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概要 

[背景] 

肝細胞癌(HCC)切除後の成績向上のためには、補助療法の開発が必要である。我々は切除可

能 HCC に対し、OK-432・fibrinogen・lipiodol を用いた術前動脈免疫塞栓療法（TIE）を

実施し、術後 3年無再発生存率の有意な改善と腫瘍微小環境の変化(腫瘍内の樹状細胞・細

胞障害性 T細胞の増加と抑制性 T細胞の減少)、再発予防と免疫の関連性について報告した

が、その機序は明らかではない。 

[目的]  

自然免疫に関与するマクロファージ(Mφ)に着目し、TIEの臨床標本、門脈塞栓(PE)ratモ

デルおよび培養細胞を用いて、fibrinogen+OK-432 の免疫系に与える影響を解析すること

を目的とした。 

[方法] 

①術前 TIE後に肝切除術を施行した 13症例の背景因子および組織所見(HE、化学免疫染色

(CD68(全 Mφ)、CD163(M2 Mφ)、CD8))を、手術単独群 13 症例と比較した。②rat 肝片葉

PE モデルで、塞栓物質の違いによる組織変化(HE、fibrin、CD68、CD163)を観察した。塞

栓物質は lipiodol (L 群)、lipiodol+OK-432 (LO 群)、lipiodol+fibrinogen (LF 群)、 

lipiodol+fibrinogen+OK-432 (LFO群)の 4種類を使用し、PE後 1、3、7日に肝臓を摘出し

た(各群 n=3)。③fibrin gelを用いた Mφ遊走能評価を行った。2種類の fibrin gel(OK-432

有/無)を作成し、2日間培養後、J774(mouse Mφ cell line)の gel内への遊走を共焦点顕

微鏡で比較した。 

[結果] 

①TIE群の術後 3年無再発生存率は有意に良好であった(p=0.034)。TIE群では、腫瘍内に

壊死像・多核巨細胞が出現し、CD68陽性細胞が有意に多く存在し(p<0.01)、腫瘍内・腫瘍

周囲肝組織中で CD8 陽性細胞の集積が有意に多かった(p<0.01、p=0.035)。②rat PE モデ

ルでは、4群とも塞栓葉の広範な肝組織障害を認め、day7においてはほぼ消失した。肝障

害部位への CD68陽性細胞集積数は、day7で LFO群が他群と比較して有意に多いが(p<0.05)、

CD163陽性細胞数の増加を認めなかった。③fibrin gel中に OK-432を含むことで J774の

gel内侵入細胞数が有意に増加した。 

[結語]  

本研究では、fibrinogenと OK-432の局所投与が Mφを持続的に活性化し、免疫環境を Th1

にシフトすることが示唆された。免疫抑制状態にある腫瘍微小環境に fibrinogenと OK-432

を局所投与することは、腫瘍微小環境を変化させ、腫瘍に対する免疫誘導を期待しうるも

のであると考える。 
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略語一覧 

CD: Cluster of differentiation 

DC: Dendritic cell、樹状細胞 

HCC: Hepatocellular carcinoma、肝細胞癌 

IL: Interleukin 

Mφ: Macrophage、マクロファージ 

PE: Portal vein embolization、門脈塞栓 

TACE: Transcatheter arterial chemoembolization、肝動脈化学塞栓療法 

TAI: Transcatheter arterial infusion、肝動脈動注化学療法 

TAM: Tumor-associated macrophage、腫瘍関連マクロファージ 

TIE: Transarterial immune-embolization、肝動脈免疫塞栓療法 
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序論 

