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研究成果の概要（和文）：肝癌13症例の手術標本を用い、次世代シークエンサーにて癌部と非癌部の発現解析を
行ったところHLA関連遺伝子の発現が有意に亢進している症例群が同定された。さらに肝細胞癌85症例の組織標
本の蛍光マルチプレックス免疫組織化学染色を行ったところ、腫瘍内HLA-DPB1陽性細胞の多くはCD163陽性M2マ
クロファージであった。さらに、機械学習アルゴリズムを用いてCD163陽性細胞の形態（円形、紡錘形）を自動
解析したところ、CD163陽性・円形マクロファージ（円形CD163）は腫瘍内で有意に増加しており（P<0.05）、腫
瘍内CD8および無再発生存期間と有意に正の相関を示した（P<0.05）。

研究成果の概要（英文）：Using next-generation sequencing of surgical specimens from 13 
hepatocellular carcinoma cases, we identified a group of cases in which HLA-related gene expression 
was significantly upregulated in cancerous and noncancerous areas. Fluorescence multiplex 
immunohistochemical staining of tissue samples from 85 hepatocellular carcinoma patients revealed 
that most of the HLA-DPB1-positive cells in the tumors were CD163-positive M2 macrophages. 
Furthermore, automated analysis of CD163-positive cell morphology (round, spindle-shaped) using a 
machine learning algorithm revealed that CD163-positive, round macrophages (round CD163) were 
significantly increased within tumors (P<0.05) and significantly positively correlated with 
intratumor CD8 and recurrence-free survival (P<0.05).

研究分野： がん腫瘍免疫

キーワード： 肝細胞癌　HLA-Class II　腫瘍関連マクロファージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌の免疫微小環境において、腫瘍内HLA-DPB1陽性細胞の多くはCD163陽性M２マクロファージであることが判明
した。これらは一般的には腫瘍免疫の抑制に関与していると考えられているが、詳細は不明であった。そこで、
これらの形態の違い（円形、紡錘形）に注目して検討したところ、CD163陽性・円形マクロファージはCD8陽性リ
ンパ球と共に腫瘍内に存在して無再発生存の延長に寄与していることが明らかとなった。同機序の解明が新たな
治療開発につながる可能性が示唆された。

