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研究成果の概要（和文）：非小細胞肺癌細胞株を皮下移植したxenograftマウスモデルを作成した。xenograftマ
ウスモデルに血管新生阻害薬であるBIBF1120、bevacizumabの投与を行った後にImaging massspectrometryを用
いて腫瘍内代謝を評価した。その結果、BIBF1120、bevacizumabでは血流および腫瘍内代謝に対する影響が異な
ることが示された。

研究成果の概要（英文）：We established a xenograft mouse model subcutaneously transplanted with a 
non-small cell lung cancer cell line. Next, we evaluated Intratumoral metabolism of xenograft mouse 
model using imaging massspectrometry after administration of angiogenesis inhibitor (BIBF 1120, 
bevacizumab). As a result of evaluation, BIBF 1120 and bevacizumab showed different effects on blood
 flow and intratumoral metabolism.

研究分野：肺癌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
進行肺癌は本邦の癌死因の1位を占める予
後不良の疾患である。進行肺癌を克服するた
めに癌細胞の特徴について分子レベルで解
明が進められ、新規薬剤が開発されてきてい
る。肺癌においては癌の増殖・生存をつかさ
どる遺伝子の変異 (driver oncogene)を標的
とした分子標的薬であるチロシンキナーゼ
阻害剤 (TKI)や血管新生阻害薬等が開発さ
れ、患者の予後が延長してきている。しかし、
これら薬剤が開発されても未だ肺癌を克服
するまでには至っておらず更なる研究が必
要である。 
近年、腫瘍内の薬物動態を検討した報告は
散見されるが、分子標的薬の腫瘍内動態につ
いては未だ不明な点が多い。腫瘍内部は不均
一な状態であることが知られており、分子標
的薬が腫瘍内で有効に分布しているのか、ま
た分布した局所において分子標的薬が癌細
胞に与える影響についても十分に明らかと
なっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、生体組織中の物質の位置
情報を維持したまま可視化可能な Imaging 
massspectromety (IMS)と呼ばれる技術を用
いて、分子標的治療薬の腫瘍内における薬物
動態、および分子標的治療薬が癌細胞の代謝
に与える影響を可視化して評価することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)分子標的治療薬の薬物動態を検討するた
めに in vivo での検討を行った。肺癌の領域
で頻度が高い遺伝子異常として EGFR 遺伝子
変異、ALK 融合遺伝子、KRAS 遺伝子変異が知
られている。EGFR 遺伝子変異細胞株として
PC9、ALK 融合遺伝子細胞株として H3122、
KRAS 遺伝子変異細胞株として A549 を使用し
た。これらのヒト非小細胞肺癌細胞株を免疫
不全マウス(Balb-c nu)の皮下に移植して腫
瘍を形成させた(xenograft model 図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 1 xenograft model マウス 
 
(2)xenograft modelマウスの皮下腫瘍が一定
の体積に増大したことを確認し、溶媒群(コ
ントロール群)、血管新生阻害薬である
BIBF1120、bevacizumab それぞれの単剤治療、
EGFR‐TKI である Erlotinib 単剤治療、
Erlotinib＋Bevacizumab 併用を各タイムス
ケジュールで投与した。抗腫瘍効果は、それ

ぞれの群の腫瘍径の変化を測定し評価した。 
 
(3)分子的薬投与による腫瘍内代謝経路の変
化を評価するために、安定同位体で標識した
化合物をトレーサーとして使用した。本研究
では(2)で分子標的薬の治療を行った
xenograft model マウスに対して１３Ｃ６標識
グルコースを腹腔内投与し、投与 15 分後に
腫瘍摘出を行った。 
 
(4)腫瘍内代謝は dynamic に変化するため、
トレーサー投与後の代謝を評価するために、
腫瘍摘出直後に液体窒素により検体を凍結
保存、その後解析のために凍結切片を作成し
た 。 Capillary electrophoresis mass 
spectrometry (CE‐MS)、IMS を用いて、グル
コース代謝フラックスの評価および薬物の
腫瘍内分布を可視化して評価した。 