本邦では原発性肝癌は部位別悪性新生物の死亡率で第 5位（2013年）1)で、その約 94％

を肝細胞癌（HCC）が占めている。HCCはウイルス、アルコール、糖尿病、脂肪肝などに起

因する慢性肝疾患が発生の危険因子とされており、肝予備能および腫瘍因子に応じて治療

法が選択される 2)。最も治療成績の良好である肝切除術の 5 年生存率が 56.8％3)であり、

更なる治療成績向上が求められている。 

HCC外科切除症例の予後因子は術後肝不全と術後再発であり（1、3、5年無再発生存率は

68.0%、33.6%、26.3%）4)、治療成績向上のためには安全かつ十分な手術と、補助療法の開

発が課題である。しかし、術後再発予防として術後補助化学療法 5)、術前 TACE6)7)、術後養

子免疫療法 8)が実施されてきたが、2013年版の肝癌診療ガイドラインでは、推奨される補

助療法は示されていない 2)。 

OK-432は Streptococcus pyogenes（A群 3型）由来の菌体成分であり、抗腫瘍効果およ

び宿主免疫賦活作用を有し、古くから悪性腫瘍治療に用いられている。HCCでも OK-432に

着目し、OK-432、fibrinogen、thrombin、lipiodol混合物を用いて腫瘍の栄養血管を塞栓

する肝動脈免疫塞栓療法（Transarterial immunoembolization、以下 TIE）が検討されて

きた 9-11)。Yoshidaら 11)が切除可能 HCCに対する術前 TIEと TACEを比較し、TIEによる直

接的な抗腫瘍効果に加え免疫系を介した術後再発抑制の可能性を示している。 

当科で切除可能 HCCを対象として、術前 TIE施行群と手術単独群の治療効果を比較する

臨床試験を実施し、術前 TIE群では手術単独群と比較して無再発生存率が有意に良好であ

り、腫瘍内の樹状細胞(Dendritic cell, 以下 DC)、CD8陽性リンパ球が有意に多く、抑制

性 Tリンパ球が有意に少なく、Th1 typeの免疫反応が誘導された可能性を報告した 12)。Th1 

typeの免疫環境の誘導には OK-432により活性化が誘導されたマクロファージ(Mφ)から放

出されるサイトカインが関与しているものと予想される。 

活性化した Mφは一般に、M1と M2に分類され、M1は proinflammatory responseを誘導

し、M2は immunosuppressive response を誘導する 13)。悪性腫瘍内にも多くの Mφが存在

することが明らかとなり、Tumor-associated macrophage(TAM)と呼ばれ、腫瘍発生、発育、

転移に関係する微小環境の構築に影響を及ぼしている。TAMは一般に M2の phenotypeを示

すとされ、腫瘍の宿主免疫系からの回避に関与していると考えられている 14)。 

本研究では Mφに着目して、①術前 TIE施行肝切除症例の摘出標本を用いて肝組織中の

Mφの phenotype (M1, M2)、集積するリンパ球(CD8)を検討すること、②OK-432+fibrinogen

による塞栓の効果をrat門脈塞栓(PE)モデルの肝組織中Mφの経時的変化で解析すること、

③OK-432+fibrinogenの共存刺激によるMφ貪食能・遊走能に与える影響についてMφ cell 

lineを用いて in vitroの系で解析する事を通し、TIEによって誘導される局所免疫応答に

ついて解析することを目的とした。 

  



４ 

 

目次 

 

第 1部 肝動脈免疫塞栓療法(Transarterial immune-embolization: TIE)

実施症例の組織評価 

1.1 緒言 

1.2 実験方法 

1.2.1 肝動脈免疫塞栓療法 

1.2.2 対象 

1.2.3 組織評価法 

1.2.4 統計解析法 

1.3 結果 

1.3.1 TIE群と Control群の背景因子の比較、術後成績の比

較 

1.3.2 TIE群と Control群の組織所見の比較 

1.4 考察 

第 2部 rat門脈塞栓モデルによる塞栓後の経時的な肝組織変化 

2.1 緒言 

2.2 実験方法 

2.2.1 rat門脈塞栓モデル 



５ 

 

2.2.2 組織評価方法 

2.3 結果  

2.4考察 

第 3部 マウスマクロファージ cell lineである J774.1の遊走・活

性化における fibrin、OK-432の役割 

3.1 緒言 

3.2 実験方法 

3.3 結果 

3.4 考察 

総括 

謝辞 

参考文献 

図説明(Figure legends) 

 

  



6 

 

 

 

 

 

 

 

第１部 

肝動脈免疫塞栓療法(Transarterial immune-embolization: TIE)  

実施症例の組織評価 

 

  



7 

 

1.1 緒言 

固形癌組織は癌細胞のみならず、様々な非腫瘍性の細胞より形成され、癌細胞の悪

性腫瘍としての形質を形成する微小環境が構築されている。Mφは腫瘍周囲環境を構

築する主たる免疫担当細胞であり、環境に応じて抗腫瘍効果・腫瘍増殖のいずれにも

作用しうるといわれており、その phenotypeにより M1または M2Mφに分類される。 

術前 TIEを施行した HCC切除症例では、血中サイトカインおよび腫瘍内浸潤炎症性

細胞の検討から Th1 typeの免疫反応誘導の可能性が示されたが、腫瘍周囲環境内の

Mφに関しては検討されていない。 

 本研究は、HCC 腫瘍内および腫瘍周囲肝組織中に存在する Mφ の phenotype、CD8

陽性リンパ球に着目し、TIE施行症例と非施行症例で比較検討し、TIEによる腫瘍周

囲環境の変化について検討することを目的とした。 

 

1.2 実験方法 

1.2.1 肝動脈免疫塞栓療法 

当科では、福島県立医科大学倫理委員会に平成 16年 5月 28日受付番号 300とし

て承認を受けた上で、下記の適格基準・除外基準を確認し、切除可能な肝細胞癌患

者を対象として術前に肝動脈より OK-432、fibrinogen、lipiodol (±thrombin)を

注入する術前免疫塞栓療法(TIE)を実施した。 

具体的には、局麻下に鼠径部より右大腿動脈を穿刺し、カテーテルを固有肝動脈

に進め、さらにマイクロカテーテルを用いて、腫瘍の栄養血管を同定したのち、塞

栓物質を用いて TIEを行った 10)11)。塞栓物質は、OK-432と thrombinをそれぞれ

2.5KE/ml、2U/ml に生理食塩水で希釈した solution Aと fibrinogen を 60mg/mlに

生理食塩水で希釈した solution Bを作成し、solution A:solution B:lipiodol を

1:1:0.5の割合で 30秒間混和し、30～60秒かけてゆっくり注入した。しかし、塞

栓物質の凝固によりカテーテルが閉塞することから、thrombinの投与法に若干の

変更を加えた。TIE施行後 11～27日(中央値 20日)に手術を行い、腫瘍を摘出した

(Figure 1)。 

適格基準：①組織または血液検査・画像検査で肝細胞癌と診断されている者、②

75歳未満の者、③ECOG Performance Status (PS)が 0-2の者、④主要臓器の機能

が十分保持されている者、⑤患者本人より文書による同意が得られている者。 

除外基準：①OK-432または fibrinogen製剤によるショックあるいはベンジルペ

ニシリンによるショックの既往歴を有する者、②活動性の感染症を有する者、③重

篤な合併症を有する者、④活動性の重複癌を有する者、⑤抗凝固薬・抗血小板薬の

内服中止が困難である者、⑥ヨード系造影剤にアレルギーを有する者、⑦中等度以

上の腹水・胸水を認める者。 

1.2.2 対象 
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2001年から 2009年に TIE後に肝切除術を施行した HCC 13症例(TIE群)と、対

照として同時期にTIEを施行せずに肝切除を施行したHCC症例13例（Control群）

とを抽出し、摘出肝切除標本を用いて、組織学的に比較・検討した。なお、対照

は、TIE 群と比較して主要な臨床病理学的背景因子に統計学的有意差が無いよう

に抽出した。 

 

