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研究成果の概要（和文）：（1）放射線治療による免疫反応を臨床レベルで解析するため、放射線治療前および
治療期間中に採取した子宮頸癌検体を用いて、腫瘍組織中のがん細胞のPD-L1とKu80の発現変化を調べた。免疫
化学染色にて治療前と治療中の検体を比較したところ、PD-L1は放射線治療により発現誘導されること、さらに
その発現レベルはKu80と相関することがわかった。
（2）培養細胞にて、炭素イオン線照射後のPD-L1発現変化を調べた。その結果、未照射細胞と比較し、炭素イオ
ン線照射後にPD-L1発現誘導を認めた。さらに炭素イオン線とX線を比較した場合、炭素イオン線照射においてよ
り高度にPD-L1発現が誘導されることがわかった。

研究成果の概要（英文）：(1) To analyze the induction of immune response to radiotherapy at the 
clinical setting, we examined the expression of PD-L1 and Ku80 on cancer cells in cervical cancer 
tissues obtained before and during radiotherapy. Comparing the immunohistochemical staining of 
samples before and during treatment revealed that PD-L1 was induced by radiotherapy and that its 
expression level correlated with Ku80.
(2) We examined whether PD-L1 expression on cancer cells is induced after carbon-ion irradiation. 
The results showed that PD-L1 expression was induced after carbon-ion irradiation compared to 
unirradiated cells. Furthermore, PD-L1 induction level by carbon-ion was higher than by X-rays.

研究分野： 放射線腫瘍学

キーワード： 放射線治療　腫瘍免疫学　免疫チェックポイント　DNA損傷

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
（1）放射線治療により誘導される免疫反応の一部が明らかとなった。PD-L1発現誘導が放射線治療期間中に認め
られたことから、放射線治療中の腫瘍組織は免疫チェックポイント阻害剤が機能しやすい環境になっていること
が示唆された。
（2）炭素イオン線照射はX線よりも高度にPD-L1発現を誘導することから、PD-L1を介した免疫抑制が、炭素イオ
ン線治療後の局所再発の理由の一つである可能性が示唆された。さらに、PD-L1を高発現したがんは抗
PD-1/PD-L1抗体治療の効果が高い可能性が示されており、炭素イオン線と抗PD-1/PD-L1抗体併用という新たな治
療戦略の有効性を支持する結果であった。

※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 
抗PD-1/PD-L1抗体および抗CTLA-4抗体に代表される免疫チェックポイント阻害剤（ICIs）
の臨床的な成功により、がん治療における抗腫瘍免疫反応の重要性が明らかとなった。しかし
ICIs 単独で高い治療効果を得られる症例は限定的であることから、治療効果のさらなる向上を
目指した治療法の探索が行われていた。その中で、ICIs と放射線治療の併用が行われるように
なった。その背景としては、放射線治療はすでに臨床で幅広く利用されているがん治療法である
という実践的な理由に加え、放射線治療により生じる免疫反応のエビデンスの蓄積も影響して
いると考えられた。実際、本研究開始時までに、放射線治療により誘導される免疫反応が基礎・
臨床問わず数多く報告されてきた。我々の先行研究でも、培養細胞モデルにて、X線照射および
DNA損傷誘導性化学療法剤処理による DNA損傷・修復シグナルが腫瘍細胞での PD-L1発現誘
導を制御することを報告していた（Sato et al., Nature Communications, 2017）。 
しかし、両者併用の臨床試験の結果からは、治療効果が患者ごとに大きく異なることが明らか
になってきた。さらにその結果に影響する因子も未解明であり、この解明が喫緊の課題であった。
そこで申請者は、併用治療の効果をより多くの症例で再現するためには、放射線治療により誘導
される免疫反応のより詳細な解明が必要であると考えた。本研究では、放射線照射後に誘導され
る免疫環境変化、特に細胞膜表面の免疫関連リガンド発現に注目し、放射線照射による DNA損
傷・修復メカニズムの影響を明らかにすることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
（1） これまでの放射線照射による免疫反応誘導の in vitro研究は、ほとんどが X線照射を用い

