
約200 g封入中空糸型

MELSシステム
3種類の中空糸束を重ね，ブタ肝細胞
またはヒト肝細胞数百 g 封入

RFBシステム
ポリエステル不織布内にブタ肝細胞
約200 g充填

AMC-BALシステム
ポリエステル不織布に 1×1010個
豚肝細胞充填，酸素供給用HF封入，
直接血漿灌流

成　績

171 例のRCT多施設共同研究
30  日生存率（治療群：対象群＝71%：62%），
アセトアミノフェン群生存率（治療群：対象群＝70%：37%）

11 例 ALF 4 例橋渡し成功
意識改善　8 例
有効率約60%

7 例 ALF OLT成功
8 例 ヒト肝細胞使用，6 例 OLT成功
意識の改善と凝固系の正常化

7 例 ALF 6 例 OLT 成功
意識の改善（＋）
アンモニア↓ ビリルビン↓

12 例 ALF 11 例 OLT 成功
神経学的改善（＋）
アンモニア↓ ビリルビン↓
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ーファイバーも組み込んだAMC-BALシステムを開発

し，急性肝不全12例に試用し，11例のbridge useに成

功したと報告している。本法は肝細胞と患者血漿が直

接接触するタイプであるが，PERV test（豚内因性ウイ

ルスの感染テスト）は陰性であったという。

最近中国から，ポリスルホン中空糸膜外腔に豚肝細

胞 1× 1010 個を注入したHBALシステムが報告され，

詳細は不明であるが 12例中 9例に有用性が認められ

たと述べている。

このように世界各地で各種のシステムが報告されて

いるが，臨床ではまだまだ試用の段階であり，適応例

の多くは肝移植までの短期的bridge use であるが，ア

ンモニアやビリルビン値の低下，精神神経症状の改善，

脳圧の正常化などの効果も確認されている。多くのシ

ステムは豚肝細胞が使用されているが，近年人畜共通

ウイルス感染の問題が指摘され，前述の臨床試験では

豚ウイルス感染は認められていないものの，解決しな

ければならない大きな問題点のひとつである。

4．肝細胞源の基礎的研究

バイオ人工肝臓に使用される肝細胞は，必要な時に

大量用意できる細胞でなければならず，これまで豚肝

細胞が使用されてきた。しかしながらブタ内因性ウイ

ルス等の異種感染の可能性が問題とされ，他に細胞源

を求めなければならない状況になりつつある。本項で

は細胞源に関する最近の知見を紹介する（表3）。

（1）ヒト肝細胞

米国では移植用に摘出された肝臓の 1/3 から半分

は，様々な理由から移植に用いられない。そこで，こ

の肝臓を細胞単位に分離して新鮮な状態で，あるいは

凍結保存した状態で人工肝臓の細胞として使用する試

みが行われている 18）。しかしながら，分離された肝細

胞の機能を長期間，良好な状態で維持することは難し

く，凍結保存後はさらに活性度が低下するので何らか

の対策が必要である。

（2）ヒト肝腫瘍細胞由来肝細胞

ヒト肝腫瘍由来肝細胞は高度な増殖活性を有し，肝

細胞本来の機能を十分有していることが期待され，

ELADにはC3A細胞が使用されているが，腫瘍由来細

胞は肝特異機能の発現が不安定であるという指摘があ

る。同様な細胞にHepG2 細胞が期待されているが同

じような不安があり，このHepG2 にグルタミン合成

酵素遺伝子を導入して機能を高めて利用しようとの試

みもある 19）。

表3　本邦における肝細胞ソースの主な研究

小林ら ヒト不死化肝細胞 肝不全マウスの救命

藤井ら ラット骨髄細胞（HGF導入） ラットCCl4肝不全

寺井ら マウス骨髄細胞
 CCl4肝不全マウス

  肝の約30%を占拠

鎮西ら マウスES由来EB
 アルブミン産生細胞 0.2%

  テラトーマ 90%

吉川ら マウスES細胞（HNF3β導入） 肝切・レトロシンマウスに移植

谷口ら マウス胎児肝
 肝幹細胞の樹立

  アルブミン・サイトケラチン

柿沼ら ヒト臍帯血由来細胞 SCIDマウス（2・AAF・30%肝切）
  アルブミン（＋），キメラ肝

桜川ら 羊膜上皮細胞由来 サル羊膜・肝細胞

蓮池ら AAF・70%肝切ラット Oval cell，アルブミン，サイトケラチン

井嶋ら 肝実質細胞と骨髄細胞の共培養 高アルブミン産生・スフェロイド形成迅速

松下ら ヒト胎児肝細胞スフェロイド 負電荷表面が良い

絵野沢ら HepG2ヒト株化細胞 アンモニア減少，生存時間の延長

吉里ら 小型肝細胞 肝障害動物の救命
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（3）肝幹細胞

肝障害時や肝切除後の肝再生を担う細胞として，旺

盛な増殖能力を持つoval cell や small hepatocyteの存在

と採取法が見出され，肝本来の機能を有していること

も確認された 20）。そこで，これらの細胞を増殖させて

バイオ人工肝の細胞源にする試みが研究されている。

この肝幹細胞は，硬変肝や胎児肝にも存在することが

確認されている。ラットやマウスなどの小動物肝不全

モデルへの移植実験で，分裂増殖し動物の延命，救命

に成功している。

（4）骨髄細胞，他

近年細胞の分化転化（transdifferentiation）という，あ

る系統の細胞がそれとは異なる系統の細胞に分化する

現象が多く報告され，肝細胞も骨髄細胞から誘導され

ることが判明した 21）。このことは，骨髄や末梢血造血

幹細胞からも肝の幹細胞が得られる可能性を示してい

る。この骨髄幹細胞はいろいろな臓器の細胞に分化し

うることがわかってきている。

その他，ヒト臍帯血に分化増殖因子を添加して細胞

培養を行いアルブミン産生細胞や肝関連マーカーの発

現を認めた報告や，ヒト羊膜細胞を培養して肝関連蛋

白の発現をみた報告もあり，今後の研究が期待される。

（5）ES細胞

動物の着床前の初期胚である胚盤胞から樹立された

胚性幹細胞（embryonic stem cell: ES細胞）は，培養条

件によって生体の様々な細胞に分化誘導することが可

能であることが判明し，このES細胞由来の肝細胞 22）

も，今後の発展が期待されている。

（6）不死化肝細胞

ヒト肝細胞にSV40Tag遺伝子を導入して不死化し，

増殖力を高めて人工肝臓に使用しようとする研究であ

る。腫瘍化の危惧を拭うために自殺遺伝子を組み込ん

だり，不死化遺伝子を取り除けるCre/loxPシステムを

導入したりしている 23）。

おわりに

複雑多岐にわたる機能を有している肝臓の機能を補

助することは，きわめて難しいことである。人工物の

みで構成される非生物学的人工肝臓による機能補助能

力にも限界があり，肝移植周術期の肝補助力も十分で

はない。近年のバイオテクノロジーの発展を背景に，

生物学的人工肝臓の研究も新たな展開をみせている。

人工臓器を再生医学の観点から捉えると，バイオ人工

肝臓の研究にも新しい細胞生物学的アプローチの可能

性が示唆されつつあり，今後の成果を期待したい。
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