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研究成果の概要（和文）：我々の施設では一度は免疫チェックポイント阻害薬不応状態になった膵癌患者でも温
熱療法との併用で再び著効した例を経験した。本研究データから、温熱療法により浸潤誘導されるCD8+T細胞が
IFN-γを介してPD-L1の発現増強を誘導し腫瘍細胞の温熱抵抗性に関与する可能性が考えられ、免疫チェックポ
イント抗体は抑制された細胞性免疫を活性化することで、両者の併用療法が有効となるのではないかと考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：Under the hyperthermia therapy, the immune checkpoint system is largely 
unknown. Immunohistochemical studies using clinical samples of colon and breast cancer indicated 
that hyperthermia treatment induced PD-L1 expression and MHC class I, and that the number of CD8+ T 
cell increased around the tumor cells. Because CD8+ T cell can release IFN-γ, we examined by 
western blot analysis and found that exposure of IFN-γ on the MC38 mouse colon cancer cells led to 
increase in p-STAT1 and IRF1 expression as well as PD-L1 induction. Hyperthermal therapy using MC38 
tumor-bearing mouse model led to necrosis in the tumors, facilitated CD8+ T cell invasion, but 
simultaneously enhanced expression of PD-L1 and its related molecules. Finally, we could observe 
that the combination therapy of hyperthermia and the anti PD-L1 antibody led to the more effective 
effect. In conclusion, combination therapy of hyperthermia and the immune checkpoint inhibitor may 
be an efficient anti-tumor treatment.

研究分野： 化学療法、温熱療法、癌治療

キーワード： 温熱療法　免疫チェックポイント阻害剤　PD-L1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
温熱療法は主として症状緩和に利用され、単独では癌の治療効果は乏しいが、抗癌剤や放射線の増強効果が知ら
れている。近年、免疫チェックポイント阻害剤が新たな癌治療として脚光を浴びているが、本研究では温熱療法
と免疫治療との併用効果をもたらすメカニズムが示唆された。動物実験の数を増やした検証が必要であるが基幹
となるセオリーを示せたことは大きな意義があり、今後の温熱免疫療法の基盤となる研究であると考える。

※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 
 
温熱療法 (ハイパーサーミア)は体内の癌を 40 度から 42 度に加温する治療法であり、抗癌剤や放射線
の効果増強作用が知られている。高リスク軟部組織肉腫に対する術前化学温熱療法 (Phase3)や胚細
胞腫瘍のサルベージ治療 (phase2)で良好な治療成績が報告され、膵癌術後化学療法に対する温熱
療法の上乗せ効果を検討する Phase3 試験 (HEAT)が進行中である。近年、保険適応となり話題にな
った免疫チェックポイント阻害薬 (nivolumab)の治療標的である PD-L1 に対して温熱療法がどのような
影響を及ぼすかについては未だ定まった見解は得られていない。我々の施設でも一度は免疫チェック
ポイント阻害薬不応状態になった膵癌患者でも温熱療法との併用で再び著効した例を経験したことから、
奏効率が２０－３０％と決して高くはない免疫チェックポイント阻害薬の効果を温熱療法が高めるのでは
ないかという仮説を立てた。一方、癌局所の温度を効率よく上昇させる磁性ナノ粒子と温熱との併用も
魅力的な治療法である。磁性ナノ粒子を腫瘍に効率よく集積させることができれば、正常組織の温度上
昇のために治療が難しかった深部癌への温熱療法の応用も可能となるかもしれない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では細胞性免疫を促進するとの報告もある温熱療法が CD8+T 細胞の誘導や免疫チェックポイン
ト経路に対してどのように影響を与えるのかを明らかとすることを主たる目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）臨床サンプルの解析 
CD8+T 細胞は樹状細胞の MHC ClassⅠとそれが提示する癌抗原を T 細胞受容体 (TCR) で認識され
活性化される。この T 細胞が癌組織へ遊走されると癌細胞の提示する MHC ClassⅠを認識して結合す
るが、癌細胞と CD8+T細胞との間に免疫チェックポイント分子であるPD-1/PD-L1経路が働くと、CD8+T
細胞の免疫応答が抑制される。癌免疫療法は、この状態のがん患者に免疫チェックポイント阻害剤を投
与することでブレーキのかかっていた CD8+T 細胞の免疫機構が活性化され、癌細胞を攻撃するように
なるという原理に基づき実施されている。以上の免疫制御機構に関する知見に基づき、温熱と免疫チェ
ックポイント阻害剤による治療を受けた大腸癌、乳癌、膀胱癌患者の治療前後の生検サンプルから
MHC ClassⅠ, PD-L1, CD8+T 細胞の発現を検討した。免疫染色には。マウス PD-L1 ポリクローナル抗
体 (Proteintech, Rosemont, IL, USA)、抗ヒトHLA ClassⅠモノクローナル抗体 (clone: EMR8-5, Abcam, 
Cambridge, United Kingdom)、 抗ヒト CD8 ポリクローナル抗体 (Abcam)を用いた。 
 
