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論文内容要旨

 背景と目的

 拡大手術や集学的治療によっても,膵癌は予後不良な腫瘍である。新しい治療戦略の開発が求

 められるなか,抗血管新生療法が可能性の一つとして有望視されている。Vascularendothelial

 growthfactor(VEGF)は重要な血管新生因子であり,多くの腫瘍で過剰発現している。VEGF

 受容体flt-1及びflk-1/KDRは,細胞外リガンド結合部分,細胞膜部分,細胞内チロシンキナー

 ゼ部分からなる。可溶型の細胞外部分であるsolubleflt-1は,腫瘍細胞から産生されたVEGF

 を捕捉してその活性を阻害し,また通常のVEGF受容体とヘテロダイマーを形成してドミナン

 トネガティブ効果によりシグナル伝達を阻害することにより,強力な抗.血管新生因子となりうる。

 今回我々は,ヒト膵癌細胞株に対するアデノウイルスベクターを用いたsolubleflt-1遺伝子局

 所投与の腫瘍増殖抑制効果を検討した。

方法

 ELISA,RT-PCR,ノーザンブロット法にて9種の膵癌細胞株のVEGF蛋白産生および

 mRNA発現レベルを評価し,VEGF低発現細胞株と高発現細胞株を選んで以下の実験に用いた。

 また,膵癌細胞皮下腫瘍と培養膵癌細胞のVEGFmRNAも比較した。培養膵癌細胞にsoluble

 flt-1を組み込んだアデノウイルス(Adsflt)及びコントロールウィルス(AdLacZ)を感染させ

 て,〃了v'∫roの細胞増殖に対する影響を評価した。1nviソ。の腫瘍増殖抑制効果を検討するために,

 膵癌細胞をSCIDマウスの皮下に植えて皮下腫瘍モデルを作製した。Adsflt,AdLacZまたは

 vehicleを腫瘍に局所注射し,腫瘍径を計測した。CD31免疫染色により各群の腫瘍の微小血管

 密度を評価した。TUNEL染色にて各群のアポトーシス指数も検討した。また。VEGFと

 vementinの二重蛍光免疫染色で膵癌皮下腫瘍内のVEGF発現の局在を検討した。さらに,

 skinfoldchamberモデルを用いて,Adsflt感染細胞,AdLacZ感染細胞,野生型細胞における

 腫瘍血管新生のプロセスを生体下に顕微鏡観察した。

結果

 使用した全細胞株でVEGFの発現を認め,VEGF低発現株としてPanc-1細胞,高発現株と

 してPK-8細胞を用いた。どちらの細胞においても,Adsflt感染群とAdLacZ感染群の間でin

 ソilroの細胞増殖に差はなかった。1nviソ。実験では,Panc-1細胞,PK-8細胞いずれにおいても

 Adsflt投与群ではAdLacZ投与群,コントロール群と較べ腫瘍増殖が有意に抑制された。微小

 血管密度はAdsflt群の腫瘍で有意に低かった。アポトーシス指数はAdsflt群で高かった。
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 Skinfoldchamber実験においても,両細胞株ともに,Adsflt感染群で,AdLacZ感染群,コン

 トロール群と較べ血管新生・腫瘍増殖が抑制された。また,VEGF発現はPanc-1皮下腫瘍にお

 いて培養Panc4細胞の2倍のレベルであり,二重蛍光免疫染色では,VEGF発現は癌細胞のみ

 ならず,腫瘍間質の間葉系細胞にも認められた。

考察

 1nソ'ソ。での明らかな腫瘍増殖抑制効果にも関わらず,inソ'∫roでの細胞増殖はAdslt感染で阻

 害されなかった。これはsflt4の腫瘍増殖抑制効果が'nv'voのメカニズムによるものであるこ

 とを示唆する。さらに,CD31免疫染色で示された微小血管密度減少とsldnfoldchamberモデ

 ルで示された生体下の腫瘍血管新生抑制は,この抗腫瘍効果が抗血管新生機序に基づくものであ

 ることを強く示す。また,アポトーシスの関与も示唆された。今回の検討では,VEGF低発現

 細胞株においても,高発現細胞株と同様にsolubleflt-1による抗血管新生療法の効果が見られ

 た。これは,ノーザンブロット法及び二重蛍光免疫染色で明らかにされたように,腫瘍内におい

 てはVEGFが癌細胞のみならず腫瘍間質の間葉系細胞からも産生されることによると考えられ

 た。今回我々は,Adsflt局所投与による腫瘍増殖抑制効果を検討したが,Adsflt遺伝子治療は

 局所でのみ抗腫瘍効果を現したとする報告と,遠隔臓器にも効果を及ぼしうるとする報告があり,

 その結論は出ていない。遠隔転移に対する治療を含めた将来の臨床応用という観点からは,この

 点は重要なポイントである。全身的効果か局所効果かという問題,全身的副作用の問題,VEGF

 発現レベルと治療効果の相関性など解決されねばならない問題はあるが,アデノウイルスによる

 solubleflt-1遺伝子治療は,膵癌を含めた多くの悪性腫瘍治療の強力な戦略となりうる。
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 審査結果の要旨

 拡大手術や集学的治療によっても,膵癌は未だ予後不良な腫瘍であり,新しい治療戦略が求め

 られるなか,抗血管新生療法が可能性の一つとして有望視されている。VEGFは腫瘍血管新生

 において重要な役割を果たす血管新生因子である。VEGF受容体の可溶型細胞外部分である

 solubleflt-1は,VEGFと結合し,また通常のVEGF受容体とヘテロダイマーを形成して,

 VEGF一受容体系の活性を抑制し,強力な抗血管新生因子として働く。他方,遺伝子治療は次世

 代の治療技術として期待されており,癌治療への応用も研究されている。

 本研究は,マウスに作製したヒト膵癌細胞皮下腫瘍に対する,アデノウイルスベクターを用い

 たsolubleflt-1遺伝子局所投与の腫瘍増殖抑制効果を検討したものである。はじめに,膵癌細

 胞株のVEGF発現強度を検討し,高発現株としてPK-8,低発現株としてPanc-1を選んだ。

 Solubleflt-1を組み込んだアデノウイルスベクターAdsfltは皮下腫瘍に対して,いずれの細胞

 株においても有意な増殖抑制効果を示した。微小血管密度の減少とアポトーシスの増加も認めら

 れた。Skinfoldchambermode1を用いた生体下の腫瘍血管新生の観察では,Adsflt感染細胞

 において著明な血管新生および腫瘍増殖の抑制が認められた。また,免疫染色でVEGFが腫瘍

 間質の間葉系細胞からも産生されることが示され,これが細胞株のVEGF発現強度にかかわら

 ず十分な抗腫瘍効果が得られる理由として考えられた。

 膵癌は乏血管性の腫瘍であり,血管新生抑制療法に対して抵抗性を示すのではないかという意

 見もあるが,本研究は,solubleflt-1を用い,膵癌に対しても抗血管新生療法が有用な戦略とな

 ることをskinfoldchambermode1を用いて実証した点に意義がある。また,solubleflt-1を使っ

 た抗血管新生遺伝子治療の膵癌に対する可能性を提示した。さらに,腫瘍細胞からのVEGF産

 生が注目されるなか,腫瘍の大きな成分である間葉系細胞からもVEGFが産生されることを二

 重蛍光免疫染色で証明した初めての業績である。以上より本研究は学位に値すると判定した。
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