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研究成果の概要（和文）：生体蛍光顕微鏡を用いてクッパー細胞と腫瘍細胞の動態を解析することにより、肝転移早期
においてクッパー細胞が腫瘍細胞に与える影響を検討した。
　腫瘍細胞とクッパー細胞との接着をリアルタイムで観察することが出来た。腫瘍細胞はクッパー細胞と接着し、その
後腫瘍細胞は貪食された。クッパー細胞を除去することで接着腫瘍細胞数・転移結節数は増加し、クッパー細胞は肝転
移を抑制する働きを持つことを示した。クッパー細胞が腫瘍細胞の肝転移早期プロセスを抑制する事が明らかとなった
。

研究成果の概要（英文）：In this study, to clarify the role of Kupffer cells (KCs) in the liver 
metastasis, we used intravital microscopy (IVM) to analyze the sinusoidal dynamics of both KCs and TCs in 
colon cancer metastasis to the liver. IVM showed that TCs adhered to KCs from the early time after TC 
injection. The KCs phagocytosed the TCs, which adhered with the KCs. In addition, we eliminated KCs at 
different time points before or after injection of tumor cells (TCs). The role of KCs was suppressive 
especially in the early stage of liver metastasis. It is suggested that KC phagocytosis of TCs in the 
early stage of liver metastasis strongly suppressed the formation of the liver metastatic nodules 
thereafter.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 肝転移　クッパー細胞　肝微小循環　大腸癌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
近年、本邦においては、大腸癌の罹患者数

は増加傾向である。大腸癌は肝転移を合併す
る頻度が高く、同時性肝転移・異時性肝転移
を合わせると 23〜29%の患者に肝転移が存在
する。治療として外科切除が高い成績を上げ
ているが、再発率が高いと報告されている。
大腸癌肝転移再発の一因としては、手術操作
によって増加する血中循環腫瘍細胞の存在
が挙げられる。実際に、動物実験でも臨床研
究でも、手術操作により循環腫瘍細胞が増加
し、循環腫瘍細胞が予後に影響を与えると報
告されている。 
 大腸癌肝転移は、血液中に遊離した腫瘍細
胞が肝類洞内皮に接着し、類洞外へ浸潤・増
殖することで発生すると考えられている。肝
類洞を構成する細胞の一つであるクッパー
細胞を除去すると肝転移が増加したと報告
された。一方でクッパー細胞が放出するサイ
トカインが肝類洞内皮への腫瘍細胞の接
着・浸潤・増殖を促進するという報告もある。
転移を形成するには血中を循環する腫瘍細
胞が類洞内に接着することが必須となる。ク
ッパー細胞が腫瘍細胞に与える影響を明ら
かとするには、in vivo において、両細胞を
染色し類洞内を腫瘍細胞が循環している状
況下で観察する必要がある。過去の実験では
固定標本による組織学的評価が中心であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 
これまで、生体蛍光顕微鏡観察システムを

構築し、各細胞の類洞内動態をリアルタイム
に観察・解析する研究を行い報告してきた。
この肝微小循環を可視化する技術を用いて、
クッパー細胞と腫瘍細胞をそれぞれ生体内
で同時に蛍光観察することに成功し、肝転移
早期における両細胞の動態を観察すること
が可能となった。 
 本研究では、生体蛍光顕微鏡を用いてクッ
パー細胞と腫瘍細胞の動態を解析すること
により、肝転移早期においてクッパー細胞が
腫瘍細胞に与える影響を明らかとすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)肝転移モデル 

Fischer 344ラット雄、200〜250 g に頚動
脈カテーテルを留置し、ラット大腸癌細胞株
である RCN-H4を 5x106個投与した。 
(2)クッパー細胞の染色 
 ホスファチジルコリンとコレステロール
をクロロフォルムに溶解し、エバポレーター
を用いて薄膜を作成した。NBD-C12-HPC を用
いて蛍光封入リポソームとし、腫瘍細胞投与
80 分前に肝転移モデルの頚動脈カテーテル
から 4ml/kg 投与した。 

