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腫瘍微小環境におけるIVIDR1の発現亢進を伴った

血管内皮細胞の薬剤抵抗性獲得について

学位論文内容の要旨

腫瘍血管新生は、腫瘍の進展や転移に重要な役割を果たしており、近年血管

を標的とする血管新生阻害療法が新たな癌の治療戦略として注目され始めてい

る。われわれはこれまで腫瘍血管内皮細胞（Thmor Endothelial Cell: TEC)が、

正常血管内皮細胞(Normal Endothelial Cell: NEのと比べ特異遺伝子の発現

が亢進していること、Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)などの細

胞成長因子やEpidermal Growth Factor (EGF)レセプター阻害剤(Amin and

Hida et al. Cancer Res 2006)への感受性が高いこと、細胞増殖能や遊走能が高

い(Matsuda eta1．BBRC 2009)こと、さらには核型の異常があること(Hida

et al Cancer Res 2004,Akino et al, Am J Pahol 2009)などを報告 L  -Cき tc_o

血管新生阻害療法の背景に存在する概念は、「TECは遺伝学的に安定であり薬

剤抵抗性を獲得しない」というものであった。最近、この概念に基づいて腫瘍

血管新生抑制を目的として、少量の抗がん剤を長期間用いるヌト口ノミック療



法が提唱された。

ところが、前述のようなわれわれが見出してきたTECの核型異常は、従来の

概念に反しTECが遺伝的に不安定であること、腫瘍細胞と同様に薬剤抵抗性を

獲得しうる可能性を示唆している。実際に、TECはいくっかの薬剤に対して抵

抗性を持っという報告が2つのグループからされているが、これら薬剤抵抗性

のメカニズムについては依然不明ぬままである。

われわれはTECとNECの5-FU、バクリタキセルに対する薬剤抵抗性の違

いを検討した。血管内皮細胞の分離、培養はHidaらが報告した方法に準拠して

行った。TECとして、ヒト高転移性メラノーマのマウス皮下移植腫瘍から分離

されたヌラノーマ血管内皮細胞を用いた。同一条件でマウスの正常皮膚から分

離した正常皮膚血管内皮細胞をNECとして用いた。

フ□ーサイトヌーターによってこれら血管内皮細胞におけるマウス血管内皮

特異マーカーの発現，さらに培養後の血管内皮細胞はマトリゲルにおける管腔

形成能を確認し、これらは血管内皮の特性を維持していることが示された。

抗がん剤に対するTECとNECの薬剤感受性の違いを比較検討するために、

5－FU、バクリタキセルに対する感受性をMTS assayによって比較した。72時間

の5ーFUおよびバクリタキセル処理によってTECとNEC生存細胞数は濃度依存



的に減少した。各薬剤の50％阻害濃度(IC50)は5-FU: NEC l.lyM，TEC 3.7pM、

バクリタキセル：NEC 0.8nM、TEC 16nMでTECはこれらの薬剤に対して抵抗性

を示した。次に薬剤抵抗関連遺伝子であり、薬剤抵抗性をもっがん細胞で発現

亢進していることが知られているMultidrug resistance (MDRl)遺伝子の発現を

りアルタイムPCR法で解析した。その結果TECにおけるMDRl mRNA発現レ

ベルはNECに比ぺて2.2倍高かった。さらにMDR1遺伝子の転写調節因子Y-box

bindinglprotein (YB-1)の細胞内局在を解析した。YB－1の核内移行はMDR1遺

伝子の転写調節に関わっており、核におけるYB-1の発現は多くの悪性腫瘍にお

