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論 文 内 容 要 旨

癌 は 日本人 の死 因の第1位 を 占め る疾患 であ り近年そ の増 殖 には血 管新生 を伴 うこ とが明 らか

とされて きた。VEGFに よ って血管 内皮 に誘発 され る遺 伝子群 の 中か ら,血 管新生 抑制 活性 を

示す新 規分 子vasohibin1(以 下VASH1)はinvitroに お いて血管 内皮 に特異 的 に作用 し,遊

走,増 殖,管 腔形 成 を抑制 した。

今 回の研究 で は,肺 癌 の血 管新生 にお けるVASH1の 役 割 を明 らかにす る ことを 目的 と した。

第1に 手術 で摘 出 した ヒ ト肺癌組織 において,VASH1,CD31,podoplanin,VEGF,FGF-

2,HIF1α,αSMAの 免 疫組織化学染色 を行 い,そ の 関係 につ いて検討 した。

第2に マウスの皮下 にLewislungcancer(以 下LI.C)cellを 移植 した腫瘍移植 モデルを作成。

1.VASH1ノ ックア ウ トマ ウスと野生型 マウスにそれぞれ腫瘍 細胞 を移 植 し,そ の増殖 の比較,

および摘 出腫瘍 組織 においてCD31,αSMA,TUNEL蛍 光免疫 組織化学染 色を行 った。

2.野 生 型マ ウス において,腫 瘍移 植後,外 因性 に ヒ トVASH1遺 伝 子 を搭 載 したアデ ノ ウイル

ス(以 下AdVASH1)ま た は β一Galactosidase遺 伝 子 を搭 載 した ア デ ノ ウ イ ル ス(以 下

AdLacZ)を 投与 し,同 様 にそれぞれの増殖 の比較 およ び蛍光免 疫組織化 学染色 を行 った。

3.さ らに,AdVASH1と 抗癌剤 の シスプラチ ンを併用 し,シ ス プラチ ン単独療法 と比較 して,

その併用効 果 につ いて も検討 した。

まず,ヒ ト非 小細胞肺癌 の免疫組織化学染色の切片 において,VASH1は 腫瘍部 で壁細胞 によっ

て囲まれ た成熟血管 内皮細胞に発現 してお り,リ ンパ管内皮細胞 には発現 して いなか った。 また,

VASH1の 血管 内皮 細胞 にお ける発現 は低酸素 誘導 因子 で あるHIF1α お よび血管 新生促 進因子

のVEGF,FGF-2の 腫瘍細胞 にお ける発現 と深 く関係 していた。

次 に,マ ウス皮下移 植 モデル にお いて検討 した。 野生 型 マ ウス とVASHlノ ックア ウ トマ ウ

スを比較 す る と,免 疫組織化 学染色 において,VASH1ノ ックア ウ トマ ウスで は未成熟 の血管 お

よびア ポ トー シスを お こ して いない腫瘍細胞 を多 く認 めた。 つ づ いて,外 因性 にAdVASH1を

投与 し,AdLacZ投 与群 やVehicle投 与群 と比較 した ところ,AdVASH1投 与群 で は他群 と比

較 して,腫 瘍 の増殖 速度 が抑制 され,腫 瘍血管 は壁細胞 によ って 囲まれ た小型 で円形 の ものを多

く認 め,腫 瘍 内の血管 新生が抑 制 され ていた。 また,シ スプ ラチ ンとAdVASH1の 併 用 した群

で は シスプラチ ン単独群 と比較 して,さ らに抗腫瘍効果 を認 めた。

ま とめ1内 因性VASH1は 主 に腫瘍血管 の成熟化 に関与 し,腫 瘍 の血 管新 生 を停止 させ る働

きがあ る ことが示 唆 された。 また,VASH1を 外 因性 に十分投与 す ると,腫 瘍血管 の発芽 を抑制

し,さ らに血 管 を成熟化 させた。 それによ って,従 来 の化 学療法 と組 み合 わせ ると,よ り抗腫瘍

効果 を生 み出す結果 とな った。

一346



審 査 結 果 の 要 旨

