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研究成果の概要（和文）：凍結療法の研究の一環として、免疫抑制性の腫瘍微小環境を破壊するPD-1受容体およ
びそのリガンドであるPD-L1に対する抗体との併用による治療効果が示されつつある。今回、腫瘍の微小環境形
成に重要な役割を果たすと考えられている骨髄由来抑制細胞（MDSCs）とT細胞免疫について着目した。MDSCとT
細胞免疫について、凍結療法とICIを組み合わせた場合の腫瘍自身と腫瘍周辺環境における免疫調節の役割につ
いて検討した。その結果、凍結療法とICIの併用は相乗的な抗腫瘍効果をもたらす可能性があり、その効果は
MDSCsとT細胞免疫のモニタリングによって評価できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We specifically addressed myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) and 
T-cell immunity, which are thought to play an important role in the formation of the tumor 
microenvironment. We investigated their role in tumor immunomodulation both in the tumor itself and 
in the tumor surrounding environment when combined with cryoablation and ICIs. Our findings suggest 
that the combination of cryoablation and ICI might have synergetic anti-tumor effects, which could 
be evaluated by monitoring of MDSCs and T-cell immunity.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍の微小環境形成に重要な役割を果たすと考えられている骨髄由来抑制細胞（MDSC）とT細胞免疫について、
凍結融解術とICIを組み合わせた場合の腫瘍自身と腫瘍周辺環境における免疫調節の役割について検討しまし
た。その結果、凍結融解術とICIの併用は相乗的な抗腫瘍効果をもたらす可能性があり、その効果はMDSCsとT細
胞免疫のモニタリングによって評価できることが示唆された。

※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 
原発性肺癌において早期の非小細胞性肺癌に対する治療の gold standard は肺葉切除および系

統的リンパ節郭清を基とした定型手術である。しかし、耐術能の問題などから手術施行困難と判
断される症例も数多く存在し、局所治療として手術に代る新たな代替治療が必要とされている。
一方で、近年、免疫療法として PD-1/PD-L1 などを標的とした免疫チェックポイント阻害薬が臨
床でも使用されるようになり、腫瘍周囲環境の免疫抑制状態をリセットすることが可能となっ
てきている。 
 我々は、2008 年から CT ガイド下、経皮的アプローチによる肺腫瘍に対する凍結融解壊死療法
（percutaneous cryoablation of lung tumors; PCLT）の動物実験、およびその臨床応用に取り組んで
きた。PCLT は Joule-Thomson 効果を利用したコンパクトな機器が開発されたことにより臨床応
用が可能となった比較的新しい治療である。主に急速な温度変化により細胞内の氷晶形成、浸透
圧勾配による細胞内脱水、微小循環の循環障害とその後のアポトーシスが関与して細胞、組織の
破壊壊死が得られる。これまでに我々は PCLT による安全性および局所制御能に関して実臨床レ
ベルで十分な水準を確保できていることを報告してきた。一方で、PCLT は局所治療としての治
療でしか無いため、PCLTを用いた全身治療の足がかりとなる治療方法の確立が求められている。 
 近年、腫瘍免疫の分野に cancer immunoediting という概念が提唱されるようになった。すなわ
ち、腫瘍形成の段階において外因性の腫瘍抑制として作用する免疫系に認識されるようになっ
た後、時間をかけて腫瘍の免疫原性を編集しながらより免疫原性の低い腫瘍細胞を選び出して
しまう。その過程で、Elimination（排除相）、Equilibrium（平衡相）、Escape（逃避相）の 3 相の
存在が提唱されており、一般に臨床で診療の対象となる悪性腫瘍はこの「逃避相」の状態にある
と考えられている。すなわち、細胞レベルでの免疫原性の低下ならびに免疫抑制性の腫瘍周囲環
境が完成している状態にある。一方、免疫チェックポイント阻害剤では、この腫瘍周囲環境を司
っているマクロファージと T 細胞間での免疫抑制性シグナルを阻害する事が可能となり、細胞
免疫原性を再回復する能力が期待される。 
 我々の研究グループでは皮下腫瘍モデルマウスに凍結治療を行い凍結治療後の腫瘍組織の免
疫学的状態を観察したところ、7割以上の腫瘍組織の凍結により抗腫瘍免疫治療にとって好適な
環境になることを報告した。さらに、これまでの PCLT の臨床研究において、局所治療では根治
不可能な病期であったものの慎重に PCLT を施行した症例を経験した。そのうち少数ではある
が、予測された予後よりもはるかに良好な経過を得られた症例が存在した。こうした背景から、
PCLT そのものにも腫瘍周囲環境の変調作用があることが期待されるものの、これが十分に作用
するかどうかは別の因子が関与していると示唆された。 
 このため、我々は免疫チェックポイント阻害を併用することにより PCLT の腫瘍周囲環境の変
調作用を通じて相乗的な抗腫瘍効果が惹起される可能性に着目し、その分子メカニズムを明ら
かにするとともに併用療法の可能性を探索したいと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腫瘍周囲環境の形成に重要な役割を持つと考えられている骨髄由来免疫抑制細

胞（MDSC）およびに T 細胞免疫に着目し、PCLT を免疫チェックポイント阻害剤と併用するこ
とにより腫瘍本体並びに腫瘍周囲環境における腫瘍免疫変調に果たす役割およびその分子メカ
ニズムを検討し、本併用療法の可能性を探ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
免疫機能解析マウスモデルを作成した。具体的には、マウス肺癌モデルとして、C57BL/6マウ