たものであった。一方で、本邦で適応が拡大しつつある次世代の放射線治療である炭素イオ
ン線照射については、治療により誘導される免疫反応について未解明な点が多い。炭素イオ
ン線治療は X線治療よりも高い局所効果が期待できるため、ICIsと炭素イオン線の併用は、
X線との併用と比較し同等かそれ以上の効果が期待できると考えられる。そこで我々は、抗
PD-1/PD-L1抗体の効果予測マーカーの一つと考えられている PD-L1に着目した。炭素イ
オン線照射によりがん細胞の PD-L1発現が誘導されるか、さらに DNA損傷・修復シグナ
ルに着目し PD-L1発現制御経路の解明をめざした。 

（2） 現在、放射線治療と ICIs併用の臨床試験が数多く進行中である。この併用治療の基礎的裏
付けとして、放射線照射により誘導される免疫反応を介した腫瘍局所および全身での免疫
反応誘導が考えられている。そのため、両者併用による治療効果を最大限に引き出すために
は、放射線治療により誘導される免疫反応、特に臨床における腫瘍微小環境中での免疫反応
の解明が重要である。これまでの臨床腫瘍検体を用いた研究では、術前放射線治療を受けた
症例から採取した手術検体についての解析が中心であり、放射線治療期間中の検体を用い
た解析はほとんど行なわれていなかった。そこで本研究では、放射線治療期間中に腫瘍組織
で誘導される免疫反応の解明を目指した。 

 
３．研究の方法 
（1） ヒト腫瘍細胞株（U2OS）を用いて、炭素イオン線または X 線照射後の腫瘍細胞の PD-L1 

発現を、 Flow cytometry、Western blot、Real-time PCRおよび蛍光免疫染色法にて解析
した。照射線量は、同一物理線量および生物学的効果比（relative biological effectiveness: 
RBE）を揃えた線量を用いた。PD-L1 発現誘導における DNA 損傷・修復シグナルの影響
の解明のため、照射前に ATM/ATR/Chk1の阻害剤を用いた。加えて、既知の PD-L1発現
誘導経路である STAT-IRF1 経路の関与を Western blot にて評価した。さらに炭素イオン
線照射後の PD-L1発現レベルを空間的に評価するため、超高解像度顕微鏡で取得した画像
を用いて定量評価を行った。 

（2） 臨床検体における放射線治療期間中の免疫反応を解明するため、根治的放射線治療（化学放
射線治療含む）を受けた子宮頸部扁平上皮癌症例を対象に、放射線治療開始前と 10Gy/5 分
割照射時点での生検検体をもちいて免疫組織化学染色を行った。免疫反応の解析対象とし
て、腫瘍細胞の PD-L1、Ku80、および CD8 陽性 T細胞の染色を行った。さらに、これら
の免疫反応が予後に影響するかを調べるため、各因子の発現変化と予後の相関を調べた。 

 
４．研究成果 
（1） 同一物理線量の炭素イオン線と X線照射後の PD-L1発現レベルを比較したところ、細胞膜

表面レベル、タンパクレベル、mRNA レベル全てにおいて、炭素イオン線照射後の方がよ
り高度に PD-L1 発現を誘導した。RBE を揃えた線量でも同様に、炭素イオン線照射にて
有意に高度な PD-L1発現誘導を認めた。さらに炭素イオン線照射後の Chk1リン酸化レベ
ルは、同一物理線量での X線照射後と比較し有意に高かった。これらの PD-L1発現および
Chk1 リン酸化は ATM または ATR 阻害剤投与下では有意に抑制された。また、炭素イオ



 

 

ン線照射後に ATR/Chk1 依存性の STAT1 リン酸化と IRF1 発現の亢進を認めた。超高解
像度顕微鏡の画像では、炭素イオン線、X線照射後のいずれにおいても PD-L1 spot数の有
意な増加を認めた（下図）。これらの結果から、炭素イオン線照射後の PD-L1 発現レベル
は、X 線照射後と同様に DNA 損傷シグナル（ATM/ATR/Chk1）依存的であること、さら
にその下流で STAT1-IRF1 経路を介していることが明らかになった。 

