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研究の 背景と目的

腫 癌の 増殖､ 進展 には腫療血管新生 の誘導が必要不 可欠であ る｡ 血管新生な く して は､

固形腫癌は 2 - 3 m m
3
以 上 に増殖 で きず､ 虚血 状態 に陥 っ た腰痛細胞が血管新生因子 を

分泌 する ｡ 血管新生 因子が分泌 され ると ､ 癌細胞の周 囲 に新生血 管が誘導され ､ 腫癌細

胞 に栄養源お よび酸素を供給するよ うにな る ｡ また ､ 癌細胞の遠隔臓器 へ の 転移も こ の

新生 血管を介する機序 に よる もの と考え られ て い る｡ 腫療血管新生 に関する上記の 特徴

および研 究成果 を踏まえ ､ 癌の新たな治療法と して 血管新生 を標的と した治療法が近 年

注 目され るよう にな っ て きた ｡ 同治療 は､ 抗癌剤の 治療標的であ る癌細胞の撲滅で はな

く ､ 癌を ｢兵糧攻め｣ にする こ と により腫療組織の 縮小 ､ ある い は腫癌を休眠状態に追

い込む こ とを意図するもの で あ る｡ 癌細胞を標的とする既 存の 主な抗腫療薬の作用 機序

は ､ D N A 合成阻害 ､ 分裂阻害等で あるた め ､ 細胞周期の 短い 正常細胞 に も薬理作用 を

及ばす結果 ､ 副作用 の 発現が 重大な 問題 とな る こ と も少な < な い ｡

一 方 ､ 抗血管新生薬

は ､ 新生血管内皮細胞を標的とするた め ､ 正常内皮細胞や他の 正常細胞 へ の 影響は少な

く ､ 副作用の 可能性 も低い こ とが 予想され る ｡ また ､ 抗腫 癌薬の 多く は臓器特異性で あ

り､

一 部の臆病に しか効果が期待で きな い こ とが 一 般的で あ るが ､ 抗血管新生 療法薬は

新生血管内皮細胞を標的とするた め ､ 多く の 固形腫癌に対 して効果 を発揮 しうる汎用 的

な治療法にな る可能性がある ｡

癌治療の標的を癌細胞そ の もの か ら新生血管の内皮細胞 へ 移行する こ と は､ 次の よう



な理由によ っ て有意義で ある ｡ すなわち ､ ①血管内皮細胞は ､ 血 管内腔 を
一 層 に覆 っ て

存在 し
､

血流と常に接触して いる細胞で あるた め ､ 腫癌細胞と異な り､ 血管内投与 によ

る薬剤のデリバ リ
ー が確実に得られ る こ と ｡ ②癌細胞に比較 し､ 内皮細胞の 数は極端 に

少な い ため ､ 少な い量 の薬剤で十分 な効果が期待で き るこ と ｡ また ､

一 部の 内皮細胞が

破壊される こ とに よ っ て 血管内に血栓形成が誘導され る機序 による相乗効果が期待され

るた め ､ 全て の 内皮細胞を破壊する必要 はな い と考え られ る こ と ｡ ③正 常細胞で ある 内

皮細胞で は遺伝子変異 がほ とん ど起 こ らな い ため ､ 癌細胞の よう に治療耐性を獲得する

こ とは稀で ある こ と｡

本研 究で も､ 血管新生阻害と い う治療法 に注目 し､ 新たな血管新生 阻害薬を解明する

ためのin vit r o の 系を確立 し
､ 既 に他の 目的で臨床応用 され て いる薬剤や新たな抗血管

新生作用を有する物質を検討 ､ 評価する こ とを目的と した ｡ 本研 究に用 いたi n vit r o の

系は ､ ヒ ト腰帯静脈内皮細胞で ある H U V E C s ( H u m a n u m bili c al v ei n e n d o t h e]ial c e一l s)

