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研究成果の概要（和文）：マウス担癌モデルを用いた VEGFR2 チロシンキナーゼ阻害薬

(VEGFR2-TKI)耐性がん組織の回収を行った。VEGFR2-TKI である Ki8751(投与なし, 10 mg/kg/

日, 20 mg/kg/日)を投与し、縮小後に再増大した時点で腫瘍組織を回収し、耐性後組織とした。

また組織回収時には血漿も回収した。10mg/kg/日群では 6匹中 3匹から 8週および 10 週投与後

に耐性後組織を回収することができた（以下耐性群）。耐性群と投与なし群の腫瘍組織から RNA

を抽出し、血管新生関連因子(VEGFA, MET, HGF, IL-8, FGF7, KDR, EGF, FGF1, FGF2, KIT, VEGFB, 

VEGFC)の遺伝子発現を測定した。そのうち IL-8 で耐性後に遺伝子発現が増加し、VEGFR2, HGF

では減少した。IL-8 の血漿中濃度を ELISA 法を用いて測定したところ、耐性群では 40.06 pg/mL

で投与なし群では 26.90 pg/mL であり、耐性群で上昇していた。IL-8 は、VEGFR2-TKI 耐性メカ

ニズムに関わることが予想される。

研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： We collected VEGFR2 tyrosine kinase inhibitor 
(VEGFR2-TKI)-resistant cancer tissue from a cancer-bearing mouse model. We divided the 
mice into groups that were given the VEGFR2-TKI Ki8751 in a dose of 10 mg/kg/day and 
20 mg/kg/day and an untreated control group, and after it had regressed, we collected 
tumor tissue from the Ki8751 groups and used it resistant tissue. Blood plasma was 
collected at the time the tissue was collected. It was possible to collect resistant tissue from 
3 (resistant group) of the 6 mice in the 10 mg/kg/day group, at 8 weeks after the start of 
administration. We extracted RNA from the tumor tissue of the resistant group and the 
control group and measured gene expression of angiogenesis-related factors (VEGFA, MET, 
HGF, IL-8, FGF7, KDR, EGF, FGF1, FGF2, KIT, VEGFB, VEGFC). Expression of one of 
the genes, IL-8, had increased after resistance developed, and expression of two of the 
genes, VEGFR2 and HGF, had decreased. Measurement of the plasma concentration of 
IL-8 by an ELISA yielded a concentration of 40.06 pg/mL in the resistant group and 26.90 
pg/mL in the control group, and the concentration in the resistant group was elevated. IL-8 
is suspected of being related to the mechanism of VEGFR2-TKI resistance. 
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１． 研究開始当初の背景
 血管新生阻害薬の耐性機序は不明な点

が多く、血管内皮細胞の VEGF-VEGFR シグ
ナル依存に対する Escape 現象が最も有力な
機序として考えられている。血管新生阻害薬
の耐性機序を解明するためには、その標的で
ある「血管内皮細胞側」と「腫瘍細胞側」の
両方向からのアプローチが重要であると考
えられる。

これまでに我々は、正常細胞である「血管

内皮細胞側」の耐性機序を解明するための研

究を行ってきた。当該研究において、VEGFR2

チロシンキナーゼ阻害薬耐性血管内皮細胞

の樹立に国内外で初めて成功し、耐性血管内

皮細胞においては、VEGFR2発現抑制、および

VEGFR2シグナル依存からのエスケープ現象

が耐性メカニズムであることを同定した。一

方、血管新生阻害薬は、遺伝学的にバリエー

ションの少ない正常細胞由来の腫瘍血管内

皮細胞を標的とするにも関わらず、各症例間

における効果の差は極めて大きく、血管新生

阻害薬の著効例であっても、ほとんど耐性が

生じる。この点から、「腫瘍細胞側」の薬剤

耐性因子に注目した。腫瘍細胞は遺伝学的に

バリエーションが大きく、血管新生減少に伴

う低酸素状態への対応などの反応を通して、

あるいはケモカインなどのVEGFシグナルと

は独立した血管新生因子の発現亢進などを

通して、血管新生阻害薬耐性を生じていると

考えた。以上からがん細胞株をマウスに移植

し、血管新生阻害薬が奏効期から耐性期にな

った細胞をクローニングし、「vivo耐性がん

細胞株」として血管新生阻害薬耐性メカニズ

ムを明らかにすることを考案した。 

２．研究の目的

（1） 血管新生阻害薬耐性腫瘍細胞株を樹

立する（vivo 耐性株）。

（2） 血管新生阻害薬耐性腫瘍細胞株の耐性

獲得機構の解析を行う。

解析結果より血管新生阻害薬耐性に関わる
バイオマーカーを同定する。

３．研究の方法
(1) マウス担癌モデルを用いた VEGFR2チロ
シンキナーゼ阻害剤耐性腫瘍細胞の樹立 

大腸癌細胞株である DLD-1が移植された担
癌マウスを 3 群（投与なし群,低用量群 10 
mg/kg/日, 高用量群 20 mg/kg/日，それぞれ
n=3）に分け、移植された腫瘍組織が 150 mm3

