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は し が き

生 体 の 物 質 代 謝 の 中 枢 で あ り 、 生 命 維 持 に 必 要 な 物 質 の 産 生

と 、 不 要 な あ る い は 中 毒 性 物 質 の 解 毒 ・排 泄 を 担 う 肝 臓 は 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 り 、

今 日 の 進 歩 し た 医 療 を も っ て し て も そ の 救 命 率 は30%に 達 し な

い 。 し か し な が ら 、 肝 臓 の 稀 に み る 再 生 能 力 に よ り 、 機 能 不 全

の 状 態 を 何 ら か の 手 段 に よ り 乗 り 切 れ ば 救 命 し う る 可 能 性 が

あ る 。 こ の 手 段 が 人 工 肝 臓 に 期 待 さ れ る が 、 今 日 の 方 法 で は 限

界 が あ る 。 ま た 、 今 後 施 行 さ れ る こ と が 必 須 の 肝 移 植 に お い て

も 、 移 植 前 後 の 患 者 管 理 に 、 あ る い は 、 絶 対 的 ド ナ ー 不 足 の 対

策 に 、 人 工 腎 臓 に お け る 血 液 透 析 に 相 当 す る 人 工 肝 臓 は 必 要 不

可 欠 の 治 療 法 で あ る 。 し か し な が ら 、 今 日 臨 床 的 に 施 行 さ れ て

い る 人 工 肝 臓 は 、 肝 臓 の 解 毒 機 能 の 一 部 を 補 助 で き る に す ぎ

ず 、 代 謝 能 の 補 助 法 の 開 発 が 急 務 で あ る 。 本 研 究 で は 、 肝 臓 を

臓 器 工 学 的 に 解 析 し 、 種 々 の 肝 細 胞 培 養 法 の 検 討 か ら 、 新 た な

肝 臓 と し て の 器 官 形 成 を 試 み 、 代 謝 機 能 補 助 の 可 能 な リ ア ク タ

ー の 作 製 を 目 的 と す る 。

1



研 究 組 織

研 究 代 表 者:葛 西 眞 一

研 究 分 担 者:山 本 哲

〃:柿 坂 明 俊

(旭 川 医 科 大 学 医 学 部

(旭 川 医 科 大 学 医 学 部

(旭 川 医 科 大 学 医 学 部

助 教 授)

講 師)

助 手)

ア

1

2

研 究 経 費
3

平 成2年 度1,400千 円

平 成3年 度900千 円

4

5

イ

1

2



研 究 発 表

ア.学 会 誌 等

1葛 西 眞 一,水 戸 廼 郎:肝 細 胞 移 植 お よ びHybridArtifi-

cia1Liver.,集 中 治 療,2(4):443-450,1990.

2.葛 西 眞 一,澤 雅 之,水 戸 廼 郎:HybridArtificia1

0rgan-IV.ハ イ ブ リ ッ ド 型 人 工 肝 臓.,日 本 人 工 臓 器 学 会,

19(6):1445-1551,1990.

3.葛 西 眞 一,水 戸 建 郎:ハ イ ブ リ ッ ド 型 人 工 臓 器.,外 科,

53(9):933-938,1991.

4.葛 西 眞 一,平 井 修 二,澤 雅 之,柿 坂 明 俊,山 本 哲,

水 戸 建 郎:人 工 的 肝 機 能 補 助 の 現 況 と 将 来.,日 本 外 科 学 会

雑 誌,92(9):1249-1252,1991.

5.葛 西 眞 一,澤 雅 之,水 戸 廼 郎:ハ イ ブ リ ッ ド 型 人 工 肝 臓

.,腹 部 救 急 診 療 の 進 歩,11(6):827-833,1991.

イ.口 頭 発 表

1.葛 西 眞 一,柿 坂 明 俊,山 本 哲,林 宏 一,草 野 満 夫,

江 端 英 隆,水 戸 廼 郎:Biotechnologyに よ る 臓 器 機 能 の 再

建.,第90回 日 本 外 科 学 会 総 会.1990,5(札 幌).

3



2.葛 西 真 一,山 本 哲,大 江 成 博,柿 坂 明 俊,水 戸 建 郎:

HybridArtificia1Liverの 研 究 一 ゲ ル 固 定 化 肝 細 胞 の 高

機 能 化 に 関 す る 検 討.,第28回 日 本 人 工 臓 器 学 会.1990,9

(新 潟).

3KasaiS.,YamamotoT.,KakisakaA.,OheN.,MitoM.

AMetabolicSupportDeviceforaHybridArtificial

Liver.,12thWorldCongressoftheInternational

SocietyforArtificialOrgans.1990,10(Sapporo).

4.葛 西 眞 一,平 井 修 二,小 原 充 裕,澤 雅 之,柿 坂 明 俊,

山 本 哲,水 戸 廼 郎:人 工 的 肝 機 能 補 助 の 現 況 と 将 来.,

第91回 日 本 外 科 学 会 総 会.1991,4(京 都).

