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本研究は.芸の懲身的な助力なしには成し遂げられなかったものであり.心から建劫す

る.子供たちが父親の菜視である本研究を諮り'.=思うことを望む.



はじめに :ハイブ リッ ド型人工肝臓の歴史 と現況

近年.肝拶伯が肝不全の治療法として確立されたが･世界的なドナー不足のfrr･人=

肝掛二は.なお多くの役軌が期待されている･すなわち･劇症肝炎もしくは術後肝不全の

緯度 及び.肝移植の適応患者のF･+-が得られるまIeの･｢つなぎの治胤 であると考

えられる

人工肝刃のl･A発のため今までに多くの試みがなされてきたが･人工心誠や人工腎&'･二匹

奴する入=肝軌 よ現時卓では存在しないと吉える･それは肝猟が捷めて多くの携誌を有L

であり､心臓におけるポンプ作風 腎卦 こおける透析機能のような単一の捷託に阻忘して

代替できるものではないからである･さらに肝風 土･成人にして東宝的 L400g･およそ
3×10■L憎の肝細胞からなる身体の中で最大の臓器であり,これを代替丁るには製的のみ

ならず孟的も消足されるものでなければならない.

これまでの人=肝摘開発の歴史は.工学的人工肝鼠 生的学的人=肝鼠 ハイブリッド

型人=肝臓の三つの淀れに大きく分類することができる｡

工学的人工肝臓としてほ.血液透帆 血煎潅流.及び血較交換が挙げられる･

血液透析は L95時 にKileyらが開発し L977年にはOvolonらがpANゆolyiIClylo'uthle)

膿を用いて透析治療を行った".血液港軌こついては･1958年にShedltqらが陰イオン交

決別 旨で7ンモニアの吸着を行ったのに始まり 196峰 には Ym dlSがヤシガラ活性炭を

用いたアンモニア吸着除去装置を開発して肝性昏睡の治軌 こ用いたl一･血沈交換は･1958

年にLee及びTLnkらによって研究が始められ 1976年には血班分社P lasmapheresIS)を用

いた血班交換法'･が開発され 広く用いられている･これらの方法は代謝能力に限界が

あり.また.多はな肝諒の稜託のごく一部を代用するに過ぎず･20-30%の救命率にと

どまった.

そこで.生体肝を用いてこの問題を解決しようとして生的学的人工肝頚の開発が行われ

た.これには.交叉碓涜及び摘出肝港説が挙げられる.
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交叉潅流については･1957年にrf江らがイヌの肝循環血液と肝不全患者の体循環血液を

交叉速脈する装産を開発した一･摘出肝混乱 こついては･195時 にOmoらがヒヒ肝･ウ

シ肝を用いた描出肝落涙治療を引･198L科こ小沢らが1夕肝を用い.患者脚とブタ肝桝の

血燕を分離膜を介して荘詫治療する方法を開発したl･･しかし･これらも･30-5000の救

命率であり.臨床の現場で広く用いられるには至っていない･

一九 1969年に.BeTT)･らが.コラゲナ-ゼ定説による肝捌 き分社法を開発して以来 ･

肝脚線 工学装置内で適切に培養すると良好な肝扱託を発揮することが明らかになり･こ

こにハイプリ･,F型人工肝張の開発が始まった L990年代に入り･軌こ米卸こおいて臨床

応用も繕発に行われるようになり･現在人工肝昭の開発は.ハイブリッド型が主誌になっ

ている.

ハイブリッド型人工肝娼システムの中心は･肝細胞を収容するバイオリアクターである･

これには従朱よりいろいろな種類のものが閲発されているが -= ･代表的なものとして

はホローファイバ-型ノIJlオリ7ククーがあり,ことに米国の三施設のものが広く知られ

ており､そのうち二施設は臨床応用に進んでいる.

一つは.RoZgaらのホローフ7イ′ト 型バイオリアクターであり･ブタ抑七培菜肝約胞

をデキストランのマイクロキャリア上に固定化したものをホローフアイ′ト 型モジユ1L'

のファイバ-外腔に注入し.ファイバーを構成するセルロース膜を介した物質交換により

肝捷妃を莞拝させるものであるH"･匡日に･このバイオリアクターと･臨床応用におけ

るハイブリッド型人=肝流システムを示すが_このシステムを用いて現在まで十数例に

及ぶ臨床応用が行われ.そのうち6例で肝移植へのつなぎとしての使用に成功し･また2

例では自己肝再生後の創 見に成功したと報告されている･

-方.Sus,ma皿 らは,ヒト胎児肝芽細胞腫の捌 包抹C3Aをホローフ7イバー型モジュ

ールの77イバー外腔に固定化した/叫 が)7ククーW (Erm CCrTm alLiverAss131

｡eⅥce)を開発した10-11'.この細胞系はヒトの正常肝細胞が持つ代謝能と増殖油性とを

有しており.長期培着が可託である.低等は･ELJW を11例の劇症肝炎患者に用い･その
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法泉 10例で代■g福助作用が認められたと報告した.そのうちiI鰍三肝移植までのつな

ぎとしての使用に成功し 2例 (lユ歳の少女と67積の女性)で;三.自己肝再生後の象眼に

成功した.他の5例は, EIJW 治度の妨げとrJ:るrd症合併症のため死亡した･

これらのグルー1の陛床応用例は.多くは血甥交技と併用という形で肝移植へのつなぎ

役として使用されており.その効果がこれらの人工肝完システムによるのか.血弟交掛こ

よるのか不明であり.現在のところ.これらのシステムはなお実敦的治療の段帽にあると

君える.

こうした世界的状況を鈷まえ,従来の装正の矢.卓を算消した姓臼のバイオリ7ククーを

開発することが本研究の目的である.



第1章 バイオリ7ククーの選択 ‥不抜布EEl定化型と浮遊培養型の比較 t~7'

1.背景 と日的

1)バイオリアクターの条件

ハイプリノド型人=肝Eiiのシステムの中心ICあるバイオリアクターかよい性能を持つた

めの射牛としては.次の3卓が勢fられる.すなわち,

①培吏肝翁胞の扶託がよいこと

②十分言の肝捌 きを収盲でさること

③肝笥抱と荘淀血液の問の杓某交操がよいこと

である.バイオリアクターの設計は何よりこの扱･LJg･から行われるべきであり･人工肝講の

開発において避けることのIeきない免疫学的問軌 こついても･まで肝性能の良好な発現と

いうEl接を康先的に追及した後.設計の信正もしくは棄剤の投与等の方法により漸次解決

されるべきである.

2)芸正の選択

ノり *リアクターのデザインを考える場合､まで.ハイ*リ7クター内において肝細胞

を固定化して培糞するのか.もしくは浮遊培芸するのかという二つの開削 くある･

現在.世界的には固ま化する場合が圭誌であり･多くの研究がいかに劾華よく拍胞の寿

命を長く保ち.かっより多くの細粒に潅注液との接触を実現させるかに=夫がなされてき

た.その代表的なものは.前述した米国の2グループを切めとして現在ハイブリッド型人

工肝沼の開発,.=従事する多くの研究グループが用いているホローフ7イ′ー 型バイオリア

クターである.これは.図1(a)に示すように.致百本のセルロース製の中空のファイバ

ーをカラム内に装着し.フアイ′ー 外腔及び内腔の沌読液の約束交決をはかるもので･従

来速折に用いられてきた裟盃である.しかるに_これに肝約棺を収容して現在用いられて
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いるホローフ7イパー型Jlイ*リアクターには.前述のバイオリ7ククー'rニ要求される粂

伽 ､ら考えて.次に述べるような久卓がある

①捌きを注入するホローフ7イJ一 ･モシュール内が.噂美笥胞が良好rJ:捷託を相手1る

ためになお十分なJR境とは害い軌 -こと.ホローフアイハ一 ･モジュール内において肝靭

勝二安定した培菜句境を与えるために･デキストラン製マイクロキャリアーへの固封 ヒ

定化の基質が占有する容剛 ､大きいこと.ケルにより均質交馴 噸 げられること等の矢.5

があり.なお改首の余地が大きいと思bれる.

②モジュール当たりの肝領抱の収容量が不十分であること.例えは.Ro即 ちのバイ*リ

7クターは一本あたり客は500mLで6×109個のブタ肝軌はを収等しているが･これは

ヒト全肝捌 き故の2･,｡にすぎず､肝俵能引t替するために十分とは言えない4-9･もし十

分な肝捌 包王を人工肝システム内に収容したい鳩舎･バイオリアクターの本社を増やさな

けれほならないが.人工肝治療を要するような虚症肝不全の患者に対して絹環負荷が増え

ることは望ましくない.したがって.肝El胞が班宗不足にならない範凶でできるだけ高富

齢こ培菜できるJlイオリアクターが望ましい.

