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緒言 
 
 血管肉腫は、比較的まれな、最も悪性度の高い間葉系悪性腫瘍のひとつである

(Coindre et al., 2001)。血管肉腫は様々な臓器に発生しうるが、最も頻度の高い

発生部位は皮膚であり、特に高齢者の頭頸部皮膚に生じる(Rouhani et al., 2008)。
治療としては、放射線療法や化学療法が施行されているが、しばしば高頻度に

再発や転移を起こし、死の転帰を辿る。予後は不良であり、生存期間に関して

は、5年生存率35%(Fayette et al., 2007)、もしくは生存期間の中央値は7ヶ月

(Abraham et al., 2007)と報告されている。 
 
  血管肉腫の病態は解明されていないことが多いが、その原因のひとつにヒト

血管肉腫の実験モデルが非常に限られている点があげられる。ヒト血管肉腫の

培養細胞は、過去にISO-HAS (Masuzawa et al., 1999) およびAS-M 
(Krump-Konvalinkova et al., 2003) の２つの培養細胞が報告されているのみ

である。ISO-HASは、マウス血管肉腫の培養上清がその細胞培養には必要であ

り、管理がやや煩雑であるという欠点がある。また、AS-Mはin vivoでの血管肉

腫の組織を形成できないという欠点がある。なお、ヒト血管肉腫のin vivoの実

験モデルを用いた治療実験はほとんど行われていない。このような状況が、ヒ

ト血管肉腫に対する有効な治療の確立のための障壁となっているものと考えら

れる。  
 
血管内皮成長因子(vascular endothelial growth factor: VEGF)は最も強力な

血管新生誘導因子である。悪性腫瘍には、自らを栄養する血管を誘導する腫瘍

血管新生という病態が存在するが、VEGF はその病態に関与しており、腫瘍の

生存に大きな役割を果たしている増殖因子の１つと考えられている(Hicklin 
and Ellis, 2005)。腫瘍の血管新生を阻害することで腫瘍の増大を抑制しうると

いう想定のもと、VEGF シグナルを標的とした様々な薬剤が開発され、腎細胞

癌など一部の腫瘍に対して抗腫瘍効果を示すことが報告されている(Motzer et 
al., 2006)。 
 

  血管肉腫は、血管内皮細胞由来の間葉系悪性腫瘍と考えられており、VEGF
はその病態に大きく関与していていると考えられている(Park et al., 2010)。実

際、血管肉腫の組織では VEGF や VEGF 受容体(VEGF receptors: VEGFRs)が発現

しており、血管肉腫の増殖や浸潤、転移には VEGF シグナルが関与していると

想定されている(Itakura et al., 2008; Tokuyama et al., 2010)。このことから、
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VEGF シグナルを標的とした治療薬は、血管肉腫に対して有望な治療薬になりう

るものと期待されている。 
 
そこで、血管肉腫に対して VEGF シグナルを標的とした薬剤が有効なのでは

ないか、という仮説を立て、この仮説を検証するため実験を行った。 
 
まず、ヒト血管肉腫の切除検体を免疫抑制マウスへ移植して xenograft を作成

した。この xenograft からヒト血管肉腫の培養細胞を樹立した。また、xenograft
由来のヒト血管肉腫組織を免疫抑制マウスで継代維持することで、in vivo 実験

モデルとして使用した。培養細胞を用いた検討から、VEGF は血管肉腫の増殖

を促進する効果があることが示された。よって、VEGF シグナルを標的とした

治療実験として、抗 VEGF 抗体(bevacizumab)および受容体型チロシンキナー

ゼ阻害剤(sunitinib malate)を用いた。しかし、これらの薬剤は、単剤では in vitro
および in vivo ともに抗腫瘍効果を示さなかった。 
血管肉腫組織では VEGF と VEGF 受容体の発現が見られることから、VEGF

が autocrine および paracrine により制御され、その増殖や生存に関与している

と考えられている。そこで、sunitinib malate にて VEGF 受容体を阻害すると、

代償的に VEGF の産生が亢進する可能性について検討を加えた。しかし、

sunitinib malateを投与しても代償的なVEGFの産生亢進は確認されなかった。 
以上の結果から、今回用いた bevacizumab および sunitinib malate は、単剤

使用においては血管肉腫に対する抗腫瘍効果を示さない可能性が高いことが示

された。また、sunitinib malate が無効であった理由は、代償的な VEGF シグ

ナルの活性化によるものではないと考えられた。 
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略語表 
 
本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 
 
Ab  antibody 
b-FGF  basic-fibroblast growth factor 
EGF  epidermal growth factor 
FBS  fetal bovine serum 
HMVEC human microvessel endothelial cells 
IGF-1  insulin-like growth factor-1 
RTK  receptor tyrosine kinase 
VEGF  vascular endothelial growth factor  
VEGFR vascular endothelial growth factor receptor 
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実験方法 
 
１．ヒト血管肉腫組織の採取 
 
血管肉腫の実験モデルは非常に限られているため、ヒト血管肉腫組織からの

新規実験モデルの作成を試みた。 
 
まず、インフォームドコンセントのもと、81 歳日本人男性の頭部に生じた皮

膚血管腫組織の一部を採取した(図１、矢印)。 
 
 
       図１ 
 

 
 
