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第 1 章 はじめに 

 

 局所進行直腸癌は、他部位の大腸癌と比較して術後に局所再発する症例

が非常に多く、優れた局所制御法の確立が患者の予後や QOL を考える上

で極めて重要である。今世紀初頭に欧州で行われたランダム化比較試験に

て、術前放射線療法 (radiation therapy: RT) が手術単独群と比較して、有意

に局所再発率を低下させることが証明された (1)。更に fluorouracil と

leucovorin を用いた術前化学放射線療法 (chemoradiotherapy: CRT) と術前

RT を比較したランダム化比較試験では、CRT 群が有意に高い局所制御率

が得られることが分かった (2)。これらの結果から、欧米のガイドライン

では術前 CRT が局所進行直腸癌に対する標準治療として推奨されている。

一方、本邦では局所進行直腸癌に対しては直腸間膜全切除 (TME) +側方郭

清が標準的に行われており、局所再発率、全生存期間 (OS) 共に良好な成

績が報告されていることから、欧米で標準である術前 CRT はあまり積極的

には行われていないのが現状である (3)。 

 上記の試験に続き、術前 CRT 治療の有用性を検証する複数の臨床試験が

施行され、同様の成果が証明されてきたが、その長期成績を総合すると、

遠隔再発の発生頻度には有意な変化は認められず、結果として OS の改善

にはつながっていない (4, 5)。現在も、capecitabin や oxaliplatin を併用した

新たな化学療法レジメンや術前 RT の分割回数と手術までの期間に関する

至適治療プロトコールを見出す目的で多くの臨床試験が行われているが、

OS の向上に寄与する明確な結果は得られておらず、これが現時点での局所

進行直腸癌に対する術前治療の最大の課題であると言えよう (6, 7)。 

 RT は主に二本鎖 DNA の破壊やアポトーシスの誘導など、癌細胞に対す

る直接障害作用を介して抗腫瘍効果を発揮するとされている。しかし、近
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年の研究で、RT による腫瘍縮小には、宿主の免疫応答を介した間接的な腫

瘍細胞障害作用が強く関与していることが示唆されている (8, 9)。一般に、

RT は一過性の免疫抑制を誘発することが良く知られている。しかし、RT

により障害を受けた癌細胞由来の腫瘍関連抗原が宿主の免疫応答を惹起し

うることを示唆する報告が見られる (10, 11)。更に腫瘍に対する免疫能の

活性化が全身に及ぶと、非照射部に存在する病変をも抑制するという遠達

効果 (Abscopal effect) が起こることも報告されている (12, 13)。 

 近年の臨床研究の結果から、免疫チェックポイント分子を標的とした免

疫療法が、癌に対する集学的治療法において重要な役割を果たすと考えら

れるようになってきた。特に、近年、RT に免疫チェックポイント阻害療法

を付加する免疫放射線療法の有用性を示唆する結果が報告されてきている 

(14)。Dewan らは、乳癌細胞株を用いたマウスモデルにおいて、照射に免疫

チェックポイント分子 CTLA-4 に対する阻害抗体を併用することで、照射

部原発巣の腫瘍増大抑制効果だけでなく、非照射部に接種した腫瘍に対す

る抑制効果を認めたことで Abscopal effect が誘発されたと報告している 

(15)。さらに、異なる癌腫を使った動物実験にて、局所照射に抗 PD-1 抗体 

(16)や抗 PD-L1 抗体 (17)を併用することで、同様の Abscopal effect が誘発

される事実が既に報告されており、その発現には CD8陽性の細胞障害性 T

細胞が必須であることが証明されている。 

 ヒトを対象にした臨床試験でも同様の事象が既に報告されている。

Antonia らは、切除不能非小細胞肺癌に対して、CRT 後の Durvalumab (抗

PD-L1 抗体) 投与群とプラセボ群とを比較したランダム化比較試験におい

て、Durvalumab投与群でより良好な PFS と OS が得られたことを報告して

いる (18, 19)。また Shaverdian らは、非小細胞肺癌における Pembrolizumab 

(抗 PD-1 抗体) の効果•安全性を検討した臨床試験 KEYNOTE-001 のサブ
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解析において、RT歴のある群の予後がない群に比較してより良好であった

ことを報告している (20)。更に Golden らは、非小細胞肺癌転移巣に対して

の RT と Ipilimumab (抗 CTLA-4 抗体) を併用した際に、一部の患者で

Abscopal effect が誘発されたことを報告している (21)。一方で、Kwon は、

Docetaxel 投与後に増悪した転移性去勢抵抗性前立腺癌における RT 後の

Ipilimumab (抗 CTLA-4 抗体) 投与群とプラセボ投与群とを比較したランダ

ム化比較試験においては、有意な OS 改善効果を認めなかったと報告して

いる (22)。この違いは、それぞれの試験での癌腫や治療プロトコールの違

いに起因すると考えられ、今後は、至適放射線量や照射回数を検討するこ

とに加えて異なる分子をターゲットとした薬剤を応用することで、より効

果的な免疫放射線療法のプロトコールを見出す必要があると考えられる。 

 そこで、著者は、自然免疫及び獲得免疫系において重要な内因性調節因

子とされているアデノシンに着目した (図 1)。細胞外アデノシンは、主に

A2a受容体を介して T 細胞などの免疫細胞を強力に抑制し、様々な組織に

おける恒常性の維持に重要な役割を果たしていることが解っており、近年、

新たな免疫チェックポイント分子として注目を浴びてきている (23, 24)。 
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図 1 代表的な免疫チェックポイント分子 (25) 

 

 一般に、細胞が障害を受けると細胞内のアデノシンリン酸化合物 

(ATP、ADP、AMP) が細胞外に放出される。アデノシンは、これらの細

胞外アデニンヌクレオチドから細胞表面に局在するアデノシン脱リン酸化

酵素エクトアピラーゼ (CD39)、及び 5 'エクトヌクレオチダーゼ (CD73) 
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the expression of which determines the TReg cell line-
age34,35, and TReg cells therefore express CTLA4 consti-
tutively. Although the mechanism by which CTLA4 
enhances the immunosuppressive function of TReg 
cells is not known, TReg cell-specific CTLA4 knockout 
or blockade significantly inhibits their ability to regu-
late both autoimmunity and antitumour immunity30,31. 
Thus, in considering the mechanism of action for 
CTLA4 blockade, both enhancement of effector CD4+ 
T cell activity and inhibition of TReg cell-dependent  
immunosuppression are probably important factors.

Clinical application of CTLA4-blocking antibodies — 
the long road from mice to FDA approval. Initially, 
the general strategy of blocking CTLA4 was ques-
tioned because there is no tumour specificity to the 

expression of the CTLA4 ligands (other than for some 
myeloid and lymphoid tumours) and because the dra-
matic lethal autoimmune and hyperimmune pheno-
type of Ctla4-knockout mice predicted a high degree of 
immune toxicity associated with blockade of this recep-
tor. However, Allison and colleagues36 used preclinical 
models to demonstrate that a therapeutic window was 
indeed achieved when CTLA4 was partially blocked with 
antibodies. The initial studies demonstrated significant 
antitumour responses without overt immune toxicities 
when mice bearing partially immunogenic tumours were 
treated with CTLA4 antibodies as single agents. Poorly 
immunogenic tumours did not respond to anti-CTLA4 as 
a single agent but did respond when anti-CTLA4 was 
combined with a granulocyte–macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF)-transduced cellular 
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the expression of which determines the TReg cell line-
age34,35, and TReg cells therefore express CTLA4 consti-
tutively. Although the mechanism by which CTLA4 
enhances the immunosuppressive function of TReg 
cells is not known, TReg cell-specific CTLA4 knockout 
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Thus, in considering the mechanism of action for 
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Clinical application of CTLA4-blocking antibodies — 
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の相互作用により生成される。CD39 は ATP から AMPへ、CD73 は AMP

からアデノシンへの変換を司り、CD73 はアデノシン産生における律速酵

素と考えられている (図 2) (26, 27)。ATP は DAMPs として免疫を刺激す

るのに対し、アデノシンは強力な免疫抑制機能を発揮するため、ATP と

アデノシンの量的バランスは局所の免疫応答を制御する重要な要素である

と考えられる (24, 28, 29)。 

 

