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は し が き

良性の肝臓疾患 で肝臓 機能が不全 とな って死亡す る例は 、本邦 では急性型

約8,000例 、慢性 型 では約15,000例 に=達する○ しか しなが ら、現時点では

肝機 能の一部を補助す る治療法は あ つて も、肝 の主要機 能で ある物質代謝を

補 助 し治療す る適確 な方法 がな く、予後 は極 め て悪 いoそ こで申請 者は、第

一には肝硬変症 な どの慢性型 に対 して
、病変 の一 部か ら健常肝細 胞を遊 離 し

これ を脾 内に移植 し、 いわゆる第2の 肝臓 を形成 して体内 における肝機 能代

償補助の臨床応 用 を意図 し、第二 には劇症 肝炎 や術後急性 肝不全 に対 し、異

種肝細胞の物質代謝 能力を利用 し、高分子膜 を介 し代謝補助を行な うhybrid

型肝機 能補 助装置の完成 を 目的 として本研 究 を行 なったo
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研究成果

1.体 内肝機能補助の基礎的研究

1.遊 離肝細 胞脾 内移植 に よって再構築され た肝組織 の増量法 の検討.

肝細 胞脾 内移植1力 年後 には、脾 内肝組織は 肉眼的 に も明 らかに識別 され、

組織学的 検索で も多い ものでは脾臓 の50%以 上 を も占拠 する ようになるo

しか し、 この ような状況 に おい て も脾臓重量は0.6～0.8畠 宿主肝 の8～10

%で 、脾臓 が完全 に肝組織 に置 き換 った としても全肝補助 とは成 りえず、 い

か に して脾 内肝組 織の増量を計 るかが第1の 課題であ り、 われわれは図 一1

に示 す如 く4つ の方 法にて、その増量法 を検討 したo

①宿主 肝 と異所性肝組織 との競 合,代 償 作用の利用;こ の現 象は異所性

肝移植時 に観察 され たもので、すなわ ち宿主 肝の量 的減少に よる異所性 肝組

織 の代償性 の増加現象 を利用す るもので あ るo今 回は脾 内肝細胞移植 ラ ット

に門脈 下大静脈吻合(PCs㎞t)を 作製 し、 宿主肝の萎縮 を惹起 し、異所性

圏
Hepatizedspleen

1)Compensativeeffect(PCshunt)

2)Pr◎liferativefact◎r(s)(40%tiepatectomy)

3)CompensativeeffectPCshunt

++

Proliferativefactors)40%hepatectomy

4)Resistant

Proliferati:繍 瓢 鵬 　 ㎡闘 一◎

図一1脾 内肝組織 の増量法
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の脾 内肝組 織 を増 量 させ よ う とした 。

② 肝再 生 促進 因 子 の 応 用;ま だそ の物 質 が いか な る もの か究 明 さ れ て い

ないが 、 肝 切除 時 には肝 再 生 を促進 させ る因 子 が 放 出 され るoわ れ われ は 、

宿主 肝 を切除 し、 この肝 再 生 促 進 因 子 が脾 内 肝 組 織 に如 何 な る影 響 を 与 え る

か を検 討 したo

③ ① と② の併 用;PCshmt作 製 後 に宿主 肝 の肝 切除 を施 行 した。

④ 発癌 物質 の投 与 と肝切 除 術 の 併用;肝 切除 に より肝 再生 が 開 始 され る

が、 そ れ に肝 癌 発 癌 物質 で あるAAF(Aoetylamin(坦uorene)を 投 与 す る と、

肝再 生 が抑 制 され るoそ の 際、 残存 肝 は これ に 抵抗 し、 再 生 を継 続 せ しめ る

何 らかの物 質(肝 再 生 の抑 制 に対 す る抵 抗 因 子)を 遊 出 す る と考 え られ、 こ

の物 質 に よる脾 内 肝 組織 の増 量 効果 を検 討 したo

Metylcelluloseに よP脾 腫 を作製 し、 脾 内肝 組 織 の増 量 を計 る方法 に つ い

て も実 験 を行 な った が、 明 らか に脾 腫 は 作 製 さ れ るが脾 内肝 組 織 はcontro1

群 と殆 ん ど変 化 が なか った○ 今 回 、上 記4法 の結 果 にっ い て報 告 す るo

正 常肝 細 胞脾,PCs㎞t,そ れ にPCs㎞tと40%肝 切 除 の 併 用群 の

3群 の脾 重量 と肝 重 量 を、 体重 比 と した相 対 重 量 と して 図 一2に 示 す・

正 常 肝細 胞脾 の相 対重 量(n=・8)は2.16土0。07(x1σ 一3)に対 し、PC

shtnt群(n=7)で は3.29土0.87と 約1.5倍 の重 量増 加 とな って い るoし

か し、PCshmtに40%肝 切 除 を付加 して もそ の重 量増 加 はPC曲mtの

み と同 量 の増 加 しか み られ なか ったo肝 重 量 も、PC曲mt群 では1.92土

0.15と 正 常の2.81土0.521z比 し有 意 に 減少 し一(お り、 明 らかに 宿 主 肝 の

重 量 減 少に起 因す る肝 細胞 移植 脾 の競 合 代償 性 肥大 に よる重 量増加 を計 る こ

とが可 能で あ ったoPCs㎞tは 、 この よ うに脾 重 量 を増加 させ るが 、 同 時

に脾 内肝 細 胞 の 分裂 増殖 を 促進 させ るo図 一3はPCshunt付 加後 の脾 内 肝
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組織 で あ るが、 脾 内 肝細 胞 の分 裂.増 殖 が極 め て旺 盛 で あ り、 プ ラニオ メー タ

