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研究成果の概要（和文）：悪性胸膜中皮腫（Malignant Pleural Mesothelioma: MPM）は予後不良の難治性悪性
疾患だが、抗Programmed cell death (PD)-1抗体による、がん免疫療法はMPMにおいても新たなbreakthroughと
なると期待されている。
本研究で、申請者はMPMマウス皮下腫瘍モデルを用いて、血管内皮細胞増殖因子阻害薬が、細胞障害性T細胞によ
る抗腫瘍免疫を数的にかつ機能的にも活性化する事で、抗PD-1抗体がMPM細胞に対して惹起する抗腫瘍免疫が増
強される可能性を見出し、血管新生阻害薬がMPMの治療選択肢の一つになりうる事を示した。

研究成果の概要（英文）：Malignant pleural mesothelioma is refractory malignant neoplasm with extreme
 poor prognosis. Recently, anti-programmed cell death (PD)-1 antibody, nivolumab, has been approved 
for the treatment of relapsed-MPM, and actually exerts remarkable antitumor effect in certain cases.
 Thus, anticancer immunotherapy is expected to be a breakthrough therapy in MPM as well as lung 
cancer.
In the present study, we established mouse subcutaneous MPM xenograft model and showed that 
antiangiogenic agent, nintedanib, enhanced antitumor immunity against MPM cells induced by anti PD-1
 antibody via through activating cytotoxic T cell not only numerically but also functionally. These 
results indicate that antiangiogenic agent is a promising candidate as a novel molecular targeted 
therapy in MPM.  

研究分野： 胸部悪性腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性胸膜中皮腫は稀少がんの一種ではあるが、本邦における過去のアスベスト使用状況から今後も患者数、死亡
者数は増加すると予想されている。2018年に世界に先駆けて免疫チェックポイント阻害薬ニボルマブが、再発悪
性胸膜中皮腫に保険適応となった。がん免疫療法が今後の中皮腫治療の軸となっていくと予想され、その効果を
どうすれば高める事ができるかを検討する事は非常に重要である。申請者は血管新生阻害薬と免疫チェックポイ
ント阻害薬の併用が従来の免疫チェックポイント阻害薬単剤での効果を上回る可能性がを見出した。今回使用し
た血管新生阻害薬は実臨床で用いられており、速やかに臨床試験等の計画・実行につながる。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
悪性胸膜中皮腫(Malignant Pleural Mesothelioma: MPM)は、稀少がんの一種ではあるが、本
邦における過去のアスベスト使用状況から今後も患者数、死亡者数は増加すると予想されてい
て (Murayama T et al. Am J Ind Med. 2006; 49: 1-7.)、診断から死亡までの生存期間中央値が
7.9カ月と極めて予後不良の難治性悪性疾患である。MPMについて最も根治度の高い治療法は、
術前化学療法の後 EPPを行い、術後に放射線治療を加える trimodality treatmentであるが、
診断時の進行度や侵襲の強さから実施が不可能な症例も多く、治療成績の改善には内科的治療
の向上が不可欠である。MPM の化学療法は、2003 年に Pemetrexed と Cisplatin の併用療法
が標準治療として確立されたものの（Vogelzang NJ et al. J Clin Oncol. 2003; 21: 2636-44.）、
その後長らく科学的根拠のある治療法は確立されなかった。2017年に抗 PD-1抗体Nivolumab
の再発MPMに対する有用性が報告され（Goto Y et al. J Thorac Oncol. 2017; 12: s1883.）、
2018年より実臨床でも使用できるようになったことで、がん免疫療法がMPM治療においても
breakthroughとなると期待されていて、実際に実臨床でその効果を経験する事もあるが、必ず
しも期待通りの効果が現れるわけではなく、治療成績の改善にはさらなる工夫が不可欠である。 
２．研究の目的 
申請者は抗 PD-1抗体が惹起する抗腫瘍免疫効果をさら

