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研究成果の概要（和文）：卵巣癌における抗VEGF抗体の治療抵抗性となる原因の解明を行った。卵巣癌マウスモ
デルにおいて、抗VEGF抗体抵抗性腫瘍では、低酸素領域が多く、また、GM-CSFが発現亢進していた。GM-CSFは骨
髄細胞からの骨髄由来抑制性細胞（MDSC）産生を増加させること、また、GM-CSF存在下ではより免疫抑制能の強
いMDSCが産生されることを証明した。VEGF抗体への治療抵抗性には、低酸素により誘導されるGM-CSFによるMDSC
の産生と免疫抑制能の亢進が関与していることが示された。

研究成果の概要（英文）：We explored the mechanisms of resistance to anti-VEGF therapy in ovarian 
cancer. In mouse models, anti-VEGF-antibody-resistant tumor showed larger hypoxic area and higher 
expression levels of GM-CSF. GM-CSF enhanced the production and immune-suppressive property of 
Myeloid Derived Suppressor Cells (MDSC) from myeloid cells. Our data indicated that targeting the 
hypoxia-induced cytokine, GM-CSF, may overcome the resistance to antiangiogenic therapy in ovarian 
cancer.

研究分野： 医学
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１．研究開始当初の背景 

(1)卵巣癌と VEGF  

卵巣癌は、本邦で年間約 8000 人が罹患、

4000 人以上が死亡していて、罹患数死亡数と

もに増え続けている。卵巣癌は容易に腹膜播

種をおこすが、自覚症状が少ないため、多く

が 3・4 期の進行期で診断される。化学療法

が一時的に効果を示すことが多いものの、ほ

とんどが再発を来し、長期予後は極めて不良

であるため、新規治療法の開発が求められて

いる。 

我々の研究室では、卵巣癌における VEGF

の発現と、その臨床的意義について 1997 年

に初めて報告し(Yamamoto S, Br J Cancer, 

1997)、以後も VEGF と卵巣癌の関連を報告し

てきた。最近の症例の検討でも、卵巣癌腹膜

播種における VEGF 高発現例は予後不良であ

る。 

(2)卵巣癌とベバシズマブ 

近年、卵巣癌に対して、抗 VEGF 抗体である

ベバシズマブの有効性が示され、本邦でも保

険適用となった。現在卵巣癌に対して唯一保

険適用の分子標的薬である。ベバシズマブは、

血管新生を阻害して腫瘍の増大を抑制する

作用に加えて、腫瘍血管を正常化して抗がん

剤の組織移行性を高める作用や、癌性腹膜炎

の際に腹水産生を抑制する作用があること

が知られている。しかし、ベバシズマブが無

効である症例もある。また通常の抗がん剤と

同様、いったんはベバシズマブが効果を示し

ても、後にその効果がなくなることも知られ

ている。このベバシズマブ抵抗性獲得のメカ

ニズムについては解明されていない。 

(3)卵巣癌と免疫逃避機構 

近年、癌が免疫逃避機構を持つことが注目さ

れているが、我々は、これまで、卵巣癌の腹

膜播種の分子機構と免疫との関わりについ

て研究を行い、卵巣癌において、免疫逃避機

構が腫瘍進展に重要な役割を果たしている

ことを報告してきた。特に、マウスモデルで、

微小環境の分泌分子を操作し免疫抑制を解

除することができることを報告した。また、

免疫抑制分子PD-L1が腹水中で卵巣癌細胞に

発現し、リンパ球上の受容体 PD-1 を介して

細胞傷害性リンパ球（CTL）の機能を低下さ

せ、腹膜播種を促進することを報告した。こ

の結果を踏まえ、抗 PD-1 抗体による卵巣癌

の新規免疫療法の医師主導治験を行った。本

治験で PD-1 抗体 Nivolumab は再発卵巣癌に

対し異例の高い奏効率・腫瘍制御率を得た。

今後卵巣癌における臨床応用が強く期待さ

れる。このように、腫瘍の免疫逃避は卵巣癌

