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研究成果の概要（和文）：本研究では、大動脈石灰化がアポリポ蛋白E(ApoE)を介して肝内在性ナチュラルキラ
ー(NK)細胞の抗腫瘍活性に与える影響を解明した。マウスモデル及びヒトの肝切除症例の解析を行い、血管保護
作用を持つオステオプロテゲリン（OPG)が肝内在性NK細胞活性を低下させ、肝腫瘍増大の一因であることを明ら
かにした。本研究成果は、肝臓内のOPGを標的とした新規抗癌剤の開発に向けた礎となる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the effect of aortic calcification on the 
antitumor activity of liver resident natural killer (NK) cells via apolipoprotein E (ApoE). We 
analyzed mouse models and human liver resection cases and found that osteoprotegerin (OPG), which 
has vasoprotective effects, decreased liver resident NK cell activity and contributed to the 
increase in liver tumors. The results of this study provide a basis for the development of novel 
anticancer drugs targeting OPG in the liver.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： NK細胞　肝細胞癌　動脈石灰化　肝臓内免疫

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化社会の影響で大動脈石灰化症例は増加しており、心血管合併症のみならず癌増殖や外科手術後の合併症が
懸念されている。本研究成果は、大動脈石灰化が肝臓内免疫に与えるメカニズムを初めて明らかにしたもので、
特に、肝臓内の抗腫瘍免疫で重要な役割を果たすNK細胞機能低下機構が証明された。この結果から大動脈石灰化
による癌増殖に対する新規抗癌治療法開発につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
臨床上肝切除を行う肝臓癌は、原発性肝癌のみならず大腸癌や胃癌の肝転移症例（肝臓癌は

2017 年統計で 5 番目に多い癌）が含まれる。肝臓癌に対する肝切除は唯一の根治療法だが、患
者層の高齢化が進んでいる。高齢化に伴い、脂質異常から大動脈石灰化を来す。アポリポ蛋白
E(ApoE)は脂質代謝のホメオスタシスを司り、血管内皮の石灰化を抑制する。つまり、ApoE 機
能低下は動脈石灰化を引き起こす。大動脈石灰化は心血管リスクを高めるのみならず、外科手術
後の合併症や生存率に悪影響を与えると近年報告されている。 
我々の臨床データでは、大動脈石灰化が肝臓癌肝切除後の再発リスクであった(Imaoka Y, 

Ohira M. Liver Transpl, 2019)。つまり、大動脈石灰化が手術部位の炎症や血流・抗腫瘍免疫に
影響を及ぼしていることが推測される。 
肝臓内には、他臓器と異なり強力な抗腫瘍活性を持つ肝内在性 NK 細胞が存在する。我々は、

肝内在性 NK 細胞の抗腫瘍活性低下が肝切除後に低下し、腫瘍増大に関与することを報告した
(Ohira M. J Clin Invest, 2009. Ohira M. Transplantation, 2006. Ishiyama K, Ohira M. 
Hepatology, 2006)。また、肝臓移植ドナー肝内在性 NK 細胞を活性化して肝癌合併肝臓移植患
者に投与する細胞免疫療法を日本及び米国で行い、特にミラノ基準を超える進行肝細胞癌の無
再発生存率を改善させた (Ohira M. Cell Transplantation, 2012. Ohira M. Transplant Proc, 
2013. ClinicalTrial.gov # NCT01147380)。つまり、肝臓癌肝切除後の再発リスクを低下させる
ためには、肝内在性 NK 細胞活性を維持・増強させることが重要であると考えられる。 
本研究の学術的な「問い」は、高齢化社会における大動脈石灰化が脂質代謝のホメオスタシスを
司る ApoE を介して肝臓内腫瘍免疫のうち強力な抗腫瘍活性を持つ肝内在性 NK 細胞活性に影
響を及ぼすか、である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、大動脈石灰化が肝臓内免疫、特に肝内在性 NK 細胞の抗腫瘍活性に ApoE が

