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略語一覧 

略語 名称 

AMP Adenosine monophosphate 

AMPK AMP-activated protein kinase 

APC Allophycocyanin 

BSA Bovine serum albumin 

BV Brilliant Violet 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

CRT Chemoradiotherapy 

CTL Cytotoxic T lymphocytes 

CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte(associated)antigen 4 

DAB 3.3‘-Diaminobenzidine 

DNA Deoxyribonucleic acid 

FBS Fetal Bovine serum 

FITC Fluorescein isothiocyanate 

FVS Fixable Viability Stain 

Gr-1 Granulocyte-differentiation antigen-1 

MDSC Myeloid-derived suppressor cell 

IFN- Interferon- 

IHC Immunohistochemistry 

NK cells Natural killer cells 

PBS Phosphate-buffered saline 

PBS-T Phosphate-buffered saline Twin 20 

PBMC Peripheral blood mononuclear cell 

PD-1 Programmed death 1 

PD-L1 Programmed death-ligand 1 

PE Phycoerythrin 

PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate 

RBC Red blood cell 

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute medium 1640 

SPF Specific pathogen free 
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TNF− Tumor Necrosis Factor- 

WT Wild type 
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第1章 はじめに 

日本における大腸癌の罹患数は、全ての癌種の中で男性では 3 位、女性では

２位となっており、最も頻度の高い癌種の一つである。また、臓器別癌死亡率

でも男性で３位、女性では１位となっている(1)。中でも直腸癌の予後は不良で

あり、結腸癌と比較して５年生存率が 5－10％程度低くなっている。その理由

の一つとして、直腸癌は局所再発率が高いことが挙げられる(2)。近年、本邦に

おいても局所進行直腸癌に対し術前に化学放射線療法を行い、腫瘍の縮小を得

たのちに根治手術を行うという治療戦略を取る施設が増えつつある。これまで

の報告において術前放射線療法の併用は、手術単独による治療と比べて局所再

発率を低下させるものの、直腸癌患者の全生存率を改善する効果までは認めら

れていないのが現状である。このため、局所制御に加え遠隔転移の制御、生存

率の改善を得ることのできる治療法の開発が必要と考えられる(3-6)。 

In vitro 実験において癌細胞に対して放射線照射を行うと、２本鎖 DNA が損

傷されアポトーシスの誘導が起こることが報告されており、これが放射線によ

る抗腫瘍効果の中心的な機序と考えられてきた(7)。しかし、近年の in vivo 実

験の結果から、放射線による腫瘍の縮小には、宿主の免疫応答を介した間接的

な腫瘍細胞の障害が大きく関与することが解ってきた(8)。一般に、放射線治療

を行うと一時的な免疫抑制が誘導されるが、その一方で細胞死に至った癌細胞
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から腫瘍関連抗原が放出され、腫瘍特異的な免疫応答の誘導により照射範囲の

外に存在する遠隔転移巣の退縮をもたらすという現象が存在することが確認さ

れている(9)。これは、1953 年に Dr. Mole によって提唱された abscopal effect

という現象であるが、実臨床でこの現象が見られることは稀であり、これまで

あまり注目されてこなかった。しかし、放射線療法に抗 PD-1 抗体などの免疫

チェックポイント阻害剤を併用することにより、この abscopal effect が増強さ

れるという報告がなされ、免疫放射線療法という治療戦略が注目を集めている

(10-12)。ただし、抗 PD-1 抗体薬などの免疫チェックポイント阻害剤が明らか

な治療効果を示すのは一部の患者に留まることが報告されている。したがって、

これらの高価な薬剤を使用した免疫放射線療法をすべての患者に応用すること

は医療費を大幅に増大させる可能性が考えられる。このため、免疫チェックポ

イント阻害剤以外の薬剤を使用した免疫放射線療法を開発することは、医療経

済上の観点からも意義のある研究であると考えられる。 

メトホルミンは、1961 年に使用が開始されたビグアナイド系に分類される経

口糖尿病治療薬であり、日常臨床で最も頻繁に使用される薬剤の一つである

(13, 14)。その作用機序として、肝臓での糖新生を抑制するだけでなく、細胞

内の AMP 活性プロテインキナーゼ（AMPK）による基質分子のリン酸化亢進

を介して糖代謝を改善することが示されている(15)。以前からメトホルミンに
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抗腫瘍効果が存在することが指摘されていたが、その作用機序として AMPK の

活性化による癌幹細胞のアポトーシス誘導や分化誘導とともに(16, 17)、IGF-1

および炎症性サイトカインの産生低下による腫瘍の増殖抑制などが関与するこ

とが指摘されている(18, 19)。近年、メトホルミンは担癌状態で増殖する

MDSC やマクロファージなどの免疫抑制性の細胞を減少させることや(20-24) 、

疲弊状態にある T 細胞の AMPK を活性化し、IFN-や TNF−などのサイトカ

イン産生能を回復させたり、アポトーシスを抑制すること(20, 23, 25)などが報

告され、メトホルミンの抗腫瘍効果に宿主免疫の活性化が深く関与しているこ

とが解ってきた。 

以上の知見を踏まえて、放射線療法にメトホルミン投与を併用することで、

免疫チェックポイント阻害剤を併用した免疫放射線療法に変わる治療法となり

うるのではないか？という仮説を設定し、自然肺転移をきたす syngeneic なマ

ウス大腸癌モデルを用いて検証するとともに、その免疫学的機序を解明するこ

とにした。 
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第2章 実験材料と方法 

2-1 細胞培養 

BALB/c マウスの syngeneic な大腸がん細胞株として、colon26 の亜型で自

然肺転移を高頻度に発症する細胞株の LuM1（皮下接種後 10 日後には肺に微

小転移を形成し、28 日を過ぎると呼吸不全にて死亡する細胞株(26)）を使用し

た。LuM1 は、小栗先生（愛知県立がんセンター）より供与を受けた。培養液

として 10％ウシ胎仔血清(FBS)（HyClone, Tauraga, New Zealand）、100U/ml

ペニシリンおよび 100μg/ml ストレプトマイシン（Sigma, St. Louis, Mo, 

USA）を含む RPMI-1640 Medium（Sigma, St. Louis, Mo, USA）を用い、温度

37℃、５％CO2 の条件下のインキュベータ内で培養を行った。マイコプラズマ

検出キット（R&D systems, Minneapolis, MN, USA）を用いて、3 か月ごとに

マイコプラズマ感染のないことを確認し、3～５継代目の細胞を実験に使用し

た。 
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2-2 自然肺転移モデルの作成、放射線照射およびメトホルミン投与の方法、