5HiraiS.,KasaiS.,SawaM.,KondoK.,KakisakaA.,

YamamotoT.,MitoM.TheAssessmentofImprovement

onSurvivalRateofRatswithD-Galactosamine

PoisonedAcuteLiverFailurebytheGel-Entrapped

HepatocyteTransplantation.,26thCogressofEuropean

SocietyforExperimentalSurgicalResearch.1991,5

(Salzburg,Austria).

4

1

」

面

実

を

り

着

が

ー

図



一
研 究 成 果

高

1)肝 細 胞 分 離 法

1.:

,

It

an

肝 細 胞 は 、 ウ イ ス タ ー 系 雄 性 ラ ッ ト の 肝 臓 を 、Berry&Frie

ndの 方 法 に よ る コ ラ ゲ ナ ー ゼ 酵 素 灌 流 法 に よ り 分 散 し て 得 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singlece11で ほ ぼ 球 形 状 で あ

り 、 プ ラ ス チ ッ ク 培 養 皿 に 静 置 培 養 す る と き れ い な 敷 石 状 の 接

着 を 示 し 、PAS染 色 、G-6-Pase染 色 に て も 、 良 好 な 陽 性 穎 粒

が 観 察 さ れ た 。 図 一1は 、 ラ ッ ト 肝 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 灌 流 消 化 法

(Seglen法)の シ ス テ ム で あ る 。
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2)ラ ッ ト 肝 細 胞 脾 内 移 植 に よ る 肝 再 構 築
め

あ

肝 細 胞 を 脾 内 に 移 植 す る こ と に よ り 、 そ の 再 構 築 過 程 と 、 移

植 肝 細 胞 に 対 す る 分 裂 増 殖 の メ カ ニ ズ ム と 、 増 殖 法 に つ い て 検

討 し た 。

肝 細 胞 脾 内 移 植 法 は 、10週 令 のWistar系 雄 性 ラ ッ ト を 用 い 、

先 に 記 述 し た 方 法 で 採 取 し た 肝 細 胞 を1～1.6x10'ケ を 、 ラ

ッ ト の 脾 門 部 を 一 時 的 に ク ラ ン プ し た う え で 、27G針 に て 直 接

脾 内 へ 注 入 し た(図 一2)。
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移 植 肝 細 胞 の 増 殖 率 を 、 摘 出 脾 切 片 に お け る 肝 細 胞 の 占 拠 面

積 を 画 像 解 析 装 置(KONTRONMoPAMom)を 用 い て 計 測 し 、 そ

の 経 過 を み た の が 図 一3で あ る 。2週 目 に は 、 生 着 肝 細 胞 数 は

最 も 少 な く な り 、 そ の 後 脾 内 に 生 着 し た 肝 細 胞 が 分 裂 増 殖 を 始
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脾 内 の 約 半 分 を 占 め る よ う に な る に は 約1年 数 カ 月 必 要 で
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3図 一

光 顕 あ る い は 電 顕 に よ る 形 態 学 的 観 察 を 行 な う と
、 肝 細 胞 の

索 構 造 も き ち ん と 再 構 築 さ れ ・ 毛 細 胆 管 構 造 も 認 め ら れ る
.し

か し な が ら ・ 毛 細 胆 管 の 後 の 胆 湖F出 経 路 は 作 ら れ て い な
い(

図 一4)。
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組i織 染 色 で は 、PAS陽 性 穎 粒 やG-6-Pase陽 性 穎 粒 も 豊 富 に

認 め ら れ 、 ア ル ブ ミ ン 合 成 能 や ビ リ ル ビ ン 抱 合 能 な ど も 観 察 さ

れ 、 本 来 の 肝 臓 が 有 す る 酵 素 系 で 、 認 め ら れ な い も の は な い よ

う で あ る 。

こ の 脾 内 再 構 築 肝 は 、 阻 血 性 肝 障 害 時 に は 一 次 的 に 肝 機 能 を

補 助 し 得 る こ と が わ か っ て お り 、 ま た 、 先 天 性 ビ タ ミ ンC合 成

酵 素 欠 損 ラ ッ ト や 、 高 ビ リ ル ビ ン ラ ッ ト を 正 常 化 さ せ る こ と も

知 ら れ て い る 。

3)移 植 肝 細 胞 の 増 殖 法 の 検 討

移 植 肝 細 胞 が 、 脾 の 半 分 以 上 を 占 め る に は 約1年 数 カ 月 の 期

間 を 要 す る の で 、 何 と か 早 く 増 殖 さ せ る 事 が で き な い だ ろ う か

と い う 点 を 検 討 し た 。

肝 再 生 を 促 進 す る 因 子 と し て 昔 か ら 色 々 な 物 質 が 知 ら れ て い

る が 、 今 回 は 、 肝 切 除 動 物 の 血 清 と 、 近 年 作 ら れ る よ う に な っ

たh-EGFを 検 討 し た 。

肝 切 血 清(PH)は 、 基 礎 飼 料 だ け で 飼 育 し た ラ ッ ト にHigg

ins-Anderson法 に よ る70%肝 切 除 を 行 な い 、 そ の48時 間 後 に 血

清 を 採 取 し た 。 ラ ッ ト に 毎 回1匹 当 り1m1を 注 射 す る 。 肝 再 生

刺 激 を よ り 強 く す る た め に 、2-AAFを0.05%含 有 す る 基 礎

飼 料 を5日 間 摂 食 さ せ た あ と 、70%肝 切 を 行 な い 、48時 間 後 の

血 清 を 採 取 し(2-AAF+PH)使 用 し た 。 コ ン ト ロ ー ル は
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shamoperation約48時 間 後 の 血 清 を 採 取 し 使 用 し た 。

