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研究成果の概要（和文）：肝癌同所移植マウスに対し、レンバチニブ（LEN）+抗PD-L1抗体、LEN単独、抗PD-L1
抗体単独、またはVehicleの投与を行った。腫瘍浸潤リンパ球をFACSで解析した結果、CD8陽性T細胞は併用群で
最も増加していたが、従来報告されている腫瘍随伴マクロファージ（TAM）の減少は認めなかった。そこで、ヒ
ト腫瘍生検検体において、LEN投与前後の免疫関連遺伝子発現を解析したところ、IFNγ経路の活性化は認める
が、TAMはむしろ増加していることが推察された。また、IL8およびAng2の血中濃度はLENにより低下しており、
これらの下方制御がLENによる免疫活性化機構の鍵である可能性が考察された。

研究成果の概要（英文）：Lenvatinib (LEN) plus anti-PD-L1 antibody, LEN alone, anti-PD-L1 antibody 
alone, or Vehicle was administered to an orthotopic transplanted mouse model of liver cancer.
Fluorescence-activated cell sorting revealed that tumor-infiltrating CD8-positive T cell (CTL) were 
highest in the combination group. On the other hand, there was no decrease in tumor-associated 
macrophages (TAM), as previously reported. The decrease of tumor-associated macrophages (TAM), 
previously reported, was not observed in this study.  Therefore, we profiled the expression of 
immune related genes in human tumor biopsy specimens before and after LEN administration by nCounter
 and revealed that infiltration of CTLs were increased but TAMs were increased in human specimens as
 well. And also we revealed that serum IL8 and Ang2 was significantly decreased after the initiation
 of LEN treatment, which were considered to be a key  immune activating mechanisms of LEN.

研究分野：肝臓病
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
レンバチニブ（LEN）は、肝細胞癌のがん免疫微小環境を、免疫チェックポイント阻害剤が奏効しやすい状態に
誘導すると期待されているが、その機序については不明なことが多い。これまで腫瘍随伴マクロファージ
（TAM）の減少がその機序の一つとして提唱されていたが、本研究結果は、TAMの現象以外に重要な免疫調整メカ
ニズムが存在することを示唆するものと考える。その機序として、IL8や、Ang2-Tie2 axisの抑制が考えられ
た。現在、in vivoでの機能解析を進めているところであるが、これらの結果は、LENと免疫チェックポイント阻
害剤との併用の妥当性を示す結果と考察される。

