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研究成果の概要（和文）：申請者は統合ゲノム解析の結果に基づき、マウス肝細胞癌株にてTrp53ノックアウ
ト、MYC強制発現を行い、高悪性度肝細胞癌株を作製した。
同細胞株は細胞周期異常増腫瘍性の増強を示唆する所見がin vitroの実験で確認され、同細胞株の同種移植マウ
スモデルにて、高度な増腫瘍性を有する腫瘍が形成された。
同腫瘍を摘出し、各種免疫染色を施行したところ、MYC強制発現肝細胞癌は免疫抑制性の癌免疫微小環境を有
し、その原因としてVETCと呼ばれる構造が関係しており、レンバチニブによってVETCを制御することで免疫チェ
ックポイント阻害剤の奏功に寄与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Based on comprehensive genome and transcriptome analysis, we established 
aggressive subtype hepatocellular carcinoma (HCC) cell line by tro53 knockout and MYC 
overexpression. This cell line showed abnormal cell cycle, and syngeneic mice model showed rapid 
tumor progression. We performed immunohistochemistry for resected tumor. It revealed immune-cold 
tumor microenvironment and abnormal vessel structure named vessels encapsulating tumor clusters 
(VETC). We also performed treatment of lenvatinib for this tumor. Lenvatinib disrupted the formation
 of VETC and induced tumor infiltrating lymphocytes. These results indicated that MYC-associated 
hepatocellular carcinoma showed immune-cold tumormicroenvironment, and lenvartinib may regulate the 
formation of VETC, resulting in the improvement of the efficacy of immune checkpoint inhibitors.

研究分野： 消化器外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はMYC過剰発現を特徴とした予後不良な肝細胞癌の癌免疫微小環境の詳細およびその形成過程について明
らかにした。また、同腫瘍が示すvessels encapsulating tumor clusters (VETC) と呼ばれる特徴的な異常腫瘍
血管構造の形成をレンバチニブが制御する可能性があり、それに伴い免疫不応答な癌微小環境を免疫応答性へと
改善させ、免疫チェックポイント阻害剤の奏功改善に寄与する可能性があることを示した。

※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 
肝細胞癌の分子生物学的特徴が統合ゲノム解析により明らかにされつつある。近年、肝細胞癌

が MS1-3 の 3 つのサブタイプに分類され、中でも MS1 は P53 変異、MYC 経路の活性化を特
徴とする予後不良なサブタイプであることが報告された (EBioMedicine. 2019;40:457-70.)。
MYCは種々の癌で予後不良因子として知られるがん遺伝子の 1つであり、肝癌においてもMYC
の増幅が造腫瘍性に関与することが報告されている (Hepatology. 2021;74:1932-51.)。しかし、
MYC 遺伝子関連肝癌の癌免疫微小環境の詳細は明らかにされておらず、依然として予後不良で
ある肝細胞癌において癌免疫微小環境の解明は喫緊の課題である。我々は MYC 遺伝子関連肝癌
を模倣するモデル細胞株を作製するため、統合ゲノム解析の結果をもとに、C57BL/6 マウス由
来の肝細胞癌株に対して、Trp53 ノックアウト株およびさらに MYC を強制発現させた株を樹立
した。作製株はオリジナル株に比べ、核内に複数の核小体が密に存在しており、細胞分裂の亢進
が示唆された。同細胞株の細胞周期をフローサイトメトリーで解析すると、作製株はオリジナル
株に比べ S 期、G2/M 期の細胞数が増加しており、細胞周期が亢進していた。以上から、作成株
は造腫瘍性の高い細胞株であることが示唆された。作製株をヌードマウスに皮下移植し、造腫瘍
性を確認した後、腫瘍から初代培養にて樹立した細胞株を同系統 C57BL/6 マウスに皮下移植し
たところ、高度な造腫瘍性を有する腫瘍が形成されることを確認した。 
また、肝細胞癌において複合免疫療法が近年使用されているが、癌免疫微小環境に及ぼす分子

