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研究成果の概要（和文）：肝癌根治術後アジュバントで免疫チェックポイント阻害剤(ICI)が投与された例で、
術後circulating tumor DNA（ctDNA）と再発の関連を検討した。変異10copy/ml以上をctDNA陽性とし、腫瘍の免
疫関連、β-catenin経路関連分子を検討、β-catenin活性化と非活性化群、TIME-hot/exhausted型とcold/Treg
型に分類した。無再発生存期間 (RFS) はβ-catenin非活性化、hot/exhausted型で有意に長く、ctDNA陽性例は
RFSが短い傾向にあった。β-catenin経路遺伝子座位にコピー数変化陽性例はRFSが有意に短かかった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the association between the circulating tumor DNA (ctDNA) in
 postoperative plasma and recurrence in 32 patients who received adjuvant immune checkpoint 
inhibitors (ICIs) after radical hepatocellular carcinoma (HCC) surgery. A valiant of 10 copies/ml or
 more was considered as ctDNA positive. Tumor immune microenvironment (TIME) was classified by 
examining immune-related molecules and β-catenin-associated molecules. Patients were classified 
into 2 groups (β-catenin pathway activated and inactivated), and TIME-hot/exhausted and  cold/Treg 
types). Postoperative recurrence-free survival (RFS) on ICI was significantly longer in the β
-catenin pathway inactivation group and in the hot/exhausted TIME group. The median RFS for 
ctDNA-positive cases was 26.2 months and NR for ctDNA-negative cases, with a trend toward shorter 
RFS in ctDNA-positive cases . The cases with copy number variation on the β-catenin-related loci 
showed  significantly shorter RFS under ICI treatment.

研究分野：消化器内科

キーワード： 肝細胞癌　免疫チェックポイント阻害剤　アジュバント療法　腫瘍免疫微小環境　cell-free DNA　ドラ
イバー変異
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫チェックポイント阻害剤(ICI)は肝癌治療の重要な薬剤であるが、腫瘍免疫微小環境(TIME)が効果に影響す
る。TIMEの解析には腫瘍組織が必要であり、生検は侵襲的でリスクを伴う。一方、循環血液中の腫瘍由来DNA
（ctDNA）は非侵襲的、かつ繰り返し採取可能である。近年、β-catenin 経路の活性化はnon-inflamed型のTIME
の誘因になることが報告されたが、本研究ではβ-catenin 経路異常をctDNAから検出でき、ICIの治療効果予測
に応用できる可能性を示した。また、ICI治療中のctDNAは癌細胞残存の指標となることを示した。この成果は肝
癌の治療戦略に意義がある。

※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）薬物療法の進歩により、進行肝癌に対する薬物療法においても顕著な抗腫
瘍反応が認められる例が増えている。しかし、腫瘍の縮小後に再増悪する例も多い。これらは、
腫瘍細胞のゲノム変化による耐性変異獲得の結果と考えられる。肝癌薬物療法の一次治療薬と
して承認されている薬剤は、チロシンキナーゼ阻害剤(TKI)、および免疫チェックポイント阻害
剤(ICI)を含む複合免疫療法である。これら薬物療法の進歩により、顕著な抗腫瘍反応が認めら
れる例も増えている。TKI と ICI は、両者とも肝癌治療において不可欠な薬剤であり、これらの
薬剤に対する耐性獲得機序の解明は、肝癌治療に大きな飛躍をもたらす。しかし、肝癌の薬剤耐
性獲得に関わるゲノム変化は未知の部分が多い 1。 
 
