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要旨 

 

【背景と目的】 

 本邦において肺癌は最も罹患者数が多く，予後不良の悪性腫瘍の一つで

ある．近年，進行期術後再発肺癌に対して免疫チェックポイント阻害剤が

用いられており，一部の患者では高い治療効果を示している．しかし，多

くの患者においては単剤では効果が不十分で，殺細胞性抗がん剤や血管新

生阻害剤等が併用されている．多剤併用による化学療法の一つ，カルボプ

ラチン・パクリタキセル・ベバシズマブ・アテゾリズマブ療法において

も，患者の予後は十分には改善されていない． 

腫瘍血管は正常血管に比し，内皮細胞間接着や周皮細胞による被覆が減弱

であるため漏出性が高く，組織間圧が高くなることから無秩序な走行を呈

し，血流が障害されている．そのため腫瘍組織内は有効な血液循環が得ら

れず低酸素に陥っており，また薬剤送達性や免疫細胞の浸潤も障害されて

いる．ベバシズマブやラムシルマブをはじめとする血管新生阻害剤は，過

剰な血管内皮増殖因子（VEGF）を抑制することで腫瘍血管を正常化し，腫

瘍組織内への薬剤送達や免疫細胞浸潤を改善することが知られており，実

際の臨床でも腫瘍血管正常化による免疫細胞動員の増加を期待して用いら

れている．血管新生阻害剤による血管正常化効果が表れるまでに，投与か

ら時間を要することが前臨床モデルで指摘されているが，実臨床では，血

管新生阻害剤は免疫チェックポイント阻害剤をはじめとした併用薬と同日

に投与されている．そのため，併用薬が投与される時点では腫瘍血管は正

常化されていない．すなわち，同日投与では血管新生阻害剤による腫瘍血

管正常化効果を十分活用できていないと考えられる．そこで我々は肺癌免

疫療法において，血管新生阻害剤の先行投与によって腫瘍血管が正常化し

たタイミングで他薬剤を投与することにより，現行の同日投与より大きな

治療効果が得られるのではないかと仮説を立てた．本研究では，マウス肺

癌皮下腫瘍モデルを用いて，血管新生阻害剤の先行投与が治療効果改善に

つながるかについて，主に免疫組織学的手法を用いて検討した． 

【材料と方法】 

C57BL/6Jマウスにマウス由来肺癌細胞株 Lewis Lung Carcinoma（LLC）も

しくは Venus-Rluc遺伝子導入 LLC（LLC-Venus-Rluc）を皮下注射して，マ

ウス肺癌モデルを作製した．血管新生阻害剤として抗マウス VEGFR2モノク

ローナル抗体 DC101 を用いた．薬剤投与後の腫瘍血管正常化のタイミング

について，DC101 投与後，経時的に腫瘍を摘出して評価した．CD31 免疫染
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色により血管新生阻害効果を解析し，血管正常化を周皮細胞の被覆率で評

価した．周皮細胞はαSMA蛍光免疫染色で可視化した．また，組織の低酸

素領域については GLUT1 免疫染色で，腫瘍組織浸潤 CD8陽性細胞を CD8α

蛍光免疫染色で検討した．以上の解析結果で明らかになった血管正常化の

タイミングを踏まえ，次に免疫チェックポイント阻害剤との併用療法の効

果を検討した．免疫チェックポイント阻害剤として抗マウス PD-1 抗体

RMP1-14 を用い，DC101 の併用療法において抗腫瘍効果を評価した．周皮細

胞被覆率と腫瘍組織浸潤 CD8陽性細胞を上記同様に評価し，腫瘍組織中の

PD-L1 の発現率を PD-L1 免疫染色により算出した．また，転移については

発光 in vivo イメージングにより検出した．さらに実臨床の治療法に準じ

て，血管新生阻害剤，免疫チェックポイント阻害剤，殺細胞性抗がん剤の

3 剤併用についても検討した．DC101 と RMP1-14 とパクリタキセルの同時投

与と血管新生阻害剤 DC101 先行投与について，治療効果を比較した．腫瘍

サイズの計測により抗腫瘍効果，組織切片のヘマトキシリン・エオジン染

色により腫瘍組織壊死を解析した．上記同様の免疫染色法により，微小血

管密度や CD8陽性細胞の浸潤率を解析した．肺転移は摘出肺組織のヘマト

キシリン・エオジン染色で検討した．腫瘍組織内の CD8陽性細胞の活性化

状態は，real-time polymerase chain reaction 法により Granzyme B と

IFN-γの mRNA 発現により評価した． 

【結果】 

DC101 単剤単回投与のモデルでは，腫瘍組織内の微小血管密度は投与 7 日

後までは低下していたが，14 日後には再度上昇した．血管正常化の指標の

一つである周皮細胞による血管の被覆は，DC101 投与３日後に最大になっ

た．腫瘍組織低酸素領域も投与 3 日後に最も縮小し，血管の正常化が血流

を改善したことが示唆された．また，CD8陽性 T 細胞の腫瘍組織浸潤も投

与 3 日後に増加する傾向がみられた．これらの結果から，このモデルでは

DC101 投与３日後に最も血管が正常化されると考えられた．これらの結果

を踏まえ，DC101 と RMP1-14 の併用療法では，2 剤の同時投与と DC101 の３

日先行投与を比較した．腫瘍増殖は DC101 先行投与群で抑制される傾向が

みられた．CD8陽性細胞の浸潤は先行投与群で増加する傾向がみられた．

腫瘍内の PD-L1 の発現を検討したところ，同時投与群で先行投与群より有

意に減少し，免疫チェックポイント阻害作用により腫瘍細胞がより除去さ

れたことが示唆された．最後に DC101 と RMP1-14 とパクリタキセルの併用

療法では，無治療群，DC101なし群，DC101同時投与群と先行投与群の比較

を行なった．DC101 先行投与群で最も大きい腫瘍増殖抑制効果が得られ
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た．組織学的な解析においても壊死領域が最も拡大しており，生存する癌

組織が減少したことが示された．腫瘍組織内の微小血管密度は血管新生阻

害剤投与群で少なく，血管新生阻害剤による血管新生阻害効果がみられ

た．腫瘍浸潤 CD8陽性細胞数は DC101 先行投与群で多い傾向がみられた．

CD8陽性細胞の Granzyme B および IFN-γの mRNA 発現は血管新生阻害剤投

与群で高くなる傾向がみられ，血管新生阻害剤の投与ががん免疫を活性化

することが示唆された． 

【結論】 

 血管新生阻害剤先行投与によって腫瘍血管があらかじめ正常化されるこ

とで，後続して投与する免疫チェックポイント阻害剤をはじめとした併用

薬の効果が増強されることが示唆された．血管正常化によって免疫細胞の

浸潤が促進されたこと，免疫細胞機能障害の要因にもなる低酸素等の腫瘍

微小環境が改善されたこと，また併用薬の薬剤送達が改善したことがその

機序として考えられる．以上より，血管新生阻害剤の量や種類の変更では

なく，投与タイミングの変更のみで免疫療法などの治療効果が改善される

可能性が示唆された．肺癌患者の免疫療法において，血管新生阻害剤を先

行投与する併用療法が新たな治療戦略になり得ることが示唆された． 
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略語表 

 

AI   angiogenic inhibitor 

DAPI   4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMEM   Dulbecco's modified Eagle's medium 

DNA   deoxyribonucleic acid 

dNTP   deoxynucleotide triphosphate 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

