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（1）研究の背景・目的  

悪性神経膠腫の治療成績は既存の手術、放射線、化学療法では生存期間中央値が50－60  

週で、この10年間の成果はわずかに生存期間中央値として20週前後の延長にとどま  

っているために、新しい治療戦略が望まれる。その中で、腫癌血管新生に対する関心が  

高まっている。癌遺伝子と癌抑制遺伝子の変異によって細胞が悪性転換して腫瘍が形成  

されたとしても、腫療血管が新生されなければ、腫瘍は一定以上に大きくなることはな  

いといわれている。これは腫癌細胞の増殖と同程度にアポトージスが生じることから全  

体として増大できないためであり、腫瘍細胞が新生血管誘導能を獲得して腫療血管が新  

生されると、腫瘍細胞はアポトージスを免れ、結果として腫瘍は加速度的に増大するた  

めと説明されている。実際に悪性神経膠腫の組織学的検索から、腫瘍内の血管密度を腫  

瘍血管新生の指標とすると、様々な悪性腫瘍の中でも悪性神経膠腫は最も血管新生の盛  

んな腫瘍であり、また腫癌のアポトージスの程度が他の悪性腫瘍に比べて低い腫瘍であ  

る。従って悪性神経膠腫に対する血管新生抑制を標的とした治療は悪性神経膠腫の不良  

な治療成績を打破する可能性のある治療である。  

悪性腫瘍の治療法としての血管新生抑制に対する多くの基礎研究がなされ、すでに臨床  

治験に入っている血管新生抑制剤もある。標的とする血管新生抑制の方法には、血管新  

生の分子機構の解明に基つき、血管新生因子（特に血管内皮細胞増殖因子；ⅤもGF）を  

抑制する方法、内因性血管新生抑制因子、すなわち腫瘍自身の持つ抑制因子を利用する  

方法、外因性血管新生因子、すなわち血管新生抑制薬剤を投与する方法に分かれる。本  

研究では1）神経膠腫細胞および組織における内因性血管新生抑制因子の同定、血管新  

生因子／抑制因子のバランスの同定、抑制因子過剰発現による古刀V汝0血管新生の抑制、  

2）外因性血管新生因子として経口血管新生抑制薬剤による神経膠腫の加1血相増殖抑  

制、3）vEGFの抑制の中でもVEGFpromoterの抑制物質の探索に焦点を絞り、それぞ  

れの方法による血管新生抑制をiT”itro，endothelialcellmigrationassayおよびinvivo，脳  

腫疲モデル、脳腫療微小循環モデルで評価し、分子生物学的機序を明らかにしながら、  

血管新生抑制による悪性神経膠腫治療の臨床応用への展開を目的として研究する。  

5   



（2）研究の特色と意義  
1。血管新生抑制因子の検討が近年盛んに行われているが、各々の細胞あるいは組織に  

おいて血管新生因子と抑制因子のバランスを検討する試みは、未だに少ない。血管新生  

の盛んな神経膠月重でのバランスの検討は重要である。内因性血管新生抑制因子、  

thrombospondin－1（TSP－1）の過剰発現の研究が近年散見される。丘broblastではwt＋P53の  

発現により TSP－1の発現がみられ血管新生が抑制された。乳癌細胞へのTSP－1の過剰  

発現により加vお0および加vfvoで血管新生が抑制された。神経膠腰細胞へのwt－p53の  

導入によりTSP－1とは違った未知の血管新生抑制因子が報告された。神経膠月重細胞への  

Wt－P53の導入によりVEGFpromoterが抑制された。しかし、VEGFpromoterにはwt－P53  

のbinding siteが見つかっておらず、PrOmOter抑制には他の機序、例えばTSP－1を介し  

たVEGFの抑制も考えられる。また、近年wt．p53が結合する因子の検索からTSP－1フ  

ラグメントと非常に高い相同性のある物質、brainspecificangiogenesisinhibitor（BAI）が  

同定された。BAIは脳組織特異的で、正常のグリア細胞にはみられるが、神経膠腫細胞  

では見られなかったとされている。これらの事実はTSP－1が神経膠腫の血管新生に強く  

関わりのあることを示している。神経膠腫の血管新生のmolecularframworkがVEGF、  

TSP－1、P53を中心として理解できるとともに、神経膠腫細胞へのTSP疇1過剰発現に伴  

うVEGFのpromoterおよびmRNA発現の抑制を検討する事は急務であると考える。  

2。経口血管新生抑制薬の抗腫瘍効果をラット脳腫療モデルで確かめることは、臨床応  

用への第一歩と考える点。今回試みる経口薬は従来他の薬理作用により患者に用いられ  

ている薬剤であり、その毒性はすでに十分に検討されている。従って、これらの薬剤に  

より抗腫瘍効果を得ることができれば、神経膠腫の血管新生抑制治療への臨床応用が期  

待できる。経口血管新生抑制薬による神経膠腫治療の可能性。経口抑制薬の中でイルソ  

グラジンは糖尿病性網膜症の患者で効果がみられたという報告が学会でなされた。神経  

膠腫では報告がなく、放射線、化学療法でも必ず局所に再発をきたす神経膠腫の進行を  

これら抑制薬が副作用なく抑える事が予測される。  

3。VEGFpromoterを抑制する遺伝子としてp53が報告されているが他の遺伝子あるい  

は低分子物質はまだ解っていない。VEGFpromotorを抑えることにより、VEGFantisence、  

VEGF中和抗体より強力な抗VEGF作用を期待し、VEGFを標的とした血管新生抑制療  

法の基盤となる。  

6   



グリオーマ血管新生の分子機構  

グリオーマの血管新生に関わる分子機構を明らかにすべく、新しく同定された血管新生  

および血管新生関連因子、グリオーマ悪性化の分子機構としての血管新生スイッチ、マ  

クロファージの役割、グリオーマと髄膜腫の遠い、Glioblastomaの1型であるgliosarcoma  

の血管新生能につき検討した。  

ま． グリオーマにおける血  Thvmidine t）hosDhorvlase の  

鮭ユL  

目的：近年、血管新生因子として同定されたTbymidinephosphorylase（TP）の発現を脳   