治療スケジュール 

2-2-1 大腸がん細胞株 LuM1 の自然肺転移モデルの作成 

培養した LuM1 が 80％程度コンフルエントになった時点で TrypLETM Express

（gibco, Carlsbad, CA, USA）を用いて 37℃で 2 分間処理し、ディッシュから

剥離した細胞を回収し実験に使用した。5～6 週齢の雌性の野生型(WT)の

BALB/c マウスを日本クレア社（静岡、日本）より購入し、特定病原体フリー

（SPF）条件で飼育した。LuM1 をハンクス平衡塩溶液（HBSS(+)）（ナカライ

テスク, 京都, 日本）に１×107 個／ml の割合で懸濁し、１×106 個／100μl を６

~7 週齢の BALB/c マウスの右側腹部に皮下注射することにより皮下腫瘍を形成

させた。皮下注射後 7 日目にほぼ全てのマウスで皮下腫瘍が形成されているこ

とが、肉眼的に確認された。腫瘍径に関して各群間で差が出ないよう、治療開

始前の 13 日目の時点で皮下腫瘍が形成されたマウスを非治療群、メトホルミン

投与群、放射線照射群、放射線照射／メトホルミン投与併用群の４群に均等に

割り付けた上で、治療を行った。腫瘍径を 13 日目から 3 日ごとに測定し、腫瘍

体積(tumor volume)=長径×短径×高さ×1/2（mm3）の計算式を用いて腫瘍体

積を算出した。LuM1 の皮下接種から 28 日目に犠牲死させ、皮下腫瘍の重さと

肉眼的に観察できる肺転移結節の個数を測定した。また脾臓と血液を採取し、
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フローサイトメトリーを用いて脾臓細胞と血液細胞のフェノタイプを解析した。 

2-2-2 放射線照射の方法と治療スケジュール 

2%イソフルランを吸入させることによりマウスに全身麻酔をかけ、伏臥位

とした。マウスの体を鉛板によって遮蔽し、皮下腫瘍の部分だけに放射線照射

を行った。LuM1 の皮下接種を行ってから 13 日目と 15 日目の 2 回、4Gy／回 

の X 線照射を行った。X 線照射装置は、MX160Labo（メディエックスステック,

松戸,日本）を使用した(図 1)。まず、照射量に関する検討を行った。Abscopal 

effects に関する過去の論文に記載されている方法に基づいて(27)、8Gy／回の

3 回の照射を行うと皮下腫瘍とともに肺転移も消失し、その効果を確認するこ

とができなかった。このため、1 回の照射量は４Gy とした。また、4Gy／回の

照射を 3 回行った場合と 2 回行った場合を検討したが、2 回の照射にて十分な

皮下腫瘍の縮小効果が得られたことから、4Gy／回×2 回と定め実験を行った。

また、当科の先行研究で、LuM1 は皮下接種後 10 日目には顕微鏡的肺転移を来

すことが確認されていることから(26)、本実験モデルでは abscopal effects が得

られるかを調査するために、放射線照射開始時期を肺転移が形成された後と考

えられる 13 日目とした。 
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図 1 放射線照射の様子 

 

         

  

鉛版による遮蔽 

Isoflurane による吸入麻酔 

検量管 

腫瘍 

Ｘ線照射装置 
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2-2-3  メトホルミンの投与方法と治療スケジュール 

メトホルミンは、1mg/ml の濃度にて飲料水に溶解し、自由飲水させることに

より、13日目から犠牲死させるまで連日投与した(図 2)。ケージごとに飲水量を

チェックし、１匹あたりの飲水量およびメトホルミン投与量を算出した。光に

よるメトホルミンの分解を抑えるため、メトホルミンを溶解した水を入れた吸

水ボトルはアルミホイルにて遮光した状態で使用した。飲水ボトルは 3 日ごと

に交換し、新鮮な状態の水を摂取させた。メトホルミンの経口摂取量は、過去

の報告に従い(28)、1mg／ml と 5mg／ml の濃度について検討を行った。非治療

群と比較して、5mg／ml では飲水量の減少を認めたが、1mg／ml では飲水量の

減少は認めなかった。また、糖尿病患者におけるメトホルミンの内服量は

750mg／日から 1500mg／日が標準的な量であるが、血中濃度の推移に関する検

討にて、マウスにおける 1mg／ml の摂取はヒトにおける 750 ㎎／日の内服量に

相当することが報告されている(29)ことから、メトホルミン 1mg／ml を採用し

た。 
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図 2 治療プロトコール 

 

 

 

 

 

 

 

本研究におけるすべての動物実験は自治医科大学動物実験規定（平成 22 年規

定第 51 号）に従って施行し、自治医科大学動物実験委員会による承認（承認番

号 19035-01）を受けた上で施行した。  

LuM1 1x10
6
cells/mouse 

4Gy 4Gy 

sacrifice 

13  16  19  22  25  28 

BALB/c mouse 7 週 メス 

メトホルミン経口投与 (1mg/ml) 

3 日毎に体重と腫瘍を測定 

放射線照射 

Day 0 
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2-3 脾臓細胞の単細胞処理 

イソフルランを用いた深麻酔にて犠牲死させた後、正中切開にて開腹した。

下大静脈から血液を 1ml ほど採取後に脾臓を摘出し、５％FBS 含有 PBS 中に氷

上で 1 時間以内に脾臓細胞の単細胞処理を行った。脾臓周囲の組織を除去した

後、5ml シリンジの内筒を用いて脾臓を破砕した。5%FBS 含有 PBS 中に脾臓

細胞を懸濁し、70μm メッシュにて細胞懸濁液を濾過することにより、脾臓細

胞を回収した。回収した脾臓細胞は RBC Lysis buffer を用いて 4℃にて 5 分間、

溶血処理を行った。5%FBS 含有 PBS にて 2 回洗浄することにより Lysis buffer

を中和したのち、細胞数のカウントを行った。 

 

