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研究成果の概要：VEGF-C siRNA 発現ベクターは、マウス乳癌のリンパ節・肺転移に対して、強

力な抑制効果を発揮した。VEGF-D siRNA や VEGFR-2 デコイを組み込んだベクターでは有意な転

移抑制効果は示されなかった。また、VEGF-C siRNA と VEGFR-2 デコイの複合群において観察さ

れた抗腫瘍効果は VEGF-C siRNA に起因するもので、VEGFR-2 デコイを複合することによる加算

的効果は示されなかった。 
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１．研究開始当初の背景 

癌の終末像は転移による死である。乳癌の死因

においても殆どはリンパ節、肺などへの転移によ

るものであり、癌転移を克服する事こそが延命効

果につながると考えられ、癌治療の最大の課題

と言える。癌細胞はリンパ管を介したリンパ行性

転移や血管を介した血行性転移、あるいは近隣

組織への直接的浸潤がある。癌細胞の浸潤・転

移を担うシグナルを遮断出来れば、転移の抑制

につながり、延命をもたらすものと考える。従って、

乳癌の転移抑制に対する低毒性の治療法ある

いは化学予防法の開発は急務である。 

Vascular endothelial growth factor-C 

(VEGF-C) は強力なリンパ管新生因子であり、



正常組織では大腸、乳管、前立腺、甲状腺、

卵巣、心筋および骨格筋で発現が認められて

いる。しかしながら、乳癌を含む様々な悪性

腫瘍においても、腫瘍細胞自身が VEGF-C を

過剰に発現している。乳癌患者において、

VEGF-C の過剰発現と予後不良やリンパ節転

移には強い相関が示されている。また、実験

動物を用いた研究においても、VEGF-C の過剰

発現がリンパ節転移に対して促進的に作用

することが報告されている。VEGF-D もリンパ

管新生因子であり、これらの事実は VEGF-C

や VEGF-D が転移阻止に対する治療的戦略の

ターゲットになり得ることを示唆している。  

そこで、VEGF-C と VEGF-D の siRNA による

機能喪失を生じさせ、またあるいは VEGF-A

および VEGF-C の受容体である VEGFR-2 をデ

コイベクター（おとりの VEGFR-2 受容体で機

能しない）により機能低下させ、乳癌のリン

パ節転移の抑制を試みた。更にはこれらのベ

クターの複合治療群も設け、加算的・相乗的

効果を期待し、治療効果の更なる向上を狙っ

た。 

 
２．研究の目的 

ヒト乳癌はリンパ節、肺、肝、骨などに

転移し、腫瘍サイズとの間には強い正の

相関があり、生存率とは負の相関がある。

その中でもリンパ節転移は最も予後の

悪い因子である。最近、リンパ管内皮に

特異的に発現する VEGFR-3 とそのリガン

ドである VEGF-C および VEGF-D（いずれ

も腫瘍細胞が産生）により腫瘍内のリン

パ管新生が誘導されることが証明され、

次いで VEGF-C および VEGF-D が乳癌のリ

ンパ節転移に対して促進的に作用する

ことが報告された。そこで、VEGF-C と

VEGF-D の siRNA による機能喪失を生じ

させる。あるいは、VEGF-A および VEGF-C

の受容体である VEGFR-2 をデコイベクタ

ー（おとりの VEGFR-2 受容体で機能しな

い）により機能低下させ、乳癌のリンパ

節転移の抑制を試みた。更にはこれらの

ベクターの複合治療群も設け、加算的・

相乗的効果を期待し、治療効果の更なる

向上を狙った。 

 
３．研究の方法 

VEGF-C および VEGF-Dに対する異なった

配列を標的とするそれぞれの 4種類の２

１塩基の 2 重鎖 siRNA を合成した。

Negative siRNA control はいかなる mRNA

にも相補性を示さない２１塩基の 2重鎖

siRNA で３‘末端が Cy5 で標識されてい

るものを用いた（Qiagen 社）。24-well 

plate を用いて、１well 当たり 8 X10４