③細胞と潅流液との接触という卓において.セルtj-ス･ファイバー膜を介した浸透によ

ってのみ的突交換が行われるため 十分な肝捷舵を発揮できない可能性があること･した

がって.肝網伯と誰淀血液がよりよく接.gできるバイオリアクターを考える必要がある･

そこで我々は.これらの欠点を凌駕するものとして,ます肝細胞と荘注血液とが直接接

態できる排遠を持ち.しかもより良好な朝腹の按能維持か,q待てきる新しいバイオイ7ク

ターを模索検討し.次に述べる固定化型と浮遊培糞型の二つのタイプを考案した･

a)固定化型 .不舗布充牧型バイオリアクター

接々は､従来.句境工学の分野で水質改着用のろ過基質として用いられてきたもので･

近年.培兵制 台の固定化の基耳としても従兼の耶 生と比較して旺れた宗材であることが注
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日されているポリエステル不等布.卜川.に着目し これを用いたバイオリアクターを考等

作成した しかも.これに石いては･上述のことく･肝Id脂とtf淀血液を直接接簸させる

ことで.より良好な杓某交技が可託になるよう設計した.

b)浮遜培壬型/り *リ7ククーと肝田拒スフ工ロイド

肝網胞を浮遊培薫冊こよって浮遊旋回培糞すると.程遠とともに早足肝約脂が互いに#

Jをし合い.スフエロイドとよはれる20-30個の単産肝捌 きの崩集体を形成することか知ら

れているが.このスフエt=イドは単監肝租柏と較べ単位範胞当たりの扶能が良好であるこ

とが経だされている7 -2!.しかも,肝街娼を浮遊旋回状善で培美する場合.培賓液との

何の的質交換が短期的には非常によいという長所があり･また･培長流の星を増やせはよ

り多歪の肝桁胞を培兼することも可能である･従って_この浮遊培糞軌 こおいては･短期

的であるが固定化型より良好な拍拒機能と竹井交挟能を発揮する可能性がある･人工肝軒

の使用目的は.劇症肝灸 術竣肝不全といった急性肝不全の治療が主であるから･短期的

にしろ高い性能を発揮する浮遊培養型のバイか)アクターは.十分に検討する価値がある

ものと考えられる.

3)突放目的

不織布充填型バイオリ7クターと浮遊培兼型バイオリアクターのどちらが今後のe5'

Ⅵvo瀧淀箕敦.さらには巨床応用に向け.スケール7ッ1していくにふさわしいかを決定

するため.まi･小スケールの′叫 オリ7ククーにおいてその性能を比較した･すなわち.

零桔ILの浮遊培兼鰍 こよって形成された肝羽拍スフ工ロイドを不払布先攻型バイオリア

クターと浮遊培兼型バイオリ7クタJ.=てそれぞれ培美し･その性能を比較検討した･

2.方 法

l)ブタ肝細胞の分れ
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-,た 体重L0-15kgのサンケン諸種1夕を.k鮎 ･】.･虻 1215mgkg ptはOttaZt"tatlSmgkS

の馬肉内注射により雄大し.気管内挿管臥 Ch3Lロ-IHdcLhaJ,e1%による全身水砕下

には誰正中切開::て開校した 固有肝動脈と監胆管を希朱9]無し.｢1晩内'r=留置したカテ

-テIL,より.2000mしのへ/叫 ン添加生理食塩水(1uJml･)を200cmrlDの圧で注入した･

下人静振を肝の上下で切難しで肝臓の脱血を行い･周囲姐鴇を刊注して全肝を締出した･

料 -て.肝下部下大静脈を結集し･肝上部下大静脈にカテーテルを押入して門脈-下人静

kの荘淀回路を作成し.以下のことく肝捌 き分離を行った.まで･7-OEnM EI)TA 及U

10.nilEGTA を加えた Hanb HEPESbt'frEr(37'C)を読返 100mLEDIJlで15分間,如 -

で 005% コラ//ナーゼ液(37●C :和光鞄柔)を説速 100皿Lmnで30分間荘注した･こ

の後.肝被膜を敬って.コラゲナーゼ溶液中に肝細胞を分散させ･粗製単監肝田拍液を持

た.ビベッティング.660'p (約50G)の退心振作.Eagles･nedlLn(MEゝ1日水製薬)によ

る洗浄を数回tLdり返すことにより.絹製単発肝初婚液を得た.トリパン1ルー試秦を用い

た血球計算板法により､肝紀胞の採取数と生存撃を算出した.

2)肝7a胞スフェロイドの形成

分難した肝網抱会見を.20%ウシ胎児血乱 インスリン10-●M デキサメサソン10~lM･

抗生剤を加えたW山 肌Isthgle培地 (スフエロイド形成用培地)に懸濁し･事情 1Lのス

ピナ-フラスコで150r四 で24時間浮遊旋回培兼を行って肝紀胞スフエロイドを形成した

'' ' = -I;.血球計算板法に基づき.ブタ肝紀相 l旧の果菜が 60×10'grdlである

ことを求め.これより.スフエロイド芝浦液中の細胞故を算出した.

3) バイオリアクターの作成

a)事抹 50rnLの不軽布充填型′くイオリ7ククーの作成

執経の径006.nm.ポアサイズo･1mmのポリエステル不韓布 (f代田加工建設)を直

往 35 zn,n.厚さ4mmの円脚犬に切ったもの 12枚を.四壇化炭#中で一晩振とう洗浄し
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100屯エタ/-JL,及び水で故回洗浄.枯燥させた乱 003%コラーゲン中'･:-挽浸してコ

ラーゲン･コートしてからオートクレーブした 24時間浮遊培暮して形成したスフェロイ

ドせ渇液からlうく10'個の肝笥伯を含む液歪を取り･これを濃均して･上述の不様布 1'-紘

に緒布し.千代田加=埋設裂の客措50mLのカラムに指層充填して′]哩の不等布充填型パ

ィォリ7ククーを作成した.これにより,固定化された肝捌 巨スフエロイド･.三l>ご10'

C眺 50mLblCre9Cq となった.これを250JnLのリザーバー及びローラー ･ポンプ

(llasLe.fLeT;PA25-8)と接托し.潅注回路を作成した･潅沫液!=は･10%ウシ胎児血清,

ィンスリン10-㌧1.デキサメサソン10;トl及び抗生剤を加えたW山ansEagle培地 (維
持用培美穂)を用いた (図2(a)).

bI浮遊培翼型バイオリ7クターの作成

浮遊培着軌 ま.Co.Tlu鳩杜の既成の寄掛 00.nLスヒナーフラスコを使用し･忠渇する肝

捌き液の濃度は,200rpm(46G)で沈毘しない最大の濃度である50×101ceus血Lとした

液歪は.不純布充填型バイオリアクターと同じく50tzILとすべきところであったが･その

場合､中心軸が液面に十分に剛 Lないため･)00m1-にて実験を行った･すなわち･50×

108cellsのスフエロイド懸濁液を形成槽から取り,上記維持用培遜液を追加して 100･nL

とした.従って.肝細胞スフエロイドの歪としては 05×LOgcd】S/100zzILblOreaCIq とな

った (図2(b)).

4)培地交換及びt&鳶*定

不才布充填型.浮遊培美型とも.肝翁抱固定もしくは浮遊培美開始後 246日目に上

記維持用培糞液を用いて培地交接を行い_同時に也能対置用のサン1リングならびにアン

モニア負荷テストを行った.不等布充竣型 バイオリアクターはリザー/1-内の培蛮捌 ､

らサンプリングを行った.浮遊培輩軌 ま,せ濁液を遥心して上清よりサン1リングを行い･

その節度.95%03J5%CO▲を吹大して密閉した.

培地交換のか乱 リザーバー内または浮遊培糞竹内の培重液に･塩化7ンモニウムを
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I.nヽlとなるよう巳荷し､2時間後の7ンモニア傾 環対直をそれそれインドフェノール

泣 }̀ ジ7セナルモノオキシム桂一I-!=より河ました また 肝捌 掴 まもしく:三浮遊培

東湖相乗24.6日目の培芸液中のアルブミン値を2抗体サンドイ-)チEuSA結 いによ

って判定し.-日当たりの胤二扶算した.故値の比較検忍 三･平卿亘の差の検定で行い,

U 椎 のないSb.ent_L法を用い_,<005をもって鮒 的有意差ありと評肌 た.

5)肝細胞故の程時的変化

浮遊培壬型バイオリアクター内の経過に伴う肝閏伯故を以下のように算出した･すな

わち.浮遊培讃開始穐2.4.68日目の培羊流を lmL採取し･退沈して上浦を除きPBS

バツ77-で洗浄した後.沈買約を題香淀ホモジネイクーを用いて咳辞し･D･API質光法

･･によりDNA歪を測定した.さらに.我々が･血球計算板法によって求めた以下の換算

式により肝拍拍故を算出した.すなわち･ (1夕肝ifl拍 1帽のま卦 -70×10-'g

また.不様布充蟻型における肝細胞の固定化状況を調べるため.固定後2･4･6･8日日

のリザーバー内の培実液を hnl･採取し･不織布から脱落してリザーバーに流出した肝紹

)'dのDNA豆を測定した.

