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研究成果の概要（和文）：オキサリプラチンによる肝類洞閉塞症候群（SOS）の病態形成における凝固線溶因子
の関与を明らかにすることを目的とした。
薬剤剤投与により肝臓でのPAI-1 発現の増加が見られ、TF 発現は低下した。PAI-1 発現増加と体重減少率には
有意な負の相関が見られ、PAI-1増加の病態悪化への関与が示唆された。PAI-1欠損マウスを用いた実験では、肝
臓での炎症性サイトカインや線維化マーカーの発現増加が軽微であった。TF欠損マウスを用いた実験では、体重
減少や死亡率が高かった。以上より、肝臓の炎症・線維化亢進に加え、PAI-1発現増加等により惹起される血栓
傾向が病態増悪に関与すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to clarify the role of coagulation and 
fibrinolysis system, especially plasminogen activator inihibitor-1 (PAI-1) and tissue factor (TF), 
in the diathesis of oxaliplatin-induced liver sinusoidal obstruction syndrome (SOS).
Repeated administration of oxaliplatin to the wild-type mice significantly increased PAI-1 mRNA 
levels in the liver, whereas TF mRNA levels were decreased. The increase rate of liver PAI-1 mRNA 
was significantly and negatively correlated with the rate of body weight loss of the mice.The 
increases of inflammatory cytokines and fibrosis markers in the liver of PAI-1 deficient mice were 
milder than WT mice. TF-deficient mice showed higher mortality and severe body weight loss compared 
with WT mice.
Therefore, in the SOS pathogenesis, PAI-1 may play an important role in accelerating liver injury by
 forming multiple microthrombi in the liver microcirculation, resulting in enhanced inflammation and
 fibrosis. 

研究分野：血液学
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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 

大腸癌は、全世界において 2 番目に多い癌

で、癌死の原因としては 4番目に多く、日本

でも女性の癌死亡率の 1位、男性では 3 位を

占め増加傾向にある。転移は、肝臓、肺、脳

への血行性転移が多い。大腸癌に対する最も

一般的な化学療法プロトコールは、フルオロ

ウラシル(5-FU)とフォリン酸(folinic acid)

にオキサリプラチンを組み合わせたもの

(FOLFOX)もしくはイリノテカンを組み合わ

せたもの(FOLFIRI)である。オキサリプラチ

ンは、シスプラチン耐性の癌にも有効なこと

や腎毒性が少ないことから、その登場により

特に切除不能大腸癌肝転移症例の予後は著

明に改善した。しかし、オキサリプラチン

を含む化学療法にはその副作用として、

肝類洞拡張、肝細胞萎縮、類洞周囲の

線維化等に特徴づけられる肝障害があ

り、sinusoidal obstruction syndrome

（SOS)と総称される。肝転移症例の転

移巣を切除する際、SOS は肝切除中の出

血量増加や残肝機能の低下を引き起こ

しうるため、安全に肝切除を施行するため

にも SOS 発症を予防することが重要である。

SOS は、投与薬剤による肝類洞内皮細胞の障

害が本態とされているが、その詳細な機序は

明らかにされていない。従って、SOS 病態機

序を解明しその制御法を確立することは、大

腸癌全体の治療成績や予後改善において極

めて重要である。 

オキサリプラチン誘発性 SOS は、適

切な動物モデルが長年存在しなかった

が、近年確立された実験プロトコール

によりマウスモデルを用いた研究が可

能となった（Robinson, J Hepatol. 2013）。

報告論文内で著者らは、薬剤投与によ

る類洞内皮障害が、抗線溶因子である

plasminogen activator inhibitor 

1(PAI-1) や 凝 固 因 子 で あ る von 

Willebrand factor(VWF)等の発現増加

を惹起して肝臓内が向凝固状態になる

ことが肝障害や肝線維化を亢進すると

述べている（図 1）。従って、SOS 病態にお

いて、肝臓内で生じている向凝固状態を緩和

することが病態の発症・進行の抑制につなが

ると予想されるが、一方で、安易な抗凝固療

法は逆に肝臓内の出血を増加させ病態を悪

化させる可能性もある。 

研究代表者はこれまで、慢性肝障害

時の血栓傾向における組織因子の関与

や、種々の肝病態における各種凝固・線

溶因子動態に関する網羅的解析実験を

行い、論文として複数報告してきた。

以上の背景から、本研究において研究代表

者は、SOS の病態解明および治療法確立に向

け、PAI-1、組織因子（TF）、VWF 等の向凝固

因子の発現が欠損するマウスから SOSモデル

を作製することで、SOS に最も関与する因子

群を探索する。そして、同定された因子を抑

制することを基盤とする SOS治療法の確立を

目指すことにした。 

 

