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【研究目的】 

抗 PD-1/PD-L1抗体治療は、がん組織における免疫抑制反応を阻害することで免疫機構を高める薬剤（免疫
チェックポイント阻害剤）であり、現在最も注目されているがん治療法の一つである。抗 PD-1/PD-L1抗体で
は、腫瘍細胞膜表面上に提示される PD-L1 と、リンパ球膜上の PD-1 の結合を阻害することで、リンパ球の
活性を高め、がん細胞の排除を促す。これまでの臨床試験の結果から、抗 PD-1/PD-L1抗体は新たながん治療
の柱として世界的に大きな注目を集める一方で、その単独治療で高い効果が得られるのは一部の患者に限ら

れることも明らかになってきた。そのため、現在では、放射線治療や化学療法といった従来のがん治療との

併用による効果の増感が期待される。 
これまでの研究から、放射線治療による抗腫瘍効果は抗 PD-1/PD-L1抗体との併用により増強されることが
報告されてきた。また、in vivoマウス腫瘍移植実験系において、放射線治療と抗 PD-1/PD-L1抗体併用による
抗腫瘍効果の向上は、放射線により誘導されたがん細胞の PD-L1 発現に依存している可能性が示された
（Dovedi et al., Cncer Research, 2014）。しかし、これまでの数多くの前臨床モデル研究により放射線照射後に
PD-1/PD-L1経路が活性化されることは明らかになりつつある一方で、その分子機構はほとんど解明されてい
なかった。申請者はこれまでに、X 線照射を受けたがん細胞が DNA 損傷・修復シグナル依存的に PD-L1 発
現を高めることを世界で初めて発見・報告している（Sato et al., Nature Communication, 2017）。そこで本研究
では、重粒子線（炭素イオン線）照射後の DNA 損傷・修復シグナルに着目し、その PD-L1 発現制御への関
与の解明を目指した。さらに本研究では、超高解像度顕微鏡をもちいて細胞表面の空間的分布の可視化を目

指した。 
がん細胞内における重粒子線照射後の PD-L1発現調節機構を理解することで、今後先進的治療戦略として
期待される、炭素イオン線重粒子線治療と抗 PD-1/PD-L1抗体治療併用時の治療効果増感方法の提案に加え、
治療前効果予測の発展にも貢献できると考え、本研究を遂行した。 

 

【研究方法】 

がん細胞株として、ヒト骨肉腫細胞株（U2OS）、ヒト乳癌細胞株（MCF-7）ヒト大腸癌細胞株（HCT116)

を使用した。細胞株は理化学研究所およびATCCより入手し、10%ウシ胎児血清含有EMEM培地にて培養し

た。X線照射は100kVp, 20mAにて行い、銅またはアルミニウムフィルターを用いた。線量率は0.5 Gy/分であ

った。炭素イオン線照射は、群馬大学重粒子線医学センターにて、エネルギー290 MeV/nのモノピーク照射

（線エネルギー付与; LETを、それぞれ13, 20, 40, 60に設定）にて行った。PD-L1発現におけるDNA損傷・修

復シグナルの関与を明らかにするため、DNA損傷・修復因子であるATR, Chk1に着目し、ATR阻害剤（VE821; 

Axon Medchem）、Chk1阻害剤（MK8776; AdooQ Bioscience）を、炭素イオン線およびX線照射の30分前に

投与した。照射から48時間後、Western blotおよびFlow cytometry、リアルタイムPCRにてPD-L1解析を行っ

た。 

さらに、超高解像度顕微鏡（OMX）を用いて、照射後のPD-L1発現の三次元的分布を解析した。 

 

【結果】 

炭素イオン線照射後とX線照射後のPD-L1発現レベルを比較したところ、細胞膜表面レベル、タンパクレベ

ル、mRNAレベル全てにおいて、炭素イオン線照射後の方がより高度にPD-L1発現を誘導した。さらに、炭

素イオン線10 Gy照射によるPD-L1発現レベルは、LET依存性の発現亢進を示した（図 1）。 

 



 

