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はしがき  

血管新生抑制療法は固形腫瘍に対する新しい治療として、Folkmanが1971年に”Tumor   

angiogenesis：Therapeuticimplications”という標題でNewEnglandJoumalofMedicineに提  

唱してから、最近になりようやく臨床での有効性が報告され、特に既存の化学療法ある  

いは放射線療法との併用療法による臨床試験が飛躍的に多く行われている。これらの臨   

床試験に基つき大腸がんでは術後のファーストラインの治療として用いられ、血管新生   

抑制の方法の展開とともに腫瘍に対する新しい治療法としてさらに有望である。   

脳腫瘍のうちグリオーマは難拍性であり、新生血管が豊富であることから血管新生抑制   

療法のよい標的と考えられている。特に悪性の膠芽腫では新生血管が豊富であるだけで   

なく、他の臓器の腫瘍には形態的あるいは機能的にみられないglomeruloidvesselおよび  

低酸素状態の結果として起こる広範な壊死が特徴的である。本研究では膠芽腫にみられ  

る低酸素状態に注目し、低酸素状態で誘発される血管新生抑制因子を用いることにより  

どのようにグリオーマの増殖抑制がおこるかを目的とした基礎実験を行った。本研究の  

成果が、悪性グリオーマに対する血管新生抑制療法の臨床応用への橋渡しになることを  

期待する。  
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Ⅰグリオーマと可溶性VEGFレセプター（sFlt－1）   

Ⅰ・1グリオーマにおける可溶性VEGFレセプター（sFlt－1）の発現   

【目的】   

VEGflレセプターであるFlt・1の細胞外領域部分は可溶性の形で生体内に存在   

し（sFlt－1）、内因性VEGF抑制因子として機能すると考えられている。VEGF   

特異性から悪性グリオーマに対する抗血管新生療法の標的分子となりうる。グ   

リオーマ組織におけるsFlt－1の役割を検討した。   

【対象・方法】   

52例のグリオーマ（gradeIV glioblastoma24例，gradeIII：anaplastic  

astrocytoma13例，gradeII：lowgradeastrocytomalO例，gradeI：pilocytic   

astrocytoma5例）のパラフィン切片、凍結組織を用いた。凍結腫瘍組織のホモ  

ジネー トでVEGFおよびsFlt・1の蛋白濃度をEI，ISA（R＆Dsystem）で測定した。  

パラフィン切片ではMIB・1陽性率、CD34染色で腫瘍血管密度を形態計測し、   

VEG万一およびFlt・1染色でその分布を評価した。   

【結果】   

VEGF蛋白濃度はgradeIV，gradeIII，gradeII，gradeI pg／mg  

PrOteinでgradeIVで他のgradeに比べて有意に高かった（図1）。SFlt・1蛋白  

濃度はgradeIV848．5±900．2，gradeIII465．4±232．5，gradeII410．3±207．2，   

gradeI317．7±137．1pg／mgproteinでgradeIVのばらつきが強く病理組織間  

での有意な差はみられなかった（図2）。ただし、VEGF／sF址・1の蛋白濃度の比   

が1以上のグリオーマ（n＝25）は1未満のもの（n＝27）に比べて有意に（p＜  

0．0001）生存率が低かった（図3）。悪性グリオーマ（許adeIVIII）37例だけに限   

っても同様で、比が1以上の悪性グリオーマの平均生存期間は11ケ月であるの   

に対し、1未満のものは29ケ月で生存率に有意なb＜0．0001）違いがみられた（図  
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4）。S甘1t・1蛋白濃度は血管密度（r＝0．427，p＝0．0014）、腫瘍MIB・1値（r＝0．349，   

