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研究成果の概要（和文）：ヒト悪性胸膜中皮腫細胞株同所移植マウスを用いて、VEGF を標的と

した治療の耐性獲得機構の解明を行った。抗 VEGF 治療により治療早期には腫瘍内血管は減少し

たが、治療後期で再増生しており、治療に対して耐性を獲得していることを確認した。この耐

性化機構には宿主側 FGF2 が関与していることが判明し、抗 VEGF 治療耐性化には、腫瘍微小環

境における FGF2 を中心とした異なった血管新生因子の発現変化が関与していると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：The resistance against anti-VEGF therapy was investigated using 
orthotopic implantation mouse model of human malignant pleural mesothelioma cells. 
Although tumor angiogenesis was inhibited in the early phase of anti-VEGF therapy, 
microvessel density was turned to increase in the late phase of the therapy, suggesting 
that the tumor acquired the resistance against anti-VEGF therapy. We found that the host 
FGF2 was up-regulated in the resistant tumor, and anti-FGFR therapy in combination with 
anti-VEGF therapy was more effective compared to anti-VEGF therapy alone. Angiogenic 
switch into different factors such as FGF2 seemed to play important role in the resistance 
against anti-VEGF therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
 胸膜中皮腫(MPM)は壁側胸膜の中皮細胞か
ら発生し、胸腔内腫瘍進展や大量の胸水貯留
のために胸痛や呼吸不全などを来す。MPM は
アスベスト暴露に起因し、2000 年以後増加の
一途にあるが、難治性で、平均生存期間は 1
年未満と極めて予後不良である。MPM 進展に
伴う腫瘍血管新生や胸水貯留に VEGF の役割

が示唆され、その阻害剤による臨床試験もな
されたが、一部の効果だけであり、VEGF 以外
の血管新生因子が関与する可能性が示唆さ
れた。しかし、その解明のための実験モデル
がなかったことから、申請者らは、ヒト MPM
細胞を SCID マウスの胸腔内に接種する同所
移植モデルの作製した（Nakataki et al. 
Cancer Sci. 2006）。特に Y-MESO-14 細胞は
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VEGF を高発現し、胸腔内腫瘍と悪性血性胸水
を大量に産生する MPM モデルであり、臨床で
見られる進展様式に類似し、悪性胸水および
胸腔内腫瘤の形成という点で格好のモデル
となる。MPM に関わる腫瘍血管新生因子とし
て様々な因子が報告されているが、中でも
VEGF は中心的役割を担っているとされてい
る。我々が確立した MPM モデルにおいても
VEGF 抗体での治療効果が確認された。しかし
その効果は限定的であったため、VEGF 依存性
の腫瘍血管新生メカニズムから、VEGF に依存
しない血管新生メカニズムへのスイッチが
重要な役割を担っている可能性があり、腫瘍
血管新生治療に対する耐性メカニズムを分
子レベルで明らかにすることが出来れば、新
たな分子を標的とした抗血管新生治療への
展開につながる可能性が高いと考えた。 
 
２．研究の目的 
 同所移植モデルにおける抗 VEGF 中和抗体
治療下にある悪性胸膜中皮腫の腫瘍組織を
採取し、血管新生因子に関わる遺伝子群の発
現を経時的に比較検討し、VEGF 非依存性（抵
抗性）の腫瘍血管新生やその制御に関わる分
子群の探索と同定を行い、新たな分子標的治
療法の開発につなげる。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗 VEGF 抗体継続治療が悪性胸膜中皮腫
同所移植マウスの生存期間に及ぼす影響 
 ヒト悪性胸膜中皮腫細胞株 Y-MESO-14 を 6
週齢 SCIDマウスの胸腔内に同所移植した(マ
ウス 1 匹あたり 1×106細胞)。腫瘍移植 7 日
後 よ り 抗 VEGF モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
bevacizumab (10µg/dose)を週 2 回腹腔内投
与し、担癌マウスの生存期間を無治療群と比
較検討した。Bevacizumab による治療はマウ
スの生存期間中継続して行った。 
 