本症例は今回の切除前に、外科的切除および放射線照射療法を施行されてい

た。今回採取した病変は再発性の病変であり、外科的加療として切除された組

織の一部を提供していただいたものである。 
 
手術場にて、病理診断に支障をきたさない部位および大きさの腫瘍組織を切

り分け、1%penicillin-amphotericin B を添加した PBS に保存し、氷冷して培

養室へ輸送した。 
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摘出した腫瘍の病理組織所見を以下に示す(図２)。 
 

図２ 
 

 
 

大小の不規則な血管腔で構成される腫瘍組織を認める。epithelial 
hemangioendothelioma 様の所見であるが、血管腔を構成する内皮細胞様細胞

には異形成が見られ、臨床経過から放射線照射により修飾を受けた再発性血管

肉腫と診断した。 
 
 
２．免疫抑制マウスへのヒト血管肉腫組織の移植：xenograft の作成 
 
採取した血管肉腫組織を 5 x 5 x 5mm 大に細切し、マトリゲル (BD 

Bioscience、Franklin Lakes、NJ) とともに NOD/Scid マウス(4-5 週齢、雌、

Clea、Tokyo、Japan)の脇腹の皮下に移植した。移植の実際の作業は、脇腹の

皮膚を切開した後、マトリゲルをまとわせた腫瘍組織を皮下へ充填し、6-0 バイ

クリル糸にて縫合して終了とした。作業は、「北海道大学動物実験に関する規定」

に則り行った。 
 
 
３．ヒト血管肉腫細胞株の樹立 
 

Xenograft として維持・増大させたヒト血管肉腫の腫瘍を再び取り出し、メス

を用いてクリーンベンチ内で粒状になるまで細切した。

1%penicillin-amphotericin B を加えた PBS を用いて洗浄後、コラゲナーゼ 
(Roche、Basel、Switzerland)を加え、一晩インキュベーター(37℃)で反応させ

た。翌日、懸濁液を 115-µm 孔大のメッシュで濾過し、その濾過液を遠心、沈殿
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物を血管内皮細胞用培地(EBM-2: Clonthec、Mountain View、CA) に懸濁し、

コラーゲンで表面処理した培養皿 (Iwaki、Tokyo、Japan)に播種した。血管内

皮細胞用培地には、添加物としてハイドロコルチゾン、VEGF、アスコルビン酸、

b-FGF、 IGF-1、ヘパリン、FBS を加えた。安定した細胞増殖が得られた後、

限界希釈法を用いて細胞クローンを作成した。 
 
 
４．培養細胞の免疫抑制マウスへの再移植 
 
約 3x106個の培養細胞を、マトリゲルとともに NOD/Scid マウスの脇腹皮下

へ移植した。移植 2 ヶ月後、形成された腫瘍を摘出し、ヘマトキシリン・エオ

ジン染色および蛍光抗体法を施行し、腫瘍の性状を確認した。 
 
 
５．培養細胞の管腔形成能の評価 
 
培養細胞の管腔形成能の有無を評価するため、in vitro angiogenesis assay kit 

(Chemicon、Billerica、MA) を用いた実験を行った。まず、氷冷した 96 ウェ

ルの培養皿に matrix solution をまき、1 時間後に matrix が固まったことを確

認した後、培地に懸濁させた 1x104 個の細胞を matrix の表層にまきインキュ

ベータ(37℃)で培養した。培養開始後、7 時間後および 22 時間後の細胞の様子

を観察した。対照群として、ヒト微小血管内皮細胞株(human microvascular 
endothelial cell(HMVEC)、Takara Bio、 Shiga、Japan) を用いて同様の実験

を行った。 
 
 
６．培養細胞の VEGFR2 の発現解析：フローサイトメトリー 
 
 サンプルとして、ヒト血管肉腫培養細胞、およびコントロールの細胞として

HMVEC を使用した。FACS バッファーとして 1%FBS および 0.3%アジ化ナト

リウムを添加した PBS を使用した。ヤギ血清にてブロッキングを行った後、一

次抗体として mouse anti-human VEGFR2 monoclonal Ab (Abcam、

Cambridge、MA )、二次抗体に FITC-conjugated goat anti-mouse polyclonal Ab 
(Jackson、Bar Harbor、Maine)を用いた。抗体の陽性コントロールとして mouse 
anti-human CD31 monoclonal Ab (Abcam、Cambridge、MA ) を用いた。フ
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ローサイトメトリーは FACS-Aria(BD Bioscience)を使用し、FACS DiVa 
software を用いて解析した。 
 
 
７．培養細胞の VEGFR2 発現解析：ウエスタンブロッティング 
 

Cell Lysis Buffer (Cell Signaling Technology、Danvers、MA)を用いて細胞

抽出液を採取した。ATTO 社(Tokyo、Japan)の泳動槽に、ゲル NPU-5L(ATTO)
を使用した。サンプルをアプライし、20mA(C.C.)、80min の条件で電気泳動を

行った。BIORAD 社(Tokyo、Japan)の TRANS-BLOT SD SEMI-DRY 
TRASFER CELL を用いて、20V、200mA、25 分でニトロセルロース膜（アド

バンテック東洋株式会社、Tokyo、Japan）に転写を行った後、5%BSA 含有 TBS
にて blocking を施行した。Rabbit anti-human VEGFR2 Ab (Cell Signaling 
Technology) を一次抗体として使用し、二次抗体には HRP-conjugated 
anti-rabbit IgG を使用した。Lumiglo 発色を行い、LAS4000 にて撮影を行った。 

