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緒 言

1 9 8 1 年 以 降 ､ 日 本 人 の 死 亡 原 因 の 第
一 位 は ､ 悪 性 腫 癌 で あ る ｡ 悪

性 腫 痛 が 原 因 で 死 亡 す る 人 は ､ 全 死 亡 者 の 約 3 0 % に も な る ｡

一 昔 前 ま で こ の

悪 性 腫 蕩 は ､ ｢ 不 治 の 病+ と 言 わ れ て き た が ､ 近 年 の 早 期診 断 法 の 確 立 お よ び

治 療 法 の 改 良か ら 治 癒 率 の 向 上 が 見 ら れ て き て い る ｡ そ の 代表 的治 療 法 は ､ 外

科 療 法 ( 手 術〕 ､ 放 射 線 療 法 ､ 化 学 療 法 で あ り ､ そ れ ぞ れ め ざ ま し い 進 歩 を 遂

げ て い る ｡ 特 に 化 学 療 法 に お い て は 多く の 抗 癌 剤 の 発 見 に よ り 非 上 皮 性 腫 蕩

( 肉腫 ､ リ ン パ 腫 ､ 白 血 病 等) の
一

部 に お い て は ､ 完 全 治 癒 が 見 ら れ る ま で に

な っ て き て お り ､
こ れ ら の 腫 療 は 必 ず し も ｢ 不治 の 病+ で 披 な く な っ て き て い

る ｡
一

方 ､ 悪 性 腫 蕩 の 中 で も 多 く の 患 者 が 患 っ て い る 上 皮 性 腫 療 ( 癌 腫〕 に お

い て は ､ 今 で も 外 科 療 法 に 凍 る と こ ろ が 大 き い ｡ し か し ､ 外 科 療 法 が 行 え る の

は ､ 原 発 腫 療 の
一

部 と い わ れ て お り ､ 手 術 不 可 能 な 部 位 の 原 発 腫 疹 お よ び 散 在

し て し ま っ た転 移 巣 に 対 し て は ､ 治 療 不 能 で あ り 化 学療 法 に 依 存 す る部 分 が 多

い
｡ し か し ､ 化 学療 法 に お い て も こ れ ら の 癌 腫 に 対 し て 満 足 の い く 治 療 効 果 が

得 ら れ て い な い の が 現 状 で あ る ｡

近 年 ､ 発 癌 お よ び 腫 蕩 増 殖 の メ カ ニ ズ ム の 解 明 に 関 す る 研 究 が 急 速 に

進 歩 し て き て い る ｡ こ の よ う な 進 歩 に 伴 い ､ 今 ま で の 抗 癌 剤 と は異 な っ た メ カ

ニ ズ ム で 腫 療 の 増 殖 を抑 制 す る 抗 癌剤 が 切 望 さ れ て い る ｡ 血 管 新 生 阻 害 剤 の 探

索 は ､ そ の よ う な 要 望 に 応 え る た め に 登 場 し て き た テ
ー マ と も 言 え る( 卜 4) ｡

1 9 7 0 年 代 に F o l k m a n に よ っ て ｢ 固形 癌 の 増 殖 に は ､ 血 管 新 生

が 必 要 で あ り ､ こ れ を 阻 害 す る こ と は ､ 固 形 癌 の 治療 に つ な が ろ+ と い う 仮 説

が 提 唱 さ れ た( 5 , 6) ｡ 固形 痛 は ､ 1 - 2 m m
B
の 大 き さ に 至 る ま で は

一

時 的 に 増

殖 す る が ､ 更 に 自 律 増 殖 を 続 汁 る た め に は 固形 癌 の 組 織 内部 に 血 管 網 を新 生 し ､

こ れ を 介 し て 生 体 よ り 増 殖 に 不 可 欠 な 栄 養 源 お よ び 酸 素 の 供給 を受 叶 る と と も

に 代 謝 老 廃 物 の 処 理 を 行 う 必 要 が あ る ｡ ま た ､ 新 生 血 管 は ､ 癌 の 遠 隔臓 器 へ の

転 移 の 際 に も利 用 さ れ て い る(7 , 8) ｡ し た が っ て ､ 血 管新 生を 受 け た 固形 癌 披 ､

爆 発 的 な 増 殖 を始 め る が ､ 血 管 新 生 無 し に は ､ 数 m m 以 上 に 増 殖 で きな い と 言

わ れ て い る (8) ｡

血 管 新 生 と は ､ 既存 の 血 管 か ら 新 し い 血 管 が 形成 さ れ る と い う ダイ ナ

ミ ッ ク な 生体 組 織 の カ ス ケ ー ド反 応 で あ る ｡ す な わ ち ､ ①分 化 し た 休 止 期 状 態

に あ る 血 管 内皮 細 胞 の 活 性 化 , ② 蛋 白質 分 解 酵 素 活 性 を 発現し た血 管 内 皮細 胞

に よ る基 底 膜 な ど 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 破 壊 , ③ 血 管 内 皮 細胞 の 遁 走 , ④ 血 管

- 4 -



内皮紳胞 の 増殖 , ⑤ 分 化 に よ る 血 管 内 皮 細胞 の 管 腔 化 , な ど の 素 反 応 の 連 続 で

血 管 新 生 は 行 わ れ る と 考 え ら れ て い る ( 図 1 ) ｡ い ず れ の 素 反 応 を 阻 害 し て も

血 管 新 生 は 阻 害 さ れ る と 考 え ら れ ､ 多 く の 研 究 者 が 様 々 な ア プ ロ
ー

チ で 研 究 を

重 ね て き て い る( 1 - 3 ) ｡

1 9 8 0 年 代 以 降 ､ F o l k m a n 自 身 も 幾 つ か の 血 管 新 生 阻 害剤 に よ

る 固形 癌 の 増 殖 阻 害 の 報 告 を し て い る o そ の 中 で I n g b e r 等 の 報 告 に あ る

A G M - 1 4 7 0 は ､ 抗 癌 剤 と し て の 開発 が 最 も 進 ん で い る 血 管新 生 阻 害 剤 の
一

つ で あ り ､ 現 在 ､ 米 国 で 臨床 試 験 中 で あ る(9) o こ の 物 質 は ､ カ ビ の
一

種 の 産 生

す る フ マ ギ リ ン と い う 物質 の 合 成 誘 導 体 で あ る ｡ そ の 作 用 メ カ ニ ズ ム の 詳 細 は ､

不 明 で あ る が ､ 血 管 内 皮細 胞 の 増 殖 を 強 く 阻害 す る の に 対 し て ､ 癌 細 胞 の 増 殖

は 阻 害 し な い と い う 特 異 性 を 持 っ て い る ｡ 動物 実 験 に て 各種 固 形 癌 の 増 殖 を 阻

害 す る 事 が 報 告 さ れ て い る(9) ｡ こ の よ う に ､ 作 用 メ カ ニ ズ ム に よ る 探 索 で は な

く ､ 血 管 内 皮細 胞 の 増 殖 を 特 異 的 に 阻害 す る と い う 性 質 を 重視 し て 血 管 新 生 阻

害 剤 を 探 索 す る の も
ー

つ の 手段 で は あ る が ､ 著者 等 は ､ こ の 素 反 応 の 中 で 血 管

新 生 の き っ か け と な る ｢ 血 管新 生 因 子+ の 働 き に 注 目 し て 研 究 を 重 ね て き た ｡

固 形 癌 は ､ 自 ら の 増 殖 の た め に申管新生 を 誘 導 す る 因 子
- ｢ 血 管 新 生

因 子+ を 分 泌 し ､ 周 囲 に 血 管 新 生 を 促 し て い る と 考 え ら れ て い る(1 0
- 1 4) 0 1 9

8 0 年 代 後 半 か ら の 分 子 生 物 学 の 進 歩 は ､ 多く の 増 殖 因 子 の 同定
･ 遺 伝 子 単 離

･ 大 量 生 産 に 関 し て 多 大 な る 貢 献 を し て き た ｡ そ の 結 果 ､
｢ 血 管 新 生 因子+ と

呼 ば れ る
一

群 の 増 殖 因子 も 発 見 さ れ 研 究 さ れ て き た ( 表 1 ) o し か し ､ こ れ ら

の 因子 の 申 で ､ 固 形 癌 の 増 殖 に お け る 血 管 新 生 と の 因果 関係 に つ い て 明確 な 結

論 が 出 て い る 尚 子 は な い ｡ そ の 理 由 と し て ､ 次 の よ う な 点 が 挙 げ ら れ る o

① 作 用 が 血 管 内 皮細 胞 の み に 対 し て で は なく 他 の 種類 の 細 胞 の 増 殖 に

も 影響 す る ( 多機 能 な 因子) ｡

② 1
'

n v 1

'

i r o に て 血 管 内 皮細 胞 の 増 殖 を 刺 激 し な い ( 直 接作 用

が な い ｡ 他 の 因 子 を介 し て い る 可 能 性) ｡

③ 翻 訳産 物 に シ グ ナ ル ペ プ チ ドが な い ( 分 泌 蛋 白 質 で な く 固 形 痛 が 能

動 的 に 分 泌 し て い る と は 考 え が た い〕 ｡

-

5
-
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血 管 内 虚 増 殖 因 子 ( v a s c ul a r e nd oth e li al g r o w th
･f a c t o r ; V E G F ) は ､

こ れ ら の 点 を 全 て 解 決 す る 性 質 を 持 っ て お り 固 形 癌 の 増 殖 に お 汁 る 血 管新 生 因

千 (t u m o r a n g i o g e ni c f a c t o r : T A P ) の 最 有 力 候 補 と し て 注 目 さ れ て い る o

v E G F は ､ ウ シ 股 下 重 体 の 液 胞 細 胞 の 培 養 上 清 に 存 在 す る
ヘ パ リ ン

に 対 し て 結 合 す る 性 質 を 持 ち ､ ホ モ ダ イ マ
-

構 造 を と っ た新 規 な 血 管 内皮 細 胞

増 殖 因子 と し て 発 見 さ れ た( 26
- 2 9 ) ｡ e D N A の 塩 基 配 列 の 解 析 に よ り V E G F

は ､ ほ ぼ 同 時期 に モ ル モ ッ ト の 肝 臓 癌 ( 1 i n e l O ) 依 存 性 の 腹水 を 誘 導 す る

因 子 と し て 見 い 出 さ れ て き た 血 管 透 過 性 因 子 ( v a s c ul a r p e r m e a bil it y f a c t o r ;

V P F ) と 同
一

物 質 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た( 3 0
- 3 3) ｡ ま た ､

マ ウ ス の 脳 下

垂 体 細 胞 株 ( A t T
- 2 0 〕 の 培 養 上 清 よ り単 離 さ れ た 血管新生因子 の v a s c ul ot r o p i n

も向 一

物 質 で あ る こ と が 知 ら れ て い る( 3 4 , 3 5) . 発 見 の 経緯 か ら ､ V E G F
に 娃 ､

血 管 内皮 細 胞 に 直接 作 用 し て 増 殖 を 促 進 す る 活性 〔V E G F 活 性) と､ そ の 透 過

性 を高 め る 活性 ( V P F 活 性) が あ る こ と が 知 ら れ て い る ｡ ま た ､ そ の 作 用 が

血 管 内 皮 細 胞 に 対 し て 極 め て 特 異 的 で あ る で あ る こ と も 特 徴 で あろ ｡ e D N A

の 解 析 か ら は ､ 更 に ､ V E G F が シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 する 蛋 白 質 と し て 翻訳

さ れ ､ 古 典 的経 路 に よ り 細 胞 外 に 分 泌 さ れ る こ と が わ か っ た ば か り で な く ､ 血

小 板 由来 増 殖 因子 ( p l a t el et
- d e ri v e d g r o 官th f a c t o r ; P D G F ) の B 鏡 の ア ミ ノ 酸

配 列 と 1 8 % の 相 同 性 が あ る こ と が わ か っ て い る ( 27 , 3 1) ｡ 特 に P D G F
の 8 偶

の シ ス テ イ ン 残 基 は 全 て V E G F に も 保 存 さ れ て い る ｡ 更 に ､ V E G F は ､ 胎

盤 由来 増 殖 因子 ( p l a c e nt a g r o wt b f a c t o r ; P I G F ) と は ア ミ ノ 酸 配 列 上 で 5 3 %

と い う高 い 相 同性 を 示 す ことが 知 ら れ て い る(3 6) . P I G F も V E G F 同 様 に

血 管 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 活 性 を 持 っ て い る ｡ ま た ､ パ ラ ボ ッ ク ス ウ イ
ル

ス の
一

種 で あ る o r f ウ イ ル ス が V E G F に 非 常 に 良く 似 た 蛋 白質 ( N Z 2 お

よ び N Z 7 ) を コ
ー ド し て い る こ と が 発 見 さ れ て い る(3 7) . こ の 因 子 に つ い て

披 ､ 蛋 白 質 レ ベ ル で の 活 性 の 報 告 披 な い が ､ こ の ウ イ ル ス に 感 染 す る と 感 染 性

膿 癌 性 皮 膚 炎 を お こ し ､ 皮 下 の 血 管 の 増 殖 お よ び 拡 張 が 観察 さ れ る 点で V E G

F と 似 た 活 性 が あ る と 思 わ れ る ｡ V E G F は ､ こ れ ら 因 子 と と も に に P D G F

フ ァ ミ リ ー に 属 す る 増 殖 因子 で あ る ｡

一 方 ､ 2 種 類 の レ セ プ タ
ー タ イ プ の チ ロ シ ン キ ナ

- ゼ ( F l ト 1 お よ

び F l k - 1 / E D R ) が ､ V E G F の 高 親 和 性 レ セ プ タ
ー と し て 同 定 さ れ て お り

血管内皮細胞に は､ こ れ ら レ セ プ タ
ー を 発 現 し て い る こ と が 知 ら れ て い る(38

-

4 2) 0

v E G F は ､ 血 管 内 皮 細 胞 表 面 の こ れ ら 高 親 和性 レ セ ブ タ
⊥ と 結 合 す る こ と で

増 殖 刺 激 シ グ ナ ル を 細 胞 内 へ 伝 達 す る も の と 考 え ら れ て い る ｡ こ れ ら V E G F

レ セ プ タ ー は ､ 細 胞 外 領 域 に 7 個 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ( r g ) 様 ド メ イ ン を 有

し て お り ､ 同 様 に I g 様 ド メ イ ン を 有 す る P D G F レ セ プ タ
ー フ ァ ミ リ ー

- 8 -



( P D G F R -

α , P D G F R -

β, k i t , f m s , F l k
-

2 : 5 個 の I g 様 ドメ イ ン ) ､

F G F レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ
ー ( F G F R -

1 , F G F R -

2 , F G F R - 3 , F G F R - 4 :

2 - 3 偶 の I g 様 ド メ イ ン ) と と も に ス ー パ ー フ ァ ミ リ
ー を 形 成 し て い る . こ

れ ら
`
レ セ プ タ ー は , も と も と 同

一

遺 伝子 で あ っ て ､ 進 化 の 過 程 に お い て 機 能 の

多様 化 ･ 細 分 化 が な さ れ た も の と 思 わ れ る ( 図 2 ) 0

著 者 等 は , V E G F の T A F と し て の 機 能 を 明 ら か に す る こ と を 目 的

と し て 研 究 を 行 っ て き た ｡ そ の 結 果 ､ 各 種癌 細胞 の 培 養 上 清 の み な ら ず 清 患 者

血 清 中 に V E G F を 検 出 し ､ 固 形 癌 が V E G F を 分 泌 し て い る こ と を 明 ら か に

し た ｡ ま た ､ ヒ ト V E G F に 対 す る 中 和 抗 体 を作 成 す る と と も に ､ そ の 薬 理 活

性 に つ い て の 研 究を行 っ た 結 果 ､ 抗 ヒ ト V E G F 中 和 抗体 に 固形 癌 の 増 殖 を 強

く 抑 制 す る 活 性 が 有 る こ と を 見 い 出 し た ｡

以 上 の 研 究 に よ り ､ こ の 抗 体 自 身 が ｢ 血 管 新 生 阻害 剤+ と い う今 ま で

の 抗 癌 剤 と 披 異 な っ た メ カ ニ ズ ム で 固形癌 の 増 殖 を 抑 制 で き る ､ 今 ､ 釆 め ら れ

て い る 抗 癌 剤 の ひ と つ に な り う る 可 能 性 を 示 唆 す る こ と が で き た ｡
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第 Ⅰ 章 Ⅴ琵 G 野過剰産生癌細胞株の 作製

V E G F は ､ 血 管 新 生 因 子 の
一

種 で あ り ､ 血 管 内 皮細 胞 の 増 殖 を促 進

す る 活 性 〔V E G F 活 性) を 持 つ と と も に ､ 血 管 の 透 過 性 を充 遺 さ せ て 癌 性 腹

永 を誘 導 す る 活 性 ( V P F 活 性) も 持 っ て い る ｡ V E G F の 遺 伝 子 披 8 個 の エ

ク ソ ン と 7 個 の イ ン ト ロ ン か ら な っ て お り ､ m R N A の alt e r n at i v e s p li ci ng に

よ り 4 種 類 の ア イ ソ フ ォ ー ム が翻 訳 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る ( 図 3 〕 (4 3
- 4 5) o

こ れ ら は ､ シ グ ナ ル ペ プ チ ド が 切 断 さ れ た 後 の ア ミ ノ 酸 残 基 数 が 1 2 1 ､

1 6 5 ､ 1 8 9 ･お よ び 2 0 6 個 の V E G F 1 2 1 , V E G P 1 8 5 , V E G F 1 8 9 お よ

び V E G F 2 0 8 で あ る o V E G F 1 8 6 以 上 の 大 き さ の 分 子 に
- は ､ ヘ パ リ ン 結 合 性

の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ
ー ド し た 領 域 が 含 ま れ て お り ､ 細 胞 外 に 分 泌 さ れ た 後 ､ 細

胞 表 面 の ヘ パ リ ン あ る い は へ パ ラ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン 糖 鏡 に 結 合 す る 性 質

を 持 っ て い る . V E G F 1 8 8 お よ び V E G F 2 0 8 は ､ 更 に 塩基 性 に 富 む ア ミ ノ 髄

配 列 を 含 む 領 域 が あ り ､ そ の 結合が強固にな っ て い る ｡ し た が っ て ､ V E G F 1 2 1

披 ､ そ の ま ま 分 泌 さ れ る が ､ V E G F 1 8 e と V E G F 2 0 8 は ､ 分 泌 さ れ た後 に 細

胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し て 存 在 し て い る ｡ ま た ､ V E G F 1 8 6 は ､ そ の 中 間 の

性 質 を 持 っ て い る( 4 4 ) o 何れ の 長 さ の ヒ ト V E G F に も V E G
-
F 活 性 お よ び

V P F 活 性 な ど の V E G F と し て の 生 物 学 的 活 性 が あ る 事 が 知 ら れ て い

る(4 4 , 46 , 47) ｡ 著者 等 は ､ 分 子 レ ベ ル で の 解 析 が 容 易 で あ る こ と か ら ､ 最 も 小

さ い ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る V E G F 1 2 1 を凄 び ､ V E G F の で A F と し て の 役 割

に つ い て 解 析 す る こ と に し た ｡

解 析 に 先 立 ち ､ 活 性 の あ る ヒ ト V E G F 1 2 , 1 の 必 要 性 が 生 じ た o そ こ で

ヒ ト V E G F l 皇1 の 生 産 源 と し 七過 剰 産 生 癌 細胞 株 を 作製 す る こ と と し た . ま た ､

同 時 に 家 兎 を 免 疫 し て 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 も 作 製 し て 実 験 に

用 い た ( 図 4 ) 0

ー

1 1
-
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- 1 材 料 お よ び 実 験 プぎ 法

エ) 細 胞 と 動物

ヒ ト 腰帯 由来 血 管 内 皮 細 胞 ( h u m a n u nbi li c a l v ei n e n d . tb e ii ai c e ll :

H U V E C 〕 は ､ ク ラ ボ ウ よ り 購 入 し ､ 増 殖 培地
*

を 用 い て ､ 3 7 ℃ , 5 % C O 2 ,

飽 和 水 蒸 気 の 環 境 に て 培 養 し た ｡ I C R マ ウ ス ( 4 適 合 , 令) お よ び ニ ュ
ー ジ ー

ラ ン ド ホ ワ イ ト 種 家 兎 ( 1 5 過 令 , 令) は ､ S L C よ り 購 入 し たo

* 増 殖 培 地 : 2 % F B S ･ l 〟 g / m l ハ イ ドロ コ ル チ ゾン , l o n g / m l E G F ,

1 0 L L g / m l E C G S および 1 0 LL g / m l ヘ パ リ ン 含有 M C D B -

1

3 1 培地

2 ) 組 み 換 え ヒ ト V E G F 1 2 1 過 剰 産 生 H e L a 細 胞 の 作 袈

ヒ ト V E G F 1 2 1 の c D N A は ､ ヒ ト 前 骨 髄 芽 球 性 白 血 病 株 H L - 6 0

よ り単 離 し た ｡ c D N A は ､ サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 転 写 プ ロ モ ー タ ー お よ び

ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 持 つ 発 現 ベ ク タ ー

, p R c / C M V ( イ ン ヴ イ ト ロ

ジ ェ ン 社) に 組 み 込 ん で ヒ ト 子 宮 頚 部癌 細 胞 株 H e L a を 形 質 転 換 し た ｡ G 4

1 8 耐 性 を 指標 に 限界 希 釈 法 で ク ロ ー ニ ン グ を 行 い ヒ ト V E G F l 宝 1 を 最 も 生 産

す る 株 を H e L a / v 5 と命名した ｡ ま た ､ コ ン ト ロ ー ル と し て ヒ ト V E G F 1 2 1

遺 伝 子 を 組 み 込 ん で い な い ベ ク タ ー の み で 形 質 転 換 し た H e L a 細 胞 抹 を

H
.

e L a / c と 命 名 し た .

