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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌は、様々な治療法があるにもかかわらず5年生存率は23％と非常に難治性の
癌である。進行期肝細胞癌患者では末梢血において、M２b単球が優位に認められ、そのM2b単球は、肝細胞癌の
増殖を抑制することができなかった。M2b単球の性状維持にCCL1が必要であることから、CCL1 antisense 
oligodeoxynucleotideによる遺伝子治療を行うと抗腫瘍免疫を持つM1単球を導くことが可能となった。以上のこ
とから進行期肝細胞癌患者に対してCCL1を目標とした遺伝子治療が可能である可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Despite major advances in curative and palliative approaches, hepatocellular
 carcinoma (HCC) is still the third leading cause of cancer-related death worldwide. M1 monocytes 
play a key role in host antitumor defenses in HCC.  The majority of monocytes from early HCC stage 
patients switched to the M1 phenotype (IL-12+IL-10－iNOS+cells), whereas the majority of monocytes 
from advanced HCC stage patients did not switch to the M1 phenotype and continued to express M2b 
phenotypic properties (IL-12－IL-10+CCL1+iNOS－cells). Monocytes from advanced HCC stage patients 
showed M1 polarization after treatment with CCL1 antisense oligodeoxynucleotide (ODN). Therefore, 
our study indicates that anti-HCC defenses of advanced HCC stage patients may be improved after CCL1
 antisense ODN treatment.

研究分野：肝臓
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１．研究開始当初の背景 
 
	 肝炎ウイルス、	酸化ストレスによる慢性炎
が原因と考えられる肝細胞癌は、日本では 4
番目に多い悪性腫瘍で、年間 3 万 5 千人が死
に至る難治性の癌である。外科的切除、内科
的治療、放射線治療といった様々な治療を行
うも、その 5年生存率は 23%しかなく、新たな
治療法の開発が切望されている。宿主の抗腫
瘍免疫を改善させる事が有効な治療方法の一
つと考えられるが、担癌患者に出現する	
M2bMf/単球は、腫瘍殺傷性 1 型細胞(CTL、NK
細胞、M1Mf)の出現を強力に妨害するので、肝
細胞癌患者の腫瘍抵抗性は殆ど機能されない
状態になっている。以前私達は、M2bMfから産
生される CCL1 をブロックすると、その Mfが
レジデント Mfに先祖返りする事を見出した。 
 
２．研究の目的 
 
	 進行期肝細胞癌に対して、その難治性から
治療の新たな取り組みが必要視されている。
本研究は、個体の腫瘍抵抗性を介して肝細胞
癌の制御を目指すものである。担癌個体は、
腫瘍免疫に対抗する細胞の宿主でもあるので、
腫瘍抵抗性が機能しない。進行期肝細胞癌患
者の腫瘍抵抗性を無力化する細胞が例外なく
long-life	 span	の M2bMfであり、M2bMfはそ
の性状維持に自己産生 CCL1 が必須であると
いう実験成績を得ている。この成績をもとに、
CCL1 阻害剤で M2bMfを Quiescent	Mfに先祖返
りさせ、次に先祖返りした Mfを腫瘍細胞殺傷
作用を有する M1Mfに誘導する事で、個体の腫
瘍抵抗性が回復されると考えている。	
	 本研究の目的は、CCL1 阻害剤を使用して進
行期肝細胞癌患者由来 M2bMf/単球から腫瘍殺
傷能力をもつ M1Mf/単球へと導きうるかどう
かである。	
	
３．研究の方法	
	
	 Barcelona	clinical	liver	cancer	staging	
system に基づき、Stage	 0 の早期肝細胞癌患
者を Group-1	HCC	patients、Stage	A の早期
肝細胞癌患者を Group-2	HCC	patients、stage	
B の進行期肝細胞癌患者を Group-3	 HCC	
patients、Stage	 C の進行期肝細胞癌患者を
Group-4	HCC	patients と定義した。	
	 Group-2 の肝細胞癌患者及び Group-3 の肝
細胞癌患者各 20	人から得た血液より、CD14+