p＝0．0108）、VEGF蛋白濃度（r＝0．304，p＝0．0278）と有意な相関がみられた（図  

5）。Flt・1蛋白、VEGF蛋白ともにグリオーマ組織の血管壁・腫瘍細胞に陽性   

であった（図6）。   

【結論］   

s万一1t－1はグリオーマ組織の血管密度に関係し、VEGF／sf、1t・1濃度の比率が1   

未満でグリオーマの生存率は有意に高く、内因性血管新生抑制因子として機能   

している。また、SFlt・1は悪性グリオーマの分子標的となりうると考えられた。   

以上の結果に基つき1．sFlt－1plasmidのグリオーマ細胞（U87）への遺伝子導   

入実験を計画した。  

ト2sFlt－1遺伝子の強制発現によるグリオーマの増殖抑制効果   

【目的］   

グリオーマにおいて内因性血管新生抑制物質として機能しているsFlト1の過剰   

発現によるグリオーマの血管新生抑制、増殖抑制効果を検討した。   

【対象・方法］   

ヒト悪性グリオーマ細胞、U87に内因性血管新生抑制因子であるsFlt－1遺伝子   

（in vivo gene）をリボフェクション法で強制発現させた。   

【結果］   

RT－PCRでsFlt－1の強発現がみられたクローンが2個得られた（図7）。細胞形態、   

増殖能力（WST－8アッセイ）にsFlt－1発現クローン，emPty VeCtOr導入クロー   

ン、親クローンに違いは見られなかった（図8）。SCIDマウス皮下でのsFlt－1発   

現クローンの腫瘍増殖はコントロール（emptyvector導入クローン）に比べて、   

移植後5日目で60％、7日目で50％、12日目で40％、18日目で30％の有意な増殖  

2   



抑制が見られた（図9）。しかし、免疫組織化学でみたVEGF発現は、SFlt－1導   

入クローンおよびコントロールクローンの腫瘍組織ともに強発現で差は見られ   

なかった。   

【結論1   

sFlt－1の強制発現だけでは血管新生抑制効果が不十分であり、腫瘍の増殖抑制   

効果は30％にとどまった。   

悪性グリオーマにみられる低酸素領域あるいは壊死に注目し、低酸素を誘導す   

るhypoxia－inducible factor（HIF）を治療対象とするべく実験計画をたてた。  

【グリオーマとsFlt－1：総括］   

グリオーマにおいてsfllt・1は内因性血管新生抑制物質として作動しており、   

VEG甘とともに血管新生の程度を調節し、予後因子となりうる。S甘址・1の過剰   

発現でグリオーマの増殖抑制効果が30％みられた。  

3   



ⅠⅠグリオーマと低酸素マーカーhypoxiainducible factor（HIF）   

Ⅰ］卜1グリオーマにおけるHIFの発現   

【目的】   

悪性グリオーマの組織学的特徴である壊死あるいは低酸素状態を表す因子の解   

析を試みた。Hypoxiainduciblefactor（HIF）・1α、2αおよび血管新生の調節因  

子であるangiopoietinhng）1，2の蛋白発現をグリオーマ組織で検討した。  

【対象・方法】   

52例のグリオーマ（gradeIV：glioblastoma24例，gradeIII：anaplastic   

astrocytoma13例，gradeII：lowgradeastrocytomalO例，gradeI：pilocytic   

astrocytoma5例）のパラフィン切片、凍結組織を用いた。パラフィン切片で   

HIF－1α、HIF・2α、Angl，Ang2の抗体を用いて免疫染色を行った。さらに、   

MIB・1陽性率、CD34染色で腫瘍血管密度、血管面積を形態計測した。凍結腫   

瘍組織のホモジネートでVEGFの蛋白濃度をELISA（R＆I）system）で測定した。   

［結果】   

HIF－1αは許adeIVIIIでは許adeI，ⅠⅠに比べて腫瘍細胞の核に有意に高くみ   

られた。gradeIVでは血管から離れた部位あるいは壊死周囲に強く発現してい   

た（図10）。H汀2αは腫瘍細胞質にみられたが許adeによる違いはみられな   

かった。HIF－1αの発現はVEGF濃度、MIB－1陽性率、p53陽性率、血管密度、   

血管面積と有意な相関がみられた（図11）。HIF・1α陽性症例の平均生存期間は   

18．6ケ月、陰性症例は30．1ケ月であり、HIF・1αの陽性所見はグリオーマの患   

者の予後不良因子であった（図12）。   

Anglは腫瘍細胞質にみられたがgradeI，ⅠⅠ，ⅠⅠⅠ，ⅠⅤの間に発現差はみられなか  

った。Ang2は腫瘍細胞質、腫瘍血管内皮細胞に発現がみられた（図13）。Ang2  

の陽性症例のVEGf一浪度は陰性症例のVEGF濃度に比べて有意に低かった（図  
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14）。さらに、Ang2陽性症例の平均生存期間は33．4ケ月、陰性症例は19．2  

