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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、肝癌治療の多施設共同臨床研究を行い臨床検体を取得しつつ、肝癌
の難治性の一因として肝癌幹細胞（CSC)が関与するとの仮説で、肝癌幹細胞の研究を行った。FGFシグナルの中
で特に肝癌CSC維持にFGFR1-3シグナルが重要である事を明らかにした。更に、肝癌の腫瘍免疫寛容機構を検討
し、免疫チェックポイント阻害剤（ICI）の治療抵抗性と関連する分子をしてCXCL9を同定し報告した。CXCL9の
発現はFGFR4の発現と負の相関がある事、その機構としてFGFR4を介したNF－Kβへの影響が関連する事を報告し
た。これら知見は現在主流の肝癌に対するICIを含む治療の最適化の基盤となる知見となる。

研究成果の概要（英文）：The principal investigators conducted a multi-center collaborative clinical 
study on liver cancer treatment, obtaining clinical specimens and researching liver cancer stem 
cells (CSCs) under the hypothesis that CSCs contribute to the refractory nature of liver cancer. 
They clarified that FGFR1-3 signaling, particularly within the FGF signaling pathway, is crucial for
 maintaining liver cancer CSCs. Furthermore, they investigated the tumor immune tolerance mechanisms
 in liver cancer and identified CXCL9 as a molecule associated with therapeutic resistance to immune
 checkpoint inhibitors (ICIs). They reported that CXCL9 expression is negatively correlated with 
FGFR4 expression and that this relationship is linked to FGFR4-mediated effects on NF-κB. These 
findings provide fundamental insights for optimizing current mainstream treatments for liver cancer,
 including ICIs.

研究分野： 消化器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌幹細胞を主軸とした基礎研究とともに肝癌治療の多施設共同臨床研究を行い基礎的、臨床的な視点で治療最
適化の検討を行った。現在肝癌に対する治療の主軸となる、免疫チェックポイント阻害剤（ICI）の治療抵抗性
と関連する分子をしてCXCL9を同定し報告した。CXCL9の発現はFGFR4の発現と負の相関がある事、その機構とし
てFGFR4を介したNF－Kβへの影響が関連する事を報告した。CXCL9は分泌蛋白で、あり腫瘍環境におけるCXCL9発
現を血清のバイオマーカーとして同定可能である事もあきらかにした。これらは、ICI治療を行う際の簡易的な
指標となりえるもので肝癌治療最適化の基盤的な知見となる。

