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研究成果の概要（和文）：本研究では、血管新生阻害薬耐性バイオマーカーとしての線維細胞の可能性を探ると
ともに、線維細胞を標的とした新たな治療法を開発することを目的とした。
基礎的研究からは、線維細胞の産生するFGF2をVEGFに加えて阻害しても腫瘍は再度耐性化し、これにはPDGF等の
他の血管新生因子の寄与が示唆された。また、線維細胞は血管新生阻害薬投与後速やかに（3日以内）腫瘍内か
ら消失することが判明し、抗VEGF抗体の投与間隔を調節することで耐性化を最小限にとどめることができる可能
性が示唆された。肺癌症例を用いた臨床的検討からは、62%の症例において抗VEGF抗体耐性後の胸水中繊維細胞
数の増加が認められた。

研究成果の概要（英文）：The objective of this project was to explore the possibility of fibrocytes 
as the cellular biomarker of the resistance against anti-angiogenic therapy.
The study using mouse models revealed that; 1) inhibiting FGF2 which was produced by fibrocytes in 
addition to VEGF induced secondary resistance, and other angiogenic molecules such as PDGF might 
contribute to such resistance. 2) in the time course experiment, the number of fibrocytes in the 
tumor was significantly decreased within 3 days after the cessation of anti-VEGF treatment, 
suggesting that the interval of treatment might be crucial to minimize the resistance. The clinical 
study in lung cancer patients showed that the number of fibrocytes in the pleural effusion was 
significantly increased in 62% of patients who acquired the resistance to the treatment with 
anti-VEGF antibody, suggesting that fibrocytes in the pleural effusion might be useful as cellular 
biomarker to predict the resistance aganst anti-angiogenic therapy.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血管新生阻害薬を用いた抗血管新生療法は、様々ながん種で効果を発揮する一方、他の分子標的治療薬と同様に
耐性化現象が問題視されている。最近我々は血管新生阻害薬耐性に関わる重要な細胞として線維細胞
（fibrocyte）を同定した。血管新生阻害薬投与後の腫瘍内線維細胞の動態を明らかにすることで、線維細胞の
集積を最小限にしつつ、血管新生阻害効果を維持する投与レジメンを提案できる可能性がある。また、胸水中の
線維細胞を解析することで、腫瘍組織を採取することなく最小限の侵襲で血管新生阻害薬耐性化をモニターでき
るため、今後の癌治療に貢献できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) がんの増殖・進展に血管新生は必須である。血管新生は様々な因子で調節されているが、
中でも血管内皮増殖因子 (VEGF)は血管新生促進因子として中心的な役割を担っており、
既にそれを標的とした治療が臨床応用に至っている。しかし、血管新生阻害薬は良好な抗腫
瘍効果が報告されている一方、他の分子標的治療薬と同様、耐性化現象が臨床現場で問題視
されている。これは、抗 VEGF 抗体を始めとした血管新生抑制薬の耐性メカニズムが明ら
かになっておらず、耐性に関わるバイオマーカーが未だ同定されていないことが原因と考
えられる。 
 
(2) 我々は、これまでに重症免疫不全（SCID）マウスの NK 細胞活性を除去することによ
り、臨床における転移様式を再現したヒト肺癌の多臓器転移モデルやヒト悪性胸膜中皮腫
の同所移植モデルを確立し、同モデルを用いて宿主細胞を介した遠隔転移の分子メカニズ
ムの解析や血管新生因子を標的とした新規治療法開発を行ってきた。これらのモデルを用
いて我々がこれまでに、血管新生阻害薬耐性に関わる重要な細胞として線維細胞（fibrocyte）
を同定した。線維細胞は抗 VEGF 抗体治療によって惹起される腫瘍内低酸素により腫瘍内
に集積し、線維芽細胞増殖因子（FGF2）などの代替血管新生促進因子を産生することで治
療耐性化の獲得を誘導することが判明している。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究結果を踏まえ、本研究では以下の 3つを目的に検討を行った。 

(1) 血管新生阻害薬（抗 VEGF 抗体）投与に伴う腫瘍内の線維細胞の詳細な動態をマウス
モデルを用いて基礎的に解析する。 
 
(2) これまでの検討で、VEGF に加え、線維細胞が産生する FGF2 を阻害することで血管
新生阻害効果が増強することが確認されている。しかし、それでもいずれマウスは腫瘍死す
る。このことは、VEGFと FGF2の両方を阻害する中での新たな耐性メカニズムが存在す
ることを示唆する。そこで、その併用療法を耐性獲得まで継続することで、さらにその後に
起こる耐性メカニズムをマウスモデルを用いて明らかにする。 
 
