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研究成果の概要（和文）：がん凍結免疫は、がん細胞を凍結することによりがん抗原が全身に放出される現象で
ある。がん抗原が全身の免疫を賦活化効果はアブスコパル効果として報告されている。
今回我々は、転移性骨腫瘍に対する凍結腫瘍骨移植よる凍結免疫の賦活化作用、及び免疫チェックポイント阻害
薬による併用療法の上乗せ効果検討する実験を行った。乳がん細胞株を用いた検証では、凍結腫瘍骨移植を行う
ことで、転移性骨腫瘍に対するアブスコパル効果は確認出来たが、免疫チェックポイント阻害薬との併用効果は
認められなかった。現在、最終年度までのデーターを検証し、他のがん腫での解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：Cryo-immunology is a phenomenon in which cancer antigens are released 
throughout the body by freezing cancer cells. The activation effect of the immune system by these 
antigens has been reported as the Abscopal effect. 
 In this study, we conducted an experiment to investigate the activation effect of cryo-immunology 
by frozen tumor bone transplantation on metastatic bone tumor models, as well as the additional 
effect of combination therapy with immune checkpoint inhibitors. In verification using breast cancer
 cell lines, we confirmed the Abscopal effect on metastatic bone tumors by performing frozen tumor 
bone transplantation, but no additional effect was observed with the combination of immune 
checkpoint inhibitors. Currently, we are verifying the data up to the final year and proceeding with
 analysis of other cancer types.

研究分野： Orthopaedic oncology

キーワード： metastatic bone tumor

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
転移性骨腫瘍は進行期に発見されることが多く難治性の病態とされているが、凍結免疫を用いた骨腫瘍の治療法
により、予後改善につながる可能性がある。免疫状態が賦活化されることのメカニズムが解明されることで、今
後有効な薬物療法や手術方法の開発の一助となりうる。我々の行った実験は転移性骨腫瘍に対するアブスコパル
効果の評価モデルとしてオリジナリティがあり、研究手法としても今後有用であると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
癌凍結療法は 1840 年代より開発され、1960 年代より癌細胞を凍結することにより癌抗原が全
身に放出される現象として報告された。また、放射線治療により破砕された癌細胞が全身の免疫
を不活化する Abscopal 効果も同時期に報告されている（図１）。これまで 2000 年代より、様々
な癌種において凍結療法が臨床応用されているが、癌細胞独自の免疫回避機能により充分な効
果があるとは言えない。 

（図１ 凍結免疫の賦活化） 
 
転移性脊椎腫瘍や原発性脊椎腫瘍に対して, 腫瘍脊椎骨全摘術(total enbloc spondylectomy 

[TES])は, 局所的な根治的切除であるが, 我々は第二世代 TES として, 切除した腫瘍脊椎骨か
ら椎間板を含めた周囲の軟部組織と腫瘍部分を掻爬し, その腫瘍脊椎骨を液体窒素で凍結した
凍結処理骨を再建に用いている。すなわち, 凍結免疫を賦活化させることを目的に, 凍結処理骨
を小さく砕いて移植骨としてケージ内に十分にパッキングし, そのケージを椎体間に挿入する
ことにより, 凍結処理骨を生体内に戻している（図２）。 

 

（図２ 腫瘍脊椎骨全摘術） 
 
 
2010 年から 2017 年にかけて転移性脊椎腫瘍に対して、TES と同時に凍結腫瘍骨による椎体

再建を行った転移性脊椎腫瘍 97 例のうち、肺転移やリンパ節転移を有していた症例を 46 例認
めたが、うち約 10%程度の症例で術後全身治療を行わず、他の転移巣の自然縮小をみとめたと
報告されている。また、進行期腎細胞癌では血管新生阻害薬治療後に増悪した転移性病変におい
て、免疫チェックポイント阻害薬であるニボルマブの投与が腎癌診療ガイドラインにおいて適
応となっているが、手術による凍結免疫の賦活化と免疫チェックポイント阻害薬を組み合わせ
ることにより更なる免疫賦活効果が期待される。 
 
２．研究の目的 
我々は凍結免疫の賦活化と免疫チェックポイント阻害薬の併用療法が有用であるかを検証する

ことを目的として基礎的・臨床的に研究を行う計画である。  
 
３．研究の方法 
我々は、様々な癌種における細胞株(マウス乳癌細胞株 MMT、腎癌細胞株 RENCA、肺腺癌株

LCC)を用いて作成した転移性骨腫瘍マウスモデル（図３）に対して、1)腫瘍切除群、2)腫瘍骨切
除+抗 PD-1 抗体投与群、3)凍結処理骨移植群、4)凍結処理骨移植+抗 PD-1 抗体投与群、の 4 群
に分けて比較検討を行い、治療後 3 週目に各群のマウスの脾臓を採取し、ELISA、フローサイ
トメトリー法、リアルタイム PCR 法による解析を行い、リンパ球の分布割合、M1/M2 マクロ
ファージの割合、樹状細胞の活性化、サイトカイン定量の比較検討を行う。これにより凍結処理
骨移植の免疫活性に与える影響を調査し、免疫賦活効果のメカニズムの解析を細胞・分子レベル
で詳細に行うことで、次なる治療ターゲットとなる因子の模索を行う。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図３ 骨腫瘍モデルの作成および凍結処理骨移植の方法） 
 