1.2.3 組織評価法 

切除肝組織を 10%緩衝ホルマリンで固定した後、パラフィンブロックを作成し、厚

さは 3mmで薄切した。組織全般の観察のために Hematoxylin and eosin(H.E.)染色を

行い、免疫組織学的検索のため連続切片を作成した。 

CD68は Mφ全般のマーカーであり、CD163 はいわゆる M2 Mφのマーカーとした。

リンパ球のマーカーとして CD8について検討した。抗 CD68抗体（Monoclonal mouse 

anti-human CD68 (PG-M1, Dako, Denmark）、predilutedの抗 CD163 抗体(Monoclonal 

mouse, anti-human CD163 antibody (10D6)、abcam, UK)、および抗CD8抗体(Monoclonal 

mouse, anti-human CD8 antibody (C8/144B)、Dako, Denmark)を一次抗体として使用

した。内因性ペルオキシダーゼ除去のため 3%過酸化水素水処理を行った後、CD68、 

CD163染色ではマイクロウェーブ(pH 6.0クエン酸 Buffer下に 15分間加熱処理)で抗

原の賦活化を行った後、一次抗体(抗 CD68 抗体（1:100）、prediluted抗 CD163抗体、

または抗 CD8抗体(1:50))を用いて over-nightで反応した。二次抗体 Polyclonal 

Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins / Biotinylated Rabbit F(ab')2 (1:400, Dako, 

Denmark)と 20分反応し、VECTASTAIN Elite ABC Standard Kit(VECTOR LABORATORIES, 

USA)を用いて 20 分 DABで発色した。 

OLYMPUS 社製 倒立型サーチ顕微鏡 IX73、顕微鏡用デジタルカメラ DP73(ソフトウ

ェア：cellSens standard 1.8.1)を用いて組織学的検討を行った。各切片から腫瘍内

部(intra-tumoral)と腫瘍周囲肝組織部(peri-tumoral liver tissue)の 2か所を選択

し、倍率 400 倍（1 視野 176μm x 132μm）で各 5 視野を選択し撮影した(Fig. 2)。

陽性細胞数のカウントは ImageJ 1.48vの Cell Counterを使用した。 

 

1.2.4 統計解析法 

統計学的な解析は、統計解析ソフトは SPSS version22、および GraphPad Prism5

を用いて行った。Shapiro-Wilkの正規性検定を施行後、Spearmanの順位相関係数、

ｔ検定、Mann-Whitney検定を用いて有意差の検定を行った。生存率は Kaplan-Meier 

methodで解析した。p<0.05をもって有意差有りと判断した。 

 

1.3  結果 

  1.3.1 TIE群と Control 群の背景因子の比較、術後成績の比較 
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TIE群と Control 群間で比較検討を行った。年齢、性別、肝炎ウイルスの有無、

Child-Pugh score (背景因子)、AFP、PIVKA-II、腫瘍個数、腫瘍径、脈管浸潤の有

無、進行度：Stage(腫瘍因子)、術式、出血量 (手術因子)、腫瘍組織学的分化度、

背景肝組織(組織学的肝炎活動性：A、組織学的線維化：F)の臨床病理学的因子に関

して両群間に差を認めなかったが、手術時間のみ TIE群で有意に短かった(Table 1)。 

全症例の観察期間は中央値 1982日(1122 日- 4317日)であった。両群の 3年生存率

は TIE群、Control 群ともに 100%(13症例中 13例)であったが、術後 3年無再発生存

率に関しては、TIE群：100%(13症例中 13 例)、Control群：69.2%(13症例中 9例)

であり、TIE群で有意に良好であった(p=0.034) (Fig. 3) 

 

1.3.2 TIE群と Control群の組織所見の比較 

TIE群の腫瘍内では融解・出血壊死像を認め、多核巨細胞が出現していた。多核巨

細胞は 13例中 10 例出現し、CD68陽性、CD163陰性であった(Fig. 4)。 

免疫組織化学染色による Mφに関する両群間の比較では、腫瘍内 CD68陽性細胞数

が TIE群で有意に多かったが、腫瘍周囲肝組織中の CD68陽性細胞数、腫瘍内 CD163

陽性細胞数および腫瘍周囲肝組織中CD163陽性細胞数では両群間に差を認めなかっ

た(CD68: 腫瘍内 (TIE群: 15.1±9.1、Control群: 9.7±4.5, p=0.0003）、腫瘍周

囲肝組織 (TIE 群: 16.0±5.4, Control 群: 15.0±4.3, p=0.47)、CD163: 腫瘍内 

(TIE群: 14.0±9.6, Control群: 10.7±6.4, p=0.071)、腫瘍周囲肝組織 (TIE群: 

17.6±6.8, Control 群: 17.1±5.3, p=0.98))。  

CD8 陽性細胞は、腫瘍内、腫瘍周囲肝組織共に TIE 群で有意に多かった(腫瘍内 

(TIE 群: 8.2±15.13, Control 群: 2.1±3.1, p<0.0001)、腫瘍周囲肝組織 (TIE

群: 3.4±3.7, Control 群: 2.2±2.5, p=0.035)) (Fig. 5)。腫瘍内外の比較では

TIE群、Control群共に有意差を認めなかった(TIE群:p=0.11、Control群:p=0.22) 。 

 

1.4  考察 

TIE群では、Control群と比較して、腫瘍内において CD68陽性細胞数が有意に多

く、CD163陽性細胞は有意差を認めないことから M1Mφが増殖していること、腫瘍

内・腫瘍周囲肝組織中の CD8陽性リンパ球が有意に多いことを確認し、Th1 type

の免疫反応が腫瘍局所で惹起された可能性が示された。 

HCCと TAMs に関する検討では、汎 Mφのマーカーである CD68 で評価し、腫瘍内

もしくは腫瘍周囲肝組織中の TAMs細胞数が予後(全生存率もしくは無再発生存率)

と逆相関すると報告されている 15)16)。TAMs は腫瘍増殖に好ましい環境整備に関与

するとされ、TAMsが腫瘍増殖抑制を目的とした治療のターゲットとして注目され

ている 14)17)。 
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癌に対する OK-432と fibrinogenを組み合わせた治療は、これまで大腸癌・HCC