2-4 血液細胞の分離、溶血処理 

血液細胞の凝集を防ぐため 0.1ml のクエン酸含有 PBS を 1ml のインスリン用

の注射筒に吸引しておき、マウスを深麻酔にて犠牲死させたのち、この注射筒

にて、下大静脈から 1ml の採血を行なった。採取した血液は 1.5ml のマイクロ

チューブに移し、室温に 1 時間ほど静置した。5000rpm で 10 分間遠心を行い、

血球成分を回収した。採血量と等量の２×溶血剤を添加し、室温で 5 分間静置

したのち、PBS（添加剤なし）を 9ml 添加し混合した。室温にて 2000rpm で 5

分遠心を行い、上清を除去した。この操作を 2 回繰り返すことにより赤血球の
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溶血を行った後、５％FBS 含有 PBS を用いて 2 回洗浄し細胞数のカウントを行

った。 

 

2-5  フローサイトメトリーによる解析のための脾臓細胞・血液細胞の表面抗原

の染色方法 

得られた細胞は、FVS780 あるいは FVS700 を用いて室温にて 15 分間処理し

て死細胞の染色を行った。5%FBS 含有 PBS にて 2 回洗浄を行い、非特異的結

合を防ぐために FcR Blocking 試薬(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)を

添加し、4℃にて 10 分間反応させた。表 1 に示した所定の抗体を用いて 4℃に

て 30 分間反応させ多重染色を行った。5%FBS 含有 PBS を用いて 2 回洗浄した

後に Fixation buffer (BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ USA)を用いて 4℃にて 20

分間静置し細胞固定を行った。BD LSR Fortessa X-20 を用いて、表面抗原の発

現の測定を行った。フェノタイプの解析は、FlowJo10.6.1（BD Biosciences）を

用いて行った。 
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表 1. 表面抗原の染色パネル 

T 細胞における PD-1 発現の測定に用いた抗体（脾臓細胞） 

 
BV421 FITC PE APC APC/Fire750 死細胞 

抗体 PD-1 CD4 CD8a CD3 CD45 FVS700 

Clone 29F.1A12 GK1.5 53-6.7 17A2 30-F11 

 

会社 BioLegend BioLegend BioLegend BioLegend BioLegend BD 

NK 細胞と B 細胞の表面抗原の測定に用いた抗体（脾臓細胞） 

 

Pacific blue FITC PE APC Dead cell 

抗体 CD45 CD49b CD19 CD335 FVS780 

Clone 29F.1A12 DX5 6D5 29A1.4 

 

会社 BioLegend BioLegend BioLegend BioLegend BD 

MDSC と樹状細胞の表面抗原の測定に用いた抗体（脾臓細胞） 

 
BV421 FITC PE APC Dead cell 

抗体 Gr-1 Ly6c CD11c CD11b FVS780 

Clone RB6-8C5 HK1.4 N418 M1/70 

 

会社 BioLegend BioLegend BioLegend BioLegend BD 

MDSC と monocyte の表面抗原の測定に用いた抗体（血液細胞） 

 
BV421 FITC PE APC Dead cell 

抗体 Gr-1 Ly6c CX3CR1 CD11b FVS780 

Clone RB6-8C5 HK1.4 SA011F11 M1/70 

 

会社 BioLegend BioLegend BioLegend BioLegend BD 
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2-6 脾臓細胞の IFN-産生能の測定と細胞内染色方法 

脾臓細胞に刺激を加えて IFN-の産生を誘導すると同時に IFN-の細胞外への

分泌を抑制するため、終濃度 50ng/ml の PMA（FUJIFILM, Osaka, Japan）、終濃

度１μg/ml のイオノマイシン（FUJIFILM, Osaka, Japan)および終濃度 5μg/ml

のブレフェドリン A （BioLegend, San Diego, CA USA、Golgi stop 試薬）を添加

した RPMI-1640 の培養液中にて、37℃にて 4 時間培養した。その後、EDTA

含有 PBS を用いて細胞を回収し 5%FBS 含有 PBS で 3 回洗浄した。回収した脾

臓細胞は FVS780 を添加した PBS 中で室温にて 15 分間反応させ死細胞の染色

を行い、５％FBS 含有 PBS で 2 回洗浄した後、FcR Blocking 試薬を添加し 4℃

にて 10 分間反応させた。表２の抗体を用いて 4℃にて 30 分間反応させ、表面

抗原の多重染色を行った。５％FBS 含有 PBS で 2 回細胞を洗浄後、fixation and 

permeabilization solution（BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ USA）で 4℃、20

分処理し、細胞膜の固定と膜透過を行なった。１×perm wash buffer（BD 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ USA）で 2 回洗浄した後、抗 IFN−抗体を添加し

室温にて 40 分間反応させ、2 回洗浄した後、BD LSR Fortessa X-20 を用いて

IFN-の発現を測定した。FlowJo10.6.1 を用いて IFN-産生細胞の割合の解析を

行なった。 
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表 2. T 細胞における IFN-産生能の測定に用いた抗体 

 
BV421 FITC PE APC Dead cell 

抗体 CD4 CD8a IFN- CD3 FVS780 

Clone GK1.5 53-6.7 XMG1.2 17A2 

 

会社 BioLegend BioLegend BioLegend BioLegend BD 
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2-7 脾臓細胞の抗 FoxP3 抗体を用いた細胞内染色方法 

