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は じめ に

脳腫瘍 を含めた悪性腫瘍の治療に関しては数

多 くの臨床医や研究者が英知 をふ りしぼってそ

の病態にせまるべ く日夜治療,研 究に従事 して

いるにもかかわらず依然 として難治性疾患であ

る.特 に悪性グ リオーマに関して言 えば近年脳

神経外科手術手技や術後後療法 として化学療

法,放 射線治療,免 疫療法などの著 しい発展に

もかかわ らず50%生 存率は12～16カ 月,5年 生

存率が10%以 下 とい うきわめて悲惨 な治療成

績 は20年 前 と比べ変わりない.癌 治療の研究は

これまで正常細胞 との相違点に着目され病理学

的検索か ら治療薬の開発 さらに遺伝子解析にま

で及ぶようになったが,常 に癌細胞が主役であ

った.そ れで も治療成績 にその成果が反映され

ないのは治療戦略の着 目点が癌細胞のみに注が

れていたか らである.従 って,癌 細胞ではな く

て癌を含む癌組織全体に着 目した新たな治療戦

略を考 えることは今 までの既存の治療法に加

え,新 たなbreakthroughに な り得 ると考えら

れる.

腫瘍の血管新生はFolktanの グループが

angiostatin,endostatinの 発見 により一躍注目

されている1)2).特に1990年 代に入 り,こ の分野

の研究が爆発的に発展 したのは1つ には毛細血

管の内腔 を裏打ちしているわずか薄い血管内皮

細胞 の培養技術が進歩 したことによりin vitro

でin vivoに 近い再現モデル を作成できるよう

になった ことがあげられる.

Angiogenesis は腫瘍組織 よ り放出 されるサ

イ トカインやgrowth factorが 血管内皮細胞 に

作用し既存の血管 より新たに血管が出芽 してい

く現象で腫瘍細胞のみならずその周囲にあるマ

クロファージ,白 血球な どの血液系細胞や血管

内皮細胞,血 管平滑筋細胞,周 皮細胞などの血

管壁 を構成 している細胞 も参画 してお り益々複

雑な現象であることがわかってきた.こ うした

プロセスで完成 した新生血管は,原 発腫瘍の増

殖,再 発,浸 潤そして遠隔転移の経路 としての

役割を果たしている.血 管内皮細胞の増殖に始

まり,血 管基底膜の破壊,血 管内皮細胞が腫瘍

細胞に向かって遊走していき最後に管腔を形成

する精巧にプログラムされた一連の ドラマにさ

まざまな因子が関与 してお り病態の悪性度に相

関することが明 らかになった.従 って血管新生

をターゲ ットにした治療は癌治療を考 えるうえ

で理 に適った治療戦略 といえよう.

1)血 管内皮細胞 と増殖因子

血管内皮細胞 は,生 体内に数億個存在 し,体
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図1 正常細胞の細胞周期

比 較 的細 胞 増 殖 能 の 高 い正 常 細 胞 の

DNA合 成能 を比 較 した デ ー ター で あ

る.[3H]で ラベル したチ ミジンが100%

細胞 に取 り込 まれ るまでにかか る時 間を

示 した もので ある.正 常血管の内皮細胞

は非常に緩徐 な増殖を示すの に対 し,腫

瘍血管の内皮細胞 のDNA合 成能 は,骨

髄細胞のそれ と同等で,腫 瘍血管新生 に

大 き く関与 している.

重70kgの 成人 の体 内 に総 面積 に して1,000

m3あ るといわれている.図1に 示 した如 く腫

瘍血管の内皮細胞は正常の血管内皮細胞 に比べ

その増殖 は著しく速 く,正 常骨髄細胞のそれ と

同等でturnoverは 約5日 である.1gの 腫瘍組

織中には2×107個 の血管内皮細胞 と108～109

個の癌細胞が含まれているといわれてお り,(1

個の血管内皮細胞が5～50個 の癌細胞),血 管内

皮細胞は,腫 瘍の増殖,浸 潤,遠 隔転移 に貢献

している.本 来増殖能に乏しい細胞であるにも

かかわ らず,腫 瘍血管の内皮細胞の増殖能 は骨

髄細胞のそれにほぼ等 しく,遺 伝子異常は認 め

られない.腫 瘍組織内に存在 しているというだ

けであたか も腫瘍細胞の如 くふるまっているわ

けである.

