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研究成果の概要（和文）：マウス皮下移植腫瘍モデルを用い、免疫チェックポイント阻害療法と放射線療法を併
用した結果、低酸素マーカーであるピモニダゾールの蓄積領域が、照射48時間後には、照射単独より縮小する傾
向を示した。したがってこのタイミングで次の照射をすれば、より放射線の効果を増強できる可能性が示され
た。しかし、再発は、がん幹細胞の数によっても影響を受けることから、血管近傍に存在するがん幹細胞の数な
ども考慮する必要があり、より詳細な検討も必要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Compared to radiation alone, combination with anti-immune checkpoint 
antibodies in a mouse allograft tumor model decreased pimonidazole-positive areas, showing a severe 
hypoxia, about 48 h after irradiation. Given that hypoxia induces radioresitance, radiation effect 
was thought to be more enhanced if next irradiation is given at this timing. However, we have to 
take into account the number of cancer stem cells existing around tumor vessels because recurrence 
is also affected by the number of cancer stem cells. Further analysis is definitely required to 
elucidate it. 

研究分野： 放射線生物学、放射線腫瘍学

キーワード： 放射線感受性　免疫チェックポイント阻害剤　低酸素細胞分画　細胞動態

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、免疫チェックポイント阻害剤は、がん治療において大きな注目を集めているが、単剤での治療のみでは、
必ずしも優れた成績は得られていない。放射線療法との併用は有効であると目されているものの、そのメカニズ
ムについては不明な点が多い。本研究では、併用によって放射線抵抗性とされる低酸素分画が減少し、次の照射
が効果を増強する可能性が示された。さらなる研究が必要であるが、今後、低酸素分画が低下するタイミングを
さらに検討することで、分割照射によって実施される放射線治療と免疫チェックポイント阻害療法との併用効果
が向上する可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
1) 口腔癌に対する放射線治療の現状 