3.結 果

1)分暮肝Ia胞故とスフ工ロイド形成

ブタ全肝から分荘される琵肝紀拍数は･一頭当たり22-32×108佃であり･その生存

フエt)イドを形成した後の琵肝顎抱鼓は,I3-16ylOl一個であり 形成前に比べ･50-

60%に減少した.

2)横能･測定

a)アンモニ7除去託
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不純布充墳型では.肝氾脂分藍2日後!=0706.4E3操に0563.6El後に0594

かtlJrと50兎以上を除去する良好な値を保ち絶けたのに対し 浮遊培実相型で:三12El

枚に0491.4日後に011916日後に0182mゝ 17lh,と急速に演少するht繁となり･程J@

を通して不種市充は型が有意に高いアンモニ7除去能を示した (図3(a)).

b)尿讃合成能

不q市売場型では.肝iEl脂分妊2日後に0391.4日後に0493.6口後に0356心 ll-hr

であったのに対し,浮遊培蛮型ではー2日後に0451.4日後にO'-89･6日接に01138

】 m肋 とな｡･不軌 充雌 が有意に掛 一解 合鵬 掠 した 個 3(b')･

C)7ル1ミン分泌能

l 不浄布充填型では.肝iEl胞分在2日後に 197_0.4日綾に1-05･0.6日後に1513mg'day

であったのに対し.浮遊培題槽では,2日後i:45.0.4日後に513.6日後に480qFday

となり.不等布充填型が有意に高い7ル7ミン分泌能を示した (図3(C))･

3)肝細胞敬の桂時的変化

浮遊培糞型の肝細胞故は 浮遊培葺開始後2El目に36×10㌧ 4日目に212×108･6

日Elに 15×LO8.8日目に L2×103個と.経過と附こ急速に減少した.一方 不論布充

填型では.リサーJi-内のDNA歪は経過を通じて0であり.肝細胞の固定化琴ほほほ

l00%であると考えられた.

EI考 察

本美袋では,捷能商左をするに当たり.代謝託をアンモニ7負荷に好するアンモニ7除

去能及び尿業合成詑により.合成能をアルブミン分泌能によりそれぞれ評価した･これは

アンモニ7の代謝と7ルフミンの合成がともに肝罪の扶能の指標として代表的なものであ

り.また､inv.I,Oの実射 こおける他施設の報告がこの3種のデータを扱っているものが多

く= 2 m.比較において好都合だからである.
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今回の実簸てはー不等価充填型 バイオリアクターについては.盲指500 mLのもの!:ス

ケールアップしたF.?.最低でもヒト全肝捌 き鼓の約5qBにあたる1 10 個の肝田脂を固

封ヒすることを卿 享年での目接とした_したがって.零指 50mLの/り オリアクターて:三

L 10一個の肝和泊スフエロイドを不等取 こ固定化して充増した 一方 浮遊培葺聖で:三

50.nLあたりの肝靭砲;如主点志でも0ヱ5y109個であるため.不等稚充旭型i=.客頂あた

りでi三浮遊培兼ほの4倍の高密度培糞ができたことになる.本案泉では.前述の通り.不

舗布充1E型で lXlo‡｡dlsj50mLb10re氾Cr.浮遊培羊型で057<LO'cellsJ100mLblOr田dLrと･

両者が2倍の捌 a宝を塀容したが.その捷能についてはアンモニア除去結 尾兼合成託

アルブミン分泌能のいずれも前者が2-3倍の能力を示したことになり この街抱収容芸

によく付随した結果と考えられる,

帯幅故の経時的変化については 浮遊培糞型では急速に減少したが.浮遊培妻型におけ

る代紺穂の急速なまえは.このことを反映していると考えられる 一方.不様布充填型で

紘.不qL布から脱落した肝iEl抱はほとんと放出されす.ョラ一//ン･コートされたポリエ

ステル不織布は肝捌 割こ対して強い接着性を持つと考えられる.しかし.不詫布充填型に

おいでも代柑能は衰えていくことから たとえ接宕していでも肝細胞の生存活性は衰えて

いる可能性も考えられ.今後の検討が必要である.

ここでどちらのJlイオリアクターがより実用に即しているかについてまとめると.

①同一寄主において4倍魚の肝把脂を収容可能なこと.

②固定化されているためより長W.=わたってより良好な肝懐能を発揮すること･

③スケールア･Jプが比較的簡単なこと.

以上により､不靖布充填型が浮遊培糞型と比較してより臨床応用に進むためにふさわし

い構造のものであることが示された.

5.小 括

11



良好な培讃粂作で十分豆の肝顎胞を収零し･かつ肝細胞と潅流血液とが直接接触する

ことにより使れた肝依託を発揮するハイブリッド型人工肝臓のバイオT)アクターの開発

を目指し､ポリエステル不蛾布をカラムに充填したものに肝紀胞を固定化する不等布充

填型と.単発肝胡胞を旋回培表してその凝集体である肝ifl脂スフエロイドを形成すること

により肝捷能の向上が得られる浮遊培菜摘型の2つのバイオリアクタ-を考案作成した･

この二種類についてブタ肝胃胞を収零して捷能比較を行ったところ､不頴布充填型が､浮

遊培糞招型と較ペて高密度に肝鯛脂を培表できるため 同一容歪のバイオT)アクターとし

てははるかJ,=性能がよいことが示された.



第2章 不接布充填型バイオリアクターにおける肝細胞の培養形態の検討'

1.背景と目的

1)不妊布充填型 バイオリ7ククーのスケ-ル ･7ップ

我 は々.exvrvo実敦及び捜床応用に向'11.不戦裾売場型バイdTJ7ククーのスケール

アップを検討した.デザインとしては.ラ･}7ルフロー式を採用ITることにした･これ'･三･

中心鰍こ流入した血液が.一旦放射状に外抑二分赦し それから肝捌 朗唱左化された不

許布を通って再び中心に集まって請出するという練達のものである この方式は･淀詫血

液がバイオリ7ククー内で乱哀したりうっ滞を起こしたりするのを防ぐ上で適しているこ

とが工学的に証明されている" .そしてJ Jラムとしては･白血球吸着除去装置である

ceu,0.ba(旭メディカル)が.容積200mLのポリカーボネイト カラムでラジアルフロ

ー捕道をしており.容取 扱いやすさともに我 の々目的に適ったものであるため.このカ

ラムを用いることにした.すなわち.不隷布をCdlsorbaの中心転に巻いてカラムに充填

し.これに肝細胞を固定化してバイオリアクターとして剛 ､た 個 4(a))･

2)不良布充填型 バイオリアクタ-における単A肝栂胞と肝18胞スフェロイド

残 は々これまでの実鰍こおいて.肝捌包の良好な性能の糾 寺をEl的として浮遊培葦軌こ

よって24時間旋回培葺して肝紀胞スフエロイドを形成L しかる後にこれをバイオリア

クターに収零して性能評価を行ってきた.ところが,スフエロイド形成後の竣肝顎抱数は･

形成前に比 -̂.50～60割二派少しでしまうことが明らかになった･この場合･肝鞄拍スフ

ェロイドが静置培兼において単監肝相指に比･･O_～3倍よりよい捌包当たりの紘能を発揮す

ることを考掛こいれでもJり オリ7クターとしての性能が向上するかどうか疑問が残る･

そこで.今回の実験では.この容積200mLの不領布充填型′叫 オリアクターに単従肝

別紙 固定化した吐合と浮遊培葺軌二よって形成された肝細胞スフエt)イドを固定化した

場合とで.それぞれの性能評価を行い,あわせて従来のホロ-77イパー型′叫 オリアク
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クーとの性能の比較を行った.

2.方 法

1)専gt200mLの不妊布充填型カラムの作成

150 7_70×4｡皿のポリエステル不謹布を四塩化炭話中で一晩振とう洗浄L IOO%エ

タノール及び水で数回洗乱 乾燥させた臥 003%コラーゲン中に一晩浸してコラーゲ

ン･コ-トしてからオートクレーブした･これをcd肋 の中心軌 こ渦巻き状に巻いて

ポリカーボネイト型のカラムに充唆し.ブタをしてエテンオキサイドガスで滅菌した･

2)ブタ肝粒抱の分暮

ブタ肝細胞を.第 1葦 2 日 で述べた方法'1=より分善した･この肝細胞は-轟'iW J･二

よりtよく分社された草屋肝紀胞であることが確盟された･このうち･10×10.8個のブ

タ耶 朋凱ま,単髭肝細胞のまま不等布売場型カラムに固定化された･また一方､別の10

×lO川個のブタ肝捌 割ま,下記の如く浮遊培菜軌こよってスフエロイド形成させてから

200mLの不耗布充項型カラムに固定化された.