これには数々の因子が腫瘍組織 より放出され

内皮細胞の増殖やangiogenesisの 促進 に関与

していることが明らかにされてきた.1983年 に

Michael Klagsburnら に よ りbFGFがan-

giogenic factorで あることが同定されて以来,

数々の因子がangiogenic factorあ るいはin-

hibitorと して明 らかにされた.こ れ らは腫瘍細

胞やマクロファージ,fibroblastな どの間葉系

の細胞 よ り放出されtutor angiogenesisに 貢

献 していることが免疫組織化学な どか ら明 らか

にされている.そ して腫瘍増殖,退 縮にはan-

giogenesisの 正 と負の制御因子のバランスによ

り精巧 に調節されていると考えられるようにな

ってきた.

最近注目されているのが内皮細胞にのみ特異

的に作用するVEGFで ある.グ リオーマを始め

とす るangiogenic tumorに その発現量 が 多

く,さ ら に 興 味 深 い の はhypoxiaに よ り

upregulationさ れる点である.乏 血管性になっ

た腫瘍組織が栄養 を得 るために1種 のSOSシ

グナルを放出 し血管を誘導するというものだ.

さらにこの因子が血管透過性を亢進 させる作用

も有 し,peritutoral edema,ascitesやcyst

を形成するメカニズムの1つ として考 えられて

お りtumor biologyや 治療戦略を考えるうえで

大変興味深 く示唆に富んでいる.ま たVEGFに

関しては急速 に研究が進められており癌抑制遺

伝子であるp53の 変異やc-Srcの ような癌遺

伝子によりその発現が高まることも明 らかにさ

れている.こ の因子をターゲッ トにした治療戦

略も考え出されており,新 たな治療戦略 として

期待 されている.

2)angiostatin,endostatinの 発見物語1)2)

臨床上外科医が経験することに,原 発腫瘍 を

外科的に切除するとそれを契機に今まで静かに

していた転移巣が急激に増大 し致死的になるこ

とがしばしば経験するが,そ のメカニズムにつ

いては1900年 代か らずっと謎であった.Folk-

manの グルー プによって提唱 された転移のメ

カニズムの仮説を示したのが,図2で ある.原

発腫瘍 はこのようにangiogenesis factorを 放

出し局所で血管新生 を誘導 し,そ れにより腫瘍

増殖が起 こる.し かしなが らそれと同時に原発

腫瘍自ら内因性の血管新生抑制因子を産生 し全

身循環 を介 し遠隔臓器 の血管新生 を抑 えてい

る.内 因性の血管新生抑制因子の血中半減期 は

bFGF,VEGFの それより長 く,血 中で も比較

的安定 していると考えられる.そ れ故,原 発腫

瘍の存在下では転移巣の血管新生が抑制され,
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図2 O'Reillyの 提唱 した遠隔転移のメカニズム

遠隔転移 の機序 として原発腫瘍 には血管新生発現型 と非発現型 の細胞が混

在 してお り発現型 より血管新生が誘発 され原発腫瘍 は増殖する.そ れ と同

時 に原発腫瘍か ら内因性の血管新生抑制因子 が放 出され,全 身血液循環を

介 して遠隔臓器 において血管新生を阻害 しているた め,そ こではわずか少

数のすでに転移 を起 こした癌細胞は増殖で きず,"休 眠状態"(microscopic

metastatic dormancy tumor)に ある.と ころが原発腫瘍 を外科的 に切 除

す ると,こ のバラ ンスが崩れ内因性血管新生抑制因子の供給源が断たれて

しまうことにな り,"休 眠状態"に あった転移性腫瘍が増殖 し始 める.こ う

して二次的 に癌の遠隔転移が起 こる とO'Reillyは 仮説 をたて,こ れが,ア

ンジオスタチ ン,エ ン ドスタチンの発見 につなが っていった.

転移腫瘍の増殖 も抑えられているが,外 科的に

原発腫瘍 を切除すると血管新生抑制因子の供給

源がな くな り転移巣でも血管新生が誘導され転

移腫瘍が増殖し始めるというのが仮説である.

