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論 文 内 容 の 要 旨

【目的】

リンパ管新生は新 しくリンパ管を形成する現象であり,腫 癌内のリンパ管新生 は癌患者における転移の進行

に関わると考えられている,こ のリンパ管新 生においては,vascularendothelialgrowthfactorreceptor3

(VEGFR3)が 重要な役割を果たすことが知られている.一 方,ス ニチニブはVEGFRfamilyを 含む複数のレ

セブタータイロシンカイネースを阻害する低分子阻害剤である.ス ニチニブは既に臨床で使用されており,血 管

新生阻害作用を有することが知られているが,そ のリンパ管新生に対する効果あるいはリンパ節転移に対する効

果は不明であった.そ こで,本 研究ではVEGFR3を 介したリンパ管新生に対するスニチニブの効果を細胞 と動

物モデルを用いて検討した.

防 法】

ヒトリンパ管内皮細胞を用いてVEGFR2/3と その下流の因子のシグナル伝達に対する影響 をWesternblot

法で解析した,次 に,同 細胞を用いてVEGF刺 激による細胞増殖,遊 走,チ ューブ状構造の形成に対するス

ニチニブの影響を検討した.ま た,次 にルシフェラーゼを発現させた乳癌細胞を移植するリンパ節転移マウスモ

デルにおいて腫瘍内リンパ管新生とリンパ節転移へ のスニチニブの影響を検討 した.

1結剰

ヒトリンパ管内皮細胞において,ス ニチニブはVEGF刺 激下でのVEGFR2とVEGFR3の 自己リン酸化及び

その下流の因子であるERK1/2とAktの リン酸化を阻害した,ま た,VEGF刺 激による細胞の増殖,遊 走,

チューブ状構造の形成を阻害した.一 方,抗VEGFR2抗 体 はこれらの機能に対し,部 分的な抑制効果しか示

さなかった.動 物モデルを用いた実験では,ス ニチニブ治療群マウスの移植部位の腫瘍 の増殖が抑制されていた.

また腫 瘍内におけるリンパ管新生とリンパ節への転移 も抑制された,そ の効果 は抗VEGFR2抗 体治療群に比

べて高かった.

[考察】

実験 の結果か らスニチニブはVEGFR2とVEGFR3のVEGF-C/D依 存的なシグナル伝達を阻害し,リ ンパ

管内皮細胞の増殖,遊 走,チ ューブ状構造の形成等を抑制すること,ま た腫瘍内のリンパ管新生とリンパ節転

移も抑制する可能性が示唆された.同 様なVEGFRs阻 害剤でもリンパ管新生抑制効果が報告されていることか

ら,VEGFR3の シグナル伝達経路は転移抑制を意図した治療の有効な標的の一つと考えられる。 しかしながら,

リンパ管の新生と転移促進の分子メカニズムは複雑 であることから,よ り詳細なメカニズムの解析が必要と考え

られる.
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論 文 審 査 結 果 の 要 旨

本論文の概略
「

申請者は抗がん薬である血管新生阻害剤スニチニブの薬理作用を基礎の生

物学的手法を用いて解析し,新規な作用を提示 し,新たな治療効果の可能性を
鞠

示 した.

1,薬 剤 の新規作用 へ の着 眼
弓

申請者 は血管新 生阻害剤 で あるスニチニブの分子 の特性 か ら,VEGFR2を 含
鴨

む既 知のキナーゼ に対す る阻害作用 の他 に,VEGFR3に 対す る新規 な作 用の可

能性 を提示 してい る.同 時期に他の阻害剤 で類 似の報告 はある ものの,ス ニチ
の 卿

ニブ に関 しては,初 めての検討 と報告 であ り,本 論 文には新規性 がある と考 え
唖 の,

られ る.

