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研究成果の概要（和文）：本研究では、乳癌細胞では、VEGFからの直接作用が抗VEGF療法の作用機序となっているとの
仮説を立てた。その乳癌細胞におけるVEGFの直接作用の分子機序の解明が、本研究の目的である。MDA-MB-231乳癌細胞
株のVEGFノックアウト株、可溶型NRP1発現株を作成することで、MB-231細胞が、VEGFよりVEGFR経由でなくNRP1経由で
シグナルを得ていることが判った。またこれらの細胞株の遺伝子発現解析から、下流の因子Xとcdc42を制御しfilopodi
a形成を促進させることで、細胞形態を紡錘形にさせ、cell migrationを亢進していることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the molecular mechanism of direct 
effect by VEGF to breast cancer cells. In this study, VEGF signal into MB-231 cells was blocked by 
VEGF-knockout and soluble NRP1 expression. Experiments using these cells showed that MB-231 cells are 
directly stimulated by VEGF via NRP1 not VEGFR, which contributes to spindle-like morphology formation 
and higher cell migration activity of breast cancer cells. According to microarray-based gene expression 
analysis of these cells, VEGF/NRP1 signaling modulates the expression of factor X that is negative 
regulator of cdc42. In summary, VEGF changes morphology of MB-231 cells and stimulates motility of MB-231 
cells by VEGF/NRP1/factor X/cdc42 signaling pathway.

研究分野：乳腺外科
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１．研究開始当初の背景 
 
抗 VEGF 抗体薬である Bevacizumab は、
2004年米国食品医薬品局 (FDA) により未治
療転移性大腸癌の治療薬として承認され、
2008年には、HER2陰性の未治療転移性乳癌
対する治療薬としてパクリタキセルとの併用
療法において追加承認された。日本において
も厚生労働相が、2007年に治癒切除不能な進
行・再発の結腸・直腸癌に対する治療薬とし
て承認し、2011年 9月に手術不能又は再発乳
癌に対して適応拡大の承認をした。乳癌にお
いて、Bevacizumab療法は、奏効率や無増悪
生存期間の延長を認めるものの全生存期間の
改善が認められていない(Brufsky AM, Rugo 
HS, et al, 2011 JCO)。Bevacizumab有効症
例はサブタイプ分類とは独立しており、
Bevacizumab 有効症例の層別化が重大な臨
床課題となっているが、奏功症例を予見する
有効なバイオマーカーはまだ見出されていな
い。 
Bevacizumab の臨床治験である NO16966
（転移性大腸癌, Foernzler, et al. ASCO GI 
2010）AVAGAST（胃癌, Shah et al, ESMO, 
2010）に於いて、VEGFのコレセプターであ
る neuropilin(NRP1) の 発 現 量 が
Bevacizumab 奏功度と弱いながらも逆相関
する事が示されている。この知見は、
Bevacizumab による VEGF 中和は血管内皮
細胞だけでなく癌細胞にも影響を及ぼしてい
ることを示唆している。 
一方、遺伝子発現の調節分子の一つで小分子
RNAであるマイクロ RNA（microRNA）が、
癌の発生・進展・悪性度に関与することが判
明し注目を浴びるとともに、そのバイオマー
カーとしての重要性も認識されつつある。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、「乳癌細胞は VEGF から直接作
用を受けており、抗 VEGF療法の作用機序と
なっており、そこに microRNAを介する分子
機序が関与している」という仮説を立てた。
その乳癌細胞における VEGF の直接作用と、
それに関連 microRNAを同定し、その機能を
明らかにする事で、乳癌の抗 VEGF療法の効
果予測に応用することが、本研究の目的であ
る。 
 
３．研究の方法 
	
1)使用細胞株	
VEGF 発現を RT-PCR 法で確認し、MDA-MB-231
細胞を選択した。	
	
2)	VEGF の Loss	of	function 実験	
Bevacizumab（Bev）の暴露、CRSPR/Cas9 シス
テムによる VEGF のノックアウト細胞を作成。
また、VEGF の受容体の一つの NRP1 の細胞外
ドメインのみ発現した soluble	NRP1（sNRP1）

を Lenti-virus ベクターで強制発現させ、
VEGF を中和させる細胞株も作成した。	
	
3）遺伝子発現解析	
①mRNA 発現解析：Agilent 社製マイクロアレ
イを使用。	
②miRNA 発現解析：東レ社製３D-Gene	 miRNA	
chip	
	