ー にて算 出 した割 面 の肝 組 織 の脾 内 占拠 率 も大 き く、最 高67.8%で あ ったo

④ の方法 は カナ ダのFlir滋elstein等 に よ って試 み られ 、 今 回 そ の追 試 を行 な っ

た(図 一4)。 図 一5は 、AAFI投 与後 肝 細 胞 移植 し同 時 に70%肝 切 除 を施

行4週 目の脾 内移 植 肝 細 胞 で あ るoコ ン トロー ルの 脾 内 生着 肝 細 胞 に比 し明 ら

か に肝 細 胞数 も多 く、AAF投 与 と70%肝 切 に より脾 内 移植 肝 細 胞 の 分 裂 ・

増殖 が促 進 され る こ とが実 証 され、 現 在 そ の長 期 間 のfo11σv-UPを 行 な って い

るo

今 回、 前述 した4つ の方 法 に よって脾 内 肝 細 胞 の増 量 法 につ い て検 討 した が・

PCs㎞tに よる代 償 作 用,AAF投 与 と肝切 除 に より、 明 らか に脾 内肝 組織

お よび肝細 胞 が増 量 され たo今 後 、 これ らの 方 法 の組 み 合せ に よ り、 全 肝 補 助

とな り うる に十分 な脾 内肝 組織 を得 る こ とが 可 能 で あ る と考 え られ ・ 現 在検 索

中で あ るo

kill一HepatocyteTx

b

.4d'一rやr各1wk

AAF'diet7096hepatectomy

k川

2wks

A co

HepatocyteTx

A讐 鯵'
marked

警 啄::proliferation:'・..=

damagedhostliver

AAF(Acetylaminofluorene):hepatocarcinogen

図一4発 癌 物 質 と肝切 除 併 用 に よ る脾 内 肝 細 胞 の増量 実 験 プロトコール
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図一5移 植1週 目の脾 内 肝 細 胞(AAF投 与+70%肝 切 除)

2.脾 内再 構 築肝 の代 謝補 助 能 力 の検 討;宿 主 肝全 別 後 の延 命 効 果 な どの 究 明 .

脾 内 肝 組織 は、 これ ま での組 織 学 的 検 索 か ら糖 お よび蛋 白代 謝機 能 を有 す る

こ とが判 明 した が、 今 回 この脾 内肝組 織 が肝 の 補 助 機 能 を有 す るか否 か につ い

て検 討 したoそ の 実験 方 法 と して、 肝 全 別 モデ ルが 最 も適 してい る と考 え 実験

を開始 した が・手 技 的 に 困難 で あ る こ と、手 術侵 襲 が 大 きい こ とに より、 宿主

肝 の完 全 血 行遮 断 モ デ ルに て そ の延 命 効 果 につ い て検 索 したo宿 主 肝 の阻 血 は

PCs㎞1tと 肝 動 脈 結 紮 にて行 な った(図 一6〕6コン トロール群
,肝 細 胞移 植群,宿 主

肝 の40%肝 切除 を付 加 した肝 細 胞 移植 群 の 、 各群 の 完 全 肝 血行 遮 断 後 の 生存

時 間 を図 一7に 示 したo肝 細 胞移植 群 は、2群 と もコ ン トロー ル群 に比 し生存

時 間 の延 長 を認 め たoそ の生 存 時 間は 、平 均 コ ン トロー ル群 では平 均226分 、

肝 細 胞 移 植群 で は それ ぞ れ603分 ・y62分 で 、最 長2234分 で あ ったo・

以 上 の実 験 結 果 より、脾 内 肝組 織 が肝 機 能補 助 能 力 を有 す る こ とが 判 明 したo

一一8一
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i.Controlgroup:

P-CShunt
1

HepaticArteryLigation(HAL)

1

1～6mo.

II.Txgroup(2)(P-CShunt)

LiverCellTxP-CShunt
!!

HAL

↓

4^-11mo. 4^-11mo.

16mo.

]II.Txgroup(21(P-CShunt十40%Hepatectomy)

〕verCellTxP-CSchuntHepatect◎myHAL

!111

10-11mo. 1-3mo. 2-3mo.

16-20mo.

図一6脾 内肝細 胞移植 ラッ トの宿主肝阻血 実験

の究 明.