に高め、MPM の治療成績を向上させるため、血管新生に
関わる最も重要な因子である血管内皮細胞増殖因子
（Vascular Endothelial Growth Factor: VEGF）に注目し
た。VEGFは肺癌、大腸癌、卵巣癌などで治療標的分子と
なっているが、近年 VEGFの免疫抑制作用についても次々
に明らかとなっており（図 1）、がん免疫療法においても鍵
分子である可能性が示唆されている。即ち、VEGFは直接
的に細胞障害性 T細胞（Cytotoxic T cell: CTL）の増殖を
抑えるだけでなく、樹状細胞（Dendritic Cell: DC）の成熟
化を妨げ、制御性 T細胞（regulatory T cell: Treg）を活性
化することで、 CTL を機能的にも抑制している
（Fukumura D et al. Nat Rev Clin Oncol. 2018; 15: 325-
40.）。これらから、VEGFを阻害する効果を持つ血管新生阻
害薬Nintedanibを抗 PD-1抗体と併用する事で、抗腫瘍免疫を高める事ができるのではないか
と考え、これらの薬剤の併用療法の効果をMPMのマウス皮下腫瘍モデルで検証する事とした。 
３．研究の方法 
Ø 材料 
(1) 細胞 
ヒト正常中皮細胞Met-5A, ヒトMPM細胞MSTO-211H, H2452, H2052, H28およびマウス中
皮腫細胞 AE-17については、ATCCより購入し、いずれも 10%胎児牛血清を含む RPMI11640
培地を用いて、5% CO2,37℃に設定したインキュベーター内で培養維持した。 
(2) 試薬および抗体 
抗ヒト PD-1抗体NivolumabはMedchemexpress（MCE）社より、抗マウス PD-1抗体（RMP1-
14）は BioXCell社より、in vitroおよび in vivoで使用したNintedanibはそれぞれ Selleckchem
社およびMCE社より購入した。 
Ø 方法 
(1) 細胞増殖 assay 
AE17細胞を 96穴プレートの各 wellに 5000個ずつ播種し、10µg/mlの control Rat IgGまた
は nivolumabと 0〜10µMの各濃度に調整した nintedanibに 72時間曝露した後、Cell counting 
Kit-8で生細胞を発色させ、その吸光度を測定し定量化した。 
(2) フローサイトメトリー 
AE17細胞を Accutaseで detachし、抗マウス PD-L1抗体（Biolegend社）を 1:100で加え、
45分 4℃で incubateした。その後、2回 washし、Alexa488 conjugate anti Rat IgGを 1:400
で添加し、再び45分4℃で incubateした。再度2度washした上、PBSに再懸濁し、FACSCantoII
で蛍光強度を測定し、解析ソフト FlowJoを用いてデータの解析を行なった。 
(3) MPMマウス皮下腫瘍モデル 
MPMマウス皮下腫瘍もでる樹立のため、6-8週齢の雌の C57BL/6マウスの側腹部皮下に 0.1ml
の Phosphate buffered salineに再懸濁した 1×107個のマウス中皮腫細胞 AE17を移植した。腫
瘍体積が約 100mm3に達した時点で、vehicleと control IgGを投与する対照群, nintedanib単
剤群, RMP1-14単剤群, nintedanibと RMP1-14の併用群の 4群に randomizeし、nintedanib
群にはマウス 1匹当たり 50mg/kgの nitedanibを 1日 1回週 5日間フィーディングニードルを
用いて経口投与し、RMP1-14群には、マウス 1匹当たり 10mg/kgの抗 PD-1抗体の腹腔内投与
を 1 日 1 回、週 2 回投与した。併用群は nitedanib と RMP1-14 の両者を投与し、対照群には
vehicleおよび control IgGを投与した。 

図 1 VEGFの免疫抑制作用 



 

 

４．研究成果 
(1) in vitroでは抗 PD-1抗体と NintedanibはMPM細胞に対する相乗効果を惹起しない。 
申請者はまず nintedanib が抗 PD-1 抗体