h-EGFは 、50～100μg/kg当 た り を 腹 腔 内 に 投 与 し た 。

コ ン ト ロ ー ル と し て は 生 食 を 注 入 し た 。

こ れ ら の 肝 再 生 刺 激 因 子 を 、 肝 細 胞 を 脾 内 に 移 植 し て か ら 直

後 、24時 間 後 、48時 間 後 の 計3回 、 ま た 、 移 植 後2ケ 月 と9カ

月 目 に 、24時 間 間 隔 で2回 投 与 し た 。 犠 牲 死 前1時 間 にBrdU

50mg/kg静 注 し 、 脾 臓 を 摘 出 しBrdUモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い

てabidin-biotin-peroxidasecomplex法 に よ り 染 色 し 、 光 顕 的

に 脾 内 肝 細 胞1,000個 以 上 を 観 察 し 、BrdU取 り 込 み 細 胞 数 を

1abelingindex(LI)と し て 判 定 し た(図 一5)。

① 移 植 直 後

血 清3回 投 与 後(移 植 後3日 目)の 脾 内 肝 細 胞 のLIは 、[

AAF+PH]群 、PH群 、 コ ン ト ロ ー ル 群 そ れ ぞ れ0.88±0.

10%、0.60±0.08%、0.42±0.13%で あ り 、 た が い に 有 意 差 を

認 め た 。 ま た 、[AAF+PH]血 清 の5回 投 与 後 のLIは 、

1.35±0.13%で あ り 、3回 投 与 に 比 し 有 意 に 高 値 を 示 し た 。

一 方 、EGF3回 投 与 後 のLIは[100μg/kg]群 、[50μ

g/kg]群 、 生 食 群 そ れ ぞ れ1.13±0.41%、0.85±0.59%、0.38

±0.10で あ り 、[100μg/kg]群 で0.3～0.4%と わ ず か に 高

い ほ か は 、 い ず れ も0.1%以 下 で あ っ た 。

な お 、 図 に は 示 し て い な い が 、EGF最 終 投 与 の14日 後 に 犠

牲 死 さ せ た 追 加 実 験(各n=3)で は ど の 群 も 脾 内 肝 細 胞 の

LIは0.2～0.4%を 示 し 、 た が い に 差 は な く な っ て い た 。
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②.移 植 後2カ 月

血 清2回 投 与 後 の 脾 内 肝 細 胞 のLIは 、[AAF+PH]

群 、PH群 、 コ ン ト ロ ー ル 群 の そ れ ぞ れ0.60±0.33%、0.38±

0.17%、0.38±0.14%で あ り 、 順 に 減 少 す る も の の 有 意 差 は

な か っ た 。
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一
一 方 、EGF2回 投 与 後 のLIは 、[100μg/kg]群 、[

50μg/kg]群 、 生 食 群 そ れ ぞ れ1.50±0.51%、1.00±0.29%、

0.28±0。12%で あ り 、[100μg/kg]群 と 生 一・食 群 の 間 に 有 意 差

を 認 め た 。 ま た 、 宿 主 肝 のLIは い ず れ も0.1%以 下 で あ っ

た 。

③ 。 移 植 後9カ 月

血 清2回 投 与 後 の 脾 内 肝 細 胞 のLIは 、[AAF+PH]

群 、PH群 、 コ ン ト ロ ー ル 群 そ れ ぞ れ0.07±0..os%、0.10±

0.10%、0.03±0.03%・ で あ り 、 た が い に 有 意 差 は な か っ た 。

一 方 、EGF2回 投菱与 後 のL玉 は[100μg/kg]群 、[50μ

g/kg]群 、 生 食 群 そ ね そ れ0.50±0・.08%、0.45±0.24%、0.20

±0.10%で あ り 、[1脚 μg/kg]群 と 生 食 群 の 間 に 有 意 差 を 認

め た 。 ま た 、 宿 主 肝 のLIは い ず れ も0.1%以 下 で あ っ た 。

以 上 ① ② ③ の 結 果 よ り 、 移 植 直 後 の 脾 内 肝 細 胞 の 増 殖 に は 肝

切 除 後 血 清 投 与 が 有 効 で あ り 、 特 に[AAF+PH]血 清 は 効

果 が 高 い こ と が 判 明 し た 。 さ ら に 、 そ の 総 投 与 量 は 多 い ほ ど

LIは 高 値 を 示 し た 。 し か し 、 移 植 後2カ 月 目 の 脾 内 肝 細 胞 に

対 し て は 、 体 重 当 た り に 換 算 し た 投 与 量 が 移 植 直 後 よ り 少 な い

こ と に 起 因 す る た め か 、 血 清 投 与 の 効 果 は 低 下 し 、 移 植 後9カ

月 目 で は ほ と ん ど 反 応 が み ら れ な く な っ た 。

一 方 、EGFの 場 合 は 、 移 植 後 ど の 時 期 に お い て も 投 与 量 が

多 い ほ ど 脾 内 肝 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る 傾 向 が み ら れ た 。 し か

