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研究成果の概要（和文）：本研究では、がん細胞が臓器横断的に発現している免疫チェックポイント分子に注目
し、がんの免疫逃避機構という共通の機構を応用することで、発現は程々で、臓器横断かつ転移部にも一定の効
果を得る次世代型の光がん免疫治療法開発を達成した。
光照射により、がん微小環境のがん免疫を抑制するMDSCの減少や、炎症によりPD-L1の発現が増加することで、
腫瘍微小環境を改変し、多大な抗腫瘍効果に繋がっていることが証明され、PD-L1を標的とすることで癌光破砕
と免疫チェックポイント阻害による免疫抑制解除、MDSCの除去による正の免疫励起フィードバックが生じること
で、癌増殖を著明に抑制することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on immune checkpoint molecules that are expressed 
by cancer cells across organs, and by applying the common mechanism of immune escape mechanism of 
cancer, we achieved the development of next-generation photocancer immunotherapy that is moderately 
expressed and has a certain effect across organs and on metastatic areas.
It has been proven that light irradiation modifies the tumor microenvironment by decreasing MDSCs, 
which suppress cancer immunity in the cancer microenvironment, and increasing PD-L1 expression due 
to inflammation, leading to a significant anti-tumor effect, The positive immune excitation feedback
 caused by the elimination of MDSCs markedly suppresses cancer growth.

研究分野：がん治療学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果は、従来の高発現の標的を対象とした近赤外光線免疫療法とは概念の異なる、次世代型のがん免疫を
応用した近赤外光線免疫療法と考えられ、適切な特異的癌抗原が高発現していない患者さんでも近赤外光線免疫
療法の適応となりうることを示している。このように、幅広くがん患者さんに適応を広げることが可能と考えら
れ、PD-L1抗体はすでに臨床認可されていることから本治療方法は臨床応用が容易と考えられる。本研究は、
PD-L1を標的とした近赤外光線免疫療法を人の悪性腫瘍へ実装する際に、基礎的知見として貢献すると考えられ
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 
近赤外光線免疫療法(NIR-PIT)は 2011 年に NIH の小林らが開発した新しいがん治療モダリティ
である。がん細胞の表面に特異的に高発現しているがん抗原に対する抗体と光感受物質である
IR700DX を付加し、抗体・光感受物質複合体を作成し、経静脈的に投与した後、がん部位に 690nm
の近赤外光を照射することで正常細胞に障害を与えずにがん細胞のみを破壊する次世代のがん
治療である。2018 年に本研究代表者が中心となり、そのユニークな細胞死のメカニズムが解明
された（Sato K, et al. ACS CS, 2018）。これまでの細胞死とは異なる新しい概念の細胞死で
あり、NIR-PIT の新規治療の裏付けとなった。2018 年から、局所再発頭頸部がんに対して、EGFR
を標的として、国際第 III 相試験が開始されており、2020 年９月に世界に先駆けて日本で限定
承認をうけた。 
