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は し が き

肝 臓 は 生 体 の 物 質 代 謝 の 中 枢 を 担 う 重 要 な 臓 器 で あ り 、

ひ と 度 代 償 不 全 に 至 れ ば 致 死 的 な 状 態 と な る 。 こ の 重 篤 な

肝 不 全 の 治 療 法 と し て 、 人 工 肝 臓 に よ る 方 法 と 肝 移 植 に

よ る 方 法 が あ る 。 前 者 の 臨 床 的 な 方 法 と し て は 、 血 液 浄 化

療 法 と い わ れ る 血 液 透 析 ・濾 過 、 血 液 吸 着 灌 流 、 血 漿 交 換

な ど が 行 な わ れ て い る が 、 劇 症 肝 炎 の 救 命 率 は 約30%前 後

と 低 い 。 後 者 の 肝 移 植 は 、 本 邦 で は 小 児 例 に 対 す る 生 体 部

分 肝 移 植 が 行 な わ れ 、 す で に100例 を 越 え て い る が 、 脳 死

肝 移 植 は 今 日 な お 再 開 さ れ て い な い 。 欧 米 で は 、 急 性 、 慢

性 を 問 わ ず 、 代 償 不 全 に 陥 っ た 肝 臓 の1能 を 再 現 す る た め

に 脳 死 肝 移 植 が 積 極 的 に 行 な わ れ て お り 、 す で に2万 例 を

越 え て 、 日 常 の ル ー チ ン ワ ー ク と な っ て い る 。 こ れ に は 、

大 変 よ い 免 疫 抑 制 剤 が 開 発 さ れ た こ と と 、 肝 臓 の 保 存 法 の

進 歩 に よ る と こ ろ が 大 き い 。 全 体 の1年 生 存 率 は80%を

越 え 、5年 生 存 率 も60%を 越 え て い る 。 劇 症 肝 炎 に 対 す る

肝 移 植 成 績 も 向 上 し1年 生 存 率 約60%と 報 告 さ れ て い る 。

し か し な が ら 、 脳 死 肝 移 植 の 最 大 の 問 題 点 は ド ナ ー 不 足 に

あ り 、 肝 移 植 を 待 っ て い る 間 に そ の30%前 後 は 間 に 合 わ な

い 。 し た が っ て 、 予 後 の よ く な い ウ ィ ル ス 性 肝 炎 、AIDS、

肝 癌 な ど は 適 応 か ら 除 外 さ れ る こ と に な り 、 最 後 の 手 段

と し て ヒ ヒ 肝 が 移 植 に 用 い ら れ た が 、 う ま く 行 な え な か っ

た 。 こ の よ う に 、 本 邦 で も 、 た と え 脳 死 肝 移 植 が 是 認 さ れ

た と し て も い ろ い ろ な 理 由 で ド ナ ー が 得 ら れ な い 場 合 が 推
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定 さ れ よ う 。

こ の よ う な こ と か ら 、 一 日 も 早 い 人 工 肝 臓 の 開 発 が 期 待

さ れ る と こ ろ で あ る が 、 肝 臓 の 機 能 の 複 雑 さ の た め に 、

今 日 な お 成 功 し て い な い 。 、

本 研 究 で は 、 肝 細 胞 を 代 謝 の リ ア ク タ ー と し たHybrid型

人 工 肝 臓 を 、 細 胞 工 学 的 ア プ ロ ー チ に よ り 検 討 す る 。
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研 究 成 果

1.使 用 肝 細 胞 採 取 法

ウ ィ ス タ ー 系 雄 性 ラ ッ ト 等 の 肝 臓 の 門 脈 に カ テ ー テ ル を

挿 入 し 、 ハ ン ク ス 液 で 灌 流 し な が ら 、 肝 上 ・下 ・下 大 静 脈

を 切 離 し 、 血 液 をwash-outし な が ら 肝 を 摘 出 す る 。 灌 流 装

置 に 摘 出 肝 を 移 し 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 酵 素 灌 流 消 化 法(Berry

