
斗ごの 僻o .凄

親 脂 化 膜 を 用 い た 増 殖 型

ハ イ ブ リ ッ ド 人 工 肝 臓 の

開 発 に 関 す る 研 究

(03670576)

平 成3年 度 科学 研究 費補 助金[一 般研 究(C)]研 究報 告 書

平成5年3月

研究 代表 者 山本 哲

(旭 川 医科 大学 医学 部講 師)

1



1.は し が き

1)研 究 の 目的 と意 義

末 期の臓器 不全 の治療 では、近年臓器移植 が行 なわれ、免疫抑制

剤 の発展 とあい まって治療成績 も格段 に向上 してお り、今後 ます ま

す発展 する と思 われ る。 しか し我 国では脳死 問題が解決 され ない こ

とか ら、肝 臓移植 にお いては健康体 か ら肝臓 の一部 を貰 う、 いわゆ

る生体部 分肝移植 のみが行 なわれ ている に過 ぎない。 この治療法 は

生体 腎移 植 と異 な り、移植 され た臓器 が機 能不全 に陥 った場合 には

、透析療 法 に相 当す る治 療法が ないため、代 わ りの臓器 を移植 する

こ とで しか救命 し得 ず、再移植が 困難 な状 況 では救 い よ うが ない。

この ため腎不全 にお ける透析療法 に匹敵す る治療法 と しての肝f能

補助装置 の 開発 が行 なわれ ているが 、肝不全 の複雑 な病態 に対応 し

た装置 は いまだ開発 されて いない。

肝臓 の機能不 全 にお いて最 も致命 的 なの は、脂溶 性毒素 に よる中

枢神経 障害 で ある事 が分か ってお り、その選択 的除去法 として ドイ

ツのG.'ブ ル ンナ ーらは、lipidmembraneを 用 いる方法 を考 案 し、

その効 果 を検討 して きた。 これ は、脂肪 の疎 水性 を利 用 して、水分

子 ・電 解質 を透過 せず 、脂溶性 物質のみ を選 択的 に透過 する膜 を用
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いる もの ある。 この膜 をは さん で一方 に体外循環装置 によって肝 不

全 に陥 った患 者 の血 液 を流 し、反対側 には脂溶性毒素 の酵素反応 に

よる解 毒槽 を置 くもの で、水溶性の補酵素類 の保持や 、反応 の至適

条件 の任意設 定 な ど、酵 素反応の環境 を維持 するのに有利 である と

して注 目されて いた。 しか し肝不全の病態 は複雑 であ り、解毒 を必

要 とす る脂溶 性毒素 も複数 にお よびか つそれ ぞれ相乗効果 も指摘 さ

れ てい るため、 どの酵素 反応系 を組み合 わせ て用いる事が最 も効果

が あがる のか い まだ解 明 されて いない。

我 々は 、以 前 よ り遊離 肝細胞 を用いた解毒代謝装置 の開発 を行 な

ってお り、細 胞環境 を維 持す るの に1ipidmembranetechniqueが 有

利 と考 え、 この親脂 化膜 を用 いたハイブ リッ ド型 の人工肝補助装 置

の 開発 を行 な った。 また遊離肝細胞の利 用面 では、 この細胞機能 を

低 下 させ る事 な くいか に長 く維持 で きるか 、接着 、あるいは包埋 技

術 に よ り、物理 的 ・機能 的 に安定 な条件 を与 え、 また分裂増 殖 を刺

激 する よ うな添 加物 を加 え、細胞の至適利 用法 も同時 に検討 して い

る。

2



2)研 究 組織

研究 代表者:山 本 哲(旭 川 医科大学 医学部講 師)

研究 分担者:葛 西眞一(旭 川医科大学 医学部助 教授)

研究 分担者:沢 雅之(旭 川医科大学 医学部助 手)

3)研 究 経費

平成3年 度

平成4年 度

計

1,100千 円

1,000千 円

2,100千 円

4)研 究 発表

ア.学 会誌等

①.S.Kasai,M.Sawa,S.Hirai,K.Onodera,T.Yamamoto,M・Mito

BeneficialEffectofHepatocyteTransplantationon

HepaticFailureinRats

TransplantationProceedings,24(6),2990-2992,1992
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S.Kasai,M.Sawa,Y.Nishida,K.Onodera,S.Hirai,

T.Yamamoto,M.Mito

CelluloseMicrocarrierforHigh-DensityCultureof

Hepatocytes

TransplantationProceedings,24(6),2933-2934

山 本 哲

人 工 肝 臓 一 こ の1年 の 進 歩

人 工 臓 器,21(6),1416-1417,1992

イ.口 頭 発 表

も
①.S.Hirai,S.Kasai,M.Sawa,K.Kondo,A.Kakisaka,

T.Yamamoto,M.Mito

TheAssessmentofImprovementofSurvivalRateofRats

withD-GalactosaminePaisonedAcuteLiverFailurebythe

Gel-EntrappedHepatocyteTransplantation.

第26回 ヨ ー ロ ッ パ 実 験 外 科 学 会1991年5月

②.S.Hirai,S.Kasai,M.Sawa,T.Yamamoto,M.Mito

SurvivalofExperimentalLiverFailurebyGel-entrapped

HepatocyteTransplantation.