有 す る

につ い

え実験

、宿主

阻血は

,宿 主

の生存

し生 存

26分 、

ったoじ

月したo

su・vivalTimeAfterHepaticA「te「ialLigati。n

Control

(n=9)一

(n.4)
HepatizedSpleen(PCshunt)

NepatizedSpleen(PCsFwnt十4096Hepatectemy)

(nニ9)

t
(3

Hai 5 10 15 20

図_?脾 内再構築肝 ¢テ機 能補 助能力

宿主 肝阻血後 の生 存時間

25(hrs)
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3.中 動 物 を用 いた 肝 細 胞 自家 移 植 の研 究 ・

3-1.方 法

動 物 は 、体 重7～9.5kgの ビー グル犬 な らびに4・5～11kSの サル を用 い

たo動 物 は実 験 当 日は絶 飲食 と し、 静 脈 麻 酔 下 に挿 管 し、 レス ピ レー ター に

よる補 助 呼 吸 を行 な ったo上 腹 部正 甲切 開 に よ り開腹 し、 肝 左外 側 葉 を切 除

し、 直 ち に肝 断端 面 の最 も至 適 な血 管 よ リヘ パ リン加4℃ 生 食液 にて 肝 内血

液 のwash-outを 行 な ったo

摘 出肝 を灌 流装 置 に セ ッ トし、EGTA加 ヘ ペ スbuffer液 にて 細胞 間 の キ

レー テ ィ ング を行 な い、 これ をPBS(→ 液 で洗 った 後 、0ユ5%コ ラ ゲ ナー ゼ

+0.01%ヒ ァル ロ ニダ ーゼ酵 素液 に よ る消化 を10～15分 間施 行 したo軟

か くな った 肝臓 を ハ サ ミで細 切 し、4℃ ハ ンク ス液 にて2回 洗 浄 を行 な って

肝 細 胞浮 遊液 を得 たo

脾 臓 内 自家 移 植 法 は、 移 植 直 前 に脾 動脈 本 幹 を 結紮 し、 脾 門 部 の血 管系 を

ク ラ ンプで止 血 しなが ら脾 下極 よ リベ ニ ュー ラ針 で肝 細 胞浮 遊 液 を脾 内 に注

入 した02～3分 し てか ら脾 門部 の ク ラ ンプを除 去 し、止 血 確 認 の上閉 腹 し、

術後3日 間 は抗 生 物 質 を投 与 したo以 後、通 常 の飼 料 で飼 育 さ れ た0

3-2.成 績

ビー グ ル犬 の切 除 肝 か らは、 ト リパ ン ブルー に よるviabilityが 平 均81

土7%の 肝細 胞 が平 均5.6×1(β ケ採 取 さ れ たo注 入量 が 多す ぎる と肝 内 門脈

を広範 に 閉塞 し、動 物 は 死 亡 したo翌 日死 亡 した 例 を図 一8に 示 す。

移植1ケ 月後 では 、PAS陽 性 彩 粒 の豊 富 な肝 細 胞 が数 十 ケの小集 団 と し

て赤脾 髄 内 に び まん 性 に み られ 、 一一部 索構 造 の形 成 も認 め られ た(図 一9)。

と ころ が、 移 植3ケ 月後 では脾 内移植 肝 細 胞 は わず か となg、6ケ 月後 で は

確 認 す る のが困 難 な程 とな り、12ケ 月後 では もはや 確 認 す る こ とが で きな

か った(図 一10)o
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サ ル の切 除 肝 か らは 、平 均viabilityが88土5%の 肝 細 胞 が5.2土1.6×

