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要旨 

近年、頭頸部扁平上皮癌の治療において、放射線化学療法を選択する機会が多

くなっているが、本研究ではシスプラチンミセル（CDDP/m）、cRGD搭載シス

プラチンミセル（cRGD-CDDP/m）の開発により、ヒト舌癌マウスモデルにお

ける舌腫瘍、転移リンパ節への効率的な薬剤送達を試みた。cRGD-CDDP/m投

与時では、薬剤投与早期における舌腫瘍、転移リンパ節への効率的な薬剤集積

が認められ、優れた抗腫瘍効果を発揮した。これらの結果から、腫瘍ならびに

腫瘍新生血管に発現する αvβ3インテグリン、αvβ5インテグリンを能動的に標

的可能な cRGDリガンドの高分子ミセルへの応用が効果的である事が示唆され

た。 
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1. 序文 

1.1. 頭頸部扁平上皮癌治療の現状 

	 癌は全世界において主要死因の一つであり、人口増加、高齢化に伴い、今後

も患者数が増加する事が予想される[1, 2]。その中でも頭頸部扁平上皮癌は、初

診時における頸部リンパ節転移症例が多く、そのコントロールが困難でかつ予

後に影響してくる事から難治性癌として知られており、手術療法、放射線療法、

化学療法を組み合わせた集学的治療を施行したとしても、治療後の 5年生存率

は 50%台にとどまっている[3]。また、頭頸部扁平上皮癌は構音・発声・咀嚼・

嚥下といった機能を担う器官に発生するために、その治療にあたっては生命予

後と機能温存の両側面を達成する事が求められる[4]。例えば、これまで喉頭癌、

下咽頭癌においては、生存率を優先するために喉頭機能を犠牲にした手術療法

が選択される機会が多かったが、近年は放射線化学療法の治療成績が向上した

ため、機能温存、転移制御の観点から放射線化学療法が選択される事が増えて

いる[4-10]。また化学療法は、手術や放射線治療の適応のない再発・遠隔転移症

例群に対して、生存期間の延長と quality of life（QOL）の改善を認める事から

同症例群の標準治療となっている[11, 12]。しかし、現在（放射線）化学療法に

使用されているシスプラチン（CDDP）は、抗腫瘍効果が高い薬剤ではあるが、
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その反面骨髄抑制、腎機能障害などの副作用が問題となっており（表 1）[10, 13]、

また放射線化学療法施行中の急性期有害事象である治療部位の粘膜炎、疼痛に

よる摂食障害により、治療の完遂が出来ない場合も少なくない[14]。さらに、

放射線化学療法施行後の晩期有害事象である嚥下障害、口腔咽頭粘膜の乾燥に

苦しむ事例を、実際の臨床現場でもしばしば経験する[15, 16]。この事から、頭

頸部扁平上皮癌治療においては、合併症が少なく、治療効果の高い治療法の開

発が求められている。 

表1. 頭頸部癌治療薬の毒性（◎：高頻度、○：中頻度） 

薬
剤
名 

腎
毒
性 

血
液
毒
性 

嘔
吐 

下
痢 

粘
膜
炎 

肺
毒
性 

ア
レ
ル
ギ
䤀
反
応 

聴
力
障
害 

シスプラチン 

（白金製剤） 
◎ ○ ◎    ○ ○ 

5-FU 

（代謝拮抗薬） 
  ○ ◎ ○ ○   

ドセタキセル 

（タキサン系） 
 ◎ ○  ○ ○ ○  

パクリタキセル 

（タキサン系） 
 ◎ ○  ○ ○ ◎  

セツキシマブ 

（分子標的薬） 
    ○ ○ ○  
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1.2. ドラッグデリバリーシステム 

	 近年、ナノテクノロジーを利用したドラッグデリバリーシステム（drug 

delivery system、DDS）の開発研究が医工連携を基盤として盛んに行われている。

DDSとは、薬剤の体内分布を量的、時間的、空間的にコントロールし、標的臓

器での薬効を高める一方で、副作用を低減させるシステム（技術）の事で、特

に毒性の高い抗がん剤での応用、新規創薬開発が行われている。現在本邦にお

いて臨床応用されている DDS製剤としては、化学療法後に増悪した卵巣癌に対

するドキシルビシン内包リポソーム（ドキシル）、C型慢性肝炎、B型慢性活動

性肝炎に対する PEGインターフェロンなどがあり、いずれも治療の中核を担っ

ている。前述の如く、頭頸部扁平上皮癌の key drugとして用いられるCDDPは、

効果が高い薬剤である反面、骨髄抑制、腎機能障害、食欲不振（嘔吐）などの

副作用が臨床上の問題となっており（表 1）、感染防御対策、十分な補液、状況

によっては胃瘻増設などの様々な対処を要するため、療法中の入院での厳重管

理を余儀なくされる。そこで、DDSを抗がん剤へと応用する事により、病巣部

であるがん細胞のみに選択的、効果的に薬剤を送達し、正常細胞へダメージを

与える事なくがん治療が可能になる事が期待される。その結果、骨髄抑制、腎

機能障害、食欲不振などの副作用から解放され、更に入院での厳重管理を必要
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とせず、外来での DDS抗がん剤治療が可能となる時代が到来する事も考えられ

る。DDS 抗がん剤治療は、頭頸部扁平上皮癌患者の QOL の改善に寄与するだ

けでなく、働きながら外来にて治療可能になる事で、医療経済、労働生産性の

面においても多大なメリットがあると期待されている。 
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1.3. 高分子ミセル型ドラックデリバリーシステム 

	 ポリエチレングリコール（PEG）とポリアミノ酸のブロック共重合体を用い

て、それらと薬剤が水中で自己集合する事により形成される高分子ミセルは、

1980年代後半から東京大学大学院工学系研究科片岡研究室にて研究、開発が進

められてきた[17]。これらの高分子ミセルは、疎水性の中核（コア）に薬剤（抗

がん剤）を内包し、外殻（シェル）は親水性の PEGで覆われているため、免疫

系の異物認識機構を回避する事ができ、高い安定性により優れた血中滞留性が

認められている（図 1）。また、数十 nmサイズの高分子ミセルは、腫瘍組織の

新生血管の隙間構造、血管透過性を利用した enhanced permeability and retention

（EPR）効果[18]を介してがん組織へと効率的に集積する事が知られており、が

ん組織へと到達した高分子ミセルは、組織内の環境変化に応答して、内包され

た薬剤を制御放出する事が可能となる事から、DDS製剤として理想的な機能を

有している（図 2）[19, 20]。さらに、高分子ミセルのサイズを制御する事も可

能であり[21, 22]、様々な担癌マウスモデルを用いたサイズ効果の検証において

は、がん組織へのミセルの集積性や浸透性の観点から、ミセルサイズを 30nm

程度へ調節すべきである事が確かめられている[22]。 
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図1. 高分子ミセル（シスプラチンミセル：CDDP/m）の模式図 

 

 

 

図2. 高分子ミセルの全身投与から標的部位までの薬剤送達経路模式図 
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現在、シスプラチン内包高分子ミセル（CDDP/m）、パクリタキセル内包高分

子ミセルが第Ⅲ相臨床試験、ダハプラチン（オキサリプラチン活性本体）内包

高分子ミセル、エピルビシンミセルが第Ⅰ相臨床試験まで進んでおり、早期の

臨床応用が期待されている（表 2）。 

 

表2. 臨床試験中の抗がん剤内包高分子ミセル 

名称 ミセル名称 対象癌腫 臨床試験 

NC-6004 シスプラチンミセル 膵癌 第Ⅲ相 

NK105 パクリタキセルミセル 乳癌 第Ⅲ相 

NC-4016 ダハプラチンミセル 固形癌 第Ⅰ相 

NC-6300 エピルビシンミセル 軟部肉腫 第Ⅰ相 
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1.4. アクティブターゲッティング型ドラックデリバリーシステム 

	 前述の如く、腫瘍組織の新生血管の隙間構造、血管透過性など、その組織が

自然な状態で備えている機能を受身に利用するパッシブターゲティング

（passive targeting）は、高分子ミセルの粒子径を最適化する事で、EPR効果を

介してがん組織へと特異的に集積するという特徴を有している。一方で、標的

とする細胞表面に高い親和性を示すリガンド分子を高分子ミセル表層に搭載す

るターゲティング手法は、アクティブターゲティング（active targeting）と呼ば

れており、高分子ミセルの標的指向性をさらに向上させ、治療効果を改善させ

る可能性を有している。高分子ミセル表層に搭載するリガンド分子として、腫

瘍細胞や腫瘍新生血管に過剰発現している αvβ3/αvβ5インテグリンに特異的に

結合するアルギニン−グリシン−アスパラギン酸から構成される環状ペプチド

（cRGD ペプチド）[23-25]、腫瘍細胞に過剰発現しているシアル酸に結合する

フェニルボロン酸（phenylboronic acid, PBA）、腫瘍細胞膜上、腫瘍血管、腫瘍

間質に発現している組織因子（tissue factor）に特異的に結合する抗組織因子抗

体（anti-tissue factor antibody）が挙げられ、抗がん剤内包高分子ミセルの効果を

高めたという研究報告がされている[26-28]。 
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1.5. cRGD搭載抗がん剤内包高分子ミセル 

上述のアクティブターゲッティング型ドラックデリバリーシステムを利用し

たミセル製剤の中で、腫瘍新生血管に発現している αvβ3 インテグリン、腫瘍

細胞上に高発現している αvβ3/αvβ5インテグリンに結合する cRGDペプチドを

ミセル表面へと搭載した cRGD搭載抗がん剤内包高分子ミセルは、腫瘍細胞の

標的化に有用であり、CDDPを key drugとして使用している頭頸部癌領域にお

いても、その効果が期待される薬剤の一つである。これまで我々の研究室にお

いては、ダハプラチン（オキサリプラチン活性本体）内包高分子ミセル

（DACHPt/m）の表層 PEG末端に cRGDペプチドを搭載したアクティブターゲ

ッティング型のミセル製剤（cRGD-DACHPt/m）を構築しており、悪性度の高

い脳腫瘍である膠芽腫に対する高い抗腫瘍効果を確認している。また、cRGD

ペプチドの DACHPt/m への導入率を検討した結果、導入率が 20~40%の

cRGD-DACHPt/m は、導入率 100%の cRGD-DACHPt/m に比し、担癌マウスに

おける尾静脈投与後の腫瘍集積性に優れていたと報告しており、逆に cRGDペ

プチドの導入率を上げすぎる事で、αvβ3インテグリンが発現している肝臓への

薬剤集積が高くなり、腫瘍への薬剤集積性が低下してしまう点に関しても言及

している[26]。 
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図3. アクティブターゲティング型高分子ミセル（cRGD搭載シスプラチンミセ

ル：cRGD-CDDP/m）の模式図 

 

 

 

図4. アクティブターゲティング型高分子ミセルの全身投与から標的部位まで

の薬剤送達経路模式図 
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1.6. がん幹細胞 

	 がん組織の中には、少数ながら自己複製能と多分化能を有するがん幹細胞が

存在し、がんの転移、再発、耐性獲得に寄与していると考えられている。非が

ん幹細胞は放射線化学療法にて駆逐できる可能性が高い一方で、がん幹細胞は

がんニッチの制御を受け細胞増殖の静止期にあり、現行の放射線化学療法に対

し耐性を示す事から（図 5）、がん幹細胞をターゲットとした新規薬剤、治療法

の開発が盛んに行われている[29-32]。 

 

