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は じめ に

切 除不 能ある い は 全身転移の 悪 性腫癌症 例 の 治療は ､ 今日 なお 極 め て 困難で あり ､

既存の 治療法 で は未 だ十分な成績が得 られ て い な い現状 で あ る ｡ こ の ような悪性 腫療

症例 に対 する有効な新 しい 治療法を開発 し ､ 臨床応用する こ とを目的と して 本研究を

進 め てき た ｡ すなわち ､ 抗血管新生療法に 着目 し､ 腫癌血 管内皮細胞 を標的 とす る免

疫療法 の 開発 に 関する研究を行な っ た ｡ まず ､ 内皮細胞 ワ ク チ ン を作製 して ､
マ ウ ス

大腸癌 の 血行性 転移 モ デ ル に お ける有用性 に つ い て検討 した ｡ さ らに ､ 臨床応用 を実

現す るに は ､ 自 己 の 内皮細胞 ワ ク チ ン を使用す る こ と が 理 想的 で あ る と考え ､ 鹿療組

織中の 内皮細胞 をよ り選択 的に 分離する方 法に つ い て検討 した｡
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背景お よ び目的 .

悪性月重療 の発 育､ 進 展に は血 管新生 が必要不可欠 な条件で ある ｡ 正 常組織に お い て

ほ と ん ど認 め られ な い 血 管新生 が 盛 ん で ある こ とが ､ 塵癌組織 の 大き な特徴 で あ る｡

ま た ､ 塵療組織中 の 内皮細胞 と 正常組織中 の 内皮細胞 は ､ 形態学的に も ､ 機能的に も

大き な差異が 認 め られ る｡ 腫癌細胞 をサポ ー

ト して い る塵療血管 の 内皮細 胞 を標 的と

する ｢ 抗血管新生療法｣ に近 年関心 が集ま っ 七い る｡ 既に治療薬を用 い る抗血 管新生

療法は ､ 動物実験お よび臨床試験に お い て抗腰痛効果を発揮する こ とが判明 して い る ｡

しか し
､ 従来 の 治療薬 の 多く は ､ 生物学的半減期が短 い た めに ､ 臨床応用 の 可能性 が

必 ず しも十 分 で は な い と い う重大 な問題 がある｡

本研 究で は ､ 従来 の抗血管新生治療薬によ る上記 の 本 質的な問題 を克服す るた め に ､

内皮細胞 を用 い た ワ クチ ン の有用性 に つ い て検討 した ｡ 第
一

に ､ 同種 の 内皮細胞 ワ ク

も
チ ン の 抗腫療効果 の 有無､ また ､ 関与する免疫学的機序に つ い て検討 した ｡ 臨床応用

を考慮 した場合､ 癌患者自身 の 内皮細胞 ､ すなわ ち腫癌血 管内皮細胞 を自己 内皮細 胞

ワ ク チ ン と して 使用 する方法が最適 と考えられ たが ､ 腫蕩組織よ り内皮細胞 を選択的

に分離す る こ と は非 常に困難で あ る o すなわち ､ 回収率 ‥ 選択性 が 高く ､
しか も汎用

し得 る簡便 な分離法時､
未 だ確立 して い な い現状で あ る｡ そ こ で ､ 第二 の 研究テ ー マ

と して ､ 自己 内皮細胞 ワ ク チ ン を可能とす る ､ 塵癌組織 より 内皮細胞 を選択 的に 分離

し得る方法 に つ い て検討 した ｡

方法お よ び結果

内皮細胞 ワ ク チ ン の 抗腫癌効果 に つ い て検討す るた め に ､ B A L 古/ c マ ウ ス の 大腸癌

c ol o n _ 2 6 の 肺転移 モ デル を作成 し､ 同種 の マ ウ ス 肝類洞 内皮細胞 ( H S E s) ワ ク チ ン
､

異種 の ヒ ト磨帯静脈 内皮細胞 ( H U V E C s) ワ ク チ ン
､

マ ウ ス凄絶芽細胞 (B alb/3 T 3)