3 ) Z n v l
'

i r o 細 胞 増 殖 活 性 測 定

H U V E C の 増 殖 促 進 活 性 は ､ M y o 汰 e n 等 の 方法 に 準 じ た(4 8) 0

H U V E C ( 1 0
4
個〕 は ､ ア ッ セ イ 培 地

*

に て 希 釈 し て ､ コ ラ ー ゲ ン コ ー

ト 1

2 穴 プ レ ー

ト に ま き ､ 各 種 濃 度 に 調 製 し た サ ン プ ル を 添 加 し て 5 日 間培 養 し た ｡

H U V E C の 増 殖 は M T T (3
-

(4 , 5 - di m e th yl t hi a z o 卜2
-

y l)
- 2 , 5 - d ip h e n y lt et r a z o ri u m

b r o m i d9 i シ グ
マ 社) を 用 い て 比 色 定 量 し た(4 9) ｡

* ア ッ セ イ 培 地 : 1 0 % F B S
.
, 1 0 〟 g / m l ウシイ ン ス リ ン , 5 〟 g / m l ヒ ト

トラ ン ス フ ェ リ ン , 1 0 JI M 2
-

メ ル カ プ ト エ タノ ー ル
, 1 0 JL M

2
-

ア ミ ノ エ タノ ー ル
, 1 0 n M 亜セ レ ン酸ケトリウム含有

5 0 % D -

M E M
- 5 0 % R P M ト 1 6 4 0 培地

-

1 4 -



磨

4 ) Z n v l
'

y o 血 管 新 生 ア ッ セ イ

Z n v l
'

v o の 血 管 新 生 試 験 は ､ メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー 法 に て 行 っ

た(5 0 ) o 1 × 1 0
7
個 の 培 養 細胞 ( H e L a / c ま た は H e L a / v 5 ) は ､ P

B S に て 希 釈 し て メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー

*

に 封 入 し た o メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー は ､

ネ ン ブ タ - ル ( ダ イ ナ ポ ッ ト 社) に て 麻 酔 さ れ た
一

I C R マ ウ ス の 背 部 皮 膚 を 切

開 し て ､ そ の 皮 下 に 埋 め 込 ん だ o 切 開部 は 連 続縫 合 機 ( 夏 目 製 作 所) に て 閉 じ

た ｡ 7 日 後 ､ マ ウ ス を 屠 殺 し て メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー に 接 し た 部 分 の 皮 膚 を 切

り 取 り ､ そ こ に 形 成 さ れ た 新 生 血 管 を 実 体 顕 微鏡 に て 観 察 し た ｡ コ ン ト ロ ー ル

と し て 披 ､ P B S あ み を 封 入 し た メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー を 埋 め 込 ん だ .

* メ ン ブラ ンチ ャ ン バ ー : プラス チ ッ クリ ン グ ( ミ リポ ア 社 ; # P R O O O 1 4 0 1 ) の

両面にセ ル ロ ー

ス エ ス テ ル メ ン ブラ ン ( 直径 1 4 m m , ポ ア サ

イズ 0 . 4 5 〟 m , ミリポ ア社 ; # H A W P O 1 4 0 0 ) を 張

り 付 け て 作製 し た ｡

5 ) ヒ ト V E G F 1 2 1 - G S T 融合 蛋 白 質 の 作 袈 お よ び 家兎 の 免 疫

ヒ ト V E G F 1 9 1 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド領 域 を 除 い た c D N A を グ ル タ チ

オ ン S -

トラ ン ス ウ エ ラ ー ゼ ( G S T ) 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー

p G E X
-

2 T

( フ ァ ル マ シ ア 社) に 挿 入 し て ､ ヒ ト V E G F 1 2 1 - G S T 融 合 蛋 白 質 の 発 現 ベ

ク タ ー

を 作 製 し た ｡
こ の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 大腸 菌 H B I O l 株 を 塩 化 カ ル

シ ウ ム 法 を 用 い て 形 質 転 換 し た ｡ 目 的 遺 伝 子 の 導 入 が 確 認 さ れ た大 腸 菌 株 は ､

L 培 地 に て 培 養 後 ､ 1 5 m M の I P T G に て 目 的 蛋 白 質 の 発 現 を 誘 導 し た と こ

ろ ヒ ト V E G F 1 2 1 - G S T は ､ 大 腸 菌 内 で イ ン ク ル ー ジ ョ ン ボ デ ィ ー を 形 成 し

た . そ の 後 ､ ヒ ト V E G F 1 2 1 1 G S T は ､ グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス 4 B カ ラ

ム ( フ ァ ル マ シ ア 社) に て 精 製 し た ｡ 家 兎 は ､ 以 下 の ス ケ ジ ュ ー ル ･

条 件 に て

3 回 免 疫 し た ｡

① : ヒ ト V E G F 1 2 1 -

G S T ( 2 0 0 p g ) ＋ フ ロ イ ン ト完全 ア ジ エ バ ン ト ( D a y O )

② : ヒ ト V E G F 1 2 1 - G S T ( 1 0 0 LL g 〕 ＋ フ ロ イ ン ト不完全ア ジ エ バ ン ト ( D a y 1 4 )

③ : ヒ ト V E G F 1 2 1 -

G S T ( 1 0 0 JL g ) ＋ フ ロ イ ン ト不完全 ア ジ エ バ ン ト ( D a y 2 0 )

抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 は ､ 硫 安沈 殿 後 ､ 陽 イ オ ン 交 換 カ

ラ ム に て 精 製 し た ｡

- 15 -
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王≧ 結 果

卜 2 -

① H e L a / v 5 細 胞 培 養 上 清 の 血 管 内 皮細 胞 に 対 す る 増 殖 促 進

活 性 お よ び 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ .) ク ロ ー ナ ル 抗俸 に よ る 抑 朝

ヒ ト前 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 株 , H I J
- 6 0 よ り ヒ トV E G F l 急 1 の c D N A

を単 離 し た ｡ こ の c D N A を 用 い て ヒ ト 子 宮 額面癌細胞珠 , H e L a を 形 質 転

換 し て H e L a / v 5 株 を 作 製 し た ｡ ま た ､ ベ ク タ ー の み で 形 質転 換 し た 株 ,

H e L a / c も 作 製 し た o H e L a 細 胞 は ､ ヒ ト V E G F l 急 1 あ る い は ベ ク タ ー

の み で 形 質 転 換 し て も 1
'

n v l
'

t T O の 細 胞増 殖 速 度 に 変 化 は な か っ た ( チ
ー タ 省 略) .

一

方 , ヒ ト V E G F 1 2 1 と G S T の 融 合 蛋 白質 ( V E G F l 会 1 - G S T )

を 大 腸 菌 で 産 生 さ せ ､ 家 兎 を 免 疫 し て 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ 7) ク ロ ー ナ ル 抗 体 を

作 製 し た ｡

H e L a 形 質 転 換 株 に お け る 目 的遺 伝 子 の 発 現 は ､ ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ

ィ ン グ に て 解 析 し た ｡ H e L a 親 株 ,
ベ ク タ ー 形 質 転 換 抹 ( H e L a / e ) 港

よ び ヒ ト V E G F 1 2 1 形 質 転 換株 ( H e L a / v 5 〕 よ り m R N A を 調 製 し て ア

ガ ロ - ス 電 気 泳 動 後 ､ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し た ｡ ヒ ト V E G F 1 2 1 の c D

N A を プ ロ ー ブ と し て ハ イ プ リ ダ イ ゼ - シ ョ ン を行 っ た と こ ろ H e L a / v 5

の み に 目 的 遺 伝 子 の 転 写産 物 に 相 当 す る 約 0
.

･ 7 k b の 強 い バ ン ド が 検 出 さ れ

た ( 図 5 ) ｡ ま た ､ い ず れ の レ ー ン に て も 約 3 . 7 k b 付近 に 弱 い バ ン ド が 検

出 さ れ た ｡ こ れ は H e L a 細 胞 が 元 来 発 現 して い る V E G F の m R N A と 考 え

ら れ た .

次 に ､ 目 的 遺 伝 子 産 物 が 産 生 さ れ て い る か を 蛋 白 質 レ ベ ル で 解 析 す る

た め に ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ を 行 っ た ｡ 各細胞 抹 の 培 養上 清 を ア セ ト ン 沈

澱 し て 濃 縮 し 1 2 % S D S -

P A G E に て 非還 元 状 態 で 展 開 し た ｡ ナ イ ロ ン 膜 に

転写 後 ､ 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 で ヒ ト V E G F l 会1 の 検 出 を 行

つ た と こ ろ H e L a / v 5 細 胞 由 来 の 培 養 上 清 を 泳 動 し た レ ー ン に の み 約 4 5

k d の ヒ ト V E G F 1 2 1 に 相 当 す る バ ン ドが 検 出 さ れ た ( 図 6 ) ｡ こ の こ と よ り

H e L a / v 5 細 胞 は ､ ヒ ト V E G F 1 2 1 を 大 量 に 産 生 し､､ 分 泌 し て い る こ と が

明 ら か と な っ た ｡

- 1 6 -
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瑠 望 3

図5 形質転換H e I J a 細胞におけるヒトV E G F
-

m R N A の発現

各細胞より調製し た m R N A をヒ ト V E G F l 之 1 の c D N A をプ ロ
ー ブに し て

ノ
ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ を行 っ た ｡

レ ー ン 1 : H e L a 細胞 ( 親株)

レ ー ン 2 : H e L a / c 細胞 ( ベ クタ
ー 形質転換株)

レ ー ン 3 : H e L a / v 5 細胞 ( ヒ ト V E G F l 会1 形質転換株)
■

-

17 -



瑠 題 意

(鵜D)

4 6 - 卑

3 0 -

2 1 1中也屯払

図8 形質転換H e L a 細胞の 培養上清からの V E G F の検出

各細胞の 培養上清を S D S -

P A G E に より展 開し ､ ナ イ ロ ン厳に 転写 後 ､

抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポリ タ ロ -

ナル抗体で ウ エ ス タ ン ブロ ツ テ ィ ン グを行 っ た o

レ ー ン 1 : H e L a 細胞 ( 親株)

レ ー ン 2 : H e L a / c 細胞 ( ベ クタ ー 形質転換株)

レ ー ン 3 : H e I J a / v 5 細胞 ( ヒト V E G F 1 2 1 形質転換株)

矢印は､ ヒ ト V E G F 1 2 1 に相当する蛋白質の 分子量を示 す｡

- 1 8 -



H e I J a / v 5 細 胞 が 分 泌 し て い る ヒ ト V E G F 1 2 1 が V E G F と し て

の 活 性 を 持 っ て い る か に つ い て 検 討 す る た め に , H U V E C の 培 養 系 に

H e L a / v 5 細 胞 の 培 養 上 清 を 添 加 し た ｡ そ の 結 果 ､ H e L a / v 5 細 胞 の

培 養 上 清 の 用 量 に 依 存 し て , H U V E C は 増 殖 が 促 進 さ れ た ( 図 7 ) .

一

方 ､

H e L a 細 胞 あ る い は H e L a / c 細胞 の 培 養 上 清 で は ､ 調 べ た 濃 度 範 囲 で は ,

H U V E C の 増 殖 促 進 す る よ う な 活 性 は ､ 放 と ん ど 観 察 さ れ な か っ た
･

o わ ず か

な が ら最 高 濃 度 ( 2 4 3 JJ l 添 加) に て 増 殖 を 促
▲

進 し た の 披 ､ 先 の ノ ー ザ ン ブ

ロ ツ テ ィ ン グ の 結 果 も併 せ て 考 え る と ､ H e L a 細 胞 が 元 来 発 現 し て い る ヒ ト

V E G F ま た は 他 の 血 管 新 生 因 子 に よ る も の と 思 わ れ た ｡ し か し ､ そ の 活 性 は ､

H e I J a / v 5 細 胞 が 産 生 す る V E G F の 活性 と 比 べ る と 僅 か で あ っ た o

ま た ､ こ こ で 観 察 さ れ た H U V E C の 増 殖 促 進 活 性 は ､ 抗 ヒ ト

V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 で 培 養 上 清 を 前 処 理 す る こ と で ､ 抗 体 の 用 量 依

存 的 に 阻 害 さ れ た ( 図 8 ) 0

以 上 の 結 果 よ り ､ H e I J a / v 5 細 胞 の 産 生 す る ヒ ト V E G F 1 2 1 は ,

H U V E C の 増 殖 を 促 進 す る 活 性 ( V E G F 活性) を有 し て い る こ と が 明 ら か

と な っ た と と も に ､ 抗 V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 中 和 活 性 が あ る こ と も

明 ら か と な っ た ｡

Ⅰ - 2 -

② H e I J a / v 5 細 胞 に よ る 1
'

n v l
'

v o 血 管 新 生 誘 導 活 性

H e i , a / v 5 細 胞 が 分 泌 し て い る ヒ トV E G F 1 2 1 が ､ 1
'

n v l
'

v o

で も 血 管 新 生 活 性 を 示 す か を 調 べ る 目 的 で メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー 法 に て 解 析 し

た
｡
メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー に H e I J a / v 5 細 胞 あ る い は H e L a / c 細 胞 を

封 入 し て マ ウ ス の 背 部 皮 下 に 埋 め 込 ん だ ｡ 移 植 7 日 後 ､ H e L a / v 5 細 胞 を

封 入 し た メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー の 接 し た部 位 に 対 し て 周 囲 の 血 管 か ら 血 管 新 生

の 誘 導 が 観 察 さ れ た ( 図 9 ) ｡

一

方 ､ H e L a / c 細 胞 を 封 入 し た メ ン ブ ラ ン

チ ャ ン バ
ー と 接 し た 部 位 の 血 管 新 生 は ､ た と え あ っ た と し て も か な り 弱 く

P B S の み を 封 入 し た メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー と 差 披 な か っ た ｡ こ の こ と か ら ､

H e L a / v 5 の 産 生 す る ヒ ト V E G F 1 2 1 は ､ 1
'

n v l
'

v o に て も 血 管新 生

因子 と し て 働 く こ と が 明 ら か と な っ た ｡

-

19 -
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図7 形質転換H e L a 細胞培養上清の H U V E C に対する増殖促進活性

各細胞の培養上清を ア ッ セイ培地に添加して H U V E C を培養した｡

増殖促進活性は ､ M T T 法に て判定した｡
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図 8 H e L a / v 5 細胞培養上清の H U V E C 増殖促進活性に対す る

抗 ヒトV E O F l 虫 1 ポ T) ク ロ ー ナ ル 抗倖に よる阻害

8 0 JL l の H e L a / v 5 細胞培養上清を様々 な濃度の抗ヒ ト V E G F 1 2 1 ポリク ロ ー ナル

抗体または正常ウサギI g G と前処理 して H U V E C の培養系に添加した｡ 判定は ､ M T T

法にて 行 っ た.
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図9 H e L a . / v 5 細胞依存性の血管新生 ( 1
'

n v l
'

γ 0 )

1 × 1 0
丁
個の培養細胞 ( H e I J a / v 5 ( 左) ま たは H e L a / c ( 中央) ) 臥 P B S

にて希釈して メ ン ブ ラ ン チ ャ ンバ ー に封入した｡ メ ン ブラ ン チ ャ ンバ ー 娃､ I C R マ ウス の

背部の 皮下 に埋め込んだ｡ 7 日後､ メ ン ブラ ン チ ャ ンバ ー に接 した部分の皮膚を切り取り ､

そこに形成され た新生血管を実体顕微鑓に て観察した｡ コ ン ト ロ ー ル として は､ P B S の み

を封入した メ ン ブ ラ ンチ ャ ンバ ー を埋め込んだ ( 右) ｡
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3 考 察

著 者 等 臥 V E G F に 関 す る 研 究 を 行 う に あ た り ､ 分 子 レ ベ ル で の 解

析 が 容 易 で あ る こ と か ら ､ 最 も 小 さ い ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る V E G F 1 2 1 を 材 料

と し て 用 い る こ と と し た ｡ ヒ ト Ⅴ
･

E G F 1 2 1 は ､ 市 販 さ れ て い る 試薬 が な か っ た

た め に 自 ら c D N A を 単 離 し て 調 製 し た o c D N A の ラ イ ブ ラ リ ー に 旺 ､

L e u n g 等 が ヒ ト V E G F l e 6 の c D N A を 単 離
･

に 成 功 し た ヒ ト前 骨 髄 芽 球性

白血 病 株 , H L
- 6 0 を 用 い た( 2 7) o 得 ら れ た c D N A 臥 ヒ ト V E G F 1 2 1 蛋

白質 の 調 製 を す る た め に 癌 細 胞 株 を 形 質 転 換 し て ヒ ト V E G F 1 2 1 過 剰 産 生株 を

作 製 す る こ と と し た o
一

般 的 に 蛋 白質 の 過 剰 産 生 を 行 う 際 臥 C H O 細 胞 等 を

用 い る の で あ る が ､ 著者 等 臥 V E G F 蛋 白 質 の 産 生 の み な ら ず 固形 癌 の 増 殖
に お け る V E G F の 役 割 の 解 明 も 目 的 q, ひ と つ で あ っ た こ と か ら癌 細 胞 株 を 用
い る こ と と し た ( 第 Ⅱ 章参 照) o 癌 細 胞 株 の 選 択 は ､ m R N A レ ベ ル の 解 析 か

