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研究成果の概要（和文）：抗癌剤（5-FU、Cisplatin）または分子標的薬（Cetuximab）耐性口腔扁平上皮癌細胞
を作製し、それぞれマウスに移植して各薬剤の耐性腫瘍を作製し、免疫チェックポイント阻害剤(マウス抗PD-1
抗体)を投与すると、抗PD-1抗体は抗腫瘍効果を発現し、各薬剤に対して感受性が乏しい状況であっても、抗
PD-1抗体と併用することで抗腫瘍効果を増強できた。また薬剤耐性腫瘍に対して、Cetuximabは5-FUやシスプラ
チンよりもマウス抗PD-1抗体との併用効果が大きかった。以上より、現在免疫チェックポイント阻害剤が単剤投
与されているが、抗癌剤や分子標的薬との併用療法は有効性が期待できる。

研究成果の概要（英文）：We established anticancer agent (5-FU or Cisplatin; CDDP)-resistant or 
molecular-targeted agent (Cetuximab; CET)-resistant oral squamous cell carcinoma cells to develop 
each drug-resistant tumors. 5-FU, CDDP or CET -resistant tumors showed low sensitivity to each 
agent. Then these tumors were treated with immune check point inhibitors (anti-PD-1 antibody; ICPI) 
alone or in combination with 5-FU, CDDP or CET. Single-agent administration of ICPI showed moderate 
level of antitumor effect against each type of resistant tumors. Moreover, ICPI in combination with 
5-FU, CDDP or CET showed enhanced antitumor effect than each agent alone. Among all of these drug 
combinations, ICPI showed the highest level of anti-tumor effect in combination with CET than 5-FU 
or CDDP. Above findings suggested that, single-agent administration of ICPI could be effective 
against drug-resistant tumors, and its antitumor effect could be further enhanced when combined with
 other anticancer agents. 

研究分野：口腔腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果から、薬剤耐性腫瘍に対しても免疫チェックポイント阻害剤は抗腫瘍効果を発現可能であり、抗癌剤
や分子標的治療薬との併用ではさらに抗腫瘍効果が増強される可能性が示唆された。免疫チェックポイント阻害
剤ニボルマブの１サイクルの治療費は当初5000万円、薬価が下がった現状でさえも2000万円近くまで必要であ
る。またニボルマブが第一選択として使用できない現状では、ニボルマブの奏功率は20%程度でしかない。そこ
で医療経済学的観点から、また臨床的有用性の点からも、難治性口腔癌に対する適切な治療レジメンの開発が望
まれるが、単剤投与では限界があるが、抗癌剤や分子標的薬との併用療法は今後大きく期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  近年、癌治療における４本目の柱として免疫療法が脚光を浴びている。これは、癌細胞が免
疫反応から回避するメカニズムを抑える免疫チェックポイント阻害剤と呼ばれる Nivolumab と
Ipilimumab が根治切除不能な悪性黒色腫に対して国内で認可されたことによる。希少癌ではあ
るが、再発・転移しやすい悪性黒色腫に対する 1年生存率は Nivolumab 単剤が 73%、Ipilimumab
単剤が 80%、Nivolumab と Ipilimumab の併用で 85%と報告され、これまで使用されていた
Dacarbazine をはるかに凌駕する治療成績である。Nivolumab は、癌細胞が免疫から身を守ろう
とする Programmed death-1(PD-1)/ PD-ligand 1 (PD-L1) pathway を阻害可能なヒト PD-1 に対
するモノクローナル抗体である。Nivolumab は、癌細胞に直接作用するのではなく、ヒトが本
来持つ免疫反応を調節して癌と戦うというコンセプトの薬剤であり、難治性腫瘍に対して劇的
な治療効果を示すというエビデンスが蓄積されてきたことから、難治性扁平上皮非小細胞肺癌、
多形性膠芽腫、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫、肝細胞癌および膀胱癌など広範囲な
適応で臨床試験が進んでいる。頭頸部癌においてもプラチナ製剤抵抗性の再発又は転移性頭頸
部扁平上皮癌患者を対象とした Nivolumab の臨床第Ⅲ相臨床試験が終了し、2017 年 3月から口
腔癌も含めた頭頸部癌で使用が認可された。これでまた一つ有望な治療オプションが加わった
ものの、Nivolumab は高価であり、当初の 1／4程に薬価が下げられたとはいえ、既存の抗癌剤
より遥かに高価である。そこで、抗癌剤や分子標的薬と併用することで、抗腫瘍効果を高める
だけでなく Nivolumab の投与量の減少につなげることは、医療経済的にも重要である。また、
Nivolumab の Responder を見分けるための Biomarker が不明確なことも現状の大きな問題点と
なっている。すなわち、腎臓癌、食道癌、胃癌、尿路上皮癌、膵臓癌、悪性黒色腫において PD-L1
の高発現が予後不良と強く関連することが報告されており、我々も唾液腺癌における PD-L1 の
高発現が予後不良につながることを報告した。しかしながら、現時点では相反する意見があり、
PD-L1 の発現は Nivolumab の Biomarker としてコンセンサスが得られていない。近い将来口腔
癌への使用が可能となる Nivolumab の有用な Biomarker の探索と、難治性口腔癌に対する
Nivolumab 併用療法の開発が、当初急務であると考えた。 
 