&Friend法)に よ り 肝 細 胞 に 分 散 し た 。 実 験 に は ト リ パ ン

ブ ル ー に よ るviabilityが85%以 上 の も の を 使 用 し た 。

95%以 上 の 細 胞 はsinglecellで ほ ぼ 球 形 状 で あ り 、PAS

染 色 、G-6-Pase染 色 な ど の 組 織 化 学 染 色 に よ り 、 陽 性 穎 粒

が 良 く 観 察 さ れ た 。

2.肝 細 胞 機 能 発 現 と 人 工 材 料

Hybrid型 人 工 肝 臓 の 代 謝 の リ ア ク タ ー と し て 遊 離 肝 細 胞

を 用 い る 主 な 理 由 は 、 機 能 の 維 持 、 長 期 保 存 、 操 作 性 と

免 疫 原 性 の 修 飾 な ど で あ る 。 わ れ わ れ は 、 遊 離 肝 細 胞 を

浮 遊 培 養 系 で 用 い る モ ジ ュ ー ル を 試 作 し た が 、 浮 遊 系 で は

肝 細 胞 の 機 能 を 長 時 間 、 有 効 に 再 現 さ せ る 事 が で き な い

事 を 報 告 し た 。 そ れ は 、 肝 細 胞 は 、 本 来 、 何 ら か の 基 質 に

接 着 し 、 な お か つ 三 次 元 構 造 を 示 し た 状 態 で 機 能 を 発 現

す る 性 質 を 有 し て い る 為 で あ っ た 。 こ の 様 な 事 を 考 慮 し な

が ら 、 今 日 ま で 、 表 一1の 様 な 、 多 く の 研 究 が 行 わ れ て

い る 。
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表1各 種 の/¥イ ブ リッ ド型人工肝臓 の研究

1.遊 離 肝 細 胞 単 純 浮 遊 培 養 シ ス テ ム

Matumura(1976),Eiseman(1976),葛 西(1987)

2.単 層 培 養 シ ス テ ム

Jauregui(1986),Dich(1988),長 谷(1988),Dunn

(1989),Gerlach(1988)

3.被 包 化 肝 細 胞 培 養 シ ス テ ム

Miura(1985),Sun(1985),大 島(1989),Chang

(1989),葛 西(1991),Matthew(1991),Dixit(1992)

4.マ ト リ ッ ク ス 上 培 養 シ ス テ ム.

Demetriou(1985),Vacanti(1988),Chamuleau

(1989),Nagaki(1990),Shnyra(1990),Winter-

mante1(1991),柳(1992)

5.中 空 糸 膜 モ ジ ュ ー ル 培 養 シ る テ 窓

Wolf(1975),戸 辺(1992),Jauregui(1992),

Sussman(1992)

6.ス フ ェ ロ イ ド化 肝 細 胞

小 出(1985),赤 池(1989),佐 藤(1991),

Ito(1992),松 下(1992),酒 井(1992)

表 一1.各 種 の ハ イ ブ リ ッ ド型 人 工 肝 臓 の 研 究

1)バ イ オ ア ク テ ィ ブ 材 料 の 意 義

肝 細 胞 培 養 が 成 功 し た 主 な 理 由 は 、 活 性 度 の 高 い 細 胞 が

得 ら れ る 様 に な っ た 事 も さ る 事 な が ら 、 培 養 液 や 培 養 器 の

改 良 に 負 う と こ ろ も 大 き い 。 培 養 液 に は イ ン ス リ ン やEGF

が 添 加 さ れ 、 培 養 器 に は 接 着 基 質 と し て コ ラ ー ゲ ン が コ ー

テ ィ ン グ さ れ た 。

わ れ わ れ も 、 添 加 剤 と し て 、EGF、HSS(hepatocyte

stimulatingsubstance)等 、 基 質 と し て 、 コ ラ ー ゲ ン の 他
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に フ ィ プ ロ ネ ク チ ン や ビ ト ロ ネ ク チ ン 、 あ る い は 赤 池 ら の