ら V E G F の 産 生 量 の 少 な い と 思 わ れ た ヒ ト 子 宮 頚 部 癌 細 胞株 , H e I J a を 選 ん

だ ( デ ー タ 省 略) o ヒ ト V E G F 1 2 1 形 質 転 換 H e L a 細 胞株 ( H e I J a / v 5 )
臥 m R N A レ ベ ル ( 図 5 ) の み な ら ず 蛋 白 質 レ ベ ル ( 図 6 ) で ヒトV E G F 1 2 1

を 過 剰 産 生 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た ｡ ま た ､ こ こ で 産 生 さ れ た ヒ ト

V E G F 1 2 1 が ､ V E G F 活 性 を 有 し て い る か を 調 べ る 目 的 で H e I J a / v 5 細

胞 の 培 養 上 清 を H U V E C の 培 養 系 に 添 加 し
‾
た｡ そ の 結 果 ､ 培 養 上 清 の 用 量 に

依存 し た H U V E C の 増 殖 促 進 が 観 察 さ れ た ( 図 7 ) ｡ ま た ､ こ の 増 殖 促 進 活

性 臥 ヒ ト V E G F 1 2 1 と G S T を 遺 伝 子 レ ベ ル で 連 結 し て 得 た ヒ ト V E G F 1 2 1
- G S T 融 合 蛋 白 質 を 抗 原 と し て 得 た 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ .) ク ロ ー ナ ル 抗 体 に

よ り 用 量 依 存 的 に 阻 害 さ れ た ( 図 8 〕 o こ の こ と は ､ H e L a / v 5 細 胞 が 産

生 し て い る 血 管 新 生 因 子 が V E G F 1 2 1 で あ る こ と の 証 明 で あ る と と も に ､ 抗 ヒ

ト V E d F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 に 中 和 活 性 が あ る こ と を 示 し て い る ｡

H e ･ L a / v 5 細 胞 の 培 養 上 清 か ら の ヒ ト V E G F 1 2 1 蛋 白 質 の 精製も試 み た が ､

産生畳 が 数 1 0 n g / m l と 低 か っ た た め 断 念 し た ｡ 後 に ､ ヒ ト V E G F l 会 1 を
酵母 で 大 量 に 産 生 さ せ る こ と に 成功 し ､ 第 Ⅳ 章 以 降 の 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 モ ノ ク
ロ - ナ ル 抗 体 に 関 す る 実 験 で 臥 そ れ を 使 用 し た ( 第 Ⅳ 章 参 照) , (5 1) ｡
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第 Ⅰ 章 固 形 癌細胞培養上 清 お よ び 担痛
マ ウ ス ｡ 痛 患者 血 中 V E G F の 検 出

固形癌 自身 が V E G F を 分 泌 し て い る こ と を 明 ら か に す る こ と は ､ V

E G F が T A F の -

つ で あ る こ と の 必 要 条 件 と な る と 考 え た ｡ そ こ で 前 章 で 記
し た抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 を 用 い て V E G F を 簡 便 に 検 出 す る
サ ン ド イ ッ チ E L I S A の 系 を 構 築 し ､ 各種固形癌由来の サ ン プ ル 中 の V E G F

の 検 出 を 行 っ た ｡

Ⅱ - 1 実 験 方 法

1 ) 酵 素 標 識 抗 体 の 作 袈

抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー

ナ
.

ル 抗 体 ( 第 Ⅰ章 参照) 臥 0 . 1 M 酢

酸 緩衝 液 ( p H 4 ･ 3 ) に て 透 析 し た 後 ､
ペ プ シ ン を 用 い て 消 化 し て F ( a b

･

) 2

断片 を 作 製 し た o F ( a b
･

) 2 断 片 は ､ 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ア ミ ン で 還 元 し

て F a b
'

断片 に し た後 ､
マ レ イ ミ ド法 で t y p e Ⅵ

-

P O D ( シ グ マ 社) と結

合 さ せ た ( F a b
'

- P O D ) o

2 ) サ ン ドイ ッ チ E L I S A

① プ レ ー ト 調 製 : 杭 ヒ ト V E G F l 包 l ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は , 0 . 1 M

塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 2 5 m M 炭 酸 緩 衝 液 ( p H 9 ･ 5 ) に て 2 JL g / m l 溶 液
を作 穀 し ､ イ ム ロ ン 2 -

マ イ ク ロ タ イ タ - ス ト リ ッ プ ( ダイ ナ テ ッ ク 社) の 各
w e l l に 1 0 0 〟 1 ず つ 分 注 し 固 相 化 し た . 各 w e l l 披 ､ 2 0 0 〟 1 の ブ
ロ ッ キ ン グ 溶 液

l )
に て ブ ロ ッ キ ン グ し た .

② ア ッ セ イ 法 : 被検サン プル 臥 サ ン プル希釈液
b )
に て 希 釈 し 1 0 0 JL 1

ず つ w e l l に 添 加 し て 室 温 ( 2 3 ℃) に て 2 時間 反 応 さ せ た ｡ 各 w e l l は ､

洗浄液
c )
に て 6 回 洗浄 後 ､ 1 0 0 J L l の 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体
の F a b

'
-

P O D 標 識 蛋 白 質 溶 液 を 添 加 し て 更 に 1 時 間 室 温 で 反 応 さ せ た ｡ 各
w e l l は ､ 洗 浄 液 で 9 回 洗 浄 後 , 1 0 0 〟 1 の 基 質 液

d )
を 添 加 し て 室 温 で

3 0 分 反 応 さ せ て 発 色 さ せ た ｡ 酵 素 反 応 は ､ 1 0 0 /L l の 畠 M 硫 酸 を 添 加 し て

-

2 4 -



停 止 し 4 9 0 n m の 吸 光度 を マ イ ク ロ･ プ レ ー ト リ
ー ダ ー

( モ レ キ ュ ラ ー デ ヴ ア

イ ス 社) に て 測 定 し た ○ 本 実験 を 行 っ た 時 点 で 純 粋 に 精 製 さ れ た ヒ ト V E G F

が無 か っ た た め H e L a / v 5 細 胞 培養 上 清 を ヒ ト V E G F 源 と し て 使 用 し た ｡

H e L
●

a / v 5 培 養 上 清 は ､ H U V E C に 対 す る 増 殖 促進 活 性 の 用 量 依 存 性 か

ら 5 0 % 刺 激 す る 量 を 1 ユ ニ ッ ト ( 1 U ) と し た ｡ F e r r a r a 等 の 報 告 し て

い る ヒ ト V E G F の 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 増 殖 促 進 活 性 の 用 量 一

反 応 性･曲 線 よ り

1 U の ヒ ト V E G F は 約 2 5 0 p g に 相 当 す る(26
`

) ｡

a) ブ ロ ッ キ ン グ液 : 1 % B S A , 0 . 1 % ア ジ化ナ トリ ウム , 0 . 1 M 塩化ナ トリ ウム

含有2 0 0 m M 炭酸緩衝液 ( p H 9 . 6 )

b) サ ン プ ル希釈液 : 0 ･ 0 5 % T w e e n - 2 0 , 0 . 2 5 % B S A , 0 . 1 % ア ジ化

ナ ト リウム含有P B S

c) 洗浄液 : 0 . 1 % B S A 含有 P B S

d) 基質液 : 8 ･ 3 m g / m l o - フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン塩酸塩､ 0 . 0 1 % 過酸化水 素

含有0 . 2 M ク エ ン 酸緩衝液 ( p H 5 . 2 )
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Ⅱ - 2 結 集

Ⅰ - 2 -

① V E G F 検 出 サ ン ドイ ッ チ E I J I S A 系 の 反 応 特 異 性

抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 を 用 い て 構築 し た サ ン ド イ ッ チ

E L , I S A 系 に お け る ヒ ト V E G F 1 2 1 の 標 準 曲 線 を 図 1 0 に 示 す b ヒ ト

V E G F 1 2 1 の ソ ー ス と し て H e L a / v 5 細 胞培 養 上 清 を 用 い た た め V E G F 蛋

白漣 度 臥 H U V E C の 増 殖 に 対 す る 促 進 活 性 よ り 求 め ､ O m U ( O JL g ) か

ら 1 U ( 2 5 0 p g ) ま で 調 べ た c そ の 結 果 ､ O m U で の [ 平 均値 ＋ 2 × S D ]

を検 出 限 界 と す る と ､ こ の 系 で の V E G F の 検 出 限界 披 1 m U ( 約 0 . 2 5 p g )

とな っ た ｡ ま た ､ こ め 標 準 曲線 の 回 帰 式 は ､ 以 下 の よ う に な っ た ｡

( Y 〕 ニ ー 1 . 7 7 × 1 0
‾ 8
( Ⅹ)

2

＋ o . o o 5 ( Ⅹ〕 ＋ 0 . 0 0 6 2

( 相 関 係 数 - 1 . 0 0 0 〕

実 験 内 の 各 ポ イ ン ト で の C V 値 は ､ 6 . 3 % 以 下 で あ り ､ 感 度 お よ び

精 度 と も に 優 れ た検 出 系 で あ る o ま た ､ こ の 検 出 系 に お け る V E G F に 対 す る

特 異性 は 高 く ､ ア ミ ノ 酸 配 列 上 で 相 同性 が あ る P D G F I

A 鎖 ホ モ ダ イ マ - お よ

び P D G F -

B 鏡 ホ モ ダ イ マ - と は ､ 1 0 0 n g / m l で も 全 く 交叉 し な か っ た

う え ､ V E G F 以 外 の 血 管新 生 因 子 で あ る a F G F や b F G F お よ び E G F と

も 1 0 0 n g / m l で 全く 交 叉 し な か っ た ( デ ー タ 省 略) o こ の こ と か ら ､ こ

の 検 出 系 は ､ V E G F に 対 す る 特 異 性 に 関 し て も 優 れ た 系 で あ っ た ｡

l[ - 2 -

② 各種 ヒ ト 癌 細 胞 培 養 上 清 中 の V E G F の 検 出

V E G F に 対 す る 簡 便 且 つ 高 感 度 な 検 出 系 の 構 築 が で き た こ と か ら ､

ま ず ､ 各 種 癌 細 胞 が V E G F を 産 生 し て い る か を 調 べ た ｡ 9 種 類 の 各種 ヒ ト 癌

細胞抹 お よ び 正 常 細 胞 株 の 代 表 と し て = U V E C を 選 び ､ 各細 胞 培 養 上 清 申 の

V E G F の 検 出 を先 の サ ン ドイ ッ チ E L I S A に て 行 っ たo そ の 結 果 ､ 培 地

( 1 0 % F B S 含 有 D
-

M E M ) お よ び = U V E C の 培 養 上 清 申 に V E G F は 検

出 さ れ な か っ た ( 表 2 ) ○

一

方 ､ ヒ ト 癌 細 胞 培 養 上 清 中 に は ､ 量 的 な 差 こ そ あ

れ全 て に V E G F が 検 出 さ れ た ○ 表 Ⅱ
-

1 で 調 べ た 9 種 類 以 外 に 1 3 種 類 の ヒ ト

癌細 胞 株 の 培 養 上 清 中 の V E G F の 検 出 を 行 っ た と こ ろ 全 て に V E G F が 検 出

さ れ た ( デ ー タ 省 略) ｡ こ の 結 果 ､ 全 て の 固 形 痛 が V E G F を 分 泌 し て い る 可

能性 が 示 唆 さ れ た ｡
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V E G F E L茸S A S T A N D A R D

1 0

≡
∈

O

の
寸

a

0

1

. 1

. 0 1

(o)
0

0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0

V E G F( m U)

図1 0 V E G F サ ン ドイ ッ チ E L I S A の標準曲線

O m U から 1 0 0 0 m U の V E G F を含む H e L a / v 5 細胞培養上清を検体として サ ン

ドイ ッ チ E L I S A を行 っ た｡ 各ポイ ン トは､ n - 6 で行 っ た平均値を示す｡ 各ポイ ン トの

S D 億は､ O m U から 1 0 0 0 m U まで それぞれ ､ 0 . 0 0 3 , 0 . 0 0 3 , 0 . 0 0 3 ,

0 . 0 0 4 , 0 . 0 0 6 , 0 . 0 0 7 , 0 . 0 0 9 , 0 . 0 1 9 , 0 . 0 2 0 , 0 . 0 4 1 ,

0 . 0 4 0 , および0 . 0 9 4 で あ っ た｡
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表2 各種 ヒ ト癌細胞培養上清からの V E G F の検出

C e l l l i n e s V E G F s e e r e t i o n

P r e
-

c o n d i t i o n e d ( 1 0 % F B S -

D M E M)

EU V E C ;･ e n d o t b e l i a l c e l l

H e L a ; c e r v i x c a r c i n o n a

Ⅵe L a/ v 5 ; r e c o m b i n a n t

A 5 4 9 ; l u n g c a r c i n o m a

P C 1 4 ; l u n g c a r c i n o m a

H T - 1 0 8 0 ; f i b r o s a r c o m a

A 4 3 1 ; e p i d e r m o i d c a r c i n o m a

LN c a p . F G C ; p r o s t a t e a d e n o c a r c i n o nl a

P L C / P R F / 5 ; ･ b a p a t o m a

V i D r ; c o l o n a d e n o c a r c i n o m a

＋

＋ ＋ ＋ ＋

＋ ＋

＋ ＋ ＋

＋ ＋ ＋

＋ ＋

＋ ＋ ＋ ＋

＋ ＋

＋ ＋ ＋

V E G F 濃度は ､ H e L a / v 5 培養上清を標準サ ン プル として ､ 以下 のように 記し た｡

- : 0 .

＋ : 0 .

＋ ＋ : 0 .

＋＋ ＋ : 1 .

＋ ＋ 十＋ : 1 .

0 5 n g / m l 以下

0 5 - 0 . 5 n g / m 1

5 - 1 . O n g / m l

0 - 1 . 5 n g / m 1

5 n g / m l 以上
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Ⅱ
- 2 -

③ 担 癌 マ ウ ス 血 集 中 の V E G F の 検 出

Ⅰ
-

2
-

② の 実 験 結 果 か ら 癌 細 胞 の 培 養 上 清 中 に V E G F が 検 出 さ れ る

こ と が わ か っ た ｡ そ こ で ､ 次 に 担 癌 マ ウ ス 血 中 の V E G F の 検 出 を 行 っ た ｡

H e L a / v 5 お よ び H e L a / c を ヌ ー ド マ ウ ス ( B A L B / c n
ゝ

u / n u

, 令 , 4 適 合) の 皮 下 に 移 植 し て 固形 痛 を作 ら せ た
'

. 癌 細胞 移 植 前 お よ び 移 植

後 8 週 間 が 経 過 し て ､ 固 形 痛 が 増 殖 し た 時 点 で 採 血 し V E G オの 検 出 を 行 っ た o

そ の 結 果 ､ 癌 細 胞 移 植 前 の 正 常 ヌ ー ド マ ウ ス 血 中 の V E G F 濃 度 は ､ 検 出 限界

以下 で あ っ た の に 対 し て ､ H e L a / v 5 を移 植 し ､ 固形 痛 が 増 殖 し つ つ あ る

ヌ
ー ド マ ウ ス の 血 中 に は ､ V E G F 濃 度 が 明 ら か に 上 昇 し て お り 5 8 m U / m l

か ら 2 8 0 m U / m l に な っ て い た ( 表 3 )

度 と の 間 に は 相 関 は な か っ た ｡ こ の 結 果 は ､

血 流 申 に 移 行 す る こ と を 示 し て い る o
一

方 ､

H e L a / c 細 胞 を 移 植 し た ヌ ー ドマ ウス で は ,

, 固形 癌 の 体 積 と 血 中 V E G F 漉

固形 痛 よ り分 泌 さ れ た V E G F は ､

V E G F の 産 生 量 の 極 め て 少 な い

固形 痛 の 体 積 が 2 0 0 m m
8
を越

え た個 体 で も 血 中 の V E G F 濃 度 は 検 出 限 界 以 下 で あ っ た ｡

Ⅰ - 2 -

④ 癌 患 者 血 清 中 の V E G F の 検 出

ヒ ト 固形 癌 を 移 植 し た ヌ ー ド マ ウ ス の 血 中 に V E G F の が 検 出 さ れ た

こ と か ら ､ 次 に ､ 実 際 の 癌患 者 の 血 中 に V E q F が 検 出 さ れる か を検討 し た ｡

子 宮 休 部 痛 , 子 宮頚 部 癌 , 卵 巣 癌 お よ び 肺 癌 患者 血 清 お よ び 健 常 人 血 清 中 の

V E G F の 検 出 を 行 い ､ そ の 濃 度 を プ ロ ッ ト し た 結 果 が 図 1 1 で あ る ｡ 健 常 人

血 清 中 の V E G F 濃 度 は ､ 若 干 の 例 外 を 除 い て 全 て 検 出 限界 以 下 で あ っ た . ～

方 ､ 痛 患 者 血 清 中 V E G F 溝 度 は ､ 全 て の タ イ プ の 癌 種 に て 高 値 を 示 し た ｡

M a ･ n n
-

W b i t n e y U 検 定 の 結 果 ､ 子 宮 休 部 痛 , 子 宮 頭 部痛 , 卵 巣 癌 お

よ び 肺 癌 患 者 血 清 中 の V E G F 濃 度 は ､ 健 常 人 の と 比 べ て ､ そ れ ぞ れ P -

0 . 0 0 2 , 0 . 0 2 3 ,
< 0 . 0 0 1 お よ び < 0 . 0 0 1 で 有 意 な 差 と 判 定

さ れ た ｡
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表3 ヒ ト固形痛移柾ヌ ー ドマ ウス 血中からの V E G F の 換出

囲 形 痛

1

2

3

4

5

6

7

8

9

H e L a / v 5

H e L a / v 5

H e L a / v 5

移 植 前 移植 後

( m U / m l 〕 ( m U / m l )

N D

N D

N D

H e L a / v 5 N D

H e L a / v 5 N D

H e L a / v 5 N D

H e L a / e N D

H e L a / c N D

H e L a / c N D

5 8

2 6 0

9 2

1 3 6

2 8 0

1 9 6

N D

N D

N D

固 形 痛 体 積

( m m
8
)

3 3 4 . 1

4 8 1 . 7

6 1 0 . 0

2 (; 8 . 2

3 2 0 . 0

2 4 2
. 5

2 0 8 . 7

8 1 . 5

5 3 . 0

H e L a / v 5 および H e I J a / c の 固形痛 ( 3 × 3 × 3 m m ) は､ ヌ ー ドマ ウス の 皮下
に移植した｡ 血 中の V E G F 演度は ､ サ ン ドイ ッ チ E L I S A にて測定した｡

N D : n o t d e t e c t e d
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V E G 『葺N ‖u 関A N S 監R u 関 S A M P L E S

V E G F ( m U / 5 0 p書S e r u m )