腫療組織で検討する。  

対象・方法：  

1）組織準備：63例のグリオーマ組織（27例 膠芽腫（GBM）、19例 退形成塁状   

細胞腫（AA）、17例 星状細胞腫（LGA））と5例の正常脳組織を用いた。組織の   

一部は10％ホルマリンに48時間固定後、パラフィン包埋し、5けm切片を作成   

し通常の病理診断および免疫組織科学に使用した。一部は摘出後ただちに液体窒素   

で‡東結し、－700C・の保存し、蛋白、RNAの抽出に使用した。  

2）免疫組織科学：免疫組織科学はLSABキット（Dako）を用い、使用した抗体はモ   

ノクローナル抗TP抗体、654－1（日本ロシュ）、ポリクローナル抗Ⅴ苫GF抗体、A20（Santa   

CruZeBiotech）、モノクロ¶ナル抗ヒト第8因子関連抗原抗体（Dako）、モノクローナ   

ル抗ヒトマクロファージ抗体、KPl，HAM56（Dako）、モノクローナル抗p53抗体，DO7  

（Dako）、モノクローナル抗MIB－1抗体（Immunotech）である。VEGFとTPの発現程度   

は腫癌細胞、血管内皮細胞に分けて、－、＋、＋＋の3段階で評価した。P53とMIB－1   

陽性率は1000個以上の腫癌細胞を数えて求めた。腫癌血管密度は200倍視野で   

の抗ヒト第8因子関連抗原抗体で染まる血管数、3視野の平均値で求めた。  

3）アポトージス細胞の検出：腫療パラフィン切片でApopTaginsitu detectionkitを用   

いて行った。少なくとも5視野、3000個以上の腫癌細胞を観察し、陽性率を求   

めた。  

4）RNAの抽出とreversetranscriptionpolymerasechainreaction（RT－PCR）：13例の凍   

結組織（5例 GBM，2例AA 3例LGA，3例 正常脳）からRneasy MiniKit  
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（Qiagen）を用いてRNAを抽出し、GeneAmpRNAPCRKit（Perkin－ElmerCetus）を用い   

てRT－PCRを行った。VEGF，TP，広一aCtinに特異的なプライマーを用いた。TP，VEGF，   

L3－aCtinのmRNA発現程度はPCR産物をNIHImageで測定した。  

5）ThymidinephosphorylaseELISA：13例の凍結組織（6例 GBM，2例AA，3例LGA，   

2例 正常脳）をホモジナイズし、蛋白濃度を測定し、ELISAでTP蛋白濃度を求め   

た。  

結果：グリオーマ組織におけるTPとVEGFの免疫組織科学的局在と濃度：免疫組織科   

学の結果をTableに示す。TP抗原は腫瘍細胞および腫瘍血管の細胞質あるいは核に   

局在していた（参考文献Figl）。腫瘍細胞ではGBMの27例中17例、AAの1   

9例中11例、LGAの17例中2例にみられた。腫療血管ではGBMの27例中8   

例、AAの19例中4例、LGAの17例中l例にみられた。正常脳には発現はみら   

れなかった。ELISAによるTP濃度はGBM，AAでLGA，正常脳に比べて有意に高か   

った（参考文献Fig 2）。RT－PCRによるTP、VEGFのmRNA発現の程度も組織   

学的悪性度に伴って強くみられ（参考文献Fig3）、TPとVEGFのmRNA発現には   

強い相関がみられた（参考文献Fig4）。また腫瘍組織の連続切片をマクロファージ抗   

体とTP抗体で染色することにより、TP陽性細胞の一部はマクロフア｝ジであるこ   

とが判明した。  

さて、グリオーマ組織をTP陽性の腫瘍と陰性の腫瘍に分けると、いくつかの点で明ら   

かな遠いがみられた（参考文献Tablel）。すなわち、TP陽性の腫瘍ではTP陰性の   

腫癌に比べて、MIB－1陽性率で現される腫瘍増殖能、腫瘍血管密度、P53陽性率、VEGF   

陽性率、aPOPtOSisindexが有意に高かった。さらに、TPとVEGFの腫瘍細胞での陽   

性所見は63例中45例で同程度にみられた。これらの所見の中で、aPOPtOSisindex   

だけはGBMだけに限ってみても、TP陽性のGBMではTP陰性のGBMに比べて   

有意に高かった。  

結語：以上の結果はTPがⅤモGFとともに、グリオーマの強力な血管新生因子であ．ると   

ともに、 グリオーマの増殖とアポトージスと密接な関係があることを示した。TP   

発現の高いグリオーマでアポトージスの程度が高い理由は明らかではないが、血管   

新生因子の過剰発現に伴う、血管新生の内因性抑制因子の関与が推察された。  

旦⊥＿岨坦＿乙之宣至上之  
のグリオーマ  血 に、Iる  ‾      2  

目的：VEGFはグリオーマの強力な血管新生因子である。近年、VEGFによって血管内  
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皮細胞の組織因子（tissuefactor：TF）、オステオポンチン（OPN）、αvJ33インテグリ   

ンが誘発され、生体内で血管新生に関わる大切な分子であることが明らかにされた。   

これらの分子のグリオーマ組織での発現を観察し、その意義を同定することを目的   

とした。  

対象および方法：68例のグリオーマ組織（膠芽腫（甲M）23例、退形成星細胞腫（AA）   

13例、星細胞腫（LGA）32例）と5例の正常脳組織を用いた。組織の準備は成果   

の1と同様である。VEGF，TF，OPN，αvB3インテグリンの発現を免疫組織科学で検   

討すると共に、腫瘍血管密度を求めた。29例の凍結組織（GBMlO例、AA4例、   

LGA9例、正常脳6例）では、VモGFおよびTFに特異的なプライマーを用いてRT－   

PCRを行い、mRNA発現を半定量化した。また、9種類の悪性グリオーマ細胞およ   

びと卜臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を用いて、グリオーマ細胞の培養液によるHUVモC   