与える影響を解析し、その制御機構を解明することである。高齢化社会の影響で大動脈石灰化症
例は増加しており、心血管合併症のみならず癌増殖や外科手術後の合併症へ関連することが報
告されている。大動脈石灰化と外科疾患との関連に注目が集まっているが肝臓内抗腫瘍免疫を
修飾するという報告はない。我々はこれまで、肝内在性 NK 細胞が他の NK 細胞と異なり強力
な抗腫瘍活性を有することを報告してきた。さらに、肝移植ドナー肝内在性 NK 細胞を用いた
肝臓癌肝移植患者に対する肝癌再発抑止を目的とした細胞免疫療法を行ってきた。我々の強み
である肝内在性 NK 細胞活性の解析手法を用いて、修飾メカニズムと大動脈石灰化に関わる
ApoE との関連を明らかにする。本研究結果は大動脈石灰化による癌増殖に対する新規抗癌治療
法開発（例えば脂質代謝異常に用いられるスタチン製剤をベースとした新規抗癌剤開発）につな
がる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
（1）ApoE を介した肝内在性 NK 細胞機能の制御機序の解明 
 脂質代謝のホメオスタシスを司る ApoE 機能不全による大動脈石灰化マウスモデル(ApoE KO)
を用いて、大動脈石灰化が肝内在性 NK 細胞の形態及び機能に与える解析する。 
フローサイトメトリーを用いて肝内在性 NK 細胞の表現型、細胞内染色を用いたサイトカイン

産生能解析と STAT, Tim-1, NFkB, SP-1 などの NK細胞内の抗腫瘍分子 TNF-related apoptosis 
inducing ligand (TRAIL)表出に関わるシグナル解析を行う。肝内在性 NK 細胞の肝癌細胞株に
対する抗腫瘍活性をクロミウム放出試験で解析する。本研究により、大動脈石灰化モデルの肝内
在性 NK細胞の表現型や抗腫瘍活性における ApoE の制御機構が明らかとなる。 
 
（2）肝切除後肝腫瘍増殖における ApoE 関連機能の解明 
マウス肝切除、肝転移モデルを用いて、ApoE が肝内在性 NK 細胞の抗腫瘍活性及び肝腫瘍増殖

に与える影響を解析する。また、肝癌腫瘍株の ApoE ノックダウンによる腫瘍増殖能、浸潤能を
評価する。 
ApoE KO 及び WTマウスを肝切除して、肝内在性 NK細胞のフェノタイプ及び抗腫瘍活性、肝臓

内組織中の液性因子（サイトカイン・ケモカイン）を解析する。ApoE KO 及び WT マウスの肝切
除後肝転移モデルを用いて、in vivo における肝内在性 NK 細胞の抗腫瘍活性を解析する。さら
に、増殖した肝腫瘍の細胞周期・転移・アポトーシスに関与するシグナルを RT-PCR 及びウエス
タンブロッティング法で解析する。肝癌腫瘍株の ApoE をノックダウンすることで、ApoE シグナ
ルが肝癌腫瘍株増殖に関与するか否かを解析する。本研究により、ApoE が肝切除、肝転移に関
与する因子が明らかとなる。 
 

（3）肝切除大動脈石灰化症例における ApoE の意義 
 約 200 症例の肝癌組織サンプルを用いて、大動脈石灰化と肝組織 ApoE、肝臓内 NK 細胞のフェ



ノタイプ解析、細胞傷害性解析、予後因子との関連について解
析する。ApoE の一塩基多型と大動脈石灰化、予後との関連につ
いても解析する。 

当科で保存されている肝細胞癌肝切除サンプルの肝癌組織を
用いて、肝組織 ApoE の免疫染色、血清中の ApoE 測定、肝内在
性 NK 細胞のフェノタイプ解析・機能解析をフローサイトメトリ
ーで行う。脂質代謝に影響を与える ApoE の一塩基多型と大動脈
石灰化・肝内在性 NK細胞機能と予後との関連を解析する。本研
究により肝癌肝切除の臨床における ApoE と肝内在性 NK 細胞の
役割が明らかとなる。 
 