開 発 し たPVLA等 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 静 置 培 養 の よ う な

単 層 培 養 系 に お い て は 、 人 工 材 料 と こ れ ら 接 着 基 質 の 関 係

の 有 用 性 を 、 ま た 、 添 加 剤 と し て のEGFやHSSの 有 用 性 を

観 察 し た 。 し か し な が ら 、 単 層 培 養 に 見 ら れ る 様 に 、 肝

細 胞 が 旺 盛 な 接 着 扁 平 化 を 示 し て い る 場 合 は 、 そ う で な い

場 合 に 比 し 、 肝 細 胞 自 体 の 代 謝 能 、 合 成 能 は む し ろ 低 下 し

て い る 事 が 判 明 し た 。 こ れ は 、 細 胞 の 分 化 、 脱 分 化 の 環 境

に お け る 肝 細 胞 丁 能 の 発 現 形 の 違 い を 示 し て お り 、 ハ イ ブ

リ ッ ド型 人 工 肝 臓 を 考 え る 際 、 重 要 な ポ イ ン ト で あ る 。

2)肝 細 胞 接 着 基 剤 の 検 討

代 謝 モ ジ ュ ー ル の リ ア ク タ ー と し て 、 沢 山 の 肝 細 胞 が 接

着 し 、 リ ア ク タ ー と し て の 機 能 を 良 く 再 現 さ せ る 方 法 と し

て 、 何 ら か のcarrierを 用 い る 方 法 が あ る 。

図 一1に み ら れ る 様 に 、 わ れ わ.れ は 、 肝 臓 の 細 胞 間 物 質

で あ るbiomatrixや デ キ ス ト ラ ン 微 粒 子 担 体 と い わ れ るmi

crocarrierを 検 討 し た 。biomatrixは 大 変 良 い 接 着 能 を

示 し た が 、 こ の 採 取 法 が 複 雑 か っ 高 価 で 実 用 性 に 欠 け る と

判 断 さ れ た 。microcarrierは 表 面 が コ ラ ー ゲ ン コ ー テ ィ ン

グ さ れ 、 近 年 、 米 国 のDemetriouが 豚 の 肝 細 胞 を 接 着 さ せ

て モ ジ ュ ー ル 化 し 、 臨 床 治 験 を 進 め て い る も の で あ る が 、

わ れ わ れ は 、 期 待 し た 程 の 細 胞 接 着 を 得 る 事 が で き な か っ

た 。 そ こ で 、 次 に 新 し い キ ャ リ ア ー に つ い て 検 討 し た 。
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図 一1. 肝 細 胞 接 着 担 体(左:biomatrix,

右:デ キ ス ト ラ ン 微 粒 子 担 体)

3)セ ル ロ ー ス 系 マ イ ク ロ キ ャ リ ア

ア)マ イ ク ロ キ ャ リ ア

セ ル ロ ー ス 由 来 マ イ ク ロ キ ャ リ ア(旭 化 成CPB)は 、

図 一2aに 示 す 如 く 粒 子 径180-210μmの 多 孔 質 球 状 粒 子

で 、 平 均 開 孔 径 は30μmで あ る 。 多 孔 質 で あ る た め 、 そ の

表 面 積 は2.8m2/gdryと 大 き く 、 比 重 も1.039/mlと 軽 く

浮 遊 培 養 に 適 し て い る 。

イ)コ ー テ ィ ン グ 法

マ イ ク ロ キ ャ リ ア 表 面 の コ ー テ ィ ン グ は 、typeICコ ラ

ー ゲ ン(新 田 ゼ ラ チ ン 、0.3%)を 用 い 、3NHC1を 用 い て
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10倍 に 希 釈 し 、0.1MCaC1、 で 洗 浄 し た 後 、PBS(一)を 用 い て