3)肝細胞スフェロイドの大t形成

10×1010個の1夕肝捌 きからスフエロイド形成するにあたり.我々は･新たに客馴 L

の浮遊培護持を製作した=･.10X100佃のブタ肝笥抱が･41の スフエElイド形成用培

地に恕濁され.24時rol.200rpzn(46G)で浮遊培糞された･スフエロイド形成を終了し

た之4時間後.一部がスフエロイド形成した肝桁指数の算出のためサンプリングされ･生

TF肝粥招致は10×)00TElから043-066×100個に沸少したことがわかった･この怒濁

液は遠沈され.1Lの維持用培地に再び.S濁された後に･不議布充岐型カラムに固定化さ

れた.

4)不様布先頃型カラムへの肝揮胞の固定化及び形態の検索
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肝細胞を不戦布充填型カラムに固違化i-るにあたって1三.尉 fをてきるたけ単純にして

コンタミネーションを防ぐために.次のような方法を取った,

ます.I0XIO 旧の単肝 靭拍もしくは04ト 066XIOa僧の肝細胞スフエロイドを

謹持用培地に惣落した液を m パルプと珪素吹入会正を装著した容積 1LのリザーIー

ボトルに入れ これをシリコン･チューブで不敬布充填型カラムとt3-ラーポンプに接を毒

して川ⅥtrOの開放回路を作成した.そしてこの世渇液を.30血LTZnLlの淀速で24hrs潅

注することによって.肝細胞を不簸布充填型カラムにトラップさせ.バイオリ7ククーを

作蚊した (囲J(b)) 護涼間鴨臥 1時間毎ににリサー′1-中の液をサンプリングし.

カラムに固ま化されないで残っている肝細胞の王を調べた,

サンプリング終了後.バイオリアクターは解体され.巻かれた不様布を広げて肉眼的に

肝捌 畠の分布を碓iilするとともに肝範胞が固定化された不戦布の電子11,5.歳綻写真が撮影さ

れた.

5)汝俵測定

車馴 干細胞及び肝細胞スフエロイドとも､固定化のための碓流が開始されてから24時

間複に.アルブミン分泌孟測定のため燕洗液の一節がサンプリングされた.また､このと

きアンモニア 1mMを添加した維持用培地により培地交換が行われ.その 1.2.3時間後

に推挽液の一部がサンプリングされて7ンモニ7除去能及び尿蒜合成能が測定された.数

値の比較梗定は.対応のないStqdenLl法による平均値の差の検定で行い.p<0105をもっ

て扶計的有意差ありと評価した.

3.暮吉 黒

目 固定化

24時糊の沌卦 こより肝約抱は不戦布にトラップされ.リザーバーボトル内の培地は透

明になった.リザーバーボトル内の培地に残った肝細胞の故は.単姓肝栂抱及び肝細胞ス
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フエt)イドとも.碓沫開始6時間後には0旧となった･

謹副 手7校にJtイ*リアクターを常体して肝捌 きの分布状況を故額したところ 肝捌 き

･,三浪をき状に巻かれた不等布全齢こ均一に分布していることか托iBされた･不年取･:固定

化された畢生肝細胞及び肝紀婚スフエロイドの電子持撤汝写真を図5に示す･

2)不鞍布充填型′(イオリ7クタ一単位としての横焦

肝捌 包スフエロイドを固定化したバイオリアクタ-は.単軌肝矧抱を固ま化したバイオ

リ7ククーと比べて有意に低いアンモニア除去能を示したが 個 6(a)) 尿素合成能に

ついては,有意差を示さなかった (図6(b)).

アルブミン分泌能について:三.肝笥姫スフエロイドを固定化したバイオリアクターは.

'_55±033g･dayであるのに対し･早足肝細胞を固定化した′てイオリアクターは357=

05之g･day (平均値±惇車偏差)であり.肝捌 きスフエロイドの方が有意に低い情を示し

た.

3)細胞単位としての機能

剛毎当たりの撫経については､アンモニア除去能及び尿票合成鰍 まt肝卿包スフエロイ

ドが単姓肝細胞と比べて有意に高い憶を示した (図7).

アル1ミン分泌能については,肝捌 きスフエロイドを固定化した/tJI*リ7ククーは

47,_±057g/day･10･･ceusであるのに対し･単発肝紀抱を固定化したバイオリアクターは･

357_052gr叫 ･10"cdls (平均値=横車偏差)であり.肝和地スフエロイドの方が有壬

に高い情を示した.

FE∃ E∃

l 盲削 Lの浮遊培菜情を用いたスフエロイド形成によって･肝馴包故は形成前と比べて

43-66｡,.に減少した.これは.,_4時間の浮遊懸濁培糞中に.肝捌 包が培兼用の里･ス
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夕一ラー.シャフトに接触する的理的債等により死んたり触経が議ちたりするためと考え

られる したがって.パイか)7ククーに充填される肝幻指故が減るため.バイオリアク

ター単位としての性能を比較した場合は.スフエロイドを国富化した方か単折 田抱を国

富化した場合より捷花が落ちるのは十分考えられることである.

しかし.捌 包当たりの扶能を比較すると,肝笥胞スフエロイドは早足肝顎指より良好な

建託を発揮i-ることが明らかになった.24時F'1の浮遊怒渇培葦によって一度:三的理的保

富を受けた肝顎拍スフエロイドは.パイか)アクターに固定化されたことにより.凝集体

としての,6:兼の検能を回役したと考えられる.しかし.怒拍当たりのアル1ミン分泌能を

見てみると 肝約抱スフエロイドは4.7?_×10~OgcLLrd&Yであり.阜折 田伯の 3･57X

LO~Hg′ccLLdayと比べ.13倍の値を示しているにすぎない.これは､デイ･}シュ上の辞

正培糞においてスフエロイドが早足肝網伯と比べて2-3倍のアルブミン分泌託を示す

ことを考えると_依然として客績4Lの浮遊培賓憎を用いたスフエt)イド形成によって秩

能低下がもたらされているとも考えられる.

稚流終了後にバイか)7ククーを解体して肝捌包の分相状況を視察したところ.肝捌包

は渦幾き状に准かれた不織布全体に均一に分布していることが確認された.これは バイ

オリアクターの設計にあたってラジアルフロー式を採用したことにより.泥流液が内部で

乱流したりうっ滞を起こしたりせずに均一に誰流されたことによると考えられる.

電子揃鼓鋭所見においては.肝細胞スフエロイドは房状に一塊となって不様布の鞘隼に

付着しており.典型的なスフエロイドの球状の形悪が沈めにくいが.単肝 田胸の電子宗

教汝所見と比べると肝街胞が叢集していることは枚索できる.

以上より､現状の大型浮遊培薫博では24時間綾に約50%の肝和施政が死滅するという

笥伯のコスト面の久卓があり､また.作成に24時間かかるという時間的制約もある.従

って.スフエロイドとしての捷詑向上を考えに入れでもなお現状では単脈 拍抱の方が凍

れているという結果となった.スフエロイドを大豆かつ迅速に形成でき.しかも紹抱故の

沢少を伴わない方法の開発が今後期待される.
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次に.表 lに不領布充填型バイオリ7クターとホローフ7イパー型バイオリアクター

の比較を示した.3は.本プロジェクトの共同研究者である酒井が報告したホローファイ

バ一型Jてイオリ7クターの接穂測定のデータであり.24時間の浮遊培糞によって形成さ

れた肝細胞スフエロイドを.コラーゲン･ケルとともにホローフ7イバー外腔に固定化し

培薬液をファイバー内腔に潅流してIDVl【Eqの性能を測定したものである.肝細胞をコラ

ーゲン･ケル中に包括L これをホローファイバ-外腔に注入EEl定化するという方法は.

現在ホローフ7イバー型Jてイオリアクターで侯能発現を図る場合,最も望≡しいBl富化法

と考えられており.多くの研究施設で用いられている日 .また.4は.前出のN)b廿苔が

報告したホt3-77イパー型バイオリアクターの陵能測定のデータであり.尊肝 iEE胞を

コラーゲン ケルと共にホロ-ファイバー内腔に注入し.ケルが凝集したファイバー内腔

の隙間を利用して肝細胞に酸素と栄秦を供給する培糞液を液流しつつ､ファイバー外腔に

別の培重液を濯流しで1nⅥtrOの性能を測定したものである.

ます収容肝紙幅数については.酒井.Nybqgのいずれの場合と比較しても.バイオリ

7ククーの琴頂当たりの収等肝細胞数は.不織布充填型バイオリアクターの方が大きく

上回っている.また.前述のRoZgaらの客梓500mLのホロ-ファイバー型バイオリアクタ

ーは.一本あたり 06×1010佃のブタ肝細胞しか収容できないのに対L 容事美200mLの

不織布充填型/てイ*リアクターでは一本あたりloX10Lq佃のブタ肝細胞を収等できであ

り,従って単位専横当たり約4倍の細胞収容量を可能にしたことになる.さらに.これら

のバイオリアクターの性能を比較してみると.バイオリアクター単位客椋に換算した7

ンモニア除去能.尿素合成能.アルブミン分泌能.のいずれにおいても不等布充填型バ

イオリアクターが,ホローファイバー型バイオリアクターの性能を大きく上回っているこ

とがわかる.この原因としては.不等布充填型バイオリアクターにおいでは.コラ-ケン･

コ-トされた不吉集布が肝細胞の歯左化及び培要のために優れた句境であること.高密度に

肝ifl抱を収容でき.少ない容標で高い肝横距を発揮できること.そして.肝冶帽と濯詫血

液が直接接触でき.肝細胞と藩読血液とを隔てるセルロース 77イバー操を介した浸透
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によってのみ的冥交換が行われるホローファイバー型バイオリアクターに較ペて杓質交操

が上回ることが考えられる.