図 1. 想定されるオキサリプラチン誘発性

SOS の病態機序 

 
２．研究の目的 

上記の背景をもとに、本研究は、オキサリ

プラチン誘発性 SOS における血液凝固線溶系

機構の解明に関する基盤的研究を完成し、そ

の知見に基づいた新規の診断法や治療法の

確立等、臨床応用展開に向けた基盤となる研

究を行うことを目的とし研究を開始した。 

(1) 野生型マウスを用いた実験で、オキサリ 

プラチン誘発性 SOS における凝固・線溶系因

子の動態を把握する。具体的には、SOS 病態

を組織学的に確認（肝炎症・線維化等）する

とともに、肝臓および血液中の各種凝固・線



溶系因子レベルを遺伝子・タンパクレベルで

網羅的に解析する。 

(2) PAI-1 欠損マウスを用いた実験により、 

SOS 病態の発症・進展における線溶系因子の

関与を、対照群と比較して明らかとする。 

(3) TF 欠損マウスを用いた実験により、 

SOS 病態の発症・進展における凝固系因子の

関与を、対照群と比較して明らかとする。 

３．研究の方法 

オキサリプラチン誘発性 SOS マウス

モデルは、既報の方法（ Robinson, J 

Hepatol. 2013）をベースに改変したもの

を採用した。まず、投与薬剤の効果を

高める目的で、実験マウスの給餌を、

薬剤投与１週間前から植物成分が除去

さ れ た も の に 変 更 す る （ D01060501 

Research Diets Inc）。FOLFOX 化学療法を模

倣する目的で、まず、蒸留水で溶解した

Oxaliplatin (Sigma, O9512)を 6 mg/kg の用

量で実験マウスに腹腔内投与する（投与用量

は約 300 uL）。次いで、その２時間後に、

5-Fluorouracil(5-FU)と Folinic acid(FA)

の混合溶液を同様に腹腔内投与する。5-FU 

(Sigma, F6627)は 50 mg/kg、FA (Sigma, 

F7878)は 90 mg/kg の用量で投与されるよう

調整し、投与用量は 400-500 uL とする。こ

の３薬剤の投与を週１回の頻度で行い、SOS

発症・進展を誘導する。 

実験開始後、定期的にマウスの生存状態の

確認と体重測定を行い、実験終了時には各種

サンプリングを行う。すなわち、下大静脈か

らクエン酸加での全採血を行い、血球数算定 

(Sysmex XT-1800)施行。その後、遠心分離 

(4500rpm, 4℃, 15 分)にて血漿サンプルを分

離して凍結保存する。摘出臓器としては、肝

臓以外に、必要に応じて脾臓・腎臓・肺も摘

出する。摘出臓器サンプルは、一部はホルマ

リン浸漬して固定した後、脱水処理施行の上、

パラフィン包埋して組織ブロックを作成す

る。残りの臓器部分は砕切した上で凍結チュ

ーブに入れて液体窒素内で急速凍結し保管

する。パラフィン包埋下組織からは組織標本

を作成し、HE 染色やその他必要に応じて各種

免疫染色を行うことで臓器の微細構造の形

態観察を行う。凍結臓器サンプルは、Trizol

を用いて total RNA を抽出し、その溶液内 RNA

濃度を NanoDrop2000 にて測定した上で、1 ug

の RNA を鋳型に cDNA を逆転写して合成する。

その cDNA サンプルと TaqMan プローブを用い

て real time PCR(Step One plus, Applied 

Biosystem)を行うことで、SOS マウスモデル

内での各種遺伝子発現の変化を評価する。評

価遺伝子はとしては、各種の炎症性サイトカ

イン、ケモカイン、線維化マーカー、凝固線

溶因子を中心に定量評価を行う。凍結臓器サ

ンプルは、必要に応じて、Western blotting

等のタンパク解析にも用いる。 

 
４． 研究成果 

(1) FOLFOX 投与回数についての基礎検討 

C57BL/6(8 週齢・雄)を 6群に分け（各群 5

匹）、それぞれに FOLFOX を 0,1,2,3,4,5 回投

与し、最終投与 1 週後に屠殺した。結果、投

与回数依存性に体重の減少を認め、4 回投与

群にて 5 匹 1 匹、5 回投与群にて 5 匹中 4 匹

の死亡個体が見られた（図 2）。 

 

図 2. FOLFOX 投与後の生存率および体重変化 

また、下大静脈採血検体を用いた血球数算

定では、投与回数依存性の明らかな汎血球減

少が認められた。肝臓サンプルを用いたリア

ルタイム PCR 解析では、FOLFOX 投与により

PAI-1 mRNAの増加が見られ、非投与群に比べ、

3回投与群では22倍、4回投与群では164倍、

5回投与群では2600倍の発現増加が観察され

た（図 3）。さらには、PAI-1 mRNA 発現増加

と体重減少率には有意な相関関係が認めら

れ、PAI-1 発現増加の病態悪化への関与が示



唆された。他の凝固関連因子としては、凝固

第 X因子（F10）、VWF、ADAMTS13、TF の肝 mRNA

発現を解析したが、F10 と VWF は FOLFOX 複数

回投与にて軽度増加傾向を示し、ADAMTS13 は

FOLFOX 投与にて発現低下する傾向にあった。

TF については既報論文の結果に反して低下

する傾向が見られた。炎症性サイトカインに

ついては、IL-6、TNFα、IL-1βの発現が

FOLFOX 投与にて増加した。線維化マーカーと

して解析した TGFβ1、Col1a1、αSMA につい

ても FOLFOX 投与により増加した。 

 

