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研究成果の概要（和文）：乳癌細胞株MCF-7に対するRapamycinの抗腫瘍効果について、VEGFの発現制御に着目し
て検討した。MCF-7の増殖活性はRapamycin投与、またVEGFの中和抗体投与にて抑制された。MCF-7のVEGF発現は
Rapamycin投与により抑制され、Rapamycinの抗腫瘍効果はVEGFの投与により阻害される傾向を認めた。以上よ
り、RapamycinはMCF-7のVEGF発現抑制による直接的な作用を介し、抗腫瘍効果に関与している可能性が示唆され
た。腫瘍進展、リンパ節転移のメカニズムにおけるリンパ節外浸潤、リンパ管浸潤の意義、乳癌センチネルリン
パ節生検について報告している。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that the mTOR inhibitor-induced anticancer effect is 
affected by expression of a key angiogenic factor, vascular endothelial growth factor (VEGF). The 
key observations made in this study can be summarized as follows: 1) administration of rapamycin 
dose-dependently reduced cell viability of MCF-7, but did not reduce cell viability of HT-29; 2) 
rapamycin reduced VEGF expression in the culture medium of MCF-7, while rapamycin did not contribute
 VEGF expression to the culture medium of HT-29; 3) VEGF stimulated cell viability and VEGF 
inhibition reduced cell viability of MCF-7; and 4) rapamycin dose-dependently restored the cell 
viability of MCF-7 reduced by rapamycin. These results demonstrate the critical role of VEGF in the 
action of rapamycin as an anticancer agent on MCF-7. We also revealed that lymph node metastasis and
 ECI suggest poor prognosis and, especially ECI represent lymphatic aggressive disease and also 
biological aggressiveness in cases with breast cancer.

研究分野：腫瘍外科学
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍の増殖には血管新生が必須である。
腫瘍血管新生の抑制は抗腫瘍効果をもた
らす治療法になり得るという概念が
Folkman により提唱されて以後、血管内
皮細胞増殖因子（VEGF）をはじめとする
種々の血管新生因子が同定され、機能解
析が行われてきている。VEGF は腫瘍血管
新生を誘導する中心的な分子であり、
VEGF の中和抗体であるベバシズマブ
（Bv）は化学療法との併用で、種々の転
移、切除不能癌に対しすでに臨床応用さ
れている。しかし、抗 VEGF 療法は癌種に
より抗腫瘍効果が異なる。この理由とし
て、VEGF だけではなく、癌種により血管
新生関連因子の発現、制御機構が異なる
ことが予想さる。また Bv は治療効果予測
因子が定まってなく、どの患者群におい
て予後を改善するかは未だ不明である。
これまでに VEGF 遺伝子多型（SNPs）や血
漿中の VEGF-A 値、VEGFR2 発現等が検討
されてきたが、明確な効果予測因子とし
ては同定されていない。今後、抗 VEGF
療法の効果予測因子’新規 biomarker’
が必要であるとともに、さらには VEGF
の阻害に加え、種々の血管新生関連因子
の阻害を踏まえた新しい治療薬開発が必
要であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
腫瘍の増殖には血管新生が必須である。
血管新生因子 VEGF の阻害は癌腫により
効果が異なり、治療効果予測因子が定ま
ってない。本研究は、抗 VEGF 療法の新規
biomarker を検索し、さらに血管新生に
必須である画期的な分子標的を見出すこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、①抗血管新生療法の新規
biomarker の検索と、②FGF-2 と FGF-1
による血管新生過程、メカニズムの相違
を検討することにより、血管新生過程と
その病態に関与する分子基盤を明らかに
する。 
 
①PDGF-AA, TGF-βは Bevacizumab 療法、
抗mTOR療法のbiomarkerとなりうるか？ 
各種腫瘍細胞株、正常内皮細胞、正常間
葉系細胞での TGF-β、VEGF、HGF、PDGF-AA
発現プロフィールを、タンパク発現は
ELISA 法、mRNA 発現は RT-PCR にて検討す
る。TGF-β刺激により PDGF-AA/p70S6K
システムが抑制されることを正常間葉系
細胞において再現性を確認し、各種腫瘍
細 胞 株 で も TGF- β に よ る
PDGF-AA/p70S6K システム抑制機構が存
在するか検討し、TGF-β, PDGF-AA 発現