となった時点から、低用量群もしくは高用量

群には VEGFR2 チロシンキナーゼ阻害剤
（VEGFR2-TKI）である Ki8751 を、投与なし
群には生理食塩水を投与した。腫瘍組織が
900 mm3となった時点で腫瘍組織を回収した。
いったん縮小しその後増大した腫瘍組織を
耐性後組織とした。 
回収した腫瘍組織から RNA を回収し、逆転

写酵素を用いて cDNA を作成した。それらの
cDNA 溶液を-20℃で保存した。また組織回収
時に、血液を採取し遠心分離にて血漿を分離
し-80℃で保存した。 

(2) VEGFR2 チロシンキナーゼ阻害剤耐性細
胞組織と親株組織との差異の検討 
血管新生関連因子の組織内遺伝子発現と

血中タンパク濃度を測定した。VEGFR2-TKI 投
与群のなか腫瘍組織が縮小後増大を示した
群と投与なし群の腫瘍組織から得られた
cDNAを用いて、血管新生関連因子(VEGFA, MET, 
HGF, IL-8, FGF7, KDR, EGF, FGF1, FGF2, KIT, 
VEGFB, VEGFC)の遺伝子発現を定量的 PCR 法
にて測定した。それらの結果から、耐性に関
わることが予測される遺伝子を挙げ、それら
に関連するタンパク質の血中濃度を、ELISA
法にて測定された。 

４．研究成果 
(1) マウス担癌モデルを用いた VEGFR2 チロ
シンキナーゼ阻害剤耐性腫瘍細胞の樹立（図
1） 
図 1. VEGFR-TKI 投与中の腫瘍体積の推移 

投与なし群においては day 12 (n=1)および
day 15 (n=2)で腫瘍体積が 900mm3を超え、回
収された。投与なし群から得られた組織は、
親株組織として以降の研究に用いられた。ま
た高用量群では day 8 あたりで一時増大した
ものの、その後縮小し経過中再増大すること
なく、腫瘍組織は回収されなかった。低用量
群では day 12 あたりにかけて緩やかに増大
し、その後安定し、day 33 あたりから再び増
大した。day 50 (n=1)および day 54 (n=2)



で腫瘍体積が 900mm3を超え、回収された。低
用量群から得られた組織は、VEGFR-TKI 耐性
細胞組織として以降の研究に用いられた。 

(2) VEGFR2 チロシンキナーゼ阻害剤耐性細
胞組織と親株組織との差異の検討 
耐性細胞組織および親株組織より mRNA が

抽出され、以降の測定に十分な回収量を得る
ことができた（表 1）。 

表 1. 抽出された mRNA 濃度

定量的 RT-PCR 法を用いて、血管新生関連
因子(VEGFA, MET, HGF, IL-8, FGF7, KDR, EGF, 
FGF1, FGF2, KIT, VEGFB, VEGFC)の遺伝子発
現を測定した。遺伝子発現値は、GAPDH およ
び測定因子の Ct 値から算出され、例えば
VEGFA の発現値の場合には、 
[CtGAPD]－[CtVEGFA]= ⊿Ct 
[expression value]= 2⊿Ctと算出された。 
親株の発現値に対する耐性細胞の発現比

（耐性株発現値/親株発現値）を評価した（図
2）。耐性細胞株の IL-8 発現値は、親株と比
較して約 2.7 倍に増加していた。他の因子は、
親株と差はなかった。 

図 2. 耐性細胞組織における血管新生関連因子

の発現比 

IL-8の血漿中濃度をELISA法にて測定した
ところ、低用量群では 40.06 pg/mL で投与な
し群では 26.90 pg/mL であり、低用量群すな
わち耐性を示した群で上昇していた。 

これらの結果から、IL-8 は VEGFR2-TKI 耐
性メカニズムに関わることが予想される。
我々は次段階として VGEFR2-TKI 耐性克服に
向けた研究を計画している。 
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