※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 

世界における肝がん死亡数は年間約 80 万人で、がん関連死亡原因の第 2 位と公衆衛生上、

大きな問題となる。近年の肝癌に対する治療の進歩にも関わらず、非切除進行肝癌の予後は

未だに不良である。癌幹細胞は自己複製能と多分化能を有し、癌組織を再構築させる能力を

持ち続ける細胞と考えられている。癌再発には、抗癌剤抵抗性の癌幹細胞が関与し、抗癌剤

治療にても残存した癌幹細胞が再び腫瘍構成細胞を供給し腫瘍再発を来すと考えられる。

そのため癌幹細胞は、腫瘍 の再発転移、抗がん剤治療に関して非常に重要な役割を担い、

重要な治療標的となる。近年、各臓器癌に癌幹細胞の存在とその表面マーカーが同定され、

肝細胞癌でも癌幹細胞（CSCs）の存在を研究代表者ら含め複数のグループが報告している

（文献 2.4）。研究代表者らは、CD44high/CD133high発現細胞が肝がんにおける高い腫瘍形成能、

抗がん剤耐性など CSCs の特徴を有する事を明らかにし、肝癌幹細胞の維持に転写因子の

KLF5 が重要な役割を担っている事を明らかにした。更に KLF5 を恒常発現する肝癌細胞株

(KLF5KR 細胞株)を樹立し、多数の CSCs がその細胞株では存在する事を明らかにした。 

長らく肝細胞癌に対し、唯一の全身化学療法であった multikinase 阻害剤（TKI）の

sorafenib に加え、TKI である lenvatinib が REFLECT 試験で、sorafenib に対する overall 

survival の非劣勢、progression free survival(PFS)の有意な延長を示した。研究代表者

らは、症例背景が多岐にわたる実臨床においても、lenvatinib の進行肝癌に対する有効性

を報告してきた。しかしながら、sorafenib に比して lenvatinib が treatment response 

が良好、PFS 延長させる機序は不明であった。我々は、sorafenib と lenvatinib の肝癌 CSCs

に対する作用の違いがその原因の一つであるとの仮説を立て、検討を行った。すなわち、

sorafenib, Lenvatinib の KLF5KR 細胞株への作用の違いを in vitro, in vivo 

xenotransplantation model での検討を行い、その機序を検討し 1)sorafenib, Lenvatinib,

殺細胞抗がん剤；5-FU のうち、lenvatinib のみが強く肝がん CSCs 抑制効果を有する事が、

in vitro, in vivo xenotransplantation model の検討で明らかになった。その機序の一旦

に FGF を介した経路が関与する可能性を報告した。 

近年、この CSCs が、腫瘍免疫寛容機構を有している可能性が報告されつつあるが肝癌 CSCs

の腫瘍免疫寛容機構の詳細は未知である。また、2020 年 10 月、免疫チェックポイント阻害

剤であるアテゾリズマブと抗 VEGF 抗体薬であるアバスチンが IMbrave150 試験の結果をう

け認可された。しかしこれらの薬剤の肝癌 CSCs に対する効果・耐性化機構も十分には明ら

かにされていなかった。 

２．研究の目的 

（１）そこで、研究代表者グループがこれまでに明らかにした知見を発展させ肝癌・肝癌幹

細胞の腫瘍免疫寛容機構を明らかにし肝癌・肝癌幹細胞をターゲットとした免疫チェック

ポイント阻害剤治療最適化を検討する。これら知見より、未だ難治性・致死率の高い肝癌の

予後改善へと貢献しうる最適な治療法開発の萌芽とする事を目的とする。 

 