ワ ク チ ン ( 対象 ワ ク チ ン) を投 与 した ｡ 予防プ ロ ト コ
ー

ル お よび治療プ ロ ト コ ー ル に

従 っ て 投与 した 上記 ワ ク チ ン の 抗腫癌効果 の 有無に つ い て は ､
マ ウ ス 肺組織 の 肉眼的
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お よび 組織学的な解析 にて 検討 した｡ ま た ､
ワ クチ ン に 対する免疫反応 を E LIS A 法 ､

F A C S 法 ､ C D C 法 ､

5 1 C r - r el e a s e 法などに より検討 したo

同種 の 内皮細胞 ワ ク チ ン お よび 異種 の 内皮細胞 ワ ク チ ン が大腸 癌肺転移 の発 育 を

有意 に抑制する こ とを ､ 予 防お よび治療プ ロ ト コ
ー

ル の 両検討に よ り確認 したo また ､

同種 内皮細胞 ワ クチ ン の効果 は ､ 異種 ワ ク チ ン の 効果 を上回る 土とが 明 らか とな っ た ｡

内皮細胞 ワ ク チ ン を投与 した マ ウ ス で は ､ 内皮細胞特異免疫が誘導された ｡ すなわち ､

マ ウ ス 血清中に ､ 内皮細胞 と強い 反応性 を示 し､ 腫癌細胞 とは反応 しな い 特異抗体が

出現 した ｡ また ､ 誘導された C T L 細胞 は ､ 内皮細胞 を特異的に 傷害 した｡

次に
､

腰痛組織中の 内皮細 胞 の選択 的分離法 を検討する ため に ､
B A L 甘/ c マ ウ ス に

c ol o n - 2 6 を移植 し､ 増殖形成 した腫癌結節 を摘出 し､ 物 理 的な破砕お よび酵 素処 理 に

よ り得 られ た細胞 の 選択 的分離に つ い て検討 した｡ 同様 ､
マ ウ ス の 正 常な腸管お よ び

牌臓 よ り細胞 を分離 し ､ 対 照 と して 実験に用 い た ｡
マ ウ ス 組織よ り待 られ た 細胞 を

D il 標識 A c
- L D L お よび F I T C 標 識抗 C D 1 6 抗体に て ラ ベ リ ン グ し

､
内皮細胞 お よ び

マ ク ロ フ ァ
ー ジをセ ル ソ 一

夕
一 にて分離 した ｡ それ ぞれ の 分離細胞 の 特徴に つ い て

､

ゼ ラ チ ン お よ び マ トリゲ ル 上 で の細胞 の形 態お よび機 能に つ い て調 べ
､ また免疫染色

法に より M E C A 3 2 お よび C D 6 8 の 発 現に つ い て 検討 した｡ さらに ､
マ ウ ス 組織中 の

内皮細胞お よび マ ク ロ フ ァ
ー ジが全 体に 占める割合を調 べ た｡ A c - L D L ( +) C D 1 6 ( - )

細胞 は ､ 細長 い 紡錘状 の 形態を有 し､ ゼ ラチ ン 上に 全て 付着 し､ 内皮細胞 の 特徴で あ

る マ トリゲ ル 上 で の 管腔形成 を示 した ため ､ 腫療血 管内皮細胞 で あ る と考え られ た ｡

同細胞 は ､
マ ウ ス 内皮細胞 特異抗原 で ある M l三C A 3 2 を発 現 し ､

マ ク ロ フ ァ
ー ジ 特異

抗原で あ る C D 6 8 を発現 しな か っ た .

