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論文内容の要旨

劇症肝炎の生存率は年々向上しつつあるが，現在でも30%程度であり，なお致命的な疾患である。

劇症肝炎の治療は，肝障害により脱落した物質代謝の機能を補助し，肝機能が回復しうる生体内環境へ

正常化を計ることにある。現在臨床において行なわれている非生物学的人工肝臓による治療は，低分子

の有害代謝産物の除去には優れているが，蛋白質などの肝不全時に不足する肝性因子の供給は不可能で

あり，肝臓の複雑な代謝機能を代行するためには生物材料に頼らざるをえないのが現状である。また，

生物材料として，肝切片，全肝などを利用したいわゆる生物学的人工肝臓は目的とする肝性因子の供給

は可能であるが人工肝臓として適用しうる時間が短すぎるといった欠点がある。そこで，非生物学的人

工肝臓と生物学的人工肝臓のそれぞれのメリットを合わせ持ったハイブリッド型人工肝臓の開発が必要

とされるのである。生物材料として肝臓の基本単位である肝実質細胞，特に肝機能を長期間維持しうる

初代培養肝細胞をハイブリッド型人工肝臓に応用することが最も有利であると考えられる。しかし，単

層培養では機械的強度，あるいは，肝機能を代行するために必要な多量の肝細胞を高密度で培養するこ

とが不可能であり，これらの欠点を克服しうる培養法を考える必要があった。これらの条件を満たす培

養方法として，包括固定化した状態で培養する方法に注目し，検討した結果以下の事実を見いだした。

まずはじめに，肝細胞の固定化材料の選択をアンモニア除去能・尿素合成能を指標として検討した。

その結果，コラーゲン，フィプリン，アルギン酸カルシウムが良好な成績を示し，さらに，調製法・取

り扱いの容易さ，および，ゲルの強度等を考慮し，アルギン酸カルシウムを固定化材料として選択した。

アルギ、ン酸カルシウム包括固定化肝細胞はミトコンドリアの機能，薬物代謝系ρ機能 (P -450系の機

能，硫酸抱合能，グルクロン酸抱合能など)を有しており，有害代謝産物を解毒することができると考
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えられる。人工肝臓に必要な機能のひとつに血祭蛋白質の供給能がある。固定化肝細胞は蛋白質を合成

するのみでなく，肝不全時に血中レベ、ルが低下するアルブミン，プロトロンビン，コリンエステラーゼ，

レシチンコレステロールアシルトランスフエラーゼなどの血祭蛋白質の分泌能を有していた。さらに，

生物における肝臓の役割は毒性物質の除去，タンパク質の供給のほかに，中枢神経系をはじめ生体の機

能を維持するのに必要なグルコースを供給することにある。固定化肝細胞は，生体内において主な糖新

生基質である乳酸やアラニン，フルクトースやガラクトースの六炭糖を代謝しグルコースに変換しうる

ことが明らかとなった。

チロシンアミノトランスフエラーゼがデキサメサゾンとジブチリルサイクリック AMP の添加によっ

て誘導されることより，固定化肝細胞がホルモンによる長期的な調節を受けることは明らかである。一

方，固定化肝細胞の糖新生能は各種ホルモンによって調節された。固定化肝細胞に特徴的なことは，エ

ビネフリンによって促進された糖新生がβ- ブロッカーであるフ。ロプラノロールの添加によって，固定

化肝細胞においてはあまり影響を受けなかったことである。アドレナリン作働性ホルモンによる短期作

用は，生体内では α優位であるが，単層培養を行うことによってすみやかに β優位に変換してしまうこ

とが報告されており，固定化肝細胞は単層培養肝細胞では維持できなかった生体内の状態 (α応答能)

を維持していると思われる。肝細胞の持つ多くの機能は，増殖に関連した機能と分化機能とに分けられ

る。そして，これらの機能の発現はそのときの細胞密度によって調節されている。固定化肝細胞も細胞

密度依存性の調節を受け，細胞膜上の調節因子に対する受容機構を有した肝細胞であることから，固定

化肝細胞は生体内でみられるような終末分化状態を維持していると考えられる。

in vitro における D ガラクトサミン障害肝細胞に対する固定化肝細胞の効果を検討した結果，固定

化肝細胞は障害肝細胞の機能を回復させ，さらに，この障害肝細胞に対する回復効果は，アルギン酸カ

ルシウム包括固定化肝細胞による馴化培地によっても再現され，シクロヘキシミド共存下で作成した馴

化培地では再現されなかった。このように，アルギン酸カルシウム包括固定化肝細胞は肝細胞の機能を

促進する因子を合成分泌していることが示唆された。

アルギン酸カルシウム包括固定化肝細胞をハイブリッド型人工肝臓に適用するに際し，できるだけ多

くの細胞をできるだけ小さな容積で培養(高密度培養)する必要がある。ゲ、ル径の縮小と培地の撹祥

(実験においては振塗を行った)を施すことによって固定化肝細胞の高密度固定化による機能低下を抑

制することができた。さらに，実際のハイブリッド型人工肝臓を想定し容積効率の良い代謝装置を作製

した。この代謝回路において，アルギン酸カルシウム包括固定化肝細胞のアンモニア解毒能やプロトロ

ンビン分泌能が維持されていた。

以上まとめると，アルギン酸カルシウム包括固定化肝細胞が解毒能や蛋白質，グルコースの供給能を

長期間維持していること，アルギン酸カルシウム包括固定化肝細胞が終末分化状態だけでなく単層培養

では維持できなかった生体肝の状態をも維持していること，アルギン酸カルシウム包括固定化肝細胞は

障害肝細胞に対しで治癒効果を有していること，そして，包括固定化培養法によれば単層培養法ではな

しえない高密度培養が可能であり，適当な代謝装置内で人工肝臓としての機能を発現しうることが明ら

かになった。これらの結果は，アルギン酸カルシウム包括固定化肝細胞が機能的には人工肝臓に適用可
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能であることを示唆する。

論文の審査結果の要旨

この研究は肝機能をできるだけ長期間安定に維持し得る人工肝臓の作成を目指したものである。その

ために先ず種々の材料による肝細胞の固定化を行い，最も高活性を安定に維持し，機能的強度も強い材

料としてアルギン酸カルシウムを得た。そしてそのアルギン酸カルシウム包括固定化肝細胞が解毒能，

タンパク合成能，糖新能等を有し，ホルモン応答能も III VIVO の状態と同様に保持していることを明ら

かにし，終末分化状態も維持していることを見出した。さらに，これはD ガラクトサミンによって障

害を与えた肝細胞に対する治癒効果を有しており，これを用いた代謝装置によって解毒能及びタンパク

合成能を発揮することができ，人工肝臓として用い得ることが証明された。よって本研究による論文は

博士論文に価すると認められる。
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