細胞を magnet 分離法にて単離する。得られた
単球の特性を様々な方法にて検討する。まず
効果的な免疫細胞を持たない NSG マウスに各
Group 由来単球を移入し、さらに右大腿に
HepG2細胞を移植する。その後癌の増殖を数週
間にかけて比較する。	
	 患者由来の単球に対して CD14、IL-10 にて
蛍光免疫染色を行なった後、顕微鏡にて観察
する。また同様に単球をIL-12、IL-10、CCL17、
CCL1、CXCL13 にて染色したのち細胞内発現を

Flow	cytometryにて調べる。また別に各group
の患者から単球を単離し、48 時間培養し、そ
の培養上清中の各種サイトカインの分泌量を
比較検討する。	
	 さらに単球を CpGDNA にて刺激を行なった
後、HepG2細胞と共培養し抗腫瘍殺傷能を見る
のとともに、mRNA を回収し M1Mf/単球の特性
である iNOS	mRNA の発現を real	time	PCR に
て調べる。	
	 次に各 group から得られた単球に対して、
CCL1	 antisense	 oligodeoxynucleotides	
(ODN)にて治療した後、上記と同じ様に実験を
行い、M1Mf/単球に変化したかを検討する。	
	 さらに NSG マウスに対して患者由来単球の
移入と HepG2 細胞の移植を行い、同マウスに
対して CCL1	 antisense	 ODN による治療を行
い、その後数週間に渡って癌の増大を比較検
討する。	
	
４．研究成果	
	
	 早期肝細胞癌患者由来の単球(Group-2)を
移入した NSG マウスでは HepG2 細胞は大きく
ならなかったが、進行期肝細胞癌患者由来単
球(Group-3)を移入したマウスでは、何も細胞
を持たないマウスと同様の癌の増殖を認めた。
(Fig.1)	 	

	 	
	次にGroup-2と Group-3の肝細胞癌患者由来
単球の性質を免疫染色、Flowycte	metry	
、サイトカインの産生、腫瘍殺傷能力、iNOS の
発現で調べた。その結果は、Group-2 の早期肝
細胞癌患者由来単球は IL-12-IL-10-細胞であ
り、刺激により iNOS を発現し、腫瘍殺傷能力
を獲得した。しかし Group-3 進行期肝細胞癌
患者由来単球は IL-12-IL-10+細胞であり、刺



激にでも iNOS を発現せず、腫瘍殺傷能力を認
めなかった。(Fig.2)	

	
	 さらに各 Group のサイトカイン分泌を
ELISA にて検討したところ、Group-1 と Group-
2 の早期肝細胞癌患者由来単球は、IL-12-IL-
10-CCL17-CCL1-CXCL13-細胞であった。しかし、
Group-3 と Group-4 の進行期肝細胞癌は、IL-
12-IL-10+CCL17-CCL1+CXCL13-細胞であった。
（Fig.3）	

	 以上のことから早期肝細胞癌患者由来の単
球は、quiescent 単球の性質を持つと考えら
れ、進行期肝細胞癌患者由来の単球は M2b 単
球の性質をもつと考えられた。	
	 次に患者由来単球に対する CCL1	antisense	
ODN 治療の影響を検討した。Group-2 由来単球
は CCL1	 antisense	 ODN にて刺激を行うと、
IL-10 を産生する能力を消失し、刺激により
IL-12 を産生し、iNOS を発現し、腫瘍殺傷能

力を獲得できる様になった。（Fig.4）	

	 	
最終的に CCL1	antisense	ODN 治療がヒト化キ
メラマウスにて抗腫瘍効果があるかについて
検討した。NSG マウスに Group-3 由来単球を
移入し、さらにそのマウスに CCL1	antisense	
ODN による治療を行なった。その結果、CCL1	
antisense	 ODN を投与すると癌の増殖を認め
なかった。（Fig.5）	

結語	
	
進行期肝細胞癌に対する単球を介した CCL1	
antisense	 ODN 治療は、癌の増殖を抑制する
可能性があると考えられた。	
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