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第 4章 ハイフリッド型人工肝臓の開発

4.1 PUF/スフエロイド培養系を利用したハイブリッド型人工肝臓装置の開発の経緯

"第 3章"において、 PUFを細胞の培養担体として使用すると、その孔内において球状細胞集塊、

いわゆるスフエロイドを形成し、壁付着性動物細胞の高密度培養に適していることが示された。ま

たここで形成されたスフエロイドは、細胞活性を高レベルで長期間維持していた。このPUF/スフ エ

ロイド培養系は動物細胞の高密度培養による生理活性有用物質生産のみならず、これまで inりω

培養系における細胞活性発現とその維持が困難であるという理由から開発が遅れていた人工肝臓開

発に対して有効な手法となり得るものと考えられる。肝臓は他の臓器と比べて、非生物学的代替は

不可能であり、本研究で開発したPUF/スフエロイド培養系の有効性が最も発揮できる分野の一つ

である。また、 PUF孔内で自然、形成されたスフエロイドは、その一部分がPUF表面に付着固定化さ

れた状態であり、担体ごと装置内に封入した充填層型の培養装置開発に適していると考えられる 。

本章においては、 PUF/スフエロイド培養系を利用した充填層型の人工肝臓開発を試みた。

4.2節では、静置培養を行っているPUF平板を培養槽内にランダムに充填し、培地流動下でのス

フエロイドの固定化保持率や肝機能発現とその維持について検討を行い、充填層型の装置開発の可

能性について調べた。 4.3節では、平板PUF聞の培地流路の均一化を図り、 PUFの高充填率化を達成

し、ヒト生肝の必要代替容積を試算した。 4.4節では、肝臓の精巧かつ綴密な構造にヒントを得て、

多細管型PUF充填層培養装置を開発し、細胞の高密度化，PUFの高充填率化の達成による、実用化

可能な人工肝臓装置の開発を試みた。

4.2平板PUFランダム充填型人工肝臓の開発

4.2.1本節の目的

本研究で開発したPUF/スフエロイド培養系は、これまで有効とされてきた単層培養系に比べて

細胞活性の発現と安定性および高密度化において、はるかに優れていることが示された。しかしな

がら、これは静置培養系(シャーレスケール)での結果であり、装置化した場合にも同様の結果と

なるのかについて検討を行う必要がある。装置化に伴い、肝細胞/スフ エロイドは培地流動下に置

かれ、細胞が直接努断応力を受けることになる。この ような培養環境の劇的な変化によって、肝細

胞/スフエロイドのPUF孔内での固定化保持率，スフエロイド形態および高い肝機能の発現とその

長期にわたる維持が可能であるのかについて検討を行う必要がある。そこで、本節においてはこれ
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らの項目について調べることで、平板PUF/スフエロイド培養系を充填層型の培養装置作製に応用

できるかについて、検討を行った。

4.2.2実験方法

4.2.2.1装置

Fig.4・1に装置の詳細図を. Fig.4・2にラインの全体図を示した。この装置の特徴は 25X25X 1.5 

mmのシート状のPUF32枚を培養層内にランダムに充填したものであり、培養層内におけるPUF充

填率は 11%である。初代肝細胞のPUF平板への播種方法は"3.3.2.3培養条件および方法"で示した

方法と同様に静置培養系で行った。まず前培養として、 3.3節と同様に静置培養を行い、 PUF孔内に

おいてスフエロイドを形成させた後(培養 4---6日目)に、そのPUF平板を装置内にランダムに充

填した。系内における培地流速は 2.7ml/h，溶存酸素濃度は 3.3ppmに制御し、培地容量はライ

ン内総量 580ml，充填層培養装置内 220mlであった。このラインは培養装置本体，ガス交換器，

新鮮培地供給瓶，廃液回収瓶から成り立っている。培地供給瓶から供給された新鮮培地は 5%C0
2 

・95% air存在下のガス交換器に運ばれ、そこで内径1.5mm ，外径 2.5mm 長さ 15m のシリコ

ンチュープを介してO
2
，CO

2を吸収し装置へと運ばれた。ここで培地はシリコンチュープ内を通

した。装置内において培地成分はPUFに固定化された肝細胞によって消費され、その後培地は廃液

回収瓶に回収された。培地の供給・回収はペリスタリックポンプを用いて行った。また溶存酸素濃

度は装置に設置した溶存酸素電極によって測定した。

4.2.2.2評価方法

培養とともに経時的に廃液回収瓶からサンプリングを行い、培地中のアルプミン波度変化を測定

した。また、各サンプリング時において、前回の総アルプミン量を差し引き、各培養期間における

核数あたりのアルプミン分泌速度を求めた。培養層内の核数評価には、経時的に層内からPUF平板

を2枚ずつ取り出し、"3.3.2.4各種評価方法"で述べた方法で核数計数を行った。

. plate PUF 

25 x 25 x 1.0 mm (32 pieces) 

. Total volurne in culture systern : 580 rnl 

Yolurne in culture bed : 220 rnl 

PUF packing ratio : 11 % 

. Medium flow rate : 2.7 rnl/h 

Dissolved oxygen : 3.2 pprn 

Medium: WE + EGF + Ins. 

Culture bed 

Fig.4-1 Details of PUF / spheroid packed-bed. 
(Bed packed randomly with plate PUF in whose pores spheroids訂 efoロned.)
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1. Culture bed 4. Waste reservoir 7. Electrometer 
2. Gas exchange apparatus S. DO electrometer 8. Recorder 
3. Medium reservoir 6. Roller pump 9. plate PUF 

Fig.4-2 PUF / spheroid packed-bed culture systeln. 
( Plate PUF randomly packed in culture bed. ) 

4.2.3実験結果

( 1 )核数変化

培養層内における肝細胞の核数変化を Fig.4-3に示す。これより、培養とともにPUF単位体積あた

りの核数が激減していたことが示される。またPUF単位体積あたりの核数に比べて層容積あたりの

核数の滅少がより急激であった。これは、充填層内の核数評価のために毎回 2枚ずつPUF平板を抜

き去ったことに起因している。
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(2 )アルプミン分泌能

Fig.4-4に結果を示す。この場合も静置培養系の結果 (Fig.3-19) と同様に、 PUF/スフエロイド

培養系の方が単層培養系に比べて、はるかに高い細胞活性を有していることが明らかとなったo ま

た、静置培養の場合には培地交換問での合成分注、の測定を行っているのに対し、装置培養では毎回

前回の値を差し引くといった操作を行っており、肝細胞が生産するプロテアーゼ等によるアルブミ

ンの失活量を考慮していない。以上の点を踏まえるとPUF充填層培養系の場合、 PUF静置培養系と

同等以上の細胞活性を有していたことが示される。
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4.2.4考察

平板PUFランダム充填型装置においては、培地流路の均一化などを行わなかったにもかかわらず、

少なくとも細胞あたりでシャーレスケールの静置培養の場合と同程度の活性維持が可能であ った。

さらには高い細胞活性の長期維すなわち肝細胞スフエロイドは、培地流動下においてもその形態、

持が可能であることが示された。これらの結果からPUF/スフエロイド培養系を利用した充填層型

培養装置の開発が可能であると考えられる。ただし、シリコンチュープで作製したライン中に気泡

の混入が頻繁に生じ、それが層内に入札 PUF平板を舞い上げることで細胞に努断応力などの余分

な負荷を与えるとともに、 PUF孔内への気泡の混入が大きくなり、肝細胞スフエロイド数が激減し、

細胞の固定化保持率が充填層培養開始時の約50%にまで減少していた。培養装置として改善が必要

な点を以下に示す。

1 .培養層内への気泡混入の防止

2.培養層内での培地流路の均一化

3.培養層内の細胞密度の向上

3項目については、静置培養の結果より、初期付着細胞密度 2.6×106cells/cm3.pUFではス特に、

フエロイド形成が著しく阻害されたことから、次のステップとしては、培養層内のPUF充填率を如

何に向上させるのかが主要課題となる。

4.2.5本節のまとめ

平板PUFランダム充填型培養装置による検討の結果以下の事項が明らかとなり、高細胞密度化と

高機能の長期安定発現が期待されるPUF/スフエロイド培養系を用いた充填層型の装置開発の可能

性が示された。

充填層培養装置内(培地流動条件下)でも、

・スフエロイド形態の保持とその安定した高機能発現の維持

・培養期間を通して、少なくとも 50%程度の肝細胞/スフエロイド固定化保持率の維持
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4.3平板PUF平行充填型人工肝臓の開発

4.3.1本節の目的

， 4.2平板PUFランダム充填型人工肝臓"より、 PUF/スフエロイド培養系を利用した充填層型

の装置開発が可能であることが示された。その際、培地の均一流路設置や、 PUF充填率の向上、さ

らにはライン中への気泡の混入の防止など、改善すべき多くの問題点が示された。そこで本節では

これら問題点を改善した平板PUF平行充填型の人工肝臓装置の開発を行い、その性能について評価

を行った。

本装置は、 PUF平板を Fig.4・5に示すように、 PUF支持体を用いて平行縦型に積層したものであり、

PUF平板間に均ーな培地流路が確保されている。またこのように規則的にPUF平板を配置すること

によって層内におけるPUF充填率を飛躍的に向上することができる。

4.3.2実験方法

4.3.2.1装置

‘一-PlatePUF 

Stainless steeI甲acer

Fig.4-5 Details of plate PUF para1IeI packed bed. 

装置の詳細図およびラインの全体図をそれぞれ Fig.4-6および Fig.4・7に示す。

Medium f10w  

Fig. 4-6 Derails of plare PUF parallel packed-bed. 
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1. Culture bed 4. Waste reservoir 7. Electrometer 
2. Gas exchange apparatus 5. DO electrometer 8. Recorder 
3. Medium reservoir 6. Roller pump 9. plate PUF 

Fig. 4-7 PUF / spheroid packed-bed culture system. 

(Plate PUF pa凶 lelpaced-bed.) 

( 1) Type A刷

本装置は 40X40X 1.5 mmのシート状の平板PUF7枚を平行に積層状態で充填し、 PUF平板間に

おける培地流動の偏流をなくしたものである。培養層内におけるPUF充填率は 19%であり、 PUF平

板間の培地流路幅は 4.9mmである。培養方法は完全国分式で行い、培養培地には前述のホルモン

添加無血清培地を用いた。培地は、 PUF充填層上部から流出させ、出口側での溶存酸素濃度を測定

(溶存酸素(∞)電極:E YELA) した後、ガス交換装置でガス分圧の調節を行った。その後培

地はPUF充填層底部より流入させ、ガラスビーズで均一流れとし、 PUF充填部へと導いたo 系内に

おける培地流速は 8.0~10.0 ml/minであり、溶存酸素濃度は 6.2ppmに制御し、培地容量は系全

体で 2∞ml，装置内では 90mlであった。

(2) Type B刷

本装置は 40X40X 1.5 mmのシート状の平板PUF15枚を平行に積層状態で充填し、 TypeAの

PUF充填率をさらに向上させ、 40%としたものである。平板PUF問の培地流路幅は1.7mmである。

培地の流れは TypeAと同様であった。培養方法は半回分とし、充填層内部及びライン中の培地全

量を毎日交換した。その際、サンプリングおよびPUF平板から漏洩した肝細胞数を測定した。具体

的な培地交換法は、まず培養済み培地を Fig.4・6の培養層(1)底部よりローラーポンプを用いて廃液

回収瓶 (4)へ流入させ、次に培地瓶 (3)内の新鮮培地をローラーポンプを用いて再び培養系内に導

いた。また培養培地としては、前述のホルモン添加無血清培地に 1mM-NH
4
Clまたは3mM-NH

4
Cl

を添加したものを用いた。系内における培地流速は 6~ 10 ml/minであり、溶存酸素濃度は 6.2

ppmに制御し、培地容量は系全体で 150ml 装置内 90mlであった。

(3) Type C 凶

本装置は TypeBのPUF充填率をさらに向上させるため、 PUF支持体を用いずに平板PUFをその

まま縦型に充填したものである。したがって、 PUF問の流路の確保については不明である。 25X25
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X 1.5 mmのPUFを16枚充填 した。PUF充填率は 69%， PUF平板間の培地流路幅は平均 0.65mmで

あった。培養培地は前述のホ ルモン添加無血清培地に lmMの NH4CIを添加した培地を用いて約

24時間毎に培地全量を入れ換えながら培養を行った。装置の構成内容お よびその他の培養条件は

Ty戸 Bと同様とした。系内における培地流速は 6~ 8 ml/minであ り、溶存酸素濃度は 6.2ppmに

制御し、培地容量は系全体で約 70ml，装置内で 22mlであった。

Table4・1Comparison of the culture conditions among plaぬ PUFparallel packed-lx池.

Total volume in cu加児 system[ml] 

Type A 

2∞ 
Type B 

150 

ゆ

一
加

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー白・ーーーートーーーーーーーーーーーーーーーーーー十ーー・・ーーーーーー-・ーーーーーーー←ーーーーーーーーーーーーーーーー一
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Size of c叫旬陀lX'rl凹XDXW] 40X45 X50 40X45X50 25X30X25 

Size of plate PUF [mm] 40X40X 1.5 40 X40 X 1.5 25 X25 X 1.5 

Numbぽ ofPUF plates 7 15 16 
ーーーーーーーーーーーー・ーーーーー・ーーーーーーーーーーーーーーー骨骨ーーーーー←ーーーーーーーーーーーーーーーーーー+ーーーーーーー・・ーーーーーーーーー・ーーーーーーーーーーーーーーーーーー

PUF packing ratio [%] 19 40 69 

Medium flow channel [mm] 

Medium flow ra民 [ml/min]

4.9 1.7 
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Dissolved oxygen∞nc. [ppm] 6.2 6.2 6.2 

4.3ユ2培養条件

滅菌

培養温度

pH 

溶存酸素濃度

:装置全体をオートクレープ滅菌(l.8気圧， 125"C， 15分) した。

:装置全体を37"Cに設定したクロマトチャンバー内に設置した。

:ガス交換器内に 5%C02・95%air (37 "C，水蒸気飽和) を導入し、 NaHC03と

CO
2
ガスとの緩衝作用および HEPESの緩衝作用を併用し、 pH7.2を維持した。

:溶存酸素 (DO)濃度は装置出口直後にDOメーターを設置し、記録計を用いて

モニタリングを行いながら、系内の培地流動を変化させ、至適範囲内に入るよ

うに調整した。

サンプリング : Ty戸 Aではクリーンペンチ内で装置上部をあけ、サンプリングを行った。また

Type B， Type Cについては24時間ごとに培地全量を交換したので、その廃液か

らのサンプリングを行った。また、その際系内からの流出肝細胞数のチ ェック

も併せて行った。

4.3ユ3評価方法

( 1 )細胞数測定法

細胞数および細胞の固定化効率測定のためには、"3.2ユ5 (1)細胞計数法 "と同様に、肝細胞

の核数で評価することにした。 TypeAについては完全回分式で培養したため、充填層培養開始時お

よび終了時での値を補間することにより培養期間中の装置内核数を求めた。 TypeBおよび TypeC

については、毎日系内の培地全量の入れ変えを行ったため、層内から漏洩する細胞数を毎日測定す

ることにより求めた。
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と同様の手法で測定を行った。 TypeBおよび TypeCに

その聞の平均値を合成分泌速度として評

アルプミン合成分法、活性

TypeAについては"4.2.2.2評価方法"

ついては、培地交換問(約24時間)毎にサンプリングし、

(2 ) 

