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研究成果の概要（和文）：がん分子標的モノクローナル抗体と生体に無害な近赤外光を吸収して蛍光や細胞障害
性を惹起する光感受性物質を結合させた化合物を用いて、近赤外光の照射によりがん細胞のみを分子標的特異的
に破壊する治療法であるphotoimmunotherapy(PIT)を多様ながんに対してより効果的に適応させるための新たな
手法の開発を行った。PITと抗がん剤の併用法、複数の抗体化合物併用によるPIT、多機能抗体化合物を用いた
PITについて開発を行い報告した。

研究成果の概要（英文）：Photoimmunotherapy (PIT) is a recently developed molecular-targeted cancer 
theranostics based on conjugating a near-infrared photoactivatable fluorescence probe to a 
monoclonal antibody targeting cancer cell surface molecules. In this project, we have developed 
several methods to enhance therapeutic outcomes of PIT. (1) PIT in combination with chemotherapy (2)
 PIT utilizing two monoclonal antibodies recognizing different epitopes of cancer antigen. (3) PIT 
utilizing photoactivatable bifunctional antibody-drug conjugates. 

研究分野：腫瘍治療学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

手術療法、抗がん剤治療および放射線治療

は、現代のがんに対する三大治療法であるが、

がん分子標的モノクローナル抗体に代表され

る分子標的薬が抗がん剤と共に広く使われる

ようになり、治療効果が向上した結果、がん

患者の予後は改善してきている。しかし、分

子標的薬が単剤でがん患者に効果を示す疾患

には限りがあることが知られており、その効

果を高めるための方法について以前より盛ん

に研究がなされてきた。モノクローナル抗体

に放射性物質やトキシンを結合させ、モノク

ローナル抗体を標的組織へのキャリアーとし

て使用する方法が現在臨床応用されているが、

放射性物質やトキシン固有の総投与量に関連

した治療毒性が存在することから、治療効果

には限界が存在する。 

この問題を解決するため、研究代表者らは

がん分子標的モノクローナル抗体と、生体に

無害な近赤外光を吸収して蛍光や熱などを産

生する蛍光プローブ IR700 を結合させ、がん

細胞のみを分子標的特異的に破壊する方法を

開発し、photoimmunotherapy(PIT)と名付けて

報告してきた(Mitsunaga et al. Nat Med 

2011)。この方法は、近赤外光の照射によって

がんの蛍光診断と治療および治療効果の判定

が分子標的特異的に可能となる方法であり、

繰り返しの薬剤投与や近赤外光照射でも正常

細胞に障害を生じることなく標的細胞に対す

る治療効果を得ることが可能である（下図参

照 Mitsunaga et al. Bioconjugate Chem 

2012）。 

 光感受性物質を投与後に、光感受性物質が

腫瘍へ EPR 効果などの機序で集積した状態に

おいて、光線療法を施行する光線力学療法

(PDT)と大きく異なり、PITはモノクローナル

抗体が標的特異的に細胞膜に結合し、近赤外

光の照射を受けてはじめて治療効果を細胞選

択的に生じるため、副作用の少ない分子標的

治療が実現可能である(下図参照：PIT は PDT

や放射線療法と異なり正常組織に対する影響

が少ない)。 

 

２．研究の目的 

 本研究課題では、PIT の臨床応用化を目指

すために今後解決すべき問題点を検証し、新

たな治療法として開発することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1) PIT と抗がん剤の併用による PIT 治療効