ケ月であり、Ang2の陽性所見はグリオーマの患者の予後良好因子であった（図   

15）。   

【結論】   

今回の検討からグリオーマの騨adeに伴う血管変化の模式図を図16に示す  

（Bratetal．AmJPatho12002より改変）。gradeの低いlowgradea＄trOCytOma   

では血管のsproutingに関与すると考えられるAng2の発現が高く、低酸素のマ   

ーカーであるHIF－1αの発現が低い。gradeの高いglioblastomaではAng2の   

発現が低く、HIF・1αの発現がたかくい。HIFlαとAng2はVEGF発現と関連   

してグリオーマの血管新生・臨床予後を調節し分子標的となりうると考えられ   

た。   

次に、HIF－1αを標的とした血管新生抑制療法を考案すべく、HIF・1αの発現を   

抑制する物質の検討を計画した。  

ⅠⅠ－2グリオーマにおけるCPT・11によるHIF・1αを標的とした血管新生抑制療   

法   

【目的】   

HIF・1αの発現を抑制する物質のスクリーニングでCPT・11アナログがあげられ   

た報告（Rapsidaetal．CancerRes2002）に注目した。CPTLllによるグリオーマ  

のHIF・1α抑制、それに続く血管新生、増殖抑制効果をinvitro，invivoで検討   

した。   

【対象・方法・結果】   

1）CPT・11の抗血管新生作用・グリオーマの増殖抑制の機序（invitro）   

CPT・11の細胞増殖抑制効果をWST－8アッセイで評価した。グリオーマ細胞  
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（GL261，U87，U251）でのIC50は38，5，30pM、内皮細胞（TEl，CM）で  

のIC50は0．001，0．04叫Mであり、腫瘍細胞に比べ強い内皮細胞増殖抑制効果が  

みられた（図17）。   

CPT・11によるHIF－1α、VEGFのmRNA発現変化はリアルタイムRT－PCRで、   

蛋白発現変化はウェスタンプロットおよびELISAで評価した。P53がmutan七   

夕イプのU251細胞およびp53がwildタイプのU87細胞の2種類を用いた。   

ガスパックパウチ内での細胞培養により低酸素状態を獲得した。   

HIFl・αのmRNA発現はU87細胞では低酸素状態で著明に冗進した。VEGF   

のmRNA発現はU87，U251細胞ともに低酸素状態で著明に克進した。CPT・11   

は濃度、時間依存的にグリオー．マ細胞の正常酸素状態および低酸素状態での   

HIF・1αおよびVEGFのmRNA発現を抑制した（図18）。   

HIFlαの蛋白発現はU87およびU251細胞で低酸素状態（8から24時間）で   

著明に克進した。CPT・11は濃度、時間依存的にHIFlαの蛋白発現を抑制した   

（図19）。さらにCPT・11はU87細胞の培養上清中へのVEGF蛋白分泌を、   

正常酸素状態、低酸素状態ともに有意に抑制した（図20）。   

CPT－11の直接の血管新生抑制効果を評価するために、血管内皮細胞のVEGFによ   

る管腔形成に対する効果を血管新生キット（クラボウ）で評価した。図21に   

示すように、CPT－11の代謝物であるSN38は血管内皮細胞の管腔形成を0．01pM   

で抑制した。他のグリオーマ治療に用いられる抗腫瘍剤（ACNU，etOPOSide，   

cisplatin）では管腔形成の抑制は10pMでもみられなかった。血管新生キット   

で形成された管腔を画像解析装置Winroofを用いて、管腔の長さおよび血管が   

分岐する数を測定することにより血管新生抑制効果を定量化した（図22）。   

CPlト11は0．01FLM以上で有意にVEGF誘発の血管新生を抑制することが明らかに   

された。他の抗腫瘍剤ではetoposideに軽度の血管新生抑制効果がみられた。  
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2）CPで11の抗血管新生作用・グリオーマの増殖抑制の機序（invわ0）   

