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研究成果の概要（和文）：がんの転移が成立するにはがんが周囲の微小環境にうまく適応する必要がある。
大腸がんは肝臓に高率に転移し、肝転移の制御は大腸がんの治療において最も大きな課題である。われわれはがん細胞
自身が分泌する酵素により活性化された肝由来のインスリン様増殖因子(IGF)が肝転移形成に重要な役割を果たし、中
和抗体による治療標的となりうることを明らかにした。さらに活性化されたIGFを血中で評価する系を確立し、マウス
モデルにおいて転移の形成とともに活性化 IGFが上昇することを証明し、中和抗体治療におけるバイオマーカーとなり
うることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is necessary for the cancer cells to adapt to the tissue microenvironment for t
he metastasis formation in other ogans. Colon cancer cells highly metastasize to the liver and control of 
liver metastasis is most important issue in the therapeutic strategy of colon cancer. We clarified that li
ver-derived insulin-like growth factors (IGFs) activated by cancer-producing protease play an important ro
le for the liver metastasis formation and could be a therapeutic target using neutralizing antibody. Furth
ermore, we developed the measurement system of activted (bioactive) IGF in the blood and demonstrated that
 bioactive IGF was increased with progressio of liver metastais and could be a biomarker of IGF neutralizi
ng strategy in the mouse model.
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１． 研究開始当初の背景 
われわれはこれまでにインスリン様増殖因
子(IGF)に対する中和抗体を用いて、前立腺
がん・多発性骨髄腫の骨転移、大腸がん肝転
移、家族性大腸腺腫症のモデル動物を用いて
IGF の治療標的としての有用性を証明して
きた。われわれが使用した中和抗体は IGF 結
合タンパクから遊離した、活性型 IGF のみ
を中和し、IGF 結合タンパクと結合した非活
性型の IGF は中和できない。この特性により
本抗体治療は全身的な副作用の軽減と腫瘍
特異的なドラッグデリバリーを両立させう
る理想的な治療法といえる。しかしながら動
物実験において目立った副作用を認めず、ま
た低濃度のほうが腫瘍抑制効果が高い傾向
が見られ、投与量の設定法に課題を残した。
これらの背景から抗体の標的そのものであ
る活性型 IGF を血中で測定できれば、投与量
の設定、治療効果・副作用予測のための直接
的なバイオマーカーになりうると期待され
た。 
 
２．研究の目的 
(1) 生体内(血中)での活性型 IGFの測定系を

確立すること 
(2) 活性型 IGF の IGF 中和抗体治療におけ

るバイオマーカー(投与量の設定因子、
治療効果・副作用予測因子)としての有
用性を検討すること。 

 
３．研究の方法 
ヒトにおいては活性型IGFを測定するELISA 
kit が市販されているが、IGF 結合タンパク
質の影響を受けやすく、十分に検証された測
定系とはいえない。そこでわれわれは血中の
活性型 IGF を評価するため、IGF 受容体過剰
発現細胞を血液検体で刺激し抗リン酸化IGF
受容体抗体用いたウエスタンブロット法に
て IGF 受容体のリン酸化レベルを検出し、活
性型 IGF を評価する機能的アッセイ法
(Kinase Receptor Activation Assay:KIRA
法)の開発を試みた。次に免疫不全マウスの
門脈にヒト大腸がん細胞株(HT29)を注入する
ことにより肝転移を作成し、KIRA法を用いて、
経時的に活性型 IGF を測定する。次に抗 IGF
中和抗体を脾臓経由で門脈内投与し肝転移抑
制効果および、活性型 IGF のバイオマーカー
としての有用性を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) KIRA 法の開発 
上記方法にて、血液中の活性型 IGF の検出に
成功した。この系の確立に当たってサンプル
の採取状況、保存状態が測定結果に大きな影
響を及ぼすことが明らかになった。すなわち
マウスの活性型IGFの測定には血清は不適で
あり、長期保存を避けることが望ましい(図
上段 AB)。一方、ヒト活性型 IGF の測定は血
清でも可能であるが、長期保存により高値に

なる傾向が見られた(図下段 AB)。いずれにせ
よ活性型 IGF の測定には EDTA 血漿が必須で
あり、保存温度にかかわらず、長期保存を避
けたほうがよいとの結論が得られた。 
 
(マウス血清) 

(マウス EDTA 血漿) 

 
(ヒト血清) 

(ヒト EDTA 血漿) 

 
これらの結果を踏まえ、われわれは KIRA の
サンプルはすべて EDTA 血漿で採取し、採血
当日に測定することで、採血条件による誤差
をなくし、サンプル間の比較が可能になるも
のと考えられた。 
 
(2) 肝転移モデルにおける血中活性型IGFの 

評価 
上記測定系をもちいて、免疫不全マウスの門
脈にヒト大腸がん細胞株(HT29)を注入するこ
とにより肝転移を作成し、KIRA 法を用いて、
経時的に活性型 IGF を測定した。肝転移の形
成が進むにつれ、活性型 IGF の値は上昇し、
一方で皮下に腫瘍細胞を移植した群において
は、活性型 IGF の上昇はわずかであった（下
図）、このことは肝転移の形成過程において、
肝由来の IGF を腫瘍が活性化し、肝臓の微小
環境に適応するために利用していることが強
く示唆された。次にわれわれは抗 IGF 中和抗
体を脾臓経由で門脈内投与(もしくは腹腔内
投与)し、経時的に活性型IGF値を測定し、抗
体の至適投与量を決定する。さらに活性型IGF
のバイオマーカーとしての有用性を肝転移抑
制効果や副作用を指標に検討する予定である。 



 

 
しかしながら HT29 は IGF-2 を発現している
ため、中和抗体を用いた治療実験を行う際に
は抗マウス IGF-1 抗体と抗ヒト IGF-2 の両者
の投与が必要である(マウスの肝における
IGF-2 の発現はほとんどない)。さらにシンプ
ルな系で肝転移に対するIGF中和療法の有効
性を証明するため、われわれは MMP-7 の発現
の な い マ ウ ス 大 腸 が ん 細 胞 Colon26, 
CT26(IGF-2 の発現もなし)に MMP-7 を強制発
現させた細胞株を作成し、肝転移を作成し、
そのモデルにおいてマウスIGF-1抗体のみを
投与する実験系の確立を目指している。 
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