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研究成果の概要（和文）：マウス神経芽腫モデルを用いて、抗PD-1/PD-L1抗体を用いた免疫チェックポイント阻
害療法により得られる抗腫瘍効果の免疫学的メカニズムの解析を、腫瘍に浸潤する免疫細胞に注目して解析し
た。本モデルで得られる抗腫瘍効果は約80%前後にとどまり、全例に奏功するのではないことが判明した。そこ
で十分な抗腫瘍効果が得られたマウスと得られなかったマウスの腫瘍に浸潤する免疫細胞を解析すると、抗腫瘍
効果が得られたマウスの腫瘍にはCD49b陽性NK細胞とCD69陽性の活性化CD8陽性Tリンパ球の浸潤がより多く認め
られることが判明し、この２種の免疫細胞の浸潤が抗腫瘍免疫反応に大きく関与していることが示された。

研究成果の概要（英文）：For the analysis of antitumr immune reaction to the neuroblastoma induced by
 the immune checkpoint inhibition therapy, we focused on the tumor infiltrating immune cells induced
 by the immune checkpoint inhibhtion therapy. Using mouse neuroblastoma model, we applied anti-mouse
 PD-1/PD-L1 antibody therapy to the neuroblastoma bearing mouse. Then we analyzed the tumor 
infltrating immune cells. 
We found that in tumor which the growth of nodule was effectively suppressed by treatent, 
infiltration of CD49b+ NK cell and CD69 positive activated CD8 tumor infiltrating lymphocytes (TIL) 
were effectively promoted.
 We concluded that in immune checkpoint inhibition therapy using anti-PD-1/PD-l1antibodies, 
promotion of the tumor infiltration of NK cell and activated CD8+ TIL is very important. And finding
 the method of promoting these cells infiltration may induce the establishment of effective and 
novel immune therapy for neuroblastoma.

研究分野： 小児神経芽腫免疫治療

キーワード： 神経芽腫　NK細胞　腫瘍浸潤リンパ球　免疫チェックポイント阻害療法　抗腫瘍免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床データでは、進行神経芽腫に対する免疫チェックポイント阻害療法は、単一の抗体投与では期待されたほど
の十分な治療効果が得られていないことが報告された。本研究では、治療効果不良群ではNK細胞及び活性化CD8
リンパ球の浸潤が治療効果良好群に比べ少ないことが示され、抗腫瘍免疫反応を十分に得るためには、このNK細
胞および活性化CD8リンパ球の浸潤を促進することが重要であることが証明された。NK細胞浸潤及びCD69陽性
CD8Tリンパ球の腫瘍浸潤を促進することができれば、有効性の高い新規免疫療法を開発することが可能であるこ
と示しており、今後の新規治療開発に有効な知見が得られたといえる。

※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 
臨床におけるヒト由来神経芽腫組織の解析で神経芽腫細胞の表面抗原発現の解析の報告で神

経芽腫に対する免疫チェックポイント阻害療法の可能性が示された(Zuo et al Pediatr Surg Int. 

2020)ものの、神経芽腫に対する免疫チェックポイント阻害療法はまだ広く普及しておらず、様々

な併用療法による実験的報告が主となっていた (Mao et al. Clin Cancer Res 2016, Seibelt et al. 

OncoImmunol 2017)。またヒト神経芽腫においても腫瘍浸潤 T リンパ球(Tumor Infiltrating 

Lymphocytes: TIL)の浸潤が多いほど予後が良好であることが報告されてた(Mina et al. 

OncoImmunology 2015)。免疫チェックポイント阻害療法は TIL のリンパ球疲弊からの回復により

抗腫瘍効果が得られるとされているが(Barber et al. Nature 2006, Wherry et al. Nat Rev Immunol. 

2015)、この説を否定する研究成果も報告されていた(Prado-Garcia et al. Cancer Immunol 

Immunother 2017)。TIL 疲弊の指標と TIL の機能評価は抗腫瘍免疫反応のメカニズム解析に必須で

あると考えた。一方、近年一部の癌腫で腫瘍細胞に発現するPD-1抗原(intrinsic PD-1 molecule)

に抗 PD-1 抗体を作用させると獲得免疫のシステムを介さない経路で腫瘍免疫は賦活されること

が報告され、免疫チェックポイント阻害療法がさらに広がる可能性も指摘された(Kleffel et al. 

