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研究成果の概要（和文）：本研究では、PHD阻害剤による構造的機能的に脆弱な腫瘍血管の改善効果について検
証した。その結果、腫瘍組織内の血管長の延長、腫瘍移植モデルに対する抗癌剤の効果において、PHD阻害剤併
用の治療群では、対照群に比較して腫瘍サイズの縮小が観察された。即ち、PHD阻害剤が腫瘍血管の形態・機能
を変化させ、薬物送達の改善、腫瘍環境の酸素化を介して、抗癌剤の腫瘍に対する感受性を向上させることによ
り腫瘍体積を減少させることが示された。またPHD阻害剤はマクロファージに直接作用して食作用を活性化し
た。以上より、PHD阻害剤は、がん微小環境を形成する複数の作用点を変化させることで癌治療に寄与する可能
性が示された。

研究成果の概要（英文）：The tumor microenvironment (TME) polarizes tumor-infiltrating macrophages 
toward tumor support. Macrophage-abundant tumors are highly malignant and are the cause of poor 
prognosis and therapeutic resistance. In this study, we show that the prolyl hydroxylase (PHD) 
inhibitor FG-4592 (FG) inhibits tumor growth of macrophage-abundant tumors and prolongs mouse 
survival. FG not only normalizes tumor vessels and improves tumor oxygenation but also directly 
affects macrophages and activates phagocytosis through the PHD-hypoxia-inducible factor (HIF) axis. 
Remarkably, FG can promote phagocytic ability of the Ly6Clo subset of tumor-infiltrating 
macrophages, leading to tumor growth inhibition. Moreover, Ly6Cneg macrophages contributed to blood 
vessel normalization. Using a malignant tumor mouse model, we characterized macrophage function and 
subsets. Altogether, our findings suggest that the PHD inhibitor can promote the anti-tumor 
potential of macrophages to improve cancer therapy.

研究分野： 薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究の成果は、がん微小環境が造り出す腫瘍血管と正常血管の違いを明確化することにより組織再構築の分子基
盤の解明に繋がると考えられる。また、PHD-HIFを基軸としたシグナルを介して形質変換した腫瘍内マクロファ
ージがもたらす抗腫瘍効果についても同様に詳細な分子機序を明らかにする契機となる。これら研究遂行は、現
在の腫瘍免疫療法では難治性を示すがんに対して、自然免疫の活性化過程を標的とした新しい腫瘍免疫療法を創
出する可能性を有しており、新規創薬研究分野にも繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１. 研究開始当初の背景 
 腫瘍に対する抗血管新生療法は、2004 年に血管内皮増殖因子
（VEGF）阻害剤の臨床使用が開始され、これまで様々な臨床試験
でその有効性が確認されている。しかし、最近の研究結果では、
血管新生阻害が腫瘍の低酸素低栄養状態に対する適応性を増加
させることにより、腫瘍が抗癌剤および放射線に対して抵抗性
を獲得することが分かってきた。また、腫瘍血管は正常血管と異
なり血管組織の構造的機能的に未成熟で脆弱であり、不規則な
血管長と血管径をもつため、腫瘍組織内の血流動態は悪く、血管
新生阻害の場合と同様の組織内環境を呈する。したがって、腫瘍
内の血管を成熟させ正常化することにより、腫瘍内環境を変化
させることは腫瘍の悪性化を抑制する可能性が考えられ、さら
に血管の正常化による腫瘍内への血流改善は薬物送達の改善の
みならず抗癌剤・放射線抵抗性の解除に繋がる可能性がある。 
 これまでに生体の低酸素応答における血管形成に着目し研究を進めてきた。本研究提案に至
るまでに、我々は、PHD 阻害剤が HIF の活性化を介して血管形成を促進して創傷治癒を改善する
ことを見出し、その分子機序を明らかにしてきた(1、 図 1)。その詳細な解析では、血管内皮の
HIF の活性化が創傷治癒過程において血管新生を促進して治癒効果を高めることを明らかにし
ている(2)。 
 