得られた脾臓細胞を Zombie UV 染色液と室温にて 15 分間反応させ、死細胞

の染色を行なった。染色した細胞は５％FBS 含有 PBS で 2 回洗浄を行った。

FcR Blocking 試薬を添加し、4℃にて 10 分間反応させた後、表 3 の抗体を用い

て 4℃にて 30 分間反応させ、表面抗原の多重染色を行った。５％FBS 含有 PBS

で 2 回洗浄後に True-Nuclear Transcription Factor Buffer set（BioLegend, San 

Diego, CA USA）を用いて室温にて 60 分間処理し、細胞固定と膜透過処理を行

った。１×perm buffer にて 2 回洗浄した後、抗 FoxP3 抗体を添加し室温にて

40 分間反応させた。１×perm buffer にて 2 回洗浄した後、５％FBS 含有 PBS

中に細胞を懸濁し、BD LSR Fortessa X-20 用いて FoxP3 陽性 CD25 陽性 T 細胞

の割合を測定した。得られたデータは FlowJo10.6.1 を用いて解析を行った。 

 

表 3. T 細胞における FoxP3 の発現の測定に用いた抗体 

 
BV421 FITC PE APC APC/Fire750 BV785 Dead cell 

抗体 FoxP3 CD4 CD8a CD3 CD25 CD45 Zombie 

Clone MF-14 GK1.5 53-6.7 17A2 PC61 30-F11 

 

会社 BioLegend BioLegend BioLegend BioLegend BioLegend BioLegend BioLegend 

 

 



20 

2-8 肺の組織標本の作成方法と免疫組織化学染色 

28 日目にマウスを犠牲死させた後、４％ホルマリンを気管より肺の中へ注入

することにより内固定を行った。その後、肺を胸郭ごと摘出し、一晩ホルマリ

ン溶液中に浸漬し固定を行った。周囲の胸郭を除去し、肉眼的に確認できる肺

転移の個数を計測し、パラフィン包埋を行った。パラフィンブロックより 4μ

m の厚みでスライスした組織切片を貼付したスライドガラスを作成し、免疫組

織化学染色を行った。キシレンとエタノールで脱パラフィン後に、メタノール

と 30%過酸化水素水を 100 : 1 の割合で混合した溶液に室温にて 15 分間処理し、

内因性ペルオキシダーゼの除去を行った。流水で 5 分間、PBS で 3 分間洗浄し

た後、クエン酸緩衝液（武藤化学株式会社、東京、日本）中でマイクロウェー

ブ処理を行うことにより抗原賦活化を行った。室温にて 10 分静置し冷却した

後、PBS-T を用にいて 2 回、5 分間洗浄を行った。湿潤箱中にスライドガラス

を静置し、５％BSA 含有 PBS-T またはブロッキングワン Histo(ナカライテス

ク, 京都, 日本）でブロッキング後、一次抗体溶液を添加し 4℃にて一晩反応さ

せた。抗 CD8a モノクローナル抗体(4SM15, Rat IgG2a, Invitrogen, Santa Clara, 

USA )は 1:100 の濃度で、 抗 Ly-6G/Ly-6c モノクローナル抗体(RB6-8C5, Rat 

IgG2b, Invitrogen, Santa Clara, USA) は 1:50 の 濃 度 で 、  抗 NCR1 抗 体

(CD335)(EPR23097-35, Rabbit IgG, Abcam, Cambridge, UK))は 1:500 の濃度
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で使用した。翌日切片ののったスライドを PBS-T で 2 回洗浄した後、抗ラット

二次抗体（または抗ウサギ二次抗体）とペルオキシダーゼが結合した polymer

を 添加 し 室温 にて 30 分間反 応させ た。 いずれも Dako REAL EnVision 

Detection System（Dako, Denmark）を用いて DAB による発色を行った。対比

染色にはマイヤーのヘマトキシリンを用い、脱水・透徹後マリノールで封入し

た。得られた標本において、ランダムに選択した 5 箇所の肺転移巣に対して

ImageJ を用いて腫瘍面積を計測し、その中に浸潤している免疫細胞数をカウン

トし、腫瘍内細胞密度を算出した。 

 

2-9 統計学的解析 

数値データは、平均値±標準偏差、または中央値（最小値―最大値）で表記

した。統計解析を行うにあたり、独立 2 群間の比較には、Student の t 検定また

は Mann-Whitney 検定を、3 群間以上の比較には、Kruskal-Wallis 検定を用いた。

相関関係の比較は、線形単回帰分析を用いた。統計解析ソフト GraphPad Prism 

8(GraphPad Software, San Diego, CA, USA)を用いて解析を行い、P 値<0.05 を統計

学的に有意差があると判断した。 
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第3章 結果 

3-1 皮下腫瘍の体積、飲水量、体重の変化の推移 

マウスに LuM1 を皮下注射してから、7 日目ごろより皮下腫瘍が確認できる

ようになり、13 日目に腫瘍体積が 100~300mm3 にまで増大した。13 日目まで

の間に個体間で体重の変化に違いを認めなかった(図 3)。腫瘍体積の変化の時

間経過を図 4 に示した。腫瘍体積にばらつきを認めたため、この時点で腫瘍体

積に偏りが出ないように、非治療群、メトホルミン投与群、放射線照射群、放

射線照射/メトホルミン投与併用群の 4 群に振り分けた。１群に対し５匹を割り

当て 1 回の実験に 20 匹を使用した。同様の実験を 2 回行い、各群 n=10 での結

果を示した。 

(図 3) 治療開始前の体重の推移  (図 4)治療開始前の腫瘍径の推移 
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皮下腫瘍の体積は、非治療群と比較して放射線照射群で有意に抑制されてい

た ( 非 治 療 群  vs 放 射 線 照 射 群  1966.2 ± 891.0mm3 vs 643.3 ± 318.0mm3, 

p=0.0011)。放射線照射にメトホルミンを併用することにより皮下腫瘍の体積

はさらに抑制されていた (非治療群 vs 放射線照射メトホルミン投与併用群  

1966.2±891.0mm3 vs 437.7±323.8mm3, p<0.0001)(図 5)。飲水量および体重の

変化に関して、4 群間で有意な差は認めなかった（図 6、7）。 
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(図 6) 飲水量          (図 7) 体重の推移 
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(図 5) 

腫瘍径の推移 
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3-2 皮下腫瘍の重さおよび肺転移結節数の比較 

