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研究成果の概要（和文）：C3H/HeSlcマウスの両側脛骨に乳癌細胞を植え込み、左側は局所治療として
Cryoablation（CA）を施行し、右側は未治療としてAbscopal効果を評価した（Abscopal tumor: AT）。CAと、抗
PD-1抗体腹腔内投与（PD）の2種類の治療の組み合わせにより4群に分けた（Control、CA、PD、CA＋PD、各群n=
8）。ATのサイズ変化、ELISPOT assayによる定量的免疫評価、免疫染色を用いたATへのCD4、CD8、FoxP3陽性T細
胞の浸潤強度を比較検討した。
本研究において、CA単独によるがん特異的免疫の上昇および抗PD-1抗体による増強効果が確認された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the abscopal effect after cryoablation (CA) on bone 
metastasis using a mouse model. Breast cancer cells were implanted in the bilateral tibiae of mice. 
The left tumor was treated locally with CA, and the right abscopal tumor (AT) was left untreated. 
The mice were divided into four groups based on the combination of CA and intraperitoneal 
administration of anti-PD-1 antibody (PD) as treatment interventions (Control, CA, PD, and CA + PD).
 The reduction ratio of the size of AT, the quantitative immune effects at enzyme-linked immunospot 
(ELISPOT) assay, and the intensity of infiltration of immune-related cells to AT were compared among
 the groups. The results suggested that the abscopal effect associated with the local cryotherapy of
 metastatic bone tumors was activated by CA and enhanced by its combination with PD.

研究分野： 整形外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究より、Cryoablationのがん特異的免疫効果と抗PD-1抗体による増強を示した。この結果は骨転移に対す
る局所治療の意義をさらに高める。骨関連事象に対する手術にCryoablation併用することで、腫瘍の局所制御効
果の増強に他の遠隔転移巣に対するがん免疫効果の増強が付加されるHybrid surgeryの開発を目指している。特
に、Performance Status低下や手術介入の機会が多い脊椎転移の患者にとっては本研究が目指すHybrid surgery
恩恵は大きい。今後はがん免疫上昇効果におけるCryoablationの有利性について他の局所療法を比較検討する予
定である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 脊椎は骨転移の好発部位である。近年のがんに対する集学的治療の進歩により生命予後は延
長され、脊椎転移を有するがん患者は急増している。脊椎転移は多発病変のことが多く、除圧術
や固定術といった局所治療に加え遠隔転移巣の制御が期待できる免疫療法を付加する方法が望
まれている。近年、放射線療法、塞栓療法、焼灼療法、凍結療法等のがん局所治療後に未治療の
遠隔転移巣が縮小する現象が報告されている。腫瘍細胞死を引き金とするがん特異的免疫賦活化
と考えられており、Abscopal 効果と総称され注目されている。局所療法のうち、凍結療法の一
種として Cryoablation（CA）があり、腎癌などに対し施行されている。低侵襲性、放射線抵抗
性腫瘍への応用可能性などから脊椎をはじめとする骨転移に対しても臨床応用が検討されてい
る。一方で、骨転移に対し CA を施行した際の Abscopal 効果についてはまだ検証がされていな
い。さらに、臨床分野においては、局所療法単独では十分な Abscopal 効果を得にくいとする考
え方が主流となってきており、抗 PD-1 抗体等のアジュバントを用いて治療効果を高める方法が
提唱されている。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究ではマウス骨転移モデルを用い、CA による Abscopal 効果を検証するとともに、免疫
チェックポイント阻害薬との相乗効果について調査することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 C3H マウスの両側脛骨に乳がん細胞 MMT を植え込み、骨転移モデルを作成した（図 1）。過
去の報告を参考に作成したデバイスを用い、左側腫瘍は局所治療として CA を施行し（図 2）、
右側腫瘍は未治療として Abscopal 効果を評価した（Abscopal tumor: AT）。治療介入として CA
と、抗 PD-1 抗体腹腔内投与（PD）の 2 種類を行い、それらの組み合わせにより 4 群に分けた
（Control 群、CA 群、PD 群、CA＋PD 群、各群 n=8）。評価項目として、治療介入日から 7 日
目、14 日目における AT の腫瘍サイズ変化、脾臓細胞から採取した末梢血単核球細胞を用いた
ELISPOT assay による定量的免疫上昇効果、そして免疫染色を用いた AT への CD4、CD8、
FoxP3 陽性 T 細胞浸潤の強度を比較検討し、各群で Abscopal 効果の評価を行った。統計学的解
析には、Kruskal-Wallis 検定を用い、p 値が 0.05 未満を統計学的に有意と判定した（* p <0.05、
** p <0.01）。 

  図 1 転移性骨腫瘍モデルの作成      図 2 腫瘍の凍結デバイスと方法 
 
 
４．研究成果 
 
 治療介入後 7 日目において、Control 群に比較し PD 群、CA+PD 群に有意な AT サイズの縮
小効果が認められた。治療介入後 14 日目では、Control 群に比較し CA 群、PD 群、CA+PD 群
に有意な腫瘍縮小効果が認められた（図 3）。ELISPOT assay においては、Control 群に比較し、
CA 群と、CA+PD 群がそれぞれ有意に SPOT 数の増加を認めた（図 4）。さらに、AT 組織の免
疫染色においては、Control 群に比較し、PD 群、CA+PD 群において CD8+ T 細胞が有意に増加
しており、CA 群、CA+PD 群間にも有意差を認めた（図 5）。 
 



 
図 3 AT サイズの変化 

 

 
図 4 ELISPOT assay の SPOT 数 

 
 

 
図 5 免疫染色の陽性細胞数 

 
 
 これまでの報告において、焼灼療法等の局所療法単独では十分な免疫上昇効果が得られない
とする報告がある。しかし、Cryoablation においては他の局所療法に比較し、腫瘍抗原の変性
が少ない点、免疫反応の応答性が良い点等からがん免疫賦活化による全身的治療効果が期待さ
れる。本研究でえられた結果のうち、腫瘍サイズ、ELISPOT assay、免疫染色における遠隔腫瘍
への免疫関連細胞浸潤のカウントにおいて、Cryoablation 単独による有意な免疫上昇効果を確
認することができた。これは局所療法単独では Abscopal 効果が得られにくいとされる報告に対
し、凍結療法の優位点と考えられた。 
 さらに、過去の基礎研究、臨床研究いずれにおいても Cryoablation と抗 PD-1 抗体等のアジュ
バントを併用することで、がん免疫の相乗効果がえられるとする報告がある。今回の実験におい
ても免疫染色での CD8、Foxp3 陽性 T 細胞数のカウントにおいて Cryoablation 単独治療介入で
は有意な T 細胞数の増加あるいは減少を認めなかったのに対し、抗 PD-1 抗体を併用した CA+PD
群において有意な T 細胞数の増加・減少を認めた。これにより Cryoablation と抗 PD-1 抗体に
よる免疫効果の増強が確認された。 
 本研究は、骨関連事象予防としての手術介入に加え、Cryoablation 等の局所療法を行うこと
で、遠隔転移巣治療としての全身的がん免疫が付加される Hybrid surgery への可能性を示唆し
たと考える。特に、増加の一途をたどっているにもかかわらず、有効な治療法が少なく、個別化
医療が実施されているとは言い難い脊椎転移を有する患者にとっては本研究の臨床応用によっ
て享受される恩恵は多大なものと考えられる。今後はがん免疫上昇効果の観点において、他の局
所療法に対する Cryoablation の有利性を検討していくことが望まれる。 
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