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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、肝細胞癌 (HCC) の複合免疫療法において、CD8陽性T細胞誘導を介
した複合免疫療法の改善と臨床的に重要なバイオマーカーを同定し、HCCに対する標的戦略を開発することであ
る。
CD8陽性T細胞誘導を介した免疫複合療法の改善には至らなかったが、HCCにおける複合免疫療法の有効性に関連
する血中のctDNA変異は認めず、CD8陽性T細胞誘導が、その一過程である、がんの免疫サイクルにおけるケモカ
インである血清CXCL9およびLAG-3レベルは治療効果と関連しており、肝細胞癌患者における複合免疫療法の有効
性を予測するマーカーとなりうることが示された。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study were to identify clinically significant biomarkers of
 a response to combined immunotherapy therapy and to develop target strategies against 
hepatocellular carcinoma (HCC) and examination of immunotherapy improvement through CD8+ T cell 
induction of HCC. CD8+ T-cell induction in HCC did not improve combined immunotherapy. Although no 
ctDNA mutations in blood were found to be related to combined immunotherapy therapy efficacy, serum 
CXCL9 and LAG-3 levels, which are related to the cancer immune cycle, were associated with treatment
 efficacy and could be predictive markers of the efficacy of combined immunotherapy therapy in HCC 
patients.

研究分野： 消化器病学

キーワード： 肝細胞癌　免疫チェックポイント阻害剤　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究より、複合免疫療法の治療効果に関して、がんの免疫サイクルにおけるケモカインが有用なマーカーであ
る事が示され、HCCにおける複数の化学療法において、バイオマーカーに基づく個別化医療への橋渡しが期待さ
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 

切除不能肝癌において免疫複合療法が使用されるようになったが、いまだ難治性肝癌におけ

る成績は十分とは言い難い。特にがん免疫療法において、治療が奏功する “Hot tumor”と無効

の“Cold tumor”の概念において、無効例の予後は極めて厳しい。“Hot tumor”とは、免疫微

小環境において CD8+T 細胞の浸潤が多く認められる T cell-inflamed で、“Cold tumor”とは、

Non- T cell-inflamed と考えられている。 

Cold tumor”において、WNT/β-catenin 経路の活性 (β-catenin の変異)があることによって

CD8+T 細胞が排除され、腫瘍免疫抵抗性であり (Spranger S, et al. Nature 2015)、HCC におい

てもβ-catenin の変異は抗 PD-1/PD-L1 抗体治療において無効 “Cold tumor”と考えられてい

る (Llovet JM, et al. Nat Rev Clin Oncol 2018)。がん免疫療法の治療向上に関して腫瘍免

疫微小環境における CD8+T 細胞の浸潤が重要な役割を担っていると考えられている。nuclear 

factor of activated T cells (NFAT)は、免疫応答に不可欠な分子であり、近年、宿主の防御シ

ステムを制御する IKK 関連キナーゼである IKK-εの欠損において NFAT 抑制、CD8+T 細胞を介し

た免疫応答の増強が報告され (Junjie Z et al. Cell Reports 2016)、今回、IKKε 抑制、β-

catenin の不活化により CD8+T 細胞を介した免疫応答が亢進し、抗 PD-L1/PD-1 抗体治療におい

て相乗効果が得られるかを検討する。研究者らは以前に NF-κB/IKK 活性化経路や炎症性サイト

カインに関して肝発癌モデル解析を行い、極めて重要な知見を示してきた (Maeda S et al. Cell 

2005, Chuma M et al. Carcinogenesis 2014)。IKKεを肝癌細胞にて抑制した場合、CD8+T 細胞

を介した免疫応答が顕著になり、更に抗 PD-L1/PD-1 抗体投与において抗腫瘍効果の向上が得ら

れるか、がん免疫療法において重要な問いである。また今後肝癌において様々な免疫チェックポ

イント阻害剤、分子標的治療薬が保険適応となる見込みであるが、肝癌における分子、遺伝子診

断に基づく免疫療法、分子標的治療は規定されていない。 

 

２．研究の目的 

今回、免疫微小環境における CD8+T 細胞の浸潤を介し“Cold tumor”を“Hot tumor”に変化

させる肝癌免疫療法の構築を試みることを第一の目的とする。また免疫チェックポイント阻害

剤、分子標的治療薬の奏功に関するバイオマーカーを確立し、バイオマーカーに基づく個別化医

療の基盤を構築することを第二の目的とする。 

 

３．研究の方法 

① 1) IKKε 抑制による CD8+ T 細胞数、免疫関連分子の発現変化と抗 PD-1/PD-L1 抗体併用に 

おける細胞増殖能、細胞死の変化を明らかにする；肝癌細胞株を用いて、抗 PD-L1/PD-1 抗体に

よる様々な濃度での増殖能の変化と細胞死の程度を検討する。siRNA を用いて IKKε抑制による

(IKKε KD-肝細胞癌株)、CD8+ T 細胞数の変化をフローサイトメトリーにて解析し、microarray, 

microRNA-microarray を用いて、IKKεの抑制と、抗 PD-L1 抗体、抗 PD-1 抗体併用により、変化

する免疫関連分子、細胞増殖能の変化、細胞死の変化を検討する。 

2) IKKε 抑制、β-catenin/TCF 転写活性抑制による腫瘍組織における CD8+ T 細胞の浸潤を明ら

かにする；DEN 肝発癌モデルにおいて、Adenoviral Vector を用いて後天的に IKKεを抑制する

事により、肝癌腫瘍組織における CD8+ T 細胞の浸潤が見られるかを病理組織局在で明らかにす

る。 



 