3-2-1 皮下腫瘍の重さの検討 

メトホルミン投与群は、非治療群と比較して腫瘍の重さに有意差を認めなか

ったが、放射線照射群では非治療群と比較して皮下腫瘍の重さは減少していた

が（非治療群  vs 放射線照射群 2151.1±765.4mg vs 990.5±625.7mg；p＝

0.0182）、放射線照射にメトホルミンを併用することにより皮下腫瘍の重さは

さらに減少していた。(非治療群 vs 放射線照射/メトホルミン投与併用群 2151.1

±765.4mg vs 643.6±517.7mg；p=0.0009)(図 9)。 

 

(図 8) 皮下腫瘍 
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(図 9) 皮下腫瘍の重さ 
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3-2-2 肺転移結節数の検討 

放射線照射単独群は、非治療群と比較して肺転移結節数はやや減少している

ものの、有意差は認めなかった(非治療群 vs 放射線照射群 109.4±64.7(個) vs 

35.8±26.8(個); p=0.11)。これに対し、放射線照射／メトホルミン投与併用群

では、放射線照射単独群よりも肺転移結節数が減少し、非治療群との間に有意

差を認めた(非治療群 vs 放射線照射／メトホルミン投与併用群 109.4±64.7(個) 

vs 25.4±28.3(個)；p=0.018)(図 11)。 

(図 10) 肺転移結節 
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(図 12) 肺転移結節数 
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3-3 各治療群間での脾臓中の免疫細胞の割合の違いについての検討 

28 日目の時点でマウスを犠牲死させた後に、脾臓細胞を単細胞処理し表面抗

原の発現についてフローサイトメトリーを用いて測定することにより、4 群間

の全身の免疫機能の違いを比較検討した。 

3-3-1  T 細胞についての評価 

放射線照射群は非治療群に比べて CD3 陽性 T 細胞、CD4 陽性 T 細胞、およ

び CD8 陽性 T 細胞の割合はわずかながら低下する傾向を認めた。これに対し、

メトホルミンを併用すると、CD3 陽性 T 細胞と CD4 陽性 T 細胞の割合は放射

線照射単独群と比較して、有意に増加していた(CD3 陽性 T 細胞；放射線照射

群 vs 放射線照射／メトホルミン投与併用群 17.7±2.9(%) vs 26.5±5.9(%); 

p=0.031、CD4 陽性 T 細胞；放射線照射群 vs 放射線照射／メトホルミン投与

併用群 11.5±1.5(%) vs 17.1±3.8(%) ; p=0.032)。CD8 陽性 T 細胞において

も有意差は認めなかったものの同様の傾向を認めた (放射線照射 vs 放射線照射

／メトホルミン投与併用群 4.6±1.2(%) vs 7.1±1.8(%); p=0.056)。一方、非

治療群と比較すると併用治療群では有意差は認めなかった。(CD3 陽性 T 細

胞；20.6±4.6(%) vs 26.5±5.9(%); p=0.17、CD4 陽性 T 細胞；12.8±2.5(%) 

vs 17.1±3.8(%); p=0.15、CD8 陽性 T 細胞；6.1±1.8(%) vs 7.1±1.8 (%); 

p=0.69)(図 13)。  



29 

(図 13)脾臓中の T 細胞の測定 
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T 細胞の免疫抑制状態に関する評価として、CD4(+)CD25(+)FoxP3(+)の表

現型を示す制御性 T 細胞（Treg）の CD4 陽性 T 細胞中の割合を測定したが、

4 群間で有意な差は認めなかった(図 16)。 

(図 15) 脾臓中の制御性 T 細胞の測定 

 

(図 16) 
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次に、T 細胞の疲弊の程度を評価するため PD-1 の発現について検討を行っ

た。CD4 陽性 T 細胞の PD-1 の発現は、メトホルミン群、放射線照射群では

非治療群と比較して変化は認めなかったが、放射線照射／メトホルミン投与併

用群では放射線照射単独群と比べて有意に低下していた(放射線照射群 vs 放射

線照射／メトホルミン投与併用群 15.4±6.7 vs 9.4±1.7 (%); p=0.032)(図 18)。

同様の傾向は CD8 陽性 T 細胞でも認められた (放射線照射群 vs 放射線照射／メ

トホルミン投与併用群 5.4±1.0(%) vs 4.2±0.8 (%); p=0.15)(図 19)。 

(図 17) 脾臓中の CD4T 細胞、CD8T 細胞における PD-1 発現の測定 
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(図 18)                             
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(図 19) 
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最後に、単細胞化した脾臓細胞を PMA とイオノマイシンで刺激した状態で 4

時間培養を行い、CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細胞における IFN-産生能を

検討し、T 細胞の疲弊度の評価を行った。IFN-産生細胞の割合は、CD8 陽性

T 細胞において非治療群と比較して、メトホルミン投与群で有意に増加してい

た(CD8 陽性 T 細胞；非治療群 vs メトホルミン投与群 24.1±3.6(%) vs 

34.3±3.5(%)；p=0.008)。また、放射線照射／メトホルミン投与併用群では非治

療群と比較して CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細胞の両方において有意に増加

していた (CD4 陽性 T 細胞；非治療群 vs 放射線照射／メトホルミン投与併用群 

6.8±2.4(%) vs 9.6±1.8(%)；p=0.033) (図 21) (CD8 陽性 T 細胞；非治療群 vs 放射線

照射／メトホルミン投与併用群 24.1±3.6(%) vs 37.6±10.0(%)；p=0.0096)(図 22)。 

 

(図 20)  CD4 陽性 T 細胞及び CD8 陽性 T 細胞中の IFN-産生細胞の測定 
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(図 21)                            
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(図 22) 
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3-3-2  B 細胞、NK 細胞の評価 

CD19(+)の表現型を示す B 細胞の割合について比較したが、4 群間で有意差

は認めなかった(図 24)。CD49b(+)CD335(+)の表現型を示す活性型 NK 細胞の

割合は、放射線照射/メトホルミン投与併用群が非治療群と比較して有意に増

加していた(非治療群 vs 放射線照射／メトホルミン投与併用群 1.1±0.2(%) vs 

2.8±1.0(%); p=0.032)(図 25)。 

(図 23) 脾臓中の B 細胞及び NK 細胞の表面抗原の測定 

 