で実施され、炎症が長期に持続し、腫瘍壊死に伴う腫瘍縮小効果が得られている 18)。

OK-432が Toll like receptorを介して単球、Mφ、樹状細胞等を活性化し、腫瘍

に対する免疫応答を誘導する可能性が示唆されている 10)11)。 

今回の TIE群の切除標本の観察では、腫瘍組織内に出血・融解壊死像および多核

巨細胞の出現を認め、腫瘍内浸入 CD68陽性細胞数は Control群と比較して有意に

増加していた。出血・融解壊死像は TIE による動脈塞栓効果に起因すると考えられ

る。多核巨細胞の出現および腫瘍内 CD68 陽性細胞の増加に関しては、活性化した

Mφの集積による変化を示唆すると考える。多核巨細胞は、炎症巣からの化学遊走

因子(サイトカインやケモカイン)で動員された Mφより形成されることが一般的

で、CD163陰性であるとの報告があり 19)、今回の免疫組織化学染色での検討でも

CD68陽性・CD163陰性であり、M1 Mφの可能性がある。また、TIE 施行後手術まで

の期間は中央値で 20日であることから、この変化は比較的長期間持続していると

考えられる。また、CD8陽性細胞は TIE群で腫瘍内外共に増加しており、活性化 Mφ

による T細胞の活性化が示唆され、Th1 型免疫反応が腫瘍内にとどまらず腫瘍周囲

組織まで波及していることが示唆された。 

本研究での問題点は、塞栓物質に thrombinを混ぜた場合にカテーテル内で凝固

することがあり、臨床医の判断で TIEの塞栓物質が症例により変更されていた。約

半数の症例では thrombinなしで塞栓が施行されたが、thrombinの有無で組織障害

や集積細胞数に差を認めなかったことから、今後は手技の統一を考慮し、塞栓物質

に thrombinを含めずに検討することが必要であると考える。また、塞栓物質の違

いによる塞栓後の経時的な組織障害部位の変化を検証する必要があるが、臨床例で

は実施困難である。 

上記問題点を解消するため、門脈を塞栓する動物モデルを用いて、OK-432＋

fibrinogenの組み合わせの意義について次の研究で検証する。 
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第 2部 

rat門脈塞栓モデルによる塞栓後の経時的な肝組織変化 
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2.1  緒言 

fibrin＋OK-432 の癌への投与はこれまで、肝細胞癌 11)12)、大腸癌 18)、乳癌 20)、胃

癌 21)に対して行われ、組織学的検討で Mφ が集積し、Th1 type responseを誘導しⅣ

型アレルギー反応をきたす可能性が示された。前項で示した術前 TIE後の摘出肝組織

を用いた検討でも同様の結果が示されたが、塞栓物質が症例により異なることが問題

であり、治療効果を評価するためには、塞栓物質の統一が必要であり、thrombinを除

いた塞栓物質の使用を検討している。 

  本研究では、塞栓物質として OK-432, fibrinogen の組み合わせによる組織変化を

検討することを目的とする。4種類の異なる塞栓物質を用いて ratに PEを施行し、肝

組織障害・炎症性細胞浸潤の経時的変化を観察し評価する。 

 

2.2  実験方法 

  2.2.1 rat門脈塞栓モデル 

実験動物：Wistar rat (週数 8～22week male、体重 163～478g、購入 Charles river)。 

実験施設：福島県立医科大学医学部附属実験動物研究施設。 

塞栓物質：fibrinogen（ベリプラスト P® (1ml、CSLベーリング)）・OK-432(ピシバ

ニール® 5KE、中外製薬株式会社)）・lipiodol（リピオドール®480 注、テルモ株式会

社）の混和物を作成する。TIE臨床例に準じてfibrinogen (60mg/ml)、OK-432(2.5KE/ml)、

および lipiodol を 1:1:0.5の割合で混ぜて使用した 11)12)。 

PEに使用する塞栓物質を下記の 4種類作成した。①lipiodol群(L群)、②lipiodol+ 

OK-432群(LO群)、③lipiodol+ fibrinogen群(LF群)、④lipiodol+ fibrinogen+ OK-432

群(LFO 群)。塞栓物質は、含有する物質の濃度を一定にするため、不足分は生理食塩

水で塞栓物質の総量を調節した。 

塞栓術：肝右葉を塞栓する片葉塞栓モデルにて実験を行った。イソフルランにて全

身麻酔を導入し、上腹部を消毒した後、上腹部正中を小開腹した。小開腹部からペン

トバルビタールを 40～50mg/kg注入し、麻酔を維持した。上腹部正中で開腹し、肝臓、

腸間膜を牽引し、門脈を露出し、左肝外側葉に流入する門脈をブルドック鉗子でクラ

ンプし、門脈を 22Ｇサーフロー針で穿刺し、外筒を右門脈に進め、塞栓物質を注入し

た。X線写真で PE部位を確認した後、腹部を 3-0絹糸で連続縫合し、閉腹した。 

組織採取法 

PE 後 1、3、7 日後に肝臓を摘出し、4％パラホルムアルデヒドで固定し、病理検査

に供した（各群 n=3）。non treated群から摘出した肝組織をコントロールとして、以

下の免疫組織化学染色で比較検討した。 

 

  2.2.2 組織評価方法 

免疫組織化学染色：肝組織は固定後にソフテックス(EMT-R特型、ソフテックス株式



13 

 

会社)を用いて軟 X線撮影を行い塞栓物質の残存を確認した後、パラフィンに包埋し、

パラフィンブロックを作成し、厚さは 3mm で薄切し、組織評価を行った。 

一般的観察のために H.E.染色を行い、免疫組織学的検索のため連続切片を作成した。

抗 fibrin 抗体（Fibrinogen、Dako, Denmark）、CD68 染色（ED1、AbD Serotec, UK）、

CD163 染色(ED2, SANTA CRUZ, USA)を一次抗体として使用した。内因性ペルオキシダ

ーゼ除去のため 3%過酸化水素水処理を行った後、CD68, CD163染色ではプロテアーゼ

K (pH7.8、0.05MTris Buffer 下に 5分間室温にて反応)で抗原の賦活化を行った後、

一次抗体(抗 fibrinogen 抗体(1:400)、抗 CD68 抗体（1:100）、または抗 CD163 抗体

(1:50))を用いて over-night で反応した。抗 fibrin 染色では 2 次抗体として

Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunoglobulins / Biotinylated Swine F(ab')2(Dako, 