1♂ ヶ 採 取 され 、 そ の うち2.7土1.5×1済 ヶ が移植 され た。 移 植8～12

ケ月の 長期 例 をみ る と、細 胞質 が豊 富 で、核 小 体の 明 瞭 な肝 細 胞が 数 十 ケ よ

9な る集 団 を な して赤 脾髄 内 に 島状 にみ られ 、 索 構造 の形 成 も確 認 され た が、

PAS陽 性 穎 粒 は あま り認 め られ なか った(図 一11)0

3-3.小 括

ビー グル犬 や サル の よ うな中動 物 の摘 出部 分 肝 か ら も、 灌 流法 に よ って 良

好 な肝細 胞 が採 取 され、脾 内 へ の 自家移 植 が 可 能 で あ る こ とが判 明 したo犬

もサル もそ うで あ るが、 注 入量 が 多す ぎ る と肝細 胞は 脾 静 脈 系へ 流 れ て門脈

へ至 り、 肝 内 門脈 系 を閉 塞 して急 性 門脈 閉 塞症 とな り、 動 物 は死 亡 す るoし

た が って、 注入 量 には 限界 が あ り、 注 入 量 につ い て もよ り詳細 に検 討 す る必

要 が あ るo

rτ

_」3_

s



移植 され た肝 細 胞 の運 命 につ いて は、 ラ ッ トでは脾 内 にて も分裂.増 殖 し、

1年 後 で は脾 の2/3を 占 め るに至 る が、 犬,サ ル では 全 く異 な った成 績 で あ

ったo犬 の脾 臓 は血 管構 築 が 極 め て粗 で あ るた め に、 注 入 され た肝 細 胞 が 着

床 す る前 に流 出 して しま う可 能性 も考 え られ るが、 経 日的 にそ の量 が 低 下す

る こと を考 え る と、 む しろ脾 内 移植 肝細 胞 は 分 裂.増 殖 せず に そ の まま一 生

を終 え るの では ない だろ うかoこ の現 象 は 、 サ ル に お いて もほぼ 同 様 で あ っ

たo即 ち、生 体 は肝 機 能的 には 何 ら負荷 とな って い ない た めに、 脾 内 移植 肝

細 胞 が分 裂.増 殖 す る必要 が な いoこ の ことは 、 サルの 移植1年 後 の 例 に

Eckを 行 ない、 そ の3ケ 月後 にみ た 脾内 肝 細 胞 が少 数 では あ るが 良好 な形 態

を示 してい た こ とか らも推定 で き、 今 後 この よ うな何 らか の負 荷 を加 え て検

討 す る必 要 が あ ろ うoま た、 この こ とは 臨 床 に お け る肝 機 能低 下例 へ のapply

が合 目的 々 で あ る こ と も示 唆 す る こ とに なろ うo

の 循 環i

次 は 乱 、

4-1一

各 穏

ブ タ,

4.ヒ ト肝 よ り の肝 細 胞 分離 法 の確 立

ラ ッ ト や 甲動 物 か らの肝 細 胞 分 離法 は 、 酵 素 灌 流 法 を採 用 す る こ とに

より極 め て 良好 な成 績 を うる こ とが 可 能 とな ったoし か しな が ら、 この 場 合

は 全 肝 灌 流法 を 用い る こ とが で き るが、 臨床 の実 際 を考 え て み る とほ とん ど

の場 合 が 部分 肝 で あ り、 また肝 硬 変症 を 合併 してい る こ とが 多 く、細 胞分 離

の面 か らみ る と極 め て不 利 な条 件 下に あ るoそ こで、 ヒ ト肝 よりの 肝細 胞 分

離 法 を確立 す るた め に、 以 下 の検討 を行 な った0

4-1.方 法 と成 績

4-1-i.分 離 法 の 検討

ラ ッ ト肝 を用 い て各種 分 離法 を試 み 、収 量 澄 よびviabilityよ り評 価 を行 な

ったo方 法 は 、 ハ サ ミに よる細 切 、 コ ラゲ ナー ゼ酵 素液 に よる振 盛 消化 法 、

コ ラゲナー ゼ酵 素液 を22G注 射針 に て乱 刺 注 入 す る法 の組 み合 せ で、 全 肝

一 一14-一 一

一 一
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}殖 し 、

1で あ
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ど
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ん

扮

鞄

・行 な'

コ法 、

全 肝

/

の循 環 灌流 消化法 と比 較 したoそ の結果 、 図 一12の ように灌 流法 が最 も良好 で 、

次 は 乱 刺+細 切+消 化法 の組 み 合 せ で あ った0

4-1-ii.動 物 の 種類 に よる比 較

各 種動 物 の全 肝 の酵 素 灌 流法 を行 な って、収 量,viabilityを 比 較 したo犬,

ブ タ,サ ル な どの 中動 物 では 、 ラ ッ トに比 し コ ラゲ ナー ゼ酵 素 濃度 を3倍 と し、

図12ラ ッ ト肝 一 分 離 法別 肝 細 飽収 量,Viability-一
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ま たEGTAに よる キ レー テ ィ ングの併 用 を必 要 と したoそ の 結 果、 ブ タ の

viabilityが 他 よ り低 く、 これ は ブ タ肝は 細 胞 肝 結 合識 が極 め て 発達 して い る

こ とに起 因 してい る こ とが 推定 され たoそ の 成績 を図-3に 示 す0

4-1一 血.中 動 物 お よび ヒ トの肝 細 胞 分 離

前述 の成 績 か ら、 灌流 法 以 外 では 乱刺+細 切+消 化法 の組 み合 せ が 良好 で

あ る こ とが判 明 した が、 この 方 法 では な お収 量 が低 い た め、 複 数穿刺 灌 流 法

を 開発 し評価 を試 み たo方 法 は 、 灌流 法 に使 用す る門脈 側 の チ ュー ブに タ コ

足 状 の 複数 の チ_一 一一ブを接続 し、 これ に22Gの 針 をつ け切 除 され た部 分肝

に適 当 に穿 刺 し、 酵 素液 再灌 流 法 を行 な う もの で あ るoヒ ト肝 の場 合 には 、

さ らに 高濃 度 の コ ラ ゲナー ゼ を必 要 と したoそ の 成 績 を図 一14に 示 す が、 乱

刺+細 切+消 化 法 よgも1～2桁 高 い収 量 が 得 られ たo

の循 環 灌

次 は 乱 芽

4-1一

各 種 勇

ブ タ,う

図14甲 ・大動物肝 の分離法別肝細胞収量とViability
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●タ の

ζ い る

更好 で

箋流 法

Zタ コ

瓢分 肝

ては 、

が、 乱

4-2.小 括

肝 臓 が全 肝 あ る いは肝 葉 と して利 用 で き る場 合 、 門 脈 カ ニ ュ レー シ ョン に

よ る酵 素液 灌流 法 が最 も良 い が、適 当 な カ ニ ュ レー シ ョンの不 可能 な部 分 肝

に あ って は な か なか 難 か しいo小 さ なス テ ィ ック であれ ば、 ハ サ ミで細 切 し

酵 素 液 中で 消化 すれ ば よい が、 比較 的大 きな部 分 肝 で は そ うは い か な いoそ

こで、 複 数 穿刺+灌 流 法 を開 発 し評 価 を 試み た と ころ、従 来 の方 法 に比 し1

～2桁 も高 い収 量 が得 られ たo硬 変 肝 では やは り収 量 は 低 下す る も のの、 本

法 が 適 用 され る こ とが判 明 したの で、 さ らに改 良 を加 え て検討 す る予定 で あ

るo

ー
4

の
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II.体 外肝 機 能補 助 装 置 の基 礎的 検 討

