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遊離肝細胞を用いた肝不全への新たな対応
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ISOLATED HEPATOCYTES

Michお MIT0
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複雑多岐にわたる肝臓の機能を代行するには,現 時点では生体肝の有する酵素系に依存せざるをえ

ない。われわれは,肝 臓を細胞単位に分離して, この遊離肝細胞を用いて肝不全を治療する方法の研

究を重ねてきた。劇症肝炎や術後の急性肝不全には, この遊離肝細胞を代謝のリアクターとした体外

代謝補助装置を試作し,in‐vitro実験では代謝機能を,肝不全犬との灌流実験では生存時間の有意な延

長を確認しえた。一方,肝 硬変症のような慢性肝不全には, 自身の分離肝細胞を陣内に自家移植して

増殖した細胞集団に機能を補助させる方法を検討し, ラット,サ ルなどの実験成績をもとに,臨 床ヘ

の応用を試み,現 在経過を観察中である。

索引用語 :遊離肝細胞,急 性 ・慢性肝不全,肝 細胞癖内移植,代 謝補助装置

I. はじむうに

生体内で最も大きな実質臓器である肝臓は,生 命維

持に不可決な物質体謝を担う化学工場であり,複 雑多

岐にわたる機能を有する。したがって,機 能不全に陥

ち入った肝臓を代行するには,人 工的な手段では不可

能であり,現 時点では生体肝を用いる以外に方法がな

い.肝 臓移植のように,肝 臓を全肝として利用するこ

とでは,例 え脳死下の臓器摘出が社会的に是認された

としても,絶対的にドナー肝の数が不足である。また,

急性肝不全のように全身状態が不良でしかも一刻を争

うような場合の肝移植は非現実的であり,何 らかの対

策が必要であろう。

さて,肝臓は本来非常に再生力の旺盛な臓器である。

われわれはこの点に着目し,劇 症肝炎や術後肝不全の

ような急性肝不全の場合には,果 種肝を用いた体外肝

機能補助によって,病 肝が再生するまで肝機能を代行

させ,ま た肝硬変に代表される慢性肝不全では自身の

肝臓の一部をひとたび細胞単位に分離し,正 常な肝細

胞を膵臓に移植して分裂増植させることによる体内肝
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機能補助によって,病 肝の機能を代行させるという,

新しい治療法の開発を検討している。

本文では,現 在までのわれわれの研究成績と今後の

課題について報告する.

II.急性肝不全対策としての

Hybrid Artincial Hver

肝細胞の急激かつ広範な壊死,脱 落による急性肝不

全時に,障 害された肝臓が自らの力で再生するまでの

人工的な手段による機能補助法を,人 工的肝機能補助

artiflcial l市er supportといい,その基本的な概念が確

立されたのは1950年代のことである (表1).大 きく,

非生物学的方法,生 物学的方法,両 者の混合である

hybrid法そしてその他の方法にわけられる。今日,臨

床応用がなされているのは,ポ リアクリロニトリル膜

(PAN膜 )に よる血液透析,活 性炭による血液湛流,

血液,血 奨交換そして,果 種肝体外灌流などである。

本項では, これらの治療成績を劇症肝炎例で概観し,

著者らのlybrid artillcial liverの研究について述べ

る。

1.劇 症肝炎臨床の現況

劇症肝炎の治療成績を比較することは,原 因,治 療

開始時の昏睡の程度,年齢,昏睡にいたるまでの時間,
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表 1 人 工的肝機能補助研究の歩み

1.非 生物学的手法による

1956    Klley

1958   Shechter

1964    Yatzidls

1974    Gazzard

1976    0polon

2.生 物学的手法による

1956    Sorentino

1958   Mikanli&Mit。

1973  Matsumura

1976  Eiseman

1976    Denti

1980  Brlulner

1980   Chang

3. Hybrid Artiacial Liver

1956    Hori

1978   Hagar

1979    MitO

4 。そ の 他

1958    0tto

1958    Lee

1967    Lepore

1980   Lie

Kol“型透析装置で肝性昏睡を治療.

陽イオン交換樹脂でアンモニアを除去.

活性炭吸着療法の開発.

活性炭による劇症肝炎の治療

PAN膜 透析法の開発.

牛肝ホモジネートパックの装置試作.

