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要旨 

【背景と目的】 

肝癌は世界の部位別癌死亡の第3位で、その罹患率は第4位であり、その90％を

肝細胞癌(HCC)が占めている。HCCは通常、肝硬変へと進行する慢性肝疾患を背景に

するため、手術加療後も再発率は高くなる。切除不能進行HCCに対する分子標的薬の

奏功率は依然として低く、ここ最近では免疫チェックポイント阻害剤（抗PD-1およ

び抗PD-L1）を含め、大幅に改善されたが、新しい免疫療法の標的の探索は不可欠で

ある。 

ナチュラルキラー細胞(NK細胞)は腫瘍に対する免疫応答の調節に重要な役割を果

たし、腫瘍微小環境下における重要なチェックポイント阻害剤に対する応答性の決定

因子である。ヒトNK細胞は、2つのサブセットに分類され、CD56dim NK細胞は高い細

胞毒性活性を示し、末梢血NK細胞集団の90〜95％を占める。CD56bright NK細胞は強

力なサイトカイン産生細胞であるが、末梢血中には比較的少ない。末梢血では、NK

細胞は全末梢血単核球(PBMC)中の10％程度を占める。肝臓においてNK細胞は肝内リ

ンパ球(IHL)の30〜50％を占める。NK細胞の機能は、HLAクラスI特異的抑制性受容

体および多数の非 HLA特異的受容体によって調節されている。肝がん患者で報告され

ている表現型の変化は、その局在に応じたNK細胞の活性化および抑制性受容体の動

的変化のためにやや複雑である。例えば、Siglec-7、NKp46、およびNKp30の発現の

減少、およびPD-1の発現の増加が末梢血で報告されている。肝臓組織では、腫瘍内

NK細胞でCD160の発現が減少し、CD49a、Siglec-10、PD-1、CD96、およびNKG2Aの

発現が増加することが報告されている。 

シアル酸結合免疫グロブリン様レクチン（Siglec）は、シアル酸の認識を介し

て、主に阻害シグナルを伝達する細胞表面に発現する受容体型レクチンのファミリー

である。NK細胞は主に Siglec-7および Siglec-9の発現が報告されており、Siglec-

7および Siglec-9への特定の抗体またはリガンドの結合はNK細胞の機能を阻害し、

それらの発現低下はNK細胞の機能不全を示す事が報告されている。本研究では、潜

在的な免疫療法の標的となる受容体を見つけるために、肝がん患者のNK細胞の表現

型について検証した。 

【対象と方法】 

 肝動脈注入化学療法(TACE)で治療された肝がん合併肝硬変患者 39名の患者のPBMC

を対象とし、対照群として健常成人8名のPBMCも検討した。また、肝がん患者の肝

内 NK細胞を比較するため、HCCの診断で肝切除を受けた16名の患者の癌部組織およ

び隣接する正常な肝臓組織(非癌部組織)を対象とした。この内8名はHCCの癌部組織

および非癌部組織の他、PBMCも評価した。これら PBMC検体および癌部組織および非
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癌部組織の IHLをそれぞれ抽出し、マスサイトメトリーを用いて、各種免疫細胞の頻

度および表面マーカーを解析した。マスサイトメトリーとは細胞を1細胞レベルで高

速に解析をするフローサイトメトリーと、元素の質量に基づいて物質を高次元、高分

解能で解析できる誘導結合プラズマ飛行時間型質量分析(ICP-TOF-MS)を融合した技術

であり、金属安定同位体を標識した抗体を使用することで、シグナルのオーバーラッ

プがなく、自家蛍光の影響を受けないため、細胞表面タンパクを32種類のパラメー

ターを用いて同時に解析する事が可能である。データは平均信号強度(MSI)に基づい

てクラスター化し、各種表面マーカーの発現を統計学的に検討した。 

【結果】 

 PBMCの比較では、健常者と比べて肝がん患者において末梢血CD56dim NK細胞が減

少した。表面マーカーの検討では、CD160+ Siglec-7+ CD49a- CD56dim NK細胞の減少、

および Siglec-10、ILT2、およびPD-1の発現を伴う CD160- Siglec-7- CD49a+ CD56dim 

NK細胞の増加を認めた。また、CD56bright NK細胞においては、Siglec-10および ILT2

発現を伴う末梢血CD49a+ CD56bright NK細胞が増加した。 

肝がん患者の肝臓組織におけるNK細胞の検討では、癌部組織においてCD56dim NK

細胞の頻度が減少し、Siglec-10、ILT2、PD-1およびCX3CR1の発現を伴う腫瘍内

CD49a+ CD56dim NK細胞が増加した。また、末梢血および肝内 NK細胞間の表現型の違

いを検証した結果では、末梢血NK細胞はCD160+ Siglec-7+ DNAM1+表現型を示し、

CD160、Siglec-7、およびDNAM-1の発現レベルは、非癌部NK細胞よりも末梢血NK細

胞の方が高かった。 

肝内 NK細胞は、局在に関係なくCD69およびNKG2Dを高度に発現していた。CD49a

およびCX3CR1の発現レベルは、末梢血NK細胞よりも肝内 NK細胞の方が高く、非癌

部組織よりも癌部組織で多く発現していた。 

【考察】 

 免疫細胞のマスサイトメトリー分析により、単一細胞レベルでの複数の表面タンパ

ク分子と細胞内タンパク分子を同時に分析する事が可能となった。本研究では

Siglec-7、NKp46、およびNKp30を発現するCD160+ CD56dim NK細胞が減少し、

Siglec-10を発現するCD49a+ CD56dimNK細胞が増加した。CD56dim NK細胞上のCD160お

よびCD49aは、肝がん患者におけるNK細胞の他の共発現している活性化または抑制

性分子と有意に相関しており、CD160およびCD49aがサロゲートマーカーであること

を示唆している。  

HCC組織ではCX3CR1、Siglec-10、ILT2、およびPD-1の発現を伴う CD49a+ NK細胞

の蓄積が見られた。CX3CR1のリガンドであるCX3CL1(フラクタルカイン)はHCC細胞

によって産生されるため、CX3CR1+ NK細胞は腫瘍微小環境に蓄積する可能性が考え

られる。また、腫瘍内 NK細胞での Siglec-10の高発現は、肝がん患者の予後不良と
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関連が報告されており、HCCの治療標的として Siglecファミリーを検討することは

免疫学的治療戦略が新たな局面を迎えるためにも大変意義があると考える。 

IHLとPBMCの比較検討では、CD160、Siglec-7、およびDNAM-1の発現レベルは、

末梢血NK細胞よりも非癌部NK細胞の方が低く、CD56dim NK細胞上のCD160のダウン

レギュレーションは、HCCを伴う肝硬変による全身性免疫消耗に起因する可能性があ

る。CD49a、CX3CR1の、Siglec-10、および ILT2の発現レベルは、末梢血NK細胞よ

りも肝内 NK細胞の方が高く、非癌部組織よりも癌部組織で多く発現しており、これ

らの結果は、CD49a、CX3CR1、Siglec-10、および ILT2がHCCによって誘導される可

能性があることを示唆している。 

【結論】 

本研究では肝がん患者の肝内および末梢血NK細胞の表現型特性の包括的な分析を

施行した。健常者と比較して、肝硬変の肝がん患者の末梢血NK細胞ではCD160、

Siglec-7、NKp46、およびNKp30の発現が減少し、CD49a、Siglec-10、PD-1、および

ILT2の発現が増加することを同定した。また、HCC組織ではCX3CR1、Siglec-10、

ILT2、およびPD-1の発現を伴う CD49a+ NK細胞の蓄積が見られた。これらの発見

は、CD160、CD49a、Siglec-10、ILT2が全身療法の治療効果の新しい治療標的または

病勢評価のバイオマーカーである可能性を示しており、今後のさらなる研究が必要で

ある。 
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略語表 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである 

 

Ca, cancer, 癌部 

HBV, hepatitis B virus, B型肝炎ウイルス 

HCC, hepatocellular carcinoma, 肝細胞癌 

HCV, hepatitis C virus, C型肝炎ウイルス 

HIV, Human Immunodeficiency Virus, ヒト免疫不全ウイルス  

HLA, Human Leukocyte Antigen, ヒト白血球抗原 

HV, healthy volunteer, 健常者 

ICP-TOF-MS, inductively coupled plasma mass spectrometry Time-of-Flight mass 

spectrometer, 誘導結合プラズマ飛行時間型質量分析計 

IHL, intrahepatic lymphocyte, 肝内リンパ球 

ILT2, immunoglobulin-like transcript 1  

IQR, inter-quartile range, 四分位範囲 

KIR, Killer cell Immunoglobulin-like Receptor 

MAIT, mucosal associated invariant T cell, MAIT細胞 

MSI, mean signal intensity, 平均信号強度 

mDC1, myeloid dendritic cell, ミエロイド系樹状細胞 

NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease, 非アルコール性脂肪性肝疾患 

NCa, non-cancer, 非癌部 

NCR, natural cytotoxicity receptor 

NK, natural killer cell, NK細胞 

NKT, natural killer T cell, NKT細胞 

PBMC, peripheral blood mononuclear cells, 末梢血単核球 

pDC, plasmacytoid dendritic cell, 形質細胞様樹状細胞 

PD-1, programmed cell death 1 

PD-L1, programmed cell death ligand 1 

Siglec, sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin, シアル酸結合免疫グロ

ブリン様レクチン 

TACE, Transcatheter Arterial Chemo Embolization, 肝動脈化学塞栓療法 

Tfh, T follicular helper, 濾胞ヘルパーT細胞 

TIGIT, T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains 

TIM-3, T-cell immunoglobulin mucin-3,  
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緒言 

肝癌は世界の部位別癌死亡数の第3位で、その罹患率は第4位であり、その90％

を肝細胞癌(HCC)が占めている(Villanueva, 2019)。本邦ではその成因は B型肝炎ウ

イルス(HBV)が約 15%、C型肝炎ウイルス(HCV)が約 55%、非B非 C型肝炎(NBNC)が約

30%を占めており、年間約 3万人弱の死亡者を認めている(Tateishi et al., 2019)。

HCCは通常、上述したようなウイルス性肝炎、アルコール性肝疾患、非アルコール性

脂肪性肝炎などの肝硬変へと進行する慢性肝疾患を背景に発症するため、手術加療後

も再発率は高い事が知られている(Kamiyama et al., 2009)。肝硬変または門脈圧亢

進症の病歴のない早期肝がん患者には術切除が推奨されるが、術後5年間での再発率

は60〜70％であり(Kuo et al., 2021)、切除後もさらなる治療を繰り返す必要があ

る。5年生存率は後述するような治療法の発達に伴い徐々に延長されてきたがHCC全

体では約 40%であり、依然として低い(Kudo, 2018)。2000年代初頭まで、切除不能進

行HCCにおいて他癌腫のように有効性が確立された全身化学療法はなく、肝動脈化学

塞栓療法、肝動注化学療法に対し不適格・不応となった際の後治療は存在せず、予後

不良であった(Llovet JM et al., 2008)。こうした状況の中、2007年に進行肝がん

患者に対する新規分子標的治療薬ソラフェニブ(マルチキナーゼ阻害剤)の2つの世界

的な大規模臨床試験(SHARP試験および Asia Pacific試験)の結果が報告された。い

ずれの試験においても、プラセボ群と比較しソラフェニブ群で全生存期間、病勢制御

率、無病悪生存期間の有意な延長が示された (Llovet JM et al., 2008; Cheng et 

al., 2009)。この結果を受け、2009 年に本邦で初めて進行肝癌に対する全身化学療

法薬としてソラフェニブが承認され、ここ10年間では切除不能進行肝細胞癌に対し

て利用できる唯一の第一選択薬となる分子標的薬であったが、生存期間に対する上乗

せ効果はわずか 3ヶ月前後であった(Llovet JM et al., 2008)。切除不能進行HCCに

対する治療選択肢は、免疫チェックポイント阻害剤（抗PD-1および抗PD-L1）の出

現があり、ここ数年で大幅に改善された(Forner et al., 2018)が、その奏効率はい

まだ不十分である。進行したHCCの予後を改善するには、免疫学的治療の新しい治療

標的を探索することが依然として必要である。 

ナチュラルキラー細胞(NK細胞)は自然免疫系に属するリンパ球で、初期の感染制

御や腫瘍に対する生体防御機構において重要であり、免疫応答の調節に重要な役割を

果たしている(Böttcher et al., 2018; Smyth et al., 2002)。具体的な抗腫瘍効果

として、グランザイムやパーフォリンなどの顆粒を介して細胞死を誘導する経路、

TRAILやFas Ligandといったデスレセプターを介してアポトーシスを誘導する経路

および IFN-γを介して腫瘍増殖を抑制する経路など、いくつかのメカニズムが報告

されている(Smyth et al., 2002)。また、さまざまな腫瘍微小環境下における免疫チ
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ェックポイント療法に対する応答性を決定している(Barry et al., 2018)。NK細胞