第8回 国 際 人 工 臓 器 学 会1991年8月
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③.山 本 哲、葛 西眞一 、沢 雅之 、柿 坂 明俊 、水戸 建郎

親脂化 膜 を用 いた肝機 能補助装置 の研究

第4回 北海道 代 用臓 器研究会1991年11月

II.研 究 成 果

[1]脂 溶 性物質 の選択 的除去装置 の作成

1)疎 水 性 ポ リプ ロ ピ レ ン ・ポ リエ チ レン膜 の 親 脂 化

体 外 循 環 に よ り脂 溶 性 毒 素 を抽 出 す る膜 と して、 ポ リプ ロ ピ レ ン

を 素 材 とす る 中 空 糸 膜 と、 ポ リエ チ レ ンを素 材 とす る膜 の2種 類 を

用 い た 。 ポ リプ ロ ピ レ ン膜 は ドイ ツ、 フ レゼ ニ ウス 社 が 開発 した プ

ロ トタ イ プ の 膜 で 、膜 厚 は150μm、 総 膜 面 積 が76cm2の モ ジ ュ

ー ル と な っ て い る 。 ポ リエ チ レ ン膜 は旭 メ デ ィ カル 社 で プ ラズ マ セ

パ レー タ ー用 に 開発 さ れ た もの で 、親 水 加 工 が 施 され る 前 の 疎 水 性

の 膜 を実 験 用 モ ジ ュ ー ル と した もの で 、膜 厚 は50μm、 総 膜 面 積 は

144cm2と な っ て い る(写 真 一1)。 い ず れ も プ ラ イ ミ ン グ ボ リ

ュ ー ム は10m1以 下 で あ り、 小 動 物 の 実 験 に 適 して い る 。 これ らの 膜

は 、 ス ポ ン ジ様 構 造(写 真 一2)を 取 っ て お り、 こ の ス ポ ン ジ 部 分
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一

を パ ラ フ ィ ンを 主 成 分 とす脂 溶 性 溶 液LA-2(表 一1)に2時 間

浸 し て 親 脂 化 、 さ ら に数 時 間 通 気 に よ って 余 分 な溶 液 成 分 を取 り除

い て使 用 で き る 。

こ の親 脂 化 膜 を 用 い て 、 脂 溶 性

物 質 の 透 過 性 を評 価 す る 実 験 を行

な った 。脂 溶 性 物 質 と して は フ ェ

ノ ール を 用 い、1mMの 濃 度 で 血 清

に溶 解 し た も の を 、 マ イ ク ロ ポ ン

プ を用 い て 膜 の 内 側(A)に 毎 分

5mlの 速 度 で 還 流 し た 。 膜 の 外 側

Paraffin,liquid54

Paraffin,thick40

Lecithin5

Dodecanol1

表 一1LA-2の 組 成

一 一 ≧b .

1mM

phenol

5mρ/min

乙

5mβ/min

一

L_

stirrer

図 一1親 脂 化 膜 モ ジ ュ ー ル に よ る 還 流 実 験
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(B)に も 血 清 を 毎 分5m1の 速 度 で 還 流 し 、100m1のreservoir

か ら 継 時 的 に サ ン プ リ ン グ を 取 り 、C.J.Hollowayら の 方 法 に 従 っ て

血 清 中 の フ ェ ノ ー ル 濃 度 の 測 定 を 行 な っ た 。

図 一2は2種 類 の 親 脂 化

中空 糸 膜 モ ジ ュ ール を 用 い

て 、 脂 溶 性 物 質 で あ る フ ェ

ー ノ ー ル を 還 流 した 際 の 透

過 性 を示 して い る 。

膜 の 内側 を 流 れ る フ ェ ノ

ール は数 時 間 で70～80

%が 透 過 し、 平 衡 状 態 に 近

づ く こ と が わ か る 。 膜 の素

材 に よ る 両 者 の 透 過 性 の違

い につ い て は 、 ポ リプ ロ ピ

レ ン膜 の膜 厚 が150μmに

対 して 、 ポ リエ チ レ ン の そ

れ は50μmし か な く、

ノ"

0

伽

7
,

0,5

D

x

Polypropylene

AxPolyethylene

O

x

図 一2

/x

/

//

ノ/β　
072345(hrノ

ポ リプ ロ ピ レン ・ポ リエ

チ レ ン親 脂 化 膜 にお け る

フ ェノ ール の 透 過 性

膜厚 による透過速度 の差 と考 え られ るが、い

ずれ にせ よ数時 間の還流 によ り、 目的 とする脂 溶性毒 素の抽 出が達

成 され る こ とが わか る。 また脂溶性毒素 の種 類 によっては、脂溶 性

の度 合 い によって、膜 の透過性、平衡状態 への到達速度が異 なる。
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Dimethylsufide(DMS)も や は り肝 不 全 を 誘 発 す る 脂 溶 性 毒 素 と し