(図 24)                                (図 25) 
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3-3-3 骨髄球系細胞についての評価 

CD11b(+)Gr-1(+)の表現型を示す G-MDSC の割合については、4 群間で有

意差を認めなかったが、放射線照射／メトホルミン投与併用群は、非治療群、

放射線照射群と比較して減少する傾向を示した(非治療群 vs 放射線照射／メト

ホルミン投与併用群 9.3±1.8(%) vs 4.2±3.6(%); p=0.056，放射線照射群 vs 放

射線照射／メトホルミン投与併用群 10.0±7.2(%) vs 4.2±3.6(%); p=0.10)(図

27)。CD11b(+)Ly6C(+)Gr-1(-)の表現型を示す M-MDSC、CD11c(+)の表現型を示

す樹状細胞の割合については 4 群間で有意差を認めなかった(図 28，29)。 

 

(図 26) 脾臓中の骨髄球系細胞の表面抗原の測定 
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(図 27)                                    (図 28) 
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(図 29) 
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3-4 末梢血液中における単球の評価 

CD11b(+)が陽性となる骨髄球系の細胞の中で Gr-1(-)Ly6c(-)CX3CR1(+)の

表現型を示す細胞は、循環血液中に長く止まり、血管内で異物を認識して排除

する役割を有しており patrolling monocyte と定義されている(30)。この細胞は、

腫瘍細胞を貪食し、NK 細胞を誘導する事が報告されているため(31)、血液中

の patrolling monocyte の割合について追加で比較検討を行ったが、4 群間で有

意な差は認めなかった(図 31)。 

 

(図 30) 血液中の patrolling monocyte の表面抗原の測定 
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(図 31) 
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3-5 脾臓中の免疫細胞と肺転移結節数の相関 

免疫細胞が肺転移に与える影響を調査するために、調査した全マウスにおい

て脾臓中の免疫細胞の割合と肺転移結節数の間の相関について検討を行った。

皮下腫瘍の重さと肺転移結節数には、正の相関を認めた(r=0.50，p=0.02)(図

32)。CD4 陽性、CD8 陽性 T 細胞中の IFN−産生細胞の割合と肺転移結節数の

間には負の相関を認めた (CD4 陽性 T 細胞： r=-0.58, p=0.0069、CD8 陽性 T

細胞： r=-0.63, p=0.0029)(図 33、図 34)。また、CD49b(+)CD335(+)の活性

型 NK 細 胞 と 肺 転 移 結 節 数 の 間 に も 同 様 に 負 の 相 関 を 認 め た (r=-

0.69,p=0.0006)(図 35)。 
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(図 32)  
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(図 33)                                 (図 34) 

0 5 10 15

0

50

100

150

200

IFN-(+)cells/CD4(+) T cells(%)

n
u

m
b

e
r 

o
f 

lu
n

g
 m

e
ta

s
ta

s
is

r=-0.58
p=0.0069

0 20 40 60

0

50

100

150

200

IFN-(+) cells/CD8a(+) T cells(%)

n
u

m
b

e
r 

o
f 

lu
n

g
 m

e
ta

s
ta

s
is r=-0.63

p=0.0029
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3-6 免疫組織化学染色を用いた肺転移巣内への免疫細胞の浸潤についての検

討 

最後に肺転移巣内への免疫細胞の浸潤の程度を免疫組織化学染色を用いて検

討し、4 群間の比較を行った。抗 CD8a 抗体で染色された細胞の数を腫瘍面積

で割って得られた CD8a 陽性 T 細胞の密度は、4 群間で有意な差は認めなかっ

た。（非治療群 vs 放射線照射/メトホルミン投与併用群 88.0±30.0(個/mm2 ) vs 

139.1±97.1(個/mm2 )；p=0.78)(図 37) 

(図 36) 抗 CD8a 抗体の肺転移巣の免疫組織化学染色  
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(図 37) 
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これに対し、抗 NCR1(CD335)抗体で染色される NK 細胞の密度は、放射線

治療/メトホルミン投与併用群が非治療群と比較して有意に増加しており、脾

臓中の NK 細胞の割合に関する結果と一致した。（非治療群 vs 放射線照射/メト

ホ ル ミ ン 投 与 併 用 群 45.5 ± 47.9( 個 /mm2 ) vs 316.9 ± 175.0( 個 /mm2 ) ；

p=0.014)(図 39) 

(図 38)  抗 NCR1(CD335)抗体の肺転移巣の免疫組織化学染色 
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(図 39) 
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一方、メトホルミン投与群、および放射線照射/メトホルミン投与併用群は

非治療群と比較して、肺転移巣における Gr-1 陽性細胞の密度が有意に低下し

ており（非治療群 vs トホルミン投与群; 246.9±56.8(個/mm2 ) vs 159.7±

29.4(個/mm2 )；p=0.032、非治療群 vs 放射線照射／メトホルミン投与併用群; 

246.9±56.8(個/mm2 ) vs 70.8±54.0(個/mm2 )；p=0.0046）、放射線照射/メト

ホルミン投与併用群は放射線治療群と比較しても有意に減少していた（放射線

治療群 vs 放射線照射／メトホルミン投与併用群; 197.2±102.0(個/mm2 ) vs 

70.8±54.0(個/mm2 )；p=0.016)。(図 41) 

(図 40)  抗 Ly6G/Ly6c(Gr-1) 抗体の肺転移巣の免疫組織化学染色 
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(図 41) 
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3-7 肺転移巣内へ浸潤する免疫細胞の密度と肺転移結節数の相関 

肺転移結節への免疫細胞の浸潤の程度と肺転移結節数との間の相関について

検討を行った。CD8a 陽性 T 細胞の密度と肺転移結節数の間には弱い負の相関

が存在する傾向を示した(r=-0.38, p=0.09)(図 42)。また、NK 細胞の密度と肺

転移結節数との間に強い負の相関を認めた(r=-0.69,p<0.001)(図 43)。一方、

Gr-1 陽性細胞の密度と肺転移結節数の間にも弱いながら正の相関を認めた

(r=0.49, p=0.03)(図 44)。 
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(図 43) 
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第4章 考察 

