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研究成果の概要（和文）：　口腔癌のがん幹細胞を標的とした光線免疫療法（PIT）の開発を目的に行った。近
赤外線照射装置およびフタロシアニンと抗CD44v9抗体の複合体(F-antiCD44v9)を作製した。ヒト口腔癌細胞株に
F-antiCD44v9を作用させた後に近赤外線を照射する（PIT）とがん細胞膜が破壊され徐々に死滅することを確認
した。しかし、固形がんに近い状態で培養した口腔癌細胞に対してはPITの抗腫瘍効果はみられなかった。

研究成果の概要（英文）：     The aim of this research was to develop photo-immunotheray (PIT) 
targeting in cancer stem cells of oral cancer.  The equipment for irradiation of near-infrared light
 and the phthalocyanine-anti CD44v9 antibody composite (F-antiCD44v9) were prepared.  We performed 
the PIT using F-antiCD44v9 on human oral observed that PIT destroyed the cell membrane of cancer 
cells by PIT.  However, PIT did not have anti-tumor effect on the cancer cells which forms the 
spheroids like a solid cancer.

研究分野：口腔外科
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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 

 口腔癌に対する治療法は外科療法、放射線

療法、化学療法を主として、これらの単独ま

たは併用により行われている。しかし、これ

らの治療はいずれも副作用が多く、外科切除

後には、咀嚼、嚥下や構音障害などを伴い、

化学療法では白血球減少による免疫機能低

下を背景として他の疾患を惹起するほか、癌

の再発・転移を引き起こす原因ともなり得る。

また、超高齢化社会が進行するわが国におい

てはできるだけ低侵襲の治療法の確立・開発

がきわめて重要な課題である。がん研究にお

いては、がん組織は均一な細胞集団ではなく、

がん幹細胞とそれが種々の程度に分化した

多くのがん細胞の不均一な集団であり、この

集団のうち分化したがん細胞集団は放射線

療法や化学療法により死滅するが、がん幹細

胞はこれらの治療において抵抗性を示し、後

の再発・転移の原因となることが示された。

さらに、頭頸部がんのがん幹細胞は、CD44 バ

リアントの１つである CD44v9 を高発現して

いることが報告された。そこで CD44v9 発現

したがん幹細胞様細胞を標的とする治療法

を開発することにより特異性が高く、根治的

ながん治療法の開発に繋がると考え、このが

ん幹細胞を標的にした光線免疫療法を開発

することとした。 

 
２．研究の目的 
 本研究は、がん幹細胞を標的とした低侵襲

かつ根治的な口腔癌に対する新たな光線免

疫療法の開発を目的とした。まず頭頸部癌の

がん幹細胞様細胞に高発現している CD44v9

抗原に対する抗体と近赤外線に反応して殺

細胞効果を示す化合物との複合体（抗

CD44v9抗体結合化合物）を作製し、その殺

細胞効果を in vitroにて検討する。また、口

腔癌細胞移植モデルを用いて本光線免疫療

法の効果および腫瘍周囲の正常組織への影

響および全身的副作用などの有無について

検討し、抗 CD44v9 抗体結合化合物を用いた

新たな光線免疫療法の確立を試みるととも

に、がん幹細胞を標的にした低侵襲かつ根治

的な口腔癌治療の確立を目指した基盤研究

を行う予定であった。 
 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト口腔癌細胞株におけるCD44v9発現に

ついての免疫細胞化学的検討 

 ヒト口腔癌細胞(HSC-3, HSC-4, SAS)は理

化学研究所より購入した。通法の培養条件下

において各ヒト口腔癌細胞株を培養し、

CD44v9 の発現について細胞免疫染色法を用

いて行った。抗ヒト CD44v9 抗体(コスモ・バ

イオ)と 2 次抗体として抗ラット IgG 抗体

(Alexa Flor 568 :Thermo Fisher)を用いて

細胞免疫染色を行った。その後、蛍光顕微鏡

(キーエンス BZ-X700)にて観察した。 

 

(2)近赤外線装置の作製 

 光線免疫療法はフタロシアニンの温熱効

果を利用した治療法である。フタロシアニン

の温熱は 690 nm の波長の近赤外線を照射す

ることにより得られる 1）。そこで LED を用い

て近赤外線を発する装置を開発した（図１）。

装置は、ピーク波長 691 nm、半値全幅 24 nm、

放射照度で 5—26.8 mW/cm2とした。 

 

  図１．近赤外線装置 

 



(3)近赤外線が正常細胞およびがん細胞に影

響 

 正常細胞として上皮細胞の cell line で

ある RT7 細胞（１）、がん細胞としては、口

腔がん細胞株（HSC-3, HSC-4, SAS）を用い

た。各細胞を 2.5 x103 cells/cm2で播種し、

培養開始 24 時間後にフェノールレッドフリ

ーmedium に交換した。近赤外線を露光量 0，

0.5，1.0，2.0, 4.0 J/cm2で照射した。照射

後 0，1，3，5，７日目にクリスタルバイオレ

ット法を用いて細胞の増殖能を測定した。 

 

