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研究成果の概要（和文）：我々は、多染色フローサイトメトリーを施行することで、肝細胞癌患者の末梢血や腫瘍中に
はPD-L1+MDSCsが有意に増加しており(p<0.001)、これは肝細胞癌の進行に伴って増加していることを見出した。癌微小
環境を再現した共培養検討（肝細胞株癌と健常者PBMCsとの共培養）を行ったところ、肝細胞癌株との共培養後にPD-L1
+MDSCsは有意に増加した(p<0.05)。健常者と比較して、肝細胞癌患者の末梢血中にはPD-L1+MDSCsが有意に増加してお
り、治療介入によりその頻度は低下することから、肝細胞癌の新たなバイオマーカーとしてPD-L1+MDSCsは有用である
可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We quantified PD-L1+ MDSCs in various conditions of HCC patients by using 
multi-color flow cytometry analysis. PBMCs from HCC patients contained significantly higher percentages 
of PD-L1+MDSCs in comparison to those from healthy subjects (p < 0.001). After we cocultivated PBMCs and 
several liver cancer cell lines in a transwell coculture system, the percentages of PD-L1+MDSCs were 
significantly increased compared with control (p < 0.05).Peripheral blood from HCC patients had 
significantly higher percentages of PD-L1+MDSCs in comparison to those of healthy subjects, and the 
percentages of PD-L1+MDSCs were reduced by HCC treatment, suggesting that we might use PD-L1+MDSCs as a 
new biomarker of HCC.

研究分野： 消化器病学
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１．研究開始当初の背景 
 本邦では、肝細胞癌患者は C 型(HCV)、B
型肝炎ウイルス(HBV)感染が、原因の約 8 割
となっている。また、C 型肝炎では、高齢者
が多いのが特徴である。治療の認容性からも
様々な新規免疫療法が開発されているが、効
果は限定的である。これは癌微小環境におい
て、免疫抑制細胞が、エフェクター細胞を強
力に抑制していること、また、がん幹細胞の
維持に働いていることが原因として挙げら
れる。これら免疫抑制細胞の中で、MDSC、
TAM、Treg は、免疫抑制能力の強度、相互
関係の観点からも重要である。ウイルス関連
肝癌微小環境では、ウイルス因子と癌因子の
両側面から、これら免疫抑制細胞を解析する
必要がある。肝炎ウイルスは持続感染成立の
ため、そして癌は宿主免疫反応から逃れて発
育するために、免疫抑制細胞を誘導、増強す
ることが報告されている。この両因子の存在
は、ウイルス関連肝癌の難治性獲得機構に重
要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ウイルス関連肝癌において、
MDSC、TAM、 Treg の誘導、増強に関わる
因子を明らかとする。また、これらの因子を
バイオマーカーとして応用することを検討
する。更に、これらの誘導、増強因子を総合
的に阻害することにより効率的な治療法の
探索を行う。 
 
３．研究の方法 
⑴ 末梢血単核細胞や腫瘍浸潤リンパ球の
分離・保存 
末梢血単核球(PBMCs)は、ヘパリン化血液か
ら Lymphoprep (AXIX-SHIELD, Oslo, Norway)
を用いた密度勾配遠心沈殿法によって分離、
回収された。患者末梢血は治療前にヘパリン
採血管に回収された。また、コントロールと
して健常人30人から同様に血液を採取した。
治療前後の PD-L1+MDSCs 率の検討では、治療
後 2週間目に治療後の採血を行った。 
腫瘍浸潤リンパ球(TILs)や正常肝浸潤リン
パ球(LILs)は、切除された手術標本から用手
的に分離した。PBMCs、TILs、LILs は cell 
banker (Takara Bio, Shiga, Japan)を用い
て-80℃で保存した。 
⑵ フローサイトメトリー解析 
PD-L1+MDSCs の頻度を求めるために、PBMCs
や TILs、LILs を抗ヒト CD11b、CD14、CD33、
HLA-DR、PD-L1 抗体を用いて染色し、BD 
LSRFortessa (BD Bioscience, Franklin 
Lakes, New Jersey)を用いて多染色 FACS 解
析を行った。これら抗体は BioLegend (San 
Diego, CA)より購入した。上記抗体を細胞懸
濁液に加えた後、4℃で 15分インキュベート
し、2 回洗浄を行い、ペレットを 500μL の
2%パラホルムアルデヒド含有PBSで再懸濁し
た 。 本 検 討 で は
CD33+HLA-DRlow/-CD11b+CD14+を示す分画を