図 2 アデノシン産生経路 (http://q4live.s22.clientfiles.s3-website-us-east-

1.amazonaws.com/243592055/files/doc_presentations/2019/04/2019.04.26-Arcus-

Corporate-Non-Confidential-FINAL-website.pdf) 

 

 さて、腫瘍細胞はしばしば CD73 を発現し、腫瘍組織内に CD73 が高発

現している症例は、予後不良因子であることが示されている (30-32)。また、

マウスを用いた複数の動物実験にて、CD73/アデノシン経路の阻害が腫瘍

の進行を抑制することが報告されている (33-36)。Beavis らは、CD73陽性
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Adenosine is generated from 
ATP by the enzymatic action 

of CD39 and CD73
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腫瘍細胞において抗 CD73 抗体、A2a 受容体阻害薬投与により肺転移が抑

制されることを報告している (33)。また Young らは、抗 CD73 抗体と A2a

受容体阻害薬併用することで腫瘍縮小の上乗せ効果を認めたと報告してい

る (34)。更に Loi らは、doxorubicin により腫瘍細胞の CD73 発現が増強し、

抗 CD73 抗体を併用することでより強い腫瘍縮小効果を認めたこと、Allard

らは、抗 PD-1 抗体や抗 CTLA-4 抗体に抗 CD73 抗体を併用することで腫瘍

縮小の上乗せ効果を認めたことを報告している (35, 36)。これらの事実は、

CD73 の酵素活性により産生されたアデノシンが、免疫抑制を介して腫瘍

細胞の生存や転移を促進している可能性があることを示唆しており、腫瘍

微小環境におけるアデノシンレベルを低下させることが、癌治療につなが

る可能性があると考えられる (37, 38)。 

一方で、CD73/アデノシン経路に着目した免疫放射線療法の報告はない。

しかし、腫瘍組織には多量のアデノシンが存在することが既に報告されて

いる (39)。RT により多量の腫瘍細胞が障害されると、多量のリン酸化ア

デノシンが組織内に放出されることが推測されるため、アデノシン産生酵

素 (CD39、CD73) の発現下では、照射組織中には更に多量のアデノシンが

蓄積することが予想される。したがって、このアデノシンが局所における

免疫応答を抑制する事により RT の腫瘍縮小効果を減弱させるとともに、

腫瘍に対する全身の免疫寛容を誘導している可能性があることが推測され

る。 

 そこで、著者は、RT にアデノシンシグナルを阻害する治療法を上乗せす

ることにより、効果的な免疫応答を誘導し、照射した腫瘍の縮小率を高め

るとともに、非照射部に対する Abscopal effect を誘導することで遠隔臓器

に存在する微小転移を消滅、遠隔再発を抑制し、生存率の向上に繋がるの

ではないか？という作業仮説を設定し、自然肺転移をきたす大腸癌マウス



 

 

- 7 - 

モデルを用いてその正当性を検証することを試みた(図 3)。また、術前 CRT

の後に手術加療を行ったヒト直腸癌臨床検体を用いて CD73 発現と臨床・

病理学的因子、患者予後を検討し、ヒトの放射線治療における CD73/アデ

ノシン経路の意義についても検討を加えた。 

 

 

図 3 本研究における仮説 
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第 2 章 実験材料と方法 

 

2-1. 細胞培養 

 BALB/c マウス大腸癌細胞株 Colon26、そして Colon26亜型で自然肺転

移をきたす細胞株 LuM-1 を使用した (40)。LuM-1 は小栗博士 (愛知県立

がんセンター) より提供を受けた。細胞は 10% ウシ胎仔血清 (FCS)、100 

U/mLペニシリン及び 100μg/mL ストレプトマイシン (Sigma, St. Louis, 

MO, USA) 含有 DMEM (Sigma) で培養した。培養時は温度 37℃の 5% 

CO2 インキュベーター内で維持した。培養細胞は、マイコプラズマ検出キ

ット (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) によって 3 か月ごとに検査

し、3〜5継代の細胞を実験に使用した。 

 

2-2. 自然肺転移放射線照射モデルの作成 

 培養したLuM-1が 80% を超えるコンフルエントに達した後、0.04% (w/v) 

EDTA を含む 0.25% (w/v) トリプシン溶液で処理後に回収した細胞を使用

した。実験には 8～12週齢の雌性 BALB/c野生型 (WT) マウスを使用した。

マウスは日本クレア (富士宮、日本) より購入し、特定の病原体フリー 

(SPF) 条件で飼育した。 

 LuM-1 1×106個を 8～9週齢 BALB/c マウスの右側腹部皮下に接種し、皮

下腫瘍を作成させた。このマウスは、接種後 8～10日後には肺に微小転移

巣を形成し、4週を過ぎると呼吸不全にて死亡する。 

 放射線装置は MX-160 Labo (メディエックステック、松戸、日本) を使用

した。マウスをイソフルランによる吸入全身麻酔下に仰臥位とし、肺を含

むマウスの体の残りの部分が鉛板で覆われた状態で、放射線を皮下腫瘍に

のみ照射した (図 4) (41)。 
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図 4 放射線照射の方法 

 

 LuM-1 を接種したマウスに対して、接種後 12、14、16日目に 4Gy×3回

の放射線照射を行った。加えて免疫療法として接種後 12、14、16、19、22、

25 日目に抗 CD73 抗体 (clone:TY/23, BioX-Cell, West Lebanon, NH, USA) 

200μg の腹腔内投与を行った。また、コントロール群は Rat IgG2a isotype 

control (clone 2A3, BioX-Cell) 200μg の腹腔内投与を行った。放射線照射に

抗 CD73 抗体投与した群を RT+Anti-CD73 群、放射線照射に isotype control

を投与した群を RT+Isotype control 群とした。腫瘍体積 (TV) は、TV=1/2×

長径×短径 2 を用いて計算し、週 3回測定した。接種後 28日目に安楽死さ

せ、皮下腫瘍の重量と肺の肉眼的転移結節個数を測定した。また、抗 CD73

抗体が免疫系に与える影響を調べるため、接種後 18日目に安楽死させ、腫

瘍組織と脾臓細胞を摘出した (図 5)。 
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図 5 治療プロトコール 

 

 腫瘍組織に対する放射線照射、抗 CD73 抗体単独での治療効果を検討す

るため、LuM-1 を接種したマウスに対して、接種後 12、14、16日目に 4Gy×3

回の放射線照射を行った RT 群、接種後 12、14、16、19、22、25 日目に

isotype control 200μg の腹腔内投与を行った Rat IgG 群、接種後 12、14、16、

19、22、25日目に抗 CD73 抗体 200μg の腹腔内投与を行った Anti-CD73mAb

群と接種後無治療の No treatment 群として、接種後 28日目に安楽死させ、

皮下腫瘍の重量と肺の肉眼的転移結節個数を測定した。 

 本研究における全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、本実験系は自治医科大学動物実験委員

会承認 (承認番号:17005-02) の上、施行した。 

 

2-3. フローサイトメトリー法 

 LuM-1 における CD39、CD73 の発現をフローサイトメトリーで解析し

た。細胞は 1×106/10cm dish の濃度で播種し、MX-160 Labo を使用して 10Gy
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照射を行った後に 24 時間温度 37℃の 5% CO2 インキュベーター内で維持

した。0.04% (w/v) EDTA を含む 0.25% (w/v) トリプシン溶液を用いて回収

した。Fc-gレセプターをブロックするため、Fc blocking reagent (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) と 10 分氷上で反応させた後、下記の抗

体を使用して細胞の二重染色を行った (表 1)。氷上で 30 分反応させた後、

5% BSA 含有 DPBS (Sigma) で洗浄した。7-AAD (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) で15分氷上に静置しBD FACSCaliburTM (BD Bioscience, 

Franklin Lakes, NJ, USA) システムでフローサイトメトリー解析を行い、7-

AAD 陰性細胞を生細胞としてカウントした。解析には FlowJo software 

version10 (Tree Star, Ashland, OR, USA) を用いた。非特異的な染色を除外す

るため、陰性コントロールとして isotype control 抗体を使用した。また、

Colon26 における CD39、CD73 の発現ついても上記と同様に染色し、フロ

ーサイトメトリー解析を行った。 

 

