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研究成果の概要（和文）：Vasohibin-1(VASH1)は血管新生抑制因子である.VASH1にはフルレングスのVASH1Aと選択的ス
プライシング産物のVASH1Bが存在する.本研究では,ナノ・マイクロバブルと超音波を用いた遺伝子導入法を用いてマウ
ス固形腫瘍にVASH1AとVASH1B cDNAを導入し,抗腫瘍効果を評価した.本VASH1遺伝子導入法によって,VASH1AとVASH1Bは
いずれも腫瘍血管新生を抑制するが, VASH1Aは新生血管の成熟化,VASH1Bは退縮と異なっていることが示された.

研究成果の概要（英文）：Vasohibin-1 (VASH1) is an angiogenesis inhibitor. There are two transcripts of VAS
H1: one is the full length VASH1A and the other is splicing variant VASH1B. In this study, the anti-antitu
mor effects of VASH1A and VASH1B have been examined with a mouse solid tumor model using a tissue-specific
 gene delivery method using nano/microbubbels and ultrasound. Both VASH1A and VASH1B inhibited tumor growt
h exhibiting anti-angiogenic activity. However, more importantly,  VASH1A stabilized neovessels while VASH
1B pruned neovessels.
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１．研究開始当初の背景 
	 Vasohibi-1(VASH1)は血管内皮細胞に選
択的に作用する生理活性物質である . 
VASH1は代表的な VEGFや FGF-2 によっ
て誘導される血管新生を抑制する調節因子
として作用している. VASH1 は腫瘍血管新
生を抑制することにより腫瘍の増大を抑え
ることから, がん治療への応用が期待されて
いる. 
	 VASH1 にはフルレングスの VASH1A と
選択的スプライシング産物の VASH1B が存
在する. VASH1Aは, 内皮細胞のストレス耐
性を向上させ, 生存を促進し, 一方で, 遊走
能を抑制して血管新生を抑制する. VASH1B
は VASH1A とは異なり, 血管内皮細胞由来
の vitro 実験から内皮細胞の細胞死を誘導す
ることが確認されている . しかしながら , 
VASH1B の生体への遺伝子導入による腫瘍
組織に対する抗血管新生効果に関しては不
明である. 
	 これまでの VASH1を用いた研究ではウイ
ルスをベクターとした遺伝子導入法が主で
あるため, 組織特異性が低く, 免疫原性など
の副作用の可能性が指摘されてきた. このた
め組織選択性に優れ, 免疫原性をともなわな
い新しい遺伝子導入法の開発が求められて
いる. 
	 ナノ・マイクロバブルと超音波を用いた分
子導入法は非侵襲的に標的組織にプラスミ
ド DNA などの高分子を導入することが可能
である. 加えて, 免疫原性や細胞毒性がない
ため, 腫瘍治療への応用が期待されている. 
 
２．研究の目的 
  本研究では, ナノ・マイクロバブルと超音
波を用いた VASH1 cDNAの生体への非侵襲
的かつ効率的な遺伝子導入法の開発を通し
て VASH1遺伝子導入による抗腫瘍効果を明
らかにすることを目的とする. 具体的には, 
腫瘍発育抑制効果として腫瘍サイズの減少
と抗新生血管効果を評価する. 抗血管新生効
果は, 腫瘍内の血管密度を定量化し,血管の
正常化を評価する.  
 
３．研究の方法 
(1)	 遺伝子導入	 
ナノ・マイクロバブと超音波を用いて VASH1A
もしくは VASH1B	 cDNA をマウス固形腫瘍に局
所導入し,	 抗腫瘍効果を評価する.これまで
の生体への遺伝子導入実験で高い導入効率
を示した超音波照射条件(周波数:	 1	 MH;	 デ
ューティ比:	 20%;	 パルス数:	 200;	 照射時
間:	 1 分;	 バブルの添加濃度:	 10%(v/v))を用
いて,	 マウス側腹に作製したマウス乳がん
固形腫瘍(EMT6-luc,ルシフェラーゼ発現マ
ウス乳がん細胞)に VASH1A と VASH1B を繰り
返し導入した(週 2 回,	 2 週間).ナノ・マイク
ロバブルは平均直径 200	 nm の音響性リポソ
ームを使用した.	 
	 