価した。

( 3 )尿素合成(アンモニア代謝)活性

(2)のアルプミン合成分泌活性測定と同様にして行った。 また注意すべき点としては、尿素合成

そこで lまたは 3(アンモニア代謝)には、反応の基質となるアンモニアが必要不可欠である。

ここでmMの NH4Cl添加無血清培地を用いて培養を行い、その活性について評価することとした。

添加アンモニア濃度は以下の様にして算出し、決定した。

-生体内肝細胞の尿素合成速度:3.33μmol-町悶/106cells/句F

-装置内肝細胞数: (6.18 X 10
7
) / (1.45) =4.26 X 10

7 
cells 

-一日あたりの装置内尿素合成量:3.33 X42.6= 142μmol/day 

・一日あたりの装置内アンモニア代謝量:142X2=284μmol/day 

-必要アンモニア濃度:284/150= 1.89 mM 

・静置培養系の結果から、細胞あたりの最大尿素合成速度は 0.479μmol-urea/l0
6
cells/h 

(11.5μmol-山ロ/10
6 
cells/ day) であることが示されており、尿素合成の基質律速となる危

険性があったことから、 50%程度の余裕を持たせて 3mM-NH
4
Cl 添加培地を用いることにし

た。

4.3.3実験結果

4.3.3.1 Type A 凶 (PUF充填率 19%)

( 1 )細胞密度と固定化保持率

結果を Fig.4-8に示す。ここでは充填層培養開始時および終了時において核数計数を行った。約

18日間の充填層培養の結果、細胞密度は 21.6から 14.1[X 10
6 
nuclei/ module]または1.29から 0.84

[X 10
6 
nuclei/ cm

3
-pUF]へと減少した。また、培養開始時に対する培養終了時での肝細胞固定化保

持率は 65%であった。

10 20 

Culture time[day] 

Fig.4-8 Change of cell density in the plate PUF parallel packed-bed (Type A民d)during culωre. 
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( 2 )アルプミン合成分注、活性

結果を Fig.4・9に示す。また図中には、比較として静置培養系での結果も併記した。これより培

養環境の違いにもかかわらず、 PUF/スフエロイド充填層培養系はPUF静置培養系と同等の活性発

現を行っており、さらにこれらPUF/スフエロイド培養系はともに単層培養系に対して良好な活性
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Fig.4-9 Change of cumulative albumin secretion (A) and alburnin secretion ra民 (B)during culture in Type A 

PUF / spheroid packed-bed (0) ，PUF / spheroid stationary culture (・)，and rnonolayer culture (....) . 
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(3 )尿素合成能

結果を Fig.4-10に示す。まず尿素蓄積量についてみてみると、 PUF/スフエロイド培養系におい

モジュールを用いたほうが、静置培養系に比べて高い細胞活性を示すことが明らかとな った。

しかし、静置培養系における単層培養系とPUF/スフエロイド培養系との比較においては単層培養

系の方が優れた細胞活性を有していた。次に尿素合成速度を見てみると、静置培養系においては、

培養初期に単層培養系の方がPUF/スフエロイド培養系の 2倍近い細胞活性を有している こと が示

しかしながら培養 10日目付近で単層培養系の機能低下により、細胞活性レベル逆転が生

じた。以上より活性の長期安定維持といった点において、 PUF/スフエロイド培養系の優位性が示

ては、

された。
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4.3.3.2 Type B lxxl (p日充填率40%)

( 1 )細胞密度と固定化保持率

結果を Fig.4-11に示す。培養32日目における肝細胞/スフエロイドの固定化率は約42%であり、

.""，_ー-ー

培養2週間目での値は約64%であった。
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+ NH4Cl.。加dム:3 mM-NH4Cl ，口:1 mM-NH4Cl . 

(2 )尿素合成能

これより 3mM-NH4Cl添加培地を使用した方が、若干ではあるが、

良好な尿素合成活性を維持していることが示される。また全体的な傾向としては、充填層培開始時

より結果を Fig.4-12に示す。

に活性の最大値を示し、その後培養とともに徐々にその活性を失っているが、培養3週間程度では、

in vivoレベルの活性を維持している。
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アンモニア代謝活性(3 ) 

結果をFig.4-13および Fig.4-14に示す。Fig.4-13より、培養培地中に添加したアンモニア濃度が

速やかに低下していたことが示され、人工肝臓装置が培養期間中を通じてアンモニア代謝解毒に有

その活性は実験毎にレベルのばらつきはあ効であったことが示される。また Fig.4-14の結果より 、

るが、少なくとも 2週間程度は維持されていた。
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Fig.4・13Change of ammonia concentration in the medium during culture of Run 1 (A) and Run 2 (B) in 
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Fig.4-14 Ammonia decreasing rates during culture ofRun 1 (0) 

Culture radium is WE + EGF + Ins. + 1 mM-NH
4
Cl. 
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4 

アルプミン合成分泌活性

これより 3mM-NH4Cl 添加の場合には、充填層培養開始時より速やかに

その活性は低下し、培養 3週間目にはほとんど失っていた。

(4 ) 

結果を Fig.4・15に示す。

1 mM-NH4Cl 添加の場

安定した機能発現を示

これに対して

合には、 NH4Clを添加していない通常の無血清培地 を用いた場合と同様に

している。
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4.3.3.3 Type C凶 (PUF充填率 69%)

( 1 )細胞密度と固定化保持率

リアクター内の核数は培養とともに減少し、培養 15日目には初期の約

この場合の培養層内における最大細胞密度は 0.687X 106 
nucleし/cm3・bedであっ

結果を Fig.4-16に示す。

40%に減少していた。

た。

吋

ー

10ト

ー

10 12 

Cul加児 time[day]
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アンモニア代謝能(2 ) 

培地中のアンモニア濃度は培養 10日固まではFig.4-18に示す。 Fig.4-17より結果を Fig.4・17， 

それ以降は逆に増加した。 Fig.4-18においても、培養初期においては良好なア良好に減少したが、

培養層内における細

胞の尿素合成活性に対し、細胞の代謝老廃物としてのアンモニア生産量が上回ったことが示される。

その値は負となりンモニア代謝活性を有しているものの、培養11日目以降、
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( 3 )尿素合成能

結果を Fig.4-19に示す。培養期間中を通じて培養容積あたり，核数あたりともに良好に機能を維

持していた。特に Fig.4-12に比べて核数あたりの尿素合成速度は低かったが、その維持は良好であ

り、培養期間を通じて invivoレベル近傍の活性を示していた。
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4.3.4考察

4.3.4.1 Type A凶 (PUF充填率 19%)

完全回分式による実験であったため、培養期間中における培養層内の核数を正確に把握できなかっ

た。したがって TypeA凶における実験結果のうち、核数あたりの機能発現量については定量的信

頼性には若干疑問が残るが、本培養系においてもまた、 PUF静置培養および 4.2節のPUFランダム

充填型培養装置同様、良好なアルプミン合成分泌活性を得ることができた。また培養液中に分法、さ

れたアルプミンは、肝細胞が同時に生産するプロテアーゼなどにより失活する。本培養系において

は廃液回収瓶から経時的にサンプリングしており、長い場合で約 7日間も放置された状態にあり、

実際に肝細胞が生産したアルプミンはさらに多いものと考えられる。また TypeA bedの尿素合成能

は、 PUF静置培養系以上であった。この理由として、培地流動により細胞への酸素や栄養素の供給

や細胞周りからの代謝老廃物の速やかな除去、さらには合成された尿素の速やかな除去が考えられ

る。また肝細胞の固定化保持率は65%であり、 4.2節で示したランダム充填型の50.5%よりも高かっ

た。これは、均一培地流路設定と、 空気抜きの設置による層内への気泡混入防止により、細胞への

負荷が軽減されたためである。

4.3.4.2 Type B 凶 (PUF充填率40%)

( 1 )肝細胞の固定化保持率

TypeB凶の結果は、"4.3.3 Type A刷 (p旧充填率 19%) "の場合と同様である。培養層内に

おける流路幅の減少によるPUF平板間の流路内線流速の増加は、今回の系においては細胞の固定化

にほとんど影響がなかったことが示される。これは、 PUF自体が多孔質構造であり、肝細胞/スフエ

ロイドは、その孔内に保持された状態にあったため、本実験のような操作範囲においては、培地の

線流速に伴って増加する勢断応力からの直接の影響を避けることができたためと考えられる。

( 2 )尿素合成能

添加したNH4CI濃度によって肝細胞の尿素合成速度が変化することが示されたが、これは NH
4
CI

中のアンモニウムイオンが、合成される尿素の基質となっているためである。また興味深いことに、

培養初期において両実験系ともに invivoレベルをはるかに上回る高機能発現が観察された。この

原因については不明であるが、現在のところ以下のように考えられる。

. Fig.3・11に示すように、肝細胞の尿素合成速度はその細胞周囲に存在する尿素濃度によって影

響を受けていると考えられる。健常人の血中尿素濃度は約 4.6mM切)であり、今回使用した系

では Q---1.1mMの濃度であったことを考え合わせると、 invivoを超える値が得られたことも、

肝細胞/スフエロイドが invitroにおいて肝機能を十分に保持し、発現していると考えれば

当然の結果であったと言える。

・元来肝臓はその 3/4を切除しでも旺盛な肝再生が起こり、生存が可能なだけではなく、数ヶ

月で元の大きさにまで回復する。よって invivoにおける肝細胞はその有する機能を全て発揮

しているわけではなく、機能発現総量を invivoの細胞数全量で割ってしまうと、かなり過イ

評価していることになる。

以上のことから、本研究で得られた結果は、妥当であると考える。
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(3 )アンモニア代謝活性

アンモニア代謝活性については、先の尿素合成活性に比べてその維持が困難であり、維持期間が

短い。培地中アンモニア濃度変化は、装置内肝細胞が代謝老廃物として生じるアンモニア量と尿素

への変化により代謝されるアンモニア量との収支の結果であり、細胞活性そのものを示しているも

のではない。しかしながら、ここで目的としているのは、人工的肝機能の代替がどれだけ可能であ

るかであり、ハイプリッド型の装置開発を行う以上、差し引きのアンモニア除去能力が重要となる。

ただし、この場合においても、培養2週間程度は培地中アンモニア濃度が良好に滅少していたこと

から、本装置の有用性が実証されたと考えられる。

(4 )アルプミン合成分泌活性

本研究で得られた結果から、明らかに 3mM-NH4Cl 存在下で培養を行った場合には、そのアン

モニアの細胞毒性のために、肝細胞/スフエロイドが大きく障害を受けることが示された。これま

での静置培養での結果は、全て通常無血清培地で培養し、尿素合成活性測定時のみ NH
4
CI添加培地

へと置換していたことから、このような結果とはならなかったと思われる。また、この培養後半に

おいて、系内から漏出してくる細胞はスフエロイド状態が崩れたものが多くなっており、培養終了

時には、かなりのスフエロイドが崩壊していた。これらより、一般に尿素合成活性を測定するため

に5mM程度のアンモニア添加培地を用いる場合もあるが、細胞を長期間培養する環境としては、

1 mM-NH4CI以下の培地を使用すべきであることが示される。また 3mM-NH
4
CI 添加系は、健常人

の肝臓の尿素合成活性から算出したものであるが、劇症肝炎患者血中アンモニア濃度においては通

常0.5mM以下 (0.05~0.5 mM) 兜)であることからも、装置性能の評価のためには高くとも l

mM-NH4Cl 添加培地にとどめるべきである。

4.3.4.3 Type C lx'rl (p旧充填率69%)

尿素合成活性は良好に維持されていたが、細胞の固定化率やアンモニア代謝活性の維持はあまり

良くなかった。これは、 PUF支持体の撤去による均一な培地流路の崩壊により、培養層内において

偏流が生じ、さらに細胞の高密度化により、酸素や他の栄養素の供給、さらには細胞の代謝老廃物

の除去が悪化し、細胞活性が低下したためである。このことは、 Fig.4-19における尿素合成活性が

低かったことからも容易に推測できる。以上より、平板PUF平行充填型培養装置においては、これ

以上のPUFの高充填率化は不適当であると考えられる。

4.3.5本節のまとめ

4.3.5.1 PUF充填率および細胞の高密度化

培養初期に急激な核数の減少が生じた。これはPUFプレートを PUF支持体内へ挿入する再播種時

に主因がある。この操作はPUFの支持体を培養系外に取り出し、そこにPUF平板を 1枚ずつ挿入す

るが、この過程に 5~ 10分程度の時間が必要で、その間PUF平板は外気にさらされ、一部の細胞の

表面が乾燥してしまうことと、操作の際ピンセットではさんだり、ヲ|っ張ったりすることで、 PUF

に対して過大な応力をかけることになり、その結果細胞がダメージを受けたり、スフエロイドの固

定化部位がはずれるためである。
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4.3.5.2細胞機能発現

Fig.4・10より培養初期において単層培養系が、静置状態のPUF/スフエロイド培養系の 2倍程度

高い尿素合成活性を示している。Fig.3・9に示したように、尿素合成速度はその細胞周りの尿素濃度

により制限されていることがわかっており、 PUF/スフエロイド培養系はその細孔構造のため、単

層培養系に比べて物質移動が悪いと考えられる。すなわち、 PUF孔内(細胞周囲)の尿素濃度の局

所的増加により、そのような結果となったことが考えられる。また Fig.4-10に示す TypeAの結果

について、静置培養系での結果との比較を行うと、 P凹/スフエロイド培養系同士の場合には、モ

ジュール内の細胞活性の方がはるかに高くなっている。これは、モジュール内における培地流動の

結果、物質交換が促進され、細胞周りの局所的尿素濃度の上昇が回避されたことに起因するものと

考えられる。またその時の尿素合成活性は、培養初期の静置の単層培養系での値とほぼ一致してい

たことからも、 Fig.4-10で得られた結果(尿素合成活性:静置のPUF/スフエロイド培養系<単層

培養系)は、物質交換の問題に起因していたと結論付けられる。

4.3.5.3人工肝臓としての必要代替容積

ヒト肝臓全量を基準とし、細胞量あたり、およ び尿素合成量あたりの必要代替容積について

Table 4-2および Table4-3 にまとめた。人工肝臓装置内における細胞活性は生体内のそれと比べて

高い場合で約 3倍もの値を示したが、モジュール容積あたりの細胞密度が生体肝の値を 2---3桁下

回っていた。したがってヒトの肝機能あるいは肝細胞数の全量を代替するためには、数百リットル

オーダーの装置容積になる。手軽にベッドサイドで使用するためには数リットル程度、もしくは大

きくても高々数十リットルの装置にまでコンパクト化する必要がある。しかしながら、 4.2.4および

4.3.4.3で述べたように平板PUFの使用ではこれ以上の細胞の高密度およびPUFの高充填率化は不可

能である。今後なんらかの技術革新により、まだ改良の余地がある細胞の高密度化を成功させ、 実

用化可能な性能を持つ人工肝臓装置の開発が必要である。

Table 4・2Comparison of volumes and cell densities among human liver and the hybrid artificialliver 

support systems of various PUF packed-bed culture systems. 

Pla民 PUF
Plate PUF para11el packed-beds 

Human liver 
randomly packed-bed TypeA TypeB TypeC 

Organ volume [cm3] 14∞ 180 90 90 22 

PUF packing r泣io[%] 一 11 19 40 69 

Total cell number [cells] 3 X 1011 1.1 X 107 2.2X 107 4.3 X 107 2.1X107 

Cell density 
--._--------.----._--_..・ -----------------・・・・・--------_._--------ー-・・・・・・b ・・・・・・・・---------・・・・・・・・・・・ a・.-------------_.・・・・・・・・・・・・・・・・・

[cells/ cm3-pUF] 一 5.6Xlo5 1.3 X 106 1.2 X 106 1.4 X 106 

--・・...-_.....圃.-._------_.・・固咽.--ー・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・---咽.圃.-ーーーーーーーーーーーーー・・ーーーーーーー -・・・・ー唱圃..._...・・・------------司・ --....司画・・・ ・・・・ 唱........司----------_.圃

[cells/ cm3 -organ] 2.1 X 108 6.1 X l(f 2.4 X 105 4.7X 105 9.4 X 105 

Substitute 
ofrrogm 

却1volume 
calculated from the cell 1.4 4909 1227 628 314 
deisity [L] 
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Table 4-3 Comparison of urea synthesis activitiesぉ oneof the perform加 ceamong hurnan liver 

and the hybrid artificial liver釦pportsys也msof various PUF packed-beds. 