術前放射線化学療法は、欧米では遠隔転移を伴わない局所進行直腸癌に対す

る標準的な治療方法となっている(32-34)。本邦では、標準治療として位置づけ

られるまでには至っていないが、直腸癌術後局所再発のコントロールは重要な

課題であり、臨床試験による評価が進められている(2, 35, 36)。放射線療法の

主な目的は照射部位における腫瘍の局所コントロールにあるが、照射を受けた

腫瘍から腫瘍抗原が放出されることにより惹起される免疫反応が、抗腫瘍効果

に大きな影響を与えていることが解ってきた(8, 37) 。その一方で、腫瘍に対す

る放射線照射は、一時的な免疫抑制も同時に引き起こす。これに対し、放射線

療法に免疫チェックポイント阻害剤を併用することで腫瘍に対する免疫反応を

惹起できる事実が報告され、その臨床的有効性も示唆されてきている(10, 11, 

38) 。 

メトホルミンは、2 型糖尿病に対する第一選択薬の一つであるが、さまざま

ながん種に対する抗腫瘍効果があることが多数報告されている(39-44)。この機

序についてはまだ十分に解明されていないが、近年、メトホルミンが宿主の免

疫を賦活して抗腫瘍効果を示すことが報告された(25, 45-50)。 また、皮下腫瘍

への放射線照射にメトホルミン投与を併用すると、癌幹細胞のアポトーシスが

誘導され、放射線感受性が高まることも示唆されている(40, 51, 52)。そこで、
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本研究では局所の放射線照射にメトホルミン投与を付加すると、抗腫瘍免疫お

よび抗腫瘍効果にどのような変化をもたらすかを動物モデルにて検討した。 

正常な免疫能を有するマウスにおける大腸癌の自然肺転移モデルにおいて、

放射線照射は単独でも皮下腫瘍の増大を有意に抑制したが、メトホルミンを併

用した場合、その腫瘍縮小効果はさらに増強された。一方、照射範囲に含まれ

ない肺転移に関しては、メトホルミン投与単独では全く変化なく、放射線単独

ではやや抑制傾向が認められたが有意には至らなかった。しかし、放射線照射

にメトホルミン投与を併用すると肺転移は有意に抑制される結果が得られた。

特記すべき点として、他の 3 群では全てのマウスにおいて肺転移が認められた

のに対し、放射線照射／メトホルミン投与併用群では 10 匹のうち 3 匹において

肉眼的転移が認められなくなっていた。当科の先行研究で、LuM1 は皮下接種

後 10 日目には顕微鏡的肺転移を来すことが確認されていることから(26)、メト

ホルミンはいわゆる abscopal effect(10, 53)を介して、放射線非照射部位に存在す

る腫瘍細胞の退縮を誘導したと考えられる。 

そこで、放射線照射＋メトホルミン投与併用療法が、マウスの全身および肺

局所における免疫能に与える影響を、脾臓細胞、肺組織切片を用いて検討した。

T 細胞、B 細胞、NK 細胞、骨髄球系細胞について解析を行い、併用療法におい

て有意差を認めた G-MDSC、T 細胞、NK 細胞についての考察を加える。 
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① G-MDSC についての考察 

MDSC は、肺などの標的臓器内に転移が形成される前から集積し、pre-

metastatic niche を形成した後、TGF-βや TNF-αを放出し EMT を誘導した

り、マトリックス分解酵素の発現を亢進したりすることにより、転移巣での癌

細胞の増殖、浸潤を促進するといわれている(55)。一方、メトホルミンは、G-

MDSC の AMPK を活性化させ、JAK-STAT や NF-κB の経路を抑制し G-

MDSC の分化を抑制すること、これにより脾臓および腫瘍中の G-MDSC の増

加を抑制し、colon26 の皮下腫瘍を縮小させることが報告されている(20)。本

研究では、メトホルミン単独投与により非治療群と比較して脾臓中の G-MDSC

は有意な変化を認めないものの、肺転移結節中の G-MDSC において有意な減

少を認めた。 

肺転移巣の結果はこれまでの報告と矛盾しないものである一方、脾臓で G-

MDSC が減少しなかった原因としてメトホルミン投与開始時期を 13 日目と設

定しており、皮下腫瘍や肺転移モデルにおいて腫瘍を移植した直後からメトホ

ルミン投与を開始している過去の報告と比較すると、開始時期が遅くメトホル

ミンの効果が十分に現れなかった可能性が考えられた。併用治療群は非治療群、

放射線療法群のいずれと比較しても、脾臓中の G-MDSC は減少する傾向を認

め、肺転移結節中に浸潤する G-MDSC の有意な減少を認めた。このことから、
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メトホルミンは放射線照射と併用する場合においても局所および全身での G-

MDSC を減少させ、肺転移結節数を抑制する効果があることが示唆された。 

② T 細胞についての考察 

脾臓中の CD３陽性、CD４陽性 T 細胞の割合は、メトホルミン投与を追加す

ることで放射線照射群と比較して有意に増加していた。CD８陽性 T 細胞の割

合についても有意差はないもののメトホルミンの併用で増加する傾向を認めた。

今回の実験において放射線治療群において脾臓の G-MDSC は増加する傾向を、

T 細胞は減少する傾向を示す一方、併用治療群において脾臓の G-MDSC は減

少する傾向を認め、T 細胞は放射線治療群と比較して有意に増加していた。近

年、G-MDSC による T 細胞の増殖抑制をメトホルミンが解除することが報告

された(54)。このことから、放射線治療群においては G-MDSC により脾臓の T

細胞の増殖が抑制される一方、併用治療群においてはメトホルミン投与の追加

により T 細胞の増殖の抑制が解除されたのではないかと考えられた。 

一方、本実験モデルにおいては非治療群と比較してメトホルミン単独投与で

脾臓 T 細胞の増加が認められなかった。これは、メトホルミン投与により T 細

胞が増加するとする過去の報告と異なる。本実験モデルでは Abscopal effects が

得られることを示すために、メトホルミン投与開始時期を肺転移が形成された

後と考えられる 13 日目と遅く設定しており、メトホルミンによる T 細胞の活
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性化が得られにくかったのではないかと考えられた。 

