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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌(肝癌）において、癌関連シグナルの変化は腫瘍微小免疫環境に影響する可
能性がある。本解析により、PD-L1陽性肝癌は腫瘍浸潤リンパ球(TIL)が多く、PI3K-Akt活性型変異が多いことが
確認された。一方、β-カテニン経路の活性型変異を持つ肝癌はPD-L1陰性かつTILに乏しかった。ICI治療を受け
た肝癌例では、β-カテニン経路活性化の有無, TIL, PD-L1の状態で治療における予後を層別化できた。PD-L1陽
性肝癌はPI3K-Akt活性に介在するチロシンキナーゼ阻害剤の併用が有効である可能性がある。一方、PD-L1陰性
肝癌はβ-カテニン阻害剤の影響を検討する余地がある。

研究成果の概要（英文）：To know how the effectively the  response to immune checkpoint inhibitors 
(ICIs) can be enhanced, we explored the immunological and molecular characteristics of HCCs. 
Programmed cell death ligand 1 (PD-L1)-positive HCCs frequently showed inflamed phenotype; a subset 
of HCCs carried mutation in PI3K-Akt pathway. In HCCs with infiltration of TILs, CD8+ cells 
expressed multiple co-inhibitory receptors, suggesting T-cell exhaustion. On the other hands, 
PD-L1-negative HCCs showed activating mutations in β-catenin, such tumor exhibited non-inflamed 
phenotype. Through the analysis of the HCC patients treated with anti-PD-1 therapy, the combined of 
Wnt/β-catenin activation, PD-L1 expression, and degree of CD8+ TILs in HCC are revealed to be the 
predicting factor for the response to ICI. Tyrosine kinase inhibitor involving PI3K/Akt pathway, in 
combination with ICI, might effective in HCC with mutation in PI3K-Akt. Role of β-catenin inhibitor
 on immune cold HCC should also be explored.

研究分野：消化器内科

キーワード： 肝細胞癌　微小免疫環境　免疫チェックポイント阻害剤　チロシンキナーゼ阻害剤　PI3K-Akt経路　β-
catenin経路
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PD-L1陽性肝癌は免疫細胞浸潤(TIL)が多く、しかしTILには複数の抑制型受容体が発現しており、PI3K-Akt変異
例が比較的多い。従って、PI3K-Akt活性に介在するチロシンキナーゼ阻害剤が併用に有利である可能性がある。
PD-L1陰性肝癌はTILに乏しく β-カテニン経路活性型変異を持つ。β-カテニン阻害剤の腫瘍免疫への影響を検
討する余地がある。PD-L1発現肝癌は、CK-19やSALL4陽性例が多いが、従来治療に難治であり、ICIとPI3K-Ak阻
害剤併用に期待が持たれる。TILに複数の抑制型受容体が発現していることより、2種の抑制型受容体に対する複
合免疫療法にも期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

肝細胞癌(肝癌）治療において、免疫反応に介在する免疫チェックポイント阻害剤(ICI)は必要不
可欠な薬剤になりつつある。1 しかし、ICI 単剤による治療効果は不十分であり、抗 PD-1抗体単
独治療に関する第 III相臨床試験でも有意な結果が得られるには至らなかった。2 一方、臨床試
験では ICIの有効例も認められている。3 ICIなどの腫瘍免疫に介在する薬剤では、腫瘍微小免
疫環境によりその効果が異なり、この部分に介在することにより、ICI の治療効果を向上できる
可能性が高い。一方、従来の報告より、遺伝子変異による細胞内シグナルの変化は PD-L1発現や
CD8＋リンパ球浸潤(TIL)など微小免疫環境に影響する可能性がある。従って、遺伝子変異により
生じる細胞内シグナル変化をターゲットとしたチロシンキナーゼ阻害剤は、ICIとの相乗効果が
期待できる。 
 

２．研究の目的 

本研究では肝癌の腫瘍微小免疫環境と遺伝子変異との関連を解析し、チロシンキナーゼ阻害剤
の免疫微小環境への影響を介した ICI 効果の増強の可能性と、その臨床的意義を検討すること
を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 手術例より得た 154例の肝癌組織にて、免疫チェックポイント分子(PD-L1, PD-1, LAG-3, 
TIM-3)の腫瘍細胞、CD8+ TIL での発現を免疫染色(IHC)にて解析した。Comprehensive Cancer 
Panel を用いて 409 種の癌関連遺伝子を解析した。変異に基づき肝癌を Wnt/β-catenin, 
p53/cell cycle, PI3K/Akt,クロマチンリモデリング, 酸化ストレス応答, DNA修復異常, TERT 
promoter 変異の 8 型に分類し、PD-L1発現との関係を検討した。(図 1) 
 
図 1 肝癌における免疫チェックポイント分子の発現 (左)、遺伝子変異の解析と癌関連シグナル異常（右) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) TCGAデータベースから得た 377例の肝癌の exome、transcriptome データセットを用い、上
記の結果を確認しするため、各シグナル伝達経路の遺伝子変異の有無が、PD-L1高発現に及ぼす
影響をオッズ比(OR)にて比較した。 
 