CPTNllのinvitroでの強い血管新生抑制作用から、SCIDマウスを用いたヒトグ   

リオーマの皮下腫瘍モデルでCPT－11の抗腫瘍効果および血管新生抑制効果を評   

価した。   

1）ACNU耐性株に対する効果   

臨床使用を考え、ACNU耐性株（U87AR）を作成した。U87ARはU87細胞の培養をACNU   

lOFLMで数代継続したクローンである。U87ARはU87細胞に比べてACNUに対して   

約10倍耐性であったが、CPT－11の増殖抑制効果は同様であった（図23）。次   

にU87ARのSCIDマウス皮下腫瘍モデルでCPT－11とACNUの効果を検討した。   

CPT－11の投与は低用量（10mg／kg）を移植後卜5日および8－12日に腹腔内投与   

した。ACNUの投与はⅩmg／kgを移植後1，5，8日目に腹腔内投与した。   

U87ARの皮下腫瘍はACNU投与ではまったく増殖抑制されなかったが、CPT－11投   

与で有意に抑制された（図24）。得られた腫瘍組織のVEGF発現は免疫染色でみ   

ると、コントロールでは強発現（図25A）であったが、CPT－11投与群では殆   

ど発現が見られなかった（図25B）。腫瘍組織のVEGF値をELISAで定量してみ   

るとCPT－11投与群ではコントロールの5％以下に抑制されていた（図25C）。   

さらにパラフィン切片でCD34陽性の血管密度、MIB－1陽性率、aPOPtOSisindex   

を測定した。CPT－11投与により血管密度は有意に低下し、MIB－1陽性率は有意に   

低下し、apOPtOSisindexは有意に増加した（図26）。CPT－11はACNU耐性株に   

対しても、腫瘍細胞の増殖抑制、アポトーシスの増強に加えて、強力にVEGF発   

現、血管新生を抑制し腫瘍の増殖を著明に抑制することが明らかにされた。この、   

結果は悪性グリオーマで化学療法剤として現時点でもっとも効果的であり、多く   

用いられているACmJ治療後の再発症例に対しても著明な効果を期待できる。   

2）cpT－11の低用量持続投与法（メトロノーミック・スケジュール）の開発  
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CPT－11のinvitroでの血管新生抑制効果の結果にもとつき、CPT－11の血管新生   

抑制効果を最も有効に活用できる低用量・持続投与法（メトロノーミック スケ   

ジュール）の開発を試みた。CPT－11の投与方法は中等量を短期間に投与   

（10mg／kg［A群］，40mg／kg［B群］の腹腔内投与を移植後1－5日，8－12日）と低   

用量持続投与（1mg／kg［C群］，4mg／kg［D群］の腹腔内投与を21日間連日）に分け   

て行なった。コントロールに比べCPT－11投与ではいずれの群でも腫瘍抑制効果   

がみられた（図27）。抑制効果はA＝B＝D）Cであった。移植後21日目に半   

数のマウスから腫瘍を摘出した。CPT－11投与群の腫瘍組織ではVEGFの発現、血   

管密度が全群とも有意に低かった（図28）。C群、D群では1週間の休薬のあと、   

再び21日間の投与を2コース行った。休薬期間には腫瘍増殖がみられるが、治   

療開始に伴い再び増殖の休止が得られた（図29）。メトロノーミック・スケジュ   

ールにより合計77日間の治療、CPT－11の総投与量はC群で63mg／kg、D群で   

252mg／kgになるが体重減少もなく、体調は良好で明らかな副作用はみられなか   

った。一方、B群では21日間の治療、CPT－11の総投与量は400mg／kgとなり、   

腫瘍の増殖抑制は著明にみられたが、体重減少もみられ全身への副作用が考えら   

れた。   

【結論】   

CPT－11のメトロノーミック・スケジュール（低用量持続投与；4mg／kg3週間投   

与、1週間休薬を1コースとして、3コース）によるグリオーマの血管新生抑制   

および増殖抑制効果を明らかにした。  

Ⅰト3 グリオーマのHIト1α発現の抑制物質の探索   

【目的】   

CPT・11のHIFlα、VEGF発現抑制による血管新生抑制・腫瘍増殖抑制効果か  
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ら考え、CPT－11以外にHIFlαの発現を抑制する物質の探索を行い、グリオー   

