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研究成果の概要（和文）：  ヒト歯肉扁平上皮癌細胞に対するドセタキセルの細胞毒性は、41～42℃で45～60分
間暴露で最大となった。ドセタキセル、クロモン誘導体およびマイルドハイパーサーミアは、ヒト歯肉癌細胞の
G2/M期停止を誘導しsubG1期を相乗的に増大した。口腔扁平上皮癌治療の有効性が得られた。
　新規癌指向性磁性酸化鉄ナノ粒子添加細胞に近赤外線照射または交流磁場印加で、subG1期の増加、この試薬
の核内移行、アポトーシスDNA断片化が認められた。この試薬をヒト歯肉癌細胞担癌ヌードマウスの心臓に注射
後、近赤外線照射また交流磁場印加で腫瘍の縮小が認められ、口腔がん治療に対する期待が得られた。

研究成果の概要（英文）：The cytotoxicity of docetaxel on human gingival squamous cell carcinoma 
Ca9-22 cells was maximal after exposure for 45 to 60 minutes at 41 to 42 °C. 
  Docetaxel, chromone derivatives, and mild hyperthermia induced G2/M phase arrest and 
synergistically increased subG1 phase in Ca9-22 cells. Efficacy in the treatment of oral squamous 
cell carcinoma was obtained.
　Near-infrared irradiation or application of AC magnetic field to Ca9-22 cells with novel 
cancer-directed magnetic iron oxide nanoparticles increased subG1 phase, nuclear translocation of 
this reagent, and apoptotic DNA fragmentation. After injection of the reagent into the hearts of 
Ca9-22 cell carcinoma-bearing nude mice, near-infrared irradiation and application of alternating 
magnetic fields resulted in tumor shrinkage. This reagent and tissue hyperthermia showed promise for
 the treatment of oral cancer.

研究分野：口腔外科学

キーワード： ハイパーサーミア 　細胞透過性ペプチド　新規癌指向性磁性酸化鉄ナノ粒子　ICG　磁性酸化鉄ナノ粒
子　近赤外線 　交流磁場 　口腔癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　進行性口腔癌の治療では広範囲な摘出手術が行われ、術後機能障害や整容障害が大きな問題となるため非侵襲
的治療方法が求められている。その治療戦略に磁場誘導組織内温熱療法などのハイパーサーミアが挙げられる。
　本研究は超選択的動注療法とマイルドハイパーサーミア（41℃）による進行性口腔癌の革新的低侵襲治療法を
開発する目的で、新規癌指向性磁性酸化鉄ナノ粒子の心臓内注射と近赤外線照射や交流磁場印加でのマイルドハ
イパーサーミアによる治療の有用性を検討した。その結果、担癌マウス腫瘍の縮小・消失が認められたことや低
分子抗がん剤との併用療法の有効性が得られたことは、ヒトへの臨床応用開発に向けて大きな意義がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
口腔癌の標準治療は手術であり早期癌の場合は術後の障害も少ないが、進行癌の場合は術 