のTF発現を検討した。  

結果：血管内皮細胞でのTFの発現はGBMの74％、AAの54％にみられ、LGAで   

はみられず、腫瘍血管密度と相関していた（参考文献Table）。Ⅴ五GFとTFの二重   

染色ではGBM組織での両蛋白の局在は一致していた（参考文献Figl）。グリオー   

マ組織におけるVEGFとTFのmRNA発現の程度は有意な相関がみられた（参考   

文献Fig4）。9種類のグリオーマ細胞は24、48、72時間の問で様々な量のVEGF   

を培養液中に分泌している。グリオーマ細胞の培養液でHUVECを18時間培養し、   

HUVECのRNAを抽出し、TFに特異的なプライマーでRT－PCRを行った（参考文   

献Fig5）。VEGF分泌の少ないグリオーマ細胞の培養液では、メディウムだけのと   

きと同様TFの発現はみられないが、VEGF分泌の多いグリオーマ細胞の培養簸では、   

VEGFlOng血1と同程度にTFの発現克進がみられた。しかしながら、VEGF分泌の   

多い細胞の培養液にⅤモGF中和抗体をいれてHUVECを培養すると、TF発現は減弱   

からみられなくなことより、グリオーマ細胞培養液によるHUVECのTF発現元進   

にはグリオーマの分泌する VEGFが重要な役目をもっていることが判明した。   

Osteopontin、αvJ33インテグリンの発現は免疫組織科学では悪性グリオーマ組織の   

腫療血管にみられ、VモGFとの二重染色でOsteopontin、αvB3インテグリン陽性の   

血管はVモGFも陽性であった（参考文献Figユ）。  

考察：VEGFとVEGFによって誘発される血管内皮細胞での分子、・TF，OSteOPOntin，αvB3   

インテグリンはグリオーマの腫療血管で組織だって分布しており、それぞれがグリ   

オーマの血管新生のマーカーとなりうる。TFは活性型トロンビンの形成に働き、細   

胞外基質の修飾に携わる。OsteopontinはαvJ33インテグリンのリガンドであり、両  
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者は内皮細胞の遊走に関係している。それぞれの生理活性は違うがグリオーマ組織  

内では、これら分子が互いに関係しあって、単独ではなく総合的に関与してグリオ  

ーマの血管新生を行っていると考えられる。  

3． グリオーマ′、三ヒの   隆二塾豊艶生出二  

目的：星細胞腫（LGA）は経過中に悪性化をきたすことがあり、決して予後良好な疾   

患ではない。LGA初発時に悪性化するのか否かを判定できるのかどうか、増殖能、   

血管新生能に注目して検討する。  

対象および方法：診断時より5年以上経過をおえた54例のLGAを対象とした。臨   

床データから悪性化までの時間、生存率を求めた。各症例のパラフィン切片で、p53，   

MIB－1染色を行い、それぞれの陽性率を腫癌細胞1000個以上で求めた。血管新   

生能の指標として、VEGF，tissuefactor，thymidinephosphorylase，OSteOPOntinに対する   

抗体で免疫染色し、染色の程度で－、＋、＋＋の3段階に分類した。また、CD34   

抗体による染色で200倍視野中（1．Omm2）の血管数を数えた。  

結果：VEGF陽性の腫瘍は18例、陰性の腫瘍は36例であった。陽性の腫瘍と陰性   

の腫瘍の間には生存率‥mean±SD44・0±5・7monthsvs69・9±5・2months（p＝0．022）、   

悪性化までの時期：33・9±6・2monthsvs66．5±8・8months（P＝0・048）、血管密度：36．6   

±21・3vsZ3・7±15・1（p＝0・0133）に有意な違いがみられた。しかし、MIBtl陽性率：3．4   

±4・0％vs2・8±2・8％、P53陽性率：12．1±22．7％vs5．6±10．9％には遠いがみられな   

かった（Table）。また、VEGFに関連する血管新生関連因子であるtissue factor，   

OSteOPOntinや別の血管新生因子であるthymidine phosphorylaseもまたこれら1vEGF   

陽性腫療では発現が高かった。  

結語：塁細胞腫のⅤモGF発現は予後因子となり、星細胞腫の中に腫療増殖能とは別に、   

血管新生のスイッチが入った状態のグループが存在する。  

4÷ グリオニア血摺建㌍引こ串けるマク旦ュアージの役畢L〔参考文献3L  

目的：腫瘍組織内のマクロファージはⅤモGF，basicFGF，tumOrneCrOSisfactorαなどの   

サイトカインやコラゲナーゼ、ウロキナーゼといった血管新生因子を細胞外基質よ   

り有利させる酵素を分泌することから腫癌の血管新生に関与すると考えられている。   

グリオーマ組織内でのマクロファージの血管新生への役割を検討する。  

対象および方法：19例のグリオーマ組織（8例 膠芽腫（GBM），5例 退形成星   

細胞腫（AA），6例 星細胞腫（LGA））のパラフィン切片で、血管内皮細胞のマー  
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カーとして第8因子関連抗原抗体、マクロファージのマーカーとして KPl，HAM56   