 

図5.	 がん幹細胞の治療抵抗性と再発転移様式 

 

頭頸部扁平上皮癌治療においても、しばしば再発、転移が治療上の問題となる

事から、がん幹細胞の存在、寄与が考えられており、それらをターゲットとし

た新規薬剤の開発、治療法の確立が期待されている。頭頸部扁平上皮癌のがん
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幹細胞マーカーとしては CD44が報告されているが[33, 34]、その中でも CD44

のバリアントアイソファーム（CD44v）の発現が局所進展、転移、再発、薬剤

抵抗性、予後に関連しているという報告がみられ[35-38]、この CD44v をター

ゲットとした治療法が検討されている[39, 40]。この CD44vは、細胞膜上でシ

スチントランスポーターのサブユニットである xCT と結合する事でシスチン

の取り込みを活性化させ、グルタチオンの生成を促進する事で活性酸素の蓄積

に抑制的に作用しており、この事ががん幹細胞の特性の一つである酸化ストレ

ス抵抗性の獲得に関与していると考えられている（図 6）[38]。そこで、がん幹

細胞のみならず、非がん幹細胞を含めた双方に対する効果的な新規薬剤の開発

により、転移、再発、薬剤耐性などの治療上の問題が克服される事が期待され

ている。 

 

図6.	 CD44vにおける酸化ストレス抵抗性獲得機序の模式図 
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2. 本論文の目的 

	 申請者の所属する研究室では、ナノテクノロジーを応用したドラッグデリバ

リーシステムの開発を行っている。これまでの研究で、CDDP をミセルに内包

（シスプラチンミセル：CDDP/m）することによって、ヒト舌癌同所移植マウ

スモデルにおける効率的な薬剤送達と高い抗腫瘍効果を確認している[41]。こ

の CDDP/mの有効性は、腫瘍組織の新生血管の隙間構造、血管透過性を利用し

た EPR効果に起因しており、ミセルの粒子径を最適化する事で、高い腫瘍組織

浸透性を実現している[42]。この CDDP/mは、膵臓癌において国内外で第Ⅲ相

臨床試験、頭頸部癌においても海外で第Ⅰ相臨床試験が進行中であり、近い将

来、日常診療においての使用が期待されている。 

	 本研究では、CDDP/mをさらに改良し、がん幹細胞への標的指向性を付与し

たミセルの開発を目的とする。従来の CDDP/mは、EPR効果を利用したパッシ

ブターゲッティング（受動的ターゲッティング）に依存するが、標的指向性を

付与したアクティブターゲッティング（能動的ターゲッティング）型のミセル

は、さらに効果的な抗腫瘍効果を期待できる。αvβ3/αvβ5 インテグリンは、腫

瘍細胞や新生血管において過剰発現しているため、腫瘍、腫瘍新生血管を標的

とするには好都合である。よって αvβ3/αvβ5インテグリンと親和性の高い環状
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型 RGDペプチド（cRGD）をリガンドとして用いた「cRGD搭載シスプラチン

ミセル」（cRGD-CDDP/m）を新規合成する。このアクティブターゲッティング

型の cRGD-CDDP/mが、がん幹細胞マーカーである CD44vに対し効果的に作用

するか、また、CD44vが関連している転移癌に対して優れた抗腫瘍効果を示す

かについて解析検討をし、DDSによる転移、再発、耐性癌の克服を目指す。
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3. 方法 

3.1. 材料 

	 cis-ジアンミン白金 (II)ジクロリド、Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM)-high glucose培地は、シグマアルドリッチ（アメリカ合衆国、ミズーリ

州、セントルイス）より購入した。AlexaFluor 555-succinimidyl ester、Alexa Fluor 

647-succinimidyl ester、Minimum Essential Medium (MEM)培地は、サーモフィッ

シャーサイエンティフィック株式会社（アメリカ合衆国、マサチューセッツ州、

ウォルサム）より購入した。cyclo[RGDfK(CX-)]（cRGDペプチド, X = 6-アミノ

カプロン酸）は、ペプチド研究所（日本、大阪府）より購入した。ウシ胎児血

清（FBS）は、大日本住友製薬株式会社（日本、大阪府）より購入した。リン

酸緩衝生理食塩水（PBS）は、和光純薬工業株式会社（日本、東京都）より購

入した。Cell Counting Kit-8は、同仁化学研究所（日本、熊本県）より購入した。

CellTiter-Glo 3D cell Viability Assay、ルシフェリンは、プロメガ（アメリカ合衆

国、ウィスコンシン州、マディソン）より購入した。Accutase は、イノベーテ

ィブセルテクノロジーズ（アメリカ合衆国、カリフォルニア州、サンディエゴ）

より購入した。マウス抗ヒト αvβ3インテグリン抗体、マウス抗ヒト αvβ5イン

テグリン抗体は、R&Dシステムズ社（アメリカ合衆国、ミネソタ州、ミネアポ
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リス）より購入した。ウサギ抗マウス β3 インテグリン抗体は、Cell Signaling 

Technology社（アメリカ合衆国、マサチューセッツ州、ダンバース）より購入

した。ラット抗マウス α5β1 インテグリン抗体は、Merck 社（ドイツ、ダルム

シュタット）より購入した。ラット抗ヒト CD44v9抗体は、コスモ・バイオ株

式会社（日本、東京都）より購入した。Alexa488標識ロバ抗ラット IgG（H&L）

抗体、Alexa647標識ヤギ抗マウス IgG（H&L）抗体、Alexa488標識ロバ抗ウサ

ギ IgG（H&L）抗体、ラット IgG2aアイソタイプコントロール抗体[RTK2758]、

マウス IgG1アイソタイプコントロール抗体[15-6E10A7]は、アブカム社（イギ

リス、ケンブリッジ）より購入した。ビオチン標識ウサギ抗ラット IgG 抗体、

VECTASTAIN Elite ABC Reagentは、Vector laboratories社（アメリカ合衆国、カ

リフォルニア州、バーリンゲーム）より購入した。ペルオキシダーゼ標識ヤギ

抗ウサギ IgG抗体は、ニチレイバイオサイエンス株式会社（日本、東京都）よ

り購入した。TSA Cyanine 3 Systemは、パーキンエルマー（アメリカ合衆国、

マサチューセッツ州、ウォルサム）より購入した。抗 CD31抗体は、Santa Cruz 

Biotechnology社（アメリカ合衆国、カリフォルニア州、サンタクルーズ）より

購入した。イソフルラン吸入麻酔液は、ファイザー株式会社（アメリカ合衆国、

ニューヨーク州、ニューヨーク）より購入した。Matrigel Matrixは、BD社（ア
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メリカ合衆国、ニュージャージー州、フランクリンレイクス）より購入した。 

 

3.2. 細胞と実験動物 

	 リンパ節高転移能を有するヒト舌癌細胞株（SAS-L1）、ならびにその GFP発

現株（SAS-L1-GFP）は、昭和大学歯学部口腔外科学講座より譲り受けた。SAS-L1

のルシフェラーゼ発現株（SAS-L1-Luc）は、東京大学大学院医学系研究科病因・

病理学専攻分子病理学分野（宮園研究室）より譲り受けた。ヒト口腔癌細胞株

（HSC-2）は、理化学研究所（日本、茨城県）より購入した。BALB/cヌードマ

ウス（メス、体重 18-20g、6週齢）は、日本チャールズリバー（日本、神奈川

県）より購入した。全ての動物実験は、東京大学動物実験実施規則に従って行

われた。 

 

3.3. CDDP内包高分子ミセル（CDDP/m）の調製 

	 cis-ジアンミン白金(II)ジクロリドを 70℃の純水に完全に溶解させ、0.22 μm

フィルターを用いて精製し CDDP溶液を得た。先行研究において報告された手

法[22, 43, 44]により、ブロック共重合体ポリエチレングリコール-b-ポリグルタ

ミン酸（poly(ethylene glycol)-b-poly(L-glutamic acid): MeO-PEG-b-P(Glu)）（PEG
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分子量(Mn,PEG) = 12,000、P(Glu)重合度(DPP(Glu)) = 40）を合成し、得られた CDDP溶

液と混合し（[Glu]=5 mM, [CDDP]/[Glu] = 1.0）、37℃において120時間反応させ、

その後、純水による 24時間透析（Spectra/Pro 6透析膜、MWCO = 6,000-8,000）

と限外濾過（MWCO = 30,000）による精製を施行し、CDDP/mを調製した。調

製された CDDP/mの粒子径分布、ゼータ電位を、Zetasizer Nano ZS90（Malvern 

Instruments、イギリス、マルバーン）による動的光散乱法にて測定した。CDDP/m

溶液中の白金量は、Agilent 7700x ICP-MS（inductively coupled plasma mass 

spectrometry）（Agilent Technologies、アメリカ合衆国、カリフォルニア州、サン

タクララ）による誘導結合プラズマ質量分析法にて測定した。Alexa647で標識

さ れ た CDDP/m の 調 整 に は 、 MeO-PEG-b-P(Glu) の 代 わ り に

MeO-PEG-b-P(Glu)-Alexa647 を用い、上記手法を施行する事により

CDDP/m-Alexa647 を調製した。調製された CDDP/m-Alexa647 の蛍光強度は、

NanoDrop（Thermo Fisher Scientific、アメリカ合衆国、マサチューセッツ州、ウ

ォルサム）を用いて測定した。 

 

3.4. cRGD搭載 CDDP内包高分子ミセル（cRGD-CDDP/m）の調製 

	 ブロック共重合体マレイミドポリエチレングリコール-b-ポリグルタミン酸
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（ maleimide-conjugated poly(ethylene glycol)-b-poly(L-glutamic acid): 

Mal-PEG-b-P(Glu)）（PEG分子量(Mn,PEG) = 12,000、P(Glu)重合度(DPP(Glu)) = 40）を、

先行研究において報告された手法[26, 45]にて合成した。前述の手法にて精製し

た CDDP 溶液を、ブロック共重合体 MeO-PEG-b-P(Glu)とブロック共重合体

Mal-PEG-b-P(Glu) のモル比3:1の混合物に加え（[Glu]=5 mM, [CDDP]/[Glu] = 1.0, 

[MeO-PEG-b-P(Glu)]/[Mal-PEG-b-P(Glu)] = 1.0）、37℃において 120時間反応させ、

その後、純水による 24時間透析（Spectra/Pro 6透析膜、MWCO = 6,000-8,000）

と限外濾過（MWCO = 30,000）による精製を施行し、Mal-CDDP/mを調製した。

得られたMal-CDDP/m 溶液に、cyclo[RGDfK(CX-)] (0.640 mM)を加え、37℃に

おいて 20 時間反応させ限外濾過（MWCO = 30,000）による精製を施行し、

cRGD-CDDP/mを調製した。ミセル表層への cRGDの導入率は 20%とした。先

行研究において、1H nuclear magnetic resonance（NMR）を用いてミセル表層へ

の cRGD導入率が 20%である事が確認されており[26, 46]、本研究においても同

様の調整方法を用いて cRGD-CDDP/mを調整した。調製された cRGD-CDDP/m

の粒子径分布、ゼータ電位を、Zetasizer Nano ZS90による動的光散乱法にて測

定し、cRGD-CDDP/m溶液中の白金量は、Agilent 7700x ICP-MSによる誘導結合

プラズマ質量分析法にて測定した。Alexa555 で標識された cRGD-CDDP/m は、



	 	 	 	 	 3. 方法 

 25 

MeO-PEG-b-P(Glu)の代わりにMeO-PEG-b-P(Glu)-Alexa555を用い、上記手法を

施行する事により cRGD-CDDP/m-Alexa555 を調製した。調製された

cRGD-CDDP/m-Alexa555の蛍光強度は、NanoDropを用いて測定した。 

 