表 1 使用抗体 

APC PE 

anti-CD73 (clone: Duha59, BioLegend) anti-CD39 (clone: TY/11.8, BioLegend) 

 

 マウス実験として上記と同様に LuM-1 1×106 を BALB/c マウスに皮下注

射し、接種後 14、16日目に 4Gy×2回の放射線照射を行った。2日後 (接

種後 18日目)に、腫瘍を切除し、gentleMACs Dissociators (Miltenyi Biotec) 

と Tumor Dissociation Kit, mouse (Miltenyi Biotec) を使用して単細胞処理を

行った。RBC Lysis Buffer (BioLegend) を用いて溶血処理を行った後に、

単細胞を 40μm フィルターに通し、Fc blocking reagent と 10 分氷上で反応

させた後、下記の抗体を使用して細胞の二重染色を行った (表 2)。氷上で
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30 分反応させた後、5% BSA含有 DPBS で洗浄した。7-AAD で 15 分氷上

に静置し BD FACSCaliburTM システムでフローサイトメトリー解析を行

い、7-AAD陰性細胞 CD45陰性細胞を腫瘍細胞としてカウントした。解

析には Flow Jo software version10 を用いた。非特異的な染色を除外するた

め、陰性コントロールとして isotype control 抗体を使用した。 

 

表 2 使用抗体 

APC PE 

anti-CD73 (clone: Duha59, BioLegend) anti-CD45 (clone: 30-F11, BioLegend) 

 

 RT+Anti-CD73 群、RT+Isotype control 群においてマウス脾臓細胞と腫瘍

組織の免疫細胞の解析を行った。 

 脾臓は破砕し単細胞処理を行った。腫瘍組織は gentleMACs Dissociators 

と Tumor Dissociation Kit, mouse を使用して単細胞処理を行った。RBC 

Lysis Buffer を用いて溶血処理を行った後に、単細胞を 40μm フィルター

に通した。死細胞除去のため FVS780 (BD Biosciences) で 15 分に暗所に静

置、5% BSA含有 DPBS で洗浄した。細胞表面染色として Fc blocking 

reagent と 10 分氷上で反応させた後、下記の抗体を使用して細胞の染色を

行った (表 3)。氷上で 30 分反応させた後、5% BSA含有 DPBS で洗浄し

た。Fixation Buffer (BD Biosciences) を用いて 20 分暗所で静置、細胞固定

を行った後に BD LSRForterssaTM X-20 (BD Bioscience) システムでフロー

サイトメトリー解析を行った。解析には FlowJo software version10 を用い

た。非特異的な染色を除外するため、陰性コントロールとして isotype 

control 抗体を使用した。 
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表 3 使用抗体 

脾臓細胞 

APC FITC PE 

anti-CD3  

(clone: 17A2, BioLegend) 

anti-CD8a  

(clone: 53-6.7, BioLegend) 

anti-CD4  

(clone: GK1.5, Beckman Coulter)  

 anti-CD11b  

(clone: M1/70, BioLegend) 

anti-Ly-6G/Gr-1  

(clone: RB6-8C5, Beckman Coulter) 

腫瘍組織 

APC FITC Pacific Blue PE 

anti-CD3  

 

anti-CD8a  anti-CD45 

(clone: 30-F11, BioLegend) 

anti-CD4 

  

 anti-CD11b  anti-CD45 anti-Ly-6G/Gr-1  

 

2-4. フローサイトメトリー法 (細胞内染色) 

 RT+Anti-CD73 群、RT+Isotype control 群においてマウス脾臓と腫瘍組織

T 細胞における IFN-g産生の解析に細胞内染色を用いた。上記の如く単細

胞処理した脾臓細胞、腫瘍組織細胞 5×106 を 10% FCS含有 RPMI1640 

(Sigma)、1μl/ mL Brefeldin A (BioLegend) 存在下で 2時間培養した。細胞

を回収し、死細胞除去のため FVS780 で 15 分に暗所に静置、5% BSA含

有 DPBS で洗浄した。細胞表面染色として Fc blocking reagent と 10 分、氷

上で反応させた後、細胞表面抗原に対して下記の抗体を使用して細胞の染

色を行った (表 4)。氷上で 30 分反応させた後、5% BSA含有 DPBS で洗

浄した。Fixation and Permeabilization Solution (BD Biosciences) を用いて 20
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分暗所で静置、細胞固定・透過処理を行った後に 5% BSA含有 DPBS で洗

浄した。Perm/Wash Buffer (BD Biosciences) に置換した後に PE 結合 IFN-g

抗体 (clone: XMG1.2; BioLegend) を用いて、30 分室温暗所で静置し、細

胞内染色を行った。5% BSA含有 DPBS で洗浄した後に FACS BD 

LSRForterssaTM X-20 システムでフローサイトメトリー解析を行った。解析

には FlowJo software version10 を用いた。非特異的な染色を除外するた

め、陰性コントロールとして isotype control 抗体を使用した。 

 

表 4 使用抗体 

APC BV 421 FITC PE 

anti-CD3  

 

anti-CD4  

(clone: GK1.5, Beckman 

Coulter) 

anti-CD8a anti-IFN-g	

(clone: XMG1.2; 

BioLegend)  

 

2-5. CD73 活性アッセイ  

 LuM-1 におけるアデノシン産生能を評価するため、CD73 活性アッセイ

を行った。CD73 活性アッセイは、遊離リン酸の検出で評価した。簡潔に

説明すると、癌細胞と AMP とをリン酸フリーの培地 (phosphate-free 

buffer) で反応させた後に上清を回収し、上清中の遊離リン酸をマラカイ

ドグリーン試薬で反応させ、吸光度を測定する方法である (図 6) (42)。 
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図 6 CD73 活性アッセイのシェーマ 

 

 LuM-1 細胞は 1×105/24 well dish の濃度で播種し、24時間温度 37℃の

5% CO2 インキュベーター内で維持した。phosphate-free buffer で 2回洗浄

し phosphate-free buffer で融解した AMP (Sigma) 50μM を加え 1時間温度

37℃の 5% CO2 インキュベーター内で維持した。一部には CD73阻害物質

APCP (Sigma) 50μM を添加した。 

 放射線照射による CD73 活性への影響を調べるために、1×105/24 well 

dish の濃度で播種した LuM-1 に対して MX-160 Labo を使用して 10Gy の

放射線照射を行った後に 24時間温度 37℃の 5% CO2 インキュベーター内

で維持した。phosphate-free buffer で 2回洗浄し phosphate-free buffer で融解

した AMP 50μM を加え 1時間温度 37℃の 5% CO2 インキュベーター内で

維持した。 

 上清中の遊離リン酸を BIOMOL® Green Reagent (コスモバイオ、東京、

日本) で反応させ、620nm の吸光度を測定、標準溶液を基準として濃度を

算出した。 

CD73

AMP Adenosine

Phosphoric acid

BIOMOL® Green Reagent

＋
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＜試薬の組成＞ 

phosphate-free buffer: 

MgCl2 2mM, NaCl 25mM, KCl 1mM, glucose10mM, HEPES pH 7.2 10mM 

 

2-6. 腫瘍組織内アデノシン代謝物質の測定 

 アデノシン代謝物質 (AMP、アデノシン、イノシン) の定量分析は、

Nexera X2, LCMS-8060 (SHIMADZU、京都、日本) と LC/MS メソッドパ

ッケージ一次代謝物質 Ver.2 (SHIMADZU) とを用いて行った (43)。上記

の如く LuM-1 を皮下接種したマウス皮下腫瘍に対して接種後 12日目に

4Gy の放射線照射を行った。照射後 12、24、48時間後に安楽死させ腫瘍

組織を摘出した。非照射群を 0hr とした。摘出した腫瘍をホモジナイザー

で粉砕し、超純水 (WAKO、大阪、日本)、メタノール (WAKO)、クロロ

ホルム (WAKO) の混合液を用いて除タンパクを行った。遠心後に上清を

回収し、超純水を添加、再度遠心し親水性代謝物の抽出を行った。減圧濃

縮装置で乾燥を行い−80℃で凍結保存、測定時に超純水で再溶解を行っ

た。内部標準物質には L-メチオニンスルホン (Dojindo、熊本、日本) と

HES (Thermo Fisher Scientific) を用いた。測定したアデノシン代謝物質の

ピーク値を内部標準物質で補正した。 

 