一 方 ､
A c - L D L ( +) C D 1 6 ( +) 細胞 接､ 円形状

の 形 態を有 し､

一

部の 細胞 の み が ゼ ラチ ン 上 に付着 し､
マ トリゲ ル 上で ク ラ ス タ

ー を

形成 したが管腔形成を示 さず ､ 腰痛内 マ ク ロ フ ァ
ー ジで ある と考えられ た｡ 同細胞 は ､

c D 6 8 を発 現 し
､

M E C A 3 2 を発現 しな か っ た ｡ 腫癌血 管内皮細胞 お よ び腫療内 マ ク ロ

フ ァ
ー ジ の 割合は ､ 腫疲重量 の増加 に伴 い 増加 して お り ､ 両者が 腫癌 の 発 育に 関与 し

て い る こ とが 推 定された ｡
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考察

本研究 で は ､ 内皮細胞 ワ ク チ ン が ､ 新生血管の 内皮細胞 を標的とする免疫反応 を誘

導す る機序に よ り大 腸癌肺転移 を抑制する こ とを確認 した ｡ 異種 の 内皮細胞 ワ ク チ ン

と同種 の 内皮細胞 ワ ク チ ン を比較する と ､ 同種 の 方が より効果的で あ っ た｡ 同種抗原

を用 い た ワ ク チ ン ､ 例 えばF G F -2 の リポ ゾ ー ム ワ ク チ ン
､ f k - 1 の 樹状細胞 ワ ク チ ン

､

fl吏- 1 の D N A ワ クチ ン な どが有効で あ ると い う報告がある
一 方､ 異種 の ワ ク チ ン の 方

が より効果 的で ある と言う報告も存在する ｡ 本研究の 最も重要 な知見 は ､ 同種 の 内皮

細胞 ワ ク チ ン が ､ 新生血 管の 内皮細胞 を標的とする免疫を ､ 異種 の 内皮細胞 ワ クチ ン

よ り強く誘導する こ とと ､ 従来 の抗血 管新生治療薬に 比 べ て ､ 抗腫蕩効果の 長期 持続

が期待 でき る こ と で ある｡ 以上よ り , 従来 の治療法で 対応 困難な悪性腫療症例 に 対す

る新 しい 治療法 と して ､ 同種 の 内皮細胞 ワ クチ ン は ､ 臨床応用 し得 る可能性 が 高い と

考え られ た｡

内皮細胞 ワ ク チ ン と して ､ 患者自身 (自己) の 内皮細胞 が最適で奉る と考え ､ 腫療

組織中の 内皮細 胞 の分離を試み た｡ 現在最も使用 されて い る 内皮細胞 の 分離法 で あ る

D il 標識 A c
- L D L に よ るラ ベ リ ン グ法は ､ 内皮細胞以外 に も マ ク ロ フ ァ

ー ジが A c
- L D L

を取 り込 む こ とか ら ､ 単独 で は ､ 内皮細胞 の選 択的分離に不十分で あ る と考え られた ｡

本研究で は ､ C D 1 6 分子 に 着目 し ､ D il 標識 A c
- L D L お よび FI T C 標識抗 C D 1 6 抗体

を用 い る分離法に つ い て 検討 した｡ 本法に よ り ､ 内皮細胞 と マ ク ロ フ ァ
ー ジを明確に

区別 して ､ 分離 し得る こ とが 判 明 した｡ 腫療組織 よ り 内皮細胞 の選 択的分離法は ､ 特

異性 ､ 抗腫疲効果 が優れた 抗血管新生療法 を確 立する ため に重 要 な意味を有する と考

え られ る｡ す なわ ち ､ 腫療血 管内皮細胞 の 特徴 の解析､ 新た な特異抗原 の 同定 な ど
､

関連 した研究 - の 応 用が可能で ある ｡

一 方 ､ 腫疲組織に お ける機能や 役割に つ い て
､

不明 な点が多 い 塵療内 マ ク ロ フ ァ
ー ジは ､ 療治療の 新たな標的ある い は エ フ ェ ク タ

ー

と な る 可能性 が 十分考え られ る が ､ 今後 ､ さらなる検討を進 め る 必要 が あ るo
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