て知 られ 、 実 際 に肝 不 全 患 者 の 血 清 中 で高 濃 度 に達 して い た事 が 報

告 され て い る 。 この 脂 溶 性 毒 素 は肝 臓 内 の ミ ク ロ ソ ーム に あ る解 毒

酵 素 系 に よ っ て代 謝 さ れ 、 水 溶 性 のDimethylsulfoxide(DMSO)さ ら

にDimethylsulfone(DMSO、)と な っ て 尿 中 に 排 泄 さ れ る と考 え られ て

い る。 この 代 謝 経 路 は 、肝 不 全 の 際 の特 有 の 口臭 の元 と考 え られ て

い る、 メ ル カ プ タ ンの 生 体 内 での 解 毒 代 謝 経 路 の 可 能 性 が あ り、肝

不 全 治 療 の 解 毒 シス テ ム 開 発 にお い て重 要 な タ ーゲ ッ トと考 え られ

て い る 。(図 一3)

h r..ノ (mercaptan/

R-SH

I

ぬム_
(sulfoxideノ(su!fideノ

〃ρ0ρん〃1`

02

ノ7γ{コケ℃ρ」り〃1ご

R-S(ろ 。σち

(su1foneノ

図 一3メ ル カ プ タ ン ・サ ル フ ァ イ ドの 代 謝 経 路

このDMSとDMSOを 図 一1の フ ェ ノ ー ル の か わ りに 親 脂 化 ポ
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リ プ ロ ピ レ ン の 内 側(A)に 還 流 し 、 そ のreservoir容 量(150ml)

の 十 分 の1量 のreservoirを 膜 の 外 側(B)に お き 、reservoirか

ら 継 時 的 に0.5m1ず つ サ ン プ リ ン グ 、 素 早 く ク ラ ス バ イ ア ル に 封 入

し て 測 定 に 供 し た 。DMSは 揮 発 性 物 質 で あ る た め 、 還 流 回 路 、 測

定 系 は す べ て 密 封 状 態 で 行 な い 、 こ の 濃 度 の 測 定 はS.E.Garretson

の 方 法 に 準 じ て ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ に よ っ て 行 な っ た 。 使 用 し た ガ

ス ク ロ マ ト装 置 はPackardModel438(FID,PID)、PorapakTypeQ

80/100mesh._

・DMS

(WaterAssocia

te,INC)を160

xO.2cmの ガ

ラ ス カ ラ ム に

充 填 し て 用 い

た 。

DMSは 脂 溶

性 物 質 で あ る

た め 、 親 脂 化

膜 を 透 過 す る

が 、 代 謝 産 物

のDMSOは

(mM/

1,0

o,s

0

　

4

＼
気

e

oDMSO

A:donor

B:acceptor

0

一一〇 一 一〇一一一■一一〇一一一一鰯一〇 一一一一一一幽一 一 一一 一 一 一 一 一一 一一一 一一〇

01234(hr .ノ

図 一4DMS・DMSOの 親 脂 化 ポ リ

プ ロ ピ レ ン膜 に お け る透 過 性
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水 溶 性 物 質 で あ る た め 、膜 を透 過 で き な い。(図 一4)

DMSは 脂 肪 相 へ の 移 行 が 速 く、 わ ず か30分 でA側 の 約80%

の 濃 度 に 到 達 し 平 衡 状 態 と な る が 、DMSOに つ い て は 膜 透 過 性 が

全 くな く、B側 のreservoir中 に は 検 出 さ れ な か っ た 。DMSの 平

衡 状 態 が 全 体 に 右 下 に 傾 い て い る の は 、DMSが 揮 発 性 で あ り、 沸

点 が37℃ と低 く 、 回 路 の テ フ ロ ン チ ュ ー ブ を もつ う じて拡 散 す る

ため と考 え られ る 。

5r.1

2)代 謝 シ ス テ ム の 検 討

① 肝 ミ ク ロ ソ ー ム を 代 謝 の リ ア ク タ ー と す る 方 法

肝 ミ ク ロ ソ ー ム の 調 整 お よ びDMS酸 化 酵 素 で あ るflavin-

containingmonooxygenase

(EC.1.14.13.8)の1MKPO4(pH7.4)100μ1

部 分 精 製 は 、 家 兎 肝 を 用50mMMgC1、100μ1

い てD.M.ZieglerとL.L.10mMNADPH20μ1

Poulsenの 方 法 に よ り 調13.6mMDMS100μ1

整 し た 。 酵 素 反 応 は 容 量H、00.66ml

9m1の 密 封 ガ ラ ス 容 器 内

に表 一2の 如 く 、 リ ン 酸

バ ッ フ ァ ー と 補 酵 素 を含

+サ ン プ ル20μ1

total1.00ml

表 一2酵 素 反 応 溶 液
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む溶 液 に サ ンプ ル20μ1を 加 え 、30℃ の 恒 温 槽 内 で30分 間 振 蕩

し て 反 応 さ せ た 後 、200μ1の5N過 塩 素 酸 を 加 え て 反 応 停 止 、 遠

心 分 離 した後 、 上 清 を4NKOHに よ り中 和 、 さ ら に 遠 心 し て 上 清

を 前 述 の ガ ス ク ロ マ ト装 置 にて サ ンプ ル 内蛋 白量 あ た りのDMSO

産 生 量 と し て 測 定 し た 。

家 兎 の 各 臓 器 に5倍 量

(v/w)の150mMKCI,

2.6mMEDTA溶 液 を 加 え 、

窒 素 ガ ス ブ ロ ー の 条 件 で

ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 そ れ ぞ

れ サ ン プ ル と して比 較 を

行 な っ た 。表 一3は 単 位

蛋 白 あ た りのDMSO産

生 量 を 示 し て い る が 、D

MSの 代 謝 酵 素 は 肝 臓 以

肝 臓

心 臓

腎

小

大

市月

臓

腸

腸

1.44

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

(nmol/min/mgprotein)

表 一3臓 器別酵素活性

外 に は な い事 が わ か る 。 また 肝 臓 の ミ ク ロ ソ ーム に含 まれ る解 毒 酵

素 のCytochromeP-450が フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル で 誘 導 さ れ る事 実 が あ