 
 

８. VEGF 添加による細胞増殖の評価、および bevacizumab および sunitinib 
malate を用いた阻害実験(in vitro) 

 
培地（EBM-2）に懸濁した培養細胞を collagen-coated 96-well plate (Iwaki)

にまき(1x104 per well)、細胞の接着を確認した後、培地を除去し、PBS にて洗

浄後、VEGF のみを除去した培地に変更して培養を行った。16 時間後、50 ng/ml 
recombinant VEGF (Sigma、St. Louis、MO) を添加した。4 日後、細胞の増

殖を Cell Proliferation ELISA、BrdU (Roche) を用いて評価した。490 nm の

レーザー波長を用いて吸光度を測定し、Mithras LB940 (Berthold、Tokyo、
Japan)を用いて解析した。 
 
続いて、薬剤を用いた細胞増殖の阻害実験を行った。 
96well プレートに 10x103個/100µl 培地/well でまき、細胞接着を確認後、以

下のように薬剤を添加した。 
 
《bevacizumab による治療実験》 
薬剤は中外製薬(東京)より提供されたものを使用した。原液(25mg/ml)を PBS

で希釈し、100ng/ml、200ng/ml、500ng/ml、1000ng/ml になるように培地に

添加した。コントロールとして ChromPure Human IgG、whole molecule 
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(Jackson ImmunoResearch Laboratories、West Grove、PA )を 1000ng/ml に
なるように調整し添加した。添加後 4 日後に Cell Proliferation ELISA、BrdU
を用いて細胞増殖を評価した。 
 
《sunitinib malate による治療実験》 

薬剤は LC Laboratories(Woburn、MA)から購入し、クエン酸バッファーに溶

解して使用した。 
まず、予備実験として、sunitinib malate が培養細胞の VEGFR2 タンパクの

リン酸化を阻害することを確認するため、次のような実験を行った。通常の

EBM-2 に懸濁した 2x106個の細胞を 6well の dish にまき、2 日間培養した。そ

の後、50ng/ml の VEGF(Cell Signaling Technology)を添加した。一部の dish
にはその 1 分後にさらに 100nM になるよう調整した sunitinib malate を添加

し、さらに 1 分後には培地を回収して PBS 洗浄、細胞の lysate を抽出した。抽

出した lysate をサンプルとして、PathScan Phospho-VEGFR2 (Tyr1175) 
Sandwich ELISA Kit (Cell Signaling)を用いてリン酸化 VEGFR2 タンパクを

測定した。Mithras LB940 (Berthold, Japan)を用いて 490nm のレーザー吸光

度を測定した。 
次に、sunitinib malate 溶液をそれぞれ 1nM、10nM、100nM、1µM になる

ように調整し添加した。コントロールとしてクエン酸バッファーのみを添加し

た群を作成した。添加後 4 日後に Cell Proliferation ELISA、BrdU を用いて細

胞増殖を評価した。  
 
 
９．xenograft 動物モデルを用いた治療実験 
 

4-6 週齢の NOD/Scid マウスの皮下に 5 x 5 x 5mm 大のヒト血管肉腫組織を

移植した。腫瘍の体積が約 200 mm3 (腫瘍体積は以下の計算式を用いて概算：(腫
瘍の長径) x (腫瘍の短径)2 / 2 (mm3))に到達したところで薬剤の投与を開始した。 
 
《bevacizumab による治療実験》 

PBS を用いて 5 mg/kg および 10 mg/kg となるように調整した bevacizumab
を週 1 回腹腔内に局注投与した。1 週毎に腫瘍のサイズを測定し、7 週間投与し

た後、腫瘍を摘出して投与終了とした。 
 
《sunitinib malate による治療実験》 
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40 mg/kg および 120 mg/kg の sunitinib malate を 200µl のクエン鎖バッフ

ァーに溶解し、連日経口投与した。隔日で腫瘍のサイズを測定し、2 週間投与後、

腫瘍を摘出して投与終了とした。 
 
いずれの実験も 1 群につき NOD/Scid マウス 4 匹を用いた。 

 
 
１０．Real-time PCR を用いた VEGF mRNA 発現の評価 
 

Sunitinib malate 投与後の、代償的な VEGF 遺伝子の発現亢進の有無を確認

するため、real-time PCR による評価を行った。100 nM の sunitinib malate を

1x106 個の培養細胞に添加し、30 分後に PBS にて洗浄後、RNeasy Mini Kit 
(Qiagen、Valencia、CA)を用いて細胞由来の RNA を抽出した。プライマーは

Applied Biosystems 社に発注して作成した：VEGF (Hs00900055_m1)、 
GAPDH Endogenous Control (4326317E)。プライマーと抽出した RNA、およ

びTaqMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) を混和し、ABI 
Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems、Carlsbad、CA) 
を用いて real-time PCR を施行した。 
 
 
１１．代償的な VEGF タンパクの産生亢進、およびリン酸化 VEGFR2 の有無

に関する評価 
 
《VEGF タンパク分泌に関して》 

100nM の sunitinib malate を 2 x 105 個の培養細胞に添加し、1 時間後、2
時間後、6 時間後、12 時間後、18 時間後および 24 時間後の培養上清を回収し