２. 研究の目的 
 腫瘍血管は、正常血管と異なり血管組織の構造的・機能的に脆弱であることが知られている。
このことに起因する血流や血管透過性の変化が、酸素や栄養分の供給や薬剤の腫瘍組織への送
達を低下させ、ひいては放射線治療や薬物治療に対する抵抗性獲得に寄与している。すなわち、
腫瘍に対して成熟血管の形成が治療の感受性を決定する要因と考えられる。しかし、脆弱な腫瘍
血管を正常血管に形質変化させる分子機構や方法について未だ詳細は不明である。本研究課題
では、最近我々が見出した、 PHD 阻害剤による腫瘍血管の正常様血管への誘導についてその分
子機序を解明する。 
 
３. 研究の方法 
 本研究での腫瘍血管の解析は、マウスに各癌細胞株を移植して作製した腫瘍モデルを用いる。
薬剤を投与することで腫瘍細胞への直接的効果ならびに血管形成、腫瘍内環境、薬物送達効率な
ど多面的に評価することができる。また、腫瘍血管の正常化誘導の鍵となる細胞や分子の同定に
ついて、腫瘍組織の細胞解析や細胞単離、少数細胞レベルからの発現解析を実施する。 
 
(1) PHD 阻害剤の腫瘍血管正常化への寄与の検証 
マウス腫瘍移植モデルの作製、PHD 阻害剤による血管性状（形態評価） 
 まず、PHD 阻害剤を腫瘍移植モデル動物に投与してその腫瘍血管の形質的変化および抗腫瘍効
果について検証する。腫瘍細胞株をマウス皮下に移植し、移植腫瘍が既定の大きさとなったとこ
ろで PHD 阻害剤の投与を開始する。腫瘍および腫瘍血管性状は形態学的・病理組織学的に判断す
る。また、腫瘍血管の性状評価は蛍光免疫染色法にて CD31、NG-2、αSMA、VE-cadherin、ZO-1、 
claudin-5 などに対する抗体を用いて血管を形成する細胞群を観察する。また、モデルマウスに
レクチンあるいは高分子デキストランを経静脈的に投与して腫瘍組織内の血管の数・長さ・直
径・密度や、血液漏出について画像解析装置にて評価する。 
腫瘍血管正常化による薬物送達効率の改善効果の評価（血管機能評価） 
 腫瘍移植モデルマウスを無処置群、PHD 阻害剤投与群、抗癌剤投与群、PHD 阻害剤/抗癌剤投与
群に割り付け、生存率および腫瘍径を測定・比較し、PHD 阻害剤と抗癌剤併用の有効性について
評価する。また、これら 4群の腫瘍組織中の腫瘍細胞の細胞死領域をおよび DNA 損傷を測定し化
学療法奏功率、薬物送達効率を判定する。さらにこれらのマウスに低分子標識化合物を投与し腫
瘍内への標識化合物の移行率を測定することで薬物送達効率を判定する。 
 
(2) PHD 阻害剤の腫瘍免疫細胞に対する影響の検証（腫瘍内免疫細胞の細胞解析） 
 本研究において、各種がん細胞株を担癌マウスモデルから腫瘍組織を採取し、酵素にて細胞レ
ベルに分解し、フローサイトメーターにて腫瘍組織内の免疫系細胞について、ＰＨＤ阻害剤の投
与の有無において、各種腫瘍浸潤免疫細胞の主要マーカーを用いて細胞解析を行う。 
 
４. 研究成果 
 我々は、PHD 阻害剤による創傷治癒における血管新生亢進の先行結果を腫瘍領域に応用するこ
とで、PHD 阻害剤による腫瘍血管の正常化の可能性を検証することにした。その結果、腫瘍組織
内の血管長の延長、腫瘍移植モデルに対する抗癌剤の効果において、PHD 阻害剤併用の治療群で
は、対照群に比較して腫瘍サイズの縮小が観察された。すなわち我々は、PHD 阻害剤が腫瘍内血
管の形態および機能を変化させ、抗癌剤の腫瘍に対する感受性を向上させることにより腫瘍体
積を減少させることを示した。これらの成果は特許出願に至っている(3)。 

