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研究成果の概要（和文）：化学療法はがん治療法の一つであるが，がんの薬剤耐性により期待通りの成果には至
っていない．腫瘍血管内皮細胞TECには様々な異常性があることが明らかになってきており，TEC自身にも薬剤抵
抗性があることがわかってきた．本研究では，TECの薬剤耐性トランスポーター阻害により，抗癌剤の感受性を
高め，薬剤耐性克服を目指した検討を行った． TECに抗癌剤パクリタキセルと薬剤耐性関連トランスポーター阻
害剤を処理すると，抗癌剤による増殖抑制効果が阻害剤により増強された．さらに，担癌マウスに抗癌剤パクリ
タキセルと薬剤耐性関連トランスポーター阻害剤を併用投与すると，抗癌剤単独投与よりも治療効果が得られ
た．

研究成果の概要（英文）：Chemotherapy is one of the method of cancer therapy, but the therapeutic 
effect is not enough because of drug resistance. It has been reported that tumor endothelial cells 
(TECs) show abnormal phenotype. TECs are resistant to anti-cancer drug. In this study, we tried to 
inhibit transporters which is related to drug resistance. Treatment of paclitaxel with transporter 
inhibitor inhibited TEC proliferation in vitro. In addition, treatment of paclitaxel with 
transporter inhibitor inhibited tumor growth compared to single paclitaxel treatment.

研究分野： 腫瘍血管新生
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１．研究開始当初の背景 
現在，多くのがん治療において化学療法は治
療の第一選択となっていることが多いが，必
ずしも期待通りの成果を上げていない．その
大きな原因の一つに，がん細胞の薬剤耐性獲
得が挙げられる．一方，腫瘍微小環境におけ
るがん細胞と間質細胞の相互作用について
様々なことが明らかになってきた．がん間質
細胞は，正常組織における間質細胞とは性質
が異なり，様々な異常性を示してがんの悪性
化に関与することが知られている．がん細胞
のみならず，がん間質細胞も薬剤抵抗性に重
要な役割があることが近年わかってきてお
り，このがん間質細胞が新たながん治療に対
する薬剤耐性のメカニズムとして注目され
ている． 
腫瘍血管は，がんの進展や転移に重要な役割
を担っている．近年，腫瘍血管を標的とする
血管新生阻害療法が新たながん治療戦略と
して注目を浴びている．われわれはこれまで，
腫瘍血管を構成する腫瘍血管内皮細胞を分
離・培養し，その性質について解析を進めて
きた．その結果，腫瘍血管内皮細胞自身にも
薬剤耐性関連トランスポーターの発現亢進
に伴う，薬剤抵抗性があることがわかってき
た． 
 
２．研究の目的 
本研究では腫瘍細胞のみならず，腫瘍血管内
皮の薬剤耐性関連トランスポーターを阻害
することで抗癌剤の感受性を高め，口腔癌の
薬剤耐性を克服できる新たな治療法の開発
を目指した基盤研究を行う． 
 
３．研究の方法 
(1)腫瘍血管内皮細胞の分離・培養 
ヌードマウスに腫瘍細胞を皮下移植して腫
瘍を形成させ，腫瘍組織を摘出する．腫瘍を
細切後，コラゲナーゼ処理を行い，磁気ビー
ズ細胞分離法ならびにセルソーターFACS 
AriaIIを用いてCD31+CD45－の血管内皮分画
を腫瘍血管内皮細胞（TEC）として採取する．
コントロールとして正常マウスの皮膚から
同様に正常血管内皮細胞（NEC）を分離する．
培養後，血管内皮の特性を PCR 法とフローサ
イトメーターを用いて解析し，分離した血管
内皮細胞が血管内皮マーカーを発現し，他細
胞の混入がないことを確認する． 
 
(2)腫瘍血管内皮細胞における薬剤耐性関連
トランスポーターの発現解析 
①組織免疫染色 
腫瘍血管における薬剤耐性関連トランスポ
ーターの発現を，抗 CD31 抗体（血管マーカ
ー）ならびに抗 P-glycoprotein (P-gp, 
ABCB1)抗体を用いて蛍光二重免疫染色で可
視化する． 
 