た。回収した培養上清を ELISA キット(Quantikine Human VEGF (Roche))を
用いて測定した。 
 
《リン酸化 VEGFR2 に関して》 

同様に、100nM の sunitinib malate を 2x105個の培養細胞に添加し、15 分

後、30 分後、60 分後、90 分後、120 分後に細胞のライセートを抽出、PathScan 
Phospho-VEGFR2 (Tyr1175) Sandwich ELISA Kit (Cell Signaling)を用いてリ

ン酸化 VEGFR2 タンパクを測定した。Mithras LB940 (Berthold、Japan)を用

いて 490nm のレーザー吸光度を測定した。 
 



12 
 

１２．Bevacizumab および sunitinib malate を用いた治療実験における腫瘍内低

酸素状態の評価 
 

HypoxiprobeTM-1 kit (Hypoxiprobe Inc.、Burlington、MA)を用いて実験を

行った。ヒト血管肉腫の xenograft マウスを作成した後、10mg/kg/week の

bevacizumab もしくは 120mg/kg/day の sunitinib malate をマウスに投与した。

投与１日後、hypoxyprobe -1 を腹腔内へ投与し、30 分後に腫瘍を摘出した。摘

出した腫瘍はホルマリン固定し、切片を作成した。１次抗体として  
anti-pimonidazole mouse IgG1 monoclonal Ab (kit に含有)を用いて染色した。

２次抗体として Biotin-conjugated anti-mouse IgG Ab を用い、３次抗体として

HRP-linked anti-biotin Ab を用いて染色した。染色した切片を顕微鏡にて観

察・撮影して所見を確認した。 
 
 
１３．受容体型チロシンキナーゼの活性化に関するスクリーニング解析  
 

The Human Phospho-RTK Array Kit (R&D Systems) および PathScan 
RTK Signaling Antibody Array Kit (Cell Signal Technology) を用いて、受容体

型チロシンキナーゼの活性化に関してスクリーニング解析を行った。①血管肉

腫培養細胞に sunitinib malate を添加した群、および添加していない群との比

較、②血管肉腫培養細胞と HMVEC(正常コントロール)との間の比較、を行った。

lysate を抽出したのち、濃度を測定しタンパク量が 25µg となるよう diluent 
buffer で希釈してメンブレンに添加した。抗体反応を行ったのち、Lumiglo 発

色を行い、LAS4000 を用いて写真を撮影した。 
 
 
１４．統計処理 
 
実験データは t 検定を用いて統計処理を行った。P < 0.05 を有意差ありとみ

なした。データの一部は平均+/-標準誤差で表示を行った。 
  



13 
 

実験結果 
 
 
１．ヒト血管肉腫組織の採取、および免疫抑制マウスを用いた xenograft の作

成 
 
外科的に切除された血管肉腫の腫瘍組織の一部を採取し、1% 

penicillin-amphotericin B を加えた PBS にてクリーンベンチ内で洗浄した後、

高濃度マトリゲルに混和した。NOD/Scid マウスの脇腹に切開を入れ、マトリゲ

ルとともに腫瘍組織を移植し、6-0 バイクリル糸を用いて閉創した。6 ヶ月後、

NOD/Scid マウスの大腿部には暗赤色調の皮下腫瘤の形成が確認された（図３）。 
 
       図３ 
 

 
 

 
マウスの大腿部の皮下に暗赤色調の腫瘤形成が確認できる。腫瘤の左手には

腫瘍と交通していると考えられる怒張した血管（矢印）が確認できる。 
形成された腫瘍を摘出し、再び細切し、NOD/Scid マウスへの再移植、組織染

色、凍結保存に用いた。ヘマトキシリン・エオジン染色では、異形成を伴った

血管内皮細胞により構成される大小不同の血管腔からなる腫瘍組織の所見であ

り、ヒトから採取した腫瘍組織と類似の所見を呈していたことから、 血管肉腫

の組織所見と考えた（図４）。 
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      図４ 
 

 
 

 
また免疫染色蛍光法にてヒト CD31 およびヒト CD34 の発現を確認したとこ

ろ、形成された腫瘍はヒト CD31 およびヒト CD34 を発現していた（図５）。 
 

図５ 
 

    
   ヒト CD31(緑色) 核(赤色)       ヒト CD34(緑色) 核(赤色) 
 
以上の結果から、NOD/Scid マウスに形成された腫瘍はヒト血管肉腫として矛

盾しないことが確認できた。 
 
 
２．ヒト血管肉腫細胞株の樹立 
 

NOD/Scid マウスに形成されたヒト血管肉腫の腫瘍塊の一部を顆粒状に細切

しコラゲナーゼ(Roche)に反応させた。115µm フィルターで粗大な組織を除去し
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た後、血管内皮細胞用培地を用いて細胞培養を行った。その結果、紡錘系の細

胞の接着および増生が確認された（図６）。 
 

図６ 
 

 
 

 
培養細胞がヒト血管肉腫の性質を持っているものか確認するため、以下の実

験を行った。 
 
 
《フローサイトメトリー》 
 
培養細胞を回収し、FACS バッファーに懸濁後、ヤギ血清でブロッキングを行

った後、一次抗体として mouse anti-human CD31 Ab、二次抗体として

FITC-conjugated rabbit anti-mouse IgGを用いて染色しフローサイトメトリー

にて解析を行った。その結果、培養細胞はヒト CD31 を発現していることが確

認された（図７）。 
 

図７ 
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《in vitro tube formation assay》 
 