に発現する免疫チェックポイント因子として、PD-1の他、KIR2DL1等のKIRs、ILT-

2、TIGITとCD96、LAG−3、TIM−3、CLLA−4などが報告されており(Khan et al., 

2020)、肝がん患者におけるNK細胞を検証することは、免疫学的治療戦略が新たな局

面を迎えるための喫緊の課題と言える。 

ヒトNK細胞は、CD56およびCD16の発現に応じて2つのサブセットに分類される

(Cooper et al., 2001; Caligiuri, 2008)。CD56dim CD16+ NK細胞は高い細胞毒性活

性を示し(Farag et al., 2003)、末梢血NK細胞集団の90〜95％を占める(Cooper et 

al., 2001)。CD56bright CD16+ NK細胞は強力なサイトカイン産生細胞(Carson et al., 

1997)であるが、末梢血中には比較的少ない。末梢血では、NK細胞は全末梢血単核球

(PBMC)中の10％程度を占める程度だが、肝臓においてNK細胞は肝内リンパ球(IHL)

の30〜50％を占めており(Tian et al., 2013)、肝臓内での自然免疫の重要な要素で

ある事が知られている。ヒトNK細胞の成熟は、CD34およびC-KIT (CD117）の発現の

喪失と、それに続くCD94、CD16、およびKIRの連続的な発現の上昇によって特徴付

けられ(Freud and Caligiuri, 2006)、その他の自然リンパ球から区別される。NK細

胞の機能は、HLAクラスI特異的抑制性受容体（KIRおよびCD94）および多数の非

HLA特異的受容体によって調節されている。代表的な非 HLA特異的活性化マーカーと

しては、NCR (NKp30、NKp44、およびNKp46)、NKG2C、NKG2D、CD160、DNAM-1、およ

び2B4などが挙げられ(Piñeiro et al., 2019)、抑制性受容体としては、先に述べた

免疫チェックポイントであるNKG2A、ILT2、PD-1、PD-L1、TIGIT、Tim-3、および

CD96などが挙げられる(Favier et al., 2010; Sivori et al., 2020)(図 1)。 

 

図 1 NK細胞の活性化、抑制性マーカーの概況 

(Piñeiro Fernández J, et al. Int J Mol Sci. 2019より引用) 
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シアル酸結合免疫グロブリン様レクチン（Siglec; sialic acid-binding 

immunoglobulin-like lectin）は、マクロファージや NK細胞といった自然免疫細胞

の細胞表面に発現する受容体型レクチンのファミリーである(Varki and Angata, 

2006; Crocker et al., 2007)。ヒトでは Siglec-1から-12,および-14, -15, -16の

15種類が報告され，その多くはシアル酸を含む糖鎖をリガンドとして反応すること

によって、様々な免疫細胞の機能低下に寄与する(Siddiqui, et al., 2019; Hudak 

et al., 2014)(図 2)。シアル酸は脊椎動物や棘皮動物を含む後口動物と一部の微生

物のみが発現するまれな糖であり、後口動物にとってはシアル酸で修飾された細胞は

自己、シアル酸を持たない細胞(微生物)は非自己という区別が基本的には成り立って

いる(Angata and varki, 2002)。細胞のがん化に伴って糖鎖の構造が変化しシアル酸

の発現が亢進し、Siglecが免疫系細胞とがん細胞の相互作用に関わり、がん細胞に

よる免疫サーベイランスの回避に関与している(Bull et al., 2014)。 

NK細胞では主に Siglec-7および Siglec-9の発現が報告されており(Jandus et 

al., 2014)、Siglec-7および Siglec-9への特定の抗体またはリガンドの結合はNK

細胞の機能を阻害し、それらの発現低下はNK細胞の機能不全を示す事が報告されて

いる(Brunetta., 2009; Varchetta et al., 2016)。具体的には、HBV/HCV慢性肝炎

患者や HIV感染患者において Siglec-7の発現が陽性の方が陰性に比べ NK細胞の細

胞傷害活性、およびサイトカイン産生能が高い(Varchetta et al., 2016)が、

Siglec-7 陽性NK細胞の頻度は低下している事(Varchetta et al., 2013; Varchetta 

et al., 2016)、NAFLDにおいて、Siglec-7- CD57+ PD-1+ の機能低下しているNK細

胞の頻度が末梢血にて上昇している事が報告されている(Sakamoto et al., 2021)。 

 

 
図 2 ヒトにおける Siglec 発現 

(Crocker PR et al. Nat Rev Immunol. 2007.より引用) 
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肝がん患者の末梢血または肝臓組織のいずれかにおけるNK細胞の頻度と機能に関

する報告は多数あり、ほとんどの研究では肝がん患者のNK細胞の頻度と機能の低下

が報告されており(Cai et al., 2008; Wu et al., 2013)、これらは予後と相関して

いる(Chew et al., 2012; Hoechst et al., 2009)。一方、肝がん患者で報告されて

いる表現型の変化は、その局在に応じたNK細胞の活性化および抑制性受容体の動的

変化のためにやや複雑である。例えば、Siglec-7、NKp46、およびNKp30の発現の減

少、およびPD-1の発現の増加が末梢血で報告されている(Liu et al., 2017; Tao et 

al., 2020)。肝臓組織では、腫瘍内 NK細胞でCD160の発現が減少し、CD49a、

Siglec-10、PD-1、CD96、およびNKG2Aの発現が増加することが報告されている(Liu 

et al., 2017; Sun et al., 2017; Sun et al., 2019a; Sun et al., 2019b; Zhang 

et al., 2015)。 

本研究では、潜在的な免疫療法の標的となる受容体を見つけるために、肝がん患

者のNK細胞の表現型について検証した。NK細胞の複数のパラメーターの関係を理解

するために、マスサイトメトリーを使用して、PBMCと IHLの間のNK細胞を分析し

た。Siglecと免疫チェックポイント分子を含む肝がん患者の末梢血および腫瘍内 NK

細胞上の32分子の変化と共局在を分析した。本研究では、PBMCおよびHCC組織にお

いて、CX3CR1、Siglec-10、ILT2、およびPD-1の発現が増強されたCD49a+ CD56dim NK

細胞の新規亜集団を同定した。また、CD160およびCD49aは、肝がん患者においてそ

れぞれ末梢血CD56dim NK細胞の活性化および抑制性表現型のサロゲートマーカーであ

る事を同定した。 
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方法 

1. 対象 

本研究のPBMCは2019年3月から 2020年3月まで久留米大学でHCCと診断され、

肝動脈注入化学療法(TACE)で治療された肝硬変患者 39名の患者を対象とした。ま

た、肝疾患や悪性腫瘍の明らかな病歴がなく、HBs抗原、HIV抗原、抗HIV抗体、お

よびHCV抗体がいずれも陰性の健常成人8名を対照とした(表1)。また、HCC患者の

肝内 NK細胞を比較するため、2018年5月から 2020年11月まで日本癌研究会がん研

有明病院でHCCの診断で肝切除を受けた16名の患者の癌部組織および隣接する正常

な肝臓組織(非癌部組織)を対象とした。また、これらの内8名は癌部組織および非癌

部組織の他、PBMCも評価した(case1〜8、表2)。 

なお、本研究は国立国際医療研究センターを主体とした多施設共同研究であり、

同倫理委員会により承認された課題名「癌関連線維芽細胞機能制御に基づく新規肝が

ん治療法の開発」に基づき行われた。また、各施設の倫理 委員会の承認を得て行わ

れ、研究参加に際しては書面による同意が得られた症例を対象とした。 

 

2. 末梢血単核球(PBMC)の抽出方法 

PBMCの抽出は、Ficoll-Paque (d=1.077、Nacalai Tesque、Kyoto、Japan)を用い

た標準的な密度勾配遠心分離法によって分離した。全血を1×phosphate buffered 

saline (PBS) (Nacalai Tesque)を1:1で希釈し、Ficoll-Paqueの上に積層し、

20℃、500xgで20分間遠心分離した。分離されたPBMCの薄い層を採取し、PBSを加

え混和した後20℃、500xg、5分間で遠心分離し洗浄。洗浄は2回繰り返した。セル

バンカー溶液(ZENOAQ RESOURCE CO Ltd、Fukushima、Japan）にて-150℃で保存し

た。 

 

3. 肝浸潤リンパ球(IHL)の抽出方法 

がん研有明病院において、肝がん患者 16症例に対して施行された治療的肝切除の

際に採取した癌部組織および非癌部肝組織を用いた。標本採取後すぐに2mM L-グル

タミン(Gibco、Carlsbad、CA、USA)、25 mM HEPES (Nacalai Tesque)、10％FCS 

(HyClone、South Logan、VT、USA)、および100U/mLペニシリン/ストレプトマイシン

(Nacalai Tesque)を含む RPMI 1640 (Invitrogen、Carlsbad、CA、USA)で冷蔵保存

し、可及的に国立国際医療研究センター肝炎免疫研究センターへ輸送した後、以下の

手順で肝浸潤リンパ球を抽出した。肝浸潤リンパ球の抽出方法は、既報論文を参考に

施行した(Morsy et al., 2005)。 
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〈肝組織から浸潤リンパ球抽出までの手順〉 

i. 摘出した肝組織を2％ FCSおよび0.6％ BSAを含む HBSS (Gibco）で2

回洗浄する。 

ii. 10cm dish 上で、肝切片 1mm 四方より小さく刻む。 

iii. DNase I 50μg/L (Promega、Madison、WI、USA)とcollagenase IV 500 

mg/L (Nordmark Arzneimittel Gmbh＆Co、KG、Uetersen、Germany)を添

加した溶液に浸し、CO2 インキュベーターにて37℃、5% CO2下、40 rpm

で、30-60分間酵素反応させる。 

iv. 適宜肝組織を濾しながら、40μmセルストレイナー（Greiner Bio-One 

Inc、Frickenhausen、Germany）を通す。 

v. 得られた抽出液を回収し、リンパ球分離液 Ficoll–Paque (Nacalai 

Tesque)を用いて密度勾配遠心分離法で肝浸潤リンパ球を抽出する。 

vi. MACSシステム（Miltenyi Biotec、Bergisch Gladbach、Germany）を使用

してCD45+ IHLを回収し、セルバンカー溶液（ZENOAQ RESOURCE CO Ltd）

にて-150℃で保存した。 

 