(4)フタロシアニン-抗ヒト CD44v9 抗体

(F-antiCD44v9)の作製  

 フタロシアニン（IRDye® 700DX, LI-COR 

Bioscience）と抗ヒト CD44v9 モノクローナ

ル抗体を混和して2時間インキュベートした
(1)。吸光度測定により抗ヒト CD44v9 抗体結合

化合物の濃度を確認した。 

 

(5) F-antiCD44v9 の結合能の検討 

 CD44v9 が高発現していたヒト口腔癌細胞

株 (SAS) を 2.5 x103 cells/cm2 で 48 

well-plate に播種し、24 時間培養後に培養

液中に F-antiCD44v9 を 1,2,4,8 mg/ml で添

加して３時間後に蛍光顕微鏡(キーエンス

BZ-X700)にて観察した。 

 

(6)ヒト口腔がん細胞に対する殺細胞効果の

検討 

 CD44v9 を発現していたヒト口腔癌細胞株

(HSC-3, HSC-4 SAS)を 2.5 x103 cells/cm2で

播種し、培養後２日目に培養液中に

F-antiCD44v9 を 1,2,4,8 mg/ml で加え３時間

培養した後に培養液を除去し、PBS で洗浄後

フェノールレッドフリーmedium に交換した。

近赤外線を照射（2.0 J/cm2）し、蛍光顕微鏡

を用いて細胞形態の変化を観察することに

より殺細胞効果の有無を検討した。 

 

(6) 3 次元培養したがん細胞に対する PIT に

よる殺細胞効果の検討 

 上記ヒト口腔癌細胞株を1,000 cells/well

で PrimeSurface 96 (S-BIO SUMILON)に播種

し、24 時間培養した。次に上記方法と同様に

PIT を行い、細胞の生死を Live/Dead 

Viability/Cytotoxicity Assay kit (Lonza)

にて検討した。 

 
 
４．研究成果 

 (1)ヒト口腔癌細胞株による CD44v9 の発現 

 各ヒト口腔癌細胞株(HSC-3, HSC-4, SAS)

において、各口腔癌細胞の細胞膜は赤色蛍光

を示し、CD44v9 陽性であった（図２）。  

 

図２.ヒト口腔癌細胞におけるCD44v9の発現 

 赤色蛍光：CD44v9 陽性 blue:核、bar=100 

m 

 

(2)近赤外線による各ヒト口腔癌細胞株への

影響 

 近赤外線の露出量を 0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 

J/cm2 として照射したところヒト口腔癌細胞

株および上皮細胞の Cell Line (RT7)の細胞

形態は変化せず、また各細胞の増殖にも影響

を及ぼさなかった。 

  

(3)F-antiCD44v9 の結合能 

 F-antiCD44v9 は各口腔癌細胞のがん幹細

胞に結合していることを蛍光顕微鏡にて観

察した（図３）。antiCD44v9 抗体による細胞

免疫染色時と同様の発現パターンが認めら

れた。つまり、細胞膜に赤色蛍光を認めた。

このことからフタロシアニンが anti-CD44v9

抗体に結合していることが示された。 



 

図３．F-antiCD44v9 に

よる口腔癌細胞への結

合。赤色蛍光は細胞膜上

で観察された。bar=100 

m. 

 

(4) ヒト口腔がん細胞に対する殺細胞効果 

 各ヒト口腔癌細胞株に対して PIT を行い、

蛍光顕微鏡下にPIT前後の細胞形態を観察し

た。PIT 後、細胞間の結合がなくなり、さら

に細胞膜は徐々に破壊されていく像を確認

した(図 4)。PIT 後１日目に培養皿上に存在

した細胞はすべて消失していた。この結果よ

り、CD44v9 を target にした PIT の殺細胞効

果を有していることが示唆された。 

 

図４.口腔癌細胞株に対する PIT の効果Ａ：

PIT 前の SAS 細胞、Ｂ：PIT 直後 SAS 細胞  

bar= 100 m 

 

(5) 3 次元培養したがん細胞に対する PIT の

殺細胞効果 

 次に in vivo において固形がんに近い状態

でPIT効果の有無を検討するためにヒト口腔

癌細胞のスフェロイドを用いて行った。口腔

癌細胞にスフェロイドに対してPITを行った

ところ、スフェロイドの形状は変化せず、ま

たlive/deadによる２重染色したところスフ

ェロイドは redに染色されず green のみ染色

された（図 5）。この結果から、細胞がスフェ

ロイドになることで細胞環境（細胞—細胞相

互作用、増殖因子、サイトカインなど）に変

化を生じ、target 細胞への効果が減少したこ

とが示唆された。 

 以上の結果から、分化および増殖した癌細

胞に対する抗腫瘍効果を有する低侵襲治療

と併用することにより抗腫瘍効果が向上す

ることが考えられる。今後も本治療法の確立

に向けてさらなる研究を行う予定である。 

 

図５．口腔癌細胞のスフェロイドに対する

PIT の効果。PIT3 日後の位相差顕微鏡像およ

び LIVE/DEAD 2 重染色像を示す。Green 染色

は生細胞を Red 染色は死細胞を示す。bar 

=100 m 
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