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研 究 成 果 の概 要(和 文):マ ウス担 癌 モ デ ル を用 い たVEGFR2チ ロ シ ン キ ナー ゼ 阻害 薬

(VEGFR2-TKI)耐 性 がん組織 の回収 を行 った。VEGFR2-TKIで あるKi8751(投 与 な し,10mg/kg/

日,20mg/kg/日)を 投与 し、縮 小後に再増 大 した時点で腫 瘍組 織 を回収 し、耐性後組織 とした。

また組織 回収時 には血漿 も回収 した。10mg/kg/日 群 では6匹 中3匹 か ら8週 および10週 投与後

に耐性後組織 を回収す るこ とができた(以 下耐性群)。 耐性群 と投与な し群 の腫瘍組 織か らRNA

を抽 出 し、血管新生 関連 因子(VEGFA,MET,HGF,IL-8,FGF7,KDR,EGF,FGF1,FGF2,KIT,VEGFB,

VEGFC)の 遺伝子発現 を測定 した。そ の うちIL-8で 耐性後 に遺伝子発現 が増加 し、VEGFR2,HGF

では減少 した。IL-8の 血漿 中濃度 をELISA法 を用いて測定 した ところ、耐性群 では40.06pg/mL

で投与 な し群で は26.90pg/mLで あ り、耐性群で上昇 していた。IL-8は 、VEGFR2-TKI耐 性 メカ

ニズムに関わるこ とが予想 され る。

研 究 成 果 の 概 要(英 文):WecollectedVEGFR2tyrosinekinaseinhibitor

(VEGFR2-TKI)-resistantcancertissuefromacancer-bearingmousemodel.Wedividedthe

miceintogroupsthatweregiventheVEGFR2-TKIKi8751inadoseof10mg!kg!dayand

20mg!kg/dayandanuntreatedcontrolgroup,andafterithadregressed,wecollected

tumortissuefromtheKi8751groupsanduseditresistanttissue.Bloodplasmawas

collectedatthetimethetissuewascollected.Itwaspossibletocollectresistanttissuef士om

3(resistantgroup)ofthe6miceinthe10mg!kg!daygroup,at8weeksafterthestartof

administration.WeextractedRNAfromthetumortissueoftheresistantgroupandthe

controlgroupandmeasuredgeneexpressionofangiogenesis-relatedfactors(レ 万 σ冗4,MZヲZ

∬6四1乙 一81η ノ7Z1(刀 鴎 」房醐1η 乃,1η 聖1σ 昭1昭0昭,1昭6四 〇.Expressionofoneof

thegenes,1乙 一、呈hadincreasedafterresistancedeveloped,andexpressionoftwoofthe

genes,レ 四6摺2and∬6四haddecreased.Measurementoftheplasmaconcentrationof

IL8byanELISAyieldedaconcentrationof40.06pg/mLintheresistantgroupand26.90

pg!mLinthecontrolgroup,andtheconcentrationintheresistantgroupwaselevated.IL-8

issuspectedofbeingrelatedtothemechanismofVEGFR2-TKIresistance.
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1.研 究 開始 当初 の背景

」血管新 生 阻害 薬 の耐性 機 序 は不 明 な点

が多 く、血管 内皮細胞 のVEGF-VEGFRシ グ

ナル依存 に対す るEscape現 象 が最 も有力 な

機序 として考 え られ てい る。血管新 生阻害薬

の耐性機序 を解 明す るためには、その標 的で

ある 「血管 内皮細胞側」 と 「腫 瘍細胞側」の

両方 向か らの アプ ロー チが重 要 で あ る と考

え られ る。

これ までに我 々 は、正常細胞 であ る 「」血管

内皮細胞側 」の耐性機序 を解 明す るための研

究 を行 ってきた。 当該研究 にお いて、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、耐性 」血管内

