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研究成果の概要（和文）：  

VEGFR2 チロシンキナーゼ阻害薬耐性血管内皮細胞の樹立に国内外で初めて成功し、分子細胞学

的な血管新生阻害薬の耐性メカニズムの一つを明らかにした。薬剤耐性において血管内皮細胞

の VEGFR2 発現抑制、および VEGFR2 シグナル依存からのエスケープ現象が耐性メカニズムであ

ることを同定した。また、CEP(CD133,CD117)が血管新生阻害薬の薬力学的バイオマーカーとな

ることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
① HUVEC clones resistant to VEGFR2-TKI Ki8751 exhibited the downregulation of VEGFR2, a 

decreased signal response to VEGF stimulation, and the loss of vascular endothelial markers. These 
results strongly suggest that an escape from VEGFR2 signaling-dependency is one of the 
mechanisms of resistance to VEGFR2-TKI in vascular endothelial cells. 

② We identified VEGFR2+pTyr+ peripheral blood Leukocytes as a feasible and non-invasive 
pharmacodynamic biomarker in vivo. Our findings suggest the clinical utility of VEGFR2+pTyr+ 
PBLs as a VEGF signal-specific biomarker of VEGFR2 tyrosine kinase inhibitors for use in early 
clinical trials. 

③ Phase I clinical and biomarker study demonstrated that BIBF 1120-treatment significantly increased 
percentage of CD133+CD117- cells (p<0.001) on Day 29 compared with pre-treatment, and 
conversely decreased that of CD133-CD117+ cells (p<0.01). Our biomarker data provide a novel 
insight into CD133 and CD117 positive cells as a potential pharmacodynamic biomarker for an 
anti-angiogenic inhibitor. 
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１．研究開始当初の背景 
 現在のがん治療において、VEGF 中和抗体、
VEGFR2 チロシンキナーゼ阻害剤を代表とす
る血管新生阻害薬は標準的治療の一角を占
め、次世代のがん薬物療法を支える分子標的
薬となっている。理論的には正常細胞を標的
とするため耐性が起こりにくいと考えられ
てきたが、実地臨床では通常の抗がん剤と同
じような耐性の問題が明らかになってきた。
これらの耐性メカニズムは明らかにされて
おらず、基礎血管研究のみならず臨床的にも
非常に重要かつ急務の課題であると考えら
れている。 
 一方、血管新生阻害薬の効果をモニターす
るようなバイオマーカー研究は、臨床開発や
安全性などの面で近年重視されているが、そ
の臨床的有用性に比較し、血管新生阻害薬の
バイオマーカー研究は大きく立ち遅れてい
る。近年の基礎研究により骨髄由来血管内皮
前駆細胞（CEP）が血管新生に重要な働きを
示す知見が報告されている。VEGFR2 を発現す
る CEPを血管新生阻害薬のバイオマーカーに
利用する試みは行われていない。以上の知見
を基に①血管新生阻害薬の耐性研究、②血管
新生阻害薬バイオマーカー探索、③血管新生
阻害薬バイオマーカー臨床研究の 3項目を計
画した。 
 
２．研究の目的 
①血管新生阻害薬耐性血管内皮細胞株の樹
立と耐性獲得機構の解析 
②マウス薬剤血管新生阻害剤連続投与モデ
ルにおけるバイオマーカーの探索 
③血管新生阻害剤の第 I相臨床試験における
CEP バイオマーカーの意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
①ヒト血管内皮細胞(HUVEC)に対して TERT遺
伝子を導入し不死化 HUVEC を樹立した。この
細胞に対して MNNG を暴露後に VEGFR2 チロシ
ンキナーゼ阻害剤である Ki8751 を 5 μM で 4
日間暴露し、生存した HUVEC 細胞をクローン
化して樹立した。 
得られた耐性クローン HUVEC と親株 HUVEC 間
での細胞生物学的な差異を、ウエスタンブロ
ット、realtime RT-PCR、マイクロアレイ(東
レ, 3D-GeneTM Human Oligo Chip 25k)、細
胞増殖試験などを用いて評価した。 
 
② ヌードマウスに対して肝細胞癌HepG2 を
移植した担癌マウスに対して新規VEGFR2 チ
ロシンキナーゼ阻害剤であるBIBF1120 を経
口投与する(生食 or 50 or 100 mg/kg/day)。

14 日間連続投与後にマウス末梢血に対して、
薬力学的効果に対するバイオマーカーを得
るためにフローサイトメトリーを用いて
VEGFR2+CD45dim 末梢血白血球および 
VEGFR2+pTyr+末梢血白血球の分画を検討する。 
pTyr 抗体は、チロシンキナーゼのリン酸化を
検出するもので、VEGFR2 と２重染色すること
で薬剤による直接的な効果である VEGFR2 リ
ン酸化抑制を検出することを目的として、最
適化を行う。 
 
  
③新規 VEGFR2 チロシンキナーゼ阻害剤
BIBF1120 に対する第 I 相臨床試験において、
治療前、治療後(day1, day2, day8, day29)
の 5 ポイントで採血を行い、薬剤による末梢
血の CEP 変化を検討する。方法としては 4色
フローサイトメトリーを用いて末梢血
CD34+CD45dim 細胞に対して、CD133 および
CD117/c-kit で展開して薬剤による変化を検
出する。CEP 細胞の CD133 および CD117 の発
現量と、薬剤 AUC 値、血中トラフ値、抗腫瘍
効果などの臨床情報との相関解析を行う。 
 