3.5. CDDP/m、cRGD-CDDP/mの安定性、及び薬剤放出能評価 

薬剤安定性については、0.5mg/mlのCDDP/m、或いは cRGD-CDDP/m溶液0.5ml

と Buffer 溶液（NaCl:300mM、PBS:20mM）0.5ml との混合溶液をそれぞれ

マイクロチューブに注入し、37℃の条件下でインキュベーションを施行する事

で評価した。0、6、24、48時間後に、マイクロチューブ内のそれぞれの溶液を

75μlずつ採取し、CDDP/m、cRGD-CDDP/mの粒子径分布を、Zetasizer Nano ZS90

による動的光散乱法を用いて測定した。薬剤放出能については、0.5mg/ml の

CDDP/m、或いは cRGD-CDDP/m 溶液 0.5ml と Buffer 溶液（NaCl:300mM、

PBS:20mM）0.5mlとの混合溶液をそれぞれ透析膜内へと注入し、ガラス瓶中

に用意された 99ml溶液（NaCl:150mM、PBS:10mM）において、37℃の条件

下で透析（Spectra/Pro 6透析膜、MWCO = 6,000-8,000）を施行し評価した。0、

6、24、48時間後にそれぞれ、透析膜外のガラス瓶中の溶液を 1mlずつ採取し、

採取したサンプルに 90%硝酸を滴下し 180℃にて処理を施行した。溶液を完全
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に蒸発させた後に 1%硝酸を加え再び溶液にし、ICP-MSにて分析する事により、

透析膜外の Pt量を測定した。それぞれの実験にて得られた測定値について、0、

6、24、48時間における CDDP/m（n = 3）群と cRGD-CDDP/m（n = 3）群間の

統計学的有意差を ANOVA 及びスチューデントの t 検定を用いて検定し、薬剤

安定性、及び薬剤放出能を評価した。 

 

3.6. 頭頸部扁平上皮癌細胞株（SAS-L1-Luc、HSC-2）におけるインテグリン発

現解析 

	 1.0 × 106 cells/mlに調整した SAS-L1-Luc細胞懸濁液（DMEM-high glucose + 

10% FBS + 100 U/ml penicillin G + 100 μg/ml streptomycin）、HSC-2細胞懸濁液

（MEM media (NEAA, no glutamine) + 10% FBS）を、マイクロチューブに 500μl

ずつ分注し、4℃、400g、3minにて遠心し、上澄みの培地（DMEM-high glucose、

MEM）を除去した。その後、0.1% Bovine Serum Albumin (BSA) + 0.1%NaN3 + PBS

溶液を加え、再度 4℃、400g、3min にて遠心洗浄後、上澄み溶液を除去した。

1 次抗体として、マウス抗ヒト αvβ3 インテグリン抗体、或いはマウス抗ヒト

αvβ5インテグリン抗体のいずれかを 2μlずつ各サンプルマイクロチューブに加

え、また、アイソタイプコントロールとして、マウス IgG1 アイソタイプコン
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トロール抗体 1μl をアイソタイプコントロールサンプルマイクロチューブに加

え、それぞれを氷中にて 30分間インキュベーションした。0.1%BSA + 0.1%NaN3 

+ PBS溶液を加え、再度 4℃、400g、3minにて遠心洗浄を 2回施行し、2次抗

体として Alexa647標識ヤギ抗マウス IgG（H&L）抗体を 2μlずつ全マイクロチ

ューブに加え、氷中にて 30分間インキュベーションした。0.1%BSA + 0.1%NaN3 

+ PBS 溶液を 500μl ずつ全マイクロチューブに加え、4℃、300g、5minにて遠

心洗浄を 3 回施行した。 0.1%BSA + 2%FBS + PBS 溶液 10ml と 4’, 

6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 5μgを加え、DAPI溶液（0.5μg/ml）を調整し、

全マイクロチューブに 1ml ずつ加えた。全マイクロチューブ内の溶液を 35μm

セルストレーナーに通し不要な凝集細胞を除いた後で、BD LSRFortessa（BD、

アメリカ合衆国、ニュージャージー州、フランクリンレイクス）を用いたフロ

ーサイトメトリーにて、αvβ3、αvβ5インテグリンの発現解析を施行した。  

 

3.7. 頭頸部扁平上皮癌細胞株（SAS-L1-Luc、HSC-2）におけるがん幹細胞発現

解析 

	 CD44vの中でもそのアイソタイプである CD44v8-10は、がん幹細胞において

高頻度に発現しており[47]、転移や予後と関連するとの報告もある事から[48]、
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SAS-L1-Luc、HSC-2 における CD44v9 の発現解析を施行した。3.5 の実験方法

の如く、1.0 × 106 cells/mlに調整したSAS-L1-Luc細胞懸濁液（DMEM-high glucose 

+ 10% FBS + 100 U/ml penicillin G + 100 μg/ml streptomycin）、HSC-2細胞懸濁液

（MEM media (NEAA, no glutamine) + 10% FBS）を、マイクロチューブに 500μl

ずつ分注し遠心洗浄後、1 次抗体として、ラット抗ヒト CD44v9 抗体を各サン

プルマイクロチューブに 1μl ずつ加え、アイソタイプコントロールとして、ラ

ット IgG2aアイソタイプコントロール抗体 1μl をアイソタイプコントロールサ

ンプルマイクロチューブに加え、それぞれを氷中にて 45分間インキュベーショ

ンした。0.1%BSA + 0.1%NaN3 + PBS溶液を加え、再度 4℃、400g、3minにて遠

心洗浄を 2 回施行し、2 次抗体として Alexa488 標識ロバ抗ウサギ IgG（H&L）

抗体を 2μlずつ全マイクロチューブに加え、氷中にて 30分間インキュベーショ

ンした。その後、3.5 の実験方法の如く、遠心洗浄、DAPI 染色の後、BD 

LSRFortessaを用いたフローサイトメトリーにてCD44v9の発現解析を施行した。 

  

3.8. 平面培養系での SAS-L1-Luc細胞株に対する細胞増殖抑制試験 

	 2.0 × 103 cellsの SAS-L1-Luc細胞懸濁液 50μlを 96wellマルチプレートの各

wellに播種し、37°Cで 24時間インキュベーションした。培地で 2倍ずつ希釈
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する事で調整した各種濃度の CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/mをそれぞれ 50μl

ずつ各 wellに加え、37°Cで 24、48時間インキュベーションした。その後、Cell 

Counting Kit-8を各wellに 10μlずつ加え 37°Cで 2時間インキュベーション施行

し、マイクロプレートリーダー（Bio-Rad、アメリカ合衆国、カルフォルニア州、

ハーキュリーズ）を用いて生成されたホルマザンの 450nmの吸光度を測定する

事で、生細胞数を定量化した。それぞれの薬剤濃度に対する各 wellの生細胞の

割合をグラフ上にプロットし、50%阻害濃度（IC50）を算出した。 

 

3.9. 三次元培養系での SAS-L1-Luc細胞株に対する細胞増殖抑制試験 

	 4.0 × 102 cellsの SAS-L1-Luc細胞懸濁液 50μlを PrimeSurface® 96U白色プレー

ト（住友ベークライト株式会社、日本、東京都） の各 wellに播種し、37°Cで

96時間インキュベーションした。スフェロイドが形成されている事を確認した

上で、培地で 2 倍ずつ希釈する事で調整した各種濃度の CDDP、CDDP/m、

cRGD-CDDP/mをそれぞれ 50μlずつ各 wellに加え、37°Cで 48時間インキュベ

ーションした。CellTiter-Glo 3D® cell Viability Assayのキット溶液を各wellに 50μl

ずつ加え、5 分間攪拌振盪させ、37°C で 25 分間インキュベーション施行し、

GloMax-Multi Detection System（プロメガ、アメリカ合衆国、ウィスコンシン州、
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マディソン）を用いてルシフェラーゼの発光を測定する事で、スフェロイド中

の生細胞数を定量化した。それぞれの薬剤濃度に対する各 wellの生細胞の割合

をグラフ上にプロットし、IC50を算出した。 

 

3.10. 平面培養系での SAS-L1-Luc 細胞株における CD44v9 陽性細胞に対する

CDDP/m、cRGD-CDDP/mの効果 

	 1.0 × 106 cellsの SAS-L1-Luc細胞懸濁液 5mlを 6wellマルチプレートの各 well

に播種し、37°Cで 24時間インキュベーションした。PBS溶液にてwash施行後、

DMEM-high glucose 培地にて希釈した IC50濃度、或いは 1mM の CDDP/m、

cRGD-CDDP/mをそれぞれ 50mlずつ各 wellに加え、37°Cで 24時間インキュベ

ーションした。Accutase を用いて細胞を剥がした後、1.0 × 106 cells/ml の

SAS-L1-Luc細胞懸濁液を調整し、3.6の実験方法の如く細胞の免疫蛍光染色を

した後、BD LSRFortessaを用いたフローサイトメトリーにて CD44v9の発現解

析を施行した。IC50濃度（低濃度）、或いは 1mM（高濃度）の CDDP/m、

cRGD-CDDP/m投与後における CD44v9の発現について、cRGD-CDDP/m（n = 3）

群と CDDP/m（n = 3）群間の統計学的有意差を ANOVA及びスチューデントの

t検定を用いて検定した。 
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3.11. リンパ節転移を有するヒト舌癌（SAS-L1-Luc）同所移植マウスモデルに

おける CDDP/m、cRGD-CDDP/mの血中滞留性及び薬剤集積性 

	 2.0 × 105 cellsの SAS-L1-Luc細胞懸濁液 25μlとMatrigel Matrix 25μlの混合溶

液を、BALB/c ヌードマウス（メス、7 週齢）の右舌縁に移植した。移植後 10

日、イソフルラン麻酔下の BALB/cヌードマウスに、150 mg/kgの濃度のルシフ

ェリン 200μlを腹腔内投与し、IVIS imaging system（パーキンエルマー、アメリ

カ合衆国、マサチューセッツ州、ウォルサム）を用いて、同所舌腫瘍、転移リ

ンパ節の発光を確認する事で、同所舌腫瘍の生着、転移形成を確認した。この

リンパ節転移を有するヒト舌癌同所移植マウスを 3群（n = 5）に分け、CDDP

（5 mg/kg）、CDDP/m（CDDP基底 5 mg/kg）、cRGD-CDDP/m（CDDP基底 5 mg/kg）

をそれぞれ 1群ずつマウス尾静脈より投与した。薬剤投与後 1時間において、

同所舌腫瘍、転移リンパ節、反対側正常リンパ節を摘出し、下大静脈からの採

血を施行した。薬剤投与後 8時間、24時間においても、上述の方法にて同様に

採血を施行した。得られた血液は、ヘパリンを添加した後に 4℃、1100rpm、30min

にて遠心分離施行し、血漿成分を分離した。摘出された同所腫瘍、転移リンパ

節、反対側正常リンパ節、分離された血漿に、90%硝酸を滴下し 180℃にて分

解処理を施行し、溶液を完全に蒸発させた後に、1%硝酸を加え再び溶液にした。
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この溶液を ICP-MS にて分析する事により、同所舌腫瘍、転移リンパ節、反対