し 、 移 植 後9カ 月 目 の 脾 内 肝 細 胞 に 対 す るEGF投 与 の 効 果 は

11



低 い も の で あ っ た 。 さ ら に 、 移 植 後24カ 月 目 にEGF100μg/

kgを2回 投 与 し た 追 加 実 験(n=3)で はLIが0.1%以 下 で

あ っ た こ と よ り 、 移 植 後 長 期 間 経 過 す る と 、EGFに 対 す る 脾

内 肝 細 胞 の 増 殖 反 応 は 消 失 す る と 考 え ら れ た 。

4)ゲ ル 包 埋 肝 細 胞 の 検 討

①.肝 細 胞 の 包 括 固 定 化 法

Miura'i)ら の 方 法 に 準 じ 、2%ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 と

等 量 の 肝 細 胞 浮 遊 液 を20mlの 注 射 筒 内 で 混 和 し 、25Gの 注 射 針

よ り0.1モ ル の 塩 化 カ ル シ ウ ム 溶 液 中 に 滴 下 し 、 包 括 固 定 化 肝

細 胞 の ゲ ル ビ ー ズ を 得 た 。PBS(一)液 で 洗 浄 後 使 用 し た 。

肝 細 胞 は 、 培 養 液 に2x106個/m1の 濃 度 に 分 散 し1x106個

/m1ゲ ル の 濃 度 に 包 括 固 定 化 し た 。 な お ゲ ル ・ ビ ー ズ の 大 き さ

は0.5～1.Ommで あ っ た(図 一6)。
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②.包 括 固 定 化 肝 細 胞 のviability

フ ィ コ ー ル 処 理 後 の 肝 細 胞 のviabilityは 約90%で 、 球 形 を

示 し て い た 。 ゲ ル ・ ビ ー ズ に 固 定 化 直 後 のviabilityは 約65%

に 低 下 し て い た 。MEMとWEを 基 本 培 地 と し た 群 で は 、2,

4,6日 目 のviabilityは そ れ ぞ れ 、 約60～65%、25～30%、

5～10%で あ っ た が 、HANKSで は30%、5%、5%以 下 で

あ っ た 。viabilityは 添 加 剤 に よ る よ り は 、 培 地 に よ っ て 規 制

さ れ て い た(図 一7)。

図 一7
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③ 。 包 括 固 定 化 培 地 の 検 討

肝 細 胞 を 以 下 の 培 養 液 な ら び に 添 加 剤 の 条 件 でsuspensionと

し た 。

ハ ン ク ス(HANKS),イ ー ク ルMEM培 地(MEM)、

WilliamsE培 地(WE)に 、5%FCS、10'7モ ルlnsulin、
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10'5モ ルDexamethasoneを 添 加 し た 培 養 液 を そ れ ぞ れ 基 本 培 地

と し た 。 こ れ ら 基 本 培 地 に 、10ng/mlh-EGF(ア ー ス 製

薬)と5μg/m1Fibronectin(岩 城 硝 子)を 、 さ ら に こ れ ら に

0.5mg/m1DBcAMP(第 一 製 薬)を 、 ま た 、EGFと30μg/ml

Prolineと0.3mg/mlGlutamineを 、 そ れ ぞ れ 添 加 し た 群 を 作 製

し た 。

④.培 養 法 と 肝 細 胞 機 能 の 評 価

φ6cmの プ ラ ス テ ィ ッ ク 培 養 皿 に 、2×106個 の 固 定 化 ゲ

ル ・ ビ ー ズ を 入 れ 、 前 述 の 各 条 件 培 地 を4m1加 え た 。 な お 、 そ

れ ぞ れ に 対 応 す る 肝 細 胞 を φ6cmの コ ラ ー ゲ ン コ ー テ ィ ン グ 培

養 皿 に 培 養 し 、 ビ ー ズ と 対 比 し た 。 培 養 開 始 約4時 間 後 、 約12

時 間 後 、 そ し て 隔 日 にFCSを 除 い た 各 培 養 液 に 取 り 替 え た 。

各 培 養 皿 に0.12mgのNH4C1と7.2mgの フ ル ク ト ー ス を 負 荷 し

て 培 養3時 間 後 の ア ン モ ニ ア と グ ル コ ー ス 値 を 測 定 し た 。

ア ル ブ ミ ン 合 成 能 は 、 培 地 中 に 分 泌 さ れ た ア ル ブ ミ ン 量 を

ビ ー ズ を 用 い たEIAサ ン ド イ ッ チ 法20⊃ に よ り 測 定 し た 。

TAT活 性21⊃ は 、Grannerら の 方 法 に よ り 測 定 し た 。

肝 細 胞 の 蛋 白 量 は 、Lowry法 で 測 定 し た22}。 な お 、 ゲ ル ・

ビ ー ズ は5倍 量 の2%ク エ ン 酸 中 で 溶 解 し 遠 沈 し て 肝 細 胞 と

し 、viabilityと 蛋 白 量 を 測 定 し た 。

ま た 光 顕 に よ り 、 静 置 培 養 お よ び ゲ ル ビ ー ズ の 肝 細 胞 の 形 態

を 観 察 し た 。
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2.各 種 培 地 条 件 に よ る 代 謝 能

