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研究成果の概要（和文）：頭頸部扁平上皮癌細胞株では、腫瘍細胞や新生血管に発現しているαvβ5インテグリ
ンとがん幹細胞 (CD44v9) の共発現が認められており、それらをターゲットとするcRGDペプチド搭載シスプラチ
ン内包高分子ミセル（cRGD-CDDP/m）を開発し、ヒト舌癌リンパ節転移マウスモデルに対する抗腫瘍効果を検証
した。転移リンパ節におけるcRGD-CDDP/mの薬剤集積性は、CDDP、CDDP/mの薬剤集積性と比較しはるかに優れて
おり、特に薬剤投与早期における薬剤集積性は顕著であり、その結果、転移リンパ節に対する抗腫瘍効果に優れ
ており、ヒト舌癌リンパ節転移マウスモデルの生存期間の延長が認められた。

研究成果の概要（英文）：We found that the CSCs (cancer stem-like cells) subpopulation in two HNSCC 
(head and neck squamous cell carcinoma) cells (human oral carcinoma cells SAS-L1 and HSC-2) 
overexpresses αvβ5 integrins, which is preferentially expressed in tumor neovasculature and cancer
 cells and we have modified the CDDP-loaded micelles (CDDP/m) with cyclic Arg-Gly-Asp (cRGD) 
peptide, which can target αvβ5 integrins, for enhancing their antitumor efficacy against HNSCC. 
Thus, in this study, we propose installing cRGD peptide on micellar nanomedicines incorporating 
cisplatin for improving their activity against CSCs and enhancing survival.
cRGD-CDDP/m showed significant antitumor activity against both orthotopic SAS-L1 and HSC-2 tumors in
 vivo. Moreover, cRGD-CDDP/m rapidly accumulated into the lymph node metastasis of SAS-L1 tumors, 
effectively inhibiting their growth, and prolonging mice survival.

研究分野： ドラッグデリバリーシステム

キーワード： ドラッグデリバリーシステム　高分子ミセル　シスプラチン　リンパ節転移　がん幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今後cRGD-CDDP/mが臨床応用される場合には、転移リンパ節における抗腫瘍効果のみならず、微小転移の可能性
があるリンパ節における転移成立阻止効果により、頭頸部扁平上皮癌の治療戦略において既存の予防的頸部郭清
術に取って代わる革新的なドラッグデリバリーシステム（DDS）製剤となる事が期待される。また、有害事象が
少なくかつ腫瘍選択的な薬剤投与が可能となる事で、社会生活を継続しながらも高い治療効果を享受する事が可
能となり、患者本人の経済的負担、並びに副作用対策医療費の軽減が期待され、患者のQOL、医療経済の側面に
おいても多大なメリットがもたらされると考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
頭頸部扁平上皮癌は構音・発声・咀嚼・嚥下といった機能を担う器官に発生するために、その

治療にあたっては生命予後と機能温存の両側面を達成する事が求められる。しかし、頭頸部扁平
上皮癌は高率にリンパ節転移を生じる事が多く、手術単独治療による根治は困難な事が多く、手
術療法、放射線療法、化学療法を組み合わせた集学的治療が施行されている。これまでは生存率
を優先するために喉頭機能を犠牲にした手術療法が選択される機会が多かったが、近年では放
射線化学療法の治療成績が向上したため、機能温存、転移制御の観点から放射線化学療法が選択
される事が増えている。現在（放射線）化学療法に使用されているシスプラチン（CDDP）は、
抗腫瘍効果が高い薬剤ではあるが、その反面骨髄抑制、腎機能障害、粘膜炎などの副作用が問題
である。また、放射線化学療法施行後に再発または転移をきたした症例では、CDDP 耐性を獲得
している事も少なくなく、救済治療に非常に難渋する。 
近年、がんの転移、再発、耐性獲得には、がん幹細胞が寄与しているという報告もあり、特に

頭頸部扁平上皮癌では CD44 バリアント（CD44v）が、がん幹細胞マーカーとして知られている
[1]。CDDP を腫瘍特異的、更にはがん幹細胞へと効率良く送達し、その結果再発転移を制御でき
れば、根治と副作用低減の双方に有利である。 
当研究室では、ナノテクノロジーを応用したドラッグデリバリーシステム（DDS）の開発を行

