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研究成果の概要（和文）：血管新生促進因子VEGFに対する中和抗体ベバシズマブが大腸癌に使用されているが、同治療
中における癌の悪性化や治療抵抗性、治療中断後における腫瘍の急速増大が報告されている。本研究では、主にヒト大
腸癌固形腫瘍TK4を用いたヌードマウス同所移植モデルを用いて、抗VEGF抗体治療中における癌微小環境の変化が大腸
癌の進展に与える影響を解析した。長期の抗VEGF抗体治療によって腫瘍内低酸素が惹起され、hypoxia inducible fact
or-1 (HIF-1)の標的遺伝子であるstanniocalcin 2 (STC2)の発現が上昇し、癌細胞の増殖能や遊走能が亢進することが
示された。

研究成果の概要（英文）：Bevacizumab, a humanized monoclonal antibody against vascular endothelial growth 
factor (VEGF)-A has been used for colorectal cancer treatment. However, a number of preclinical reports 
indicate the development of resistance to anti-angiogenic therapy. In this study, we addressed the 
effects of anti-VEGF antibodies on the growth and malignant behavior of colorectal cancer cells using an 
orthotopic implantation model of TK-4, a solid tumor strain derived from a colon cancer patient, into 
nude mice. Intratumoral hypoxia induced by anti-VEGF antibody treatment resulted in induction of 
stanniocalcin 2 (STC2), a target gene of hypoxia inducible factor-1 (HIF-1), to enhance colon cancer cell 
growth and migration. Our data provide a potential molecular explanation for the limited clinical 
effectiveness of anti-VEGF antibodies and rebound phenomenon after withdrawal of bevacizumab.

研究分野：消化器外科学
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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。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 vascular endothelial growth factor 
(VEGF)が最も良く知られている。 
近年癌に対する抗血管新生療法の臨床応
用が進み、大腸癌においては抗 VEGF 中和
抗体のベバシズマブが保険適応であり、実臨
床で用いられている。 
しかし、血管新生は VEGF 以外にも複数
の血管新生因子が複雑に関連しながら形成
されており、VEGF のみをターゲットとした
場合、他の血管新生因子からのシグナルによ
り escape 現象が起こることが考えられる。
実際、動物実験などによって、既存の抗癌剤
治療と同様に抗血管新生療法においても耐
性メカニズムが存在することが次第に明ら
かにされてきている。さらにこの不完全な血
管新生の阻害により癌微小環境の変化を生
じ、これが癌の悪性化を惹起している可能性
も指摘されている。 
一方、ヒト組織幹細胞同様、腫瘍内で無限
の自己複製能を有し増殖活性に富む細胞を
生み出す、癌幹細胞の存在が知られている。
癌幹細胞は正常組織幹細胞と同様に、組織中
における特殊な微小環境（ニッチ）内で休眠
状態として存在しており、増殖期の細胞を標
的とする従来の抗癌剤は効きにくいとされ
る。そこで近年、この癌幹細胞を治療標的と
した新規分子標的療法の開発が行われてい
るが、臨床応用には至っていない。現在癌幹
細胞の由来は正確には分かっていないが、癌
幹細胞の維持に癌微小環境が重要であるこ
とは明白であり、癌微小環境を標的とした新
規分子標的治療により、癌幹細胞の消退ある
いは脆弱化が得られる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
抗血管新生（抗 VEGF中和抗体）治療中に
おける癌微小環境の変化が、どのように大腸
癌の進展に関与しているかを解析すること
を目的とし、癌細胞自体ではなく癌微小環境
をターゲットとした新規治療法の開発を最
終目標とする。 

 
３．研究の方法 
ヒト大腸癌由来固形腫瘍 TK4 のマウス同
所移植モデルによる in vivo 実験、大腸癌細
胞株を用いた in vitro 実験、および臨床大
腸癌検体の免疫組織化学染色を行い、抗 VEGF 
抗体治療中における癌微小環境の変化に伴
う、癌細胞の遺伝子発現変化や癌幹細胞の量
的および質的変化等につき検討を行った。 
(1) 担癌マウス治療実験 
①TK4 をヌードマウスの盲腸壁に同所移
植し、抗 VEGF 中和抗体による治療群と
対照群に分け、治療開始後 14、35 日目

に腫瘍を採取し、腫瘍量、微小血管密度、
核分裂像、アポトーシス等を評価した。
さらに両群間での腫瘍の遺伝子発現変
化をマイクロアレイで解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

②TK4 をマウスの皮下に移植し、抗体によ
る治療群と対照群に分け、治療開始後 28、
56、81 日目に腫瘍を採取して同サイズに
トリミングし、異なる個体の盲腸壁に累
代移植し、無治療で 56 日後に腫瘍量を
評価した。 

(2) 細胞実験 
低酸素誘導因子の標的遺伝子である
stanniocalcin 2(STC2)の、大腸癌細胞
における増殖、遊走への寄与を検討した。 

(3) 臨床検体の検討 
肝切除術前に化学療法が施行された、大
腸癌肝転移症例における STC2 発現を免
疫組織化学染色にて評価した。 
 

４．研究成果 
(1) TK4 をヌードマウスの盲腸壁に同所移植
し、抗 VEGF 中和抗体治療を行ったとこ
ろ、腫瘍量と微小血管密度は対照群に比
べ治療群において有意に減少した。腫瘍
の核分裂像は治療中期（14 日）に治療群
で減少したが、治療後期（35 日）では両
群に差を認めなかった。一方、アポトー
シスは治療中期では差がなかったが、治
療後期に治療群で減少した。 



 

 
 

(2) 治療後期に腫瘍を採取し、遺伝子発現変
化をマイクロアレイで解析した。Gene 
set enrichment analysis (GSEA)では、
低酸素で誘導される遺伝子群が治療群
において有意に発現上昇していた。治療
群で最も発現が上昇した遺伝子として、
hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) の
標的遺伝子である stanniocalcin 2 
(STC2) が抽出され、抗 VEGF 治療による
大腸癌悪性度亢進への関与が示唆され
た。 

 

(3) 大腸癌細胞株 HCT116 ，SW480 を用いて
in vitro の検討を行ったところ、低酸素
培養によって STC2 発現が上昇し、STC2
のknockdownによって低酸素下における
SW480 細胞の増殖および遊走が抑制され、
低酸素環境における STC2 の重要性が示
された。 

 
(4) 長期間に渡る抗 VEGF 抗体治療の影響を
調べるため、TK4 をマウスの皮下に移植
し、治療開始後 28、56、81 日目に腫瘍
を採取し同大に整え、異なるマウスの盲
腸壁に累代移植し、二次移植の 56 日後
に腫瘍量を評価した。抗 VEGF 抗体治療
を受けた皮下腫瘍は、累代移植後のマウ
ス盲腸壁における発育（腫瘍重量）が有
意に亢進していた。長期間に渡る抗 VEGF
抗体治療による腫瘍増殖能の亢進が示
唆された。 

 
(5) 浜松医科大学第二外科において肝切除
術前に化学療法が施行された、大腸癌肝
転移 14 症例（ベバシズマブ投与：4 例、
非投与：10 例）における STC2 発現を評



価したところ、ベバシズマブ投与群で有
意に腫瘍内の壊死領域が大きく、同部の
周囲で STC2 発現が亢進していた。 

以上の検討から、長期の抗 VEGF 抗体治療
によって腫瘍内低酸素が惹起され、STC2 の発
現が上昇し、癌細胞の増殖能や遊走能が亢進
することが、大腸癌の悪性化や治療抵抗性、
治療中断後における腫瘍の急速増大などの
一因である可能性が示唆された。 
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