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研究の 背景お よび 目的

腫癌血 管新生 は癌種 を問わず腫癌組織 の増大 に と っ て は必須 の 現象で あると

考えられ ､ 広 い ス ペ ク トラ ム を有する新た な療治療標的と して 重要 と考えられ

て い る ｡ 実際に現在 ､ 分子標的治療薬を初 め とする抗血管新生薬の 開発競争が

盛ん で あり､ 既 に抗 ヒ ト
■
v E G F 抗体は臨床現場 で投 与 され ､ 従来 の 抗癌剤と の

併用 で有意 に患者予後 を延長させ る な ど の成果 が報告 され 始 め て い る ｡ ま た ､

従来
､

腫療血管新生 の 本体は組織内 d e n o v o で の 血 管発 芽と考えられ て き たが
､

最近 ､ 組織幹細胞 の ひ と つ と して 骨髄由来 の 血管内皮前駆 細胞 が末梢血中に 同

定 され ､ そ の 細胞 が腰痛な どの 末梢局所 - リク ル
ー

トされ る現象が報告 され た ｡

細胞 の ケ モ タ キ シ ス を司 る ケ モ カイ ン遺伝子群 の 中で S D F - 1/ C X C R 4 a xi s 欠損

マ ウ ス が い ずれ も血 管系 の 異常で 胎 生致 死 に な る と報告され て い る ｡ ま た ､

S D F - 1 は組織の 問質と血 管内皮で 発現 され ､ 受容体で ある C X C R 4 も血 管内皮細

胞 に発 現する と の 報告か ら s D F - 1/ C X C R 4 a xi s が腫療血 管新生 に寄与す る 可能性

が考えられた ｡

我 々 は今回消化器癌細胞 を皮 下移植 した マ ウ ス モ デ ル を用 い て ､ 腫癌血 管新

生お けるケ モ カ イ ン S D F 1 1/C X C R 4 a xi s の 役割を検討 した ｡

互塗

C 5 7 B L/6 マ ウ ス に放射線を照射 して骨髄を破壊 し ､ G F P トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク



マ ウ ス の 骨髄細胞 を移植 した ｡ そ の マ ウ ス に 大腸癌 ､ 陣痛細胞株 を皮下移植 し

た ｡ 大腸癌と腰痛そ れぞれ の 腫癌組織内 - に浸潤する細胞 を比 重遠心 で 回収 し
､

そ れ らの 細胞 に共通 に発 現す るケ モ カ イ ン レ セ プ タ
ー

を R T - P C R 法 に より ス ク

リ ー ニ ン グ し､ C X C R 4 に つ い て は免疫学的染色に より腫癌組織で の 発現を検討

した ｡ 腫療 の 増殖に伴う骨髄由来幹細胞 の 腫療組織 - の 誘導､ 生着 は腫療組織

内の G F P と血管内皮細胞 の マ
ー カ ー

C D 3 1 ､ 同定され た C X C R 4 との 蛍光二 重染

色 に より解析 した ｡

一

方 ､ 比 重遠心 で 末梢血 単核球分画 を採取 ､ 内皮細胞 の 培

養条件下 で in v it r o 培養する こ とで ､ 末梢血 の 血管内皮前駆細胞 にお ける C X C R 4

の 発現 も検討 した｡

さ らに 大腸癌 ､ 腰痛細胞株 を皮下移植 した マ ウス モ デル に ､ C X C R 4 の 中和抗

体を投与 し ､ 塵療 - の 抑制効果 を検討 した｡ 腫蕩 の 血 管新生 - の 影響は 血管内

皮細胞 の マ ー カ ー で ある C D 3 1 の 抗体で蛍光免疫染色 を行 い ､ 両群で の 腰癌血管

数 を定量す る とともに ､ L a s e r D o p ple r i m a gi n g s y st e m を用 い て 腫療内の 血流 を測

定 した ｡

鎧基

大腸癌 ､ 月草癌細胞株 を皮下移植 した マ ウ ス モ デ ル で ､ 腫療組織内 - に浸潤 す

る細胞 を比 重遠心で 回収 し
､

そ れ らの 細胞 に共通 に発現す る ケモ カ イ ン レ セ プ

タ ー

を R T - P C R 法 に よ り ス ク リ
ー

ニ ン グ したと こ ろ ､ 二 種類の 腫療で ケ モ カイ ン

受容体 c x c R 4 の 共通発現が確認 され ､ 免疫染色の 検討で も C X C R 4 が 二 種類の

腫療で確認 され ､

一 部は腫療 の 血管内皮で発 現 され て い た ｡ G F P 骨髄移植 した

マ ウ ス モ デ ル で の 蛍光 二重染色で G F P と C X C R 4 ダブ ル 陽性細胞 が 腫癌血管内

皮 で発現 され ､ それ らの 細胞 は ト ー タ ル G F P 陽性細胞 に対 して 大腸癌 の C ol o n3 8

と謄臓癌 の P a n c O 2 の モ デ ル で それ ぞれ 3 .4 % (3 2 .3 ± 2 .1 v . s . 9 6 1 .3 ± 3 6 .8) ､ 2 . 1 %