マの治療への展開を目的とした。   

【対象・方法】   

2qmethoxyestradiol、YCl、ResveraltolのU87およびU251悪性グリオーマ細胞   

に対するHIFlαおよびVEGF発現の効果をリアルタイムRT－PCRおよびウェスタ   

ンプロットで、内皮細胞の管腔形成能に対する効果を血管新生キットで評価した。   

【結果】   

2MEおよびresveraltolは濃度・時間依存性にグリオーマ細胞のHIFlαのmRNA   

および蛋白発現を抑制した。YClでは抑制効果はみられなかった（図30）。   

【結論】   

2ME，reSVeraltolはグリオーマのHIFlα抑制物質としての効果が期待できる。  

【グリオーマとHIF：総括］   

1．CPTqllにはinvitroで、1）グリオーマ細胞のHIF・1，VEGゼの発現抑制、  

2）強力な血管内皮細胞増殖抑制および管腔形成抑制効果がみられた。   

2．CPT・11にはinvivoでグリオーマの増殖抑制、血管新生抑制がみられた。  

特にメトロノーミック・スケジュール（低用量持続投与）は中等量短期間  

投与の効果と同様であり、血管新生抑制作用が主体となる治療法であり、  

体重減少という副作用を軽減できる点で重要である。また、ACNU耐性の  

腫瘍細胞の増殖抑制効果が期待できる。   

3．2・MEおよびresveratolはHIF・1αの抑制物質として有望である。  
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ⅠⅠⅠ漢方薬：十全大補湯（JTT）のグリオーマ増殖抑制および血管新生抑制効果  

［目的】   

漢方薬であるJTTは免疫能を高めることにより抗腫瘍効果がみられることが知   

られている。近年、血管新生因子であるVEGFのレセプターに対するワクチン療   

法の動物実験での効果、腫瘍細胞からのVEGFが免疫担当細胞である樹状細胞の   

成熟を阻害することなどから免疫能と血管新生の関係が注目されている。臨床   

的にJTTを含めた漢方薬は副作用なく長期間経口で服用できる。そこで、JTTの   

血管新生抑制効果をグリオーマモデルで検討した。   

【対象・方法】   

JTTの低濃度、高濃度混合飼料をマウス（若齢6週、老齢43週）に摂取させる   

ことにより、グリオーマ皮下腫瘍の増殖抑制を検討した。   

【結果1   

JTT高濃度摂取した老齢マウスで牌臓リンパ球サブセットのNK細胞比率   

（Tablel）およびM＝管性（図31）が有意に増強され、腫瘍の血管面積が有意に抑   

制された（図32、Table2）。腫瘍の増殖能、腫瘍の増大には違いがみられな   

かった（図33））。   

【結論】   

JTTの老齢マウスに対する免疫賦括作用に加えて、血管新生抑制効果が明らかに   

された。   

臨床的にもJTTは免疫能の低下している高齢者のグリオーマ患者に血管新生抑   

制効果の面からも有用な補材と考えられた。  
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図3 VEGF／sFltlratiopredictsprognosisinpatientswithgliomas  
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図4 VEGF／sFltlratiopredictsprognosisinpatientswithmalignantliomas  
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図5 sFlt－1correlationbetweenotherparameters  
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図6 VEGFandFlt－1mmunohistochemistryinmalignantglioma  
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図7 sFlt－1trans触tionintotJ＄7gliomacells：RTLPCRanalysis  
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図9 sFlt－1trams触tantinv如ogrowth  
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図10 Hypoxia－induciblebctorexpressioningliomas  
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図11 RelationshipbetweenHIFexpressionandangiogenesis  
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図13 Angiopoietinexprcssioningliomas  
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図14 Relationshipbetweenangiopoietinexpressionandangiogenesis  
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図15 Ang2isagoodprognosticfhctorinthepatientswithgliomas  
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図16 ViscularChangeofgliomasandHIF／Angexpression  