３．研究の方法 

 (1)研究代表者らが明らかにした、肝癌幹細胞維持に重要な KLF5 を恒常発現する肝癌細

胞株(KLF5KR 細胞株)を樹立し、同細胞を用いて in vitro, in vivo xenograft モデル

を用いて CSCｓの維持に重要な FGF シグナルを詳細に検討する。 

(2)2020 年 10 月から 2022 年 1月の期間で北海道大学病院を中心とした NORTE study 

group においてアテゾリズマブ＋ベバシズマブ併用療法を受け、臨床情報を有し、治療開

始時の血清が保存された切除不能肝細胞癌患者 68例を検討。探索研究として 68例の中で

cfDNA が保存されていた早期 PD 症例 4例と非早期 PD症例 4 例で、ctDNA の遺伝子変異解

析、サイトカインアレイを行い、早期 PD と関連する因子を検討した。続いて残りの 60 例

の治療開始時の血清を用いて探索研究で候補となった血中サイトカインを ELISA にて測定

解析し検証を行った。また、追加の検討として 2018 年 4 月から 2022 年 5月の期間におい

て、北海道大学病院および JCHO 北海道病院にてレンバチニブ治療を受け、臨床情報を有

し、治療開始時の血清が保存されていた切除不能肝細胞癌患者 84 例を対象に、上記解析

で明らかになった因子を測定解析しレンバチニブに対する治療反応を解析した。 

(3)TCGA のヒト肝細胞癌のデータベースを用いてレンバチニブのターゲットとなる FGF

シグナル関連分子として同定された CXCL9 の発現を解析した。続いて、肝癌細胞株と肝細

胞癌生検検体を用いて TCGA 解析で関連が認められた FGFR4 と CXCL9 の発現を解析した。

その後、肝癌細胞癌株である Huh7 細胞の FGFR4 を siRNA によりノックダウンした後に細

胞の CXCL9 の発現を解析した。また、Huh7 細胞に FGFR4 阻害作用を有するレンバチニブを

添加し、CXCL9 発現の変化、培養上清中 CXCL9 濃度の変化を解析した。2018 年 4月から

2022 年 5月の期間において北海道大学病院にてレンバチニブ治療を受けた切除不能肝細胞

癌患者で治療開始時および、開始後 3日目、7日目の血清が保存されていた 10例を対象と

し血清 CXCL9 を測定し、レンバチニブ治療後の血清 CXCL9 の変化を解析した。 

４． 研究成果 

(1)研究代表者らは、CD44high/CD133high 発現細胞が肝がんにおける高い腫瘍形成能、抗がん

剤耐性など CSCs の特徴を有する事を明らかにし、肝癌幹細胞の維持に転写因子の KLF5 が

重要な役割を担っている事を明らかにした。更に KLF5 を恒常発現する肝癌細胞株(KLF5KR

細胞株)を樹立し、多数の CSCs がその細胞株では存在する事を明らかにした。 

長らく肝細胞癌に対し、唯一の全身化学療法であった multikinase 阻害剤（TKI）の

sorafenib に加え、TKI である lenvatinib が REFLECT 試験で、sorafenib に対する overall 

survival の非劣勢、progression free survival(PFS)の有意な延長を示した。研究代表者

らは、症例背景が多岐にわたる実臨床においても、lenvatinib の進行肝癌に対する有効性

を報告してきた（文献 1）。しかしながら、sorafenib に比して lenvatinib が treatment 

response が良好、PFS 延長させる機序は不明であった。 

 我々は、sorafenib と lenvatinib の肝癌 CSCs に対する作用の違いがその原因の一つであ

るとの仮説を立て、検討を行った。すなわち、sorafenib, Lenvatinib の KLF5KR 細胞株への作

用の違いを in vitro, in vivo xenotransplantation model での検討を行い、その機序を検討



し 1)sorafenib, Lenvatinib,殺細胞抗がん剤；5-FU のうち、lenvatinib のみが強く肝がん CSCs

抑制効果を有する事が、in vitro, in vivo xenotransplantation model の検討で明らかにな

った。その詳細な機序を検討し、FGFR4 を介したシグナルではなく FGFR1-3 を介したシグナルが

肝癌 CSCｓの維持に重要となる事を明らかにした。 

(2)研究代表者は、現在、肝がんに対する標準治療である抗 PD-1 抗体薬、VEGF-A 阻害剤併

用療法であるアテゾリズマブ・ベバシツマブ併用療法の治療不応と関連する因子を検索し、

血清 CXCL-9 値低値が治療不応と関与する事を明らかにした。（図 1）。 

血清中の CXCL9 は、細胞障害性 T細胞（CD8 陽性 T細胞）を腫瘍内にリクルートする上で重

要なケモカインである事が報告されている。そこで、腫瘍生検が行われた症例で免疫染色を

行うと血清 CXCL9 低値例では腫瘍内の CXCL9 発現は有意に低く、CXCL-9 発現低発現 HCC で

は CD8T 細胞の浸潤が有意に低く Immune Cold の状態だった。（図 2） 

すなわち、血清 CXCL9 値により HCC の腫瘍免疫状態

を予測できる可能性が示唆された。しかしながら、

その詳細な機構は未だ十分に明らかとなっていない。

ICI 治療前に CXCL9 低値例において、CXCL9 を上昇させ

腫瘍免疫を活性化しICI治療応答性を改善する方法が明

かになれば肝癌に対するICI治療反応性が飛躍的に改善

しうる。 

(3)他方で、肝癌に対する multikinase 阻害剤（TKI）で

ある lenvatinib 治療では、アテゾリズマブ・ベバシツマブ併用療法とは全く逆に、血清

CXCL9 低値で治療効果が良好であった。その機序を明らかにする為に行った予備的な検討で

は、CTGA データベースでの検討では CXCL9 発現の低い肝癌では FGFR4 の発現が上昇してい

た。更に多種の肝癌 cell line で検討を行うと、CXCL9 と FGFR4 の発現は逆相関をしている

事、siRNA で FGFR4 を slicing すると CXCL9 が上昇する事、FGFR4 阻害剤であるレンバチニ

ブを投与すると CXCL9 が上昇する事を明らかにした。（Hosoda, Sho, et al.,Liver Cancer 

2023）。 

図１ 

図 2 
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