Plate PUF 
Plate PUF parallel packed-beds 

Human liver 
randomly packed-bed TypeA Type B TypeC 

Organ volume [cm3] 14∞ 180 90 90 22 

PUF packing r剖io[%] 一 11 19 40 69 

Cell density 
-----------------------_.・・・・・・ --------------ー・・・・ーーーーーーーー，ー・・・・・・ーーーーーー ー・・ーーーーーーーーーーー・ ーー'ーーー・・・・・ーーーーーr--・・・・・・・・・・・・吋

[cells/ cm3-pU町 一 5.6X 105 1.3 x 1が 1.2X 106 1.4X 106 

-聞 ----------------------_.固・・・・・・ ------------------------------------------------------------・・ ・P司陶酔-- --------------
[cells/ cm3-organ] 2.1 X 108 6.1 X 104 2.4 X 105 4.7 X 105 9.4X 105 

Urea synthesis rate 

._----------_._-----_.圃-----
------.-----------------------------. ----------------------------------司・・・・・・・・・・・・・ 4圃

[μmol/l06 cells/ day] 2.78 一 一 8.48 2.88 
--圃固._------------------_.・・圃.-- ーーーーーーー圃ーーーー・ー ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー ーー・・ーーーーー・・ーーーー， 回ーーーーーーーーーーーーー ーーーーーーーー・・ーーーー-

[mmol/ organ/ day] 833 一 一 0.33 0.048 

Substitute ofrrogm 加 uVrOelum 
calculated from urea 1.4 一 一 227 382 
synthesis rate [L] 

4.3.5.4総括

平板PUF平行充填型培養装置の開発により得られた研究成果を以下にまとめる。

-均一培地流路確保により PUFの高充填化が達成でき、肝細胞/スフエロイドの固定化保持

率も向上した。

-静置培養系、さらには invivoレベルを上回る高機能発現を示し、かっその維持も比較的

良好であった。

・ヒトの肝臓全量を代替するには 2∞~3∞リットルもの装置容量が必要である。

-細胞の高密度化には限界があり、またPUFの剛性の問題からスケールアップは困難である。
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4.4多細管PUF充填層型人工肝臓の開発

4.4.1はじめに
fJl) 

生体肝は Fig.4-20 に見られるように"究極のバイオリアクター"とも呼ばれるべき精巧かっ

綴密な構造を有している。このため 2.14×108cells/cm3.organもの高細胞密度が達成されるととも

に、全ての肝細胞の生存環境が維持されている。そこで、この生体肝の構造的特徴のポイントをつ

かみ、それを基にした装置開発を行う。その生体肝の特徴は Fig.4-21に示されるように、細胞層を

血管が挟み込んだ基本構造の繰り返しであり、均一流路を設定した充填層型培養装置の開発により、

実用可能なハイプリッド型人工肝臓装置の開発が期待される。

Cen町alvein 

Fat storing cell一一一一

Hepatic cell --: 

Fig.4・20Structure of the hepatic lobule 97) . 

Fig.4-21 Sandwitch structure formed by hepatocytes， sinusoid and extracel1ular rna汀ix.
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4.3節において平板PUF充填層型人工肝臓では細胞あたりの肝機能発現量は生体肝と同程度もしく

はそれ以上であり、良好な結果が得られた。しかし、装置容積あたりの細胞密度が低かったことか

らヒトへの適用を考えた場合、数百リットルもの大容量となってしまうことが予測される。したがっ

ていつでもどこでも使えるベッドサイドタイプの人工肝臓とはなりえない。そこで本筋ではこれま

での培養装置開発における装置工学的経験を活かし、これら問題点を克服できる装置開発を行い、

PUF/スフエロイド培養系を利用したハイブリッド型人工肝臓のベッドサイドでの使用を可能とす

ることを目的として検討を行った。

ここで、装置単位体積あたりの高密度化を図るうえで重要な点として、

1)細胞への努断応力の負荷をいかに避けるか、

2)細胞周りの微小環境を良好にし、いかに物質移動を効率よく行わせるか、

3)培養層内の担体の充填率をいかに上げるか、

4)スケールアップが容易か

が挙げられる o 4.3節で培地流れに対してPUF平板を平行に配置することで、上記項目の1)と 2)を

解決したが、 3)の充填率、 4)のスケールアップの問題点をクリアーできなかった。そこで、これら

の項目を解決するために、プロック状のPUFに培地を流す細管を多数開けた形状の担体を用いた、

多細管型PUF充填層培養装置 (Multi capillary P凹:MC-PUFpacked-凶 culturcsystem)の開発を試み、

高密度培養および物質生産の面から検討した。また、同時にスケールアップの可能性についても考

察した。

ここで開発したMC-PUF型充填層培養装置は、 4.2および4.3節で示した平板PUF充填型の培養装

置とは本質的に異なり、以下の特徴を有するものと考えられる。

・培養装置内への直接播種により、強制的に高細胞密度状態を作り出せる。

・装置内においてスフエロイド形成を行わせるため、煩雑で手間のかかる前培養としての静

置培養が不要となる。また播種直後から培地流動下におかれるため、さらに高細胞密度状

態でのスフエロイド形成への期待が持てる。

・装置幾何形状が非常に単純であり、かつPUF形状も平板状からプロック状へと変わるため、

スケールアップが容易である。

4.4.2実験方法

4.4ユ1装置

Fig.4・22に示すような多細管型PUF(MC-PUF)を用いた充填層培養装置を開発した。これは、

ドリルを用いて円柱状のPUFに培地が流れる細管を三角配置状に多数開けた構造になっている。こ

のMC-PUFには、次のメリットが考えられる。

1.高い充填率を達成できる (70%以上)。

2.均一な培地流路を確保できる。

3.幾何形状が単純であることから、雑菌汚染しにくく、取り扱いやスケールアップが容易で

ある。

MC-PUF充填層培養装置を Fig.4-23に示した。ラインの全体図は Fig.4-24に示したとおりであり、

その基本構造は 4.3節の Fig.4・7の平板PUF平行充填型培養装置と同じで、 MC-PUF充填層とガス交

換装置聞を培地循環させる方式である。装置はMC-PUF充填層、ガス交換装置、流量計、∞電極か

ら構成されている。培地の循環ラインには、シリコンチュープを使用した。
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Fig・4-22Details of Multi-Capillary PUF (MC-PUF) block 

and immobilization of spheroids in PUF pores. 
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Pitch : 3.0 mm 

MC-PUF module Medium flow PUF packing ratio : 79 % 

Fig.4-23 Dimensions of Multi-Capillary PUF加 dirs build-in to a module. 

2 3 

1. MC-PUF modul巴

2. Gぉ exchangeappararus 
3. Medium reservoir 

4. Waste reservoir 
5. DO electrometer 
6. RoUer pump 

7. Electrometer 
8. R民 order
9. MC-PUF 

10. Float meter 

Fig. 4-24 Multi Capil1ary (MC) PUF packed-bed culture system. 
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また培養期間中の培地交換は毎日行い、装置内の培地全てを入れ替えた。具体的には， MC-PUF 

モジュール (Fig.4・24(1))内に空気を混入させないようにするため，まずモジュールの入口・出口

をクリップで止め，モジュール部分以外の培地を全て廃液回収ピン (Fig.4・24(4))へ導いた。次に

培地供給ピン (Fig.4-24(3))から新鮮培地をポンプを用いて供給し，ラインを満たした。モジュー

ルの入口・出口のクリップをはずし，さらに新鮮培地の供給を続けると同時に廃液回収ピンへの回

収を行うことによって、モジュール内に残存していた培地を洗い流した。最後に新鮮培地供給ピン

および廃液回収ピンへのラインを閉じ，培養ラインの循環を開始した。培地液量は系全体で 3 0 ~

40 ml，流量は 3~ 6ml/min，モジュール出口側溶存酸素濃度は 6.3ppm前後であった。

サンプリング，核数計数法およびその他の培養条件は"5.2.2.1"で示した平板PUF平行充填型人

工肝臓の TypeB bed， Type C 凶の場合と全く同様である。

4.4ユ2播種方法の開発

( 1 )遠心法による播種手順

(1)肝細胞調整

(2) 細胞懸濁液の密度を 0.3~3.0X 10
7 
cel1s/ml (総細胞数)に調整し、 5mlのシリンジを用いて

液量約 4mlをMC-PUFカラムに流速約 1ml/minで注入した。

(3) MC-PUFカラムを遠心分離機にかけた。 Fig.4-25に示すように、 MC-PUFモジュールを 1200

ずつ回転させることにより、 3方向にそれぞれ2分間違心をかけた。

(4)各カラムを、流速約 6ml/min で 3~5 分間流路内の細胞が流れ出るまで洗い流した。

(5)装置への接続および培養開始

|Inoω…示nethodI I Centrifugation市山両1

~ 1)] ーー争
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Fig.4-25 Locally unifonn inoculation of hepatocytes by centrifugal method. 

(2 )細胞密度および播種効率の測定法

(1) Fig.4-26に見られるように、 MC-PUFを入り口から約 0.3，1.5， 2.7 cmの部分を各々約 2mm

幅に輪切りにした。このとき、 PUFが潰れないように注意する。

(2)これにクリスタルバイオレット液を加えて 37"cにて 4~6 時間インキユベートし、核数計数

を行った。

(3)上記(1)で残ったPUFを用いて、倒立型位相差顕微鏡による写真撮影を行った。
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Fig. 4-26 Sampling parts cutting out of a MC-PUF block. 

4.4.2.3培養条件および評価方法

( 1 )培地流動用細管径および細管問ピッチの影響

Table 4-4にピッチの影響を調べるために用いた、各種実験条件を示した。細管径はl.5mm ，細

管間ピッチは 3.0mmまたは 4.5mmとした。ピッチ 3.0mmでは細管数 14本，充填率 79%，培

地循環流量 6.0ml/minであり、ピッチ 4.5mmでは細管数 7本，充填率 89%，培地循環流量 3.0

ml/minであった。細管内の培地線速は、いずれの場合にも 4.04mm/secであった。

培養培地としては、培養 3日目まではWE培地を基礎培地とし、インスリン， EGFを添加した無

血清培地で培養した。培養 4日目からは、肝特異的解毒機能であるアンモニア代謝能，尿素合成能

を評価するために、無血清培地 (HDM; WE + EGF + lns.) に lmMの NH4Clを添加した培地を用

いて培養した。培地の交換は約 24時間毎に培地全量を入れ換えることで行った。

Table 4-4 Operational and geometrical conditions for the determination of 
pitch dimension between the capil1aries for opiumal culture of hepatocytes. 

Pich between出ecapil凶 ies[mm] 3.0 

Size of MC-P凹 block(Diameter>くHeight)[mm] 12X30 

3 
Volume in出emωule[cm-] 3.39 

Capi11ary diame町 [mm] 1.5 

Number of capillaries 14 

PUF packing ratio [%1 79 

lmmobilized cell density [X 106αlls/cm3.pUF] 6.60 

Volume of culture medium [ ml ] 30~40 

Medium flow ra民 [ml/min] 6.0 

Av白agevel∞ity in ωpillary [mm/ sec] 4.04 

4.5 

12X30 

3.39 

l.5 

7 

89 

9.51 

30~40 

3.0 

4.04 

Culture medium HDM + NH4CI HDM + NH4CI 

Intervals of medium exchange [hour] 24 24 

Dissolved oxygen concentration (00) [ppm] 6.3 6.3 
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( 2 )装置内細胞密度の最適化

細管径は1.5mm，細管関ピッチは 3.0mmとした。この時の細管数は 14本で、 PUF充填率は 79

%， PUFの総体積は 3.39cm
3
であった。

Table 4・5に細胞密度の影響を調べる ために用いた多細管型PUFと培養条件を示した。培地循環流

量は、 4.0ml/minとした。播種細胞密度は 30，20，lO，3.0[X106ωl1s/ml]とした。掲種方法は

遠心法を用い、 1∞xgの遠心加速度を 4方向にそれぞれ 2分間かけることで行った。

培養培地は" (1)培地流動用細管径および細管間ピッチの影響"で述べた方法と同様の方法で

交換した。

Table 4-5 Culture conditions for finding an optimal cell density for maximum hepatic activity. 

lnoculum cell density [X 107αlls/mI] 3.0 2.0 1.0 0.3 

Size of MC-PUF bI∞k 12X30 12X30 12X30 12X30 

(Diameter X Height) [mm] 

3 
Volume of mωule [αn-] 3.39 3.39 3.39 3.39 

Capillary diameter [mm] 1.5 1.5 1.5 1.5 

Number of capillaries 14 14 14 14 

PUF packing ratio [%] 79 79 79 79 

Pi tch between出ecapi1l訂ies[mm] 3.0 3.0 3.0 3.0 

Volume of culture medium [mI ] 30~40 30~40 30~40 30~40 

Medium flow ra包 [ml/min] 6.0 6.0 6.0 6.0 

AvぽageveI∞ity in capillary [mm/蹴] 4.04 4.04 4.04 4.04 

CuIture medium HDM + NH4Cl HDM + NH4CI HDM + NH4Cl HDM + NH4CI 

h民rva1sof medium exchange [hour] 24 24 24 24 

Dissolved oxygen∞nc. (∞) [ppm] 6.3 6.3 6.3 6.3 

( 3 )培養条件

MC-PUFへの播種終了後ただちに無菌的に装置内に組み込み、 37
0

Cのインキュー ベー ター内に装

置全体を設置した。充填層内の培地量は約 20mlであった。静置培養と同様約4時間後に培地交換

を行った。培地交換はペリスタリックポンプによって一日に約 21mIの新鮮培地供給、消費培地の

回収をすることによって行った。

(4 )血祭培地への置き換え

血援による培養を行う場合、無血清培地から直接血築培地に置き換えを行うと血栓が形成される

可能性が高い。そこでMC-P田充填層においては血築へ置き換える前にあらか じめ Table4-6に示す

H加 ks(Ca 2 + -free)液を装置内に流しておき 、その後にラット血祭へ置き換えた。
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Table 4-6 Components of Hanks buffer solution (Ca2+-free) . 

Fi叫 concentration[g/l] Component 

0.0476 

0.049 

0.06 

0.048 

8 

0.4 

0.14 

NaCl 

KCl 

CaC12 
MgS04 

M~ 
胞もP04

NaHPO ・12H，.，O3 ~.L..u 2 

NaHC03 0.35 

glu∞se 

phenol red o.∞6 

4.4.3実験結果

4.4.3.1播種方法(遠心法)の開発

ヒト株化肝細胞 (PLC/PRF/5) を用いた遠心法によるPUF内の細胞分布および播種効率の評価

PLC/PRF/5細胞を用いた結果、 Fig.4・27に示したように遠心加速度の増加に伴い付着細胞密度は

ほぼ直線的に増加した。 MC-PUFに対して重力沈降作用のみによる細胞の播種を行うと、播種効率

、、E
』，J

可
'
A

，，st
、、

約 10~20 %であったが、最大で 90%近い値が達成で きた。

12 

6 

4 

2 

注、r"'10 
cιJ 
4jι 

"H 8 
~'" o:::<i v) 

.-司

王8
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Eニ

8 

1∞ 200 
Centrifugal acceleration [x g] 

Fig.4-27 Effect of centrifugal acceleration on immobilized cell density in 
the 印刷ce(・)加dexit (企)of悦 MC-P凹 module.

ラット初代肝実質細胞を用いた遠心法による生存率の評価

Fig.4・28は、遠心前後の生存率の変化と、遠心加速度による付着効率の変化についてラット初代

(2 ) 

これより 500xgの遠心加速度においても生存率の低下肝細胞を用いた結果を示したものである。

しかし、 3∞xgの遠心加速度以上においては、細胞のカラム壁への偏りが顕著は見られなかった。

以後の実験においては 2∞xgの遠心加速度を用いることに決定した。また 2∞
xgの遠心加速度での細胞の付着効率は約90%であった。

に見られたため、
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Fig.4-28 Effect of centrifugal acceleration on viability and 
immobilized ratio of hepatocytes in the PUF pores. 

4.4.3.2培地流動用細管径および細管問ピッチの影響

( 1 )細胞形態

平板PUFを用いた静置培養においては、高細胞密度になるほどスフエロイドが形成されにくく、

スフエロイドが形成される限界の細胞密度は 2×106cells/cm3.pUF程度であった。しかしながら

Photo 4・1および Photo4-2 (p.73) に見られるように、多細管型PUFを用いた実験においては、平板

A 

C 

B 

D 

Photo 4・1Effect of initial cell density on spheroid fonnation in plate PUF stationary culture. 