EGFR   epidermal growth factor receptor 

FBS   fetal bovine serum 

FFPE   formalin-fixed paraffin-embedded 

GLUT1   glucose transporter 1 

HE   hematoxylin-eosin 

ICI   immune checkpoint inhibitor 

IFN-γ  interferon-gamma 

IL−10  interleukin-10 

LLC   Lewis lung carcinoma 

HBSS   Hanks’ balanced salt solution 

mRNA   messenger ribonucleic acid 

MVD   microvessel density 

PD-1   programmed death-1 

PD-L1   programmed death ligand-1 

PTX  paclitaxel 

RNA  ribonucleic acid 

TGF-β  transforming growth factor-β 

VEGF   vascular endothelial growth factor 

VEGFR2  vascular endothelial growth receptor 2 
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緒言 

 

 肺癌は現在，世界で毎年約 200万人が新たに罹患し，約 180万人が死亡

する，最も予後が悪く広く見られる癌腫の一つである (Sung et al., 

2021)．近年本邦においても，年に 12万人以上が新たに罹患し，7万人以

上が死亡している (The Editorial Board of the Cancer Statistics in 

Japan, 2021)．進行期非小細胞肺癌では，上皮成長因子受容体（Epidermal 

Growth Factor Receptor, EGFR）をはじめとしたドライバー遺伝子変異が

知られており，各遺伝子変異に応じたチロシンキナーゼ阻害剤が治療に用

いられ，予後が大きく改善している (Hanna et al., 2021)．一方で，分子

標的薬の標的となる遺伝子変異のない肺癌では，プラチナ製剤等の殺細胞

性抗がん剤，血管新生阻害剤（angiogenic inhibitor, AI），免疫チェック

ポイント阻害剤（immune checkpoint inhibitor, ICI）が複数併用されて

用いられることが多い (Hanna et al., 2020)．臨床試験 (Gandhi et al., 

2018; Nishio et al., 2021; Paz-Ares et al., 2018)の結果から様々な併

用療法が承認され，患者の生存期間を延長しているものの，さらなる治療

効果の改善が期待されている． 

 がん組織が増大するためには，がんに栄養や酸素を与える血管が必要で

ある (Folkman, 1971)．腫瘍細胞から血管内皮成長因子（Vascular 

Endothelial Growth Factor, VEGF）等の血管新生を促進する物質が過剰に

分泌されることで，腫瘍組織内には過剰な血管新生が起こる (Kondo et 

al., 2000; Lewin et al., 1999)．腫瘍血管の新生を阻害することで腫瘍

を「兵糧攻め」にし，増大するのを抑制できると考えられた．そこで開発

された AI の治療標的は腫瘍血管内皮細胞である (Folkman, 1995; Kerbel 

and Folkman, 2002)．なお，腫瘍血管は形態学的にも機能的にも異常であ

ることが知られているが (Baluk et al., 2005; Morikawa et al., 2002; 

Pasqualini et al., 2002)，VEGFが関与している．VEGFは血管内皮細胞間

の VE-Cadherin をエンドサイトーシスするため，内皮細胞間接着は減弱す

る (Gavard and Gutkind, 2006)．また，成熟血管では血管を覆う周皮細胞

からのアンジオポエチン-1 が内皮細胞上の Tie2受容体をリン酸化させ壁

構造を保持するように働くが，VEGFは血管内皮細胞によるアンジオポエチ

ン-2 の産生を促進し，それがアンジオポエチン-1 と拮抗するアンタゴニス

トとして働くため，血管を覆う周皮細胞は脱離する (Conway et al., 

2001; Hu and Cheng, 2009; Huang et al., 2010)．その結果，血管透過性

が亢進し，血漿成分が組織内に漏出するため (Dvorak et al., 1988; 
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Roberts and Palade, 1995; Weis and Cheresh, 2005)，腫瘍組織間圧は上

昇する (Carmeliet, 2005; Ferrara, 2005)．そのため腫瘍内の未熟な構造

の血管は圧排され正常組織の血管のような階層だった構造を欠き，歪曲し

ていることが多い (McDonald and Choyke, 2003)．また腫瘍血管の一部は

閉塞し，血流が障害されている部分も多い (Jain, 1988)．これらのことか

ら，腫瘍組織は低酸素環境になりやすく (Dewhirst et al., 1999; Vaupel 

et al., 1989)，薬剤送達や免疫細胞の浸潤も減少する (Chauhan et al., 

2011)(図１) ． 

 

図１ 腫瘍血管の異常性 

 

 このように，過剰な VEGFシグナルは腫瘍血管をはじめとする腫瘍微小環

境の異常性をもたらすことが知られており，AI の投与により改善すること

ができることが知られている (Jain, 2001)．現在，臨床で用いられている

AI は，VEGF-VEGFR2 のシグナルの抑制により腫瘍細胞のアンジオポエチン-

1 の発現を亢進させ，腫瘍血管への周皮細胞の遊走を促進し (Winkler et 

al., 2004)，腫瘍血管の壁構造を保持して腫瘍組織中への薬剤送達等を改

善する (Tong et al., 2004)．このように，AI は単に血管新生を阻害する

だけでなく，腫瘍血管の漏出性を低下させ，より成熟した機能する血管に

変化させる．この AI の効果は血管正常化として Jain によって提唱された 

(Jain, 2005)．VEGFシグナル阻害剤を用いた血管の正常化が微小環境を改

善することは動物モデル (Kamoun et al., 2009; Peterson et al., 2016; 

VEGF

内皮細胞間

接着減弱

血漿成分漏出 組織間圧

上昇

周皮細胞脱離

血流障害

腫瘍細胞 低酸素

血管

免疫細胞

浸潤減少
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Yasuda et al., 2013; Zhou et al., 2008)や臨床研究 (Tada et al., 

2018)で証明されている．さらに近年，我々のグループを初めとし多くの研

究者によって腫瘍血管内皮細胞を標的することによって腫瘍微小環境が改

善されることも報告されている (Annan et al., 2019; Bergers et al., 

2003; Cong et al., 2021; Maishi et al., 2022; Zhang et al., 2009)． 

 がん免疫サイクルには様々な因子が関わっており，中でも重要なものは腫

瘍浸潤リンパ球である (Chen and Mellman, 2013)．一方で，がん抗原を認

識し，活性化した T 細胞が腫瘍組織に遊走・浸潤するためには機能的な血

管が必要である (Huang et al., 2012)．そのため，AI による血管正常化

効果はがん免疫に対して極めて重要であると考えられている (Lanitis et 

al., 2015)．担癌マウスモデルを用いた研究において，血管新生阻害療法

が，腫瘍特異的 CD8陽性リンパ球の浸潤を増加させ (Manning et al., 

2007; Shrimali et al., 2010)，ICI の効果を増強することでがん免疫反

応を促進させるということが報告されている (Allen et al., 2017; Lee 

et al., 2020; Ott et al., 2015; Zhao et al., 2019)．肺癌患者に対す

る ICI を用いた臨床試験に関しては，ニボルマブ単剤療法で奏効率が 2割

程度と恩恵をうける患者が限られていた (Borghaei et al., 2015; 