り、 よ り多 くの 酵 素 活 性 を 得 る た め に、 家 兎 の飲 料 水 に0.5g/Lの

Na-Phenobarbitalを 与 え 、1週 間 飲 用 さ せ た 後 、 肝 臓 を 摘 出 し た。

これ らの 肝 臓 を 前 述 の方 法 に したが っ て ミク ロ ソ ーム に まで 精 製
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し、それ ぞれ の酵素活 性 につ いて比較 した。

分 画DMSO産 生 量Cyt.P-450含 量 比 活 性

(nmol/min/mgprotein)(nmol/mgprotein)_(u/cytP450)

homogenate

microsome

phenobal

microsome

1

2

3

40

32

84

0.364

0.609

0.686

表 一4肝 臓分画別酵 素活性

3.S5

3.81

5.60

1

素除去群 で約十 分の

1の 酵素 活性が 見 ら

れるの ば、サ ンプル

に内在 す るNADP

Hあ るいは水 中の溶

ま た 、 こ の 酵 素 の 基 質 特 異 性 を 調 べ る た め に 、 反 応 系 か ら 、 酵 素

NADPH、0、 を 順 次 除 き 、DMSOの 産 生 能 を 検 討 し た 。0、

は 酵 素 反 応 を 行 な う ガ ラ ス バ イ ア ル 中 にN、 ガ ス を 吹 き 込 み 、 気 相

か ら 酸 素 を 追 い 出 し

た 。NADPH、 酸
・ProductionrateofDMSOF

raction,___,,_._,___..,"""""'(nmol/min/mgprotein)

Homogenate

痂ヒm∫ αηθ∫

Microsomes
r航eρo加隔舶し`eσワ

1,40

2,32

3,84

表 一5酵 素反応 にお ける基質特異 性
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存 酸 素 を完 全 に除 去 し得 な い た め の もの で 、DMSの 酸 化 反 応 に は

必 須 の 要 素 で あ る 事 が わ か る 。 この 酵 素 反 応 系 を全 容 積50mlの ガ

ラ スreservoirに 、

溶 液 量 が25m1と な

る よ う 、 さ ら にNA

DPHの 再 還 元 系 と

し て 、isocitrate-

dehydrogenase系 を

加 え た も の を 用 い て

(表 一6)invitro

livermicrosomes(1:5buffer)

1MKPO4(pH7.4)

50mMMgCl2

10mMNADPH

O.1Msodiumisocitrate

isocitratedehydrogenase

Bidest

0.5ml

(2.5ml)

2.5ml

2.5ml

2.5ml

2.5ml

50units

TOTAL25.Oml

表 一6代 謝 槽内の酵素 反応 系

レ

の 親 脂 化 ポ リプ ロ ピ レ ン中空 糸 膜 を 用 い た 、脂 溶 性 毒 素DMSの 還

流 解 毒 実 験 を 行 な っ た 。 還 流 シ ス テ ム の セ ッ トア ップ は 図 一1と 同

じ 、A側 のreservoir容 量 は 家 兎 を 想 定 し て お よ そ250m1、 血 清 中

に1mMのDMSを 溶 解 し密 封 状 態 、 チ ュ ー ブ 類 は す べ て硬 質 テ フ ロ

ン チ ュ ー ブ と して い る 。 肝 ミ ク ロ ソ ー ム は フ ェノ バ ル ビタ ール処 理

され た家 兎 肝 か ら抽 出 され 、-70℃ に 凍 結 保 存 さ れ て い た も の を

5倍 容 の リ ン酸 バ ッ フ ァ ー(pH7.4)で 溶 解 し た も の を 用 い た 。

A・B両 サ イ ドの サ ン プ ル0.5m1を 継 時 的 にreservoirか ら取 り

前 述 の ガ ラ ス バ イ ア ル に100μ1の5N過 塩 素 酸 と と も に 密 封 し 、

37℃ 恒 温 槽 内 で30分incubationし た 気 相 をDMSの 測 定 に 、 溶

14
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液 は 除蛋 白、

中和 の後DM

SO測 定 に 用

い た 。

A側 の 血 清

中 のDMSは

素 早 く親 脂 化

ポ リプ ロ ピ レ

ン膜 を 透 過 し

酵 素反 応 槽 の

あ るB側 に 移

行 し 、 肝 ミ ク

ロ ソ ー ム に 含

ま れ る酵 素 活

侮 〃ノ

1,0

0,5

0

0

0

A

8

・DMS

。DMSO

A:donor

B:acceptor

0ブ234(hr .ノ

図 一5親 脂 化 ポ リプ ロ ピ レ ン膜 を 介 し た

DMSの 酵 素 的 酸 化 除 去

性 に よ り、 酸 素 分 子 を 添 加 され てDMSOと な る 。 こ のDMSOは

水 溶 性 で あ り、 親 脂 化 膜 の 透 過 性 が な い た め 再 び膜 を く ぐ ってA側

に戻 る こ と は な くB側 で 増 加 す る 。 これ に よ っ てDMSの 平 衡 状 態

は大 き く右 下 り に 傾 き 、donorか ら効 率 的 にDMSを 減 少 さ せ る こ

とが で き た 。 ま た 肝 ミ ク ロ ソ ーム を含 む酵 素 溶 液 の持 続 注 入 に よ っ

て 、 この 解 毒 能 は 半 永 久 的 に維 持 す る こ とが で きた 。
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②遊離 肝細胞 を代謝 の リアクタ ーとする方 法

