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【緒言】頭頸部癌の治療法には、外科的手術、放射線療法、免疫療法があり、正常

組織に影響を及ぼす事なく癌細胞の根絶が求められる。頭頸部癌は上皮成長因子受

容体(EGFR)を発現しており、セツキシマブは EGFRに結合してその働きを阻害す

る IgG1モノクローナル抗体で、頭頸部癌の治療法として承認されている。しかし一

方でセツキシマブは反応性が低く、重篤な副作用を誘発することでも知られてい

る。金ナノ粒子(AuNPs)は、正常細胞を傷害することなく、放射線療法の局所抗腫

瘍効果を増強することが報告されている。今回の研究では、ヒト頭頸部癌細胞株で

あるHSC-3を用いて In Vitroでは金ナノ粒子、セツキシマブ、放射線療法を単独で

使用した場合とそれらを組み合わせた場合における細胞数と細胞増殖能の低下、ア

ポトーシスの促進を評価した。In Vivoではヌードマウスに HSC-3を注射し、担癌

マウスを作製した。そのマウスに対し、金ナノ粒子、セツキシマブ、放射線療法を

行い、コントロール群と比較し、腫瘍体積を評価した。また、走査型電子顕微鏡を

用いた腫瘍組織への金ナノ粒子の存在確認と金ナノ粒子の正常組織への毒性の有無

を評価した。 

【対象と方法】細胞はヒト舌癌細胞株である HSC-3を用いた。培養液は DMEMを

用い、細胞は 35×10mm²のディッシュで 37℃下、5%CO2で加湿中のインキュベー

ターで培養した。In Vitroでは、試薬の濃度はいずれも金ナノ粒子(0または 1nM)、

セツキシマブ(0または 30nM)、放射線量は 4Gyで行った。各実験は 3回独立して行

った。細胞数カウントは金ナノ粒子とセツキシマブを添加し、24時間後に放射線照

射した。48時間後にブロッキングを行い、4℃下で一晩培養した。免疫染色は 1次

抗体に E-cadherin、2次抗体に DAPI、Cy3で染色した。蛍光顕微鏡で無作為に 5

視野撮影し、DAPI陽性の細胞核と E-cadherin陽性の細胞間接合部をカウントし、

平均値を計算した。細胞増殖能実験は 96穴プレートに 1穴あたり 5×10³個程度の

細胞数を振り分け、24時間培養し、そこに金ナノ粒子、セツキシマブを添加、24時

間経過後放射線照射した。48時間後に CCK-8を 1穴あたり 10μL添加した。1～4

時間後、450nmの波長でのマルチモードプレートリーダーで吸光度を測定した。ア

ポトーシス実験はアポトーシス細胞を染色する caspase-3を用いて免疫染色し、そ

の細胞の割合を計算した。走査型電子顕微鏡での観察は反射電子組成像も撮影し、

金ナノ粒子を観察した。ヌードマウスはオスで 4～6週齢の個体を使用した。腫瘍を

背部に打ち込み、4週間経過し、腫瘍が増大したところで金ナノ粒子、セツキシマブ

を打ち込み、24時間後に放射線照射した。その後、3週間後まで腫瘍体積を測定

し、サクリファイス後、腫瘍を摘出した。摘出した腫瘍は包埋、薄切、HE染色し、

断面を評価した。Tukeyの多重比較検定を行い p値は 0.05以下を有意とした。 

【結果】細胞数カウントでは、各群での平均値はコントロール群 374.4個、金ナノ

粒子群 324.1個、セツキシマブ群 189.6個、金ナノ粒子とセツキシマブ群 176.7個



であった。そこに放射線照射した場合、それぞれ 148.6個、122.7個、100.2個、

59.5個であった。アポトーシス実験では caspase-3陽性の細胞割合はそれぞれの群

で、0.4％、0.3％、4.3％、5.8％、4.1％、9.1％、25％、31％であった。細胞増殖能

実験ではそれぞれの群で、吸光度は 102％、120％、77％、93％、88％、106％、

51％、31％と金ナノ粒子とセツキシマブと放射線照射群では明らかに細胞増殖能が

低下していた。マウスを用いた腫瘍増殖抑制効果の実験では、腫瘍体積の平均はそ