Carbone et al., 2017)．2018 年に公表された IMpower150試験では，ICI

であるアテゾリズマブを既存の標準治療の一つであったカルボプラチン＋

パクリタキセル＋ベバシズマブ（AI）に併用することで，奏効率は 6割程

度になり，非併用群と比較し，進行期・術後再発非小細胞肺癌の無増悪生

存期間を有意に延長したと報告された (Socinski et al., 2018)．しかし

ながら両群の無増悪生存期間の差はわずかに 1.5ヶ月であり，十分に肺癌

患者の予後を改善したというには未だ言い難いのが現状である．このこと

から ICI による抗腫瘍効果を増強することができる他の戦略が必要であ

る． 

 AI によって血管が正常化されるには一定の時間を要し，さらに一過性で

あるため，その効果を十分に活用するためには最適なタイミングがあると

いうことが指摘されている (Chauhan et al., 2012; Jain, 2005)．しかし

ながら，肺癌の実臨床では，AI は ICI を含む他の抗がん剤と同時に投与さ

れており，AI により正常化効果が得られる前に併用薬は投与されている．

このことから我々は，現状の殺細胞性抗がん剤・AI・ICI の併用療法の効

果が不十分である要因のひとつには，AI と他薬剤が同時投与されているた

め，AI による血管正常化が有効に活用されず，腫瘍への薬剤送達や免疫細

胞の浸潤が不十分であるためではないかと仮説を立てた．すなわち，AI を
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先行投与したのちに併用薬剤を投与することでより治療効果が増強される

のではないかと考えた（図２）． 

 

図２ 現行の治療スケジュールと血管新生阻害剤（AI）先行投与の戦略 

血管新生阻害剤を先行投与し，血管正常化のタイミングで ICI を含む併用

薬を投与することで抗腫瘍効果が増強すると着想した．ATEZO: 

atezolizumab (ICI), PTX: paclitaxel, CBDCA: carboplatin, BEV: 

bevacizumab (AI) 

 

 これまで肺癌免疫療法において AI の投与タイミングによる治療効果の違

いを検討した報告はない．本研究では，ICI を含む併用薬に AI を先行投与

することで治療効果が改善されるかどうか，マウス肺癌モデルを用いて検

討した． 

  

Day1 2 3 4

ATEZO (ICI)

BEV (AI)

CBDCA

PTX

現行治療 AI先行投与

ATEZO (ICI)

CBDCA

PTX

血管正常化

Day1

BEV (AI)

2 3 4

効果増強
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方法 

 

実験使用動物 

 6週齢の雄性 C57BL/6Jマウスを日本クレア株式会社（Tokyo, Japan）よ

り購入し，SPF（specific-pathogen-free）環境で飼育した．入舎日より１

週間飼育後，腫瘍移植実験を開始した．本研究に関する実験プロトコール

は北海道大学動物実験委員会により承認された．動物の取扱いは「北海道

大学動物実験に関する規定」に従った． 

細胞と培養条件 

 LLC（ルイス肺癌由来細胞株）は，RIKEN Cell Bank (Ibaraki, Japan)よ

り購入した．また Venus-Rluc 遺伝子導入 LLC (LLC-Venus-Rluc)は既報の

通り作製された (Maishi et al., 2016)．具体的には，国立研究開発法人

産業技術総合研究所近江谷克裕先生のご厚意により提供された Rluc cDNA

を PCR法で増幅し，pCR-Blunt II-TOPOプラスミドベクター（Invitrogen, 

USA）に挿入しクローニングした．その産物を pCAGGS-Venusプラスミドの

XhoI と NotI の制限部位にサブクローニングした (Inuzuka et al., 

2009)．さらに Venus と Rluc をコードする DNA断片を理化学研究所バイオ

リソース研究センター生体情報統合技術開発チーム三好浩之先生のご厚意

によりご提供いただいた pCSII-CMV-MCS の EcoRI と NotI による制限部位に

挿入しサブクローニングした．こうして作製されたレンチウイルスベクタ

ーをパッケージングベクターである pCAG-HIVpg とエンベローププラスミド

である pCMV-VSV-G-RSV-REV（三好浩之先生よりご提供）を，RIKEN Cell 

Bank (Ibaraki, Japan)より購入した 293T 細胞に FuGENE HD Transfection 

Reagent (Promega, USA)を用いて遺伝子導入した．産生されたウイルス粒

子を既報の通り LLC に感染させ，遺伝子導入した (Miyoshi, 2004)．遺伝

子組み換えに関しては「北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規定」に

従った．LLC と LLC-Venus-Rluc は 10%ウシ胎仔血清（FBS (fetal bovine 

serum)，Sigma, USA）・1%ペニシリン/ストレプトマイシン添加 Dulbecco 改

変イーグル培地 (DMEM, Sigma ,USA)で継代培養した．細胞は 37℃，5% 

CO2-95%気相下で培養した．また，Mycoplasma感染がないことを PCR法で

確認した（Takara PCR Mycoplasma Detection Set, Japan）． 

抗体と試薬 

 実験には以下の抗体，試薬を使用した．抗癌剤としてパクリタキセル 

(Pfizer, Japan), AI として InVivoMAb anti-mouse VEGFR2 antibody 

(DC101, BioXCell, USA, #BE0060), ICI として InVivoMAb anti-mouse PD-
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1 antibody (RMP1-14, BioXCell, #BE0416), アイソタイプコントロールと

して InVivoMab rat IgG1 isotype control (TNP6A7, BioXCell, 

#BE0290), InVivoMab rat IgG2a isotype control (2A3, BioXCell, 

#BE0089)を用いた．また組織染色および免疫染色に rabbit anti-CD31 

antibody (Abcam, UK, #ab28364), purified rat anti-mouse CD31 

antibody (BD Pharmingen, USA, #553370), rabbit anti-mouse/human α-

SMA antibody (Abcam, #ab5694), rat purified anti-mouse CD8α 

antibody (BioLegend, USA, #100702), Alexa Fluor 647 rat anti-mouse 

CD31 antibody (BioLegend, #102416), rabbit anti-mouse GLUT1 

antibody (Abcam, #ab115730), goat anti-mouse PD-L1 antibody (R&D 

systems, USA, #AF1019), rabbit anti-mouse CD8α antibody (Abcam, 

#ab217344), Alexa Fluor 647 goat anti-rat IgG antibody (BioLegend, 

#405416), Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG antibody 

(Invitrogen, USA, #A11034), Alexa Fluor 488 goat anti-rat IgG 

antibody (Invitrogen, #A11006), goat anti-rabbit IgG antibody/horse 

radish peroxidase (HRP) (DAKO, USA, #P0448), and rabbit anti-goat 

IgG antibody/HRP (DAKO, #P0449), DAPI solution (Dojindo, Japan, 

#PQ012), Matrigel (Corning, USA, #356231), カラッチ・ヘマトキシリン

（Muto Pure Chemicals, Japan, #30022）, マイヤーヘマトキシリン

（Muto Pure Chemicals, Japan, #30002）, ピュア・エオシン液（Muto 

Pure Chemicals, Japan, #32042）, ヤギ血清（Sigma-Aldrich, USA, 

#G9023）, Dako Liquid DAB+ substrate Chromogen System (Agilent 

Technologies, USA, #K3468)，ウシ血清アルブミン溶液（Sigma-Aldrich, 

USA, #A8327）を用いた．また，Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS, 

Gibco, #14175-079), in vivo grade VivoGlo Luciferin (Promega, USA, 

#P1043)を用いた． 

マウス肺癌皮下腫瘍モデル 

 予備実験として LLC の移植条件を検討した．マウスの右側背部に LLC を

1.0x106/100 μl 1xHBSS, 0.5x106/100 μl 1xHBSS, 0.5x106/50μl 1xHBSS 

+ 50 μl Matrigel, 0.25x106/100 μl 1xHBSS（各群 n = 3）皮下移植

し，腫瘍が触知されてから 2-4 日後に腫瘍を摘出し，腫瘍増殖と腫瘍血管

新生について検討を行った． 

 血管新生阻害剤単剤投与による血管正常化タイミングの検討実験では，

40匹のマウスに対して 1.0x106/100 μl 1xHBSS の LLC 細胞を右側背部に

皮下移植した．腫瘍体積が 45 mm3を超えた時点（0 日目）で，マウスを各
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群 n = 5匹の 8群に分けて，①無治療で 0 日目に腫瘍摘出，6つの群に対