さらに、炭素イオン線およびX線照射後のPD-L1タンパクの三次元的分布の解析したところ、細胞膜表面

のPD-L1発現数は、X線と比較し炭素イオン線の方がより高度に誘導されていた。一方で、PD-L1染色領域

の体積は、炭素イオン線とX線いずれにおいても有意差を認めなかった（図 2）。 

次に、X線での先行研究にてPD-L1発現誘導に関与していた、DNA損傷シグナルChk1に着目した。炭素イ

オン線およびX線照射後のChk1リン酸化レベルを比較したところ、炭素イオン線照射後の方がより高度にリ

ン酸化を認めた。さらに、Chk1阻害剤を加えることで、炭素イオン線照射後のPD-L1発現誘導は有意に抑制

された（図 3）。 
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Figure 4. Super-resolution analyses reveal changes in the distributions of cell surface PD-L1 following 171 
irradiation. A. Numbers of PD-L1 spots on cell surfaces of U2OS cells were examined at 48 h after 172 
irradiation with 10 Gy of X-rays or carbon-ions with LET at 60 keV/µm. Representative images of 173 
cells after no treatment (N.T.), 10 Gy X-ray irradiation, or 10 Gy carbon-ion irradiation with LET at 174 
60 keV/µm; Green, PD-L1; Blue, DAPI.B, C. Quantification of the numbers of PD-L1 spots and mean 175 
volumes on cell surfaces. Statistical significance was tested by comparing with the non-treated 176 
sample. 177 
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irradiation induced higher PD-L1 expression levels than those observed after the same doses of X-183 
ray irradiation, although the magnitude of this enhancement was close to saturated when LET was 184 
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ATR/Chk1 kinases, although ATR/Chk1 dependency predominated. Compared with low LET 186 
irradiation, high LET irradiation induces a higher percentage of DSBs, which undergo resection. 187 
Consistent with this notion, we found that LET-dependent increases in Chk1 phosphorylation were 188 
caused predominantly by ATR. Finally, in super-resolution analyses, numbers of PD-L1 spots on cell 189 
surfaces were increased by X-ray irradiation, but were increased significantly more by high LET 190 
carbon-ion irradiation. Collectively, these data show that high LET carbon-ion and X-ray irradiation 191 
upregulate PD-L1 via the same ATR/Chk1-STAT1/IRF1 pathway, but that high LET carbon-ions 192 
produce significantly superior induction of PD-L1 compared to that following exposure to X-rays. 193 

After DSB induction, DSBs are repaired through non-homologous end joining or homologous 194 
recombination (HR) processes [18], where the latter targets DSBs with blunt or small overhanging 195 
ends and effectively activates ATM [18,19]. During the S/G2 cell cycle phase, some DSBs are resected 196 
by DNA nucleases to generate 3’ single-strand DNA (ssDNA) and promote HR [18,19]. The ssDNA 197 
on the resected DSB ends are then bound with replication protein A (RPA); this ssDNA–RPA complex 198 
activates ATR, which then phosphorylates Chk1 [20]. The phosphorylated Chk1 further activates 199 
downstream signaling. Particularly in the G2 phase, approximately 30% of DSBs undergo resection 200 
and are repaired by HR after X-ray irradiation [21]. However, previous studies, including our 201 
research, show that DSBs that are induced by high LET particle irradiation preferentially undergo 202 
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図 2. 炭素イオン線はより高度に細胞膜表面のPD-L1発現を促す
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図 3. 炭素イオン線照射によるPD-L1発現誘導は
ATM/ATR/Chk1依存的DNA損傷シグナルを介する
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図 1. 炭素イオン線はX線よりも高度にPD-L1発現を促す

0

0.5

1

1.5

2

2.5

- IR X-… C-…

m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 le

ve
ls

(r
el

at
iv

e 
to

 c
on

tr
ol

)

PD-L1

Actin
(loading)

cleaved
PARP-1

X-ray
Gy⎯ IR 52 10

C-ion 
(LET 60)

52 10

10 Gy C-ion 
(LET keV/µm)

10 Gy C-ion 
(LET keV/µm)

10 Gy C-ion 
(LET keV/µm)

(LET 60)⎯ IR

10 Gy X-ra
y

10 Gy C-io
n

10 Gy C-ion 
(LET keV/µm)

⎯ IR 4020 6013
PD-L1

Actin
(loading)

cleaved
PARP-1

LET: Linear Energy Transfer（線エネルギー付与）



 

また、同じくX線での先行研究から、DNA損傷シグナルの下流でPD-L1発現誘導を制御することが明らか

になっているSTAT1/3 – IRF1経路に着目した。その結果、炭素イオン線照射後も同様にSTAT1/3のリン酸化

とIRF1発現の亢進を認め、さらにこの経路は、ATRまたはChk1阻害により抑制された（図 4）。 

 

【考察・まとめ】 

本研究の結果から、炭素イオン線照射による PD-L1発現誘導も、X線と同様、ATR/Chk1といった DNA損
傷シグナルと、その下流での STAT-IRF1経路を介して制御されることが明らかになった。しかし、同じ経路
ではあるが、炭素イオン線照射では X 線よりも DNA 損傷能が高いため、この経路の活性化が強く、それに
よって、より高度に PD-L1 発現が誘導されると考えられた。DNA 損傷シグナルは炭素イオン線治療と抗
PD-1/PD-L1抗体治療併用時の治療効果増感のための標的の一つとして期待でき、さらにこれらの PD-L1発現
制御経路に変異を持つがん患者では、より抗 PD-1/PD-L1抗体が有効である可能性が示唆された。 
本研究結果は、炭素イオン線治療と免疫チェックポイント阻害剤の併用という、新たながん治療戦略の妥

当性を支持するものである。 

現在本結果の論文投稿準備を進めており、さらに、重粒子線照射後のHLA class Iなど他の免疫関連分子の

発現制御機構の解明を目指し研究を進めている。 
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