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研究成果の概要（和文）：本研究では血管新生阻害剤による肝転移制御機構の解明と，メカニズ

ムに基づいた至適併用スケジュールの決定を目的とした．大腸癌肝転移モデルにおける転移形

成前の肝臓で CXCL1 の発現が TSU68 によって抑制され，その制御には原発巣から分泌され

る IL12 p40 が関与していることが示唆された．すなわち血管新生阻害剤 TSU68 は転移形成前

の転移先臓器の微小環境を変化させることで転移を強力に抑制していると考えられた． 
 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate the inhibitory effect of 
TSU68 on colon cancer liver metastasis, and to establish the optimal administration 
schedule with TSU68. In animal model of colon cancer liver metastasis, the expression of 
CXCL1 in premetastatic liver was significantly decreased by TSU68 treatment. In addition, 
the amount of interleukin-12 (IL-12) p40 in the portal vein was significantly decreased by 
TSU68 treatment. These results suggest that TSU68 may modulate the pre-metastatic 
niche in the target organ through suppression of the inflammatory response, which might 
be an alternative mechanism used by anti-angiogenic agents.  
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１．研究開始当初の背景 
  
 血管新生は腫瘍の増殖や転移形成に不可
欠であり，血管新生阻害による抗腫瘍効果，
転移抑制効果については多くの evidence が
示されている．2004 年，転移性大腸癌患者
に対して標準化学療法と抗 VEGF 中和抗体
の併用群の有意な生存期間の延長が初めて
報告され，本邦においても既に臨床応用が始
まっている．しかし現在もなお，その作用機
序は明確ではない．特に転移に対する抑制メ
カニズムについては未だ不明な点が多く，そ
の機序解明は抗血管新生療法の更なる応用，
発展を考える上で必須であると考えられる． 
 また血管新生には EGF(epidermal growth 
factor)，HGF(hepatocyte growth factor)など
数多くの因子が各段階で複雑に関与してい
るため，単一，画一的な抗血管新生療法では
治療抵抗性を獲得すると考えられる．この抗
血管新生療法のピットフォールを克服する
ためには，さらなる標的分子を同定し効率的
な併用療法スケジュールを探索することが
極めて重要であると考えられる． 
 
 
２．研究の目的 
  
 （１）ヒト大腸癌同所移植肝転移ヌードマ
ウスモデルを用いて，血管新生阻害剤 TSU68
投与による肝転移抑制効果の検討とそのメ
カニズムを解明する． 
 
 （２）TSU68 との併用療法に至適な薬剤
の同定と，投与スケジュールを決定する． 
 
 
３．研究の方法 
 （１）TSU68 による肝転移抑制効果および
原発巣における抗腫瘍効果の検討 
 
 ヒト大腸癌高肝転移株 TK4をヌードマウス
盲腸に同所移植し、TSU68 経口投与群（400 
mg/kg/day, n=19）およびコントロール群
(vehicle, n=19)を設定。5 週間連日投与後の
肝転移抑制効果を肉眼的、組織学的に評価し
た。また原発巣における組織学的抗腫瘍効果
の評価として、ヒトサイトケラチン20抗体、
Ki67 抗体、CD34抗体による免疫染色を行い、
それぞれ腫瘍細胞密度、細胞増殖、微小血管
密度の変化を検討した。 
 
 （２）担癌、非担癌による肝臓内遺伝子発
現変動と TSU68 投与による影響の解析 
 
 担癌群には TK4 を同所移植し、TSU68 投与
群（T-TSU 群; n=15）とコントロール群（T-Co
群; n=15）を設定。非担癌群には sham 手術

を行い、TSU68 投与群（NT-TSU 群; n=12）と
コントロール群（NT-Co 群; n=12）を設定し
た。薬剤投与後 7 日目（肝転移形成前）にお
ける肝臓を採取し RNA を抽出。転移形成前の
肝臓内での遺伝子発現変動をマイクロアレ
イ法にて解析した。 
 