包 括 固 定 化 肝 細 胞 のviabilityが 経 日 的 に 低 下 す る と こ ろ

か ら 、 代 謝 能 の 比 較 検 討 に は 培 養2日 目 の 成 績 を 用 い た 。

EGFとFibronectinの 添 加 の 有 無 で は 、 単 層 培 養 群 に お い

て も 、 ま た 、 ゲ ル ・ ビ ー ズ 群 に お い て も 、 有 意 の 差 は み ら れ な

か っ た 。 ア ン モ ニ ア 減 少 量 と ア ル ブ ミ ン 分 泌 量 はWE>MEM

>HANKSの 順 で 、 グ ル コ ー ス 増 加 量 はHANKSが 最 も

低 く 、TAT活 性 は ほ ぼ 同 様 で あ っ た 。 ア ン モ ニ ア 減 少 量 と

ア ル ブ ミ ン 分 泌 量 は 単 層 培 養 群 の 方 が ゲ ル ・ ビ ー ズ 群 よ り 良 好

で あ っ た が 、 ク ル コ ー ス 増 加 量 とTAT活 性 は ほ ぼ 同 様 で あ っ

た(表 一1)。

CNH
3B

圭を
GI

C

B

CAIb

B

●ノ

と」

●

CTAT

B

HANKS

(一)

16.5

3.0

0.10

0.25

6.3

5.0

i5.4

14.4

(十)

13.0

3.2

0.10

0.15

4.7

3.4

15.4

14.4

MEM

(一)

28.5

6.4

0.32

0.35

22.6

12.5

ii.3

15.5

(+)

23.8

5.2

o.22

0.37

12.8

7.2

ii.9

14.8

(一)

WE

25.9

12.1

0.22

o.20

31.0

22.2

13.9

12.8

(十)

30.2

11.5

0.3

0.20

35.0

28.7

i3.i

15.1

Alb:ｵg/mg,Prot/d,

レ 鞭 擁巻籍

NH3:ｵg/mg,prot/3h, Gl:mg/mg.prot/3h.

TAT:unit/mg.Prot.

B・ ケ・1いぜ 一ズ 覇

多態

表 一1.h-EGFとFibronectin添 加 有 無 の 代 謝 機 能
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EGF、FibronectinにDBcAMPを 添 加 し た 場 合 は 、 単 層 培 養

群 、 ゲ ル ・ ビ ー ズ 群 と も に グ ル コ ー ス 増 加 量 が 多 い 傾 向 を 示 し

た 。 そ の 他 はEGF・Fibronectin群 と ほ ぼ 同 様 で あ っ た

(表 一2)。

EGF、Proline、Glutamineの 添 加 の 効 果 を み る と 、

HANKS、MEM群 に お い て 添 加 群 の 代 謝 能 が や や 良 い 傾 向

を 示 し た 。 ま た 、 全 体 の 代 謝 能 はWE群 が 最 も 良 好 で あ っ た
,

(表 一3)。

表 一2・h--EGF・Fibronectin、DBcAMP添 加 有 無 の

代 謝 機 能.

CNH
3B

GI
C

B

Alb
C

B

TAT
C

B

HANKS

(一)

8.5

0.7

0.05

0.07

2.6

4.4

X2.0

10.7

(十)

12.0

12.6

0.10

0.30

1.3

4.0

i3.]

7.5

MEM

(一)

7.0

15.4

0.67

!SI

34.9

25.5

8.5

7.6

(十)

37.0

11.6

1.03

0.20

23.0

19.0

9.8

ii.7

(一)

WE

30.0

12.2

0.05

11:

44.7

33.6

12.0

12.5

(+)

27.4

9.7

0.50

0.26

34.4

29.2

12.4

9.3

NH3:ug/mg.Prot/3h.G1:mg .prof/3h.Alb:ug/mg
.

prot/d.TAT:unit/mg.prot.B:ゲ ル ビ ー ズ 培 養 群
、

C:静 置 培 養 群 、(一)無 添 加 群
、(+)添 加 群
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表 一3.h-EGF、Proline、Glutamine添 加 有 無 の

代 謝 機 能.

cNH
3B

cG
I

B

cAlb

B

CTAT

B

HANKS

(一)

6.7

1.3

0.10

O.Oi

2.7

0.8

11.7

7.0

(十)

6.6

3.1

o.os

0.03

4.1

1.1

8.8

9.4

MEM

(一)

3.2

3.1

0.11

0.03

17.0

8.9

5.8

6.1

(十)

8.6

4.4

0.26

0.05

..

