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研究成果の概要（和文）：Lewis 肺癌細胞株の両側大腿皮下腫瘍で両側腫瘍が5mmに達した時点で、片側腫瘍に
凍結療法を施行した。14日後の組織像では凍結療法のサイクル数と非生存腫瘍領域の面積のに比例関係を認め
た。2サイクル群では対側腫瘍増大速度は他群に比較して有意に緩徐であった。免疫染色でCD4およびCD8陽性T細
胞数が2サイクル群で3サイクル群を含む他群より有意な増加、Ki-67陽性腫瘍細胞は有意に低下を認めた。2サイ
クル群ではIL-1β, IL-2, IL-6, IL-12、TNF-αの有意な増加を認めた。炎症性サイトカインを介し対側腫瘍の
CD4/CD8陽性T細胞の浸潤が腫瘍の増大を抑制している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Cryosurgery, consisted of 60 sec freezing with liquid nitrogen and 60 sec 
sawing cycle, was performed to one tumor of bilateral femoral tumors that originated from Lewis Lung
 Cancer cell. Histologically, there was a significant correlation between the number of cycles of 
cryosurgery and the area of nonviable tumor area. 75% of the nonviable tumor area was observed in 
the 2 cycle group, and the abscopal tumor growth rate was significantly slower than that in the 
other groups. In immunohistochmistry, both the CD4 and CD8 positive T cells infiltration was 
significantly increased and Ki - 67 positive tumor cells were significantly decreased in the 2 cycle
 group . There was a significant increase in IL-1β, IL-2, IL-6, IL-12, and TNF-α in the 2-cycle 
group as compared with the other groups. Our data suggest that infiltration of both CD4 positive and
 CD8 positive T cells into the abscopal tumor via the increased proinflammatory cytokines could 
suppress the tumor growth.  

研究分野：呼吸器外科
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１．研究開始当初の背景 
  
クライオアブレーションは固形腫瘍に対
してプローベを穿刺して凍結融解のサイク
ルを繰り返すことにより腫瘍の壊死を引き
起こす局所治療であり、その低侵襲性から注
目されている。また、クライオアブレーショ
ンが抗腫瘍免疫反応を誘導しうることが報
告されおり、画期的な作用機序と持続的な抗
腫瘍効果で注目を集める免疫チェックポイ
ント阻害剤との併用が提唱される一方で、よ
り有利な免疫反応を起こす最適なクライオ
アブレーション環境とその詳細なメカニズ
ムについては知られていなかった。 
 クライオアブレーションの「強度」は線量
分布が細かく計画できる放射線治療とは異
なり、規定することが難しい。定量化が試み
られてきたものの、穿刺したプローベの位置、
低温保持を妨げる血管との位置関係、サイク
ル数など多くの因子によって変化するため、
単純な定量化ができないのが現状である。 
 
 
２．研究の目的 
 
 以上のような背景からより有利な免疫反
応を起こす最適なクライオアブレーション
環境を検討すること、さらに液性因子や腫瘍
への炎症細胞浸潤を評価することで関連す
るメカニズムについても検討することを目
的として本研究を計画した。 
 
 
３．研究の方法 
 
57/BL6 マウスに対して Lewis Lung Cancer 
Cell Line (LL/12) を 5e5 個、両側大腿に皮
下注射を行って、だいたい腫瘍モデルを作製
することから開始した。両側の腫瘍が約 5㎜
に達した時点でクライオアブレーションサ
ージカルシステム（Cryogenic System 社）用
いて、液体窒素での 60 秒間の凍結、室温で
の 60 秒間の融解を 1 サイクルとしてクライ
オアブレーションを行った。施術後 2時間後
および 2 日後に LPS を皮下に投与した。LPS
投与のみでクライオアブレーションを行わ
ないコントロールの LPS 群、クライオアブレ
ーションを 1－3 サイクル施行した群と分け
て、クライオアブレーション施行後の腫瘍の
変化の組織像、対側腫瘍の増大速度、生存、
対側腫瘍の免疫組織化学および対側腫瘍周
囲の洗浄液中のサイトカイン濃度を測定し
て比較検討を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
クライオアブレーション施行後 14 日後の術
側腫瘍の組織像では非生存腫瘍領域の面積
とクライオアブレーションのサイクル数と

の間に有意な相関を認めた。2 サイクル施行
群では腫瘍面積に対して約 75％の非生存腫
瘍領域を認めた。対側腫瘍の増大速度はクラ
イオアブレーション2サイクル群で最も緩徐
であり、3 サイクル群を含む他群との間に有
意差を認めた。マウスの生存期間も 2サイク
ル群が最も長かった。 
対側腫瘍の CD4, CD8, FoxP3 および Ki-67
の免疫染色では、CD4 および CD8 陽性 T 細胞
数がクライオアブレーション2サイクル群で
有意な増加を示した一方で、FoxP3 陽性 T 細
胞の数には各群間に有意差を認めなかった。
また、Ki-67 陽性腫瘍細胞数は 2 サイクル群
で有意に少なく、他群との間に有意差を認め
た。 
対側腫瘍周囲洗浄液のサイトカイン濃度
測定では、クライオアブレーション 2サイク
ル群において、IL-1β, IL-2, IL-6, IL-12, 
TNF-αがそれぞれ他群に比較して有意に増
加していた。 
以上の結果より、クライオアブレーション
2サイクル施行群が引き起こした、約 75％の
非生存腫瘍領域が抗腫瘍免疫反応に最適な
環境であること、また炎症性サイトカインの
増加を介して、CD4 および CD8 陽性 T 細胞が
対側腫瘍に対して浸潤増加することがその
メカニズムに関連していることが示唆され
た。 
 
 尚、この結果は Cancer Immunology, 
Immunotherapy 誌へ投稿し、すでに論文発表
されている。 
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