(3)腫瘍細胞の染色 
 RCN-H4を Rhodamine 6Gと、血清を加えてい
ない RPMI-1640 培地で 60 分間培養し洗浄し
た後に 5x106 個/ml の濃度となるように調整
した。 
(4)クッパー細胞の除去 
 ホスファチジルコリンとコレステロール
をクロロフォルムに溶解し、エバポレーター
を用いて薄膜を作成した。Cl2MDP を用いてリ
ポソームを作成した。クッパー細胞は、Cl2MDP
リポソーム投与 24 時間後にほぼ完全に除去
され、投与 3 日後より増加が始まり、投与 8
日後に除去前と同数となることが報告され
ている。 
(5) 生体蛍光顕微鏡観察 
 ラットを麻酔下に気管切開を行い人工呼
吸器管理として、左頚動脈と左頚静脈にカテ
ーテルを留置した。開腹を行い、肝左葉を脱
転しステージで肝臓を固定した。腫瘍細胞は
60 秒かけて頚動脈から投与した。クッパー細
胞を除去していない KC+群とクッパー細胞を
除去した KC−群の 2 群を設定した。生体蛍光
顕微鏡を用いて 10腺房をランダムに選択し、
腫瘍細胞投与 20分後、40分後、60分後、120
分後、360 分後に肝微小循環の観察を行った。
観察終了後に犠牲死を行い、肝組織を採取し
た（図 1）。 

 
(図 1) 生体蛍光顕微鏡観察における実験群 
 
(6) クッパー細胞と腫瘍細胞の微小循環観
察 
 観察視野は 0.2 mm2 以下であり、その視野
に含まれる 1腺房内の各細胞数をカウントし
た。 (i)接着腫瘍細胞数（接着腫瘍細胞は、
類洞に 20 秒以上留まっているものを接着と
定義）、(ii)クッパー細胞と接着した腫瘍細
胞数（クッパー細胞と同部位に接着した腫瘍
細胞）(iii)クッパー細胞数 
(7) 腫瘍細胞投与前後にクッパー細胞を除
去した実験群 
クッパー細胞の除去と腫瘍細胞の投与のタ
イミングがその後の転移形成にどのような
影響を与えるのか検討するため、ラットを腫
瘍細胞投与 2日前から腫瘍細胞投与 7日後ま
での異なるタイミングでクッパー細胞を除
去するモデルを 5 群作成した(図 2)。腫瘍細
胞投与 14 日後に肝臓を摘出し、左葉と中葉



の転移結節数を計測した。 

(図 2) 腫瘍細胞投与前後にクッパー細胞を
除去したモデルの実験群 
 
４．研究成果 
(1)生体蛍光顕微鏡観察 
①腫瘍細胞とクッパー細胞の相互関係 
 クッパー細胞が腫瘍細胞へ与える影響を
検討するには、同一部位の腫瘍細胞とクッパ
ー細胞を観察する必要がある。生体蛍光顕微
鏡で腫瘍細胞とクッパー細胞が同時に観察
可能か検討した（図 3）。腫瘍細胞とクッパー
細胞は、フィルターを切り替えることで、同
一視野の両細胞が観察可能となる。黒色の枝
状の線が類洞を表す。肝微小循環の最小単位
である腺房はラグビーボール状に示すこと
ができ、血流は門脈領域から中心静脈領域へ
流れる。クッパー細胞と腫瘍細胞は各々同定
できた。類洞を流れる腫瘍細胞は、類洞に接
着するもの、類洞に接着しないもの、類洞に
接着した後に離れるものが存在した。類洞に
接着する腫瘍細胞は、クッパー細胞と別部位
に接着する細胞、クッパー細胞と同部位に接
着する細胞が存在した。転移形成に重要な影
響を与えるクッパー細胞が腫瘍細胞接着に
どのように関わっているか検討するには、in 
vivo において、クッパー細胞を染色し、腫
瘍細胞が類洞内を循環している状況下で観
察することで明らかになる。しかしながら、
現在までに肝転移早期における腫瘍細胞と
クッパー細胞の相互作用を生体蛍光顕微鏡
で見たという報告はない。我々が構築した生
体蛍光顕微鏡システムでは、腫瘍細胞および
クッパー細胞の両者を同時に蛍光染色し、同
部位・同視野を経時的に観察できた。 

(図 3) 生体蛍光顕微鏡観察像 
 
②電子顕微鏡による腫瘍細胞とクッパー細
胞の相互関係の評価 
 前の実験によりクッパー細胞と同部位の類
洞に接着する腫瘍細胞を認めたため、腫瘍細
胞投与 2時間後の肝類洞内におけるクッパー
細胞と腫瘍細胞を電子顕微鏡で詳細に観察
した（図 4）。類洞内には腫瘍細胞とクッパー

細胞を認め、両者は接着していた。拡大する
と腫瘍細胞はクッパー細胞の細胞膜に覆わ
れており、クッパー細胞に貪食されているこ
とが明らかとなった。生体蛍光顕微鏡で同部
位に観察された両細胞は、腫瘍細胞がクッパ
ー細胞に接着している現象を観察している
と推定された。 