培養細胞の血管腔形成能を確認するため、in vitro tube formation assay 

kit(Chemicon)を用いて、tube formation assay を行った。正常コントロールと

して HMVEC を使用した。その結果、培養細胞は HMVEC と同様の管腔様構造

の形成を示した（図８）。 
 

図８ 

   
    培養細胞         HMVEC 
 

 
《培養細胞の NOD/Scid マウスへの再移植》  
 

約 3x106個の培養細胞をマトリゲルと混和し NOD/Scid マウスの脇腹皮下に

移植した。2 ヶ月後に皮下の結節を摘出して、ヘマトキシリン・エオジン染色お

よび免疫染色蛍光法にてヒト CD31 およびヒト CD34 の発現を検証した。その

結果、ヘマトキシリン・エオジン染色では、提供されたヒト血管肉腫の腫瘍組

織同様、異形成を伴う血管内皮細胞から構成される大小の血管からなる腫瘍組

織の形成が確認された（図９）。 
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図９ 
 

 
 
 
免疫染色蛍光法ではヒト CD31 およびヒト CD34 の発現が確認された（図１

０）。 
 

図１０ 
 

  
 ヒト CD31(緑色) 核(赤色)   ヒト CD34(緑色) 核(赤色) 

 
以上の結果から、今回樹立した培養細胞はヒト血管肉腫の細胞株と判断した。

以下、今回樹立した新規のヒト血管肉腫のセルラインを HAMON(human 
angiosarcoma、monoclonal)と命名した。 
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３．ヒト血管肉腫の in vivo 実験モデルの確立 
 
今回樹立した血管肉腫のセルラインは、NOD/Scid マウスに移植することで、

ヒト血管肉腫組織を形成することを確認できたが、腫瘍形成効率は必ずしも高

くはなかった。そのため、ヒト血管肉腫の腫瘍組織そのものを NOD/Scid マウス

の体内で継代維持したものを摘出・細切して再移植する系を in vivo の実験モデ

ルとして使用することとした。5x5x5mm の組織を移植すると、ヒト血管肉腫が

生着・増大した場合には、2 ヶ月程で 10x10x10mm 程の容積の腫瘍形成(後述す

る治療実験のスタートラインの容積)が得られる。ときに、急速に増大する腫瘤

が形成されることもあったが、そのような腫瘍を摘出して組織学的所見を確認

すると、マウス由来のリンパ腫様の組織などが確認されることもあり、そのよ

うな腫瘍は実験対象からは除いた。治療実験を行う際には、腫瘍増大の速度の

ほか、暗赤色調の腫瘍の外観、摘出した際の易出血性、および組織学的所見に

より、腫瘍がヒト血管肉腫であることを総合的に判定して、実験データの対象

とした。このような heterotransplantation の系は過去にも報告があり、その有用

性が報告されている(Lopez-Barcons, 2010; Press et al., 2008)。 
 
 
４．HAMON における VEGF シグナルの解析 
 
血管肉腫は、大小の血管腔で構成される組織学的所見や、免疫染色による解

析から、その病態に血管増殖因子、とくに VEGF によるシグナルが、その病態

に関与していることが想定されている。免疫染色による解析がなされており

(Itakura et al., 2008; Tokuyama et al., 2010)、これらのなかで血管肉腫には

VEGFの autocrineや paracrine分泌による制御が存在することが推察されている。 
実際、今回の HAMON の培養において培地に添加した増殖因子を 1 つずつ除

いた培地を用いて proliferation assay を行うと、VEGF を取り除いた培地で、

HAMON の増殖が最も抑制された（図１１）。 
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図１１ 

 
 
そこで、HAMON を用いて、VEGF シグナルの検証を行うこととした。 
HAMON をスライドカルチャーにて免疫染色を行うと、細胞質が VEGF で染

色された（図１２）。 
 
 

図１２ 
  

 

VEGF(緑色), 核(赤色) 
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また、フローサイトメトリーおよびウエスタンブロッティングによる解析に

て、HAMON は VEGFR2 を発現していることが確認された（図１３）。 
 

図１３ 

  
フローサイトメトリー    ウエスタンブロッティング 

 
なお、VEGFR1 はフローサイトメトリー、免疫染色蛍光法にて評価したが、

発現が確認できなかった（図１４）。 
 
 

図１４ 
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そこで、VEGFR2 が機能的に発現しているかどうか確認するため、HAMON
に VEGF を添加すると細胞増殖が促進されるかどうかの検証を行った。その結

果、VEGF は HAMON の増殖を有意に促進した（図１５）。 
  

図１５ 
 

 * P<0.05 

 
 

以上の結果から、VEGF は HAMON の増殖に促進的に作用することが示さ

れた。 
 
 
５．VEGF シグナル阻害による治療実験１：bevacizumab 
 

bevacizumab はリコンビナント抗ヒト VEGF 抗体であり、進行期の大腸癌な

どに対して臨床応用されている。単独で使用されることは少ないものの、血管

肉腫が VEGF シグナルに大きく依存していることも想定されたため、今回は

bevacizumab 単独での治療実験を行うこととした。 
 

100ng/ml から 1000ng/ml の濃度で添加して増殖抑制効果を検証したが、in 
vitro においては有意な増殖抑制効果を示さなかった（図１６）。 
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図１６ 
 