２．研究の目的 
  抗癌剤（5-FU、Cisplatin）または分子標的薬（Cetuximab）耐性口腔扁平上皮癌細胞に対す
る免疫チェックポイント阻害剤併用療法の開発を第一の目的とし、免疫チェックポイント阻害
剤のバイオマーカーの探索を第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) Nivolumab は、ヒトリンパ球を介してヒト癌細胞に作用するため、動物実験には使用でき
ないため、まずマウス用抗 PD-1 抗体を用いたマウス実験モデルの作製を行う。すなわち、薬剤
耐性マウス扁平上皮癌細胞株(SCCⅦ/FU、SCⅦ/CDDP、SCCⅦ/CET)を樹立し、親株 SCCⅦならび
に薬剤耐性株(SCCⅦ/FU、SCⅦ/CDDP、SCCⅦ/CET)を C3H/HeN マウスに移植して安定したマウス
腫瘍の作製を目指す。 
(2) 上記マウス実験モデルを用いて、マウス用抗 PD-1 抗体単剤あるいは 5-FU、Cisplatin また
は Cetuximab の何れかとの併用療法を行い、顕著な抗腫瘍効果を発現できる治療レジメンを検
討する。 
(3) マウス用抗 PD-1 抗体が最も奏効したマウス腫瘍と最も奏効しなかったマウス腫瘍を選別
し、それぞれから Total RNA と蛋白を抽出し、マイクロアレイ解析に加え、パスウェイ解析と
プロテオミクス解析を用いて、両者間で特異的発現変動する遺伝子・蛋白を検索することによる
マウス用抗 PD-1 抗体の Biomarker の探索を行う。 
 
４．研究成果 
(1) これまでに SCCⅦ (C3H マウスより自然発生したマウス由来扁平上皮癌細胞株)を C3H 系マ
ウスに移植するモデル(O'Malley et al., H & N Surg 1997)が応用されており、SCCⅦを C3H/HeN
のマウス咬筋へ移植することで、顎骨吸モデル(Cui,et al., Clin Cancer Res 2005)が報告さ
れている。そこで SCCⅦを C3H/He マウス背部皮下へ移植することで、マウス皮下腫瘍モデルを
作製した(下図)。  

                                                                                   
次に、SCCⅦを 5-FU, Cisplatin, Cetuximab で長期間処理することにより、各薬剤に対する耐
性株 SCCⅦ/FU、SCCⅦ/CDDP、SCCⅦ/CET を作製した。さらにそれぞれの薬剤耐性株を C3H/He
マウス背部皮下へ移植することで、マウス皮下腫瘍が作製されることを確認した。 
 
(2) 上記マウス実験モデルを用いて、SCCⅦ腫瘍に対するマウス用抗PD-1抗体単剤あるいは5-FU、
CisplatinまたはCetuximabの何れかとの併用療法を行った。すなわち、① マウス抗PD-1抗体 

 



20mg/kgを第１週目に、10mg/kgを第２週目以降に腹腔内投与を週１回継続、② ５−FU 20mg/kg
を週2回腹腔内投与、③ シスプラチン 5mg/kgを週1回腹腔内投与、④ Cetuximab 20mg/kgを週2
回腹腔内投与、⑤ ①＋②の併用療法、⑥ ①＋③の併用療法、⑦ ①＋④の併用療法、の７つの
レジメンを施行した。その結果、⑦のPD-1抗体とCetuximabの併用療法が最も顕著な抗腫瘍効果

を示した。なお、ヌードマウスに移植して作製したSCCⅦ腫瘍に対しては、マウス用抗PD-1抗体
の抗腫瘍効果はほとんど見られなかった。 
 
さらに、薬剤耐性腫瘍に対して上記①〜⑦のレジメンを用いて、SCCⅦ/FU腫瘍には①、②、⑤を、 
SCCⅦ/CDDP腫瘍には①、③、⑥を、SCCⅦ/CET腫瘍には①、④、⑦を施行した。その結果、未処
理対照の各薬剤耐性腫瘍と比較して、屠殺前の8週間の治療終了時、SCCⅦ/FU腫瘍において①で
は約14.6%縮小、②では約4.2%縮小、⑤では約25.3%縮小を示した。またSCCⅦ/CDDP腫瘍において
①では約10.7%縮小、③では約1.4%縮小、⑥では約30.2%縮小を示した。さらにSCCⅦ/CET腫瘍に
おいて①では約18.3%縮小、④では約6.7%縮小、⑦では約43.9%縮小を示した。すなわち、抗癌剤
や分子標的薬耐性の腫瘍に対して抗PD-1抗体は抗腫瘍効果を発現し、各薬剤に対して感受性が乏
しい状況であっても、抗PD-1抗体と併用することで抗腫瘍効果を増強できる可能性が示唆された。
薬剤耐性腫瘍に対しても、Cetuximabは5-FUやシスプラチンよりもマウス抗PD-1抗体との併用効
果が大きかった。 

（3）研究開始当初は、親株SCCⅦと比較して低濃度の薬剤への長期間暴露により作製した耐性株
は、すなわち各種抗癌剤や分子標的薬に対して耐性を獲得したSCCⅦ/FU、SCCⅦ/CDDP、SCCⅦ/CET
は、遺伝子変異が蓄積している可能性があるため、抗PD-1抗体が著効すると期待していた。しか
しながら、予想と反して、SCCⅦ腫瘍と比較して、SCCⅦ/FU腫瘍も、SCCⅦ/CDDP腫瘍も、SCCⅦ/CET
腫瘍も、抗PD-1抗体に対する感受性は、大きな差異を認めなかった。 
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