4. Mass Cytometry (Cytometry Time-of-Flight; CyTOF)を用いた解析方法 

 マスサイトメトリーとは細胞を1細胞レベルで高速に解析をするフローサイトメト

リーと、元素の質量に基づいて物質を高次元、高分解能で解析できる誘導結合プラズ

マ飛行時間型質量分析(ICP-TOF-MS)を融合した技術であり、金属安定同位体を標識し

た抗体を使用することで、シグナルのオーバーラップがなく、細胞内在性成分による

自家蛍光の影響を受けないため、細胞表面と細胞内タンパク(シグナル伝達系）を37

種類のパラメーターを用いて同時に解析する事が可能である。本研究ではHeliosTM 

マスサイトメータ CyTOF (Fluidigm, San Francisco, CA, USA)を用いて分析した。 

方法は、冷凍保存されていた細胞検体を解凍し、1mM シスプラチン(Fluidigm)を

PBSで2000倍に希釈したものを添加し洗浄後、細胞膜表面タンパク質に対する金属

結合抗体を添加。室温で30分インキュベートし、1.6％パラホルムアルデヒド

(Fluidigm)で固定し、シングレットとダブレットを区別するためにCell-ID™ 

Intercalator-Ir (Fluidigm)で標識してCyTOFを用いて分析した。CyTOFシグナル

は、EQビーズ(EQ Four Element Calibration Beads、201078、Fluidigm）を使用

し、製造元の指示に従ってノーマライズした。データファイルは、Cytobankソフト

ウェア（Cytobank、Santa Clara、CA、USA）を使用して分析した。Heliosの概要を

図 3に示す。１サンプルあたり合計 300,000のCD45+ 細胞を分析した。分析に使用

した抗体を表4(パネル1)および表5(パネル2)に示した。図 4は、NK細胞(CD45+ 

CD3- CD14- CD19- CD56+)、CD4+ T細胞 (CD45+ CD3+ CD4+ CD8a-)、CD8+ T細胞(CD45+ 
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CD3+ CD4- CD8a+)、B細胞(CD45+ CD3- CD19+)、濾胞ヘルパーT (Tfh)細胞(CD45+ CD3+ 

CD4+ CXCR5+)、γδT細胞(CD45+ CD3+ TCR-Vdelta2+)、MAIT細胞(CD45+ CD3+ CD161+ 

TCR-Va7.2+)、NKT細胞(CD45+ CD3+ TCR-Va24-Ja18+)、単球(CD45+ CD3- CD14- 

CD19+）、ミエロイド系樹状細胞タイプ１(mDC1：CD45+ CD3- CD14- CD19- CD56- HLA-

DR+ CD11c+ CD123-）、および形質細胞様樹状細胞（pDC; CD45+ CD3- CD19- CD14- 

CD56- HLA-DR+ CD11c- CD123+）を同定するために使用したゲーティングストラテジー

を示した。CyTOFから生成されたデータファイルは、viSNEアルゴリズムに基づく次

元削減メソッドを施し、これにより多次元データ構造を保持しながら、多次元サイト

メトリーデータを2次元で表示する事が可能である(Kimball et al., 2018)。viSNE

分析では、各ドナーから合計 15,000個のNK細胞が含まれ、データは平均信号強度

(MSI)に基づいてクラスター化した。 

 

 

図 3 ヘリオスの技術の概要 

(https://jp.fluidigm.com/japan-news/pages/helios より引用) 
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5. 統計解析 

2群間の比較には対応がないものは Mann–Whitney U-testを、対応のあるものは

Wilcoxon signed-rank testを使用し、他群間の比較にはKruskal–Wallis with 

Dunn’s multiple comparison testを使用した。相関の検討では、 Spearman 順位

相関係数を用いた。統計解析ソフトは、Prism software version 7 (GraphPad, La 

Jolla, CA, USA)、JMP Pro version 14 (SAS Institute, Cary, NC, USA)、R 

software packages (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria)

を使用し、P 値は 0.05 未満を有意とした。 
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結果 

本研究における対象症例の臨床データおよびマスサイトメータ CyTOFでの測定項

目を表1〜5に示す。 

 

表1 PBMCの解析を行った肝がん患者および健常者の臨床病理学的背景 

 
Hb, ヘモグロビン; AST, アスパラギン酸アミノ基転移酵素; ALT, アラニンアミノ基転移酵素; gGTP, γ-グルタミルトランスフェラー

ゼ; ChE, コリンエステラーゼ; T-Bil, 総ビリルビン; Alb, アルブミン; PT, プロトロンビン時間; T-chol, 総コレステロール; Cre, クレ

アチニン; AFP, α- -フェトプロテイン; DCP, Des-γ-carboxy prothrombin; HBV, B型肝炎ウイルス; HCV, C型肝炎ウイルス; NAFLD, 
非アルコール性脂肪性肝疾患; N.T., 未検査 

   
4 

 

Figure S4. Correlation between Siglec-10 expression on CD56dimNK cells and T factor in HCC patients. P values and cor-

relationȱcoefficientsȱǻrǼȱwereȱcalculatedȱwithȱSpearmanȂsȱcorrelationȱtest.ȱMSI,ȱmedianȱsignalȱintensity.ȱThe Liver Cancer 

Study Group of Japan (LCSGJ) staging classification: Criteria 1. Solitary tumor. 2. Diameter < 2 cm. 3. No vascular or bile 

duct invasion. T1, All 3 criteria are fulfilled; T2, Two of the 3 criteria are fulfilled; T3, one of the 3 criteria are fulfilled; T4, 

None of the 3 criteria are fulfilled or ruptured HCC. 

Table S1. Clinicopathological characteristics of HCC patients for the analysis of the frequency of immune cells. 

 

Hb,ȱhemoglobinǲȱAST,ȱaspartateȱ aminotransferaseǲȱALT,ȱ alanineȱaminotransferaseǲȱ gGTP,ȱ·-Glutamyl TransPeptidase; 

ChE, cholinesterase; T-Bil, Total bilirubinǲȱAlb,ȱAlbuminǲȱAFP,ȱ΅-fetoprotein; DCP, Des-·-carboxy prothrombin; Fib-4, 

Fibrosis-4; HBV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus; NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease; N.T., not tested. 

HV HCC
Gender (male/ female) 8 / 0 19 / 20
Age (years) 31.4 ± 6.7 80.4 ± 8.3
Etiology HBV 2 / HCV 24 / NAFLD 10 / other 3
Child pugh score 6.1 ± 1.1
Child pugh classification ( A / B / C ) 26 / 13 / 0
Ascites +/- 8 / 31
Varix +/- 4 / 35
T factor (1/2/3/4) 3 / 14 / 18 / 4
N factor (0/1) 38 / 1
M factor (0/1) 38 / 1
Stage (I/II/IIIa/IIIb/IV) 3 / 14 / 18 / 3 / 1
Hb (g/dl) 14.5 ± 1.0 11.5 ± 2.0
Platelet (×104/ȝl) 25.5 ± 5.6 11.8 ± 5.8
AST (IU/l) 22 ± 6 98 ± 102
ALT (IU/l) 21 ± 8 61 ± 73
gGTP (IU/l) 23 ± 7 117 ± 187
ChE (U/L) N.T. 173 ± 69
T-Bil (mg/dl) 0.6 ± 0.1 1.1 ± 0.5
Alb (g/dl) 4.2 ± 0.3 3.2 ± 0.5
PT (%) N.T. 91 ± 20
Cre (mg/dl) 0.85 ± 0.08 0.86 ± 0.31
T-chol  (mg/dl) N.T. 169 ± 39
AFP (ng/ml) N.T. 7554 ± 31953
DCP (mAU/ml) N.T. 3998 ± 7797
Fib-4 index N.T. 9.8 ± 6.4
NH3 (ȝg/dL) N.T. 52 ± 40
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表２ NK細胞の表面マーカーを解析した肝がん患者の臨床病理学的背景 

 
Hb, ヘモグロビン; AST, アスパラギン酸アミノ基転移酵素; ALT, アラニンアミノ基転移酵素; gGTP, γ-グルタミルトランスフェラー

ゼ; ChE, コリンエステラーゼ; T-Bil, 総ビリルビン; Alb, アルブミン; PT, プロトロンビン時間; T-chol, 総コレステロール; Cre, クレ

アチニン; AFP, α- -フェトプロテイン; DCP, Des-γ-carboxy prothrombin; HBV, B型肝炎ウイルス; HCV, C型肝炎ウイルス; NAFLD, 
非アルコール性脂肪性肝疾患. 
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Table S2. Clinicopathological characteristics of HCC patients for the analysis of surface markers on NK cells. 

 

Hb, hemoglobin; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; gGTP, γ-Glutamyl TransPeptidase; 

ChE, cholinesterase; T-Bil, Total bilirubin; Alb, Albumin; AFP, α-fetoprotein; DCP, Des-·-carboxy prothrombin; Fib-4, 

Fibrosis-4; HBV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus; NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease. 

Table S3. Clinicopathological characteristics of patients for the analysis of intrahepatic NK cells

. 

PBMC, Peripheral Blood Mononuclear Cells; Plt, platelet; Alb, Alubmin; PT, prothrombin time; PIVKA-ϩ, protein induced 

by vitamin K absence or antagonist ϩǲȱAFP,ȱ΅-fetoprotein; F stage, stage of liver fibrosis; T factor, Tumor factor in The 
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表3 IHLの解析を行った肝がん患者の各々の臨床病理学的背景 

 
PBMC, 末梢血単核球; Plt, 血小板; Alb, アルブミン; PT, プロトロンビン時間; PIVKA-II, protein induced by vitamin K absence or 
antagonist II AFP, α-フェトプロテイン; F stage, 肝線維化ステージ; T factor, 日本肝癌研究会の定める病期分類法に基づいた腫瘍因子; 
St, 単発腫瘍; Mt, 多発腫瘍; NASH, 非アルコール性脂肪肝炎; C, C型肝炎; B, B型肝炎; Alc, アルコール性肝炎; CH, 慢性肝炎; LC, 
肝硬変; N.T., 未検査; mod, moderate; Rec, 再発. 

 

 

表4 パネル1で使用した金属抗体 

 

HLA-DR, human leukocyte antigen-DR; TCR, T cell receptor; DC, 樹状細胞; mDC, 骨髄系樹状細胞; pDC, 形質細胞様樹状細胞; 
MAIT, mucosal associated invariant T cell; NK, ナチュラルキラー細胞; Tfh, 濾胞性ヘルパーT細胞; IH, in-house (labeling kit); PC, 
pre-conjugated. 
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Table S2. Clinicopathological characteristics of HCC patients for the analysis of surface markers on NK cells. 

 

Hb, hemoglobin; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; gGTP, γ-Glutamyl TransPeptidase; 

ChE, cholinesterase; T-Bil, Total bilirubin; Alb, Albumin; AFP, α-fetoprotein; DCP, Des-·-carboxy prothrombin; Fib-4, 

Fibrosis-4; HBV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus; NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease. 

Table S3. Clinicopathological characteristics of patients for the analysis of intrahepatic NK cells

. 

PBMC, Peripheral Blood Mononuclear Cells; Plt, platelet; Alb, Alubmin; PT, prothrombin time; PIVKA-ϩ, protein induced 

by vitamin K absence or antagonist ϩǲȱAFP,ȱ΅-fetoprotein; F stage, stage of liver fibrosis; T factor, Tumor factor in The 
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Liver Cancer Study Group of Japan (LCSGJ) tumor-node-metastasis (TNM) staging for hepatocellular carcinoma; St, Single 
tumor; Mt, multiple tumors; NASH, nonalcoholic steatohepatitis; C, hepatitis C virus; B, hepatitis B virus; Alc, Alcoholic 
hepatitis; CH, chronic hepatitis; LC, liver cirrhosis; N.T., not tested; mod, moderate; Rec, Recurrence. 

Table S4. Antibodies used for mass cytometry in Figure 1. 