側正常リンパ節、血漿における Pt 量を測定した。薬剤投与後 1、8、24時間に

おける各群間の統計学的有意差を ANOVA 及びスチューデントの t 検定を用い

て検定した。 

 

3.12. リンパ節転移を有するヒト舌癌（SAS-L1-Luc）同所移植マウスモデルに

対する CDDP/m、cRGD-CDDP/mの抗腫瘍効果 

	 2.0 × 105 cellsの SAS-L1-Luc細胞懸濁液 15μlとMatrigel Matrix 15μlの混合溶

液を、BALB/c ヌードマウス（メス、7 週齢）の右舌縁に移植した。移植後 8

日、イソフルラン麻酔下の BALB/cヌードマウスに、150 mg/kgの濃度のルシフ

ェリン 200μlを腹腔内投与し、IVIS imaging systemを用いて、同所舌腫瘍、転

移リンパ節の発光を確認する事で、同所舌腫瘍の生着、転移形成を確認した。

このリンパ節転移を有するヒト舌癌同所移植マウスを 4群（n = 5）に分け、PBS、

CDDP（1 mg/kg）、CDDP/m（CDDP基底 3 mg/kg）、cRGD-CDDP/m（CDDP基

底 3 mg/kg）をそれぞれの群に対して 1日おき計 3回（第 0日、2日、4日）、

マウス尾静脈より投与した。同時に IVIS imaging systemを用いて、同所舌腫瘍、

転移リンパ節における発光強度の推移を測定し、各群間の統計学的有意差を
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ANOVA及びスチューデントの t検定を用いて検定した。 

 

3.13. ヒト口腔癌（HSC-2）同所移植マウスモデル（リンパ節転移（−））に対す

る CDDP/m、cRGD-CDDP/mの抗腫瘍効果 

	 1.0 × 106 cellsの HSC-2細胞懸濁液 15μlとMatrigel Matrix 15μlの混合溶液を、

BALB/cヌードマウス（メス、7週齢）の右舌縁に移植した。移植後 4日、同所

舌腫瘍の生着を確認した後、マウスを 4群（n = 5）に分け、PBS、CDDP（1 mg/kg）、

CDDP/m（CDDP基底 3 mg/kg）、cRGD-CDDP/m（CDDP基底 3 mg/kg）をそれ

ぞれの群に対して計 4回（第 0日、2日、4日、11日）、マウス尾静脈より投与

した。同時に同所舌腫瘍の長径（a）と短径（b）をデジタルノギスにて測定し、

腫瘍体積（V）を V=ab2/2の計算式にて求め、各群間の統計学的有意差を ANOVA

及びスチューデントの t検定を用いて検定した。 

 

3.14. ヒト舌癌（SAS-L1-Luc）リンパ節転移マウスモデル（同所舌腫瘍切除後）

に対する CDDP/m、cRGD-CDDP/mの抗腫瘍効果 

	 1.0 × 106 cellsの SAS-L1-Luc細胞懸濁液 30μlを、BALB/cヌードマウス（メス、

7 週齢）の右舌縁に移植した。移植後 8 日、イソフルラン麻酔下の BALB/c ヌ
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ードマウスに、150 mg/kg の濃度のルシフェリン 200μl を腹腔内投与し、IVIS 

imaging system を用いて、同所舌腫瘍、転移リンパ節の発光を確認する事で、

同所舌腫瘍の生着、転移形成を確認し、同所舌腫瘍のみを切除した。同所舌腫

瘍切除後 3日、マウスを 4群（n = 7）に分け、PBS、CDDP（1 mg/kg）、CDDP/m

（CDDP基底 3 mg/kg）、cRGD-CDDP/m（CDDP基底 3 mg/kg）をそれぞれの群

に対して計 3回（第 0日、4日、8日）、CDDP/mと cRGD-CDDP/mの群に対し

ては追加投与計 2回（第 12日、16日）、マウス尾静脈より投与した。同時に IVIS 

imaging system を用いて、転移リンパ節における発光強度の推移を測定し、各

群間の統計学的有意差をウィルコクソンの順位和検定を用いて検定した。 

 

3.15. リンパ節転移を有するヒト舌癌（SAS-L1-Luc）同所移植マウスモデルの

同所舌腫瘍、転移リンパ節、正常リンパ節組織におけるインテグリンの発

現解析 

	 1.0 × 106 cellsの SAS-L1-GFP細胞懸濁液 30μlを、BALB/cヌードマウス（メ

ス、7 週齢）の右舌縁に移植した。移植後 1 週間にて同所舌腫瘍を切除し、同

所舌腫瘍切除後 2週間にて、転移リンパ節を切除した。正常リンパ節は、BALB/c

ヌードマウス（メス、10 週齢）より摘出した。これらの摘出組織を 4%パラフ
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ォルムアルデヒドにて固定後パラフィン包埋し、免疫組織化学的染色方法によ

り染色した。α5β1インテグリンの染色には、一次抗体としてラット抗マウスイ

ンテグリン α5β1抗体（1:200）を、二次抗体としてビオチン標識ウサギ抗ラッ

ト IgG抗体を、そして VECTASTAIN Elite ABC Reagentを用いた。腫瘍領域と

非腫瘍領域については、ヘマトキシリン・エオジン（H&E）染色に基づき定義

した。免疫組織化学的に染色された標本は、すべて BZ-X710蛍光顕微鏡（株式

会社キーエンス、日本、大阪府）を用いて観察した。次に、組織中の血管とイ

ンテグリンの共局在を解析するために、免疫組織化学的蛍光染色を施行した。

αvβ3インテグリン抗体においては、抗ヒト抗体は存在するものの、抗マウス抗

体は存在しなかったため、サブユニット毎の解析とし、抗マウス β3 インテグ

リン抗体を使用した。αvβ3インテグリンが高発現である HUVEC（ヒト臍帯静

脈内皮細胞）において、サブユニットである β3 インテグリンも高発現である

事が確認されており、β3インテグリンと CD31との共染色、並びにその発現解

析により、αvβ3 インテグリンの発現を推測、評価する事とした。β3 インテグ

リンの染色には、一次抗体としてウサギ抗マウス β3インテグリン抗体（1:100）

を、二次抗体としてペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG抗体を、そして蛍

光検出に TSA Cyanine 3 Systemを用いた。α5β1インテグリンの染色には、一次
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抗体としてラット抗マウスインテグリン α5β1抗体（1:80）を、二次抗体として

ビオチン標識ウサギ抗ラット IgG 抗体を、そして VECTASTAIN Elite ABC 

Reagentと、蛍光検出のために TSA Cyanine 3 Systemを用いた。組織中の血管の

染色には、一次抗体としてウサギ抗 CD31 抗体（1:300）を、二次抗体として

Alexa Fluor 488標識ロバ抗ウサギ IgG抗体（H&L）を用いた。免疫組織化学的

に蛍光染色された標本は、共焦点レーザー顕微鏡システム Nikon A1R（株式会

社ニコンインスティック、日本、東京都）を用いて観察した。同所舌腫瘍、転

移リンパ節、正常リンパ節における CD31、β3 インテグリンの共局在相関係数

（ピアソンの相関係数）を算出し、各群間の統計学的有意差を ANOVA及びス

チューデントの t 検定を用いて検定した。また、転移リンパ節腫瘍領域、転移

リンパ節正常領域、正常リンパ節における α5β1 インテグリンの平均蛍光強度

を測定し、各群間の統計学的有意差を ANOVA 及びスチューデントの t 検定を

用いて検定した。 

 

3.16. リアルタイム生体内共焦点レーザー顕微鏡を用いた同所舌腫瘍、転移リン

パ節における CDDP/m、cRGD-CDDP/mの挙動解析 
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	 1.0 × 106 cellsの SAS-L1-GFP細胞懸濁液 30μlを、BALB/cヌードマウス（メ

ス、7週齢）の右舌縁に移植した。ヒト舌癌同所移植マウスモデルについては、

移植後 1週間のものを用い、ヒト舌癌リンパ節転移マウスモデルについては、

移植後 1週間にて同所舌腫瘍を切除し、その後 1週間経過しリンパ節転移が形

成されたものを用いた。仰臥位のマウスモデルをイソフルランにて麻酔施行後、

同所舌腫瘍を上方へと牽引し、カバーガラス下に固定した。ヒト舌癌リンパ節

転移マウスモデルにおいては、頸部皮膚切開を施行した後、繊維性被膜を除去

した転移リンパ節を露出し、カバーガラス下に固定した。NanoDrop にて RFU

値 50,000に調整された CDDP/m-Alexa647（200 μl）と cRGD-CDDP/m-Alexa555

（200 μl）をマウスモデルの尾静脈より投与し、同所舌腫瘍、転移リンパ節に

おけるミセルの動態を観察した。観察にはリアルタイム生体内共焦点レーザー

顕微鏡 Nikon A1R（株式会社ニコンインスティック、日本、東京都）を用い、

cRGD-CDDP/m-Alexa555と CDDP/m-Alexa647は、それぞれ 560 nmと 640 nm

のレーザーにより励起し、各蛍光はそれぞれ 595/50 と 700/75 の帯域フィルタ

ーにより検出した。取得画像に関しては、NIS-Elements AR ver 4.40（株式会社

ニコンインスティック、日本、東京都）を用いて解析した。
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4. 結果 

4.1. CDDP/m、cRGD-CDDP/mの安定性、及び薬剤放出能評価 

	 調整した CDDP/mの粒子径は 33.3±0.13nm、cRGD-CDDP/mの粒子径は 31.9

±0.35nm であり、生理条件下においては 48 時間に亘って粒子径変化はほぼ無

く安定であることが確認された（図 7左）。CDDP/mの薬剤（CDDP）放出能は、

我々の研究室での先行研究結果と一致する結果であったが[21]、cRGD-CDDP/m

は CDDP/mに比し薬剤放出能が低値であり、2群間に統計学的有意差が認めら

れた（図 7右）。 

 

図7. cRGD-CDDP/m、CDDP/mの安定性（左図）、及び薬剤放出能（右図）。

平均値±SE（n = 3）。*P < 0.05。 
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4.2. 頭頸部扁平上皮癌細胞株（SAS-L1-Luc、HSC-2）におけるインテグリン

（αvβ3、αvβ5）の発現解析 

	 結果は以下のグラフの通りである。 

 

 

図8. SAS-L1-Luc細胞株（上段）、HSC-2細胞株（下段）における αvβ3インテ

グリン、αvβ5インテグリンの発現 

 

