
東京慈恵会医科大学・医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６５１

研究活動スタート支援

2023～2020

光反応性血管新生阻害剤による腫瘍選択的治療法の開発

Development of a Tumor-Selective Therapy Using Photo-Responsive Angiogenesis 
Inhibitors

００８８４７８５研究者番号：

西村　尚（Nishimura, Takashi）

研究期間：

２０Ｋ２２８２４

年 月 日現在  ６   ６   ７

円     2,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ApcMin/+マウスを用いて、腫瘍内血管内皮を標的とする新たに開発
された光免疫療法がマウスに自然発がんした大腸がんに有効か確認することである。血管内皮に発現する
VEGFR-2を標的とした光感受性抗体化合物（DC101-IR700）を投与し、内視鏡下で腫瘍に集積する蛍光を確認し
た。さらに腫瘍に近赤外光を照射して光免疫療法を行い、無治療コントロールと比較して有意に良好な抗腫瘍効
果が得られたことを確認した。治療後、がん細胞の消失と炎症細胞の浸潤、血管内皮のフィブリノイド壊死が観
察され、病理学的にも腫瘍内の血管内皮傷害によって抗腫瘍効果が得られたことが確認された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to evaluate the efficacy of a newly developed 
photoimmunotherapy (PIT) targeting tumor endothelial cells in spontaneously developed colorectal 
cancer in ApcMin/+ mice. The study utilizes a photosensitive antibody compound (DC101-IR700) 
targeting VEGFR-2, expressed on the endothelial cells. The fluorescence accumulation in the tumor 
was confirmed via endoscopy following the administration of the compound. Subsequent exposure of the
 tumor to near-infrared light initiated the PIT process. A significant antitumor effect was observed
 when compared to untreated controls.
After treatment, pathological examination revealed the disappearance of cancer cells, infiltration 
of inflammatory cells, and fibrinoid necrosis of the vascular endothelium. These findings confirmed 
that the antitumor effects were mediated through vascular endothelial injury within the tumor.

研究分野：腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍内血管内皮のVEGFR-2を標的とする新しい光免疫療法（NIR-PIT）がマウス大腸がんの治療として有効である
ことを証明した。従来の皮下移植モデルとは違い、自然発がんするマウス大腸がんモデルを用いた実験で効果を
証明したため、人へ臨床応用しやすいことが期待される。この治療は正常細胞は傷害しないため従来のがん治療
法に比べて副作用が少なく、より腫瘍選択的で効果的な大腸がん治療法の確立に寄与する可能性がある。これに
より、患者の生存率の向上、及び生活の質の改善が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近赤外光免疫療法 (Near-infrared photoimmunotherapy; NIR-PIT) は従来のがん治療と異
なる新しいがん治療である。がん細胞特異的なモノクローナル抗体と生体に無害な近赤外光を
吸収して蛍光を発するプローブ IRDye700DX (IR700) の化合物は、がん細胞膜に結合し、近赤外
光の照射によって抗体の認識するがん細胞膜を標的選択的に破壊し、壊死が誘導される[1]。ま
た、この治療は蛍光プローブ IR700 の蛍光局在をガイドとして光線治療を行うことができるが
ん標的選択性の高い副作用の少ない治療法である。 
 
(2) 2020 年に切除不能な局所進行又は局所再発の頭頸部癌に対して保険適応となったが、この
薬剤は抗 EGFR 抗体に IR700 を化合したものであった。EGFR は扁平上皮がんや腺がんに多く発現
しているが、上皮系腫瘍の分子発現は多様であり、がん細胞膜抗原を標的とした既存の NIR-PIT
を幅広いがん腫に適応させるのは困難である。 
 
(3) 我々は新生血管に発現する VEGFR-2 を標的とした新しい作用機序の NIR-PIT を報告してき
た[2]。腫瘍内血管内皮発現分子を標的とした抗 VEGFR-2 抗体(DC101)と IR700 の化合物 DC101-
IR700 を作成し、ヒト胃がん細胞株を皮下移植したマウスモデルに対し、DC101-IR700 を用いた
NIR-PIT を施行し、高い抗腫瘍効果が得られたことを報告した。このがん新生血管に発現する
VEGFR-2 を標的とした新しい作用機序の NIR-PIT は、幅広いがん腫に対する適応が期待されてい
る。 
 
 
２．研究の目的 
今までに報告されている NIR-PIT の研究成果はマウス皮下腫瘍モデルを用いた検討が大部分
であったが、本研究課題ではマウスに自然発症する腫瘍に対して VEGFR-2 を標的とする NIR-PIT
によって診断・治療が可能であるかについて、臨床的に課題の多い潰瘍性大腸炎合併大腸がんの
克服を目指して、腸炎を背景に自然発がんするマウスモデルを用いて検討を行った。 
本研究の目的は、ApcMin/+マウスを用いて、腫瘍内血管内皮を標的とする新たに開発された NIR-
PIT がマウスに自然発がんした大腸がんに有効か確認することである。また、蛍光内視鏡を用い
てマウス大腸がんの蛍光イメージングが可能かの検討も行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗マウス VEGFR-2 抗体(DC101)と IR700 を結合し、DC101-IR700 を作成した。またがん細胞
膜に発現する CD44 に対する抗 CD44 抗体と IR700 を結合し、CD44-IR700 を作成した。In Vitro
実験ではマウス大腸がんの細胞株 Colon26 を使用した。Colon26 に DC101-IR700 もしくは CD44-
IR700 を投与し、蛍光顕微鏡にて DC101-IR700、CD44-IR700 の Colon26 細胞での局在を、またフ
ローサイトメトリーにて蛍光強度を測定した。さらに近赤外光を照射することで NIR-PIT を施
行し、細胞障害性の評価も行った。 
 