1 1 0 1 0 0

u t e rin e

b o d y c a n c e r

u t e rin e
■

C e r v ix C a n c e r

O V a n a n C a n c e r

一u n g c a n c e r

n o r m al

○

Q
o

O
o ･

o

O

0
0

○
o 8

0

0
○

○

8 o

○

0 0

o
8

o

2

1

j
O W )

○

○

図1 1 各種 ヒト血清サンプル申の V E G F 濃度

癌患者お よび健常人より採取した血清中の V E G F 鴻度は､

サ ン ドイ ッ チ E L I S ｡ A にて測定した｡
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Ⅱ - 3 考 察

抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポリ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 を 使 っ た サ ン ド イ ッ チ E L I S A
の 系を 構 築 し ､ V E G F を簡 便 ･ 高 感 度 ･ 高 精度 で 検 出 で き る よ う に な っ た ｡
同 様 の V E G F 検 出 系 は ､ Y e o 等 に よ る 報 告 が あ る ( 5 2 ) ｡ 彼 ら は ヒ ト
v E G F 1 8 5 の N 宋 部 分 お よ び C 未 部 分 に 相当 す る

･

合成 ペ プ チ ドを 抗 原 と し て ポ
リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 を 作 製 し 前 者 を 固相 ト 次 抗 体) に ､ 後 者 の E u
8 ･
標 識 体 を

二 次 抗 体 に し て 免 疫 蛍 光 法 で 検 出 す る 系 を 構 築 し て い る ○ 彼 ら の 系 で の 検 出 感
度 が 5 ･ 5 p M ( 約 2 0 0 p g / m l ) と 報 告 さ れ て い る こ と か ら も 著 者 等 の
作製 し た サ ン ド イ ッ

■

チ E L I S A 系 の 検 出 感 度 が 優 れ て い る こ と が わ か る ｡

v E G F は ､ そ の 発 見 の 経 緯 お よ び 因子 の 精 製 等 の 報 告 か ら 幾 つ か の 癌 細 胞 株
で 発 現 し て い る こ と が 予 想 さ れ た ｡ し か し ､ 各種 培 養 ヒ ト癌 細 胞 が 皆 V E G F
を分泌 し て い る こ と を示 し た 報 告 ( 表 2 ) は な か っ た . ま た ､ ヒ ト 固 形 癌 を 移
植 し た ヌ ー

ド マ ウ ス の 血 中 に V E G F が 検 出 さ れ た こ と 昧､ 固 形 癌 よ り 分 泌 さ
れ た V E G F が 血 流 申 に 移行 し て い る こ と を 示 し て い る ( 表 3 ) ｡ 更 に ､ 調 べ
た範 囲 で は ､ 全 て の 種 類 の 癌 患 者 の 血 清 中 に も V E G F が 検 出 さ れ た こ と は ､

癌 患者 で も 同様 に 固 形 癌 よ り 分 泌 さ れ た V E G F が 血 流 申 に 移 行 し て い る こ と
を 示 し て い る ( 図 1 1 ) ｡ 先 の Y e o 等 の 報 告 に よ る と 担 癌 マ ウ ス お よ び 痛 患
者血 清 中 に は V E G F が 検 出 さ れ な か っ た と 記 さ れ て い る ｡ こ の 違 い に つ い て
は ､ 用 い て い る 抗 体 の 違 い に よ る と 考 え ら れ る o 彼 ら が 用 い た の は ､ ヒ ト

V E G F l e 6 の N 未 お よ び C 未 に 相 当 す る 部 分 の ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る の
に 対 し て 著 者 等 が 用 い た の は ヒ ト V E G F 1 2 1 の 全 配 列 を 含 む 蛋 白質 に 対 す る抗
体 で あ り ､ 彼 ら の 抗 体 よ り V E G F 蛋 白 質 の 広 い 範 囲 を 認 識 L う る と 考 え ら れ
る ｡ し た が っ て ､ 血 中 に お い て V E G F の N 未 部 分 ま た は C 未 部 分 が ､ 他 の 蛋
白質に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ て い た り ､ プ ロ テ ア ー ゼ に よ り消 化 さ れ て い た 場 合
に 臥 彼 ら の 検 出 系 で は 検 出 で き な く な っ て く る o 血 中 蛋 白 質 で あ る α 2 -

マ ク
ロ グロ ブリ ン は ､ V E G F と 複 合 体 を 形 成 す る 性質 が あ る し(53) ､ V E G F 1 8 6
以 上 の 大 き さ の ヒ ト V E G F は , プ ラ ス ミ ン に よ っ て 消 化 さ れ て , よ り 低 分 子
の 蛋白 質 に な る と の 報 告 が あ る (4 6) o 生 体 内 に て 同 様 の 現 象 が 起 こ っ て い る と
い う報 告 は な い が ､ 十 分 に お こ り う る と 考 え ら れ る o ま た ､ V E G F の 3 次 構
造 に 関 す る 報 告 は な く ､ 両 ア ミ ノ

.
酸末 端 が 表 面 に 露 出 し て い る か は 不 明 で ある｡

こ れ ら の 点 か ら し て も ､ 血 中 の V E G F を 検 出 す る に あ た っ て ､ 彼 ら の 系 よ り
著者等 の 系 が 優 れ て い る と 言 え る ｡ 更 に 例 数 を 増 や し て 検 討 し て ､ 痛 患 者 の 血
清中 の V E α F 浪 度 ･が 健 常 人 と 比 し て 高 い こ と が 統 計 的 に 証 明 で き れ ば ､ こ の
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系で ｢ 癌 診 断+ が 可 能 に な る と 考 え ら れ る ○ 表 2 で 示 し た よ う に 各 種 培 養 ヒ ト

癌 細胞 が V E G F を分 泌 し て い る ば か り で な く ､ 現 在 ま で に 各 種 培 養 ヒ ト痛 細

胞 株 の み な ら ず ､ 臨 床 の 場 で 得 ら れ た 多 く の ヒ ト 固形 癌 の 標本 に て V E G F を

発現 L て い る こ と が ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ や P C R に よ る V E G F -

m R N A

の 検 出 お よ び 抗 V E G F 抗 体 を 使 っ た 組 織 染 色 の 結 果 か ら 明 ら か に な っ て き て
い る ( 表 4 お よ び 表 5 ) o こ の こ と よ り ､ V E G F の 検 出 を 目 的 と し た ｢ 癌 診
断+ は ､ 広 い 範 囲 の 痛 を 対 象 と で き る と 考 え ら れ る ｡ し か し ､ 健 常 人 で も
卵巣( 5 4) お よ び 胎 盤(5 5 ･ 5 6) に お い て V E G F が 発 現 し て い る と い う 報 告 も あ り
性周 期 や妊 娠 時 の 血 管 新 生 に も 関 与 し て い る と 考 え ら れ る ｡ ま た ､ 癌 以 外 で も
血 管 新 生 を 伴 う 疾 患 と し て 知 ら れ て い る 間 接 リ ウ マ チ (5 7 , 5 8) , 糖 尿 病 性 網膜 症
(59 ･

1

6 0) , 創 傷 治 癒(6 1) ･ 乾 癖 ( 62) お よ･ び 動 脈 酎 ヒ症(63) で の V E G F の 高発 現
の 報告 が あ る ｡ こ れ ら の 場 合 に ､ 血 流 中 の V E G F 濃 度 が 検 出 で き る 濃 度 ま で

上 昇 す る か は 不 明 で あ る が ､ 固 形 痛 以 外 の 疾 患 と の 区 別 が 血 中 V E G F の 検 出
に よ る ｢ 癌 診 断+ が 有 用 か ど う か を 見 極 め る た め の 課 題 と な る ｡
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表4

細胞株

ヒ ト癌細胞殊にお けるV E G F の発現
由来 検出法 文献

H T -

2 9

M N N G -

H O S

M N N G -

T 2 4

M N N G - J 8 2

U 9 3 7

U 2 5 1

I s h i k a w a

H E C 1 -

A

H 白 c ト B

T 4 7 D

M D A 2 3 1

M C F 7 ･

I F 9

M e 1 5 7

B L M

M V 3

D L D - 1

H C T
- 1 1 6

a) M il e s
'

A s s a y
7 2

結腸癌

骨肉腫

膜耽痛

膜耽癌
リ ン パ 腫

脳腫癌

子宮内膜腫

子宮内膜腫

子宮内膜腫

乳癌

乳癌

乳癌

黒色腫

黒色腫

黒色腫

黒色腫

結腸癌

結腸癌

V P F 活性
l )

, 精製
V P F 活性
V P F 活性
V P F 活性

精製

V P F 活性
P C R

P C R

P C R

P C R

P C R

P C R

N
b )
, w

c )
,

N , W ,

N , W ,

N , W ,

N , E L I S A

N , 耳 L I S A

6 4

6 5

65

6 5

6 6

6 7

6 8

6 8

6

6

6

6

7

7

7

7

7

7

8

9

9

9

0

0

0

0

1

1

b) N o r th e rn bl ot ti n g

表 5 ヒ ト固形痛にお ける

c)W e s t e r n bl ot ti ng

V E G F の 発現
種類 検出法 文献

脳腫蕩

脳腫虜

脳腫療

脳腫蕩

脳腫療
カポ シ肉腫
血管腫
血管腫

乳癌

勝朕痛

卵巣痔

黒色腫

非小細胞肺癌
結腸癌

子宮頚部癌

腎臓癌
a) i n si t u

i n s it u
& )
, N

i n s it u , i m m u n o st ai n

i n si t u

i n si t u , N , P C R , W

i m m u n o s t a i n

P C R , N

i n s i t u , N , P C R

i m m u n o s t ai n

i m m u n o st ai n

N

P C R , N

P C R , N

i m m u n o s t a i n

i n si t u , i m m u n o s t a i n , P C R
i n si t u , i m m u n o s t a i n

i n s i t u , i m m u n o s t a i n

6 7

7 3 - 75

76

､77

78

79

80

81

82 , 83

8 4

8 5

7 0 ■

8 6

87

88

89
hy b rid i z at i o n
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第 Ⅱ 章 固 形 痛 の 増 殖 に お 汁 る V E G F
の 役 割

前章 ま で の 実 験 結 果 よ り ､ ヒ ト V E G F l 急 1 が 1
･

n v l
･

t T O お よ び

1
'

n v 1
'

v o で 血 管 新 生 活 性 を 示 す こ と と ､ 固形 痛 が V E G F を 分 泌 し て い

る こ と が 明 ら か と な っ た ｡ そ こ で ､ 固 形 癌 の 増 殖 に お け る V E G F の 役 割 に つ

い て ヌ ー ド マ ウ ス を 使 用 し た 1
'

n v l
'

v o の 実 験 を 換討 し た o

Ⅱ - 1 実 験 方 法

1 ) Z n v l
'

v o 固 形 痛 増 殖 実 験 お よ び 抗 俸 に よる 阻 害 活 性 謝 定

H e L a / v 5 細 胞 お よ び H e L a / c 細 胞 は ､ 1 0 % F B S 含 有 D
- M E M で 培 養 し ､ そ れ ぞ れ 2 × 1 0

7
個 の 細 胞 を ヌ ー ド マ ウ ス ( B A L B / c

n u / n u ; 日 本 ク レ ア 社) の 皮 下 に 移 植 し て ､ 固 形 痛 の 増 殖 速 度 を比 較 し た .

ま た ､ 抗 ヒ ト V E G F l = ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 の 抗 癌 活 性 を 調 べ る た め に は ､

H e L a / v 5 お よ び ヒ ト 肝 臓 癌 ( P L C / P R F / 5 ) の 固形 癌 を そ れ ぞ れ

3 m m 角 の 切 片 に 切 り 出 し て ､ 別 の ヌ ー ド マ ウ ス の 腹 側部 の 皮 下 に 移 植 し た｡

抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体lお よ び 正 常 ウ サ ギ I g ( 免疫 前 家 兎血 清

より調 製〕 は , 3 m g / k g ( 約 7 5 〟 g / m o u s e ) の 投 与 量 に て 皮 下 に 投

与 し た ｡ 固形 癌 の 体 積 は ､ 経 時 的 に 長 径 お よ び 短 径 を ノ ギ ス で 計 測 し て , 次 式

に て 算 出 し た ｡

[ 固形 痛 の 体 棟 ( m m
8
) ] -

[ 短 径 ( m m ) ]
2
× [ 長径 ( m m ) ]

2
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Ⅱ 一

芸ま 轟吉 泉

Ⅱ - 2 -

① H e L a / v 5 株 お よ び H e L a / c 株 の 固 形 痛 増 殖 実 験

H e L a / v 5 細 胞 お よ び H e L a / c 細 胞 を ヌ ー ド マ ウ ス の 皮 下 に

移植 し て ､ そ れ ぞ れ の 固形 癌 の 増 殖 速 度 を 観察 し た ｡ そ の 結 乳 H e L a / v 5
の 固形 痛 の 方 が H e L a / c に 比 べ て 増 殖 速度 が 速 い こ と が わ か っ た ( 図 1 2 )
ま た ､ 別 の 実 験 に て H e L a / v 5 の 方 が = e L a / c に 比 べ て 固 形 癌 の 生着

率 が 高 か っ た ( デ ー タ 省 略) o = e L a / v 5 株 と H e L a / c 株 は ､

1
'

n v l l
'

t T O に て の 倍 加 時 間 に 差 が な い こ と よ り ､ 両 細 胞 の 増 殖 能 そ の も
の に は 違 い は な い o H e L a / v 5 が V E G F を 過乗場 生 し て い る こ と を 考 え
る と ､ こ の 差 臥 V E G F に 起 因 し て お り ､ 且 つ 宿 主 側 の 応 答 に 差 が 出 て い る
と こ と が 示 唆 さ れ た ｡ V E G F が 血 管 新 生作 用 を 持 つ 因子 で あ る こ と を あ わ せ
て 考 え る と ､ ･ 固形 癌 の 増 殖 速 度 の 違 い は ､ 両 株 の 血 管 新 生を起 こ さ せ る 能 力 の

違 い に よ る も の で あ る と 考 え ら れ た o 更 に ､ こ の
.
こ と 臥 V E G F が 固 形 痛 の

増殖 に 大 きく 影 響 し て い る こ と を 示 し て い る ｡
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図1 2 H e L a / v 5 および H e L a / c の ヌ ー ドマ ウス で の増殖

2 × 1 0
7
偶の H e L a / v 5 細胞 ( ●) および H e L a / c 細胞 ( ○)

を､ ヌ ー ドマ ウス の 皮下に移植して経時的に固形癌の 体積を測定した｡
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Ⅱ - 2 - ② 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 固形 癌 増 殖 抑 朝

《H e L a / v 5 珠》

Ⅱ - 2 - ① の 実 験 結果 よ り , V E G F の 生産 量 が 高 い と 1
'

n V I V 0

に お け る 固形 痛 の 増 殖 速 度 が 速 く な る こ と が 明 ら か に な っ た ｡ そ こ で ､ こ れ を

中 和 抗 体 を 用 い て 阻 害 す る と ､ 固 形 癌 の
･

増 殖 速 度 が 変 わ る か を 検 討 し た ｡

H a L a / v 5 担 癌 ヌ ー ド マ ウ ス に 対 し て 3 m g / k g の 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ

リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 を 固 形 癌 の 移 植 7 日 後 よ り 1 5 回 連続 し て 皮 下 に 投 与 し た ｡

そ の 結 果 ､ 抗 体 投 与 群 で は ､ 正 常 ウ サ ギ I g 投 与群 に 比 べ て 固 形 癌 の 増 殖 が 顕

著 に 抑 制 さ れ る こ と が わ か っ た ( 図 1 3 ) ｡

《P L C / P R F / 5 株〉

先 の 結 集 は ､ 人 工 的 に 作 製 し た ヒ ト V E G F 1 2
′
1 過 剰 産 生 樵

( H e L a / v 5 ) を 用 い て 行 っ た 実 験 結 果 で あ り , 特 殊 な 細 胞 を 用 い た 系 で

あ る ｡

- 方 ､ 第 Ⅱ 章 で 記 し た よ う に 調 べ , た 限 り で は ､ 全 て の ヒ ト 癌 細 胞 株 が

V E G F を 分 泌 し て い る こ と が 明 ら か と な っ て い る ｡ そ こ で ､ こ の よ う な 株 化

ヒ ト癌 細 胞 由 来 の 固 形 癌 の 増 殖 に 対 し て 抗 ヒ ト V E G F 中和 抗 体 が ど の よ う に

影響 す る か を 調 べ た ｡ P L C / P R F / 5 ( ヒ ト 肝臓 癌) 担 癌 ヌ ー ド マ ウ ス に 対

し て 3 m g / k g の 抗 ヒ ト V E G F 1 2
.
1 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 固形 癌 の 移 植翌 日

よ り 1 5 回 連 続 し て 皮 下 に 投 与 し た ｡ そ の 結 果 ､ P L C / P R F / 5 の 固形 癌 に

対 し て も ､ 抗 体 投 与 群 で は ､ 正 常 ウ サ ギ I g 投 与 群 に 比 べ て 固 形 癌 の 増 殖 が 顕

著 に 抑 制 さ れ る こ と が わ か っ た ( 図 1 4 ) .
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図 1 3 抗V E G F 1 2 1 ポ 7) ク ロ ー ナル抗体投与に よる固形癌の増殖の 阻害①

H e I J a / v 5 の 固形癌を3 m m 角の切片に切り出して ヌ ー ドマ ウス の皮下 に移植し た

( D a y O ) ｡ D a y 7 - l l , 1 4 - 1 8 , 2 1 - 2 5 に計1 5 回に抗 ヒ トV E G F 1 2 1 ポ

リク ロ ー ナ ル抗体を3 m g / k g の投与量に て皮下投与した ( ●) ｡
コ ン トロ ー ル として は ､

正常ウサギI g を投与した ( ○) ｡ 経時的に 固形癌の長径および短径を測定して体横を算出

した｡
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図1 4 抗 V E G F 1 2 1 ポ 1) ク ロ ー ナル抗体投与に よる固形痛の増殖の阻害②

P L C / P R F / 5 の 固形痛を3 m m 角の 切片に切り出し て ヌ ー ドマ ウス 皮下 に移植し た

( D a y O ) ｡ D a y O - 4 , 7 - l l , 1 4
- 1 8 の 計 1 5 回 に抗ヒ ト V E G F 1 2 1 ポリ ク

ロ
ー ナル抗体を3 m g / k g の投与量 にて皮下投与した ( ●) ｡

コ ン トロ ー

ル として は､ 正 常

ウサギI g を投与した (○) ｡ 経時的に固形癌の長径お よび短径を榔定して体積を算出し た ｡
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Ⅱ
- 3 考 察

V E G F 産 生量 の 異 な る H e L a 細 胞 を 用 い た ヌ ー ド マ ウ ス で の 固 形

癌 の 増殖 速 度 を調 べ た 結 果 ､ v E G F 過 剰 産 生 株 で あ る H e L a ノ v 5 の 固 形
癌 の 増 殖速 度 が ベ クタ ー コ ン トロ ー ル で あ る H e L a / c よ り早 か っ た ( 図 1 2 ) c

著者 等 の 結 果 と 同様 の 実 験 結 果 は ､ 今 ま で に 3 箇所 の 異 な る グ ル ー プ に よ り報

告さ れ て い る o S e n g e r 等 は ､ ヌ ー ド マ らス に て 固 形 癌 を 形 成 す る 能 力 の

な い ヒ ト 骨 肉腫 細 胞 株 ( = o s 〕 お よ び ヒ ト勝 耽 癌 株 ( T 2 4 ) を 材 料 に 選 び ､

各細胞 株 を M N N G ( N
-

m e th y l
-

N
･

-

n it r o
-

”
-

ni t r o s o g u a n idi n e) に て 処 理 し て 得 た 固

形 癌 形 成 能 を 獲 得 し た 変 異 株 , M N N G -

H O S お よ び M N N G -

T 2 4 に て

V E G F 産 生壷が 増 加 し て い る こ と を 報 告 し て い る (6 5) ｡ 遺 伝 子 操 作 に よ る 形
質転 換 で は な く 変異 誘 導 剤 を 用 い て い る た め ､ V E G F 産 生量 以 外 に も 変 異 が

導 入 さ れ て い る可 能 性 は 否 定 で き な い が V E G F 産 生 量 の 違 い と 固 形 癌 の 増 殖
の 関係 を 最 初 に 報 告 し た レ ポ ー ト で あ る ｡ F e r r a r a 等 披 ､ ヒ トV E G F 1 8 5

で C H O 細 胞 を 形 質 転 換 し ､ V E G F 産 生 量 の 異 な る ク ロ ー ン を 作 製 し て

V E G F が 癌 化 因子 で あ る か の 検 討 を報 告 し て い る(9 0) ｡ C H O 馴包の 足 場 依

存 性 お よ
一
び 足 場 非 依 存 性 の 増 殖 は ､ 外 部 か ら の V E G F の 添 加 お よ び V E G F

に よ る 形 質 転 換 に て 影 響 を 受 け ず l
･

n v l
･

t T O の 実 験 結果 か ら 披 ､ V E G F

が癌 化 因子 で は な い と 考 え て い る o し か し ､ ヌ ー ド マ ウ ス の 皮 下 に ､ 各 細 胞 株

を移 植 し た 結 果 ､ 親 株 お よ び ベ ク タ ー 形 質 転 換 株 で は ､ 全く 固形 痛 形 成 が 観 察

さ れ な か っ た の に 対 し て ヒ ト V E G F 1 8 5 形 質 転 換 株 で は 固形膚 が 形成 さ れ た .