(3) 肝癌症例で PD-1抗体にて治療された例の治療前生検組織を用い、PD-L1, CD8, ß カテニン, 
glutamine synthetase (GS)の IHC により、腫瘍微小免疫環境と抗 PD-1 抗体治療効果との関連
を解析した。抗腫瘍効果を complete response (CR)、partial response (PR)、stable disease 
(SD: ４ヶ月以上の SD持続を SDと定義)、progressive disease (PD)に分類し、CR+PR+SD例を
治療反応あり(disease control)と定義した。(表 1) 
 

表 1 肝癌症例で PD-1抗体にて治療された例の背景 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 

 

(4)免疫関連遺伝子の transcriptome 解析を行いて、10 種の腫瘍免疫反応の各ステップを定量化
する immunogram を作成し、前述の癌関連シグナル変異の腫瘍免疫環境に及ぼす影響を検討した。 
Immunogram の作成は、transcriptome 解析(mRNAseq)の結果をもとに、single-sample gene set 
enrichment 解析を行い、特定の癌関連シグナル経路の変異の有無に基づき、10種の免疫段階の
関わる mRNA発現差を求め、図の式にて immunogram score を算出し、また結果をレーダーチャー
トにて表示した（図 2）。4 
 

図 2 肝癌症例における immunogarmの作成と腫瘍免疫状態の比較 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
(1)PD-L1陽性肝癌はCD8+TIL量が有意に多く(p < 0.0001)、PI3K-Akt経路に活性型変異を持つ傾
向があり(p = 0.0206)、TILには複数の抑制型受容体が発現していた。一方、ßカテニン経路の活
性型変異を持つ肝癌はPD-L1陰性 (p = 0.0302)かつCD8+TILに乏しかった  (表2、図3)。 
   
表2 肝癌の癌関連経路異常とPD-L1発現の関連     図3 肝癌におけるPD-L1発現と抑制型受容体の発現 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) kTCGAコホートにおいても、腫瘍のPD-L1発現はPI3K-Akt経路活性型変異と正の関連 (オッ
ズ比2.7447, 1.0212-7.3766)、及びßカテニン変異と負の関連 (オッズ比0.0083, 0.0011-
0.6306)を示した(図4)。    
                             
図4 TCGAコホートの肝癌における 

癌関連経路変異とPD-L1発現 
    の関連 
 
 
 
 
 
(3) ICI治療を受けた肝癌例の、治療前の腫瘍組織の解析では、 ßカテニン経路活性化の有無(ß
カテニンとGSのIHCによる), CD8+ TIL量, PD-L1のcombined positive score (CPS)はPD-1抗体治
療の有効性と関連し(表3)、これら3因子の組み合わせは抗PD-1抗体治療におけるprogression 
free survival を良く層別化できた(p < 0.0001)(図5)。 
表3 ICI治療肝癌例の腫瘍免疫環境と治療奏功率       図5 ICI治療肝癌例の腫瘍免疫環境と無再発生存 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

      

        



 

 

 
ßカテニン経路活性化変異はTILに乏しいimmune cold typeと関連するため、トランスクリプト
ームをベースとしたimmunogarmスコアにより、腫瘍免疫反応のどのステップに影響があるかを
mRNA発現の差より解析した (図 6)。 priming & activation (p=0.0020)、 interferon-γ 
response(p=0.0011)、inhibitory molecules(p=0.0265)、inhibitory cells (Tregs)(p=0.0029) 
に関わる遺伝子発現に差があり、特にinterferon-γ responseとの関連は、多変量解析でも有意
な差が認められた(図6)。 
 
図6 immunogram scoreによる分類とβカテニン変異、及び変異が腫瘍免疫に及ぼす影響 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上記の結果より、PD-L1陽性肝癌は TILが多い"immune hot-type"を示すことが明らかとなった。
TIL 由来 IFN-γ 等が PD-L1 発現を誘導した結果と解釈でき、このタイプの腫瘍は TIL には複数
の抑制型受容体が発現しており、PI3K-Akt 変異例が比較的多い。従って、PI3K-Akt 活性に介在
するチロシンキナーゼ阻害剤が併用に有利である可能性がある。PD-L1陰性肝癌は TILに乏しく
"immune clod-type"を示し、ßカテニン経路活性型変異を持つ。ßカテニン阻害剤の腫瘍免疫へ
の影響を検討する余地がある。我々は、前述の PD-L1 発現肝癌は、CK-19 や SALL4 などの
stem/biliary marker 陽性例が多いことも明らかにしている。5 CK-19や SALL4陽性肝癌は、従
来の治療に難治であり、ICI と PI3K-Akt 活性に介在するチロシンキナーゼ阻害剤の併用に期待
が持たれる。またこの場合、TILに複数の抑制型受容体が発現していることより、2種の抑制型
受容体に対する複合免疫療法にも期待が持たれる(図 7)。 
 

図 7 免疫チェックポイント分子と癌関連シグナル変異のよる肝癌の分類 
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