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研究成果の概要（和文）：末梢血と肝組織中ナチュラルキラー（NK）細胞機能の解析などにより、肝移植後の肝細胞癌
再発と関連する特異的な免疫関連マーカーなどの同定は出来なかったものの、臓器移植後の抗体関連型拒絶反応にも関
与する抗NK細胞活性化レセプターリガンド抗体や、免疫チェックポイント分子に対する可溶型リガンドが肝細胞癌症例
で検出されることなど、肝癌に対する免疫監視破綻機序の解明や新規免疫療法開発に繋がる可能性がある重要な知見が
得られた。

研究成果の概要（英文）：We analysed mainly the function of natural killer (NK) cells in the liver and 
blood of patients with hepatocellular carcinoma (HCC) before and after liver transplantation (LT), but 
any specific immune markers associated with the recurrence of HCC after LT could not be defined. However, 
we revealed that anti-NK cell activation ligand antibody and soluble immune checkpoint molecule were 
detected in the blood of patients with HCC. Our results may help unveiling the mechanisms responsible for 
tumor evasion of immune surveillance against HCC.

研究分野：消化器内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 1996 年に Mazzaferro らが提唱した「ミラ
ノ基準」は肝細胞癌（ hepatocellular 
carcinoma, HCC）に対する肝移植の適応決定
に広く応用されてきたが、再発の可能性のほ
とんど無い患者群を選別するのには優れて
いるものの、一方で肝移植により治癒させ得
る患者群の切り捨てという大きな問題点が
指摘されていた。ミラノ基準外の進行 HCC 症
例であっても肝移植後の予後が良好な症例
が少なからず存在し、適応拡大の余地がある
ことは各国からの発表で明らかとなってお
り、移植後の HCC 再発リスクを高い精度で診
断しうる生物学的評価法の確立と再発抑止
を目指した新規治療法の開発が求められて
いた。 
 
２．研究の目的 
 移植後再発の抑制には肝癌細胞に対する
免疫監視機構の理解が重要であり、特に免疫
抑制剤による T 細胞応答抑制下では natural 
killer (NK)細胞機能の重要性が高いと考え
られる。本研究は最近の NK cell biology の
進歩を背景に、移植前後の特に免疫抑制下に
おける NK 細胞を中心とした免疫監視機構の
詳細な評価と、肝癌細胞自体の免疫学的特性
の検討により、再発リスクを高い精度で予測
しうる生物学的評価法を確立し、肝細胞癌に
対する肝移植の適応拡大の可能性を検討す
ることを目的とし、最終的には再発抑止を目
的とした新規免疫療法の開発につながる知
見を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究対象の選定、同意を得た上での切除
肝組織・肝生検組織と末梢血の採取、臨床デ
ータまとめ 
 消化器外科医の協力により、当機関で生体
肝移植を施行された HCC 症例、通常の HCC 症
例と HCC非合併のウイルス性慢性肝炎症例を
対象とし、文書による同意を得た上で肝切
除・肝生検組織と末梢血の採取を実施した
（新潟大学医学部遺伝子倫理審査委員会承
認番号：724）。 
 
(2) 肝組織と末梢血より分離した NK 細胞に
おける NK 細胞レセプターや細胞傷害性リガ
ンド、サイトカイン・ケモカインレセプター、
活性化マーカー発現の蛋白レベルと mRNA レ
ベルでの定量 
 研究対象として選定された症例より適切
に採取された肝組織および末梢血を用いて、
フローサイトメトリー（FACS）と免疫組織染
色により、①NK 細胞活性化に関与し腫瘍に対
する免疫監視との関連が報告されている
NKG2D 、 NKp44 を 中 心 と し た natural 
cytotoxicity receptors (NCRs)など、②NK
細胞機能抑制に関与する NKG2A、Killer-cell 
immunoglobulin-like receptors (KIRs) 、
CD161 など、③活性化マーカーや TRAIL、

Granzyme など細胞傷害活性に関与する分子、
④IL-12、IL-15、IL-18 などのサイトカイン
に対するレセプターやCXCR3などのケモカイ
ンレセプターの発現を解析した。また、末梢
血から分離したリンパ球と肝組織から抽出
したRNAを用い、real-time PCR法によりmRNA
発現も定量した。 
 