	 SAS-L1-Luc、HSC-2 細胞株のいずれにおいても、αvβ5 インテグリンの発現

は認められたが、αvβ3 インテグリンの発現はほぼ認められなかった。αvβ5 イ
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ンテグリンは、リンパ節転移を高率に来す SAS-L1-Luc細胞株に発現が多く（平

均蛍光強度：44.3）、リンパ節転移を来さない HSC-2 細胞株においては、

SAS-L1-Luc細胞株に比較し発現が少ない結果（平均蛍光強度：32.8）であった

（図 8）。上記の結果より cRGD-CDDP/mは、これらの頭頸部扁平上皮癌細胞表

面に発現するαvβ5インテグリンをターゲットとし、その発現量の違いにより、

リンパ節転移を高率に来す SAS-L1-Luc 細胞株に対してより効果的な抗腫瘍効

果が期待できると考えられた。 
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4.3. 頭頸部扁平上皮癌細胞株（SAS-L1-Luc、HSC-2）における CD44v9の発現

と αvβ5インテグリン発現との相関関係 

	 腫瘍組織を構成するがん細胞は、ヘテロな細胞集団である事が知られている

[49]。頭頸部扁平上皮癌細胞株においても、自己複製能を喪失したがん幹細胞

（多分化能を有するがん幹細胞）が、分化傾向を有するがん細胞へと分化増殖

する事で、腫瘍組織自体はヘテロな細胞集団を構成する事が考えられる。この

知見をもとに、SAS-L1-Luc細胞株、HSC-2細胞株におけるがん幹細胞（CD44v9）

の発現解析を施行した。その結果、SAS-L1-Luc細胞株、HSC-2細胞株のいずれ

においても CD44v9 の過剰発現が認められ、CD44v9 の発現が高い細胞集団、

低い細胞集団（コントロールの波形と重なる部分）が存在し、がん幹細胞と分

化傾向を有する細胞が混在して存在する事が確認された（図 9）。次に CD44v9

と αvβ5インテグリンの発現の相関関係を解析した。SAS-L1-Luc細胞株、HSC-2

細胞株のいずれにおいても、CD44v9と αvβ5インテグリンの双方を発現してい

る細胞集団の割合が多く、CD44v9陽性細胞集団のうち 96%程度に αvβ5インテ

グリンの発現が認められた（図 10）。以上の結果より、cRGD-CDDP/mが αvβ5

インテグリンを介し、CD44v9を発現するがん幹細胞に作用する事が予想され、

その結果、転移、再発、治療抵抗性の克服を期待できると考えられた。 
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図9. SAS-L1-Luc細胞株（左図）、HSC-2細胞株（右図）における CD44v9の発

現 
 

 

図10. SAS-L1-Luc 細胞株（上段）、HSC-2 細胞株（下段）における CD44v9

発現と αvβ5インテグリンの発現の相関関係 
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4.4. 平面培養系での SAS-L1-Luc細胞株に対する細胞増殖抑制試験 

αvβ5インテグリンの発現が多い SAS-L1-Luc細胞株を選択し、CDDP、CDDP/m、

cRGD-CDDP/m の細胞増殖抑制を評価した。薬剤投与後 24、48 時間時点での

SAS-L1-Luc細胞株における cRGD-CDDP/mと CDDP/mの IC50値は、ほぼ同値で

あった。一方で free drugである CDDPの IC50値は、cRGD-CDDP/mと CDDP/m

の IC50値の約 10分の 1程度であり（図 11）、この平面培養実験系においては、

単純拡散にて細胞膜を透過し細胞内へと到達するCDDPの特性を裏付ける結果

であった。 

 

図11. 平面培養系での SAS-L1-Luc 細胞株における CDDP、CDDP/m、

cRGD-CDDP/m投与後 24時間後（左図）、48時間後（右図）の細胞増殖抑

制。平均値±SE（n = 6）。 
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4.5. 三次元培養系での SAS-L1-Luc細胞株に対する細胞増殖抑制試験 

	 平面培養系と比較し、酸素、栄養素、細胞間相互作用の生理学的勾配を含む

in vivo微小環境を反映しているとされている三次元培養系（スフェロイド培養

系）を用い[50]、SAS-L1-Luc細胞株スフェロイドに対する細胞増殖抑制試験を

施行した。薬剤投与後 48時間時点での SAS-L1-Luc細胞株スフェロイドにおい

ては、cRGD-CDDP/mとCDDP/mの IC50値はほぼ同値であり、CDDPの IC50値は、

cRGD-CDDP/mと CDDP/mの IC50値の約 10分の 1程度であった（図 12）。これ

らの結果より、三次元培養系においても CDDPの単純拡散による高い細胞増殖

抑制効果が認められ、高分子ミセル製剤である cRGD-CDDP/mと CDDP/mは、

SAS-L1-Luc細胞に対し同等の細胞増殖抑制効果を有する事が示された。 

 
図12. SAS-L1-Luc 細胞株スフェロイドにおける CDDP、CDDP/m、

cRGD-CDDP/m投与後 48時間の細胞増殖抑制。平均値±SE（n = 6）。 
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4.6. 平面培養系での SAS-L1-Luc 細胞株中の CD44v9 陽性細胞に対する

CDDP/m、cRGD-CDDP/mの効果 

	 前述の実験結果の如く、SAS-L1-Luc細胞株における CDDP/m、cRGD-CDDP/m

の細胞毒性は同等であったが、がん幹細胞に対する CDDP/m、cRGD-CDDP/m

の効果を検証するため、薬剤投与後 24 時間の SAS-L1-Luc 生存細胞における

CD44v9 の発現解析を施行した。これらの結果によれば、cRGD-CDDP/m は

CDDP/mに比較し、SAS-L1-Luc細胞の CD44v9の発現を優位に減少させ、薬剤

濃度を上げるとその差は顕著であった（図 13）。また、高用量の CDDP/mにお

いても SAS-L1-Luc細胞の CD44v9の発現が減少していたが（図 13）、これはが

ん幹細胞におけるグルタチオン媒介薬剤耐性機構を克服するCDDP/mの有効性

を示した我々の先行研究結果と矛盾しない結果であった[41]。 

ここで、薬剤非投与群に対する CDDP/m 投与群、cRGD-CDDP/m 投与群の

SAS-L1-Luc細胞株におけるCD44v9陽性細胞の蛍光強度比を統計学的に解析し

た結果、CDDP/m 投与群に比し cRGD-CDDP/m 投与群は、CD44v9 陽性細胞割

合が有意に減少し、2群間に統計学的有意差が認められた（図 14）。 
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図13. CDDP/m、cRGD-CDDP/m投与後 24時間（左図：低濃度、右図：高濃

度）における SAS-L1-Luc細胞株の CD44v9発現 
 

 

 

 
図14. 薬剤非投与群に対する CDDP/m、cRGD-CDDP/m投与後 24時間（低濃

度、高濃度）における SAS-L1-Luc細胞株の CD44v9蛍光強度比。平均値±SE

（n = 3）。*P < 0.05。 
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4.7. リンパ節転移を有するヒト舌癌（SAS-L1-Luc）同所移植マウスモデルに

おける CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/mの血中滞留性及び薬剤集積性 

	 リンパ節転移を有するヒト舌癌（SAS-L1-Luc）同所移植マウスモデルにお

ける、薬剤投与後の血中及び腫瘍組織内のPt量の定量により、CDDP、CDDP/m、

cRGD-CDDP/m の血中滞留性及び腫瘍組織への薬剤集積性を評価した。

cRGD-CDDP/m （半減期（T1/2）：5.0時間）と CDDP/m（T1/2: 5.5時間）両者の血

中滞留性は、CDDP の血中滞留性と比較しはるかに優れていた。薬剤投与後 1

時間では CDDP/mに比し、cRGD-CDDP/mは優れた血中滞留性を示し、2群間

に統計学的有意差が認められた。しかし、薬剤投与後 8時間以降では CDDP/m

の方が cRGD-CDDP/mに比し、統計学的有意差を有する優れた血中滞留性を示

し、薬剤投与後 24時間において CDDP/mは、血漿 1mlあたりに投与量の約 15%

程度が残存していた（図 15）。 

そこで、それぞれの薬剤における AUC（area under the blood concentration-time 

curve）を算出した結果、CDDP/mと cRGD-CDDP/mの AUC0-24hは、CDDPのそれ

に比し顕著に高値であり、2 群間に統計学的有意差を認めた。また、CDDP/m

の AUC0-24hは cRGD-CDDP/mのそれに比し高値であり、2群間に統計学的有意差

が認められた（表 3）。 
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図15. CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/m の経静脈投与後における血漿中 Pt

濃度の継時的変化。平均値±SE（n = 5）。*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001。 

 

 

 

 

表3.	 CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/mの経静脈投与後 24時間における AUC。

平均値±SE（n = 5）。*P < 0.05、***P < 0.001。 
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同所舌腫瘍においては、cRGD-CDDP/m は CDDP/m に比し薬剤投与早期より

優れた薬剤集積性を示し、薬剤投与後 1 時間では同所舌腫瘍組織 1g あたりに

cRGD-CDDP/m投与量の 3%程度が腫瘍内に集積しており、薬剤投与後 24時間

においてもそれを維持していた。一方で CDDP/mは、徐々に同所舌腫瘍へと集

積した結果、薬剤投与後 24 時間において cRGD-CDDP/m と同等の薬剤集積性

を認めた。この cRGD-CDDP/m と CDDP/m 両者の同所舌腫瘍への薬剤集積性

は、CDDP の薬剤集積性と比較しはるかに優れており、2 群間に統計学的有意

差が認められた（図 16）。 

 

 
図16. CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/mの経静脈投与後における同所舌腫瘍

組織中 Pt濃度の継時的変化。平均値±SE（n = 5）。*P < 0.05、**P < 0.01、***P 

< 0.001。 
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	 転移リンパ節においては、薬剤投与後 1時間で cRGD-CDDP/mは CDDP/mに

比し転移リンパ節への集積性が顕著に優れており、両者間に統計学的有意差が

認められた。薬剤投与後 8時間では、cRGD-CDDP/mの転移リンパ節への集積

性の低下が生じる一方で、CDDP/mは徐々に転移リンパ節に集積し、薬剤投与

後 24 時間では、cRGD-CDDP/m と CDDP/m の集積性の差はわずかに留まり、

両群間に統計学的有意差は認められなかった。この cRGD-CDDP/m と CDDP/m

両者の転移リンパ節への薬剤集積性は、いずれの時間においても CDDPの転移

リンパ節への薬剤集積性と比較しはるかに優れており、両者間に統計学的有意

差が認められた（図 17左）。 

	 対側正常リンパ節においては、薬剤投与後 1、8時間で CDDP/m、CDDPに比

し cRGD-CDDP/mは正常リンパ節に集積する傾向が認められたが、薬剤投与後

24時間では、cRGD-CDDP/mの薬剤集積性は低下し CDDP/mと同等の薬剤集積

性であった（図 17右）。 
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図17. CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/mの経静脈投与後における転移リンパ

節組織（左図）、対側正常リンパ節組織（右図）中 Pt 濃度の継時的変化。

平均値±SE（n = 5）。*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001。 
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を検証するために、cRGD-CDDP/mとCDDP/mのPt集積比を算出した。つまり、