MDSCs とした。また抗体には全てアイソタイ
プコントロールを準備した。データは FlowJo 
Software (Tree Star, Ashland, Ohio)を用
いて解析した。 
(3) 細胞培養 
肝細胞癌株として Hep3B, Li7、PLC、HepG2、
Huh7 の 5種類を、他癌種細胞株として胃癌細
胞株である AGS、大腸癌細胞株である HT29、
腎細胞癌である 786-O を用いた。これら癌細
胞株は American Type Culture Collection 
(Manassas, VA)から購入した。細胞培地は10%
の非働化 fetal bovine serum (FBS) (Gibco)
を添加した DMEM (Wako)を使用した。 
肝細胞癌株から放出される液性因子を解析
するための共培養試験には 0.4μm pore サイ
ズの cell culture insert (Corning Life 
Science, Pittsburgh, PA)を用いた。24 ウェ
ルプレートに各種癌細胞株を 1× 105 
cells/well、insert 上部には PBMCs を 1×106 
cells/well で準備した。コントロールとして
下層に癌細胞株を用いないウェルを準備し
た。共培養を施行する際の培地は、無血清培
地 HepatoZYME-SFM (Gibco)を用いた。5% CO2
存在下で 37℃の湿式インキュベーターで維
持し、72 時間の共培養後、PBMCs を回収し、
上記方法で FACS 解析を行った。 
(4) 未熟骨髄球のソーティング 
健常者 PBMCs を上記と同じ方法で抗 CD33、
HLA-DR 抗体を用いて染色し、CD33dimHLA-DR- 
を示す細胞分画を未熟骨髄球(ImMCs)として
ソーティングした。ソーティングされた
ImMCs は RPMI (Wako)溶液に回収し、迅速に
共培養に用いた。共培養の方法は上記の通り
である。 
(5) RNA 抽出と real-time PCR 
mRNA は前述の肝細胞癌株から RNeasy Mini 
Kit (Qiagen, Valencia, CA)を用いて抽出し
た。M-CSF、GM-CSF、G-CSF、IL-1B、IL-6、
CCL2、VEGFA、S100A8、S100A9 の 9 種類のサ
イトカインについて real-time PCR を行った。
上記サイトカインとGAPDHを増幅するための
市販のプライマーは Perkin-Elmer Applied 
Biosystems より購入した。データは 2-ΔΔ
Ct フォーマットで示した。 
(6) 中和抗体 
M-CSF抗体、VEGF抗体(R&D, Minneapolis, MN)
を 0.01、0.1、1μg/mL となるよう調整し、
肝細胞癌株の培養上清に加えた。その後
PBMCs との共培養を行い、FACS 解析を行った 
(7) ELISA 検討 
PBMCs 分離の際に回収した血漿や、共培養時
の培養上清を-80℃で保存し、これらを解凍
した後、サンプル中の M-CSF、VEGF 濃度を
ELISA assay kit (R&D, Minneapolis, MN)を
用いて測定した。 
(8) 統計学的解析 
統計学的解析は JMP ソフトウェア(SAS 
Institute, Cary, NC)を用いて行った。全て
のデータは平均値±標準誤差で表した。検定
には Student t-test もしくは one-way ANOVA



を用いた。p値が 0.05 未満のものを統計学的
に有意とした。無再発生存期間の検討では、
無再発生存期間中央値はカプランマイヤー
法を用いて算出し、ログランク検定を用いて
2 群間の比較を行った。有意水準は同様に p
値が 0.05 未満と定義した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 1. 肝細胞癌患者末梢血における
PD-L1+MDSCs 率の検討 
既報と同様にMDSCsの割合は肝細胞癌患者に
おいて有意に高かった(平均値 0.59% vs 
1.42%; p<0.001)。また、MDSCs の中で PD-L1
を発現している細胞も、肝細胞癌患者で有意
に高かった(平均値23.8% vs 36.0%; p<0.01) 。
このため、PD-L1+MDSCs 率は、健常者と比較
して肝細胞癌患者において著明な増加を示
した(平均値 0.072% vs 0.41%; p<0.001) 。
末梢血中の PD-L1+MDSCs 数においても、同様
の結果を得た(平均値 4004/mL vs 20434/mL; 
p<0.05) 。 
次に肝細胞癌患者を臨床ステージ毎にクラ
ス分けを行い、再度解析を行った。MDSCs 率
は肝細胞癌のステージが進行するに伴って
増加していた(健常者 vs TNM I/II vs TNM 
III/IV; 0.59% vs 1.28% vs 2.20%) (健常者 
vs TNM I/II; p<0.05, 健常者 vs TNM III/IV; 
p<0.001, TNM I/II vs TNM III/IV; p<0.05) 。
また、PD-L1+MDSCs 率においても、同様にス
テージ進行に伴って有意な増加を示した 
(健常者 vs TNM I/II vs TNM III/IV; 0.079% 
vs 0.33% vs 0.87%) (健常者 vs TNM I/II; 
p<0.05, 健常者 vs TNM III/IV; p<0.001, 
TNM I/II vs TNM III/IV; p<0.01) 。 
 