４．研究成果 
（1）ApoE を介した肝内在性 NK 細胞機能の制御機序の解明 
 大動脈石灰化マウス(ApoE KO)の肝内在性 NK 細胞は、野生型
マウス（WT)と比較して有意に活性化マーカー(CD69, TRAIL)が低
下しており、肝癌細胞株に対する細胞傷害活性が低下していた
（図 1）。血管石灰化の血管保護因子であるオステオプロテゲリ
ン(OPG)は、TRAIL の阻害物質として知られている。そこで、大
動脈石灰化マウスでは産生された OPG が肝内在性 NK細胞活性を
低下させるのではないかと仮説を立てた。ApoE KO マウスは末梢
血、肝内ともに OPG 濃度が上昇していた（図 2）。肝内在性 NK細
胞と OPG を共培養すると、濃度依存性に TRAIL 発現が低下し、肝
癌細胞株に対する細胞傷害活性が有意に低下した。以上の結果
から大動脈石灰化が肝内在性 NK細胞機能低下にOPGが関与して
いる可能性が示された。 
 
（2）肝切除後肝腫瘍増殖における ApoE 関連機能の解明 
大動脈石灰化患者は肝癌肝切除後の無再発生存率が低下した臨
床解析を基に、大動脈石灰化マウス（ApoE KO)の肝切除モデルで
解析を行った。WT マウスと比較して ApoE KO マウ
スは肝切除後に TRAIL, CD69, NKG2D が有意に低下
する。また肝切除後肝転移モデルにおいて、WT マ
ウスと比較して ApoE KO マウスは腫瘍の増殖が認
められた。一方で、OPG KO マウスの肝切除を行う
と WT マウスと比較して肝内在性 NK 細胞の活性は
保たれており、肝腫瘍の増殖を抑制した。これらの
結果から、大動脈石灰化は肝切除による侵襲で肝内
在性 NK 細胞活性が著明に低下し、そのメカニズム
として OPG が関与していることが明らかとなった。 
 
（3）肝切除大動脈石灰化症例における ApoE の意義 
ヒトにおける大動脈石灰化が肝内在性 NK 細胞機能
に及ぼす影響について解析するために、肝移植ドナ
ーの肝灌流液中のリンパ球を IL-2 存在下で OPG と
共培養した。マウス同様に、ヒトにおいても OPG 濃
度依存性に肝内在性 NK細胞活性は低下した。当院の
肝細胞癌に対する初回肝切除 128 例に対する検討に
おいて、血中 OPG 濃度は無再発生存の独立した予後
規定因子であり、OPG 高値群は有意にその予後が不
良であった（図 4）。以上より、ヒトにおいても OPG
が大動脈石灰化による肝内在性 NK 細胞活性低下の
一因であることが明らかとなった。また、大腸癌肝
転移に対する肝切除症例の検討においても、大動脈
石灰化症例は無再発生存率が低下することが明らか
となった(Imaoka K. Int J Colorectal Dis 2023)。 
 

図 1： 肝内在性 NK 細胞活性 
B6 野生型マウス(WT)と大動脈
石 灰 化 マ ウ ス モ デ ル (ApoE 
KO)の活性化マーカーの比較 

図 2： マウス OPG 濃度比較 
B6 野生型マウス(WT)と大動脈
石 灰 化 マ ウ ス モ デ ル (ApoE 
KO) の門脈血 中 OPG 濃 度
（左）と末梢血中 OPG 濃度
（右）。 

図 3： 肝切除後のマウス肝内 NK 細胞活性 
B6 野生型マウス(WT)と大動脈石灰化マウス
モデル(ApoE KO)の肝切除を行い、肝切除
前後の肝内在性 NK 細胞活性化マーカーを
比較した。 

図 4： 肝細胞癌肝切除後無再発生存率 
肝細胞癌に対する初回肝切除 128 例を血清
OPG 高値（60 例）と低値（68 例）に分けて、無
再発生存率を比較した。 
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