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研究 の 目的 と意義

肝臓 は生 体の物質代謝 の中枢で あ り、生 命維持 に最 も重要 な役割 を担 う臓 器で

ある。 したが って 、ひ とたび重篤 な機能不 全 に至れ ば 、そ の予 後は極め て不良で

ある。死亡統計 によれ ば、重篤 な肝機能 障害 、すなわ ち肝不 全を原因 とする死亡

例 は近年 ますます増加 の傾向に あ り、肝硬 変17,000人 、肝癌15,000人 、 急性肝炎

5,000人 、薬物 中毒3,500人 、術後肝不全1,500人 の 、計4万 人以上 に達 してい

る。しかも重要 なこ とは、最 も働 き盛 りで ある40代 か ら50代 の年 令 に多い ことで

ある。高齢化社会 を迎 える にあた って、 これ ら壮年 層 を失 う ことは大変 な社会的

問題で ある。

ところで 、肝臓 は本来極めて再生能 力の旺盛 な臓器で あるので 、重篤 な肝障害

を呈 して いるある一定期間 を、何 らかの方法 でその機能 を補 助 して やれ ば救命で

きる可能生 があ る。 この機能代行法 が、す なわ ち人工肝臓 で ある。今 日、人工肝

機能補助装置 と して臨床 的にも使用されて いるの は、吸着剤 や血漿交換 療法 に代

表される、いわ ゆる除去療法 であ り、これ らの治療成績 は意識の 回復 率 には効果

を認め るものの 、救命率 の改善 には至 ってい ない のが現 状で ある。その最 も大 き

な理 由のひ とっ として、肝臓が本来右 してい る二大 機能(代 謝機能 と解毒機能)

の うち、 これ らの除去療法 は解毒機能 の一部 を補助 してい るに過 ぎない とい う点

が指摘 される 。

そこで本研究で は、代謝機能 の補助 に主眼 を置 き、代謝 の リア クター として保

存 な らびに機能の長期維持 に右利 な、遊離肝細胞 を使用 したhybridartificia1

1iverの 開発 を 目的 とし、最整 的には凍結保存肝 細胞 を用いた代謝補助 システム

を意図す る。'

(発 表論文1,4,11を 参照)
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研究成果
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本試験研究の基本的な研究項目は、中動物からの遊離肝細胞の採取法と大量肝

細胞の凍結保存法の確立、遊離肝細胞を代謝のリアクターとした代謝補助装置の

試作と基礎実験による評価である。
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1)遊 離肝細胞の大量採 取 ・保存法 の検討.