Denmark)と 20分反応し、VECTASTAIN Elite ABC Standard Kit(VECTOR LABORATORIES, 

USA)を用いて 20 分 DABで発色した。CD68、CD163染色ではヒストファインシンプルス

テインラット MAX-PO(M)(ニチレイ、日本)を用いて DABで発色した。 

陽性細胞数測定：OLYMPUS 社製 倒立型サーチ顕微鏡 IX73、顕微鏡用デジタルカメ

ラ DP73、cellSens standard 1.8.1を用いて組織標本を撮影した。撮影部位は、最も

細胞が集積している部位を倍率 400 倍（1 視野 176μm x 132μm）で各 5 視野ずつ撮

影し、CD68または CD163染色陽性細胞数を ImageJ 1.48vの Cell Counter を使用して

カウントした。 

統計処理：統計学的な解析は、Shapiro-Wilkの正規性の検定、ｔ検定、Mann-Whitney

検定、Kruskal-Wallis検定を用いた。統計解析ソフトは GraphPad Prism5を用いて行

い、p<0.05をもって有意差有りと判断した。 

 

2.3  結果 

門脈塞栓による肝障害部位の評価 

PE後の肝組織を示す。肝組織障害部位は H.E染色で評価した。Day1 では HE染色で

認めた肝障害部位と抗 fibrinogen染色陽性領域がほぼ一致していた。Day1 の肝組織

は、4群とも門脈内に血栓の形成と広範な肝組織障害を認めた。HE染色での評価では、

day1 で最も広範な組織障害を認め経時的に障害領域が縮小し、day7 においてはほぼ

消失していた。それに併せて抗 fibrinogen染色陽性領域も縮小していた(Fig. 6)。 

 

免疫組織化学染色の評価 

CD68陽性細胞 

CD68 陽性細胞数は、塞栓後 day1, 3, 7 において 4 群ともに Control 群と比較して

有意に増加していた。day1では、LO群が他群より有意に多く、day3 では LO群が他群

より有意に少なく、day7では LFO群が他群よりも有意に多い結果であった(day1 L対

LO :p=0.0001、LO 対 LF :p=0.0008、LO 対 LFO :p=0.0016、day3 L 対 LO :p=0.0041、
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LO対 LF :p=0.0011、LO対 LFO :p=0.0003、 day7:L対 LFO :p<0.0001、LO対 LFO :p<0.0001、

LF 対 LFO :p=0.0440) (Fig. 7)。塞栓物質別の経時変化を Figure 8 に示す。LO 群で

は day1 に peak となり、その後減少したが、L 群・LF 群・LFO 群では day3 が peak と

なっていた。 

CD163陽性細胞 

CD163陽性細胞数は、塞栓後 day1, 3, 7 において 4群ともに Control群と比較して

有意に増加していたが、CD68陽性細胞数と比較して少数であった。day1, day3では 4

群間に差を認めず、day7 では LO 群が L 群・LF 群より、LFO 群が L 群より有意に少な

かった(day7: L対 LO :p=0.0012、LO対 LF :p=0.0080、L対 LFO: p=0.0124) (Fig. 7)。

塞栓物質別の経時変化では、全ての群で day3 が peakであった(Fig. 8)。 

 

2.4 考察 

PEを行うことで、4群とも day1で広範な組織障害を認めたが、経時的に障害領域

が縮小し、day7においてはほぼ消失していた。PEの際に、lipiodolに加え、fibrinogen、

OK-432を併せて用いることで塞栓部位への CD68陽性細胞の集積が持続した。 

TIE後の組織変化が塞栓物質の違いに起因していると考え、lipiodol、fibrinogen

および OK-432を用いた塞栓実験を計画した。研究の目的が、血管塞栓に伴う経時的

な肝組織障害および同部位への炎症性細胞浸潤の変化を観察することあり、ratの PE

モデルで評価可能と判断し実施した。文献的には、ゼラチンを含浸およびコーティン

グしたアクリル系共重合体である Microspheresを用いている PEの場合、肝組織壊死

は PE後 1日がピークであり、7日後には線維化も残さずほぼ消失したと報告され 22)、

Ethanolで PEした場合は、門脈内に新鮮血栓が 14日以上にわたって充満し塞栓葉の

壊死が持続すると報告され 23)、塞栓物質の違いにより門脈内血栓の塞栓葉の組織障害

の経時的な変化も異なっていた。 

本研究では 4 種類の塞栓物質を用いて検討を行った。Day1において、いずれの群

も門脈内に血栓の形成を認めた。血栓を形成する機序としては、①lipiodol による類

洞内での血流うっ滞を生じ、②OK-432による炎症反応に起因する組織浮腫に加え、③

fibrinogenの投与による局所での fibrin網形成が関与しているものと考えた。一方、

day7では組織障害部位は縮小していたが、正常の類洞構造であれば①lipiodolは短

期間(数日以内)で肝静脈に流れること、②類洞が門脈と動脈双方からの血液の流入が

あることで一過性の組織変化であったと考える。 

肝組織内の CD68陽性細胞数の経時的な変化に関しては、LO群では day1が最多で、

経時的に減少したのに対して、L群・LF群・LFO群では day3が最多であった。Shiら

は ratに OK-432 を静注した際に肝内の Kupffer 細胞・monocyteは急激に増加し 36時

間でピークを迎えることを示している 24)。OK-432は lipiodolに溶解しないため、LO
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群では OK-432の門脈内注入による影響で day1での細胞数が最多になったと考えられ