(図 4) クッパー細胞と腫瘍細胞の接着 
 
③生体蛍光顕微鏡による腫瘍細胞とクッパ
ー細胞の相互関係の評価 
類洞内に腫瘍細胞が接着することが明らか
となったため、クッパー細胞の存在が、腫瘍
細胞の接着に影響を与えるか検討した（図 5）。
クッパー細胞を除去していない KC+群では、
腫瘍細胞投与 20 分、40 分、60 分、120 分、
360 分後の類洞内接着腫瘍細胞数は、それぞ
れ 3.75±0.24、2.23±0.16、2.19±0.14、2.08
±0.13、1.03±0.1 個/腺房であり、時間経
過とともに減少した。クッパー細胞を除去し
た KC-群では、腫瘍細胞投与 20 分、40 分、
60 分、120 分、360 分後の類洞内接着腫瘍細
胞数はそれぞれ、3.29±0.20、2.52±0.20、
2.33±0.24、2.19±0.25、1.55±0.14 個/腺
房であり、KC-群でも時間経過とともに減少
した。腫瘍細胞投与 20 分後から 120 分後ま
では、KC+群と KC-群の類洞内接着腫瘍細胞数
は両群間で差を認めなかった。腫瘍細胞投与
360分後、KC+群と KC-群で類洞内接着腫瘍細
胞数に有意な差を認めた。クッパー細胞の有
無が、類洞内に接着する腫瘍細胞数に影響を
あたえることが明らかとなったため、KC+群
において、類洞内に接着した腫瘍細胞のうち
クッパー細胞に接着した腫瘍細胞がどれく
らいの割合存在するのか検討した（図 6）。20
分後から 360分後にかけて、18.6±2.5%、43.6
±4.8%、47.5±4.8%、54±4.7%、74.4±5.2%
と時間経過とともにクッパー細胞と接着し
た腫瘍細胞の割合は増加していた。図 7 で類
洞内皮細胞とクッパー細胞のそれぞれに接
着した腫瘍細胞の割合を示す。KC+群では、
クッパー細胞と接着する腫瘍細胞は増加す
る一方で、類洞内皮と接着する腫瘍細胞は減
少した。この作用の詳細を解明するために先
行実験で電子顕微鏡を用いて観察したとこ
ろ、クッパー細胞が腫瘍細胞を貪食している
ことが分かった。in vitro研究において、ク
ッパー細胞と癌細胞と共培養すると、クッパ
ー細胞は偽足を出して腫瘍細胞と接着して
いると報告されており、また、クッパー細胞
の偽足によって捉えられた腫瘍細胞はその



後貪食され、破壊されると報告されている。 
クッパー細胞と接着した腫瘍細胞はクッパ
ー細胞の偽足にとらえられ離れにくいため、
時間経過に従ってその割合が増加している
と推測された。その後クッパー細胞と接着し
た腫瘍細胞は引き続き貪食されると考えら
れる。類洞内接着腫瘍細胞数は時間経過と共
に減少した。その数は KC+群では KC-群と比
較し、腫瘍細胞投与 360分後で有意に低値で
あったが、腫瘍細胞がクッパー細胞に貪食さ
れた結果であると考えられた。肝転移早期に
おいてクッパー細胞は循環腫瘍細胞を貪食
し、肝転移形成を抑制していると考えられた。 

(図 5) 類洞内接着腫瘍細胞数 

(図 6) クッパー細胞に接着した腫瘍細胞の
割合 

(図 7) 生体蛍光顕微鏡観察における腫瘍細
胞が接着した類洞内構成細胞の内訳 

 
④クッパー細胞活性化の評価 
 腫瘍細胞投与によってクッパー細胞が活性
化しているかどうか評価するため、肝組織中
の TNF-αおよび IL-1βを測定した（図 8、図

9）。クッパー細胞を除去していない KC+群に
おいて、腫瘍投与前と腫瘍細胞投与 360分後
の TNF-αは 16.4±5.2、53.7±2.81 pg/ g 
liver であり有意に増加を認めた（P<0.05）。
IL-1βは 2700±223、3990±262 pg/ g liver
であり、増加傾向を示した。一方で KC-群に
おいては、TNF-αは 9.9±6.25、8.5±2.07 pg/ 
g liverと腫瘍細胞投与による増加は認めず、
IL-1βにおいても 223±39.5、280±76.6 pg/ 
g liver と増加を認めなかった。腫瘍細胞投
与前の KC+群と KC-群を比較すると、TNF-α
では両群間に差を認めなかったが、IL-1βは
KC+群が有意に高かった(P<0.05)。クッパー
細胞が腫瘍細胞を貪食するためにはクッパ
ー細胞が活性化する必要がある。一方で、ク
ッパー細胞関連サイトカインである TNF-α
や IL-1 によって接着分子が発現すると報告
されているが、本研究においては、最大 6時
間までの生体蛍光顕微鏡観察を行ったが、ク
ッパー細胞由来のサイトカインが有意に増
加した KC+群で接着腫瘍細胞が増加すること
はなかった。 

