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緒緒  言言  

 
腫瘍微小環境において、がん細胞と間質細胞の相互作用、がんの進展における間質細胞の役割について研究が

進み、間質細胞もがんの薬剤耐性や進展に重要な役割を担っていることが明らかとなってきている。腫瘍間質細

胞の一つに腫瘍血管を構成する腫瘍血管内皮細胞（Tumor Endothelial Cell：TEC）がある。がんの進展や転移

に腫瘍血管が重要な役割を担っていることが知られており、TEC が様々な異常性をもつことが明らかとなってき

た。TEC は、がん組織内のわずか数パーセントの細胞集団であるが、その役割から抗癌剤治療後にも残存すると

再発・転移の要因となりうるため、腫瘍血管自体の薬剤耐性も無視することはできない。 
我々はこれまで、TEC が、正常組織の血管内皮細胞と比較して様々な違いがあることを見出しており［1］、 

そのひとつに TEC の ABC トランスポーターの一つ ABCB1（多剤耐性遺伝子 MDR1 によりコード）の発現亢

進がある［2］。ABCトランスポーターは細胞内の薬剤排出に関わる細胞膜輸送型タンパクである。TECはABCB1
を介して抗癌剤パクリタキセルを細胞外に排出することでパクリタキセルに対して耐性を示すこと、ABCB1 阻

害剤の併用によりパクリタキセルを細胞内に留めることでその治療効果を増強させ、有意に腫瘍を縮小できるこ

とをメラノーマのマウスモデルで見出した［3］。しかし、 尿路上皮癌の TEC に関する研究報告は殆どなく、抗

癌剤ががん細胞と TEC を含むがん間質細胞の相互作用に与える影響も未解明であるのが現状であった。 
我々は尿路上皮癌の臨床検体を用いた研究で、抗癌剤治療によって ABCB1 高発現の腫瘍血管内皮細胞が増加

し、予後不良の原因となることを見出した。さらに、その ABCB1 発現亢進メカニズムとして、炎症性サイトカ

インである IL-8 が関与していることを解明している［4］。本研究では薬物治療時の炎症性変化を抑制すること

で、腫瘍血管内皮細胞の異常性獲得を防ぎ、長期間奏効する尿路上皮癌の新規治療法の開発を目指した。 炎症性

変化を抑制する治療法として、抗癌剤の低容量維持投与による治療法に焦点をおいた。 
 

方方  法法  

 
11．．免免疫疫組組織織学学的的評評価価  
微小血管密度（Microvessel density：MVD）は、NIH ImageJ ソフトウェアを使用して、総面積における CD31

染色面積の割合とした。F4/80、CD206、CD11b、Gr-1 およびトリクローム染色領域は、NIH ImageJ ソフト  

ウェアを使用して測定し全組織面積に対する陽性染色面積の比率を計算した。周皮細胞で覆われた腫瘍血管面積

は、CD31＋血管の総数に対するα-SMA および CD31 で同時染色された血管数の比率によって計算した。各群の

すべての腫瘍から無作為に選択された 10～20 のフィールドで、上記の染色データを解析し、群間で比較した。 
 

22．．ママウウススをを用用いいたた腫腫瘍瘍ゼゼノノググララフフトトモモデデルルにによよるる治治療療実実験験  
tdTomato-Luc2-UMUC3 腫瘍細胞（4×10６）を等量のマトリゲル（356231、Corning）と Hank’s 平衡塩溶

液（HBSS）で希釈し、7 週齢のメスの nude マウスの右側腹部に皮下注射した。ゲムシタビン（Gemcitabine：
GEM）／シスプラチン（Cisplatin：CDDP）治療は、腫瘍注射の 10 日後に開始した。最大耐用量（Maximum 
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tolerant dose：MTD）GEM＋CDDP 化学療法では、各マウスに GEM（60 mg/kg）を腹腔内注射し、翌日 CDDP
（6 mg/kg）を腹腔内注射した。治療レジメンは週に 1 回、3 コース行った。低容量維持（Low dose metronomic：
LDM）化学療法では、GEM（1.0 mg/kg）または CDDP（0.6 mg/kg）の連日投与を行った。腫瘍体積は、     

（最短径）２×（最長径）×0.5 の計算式で測定した。腫瘍細胞の皮下注射後 29 日の時点でマウスを sacrifice し、

腫瘍組織を、免疫組織学的分析および RNA 分離のために切除した。左後肢の骨と肺を切除し、IVIS スペクトラ

ム（Caliper Life Sciences）を用いた生物発光イメージングによって転移を観察した。 
 

33．．統統計計手手法法  
図のデータは平均±標準偏差として表示した。 箱ひげ図は中央値（中心線）、25％タイルと 75％タイル（箱）、

最小値と最大値（ひげ）を示した。 群間の比較は Wilcoxon test を用いた。統計学的有意性は P＜0.05 とした。

統計分析は、JMP バージョン 14（SAS Institute）を用いた。  
 

結結  果果  

  

11．．LLDDMM  CCDDDDPP＋＋MMTTDD  GGEEMM 治治療療にによよるる腫腫瘍瘍増増大大とと骨骨転転移移のの抑抑制制  
CDDP または GEM を使用した LDM 治療の有効性を評価するために、tdTomato-Luc2-UMUC3 ゼノグラフ

