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研究成果の概要（和文）：腫瘍に対する放射線治療後に骨髄やiPS細胞由来の樹状細胞（BM-DC、iPS-DC）の局所
投与と抗PD-1抗体の腹腔内投与により、抗腫瘍免疫応答が賦活されるかどうかを検討した。
マウスの左大腿部皮下に移植したメラノーマ細胞にX線または陽子を照射した後、BMまたはiPS-DCを4回投与し、
さらに抗PD-1抗体を3回投与した。またアブスコパル効果の評価するために、腫瘍細胞を右大腿部へも接種し、
左側の原発腫瘍のみを治療した。その結果、原発および転移腫瘍の増殖は有意に遅延され、マウスの生存時間を
有意に延長した。 X線と陽子、BMとiPS-DCの間には有意な効果の差はなかった。

研究成果の概要（英文）：Local irradiation to tumors may act as antitumor immune adjuvant. We tested 
whether a combination of local injection of bone marrow or iPS-cells derived dendritic cells (DCs) 
and intraperitoneal administration of anti-PD-1 antibody after radiotherapy was effective or not to 
induce antitumor immune response. X-rays and proton beams were used as radiotherapy.
After irradiation to B16 melanoma cells implanted subcutaneously at the left thigh of C57BL/6 mice, 
DCs were injected to the tumor site 4 times, and anti-PD-1 antibody were administrated 3 times. To 
examine the abscopal effect, tumor cells were inoculated to the right thigh as metastatic tumors, 
and only the primary tumors on the left side were treated. As a result, the growth of both the 
primary and the metastatic tumors were significantly inhibited, extending survival times of mice 
significantly. There were no significant differences in effects between X-rays and protons, and 
between BM- and iPS-DCs.

研究分野：放射線腫瘍学、腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 

がんに対する定位的放射線治療では、その
局所性から照射野外での再発や遠隔転移が
予後を制限する大きな壁となっている。全身
的ながん免疫の賦活によりそれを予防でき
れば副作用の少ない画期的ながん治療が実
現できる。 
放射線照射により腫瘍細胞では、ICAM-I、

CEAなどの免疫関連分子の発現が亢進する
が、我々も、エックス線照射後の悪性脳腫瘍
細胞ではMHC-IとFasの発現が亢進すること
を報告した。さらに、局所的放射線治療には、
直接的な腫瘍細胞殺傷効果に加え、放出され
る「がん抗原」と「DAMPs」に基づくがん
免疫賦活作用があることが明らかになった
が、放射線単独ではその効果は十分に発揮さ
れているとは言えない。 
その大きな原因の一つとして、がん細胞が

「免疫の監視」から逃れる状態（がん免疫逃
避）を作り上げていることがあげられる。最
近、この「がん免疫逃避」機構を阻害できる
有望な手段として「免疫チェックポイント阻
害剤」が注目を集めている。中でも多くのが
んに発現する「PD-L1」は、活性化したリン
パ球に発現する「PD-1」に結合してその機
能を抑制することが明らかにされ、抗PD-1
抗体により免疫逃避を解除できることが実
証されたため、その有効性に期待が集まって
いる。 
さらに、このようなT細胞の活性化による獲
得免疫の誘導には、マクロファージや樹状細
胞を主体とする自然免疫の活性化が必須で
あることから、特に強力な抗原提示細胞であ
る樹状細胞（DC）を用いた外因性免疫増強
が有望視されていた。しかし、これまでヒト
の骨髄から十分な数のDCを分化誘導し投与
することは技術的に極めて困難であった。 

2006年、山中らによって、あらゆる組織
や細胞に分化する能力を持つ人工多能性
幹細胞（iPS細胞）が開発され、この成果を
受けて、千住はマウスの iPS 細胞から樹状
細胞（iPS-DC）が分化誘導させた。近年マ
ウス腫瘍モデルに於いて、このiPS-DCワク
チンが骨髄由来のBM-DCワクチンと同様
の効果を持つことが報告され（Iwamoto H. 
2013） 、その利用に期待が高まっている。 

 

２．研究の目的 

がん細胞に対する放射線照射により誘導
される細胞死を起点として、がん特異的免
疫反応を賦活してがんの治癒を得るために、
動物モデルを対象として以下の目的で研究
を行った。 
1) がんの免疫逃避機構を阻害するために、

抗PD-1抗体を投与してその効果を明ら
かにする。 

2) 放射線照射部位に人工多能性幹細胞
（iPS 細胞）から分化誘導した高い抗原
提示能を持つ樹状細胞「iPS-DC」を投
与してその免疫賦活増強効果を明らか

にする。 
以上から、放射線照射、抗 PD-1 抗体、
iPS-DC の投与を融合したがん治療法の
有効性を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

X 線と BM-DC による治療：原発性腫瘍モデル 
1)難治性固形腫瘍モデルとして、マウス悪
性黒色腫細胞B16/BL6 を同系の雄Albino 
C57BL/6 mice皮下移植したモデルを作製
した。 

2)同じマウスの大腿骨および脛骨から採取
した骨髄細胞から骨髄由来樹状細胞
（BM-DC）を誘導し、Phenotype assay
を行い、さらに抗原取り込み能と T-cell
増殖テストを行なった。 