Cell 2015, Xiaoqiang et al. Hepatology 2017, Zhao et al. Cell Reports 2018, Wang et al. PNAS 

2020)。 

 
２．研究の目的 
マウス神経芽腫モデルで抗マウス PD-1/PD-L1 抗体を用いた免疫チェックポイント阻害療法を

施行し、最も効果の得られる投与方法を確認する。治療により抗腫瘍効果が得られた腫瘍から、

腫瘍組織に浸潤する免疫細胞を分離し、腫瘍に浸潤する CD8 リンパ球、NK 細胞及び樹状細胞(DC)

などの抗原提示細胞を分離し、細胞表面抗原を解析することで抗腫瘍効果を示す腫瘍浸潤リン

パ球を誘導する免疫細胞を同定し、この抗原提示細胞による細胞治療と抗体投与を組み合わせ

より効果の高い新規免疫チェックポイント阻害療法を開発することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
① マウス神経芽腫モデルにおける抗PD-1 PD-L1抗体全身投与による抗腫瘍効果の解析 

A/J マウス(H2-Ka)皮下にマウス神経芽腫細胞 neuro-2a(H2-Ka, CCL-131)を接種して腫瘤形

成させ担癌マウスを作製した。担癌マウスに抗 PD-1/PD-L1 抗体を経腹腔投与しながら腫瘍サ

イズを経時的に測定し縮小効果を評価し最も腫瘍効果の得られる抗体投与法を確認した。 

② 免疫チェックポイント阻害療法とTILの機能解析 

上記①で免疫チェックポイント阻害療法を施行したマウスの腫瘍結節を collagenase 処理

し細胞浮遊液を作成した。CD45 beads を用いた MACS sorting 法を用いて腫瘍細胞と浸潤免疫

細胞を分離し、CD8+ TIL 細胞内に発現する CD69 (活性化リンパ球の指標)の発現をフローサイ

トメーターで解析した。 

③ 免疫チェックポイント阻害療法と抗腫瘍効果を促進する抗原提示細胞の解析 

免疫チェックポイント阻害療法で抗腫瘍効果を認めた腫瘍から上記①②と同様の方法で分

離した CD45 陽性の腫瘍浸潤免疫細胞のうち CD3、CD11b、 CD11c、 CD49b 抗原の発現を確認し

細胞を同定した。 

 

４．研究成果 
マウス神経芽腫細胞 neuro-2a cell を、Tリンパ球を持たない Nude マウスに接種したのち、マ



ウス腹腔内に抗 PD-1/PD-L1 抗体を投与した場合、正常な Tリンパ球をもつ A/J マウスを使用し

実験で得られていた抗腫瘍効果が消失した。これにより抗体投与により得られる抗腫瘍効果に T

リンパ球が重要な役割を果たしていることが示された。 

さらに A/J マウス皮下に neuro-2a cell(1×106 cells/mouse)を接種し、接種後 7日目に皮下

に腫瘍結節を生じたマウスに対し抗 PD-1/PD-L1 抗体(250μg/mouse)を腫瘍接種後計５回経腹膜

投与し 16 日目にマウスを犠牲死させて皮下腫瘍を切除した。腫瘍重量を評価すると抗体投与に

より抗腫瘍効果が得られるが、対照群と比較して腫瘍サイズが有意に小さいものは治療群全体

のうち 80％にとどまり、約 20％は抗

腫瘍効果が得られないことが判明し

た（図１a, b Inoue et al. J Surg 

Res 2023 より一部改変）。そこで、腫

瘍に浸潤する免疫細胞を、対照群、治

療効果が得られた群、治療効果が得ら

れなかった群に分け、それぞれフロー

サイトメーターを用いて解析した。 

16 日目に犠牲死させて切除した皮下腫瘍を Collagenase 処理して細胞浮遊液を作成し、MACS 

sorting により腫瘍に浸潤する CD45 陽性細胞を採取し、リンパ球活性化の指標となる CD69 を発

現した活性化 CD8+ TIL をフローサイトメトリーで測定すると、より高い治療効果が得られた群

で著明に CD8+CD69+ T リンパ球の腫瘍浸潤が生じていることが確認された（図 2a, Inoue et al. 

J Surg Res 2023 より一部改変）。 

さらに腫瘍重量と腫瘍浸潤 CD8+CD69+ T リンパ球の浸潤

リンパ球に対する比率は逆相関を示しており、抗 PD-1/PD-

L1 抗体投与により、活性化リンパ球である CD8+CD69+ T リ

ンパ球の腫瘍浸潤がより促進された個体で、より強い抗腫

瘍効果が得られることが証明された（図 2b, Inoue et al. 

J Surg Res 2023 より一部改変）。なお、この CD69 陽性細

胞は CD49b 分子を発現しておらず、この CD69+細胞は NK 細

胞ではないことを確認した。 

さらなる解析により抗 PD-1/PD-L1 抗体投与により腫瘍組

織に CD3-CD49b+細胞の浸潤が促進されていることが確認さ

れており、AAGM1 投与により NK 細胞を抑制したマウスでは

抗 PD-1/PD-L1 抗体を投与しても抗腫瘍効果が得られないことか確認されている。さらに

CD8+CD69+ T リンパ球の浸潤とこの NK 細胞と思われる CD49b+細胞の浸潤に相関関係がある可能

性が示唆されている。これら活性化リンパ球と NK 細胞の相互作用と抗腫瘍効果の関連の解明は

今後さらなる解析を行う予定である。この 2 種の免疫細胞による抗腫瘍効果のメカニズムの解

明は、新たな指摘免疫療法開発につながる可能性があると思われ、今後も引き続き研究を継続し

ていく予定である。  
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