 
HLA-DR, human leukocyte antigen-DR; TCR, T cell receptor; Tfh, follicular helper T; IH, in-house (labeling kit); PC, pre-
conjugated 

Channel Isotope Marker Function of Markers Clone Staining
Method

PC/IH

89 Y CD45 lymphocytes identification HI30 surface PC
142 Nd CD19 B cell identification HIB19 surface PC
143 Nd HLA-DR DC identification L243 surface PC
145 Nd CD4 CD4 T identification PRA-T4 surface PC
147 Sm CD11c mDC identification Bu15 surface PC
151 Eu CD123 (IL-3R) pDC identification 6H6 surface PC
154 Sm TCR Va7.2 MAIT identification 3C10 surface PC
155 Gd CD56 (NCAM) NK identification B159 surface PC
160 Gd CD14 monocytes identification M5E2 surface PC
164 Dy CD161 MAIT inhibitory HP-3G10 surface PC
167 Er CD3 T cell inhibitory UCHT1 surface PC
168 Er CD8a CD8a T identification SK1 surface PC
170 Er TCRVa24-Ja18 iNKT cell identification 6b11 surface PC
171 Yb CD185 (CXCR5) Tfh cell identification RF8B2 surface PC
172 Yb CD45RA Naïve T identification HI100 surface PC
173 Yb TCR VDelta2 Ȗδ T identification B6 surface IH
209 Bi CD16 cytotoxicity NK identification 3G8 surface PC
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表5 パネル2で使用した金属抗体 

 
ILT2, Ig-like transcript 2; human leukocyte antigen-DR; TIGIT, T-cell immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM domains; KIR, 
Killer cell Immunoglobulin-like Receptor; Siglec, シアル酸結合免疫グロブリン様レクチン; TIM-3, T- cell immunoglobulin and mucin 
domain 3; TRAIL, tumor necrosis factor- related apoptosis-inducing ligand; LAG-3, Lymphocyte activation gene 3; DNAM-1, DNAX 
Accessory Molecule-1; PD-1, programmed cell death-1; IH, in-house (labeling kit); PC, pre-conjugated. 
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Table S5. Antibodies used for mass cytometry for the analysis of surface markers on NK cells in Figure 2, Figure 3, and 
Figure 4. 

 
ILT2, Ig-like transcript 2; human leukocyte antigen-DR; TIGIT, T-cell immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM 
domains; KIR, Killer cell Immunoglobulin-like Receptor; Siglec, sialic acid binding immunoglobulin-like lectin; TIM-3, T-
cell immunoglobulin and mucin domain 3; TRAIL, tumor necrosis factor- related apoptosis-inducing ligand; LAG-3, Lym-
phocyte activation gene 3; DNAM-1, DNAX Accessory Molecule-1; PD-1, programmed cell death-1. 

Channel Isotope Marker Function of Markers Clone Staining
Method

PC/IH

89 Y CD45 lymphocytes identification HI30 surface PC
106 Cd CD3 T cell identification UCHT1 surface IH
112 Cd CD85j (ILT2) NK inhibition 292305 surface IH
113 Cd CD314 (NKG2D) NK activation 149810 surface IH
114 Cd CD56 (NCAM) NK identification HCD56 surface IH
116 Cd TIGIT inhibitory immune checkpoint 741182 surface IH
141 Pr CD27 NK differentiation O323 surface IH
144 Nd CD69 NK activation FN50 surface PC
145 Nd KIR2DL1 NK inhibition MAB1844 surface IH
146 Nd CXCR6 NK differentiation 56811 surface IH
147 Sm CD159c (NKG2C) NK activation MAB1381 surface IH
148 Nd Siglec-10 Siglec family AF2130 surface IH
149 Sm Siglec-9 Siglec family K8 surface IH
150 Nd CXCR1 NK activation 42705 surface IH
151 Eu CD96 NK activation MAB6199 surface IH
152 Sm CD328 (Siglec-7) Siglec family 194211 surface PC
153 Eu TIM-3 inhibitory immune checkpoint F38-2E2 surface PC
154 Sm CD49a NK differentiation AF5676 surface PC
155 Gd CX3CR1 NK differentiation AF5825 surface IH
156 Gd CD94 NK inhibition 131412 surface IH
159 Tb CD337 (NKp30) NK activation Z25 surface PC
160 Gd CD14 monocytes identification M5E2 surface PC
162 Dy CD335 (NKp46) NK activation BAB281 surface IH
164 Dy TRAIL NK activation RIK-2 surface IH
165 Ho CD223 (LAG-3) inhibitory immune checkpoint 11C3C65 surface PC
167 Er CD158e1 (KIR3DL1) NK inhibition DX9 surface PC
168 Er CD160 NK activation 688327 surface IH
169 Tm CD159a (NKG2A) NK inhibition Z199 surface PC
170 Er CD244 (2B4) NK activation MAB10393 surface IH
171 Yb CD226 (DNAM-1) NK activation DX11 surface PC
172 Yb FasL NK activation NOK-1 surface IH
173 Yb CD158b (KIR2DL2/L3) NK inhibition DX27 surface PC
174 Yb CD279 (PD-1) inhibitory immune checkpoint EH12.2H7 surface PC
175 Lu CD336 (NKp44) NK activation MAB22491 surface IH
209 Bi CD16 cytotoxicity NK identification 3G8 surface PC
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1. 肝がん患者の末梢血におけるNK細胞 

1.1 肝がん患者において末梢血CD56dim NK細胞の減少を認めた 

 我々はまず CyTOFを用いて 8名の健常者と39名の肝がん患者の末梢血の免疫細胞

動態を検証した。患者背景を表1に示す。各種抗体の測定は表4に示したパネル1を

使用し、それぞれの免疫細胞のゲーティングは図 4の通りである。肝がん患者では

NK細胞、CD8+ T細胞、MAIT細胞、CD4+ T細胞、Tfh細胞、B細胞、T細胞、pDCが減

少し、単球とmDC1が増加した(図 5)。CD56dim NK細胞の頻度は、健常者と比較して

HCCの患者で減少したが、CD56bright NK細胞の頻度は同等であった(図 6)。 

 なお、これらの結果を得る前に、パイロット研究として肝癌患者の一部の検体を用

いて TACE前後の各種免疫細胞の頻度も検証しているが、NK細胞に有意差は見られな

かった(図 7)。 

 

 
図 4 各種免疫細胞のゲーティングストラテジー 

マスサイトメトリーCyTOFでの各種免疫細胞を同定するためのゲーティングスキーム

を示した。 
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(CD45+CD3�CD19+), T follicular helper (Tfh) cells (CD45+CD3+CD4+CXCR5+), ��T cells
(CD45+CD3+CR Vdelta2+), MAIT cells (CD45+CD3+CD161+TCR Va7.2+), NKT cells (CD45+

CD3+TCR Va24-Ja18+), monocytes (CD45+CD3�CD14�CD19+), type 1 myeloid dendritic
cells (mDC1s: CD45CD3�CD14�CD19�CD56�HLA-DR+CD11c+CD123�), and plasmacy-
toid dendritic cells (pDCs; CD45+CD3�CD19�CD14�CD56�HLA-DR+CD11c�CD123+).
Data files generated from the CyTOF analysis were subjected to a dimension reduction
process based on the viSNE algorithm, which allows multidimensional cytometry data to
be presented in two dimensions while retaining the multidimensional data structure [24].
For viSNE analysis, 15,000 total NK cells from each donor were included and the data were
clustered on the basis of the mean signal intensity (MSI).
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Figure 1. Frequencies of immune cells in HCC patients. (A) Mass cytometry gating scheme used to identify the peripheral
blood immune cell subsets investigated here. Arrows indicate the gating sequence. (B) Summary of the frequency
frequencies of the indicated immune cell populations isolated from healthy volunteers (HVs) (n = 8) and HCC patients
(n = 39). (C) Percentages of CD56dim NK cells and CD56bright NK cells among total peripheral blood mononuclear cells
from HVs (n = 8) and HCC patients (n = 39). Data are presented as means ± SD (B,C). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;
**** p < 0.0001 by the Mann–Whitney U-test (B,C).

2.4. Statistical Analysis
Differences between two groups were evaluated by the Mann–Whitney U-test or

Wilcoxon signed-rank test. Differences between more than two groups were evaluated
by the Kruskal–Wallis with Dunn’s multiple comparison test. Correlations were assessed
using Spearman’s analysis. All analyses were performed using Prism software version 7
(Graph Pad, San Diego, CA, USA). Statistical analysis and data visualization were carried
out using Prism software version 7 and R software packages gplots::heatmap.2 and ggplots.
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図 5 肝がん患者および健常者の免疫細胞の頻度 

肝がん患者(HCC=39)と健常者(HV=8)の各種免疫細胞の頻度を比較した。それぞれのグ

ラフは平均値±標準誤差で示した。* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 肝がん患者と健常者におけるCD56dim NK細胞とCD56bright NKの頻度 

肝がん患者(HCC=39)および健常者(HV=8)のCD56dimおよびCD56bright NK細胞の頻度を比

較した。それぞれのグラフは個別のデータと平均値を示した。* p<0.05。 
 

 

図 7 TACE治療前後の免疫細胞の頻度 

肝がん患者(HCC=30)のPBMCにおける TACE治療前後の各種免疫細胞の頻度を比較し

た。それぞれのグラフは個別のデータを示し、同一患者を線で繋いだ。* p<0.05;  
*** p<0.001。 

Cells 2021, 10, 1495 4 of 15

CD4+ T cells (CD45+CD3+CD4+CD8a�), CD8+ T cells (CD45+CD3+CD4�CD8a+), B cells
(CD45+CD3�CD19+), T follicular helper (Tfh) cells (CD45+CD3+CD4+CXCR5+), ��T cells
(CD45+CD3+CR Vdelta2+), MAIT cells (CD45+CD3+CD161+TCR Va7.2+), NKT cells (CD45+

CD3+TCR Va24-Ja18+), monocytes (CD45+CD3�CD14�CD19+), type 1 myeloid dendritic
cells (mDC1s: CD45CD3�CD14�CD19�CD56�HLA-DR+CD11c+CD123�), and plasmacy-
toid dendritic cells (pDCs; CD45+CD3�CD19�CD14�CD56�HLA-DR+CD11c�CD123+).
Data files generated from the CyTOF analysis were subjected to a dimension reduction
process based on the viSNE algorithm, which allows multidimensional cytometry data to
be presented in two dimensions while retaining the multidimensional data structure [24].
For viSNE analysis, 15,000 total NK cells from each donor were included and the data were
clustered on the basis of the mean signal intensity (MSI).
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Figure 1. Frequencies of immune cells in HCC patients. (A) Mass cytometry gating scheme used to identify the peripheral
blood immune cell subsets investigated here. Arrows indicate the gating sequence. (B) Summary of the frequency
frequencies of the indicated immune cell populations isolated from healthy volunteers (HVs) (n = 8) and HCC patients
(n = 39). (C) Percentages of CD56dim NK cells and CD56bright NK cells among total peripheral blood mononuclear cells
from HVs (n = 8) and HCC patients (n = 39). Data are presented as means ± SD (B,C). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;
**** p < 0.0001 by the Mann–Whitney U-test (B,C).