 口腔癌に対して、強度変調放射線治療(IMRT)等の高精度放射線治療が適応される様になり、障

害の発生頻度は軽減したものの、未だに生存率の有意な改善はみられていない(Chinn et al, 

JCO, 2015; Gupta et al, Radiother Oncol, 2012)。一方、生物学的に放射線感受性を増感し

ようとする試みもなされてきたが、ほとんどが実用化に至っていない。 

2)腫瘍微小環境が腫瘍細胞の放射線感受性に与える影響 

 実際の腫瘍内では、間質、血管系、免疫系、低酸素状態等が複雑に絡み合いながら腫瘍実質の

放射線感受性に対して大きな影響を与えている。特に、低酸素状態は著しい放射線抵抗性を付与

するが、分割照射中に生じる再酸素化や血管新生等により、静止期から増殖期への移行を伴う細

胞動態の変動が起こり、感受性に極めてダイナミックな影響を与えている。これまで、in vivo 

での詳細な細胞動態解析は、技術的にほとんど不可能であった。 

3)免疫系の修飾が腫瘍放射線感受性に与える影響 

 腫瘍微小環境中では、T 細胞が発現する PD-1 受容体が、腫瘍細胞の発現する PD-L1 によって

刺激され、免疫チェックポイントが働き、T 細胞の抗腫瘍効果が抑制された状態にある。近年、

その阻害薬の有効性が、癌治療で大きな注目を集めている(Brahmer et al, NEJM, 2012)。この

手法を従来の化学療法や放射線療法と併用することで、劇的な治療効果が期待されている。しか

しながら、その併用によって増感する機構については、不明な点が多い。そのほとんどは、免疫

能が相乗的に亢進するという観点からの研究のみである（Deng et al, JCI, 2014）。 

 
２．研究の目的 
放射線と免疫チェックポイント阻害薬を併用する癌治療法が、近年大きな注目を集めているが、

その機序に関しては不明な点が多い。本研究は、腫瘍細胞動態という従来とは異なる観点からそ

の増感機構解明を目指した。本研究では、免疫系の修飾と放射線の併用により、腫瘍微小環境下

で腫瘍細胞動態が大きく変動する結果、分割照射中の放射線感受性が影響を受けるとの仮説を

立て、研究を進めた。この研究成果は、臨床で問題となる免疫療法と放射線照射との至適タイミ

ングを考慮する際に重要な示唆を与えるのみならず、限定的にしか実施されていない口腔癌へ

の放射線治療適応の拡大につながりうるものと期待される。 

 
３．研究の方法 
1) SCCVII-Fucci 細胞株の樹立 

頭頸部癌の腫瘍免疫研究モデルとして使用されてきた C3H マウス自然発生扁平上皮癌 SCCVII 細

胞(Khurana et al, Head Neck, 2001) を用いて、細胞周期を可視化しうるシステムである

SCCVII-Fucci 細胞株を樹立した。 

2) 免疫チェックポイント阻害と放射線併用による腫瘍増殖抑制効果ならびに腫瘍内に存在する 

免疫細胞の検討 

 C3H マウス移植 SCCVII 腫瘍モデルにおける免疫チェックポイント阻害単独による効果に関し

ては、分担研究者の東らによって既に詳細が報告されている(Kondo et al, Oral Oncol, 2016)。

そこで、PD-L1, CTLA-4 に対する抗体を適宜用いて投与し、免疫修飾、放射線それぞれ単独処理

群と併用群とで、腫瘍増殖阻害効果を確認した。腫瘍内に存在する免疫細胞をそのマーカーに対

する抗体を用いて免疫染色を行なった。 

3) 低酸素領域の解析 

低酸素マーカーとして用いられるピモニダゾール(Pimo)の集積を免疫染色にて検出し、その面

積を定量化した。 

4)増殖細胞と静止期細胞の運命マッピング 

CreERT2 につないだ緑色蛍光 Fucci プローブ（不含核移行シグナル）配列または CreERT2 のみを

Fucci 発現のない SAS 細胞膜に発現させ、タモキシフェン処理によって核に移行させて、loxP に

はさまれた領域が Cre により外れることで緑色から赤色蛍光タンパクに発現がシフトして恒常

的に発現する系を作製した。 

 



４．研究成果 

1) SCCVII-Fucci 細胞株の樹立 

SCCVII 細胞にレンチウイルによる Fucci の２種類のプローブ導入を行い、両プローブを発現す

る細胞株を樹立した。細胞周期の進行により、赤色、緑色へと変化して M期を経て再度蛍光が変

化することを確認した。さらに、放射線照射により緑色細胞が G2 期に蓄積し、その後 G2アレス

トが解除されることを確認した。ところが、この樹立した細胞株を C3H マウスに移植しても、腫

瘍形成率が極めて低く、以後の実験には使用できないと判断し、Fucci を発現しない細胞を用い

て実験を進めた。 

 

