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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌に対するTKI治療の一つであるソラフェニブ治療前後において解析を行なっ
た結果、免疫抑制系細胞の一つであるTregsのマスター遺伝子のFoxP3が、ソラフェニブ治療後に低下することを
見出した。また、各種免疫細胞サブセットの解析も行い、治療によりTregsとMDSCsが有意に減少し、Th１細胞が
有意に上昇することを見出した。また、PD-1抗体を使用した際、肝障害がみられた症例群において、肝障害がみ
られなかった症例群と比較して、血清中の抗核抗体の陽性率が高く、肝組織中にGranulomaが見られることが特
徴的であるということを見出した。また、CD8陽性細胞頻度が高いことも発見した。

研究成果の概要（英文）：We could find that the expression of FoxP3 was significantly decreased after
 the treatment of sorafenib by using deep-sequencing analysis and PBMCs from HCC patients.  Then, we
 carried out immune subsets analysis by using multi-color FACS.  We could find that Tregs and MDSCs 
were significantly decreased after the treatment of sorafenib and Th1 cells was significantly 
increased after the treatment of sorafenib.  Moreover, we demonstrated that the pre-existing ANA and
 characteristic liver histology including CD8+ cells dominancy and granulomatous hepatitis could be 
biomarkers for the diagnosis of iCIs-related hepatitis by anti-PD-1 therapy. 

研究分野： 肝臓内科学

キーワード： Tregs　PD-1　iCIs　MDSCs

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝細胞癌に対して代表的なTKIであるSorafenibを使用した際にiCIs治療の効果が増強しうる免疫環境に変化する
ことがわかった。現在、様々なiCIs治療のコンビネーションやSequential治療が試みられているが、その際の治
療判断の一助になると思われる。また、iCIs治療を行なった際の肝障害に特徴的な肝病理学的組織像も明らかと
なったため、早期にステロイド投与の要否の判断が可能となり、より安全にiCIs治療が行えるようになると思わ
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。



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

肝細胞癌(HCC)の治療としてインターベンショナルラジオロジー(IVR)治療、多標的チ
ロシンキナーゼ阻害剤(Multi-targeted TKI)治療がガイドラインに明記されているが、最近、免
疫チェックポイント阻害剤（iCI）の併用による高い治療成績が報告された。また、治験におい
ては、各種 HCC 治療に iCI を併用する試験が進んでおり、治療成績が飛躍的に向上することが見
込まれている。この要因として、各種 HCC 治療により、がん免疫微小環境が、iCI 治療に好まし
い環境へ変化することが想定される。我々は、制御性 T 細胞(Tregs)や骨髄由来免疫抑制細胞
(MDSCs)といった免疫抑制系の細胞が、背景の肝疾患の進行、及び HCC により増加することを世
界に先駆けて報告してきた。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
① 本研究では、各種 HCC 治療によるがん免疫微小環境の変化を詳細に検討する。具体的には、

TKI治療などにより iCI 治療が効果を示しやすい状況と想定される免疫抑制系細胞の減少や
エフェクター細胞の増加などが得られるかを解析する。 

② iCI 治療を行った際の irAE 肝障害頻度が高く、治療効果に影響を与えるため、irAE 肝障害
に特徴的な臨床所見を解析する。 

 
 
 
３．研究の方法 
 
①  

A. HCC 治療の代表的な TKI である Sorafenib を投与する前(0 週)と後(8 週)にて PBMCs を
採取し、total RNA を抽出後、ライブラリーを作成し、トランスクリプトームの網羅的
解析を次世代シーケンサー(HiSeq 2000 system)を用いて施行した。結果を比較するこ
とで Sorafenib 投与により変化する免疫細胞を同定した。 

B. マルチカラーフローサイトメトリー（FACS Canto II）を用いて、Sorafenib 投与前後で
各種免疫細胞分画の頻度解析を施行した。 

C. Sorafenib の血中濃度と免疫細胞頻度の変化量の相関を解析した。 
D. Sorafenib の血中濃度と免疫抑制系細胞頻度で治療効果予測が可能か解析した。 

 
②  

A. iCI 治療による肝障害を鋭敏に検出するため、背景肝が正常であると想定される肺癌に
対して iCI を投与した際の肝障害の有無別に、血清中の様々な生化学データ、免疫関連
データを比較した。 

B. iCI 投与後に肝障害を起こした患者より、肝生検を施行し、免疫染色を施行して、特徴
的な病理所見がないか解析した。 

 
４．研究成果 
 
①  

A. 次世代シーケンサーにて Sorafenib 投与前後で PBMCsに発現するトランスクリプトーム
を網羅的に解析し、Gene Ontology 解析を施行した。免疫関連遺伝子では、主に免疫刺
激関連がアップレギュレートし、制御性 T細胞のマスター遺伝子の FOXP3 など免疫抑制
関連シグナルがダウンレギュレートした（図１）。 

 



 
 

B. マルチカラーフローサイトメトリーにて Sorafenib 投与前後の各種免疫細胞分画を解析
した (図 2)。 

 

 
 

明瞭に MDSCs や Tregs、Th1 細胞の頻度解析を行うことが可能であった。 
 
 
 
 
 

Immunoresponse Related Gene  (Biological Process)

