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研究成果の概要（和文）：抗真菌薬 Itraconazole に抗血管新生作用があることを明らかとし

た。この作用は抗 VEGF 抗体 Bevacizumab とは異なる作用機序であることを解明。それは他

の血管新生因子となるサイトカインを抑制するものではなく、直接血管内皮細胞の増殖を

抑えるものであった。またこの作用は近年腎癌などに使われている mTOR 阻害剤と同じ作用

であること、さらに mTOR 阻害剤と比べ副作用が少ないこと、Bevacizumab と併用すること

によって Bevacizumab 抵抗性の癌細胞に対しても血管新生を抑制、抗腫瘍効果を表すこと

を明らかとした。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We clarified antiangiogenetic effect of Itraconazole, one of 
the antifungus drugs. This effect is based on the mechanism which is quite different 
from that of Bevacizumab. We also clarified it is based on direct anti-proliferation 
effect on endothelial cells not based on other angiogenetic cytokines. Our results 
showed that this Itraconazole’s effect is same as mTOR inhibitor, less toxicity than 
mTOR inhibitor and synergic effect with Bevacizumab on Bevacizumab resistant cancer 
cell. 
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１．研究開始当初の背景 
大腸癌の進展における血管新生の役割は近
年多くが解明され、癌増殖において非常に重
要な意義を占めることが明らかとなった。こ
の血管新生を阻害することが大腸癌治療に
導入されるようになり、抗 VEGF 抗体
Bevacizumab(以下 Bv：商品名 Avastin)は現
在大腸癌治療の Key drug となっている。こ
の Bv 投与によってほとんどの症例において
腫瘍の縮小作用がみられる。しかしながら Bv

の継続使用に伴いその抗腫瘍効果には限り
が出てくることもほとんどの症例で見られ
る。これらには血管新生において VEGF 以外
のサイトカインにも血管新生作用を有して
いるものがありこれらの副経路が VEGF をブ
ロックすることで発達化することが考えら
れる。これらの Bv 抵抗性が大腸癌治療の支
障となっている。 
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２．研究の目的 
抗真菌薬 Itraconazole は血痰を伴う肺真菌
症患者に投与時血痰を減少させる作用があ
るとのことから抗血管新生作用がある可能
性が以前より指摘されていた。その作用機序
には VEGF が介していない可能性があり、他
の血管新生作用を有するサイトカインの関
与が考えられる。この抗血管新生作用を解明
することで Bv 抵抗性の機序を打破する一助
となりえないかを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)Itraconazole の腫瘍細胞、CAF、血管内皮
細胞における増殖抑制効果を検討するため
に 96well plate に均等に播いたうえで特定
の濃度に調整した Itraconazole(0,10-7, 10-6, 
10-5,10-4M)を投与、WTT assay にて細胞数を測
定し増殖抑制を評価する。 
 
(2)CAF の確立 
ヒト手術検体で大腸癌周辺の繊維芽細胞を
シャーレ内にて培養、vimentin, αSMA 染色
を用いて CAF であることを確認する。 
 
(3)Multicytokine assay 
CAF からの血管新生にかかわるサイトカイン
の分泌量の変化を評価するために Proteome 
Profiler Array (R&D)を用いて Itraconazole
投与或いは非投与の CAFからのサイトカイン
分泌量を ELIZA にて比較した。 
これによってVEGF,VEGF-c,Vasohibin, PIGF, 
PDGFuPA, MCP, IL-1β  等の分泌が比較でき
る。 
 
(4)in vivo assay 
ヌードマウス鼠径部皮下に細胞を移植、8mm
径に成長した段階で Bv、Itraconazole, 
Bv+Itraconazole を腹腔内へ投与し腫瘍増大
を測定、抗腫瘍効果を比較検討する。さらに
摘出腫瘍を顕微鏡 100 倍率にて観察、血管密
度の多い部位での血管密度を測定し Bv, 
Itraconazole、さらには併用療法での血管新
生抑制を計測する。 
またこれら治療法の副作用の評価としてそ
れぞれの群のマウスの体重を測定、比較する。 
 
