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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、マウスを用いた肝癌同所性移植モデルで、4 次元生体内顕微鏡検査法を用いて、宿主

生存状態の肝癌組織における微小血管システムや腫瘍細胞、白血球との関係を real time に映

像化、分析することにより、肝癌治療につなげることを目的とした。腫瘍内の血管数は正常肝

の血管数に比べ有意に増加し、腫瘍内へ流入する血管内の白血球は、ランダムに遊走していた。

この検査法は微小循環での肝癌組織における癌の増殖、浸潤、転移の病態の解明に寄与できると

考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We describe the use of 4D intravital microscopy which represents an advantageous technology 

for the investigation of the microvascular system and leukocyte migration in HCC.  We 

showed that although vessel density in HCC was lower than in normal liver, tumor tissue 

was moderately infiltrated with leukocytes. Most tumor-infiltrating leukocytes migrated 

in a random manner frequently changing direction of migration in the tumor tissue.  
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１．研究開始当初の背景 

肝 細 胞癌 （ hepatocellular carcinoma; 

HCC）は我が国の悪性新生物による死因第 4

位であり、年間 35000人以上が死亡している。

HCC に対する治療法は、外科手術を中心に良

くなっている一方で、5 年生存率はまだ満足

いくものではなく、さらなる新しい治療法が

求められている。 

近年、癌細胞の研究は、癌細胞そのものの

研究から、癌を取り巻く微小環境、すなわち

癌細胞と各種免疫担当細胞（T細胞、B細胞、

マクロファージ、好中球など）、間質細胞（血

管内皮細胞など）の相互作用の重要性が認識

されてきた。HCC においても腫瘍免疫反応は、

癌の増殖、浸潤、転移において多大な影響を

与えていることがわかってきており、HCC 組

織において、IL-10 の過剰産生や樹状細胞の

機能活性の低下のような免疫抑制機構が指

摘されたり、制御性 T細胞と細胞障害性 T 細

胞の間の腫瘍内での balance が、HCC 患者の

再発、生存率に関連するとの報告もみられる。

また、HCC 患者での血中および腫瘍中の骨髄

由来細胞の増加も指摘されている。 

 一方で、癌微小環境における炎症細胞が、

癌の発育、増殖に関与していることがわかり

つつあり、これまで炎症のマーカーであった

白血球は、癌免疫細胞としての重要な役割を

もつことが示唆されている。特に、循環白血

球が組織へ入り込む白血球動員(leukocyte 

recruitment)は、血管内皮への rolling に伴

う抗癌免疫反応の重要な step を表すことが

わかってきた。しかし、HCC 組織での白血球

動員の正確なメカニズムは、これまでほとん

ど検討されていなかった。これまでの多くの

研究が、in vitoro あるいは免疫組織学的な

検討が中心であり、組織への白血球侵入の動

的な検討は、技術的な限界もあり施行されて

いなかった。我々は、この点に着目しハイデ

ルベルク大學外科教室と共同研究で、これま

で HCC 微小環境での白血球動員、遊走につき

研究し、新たな 4次元経時的デジタル生体顕

微鏡検査法を考案し、生存状態での長期間の

HCC 微小環境での血管系と白血球の動的変化

を４次元（３次元＋時間）で映像化すること

に成功した。 

この方法では、EGFP トランスジェニックマ

ウスを用い、肝癌細胞株を同所性にこのマウ

スに移植し、癌が増殖した後、観察前に蛍光

試薬を投与し、共焦点顕微鏡にて励起光を当

て観察することで、血管系および白血球を、

同時に生きたまま real time に観察できる。

この方法を発展させ、特に正常肝組織と腫瘍

組織との境界での微小環境を解析・分析する

ことで、HCCの増殖、転移を解明する key とな

るのではないかと考えた。また、免疫抑制剤、

抗血管新生剤、抗炎症剤の投与し、観察する

ことで、肝癌の増殖、浸潤を抑制させる因子

を解明する可能性もあると考える。これらが、

肝がん患者の肝切除後の予後予測因子、肝癌

に対する肝移植適応基準の再考などの臨床応

用へつながることができればと考える。 

 

２．研究の目的 

本研究は、小動物（マウス）を用いた肝癌同

所性移植モデルにおいて、新たに考案した 4

次元生体内顕微鏡検査法を用いて、生存状態

の肝癌組織における微小環境での腫瘍細胞、

白血球との関係を real time に映像化、分析

することにより、癌の増殖、浸潤、転移の病

態解明を行い、最終的にそれらを分子免疫学

的治療を含めた肝癌治療につなげることを目

的としている。 

３．研究の方法 

①マウス肝癌移植モデルの作成 



②共焦点蛍光レーザー顕微鏡による観察 

③正常組織と HCCとの境界での微小環境の検

討 

④免疫組織学検査との比較検討 

 

４．研究成果 

（１）腫瘍内の血管数は正常肝の血管数に比

べ有意に増加していた。(図1) 

（２）腫瘍内へ流入する血管内の白血球は、

ランダムに遊走していた。 

（３）腫瘍内と腫瘍外での白血球の遊走速度

に関しては有意差を認めなかった。 

（４）Hepa1-6を用いた癌移植モデルでは、腫

瘍の増殖が不良であった。 

 

 

（図1） 

 

 

4次元生体内顕微鏡検査は、今後、肝癌微小

環境観察を行う上での検査法と一つとして、

期待できると考えられた。 
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