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研究成果の概要（和文）：肝癌患者に対する薬物療法は様々存在するが、そのいずれも効果は限定的であり、ま
たどの薬剤がどの患者に適しているかは不明である。そこで、現在標準治療として用いられる抗PD-L1抗体と抗
VEGF抗体の併用療法において、治療効果や予後を予測する非侵襲的なバイオマーカーの探索を行った。その結
果、血液中のcell free DNA濃度や特定のcirculating tumor DNAの存在、並びにIL-6濃度が複合免疫療法の治療
効果の予測に有用であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A variety of drug therapies exist for patients with hepatocellular 
carcinoma, all of which have limited efficacy, and it is unclear which drugs are suitable for which 
patients. We therefore searched for non-invasive biomarkers to predict treatment efficacy and 
prognosis in combination therapy with anti-PD-L1 and anti-VEGF antibodies, which is currently the 
standard of care. We found that blood cell free DNA levels, the presence of specific circulating 
tumour DNA and IL-6 levels are useful for predicting the therapeutic efficacy of combined 
immunotherapy.

研究分野：肝癌に関するがん生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これらの研究成果は、進行肝癌治療における個別化医療の実現に向けた重要な進展と考えられる。血液中の
cfDNA/ctDNAやIL-6濃度を測定し、これらをバイオマーカーとして使用することで、複合免疫療法を受ける肝癌
患者の治療効果や生存期間をより正確に予測できる可能性が示された。これにより、患者が最適な治療法を選択
し、治療効果が最大化されることが期待される。また、個別化医療の進展は医療費の削減につながる可能性があ
る。学術的にも、複合免疫療法の治療効果の解明につながる研究成果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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
GLOBOCAN 2020の統計によると、肝細胞がんは世界で新規患者が 6番目に多く、死因として
は 3番目に多い。肝細胞癌は再発率が高く、多くの患者は最終的に全身療法を必要とする。最近
の複数の臨床試験の大きな成功により、切除不能 HCC（u-HCC）の治療には現在 6つの全身療
法レジメンが利用可能である。これらには、チロシンキナーゼ阻害剤、抗血管内皮増殖因子受容
体 2（VEGFR2）抗体、免疫療法の併用が含まれる。特に、IMbrave150試験に基づき、抗 PD-
L1 抗体であるアテゾリズマブと抗血管内皮増殖因子（VEGF）抗体であるベバシズマブの併用
免疫療法（Atez/Bev）が承認され、標準治療として用いられている。Atez/Bev療法は、全生存
期間（OS）、無増悪生存期間（PFS）、生活の質（QoL）の点でソラフェニブより優れている。追
跡期間中央値 15.6ヶ月の IMbrave 150試験のアップデート解析によると、Atez/Bev療法によ
る OS中央値は、ソラフェニブ療法による OS中央値よりも 5.8 ヶ月長かった。しかしながら、
30％の患者で客観的奏効が観察されたものの、治療患者の 19％は非奏効であったと報告されて
いる。われわれは最近、実臨床において u-HCC症例の約 30％が Atez/Bev療法に初期不応性で
あったことも報告している。一方未だ奏効率は 3 割以下と低く、また肝予備能の限界から様々
な薬剤をシークエンシャルに使い切れる症例は僅かであり、肝がん患者の予後改善には、各薬剤
の治療効果予測バイオマーカーを用いて個々の症例毎に最適な治療法を選択する“個別化医療”
が極めて重要と考えられる。 
近年、癌におけるゲノム変異の包括的なカタログを作成すべく、500例を超える肝癌のゲノムシ
ークエンスが行われた。これにより、TERT,TP53,CTNNB1の高頻度の変異に加えて、約 30程
度の遺伝子が低頻度なドライバー遺伝子として同定された。また申請者らは、トランスポゾン挿
入変異法を用いたスクリーニングにより、肝癌においてより低頻度で変異が認められる約 1 万
もの遺伝子の中にも、ドライバーとして働く遺伝子が多数存在することを報告した（Kodama T 
et al., Gastroenterology 2016, PNAS 2016, PNAS 2018）。以上から、肝癌は数多くの遺伝子が
その発症に関与し、症例間で様々に異なるドライバー遺伝子を有する腫瘍間不均一性の非常に
高い癌であることが明らかとなってきた。このドライバーの腫瘍間不均一性が各種分子標的薬
の低い奏効率の一因であると想定されるが、個々のドライバー遺伝子変異が薬剤治療効果に及
ぼす影響についての詳細な検討は少ない。 
免疫チェックポイント阻害薬（ICI）療法の有効性を評価するバイオマーカーは、多くのがん種
で活発に研究されており、腫瘍浸潤リンパ球数（TIL）、PD-1/PD-L1発現、腫瘍変異量などがあ
る。HCCに関しては、βカテニン（CTNNB1）活性化変異が頻繁に観察され、CCL5のダウン
レギュレーションを介して免疫のない腫瘍微小環境が形成されることが報告されている。Wnt/
βカテニンが活性化し、腫瘍組織内の CD8+ TILの程度が低い u-HCC患者は、ICI単剤療法を
受けると生存期間が短くなることが報告されている。しかし、この関連が Atez/Bev療法を受け
た u-HCC患者に観察されるかどうかは不明である。さらに、免疫療法が推奨される u-HCCは、
腫瘍生検を行わずに画像検査に基づいて診断されることが多いため、これらの治療に関連する
患者の転帰を予測するための非侵襲的なバイオマーカーが望まれている。 
Cell free DNA（cfDNA）は、死んだ細胞あるいは生きた細胞から活発に分泌されることによっ
て、血液循環系に放出される。cfDNA はアクセスが容易で非侵襲的であり、疾患バイオマーカ
ーとして有用である可能性があるため、末梢血 cfDNAはいくつかの疾患患者において研究され
ている。特に、cfDNAの微小な構成要素である ctDNAは、次世代シークエンシング（NGS）技
術によって検出することができ、腫瘍生検を行うことなく、がんゲノムの異常に関する情報を得
ることができる。このリキッドバイオプシーに基づくがんゲノム・プロファイリング戦略は、現
在、個別化がん治療のために日常診療で使用されているが、医療費が高いため、標準化学療法に
抵抗性のがん患者にのみ適用されている。ctDNA もまた、腫瘍負担や免疫療法への反応を含む
治療反応を予測することが報告されている。しかし、肝細胞癌における免疫療法併用療法の有効
性および／または予後のバイオマーカーとしての cfDNA/ctDNA の可能性は、これまで評価さ
れたことがない。 
 