 
 
また、in vivo の実験モデルを用いて 5mg/kg/週および 10mg/kg/week にて投

与を行ったが、やはり抗腫瘍効果を示さなかった（図１７）。 
 

 
 
 
 

図１７ 

 
 
 
以上の結果から、bevacizumab は単独では血管肉腫に抗腫瘍効果を示さない

ことが推察された。 
 



23 
 

６．VEGF 阻害による治療実験２：sunitinib malate  
 

Sunitinib malate は受容体型チロシンキナーゼ阻害薬である。阻害する受容

体には VEGFRs、PDGFRs、c-kit などがあり、転移性腎細胞癌および消化管間

葉系腫瘍(gastrointestinal stromal tumor: GIST)などに臨床応用されている。 
 

HAMON および in vivo 実験モデルとしてのヒト血管肉腫の組織はヒト

VEGFR2 を発現しているため、sunitinib malate 投与により抗腫瘍効果が得ら

れることが期待された。 
 
治療実験にさきがけて、sunitinib malate の VEGFR2 の阻害効果につき検討

を行った。HAMON に recombinant VEGF を投与すると VEGFR2 のリン酸化

が亢進するが、sunitinib malate を併用することで、VEGFR2 のリン酸化は阻

害された（図１８）。 
 
      図１８ 
 

**P<0.001 
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また、RTK tyrosine kinase array を用いた検討により、sunitinib malate 投

与により、VEGFR2 の下流のシグナルとしての ERK1/2 のリン酸化が低下した

（図１９）。 
 

 
図１９ 

 
 
 以上の結果は、sunitinib malate が HAMON の VEGFR2 を機能的にも阻害

する効果があることを示すデータと考えられる。 
 
 次に、HAMON に対する sunitinib malate の増殖抑制効果を検討した。1nM
から 1µM の濃度で sunitinib malate を添加し、BrdU ELISA を用いて増殖抑

効果を検討したが、増殖抑制効果は確認できなかった（図２０）。 
 

図２０ 
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また、in vivo 実験モデルを用いて治療実験を行ったが、in vivo においても

sunitinib malate は抗腫瘍効果を示さなかった（図２１）。 
 

図２１ 

 
 
以上の結果から、sunitinib malate は単独では血管肉腫に抗腫瘍効果を示さな

いことが推察された。 
 
 
７．血管肉腫における VEGF シグナルについての検討 
 
過去の報告において、血管肉腫における VEGF や VEGFR2 の発現から、そ

の病態に autocrine や paracrine による VEGF シグナルが介在していることが

想定されている(Itakura et al., 2008; Tokuyama et al., 2010)。今回の

bevacizumab および sunitinib malate による治療実験の結果を受け、VEGFR2
阻害による代償的なVEGF分泌亢進およびVEGFシグナルの活性化が存在する

かどうかにつき検討を加えた。 
 
まず、HAMON に対して一定量の sunitinib malate を添加して 1 時間から 24

時間まで段階的に培養上清を回収し、VEGF の濃度を比較したところ、観察し

た範囲では sunitinib malate を添加しても VEGF の分泌量は変化しなかった

（図２２）。 
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図２２ 
 

 
 
また、sunitinib malate 投与群と非投与群で VEGF の mRNA を real-time 

PCR を用いて定量的に比較したところ、VEGF mRNA の量は sunitinib malate
投与によっても影響を受けず、代償性の増加は認められなかった（図２３）。 
 

図２３ 
 

 
 
さらに、sunitinib malate 投与下で VEGFR2 のリン酸化を継時的に比較した

ところ、VEGFR2 のリン酸化も代償性の増加は認められなかった（図２４）。 
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図２４ 
 

 
 
また、bevacizumab および sunitinib malate により、腫瘍内の低酸素の程度

に差があるか検証したところ、低酸素の程度には差を認めなかった（図２５）。 
 

図２５ 

 
 
以上の結果から、sunitinib malate による VEGFR2 の阻害は、autocrine や

paracrine による代償的な VEGF の産生をもたらさないことが推察された。 
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８．VEGF シグナル以外の活性化シグナルに関する検討 
 
今回、VEGF および VEGFR2 を標的とした治療実験を行ったものの、予想に

反し抗腫瘍効果を証明することはできなかった。そこで、本研究ですでに使用

した RTK signaling array analysis を用いて、VEGF シグナル以外の活性化シ

グナルの有無につき検討を加えた。今回は、HAMON と正常コントロールとし

ての HMVEC を、増殖因子(VEGF を含む)を加えない培地にて培養し、その後

回収した細胞抽出液を用いて実験を行った。その結果、HAMON は HMVEC と

比較して Src を強発現していた（図２６、囲み部位）。 
 
               図２６ 
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考察 
 
血管肉腫は悪性度の高い間葉系腫瘍であるが、実験モデルは非常に数が少な

く、このことが病態の解明や新規治療の遅れにつながっている。今回、本研究

において新規のヒト血管肉腫の培養細胞を樹立したが、過去に報告されている

培養細胞と比較すると(Krump-Konvalinkova et al., 2003; Masuzawa et al., 
1999)、１）放射線照射後の再発病変を由来としている、２）免疫抑制マウスに