る。 

L群、LF群、LFO群では day3で CD68陽性細胞の集積が最多であり、PE後の血栓形

成による組織障害が生じたため、3日目が細胞浸潤のピークを迎えるものと考えられ

る。一方、day7 において LFO 群の塞栓部位への CD68陽性細胞の集積が他群と比較し

て有意に増加したことに関しては、門脈内に投与した fibrinogen∔OK-432の併用によ

る影響と考える。今回の研究では thrombin を用いず、fibrinogenのみを投与したが、

摘出した肝組織を検討すると、門脈内に血栓が形成され、肝小葉内において抗 fibrin

抗体で染色される領域が存在していた。内因性の thrombinもしくは血中のセリンプ

ロテアーゼなどの影響で fibrinogenが重合し fibrin網を形成した可能性がある。

Fibrinは gel化した状態で薬剤を徐放する基剤として作用するとして臨床応用されて

おり 25)、OK-432が fibrin gelに含まれることで Mφ集積遷延の原因となりうると考

える。 

一方、CD163 陽性細胞は 4 群とも PE により増加は認めたが、CD68 陽性細胞と比較

して変化率が低率であったことから、免疫抑制性 Mφの動員が主たるものではないと

予想される。Figure8に示すように、今回の研究では、CD68陽性細胞の経時的変化が

主であり、M1Mφの経時的変化を示唆するものと考えた。 

本研究では、正常肝組織の門脈塞栓を用いた観察である。血管塞栓とそれによる早

期の自然免疫系の反応を観察するモデルとしては評価可能であると考えるが、その後

の獲得免疫との関連について考察することは困難である。今後は、担癌モデルを用い

た実験を計画し、評価することが必要である。 

次の研究では、fibrin 網と OK-432 の併存による Mφへの影響について cell line

を用いた in vitroの系で検討する。 
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第 3部 

マウスマクロファージ cell lineである J774.1の遊走・活性化に 

おける fibrin、OK-432の役割 
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3.1  緒言 

 前項では塞栓物質の組成の違いによる影響を観察し、lipiodol, OK-432, fibrinogenの

全てを使用した群で、Mφの集積の持続を認めた。fibrinogenは Aα、Bβ、γ鎖の 3種の

ポリペプチド鎖で構成される物質であり、thrombin により Aα、Bβ 鎖が切断され互いに

重合し、最終的に立体構造となり、fibrin となる 26)。fibrin はその構造的な特性から混

合した薬剤の徐放効果を示すことから、臨床応用が研究されている 27)。TIE においても、

OK-432 が fibrin 内に取り込まれることにより、徐放効果から免疫誘導が持続する可能性

が有る。 

今回は、OK-432が混在する fibrin gelの構造の観察と、fibrin gelの Mφに与える影

響について検討することを目的とした。 

 

3.2  実験方法 

培養細胞：J774.1(単球・Mφ 様細胞株, BALB/c mouse、理研)。 

培養培地：RPMI 1640(Sigma-Aldrich) medium with 10% Fetal bovine serum(ニチレ

イバイオサイエンス)、100 U of penicillin /ml、100 mg of streptomycin 

/ml(Sigma-Aldrich) 

実験培地：RPMI 1640 without phenol red (Sigma-Aldrich)、5% Fetal bovine serum(ニ

チレイバイオサイエンス) 

実験手順： 

fibrin clotの作成には、fibrinogen・thrombin（フィブリン糊  (1ml、CSLベーリン

グ)  (ベリプラスト P®)）を用いた。OK-432(5KE(0.5mg/ml)、中外製薬株式会社) （ピ

シバニール®）は蛍光走査顕微鏡での観察に備え、Alexa Fluor® 647 色素(Life 

Technologies)で標識、J774.1は緑色蛍光タンパク質(mVenus)を導入した。 

fibrin gel の作成は、走査電子顕微鏡(JEOL JSM-5800、日本電子、日本)下で段階希

釈した fibrin gel の形態を観察し、fibrinogen を 8 倍希釈して作成することとした。

培地で 8 倍希釈した fibrinogen 溶液に Alexa647 で赤外蛍光標識した OK-432(最終濃度

5KE/ml)と、thrombin(最終濃度 0.6U/ml)加えた後、4well 35mm dishに 50ml注入し、25℃

で 1時間放置し作成した(OK群)。対照群では、OK-432を含まない fibrin gelを作成し、

培養上清に OK-432を OK群と同量混合した(Control群)。 

貪食像の観察：培養細胞 2.5x105/ 100ulを各 wellに注入し、37℃、5%CO2下に 48時

間培養を行った後、走査電子顕微鏡下で観察を行った。 

貪食の経時的観察：同様の手順で 40時間共焦点顕微鏡（A1si、Nikon、日本）の加温

保湿されたステージ上で培養を行い、連続撮影を行った。 

遊走能の観察：培養終了後、4％PFA/0.25M HEPES-Na pH7.2 を用いて 4℃で一晩固定、

Hoechst33258(同仁化学研究所、日本)を 10ug/ml の濃度で溶解した PBSを用いて室温で

一晩染色し、洗浄した後に fibrin gelの一定の領域をカバーガラス面から最上部まで断
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層撮影して J774.1 の位置を確認した。fibrin gel 内に侵入した細胞数の測定は、3D 

Collagen Matrix を使用した migration assay28)を参考とし、fibrin 表面に付着した細

胞を除き fibrin内部の四角柱(縦: 124μm、横: 124μm、高さ: fibrin 表面から最低 10

μmを除き dish底面まで)に含まれる細胞数を 5カ所測定し、遊走能の評価とした。 

 

統計処理：統計学的な解析は、Mann-Whitney検定を用いた。統計解析ソフトは GraphPad 

Prism5を用いて行い、p<0.05をもって有意差有りと判断した。 

 