2.4. Statistical Analysis
Differences between two groups were evaluated by the Mann–Whitney U-test or

Wilcoxon signed-rank test. Differences between more than two groups were evaluated
by the Kruskal–Wallis with Dunn’s multiple comparison test. Correlations were assessed
using Spearman’s analysis. All analyses were performed using Prism software version 7
(Graph Pad, San Diego, CA, USA). Statistical analysis and data visualization were carried
out using Prism software version 7 and R software packages gplots::heatmap.2 and ggplots.
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CD3+TCR Va24-Ja18+), monocytes (CD45+CD3�CD14�CD19+), type 1 myeloid dendritic
cells (mDC1s: CD45CD3�CD14�CD19�CD56�HLA-DR+CD11c+CD123�), and plasmacy-
toid dendritic cells (pDCs; CD45+CD3�CD19�CD14�CD56�HLA-DR+CD11c�CD123+).
Data files generated from the CyTOF analysis were subjected to a dimension reduction
process based on the viSNE algorithm, which allows multidimensional cytometry data to
be presented in two dimensions while retaining the multidimensional data structure [24].
For viSNE analysis, 15,000 total NK cells from each donor were included and the data were
clustered on the basis of the mean signal intensity (MSI).
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Figure 1. Frequencies of immune cells in HCC patients. (A) Mass cytometry gating scheme used to identify the peripheral
blood immune cell subsets investigated here. Arrows indicate the gating sequence. (B) Summary of the frequency
frequencies of the indicated immune cell populations isolated from healthy volunteers (HVs) (n = 8) and HCC patients
(n = 39). (C) Percentages of CD56dim NK cells and CD56bright NK cells among total peripheral blood mononuclear cells
from HVs (n = 8) and HCC patients (n = 39). Data are presented as means ± SD (B,C). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;
**** p < 0.0001 by the Mann–Whitney U-test (B,C).

2.4. Statistical Analysis
Differences between two groups were evaluated by the Mann–Whitney U-test or

Wilcoxon signed-rank test. Differences between more than two groups were evaluated
by the Kruskal–Wallis with Dunn’s multiple comparison test. Correlations were assessed
using Spearman’s analysis. All analyses were performed using Prism software version 7
(Graph Pad, San Diego, CA, USA). Statistical analysis and data visualization were carried
out using Prism software version 7 and R software packages gplots::heatmap.2 and ggplots.
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Data files generated from the CyTOF analysis were subjected to a dimension reduction
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be presented in two dimensions while retaining the multidimensional data structure [24].
For viSNE analysis, 15,000 total NK cells from each donor were included and the data were
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Figure 1. Frequencies of immune cells in HCC patients. (A) Mass cytometry gating scheme used to identify the peripheral
blood immune cell subsets investigated here. Arrows indicate the gating sequence. (B) Summary of the frequency
frequencies of the indicated immune cell populations isolated from healthy volunteers (HVs) (n = 8) and HCC patients
(n = 39). (C) Percentages of CD56dim NK cells and CD56bright NK cells among total peripheral blood mononuclear cells
from HVs (n = 8) and HCC patients (n = 39). Data are presented as means ± SD (B,C). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;
**** p < 0.0001 by the Mann–Whitney U-test (B,C).

2.4. Statistical Analysis
Differences between two groups were evaluated by the Mann–Whitney U-test or

Wilcoxon signed-rank test. Differences between more than two groups were evaluated
by the Kruskal–Wallis with Dunn’s multiple comparison test. Correlations were assessed
using Spearman’s analysis. All analyses were performed using Prism software version 7
(Graph Pad, San Diego, CA, USA). Statistical analysis and data visualization were carried
out using Prism software version 7 and R software packages gplots::heatmap.2 and ggplots.
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1.2 肝がん患者において、CD160+ Siglec-7+ CD49a- CD56dim NK細胞の減少、および

Siglec-10、ILT2、およびPD-1の発現を伴う CD160- Siglec-7- CD49a+ CD56dim NK細胞

の増加を認めた 

 次に、表5に示すパネル2を使用して、肝がん患者と健常者の間で末梢血CD56dim 

NK細胞上の32個の表面マーカーの発現パターンを比較した。8人の肝がん患者と 8

人の健常者における32個の表面マーカーのそれぞれの発現をヒートマップで示し、

デンドログラムを作成し階層的クラスタリング解析を行った(図8)。肝がん患者と健

常者は異なるクラスターに分類された。肝がん患者および健常者のPBMCを用いた

CyTOF分析の代表的なviSNEプロットを図 9Aに示し、その等高線プロットを図 9B

に、群間比較のドットプロットを図 9Cに示した。赤い円で示した部は肝がん患者に

は存在しない、健常者特有のCD56dim NK細胞の亜集団であり、その特徴はCD160+ 

Siglec-7+ CD49a-であった。一方、青い円で示した部は肝がん患者に特徴的に存在す

るCD56dim NK細胞の亜集団であり、その特徴はCD160- Siglec-7- CD49a+であり、その

一部は Siglec-10、ILT2、またはPD-1を発現していた。 Gallazziらは炎症性および

血管新生促進性の特徴を有する末梢血CD49a+ CD56bright NK細胞は、前立腺癌の患者で

増加することを報告したが(Gallazzi M et al., 2020)、本研究では末梢血CD49a+ 

CD56dim NK細胞も増加し、肝がん患者の抑制性マーカー(Siglec-10、ILT2、および

PD-1)を発現することを同定した。CD56dim NK細胞におけるCD160、Siglec-7、

NKp46、およびNKp30の発現レベルと頻度は、健常者と比較して肝がん患者で有意に

減少し、CD49a、ILT2、およびPD-1の発現レベルと頻度が増大した(図 9)。その他の

表面マーカーは肝がん患者と健常者の間で有意差を示さなかった(図 10)。要約する

と、CD160、Siglec-7、NKp46、NKp30の発現の減少、および ILT2とPD-1による

CD49aの発現の増加は、肝がん患者の末梢血CD56dim NK細胞特有の特徴であった。 

CD160+ CD56dim NK細胞の頻度は、Silgec-7+、NKp46+、およびNKp30+ CD56dim NK細胞

の頻度と正の相関を認めた(図 11)。また、CD49a+ CD56dim NK細胞の頻度は、Siglec-

10+、および ILT2+ CD56dim NK細胞の頻度と正の相関を認めた(図 11)。これらのデー

タは、CD160およびCD49aが、肝がん患者における末梢CD56dim NK細胞の活性化およ

び抑制性表現型の代理マーカーであることを示唆していた。 
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図8 末梢血CD56dim NK細胞の表面マーカーの階層的クラスタリング解析 

肝がん患者(n=8)(縦軸：橙)および健常者(n=8)(縦軸：緑)の末梢血CD56dim NK細胞の

表面マーカーの発現(横軸)のヒートマップおよびデンドログラムを用いた階層的クタ

スタリング解析を示した。青で囲われた領域は肝がん患者で発現が亢進している部

で、赤く囲われた領域は健常者で発現が亢進している部を表している。それぞれ丸が

ついているマーカーは肝がん患者と健常者の発現で有意差を認めたマーカーを示し

た。 
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Figure 2. Phenotypic characterization of peripheral CD56dim NK cells from HCC patients. (A) Heatmap and hierarchical
clustering of the surface marker expression on CD56dim NK cells (CD45+CD3-CD14-CD19-CD56dim) from HCC patients
and healthy volunteers (HVs). Each expression level was scaled through samples and z scores were used for the color
scale. The horizontal axis represents 32 surface markers on CD56dim NK cells. The vertical axis represents samples of HCC
patients and HVs. The heatmap indicates the deviation score of expression levels of surface markers in any sample. The
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図 9 肝がん患者および健常者の末梢血CD56dim NK細胞の表面マーカー 

末梢血CD56dim NK細胞の表面マーカーを肝がん患者(n=8)と健常者(n=8)で比較した。

(A)代表的なviSNEプロットを示した。カラースケールは各表面マーカー発現強度を

赤(高)〜青(低)で示している。赤い円は健常者で、青い円は肝がん患者で特異的に検

出された亜集団を示している。(B)代表的なマスサイトメトリープロットを示した。

(C)肝がん患者と健常者の各表面マーカーの発現強度(MSI)を比較した。(D)肝がん患

者と健常者の各表面マーカーの発現頻度を比較した。それぞれのグラフは個別のデー

タと平均値を示した。* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001。 
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Figure 2. Phenotypic characterization of peripheral CD56dim NK cells from HCC patients. (A) Heatmap and hierarchical
clustering of the surface marker expression on CD56dim NK cells (CD45+CD3-CD14-CD19-CD56dim) from HCC patients
and healthy volunteers (HVs). Each expression level was scaled through samples and z scores were used for the color
scale. The horizontal axis represents 32 surface markers on CD56dim NK cells. The vertical axis represents samples of HCC
patients and HVs. The heatmap indicates the deviation score of expression levels of surface markers in any sample. The
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図 10 肝がん患者および健常者の末梢血CD56dim NK細胞のその他の表面マーカー 

末梢血CD56dim NK細胞の各表面マーカーの発現強度(MSI)を肝がん患者(n=8)および健

常者(n=8)で比較した。それぞれのグラフは個別のデータと平均値を示した。 
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図 11 末梢血CD56dim NK細胞の表面マーカー同士の相関関係 

末梢血CD56dim NK細胞におけるCD160と Siglec-7、NKp46、NKp30、CD49a、Siglec-

10、ILT-2、およびPD-1の発現頻度の相関を示した。p値と相関係数(r)は、スピア

マンの相関検定によって算定した。 
 
1.3 肝がん患者において Siglec-10および ILT2発現を伴う末梢血CD49a+ CD56bright 

NK細胞の増加を認めた 

 次に、先ほどの表5で示したパネル2を使用して、肝がん患者と健常者の間で末梢

血CD56bright NK細胞上の32個の表面マーカーの発現パターンを同様に比較した。肝

がん患者と健常者は異なるクラスターに分類されなかった(図 12)。NKp46発現の減少

とCD49a、Siglec-10、および ILT2の発現の増加は、肝がん患者の末梢血CD56bright 

NK細胞の特徴であった(図 13A〜図 13C)。CD56dim NK細胞とは異なり、CD160または

Siglec-7陽性のCD56bright NK細胞の頻度は、肝がん患者では減少しなかった(図 13A

〜図 13C)。その他の表面マーカーは肝がん患者と健常者の間で有意差を示さなかっ

た(図 14)。健常者のデータとの比較から、末梢血CD56bright NK細胞は、末梢血CD56dim 
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Figure 2. Phenotypic characterization of peripheral CD56dim NK cells from HCC patients. (A) Heatmap and hierarchical
clustering of the surface marker expression on CD56dim NK cells (CD45+CD3-CD14-CD19-CD56dim) from HCC patients
and healthy volunteers (HVs). Each expression level was scaled through samples and z scores were used for the color
scale. The horizontal axis represents 32 surface markers on CD56dim NK cells. The vertical axis represents samples of HCC
patients and HVs. The heatmap indicates the deviation score of expression levels of surface markers in any sample. The
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NK細胞よりも低いCD160および Siglec-7発現レベルを示した(図 15)。SunらはHCC

組織における肝内 CD49a+ CXCR6+ NK細胞の蓄積を報告している(Sun et al., 

2019b)。また、Gallazzらは炎症性および血管新生促進性の特徴を有する末梢血

CD49a+ CD56bright NK細胞は、前立腺癌の患者で増加することを報告している

(Gallazzi M et al., 2020)。ここでは、末梢血CD49a+ CD56bright NK細胞が増加し、

肝がん患者で抑制性マーカーである Siglec-10と ILT2が発現していることを同定し

た。 

 なお、これらの結果を得る前にパイロット研究として、パネル1で測定した検体の

一部を用いて、末梢血CD56dim NK細胞およびCD56bright NK細胞表面の各種免疫チェッ

クポイント分子(TIGIT, TIM-3, PD-1, LAG-3)、および Siglec-7, -9, -10の発現を

TACE治療前後で検証したが、いずれも有意差を認めなかった(図 16)。 
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図 12 末梢血CD56bright NK細胞の表面マーカーの階層的クラスタリング解析 