抗体で免疫染色した。マクロファージの浸潤はグリオ岬マ組織内でParencymal，血   

管周囲、壊死組織周囲の3部位に分類された。このうちparencymalなマクロファー   

ジの浸潤を－、十、＋＋の3段階にグレ｝ド化した。腫瘍血管密度は第8因子関連   

抗原抗体で染色される血管数を200倍視野で数えた。  

結果：parenCymalなマクロファージの浸潤はGBMで最も強く、LGAで弱くみられ、   

グリオーマの組織学的悪性度に伴っていた。マクロファージの浸潤と腫瘍血管との   

分布をみるために、7例のGBMにおいて連続切片でKPl，VEGF，factorVIIIの抗体   

で免疫染色した。38領域の200倍視野でKPlの染色の程度と腫瘍血管密度を測   

定した。KPlと腫癌血管の分布は腫癌組織内において均一ではなく、KPlの陽性所   

見が強い部位は腫瘍血管密度が低く、KPlの陽性所見が弱い部位は腫療血管密度が   

高かった。同時に行ったVEGF染色では、VEGFは腫瘍細胞およびマクロファージ   

が陽性で、VEGFの局在はマクロファージ浸潤が強く、血管密度の低い部位にみら   
れた（参考文献Fig6，7）。  

考察：悪性グリオーマ組織内ではマクロファージは、血液供給の最も離れた腫瘍の低   

酸素領域にひきつけられ、そこでVEGFなどの血管新生因子を分泌し、血管新生を   

促進する。グリオーマ組織内にみられるマクロファージはⅤちGぞとの連係でグリオ   

ーマの血管新生を調節する役割を持っていることが明らかにされた（Figurel）。  

5．グリオーマと髄膜腫における血管新生の分子機構の達り  

目的：髄膜腫（MEN）と神経膠芽腫（GBM）は血管造影での腫療濃染像が特徴的であり、共   

にhypervaSCular tumorである。一方、MENは良性腫疲、GBMは悪性腫瘍であり、   

腫瘍成長の面からは大きな違いがある。両者の血管新生に関する因子の差異を検討  

した。  

対象および方法：（D24例のテント上MEN、23例のGBMのパラフィン切片で、LSAB   

kit（Dako）を用い免疫染色を行った。抗体はVEGF（Santa CruZe），TissueFactor（TF；   

AmericanDiagnostica），Osteopontin′（OPN；DSHB），Thymidinephosphorylase（日本ロシ   

ュ）で、染色の結果は腫瘍と血管にわけ、10％以上の染色を陽性とした。②12例   

のMEN、5例のGBMで凍結組織からホモジネートを作成し、ELISAにてVEGF蛋   

白濃度を測定した。③5例のMEN、5例のGBMで凍結組織から、tOtalRNAを抽   

出し、VEGF，TF，TPに特異的なプライマーを作成し、RT－PCRでmRNAを定量化し   

た。④9種のgliomacellline、2種のMENのprimarycultureを用い、ⅤもGF，TF，TP  
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についてRT－PCRを、培養上澄液中のVEGF蛋白をELISAとWestern Blotで計測し   

た。  

結果：①免疫染色の陽性率（％）の結果を示す（Tm＝Tumor，EC＝endothelialcell）。  

Tumor VEGF  TE; OPN  TP  

ユ狂L 旦こ エロ 皇∈ ユ皿 旦E ユ迫 E∈ 

MEN 88  21   17  0  42  17  60  30  

GBM lOO  78  91  74  100  100  74  35  

GBMに比べて、MENではVEGFが腫療には良く染まるが、血管の染色が少ない   

こと、TF，OPNの染色が腫瘍、血管とも少ないことが特徴的であった。②腫瘍組織   

のELISAによるVEGF濃度は、MEN：258．6±344．7，GBM：6281．4±3317．Opg／mgprotein   

でMENで有意（P＜0．01）に低かった。③腫瘍組織のRT－PCRによるVEGF，TF，TP   

の解析はMENでTFの発現が低かった。④腫瘍細胞のVEGFはMEN，GBM共に   

RT－PCRでは高発現していたが、ELISA，Westernblotでは非常に低発現であった。  

結語：MENとGBMの血管新生に関わる因子の中でVEGFの蛋白分泌、TF，OPNの発   

現に大きな遣いがみられた。  

6．Gliosarcomaの浸潤能、血管新生能  

【はじめに】Gliosarcoma（GS）はGlioblastoma（GBM）に分類されるが、中枢神経系外転   

移、急速な髄腔内播種をきたし、殆どがsarcomatous componentからなる境界明瞭な   

硬い腰痛を呈し、臨床病理学的に通常のGBMと違うGSの2例を経験した。その浸   

潤能、血管新生能をGBMと比較検討した。  

【症例1】50歳、男性。痙撃発作で発症。左側頭葉腫瘍を全摘出した（培養細胞Higa；   

組織GSl）。1年後に肺転移巣を生検で確認、3ケ月後に小脳腫瘍を全摘出した（組   

織GS2）。【症例2】2歳、男児。頭痛で発症、左前頭葉腫瘍を全摘出した。2ケ月   

後に初発部位に再発、脳室、脳槽に広範に播種巣を認め、再発腫瘍を全摘出した（培   

養細胞Suz叫組織GS3）が、全経過4ケ月で死亡した。  

【方法】GS細胞（Higa，Suzu）、6種のGBM細胞、腫瘍組織：GS（GSl，2，3）、2種の   

GBM、2種のLow GradeAstrocytoma、3種の転移性脳腫瘍組織を用いた。Ⅰ）浸潤能   

の評価は細胞培養液、腫瘍組織抽出液を用いGelatin zymogramでGelatinase activity   

を、II）血管新生能の評価はCD34染色で組織血管数、細胞培養液でHUVEC遊走能、   

ⅤモGF濃度、RT－PCRでVモGF，bFGF，tissuefactormRNAの発現を、ⅠII）電顕で腫癌   

血管の微細構造を検討した。  
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SchemaofMacrophageRegulationofGliomaAngiogenesis  

Macrophag  
Glioma Cell 

顆VEGF   

Hypovascu．ararea HypervascuJarArea  Hypenrascular Area 

Figurel悪性グー」オーマ組織内ではマクロファージは、血液供給の最も離れた  

腫痘の低酸素領域にひきつけられ、そこでⅤモGFなどの血管新生因子を分泌し、血管  

新生を促進する。  

ClinicopathologlCaldifferences ●   

betweenVEGFpositiveandnegativelowgradeastrocytoma   

Table  

m＊  Vessel  MIB－1  p53   
t）ensity  （％）  偶1 

33．9±6．2  36．6±21．3   3．4±4．0  12．1±22．7   

66，5±8．8  27．3±15．1  2．8±2．8   5．6±10．9  

0．048  0．013  ns士  ns  

S urvival 
mn  

VEGF（＋） 軋0±5．7  

VモGF（う   69．9±5．7  

VaIue  O．022  

＊TrP：timetotumorprogression，nS：nOtSignificant  

2   3   4   5   6 7   8   9 10 45kD（activeform）  

Gliosarcoma Glioblastoma  Lowgrade Metastatictumor  
astrocytoma  

Figure2Gelatinzymogramoftissuehomogenate・Lanel－3：gliosarcoma，1ane4，5：glioblastoma，  
1ane6，7：lowgradeastrocytoma，1ane8－10：metaStatictumor・NoteactiveformofMMP3（＊）is  