ここで、患者を臨床ステージではなく、肝予
備能（Child-Pugh 分類）や腫瘍マーカー値
（AFP, AFP-L3, PIVKA II）に着目し、関連
性や相関を検討したが、PD-L1+MDSCs 率との
関連はいずれにおいても認められなかった
(Child-Pugh A vs B/C; 0.39% vs 0.43%; 
p=0.738) 。 
(2) 肝細胞癌組織中におけるPD-L1+MDSCs率
の検討 
PD-L1+MDSC 率は TILs 中が最も高く、PBMCs
中が最も低かった(PBMCs vs LILs vs TILs; 
0.28% vs 0.51% vs 0.87%) 。 TILs 中 の
PD-L1+MDSCs 率は PBMCs と比較して有意に高
いことが示された(p<0.05) 。TILs中と PBMCs
中とにおけるPD-L1+MDSCs率との相関関係を

検討すると、TILs 中の PD-L1+MDSCs 率が増加
するに伴って、PBMCs 中の PD-L1+MDSCs 率も

増加しており、両者に正の相関があることが
判明した (r=0.55, p<0.05) 。 
(3) 治療介入による PD-L1+MDSCs の体内動
態  
肝細胞癌に対して RFA や TACE を含めた根治
治療を施行された 14 人の患者において、治
療前後の末梢血中のPD-L1+MDSCs率を解析し

たところ、根治治療後に有意な低下を認めた 
(治療前  vs 治療後 ; 0.54% vs 0.40%; 
p<0.05) 。 
次に、根治治療を施行された55人の患者を、
治療直前の PD-L1+MDSCs 率（中央値 0.20%）
で 2群に分け、治療後の無再発生存期間を検
討したところ、治療前の PD-L1+MDSCs 率の低
い群は、高い群と比較して有意に無再発生存
期間が長いことが示された（中央値279日 vs 
118 日; p<0.05）。 
 
(4) 肝 細 胞 癌 由 来 の 液 性 因 子 に よ る
PD-L1+MDSCs の誘導 
肝 細 胞 癌 株 と の 72 時 間 共 培 養 後 、
PD-L1+MDSCs 率はコントロールと比較して有
意に増加した(コントロール 0.25%, Hep3B 
0.87%; p<0.001, Li7 0.63%; p<0.01, PLC 
0.64%; p<0.01, HepG2 0.60%; p<0.01, Huh7 
0.52%; p<0.05) 。一方で、初代肝細胞や他
癌種細胞株(AGS、HT29、786-O)との共培養で
は、PD-L1+MDSCs 率は有意な変化を認めなか
っ た  (AGS 0.24%; p=0.95, HT29 0.26%; 
p=0.94, 786-O 0.19%; p=0.82) 。 
肝細胞癌由来の液性因子により ImMCs から



MDSCs への分化が行われていることを確認す
るために、ImMCs と肝細胞癌株との共培養を
行った。共培養には、前述の検討において最
もPD-L1+MDSCsの誘導が強い細胞株であった
Hep3B を用いた。共培養後、ImMCs の一部は
MDSCs と同様のフェノタイプを示したことか
ら、肝細胞癌株由来の液性因子により ImMCs
から MDSCsへの分化が起きていることが確認
された。 
(5) 5. PD-L1+MDSCs の誘導に重要な液性
因子の同定 
上記の検討において、肝細胞癌株の種類の違
いによって PD-L1+MDSCs 誘導に差を認めた。
この原因を解明するために、前述の肝細胞癌
株から mRNA を抽出し、real-time PCR を施行
した。肝細胞癌株毎に発現に差を認めたが、
PD-L1+MDSCs を強く誘導した肝細胞癌株であ
る Hep3B、Li7、PLC では、最も誘導が低かっ
た Huh7 と比較して、M-CSF、VEGFA 発現が有
意に高かった(p<0.01) 。 
M-CSF、VEGF が PD-L1+MDSCs 誘導に重要であ
ることを確認するために、M-CSF、VEGF の中
和抗体を用いて共培養試験を行った。中和抗
体の濃度が増加するにつれて、共培養後の
PD-L1+MDSCs 率は低下した。次に、共培養上
清を用いて M-CSF、VEGF について ELISA 検討
を行った。PD-L1+MDSCs 誘導が強かった細胞
株である Hep3B、Li7、PLC の共培養上清にお
いて M-CSF、VEGF 濃度は高く、中和抗体濃度
依存的に M-CSF、VEGF 濃度は低下した。 
肝細胞癌患者血漿中の M-CSF、VEGF 濃度を
ELISA にて測定したところ、M-CSF、VEGF 濃
度と肝予備能、肝癌のステージ、PD-L1+MDSCs
率との関連は認めなかった。また、患者血漿
中の M-CSF、VEGF 吸光度の中央値を用いて 2
群に分け、無再発生存期間を検討したが有意
な差を認めなかった。 
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