イヌ肝スライスおよび凍結乾燥顆粒による

装置の試作と臨床応用.

ラット肝細胞利用モジュールの試作.

遊離肝細胞モジュールの試作.

肝酵素モジュールの試作.

肝酵素利用透析装置の試作.

酵素利用人工細胞の研究.

イヌ肝耀流システムにイオン交換樹脂

リアクターを併用.

培養肝細胞利用モジュールの試作.

肝細胞利用代謝補助装置の試作.

摘出肝体外耀流法の開発.

変換輸血を肝性昏睡に応用.

血漿交換療法の開発.

ヒヒ肝体外灌流臨床シリーズ.

表 2 劇 症肝炎の成績

治療法 患者数 意識の改善
(%)

生存率
(%) 報告者(年度)
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血衆交換

60
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肝濯流 Zg狂虫    (1980)

合併症の右無などの要因が予後に大きく影響するの

でめ,簡単なことではない。たとえば原因ひとつをとっ

てみても,本 邦例では9o%以 上がウイルス性であるが

欧米では50%以下であり,予 後は, ウイルス性が極め

て不良であるため,結 果的に本邦例の治療成績が不良

となってしまうといったことがおこる。そこで,可 及

的客観的な評価ができそうな成績を表 2に まとめてみ

た。保存的な治療成績は, 6～ 20%と バラツキがある

が,施 設に注目してみると,イ ギリスのWilliansグ

ループのSilkりは保存的治療成績を15%,そ して同施

設のGimson動はPAN膜 血液透析では29%,活 性炭血

液濯流では20%の 生存率を報告 し,フ ランスの

op010nりは保存療法20%,PAN膜 透析で23%を 報告
している。これら2施設の成績でみると,PAN膜 や活

性炭などの,いわゆる中毒性物質の除去療法のみでは,
生存率を10%程度しか向上できなかったといっても過

言でなく,本 邦例も同様の成績である。血奨交換は,

本邦の中空糸型血奨分離器が秀れていることと,変 換

用の血奨が比較的容易に入手できることもあって,症

成績(分子量)

Hughee

Chang

)1- r

Faguer

I]J E

表 3 811症 肝炎の異常物質
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① 血球成分の吸着

② 低分子・蛋白結合物質は不得手

③ 夢卜選択的吸着

① 新しい材料の開発

ポリウレタン固定粉状炭シート

セルr― ス由来フエル ト炭

② 新しいコーティング法の開発

ヘパ リン親水性ポリマー

シリヨーン

③ 権流方式

分離血壊濯流方式

多種吸着剤濯流方式
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例数は本邦が多 く,その生存率は約30%と なっている。

一方,西 独では,血 液型がヒトに近似 し,か つ入手可

能な点から,ヒ ヒ肝の体外濯流が行なわれている'.24

例 と,例 数は少いが,生 存率33%と ,血 奨変換 と同様

の成績である。これらの成績で注 目されるのは,生 存

率の向上は期待 した程得られなかったが,意 識の改善

率が非常に良好なことである。このことは,肝 性昏睡

の原因として,肝 の体謝障害による何らかの中毒性物

質の蓄積を強 く疑わせる(表3)。 今日なお,物 質の同

定には至っていないが,分 子量の小さなものから,蛋

白に結合している大きなものまで考えられている。こ

のような,血 液中の中毒性物質を除去するという点か

らそれぞれの方法をみてみると (表4, 5),活 性炭,

イオン変換樹脂 (臨床応用はこれから)な どの吸着剤

や PAN膜 透析には除去物質に得手,不 得手があ り分

子量の大きさとい う点では制約のない血奨交換にも,

除去量の点で問題があることがわかる。現在それぞれ

の問題点に対する対策が各種検討されてお り,今 後の

成果を期待したい。.