の予後に強く影響していて、免疫逃避機構を

抑えることが予後不良の卵巣癌の治療法と

なる可能性がある。 

(4)卵巣癌と MDSC 

癌の免疫逃避機構の一つに、MDSC(骨髄由来

抑制性細胞)の誘導がある。MDSC は、悪性腫

瘍や炎症の存在下で、未熟な状態の骨髄球が

末梢に出てきたものであると考えられてい

る。MDSC は免疫抑制性のサイトカインや表面

分子を発現し、細胞傷害性 T細胞（CTL）の

機能を抑制して、腫瘍の免疫逃避を助けてい

ることが知られている。卵巣癌における MDSC

の働きはこれまであまり解明されていなか

ったが、我々は、90 例の卵巣癌の腹膜播種の

臨床サンプルを用いて、免疫染色および遺伝

子発現マイクロアレイにより、MDSC の腫瘍内

浸潤を解析した。すると、腫瘍内 MDSC の多

い症例では、腫瘍内リンパ球が少なく、予後

が悪いことがわかった。すなわち、MDSC は、

卵巣癌腹膜播種においても、癌の免疫逃避機

構に深く関わっていることが示唆されるが、

ヒトで MDSC を直接減少させる方法はこれま

で報告されていない。マウスの実験系におい

ても、MDSC を直接減らして抗腫瘍効果を示す

ことができた報告は非常に少なく、MDSC その

ものを標的とした治療法の開発にはまだ成

功していない。 

(5)MDSC と VEGF 



本研究を申請するにあたり予備実験を行

い、卵巣癌腹膜播種臨床サンプルの免疫染色

を行ったところ、MDSC の浸潤が多い症例ほど、

VEGF の発現が高いことがわかった。また、マ

ウス卵巣癌細胞株 ID8 に VEGF を強制発現し

免疫正常マウスに接種すると、コントロール

のID8に比べて早期に腹膜播種を形成したが、

その播種巣には MDSC の浸潤が有意に多くな

っていた。逆に、VEGF を発現抑制した株では、

MDSC 浸潤も抑えられていた。腫瘍内 MDSC を

抽出し活性化リンパ球と共培養すると、リン

パ球の増殖が抑制された。また、マウスの骨

髄細胞にID8の培養上清を加えて培養するこ

とで、MDSC が産生されるが、VEGF の投与に

よって MDSC 産生が促進され、抗 VEGF 抗体投

与によって MDSC 産生が抑制されることを見

出した。以上の予備実験の結果から、VEGF は、

腫瘍血管新生に働くのみならず、MDSC 産生を

促進させ、腫瘍内の MDSC を増やすことによ

っても、腹膜播種巣の増大に働くことが示唆

される。 

(6)ベバシズマブ耐性の機序 

 我々は、抗マウス VEGF 抗体を入手し、予

備実験として、卵巣癌腹膜播種モデルマウス

への投与実験を行った。VEGF 抗体はマウス体

内の VEGF を低下させるので、MDSC も減少す

ることが予想された。ところが、抗体投与に

より、血管新生の抑制作用がみられるものの、

抗 VEGF 抗体投与回数に比例して逆に腫瘍内

の MDSC の数が増えていくことがわかった。

その結果、腫瘍内 CTL 浸潤も減少し、免疫正

常マウスでは、抗体投与による治療効果は限

定的であった。この、VEGF 抗体による腫瘍内

MDSC の著増は、ベバシズマブ耐性に関与して

いる可能性が高い。卵巣癌臨床症例において

も、TCGA マイクロアレイデータで抗腫瘍免疫

が 強 く働い て いると 考 えられ て い る

「immunoreactive」と呼ばれる群に分類され

た症例では、ベバシズマブによる治療効果が

みられにくい、という臨床試験の解析結果が

2014 年 ASCO で注目を浴びた。腫瘍血管新生

の抑制・低酸素などの環境で上昇する免疫抑

制分子が MDSC 増加を介してベバシズマブの

耐性機序に関わっている可能性が示唆され

る結果であり、この分子は有力な治療標的と

なり得る。 

 

２．研究の目的 

本研究の最終目的は、ベバシズマブの耐性を

克服する、卵巣癌の新規免疫療法を開発する

ことである。そのために、以下の点を明らか

にする。 

(1)抗 VEGF抗体投与により卵巣癌微小環境に

おいて発現し、MDSC を誘導することで免疫逃

避能を獲得する分子を同定し、動物実験を行

い、MDSC を標的とした新規免疫療法を開発す

る臨床試験へとつなげる。 

(2)臨床サンプルを用いて、上記分子の症例

間の発現変化や MDSC 数等の免疫マーカーと

の関連を解析することにより、ベバシズマブ

耐性と抗腫瘍免疫との関わりを明らかにす

る。 

 

３．研究の方法 

 

