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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌の微小環境において、腫瘍における各種タンパク発現と免疫系サイトカイン
の発現の関連性を解析し、強い免疫原性を持った腫瘍のクラスターが分類されてくることを明らかにしました。
一方、臨床症例において、免疫チェックポイント阻害剤治療における効果予測を行い、alpha-fetoprotein 
(AFP)、C-reactive protein (CRP)、neutrophil-tolymphocyte ratio (NLR)が有意な予測因子として抽出され、
腫瘍自身の悪性度とともに、CRP・NLRといった宿主状態を反映する因子も薬物治療効果に影響を及ぼしているこ
とが判明しました。

研究成果の概要（英文）：In the microenvironment of hepatocellular carcinoma, the relationship 
between the expression of various proteins in tumors and the expression of immune system cytokines 
was analyzed, and it some subclass classification was confirmed that there were some tumor clusters 
with strong immunogenicity. Meanwhile, in clinical cases performing atezolizumab and bevacizumab, 
the effectiveness of the treatment could be predicted from tumor characteristics and serum 
parameters. Alpha-fetoprotein (AFP), C-reactive protein (CRP), and neutrophil-to-lymphocyte ratio 
(NLR) were extracted as significant predictive factors. The factors reflecting the host condition, 
such as CRP and NLR, as well as the malignancy of the tumor itself, also affected the effectiveness 
of these drug therapies.

研究分野： 肝臓外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝細胞癌の癌微小環境において、多様な遺伝変異と相関して、腫瘍の免疫原性も多様であり、周辺の免疫担当細
胞の分布も多様であることが分かった。免疫チェックポイント阻害剤を用いた治療を行う際は、このような腫瘍
自体の多様性と免疫原性の程度を評価するとともに、患者自身の抗腫瘍免疫状態も効果に影響を及ぼすことが分
かり、宿主側の環境因子も今後調査する必要性があることが分かった。

※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 

肝細胞癌の殺細胞性化学療法・分子標

的治療薬は効果的になってきたが、それで

も奏効率は 30%前後であり、必ずしも腫瘍

縮小効果を示すわけでは無く、かつ治療

効果のある症例においても、薬剤耐性が

出てくることが多かった。腫瘍組織内で、

癌細胞は、周辺微小環境を癌にとって好ま

しい状態するように働きかけていることが

これまでに分かっているが、その情報伝達

手段の一つとしてエクソソームなどがある

が、どのような機序で、薬物治療の反応性

や耐性が決定づけられるのかを探索する

必要があり、また、それを解除する方法を

模索する必要があった。 

 
2．研究の目的 

本研究では、癌細胞そのものではなく、

癌をサポートしている腫瘍微小環境に着目

した。また、それを制御する因子として、エ

クソソームなどに着目し、その発現状況と、

薬物療法の反応性との関連性を探索する

と共に、耐性を解除する遺伝子転写産物を

探索することを目的とした。また、研究開始

当初と異なり、肝細胞癌においてでは、殺

細胞性化学療法から分子標的治療薬、特

に免疫チェックポイント阻害薬の使用が、第

１選択となってきた為、免疫チェックポイント

阻害薬の感受性に係る腫瘍周辺の微小免

疫環境について探索することも目的に加え

た。 

 
３．研究の方法 

腫瘍微小環境における遺伝子解析にお

いては、和歌山県立医科大学外科学第２講

座にて手術を実施した肝細胞癌の切除症

 

図１; プロテオーム解析における免疫関連遺伝子発現の分布

(A)と、マルチキナーゼ阻害剤の各種標的蛋白の発現程度(B)。 

 
図２; high budding と診断された腫瘍周辺の典型像（上図）と、

budding status 毎の生存曲線（下図） 



例を対象とした。手術にて切除された組織サンプルを用いて遺伝子解析・タンパク質解析・エクソソーム解析を

実施し、腫瘍微小環境における免疫担当細胞の分布との相関性を検討した。エクソソームやその遺伝子の抽出

はキット製品により実施免疫担当細胞の分布は、各種免疫染色を行う事で評価した。また、病理学的見地から、

腫瘍周辺の形態学的変化と悪性度・薬物耐性との関連性を調べた。一方。免疫チェックポイント阻害薬治療を

実際に行った症例に対して、効果の程度と、組織あるいは血清から得られる情報との相関解析を加え、予後予

測モデルの構築を行った。 

 
４．研究成果 

肝細胞癌の微小環境において、腫瘍における各種タンパク発現と免疫系サイトカインの発現の関連性を解析

し、強い免疫原性（hot immunity）を持った腫瘍のクラスターが分類されてくることを明らかにした（図 1）。また、

hot immunity に関連する腫瘍ゲノム異常として、CTNNB1 遺伝子や TP53 遺伝子の変異が大きく関与しているこ

とが示された。また、それらの内、21 個の蛋白の発現の多寡が予後に係ることを明らかにし、代表的な蛋白とし

て、cyclin-dependent kinase 1 や Dual-specificity phosphatase 4 が挙げられ、各々の予後に係るハザードは、

3.0 と 0.5 であった。 

一方、腫瘍周辺の免疫微小環境の観点からは、腫瘍微小環境で発現される PD-L1 の多寡と肝細胞癌の腫

瘍悪性度の間に弱い関連性があることが観察された。このため、予後とも相関が認められる可能性が得られた。

一方、腫瘍周辺に存在する CD8 陽性 T 細胞の集積程度は強く関連性を認めた。よって、PD-L1 の多寡よりも腫

瘍微小環境に存在する CD8 陽性 T 細胞の function status が、特に免疫チェックポイント阻害剤の反応性を規

定する可能性が示唆された。CD8 陽性 T 細胞集積の重要性は、腫瘍免疫抑制状態を遺伝子変異の観点から 4

つの表現型（腫瘍関連マクロファージ浸潤型・CTNNB1 変異型・ cytolytic activity 型・regulatory T cell 浸潤型）

に分類した、これまで報告をサポートするものであった。 

胆管細胞癌においては、腫瘍辺縁の組織学的な morphology と悪性度との相関を調べ、浸潤様式の一つであ

る budding(簇出)と、腫瘍悪性度との関連性を解析し、budding の頻度が高い症例は、大きさ・個数といった TNM

因子とは独立して、有意に悪性度と関連する因子ことを報告した（図 2）。一方、臨床症例において、免疫チェッ

クポイント阻害剤治療における効果予測

を 行 い 、 alpha-fetoprotein (AFP) 、 C-

reactive protein (CRP) 、 neutrophil-

tolymphocyte ratio (NLR)が有意な予測

因子として抽出され、腫瘍自身の悪性度

とともに、CRP・NLR といった宿主状態を

反映する因子も薬物治療効果に影響を

及ぼしていることが判明した。これらの

結 果 を 基 に 、 atezolizumab  + 

bevacizumab 治療における効果予測モ

デ ル を 構 築 し 、 Logit=1.62 –

0.61×[CRP] –0.38×[Log10AFP] –

0.37×[NLR]という予測式を得た（図

3）。 

図３:抽出された予測パラメータ間の相関図(a)と、構築された予

測モデルの受信者動作特性曲線(b)、そして CRP、Log10AFP、

NLR、および切片のブートストラップ回帰係数の分布(c)。 
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