この抑制因子を抽出するために以下のような

実験が行われた.ル イス肺癌細胞をマウスの皮

下 に生着 させ2週 間後に2つ のグループに分

け,1つ は外科的に切除した群,残 りは腫瘍をそ

のままにしておいた群 とし,さ らに2週 間観察

した後にsacrificeし,肺 の転移巣を調べた.す

る と外 科 的 に切 除 した群 で は肺 転 移 巣 が

40～50あ ったのに対 し,切 除 しなかった群では

5以 下であった.腫 瘍生着マウスの血清,尿 を採

取 し,血 管内皮細胞を用いた増殖抑制効果を比

較検討 した ところコン トロール と比べ,dose

dependentに 内皮細胞の増殖が抑制されたこと

が判明 した.

タンパクを抽出しそのアミノ酸配列 を調べあ

げ た.プ ラ ス ミノ ー ゲ ン の ア ミノ酸 の3次 元 構

造 は,5つ の 大 き な ル ー プ(Kringle looP)を 含

ん で い る こ とで 知 られ て い るが,抽 出 され た タ

ンパ ク の配 列 は ル ー プ の1番 目か ら4番 目 まで

と一 致 して い た.血 管 静 止 作 用 とい うangios-

tatic effectと い う意 味 か らangiostatinと 名 付

け られ た.そ して ル イ ス肺 癌 細 胞 を用 い た肺 転

移 モ デ ル に 対 しplasminogen fragment(an-

giostatin)を 投 与 した と こ ろ転 移 抑 制 効 果 が 認

め られ た.

免 疫 組 織 学 的 に検 討 す る と血 管 内 皮 細 胞 の マ

ー カ ー で あ るvWF(von Willebrand factor)

の 染 色 に よ り コ ン ト ロ ー ル 群 に 比 べangios-

tatin治 療 群 で は 著 明 にvascularityが 低 下 し

て い た.ま たbFGFを 植 え込 ん だ 角 膜 法 で も コ

ン トロー ル に比 べangiostatin治 療 群 で は角 膜

で のangiogenesisが 抑 制 さ れ た.さ ら に マ ウ

ス,ヒ トの原 発 腫 瘍 の モ デル に対 して の治 療 効
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果 を調べてみ ると80～90%の 抑制効果が認 め

られた.さ らに同様の方法でhemangioendoth-

eliomaの 培養上清が内皮細胞 の増殖抑制作用

を有することがわかり,新 しい血管新生抑制因

子を発見 した.抽 出されたタンパ クのア ミノ酸

配列 は18型collagenのC末 端側の約20kD

のペプチ ドであることが判明 した.endothelial

cellに 対するcytostatic effectを 有することよ

りendostatinと 名付 けられた この血 管新生抑

制因子 も同様にin vivoで 皮下腫瘍に対す る治

療効果が検討 され,angiostatinよ りもさらに強

力な抑制効果を示した.ま た免疫組織学的検討

ではvWF,増 殖マーカーであるPCNA,ア ポ ト

ーシスの細胞 を同定す るTUNEL法 を調べ る

とendostatin治 療群では著明にvascularityが

低下 し,腫 瘍細胞の増殖能に対 しては影響を与

えなかったが,ア ポ トーシス誘導効果が認めら

れ,そ れにより腫瘍増殖を抑 えているいわゆる
"休眠状態"(d

ormancy)を 保っていることが判

明 した.腫 瘍の増殖能 には影響 を与えずアポ ト

ーシスを誘導することが血管新生抑制因子を用

い た癌 治療 の特 長 で あ り これ をdormancy

therapyと 呼んでいる.