っており、これまでの研究で CDDP をミセルに内包する（シスプラチンミセル：CDDP/m）こと
によって[2]、ヒト舌癌同所移植マウスモデルにおける効率的な薬剤送達と高い抗腫瘍効果を確
認している[3]。この CDDP/m の有効性は、腫瘍組織の新生血管の隙間構造、血管透過性を利用
した enhanced permeability and retention（EPR）効果に起因しており、ミセルの粒子径を最適化す
る事で、高い腫瘍組織浸透性を実現している[4]。この CDDP/m は、膵臓癌において国内外で第
Ⅲ相臨床試験、頭頸部癌においても海外で第Ⅰ相臨床試験が進行中であり、近い将来、日常診療
においての使用が期待されている。 

 
２．研究の目的 
本研究では、CDDP/m をさらに改良し、腫瘍細胞、腫瘍新生血管、更にはがん幹細胞への標的

指向性を付与したミセルの開発を目的とする。従来の CDDP/m は、EPR 効果を利用したパッシ
ブターゲッティング（受動的ターゲッティング）に依存するが、標的指向性を付与したアクティ
ブターゲッティング（能動的ターゲッティング）型のミセルは、さらに効果的な抗腫瘍効果を期
待できる。本研究の立案に際し予備検討では、リンパ節高転移能を有するヒト舌癌細胞株（SAS-
L1-Luc）において、CD44v と αvβ5インテグリンが腫瘍細胞に共発現していることが確認されて
いる。加えて、αvβ3インテグリン、αvβ5インテグリンは、腫瘍細胞や新生血管でも過剰発現し
ているため、腫瘍細胞、腫瘍新生血管、がん幹細胞を標的とするには好都合である。よって αvβ3
インテグリン、αvβ5 インテグリンと親和性の高い環状型 RGD ペプチド（cRGD）をリガンドと
して用いた「cRGD 搭載シスプラチンミセル」（cRGD-CDDP/m）を新規合成する。このアクティ
ブターゲッティング型の cRGD-CDDP/m が、実際にがん幹細胞マーカーである CD44v をターゲ
ットとし得るか、CD44v が関連している転移癌に対して優れた抗腫瘍効果を示すかについて解
析検討をし、DDS による転移、再発、耐性癌の克服を目指す。 

 
３．研究の方法 

① cRGD 搭載シスプラチンミセルの腫瘍への集積性及び血中滞留性の検討 
リンパ節転移を有するヒト舌癌同所移植マウスモデルに CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/m を尾

静脈投与し、それぞれの薬剤における 1、8、24 時間後の血中滞留性、腫瘍への集積性を評価し
た。各薬剤投与後（1、8、24 時間後）のマウスモデルにイソフルラン全身麻酔を施行し、同所舌
腫瘍組織、転移リンパ節、正常リンパ節を摘出した。同時に下大静脈より採血を施行し、遠心分
離にて血漿成分を抽出した。摘出した腫瘍組織と血漿を 180℃、90%硝酸で融解蒸散しプラチナ
を抽出し、誘導結合プラズマ質量分析法（ICP-MS）を用いて各サンプルのプラチナ量を測定し
た。 

② cRGD 搭載シスプラチンミセルの抗腫瘍効果の検討 
ヒト舌癌リンパ節転移マウスモデル（舌腫瘍切除後）に CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/m を尾

静脈投与し、それぞれの薬剤の抗腫瘍効果を比較検討した。IVIS imaging system を用いて、転移
リンパ節の発光強度を経時的に計測する事で、薬剤の抗腫瘍効果を比較検討した。 

③ 同所舌腫瘍、転移リンパ節おけるインテグリン発現解析 
腫瘍組織には腫瘍の発育に必要不可欠な新生血管が存在しており、その新生血管には αvβ3 イ

ンテグリンが発現している事が知られている[5]。また、同じく RGD 配列を認識する α5β1 イン
テグリンは、腫瘍血管の新生に重要な役割を果たしている事も報告されている[6]。よって、
cRGD-CDDP/m のターゲットとなり得る αvβ3インテグリン、α5β1インテグリンの発現を、リン
パ節転移を有するヒト舌癌同所移植マウスモデルの同所舌腫瘍組織、転移リンパ節組織におい
て免疫組織学的に解析検討した。 