TIK は癌細胞内の癌関連シグナル阻害により作用を発揮するため、癌関連分子の変異により
容易に耐性を獲得しうる。すなわち、癌細胞のゲノム解析により、薬剤耐性クローンを同定でき
る可能性があるが、実際には複数の分子が耐性獲得に寄与すると考えられ、薬剤耐性変異の同定
には困難が伴う。このため、単一の遺伝子変異のみで、薬剤耐性が生じる可能性は低く、ゲノム
全体の検討が必要である。一方、ICI は、抗腫瘍免疫応答の回復を目的としている。この薬剤の
ターゲット分子は免疫関連細胞にも発現しているため、薬剤耐性獲得は比較的少なく、治療反応
例においては長期間の抗腫瘍効果が期待できるとされる。加えて、多様な腫瘍抗原を産生するゲ
ノム不安定性を呈する腫瘍において、より効果が期待できるという特徴があり、TKI の弱点を補
完する薬剤としても注目される。しかし、その効果は腫瘍の免疫環境に依存するため、腫瘍免疫
微小環境(TIME)の状態と治療効果が関連すると考えられてきた。一方、近年、腫瘍細胞の遺伝子
変異による細胞内分子の機能変化が、腫瘍の免疫環境を規定し得ることが報告されている。
Harding らは、Wnt/β-Catenin 活性型変異を有する肝細胞癌では、CCL5 の発現低下を介して樹
状細胞や腫瘍浸潤リンパ球 (Tumor Infiltrating Lymphocyte: TIL)の遊走が阻害され、結果と
して PD-1/PD-L1 療法の奏効率が低下すると報告した 2。また、β2ミクログロブリンの遺伝子変
異は HLA クラス I 分子の構造異常による抗腫瘍免疫反応障害を引きおこし、さらに JAK1/JAK2-
STAT1 経路分子の機能喪失変異はインターフェロンシグナル伝達を障害し、抗 PD-1/PD-L1 抗体
による腫瘍免疫反応の誘導に負の影響を与える 3。これらの知見は、ICI においても腫瘍組織の
ゲノム解析や TIME の検討により、有効群と薬剤耐性による無効群を識別できる可能性を示唆し
ている 4。癌の進展は遺伝子変異の蓄積に起因するため、治療前、治療反応時、再発時点のゲノ
ム異常を検索し、再発症例で高頻度に変化している遺伝子を同定することにより、薬剤耐性変異
の機序を探り、加えて治療抵抗性マーカー開発の基礎資料とすることができる。しかし、進行肝
癌例から繰り返し腫瘍組織を得ることは患者の負担が大きく現実的でない。 
 
一方、進行癌では、多くの場合、癌細胞由来 DNA（cell free DNA: cfDNA) が流血中に出現
し、癌組織の DNA 状態を反映することが知られている。血中 cfDNA を用いた遺伝子変化プロファ
イルは、腫瘍全体の遺伝子変化の概要を反映すると考えられ、薬物耐性変異を知る上で極めて有
用である 5。しかし、多様な肝癌 cfDNA のゲノム変異を、薬物療法へ反応性の視点から大規模に
解析した報告はない。 
 
２．研究の目的 
 
 肝癌薬物療法の一次治療薬として承認されている薬剤は、TKI、および ICI を含む併用療法で
ある。これら薬物療法の進歩により、顕著な抗腫瘍反応が認められる例も増えている。TKI と ICI
は、両者とも肝癌治療において不可欠な薬剤であり、これらの薬剤に対する耐性獲得機序の解明
は、肝癌治療に大きな飛躍をもたらす。一方、進行癌では、多くの場合、癌細胞由来の cfDNA)が
流血中に出現するが、血中 cfDNA を用いた遺伝子変化プロファイルは、腫瘍全体の遺伝子変化の
概要を反映すると考えられ、薬物耐性変異を知る上で極めて有用である。そこで、本研究では、
腫瘍由来と考えられる血中の cfDNA の遺伝子変化を解析し、薬物療法への反応時から増悪時へ
の移行期に生じるゲノム変化を同定して薬剤耐性クローンのゲノムの特徴を解析する。我々は、
肝癌治癒切除例のアジュバントとして、あるいは肝癌の一次治療として薬物療法を行い、それら
の症例 cfDNA 解析用の採血を開始している。本研究は、薬物耐性のバイオマーカー開発、さらに
は薬物耐性クローンの出現予測に繋がり、臨床面でのインパクトも大きい。 
 
３．研究の方法 
 



本研究では、肝癌根治術（外科手術）例に術後アジュバント療法として抗 PD-1 抗体が投与さ
れた例の肝癌ゲノムの特徴、および術後の末梢血中 cfDNA の遺伝子変異プロファイルと再発の
関連の特徴を明らかにする。すなわち、切除時の腫瘍組織、および術後の cfDNA の遺伝子変異を
比較し、変異コピー数や遺伝子変異を解析し、アジュバント療法時の再発と関連する遺伝子異常
を見出す。また、外科手術時の肝癌組織の免疫染色により、TIME 分類を行い、ICI を用いたアジ
ュバント療法時の再発との関連を検討する。 
 