をモ デル と して おり ､ H U V E C s の増殖能､ 運動能､ 浸潤能などに及ぼす薬剤の 影響を し

らべ る もの で ある. H U V E C s をモ デルとする系を研究 に用 いた理由は ､ 胎児由来の 内皮

細胞で ある H U V E C s が ､ 腫癌新生血 管内皮細胞と様々 な面 で 類似 して い る ことが ､ こ

れ までの 当科の 研究の 実績から明らか にな っ て いるため である ｡

そ こ で ､ 本研究で は上記 の in vit r o の 系を用 い ､ 第 一 章で は､ 既 に広く臨床応用 され

て い る抗高脂血症薬で あるプラバ ス タチ ンの 抗血管新生作用 に つ い て ､ 第 二 章で は ､ 抗

腫療作用 を有する こ とか ら注 目され て い る植物抽出物 であ るス ル フ ォ ラフ ア ン に 関する

検討を行 っ た ｡

方法 ･ 結果

1 ) ヒ ト腰帯静脈内皮細胞 に及 ぼすプラバ ス タテンの 影響

H M G - C o A 還元酵素阻害薬 である プラバ ス タテ ンは ､ 濃度依存的に H U V E C s の 増殖を

抑制した ｡ その 効果が コ レス テ ロ
ー

ル合成阻害作用 による こ とを確認するため に ､ メ バ

ロ ン酸の 下流生成物で ある フ ァルネシ ル ピロ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼとゲラ ニ ル ゲラニ ル ピロ

フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼを プラバ ス タテ ン と同時に添加すると ､ 後者は明 らか にプラバス タチ

ンの 作用が括抗された ｡ 増殖抑制の メ カ ニ ズム を調 べ た と こ ろ ､ それ はア ポ ト ー シ ス誘

導によるもの で はな く ､ 細胞周期の G l 期か らS 期へ の p r o g r e s si o n を阻害で ある こ と

が確認 された ｡ 細胞周期関連蛋白の 発現を検討する と､ Rb 蛋白の 発現が低下 し, 特 に

リ ン酸化 Rb 蛋白の発現 が低下 して いた ｡ また ､ C D K 2
,
c y cli n D

,
c y cli n E 発現 も減少し､

G l a rr e s t を支持する結果で あ っ た ｡ 次に､ H U V E C s と細胞外基 質の 相互作用 に注 目し､

基底膜及 び問質を構成する主 な細胞外基 質で あるコ ラ
ー ゲン ､ フ ィ ブロ ネクテ ン及 びラ

ミ ニ ン に対する接着能を検討 した ｡ プラ バス タテン は ､ 濃度依存的に H U V E C s の コ ラ

ー ゲン及 びラミ ニ ン に対 する接着性を低下さ せた . ゼラチ ンザイモ グ ラフ イ
一 による マ



トリ ッ クス メタ ロ ブロ テア
ー ゼ( M M P) の 発現は変化 しなか っ たが ､ マ トリゲル上 で の管

腔形成能はプラバ ス タチ ンの 濃度依存性に抑制された ｡

2 ) 新生血管内皮細胞 に及ぼす植物抽出物ス ル フ ォ ラフ ア ンの影響

次に ､ 新生 血管に及ぼすブロ ッ コ リ
ー 抽出物で あるス ル フ ォ ラ フ ア ン の 影響につ い て

検討 を行 っ た ｡ ス ル フ ォ ラ フ ア ン の濃度依存的に H U V E C s の 増殖抑制が認 め られ ､ ア

ポ ト
ー

シ ス 誘導 によ る もの で あ る こ とが 確認 され た ｡ C a s p a s e 阻害剤の 添加 によ り

H U V E C s 増殖抑制作用 は消失 し､ c a s a p a s e - 9i n hi bit o r の 方が c a s a p a s e 1 8 i n hibit o r よ

