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研究成果の概要（和文）：マウス腫瘍モデルでは抗PD-L1抗体+抗VEGF抗体群で腫瘍体積が有意に低値を示した。
シンバイオティクス摂取群でも同様であった。シンバイオティクスの摂取によって、菌叢構成が変動した。臨床
研究では、平均生存期間は13.7ヶ月であった。制御群(CR+PR;n=23)、非制御群(SD+PD;n=8)間で菌叢の多様性に
差がなかった。AcidominococcaceaeとMonoglobaceaeは有意に制御群で多かった。Erysipelatoclostridiaeは非
制御群で有意に多かった。Akkermansiaceaeが多い症例では有意に無増悪生存期間と全生存期間が延長してい
た。

研究成果の概要（英文）：In mouse tumor model, anti-PD-L1 antibody and anti-VEGF antibody treatment 
significantly suppressed tumor growth. In symbiotics administrated group, anti-PD-L1 antibody and 
anti-VEGF antibody treatment also suppressed tumor growth. Administration of symbiotics changed the 
composition of bacterial flora in mouse colon.
 In clinical trial, median survival time of all 34 patients with hepatocellular carcinoma treated 
with Atezolizumab (anti-PD-L1 antibody) and bevacizumab (anti-VEGF antibody) was 13.7 months. There 
was no significant difference in diversity of bacterial flora between responder group(CR+PR) and 
non-renponder group(SD+PD). In responder group, Acidominococcaceae and Monoglobaceae were 
significantly increased. On the other hand, Erysipelatoclostridiae was significantly increased in 
non-responder group. Overall survival and progression free survival were significantly prolonged in 
HCC patients with Akkermansiaceae-rich bacterial flora.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： 肝細胞癌　腸内細菌叢　免疫チェックポイント阻害剤　抗腫瘍効果　血管新生抑制　シンバイオティッ
クス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回マウス肝癌モデルを用いた検討では、シンバイオティックスを投与すると腸内細菌叢が変化し、抗PD-L1抗
体+抗VEGF抗体の抗腫瘍効果が有意差はないものの増強した。臨床研究においては、抗PD-L1抗体+抗VEGF抗体を
用いた治療を行った症例において、Akkermansiaceaeが多い症例では有意に無増悪生存期間と全生存期間が延長
していた。以上の結果から、進行肝細胞癌において、将来的に腸内細菌叢を変化させることで免疫チェックポイ
ント阻害剤を用いた治療効果を増強できる可能性が示唆された。本研究は、進行肝細胞癌の予後改善に繋がる意
義のある研究であると考えられる。

