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研究成果の概要（和文）：本研究では、肝がんに対するAtezolizumab-Bevacizumab併用療法における血中循環腫
瘍細胞の定量性、遺伝子発現について評価した。PR・SD群のCTC数は治療経過で減少し，PD群と比較し有意に低
値であった。NGSによるCTC遺伝子発現解析では治療経過において上皮間葉転換，幹細胞性や増殖能などがん進展
に関連する99遺伝子の発現の変動が確認され、階層的クラスタリング解析により治療効果良好PR・SD群と不良PD
群の2つのクラスターに層別化された。パスウェイ解析ではPR・SD群でアポトーシス関連シグナル経路遺伝子，
PD群でTGF-βシグナル経路関連遺伝子の発現が有意に上昇していた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated the quantitative and gene expression of 
circulating tumor cells in the blood of patients with hepatocellular carcinoma treated with 
atezolizumab-bevacizumab combination therapy.The number of CTCs in the PR/SD group decreased over 
the course of treatment and was significantly lower than that in the PD group.NGS analysis of CTC 
gene expression revealed changes in the expression of 99 genes related to cancer progression, 
including epithelial-mesenchymal transition, stemness, and proliferative potential, during the 
course of treatment, and hierarchical clustering analysis stratified the treatment effect into two 
clusters: PR/SD group and poor PD group.Pathway analysis showed that the expression of 
apoptosis-related signaling pathway genes in the PR/SD group and TGF-β signaling pathway-related 
genes in the PD group were significantly upregulated．

研究分野： Oncology

キーワード： 肝がん　血中循環腫瘍細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課程においてAtezolizumab-Bevacizumab併用療法肝がん症例における血中循環腫瘍細胞の定量性、遺伝子
発現について解析可能であった。その結果、治療経過に応じてCTC定量性の変動が確認された。また、CTC遺伝子
発現解析により免疫療法奏効例においてアポトーシスシグナル経路が亢進している一方、TGF-βシグナル経路の
活性化が免疫療法中の治療耐性において重要な役割を担っていることが示唆された。以上の結果より、肝癌複合
免疫療法中におけるCTCはがん進展・治療耐性をきたすがん細胞プロファイルを明らかにする有用なバイオマー
カーとなる可能性が示された。

※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 
肝がんは治療後においても再発、転移が高率であり、再発予測と制御が重要な課題である。がん
組織より血中に遊離する循環腫瘍細胞(CTC;circulating tumor cell) は新たな診断・予後予測の
バイオマーカー候補である。本研究では CTC の遺伝子発現解析による肝がんの進展・転移リス
ク予測評価法の構築を目的とする。CTC 遺伝子発現群による新規肝がんリスク診断法を開発す
る。CTC 解析による再発、転移リスク評価法開発は 、再発、転移制御を目的とした個別化医療
への応用、展開が期待される。 
 
２．研究の目的 
がん組織より血中に遊離する CTC は新たな診断・予後予測のバイオマーカー候補である。本研
究では CTC の遺伝子発現解析による肝がんの進展・転移リスク予測評価法の構築を目的とす
る。細胞表面マーカーを用いて CTC 候補細胞を濃縮測定することで、肝がん薬物療法臨床経過
との関係を評価する。さらに次世代シーケンサー（NGS）にて CTC の遺伝子発現を網羅的に解
析することで再発、転移に関する因子を同定する。CTC 解析による再発、転移リスク評価法が
確立されれば、 再発、転移制御を目的とした個別化医療への応用、展開が期待される。 
 
３．研究の方法 
（1）Atezolizumab-Bevacizumab 併用療法肝がん症例の治療前，3 週後，効果判定時に末梢血
より RosetteSep（STEMCELL Technologies）で CTC を濃縮，BD FACS Aria II を用いて細
胞表面マーカー（CD45，CD90，CD133，PanCK，EpCAM，Vimentin）を解析した。CD45 陰
性かつ PanCK 陽性細胞を CTC と定義し、その定量性について評価した。 
 
（2）Atezolizumab-Bevacizumab 併用療法奏効例、非奏効例においてそれぞれ CTC から RNA
を抽出しがん進展に関連する373遺伝子の発現変化を次世代シーケンサー（NGS）で解析，GSEA
（Gene Set Enrichment Analysis）でパスウェイ解析を行った． 
 
４．研究成果 
（1）PR・SD 群の CTC 数は治療経過で減少し（治療前/効果判定時：139 vs.75, p＜0.05），治
療効果判定時にはPD群と比較し有意に低値であった （PR・SD群/PD群：75 vs. 202, p＜0.01）． 
細胞サブセット解析で PD 群の治療前 Vimentin 陽性 CTC 数が多かった（PR・SD 群/PD 群：
1.8 vs.11.6）（図 1）．  
 

図 1 治療経過における CTC 数変化 
 
 

（2）NGS による遺伝子発現解析では治療経過において上皮間葉転換（SERPINE1，E2F1），
幹細胞性（SALL4，CD9）や増殖能（FGF2，TGF-β1）などがん 進展に関連する 99 遺伝子の
発現が変動していた（図 2）。 
 



 

 
図 2 循環腫瘍細胞の遺伝子発現解析 

 
 

（3）階層的クラスタリング解析により治療効果良好 PR・SD 群と不良 PD 群の 2 つのクラスタ
ーに層別化された（図 3）． 
 

 
図 3 クラスタリング解析 

 
（4）パスウェイ解析では治療効果良好 PR・SD 群でアポトーシス関連シグナル経路遺伝子
（CASP8，FAS）の発現が上昇し，不良 PD 群で TGF-β シグナル経路関連遺伝子（TGF-β1，
SMAD2）の発現が有意に上昇していた（p＜0.05）． 

 

（5）上記の研究課程において Atezolizumab-Bevacizumab 併用療法肝がん症例における血中

循環腫瘍細胞の定量性、遺伝子発現について解析可能であった。その結果、治療経過に応じて

CTC 定量性の変動が確認された。また、CTC 遺伝子発現解析により免疫療法奏効例において

アポトーシスシグナル経路が亢進している一方、TGF-βシグナル経路の活性化が免疫療法中の

治療耐性において重要な役割を担っていることが示唆された。以上の結果より、肝癌複合免疫

療法中における CTC はがん進展・治療耐性をきたすがん細胞プロファイルを明らかにする有

用なバイオマーカーとなる可能性が示された。 
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