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研究成果の概要（和文）：In vivo selection法にて作成した腹膜高転移株YTN16P2は、高い浸潤と足場非依存性
増殖能を有し、1x106個を腹腔内投与後2～3週で多数の腹膜播種を来した。このモデルにて、抗PD-1抗体を全身
または腹腔内に投与すると、腸間膜上の播種巣を共に半分程度に減少させた。また、播種巣内に浸潤したCD3(+)
 T細胞の数を有意に増加させ、Gr1(+) MDSCの数を減少させた。しかし、これらの現象に関して全身投与と腹腔
内投与で有意差を認めなかった。PD-1抗体は投与経路にかかわらず腹腔内免疫学的微小環境を抗腫瘍的な方向に
変化させ、胃癌の腹膜播種を部分的に抑制することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Intraperitoneal (IP) inoculation of a highly metastatic subclone of murine 
gastric cancer, YTN16P2, (1x106) resulted in multiple mesenteric metastases after 3 weeks. 
Intravenous (IV) or IP administration of anti-PD-1mAb reduced the number of metastases to the 
mesentery by 40~50% compared with isotype controls. However, no differences were observed depending 
on the route of administration. Although splenocyte phenotypes were not altered, the densities of 
CD8(+) T cells in peritoneal tumors were significantly increased, while those of Gr-1(+) myeloid 
derived suppressor cells (MDSC) were significantly reduced in mice treated with anti-PD-1 mAb.PD-1 
blockade therapy remodels the cellular immune composition of peritoneal tumors which can partially 
suppress the peritoneal metastasis regardless of the route of administration. Anti-PD-1 mAb may 
enhance the effects of chemotherapeutic agents, leading to the better outcome of patients with 
gastric cancer with peritoneal involvement.

研究分野： 臨床腫瘍学

キーワード： 腹膜播種　免疫チェックポイント阻害　抗PD-１抗体　腫瘍浸潤リンパ球　骨髄由来抑制性細胞　フィブ
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胃癌腹膜播種に対する免疫チェックポイント阻害抗体の治療効果に関する基礎データは少ない。本研究で新たに
作成したマウスモデルは様々な免疫療法の効果と作用機序を解明する上で大変有用である。今回、抗PD-1抗体は
全身または腹腔内投与で腹膜播種を部分的に抑制することが確認された。その治療効果は予想と異なり投与経路
によって顕著な差は認めなかったが、この抗体には腹膜播種巣内へのT細胞の浸潤を促進し、免疫抑制性のMDSC
の浸潤を抑制する作用があり、これが播種抑制効果と関連する可能性があるという重要な新知見を得ることがで
きた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
免疫チェックポイント(Immune Checkpoint,IC）阻害抗体薬の優れた臨床成績はがんの治療体
系に変革を起こした。しかし、その機序は解明されておらず、免疫関連の特殊な毒性が出ること、
奏効を予測するバイオマーカーがないことが臨床的課題である。腹膜播種は難治性スキルス胃
癌における最も頻度の高い再発形式であり、最大の予後規定因子である。過去の臨床データから、
IC 阻害薬は胃癌の腹膜転移に対する治療効果は乏しいことが示唆されている。一般に、全身投
与した薬剤は血液腹膜関門より腹膜病変への移行性が極めて悪い反面、腹腔内投与しても速や
かに血中に吸収され、その薬物動態は全身投与と大差ないことが解っている。しかし、PD-1 抗
体や CTLA-4 抗体などの免疫グロブリン製剤は高分子構造を持つため、血中半減期が長く、他
の低分子抗癌剤と比べ腹腔内投与後の局所停留性も比較的高いことが解っている。しかし、これ
らの抗体薬の全身あるいは腹腔内投与後の薬物動態、特に播種病巣への集積効率に関する情報
は極めて乏しい。 
 
２．研究の目的 
免疫能を有するマウスの胃癌腹膜播種モデルを新たに作成し、IC 阻害抗体の全身投与と腹腔内
投与を施行し、その播種抑制効果と免疫学的変化の相違を明らかにし、腹膜播種に対する新たな
免疫療法の開発に繋げることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規マウスモデルの開発 
C57/Bl6 マウスの同系胃癌細胞株 YTN16(5x106~1x107 個)をマウス腹腔内に投与し、播種巣を
回収、コラゲナーゼ処理しシングルセル化し、再度培養し同マウスの腹腔内に接種する。これを
数回繰り返し、In vivo selection 法にて腹膜高転移株（YTN16P2）を作成した。この YTN16P2
と親株 TYN16 の phenotype, 遺伝子発現、および In vitro の細胞機能の相違を検討した。 
(2) 抗 PD-1 抗体の播種抑制効果の検討 
(1)で作成した YTN16P2(1x106個)を C57/Bl6 マウスの腹腔内に接種し、投与後 7 日目から 3 日
毎に計 4 回、抗 PD-1 抗体(RMP1-14)または Isotypecontrol 抗体(2A3) (200ug)を腹腔内または尾
静脈から投与し、18 日目に安楽死させ腹膜播種数を観察した。また、これらのマウスの脾臓細
胞、および腹腔内洗浄細胞を回収し、flowcytometry にて免疫細胞の割合を検討した。さらに、
腹膜播種巣の切除検体の免疫染色を行い、播種巣局所における免疫細胞の浸潤様式を検討した。 
 
4. 研究成果 
(1）YTN16P の作成 
In vivo selection 法にて作成した腹膜高転移株 YTN16P2 は、親株と比較して増殖能、遊走能、
浸潤能、Soft agar を用いた足場非依存性増殖能が有意に亢進する一方、Fibronectin, Collagenn 
に対する接着能は低下傾向していた。また、PD-L1 より高率に発現しており、1x105～1x10⁶個
を腹腔内投与すると 2 週目には多数の腹膜播種を来すことが確認された(図１)。 

 

(図 1)Microscopic observation and metastases on mesentery of cultured YTN16 and YTN16P.  