2-7. 細胞障害アッセイ 

 RT+Anti-CD73 群、RT+Isotype control 群において、上記の如く単細胞処

理した脾臓細胞 5×106 と、MX-160 Labo を使用して 50Gy の放射線照射を

行った LuM-1 1×106 とを、10％ FCS含有 RPMI-1640 培地に 20 ng/ml マウ

ス rIL-2 (BioLegend) を添加して 12日間温度 37℃の 5% CO2 インキュベー

ター内で維持した。活性化した脾臓細胞を LuM-1 と E/T 比が 20:1 になる
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よう 4時間温度 37℃の 5% CO2 インキュベーター内で維持し、5% BSA含

有 DPBS で洗浄した。回収した細胞を Fc blocking reagent と 10 分氷上で反

応させた後、APC 結合 anti-CD45 抗体を使用して細胞の染色を行った。氷

上で 30 分反応させた後、5% BSA含有 DPBS で洗浄した。FITC 結合

Annexin-V (BioLegend) 及び 7-AAD で 15 分氷上に静置し BD 

FACSCaliburTM システムでフローサイトメトリー解析を行い、CD45陰性

細胞を腫瘍細胞として、腫瘍細胞における 7-AAD陽性細胞を死細胞とし

てカウントした。解析には FlowJo software version10 を用いた。 

 

2-8. 臨床研究による免疫組織学的検討 

 自治医科大学附属病院で2008年から2015年の間に、局所進行直腸癌に対

して術前CRTの後に手術加療を行った64名の患者を対象に、CD73の免疫組

織学的染色 (IHC) を行った。術前CRTの適応と判断され希望した患者は、

25分割で50.4Gyの線量で放射線治療を受け、一部の患者は経口UFTまたは

S1を併用した化学療法を同時に受けた。CRT終了後8〜10週間に根治切除が

行われた。切除した腫瘍を直ちに10% 緩衝ホルマリンで固定し、パラフィ

ン包埋されたブロックから切片を4μm 厚で作成し、HE染色及びIHCを行っ

た。比較として、同時期に局所進行直腸癌に対して術前加療を行わずに手

術加療を行った48名の患者を対象に、HE染色及びIHCを行った。 

 IHCはキシレンとエタノールで脱パラフィン後、PBSで洗浄し、クエン

酸緩衝液 (武藤化学株式会社、東京、日本) 中でオートクレーブを用いて

熱処理による抗原賦活化を行った。内因性ペルオキシダーゼブロッキング

は、ペルオキシダーゼブロッキング溶液 (DAKO, SantaClara, CA, USA) で

行った。その後、抗CD73抗体 (D7F9A, Rabbit IgG, Cell Signaling 

Technology) を1:200で添加し、温度4℃ overnightで維持した。PBSで3回洗
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浄後、切片を抗ウサギ二次抗体入りのPolymerを用いて室温30分間反応さ

せた。いずれも、Dako REALTM EnVisionTM Detection System (DAKO) を用

いて検出を行った。対比染色には、Meyerのヘマトキシリンを用い、脱

水・透徹後封入した。 

 腫瘍細胞または間質の染色強度は、臨床所見を知らない2人の異なる評

価者によって0から3まで独立して評価され (図7)、2人の評価者の平均

scoreにより高発現 (score= 2または > 2) 及び低発現 (score < 2) に分類し

た。 この研究プロトコールは自治医科大学の研究倫理審査委員会 (臨

A17-164) によって承認され、ヘルシンキ宣言の指針に基づいて実施し

た。 

 

    図7 CD73染色強度の評価方法 

 

 

腫瘍細胞
0

間質
0

1 2 3

0 1 2 3
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2-9. 統計学的解析 

 数値データは、平均値±標準誤差と中央値で表示した。独立 2 群間の比

較には Mann-Whitney の U 検定を、多群間比較には一元配置分散分析法と

post hoc test (多重比較検定；事後比較) を用いた。患者背景の解析におい

て、名義尺度に関しては χ2 検定と Fisher`s exact test、比率尺度に関しては

Mann-Whitney の U 検定を用いた。生存曲線は Kaplan-Meier 法と Log-rank

検定を用いて行い、単変量解析・多変量解析は Cox 比例ハザードモデル

を用いて行った。統計解析ソフトは Graphpad prism Prism 7 (Graphpad 

Software, San Diego, CA, USA)と IBM SPSS Statistics 21 (IBM, Chicago, IL, 

USA) を用いて行い、p < 0.05 を統計学的に有意差ありと判断した。 
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第 3 章 結果 

 

3-1. LuM-1 における CD73 の発現と放射線照射による変化 

 LuM-1 における CD39 と CD73 の発現を測定したところ、LuM-1 は

CD39 を発現していなかったが、CD73 を強く発現していた (図 8A)。一方

で、Colon26 は CD39、CD73 のいずれも発現を認めなかった (図 8B)。そ

して、LuM-1 における CD73 の発現を放射線照射の有無で比較したとこ

ろ、放射線照射後には平均蛍光強度 (MFI) で評価した CD73 の発現強度

は更に増加していた (図 8C、図 8D)。 
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図 8 LuM-1、Colon26 における CD39 と CD73 の発現と放射線照射による

変化 

(A) 培養した LuM-1 と (B) Colon26 とを CD39 (左) または CD73 (右) に対する抗体で

染色し、7-AAD陰性生細胞集団の平均蛍光強度 (MFI) を BD FACSCaliburTM システムで

フローサイトメトリー解析を行った。 (C) MX-160 Labo を使用して培養した LuM-1 を

10Gy 放射線照射で処理し、更に 24時間 37℃の 5% CO2インキュベーター内で維持し

た。細胞を CD39 (左) または CD73 (右) に対する抗体で染色し、7-AAD陰性生細胞集団

の平均蛍光強度 (MFI) を BD FACSCaliburTM システムでフローサイトメトリー解析を行

った。 (D) LuM-1 における CD73 の MFI を放射線照射の有無で比較した (n = 4,5)。＊p < 

0.05。 

 

3-2. マウス LuM-1 皮下腫瘍における CD73 発現の放射線照射による変化 

 続いて、同様の実験を in vivo で行った。LuM-1接種により皮下腫瘍を

形成したマウスの腫瘍組織から得られた細胞中の、CD45陰性細胞腫瘍細

胞における CD73 の発現を放射線照射前後で比較したところ、その MFI

は放射線照射後に有意に増加していた (図 9A)。一方、CD45陽性の白血

球では放射線前後で CD73 の MFI に有意な変化は認めなかった (図 9B)。 

 以上の結果から、放射線照射により腫瘍細胞の CD73 発現が増強するこ

とが、in vitro と vivo で示された。 
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図 9 マウス LuM-1 皮下腫瘍における CD73 発現の放射線照射による変化 

LuM-1 1×106を BALB/c マウスに皮下注射し、接種後 14、16日目に MX-160 Labo を使

用して 4Gy×2回の放射線照射を行った。2日後(接種後 18日目)に、腫瘍を切除し、単細

胞処理を行った。表面抗原染色後に BD FACSCaliburTM システムでフローサイトメトリ

ー解析を行った。 (A) 7-AAD陰性 CD45陰性細胞を腫瘍細胞として腫瘍細胞集団におけ

る CD73 の平均蛍光強度 (MFI) を放射線照射の有無で比較した (n = 4,5)。 (B) 7-AAD陰

性 CD45陽性細胞を白血球細胞として白血球細胞集団における CD73 の MFI を放射線照

射の有無で比較した (n = 4,5)。＊＊＊＊p < 0.0001。 

 