固形 病 臥 薄 い 線 推 性 の カ プ セ ル に 包 ま れ た 状 態 で あ り 血 管新 生 が 先 進 さ れ て

い た ｡ こ の 結 果 は ､ V E G F が ､ 癌 化 因 子 で は な い も の の 固形 癌 の 形 成 に お い

て は ､ 血 管 新 生 因 子 と し て 機 能 し て い る こ と を 示 し て お
〉

り ､ V E G F が 純 粋 な

パ ラ ク ラ イ ン 因 子 で あ る 事 の 証 明 で あ る . Z h a n g 等 臥 ヒ ト 乳 癌 細胞 株

( M C F -

7 ) の ヒ ト V E G F 1 2 1 に て 形 質 転 換 し た 株 を 作 製 し て 著者 等 と 同 様
の 実験 を 行 っ て い る (9 1) ｡ ヒ ト V E G F l 乏 1 形 質 転換 株 は ヌ ー ド マ ウ ス で の 固形

癌 の 増 殖 速 度 が 上 昇 し て い た ｡ 著 者 等 の 行 っ た = e L a 細 胞 に よ る 実 験 結 果 ､
お よ び 他 の 3 グ ル ー プ に よ る 実 験 結 果 は ､ 全 て 同 一

の 結 論 を 導 き出 し て い る ｡
そ れ は , V E G F は ､ T A F の ひ と つ で あ り ､ 固形 癌 の 形 成 の み な ら ず ､ そ の

増殖 速度 を 促 進 す る 活 性 を 有 し て い る と い う こ と で あ る ｡
一

方 , 抗 ヒ トV E q F 1 2 1 ポリク ロ
ー

ナ ル 抗 体 を 投 与 す る こ. と で V E G F

活性 を 阻 害 す る と ､ ヒ ト V E G F l 乏 1 形 質転 換 株 ( H e I J a / v 5 ) の 串 な ら ず
ヒ ト肝 臓 癌 株 ( P L C / P R F / 5 ) に

'
よ る 固形 痛 の 増殖 を 強く 抑 制す る こ と が

出来 た- ( 図1 3 および図1 4 ) o こ の 結 果 臥 逆 の 面 か ら先 の 結論 を サ ポ ー ト す
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る も の で あ る ｡ 抗 V E G F 中 和 抗 体 の 抗 癌 活 性 に つ い て 臥 第 Ⅴ 章 で 考 察 す る ｡

V E G F が T A F の ひ と つ で あ る こ と が 明 ら か と な っ た ば か り で な く ､

そ の 活 性 を 阻害 す る こ と で 固 形 癌 の 増 殖 を 強 く 抑 制 す る こ と が 明 ら か に な っ た ｡

抗 V E G F 中 和 抗 体 は , ｢ 血 管 新 生 阻 害 剤+ と い う 新 し い 作 用 メ カ ニ ズ ム の 抗

癌 剤 と な り う る と 考 え ら れ た ○ 第 Ⅱ 章 で 記 し た よ う に V E G F が ､ か な り 広 い

範 囲 の 固 形 癌 で 発 現 し て い る こ と か ら ､ 抗 V E G F 中和 抗 体 の 瀧 痛 ス ペ ク ト ル

披 ､ 広 い と 考 え ら れ る o ま た , V E G F は ､

`

健 常 人 に お い て 女 性 の 生 理 期 お よ

び妊 娠 期 に 限 っ て の み 高発 現 し て い る と 考 え ら れ る こ と か ら ､ 通 常 時 は ､ 生 体

内 で 機 能 し て い な い 因子 と 考 え ら れ ､ 抗 V E G F 中 和 抗 体 臥 固形 癌 に 対 し て

選択 的 に 働 く こ と が 予 想 さ る . こ の こ と か ら ､ 抗 V E G F 中 和 抗 体 が ､ 今 ま で

の 抗癌 剤 の よ う に 重 篤 な 副 作 用 が な い 画 期 的 な 抗 癌 剤 に な り う る と 考 え ら れ た ｡
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第 Ⅳ 章 抗 V E G F 1 2 1 中 和 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 の 作 製 お よ び そ の 特 性

第 Ⅱ章 で 記 し た ヒ ト V E G F = 1 過 剰 産 生株 ( H e L a / v 5 〕 お よ び

抗 ヒトV E G F 1 2 1 ポリク ロ ー ナル 抗 体 を 用 い た 実 験結 果 は ､ V E G
■■
F が T A F の

ひ と つ で あ る こ と を 示 し て い た . ま た ､ 抗 ヒ
▲

ト V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体

の 投 与 に よ り ヌ ー ド マ ウ ス に 移 植 し た ヒ ト 固 形癌 の 増 殖 を顕 著 に 抑 制 で き た こ

と 披 , 抗 ヒ ト V E G F 中和 抗 体 が 抗 癌剤 と な りう る 可 能 性 を 示 し て い る ｡ 抗 体

を医 薬 品 と し て 開発 す る た め に は ､ 免疫 原 性 等 を 考 慮 し て 遺伝 子 エ 学 的 に キ メ

ラ 化あ る い 姓 ヒ ト化 と い う改 変を 行 い ヒ ト I g に 近 づ け る 必 要 が あ る ( 図 1 5 ) o

そ の た め に も ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で は 不 都 合 で あ り ､ モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 作

製が 必 要 と な っ た o ま た ､ モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 作製 し 利 用 す る 利 点 と し て ､

成 分 の 均
一

性 お よ び 物 質 の 安 定 供 給 が あ げ ら れ る . 更 に ､ V E G F の 血 管 新 生

活性 を 分 子 レ ベ ル で 解 析 す る に あ た っ て も モ ノ クロ ｢ ナル 抗 体 の 方 が 有 用 で あ る ｡

ヒ ト V E G F 1 2 1 - G S T を 用 い て 免 疫 し て 得 た ポ 7) ク ロ ー ナ ル 抗 体 に

中和活 性 が あ っ た こ と か ら ､ 同 じ蛋 白質 を抗 原 と し て 用 い る こ と で 中 和 活 性 を

有 す る モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が 可 能 で あ る と 考 え た ｡ . し か し ､
ヒ ト

V E G F 1 2 1 - G S T を 用 い て モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う と ､

ヒ ト V E G F l
■

2 1 に 対 す る 抗 体 の み な ら ず , G S T 蛋 白質 に 対 す る 抗 体 も 選 出 さ

れ て くる た め に 効 率 が 悪 い ｡ そ こ で 当 時 ､ 酵 母 を 用 い て V E G F 活 性 お よ び

V P F 活 性 を 持 っ た ヒ ト 組 み 換 え V E G F 1 2 1 の 大 量 生 産 に 成 功 し て い た こ と か

ら(51) ､ こ の ヒ ト 組 み 換 え V E G F 1 9 1 を使 用 し て モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の ス ク リ
ー ニ ン グを 行 う こ と と し た.

｡ ま た ､ こ の 酵 母 産 生 ヒ ト Ⅴ 宜 G F l 急1 は ､ 以 降 の ヒ

ト V E G F 1 2 1 の ソ ー ス と し て 利 用 す る こ と と し た .

ヒ ト V E G F l 皇1 - G S T に て 免 疫 し た マ ウ ス か ら 2 8 ク ロ ー ン の 抗 ヒ

トV B G F 1 2 1 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 作 製 し た o H U V E C の ヒ ト V E G F 1 2 1

依存 の 増 殖 に 対 す る 阻 害 活 性 を 指 標 に 全 ク ロ ー ン に つ い て 中和 活 性 を調 べ た と

こ ろM V I O l ( I g G l , 〟 ) お よ び M V 3 0 3 ( I g ,G 2 a , 〟 ) と 命 名

さ れ た 2 ク ロ ー ン に 中 和 活 性 を 見 い だ し た ｡ 以 下 ､ こ の 2 ク ロ ー ン の 性 質 に 関

す る 解 析 結果を記 す ｡ ま た , 中和 活性 の な い 抗 ヒ ト V E G F l 会1 モ ノ ク ロ
∵ ナ ル

抗体 と し て M V 4 1 5 ( I g G 2 a , R ) も コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た ｡

- 4 3 -
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Ⅳ -

1 材 料 お よ こド 実 験 方 法

1 ) 材 料

遺 伝 子 組 み 換 え ヒ ト V E G F 1 2 1 は ､ ヒ ト V E G F 1 2 1 の c D N A に て

形質 転 換 した酵 母 の 培 養 液 より精 製 し た も の を 使 用 し た(5 1) . G S T - V E G F l 乏 1

披 , 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 の 菌 体 よ り 精 製 し たも の を 使 用 し た ｡ 遺 伝 子 組 み 換 え

ヒ ト V E G F 1 8 5 は ､ R & D 社 よ り購 入 し て 用 い た ｡ 遺 伝 子 組 み 換 え ヒ ト b F G F

は ､ オ ン コ ジ ン サ イ エ ン ス 社 よ り購 入 し て 用 い た ｡

2 ) マ ウ ス の 免 疫 お よ び 細 胞 融合

マ ウ ス ( B A L B / c , 早 , 8 過 令) は ､ フ ロ イ ン ト の 完全 ア ジ エ バ ン

ト を 用 い て 乳化 し た G S T - V E G F 1 2 1 ( 1 0 0 JL g ) を 腹 腔 内 に 投 与 し て 免 疫 し

た ｡ 免 疫 は ､ 計 3 臥 2 週 間 毎 に 行 っ た ｡ 最 終 免 疫 日 の 3 日 後 に マ ウ ス を 屠 殺

し て 牌 臓 を 取 り 出 し た ｡ 牌 細 胞 は ､ 5 0 % ポ リ エ チ レ･ ン グリ コ - ル ( メ ル ク 社)

を 用 い て I g 非 産 生 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 ( S p 2 / 0 - A g 1 4 ) と 融合 し た ｡

融合細 胞 臥 1 0 % F B S お よ び H A T
♯

( ギブコ 社) 含 有 R P M I
- 1 6 4 0 培

地 に て 希 釈 し て ､ 9 6 穴培 養 プ レ ー

ト に 分 注 し た o 細 胞 は ､ 3 7 ℃ , 5 % C O 2 ,

飽 和水 蒸 気 環 境 に て 培 養 し た . 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ

リ ド ー

マ は ､ 限 界 希 釈 法 に て ク ロ ー ニ ン グを 行 っ た .
* H A T : 0 ･ 1 m M ヒポキサ ン チ ン ､ 0 ･ 4 〟 M ア ミノ プチリ ン , 1 6 〃 M チ ミ ジ ン

3 ) E L I S A に よ る ハ イ ブ リ ド ー

マ の ス タ 7) - 立 ン グ

9 6 穴 イ ムノ ブ レ ー

ト ( コ ー ス タ ー 社 , # 3 6 9 0 ) は ､ ヒ ト V E G F 1 2 1

を コ ー ト し た後 ､ ブ ロ ッ キ ン グ液 に て ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た ｡ ブ ロ ッ キ ン グ 液

を 除去 後 ､
ハ イ ブ リ ド ー

マ 培 養 上 清 を w e l l あ た り 1 0 0 JL l 添 加 し て 室 温

に て 1 時 間 反 応 さ せ た ｡ 洗 浄 液 に て 6 回 洗 浄 後 ､ p O D 榛
,

# 抗 マ ウ ス I g ( H

＋ L ) 鏡 ( M B L 社) を 添 加 し て 更 に 室 温 で 1 時 間 反 応 さ せ た ｡ 洗 浄 液 に 七 9

回洗浄 し 未 反 応 の 標 識 抗体 を 除 い た 後 ､ 基 質 液 を 添 加 し て 発 色 さ せ た ｡ 反 応 停

止 に は 2 規 定 の 硫 酸 を w e l l あ た り 1 0 0 LL l 加 え た ｡ 各 v e l l の 吸 光 度

( 4 9 0 n m ) はプ レ ー

トリ ー ダ ー ( モ レ キ ュ ラ ー デ ヴア イス 社) に て 測 定 し た ｡

I g の サ ブ ク
.
ラ ス 決 定 に は 2 次 抗 体 と し て マ ウ ス I g サ ブ ク ラ ス 特 異

的 家兎 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ( バ イ オ ラ ド社) を 反 応 さ せ た 後 ､ P O D 榛 識 抗 家

- 4 5 -



兎 I g を 反 応 さ せ 同 様 に 発 色 さ せ た ｡

4 ) モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 調 教

抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 モ ) ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー

マ 細 胞 臥 ヌ

ー ド マ ウ ス ( B A L B / c n u / n u , ♀ ･ 8 - 1 1 過 令 , 日 本 ク レ ア 社) の 腹 腔

内 に 移植 し ､ 腹 水 を 回 収 し た ｡ モ ノ ク ロ - テ ル 抗 体 は ､ 腹永 を 5 0 % 硫 安 沈殿
を行 っ た儀 に プ ロ テ イ ン G カ ラ ム ( フ ァ ル マ シ ア 社) に て 精 製 し た ｡

5 ) Z n v l
'

t T O 血 管 内皮 細 胞 増 殖 阻 害 活 性 謝 定

ヒ ト V E G F 1 2 1 依 存 性 の H U V E C の 増 殖 に 対 す る モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗
体 の 阻 害 活 性 臥 第 Ⅰ 章 に 記 し た 方 法 を若 干 変 更 し て 行 っ た ｡ H U V E C ( 2
× 1 0 鳩 ) は ､ ア ッ セ イ 培 地 に て 希 釈 し て ､

コ ラ ー ゲ ン コ ー

ト し て あ る 9 6 穴
プ レ ー ト ( コ - ニ ン グ 社) に ま き ､ 各種 濃 度 に 希 釈 し た モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 お

よ び 1 0 n g / m l の ヒ ト V E G F 1 2 1 を 添 加 し て 5 日 間培 養 し た . 実 験 に よ っ

て 臥 ヒ ト V E G F 1 2 1 の 代 わ り に 1 0 n g / m l の ヒ ト V E G F 1 8 6 あ る い は

l o n g / m l の b F G F を使 用 し た . 培 養 終 了 1 日 前 に 1 0 /L l が H - チ ミ ヂ

ン ( 1 ･ 8 5 M b q / m l , 9 2 5 0 B q / m m o l , ア マ シ ャ ム 社) を 添 加 し 増 殖 中
の 細 胞 を 標 識 し た ｡ 細 胞 は ､ ト リ プ シ ン ー

E D T A を 用 い て プ レ ー

ト よ り剥 が ･し

た後 ､ セ ル ハ ー ベ ス タ ー

( ケ ン ブ リ ッ ジ テ ク ノ ロ ジ ー 社) を 使 用 し て て ガ ラ ス

繊推 フ ィ ル タ ー 上 に 匝川又 し た o 細 胞 に 取 り込 ま れ た
8
H

-

チ ミ ヂ ン の 放 射 活 性 は ､
液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー ( ペ ッ ク マ ン 社) に て 計 測 し た ｡

6 )
1 2 6
Ⅰ 榛 織 ヒ ト V E G F l 望1 の H U V E C へ の 結 合 の 測定

ヒトV E G F l 包 1 は ､ タ ロ ラ ミ ン T 法 に て
1 乏 5
Ⅰ 標 識 し た(9 2) ｡ 約 1 /L g

の ヒ ト V E G F 1 2 1 は ､ 約 5 0 JL l の 1 0 0 m M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 ( p H
7 ･ 0 ) に 希 釈 し 1 0 〟 1 の

1 2 5
ト ヨ ウ 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 ( 3 . 7 M B q , 比 放

射活性 6 4 4 M B q / ji g ,
'

ァ マ シ ャ ム 社) お よ び 1 0 JL l の 1 m g / m l ク ロ ラ

ミ ン T ( シ グ マ 社) 溶 液 を添 加 し て 室 温 に て 4 5 秒 間 反 応 さ せ た ｡ 反 応 を 止 め
る た め に 5 0 LL l の 1 ･ 5 甲 g / m l ヨ ウ 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 お よ び 5 0 LL l の
2 m g / m l の メ タ 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 添 加 し て 5 分 間放 置 し た o あ ら か
じ め 0 ･ 1 % B S A 含 有 1 0 0 m M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝液 ( p H 7 . 0 ) に
て 置換 し た P rD - 1 0 カ ラ ム ( フ ァ ル マ シ ア 社) に 反 応 液 を ア プ ラ イ 後 ､ 同緩 衝

-
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液 に て 溶 出 し
1 2 S
I 榛 識 ヒ ト V E G F 1 2 1 と 未 反応

_
の
1 2 5
Ⅰ を 分 離 し た o

1 2 5
Ⅰ 標

識 ヒ ト V E G F 1 2 1 の 比放 射 活 性 臥 約 1 × 1 0
5
c p m / 1 n g で あ っ た .

ラ ジ オ レ セ プ タ ー ア ッ セ イ は ､ = U V E C に 対 し て 行 っ た ｡ H U V E C

は コ ラ ー ゲ ン を コ ー ト し て あ る 2 4 穴 プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト ( フ ァ ル コ ン 社)

に て サ ブ コ ン フ ル エ ン ト 状 態 に な る ま で 培 養 し た ｡ モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 は ､

l 丑 6
Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F 1 2 1 と 混 合 し 3 時 間 室 温 に て 反 応 さ せ た∴H U V E C は

1 0 % F B S 含 有 D - M E M 培 地 に て 2 回洗 浄 後 , あ ら か じ め モ ノ ク ロ - ナ ル 抗

体 と 反 応 さ せ た
1 虫 5
Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F 1 2 1 と 3 7 ℃ に て 3 時 間 反 応 さ せ た ｡ 未

反 応 o
1 2 5
Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F 1 2 1 は ､ 同 培 地 に て 3 回 洗 浄 し て 除 去 し た .