臨床試験として肝癌根治術後に、アジュバント療法として免疫チェックポイント阻害剤が使
用された 31 例（再発例 13 例、無再発例 18 例）のサンプルを用いた。手術時に得られた癌組織
パラフィン包埋組織の DNA、術後の cfDNA を、それぞれ Oncomine Tumor Mutation (TML) Load 
Assay、AVENIO ctDNA Surveillance panel にて解析した。腫瘍ゲノムの解析には TML assay に
より、409 の癌関連遺伝子変異、コピー数変化（CNV）、tumor mutation load(TML)を解析した。
遺伝子変異は 10 copy 以上の valiant 出現を陽性、CNV は 3 copy 以上を陽性とした。さらに、
根治術時の TIME を解析するため、免疫染色にて腫瘍の CD8、PD-1、PD-L1、Foxp3、β-catenin、
glutamine synthetase (GS)陽性細胞を検討した。β-catenin と GS の染色結果より 2 群(β-
catenin 経路活性化、非活性化）、TIME の状態により 4 群（CD8、PD-1、PD-L1 と Foxp3 染色に
より、hot 型、exhausted 型、cold 型、Treg 型）に分類した。また Rosche の CAPP-Seq により血
漿からctDNA検出を検出し、mlあたりvariant alleleが10コピー以上検出された場合をminimum 
residual disease(MRD)陽性と判定した。各症例の遺伝子変異を視覚化し、腫瘍再発時に出現・
コピー数が増加する変異の内、腫瘍再発と関連する変化を耐性変異候補とした。また、抑制型
TIME と関連する cfDNA の異常を検討した。 
 
４．研究成果 
 
免疫染色によるTIMEの分類を図1に示す。TIMEのexcluded/Treg型、およびβ-catenin/GS染色
陽性例では有意にICIのアジュバント療法実施において再発した例が多かった（図1、図2)。 
 

 
 
またICI投与による術後無再発生存期間(RFS)はβ-catenin経路非活性化群で活性化群より有
意に長く（p=0.0084）、hot/exhausted型はcold/Treg型に比較して有意に長かった(p<0.0001)（図
3、4）。 

 
 
一方、immune excluded type には肝癌で頻度の高い 8q24.3 の copy number gain の頻度が高
いことが知られているが、この領域にはβカテニン活性化による誘導される c-myc が存在して



いる。今回の肝癌コホートではβカテニン遺伝子の変異例が 1例、APC 変異例が 2例しかなかっ
たため、βカテニン経路活性化と関連するコピー数変化(CNV)に注目した。βカテニンにより活
性化される転写因子 TCF3/4、および MYC の CNV を検討した。これらの locus に CNV のある例は
ない例と比べて再発例が多く、PD-1 抗体投与下での根治術後の RFS が有意に短いという結果が
得られた(p=0.0148、図 5)。 
 

       
 
一方、腫瘍組織の TMB と PD-1 投与下での再発に関しては、再発例と無再発例で TMB 量に差が
なく、また RFS にも差がなかった(図 6)。肝癌切除後の血中の ctDNA 陽性、すなわち MRD に関し
ては、MRD 陽性 15 例（62.5%）中、113 ヶ所に変異が認められ、全例が点突然変異であった。ミ
スセンス変異が大部分であったが（95.6%）、TP53, ALK, LPPR4 遺伝子のナンセンス変異、ALK、
MET の splice donor/acceptor 部位の変異、SLITRK1 の開始コドンの変異が検出された。RFS に
関しては、この症例数では有意差はないものの、MDR 陽性例の RFS 中央値は 26.2 ヶ月、MDR 陰性
例は NR であり、根治術後に MRD 陽性例では RFS が短い傾向にあった(p=0.2024、図 7)。切除後
に血清 AFP>8 の例は全例 MRD 陽性、AFP<8 の例では半数が MRD 陰性であった（p=0.0023)。 
 

     
 
すなわち、肝細胞癌根治療法後の ICI によるアジュバント療法については TIME が
hot/exhausted 型の腫瘍は、cold/Treg タイプの腫瘍よりも ICI の効果が出やすい。また、WNT/
β-カテニン-MYC 経路に関連する CNV も再発予防に悪影響を及ぼす可能性があるが、TMB 量と再
発との関係は認められなかった。MRD 陽性症例は陰性症例より RFS が短い傾向があるが有意では
なく、より多くの症例の解析での確認必要である。 
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