２．研究の目的 
肝癌のドライバー遺伝子異常に着目して、複合免疫療法の非侵襲的な治療効果予測バイオマー
カーを同定する 
 
３．研究の方法 
１）進行肝がん患者の cfDNA/ctDNA を用いた、肝がん複合免疫療法におけるドライバー遺伝子異
常の治療効果予測バイオマーカーとしての有用性の検討 
当施設を含んだ約 10 施設の進行肝がん患者計 85 人において、Atez/Bev療法による治療導入前
に Streck 採血管により血液を採取し、血漿分離した後に、磁気ビーズを用いて cell free DNA
の抽出を行った。そして、Atez/Bev 療法を受けた肝癌患者の治療成績を予測するバイオマーカ
ーとしての cfDNA/ctDNA の可能性を検討した。25 の HCC 関連がん遺伝子の変異を検出するため
のカスタムプローブを用いたキャプチャー法により cfDNA を濃縮し、Novaseq 次世代シーケンサ



ーを用いたターゲットシーケンスにより ctDNA を検出した。また血液中の ctDNA 頻度は低いた
め、分子バーコード（UMI）を用いたプローブを設計し、x25000 のカバレッジでシーケンスを行
うことで VAF：0.5％以上の変異を検出した。これらの分子異常の有無と複合免疫療法の奏効率
や無再発生存期間との相関について検討を行い、治療効果予測バイオマーカーとしての有用性
を検討した。 
 
２）進行肝がん患者の血清蛋白プロファイルによる、肝がん複合免疫療法の治療効果予測バイオ
マーカ探索 
Atezo/Bev 療法を受けた患者 34 人の治療前血漿を用い、multiplex bead-based immunoassay を
用いて 34 蛋白（CCL2,CCL3,CCL4,CCL7,CCL19,CX3CL1,CXCL1,CXCL2,CXCL10,DKK1,Fas リガンド, 
Fas レ セ プ タ ー ,GDF15, グ ラ ン ザ イ ム B,HGF,IFN,IL1,IL2,IL4,IL5,IL-
6,IL7,IL8,IL10,IL12,IL18,MICA,PD-L1,TIE2,TNF,TSP2,VEGF,VEGF-C）の同時測定を行った。こ
れらの蛋白発現値と複合免疫療法の奏効率や無再発生存期間との相関について検討を行い、薬
剤治療効果予測バイオマーカーとしての有用性を検討した。 
 
