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研究成果の概要（和文）：本研究では、免疫抑制分子PD-1/PD-L1を標的とした免疫チェックポイント阻害剤
（ICI）による肝がんの治療成績向上を目指した基礎的検討を行った。本研究により、肝がんの腫瘍免疫を抑制
するグルタミン代謝制御因子GeneXを同定した。GeneXの阻害と免疫チェックポイント阻害剤との併用療法は、肝
がんに対する有効な新規治療法となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted a basic investigation aimed at improving 
treatment outcomes for liver cancer using immune checkpoint inhibitors (ICI) that target the 
immunosuppressive molecules PD-1/PD-L1. Through this study, we identified GeneX, a glutamine 
metabolism regulator that suppresses tumor immunity in liver cancer. These results suggest that 
combination therapy of GeneX inhibition and immune checkpoint inhibitors may be an effective new 
treatment for liver cancer.

研究分野：腫瘍免疫学、ウイルス学

キーワード： 肝がん　免疫チェックポイント阻害剤　がん微小環境

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ICIによる治療効果を規定する因子としてGeneXを同定した。GeneXによるグルタミン代謝の制御
は、肝がんをはじめとする様々ながん種に対する免疫応答において重要な役割を担っている可能性が示唆され
た。今後、GeneXのさらなる解析から、肝がん患者に対するICI治療抵抗性メカニズムの解明や、新規治療標的の
探索、患者層別化マーカーの同定などが可能になると考える。

※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 
全世界において年間約 70 万人もの人々が肝細胞がんにより死亡している 1)。肝細胞がんに対

する治療法は外科的手術・ラジオ波焼灼療法・肝動脈塞栓療法・分子標的薬などにより格段に進
歩したが、進行性肝がんの 5年生存率は依然として低く、新規治療戦略の考案が喫緊の課題であ
る。 
免疫抑制分子 PD-1/PD-L1 を標的とした免疫チェックポイント阻害剤（ICI）は、悪性黒色腫を

はじめ多種の固形がんに対し有効性を示す 2,3)。しかしながら、肝細胞がんに対する ICI の治療
効果は十分ではなく、最近進行肝臓がんの一次治療として認可された「アテゾリズマブ（抗 PD-
L1 抗体）＋ベバシズマブ（抗 VEGF 抗体）併用療法」においても奏効率は 27％に留まっている。 
 
２．研究の目的 
近年、ICI 治療効果を規定するがん組織型が明らかになりつつあり、腫瘍浸潤リンパ球（TIL；

Tumor-infiltrating lymphocytes）が多い炎症性の“Hot”な腫瘍では治療効果が高く、TIL の
少ない非炎症性の“Cold”な腫瘍では治療効果が不良であることが報告されている 4,5)。しかし
ながら、なぜリンパ球浸潤度が高い組織型と低い組織型が存在するのか、そのメカニズムに関し
ては不明な点が多い。申請者は、リンパ球浸潤度を規定する因子が腫瘍細胞側に存在すると考え、
150 症例の肝がん組織を対象に網羅的遺伝子発現解析を行った。この解析から、T 細胞マーカー
である“CD3”発現と逆相関する遺伝子として「GeneX」を同定した(特許の都合上 GeneXと表記
する)。臨床サンプルを用いた解析から、GeneX低発現の肝細胞がん患者群では、全生存率 (OS ; 
overall survival）および無病生存率 (DFS ; disease-free survival）が有意に高いことが明
らかになった。本研究では GeneXが肝がんの腫瘍免疫および ICI感受性に与える影響を評価し、
Cold な肝がんに対する新規治療法の考案を目指す。 
 
３．研究の方法 
当研究室で樹立した C57BL/6マウス由来の肝がん細胞株「MHCF5 細胞」を用いて GeneXのノッ

クアウト細胞（KO細胞）を作成し、異所性・同所性肝がん移植マウスモデルを作成した 6）。生着
した腫瘍組織を分離し、RNA-seq 解析、Multiplex IHC 染色、メタボローム解析、Western blot 
法で解析した。 
 