3-3. LuM-1 における CD73 活性アッセイ 

 LuM-1 は CD73 を発現し、放射線照射により CD73 の発現が増強してい

たことから、LuM-1 における CD73 の酵素活性を評価した。CD73 活性ア

ッセイは、遊離リン酸検出で行った。LuM-1 に AMP 50μM を添加した群

では control 群と比較して上清中の遊離リン酸濃度が有意に高く、更に

AMP に CD73阻害物質 APCP 50μM を添加することで、上清中の遊離リ

ン酸量が有意に減少していた (図 10A)。 
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 続いて、LuM-1 に対する放射線照射の有無で上清中の遊離リン酸量を

比較すると、放射線照射した LuM-1 では、control 群と AMP添加群とも

に有意に上清中の遊離リン酸量が増加していた (図 10B)。 

 以上から、LuM-1 の CD73 はアデノシン産生能を有し、放射線照射され

た LuM-1 ではその酵素活性が増加することが判明した。 

 

 
図 10 LuM-1 における CD73 活性アッセイ 

CD73 活性アッセイを遊離リン酸の検出で評価した。 (A) 24時間温度 37℃の 5% CO2イ

ンキュベーター内で維持した LuM-1 1×105/24 well dish に AMP 50μM と APCP 50μM を添

加し 1時間後に培養上清中の遊離リン酸を BIOMOL® Green Reagent で反応させ、620nm

の吸光度を測定した (n = 4)。＊p < 0.05。 (B) LuM-1 1×105/24 well dish に MX-160 Labo

を使用して 10Gy の放射線照射し 24時間温度 37℃の 5% CO2インキュベーター内で維持

した。AMP 50μM を添加し 1時間後に培養上清中の遊離リン酸を BIOMOL® Green 

Reagent で反応させ、620nm の吸光度を測定した (n = 6)。＊＊p < 0.01。 

 

3-4. 放射線照射された腫瘍組織内アデノシン代謝物質の変化 

 放射線照射による腫瘍組織内アデノシン代謝物質 (AMP、アデノシン、

イノシン) の変化を LC/MS を用いた定量分析にて検討した。LuM1 皮下腫

瘍に放射線 4Gy を 1 回照射すると、照射後 24 時間後にアデノシンが、照

co
ntro

l

AMP 50
µM

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

ph
os

ph
on

at
e(

nm
ol

) non-irradiated
Irradiated

＊＊;p=0.0022 ＊＊;p=0.0022
A B

(n=6)
co

ntro
l

AMP 50
µM

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

ph
os

ph
on

at
e(

nm
ol

) control

APCP

＊;p=0.0286
＊;p=0.0286p=0.1143

(n=4)



 

 

- 24 - 

射後 48 時間後にアデノシンから代謝されるイノシンが非照射群 (0hr 群) 

と比較して有意に上昇していた (図 11)。 

 

 

図 11 放射線照射された腫瘍組織内アデノシン代謝物質の変化 

LuM-1 を皮下接種したマウスに対して接種後 12日目に 4Gy の放射線照射を行った。照

射後 12、24、48時間後に安楽死させ腫瘍組織を摘出した。AMP、アデノシン、イノシン

の定量分析は Nexera X2, LCMS-8060 と LC/MS メソッドパッケージ一次代謝物質 Ver.2 を

用いて行った。アデノシン代謝物質 (AMP、アデノシン、イノシン) のピーク値を内部

標準物質で補正した (n = 4)。＊p < 0.05、＊＊p < 0.01。 

 

3-5. 自然肺転移モデルに対する放射線治療、抗 CD73 抗体の治療効果の検

討 

 LuM-1 を用いた自然肺転移放射線照射モデルに対して、RT 単独、抗 CD73

抗体単独の治療効果を腫瘍重量と肺の肉眼的転移結節個数で比較した。RT

群では非治療群と比較して有意に腫瘍重量が低下していた (図 12A)。一方

で、肺転移個数については両群間で有意な変化は認めなかった (図 12B)。

また、抗 CD73 抗体単独投与では、Rat IgG 群と比較して、腫瘍重量と肺転

移個数いずれも有意差を認めなかった (図 12A-B)。 
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 以上から、本モデルにおいては、RT 単独では皮下腫瘍に対する抑制効果

を示すが、放射線非照射部である肺における転移抑制効果は示さず、CD73

抗体単独では明らかな抗腫瘍効果は示さないことが解った。 

 

 

図 12 腫瘍組織に対する放射線、抗 CD73 抗体単独の治療効果の検討 

LuM-1 1×106を BALB/c マウスに皮下注射し、接種後 12、14、16日目に 4Gy×3回の放射

線照射を行った RT 群、接種後 12、14、16、19、22、25日目に isotype control 200μg の腹

腔内投与を行った Rat IgG 群、接種後 12、14、16、19、22、25日目に抗 CD73 抗体 200μg

の腹腔内投与を行った Anti-CD73mAb 群と接種後無治療の No treatment 群について、接種

後 28 日目に安楽死させ、腫瘍重量 (A) と肺の肉眼的転移結節個数 (B) を比較した (n = 

5)。＊p < 0.05。 

 

3-6. 自然肺転移放射線照射モデルに対する抗 CD73 抗体併用の治療効果

の検討 

 続いて、放射線照射モデルにおける CD73 抗体の上乗せ効果を、RT+Anti-

CD73 群と RT+Isotype control 群における皮下腫瘍の腫瘍重量と肺の肉眼的
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転移結節個数で検討した。皮下腫瘍の容積の経過をグラフ化すると、

RT+Isotype control 群と比べて RT+Anti-CD73 群で接種後 19 日目より有意

に腫瘍容積の増大抑制効果を認めた (図 13B)。また、接種後 28日目に安楽

死させ皮下腫瘍の重量を測定すると、RT+Anti-CD73 群で有意に低下して

いた (図 13A-B)。更に接種後 28 日目での肉眼的転移結節個数を測定する

と、RT+Anti-CD73 群で有意に肺転移個数が減少していた (図 13D-E)。事

実、RT+Isotype control 群では全例 (8/8匹) で肺転移を認めたが、RT+Anti-

CD73 群では半数 (4/8) で肺転移は認めなかった (図 13D-E)。 

 以上から、RT に抗 CD73 抗体を組み合わせることにより、照射部の皮下

腫瘍だけでなく、放射線非照射部である肺転移巣に対する抑制効果が得ら

れることが判明した。 
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図 13 放射線照射された腫瘍組織に対する抗 CD73 抗体の治療効果 

LuM-1 1×106を BALB/c マウスに皮下注射し、接種後 12、14、16日目に 4Gy×3回の放

射線照射を行った。加えて接種後 12、14、16、19、22、25日目に抗 CD73 抗体 200μgも

しくは isotype control 200μg の腹腔内投与を行った。放射線照射に抗 CD73 抗体投与した

群を RT +Anti-CD73 群、放射線照射に isotype control を投与した群を RT+Isotype control

群とした。 (A) 接種後 28日目に摘出した皮下腫瘍写真。 (B) 皮下腫瘍の容積を

RT+Anti-CD73 群、RT+Isotype control 群で比較した。 (C) 皮下腫瘍の重量を RT+Anti-
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CD73 群、RT+Isotype control 群で比較した。 (D) 接種後 28日目に摘出した肺写真。 (E) 

肺の肉眼的転移結節個数を RT+Anti-CD73 群、RT+Isotype control 群で比較した。 (n = 

8)。＊p < 0.05。 

 

3-7. 自然肺転移放射線照射モデルにおいて抗 CD73 抗体が免疫系に与え

る影響の検討 

 自然肺転移放射線照射モデルに対して抗 CD73 抗体が免疫系に与える影

響を調べるため、RT+Anti-CD73 群、RT+Isotype control 群においてマウス

脾臓と腫瘍組織の免疫細胞の解析を行った。 

 脾臓細胞で FVS780陰性の生細胞における CD4陽性、CD8a陽性 T 細胞

及び CD11b陽性 Gr-1陽性 MDSC 細胞の割合は、RT+Anti-CD73 群、

RT+Isotype control 群の両群間で有意差は認めなかった (図 14A-C)。一

方、CD4陽性、CD8a陽性細胞における IFN-g 陽性細胞の割合は、

RT+Anti-CD73 群で有意に高かった (IFN-g/CD4; Mean = 11±1.2% vs 

4.7±1.6%, p = 0.041, n = 6: IFN-g/CD8a; 16±1.7% vs 6.9±2.3%, p = 0.041, n = 6) 