れぞれ、169.3mm³、170.2 mm³、65.7 mm³、62.4 mm³、82.6 mm³、60.3 mm³、

50.2 mm³、39.8 mm³であった。それらの腫瘍断面も HE染色にて観察し、体積減

少していることを確認した。さらに、走査型電子顕微鏡にて細胞内に金ナノ粒子が

存在することも確認した。正常組織は、肝臓、心臓、腎臓、肺を摘出し、コントロ

ール群と金ナノ粒子群間で臓器の変性の有無を比較したところ、両群で著変が無い

ことを確認し、金ナノ粒子の細胞毒性が無いことが示された。 

【考察】今回の研究で、金ナノ粒子とセツキシマブと放射線療法を組み合わせるこ

とによって腫瘍抑制効果が増強することが示された。金ナノ粒子は単独では腫瘍抑

制効果は示さないため、その組み合わせが重要であり、セツキシマブの用量を増加

させることでより強い腫瘍抑制効果は示されるだろうが、副作用も増加することが

懸念されるため、細胞毒性を示さない金ナノ粒子を応用されることが期待される。

その他の報告では、セツキシマブとトラスツズマブは金ナノ粒子を直接腫瘍に向か

わせ放射線療法の効果を増強することやセツキシマブは切除困難な腫瘍に対しパク

リタキセルのようなタキサン系抗癌剤と併用して臨床的に適用されている。これが

癌の種類によって差異があるかどうかはまだ分かっていない。また、近年ではぺム

ブロリズマブなどの免疫チェックポイント阻害剤、PDL1標的療法が主要な治療選択

肢となっている。これらはシスプラチンや他の抗癌剤と併用されている。より高い

抗腫瘍効果を達成するためにこういった抗癌剤との併用療法の可能性を検討する必

要がある。放射線治療の効果を高める金ナノ粒子は今後、臨床への応用が期待され

る。 
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【緒言】

頭頸部癌の治療法には、外科的手術、放射線療法、免疫療法があり、正常組織に影響を及ぼすこと

なく癌細胞の根絶が求められる。頭頸部癌は上皮成長因子受容体(EGFR) を発現しており、セッキシ

マブは EGFR に結合してその働きを阻害する IgGl モノクローナル抗体で、頭頸部癌の治療法として

承認されている。しかし一方でセッキシマブは反応性が低く、重篤な副作用を誘発することでも知

られている。

金ナノ粒子 (AuNPs) は、正常細胞を傷害することなく、放射線療法の局所抗腫瘍効果を増強する

ことが報告されている。今回の研究では、ヒト頭頸部癌細胞株である HSC-3 を用いて In Vit ro で

は金ナノ粒子、セッキシマブ、放射線療法を単独で使用した場合とそれらを組み合わせた場合にお

ける細胞数と細胞増殖能の評価、アポトーシス細胞割合を評価した。 In Vi VO ではヌードマウスに

HSC-3 を注射し、担癌マウスを作製した。そのマウスに対し、腫瘍内外での抑制効果を期待するた

めに金ナノ粒子、セッキシマプを直接打ち込み、放射線療法を行い、コントロール群と比較し、腫

瘍体積と体重を評価した。また、走査型電子顕微鏡を用いた腫瘍組織への金ナノ粒子の存在確認と

金ナノ粒子の正常組織への毒性の有無を評価した。

【対象と方法】

細胞はヒト舌癌細胞株である HSC-3 を用いた。培蓑液は DM EM を用い、細胞は 35 X 10mm2 のディッシ

ュで 37 ℃下、 5%C02 で加湿中のインキュベーターで培蓑した。 In Vit ro では、試薬の濃度はいずれ

も金ナノ粒子 (0 または lnM) 、セッキシマプ (O または 30nM) 、放射線贔は 4G yで行った 。各実験は 3

回独立して行った。細胞数カウントは金ナノ粒子とセッキシマブを添加し、 24 時間後に放射線照射

した。 48 時間後にブロッキングを行い、 4℃下で一晩培養した。免疫染色は 1次抗体に E-cadher in、

2 次抗体に DAPI 、Cy3 で染色した。蛍光顕微鏡で無作為に 5 視野撮影し、 DAPI 陽性の細胞核と