3.3  結果 

走査電子顕微鏡を用いて fibrin gelの観察を行った。fibrin濃度を 1倍～16倍まで希

釈して fibrin clotの構造を確認した。fibrin濃度を希釈すると内部の網目構造が徐々に

粗となり、gel化は 8 倍希釈までであったため、今回の実験では 8倍希釈した fibrin gel

を使用することとした。また、OK-432 を混合し fibrin gel を走査電子顕微鏡で観察し、

fibrin網に結合した OK-432を確認した。 

8倍に希釈した fibrin gelを用いて J774.1と培養した結果、J774.1が fibrin gelの表

面だけではなく、内部に侵入していることを電子顕微鏡で観察した (Fig. 9)。さらに 20

分おきに 40時間連続撮影し、J774.1が fibrin gel内に侵入、OK-432を貪食するとともに

fibrin gelが縮小することを確認した(Fig. 10)。 

Control 群と OK 群の 2 群間で gel 内浸入細胞数をカウントする実験を 5 回施行し、OK

群で Control群と比較して有意に多いことを確認した(p=0.001)(Fig. 11)。 

 

3.4  考察 

 本研究では、OK-432を含有する fibrin gel は fibrin網に OK-432がトラップされてい

ることを電子顕微鏡で確認するとともに、OK-432を fibrin gel中に含有することで Mφ

の活性化が亢進されることを明らかにした。活性化の観察は、fibrin内に侵入する Mφ数

を計測して遊走能を指標として用いた。 

 OK-432は Mφを活性化し、Th1 型免疫応答を誘導する事が知られている 29)ため、OK-432

を混合し希釈した fibrin gelを用いて、培養液上清中の IL-6の測定を行ったが、培養上

清では上昇を認めなかった。そこで Mφ遊走能を評価した fibrin gelを用いて IL-6の免

疫染色を検討したが、染色性の問題で数値化して評価することは困難であった。また、遊

走能の指標として dish上を移動する Mφの移動距離を数値化する事も検討したが、ランダ

ムに移動する Mφの計測が困難であったため、侵入 Mφ数を指標とした。 

 本研究において使用した Mφは、研究に必要な細胞数を得るため、増殖が容易な BALB/c 

mouse由来マクロファージ様細胞である J774.1を使用した。免疫的に活性化する事でサイ

トカインを放出するが、不死化細胞であり、正常の Mφとは放出するサイトカインが同一

ではなく 30)、今後はヒト単球/Mφを分離し使用する事も検討している。 
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今後は fibrin内に侵入した Mφがどのように活性化されているかを、Th1 型免疫反応に

関わるサイトカインである IL-6・IL-12や、白血球の遊走を亢進させるケモカインである

CXCL9・10の放出を観察すること、自然免疫が作動した証拠であり、獲得免疫の橋渡しと

なる TLR2・4や獲得免疫のための抗原提示に必要な補助刺激分子である CD80・CD86の表面

マーカーの発現を観察すること、侵入細胞の mRNAの発現プロファイルを microarrayで比

較検討することで、免疫系への関与について解析を行う必要がある。 
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総括 

 

本研究では Mφに着目し、①HCCの切除標本を用いて術前 TIE施行肝切の有無による肝

組織中に集積する Mφ(M1, M2)およびリンパ球(CD8)の違いを検討すること、②rat PE モ

デルで OK-432+fibrinogen による効果を肝組織中 Mφの経時的変化で解析すること、最後

に、③OK-432+fibrinogenの共存刺激による Mφ 貪食能・遊走能に与える影響について Mφ 

cell lineを用いて in vitro の系で解析し、TIEによって誘導される局所免疫応答につい

て解析することを目的とした。 

第 1部の研究からは、TIE群では、Control群と比較して、CD68陽性細胞数が有意に多

いこと、さらに、腫瘍内のみならず腫瘍周囲肝組織中の CD8陽性リンパ球が有意に多いこ

とが明らかとなり、自然免疫系の活性化に引き続き、細胞障害性 T細胞の集積が腫瘍内部

から腫瘍周囲にも及んでいる可能性が示唆された。 

第 2部の研究からは、塞栓物質に fibrinogenと OK-432を含むことで、塞栓部位への Mφ

の遊走を促進することが予想された。また、Mφの表面マーカーの解析から、障害組織部

位へ集積した Mφは M1Mφである可能性が示唆された。 

第 3部の研究からは、fibrin内に OK-432を含むことで、fibrin網内に侵入する Mφが

増加し遊走能が亢進したことを証明した。 

以上の 3 つの研究から、OK-432 と fibrinogen を混合して血管内に投与することにより

組織に障害が生じ、同部位へ Mφを主体とする貪食細胞が侵入することを確認した。通常、

悪性腫瘍内には TAM と呼ばれる immunosuppressive で腫瘍増殖に寄与する Mφ が存在し、

主に M2 phenotypeであるといわれているが、TIE症例の組織及びラット門脈塞栓モデルで

の検討では、CD163と比較して CD68陽性細胞が多く集積し、また、TIE症例の腫瘍内外組

織中で CD8 陽性細胞が増加していたことから、fibrinogen および OK-432 の局所投与によ

り腫瘍周囲環境が Th1 にシフトした可能性が示唆され、TIE による再発抑制効果との関連

が示唆される。 

しかし、今回の研究では、免疫染色による評価や細胞浸潤による評価が主体であり、細

胞の機能的な評価は行っていない。今後は、サイトカイン・ケモカイン測定、表面マーカ

ーの観察、mRNA microarray による侵入した Mφ の機能的な解析や CD8 細胞の抗原特異的

な解析による抗腫瘍免疫誘導を証明する必要がある。 

 本研究では、fibrinogen と OK-432の局所投与が、Mφを持続的に活性化し、免疫環境を

Th1 にシフトすることが示唆された。免疫抑制状態にある腫瘍微小環境に fibrinogen と

OK-432を局所投与することは、環境に変化をきたし、腫瘍に対する免疫誘導を期待しうる

ものであると考える。 
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Figure legends 

 

Figure 1:肝細胞癌に対する術前肝動脈免疫塞栓療法 

選択された肝細胞癌患者に対して、経肝動脈的に OK-432・fibrinogen・thrombin・lipiodol

を用いた動脈塞栓術(TIE)を実施し、その後に肝切除を実施した。 

 