また、本研究では非治療群と比較して放射線照射群、併用治療群において肺

転移巣内に浸潤する CD8 陽性 T 細胞の密度の増加を認めなかった。これまで

の abscopal effects に関する報告では放射線照射を終了してから 7～10 日目に

secondary tumor 内へのリンパ球の浸潤を評価し、増加することを報告している

のに対し、今回は放射線照射終了から 13 日目と遅いタイミンで評価ており、放

射線照射を行ってから時間が経過すると、惹起されている免疫反応が減弱する

可能性があるのではないかと推測された。また、これまでの abscopal effect に

関する報告では、secondary tumor として対側の皮下腫瘍を用いているのに対し、

今回の研究では皮下腫瘍からの自然肺転移を用いて評価している。腫瘍内の微

小環境が異なることも、これまでの報告と異なる結果が得られた原因となった

可能性が考えられた。 

さらに、重要な点としてメトホルミンの単独投与、あるいは放射線照射にメ

トホルミン投与を追加することで T 細胞における IFN-γ 産生能の上昇を認め

た。一方、放射線照射単独では非治療群と比較して有意な上昇は認めていない。

この結果は、メトホルミンが AMPK-ACC 経路を介して T 細胞を活性化するこ

とにより腫瘍を退縮させるというこれまでの報告と合致している(25, 46, 49)。

この T 細胞機能の改善が abscopal effect の顕在化に関わっている可能性が考え
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られた。 

③ NK 細胞についての考察 

NK 細胞は、細胞障害性を示す自然免疫系に属する細胞であり、肺の血管内

における癌細胞のクリアランスに働くことにより、肺転移を抑制することが報

告されている(53)。近年、メトホルミンが脾臓中の NK 細胞を増加させるとと

もに、p38 MAPK の活性化を介して NK 細胞の細胞障害性を高めることにより、

B16F10 メラノーマの肺転移を抑制するということが報告された(22, 54)。本研

究モデルでは治療開始時期が 13 日目と遅いためにメトホルミン投与単独では

NK 細胞の増殖に対する効果が十分に得られなかった可能性が考えられる。 

一方、低用量の放射線照射単独で NK 細胞が増加することが報告されている

(55)。本研究では、放射線照射／メトホルミン投与併用群において CD49 陽性

CD335 陽性のフェノタイプを示す脾臓の活性型 NK 細胞の割合が増加し、肺転

移巣内に浸潤する CD335 陽性 NK 細胞の割合も併用群で有意に増加していた。

メトホルミン投与と放射線照射が相乗的に作用し、NK 細胞の活性化が得られ

た可能性が示唆された。また、今回の研究モデルは自然肺転移が形成される時

期より後にメトホルミンの内服、放射線照射を開始しており、その結果は NK

細胞が活性化することにより abscopal effects が誘導され、肺転移を抑制する可

能性を示唆するものであった。NK 細胞は自然免疫系に属する細胞であり、腫
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瘍抗原により T 細胞が活性化され abscopal effects が誘導されるとするこれまで

の報告とは異なるものであり、興味深いものであった。 

以上、放射線単独は皮下腫瘍に対して直接的な作用を介して腫瘍抑制効果を

示したが、肺転移を抑制することができなかった。一方、メトホルミン投与単

独は、肺転移巣、皮下腫瘍ともに有意な抗腫瘍効果は示さなかったものの、肺

転移巣における G-MDSC の減少を認めた。これに対し、放射線療法にメトホ

ルミン投与を併用すると、脾臓、肺転移巣における活性型 NK の増加、脾臓に

おける T 細胞の IFN-γ産生能の上昇、肺転移巣における G-MDSC の更なる減

少といった免疫細胞の変化が認められ、皮下腫瘍の増大が抑制されるとともに

有意な肺転移の抑制が認められた。G-MDSC は T 細胞を疲弊状態に導くこと

から、肺における G-MDSC の減少は T 細胞の IFN-γ産生能の上昇に働き、T

細胞の IFN-γ産生能の上昇は NK 細胞の活性化を促進すると考えられる。メト

ホルミンは、局所照射後の担癌マウスにおけるこれらの免疫細胞の挙動に重大

な影響を与え、結果として非照射野に存在する微小肺転移の成長の抑制に繋が

ったと推測される。 
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第5章 おわりに 

マウス大腸癌の自然肺転移モデルを用いて皮下腫瘍への放射線照射にメトホ

ルミン投与を併用することにより、全身の T 細胞の質的変化、全身および肺転

移巣での活性化 NK 細胞の増加、免疫抑制性の G-MDSC の減少を介して、非

照射部位に存在する肺転移に対して抗腫瘍効果を発揮しうることが確認された。 

現在、放射線療法に免疫チェックポイント阻害剤を上乗せすることで、

abscopal effect を誘導し、遠隔転移にも有効な新規治療法が模索されている。

しかし、個々の患者で免疫状態が大きく異なるために、明らかな有効性を示す

臨床研究の結果は未だに得られていない(56-59)。メトホルミンはこれらの免疫

チェックポイント阻害剤とは異なる機序で免疫を賦活するため(18, 23) 、局所進

行直腸癌患者に対する術前放射線免疫療法として臨床応用できる可能性がある

と考えられた。実際、進行直腸癌に対して、術前放射線化学療法にメトホルミ

ンを併用する第Ⅰ/Ⅱ相臨床試験が現在、国内外で進行中である(60, 61)。

Wang らは 500ｍｇ/day のメトホルミンを術前放射線化学療法に付加すること

で pCR 率が向上したことを既に報告している。これらの試験にて、メトホルミ

ンが腫瘍縮小だけでなく予後に関しても良い影響を与えることが証明されれば、

今後、メトホルミンが進行直腸癌に対する標準治療として臨床応用される可能

性がある。本研究結果はその際の理論的裏づけになるという点で意義深いもの
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と考える。 
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