4）表現型解析	
①細胞増殖：WST-8 法を採用	
②細胞形態：細胞周囲径を Image-J を用いて
計測	
③細胞運動能：Transwellチャンバーを用いた
cell	migration 能を評価	
	
5）因子 X の loss	of	function 実験	
因子 X に対する siRNA を 2 種類合成（siX-3,	
siX-5）し、リポフェクション法で導入した。	
	
４．研究成果	
	
１）まず、MB-231 細胞に Bev を暴露によって
変化する microRNA を同定するために、Bev 暴
露 MB-231 細胞とコントロール MB-231 細胞の
microRNA 発現プロファイルを microRNA マイ
クロアレイ法で比較した。しかし、複数回施
行した実験で一定して変化する microRNA を
同定できなかった。また、細胞増殖、細胞形
態、細胞運動能にも Bev 暴露は影響を与えな
かった。	
	
２）MB-231 細胞が本当に抗 VEGF 療法の直接
作用に対して耐性であるかどうかの確認のた
め、VEGF をノックアウトした MB-231 細胞を
CRSPR/Cas9 シ ステムで作成した（ 231-
VEGF/KO）。すると、細胞形態が 231-VEGF/KO 細
胞は、小型円形になっており細胞周囲径を計
測すると有意に短縮していた。また、
Transwell による cell	migration 能も有意に
低下した。	
	

	



 

 

	
３）この Bev 暴露と VEGF ノックアウトでの表
現型の差から、MB-231 細胞は VEGF からの刺
激を VEGFR 以外の受容体を介して得ていると
の仮説を得た。VEGFR 以外の VEGF 受容体とし
て NRP1 を想定した。VEGFA の exon3-4 からの
アミノ酸部位が VEGFR に結合するのを Bev は
阻害するが、NRP1 には VEGFA の exon7 からの
部位が結合することが判っている。そこで可
溶型NRP1(sNRP1)を強制発現させ、自ら分泌し
た VEGF を中和させる MB-231 細胞を作成した
(231-sNRP1)。この細胞の細胞形態、細胞運動
能は、231-VEGF/KO細胞と同様の表現型をもっ
ていることが示された。	

	
４）Recovery 実験	
231-VEGF/KO 細 胞 に ヒ ト recombinant	
VEGFA165 を投与すると、細胞形態と cell	
migration 能の表現型の変化が、野生型 MB-
231 細胞のものに戻ることを確認した。	
つまり、上記を総合すると、MB-231 細胞は
VEGF から刺激を受けているが、それは VEGFR
経由ではなく、NRP1 経由であるため Bev 治療
耐性である事が判明した。	
	
５）次に、VEGF/NRP1 シグナルの下流で細胞形
態と細胞運動能に関与する遺伝子の同定を試
みた。MB-231 細胞、231-VEGF/KO、231-sNRP1、
231-VEGF/KO+rVEGFA165 の 4 種類の細胞の遺
伝子発現を Agilent 社製 mRNA マイクロアレ
イチップを使って解析した。そこで、MB-231
細胞と 231-VEGF/KO+rVEGFA165 に比べて 231-

VEGF/KO、231-sNRP細胞で有意に変化している
遺伝子のリストを得た。その中で因子 X が
231-VEGF/KO、231-sNRP細胞で上昇しているこ
とに着目した。	
	
６）そこで、因子 X は下流の cdc42 の活性型
を減少させる事が知られているので、
VEGF/NRP1 シグナルは、因子 X を減少させる
ことで活性型 cdc42 を増加させ、filopodia 形
成を促進させることで、紡錘型細胞形態と
cell	migration 能の亢進をさせているとの仮
説を立てた。	
	
７）活性型 cdc42 の測定。	
野生型 MB-231 細胞に対して、231-VEGF/KO、
231-sNRP 細胞では活性型 cdc42 は増大してお
り、231-VEGF/KO+rVEGFA165は野生型と差がな
かった。	

	
８）Recovery 実験２	
231-VEGF/KO で上昇している因子 X を siRNA
で低下させたところ、細胞周囲径が増大し、
cell	migration 能が回復した。	
	

	
９）まとめ	
MDA-MB-231 細胞が、VEGF より VEGFR 経由でな
く NRP1 経由でシグナルを得て、下流の因子 X
と cdc42 を制御し filopodia 形成を促進させ
ることで、細胞形態を紡錘形にさせ、cell	
migration を亢進していることが判明した。	
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