3)ウ イルスベクタ-を 用いた抗血管新生遺

伝子治療法の開発3)4)

以上こうした抗血管新生療法は血管新生の抑

制,内 皮細胞の増殖 を抑制することにより癌 と

の共存 とい う理想的な環境 を実現することが悪

性腫瘍 に対する抗血管新生療法の基本概念であ

る.特 に悪性グリオーマのように限局 した腫瘍

の場合には血管新生抑制因子 を全身投与 したの

では有効な局所濃度 を維持することが期待 しに

くくまた抗血管新生療法は腫瘍細胞に対 して直

接の殺細胞効果はもたないため治療は長期間に

わたって行われる必要がある.そ れによ り患者

への精神的,経 済的負担が重なる.何 らかの方

法で腫瘍組織 とその周辺 に限局 し長期にわたっ

て高濃度の血管新生抑制因子が集積するような

環境 をつ くることが望 ましい.そ うした問題 を

解決する手段の1つ として近年開発の著 しいウ

イ ル ス ベ ク タ ー を用 い た遺 伝 子 治 療 の技 術 を利

用 し血 管 新 生 抑 制 因 子 の遺 伝 子 と腫 瘍 細 胞 お よ

び そ の 周 囲 の細 胞 に導 入 し腫 瘍 組 織 か ら内 因 性

に血 管 新 生 抑 制 因 子 を産 生 させ 腫 瘍 血 管 新 生 を

抑 制 し微 小 環 境 を変 え る こ と を試 みた.

分 泌 シ グ ナ ル を 付 加 し た 血 小 板 第4因 子

(PF4)とangiostatinのcDNAを 組 み 込 ん だ

レ トロ ウイ ル ス ベ ク タ ー を作 成 し,グ リオ ー マ

細 胞 に 導 入 す る とス タ ンパ ク の発 現 が 細 胞 質,

また培 養 上 清 中 に 認 め られ,分 泌 され る こ とが

確 認 で きた.

内皮 細 胞(HUVEC-human umbilical vein

endothelial cells)を 用 い てベ ク タ ー に よ る遺 伝

子 導 入 を行 った と こ ろ,β-gal発 現 ベ ク タ ー を

用 い て 内皮 細 胞 に トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ンす る と

遺 伝 子 発 現 が 確 認 で きた.さ らに増 殖 抑 制効 果

につ い て 検 討 し た と ころPF4,angiostatinの

遺 伝 子 導 入 した グ リオ ー マ と内 皮 細 胞 をco-

cultureし た り培 養 上 清 を混 合 した り,ま た 内 皮

細 胞 に直 接 遺 伝 子 導 入 す る こ とに よ りオ ー トク

ラ イ ン,パ ラ ク ラ イ ン の 経 路 でangiostatinに

よ る内皮 細 胞 増 殖 抑 制 効 果 が 確 認 され た.

in vivoの 系 で はsubrenal capsule assay法

と呼 ば れ る方 法 で 腫 瘍 増 殖 抑 制,血 管 新 生 抑 制

効 果 を検 討 し た.subrenal capsule assay法 の

利 点 と し て 腎 臓 が 簡 単 にexposeで き る こ と,

renal capsuleは 丈 夫 で 腫 瘍 組 織 を生 着 さ せ る

の に適 して い る こ と,renal capsuleは 透 明 で あ

るた め新 生 血 管 が 透 過 しや す い 点,さ ら にsu-

brenal spaceは 無 血 管 領 域 で あ り この スペ ー ス

に 生 着 し た 腫 瘍 組 織 の 増 殖 はangiogenesis

dependentで あ る微 小 環 境 で あ る こ とで あ る.

PF4,angiostatin産 生 グ リオ ー マ に て抗 腫 瘍

効 果,血 管 新 生 抑 制 効 果 が認 め られ た.

免 疫 組 織 学 的 に 検 討 し て み る と,vWF,

TUNEL法 に て,angiostatin産 生 グ リオ ー マ

の方 がvascularityも 低 く,apoptosisが 誘 導 さ

れ て い る こ とが 示 され た.皮 下 に 生 着 した 腫 瘍

の 成 長 曲 線 で は,T/C比 率 は0.23で あ り約

77%抑 制 さ れ た こ と に な る.頭 蓋 内 に 生 着 させ
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た腫瘍 においてもangiostatin産 生 グリオーマ

群 において有意に生存期間の延長を認めた.