して抗マウス VEGFR2モノクローナル抗体 DC101 800 μg を腹腔内投与し

（Benedito et al., 2012; Fischer et al., 2007; Li et al., 2020），そ

れぞれ②1 日後，③3 日後，④5 日後，⑤7 日後，⑥14 日後に腫瘍摘出，⑦

7 日後に DC101 を同量再投与して 14 日後に腫瘍摘出した．またコントロー

ルとして，⑧0 日目に DC101 のアイソタイプコントロールである TNP6A7 

800 μg を腹腔内投与し 14 日後に腫瘍摘出した（図 3）． 

 

 

 

図３ LLC皮下腫瘍モデルにおける DC101 による血管正常化効果の検討 

1.0x106個の LLC を HBSS 100 μl に懸濁し，C57BL/6JJclマウスの右背部

に皮下注射後，①〜⑧の 8群に分けて複数のタイミングで腫瘍を摘出し

た．各群 n = 5． 

 

 AI 先行投与による ICI の効果増強の検討については，30匹のマウスに対

して 1.0x106/100 μl 1xHBSS の LLC-Venus-Rluc 細胞を右側背部に皮下移

植した（各群 n = 5）．A群（Iso＋Iso）は腫瘍細胞移植 14 日後に TNP6A7 

800 μg と抗マウス PD-1 抗体（RMP1-14）のアイソタイプコントロールで

ある 2A3 200 μg を腹腔内投与した．B群（Iso→Iso）は，11 日後に

腫瘍細胞
皮下移植

腫瘍体積
> 45mm3

Day 0 1 3 5 147

① Day 0

② Day 1

③ Day 3

④ Day 5

⑤ Day 7

⑥ Day 14

⑦ Day 14 (Day 0と7にDC101投与)

⇩ ✕
✕
✕

✕
✕

✕
✕

✕

DC101 800μg i.p.

⇩ TNA6A7 (アイソタイプコントロール) 800μg i.p.

✕ sacrifice

Day 0に
DC101単回投与

⑧ Day 14 (Day 0にTNP6A7投与)
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TNP6A7 を投与し，14 日後に 2A3 を腹腔内投与した．C群（Iso+ICI）は，

TNP6A7 800 μg と RMP 1-14 200 μg を 14 日後に腹腔内投与した．D 群

（Sim AI）は DC101 800μg と RMP1-14 200μg を 14 日後に腹腔内投与し

た．E群（Iso→ICI）は 11 日後に TNP6A7 を投与し，14 日後に RMP1-14 を

腹腔内投与した．F 群（AI first）は 11 日後に DC101 を投与し，14 日後に

RMP1-14 を腹腔内投与した．全てのマウスは腫瘍移植 21 日後に安楽殺し，

腫瘍と肺を摘出した（図 4）．IVIS Spectrum In Vivo Imaging System 

(PerkinElmer, USA)を用いた ex vivo 発光イメージングで摘出肺組織のル

シフェラーゼ活性を検出し，肺転移を評価した． 

 

 

 

 

図４ DC101 先行投与と同時投与による免疫チェックポイント阻害薬の効

果検討 

LLC-Venus-Rluc 1.0x106個を C57BL/6JJcl の右背部に皮下移植した 11 日後

に 6 群に分け薬剤を腹腔内投与した．21 日後に腫瘍を摘出した．各群 n = 

5. 

 

 AI の先行投与による ICI とパクリタキセルの抗腫瘍効果の検討について

は，20匹のマウスの右側背部に 1.0x106/100 μl 1xHBSS の LLC 細胞を皮

下注射して， 11 日後に 4 つの群に無作為に分けた（各群 n = 5）：Control

群（腫瘍移植 14 日後と 21 日後に TNP6A7 40 mg/kg + 2A3 10 mg/kg + 生

理食塩水を腹腔内投与），ICI + PTX 群(腫瘍移植 14 日後と 21 日後に

TNP6A7 40 mg/kg + RMP1-14 10 mg/kg + パクリタキセル 20 mg/kg を腹腔

A. 14日後 TNP6A7・2A3同時投与 (Iso+Iso)
B. 11日後 TNP6A7→14日後2A3投与(Iso→Iso)

C. 14日後TNP6A7・RMP1-14同時投与 (Iso+ICI)

D. 14日後DC101・RMP1-14同時投与 (Sim AI)

E. 11日後 TNP6A7→14日後RMP1-14投与(Iso→ICI) 
F. 11日後 DC101→14日後RMP1-14投与 (AI first)

⇩

腫瘍細胞
皮下注射

Day 0 11 14

腫瘍摘出

⇩
⇩

⇩

DC101 800μg
RMP1-14（抗マウスPD-1モノクローナル抗体） 200μg 
TNP6A7 （DC101アイソタイプコントロール） 800μg
2A3 (RMP1-14アイソタイプコントロール) 200μg

⇩

21
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内投与)，AI + ICI + PTX 同時投与群（sim AI; 腫瘍移植 14 日後と 21 日

後に DC101 40 mg/kg + RMP1-14 10 mg/kg + パクリタキセル 20 mg/kg を

腹腔内投与），AI 3 日先行投与→ICI + PTX 群（AI first; 腫瘍移植 1１日

後と１8 日後に DC101 40 mg/kg，14 日後と 21 日後に RMP1-14 10 mg/kg + 

パクリタキセル 20 mg/kg を腹腔内投与）した（図 5）．すべての実験にお

いて腫瘍体積は 0.5 x 長径 x 短径 2の計算式で算出した． 

 

 

図５ 血管新生阻害剤と免疫チェックポイント阻害剤とパクリタキセルの

併用療法における血管新生阻害剤先行投与の有用性の検討 

LLC 1.0x106個を HBSS 100 μl に懸濁し，C57BL/6JJclマウスの右背部に

皮下注射後，11 日後に A〜Dの 4群に分けて薬剤投与を開始した．26日後

に腫瘍組織を摘出した．各群 n = 5． 

 

 

免疫組織染色および解析方法 

 摘出した腫瘍組織は二分割し，一方を 10%ホルマリン液で固定後，脱水

およびパラフィン包埋して，ホルマリン固定パラフィン包埋ブロック

(FFPE)を作製した．もう一方を Tissue-Tek OCT compound (Sakura 

Finetek Japan, Japan)で包埋し，液体窒素に浸漬し，新鮮凍結ブロックを

作製した．それぞれを薄切した後，新鮮凍結切片については免疫染色前に

4%パラホルムアルデヒドで固定した．ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色

はパラフィン切片を脱パラフィン，再水和処理後，カラッチ・ヘマトキシ

11

A. Ctrl

B. ICI + PTX

C. AI + ICI + PTX同時投与
(sim AI)

D. AI 3日先行投与→ICI + PTX
（AI first)

腫瘍摘出

腫瘍細胞
皮下注射

Day 0 14 2118 26
⇩

⇩

DC101 40 mg/kg ⇩

⇩

⇩

生理食塩水

2A3（RMP1-14 アイソタイプコントロール）10mg/kg
TNP6A7（DC101 アイソタイプコントロール）40mg/kg

RMP1-14 10mg/kg 
paclitaxel (PTX) 20mg/kg
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リン液で 15 分間染色後水洗し，3倍希釈ピュア・エオシン液で 1 分間染色