' “  ・ -

10 initial cel1 density， A : 0.2 ， B : 0.6 ， C : 1.8 ， D : 2.6 [X 106 cells/ cm3♂UF]. Bar indicates 5∞μm. 
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4.5 PUFの限界細胞密度の 3--4倍の密度である 6--8 X 10
6 
cells/ cm

3
_pUFでもピッチ 3.0mm，

mmともにスフエロイドが形成された。

(2 )細胞密度と固定化率

Fig.4-29にモジュールあたりの細胞数および単位体積PUFあたりの細胞数の経時変化を示した。

これを培これらの値は初期細胞数と培養終了時の細胞数を培養日数で線形補間したものであるが、

養日数ではなく培地交換時にこぼれた細胞数で補間しても線形補間とほとんど差はなかった。また、
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ピッチ 3.0mm ， 4.5 mmにおいて細胞固定保持率は、約50%であった。

B A 

℃
 。

もO
 

M
〉o

 

m〉
℃
 

れ
〉

℃
 

mv 

12 10 2 
。。

(ム) • 

アンモニア代謝能

Fig.4-30より、培養初期においては高い機能を示すが、培養とともにその機能が低下している。

ピッチ 3.0mm， 4.5 mmを比較してみるとピッチ 3.0mmの方が高い値を示している。

mmピッチの場合には、培養 9目において負の値を示し、肝細胞自身が出す代謝老廃物としてのア

また 4.5

(3 ) 

ンモニア量が、その処理速度を上回っていることを示していた。
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(4 )尿素合成能

Fig.4・31より、装置容積あたりの機能発現量は培養とともに徐々に低下したが、細胞あたりの活

性は培養期間中を通じて良好に維持されている。またピッチの違いによる尿素合成活性の違いは有

意な差 はなく、 全体的傾向 として、装置容積あたりの活性は 3.0mm，細胞あたりの活性は 4.5

mmピッチの場合が若干ではあるが良好な結果を示していた。
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Fig.4・31Change of u陀asynthesis rates represented by "per volume of module" in A and 

by "per volume of PUF" in B during culture for capill町 pitchof 4.5 mm (0)制 3.0mm
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5 

アルプミン分泌能( 5 ) 

このFig.4-32より 3.0mmの方が 4.5mmピッチよりも 高い細胞活性を示すことがわかる。 また

傾向は装置容積あたりまたは細胞数あたりでも同様であった。培養 4日目に細胞活性のピークを 示

これはスフ エロイド形成による機Fig.3-17 ， Fig.4・9で示された結果と 一致している。

能発現の向上の結果だと考えられる。
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4.4.3.3装置内細胞密度の最適化

( 1 )細胞形態

Photo 4・2に培養10日目の細胞形態について示す。これより細胞密度の増加と ともにスフエロイド

形成は阻害される傾向にあることがわかる。しかし、静置培養の約 10倍の値である 143×106cells

/cm
3 
-PUFの高密度培養状態においてもスフエロイドの形成が確認された。一方、 183×106cells

/cm
3 
-PUFではスフエロイド形成は確認できなかった。

A B 

C D 

Photo 4-2 Appearance of rat hepat∞ytes in MC-PUF at 10th dそyculture under sever品 initial cell densi ties of 

A (pla也 PUF)l.8 ， B : 2.0 ， C : 7.9 ，D : 14.3 [X 100 cells/ cm-'-pUF]. Bar indicates 5∞μm. 

( 2 )細胞密度と固定化

Fig.4-33に臓器あたりの細胞数， PUF単位体積あたりの細胞数の経時変化を示した。これらの値

は初期付着細胞数と培養終了時の細胞数を培養日数で線形補間したものであるが、これを培地交換

時にこぼれた細胞数で補間しでも線形補間とほとんど差はなかった。

播種細胞密度が高いほど付着細胞密度も高く、播種効率は40~ 50%で平加国の場合と比べて

若干増加するに留まった。この理由としては、細胞懸濁液を注入する際に充填層容積よりも過剰な

液量を注入し、その値を使って求めたからである。また、注入口の細胞密度は出口部分の約 2倍の

値であった。

細胞の固定化という観点から見ると、細胞固定化保持率は 20~60% であり、細胞密度が向上す

るにしたがって保持率は高かった。これはスフエロイド形成率と逆の傾向である。
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Fig.4-34に見られるように、装置容積あたりのアンモニア代謝活性は、培養初期に高い値を示す

どの細胞密度の場合にも培養とともにその機能は低下している。またその値は、細胞数の速い

(3 ) 

が、

(最大で 9倍の違い)程の差は見られなかった。細胞あたりのアンモニア代謝活性については、細

胞密度が低いほど高い細胞活性を示した。特に初期付着細胞密度 2.OX106cells/cfT13.pUF(・)の

場合は、培養初期に他と比べて非常に高い活性を有していた。
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Fig.4-34 Change of ammonia decreasing ratβs during culture under several initial 

cell densities of 0 : 18.3，ム:14.3，口:7.9，・:2.0 X 106 cells/ cm3-pUF. 

4 
0 
3 

(4 )尿素合成能

Fig.4-35に示されているように、先のアンモニア代謝活性の場合よりも各細胞密度での機能の差

が明確に現れている。特に特徴的な点は、細胞あたりの活性が低い初期付着細胞密度 2.0X 10
6 
cells 

/cm
3
-pUF (・)の場合、他に比べて非常に高い細胞活性を有しているが、その細胞密度の低さか

ら装置容積あたりの機能では最も低くなっている点である。また細胞あたりの活性は、初期付着細

胞密度に反比例して大きくなっていた。
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Fig.4・35Change of u児 asynthesis rates during culture under several initial cell 
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アルプミン分泌能( 5 ) 

この場合も先のアンモニア代謝，尿素合成活性と同様の傾向を示しているが、装

置内の細胞密度とその細胞あたりの活性の積で表される装置容積あたりの活性については、初期付

着密度 0.79X 107αl1s/飢えPUF (口)の場合が至適細胞密度であることが示される。

Fig.4・36より、
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Fig.4・36Change of albumin seαetion rates during culture under several initial ceU 

densities of 0 : 18.3，ム:14.3，口:7.9，・:2.0 X 106 cells/ cm3-pUF. 

。。

4.4.3.4ラット血祭中での肝機能発現

アンモニア代謝解毒に伴う尿素合成活性についての結果を Fig.4-37に示す。 これより、無血清培

より良好な尿素地と比べて 100%ラット血祭を用いた場合には培養期間を通じて、同等ないしは、

合成活性を安定して発現することが明らかとなった。
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Fig.4・37Change of urωsynthesis rates in MC-PUF packed-bcd culture for 

0: serum free medium (HDM) and .: rat plasma. 

4.4.4.1細胞の固定化方法

近年、ハイプリッド型人工肝臓の開発において装置のコンパクト化は重要な問題であるが、肝細

胞の生体外での増殖培養系が確立されていない。したがって、限りある肝細胞を効率よく、 しかも

高密度に固定化させることが問題となる。本研究でのMC-PUF充填層を用いた場合について、遠'L

法による播種効率の評価および細胞の生存率の評価を行った。その結果、 MC-PUFを用いることに

より高充填率化の達成と均一な培地流路の確保がなされ、 さらに新たに開発した遠心法により、 t昏
種段階において細胞の高密度化 (200xgの最大遠心加速度のときの播種効率は約 90%) を達成で

きることが可能となった。 これは、 これまでの重力沈降法による播種効率 10~20% に比べると大

きな飛躍であると言える。また、 5∞xgの遠心加速度を負荷した場合でも生存率の低下はほとんど

見られず、遠心法はほぼ確立されたと考えられる。

4.4.4.2細管間ピッチ

本研究で得られた結果より、細管間ピッチは小さいほうが細胞機能発現に良好に作用することが

示された。これは細管間ピッチが小さくなると、細胞周りの物質交換(酸素・栄養分の供給，代謝

老廃物の除去)が良好になり、スフエロイド形成およびその生存環境が良好に維持されるためであ

る。 3.3節の結果よりアルプミン分泌に関しては、スフエロイド形成率が大きく影響し、また尿素

合成活性に関しては、細胞周りの物質移動(特に生産された尿素の細胞周りからの除去)が大きく

影響することが判明している。これらの結果より 細管間ピッチはできるだけ小さくすべきである

ことが示される。 しかし予備実験においてピッチ 2.0mm，細管径1.0mmのMC-PUFを検討したと

ころ、細胞播種時に細胞が詰まった細管もあり、培地流路が確保できず、当然ながらその結果細胞

活性はむしろ低くなってしまった。これらのことを考えると、

MC-PUFモジュールが妥当な幾何形状であったと推定される。
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4.4.4.3細胞密度

通常平板PUFを用いた静置培養においては、高細胞密度になるほどスフエロイドが形成されにく

スフエロイドが形成される限界の細胞密度は 2X 106αlls/飢えPUF程度であった。しかしなが

ら今回の多細管型PUFを用いた実験においては、平板PUFの限界密度の 7倍の密度である1.43X 10
7 

cells/cm3.pUFでもスフエロイドが形成された。多細管型PUF内では、静置培養を行った平板PUF

内と異なり、細胞播種直後のスフエロイド形成時においても培地の流動があるため、細胞周りの物

質交換(酸素・栄養分の供給，代謝老廃物の除去)が良好であったと考えられる。また遠心法によっ

スフエロイドが形て細胞を付着させるため、細胞播種直後において細胞同士の接触頻度が増加し、

成され易い状態にあったことが考えられる。

4.4.4.4細胞活性

アルプミン分注、活性から算出したスフエロイド形成率と尿素合成活性の関係さらに初期付 細胞

これよ

スフエロイド形成は初期付着細胞数に依存し、また細胞活性

もそれと全く同様な挙動を取ることが示される。さらに、今回の培養条件での至適初期付着細胞密

度は 7.9XI06αlls/cm 3 
-PUFであることが示される。今後さらに高性能な人工肝臓装置を開発する

さらに良好な物質交換が可能な培

密度とアルプミン分泌，尿素合成活性との関係をそれぞれ Fig.4-38および Fig.4-39に示す。

り、培養環境が固定されている場合、

ためにはスフエロイドの固定化状態を良好に維持させたうえで、

{hS¥ω
ち
℃
。

E
a
門
戸
ヒ

υ
¥∞
ミ
}

(・)
2
2
c
oコ日
υω
的

E
E
Z
一ωω
∞E
S〈

60 

0・ a1
0 

0 12  

Initial cell density [X 107ωl1s/ cm3 -PUF ] 

Fig:4-39 Dependence of average u児 asynthesis rale (0) 
and av町 agealbumin secretion raほ(・)upon inilial ~~lí 
density. Medium is HDM + 1.2 mM-NH4eI. 

50 

40 

30 

20 

10 

_...-._ _ 15 
0奇
" ω¥  

巴旦:
・雪 弓 10
;:'( 0 

岳 E
c:: 
号、円

二 E
Sて
ω 。
~ E 
G ミ
〉

〈一

5 

養環境の実現を図ることが不可欠である。

(十1.0

‘
J 

↓詰 0.8
寸... .... 

。明
言喜 0.6
s; >、
u "ヨ.コ刷
~ ~ 0.4 
h コ
♀ 3 
-q。
さ号 0.2
ω 』

..c:: 
" C‘∞ CI) ~喧

む 0.0
〉

~ 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 

Initial cell density [X 10 7ωlls/ cm3 -PUF] 

Fi~.4-38 Dependence of spheroid forma~i()~ (0) 
叩daverage raりoof urea syn出esisrate (・)upon 
initial cell density. 

4.4.4.5血築中での肝機能発現

これまで主に無血清培地を用いて、 PUF/スフエロイド培養系の有効性とそれを用いた装置開発

しかし臨床の現場では全血もしくは 100%血祭に接することから、この場合にも

同様なスフエロイド形態の維持およびその機能的有効性が示されるかが問題である。そこで検討を

について述べた。

行った結果、 Fig.4-37に示したとおり、無血清培地の場合と同等もしくはそれ以上の良好な肝機能

より具このことから、本研究での人工肝臓装置の実用化の可能性がを発現することがわかった。

体性を増すと期待される。
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4.4.4.6人工肝臓としての必要代替容積

人工肝臓装置としての必要代替容積についてのまとめを Table4-7および Table4・8に示した。

Table 4-7より細胞数あたりの結果では、 MC-PUFおよび遠心法の開発により、ヒトの肝臓全量を代

替する場合でも 20L程度の装置容積で十分であることが示される。したがって、このままでも十

分臨床応用可能であるが、元来肝臓はかなりゆとりのある臓器であり、この点を踏まえて計算する

と、1.5L程度の装置容積で代替が可能であるという結果が得られる。これは非常にコンパクトな

ものであり、簡便にベッドサイド使用可能なものになると期待される。また Table4・8のように機能

発現量あたりで見ると細胞あたりで得られた結果より大きめの装置になる。これは細胞あたりの機

能発現量が低下したためであるが、 4.3節で得られたように、操作条件などの培養環境の改善を行

えば、生体肝以上の高機能発現が達成されることから、今後装置工学的改善によって、さらにコン

パクトな装置開発が可能になる。これらの結果より、本研究では臨床に応用可能な装置開発に成功

した。

Table 4-7 Comparison of substitute organ volume 

predicted from the cell density between human 

liver and MC-PUF packed-bed system. 

Liver 
MC-PUF 

pack吋-bed

Organ volume [cm3] 14∞ 3.39 

PUF packing ratio [%] 一 79 

Total cell number [cells] 3 X 1011 4.9X107 

Cell density 
--------------------------------------------------

[cells/ cm3-pU町 一 1.8 X 107 

-・・・・・・・・・・・・・・・・・

---------

---_._------------------. 
[cells/ cm3 

-ぽgan] 2.1 X 108 1.5 X 107 

Substitute organ vol.正] (1刈 20.8 

くClinicalsuggestion > 

Table 4-8 Comparison of subsLItule org加 volume

predictβd from urea synthesis aCLIvity between 

human liver and MC-PUF packed-bed system. 

Liver 
MC-PUF 

packed-bed 

Organ volume [cm3] 14∞ 3.39 

PUF packing ratio [%] 一 79 

Urea synthesis ra民
--------・・・._----------------- -ーーーーーーーーー・・ ーーーーーーーー・，ー・・ーー

[mmol/ organ/ day] 833 0.049 
---------------------------_ ------------------------
[μmol/ cm3 -organ/ day] 595 14.9 

[μmol/ 106 cells/ day] 2.78 3.16 

Substitute organ vol.止] (1刈 57.6 

a: Human liver can be regenerate， when a 1/4 of the liver remains as it is. 

b: An町 genttarget amount of hepatocytβs in 1 ()() g-cells. 