レ トロウイルスでは腫瘍細胞 と腫瘍血管内皮

細胞のみが遺伝子導入の標的 となるわけだが,

その場合腫瘍容積が小 さいうちは導入される細

胞数も少ないため十分な量の血管新生抑制因子

の産生が期待 しに くい.つ まり腫瘍が大 きくな

るにつれ血管新生抑制因子の産生量が増すこと

になる.理 想的には少ない腫瘍容積のうちに大

量の血管新生抑制因子が産生され るとい う微小

環境が望ましいわけで,そ のためには分裂,非

分裂細胞の双方に遺伝子導入できるベクターが

適していると考えられる.そ こで同様な手法を

用いてアデノウイルスベ クターにPF4,an-

giostatinの 遺伝子 を組み込んだ.ま たアデノウ

イルスベクターによる遺伝子導入の効率 を先程

示 したようにβ一gal発現ベクターを用いて β-

galを 定量することで比較検討 した.内 皮細胞

への導入効率はグリオーマ と同等かそれ以上で

あ り,内 皮細胞がアデノウイルスベクターの標

的 として適 していることがわかる.ま たMOI

を変 えるとdose dependentに 遺伝子発現 レベ

ルが増加す る.HUVECを 用 いたbioassayで

は遺伝子導入 したグ リオーマ とのco-culture

や直接内皮細胞に遺伝子導入 した場合,と もに

angiostatinを 導入 した方が著明 に内皮細胞 の

増殖能は抑制 された(図3).

subrenal capsule assayに て,ヒ トグ リオー

マ細胞 とウイルス溶液 をco-injectionし,3週

間後にsacrificeし,腫 瘍容積,重 量,血 管密度

を比較検討 したところangiostatin産 生グ リオ

ーマで有意に腫瘍増殖や血管新生が抑制されて

いた(図3).同 様 に 免疫組織学 的検 索で は

vWF,PCNA,TUNELを 施 行 す る とvas-

cularityはangiostatin産 生グ リオーマで低下

してお り,ま た腫瘍細胞の増殖能には差がみら

れなかったが,angiostatin産 生グリオーマでコ

ン トロールに比ベアポ トーシス誘導効果が認め

られ,dormancy stateに なっていることが判明

した.

頭蓋内腫瘍モデルでは腫瘍生着1週 間後に同

部位にウイルスを注入 した ところ,angiostatin

治療群で有意に生存期間の延長が認め られた.

4)腹 水産生腫瘍モデルに対す る抗血管新生

遺伝子治療法

ところで,最 近の知見 として,腫 瘍血管新生

と血管透過性が,腹 膜播種 した腫瘍における腹

水産生に関与 していることが明 らかになった.

その原 因 と して血管新 生 因子 の1つ であ る

VEGF/VPFが 腹水産生を促すことが知 られて

いる.腹 腔内は,隔 離された空間であ り,遺 伝

子導入を利用した治療モデルとして適 している

と考 えられ る.そ こで,血 管新生抑制因子の遺

伝子導入が,腹 水産生腫瘍の治療の一手段 とし

て有用であると期待 され,血 清腹水を産生する

乳癌細胞 を用いた動物モデルを利用して,そ の

治療効果を検討 した.

腹水 を採取 し,血 管内皮細胞の培養液に加え

ると,濃 度依存的に内皮細胞の増殖が促進され

る.腹水中に高濃度のVEGFが 検出された こと

より,腹 壁の血管新生に加 え新生血管の透過性

の亢進によ り腹水貯留が生 じるもの と思われ

る.ま たアデノウイルスベ クターによる腹腔内

への遺伝子導入の効率を調べると,腹 水中の浮

遊腫瘍細胞のみならず腹部実質臓器において も

広範囲にわた り遺伝子発現が認 められた.ま た

分泌型PF4発 現 ウイルスベ クターを腹水産生

乳癌細胞 を移植 したマウスに投与すると腹水産

生量が抑制されただけでなく,血 性でなく黄色

の腹水が認められた.さ らに生存 日数を比較す

ると分泌型PF4発 現ウイルスベクター投与群

で有意な生存延長が認められた(図4).

分泌型PF4自 身は,直 接腫瘍細胞 に対する

殺細胞効果 は認め られず,PF4治 療群 よ り得

られた黄色腹水中にもコントロール群 と同様,

浮遊する腫瘍細胞は認められた.