以上より.不純布充填型バイオリ7ククーは.肝接穂の発揮という点ではホローフ7

イバー型バイオリアクターの性能を上回っているといえる.しかし一方で-ホロ-ファイ

バー型バイオリアクターに凱 -ではセルロース フアイ/一 派が免疫グロブリンをカット

することにより肝細胞を抗体から保護するという長所があり.逆に.肝矧抱と濯淀血液が

直接接触する不絹布充填型バイオリアクターにおいては免疫綾取こよる悌嘗をも直接受け

ろことになるので e… Ⅶ美観もしくは臨床応用に陸んでは.免疫抜取こよる保害に対

しし-かに肝馴 包を保護するかが盃要な開巻点となることが予.V.され.今後の検討が必膚で

ある.

5.小 指

前章の実験に扱いて.我々は容積200mL.の不織布売場型バイオリアクターを製作し.

これにブタ肝細胞を固定化してLnⅥtrOにおける性能を測定した.まず､単離肝細胞と肝

捌包スフエt=イドをそれぞれ不織布充項型バイオリアクターに固定化して機能比較を行っ

たところ.スフエロイド形成時に多くの捌 包が物理的保革により失われるため.バイオリ

アクターとしての性能についてはスフエロイド形成のメリットがないことが示された･ま

た.同バイオリ7ククーはハイブリッド型人工肝胤 こおいて世界的に最も広く用いられて

いるホローファイバー型バイオリアクターより良好な性能を発揮することが示された｡



第3葦 不様布充填型バイオリアクターを用いたブタ同種-3流治療'.1川

1.日 的

本案敬では.これまでの基礎実鼓により､ブタ単敢肝把持を充唄した不等布充填塑パ

イ*･)7クターの性能が良好であることが確認されたので.これを.手術的に作成したフ

l タの肝不全モデルに対する同性潅流治療に用い･その治療効果を検討した･

2.方 法

1)不妊布充項型カラムの作成

第2章 2 日 に述べた方法により.不等布充頓型カラムを作成した.

2)ブタ肝細胞の分書

ブタ肝細胞を､第 1章 2 日 で述べた方法によりji粧した.

3)不滅布充填型カラムへの肝細胞の固定化

不輔布充L文型カラム一本につき.10×1010個のブタ肝捌 包を.第2章 24)に述べた

方法に従って固ま化し,不耗布充填型バイ*リアクターを作成した.

4)ブタ肝不全モデルの作成

ブタ肝粥腹を分鼓した翌日.すなわちユ4時間の固定化の落涙により不簿布充填型バイ

*TJ7ククーが完成したElにブタ肝不全モデルが手術的に作成された.

体塵 15-22kgのサンケン碓種ブタを,ketm e123zngJts.pe.10bむも血115喝 kgの

馬肉内注射により落人し.気管内挿管後.Ch31Jrrun.Halo血 e1%による全身麻酔下に･

内頚静脈こ点滴静注.採血及び人工肝沌液のためのダブル ･ルーメンのカテーテルを挿入

し.一万､もま預血掛こ血圧及び心拍数をモニタリンクするためのカテーテルを挿入した･
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嫡前は血の後.柑雑正中切l耕こて閑隠した 110mnリンクけ人工血管グラフト

tGortel USAIを恥 -て｢服 下大静振シャントを置き､肝門部'･=おいてr服 ･固有肝動

i.及U篭l旦管を結集して阻血性肝不全モデルを作成した (Ei]8)･

5)ハイブリッド型人工肝J3システムの回路

ハイブリッド型人工肝臓システムミニ,不可布天城型バイオリ7ククー2本.較素供給

苔.溶存成&-(DO)メ-夕一､37●Cに維持されたウオー5'一 ･Jiス2旧･そしてローラ-･

ポンプ･セット(pla5CRD2500.Jeメディカル)によって作られた 個 9) したがって･こ

のシステムには,_0)､10川個のブタ肝捌帥i含まれることになった.このシステムを租み

立てる際.プライミング･ソリューションとしては生理食塩水が用いられ･回路全休を満

たすために約500JnLの生理食塩水を要した.ブタ肝不全モデルの内#.静脈から全血が取

られ,ローラー ･ポンプ.殻讃供給若.ウオーター ･/て入 そして不純布充頓型バイオ

リアクター2本の臓で誰流され､さらにウォータ- ･バスを経て内頚静脈よりブタ体内に

戻った.バイオリ7クタ一抹出直後の血中酸素濃度が溶存軽業メーターによって測定さ

れ.それに応じて自動的に班景供給器による醸讃吸入が行われた.

6)同稚慈流束敦のデザイン

この実数を行うに当たって.1タ肝不全モデルを4常に分けた.

グループ lはーコントロール群としてのブタ肝不全モデルの群 (LE料)である (n⇒)･

グループ2は.ブタ肝笥指を充填していない不宅布充填型カラムを用いて滞淀が行われ

たブタ肝不全モデルの群 (カラム群)である (nd).

グループ3は.1夕肝捌 きを充填した不等布充l文型バイオlJアクターを用いて産別 i行

われたブタ肝不全モデルの群 (バイオリアクター群)である (n一).

グループ4は.ブタ肝紺伯を充填した不領布充填型バイオリアクターを用いて落成が行

われた1夕肝不全モデルの群で.かつ濯沫直前に免疫抑制剤FK50610mg(045-0･66

zngQs)を筋肉内注射した常 (バイオ+FK506群)である (.I-A)･
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誰淀は.肝不全モデル作成手術が終わってから4時間栓に開始さTL 5000学位のヘパ

リンをインフユーザー ･ポンプで注入しつつ.説速30皿IjJZuにて†子われた.藩淀時r..1の

長さは.以下の式で算出された.

(荘読時間)=(fヌ策東宝) (議題)=(7夕全血歪)/ (沫速)
- (ブタ休ま)×008× 1000/30

例えは.終丑 12kgの7夕では.謹淀時間は586分であった

全過程を通して.ブタには..中浦静注による5%ブドウ頓液と乳酸リンゲル液.及び潅

注bJ路のプライミング･ソリューションとしての生理食垣水の31が投与され.全血もしく

;三血盟の投与は一切行われなかった.

7)血中データのRI定

ブタ肝不全モデルの内頚静脈から.手術値前.手術終了直後,荘流直前 (手術終了後4

時r]1)､潅菰直後､そして手術終了後10時間の血液がサンプIJンクされ､それぞれ vor

O時間.硬式直前.液汲直後.川時間情とされた.クループ 1については.泥炭直後情の

かわりに5時間値を測定した,また､不織布充L式型バイオリアクター (またはカラム)の

流入直前及び流出直後の血液が滞涜開始後20分に同時にサンプIJングされ.それぞれ前

胤 後傾とされた.これらのサンプルより､血球致 (血球計算板法),ヘモグロビン

(VanKaJnPn-桧原法"').プロトロンビン時間 (Quckl段法川 ).稔タンパク

(BltreL法"I).アルブミン (2抗体サンドイッチ法'o■).ビリルビン (d'y reiCenl法

1 ).琵胆汁軽 くMdh'ge法一 ).血糖 (ヘキソキナーゼ法り1).GOT.GPT

(lvrt'blewsb-KaJneZl法‥').AIP (BeSSey-Lo¶γ法日 )ILDH (WrdIeyskHIDue法1

).BLriTV(ジアセチルモノオキシム法29)､クレ7チニン Udre法り ).電岸実(イ

オン退択罷怪法‥1 .及びアンモニア (インドフェノール注目 )の各データが滴定され

た.

測定は,全てSR⊥ (収束)にで行われた.
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治療幼朱の判定は.体循環血中データにおける浦流mLtL後傾ILぴ1081r町旭の訂間比毒王によ

って行い､数値の比較検定については.AiVOヽ'A法を用いた平均旭の差の検定により

p<oOSをもって鵠計的有魚差ありと評価した.

きた.濯淀実額を行ったグル-プ231についてに 缶内における落涙前後の血中デ

ータの変化についても治療効果の判定を行った.すなわち.体循環血中データにおける蕎

藷直前値と浮猛直後値の比較.及U程遠血中データ:二おける前値と捜値の比宅を行い.Ek

憶の比較扶宝!=ついては､Repelledlneim Sde軸ns法を用いた平均値の書の険をにより.

p'005をもって現計的有琶差ありと評価した.