（２）In vitro 実験 
がん組織に浸潤し、MHC ClassⅠと TCR を介してがん細胞に結合した CD8+T 細胞は、がん細胞に対
して IFN-γを放出する。IFN-γを受容したがん細胞内では、JAK/STAT 経路により核内にリン酸化
STAT1 (p-STAT1) が移行する。p-STAT1 は IRF1 (Interferon regulatory factor 1) プロモーターに結
合し IRF1 を誘導する。この IRF1 が核内でさらに PD-L1 プロモーターに結合することで PD-L1 が誘導
され、細胞膜に発現することが報告されている。PD-L1 が誘導されること分かっている MC38 マウス大腸
癌細胞株を用いて、以下の実験を行った。 
温熱刺激：マウス大腸癌 MC-38 細胞株において温熱刺激による免疫チェックポイント分子への影響を
明らかとするため、43℃、90 分の温熱処理を行なった。その後 37℃に戻し、24 時間、48 時間、72 時間
培養したのちサンプル回収を行った。  
IFN-γ刺激： Recombinant Mouse IFN-γ (BioLegend, San Diego, CA, USA) を 10 ng/mL となるよう
に添加したメディウムに変え、24 時間、48 時間、72 時間培養したのちサンプル回収を行った。 
回収したサンプルを用いて、western blot 法にて、リン酸化 Stat3, IFR, PD-L1 の発現を検討した。抗
体は、抗マウス p-STAT1 モノクローナル抗体 (clone: D3B7, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, 
USA)、抗マウス IRF-1 モノクローナル抗体 (clone: D5E4, Cell Signaling Technology)、抗マウス MHC 
ClassⅠモノクローナル抗体 (clone: ER-HR52, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) を使用した。 
 
（３）In vivo 実験 
（I）温熱の抗腫瘍効果と免疫チェックポイント関連蛋白の発現：7 週齢・メスの C57BL/6J マウスをイソフ
ルランで吸入麻酔し抑制状態とした後、除毛した右下肢に調整した細胞懸濁液を 50 µL、27G 針を使用
して皮下注射した。細胞懸濁には PBS と Matrigel 基底膜マトリックス(Corning, New York, NY, USA) を
等量ずつ用いた。移植後 10 から 13 日間経過を観察し、腫瘍径が 8-10 mm に達したのちに恒温槽を
使用して温めた 42℃の温水に、腫瘍全体が浸るように右下肢のみを浸け、20 分間の温熱を実施した。
温熱後は温水から離し、通常通り飼育した。温熱刺激を３日連続で加え、４日目に腫瘍サンプルの回収
を行った。腫瘍は半割してホルマリンに浸し、4℃で一晩浸透させ固定後、パラフィンブロックを作製した。
全ての動物実験は大阪大学規定のガイドラインやプロトコールに則って行った。温熱後のサンプルに関
して、HE 染色で壊死の程度を評価し、各蛋白発現（リン酸化 Stat3, IFR, PD-L1）と CD8+T 細胞浸潤
の程度を免疫染色で評価した。 
 
 



