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研究成果の概要（和文）：本研究課題において，薬剤感受性に及ぼす腫瘍血管内皮マーカーを同定するために阻
害剤もしくはsiRNAを用いてin vitroで腫瘍血管内皮細胞の薬剤感受性解析を行った． MDR-1にコードされる
p-glycoproteinの阻害剤ベラパミルを用いるとパクリタキセルに対する感受性が増強しin vitro, in vivo 両方
において薬剤耐性がキャンセルされることが見出された．これらのことから腫瘍血管内皮マーカーの阻害は薬剤
耐性克服の戦略につながる可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, to identify tumor endothelial marker (TEC marker) that is 
involved in drug resistance, drug sensitivity to anti-cancer drug was analyzed using siRNA or 
inhibitor of TEC markers. The inhibitor of p-glycoprotein encoded by MDR-1 gene, enhanced 
sensitivity to paclitaxel, in vitro and in vivo. These results suggested that inhibition of TEC 
markers are possible strategy to overcome drug resistance.

研究分野：腫瘍血管新生
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１．研究開始当初の背景 
がん治療における薬剤耐性は治療の奏功
を左右する重要な因子であり，がんの再発
や予後不良に大きく関わる．これまで薬剤
耐性はがん細胞が獲得するものであり，そ
の獲得機構を解明し薬剤耐性を克服するこ
とを目的に研究が進められてきた．これま
でがん細胞において薬剤排出に関わる
Multi drug resistance gene (MDR1) やMulti 
drug related protein (MRP)などの ABCトラ
ンスポーターの発現亢進が薬剤耐性に重要
であることや，CD90や ALDHなどの幹細
胞マーカーの発現を亢進しているがん幹細
胞が薬剤耐性を持つことなど，多くの報告
がある． 
 がん間質における腫瘍血管は，腫瘍の進
展や転移に重要な働きを担っており，腫瘍
血管を標的とする血管新生阻害療法が癌の
治療戦略として用いられている．しかし近
年，この血管新生阻害療法に対しても薬剤
耐性が生じることが報告されてきた．しか
も，これまでがん細胞が分泌する血管新生
増殖因子の種類をかえることが薬剤耐性の
原因だと考えられてきたが，最近われわれ
は驚くべきことに腫瘍血管内皮細胞自身も
薬剤耐性を持つことを報告した．しかしな
がら腫瘍血管内皮細胞における薬剤抵抗性
のメカニズムは未だ不明な点が多く，その
克服方法は解明されていない． 
 
２．研究の目的 
本研究では，腫瘍血管内皮細胞マーカーと
して浮かび上がってきた薬剤耐性関連分子
の阻害による薬剤耐性の克服の可能性を検
討する． 
 
３．研究の方法 
(1) 血管内皮細胞の分離培養： 
マウス血管内皮細胞の分離培養：ヌードマウ
スにヒト腫瘍細胞を皮下移植し，腫瘍塊から
腫瘍血管皮細胞（TEC）を，正常マウス皮膚
からは正常血管内皮細胞（NEC）を分離・培
養する．腫瘍血管内皮細胞は腫瘍組織中の細
胞のうち 2%前後しかおらず，希少である．PCR
法とフローサイトメーターを用いて，分離し
た血管内皮の特性解析をおこなう．（分離後
の血管内皮細胞が血管内皮マーカーを発現
し，ヒト癌細胞および他細胞の混入がないこ
とを確認する．） 
 
(2) 腫瘍血管内皮細胞特異マーカーの発現
解析： 
分離培養した TEC, NEC から RNA を抽出し， 
Real-time PCR 法により，TEC と NEC におけ
る薬剤耐性，および幹細胞関連腫瘍血管内皮
マーカーの遺伝子発現解析・比較を行う． 
 
(3) TEC における腫瘍血管内皮マーカーの阻
害，およびノックダウン後の薬剤感受性解
析： 
TEC における腫瘍血管内皮マーカーに対する
阻害剤もしくは siRNA を用いて in vitro で
TEC の抗がん剤や血管新生阻害剤に対する薬
剤感受性解析 (MTS アッセイ，アポトーシス
解析など)を行い，TEC の薬剤耐性克服に重要
な特異的マーカーおよび阻害薬をパスウェ
イ解析ソフト IPA を用いて見つけ出す． 
 
(4)腫瘍血管特異マーカーの in vivo 発現解
析: 
in vitroで見出した腫瘍血管内皮マーカーの

発現を in vivo マウス皮下移植腫瘍組織，お
よびヒト臨床検体をもちいて免疫染色で腫
瘍血管におけるタンパク発現を解析し，腫瘍
血管内皮マーカーが in vivo 治療実験におけ
る標的となるかどうかを検討する． 
 
(5)腫瘍血管特異マーカー阻害剤および
siRNA を併用した血管新生阻害療法の有効性
の検討： 
マウス皮下移植腫瘍モデルにおいて血管新
生阻害療法単独群と in vitro での検討で挙
がった腫瘍血管特異マーカー阻害剤および
siRNA の併用群を比較し，抗腫瘍効果が得ら
れるか検討をおこなう．阻害剤は腹腔内注射
によって、siRNA は腫瘍組織内へ直接、もし
くは尾静脈注射によって投与する．腫瘍血管
内皮の血管新生阻害効果を，腫瘍径，血管密
度，腫瘍細胞および腫瘍血管におけるアポト
ーシス細胞の数で評価する． 
 
４．研究成果 
(1)腫瘍血管内皮細胞の分離・培養 
TEC と NEC をそれぞれ CD31+CD45－分画とし
て分離した．培養後に PCR 法ならびにフロー
サイトメーターにより分離された細胞が純
度の高い血管内皮細胞であることを確認し
た． 
 
(2) 腫瘍血管内皮細胞特異マーカーの発現
解析： 
分離培養した TEC, NEC から RNA を抽出し， 
Real-time PCR 法により，TEC と NEC におけ
る薬剤耐性，および幹細胞関連腫瘍血管内皮
マーカーの遺伝子発現解析・比較を行う．
MDR1, IL6, ALDH, CD90 などの発現も高いこ
とが見出された． 
 
(3) TEC における腫瘍血管内皮マーカーの阻
害，およびノックダウン後の薬剤感受性解
析： 
TEC における MDR にコードされる
p-glycoprotein に対する阻害剤 verapamil
を用いて in vitro において腫瘍血管のパク
リタキセルに対する感受性が増強すること，
ほかの TEC マーカーとして，ALDH に関しては
siRNA を用いて抗がん剤感受性を調べたが，
パクリタキセルや 5-FU に対しての感受性に
は違いが見られたなかった．一方，IL6 に関
しても各種薬剤に対する抵抗性がその阻害
によりキャンセルされることがわかった．  
 
(4)腫瘍血管特異マーカーの in vivo 発現解
析: 
in vitroで見出した腫瘍血管内皮マーカーの
発現を in vivo マウス皮下移植腫瘍組織，お
よびヒト臨床検体をもちいて免疫染色で腫
瘍血管におけるタンパク発現を解析し，腫瘍
血管内皮マーカーが in vivo 治療実験におけ
る標的となるかどうかを検討する． 
 
(5)腫瘍血管特異マーカー阻害剤血管新生阻
害療法の有効性の検討： 
マウス皮下移植腫瘍モデルにおいて血管新
生阻害療法単独群と verapamil 併用群にお
いてパクリタキセルを用いたメトロノーミ
ックケモセラピーをによる血管新生阻害作
用を検討した． Verapamil 併用群において
より大きな抗腫瘍効果が認められた．血管新
生も阻害され，がんの転移も抑制された．  
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