スを準備し、市販されているマウス肺癌株を片側大腿部皮下に注入して皮下腫瘍モデルマウス
を作成した。大腿部皮下腫瘍が 1cm大になったところを day0 とし凍結療法を実施した。また同
時に治療介入日を day0 とし、抗 PD-L1抗体および抗 PD-1抗体を使用し、day11 で犠牲死させ、
脾臓、骨髄、腫瘍本体を採取し、組織内 MDSC および T 細胞の数を評価した。具体的には、フ
ローサイトメトリーによる評価として、MDSC は CD11b+Ly6G+Ly6Clow を多形核型骨髄由来免
疫抑制細胞（PMN-MDSC）と CD11b+Ly6G−Ly6Chi を単球系骨髄由来免疫抑制細胞（Mo-MDSC）
と定義した。T 細胞機能の解析では、CD4+ T 細胞および CD8+ T 細胞を抽出した後、CD45RA+ 
CD62L+細胞をナイーブ T 細胞、CD45RA- CD62L+細胞をエフェクターT 細胞、CD45RA+ CD62L-
細胞をエフェクターメモリーT 細胞、CD45RA- CD62L-細胞をセントラルメモリーT 細胞、とし
てそれぞれゲーティングして、T 細胞の分類ごとの数を評価した。 
マウスは Wild-type C57BL/6 （黒マウス）を使用した。マウス肺癌細胞株には Lewis (PD-L1陰

性)、CMT-167 (PD-L1 陽性)の 2 種類の細胞株を使用した。凍結療法は液体窒素を用い、皮膚腫
瘍治療用プローベ（Cry-Ac-3, Brymill Cryogenic Systems, CT, US）を使用した。投与する抗体は、
PD-1抗体（clone RMP1-14, BioXCell, West Lebanon, NH, US）と PD-L1抗体（clone#10F.9G2, BioXcell）
をそれぞれ使用した。 



 

 

以下の検討グループを作成して比較した。 
①コントロール、②抗 PD-1抗体投与群、③抗 PD-L1抗体投与群、④凍結療法実施群、⑤凍結
療法実施＋抗 PD-1抗体投与群、⑥凍結療法実施＋抗 PD-L1抗体投与群 
 
４．研究成果 
腫瘍サイズに関する経時的変化を最初に比較した。 
Lewis 細胞株に対して、凍結療法実施群、凍結療法実
施＋抗 PD-1 抗体投与群、凍結療法実施＋抗 PD-L1
抗体投与群を比較したグラフは右のとおりである。
Day 11 の時点で腫瘍サイズの比較をしたところ、凍
結療法群に比べて凍結療法実施＋抗 PD-1 抗体投与
群では平均値で 73%に縮小していた。また凍結療法
群に比べて凍結療法実施＋抗 PD-1 抗体投与群では
平均値で 65%に縮小していた。 
 
CMT-167 細胞株に対して凍結療法実施群、凍結療法
実施＋抗 PD-1 抗体投与群、凍結療法実施＋抗 PD-
L1 抗体投与群を比較したグラフは右のとおりであ
る。Day 11 の時点で腫瘍サイズの比較をしたとこ
ろ、凍結療法群に比べて凍結療法実施＋抗 PD-1 抗
体投与群では平均値で 54%に縮小していた。また凍
結療法群に比べて凍結療法実施＋抗 PD-1 抗体投与
群では平均値で 54%に縮小していた。 
 
CMT-167 細胞株に対して抗 PD-1抗体投与群、抗 PD-L1抗体投与群、凍結療法実施群、凍結療法
実施＋抗 PD-1 抗体投与群、凍結療法実施＋抗 PD-L1 抗
体投与群をそれぞれ比較したグラフは右のとおりであ
る。コントロール群と凍結療法実施群では治療直後を除
いてほぼ同じような経時変化を示した一方で、抗 PD-1抗
体投与群、抗 PD-L1抗体投与群においてはコントロール
群、凍結療法実施群に比べて腫瘍抑制効果が見られるこ
とが明らかになった。更に、凍結療法実施＋抗 PD-1抗体
投与群、凍結療法実施＋抗 PD-L1抗体投与群においては、
抗 PD-1 抗体投与群、抗 PD-L1 抗体投与群を上回る腫瘍
抑制効果が見られることが明らかになった。さらに、PD-
1抗体と PD-L1抗体ではその効果に大きな差が認められなかった。 
 
更にフローサイト
メトリーによる解
析結果は右に示し
たとおりである。ま
ず、骨髄に含まれる
PMN-MDSC の頻度
について、抗 PD-1
抗体投与群、抗 PD-
L1抗体投与群、凍結
療法実施群におい
てはコントロール
群と比較して大き
な差が認められな
かった。一方で、凍結療法実施＋抗 PD-1抗体投与群、
凍結療法実施＋抗 PD-L1 抗体投与群においては、PMN-MDSC が抑制されていることを確認し
た。加えて、腫瘍内の CD8エフェクターT 細胞の頻度について、抗 PD-1抗体投与群、抗 PD-L1
抗体投与群、凍結療法実施群においてはコントロール群と比較して大きな差が認められなかっ
た。一方で、凍結療法実施＋抗 PD-1抗体投与群、凍結療法実施＋抗 PD-L1抗体投与群において
は、CD8エフェクターT 細胞の頻度が増加していることを確認できた。 
 
こうした結果より、凍結療法と PD-1/PD-L1抗体を用いた免疫療法の併用は相乗効果を得られる

可能性があり、それを免疫学的評価により示すことができた。今後、凍結療法の条件を変える、

免疫療法のレジメンを変更することにより更に大きな効果をもたらす事のできる方法を開発す

る必要がある。 
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