2.Hybrid Artincial Liverの研究

前項で述べた方法は,肝 臓の機能の うち,解 毒機能

の一部を代行する方法 といってもよかろう。われわれ

は,肝 臓のもうひとつの大きな機能である,物 質代謝

機能の補助をも備えた total support systemの開発が

重要であろうとの見地から,後 者の機能として,生 体

肝素材を用いる方法を検討している。

この代謝補助装置には,緊 急時にいつでも使用でき

操作が容易であること,代 謝補助機能が長時間維持で

きること,デ ィスポーザブルであることなどの条件が

求められる。このようなことから,使 用する生体肝素

イオン変換樹脂

① 血球成分の吸着

② 荷電による吸着能

③ 非蚕白結合物質は不得手

① 新しい材料

非イオン化樹脂 (XAD―レジン)

ポリスチレン系陰イオン樹脂

ポリアミン系陰イオン樹脂

② 新しいヨーティング法

アルブミン

アセチル化キチン

材は,遊 離肝細胞の形で大量に凍結保存しておき,使

用時に解凍して,肝 細胞としての機能を再現させる方

法を採用することにした。

1)肝 細胞の大量採取と保存

本装置には肝細胞を大量に使用することになるの

で, ビーグル犬 (約10kg)の肝臓を用いた。ラットの

ような小動物の肝細胞分離法つでは不十分なので,

EGTAに よるCa十十のキレーティングの併用, コラゲ

ナーゼ酵素液へのCa・十の添加,十分な灌流量の確保な

どの改良が必要であった.こ の方法で約90%の viabiト

ityで全肝細胞の70%以 上(約2× 1010個/匹)の分離が

可能となった。.

凍結保存法は,DMSOを 基本とした凍害防止液25

mlに ,細胞浮遊液25mlを血液冷凍用パッグに注入し,

プログラミング,フリエザーで2～ 4℃/minの冷却速

度で,-80℃まで凍結し,液体窒素槽内で保存するもの

である。解凍は,パ ッグを37℃恒温槽中に浸して急速

に行い,遠心洗浄してDMSOを 除去する。こうして得

遊離肝細胞を用いた肝不全への新たな対応

表 4 吸 着剤の問題点と対策
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表5 透 析 ・濾過と血乗変換法の問題点と対策

① 大量の血舞が必要

② 体内代謝ブールの大

きなアミノ酸, ビリ

ルビンなどは不十分

① 二重濾過方式

② 冷却憶過方式

③ 吸着剤との併用

① 脂溶性,蛋 白結

合物質は不得手

① 透析液の工夫

(シリヨンオイ

ルなど)

② 長時間連続透析

③ 吸着剤との併用
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図 1 試 作代謝補助システムの模式図

肝細他浮遊ガス・バブリング方式

肘綱旭側             動 物側

られた保存肝細胞 のviabilityは約70%で 回収率 は

50%程 度である。

保存肝細胞の代謝維持能を検討 したところ,肝 細胞

内 ATP量 の変化は非保存細胞 とほぼ同程度,14c,

leucineのup_take能は約50%,ア ンモニア代謝能,尿

素窒素合成能,グ ルコース産生能はそれぞれ40～60%

を示 していため,

2)代 謝補助装置の試作と成績

10kg程 度の動物を対象として装置を試作した1の
.シ

ステムの概要は,患 者 となる動物の血液 と肝細胞浮遊

液 とが中空糸分離膜を介して接触 し,物 質交換を行 う

とい う,体 外血液湛流法である。図 1の ように,ふ た

つの方法,す なわちガス ・パブリング方式 と培地灌流

方式を検討した。前者は肝細胞浮遊槽内に中空糸分離

膜を浸し,酸 素化のためにガス ・バブリングを行 うも

ので,後 者はひとたび肝細胞浮遊液から培地のみを抜

きとり, この培地 と血液が別の中空糸モジュールで接

触するもので,酸 素化は培地へのガスの拡散のみとな

る。物質変換は分画分子量10万の膜を介してなされ,

いづれも肝細胞は約40g(全 肝の約20～30%)を 用い,

浮遊培養に類似した方法で維持されている.両 方式の

in‐宙仕oテ ス トによる代謝能は,ア ンモニアの減少,

BUNと グルコースの上昇でみると,バ プリング方式

と培地濯流方式でそれぞれ,155と 21駒g/g o Cel1/h,

13(683)

両循環方式の細胞槽内の変化

培地循環方式

殴
輸
吻
坤
判
７０‐
６０‐

珊
P02

舗
BE

ゴ‖

図 3 Gal肝 不全犬の生存時間の比較

非治療 ‐卜 (44±4時間)

ガス ・パブ リング方式 (80+ t16P*,

0.517と0.567mg/g,cel1/h,3.5と 3.9mg/gocel1/hと

ほぼ同様であった。細胞のviabilityと浮遊液のガス分

析結果をみると(図2),viabilityは,パ ブリング方式

では6時間後には70%以 下となるが,培 地灌流方式で

は10時間後でも80%を 示し,pH,p02,BEは いづれも

良好に維持された。

ガラクトサミンを投与して急性肝不全としたビーグ

ル犬との灌流実験では,非 治療群の生存時間が44±4

時間であるのに対して,治 療群ではそれぞれ,86± 11

時間,76± 13時間と右意に生存時間の延長が認められ

た (図3).