(3) これまで我々は、腫瘍組織内に集積した線維細胞を血管新生阻害薬耐性関連細胞として
免疫染色法やフローサイトメトリー法を用いて同定してきた。しかし、実際は血管新生阻害
薬投与中の患者では手術等で宿主細胞が解析できるサイズの組織が採取困難な場合が多い。
よって今後、線維細胞を血管新生阻害薬耐性の細胞バイオマーカーとして実用化を目指し
ていくに当たり、より低侵襲な手法でサンプルを採取し、解析を可能にすることは必須事項
と考えた。このことを可能にする検体として、我々は末梢血に注目した。抗 VEGF 抗体投
与患者において、投与前と耐性後の末梢血中線維細胞数を測定し、耐性バイオマーカーとし
ての線維細胞の可能性を臨床的に検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) SCIDマウスにおける悪性胸膜中皮腫の胸腔内への同所移植モデルを用いて、抗 VEGF
抗体（ベバシズマブ）による血管新生阻害効果および耐性化と線維細胞集積の詳細なタイム
コースを検討する。具体的には、がん細胞をマウスに接種した 7日後より 28日後までベバ
シズマブ（10μg/mouse）を週 2回腹腔内投与し、耐性化した腫瘍、すなわち線維細胞が多
く集積した状態の腫瘍を作成する。以後、ベバシズマブ投与を中止し、1、3、5、7日後に
経時的に腫瘍を採取し、腫瘍内の線維細胞数を免疫組織学的に測定することで腫瘍から消
失するタイムコースを検討した。 
 
(2) 悪性胸膜中皮腫同所移植マウスモデルにて、抗 VEGF抗体（ベバシズマブ）および FGF
受容体阻害薬の併用治療に耐性となった腫瘍において、併用療法耐性に関与する因子を同
定する。具体的には、がん細胞をマウスに接種した 7 日後より 28 日後までベバシズマブ
（10μg/mouse）を週 2 回腹腔内投与し、FGF 受容体阻害薬 (BGJ-398) (200μg/mouse) 
を連日経口投与にて併用した。耐性化した腫瘍組織を採取し、PCR 法により耐性関連因子
の同定を行った。 
 
(3) 本研究開始時点で肺癌において承認されているベバシズマブもしくはラムシルマブ投
与に至った肺癌症例において、薬剤投与前、奏効時期、耐性が確認された時期のそれぞれに
おいて末梢血を採取し、血中の線維細胞数を比較検討した。具体的には、肺癌患者より同意
を得て 30ml の末梢血を採取し、分離した単核球を 20％ウシ胎児血清を添加した培地を用
いてフィブロネクチンコートディッシュ上で 2 週間培養し、付着細胞を線維細胞として採
取後、単位血液当たりの線維細胞数を測定し、薬剤投与前、奏効時期、耐性が確認された時
期のそれぞれにおける末梢血中線維細胞数を比較検討した（徳島大学病院医学系研究倫理
審査委員会承認番号：1586）。 
 



４．研究成果 
(1) SCID マウスにおける悪性胸膜中皮腫の胸腔内への同所移植モデルを用いて、担癌マウ
スを抗 VEGF抗体（ベバシズマブ）で治療し、28日後、耐性化した時点を Day 0として治
療を中止し、集積した線維細胞が腫瘍から消失していく詳細なタイムコースを検討したと
ころ、ベバシズマブ投与中止後、線維細胞は 3日で腫瘍内からほぼ消失する結果を得た（図
1）。これまでのヒト肺癌組織検体を用いた検討では、臨床的に効果ありと判断されている時
期でも線維細胞は多く集積して
おり、臨床での効果判定と耐性メ
カニズムの発動にタイムラグが
あることが示唆されている。今
後、ベバシズマブ投与後にどのよ
うなタイミングで線維細胞が集
積するのかという疑問に応える
べく、新たなモデルで線維細胞の
腫瘍内集積メカニズムを解析す
る必要があるが、血管新生阻害薬
投与後の腫瘍内線維細胞の動態
の詳細を明らかにすることで、
「線維細胞の集積を最小限にし
つつ、血管新生阻害効果を維持す
る投与間隔」を探索し、血管新生
阻害薬の指摘レジメンを提案で
きる可能性があると考えられた。 
 
(2) 悪性胸膜中皮腫同所移植マウスモデルにて、抗 VEGF抗体（ベバシズマブ）および FGF
受容体阻害薬の併用治療に耐性となった腫瘍において、併用療法耐性に関与する因子を同
定するため、腫瘍を併用療法で治療後、耐性化した時点で腫瘍組織を採取し、PCR 法にて
耐性関連候補因子の同定を
行った。本モデルでは、ヒ
ト腫瘍細胞を SCIDマウス
に移植しているため、それ
ぞれの候補因子の種特異的
配列（ヒトもしくはマウス）
をあらかじめプライマーに
設定することで、同定され
た因子が癌細胞由来なのか
もしくは宿主細胞由来なの
かを別個に検討することが
できた。結果、宿主由来因
子として血小板由来増殖因
子 A (PDGFA)が、また、癌
細胞由来因子としてケモカ
イン受容体である CXCR4
が同定された（図 2）。
CXCR4 は線維細胞の強い
遊走因子であるため、併用
療法獲得耐性にも線維細胞
が関わっていることが示唆
されたが、今後、免疫染色
法等にて解析する予定である。 
 
(3) ベバシズマブもしくはラムシルマブ投与に至った肺癌症例において、薬剤投与前、奏効
時期、耐性が確認された時期のそれぞれにおいて末梢血を採取し、血中の線維細胞数を比較
検討した。現在 13例のベバシズマブ耐性症例を解析が終了している。結果、8例（62%）
でベバシズマブ耐性後に末梢血中線維細胞数の増加が認められた（6例は耐性に至っておら
ず治療継続中）。本研究においては、さらに症例を蓄積し、血管新生阻害薬に対する細胞バ
イオマーカーとしての可能性について検討を継続する予定である。 
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