評注幹7校.1夕は飼育用のケージに拶され.5%ブドウ蟻液と乳較リンゲル液の.6.捕

静注を受けて経過を放棄され.生存期間が記録された.生存期間の比較検定については､

AlNOVA法を用いた平均値の差の検定により､p'ooSをもって校訂的有定差ありと評価し

た.

3.結 果

l)全身状態及び生存期間

対?.3.群すなわちクルー71と2では ブタは手術終了後.Iコ朋良しで震えているか,また

は日を問いていでも恥こなって動かないものがほとんどであったが.濃淀治療常すなわち

クループ3と4では.ブタは全例手術終了後.放時間の問は意表か明瞭で体動も活発であ

り.鴫いたり立とうとしたりするものが多かった.

グループ 123.4の平均生存期間はそれぞれ280.267.357.34.7時r-1であった.

クループ3及び4の生存期間は.クループ l及び 2の生存期間に比べてそれそれ有意に

長かっr= (p<005).グルー71と2の間.そして.グルー13と4の間では､生存期

rrlに有意差は認められなかった,
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2)血中データ

去2及び3に.人工肝SiJ.二よる潅注治療の効果判定の指標となるデータをそれそれの群

について示した.すなわち.代謝能の指標としてのアンモニア及び稔阻汁穀.合成託の指

伊としての血糖7irJ7ル1ミン そして.岩間能の指侍としての1ロトロンビン時間の各

データである.

a)代こ甘能

7ンモニ7については.データを.表2及び3の他 図10にグラフで示す.

体循環血中旭の群間比熱こついては.藩産直後位 (p=00?_4).1α時間傾 くp-0038)と

ち,グルー74か 1に対して有意に低い値を示したか.それ以外では有意差は芝められな

かった.詑泳施行群内の血中データについては.休場項血中憶における落涙直後値の荘諌

直前値に対する比較では.グループ2ではやや減少したが (有意差なし).希釈のためと

考えられ.それに対してグループ3 (p=0013)と4 (p=0046)では有意に減少した.潅

注血中†劇こおける後憶の前憶に対する比較ではークル-71_では有意差は認められす.不

織布売場型カラムの通過によってアンモニア憶は減少しないことを示したが.一方.クル

ープ3 (p=0.018)と4 (p=0045)では､後胤よ前低と較べて有意に低く.不純布充填型

バイオリアクターがアンモニア伯を減少させることを示した.

紀胆汁酸については.データを.図11にグラフで示す.

終価項血中憶の静ItJl比較については,花成直接は (p<002).10時間値 (p<004)と

も､グルー73と4が.それぞれグルー71と2に対して有意に低い値を示した.淀羨施

行群内の血中データについては.体得現血中情におuる誰説直後情のit沫直前値に対する

比較において.グルー72では有意差は認められIT_クループ3では有意に渡少し

(p』 016).グループ4では減少したが有意差は'1められなかった (p=0079).荘誼

血中胤こおける後値の前値に付する比矧こおいては.クル-プ2では有意差は認められす

一九 //ル-73 (p=0025)と4 (p-0_025)では,後胤土前旭と較べて有意に低かった

b)合成能
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血鰍こついては.データを図11にグラフで示す.

体緒昆血中値の群rrl比較!=おいでは.潅注直後悟 (p<001).10時間低 くp<005)と

ち.グルー13とLlが.それぞれクループtと2に対して有意に高い値を示した.藩淀施

行群内の血中デ-夕については.体絹項血中他における潅流直後値の荘詫直前値に対する

比較において.グループ2では減少したが,グル-73 (p=0026)と4 (p=0036)では

有意に上昇した.潅流血中値における後値の前腕二村する比較',=おいては.グルー72で

は名題差は認められす.一方.グループ3 lp1-007_4)とI(p-80(4)でi二.後値は前旭

と較べて有意に拓かった.

アルブミンについては.との群においでもブタ体紹屯血中の憶は時間的経連に伴い減少

した.荘淀血中のデータについてに.グルー12.3.4とも.前場と後値との間に有意差

は認めなかった.

C)貰王国詑

プロトロンビン時間 (%)については一体循項血中値の群間比玖こおいては.誰読直後

胤ま.JL/ルー73と4では.グループlと比較すると低い値を示し.グループ2と比較す

ると高い伯を示したが,有意差は出なかった (それぞれp-0177,p-0139).10時間T削ま.

グルー73と4では.グループlに対しそれぞれp=0171.p=0071.グルー72に対しそ

れぞれp=o_214.p=0095で高い傾向をを示したが.有意差は出なかった.潅流を行った

群では.ヘパリンを投与の影響により潅注血中の†戯まどの軌 こおいても30%以下であり.

評価できなかった.

4.考 串

本実魚を行うに当たって.荘護方法について以下の検討が行われた.

長机に枚討されたのは.全血と血祭のどちらを不織布充填型バイか)アクターに潅流さ

せるかという問題であった.バイオリアクタ-への頗讃供給の観点からは全血の方が望ま

しいと考えられた.また.もし血盟を血艶分#軌こよって分社したL8%.全血の30%ま
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でしかバイオリアクターに潅流されないため.より多くのf美策港流束が払要とされるので.

1タへの娼qfl荷もより大きくなると考えられる.ブタ肝街抱を固定化した不犠布は 赤

血球か通るためには十分に粗く.ヘパリンを併用すればバイオリアクター内で血液が岩国

することもない そこで.不等満天増量レ1イオリアクターに.三全血を漣護させることにし

た.さらに.十分な妊票供書きを擢院するために.バイオリ7クターの詫出直換i=溶存!.R茅

メーターを配し.まぶ湧泉に応して自動的に類超供hl苦から琵諺か供給されるよう.=回路

を設計した.
二番目!:検討されたのは 荘淀をいつから始めるかという間道であった.荘読手台序の効

果を明確に評価するためJには.肝不全がある擢推進行している必要があるので.より遅い

方が望ましい.しかし一方で.肝不全が進行しすぎるとモデルのブタは潅注自体に耐えら

れなくなってしまう.そこで,予備実験の結果.ブタの全身状.eが変化する前で.かつ肝

既能に異常が出現する手術終了後4時間が､潅流開始に点も適当な時間という結果を持た.

三番目に枚対されたのは.潅流の流速及び持続時間をどれくらいにするかという問題で

あった.濡流治療を行うに当たって最も使先されるべきことは.患者へ荷される循環負荷

である.流速が速すぎたり.もしくは潅流総流束が大きすぎたりすると.患者に耐えられ

ない掘qfl荷を与えることになり､濯沫治療の効果を発揮するところか患者の状態を一層

悪化させることになる.予悼美貌においては 詫速が50JTILJmlJlをこえるとブタはしばし

は不可逆的な低血圧に陥った.そこで.議連は30mUmnとすることにした.一万.ブタ

の稔血液丑をヒトの吐合と同じく体重の8%として計算した場合.潅注監護孟(積算詫宝)

がブタの稔血液宝を上回ると､ブタは不可逆的な低血圧に陥る傾向があることがわかった

そこで.坪井猛王がブタの琵血液主に遷した時点で確沫治療を終了することにし.方法6I

で述べた計算式に従って濯詫車扱時間を決める方針とした.

最後に扶討されたのは.落涙治療開始時に人工肝招システムを満たすプライミング･ソ

リューションを何にするかという問題であった.この裏崇における基本的な方針は ブタ

血汝の輸血は行わないということだった.なぜなら_もしブタ血児を人工肝による津良治
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煙と併用すると.治席効果か人工肝勝 二よるものか.ブタ血牧の時血によるものかが識別

できなくなるからである 陸床応用する場合は,人工肝による誰注油種にヒト血禁のギ血

を併用することは不可欠であるが,那 5実簸Lこもいては.治療効tF,<の原因を明恥こするた

め.輯血は遷けなければならない.それゆえ.プライミング･ソリューションとして:三.

生理食塩水500mLを用いることにした.

木実験では.ブタ肝不全モデルを四つのグループに分けた.治横的朱の判定'.:.基本的

には,バイ*リアクタ-郡と.対?.宮前であるLF群との比較によって行われた.そしても

う一つの那ヨ群として.治療効果が不等布に固定化された肝実刑alによるi'のなのか.それ

とも不識布への吸着等.不純布自体の効果によるものなのかを判別し.かつ.捧循環血中

のデータについて.証淀固持のプライミング･ソリューションとして用いられた約500皿L

の生理食塩水による希釈の影響を検討する目的でカラム封が作られた.一方.免疫反応の

影響を検討するためバイオ+FK506群を作った.これは､血液と肝捌包が直棲接せする不

織布充填型バイオリアクターにおいては.物実交換能がいい一方で.バイオリアクター内

の肝捌 如け 夕肝不全モデルから戻入する血液中の免疫担当捌 割こより儀等されてバイオ

リアクターの性能が落ちることが考慮されるので.免疫抑制剤FK506を瀧流治療時に投

与することがバイオリアクターの効果をより向上させる可能性があると考えたからである.