3)今 後の課題

著者らの,hybrid artincial liverの研究の課題とし

ては,① 肝細胞採取法を簡略化し,よ り機能を維持し

た保存法の開発,②代謝補助装置内の肝細胞の機能を,

より長時間維持できる方法の研究,③ 解毒機能と代謝

機能を装備したシステムの検討などがあげられ,現 在

検討中である。

肝細胞浮遊培地濯流法

肝細胞側



表 6 肝 細胞移植の歴史
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著者ら
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Makowkaら

SOmmerら

Makowkasら

III.慢性肝不全対策としての脱内肝細胞移植

肝硬変症あるいは先天性胆道閉塞症などの末期肝疾

患患者への積極的な治療法としては,現 在のところ肝

移植以外に方法はない。肝移植成績は,移 植手技の改

善や秀れた免疫抑制剤の開発などによって, 5年 生存

率は約70%に なっている1の。しかしながら,ドナー肝の

絶対数の不足はいかんともしがたい11),そこで著者ら

は,慢性肝不全患者に対する肝機能補助を目的として,

肝細胞移植による方法の開発を検討している。細胞単

位にして移植することの有利性としては,① 移植手技

が容易,② 自家移植が可能,③ 長期保存が可能,④ 免

疫学的な修飾ができるなどの点があげられる。

さて,肝 細胞移植によって,障 害された,あ るいは

先天的な肝臓の酵素欠損症を治療しようとの試みが始

められたのは,1970年 になってからである(表6).最

初は, ライン化された肝癌細胞が用いられたのである

が121,肝細胞分離技術が進歩するにつれて,成 熟ラッ

ト1いや,イヌ1り,ブタ10などの肝細胞も用いられるよう

になり,対 象疾患も,酵 素欠損の他に,急 性肝不全ヘ

の広用も行われるようになった。本項では,著 者らの

陣内肝細胞移植の基礎と臨床成績について紹介する。

1.陣 内肝細胞移植の基礎実験

ラットを用いて,肝 細胞の移植部位として,皮 下,

腎被膜下,腹腔内,門脈内などいろいろと検討したが,

陣内が最も良好であることが判明した10,

1)牌 内移植法

ラットの場合には,エ ーテル麻酔下に左側腹部の約

1.5cmの 小開腹創より陣臓を引き出し,陣 門部の血流

を一時的にクランプして陣の下極より27番ゲージ針を

用いて,肝 細胞約 5X106個 /匹(約0.2ml)を注入する。

移植細胞数が少なすぎると生着せず,ま た多過ぎると

肝に流出して門脈閉基を起して死亡することがある,

刺入部は糸で結繁し,数 分の後にクランプを解除し,

遊離肝細胞を用いた肝不全への新たな対応

究  内   容

先天性黄疸ラットをラット肝癌細胞の皮下移植で治療

先天性黄疸ラットを成熟ラット肝細胞の問脈内注入で治療

ラツト肝細胞陣内移植に成功

先天性黄痘ラットを成熟ラツト肝細胞の問脈内注入で治療

ガラクトサミン肝不全ラットの治療に成功

イス阻血肝 ・急性肝不全の治療に成功

ブタの肝細胞を用いて治療に成功
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報 告  者

陣を腹腔内にもどし閉腹する。

イヌ,サ ル, プタなどの大動物で自家移植する場合

には,通 常肝の左外側美を部分切除し,複 数のチュー

ブを断端面の血管に挿入する.多 肢チュープ濯流法で

細胞に分離した上,108のオーダーの細胞を移植する。

大動物では,肝 細胞の流出を防ぐために,陣 動脈を結

繁することもある。

2)移 植肝細胞の形態と機能

ラットにおける移植肝細胞の増殖過程をみると,移

植 4～ 6週 までは数の減少をみるが,徐 々に増殖を開

始し, 6カ 月を過ぎると結節状の集団となり, 1年 を

過ぎると肉眼的に確認できるようになる (図4, 5).

