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論  文  内  容  の  要  

「目的」本研究はヒト成熟肝細胞の長期培養及び増殖法の開発を目的とした。  

「村象と方法」感染症のか－肝切除症例15例より平均7．4gの肝組織片を採取した。平均年齢は51．1歳であった。EDTA－  

co11agenase港流を行い，遠心分離で得た成熟肝細胞をtypeIcollagen cbated dishに播種した。10％FBS加Williams，E液  

（WE液），10％FBS加KSFM液（FBS－KSFM液），10％ヒト血清加KSFM液（HS－KSFM液）の3種の培養液で培養  

した。光学顕微鏡および走査電子顕微鏡にて形態変化を，ELISAでalbumin産生量，1idocaine及びurea代謝能を，West－  

ern Blottingで肝細胞1ate stage markerのα1－antitrypsin，α1－antichymotrypsin，Ceruloplasminの発現を，Bromodeox－  

yuridinelabelingindexにて増殖能を検討した。全ての培養液に10mMnicotinamide，10ng／mlepidermalgrowth factor，  

0．5FLg／mlinsulin，10‾7Mdexamethasoneを加えた。「結果」形態学的には，WE液では1週間，FBS－KSFM液では1ケ  

月で線碓芽細胞の増殖により肝細胞は認められなくなった，一方，HS－KSFM液では線維芽細胞は殆ど認められず肝細胞  

は平均2ケ月（最長3ケ月間）cuboidalな形態を保ち，走査電子顕微鏡ではperoxysome，mitochondria，glycogenを豊富  

に認め機能も良好であると推測された。また1ケ月後からは，一部に肝組織幹細胞とされている小型肝細胞が増殖する像も  

認めた。albumin分泌量は，WE液は1週間で，FBS－KSFM液は1ケ月で測定不能になるが，HS－KSFM液は2週間  

1qLg／ml／2hrs，1ケ月8FLg／ml／2hrs，2ケ月4．叫g／ml／2hrsと高値を示した。長期培養が可能となったHS－KSFM液では，  

尿素窒素，1idocaine代謝能は1ケ月まで測定できたがその後検出感度以下となり，albumin産成能に比べ早期に機能低下  

した。しかし，α1－antitrypsin，α1－antichymotrypsin，Ceruloplasminの発現は2ケ月培養後にも認めた。Bromodeoxyuri－  

dine（BrdU）1abelingindexは2週間後までは10から15％の倍を示したが，その後は測定できなかった。またBrdU陽性細  

胞についてはBrdU，albumin蛍光二重免疫染色を行い，肝細胞であることを確認した。「考察」ヒト血清を添加した  

KSFM液は肝特異的機能を維持したヒト成熟肝細胞の培養期間を延長すると共に小型肝細胞を増殖させる事が可能であっ  

た。KSFM液はカルシウムイオン濃度が低く，これが線維芽細胞の増殖を抑え，その結果肝細胞が維持され，長期に維持  

されたその環境が実質分画に混入した小型肝細胞を増殖させ得たと考えられる。ヒト肝細胞を人工肝臓や細胞移植の細胞供  

給源として臨床応用するためには，今後これらの細胞を純化，増殖させることが重要である。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本研究は，正常ヒト成熟肝細胞の長期培養及び増殖法の開発を目的としたものである。   

手術時に採取した肝組織から肝細胞を分離し，10％FBS加Williams〉E液（WE液），10％FBS加Keratinocyte Stimulat－  

ing FactorMedium液（FBS－KSFM液），10％ヒト血清加KSFM液（HS－KSFM液）で培養した。WE液では1週間，  

FBS－KSFM液では1．5ケ月で線維芽細胞の増殖により肝細胞は認められなくなった。一方，HS－KSFM液では肝細胞は平  

均2ケ月形態を保ち，透過電子顕微鏡ではmitochondria等を豊富に認め，1ケ月後には一部に肝組織幹細胞とされる小型  
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肝細胞が増殖する像も認めた。albumin分泌量は，WE液は1週間で，FBS－KSFM液は1ケ月で測定不能になるが，HS  

－KSFM液は1ケ月8Flg／ml／2hrs，2ケ月生5pg／ml／2hrsと高値を示した。以上より，HS－KSFM液は肝特異的機能を維  

持したヒト成熟肝細胞の培養期間を延長するとともに小型肝細胞を増殖させると結論した。   

以上の研究は，ヒト肝細胞応用の前臨床研究として培養ヒト肝細胞の特性の解明に貢献し，重症肝不全の治療，薬剤開発  

等に寄与するところが多い。   

したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，本学位授与申請者は，平成14年8月5日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものであ  

る。  
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