（αPD-1 Ab）の効果を増強するかを in vitro
で検証する事とした。マウス MPM 細胞
AE17を96穴プレートに播種し、control IgG
または αPD-1 Ab の存在下で 0-10µM の
nintadanib に 72 時間曝露し、CCK-8 を用
いた細胞障害アッセイで解析した。結果は図
2に示すように、in vitroの実験系では、αPD-
1 Abと nintedanibは AE17の増殖抑制効果
に関して相乗効果を示さなかった。これらの
結果、やはりもし αPD-1 Ab と nintedanib
が synergic な効果を示すとすれば、免疫担
当細胞や新生血管の影響が不可欠と考
えられ、マウス皮下腫瘍モデルを用いて
in vivoの実験を行う事とした。 
(2) 抗 PD-1抗体と nintedanib併用療法はマウスMPM皮下腫瘍に抗腫瘍効果を惹起する。 
次にマウスMPM細胞 AE-17を C57BL/6マウスの皮下に移植し、αPD-1 Ab、nintedanibお

よびその両者の併用による治療実験を行う事で、nintedanibがαPD-1 Abの抗腫瘍免疫活性を
高め、両者の併用による相乗効果が得られるかを検討するため、AE17細胞を皮下に移植したマ
ウスを治療薬毎に control群、αPD-1 Ab群、nintedanib群、αPD-1 Ab + nintedanib群の 4
群に randomizeし、caliperを用いて、
週 2回腫瘍径を測定した。その結果、腫
瘍移植後 14日目の時点で、腫瘍体積は、
control 群 2878±1030mm3, αPD-1 
Ab 群 2230±808mm3, nintedanib 群 
1078 ± 338mm3, α PD-1 
Ab+nintedanib 群  573±116mm3 と

nintedanib 群およびα PD-1 Ab＋
nintedanib 併用療法群で control 群に
比べ有意に腫瘍の増大を抑制した。さら

に、 nintedanib 群とα PD-1 Ab + 
nintedanib 群の比較では有意に併用療
法の上乗せ効果が示され（p  < 0.01）、
両者を併用する事でより強い抗腫瘍効

果が得られる事が確認され（図 3）、下
痢や体重減少といった副作用の発症は

認めなかった。 
５．考察等 

MPM 症例では、高頻度で VEGF receptor (VEGFR) 2 が強発現している事が知られており
（Miettinen M et al. Am J Surg Pathol. 2012; 36: 629-36.）、VEGFR阻害剤である nintedanib
はMPM細胞を使用した preclinical studyにおいて、単独あるいはシスプラチンとの併用で強
い抗腫瘍効果を惹起し、実臨床への応用が期待された（Laszlo V et al. Clin Cancer Res. 2018; 
24(15): 3729-40.）。しかしながら、cisplatin + pemetrexedの標準治療への上乗せ効果を第Ⅲ相
試験で示すことができず（Lancet Respir Med. 2019; 7(7): 569-580）、以後血管新生阻害薬の
MPMに対する効果を示した報告はない。 

MPMに対するがん免疫療法としては再発 MPMに対して nivolumabの使用が本邦で世界に
先駆けて承認されてから、最近では抗 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein (CTLA) 4抗
体 ipilimumabと nivolumabの併用療法の初回治療での有用性が示され（Baas P et al. Lancet. 
2021; 397(10272): 375-386）、今後のMPM治療の主力となっていくと予想される。 
申請者は MPM のがん免疫療法の更なる発展を目指して、血管新生阻害薬 nintedanib と抗

PD-1 抗体の併用療法について、マウス皮下腫瘍モデルにより nintedanib が抗 PD-1 抗体が惹
起する抗腫瘍免疫をさらに増強している可能性を見出した。安定した皮下腫瘍モデルの樹立に

時間を要し、実際に nintedanib が CTL の活性を数的かつ機能的に高めているかの確認につい
ては、現在免疫組織染色を用いて解析中である。また、既報により予想される機序だけでなく、

腫瘍関連マクロファージについての解析も同時に行い、今年度中の論文化を予定している。 
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図 2 Nintedanibと抗 PD-1抗体併用療法（in vitro） 
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図 3 Nintedanibと抗 PD-1抗体併用療法（in vivo） 
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