H U V E C に 結 合 し た
1 2 5
Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F 1 2 1 は

r
l % S D S 含有 P B S に て

溶解 し ガ ン マ ⊥ ヵ ウ ン タ ー

( パ ッ カ ー ド社) に て 放 射 活 性 を測 定 し た ｡ 非 特 異

的 結合 を 測 定 す る 際 に は 非 標 識 ヒ ト V E G F l 皇 1 を
1 2 5

Ⅰ 標識 ヒ ト V E G F 1 2 1 の

1 0 0 倍 量 添 加 し て 同 様 に 反 応 さ せ た ｡

7 ) サ ン ドイ ッ チ E L I S A

サ ン ドイ ッ チ E L I S A は ､ 第 Ⅱ 章 の ｢ 実 験 方 法+ に 記 し た 方 法 に て

行 っ た o 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 固相 化 し た 9 ･6 穴 イ ム ノ ブ レ
ー

ト の 各 w e l l に 被 検 サ ン プ ル を 添 加 し て 室 温 で 1 時 間 反 応 さ せ た ｡ 洗 浄 液
に て 洗 浄 後 ､ 抗 ヒ

驚
トV E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体 の F よb
･

-

P O D を 室 温 で 1 時
･

間反 応 さ せ た ｡ 未 反 応 の 標 識 抗 体 を 洗 浄 後 ､ 基 質溶 液 を 添 加 し て 発 色 さ せ た ｡

8 ) 括 抗 試 験

各 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 の ヒ ト V E G F 1 2 1 に 対 す る 結 合 の 相 互 桔 抗 能 を
測定す る た め に M V I O l お よ び M V 3 0 3 を ビ オ チ ン 化 キ ッ ト ( ア マ シ ャ ム

社) に て ビ オ チ ン 修 飾 を 行 っ た ｡ ヒ ト V E G F 1 2 1 を コ ー

ト し た 9 6 穴 イ ム ノ ブ
レ ー

ト に 対 し て 1 J L g / m l の ビ オ チ ン 修 飾 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 と 様 々 な 濃 度
の 非修 飾 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 混 合 液 を 添 加 し て 室 温 に て. 1 時 間 反 応 さ せ た ｡
ニ 次抗 体 と し て P O D 結 合 ア ピ ジ ン ( ア マ シ ャ ム 社) を使 用 し た ｡

9 ) S D S -

P A O E お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ

S D S -

P A G 馴ま 1 5 % の
●

ア ク リ ル ア ミ ド少 ル を 使 用 し た( 93) ｡ ヒ ト
v E G F 1 2 1 お よ び ヒ ト V E G F 1 8 5 は 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 含有 ( 還 元 条 件)

1 4 7 -



ま た 披 不 含( 非 還 元 条 件) の サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー に て 1 0 0 ℃ , 5 分 間熱 処 理 し
た後 に 泳 動 し た o ゲ ル 中 の 蛋 白 質 は セ ミ ド ラ イ - ブ ロ ッ テ ィ ン グ シ ス テ ム ( バ イ
オ ラ ド社) に て イ ム ビ ロ ン P 膜 ( ミ リ ポ ア 社) に 転 写 し た ｡ 膜 臥 2 % B S A
含有 P B S で 4 ℃ に て 2 4 時 間 処 理 し て ブ ロ ッ キ ン グを 行 っ た ｡ そ の 徳 , 膜 は
モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 と 4 ℃ で 2 時 間 反 応 さ せ ､ ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ - ゼ 標識
抗 マ ウ ス I g G ( H ＋ IJ) 抗 体 F ( a b

･

) 摘 片 ( ザ イ メ ッ ド社) で 膜 に 結 合 し た
モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 を 検 出 し た o 膜 は 洗 浄 後 ､ 基 質 液
*

を反 応 さ せ 発 色 さ せ た ｡
反応 停 止 は 水 洗 に て 行 っ た ｡

* 基 質 液 : 1 0 0 m = 塩化ナ トリ ウム , 5 m M 塩化マ グネ シ ウム , 0 . 3 3 m g / m l
ニ ト ロ ブ ル ー

テ トラ ゾリ ウム
, 1 6 5 JL g / m 1 5 J ブ ロ モ ー

4
一 夕 ロ ロ ー 3 -

ヨ

L

- ドリ ン離合有1 0 0 m M トリ ス塩酸緩衝液 ( p H 9 . 5 )
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Ⅳ - 2 結 果

I

Ⅳ - 2 -

① ヒ ト V E G F 依 存 性 血 管 内 皮 細胞 増 殖 に 対 す る 抗 ヒ ト

V E G F 1 2 1 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 俸 の 影 響

ヒ ト V E G F l 皇 1
-

G S T を続原･と し て マ ウ ス を 免疫 し て 2 8 ク ロ ー ン

の 抗 V E G F 1 2 1 モ ノ ク ロ -

ナ ル抗体 を 作 製 し た o そ の 中 で 2 クロ ー ン ( M V I O l お

よ び M V 3 0 3 ) に 中 和 活 性 が あ っ た o ま た ､ 中 和 活 性 の な い ク ロ ー ン の 代 表
と し て M V 4 1 5 を 選 び ､ こ の 3 ク ロ ー ン を 使 用 し て 以 下 の 実 験 を 行 っ た ｡

表 6 に 各 ク ロ ー ン の 性 質 を 示 す o 3 ク ロ ー ン と も V E G F 1 2 1 お よ び V E G F l e 5

に p M オ ー ダ ー の 高 親 和 性 で 結 合 し た o

表 6 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 特 性

M V I O I M V 3 0 3 M V 4 1 5

サ ブ ク ラ ス I g G l , K I g G 2 a , . 〝 I g G 2 a , 〟

解 離 定 数 ( p M 〕

V E G F 1 2 1 5 5 7 6 1 5 4

V E G F 1 8 5 8 6 1 4 4 6 2 1

中 和 活 性 あ り あ り な し

H U V E C の ヒ ト V E G F 1 2 1 依 存 的 な 増 殖 に 対 す る M V I O l お よ び

M V 3 0 3 の 抑 制 活 性 を
8
H イ ミ ジ ン 取 り込 み 法 に て 検 討 し た ｡ そ の 結 果 ､ M

V I O l お よ び M V 3 0 3 は ､ ヒ ト V E G F 1 2 1 ( l o n g / m l ) 依 存 的 な
H U V 由 c の 増 殖 に 伴 う

3
H - チ ミ ジ ン の 取 り込 み を 用 量 依 存 的 に 阻 害 し た ｡ 両

モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 と も に 1 FL g / m l 以 上 の 濃 度 に て ヒ ト V E G
,

F l 虫 1 依 存 的
な 増 殖 を 完 全 に 抑 制 し た ( 図 1 6 ) ｡

一

方 ､ 中 和 活 性 の な い
･
M V 4 1 5 は ､

1 0 JL g / m l の 濃 度 を 添 加 し て も H U V E C の 増痕 に 対 し て 影 響 し な か っ た ｡
こ の こ と は M V I O

'

'

1 お よ び M V 3 0 3 で 観廃 さ れ た ヒ ト V E G F 1 2 1 依 存 的
H U V E C の 増 殖 に 対 す る 阻 害 活 性 は ､ マ ウ ス I g 添 加 に よ る 非特 異 的 な も の

-
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で な く ､ 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 中 和 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 に よ る 特 異 的 な も の で あ る

と 考 え ら れ た ｡ 更 に ､ こ の モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の V E G F 特 異 性 を 調 べ る 目 的
で ､ 他 の 因子 に よ る H U V E C の 増 殖 促 進 を 調 べ る 系 に M V 3 0 3 を 作 用 さ せ

た ｡ M V 3 0 3 は ､ ヒ ト V E G F 1 2 1 の み な ら ず ヒ ト V E G F 1 8 5 依 存 的 な

H U V E C の 増 殖 も 用 量 依 存 的 に 阻害 し た が ､ b F G F 依 存 的 な H U V E C の

増殖 に 対 し て 臥 1 0 J L g / m l の 濃 度 で も 何 等 影 響 し な か っ た ( 図 1 7 ) o こ

れ 臥 M V 3 0 3 が V E G F を 特 異 的 に 認 識 し て い る こ と を 中 和 活 性 の 面 か ら

示 し た結 果 と い え る o

Ⅳ - 2 -

②
1 2 6
Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F 1 2 1 の H U V E C へ の 結合 に 対 す る 抗

ヒ ト V E G F 1 2 1 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 阻 害 活 性

V E G F は ､ 細 胞 表 面 の 特 異 的 な 高 親 和 性 レ セ プ タ ー に 結 合 し て 情 報

伝達 を す る(3 9 ･ 4 2) o M V I O l お よ び M V 3 0 3 に よ る ヒ ト V E G F 1 2 1 依 存

的な H U V E C 増 殖 の 阻 害 活 性 が ､ ヒ トV E
J
G F 1 2 1 と そ の レ セ プ タ ー と の 結 合

阻害 に よ る た め か を 調 べ る 目 的 で
1 2 6
Ⅰ 標 識 ヒ トV E G F 1 2 1 と H U V E C を 用 い

た ラ ジ オ レ セ プ タ ー ア ッ セ イ を 行 っ た ｡ そ の 結 果 ､ M V I O l お よ び M V 3 0 3

は用 量 依 存 的 に
1 2 6
Ⅰ標 識 ヒ ト V E G F 1 2 1 の H U V E C に 対 す る 結 合 を 阻 害 し た

( 図 1 8 ) ｡ 同 様 の 結 果 は ,
1 2 6
Ⅰ 標 識 V E G F 1 8 5 を 用 い た ラ ジ オ レ セ プ タ ー

ア ッ セ イ に て も 得 ら れ て い る ( デ ー タ 省 略) ｡ こ の 結 果 よ り ､ M V I O l お よ

び M V 3 0 3 は ､ V E G F と 免 疫複 合 体 を 形 成 し て ､.
こ れ が 細 胞 表 面 に 存 在 す

る V E G F レ セ プ タ ー に 結 合 で き なく な る た め に 増 殖 の シ グ ナ ル を 伝 え る の を

阻害 す る と 考 え ら れ た ｡

Ⅳ - 2 -

③ 抗 ヒ ト V E G F l 丑1 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 反 応特異性

M V I O l お よ び M V 3 0 3 を コ ー ト し た イ ム ノ ブ レ ー

ト を 用 い て サ
ン ドイ ッ チ E L I S A を 行 っ て ､ ヒ ト V E G F の 検 出 を行 っ た ｡ V E G F と し
て は酵 母 に て 産 生 さ せ た V E G F 1 2 1 と 市 販 さ れ て い る 昆 虫細川包 ( S f 9 ) に て
産生 さ せ た ヒ ト V E G F 1 8 6 ( R & D 社) を 用 い た ｡ そ の 結 果 ､ い ずれ の モ ノ ク
ロ - ナ ル 抗 体 を 使 用 し た サ ン ドイ ッ チ E L I S A も 両 V E G F 分子 種 を 認 識 し
た が ､ そ の 反 応 性 に は 差 が あ り ､ い ずれも ヒ トV E G F l 豆I q 方 が

`
ヒトV E G F l e 6

より反 応 性 が よ か っ た
. ( 図 1 9 ) ｡

-

5 0 -
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図1 6 ヒ トV E G F 1 2 1 依存性の H U V E C の増殖に対する抗 ヒト

V E G F 1 2 1 モ ノ ク ロ - ナル抗体の 中和活性

H U V E C ( 2 × 1 0
9
個) 臥 1 0 n g / m l の ヒト V E G F l 乏1 お よび各種 濃 度 の

抗ヒ ト V E G F 1 2 1 モ ノ ク ロ - ナ ル抗体と 5 日間培養し た. H U V E C の増殖 臥
B
H

-

チ

ミ ジン の取り込み に より測定した ｡
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図1 7 V 耳 G F お よび b F G F 依存性の = U V E C の増殖 に対するM V 3 0 3 の 中和活性

H U V E C ( 2 × 1 0
8
個) は ､ l o n g / m l の ヒ トV E G F 1 2 1 ( ⑳) ,

ヒトV E G F 1 8 5 ( ▲) または ヒ トb F G F (○) お よび各種濃度の M V 3 0 3 と

5 日間培養した｡ H U V E C の 増殖は,
8
H -

チ ミジ ン の取り込みに よっ て 測 定 し た .
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1 虫 6
Ⅰ標識ヒ トV E G F 1 2 1 の H U V E C へ の結合に対する

抗V E G F l 望1 中和 モ ノク ロ - ナル 抗体の阻喪活性

1 0

1 2 6
Ⅰ標識 ヒ ト V E G F 1 2 1 ( 6 × 1 0

4
c p m 〕 臥 様々 な濃度の M V I O l ( ●) また

はM V 3 0 3 ( ▲) と 3 時間室温に て反応させ た後､ = u v E C と 3 7 ℃ にて 3 時間反応さ

せ た ｡

-
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図1 9 M V I O l およびM V 3 0 3 の ヒ トV E G F に対する反応性

イム ノ ブ レ ー トは､ M V I O l ( a ) ま たはM V 3 0 3
･

〔b ) で コ ー

トした｡ 様々 な漣度

の ヒトV E G F 1 2 1 ( ●) またはヒ トV E G F 1 8 6 ( ○) をサ ン ドイ ッ チ E I J I S A の系に て

検出した｡ 二次抗体 臥 抗 ヒ トV E G F 1 2 1 ポリク ロ ー j
-

} L 抗体の
･
F a b

･
-

P O D 標識蛋白質
を使用した ｡

-
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Ⅳ
-

2 - ㊨ ･抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 俸 の エ ピ ト ー プ の 検 討

M V I O l お よ び M V 3 0 3 は ､ い ず れ も 中 和活 性 を 有 し て い る が そ
の 認 識 部 位 ( エ ピ ト ー プ) は 近 傍 な の か ? ○ こ の 点 を 調 べ る 目 的 で 桔 抗 試 験 を
行 っ た ｡ 各 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の ビ オ チ ン 標 識 体 の ヒ ト V E G F 1 2 1 に 対 す る 結
合 を ､ そ 叫ぞ れ の 非 標 識 体 で 桔 抗 阻 害 し て ､ そ の 強 さ を 比 較 し た . そ の 結 果 ､
各 ビ オ チ ン 標 識 体 の 結 合 は 両 非 標 識体 に て 強く 阻 害 さ れ た ( 図 2 0 ) . し か し ､
ビ オ チ ン 化 M V I O l の ヒ ト V E G F 1 2 1 に 対 す る 結 合 に 対 す る 阻 害 活 性 は M V
I O l の 方 が M V 3 0 3 よ り 強 く ､ ビ オ チ ン 化 M V 3 0 3 の 結 合 の 対 す る 阻害
活 性 は

`

､ M V 3 0 3 の 方 が M V I O l よ り 強 か っ た ｡ こ の こ と は ､ ヒ ト

V E G F 1 2 1 の 申 で 両 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 の 認 識 す る 部 位 が ､ か な り 近 傍 に 存 在
し て い る が 一

致 し て い な い こ と を 示 唆 し て い る ｡
一

方 ､ 中和 活 性 の な い M V 4
1 5 に よ る 両 ビ オ チ ン 化 抗 体 の 結 合 に 対 す る 阻害 活 性 は 明 ら か に 弱 か っ た ｡

Ⅳ -

2
-

⑤ ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ解 析

M V I O l お よ び M V 3 0 3 に よ る V E G F の 検粒 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ に て 行 っ た ｡ ヒ ト V E G F 1 2 1 お よ び ヒ ト V E G F 1 8 6 を 還 元 条 件 あ る
い は 非 還 元 状 態 で S D S -

P A G E を 行 っ た 後 ､ イ ム ビ ロ ン P 膜 ( ミ リ ポ ア 社)
に 転 写 し た ｡ こ の 膜 上 の ヒ ト V E

,
G F 分 子 に 対 す る モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 の 反 応
性骨調 べ た と こ ろ M V I O l お よ び M V 3 0 3 何 れ も 還 元 体 ヒ ト V E G F と の
反応 性 が 極 め て 弱 い こ と が 明 ら か と な っ た ( 図2 1 ) .

一

方 ､ 抗 ヒト V E G F 1 2 1
ポリ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ､ 還 元 体 ヒ ト V E G F の み な ら ず 非還 元 ヒ ト V E G F と
も反 応 し た ( デ ー タ 省 略) ｡ し た が っ て ､ = V I O l お よ び M V 3 0 3 の 反応
す る 部 位 は ､ S - S 結 合 に よ り 立体 構 造 を 保 持 さ れ た部位 で あ る こ と が 示 唆 さ れ
た o ヒ ト V E G F 分 子 は ､ 還 元 さ れ る と 活 性 を 失 う こ と か ら ､ S - S 結 合 が 活 性
に 重 要 で あ り ､ 中 和 活 性 を有 す る = V I O l お よ び = V 3 0 3 が そ の 構 造 を 認
識 し て い る も の と 考 え ら れ た ｡

ー
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図2 0 M V I O l お よび M V 3 0 3 の ヒ トV E G F l 虫1 に対する結合の括抗試験

1 0 JL g / m l の ビオ チ ン化 M V I O l ( a ) またはビオチ ン化M V 3 0 3 ( b ) 臥

各種濃度 の M V I O l ( ●) , = V 3 0 3 ( ▲) あるい は M V 4 1 5 ( I ) と混合して ヒ ト

V E G F l 会 1 を固相に コ ー

トし たイム ノ ブ レ ー

トに添加 したo ビオチ ン化モ ノ ク ロ - ナ ル抗

体臥 P o D 結合 ア ピジ ンで検出した｡
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1 2 3 格 5 6 署 8

4 6 内 -
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2 2 - I

1 4 ･ -

(k h )
M y 3 0 3 M V l ◎増

図2 1 M V I O l および M V 3 0 3 の ウエ ス タ ン プロ ツ ティ ン グにおける結合特異性

2 0 n g の ヒ ト V E G F 1 2 1( トン1 , 3
･
5 , 7) ある い は ヒ トV E G F 1 8 5 ( レン2 , 4 , 6 , 8) 臥 還 元

条件(2
-

メ)Lb 7
'

トエタノール存在下; レン1 , 2 , 5 , 6) あるい は非還元条件(2 -メルカフ
･

トエタJ - ル非存在下; レ)3 , 4 ,
7 ･ 8) で S D S - P A G E を行い イ ム ビ ロ ン P 膜 ( ミリ ポア 社) に転写した後､ M V 3 0 3 (レ ー

ン1 - 4) または M V I 0 1 ( トン5 - 8) と反応させ た｡
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Ⅳ -

3 考 察

大 腸 菌 で 産 生 さ せ た ヒ ト V E G F 1 2 1 - G S T 融 合 蛋 白質 で 免 疫 し た マ
ウ ス よ り 抗 ヒ ト V B G F 1 2 1 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 を 作 製 し た ｡ そ の 中 で 2 ク ロ ー

ン ( M V I O l お よ び M V 3 0 3 ) が ､ ヒ ト V E G F 1 2 1 依 存 性 の H U V E C の
増 殖 を 中 和 す る こ と が 明 ら か と な っ た ( 図 1 6 ) ｡ 他 の ク ロ ー ン は ヒ ト
v E G F 1 2 1 に 対 す る 結 合 能 は 持 っ て い る も の の 中 和活 性 は 無 か っ た ( デ ー