生物学的影響の詳細は未解明である。複合免疫療法は一部の症例において劇的な奏功を示す一
方、奏効率はおよそ 30% (N Engl J Med. 2020;382:1894-905.)と、未だ十分ではない。複合免疫
療法の奏効率の改善には、複合免疫療法が癌免疫微小環境に及ぼす分子生物学的影響の解明が
急務である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、統合ゲノム解析の結果をもとに、Trp53 ノックアウト、MYC 強制発現にて
高悪性度肝癌のモデル細胞株を樹立し、同腫瘍の癌免疫微小環境の解明および複合免疫療法が
癌免疫微小環境に及ぼす分子生物学的影響について明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下のステップにて MYC 遺伝子関連肝癌のモデルを作製し、同モデルにおける癌免
疫微小環境を解明した。 
(1) 遺伝子編集による MYC 遺伝子関連肝癌モデル細胞株の作製 
(2) モデル細胞のマウス皮下腫瘍における造腫瘍性の確認と癌免疫微小環境の評価 
(3) 網羅的解析による造腫瘍性に起因する標的因子の同定 
(4) 標的因子ノックアウト株の作製 
(5) (4)作製株のマウス皮下腫瘍における造腫瘍性の確認と癌免疫微小環境の評価 
(6) (1),(4)作製株のマウス皮下腫瘍に対する複合免疫療法の奏功と癌免疫微小環境の評価 
 
４．研究成果 
申請者は統合ゲノム解析の結果に基づき、マウス肝細胞癌株にて Trp53 ノックアウト、MYC 強

制発現を行い、高悪性度肝細胞癌株を作製した。 
同細胞株は細胞周期異常や核小体異常といった増腫瘍性の増強を示唆する所見が in vitro の

実験で確認され、同細胞株を同系統 C57BL/6 マウスに皮下移植したところ、高度な増腫瘍性を有
する腫瘍が形成されることを確認した。 
上記の腫瘍を摘出し、癌免疫微小環境について各種免疫染色を施行したところ、同腫瘍内部に

は CD3, CD8 陽性細胞といった T細胞は乏しく、Arginase-1 陽性の M2 マクロファージが豊富に
存在することが確認され、同腫瘍が免疫抑制性の癌免疫微小環境を有することが示唆された。ま
た、CD31 にて血管内皮細胞を染色すると、vessels encapsulating tumor clusters (VETC) と
呼ばれる、癌細胞を血管内皮細胞が取り囲む構造を形成していた。VETC と癌免疫微小環境との
関連を評価するため、経時的にマウスの皮下腫瘍を摘出したところ、移植後14日の時点ではVETC
は形成されておらず、腫瘍内のリンパ球も豊富に存在していたが、移植後 21 日においては、VETC
の形成を認め、腫瘍内のリンパ球はほとんど確認されなかった。以上から、VETC の形成と免疫
抑制性の癌免疫微小環境の関連が示唆された。 
さらに、同皮下移植モデルに対して、レンバチニブによる治療実験を行ったところ、治療群の

摘出検体では VETC が消失し、腫瘍内に T リンパ球が確認され、免疫チェックポイント阻害剤の
奏功が期待された。 
オリジナル株と作製株を RNA シークエンスで解析することで、造腫瘍性に起因する標的因子 X

を同定した。因子 Xをノックアウトすると、レンバチニブ投与時と同様に VETC 構造が消失し、
腫瘍浸潤リンパ球の誘導を認めた。 
以上の実験から、MYC 強制発現肝細胞癌は免疫抑制性の癌免疫微小環境を有し、その原因とな



して VETC と呼ばれる構造が関係している可能性が示唆された。また、レンバチニブや遺伝子 X
の制御によって VETC 構造を破壊することで、腫瘍浸潤リンパ球を誘導し、免疫不応答な癌免疫
微小環境を免疫応答性に改善させることで免疫チェックポイント阻害剤の奏功に寄与する可能
性が示唆された。 
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