 近年、腫瘍微小環境の理解が進み、腫瘍細胞が自身の働きかけにより、周囲の癌免疫を阻害
することが明らかとなってきた。そのような解明により創薬がすすみ、2014 年に悪性黒色腫に
認可された免疫チェックポイント阻害薬である抗 PD-1 抗体薬（Nivolumab）は、2015 年に申請
者の専門である非小細胞肺がんに認可されまたたく間に使用が広がった。腫瘍側の免疫チェッ
クポイント分子である PD-L1 への抗体薬もこの流れで創薬され、2016 年に抗 PD-L1 抗体薬
（Pembrolizumab）が同様に認可された。腫瘍の PD-L1 発現が Tumor proportion Score (TPS)が
１％あれば PD-L1 陽性の切除不能な進行・再発の非小細胞肺癌に第１選択で使用でき、発現量が
少なくても治療適応となっている。 
上記、NIR-PITの現状はEGFRを発現した頭頸部がんが適応であり、今後の適応拡大を目指して、
がん細胞の表面に高発現している抗原がない患者さんを対象として、腫瘍微小環境を光で改変
すること(局所癌微小環境光編集)が可能な、PD-L1 をターゲットとした次世代型の光励起治療を
目指す。 
２．研究の目的 
我々は、本研究計画から派生した、胸部腫瘍に対しての NIR-PIT 治療を臨床応用を見据えて開発
してきた（Isobe Y, Sato K*, et al. EBioMedicine, 2020; Nishinaga Y+, Sato K+*, et al. 
Cells, 2020； + equally contribution, *corresponding author）。これらはすべて、がんに特
異的に発現するがん抗原をターゲットにしたものであり、当該抗原の発現がない患者さんには
適応ではなくなる。 
 本研究では、がん細胞が臓器横断的に発現している免疫チェックポイント分子に注目し、がん
の免疫逃避機構という共通の機構を応用することで、発現は程々で（低発現で）、臓器横断かつ
転移部にも一定の効果を得ることができる次世代型の光がん免疫治療法開発を行うことが目的
である。また、引き続いて起こる免疫反応の詳細を検討し、新しい光がん免疫療法の１つとして
の機序確立を狙う。本研究を達成する事で、臓器横断的に効果のある革新的光治療法を開発し、
発現に依存しない次世代光治療開発とその作用機構詳細解明を行う。また、視点を変えれば、光
による癌微小環境の免疫改変技術の新開発であり、癌免疫を光で改変編集することで治療を行
う新概念(局所癌微小環境光編集技術)を樹立する。 
3．研究の方法 
(1) F(ab’)2の作成 
 使用する抗体による副反応（ADCC:抗体依存性細胞障害、CDC:補体依存性細胞障害）を予防す
るために、F(ab’)2を作成した。IgG 抗体(抗マウス PD-L1 抗体（ラット由来）)を酵素法（ペプ
シン）にて消化し、HPLC 分取を行うことで F(ab’)2を生成した（以下の実験で使用）。HPLC、
SDS-PAGE にて確認した。本結果から、IgG の残りはほぼ無く、F(ab’)2が作成されていることが
証明された。 
(2) anti-PD-L1-F(ab’)2-IR700 の作成 
 精製した F(ab’)2をおおよそ、F(ab’)2と IR700 を 1:2.5~3 に成るように作成して、SDS-PAGE
にて評価した。control, 抗 PD−L１抗体から作成した F(ab’)2に正確に IR７００が付加してい
ることが判明し、吸光度の解析から、抗体１に対して、IR700 は 2.5 であった。 
(3) anti-PD-L1-F(ab’)2-IR700 の 
Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 の細胞への結合性と抗原性を確認した。また、Western Blotting
にて PD-L1reconbinant protein への抗原性を有していた。 
(4) In vitro での Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 のマウスがん細胞株への結合評価 
マウス細胞株における PD-L1 の発現を、フローサイトメトリーを用いて評価した結果、すべての
細胞株で PD-L1-IR-700 の結合が認められた 。また、その発現量は各がん細胞で僅かな発現であ
った(図１)。 