（３）同様に薬剤投与後 7日目における原
発巣を採取し RNA を抽出。同時期における原
発巣内遺伝子発現変動をマイクロアレイ法
にて解析した． 
 
 
４．研究成果 
  
（１）コントロール群ではマウス 1 匹あた
り平均 1.28 個の肝転移が認められたのに対
し TSU68 投与群では完全に抑制されていた
（p<0.001；図 1）。 
 
 また原発巣における腫瘍細胞密度、細胞増
殖、微小血管密度は TSU68 投与により有意に
減少していた（それぞれ p<0.001, p=0.032, 
p=0.001）。以上の結果から、TSU68 投与によ
る著明な肝転移抑制効果および原発巣に対
する抗腫瘍効果が確認された。 
 
 

 
 （２）マイクロアレイ解析により NT-Co 群
と T-Co 群の肝臓内遺伝子発現を比較した結
果、T-Co 群の肝臓で 1947 の遺伝子の発現上
昇を認めた。さらにこれらの遺伝子中で
TSU68投与により有意な発現低下を認めた 44
の遺伝子を抽出し、その中で癌転移に深く関
連していることが知られているケモカイン
CXCL1 に着目した。CXCL1 の有意な発現変動
は 定 量 的 reverse transcriptional 
polymerase chain reaction (RT-PCR)法およ
び免疫染色によっても確認された（図２）。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CXCL1 はその受容体である CXCR2 を発現する
細胞のリクルートに関与することが知られ
ている。そこで TK4 細胞における CXCR2 の発
現を RT-PCR 法にて確認したところ、皮下移
植腫瘍と比較し同所移植腫瘍で CXCR2の有意
な発現上昇を認めた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また担癌状態の肝臓内には好中球やマクロ
ファージの集積が見られ、炎症が惹起されて
いることが示唆されたが、TSU68 投与により
これらの細胞の集積が有意に抑制されてい
た。大腸癌肝転移における CXCL1/CXCR2 経路
の重要性を確認するために抗 CXCR2 中和抗体
による転移抑制効果を検討したところ、コン
トロール IgG 投与群と比較して抗 CXCR2 中和
抗体投与群で有意な転移抑制効果を認めた
（p=0.013;図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に我々は肝臓内の微小環境に影響を及ぼ
す因子として原発巣から門脈内へ流入する

サイトカインの関与を考えた。そこで門脈血
を採取し計 32 種のサイトカインを定量した
結果、インターロイキン 12 p40 サブユニッ
ト（IL-12 p40）が T-Co 群で上昇しており、
T-TSU 群で抑制されていた（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果から門脈血中の IL-12 p40 が肝
臓内 CXCL1の発現変動に関与している可能性
が示唆された。さらに IL-12 p40 中和抗体投
与による転移抑制効果を検討したところ、コ
ントロール IgG 投与群と比較し IL-12 p40 中
和抗体投与群において有意な肝転移抑制効
果が確認された（p=0.017）。 
 
（３）同様に薬剤投与開始から 7 日目の

Premetastatic phase における原発巣のマイ
クロアレイ解析では，複数の遺伝子の発現変
動が確認された．Lysyl oxidase(LOX)の発現
が TSU68 投与により有意に抑制されているこ
とが確認され，転移抑制に関与している可能
性が考えられた．マイクロアレイ解析では，
併用療法の標的と成り得る候補の抽出には
至らなかった． 
 
[まとめ]  
 
 担癌状態では門脈血中 IL-12 p40 の上昇を
介して肝臓内 CXCL1 の発現が転移形成前から
上昇し炎症反応が惹起されることで転移の
準備段階、すなわち「pre-metastatic niche」
が形成されると考えられた。また TSU68 投与
により、肝臓内CXCL1の発現が抑制されCXCR2
陽性細胞の肝臓内リクルートが阻害される
ことで肝転移が抑制されることが示唆され
た。 
 
 
[結論]  
 
本研究では血管新生阻害剤による新たな転
移抑制機序として、転移先臓器の微小環境を
変化させ癌細胞が転移臓器に生着しにくい
環境を作り出しているというこれまでにな
い新たな概念を提唱することが出来た。また



pre-metastatic nicheの制御により転移を強
力に抑制できる可能性が示唆され、今後新た
な転移制御戦略の標的となりうるものと考
える。 
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