われ われ は 、急 性 肝 不 全 時 の 重篤 な肝 機 能障 害 に対 す る人工 的 な機 能 補助

法 と しては 、 肝 の 二大 機 能 で あ る解 毒 能 と代 謝 能 の 両面 を全 体的 に補 助 す る

もの でな けれ ば な らない との観 点 か ら、 解 毒 能 は 除 去療 法 で 、 代謝 能は 生体

肝 素材 と して の遊 離i肝細 胞 を用 い る方法 で補 助 し よ うとい うtotalsupPort

Systemの 開 発 を 検 討 して きた。 この遊 離 肝 細 胞を 代謝 能補 助 のreactorと

す るには 、 大量 の 肝細 胞 を採 取 す る方法 や い つ で も使 用で きるた め の保 存法 、

さ らには どの よ うなモ ジ ュー ルに 適 用 して機 能補 助 を行 なわ しめ るか な どの

方 法 を開 発す る必 要 が あ るo

本項 では 、 これ ま で開 発 しえ た方 法 とそ の成 績 を述 べ るo

1.方 法

1-1.遊 離肝 細 胞 の採 取法

動物 は飼 育 制 御 され た体 重7～10kgの ビー グル犬 を 用 い たo気 管 内挿 管麻

酔 下 に開腹 し、 門脈 に チ ュー ブを挿 入 し、EGTA加 前 灌流 液 で血液 の洗 い

流 し と細 胞 間Caイ オ ンの キ レー テ ィ ング を行 な うo灌 流 しつつ 肝 を摘 出 し

この キ レー ター を さ らにPBS(→ 緩 衝 液 で洗 浄 した 後、 循 環灌 流 装置 に移 し

Ca.M9加 コラゲ ナー ゼ,ヒ ァル ロテ ダー ゼ酵 素液 で約15分 間酵 素 灌 流 を行

な うo肝 をお 凄 ま か に鋏 で細 分 した後 低 速 度 の電 動 カ ッター で細 切 し、 最 終

10%cm.の 金 属 メ ッ シュで濾 過 し、 洗 浄 後 肝 細胞 浮 遊液 を得 る0

1-Z大 量肝 細 胞 の 凍結 保 存法 と機 能 の評 価

細 胞濃 度 約40%の 肝細 胞浮 遊液25認 を凍結 パ ック に注入 し、25%D

MSO凍 害 防 止液 を等量 注入 して静 か に まぜ、4℃20分 間 浸漬 した 後Pro-

grainingfreezerを 用N3～40C/磁 の冷 却 速 度 で 一80℃ まで凍 結 して、

液 体窒 素槽 に移 し保 存 す るo解 凍 は 、 この パ ックを38℃ 恒 温 槽 中 に浸 して

一18一
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隻能 補 助

禽助 す る

旨は 生 体

upport

.ctorと

)保 存 法 、

)・な ど の

勺挿管麻

夜の洗い

を摘出 し

量に移 し

整流を行

し、 最終

一気 に行 な い、洗 浄 してDMSOを 除 去 す るo

保 存 後 の肝 機 能の評 価 は 、H.E.,PAS,G-6-Pase染 色や 走 査 電 顕 に よ

る形 態学 的 観 察、 静 置 培 養 に よる細 胞の 接 着 率 、 ス ピナー一フ ラス コ試 験 に よる

NH3,尿 素 窒 素,糖 の変 化 や、 細 胞 内ATP量 、14C-leuciryeの ロP-t蝕e能 な

どに ょり検索 した0

1-3.代 謝 補 助 モ ジ ュー ルの 概 要.

代 謝 補 助 モ ジ ュー ル は、 肝 細 胞 浮遊 槽(容 量24)中 に有 効 膜 面 積0.41π2の

PMMA中 空 糸膜 が張 って あ る もの で あ る010kg程 度 の動 物 を対 象 と して作

製 され て お り、 肝 細 胞 浮 遊液 は 最 下段 中央 の散 気 管 か らの混 合 ガ スの パ ブ リン

グに より、 撹拝 と酸 素供 給 お よびpHの コ ン トロー ル が な され るoこ の モ ジ ュ

ー ル全 体 は 、38℃ の恒 温 槽 中 に浸 漬 さ れ て い るoこ のPMMA分 離膜 の分 画

分子 量 が4万 と10万 の2種 類 の モ ジ ュー ルが 実験 に供 され たo図 一ユ5に ～二れ

らのrejection㎝ ㎜ を示 す。4万 の分離 膜 は ア ル ブ ミンを92.4%rejecti(nし 、

10万 の 分 離膜 は アル ブ ミンを62・8%,Yグ ロプ リンを94.8%rejectし たo
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1-3-i.In-▽itro灌 流 実験