４．研究成果 
１）進行肝がん患者の cfDNA/ctDNA を用いた、肝がん複合免疫療法におけるドライバー遺伝子異
常の治療効果予測バイオマーカーとしての有用性の検討 
本研究に登録された 85 人の HCC 患者の年齢中央値は 74 歳で、77.6％が男性であった。ウイル
ス性肝炎患者の割合は 62.4％であった。さらに、患者の 95.3％が Child-PughA であった。BCLC
ステージ A、B、C と診断された患者数はそれぞれ 6 人、31 人、48 人であった。AFP と DCP の中
央値はそれぞれ 11ng/mL と 333mAU/mL であった。Atezo/Bev 療法は、48 例で第一選択療法とし
て、37 例で後期治療として開始された。Atez/Bev 療法開始後の観察期間の中央値は 286 日であ
った。mRECIST バージョン 1.1 に基づいて評価した全奏効率（ORR）と病勢コントロール率（DCR）
は、それぞれ 33％と 65％であった。累積 PFS 率は 90 日で 62.5％、180 日で 44.9％、270 日で
36.1％であった。PFS 中央値は 126 日であった。OS 中央値は未到達で、21 例が HCC で死亡した。 
治療前の血漿中 cfDNA 値は、AFP 値および最大腫瘍径と弱い相関を示した。次に、cfDNA 値の中
央値に基づいて患者を 2 群に分けた（cfDNA 高値群と cfDNA 低値群）。Atezo/Bev 療法に対する
治療効果については、ORR と DCR はそれぞれ、cfDNA 高値群で 22.5％、57.5％、cfDNA 低値群で
45.2％、76.2％であった。cfDNA 量が多い患者は少ない患者より ORR が有意に低かった。PFS と
OS も cfDNA 高値群では cfDNA 低値群より有意に短かった。 
Atezo/Bev で治療した u-HCC 患者の ctDNA を評価するために、HCC で頻繁に変異することが知ら
れている25遺伝子の変異を検出するカスタムパネルを作成した。カスタムパネルを用いたcfDNA
のウルトラディープシーケンスでは、患者の 55.3%で ctDNA が検出された。パネルに含まれる 25
遺伝子のうち 19 遺伝子に変異が認められ、最も頻度の高い変異は TERT プロモーター（これらの
患者の 31％）に同定され、次いで TP53（22％）、CTNNB1（15％）、PTEN（7％）であった。ctDNA
における変異頻度の順序は、以前に HCC 腫瘍部位で報告されたものとほぼ一致しており、ctDNA
が HCC 腫瘍組織の遺伝子異常を反映している可能性を示唆していた。さらに、TP53 変異と CTNNB1
変異の相互排他性も ctDNA で観察され、これは HCC 腫瘍組織で一般的な変異パターンとも一致
した。検出可能な ctDNA を有する患者は、検出可能な ctDNA を有しない患者に比べ、好中球数比
（NLR）および最大腫瘍径が有意に高く、大血管浸潤（MVI）の頻度が高かった。ORR と DCR は両
者に差を認めなかった。ctDNA が検出された患者は検出されなかった患者より PFS と OS が短か
ったが、これらの差は有意ではなかった。次に、cfDNA 中の変異頻度の高い遺伝子と臨床結果と
の関連を評価した。TERT プロモーター変異を有する 26 人の患者は、TERT プロモーター変異を有
しない患者に比べ、有意に年齢が高く、ALBI スコアが高く、Child-Pugh スコアが高く、cfDNA レ
ベルが高く、プロトロンビン時間（PT）およびアルブミンレベルが低く、肝外転移の頻度が低か
った。TP53遺伝子変異を有する19人の患者は、そうでない患者に比べて血小板値が有意に高く、
CTNNB1 遺伝子変異を有する 13 人の患者は、そうでない患者に比べて MVI の頻度が高く、全身療
法の前治療の頻度が高かった。特定の遺伝子における変異の有無は、治療効果や PFS などの臨床
転帰には影響しなかった。一方、TERT 遺伝子変異を有する患者は、TERT 遺伝子変異を有しない
患者よりも OS が有意に短かった。最後に、PFS と OS の短縮に関連する因子を評価した。単変量
Cox 比例ハザード解析の結果、AFP 高値、NLR 高値、肝内腫瘍数高値、MVI および全身療法の前歴
の有無、cfDNA 高値が PFS 短縮と有意に関連していた。多変量 Cox 比例ハザード解析の結果、MVI
および肝内腫瘍数が Atez/Bev 治療 HCC 患者における疾患進行の独立した危険因子であった。OS
に関しては、単変量 Cox 比例ハザード解析により、AFP および DCP 高値、NLR 高値、MVI、cfDNA
高値および TERT ctDNA が OS 短縮と有意に関連していることが示された。多変量 Cox 比例ハザ
ード解析では、TERT ctDNA と AFP 高値が Atez/Bev 治療肝細胞癌患者の予後不良の独立した危険
因子であった。最後に、患者を AFP 値（AFP400 または 400 未満）と TERT ctDNA 突然変異の有無
に基づいて 3群に分けた結果、予後は層別化された。AFP 値が高く、TERT ctDNA 突然変異を有す
る患者は、OS が最も短かった。以上から、cfDNA/ctDNA モニタリングは u-HCC 患者の複合免疫療
法における臨床転帰の予測に有用であることが示唆された。以上の結果を論文化した。 
 