り強 い効果を示 した ｡ ミ トコ ン ドリア 経路の アポト
ー

シス 関連蛋白質発現をみ るとア ポ

ト
ー

シ ス促進因子 B a x の 発現 は増加 し ､ 逆にア ポト ー シス抑制国子 B c ト2 の発現 は減少

した ｡ また ､ ス ル フォ ラフ ア ンの 濃度依存性に H U V E C s の管腔形成が抑制されたが ､ M M P

の産生 は変化 しなか っ た ｡

考察

･ 血管新生が発達するため には ､ 内皮細胞の 増殖だけでな く ､ 細胞外基質 へ の接着 ､ 遊

走 ､ 浸潤 ､ 管腔形成などの 過程を経て 成り 立つ ｡ 抗高脂血症薬で あるプラバ ス タテ ン は

H U V E C s の G l a rr e s t による増殖抑制をきた し､ その 増殖抑制は C D K 2
,
c y c = n D

, c y cli n

E の 発現低下 ､ Rb 蛋白の リ ン酸化抑制が関与して い ると考え られた ｡ 諸家の 報告で は

C D Kl で ある p 2 1 の発現増加 と いう報告もあるが今回の 検討 で は p 2 1 の発現変化はみ

られ な か っ た ｡ また ､ プラ バ ス タ チ ン は血 管新生 の も う 一

つ の 重要な 過程 で あ る ､

H U V E C s の細胞外基 質へ の 接着を抑制 した ｡ 細胞外基質と接着する こ とに より細胞内シ

グナル伝達経路が刺激され ､ 様々 な細胞応答が誘導され る こ とが知られて おり , プラバ

ス タチ ン による接着抑制仲用 は､ H U V E C s の様 々 な機能に抑制的に働 い て い る可能性が

考えられる o 内皮細胞は コ ラ
ー ゲ ンお よびラミ ニ ン に強く 接着するが ､ プラバ ス タテ ン

濃度依存性に接着を抑制 した ｡ さ らにプラバ ス タチ ンは H U V E C s の マ トリゲル上 で の

管腔形成能を抑制したが ､ M M P 産生 には影響を及ばさなか っ た ｡ したが っ て ､ プラバ

ス タチ ンは内皮細胞の 増殖抑制､ 細胞外基質 へ の接着および管腔形成の抑制と い う ､ 血

管新生 にお ける重要な ス テ ッ プの 3 つ を抑制する こ とが 実証 され ､ 抗血管新生薬と して

の臨床応用 も期待される ｡

一 方 ､ ブロ ッ コ リ ー 由来の ス ル フ ォ ラ フ ア ン は ､ あ る種の癌細胞に対 して増殖抑制件

用を有する こ とが確認 され て い るが ､ 血管新生作用 に及ぼす影響につ い て は い まだ検討

され て なか っ た ｡ ス ル フ ォ ラ フ ア ン は H U V E C s の 増殖を抑制し ､ それ は c a s a p a s e - 9

優位な ア ポ ト
ー シス による もの で あ っ た ｡ また ､ ア ポ ト

ー シス 促進蛋 白で あ る B a x は

ス ル フ ォ ラフ ア ン濃度依存性 に発現が増強し､ ミ トコ ン ドリア からチ トク ロ
ー ム C の放

出を阻害するアポ ト
ー シ ス抑制蛋白である B c ト2 の発現は減少 して い た ｡ こ れ はスル フ



オ ラ フ ア ン による癌細胞の ア ポト
ー

シス 誘導の 機序と 一

致 す るもの であ っ た ｡ また ､ ス

ル フ ォ ラフ ア ンの 濃度依存性 に H U V E C s の 管腔形成能も抑制されたが ､ M M P 産生能に

変化 はみ られな か っ た ｡ こ れ まで 癌細胞の抑制作用が注 目され て い たス ル フ ォ ラ フ ア ン

は ､ 本研究によ っ て 血管新生抑制作用 も併せ持つ こ とが明らか となり ､ 複合的な抗腫療

薬として今後期待され る｡

本研究で使用 したin vi v o モ デル を用 いて ､ 既 に 臨床 で用 い られ て い る様 々 な薬剤や ,

植物抽 出物な どが血管新生 の様 々 な ス テ ッ プに及 ぼす影響につ い て 検討する こ とが可能

であ り ､ 今後 ､ 抗血管新生薬と して有望な薬剤､ 物質をス クリ - ニ ング し､ 新たな抗血

管新生薬の発見につ なが る可能性が期待され る｡ 抗血管新生作用を有する多くの 薬剤 ､

物質が検索され る こ とを期待 した い ｡