(図 14D-E)。 

 また、腫瘍組織由来の CD45陽性浸潤細胞を検討すると、CD4陽性、

CD8a陽性の T 細胞、CD11b陽性 Gr-1陽性細胞の割合は、脾臓細胞と同

様に両群間で有意差は認めなかった (図 14F-H)。しかし、CD4陽性細胞

における IFN-g陽性細胞の割合は、RT+Anti-CD73 群で有意に高く (IFN-

g/CD4; 13±1.5% vs 6.7±1.2%, p = 0.0022, n = 6)、CD8a陽性細胞でも同様の

傾向が認められた (IFN-g/CD8a; 29±1.9% vs 20±4.5%, p = 0.13, n = 6) (図

14I-J)。 

 続いて、マウス脾臓細胞と LuM-1 細胞を In vitro で培養後、標的細胞に

対する細胞障害アッセイを行うと、統計学的有意差には至らなかったが、
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RT+Anti-CD73 群で細胞障害活性が高い傾向を認めた (12.8±1.5% vs 

7.8±2.8% at E/T ratio = 20, p = 0.053, n = 3) (図 15)。 

 以上の事実から、RT に抗 CD73 抗体を併用することにより、腫瘍局所

のみでなく、癌に対する全身の T 細胞応答が活性化されていることが判

明した。 
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図 14 マウス脾臓細胞と腫瘍組織の免疫細胞の解析 

LuM-1 1×106を BALB/c マウスに皮下注射し、接種後 12、14、16日目に 4Gy×3回の放

射線照射を行った。加えて接種後 12、14、16日目に抗 CD73 抗体 200μgもしくは isotype 

control 200μg の腹腔内投与を行った。放射線照射に抗 CD73 抗体投与した群を RT+Anti-

CD73 群、放射線照射に isotype control を投与した群を RT+Isotype control 群とした。接種

後 18日目にマウスを安楽死させ、脾臓細胞と腫瘍組織を摘出した。単細胞処理し、抗原

染色後に FACS BD LSRForterssaTM X-20 システムでフローサイトメトリー解析を行っ

た。マウス脾臓細胞の細胞表面染色を行い、 (A) 生細胞 (≒FVS780陰性細胞) における

CD3陽性 CD4陽性細胞の割合、 (B) 生細胞における CD3陽性 CD8a陽性細胞の割合、 

(C) 生細胞における CD11b陽性 Gr-1陽性細胞の割合、を RT+Anti-CD73 群と RT+Isotype 

control 群とで比較した。マウス脾臓細胞の細胞内染色を行い、 (D) 生細胞における CD3

陽性 CD4陽性細胞における IFN-g陽性細胞の割合、 (E) 生細胞における CD3陽性 CD8a

陽性細胞における IFN-g陽性細胞の割合、を RT+Anti-CD73 群と RT+Isotype control 群と

で比較した。マウス腫瘍組織細胞の細胞表面染色を行い、 (F) 生細胞における CD45陽
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性 CD3陽性 CD4陽性細胞の割合、 (G) 生細胞における CD45陽性 CD3陽性 CD8a陽性

細胞の割合、 (H) 生細胞における CD45陽性 CD11b陽性 Gr-1陽性細胞の割合、を

RT+Anti-CD73 群と RT+Isotype control 群とで比較した。マウス腫瘍組織細胞の細胞内染

色を行い、 (I) 生細胞における CD3陽性 CD4陽性細胞における IFN-g陽性細胞の割合、

 (J) 生細胞における CD3陽性 CD8a陽性細胞における IFN-g陽性細胞の割合、を

RT+Anti-CD73 群と RT+Isotype control 群とで比較した。(n = 6)。＊p < 0.05、＊＊p < 0.01。 

 

 

図 15 脾臓細胞を用いた細胞障害アッセイ 

RT+Anti-CD73 群、RT+Isotype control 群において、単細胞処理した脾臓細胞 5×106と、

MX-160 Labo を使用して 50Gy の放射線照射を行った LuM-1 1×106とを、20 ng/ml マウス

rIL-2 を添加して 12日間温度 37℃の 5% CO2インキュベーター内で維持した。活性化し

た脾臓細胞と LuM-1 とが 20:1 になるよう 4時間インキュベーター内で維持し、FITC 結

合 Annexin-V、APC 結合 anti-CD45 抗体及び 7-AAD で染色し BD FACSCaliburTM システ

ムでフローサイトメトリー解析を行った。CD45陰性細胞を腫瘍細胞として、腫瘍細胞に

おける 7-AAD陽性細胞を死細胞としてカウントした。解析には FlowJo software version10

を用いた。(n = 3)。 
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3-8. ヒト直腸癌臨床検体における CD73 発現と検討・生存解析 

 直腸癌における CD73 の発現を検討するために、まず術前加療を行わず

に外科的切除を施行した 48名のヒト直腸癌臨床検体を対象に免疫染色を

行った。同一症例の HE 染色から正常粘膜上皮 (図 16A、B青矢印) と腫

瘍細胞 (図 16A、B赤矢印) とを同定し、CD73 の染色形態を観察したと

ころ、多くの症例で、正常粘膜上皮と比較して腫瘍細胞膜上の CD73 発現

が増強していた。同じ組織内でも CD73 の発現様式には強弱があり、一部

の腫瘍細胞の細胞質内に発現している部分も認めた (図 16C矢印)。また

一部の症例では、腫瘍細胞に発現しておらず、間質、特に線維化部位に一

致して強い発現が認められた (図 16D)。以上のことから、腫瘍細胞と間

質とで CD73 発現強度で分け、臨床・病理学的因子について検討したが、

臨床・病理学的因子とは明らかな相関関係は認めなかった (表 5)。 
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図 16 術前加療を行わずに手術加療を行った症例の CD73 発現と臨床検

体の検討 

局所直腸進行癌に対して術前加療を行わずに手術加療を行った48名のヒト直腸癌臨床検

体ホルマリン固定パラフィン包埋4μm切片を対象にDako REAL EnVision Detection System 

(DAKO) を使用して、HE染色及び抗CD73抗体 (D7F9A, Rabbit IgG) の免疫組織学的染色 

(IHC) を行った。 (A) HE染色 (B) IHCから正常粘膜上皮 (青矢印) と腫瘍細胞 (赤矢印) 

とを同定し、CD73の染色形態を評価した。 (C) 他症例では同じ組織内で、一部腫瘍細胞

内にCD73を発現している部分 (矢印) を認めた。 (D) 一部の症例では、間質にCD73を強

く発現していた。 
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Variable
Tumor cells (48) Stroma (48)

Low (21) High (27) p-value Low (20) High (28) p-value 
Age 68 (33-81) 67 (32-79) 0.77 64 (32-81) 68 (32-79) 0.64 
Gender 0.55 0.76 

M 13 19 14 18
F 8 8 6 10

Location 0.58 0.38 
Ra 14 14 10 18

Rab 2 4 2 4
Rb 5 9 8 6

Histology 1.00 0.26 
Differnetiated 20 25 20 25

Undifferentiated 1 2 0 3
Lymphatic invasion 1.00 1.00 

Absent 9 12 9 12
Present 12 15 11 16

Venous invasion 1.00 1.00
Absent 1 2 1 2
Present 20 27 19 26

Tumor stage 0.28 0.28 
t2 6 9 7 8
t3 10 16 12 14
t4 5 2 1 6

N stage 1.00 0.77 
n0 10 12 10 12

n1〈 11 15 10 16
Adjuvant  chemotherapy 0.76 0.36 

Given 6 10 5 11
Not given 15 17 15 17

表5 CD73発現別の術前加療を行わずに手術加療を行った直腸癌48症例の臨床・病理学的因子
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 次に、局所進行直腸癌に対して術前 CRT の後に手術加療を行った 64名

