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研究成果の概要（和文）：肝星細胞の活性化の制御法として、インテグリン抗体その他で検討したが、十分な抑
制が得られず、アンチトロンビン（ＡＴ）に着目し検討した。血中AT低値マウスを用いて、ジエチルニトロサミ
ン（ＤＥＮ）と四塩化炭素による慢性肝障害からの肝腫瘍を誘発しATIIIの抗炎症作用と抗腫瘍効果を検討し
た。肝腫瘍径と腫瘍個数および肝重量は有意にAT低値マウスにおいて高値であった。AT低値マウス群でTUNEL陽
性細胞、Cleaved caspase-3陽性細胞、8-OHdG陽性細胞、Ki-67indexはそれぞれ有意に増加した。血中AT活性値
が低値のマウスでは、化学発癌誘発による肝腫瘍発症を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Antithrombin (AT) is not only a major regulator of hemostasis, but also has 
anti-inflammatory properties. We aimed to investigate whether AT is associated with development of 
HCC. Liver tumors were developed in ATIII-insufficient (AT＋/－) mice and wild-type (AT＋/＋) mice 
treated with DEN and CCl4. Tumor size and the number of DEN and CCl4-induced liver tumors were 
significantly enhanced in AT-insufficient mice compared with wild-type mice. The serum 
transaminases, cell death and expression of cleaved caspase-3 in livers were exaggerated in 
AT-insufficient mice compared with wild-type mice. The level of 8-OHdG, a marker of oxidative DNA 
damage, in liver was significantly increased in AT-insufficient mice compared with wild-type mice. 
AT insufficiency led to the increased susceptibility to liver-tumorigenesis through amplifying 
inflammation. 

研究分野： 消化器外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

癌の浸潤・転移は癌微小環境に依存している。

肝星細胞は肝類洞壁細胞で、肝繊維化におい

て線維芽細胞様の形態・機能的変化を示し、

vascular endothelial growth 

factor(VEGF)・Transforming growth factor-

β(TGF-β)・コラーゲンなどの生理活性物質

を分泌し中心的役割を果たしている。一方、

肝 癌 組 織 に お い て は 、 肝 星 細 胞 は

cancer-associated fibroblast(CAF)として

癌微小環境の中で肝細胞癌の増殖・浸潤能を

亢進させ癌進展に寄与している事も明らか

になりつつある。本研究課題では、肝星細胞

欠損動物などを用い肝細胞癌における肝星

細胞の CAF としての機能を解明し、さらに活

性化肝星細胞を制御する事による癌間質を

標的とした肝細胞癌の新規治療戦略を構築

することが研究目的とした。脂肪肝ラットを

作製し、肝星細胞を分離し、肝細胞癌との共

培養により肝細胞癌の増殖・浸潤能に与える

影響について正常肝由来の肝星細胞と比較

検討した。まず CXCL2 のリセプター抗体

（CXCR2 抗体）を用いて、腫瘍の増殖・運動

を検討すると、CXCR2 抗体により癌細胞の増

殖能および運動能は抑制されなかった。次に、

抗インテグリン抗体を用い、ラットヌードマ

ウスでの共移植実験においても、がん細胞の

増殖は抑制されなかった。そこで、新たにア

ンチトロンビン（ＡＴ）が肝星細胞・好中球

の活性化を抑制したことに着目し、実験を進

めた。ATIII は、抗炎症作用を有する。内皮

細胞はＬＰＳ刺激において、TNF－α、IL-8、

IL-6 などのサイトカインを分泌する。ATIII

は、この LPS 刺激における炎症反応を、抗炎

症作用を有する PGI2 の分泌を促進し、炎症

を抑制することも知られている。一方、CRP

と癌の進行度、好中球・リンパ球比と癌の進

展との関連など、炎症がどのような機序の基

にがんの進展に関わっているかは不明な点

も多いが、慢性炎症は癌の進展と密接に関連 

することも明らかになっている。そこで、

ATIII が抗炎症作用を介して抗腫瘍的に生物

学的作用を有ることが実験命題として提起

される。 

２．研究の目的 

今回、ATIII ノックアウトマウスを用い

て、化学肝発癌と肝転移への ATIII の効

果について研究する。 
 
３．研究の方法 

AT 活性低値（AT＋/－; AT 活性約 60％）マウス

を用いて、肝癌転移モデルを作製し、炎症と

癌の進展について検討した。 

肝がん誘発モデルでは、８週齢のＢ６mice に

10mg/KgＤＥＮ、その後２週置きにＣＣｌ４

(0.5mg/kg)の投与を最長２７回投与する。 

 
４．研究成果 

１）ＤＥＮと四塩化炭素投与短期モデル（２

回投与） 

ＡＴ欠損マウスにおいて、ＡＳＴは有意に高

値（図１）であり、また病理学的検討では、

有意に肝障害と炎症が進行していた。すなわ

ち、ＴＵＮＥＬ染色においてＡＴＩＩＩ欠損

マウスで有意にアポトーシス細胞が増加し、

また免疫染色ではカスパーゼ３陽性細胞が

有意に増加していた（図２）。さらに、ELISA

による血中 IL-6 は、ＡＴ欠損マウスにおい

て有意に高値であった（図３）。 

図１． 

 
 



 
図２． 
 

 
図３．  

２）四塩化炭素投与２７回（５４週）モデル

を作製し、５０週モデルと同様に検討した。

AT 欠損マウス（ＡＴ活性約５０％）では、８

匹中８匹において肝腫瘍を認めた。一方、野

生型マウス（ＡＴ活性約１００％）では７匹

中５匹に肝腫瘍の発生を認めた（図４）。腫

瘍径と腫瘍個数は有意にＡＴ欠損マウスで

高値であった（図５）。また酸化ストレスに

よるＤＮＡ損傷を 8-oxo-dG で検討すると、

ＡＴ欠損マウスで有意に高値であった（図

６）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４． 

 
図５． 

 
 
図６． 
 

 
 

３）肝転移実験の研究。 

実験マウスに脾臓より腫瘍細胞を注入し、肝

転移モデルを作製した。マウスにはアシアロ

ＧＭ１抗体を投与し、免疫抑制状態にした。 



ＡＴＩＩＩ投与は、３日おきに投与した。 

 
 

ＡＴＩＩＩ低下マウスにおいては、ワイル

ドマウスに比べ、がん転移巣が有意に増加

し、さらにＡＴＩＩＩの投与によりがん転

移巣は抑制された（図７、８）。 
 
図７． 

図８。 
 

 

考察 

ＡＴ欠損マウスでは、ＤＥＮと四塩化炭素投

与による肝障害および肝腫瘍発症が増加し

ていた。ＡＴは抗炎症作用を介して肝障害や

肝腫瘍の発症を抑制する事が示唆された。現

在、ＡＴの投与によりＡＴ欠損マウスでの腫

瘍発生や肝機能障害が軽減されるか検討中

である。 

また、肝転移モデルにおいて、ＡＴＩＩＩ欠

損マウスでは、肝転移が促進され、ＡＴＩＩ

Ｉ投与により、その肝転移は有意に抑制され

た。現在、ＡＴＩＩＩによる転移抑制もメカ

ニズムを検討中であるが、トロンビンやＩＬ

－８刺激による腫瘍促進がＡＴＩＩＩによ

り抑制されると仮定し、ヒト臨牀検体や in 

vitro で検討中である。 
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