タ 省
略) o M V 3 0 3 に 関 し て ､ ヒ ト V E G F 1 8 5 お よ び b F G F 依 存 性 の H U V E C
に 対 す る 中和 活性 を 調 べ た と こ ろ ､ 前 者 に 対 し て は ､ 中和 活 性 を 示 し た が ､ 後
者 に つ い て は ､ 中 和 活 性 を示 さ な か っ た ( 図 1 7 ) o こ の こ と 臥 M V I O l
お よ び M V 3 0 3 は ､ V E G F に 対 し て 特 異 的 に 作 用 す る と と も に ､ そ の 認 識
する 領 域 ( ェ ピ ト プ) 臥 V E G F が 活 性 を 発現 す る の に 重 要 な 領域 で あ る
と 考 え ら れ る ｡ V E G F は ､ 血 管 内 皮 細 胞 の 表 面 に 発 現 し て い る 高 親 和 性 レ セ
プ タ ー 蛋 白 質 で あ る F l t - 1 お よ び K D R に 結 合 し て ､ そ の チ ロ シ ン キ ト ゼ
を活 性 化 す る と 言 わ れ て い る ( 3 9 , 4 2 ) o

1 2 5
Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F l 乏 1 を 用 い た

H U V E C に 対 す る ラ ジオ レセ プタ ー

ア ッ セ イ に よ り M V I O l お よ び M V 3 0 3
臥

1 丑6
Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F l 皇 1 の H U V

･
E C に 対 す る 結 合 を 用 量 依 存 的 に 阻 害

す る こ と が 明 ら か と な っ た ( 図 1 8 ) o 両 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 と 反 応 し た V E G F
は ､ レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と が で き な く な っ て い る と 考 え ら れ た ｡ リガ ン ド -

レ セ プ タ ー

複 合 体 の ク ロ ス リ ン ク の 実 験 結 果 か ら も , M V 3 0 3 は ､

1 2 5
Ⅰ 標 識

ヒ ト V E G F 1 2 1 と レ セ プ タ ー と の 複 合 体 の 形 成 を 阻 害 す る こ と が 明 ら か と な っ
て い る( 5 1) ｡

ヒ ト V E G F l e 6 は ､ ヒ ト V E G F 1 2 1 の C 宋 領 域 に 4 4 ア ミ ノ 酸 残 基
の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 挿 入 が あ る(4 3) ｡ 血 管 内 皮 細胞 に 対 す る増殖促進活 性 は ､
両 V E G F ア イ ソ フ ォ ー

ム で ､ 削 ぎ同 等 で あ る と の 報 告 が あ る(94) . M V I O l
お よ び M V 3 0 3 が ､ 両 V E G F ア イ ソ フ ォ ー ム と 結 合 し う る こ と ( 図 1 9 )
お よ び 両 V E G F ア イ ソ フ ォ ー

ム に よ る = U V E C の 増 殖 促進 活 性 を 中 和 し う
る こ と ( 図 1 6 お よ び 図 1 7 ) は ､ 両 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の エ ピ ト ー プ は ,
V E G F が 活 性 を 発 現 す る の に 重 要 な 領 域 で あ る と 考 え ら れ る ｡.

M V I O l お よ び M V 3 0 3 の ヒ ト V E G F l 乏 1 に 対 す る 結 合 は ､ そ れ
ぞ れ 交 叉 括 抗 し た ( 図 2 0 ) ｡ し か し ､ 中 和 活 性 の な い モ ノ ク ロ ニ ナ ル 抗 体 で
あ る M V 4 1 5 は ､ 各 中 和 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 と括 抗 し な か っ た ｡ こ･ の こ と よ
り ､ M V I O l お よ び = V 3 0 3 の エ ピ ト ー プ に 関 し て 幾 つ か の 可 能 性 が 考 え
られ る ｡ 第 エ は , M V I O l と M V 3 0 3

･

の エ ビ ‥ プ は二 全く同 一

で あ る こ
と ｡ 第 二 臥 屑 モ ノ

ー

ク ロ ー

ナ ル 抗 体 の エ ビ - プ が ､ か な り 近 傍 で あ る こ 七 ｡

- 5 8 -



第 三 凱 両 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の エ ビ - プ が 全 く 異 な っ て い て も ､ 片 方 が 結
合 す る こ と で ヒ ト V E G F 1 2 1 に ア ロ ス テ リ ッ ク な 構造 変 化 が 生 じ て ､ 他 方 の 結
合を 阻 害 し た こ と ｡ 第 一

の 可 能 性 に つ い て は ､ ビ オ チ ン 化 し た 各 モ ノ ク ロ - チ
ル 抗 体 の 結 合 に 対 し て ､ - ク ロ ー ン の 方 が よ り強 く 括 抗 し た こ と かう 正 しく
な い と 思 わ れ た ｡ ま た ､ 第 三 の 可 能 性 に つ い て は , 本 実 験 か ら の み で は モ ノ ク
ロ

-

ナ ル 抗 体 と結 合 し た後 の V E G F 1 2 1 の 構 造 変 化 の 有 無 の 情 削 鳩 ら れ な い
た め 正 し い か は 不 明 で あ る ｡ 第 二 の 可 能性 が 最 も 有 力 で あ る と 考 え る ｡

ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 ､ s - s 結 合 を 還 元 さ れ た V E G F 分
子 に M V I O l お よ び = V 3 0 3 は ､ ほ と ん ど結 合 で き な か っ た ( 図 2 1 ) 0

こ の こ と か ら M V I O l お よ び M V 3 0 3 の エ ビ - プ は ､ 分 子 内 あ る い は 分
子 間め s - s 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 構 造 が 重 要 で あ る こ と が わ か っ た .

K i m 等 が ､ 4 種 類 の 抗 V E G F モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 に 関 す る 報 告 を
し て い る(9 5) o そ れ ら の モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗体 臥 ヒ ト V E G F l e 6 と キ ー

ホ ー ル
･ リ ン ベ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン の 複 合 体 を抗 原 と し て 免 疫 し た マ ウ ス よ り 作 製 さ れ
た｡ い ず れ も I g G l で あ り ､ そ の 中 で 1 ク ロ ー

ン ( A 4 ･ 6 ･ 1 ) に 中和 活 性
があ っ た ｡ 中和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の A 4 ･ 6 ･ 1 は ､ ヒ ト V E G F 1 2 1 , ヒ ト
v E G F l e 6 お よ び ヒ ト V E G F 1 8 8 と 結 合 で き ､ ヒ ト V E G F 1 8 6 に 対 し て 臥
還 元 条 件 で も 非 還 元 状 態 で も 結 合 で き る こ と を 報 % Lし て い る ｡ こ の こ と は ､
A 4 ･ 6 ･ 1 の エ ビ - プ は ､ S - S 結 合 の 酸 化 開 製 に よ っ て 変 化 を 受 け な い こ と
を示 し て い る o っ ま り ､ A 4 ･ 6 ･ 1 の エ ビ - プ 臥 M V I O l や M V 3 0 3
a) エ ビ ト プ と は 異 な っ て い る 領 域 で あ る と 考 え ら れ る . い ず れ の ク ロ ー ン も
中 和 活 性 が あ る こ と か ら ､ V E G F が 活 性 を 発 現 す る の に 重 要 な 領 域 は ､

A 4 ･ 6 ･ 1 の エ ピ ト ー プ と な っ て い る S -

S 結合 の 還 元 に よ り 構造 変 化 を 受 け に
く い 部 分 と ､ M V I O l や M V 3 0 3 の エ ビ - プ と な っ て い る S - S 結 合 の 還
元 に よ り 構 造 変 化 を 受 け や す い 部 分 が あ る と 考 え ら れ た ｡ 両 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗
体 の エ ピ ト ー プ の 限 定 に つ い て は ､ 更 な る 研 究 を要 す ｡

-
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第 Ⅴ革 抗 ヒ ト Ⅴ 琵 G F 1 2 1 中和 モ ノ ク
ロ - テ ル 抗体 に よ る 固形痛 の 増殖 抑希ほ
よ び転 移 阻 害

多く の 固形 癌 が V E G F を 分 泌 し ､ そ れ が T A F と し て 働 い て い る こ
と が 示 唆 さ れ た こ と ( 第 Ⅱ 章 , 第 Ⅱ 章) と 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗
体を 投 与 す る こ と で 固形 痛 の 増 殖 を 強く 阻 害 で き る こ と が 明 ら か と な っ た こ と
( 第 Ⅱ 章) か ら ､ 抗 V E G F 中 和 抗 体 が 広 範 囲 の 固形 癌 に 有 効 な 抗 癌 剤 と な る
の で 披 な い か と 考 え ら れ た

｡ 抗 体 を 医 薬 品 と し て 開 発 す る に 臥 モ ノ ク ロ -

チ
ル 抗 体 を 作 製 す る必 要 が あ る o 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 を 作 製 し
た結 果 ､ そ の 中 に 中 和 活 性 を 持 っ た ク ロ ー ン が 見 い だ さ れ た ( 第 Ⅳ 章) ｡ そ こ
で ､ 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 中 和 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 の 抗癌 活 性 に つ い て 検 討 し た｡
ま た ､ 癌 の 転 移 に 対 す る 効 果 に つ い て も 検 討 し た o

V - 1 嚢 験 プチ 法

1 ) Z n v l
･

t T O ヒ ト 痛 細 胞増殖活性漸 定

ヒ ト 癌 細 胞 ( H T -

1 0 8 0 お よ び P L C / P R F / 5 ) は ､ 1 0 % F B S
含 有 D l - M E M に て 培 養 し て ､ 9 6 穴 プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト に 2 × 1 0 鳩 胸 /
w e 1 1 ず つ ま い

-
た ｡ 2 4 時 間 前培 養 を 行 っ た後 ､ 各種 濃 度 に 希釈 し た M V I

o l ま た は M V 3 0 3 を 削 口し て 更 に 3 日 間培 養 し た o 培 養終 了 1 日 前 に 1 0
p l の

9
H -

チ ミ ヂ ン ( 1 ･ 8 5 M b q / m l ･ 9 2 5 G B q / m m o l , ア マ シ ャ ム 社)
を添 加 し て 増 殖 中 の 細 胞 を 標 識 し た ｡ 細 胞 は ､ ト リ プ シ ン ー

E D T A を 用 い て 剥
が し た 後 ､ セ ル ハ ー ベ ス タ ー

〔ケ ン ブ リ ッ ジ テ ク ノ ロ ジ ー 社〕 に て ガ ラ ス 繊 維
フ ィ ル タ ー 上 に 馴又 し た o 細 胞 に 取 り 込 ま れ た

8
= - チ ミ ヂ ン の 放 射 活 性 は ､ 液

体 シ ン チ レ ー

シ ョ ン カ ウ ン タ ー

( ペ ッ ク マ シ社) 牢 て 計 測 し た o

2 ) z n v 1
'

v o 血 管 新 生 ア ッ セ イ

z n v l
'

v o の 血 管 新 生 試 験 臥 第 Ⅰ章 の ｢ 実 験 方 法+ に 記 し た 方
靴 準 じ て 行 っ た ｡ 1 × 1 0 .

7
個 の H T - 1 ､0 ･8 0 細 胞 臥 P B S に て 希 釈 し て

メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー

に 封 入 し マ ウ ス ( B A L B / c ) の 背部 皮 下 に 埋 め 込 ん

-
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だ ( D a y O ) ｡ = v 3 0 3 は ､ D a y l か ら D a y 3 の 間 ､ 毎 日 1 0 0 〟 g
を尾 静 脈 よ り 投 与 し た ｡ D a y 4 に メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー

に 接 し た 部 分 の 皮 膚
を 切 り 取 り ､ そ こ に 形 成 さ れ た 新 生 血 管 を実 体 顕 微 鏡 に て 観 察 し た ｡

コ ン ト ロ
ー ル と し て は ､ M V 3 0 3 の 代 わ り に P B S を 投 与 し た マ ウ ス と P B S の み を
封 入 し た メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー を 埋 め 込 ん だ マ ウ ス を 設 定 し た ｡

2 ) 固形 痛増殖 抑制試 験

ヒ ト 固形 癌 ( H T -

1 0 8 0 お よ び P L C / P R F / 5 ) は ヌ ー ド マ ウ ス
( B A L B / c n u / n u ) の 皮 下 に て 移 桂 ･

継 代 さ れ たも の を 使 用 し た ｡ 実 験
の 際 ､ 個 形 痛 臥 2 m m 角 に 切 り 出 し ト ロ ア カ ー ル を 用 い て 別 の ヌ ー ド マ ウ ス
腹側 部 皮 下 に 移植 し た ｡ M V I O l あ る いを串M V 3 0 3 披 P B S に て 希 釈 し て
ヌ ー ド･ マ ウ ス あ た り 1 0 0 〟 g 投 与 し た ｡ 投 与 ル ー

ト 投 与 ス ケ ジ ュ
ー ル は 図

中 に 示 し た ｡ 固形 癌 の 体 積 は ノ ギ ス に て 長 径 お よ び 短 径 を 測定 し ､ 以 下 の 式 に
て 算 出 し た ｡ コ ン ト ロ ー ル 群 に は マ ウ ス Ⅰ･ g ま た は P B S を投 与 し た ｡

[ 固 形 癌 の 体 積 ( m m
8
〕 ] =

3 ) 実 験 転 移 試 験

[ 短 径 ( m m ) ]
2

× [ 長 径 ( m m ) ]

2

1 0 % F B S 含 有 D - M E
-
M に て 培 養 さ れ た 対数 増 殖 期 の H T -

1 0 8 0
細胞 は ､ 0 ･ 5 m = E D T A 含 有 P B S に て 剥 が し ､ 同 培地 に て 洗 浄 し た ｡
胞 臥 P B S に て 1 × 1 0

7

個 / m l に 調 製 し て ､ 0 ･ 1 m l ( 1 × 1 0
8
個)

ヌ ー ド マ ウ ス ( B A L B / c n u / n u ) の 尾 静 脈 よ り 移 植 し た ( D a y O ) 8

細

杏

1

マ ウ ス あ た り 1 0 0 〟 g の M V 3 0 3 を D a y l よ り- D a y 2 8 ま で 週 5 日 静
脈内 に 投 与 し て 延 命 効 果 を 調 べ た ｡ 肺 転 移 巣 を観 察 す る た め に は ､ 移植 1 4 日
後 に マ ウ ス を 屠 殺 し て 肺 を 取 り 出 し ､ 形 成 さ れ た 転 移 巣 の 数 を 解 剖 顕 微 鏡 下 に
て カ ウ ン ト し た ｡ ま た ､ 別 の 実 験 で は ､ D a y 2 5 に 肺 を 取 り 出 し て ､ そ の 重
量 を測 定 し て 転 移 巣 の 増 殖 の 程 度 を調 べ た ｡ コ ン ト ロ ー ル 群 の ヌ ー ド マ ウ ス に
披 P B S を 投 与 し た ｡

-
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Ⅴ - 2 轟善 果

Ⅴ 一 2 -

① 癌 細 胞 依存性血管新生 に 対 す る抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 中和 モ ノ ク
ロ - ナ ル 抗 体( M V 3 0 3 ) の 彩 響

癌 細 胞 依 存 性 の 血 管新 生 を 調 べ る 方 法 と し て ､

･

第 Ⅰ 章 で 記 し た メ ン ブ
ラ ン チ ャ ン バ ー

法 が あ る o こ の 系 に て 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体 の 血 管 新 生 阻 害 活 性 を 検 討 し た o メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー を 移 植 し て 4 日 後 ､
H T -

1 0 8 0 細 胞 を 封 入 し た メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー

に 接 し た 部 位 〔皮 膚 の 裏 側)に 臥 血 管 新 生 が 誘 導 さ れ て い た ( 図 2 2 ) ｡ こ れ - 細 胞 の 代 わ り に P B S
の み を 封 入 し た メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー

の コ ン ト ロ ー ル と 比 較 す る と 顕 著 で あ る
こ と が わ か る o こ の 血 管 新 生 を 誘 導 す る 因 子 が V E G F か を 調 べ る た め に ､ 抗
ヒ ト V E G F l 乏1 中 和 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 で あ る M V 3 ,0 3 の 投 与 の 影 響 を 調 べた ｡ M V 3 0 3 披 メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー

移 植 翌 日 よ･り 1 0 0 JL g を 3 日 間 ､

毎 日 静 脈 内 へ 投 与 し た ｡ そ の 結 果 ､ H T - 1 0 8 0 に て 誘 導 さ れ る 血 管 新 生 臥M V 3 0 3 の 投 与 に よ っ て 完 全 に 抑 制 さ れ た ｡ こ の こ と か ら ､ = T -

1 0 8 0 よ
り分 泌 さ れ た血 管 新 生 因子 が V E G F で あ る こ と が わ か る . ま た ､ こ れ が M V
3 0 3 の 投 与 に よ っ て 完 全 に 抑 制 さ れ た こ と か ら ､ = T･ - 1 0 8 0 が V E G F 以
外 の T A F を分 泌 し て い る可 能 性 - な い も の

J
と 考 え ら れ た o 一

方 ､ M V 3 0

孟芸芸芸;
1

8=

O

T

8

*

0

-

iET L
B&

&L

O

(

*

i 2
K

4

?A

,警
影響し な い こ と は ､ 1

･

a v l
･

i T O O #

v - 2 -

② 抗 ヒ ト V E G F l 虫 1 中和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 投 与 に よ る
ヒ ト 固形 痛 増殖 抑制

抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗癌 活 性 臥 第 Ⅱ 章 に て 記 した
｡ 同様 の 実験 を抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 に つ い て 検 討 し た .P L C / P R F / 5 ( ヒ ト肝 臓 癌) お よ び = T - 1 0 8 0 ( ヒ ト 線碓 肉 腫) を移 植し た ヌ ー

ド マ ウ ス に 対 し て 中和 活 性 の あ る M V I O l > M V 3 0 3 お よ び 中和 活性 の な い M V 4 1 5 を 連 続 し て 皮 下 に 投 与 し た ｡ そ の 結 果 ､ い ずれ の 系 に お い
て も 抗 ヒ トV E G F 1 2 1 中和 モ ノ ク ロ ニ ナ ル 抗 体 で あ る M V I O l ま た は M V 3
o 3 を 投 与 し た 群 で

･
臥 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 べ て 固 形 癌 の 増 殖 が 明 ら か に 強 く抑 制 さ れ て い た ( 図 2 4 ) - o 図 Ⅴ -

2 の 結 果 よ り ､ M V I O l お よ び M V 3 08 は ､ P L C / P R F / 5 細 胞 お よ び = T - 1 0 8 0 細 胞 の 増 殖 軸 し て 直 接 彩筆し な い こ と か ら ､ こ こ で 観 察 さ れ た 固形 痔 の 増 殖 抑 制 活 性 は ､ 癌 細 胞 に 対 す

-
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H T - 1 0 8 0

M V 3 0 3

㌔

c o n t r O

i

_
藍

図2 2 癌細胞依存性の血管新生に対するM V 3 0 3 の阻幸効果

H T - 1 0 8 0 細胞を封入 したメ ンブラ ンチ ャ ンバ ー を マ ウス ( B A L B / e ) の背部皮下

に埋め込んだ ( D a g o ) ｡ P B S ( 写真左) ある いらま1 0 0 LL g の M V 3 0 3 (写真中央)

