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研究成果の概要（和文）：本研究では、咽頭癌の早期診断および治療を最終目的として、咽頭癌の早期診断マー
カーの樹立および新規治療法の確立を目的とした。私たちは独自に樹立した下咽頭癌細胞株を用いて、造腫瘍能
の高い細胞集団をスクリーニングした。その結果、CD271分子が高発現すると、造腫瘍能が著しく高いことが判
明した。CD271を治療標的とするため、本研究では複数クローンの抗CD271抗体を新規作成し1クローンをヒト化
抗CD271抗体（以下、hCD271mAbとする）として改変した。腫瘍細胞株を免疫不全マウスに移植し、hCD271mAbを
投与すると、明らかな腫瘍増殖抑制効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：In this study, to develop a new diagnosis method for early pharyngeal cancer
 and a new therapy, we tried to find a new diagnostic marker. We screened a high tumorigenic 
population of PDX-derived hypopharyngeal cancer in tumorigenic activity assay using immunodeficient 
NOG mice. We found that CD271high population possessed significantly high tumorigenic activity than 
CD271low population. To identify CD271 as a therapeutic target, we developed 5 clones of anti-CD271 
antibodies. Among several clones, we chose one clone to humanize since this clone possessed highest 
affinity against CD271. We injected the humanized antibody with effector cells into cancer 
cell-xenografted mice, and found that tumor volume was significantly suppressed in the 
antibody-injected mice than vehicle-injected mice.

研究分野： 頭頸部外科学

キーワード： 咽頭癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は難治である下咽頭癌に対して、新たな表面マーカーおよび治療標的を同定することができた。これま
で、咽頭癌には特異的な治療標的が乏しく、今回新たに発見された意義は大きい。また、ヒト化抗体を用いて腫
瘍抑制効果があることが確認できたため、臨床応用の期待ができる。今後、CD271の機能解析を含め、引き続き
研究を実施する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

本邦で咽頭癌による死亡者数は漸増しており、1983 年に約 2,800 人だった口腔・咽頭癌による

死亡者数が 2013 年には約 8,100 人と 30 年間で 3 倍になっている。近年の診断技術や手術の進

歩、抗がん剤の開発などをもってしても、咽頭癌の 5 年生存率は約 40%程度と予後不良である。ま

た、発生機序に関しても不明な点が多く、治療に対する分子標的も定まっていない。一方、この

癌も stage I の段階で発見されれば 5 年生存率もおよそ 70～80%と高く、内視鏡で治療できるよう

な表在癌であれば原病死する症例はほとんどみられていない。従って、咽頭癌患者の予後を改

善するためには早期発見例を増やすことが必須である。新しい内視鏡技術である狭帯域内視鏡

(narrow band imaging: NBI) が診断に応用されたことで、進行癌でしか発見のできなかったこの領

域の癌が表在癌として発見されるようになってきたが、全ての医療施設で行われているわけでは

ない。また、スクリーニングで NBI 可能な内視鏡検査を行うにはコストの面、従事できる医師の数、

受診者への侵襲の面からも困難であるのが現状である。そこで、本申請者は咽頭癌の早期発見

が簡単に行える方法の開発を模索していた。 

中咽頭癌発癌の原因として喫煙、飲酒の他に、human papillomavirus (HPV) 感染による発癌

（HPV 関連中咽頭癌）がある。HPV 関連中咽頭癌は、本邦では全中咽頭癌の約 50％を占め、今

後さらなる増加が想定されている。従来、HPV 感染のスクリーニングには、通常ブラッシングによる

サンプル採取後に、HPV-DNA の検出が行われる。同スクリーニング方法では、観察しにくい舌根

部に腫瘍がある場合や、非常に小さな腫瘍の場合は、サンプル採取に難渋する事がある。そこで

申請者らは、咽頭うがい液を用いて同様の検査が可能であればスクリーニングはより簡便で容易

ではないかと考えた。うがい液によるサンプルを用いて中咽頭癌における HPV 感染のスクリーニ

ングが可能かどうかの基礎検討を行った。15 例の中咽頭癌患者からうがい液と綿棒によるぬぐい

液より細胞を収集し、PCR にて比較検討した。15 例の患者のうち 5 例が HPV 陽性であり、うがい

液ではそのうち 3 例、ぬぐい液からは 4 例 HPV が検出された。この結果から、工夫を加えることに

よりうがい液中の細胞から HPV-DNA 検出が充分可能であることが明らかとなった(投稿準備中)。

つまり、うがい液中に含まれる細胞を用いた咽頭癌の分子診断法の開発が可能と考えた。 

当施設では 2007 年より消化器内科と共同で内視鏡下に咽頭表在癌の手術を開始し、現在ま

で 100 症例を超える切除が行われている。これらの切除標本を観察すると前癌病変である異型上

皮や癌の最初期である上皮内癌病変が確認される。正常部には発現せず異型上皮、上皮内癌

病変に特異的に発現する分子が同定されれば、その分子発現の検出による早期診断法の開発

が可能である。そのためには、これらの微小病変から核酸を抽出することが必要である。また、病

変観察のためにはパラフィン包埋組織より作製された標本が最もふさわしい。そこで、レーザービ

ームマイクロダイゼクションにてパラフィン標本より病変を抽出した核酸を網羅的に分析することを

考えた。 

 

２．研究の目的 
 

本研究では、咽頭癌の早期診断および治療を最終目的として、咽頭癌の早期診断マーカーの

樹立およびそれを利用した新規治療法の確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
独自に樹立した下咽頭癌細胞株を用いて、造腫瘍能の高い細胞集団の表面マーカーをスクリ

ーニングした。また、同定した表面抗原に対してヒト化抗体を作成した。 



 
４．研究成果 
 

表面抗原スクリーニングの結果、CD271 分子が高発現すると、造腫瘍能が著しく高いことが

判明した。CD271 は正常咽頭粘膜では基底層に発現するが、dysplasia の時点では粘膜上層部に

発現部位が広がり、squamous cell carcinoma では増殖の盛んな部位に特に高発現することが

判明した。従って、CD271 は早期診断にも有用である可能性がある。 

CD271 を治療標的とするため、本研究では、複数の抗 CD271 抗体を新規作成した。これら

の抗体は、ELISA、flow cytometry、western blot、あるいは免疫染色おいて CD271 に反応し

た。2 クローンは CD271 のドメインの中で X および Y を認識しており、現在市販されている

抗体にはない認識ドメインであった。これらのなかで、特に親和性・産生量の高い 1 クローン

を選び、ヒト化抗 CD271 抗体（以下、hCD271mAb とする）として改変した。hCD271mAb

はヒト CD271 に対し高い親和性を示し（KD= 1 x 10-9M）、CD271 の Z ドメインに結合するこ

とが明らかとなった。In vitro 試験では、作成した hCD271mAb は下咽頭癌患者由来細胞株

HPCM2、悪性黒色腫細胞株 MeWo-Luc、およびヒト CD271 を強制発現させたマウス細胞株

SP2/0-CD271 に対して ADCC（Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity）活性を示し

た。さらに、これらの細胞株を免疫不全マウスである NOD/scid マウスに移植し、hCD271mAb

を用いて in vivo での抗腫瘍効果を確認したところ、すべての細胞において腫瘍増殖抑制効果

が認められた。抗体治療を行った腫瘍組織を病理学的に解析したところ、抗体・リンパ球投与

群では CD271 陽性細胞が有意に減少していた。 
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