PrOmOnentingliosarcomaaswellasmetastatictumors，butnotinglioblastomasandlowgrade  

astrocytomas・  
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【結果】Ⅰ）Gelatinaseactivity‥GS，GBM共に92kD（MMP9），72kD（MMP2）および67kD（清   

性型MMP2）の発現がLGAに比し強かった。GSではGBMに比べ57kD、特に45kD（活   

性型）のMMP3の発現が強くみられた（Figure2）。II）血管新生能はGS、GBM共に   

高く、両者に違いはなかった。ⅠⅠⅠ）GSの微細構造で腫瘍血管の基底膜と腫癌問質の   

境界はわからず、血管周囲の細胞（腫瘍、周皮細胞）にWeibel－Palade bodyがみら   

れた。  

【結語】GSの浸潤能にMMP3の関与、腫瘍問質と連続する血管基底膜の構造の関与   

が示唆された。  

グリオーマの血管新生抑制  

グリオーマの増殖に必須な血管新生は、血管新生因子と血管新生抑制因子とのバランス  

から成り立っている。血管新生因子では腫瘍細胞あるいはマクロファージが分泌する  

VEGFが中心的な役割を果たし，thymidinephosphorylase、tissue factor，OSteOPOntin，aVL33  

integrinといった種々の血管新生関連因子の重要性が明らかにされてきた。抑制因子に  

関する報告、新生因子と抑制因子のバランスまで言及する報告は少ない。グリオーマの  

血管新生抑制による治療の臨床応用へのステップとして1）内因性血管新生抑制因子の  

同定、2）内因性抑制因子の過剰発現による効果、3）vEGFプロモーター活性の抑制  

による効果、4）外因性血管新生抑制物質による効果を検討した。  

1．グリオ瑚叩卵nl・（参考文献  

旦⊥  

目的：グリオーマの血管新生因子としてⅤモGFの重要性が指摘されている。一方、ア   

ンギオスタテン、エンドスタチン、thrombospondinl（TSPl）といった内因性血管新生   

抑制因子の存在が注目され、血管新生は刺激因子と抑制因子のバランスで調節され   

ていると考えられる。グリオーマにおけるVEGFとTSPlの発現をinvitro，invivoで   

捉え、両者のバランスと血管新生の関係を検討した。  

対象および方法：9種類のヒトグリオーマ細胞、ヒト繊維芽細胞、ヒト血管内皮細胞   

（HUVEC）からVEGF，TSP－1，B－aCtinのmRNA発現をRT－PCRを用い定量した。各   

細胞の24，48，72時間の無血清培養後の細胞培養液を用いて、ELISAによるⅤ苫GF   

濃度の定量、Chemotaxischamberを用いたHUVモCのmigrationassayを行った。2種   

類の細胞（A172，U251）では低酸素状態によるⅤモGF，TSPlmRNA発現の変化を検   

討した。10例のグリオーマ凍結組織（神経膠芽腫（GBM）5例、退形成星細胞腫（AA）  
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2例、塁細胞腫（LGA）3例、および2例の正常脳を用い、VEGF，TSPlの発現を   

蛋白レベル（免疫組織化学、ELISA）、mRNAレベル（RT－PCR）で検討した。同時   

に組織切片を用いhctorVIIIで染色される200倍視野中の血管密度を測定した。  

結果：グリオーマ細胞の培養液によるHUVECの遊走能はmRNAのVEGF／TSPlratio   

が高い細胞（Becker：ratio＝2．5）で強くみられ、抗VEGF中和抗体（MV303；1／10－  

1／500）、TSP抗原（3・3－170ng／ml）により濃度依存的に最高45％まで抑制された   

（参考文献Fig9）。また、ⅤモGF／TSPlratioの低い細胞（TK2；ratio＝0．8）では抗   

TSP抗体（1／500）によりHUVECの遊走が増強された。低酸素状態ではA172細胞   

のVEGF mRNA発現は3時間より増強され、24時間で約3倍となり、培養液中の   

VEGF濃度も約3倍となった。一方、TSPlのmRNA発現は低酸素状態で変わらず、   

VEGF／TSPlratioは3倍に増強された。組織でのVEGF発現は蛋白レベル、mRNA   

レベルともGBM，AAではLGA、正常脳に比べて有意に強かった。TSPlの発現は免   

疫組織化学で．GBMの血管、腫瘍細胞にみられたが、LGA、正常脳ではみられなか   

った。RT－PCRによるTSPlmRNA発現はGBMで強い傾向がみられたが、LGA、正   

常脳でもみられ、VEGF／TSPlratioはGBM，AAでLGA、正常脳に比べて有意に高   

く、VEGF単独よりもその差が顕著であった。また、VEGF／TSPlratioは組織中の   

血管密度と有意な相関がみられた（p＝0，79，Pく0．05）。  

結語：血管新生刺激因子と抑制因子のバランス（VEGF／TSPlratio）はグリオーマの血   

管新生をinvitro，invivoで調節する。VモGFの発現低下あるいはTSPlの発現滅弱に   

よる治療がグリオーマの血管新生を抑制し、増殖を抑制することが示唆された。  

2． グリオーマの内因性血管新生抑制因子の同定（参考文献3）  

目的：グリオーマの血管新生は新生因子と抑制因子のバランスから成り立つ。新生因   

子については多数の報告があるが、抑制因子の報告は少ない。グリオーマ組織、細   

胞における内因性抑制因子の発現を検討した。  

対象および方法：13例のグリオーマ組織および3例の正常脳組織、9種の悪性グリオ   

ーマ細胞、繊維芽細胞、血管内皮細胞（HUVEC）からRNAを抽出し、内因性抑制   

因子、thrombospondin－1CrSP－1），Platelet factor4（PF－4），brain specificangiogenesis  

inhibitor－1（BAl－1），interferoninducibleproteinlO（IP－10）のmRNA発現をRT－PCR法で   

検討した。TSP－1は免疫組織化学、IP－10は細胞抽出液のウエスタンプロットにより   

蛋白の発現も検討した。  

結果：1）TSP－1の発現はGBM＞AA＝LGA＞正常脳の順にみられ（参考文献Fig8）、  
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免疫組織化学でGBMの血管に強い陽性所見を認めた。細胞では繊維芽細胞に強い   