おいてヒト血管肉腫を形成できる、３）市販の血管内皮細胞様培地(EBM-2)で
培養可能である、といった性質が特筆すべき点である。 
一方、in vivoの実験モデルには、HAMONから腫瘍を形成する方法をとらず、

免疫抑制マウスの皮下にヒト血管肉腫組織を移植し、増大させた後に再度摘出

して、分割して再移植するという系を用いた。このような腫瘍組織の継代

(heterotransplantation)は過去にも報告があり(Lopez-Barcons, 2010; Press et 
al., 2008)、セルライン由来の腫瘍や遺伝子操作を行った腫瘍モデルよりも、よ

り臨床での病態を反映したモデルとみなされているようである。なお、今回の

組織継代においては、感染など二次的な影響を極力排除するため、潰瘍形成を

きたす手前の段階で摘出し、再移植に使用した。ヒトの腫瘍を提供していただ

いてから、4 年以上が経過しているが、ヒト血管肉腫組織は概ね一定の速度で腫

瘍の増大を繰り返している。また、一般的には血管肉腫は肺転移をきたすこと

で知られているが、これまでの組織継代を通じて観察した限り、今回の in vivo
実験モデルではヒト血管肉腫の転移性病変は確認されなかった。 
腫瘍には、その旺盛な増殖能力を維持するため、自己の周囲に血管を新生さ

せて自らを栄養するという病態が存在している。VEGF が、この腫瘍の血管新

生における key molecule の一つであることはよく理解されているところである

(Roodink and Leenders, 2010)。そのため、この腫瘍を栄養する新生血管を標的

とすれば、腫瘍を兵糧攻めにし、抗腫瘍効果を得られるというコンセプトが提

唱されるようになった。こうして、抗腫瘍薬としての血管新生阻害薬の開発は

10 年程前から進んでいる(Cao et al., 2009).  
リコンビナント抗ヒト VEGF 抗体である bevacizumab は、上記のコンセプト

のもと開発された初めての血管新生阻害薬であり、現在でも進行期の大腸癌な

どに対して、化学療法の補助薬剤として使用されることが多い (Kabbinavar et 
al., 2003)。一方で、固形腫瘍に対して、bevacizumab 単剤での有効性も少数な

がら報告されている(Li et al., 2007)。血管肉腫は、その病態に VEGF が大きく

関与していることが想定されたため、bevacizumab の単剤投与であっても抗腫

瘍効果を示すであろうことが期待された。しかし、今回の実験においては、

bevacizumab 単剤投与では血管肉腫の抗腫瘍効果は得られなかった。 
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Sunitinib malate は数種類の受容体型チロシンンキナーゼを阻害する薬剤で

あり、腫瘍血管を抑制するだけでなく、直接的な腫瘍抑制効果があると考えら

れている(Chow and Eckhardt, 2007)。臨床では経口薬剤として、進行期の腎細

胞癌などに投与されている。標的となる受容体型チロシンンキナーゼには

VEGFR1、VEGFR2、PDGFRs、c-kit および Flt1 が含まれている。これらの

標的受容体の中では、VEGFR2 を介したシグナル伝達が、もっとも血管新生に

おいては重要であると考えられる(Hicklin and Ellis, 2005)。したがって、本研

究において sunitinib malateによりVEGFR2を阻害することが血管肉腫の増大

を抑制することが期待された。しかし、1μM という高濃度の sunitinib malate
であっても HAMON の増殖を抑制しなかった。また、in vivo の実験において

も、120 mg/kg/日という高用量でさえ sunitinib malate はヒト血管肉腫組織の

増大を抑制しなかった。 
臨床では、受容体型チロシンキナーゼ阻害剤は様々な腫瘍に対して使用され

ている。一方で、いくつかの動物実験においては、これらの阻害剤が腫瘍の浸

潤や転移を促進した、という報告がある(Ebos et al., 2009; Paez-Ribes et al., 
2009)。このような相矛盾した治療効果の報告があることは、VEGF やその受容

体を介する血管新生阻害の効果が、想定されているよりも複雑な系であること

を示しているのかもしれない。血管肉腫に関しては、VEGF シグナルを標的と

した薬剤は血管肉腫の治療に有望であるとする報告がいくつかある(Antonescu 
et al., 2009; Park et al., 2010)。事実、これらの薬剤が有効であったとする症例

報告は存在する (Ono et al., 2012)。しかし、肉腫を対象としたこれらの薬剤の

臨床研究においては、その有効性は当初の期待を裏切るものであった(Maki et 
al., 2009; Yoo et al., 2009)。血管肉腫を対象とした bevacizumab や受容体型チ