さ ら に2度 遠 沈 洗 浄 し た 。

ウ)肝 細 胞 接 着 法

20mgの マ イ ク ロ キ ャ リ ア に20mlの 肝 細 胞 浮 遊 液(1×

107個)を 容 量50mlの ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 内 で 混 和 し 、CO、 ・

0、 混 合 ガ スdiffusion下 に37℃ で 浮 遊 培 養 を 行 い 、 間 歌

撹i絆 法 に よ り 肝 細 胞 を 接 着 さ せ た 。 間 歌 撹 拝 は 、30分 毎 に

2分 間 撹 絆(10回/分)し 、 こ れ を3時 間 繰 り 返 し て 行 っ

た 。3時 間 の 間 歌 撹 拝 法 で は 、 浮 遊 培 養 し た 肝 細 胞 の 約

70%が マ イ ク ロ キ ャ リ ア へ の 接 着 を 示 し た(図 一3)。

エ)代 謝 能 の 検 討

直 径6.Ocmの ペ ト リ デ ィ ッ シ ュ を 用 い て 、4mlの 肝 細 胞

付 着 マ イ ク ロ キ ャ リ4ア .浮 遊 液 を37℃ 、CO、 イ ン キ ュ ベ ー

タ ー 内 で 培 養 し た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、4mlの 肝 細 胞

浮 遊 液(5×105個/ml)を 直 径6.Ocmの コ ラ ー ゲ ン コ ー ト

デ ィ ッ シ ュ 内 で 単 層 培 養 し た も の を 用 い た 。 培 養24時 間 後

に 培 養 液 を 破 棄 し 、 以 下 の 如 く 負 荷 試 験 を 行 い 、 肝 細 胞 の

代 謝 能 を 検 討 し た 。 ま た 隔 日 毎 に 培 養 液 を 交 換 し 、 培 養

6日 後 に も 同 様 の 負 荷 試 験 を 行 っ た 。

i)NH,負 荷 試 験

NH3と し て1000μg/dlと な る よ う にNH。Clを10%FCS

含 有W-E培 養 液 に 負 荷 し 、37℃CO、 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で

