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研究成果の概要（和文）：血管新生制御因子であるVasohibin-2(VASH2)はがん細胞が発現し,腫瘍生育を促進する.本研
究では, ヒトVASH2標的BNA修飾アンチセンスオリゴヌクレオチドを原発性ヒト肝がんマウスモデルおよびヒト大腸がん
肝転移マウスモデルに腹腔投与すると, 肝臓組織の腫瘍内VASH2遺伝子発現が減少し, 腫瘍生育が抑制されることを示
した. この腫瘍生育抑制効果は上皮間葉転換(EMT)の抑制と腫瘍組織への免疫細胞の浸潤が関与することが確認された.
 本研究から, VASH2標的BNA修飾アンチセンスオリゴヌクレオチドが原発臓器の違いとは関係なく肝臓がんに対して有
効な治療法であることが示された.

研究成果の概要（英文）：Vasobihin-2 (VASH2), a pro-angiogenic factor, is expressed in cancer cells and 
promotes tumor growth. This study has shown that the systemic administration of bridged nucleic acids 
(BNA)-based antisense oligonuculeotide targeting VASH2 accumulated in the liver and exhibited anti-tumor 
effects on the orthotopic inoculation of a human hepatocellular carcinoma cell line and a metastatic 
liver cancer model with a splenic inoculation of a human colon carcinoma cell line. Our findings will 
provide new information and strategy that can be exploited for the development of primary and metastatic 
liver cancer treatment targeting VASH2.

研究分野： DDS
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１．研究開始当初の背景 
  肝臓がんには原発性肝がんと転移性肝が
んに大別される. 肝細胞由来の原発性肝がん
と他臓器細胞由来の転移性肝がんでは腫瘍
としての性質が異なり原発臓器の性質を有
する. 従来の抗がん剤を用いた肝臓がんの治
療では, 特定のがん細胞を標的とするため, 
がん細胞の性質によって治療効果が得られ
ないなどの問題が指摘されてきた. 本申請で
は幅広い抗がんスペクトラムを有する治療
法の開発を目指し, 栄養血管に着目した. 
  腫瘍血管新生抑制は, 近年, 新しいがん治
療のターゲットとして注目されている. 現在,
血管新生促成因子である VEGE を標的とし
た抗がん剤が上市されている. VEGF を標的
とした抗がん剤は, 腫瘍血管新生だけではな
く正常血管の透過性を亢進するため, 副作用
が問題となっている. また, VEGF 活性が抑
制されると VEGF 以外の血管新生制御因子
を刺激して薬剤耐性を誘導する. 
  新 規 血 管 新 生 促 進 因 子 Vasohibin-2 
(VASH2) はがん細胞に発現し, VEGF 非依
存的に血管新生を制御する. また, 血管内皮
細胞にも発現していることが示唆されてお
り, 従来のVEGFを標的とした抗血管新生療
法とは異なり, VASH2 遺伝子発現の抑制は
薬剤耐性を克服し,副作用が少ない新しい抗
血管新生療法に応用できるものとして期待
されている. これまでの研究で, 特に肝臓が
んにおいてがん細胞がVASH2を発現し,腫瘍
血管新生を介してがんの進行を促進してい
ることを明らかにしている. 
 遺伝子発現制御を目的とした核酸薬の開
発が進められているが, siRNA は体内での不
安定性が問題となっている. 新規機能性核酸
薬として 2’4’BNA 修飾アンチセンスヌクレ
オチドは,従来のアンチセンスオリゴヌクレ
オチドと比較して,ヌクレアーゼ耐性を有し
ているため体内での安定性が高い. また,標
的 RNA との結合親和性が高く, 特異的かつ
強力な効果を発揮する. さらに腹腔内に投与
すると腹膜から効率的に吸収されて肝臓に
集積する. 本申請では, 肝臓がんを治療対象
に VASH2 を分子標的とした修飾アンチセン
スオリゴ腹腔内投与の有用性を示すことで, 
新たな治療法を確立することが期待される. 
 
２．研究の目的 
  本研究では, 原発臓器に関係のない幅広い
抗がんスペクトラムを有する治療法を開発
することを目的とする. そのために, 血管新
生制御因子である VASH2 のアンチセンスオ
リゴヌクレオチドをマウス肝臓がんモデル
に遺伝子導入し,VASH2 遺伝子発現の抑制に
よる抗腫瘍効果を明らかにする. 
 
３．研究の方法 
(1) 肝臓がんマウスモデルの作製 
① 原発性肝がんマウスモデルの作製 

ルシフェラーゼ発現ヒト肝臓がん細胞

(HepG2-luc)を同所移植し, 原発性肝がん
マウスモデルを作製した. 

② 転移性肝がんマウスモデルの作製 
ルシフェラーゼ発現ヒト大腸がん細胞
(HT29-luc)を脾臓に接種し, 経門脈的に
がん細胞を移植することで, 大腸がん肝
転移マウスモデルを作製した. 