４．研究成果 
① cRGD-CDDP/m は薬剤投与早期における優れた血中滞留性、腫瘍への集積性を示した 

cRGD-CDDP/m （半減期（T1/2）：5.0 時間）と CDDP/m（T1/2: 5.5 時間）両者の血中滞留性は、
CDDP の血中滞留性と比較しはるかに優れていた。薬剤投与後 1 時間では CDDP/m に比し、
cRGD-CDDP/m は優れた血中滞留性を示し、2 群間に統計学的有意差が認められた（図 1A）。 
同所舌腫瘍においては、cRGD-CDDP/m は CDDP/m に比し薬剤投与早期より優れた薬剤集積性

を示し、薬剤投与後 1 時間では同所舌腫瘍組織 1g あたりに cRGD-CDDP/m 投与量の 3%程度が
腫瘍内に集積しており、薬剤投与後 24 時間においてもそれを維持していた。一方で CDDP/m は、
徐々に同所舌腫瘍へと集積した結果、薬剤投与後 24 時間において cRGD-CDDP/m と同等の薬剤
集積性を認めた。この cRGD-CDDP/m と CDDP/m 両者の同所舌腫瘍への薬剤集積性は、CDDP
の薬剤集積性と比較しはるかに優れており、両者間に統計学的有意差が認められた（図 1B）。 
転移リンパ節においては、薬剤投与後 1 時間で cRGD-CDDP/m は CDDP/m に比し転移リンパ節

への集積性が顕著に優れており、両者間に統計学的有意差が認められた。cRGD-CDDP/m と
CDDP/m 両者の転移リンパ節への薬剤集積性は、いずれの時間においても CDDP の転移リンパ
節への薬剤集積性と比較しはるかに優れており、両者間に統計学的有意差が認められた（図 1C）。 

 

 
図 1. CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/m の経静脈投与後における血漿中 Pt 濃度（A）、同所舌腫瘍組織中 Pt 濃度（B）、転

移リンパ節組織中 Pt 濃度（C）の継時的変化。平均値±SE（n = 5）。*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001。 
 
 
② cRGD-CDDP/m は転移リンパ節に対し優れた抗腫瘍効果を示し、副作用も軽度であった 

cRGD-CDDP/m 治療群は転移リンパ節に対し劇的な抗腫瘍効果を発揮し、CDDP/m 治療群との
間に統計学的有意差が認められた（図 2A）。また、継時的体重変化の結果より CDDP 1mg/kg 治
療群では、薬剤投与開始後 12 日の時点において、治療開始時と比較し 15%程度の体重減少が認
められ、cRGD-CDDP/m、CDDP/m 治療群との間に統計学的有意差が認められた（図 2B）。ヒト
舌癌（SAS-L1-Luc）リンパ節転移マウスモデルにおいては、CDDP 1mg/kg の低容量であったと
しても生物学的毒性が高く、かつ PBS 治療群（コントロール群）と比較し抗腫瘍効果が認めら
れなかった。治療終了後 30 日目の予後比較検討においては、cRGD-CDDP/m 治療群は他の治療
群と比較し、ヒト舌癌（SAS-L1-Luc）リンパ節転移マウスモデルの生存率が高く（図 2C）、転移
リンパ節への抗腫瘍効果、転移抑制効果に優れたリガンド搭載型の高分子ミセル製剤の有用性
が示された。 

 

図 2. CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/m のヒト舌癌リンパ節転移マウスモデルに対する抗腫瘍効果、転移リンパ節におけ

る相対発光強度の継時的推移（図 2A）。継時的体重変化（図 2B）とマウス生存曲線（図 2C）。平均値±SE（n = 7）。*P < 
0.05、**P < 0.01。✝死亡。▼薬剤投与日、▽薬剤投与日（CDDP を除く）。 
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③ 転移リンパ節には β3インテグリン、α5β1インテグリンの発現が認められた 
cRGD-CDDP/m が発揮する優れた抗腫瘍効果の解明のために、リンパ節転移を有するヒト舌癌