光顕,電顕では,細胆管の構築が認められない以外は,

全く正常肝組織像と類似している。PAS,G‐6‐P,ア ル

ブミンなども陽性であり,Horse Radish Peroxidase

の細胞内取り込みと毛細胆管への分泌過程も確認され

ブ【= .

牌内移植肝組織中の各種酵素活性は,ほ ぼ正常肝組

織と同様であるばかりでなく,Eck慶 を作製すると,

COT,CLDH活 性の著増が認められ,低下した宿主肝

の機能を代償していることが推定された。さらに, こ

の移植肝の機能を,宿 主肝の阻血実験により検討した

ところ,移 植肝の存在は著明な生存時間の延長をもた

らした (図6).
一方,イ ヌ,サ ル,ブ タなどの大動物では,移 植肝

細胞の態度はラットの場合と異なり,通 常 6カ 月以上

ではほとんど細胞の確認は困難となり,1年 以上では,

もはや確認は不可能であった。 と ころが,サ ルの 1例

において,移 植 1年後にEck痩 を作製し,3カ 月後に

牌摘してみたところ,結 節状の肝細胞集団が確認され

た(図7)。 これらの成績の違いが,動 物の種差による

陣臓の違いによるものかどうか,現 時点では詳細は明

らかではない。
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図4 陣 内移植肝細胞の増殖過程

1日

索構造,ジヌソイド

形成増殖書明

3)硬 変肝細胞および凍結保存肝細胞の牌内移植

陣内細胞移植の臨床応用では,肝 硬変症が最高の適

応となり, また肝細胞の長期保存も必要となることが

考えられる。そこで,CC14投 与により作製したラット

肝硬変を用いて,分 離および移植実験を行った。硬変

肝細胞分離は正常肝に比べ難しく,移 植細胞数はかな

り少なくなったけれども,移 植一年後には正常な場合

と同程度の増殖を示し,グ ルコースやアルブミン産生

能も維持していた。しかしながら,組織学的にみると,

肝細胞索構造は正常細胞移植時と異なり,twoな いし,

several cells thick plateが混在しかつ, c01lagen線維

の産生が観察されてお り, この線維化が今後の問題点
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図 5 肝 細胞移植27カ月後の眸臓.左 側の自変部が肝

細胞の増殖部.

図 6 ラ ット肝阻血による生存時間は,陣 内移植肝細

胞の存在により延長した。

図7 サ ルの陣内移植肝細胞 (肝細胞移植 1年後に門

脈下大静脈吻合をし, 3カ月後のもの)

のひとつである。

次に,凍 結保存肝細胞の移植実験であるが,DMSO

を用いたわれわれの凍結保存法による移植後の成績で

は,生 着率は正常肝細胞に比べ低下しており,分 裂 。

増殖能も旺盛とはいい難いが,長 期保存後の細胞の移

fillll,1,|ll減 1漁,li l‐i11 11 11 11 1 1 1il:|“||,111,|li1 11

G-1牌 内肝細胞移植十門脈下大諄脈吻合+40%肝 切除
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図 8 長 期凍結保存した肝細胞の陣内移植19カ月目の

光顕像

植19カ月日の状態は,非 保存細胞の 7～ 8カ 月日に相

当することが判明した。形態学的には,細 胞構造は正

常であり,PAS染 色でも陽性を示し,代 謝機能を保持

していることが確認されている (図8).

2.牌 内肝細胞移植臨床の試み

表 7 ヒ ト部分肝よりの肝細胞採取法

肝部分切除.

濯流用カテーテル挿入可能血管にはカテ挿入,

他の部分には,18G注 射針を複数刺入

Ca十freeハンクス液で血液をwash out.

05%ヨ ラゲナーゼ酵素剤による再循環灌流(約30～40分).

ハサ ミによる細切,ガ ーゼによる濾過.

冷ハンクス液による遠沈洗浄(3～ 4回)

表8 新 しい多肢穿刺濯流法による人肝,

肝細胞分離成績一部分肝一

ラットによる基礎実験ならびにサルにおける移植成

績から,臨 床応用への可能性が示されたので, ヒト肝

遊離肝細胞を用いた肝不全への新たな対応 日消外会誌 20巻  3号
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表 9 陣 内肝細胞移植の臨床例

症例 l  N.Y.52y. む

全身俗怠感

S54年頃より易疲労感出現.