(1)マウス卵巣癌モデルを用いた抗VEGF抗体

投与による治療実験 

① 免疫正常マウスに腫瘍ができるマウス

卵巣癌細胞株 HM-1 を同系の B6C3F1 マウスに

接種し、抗マウス VEGF 抗体を投与し、腫瘍

の増大を観察する。 

② ①で作成した抗 VEGF 抗体耐性マウス皮

下腫瘍における、局所の免疫細胞浸潤および

低酸素状態を解析する。解析にはフローサイ

トメトリーおよび免疫染色、発現マイクロア

レイの手法を用いる。 

③ ①で作成した腫瘍のサイトカインアレ

イを行い、抗 VEGF 抗体投与により増加する

サイトカインを同定する。 

 



(2)卵巣癌細胞株を低酸素条件で培養し、ウ

ェスタンブロット法や定量 PCR 法で(1)③で

同定したサイトカインが増加するかどうか

を確認する。 

 

(3)同定したサイトカインによりマウス MDSC

の産生量や免疫抑制能が変化することをＴ

細胞増殖抑制アッセイで明らかにする。 

 

(4)マウス卵巣癌モデルを用いた抗VEGF抗体

および抗 GM-CSF 抗体の併用治療実験 

① 上記で用いたマウスモデルに抗マウス

VEGF 抗体と抗マウス GM-CSF 抗体を併用投与

し、腫瘍の増大を観察する。 

② 併用治療およびそれぞれの単独治療後

の腫瘍内の MDSC 数をフローサイトメトリー

で解析する。 

 

(5)卵巣癌臨床サンプルの免疫染色を行い、

ベバシズマブ投与前後の免疫状態の変化を

明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1)  

① マウス卵巣癌皮下腫瘍モデルと腹膜播

種モデルを作成し、抗マウス VEGF 抗体を投

与する治療実験を行ったところ、皮下腫瘍モ

デル・腹膜播種腫瘍モデルともに、コントロ

ール群と比べて腫瘍増大は抑制されたが、時

間がたつと、腫瘍は治療抵抗性に増大するこ

とがわかった。 

② ①の抗 VEGF 抗体耐性腫瘍を免疫染色お

よびフローサイトメトリーで解析したとこ

ろ、抗 VEGF 抗体耐性腫瘍では MDSC が増加、

CD8 陽性 T細胞が減少していた。 

また、低酸素マーカーピモニダゾールの免疫

染色法により、腫瘍局所の低酸素領域を調べ

たところ、抗 VEGF 抗体耐性腫瘍では低酸素

領域が増加していることがわかった。また、

抗 VEGF 抗体投与腫瘍とコントロール腫瘍を

発現マイクロアレイで解析したところ、抗

VEGF抗体投与群ではNF-kB経路や低酸素経路

の遺伝子群が発現亢進していることがわか

った。 

③ 腫瘍をすりつぶした液を用いてサイト

カインアレイを行ったところ、抗 VEGF 抗体

耐性腫瘍では GM-CSF が発現上昇しているこ

とが確認された。 

(2) マウス卵巣癌細胞株HM-1を低酸素条件

下で培養したところ、定量 PCR 法で、Gm-CSF

をはじめとするいくつかのサイトカイン・ケ

モカインの上昇が認められた。 

また、ウェスタンブロット法で、ヒト卵巣癌

細胞株SKOV3およびマウス卵巣癌細胞株HM-1

両者を用いて、低酸素条件下では、GM-CSF が

発現上昇することを確認した。 

(3) GM-CSF を添加すると、マウス骨髄細胞

からの MDSC 産生が促進された。また、GM-CSF

存在下で骨髄から作成した MDSC は、添加し

ていない場合に比べて、より強く Tリンパ球

の分裂を抑制した。 

(4)  

① マウス卵巣癌皮下腫瘍モデルを用いて、

抗 VEGF 抗体および抗 GM-CSF 抗体の併用治療

実験を行った結果、両者を併用した群で腫瘍

増殖が抑制された。 

② 両者併用治療群の腫瘍と単独治療群の

腫瘍や無治療コントロール腫瘍内に浸潤す

る MDSC をフローサイトメトリーで比較した

ところ、抗 VEGF 抗体治療では腫瘍内の MDSC

が増加し、抗 GM-CSF 抗体との併用によって

MDSC の増加は打ち消された。 

(5) ベバシズマブ治療前後の卵巣癌臨床サ

ンプルの免疫染色を行ったところ、ベバシズ

マブ投与後のサンプルでは低酸素マーカー

である HIF1αの増加、GM-CSF の増加、MDSC

の増加、CD8 陽性細胞の減少が認められた。 

 以上より、抗 VEGF 抗体治療抵抗性には低

酸素により誘導される GM-CSF によって MDSC

の産生と免疫抑制能の亢進が関与している



ことが明らかとなった。 
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