(5) In vitro での Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 を用いた NIR-PIT のマウスがん細胞株への細胞
死効果 
in vitro の NIR-PIT 実験では、フローサイトメトリーによる PI 染色（死細胞染色）の結果、ど
の細胞株においても、近赤外線の光量の増加に伴って死細胞率が上昇した。近赤外線の照射のみ
や PD-L１ - F(ab’)2-IR700 の投与のみでは、有意な細胞障害は認めなかった。いずれの細胞株
でも、64J/㎠以上で有意な PI 陽性率の上昇を認めた。64J/㎠以上では、これまでの前研究では
高発現株であれば 90%以上の細胞死が通常見られるため、in vitro での効果はかなり限定的と
考えられた。また、LL/2-luc を用いて NIR-PIT を行い、luciferase 活性の測定を行ったところ、
NIR-PIT 後の細胞株では、relative light unit(RLU)の有意な低下を認め、光量依存性に
luciferase 活性の低下を PI と同様に認めた。様々な癌腫において、PD-L1 をターゲットとした
NIR-PIT は 128 J/㎠で 50％程度の細胞障害を誘導した。効果はかなり限定的であると言えた。 

         
図１ Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 の結合性  図２In vitro PD-L1targeting NIR-PIT 

(6) In vivo での Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 を用いた NIR-PIT の同種マウスがん腫瘍モデル
への効果 
in vivo のマウス同種がん移植モデルでは、in vitro の結果からは推定できないほどの高
い治療効果が得られた。１０％の確率で完治する個体も得ることができた。 
腫瘍細胞を定植した C57BL/6 マウスを、PD-L１ - F(ab’)2-IR700 を投与し NIR-light を照
射するを行う群、なにもしない群にわけて解析した。腫瘍体積は、腫瘍長径(length)×腫瘍
短径(width)²×0.5(㎣)で算出し、初回 NIR-light 照射前の体積との比で比較したところ、
初回 NIR-light 照射翌日に PIT 群で有意な縮小を認めた（n =6～7, p<0.05 vs. APC）(図 3
左)。また、IVIS spectrum CT でルシフェラーゼ発光の定量を行い、初回 NIR-light 照射前
の発光との比を比較したところ、腫瘍体積と同様に初回 NIR-light 照射 1 日後に有意なル
シフェラーゼ発光の低下を認めた(n =6～7, p<0.05 vs. APC) (図 3右)。また、PIT 群にお
いて生存の延長を認めた(n =6～7, p<0.05)(図 4)。本結果は、in vitro の結果から推定さ
れる効果とかなり乖離があり、in vivo では著明に抗腫瘍効果を及ぼす事が判明した。 

        

図 3 抗腫瘍効果                  図 4 生存率 
(7) FACS による腫瘍局所免疫細胞の検討 
FACS を用いて、Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 を用いた NIR-PIT 治療腫瘍微小環境の免疫光編
集効果を検討するために、血液と治療後腫瘍をホモジナイズし、そのなかから免疫細胞
(CD45 陽性)の変化を検討した。その結果、NIR-PIT 治療直後腫瘍では、腫瘍免疫を負に制御
する MDSC が低下しており、他の抗腫瘍免疫である CD8+T 細胞や、NK細胞、Macrophage への
影響はなかった。すなわち、腫瘍微小環境から特異的に MDSC を除去することができていた
(図５A)。血液では、NIR-PIT 直後ではあるが、CD8+T 細胞の活性化が見られた(図５B)。次
に、治療１時間後の腫瘍での検討を行い、抗腫瘍免疫である CD8+T 細胞や、NK 細胞の活性
化が顕著に検出された。末梢血でも同様の抗腫瘍免疫である CD8+T 細胞や、NK 細胞の活性
化が見られ、腫瘍微小環境の免疫光編集効果が、実際には局所から全身性に起きていること
が確認できた(図 6A腫瘍、B血液)。  



        

図 5 A 左、腫瘍  B 右、血液              図 6  A 上、腫瘍  B 下、血液 

(8)DAMPS の FACS による解析  
 次に、上記の免疫活性化機序解明の１つとして、治療後腫瘍細胞からの DAMPs の解析を行
った。Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 を用いた NIR-PIT 治療により、DAMPs の ATP、HMGB1 が有意
に遊離していた(図 7)。 
 上記の Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 を用いた NIR-PIT 治療による抗腫瘍免疫の亢進や免疫炎
症の惹起が NIR-PIT 治療腫瘍微小環境の免疫光編集効果と考えられ、このことは、腫瘍側の
PD-L1 の発現を更に強くする可能性がある。そこで、in vitro と in vivo で Anti-PD-L1- 
F(ab’)2-IR700 を用いた NIR-PIT を行い検討したところ、in vitro では腫瘍細胞の中でも PD-
L1 が高発現しているものが選択的に光破砕されて結果的に発現が下がっていく一方、in vivo で
は炎症の効果によって逆にPD-L1の発現が亢進する結果が得られた(図8)。このことから、Anti-
PD-L1- F(ab’)2-IR700 を用いた NIR-PIT 治療は生体内で、PD-L1 の腫瘍側での発現を誘導する
効果があり、従って、次回の治療の際により効果を出したり、Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 の
PD-1 と PD-L１の結合阻害効果である免疫チェックポイント阻害効果によって抗腫瘍効果が高ま
る可能性が示唆された。 

   
図７ DAMPS 解析                           図８ PD-L1 発現解析 
(9)血清・腫瘍局所のサイトカイン網羅的解析 
 次に、血清と腫瘍のラーセート内でサイトカイン解析を行った。Anti-PD-L1- F(ab’)2-
IR700 を用いた NIR-PIT 治療腫瘍微小環境の免疫光編集効果は、腫瘍内のサイトカインを劇
的に炎症性に変化させ、また循環血液のサイトカインも炎症亢進させていた。このことは、
光照射で腫瘍を限定的に局所治療したが、Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 を用いた NIR-PIT 治
療腫瘍微小環境の免疫光編集効果は全身に波及することがわかった(図 9)。 