【図1】虚血皮弁モデル実験において
血管内皮特異的HIF過剰発現マウス(Tg)
では血管形成と創傷治癒が促進される。 



 
(1) PHD 阻害剤による腫瘍血管正常化作用 
 まず、PHD 阻害剤が脆弱な腫瘍血管を構造的に正常
血管に変化するかどうか検討を行った。PHD 阻害剤投
与により腫瘍組織内血管構造の変化が認められた。特
に、血管構造を評価するために血管内皮細胞マーカー
である CD31 を用いて腫瘍組織を蛍光免疫染色により
評価した結果、腫瘍組織切片の単位面積当たりの
CD31 陽性率は PHD 阻害剤投与により優位に増加して
いた。また、血管の長径を評価した場合においても有
意な上昇が認められた(図 2)。腫瘍組織の血管密度評
価においては単位面積当たりの血管数の低下が認め
られた。これらのことから PHD 阻害剤は組織内の血管
は不規則な分枝は抑制され、1本の血管が延長していると考えられ、不規則な蛇行や分枝といっ
た腫瘍血管特異的な特徴が低減されていると考えられた。また、既存の腫瘍血管正常化の報告と
も一致した結果とであった。 
 
(2) 血管正常化と抗癌剤感受性の増強 
 つぎに、PHD 阻害剤による腫瘍血管の構造変化が血
管機能を改善しているかどうか検討した。対照群の腫
瘍組織では組織灌流性が乏しく、血管走行も不規則で
あるのに対し、PHD 阻害剤投与後の血管においては組
織灌流性が改善し、腫瘍内の血管が規則的に走行して
いることが認められた。また、PHD 阻害剤投与後の組
織においては血管外漏出も減少していることも確認
された。したがって、PHD 阻害剤は血管構造変化を誘
導するだけでなく機能的にも正常様の血管に変化さ
せることが示された。また、低分子化合物ヘキストに
よる組織内薬物動態も確認したが、PHD 阻害剤投与後
の組織では薬物送達効率も改善していた。これらの結
果が殺細胞性抗癌剤による治療効果に影響を与える
か検討を行った。シスプラチン(CDDP)単独では腫瘍増
殖抑制効果が認められないが、PHD 阻害剤/シスプラチ
ン併用群では腫瘍増殖抑制効果か認められた。つまり、PHD 阻害剤による血管正常化は抗癌剤の
薬物送達効率を改善すると共に、抗癌剤感受性を改善することが分かった(4, 図 3)。 
 
(3) PHD 阻害剤の腫瘍免疫に対する影響 
 PHD 阻害剤による腫瘍血管正常化様変化により腫瘍内の酸素分圧も変化した。このことより、
腫瘍組織内の免疫細胞の代謝シフトが起こり各種免疫細胞の活性が変化すると考えられる。事
実、がん微小環境の変化は腫瘍免疫活性を変化させ抗腫瘍に働くことが報告されてきた。そこで、
PHD 阻害剤投与による腫瘍免疫活性の変化について解析した。その結果、PHD 阻害剤は、腫瘍血
管正常化だけでなく、腫瘍増大抑制作用もあることが観察された。特筆すべきことは、腫瘍血管
正常化は投与後 6 日前後かかるのに対し、腫瘍増殖抑制は投与直後より生じていた。一方、PHD
阻害剤のがん細胞への直接的な作用は観察されず、免疫細胞活性化による抗腫瘍効果の可能性
が考えられた。また、この実験で用いたルイス肺癌細胞株による腫瘍組織中には T細胞がほとん
ど確認されなかったことから、腫瘍増大抑制作用がマクロファージ(Mφ)を介するものと予想さ
れた。Mφに限局した PHD 阻害剤の作用を疑似するため Mφ特異的 VHL ノックアウト(KO)マウス
における腫瘍の増大について確認したところそれは抑制された。さらに PHD 阻害剤の効果が Mφ
を介した作用であることを確認するために PHD 阻害剤投与後のマウス腫瘍組織内 Mφを単離し、
担癌マウスの腫瘍へ移入し、腫瘍に対する影響を検討した。PHD 阻害剤投与した腫瘍より単離し
た Mφを移入した群では腫瘍増大抑制が認められた。以上より、PHD 阻害剤は腫瘍に対して血管
再構築による腫瘍血管正常化を介して腫瘍組織環境の改善すると同時に、腫瘍内 Mφ に直接作
用し、複数経路にて腫瘍増殖抑制作用を示すと考えられた(5)。 
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