遊離 肝細胞 を用 いるハ イブ リッ ド型肝機 能補助装置 は、 これ ま

で数 多 くの施設 で検討 されて きたが 、脂溶性毒 素の解毒 に焦点 をお

いた報告 は され て いない。 この研究 では肝細 胞 による脂溶性毒素 の

解毒 能 を、被包遊 離肝細 胞 を中心 に検討 した。

ア.ラ ッ ト遊 離 肝 細 胞 に お け る 解 毒 酵 素 活 性

解 毒 能 を表 わ す 指 標 と して、 肝 組 織 中 のNADPHCt.CReductase

活 性 を 測 定 し 、 肝 組 織 中 の 酵 素 活 性 を高 め る ため に 、肝 細 胞 遊 離 を

行 な う1週 間 前 に 、 ラ ッ トに 門 脈 下 大 静 脈 吻 合 術(PCS)を 行 な

っ た 。 肝 組 織 中 の

酵 素 活 性 は 、PC

S群 で 約3割 増 加

し て お り、 肝 ミ ク

ロ ソ ー ム の 薬 物 代

謝 に有 利 で あ る と

考 え られ 、 細 胞 調

整 は 、

軸

対 象 群(n・5)39.0±2.4

PCS群(n・5)50.6±5.2

(unit/gprotein)

表 一7正 常 ・PCSラ ッ トの 肝 組 織

NADPHCyt.CReductase活 性

PCS施 行 後1週 目 の ラ ッ トか ら行 な う こ と に した 。

PCSか ら の 遊 離 肝 細 胞 調 整 に あ た っ て は 、肝 静 脈 側 よ り、 コラ

ゲ ナ ーゼ 酵 素 液 を 還 流 し、通 常 の遊 離 肝 細 胞 と同様 の 時 間 で 消 化 さ
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一

れ 、か つ バ イ ア ビ リテ イ に つ いて もほ ぼ 同様 で あ っ た。 この遊 離 肝

細胞 液 を等 量 の2%ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 と 混 和 し、0.1M

CaC1、 溶 液 中 に 滴 下 し て 、 被 包PCS肝 細 胞 を 作 成 し た 。

イ.被 包PCS肝 細 胞 に よ る 脂 溶 性 毒 素 の 解 毒 代 謝

脂 溶 性 毒 素 と して は フ ェ ノ ール を 用 い た 。 この フ ェノ ール は グ

ル ク ロ ン酸 抱 合 に よ り胆 汁 中 に排 泄 解 毒 さ れ る た め 、 肝 細 胞 の 代 謝

能 を測 定 す る に は フ ェ ノ ール の グ ル ク ロ ン酸抱 合 体 の 生 成 を 測 定 す

る必 要 が あ る 。 フ ェ ノ ール の グル ク ロ ン酸 抱 合 体 の 測 定 に はHPL

Cを 用 い た 。

肝 組 織 は 表 一

8に 示 さ れ る 反

応 溶 液 と と も に

37℃ の 恒 温 槽

内 で15分 間

incubateし た 後

等 量 の4℃ ア ル

コ ー ル を 加 え て

反 応 停 止 、 遠 心

操作 に よ る上 清

0.1MTris-HCI(pH7.4)

50mMMgCIZ

50mMSaccharolactone

50mMUDGPA

10mMPhenol

liverhomogenate(1:5PKO4)

H20

100u,1

100μ1

100ｵ1

100ｵ1

100μ1

100μ1

400u,1

(37°C,15min) total1.00ml

表 一8グ ル クロ ン酸抱合活性測定 反応溶液
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を 検 体 と し た 。

HPLCの 設 定 条 件 は 、10mMtetrabutylammoniumhydrogen

sulfate(TBAHS)を30%メ タ ノ ー ル 溶 液 に 溶 解 し た バ ッ フ ァ ー で

平 衡 状 態 に し たODSカ ラ ム(ODS-80TM),流 速1m1/minに サ ン

プ ル20μ1を 注 入 し 、OD27。 の 吸 収 に よ り測 定 し た 。PCS肝

組 織 中 のUDP-glucuronyltransferase活 性 は3.27±1.0

2nmo1/mgProteinで あ っ た 。

次 に 被 包PCS肝 細 胞 に よ る 親 脂 化 ポ リエ チ レ ン 膜 を 介 し た 、 フ

ェ ノ ー ル の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 解 毒 シ ス テ ム を 検 討 し た 。

1mM

phenol

→

ー

O

O

5m〃min

←

5m〃min

→

一
stirrer

25m」2solution

十

10m」2encapsulated

hepatocyte

←

図 一6親 脂 化 ポ リエ チ レ ン膜 を 介 した 被 包PCS肝 細 胞

に よ る フ ェ ノ ー ル の 解 毒 代 謝 シス テム
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還 流 シ ス テ ム は 図 一1の も の と 同 様 の も の を 用 い た が 、A側 の フ

ェ ノ ー ル は 再 還 流 式 と は せ ず 、B則 のreservoir中 に はW-E培 地

溶 液25m1に5mMのUDPGAと5mMのSaccharolactoneを 加 え た

も の に ア)で 作 成 し た 被 包PCS肝 細 胞10m1を 入 れ 、 ゆ っ く り

撹 絆 し て 、 継 時 的 に0.5m1ず っ サ ン プ リ ン グ し て 、 前 述 の 条 件 のH

PLCに 直 接20μ1を 注 入 し た 。(除 蛋 白 操 作 は な し)