(3) 切除肝組織・肝生検組織における NKG2D
リガンド発現と血清中の可溶型NKG2Dリガン
ドと可溶型 PD-L1 の測定 
 肝組織を用いて免疫組織染色と real-time 
PCR 法により、肝癌細胞などにおける NKG2D
リガンド発現を評価するとともにHCC再発と
の関連について検討した。また、可溶型 NKG2D
リガンドに加えて、可溶型 PD-L1 についても
血清を用いて ELISA により測定し、HCC 再発
との関連を検討した。 
 
(4) 肝癌細胞株に対する細胞傷害活性やサ
イトカイン・抗体刺激によるサイトカイン産
生など in vitro での NK細胞機能解析 
 HuH7、Hep3B、KYN-2 などの肝癌細胞株と不
死化肝細胞（HPT1、千葉大学・消化器内科 神
田達郎先生よりご供与）を用い、インターフ
ェロン-γ（IFN-γ）などによる各種 NKG2D
リガンドや PD-L1 発現の変化を FACS により
解析するとともに、末梢血より分離した NK
細胞による細胞傷害活性の変化を LDH 
Cytotoxicity Detection Kit により検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 症例の選定、肝組織と末梢血の採取、臨
床データのまとめ 
 肝移植症例については免疫抑制剤使用状
況を含む治療経過と HCC 再発の有無、血液生
化学検査などの臨床データをまとめるとと
もに、適切に採取された肝組織と末梢血を用
いて以下の解析に利用した。 
 
(2) 肝組織と末梢血より分離した NK 細胞に
おける NK 細胞レセプターや細胞傷害性リガ
ンド、サイトカイン・ケモカインレセプター、
活性化マーカー発現の蛋白レベルと mRNA レ
ベルでの定量 
 以前の結果と同様に、肝移植後の C型慢性
肝炎症例では NK 細胞亜分画の変化、特に
CD56+bright分画が通常のC型慢性肝炎症例と比
較して有意に減少し、CD56+bright分画における
抑制性レセプターであるNKG2Aの発現が有意
に高いことを確認し報告した（論文⑦）。肝
移植後のHCC症例については背景肝を反映し、
C 型肝炎再発症例では同様の傾向が認められ
たものの有意な変化とは言えず、各種レセプ
ター発現についても有意な発現変化を認め
るものは検討範囲内で確認出来なかった。 
 その為、NK細胞と同じ自然免疫担当細胞と
して肝臓に多く局在している mucosal- 
associated T 細胞（MAIT 細胞）にも着目し、
頻度や分布などの検討を追加した。HCC 症例



における変化は現時点で確認されていない
ものの、HCC の背景となるウイルス性慢性肝
炎症例（男性 8例、女性 4例、平均年齢 63.8
歳）においては肝内 MAIT 細胞の比率は対照
とした転移性肝癌症例（男性 5例、女性 5例、
平均年齢 61.6 歳）の非癌部肝組織と比較し
て増加傾向を認め（図 1）、活性化レセプター
発現も増加している一方で、MAIT 細胞の活性
化に重要なインターロイキン 7（IL-7）受容
体の発現が低下していることを見出した（学
会発表④、英文論文準備中）。 
 
A. 

B. 

図 1．末梢血中と肝組織中 MAIT 細胞 (A) 
MAIT 細胞の同定、(B) ウイルス性慢性肝炎
（CVH）では対照群（Control）と比較して肝
内 MAIT 細胞の増加を認めた。 
 
(3) 切除肝組織・肝生検組織における NKG2D
リガンド発現と血清中の可溶型NKG2Dリガン
ドの測定 
 NK 細胞機能に関与する可溶型 NK 細胞レセ
プターリガンド（可溶型 MHC class I 
chain-related gene A, sMICA）を手術前後
の血清を用いてELISAにより検討したところ、
HCC 非合併症例と比較して HCC 症例で sMICA
は高値を示した。更に、Luminex 法により測
定した MICA に対する抗体（抗 MICA 抗体）も
HCC 症例 32例中 8例で陽性であった。しかし
ながら、sMICA 値や抗 MICA 抗体の有無と肝細
胞癌の悪性度や再発との有意な相関は明ら
かではなかった。免疫組織染色による検討で
は MICA は肝癌細胞では特に高分化 HCC に強
く発現しているが、腫瘍細胞のみでなく腫瘍
血管内皮細胞にも発現が認められることを
見出した（図 2）。 
programmed cell death-1（PD-1）は活性
化 T細胞、B細胞および単球に広く発現する 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．肝癌腫瘍血管内皮細胞における MICA 発
現亢進 
 