3)下図に示したプロトコールで、大腿皮下
腫瘍に８Gy の X 線を照射し、1 日後、3
日後、5 日後および 7 日後に、2×106 個
のBM-DCを50μLのPBS（4×107 / mL）
に懸濁させ、照射された腫瘍部位に直接注
射した。また同様に、照射後 1 日、3 日お
よび 5 日に抗 PD-1 抗体（InVivoPlus 抗
マウス PD-1、クローン：J43、BioXcell、
West Lebanon、NH、USA）を腹腔内注
射したて、腫瘍のサイズを計測し、生存解
析を行った。 

 

 

X 線と BM-DC による治療：Metastatic 腫瘍
モデル 

1)同じマウスモデルを用いた。 
2)下記のプロトコールに従い、１）原発腫
瘍として左大腿に同じ腫瘍細胞を接種
し、治療を行わないコントロール群
(NT)、２）放射線治療を単独で行った
群（RT）、３）原発腫瘍移植後 4 日目に
右大腿部に転移腫瘍を接種し、左大腿の
原発腫瘍のみに対して3者併用治療を行
った群(Model-1: RT + DC + Ab）、４）
左大腿に原発腫瘍を移植後にまず同じ 3
者併用治療を行い、治療終了後 14 日目
に左大腿に転移性腫瘍を接種した
(Model-2: RT + DC + Ab）群で効果を
解析した。 
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４-1．研究成果-１: X 線と BM-DC による治
療 
 
１）X 線照射、BM-DC 投与、抗 PD1 抗体投

与の 3 療法の併用は、各治療の単独また
は２つの組み合わせと比較して、原発腫
瘍の増殖を優位に遅延させ、下図に示す
ように生存期間も有意に延長させた。 

 

 
２）さらに反体側に移植された転移腫瘍に対

しても優位な増殖抑制効果が示され、下
図のように生存期間も有意に延長された。
以上からこれらの併用により、腫瘍免疫
反応が賦活され、局所制御のみならず転
移腫瘍の制御も可能であることが示され
た。 

 

 

 

 

４-２. 研究成果-２: 陽子線とマウス多能
性幹細胞（iPS 細胞）による治療 

 
千住らの方法に従い、マウス多能性幹細
胞（iPS 細胞）から樹状細胞（iPS-DC）
を分化誘導し、その機能を確認した。さ
らに、腫瘍に対して陽子線を照射し、そ
の後に誘導した「iPS-DC」を投与して原
発腫瘍に対する局所制御効果を検討した。 
 
１）誘導した BM-DC と iPS-DC の

Phenotype を下記に示す。iPS 細胞から
誘導したDCはBM-DCに比べてマクロ
ファージの混入がなく均一であった。 

 
２）両方の DC の形態を下に示すが、

iPS-DC は BM-DC よりもサイズが大
きく、抗原取り込みの能も高いことが分
かった。 

 
３）同様に同様のマウス腫瘍モデルを作製
し、下図に示したプロトコールに従って
併用治療を行なった。１）無治療群
(Control)、２）大腿皮下腫瘍に４回 2×
106 個の iPS-DC のみを投与した群
(DC)、３）腫瘍に 12Gy の陽子線で単独
治療した群(RT)、４）陽子線照後 1 日、
3 日、5 日、7 日に計４回の iPS-DC を
投与した群(RT+DC)の合計４群で腫瘍
のサイズを計測した。 
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４）現在得られている成果を以下に示す。
同じマウス腫瘍モデルにおける腫瘍の増
殖抑制効果の解析では、無治療群(N)、
BM-DC 投与群(BM-DC)、iPS-DC の単独
投与群(iPS-DC)、X 線単独治療群(X-ray)、
陽子線単独治療群（Proton）、X 線照後 1
日、3 日、5 日、7 日に計４回の iPS-DC
を投与した群(X+BM-DC)、陽子線照後 1
日、3 日、5 日、7 日に計４回の BM-DC
を投与した群(P+iPS-DC)、陽子線照後 1
日、3 日、5 日、7 日に計４回の iPS-DC
を投与した群(P+iPS-DC)の7群で比較検
討した。 

 その結果、iPS-DC 群と BM-DC 群では
前者の方がやや腫瘍増殖抑制効果が認め
られたが有意差はなかった。また、X-ray
群と Proton 群、）は同等の効果が認めら
れた。さらに、X+BM-DC 群、P+iPS-DC
群、P+iPS-DC の 3 群ではさらに腫瘍増
殖抑制効果が認められたが、３群間では有
意差はなかった。 
生存解析とアブスコパル腫瘍に対する効
果の解析は現在進められている。 
以上からは、iPS-DC は少なくとも

BM-DC と同等な効果があることが明ら
かにされた。また陽子線と X 線の効果や
DC との併用効果が同等であることから、
iPS 細胞を利用することにより、DC の細
胞数や投与タイミングにおける現在の制
限を有意に軽減できる可能性が示唆され
た。 

 
また、放射線治療、DC 投与、抗 PD-1
抗体投与により、免疫原性が低いマウス悪
性黒色腫細胞（B16/BL6）のモデルにおい
ても、従来の同様な研究報告と比較して、
強い局所制御効果とアブスコパル効果が
認められたことは注目に値する。 
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