   
図 2 凍結標本作成から解析までの流れ 
 
４．研究成果 
 
(1) 各ヒト非小細胞肺癌細胞株での
xenograft model マウス作成に成功した。
分子標的治療投与の効果判定のために経時
的な腫瘍径の変化を確認し、BIBF1120 群、
bevacizumab 投与群ではコントロール群と
比較して腫瘍増殖抑制効果が見られること
を確認した(図 3)。  

 
 
 
 
 
 
 

図 3 血管新生阻害薬投与での腫瘍径変化          
 
(2) 血管新生阻害薬投与後に適切に腫瘍を
摘出、保存することに成功した。BIBF1120
および bevacizumab が血管新生阻害作用に
より抗腫瘍効果がもたらされたかどうかを
確認するために、腫瘍組織を血管新生のマ
ーカーである CD34 の免疫組織染色 (IHC)
で評価した。その結果、BIBF1120 治療群、
bevacizumab 治療群共にコントロール群と
比較して腫瘍内の血管新生が抑制されてい
ることを確認した(図 4)。 



 
 
 
 
 
 
 
図 4 CD34 の IHC による血管新生の評価  
左：コントロール群、右：BIBF1120 投与群 
 
(3) 次に、I MS および CE-MS を用いて腫瘍内
の血流評価およびグルコース代謝について
評価を行った。BIBF1120 群ではコントロール
群と比較して血流マーカーである赤血球内
の 2,3-DPG の低下が認められ、薬剤投与によ
り腫瘍内の血流が減少することを確認した
(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
図 5 IMS による 2,3-DPG の分布 

 
また、BIBF1120 群ではコントロール群と比較
して、腫瘍内の 13C3Lactate の増加が認めら
れ、解糖系代謝フラックス(Glucose＜
Lactate)が上昇していることが示された(図
6)。 
 
 
 
 
 
 
図 6 IMS による 13C3Lactate の分布 

 
更に、13C2 Glutamate の低下、腫瘍内の ATP
の顕著な減少が認められ、好気代謝フラック
ス(Glucose＜Glutamate)の減少も可視化し
て確認した(図 7、8)。 
 
 
 
 
 
図 7 IMS による 13C2Glutamate の分布 

 
 
 
 
 
 
図 8 IMS による ATP の分布 

 
また pimonidazole による IHC では BIBF1120
治療により低酸素領域が増加した。以上の結
果より BIBF1120 による治療では腫瘍内への
血流が低下し腫瘍内が低酸素環境となり解

糖系代謝経路が亢進したと考えられた。   
 
(4)次に bevacizumab でも同様の評価を行っ
た。bevacizumab 治療群では 2,3-DPG の低下
はなく、腫瘍内の血流の変化は認められなか
った。また、BIBF1120 とは逆に腫瘍内 ATP の
上昇が認められた(図 9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9 IMS による 2,3-DPG、13C3Lactate、ATP
の分布 
 
(5) 加 え て Erlotinib 単 独 治 療 群 、
Erlotinib+Bevacizumab の併用治療群の腫瘍
検体を用いて腫瘍内の Erlotinib の分布を
IMS で評価する事に成功したが、各血管新生
阻害薬投与により薬剤分布に明らかな変化
は認められなかった。 
 
以上の検討により BIBF1120 および
bevacizumab は共に血管新生阻害作用により
抗腫瘍効果がもたらされるが、投与によりも
たらされる腫瘍内代謝の変化は各薬剤で異
なっていた。これらの違いが見られた機序に
ついては、今後更に検討していく予定である。
また、xenograft model マウスと実際のヒト
肺癌では周囲の微小環境が異なる事が予想
されるため、今後は臨床の現場から得られた
ヒト肺癌検体を用いて、血管新生阻害薬投与
後のヒト検体における腫瘍内代謝動態の評
価を行うことを予定している。 
 血管新生阻害薬の違いにより腫瘍内代謝
が異なることを可視化して評価した検討は
なく、今回の研究結果は新たな知見である。
研究結果については学会発表で報告してい
るが、今後更に検討を進め論文化することを
予定している。 
 本研究は分子標的薬の代謝におよぼす影
響を明らかにする上で重要であるだけでな
く、IMS という新規の技術を使用しているこ
とから、その他の代謝動態の検討にも応用で
きる点で重要と思われる。 
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