S55年～56年にかけて10カ所の病院を受診,入 退院を繰返す`

その際,食 道静脈瘤を指摘される.

S60年 7月精査目的にて当科入院.

所見 :

WBC   3100         GOT

Pt   3.6X104       cPT

T biH    l.lmg/dl     TTT

R―C sign(十)

肝左葉腫大,眸 腫,SOL(― )

食道離断術,肝 細胞移植 (陣動脈より)

切除肝重量 :75g,移植細胞数 :19× 107個

Viabllity:75%

症例 2  Y.S. 55y. む

全身俗怠感

約20年前より肝機能異常を指摘される.

約 1年前某医にて肝硬変と診断される。経過観察中にUS,血 管造影

にて肝癌と確診される.

S61年 5月手術目的にて当科入院.

主な検査所見 :

血 液 :WBC   2900         COT  96K u    Alb      3 7g/di

Pt   27× 104       cPT 50K u   HPT     59%

T bn   2 8mg//dl    TTT 71Mu   ICGR maX 0 36

0P  i右 葉部分切除,肝 細胞移植 (陣実質内に)

切除肝重量 :76g,移 植細胞数 :1.5×108個

Viability:86%

104K.u  Alb    3 8g/d

92K_u    HPT     54%

7_lM.u     10GR~maX 0 69

訴

歴病

主

現

従来の方法
(乱刺十細切十消化)(n‐ 10)

多肢穿刺灌流法  (n=7)
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細胞分離および移植へと研究が進められた。

1)ヒ ト部分肝よりの細胞分離

肝細胞分離の臨床を考えると,動 物実験と異なり,

肝臓は全肝あるいは肝葉の状態で得るわけにはいか

ず,肝 臓のブロックすなわち部分肝の形で切除される

ことになる。したがって,肝 の脈管ヘカテーテルを挿

入した効果的な酵素耀流法を採用することができず,

乱刺十細切+酵 素消化といった,古 典的な方法によら

ざるを得ない。この方法による採取率は極めて不良で

かつ,viabilityも低率であった。そこで,複数のカテー

テルに特別な18Gの 側孔つき注射針をつけ,部 分肝に

6～ 8カ所刺入し,酵 素液濃度をラットの10倍として

循環濯流させるシステムを作り検討した1の(表7).そ

の結果,従来の方法では,viability約40%,1.7× 105個/

g・wet liverの成績であったが,新 しい方法では,via―

bility約72%,1.2X106個 /g o wet liverと極めて良好

な分離成績を得ることができた (表8),

2)臨 床例の試み

前述のように, ヒ ト硬変肝からも移植に必要な細胞

数の採取が可能となった頃,臨 床例を試みる機会に恵

まれた。症例 1は,肝 硬変食道静脈瘤で,食 道離断術

を施行する際に,肝 細胞移植を同時に試みることを依

頼されたものである。肝左葉外側区75gを切除し分離

したところ,viability 75%で約 2× 107個が得られ牌内

に移植した。症例 2は硬変合併肝癌で,肝 臓の部分切

除とともに,左葉外側区76gを切除し,得られたviabil―

ity 86%,1.5×108個を同様に牌内に移植した。いづれ

も移植操作は容易で,特 に合併症もなく経過し,現 在

follow up中である (表9)。

3)今 後の課題

肝細胞移植は,臨 床応用が試みられるまでに進展し

てきたが, より有効な治療手段に発展させるには,解

決すべき課題として①肝硬変細胞を移植することにな

るので,障害の程度と移植の可能性のより詳しい検討,

②移植肝細胞を早く分裂,増 殖させる方法の開発,③

ヒト肝細胞の採取,保 存法の改善,な どがあげられ,

今後の成果が期待される。

IV.お わりに

肝臓を細胞単位に分離して,急 性肝不全に対しては

hybrid artincial l市erの bioreactorとして用い,慢 性

肝不全に対しては陣内移植を行い,そ れぞれ障害肝の

機能をsupporけ る方法について,著 者らの研究成果

を中心に,研究の現況と今後の課題について報告した。

研究に携さわった教室員諸兄に深謝する。
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