以上の結果より血管新生抑制因子の遺伝子治

療 は,腹 水産生腫瘍 に対 して腹水産生 と出血量

を抑 え,そ の結果延命効果が得 られることが示

唆 された.浮 遊する腫瘍細胞に対する殺細胞効
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図3 アデノウイルスベ クター による分泌型血管新生抑制因子 の遺伝子導入

(A)3H-チ ミジン取 り込 みによる内皮細胞増殖抑制効果:PF4やAgst(ア ン

ジオスタチ ン)を 導入 した腫瘍細胞 とHUVECをBoyden chatberを 用 いて

混合培養 し,3H-チ ミジンの取 り込み能 を比較 した.ア デノウイルスベクタ-

によ りそれぞれ遺伝子導入された細胞 より分泌 されたPF4や アンジオ スタチ

ンにより内皮細胞の増殖が40～60%抑 制された.

(B)subrenal capsule assay:分 泌型PF4,ア ンジオスタチ ン発現アデノウ

イルスベクター とグリオーマ細胞(野 生株)を ヌー ドマ ウスの腎臓の被膜下 に

顕微鏡 を用 いて生着 させた もの.2週 間後,腎 臓 を摘 出し腫瘍容積,重 量,肉 眼

的血管新生所見 を比較検討 した.コ ン トロールの血管,壊 死 に富んだグ リオー

マ に比 べ,分 泌型PF4,ア ンジオスタチン遺伝子導入グ リオーマでは,白 く小

さい腫瘍塊であ り,血 管新生抑制効果を介 して腫瘍増殖が抑制 された ことがわ

か る.
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図4 分泌型PF4遺 伝子導入 による腹水産生腫瘍に対 する抗腫瘍効 果

(A)腹 水産生抑制効 果:血 性腹水産生乳癌細胞(野 生株)を ヌー ドマウスの腹腔

内に生着させ,分 泌型PF4発 現 アデノウイルスベクター を投与 し10日 目に腹水

を採取 した.PF4治 療群 で有意な腹水産生抑制効果が認め られた と同時 に黄色腹

水 であった.

(B)生 存 日数の比較:腹 水産生乳癌細胞(野 生株)を ヌー ドマウスの腹腔 内に生

着 させ,分 泌型PF4発 現アデノウイル スベクターを投与する と有意な延命効果

が認め られた.

果はないことから本治療はanchorage depen-

dentな 腫瘍に対し有効であると考 えられ,腹 壁

に浸潤する腫瘍 に対する抗腫瘍効果を現在,詳

細 に検討中である.ウ イルスベ クターを用いた

抗血管新生遺伝子療法は,脳 腫瘍のみならずさ

まざまな腫瘍に対 して有効な治療法になり得 る

であろう.

おわ りに

これまでに報告のあるベクターを用いた遺伝

子導入による抗血管新生療法-antiangiogenic

gene therapy-の 一覧である(表1)5).VEGF

受容体に対 して拮抗するもの,シ グナル伝達経

路 を遮断するもの,ま たわれわれが報告してき

た血管新生抑制因子 を導入す る手法 などが あ

る.い ずれの報告で も共通 しているのは比較的

分子量が小 さく,また分泌可能である点であり,

これによりオー トクライン,パ ラクラインの経

路で抑制することが可能になることが期待でき

る.ま たangiostatin,endostatinを 代表 とする

内因性の血管新生抑制因子の一覧(表2)に 共

通 していることは,血 小板第4因 子以外はいず

れ も本来生体中に誰 もが持っているタンパクが

何 らかの酵素により1部 のフラグメン トに切断

され,そ れが強力な血管新生抑制物質になりう

るということである.元 とはまった く性質の異

なった作用をもつ という点が興味深い.さ らに

血小板第4因 子でさえも白血球などから放出さ

れるプロテアーゼにより開裂が生 じもとの物質

より50倍 の活性が高 まることが報告 されてい

る.こ のように人体 には"strong medicine"が

隠されている.

腫瘍 の"two compartment therapy"と もい

うべき腫瘍組織は腫瘍細胞 と血管内皮細胞で構

成されており,そ の共存ネ ットワークを遮断す

ることが大切であり,抗 血管新生療法が現在行

われている化学療法,放 射線療法,免 疫療法な
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表1 Anti-angiogenesis gene therapy

表2 Endogenous inhibitor of angiogenesis internal fragment of peptide

どと一緒 に組み合わせて行 う新たなadjuvant

therapyの 一手段 として有用であると期待 され

る.
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