※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 

わが国における肝がんによる死亡者数は年間 3万人を超えている。また、5年生存率は 36％

と依然として予後不良であり（国立がんセンター、がんの統計 2016）、新たな治療戦略の開発

が望まれている。近年、がん免疫療法が急速に発展しているが、その理由のひとつとしてがん

細胞が宿主の免疫反応を回避しながら増殖していく仕組み、いわゆる「がんの免疫編集」の解

明が挙げられる。つまり、腫瘍内部あるいは腫瘍周囲の微小環境ではがん細胞を排除しよう

とするがん免疫の機能が CTLA-4 や PD-1 などの分子を介して強力に抑制される免疫チェック

ポイントという機構の存在が明らかになった（図 1）。さらに、同分子に対する阻害薬（免疫

チェックポイント阻害薬）が

T 細胞の抗腫瘍効果を回復さ

せ、腫瘍縮小に導くことが臨

床的に確認されつつあり、肝

がんに対しても有望な治療

となることが期待されてい

る（Nat Rev Gastroenterol 

Hepatol.12:681、2015）。ただ

し、これまでの海外における治験の結果（Lancet.389:2492、2017）を見る限りその効果は限

定的で個人差があるため、他治療との併用療法の可能性が模索されている。一方、感染症の場

合と同様にがんに対する免疫応答、すなわち抗原提示細胞による腫瘍抗原の提示やエフェク

ター細胞による抗原認識においても、HLA（Human Leukocyte Antigen）を介したシグナル伝

達が必須である。したがって、前述したようながんに対する免疫寛容状態において、HLA 分子

が何らかの役割を担っている可能性が考えられる。 

 
２．研究の目的 

本研究ではがん抗原の提示や認識に関わる HLA-classII 分子に着目し、がん微小環境におけ

るその役割を解析する。具体的には、肝がんおよび背景肝組織から RNA を抽出し、次世代シーク

エンサーを用いて HLA-classII 遺伝子および関連遺伝子の発現を網羅的に検証する。さらに、新

規蛍光多重免疫染色を用いて HLA-classII 発現細胞について詳細なフェノタイプ解析を行う。

本研究の結果は、がん免疫における HLA-classII の発現調節を利用した、新たな免疫療法の開発

につながる可能性をもつ。 

 
３．研究の方法 

（1）次世代シークエンサーによる HLA 関連遺伝子の網羅的発現解析 

肝がん合併 C 型肝硬変患者の背景肝硬変組織および肝がん組織のホルマリン固定パラフィン包

埋ブロックより 2μmスライスで組織を切り出し、専用のフォイル付スライドにマウントして HE

染色を行ったのち、腫瘍部と非腫瘍部組織を滅菌チューブに回収する。deparaffine solution

（QIAGEN）で脱パラフィン処理を行った後、AllPrep DNA/RNA Kit (QIAGEN Cat No.80204)にて

RNA と DNA を同時に抽出する。抽出した RNA は Bioanalyzer (Agilent 社)にてクオリティーチェ

ックを行った後、次世代シークエンサー(MiSeqTM:Illumina 社)を用い、TruSeq targeted RNA 

expression kit (Illumina 社)にて発現解析を行う。 

（2）蛍光多重免疫染色による HLA-class II 分子の発現細胞の同定と発現様式の検討 



 

肝がん切除標本（FFPE）を用いて肝がんおよび背景肝硬変組織での蛍光多重免疫染色を行う。

一つの切片上で HLA 分子および免疫細胞マーカーなど計７種類を同時に蛍光免疫染色してデジ

タル解析することにより、HLA 分子を発現している細胞の局在、フェノタイプ、発現強度を明

らかにする。 

 

４．研究成果 

（1）肝癌の FFPE 標本（ホルマリン固定、 パラフィン包埋標本）よりスライドを作成し、癌部

と非癌部より抽出した RNA（DV200＞50％）を用い、次世代シークエンサー(NGS、 MiSeqTM:Illumina

社)にて、HLA 関連遺伝子を含む 182 遺伝子の targeted RNA expression 解析を行った。 発現プ

ロファイルをクラスター解析したところ HLA 関連遺伝子の発現が有意に亢進している症例群

（HLA 発現亢進群）が同定された(下図）。 

 

 
また、この HLA 発現亢進群では、 同時にアポトーシス、JAK/STAT、TGFβ関連（下図）のシグナ
ルの亢進がみられた。 
 

 
 

（2）浸潤免疫細胞に関わる 9種類の抗体（HLA-DPB1、CD68、CD163、CD11c、CD11b、CD14、CD4、

CD8、FoxP3）による新規蛍光多重免疫染色（OPALTM：Parlkin-Elmar 社）を行い、各蛍光強度を

デジタル解析したところ、HLA 発現亢進群の癌部に HLA-DPB1 陽性かつ CD68、CD163 陽性を示す

M2 マクロファージが有意に多く浸潤していた（80 vs 22、蛍光強度/１M pixel、P<0.05）。 

  
次に、外科手術を施行した肝細胞癌患者 85 症例（男/女：65 例/20 例、平均年齢 71 歳、B 型



 

17 例、C型 27 例、アルコール関連 13例、NAFLD 22 例）の手術標本を用いて、蛍光マルチプレ

ックス免疫組織化学染色（OPALTM：Perkin-Elmar、抗 CD68、抗 CD163 抗 CD8 抗体）を行った。

各標本を 100 倍視野で観察し、背景肝、腫瘍部より 10 視野ずつデジタル撮影し、各抗体に対す

る陽性細胞および CD163 陽性細胞の形態（円形、紡錘形）の判別は専用システム（inFormTM：

Perkin-Elmar）の機械学習アルゴリズムを用いて自動解析した（下左図）。その結果、CD163 陽

性・円形マクロファージ（円形 CD163）の 1視野あたりの数（背景肝/腫瘍内）は 127 個/194 個

であり、腫瘍内で有意に増加していた（P<0.05）。CD163 陽性・紡錘形マクロファージ（紡錘 CD163）

は 2993 個/3246 個、CD8 陽性リンパ球（CD8）は 141 個/170 個でいずれも有意差はみられなかっ

た（下右図）。 

 

 

また、この腫瘍内 CD163 陽性細胞が多い（１視野あたり 100 個以上）症例に関して臨床病理学

的特徴を解析したところ（下図）、腫瘍内円形 CD163 は腫瘍内 CD8 および無再発生存期間と有意

に正の相関を示した（P<0.05）。 
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