のヒト直腸癌臨床検体対象に同様の検討を行った。CD73 の発現強度は症

例によって大きく異なっており、かつ腫瘍細胞と間質とで著しく異なる染

色形態を示していた (図 17A-D)。そこで、腫瘍細胞と間質とで CD73 発

現強度で分け、臨床・病理学的検討を行ったところ、やはり両群間で顕著

な差は認めなかった (表 6)。しかし、予後因子として、CD73 の発現強度

で無再発生存期間 (RFS) を比較すると、間質高発現グループは間質低発

現グループと比較して有意に再発しやすく、特に、腫瘍細胞高発現かつ間

質細胞高発現グループはその他と比較して有意に再発率が高かった (図

17E-G)。また、CD73 の発現強度で OS を比較すると、腫瘍細胞高発現グ

ループは腫瘍細胞低発現グループと比較して有意に生存期間が短く、特

に、腫瘍細胞と間質で共に CD73 が高発現していた患者の生存期間中央値 

(MST) は 59.9 か月と、その他の群と比較して著しく予後が悪かった (図

17H-J)。 

 最後に、この 64 例において、予後に影響を与える因子を単変量解析で

検討したところ、Tumor stage と CD73 expression levels (腫瘍細胞高発現か

つ間質高発現) が OS に関する予後因子として挙げられ、RFS においては

CD73 expression levelsだけが有意な予後因子であった。単変量における p 

< 0.20 の因子について多変量解析したところ RFS と OSどちらにおいて

も、CD73 expression levels が独立した予後因子であった (表 7)。 
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図 17 術前 CRT 症例の CD73 発現と臨床検体の検討・生存解析 

局所進行直腸癌に対して術前 CRT の後に手術加療を行った 64名のヒト直腸癌臨床検体

ホルマリン固定パラフィン包埋 4μm 切片を対象に Dako REAL EnVision Detection System 

(DAKO) を使用して、抗 CD73 抗体 (D7F9A, Rabbit IgG) の免疫組織学的染色 (IHC) を

行った。染色強度を腫瘍細胞または間質で個別に評価し、高発現グループと低発現グル

ープに分けた。 4つの代表例 (A) 腫瘍細胞低発現/間質低発現、 (B) 腫瘍細胞低発現/間

質高発現、 (C) 腫瘍細胞高発現/間質低発現、 (D) 腫瘍細胞高発現/間質高発現。 (E) 腫

瘍細胞高発現グループと腫瘍細胞低発現グループ、 (F) 間質高発現グループと間質低発

現グループ、 (G) 腫瘍細胞高発現かつ間質細胞高発現グループとその他、で無再発生存

期間 (RFS) を比較した。(H) 腫瘍細胞高発現グループと腫瘍細胞低発現グループ、 (I) 

間質高発現グループと間質低発現グループ、 (J) 腫瘍細胞高発現かつ間質細胞高発現グ

ループとその他、で全生存期間 (OS) を比較した。＊p < 0.05、＊＊p < 0.01。 
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Variable

Tumor cells (64) Stroma (64)

Low (38) High (22) Unknown (4)
※

p-value Low (27) High (37) p-value 

Age 63 (36-78) 59 (42-79) 66 (63-68) 0.13 61 (36-74) 62 (44-79) 0.80 

Gender 0.77 0.56 

M 29 16 3 19 29

F 9 6 1 8 8

Location 0.69 0.48 

Rab 2 1 2 1

Rb 36 21 25 36

Histology 0.70 0.46 

Differnetiated 32 20 22 31

Undifferentiated 6 2 2 6

Lymphatic invasion 0.42 0.80 

Absent 24 11 17 22

Present 14 11 10 15

Venous invasion 0.78 0.80 

Absent 13 9 10 16

Present 25 13 17 21

Tumor stage 0.48 0.35 

t0/t1 4 0 4 5 3

t2 9 5 7 7

t3 23 14 12 25

t4 2 3 3 2

N stage 0.59 0.79 

n0 23 15 17 25

n1〈 15 7 10 12

Pathological response 0.29 0.63 

grade 0/1 25 17 18 24

grade 2 13 5 1 7 12

grade 3 0 0 3 2 1

Combined chemotherapy 0.31 0.20 

Given 35 18 4 23 34

Not given 3 4 4 3

Adjuvant  chemotherapy 0.13 0.99 

Given 16 5 9 12

Not given 22 17 4 18 25

表6 CD73発現別の術前CRT後に手術を加療を行った直腸癌64症例の臨床・病理学的因子

※腫瘍細胞におけるCD73の発現において、病理学的治療効果grade2の内１症例は遺残腫瘍細胞がほとんど残ってい
なかったため評価できず、grade3と同様に扱った。
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Variable RFS OS
Univariate analysis Multivariate analysis Univariate analysis Multivariate analysis

HR 
(95% CI) p-value HR 

(95% CI) p-value HR 
(95% CI) p-value HR 

(95% CI) p-value

Age (62y vs ≧62y) 1.0(0.45-2.4) 0.94 1.0(0.38-2.9) 0.94
Gender (M vs F) 0.88(0.32-2.4) 0.81 1.1(0.35-3.5) 0.88

Location (Rab vs Rb) 22(0.005-
1.0×105) 0.47 22(0-1.0×106) 0.58

Histology (Differentiated 
vs Undifferentiated) 1.3(0.40-4.5) 0.66 1.3(0.30-5.8) 0.72

Lymphatic invasion 
(Absent vs Present) 1.5(0.62-3.3) 0.39 1.3(0.46-3.5) 0.66

Venous invasion
(Absent vs Present) 1.2(0.49-3.0) 0.68 0.87(0.31-2.5) 0.79

Tumor Stage
(Others vs t3/4) 3.2(0.94-11) 0.063 3.0(0.90-10) 0.074 2.8(0.64-13) 0.17 2.5(0.56-11) 0.23

N stage (No vs Yes) 0.91(0.37-2.3) 0.84 1.2(0.44-3.5) 0.68
Pathological response 
(Grade0/1 vs 2/3) 0.75(0.29-1.9) 0.54 0.80(0.25-2.5) 0.70

Combined chemotherapy 
(Given vs Not Given)

1.2(0.27-5.0) 0.83 0.89(0.2-3.9) 0.87

Adjuvant chemotherapy 
(Given vs Not given) 0.93(0.38-2.3) 0.87 1.0(0.36-3.1) 0.94

CD73 expression levels 
(Tumor cells high and 
Stroma high vs Others)

3.2(1.3-7.6) 0.01 2.8(1.2-6.8) 0.022 3.9(1.4-11) 0.008 3.3(1.2-9.2) 0.021

表7 無再発生存期間 (RFS) と全生存期間 (OS) に関連する因子の単変量解析・多変量解析

HR: hazard ratio, CI: confidence interval
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第 4 章 考察 

 

 RT は、固形癌に対する治療目的や緩和目的に広く臨床応用されてい

る。最近の臨床研究において、免疫チェックポイント阻害薬と併用によ

り、RT による抗腫瘍効果が増強されることを示唆する報告が見られる

が、その効果は限定的で、更なる治療法の改良が望まれる (16-18, 20, 

44)。アデノシンは、強力な免疫抑制効果を有しており、重要な『代謝性

免疫チェックポイント分子』と考えられ、CD73/アデノシン経路阻害薬

は、RT と併用しうる新たな免疫療法のマテリアルとして注目を集めてい

る (29, 45, 46)。しかし、担癌個体における照射後のアデノシンレベルの

変化が RT の治療効果に及ぼす影響、特に非照射部に対する影響 

(Abscopal effect) に関しては、まだ検討されていない。 

過去の動物実験で、RT と免疫チェックポイント阻害抗体の併用が効率良

く Abscopal effect を誘導することが報告されている (15-17)。しかし、これ

らの報告では、同一のマウス個体に対して 2カ所に腫瘍細胞を接種し、照

射部と非照射部とに分けて、非照射部に対する抗腫瘍効果を Abscopal effect

としている。しかし、実際の癌の進展は原発巣から他臓器に転移すること

から、本研究では、自然肺転移をきたすマウスモデルを用いて、原発巣に

局所照射することで肺の微小転移に対する Abscopal effect を検討すること

を試みた。 

 まず、マウス大腸癌細胞株 Colon26 の亜型で自然肺転移をきたす細胞株

LuM-1 は CD73 を強く発現しており、RT にて CD73 の発現強度は更に増

強し、その酵素活性も増加することが確認した。過去の報告では、CD73

の遺伝子発現が RT に関与する低酸素下や炎症性サイトカインにより増強

することが解っており (47, 48)、RT により免疫細胞や食道癌や膀胱癌の
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CD73 発現が増強することも報告されている (49-51)。本研究結果は、こ