発現を認め、グリオ岬マ細胞では様々であった。TSト1発現の高いグリオーマ細胞   

の培養液へのTSP抗体投与によりHUVECの遊走が増強された。TSP－1発現の低い   

細胞の培養液へのTSP抗原投与によりHUVECの遁走が抑制された（参考文献Fig9）。   

2）BAJ－1のmRNA発現はGBM，A九LGA，正常脳で同様にみられた。グリオーマ細   

胞の1種類のみに発現がみられた。3）IP－10の発現は2例のGBMで正常脳に比べ   

強発現していた。細胞では通常の状態で発現はみられず、interferon－L3100U／ml投与   

後6時間より強く発現がみられた。4）PF－4は組織、細胞ともに発現はみられなかっ   

た。  

結語：TSP－1，BAlー1，IPqlOはグリオーマの内巨馴生血管新生抑制因子として同定された。   

これら抑制因子は生体、腫癌にとって生理的であり、その過剰発現は腫瘍の血管新   

生を負の方向に導き、グリオーマの増殖抑制に繋がる治療として重要と考えられる。  

3． グサニオーマの内一計性．阻賢新生抑制阻子の過剰発現t参考文扇妖㌻ト  

目的：前回までの研究でグリオ｝マの内因性血管新生抑制園子の過剰発現によるグリ   

オーマの治療の可能性を示唆した。内因性血管新生抑制因子としてthrombospondinq   

l（TSPl），interferoninducible factorlO（IPlO），brain specific angiogenesisinhibitorl  

（BAll）の発現が悪性神経膠腫細胞および組織でみられた。治療への応用を考え、過   

剰発現による加1カれ仁および加1血相の血管新生抑制、脳腫瘍増殖抑制の状態を検討   

する。  

対象および方法：  

1）TSPlの過剰発現：TSPlの発現plasmidDNA（pcDNATSl）およびコントロールplasmid   

（pcDNAneo）の調整を行った。TSPl発現の低いグリオーマ細胞（Becker）にリポフ   

ェクチンおよびelectroporationを用いて強制発現させた。発現の程度をRT－PCRで   

mRNAをウエスタンプロットで細胞培養液中の蛋白を同定する。 

グリオーマ細胞の血管新生能を細胞培養液によるHUVECの遁走能で評価し、invivo  

マウス皮下腫癌モデルで評価する。  

2）IPlOの過剰発現：3種類のグリオーマ細胞（U87，Becker，TK2）の細胞培養液に   

Interferon－Bを種々の条件で投与した。投与後の細胞でRT－PCRによりIPlO，VEGF，   

bFGF，B－aCtinのmRNA発現を評価した。投与後の細胞培養液中のIPlO蛋白の発現  

をウエスタンプロットで、VEGF蛋白の発現をELISA，ウエスタンプロットで評価  

した。また、投与後の細胞培養液によるHUVECの遁走能をポイデンチャンバーで  

16   



評価した。Invivoの評価として、U87細胞のマウス皮下腫瘍モデルで検討した。U87  

細胞の継代皮下腫療のフラグメントを、6週のオスSCIDマウスの皮下に埋め込み、  

7－10日後に、皮下膿瘍の大きさが5Ⅹ5mm になった時点から、Interferonβ高   

濃度（50万U／0．2ml／匹／日）、InterferonJ3低濃度（10万U／0．2mi／匹／   

日）、コントロ椚ル（生理食塩水0．2ml／匹／日）の腫療局所注射を連日、6週間  

にわたり行った。  

結果：  

1）TSPlの過剰発現：3つの問題点があり現在も施行中である。1つはTSPlに対す   

る抗体が手にはいらなくなり、強制発現させた場合の検出方法が不十分になったこ  

と、2つめはTSPl発現の低い神経膠腰細胸（Becker）に発現を試みたが、Becker   

はinvivoで腫癌を形成せず、invivoの効果を見るために不十分で奉った。腫癌形   

成能のある U87細胞で実験をくり返している。3つめはリポフェクチンおよび   

electroporationを用いても導入効率が非常に低い点である。他のグリオーマ細胞   

（U251）での導入、導入条件を変えて現在も施行中である。  

2）IPlOの過剰発現：IPlOは10－500U／mlの低濃度のinterferon一応で、6時間後から24   

時間の間で強力に神経膠腰細胞に誘導される（参考文献FiglO）。interferon－Bの   

神経膠腰細胞への投与は、血管新生抑制因子であるIPlOを誘導するだけでなく、   

血管新生因子であるVEGFの産生を抑制し、強力に神経膠腫による血管新生を抑   

制した（JpnJCancerRes，1999）。現在、U87細胞皮下腫瘍モデルでの血管新生抑制   

および腫療増殖抑制効果を検討中である。  

結語：TSPlの過剰発現の実験は現在も継続中である。Interferon－j3による抗腫瘍効果の   

ひとつとして血管新生抑制因子であるIPlOの発現誘導と血管新生因子であるVEGF   

の発現抑制に伴う血管新生抑制による機構が考えられる。In vivoの実験は現在も  

施行中である。  

4．」畔  

目的：グリオーマの成長、増殖には血管新生が必須であり、VEGFが重要な血管新生   

因子であることより、VEGFを標的とした治療が考えられている。その中で、VEGF   

のプロモーター活性を抑制する戦略の報告は未だに少ない。プロモーター活性を抑   

制する物質を探索した（Figure3）。  

対象および方法：  

1）vEGFpromoter／reporterplasmidの作成：1．6kbのマウスVEGFpromoterのフラグメ  
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ントをreporterplasmidであるpGL2basic（Promega）につなげたpGしVEGFplasmid  