17.9

5.4

s.s

(一)

WE

8.4

13.5

0.12

0.10

72.1

35.7

8.4

4.3

(十)

3.7

8.8

0.07

0.04

70.3

41.7

7.7

4.4

It'H3:ug/mg.prot/3h.Gl:mg.Prot/3h.Alb:ug/mg.

prot/d.TAT:unit/mg.prot.B:ゲ ル ビ ー ズ 培 養 群 、

C:静 置 培 養 群 、(一)無 添 加 群 、(+)添 加 群

ア ン モ ニ ア の 減 少 量 に 着 目 す る と 、 単 層 培 養 群 が ゲ ル ・ ビ ー

ズ 群 よ り 良 好 で あ り 、 ま た 、 単 層 培 養 群 で も 、Fibronectin添

加 群 がProline・Glutamin添 加 群 よ り 良 好 で あ っ た(表 一4)。

ア ル ブ ミ ン の 分 泌 量 に 着 目 す る と 、 や は り 、 単 層 培 養 群 が

ゲ ル ・ ビ ー ズ 群 よ り 良 好 で あ り 、 培 地 で はHANKS群 は 著 し

く 少 な く 、WE群 が 最 も 良 好 で あ っ た 。 し か し な が ら 、 明 ら か

な 添 加 剤 の 効 果 は 認 め ら れ な か っ た(表 一5)。

TAT活 性 に 着 目 す る と 、HANKS、MEM、WEと 培 地

間 に 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 い ず れ の 群 も 経 日 的 にTAT活 性

は 低 く な っ、て い く が 、 こ れ は 単 層 培 養 群 よ り ゲ ル ・ ビ ー ズ 群 で

よ り 明 ら か で あ っ た(表 一6)。
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表 一4.ア ンモニ ア除去能 の比 較.

EGF

Fibro

c

B

EGFC

Fibro

cAMPB

EGF
Prol
Glut

C

B

HANKS

c-}

16.5

3.0

8.5

0.7

6.7

1.3

(+)

13.0

3.2

12.0

12.6

s.s

3.1

MEM

(一)

28.5

6.4

37.0

15.4

3.2

3.i

(十)

23.8

5.2

37.0

11.6

8.6

4.4

(一)

WE

25.9

12.1

30.0

12.2

8.4

13.5

(十)

30.2

11.5

27.9

9.7

3.7

8.8

NH3:μg/mg.prot/3h.B:ゲ ル ビー ズ培 養 群 、

C:静 置 培 養 群 、(一)無 添 加 群 、・(+)添 加 群

表 一5.ア ル ブ ミン産生能の比較.

EGF

Fibro

C.`

B

EGFC

Fibro

cAMPg

EGF

Prol

Glut

C

B

HANKS

(一)

6.3

5.0

2.6

4.4

2.7

0.8

(十)

4.7

3.4

1.3

4.0

4.1

1.1

MEM

(一)

22.6

12.5

34.9

25.5.

17.0

8.9

(十)

12.8

7.2

23.0

19.0

..

17.9

c-}

wE

'31 .0

22.2

44.7

33.6

フ2.1

35.7

(十)

35.0

28.7

34.4

29.2

70.3

41.7

Alb:μg/mg.prot/d.B:ゲ ル ビー ズ培 養 群 、

C:静 置 培 養 群 、(一)無 添 加 群 、(+)添 加 群
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表 一6.TAT活 性 の比 較.

day

2

C

B

4

C

B

6

C

B

HANKS

10.5±4.4

9.7±3.7

8.4±1.9

9.8±1.6

6.9±2.8

3.0±0.8

MEM

7.5±3.6

10.6±4.0

8.5±2.9

6.6±2.6

7.8±5.2

4.6±3.5

WE

10.3±2.9

9.5±4.1

9.0±2.0

5.7-}-2.0

8.4±3.2

5.2±4.2

TAT:unit/mg.prot.B:ゲ ル ピー ズ 培 養 群 、

C:静 置 培 養 群 、(一)無 添 加 群 、(+)添 加 群

次 に 光 顕 に よ る 形 態 学 的 観 察 の 成 績 を み る と 、 単 層 培 養 に

お い て は 、 基 本 的 な 培 養 液 に よ る 差 が 明 ら か に 認 め ら れ た が 、

ゲ ル ・ ビ ー ズ 化 し た 群 で は 、 単 層 培 養 群 ほ ど そ の 差 は 明 ら か

で は な い が 、 活 性 の 高 い 細 胞 は 辺 縁 が は っ き り と し た き れ い な

円 形 を し て い た(図 一8)。
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図 一8.ゲ ル ・ ビ ー ズ 肝 細 胞 培 養 に お け る 基 本 培 地(A,B:ハ ンクス

C,D:MEM、E,F:WE)とh-EGF,Fibronectinの 添 加 効 果

(B,D,F:添 加 群)

20

糊
馨

療
湾義
嶺
}噂
.