2) 放射線と免疫チェックポイント阻害剤の併用効果 

SCCVII 細胞を C3H マウスの大腿部皮下に移植し、約 7 mm ほどのサイズに増殖したところで、放

射線 10 Gy と PD-L1 または、CTLA4 に対する抗体(200μg/回)を併用し(前者は 4回（照射前日、

照射当日、照射 2 日後、4 日後）腹腔投与）、後者は 3 回（照射前日、照射翌日、照射 4 日後）

腹腔投与)、腫瘍サイズと低酸素分画の大きさの変化を定量した。免疫チェックポイント阻害剤 

単独では、対照群と比較して有意なサイズの変化を認めなかった。10 Gy 1 回照射群では、サイ

ズの縮小を認めたが、併用群においては、10 Gy 照射単独群に比べ照射後 5日までに有意な縮小

は認められなかった。低酸素分画(HF)は、腫瘍摘出前に Pimo を腹腔投与した後に腫瘍を摘出し、

組織切片を作製して、Pimo に対する免疫染色により求め、染色された領域の面積を定量化した。

PD-L1 抗体投与実験においては、照射前には約 40%の HF を示したが、10 Gy 照射後、16時間でい

ったん 20%程度まで低下、その後 24 時間後には再度 40%まで上昇、48 時間で 25%、120 時間で

20%程度まで低下する動態を示した。抗体単剤では、有意な低下は認められなかった。併用群で

は、照射単独群とほぼ同様な変化を示し、48 時間で 15%程度となり 10 Gy 照射単独群よりもや

や低値を示した。CTLA4 抗体投与実験群においては、照射前には約 30%の HF を示したが、10 Gy

照射後、16時間で約 5%まで低下、24時間後には再度 25%程度まで上昇、48時間後には 22%、120

時間後には 5%程度まで低下した。抗体単剤では、有意な低下は認められなかった。併用群でも、

ほぼ同様な変化を示したが、48時間後に 14%まで低下し、120 時間後には 2%程度まで低下した。

いずれの併用群においても、照射 48 時間のところで、10Gy 照射単独群に比べ低値を示す傾向が

あった。このことは、免疫チェックポイント阻害剤との併用において、このタイミングにおいて

次の照射が実施されると、効果が増強される可能性を示唆した。 

 腫瘍内に存在する免疫細胞の解析も行い、CD8 陽性 T細胞と免疫抑制に働く Foxp3 陽性の Treg

の数の変化において、併用群では 10 Gy 照射単独群と比べ、特に顕著な相違は見出されなかった

ものの、照射 120 時間後、Treg は減少する傾向を示した。 

 

3) 増殖細胞の照射後の運命追跡 

Pimo 陽性細胞は、質的に放射線抵抗性であると考えられている。しかしながら、放射線腫瘍学

においては、腫瘍制御確率論において、腫瘍が治癒する確率 pは、ポアソン分布を仮定して、平

均して残存するがん幹細胞の数をλとすると、p=exp(-λ)で表される。もともとその腫瘍に存在

するがん幹細胞数を N0とし、その治療による最終的な生存率を SF とすれば、λ= N0 x SF で表

される。すなわち、腫瘍の治癒率は、がん幹細胞の質的感受性と数によって決定される。がん幹

細胞は、ニッチによってその幹細胞の性質が維持されると考えられており、その場所として、血

管内皮細胞周辺と低酸素領域が知られている。 

 本研究では、固形腫瘍内で増殖細胞を恒久的にラベルする方法論を考案し、照射後、固形腫

瘍中で上記２つの領域に存在するがん幹細胞のどちらがより多く残存するかという課題にも取

り組んだ。CreERT2 を SAS 細胞に発現させ、タモキシフェンの濃度を調整することにより、血

管近傍でタモキシフェンの濃度があるレベル以上になって増殖細胞のみが赤色に変化し、他は

緑色を維持する系を作製して実験に用いた。腫瘍をヌードマウス皮下に移植し、腫瘍照射前に

は、緑色と赤色の比率はほぼ 1:1 であった。20 Gy 照射すると、照射後 10日ほど腫瘍体積は変

わらなかったが、その後増加し始めた。30 Gy 照射後には、10 日までにほぼ体積は半分にな

り、その後再増殖を始めた。興味深いことに、照射 27 日後には緑に対する赤の比率は、20 Gy



で約 5、30 Gy で約 15 を示した。すなわち、本条件下では、照射時に増殖期にあった細胞の方

が照射後、多く生存し、再発に寄与したことを示唆している。 

 前述したように、免疫チェックポイント阻害剤との併用では、低酸素分画が低下するタイミン

グで分割照射が効果を増強する可能性が示された。今後、低酸素分画が低下するタイミングを
綿密に検討することで、併用効果をさらに向上しうるかもしれない。しかしながら、腫瘍の

増殖状況によっては、増殖細胞の方が大きく再発に寄与する可能性も考えられ、より詳細な研究

が必要であることが示された。 
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