モ ジsル の 肝細 胞 浮遊 槽 に 約24のMEM培 養液(10%FCS ,イ ン ス

リン ・デ キ サ メサ ゾ ン)と 約403の 肝 細 胞 を注 入 し、 血液 側 はNH4C1と

フル ク トー ス,10%FCSを 添 加 した ハ ン.クス氏 液 を、 流量35加 〃励 で灌流

させ た○ 両液 の サ ンプ リン グを灌 流 開始5分 目を0時 間 と しz、30分,60分,

90分,120分,180分 に 行 な い、 両液 中 の ア ンモ ニ ァ,BUN,グ ル コー

ス の量 を測定 し、総 量 の経 時的 変 化 を0時 間 目の総 量 を100%と して 表 わ し

た0

1-3-ii.In-』Vivo灌 流 実験

ガ ラク トサ ミン(Ga1)0.83/kg投 与後 約20時 間 目の肝 障 害犬 に ネ ンブ

ター ル静脈 麻 酔 を施行 し、人 工呼 吸器 下 で維 持 したo一 側 大 腿 動.静 脈 に体

外 灌 流 用 の カ テー テル を、 他 側 の大 腿 動 脈 に血 圧 測定 用 カ テー テル を、 前腕

静 脈 に持 続点 滴 用 カテー テ ルを挿 入 したo体 外 灌 流 は 、約40纏 レ励 の流量 で

6時 間 の全 血 灌 流 と したo血 液 サ ン プル は灌 流 前,灌 流 直後,Ga1投 与 約40 ,

48,65,73,90時 間 後 と、平 均 血 圧 が50mmHg以 下 にな った 時 点で の犠 牲死

まで採 取 した 。血 液 は 一一般検 血,血 中ア ンモ ニァ,BUN,グ ル コー ス,G

OT,GPT,TB,TPお よび プ ロ トロン ビン時間 とヘ パ ブ ラス チ ンテス

トに供 され たo

動物 実 験群 は 、Gal投 与非 治 療群5頭 、 分 画分 子 量4万 群9頭 、 同10万

群5頭 と、 同10万 群 で肝 細 胞 非 使 用群3頭 の4群 で あ るoこ れ ら4群 の平

均生 存時 間 と最 後 の 肝 細 胞非 使 用群 を 除 い た3群 の血液 検 査 値 を、各 群,各

時間 の平 均 値 と して経 過 を表 示 したo

一20一

一

λ

2

偉

3

採

状

2

解

色

胞

確

ピ

5

定

色

染

細

が

ス

η

鋼

桝

励

副

腿

2

2

灌

U

と

わ

埴

B

%

表

N



一一一.

/

1 ソ ス

C1と

,灌 流

60分,

レ コ ー一

簑わ し

トン プ

配に 体

前 腕

完量 で

手約40,

奏牲 死

尺,G

/テ ス

【0万

羊の平

羊,各

2.成 績

2-1.肝 細 胞 採 取 成 績

体 重8.3土1.2kgの ビ ー グ ル 犬 か ら、 ト リパ ン ブ ル ー に よ るviability89土

5.3%の 肝 細 胞 が 生 細 胞 総 数 と して2.1土0.45x1010ヶ/匹 採 取 さ れ た ○ 推

定 採 取 率 は72土13%で 、 ほ とん ど の細 胞 はsinglecellで あ ったo各 種 染

色 状 態 も良 好 で 、 静 置 培 養 で も敷 石 状 の 接 着 状 態 が 観 察 さ れ た0

2-2.凍 結 保 存 成 績

解 凍 後 のviabilityは74土7.7%、 生 細 胞 回 収 率 は 約52%で あ っ たo各 種

染 色 も良 好 で あP、 走 査 電 顕 に よ る 観 察 で も培 養30分 後 に は 球 形 と な り、

細 胞 表 面 の 微 絨 毛 の 形 態 も回 復 し(図 ‐is)、6時 間 後 に は 接 着 扁 平 化 す る の

が 確 認 さ れ(図 一17)、 接 着 細 胞 数 は 非 保 存 細 胞 の 約 半 分 で あ った 。6時 間 の

ス ピナ ー フ ラ ス コ 試 験 で は 、 非 保 存 細 胞 と保 存 細 胞 のviabilityは お の お の

70%,40%と 低 下 し た が、 ア ン モ ニ ァ の 減 少 率 は お の お の42土1.9,32

土14.8μ3/3.eelレ/h、 尿 素 窒 素 の 上 昇 率 は お のお の0.7土0.34,0.4土0.11

πg/3.ce1レ/h、 グ ル コ ー ス の上 昇 率 は8.6土2。2,2.9土0.82η 兇,oe1レ/hで

あ った 。 細 胞 内ATP量 は3時 間 の 培 養 後 お の お の3.1土0.3,2.9土1.2p3/

cellと 回 復 し、14C_leucineのtp-t雄e能 は お の お の1.4土O.y×107,0.8土

0.4×10?cpm/3.cell/hで あ っ た(図 一18)0

2-3.試 作 代 謝 補 助 モ ジ ュー ル の成 績

2-3-i.In』Vitro灌 流 実 験 成 績

灌 流3時 間 後 、4万 と10万 群 の ア ン モ ニ ァ 量 は37%,21%と 低 下 を 、

BUNは 各 々133%,146%と 増 加 を、 グル コ ー スは 各 々127%,121

%と 増 加 を 示 したoこ れ らの 各 物 質 の 変 化 量 を 肝細 胞13で 単 位 時 間 当 り で

表 わ す と、4万 と10万 群 の ア ンモ ニ ア 除 去 量 は165μ3と155μ3、BU

N増 加 量 は0.215刀9と0.51?mS、 そ し て グ ル コー一ス 増 加 量 は3.68mgと3.5

一21一
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parameter

Viability(x)

NH3(μ3ノ り。CQII/h)

8UN(p/9・c● 餌ノ〆h)

GI(w/・cell/h)

1'C‐leusin

(CPM/,《el9/h)

ATP(pg/cell/h)

non-preserved

TOt13t

4211.9」

0.7tO.341

8.8t2.201

1.4土09x⑩7↑

0.8610.03t

preserved

dOf16
1

32±14.8↓

O。4土O。11?