４．研究成果 
(１) GeneX が ICI 治療効果に与える影響 
 GeneXが ICI 治療効果に与える影響を明らかにするため、MHCF5 細胞を用いて GeneX KO細胞
を樹立した。GeneXのタンパク発現を Western Blotting 法で確認した（図 1A）。 また、GeneXの
ノックアウトによる細胞増殖への影響を MTT assay を用いて評価したところ、有意な差は認め
られなかった（図 1B）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. GeneX が ICI 治療効果に与える影響 
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 次に、MHCF5 細胞のコントロール細胞と GeneX KO細胞のマウス移植実験をおこなった。皮下
移植による異所性腫瘍のモデルにおいて、GeneX KOによる顕著な腫瘍体積縮小および ICI感受
性の亢進が認められた（図 1C）。興味深いことに、肺がんおよび悪性黒色腫の細胞株である 3LL
細胞および B16 melanoma 細胞の腫瘍においても同様の現象が認められた（図 1A, B, C）。この
結果から、GeneXは肝がんのみならず多種の固形がんにおいて重要な役割を担っている可能性が
示唆された。 
がん発生が本来見られる臓器への移植（同所性移植：orthotopic implantation）モデルは、
従来の皮下移植腫瘍のような異所性移植モデルに比較して、より生理的な腫瘍微小環境を反映
する。MHCF5 細胞のコントロール細胞と GeneX KO細胞を用いて、splenic injection による同所
性腫瘍のモデルによる検討をおこなった。すると、同所性腫瘍においても腫瘍体積縮小・ICI感
受性の亢進が認められた（図 1D）。以上の結果から、がん細胞の GeneX 発現は ICI 治療効果を規
定する重要な因子であることが示された。 
 
(２) 腫瘍組織の遺伝子発現解析 
GeneX による ICI感受性制御メカニズムを明らかにするために、MHCF5 の GeneX KO細胞およ
び GeneX レスキュー細胞の皮下腫瘍を用いて RNA-seq 解析をおこなった。その後、発現変動遺伝
子群やクラスター解析により、統計学的な評価に基づいて生物学的なプロセスを捉える Gene 
ontology（GO）解析をおこなった。すると興味深いことに、GeneX KO腫瘍では、T細胞・B細胞
の活性化、サイトカイン産生の上昇、抗原提示細胞機能の活性化などを伴った、自然免疫系およ
び獲得免疫系の亢進が認められた（図 2）。以上の結果から、GeneX はがん微小環境中の自然免
疫系および獲得免疫系を強く制御する因子であることが明らかになった。 
 
(３) GeneX が免疫細胞浸潤に与える影響 
GO 解析から、GeneX KO腫瘍における自然免疫系および獲得免疫系の亢進が認められた。そこ

で、同所性移植モデルの腫瘍を用いて、mIHC による免疫細胞浸潤度の解析をおこなった。興味
深いことに、GeneX KO腫瘍ではコントロール腫瘍と比べ、腫瘍内に浸潤する CD4 陽性 T細胞、
CD8 陽性 T細胞、B細胞、樹状細胞、制御性 T細胞（Treg）が顕著に増加していることが明らか
になった（図 3A）。また、腫瘍部全細胞に占める免疫細胞の比率を解析して数値化したところ、
上記のいずれの免疫細胞においても有意な増加であることが示された（図 3B）。逆に、マクロフ
ァージにおいては、GeneX KO腫瘍で有意な減少を認めた。以上の結果から、GeneX は 腫瘍内へ
の免疫細胞浸潤を制御する因子である可能性が示唆された。 
 

(４) GeneXによるがん細胞代謝の制御 

GeneXは解糖系を制御することが報告されているが、肝がん微小環境下におけるがん細胞代謝へ

の関与は明らかにされていない。腫瘍細胞では正常細胞に比べ、好気的解糖が促進しており（ワ

ールブルグ効果）、この解糖系の亢進による乳酸の蓄積は T 細胞と NK 細胞の腫瘍内浸潤を抑制

することが報告されている 7）。そこで、GeneXによる肝がん細胞のグルコース代謝制御が腫瘍免

疫および ICI 感受性に影響を及ぼしている可能性を考え、腫瘍組織のメタボローム解析をおこ

なった。すると思いがけないことに、GeneX KOの腫瘍微小環境中では、既報の解糖系の抑制の

みならず、グルタミンをはじめとするアミノ酸濃度が有意に上昇していることが明らかになっ

た（図 4）。以上の結果から、GeneX KO腫瘍では、がん微小環境中の免疫細胞がグルタミンを利

用できるようになるため、腫瘍免疫の活性化が引き起こされている可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 腫瘍組織の遺伝子発現解析      図 3. GeneX が免疫細胞浸潤に与える影響 
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図 4. GeneX によるがん細胞代謝の制御 
 

 

本研究により、肝がんの腫瘍免疫を抑制するグルタミン代謝制御因子 GeneXを同定した。GeneX

の阻害と免疫チェックポイント阻害剤との併用療法は、肝がんに対する有効な新規治療法とな

る可能性が示唆された。 
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