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研究成果の概要（和文）：頭頸部癌新規治療法の開発において，新規治療標的因子の開発に携わる中で，限られ
た発現量の標的（細胞膜貫通型受容体であるRobo（Roundabout homolog）1 ）に対して，特異的で効率的な治療
法の検討を行ってきた。標的への特異性が高い抗体にトキシンを結合させたイムノトキシン （Immunotoxin：
IT）と光線力学療法 （PDT; Photodynamic Therapy）を組み合わせることで，PDT が薬剤送達効果としてエンド
ソームからのendosomal escape を促進し，特異的で，相乗的な細胞傷害効果をもたらすことを明らかにした。
我々は，この手法をiTAP法と命名した。

研究成果の概要（英文）：In the development of new treatments for head and neck cancer, we have been 
investigating specific and efficient treatments for a target with limited expression (Robo 
(Roundabout homolog) 1, a transmembrane receptor). By immunotoxin (IT), a toxin conjugated to an 
antibody with high specificity for the target, with photodynamic therapy (PDT), we have found that 
PDT promotes endosomal escape from endosomes as a drug delivery effect, resulting in a specific and 
synergistic cytotoxic effect. We named this method the iTAP method.

研究分野：口腔癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
iTAP法を，発現量が少ないために開発が断念されていた様々な標的因子，既存の抗体医薬への応用することで，
様々な領域における癌治療で効果を発揮する可能性がある。現在は頭頸部癌治療でひろく用いられているEGFRを
標的としたiTAP法についても検討し, EGFR発現が高・中程度の細胞株で高い細胞傷害効果を確認した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
頭頸部癌は世界で 6番目に多い癌であり、その 9割以上が SCCである[Ferlay, J. et al, Int. J. 
Cancer, 2010, 127, 2893-2917]。従来の標準治療による機能障害は大きな問題となっており、 機
能障害が少なく治療効果の高い新規治療法が期待されている。その 1 つとして抗体医薬を用い
た治療は増加傾向にあり、近年、セツキシマブや、まさにブレイクスルーとなった免疫チェック
ポイント阻害剤のニボルマブといった抗体医薬の適応が頭頸部領域にも拡大し、期待が髙まっ
ている。一方で、抗体医薬は抗原の高い発現量が必須であり、標的因子の中で実際に治療標的と
なる因子は限られる。また、抗体医薬では高額な医療費が問題点として挙げられ、抗体医薬の投
与量が比較的少ない量で高い治療効果を発揮する手法についても検討されてきた。申請者らが
標的因子として注目する Robo1 は、ショウジョウバエの神経系の発生において軸索ガイダンス
にかかわるタンパク質として同定され、ヒトでは胎児脳に高発現するが、成人組織にはほとんど
存在しない。多領域（肝臓、大腸、乳房、膵臓、食道、肺 など）の癌での発現や、血管新生へ
の関与[Enomoto S. et al, BBRC, 2016, 469(4): 797-802]から、癌の新規治療標的因子として期
待される[Ito H, et al. Clin Cancer Res. 2010, 12:3257-3264]。 しかし、Robo1を標的とした臨
床の前段階であるトランスレーショナルリサーチ （Translational Research, TR）の役割を担
う研究は無く、その役割を担う本研究は、意義があると考える。 
 
２．研究の目的 
本研究は、HNSCCにおける Robo1を新規治療標的因子とした、抗 Robo1抗体イムノトキシン
（IT-Robo1）および内在化促進法の検討として、新規蛍光標識 IT-Robo1を創出し、治療効果が
高く、副作用が少ない頭頸部癌新規治療法の開発を目的とする。 
 