４．研究成果 
①血管新生阻害薬耐性血管内皮細胞株の樹
立と耐性獲得機構の解析 
 
血管新生阻害薬耐性 HUVEC として、10 倍薬剤
耐性の 5クローン(R1, R2, R4, R5, R6)を得
た。これらの耐性クローンは、VEGF 刺激に対
する細胞増殖亢進能がほぼ欠失していた 
(図 1)。次に耐性クローンの受容体発現の検
討では、PDGFR-beta、KIT、EGFR、HER2、HER3
はほとんど変化しなかったのに対して、2 つ
の耐性クローン(R5, R6)では VEGFR2 の発現
が著明に低下していた（図 2）。VEGFR2 発現
低下クローン R5 では、VEGF 刺激に対する
VEGFR2 リン酸化反応および VEGFR2 の２量体
形成能が低下しており、VEGFR2 シグナルに対
する反応が著明に低下していた（図 2）。さら
に、VEGFR2 チロシンキナーゼ阻害薬による
AKT のリン酸化阻害は約 10 倍低下していた。 
以上から、VEGFR2 チロシンキナーゼ阻害剤の
耐性においては、一部の耐性クローンでは
VEGFR2 発現自体の抑制が見られたこと、
VEGFR2 発現が維持されている耐性クローン
でも VEGFR2 シグナルの反応性が低下してい
ることが耐性メカニズムの一つであること
が判明した。マイクロアレイによる検討では、
PECAM1/CD31、HOXA9、ESM1 を含むいくつかの
血管新生特異的分子の遺伝子発現が、親株と
比較してすべての耐性クローンにおいて



1/20 以下まで著明に低下していた（図３）。
この結果は、耐性クローンは血管内皮として
の特異的な機能を失っていることを強く示
唆していた。 
以上の結果から、VEGFR2 の発現抑制および
VEGFR2 シグナルからのエスケープ現象が血
管内皮細胞における VEGFR2 チロシンキナー
ゼ阻害薬の耐性メカニズムの一つであるこ
とが明らかになった (投稿中) 。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②マウス薬剤血管新生阻害剤連続投与モデ
ルにおける薬剤バイオマーカーの探索 
 
肝細胞癌HepG2 を移植した担癌マウスに対し
て新規VEGFR2 チロシンキナーゼ阻害剤であ
るBIBF1120 を経口投与し(各群８匹,50 or 
100 mg/kg/day)、腫瘍径を計測すると、
BIBF1120 は有意に、腫瘍血管新生の抑制およ
び抗腫瘍効果を示した。その 14 日間連続投

与後のマウス末梢血に対して、薬力学的効果
に対するバイオマーカーを得るためにフロ
ーサイトメトリーを用いてVEGFR2+CD45dim 末
梢血白血球を検討した。VEGFR2+CD45dim末梢血
白血球にVEGF刺激を加え、pan-tyrosineリン
酸化を検討すると、BIBF1120 投与マウス群で
は非投与マウス群と比較して有意に
VEGFR2+CD45dim末梢血白血球のリン酸化が抑
制されていたが、その差は小さく、臨床応用
は難しいと判断した（図 1）。 
次に、CD45 マーカーをはずしてVEGFR2+末梢
血白血球のリン酸化変動をフローサイトメ
トリーを用いて検討すると、BIBF1120 投与マ
ウス群では有意にVEGFR2+末梢血白血球のリ
ン酸化が抑制されていた（図２）。この結果
は、薬剤のダイレクトなVEGFR2 リン酸化抑制
効果を代理組織の末梢血白血球で検出して
いることから、薬力学的な効果を反映するバ
イオマーカーとして有用であると結論した。
特に薬力学的作用の証明(POC)や血管新生阻
害効果のモニターが必要とされる臨床第I相
試験において有用であると考えられる(国際

特許出願、投稿中)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③血管新生阻害剤の第I相臨床試験における
CEPバイオマーカーの意義 
 
VEGFR2チロシンキナーゼ阻害薬の国内第I相
臨床試験の付随バイオマーカー研究におい
て、CEP がバイオマーカーになり得るかどう
かを検討した。薬剤投与前後の変動では、
CD133陽性CEPが VEGFR2チロシンキナーゼ阻



害薬治療により有意に増加し(p<0.001)、
CD117 も有意に減少することを明らかにした
(図 1）。 
次に、CD117 は VEGFR2 チロシンキナーゼ阻害
薬の標的受容体の一つと考えられており、薬
力学的効果との関連を検討した。CD117 陽性
CEP の薬剤投与後の減少率は、血中 AUC との
相関は見られなかったが、血中トラフ値と有
意に相関した(図 2）。また、臨床効果との関
連を検討すると、症例が少ないので確定的で
はないが、CD117 陽性細胞が投与後に減少し
ない症例は、薬剤の抗腫瘍効果も不良である
傾向が確認された(図 2）。トラフ値など薬力
学的効果を反映するバイオマーカーは現在
までに報告されておらず、本研究で初めて特
定した。以上の結果は、CD133 と CD117 に規
定される CEPが血管新生阻害剤の臨床的な薬
力学的バイオマーカーになりうることを初
めて示したものであり、米国臨床腫瘍学会
(ASCO2009#3572)で報告した（投稿中）。本ア
プローチは、特に薬力学的効果の証明が必要
とされる早期臨床試験においてきわめて有
用であると考えられる（国際特許出願、投稿中）。 
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