ける薬剤抵抗性の予測因子として知られている。NECでは核におけるYB-1の

発現はほとんど認められなかったが、TECではYB―1の核内における集積が確認

された。これらの結果から、腫瘍細胞と同様、TECにおいてもYB-1の核への移

行がMDRl mRNAの発現亢進に関与していることが示され、TECにおける薬剤

抵抗性のメカニズムの1つである可能性が示唆された。

腫瘍環境内でNECが薬剤抵抗性を獲得する可能性とそのヌカニズムを検討す

るために、腫瘍細胞から放出される液性因子がNECに及ぼす影響を解析した。

腫瘍細胞（高転移性メラノーマ）から腫瘍細胞培養上清を回収し、ヒト微小血

管内皮細胞(Human n:ucrovascular endothelilal cell：HMVEC)を腫瘍細胞培養上



清で培養した。コントロールとして、HMVECを腫瘍細胞用培地で培養し回収し

た培養上清を用いた。HMVECを各培養上清で5日間培養した後、細胞増殖能を

解析した結果、コント口ールに比較して腫瘍細胞培養上清処理後のHMVECの

細胞増殖能は有意に亢進した。また，各培養上清処理後、24時間無血清条件に

よってアポトーシスを起こした細胞の割合はコント口ール60.84％に対し、

腫瘍細胞培養上清処理群で35.28％であった。これらの結果から、腫瘍細胞培

養上清処理によってHMVECの増殖能は亢進し、血清飢餓抵抗性を獲得するこ

とが示唆された。

次に，腫瘍細胞培養上清がHMVECに薬剤抵抗性をもたらすかどうかについ

て解析した。腫瘍細胞培養上清処理5日後のHMVECのMDRl mRNAの発現量

はコントロールに比較して2倍の発現亢進が確認された。さらに、わずか1日

の腫瘍細胞培養上清処理によってもMDRl mRNAの発現亢進が確認された。次

に腫瘍細胞培養上清処理後のHMVECにおけるYBー1の発現は、コント□ールで

は核内にはほとんどみられなかったが、腫瘍細胞培養上清処理1日後のHMVEC

では、YB―1の核内への集積を確認した。これらの結果により腫瘍細胞培養上清

がHMVECのYB-1の核内移行とMDRl mRNAの発現亢進を弓【き起こしている

ことが示された。



MDRl mRNAによってコードされるP-gpはバクリタキセルを細胞外へ排出

することが知られている。そこで、腫瘍細胞培養上清処理が及ぼすHMVECの

バクリタキセル感受性に対する影響を解析した。HMVECを各培養上清処理5

日後に48時間バクリタキセルによって処理した。腫瘍細胞培養上清処理により

HMVECのアポトーシス細胞の割合はコントロールに比較して低下し、これらの

細胞はパクリタキセルに対して抵抗性をもっていることが示された。また、P-gp

阻害剤ベラバミルで処理すると腫瘍細胞培養上清処理後のHMVECのアポトー

シス細胞の割合は増加した。これらの結果から、腫瘍細胞培養上清処理によっ

て引き起こされるHMVECのノヾク1」夕キセルに対する抵抗性にはYBー1の核内移

行とMDRl/P―gpの発現亢進が関与していることが示唆された。

本研究は、YB-1の核内移行およびMDRl mRNAの発現亢進を伴って腫瘍血

管内皮細胞が抗がん剤に対し抵抗性を示すこと、さらに正常血管内皮細胞が腫

瘍由来液性因子への暴露で薬剤抵抗性を獲得することを世界で初めて明らかに

した。このことからメト□ノミック療法などの血管新生阻害療法に対する薬剤

抵抗性獲得のメカニズムの解明や新たな治療法開発の必要性が示された。
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  審査は，審査員全員出席の下に，申請者に対して提出論文とそれに関連した学科目に

