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審査 の 結果 の 要旨

氏名 バ ヤ ス グラ ン

本研 究は ､ 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 / C X C R 4 a x i s の役割に つ い て 検討 を試みたも の で あり ､ 下記 の 結果を

得て い る｡

1
. 大腸癌

､ 陣痛細胞株を皮下移植 した マ ウス モ デル で ､ 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 したと こ ろ､
二 種類 の月重癌で ケ モ カイ ン受容体 cx 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 o

2 . G F P 骨髄移植 した マ ウス モ デル で の 蛍光二 重染色で GFP と C X C R 4 ダブル 陽性細胞が月重

療血 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 o l o n 3 8 と障臓癌 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% (6 5 . 7 ± 4 . 6 v . s . 3 1 8 5 . 7 ± 1 4 9 .
8) で あ っ た｡

3 . 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 1

'

17 V }

'

t 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 の月重癌 - の リク ル ー トに も関与する可能性が考え

られ た｡

4
. 大腸癌 ､ 陣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
､ 中

和効果を検討 したと こ ろ､
C X C R4 の 中和抗体が二種類 の 腫療の 増殖をそれ ぞれ抑 えた ｡

5
. A v l

'

t r o で C o l o n 3 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 a y 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 o l 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 o l o n 3 8 に

C X C R 4 を s t a b l e K n o c k D o w n した細胞株 ( s i C X C R 4) を樹立 した｡ s i C X C R 4 細胞 を コ ン

ト ロ ー ル s i R e n i ll a 細胞と 1
'

n v l

'

t r o
,
l
e

n v }
'

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 えな か っ た ｡
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6 . 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 腫癌直接で 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 腫療組織 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 腫療血 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% ( p く0 . 0 0 1) まで減少 した ｡ L a s e r D o p p l e r i m a g i n g s y s t e m

を用 い て鹿療内 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% (β く 0 . 0 1) ま で減少 した｡

7 . 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 腫療か ら蛋白 を回収 して ､

E L I S A A s s a y 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 腫癌血管新生 に 関与する こ

とを示 して い る｡

以上
､
本論文 は癌細胞 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 ､
腫癌血管新生阻害を介 して 腫療増殖を抑制 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 ､ 新たな療治療 の 分子標的と

して 臨床応用 に つ なが る こ とが期待され ､ 学位 の授与 に値するも の と考えられ る｡

尚
､ 審査会時点 か ら､ 論文 の 内容に つ い て以 下 の 点が改訂 され た｡

1 . 全体の 文章構成 に つ い て は
､
A b s t r a c t を削除 して ､

C o n c l u s i o n を追加 い た しま した｡

2 . I n t r o d u c t i o n と D i s c u s s l o n の と こ ろに 図表を加 えま した｡

3 . F i g u r e 3 の L e g e n d を修正 い た しま した ｡ 特 に､
A n t i - C X C R 4 中和抗体の 1

'

D V l

'

t T O で

の濃度､ 及び C X C R 4 の K n o ck -d o w n 細胞は S i n g l e c l o n e では なく ､
S t a b l e p o o l で あ

る こ と を記載い た しま した｡

4 . A n t l - C X C R 4 中和抗体の 中和効果に つ い て は
､ すで に動物実験モ デル で マ ウス の C X C R 4

を効率よく中和 できる と報告 され て おりますが ､
M e t h o d s の と こ ろに

､
文献的な コ メ

ン トを記載い た しま した｡

5 ⊥ ｢ 学位論文 の 要旨｣ の結語に つ い て
一

部訂 正 い た しま した｡
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