※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 

1992 年の本庶佑教授らによる T 細胞における Programmed cell death 1 の発見から

始まった免疫チェックポイント阻害剤の開発の結果、まったく新しい癌免疫療法が多く

の癌腫で確立され、肝細胞癌においても抗 PD-L1 抗体と抗 VEGF 抗体の併用療法が切

除不能進行肝細胞癌の第一選択薬となっている。 

近年、肝細胞癌の発生や進展と宿主側の因子、とくに腸内細菌叢との関連を示唆する

報告が認められている。さらに、腸内細菌叢と癌免疫療法の治療効果との関連性が注目

され、悪性黒色腫等においては、免疫チェックポイント阻害剤の治療効果が腸内細菌叢

の違いにより異なることが報告されている。 

肝細胞癌においては腸内細菌叢と腫瘍免疫の関係に関する研究は全くと言っていい

ほど行われていない。腸内細菌叢と腫瘍組織における免疫応答との関連を明らかにする

ことは、今後、進行肝細胞癌の治療において重要な役割を果たすことが期待される免疫

チェックポイント阻害剤の一層の抗腫瘍効果を引き出す治療法を開発する上で非常に

重要であると考える。 

２．研究の目的 

本研究の目的は、ヒト肝細胞癌症例における糞便中に含まれる腸内細菌叢を解析する

ことで、抗 PD-L1 抗体と抗 VEGF 抗体の併用療法の治療効果予測因子を明らかにする

ことである。 

３．研究の方法 

Ⅰ. 肝細胞癌症例における腸内細菌叢の解析 

肝細胞癌症例における抗PD-L1 抗体と抗 VEGF抗体の併用療法の抗腫瘍効果の予測因

子を同定する 

1) 切除不能進行肝細胞癌症例(34例)の抗PD-L1抗体と抗VEGF抗体の併用療法開始前、

治療後3か月目の便、血液を採取し凍結保存する。 

2) 治療後3か月目にEOB-MRIもしくはDynamic CTにて治療効果評価(mRECIST)。およ

び副作用の評価を行う。 

3) 採取した便からDNAを調節した後、YIF-SCANを用いて便中の総菌数を算出する。

次に便中のDNAのPCR産物を次世代シーケンサー(MiSeq)にてシーケンスしてメ

タ16S解析を行う。 

4) 腸内細菌叢と治療効果(CR+PR, SD, PD),Time to progression, Overall survivalとの関

係を検討し、抗PD-L1抗体と抗VEGF抗体の併用療法の抗腫瘍効果の予測因子を明ら

かにする。 

Ⅱ. マウス肝細胞がんモデルにおける免疫チェックポイント阻害剤と微生物素材の併

用効果の検討 

1) マウスの肝臓左葉に PBS（-）に懸濁した Hep-55.1C細胞 2×106個を移植して、同所

同種移植モデル（Syngeneic orthotopic model）を作製 

2) シンバイオティックスの作成；乳酸菌シロタ株 LcS 及びビフィズス菌 BY 株 BbrY 懸

濁液については、菌体を pH7.0 に調整した動物投与用リキッドジェル （MediDrop® 

Sucralose, ClearH2O 社; 溶媒 1）に懸濁し、使用時まで暗所にて低温保存した 

3) 観察及び抗腫瘍効果の評価；一般状態は投与日に確認した。Day 24 に肝臓を採材し、



腫瘍体積及び肝重量を測定して抗腫瘍効果を判断した。 

4) 糞便の菌叢解析； Day -1、Day 9、Day 23 にマウスの自然排泄直後の糞便を採取した。

採取した糞便から抽出した DNA を鋳型として、16S rRNA 遺伝子の V4 領域を PCR に

より増幅した。PCR には TB Green Premix ExTaq II とアダプター配列を付与した

515F プライマー及び 806R プライマーを用いた。得られた PCR 産物を Agencourt 

AMPure XP により精製し、Quant-iT PicoGreen dsDNA Reagent and Kits を用いて

DNA 濃度を測定した。各サンプルの DNA 量が等しくなるように混合した後 、MiSeq

システムによりシークエンシングを行い 16S rRNA 遺伝子配列データを得た。続いて

QIIME2 を用いてリード数、系統分類、系統樹のデータを得た。系統の分類には

silva138.1 版を用いた。以降のデータ解析には R（ver.4.0.5）を用いた。各データの読

み込みには qza_to_phyloseq 関数を用いた。Estimate_richness 関数を用いて、α多様

性指数として Shannon index と Observed features の数値を算出した。Tax_glom 関数

を用いて、科レベルの占有率データを得た。 

5) 統計解析；腫瘍体積及び肝重量の群間比較は t 検定を行った。糞便の菌叢解析について

は、R（ver.4.0.5）を用いた。β多様性の比較は、PERMANOVA 解析を行った。α多様

性の指標及び菌科の占有率について、群間の比較は Wilcoxon の順位和検定を行った。

α、β多様性及び占有率の比較については、検定の多重性を考慮し、日付け毎に p.adjust

関数による Bonferroni 法もしくは Benjamini-Hochberg 法によって p 値を補正した。 