２）進行肝がん患者の血清蛋白プロファイルによる、肝がん複合免疫療法の治療効果予測バイオ



マーカ探索 
進行 HCC 患者に対する Atez/Bev 療法を受けた患者 34 人と健常対照 5 人の血漿について測定を
行った。mRECIST バージョン 1.1 で評価した ORR と DCR は、それぞれ 26.5％と 64.7％
（CR/PR/SD/PD：3/6/13/12）であった。PFS 中央値は 187 日、観察期間中に HCC で死亡した患者
は 4人であった。血漿中サイトカイン濃度に基づく階層的クラスタリングでは、肝細胞癌患者を
健常対照群と明確に区別できたが、Atez/Bev 療法に対する初期反応に基づいて肝細胞癌患者を
分類することはできなかった。GDF15、CCL19、およびグランザイム Bは、血清 AFP 値と強い正の
相関を示した（r2＞0.6）ことから、肝細胞癌患者における悪性度のバイオマーカー候補となる
可能性があると考えられた。次に、Atez/Bev 療法施行時の初回評価において、PD に関連する血
漿タンパク質を検索した。34 のタンパク質のうち、血漿 IL-6 と IFN 値が初回 PD の有意な予測
因子であることがロジスティック回帰分析で示された。IL-6 高値患者の PFS と OS は IL-6 低値
患者より有意に短縮した。一方、IFN 高値患者の PFS と OS は IFN 低値患者より短かったが、PFS
の差は統計学的に有意ではなかった。 
個別検証を行うため、Atez/Bev 療法を受けた HCC 患者 64 人の治療前血漿中 IL-6 濃度を ELISA
で定量的に測定した。年齢中央値は 75 歳で、男性の割合は 78.1％であった。36 例が一次治療と
して 28 例がそれ以降の治療として Atez/Bev 療法を受けた。4 人を除くすべての患者が Child-
Pugh A であり、AFP 値と DCP 値の中央値はそれぞれ 11ng/mL と 276mAU/mL であった。BCLC ステ
ージ A、B、Cと診断された患者数はそれぞれ 1、29、34 人であった。mRECIST で評価した ORR と
DCR はそれぞれ 42.2％と 68.8％であった（CR/PR/SD/PD：3/24/17/20）。90 日、180 日、270 日の
累積 PFS 率はそれぞれ 62.7％、44.4％、32.8％で、PFS 中央値は 161 日であった。観察期間中に
HCC で死亡した患者は 8人であった。 
ELISAによる血漿中IL-6値とLuminexアッセイにおけるIL-6値との間に直線的相関があること
を確認した。次に、ELISA 法で測定した血漿中 IL-6 濃度の中央値に基づいて、患者を 2 群に分
けた（IL-6 高値群対 IL-6 低値群）。IL-6 高値群は女性比、AST、AFP、DCP 値、Child-Pugh スコ
ア、脈管侵襲比が高かった。ORR と DCR は、IL-6 低値群（CR/PR/SD/PD：2/11/13/6）でそれぞれ
40.6％と 81.3％、IL-6 高値群（CR/PR/SD/PD：1/6/11/14）でそれぞれ 21.9％と 56.3％であっ
た。初回評価時の PD 比は IL-6 高群で IL-6 低群と比較して有意に高かった。IL-6 高値群の PFS
と OS は IL-6 低値群より有意に短かった。単変量 Cox 比例ハザード解析の結果、後期治療 Line、
若年年齢、AST および IL-6 高値が PFS 不良と有意に関連していた。これら 4 つの変数のうち、
多変量 Cox 比例ハザード解析によると、Atez/Bev 療法を受けた肝細胞癌患者では、年齢と IL-6
値が病勢進行の独立した危険因子であった。同様の結果は、因子を連続値として解析した場合に
も観察された。以上から、血漿 IL-6 値は免疫複合療法を受けた進行 HCC 患者の新規予後バイオ
マーカーとなる可能性が示唆された。以上の結果を論文化した。 
 
これらの研究成果は、進行肝癌治療における個別化医療の実現に向けた重要な進展と考えられ
る。血液中の cfDNA/ctDNA や IL-6 濃度を測定し、これらをバイオマーカーとして使用すること
で、複合免疫療法を受ける肝癌患者の治療効果や生存期間をより正確に予測できる可能性が示
された。これにより、患者が最適な治療法を選択し、治療効果が最大化されることが期待される。
また、個別化医療の進展は医療費の削減につながる可能性がある。学術的にも、複合免疫療法の
治療効果の解明につながる研究成果であると考えられる。 
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