遊 離 肝 細 胞 は ア ル ギ ン 酸 膜 に よ っ て包 まれ て い る た め 、 ポ ンプ 、

撹i絆 な ど の 物 理 的 外 力 に よ る 破 壊 を防 ぐ こ とが で き、 還 流 液 の 蛋 白

濃 度 が 低 い た めHPLCへ の 直 接 注 入 に よ る 測 定 が 可 能 で あ っ た。

り.424ぐpheny191ucuγ てmide

正臼.白4日、

UDPGA

fphenol

図 一7HPLC直 接 注 入 に よ る 、 フ ェ ノ ー ル 、UDPGA、

フ ェ ニ ル グ ル ク ロ ナ イ ドの ク ロ マ ト グ ラ ム
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一
ドナ ー側 の フ ェ

ノ ー ル は 素 早 く親

脂 化 ポ リエ チ レ ン

膜 を透 過 し、被 包

PCS肝 細 胞 を 入

れ たreservoir内

で 増 加 し 、1時 間

ほ ど で プ ラ ト ー に

達 す る 。 一 方 フ ェ

ノ ール の グル ク ロ

ン酸 抱 合 体 はや や

遅 れ るが 、 短 調 増

加 を 認 め た 。 こ の

時 相 の ず れ は 、 肝

細 胞 を 包 む アル ギ

o(mM)

1.0

0.5

ophenol

Xphenylglucuronide

(mM)X

O.2

0.1

0 30 60 90(min)

図 一8親 脂 化 ポ リエチ レン膜 を介 した被包

PCS肝 細胞 に よるグル クロ ン酸抱合

ン酸 カル シ ウム 膜 の フ ェノ ール ある い は グ ル ク ロ ナ イ ドの拡 散 効 率

に依 存 す る と思 わ れ る 。

ウ.EGF、 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン 、c-AMP添 加 に よ る 被 包 肝

細 胞 の 機 能 の 増 強

予 備 実 験 にお い て これ ら添 加 物 に よ る初 代 培 養 肝 細 胞 の 増 殖 を形

20



態 学 的 に評価 した ところ、添加群 の生着像 はやや良好 で ある ものの

明 らか な増 殖 に対 する添加 効果 は評価 で きなか った。次 にこれ らの

添加 物が 、被包肝 細胞 の機能 に及ぼ す影響 につ いて評価 した。機能

評価 には解毒 能 と して ア ンモニ ア除去能 を、合成能 としてアル ブ ミ

ン合成 能 を測 定 した。

EGF+フ ィプロネクチン

EGF+フ ィプロネクチン+c-AMP

無 添 加

ア ンモニア除去能

115

9.7

12.1

アルブ ミ ン合成能

28.7

29.2

27.9

(μg/mgprotein/3h.}(μg/mgprotein/d.)

表 一9各 種 添 加 物 に よ る 被 包 肝 細 胞 機 能 の 賦 活 化

いず れ にお い て も これ ら添 加 物 の 機 能 増 強効 果 は認 め られ な か っ

た 。 遊 離 肝 細 胞 を 被 包 して 用 い る際 に は物 理 的外 力 、 免 疫 学 的 攻 撃

か ら細 胞 を保 護 す る効 果 は あ る が 、 これ ら添 加 物 を 内 包 し、細 胞 の

増 殖 ・機 能 の 活 性 化 な ど 、継 続 した作 用 を期 待 す る こ とは で きな い

と思 わ れ た 。
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[II]脂 溶性 物質 の選 択 的除去装置 による肝機能補助療法

1)親 脂 化 膜 に よ る 脂 溶 性 毒 素 の 抽 出

親 脂 化 ポ リエ チ レ ン膜 を用 い た還 流 シス テム(図 一1参 照)を

用 い て 動 物 実 験 を 行 な っ た 。 こ の シス テ ム の ドナ ー側(A)を 体 重

2.5～3.5kgの 家 兎 の 大 腿 動 脈 と静 脈 に接 続 し 、 ヘ パ リン1000

単 位 を 静 注 し て 体 外 循 環 を 行 な っ た 。体 外 循 環 を行 な う ため の 基 礎

麻 酔 と して ネ ン ブ タ ール(50mg/m1)1m1を 静 脈 注 射 し 、 還 流 速 度 は

毎 分5m1、 親 脂 化 ポ リエ チ レ ン 膜 モ ジ ュ ー ル は膜 面 積144cm2の

も の を 用 い た 。 こ の ス ケ ー ル は 、 成 人 が 家 兎 の 体 重 の約20倍 と し

な も

て 、 流 量 ・モ ジ ュ ー ル面 積 と も に臨 床 使 用 に近 い モ デ ル とな って い

る 。

家 兎 を フ ェ ノ ール に よ っ て昏 睡状 態 とす る た め に 、半 拘 束 の状 態

で耳 静 脈 よ り0.3M(pH7.4)フ ェ ノ ー ル/生 理 食 塩 水 溶 液 を マ イ ク ロ

シ リ ン ジ を 用 い て持 続 注 入 し、 始 め は6mmo1/hrで 、 や が て 家 兎 の

血 中 フ ェ ノ ー ル 濃 度 の 増 加 に よ り、注 入 開 始 か ら30分 程 度 で 呼 吸

促 迫 と震 顛 が 認 め ら れprecomaの 状 態 に な る 。 こ の 時 点 で 体 外 循 環

装 置 をス タ ー トさせ 、 ア クセ プ タ ー側(B)のreservoirか ら継 時

的 に サ ン プ ル を 取 り出 し 、 そ の フ ェノ ール濃 度 を測 定 した。 家 兎 の

血 中 フ ェノ ール 濃 度 は 安 全 域 が狭 い た め 、 この 頃 か ら投与 量 を半 減
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して い る。