DNAを作成した。またヒトVEGFpromoterのフラグメントをreporterplasmidであ  

るpGV2につなげたpY013plasmidDNAを作成した。  

2） Luciferaseassay‥1LlgのplasmidDNAをpGL－VEGFDNAはラットC6グリオー  

マ細胞に、PYO13DNAはとトグリオーマ細胞、U87にリポフェクチンでトランス  

フェクションし、48時間の培養後、ルミノメTターで細胞抽出液の1uciferase   

activityを測定し、VEGFpromoteふ・aCtivityを評価する系を確立させた。同時に48時  

間培養後の培養液のⅤモGF濃度をELISAで測定し、48時間培養後の細胞よりRNA  

を抽出し、RT－PCRにてVEGFmRNA発現を測定した。また、48時間培養後の培  

養液によるHUVモCの遁走能をポイデンチャンバーを用いて測定した。  

3） プロモーター活性の抑制物質の探索：トランスフェクション後色々な薬物を投  

与し、プロモーター活性を抑制する物質を探索した。薬物としてVEGFのプロモ   

ーター領域に結合する転写因子、SPlの抑制剤であるmithramycinA、PrOteinthyrosine   

kinaseの抑制薬であるgenistein、血管新生抑制作用のあるthrombospondin，retinoic  

acid，PentOXify11in，theobrominである。  

結果：VEGFプロモーター活性の抑制はMithramycinAlOnM：52％、AlltranS－retinoic  

acidlトM：26・2％、genisteinlOOLLM：73・9％，150トLM：81・4％、thrombospondin250LLg／ml：  

22．7％、theobrominであった。培養液中のVEGF濃度はそれぞれコントロールに比  

べて低下し、RT－PCRによる細胞のVEGF mRNA発現は低下し、培養液による   

HUVECの遊走能を抑制した（参考文献Figll）。  

結語：Mithramycin，retinoicacid，genistein，thrombospondin，theobrominはⅤモGFのプロモ  

ーター活性を抑制し、引き続くVEGFのmRNA発現および分泌を抑制し、結果と  

してグリオーマ細胞培養液によるHUVECの遁走能を抑制した。以上のことより、  

これらVEGFプロモーター活性の抑制薬は、グリオーマに対するVEGFを標的と  

した治療のひとつとなりうると考えられた。  

5凋  

目的：1）グリオーマにおいては血管新生因子としてVEGFが重要な因子であること   

から、外因性抑制物質の中でもⅤ王GFの抑制を標的とした治療を考える。すなわち、   

前回までの研究で明らかにされたVEGFプロモーター活性を抑制し、引き続くVEGF   

のmRNA発現および分泌を抑制し、結果としてグリオーマ細胞培養液によるHUVEC   

の遁走能を抑制する物質をin vivoで用い、グリオーマ増殖、血管新生の抑制を検討  
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する。2）また、臨床応用を考える上でVEGFだけでなく非特異的に血管新生を抑   