2.910.821

0.810.4x10'1

0.77tO.30t

図一18非 保存,保 存肝細胞の代謝能
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図 一lyIn藁Vitro灌 流 実 験

3時 間

、

π9で あ ったoこ の二 群 にお・,

い て は、物 質 の変 化量 に有

意 の 差 は認 め られ なか った

(図一1y)。

2-3-n.In-Vivo実 験 成

績.

各 実験 群 のGa1投 与後 の生

存 時 間 をみ る と、 非 治療 群44

土4時 間 、4万 群55土11時

間、10万 群86土11時 間、

10万 細 胞非 使 用群50土5

時 間 で あ った(図 一20)o有 意

差 をみ る と、 非 治 療群 と4万

群 で は0・1>P>0.05,4万

群 と10万 群 で は0・01>P>

0.001で あ つたo

一般 血 液検 査 と して
、 赤 血

球,ヘ モ グ ロ ビン,血 小 板 を

も測 定 して い るが、 代 表 例 と

してHtとWBCの 変 化 を図

一21(2示 す
o非 治 療 群 は、Gal投 与後 徐 々 にHt値 が上 昇 し、血 液 濃 縮 状 態 と

な って60%に 達 す る04万 群 お よび10万 群 は、 持 続 点 滴 を して い る の で40

～50%の 間 を推移 して い るが、10万 群 の長期 生 存群 では 逆 にHt値 は低 下

の傾 向 を示 したoWBCは 、 体 外循 環 に よ り一 時 的 減 少 を示 す が、 非 治療 群 と

も40時 間 目頃 よ り著 明 な 白血 球 増 多 を呈 したoHt値 と同様 、10万 群 の長

一23一
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期 生 存 群 では や は り逆 に低 下

したo

血 液 生 化 学検 査 をみ る と、

血 中 ア ンモ ニア値 は20時 間

を過 ぎる頃 より上 昇 傾 向 を示

す が、10万 群 では 上 昇 を示

す時 期 が 遅れ て い たoBUN

値 は 、 補 助 群 で む しろ低 下傾

向 を示 した が、 い ずれ も正 常

値 内 を推移 した(図 一22)o

グル コー ス 値は 、 非 治 療群

は100gg.冠4前 後 を示 したが 、

灌 流群 は200π3冠4以 上 の 高

値 を示 したoTP値 は 、 非 治

療群 では 高 値 を維 持 した が、

灌流 群 では 時 間 の経 過 と と も

に徐 々に低 下を 示 した(図 一

23)o

GOT値 は いず れ も高 値 を

示 した が、 長期 生存 群 では 徐

補

多

助

幽 非治療

ト(》-14万.

ト →← →10万

ト●→1Q万(細 胞なし)

020406080時 間

図 一20Gal肝 不 全 犬 の生 存時 間の 比較

60

40

2p
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/ぴ へ
＼x

△一一△ 非治療

O-D4万

xx10万

10

0

(×1(角

綴〆}＼ ＼
x

20406080時 間
、

図 一21一 般 検血 値 の変 化

徐 に低 下 を示 した。TB値 は 生 存時 間 の延 長 と と もに増 加 を示 したが 、70

時 間以 後 は 軽 度低 下 を示 した(図 一2のo

血液 凝 固 因子 を反映 す る プ ロ トロ ン ビン時 間 齢 よび ヘ パ プ ラスチ ンテス ト

をみ る と(図 一2ゆ 、 プ ロ トロ ン ビン時 間の犬 正 常 値は 約7.2秒 で ある が、

Gal投 与後20時 間 を過 ぎる頃 よ り急 激 に延 長 を示 す ように な るoし か し、

一24一

一

㈲

3◎

D

10(

C

Cif/

4Q

20

0

(翼解

40

30

20

1a

(

(g/dc

E

q

,-

C



-

/

→10万

)

一
蘭

り比較

＼x

一

＼

、
漁

70

鵬
NH330

0

珈

.

m

0

O

X

/

/
x/
x

e-・0

(89乃のBUN

40

20

0

x ＼

篤一一x
×/

/

テ ス ト

が、

か し、

20406080時 間

図一22血 液 生 化学 検 査値 の変 化

10万 群 で は プ ロ トロン ビン

活 性持 続 の延 長 傾 向 が み られ

たoヘ パ プ ラス チ ンテ ス トの

犬 正 常 値 は約28.8秒 で あ る

が 、Ga1投 与後15時 間 目頃

よ り著明 な延 長 を示 す よ うに

な り、 これ らの 変化 は プ ロ ト

ロ ン ビン時 間 よ り急 激 な経過

を示 した。
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図一23血 液 生 化学 検 査 値 の 変化