肝臓を細胞 に分散 する方法 は、Berry&Friendが コラゲ ナーゼ を用いて 、酵 素

灌流法を開発 したこ とに よ り発展 した。われわれ は 、原法 の中動物へ の応用 を検

討 したが、そのま までは十分 な採取量 を得 るこ とがで きなか った。そ こで 、①十

分な灌流量 を得るため に、人工心肺用 の血液ポ ンプ と血液 回路 とを改良 して 、循

環灌流 シス テムを作製 、②酵素消化 の前に 、細胞 間結合織 のキ レー ターで あるE

DTAを 用 いて、肝 内の血液 を完全 に除去す る と同時 に結合 織のキ レーテ ィング

を施行 、③コラゲ ナーゼ酵素潅度 をラ ッ トの3倍 、す なわ ち0.15xと し、かっ 、

酵素活性 を高 めるためにCaイ オ ンを添加 、④大 きな肝臓 を早 く細 胞 に分 散す るた

めに、低速度 の電動 ミキサ0を 使用 、な どの工夫 を加え た。その結果 、ビーグ ル

犬の肝臓では、全肝 の約70Xの 細胞が分 散され た。子牛の肝臓 の場合 もほほ良好

な成績で あったが、 この場合 はさらに大型 の灌流 システムが 適当 と考 え られ た。

子豚の場合 は、豚の肝臓の結合織の量 が他動物 に比 し多 いために、 ほぼ犬 と同様

の採取量であ ったが、viabilityは 約poxと 低か った(表 一1)。

採取され た肝細胞 の代謝能 を検索 する簡単 な方法 と して は、静置培養が適 して

いることが前実験 で判明 してい たので 、本 法で調べ た。そ の結果 、それ ぞれ の肝

細胞は培 養皿に良好 な状態で接着 するこ とが確認 され た。

次に、凍結保存法 にって述べ る。組織 や細胞の 長期保存法 は、凍害防止剤 を使

5



一一 一
肝細胞浮遊液

viability

生細 胞総数

2101

pox

1.7x1010ケ

230爲1

89×

2x1010ケ

用 した上 で、液体窒素 中に保存 する方法が検討 されてい たが 、Fullerら とわれわ

れのMe2SOを 保 護剤 と して用 いて肝細胞 の超低温 保存法の成功が特筆 され よう。

ラッ トの肝細胞 を用い た基礎実験 は、牛 の精子 を保 存する容量約1■1の ス トロー

様 容器 を用 いて行なわれ た。その結果 、緩速冷凍 ・急速解凍法が 良い ことが判明

したので 、大量保 存法 を検 討 した 。大量 の肝細胞浮遊液 を凍結す るには、①適 当

な容器が必要 、②凍害 防止剤 との温和か つ均等 な混和 、③容器 全体の均等 な冷 却

状態 の確保 、④理想 的な凍結速 度の維持 、⑤最適 な解凍法 と凍 害防止剤 の除去法

の確立、 などの 多 くの問題 点が生 じた 。そ こで種 々検討 した結果 、容器 としては

容量100■1の 血液凍結用バ ッグが適当な こ と、凍結 には大 容量 のブ ・ログ ラミング

・フリーザーが使用可能 なこ と、急速 解凍 はバ ッグ を38℃ の恒温槽 に浸 漬す るこ

とで得 られ ることなどが判明 した。基 本的 な凍結 保存法 は、前述の方法 で得 られ

た肝細胞 濫度約40zの 浮遊液25自1を 、氷冷 中の冷凍 用血液バ ッグ に注入 し、次 に

Me2SOよ りなる凍害防止剤を同量 ゆ っくりと混和 しなが ら注 入す る。約15～20分

間の ソーキ ングの後、プログ ラミング ・フ リーザ に移 し、約4℃/分 の凍結速 度

で 一80℃まで凍結 し、その後液体窒 素槽 に移 して保存 す る。解凍 は、取 り出 した

バ ッグ を恒温槽 に素早 く浸 して一気 に行 な う。通 常2～3分 で解 けるが、浮 遊液

の温度が上昇 しないように注 意す る。このあ と2回 遠 心洗浄 して凍害防止剤 を除

去す る。
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表2Pre-incubatioinの 有 用 性 の 検 討

われわ

,よう.

、トロー

が判明

①適当

な冷却

除去法

しては

ミング

する こ

得 られ

、次に

～20分

結速度

出 した

浮遊液

剤を除

コントロールre-incubation

ト

採取直後のviability

保存前viability

凍結保存生 細胞数(x109)

洗浄後 の生 細胞 回収率

最終 回収率

ssx

s3x

1.50

31x

31x

83鑑

76竃

1.59

37鑑

30鑑

)

)

この ように して得 られ た ビーグル犬肝細胞の解凍 後のviabilityは 約pox、 回

収率 は約50Xで 、形態学 的にも、 また生化学的 にも物 質代謝能 を維 持 してお り、

静置培養で も細胞 は接着 、扁 平化 する能力 を保持 していた。 しか しなが ら、小豚

の肝細胞 は新鮮 な状態で はビーグル犬 肝細胞 とほぼ 同様 な成綾で あ ったが 、凍結

保存後で は静置培 養に耐 え られ ず死滅 した。そ こで 、犬 肝細 胞 を用 いて、Ye2SO

を添加す るとき と解凍後除去 する ときの授透圧 シ ョックを和 らげる 目的で 、潰度

の異なる(浸 透圧 もも ちろん異 なる)凍 害防止剤や洗浄液 を用い て、二段 階 にわ

けて肝細胞浮遊液 を処理す る方法 を試みたが 、必ず しも従来 の成績 を上 回 るもの

ではなか った。また、凍結保存す る細胞 を凍 結前 に培養 して 、細胞分離 の際の障

害 を修復 してか ら凍結 へ も ってい くpre-incubation法 をも検討 したが 、最終 回収

率 はほぼ同様で あ った(表 一2)。

(発 表論文2,3,8,9,10参 照)
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2)遊 離肝細胞利用代謝補助装置の開発