制する経口薬の開発が望まれる。イルソグラジン、トラニラスト、カブトリルの経   

口投与による∫刀Vル0モデルでのグリオーマ増殖、血管新生の抑制を検討する。3）in   

vivoのモデルとして皮下腫癌モデル、脳腫癌モデルをこれまで用いてきたが、生体   

での血管新生の状態を観察するために新たに脳腫療微小循環モデル（Cranialwindow   

model）を開発する。  

対象および方法：1）vEGF抑制を標的とし、経口摂取が可能な物質としてpentoxi坤1in、   

トラニラスト、theobrominを用いて、マウスU87皮下腫瘍モデルによる腫瘍増殖抑   

制を評価する。2）6週令のオスSCIDマウスの頭部に径6mmの円形の関頭を行い、   

硬膜を切開後、径7mmのカバーガラスを関頭部に置き、レジンで固定する。腫療   

血管の観察には関頭部に1mm3の大きさのU87腫癌フラグメントを置き、レジンで   

固定する。1週間後に蛍光顕微鏡にて微小循環のパラメーターを測定する。FITC－   

dextran40mg／kgをi．vして正常脳裏あるいは腫療血管の分岐、径の太さを、FITC   

でラベルしたマウス赤血球をi⊥Ⅴ．して血流速度を、rhodamin6GlOO膵／kgi．v．で白血   

球をラベルして白血球と血管内皮細胞とのinteraction（adhesionとrollingの程度）を評   

価する。  

結果：  

1）外因性血管新生抑制物質の利用：theobrominがVEGFpromoter activityを抑制する   

こと、PentOXy別1inがVEGFのmRNA発現および蛋白産生を抑制すること、両者が   

神経膠腫が誘発する血管内皮細胞の遊走を抑制することが明らかにされた。これら   

theobromin，PentOXyfillyinは現在すでにほかの用途で、ヒトに投与されている経口薬   

であり、invivoでの効果を検討している。  

2ゝMouseCranialWindowModelを用いたintravitaltumormicrocirculationの評価で上記   

血管新生抑制物質の効果を判定している。正常脳の血管構築（Figure4A）に比べて、   

U87腫癌片での腫癌血管は蛇行し数が増加していた（Figure4B）。また、正常脳裏   

血管では多くの白血球がadhesionあるいはrollingしていたが伊igure4C）、腫瘍血管   

では白血球のrollingが減少していた。U87腫療片を移植したtumormicrocirculation   

の評価は現在も施行中である。  

結語：cranialwindowmodelはまだモデルの確立ができた段階で、次年度以降に治療に   

よる評価を行う。  
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今後の展望  

1）vEGFを標的とした抗血管新生療法：悪性神経膠腫の増殖には血管新生が必須   

であり、血管新生因子と抑制因子のバランスから成り立っている。血管新生因子で   

は、Vascular endothelialgrowth factor（VEGF）が中心的な役割を果たし、thymidine   

Phosphorylase，tissuefactor、OSteOPOntin，αVJ33integrinといった種々の血管新生関連   

因子と密接な関係があることがin vilro，brainin situO研究で明らかにされた。今後   

はVEGFに標的をしぼり、抗VEGF抗体を用いた抑制、VEGFpromoter活性の抑制   

による神経膠腫の血管新生抑制をinvivomodelで検討する。特にVEGFpromoter   

activityinhibitorでの報告は少ない。さらに、生体内での血管新生にはVEGF以外に   

も多数の血管新生因子が働いており、VEGF単独の効果を評価するのは難しい。そ   

こで、内因性VEGF発現がない神経膠腫細胞にVEGFを強制発現させた細胞を用い   

ることによる、抗VEGF抗体の効果とともに、VEGFpromoteractivityinhbitorの評価   

を行う点が特徴である。  

2）合成ぺプチ●ドによる抗血管新生療法：抑制因子では神経膠腰細胞自身がもつ内   

因性血管新生抑制因子のうち、Thrombospondinl（TSPl）、Brainspeci且c angiogenesis  

inhibitorl（BAl1）が重要であるが、TSPlは血管新生抑制だけでなく、逆に腫瘍の浸潤、   

接着に有利な方向での作用もみられる。また、BAIlの発現は、悪性神経膠腫を含め   

て種々の癌組織でもみられ正常脳（正常astrocyte）特異的ではなかった。そこで今   

後はTSPl，BAl1両者の構造内にみられ、血管新生抑制に特異的に働くtypeIrepeat   

に注目し、tyPeIrepeat内のアミノ酸20個以内のペプチドによる血管新生抑制をin   

vivo modelで検討する。TSPlの構造内には血管新生抑制作用の他に、TGF媚の活性   

化部位、CD36結合部位があり腫療の接着、浸潤を促進する作用もみられること、TSPl   

は分子量450kDの3量体であることより、実際の治療を考える上で、血管新生作用   

だけをもつ分子量の小さな合成ペプチドの検索を行う点が独創的であり、かつ実践   

的である。TypeIrepeatのぺプチドに注目し、純粋に血管新生抑制作用を目指した研   

究は近年始まったばかりである。強力な内因性血管新生因子として注目されている   

angiostatinはplasminogenの、endostatinはcolla畠entypexvIIIの分解産物としてのフ   

ラグメントであり、TSPlも全分子ではなく、ペプチドでの効果をみることは理論的   

と思われる。  

3）cranialwindowを用いた血管新生の評価：神経膠腫の血管新生抑制のi7”ivoで   

の評価をcranialwindowを用いることにより、intra－Vitalの状態で観察する。腫療血   

管の形態、数だけでなく、腫瘍血流量、白血球と血管内皮細胞との相互関係、イン  
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テグリンなど接着因子との関係、血管透過性を同時に観察することができる。また、   

移植する腫瘍細胞をGFPなどの色素マーカーでラベルすることで、VEGF発現腫瘍   

細胞と腫癌血管との関係（ex．hypoxiclesionの同定）を観察する。Cranialwindowmodel   

による血管新生抑制評価：腫癌の血管新生抑制効果の評価は現在まで、～〃Vか0での   

腫瘍に誘発される内皮細胞の遊走能、増殖能、管腔形成能、PrOteaSe産生能、よ乃V血   

での腫瘍の大きさの測定、摘出した腫瘍組織の血管数、血管新生因子の発現定量、   

あるいは生存率で行われてきた。Cranialwindowを用いた微小循環を評価すること   

により、脳という環境で血管新生のf乃Vル0さらに加加一V如才（＝生存した状態）の評   

価ができることが本研究での意義であり、独創的な点である。Cranialwindow model   

は新しいmodelではないが、その作成が難しく、当modelで血管新生抑制の評価ま   

で行った研究は殆どみられない。申請者（高野）は近年cranialwindowmodelを用い   

て精力的に研究を行っているDr．Jain（MGH，Boston）の研究室で99年春model作成   

を習熟した。  

旦）即神経膠腫治療への可避膣⊥前回までの研究でtheobromin，  

pentoxi年11in（ロコルナールm）など現在抗アレルギー剤、循環改善剤として実際に経  

口薬として用いられている薬剤が神経膠腫細胞のVEGFのmRNA発現，蛋白分泌を抑  

制することが明らかにされた。動物実験での成果をだすまでには至らなかった。他に銅  

キレート剤：trientine（メタライトTM），tranilast，irsogladin，ACE阻害剤‥CaPtOPril（カブト  

リルn｛），Perindopri1（コバシルTM）は血管新生とは違う領域で使用されているが、血  

管新生抑制作用を持つ経口薬である。今回はU87皮下腫瘍モデル、次にcranialwindow  

モデルにおける加加－V血Jの血管新生抑制作用を検討する。これらの加lめ相実験結果に  

基つき、神経膠腫再発例の患者への投与の展開を検討する。経口血管新生抑制薬による  

評価：今回対象となる薬剤はすでに臨床で血管新生とは違う目的で用いられており、副  

作用がなく使用できる点が最大の特徴である。また既存の抗癌剤との併用による相乗効  

果も検討でき、悪性神経膠腫の患者にどの薬剤を臨床応用するかをマウス血vルomodel  

で決定することが急務であり、今後の臨床応用への展開の糸口となる。経口血管新生抑  

制薬による評価：種々の薬剤で血管新生抑制作用がin vitro、invivoで確かめられてい  

る。生体への応用は米国では、thalidomideが臨床試験されている。日本では糖尿病性網  

膜症の患者へのイルソグラヂンの試験が行われている程度である。単独で血管新生を抑  

制し腫瘍増殖を抑えることは難しいかもしれない。経口血管新生抑制薬と抗癌剤を全身  

投与で、interferon一臥 ヒト型抗VEGF抗体、TSPlペプチドをommayavalveより局所投  

与し相乗効果で悪性神経膠腫の増殖を抑える試みはまだなされていない。  
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