体 外 循 環

の 開始 時 点'

(Ex.)か ら

動 物 の 血 中

フ ェ ノ ー ル

は 減 少 し、

一 方 ア クセ

プ タ ー側 の

フ ェ ノ ー ル

濃 度 は急 増

体 外 循 環 開

始 か ら60

分 ほ ど で 平

衡 状 態 に 達

し た 。 そ の

Phenoli.v. 3mmol/hr

M

O
m
L

0.5

0

臥
↓

Rabbit.

0

0 60

5

哺

O

m

120
(min)

Acceptor

図 一9親 脂化 ポ リエチ レン膜 を用 いた体 外循環

装置 による昏 睡動物 の フェノ ール抽 出

後 は抽 出限界 に よって動物 の血 中 フェノール濃度 は再 上昇 した。 こ

の実験 によ り、親脂 化 ポ リエチ レン膜 を用 いる ことによって昏 睡状

態 の動物 か ら効 率 的 に脂溶性毒素 である フェノ ールを抽 出 し、血 中

濃度 を低下 させ昏 睡治療 上有用 である ことがわか った。
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2)ガ ラ ク トサ ミ ン肝 障 害 家 兎 に 対 す る肝 機 能 補 助

体 重2～3kgの 家 兎 に 対 し てD-Galactosaminehydrochlorideを

Berkら の 方 法 に 基 づ い て 、4.25mmo1/kg体 重 を5m1の 生 食 に 溶 解 し

耳 静 脈 か ら2分 ほ ど で 注 入 し た 。 静 注 後 約16～20時 間 で 家 兎 は

昏 睡 状 態 と な り、2時 間 ほ ど の 昏 睡 の 後 死 亡 す る が 、 この 昏 睡状 態

に な っ た 時 点 で あ らか じめ蝋 径 部 動 静 脈 に設 けて お い た ブ ラ ッ ドア

ク セ ス を 用 い て 体 外 循 環 を行 な った 。

ア クセ プ タ ー側(B)に は 血 清 を 還 流 し、 そ のreservoirか ら継

時 的 に サ ン ン プ リ ン グ し て フ ェノ ール 濃 度 を測 定 したが 、抽 出効 果

は 認 め な か った 。 昏 睡 動 物 血 液 中 の フ ェ ノ ー ル濃 度 もバ ッ ク グ ラ ウ

ン ド以上 の増加 がみ られ ず、フ ェノール測定系 では親脂化 ポ リエチ

レン膜 に よる体 外循環 装置 の機能評 価が で きない ことが わか った。

3)被 包 肝細胞 の腹腔 内投与 に よる外科 的肝不全治療法 の検討

肝硬 変 合併肝癌 の罹 患部切 除 に伴 う リスクは、残存 する肝臓 の機

能 が生 体 を支 えるの に十分足 り得 るか どうか に よってお り、 この機

能が不 十 分 であれば術 後肝不全 となる。 この実験 モデル として、 ラ

ッ トを用 い て、肝 血流 が乏 しい状況 を門脈のバ イパ ス(PCS)に

よって、 さ らに70%の 肝切 除を加 えるこ とで作成 した。 この際P

CSと 肝切 を同時 に行 な うと外科侵 襲が大 きすぎ、20%ほ どの生
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1
存率 しか得 られず肝 不全治療 の解析 には不適切 で あるの で、PCS