した．その後脱水，透徹，封入した．免疫組織染色については，FFPE切片

については脱パラフィン，再水和後，95℃ pH 9.0 Tris-EDTA バッファー

で 30 分間抗原賦活処理後 30-60 分 5％ヤギ血清/PBS あるいは 1%ウシ血清

アルブミン/PBS でブロッキングした．腫瘍血管については一次抗体として

ウサギ抗 CD31 抗体（Abcam, #ab28364）を 4℃ overnight で反応させたの

ち，二次抗体として HRP-conjugatedヤギ抗ウサギ IgG抗体（DAKO, 

#P0448）を 60-90 分室温で反応させた．DAKO Liquid DAB+ substrate 

Chromogen System で発色し可視化した．血管密度については，予備実験に

おいては全視野の腫瘍面積における CD31陽性面積の割合として計算した．

また AI を含む治療実験においては，血管が密に分布する 5視野を選び，血

管数を計測したものを微小血管密度（Microvessel density: MVD）とした 

(Weidner et al., 1991)．周皮細胞の被覆（pericyte coverage）は凍結切

片を 4%パラホルムアルデヒドで固定後，0.1% Triton-X100 で透過処理し，

一次抗体としてラット抗マウス CD31 抗体（BD Pharmingen, #553370）とウ

サギ抗α-SMA 抗体（Abcam, #ab5694）を 4℃ overnight で反応させたの

ち，二次抗体として Alexa Fluor 647-conjugatedヤギ抗ラット IgG抗体

（BioLegend, #405416）と Alexa Fluor 488-conjugatedヤギ抗ウサギ IgG

抗体（Invitrogen, USA, #A11034）を 90 分室温で反応させて可視化した．

α-SMA陽性面積と CD31陽性面積の比を算出し，周皮細胞の被覆率とした 

(Eberhard et al., 2000)． 

 腫瘍組織中の低酸素領域については，パラフィン切片を同様に抗原賦活

化処理，ブロッキング処理後，一次抗体としてウサギ抗マウス GLUT1 抗体

（Abcam, #ab115730）を 4℃, overnight で反応させ，二次抗体として

HRP-conjugatedヤギ抗ウサギ IgG抗体を 60 分室温で反応させた．組織低

酸素は壊死部を除いた全切片の面積に対する GLUT1陽性領域の割合として

定量化した．腫瘍浸潤リンパ球については，凍結切片上では一次抗体とし

てラット抗マウス CD8α抗体（BioLegend, #100702）と二次抗体として

Alexa Fluor 647-conjugated 抗ラット IgG抗体を反応させ，FFPE切片上

で一次抗体としてウサギ抗マウス CD8α抗体（Abcam, #ab217344）と二次

抗体として HRP-conjugatedヤギ抗ウサギ IgG抗体を反応させた．PD-L1陽

性面積については一次抗体としてヤギ抗マウス PD-L1 抗体（R&D systems, 

#AF1019）と二次抗体として HRPウサギ抗ヤギ IgG抗体（DAKO, #P0449）を

反応させた．PD-L1陽性面積は壊死部を除いた全切片の面積に対する PD-L1

陽性領域の割合として定量化した．発色で可視化された免疫染色スライド
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は Nanozoomer 2.0-HT（Hamamatsu Photonics, Japan）で画像スキャン

し，デジタルデータに変換した．MVDは Adobe Photoshop（Adobe, USA）で

解析し，他の免疫染色画像は NIH Image J software (NIH, USA)を用いて

解析した．蛍光免疫染色画像は KEYENCE BZ-X810オールインワン蛍光顕微

鏡（KEYENCE, Japan）を用い，ランダムに視野を選択して撮影し，BZ-X800 

Analyzer（KEYENCE, Japan）を用いて解析した． 

組織 RNA抽出と定量 real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)法 

 TRIzol reagent (Life Technologies, USA, #15596018)と ReliaPrep 

RNA Cell Miniprep System (Promega, USA,#6012)を用いて腫瘍組織から

total RNA を抽出した．抽出した 1 μg の RNA から ReverTra Ace, 5x RT 

Buffer (Toyobo, Japan), Oligo dT primer, Random primer (Hokkaido 

System Science, Japan), dNTP mixture (Takara Bio, Japan, #4030)を用

いて逆転写反応を行い，cDNA を合成した．定量的 real-time PCRは KAPA 

SYBR FAST qPCR kit (KAPA Biosystems, USA)，C1000 Thermal Cycler

（Bio-Rad, USA）を用いて，初期変性（95℃，30秒），熱変性（95℃，1

秒），アニーリング（60℃，5秒），アニーリング・伸長反応（60℃，20

秒）で 40サイクル行い，増幅産物の定量を行った．CD8陽性 T 細胞中の

Granzyme B と Interferon-γ（IFN-γ）の mRNA 発現レベルの解析では，

CD8α mRNA を標準として，ΔΔCt 法を用いて相対比を比較検討した．使用

したプライマー配列は以下の通りである． 

Mouse CD8α forward: 5’-AGCCCCAGAGACCAGAAGATTG-3’ 

Mouse CD8α reverse: 5’-CATTTGCAAACACGCTTTCGGC-3’ 

Mouse Granzyme B forward: 5’-TACTGCTGACCTTGTCTCTGGC-3’ 

Mouse Granzyme B reverse: 5’-TGACTTGCTGGGTCTTCTCCTG-3’ 

Mouse IFN-γ forward: 5’-TGGAGGAACTGGCAAAAGGATG-3’ 

Mouse IFN-γ reverse: 5’-CGCTTATGTTGTTGCTGATGGC-3’ 

統計解析 

 ２群間のデータの比較には unpaired Student’s t-test を用い，3群以

上のデータの比較には one-way ANOVA および Tukey-Kramer test を用い

た．p < 0.05 を有意差ありと判定した．統計解析は JMP version 16（SAS 

Institute）を使用した． 
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結果 

 

LLC皮下腫瘍モデルにおける移植腫瘍細胞数と腫瘍増殖および血管の検討 

 はじめに予備実験として，LLC の皮下移植条件を検討した．具体的に

は，腫瘍細胞数と細胞外基質の有無により腫瘍組織の増大速度や血管新生

に差があるか検討し，後に行う AI による抗腫瘍効果検証実験において，皮

下腫瘍モデルの作成や血管新生阻害の解析に適した条件を検討した．腫瘍

触知から 2-4 日後に腫瘍摘出を行った．腫瘍細胞移植 20 日後までに腫瘍触

知がされなかった 0.25x106個の群の 1匹は著しく腫瘍増殖が遅く，移植後

24 日で腫瘍が触知されたため，腫瘍移植 26日後に腫瘍摘出を行った．腫

瘍増大速度は移植細胞数が多い群で速く，また，同じ細胞数間での細胞外

基質の有無に関する比較では Matrigel がある群の腫瘍増大速度が速かった

（図 6A）．HE染色標本の観察において，Matrigel のある群で一部に壊死や

出血が目立った（図 6B）． 

 

図６ Lewis Lung Carcinoma (LLC)皮下腫瘍の増殖曲線と組織像  

（A）腫瘍増殖曲線．MEAN ± SEM．（B）摘出腫瘍 HE染色像．*：壊死，黒

矢印：出血部．Scale bar = 上段 1 mm, 下段 250 μm. 
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 次に腫瘍血管について CD31 免疫染色で評価した（図 7A）．血管密度とし

て切片全体に占める CD31陽性面積を計算した．各群で有意な差は認められ

なかった（図 7B）． 

 

 

図７ LLC 腫瘍における腫瘍血管面積の評価  

（A）CD31 免疫染色により腫瘍血管を可視化した，（B）1切片の全腫瘍面

積にしめる CD31陽性面積を計算した．Scale bar = 250 μm．p = 0.195 

(one-way ANOVA)． 

 