（II）温熱と免疫チェックポイント阻害剤の併用効果：温熱実施 2 日前と当日、2 日後に In vivo 抗マウス
PD-L1 モノクローナル抗体 (clone: 10F.9G2, Bio X Cell, West Lebanon, NH, USA) を 1 回あたり 150 
µg/mouse となるように 30G 針を使用して腹腔投与した。温熱終了 72 時間後に腫瘍サンプルを回収し
腫瘍壊死率（壊死範囲面積/腫瘍面積 ×100 ）% を算出した。 
 
４．研究成果 
（1-I） 臨床サンプルにおける免疫チェックポイント経路関連分子の検討 
臨床例 2 例において、PD-L1 及び MHC ClassⅠの免疫組織化学染色を行ったところ、2 例とも治療前
のがん細胞での発現が確認できた。また、どちらの分子も細胞膜と細胞質に発現していることがわかっ
た。大腸がん症例は温熱療法後に PD-L1 及び MHC ClassⅠ共にがん細胞での発現が増強し、乳がん
症例は治療前後での発現量に明らかな差は認められなかったが少なくとも維持はされていた。 
(1-II) 臨床サンプルにおける免疫細胞浸潤の検討臨床例 2 例において、細胞性免疫因子である CD8
＋T 細胞について免疫組織化学染色を行った。大腸がん生検サンプルにおいて、治療前にも癌組織内
に CD8＋T 細胞が浸潤しているが、温熱により免疫細胞浸潤が有意に増加した (図１)。乳癌サンプルに
おいて、治療前の癌組織内 CD8＋T 細胞浸潤は僅かであったが、温熱後の組織では、癌部周囲に
CD8+T 細胞が集まっていた。中には癌の辺縁を突き破り、内部に浸潤し始めている像も確認できた。 
 

 

(図１)大腸癌生検サンプルの CD8+T 細胞浸潤。*: P<0.05。 

 

 

（２）In vitro 実験 

温熱刺激のみでは各分子の発現増加は認められなかったが、IFN-γ刺激によって、p-STAT1 及

び STAT1 は刺激後 24 時間をピークに、48 時間、72 時間と IFN-γ刺激のない状態と比べて増

加した。IRF1 は刺激後 24 時間をピークに発現が増加した。PD-L1 は、これら分子発現の増加

にやや遅れて、刺激後 48、72 時間での発現が増加した（図２）。 
 

 
 
図２. IFN-γ刺激が PD-L1 関連因子に与

える影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 



（３）In vivo 実験 

（3-I）温熱の抗腫瘍効果と免疫チェックポイント関連蛋白の発現検討 

３回の温熱刺激により腫瘍内部に壊死部分と腫瘍辺縁部に癌細胞の生存部分を認めた。温熱群

では生存癌細胞で p-STAT1、IRF1、PD-L1 の強い発現誘導がみられた。MHC ClassⅠの発現も軽度

ながら生存部で増強した。温熱群では CD8+T 細胞の腫瘍内浸潤が亢進していることがわかった。また、

CD8+T 細胞の局在は癌の生存部分に沿って集積していた。 

(3-II) 温熱と免疫チェックポイント抗体医薬の併用治療による抗腫瘍効果検討 

図３A のように温熱単独治療マウスと、温熱療法と免疫チェックポイント抗体との併用治療マウスにおい

て腫瘍壊死の程度を評価したところ、単独治療マウスは 35%、併用治療マウスでは 65%であった (図３B)。 

更に興味深いことに CD8 陽性 T 細胞は、併用治療ではまだらに腫瘍生存部に入り組むような浸潤像が

みられ、細胞性免疫の活性化が示唆された。 

 

 
 
 
 
 
 
 
図３. 温熱と抗体医薬の併用が腫瘍に与える影響 
(A) 動物実験のスキーム。上: 温熱単独治療、下: 併用治療。 (B) 腫瘍壊死範囲 
 

 

以上の結果から、温熱療法により浸潤誘導される CD8+T 細胞が IFN-γを介して PD-L1 の発現増強を

誘導し腫瘍細胞の温熱抵抗性に寄与する可能性が考えられ、免疫チェックポイント抗体は抑制された

細胞性免疫を活性化することで、両者の併用療法が有効となるのではないかと考えられた。 
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