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研究成果の概要（和文）：肝癌微小環境における癌細胞と免疫細胞の相互作用機構および薬物反応機序の解析の
ため、実験系としてヒトiPS-Hepオルガノイドの3D培養系を開発した。更にヒト肝切除検体からの疾患オルガノ
イド構築に着手し、非癌部からのsingle cell化に成功した。
また、肝癌治療反応性に関与する分子機構の解析により、免疫制御能性単球がTACE後に増加することを明らかに
した他、患者213名の解析によりアテゾリズマブ＋ベバシズマブ併用治療抵抗性にCRP高値が関連することを見出
し、この結果に基づき炎症性サイトカインの網羅的解析や、肝癌オルガノイドと星細胞の共培養系による肝微小
環境の解析に着手した。

研究成果の概要（英文）：To analyze the mechanism of interaction between cancer cells and immune 
cells in the hepatocellular carcinoma (HCC) microenvironment and the drug response mechanism, we 
developed a 3D culture system of human iPS-Hep organoids as an experimental system.Furthermore, we 
started to construct disease organoids from human liver resection specimens, and succeeded in 
single-cell production from noncancerous parts.
Analysis of molecular mechanisms involved in the response of HCC to therapy revealed that 
immunoregulatory monocytes are increased after TACE. Based on the results of the analysis of 213 HCC
 patients, we found that high CRP levels were associated with resistance to atezolizumab plus 
bevacizumab combination therapy. Based on these results, we initiated a comprehensive analysis of 
inflammatory cytokines and the hepatic microenvironment using a co-culture system of hepatic cancer 
organoids and hepatic stellate cells.

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
ヒトiPS-Hepオルガノイドの3D培養系を確立したことで各種共培養系への展開が期待でき、肝内微小環境の解析
に向けた基盤となる。また、患者肝検体非癌部からのsingle cell化成功は、目標とする患者個別の肝癌オルガ
ノイド樹立に向けた一歩として学術的意義が高い。免疫チェックポイント阻害薬の治療効果に関わる分子機構、
経時的免疫プロファイルの解析では期待された結果が出ず新たな実験を遂行中だが、臨床データから得られた知
見を元にして炎症性サイトカインの網羅的解析を手がかりとした全身薬物療法の治療効果予測マーカーの創出を
進めており、臨床で扱いやすいマーカーの同定は社会的・経済的に意義が大きい。

※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、肝細胞癌（HCC）に対する全身化学療法は大きく変化しており、2017 年以降新規の分子
標的薬が相次いて承認され、2020 年 10 月には HCC において初となる免疫チェックポイント阻
害薬（ICI）と分子標的薬の組み合わせによる治療が承認された。今後は複数の分子標的薬や免
疫療法の組み合わせによる一次、二次、三次治療が sequential に行われるなど切除不能 HCC 治
療の選択肢は多様化すると考えられたが、これらの薬剤に対する治療反応性を規定する因子や
機序は未だ十分に解明されておらず、特に HCC と ICI の関連は未知であった。 
癌ゲノム異常の研究が進む一方で、腫瘍内の免疫学的プロファイルと ICI の治療効果との関連
性が示唆されており、実臨床でのデータ集積および進行 HCC、特に巨大/多発などの予後不良
HCC 検体を用いた病態解明が望まれていた。また、肝癌の免疫プロファイルを規定する機序は
未知であり、多様な免疫細胞を有する肝臓にウイルス感染や脂肪性肝炎といった様々なグレー
ドの炎症が加わる中に多様なゲノム変異を有する HCC が存在するという極めて複雑な状況に
おいて、腫瘍内微小環境内の免疫細胞浸潤や免疫シグナル活性がどのように形成されるのか、ま
たそれがどのように薬物治療反応性と関連するのかは解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
多様な因子に基づく HCC の病態や薬物応答メカニズムを明らかにするためには、個々のゲノム
変異プロファイルを反映し、かつ分子生物学的操作を加えうる in vitro 解析系の樹立が必要であ
った。研究者らのグループで確立した 3 次元肝オルガノイドの培養技術を発展させ、患者の腫
瘍生検サンプルを用いて患者固有の肝癌オルガノイドを樹立することで、全身化学療法を行う
進行 HCC の多様な変異プロファイルを有する肝癌オルガノイドと免疫細胞の相互作用解析を
行うことを目的とした。さらに、申請者らの研究グループでは独自の HCC データベースを有し、
臨床情報の詳細が判明している臨床検体の使用も可能となっていたため、HCC サンプルごとの
詳細な病態情報と in vitro の結果を紐づけ、臨床経過における個々の難治病態に関わる遺伝的・
分子学的機序を解析することも目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 患者生検検体由来肝癌オルガノイドの樹立：既に確立している肝細胞系譜オルガノイドの
作成技術に基づいて培養条件の応用検討を行い、HCC 腫瘍生検サンプルからの肝癌オルガノイド
を樹立する。また、従来の肝癌培養細胞株では再現しきれない患者固有の癌遺伝子プロファイル
を有しかつ長期継代可能な 3 次元培養体の作成技術を確立することで、臨床病態が明らかにな
っている多様な肝癌培養細胞ライブラリーのストックを目指す。患者の同意を得て臨床検体を
取得し、研究分担者の協力のもと培養細胞へ誘導する。更に患者の臨床情報を収集し、治療反応
性・病態が明らかになっていく過程で治療抵抗性 HCC および治療著効 HCC を抽出し、それらの症
例由来肝癌オルガノイドを中心に 2)以降の解析を進める。また、肝癌オルガノイドのマウス皮
下移植系を用いてオルガノイドの細胞機能評価を行うとともに、元となった患者の実臨床病態
との比較検証を行うことでオルガノイド培養系による癌の形質解析の妥当性を評価する。 
(2) 肝癌オルガノイドを用いた細胞内シグナルおよび免疫担当細胞との相互作用解析：肝細胞
系譜に純化した肝癌オルガノイドと同一患者由来末梢血リンパ球や各種免疫細胞との共培養に
より肝癌微小環境を模倣し、癌オルガノイド細胞とリンパ球における PDL-1/PD-1/発現の変化や
リンパ球増殖能、免疫関連シグナル活性変化、その他の細胞内分子発現などの相互作用を
single-cell 解析や可視化細胞を用いて解析することで肝癌免疫プロファイルの形成メカニズ
ムを明らかにする。更に、背景肝由来オルガノイドも樹立し、組み合わせて解析を行うことで、
蛋白発現や細胞増殖などの癌形質、免疫細胞形質を含めた臨床病態を規定する基礎的メカニズ
ムを探索する。 
(3) ICI を含む全身化学療法の治療反応性を規定する分子機構の解明：ICI 著効例・無効例を含
む複数の肝癌オルガノイド・リンパ球共培養系を用いて ICI および各種分子標的薬添加時の遺
伝子発現や細胞内シグナル活性変化を解析し、治療反応性に関わるゲノム異常および関連する
分子機構を明らかにする。既報の通り VEGF 阻害薬が免疫細胞の抑制解除、ICI 反応性向上に寄
与するのか in vitro で検証するとともに、薬物抵抗性を解除する新たな分子標的の同定を目指
す。また、詳細な臨床上の患者アウトカム情報との対比を行うことで、癌縮小効果に限らず癌の
形質変化や病態と関連する分子機構の解明を目指す。 
(4) 全身化学療法中の肝癌ゲノム/免疫プロファイルの経時的変化の解析：(1)～(3)で臨床的特
徴と関連するゲノム変化または分子機構が同定された場合は別個の HCC 症例において ICI 治療
開始後の血漿中 cfDNA や RNA や exosome を用いた統合的解析を行い、同定されたゲノム変異コ
ピー数や蛋白発現の経時的変化を調べることで、想定される関連を臨床的に検証する。 
 