カラム群においては.バイオリアクター前後の沌流血中データは,どの憶もほとんど変

化を示さなかった.したがって､不等布充填型バイオリ7ククーの効果は不領布に固定化

された肝捌 きの快能によると結崇され これにより.カラム群の循環血中データは.荘凍

回路のプライミング･ソリューションとして用いられた約500mLの生理食塩水による希

釈の影響のみを表わすと考えられることになった.

全身状唐及び生存斯軌こついては.肝靭脂を収容した人工肝頭システムによる荘淀治療

を受けたバイ*リアクター群とバイオ十FK506群のブタは.治療を受けなかったLF群と

カラム群のブタに較べて.農法レヘルや体動等においでより良好な所見を示し.また有志

に長い生存期間を記ijAした,
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不織布充竣型パイ*リアクタ-の代謝後記を評価するにあたって ヒトの場合であれLl

肝不全の連行度を反映するアンモニアとビリルビンのft:軸を指庁とするところであるが.

1タ血中のビリルビン値はヒトと異なり死の直前まで上昇してこないため.本美簸てはビ

リルビンのかわりに肝不全の進行に鋭敦に反応して上昇する柁胆汁奴を アンモニアとと

もに代謝技能の評価の指標として用いた,

7ンモニ了については,体縄項血中憶の群間比較においては.バイオt･FK506群かLF

Ftに対して置後胤 10時間値とも有意に低い値を示したが.それ以外では有意差は認めら

れなかった.これについては.バイオリアクター群とバイオ-FK506群の4時間値か､

LF群とカラム群よりも著明に高かったため､誰読治療!=より体'tB碍血中情が減少しても

なお.群間比較でu有意差が出なかった可能性が挙げられる.バイオリ7クタ一群とJlイ

オ+FK5C6群の4時間旭が芳明に高かった原因については不明であるが.アンモニアは佃

終章の大さい的井であること.手術後の状熟こ個体差がa)ること等が考えられる.しかし

時間的変化においでは.休場勾血中の直後値は4時間情に対して,カラム群では減少した

ものの有意差は艶めなかったのに対し.バイオリアクター群とバイオ十FX506群の有意に

滅少し.希釈の影響を考慮に入れでもなお､濁流治療が体循環血中のアンモニアの減少に

効果があったことが示された.これは､潅流血中のアンモニア情において.後値が前傾に

対し.カラム群では有急差は認めなかったのに対し､バイオリアクター群とバイオ+

FK506群では有意.に減少したことを反映している.

望胆汁鼓については.体循環血中値の帯同比較においでは.バイオリ7ククー群及びバ

イオ十FK506罰が.それぞれLF群及びカラム群J.=対して.直後憶.10時間値とも有意に

低い値を示した.4時間憶と直後値の比較では.バイ*リアクター群においてのみ有産な

減少を示したが.濯淀血中の監胆汁妻引直においては.バイオリアクター群とFK506群で

快†如i前傾より有意に減少した.

アンモニア及び!.e胆汁殻†釦こおけるこれらの結果から.不輔布充填型バイオリアクター

は肝張の代相鉄能を代替する高い能力を持っていることを示していると言える.
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不敬甘充増型パイdlJアクターの合成能は血糖と7ル7ミンによって評価した.el

､ヽvoの実額では.生体の生命維持!=欠かせない糎の台蚊も評価に加えるべきであり,

Roz即 ちをはしめとする他施設もerⅥvoの実額では血憶を合成能の指接としてもちtlで

いる場合が多く‥ : .我々もその方計とした.

血軌 こついては 体循句血中値の常間比薮においては､バイオリアクター群及Uハイオ

ーFK506吉事か.それぞれLF群及びカラム軌こ対して.直後胤 10時間とも有意に高い悟

を示した.直後1割三4時間悟に対し.バイオリアクター群及びバイオ+FK506群で有意に

上昇した.これは.これらの群'.=おいて.潅注血中の後他が前憶より有意に諾いことを反

映している.

アルブミンについては､誰読血中及び体頗項血中の値に不織布充填型バイオリアクター

の効果を認めることはできなかった.ヒト成人の肝拓の-日当たりの7ルプミン分泌竜は

約 L5gであるとされている '̀.我々のInVttrOの扶能測定集魚では.1夕肝捌 きを固定化

した不織布充填型バイオリアクターは､-日当たり357-4.72gの7ルプミンを分泌した

(実験 日)-7 日'が.これは.今回の集魚では.誰流時間が )時間と短期であったこと.

もしくは 培重液ではなく肝不全の全血を誰流した場合アルブミン合成経が落ちる可能性

があること等の原因が考えられる.

人工肝臓の性能を評価するにあたってほ諒5固怯能の検討が不可欠であるが 本実額では

不織布充填型バイオリアクターの蒜園捷能をプロトロンビン時間 (%)によって評価した.

感沫血中の1ロトロンビン時間にヘパリン投与の影響で評価の対象にならないが､バイオ

リアクター常とバイオ十FK506欝では.カラム群と較べて5時r.)l情及び10時間悟のいずれ

においでも有意差は出なかったものの.有意に高い傾向を示した このことにより.不等

布充IA型バイオリアクターは.肝不全の進行に伴う凝固扶託の低下を防ぎその払稔の一部

を代替した可能性が指摘できる.

バイオリアクター群とバイオ十FK506群とのr'J7には生存期間には有意差を示さず.血中

データについても特集すべき効果の差は認められなかった.FK506は.T細胞活性化遺伝
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子の転写を阻写し.強力な免癌抑制作用引寺つことが知られており.今回は.その固定化

肝即旨への急性拒絶反応の防止の意味で用いたが､その効果を-iEめることはできなかった

しかし.今軌 三.FK506の血中濃度をモニタリングしておらず,その効果の有無を一枚

に結詮づけることはできないと考えられる.

5.小 指

前章までの基礎実故から.我々は.単肝 紹抱を固定化した不領布充填型バイオリアク

ターが最も臨珠応用に迫すると考え.これによる7夕阻血肝不全モデルに対する同種兎詫

治療を施行した.その結果.治療訊ま対.Fg群に較べて.生存期間及び血中データの有意な

改書を示し.不精布充填型バイオリ7ククーが.肝誠の代謝摸能.機新生詑及び凝固扱能

を代替する十分な能力を持つことが示された.本美貌では効果を温められなかったアルブ

ミン合成を含め.今後臨床応用に耐える性能を持つものにすべく一層の性能改善が期待さ

れる.



おわUに :今後の展望

小研究'.=おいてF娼発した不領布充填型パイか)アクターを用いたハイブリッド型人工肝

頚システムに.肝不全の治療法として有功であり 陛床応用に向けて有笠なものと考えら

れる.

今後.EE床応用に向けて検討していくべき最大のrE'1軌三.何の釧 )の肝栂抱をバイオリ

アクターに固定化するかである.中でも議詮が別れるのは.ヒト肝紀帽を用いて同棲潅流

を行うのか.もしくはブタ,サル等の肝翁伯を用いて異種惑涼を行うのかであろう,

I.ヒト肝細胞の不死化捷溝の研究

第3章は､臨床例においてヒト肝紀柏を用いた同種荘講を行うことを想定した美敦であ

った.ヒト全肝を人工肝軌こ使えるケ-スは.脳死肝移植のドナー肝で怯んでいるため移

植に使えないものが手に入る場合であるが､このようなケースは陣であり.また.尉症肝

炎や術後肝不全といった^工肝臓治療の最も適応となる症例に時期的に合致して手に入る

とは限らないので実用的ではない.したがって.ヒト肝弧抱を用いる場合.自己増殖能刀

を持った肝捌 包を不純布充填型バイオリアクターに固定化し これを培菜して墓的に十分

な肝扶距を代替できるようになったものを実用に婚えるという方針が現実的と吉える.

そこで,如何にして自己増殖能力を持った肝怒胞株を得るかが問蓮となる.SusszzLa･lJl

らに.肝陳能を有し.かつ自己増殖託力を持つものとしてヒト胎児肝穿網拍漣に注目し,

この拍胞株を樹立してホローフアイJー 型モジュール内で培実することにより.奴白のハ

イか)アクターを作り出しE床応用に至っている'-t'.
我 が々現在取り粗んでいるのは.iE伝子工学的手法により増藤活性を持つ逆伝子をヒト

正常肝棚 卸こ沸入1ることにより不死化肝捌 き株を樹立して不領布充IA型バイfrJアクタ
ー内で培美し,かつ細胞が十分に増殖してバイオリアクター内で地合状矧こなった段階で

増殖を抑制するという方法である.具体的には.冠苅穿7L法きたはリボフエクシ?ン法に
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より.ヒト ニホンザル,7夕の初代肝把指へ変異p-53.⊂-‖ras cITLyCといった宅漣は

子の弗人を試みている,ことに変異p153はコドン248及び273にそれぞれトリフト77

ン及Uシステインを卓変異として持ち 高い刑菜t王技能を持つことがかすでに証明されて

いるもので 4.不死化肝捌 包陳の樹立か期待される.また.増殖を止める方法としては

不死lヒ肝醐 包株のプロモーターの下涙!=サイクリン･インヒビターをリボフエクション法

により導入しておいて.十分に細胞が増えた餅咽てデキサメサノンを加えることによって

サイクリン インヒビターを油性化させることを検討しており.ヒト肝癌iEE拍珠 HepG2､

HUH6.HUH7においでこれを試みている.