培 養 を 行 い 、 経 時 的 に6時 間 ま で 培 養 液 中 のNH、 、Urea-N

濃 度 を 測 定 し た 。

12
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ii)Fructose負 荷 試 験

180mg/dlと な る よ う にfructoseを10%FCS含 有glucose-

freeHanks'III液 に 負 荷 し 、 同 様 に37℃CO、 イ ン キ ュ ベ ー

タ ー 内 で 培 養 を 行 い 、 経 時 的 に6時 闘 ま で 培 養 液 中 のglu-

cose濃 度 を 測 定 し た 。 ま た 、 肝 細 胞 の 生 存 率 を み る 目 的

で 、 培 養 液 中 のGOT、LDH濃 度 を 経 時 的 に 測 定 し た 。

iii)成 績

培 養24時 間 お よ び6日 間 後 に 行 っ たNH、 、fructose負 荷 試

験 に お け る 肝 細 胞106個 あ た り の 代 謝 能 を 比 較 し た の が

表 一2で あ る 。 培 養24時 間 後 感こ お、け る マ イ ク ロ キ ャ リ ア 接

着 肝 細 胞 は 、152.50μg/dl/h/106cellsの 速 度 でNH、 を 代

謝 す る が 、 単 層 培 養 肝 細 胞 は 、34.38μg/dl/h/106cells

と マ イ ク ロ キ ャ リ ア 接 着 肝 細 胞 の 約1/5の 代 謝 能 を 示 し た

(図 一4)。Urea-N生 成(図 一5)、fructose代 謝(図 一

6)に お い て も 同 様 に 、 マ イ ク ロ キ ャ リ ア 接 着 肝 細 胞 は 単

層 培 養 肝 細 胞 に 比 し て 明 き ら か に 良 好 な 代 謝 能 を 示 し た 。

ま た 培 養6日 後 の 負 荷 試 験 に お い て 、 両 群 と も に 顕 著 な

代 謝 能 の 低 下 を 示 し た が 、 単 層 培 養 肝 細 胞 に 比 べ る と マ イ

ク ロ キ ャ リ ア 接 着 肝 細 胞 で は 、 そ の 程 度 が 軽 度 で あ っ た 。

(図 一2b,c)は 培 養48時 間 後 に お け る コ ラ ー ゲ ン を コ

ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ キ ャ リ ア に 接 着 し た 肝 細 胞 の 走 査

型 電 子 顕 微 鏡 像 で あ る 。 多 数 の 肝 細 胞 が 、 多 孔 質 マ イ ク ロ

キ ャ リ ア の 網 目 構 造 の 内 部 に 接 着 し 、 伸 展 せ ず 球 形 を 保 っ

て い た 。
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の 代 謝 能
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15



A 24 hrs  B 6 days

 mg/d.e

5

4

3

2

1

0

• 

•

Monolayer 

Microcarrier attached

mg/de

5

4

3

2

1

0

• 

•

Monolayer 

Microcarrier attached

3 6 (h) 3 6 (h)

- 5 . Nr< 2 X t

5

A 24 hrs B 6 days

mg/de

50

40

30

20

10

0

• 

•

Monolayer 

Microcarrier attached

6 (h)

mg/de

50

40

30

20

10

3

0

• 

•

Monolayer 

Microcarrier attached

3 6 (h)

- 6 .

1 6



オ)新 セ ル ロ ー ス 系 マ イ ク ロ キ ャ リ ア の 検 討

前 述 の 旧 タ イ プ の キ ャ リ ア は 、 表 面 孔 の 大 き さ が30μm

程 度 と 、 肝 細 胞 に 比 し 小 さ い も の と 考 え 、 そ の 数 倍 の 大 き

さ の キ ャ リ ア ー を 検 討 し た(図 一7)。 ま た 、 細 胞 を 接 着

さ せ る 方 法 に も 工 夫 を 加 え た 。

従 来 の キ ャ リ ア ー で は 、 間 欺 撹 絆 法 を 用 い た が 、 新 し い

肝 細 胞 浮 遊 液 の 吸 引 法 を 図 一8に 示 し 、 そ の 細 胞 接 着 量 を

表 一3に 示 す 。

代 謝 機 能 は 前 述 と 同 様 な 方 法 で 検 討 し 、 単 層 培 養 法 、

キ ャ リ ア 接 着 細 胞 の 静 置 培 養 法 、 そ し て 、 後 者 を 浮 遊 さ せ

た 場 合 の 成 績 を 細 胞 蛋 白 当 り に 換 算 し た 値 で あ る(図 一

9,10,11)。 い ず れ も 、 キ ャ リ ア 浮 遊 液 の 代 謝 能 が 良 好

で 、 こ の タ イ プ の モ ジ ュ ー ル 化 の 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 成 績

で あ っ た 。
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間欠撹絆法 吸引法

n3

細 胞 蛋 白 量(mg)*℃.48±0.064

6

2.28±0.76一
p<0.05

*マ イ ク ロキ ャ リア100mgあ た りの蛋 白量

表 一3.新 ・ 旧 法 に よ る 肝 細 胞 接 着 量 の 比 較

吸 引 法 が 約5倍 良 好 で あ る

20



so

宕

』
OL

Ω.40

0

∈

s

葛

邑

.歪
=20
0

∈
∈
Q

0

●Monolayer

團DishCulture

●FloatingCulture

Otollto22to3

Period(hr)

図 一9.ア ン モ ニ ア 代 謝 除 去 能

21



0.12

0

8

6

4

2

.1

0

0

0

0

コ

コ

コ

コ

ロ

　

　

　

　

　