果の増強効果・補助効果 

HER2分子を発現しているヒト胃がん細胞株

NCI-N87、また、HER2 分子を発現していない

MKN-45および SNU-1を対象とした。HER2 標的

モノクローナル抗体である trastuzumab に対

して蛍光プローブ IR700 を結合させた化合物

を合成した(Tra-IR700)。上記の細胞株に対し

て Tra-IR700を添加し、IR700の HER2特異的

な局在についてはフローサイトメーターを用

いて確認した。また、細胞障害性を示す抗が

ん剤である 5-fluorouracil (5-FU) を添加し

た後に細胞障害性について評価した。各細胞

における IC50 濃度は GraphPad Prism 6 

software を用いて決定した。次に、上記細胞



株を Tra-IR700 と反応後に近赤外光の照射を

行い、細胞膜障害性について評価した。さら

に、IC50の 5-FUと Tra-IR700 を添加後に近赤

外光の照射を行い、細胞障害性を評価した。

最後に、ヌードマウスに上記細胞株を皮下移

植し腫瘍モデルを作製した。腫瘍生着後に

Tra-IR700 を静注し IR700 の局在を経時的に

評価した。また、IR700の局在した腫瘍に近赤

外光を照射し、腫瘍体積の変化について近赤

外光照射群と、非照射群などのコントロール

群を比較して治療効果を検討した。 

 

(2)異なるエピトープを認識する複数の抗体

化合物の併用による PITの効果増強 

Trastuzumabとは別の HER2のエピトープを

認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る

pertuzumab を用いて pertuzumab-IR700(Per-

IR700)を合成した。HER2発現細胞および非発

現細胞に対して Tra-IR700 および Per-IR700

を添加し、HER2特異的な局在について蛍光顕

微鏡やフローサイトメーターにて評価した。

次に、HER2陽性細胞株に対して、Tra-IR700 と

Per-IR700を添加し、洗浄後に近赤外光を照射

し、照射後の細胞障害性について評価した。

また、HER2発現の異なる 6種類の樹立細胞株

(3T3/HER2、 NCI-N87、 HCC-1419、 HCC-1954、 

MKN-45、 NIH/3T3)に対して Tra-IR700を添加

し、反応後に洗浄し一定の近赤外光を照射し

た後に細胞の生存率を評価した。最後に、HER2

陽性腫瘍と陰性腫瘍をヌードマウスに移植し

たモデルを作成し in vitro と同様に HER2 選

択的蛍光イメージングおよび近赤外光線治療

による抗腫瘍効果について評価した。 

 

(3)Bifunctional antibody-drug conjugates 

による PIT治療効果増強 

 HER2 陽性細胞株に対して、Tra-IR700(T-

IR700)および trastuzumab に IR700 とチュブ

リン阻害剤 maytansinoid DM1 を結合させた

化合物(T-DM1-IR700)を合成し、in vitro お

よび in vivo の系において、近赤外光照射に

よる抗腫瘍効果について(1)(2)と同様のモデ

ルを用いて検討した。 

 

４．研究成果 

(1) PIT と抗がん剤の併用による PIT 治療効

果の増強効果・補助効果 

フローサイトメーターによる HER2 分子発

現の解析では、NCI-N87細胞においてその発現

を強く認めたが、MKN-45および SNU-1細胞で

はほとんど認めなかった。各細胞株の MTS 

assay による IC50濃度は NCI-N87 細胞 4.623

±0.421μM (mean±SE)、MKN-45 細胞 3.52±

0.829μM、SNU-1細胞 13.10±0.914μMであ

った。細胞に対して Tra-IR700 および IC50濃

度の 5-FU と 24 時間反応後近赤外光の照射を

行ったところ、NCI-N87 細胞では trastuzumab

による抗体依存性細胞障害性 （ADCC） に加

えて、近赤外光の照射量に依存した細胞障害

性を認め、その効果は 5-FUの添加により優位

に増強された。一方で、MKN-45 細胞および

SNU-1細胞においてはわずかに 5-FUの効果が

みられるのみで、trastuzumabや近赤外光によ

る細胞障害性は認めなかった。NCI-N87細胞お

よび MKN-45 細胞をヌードマウスへ皮下移植

し、腫瘍モデルを作製し Tra-IR700 を静注し

たところ、HER2 特異的な IR700 の局在を in 

vivo イメージングシステムにて 24 時間後よ

り確認可能であった。IR700の標的腫瘍特異的

な集積は、Tra-IR700静注 24～48時間後に最

も高かった（下図）。そこで、Tra-IR700静注

24時間後に IR700集積腫瘍に対して近赤外光

を照射すると、対照群に比して腫瘍体積の増



大を抑制することが可能であった。更に、そ

の効果は 5-FU の併用投与により増強された。 

 