4.4.5本節のまとめ

多細管型PUF充填層培養装置の開発により、培地流路の均一化，高いPUF充填率 (79%) および

容易なスケールアップが達成できた。また、この装置に対して遠心法による細胞の播種方法を開発

したことにより、最高で約90%の播種効率が達成でき、その時の最高細胞密度は1.8X 10
7 
cells/ 

cm3.pUFに達した。
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4.5本章のまとめ

今回開発した充填層型培養装置の特徴を以下に列挙する。

1 .平板PUFランダム充填型

長所:平板PUFをランダムに充填することから、取り扱いが容易である。また、前培養と

して静置培養を行うので、その聞にスフ エロイド形成状態が確認できる。

短所:培養層内が不均一であり、それに伴い培地の偏流が発生する 。またPUFの高充填率

化は不可能である。以上より、スケールアップも困難である。

2.平板PUF平行充填型

長所:均一な培地流路の確保ができ、 PUFの高充填率化が可能である。また、前培養とし

て静置培養を行うことから、スフエロイド形成状態の確認が可能で、 しかも、静置

培養系との比較も容易である。

短所:剛性に乏しい平板PUFを用いるためスケールアップは困難である。また、細胞密度

は静置培養条件により限定され、より以上の高細胞密度化はスフエロイド形成を阻

害することから不可能である。

3.多細管型

長所:プロック状のPUFを用いたシンプルな幾何形状の装置となり、 PUFの高充填率化，均

一な培地流路および容易なスケールアップが達成できる。また、遠心法による細胞

の播種により、高細胞密度化も達成できる。また、培養層内への直接播種により、

培養開始時から良好な物質交換が達成され、良好なスフエロイド形成と機能発現が

期待できる。

短所:プロック状のPUFを使用するため、 PUF孔内の細胞の状態を知るためには、装置を解

体しなければならない。

これらの特徴を有するPUF充填層型培養装置を開発，検討した結果、以下のことが示された。

1 .平板PUFランダム充填型人工肝臓の開発で、 PUF/スブエロイド培養系を利用したPUF

充填層型培養装置の開発が可能

2.平板PUF平行充填型人工肝臓の開発で良好なスフエロイドを有する培養装置開発に成功

3.遠心法の開発により MC-PUF充填層型培養装置への高い播種効率の達成

4.培地流動下でもスフエロイドの形成が可能

5. MC-PUF型充填層培養装置の開発により、 PUF/スフエロイド培養系を利用したハイプ

リッド型人工肝臓装置の臨床への応用が可能

以上の結果より、人工肝臓装置としてヒトへ適用するために必要な代替容積の試算結果を以下の

Table 4-9および Table4-10にまとめて示す。
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Table 4-9 Comparison of substitute organ volumes predicted from cell densities 

between human liver and various PUF packed-bed culture sys也ms.

Human Plate PUF Plate PUF parallel packed-民d
MC-PUF 

liver 
randomly 

TypeA TypeB TゅeC packcd-bed packed-bed 

Organ volume [cm有 14∞ 180 90 90 22 3.39 

PUF packing ratio [%] 一 11 19 40 69 79 

Total cell number [cells] 3X 10日 1.1 X 107 2.2X 107 4.3XI07 2.1 X 107 4.9X107 

Cell density 
-----._.-----_..------------------------------------------------------_._--------------------------司._-

[cells/ cm3-pUF] 一 5.6X 105 1.3XI06 1.2X 106 1.4 X 106 1.8X107 

ーーーーーーーーーーーーーー・--ーーーーーーーー -・・・・開._----_.... ーーーー・・ーーーーーーーーーーーーーー -・・・ーーーーーーーーー ーー，ーーーーーーー ー・・ーー・ーーーーーー --ー・-----------

[cells/ crJ -organ] 2.1 X 108 6.1 X l(f 2.4 X 105 4.7 X 105 9.4XI05 1.5X107 

Substitute organ vol.江] (1.4 ) 4909 1227 628 314 20.8 

Table 4-10 Comparison of substitute organ volumes predictβd from urea synthesis activities 

between human liver and various PUF packω-bed culture systβms. 

Human Plate PUF Plate PUF parallel packed-bed MC-PUF 

liver 
randomly 

Type A TypeB Type C packed-bω 
packed-bed 

Organ volume [cm3] 14∞ 180 90 90 22 3.39 

PUF packing ratio [%] 一 11 19 40 69 79 

Urea synthesis rate 
--..------------_.圃._----------- ーーーーーーーー・・・ー --------司・ー・・・・・・・・・・------ -ーーーーーーーーーー ーーーーーー・・ーーーー・・ -----------ーーーーーーーーーー唖・・・

[mmol/ organ/ day] 833 一 一 0.030 O.∞43 0.049 
-----------------------------ト---_._-._---・・・・・・・・・・・・・・・・・----------.------------------------------... -・・・・・・・------

[μmol/ cm3 -organ/ day] 595 一 一 0.33 0.048 14.9 
...... .聞.-司._.圃・・・・・田・・・・・・・・・・・・・・・・.._-----------------------_.・・・・・・・・・ー------------ ---ーー-ーー-ーー -------------・ ・ー---..----・・・ -・・・・・・・・・・・・・4

[μmol/l06 cens/day] 2.78 一 一 8.48 2.88 3.16 

Substitute org加 vol.正] (1.4 ) 一 一 227 382 57.6 
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第 5章肝不全ラット体外循環によるハイブリッド型

人工肝臓の性能評価

5.1動物実験の必要性と具体的な検討方針

第4章で示したように、多細管型PUF充填層培養装置を利用した人工肝臓装置の開発により、本

装置の臨床への応用の可能性が示されたが、これらの検討は全て invitroにおける実験により 示さ

れたものである。しかしながら劇症肝炎などの詳細な発症機序や改善すべき項目の必要十分条件が

未だ明らかになっていない現状において、本システムの人体への有効性を実証することは非常に困

難である。そこで肝不全動物に対して人工肝臓による肝機能補助を行い、臨床への応用の可能性に

ついて評価を行う必要がある。

そこで本章では、肝不全動物を用いた動物実験を行うことにした。具体的には、まず実験動物の

血液を動脈側から体外へ導きだし、人工肝臓装置によって代謝解毒などの肝機能補助を行わせた後、

再ぴその血液を静脈側から体内へ戻すという体外潅流法を用いることにした。ここで使用する実験

動物の選定が大きな問題点となるが、小動物を用いた評価系が確立できれば、以下のようなメリッ

トがあることから、本研究ではラットを用いて実験を行うこととした。

1 .設備，人員，経費の大幅削減と、それに伴い実験結果がより速くわかることから評価時

聞の低減が可能となる。また、これにより様々な条件下での検討が簡便に行える。

2. 測定ごとに動物を死亡させていたこれまでの実験系と異なり、 1例の実験において経時

的に少量ずつサンプリングが可能であり、多くの測定点が得られ、使用実験動物数の低

減および実験動物の個体差によるデータのばらつきの低減が可能となる。

まず 5.2節でラット体外循環ラインを作製し、ラットを用いた実験の可能性について調べた。さ

らに、ここではラット体外循環の各種操作条件の設定とその自動化を試みた。 5.3節では、 D-ガラ

クトサミンを用い、肝不全動物モデルを作製した。また、この動物と 5.2節で作製した体外循環ラ

インを用いて、 4章で開発したハイプリッド型人工肝臓装置の性能について検討を行った。

5.2ラット体外循環ラインの開発

5.2.1本節の目的

小動物実験は上述したメリットを有するが、動物個体があまりにも小さく、通常用いられている

医療用機器が使用できないなどの問題点も有している。体重約 200gのラットの場合、体内総血液
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量は約 14mlであり、体外循環を行うとなれば極めて小型の体外循環ラインを作製する必要がある。

また麻酔や血液循環速度さらには輸液供給速度など、確立されていない操作条件も多く、これら問

題点を解決することが必要不可欠である。そこで本節では、最も大きな血管系の中から、両足の付

け根の部分にあり、心臓への負荷が少なく、手術もより容易な総腸骨動・静脈を用いたラット体外

循環ラインを作製し、各種操作条件を設定することによって人工肝臓の性能評価システムの開発を

行った。

5.2.2実験方法

5.2.2.1ライン

開発したライン全体図を Fig.5・1に示した。血液は右総腸骨動脈から導き出し、輸液や麻酔薬な

どの自動供給ラインを兼ねる血圧モニタリングシステム (DynaS∞pe DS-503 ， AU-513 ， FUKUDA 

DENSI-丑， JAPAN) のラインを経て極小型の血祭分離装置へと流れる。その後、ラインの途中で混

入した気泡などを取り除くために空気抜きを通って、再び右総腸骨静脈からラット体内へ戻る。こ

のラインは小動物用に小型化を行ったものであり、その結果ライン中総液量が約1.4mlまでに少

イ七できた。

MC-PUF rnodule I 
q円q円明l汀mωr陀rcuωu叫la剖叩ti川 ne 二 | こ Ra剖れte以別X幻t附 O仰r中por陀ea討]叩 u川川1a剖仙仰tiωiωO川r

) F子'¥ (例P刊l同a出sma吋

Anesthetic iniection 
Transfusion 
Heparin 
etc. 

Plasma separator 
(Dialyzer) 

Air venl 

-. 
‘........--_.__.・.--.---_....----------一ー・ーー・‘・ーーーーーー・ーー...・ーー..守・・・・ー--------_-ーー・・ーーー-.-.._-ーーーーーーーーーーーーーー・ーー・...ーーーー・・・ーー・・・・・・・ー・・ー・・・・・・・・e・・・・・・・・・・・ー・・・・・・・・・・ e

Fig. 5-1 Schematic diagram of the main loops connected with plasma 

separator between MC司 PUFmodule circulation line and rat extracorporeal 

circulation line in a hybrid artificialliver support system. 

ライン全体は、カワスミのヘパリン注入ライン(カワスミコネクティングセット;川澄化学，東

京)を用いて作製した。

ハイプリッド型人工肝補助システムライン図を Fig.5-2に示した。ここで、 5.2.1項に示した理由

から、 Fig.5・1の右半分を取り出したラット体外循環ライン (Fig.5-2， Photo 5・1)を用いて検討し

た。また本ラインは前もってヘパリン入り生理食塩水 (1∞unit-ヘパリン/ml) を満たし、内部を

ヘパリン化処理することで、循環中におけるライン内部での血栓形成を防止した。
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about 0.5 ml / min 

B lood pressure 

monltonng system 

0円nal

Male Wislar rat 

200-250 g 

Fig. 5-2 Details of the rat extracorporeal circulation line. 

Photo 5・1Photograph of出erat extracorporeal circulation line. 

5ユ2.2血築分離装置

ラットの体外循環において、市販の血策分離装置は、大きすぎて使用できなかった。そこで、ヒ

トに対する装置の各値を参考にして、 Fig.5-3に示す極小型の血築分離膜装置を試作し、本実験系に

使用した。

A 

S ilicon plug 

Glass tube 
Connect with outer part and 
shell side (extra lumen area) 

b 1 a 111111111111-<一一一 Housing: G lass回be

Glass tube 

B 

Fig.5・3Dimension (A) and photograph (B) of出eplasma separaωr apparatus. 
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すなわち、小型血祭分離装置作製を市販の血兼分離装置 (Plasmacure;クラレ，岡山)に使用さ

れている中空糸を用いて作製した。まず使用した中空糸膜の特性を以下に示す。

中空糸膜特性 (PS-06)

素材

内径

膜厚

最大孔径

次に、計算基準を示す。

PVA (ポリピニルアルコール)

320μm (80.4 mm
2
/ m) 

65μm 

0.2μm 

成人血液量:80 ml/kg X 60 kg = 48∞ml 

ヒト用血祭分離装置膜面積:0.6 m
2 

ラット血液量 :14 ml 

以上より、ラット用血築分離装置膜面積: (14/4800) x 0.6 = 1.75 x 10・3mz

=17.5αn2 

以上の結果を参考にして作製したラット用血紫分離装置の詳細は、以下に示すとおりである。

ガラス管寸法 (cXa) : ~ 7 X 1∞mm 

有効長さ (b) : 88 cm 

有効膜面積 : 21 cm
2 

中空糸本数 : 30 

Fig.5-4に示すラインを作製し、肝不全時に肝性昏睡発症の引き金となる血中有害因子のひとつで

あるアンモニアの透過速度について評価したところ、 Fig.5-5に示す結果が得られた。このデータを

基に、十分な性能を有する人工肝臓を用いた場合の血中アンモニア濃度変化の試算を行うと、

Fig.5-6のようになり、今回試作した極小型の血祭分離装置は、肝不全ラット体外循環において使用

が可能であることが示される。またここで使用した中空糸は、元来ヒト用の血紫分離装置から取得

したものであり、抗血栓性も優れていると考えられる。

about 4.1 or 21.0 ml/ min 

Fig. 5-4 Examination of perfonηance of a plasma separator apparatus through measurement 
of the ammonia concentration in the tube side bottle to calcu)ate the amount of ammonia 
which across the membrane. Components are : 1. Plasma separator， 2. Reservoir (water)， 

3. Reservoir (water + 0.9 mM-NH4CI) 4. Magnetic stirrer， 5. Roller pump. 
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5.2.2.3試薬

本研究で使用した各種試薬の詳細は、次のとおりである 0

.血液凝固阻止剤 1()()() unit/ml (ノボヘパリン注 l∞o:小玉，大阪) ， 

(KET札 AR10:三共，東京)

;ヘパリン

おドリ十字，大阪)フィジオゾール・ 4号(電解質補液;ミ

(体外循環中の水分，糖分，

;ケタラール

静脈注射もしくは皮下注射により使用。

;ラット血紫，

よぴ生理食塩水を等量ずつ混合した

-麻酔薬

-輸液

タンノてク

質および電解質などの補給用)。

;実験動物と同じ KUDWistarratから採取したもの また血(九動，佐賀)。-ラ ット血祭

栓形成を阻害するためにへパリンを 10unit/ ml-plasmaの濃度で添加し、

使用した。
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5ユ2.4手術手順

以下の手順で実験を行った。

(1)まずラットにエーテル麻酔をかけた。

(2)麻酔の持続効果と、エーテルによる肝障害の軽減を図るため、静注麻酔薬であるケタラールを

右側脇の下に 0.3ml皮下注射した。

(3)ラットを仰向けにし、尻尾を手前に置いた状態で手術台にピンで固定した。

(4)切開部およびその周囲をバリカンで剃毛した。

(5)下腹部から胸部に向かつて手術用ハサミを入れ、皮膚、腹膜の順に勝目光付近から下腹部と剣状

軟骨のちょうど中間点まで正中切開した。

(6)鉛子を用いて腹腔内を露出させ、内臓を傷っけないように綿棒を用いて腸を向かつて右側に寄

せ、総腸骨動・静脈を露出させたO

(7)先端の鋭利なピンセットを用いて動脈・静脈問の剥離を慎重に行い、それぞれ 2本ずつ縫合糸

(ELPプレート縫合糸 USPNO.5・0;秋山製作所，東京)のループを作った。

(8) 2つのループ聞に留置針 (Insyte(I.V. ca民rter/N白 dleunit)22 or24 GA， Becton Dickinson， U凶)

を挿入(動脈・静脈の順)し、しっかりと固定した。

(9)まず動脈側、次に静脈側を体外循環ラインと接続し、循環を開始した。

(10)勝目光に直接留置針を挿入後、縫合糸で固定し、採尿ラインに接続した。

(11)感染症および不感蒸散の低減を図るために、術部を速やかに縫合した。

(12)ラットを warmpla也 (37'C)上へ移し、術後処置を行った。

(13)血圧モニタリングラインなどの接続を行った。

(14)以後、ラットが死亡するまで体外循環を継続した。

5.2.3実験結果

5.2.3.1血栓形成について

体外循環を行うにあたり常に大きな問題となるのは切開部における出血と体外循環ライン中にお

ける血栓形成であった。当初、体外循環ライン中に 10unit/mlのヘパリン添加生理食塩水(1.4 

unit) を満たすことで循環ライン中のヘパリン化処理を行った。また同時に循環開始時における静

脈側での血栓形成を防ぐ目的で、体外循環時に静脈側からへパリン原液約 0.1ml (100 unit) を投

与した(循環初期総ヘパリン投与量:約 114unit)。しかしながらこの場合、体外循環中は 2---3

時間ごとにラインが血栓でつまり，そのたびに循環を止めてラインの洗浄またはラインごと交換す

る操作を行う必要があり，大量の血球系の成分を失い、実験動物に対して多大な負担をかけていた。

当初、血液の滞留部を極力なくし，流れをスムーズにすることでライン中の血栓形成を抑える努

力を払い、その効果は確認されたが，完全に血栓形成を抑えることは不可能であった。そこで静脈

側からのヘパリン投与をとりやめ、ライン内面のヘパリン化処理に使用する生理食塩水のヘパリン

濃度を 100unit/mlに増やし，強力にヘパリン化処理を行った。この時の循環初期総ヘパリン投与

量は約 140unitであった。

その結果，腹部切開口からの若干の出血傾向は認められたが、ライン中の血栓形成によってヘパ

リンを過剰投与した場合と比べると出血は少なく，それによるラットへの影響は大きな問題にはな

らない。また、約 4時間の体外循環に使用したラインを洗浄してみたところ，ライン中に血栓はほ

とんど見られなかった。
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5.2.3.2麻酔の自動供給

マニュアル操作によるケタラールの回分供給、、‘，，，，
唱
E
A

，，，、、

そまずはじめにマニュアル操作によるケタラール投与量をみたが、 Fig.5・7に見られるように、

これよりケタラールは低流量ポンプを用いて自動供給できるのほとんどが直線近似可能であった。

ことが示された。また、その供給速度は 5回の実験の結果、塩酸ケタミン量で 33.5土5.4mg/kg-凶

であることが示された。(2.88土0.47ml-ketalar/kg-rat/h ) /h 
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Fig.5・7Cumulative ketamine hydr∞hloride i吋ectedmanua11y into extracorJX)rea1 
circulation line for a rat. Slope is 33.1土5.4mg/kg-rat/hour. 