４．研究成果 
基礎研究としては、乳がん細胞株を用いた検証では、凍結処理骨移植後 2 週間の対側腫瘍の平

均腫瘍体積は、切除群、凍結処理骨移植群、切除＋抗 PD-1 治療群、凍結処理骨移植＋抗 PD-1 治
療群でそれぞれ 2.4 ± 0.4、2.1 ± 0.5、2.2 ± 0.6、2.2 ± 0.5 cm3であった。4群間で腫
瘍体積に有意差はなかった（p = 0.48）。凍結処理骨移植後 3週間での対側アブスコパル腫瘍の
平均腫瘍体積は、切除群、凍結処理骨移植群、切除＋抗 PD-1 治療群、凍結処理骨移植＋抗 PD-1
治療群でそれぞれ 5.1 ± 1.9、3.7 ± 2.0、1.2 ± 0.6、1.2 ± 0.5 cm3 であり、4 つのグル
ープ間で腫瘍の体積に有意差を認めた（図４）。凍結処理骨移植の対側腫瘍の体積は、切除群よ
りも有意に低かった (p = 0.03)が、この効果は抗 PD-1 治療での上乗せ効果は確認されなかっ
た。 
 

（図４ 凍結処理骨移植を併用した第二世代 TES 後の免疫賦活効果） 
 また病理学的に対側腫瘍に浸潤する CD8+T 細胞は、切除群、凍結処理骨移植群、切除＋抗 PD-
1 治療群、凍結処理骨移植＋抗 PD-1 治療群でそれぞれ 13.9±11.0、18.8±15.2、40.9±25.5、
45.7±21.0 個であった（high power field）。4つのグループ間には有意差を認め（p < 0.01）、
凍結処理骨移植＋抗PD-1治療群における対側腫瘍へのCD8+ T 細胞浸潤数は、切除群（p = 0.0017）
および凍結処理骨移植（p = 0.0119）よりも有意に多かった。また凍結処理骨移植＋抗 PD-1 抗
体治療群では、切除＋抗 PD-1 抗体治療群よりも対側腫瘍に浸潤する CD8+ T 細胞の数が多くな
る傾向があったが、2つのグループ間に有意差はなかった（p = 0.9623）。 
 
 腫瘍特異的 T 細胞がエフェクター機能を発揮できるかどうかを調べるために、インターフェ
ロンγ（IFN-γ）分泌の酵素結合免疫スポット（ELISPOT）アッセイを実施した。凍結処理骨移
植後、摘出した脾臓組織を乳がん細胞株である MMT-060562 細胞とともに 24 時間インキュベー
トし、腫瘍反応性細胞による IFN-γ分泌を誘導した。腫瘍特異的 IFNγ産生細胞の数は、ELISPOT
アッセイを使用して測定した。IFN-γ産生脾臓細胞の平均スポット数は、切除群、凍結処理骨移
植群、切除＋抗PD-1治療群、凍結処理骨移植＋抗PD-1治療群でそれぞれ6.0±3.9、20.5±30.0、
93.9±96.3、59.3±52.5 であった。4群間に有意差を認めた（p < 0.05）。凍結処理骨移植＋抗
PD-1 抗体治療群における治療後の IFN-γ産生脾細胞のスポット数は、切除群よりも有意に多か
った（p = 0.0051）。切除＋抗 PD-1 抗体治療群における治療後の IFN-γ産生脾細胞のスポット
数は、切除群よりも有意に多かった（p = 0.0189）が、切除群と凍結処理骨移植群の間には有意
差はなかった（p = 0.69）。また、切除＋抗 PD-1 抗体治療群と凍結処理骨移植＋抗 PD-1 抗体治
療群の間には有意差はなかった（p = 0.93）。 
 
臨床的には, 凍結処理骨移植を併用した第二世代 TES 後の免疫賦活効果を IL-12 に注目し, 
検証を行った。IL-12 は NK 細胞・CD8 陽性 T 細胞を刺激する因子であり, 樹状細胞から生
成されるサイトカインである。2010 年以降に手術が行われた 56例に関して, 手術前・手術
後 1 ヶ月・3 ヶ月の IL-12 を測定したところ, IL-12 は 52 例中 38 例（73.1%）で手術後に



増加し, 手術後 1 ヶ月と 3 ヶ月の両方で平均 IL-12 相対濃度は手術前と比較して有意に高
値であった(図４)。また, 乳がん 1例, 甲状腺がん 2例で, 術後抗がん剤治療なしでリン
パ節の縮小や腫瘍マーカーの減少が見られ, アブスコパル効果が関与していた可能性が示
唆された 

 
（図５ 凍結処理骨移植を併用した第二世代 TES 後の免疫賦活効果） 
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