トを用いて LDM または MTD GEM および CDDP による治療実験を行った（図 1a）。LDM CDDP＋MTD GEM
群のみが、Vehicle 群と比較して腫瘍増殖を減少させた。一方で LDM GEM＋MTD CDDP または LDM GEM＋

LDM CDDP 治療では、腫瘍増殖を抑制できなかった（図 1b）。さらに、骨転移も Vehicle 群と比較して LDM 
CDDP＋MTD GEM 群で減少した（図 1c、d）。 

 

 
 

図 1．LDM CDDP＋MTD GEM 治療による腫瘍増大と骨転移の抑制 
a） tdTomato-Luc2-UMUC3 ゼノグラフトモデルにおける治療実験デザイン。 
b） tdTomato-Luc2-UMUC3 ゼノグラフトにおける腫瘍増殖曲線。**P＜0.01

（Kruskal-Wallis test followed by Wilcoxon test）。 
c） IVIS スペクトラムによる左後肢骨の発光強度の評価。 
d） IVIS スペクトラムによる骨転移の群間比較。*P＜0.05（Kruskal-Wallis test 

followed by Wilcoxon test）。 
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22．．LLDDMM  CCDDDDPP＋＋MMTTDD  GGEEMM 治治療療にによよるる腫腫瘍瘍微微小小環環境境のの炎炎症症性性変変化化のの抑抑制制  
腫瘍微小環境における LDM または MTD 化学療法の炎症性変化を mRNA 発現および免疫組織学的に解析し

た。炎症関連遺伝子の mRNA 発現を解析したところ腫瘍間質の IL-8 および PTX3 mRNA 発現が MTD CDDP
＋MTD GEM によって増加傾向となったが、LDM CDDP＋MTD GEM では増加しなかった。また、腫瘍間質の

線維化や M2 マクロファージ、Myeloid-derived suppressor cell の動員が LDM CDDP＋MTD GEM 群では抑制

されていた。 
 

33．．LLDDMM  CCDDDDPP＋＋MMTTDD  GGEEMM  治治療療にによよるる腫腫瘍瘍血血管管のの正正常常化化  
LDM CDDP＋MTD GEM が腫瘍血管の異常性亢進を抑制しているかを解析した。MTD CDDP＋MTD GEM 

は Vehicle 群と比較して MVD を増加させたが、LDM CDDP＋MTD GEM は MVD を増加させなかった       
（図 2a、b）。次に、血管の成熟度を評価するために、α-SMA および CD31 の免疫染色によって血管の周皮細胞

被覆率を分析した。Vehicle 群と比較して、化学療法治療では成熟した血管が増加し、LDM CDDP＋MTD GEM
は MTD CDDP＋MTD GEM よりも成熟血管を増加した（図 2c、d）。  

 

 
図 2．LDM CDDP＋MTD GEM 治療による腫瘍血管の正常化 

a） tdTomato-Luc2-UMUC3 腫瘍組織におけるCD31 染色像（スケールバー：200μm）。 
b） MVD の定量分析。** P＜.01（Kruskal-Wallis test followed by Wilcoxon test）。 
c） tdTomato-Luc2-UMUC3 腫瘍組織における CD31（赤）およびα-SMA（緑）の

二重染色像（スケールバー：100μm）。 
d） 腫瘍血管の周皮細胞被覆率の定量分析。* P＜0.05、** P＜0.01、*** P＜0.001

（Kruskal-Wallis test followed by Wilcoxon test）。 
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考考  察察  

 
従来行われている最大耐用量による化学療法は、腫瘍の炎症性変化を誘発することが示されており、癌関連線

維芽細胞の活性化による線維化や薬剤耐性などにより腫瘍の増悪を促進する［5］。尿路上皮癌の臨床現場におい

ては、抗癌剤の投与は最大耐用量による投与法が通常であり、その治療が腫瘍血管の異常性を亢進し、薬剤耐性

獲得の一因となっている［4］。 
本研究では低容量維持投与によるシスプラチンが抗腫瘍効果を高め、骨転移を減少させることを示した。これ

らの治療結果は、腫瘍血管の正常化、免疫抑制細胞の減少、炎症性変化の抑制など、腫瘍微小環境の再構築によ

ってもたらされたと考えられる。低容量維持投与によるシスプラチンは、肝細胞癌ゼノグラフトモデルにおいて

血管内皮増殖因子およびマトリックスメタロプロテイナーゼ-2の発現を減少させたことが報告されている［6］。
本研究でも、 低容量維持投与によるシスプラチンは腫瘍間質のIL-8を減少させる傾向があり、腫瘍組織の血管新

生促進分子を減少させる可能性がある。低容量維持投与によるシスプラチンは腫瘍血管新生の抑制、血管の正常

化をもたらすことで抗癌剤の治療効果を改善するポテンシャルがあり、尿路上皮癌の新たな治療法となる可能性

がある。ただし、臨床応用にあたっては腎機能障害などの有害事象に関する解析などさらなる研究が必要と考え

られる。 
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