Up-regulated p-value
Hit Count in
Query List

Hit Count in
Genome

Hit in Query
List

inflammatory response  2.34E-04 22 486

response to external stimulus  2.62E-04 43 1269

response to lipopolysaccharide  2.94E-04 13 213

chemotaxis  3.06E-04 25 599

defense response  3.15E-04 39 1122

cellular response to lipopolysaccharide  4.05E-04 8 91

immune response  6.72E-04 37 1087

Down-regulated

negative regulation of secretion  1.03E-04 10 123

cellular response to interferon-alpha  1.24E-04 3 6

negative regulation of cell communication  6.25E-04 26 697

negative regulation of protein secretion  6.63E-04 5 38

negative regulation of response to stimulus  9.61E-04 28 796

negative regulation of cell activation  1.57E-03 8 117

negative regulation of immune system process  1.83E-03 10 177
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R,SMAD1,PTGS2,CCL4L1,HCK,HYAL2,NLRP3
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A2B,IL10,PTAFR,LPAR1,CACNA1D,CCL4L1,CMTM1,SRGAP1,SEMA3C,GDF7

IL1RL2,PPARG,SCUBE1,HP,VNN1,NCF1,CLU,IRAK3,COLEC12,CCRL2,CLEC4D,CCL23,AP1M2,CXADR,ASS1,F
PR2,TREML1,ICAM1,DAPK1,KIR2DL4,TLR2,TNFAIP6,ORM1,BMP6,VSIG4,BPI,MGLL,C4BPA,IL10,PTAFR,SMAD
1,PTGS2,CCL4L1,HCK,CD5L,HYAL2,LCN2,IFNL1,NLRP3

FOXJ1,CNR1,PDGFRA,AXL,GLI3,NRARP,INHBA,FOXP3

FOXJ1,CNR1,CCL2,IFIT1,AXL,GLI3,NRARP,INHBA,FOXP3,NBL1
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R,ASS1,TREML1,ICAM1,DAPK1,KIR2DL4,TLR2,ITGAD,BMP6,VSIG4,BPI,IGSF6,C4BPA,IL10,PTAFR,CCL4L1,HC
K,ULBP3,LCN2,SEMA3C,IFNL1,NLRP3

ADRA2B,CNR1,RSAD2,FST,RGCC,INHBA,EDN2,FOXP3,DRD4,DRD3

IFIT3,IFIT2,AXL

CXXC4,FGFR3,FGF9,KIF26A,CISH,RGS9BP,HEYL,ENPP1,LZTS1,RAPGEF4,DDIT4L,GLI3,RGS7,DAB1,ROR2,R
GS1,FST,MESP1,NRARP,SHANK3,DEPTOR,DUSP8,NBL1,DUSP4,DRD3,ZNF366

RSAD2,RGCC,FOXP3,DRD4,DRD3
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ROR2,RGS1,FST,MESP1,NRARP,FOXP3,DEPTOR,DUSP8,NBL1,DUSP4,DRD3,ZNF366

図1. Sorafenib投与後に変化するPBMCsで変化するシグナル
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図2. マルチカラーFACSを用いた免疫細胞解析



 
Sorafenib 投与前後において免疫抑制
系の細胞である Mo-MDSCs と Tregs 頻
度は有意に低下し、腫瘍免疫にポジテ
ィブに働く Th1細胞頻度は有意に増加
した（図 3）。 

 
C. 次に Sorafenib 投与 4 週目の
血中濃度と 4週目の MDSCsと Tregs 頻
度、4週目-0週目の MDSCs と Tregs 頻
度を解析した（図 4）。結果、4週目の
MDSCs と Tregs 頻度は、4 週目の
Sorafenib 濃度に逆相関することが明
らかとなった。また、4 週目の頻度か
ら 0週目の頻度を引いた、変化頻度と
相関をとると、さらにこの逆相関が強
まることが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D. 次に Sorafenib 治療４週目で
の Sorafenib 血中濃度と治療効果の解析
と MDSCs 頻度と治療効果の解析を行なっ
た結果、治療効果が良好な群（SD群）で
治療効果が不良な群（PD 群）と比較して
MDCSs 頻度は有意に低いことがわかった

（p=0.0018）。一方で、ソラフェニブ血中濃度は有意差を認めなかった（図 5）。 
 

②  



A. 肺癌に Nivolumab と pembrolizumab を使用による肝障害のリスク因子の単変量、多変
量解析を施行した結果、抗核抗体陽性がリスク因子として抽出された（図 6）。 

 
 
 
 
 

B. iCI 使用による肝障害の病理所見の特徴について解析を行なった結果、AIH や古典的な
DILI による肝障害に比較して、granuloma を有する症例が有意に多く、CD8 陽性細胞の頻度
が有意に多かった（図 7）。 
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 ２．論文標題  ５．発行年
Hepatitis C virus infection suppresses hepatitis B virus replication via the RIG-I-like
helicase pathway

Scientific Reports ー

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
Murai Kazuhiro、Hikita Hayato、Kai Yugo、Kondo Yasuteru、Fukuoka Makoto、Fukutomi Keisuke、Doi
Akira、Yamai Takuo、Nakabori Tasuku、Fukuda Ryo、Takahashi Takeshi、Miyakawa Kei、Suemizu
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オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻
Ohira H, Takahashi A, Zeniya M, Abe M, Hino AT, Joshita S, Takaki A, Nakamoto N, Kang JH,
Suzuki Y, Sogo T, Inui A, Koike K, Harada K, Nakamoto Y, Kondo Y, Genda T, Tsuneyama K, Matsui
T, Tanaka A.

ー

10.3390/jcm11061571.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著
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10.1038/s41598-022-07770-8.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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Scientific Reports ー
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10.1111/hepr.13674.
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 ２．論文標題  ５．発行年
Identification of microRNA-96-5p as a postoperative, prognostic microRNA predictor in non-viral
hepatocellular carcinoma

Hepatol Res. 93-104

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
Matsui T, Hamada TS, Naito Y, Nojima M, Iio E, Tamori A, Kubo S, Ide T, Kondo Y, Eguchi Y,
Komori A, Morine Y, Shimada M, Utsunomiya T, Kimura K, Hiasa Y, Ochiya T, Naiki A, Takahashi S,
Tanaka Y
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