	 
(2)腫瘍発育の評価	 
ノギスを使って腫瘍径を測定し,	 腫瘍体積
の経時的変化を定量化した.	 加えて,	 ルシ
フェラーゼ発現腫瘍細胞を用いることでル
シフェラーゼ活性値の増減から,	 腫瘍サイ
ズの変化を定量化した.	 生体発光画像診断
法で測定した.	 
	 
(3)血管密度の定量化	 
抗 CD31 抗体を用いて腫瘍内の血管内皮細胞
を免疫染色することで血管密度を定量化し
た.超音波造影剤(ソナゾイドマイクロバブ
ル)と実験小動物用超高解像度超音波画像装
置(周波数:40	 MHz)を用いた造影超音波診断
法で VASH1 遺伝子導入による機能血管の密度
変化を定量化した.	 	 
	 
(4)血管正常化の評価	 
抗 α-SMA 抗体を用いて腫瘍組織の壁細胞を
染色し血管正常化効果を評価した.	 また,	 
血管内皮細胞と結合するトマトレクチンを
静注する機能血管系染色法を行い,	 腫瘍内
の血流を評価した.	 加えて,血管の正常化に
よる腫瘍内低酸素の改善を腫瘍組織のピモ
ニダゾール免疫染色画像から評価した.	 
	 
４．研究成果	 
(1) 腫瘍生育抑制効果	 
ナノ・マイクロバブルと超音波を用いた
VASH1 遺伝子導入による腫瘍組織への抗腫瘍
効果を評価するために,	 腫瘍生育の変化を
定量化した(Fig.1).	 腫瘍体積(Fig.1A)およ
び腫瘍細胞が発現するルシフェラーゼ活性
値(Fig.1B)はコントロール群と比較して
VASH1A 導入群は 0.6 倍(ノギスによる測定:	 
0.58 倍;	 生体発光による測定:	 0.62 倍),	 
VASH1B導入群では0.3倍(ノギスによる測定:	 
0.29 倍;生体発光による測定:	 0.32 倍)にな
った.	 VASH1A と VASH1B はともに腫瘍生育抑
制効果を誘導することが示された.	 



(2) 抗血管新生効果	 
抗血管新生効果を評価するために,	 内皮細
胞マーカーである CD31 の免疫染色(Fig.2A)
と造影超音波画像診断法(Fig.2B)によって
腫瘍内の血管密度を定量化した.	 免疫染色
と造影超音波画像診断法から定量化した腫
瘍内血管密度は共に Mock 導入群と比較して
VASH1A 導入群では減少傾向があり,	 VASH1B
導入群では有意な減少が認められた.これら
の結果から,	 VASH1Bは強い抗新生血管効果を
誘導することが示された.	 

	 
(3)腫瘍血管の安定化	 
VASH1 遺伝子導入による腫瘍血管の安定化を
評価するために,	 血管内皮細胞のマーカー
である CD31 と壁細胞のマーカーであるα
-SMA を免疫染色した(Fig.3A).	 VASH1A 遺伝
子を導入した固形腫瘍の腫瘍中心部でのみ
α-SMA 陽性内皮細胞が認められ(Fig.3A),	 
VASH1A によって血管の正常化が誘導された
ことが示唆された.トマトレクチンによる機
能血管系染色法から VASH1A によって腫瘍内
の血流が改善され(Fig.3B),	 低酸素マーカ
ーであるピモニダゾールの免疫染色から低
酸素が回避されていることが確認された
(Fig.3C).	 VASH1A導入腫瘍では血流が改善さ
れ,	 このため腫瘍内血管密度に有意な減少
が認められなかった(Fig.2)と示唆される.	 
VASH1B 導入固形腫瘍では,内皮細胞の壁細胞
による被覆は認められず(Fig.3A),	 血流は
抑制され(Fig.3B),	 低酸素の改善は認めら
れなかった(Fig.3C).	 
	 

	 
以上のことから,	 ナノ・マイクロバブルと超
音波を用いた非侵襲的かつ効率的な VASH1 遺
伝子導入法の開発を通して,	 VASH1A と
VASH1B は共に抗新生血管効果を誘導し,	 腫
瘍生育を抑制することが示された.	 VASH1Aと
VASH1B はいずれも血管新生を抑制するが,	 
その機能について,	 VASH1A と VASH1B は新生
血管の正常化,	 VASH1Bは新生血管の退縮と異
なっていることが明らかとなった.	 
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