Pt集積比＜1の場合、腫瘍組織への集積は EPR効果（CDDP/m）優位であり、

Pt集積比＞1の場合、腫瘍組織への集積はリガンド効果（cRGD-CDDP/m）優位

という事になる。この解析において、薬剤投与後 24時間までは同所舌腫瘍、転

移リンパ節双方においてリガンド効果が優位である事が認められ、特に転移リ

ンパ節においては薬剤投与後 1時間において劇的なリガンド効果が確認され、
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図18. cRGD-CDDP/m、CDDP/mの経静脈投与後における同所舌腫瘍組織（左

図）、転移リンパ節組織（右図）の Pt集積比＜cRGD-CDDP micelle / CDDP 

micelle＞。平均値±SE（n = 5）。**P < 0.01、***P < 0.001。 
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を検証する事とした。 

 

図19. CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/m のリンパ節転移を有するヒト舌癌

（SAS-L1-Luc）同所移植マウスモデルにおける同所舌腫瘍（左図）、転移リ

ンパ節（右図）に対する抗腫瘍効果。平均値±SE（n = 5）。*P < 0.05。✝死

亡。▼薬剤投与日。 
 

 

 
図20. CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/m投与実験（図 19）におけるリンパ節

転移を有するヒト舌癌（SAS-L1-Luc）同所移植マウスモデルの継時的体重

変化。平均値±SE（n = 5）。✝死亡。▼薬剤投与日。 
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4.9. ヒト口腔癌（HSC-2）同所移植マウスモデル（リンパ節転移（−））におけ

る CDDP/m、cRGD-CDDP/mの抗腫瘍効果 

前述の実験結果をもとに、SAS-L1-Luc 細胞よりも増殖スピードが緩徐な

HSC-2 細胞を用い、ヒト口腔癌（HSC-2）同所移植マウスモデルにおける

cRGD-CDDP/m、CDDP/mの抗腫瘍効果を検証した。治療開始後 11日の時点で

は、CDDP 治療群を比較対照群とした場合、cRGD-CDDP/m 治療群において有

意な抗腫瘍効果が認められ（p = 0.0082）、CDDP/m治療群においても有意な抗

腫瘍効果を認めた（p = 0.0191）。cRGD-CDDP/m治療群、CDDP/m治療群間の

抗腫瘍効果において統計学的有意差は認められなかったが、腫瘍径の継時的推

移よりCDDP/mと比較して cRGD-CDDP/mの抗腫瘍効果が高い傾向が示された

（図 21左）。また、継時的体重変化の結果より、CDDP 3mg/kgは生物学的毒性

が高く、著しい体重減少が認められたため、この実験系に関しては投与量とし

て適さない事が示唆された（図 21 右）。さらに、cRGD-CDDP/m、CDDP/m 治

療群は、PBS治療群（コントロール群）の体重推移と同じであった事から、CDDP

のミセル製剤（cRGD-CDDP/m、CDDP/m）は、free drugである CDDPに比し副

作用が少なく、かつより多くの薬剤投与量が設定可能となる事で、抗腫瘍効果

を期待出来る製剤である事が示唆された。 
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図21. CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/mのヒト口腔癌（HSC-2）同所移植マ

ウスモデルに対する抗腫瘍効果（左図）と継時的体重変化（右図）。平均値

±SE（n = 5）。*P < 0.05、**P < 0.01。✝死亡。▼薬剤投与日。 
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図22. CDDP、CDDP/m、cRGD-CDDP/mのヒト舌癌（SAS-L1-Luc）リンパ節

転移マウスモデルに対する抗腫瘍効果。転移リンパ節における相対発光強

度の継時的推移（左図）と IVIS imaging systemによる評価画像（右図）。平

均値±SE（n = 7）。*P < 0.05。✝死亡。▼薬剤投与日、▽薬剤投与日（CDDP

を除く）。 
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治療終了後 30日目の予後比較検討においては、cRGD-CDDP/m治療群は他の治

療群と比較し、ヒト舌癌（SAS-L1-Luc）リンパ節転移マウスモデルの生存率が

高く（図 23右）、転移リンパ節への抗腫瘍効果、転移抑制効果に優れたリガン

ド搭載型の高分子ミセル製剤である可能性が示唆された。 

 

図23. CDDP、 CDDP/m、 cRGD-CDDP/m 投与実験におけるヒト舌癌

（SAS-L1-Luc）リンパ節転移マウスモデルの継時的体重変化（左図）と生

存曲線（右図）。平均値±SE（n = 7）。*P < 0.05、**P < 0.01。✝死亡。▼薬

剤投与日、▽薬剤投与日（CDDPを除く）。 
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4.11. リンパ節転移を有するヒト舌癌（SAS-L1-Luc）同所移植マウスモデルの

同所舌腫瘍、転移リンパ節、正常リンパ節組織におけるインテグリンの発

現解析 

cRGD-CDDP/mが発揮する優れた抗腫瘍効果の解明のために、リンパ節転移を

有するヒト舌癌（SAS-L1-Luc）同所移植マウスモデルの同所舌腫瘍、転移リン

パ節、正常リンパ節を摘出後、免疫組織化学的蛍光染色を施行し共焦点レーザ

ー顕微鏡システムを用いて、それら摘出組織のインテグリン発現を解析した。

まず腫瘍組織（同所舌腫瘍、転移リンパ節）、正常リンパ節における β3インテ

グリンの発現を解析した。その結果 β3 インテグリンは、同所舌腫瘍、転移リ

ンパ節腫瘍領域に高発現しており、転移リンパ節の非腫瘍領域、正常リンパ節

においては、同所舌腫瘍、転移リンパ節腫瘍領域に比し、β3インテグリンの発

現はわずかであった。特に同所舌腫瘍においては、血管内皮細胞に特異的に発

現する CD31領域に一致した β3インテグリンの発現が高頻度に認められ、腫瘍

新生血管が豊富である事が示唆された（図 24）。また、転移リンパ節の拡大観

察による同部位の詳細検討を施行した結果、転移リンパ節の腫瘍領域から正常

領域へと移行するにつれ、β3インテグリンの発現ならびに CD31領域に一致し

た β3 インテグリンの発現が乏しくなる傾向にあり、腫瘍新生血管が疎になる
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事が示唆された（図 25）。 

 

図24. リンパ節転移を有するヒト舌癌（SAS-L1-Luc）同所移植マウスモデル

の同所舌腫瘍（左図）、転移リンパ節（中図）、正常リンパ節（右図）にお

ける免疫組織化学的蛍光染色を用いた CD31（緑色）、β3インテグリン（赤

色）の発現解析。黄色領域：CD31と β3インテグリンの共発現領域。White 

scale bar = 500μm。 

 

 

図25. 転移リンパ節境界領域（腫瘍領域、正常領域）＜図 24黄色点線内領域

＞の拡大観察による詳細検討。左図：H&E染色、Black scale bar = 200μm。

右図：免疫組織化学的蛍光染色、CD31（緑色）、β3インテグリン（赤色）、

CD31 & β3インテグリン共発現（黄色）、White scale bar = 500μm。 
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ここで、同所舌腫瘍、転移リンパ節、正常リンパ節における血管内皮細胞に特

異的に発現する CD31と腫瘍新生血管、腫瘍組織自体に発現する β3インテグリ

ンの共局在相関係数（ピアソンの相関係数）を算出し[51, 52]、腫瘍新生血管の

発現を解析した結果、同所舌腫瘍における CD31陽性血管に一致した β3インテ

グリンの発現が、転移リンパ節（p = 0.0491）、正常リンパ節（p = 0.0202）に比

し高く、各群間に統計学的有意差が認められた（図 26）。以上の実験結果より、

同所舌腫瘍には、転移リンパ節、正常リンパ節に比し、腫瘍新生血管が豊富で

ある事が示唆され、β3インテグリンを標的とした cRGD-CDDP/mのアクティブ

ターゲッティング能により、速やかな同所舌腫瘍組織への薬剤送達が可能とな

り、高い抗腫瘍効果が得られたと考えられた。 

 

図26. 同所舌腫瘍、転移リンパ節、正常リンパ節組織における CD31、β3イ

ンテグリンの共局在相関係数。平均値±SE（n = 3）。*P < 0.05。 
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次にリンパ節（正常リンパ節、転移リンパ節）における α5β1インテグリンの

発現を解析した結果、正常リンパ節の全領域、転移リンパ節の正常領域におい

て発現が高い傾向が認められた（図 27）。α5β1 インテグリンは、RGD 配列を

認識するインテグリンとして知られており[53, 54]、よって我々の研究室にて開

発された cRGD 搭載 CDDP/m が、α5β1 インテグリンをターゲットとする事が

可能であると考えられた。 

 
 

図27. 正常リンパ節（左図）、転移リンパ節（中図、右図）における α5β1イ

ンテグリン（茶色）の発現解析。左図、中図：免疫組織化学的染色。右図：

H&E染色。Black scale bar = 500μm。 

 

また、CD31 と α5β1 インテグリンとの免疫組織化学的蛍光共染色により、正

常リンパ節における α5β1インテグリンの発現領域を検討した。その結果、CD31

陽性血管周囲間質領域にα5β1インテグリンが高発現である事が確認された（図

28）。ここで、転移リンパ節腫瘍領域、転移リンパ節正常領域、正常リンパ節全
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領域における α5β1 インテグリンの平均蛍光強度を算出し比較した結果、α5β1

インテグリンは、転移リンパ節の腫瘍領域と比較して、正常リンパ節全領域（p 

= 0.0018）、転移リンパ節の正常領域（p = 0.0063）に高発現である傾向が認めら

れ、各群間に統計学的有意差が認められた（図 29）。 

これらの結果より、cRGD-CDDP/mは、転移リンパ節の正常領域、正常リンパ

節に発現する α5β1 インテグリンをターゲットとし得る事が考えられ、特に転

移リンパ節においては、腫瘍組織自体に発現している αvβ5 インテグリンに加

えて、β3インテグリンと α5β1インテグリンの双方がターゲット可能となる事

で、迅速かつ多量の薬剤送達が可能となり、劇的な抗腫瘍効果を発揮したもの

と考えられた。 
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図28. 正常リンパ節における CD31（緑色）、α5β1 インテグリン（赤色）の

発現解析。免疫組織化学的蛍光染色、White scale bar = 500μm。 

 

 
 

図29. 転移リンパ節腫瘍領域、転移リンパ節正常領域、正常リンパ節全領域

における α5β1インテグリン（赤色）の平均蛍光強度。平均値±SE（n = 3）。

**P < 0.01。 
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4.12. リアルタイム生体内共焦点顕微鏡を用いた同所舌腫瘍、転移リンパ節にお

ける CDDP/m、cRGD-CDDP/mの挙動解析 

これまでの実験において、腫瘍新生血管、腫瘍組織、リンパ節に発現するイン

テグリンを介した cRGD-CDDP/m の効率的な薬剤送達、並びに高い抗腫瘍効果

が明らかとなった。ここで、経静脈的に投与されたミセル製剤（cRGD-CDDP/m、

CDDP/m）が腫瘍組織内でどのような挙動をとるかを検証するために、

SAS-L1-GFP同所舌腫瘍マウスモデル、SAS-L1-GFPリンパ節転移マウスモデル

を作成し、リアルタイム共焦点顕微鏡を用いて評価した（図 30）。 

 