E-cad her in 陽性の細胞間接合部をカウントし、平均値を計算した。細胞増殖能実験は 96 穴プレー

トに 1 穴あたり 5Xl が個程度の細胞数を振り分け、 24 時間培蓑し、そこに金ナノ粒子、セッキシ

マブを添加、 24 時間経過後放射線照射した。48 時間後に CCK -8 を 1 穴あたり 10μ L 添加した。1~

4 時間後、 450nm の波長でのマルチモードプレー トリーダーで吸光度を測定した。アポトーシス実

験はアポトーシス細胞を染色する cas pase-3 を用いて免疫染色し、その細胞の割合を計算した。走

査型電子顕微鏡での観察は反射電子組成像も撮影し、金ナノ粒子を観察した。ヌードマウスはオス

で 4~6 週齢の個体を使用した。腫瘍を背部に打ち込み、 4 週間経過し、腫瘍が増大したところで金

ナノ粒子、セッキシマブを腫瘍に直接打ち込み、 24 時間後に放射線照射した。その後、 3 週間後ま

で腫瘍体積を測定し、サクリファイス後、腫瘍を摘出した。摘出した腫瘍は包埋、薄切、 HE 染色し、

断面を評価した。統計分析は一元配置分散分析と Tuke yの多重比較検定を行いp値は 0.05 以下を



有意とした。

【結果】

細胞数カウントでは、各群での平均値はコントロール群 374 .4 個、金ナノ粒子群 324. 1個、セッキ

シマブ群 189 .6 個、金ナノ粒子とセッキシマブ群 176. 7 個であった。そこに放射線照射した場合、

それぞれ 148.6 個、 122 .7 個、 100 .2 個、 59 .5 個であった。アポトーシス実験では cas pase -3 陽性

の細胞割合はそれぞれの群で、 0. 4% 、0.3% 、4. 3% 、5.8% 、4. 1% 、9. 1% 、25% 、31 ％であった。

細胞増殖能実験ではそれぞれの群で、吸光度は 102% 、120% 、77% 、93% 、88% 、10 6% 、51% 、

31％と金ナノ粒子とセッキシマブと放射線照射群では明らかに細胞増殖能が低下していた。マウス

を用いた腫瘍増殖抑制効果の実験では、腫瘍体積の平均はそれぞれ、 169 .3mm ベ170 .2 mm 3, 65. 7 mm 

3、62. 4 mm 3, 82 . 6 mm 3, 60. 3 mm 3, 50 . 2 mm 3, 39 .8 m町であった。それらの腫瘍断面も HE 染色に

て観察し、体積減少していることを確認した。さらに、走査型電子顕微鏡にて細胞内に金ナノ粒子

が存在することも確認した。正常組織は、肝臓、心臓、腎臓、肺を摘出し、肉眼的形態を観察し、

形、色、表面性状を評価した。コントロール群と金ナノ粒子群間で臓器の変性の有無を比較したと

ころ、両群で著変が無いことを確認し、金ナノ粒子の細胞毒性が無いことが示された。

【考察】

今回の研究で、金ナノ粒子とセッキシマブと放射線療法を組み合わせることによって腫瘍抑制効果

が増強することが示された。金ナノ粒子とセッキシマブと放射線療法を併用した際の細胞数の減少

はアポトーシスの誘導によるものであり、腫瘍抑制効果は細胞増殖の抑制によるものではないかと

考えられた。金ナノ粒子は単独では腫瘍抑制効果を示さないため、その組み合わせが重要である。

近年、セッキシマプは切除困難な腫瘍に対しパクリタキセルのようなタキサン系抗癌剤と併用して

臨床的に適用されている。一方、免疫チェックポイン ト阻害剤も再発転移進行頭頸部癌に対する治

療選択肢となり、シスプラチンや他の抗癌剤とも併用されている。より高い抗腫瘍効果を達成する

ためにこういった抗癌剤との併用療法の可能性を検討する必要がある。

【結論】

本研究は金ナノ粒子の頭頸部癌に対する治療効果を研究したものであるが、従来ほとんど行われな

かったセッキシマブと放射線療法の腫瘍増殖抑制効果を増強することを示した価値ある修正であ

ると認める。よって、本研究者は、博士（医学）の学位を得る資格があると認める。