肝がん患者(n=8)(縦軸：橙)および健常者(n=8)(縦軸：緑)の末梢血CD56bright NK細胞

の表面マーカーの発現(横軸)のヒートマップおよびデンドログラムを用いた階層的ク

タスタリング解析を示した。それぞれ丸がついているマーカーは肝がん患者と健常者

の発現で有意差を認めたマーカーを示した。 

 
Figure S1. Phenotypic characterization of peripheral CD56brightNK cells from HCC patients. (A) Heatmap for hierarchical 
cluster analysis. The horizontal axis represents 32 surface markers on CD56brightNK cells. The vertical axis represents sam-
ples of HCC patients and healthy volunteers (HVs). The heat map indicates the deviation score of expression levels of 
surface markers in any sample. The blue region represents the downregulated markers and the red region represents the 
upregulated markers. Red circles indicate the surface markers which were expressed highly on CD56dimNK cells from HVs 
than those from HCC patients (NKp46). Blue circles indicate the surface markers which were expressed highly CD56dimNK 
cells from HCC patients than those from HVs (CD49a, Sigle-10 and ILT2). (B) Representative mass cytometry plots, (C) 
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図 13 肝がん患者および健常者の末梢血CD56bright NK細胞の表面マーカー 

末梢血CD56bright NK細胞の表面マーカーを肝がん患者(n=8)と健常者(n=8)で比較し

た。(A)代表的なマスサイトメトリープロットを示した。(B)肝がん患者と健常者の各

表面マーカーの発現強度(MSI)を比較した。(C)肝がん患者と健常者の各表面マーカー

の発現頻度を比較した。それぞれのグラフは個別のデータと平均を示した。* p < 0.05; 
** p < 0.01; *** p < 0.001。 

 
Figure S1. Phenotypic characterization of peripheral CD56brightNK cells from HCC patients. (A) Heatmap for hierarchical 
cluster analysis. The horizontal axis represents 32 surface markers on CD56brightNK cells. The vertical axis represents sam-
ples of HCC patients and healthy volunteers (HVs). The heat map indicates the deviation score of expression levels of 
surface markers in any sample. The blue region represents the downregulated markers and the red region represents the 
upregulated markers. Red circles indicate the surface markers which were expressed highly on CD56dimNK cells from HVs 
than those from HCC patients (NKp46). Blue circles indicate the surface markers which were expressed highly CD56dimNK 
cells from HCC patients than those from HVs (CD49a, Sigle-10 and ILT2). (B) Representative mass cytometry plots, (C) 
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図 14 肝がん患者および健常者の末梢血CD56bright NK細胞の表面マーカー 

末梢血CD56bright NK細胞の各表面マーカーの発現強度(MSI)を肝がん患者(n=8)および

健常者(n=8)で比較した。それぞれのグラフは個別のデータと平均を示した。 
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図 15 末梢血CD56dimおよびCD56bright NKの表面マーカーの発現強度の比較 

肝がん患者および健常者の末梢血CD56dimおよびCD56brightNK細胞におけるCD160、

Siglec-7、NKp46、NKp30、CD49a、Siglec-10、ILT2およびPD-1の発現強度(MSI)の

比較を示した。* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001。  
  

 
2 

quantification (MSI) and (D) percentages (%)of CD160, Siglec-7, NKp46, NKp30, CD49a, Siglec-10, ILT2 and PD-1 expres-
sions on CD56brightNK cells from HCC patients (n=8) and HVs (n=8). Data are presented as individual values with a mean 
line. *, p< 0.05; **, p< 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001 by the MannȮWhitney U-test. Red and blue lines indicate activating 
and inhibitory receptors. 

 

Figure S2. Comparison of CD160, Siglec-7, NKp46, NKp30, CD49a, Siglec-10, ILT2 and PD-1 expression levels between 
peripheral CD56dim and CD56brightNK cells in HVs and HCC patients. Quantification of CD160, Siglec-7, NKp46, NKp30, 
CD49a, Siglec-10, ILT2 and PD-1 expressions (MSI) on peripheral CD56dim and CD56brightNK cells. *, p< 0.05; **, p< 0.01; ***, 
p< 0.001 by Wilcoxon signed-rank test. dim, CD56dimNK cells; bright, CD56brightNK cells; HV, healthy volunteer; HCC, 
patients with hepatocellular carcinoma. 
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図 16 肝癌患者のNK 細胞表面マーカーの治療前後の変化 
肝がん患者(HCC=30)の末梢血CD56dimおよびCD56brightNK細胞における TACE治療前後の

各種免疫チェックポイント分子および Siglecの発現を比較した。それぞれのグラフ

は個別のデータを示し、同一患者を線で繋いだ。 

  

TIGIT Tim3 PD1 LAG3 Siglec7 Siglec9 Siglec10
0.1

1

10

100

NKdim marker TACE前後　n=30 data

TACE前
TACE後

%



 

31 

2. 肝がん患者の肝臓組織におけるNK細胞 

2.1 肝がん患者の癌部組織においてCD56dim NK細胞の頻度の減少を認めた 

 まず、肝がん患者における癌部組織(Ca)および隣接する非癌部組織(NCa)からの肝

内 NK細胞の違いを明らかにした。16人の肝がん患者でNCa-NK細胞とCa-NK細胞の

それぞれの頻度を検証した(表3)。Ca-CD56dim NK細胞の頻度は、これまでにも報告さ

れたように(Cai et al., 2008)、NCa-CD56dim NK細胞の頻度と比較して減少していた

が、CD56bright NK細胞の頻度は同等であった(図 17)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 17 CD56dimおよびCD56bright NK細胞の肝臓組織内での頻度の比較 

肝がん患者の癌部(Ca)および非癌部(NCa)組織における、CD56dimおよびCD56bright NK細

胞の頻度を比較した。それぞれのグラフは個別のデータを示し、同一患者を線で繋い

だ。** p < 0.01。 
 

2.2 肝がん患者において Siglec-10、ILT2、PD-1およびCX3CR1の発現を伴う腫瘍内

CD49a+ CD56dim NK細胞の増加を認めた 

 次に、肝がん患者(n=16)でパネル2を使用して、Ca-CD56dim NK細胞とNCa-CD56dim 

NK細胞において32個の表面マーカーの発現パターンを比較した。図 18は、NCa-

CD56dim NK細胞と比較したCa-CD56dim NK細胞の MSIの対数変化を示している。2B4の

発現はCa-CD56dim NK細胞で減少した(図 19)。逆に、CD49aはこれまで報告されたよ

うにCa-CD56dim NK細胞で高度に発現された(図 19)(Sun et al., 2019b)。CD49aに加

えて、Siglec-10、ILT2、PD-1、CX3CR1の発現レベルおよび頻度がCa-CD56dim NK細

胞で有意に増加していることを同定した(図 19)。その他の表面マーカーは癌部と非

癌部の間で有意差を示さなかった(図 20)。CD49a+ Ca-CD56dim NK細胞の割合は、

Siglec-10+およびCX3CR1+ Ca-CD56dim NK細胞の割合と正の相関を認めたが、ILT2+お

よびPD-1+ Ca-CD56dim NK細胞の割合とは正の相関を認めなかった(図 21)。CD49a、

Siglec-10、およびCX3CR1はHCC組織で共発現していた。NK細胞はケモカイン受容
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Figure 3. Phenotypic characterization of intrahepatic CD56dim NK cells from HCC tissues. (A) Percentages of intrahepatic
CD56dim NK cells (CD45+CD3�CD14�CD19�CD56dim) and CD56bright NK cells (CD45+CD3�CD14�CD19�CD56bright)
from HCC tissue (Ca) and non-cancerous adjacent liver tissue (NCa) in 16 HCC patients. ** p < 0.01; *** p < 0.001 by the
paired t-test. (B) Relative expression of surface markers on Ca-CD56dim NK cells and NCa-CD56dim NK cells (n = 16). The
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Figure 3. Phenotypic characterization of intrahepatic CD56dim NK cells from HCC tissues. (A) Percentages of intrahepatic
CD56dim NK cells (CD45+CD3�CD14�CD19�CD56dim) and CD56bright NK cells (CD45+CD3�CD14�CD19�CD56bright)
from HCC tissue (Ca) and non-cancerous adjacent liver tissue (NCa) in 16 HCC patients. ** p < 0.01; *** p < 0.001 by the
paired t-test. (B) Relative expression of surface markers on Ca-CD56dim NK cells and NCa-CD56dim NK cells (n = 16). The
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体 CCR1、CCR2、CCR5、CXCR3、CXCR4、CX3CR1を発現し、炎症部位と腫瘍微小環境に

移動する(Bernardini et al., 2016)。CX3CR1のリガンドであるCX3CL1(フラクタル

カイン)はHCC細胞によって産生されるため、CX3CR1+ NK細胞は腫瘍微小環境に蓄積

する可能性が考えられる(Miao et al., 2020)。 

続いて、Ca-CD56bright NK細胞とNCa-CD56bright NK細胞において32個の表面マーカ

ーの発現パターンを比較した。図 22は、NCa-CD56bright NK細胞の MSIに対する、Ca-

CD56bright NK細胞の32個の表面マーカーの MSIの対数変化を示している。NCa-

CD56bright NK細胞と比較してCa-CD56bright NK細胞では2B4の減少とCX3CR1の発現の

増加が認められた(図 23)。NKp30の発現レベルと頻度は、以前に報告されたように

(Mantovani et al., 2019; Zecca et al., 2021)、NCa-CD56bright NK細胞と比較して

Ca-CD56bright NK細胞で増加した(図 23)。その他の表面マーカーは癌部と非癌部の間

で有意差を示さなかった(図 24)。 

 

 
図 18 癌部/非癌部におけるCD56dim NK細胞の表面マーカーの相対的発現 

肝がん患者(n=16)のCD56dim NK細胞の表面マーカーにおける非癌部に対する癌部の相

対的な発現を示した。縦軸はNCa-CD56dim NK細胞に対するCa-CD56dim NK細胞の発現強

度(MSI)の対数変化を、横軸は各種表面マーカーを示している。それぞれのボックス

プロットは Tukeyの手法を用いて中央値、四分位範囲、および1.5IQRの最大最小値

を示した。 
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Figure 3. Phenotypic characterization of intrahepatic CD56dim NK cells from HCC tissues. (A) Percentages of intrahepatic
CD56dim NK cells (CD45+CD3�CD14�CD19�CD56dim) and CD56bright NK cells (CD45+CD3�CD14�CD19�CD56bright)
from HCC tissue (Ca) and non-cancerous adjacent liver tissue (NCa) in 16 HCC patients. ** p < 0.01; *** p < 0.001 by the
paired t-test. (B) Relative expression of surface markers on Ca-CD56dim NK cells and NCa-CD56dim NK cells (n = 16). The
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図 19 肝臓組織内におけるCD56dim NK細胞の表面マーカーの比較 

肝がん患者(n=16)の肝臓組織内(癌部および非癌部)のCD56dim NK細胞の表面マーカー

を比較した。(A)代表的なマスサイトメトリープロットを示した。(B)癌部および非癌

部の各表面マーカーの発現強度(MSI)を比較した。(C)癌部および非癌部の各表面マー

カーの発現頻度を比較した。赤い線のマーカーは活性化マーカーを、青い線、緑の線

はそれぞれ抑制性マーカー、ケモカインレセプターである事を示している。それぞれ

のグラフは個別のデータを示し、同一患者を線で繋いだ。* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 
0.001; **** p < 0.0001。 
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Figure 3. Phenotypic characterization of intrahepatic CD56dim NK cells from HCC tissues. (A) Percentages of intrahepatic
CD56dim NK cells (CD45+CD3�CD14�CD19�CD56dim) and CD56bright NK cells (CD45+CD3�CD14�CD19�CD56bright)
from HCC tissue (Ca) and non-cancerous adjacent liver tissue (NCa) in 16 HCC patients. ** p < 0.01; *** p < 0.001 by the
paired t-test. (B) Relative expression of surface markers on Ca-CD56dim NK cells and NCa-CD56dim NK cells (n = 16). The
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図 20 肝臓組織内におけるCD56dim NK細胞の表面マーカーの比較 