(2) BNA 修飾 VASH2 アンチセンスオリゴヌク
レオチドの導入による抗腫瘍効果と抗がん
スペクトラムの評価 
① VASH2標的BNA修飾アンチセンスオリゴヌ

クレオチドの導入 
 ヒトVASH2遺伝子を標的としたBNA修飾ア

ンチセンスオリゴヌクレオチドを使用し
た. 腫瘍接種後 3 日もしくは腫瘍が発現
す る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 5x108 
photons/secに達してからから3日ごとに
計6回ないし7回, 腹腔内投与で10 mg/kg
の濃度で肝がんマウスモデルに投与した.
コントロールとしてスクランブル BNA 修
飾アンチセンスオリゴヌクレオチドを治
療群と同日に同濃度で投与した. 

② 腫瘍生着・生育・他肝葉への転移抑制効
果の評価 
生体内および生体外発光画像法を用いて
ルシフェラーゼ活性を定量化した. 

③ 抗血管新生効果の評価 
肝臓組織切片の血管内皮細胞を免疫染色
し、定量化した. 

④ 腫瘍内 VASH2 発現の定量化 
肝臓組織のVASH2発現を定量PCR法で定量
化した. 

⑤ 変動遺伝子群の評価 
VASH2 発現変動による遺伝子発現郡を定
量 PCR 法で探知した. 上皮間葉転換(EMT)
マーカーを標的とした. 

⑥ がん組織への免疫細胞の浸潤 
免疫細胞(マクロファージおよび好中球)
の浸潤を組織免疫学法および定量 PCR で
評価した. 

⑦ 生体への毒性評価 
体重変動の評価および,血清の生化学検査
を行った. 

 
４．研究成果 
(1) 腫瘍生着抑制効果の評価 
VASH2 標的 BNA 修飾アンチセンスオリゴヌク
レオチドの肝臓内の腫瘍細胞の生着を評価
するために, 腫瘍接種後から3日目におアン
チセンスの投与を行った. 原発性肝がんマ
ウスモデル(Fig.1A)と転移性肝がんマウス
モデル(Fig.1B)を用いて評価した. どちら
のマウスモデルにおいても腫瘍生着が抑制
されることが示された. 
(2) 腫瘍生育と他肝葉への転移抑制効果の
評価 
腫瘍が一定の大きさに達してから治療を開
始した場合, がん細胞が発現するルシフェ
ラーゼ活性が有意に減少したことから腫瘍
の生育を抑制することが示された.また, 



VASH2 標的アンチセンスオリゴヌクレオチド
投与群では腫瘍塊の数が有意に減少した. 
(3) 抗新生血管効果の評価 
血管内皮細胞である CD31 を標的として免疫
染色を行った. 腫瘍内の血管密度および血
管の数はコントロール群であるスクランブ
ルアンチセンスオリゴヌクレオチド投与群
と比較してVASH2標的アンチセンスオリゴヌ
クレオチドを投与した治療群と有意な差は
認められなかった. 
(4) mRNA レベルでの VASH2および上皮間葉転
換(EMT)マーカー遺伝子発現の定量化 
VASH2 標的 BAN 修飾アンチセンスオリゴヌク
レオチドの投与後 2日目にヒト VASH2 遺伝子
発現が一過的に減少し, その発現は3日目以
降にはバックグラウンドレベルに戻ること
が示された. 同時に, EMT マーカーであるト
ランスフォーミング増殖因子(TGF-β)発現
減少が投与後 2日目に VASH2 の発現減少とと
もに確認された. また, VASH2 遺伝子発現減
少が確認されないアンチセンス投与後4日目
においても, TGF-β(R2 = 0.50)だけではなく, 
E-カドヘリン(R2 = 0.96), フィブロネクチン
(R2 = 0.62), スネイル(スネイル 1:R2=0,75, 
スネイル 2:R2 = 0.49)などの EMT マーカー遺
伝子発現はVASH2の発現と高い正の相関を示
した. 
(5) 免疫細胞の腫瘍組織への浸潤 
EMT はがん免疫を回避する作用があることか
ら,免疫細胞(マクロファージと好中球)を組
織免疫学的に評価した. VASH2 標的 BNA 修飾
アンチセンスオリゴヌクレオチドで治療す
ると, 腫瘍組織内のF4/80発現マクロファー
ジと Ly6G 発現好中球の割合が有意に増加し
た. 腫瘍組織を定量PCRで腫瘍増殖抑制に関
わる M1 マクロファージマーカの発現が有意
に増加した. 
(6) 細胞毒性の評価 
VASH2 標的 BNA 修飾アンチセンスオリゴヌク
レオチドによって腫瘍生育による体重減少
が抑制された. また血清を用いた生化学検
査から, VASH2 標的 BNA 修飾アンチセンスオ

リゴヌクレオチドおよびそのスクランブル
による LDH, AST, ALT 等肝機能障害を示す因
子の有意な増減は認められなかった.  
 
本研究で, VASH2 標的 BNA 修飾アンチセンス
オリゴヌクレオチドによって肝臓内のがん
細胞のVASH2遺伝子発現が制御され, その結
果EMTの抑制と腫瘍組織への免疫細胞の浸潤
によって肝臓での腫瘍細胞の生着と生育が
抑制されたことが示された. これらの結果
から, VASH2 標的 BNA 修飾アンチセンスオリ
ゴヌクレオチドが原発臓器の違いとは関係
なく肝臓がんに対して有効な治療法である
ことが示された. 本研究結果から, 新しい
創薬ターゲットを社会に提供することが可
能となる. 本研究はがん克服にとって重要
な意義を持つ. 
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