癌 は 日本人 の死 因の第1位 を占め る疾患 であ り,そ の癌 の中で も肺癌 は年 々増 加 して いる。

近年,癌 の増殖 には血管 新生を伴 うことが明 らか とされて きた。 その血管 新生 を抑制 す る因子

と して,cDNAマ イ クロア レイ法 を用 いVEGFに よって血管 内皮 に誘発 され る遺伝子 を解析 し,

そ の うちの1つ で機 能 的 には全 く不 明 な遺 伝 子 がVASH1で あ る。 これ まで,VASH1はin

vitroに おいて血管内皮 に特異 的に作用 し,遊 走,増 殖,管 腔形成 を抑制 す ることは明 らか とな っ

たが,そ の 働 きに関 して は未 だ に解 明 され て いな い こ とが多 々あ る。 本論 文 は肺癌 にお け る

VASH1の 役割,効 果 につ いて検討 した もので ある。

実験 は手 術 で摘 出 され た ヒ ト非小 細 胞肺 癌 組織44例 を用 いて,VASH1,内 皮 マ ー カーの

CD31,リ ンパ 管 マー カー のpodoplanin,血 管新 生 因 子 のVEGF,FGF-2,低 酸 素 にお いて

VEGFの 発 現 を調 節 してい るHIF1α,平 滑筋 マー カーの αSMAの 免疫組織 化学 染色 を行 い,

その関係 につ いて検討 した。 またマ ウス腫 瘍移植 モデルを作成 し,第1に 内因性VASH1の 役 割

をみ るため に,VASH1ノ ックア ウ トマ ウスを用 いて腫瘍の増殖 の比較,お よび摘出腫瘍組織 に

対 しCD31,αSMA,ア ポ トーシスを示すTUNEL蛍 光免疫 組織化 学染 色 を行 った。 第2に 外 因

性VASH1の 効 果をみ るため に,ヒ トVASH1遺 伝 子を搭載 した アデ ノウイル ス(AdVASHI)

をマ ウスの尾静 脈 に投与 し同様 に比較検討 した。 第3に 外 因性AdVASH1に さ らに抗 癌剤 の シ

スプ ラチ ンを併 用 し,そ の増強効果 につ いて検 討 した。

結 果 は ヒ ト肺癌 組織 においてVASH1は 壁細 胞 に よ って囲 まれ た成熟 血管 内皮 細胞 に発現 し

て いたが,リ ンパ管 には発現 していなか った。 またHIF1α,VEGF,FGF-2の 腫 瘍細胞 での発

現 とVASH1の 血 管内皮細 胞 にお ける発現 は深 く関係 して いた。VASH1ノ ックア ウ トマ ウス

で は野 生型 マウス と比較 して,未 熟な血管 およびア ポ トー シスを起 こ して いない腫瘍細胞 を多 く

認 めた。 また,外 因性 にVASH1を 投 与す る と腫瘍 の増殖 速度 が抑 制 され,壁 細 胞で 囲 まれ た

小型 で円形 な成熟血 管を多 く認め,血 管新生 も抑 制 され た。 また,シ ス プラチ ンとの併用 によ り

さ らに抗 腫瘍効 果を認めた。

本研 究 よ り,内 因性VASH1は 腫瘍血管 に特異 的 に発現 し,主 に腫瘍血 管 の成熟化 と関与 し,

腫 瘍 の血管 新生 を停止 させ る働 きがあ ると考 え られた。 また外 因性VASH1は 腫 瘍血管 の発芽

を抑制 し,さ らに血 管を成熟 化 させ る。 その ことに よ り抗癌剤 が腫瘍 へ流 れ やす くな り,従 来 の

化 学療法 と組み合 わせ ることで さらに抗腫瘍効果 を生 み 出す可能 性が示 唆 され た。

これ らの結論 か ら,新 生抑制 因子VASH1が 今後 の肺癌 に おけ る診 断,お よび治 療 的有 効性

を示唆す る重要 な研 究であ ると考 え られ る。 よ って本 論文 は博士(医 学)の 学位 論文 と して合格

と認め る。
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