図 3. FOLFOX 投与後の肝臓での PAI-1 および

TF の mRNA 発現変化 

以 上 の 変 化 を も た ら し て い る の が

Oxaliplatin であることを確認するため、４

群の C57BL/6 マウスを準備し、それぞれを

Oxaliplatin 投与のみ、5-FU＆FA 投与のみ、

Oxaliplatin＆ 5-FU＆FA 投与、PBS 投与、と

割り付け、週１回の投与を計３回行い、最終

投与の１週後に屠殺した。Oxaliplatin＆

5-FU＆FA投与群では約 20%の体重減少が見ら

れたが、Oxaliplatin のみ投与群の体重減少

は約 5%で、5-FU＆FA 投与群や PBS 投与群で

は体重減少は認めなかった。なお、死亡個体

は見られなかった。血球数算定においては、

Oxaliplatin のみの投与群と３剤投与群にお

いて汎血球減少が観察され、5-FU＆FA 投与群

では赤血球のみ軽度減少する傾向があった。

肝臓での mRNA 発現についても、PAI-1 増加、

TF 低下、炎症性サイトカイン・線維化マーカ

ーの増加が認められたのは３剤投与群のみ

であった。以上の結果から、FOLFOX 投与によ

り形成される病態は Oxaliplatin が主体とな

り形成されるものであり、5-FU や FA はその

効果を増強する補助的役割を果たすものと

考えられた。 

(2) PAI-1 欠損マウスを用いた検討 

PAI-1-WT（野生型）マウスおよび PAI-1-KO

（欠損）マウス対して、FOLFOX もしくは PBS

の投与を計５回施行し、最終投与１週後に屠

殺した。5 回の投与にて WT マウスでは 7匹中

2 匹が死亡し、KO マウスでは 10 匹中 3 匹が

死亡したが、死亡率に２群間で有意差は認め

なかった。体重減少率についても２群間で明

らかな差は認めなかった。末梢血中の血球数

算定で見られる汎血球減少や、肝臓組織標本

の HE 染色にて観察される類洞拡張レベルに

おいても、両群間で有意な差は見られなかっ

た。肝臓サンプルを用いたリアルタイム PCR

解析では、WT マウス、KO マウスともに FOLFOX

投与にて炎症性サイトカイン（IL-6、TNFα、

IL-1β）の増加を認めたが、その増加は KO

マウスで緩徐であった。同様に、F10 や VWF

の発現は増加したが、その増加は KO マウス

において緩徐であり、また、ADAMTS13 発現の

低下は KO マウスで緩徐であった。なお、

FOLFOX 投与による TF 発現低下は両群におい

て見られたが、両群間での差は明らかでなか

った。以上の結果は、FOLFOX 投与による肝臓

SOS の病態形成において PAI-1 欠損状態が抑

制的に働いていることを示すものである。 

(3) TF 欠損マウスを用いた検討 

TF-WT（野生型）マウスおよび TF-KO（欠損）

マウス対して、FOLFOX もしくは PBS の投与を

計５回施行し、最終投与１週後に屠殺した。

なお、TF は完全欠損だと胎性致死であるため、

TF 活性が正常の 1-5%残存している Low TF マ

ウスを KO マウスとして実験に使用した。結

果、５回の投与後に、WT マウスは５匹中１匹

が死亡、KO マウスは７匹中４匹が死亡し、KO

マウスにて有意に高い死亡率が見られた。ま

た体重減少についても KO マウスの方が大き

い傾向にあった。 

(4) まとめ・展望 

以上の結果から、FOLFOX 投与により誘導さ



れる肝臓 SOS 病態においては、薬剤投与によ

リ誘導される肝臓の炎症や線維化の亢進に

加え、線溶阻止因子である PAI-1 の発現増加、

凝固因子である F10 や VWF の発現増加、血栓

形成制御因子である ADAMTS13 の低下、によ

り惹起される向血栓傾向が肝臓内の多発性

微小血栓形成をもたらし、炎症・線維化病態

をさらに増悪させるものと推察された。各種

炎症病態下ではその発現が増加することが

知られている TF については、本病態におい

ては逆に発現低下したことは興味深く、その

詳細な機序解明については今後の研究課題

とする。また、PAI-1 欠損マウスにおいて SOS

病態の軽減が観察されたことは非常に意義

のある所見であり、PAI-1 阻害薬などで線溶

系を制御することが SOS治療に繋がることを

示唆するものである。 
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