蔓

」
'ζ

人

A

は

る

換

二

を

の

も

醒

物

ら

腎

す

ヒ

ま

率

や

よ



ス

「

考 察 と 今 後 の 展 望

回 復 不 能 と な っ た 臓 器 の 機 能 不 全 を 代 行 す る 手 段 と し て 、

人 工 臓 器 と 臓 器 移 植 に よ る 方 法 が あ る 。 肝 臓 に つ い て 云 え ば 、

ALSと 肝 移 植 で あ る が 、 残 念 な が ら 今 日 のALSの 発 展 段 階

は ま だ ま だ 未 熟 で あ る 。 現 在ALSと し て 臨 床 に 応 用 さ れ て い

る 吸 着 剤 血 液 灌 流 、 大 孔 径 膜 血 液 透 析 ・濾 過 、 あ る い は 血 漿 交

換 な ど の 劇 症 肝 炎 に 対 す る 治 療 成 績 を み る と 、 活 性 炭 の パ イ オ

ニ アWilliams23,ら は 、 コ ン ト ロ ー ル ス タ デ ィ ー で そ の 有 用 性

を 確 認 す る に 至 ら ず 、PAN膜 透 析 ・濾 過 法 のOpolonら も 当 初

の 成 績 を 改 善 し え ず 、 ま た 、 厚 生 省 の 劇 症 肝 炎 全 国 集 計24)で

も こ れ ら の 有 用 性 が 認 め ら れ て い な い 。 た だ し 、 昏 睡 か ら の 覚

醒 率 は 、50～60%と 有 意 に 高 率 で あ る と こ ろ か ら 、 肝 不 全 起 因

物 質 の 除 去 療 法 と し て は 有 用 と 思 わ れ る 。 覚 醒 が 救 命 に っ な が

ら な い 主 な 理 由 は 、 障 害 肝 の 再 生 が 不 十 分 で あ る 事 、 脳 浮 腫 、

腎 不 全 な ど の 合 併 症 の 発 生 な ど と 云 わ れ て い る 。 臨 床 的 に 継 続

す る に は 種 々 の 障 害 が あ り 、 中 止 せ ざ る を 得 な か っ た 西 独 の ヒ

ヒ 肝 体 外 灌 流 は 、23例 中13例(約57%)の 救 命 を 得 て お り 、

ま た 、 近 年 積 極 的 に 行 わ れ て い る 本 症 に 対 す る 肝 移 植 は 、 救 命

率50～60%を あ げ て い る25)。 こ れ ら の 事 は 、ALSに は 、

や は り 生 体 肝 の も つmetabolicpathwayを も 考 慮 し た 方 法 が

よ い 事 を 示 唆 し よ う 。

さ て 、 近 年 の バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー の 進 歩 は め ざ ま し く 、 生 理
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一

活 性 物 質 を 大 量 に 獲 得 す る 為 のbio-reactorも 実 用 化 さ れ て

い る 。 こ のbio-reactorのideaを 肝 の 代 謝 機 能 補 助 装 置 に 応 用

し よ う と い う の がhybridartificialliverで あ る 。 そ の 為 に

は 、 本 来 肝 細 胞 が 有 す る 機 能 を 長 時 間 、 良 好 な 状 態 で 、 さ ら に

は よ り 機 能 的 にgrad『upし た 状 態 を 作 り 出 す 必 要 が あ る 。

近 年 、 ハ イ ブ リ ッ ド 型 人 工 肝 を 意 図 し た 代 謝 用 モ ジ ュ ー ル

の 基 礎 実 験 が 報 告 さ れ て き て い る(表 一7)。 わ れ わ れ も 、

以 前 、 浮 遊 培 養 系 に 類 似 し た モ ジ ュ ー ル を 報 告 し た が 、 機 能 的

に は 、 な お 十 分 と は 云 い が た い 。 そ こ で 今 回 は 、 肝 細 胞 を ア ル

ギ ン 酸Caゲ ル 内 に 包 括 固 定 化 す る 場 合 の 、 細 胞 の 高 機 能 化 と

い う 点 か ら 主 に 検 討 を 加 え た 。

表 一7.

ハイブリッ ド型人工肝の実験成績の現況

報 告

(肝臓)

葛西

〃

内野

赤池

柳

小出

佐藤

Tompkins

方 法

浮遊系

ゲルビーズ

単層系

PVLA

多孔質樹脂

spheroid

ポリウレタン

コラーゲン被覆

アルブミン(日)

lOg

30ｵg/mg・prot

19

90μg/mg・prot

13ｵi/ｵgDNA

40ｵg/mg・prot

lg

7μg/ｵgDNA

ブドウ糖(日)