また、ｍRNA の網羅的解析の結果から、親株と比べてフィブロネクチン(FN1)を多量に発現し
ていることが解った(図 2)。そこで、shRNA を用いて YTN16P の FN knockdown 株を作成し、
その機能を検討すると、浸潤能や腹膜播種形成能は有意に低下した。 

(図 2) Comprehensive analysis of mRNA expression between YTN16 and YTN16P2 
 
(2) 抗 PD-1 抗体の全身投与、腹腔内投与による播種抑制効果 
YTN16P2 接種により、アイソタイプ対照群のすべてのマウスで腸間膜に多くの転移が認められ
た。 しかし、抗 PD-1 mAb の全身投与で治療したマウスでは転移数が 33%に減少した(中央値
=14、1～36 vs 中央値=43、30～85、p=0.001)。 抗 PD-1 mAb の腹腔内投与でも、腹膜転移数
は同程度に抑制された(中央値=13、2～47 vs 中央値=45、20～103、p=0.009)。 しかし、全身
および腹腔内投与で治療した群間で抑制の程度に有意差は認めなかった。(図 3) 

 
(図 3) The effects anti-PD-1 mAb for the treatment of peritoneal metastases in immunocompetent 
mice. YTN16P (1x106) was intraperitoneal (IP) injected into B57/BL6 mice. Doses of 200g anti-
mouse PD-1 antibody (RMP1-14) or isotype control (2A3) were injected at every 3 days from days 7 
to 16 through intravenous or IP routes. Combined data of the results of 2 experiments (n=5 in each) 
are shown. **:p<0.01 
 
(3)PD-1 抗体の腹腔内免疫に対する影響 
これらのマウスの脾臓内免疫細胞の割合を検討すると、抗 PD-1 抗体投与群では、CD4(+)およ
び CD8(+)の T リンパ球の割合が増加し、CD11b(+)Gr-1(+)の Granulocytic-MDSC(G-MDSC)
は低下する傾向を認めたが有意差は認めなかった。しかし、腹膜播種巣の切除切片の免疫染色で
は、PD-1 抗体治療群で CD8(+) T 細胞の密度がそれぞれの対照群よりも 2 倍以上増加してい
た (全身投与;72.4±38.0 vs 176.3±38.3、p=0.028、腹腔内投与; 61.3±25.9 vs 155.2±41.7、



p=0.042)。 しかし、全身投与群と腹腔内治療群の間に差は検出されなかった。一方、Gr-1(+) 
MDSC の密度は、PD-1 治療群で減少傾向を認めた(全身投与;66.7±26.2 vs 19.5±10.7、p=0.046、
腹腔内投与;52.7±35.8 vs 14.4±5.3、p =0.064) (図 4)。すべてのマウスで F4/80(+) マクロフ
ァージは多数浸潤していたが、抗 PD-1 抗体の投与による有意な差は認めなかった。また、腹
膜播種マウスの腹腔内液中の免疫細胞を flowcytometry で検討すると、PD-1 抗体治療群にて、
CD3(+) T 細胞が増加していた。磁気ビーズ法を用いてこの T 細胞を分離し、PMA で刺激する
と IFN-gamma, granzyme 産生能が抗 PD-1 抗体投与群で上昇していた。一方、腹腔内の G-
MDSC や F4/80(+)CD163(+) M2 マクロファージの割合が減少していた。 
以上のことから、PD-1 抗体は腹腔局所におけるがん免疫微小環境に変化をもたらし、腹膜播種
に対しても抑制効果を発揮するが、投与経路による大きな相違は認めなかった。 

(図 4) The effects of anti-PD-1 mAb on the ratio of T cells or myeloid derived suppressor cells in the 
spleen. Splenocytes from the sacrificed mice were stained with mAbs to CD4, CD8, CD11b, Gr-1 as 
well as CD45 and percentages of CD4(+) or CD8(+) T cells, CD11b (+) Gr-1(+) myeloid derived 
suppressor cells against CD45(+) cells were determined using flow cytometry. Data are shown as 
mean±standard error in 5 mice. 
 
(4)まとめ 
PD-1 阻害療法は腹腔内および腹膜播種巣内の免疫学的微小環境を抗腫瘍的な方向に変化させ、
胃癌の腹膜播種を部分的に抑制するが、その治療効果は投与経路によって顕著な差はなかった。
化学療法レジメンに抗 PD-1 mAb を追加すると、腹膜播種に対する抗腫瘍効果が強化される可
能性があり、腹膜播種を有する胃癌患者の生存期間の延長につながる可能性があると考えられ
た。 
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