 これらの結果から，検討した範囲では移植細胞数が多くなるほど実験に

適した皮下腫瘍の作成までの日数が短かった．一方で，腫瘍血管新生には

著明な違いはみられず，皮下腫瘍作成後に行う血管新生阻害治療効果はい

ずれの細胞数でも検証できることが示唆された．また，Matrigel と共に腫

瘍移植した群では壊死や出血が目立ち，Matrigel による腫瘍間質への影響

が示唆された．そこで以降の実験においては皮下注射腫瘍細胞数を 1匹あ

たり 1.0x106個とし，Matrigel を用いず HBSS で懸濁する群のみとした． 
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DC101 単剤投与による血管正常化タイミングの検討 

 LLC皮下腫瘍モデルにおいて，DC101 単剤投与による腫瘍血管の正常化タ

イミングを検討するため，DC101 投与後に複数のタイミングで腫瘍を摘出

し，組織学的に解析した．DC101 単回投与では腫瘍増殖に大きな違いは見

られなかったが，DC101 を 2 回投与した群では治療開始 14 日目に単回投与

群，アイソタイプコントロール群と比較して腫瘍増殖抑制傾向がみられた

（図 8）． 

 

 

 

図８ DC101 による腫瘍増殖抑制効果の検討 

腫瘍増殖曲線．p = 0.459 (one-way ANOVA), MEAN ± SEM． 

 

 血管新生阻害効果について CD31 免疫染色により評価すると（図 9A），

治療開始後経時的に投与 7 日後まで血管数が減少し，また，治療開始 14 日

後には血管は再び密に分布するようになった（図 9B）． 
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図９ DC101 による血管新生抑制効果の経時的変化 

（A）腫瘍組織の CD31 免疫染色. Scale bar = 100 μm.（B）血管が密に

分布している 5視野を定量解析した．各群 n = 5．* p < 0.05, ** p < 

0.01 (対 day 0), + p < 0.05, ++ p < 0.01 (対 day 14) (Tukey—Kramer 

test) ．  

 

 また，治療開始 14 日後における微小血管密度を DC101 単回投与群と 2 回

投与群とアイソタイプコントロール群の 3群で比較すると（図 10A），2 回

投与群では他の群，特にアイソタイプコントロール群と比較して微小血管

密度が低かった（図 10B）． 

図 10 治療開始 14 日後の DC101 による血管新生抑制効果の比較検討  

（A） CD31 免疫染色. Scale bar = 100 μm．（B） * p = 0.0339 (Tukey—

Kramer test)．各群 n = 5． 
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 次に血管の成熟度を評価するため，その指標の一つである Pericyte 

coverage を解析した．周皮細胞をαSMA蛍光免疫染色で可視化し，CD31 と

共染色した（図 11A）．αSMA陽性細胞は主に血管周囲に見られた．ランダ

ムに選択された 5視野における CD31陽性面積とαSMA陽性面積比で

pericyte coverage（周皮細胞の被覆率）を計算したところ，DC101 投与 3

日後に有意に高くなった（図 11B） 

 

 

図 11 DC101 単回投与による周皮細胞の被覆の経時的変化  

（A）血管内皮細胞を CD31蛍光免疫染色，周皮細胞をαSMA蛍光免疫染色

で可視化した．αSMA陽性細胞が血管周囲にみられた．周皮細胞で被覆さ

れた血管を白矢印で示す．Scale bar = 100 μm．（B）ランダムに選択した

5視野における CD31陽性面積とαSMA陽性面積比で周皮細胞被覆率を計算

した．各群 n = 5． * p < 0.05, ** p < 0.01（Tukey-Kramer test）．  

 

周皮細胞被覆の改善は血管の正常化を示唆するため，それに伴う腫瘍組織

の低酸素の度合いを GLUT1 免疫染色で検討した（図 12A）．壊死組織を除い

た全領域を対象に GLUT1陽性面積率を算出すると，DC101 投与 3 日後に低

酸素領域が有意に減少することが示された（図 12B）．血管の正常化によ

り，血液灌流が改善されたことが示唆された． 
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図 12 DC101 単回投与による腫瘍組織低酸素領域の経時的変化  

（A）GLUT1 免疫染色で組織低酸素領域を検討した．Scale bar = 500 μ

m．（B）組織壊死部分を除く全領域を対象に GLUT1陽性面積率を検討した．

各群 n = 5． * p < 0.05（対 Day 0）, + p < 0.05 (対 Day 1)（Tukey-

Kramer test）. 

 

 

 次に腫瘍血管の正常化による腫瘍組織内への CD8陽性リンパ球浸潤への

影響を CD8α蛍光免疫染色で解析した（図 13A）．ランダム 5視野における

CD8陽性細胞面積を算出すると，DC101 投与 3 日後に増加する傾向がみられ

た（図 13B）．これらの結果から LLC皮下腫瘍 DC101 単回投与モデルにおい

て，投与 3 日後に血管が最も正常化し，免疫細胞浸潤も改善することが示

唆された． 
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図 13 DC101 単回投与による CD8陽性細胞浸潤の経時的変化  

（A）CD8α・CD31蛍光免疫染色像． Scale bar = 100 μm．（B）CD8陽性

面積を算出し，CD8陽性細胞の腫瘍組織内浸潤を評価した．p = 0.287 

(one-way ANOVA). 

 

AI 先行投与による ICI の効果増強の検討 

 次に LLC-Venus-Rluc皮下腫瘍モデルにおいて，DC101 と抗マウス PD-1

抗体である RMP1-14 の併用治療を行い，DC101 先行投与による ICI の治療

効果が増強されるかどうか検討した．DC101同時投与群（sim AI）と，

DC101 3 日先行投与群（AI first）を比較した．腫瘍移植 21 日後の体積を

比較したところ，DC101 先行投与群で，腫瘍増殖が抑制される傾向が見ら

れた（図 14A，B）． 
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図 14 DC101 先行投与と同時投与による免疫チェックポイント阻害薬の腫

瘍増殖抑制効果の検討 

（A） 腫瘍増殖曲線．p = 0.5725 (one-way ANOVA)．MEAN ± SEM．（B）摘

出腫瘍の肉眼像． 

 

 DC101 先行投与群と同時投与群の腫瘍組織を用いて，CD31 とαSMA共染

色により周皮細胞の被覆を比較すると(図 15A)，DC101 先行投与群では周皮

細胞の被覆が増える傾向が見られた（図 15B）． 

 

図 15 DC101 先行投与と同時投与群における周皮細胞による血管被覆の

検討  

（A）周皮細胞をαSMA蛍光免疫染色で可視化した， Scale bar = 100 μ
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m.（B）ランダム 5視野で周皮細胞の血管被覆率を検討した．p = 0.297 

(t-test)． 

 

 また，CD8α蛍光免疫染色による検討で（図 16A），DC101 先行投与群では

同時投与群と比較して CD8陽性細胞の腫瘍組織内浸潤が増加する傾向が見

られた（図 16B）． 

 

図 16 DC101 先行投与と同時投与群における腫瘍浸潤 CD8陽性 T 細胞の

検討  

（A）CD8α蛍光免疫染色．Scale bar = 100 μm.（B）ランダム 5視野の

解析において，CD8陽性細胞の腫瘍内浸潤を検討した．p = 0.25 (t-

test)． 

 