肝がん患者(n=16)の肝臓組織内(癌部および非癌部)のCD56dim NK細胞の表面マーカー

の発現強度(MSI)を比較した。それぞれのグラフは個別のデータを示し、同一患者を

線で繋いだ。 
 
 

 

図 21 癌部組織のCD56dim NK細胞におけるマーカー同士の相関 

肝がん患者(n=16)の癌部組織のCD56dim NK細胞におけるCD49aと Siglec-10、ILT2、

PD-1、CX3CR1、CD160、Siglec-7、NKp46、NKp30および2B4の発現頻度の相関を示し

た。p値と相関係数(r)は、スピアマンの相関検定によって算定した。 
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Figure 3. Phenotypic characterization of intrahepatic CD56dim NK cells from HCC tissues. (A) Percentages of intrahepatic
CD56dim NK cells (CD45+CD3�CD14�CD19�CD56dim) and CD56bright NK cells (CD45+CD3�CD14�CD19�CD56bright)
from HCC tissue (Ca) and non-cancerous adjacent liver tissue (NCa) in 16 HCC patients. ** p < 0.01; *** p < 0.001 by the
paired t-test. (B) Relative expression of surface markers on Ca-CD56dim NK cells and NCa-CD56dim NK cells (n = 16). The



 

35 

 
図 22 癌部/非癌部におけるCD56bright NK細胞の表面マーカーの相対的発現 

肝がん患者(n=16)のCD56bright NK細胞の表面マーカーにおける非癌部に対する癌部の

相対的な発現を示した。縦軸はNCa-CD56dim NK細胞に対するCa-CD56bright NK細胞の発

現強度(MSI)の対数変化を、横軸は各種表面マーカーを示している。それぞれのボッ

クスプロットは Tukeyの手法を用いて中央値、四分位範囲、および1.5IQRの最大最

小値を示した。 
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Figure S3. Phenotypic characterization of intrahepatic CD56brightNK cells from HCC patients. (A) The relative expression 
of the surface markers on Ca-CD56brightNK cells and NCa-CD56brightNK cells (n=16). The horizontal axis indicates log fold 
changes of MSI in Ca-CD56brightNK cells with respect to in NCa-CD56brightNK cells. All boxplots show median, 1.5 Inter-
Quartile Range (IQR) and upper and lower quantile. (B) Quantification (MSI) and frequency (%) of NKp30, 2B4, CD49a, 
Siglec-10, ILT2, PD-1 and CX3CR1 expressions on Ca-CD56brightNK cells and NCa-CD56brightNK cells. *, p< 0.05; **, p< 0.01 
by paired t-test. IHL, intrahepatic lymphocyte; Ca, HCC tissues; NCa, noncancerous adjacent liver tissues. Red, blue, green 
lines indicate activating, inhibitory and chemokine receptors, respectively. 
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図 23 肝臓組織内におけるCD56bright NK細胞の表面マーカーの比較 

肝がん患者(n=16)の肝臓組織内(癌部および非癌部)のCD56bright NK細胞の表面マーカ

ーを比較した。(A)癌部および非癌部の各表面マーカーの発現強度(MSI)を比較した。

(B)癌部および非癌部の各表面マーカーの発現頻度を比較した。それぞれのグラフは

個別のデータを示し、同一患者を線で繋いだ。赤い線のマーカーは活性化マーカー

を、青い線、緑の線はそれぞれ抑制性マーカー、ケモカインレセプターである事を示

している。* p < 0.05; ** p < 0.01。 
 

 

図 24 肝臓組織内におけるCD56bright NK細胞の表面マーカーの比較 

肝がん患者(n=16)の肝臓組織内(癌部および非癌部)のCD56bright NK細胞の各表面マー

カーの発現強度(MSI)を比較した。それぞれのグラフは個別のデータを示し、同一患

者を線で繋いだ。 
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Figure S3. Phenotypic characterization of intrahepatic CD56brightNK cells from HCC patients. (A) The relative expression 
of the surface markers on Ca-CD56brightNK cells and NCa-CD56brightNK cells (n=16). The horizontal axis indicates log fold 
changes of MSI in Ca-CD56brightNK cells with respect to in NCa-CD56brightNK cells. All boxplots show median, 1.5 Inter-
Quartile Range (IQR) and upper and lower quantile. (B) Quantification (MSI) and frequency (%) of NKp30, 2B4, CD49a, 
Siglec-10, ILT2, PD-1 and CX3CR1 expressions on Ca-CD56brightNK cells and NCa-CD56brightNK cells. *, p< 0.05; **, p< 0.01 
by paired t-test. IHL, intrahepatic lymphocyte; Ca, HCC tissues; NCa, noncancerous adjacent liver tissues. Red, blue, green 
lines indicate activating, inhibitory and chemokine receptors, respectively. 
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3. 肝がん患者における末梢血および肝臓組織内のNK細胞の比較 

 最後に、肝がん患者の末梢血および肝内 NK細胞間の表現型の違いを検証した。肝

がん患者(n=8)の末梢血NK細胞、肝内 NCa-NK細胞、およびCa-NK細胞の32個の表面

マーカーを比較した。末梢血NK細胞はCD160+ Siglec-7+ DNAM-1+表現型を示した(図

25A、赤い円)。CD160、Siglec-7、DNAM-1に加えて、CD94、CD96、KIR2DL1、

KIR2DL2、NKG2C、LAG3、TIM-3、およびNKp30の発現レベルは、NCa-NK細胞よりも末

梢血NK細胞の方が高かった(図 25B、Cおよび図 26)。肝内 NK細胞は、局在に関係な

くCD69およびNKG2Dを高度に発現していた(図 25A、青い円)。CD49aおよびCX3CR1

の発現レベルは、末梢血NK細胞よりも肝内 NK細胞の方が高く、非癌部組織よりも癌

部組織で多く発現していた(図 25B、C)。また、これらの表面マーカーと肝がん患者

の腫瘍因子や患者背景、肝機能などの臨床データとの相関では、末梢血CD56dim NK細

胞において、Siglec-10発現レベルは腫瘍サイズ(Tステージ)と正の相関を認めた(図

27)。 
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図 25 肝がん患者の末梢血および肝内 NK細胞間の表現型の比較 

(A)末梢血および肝内 NK細胞の代表的なviSNEプロットを示した。カラースケールは

各表面マーカー発現強度を赤(高)〜青(低)で示している。赤い円はPBMCで、青い円

は肝臓内で発現の多い亜集団を示している。(B)代表的なヒストグラムを示した。(C) 

末梢血および肝内 NK細胞の各表面マーカーの発現強度(MSI)を比較した。それぞれの

グラフは個別のデータと平均を示した。* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001。 
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Figure 4. Comparison of phenotypic characterization between peripheral and intrahepatic NK cells from HCC patients.
(A) Representative viSNE plots of peripheral and intrahepatic NK cells (CD45+CD3�CD14�CD19�CD56+) from HCC
patients. Each panel shows expression of the indicated surface protein. The color scale indicates a gradient of high (red) to
low (blue) expression of the relevant protein. PBMC, peripheral blood mononuclear cell; NCa, intrahepatic lymphocytes
from non-cancerous adjacent liver tissues; Ca, intrahepatic lymphocytes from HCC tissues. (B) Representative histograms
showing expression of the indicated cell surface protein in peripheral and intrahepatic NCa-and Ca-NK cells from HCC
patients. (C) Quantification of CD160, Siglec-7, DNAM1, CD69, NKG2D, CD49a, CX3CR1, Siglec-10, ILT2, and PD-1
expression (MSI) on peripheral, intrahepatic NCa- and Ca-NK cells. * p < 0.05; ** p < 0.01 by the Kruskal–Wallis test with
Dunn’s multiple comparison test.

4. Discussion
Mass cytometric analysis of immune cells enables analysis of multiple surface and

intracellular molecules simultaneously at a single cell level. In this study, we performed
comprehensive analysis of surface markers on peripheral and intrahepatic NK cells to
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Figure 4. Comparison of phenotypic characterization between peripheral and intrahepatic NK cells from HCC patients.
(A) Representative viSNE plots of peripheral and intrahepatic NK cells (CD45+CD3�CD14�CD19�CD56+) from HCC
patients. Each panel shows expression of the indicated surface protein. The color scale indicates a gradient of high (red) to
low (blue) expression of the relevant protein. PBMC, peripheral blood mononuclear cell; NCa, intrahepatic lymphocytes
from non-cancerous adjacent liver tissues; Ca, intrahepatic lymphocytes from HCC tissues. (B) Representative histograms
showing expression of the indicated cell surface protein in peripheral and intrahepatic NCa-and Ca-NK cells from HCC
patients. (C) Quantification of CD160, Siglec-7, DNAM1, CD69, NKG2D, CD49a, CX3CR1, Siglec-10, ILT2, and PD-1
expression (MSI) on peripheral, intrahepatic NCa- and Ca-NK cells. * p < 0.05; ** p < 0.01 by the Kruskal–Wallis test with
Dunn’s multiple comparison test.

4. Discussion
Mass cytometric analysis of immune cells enables analysis of multiple surface and

intracellular molecules simultaneously at a single cell level. In this study, we performed
comprehensive analysis of surface markers on peripheral and intrahepatic NK cells to
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図 26 肝がん患者の末梢血および肝内 NK細胞の表面マーカーの比較 

末梢血および肝内 NK細胞の各表面マーカーの発現強度(MSI)を比較した。それぞれの

データは個別のデータと平均を示した。* p < 0.05; ** p < 0.01。 

 

 

図 27 CD56dimNK細胞での Siglec-10発現とHCC患者の T因子との相関 

肝がん患者(n=8)における末梢血CD56dimNK細胞での Siglec-10の発現強度(MSI)と

TNM分類における T因子との相関を示した。p値と相関係数(r)は、スピアマンの相関

検定によって算定した。T因子は日本肝癌研究会が定めた原発性肝癌取扱い規約(第6

版)に則った。①腫瘍個数:単発である、②腫瘍径が2cm以下である③脈管侵襲が無い

(Vp0, Vv0, B0)の内、 T1：①②③の全て合致、T2：2項目合致、T3：いずれか 1項

目合致、T4：全て合致せず、もしくは破裂肝細胞癌。 
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考察 

 免疫細胞のマスサイトメトリー分析により、単一細胞レベルでの複数の表面タンパ

ク分子と細胞内タンパク分子を同時に分析する事が可能となった。本研究では、HCC

に対する潜在的な新しい免疫療法の標的となる受容体を探索するために、末梢血およ

び肝内 NK細胞の表面マーカーの包括的な分析を施行した。肝がん患者の末梢血

CD56dim NK細胞は、CD160、Siglec-7、NKp46、およびNKp30の発現が低下していたこ

とを同定した(図8〜図 11および図 28)。Siglec-10、ILT2、およびPD-1を共発現す

るCD49a+ CD56dim NK細胞からなる肝がん患者特有のNK細胞の新規亜集団を同定した

(図8〜図 11および図 28)。このような亜集団である、Siglec-10、ILT2、およびPD-

1を含む CD49a+ CD56dim NK細胞は、非癌部組織または末梢血からの同じ表現型の

CD56dim NK細胞と比較して、癌部組織でCX3CR1をより発現していた。 

免疫細胞の特徴的な亜集団を特定することにはいくつかの利点があり、そのひと

つは細胞機能と臨床状態が密接に相関している事である。肝がん患者の実臨床では、

特にPBMCにおけるこのような亜集団は、癌の発生と再発、または治療的介入の有効

性を監視するためのバイオマーカーとして機能する可能性がある。この研究では、末

梢血CD56dim NK細胞上のCD160およびCD49aが、それぞれ既知の活性化または抑制性

分子と有意に相関しており、それぞれサロゲートマーカーの候補であることを示して

いる(図 11)。 

 

 

図 28 肝がん患者の末梢血および肝内 CD56dimNK細胞における表現型の変化 

健常者の末梢血CD56dim NK細胞を対照として、肝がん患者の末梢血、癌部および非癌

部のCD56dim NK細胞の表面マーカーの違いを示した。 
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explore potential new immunotherapeutic targets against HCC. We found that peripheral
CD56dim NK cells from HCC patients showed decreased expression of CD160, Siglec-7,
NKp46, and NKp30 (Figures 2 and 5). We identified a novel subpopulation of NK cells in
HCC patients, which consist of CD49a+CD56dim NK cells that co-express Siglec-10, ILT2,
and PD-1 (Figures 2 and 5). Such a subpopulation, CD49a+CD56dim NK cells with Siglec-10,
ILT2, and PD-1, additively express CX3CR1 more in HCC tissue compared with CD56dim

NK cells with the same phenotype from non-cancerous live tissues or peripheral blood
(Figures 3–5).
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Figure 5. Summary of phenotypic alterations in peripheral and intrahepatic CD56dim NK cells from HCC patients. CD56dim,
CD56dim NK cells; pHV, in the peripheral blood of healthy volunteers; pHCC, in the peripheral blood of HCC patients;
NCa, from noncancerous adjacent liver tissues; Ca, in HCC tissues.

