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研究成果の概要（和文）： 

ヒト大腸癌固形腫瘍 TK4 を同所（盲腸壁）へ移植し、抗 vascular endothelial growth factor 
(VEGF)中和抗体治療を行ったところ、腫瘍血管密度が低下し移植腫瘍が縮小したが、完全に

は増殖阻害されなかった。そこで同治療中の移植腫瘍（ヒト組織）における遺伝子発現変動を

マイクロアレイ(human chip)にて解析した。抗 VEGF 抗体治療により移植腫瘍で発現が亢進

した 97 遺伝子のうち、最も発現変化が大きかった stanniocalcin 2 (STC2)に注目。STC2 は

hypoxia inducible factor -1 (HIF-1)の標的遺伝子であり、低酸素環境で発現が亢進することが

知られている。また、STC2 は癌の浸潤転移に関与するとされる上皮間葉移行(epithelial 
mesenchymal transition: EMT)を誘導することが最近報告されている。さらに、Gene Set 
Enrichment Analysis (GSEA)による発現解析では、EMT 誘導や癌幹細胞維持に関与する

transforming growth factor ベータ（TGFβ）経路の活性化が抗 VEGF 抗体治療によって惹

起されていることが確認された。これらのことから、抗 VEGF 抗体治療中の腫瘍における低酸

素環境が、EMTや癌幹細胞の誘導を介して浸潤転移能を亢進させている可能性が示唆される。

そこで、抗血管新生治療により生じる低酸素環境の評価を、HIF-1,HIF-2 の免疫組織化学染色

により行ったところ、抗 VEGF 抗体治療群において有意に HIF-1αタンパクの核内移行が確認

された。次に大腸癌幹細胞マーカーとして CD133, CD44, ALDH1 の免疫組織化学染色による

評価を行ったところ、抗 VEGF 抗体治療群で ALDH1 陽性細胞の増加がみられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We transplanted solid tumors derived from human colon carcinoma into the cecum 
wall of nude mice and treated them with anti-VEGF antibody or normal control IgG. 
Despite decreased microvessel density in the tumors with anti-VEGF treatment, 
tumor growth was incompletely impaired. Microarray analysis revealed 97 genes that 
were predominantly expressed in tumors treated with anti-VEGF antibody compared 
with untreated tumors. Among them, we further focused on stanniocalcin 2 (STC2) 
which has been reported to be regulated by hypoxia inducible factor -1 (HIF-1) under 
hypoxic condition and to induce epithelial mesenchymal transition. Gene Set Enrichment 
Analysis (GSEA) showed the activation of transforming growth factor β (TGFβ) pathway in 
tumors treated with anti-VEGF antibody. These findings suggest that hypoxic conditions 
due to VEGF inhibition may induce EMT and stemness of transplanted tumors, resulting 
in enhanced invasive and metastatic potential. Immunohistochemistry of HIF-1α and 
HIF-2α revealed that HIF-1α protein was more likely to locate in the nucleus of tumors 
treated with anti-VEGF antibody compared with untreated tumors. 
Immunohistochemistry of colon cancer stem cell markers, CD133, CD44 and ALDH1 
revealed that expression levels of ALDH1 were higher in tumors treated with anti-VEGF 
antibody than those in tumors treated with control IgG. 
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１．研究開始当初の背景 

癌はある一定以上の大きさ (1-2 mm3) に
なるために栄養成分および酸素を供給する
ための血管新生を必要とし自らこれを誘導
する。この腫瘍血管新生は、癌の転移過程に
おいても重要な役目を担っている。血管新生
は血管新生促進因子および抑制因子のバラ
ンスによって規定され、促進因子として
VEGF が最も良く知られている。最近癌に対
する抗血管新生療法の開発が進み、大腸癌に
おける臨床試験において抗 VEGF 抗体であ
る Bevacizumab (Avastin®)が生命予後向上
に寄与するとの結果を得て成功を収め、既に
本邦でも保険適応となり臨床で用いられて
いる。しかし既存の抗癌剤治療同様、抗血管
新生療法においても耐性メカニズムの存在
が次第に明らかとなるなど、同分野における
研究課題は山積している。 

 
２．研究の目的 
研究代表者はこれまでに、KRAS 変異型大

腸癌細胞株移植モデルにて抗 VEGF 抗体と
抗 IL-8 抗体治療を同時に行った。その際、
腫瘍増殖は完全には抑制されず、血管新生も
有意には抑制されていなかった。次に、両抗
体治療中における遺伝子発現の変化をマイ
クロアレイにて解析したところ、抗体治療群
で有意に発現上昇または低下している遺伝
子群が得られた。本研究は、抗 VEGF 抗体治
療中における、これら遺伝子発現変化を解析
し、抗血管新生治療に対する耐性機構の解明
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
先述したマイクロアレイ解析にて、抗血管