1.装 置の概要

遊離肝細 胞 を代謝 の リア クター とした装置 を考 えた場 合、その基本構成 は遊離

肝細胞 の機 能を維持 させ る部分 、患者 血液 と物質交換 を行な う部分 、他 の血液浄

化 シス テムの部分(血 漿交換 、血液吸 着 など)な どであろ う。われわれ は、遊離

肝細胞 を浮遊培養系 で維持 し、物質 交換 は中空 糸膜 モジ ュール を利用 する システ

ムの基本設計 を行 ない 、プ ロ トタイブ を試作 した。 このプロ トタイブは、細胞浮

遊液 中に中空糸膜 モジ ュール を浸漬 し、血液 は この糸の中を通 り、その間に物質

交換 を行な うもので、細胞浮遊液 の撹 拝 と酸 素供給 は02-CO2の 混合ガ スで行 な

うシステムで ある。 このガスバ ブ リング方式 では 、細胞のviabilityを 長時間維
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ヒは遊離

)血液浄

ヒ、遊離

～システ

細胞浮

睡に物質

しで行 な

塒 間維

持す ることがで きなか ったので、本研究で はガスバ ブ リングを行 なわ ない方式 の

システムを試作 し、ガスバ ブ リング方式 と比 較検討 した。

この新方式は 、細胞浮遊液 を第一の 中空 糸モ ジ ュールで培地 と細胞成 分 とに分

離 し、この培地 を第二の物質交 換用モ ジ.ユール に導 き、ここで分離膜 を介 して血

液 と接触 させる。第一のモ ジュールの手前 に、酸 素供 給用セ ルを設置 し、温 度 と

pHは 自動的に コン トロールされ る(図 一1,2)。

一劇目

1

図2試 作装置の全景
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2.体 外循環 システ ム

本 システムはハー ドの メイン となるもので 、血漿分離 、血液 透析 、血漿 交換、

血液灌流 な どの方法を任意 の組 み合わ せでセ ッテ ィング可能 である 。肝細胞 を使

用 した代謝 能補 助 と吸着剤 を用 いた解 毒能補助 を、分離血漿灌 流 システ ムで血液

透析 を併 用 した場合の機能 を想定 して必要 な要 素を あげる(図 一3)。

①血液 ボ ンブ(RP、):0～200■1!分 の可変

②分離血漿灌 流ポ ンプ(RP2):0～2001!分 の可 変で二連

③細胞浮遊液 灌流ボ ンプ(RP3):0～200●1!分 の可変で二連

④ リサ イクルポ ンプ(RP,):0～500□1!分 の可変 でpH制 御系 と連動

⑤各 コ ンポーネ ン トの圧 力モニ ター

⑥二連式 薬液 注入器

⑦各温度 、pH,圧 力計 と警報機能

⑧特製血液 回路は各 コンパ ー トメ ン ト化

v

A/

"ー

「
数 ン

3.試 作システムの基礎実験 に よる検討

試作シス テムのハー ドと して は、各種の機能 を併用す ることが可能 で あるが、

本実験で は代謝補 助システムの右効性 について プロ トタイブ の成 績 と比較検討 さ

れ た。

3-1.in-vitro実 験

代謝機能補助 の リアクター として、遊離肝細 胞40gを 用 い、MEM培 養液 よ り

なる細胞浮遊液2丑 に浮遊 させ、血液 側 と してはハ ンクス 氏液 に フル ク トース と

アンモニ アを負荷 した疑似血液 を灌 流 させ た 。灌流血液 量は約40■1/分 とした。

新 システ ムでは、細胞浮遊液 を5001ノ 分の流 量で第 一の血漿分離用モ ジ ュールに
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図3試 作装置 のブ ロ ックダイアグ ラム

らるが 、

交検討さ 、

肇液 よ り

、一 ス と

こした 。

t一 ル に

灌 流 させ 、 この モ ジ ュ ー ル で 培 養 液 の み1001ノ 分 で 引 き抜 き 、第 二 の分 画 分 子 量

10万 の 中空 糸膜 モ ジ ュー ル に灌 流 させ 、 こ の 部 分 で 動 物 の 血 液 と物 質 交 換 が 行 な

われ て 、培 養 液 はふ た た び 細胞 液 と合 流 し細 胞 浮 遊 槽 に も どさ れ る 。酸 素 供 給 は

気相 表 面か らの 拡 散 の み に よ りな され る 。 図4に 実 験 方 法 の模 式 図 を示 す 。

In-vitroテ ス トに よ り代 謝能 は 、 ア ンモ ニ ア の 減 少 、BUNと グ ル コ ー ス の 上

昇で み る と、バ ブ リ ン グ方 式 と新 方 式 で そ れ ぞ れ155と215ｵg!g.cel1/h,0.517

と0.567gg/S.ce11/h,3.5と3.9gg1g.ce11!hと ほ ぼ 同 様 で あ った(図 一5)。

細 胞 のviabilityと 浮 遊 液 のガ ス 分 析 結 果 を 見 る と(図 一6)、viabilityは バ
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肝細胞浮遊ガス ・バブリング方式