ロシンキナーゼ阻害剤の臨床研究は進行中であり、その有効性は今のところ実

証されていない。基礎研究の報告としては、Antonescu らは VEGFR2 の遺伝

子異常を伴った血管肉腫は VEGFR2 タンパクを過剰発現しており、そのような

症例ではVEGFR2を標的とした分子標的治療薬が有効であろうと提言している

(Antonescu et al., 2009)。今回、私が樹立した培養細胞である HAMON および

マウスで継代した血管肉腫組織からVEGFR2遺伝子の変異は検出されなかった

が、そのような変異が存在する症例においては、VEGFR2 を標的とした分子標

的治療薬が奏功するのかもしれない。 
血管肉腫におけるVEGFとVEGFRの発現に関する検討は、少数ながら報告が

ある(Itakura et al., 2008; Tokuyama et al., 2010)。その報告の中では、血管肉

腫の多くがVEGFおよびVEGFRを発現しており、その結果から、血管肉腫には

VEGFのautocrineおよびparacrine分泌による制御が存在することが示唆され

てきた。一方、正常の血管内皮細胞の研究では、血管内皮細胞はVEGFを自己分
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泌し、autocrineによる制御がなされているという報告がなされている(Lee et al., 
2007)。Leeらは、血管の恒常性維持におけるVEGFシグナルの意義に関する研

究を行っており、ヒト血管内皮細胞が外因性のVEGFの刺激がなくても

VEGFR2の恒常的なリン酸化が認められたことを報告している(Lee et al., 
2007)。さらに、AntonescuらはVEGR2遺伝子を強制発現したCOS-7 細胞が、

VEGFが存在しない状況下でもVEGFR2タンパクのチロシンリン酸化を示すこ

とを明らかにした(Antonescu et al., 2009)。この論文の中で、この細胞の

VEGFR2のリン酸化は、VEGFを添加することでわずかに減少したため、この

現象をネガティブフィートバックによる反応と考察を加えている。しかし、い

ずれの研究も、血管肉腫以外の細胞を用いた実験であり、血管肉腫における

VEGFシグナルの意義に関しては不明な点が多い。 
本研究では、VEGF は HAMON の増殖を促進するものの、HAMON におけ

る VEGF シグナルが必ずしも autocrine や paracrine といったシステムで調整

されているわけではないことが示された。これは、正常の血管内皮細胞や遺伝

子改変によりVEGFR2を過剰発現させた培養細胞とは異なる点である。さらに、

VEGF を bevacizumab により阻害しても、VEGFR2 を sunitinib により阻害し

ても血管肉腫の増大を抑制しなかった。以上の結果から、①血管肉腫における

VEGF シグナルは正常の血管内皮細胞におけるそれとは異なる制御を受けてい

る可能性がある、②血管肉腫においては別の血管新生シグナルや細胞増殖シグ

ナルが機能している可能性がある、といったことが示唆された。 
実験の最後に施行した RTK array を用いた活性化シグナルの検討の結果、

HAMON では HMVEC と比較して Src pathway が活性化している可能性があるこ

とが示された。Src pathway は肉腫において活性化されていることが知られてお

り(Bovee et al., 2010)、Src を標的としたチロシンキナーゼ阻害剤 dasanitib は軟骨

肉腫の培養細胞の増殖活性を低下させたという報告がある(Schrage et al., 2009)。
また、Src はトリ胚において、転移能を有する肉腫や、易出血の病変、血管肉腫

を引き起こすという報告もあり(Morgan et al., 2005)、Src が血管肉腫の病態に

関与している可能性があるが、この点に関しては今後のさらなる検討が必要で

ある。  
なお、今回の実験モデルの由来となったヒト血管肉腫腫瘍は外科的切除およ

び放射線照射後に生じた再発性の病変であり、これらの治療侵襲により VEGF
シグナル以外の増殖シグナルが活性化された可能性は否定できない。今後は、

再発前後の腫瘍組織のシグナル発現を比較することで、治療抵抗性の血管肉腫

の病態解明や治療薬の選択の一助となる可能性がある。 
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総括および結論 
 
 本研究の結果、以下の結果を得ることができた。 
 
・ヒト血管肉腫の新規実験モデル(in vitro および in vivo)の作成に成功した。 
・血管肉腫は VEGF および VEGFR2 を発現しており、外因性の VEGF は血管

肉腫の増殖を促進する効果があった。 
・しかし、抗 VEGF 抗体(bevacizumab)および VEGFR2 を阻害する受容体型チ

ロシンキナーゼ阻害剤(sunitinib malate)は in vitro、in vivo ともに血管肉腫の

増殖・増大を抑制する効果を示さなかった。 
・bevacizumab および sunitinib malate による治療効果が乏しい理由として、

血管肉腫における VEGF の autocrine や paracrine による代償性機構が関与し

ている可能性は低いものと考えられた。 
 
今回の研究は、治療後に再発した血管肉腫由来の実験モデルを用いた実験系

であり、通常の血管肉腫と比較すると元々治療抵抗性であった可能性がある。

そのため、本研究の結果から、血管肉腫に対する VEGF を標的とした治療の可

能性を否定することはできない。一方、臨床研究においては、今回の研究結果

と同様に、分子標的治療薬の効果が限定的であったという事実もあることから、

血管肉腫に対する VEGF を標的とした治療を行う際には、より一層の症例の選

別が必要となってくるものと思われる。 
 
いずれにせよ、血管肉腫が悪性度が高い疾患であるにもかかわらず、希少な

疾患であるがゆえに、その情報が不足しているという点が、この疾患を治療す

る上で最も困難な側面であると考えられる。本研究および今回作成した実験モ

デルが、血管肉腫の病態解明の一助となることを期待するとともに、多施設共

同での疾患情報の収集・集約によるさらなる病態解明の推進および新規治療法

の開発を期待する。 
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