 
 

図30. SAS-L1-GFP 同所舌腫瘍マウスモデル（左図）、SAS-L1-GFP リンパ節

転移マウスモデル（中央右寄り図）の作成と in vivo confocal laser scanning 

microscopy（IVCLSM）による観察セッティング方法（中央左寄り図：

SAS-L1-GFP 同所舌腫瘍マウスモデルのセッティング。右図：SAS-L1-GFP

リンパ節転移マウスモデルのセッティング）。 
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SAS-L1-GFP 同所舌腫瘍モデルにおいては、薬剤投与後 3 時間においては、

Alexa555 にて蛍光標識された cRGD-CDDP/m、Alexa647 にて蛍光標識された

CDDP/mのほとんどが腫瘍血管内、腫瘍血管周囲に存在していたが、時間経過

と共に両ミセル製剤が徐々に腫瘍間質組織へと集積していく様子が確認された

（図 31）。 

 
 

図31. SAS-L1-GFP同所舌腫瘍領域（青色）における cRGD-CDDP/m-Alexa555

（緑色）、CDDP/m-Alexa647（赤色）の継時的挙動解析。黄色領域は、

cRGD-CDDP/m-Alexa555と CDDP/m-Alexa647の共局在領域。Z 軸の 10μm

毎に撮影された XYフレーム画像 6枚を再構成し、3次元画像を構築。 

 

また、腫瘍中心領域を詳細に検討した結果、同領域は腫瘍血管が疎である事が

確認され、その為、薬剤送達が困難な領域と予想されたが、薬剤投与後 7時間

において腫瘍間質組織へと集積している様子が確認された（図 32上段）。加え

て、同領域における薬剤投与直後の最高血管内蛍光強度に対する血管周囲の蛍

光強度を解析した結果、薬剤投与後 7時間において Alexa555にて蛍光標識され
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た cRGD-CDDP/mは Alexa647にて蛍光標識された CDDP/mに比し、優れた腫

瘍間質組織への集積性を示していた（図 32下段）。 

 

 

図32. 上段：SAS-L1-GFP同所舌腫瘍（青色）中心領域（図 31白色点線内領

域）における cRGD-CDDP/m-Alexa555（緑色）、CDDP/m-Alexa647（赤色）

の集積性評価。黄色領域は、cRGD-CDDP/m-Alexa555と CDDP/m-Alexa647

の共局在領域。White scale bar = 100μm。下段：cRGD-CDDP/m-Alexa555、

CDDP/m-Alexa647の投与直後最高血管内蛍光強度（Vmax）に対する腫瘍血

管周囲（図 32上段白矢印）蛍光強度の継時的変化。 

 

次に、転移リンパ節における cRGD-CDDP/m、CDDP/mの挙動を評価した。薬

剤投与早期（30min〜180min）において、Alexa555 にて蛍光標識された

cRGD-CDDP/mは、Alexa647にて蛍光標識された CDDP/mに比し、転移リンパ
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節の全領域の脈管系を循環している薬剤量が多い傾向が認められた（図 33、34）。

更に転移が進展していないリンパ節領域においても、Alexa555にて蛍光標識さ

れた cRGD-CDDP/mが集積していく傾向が認められ、その傾向は Alexa647にて

蛍光標識された CDDP/mにおいては確認されなかった（図 34）。これらの事象

を定量的に比較するために、薬剤投与直後 1分の腫瘍領域血管内蛍光強度に対

する各観測時点での腫瘍領域血管内蛍光強度比を比較した結果、Alexa555にて

蛍光標識された cRGD-CDDP/mは、Alexa647にて蛍光標識された CDDP/mに比

し、優れた転移リンパ節腫瘍領域内血管への薬剤集積性を示し、特に薬剤投与

後 60分までではそれが顕著であった（図 35）。 

 

 

図33. SAS-L1-GFP 転移リンパ節（青色）における cRGD-CDDP/m-Alexa555

（緑色）、CDDP/m-Alexa647（赤色）の継時的挙動解析。黄色領域は、

cRGD-CDDP/m-Alexa555と CDDP/m-Alexa647の共局在領域。白色点線内：

腫瘍領域。Z軸の 10μm毎に撮影された XYフレーム画像 6枚を再構成し、

3次元画像を構築。 
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図34. 薬剤投与後 180 分（図 33 右側）における転移リンパ節内の

cRGD-CDDP/m-Alexa555（緑）、CDDP/m-Alexa647（赤）の単剤での挙動解

析。白色点線内：腫瘍領域。Z軸の 10μm毎に撮影された XYフレーム画像

6枚を再構成し、3次元画像を構築。 

 

 

 

 

図35. cRGD-CDDP/m-Alexa555（緑）、CDDP/m-Alexa647（赤）の投与直後（1

分）腫瘍領域血管内蛍光強度に対する各観測時点での腫瘍領域血管内蛍光

強度比の継時的変化。 
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上述のリアルタイム生体内共焦点顕微鏡を用いた同所舌腫瘍、転移リンパ節に

おける cRGD-CDDP/m、CDDP/m の継時的挙動解析結果は、4.7 腫瘍組織内の

Pt量の定量実験結果と同様の結果であった。つまり、cRGD-CDDP/mは薬剤投

与早期より優れた同所舌腫瘍、転移リンパ節への薬剤集積性を発揮し、特に転

移リンパ節への cRGD-CDDP/mの集積性が顕著であった。これまでの実験結果

から、CDDP/mにリガンドとして cRGDを搭載する事により、転移リンパ節に

おいて腫瘍組織自体に発現している αvβ5 インテグリン、腫瘍新生血管内皮細

胞に発現している αvβ3インテグリン、リンパ節組織に発現している α5β1イン

テグリンの 3つのインテグリンがターゲット可能となった結果、cRGD-CDDP/m

の転移リンパ節への迅速かつ多量の薬剤送達が認められ、劇的な抗腫瘍効果を

発揮したものと考えられた。 
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5. 考察 

我々の新規合成した cRGD-CDDP/mが、腫瘍新生血管上のαvβ3インテグリン、

腫瘍組織に発現している αvβ5 インテグリンをターゲットとする事で、臨床現

場で治療に難渋する転移性がんに対し優れた抗腫瘍効果を発揮できるかどうか、

また、転移や耐性に関与していると言われているがん幹細胞に対しても効果が

発揮できるかについて、主に in vitro、in vivoの 2 つの実験系を通してその有効

性を検証してきた。 

まず、in vitro実験系においては、SAS-L1-Luc細胞に対する cRGD-CDDP/mと

CDDP/m の細胞毒性は同等であり、free の CDDP と比較するとミセル製剤

（cRGD-CDDP/m、CDDP/m）の細胞毒性は 1/10未満であった。この結果は、free

のCDDPは単純拡散にて細胞膜を透過し細胞内へと到達するプロセスであるの

に対し、ミセル製剤は基本的にエンドサイトーシスにより細胞に侵入した後、

CDDPがミセルから徐々に放出され（図 2）、核内に送達されるプロセスを取る

事に起因すると考えられた [55]。 in vivo 実験結果にもあるように、

cRGD-CDDP/m は薬剤投与早期における腫瘍集積性に優れる点から、高い抗腫

瘍効果を発揮している。本研究での細胞増殖抑制試験では、インキュベーショ

ン時間を 24時間、48時間と設定したため、cRGD-CDDP/mと CDDP/mの各ミ
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セル製剤を用いた細胞増殖抑制試験に有意差が出なかったと考えられる。より

cRGD のリガンド効果を捉えるためには、細胞とミセル製剤の接触時間を短縮

させたインキュベーションを行うなどの実験条件の最適化が必要になると考え

ている。また、in vitro実験系においては、cRGD-CDDP/mは CDDP/mと比較し

て、がん幹細胞である CD44v9の発現を有意に減少させる傾向が示されている

（図 13、14）。SAS-L1-Luc細胞には、αvβ5インテグリンと CD44v9が共発現し

ているが（図 10）、cRGD-CDDP/mは αvβ5インテグリンをターゲットとして能

動的に薬剤を細胞内へと送達させる事が可能である。一方、腫瘍がヘテロな細

胞の集団であるように、SAS-L1-Luc 細胞個々の αvβ5 インテグリンと CD44v9

の発現量も不均一である。このような系においては、cRGD-CDDP/m がより多

くの αvβ5を発現している SAS-L1-Luc細胞を選択的かつ速やかに認識して、細

胞毒性を示していると考えられる[46]。その結果、本研究における細胞増殖抑

制実験では、cRGD-CDDP/m 播種群が CDDP/m 播種群と比べて相対的に

SAS-L1-Luc細胞の CD44v9発現量を減少させたのだと推察している。がん幹細

胞の発現率は、以後の転移、再発、耐性に関わっていると考えられており、こ

のがん幹細胞の発現をいかに減少させるかが、難治性がん、転移がんに対する

治療戦略において重要なポイントとなってくる事が予想される。前述の in vitro
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実験結果からは、これまで我々の研究室において抗腫瘍効果が検証されてきた

CDDP/mに[19, 21, 41, 56-58]、リガンド（cRGD）を搭載する事で、インテグリ

ンを介したがん幹細胞に対するアクティブターゲティングが可能となる事が示

唆され、その結果、特にがん幹細胞が関連する難治性がん、転移がんにおける

有効性が期待できると考えられた。 

in vivo実験系においては、cRGD-CDDP/m は CDDP/mに比し、薬剤投与早期

における腫瘍組織への集積性に優れていた（図 16、17、18）。これらの結果は、

腫瘍新生血管上の αvβ3 インテグリン、腫瘍組織（SAS-L1-Luc）に発現してい

る αvβ5 インテグリンの双方を介して、cRGD-CDDP/m が腫瘍組織へと送達さ

れた結果と考えられ、CDDP/m へのリガンド（cRGD）搭載効果として期待さ

れた結果が得られた。その一方で、薬剤投与後 8〜24時間における血中滞留性

は、CDDP/mが cRGD-CDDP/mに比し優れていた。この結果が得られた理由と

しては、cRGD-CDDP/m が薬剤投与早期に腫瘍組織へと集積する事に加え、同

様の白金系抗がん剤内包高分子ミセル製剤である cRGD 搭載ダハプラチン

（（ 1,2-diaminocyclohexane） platinum（Ⅱ）DACHPt）内包高分子ミセル

（cRGD-DACHPt/m）が、速やかに肝臓に集積し、薬剤投与後 8 時間でピーク

を迎え、その後速やかに肝臓で代謝され胆汁中へと排泄される事が先行研究に
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より明らかとなっており[26]、cRGD-CDDP/m も cRGD-DACHPt/m 同様の生体