個の BJMC3879 細胞（マウス乳癌細胞）

を撒き、5nM と 25nM の Negative siRNA

（Cy5 標識）を遺伝子導入試薬 HiPerFect

（Qiagen 社）にて siRNA を細胞に導入し

た。遺伝子導入後、24 時間後の遺伝子導

入効率を Cy5 の赤蛍光を指標に計測した

結果、5nM では 56%、25 nM では 73%の導

入効率を示した。次に、VEGF-C 並びに

VEGF-D siRNA を 25nM で遺伝子導入し、

24 時間後に細胞から RNA を抽出し、

real-time RT-PCR（Roche 社）により、

ノックダウン効率を GAPDH の相対値によ

るΔΔCT 法により算出した。その結果、

最大のノックダウンを示した配列は、

Control に比較して、VEGF-C siRNA では

66%ノックダウン、VEGF-D siRNA では 51%

ノ ッ ク ダ ウ ン で あ っ た 。 そ の 配 列 の

siRNA と Negative siRNA を pBAsi siRNA

発現ベクターに組み込み、次の動物実験

に用いた。VEGFR-2 デコイベクターにつ

いては InvivoGen 社のものを使用した。 



BJMC3879Luc2 乳癌細胞を BALB/c マウス雌

に移植し、週１回、腫瘍内にベクター

（Control, VEGF-C siRNA、VEGFR2 デコイお

よび両者の複合、VEGF-D siRNA）をエレクト

ロポレーションによる遺伝子導入（Neppa 

Gene 社）を実施し、実験終了の７週まで実施

した。エレクトロポレーションの遺伝子導入

条件は、１００ Volt、１パルス当たり２０

msec で８回の反復パルスであった。動物の体

重および腫瘍径を毎週、計測した。実験

終了後、全生存動物を屠殺・剖検し、病

理組織学的標本を作製し、転移の有無を

病理組織学的に検索した。また、血管内

皮のマーカーである CD31 を指標として、

更 に リ ン パ 管 内 皮 の マ ー カ ー で あ る

Podoplanin を指標として、それらの腫瘍

組織内での密度を算定した。 

４．研究成果 

ノ ッ ク ダ ウ ン 効 率 の 高 い VEGF-C と

VEGF-D に対する siRNA 配列を特定した。

最大のノックダウンを示した配列は、

Control に比較して、VEGF-D siRNA では

51%、VEGF-C siRNA では 66%のノックダ

ウンを示した。それらの配列の siRNA を

siRNA 発現ベクターに組み込み、動物実

験を行った。また、VEGFR-2 デコイベク

ター単独と VEGF-C siRNA との複合群も

設けた。その結果、腫瘍体積では実験開

始の３ないし４週より６週まで VEGF-C 

siRNA 群、VEGF-C siRNA と VEGFR-2 デコ

イとの複合群および VEGF-D siRNA 群で、

対照群に比較して、有意な低下が観察さ

れた。リンパ節転移および肺転移では、

VEGF-C siRNA 群のみに有意な抑制が示

され、複合群では低下傾向のみを認めた。

１匹当たりの転移臓器の総数でみた場

合においても、同様の抑制傾向が示され

た。腫瘍内微小血管密度は VEGF-C siRNA

群と複合群で有意な抑制を示した。腫瘍

組織のリンパ管内へ頻繁に癌細胞が浸

潤しており、これら侵襲を受けたリンパ

管の数を定量解析した結果、これらの群

で有意差は示されなかったものの、抑制

傾向が示された。 

以上、VEGF-C siRNA 発現ベクターは、

マウス乳癌のリンパ節・肺転移に対して、

強 力 な 抑 制 効 果 を 発 揮 し た 。 VEGF-D 

siRNA や VEGFR-2 デコイを組み込んだベ

クターでは有意な転移抑制効果は示さ

れ な か っ た 。 ま た 、 VEGF-C siRNA と

VEGFR2 デコイの複合群において観察さ

れた抗腫瘍効果は VEGF-C siRNA に起因

するもので、VEGFR2 デコイを複合するこ

とによる加算的効果は示されなかった。 
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