 
（2） 放射線治療開始前検体と 10 Gy照射時点の検体を比較すると、PD-L1 陽性症例の割合は 10 

Gy照射後に有意に増加していた（治療前 5％ vs 10 Gy照射後 52％；P < 0.01）（下図）。
さらに、10 Gy照射後の PD-L1誘導レベル（10 Gy照射後の PD-L1発現レベルと治療開
始前の PD-L1 発現レベルの差）は、治療前 Ku80 発現陽性率と有意な負の相関を示した
(SRCC=-0.379; P<0.01）。また、間質浸潤 CD8 陽性 T細胞密度は 10 Gy照射後に有意に低
下した（中央値：治療前 23.1％ vs 10 Gy照射後 16.9％；P＝0.038）。予後との相関につい
ては、放射線治療前、10 Gy照射後いずれにおいても間質浸潤 CD8 陽性 T細胞密度が高い
群にて、全生存率、局所制御率、無増悪生存率が有意に良好であった。一方で PD-L1発現
レベルおよび 10Gy時点での発現誘導レベルは、予後と有意な相関を認めなかった。 
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Figure 4. Super-resolution analyses reveal changes in the distributions of cell surface PD-L1 following 171 
irradiation. A. Numbers of PD-L1 spots on cell surfaces of U2OS cells were examined at 48 h after 172 
irradiation with 10 Gy of X-rays or carbon-ions with LET at 60 keV/µm. Representative images of 173 
cells after no treatment (N.T.), 10 Gy X-ray irradiation, or 10 Gy carbon-ion irradiation with LET at 174 
60 keV/µm; Green, PD-L1; Blue, DAPI.B, C. Quantification of the numbers of PD-L1 spots and mean 175 
volumes on cell surfaces. Statistical significance was tested by comparing with the non-treated 176 
sample. 177 

3. Discussion 178 
In the present study, we investigated the molecular mechanisms through which LET affects PD-179 

L1 expression in cancer cells after particle irradiation. To examine the effects of LET on DDR-180 
dependent PD-L1 upregulation, we used carbon-ion irradiation with LET at 13, 20, 40, and 60 keV/µm. 181 
These levels cover the range used in clinical settings. Our chief finding is that high LET carbon-ion 182 
irradiation induced higher PD-L1 expression levels than those observed after the same doses of X-183 
ray irradiation, although the magnitude of this enhancement was close to saturated when LET was 184 
applied at 20–60 keV/µm. The regulation of PD-L1 shown here was dependent on ATM and 185 
ATR/Chk1 kinases, although ATR/Chk1 dependency predominated. Compared with low LET 186 
irradiation, high LET irradiation induces a higher percentage of DSBs, which undergo resection. 187 
Consistent with this notion, we found that LET-dependent increases in Chk1 phosphorylation were 188 
caused predominantly by ATR. Finally, in super-resolution analyses, numbers of PD-L1 spots on cell 189 
surfaces were increased by X-ray irradiation, but were increased significantly more by high LET 190 
carbon-ion irradiation. Collectively, these data show that high LET carbon-ion and X-ray irradiation 191 
upregulate PD-L1 via the same ATR/Chk1-STAT1/IRF1 pathway, but that high LET carbon-ions 192 
produce significantly superior induction of PD-L1 compared to that following exposure to X-rays. 193 

After DSB induction, DSBs are repaired through non-homologous end joining or homologous 194 
recombination (HR) processes [18], where the latter targets DSBs with blunt or small overhanging 195 
ends and effectively activates ATM [18,19]. During the S/G2 cell cycle phase, some DSBs are resected 196 
by DNA nucleases to generate 3’ single-strand DNA (ssDNA) and promote HR [18,19]. The ssDNA 197 
on the resected DSB ends are then bound with replication protein A (RPA); this ssDNA–RPA complex 198 
activates ATR, which then phosphorylates Chk1 [20]. The phosphorylated Chk1 further activates 199 
downstream signaling. Particularly in the G2 phase, approximately 30% of DSBs undergo resection 200 
and are repaired by HR after X-ray irradiation [21]. However, previous studies, including our 201 
research, show that DSBs that are induced by high LET particle irradiation preferentially undergo 202 
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