後機能障害（咀嚼・嚥下・構音）が大きく、また他領域の癌ではみられない整容障害が大き 

な問題となるため非侵襲的治療が強く求められる。その治療戦略の一つにハイパーサーミア 

が挙げられる。特に口腔癌の原発巣に対しては磁場誘導加温法を用いた組織内温熱療法が注 

目されており、その開発が期待されている。口腔癌治療のために、新規抗癌剤と温熱療法併用

による抗腫瘍作用の増強効果並びに新規癌指向性磁性酸化鉄ナノ粒子の心臓内注射とハイパー

サーミアによる革新的低侵襲治療法を開発することを目的とする。 

２．研究の目的 
 （１）新規抗癌剤と温熱療法を併用することにより、抗腫瘍作用の増強効果について検討し、 

口腔癌の革新的低侵襲治療法を開発することを目的とする。 

 （２）癌細胞特異的選択毒性を示す細胞透過性ペプチド（国内特許出願中：特願2019- 

115222）を磁性酸化鉄ナノ粒子に結合した新規癌指向性磁性酸化鉄ナノ粒子を用いた 

磁場誘導組織内加温法に着目した。口腔癌の革新的低侵襲治療法を開発することを目 

的とする。 

３、研究の方法 
（１）実験材料と試薬：クロモン誘導体（化合物 A）は、城西大学薬学部の杉田義昭教授、高

野浩一教授より供与された。細胞：ヒト口腔扁平上皮癌細胞 Ca9-22、HSC-2、HSC-3、HSC-4

とヒト歯肉線維芽細胞 HGF、ヒト歯根膜線維芽細胞 PLF を用いた。これらの細胞は 37℃、

5%CO2 インキュベーター内で、10%の非働化した FBS を含む DMEM で培養した。細胞傷害

活性：生細胞を DMSOに溶解しMTT法で測定した。Mild hyperthermia (Mild HT) 効果の細胞

傷害促進効果(SI値)の算出：41℃、 42℃、 43℃の暴露には CO₂インキュベーターを用いた。

37℃あるいは 41℃で 45~60 分、種々の薬剤を処理後、新鮮培地で 48 時間培養後、MTT 法に

て測定した。濃度依存性曲線から CC50値を算出し、SI=CC50 (37℃)/CC50 (41℃）値を次式で求

めた。細胞周期解析：サンプルで処理した細胞を 1%パラフォルムアルデヒドで固定した後、

PBSで 2回洗浄後、RNase A で RNAを分解し、propidium iodideで DNAを染色後、セルソー

ターにより細胞周期解析を行った。SubG1分画の DNAの断片化を調べた。Combination Index 

(CI値)の算出：Mild HT単独、薬剤処理単独、mild HTと薬剤の併用による subG1細胞の増加

率をそれぞれ A, B, Cとした場合、CI=(A+B)/C。CIが、<1、1、>1の場合を、それぞれ相乗作

用、相加作用、拮抗作用と定義した。統計処理：実験値は、平均値±S.D.(n=3)で表示した。2群

間の比較は、t-検定により、多重解析は、ANOVA/Bonferroni補正(SPSS version 27.0)により行っ

た。p<0.05 を有意差ありとした。 

（２）温熱療法用ペプチドの作製： 細胞透過性ペプチド   

(CPP)のＮ末端にクリック反応で ICG を、Ｃ末端に金とメ  

チオニンの部位選択的に固定化によって Au/Ferucarbotran 

を結合させた温熱療法用ペプチド試薬を作製した。ヒト歯 

肉扁平上皮癌Ca9-22細胞とヒト歯肉線維芽細胞HGF細胞に  

よる in vitro 実験: 各細胞を温熱療法用ペプチド添加 

10%FBS 添加 α-MEM （400 µg/ml）で７日間培養した。細胞  

を回収後、Super Lizer PX Type 1 で約 800 nm の近赤外線  

を 30 分間照射または EASYHEAT0224 で 400 A、周波数 284 kHz、１時間、磁場印加した。さら 

に７日間培養後、Cell Sorter SH800S による細胞周期解析、共焦点顕微鏡での観察、DNA ラダ   



ー解析を行った。Ca9-22 細胞担癌ヌードマウスによる in vivo 実験: Ca9-22 細胞担癌 BALB/ 

cSlc-nu/nu マウスの心臓左心室に温熱療法用ペプチドを 1200 µg/200 µl を注射し、７日後近 

赤外線を 30% 3 分 10 回 30 分間 (162 ジュール)照射した。一方、磁場印加による影響を調べ 

るために、400 A、周波数 284 kHz (約 20 ミリテスラ、200 ガウス)１時間印加した。体重、腫 

瘍体積の増加率を測定した。近赤外線照射実験は、１群６匹で、control 群、近赤外線単独群、 

試薬単独群、試薬＋近赤外線照射群の４群に分け行った。交流磁場印加実験は、１群６匹で、 

control 群、磁場印加単独群、試薬単独群、試薬＋磁場印加群の４群に分け行った。統計処理 

は、４群の多重比較を行なうノンパラメトリック検定の Kruskal-Wallis 法を用い 5%未満を有 

意とした。有意差がある場合は、さらに Bonferroni 法を用い、その有意差を P値で表わした。 

４．研究成果 

（１）、研究の目的（１）に対する研究成果 

ア、HT感受性 

Ca9-22細胞は HT(41oC)に対する感受性が高いこ  

とが示された(p<0.05)。これに対して、ヒト歯肉線 

維芽細胞 HGFや歯根膜線維芽細胞 HPLFは、HT 

抵抗性であった。 次に、HTの至適温度、処理時 

間を検討した。41℃、45分から 60分の処理が最 

も顕著に、DTXによる Ca9-22細胞の細胞障害活 

性を増強した。43℃処理は、細胞傷害が強く現 

れ、併用効果がはっきり観察できなかった。HT 

の細胞傷害促進効果を、SI値を用いて定量化し 