(図 8) 肝組織中の TNF-α 

（図 9）肝組織中の IL-1β 
 
(2) 腫瘍細胞投与前後にクッパー細胞を除
去した実験群における転移結節数の評価 
 クッパー細胞の存在により生じた、腫瘍注
入 360分後における類洞内接着腫瘍細胞数の
差が、その後の転移形成にどのような影響を
あたえるのか、また、クッパー細胞はどのタ
イミングで転移の制御に深く関わっている
のか検討するため、コントロール群である
KC+群、腫瘍細胞投与 2 日前にクッパー細胞
を除去した KC-群、腫瘍細胞投与 1 日後にク
ッパー細胞を除去した KC1D-群、腫瘍細胞投
与 3日後にクッパー細胞を除去した KC3D-群、
腫瘍細胞投与 7日後にクッパー細胞を除去し



た KC7D-群の 5 群に分け、クッパー細胞が肝
転移結節形成に与える影響を検討した。上記
5 群において、腫瘍細胞投与 2 週間後の肝臓
を摘出し、ヘマトキシリン・エオジン染色し
たルーペ像を示す（図 10）。肝転移結節は、
500〜1000 μm の転移結節としてヘマトキシ
リンで青く染色され、容易に同定することが
可能であった。腫瘍細胞投与前にクッパー細
胞を除去した KC-群で多数の転移結節を認め
た。群間で転移結節像に差があるか拡大像を
検討した（図 11）。転移結節を拡大したとこ
ろ、転移結節は、zone1 である門脈近傍に多
く認めた。各群で転移結節の構造に明らかな
違いは認めなかった。各群における転移結節
数をグラフにしたものを示す（図 12）。KC+
群、KC-群、KC1D-群、KC3D-群、KC7D-群は、
それぞれ、0.15±0.04、57.6±4.4、3.9±0.4、
0.19±0.04、0.19±0.05 個/切片であった。
腫瘍細胞を投与した後にクッパー細胞細胞
を除去した群（KC1D-群〜KC7D-群）では、KC-
群と比較して著明に転移結節数は減少して
いた(p<0.05)。血液中を循環する腫瘍細胞は
手術操作により増加すると報告されている。
Nishizakiらは、ウサギと VX-2 細胞株を使
った in vivo の実験において、手術操作によ
って血流に腫瘍細胞が流れ出ることを報告
した。Ito らは、切除可能大腸癌患者を対象
とした臨床研究において、手術操作により血
中循環腫瘍細胞が増加し、その循環腫瘍細胞
は予後に影響を与えたと報告した。大腸癌肝
転移患者を対象にした臨床研究では、術前に
およそ 2 割〜3 割の患者に循環腫瘍細胞を認
め、手術中では循環腫瘍細胞を認めた患者は
約 5割に増加した。術中に循環腫瘍細胞が陽
性であった患者は disease-free survivalが
悪く、その理由は手術操作で血流に腫瘍細胞
が出て、再発したことが原因であると考察し
ている。術後 24 時間以内の循環腫瘍細胞の
存在が再発の有意な因子と述べている報告
もある。このように手術操作によって増加し
た循環腫瘍細胞が、術後肝転移再発の一因で
あると考えられており、この循環腫瘍細胞に
対してクッパー細胞は重要な肝転移抑制因
子だと考えられる。 
  本研究では、生体蛍光顕微鏡により腫瘍
細胞とクッパー細胞との接着をリアルタイ
ムで観察することが出来た。腫瘍細胞はクッ
パー細胞と接着し、その後腫瘍細胞は貪食さ
れた。クッパー細胞を除去することで接着腫
瘍細胞数・転移結節数は増加し、クッパー細
胞は肝転移を抑制する働きを持つことを示
した。今回の研究では、クッパー細胞が腫瘍
細胞の肝転移早期プロセスを抑制する事が
明らかとなった。今後、クッパー細胞の腫瘍
細胞貪食メカニズムをより詳細に解明する
ことで、大腸癌術後肝転移再発予防する新た
な治療法に結びつく可能性がある。 
 
 
 

(図 10) クッパー細胞の肝転移結節形成への
影響（腫瘍細胞投与 2 週間後） 

(図 11) クッパー細胞の肝転移結節形成への
影響（拡大像） 

 

(図 12) 転移結節数 
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