(2) 腫瘍組織内血管に対する抗 VEGF 抗体治
療の影響 
 上記(1)と同様の条件で bevacizumab の継
続投与を行ったマウスより、移植から21, 28, 
35, 42 日後にそれぞれ腫瘍組織を採取した。
これらを用いて凍結組織切片を作成し、抗
CD3 抗体により腫瘍内血管内皮細胞の免疫組
織染色を行った。CD31 陽性細胞数の定量を行
い、無治療群と比較することで bevacizumab
の腫瘍内血管新生抑制効果を検討した。 
 
(3) 抗 VEGF 抗体治療による腫瘍および腫瘍
微小環境での血管新生因子発現の変化 
 上記(1)と同様の条件で bevacizumab の継
続投与を行ったマウスより、移植から 28 日
後に腫瘍組織を回収し、RNA の抽出を行った。
RT-PCR 法を用いて、血管新生関連遺伝子の発

現変化を検討した。PCR に使用する primer は
全てヒト、マウスそれぞれに特異的となるよ
うに設計しており、腫瘍側 (ヒト)および腫
瘍微小環境側 (マウス)の血管新生因子 
(VEGF, FGFs, PDGFs)の発現変化を検討した。
また、day28 においてマウス胸腔内より胸水
を回収し、PCR で遺伝子発現の変化が見られ
た因子については ELISA用いて胸水中の蛋白
濃度の比較も行った。 
 
(4) 悪性胸膜中皮腫同所移植マウスにおけ
る抗 VEGF 抗体および FGFR 阻害剤の併用効果 
 上記(1)と同様に Y-MESO-14 を同所移植し
たマウスに対し、bevacizumab に加えて FGFR
特異的阻害剤である BGJ-398 を併用し、マウ
ス の 生 存 期 間 へ の 影 響 を 検 討 し た 。
Bevacizumab は上記(1)と同条件で投与し、
BGJ-398 は 200µg/dose を腫瘍移植から 21 日
後より 2週間連日経口投与した。また、移植
から 28, 35 日後の腫瘍組織を回収し上記(2)
と同様に CD31の免疫組織化学的検討を行い、
腫瘍内血管新生への影響についても併せて
検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Y-MESO-14 同 所 移 植 マ ウ ス に 対 し
bevacizumab を継続投与したところ、無治療
群と比較してマウスの生存期間は有意に延
長した。しかしながら、bevacizumab を投与
中にも関わらず腫瘍移植から 50 日後までに
はマウスの多くが死亡した（図 1）。 

 
（2）抗 CD31 抗体を用いた免疫組織化学的検
討では、治療早期である移植後 21～28 日の
段階では腫瘍内血管数が治療群では一時減
少したが、治療の継続に伴い血管が再増生す
ることが確認された。これらの結果から、
bevacizumab の継続投与に対して腫瘍が耐性
を獲得し、血管新生抑制効果を克服した可能
性が示唆された（図 2）。 



 

 

 
 
 
(3) Bevacizumab に対する耐性獲得機構を検
討するため、移植腫瘍組織における腫瘍側 
(ヒト)および腫瘍微小環境側 (マウス)の血
管新生因子遺伝子発現変化を検討したとこ
ろ、腫瘍側では VEGFA および FGF1 が
bevacizumab 治療群において上昇していた。
しかしながら胸水中におけるこれらの血管
新生因子の産出量を比較したところ VEGFAで
は有意な差が無く、FGF1 は検出限界以下であ
った。一方腫瘍微小環境側では VEGFA および
FGF2 が治療群において有意に上昇していた。
FGF2は胸水中の蛋白濃度もbevacizumab治療
群において有意に上昇していた（図 3）こと
から、bevacizumab 耐性化への関与が考えら
れた。 

 
(4) Y-MESO-14 同所移植モデルにおける
bevacizumab耐性化へのFGF2の影響を検討す
るため、FGFR 阻害剤 (BGJ-398)との併用効果
を検討したところ、BGJ-398 の 2 週間連続投
与は単剤においても bevacizumab継続投与と
同等の抗腫瘍効果を示し、併用によりさらに
生存期間は延長した（図 4）。また、CD31 免
疫組織化学的検討においても bevacizumab単
剤投与群では day35において腫瘍内血管の再
増生が見られたが、FGFR inhibitor と併用す
ることで血管新生抑制作用が維持された（図
5）。以上の結果より、悪性胸膜中皮腫同所移
植モデルにおいて宿主側 FGF2 の増加が
bevacizumab 耐性化に関与している可能性が
示唆された。 
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