 

Figure 2：術前 TIE症例の肝組織の免疫組織化学染色 

代表的な HCC症例の組織像を示す(弱拡大(x16)、HE染色)。T:腫瘍内部、C:被膜、H:腫瘍

周囲肝組織部)。Tおよび H部の CD68、CD163、CD8免疫染色の代表的な組織像をそれぞれ

示す(強拡大(x400))。 

 

 

Figure 3: 肝細胞癌切除症例の 3年無再発生存率及び全生存率 

TIE施行群と TIE非施行群の 3年無再発生存率(A)、全生存率(B)。TIE群：太線、Control

群：細線。*は p<0.05。 

 

 

Figure 4: TIE 群腫瘍部の多核巨細胞  

TIE群の腫瘍組織所見を示す(A: H.E染色(x200)、B: CD68(x200)、C: CD163(x200))。Aに

相当する部位が B、C である。多核巨細胞を赤矢印で示す。 

 

 

Figure 5:腫瘍内・腫瘍周囲肝組織中のマクロファージ細胞数の比較(TIE 群 vs Control

群) 

TIE群と Control群の摘出標本で腫瘍内および肝組織中の CD68, CD163, CD8 陽性細胞数を

比較した(CD68: A & D, CD163: B & E, CD8: C & F)。 

グラフは平均値±SD。*は p<0.05、**は p<0.01。 

 

 

Figure 6: rat門脈塞栓による肝障害部位の経時変化 

L 群：lipiodolのみ、LO群：lipiodol+OK-432, LF 群：lipiodol+fibrin, LFO 群：

lipiodol+fibrin+OK-432。Day1: HE染色、抗 fibrin 染色、Day7: 抗 fibrin 染色。 

 

 

Figure 7: rat肝組織障害部の CD68/CD163陽性細胞数の経時変化 
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PE 後 1 日目(Day1)、3日目(Day3)、7日目(Day7)に肝組織障害部位へ集積する CD68 (A, B, 

C), CD163 (D, E, F)陽性細胞数を塞栓物質の違いで比較した。 

平均値±SD、*は p<0.05、**は p<0.01。#は Control 群が PE群と比較して有意に細胞が少

ないことを示している(p<0.01)。 

 

 

Figure 8:門脈塞栓物質別の CD68・CD163陽性細胞数の経時変化 

L 群(A), LO群(B), LF群(C), LFO群(D) 。 

 

 

Figure 9: Fibrin gel の観察 

（走査電子顕微鏡写真) 

A:Fibrin gel内の OK-432を撮影。黄矢印: OK-432。  

B:OK-432混合 fibrin gel と J774.1(*) (x450)。 

C:Bの拡大像(x1100)。fibrin網の中に結合する J774.1を確認。 

 

 

Figure 10: OK-432 混合 fibrin gel を用いた J774.1の貪食能観察 

fibrinogenに OK-432 を混合した gelを作成し、J774.1と共培養し蛍光顕微鏡下に 40時間

連続で撮影した写真を示す。緑： J774.1。赤： 標識した OK-432。左上の数字： 撮影か

らの経過時間。写真に付記した。 

 

 

 

Figure 11: Fibrin gel を用いたマクロファージ遊走能評価 

A: Control群(gel: fibrin のみ, 培養液：RPMI1640 +OK-432)、B: OK群(gel: fibrin+OK-432, 

培養液：RPMI1640) に J774.1を加え培養。 

C: Control群の細胞浸潤写真。 D: OK群の細胞浸潤写真。 

E: gel内へ侵入した Mφ細胞数の比較。平均値±SD、**は p<0.01。 
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Figure 2. 術前TIE症例の肝組織の免疫組織化学染色
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Figure 3. 肝細胞癌切除症例の3年無再発生存率・全生存率
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Figure 4. TIE群腫瘍部の多核巨細胞
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Figure 7. rat肝組織障害部のCD68/CD163陽性細胞数の
経時変化
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Figure 8. 門脈塞栓物質別のCD68・CD163陽性細胞数の
経時変化
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Figure 9. fibrin gelの観察（走査電子顕微鏡写真)
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Figure 10. OK-432混合fibrin gelを用いたJ774.1の
貪食能観察
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Figure 11. fibrin gelを用いたマクロファージ遊走能評価
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Table 1. TIE施行群/Control群
背景因子

因子
TIE群
(n=13)

Control群
(n=13) P

年齢 中央値（y.o. min-max） 64(46-74) 65(46-77) 0.761

性別 (男/女) 10/3 10/3 1.000
肝炎ウィルス (HBV/HCV/none) 2/7/4 7/4/2 0.064

Child-Pugh score (A/B/C) 13/0/0 13/0/0 -
AFP 中央値（ng/ml, min-max） 24.6(2.9-6077.5) 11.4(2.3-1503.0) 0.479

PIVKAⅡ 中央値（mAU/ml, min-max） 208(10.0-5840.0) 34(12.0-4033.0) 0.204
腫瘍個数 (単発/多発) 10/3 11/2 0.635
腫瘍径 中央値（cm, min-max） 3(1.5-9.0) 3.5(1.8-8.0) 0.920
脈管浸潤 (無/有) 11/2 9/4 0.204

Stage （Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ/Ⅳ) 0/10/3/0 2/7/3/1 0.906
術式 (亜区域以下/区域/葉 切除） 6/4/3 2/7/4 0.204

手術時間 中央値（min, min-max） 304(139-439) 430(157-535) 0.014
出血量 中央値（g, min-max） 1090(210-3540) 1195(240-2990) 0.691

腫瘍組織分化度 (高分化/中分化/低分化) 2/10/1 4/8/1 0.459
組織学的肝炎活動性 (A0/1/2/3/4) 0/12/0/1/0 0/9/4/0/0 0.196

組織学的線維化 (F0/1/2/3/4) 0/5/4/4/0 1/7/3/1/1 0.236
3年以内再発 (無/有) 13/0 9/4 0.030