後24時 間後 に70%肝 切 を行 な うことに した。 この肝切施行 時 に

可逆性 の昏睡状 態 を作 り出すため にフ ェノ ールを0.2Mの 濃度 で2m1

腹 腔 内 に注入 した。 この場合 、動物の肝臓 は動脈血 しか流れ てお ら

ず、 また肝容量 が30%に まで減少 している とい う、肝臓の解毒処

理能 力の極 めて低 い状態 で あるため容易 に肝不全 を誘発 する ことが

で きた。 この ラ ッ トの腹腔 内 に被包遊離肝細胞 を入 れ、 その機能補

助 につ いて検討 した。実験 は前述 の方法 によ り調整 した被包遊離肝

細胞2mlを 肝 切 と同時 に腹腔 内に入 れ、投与1日 後の動物 の血液 中

のフ ェノ ール濃度 を測定 した。

PCS+70%肝 切 群

PCS+70%肝 切+フ ェノール 群

PCS+70%肝 切+フ ェノール+被 包 肝 細 胞 群

0.76±0.04mM

1.40±0.19mM

1.22±0.29mM

表 一10外 科 的肝 不全誘発 モデル にお ける被包肝細胞

腹 腔 内投 与 時の血 中 フェノール濃度

被 包 肝 細 胞 を与 え た 群 と、与 え な い群 との 間 で 、投 与 後1日 目 の

血 中 フ ェ ノ ー ル 濃 度 に 有 意 差 は なか っ たが 、10～15%程 度 の 低

1
上

25



下 を認 め、腹腔 内の被 包肝細胞機能 に依存 したもの と推定 された。

m.考 察 と今後 の展望

肝不全 治療 のあ り方 としては、体 外還流 による血液 中の組 成 を解

毒 な い し補 充 に よって正 常 に復 する治 療法 と、患者 の体 内 に肝細胞

機能 を もつ成分 を入れ 、肝機能補助 を行 な う2つ の方法が考 え られ

る。後者 は移 植治療 に もつ ながるが 、一 時的、 あるいは長期 にわた

る機能補 助 の問題 と同時 に、体内での免疫学 的な問題 をク リア ーす

る必要 が ある。 さ らに、肝機能補助 を必要 とする時期 が終 って、 自

やに

身の肝臓 が十分 な機能 を回復 した場合 に、 これ を どの ように撤退 さ

せ るか とい う問題 もある。大 きな生物組 織 はそれ 自身感染源 にな り

得 る し、生体 が消化 する もの であれ ば、機能 を必要 とする時 はそれ

を待 って もらは なけれ ばな らない。 さ らに重要 な問題 は どの ような

形 態 の もの を、 どれ ほ ど必要 とするのか とい うもので、その答 えは

い まだ に出 てい ない。

今 回の実 験 では、肝臓 の持つ脂溶性毒 素の解毒機能 とい う点 に焦

点 を あわ せ研究 を行 な った。肝臓の ミクロ ソームは生体 での薬物 代

謝 の中心 で あ り多 くの解毒酵 素群 を持 っている。特 に脂溶性薬剤 は

大 部分 が ミクロソ ームで代謝 され る といって も過 言で はな く。肝不
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全 誘 発 物 質 の 多 くが こ の ミ ク ロ ソ ー ムの 機 能 に依 存 して い る 。 従 っ

てsub-cellularの 組 織 で 、 肝 機 能 補 助 を 期 待 す る 場 合 に は 、保 存 、

酵 素 の 安 定 条 件 の い ず れ を と って も ミ ク ロ ソ ーム レベ ル で行 な うほ

うが 、複 数 の酵 素 活 性 を 同時 に利 用 す る場 合 に有 利 で あ る 。 遊 離 肝

細 胞 を利 用 す る場 合 の 利 点 も、 この 複 数 の解 毒 機 能 を 同 時 に活 用 で

き る点 に あ り、 最 終 的 に は肝 不 全 を 引 き起 こ して い る実 態 が 解 明 さ

れ な い と、 い ず れ が 機 能 的 にす ぐれ て い る か評 価 す る こ とが で き な

い と思 わ れ る 。

増 殖 性 とい う点 で は 、細 胞 に しか そ の機 能 は な い が 、 少 な く と も

今 回 の よ うに 、 遊 離 肝 細 胞 を各 種 の増 殖 促 進 因子 と と も に被 包 して

も、 そ の 増 殖 因 子 が 内 部 の 肝 細 胞 に働 い て 、 被 包 状 態 で増 殖 す る可

能 性 は少 な く、我 々 の実 験 で は カ ナ ダ 、 トロ ン トのT.M.S.Changら

が 報 告 し て い る よ う に 、 機 能 の 回 復 す ら明 らか で は なか った 。遊 離

肝 細 胞 の利 用 形 態 に は接 着 基 材 を用 い る利 用法 も あ るの で 、 そ の場

合 の 培 養 液 中 へ の増 殖 因子 添 加効 果 につ い て は今 後 の 検 討 を要 す る

と思 わ れ る 。 ま た体 外 循 環 で これ らの 代 謝 の リア クタ ーを 利 用 す る

際 に は 、reservoirの 随 時 変 更 が 可 能 で あ り、 ミ ク ロ ソ ー ム につ い

て は これ を含 む 溶 液 の 持 続 的 な追 加 に よ っ て、 解 毒 機 能 の増 殖 に 匹

敵 した装 置 に す る こ とが 可 能 で あ る と考 え られ る 。

脂 溶 性 毒 素 の 抽 出 につ い て は 、 ドイ ツ フ レゼ ニ ウス社 の ポ リプ ロ
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ピ レン中空 糸膜 、旭 メディ カル社の ポ リエチ レン中空 糸膜 ともに親

脂化技 術 に よって良好 な機能 を維持 し、数時 間の実験操作 に使 用で

きた。 これ らの素材 は も ともと疎水性 で あ り、実際の臨床 には親水

加 工 を施 して用 い られ て いるが 、素材 の耐久 性、均一 性 ともにす で

に確立 して いる もの であ り、親 脂化膜 としての転 用 に有利 と考 え ら

れ た。

肝 不全 の実験 モデル につ いては、現在の ところ ヒ トの肝不全 に類

似 したモ デル として、 いまだに適 当な ものが な く、これが肝不全治

療 の研 究 を進 め てい くうえでの難点 と考 え られ ている。今 回は門脈

下 大静脈 吻合術(PCS)を 行 なった ラ ッ トに70%と い う大量 の

肝切 除 を加 える こ とで1実 験 動物 の肝臓機能 を著 しく低下 させる方

法 を とった。 これ は外科 的肝不全 の モデル として、肝血流他 の点 で

肝 硬変 合併肝癌 の切 除状況 に似 てお り、その=機能補助 を検討 する う

えで有意 義 なモデル と考 え られ た。

1
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