2.生 化学的手法での解析

ス ニ チ ニ ブ のVEGFR3へ の 作 用 を解 析 は,申 請 者 はwesternblotting法 を 用

いて行ってい る.生 化 学 の基礎 的な手法 を習得 し,デ ー タ として示す こ とがで

きてい る と考 え られ る,
噂鴨

3.細 胞生物学的手法での解析

申請者 は薬剤 の効 果 を細胞 レベ ルでの作用 を解析 してい る.VEGFR3が リン
o吻 弓 岬 ● ● 陶

パ管薪 生に関与す る ことか ら,リ ンパ管 内皮細胞 を選択 し使用 してい る.ア ッ

セ イ として は,内 皮 細胞 の研究 で用い られ る,増 殖 阻害ア ッセイ,遊 走ア ッセ

イ,tubeformationア ッセ イ を 行 っ て い る.上 記 ア ッセ イ に よ り,薬 剤 が,
鱒

リンパ管の内皮細胞の機能を抑制し,リンパ管新生を抑制する可能性を示すデ
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一 タが得 られてい る.細 胞 の取 り扱い,ア ッセイ の組み立て について も理

解 している と考 え られ る.

顧 骨曙

4.免 疫化学的手法での解析

申請者 は,VEGFRの リガ ン ドであ る 幅GF-A/Dの 癌細胞 での発現量 を検討
o_

す るた めに,ELISA法 によ る測定 を行 ってい る.特 異的な タンパ ク質 の測
噂鴫

定法 と して妥当な手法 であ り,VEGFA/pの 発現 も確 認で きている,
の卿

5.動 物 を用いた薬効 の解析
鱒

薬剤 の効果 を検証 す るために,動 物(マ ウス)の モデル を用 いて検証 して
亀

いる,遥 常 の手技 として,細 胞 の移植,動 物 の取 り扱い,投 薬,腫 瘍 の測
Q

定等 を習得 し,デ ー タを取 ることが できてい る と考え られ る.
"胃

C。ntro1群,VEGFR2抗 体投与群,ス ニチニブ投与群 を設定 し,検 討 した

結果,ス ニチニブ の特 異的 な効果 を示す こ とがで きてい る,
卿

6.組 織学 的解析

腫瘍内の血管,リ ンパ管の密度を測定するために,腫 瘍切片の免疫染色

を行 って いる.切 片作成,抗 体 の選択,染 色等手法 を理解 してい る と考 え

られ る.
▼齢 圃 鱒oo働o

各薬剤の投与された腫瘍の切片を比較することで,ス ニチニブの特異的

な血管,リ ンパ 管新 生の抑制効 果を示唆す るデー タが得 られ てい る.

隔噂"

7.動 物モデルでの癌細胞の転移の解析
鱒

癌細胞の転移に対する薬剤の効果を検討するために,ル シフェラーゼと

イ メー ジン グを用 いて解 析 を行 っている.比 較的新 しい手法 であ るが,取



り組んでデ ー タを取得 してい る.
.

画像 として,マ ウス全体,リ ンパ節,肺 の画像 を解析 す ることで,転 移

に対する薬剤の抑制効果を示すことができている。
吻

8.論 文構成

血管新生阻害剤の新規な作用機序の解明として,リンパ管に対する作用を検

討 す る とい う新 しい試み がな されて いる.そ の過程 において,低 分子マ ル
o

,

チ ギナ ーゼ 阻害剤 の特性,チ ロシンキナーゼVEGFRフ ァミ リー の特徴,
賜噂

VEGFR3の 生理学的役 割,腫 瘍 におけ る リンパ 管新生 の意義等 を理解 してい

る と考 えられ る.

また この分 野にお ける,近 年 の新 しい研 究成果 をフォロー し,本 研究 に
膚

,働 鱒噂 噂

役立て てい る,検 証 の過 程で は,仮 説 に基づ き,不 十分 な点はあ るものの,生
"帽

化学,細 胞物学的手法や動物モデル等必要な実験を行っている.
■の 曝 旬 陣

DiscussiQnで は他 の研究成果 の報告 を援用 しつつ,薬 剤 の治療効果 の可能
曜

性について議論している
印

卿"

以上か ら,本 論 文 は学位論 文 として十分 な内容 を有 している と考 えられ る。
卿

.

OQ岬鱒陶

噂 ●鱒 卿
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