(忌
3
2

Ω
O
∈
三

、O
旦

=
o
O
2
躍
Z
$

占

o.00

●Monolayer

團DishCulture

●FloatingCulture

Otollto22to3

Period(hr)

図 一10.尿 素 窒 素 生 成 能

22



1

1.0

8

6

4

2

ロ

コ

コ

ロ

　

　

　
ロ

　

宕
旧3
0
a

O
∈
遣
ξ
O
ε

o
ω
8

三
〇

o.o

Otollto22to3

Period(hr)

●Monolayer

qv,DishCulture

●FloatingCuluture

図 一11.グ ル コ ー ス 生 成 能

23



3.肝 細 胞 移 植 法 か ら み た 、 細 胞 一 材 料 の 細 胞 工 学 的 解 析

肝 細 胞 を 用 い たhybrid型 の 代 謝 用 リ ア ク タ ー は 、ex-

vivoperfusion型 の 人 工 肝 で あ りdこ れ を 体 内 に 移 植

す れ ばin-vivo型 の 人 工 肝 と 把 え る こ と が で き る 。 こ の 事

か ら 、 リ ア ク タ ー の 機 能 や そ の 安 全 性 、 あ る い は 相 互 の

関 連 性 を 解 析 す る ひ と つ の 方 法 に な り 得 る 。 こ の 様 な 観 点

か ら 、 本 項 の 研 究 を 検 討 し た 。

1)ゲ ル ビ ー ズ 型 ・ リ ア ク タ 丁 一..

生 体 材 料 を ゲ ル 化 し て 使 用 す る 方 法 は 、 ラ 氏 島 の 領 域 で

早 く か ら 検 討 さ れ 、 近 年 で は 、 神 経 伝 達 代 替 に も 研 究 さ れ

て い る 。 ア ガ ロ ー スyア ル ギ ン 酸 ゲ ル 、 コ ラ ー ゲ ン な ど が

そ の 材 料 と し て 使 わ れ て い る 。 わ れ わ れ は 肝 細 胞 用 と し て

ア ル ギ ン 酸Caゲ ル を 試 み た 。

ゲ ル ・ ビ ー ズ の 作 製 法 は 通 常 の 方 法 に 順 じ 、 肝 細 胞 浮 遊

液 と ア ル ギ ン 酸Na液 を 混 合 し 、 エ ア ジ ェ ッ ト 法 でCaCl2液

中 に ふ き 出 し て ゲ ル 化 す る 方 法 で 、 φ1mm弱 の 大 き さ の ゲ

ル ビ ー ズ と な る 。 静 置 培 養 法 に よ る 代 謝 機 能 も 単 層 培 養 と

ほ ぼ 同 程 度 に 認 め ら れ て い る 。 こ の ビ ー ズ のex。vivo

perfusion法 が 、 人 工 肝 の リ ア ク タ ー と し て 発 展 し う る

可 能 性 が あ る が 、 高 密 度 化 と 物 質 交 換 能 等 の 点 で 、 相 当 の

工 夫 が 必 要 と な ろ う 。

こ の ビ ー ズ を 、 ガ ラ ク ト サ ミ ン 肝 不 全 ラ ッ ト 腹 腔 内 に 注

入 し て そ の 効 果 を み た と こ ろ 、 死 亡 率100%の ラ ッ ト を 、
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約80%救 命 す る 事 が 可 能 で あ っ た(図 一12)。 腹 腔 内 に 注

入 さ れ た ビ ー ズ は 、2～3日 後 に は 融 解 し て し ま う の で 、

肝 細 胞 の も つ 代 謝f能 は 長 時 間 発 現 し て い る 事 は 考 え

に く く 、 ラ ッ ト の 解 毒 、 免 疫 機 能 の 賦 活 作 用 が 考 え ら れ 、

今 後 の 検 討 が 期 待 さ れ る と こ ろ で あ る 。
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図 一12.ア ル ギ ン 酸Caゲ ル ・ ビ ー ズ 化 肝 細 胞 を
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2)hepatocytestimulatingserbsanceの 併 用