れらの報告と合致し、RT 後には、障害された細胞から大量のリン酸化ア

デノシンが細胞外に放出されることに加えて CD73 の発現亢進が認められ

ることから、放射線照射された腫瘍組織内には大量のアデノシンが存在す

る可能性があることが予想された。 

 逆相高圧液体クロマトグラフィーを用いた過去の研究では、固形癌の細

胞外アデノシンレベルは 50-100 μM と正常な組織より高く、局所的な抗腫

瘍免疫応答を抑えるのに十分な量だという報告がある (39, 52)。しかし、ア

デノシンは、低分子量、高極性に加え、極めて短時間で酵素分解されるた

め、組織中のアデノシンレベルの正確な定量は困難とされている (53)。そ

こで、本研究では、従来の液体クロマトグラフィーよりも感度と選択性に

優れた LC/MS 法を使用してアデノシンレベルを測定したところ、放射線照

射されたマウス LuM-1 腫瘍組織では照射後 24 時間後にアデノシンレベル

が有意に上昇しているというデータが得られた (54)。検索した限り、本研

究は放射線照射された腫瘍におけるアデノシンレベルの変化を直接評価し

た最初の報告である。また、アデノシンの安定代謝産物であるイノシンの

レベルは、照射後 48時間後で有意に増加していた。これらの結果から、放

射線照射された腫瘍の微小環境におけるアデノシンレベルが、少なくとも

数時間、かなり高いレベルに維持されており、結果として RT によって誘

発される抗腫瘍免疫応答を減弱させている可能性があることが推測される。 

 さて、LuM-1 を用いたマウス自然肺転移モデルにおいて、RT 単独は皮

下腫瘍の成長を遅延させたが、抗 CD73 抗体を単独で使用した場合には明

らかな抗腫瘍効果を示さなかった。しかし、RT と抗 CD73 抗体を併用し

た場合、RT と isotype control を併用した皮下腫瘍と比較して、腫瘍の成長

を更に抑制していた。また興味深いことに、RT と抗 CD73 抗体を併用し
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た群では、鉛遮蔽により放射線が照射されていない肺の転移個数も有意に

減少しており、4/8匹 (50%) の肺では肉眼的転移は観察されなかった。

LuM-1 は接種後 8～10日後には肺に微小転移巣を形成するため、治療時

には既に肺顕微鏡的微小転移が存在していたと考えられる。したがって、

肺転移を認めなかった個体においては、RT と抗 CD73 抗体を併用するこ

とにより、肺に存在する微小転移を除去する全身性免疫反応を引き起こさ

れたと考えられる。事実、RT と抗 CD73 抗体を併用したマウスの脾臓内

T 細胞において IFN-gを産生する能力が有意に増加しており、照射腫瘍組

織細胞においても同様の傾向が認められた。更に、細胞障害アッセイにお

いて、自己 LuM-1 に対する細胞毒性が増強していた。過去のマウスを用

いた RT と抗 CTLA-4 抗体を併用した免疫放射線療法の実験では、RT 単

独群と比較して併用群では脾臓細胞 CD8a陽性細胞における IFN-g陽性細

胞の割合が有意に増えていたと報告しており、本研究の結果と合致し

  (15)、RT による Abscopal effect を誘発する機序には細胞障害性 T 細胞の

活性化が重要な役割を果たしていることを示唆している。 

 CD73は様々な細胞で発現する多機能分子である。 以前の研究によると、

CD73 はアデノシン産生酵素活性とは別に、癌細胞の増殖と遊走を直接媒

介する事実が報告されている (55, 56)。本研究において、Colon26 の亜型で

自然肺転移をきたす細胞株 LuM-1 が、親株の Colon26 と比較して、CD73

を強く発現していたことは、これらの報告を支持している。また、CD73 は

酵素機能と非酵素機能の両方を介して血管新生の過程に寄与することも報

告されている (57, 58)。以上の報告は、CD73 の阻害が免疫とは関係のない

全く別のメカニズムを通じて、肺転移の成長を抑制していた可能性がある

ことを示唆している。しかし、本研究では、抗 CD73 抗体を単独で使用し

た場合には肺転移の有意な抑制を示さなかったため、その可能性は少ない
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と考えられる。実際、in vitro 実験において LuM-1 の増殖と遊走は抗体処

理の影響を受けないことは確認している。 

 ヒト直腸癌臨床検体の免疫染色実験では、腫瘍細胞及び間質の両方に、

様々なレベルで CD73 が発現することが確認された。特に CRT 後に手術

加療を行ったヒト直腸癌臨床検体の免疫染色実験では、発現様式は症例に

よって大きく異なっていたが、CD73 が高発現した症例では、再発率が高

く、生存期間が短い傾向が確認された。放射線照射を受けていない腫瘍に

おける CD73 発現と OS との関連性については既に検討されている。Wu

らは、大腸癌において腫瘍細胞上の CD73 発現が増強しており、CD73 発

現が独立した予後不良因子であることを報告している。また、Ren らは

口腔扁平上皮癌において、Inoue らは非小細胞肺癌において、同様の報告

をしている (30-32)。一方、直腸癌を対象として著者らの検討では、

CD73 は腫瘍細胞だけでなく間質にも強い染色を認めた。過去の報告で

は、腫瘍の間質における CD73 については詳しく言及されていないが、

CD73 は腫瘍細胞だけでなく、多くの間質細胞にも発現していることは既

に知られており (59)、本研究結果は、その結果を反映していると思われ

る。今回、間質のどの細胞まで同定することは出来なかったが、線維性変

化が強い間質は CD73 が強い傾向が認められた。 

 また、放射線を受けた腫瘍組織での CD73 の発現を検討した報告はない

が、照射後の CD73 発現の強い直腸癌症例では、再発が多く、予後が悪い

傾向を示した。これは、非照射腫瘍におけるこれまでの報告とおおむね一

致している。マウス実験の結果と合わせると、放射線照射された腫瘍組織

の CD73 の増強によりアデノシンレベルが上昇すると、癌の免疫逃避機構

が増強され、癌の成長や遠隔転移に好都合な環境になることを示唆する結

果であると思われる。 
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 近年のがん免疫療法において、腫瘍特異的抗原を宿主の獲得免疫系に提

示させる目的で、RT を腫瘍ワクチンとして応用しようとする試みがなされ

てきている。しかし、RT は一過性の免疫抑制を誘発するという側面がある

ため、RT に適切な免疫制御を付加した免疫放射線療法は、今後、進行癌に

対する有望な治療法に発展する可能性があると思われる。本研究は、放射

線照射された腫瘍から放出されたアデノシンにより抗腫瘍効果が低下する

状況を CD73 の機能的阻害により回復できる可能性があることを示唆した

最初の報告である。抗 CD73 抗体は、Phase1 の臨床試験で既に使用されて

いるため (NCT02503774) (60)、RT と抗 CD73 抗体との併用療法が、進行直

腸癌患者に対する局所及び遠隔転移巣を制御する上で、有望な術前治療に

なりうると考えられた。 
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第 5 章 おわりに 

 

 自然肺転移をきたすマウス大腸癌細胞 LuM-1 における CD73 の発現が、

放射線照射により増強され、照射後には皮下腫瘍組織内におけるアデノシ

ン代謝物質が増加することが示された。また、自然肺転移モデルにおいて

局所 RT に抗 CD73 抗体を併用することで、放射線照射部の皮下腫瘍の抑

制のみならず、全身の免疫応答を介した Abscopal effect による非照射部の

肺転移の抑制が得られることが確認できた。また、CRT 後に手術加療を行

ったヒト直腸癌臨床検体を用いた免疫染色実験においても照射後の腫瘍組

織内での CD73 高発現が予後不良因子であったことから、CD73/アデノシ

ン経路の活性化がヒトにおいても放射線の治療効果を減弱させている可能

性があることが示唆された。RT と抗 CD73 抗体との併用療法が、進行直腸

癌患者に対する有望な術前治療になりうることを示すことができた。 
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