皮細胞 においては、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。一

方、血管新 生阻害薬は、遺伝学 的にバ リエー

シ ョンの少 ない 正 常細 胞 由来 の腫 瘍 血管 内

皮細胞 を標 的 とす るにも関わ らず 、各 症例問

にお ける効果 の差 は極 めて大 き く、血 管新生

阻害薬 の著効例 で あって も、ほ とん ど耐性 が

生 じる。 この点か ら、 「腫 瘍細胞側」の薬剤

耐性 因子 に注 目した。腫瘍細胞 は遺伝 学的 に

バ リエー シ ョンが大 き く、血管新 生減 少 に伴

う低 酸素状 態へ の対応 な どの反 応 を通 して、

あ るい はケモ カ イ ンな どのVEGFシ グナル と

は独 立 した血 管 新 生因 子 の発 現充 進 な どを

通 して、血 管新 生阻害薬耐性 を生 じてい る と

考 えた。 以上か らがん細胞株 をマ ウスに移植

し、血管新 生阻害薬が奏効期 か ら耐性 期 にな

った細胞 をク ローニ ング し、 「vivO耐性 がん

細胞株」 として血管新生阻 害薬耐性 メカニズ

ムを明 らかにす るこ とを考案 した。

2.研 究の目的

(1)血 管新生阻害薬耐性腫瘍細胞株 を樹
立する(vivO耐 性株)。

(2)血 管新生阻害薬耐性腫瘍細胞株の耐性

獲得機構の解析を行 う。

解析結果よ り血管新生阻害薬耐性 に関わる
バイオマーカーを同定する。

3.研 究 の方法

(1)マ ウス担癌モデル を用いたVEGFR2チ ロ

シンキナーゼ阻害剤耐性腫瘍細胞 の樹立

大腸癌細胞株で あるDLD-1が 移植 された担

癌 マ ウス を3群(投 与な し群,低 用量群10

mg/kg/日,高 用量群20mg/kg/日,そ れぞれ

n=3)に 分 け、移植 された腫瘍組織 が150mm3

となった 時点か ら、低 用量群 もしくは高用 量

群 に はVEGFR2チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤

(vEGFR2-TKI)で あるKi8751を 、投与 な し

群 には生理 食塩 水 を投 与 した。 腫瘍 組織 が

900mm3と なった時点で腫瘍組織 を回収 した。

い ったん縮 小 しそ の後 増大 した腫瘍 組織 を

耐性後組織 とした。

回収 した腫瘍組織 か らRNAを 回収 し、逆転

写酵素 を用 いてcDNAを 作成 した。それ らの

cDNA溶 液 を一20℃で保存 した。また組織回収

時に、血液 を採取 し遠心分離 にて血漿 を分離

し一80℃で保存 した。

(2)VEGFR2チ ロシンキナーゼ阻害剤耐性 細

胞組織 と親株組織 との差異 の検討

」血管新 生 関連 因子 の組 織 内遺伝 子発 現 と

血 中タンパ ク濃度 を測 定 した。VEGFR2-TKI投

与 群 の なか腫瘍 組織 が縮小 後増 大 を示 した

群 と投 与 な し群 の腫 瘍 組 織 か ら得 られ た

cDNAを 用 いて、血管新 生関連 因子(VEGFA,MET,

HGF,IL-8,FGF7,KDR,EGF,FGF1,FGF2,KIT,

VEGFB,VEGFC)の 遺伝子発現 を定量 的PCR法

にて測定 した。それ らの結果 か ら、耐性 に関

わるこ とが予測 され る遺伝子 を挙 げ、それ ら

に関連す るタンパ ク質 の血 中濃度 を、ELISA

法 にて測 定 され た。

4.研 究成果

(1)マ ウス担癌 モデル を用 いたVEGFR2チ ロ

シンキナ ーゼ 阻害剤耐性腫瘍細胞 の樹立(図

1)

図1.VEGFR-TKI投 与中の腫瘍体積の推移

投 与な し群 にお いて はday12(n=1)お よび

day15(n=2)で 腫瘍体積が900㎜3を 超 え、回

収 された。投 与 な し群 か ら得 られた組織 は、

親株組織 として以降の研 究に用 い られ た。ま

た高用量群 ではday8あ た りで一時増大 した

ものの、その後縮小 し経過 中再増大す るこ と

な く、腫瘍組織 は回収 され なかった。低用量

群 ではday12あ た りにか けて緩やかに増大

し、そ の後安定 し、day33あ た りか ら再び増

大 した。day50(n=1)お よびday54(n=2)



で腫瘍体積 が900mm3を 超 え、回収 された。低

用量群か ら得 られ た組織 は、VEGFR-TKI耐 性

細胞組織 として以 降の研究 に用い られた。

(2)VEGFR2チ ロシ ンキナーゼ阻害剤 耐性 細

胞組織 と親株組織 との差異 の検討

耐性細胞組織お よび親株組織 よ りmRNAが

抽 出 され 、以降の測定に十分な回収 量を得 る

こ とがで きた(表1)。

表1.抽 出されたmRNA濃 度

mRNA濃 度(ng/μ1)

耐性細胞 689.9 482.8 1216.7

親株 1199.0 1474.9 1699.6

定 量 的RT-PCR法 を 用 い て 、 血 管新 生 関連

因子(VEGFA,MET,HGF,IL-8,FGF7,KDR,EGF,

FGF1,FGF2,KIT,VEGFB,VEGFC)の 遺 伝 子 発

現 を測 定 した 。 遺 伝 子 発 現 値 は、GAPDHお よ

び 測 定 因 子 のCt値 か ら算 出 され 、 例 え ば

VEGFAの 発 現値 の場 合 に は 、

[CtGAPD]一[CtvEGFA]=∠Ct

[expressionvalue]=2∠ctと 算 出 され た。

親 株 の発 現 値 に 対 す る 耐 性 細 胞 の 発 現 比

(耐 性 株 発 現 値/親 株 発 現 値)を 評 価 した(図

2)。 耐 性 細 胞 株 のIL-8発 現 値 は、親 株 と比

較 して約2.7倍 に 増加 して い た。他 の 因 子 は 、

親 株 と差 は なか っ た。

図2.耐 性細胞組織における血管新生関連因子

の発現比
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IL-8の 血漿中濃度 をELISA法 にて測 定 した

ところ、低用量群 では40.06pg/mLで 投与な

し群 では26.90pg/mLで あ り、低用量群す な

わち耐性 を示 した群 で上昇 していた。

これ らの結果か ら、IL-8はVEGFR2-TKI耐

性 メカ ニ ズム に 関わ る こ とが予想 され る。

我 々は次段階 としてVGEFR2-TKI耐 性 克服に

向けた研究 を計画 してい る。
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