15 

(2 )自動化によるケタラールの連続供給

Fig.5-8に代表的な結果を示した。図中のプロットは、供給速度を変化させた点を示している。本

静注麻酔薬であるケタラールの自動供給実験結果より、上記(1)の結果からも予測されるように、

が可能であることが示される。この場合、 ラット体重あたりのケタラール供給速度はマニュアル操

イ乍の場合と比べて約1.6倍も増加した。
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Fig.5・8Cumulative ketamine hydrochloride automatically injected into extraco中orea1circulation出1efor a rat. 
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5ユ3.3輸液，ヘパリンの自動供給

( 1 )ヘパリンの供給

Fig.5-2の体外循環ライン図にも示されているように、血圧モニターのラインが循環ラインに接続

しており、モニター側ライン内部液と循環ライン内血液は直接接している 。したがって、この使用

に際しては、その接触部分が血栓で詰まるのを防止するためにモニター側ライン内部液としてヘパ

リン添加生理食塩水を使用し、かっそれが少量ずつ血液内に流入するようにした。しかしながら、

2 unit/mlのへパリン添加内部液を使用した場合、血栓形成を十分に抑制できず、体外循環ライン

が詰まった。さらに 10unit/mlのヘパリンを添加し循環を行ったが、 Fig.5-9に示されるように体

外循環時間が7時間を過ぎてくると、やはりライン中に血栓が形成された。そこで速やかに 75unit 

/mlのヘパリンを添加したところ、循環8時間以降の血栓形成の防止に成功した。この笑験におい

ては 15.5時間の体外循環を行ったが、循環終了時までライン中における血栓形成は見られず、また

出血傾向の増加も見られなかった。

( 2 )輸液の供給

ラットへの輸液供給の目安としては通常 1~2 ml/h程度である。また、上述したように、血圧

をモニターする際には血圧モニターライン側から体外循環ライン中にヘパリン添加生理食塩水が常

時流入している。その速度を測定すると約1.38ml/hであった。さらに静注麻酔薬であるケタラー

ルが 0.66ml/hで流入しており、ラットへの液体流入量の合計は 2.04ml/hにもなり、それ以上

の液体供給が不可能となる。そこで、血圧モニターラインの内部液を生理食塩水から輸液に変えて

検討を行った。これにより、ケタラールの自動供給は維持したまま、血圧モニターライン側からヘ

パリンと輸液の連続自動供給が可能となった。

5.2.3.4血圧の経時変化

Fig.5・9Aより、マニュアル操作による回分式での各種薬物投与では、体外循環中にラットの血

圧は低下し、短時間で死亡する。これに対して自動化による連続供給開始後は、血圧が全体的に見

て若干の滅少傾向はあるものの、体外循環中を通してほぼ安定した値を示し、実験動物への負荷が

軽減された、より良好な体外循環システムが達成できていることが示された。また血圧は死亡する

直前に急速に低下する現象がみられた。
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Fig.5・9Change of S)司olicpress町 ein extracorporeal circulation line for a rat . 
A : discontinuous or manual supply of liquid， B: continuous or automatic supply of liquid. 
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5.2.4考察

5.2.4.1血栓形成について

体外循環における血栓形成の防止は、体外潅流型の人工的肝補助を行う際の非常に困難かつ重要

な問題点となる。肝臓は生体内における血液凝固因子生産も担っており、肝不全時にはこの機能が

低下する。しかし体外循環を行うと、 5ユ3.1 (p.86) で示したように循環ライン内に血栓形成が生

じる。これらを回避するために抗凝固療法を過度に行うと、術野および生体内において出血傾向が

充進し、生体に大きな負担を与える。そこで、ここではこの問題の解決法を血管に求めた。元来、

血管壁面からは t-PA(血栓溶解酵素)が徐放されており，血管自体が抗血栓材料となっている。し

たがって、血栓形成防止のためには、血液が直接接するライン内面を強力にヘパリン処理すれば、

必要以上のヘパリン投与を抑制でき、これら問題点を解決できるものと考えられる。検討の結果、

十分使用に耐える体外循環ラインを開発することができた。

5ユ4.2麻酔供給について

今回の実験結果より、各種投与試薬の連続的な自動供給化に成功したが、麻酔薬であるケタラ ー

ルの投与量がマニュアル操作による四分供給の場合と比べて約l.6倍に増加した。現在のところ、

その理由としては、次の 2点が考えられる。

1.マニュアル操作では、ラットが麻酔から覚めてきた際、まずエーテルで眠らせてからケタ

ラールを投与していたのに対し 自動供給の場合にはケタラールが連続的に投与されるの

でエーテルを吸引させる必要がない。このことにより、ケタラールの投与量が増加したと

考えられる。

2.麻酔(ケタラール)をはじめとする各種注入薬の投与を自動化したことにより実験動物へ

の負担が軽減し，その恒常性維持がより容易になり、麻酔からの覚めが早くなった。

上記1.については、手術および体外循環中にラットが吸引したエーテル量が不明であり、その証明

はできないが、効果は大きかったと考えられる。さらに 2.については血圧測定の結果から、各種投

与薬の連続供給により体外循環中のラットの状態が回分供給の場合と比較して大きく改善されたこ

とによるものと推察される。これは連続供給することにより、ラットの心臓や毛細血管が発達して

いる肺などへの負荷が大幅に低減したことと麻酔状態、の安定化により、ラットが覚醒することがな

く、回分供給時のような一時的な多量のエーテルの吸引を行う必要がなくなり、薬物面からのラッ

トへの負荷も大幅に軽減されたためであろう。上記1.および 2.に示した理由により、結果として

ケタラール供給量が増大したと考えられる。また、このような理由から、ラットの生存時間の延長

も達成できた。

5.2.4.3血圧について

Fig.5・9Bに見られるように、連続供給の場合に血圧は死亡する直前に急速に低下する。こ の原因

は各種薬品の連続的な自動供給が確立され、実験動物(特に心臓)への負担は軽減したものの、そ

れまで循環不全の影に隠れていた他の臓器不全(呼吸器不全なとつが表に現れてきたものと考えら

れる。この傍証となる現象としては術中，術後における出血等による血中鯵質浸透圧の低下による

肺浮腫や、微小な血栓による毛細血管の閉塞による肝細胞壊死の症状が見られた。
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5.2.5本節のまとめ

本節での検討の結果、以下の事項が明らかとなった。

(1)極小型の血紫分離装置を組み込んだラット体外循環ラインの開発に成功した。

(2)血圧モニタリングシステム，麻酔・輸液・ヘパリンなどの連続的な自動供給ラインを有す

る極小型のラット体外循環システム(ライン)を作製した。また、その総液量は約 1.4 

mlであった。

(3)正常ラットを用いた体外循環実験の結果、その生存時間は 9回の実験の平均で 8.3土4.8

時間であり、最大で15.5時間であった。

(4)各種投与薬の回分供給時には、死因として研二全を含む循新ミ全の傾向が見られていたが、

連続供給時には呼吸器不全(肺浮腫など)が主な死因であった。
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5.3ハイブリッド型人工肝臓の性能評価

5.3.1本節の目的

5.2節において、人工肝臓性能評価のための肝不全ラット体外循環ラインの開発に成功した。 し

かし右総腸骨動・静脈を用いた体外循環ラインでは、右大腿部以下において組織の広範な壊死を生

じる危険性があり、予後不良な結果をもたらす可能性もある。これに対して、脳は血液を供給する

主な血管が動脈，静脈共に 2本ずつある唯一の臓器であり、一方の血管を閉じても動物が死に至る

ことはない。よって頚動・静脈を用いたラット体外循環系を確立し、これを用いてハイプリッド型

人工肝臓の性能評価を行うべきであると考えられる。また本研究での人工肝補助システムの有効性

を示すために、肝障害モデルを用いた実験を行う必要がある。 100%肝切除ラットまたは薬物によっ

て肝不全ラットを作製できるが、開発を目指しているハイプリッド型人工肝臓の満たすべき性能と

しては、移植までの"bridge use"だけではなく、次のステップとして肝再生の誘導能も必要である。

そこで本節では、人工肝臓適用後、肝再生などによる回復が可能な実験系である薬物誘導肝不ふ

ラットを作製し、検証を試みた。また数種の人工肝臓性能評価ラインを作製し、検討を行った。具

体的には、最も単純なラインとして、ラット体外循環ライン中に直接人工肝臓装置を組み込んだ

OL型をはじめとして、血築分離装置を介して物質交換を行う TL-M型などについて検討を行い、人

工肝臓装置の性能評価だけではなく、システムとしての人工肝補助法の評価を試みた。

5.3.2実験方法

5.3.2.1ライン

ラインの写真および全体図を Photo5-2および Fig.5・10に示す。

( 1) 1ループ型 (One-l∞ptype : OL型)

本ラインは、人工肝臓装置を直接体外循環ライン中に組み込んだものであり、非常に単純な構造

である。まず左外頚動脈から血液を引き出し、血圧モニタリングライン(輸液，ヘパリンの自動供

給ライン兼用)と接し、ポンプを介して直接人工肝モジュールへと導かれる。その後、空気抜きで

混入気泡の除去を行い、再び右総頚静脈からラット体内へと戻す。本ラインはその情造が特に単純

であり、簡便に作製および使用できる。さらに、装置内に血液が流れ込み、血中有害成分と装置内

の肝細胞が直接接することから、良好な物質交換が行えるという利点を有している。ただし、血策

分離装置は設置していない。

(2 )膜分離装置付加 2ループ型 (Two-l∞ptype with a membrane 抑制ωr:TL・M型)

本ラインは、ラット体外循環ラインと人工肝臓装置側の循環ラインに分かれており、先に開発し

た小型の血業分離装置による膜接触によって物質交換を行う。これによって、血球系成分，装置内

から遊離してくる肝細胞さらにはその分解物などが相互に混合することがない。ラット体外循環ラ

インおよび人工月刊蔵装置側の循環ライン内にはそれぞれラット全血およびラット血援を循環させた。

ライン内液の流れは、まずラット体外循環ライン側については、上述の OL型と同様に血液を導き

出すものの、ポンプを通った直後に血祭分離装置の中空糸内側を通り、人工肝臓ライン側との血柴

分離膜面を介した接触による物質交換を行う。その後は再びOL型と同様にラット体内へと戻した。

また人工肝臓装置側の循環ライン内の流れは、まず血祭分離装置の中空糸外側の空間 (shellside) 
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からポンプにより導きだし、細胞の生存のためにガス交換装置によるガス環境の調整後、途中混入

した気泡を空気放きで除去し、人工肝臓モジュールへと導いた。その後、再び血祭分離装置 (shell

side)へと戻された。このラインは先の直接型ラインと比べると、大幅に複雑になることと、物質

移動速度が低下するという問題点を有している。

(3 )膜分離装置，バイパスライン付加 2ループ型

(Two-l∞p type with a membrane separator and a bypass line : TL-MB型)

本ラインは、上記の TL-M型を基礎とし、物質交換をさらに促進するために、人工肝臓装置側の

循環ライン中のラット血援の一部を直接ラット体外循環ライン中へ戻すバイパスラインを増設した

ものである。血液および血祭の流れは、基本的には前述の TL-M型と全く同様である。バイパスラ

インの設置箇所 (Fig.5-10C) は、人工肝臓装置側の循環ライン内の人工肝臓モジュール出口直後

に血祭の一部を引き出すために設けたクロスフロー型血祭分離装置 (Fig.5・11)から、ラット体内

へ血液が戻る直前の空気抜きまでである。なお、この間に流量計も設置した。バイパスライン中の

流速は約 0.1ml/ minとし、ラット体外循環ライン側へと流入させた。ここで、バイパスラインの

採液口としてクロスフロー型の血祭分離装置を用いた理由は、その自浄効果による自詰まりの防止

のためである。平膜を用いた場合には膜面の目詰まりのため、数分~数十分で膜の交換が必要であっ

たが、この装置の使用により 3時間にわたる体外循環中でも交換は必要なかった。

Photo 5・2Photograph of rat， pump， plasma separaωr， etc. in rat extraco中orealcirculation line. 

5.3ユ2評価方法

手術前の肝不全状態の評価には、プロトロンピン時間 (PT値)を用いた。これは分析時間が非

常に短く、またその結果の信頼性も高く、ラット聞の個体差によるぱらつきも小さい。また笑験中

得られたサンプルは、遠心分離した後、血築部分を凍結保存した。実験終了後、 GOT，GPT， LDH， 

コリンエステラーゼ，クレアチニン，尿素態窒素，アルブミン，総ピリルピン，総胆汁酸，アンモ

ニアの定量分析を行い、これらの結果をまとめて評価を行った。これらの分析には、自動分析装置

(Super Stat Random ; RA-1αX>; TECID司CON) を用いた。
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Housing : Glass tl.lbe 

Diameter : 4 mm 

A Leng出 (A) : 5 mm 

Effective length (B) : 3 mm 

Lumen: PVA 

Number of the lumen : 10 

Fig.5・11Dimensions of a plasma separator for bypぉsline. 

小動物を用いた体外循環では、それ自体による負荷が避けられず、場合によっては循環不全を生

ずる可能性もある。そこで対照実験として、肝細胞/スフエロイドを含まない人工肝臓装置を接続

した場合の実験を行い、その結果に対する肝細胞/スフエロイド固定化人工肝臓を用いた場合の効

果についての相対的評価を行った。ここで、 PUF高さは 50mmのものを使用し、それ以外は

Fig.4-22と同じである。また、ラットの肝不全状態の把握や、人工肝臓の効果を調べるために、生

存時間や血中成分組成の変化について、体外循環中 (30分毎)および循環終了後約 2週間にわたっ

て追跡調査を行った。

5.3.2.3操作条件

(1) OL型

これまでラット体外循環ライン中には1.4mlのヘパリン添加生理食塩水を満たしていたが、本ラ

インでは、その中に 5.65mlの容積を持つ人工肝臓装置を含んでおり、 15ml程度のラット血液

に比べて無視できない。そこで本ラインでは、実験直前に健常ラットから採血を行い、等量のラッ

ト血祭で 2倍量に希釈したものを用いて、体外循環ライン中を満たすとともに、ライン接続まで、

0.5 ml/minの流速で循環させた。

(2 )τL-M型

前準備として、まずはじめに 1∞unit/mlのヘパリン添加生理食塩水を用いてライン中のヘパリ

ン化処理を行い、次いで 10unit/mlのヘパリン添加生理食塩水を用いて先の液を軽く洗い流した

後、 10 unit/mlのヘパリン添加ラット血援を満たした。また人工肝臓装置は、手術開始直前にラ

インに接続した。接続の際、人工肝臓装置は無血清培地を用いて 3-5日間の前培養を行うため、

10 unit/mlのへパリン添加生理食塩水約 10m]を用いて培地を洗い流した後 10unit/mlのヘパリ

ン添加ラット血紫で置換した。その条件は、装置底部より 3ml/minの流速で、約 10mlのラット

血紫を流すことによって行った。以上の処置後、装置をライン中に組み込み、速やかに循環を開始

した。この循環は、ラットにラインを接続する時以外は手術中および3時間の体外循環終了時まで

継続した。またその他の操作条件は、上記の OL型の場合と全く同様である。

(3) 1L・b侶型

上記の TL-M型と全く同様である。
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5.4ユ4手術手}I頂