しかし.この際間送になるのはー現在のところ不死化顎胞株の指は というと-投的に宅

退伝子を集入する方法が専ら行われており､性癖形成性の有叫こよって癌化と不死化を区

SIJLでいるのであるが.いずれの敬合にそよ.たとえ斗人に成功したとしでも肝杜絶は著

しく失われる可能性が古いということである.事美.上記stlSSmW らのヒト胎児肝芳田

抱惟抹においでは肝和拍鋲能が低いため､バイオリアクターとしての性能が十分でなく.

今なお広く臨床の現場で用いられるには至っていない.この方針を取る場合.いかに肝拍

胞級託を失わせずに増殖花を線持させるかが今後の課題であろう.

2.トランス ジェニ ック ･ビッグの研究

一方.異性肝街伯を用いるケースとしでは.ブタ初代肝細胞をデキストラン製のマイク

ロキャリ7-に固定化したものをホローファイバー型モジュールに充填したバイオリアク

第一にはブタ軒桁脂が潅戻されるヒト血液中においでは能するかとうかであり.第二には.

仮にブタ肝章別如くヒト血液中において懐結した墳台でもー窒素化合的やビリルビン.毒杓

等の代粗放能に関してはブタ肝細胞でもft:暫しうるとしても､蛋白合成その他の合成能に

ついては異性の合成産物を作るのであるから､それらがヒト体内で有効に働くよりもむし

ろ袈梗塞白として有冨な作用をもたらすと考えられることである.Ro喝aらは.旭等の人
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工肝好の目的は肝完の代謝絶を担うことに限るものて.上述した間送についてJ.三ホロー7

7イJ1-の帳が免疫グロブリンやアルブミン等の巨大分子の蛋白をカットするので等決さ

れているとしている.しかL その場合腎透析に加うる人=肝完のメリットとしてJ.三アン

モニアの代謝くらいのものとなり.わざわざ.e者に佃Jq系への負担を,-1hしてきて実施する

挿I如iあるかとうか柱脚である 実F.S.頓等の人工肝娼システム,ま血敬交接との併用で使

われており.症例を土ねでいるとはいえ今なお実額的治療の投昭にあると言える,

失権肝幻指を用いる場合.マイクロインジェクション等の発生工JF的手法によりブタの

旺御 昌にヒトif伝子を斗入し,育ったトランスジェニック ビッグの肝頴を用いるという

方法が.異肝 移植をも同時に目指した研究として有望と考えられる.巽推肝もしくは肝

gT抱をヒトの治療に用いる際.まず直面する閉講は,いかにして塩ユtt拒絶反応 lHjR)

を抑制するかである HARの発生において主要な役割を果たすのは禰体系の活性化である

が､昨今これを抑制する因子としてd∝ay∝ceL血 喝raaCr. CD59等の頗結合型楕体制御

因子が注目されており､これらの退伝子をブタの旺細胞に導入する研究が世界的に行われ

ているり ~'2'.この際さらに問題となるのは.性細胞に導入されたこれらの遺伝子が成長

したブタにおいて発現するのが.心臓､腎旦臥 肺.皮膚.鳥肉.角膜等であり､現時L5て

肝細胞には発現が得られていないことである.従って,現在のところ.トランスジェニッ

ク･ビッグの研究はなお肝移植と結びついておらIr.通常のブタ肝をヒトに移植する場合

のHARの発生において主要な役割を果たすとされているGda(13阿山を除去する方法に

ついて基礎研究が行われている段狩である.

将来的には.ヒトタンパク産生退転子をブタ旺El胞に導入する等の方針が考えら礼.こ

ういった研究の成功が異種肝移植もしくは異性肝甑胞を用いたハイブリッド型人工肝婦の

後席医軌 こおける普及をもたらすと考えられる.

このように,慈辻伝子導入によるヒト不死化範胞株の樹立または発生工学的手法による

トランスジェニック･ビッグの生産が､今後の人工肝脳研究の.tE..占.となることが予想され

ら.
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表 1 不織布充填型バイオリアクターとホローフ7イバー型バイオリアク

ターの比較

7ンモニア 尿素 7ルプミン

課 , TxT5-,., 警 告 6 Fxq賢 6 詩等Z
moJ/h) mol/h) 9/day)

l.不縫布充填型

バイオリアクター 200

(単離肝細胞)

1 82 142 357

2 不織布充填型

バイオリアクター 200

(スフェロイド)

055 75 138 255

3.ホローフ7イパー 25 0.00Z5 4.25

型バイオリアクター

(スフェロイド:

4 033

酒井ら･1994) 200 0.02 34 32 2.64

4.ホローファイバー 50

型バイオリアクター
(単離肝細胞 :

001 14 061

Nybe｢gら･1993) zoo o.04 56 2.44

注 3及び4の下段は容棟を 200mLに換算した価.



表 2.同種濯流実験におけるブタ肝不全モデルの循環血中データ

LFF (n-4)

vor Oh 4h Sll 1Oh
NH3 77±24 161±14 221±32 307±26 532±16

BA 7±3 73±21 209±26 235±22 451±51
Glu 142±16 285±51 213±33 166±14 45±13

Alb 3.4±0.1 31±02 29±0.1 29±0.1 zl±0.1
PT IOO±0 87±16 64±31 59±26 31±25

420±0.27 4.47±0.45 4.83±015 4.97±0.31 5.20±0.27

ht 425±1.7 43.8±80 48･0±1010 46.3±3.7 350±9.6

カラム群 (n-4)

vor Oh i蓬流直前値 雇流直後値 10h

NH3 93±16 188±38 272±23 265±33 489士50
BA 6±3 58±14 220±44 243±25 590±95

GIu lZS±44 296±60 225±70 148±45 54±13
Alb 3.5±0.5 3.0±0.5 30±05 2.5±08 2.0±0.3

PT IOO±0 91±17 61±19 <30 33±14
K 445±0.19 503±017 5.10±0.41 5.07±091 557±090
H t 44.3±5.9 46.3±Z9 460±2.9 35.3±7.5 345±4.7

バイオリアクター群 (n-4)

vor Oh 潅流直前値 楚流直後価 10h
NH3 85±16 168±30 345±39 255±14t 456±131

BA 6±1 53±4 215±18 180±18' 190±75
GIu 116±26 313±24 231±33 384±76' 194±41
Alb 3.6±03 3.3±0.2 3.3±02 Z4±03 2.2±03
PT IOO±0 94±1 74±17 49±16 52±10

K 453±OA5 4.87±l.05 5.43±0.21 4.40±OZO事 5.33±l.04

批 428±2.1 47.5±3.1 52.7±2.5 43.7±40 39.0±6.0

/くイオ十FK506群 (∩-5)

vor Oh 濯流直前値 溢流直後値 10h
NH3 67±10 143±36 360±69 226±61' 349±57
BA 7±3 110±9 206±35 175±25 153±40

Glu 109±25 421±34 232±37 409±113暮 23Z±37

Alb 3,1±0.2 27士02 2.6±03 2.1±0.2 23±0.3

PT IOO±0 93±5 60±18 51±22 61±17
K 4.43±0.35 463±047 4.98±0.37 440±046 5.77±0.32

枇 378±23 402±5.8 41.5±57 337±47 30.0±ll.8

逢 平均値±標準偏差,*.潅流直後価が麓流直前値に対しp<0.05で治療効果を発揮.NHS.
7ンモ二ア(FLg/dL) BA.総胆汁酸(FLM/L) GIu;血糖(mg/dL) Alb,アルブミン(g/dL)

PT,プロトロンビン時間(%) K,カリウム(mEq/L) Ht.ヘマトクリット(%)
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(C)アルブミン分泌詑

図3不純布充填型バイオリアクターと浮遊培養槽の性能比較
□ :不織布充填型バイオリアクター ●●浮遊培義博
*:不織布充填型バイオリアクターがpく005で有意に高値
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図6 単離肝捌包(コ;Jl=4)及び肝捌包スフエロイド(●:Jl=4)杏
固定化した不確布充填型バイオリアクターの代謝機能

*;p<0･05
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00lU0

つ乙

前傾後値
(b)

図10同捕潅流集魚におけるアンモニア代謝 (a) (blは図日に同じ

･ '..1., '11･.∴

(a)

前悟

(b)

図11同様沌淀美貌における鑑担汁較代謝
(a)陣場項血中の値:I:l∫群●:カラム群 □ :バイオリアクター群 01.FK506群
(b)溝淀血中の値:ll:LF群E3 .バイ*リアクター群 E.FK506節
米:後傾が前場に対しp<0.05で有意 直前 :潅流直前値 直後 :直読直後帽
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