(2)異なるエピトープを認識する複数の抗体

化合物の併用による PITの効果増強 

蛍光顕微鏡を用いた解析から trastuzumab

および pertuzumab は HER2 陽性細胞の細胞膜

およびリソソームに局在していた。Tra-IR700

および Per-IR700との反応によって、HER2標

的特異的かつ用量依存的に IR700 のシグナル

は増加したが、10 μg/mL の濃度以上では標

的分子の飽和により、シグナルの増加は見ら

れなかった。一方で、Tra-IR700と Per-IR700

を併用し細胞株へ添加すると、単剤投与では

得られないシグナルの増強を認めた。細胞障

害性の検討では、Tra-IR700 または Per-IR700

に近赤外光照射を加えると、有意な細胞障害

性が誘導され、さらに、併用投与群では細胞

障害性が有意に増強された。また、近赤外光

による細胞障害性は光のエネルギーに依存し

て増強された。HER2 発現の異なる 6 種類の樹

立細胞株を用いた PIT による細胞障害性の検

討では、HER2 の発現、つまり、IR700 の強度

に比例して近赤外光による細胞障害性が誘導

された。HER2 陽性腫瘍と陰性腫瘍をヌードマ

ウスに移植したモデルを作成し、腫瘍生着後

に Tra-IR700 と Per-IR700 を併用投与し、in 

vivo イメージングシステムにて 24 時間後に

観察したところ、HER2選択的な IR700のシグ

ナルの局在を認めた。一方で、HER2陰性腫瘍

に対する集積はほとんど観察されなかった。

一定の大きさに至った HER2 陽性腫瘍に対し

て Tra-IR700 および Per-IR700 を投与し、経

時的に IR700 の蛍光強度を測定し観察したと

ころ、投与用量に依存して IR700 のシグナル

強度は増強され、また、併用投与にて有意な

シグナルの増強を認めた（前図）。シグナル強

度の最も高い静注 24時間後の状態で、近赤外

光の照射を行ったところ、HER2 選択的かつ

IR700 のシグナル強度に依存した治療効果が

得られた。 

同一抗原の異なるエピトープを認識する抗

体の併用、または、異なる抗原を認識する抗

体の併用による PIT は治療効果を増強させる

手法として有用であると考えられた。 

 

(3) Bifunctional antibody drug conjugates 

による PIT治療効果増強 

Trastuzumab 1 分子に対して抗がん物質

maytansinoid DM1 は 3～3.5 分子、また光感

受性物質 IR700 は 3～4分子結合させた。新規

化合物は質量分析により結合物質に応じた分

子量の変化を確認できた。新規化合物

trastuzumab-DM1-IR700(T-DM1-IR700)は、既

存の trastuzumab や trastuzumab-IR700(T-

IR700)と比べて HER2 陽性がん細胞に対する

抗体の特異的結合性に変化は見られなかった。

次に、in vitroにおける細胞障害性について

trastuzumab、 T-IR700、 T-DM1、 T-DM1-IR700

と近赤外光照射の有無で比較したところ、T-

DM1-IR700 に近赤外光を照射した群では、T-

IR700 に近赤外光を照射した群や T-DM1 によ

る処置群と比べて細胞障害性の増強効果を認

めた。次に、in vivo 皮下腫瘍モデルにおける

T-DM1-IR700 の結合性および近赤外光照射に

よる治療効果について in vitro 同様の対照

と比較検討を行った。In vivo imaging system

による蛍光分子イメージングでは T-DM1-

IR700は T-IR700と同レベルの HER2特異的腫

瘍局在を示し、近赤外光を照射した治療検討

では、特に大きな腫瘍モデルにおいて T-DM1-

IR700 による近赤外光線療法の有意な治療効

果増強が確認された。新規化合物 T-DM1-IR700

は近赤外光が十分に届きにくい巨大腫瘍や深

部組織腫瘍において、T-IR700による光線治療



効果を補完する有望な化合物となり得ること

が示唆された（下図）。 
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