There are several advantages in identifying signature molecules of immune cells,
which closely correlate to cellular functions, and hopefully, with the clinical status. In the
clinical settings of HCC, such molecules, especially in PBMCs, may serve as biomarkers to
monitor the occurrence and recurrence of cancer or the efficacy of therapeutic interventions.
In this study, we showed that CD160 and CD49a on peripheral CD56dim NK cells were
candidates of such signature molecules, because each of them was significantly correlated
to known activation or inhibitory molecules, respectively (Figure 2F).

CD160 is expressed specifically on NK cells with the most potent cytotoxic func-
tion [30] and is essential for IFN-� production [31]. Decreased CD160 expression has been
reported in peripheral NK cells from chronic hepatitis B patients [32] and in intratumor
NK cells from HCC patients [33]. High CD160 expression on intratumor NK cells is associ-
ated with a good prognosis of HCC patients with liver resection [33]. Here, we showed
that CD160 was clearly downregulated and positively correlated to activating receptors
(Siglec-7, NKp46, and NKp30) in peripheral CD56dim NK cells from HCC patients. HCC
patients enrolled for analysis of peripheral NK cells in this study, all had liver cirrhosis
(Table S3). Thus, it is possible that the downregulation of CD160 on peripheral CD56dim NK
cells might result from systemic immune exhaustion due to HCC-bearing liver cirrhosis.
Investigating the unknown mechanism that underlies downregulation of these activating
receptors might improve the prognosis of HCC patients.

CD49a, integrin ↵1�1, is a marker for liver-resident NK cells (CD49a+CXCR6+NKG2C+

CD16�) [34]. Moreover, intrahepatic CD49a+ NK cells reflect a regulatory and angiogenetic
phenotype, and accumulation of CD49a+ NK cells in the tumor microenvironment is
associated with a poor prognosis of patients with HCC [22,29]. We identified a novel
subpopulation of NK cells by mass cytometry, which significantly increased in patients
with HCC, the phenotypes of which was CD49a+CD56dim NK cells with Siglec-10, ILT2,
and PD-1 (Figures 2, 3 and 5). Such a subpopulation of NK cells was found not only
in the liver, but also in the periphery of HCC patients compared with HVs (Figures 2
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CD160はNK細胞に特異的に発現し最も強力な細胞毒性機能を持ち(Maïza et al., 

1993)、IFN-γ産生に不可欠である(Tu et al., 2015)。CD160発現の低下は、慢性 B

型肝炎患者の末梢血NK細胞(Marotel et al., 2021)および肝がん患者の腫瘍内 NK細

胞(Sun et al. 2015)で報告されている。腫瘍内 NK細胞でのCD160の高発現は、肝切

除を伴う肝がん患者の良好な予後と関連している(Sun et al. 2018)。本研究では、

CD160が明らかにダウンレギュレーションされ、肝がん患者の末梢血CD56dim NK細胞

の活性化受容体である Siglec-7、NKp46、およびNKp30と正の相関があることを示し

た。本研究で末梢血NK細胞の分析に登録された肝がん患者は、すべて肝硬変を患っ

ていた(表2)。したがって、末梢血CD56dim NK細胞上のCD160のダウンレギュレーシ

ョンは、HCCを伴う肝硬変による全身性免疫消耗に起因する可能性がある。これらの

活性化受容体のダウンレギュレーションの根底にある未知のメカニズムを調査するこ

とは、肝がん患者の予後を改善する可能性があると考える。 

CD49a(インテグリンα1)はLiver-resident NK細胞(CD49a+ CXCR6+ NKG2C+ CD16-)

のマーカーである(Marquardt et al., 2015)。さらに、肝内 CD49a+ NK細胞は、抑制

性および血管新生の表現型を反映しており、腫瘍微小環境におけるCD49a+ NK細胞の

蓄積は、肝がん患者の予後不良との関連が報告されている(Sun et al., 2019b; 

Zecca et al., 2021)。本研究では、マスサイトメトリーによってNK細胞の新規亜集

団を同定した。これは、肝がん患者で有意に増加し、その表現型は、Siglec-10、

ILT2、およびPD-1を含む CD49a+ CD56dim NK細胞であった(図 5〜11、図 18〜21およ

び図 28)。このようなNK細胞の亜集団は、肝臓だけでなく、HVと比較して肝がん患

者の末梢血にも見られた(図 5〜図 11および図 28)。したがって、肝がん患者では、

バイオマーカーとしての末梢血NK細胞に対するCD160およびCD49aのさらなる検証

が必要である。肝硬変の肝がん患者における末梢血CD56dim NK細胞のこれらの表現型

の変化(図 5-10)は、肝硬変そのもの、もしくはHCC自体によって誘発される可能性

がある。そのため、末梢血CD56dim NK細胞に対するHCC自体の影響かどうかを明らか

にするためには、年齢と性別の比率が類似しているサンプルを、健常者、HCCのない

慢性肝炎患者、HCCのある慢性肝炎患者、HCCのない肝硬変患者およびHCCのある肝

硬変患者の間で比較する必要があり、今後の課題と考えられる。 

本研究では 8人の肝がん患者での末梢血、癌性組織および非癌性組織における異

なる局在化の間でNK細胞の表現型を比較した。NK細胞の表面分子の発現パターンに

は３つの特徴が見られた。まず 1つ目は、肝臓よりも末梢でより多く発現した分子

は、CD160、Siglec-7、およびDNAM-1、ならびにCD94、CD96、KIR2DL1、KIR2DL2、

NKG2C、LAG3、および TIM-3であった事である(図 25および26)。例外的に、NKp30は

末梢血NK細胞と比較して非癌部NK細胞で減少したが、癌部NK細胞では末梢血NK細

胞で同じレベルまで増加した(図 26)。CD160、Siglec-7、およびDNAM-1が発現して
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いるNK細胞は非常に機能的であることが報告されている。したがって、これらの表

面マーカーのダウンレギュレーションは、HCCの有無に関わらず肝臓での免疫寛容を

反映している可能性がある。2つ目は、CD69、およびNKG2Dを発現するNK細胞は、

末梢血NK細胞よりも、癌部・非癌部に関わらず肝臓に存在するCD56dim NK細胞で高

度に発現した事である(図 25)。3つ目は、NK細胞でのCD49aとCX3CR1の発現は、末

梢血よりも肝臓でより高かった事である。Siglec-10と ILT2も、末梢よりも肝臓で

高くなる傾向を認めた。特に興味深いのは、CD49a、CX3CR1、Siglec-10、および

ILT2が、非癌部NK細胞よりも癌部NK細胞でより多く発現していたことである(図

19、20および25)。これらの結果は、CD49a、CX3CR1、Siglec-10、および ILT2が

HCCによって誘導される可能性があることを示唆している。 HCCの腫瘍微小環境にお

けるNK細胞に対するこれらの表面マーカーの誘導と作用のメカニズムを明らかにす

るには、さらなる検証が必要である。 

末梢血CD49a+ CD56bright NK細胞および腫瘍内 CD49a+ CD56dim NK細胞が増加し、肝が

ん患者で Siglec-10を発現した。Siglec-10とそのリガンドであるCD24との腫瘍細

胞上での相互作用は、腫瘍の免疫回避のメカニズムである(Barkal et al., 2019; 

Yin et al., 2020)。腫瘍内 NK細胞での Siglec-10の高発現は、肝がん患者の予後不

良と関連している(Zhang et al., 2015)。本研究での肝がん患者では、末梢血

CD56dim NK細胞での Siglec-10発現レベルは腫瘍サイズ(Tステージ)と正の相関を認

めた(図 27)。おそらく患者数が少ないためと考えられるが、既報で述べられている

予後と相関している因子である腫瘍因子、肝機能、および臨床パラメーターとの間に

相関関係は観察されなかった(Aoki et al., 2014)。Siglecとそのリガンドが、さま

ざまな悪性腫瘍の患者の新しい免疫チェックポイントとして機能する可能性があるこ

とは明らかであり、Siglecリガンドのまだ明らかとはなっていない分子プロファイ

ルの特定、およびHCCの治療標的として Siglecファミリーを検討することは我々の

今後の研究課題である。 

本研究では肝がん患者の肝内および末梢血NK細胞の表現型特性の包括的な分析を

施行した。健常者と比較して、肝硬変の肝がん患者の末梢血NK細胞ではCD160、

Siglec-7、NKp46、およびNKp30の発現が減少し、CD49a、Siglec-10、PD-1、および

ILT2の発現が増加することを同定した(図 28)。また、癌部 

組織ではCX3CR1、Siglec-10、ILT2、およびPD-1の発現を伴う CD49a+ NK細胞の

蓄積が見られた(図 28)。これらの発見は、CD160、CD49a、Siglec-10、ILT2が全身療

法の治療効果の新しい治療標的または病勢評価のバイオマーカーである可能性を調査

するため、さらなる研究の必要性を示している。 
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結論 

1. 肝がん患者において、末梢血CD160+ Siglec-7+ CD49a- CD56dim NK細胞の減少、

および Siglec-10、ILT2、およびPD-1の発現を伴う CD160- Siglec-7- CD49a+ 

CD56dim NK細胞の増加を認めた。 

 

2. 肝がん患者において Siglec-10および ILT2発現を伴う末梢血CD49a+ CD56bright 

NK細胞の増加を認めた。 

 

3. 肝がん患者において癌部のCD56dim NK細胞の頻度の減少を認めた。 

 

4. 肝がん患者において Siglec-10、ILT2、PD-1およびCX3CR1の発現を伴う腫瘍内

CD49a+ CD56dim NK細胞の増加を認めた。 

 

5. 肝がん患者における末梢血と肝臓組織内のNK細胞の比較では、末梢血NK細胞は

CD160+ Siglec-7+ DNAM-1+表現型を示した。肝内 NK細胞は、局在に関係なくCD69

およびNKG2Dを高度に発現していた。CD49aおよびCX3CR1の発現レベルは、末

梢血NK細胞よりも肝内 NK細胞の方が高く、非癌部組織よりも癌部組織で多く発

現していた。 

 

今後はこれらの表面マーカーの変容が肝硬変の影響か HCC自体の影響かを検討す

るために、年齢と性別の比率が類似しているサンプルを、健常者、HCCのない慢性肝

炎患者、HCCのある慢性肝炎患者、HCCのない肝硬変患者およびHCCのある肝硬変患

者の間で比較する必要がある。 

また、これらの表面マーカーの変容がHCCの病勢に及ぼす影響や全身療法の治療

効果の新しい治療標的となり得る可能性を調査するため、肝がん患者の長期的な予後

を観察するとともに、機能解析が必要と考える。 
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