（SAS-L1-Luc）同所移植マウスモデルの同所舌腫瘍、転移リンパ節を摘出後、免疫組織化学的蛍
光染色を施行し共焦点レーザー顕微鏡システムを用いて、それら摘出組織のインテグリン発現
を解析した。まず腫瘍組織（同所舌腫瘍、転移リンパ節）における β3インテグリンの発現を解
析した。その結果 β3インテグリンは、同所舌腫瘍、転移リンパ節腫瘍領域に高発現しており、
転移リンパ節の非腫瘍領域においては、同所舌腫瘍、転移リンパ節腫瘍領域に比し、β3 インテ
グリンの発現はわずかであった。特に同所舌腫瘍においては、血管内皮細胞に特異的に発現する
CD31 領域に一致した β3 インテグリンの発現が高頻度に認められ、腫瘍新生血管が豊富である
事が示唆された。また、転移リンパ節の拡大観察による同部位の詳細検討を施行した結果、転移
リンパ節の腫瘍領域から正常領域へと移行するにつれ、β3 インテグリンの発現ならびに CD31
領域に一致した β3インテグリンの発現が乏しくなる傾向にあり、腫瘍新生血管が疎になる事が
示唆された。その一方で、転移リンパ節の正常領域には α5β1インテグリンの発現が高い傾向が
示された。 
 
④ cRGD-CDDP/m はがん幹細胞である CD44v9 の発現を優位に減少させた 
がん幹細胞に対する CDDP/m、cRGD-CDDP/m の効果を検証するため、薬剤投与後 24 時間
の SAS-L1-Luc 生存細胞における CD44v9 の発現解析を施行した。これらの結果によれば、
cRGD-CDDP/mはCDDP/mに比較し、SAS-L1-Luc 細胞のCD44v9の発現を優位に減少させ、
薬剤濃度を上げるとその差は顕著であった（図 3）。また、高用量の CDDP/m においても SAS-
L1-Luc 細胞の CD44v9 の発現が減少していたが、これはがん幹細胞におけるグルタチオン
媒介薬剤耐性機構を克服する CDDP/m の有効性を示した我々の先行研究結果と矛盾しない
結果であった[3]。 
 

 
図 3. A：CDDP/m、cRGD-CDDP/m 投与後 24 時間（左：低濃度、右：高濃度）における SAS-L1-Luc 細胞株の CD44v9 発

現。B：薬剤非投与群に対する CDDP/m、cRGD-CDDP/m 投与後 24 時間（低濃度、高濃度）における SAS-L1-Luc 細胞株

の CD44v9 蛍光強度比。平均値±SE（n = 3）。*P < 0.05。 
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【総括】 
これらの実験結果より、転移リンパ節においては、腫瘍新生血管上の αvβ3インテグリン、
腫瘍組織に発現している αvβ5 インテグリン、転移リンパ節正常領域に発現している α5β1
インテグリンの 3 つを cRGD-CDDP/m がターゲット可能となった結果、薬剤投与早期にお
ける著明な腫瘍集積によって、腫瘍組織におけるがん幹細胞の発現を低下させる事で、転移
リンパ節への優れた抗腫瘍効果を発揮したものと考えられた。現在頭頸部扁平上皮癌治療
において、リンパ節への微小転移については、術前画像検査にて検出できない場合もしばし
ば認められ、早期舌癌のハイリスク群においては予防的頸部郭清術が施行されている。今後
cRGD-CDDP/m が臨床応用される場合には、転移リンパ節における抗腫瘍効果のみならず、
微小転移の可能性があるリンパ節における転移成立阻止効果により、頭頸部扁平上皮癌の
治療戦略において既存の予防的頸部郭清術に取って代わる革新的な DDS 製剤となる事が期
待される。また、この EPR 効果とリガンド効果を併せ持つ cRGD-CDDP/m の頭頸部扁平上
皮癌の臨床応用により、有害事象が少なくかつ腫瘍選択的な薬剤投与が可能となる事で、社
会生活を継続しながらも高い治療効果を享受する事が可能となり、患者本人の経済的負担、
並びに副作用対策医療費の軽減が期待され、患者の QOL、医療経済の側面においても多大
なメリットがもたらされると考えている。 
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