 次に ICI による抗腫瘍効果であるかどうか検討するため，腫瘍組織内の

PD-L1 発現を免疫染色で検討した（図 17A）．壊死部を除く全視野で PD-L1

陽性面積を比較すると，先行投与群で有意に陽性面積が減少していた（図

17B）．ICI により PD-L1陽性細胞が除去されたことが示唆された． 
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図 17 DC101 先行投与群と同時投与群における腫瘍組織中の PD-L1 発現

の検討  

（A）PD-L1 免疫染色．Scale bar = 100 μm．（B）壊死部を除く全切片の

解析で DC101 先行投与群と同時投与群で PD-L1陽性面積を比較した．** p 

< 0.01 (t-test)． 

 

 マウス摘出肺を用いた発光イメージングにより肺転移腫瘍細胞を検出し

た．同時投与群，先行投与群ともに肺転移シグナルは検出されなかった

が，アイソタイプコントロール群や ICI 投与群で肺転移を認め，AI と ICI

の併用効果の有用性が示唆された（図 18）． 

 

図 18 IVIS を用いた発光イメーイングによる肺転移の検討 

 マウス摘出肺で，発光イメージングにより肺転移腫瘍細胞を検出した． 
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AI の先行投与が ICI と抗がん剤併用療法の治療効果に与える影響の検討 

 実際の臨床では AI が殺細胞性抗がん剤と併用されていることを踏まえ

て，DC101，RMP1-14 に加えてパクリタキセルを投与し，治療効果を評価し

た．LLC皮下腫瘍モデルに DC101，RMP1-14，パクリタキセルを腹腔内投与

した．DC101 3 日先行投与した AI first群のみで，対照群と比較して有意

に腫瘍増殖が抑制された（図 19A，B）． 

 

 

 

図 19 DC101 先行投与と同時投与による免疫チェックポイント阻害薬と

パクリタキセルの腫瘍増殖抑制効果の検討  

（A）腫瘍体積変化．* p < 0.05 (Tukey-Kramer test). MEAN ± SEM．

（B）摘出腫瘍の肉眼像． 

 

 HE染色で腫瘍の壊死領域を評価した（図 20A）．先行投与群 AI first の

みで対照群と比較して壊死領域が有意に拡大し（図 20B），AI を先行投与す

ることで，ICI とパクリタキセルによる抗腫瘍効果がより大きくなること

が示唆された． 
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図 20 腫瘍壊死領域の検討  

（A）HE染色を用いて，腫瘍壊死を検討した．N:壊死領域．Scale bar = 

上段 2.5 mm，下段 100 μm．（B） 全切片面積に占める壊死領域の割合を算

出した．p < 0.05 (Tukey-Kramer test)． 

 

 肺転移は，摘出した肺を HE染色し（図 21A），切片中に占める肺転移巣

の面積で検討した．対照群と比べると全ての治療群において，肺転移が抑

制される傾向が認められた（図 21B）． 

 

図 21 肺転移  

（A）摘出された肺標本の HE染色で転移巣を検討した．Scale bar = 500

μm.（B）切片中に占める肺転移病変面積について検討した．p = 0.348 

(one-way ANOVA). 

 

 血管新生阻害効果について CD31 免疫染色で微小血管密度により比較した

ところ（図 22A），AI を投与した 2群において，非投与群と比較して血管密

度が減少した．AI同時投与群と先行投与群の間には差は認められなかった

（図 22B）． 
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図 22 微小血管密度 

（A）CD31 免疫染色．Scale bar = 100 μm.（B）血管が密に分布する５

領域について CD31陽性血管数を算出した．* p < 0.05 (Tukey-Kramer 

test)． 

 

 腫瘍浸潤 CD8陽性細胞については(図 23A)，壊死部を除いた全切片の解

析で同時投与群と比較すると先行投与群でより高い傾向がみられた（図

23B）． 

 

 

図 23 腫瘍浸潤 CD8陽性細胞の検討 

（A）CD8α免疫染色により CD8陽性細胞を可視化した．Scale bar = 100

μm. 

（B）壊死部を除いた全切片における CD8陽性面積割合を算出した．p = 

0.133 (one-way ANOVA). 

 

 CD8陽性細胞の機能を評価するため，腫瘍組織における Granzyme B と

IFN-γの mRNA 発現を RT-PCR法で検討した．DC101 で治療を行った 2群で

Granzyme B と IFN-γの発現が高い傾向があった（図 24A,B）．AI による腫

瘍微小環境の改善が ICI による CD8陽性細胞の活性維持を促進したことが

示唆された． 
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図 24 腫瘍組織中 Granzyme B, IFNγmRNA 発現解析 

摘出腫瘍の新鮮凍結検体から抽出した RNA を用いて対 CD8a mRNA で解析

した． 

（A）Granzyme B mRNA．p = 0.133 (one-way ANOVA)．（B） IFN-γ mRNA．

p = 0.632 (one-way ANOVA)． 
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考察 

 

 本研究では，肺癌免疫療法モデルを用いて，AI の先行投与により免疫療

法に先立ち腫瘍血管が正常化されることが，AI同時投与よりも抗腫瘍効果

を増強させることを示した（図 25）．その機序として，腫瘍血管の正常化

による腫瘍組織内への免疫細胞浸潤の促進，免疫細胞による抗腫瘍効果を

妨げる組織低酸素の改善，薬剤送達性の改善などが考えられる． 

 

 

 

 

図 25 AI 先行投与による治療効果増強 

AI + ICI では，腫瘍血管正常化が不十分であり，リンパ球浸潤や薬剤送

達が障害されており ICI の効果が小さい．一方で AI→ICI では，腫瘍血管

正常化が先行するため，リンパ球浸潤や薬剤送達が改善し，免疫療法の効

果が増強される可能性がある． 

 

 ICI は多くのがんに対する治療法を劇的に変えた．しかしながら，単剤

で用いた際の奏効率は約２割程度で (Brahmer et al., 2015; 

Fehrenbacher et al., 2016)，治療効果の恩恵を受けられない患者も多数

存在する．免疫療法には腫瘍浸潤リンパ球が重要である (Bonaventura et 
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al., 2019; Pardoll, 2012)．抗 PD-1/PD-L1 抗体の治療効果は腫瘍組織内

の CD8陽性細胞障害性 T 細胞の浸潤と相関することが報告されている (Hu-

Lieskovan et al., 2019; Tumeh et al., 2014)．CD8陽性細胞が疲弊化す

るのも腫瘍組織内であり (van der Leun et al., 2020)，ICI は CD8陽性

細胞の活性を維持することで抗腫瘍効果を示す．しかしながら，腫瘍組織

内に免疫細胞を運搬する経路である腫瘍血管は，形態が異常で機能も低下

しているため，腫瘍組織内に充分に免疫細胞が浸潤できていない．また，

腫瘍組織内は低酸素および酸性環境であり (Al Tameemi et al., 2019; 

Annan et al., 2019; El-Kenawi et al., 2019; Vaupel et al., 1989; 