② 免疫複合療法治療効果に関するバイオマーカーの同定 

免疫複合療法治療前に同意取得が得られた血液検体、組織検体を用いて治療効果に関するバイ

オマーカーの同定を行う。1) 免疫複合療法; Atezolizumab + Bevacizumab (ATZ+BV) 治療前の

24 例の血清より次世代シーケンス（Next Generation Sequencing, NGS）にて効果関連

circulating tumor DNA (ctDNA)変異の同定を行う。2) ATZ+BV 治療前の 130 例における血清よ

り、HCC において血中に分泌されている、または関連または CD8 陽性 T細胞誘導がその一過程

である、がんの免疫サイクル (CD8 陽性 T細胞のプライミング→CTL, CTL の腫瘍への輸送、腫

瘍への浸潤、CTL による腫瘍の認識、CTL による腫瘍の殺傷)に関連する血中 chemokine の 

CD274, CCL2,4,5, CXCL1,9,10,12,13, CCR5, CX3CL1, IFN-γ, IL-6, 8, LAG-3 の 15 

chemokine 濃度を ELISA にて測定し、効果、無増悪生存期間 PFS、全生存期間 OS との関与を検

討した。免疫組織染色に関しては、腫瘍浸潤部における PD-L1、CD8+T/PD1、の発現と治療効果

の相関を検討し、これら 3種のマーカーにより、治療効果を予測するスコアリングを形成し、

コンパニオン診断の基盤を構築する。 

 

４．研究成果 

① 1) IKKεKD-肝細胞癌株を作成し、フローサイトメトリーCD8+ T 細胞数の変化を解析したが、

IKKε抑制により CD8+ T 細胞数の変化は見られなかった。抗 PD-L1 抗体、抗 PD-1 抗体併用によ

り、細胞増殖能はやや減弱していたが、統計学的に有意差は認めなかった。また、IKK-ε ノッ

クアウトマウスの作成を試みたが、期間内では、作成が得られなかった。CD8+ T 細胞数の変化が

認められなかった原因として、フローサイトメトリー、実験条件によるものであったのか、IKKε

欠損でなく、KD,抑制の状況では、CD8+ T 細胞数に変化が見られないのか、IKKε抑制により補完

的なパスウェイが関与していたからか、今後詳細に検討していく課題である。 

② 1) ctDNAの解析：Variant Read Frequency (VRF) 1%以上の変異としてFGFR1遺伝子を37.5%  

(9 例/24 例)に認めたが、pathological benign であった。pathological malignant 遺伝子とし

て、TP53 (3 例/24 例；12.6%), APC(8.4%), PICK3CA (8.4%), VHL(4.2%)の変異を認めたが、治

療効果との相関は認めなかった。また CTNNB1 は progressive disease (PD) 2 例と stable 

disease (SD) 2 例にも認めたが、VRF 0.5%の低い頻度であり、本解析において治療効果に関す

る pathological malignant 遺伝子としての ctDNA 変異は認めなかった。2) Objective response 

(OR) 12 例/ PD 12 例で、発現に差のある chemokine として、IL-6, CCL5, CXCL9, 10, LAG-3 が

抽出され、特に有意差の著明な CXCL9 (CTL の輸送), LAG-3 (CTL による腫瘍の殺傷)を 130 例で

検討したところ、PD/non-PD の cut off としては、CXCL9 (402 pg/ml)で、OR/non-OR の cut off

としては、LAG-3 (3863pg/ml)で、識別可能であった。更にこの cut off での患者の層別化によ

る効果、PFS、OS を検討したとこ、CXCL9 高値(H)かつ LAG3 低値(L)では、 OR の positive 

predictive value (PPV) 70.3%と高く、PFS 415 日, OS > 784 日と良好、CXCL9-L かつ LAG3-H

では、PD の PPV 65.4%、PFS 84 日, OS 289 日と不良であった。OS に関する多変量解析でも CXCL9-

H (HR, 2.442; 95%CI, 1.391-4.289; P=0.0019) と LAG-3-L (HR, 2.354; 95%CI, 1.360-4.073; 

P=0.0022) が独立因子として抽出された(Chuma M, et al. Hepatology International in 

press)。3) ATZ+BV 治療前に得られた組織検体は、27 例(OR 8 例/ SD 12 例/PD 7 例)であり、OR

例で SD, PD に比較して PD-L1、CD8+T/PD1 の発現がやや高かったが、有意差は認めなかった。治

療前に得られた検体数が少ないため、今後症例を蓄積して、PD-L1、CD8+T/PD1 の発現と治療効果

の関連について検討が望まれる。 
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