肝 細 胞 の 長 期 生 存 、 機 能 の 発 現 、 再 生 能 の 賦 活 等 の 作 用

を 期 待 し て 、 肝 切 除 動 物 の 再 生 肝 の 抽 出 物(HSS)を 、 人 工

肝 へ の 添 加 物 と し て 検 討 し た 。 、

HSSは20kgの 豚 の40%肝 切 除 を 行 い 、48時 間 後 再 生 肝 を

摘 出 し て ホ モ ジ ナ イ ズ し 、2,700gの 円 心 に よ る 上 清 をHSS

と し た 。 ウ ィ ス タ ー ラ ッ ト を 用 い て 、 通 常 の 同 系 肝 細 胞

脾 内 移 植 を 行 い 、 週 に2回 直 接 脾 内 にHSSを 注 入 し 、

6週 後 に 脾 摘 を 行 い 、 移 植 肝 細 胞 の 生 着 状 態 を 観 察 し た

(図 一13)。 そ の 結 果 、HSSを 投 与 し た 方 が 肝 細 胞 の 生 着

率 は 良 好 で あ り 、 ま た 、 特 徴 的 な こ と は 、bileduct構 造 の

structureの 増 殖 が 強 く 観 察 さ れ た 。 こ の 分 析 は な お 今 後

の 課 題 で あ る が 、 こ の 様 な 物 質 を モ ジ ュ ー ル に 添 加 す る 事

に よ り 、 障 害 肝 へ の 再 生 因 子 の 補 充 と し て 検 討 し た い 。

3)ポ リ マ ー 接 着 肝 細 胞 移 植

肝 細 胞 の 接 着 担 体 と し て 色 々 な ポ リ マ ー が 開 発 、 試 み ら

れ て い る 。 こ れ は 、 基 質 依 存 型 肝 細 胞 を 基 質 に 素 早 く 固 定

化 し 、 細 胞 の 安 定 とf能 の 早 期 か つ 長 期 発 現 を 期 待 す る も

の で あ る 。

わ れ わ れ は 、 九 大 船 津 ら の 開 発 し た ポ リ ウ レ タ ン フ ォ ー

ム(PUF)を 用 い 、 肝 細 胞 を 固 定 化 し た 上 で 、 同 系 ラ ッ ト

腹 腔 内 に 移 植 し 、 長 期 機 能 の 再 現 性 を 検 討 し た 。 ま だ

preliminalyの デ ー タ ー で あ る がPUFに 固 定 化 さ れ た 肝

細 胞 の 生 着 が 確 認 さ れ た(図 一14)。 し か し な が ら 、 固 定
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▼

化 肝 細 胞 の 有 意 な 生 着 は な お 今 後 の 検 討 を 待 ち た い 。
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図 一13.肝 細 胞 刺 激 因 子 投 与,脾 内 移 植 肝 細 胞

(非 投 与 に 比 べ 生 着 量 が 多 い)

図 一14.ポ リ マ ー 接 着 肝 細 胞 の 腹 腔 内 移 植

(初 期 の 肝 細 胞 生 着 量 が 多 い よ う で あ る)
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4.考 察 と 今 後 の 展 望

肝 臓 は 体 重 の 約3%を 占 め る 生 体 で 最 も 大 き な 実 質 臓 器

で あ る 。 肝 実 質 細 胞(通 常 肝 細 胞eと い え ば こ れ を 意 味

す る)は 肝 重 量 の 約60%で 、 体 重50kgと し て2.5×1011個

あ り 、 肝 臓1g当 り で は1.7×108個 と な る 。 生 体 に 必 要

な 物 質 、 糖 、 蛋 白 、 脂 肪 、 ア ミ ノ 酸 、 ホ ル モ ン な ど の 物 質

代 謝 能 と ビ リ ル ビ ン ン や 尿 素 な ど の 不 要 な 物 質 の 解 毒 排 泄

能 が 主 な 機 能 で あ る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 中 心 と し た 肝 非 実