以下の手順で、手術を行った。

(1)まず、ラットをエーテル麻酔にかけた。

(2)ラットを仰向けにし、尻尾を手前に置いた状態で手術台にピンで固定した。

(3)切開部およびその周囲(胸から下顎の付け根までの部分)をバリカンで剃毛した。

(4)首の付け根から下顎の付け根まで正中切開した。

(5)先端の鋭利なピンセットを用いて、頚動脈および頚静脈を周囲の筋肉および結合組織から慎重

に剥離し、それぞれ 3本ずつ縫合糸のループを作った(2本は留置針固定用、 l本は循環終

了時の血管結紫用)。

(6) 2つのループ(動脈:血管下流側，静脈:血管上流側のループ)の聞に留置針を挿入(頚静脈・

頚動脈の}I頂)し、しっかりと固定した。またこの際、頚動脈からの余分な出血を防ぐために、

留置針挿入前に頚動脈を小型のヂェフェンバッハクレンメを用いて鋲んでおいた。また頚静

脈入口における血栓形成を防ぐために、 Insyte挿入後速やかに、その入口に 10unit/mlのヘ

パリン添加生理食塩水を満たしたシリンジを接続した。

(7)まず動脈側、次に静脈側を体外循環ラインと接続し、循環を開始した。頚静脈接続に際しては、

10 unit/mlのヘパリン添加生理食塩水をシリンジから 0.1---0.3 ml程度押し出し、血管内に

空気が混入しないように注意した。

(8)ラットを wannpla也 (37"C)上へ移し、術後処置を行った。

(9)血圧モニタリングラインなどの接続を行った。

(10) 3時間の体外循環後、ラインを止めると同時に留置針を挿入していた頚動脈，次いで頚静脈

を結殺した。

(11)術部を縫合した。

5.3ユ5試薬

( 1 )ひガラクトミン (D-GalacωsamineHydrochloride ;和光純薬，大阪)

肝不全誘導に際しては、 D司ガラクトサミンを用いた。これによって誘導される肝不全症状は

急性型に近く、本実験系での使用に適していると考えられる。まず塩酸 D・ガラクトサミン塩酸

塩粉末を超純水を用いで溶解させ、 1N-NaOHを用いて pH7.2に調整した。調整後のD・ガラク

トサミンの濃度は 0.1g/ mlであった。

( 2 )輸液

5.2節において体外循環中の尿量が安定しておらず、カリウムなどの過剰投与が懸:念されたた

め、ここではフィジオゾール・ 4号の使用をひかえた。そのかわりにブドウ糖注射液(大塚糖液

5%;大塚製薬，東京)を使用した。ここで実際に使用した輸液の組成は、ラット血祭，プドウ

糖注射液および生理食塩水を等量混合したものである。

その他の試薬については 5.2節と同様である。
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5.3.2.6肝不全ラットの作製方法

月羽ミ全ラットの作製手.)1債を Fig.5-12に示す。実験に使用したラットは SPF(Sμcific Pathogenfree) 

動物であったが、ラット間の個体差が無視できないために、 1例の実験についてラット 5体を使用

した。まずラットの尾静脈から採血し、正常値を測定した。エーテル麻酔下において、ひガラクト

サミン溶液を 5~ 6 ml/kg-rat body weight腹腔内注射し、約24時間放置した。ここで再び尾静脈

より採血し、誘導された肝不全状態の検査を 行い、目標とする範囲にある肝不全症状 (PT値;30 

~おおc) のラットを実験に使用した。この値は、予備実験において 3時間の体外循環が可能な肝

不全症状の範囲内にあることを確認済みのものであり、 重篤な症例である。
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5.3.3実験結果

(1) OL型ライン

血中GPT活性の経時変化を Fig.5-13に示す。対照実験では循環終了後2日目までに、血中GPT活

性は正常値にまで回復していた。これに対して、 OL型の人工肝臓装置を用いた場合には、正常値

まで回復するのに 3日間を要した。

また肝不全による黄痘症状の発現および回復について考察するため、血中ピリルピン値の経時変

化を Fig.5・14に示す。対照実験では体外循環終了時に濃度のピークを迎え、 その後速やかに減少し、

しかし、 OL型の人工肝臓装置を適用した系におい

ては、循環後さらに血中ピリルピン濃度が増加し，

循環後 1日目には正常値にまで回復している。

正常値に戻るまでに対照実験の 2倍近い 2日間

を要した。

これらのことから、 OL型では、人工肝臓装置を適用することにより、対照実験に比べてむしろ

肝不全症状が悪化することが示された。
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1 3 5 -1 1 3 
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Fig.5・13Change of GPT concentration in bl∞d of hepatic failure rat in one-loop circulation line. 
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(2 )τL-M型ライン

血中GP甘活性の経時変化を Fig.5-15に示す。肝不全症状の個体差が大きく、対照実験と1L-M型

の人工肝臓装置を用いた場合の差は不明瞭であった。また循環開始と終了時におけるラット血液お

よび装置側血築中のGPT活性値を比較すると、循環中のラット血液側から人工肝臓装置側への物質

(Fig.5-15 B)。移動はほとんど行われていなかったことが示される

3時間の体外循環前後の総ピリルピンと胆汁酸の血中濃度を Fig.5・16に示す。GPTの結果と同様、

総ピリルピン，胆汁酸ともに血中濃度の絶対値が大きく異なり、明言はできないが、全体的な傾向

として、総ピリルピンについては、対照実験に比べ人工肝臓の適用例では体外循環中の濃度上昇が

若干抑えられたようであるが、有意な差は見られない。 一方、胆汁酸については、対照実験では体

外循環前後で明らかに血中濃度が上昇したのに対し、人工肝臓の適用例では循環前の値を維持して

いる。すなわち 1 ・M 型ラインを用いた場合、全体的傾向として、対照実験に比べて同等ないしは
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症状の悪化を若干抑えることができる。
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(3 )τ工品侶型ライン

実験に用いた全症例の肝不全状態 (PT値)を Table5・1に示す。各実験につき 5例ずつ肝不全ラッ

トの作製を行ったが、ラット間の個体差が大きく、 PT値で 25.2~43 .4 secものばらつきがみられる。

Fig. 5-17に肝酵素である GPTおよび GOTの血中濃度変化を示す。 Fig.5-17A， Cより、体外循

Table 5-1 Prothrombin time of the D-galactosamine induced hepatic 
failure ra岱 whichwere used for extracorporea1 circulation to 
estimate the perfonnance of hybrid artificialliver (MC-PUF) . 

Ex. 
Prothrombin time [sec] 

Nonnal : Preoperation 

C-1 I 20.5 : 25.2 

C-2 I 18.8 : 31.2 

C-3 I 19.1 : 36.7 

AL-1 I 22.0 : 32.3 

AL-2 I 20.1 ; 28.9 

Control 
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環開始時にピーク値を示していたGPT，GOT値は、循環終了時に 4----5割程度減少している。これ

は人工肝臓によって代謝されたわけではなく、 Fig.5-17Bに示すように、正常値である人工肝臓装

置側 の循環 ライン中への物質交換に よりGPTおよびGOTが移動した結果である。しかしながら

Fig.5-17 Dより、対照実験では、 Fig.5-17Bと同様に物質移動は行われるが、その値はあまり低下

せず、む しろ循環1.5時間以降逆に増加している。 GPTは肝細胞内にのみ存在するアミノ転移酵素

である こと から、 これは循環中にラッ ト肝細胞の援死が生じ、細胞内から多量のGPTが流出してき

たことを示 している。

血中 ピリルピン濃度の経時変化を Fig.5-18に示す。これより 3時間の体外循環中にその血中濃

度は上昇し、 手術および体外循環による実験動物への負荷が大きいことが示される。また、 人工肝

臓を適用した場合の方が、その上昇は大 きかった。さらに血中の胆汁酸濃度の経時変化についても、

Fig.5-19に見 られるようにその傾向は同じであった。
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肝不全時に増加する血中有害物質であり、肝性昏睡の起因物質のーっとして、注目されるアンモニ

ア濃度の経時変化を Fig.5-20に示した。対照実験3例中の 2例は、体外循環中に血中アンモニア濃

度が急激に増加し、 3時間の循環終了時を待たずして死亡した。死亡を免れた l例 (Ex.C・3) も、

そのアンモニア値は著しく高く、回復も進まず、循環終了後92時間で死亡した。これに対して人工

肝臓を適用した場合、アンモニア濃度の急上昇はなく、実験を通して肝性昏睡レベル以下に抑えら

れ、全例回復した。ここで体外循環中の両循環ライン液中のアンモニアの濃度変化の詳細を

Fig.5-21に示す。人工肝臓装置側の値は装置によるアンモニア代謝の結果、正常値まで低下したこ

とで、ラット血中濃度は肝性昏睡レベルより低く抑えられた。しかしながら、代謝阻害発症領域以

下にまで低下させることはできなかった。また、循環終了時には、再び血中アンモニア濃度が増加

する傾向が見られた。
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in the rat extracoφoreal circulation line.， . and ... are in the module side circulation line. 

本実験を通してのプロトロンピン時間の推移を Fig.5-22に示す。対照実験は全例死亡したことか

ら、ここでは人工肝臓装置の適用例のみを示す。前述のとおり、各症例聞の値のばらつきは大きかっ

たが、どの症例においても循環開始時にピーク値を示し、血液凝固活性の著しい低下を示した。し

かし循環後その値は速やかに回復し、速い場合で約 l目、遅くとも 3日以内には全例正常値にまで

回復していた。また、回復にはPT値が高いほど、多くの時間を要した。
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5.3.4考察

5.3.4.1 OL型ライン

OL型ラインを用いた場合には、期待した結果とは異なり、人工肝臓装置を適用すると対照実験

に比べてむしろ悪影響があることが示された。この原因としては"本人工肝臓装置が宿主動物側に

対して何等かの有害物質を出している"ということが考えられる。そこで、その有害物質について

考察してみると、

1 .生体毒性物質

2.装置内肝細胞またはその分解生成物

が考えられる。ここでl.については、肝臓は元来生体内における代謝解毒反応の中心臓器であるこ

とから考えにくい。さらに、ここで使用した肝細胞も、遺伝子レベルで宿主動物とほぼ同じと考え

られる同系のラットを使用したことから、免疫拒絶反応によるものである可能性も低いと考えられ、

イ也に主要因があると思われる。

2.については、本実験ラインの最大の問題点であり、装置内から漏洩してきた肝細胞そのもの、

さらには肝不全血液が直接流れ込むために循環途中で壊死した装置内肝細胞の分解生成物や、その

中から放出されたプロテアーゼなどの影響によるものである可能性が高い。以上の点から、装置内

に直接肝不全血液を流し込む本実験ラインの使用にはかなりの問題があり、膜によってラット血液

と人工肝臓装置側血紫を分離する必要があると考えられる。

5.3.4.2 TL-M型ライン

肝細胞/スフエロイドの有無にかかわらず、肝不全ラットの症状改善に差がなかった。これは

Fig.5-15 Bに示されるように、血祭分離膜を介した物質移動がほとんどなされず、人工肝臓を接続

した効果が示されなかったためである。しかしながら、 OL型の結果と比較すると、人工肝臓装阻

内から漏洩してくる肝細胞などのラット体内への流入を防いだことで、少なくとも肝不全症状から

の回復に与えていた悪影響は除去できている。

以上のことから、血兼分離膜を介した物質交換を良好に行わせ、人工肝臓装置の性能を発揮させ

ることが重要な問題となる。

5.3.4.3 1工品在B型ライン

上記の TL-M型ラインで指摘された物質交換の改善には、

1 .溶質透過性の良好な膜(大きな孔径、薄い膜厚、など)の使用

2.中空糸膜の有効表面積の増大

3. 中空糸内外の液体流速の増加

4 .中空糸膜面を透過する強制流れ

などが考えられるが、ここでは最も効果的であると考えられる 4. を採用し、バイパスラインを作

製した。その結果、本人工肝臓装置の有効性が十分に示された。

また、死亡した一部症例について説明を加える。まず 1例の死亡 (Ex.AL・2) については、

Table 5-2からもわかるように、循環終了時におけるへマトクリット値が非常に低くなっていた。こ

れは体外循環中の出血傾向がかなり顕著であったためであり、本来ならば輸血を行うべき症例であ

る。しかし、他の症例においては輸血を行っておらず、血液浄化作用の影響を加えていない。これ
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より本症例は、多量の出血による死亡であったと考えられる。これとは別に、体外循環中に、ライ

ンが外れて死亡した症例 (Ex.AL-6)が 1例あった。ただし、この場合循環中の血中アンモニア値

の低下が速やかであり、他の症例以上にラットが麻酔からの覚醒が速やかであったことから、本症

例も本人工肝臓装置の有効性を示す 1例である。

Figふ 17B，Dの比較でも示されるように、対照実験では体外循環中に肝細胞の壊死が進行したが、

人工肝臓を適用した場合には、 GPTレベルが平衡となり、肝細胞の壊死の充進が防止されたと予測

される。このことより、本装置が肝障害の緩和ないしは低減にも効果を有するものと考えられる。

以上の点から、漏洩細胞などのラット体内への混入防止と物質交換の促進が、本人工肝臓装置の

性能を発揮させる重要な因子であることが示される。

しかし Fig.5・17Bに示されるように、循環終了時においても血液と血柴の聞には約4倍もの GPT

濃度差が生じていることから、今後さらに改善の必要がある。

5.3.5本節のまとめ

ラット頚動・静脈を用いた体外循環ラインの開発により、広範な組織の壊死を回避した体外循環

が可能となった。また、1L-MB型ラインを用いた体外循環による人工肝臓装置の性能評価系を確立

したことで、本研究でのMC-PUF型人工肝臓の臨床への応用が可能になったその際、漏洩肝細胞の

分離を行うとともに、良好な物質交換の促進が重要課題である。将来的には、人工肝臓開発に際し

て必須項目となる肝再生に関与する因子などが速やかに動物側へ供給されるように血策分離装置の

物質移動特性を改善する必要がある。

5.4本章のまとめ

本研究で小動物(ラット)の体外循環に成功したことで、動物実験による装置の性能評価が簡便

かつ迅速に行えるようになった。また、その実験系を用いて人工肝臓としての性能について検討を

行ったところ、 in vitro実験で得られた結果と同様 exvivoにおいても、その有効性を十分に示すこ

とができた。これらの結果より、本人工肝臓装置の臨床への応用の可能性が確認された。
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第 6章 結論

6.1 本論文のまとめ

近年、重篤な臓器疾患に対する医療工学的視点から、メカニカルな人工臓器の開発が盛んに行わ

れている。一方、医薬品などの生理活性有用物質の生産において、動物細胞の大量培養技術の開発

とその応用が盛んになってきている。したがって 、動物細胞そのものを生体触媒とみなし、これら

二つの分野を組み合わせたハイプリッド型の人工臓器の開発は、生物化学工学の分野において今後

大きく発展するものと考えられる。特に生体の化学工場に例えられる肝臓は、それが担っている機

能の多様さ、複雑さから最も重要であり、また人工臓器としての開発が困難である。そこで本論文

では、ハイプリッド型人工肝臓の開発を試み、その臨床への応用の可能性を検討した。以下に本研

究で得られた結果を示す。

第 1章では、本研究の背景について述べ、本研究の目的を明らかにした。また、第 2章では既往

の研究について述べ、研究上の問題点、解決すべき点を明らかにした。

第 3章では、壁付着性動物細胞の大量高密度培養を達成するために、多孔質材であるPUFを細胞

の培養担体として使用すると、その孔内において表面が平滑化した球状細胞集塊であるスフエロイ

ドが形成されることを見い出した。このスフエロイドは、各種動物細胞機能を invilroにおいて、

高レベルで長期間安定であった。また、このスフ エロ イド形成は、培地に加えるべき各種ホルモン

などに対する依存性も少なかった。以上より、このスフエロイドは invitroにおいて細胞の組織化

が生じ、形成されたものと考えられる。特に初代肝細胞では、これまで invitroおける機能発現と

その維持が極めて困難であったにもかかわらず、本研究での肝細胞/スフ エロ イドは invitroにお

いても生体肝と同レベルもしくはより以上の高機能性を発現し、それが 3週間以上もの長い間安定

していた。

第 4章では、培養装置の開発の際に問題となる培地流動の影響について検討し、培養装置の最適

設計について考察した。まず平板PUF平行充填型培養装置の開発により、スフエロイドの構造やそ

の高機能発現を維持することが可能となった。またMC-PUF型培養装置の開発により、培地流動下

においても肝細胞/スフエロイドが形成できることが明らかとなった。本研究に より、培養担体で

あるPUFの高充填率化が実現され、さらに遠心法による播種方法を開発したことにより、これまで

にない高密度の細胞培養が達成できた。これら invitro実験の結果を基に試算すると 、高々数リツ



トルの装置でヒトへの臨床使用が可能であという有望な知見が得られた。また、この装置はスケー

ルアップが容易であり、今後多方面にわたって応用が可能であろう。

第5章では、小型の実験動物であるラットに適用可能な小型の体外循環ラインを開発した。正常

ラットに対しこのラインを適用したところ平均生存時間8.3時間，最大で 15.5時間の連続循環が可

能であった。そこで第 4章で開発した人工肝臓装置 (MC-PUF) の性能評価を行った。装置の性能

を十分に発揮させ、人工肝補助システムとして確立するためには、肝不全血液と装置側を循環する

血業との直接接触を防ぎ、良好な物質交換を促進する血液潅流型循環ラインの開発が必要であるこ

とを強調した。また、この知見を基にバイパスライン付加型の体外循環ラインを開発し、対照群と

比較して十分効果があることを示した。これにより、様々な生体反応が相互作用を及ぼしあう動物

体を用いた exyiyo実験においても、本人工肝臓装置の有効性が十分に示され、臨床への応用の可

能性が期待される。

以上をまとめると、下図に示したように、 3つの大きな問題点が本研究により解決された。これ

により、臨床への応用が可能となるハイプリッド型人工肝補助システムが開発された。

~ 
Maintenance 0ぱfh恥ep戸ati山cfunctions at 
hゆ l加ev吋V

Development of PUF /he句pa虻Mに:;yt臼e 
s叩ph恥eroidcωuhu町I江res勾yst臼em.