内挙動を呈する事が予想され、血中滞留性が CDDP/mに比し劣る結果になった

と考えられる。この cRGD-CDDP/mは、特筆すべき事にリンパ節に早期に集積

する傾向が認められ、特に転移リンパ節においてはその傾向が顕著であった（図

17、18）。ここで、転移リンパ節に集積した Pt 量のプロファイルに着目してみ

ると、cRGD-CDDP/m投与後 1時間から 8時間にかけては、転移リンパ節へと

集積した Pt量が減少する結果であった。cRGD-CDDP/m投与後 1時間では、転

移リンパ節へと流入する腫瘍新生血管、転移リンパ節の腫瘍領域、転移リンパ

節の正常領域に集積した Pt量が反映された結果と考えられ、cRGD-CDDP/m投

与後 8時間においては、血中滞留性の低下、転移リンパ節正常領域のリンパ管

による薬剤排泄機構により Pt 集積量が低下し、cRGD-CDDP/m 投与後 24 時間

までは、cRGD-CDDP/mが併せ持つ EPR効果にて、Pt集積量を維持したと考え

られた。転移リンパ節と定義されたものの中にも、病理組織学的に詳細に検討

をしていくと、リンパ節の全領域が腫瘍組織に置換されたリンパ節、腫瘍組織

に置換された領域が多く正常領域が少ないリンパ節（図 27）、腫瘍組織に置換

された領域が少なく正常領域が多いリンパ節、そして腫瘍組織と壊死組織領域

が存在するリンパ節など、様々な状態の転移リンパ節が同時にかつ複数存在す
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る事が少なくない。cRGD-CDDP/m は、転移リンパ節においても同所舌腫瘍と

同様に、腫瘍新生血管上の αvβ3 インテグリン、腫瘍組織（SAS-L1-Luc）に発

現している αvβ5 インテグリンの双方を介した薬剤送達により、優れた腫瘍集

積性を発揮したと考えられたが、同所舌腫瘍における腫瘍集積性と比較しその

差は顕著であったため（図 16、17）、cRGD-CDDP/m がターゲットとし得る他

のインテグリンが発現している可能性も考え、病理組織学的に検索した結果、

転移リンパ節の正常領域組織、そして正常リンパ節組織には、α5β1インテグリ

ンの発現が確認された（図 27、28）。α5β1 インテグリンは、RGD 配列を認識

するインテグリンとして分類されており、腫瘍血管新生において必要不可欠な

メディエーターとしても報告されている[59, 60]。これらの実験結果より、転移

リンパ節においては、腫瘍新生血管上の αvβ3 インテグリン、腫瘍組織に発現

している αvβ5インテグリン、転移リンパ節正常領域に発現している α5β1イン

テグリンの 3つをターゲットとした結果、cRGD-CDDP/mの投与早期における

著明な腫瘍集積によって、腫瘍組織におけるがん幹細胞の発現を低下させる事

で、転移リンパ節への優れた抗腫瘍効果を発揮したものと考えられた。また、

腫瘍特異的（選択的）な薬剤送達を目指す DDS製剤の開発においては、正常臓

器に対する薬剤集積はあまり好ましくないと考えられているが、リンパ節の場
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合はたとえ正常リンパ節であったとしても、ある程度の薬剤集積はあった方が

良いと考えている。なぜなら、cRGD-CDDP/m が投与早期に正常リンパ節に集

積し、リンパ管、そして血管を還流している微量ながん細胞を駆逐する事で、

正常リンパ節への転移成立阻止を期待できるためである。頭頸部癌の原発巣評

価、転移リンパ節検索には、標準的な画像診断法として造影 CT

（Contrast-Enhanced Computed Tomography：CECT）検査を用いて評価する事が

多いが[61-64]、リンパ節における微小転移については、CECT 検査にて検出で

きない場合もしばしば認められ、更には、手術摘出検体において病理組織学的

に転移陰性と診断されたリンパ節のうち、21%に p53 の変異が検出されたと報

告している[65]。この事から、特に早期舌癌のハイリスク群においては、生存

率の向上に寄与するとの理由から、CECT 検査にて頸部リンパ節転移が認めら

れない場合においても予防的頸部郭清術が施行されている[66-68]。この予防的

頸部郭清術の施行によって、術後の郭清領域におけるリンパ節転移の可能性は

無くなるが、郭清領域範囲外の潜在的転移が 9〜10%程度認められる事が報告

されており[69-71]、加えて、術後機能障害や合併症の可能性もある事から[72]、

その施行については一定した見解は得られていない。そこで、リンパ節への集

積性（転移リンパ節＞正常リンパ節）に優れた cRGD-CDDP/mの全身投与によ
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り、転移リンパ節における抗腫瘍効果のみならず、正常リンパ節におけるがん

細胞の駆逐により転移成立を阻止する効果があると考えられ、将来的に

cRGD-CDDP/m が臨床現場で使用される事になれば、早期舌癌の治療戦略にお

いて予防的頸部郭清術と同等の効果が得られるのでは無いかと期待される。 

これまで我々の研究室では、主にパッシブターゲティング型のミセル製剤の難

治性がんに対する効果を検証してきた。CDDP/mは、エンドサイトーシスによ

り腫瘍細胞内に取り込まれ、核近傍で高濃度の薬剤を放出する事により、細胞

膜表面における膜輸送タンパク質の薬剤排出機構（薬剤耐性機構）を回避でき

る事が示されており[73-75]、また、CDDP 投与によりインテグリンや matrix 

metalloproteinases（MMPs）などのがん細胞の浸潤や転移に関連する遺伝子群が

過剰発現するのに対し、CDDP/m投与ではそれらの発現が抑制される事も知ら

れている[57]。したがって、抗がん剤内包高分子ミセル製剤により耐性、転移

を克服できる可能性も期待できるが、悪性度の高い脳腫瘍（膠芽腫）において

は、それ自身の持つ悪性度に加え血液脳関門による薬剤移行制御機構により、

十分な抗腫瘍効果が得られていないのが現状であった。そこで、膠芽腫組織に

過剰発現が確認されている αvβ3インテグリン、αvβ5インテグリンをターゲッ

トとする事で血液脳関門の薬剤通過効率を向上させる目的から、cRGD 搭載抗
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がん剤内包高分子ミセルの開発が行われ、cRGD-DACHPt/m、cRGD搭載エピル

ビシン内包高分子ミセル（cRGD-Epi/m）の膠芽腫に対する高い抗腫瘍効果が確

認されている[26, 76]。これら cRGD非搭載型の DACHPt/m、Epi/mについては、

現在第Ⅰ相臨床試験まで進んでおり、悪性度の高い脳腫瘍治療薬として、

cRGD-DACHPt/m、cRGD-Epi/mの早期の臨床応用が期待される。頭頸部扁平上

皮癌治療においては、現在も CDDP が key drug として使用されているが、

CDDP/mは、粒径が 30nmに制御されており腎糸球体では濾過されない事から、

急性腎不全をもたらす CDDP量と同量の CDDP/mを投与したとしても、腎機能

が正常である事が明らかとなっている[58]。その結果、CDDP/m 治療の際には

腎保護のため水負荷をする必要が無く、外来にて安全にかつ高用量の CDDP/m

を投与する事が可能となり[77]、社会生活を継続しながらがん治療をする事で、

患者本人の経済的負担、並びに副作用対策医療費の軽減が期待され、患者の

QOL、医療経済の側面においても多大なメリットがもたらされると考えている。

その一方で CDDP/mは、free drugである CDDPと比較し薬剤投与後よりゆっく

りと肝臓に集積する傾向が認められており[56]、同様の白金系抗がん剤内包高

分子ミセルである DACHPt/mにおいても、同じような緩徐な肝臓集積性が確認

されている[26]。この DACHPt/mに cRGDを搭載した cRGD-DACHPt/mは、速
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やかに肝臓に集積し、薬剤投与後 8時間でピークを迎え、その後速やかに肝臓

から排出される事が明らかとなっている[26]。cRGD-CDDP/m の肝臓への集積

性については、本研究において検討はしてはいないが、cRGD-DACHPt/m と同

様の生体内挙動を取る事が考えられ、cRGD リガンド搭載によるアクティブタ

ーゲティングにより、正常組織への蓄積が減少する効果が期待できると推察さ

れる。この EPR効果とリガンド効果を併せ持つ cRGD-CDDP/mの頭頸部扁平上

皮癌の臨床応用により、有害事象が少なくかつ腫瘍選択的な薬剤投与が可能と

なる事で、社会生活を継続しながらも高い治療効果を享受できると考えている。

cRGD非搭載型の CDDP/mについては、現在第Ⅲ相臨床試験まで進んでいる事

から、DACHPt/m、Epi/mと比較し一番臨床応用に近い薬剤であり、特に転移に

対する効果が期待される cRGD-CDDP/mが製剤化され臨床応用される日はそう

遠くは無いと考えている。 
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6. 総括

本研究では、従来型の EPR 効果を利用したパッシブターゲッティング（受動

的ターゲッティング）型の抗がん剤内包高分子ミセルをさらに改良し、腫瘍細

胞や新生血管において過剰発現している αvβ3インテグリン、αvβ5インテグリ

ンをターゲットとするアクティブターゲッティング（能動的ターゲッティング）

型の抗がん剤内包シスプラチンミセルを開発し、難治性頭頸部扁平上皮癌に対

する抗腫瘍効果を検証した。リンパ節高転移能を有するヒト舌癌細胞株である

SAS-L1-Luc 細胞株には、αvβ5 インテグリンと CD44v9 が共発現しており、

cRGD-CDDP/mが αvβ5インテグリンを介し、CD44v9の発現を有意に減少させ

る事が明らかとなり、転移、再発に関係するがん幹細胞マーカーの一つである

CD44v9 に効果的に作用する事が示された。また、同所舌腫瘍、転移リンパ節

における cRGD-CDDP/m と CDDP/mの薬剤集積性は、CDDPの薬剤集積性と比

較しはるかに優れており、特に cRGD-CDDP/mは CDDP/mに比し薬剤投与早期

より優れた腫瘍組織への薬剤集積性を示した。特に転移リンパ節においては、

薬剤投与早期における cRGD-CDDP/m の劇的な薬剤集積性が認められており、

その結果、転移リンパ節に対する抗腫瘍効果、転移抑制効果に優れており、ヒ

ト舌癌リンパ節転移マウスモデルの生存期間の延長が認められた。 



	 	 6. 総括 

 80 

アクティブターゲッティング型の抗がん剤内包高分子ミセルは、ミセルに搭載

するリガンド分子の種類により、多種多様な標的志向性を付与する事が可能と

なる。本研究では、CDDP/m に cRGD をリガンドとして搭載する事で、

SAS-L1-Luc細胞株に発現する αvβ5インテグリン、腫瘍新生血管内皮細胞に発

現する αvβ3インテグリン、転移リンパ節の正常領域に発現する α5β1インテグ

リンの 3つがターゲット可能となり、特にリンパ節転移に対する治療効果が向

上する事を立証した。現在頭頸部扁平上皮癌治療において、リンパ節への微小

転移については、術前画像検査にて検出できない場合もしばしば認められ、早

期舌癌のハイリスク群においては予防的頸部郭清術が施行されている。今後

cRGD-CDDP/m が臨床応用される場合には、転移リンパ節における抗腫瘍効果

のみならず、微小転移の可能性があるリンパ節における転移成立阻止効果によ

り、頭頸部扁平上皮癌の治療戦略において既存の予防的頸部郭清術に取って代

わる革新的な DDS製剤となる事が期待される。 
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