Vaupel and Multhoff, 2021)，腫瘍組織中の VEGF産生がさらに誘導され，

VEGFR2 を発現する制御性 T 細胞を増殖・活性化させ (Suzuki et al., 

2010; Terme et al., 2013)，制御性 T 細胞は IL-10 や TGF-β等を分泌し

て CD8陽性細胞による腫瘍免疫を抑制する (Chen et al., 2005; Jarnicki 

et al., 2006; Vignali et al., 2008; Zou, 2006)．このような腫瘍微小

環境の特徴は，T 細胞の殺細胞効果を抑制する方向に働くため，有効なが

ん免疫反応を得るためには腫瘍血管の正常化が重要である (Huang et al., 

2018)． 

 近年，多くのがんにおいて，AI は血管正常化効果が期待され，他の抗が

ん剤との併用により治療成績を改善している．非小細胞肺癌の一次治療に

おいては抗ヒト VEGF モノクローナル抗体であるベバシズマブが，カルボプ

ラチンとペメトレキセドとの併用で生存期間や奏効率を改善させ，その後

さらに ICI であるアテゾリズマブとの併用で生存期間を延長させた 

(Socinski et al., 2021)．既治療肺癌患者に対しては，抗ヒト VEGFR2モ

ノクローナル抗体であるラムシルマブがドセタキセルとの併用で，無増悪

生存期間を延長させた (Garon et al., 2014)．ICI は殺細胞性抗がん剤や

AI との併用で用いられており，治療効果の改善が期待されているが，ICI

の併用効果は十分であるとはいえない (Socinski et al., 2018)．ICI に

よる治療効果を得るためには，さらなる治療法の改善が必要である． 

 過去の研究で，AI による血管正常化効果があらわれるには薬剤投与から

数日を要し，またその効果は一過性であると報告されており (Dings et 

al., 2007; Liu et al., 2020; Zhang et al., 2016)，本研究の実験結果

とも矛盾しない．そのため，AI が抗がん剤や ICI と同日に投与されている

実際の臨床においても，AI との併用薬が投与されたタイミングでは，AI に

よる腫瘍血管の正常化が充分には起きていないと考えられる．実際に AI と

殺細胞性抗がん剤の併用療法については，マウス in vivoモデルで VEGFR2
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チロシンキナーゼ阻害剤であるアパチニブの先行投与が併用薬であるペメ

トレキセドとの同時投与よりもより高い抗腫瘍効果を示したことや (Liu 

et al., 2020)，膠芽腫モデルにおいてベバシズマブの 3 日先行投与がトポ

テカンの抗腫瘍効果を増強させたことが報告されている (Dickson et al., 

2007)．また，数理モデルを使った解析においてはシスプラチンとペメトレ

キセドより先行してベバシズマブを投与することがより大きな抗腫瘍効果

をもたらすことが示唆されている (Imbs et al., 2018; Schneider et 

al., 2019)．これらは，血管新生阻害剤による血管正常化が，続いて投与

された薬剤の腫瘍組織内への送達を改善したことを示唆している．しか

し，これまで ICI に対して血管正常化を先行させることへの効果は検討さ

れてこなかった．本研究では，AI による血管正常化効果に着目して，AI を

殺細胞性抗がん剤や ICI に先行して投与することが有効であることを肺癌

マウスモデルにおいて初めて示した．実際の肺癌患者では，AI 投与後の反

復生検は患者の負担が大きく倫理的にも行うことができない．本研究では

マウスモデルを用いることにより，薬剤投与後，腫瘍組織中の血管性状や

免疫細胞浸潤の経時的な変化を組織学的に解析することを可能にした．本

研究の結果から，AI 先行投与により CD8陽性細胞の浸潤が増加したこと

が，抗腫瘍効果を改善したことが示唆される．しかしながら，T 細胞上の

免疫チェックポイント分子等の発現や，制御性 T 細胞などのがん免疫を抑

制する免疫細胞の浸潤等についてはさらなる検討が必要である．また，本

研究で用いられた LLC 細胞は広く用いられるマウス由来肺癌細胞株ではあ

るが，免疫原性が低いことが知られており，本研究においても AI と ICI の

2 剤併用モデルでは，腫瘍抑制効果はわずかであった．また，本研究は皮

下腫瘍モデルを用いたが，腫瘍血管や免疫細胞浸潤の様式が同所移植ない

しは自然発生モデルとは異なる可能性もあることに留意が必要である．さ

らに，本研究で用いた抗体は抗マウス VEGFR2モノクローナル抗体であり，

実際にヒトの肺癌治療で用いられる抗 VEGF または抗 VEGFR2モノクローナ

ル抗体とは薬物動態学，薬力学的に異なる可能性がある．ヒトでの臨床に

本研究の結果を適用するためには，それらを考慮にいれる必要がある． 

 今後，血管正常化を先行させる戦略を臨床応用するためには，ヒトの実

際の癌において，AI 投与後いつ血管正常化が十分に起きているのかをモニ

ターする必要がある．しかしながら，AI には出血や創傷治癒遅延の副作用

があり，投与後に反復生検して病理組織学的解析を行うことは不可能であ

る．そのため，血管正常化を反映する血清マーカーや画像検査の有用性が

検討されてきたが (Zhang et al., 2016; Zhou et al., 2019)，実際に臨
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床応用されているものは現在なく，今後の研究の発展が期待される．本研

究成果は，実際の癌患者を対象にした AI 先行投与を検討する臨床研究の基

礎となるものであり，薬剤の種類や量を変更することなく，治療スケジュ

ール変更のみでより高い治療効果を得ることができる可能性を示した．今

後臨床研究により，先行する血管正常化の戦略が肺癌免疫療法の効果増強

に有用であることがさらに研究されることが必要である． 
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結論 

 

① 本研究から得られた知見 

・ LLC皮下腫瘍モデルにおいて，抗 VEGFR2 抗体を用いた AI 投与 3 日後に

腫瘍血管の周皮細胞の被覆が増加する． 

・ 同モデルにおいて AI 投与 3 日後に低酸素領域が減少する． 

・ 同様に AI 投与 3 日後に CD8陽性 T 細胞が増加する． 

・ LLC皮下腫瘍モデルにおいて抗 VEGFR2 抗体は投与 3 日後に血管正常化

効果が最大となる． 

・ AI と ICI の 2 剤併用療法では，AI同時投与より AI 3 日先行投与がより

腫瘍増殖を抑制する． 

・ AI と ICI とパクリタキセルとの 3 剤併用療法では，AI 3 日先行投与が

有意に腫瘍増殖を抑制する． 

 

② 新知見の意義 

 本研究において，AI 先行投与により血管正常化効果を最も得られるタイ

ミングで肺癌免疫療法を行うと，治療効果が増強するということを明らか

にした．進行期・術後再発肺癌治療においては，殺細胞性抗がん剤，ICI，

AIなど複数の薬剤が治療に用いられているにもかかわらず，十分な治療効

果が得られないことが多い．血管正常化を先行させ，腫瘍浸潤免疫細胞を

増やし，薬剤送達性をあらかじめ改善してから ICI や殺細胞性抗がん剤を

投与することで，薬剤の種類や投与量を変えることなく，治療効果の増強

が期待できる． 

 

③ 本研究で得られた新知見から今後展開される研究 

 本研究は，AI による血管正常化を先行させることで免疫チェックポイン

トや殺細胞性抗がん剤の効果が増大する可能性があることが明らかにし

た．本研究結果に基づいて，実際に肺癌患者の免疫療法において，AI 先行

投与により治療効果が改善されるかどうか，臨床試験で明らかになるもの

と考える． 

 

④ 今後の課題 

 本実験においては免疫細胞の疲弊や活性化の詳細な検討はできておら

ず，今後，組織免疫染色やフローサイトメトリーを用いた解析などを検討

したい．また，CD8陽性細胞以外の抗がん作用のある免疫細胞や，逆に腫
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瘍免疫を抑制する制御性 T 細胞などの免疫細胞についても検討を加える必

要がある．またこの血管正常化先行による効果が一般化できるかどうか，

他の腫瘍でも検討が必要である．肺癌患者の治療で用いられる VEGF/VEGF

受容体モノクローナル抗体によるヒト肺癌組織の血管正常化のタイミング

についても検討が必要である．また，血管正常化をモニターすることが可

能な血清マーカー等の開発が必要である． 
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