3.小 括

ビー グル犬 の よ うな 中動 物

か らで も、 酵 素 灌 流法 の改 良

に より、 良好 な遊 離 肝細 胞 を

全 肝 の約70%量 を得 る こと

が 可 能 とな ったoま た、凍 結

保 存法 では液 体 窒 素 槽 を 利 用

す るわ れ われ の成 績 は 国 内 外

で最 も良好 な もので あ るが 、

回 収率50%は な お改 良 の必

要 が あ る もの と思 うo

さ て 、生 体 肝 素材 をreactor

と した肝機 能補 助法 は 各 種 検

討 さ れ て い るが、 な お十 分 見

通 しの ある装 置は 報 告 され て

_25_
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い ないoそ の最 大 の 問題 点 は、

小動 物 を対 象 と した モ ジ ュー

ルのs(ale‐upが なか な か難 か

しい こ とに よるoそ れ と、体

外 循環 法 に よ って患 者 に適 用

され る こ と にな るが、 この場

合、 そ の血 流 量 に 限 界 が あ り

この点 が物 質 交 換 能 の律速 と

な る可 能性 が大 で あ るoし た

が って、 装 置 の 面 に最 良 の条

件 が 要 求 され 、 この こ とは 必

然 的 に 本法 の開 発 に大 きな解

決 要 素 と して、 研 究 を困 難 な

もの と してい るoわ れ われ は 、

浮遊 培 養 系 とい う培 養 条 件 で

は最 も過 酷 な条 件 で モ ジ ュー

ル化 を試 み たが 、Ga1肝 不全

犬 の 生存 時 間 の 延長 や ある程

度 の 物質 代謝 能 を確 認 す る こ

とが で きたoこ の こ とは、 遊

離肝 細 胞 をreactorと した モ ジ

ュー ル の 有用性 を示 す もの で

あ り、 臨床 応 用可 能 な装置 の

開 発が 可 能 で あ る こ とを示 し
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図 一25血 液 凝 固 因子 の変 化

た もの と判断 され、 今後 の研 究課 題 と した いo
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遊 離肝細 胞 脾 内 移植 に よる体 内 肝機 能補 助 の基 礎 的 検 討 で は、 脾 内 移 植 され

た 肝細 胞は ゆ っ くり と分 裂.増 殖 して確 か に脾 の70%近 くを 占め る よ うに な

り、 ア ンモ ニァや 色 素 の負 荷 試 験,肝 阻血 に 対 す る延 命 試 験 な どの成 績 に よる

と、肝 機 能 を発 現 してい る こ とが判 明 したoし か しな が ら、 よ り十 分 な肝 機 能

を得 るた め には 、脾 内移 植 肝 細 胞 の よ り大 きなmassと しての量 が必 要 で あ るo

そ こで 、各 種 の方 法 を研 究 した と こ ろ、 門脈 下大 静 脈 吻 合 を併 用 した 群 に最 も

そ の効 果 が大 で あ った。 これ は、 肝 の代 償 性 肥 大 とい う点 を利 用 した もの で あ

り、 この こ とは 臨床 に おけ る患 者 の肝 臓 機 能が 低 下 してい る場合 と想定 す る こ

とが で き、 脾 内 肝 細 胞移 植 が 合 目的 々で ある こ とを示 す もの と考 え られ る。

ヒ トに近 い動 物 とい うこ とで 、犬 や サ ル の脾 内 肝細 胞 自家 移植 を検 討 した が、

移植 後 長期 に な る と脾 内肝 細 胞は 確認 され な くな ったoこ の場 合 、生 体肝 機 能

には全 く負 荷 を 与え て い ないの で、 肝 の異 所 性 移 植 時 にみ られ る移 植 肝 の縮少

とほ ぼ 同 一の理 由に よる こ とが 推定 され、 ラ ッ トにお け る実験 と同 様 に、 門脈

下大静 脈 吻 合 や肝 切 除 な どを併 用 した場 合 に つ い て検 討 を 加 え る必 要 が あ ろ うo

ま た、 ヒ トの部 分 肝 か ら遊 離肝 細 胞 を得 る た め の基 礎 研 究 を行 な った と ころ、

新 しく開 発 さ れ たmultipmcture-perfusionmethodが 極 め て 有 用 で ある こ とが確

認 され 、硬 変 肝 へ の応 用 が期 待 され るo

次 に、 遊 離肝 細 胞 を代 謝 のreactorと した体 外 肝 機 能 補 助装 置 の基 礎 的 検 討 で

は、 肝 細 胞 浮遊 培 養 系 を応 用 した モ ジ ュー ル の有 用性 が 確 認 さ れ たoIn-vitro

実験 では 、 肝細 胞13,1時 間 あた リァ ン モ ニァ を約150μ3代 謝 除 去 し、尿

素窒 素,グ ル コー スはそ れ ぞ れ0,5π9,3.5π9の 増 加 を示 し、 ま た ガ ラク トサ

ミン肝 不 全 犬 とのex-vivo灌 流 実 験 では、 血 中 ア ンモ ニ ァの 減 少,生 存 時 間 の

延 長 な どが 認 め られたo
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肝 細 胞 を長 時 間 維持 す るに は、 極 め て不 利 な条 件 で設定 され てい るに もかか わ

らず、 そ の代 謝 補 助 能 力 が確 か め られ た の で 、今 後 、 モ ジ ュー ルの 改 良 を行 な

うことに ょ り、臨 床 的 に有 用 な装 置 の 開発 が可 能 に な る もの と考 え られ るo

以 上 、 遊 離肝 細 胞 を、 体 内 な らび に 体外 に お け る機 能補 助 と して用 い る方法

の基 礎 的 研 究 成績 を報 告 したo

ノ
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