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研究成果の概要： 
肺癌治療では、抗VEGF抗体など血管新生阻害剤が進行性肺癌の化学療法に併用されるが、これら
の血管新生阻害剤はすべての肺癌に効果はなく、また、効果があったとしてもいずれ再発する。
本研究で明らかにできたことは、 新規Delta-like 4(Dll4)中和抗体がマウス肺扁平上皮癌と腺
癌において腫瘍縮小作用があること、NotchシグナルだけではなくEphrinB2を介して非生産的血
管形成をおこし腫瘍増殖を抑える作用である。Dll4中和抗体がヒトの様々な癌治療でも有効であ

可能性がある。 る
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１．研究開始当初の背景 
 
 肺癌は本邦において癌死の１位であり、特
に進行性肺癌は肺癌診断時の４割から６割
にのぼり、現在の最先端の医学をもってして
も、根治できない。しかしながら、進行性肺
癌において、さまざまな化学療法、分子標的
治療薬が使用できるようになり、現在のター
ゲットととして、腫瘍血管阻害剤があげられ
る。腫瘍血管の阻害剤として、すでに VEGF
抗体、VEGF 受容体抗体などが臨床で使用さ
れているが、すべての進行性肺癌に効果があ
る訳ではなく、また、耐性化した肺癌も見ら
れることから次世代の腫瘍血管阻害の確立

が急務であった。そこで、私どもは Notch シ
グナルが血管新生に VEGF 以上に関与して
いることから, Notch リガンドのひとつであ
る Delta-like4 中和抗体が肺癌治療に使用で
きる可能性について検討した。 
 
２．研究の目的 
 腫瘍血管阻害剤の新たなる治療法の開発 
 
３．研究の方法 
 腫瘍増殖モデルマウスにDelta-like4(Dll4)
中和抗体を投与し、腫瘍増殖の変化をみる。
また、Delta-like4 中和抗体は Notch シグナ
ルを阻害することから、腫瘍血管新生なども



 検討する。 
 
４．研究成果 
Delta-like4(Dll4)中和抗体（順天堂大学 
八木田准教授より譲渡）を検討した。 
   

 
       図２ KLN205 
 
 
図２のように Dll4 中和抗体投与群では明ら
かにマウス腺癌（KLN205、図３上図）とマウ
ス肺扁平上皮癌（LLC、図３下図）腫瘍の増
殖が抑えられた。 
  
次に腫瘍の病理標本を作成し、腫瘍血管を染
色し血管の面積を計測した（図３）。 

    図１ 
図１のように、HMD4-2 抗体は、マウス Dll4
を CHO 細胞に発現させた細胞には結合するが、
ヒト Dll4 を CHO 細胞に発現させた細胞には
結合しなかった。HMD4-2 抗体で細胞をブロッ
キングすると Notch1 は Dll4 に結合できなか
ったが Notch4 は結合できた。以上のことか
ら、HMD4-2 抗体はマウス Dll4 に特異的な中
和抗体であった。同様に MHD4-46 ではヒト
Dll4をCHO細胞に発現させた細胞には結合す
るが、マウス Dll4 を CHO 細胞に発現させた
細胞には結合しなかった。MHD4-46 抗体で細
胞をブロッキングすると Notch1 は Dll4 に結
合できなかったが Notch4 は結合できた。以
上のことから、MHD4-46 抗体はヒト Dll4 に特
異的な中和抗体である。 

 

        (KLN205) 

中和抗体投与群では有意

 
 
 
 
次に上記の Delta-like4(Dll4)中和抗体を肺
癌モデルマウスに投与した。 

     図３ (LLC) 
 

図３のように Dll4



に腫瘍血管が増えていた。そこで、組織に十
分に血流が有るかどうかを検討するため、血
流が十分にいかないことをみる低酸素状態
を検討した。しかしながら、血管が多い Dll4
中和抗体投与群では腫瘍内の低酸素エリア
が増大していた。 
そこでこの矛盾する現象を説明するために

EphrinB2 は腫瘍血

  

 図５ 
ように血管内皮細胞においては

 

 図６ 
皮細胞を用いて血管形成の実験

図７ 
図７のように EphrinB2 の発現も抑

て siRNA を

阻害剤抗体を肺癌モデルマウ

 
ズムとしては Dll4 中和抗体を投

 
 
ヒト血管内
を引き続き行ったところ、血管内皮細胞は大
きくなるが枝分かれが起きず、非生産的血管
形成が起きることが示された。 

さらなる解析を行った。 

 
 
この時、
制された。以上のことから、Dll4 中和抗体は
Dll4 のシグナルだけだは無く、EphrinB2 の
シグナルの抑制も示唆された。 
さらに、ヒト血管内皮細胞におい

      図４ 
図４で示すように、Dll4, 
管内皮細胞に発現していた。また、Dll4 中和
抗体投与群ではあきらかに EphrinB2 が抑制
されていた。EphrinB2 は血管の発達、増殖に
重要な役割をもっており、Dll4 中和抗体にて
EphrinB2 も阻害され、血流の無い血管（非生
産的血管増生）が起きていることが示唆され
た。より、この現象を観察するためにヒト血
管内皮細胞(HUVEC, HMVEC)を用いて検討した。

用い、EphrinB2 の発現を抑制させたところ、
Dll4 中和抗体を投与したときと同じ現象が
観察された。 

 
   図８  
次に EphrinB2図５で示す
スに投与したところ、腫瘍増殖は抑制された
（図８）。 
 

VEGF とともに Dll4 中和抗体は血管内皮細胞
の増殖因子として作用していた。  

 図９ 
そのメカニ
与したときと同様に非生産的腫瘍血管増殖
による腫瘍の抑制効果であった（図９）。以
上のことから、Dll4-Notch シグナルが
EphrinB2 の上流にあり、Dll4 中和抗体はこ



れらの血管増殖因子のシグナルを止め、腫瘍
血管に致命的な血流不全をおこさせ、腫瘍を
抑制すると考えられた。これらの知見はこれ
からヒトへの応用が考えられている Dll4 中
和抗体の基礎的なデータとなる。 
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