(2) ApcMin/+マウスに 2%デキストラン硫酸ナトリウム(DSS)を 1 週間内服させ、その 2週間後にマ
ウスをサクリファイスした。そして大腸を摘出して腫瘍が形成されているかを確認し、病理学的
評価を行った。また DC101-IR700 を静注した翌日にもマウスの大腸を摘出し、IVIS® Imaging 
System にて Ex Vivo 蛍光イメージングを施行した。 
 
(3) ApcMin/+マウスに 2%DSS を 1 週間内服させ、その 1 週間後にマウス大腸がんの内視鏡による
観察を行った。細径内視鏡をマウスの肛門から挿入し、白色光画像と蛍光画像を同時に撮影でき
るシステムにて、内視鏡観察を行った。 
 
(4) ApcMin/+マウスに 2%DSS を 1 週間内服させ、その 2週間後に In vivo における NIR-PIT を施
行した。DC101-IR700 を投与し、翌日にマウスの肛門からファイバーディフューザーを 1cm 挿入
し、近赤外光を大腸の管腔内から照射した。その 1週間後にマウスをサクリファイスして腸管を
摘出し、治療効果について検討した。コントロール群、DC101-IR700 投与のみの群、近赤外光の
照射のみの群、NIR-PIT を施行した群の 4群で比較した。また病理学的な評価も行った。 
 
４．研究成果 
(1)In vitro NIR-PIT 
①In vitro 実験にて、CD44-IR700 は Colon26 細胞において細胞膜に局在を蛍光顕微鏡で認めた
が、DC101-IR700 では蛍光が認められなかった(図 1)。 



②Colon26 細胞に特異的に結合する CD44-IR700 と
DC101-IR700 の蛍光シグナルをフローサイトメトリ
ーで測定し、CD44 と VEGFR-2 の発現レベルを評価し
た。 
フローサイトメトリーによる mean fluorescence 
intensity (MFI:アイソタイプ IgG コントロールとの
比) は、CD44-IR700 の投与で 18.89±0.47、DC101-
IR700 の投与で1.16±0.01であった(平均±SEM, n = 
3)(図 2)。これらの結果から、大腸がん細胞株である
Colon26 の細胞膜表面には VEGFR-2 が発現していな
いことが明らかとなった。 
 
③次に、35mmDish にまいた Colon26 細胞に CD44-IR700 もし
くは DC101-IR700 を投与した後に近赤外光を照射し、In vitro 
NIR-PIT を施行した。CD44-IR700 を用いた NIR-PIT では近赤外
光の光量依存的に細胞死亡率が上昇したのに対し、DC101-IR700
を用いた NIR-PIT では細胞死は誘導されなかった(図 3)。従来
の NIR-PIT 実験と同様に、In vitro NIR-PIT では、標的的細胞
の膜に抗体が結合すれば効果を発揮することが確認され、
VEGFR-2 は大腸がん細胞株(Colon26)には発現しておらず、
DC101-IR700 を用いた NIR-PIT では治療効果がないことが確認
された。 
 
(2) マウス大腸がんの発生確認と Ex vivo imaging 
①ApcMin/+マウスに DSS を 1週間内服させ、その 2週間後に
マウスをサクリファイスし、大腸を摘出し観察した。肉眼
的にも隆起した腫瘍が確認され、H.E.染色においても腺が
んであることが確認された(図 4)。 
 
②また DC101-IR700 を投与した翌日に大腸を摘出し、蛍光
イメージング装置(IVIS)にて撮影した画像では、腫瘍に一致して IR700 のシグ
ナルが集積していることが確認された(図 5)。 
このことから、ApcMin/+マウスに DSS を内服させることで大腸がんが発がんし、また Ex vivo 蛍
光イメージングにて、DC101-IR700 は腫瘍に一致して集積することが判明した。 
 
(3) マウス大腸がんの蛍光内視鏡観察 
蛍光内視鏡にて、腫瘍に一致した IR700 の蛍光を観察することが可能であった(図 6)。 
 
(4) Iv vivo NIR-PIT 
In vivo NIR-PIT を施行した 1 週間後にマウスを摘出し、治療効果判定を行っ
た。腸管を切り開き、肛門から 1cm までの腸管の面積を測定した。またその範囲内
に存在する腫瘍の面積も測定し、腫瘍/腸管面積の比を算出した。腫瘍腸管面積比
はコントロール群で 0.62±0.05、近赤外光照射群で 0.60±0.06、DC101-IR700 投
与群で 0.63±0.06、NIR-PIT 群で 0.04±0.02 であった(平均±SEM, n=7)。NIR−PIT
群の腫瘍/腸管面積比はコントロール群と比較して有意に低値であった(図 7, n=7, 
*P < 0.0001: PIT 群 vs.コントロール群; Student’s t test)。 
 
(5) 病理学的検討 
H.E.染色にて、近赤外光を照射した範囲は炎症細胞診浸潤、壊死所見を認め
腫瘍細胞は消失していた。管腔側の血管内皮にはフィブリノイド壊死の所見が
観察された。CD34 染色による血管内皮の評価では、血管は漿膜側で検出された
が、管腔側では内皮細胞の密度が低下していることが観察された(図 8)。DSS を
内服させず、腫瘍を発生しなかったマウスにも DC101-IR700 を用いた NIR-PIT
を施行したが、粘膜には病理学的に傷害が認められなかった(図 9)。 



 
 
 
 
 
 

 
 
本研究では自然発がんしたマウス大腸がんに対し、内視鏡にて蛍光イメージングが可能であ
ることを証明し、さらに血管内皮に発現する分子に対する VEGFR-2 抗体を用いた NIR-PIT にて、
高い抗腫瘍効果が得られることを証明した。 
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