図17 SN38inhibitionofgliomaandendothclialcellprolifbration（WST8assay）  
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図18 SN38inhibitionofHIFl－α／VEGFmRNAexprcssion  
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図19 WesternblotanalysisofHIFl－αeXPreSSion  
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図20 SN3＄inhibitionofVEGFsecretion  
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図21 SN38inhibitionofendothelialcelltubefbrmation  
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図22 QuantitationofSN38inhibitionofendothelialcelltube伽rmation  
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図23 CPTJllise蝕ctiveevenbrACNUresistantclonetJ＄7－AR  
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図24CPTL11inhibitsACNtJresistantclonegrowth  
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図25VEGFexprcssion．A：COntrOl，B：CPTLlltrYatment，C：VEGFELISAof  

tumortissues   
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図26 CPr11treatmentinhibitsangiogenesis仏），tumOrCellproli鮎ration（B）  

andcnhancetumorce11apoptosis（C）  
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図27CPT・1lmetronomictreatmentinhibitstJ＄7gliomagrowth  
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図28 CPTLllmetronomictreatmentinhibitsVEGFexpressioningliomatissues  
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図30 2MEinhibits HIFl．αCXpreSSion of glioma cclls：realtime RTIPCR  

analysis  
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図31 ElevationofNKce11rati0withJTTtreatmentonoldmice  
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図32 JTTtreatmentdecreasedvesselareaingliomatissuesonoldmouse  
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図33 GL261gliomagrowthwithJTTtreatmcnt  
A：YbungmoⅦ＄e  
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1もblel  Surface phenotypic analysis of spleen lymphocytes 

with／withoutJTTtreatment  

Groups  NKcells NKTcells  T cells CD4／CD8a  

（％）   （％）  （％）  ratio  

Ybung  Contro11．97土0．52 0．95土0．23 29．3j＝0・86 1・59土0・19  

n＝4  

Lowdose 2．12土0．46 0．91土0．42 30．3j：2．69 1．45土0．13  

n＝4  

Highdose 2．06土0．42 0．96土0．25 3l．2土2．95 1．39土0．14  

n＝4  

Contro1 1．88土0．141．88土0．34 28．1土2．65  2．12土0．59   

n＝4  

Lowdose 2．26土0．421．24土0．30 24．7土5．09  2．11土0．36   

n＝4  

Highdose   2．46土 1．58土0．36 23．4土1．38 2・40土0・13   

n＝4  0．34央  

01d  

1もble 2  Vascular and prol脆rative characteristics of tumors  
withbithoutJTTtreatment  

Groups  Vbssel  Vessel area Ki－67  VEGF  

rrumbers  （％）   Positivities Positivities  

／0．13m2  
（％）  

Ybung Co山rol13．7土2．75 5．71土2．33 71．2土5．40  

n＝9  

Lowdose 13．9土7．65  3．13土1．31 74．1士7．43  

n＝5  

Highdose 13．2j＝4．75 2．84j＝0．85 72．Oj＝2．78  

n＝5  

01d   Control 13．1土4．60  4．38土1．24  74．4j＝4．01   

n＝9  

Lowdose 12．5土2．27 2．72土0．82虫 72．8土2．75   

n＝4  

Highdose ll．7土4．29 1．89j＝0．44＊ 70．8j＝1．84   

n＝5  
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ⅠⅤ 結語  

月馴重瘍、特に悪性グリオーマに対する血管新生抑制療法はようやく臨床の効   

果が明らかとなる臨床試験の結果が出てきたばかりである。MRIによる血管新生   

の抑制効果と臨床データとの比較によりさらなる臨床試験が必要とされる。他   

臓器の腫瘍で効果がみられている抗VEGF抗体の悪性グリオーマに対する臨床効   

果は現在のところ不明であるが、動物実験では単独使用で著明な腫瘍縮小効果   

がみられ，化学療法剤との併用で相加効果が見られていることから、適応症例   

を選択しながら臨床試験を行なっていくべきであろう。今後は局所療法と全身   

療法との比較、化学療法との併用、違った作用機序の血管新生抑制剤の併用、   

放射線療法との併用、免疫療法との併用が有望な治療方法と考えられる。特に、   

グリオーマの組織でみられる低酸素状態は、腫瘍の悪性化への血管新生のスイ   

ッチでもあり、悪性グリオーマに対する血管新生抑制療法あるいは低酸素を標   

的とした治療は今後極めて重要になってくると考えられる。本研究の成果が悪   

性グリオーマ患者の予後向上にささやかながら貢献することを期待している。  
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