新生治療による有意な発現亢進が確認され
た JAG1 に注目した。JAG1 は Notch signaling
に関与し、Notch receptor の ligand である
DLL4 に拮抗的に作用する。DLL4-Notch 
signaling は血管の成熟において重要な役割

を果たしており、DLL4 と JAG1 は血管新生に
おいて反対の作用を持つ。これらのことから
「抗血管新生療法中に JAG1 の発現が亢進す
ることにより未熟な腫瘍血管の増殖が維持
され、抗体治療の効果が抑制される」といっ
た仮説を立て、同遺伝子発現の変化を、浜松
医科大学外科学第二講座にてマウスの皮下
で継代維持している KRAS 変異ヒト大腸癌
固形腫瘍 TK4 の同所（盲腸壁）移植モデル
にて検討した。 
 

４．研究成果 
ヒト大腸癌固形腫瘍 TK4 をヌードマウス

の同所（盲腸壁）へ移植し、抗 VEGF 中和抗
体治療を行い、腫瘍細胞および腫瘍周囲間質
における Jag1 の発現を qRT-PCR にて調べ
た。興味深いことに抗 VEGF 治療によって血
管密度および腫瘍増殖の抑制がみられたに
も関わらず、Jag1 発現はほとんど変化して
いなかった。これは DLD1 細胞株の皮下移植
モデルで得られた結果と異なる。細胞株と異
なり、TK4 が分化型腺癌の組織像を保った固
形腫瘍であることや、特殊な環境である皮下
ではなくより臨床癌に近い同所（盲腸壁）で
発育したこと等が影響している可能性が考
えられる。 



そこで、TK4 の同所移
植モデルにおいて、抗
VEGF 抗体治療群とコ
ントロール群の腫瘍に
おける遺伝子発現をマ
イクロアレイにて解析
した。中和抗体治療 6
週間後に腫瘍を採取し
RNA を抽出。腫瘍組織
における遺伝子変化を
Affimetrix の Human 
Gene 1.0 ST を用いて
解析した。抗 VEGF 抗
体治療により移植腫瘍
で発現が亢進した 97 遺
伝子のうち、最も発現変
化が大きかった stanniocalcin 2 (STC2)に注
目した。STC2 は hypoxia inducible factor -1 
(HIF-1)の標的遺伝子であり(Exp Cell Res. 
314(8): 1823-30, 2008)、低酸素環境で発現が
亢進することが知られている。また、STC2
は癌の浸潤転移に関与するとされる上皮間
葉移行(epithelial mesenchymal transition: 
EMT)を誘導することが最近報告されている
(Exp Cell Res. 316(20):3425-34,2010) 。
STC2 の他、抗 VEGF 抗体治療により発現が
亢進した遺伝子として、複数の heat shock 
protein (HSP)が同定された、このうちの数種
類は幹細胞の維持に関与していることが報
告されている(Bioessays. 31(4):370-7,2009)。
さらに、Gene Set Enrichment Analysis 
(GSEA)による発現解析では、EMT 誘導や癌
幹細胞維持に関与する TGFβ経路の活性化
が抗 VEGF 抗体治療によって惹起されてい
ることが確認された。これらのことから、抗
VEGF 抗体治療中の腫瘍における低酸素環
境が、EMT や癌幹細胞の誘導を介して浸潤
転移能を亢進させている可能性が示唆され
る。そこで、抗血管新生治療により生じる低
酸素環境の評価を、HIF-1,HIF-2 の免疫組織
化学染色により行ったところ、抗 VEGF 抗体
治療群において有意にHIF-1αタンパクの核
内移行が確認された。次に大腸癌幹細胞マー
カーとして CD133, CD44, ALDH1 の免疫組
織化学染色による評価を行ったところ、抗
VEGF抗体治療群でALDH1陽性細胞の増加
がみられた。この他、抗 VEGF 抗体治療によ
り EMT が惹起されているか検討すべく、
TK4 同所移植腫瘍における EMT マーカー
（E-cadherin, N-cadherin, vimentin）の免
疫組織化学染色を行ったが、TK4 腫瘍の染色
性の問題から十分な評価に至っていない。ま
た、HSP の発現変化を qPCR 等にて評価し
たが、抗血管新生治療に伴う有意な変化は確
認できなかった。現在、大腸癌細胞株を用い
た in vitro 実験にて、低酸素環境下における
STC2 の機能を解析中である。また今後、TK4

同所移植モデルを用いた in vivo 実験にて、
抗血管新生治療による大腸癌転移能の変化
を解析する予定である。 
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