O,一 一,CO2

L
肝細胞側 動 物 側

肝細胞浮遊培地濯流法

o,一

肝細胞側

図4 両方式の模式図

動 物 側

ブ リング方式で は6時 間後 には70似 下 となるが、新方式で は10時 間後 でもsox

を示 し、 また前者 では供給酸素量 を減少 させ てはい るものの上昇 を示 し、pHは ア

ルカ リ側へ と傾 いた。後者で は炭酸ガ スの 自動 吹 き込み によ り良好 な値が維持 さ

れ た。
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Viab

(96》

90
培地循環方式

80

70
バブリング方式

60

7.400PH

7.350

7.300

t

でも80X

l
、 pHは ア

PO,

mmHg

300

200

100

BE

:三レー一

1

び維持さ

、

0 2 4 6 8
時 問10

図6両 循環方式の細胞槽内の変化
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3-2.in-vivo実 験

肝不全 モデル と して 、ガラク トサ ミン0.7g/kg投 与後約20時 問 目の肝障害犬 を

用い、約40■1/分 の血流量 でYo時 間の体外灌流 を行 ない 、経 時的に血液サ ンプル

を採取 し、平均 血圧が50朋Hg以 下 にな った時点で犠牲死 させた。諸成綾 をガス

バ ブ リング方式 のプ ロ トタイブの場合 と対比 し、それぞれ5頭 の平均値 を図示 し

た。また、犬肝細胞浮遊液 の異種動物 に与 え る影響 を、ラ ッ トの腹腔内への投 与

実験 と、小 豚を患老 とした灌 流実験 における小豚の血清 を培養 犬肝細胞 に添 加 し

て細胞障害 を調べ るassay系 にて検討 した。 さらに、培養後 の細胞浮遊液 をガ ラ

ク トサ ミ ン肝不全 ラ ッ トに投与 し、右効 か否か も観察 した。

体外灌流 中の動物の 血液ガス分析結果 をみ る と(図 一7)、 レス ピ レーターで

呼吸 を維 持 して いるため酸素寝度,baseexcess,pHは 比較 的安定 して いたが、

死亡 が近づ くにっれ強 いア シ ドー シルを示 し、頻 回の メイロンによる補 正を要 し

た。

体外1

た。新-

治療群

a

詳
:5tOこ

i;罫こ チここ二

PO,

吊mH9

150

100

500← 一補訪一 鱒

a

0-1-47-10-

2131→-40--6080時 間

図7両 循 環 方 式 のln-Vivoの 実 験
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一

障害犬を

サンプル

1績をガス

を図示 し

欝1ノ
一 タ ・一で

い たが 、

正 を要 し

体外循環時間が長 くなる につれ 、血圧 は低下傾 向 を示 し、以 後死亡 まで漸減 し

た。新方式 では血液潰縮 に よる多血症 が持 続 した(図 一8,9)。 図 中x印 は非

治療群のデー タを示す 。

mmHg血 圧o-◎ 培 地循環方式

200Hバ ブ リング方式

150

100

　
SO◎ 一 一 補 助 一 一 一 哺◎
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図8両 循環 方式のIn-Vivoの 実験
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図9両 循 環 方 式 のIn-Vivoの 実 験
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血液生化学検査 では(図 一10,11)、 基本的 には両方式 ともほぼ同様の変動 を

示 したが 、新方式 における灌流中の低 蛋 白血症 が著明で あ った。
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9/d2.P.
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豚 を量
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図lo両 循 環 方 式 のIn-Vivoの 実 験
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図11両 循 環 方 式 のIn-Vivoの 実 験
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莱の変動を