※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 

近年、血管新生阻害剤と免疫チェックポイント阻害剤（ICB）との併用が注目されている。 

切除不能進行肝癌（以下、進行 HCC）においては、血管内皮増殖因子受容体(VEGFR)、線維

芽細胞増殖因子受容体（FGFR）などの腫瘍血管新生あるいは腫瘍悪性化に関与する受容体

型チロシンキナーゼ阻害剤であるレンバチニブと抗 PD-1 抗体ペンブロリズマブとの併用

は、Phase Ib試験で良好な結果が得られ 1、現在 Phase III 試験が進行中である。レンバチニ

ブが腫瘍免疫微小環境を ICB が奏功しやすい環境に調整していると考えられており、本併

用療法には大きな期待が集まっている。血管新生阻害による腫瘍免疫への影響については

以前より報告されているが、未だ解明されていない点が多い。 

２．研究の目的 

臨床で既に抗 PD-1抗体との併用の有用性が報告されているレンバチニブであるが、詳細な

免疫調整のメカニズムについて不明な点が多い。このメカニズムを解明することは、将来的

に、より強力な免疫療法の開発への橋渡しになると考え、本研究を計画した。 

 本研究では、①in vivo でレンバチニブにより腫瘍随伴マクロファージ（TAM）の動員が

抑制される 2、②悪性黒色腫患者では Ang2が TAMの動員を促し ICB 治療の耐性に関与し

ている 3、という 2つの既報と、進行肝癌の自検例でレンバチニブの投与後、血中 Ang2濃

度が低下するという点から Ang2に注目したが、これまでにレンバチニブの Ang2を介した

免疫調整に注目した報告はなく、独自性が高い点と考える。また、レンバチニブの影響につ

いて、腫瘍免疫微小環境を構成する個々の細胞で解析する点も本研究の特徴と考える。 

３．研究の方法 

① 皮下移植モデルの作製：10 週齢の C57BL6 の右背部皮下に 5×10^5 個 の Hep55.1c を

29G針にて注入して作製した。腫瘍径を 3日毎にノギスで計測し、治療開始 4週目に解剖を

行った。 

② 肝癌同所移植モデルの作製：肝左葉に 5×10^5個 の Hep55.1cを 29G針にて注入して同

所移植モデルを作製した。治療開始 10日目に解剖し、ダウンスストリームの解析を行った。 

③ 治療：レンバチニブは生理食塩水に溶き、10mg/kg/dayを強制給餌にて投与した。レン

バチニブのコントロールには同量の生理食塩水を投与した。抗 PD-L1抗体は anti-mouse PD-

L1 (B7-H1) （Clone:10F.9G2）を用い、200 μg/mouse x 3日毎の腹腔内投与を行った。抗 PD-

L1抗体のコントロールには、rat IgG2b isotype control（Clone：2A3）を使用した。 

④ Fluorescence-activated cell sorting（FACS）による腫瘍浸潤免疫細胞の解析：単細胞分

離は、腫瘍浸潤免疫細胞は BD Horizon™ Dri Tumor & Tissue Dissociation Reagent (Becton、 

Dickinson and Company、 NJ、 USA)を用いて、脾臓細胞は結合組織を切り離した後、10 

ccシリンジと 18ゲージ注射針を用いた吸引・排出操作にて行う。BDHorizon™Dri Tumor

＆Tissue Dissociation Reagent（BD Biosciences、CA）を用いて摘出した腫瘍から単一細胞単

離を行った後、MojoSort™マウス CD45 Nanobeads（BioLegend、CA）を使用して CD45陽

性細胞のポジティブセレクションを行った。洗浄およびフィルターろ過の後、Mouse BD 

Fc Block（BD Biosciences、San Jose、CA）でブロッッキングを行い、Zombie Aqua™ 

Fixable Viability Kitによる死細胞染色および以下の抗体での染色を行ったた。 CD45（30-

F11）、CD11b（M1 / 70）、Ly6G（1A8）、Ly6C（HK1.4）、F4 / 80（T45-2342）、CD3ε（145-

2C11）、CD4（RM4-5）、CD8a （53-6.7）、CD25（PC61）。 



⑤ ヒト HCC組織における免疫関連遺伝子発現プロファイル解析：レンバチニブ治療を行

った進行肝癌患者 9例の治療開始前後（計 18サンプル）の腫瘍生検 FFPE検体から RNAを

抽出し、nCounter（nanostring）を用いて、免疫関連遺伝子を含む 770遺伝子の発現プロファ

イルを行い、以下の解析を行った。DEG（Differentially Expressed Genes） 解析：GenePattern

（https://www.genepattern.org/）の ComparativeMarkerSelectionモジュールを用いて、治療前後

に有意に変動している遺伝子を解析した。GSEA（Gene set enrichment analysis）：GSEAソフ

トウェアをウェブサイト (https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp) からダウンロードした

Hallmark (h.all.v7.5.1) の遺伝子セットの、治療開始前後での隔たりを調べた。 

⑥ ヒト臨床検体におけるサイトカイン測定：R and D 社のカスタムルミネッックスパネル

を用いて、レンバチニブ治療を行ったヒト血清（51症例 102サンプル）中の以下 20種類の

サイトカインを測定した：VEGFR2、IL8、Ang2、PDL1、VEGFR1、HGF、IL18、VEGF、

CXCL10、CXCL9、FGF2、IL6、FGF13、IL10、CXCL11、IL4、TNFa、IFNb、FGF23、GranzymeB 

⑦ 肝細胞癌周囲の類洞様血管構造（vessels that encapsulated tumor clusters; VETC）と微

小環境の関連についての解析：VETC は、HCC における予後不良因子として近年注目され

ているが、一方で、Fang Jらは、VETCではソラフェニブの奏効が得やすいと報告している
4。ソラフェニブとレンバチニブは、VEGFRなど多くの共通の治療標的を有しており、VETC

