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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、肝細胞癌に対する肝動脈塞栓術後の再発機序を、低酸素応答シス
テムを介した免疫寛容の観点から解明し、新たな治療戦略の可能性を模索することである。
　本研究の結果、ラット肝癌モデルに対する肝動脈塞栓術後、腫瘍部でPD-L1の発現が増加した。PD-L1とHIF-1a
の発現には正の相関がみられ、in vitroの検討では、低酸素刺激によるPD-L1の発現はHIF-1a依存性であること
が示された。更に、HIF-1阻害剤であるラパマイシンやボルテゾミブを用いることで、PD-L1の発現を抑制させる
ことができた。

研究成果の概要（英文）：     Hepatic artery embolization (HAE) is a useful therapeutic option in the
 management of hepatocellular carcinoma (HCC) and other hypervascular liver tumors. However, little 
is known about the effects of HAE on the immune system.
     Through the in vivo and in vitro experiments in this study, several novel findings about HAE 
and immune system were demonstrated. First, results of our in vivo study showed that HAE enhanced 
the expression of PD-L1 in the rat orthotopic hepatoma model. Moreover, the expressions of PD-L1 and
 HIF-1a were positively correlated. Second, our in vitro cell culture study showed that hypoxic 
stress increases the expression of PD-L1, and those expressions were suppressed by HIF-1a inhibitors
 such as Rapamaycin and Bortezomib.
     Results of those experiments suggests that HAE enhance the expression of PD-L1 by HIF-1 
dependent manner. These finding will be useful for the development of new therapeutic approaches 
such as HAE plus anti-PD-L1 antibody. 

研究分野： IVR、肝癌、腫瘍免疫
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝動脈塞栓術は、肝細胞癌や多血性肝転移に対する有効な治療だが、依然、再発が多いことが欠点である。本研
究の結果、肝動脈塞栓術後の再発機序として、塞栓術後の低酸素刺激によりHIF-1依存性にPD-L1の発現が増加
し、がん免疫逃避機構を助長させる可能性が示唆された。よって、動脈塞栓術と抗PD-L1抗体の併用などによる
治療効果の改善が期待でき、新たな治療戦略開発への橋渡しとなる研究成果が得られた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

肝動脈塞栓術（Transarterial embolization, TAE）は肝動脈血流を遮断して肝腫瘍を阻血・

壊死させる治療法で、切除不能肝細胞癌に対する標準的治療として位置づけられている。

また、TAEは多くの肝転移に対しても有効性が報告されている。しかし、TAE後も高頻度

で肝内再発が認められ、治療を繰り返しても、いずれ肝動脈閉塞や肝機能悪化を来たし治

療継続が困難となる。このため、TAEの治療効果を向上させ、肝内再発を抑える新たな治

療戦略の開発が待ち望まれている。 

近年、腫瘍微小環境における低酸素環境が様々な生理的応答を引き起こし、低酸素誘導

因子（Hypoxia Inducible Factor, HIF）がそのメカニズムの中心的な役割を担っている事が明

らかとなってきた。HIF は転写因子として機能し、代謝調節、血管新生、細胞移動などの

調節を行う様々な遺伝子の発現を制御する。更に、HIF は免疫寛容にも深く関与する。肺

癌や前立腺癌の細胞株を用いた in vitroの実験では、低酸素下で培養された癌細胞表面では

Programed cell death ligand 1（PD-L1）の発現が HIF依存性に亢進し、本来癌細胞を攻撃す

るべきエフェクターT細胞の機能が阻害されることも報告されている。 

TAEは肝動脈血流を遮断するため、腫瘍は低酸素環境に晒される。このため我々は、TAE

後の低酸素環境がHIF依存性にPD-L1等の免疫寛容因子の発現を促進して腫瘍微小環境に

おける免疫寛容状態を作り出し、その結果 TAE後の再発が促進されるのではないか、とい

う仮説を立てた。本研究は、TAE後に生じる低酸素応答と免疫寛容のメカニズムを明らか

にし、これを制御することにより治療効果の向上を目指す新しい治療戦略開発のための基

盤研究として立案された。 

 

２．研究の目的 

本研究では、担癌ラットに対して TAEを行い、低酸素誘導因子（HIF）および免疫寛容

因子の発現を検討した。更に、免疫寛容因子発現における、低酸素誘導因子の役割につい

て検討した。 

 

３．研究の方法 

（１）In vivo実験：RH7777ラット肝癌細胞株をラット肝臓に移植して、ラット肝癌モデ

ルを作製した。このラット肝癌モデルを、TAE群とコントロール群に分け、TAE群に対し

ては、左内頚動脈からのアプローチで TAEを施行した。 

 

（２）In vitro実験①：RH7777の低酸素培養（O2：1%）と常酸素培養（O2：21%）を行い、

24時間後に mRNAおよびタンパクを回収。RT-PCRおよびウエスタンブロット法で、PD-L1

および HIF-1の発現を比較した。 

 

（３）In vitro実験②：RH7777の低酸素培養の際に Rapamycinや Bortezomib等の HIF-1阻

害剤を加え、HIF-1や PD-L1の発現変化をみた。 

 

４．研究成果 

（１）コントロール群と比較して、TAE群において肝細胞癌の壊死が認められた（図１A）。

ただし、TAE 群においても、腫瘍辺縁部や腫瘍内に島状に、残存肝細胞癌が認められた。

この残存肝細胞癌において、PD-L1の発現増加が認められた（図１A,B）。また、残存肝細



胞癌の HIF-1の発現も有意に増加しており、PD-L1と HIF-1の発現には正の相関があった

（図１A-C）。 
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（２）研究結果（１）より、TAE

による低酸素刺激が、HIF-1 依存

性にPD-L1の発現を増加させてい

る可能性が示唆された。この仮説

を検証するために、ラット肝細胞

癌株を用いた in vitro の検討を行

い、TAEを模した低酸素培養後 24

時間後の細胞サンプルにおいて、

常酸素培養群と比較してPD-L1や

HIF-1 の変化を検討した。その結

果、低酸素培養群において有意な

PD-L1のmRNA増加が認められた

（図 2A）。一方、HIF-1 の mRNA

については、低酸素培養群と常酸

素培養群で有意な変化は認められ

なかった。ウエスタンブロット法

によるタンパクの発現解析では、

低酸素培養後 24 時間後に PD-L1

および HIF-1の有意な増加が認め

られた（図 2B）。 

 

（３）Rapamycin および Bortezomib は、HIF-1 阻害作用を示すことが既に知られている。

そこで、HIF-1と PD-L1発現の関係を更に詳細に検討するために、ラット肝細胞癌株の低



酸素培養の際に、これらの薬剤を添加し、

HIF-1や PD-L1のタンパク発現をウエス

タンブロット法で解析した。結果、

Rapamycinや Bortezomibを添加すること

でHIF-1および PD-L1の発現が低下した

（図３）。これらの結果より、TAE 後の

PD-L1発現増加は HIF-1依存性であるこ

とが示唆された。さらに、TAE の際に

Rapamycinや Bortezomibを併用すること

により、PD-1/PD-L1経路を阻害してがん

の免疫逃避機構を阻害し、治療成績の向

上につながる可能性が示唆された。 
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