４．研究成果 
種々の癌細胞（MKN-28,MKN-45：いずれも胃
癌,HT-29：大腸癌）の VEGF 発現量を免疫染
色、RT-PCR を用いて評価、その結果低 VEGF
発現株（MKN-28）, 
中等度 VEGF 発現株(MKN-45)、高 VEGF 発現株
(HT-29)と分類した。これらにおいてヌード
マウス移植腫瘍に Bv を投与、その抗腫瘍効
果を確認したところ MKN-28 ではまったく抗
腫瘍効果が得られないこと、MKN-45 では Bv
の効果が見られることが明らかとなった。 

（別図１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また手術時摘出した大腸組織から腫瘍周辺
に存在する fibroblast を分離培養すること
に成功、vimentin 染色からこれらが Cancer 
Associated Fibroblast (CAF)であることを
確認した。 
  
次に Itraconazole の血管内皮細胞、癌細胞
CAF の増殖への影響を見るために WTT assay
を施行,Itraconazole が癌細胞増殖にはまっ
たく影響せず、血管内皮細胞(10-7M)、
CAF(10-6M)の増殖を抑えることを明らかとし
た。（別図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Itraconazole の血管内皮細胞における増殖
抑制が起こる機序を見るため FACS で Anexin 
assay にて apoptosis の関与を、cycle test 
にて細胞周期の変化を確認したところ、
Itraconazole による血管内皮細胞の増殖抑
制は Apoptosisによるものであると判明した。 
これに対して Bv 投与した血管内皮細胞にお
いては apoptosisも細胞周期の変化も見られ
ず Itraconazole の血管新生抑制作用が Bv の
欠陥新生抑制作用と異なることが明らかと
なった。（別図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に血管新生 kitを用いて血管新生を確認し
たが低濃度 Itraconazole(10-10M)によって血
管内皮細胞の分枝、管腔形成が抑えられるこ
と が 明 ら か と な っ た ほ か 、 高 濃 度
Itraconazole(10-7M)では血管内皮細胞自体
の増殖、fibroblast の増殖が抑えられ
Itraconazole は血管新生に必要な増殖、管腔
形成をいずれも抑えることがわかった。 
（別図４） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ItraconazoleのCAFから放出される種々のサ
イトカイン分泌量への影響を検討するため
Proteome Profiler Array (R&D)を用いて
Itraconazole投与或いは非投与のCAFからの
サイトカイン分泌量を ELIZA にて比較した。 
これによってVEGF,VEGF-c,Vasohibin, PIGF, 
PDGFuPA, MCP, IL-1β  等の分泌が比較でき
るのだが最終的にItraconazoleによってCAF
からのサイトカイン分泌は変化しないとい
うことが明らかとなった。（別図５） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Itraconazole の、血管内皮細胞への影響を再
度確認するために増殖に必要な signal を
western blot にて確認した。 
その結果 Rab11 の減衰が認められた。 
 
先に明らかにしていた中等度 Bv 抵抗性株で
ある HT-29 と Bv 高度抵抗性株である MKN-28
に対して Bv 単独投与、Itraconazole 単独投
与、Bv，Itraconazole 併用投与による抗腫瘍
効果を、ヌードマウス移植癌細胞を用いて検
討した。その結果、Itraconazole 単剤での抗
腫瘍効果は乏しいが、Bv と併用することによ
って抗腫瘍効果を増強することが明らかと
なり、これらは Bv 単剤、Itraconazole 単剤
では効果の得られなかった MKN-28 でも
Itraconazole 併用によって抗腫瘍効果が増
強した. 
さらに摘出腫瘍における血管密度を調べた
ところ Bv，Itraconazole 併用によって優位
に 血 管 密 度 が 減 少 し た こ と か ら
Itraconazole はＢｖとは異なる作用機序で
血管増殖を抑制することで抗腫瘍効果をき
たしたと結論付けた。こちらのいずれの群に
おいてもマウスの著明な体重減少は認めず
下痢等 Itraconazole による重度の副作用は
認めなかった。（別図６） 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より、Itraconazole に認める血管新生阻
害作用は VEGF を介する従来のものとは異な
ること、しかしながら他のサイトカインの関
与するものではなく、直接血管内皮細胞の増
殖を阻害するものであることが明らかとな
った。 
この作用は単独では抗腫瘍効果は乏しいも
のの、Bv と併用することで Bv 抵抗性の腫瘍
に対しても抗血管新生阻害作用を現すこと
ができることが明らかとなった。臨床にて Bv
長期投与後にみられる、Bv 耐性獲得後の治療
法としての Itraconazole 併用療法が有用と
なる可能性が示唆された。 
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