研究成果 

1. 基礎研究 

1) 抗腫瘍効果の評価 

Day 24 における腫瘍体積を測定し、試験群間で比較した（n=5～6）。各試験群の腫瘍体

積を図1に示す。それぞれの腫瘍体積の平均値はControl VT(無治療) 1.562±0.28 cm3、

Control AB(抗体治療群) 0.606±0.09 cm3、Synbiotics VT(Synbiotics のみ) 1.173±0.35 

cm3、 Synbiotics AB(Synbiotics+抗体治療) 0.339±0.14 cm3であった。有意差解析に

おいて、Control VT と比較して Control AB では腫瘍体積が有意に低値を示した。シン

バイオティクス摂取群でも同様に、Synbiotics VT と比較して Synbiotics AB で腫瘍体

積が有意に低値を示した。一方、Control VT と Synbiotics VT 及び Control AB と

Synbiotics AB の腫瘍体積に有意な差はなかった。 

 

図 1                        図 2                          

Day 24 における肝重量を測定し、試験群間で比較した（n=5～6）。各試験群の肝重量を図



2 に示す。各群の肝重量の平均値は Control VT 1.72±0.39 g、Control AB 1.41±0.20 g、

Synbiotics VT 1.83±0.32 g、Synbiotics AB 1.44±0.12 g であった。有意差解析において、

いずれの試験群の肝重量に有意な差は認められなかった(図 2)。 

2) 糞便の菌叢解析 

Synbiotics 摂取及び抗 PD-L1 抗体と抗 VEGF 抗体の投与による腸内細菌叢構成への影

響について調べるために、最初に Bray-Curtis 指標を用いた非多次元尺度法（NMDS）に

よって各個体の腸内細菌叢の類似度を比較した。NMDS の配置図を図 3 に示す。Hep-55.1C

細胞移植前日（Day -1）から解剖日前日（Day 23）までの全ての採糞時点において、Synbiotics

摂取による菌叢構成変化が認められた。さらに、PERMANOVA 解析においても全ての採糞

時点について、Synbiotics摂取群と非摂取群の菌叢構成に有意な差が認められた（p < 0.05）。

一方で、抗 PD-L1 抗体と抗 VEGF 抗体による菌叢構成の変化は認められなかった。続いて

α多様性について調べた。Shannon index と Observed features を図 3 に示す。Synbiotics

摂取群と非摂取群を比べると、Day -1 と Day 23 の Observed features の値がシンバイオ

ティクス摂取群よりも非摂取群の方が高かった（図 3A）。各試験群について比較すると、

Day -1 において Control VT の Shannon index と Observed features の値が Synbiotics VT

及び Synbiotics AB よりも高かった。また、Day 23 において Control VT の Observed 

features の値が Synbiotics AB よりも高く、Control AB の Observed features の値が

Synbiotics VT 及び Synbiotics AB よりも高かった（図 3B）。 

 

図 3A                                  図 3B 

Synbiotics の摂取及び抗 PD-L1 抗体と抗 VEGF 抗体の投与による科レベルの占有率の変

動について調べた。Synbiotics の摂取によって、Day -1、Day 9、Day 23 の全ての時点に

おいて Bifidobacteriaceae 科と Prevotellaceae 科の占有率の上昇及び Bacteroidaceae 科の

占有率の低下が認められた（図 4）。 



 

                              図 4 

 臨床研究に関しては、34 例の登録症例の平均生存期間は、13.7 ヶ月であった。制御

群(CR+PR;n=23)、非制御群(SD+PD;n=8)間での菌叢の比較では、多様性には差がなかっ

た(図 5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 

菌の占有率では Akkermansiaceae, Coriobacteriaceae が制御群で多い傾向があり、

Acidominococcaceae と Monoglobaceae は有意に多かった。Erysipelatoclostridiae は

非制御群で有意に多かった。Akkermansiaceaeが多い症例では優位に無増悪生存期間と

全生存期間が延長していた(図 6)。また、治療期間中に菌多様性の有意な変化は観察さ

れなかった。 

図 6 
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