とレンバチニブの奏効性にも関連がある可能性を考えた。また、VETC陽性の HCCの特徴

を明らかにすることも重要と考えた。そこで、以前、RNAseqおよび全ゲノム解析を行った

肝切除例 65例の肝癌 FFPEサンプルにおいて、CD34の免疫染色を行い、染色パターンによ

り、VETC の有無を評価し、GSEA および ssGSEA を用いて、VETC 陽性 HCC の遺伝子発

現プロファイルの特徴を調査した。 

４．研究成果 

I. レンバチニブは元来ヒトに対するチロシンキナーゼ阻害剤であるため、まずマウスモ

デルにおいて抗腫瘍効果を有することを確認する必要があると考えた。10 週齢の

C57BL6 の右背部皮下に 5×10^5 個 の Hep55.1c を注射し、肝癌皮下マウスモデルを作

成し、レンバチニブ（10mg/kg/day）または生理食塩水の経口投与を行い、ノギスで測定

し、腫瘍サイズを算出した。レンバチニブ投与群で腫瘍の増大は抑制に抑制されたこと

から、レンバチニブは Hep55.1c を移植したシンジェニック肝癌モデルでも抗腫瘍効果

を発揮することが明らかとなった。一方で、皮下移植モデルの腫瘍を摘出したところ、

切断面の肉眼所見上も中心部は壊死を来しており、抗 CD45抗体でポジティブセレクシ

ョンを行った腫瘍浸潤リンパ球の FACS での解析では、95％以上の細胞が死細胞であ

り解析困難であった。 

II. 当初の予定通り、がん微小環境がより自然発生した HCCに近い同所移植モデルでの検

討に進んだ。肝左葉に 5×10^5個 の Hep55.1cを注射し、10日後より、マウスを 4群に

振り分け、以下の治療を行った。①レンバチニブ+抗 PDL1抗体、②レンバチニブ単独、

③抗 PD-L1抗体単独、④Vehicle。治療開始 10日目に解剖し、肝臓表面からの腫瘍占拠

面積を計測した。腫瘍増大抑制効果は、各単独投与群で同等、併用群で最も強かった。

また、腫瘍内部の壊死もなく、FACSでの腫瘍浸潤リンパ球の解析も可能であり、CD8

陽性 T細胞のポピュレーションは併用群で最も高く、レンバチニブと抗 PD-L1抗体の

シナジー効果を裏付ける結果であった。一方で従来報告のあった、M2マクロファージ

の減少 2は観察されなかった。細胞株、マウスの系統、皮下移植と同所移植の違い等か

ら、既報と異なる結果が得られた一因と考えた。そこで、当初の計画から方向修正し、



ヒト臨床検体で観察されるレンバチニブによるがん微小環境の変化について動物モデ

ルで因果関係を確認することとした。 

III. ヒト HCC組織における疫関連遺伝子発現プロファイル解析の結果、レンバチニブ開始

後に、血管内皮細胞で発現されるCD34

や、VEGFRs、ANG2の下方制御を認め、

レンバチニブの作用機序の中心である

血管新生阻害を反映しているものと考

えた（図 1）。 

一方で、IFNγの発現はレンバチニブ開

始後に上方制御されており、（図 2）。

GSEA でも、以下の遺伝子群が治療後

のサンプルで上方制御されるトップ遺

伝子群として同定された： INTERFERON 

GAMMA RESPONSE 、 ALLOGRAFT 

REJECTION INTERFERON ALPHA 

RESPONSE、 INFLAMMATORY RESPONSE

（図 3）。 

これらのことから、レンバチニブの

開始後に腫瘍に対する免疫応答が活

性化していることが示唆されたが、

一方で、M2マクロファージのマーカ

ーである CD163も有意に増加（図 2）

しており、免疫活性化の機序として

TAM 減少以外の機序の存在が考え

られた。 

IV. 血中サイトカインの検討では、治療前に比較し、IFNγ、

Granzyme Bの血中濃度上昇を認め、腫瘍内の免疫活性

化を反映しているものと考えられた。また、上記の組織

での検討と同様に血中でも CD163 濃度の上昇、

VEGFR2、Angiopoietin-2 の血中濃度は低下を認めた。

これらの血中サイトカイン濃度の変化は、腫瘍内の環

境の変化を反映しているものと考察された（図 4）。こ

れらの結果から、レンバチニブによる免疫微小環境調

整機構のメカニズムとして、Ang2-Tie2 axis と VEGF-VEGFR axis の同時阻害が重要と

考えた。この二つの経路の同時阻害による免疫環境への影響については他癌腫におい

ていくつか報告されている 5, 6。 

V. VETCと微小環境の関連についての解析 

66例の手術例のうち、VETC陽性は 16症例、VETC陰性 35例、intermediate 15例と判定

された。術後のアウトカムを解析した結果、VETC陽性群は有意に術後の全生存期間が短く、

術後の遠隔転移が高率であった。これらは、既報の結果と矛盾しない結果であり、申請者ら

の施設での判定の妥当性を示す結果と考えた。次に全ゲノム解析の結果から、VETC陽性群

では、クロマチンリモデリング経路の変異が少なく、Ras/PI3K/mTOR 経路の変異が多いこ



とが明らかとなった。この結果は、腫瘍の増大とともに VETC のパターンが生じるのでは

なく、発癌時から VETCとなる運命を有していることが示唆された（図 5A）。 

また、GSEA、および ssGSEAの結果、VETC群では IFNγ、IFNα、TCR等の腫瘍な免疫関

連の遺伝子群の発現が抑制されていることが明らかとなった（図 5B）。一方で、レンバチニ

ブの治療標的である FGFR3-4の発現は VETC群で高いことが明らかとなった（図 5C）。申

請者らは、以前、FGFR4 の発現が高い症例でレンバチニブの奏効率が高いことを報告して

いる 7。このこれらのことから、VETC群では免疫治療であるアテゾリズブ＋ベバシズマブ

は奏効しにくいが、レンバチニブは奏効しやすい可能性が示唆された。 
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