( 65 . 7 ± 4 . 6 v . s . 3 1 85 . 7 土1 4 9 .8) で あ っ た｡

一

方 ､ 比重遠心で 末梢血 単核球分画 を採

取 ､ 内皮細胞 の 培養条件下 で i n vit r o 培養 したと こ ろ ､ 末梢血 の 血 管内皮前駆細

胞 にお け る C X C R 4 の 発現 も確認 された ｡ こ の こ とか ら c x c R 4 は骨髄由来血管

内皮前駆細胞 の 腫療 - の リ ク ル
ー トに も関与す る可能性が 考えられ た｡

大腸癌 ､ 揮癌細胞株を皮下移植 した マ ウ ス モ デル に ､ C X C R 4 の 中和抗体を投

与 し ､ 中和効果 を検討 したと こ ろ､ C X C R 4 の 中和抗体が 二 種類の 腫癌 の 増殖 を

それぞれ抑えた｡ I n vit r o で C ol o n3 8 と P a n c O 2 細胞 に C X C R 4 の 中和抗体を添加

し
､

M T T a s s ay で 検討 した結果 ､ 中和抗体は癌細胞 そ の もの の 増殖 に影 響は与 え

なか っ た｡ C ol o n 3 8 細胞 は R T - P C R レ ベ ー

ル で は C X C R 4 を発現す る こ と か ら
､

R N A i 手 法 を 用 い て C ol o n 3 8 に C X C R 4
p を St able K n o c k D o w n した 細 胞 株

(si C X C R 4) を樹立 した ｡ si C X C R 4 細胞 を コ ン ト ロ
ー

ル si R e nill a 細胞と i n v it r o
,
i n

vi v o で検討 した と こ ろ ､ C X C R 4 の K n o c k D o w n に よ り癌細胞 の 増殖 に影 響は与

2



えな か っ た ｡
つ ま り C X C R 4 陽性細胞が腫癌 の

一 部血 管内皮で 発現 され た結果 か

ら
､

C X C R 4 の 中和効果 の機 序は 腰痛直接 で なく血 管新生 を抑 えた可能性 が 示唆

され ､ さ らに検討 を進 め た｡ 中和抗体 の 投与群と コ ン トロ
ー ル 群 の 腫癌組織で

c D 3 1 の 抗体 で蛍光免疫染色 を行い ､ 共焦 点顕微鏡で 両群で の 腫癌血管数 を定量

した結果 ､ 中和抗体を用 い た群で は コ ン ト ロ
ー

ル 群より 血 管の 数は 4 5 % わ <

o .o o 1) ま で減少 した ｡
L as e r D o p ple r i m a gi n g sy st e m を用 い て腫癌内 の 血流を測定

した結果 ､ 中和抗体を用 い た群で は コ ン ト ロ
ー

ル 群よ り血流が 6 5 % わ < 0 . 0 1) ま

で減少 した ｡ C X C R 4 の 中和効果 と V E G F との 関連を検討す る た め
､ 両群の 腫痩

か ら蛋白を回収 して ､ E LI S A A s s ay で V E G F の 濃度を測定 した結果 ､ 両者で V E G F

蛋白 の発 現量 に有意差が認 め られ なか っ た ｡
こ の こ とは C X C R 4 が v E G F と非依

存的に腫療血管新生 に 関与す る こ と を示 して い る ｡

登塞

本研究 で は ､ 消化器癌細胞 を皮下移植された マ ウ ス 腫癌組織に お い て ､ ケ モ

カ イ ン受容体で ある C X C R 4 をそ の 中和抗体 を用 い て 阻害す ると腫療増殖が 抑

制 され ､ そ れ が腫 癌細胞自身 - の 効果で は なく 問質を介 した 腫療内血流の 低下

に よる もの で あ る こ と を明 らか に した ｡

乳癌で は C X C R 4 が 過剰発 現 ､ リガ ン ドの S D F - 1 も腫癌組織 で発 現 ､ 癌の 転移

に も関わり ､ C X C R 4 の 中和 に よ り乳癌転移に抑制効果が ある と報告されて い る ｡

我々 の 消化器癌 モ デル で の 結果 か ら推測すれ ば ､ c x c R 4 の 中和 に より転移抑制

効果 は腫療の 血 管新生 を抑制する影響もあ るか も しれ ない ｡

ケモ カイ ン レ セ プ タ ー

C X C R 4 が皮下移植され た腫療にお い て V E G F と は非依

存的 に腫療血管新生 に 関与する結果が得られ ､ そ の ひ と つ は血 管内皮の 構築の

制御 を介 して い る可能性 が文献的に 考えられ た ｡ 内皮細胞 の 三 次元構造 の 確立

が s D F l に より 制御 して い ると い う現象 はす で に 血管内皮細胞株 を用 い た i n

vitr o の 実験 で報告 されて い る が ､ それ ばか りで なく
､ 今回 の 骨髄移植 モ デル や

腫癌 内血流 D o plle r の 検討 で は骨 髄か ら の 血管内皮前駆細胞 の リク ル
ー ト に も

C X C R 4 が関与 して い る と考えられ た｡

盤宣

癌細胞 を皮下移植 した マ ウス モ デル で の 検討で は ､ C X C R 4 に 対する 中和抗体

の 投与 に よ り ､ 腰痛血管新生 阻害を介 して 腫癌増殖を抑制 した｡ S D F - 1/ C X C R 4

a x i s が ､ v E G F の 阻害とは異 なる血 管新生抑制機構 と して
､ 新た な癌治療の 分子

標的と して 臨床応用 に つ なが る こ とが期待 され る｡
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