lmg/mg・prot

180

1408

220g

尿 素(印

109

189

100μg/mg・prot・

59

100μg/mg・prot

84g
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て

用

に

に

ル

、

的

ル

と

肝 細 胞 の 基 本 培 地 と し て 、Eagle響sMEMと こ れ を 改 良 し た

Williams'MediumE(WE)を 取 り あ げ 、 こ れ に 肝 細 胞 の 生 存

環 境 な ら び に 機 能 発 現 率 を 改 善 す る 目 的 で 、h-EGF、

Fibronectin、DBcAMP、Proline、Glutamineな ど を 添 加 し 、

こ れ ら の 有 用 性 を 、 負 荷 ア ン モ ニ ア の 処 理 能 、 グ ル コ ー ス や ア

'ル ブ ミ ン の 産 生 能
、TAT活 性 値 な ど か ら 、 単 層 培 養 法 と 比 較

検 討 し た 。EGFお よ びFibronectinは 、 肝 細 胞 初 代 培 養 系 に

お い て 細 胞 間 、あ る い は 、 細 胞 基 質 問 の 接 着 伸 展 を 促 進 す る こ と

に よ り 機 能 維 持 に 有 用 で あ る 事 、DBcAMPは 細 胞 内 情 報 伝 達 物 質

と し て 、 蛋 白 合 成 系 を 促 進 さ せ る 事 、Prolineお よ びGluta-

mineな ど の ア ミ ノ 酸 は 、 と く に コ ラ ー ゲ ン 合 成 や 細 胞 膜 傷 害 の

修 復 に 必 須 で あ る 事 な ど の 理 由 か ら 選 択 さ れ た 。

フ ィ コ ー ル 処 理 後 の 肝 細 胞 のviabilityは 約90%で あ る が 、

ゲ ル ・ ビ ー ズ と し た 後 に 、 ゲ ル を2%ク エ ン 酸 で 溶 解 し てvia-

bilityを 計 算 す る と 約65%に 低 下 し て お り 、 そ の 後 培 養 期 間 と

と も に さ ら に 低 下 を 示 し た 。WE>MEM>HANKSの 順 で

良 く 、 添 加 剤 の 効 果 よ り はmediumに 規 制 さ れ て い た 。 ア ン モ ニ

ア 除 去 能 は 、 添 加 剤 の 有 無 で 有 意 差 は な く 、MEM、WEが 良

好 で あ り 、 こ の こ と は 、 ア ル ブ ミ ン や グ ル コ ー ス の 産 生 能 、

TAT活 性 値 な ど で も 同 様 で あ っ た 。 ま た 、 こ れ ら の 代 謝 活 性

は 、 単 層 培 養 の 方 が 良 好 な 値 を 示 し て い る が 、 こ れ は 、 測 定 値

を 単 層 培 養 細 胞 や ゲ ル ・ ビ ー ズ 内 肝 細 胞 の 蛋 白 で 除 す る 事 で 基

準 化 し た 事 が 大 き な 要 因 で あ り 、DNA量 で 基 準 化 し た 方 が
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よ り 正 し い 値 を 示 し た 可 能 性 が あ る 。 そ れ に し て も 、 ア ル ブ ミ

ン の 産 生 量 を み れ ば 、 ゲ ル ・ ビ ー ズ の 場 合 で も 諸 家 の 報 告 と

ほ ぼ 同 様 の 値 を 示 し て お り 、 単 層 培 養 よ り は ゲ ル ・ ビ ー ズ 培 養

の 方 が シ ス テ ム 化 の 点 で 有 利 で あ る 事 を 考 え れ ば 、 期 待 さ れ る

方 法 の ひ と っ と い え よ う 。

今 回 、 ゲ ル ・ ビ ー ズ 内 の 培 地 に 、 各 種 の 添 加 剤 を 加 え た に も

か か わ ら ず 、 そ れ ら の 効 果 が 期 待 さ れ た 程 で は な か っ た 理 由 は

明 ら か で は な い が 、 単 層 培 養 に お け る 形 態 観 察 で は 、 い ず れ の

mediumの 場 合 も 、 添 加 剤 を 加 え た 方 が 若 干 良 好 で あ り 、 と く に

HANKSの 様 なpoorなmediumで 明 ら か で あ っ た 点 は 、 今 後 の

添 加 剤 を 追 求 し て い く 上 で 興 味 深 い 点 で あ る 。

一 方 、 脾 内 肝 細 胞 移 植 実 験 よ り 、 移 植 肝 細 胞 も 、 外 因 性 の

再 生 刺 激 に よ りhostの 肝 と 同 様 の 挙 動 を 示 す こ と が 明 ら か と

な り 、 そ れ は 生 体 の ホ メ オ ス タ ー シ ス の 範 囲 内 に お い て の 変 動

で あ る こ と が 推 定 さ れ た 。 ホ ス ト の 肝 臓 自 体 に は 障 害 を 加 え て

い な い の で 、 移 植 肝 細 胞 が 勝 手 に 分 裂 増 殖 し な い 事 は 、 極 め て

興 味 あ る と こ ろ で あ る 。 肝 硬 変 の 様 な 機 能 障 害 下 で は 、 ど の 様

な 態 度 を 示 す か 、 今 後 検 討 を 加 え る 必 要 が あ ろ う 。 ま た 、 ゲ ル

・ ビ ー ズ 化 肝 細 胞 を 移 植 す る こ と に よ り 、 生 体 の 免 疫 機 序 に 基

づ く 、 移 植 肝 細 胞 へ の 攻 撃 を か わ す 事 も 期 待 で き 、 体 外 モ ジ ュ

ー ル の み な ら ず 、 生 体 内 移 植 へ の 可 能 性 も 期 待 で き る も の と 思

わ れ る 。
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