質 細 胞 も 約0.5×1011個 あ り 、 肝 実 質 細 胞 の 保 護 、 エ ン ド

ト キ シ ン や 細 菌 の 除 去 、 免 疫 反 応 な ど を 担 当 し て い る 。

後 者 の 解 毒 ・ 排 泄 機 能 は 人 工 材 料 を 用 い た 透 析 ・ 濾 過 、

あ る い は 吸 着 剤 に よ る 血 液 灌 流 、 さ ら に は 血 漿 分 離 膜 を 用

い た 血 漿 交 換 な ど で 代 行 で き る 。 し か し な が ら 、 物 質 の 代

謝 産 生 は 肝 実 質 細 胞 の も つ 酵 素 系 に よ る し か 方 法 が な い 。

そ の た め に 、 古 く よ り 、 肝 臓 を い ろ い ろ な 形 態 、 例 え ば 全

肝 、 肝 ス ラ イ ス 、 肝 組 織 、 肝 細 胞 あ る い は 肝 酵 素 な ど が 代

謝 の リ ア ク タ ー と し て 用 い ら れ て き た が 、 今 日 な お 腎 臓 に

お け る 血 液 透 析 の よ う な 方 法 は 開 発 さ れ て い な い 。

一 方 、 近 年 の バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー の 進 歩 は す ば ら し く 、

特 に 、 肝 細 胞 分 離 法 、 培 養 法 の 改 良 に よ り 、 人 工 肝 臓 の

バ イ オ リ ア ク タ ー と し て の 応 用 が 期 待 さ れ る よ う に な っ て

き た 。

人 工 肝 臓 は 、 人 工 材 料 の み で 作 ら れ て い る 場 合 を 非 生 物

学 的 人 工 肝 臓 、 生 物 学 的 材 料 の み で 作 ら れ て い る 場 合 を 生
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物 学 的 人 工 肝 臓 、 こ の 両 者 の 混 成 型 を ハ イ ブ リ ッ ド 型 人 工

肝 臓 と い う よ う に な っ た 。hybrid型 は 非 生 物 材 料 と 生 物 材

料 のcombinationに よ っ て 、 各 々 の 持 つ 機 能 を 補 強 し 合 う

こ と を 意 図 し た も の で 、 生 物 材 料 と し て は 、 操 作 性 、 保 存

性 、 機 能 再 現 性 な ど の 点 か ら 、 現 在 は 肝 臓 を 細 胞 単 位 に し

て 使 用 す る 研 究 が 中 心 と な っ て い る 。 こ のhybridartifi-

cialliver(HAL)を 完 成 す る に は 以 下 の 問 題 、 す な わ ち

① 肝 細 胞 の 大 量 採 取 と 長 期 保 存 法 、 ② 肝 細 胞 の 高 密 度 、

高 機 能 化 の 確 立 、 ③ 異 種 肝 細 胞 に 対 す る 免 疫 学 的 問 題 、

④ 生 体 適 合 性 、 な ど をclearす る 必 要 が あ ろ う 。 こ れ ら の

問 題 の 中 で 、 ② の 肝 細 胞 の 高 密 度 、 高 機i能 化 の 達 成 が 最 も

重 要 と 考 え ら れ 、 今 日 多 く の 研 究 が 行 わ れ て い る 。 わ れ

わ れ が 開 発 し た セ ル ロ ー ス 系 マ イ ク ロ キ ャ リ ア ー は 、 な お

細 胞 接 着 数 に 限 界 が あ り 、 更 に 工 夫 を 要 す る が 、 キ ャ リ

ア ー 表 面 の コ ー テ ィ ン グ 法 、 接 着 法 が 今 後 の 検 討 課 題 で

あ ろ う 。 一
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