４．研究成果 
(1)患者生検検体由来肝癌オルガノイドの樹立： 



①肝細胞形質を保持し長期継代培養が可能なヒトiPS-Hep
オルガノイド培養系の開発に向け培養条件の検討を続け、
ヒト iPS-Hep オルガノイドの 3D 培養系(iHO)の樹立に成
功した（特願 2023-89697・図)。本培養系では多数の肝細
胞関連遺伝子発現が長期の継代培養を経ても保たれるこ
と、肝細胞に特徴的な微小構造を認めることが確認されて
おり、また任意のゲノム異常が関与する発癌誘導機序の解
析が可能である。本成果について学会発表を行い（第 57～
第 60 回日本肝臓学会総会、JDDW2022、JDDW2023、第 108
回日本消化器病学会総会）、論文投稿中である。 
②また、肝癌オルガノイド樹立に向けて、まずは肝癌手術
時の肝切除検体の背景肝からの疾患オルガノイド構築に
着手し、肝切除検体非癌部からの single cell 化に成功し
た。 
 
(2) 肝癌オルガノイドを用いた細胞内シグナルおよび免疫担当細胞との相互作用解析： 
iPS 由来肝星細胞(HSC)と iPS 細胞由来肝前駆細胞の共培養系の構築と spheroid 形成に成功し、
肝炎・肝線維化病態における肝細胞-肝星細胞間の相互作用解析を可能とした。免疫担当細胞と
の共培養系の構築も目指している。 
 
(3)ICI を含む全身化学療法の治療反応性を規定する分子機構の解明：ICI であるアテゾリズマ
ブ＋ベバシズマブ（ATZ+BV）併用療法を行った HCC 患者 213 名の解析により、ベースラインの
CRP 高値が腫瘍の進行および ATZ+BV 抵抗性に関連することを見出し、論文発表した（Hepatology 
Research.2023 Dec 22）。更にこの結果に基づいて、炎症性サイトカインの網羅的解析や、肝癌
オルガノイドと星細胞の共培養系による肝微小環境の解析に着手した。 
また、肝癌治療反応性に関わる免疫要因の同定を目指し、全身化学療法および経カテーテル肝動
脈化学塞栓療法(TACE)を行った
患者リンパ球の解析を行った。治
療前・治療後でのリンパ球プロフ
ァイルの比較により、免疫制御能
を持つ単球の割合が TACE 後に増
加することを明らかにし、論文発
表した（Cell Reports.2023 Mar 
28）。ICI治療前後でのリンパ球プ
ロファイルの変化については解
析を継続中である。 
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