つしゝて口頭試問により行われた．以下に，論文の要旨と審査の内容を述べる，

【背景および目的】腫瘍血管新生は，腫瘍の進展や転移に重要な役割を果たしており，

近年血管を標的とする血管新生阻害療法が新たな癌の治療戦略として注目され始めて

いる，われわれはこれまで腫瘍血管内皮細胞(Tumor Endothelial Cell: TEC)が，正常

血管内皮細胞(Normal Endothelial CellニNEC)と比べ特異遺伝子の発現が亢進してい

ること，Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)ぬどの細胞成長因子やEpidermal

Growth Factor (EGF)レセプター阻害剤(Amin and Hida eta11Cancer Res 2006)への感受

性が高しゝこと，細胞増殖能や遊走能が高い(Matsuda et al，BBRC 2009)こと，さらには

核型の異常があること(Hida et al Cancer Res 2004，Akino et al，AmJ Pahol 2009)などを

報告してきた．

  血管新生阻害療法の背景に存在する概念は，「TECは遺伝学的に安定であり薬剤抵抗

性を獲得しない」というものであった．最近，この概念に基づぃて腫瘍血管新生抑制を

目的として，少量の抗がん剤を長期間用いるメトロノミック療法が提唱された，ところ

が，われわれの先行研究は、TECの核型異常は従来の概念に反しTECが遺伝的に不安

定で腫瘍細胞と同様に薬剤抵抗性を獲得しうる可能性があることを示唆している．実際

に，TECはいくっかの薬剤に対して抵抗性を持っという報告が2つのグループからされ

ているが，これら薬剤抵抗性のメカニズムについては依然不明なままである，

  そこで本研究では，TECの薬剤抵抗性の有無を検討し，さらに腫瘍微小環境内の腫瘍

細胞―腫瘍血管内皮細胞間の相互作用によって血管内皮細胞が薬剤抵抗性を獲得する

メカニズムを解析することを目的とした．

【材料および方法】マウスTECおよびNECをメラノーマ移植腫瘍および正常皮膚か
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ら分離培養した．TECの5‐フルオ口ウラシル(5-FU)およびパクリタキセルに対する

感受性をMTS Assayにより解析した．腫瘍内でNECが薬剤抵抗性を獲得する可能性に

ついて解析するために，ヒト微小血管内皮細胞(HMVEC)を腫瘍（メラノーマ）細胞

培養上清によって処理した，薬剤抵抗性に関与する膜夕ンバクP-glycoprotein（P－gp)をコ

ードする遺伝子MDR1のmRNA発現量および，MDR1の転写因子Y-box binding protein

1 (YB-1）の核内の発現量にっいて腫瘍細胞培養上清が与える影響を解析した，

【結果】TECはNECに比較し5-FUおよびバクリタキセルに対しての感受性が低く，

MDRl mRNA発現量が亢進していた，腫瘍細胞培養上清処理によって，HMVECにおけ

るMDRl mRNA発現量は亢進しYB－1の核内移行もみられた．また，さらに腫瘍細胞培

養上清処理後のHMVECは血清飢餓状態およびバクリタキセルに対してより抵抗性を

示した．また，その抵抗性はP―gpの阻害剤であるベラバミルによって解消された．

【結諭】腫瘍血管内皮細胞は5―FU，パクリタキセルに対し抵抗性を示し，正常血管内

皮細胞は腫瘍由来液性因子によって薬剤抵抗性を獲得する，YB．1の核内移行および

MDRlmRNAの発現亢進が腫瘍血管内皮細胞の薬剤抵抗性獲得のメカニズムのーつで

ある可能性が示唆された，

  以上，論文について概要が説明された後，各審査員より，本研究の背景，方法，結果，

考察および関連の研究について質問がなされた，主な質問内容は，＠正常血管内皮細胞

の組織特異性，◎5ーFU，バクリタキセルこれら抗がん剤はヌト口ノミック療法において

血管新生抑制効果だけでなくがん細胞に対する細胞殺傷性はあるか，◎転写因子YB－1

はMDR1遺伝子の転写調節領域のどの部位に結合するのか，＠腫瘍血管内皮細胞の異常

性の獲得に関与している腫瘍由来因子は何かなどであった．論文提出者はいずれの質問

に対しても明確かっ的確に回答し，さらに今後の研究についても発展的な将来展望を示

した，

  試問の結果，本論文は，腫瘍血管内皮細胞が抗がん剤に抵抗性を示し，また正常血管

内皮細胞は腫瘍由来液性因子によって薬剤抵抗性を獲得することを明らかにした，さら

に，この腫瘍血管内皮細胞の薬剤抵抗性獲得ヌカニズムにYB-1の核内移行およびMDR1

mRNAの発現亢進が関与していることを示唆した点が，今後の歯科医学の発展に大きく

貢献するものと評価された．さらに，学位申請者は，本研究を中心とした専門分野はも

とより，関連分野についても十分な学識を有していることを審査員一同が認めた．

  よって，学位申請者は博士（歯学）の学位授与に値するものと認められた．
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