Devebpment of ∞mpact and efficient culture vessels 
of cells using high cell-density culture technobgy. 

v 
Devebpment of newly designed multi-c却illary
PUF packed-bed hepatocytcs culture systems. 

H Y brid-type 

Artificial Liver 
@iωsω3> 

Estimation of the performance of the module 

and i岱 applicationωrωe

Development of extracorporeal circulation line in a small 
animallike a rat and estimation of the perfoロnanceof a 
HALSS using the line including a hepatic failurc ral 

Fig. 6-1 Development of HALSS (hybrid artificialliver support system) 
by collaboration with researches in many fields. 

本研究では小動物であるラットを使用しており、さらにイヌやプタなどの大動物を用いた検討を

行う必要があるが、ヒトへの臨床使用が可能なハイプリッド型人工肝補助システムが開発されたも

のと考えられる。

107 



6.2今後の展望

本研究により、人工肝臓開発についてはもちろんのこと、その他の研究分野に影響を与え得る有

益な知見が多数得られた。そこで、これらの点を踏まえ、今後の展望を以下にまとめる。

第 3章で形成が確認されたスフエロイドは、生体外における細胞の組織化により形成されたもの

であると考えられる。そこで、この形成機構および形成誘導因子の究明により、動物細胞の三次元

培養のための各種培養条件の確立ができると期待される。さらに、発生学の分野に対しても重要な

知見を与え得るものとも期待できる。

第4章で開発した細胞培養装置は、生理活性有用物質生産のための様々な動物細胞の培養にも応

用できる。初代細胞や株化細胞の中でも、培養担体への付着力や努断応力に対する耐性などにおい

てその応答は様々である。そこで、培養細胞の特性データの採取を行うとともに、装置開発のため

に計算機シミュレーションを用いた培養装置の最適設計への指針を作る必要が生ずるであろう。ま

たこれら各種細胞特性データを得ることによって臓器ごとの細胞の特徴が明らかとなり、各臓器

(特に肝臓)の生体内における配置や、その構造の必然、性を解明する手掛かりとなるであろう 。さ

らに、その応用として究極のバイオリアクター(生体臓器に匹敵する人工臓器)が開発されるであ

ろう。

第5章で開発したラット体舛循環ラインは今後様々な分野で応用可能であると考えられる。特に、

医薬品開発や各種薬物の代謝などに関する研究において大いにその有効性を示すことができると考

えられる。例えば、これまで各種薬物の血中濃度の経時変化を求める際には、数多くの実験動物に

同じ条件でその薬物を投与し、 1点を得るのに 1個体を用いる必要があった。これに対して、本体

外循環ラインを間欠的に使用すれば、 1個体からの一連の経時的サンプリングが容易に行え、結果

として必要笑験動物数の大幅な削減，結果のばらつきの減少，さらには各種検討に必要な所要時間

や経費，労力の軽減が期待される。

最後に、本研究で開発した人工肝補助システムを劇症肝炎患者に適用し、救命するためには、工

学や医学分野などからなる研究チームを結成する必要がある。そして、臨床用の大型の人工肝臓装

置の開発を行うとともに、ヒトと同スケールのイヌやプタなどを用いた動物実験により、その有効

性を示す必要がある (Fig.6-2)。その有効性とは、生体肝移植までの"橋渡し"としての使用は

もちろんのこと、肝再生を誘導でき、患者の救命に貢献する (Fig.6ーのことである。さらに将来的

な目標として、半永久的に使用可能な人工肝臓への発展の可能性についても検討していく必要があ

る。

108 



ミ鐸2二〉
¥ 

Estimation of effecti veness of 
HALSS using small animals of rats. 

Development of a large-scale HALSS 

Estimation of effecti veness of 
HALSS using big animals of pigs. 

山 gdrugs for i… ppresslo 

Human medical-care. 

Fi只. 6句 2 Steps in development of HALSS (hybrid artificial liver 

support system) for human medical-care. 

Hepatic failure patient HALSS 

Plasma separator Artificial liver module 

Fig. 6・3 Actual application of HALSS (hybrid artificial liver 
support system) to hepatic failure patients. 
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Appendix 用語解説

足場依存性

多くの細胞は培養容器の表面に接着して分裂増殖することはできるが、物理的な方法で浮遊状態

に保つと増殖できない。この現象を足場依存性という。同様の現象を基質依存性，表面依存性とも

いう。(，組織)

アンモ二ア

アミノ酸代謝の結果、生体にとって毒性のアンモニアが産生されるが、この除去の仕方は動物種

によって異なる。晴乳動物では主として尿素回路によって尿素として排池されるか、グルタミン酸

脱水素酵素によって α ・ケトグルタール酸と結合して、グルタミン酸となり再利用される。(~)

in vitro 

もともとガラス器内(試験管内)の意味である。生物個体のなかで営まれている機能や反応を個

体外に取り出して行わせること。たとえば、酵素反応を行わせることはこれに相当する。(~)

mVlvo 

生物個体の中で生体物質が機能している状態をいう 。生体物質を生体外に取り出したときの状態

である invitro と対比される。(~)

黄痘

血液中にピリルピンが増加した状態である。諸種の分類法があり、溶血性，肝細胞性および閉塞

性に大別する分類が最も広く用いられ、臨床的にも使用しやすい。このほか、肝前性，肝性および

肝後性との分類法もある。溶血性黄痘では間接ピリルピン，閉塞性黄痘では直接ピリルピン，肝細

胞性黄痘では両者が増加するので、血中ピリルピンを直接型と関節型とに分けて測定することによ

り黄痘の種類をある程度鑑別できる。 (fK)

肝性昏睡

重篤な肝障害により起こる昏睡であるが、 一般的には精神神経症状を伴った肝疾患で、進展すれ

ば昏睡なることを想定される場合も含まれ、肝性脳症と同義語として用いられている。(~)

肝性脳症

肝性脳症は肝疾患に伴う精神神経症状で、昏睡になる場合には肝性昏睡といわれる。急性型と慢

性型に区別される。急性型は急激かっ広範な肝細胞の脱落によるもので、劇症肝炎が典型的である

慢性型は肝内外の血管型の短絡によるものである。種々の程度の意識障害，性格変化，知能低下，

神経症状などが主症状である。診断は肝障害， 血中アンモニア値，脳波所見などによる。治療は、

急性型では血築交換，交換輸血が必要であり、慢性型では高アンモニア血症の軽減，分枝鎖アミノ

酸を主とする特種アミノ酸輸液などが有効である。 (fK)
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劇症肝炎

急性肝炎の経過中に意識障害をはじめとする急性肝不全症状が出現し、短期間のうちに死亡する

予後不良な病態をいう(死亡率80~90%) 0 (医j

血液凝固

血液は血管外に出ると、ゲル状となって‘流動性を失う。血祭中の可溶性タンパク質フイプリノー

ゲンが不溶性のフイプリンに転化し、これが網状となって血球成分を取り込むからである。この現

象を血液凝固という。 15種の凝固因子が関与した複雑な反応である。 (fR)

血祭

血液中から血球を除いた淡黄色の液状部分を血援という。血築中には多種類のタンパク質が含ま

れている。血祭の生物学的作用としては、培養された組織の構築や細胞の器壁への接着促進および

栄養源の補給，培養細胞の培養への接着促進，継代培養に伴う細胞分散による障害からの保護，培

養液交換時の培養環境の急激な変化を軽減させること，培養液の順化 (conditioning)効果などがあ

げられる。(組織)

血清

血液から血球といくつかの血液凝固因子(フイプリノーゲン(I因子) ，プロトロンピン (II

因子) ， v因子， VIlI因子など)を取り除いたものである。乾燥注射器で採取した血液を容器に放

置すると血液は凝固し、やがて血餅の上にたまる淡黄色の液として得られる。血清に最も多く含ま

れるのはタンパク質で、正常成人では約 7 %を占める。培養に用いられる血清は、ヒト，ニワトリ，

ウサギ，ウマ，ウシなどの血清があるが、一般的には、ウシ血清を指すことが多い。ウシ血清は

ウシ自身の年齢により分類されている。血清は、凍結保存し、必要に応じて、合成培養液に 5~20 

%の割合で添加して使用する。血清の細胞に対する役割は、細胞の培養容器面への接着性と細胞膜

の透過性を高め、細胞の物理的安定性を増し、細胞への栄養，ホルモンの供給，老廃物の除去など

多くの作用があるといわれている。(組織j

血清アルブミン

血清タンパクの 55~60% を占める (3.5~4.5 g/ dl)。肝で合成される。分子量66000の単純タ

ンパク質。カルシウムイオン，脂肪酸， ピリルミン， トリプトファン，薬物など様々なものを結合，

運搬。血液謬質浸透圧を維持し、組織と血液聞の水，栄養素，代謝産物の移動に重要。栄養失調，

消化不良，体タンパク質喪失，肝不全などで最も滅少著しいタンパク質で、それが浮腫の原因とな

る。等電点4.7で、血清タンパク質の弱アルカリ性での電気泳動で陽極側への移動が最大。 (fR)

血栓

個体の生存中に血管内で血液が凝固したもの、血栓は血小板，フイプリン，赤血球および白血球

からなる。血小板のみからなるものを血小板血栓，フイプリンのみからなるものをフイプリン血栓，

赤血球が主体の血栓を赤色血栓，白血球およびフイプリンが主体となるものと白色血栓，白・赤色

の部が縞状に混じっているものを混合血栓という。(~)

コンフルエン卜(集密的)

細胞が利用することのできる培養容器表面上に付着して目詰まり状態に増殖した状態をいっ。

(組織)
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細胞株 (cellstrain) 

従来は生体から体外培養系に移した細胞が、無限増殖性を獲得して安定に維持，継代できるよう

になった細胞系 (cellline)を細胞株といい、このような過程を経て細胞株を得ることを株の樹立と

いったが、現在では生体から分離して体外培養に移した初代培養細胞、またはその後継代を重ねた

継代培養細胞のいずれから由来するかを問わず、これらの細胞系から、クローニングまたは特殊な

選択培養液による選抜によって、特異な性質または遺伝的マーカーを持つようになった細胞を細胞

株(単に株ともいう)という。(，組織j

腫蕩細胞

正常細胞が遺伝子レベルの変化によって安定した形質として異常増殖能を街与したものである。

(生化)

樹立細胞系

一般に培養内で継代する、または動物に移植継代する細胞が、 集団として見掛け上限りなく安定

に増殖し続け、その特性がほぼ安定に保たれる状態に達しているとき、その細胞系統をいう。この

ような細胞系の特性は、多くの場合正常の組織や器官を構成している細胞が保有する特性と異なっ

ており、多くの場合培養内で自然に、あるいは化学物質やウィルスの影響下で細胞が変化した結果、

獲得した特性であって、癌細胞に見られる特性と類似点を持つ。(生子宮j

組織形成 (histogenesis)

組織分化 (histodifferentiation) ともいう。多細胞生物の未分化な細胞群が分化して、特定の形態

的・機能的な特徴を持った組織となること、またはその過程。組織形成にはその組織を構成する個々

の細胞の分化や細胞相互作用などが関与することが多い。その機構の研究は発生学上の中心的な課

題であるが、独立した個体の発生の過程では多種類の組織が同時進行的に形成されるので、その解

析は困難である。(，組織j

胆汁酸

胆汁の主成分で、 5s-コラン -24-酸を母核に、 1~ 3個の OH基が結合した構造をもっ。胆

汁酸の生合成は、腸肝循環により肝を通過する胆汁酸量により調節され、律速酵素はコレス テロー

ル7a-ヒドロキシラーゼで、胆汁酸によりフィードパ ック阻害を受ける。胆汁酸には脂肪の吸収

促進作用，利胆作用などがある。(~)

培地

培養液，培養基ともいう。組織や細胞がその生理条件を良好に保持し、正常な機能を営むために

使用される培養液をいう。培養液は細胞の生育のために必要な糖，アミノ酸やピタミンなどの栄養

物や、細胞や組織が液中で浸透圧、その他物理的に安定な状態に保持されるための無機塩などの物

質からなる。動物細胞培養においては、ホルモンや血清を添加して用いる。

培養基質

培養細胞を支持する構造物質。細胞が付着するためのガラス面やプラスチック面，コラーゲンや

スポンジの構造物，細胞を浮遊状態に保つための寒天などが用いられる。(，組織j

播種

細胞を継代するときなど、培養容器の培地中に細胞を植え込むこと。接種と同義語としても用い

られるが、接種は動物体内に細胞を植え込む場合にも用いるので、特に培養系であることを意識し

た言葉である。(，組織)
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ビリルビン

胆汁色素の主成分で、主にヘムがヘムオキシゲナーゼなどにより酸化的に開環されピリペルジン

となり、さらに還元されて生成する。ヒト胆汁中では、 α位のメチン基が関裂した異性体 IXα が

約96%を示す。肝臓でグルクロニルトランスフエラーゼ作用により l分子あたり 1，あるいは 2

分子のグルクロン酸が側鎖のプロピオン酸基とエステルをつくる。 (fEJ

プロト口ンビン時間

外因系凝固動態を総合的に検査する測定方法。被検血棄に組織トロンポプラスチンと塩化カルシ

ウムを加えてフイプリンの析出するまでの時聞を測定する。外因系凝固に関与する第VTI，X， V， 

II因子、およびフイプリノーゲン (80mg/dl以下)の量もしくは質的異常と、その反応系に関与

する後天性循環抗凝血素に感受性を持つ (fEJ

ヘパリン化 (heparinization)

ヘパリンは抗凝固剤であり、 1mgで 1∞mlの血液の凝固を阻止しうる。体外循環を行う際、

血液は接触因子の活性化により凝固しやするなる。この凝固を防ぐ目的でハパリンの凝固阻止量を

加える。これをヘパリン化とよぶ。広義には試験管内の血液凝固の阻止のためにヘパリンを加える

こともヘパリン化ということがある。 (fEJ

輸液

水分，電解質，栄養素などを頚静脈的に投与する方法。外科手術時における水分，電解質の投与

は維持輸液であり、脱水，電解質異常の治療としてこれを補う場合は欠乏輸液である。一般的輸液

として、プドウ糖液，キシリトール液，電解質液，乳酸加リンゲル液，アミノ酸液が用いられる。

(医)
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