による抗血管新生療法の抗腫瘍効果の違
いを確認する。 
 
②FGF-2 と FGF-1 による血管新生機構の
相違を検討：血管新生過程に必須の新規
分子基盤解明 
１）マウス重症虚血下肢モデルにおける
FGF-1、FGF-2 遺伝子導入の効果 
マウス重症虚血下肢モデルを用いた
FGF-2 遺伝子導入による血管新生のメカ
ニズムについて報告している。FGF-1、
FGF-2 の高発現状態を惹起し、血流回復
効果の相違を確認する。下肢虚血を誘導
すると下肢に壊死、脱落が認められる
autoamputation モデル（Balb/c ヌード
マウス）を用い、FGF-1 また FGF-2 によ
る下肢の救肢効果を比較、検討する。次
に、下肢虚血を誘導しても下肢に壊死、
脱落がみとめられない limb salvage 
model（C57 BL/6 マウス）を用い、血流
回復効果の変化をレーザードップラーに
て測定する。さらに、血流回復の効果の
違いの原因を調べるため、血管新生の状
況を形態的、免疫組織学的に検討する。
特に血管内皮細胞と周皮細胞との関連を
検討し、新生血管の質的意義を検討する。 
 
FGF-2 依存性の機能的血管新生には、血
管新生初期には PDGF-AA を介した VEGF
や HGF による開始シグナルが、血流回復
がみられる後期には VEGF-C を介した
PDGF-BB の発現による血管成熟シグナル
が関与しているが、FGF-1 による血管新
生でも同様のメカニズムが関与している
か、FGF-1 高発現状態での各種血管新生
因子の発現を limb salvage model を用い
て、経時的に検討する（ELISA、リアルタ
イム PCR）。 
２）マイクロアレイによる網羅的解析 
FGF-1、FGF-2 の下流で誘導されてくる遺
伝子群について limb salvage model を用
い、マイクロアレイを用いた網羅的検索
を行う。すでに、FGF-1 をマウス下肢虚
血モデルに遺伝子導入すると、FGF-2 を
導入した際と同レベルの VEGF、HGF の誘
導が認められるが、FGF-1 には全く治療
効果がみとめられないという予備的なデ
ータを得ているため、両群間で発現が異
なる遺伝子群が検出できれば、これらは
機能的、病的血管新生の分子機構に大き
く関与している遺伝子群であることが推
測される。 
 
４．研究成果 
 
Rapamycin は p70S6K を活性化する mTOR
経路の阻害剤であり、腎細胞癌、乳癌な
ど種々の癌で臨床応用されているが、一
方で、Rapamycin は血管新生抑制作用を
有することが報告されている。まず、乳



癌細胞株 MCF-7 に対する Rapamycin の抗
腫瘍効果について、VEGF の発現制御に着
目して検討を行った。MCF-7 の増殖活性
は Rapamycin 投与、また VEGF の中和抗体
投与にて抑制された。また、MCF-7 の VEGF
発現は Rapamycin 投与により著明に抑制
され、Rapamycin の抗腫瘍効果は VEGF の
投与により阻害される傾向を認めた。一
方、Rapamycin による VEGF 発現抑制効果
が認められなかった大腸癌細胞株 HT29
では、Rapamycin による抗腫瘍効果は認
められなかった。以上より、Rapamycin
はMCF-7のVEGF発現抑制による直接的な
作用を介し、抗腫瘍効果に関与している
可能性が示唆された。ここまでの結果を
論文にて発表している（Fujii T, et al. 
In Vitro Cell Dev Biol Anim 2016）。
VEGF の 発 現 を 強 力 に 制 御 す る
PDGF-AA/p70S6K は Bv 療法の効果予測因
子となる可能性があり、さらに TGF-βは
PDGF-AA/VEGF 経路を制御しており、
PDGF-AA 、 TGF- βが Bv 療法の新規
biomarker となり得るか検討中である。
また腫瘍進展、リンパ節転移のメカニズ
ムにおけるリンパ節外浸潤、リンパ管浸
潤の意義、乳癌センチネルリンパ節生検
施行例で、cT1 かつ ly 陰性症例では腋窩
郭清を省略できる可能性についても検討
し報告している。 
 
FGF-2 は生理的血管新生に必要な血管新
生因子群の発現をバランスよく亢進する
ことができる因子である。FGF-1 と FGF-2
は同じサブファミリーに属し、両者とも
FGFR-1 を受容体としている。FGF-2 と同
様に FGF-1 にも血管新生作用が報告され
ており、FGF-1 は FGF-2 を導入した際と
同レベルの VEGF、HGF の誘導が認められ
るが、我々の検討では FGF-2 と異なり、
FGF-1 では血流を伴う血管新生は確認で
きていない（未発表データ）。FGF-1 は
虚血心筋への治療的血管新生に用いた最
初の因子であり、血管の分岐を誘導し、
血管機能を維持するという報告もあるが、
血管腫様の毛細血管増生を惹起する病的
血管新生を誘発する。これらの所見より
VEGF、HGF などは機能的血管新生の必要
因子であるが、これらだけでは血管新生
に十分ではなく、他の因子、分子基盤の
関与が必要であることが示唆される。 
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