②PCR 法 
分離培養した血管内皮細胞の RNA を採取し，

逆転写後，Real-time PCR 法にて発現を比較
する． 
 
(3)薬剤耐性関連トランスポーター阻害の検
討 
①in vitro 解析 
分離培養した血管内皮細胞に，抗癌剤
Paclitaxel を処理し，細胞増殖を MTS assay
により評価する．薬剤耐性関連トランスポー
ターの阻害剤としては，Verapamil を用いる． 
 
②in vivo 解析 
担癌マウスに抗癌剤 Paclitaxel と薬剤耐性
関連トランスポーター阻害剤Verapamilを併
用し，阻害剤により抗癌剤の効果が上昇する
かどうか検討する．投与方法は，血管を標的
と す る こ と か ら Low dose metronomic 
chemotherapy のプロトコルで行う．治療効果
は腫瘍の大きさ，転移の有無，血管数で評価
する． 
 
(4)臨床検体を用いた薬剤耐性関連トランス
ポーターの発現解析 
手術摘出組織標本を用いて，血管における薬
剤耐性関連トランスポーターの発現を解析
する．具体的には，凍結切片において CD31
ならびに P-gp に対する抗体を用いて蛍光二
重免疫染色で行う．凍結切片が手に入らない
検体については，パラフィン包埋切片におい
て，連続切片で CD31 ならびに P-gp を染色し
評価する． 
 
４．研究成果 
(1)腫瘍血管内皮細胞の分離・培養 
TEC と NEC をそれぞれ CD31+CD45－分画とし
て分離した．培養後に PCR 法ならびにフロー
サイトメーターにより CD31，CD144，VEGFR2
などの血管内皮細胞マーカーが陽性であり，
かつ CD11b，CD45 といった血球マーカーやが
ん細胞マーカーが陰性であることを確認し，
分離された細胞が純度の高い血管内皮細胞
であることを確認した． 
 
(2)腫瘍血管内皮細胞における薬剤耐性関連
トランスポーターの発現解析 
①組織免疫染色 
腫瘍組織の凍結切片を用いた，CD31 と P-gp
の蛍光二重免疫染色を行った．CD31 にマージ
して P-gp のシグナルが観察された．それに
より腫瘍血管に P-gp が発現していることが
示唆された．なお，正常皮膚においては CD31
陽性血管に P-gp の発現は見られなかった． 
 
②PCR 法 
TEC と NEC の薬剤耐性関連トランスポーター
MDR1 の遺伝子発現を比較したところ，TEC に
おいて有意に高い結果が得られた． 
 
(3)薬剤耐性関連トランスポーター阻害の検
討 



①in vitro 解析 
TECとNECに抗癌剤Paclitaxelを処理すると，
NEC に比べ TEC において細胞増殖が亢進して
おり，TEC における薬剤耐性が観察された．
一方で，薬剤耐性関連トランスポーター阻害
剤 Verapamil を併用すると，その薬剤耐性が
キャンセルされたことから，TEC における
MDR1/P-gp発現亢進がPaclitaxelに対する薬
剤耐性に関与することが示唆された． 
 
②in vivo 解析 
担癌マウスに抗癌剤 Paclitaxel 単独投与，
Paclitaxel と薬剤耐性トランスポーター阻
害剤 Verapamil との併用投与を行った．その
結果，抗癌剤単独投与よりも阻害剤併用によ
り抗腫瘍効果が得られた．さらに，in vivo 
imaging 装置 IVIS Spectrum により転移の減
少が観察された．また，組織免疫染色により
CD31 陽性領域が減少し，血管新生阻害効果が
得られた．以上より，P-gp 阻害により抗癌剤
Paclitaxel の治療効果を上げることが示唆
された． 
 
(4)臨床検体を用いた薬剤耐性関連トランス
ポーターの発現解析 
手術摘出組織標本を用いて，血管における薬
剤耐性関連トランスポーターの発現を解析
した．その結果，血管 CD31 の領域の一部に
P-gp 発現が観察された．現在，腫瘍細胞なら
びに腫瘍血管における P-gp 発現と治療効果
（予後）との関連について，さらなる解析を
進めている． 
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