3. 研究の方法 
本研究は、前述したこれまでの研究で IT-Robo1 に光増感剤を用いた PDT併用の手法を基盤と
し、癌細胞傷害効果およびその特異性を高めるため、IT-Robo1 に岡本教授らが独自に開発を行
った励起波長 700nm の蛍光物資を結合させた蛍光標識 IT-Robo1 による PDT の細胞傷害効果
を in vitro、in vivoで以下の（1）、（2）について検証し、controlと比較した蛍光標識 IT-Robo1
の有効性、また、これまでの研究の IT-Robo1 に光増感剤を用いた PDT 併用と比較した蛍光標
識 IT-Robo1有効性を明らかにする。 
（1）蛍光標識 IT-Robo1の開発、HNSCC細胞株の EGFR発現解析 
IT-Cmab は、研究 4 と同様に過ヨウ素酸法を用いて作製し、活性化チェックを行う。HNSCC
細胞株（SAS, HSQ-89, HO-1-u-1, Sa3）の EGFR発現量は qRT-PCRにてmRNA量測定を行
う。 
（2）光化学的内在化法の開発   
HNSCC細胞株における蛍光標識 IT-Robo1の細胞傷害効果の検証 
先行研究で明らかにした IT-Cmab の試適濃度、PS1 の試適濃度、LED 照射法や照射量を参考
に行う。本研究は、96穴プレートにてHNSCC細胞株で IT-Cmab＋PDT（PS1, 775nm）の細
胞傷害効果を検証する。臨床においては、HNSCC では、Cmab の使用に際して EGFR発現量
と治療効果に相関がなく、EGFR発現量を考慮しない。そのため、（1）で EGFRの発現量を検
証した 4 種類全ての HNSCC 細胞株における IT-Cmab＋PDT による細胞傷害効果の検証を行
い、EGFR発現量と細胞傷害効果の関連性について検討する。 
 
ゼノグフラフトマウスにおける蛍光標識 IT-Robo1の抗腫瘍効果の検証 
最も高い細胞傷害効果が得られた細胞株のゼノグラフトマウスを作製する。これまでの研究で
確立したゼノグラフトマウスの系を用いる。同様に、先行研究で明らかにした各試適濃度、LED
照射法・量を参考に、in vivoにおける IT-Cmab, PS1の条件検討を行い、HNSCCゼノグフラ
フトマウスにおける IT-Cmab＋PDT（PS1, 775nm）の抗腫瘍効果を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1）蛍光標識 IT-Robo1の開発、HNSCC細胞株の EGFR発現解析 
Robo1 を新規治療標的因子として用いるのは発現量から困難であること、既に臨床応用さ
れている EGFRを標的としたセツキシマブ（Cmab）を用いた IT（IT-Cmab）を作製し、
東京大学工学部岡本 晃充 教授らが独自に開発を行った、蛍光量子効率の高い励起波長
700nmの蛍光物資（PS1）による PDTの組み合わせた新規治療の臨床応用の可能性を検証
することとした。また、IT に蛍光物質を蛍光標識すると、標識できる蛍光物質の数が限ら
れ、細胞傷害効果が限定的であったことから、途中より蛍光物質は標識せずに併用すること
とした。 
EGFRの発現解析では、タンパクおよびmRNA共に Sa3>HO-1-u-1, SAS>>HSQ-89の順
に発現を示した。 



 
（2）光化学的内在化法の開発   
HNSCC細胞株における蛍光標識 IT-Robo1の細胞傷害効果の検証 
Cmab と比較して IT-Cmab による有意な細胞傷害効果を認めなかった。しかし、IT-Cmab に
PDTを併用した iTAP法によって、EGFR 発現が高・中等度の細胞 (Sa3, HO-1-u-1) で細胞傷
害効果増強を認めた。一方、EGFR 発現が中程度の細胞 SASは iTAP法による細胞傷害効果の
増強を認めなかった。EGFRをノックアウトした際の細胞生存率が SASでは低く、HO-1-u-1で
は高いことが報告されており、iTAP法が有効かどうか影響している可能性が考えられる。 
 
ゼノグフラフトマウスにおける蛍光標識 IT-Robo1の抗腫瘍効果の検証 
現在、iTAP法による細胞傷害効果の増強を認めた Sa3, HO-1-u-1で、in vivoによる抗腫瘍効
果の検討を進めているところである。 
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