免疫チェックポイント分子であるが、そのリ
ガンドである PD-L1 は抗原提示細胞、腫瘍細
胞や炎症のある微小環境中の非血液細胞な
どに発現している。一方、血清中の可溶型
PD-L1 の存在も確認されており、本研究にお
いても健常人 10 例とウイルス性慢性肝炎（B
型 22 例、C 型 80 例）で測定したところ、C
型慢性肝炎（CHC）症例では健常人（HC）や B
型慢性肝炎症例（CHB）と比較して有意に高
値であった（図 3）。HCC 症例についても高値
を示す症例を認めたものの、現時点で測定症
例数が少数に留まっており、今後も追加検討
を予定している（学会発表①、英文論文準備
中）。 

図 3．血清中可溶型 PD-L1 
 
(4) 肝癌細胞株に対する細胞傷害活性やサ
イトカイン・抗体刺激によるサイトカイン産
生など in vitro での NK細胞機能解析 
 前述の通り血清中 sPD-L1 が C 型慢性肝炎
や HCC 症例で高値であったが、各種肝癌細胞
株において PD-L1 は高発現しており、不死化
肝細胞においては無刺激の状態ではPD-L1発
現は認めないものの、IFN-γ刺激により
PD-L1 発現が誘導されることを確認した（学
会発表①、英文論文準備中）。 
 
(5) 考察と今後の展望 
 本研究では肝移植前後の特に免疫抑制下
における NK 細胞を中心とした免疫監視機構
の詳細な評価と、肝癌細胞自体の免疫学的特
性の検討により、再発リスクを高い精度で予
測しうる生物学的評価法を確立することを
目的としたが、研究期間内での HCC 再発症例
が想定よりも少なく、肝移植後の HCC 再発と
関連する特異的な免疫関連マーカーなどの
同定は出来なかった。しかしながら、臓器移
植後の抗体関連型拒絶反応に関与する重要
な因子であることが明らかにされている抗



MICA 抗体が HCC 症例でも検出されること、ま
た標的となる MICA 分子は肝癌細胞だけでな
く肝癌腫瘍血管にも発現していることなど、
これまでに未解明の重要な知見が得られた。
抗 MICA 抗体の出現や液性免疫の作用が、自
然免疫担当細胞が豊富な肝臓内の免疫応答、
特に NK 細胞機能にどのように影響するのか
は十分に解明されておらず、肝癌細胞のみで
なく腫瘍血管に対する作用も明らかにする
ことは、腫瘍血管を標的とした新規治療法開
発に繋がる可能性があると考えられる。 
 一方、新規がん免疫療法として免疫チェッ
クポイント分子である PD-1 やそのリガンド
である PD-L1 に対する抗体療法が近年、注目
されている。HCC 症例においても、肝癌細胞
におけるPD-L1発現の程度が予後と関連する
ことが報告されており（Umemoto Y, et al. J. 
Gastroenterol. 2015; 50(1): 65-75）、C 型
慢性肝炎においては CD8 陽性 T 細胞の疲弊
（exhaustion）との関連が報告されている。
本研究では肝疾患における報告の無い血清
中の可溶型PD-L1に着目して検討をおこない、
C 型慢性肝炎症例における上昇を初めて明ら
かにした。今後、HCC 症例における検討を追
加し、HCC の悪性度や予後との相関などを明
らかとし、予後予測の新たなバイオマーカー
としての有用性を検討したい。 
 NK（conventional NK; cNK）細胞とは異な
る自然免疫担当細胞として、本研究では MAIT
細胞の検討を追加し、C 型慢性肝炎における
肝内MAIT細胞の増加などを明らかにしたが、
一方で自然免疫担当細胞として自然リンパ
球（innate lymphoid cells; ILCs）が近年
注目・定義され、cNK 細胞と同じ common ILC 
progenitor（CILP）から分化する ILCs とし
て ILC1 から ILC3 に分類されている。cNK 細
胞は細胞傷害活性が機能の中心であるのに
対し、ILCs はサイトカイン分泌を介した
helper 機能を有し、臓器の恒常性維持や炎症
への関与が報告されているが、ヒト肝内にお
ける ILCs の機能解析は十分ではなく、慢性
肝炎・HCC における肝内自然免疫応答の理解
には ILCs の解析が必須と考えられる。今後
はcNK細胞に加えて肝内自然リンパ球の詳細
な解析による HCC 発癌・再発に関与する免疫
監視不全の解明と、その回復による治療法開
発とともに、HCC 再発リスクを高い精度で予
測しうる生物学的評価法の確立を目指した
研究を予定したい。 
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