      
図 9  サイトカイン解析            図 10 Photo-Abscopal Effect 
(10) 転移モデルマウスによる Abscopal効果の発見と検証 
 上記(9)で、全身性の影響があり、Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 を用いた NIR-PIT 治療腫瘍
微小環境の免疫光編集治療は光照射した局所であるが、転移腫瘍にも効果がある可能性が
あった(Abscopal 効果)。この“Photo-Abscopal Effect”を検討するために、同種マウスが
ん両側臀部腫瘍モデルを作成し、右側の腫瘍のみ光照射することで左側の転移を模した腫
瘍への効果検討を行ったところ、抗腫瘍効果がみられた(図 10)。この新概念を“Photo-
Abscopal Effect”と名付けて、光照射していない左側の腫瘍の微小環境を解析した。その
結果、光照射をしていない腫瘍（左）の内部の CD45 陽性リンパ球にて、CD8+T 細胞や、NK
細胞の活性化が見られた(図 11)。腫瘍微小環境の局所免疫光編集効果が、実際には局所か



ら全身性に起き、転移部の腫瘍や、画像化できていないような微小転移にも効果を出す、
“Photo-Abscopal Effect”が実証証明された。 
(11)中和抗体、KOマウスによる免疫担当細胞の機序解明 
 Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 を用いた NIR-PIT 治療腫瘍微小環境の免疫光編集治療の治療効
果メカニズムの解明を行うために、免疫細胞の中和抗体を用いた治療実験を行った。中和抗
体として抗 CD8 抗体、抗 NK 抗体、抗 INFγ抗体を用いた治療実験を行い、検討した。これ
らの中和抗体を投与すると、Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 を用いた NIR-PIT 治療腫瘍微小環
境の免疫光編集治療の効果が減弱した。このことから、Anti-PD-L1- F(ab’)2-IR700 を用い
た NIR-PIT 治療腫瘍微小環境の免疫光編集治療の治療メカニズムは、これらの抗腫瘍免疫の
効果に依存していることが明らかとなった(図 12)。 

     
図 11 左腫瘍（転移腫瘍模したもの）解析        図 12 抗腫瘍免疫のメカニズム 
4．研究成果 
免疫チェックポイント分子 PD-L1 を標的とした近赤外光線免疫療法の評価・開発に成功し、
PD-L1 をターゲットとした近赤外光線免疫療法の効果が、PD-L1 の発現量が限定的であるの
にも関わらず、がん免疫を介して相乗的に多大な抗腫瘍効果を発揮することを明らかとし
た(Photo-Immuno Effect)。また、光照射をしていない転移腫瘍にも、がん免疫を介して抗
腫瘍効果を発揮することを見いだした(Photo-Abscopal Effect) (図 13)。 
PD-L1 を標的とした近赤外光線免疫療法は、光によるがん細胞破壊による抗腫瘍免疫と、
免疫チェックポイント分子による腫瘍免疫の活性化、がん微小環境の改変により、相乗的に
抗腫瘍免疫を活性化していることを明らかにした。 
本研究は、がん特異抗原の高発現を応用した近赤外光線免疫療法の適応が受けられない
患者さんへの代替治療としての近赤外光線免疫療法の提案で、PD-L1 を標的とした近赤外
光線免疫療法を人へ応用する際、基礎的知見として貢献することが期待される。 

図 13 
本提案は、腫瘍抗原自体をターゲットとしてきた従来の NIR-PITを次世代がん光免疫治療
へと革新させる重要な開発解明である。なぜならば、腫瘍抗原の発現に関わらず治療でき、
腫瘍微小環境をターゲットとすることで癌免疫を全身性にブーストすることが可能となり、
光を照射していない部位にも効果を及ぼす可能性があるためである。加えて、本研究成果は
新しい光技術を用いたがん免疫改変:[腫瘍微小環境の免疫光編集]コンセプトの樹立ができ
た。従って、本研究成果は腫瘍微小環境の免疫光編集の学術的な機序解明という側面も持つ。
従来型の NIR-PIT が認可された先に、本治療の有用性と革新性が今後繋がっていくと確信
しており、早期の患者さんへの実装が期待される。その際には本研究が学術的な礎となると
期待できる。 
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