一

動物の生存時間 をみる と(図 一一12)、 バ ブ リング方式 は86士11時 間、新方 式 は

76士12時 間 とほぼ同様 であ り、非治療 群に比 し有意の廷長 が認め られ た 。

豚を患老 として 、犬 ・豚肝 の免疫学 的反応 を検 討 した ところ、灌流 後の豚 血清

中に犬肝細胞 に対す る抗体の産生 が確認され た。 しか しなが ら臨床 的な アナ フ ィ

ラキミー様反応は観察され なか った(図 一一13)。

非治療 申

ガス ・パブリング方式

(44±4時 間)

(86±11時 問 》

堵地循環方式

(76±13時 問)

20406080時 聞

図12Gal肝 不 全 犬 の生 存 時 間 の 比 較
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また、浮 遊液 をラ ッ トの腹 腔内 に10■1注 入 して 、血中のGOTと ク レアチニ ン

を1週 間にわた り観察 したが、全 く異 常はみ られ なか った(図 一14)。 この浮遊

液 を、ガ ラク トサ ミン肝不全 ラッ トの腹腔 内に注入 した ところ、右 意に生 存率を

改善 した(図 一15)。

(発 表論文5,6,7参 照)
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レアチニ ン

。この浮 遊

;に生存率 を

皿.考 察お よび今後の見通 し

劇症肝炎に対 する解毒療法 の成績を集計 してみ る と、近年血漿 交換の救命率 が

30zを 超えっっ ある。この大 きな理 由 は、交換療法 の技 術の進歩 もあろ うが、早

期治療開始 による点も大 きい 。すなわ ち、昏 睡度 皿度で交換 され る例 が多 くな っ

ている。一方、西独におけ るヒ ヒ肝 体外灌流 の成績 は、昏睡 度 π度 でSoxを 超 え

ている。このよ うに、人工的 な除去療 法の みでは限界が ある と考 え られ る ところ

から、生体肝を何 とか利 用 しよう とする研究 も根強 い 。われわれ は、これ ら両者

を適当に組み合わ せる ことに よ って一 層の効果 をあげ られ るの ではない か と考 え

totalsystemと して のhybridtypeの 装置 の開発研究 を続けて いる。本 シス テム

の生体肝素材 は要 に応 じて大量 に必要 であ るところか ら、保存法 の開発 も必須 と

なる。さらに、この生体肝 素材の機能 を有効 に引 き出すsystem化 の 問題が ある。

これ らの点に長い間努 力がなされ て きた。

さて、肝細胞の大量採取法 であ るが 、われ われの改良法 で、 ラ ッ トの ような小

動物の成績 に全 く劣 らない量 お よび質の細胞 の分散が可能 である。10kgの 成犬肝

か ら2x1010ケ 、全肝の約poxと い う成綾 は最 高であ り、今後 は全体 シス テムの 簡

略化を検討す る必要が あろう。

長期保存法は 、全臓器で は全 く不可 能で ある ところか ら、どう して も細胞 単位

にせざるを得ない 。われわれ の方法 では、解凍後 のviability約pox、 回収 率50

z、 その機能は全体的 にみれ ば40～soxで 、保存 細胞 も移植可能 であ り、さ らに

静置培養にて接着扁平す る能 力を維持 してい る ことが確認 され てい る。これ らの

成績は他に例 をみ ない もの であるが、一層の成綾 の向上が望 まれ 、凍害 防止剤 の

改良を含め研究 を続 ける必 要がある。

次に、遊離肝細胞の機能 をいかに引 き出 すか、その方法の開発 が本邦 の最重要

課題である。今 回の システ ムでは、肝 細胞の機能 を、いわば浮遊培 養系 で引 き出
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す こ とになるが 、ガスバ ブ リング方 式か ら拡散法 とす るこ とによ って、細胞の 外科治療V・L5

viabilityを2倍 に延長 させ るこ とがで きた。10時 間の灌流実験 は問題 な く可能

である。 しか しなが ら、よ り長時間 、0層 の細胞機 能を維持 させ るには、何 らか

の方 法が必要 となる。す なわ ち、肝細胞 は本来基質 に接 着 して機能 を営 んでいる

ものなので 、基質 に包埋 した り接着 させた りす る と、よ り長時間培養で きる と報 特集●術後k

告 され てい る。今後 は 、この ような方法 を利用 したシス テムが右効 と考 え られ、

期 待され る。

以 上、遊離肝細胞 を代謝の リアクター とした肝機能補助 システム を開発 し、そ

の右用性 を評価 したこ とを報告 した。
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