たところ、41℃、42℃、43℃で、それぞれ、2.9、 

2.4、1.1を与え、41℃が至適であることが確認さ 

れた。過酸化水素（H2O2）にて 45分処理すると、 

細胞毒性は、4.8倍増強されることが判明 

した(SI=4.8)。Sodium ascorbateは、若干の促 

進効果が得られた(SI=1.6)。H2O2により誘導 

される細胞傷害も、mild HTにより増強され 

た。 

イ、Mild HTによる G2/M、subG1の集積 

Mild HT暴露 6時間後細胞の肥大が、24時間後 

細胞傷害が確認された。1 mM アクチノマイシン 

Dは、41℃および 42℃でも細胞傷害を誘導した。 

細胞周期解析を行ったところ、6時間後では G2/M 

期細胞の集積が起き、24時間後には subG1分画が 

増加した。41℃では、24 時間までに G2/M期への 

集積が増加した。42℃では 6時間後に G2/M期に 

集積し、24時間後に subG1 分画が増加した。41℃ 

に比べて 42℃では 24時間処理において G2/M期 

から subG1分画への移行がより顕著であった。 

DTXおよびクロモン誘導体(化合物 A)も同様 

に、G2/M、suG1集積を誘導した。 



Mild HTと DXTの併用による 

suG1集積促進効果を CIにより 

判定した。CIが１未満であり 

(CI=0.55, 0.63)、mild HPは、DTX 

あるいは化合物 Aの Ca9-22細 

胞の subG1集積性を相乗的に増加 

させたることが明らかになった。 

通常の HTインキュベーターを 

使った場合も、mild HTへの暴露 

は、DTXあるいは化合物 Aによる 

subG1集積を相乗的に増加した。    

本研究では、oral squamous cell carcinoma  

(OSCC) に対して非常に高い腫瘍選択性を 

示すDTXまたは化合物Aの 2種類のG2/M  

遮断薬と同様の G2/M蓄積誘導を起こす 

mild HTを併用することで、OSCCに対する  

細胞毒性作用が相乗的に増強されることが 

示された。このような併用は、抗がん剤の 

必要量を減らすことで治療費を削減し、ケ 

ラチノサイト毒性や神経毒性などの副作用 

を緩和することが期待される。今後、mild  

HT単独の正常上皮細胞や神経細胞に対す 

る細胞毒性、舌癌への適用の可否、G2/M遮 

断薬以外の抗癌剤との相乗効果などを検討 

する必要がある。 
 
（２）研究の目的（２）に対する研究成果 

ア、温熱療法用ペプチドと近赤外線照射による mild HTの影響 

試薬非添加細胞で 39℃であったが、  

添加細胞では 41.6℃まで上昇した。  

HGF 細胞は試薬添加と近赤外線照射の 

影響はほとんどなかった。試薬添加 

Ca9-22 細胞に近赤外線照射したとこ 

ろ、subG1 期細胞が 77%まで増加した。 

試添加近赤外線非照射での、G0G1 期、S期、 

G2M 期では試薬の核内移行は認められず、試 

薬添加 Ca9-22 細胞に近赤外線照射で subG1 

期の細胞では試薬の核内移行が認められた。 

subG1 期の細胞の DNA ラダー解析を行ったと 

ころ、アポトーシス性 DNA ラダーが認められ 

た。 



In vivo 実験の 4群おいて、マウスの体重 

変化は認めらなかった。腫瘍体積は、試薬動 

注のみまたは試薬動注・近赤外線照射マウス 

群は、control 群と近赤外線照射のみと比較 

して、 3 週間まで統計学的に優位に減少が認 

められた。試薬動注と近赤外線照射はそれぞ 

れ 1回のみで行われたが、治療効果は試薬投 

与から 4週間目までは有効であると思われ 

る、温熱療法用ペプチドの動脈投与と近赤外 

線照射は、口腔癌の細胞内温熱療法としての 

期待が得られた。 

イ、温熱療法用ペプチドと磁場印加による mild HTの影響 

光ファイバー温度計で磁場印加による温  

度上昇を測定したところ、試薬添加と非添加 

で差が認められなかった。HGF 細胞は試薬添 

加と磁場印加の影響はなかった。Ca9-22 細 

胞は、磁場印加単独で G2M 期細胞の上昇が認 

められ、さらに試薬添加・磁場印加により、 

subG1 期細胞が 67%増加した。 

試薬添加 Ca9-22 細胞に磁場非印加では、 

G0G1 期、S期、G2M 期とも試薬の核内移行は 

認められず、試薬添加 Ca9-22 細胞に磁場印 

加で増加が認められた subG1 期の細胞では、 

試薬の核内移行が認められた。subG1 期の細 

胞の DNA ラダー解析を行ったところ、アポト 

ーシス性 DNA ラダーが認められた。 

試薬動注した腫瘍局所への磁場印加によ 

って、腫瘍局所温度が mild HT条件である 41～ 

42℃に上昇した。In vivo 実験の 4群おいて、マ 

ウスの体重変化は認めらなかった。腫瘍体積は、 

試薬動注のみまたは試薬動注・磁場印加マウス群 

は、control 群と磁場印加のみと比較して、１、 

3 週で統計学的に優位に減少が認められ 

た。 

試薬動注と磁場印加はそれぞれ 1回の 

みで行われたが、治療効果は試薬投与か 

ら３週間目までは有効であると思われ 

る。温熱療法用ペプチドの動脈投与と磁 

場印加は、口腔癌の細胞内温熱療法とし 

ての期待が得られた。 
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