旺 , 3 日間連続して静脈内投与した｡ コ ン トロ ー ル メ ン ブラ ン チ ャ ンバ ー 紘, H T
- 1 0 8 0

細胞の代わりに P B S を封入した ( 写真右) ｡ D a . y 4 に マ ウ スを屠殺して メ ン ブラ ン チ ャ

ンバ ー

に接した皮膚の部分を実体顕微鐘で観察して 写真撮影した｡
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図2 3 培養ヒ ト癌細胞の増殖に対するM V I O l および M V 3 0 8 の彩響

2 × 1 0
8
個の H T -

1 0 8 0 細胞 ( a ) ある い は P L C / P R F / 5 細胞 ( b ) 臥 各種
鴻度の M V I O l ( ○〕 ある い は M V 3 0 3 ( ●) と 3 日間培養した｡ 細胞の 増殖 臥

a
H -

チミ ジン の取り込み に よ っ て判定した｡
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る 直接 作 用 で は な く ､ V E G F の 活性 を抑 制 し た こ と に よ る 血 管新 生 阻 害 に よ
る 結 果 と 考 え ら れ る o こ の こ と は ､ 中 和 活 性 の な い 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 モ ノ クロ -

ナ ル 抗体 で あ る M V 4 1 5 を 投 与 し た 群 で は ､ M V I O l や M V 3 0 3 を 投 与
し た簡 と 比 べ て 固形 癌 の 増殖 抑 制 活 性 が 弱 か っ た こ と か ら も わ か る ｡ ま た ､ 正
常 マ ウ ス I g の コ ン ト ロ ー ル と し て マ ウス プ ラズ マ サ イ ト マ 株 , M O P C - 3 1 C 細
胞 の 分 泌 す る マ ウ ス = g G l を 調 製 し て 同様 に 実験 し た結 果 ､ H T -

1 0 8 0 固
形 癌 の 増 殖 に 対 し て 全 く 影 響 し な か っ た ( 図 2 5 ) ｡ つ ま り ､ 以 上 の 実 験 で 観
察 さ れ た 抗 ヒ ト V E G F 1 9 1 中和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 に よ る 固 形 癌 の 増 殖 阻害 活
性 は ､ マ ウ ス I g の 大量 投 与 に よ る 非 特 異 的 な 活 性 で は なく ､ V E G F に 対 す
る 中 和 活 性 と 相 関 し て い た ｡

L

抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 中 和 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 が ､ 固 形 癌 の 増 殖 を 強く 抑
制 す る こ と が 明 ら か と な っ た ｡ こ の 抗 癌 活 性 に つ い て ､ 更 に ､ 投 与 ル ー ト お よ
び投 与 ス ケ ジ ュ

ー

ル の 影 響 を 検 討 し た o 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 中和 モ ノ ク ロ -

ナ ル

抗体 と し て M V 3 0 3 を ､ ヒ ト 固 形癌 と し て = T -

1 0 8 0 を 用 い て 実 験 し た ｡
そ の 結 果 ､ M V 3 0 3 の 連 続 投 与 臥 皮 下 の み な ら ず 静 脈 内投 与 に て も 強 い 抗
癌 活性 を 示 す こ と が 明 ら か と な っ た ( 図 2 6 ) o 静 脈 内 投 与 系 で の 効 果 は ､ 実
際 の 臨床 の 場 に お け る 抗 ヒ ト V E G F 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 有 用 性 を 示 す
結果 と も 言 え る ｡

ま た ､ 本 実 験 に お い て 固 形 癌 の 切 片 は ､ ヌ ー ド マ ウ ス の 皮 下 に 移 植 さ
れ た後 ､ 増 殖 し だ す 前 に 移 植 部 位 に 生者 す る必 要 が あ る ば か り で な く ､ 移 植 直
後 は ､ 固 形 痛 の 大 き さ も 小 さ い 〔約 1 0 m m 8 ) こ と か ら ､ 移 植 翌 日 か ら の 抗 体
の 投 与 は ､ 効 果 が 出 や す い 条 件 で あ っ た と も 言 え る o し か し ､ 実 際 の 臨床 の 場
に お け る 癌 化 学 療 法 で 臥 既 に 生 者 し 増 殖 し つ つ あ る 固形 癌 に 対 し て 治 療 が 行
わ れ る わ け で あ り ､ そ の よ う な 固形 癌 を想 定 し た実 験 系 で の 効 果 も 調 べ る 必 要
があ る と 思 わ れ た o そ こ で ､ H ト 1 0 8 0 の 固 形 癌 が ､ 既 に 生 者 し て 増 殖 し て
い る時 期 か ら M V 3 0 3 の 投 与 を 開始 し て ､ そ の 後 の 増 殖 に 与 える 影 響 を 調 べ
た o H T - 1 0 8 0 は ､ 移 植 8 日 目 に は ､ 既 に 約 4 0 0 m m

3

に な っ て お り 正 着
の み な ら ず増 殖 し て い る こ と が わ か る ｡ こ の 時 点 よ り = V 3 0 3 を 1 0 回 連続
し て 皮 下 投 与 し た と こ ろ ､ そ の 後 の 増 殖 が 完 全 に 抑 制 さ れ た ( 図 2 6 ) ｡ こ の

よ う に ､ 既 に 増 殖･し つ つ あ る 固 形 痛 に 対 し て も ､
.

そ の 増 殖 を 抑 制 ( 停 止) す る
こ と が で き る と い う こ と も 臨床 に お け る 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 中 和 モ ノ ク ロ

- ナ ル
抗体 の 有 効 性 を 示 唆 し て い る ｡

-
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図 2 4 ヌ ー ド マ ウス に移植された ヒ ト固形痛の 増殖に対する抗 ヒトV E G F 1 2 1

モ ノ ク ロ - ナル抗体の影響

3 m m 角に切り出したH T - 1 0^ 8 0 ( a ) あるい はP L C / P R F / 5 ( b ) の 固形痛
臥 ヌ ー ド マ ウス ( B A L B / c n u / n u 〕 の 皮下 に移植した ( D a y O ) o l O O J L g
の M V I O l ( 令) , M V 3 0 3 ( A ) ある い は M V 4 1 5 ( 鮮) は ､ D a y 1

･

y 4 , 7 -

1 1 お よび1 4 に皮下投与した. コ ン トロ ー ル群 ( ○) 臥 生理食塩水を同じ投与ス ケジ ュ
ー

) どご投与した.
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図2 5 ヌ ー ドマ ウス に移植され たH T - 1 0 8 0 の増殖に対する正常マ ウス I g および

M V 3 0 3 の彩響

3 m m 角 に切り出したH T - 1 0 8 0 の 固形癌 臥 ヌ ー ドマ ウス ( B A L B / c n u / n u )

の皮下 に移植 した ( D a y O 〕 o 1 0 0 〟 g の M V 3 0 3 ( ロ) あるい は正常マ ウス I g (

M O P C - 3 1 C ) ( ◎) は ､ D a y l
- 4 , 7 - 1 1 および 1 4 に腹腔内投与した｡ コ ン

トロ ー

ル群 (○) は ､ 生理食塩水を同じ投与ス ケジ ュ ー ル で 投与したo
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図2 8 ヌ ー ドマ ウス に移植されたH T - 1 0 8 0 の増殖に対するM V 3 0 3 の 阻害活性

3 m m 角 に切り出したH T - 1 0 8 0 の 固形癌は､ ヌ ー ドマ ウス ( B A L B / ｡ n u / n u )
の皮下 に移植した ( D a y O ) ｡ 1 0 0 〃 g の M V 3 0 3 は､ D a y l - 4 , 8 - l l , 1 4
および 1 5 に皮下 ( ◎) ある い は静脈内 ( A ) 投与した｡ コ ン トロ ー ル群 (○) 臥 生理食塩
水を同じ投与ス ケジ ュ ー ル で投与した｡ また､ 別の群として 1 0 0 〃 g の M V 3 0 3 を D a y
8 - l l , 1 4 - 1 8 および 2 1 に皮下投与した ( 蘭) ｡
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Ⅴ - 2 -

③ H T - 1' 0 8 0 細 胞 を 用 い た実 験 転移 系 に 対 す る抗 ヒ ト

V E G F 1 2 1 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体( M V 3 0 3 ) の 影 響

V E G F が T A F の ひ と つ で あ り ､ 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 中和 モ ノ ク 自 -

ナ ル 抗 体 に も 抗 癌 活 性 が あ る こ と は ､ 今 ま で の 実 験 に て 明ら か と な っ た ｡ そ れ

な ら ば 固 形 痛 の 転 移 巣 に お け る 増 殖 に も V E G F が 関 与 し,て い るな ら ば 同 じ 中

和抗 体 に よ り ､ そ の 増 殖 も 抑 制 で き る
･

と 考 え ら れ る ｡ そ こ で H T - 1 0 8 0 細

胞 を 用 い た 実 験転 移 系 に 対 す る M V 3 0 3 の 効 果 を 検 討 し た ｡

H T
-

1 0 8 0 細 胞 は ､ 尾 静 脈 よ り移 植 す る と ､ 肺 に 転 移巣 を 形 成 す る .

ヌ ー ドマ ウス に 1 × 1 0
6

個 の H T - 1 0 8 0 細胞 を尾 静 脈 よ り 移 植 し た と こ ろ 移

植 2 6 日 日 頃 か ら 死 亡 マ ウ ス が 出 て き て 3 2 日 目 ま で に 全 例死 亡 し た ( 図 2 7 ) ｡

一

方 ､ そ の 直 前 ま で 1 0 0 〟 g の M V 3 0 3 を 1 7 回 連 続 し て 静 脈 内 に 投 与

( D a y l - 2 , 5 - 9 , 1 2 - 1 6 , 1 9 - 2 3 ) す る と 最 長 で 7 0 日 間 生 存 し て

い た ｡ 平 均 生 存 日 数 は ､ M V 3 0 3 投 与 群 で 4 6 . 9 ± 1 2 . 9 日 で あ り ､ コ ン

ト ロ ー ル 群 ( 2 8 ･ 2 ± 2 ｡ 1 日) と 比 べ て 有 意 ( p < 0 . 0 0 1 : C . x -

M a n t e l 検 定) な 延 命 効 果 が 得 ら れ た ｡ M V 3 0 3 投 与群 で も 投 与 を や め

る と 死 亡 マ ウ ス が 出 て き た こ と は ､ 代 謝 に よ り M V 3 0 3 の 活 性 が 無 く な っ て

か ら 転 移 巣 が 増 殖 し 始 め て く る た め と 考 え ら れ た ｡ そ の 倣 説 が 正 し い な ら ば ､

血 中濃 度 の 維 持 を 考 え て M V 3 0 3 の 投 与 を 続 け れ ば ､ 更 に 延命 す る と 思 わ れ る ｡

H T
- 1 0 8 0 細 胞 を 移 植 し て 2 5 日 後 に 肺 を 取 り 出 し て 観 察 し た と こ

ろ コ ン ト ロ ー

ル 群 で は H T - 1 0 8
.
0 の 転 移 巣 の 増 殖 に よ り個 体 に よ っ て は 胸 腔

大 に ま で 大 きく な っ て い た が M V 3 0 3 投 与 群 の 肺 披 ､ 正 常 マ ウ ス の 肺 と 同 じ

程 度 の 大 き さ で あ っ た ( 図 2 8 ) ｡ 肺 重 量 を測 定 し た と こ ろ コ ン ト ロ ー ル 群 と

M V 3 0 3 投 与 群 で は 有 意 ( p < o . o 1 : t 検 定〕 な 差 が 確 認 さ れ た が M V

3 0 3 投 与 群 と 正 常 マ ウ メ の 間 で は 有 意 差 は な か っ た 〔図 2 9 ) o

転 移 抑 制 実 験 で 披 ､ 転 移 巣 の 大 き さ の み な ら ず , そ の 数 も 重 要 視 さ れ

る ｡ そ こ で D a y 1 4 に 肺 を 取 り 出 し て 転 移 巣 の 数 を 計 数 し た ｡ そ の 結 果 ､

M V 3 0 3 投 与 群 の 肺 転 移 巣 の 数 は ､
コ ン ト 甲

-

ル 群 に 比 べ て 有 意

( p < 0 ･ 0 5 : 七 検 定) に 少 な い こ と が わ か っ た ( 表 7 ) ｡

ま た M V 3 0 3 の 連 続 投 与 に よ る 副作 用 を 調 べ る 目 的 で マ ウ ス の 体 重

の 変 化 を 測 定 し た と こ ろ D a y 1 4 で の M V 3 0 3 投 与 群 の マ ウ ス の 平 均 体 重

と コ ン ト ロ ー ル 群 の マ ウ ス の 体 重 に 有 意 差 は なく ､ M V 3 0 3 投与 に よ る 宿 主

へ の 毒 性 は 殆 ど な い と 考 え ら れ た ( 表 7 ) 0
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図2 7 H T - 1 0 8 0 静脈内移植ヌ ー ドマ ウス に対するM V 3 0 3 の 延命効果

H T
-

1 0 8 0 細胞 ( 1 × 1 0
8
個) 臥 ヌ ー ド マ ウス ( B A I J B / c n u / n u ) の静

脈内 へ 移植 した ( D a y O 〕 ｡ 生理食塩水 (○) あるい は 1 0 0 〟 g の M V 3 0 3 ( ㊨) は ､

D a y l - 2 , 5 - 9 , 1 2 - 1 6 , 1 9 - 2 3 に静脈内投与した｡ 統計解析は ､ C o x
-

M a n t e l 検定にて行 っ た｡

-
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図2 8 H T - 1 0 8 0 静脈内移植ヌ ー ドマ ウス に対する M V 3 0 3 の肺垢移其の

増殖 抑 制 効 果 ①

H
′

r
- 1 0 8 0 細胞 ( 1 × 1 0

¢
個) は, ヌ ー ド マ ウ ス ( B A L I〕/ c n u / n u ) の 静脈

内 へ 移植した ( D a y O ) o 生理 食塩水 ( 上段) ある い は 1 0 0 JL g の M V 3 0 3 ( 中段)

は､ D a y l - 2 , 5 - 9 , 1 2 - 1 6 , 1 9 - 2 3 に静脈内投与したc D a y 2 5 に マ ウ

ス を屠殺して 肺を観察したo 下段は , H T - 1 0 8 0 細胞を移植して い ない正常ヌ
ー ドマ ウス

の肺をコ ン ート ロ ー ル として 配置した｡

-
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図2 9 H T - 1 0 8 0 静脈内移植ヌ
ー ドマ ウス に対する M V 3 0 3 の肺範移巣の

増 殖抑制効果②

図2 8 と同じ実験系にて 取り出した肺の 重量を現す定した｡

統計処理は ､ t
-

検定に て行 っ た.
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義 7 H で
- 1 0 8 0 実験 転 移 系 に お け る M V 3 0 3 の 影響

コ ン ト ロ ー

ル 群 M V 3 0 3 投 与群

肺 転 移 巣 の 数

( 価 / 節) 1 5 2 . 8 ± 6 0 . 0 9 8 . 9 ± 3 3 . 5
( a )

マ ウ ス の 体 重

( 宮〕 2 5 ｡ 1 8 ± 1 . 3 0 2 5 . 1 7 ± 1 . 3 6
( b )

H T
-

1 0 8 0 細胞 ( 1 × 1 0 鳩) 臥 ヌ ー ドマ ウス ( B A L B / c n u / n u ) の静脈
内 へ 移植し た ( D a y O ) ｡ 生理食塩水あるい は1 0 0 〟 g の M V 3 0 3 は ､ D a y l - 2 ,
5 - 9 , 1 2 - 1 6 , 1 9 - 2 3 に静脈内投与した｡ P a y 1 4 に マ ウス を屠殺して肺の 転移
巣の 数を計測するととも に マ ウス の体重を測定した｡

( a) : p < o . o 5 , 七検定

(b) : 有意差なし , t 検定
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Ⅴ 一 望き 考 察

ヒ ト V E G F 1 2 1 - G S T 融 合 蛋 白 質 で 免 疫 し た マ ウ ス よ り作 製 し た抗
ヒ ト V E G F 1 2 1 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 の 申 で 2 ク ロ ー ン ( M V I O l お よ び M V

3 0 3 ) が V E G F の 活 性 を 中 和 し た o 抗 ヒ ト V E G F l 乏 1 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル

抗体 の 抗 癌 活 性 を調 べ る 前 に ､ 作 用 メ カ ニ ズ ム に 関 す る 換 討 を 行 っ た ｡ ヒ ト 線

維肉 腫 細 胞 凱 H T
-

1 0 8 0 依存 的 な
▲

血 管新 生 は ､ 抗 ヒ ト V E G F l 虫 1 中 和 モ

ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 で あ る M V 3 0 3 の 投 与 に て 完全 に 抑 制 さ れ た ( 図 2 2 ) ｡

ま た , l
'

n v l
'

t I
･

0 の 実 験 に て H T -

1 0 8 0 細 胞 の 培 養 上 清 披 ､ H U V E C

の 増殖 を 促 進 し ､ そ れ は ､ M V 3 0 3 に て 完 全 に 阻 害 さ れ た ( デ ー タ 省 略) ｡

こ の こ と態 ､ H T
- 1 0 8 0 細 胞 の 分 泌 す る 血 管 新 生 因子 が Ⅴ 宜 G F の み か ､ 他

の 因子 が 含 ま れ て い て も 微 量 で あ る こ と を 意 味 し て い る ｡
一

方 ､ M V I O l お

よ び M V 3 0 3 に ､ 癌 細 胞 の 増 殖 に 対 し て 直 接 的 な 抑 制 活 性 は な く ､ こ れ ら モ

ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の タ ー ゲ ッ トが 血 管 内皮 細 胞 に ある こ と が 示 さ れ た ( 図 2 3 ) ｡

M V I O l お よ び M V 3 0 3 は ､ ヌ ｢ ド マ ウ ス に 移 植 さ れ た ヒ ト 固形

癌 の 増 殖 を 強 く 抑制 し た 〔図 2 4 ) o 本 葉 放 で 臥 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 実 験
の 時 に 用 い た ヒ ト 肝 臓 癌 ( P L C / P R F / 5 ) の み な ら ず ヒ ト 線 推 肉 腫

( H T
- 1 0 8 0 ) に 対 し て も検 討 し た と こ ろ ､ 両 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 抗 癌 活

性 臥 い ず れ の 固形 癌 に 対 し て も 強 い も の で あ っ た o 著 者 等 の 調 べ た 限 り で 臥

全 て の 癌 細 胞 が V E G F を分 泌 し て い た こ と ( 表 2 ) か ら ､ M V I O l お よ び

M V 3 0 3 臥 こ れ ら の 固形 痛 に 対 し て も 抗慮 活 性 を 示 す と考 え ら れ る ｡
一

方 ､

中和 活 性 の な い 抗 ヒ ト V E G F l 乏 1 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 で あ る M V 4 1 5 に も 弱
い な が ら 抗 癌活 性 が 観 察 さ れ た ( 図 2 4 ) ○ マ ウ ス I g の 投 与 で は ､ 固形 痛 の

増殖 に 影 響 し な い こ と ( 図 2 5 ) か ら ､ M V 4 1 5
.
の 抗 癌 活 性 は ､ ヒ ト V E G

F に 対 す る 抗体で あ る こ と に 起 因 し て い る と 思 わ れ た ｡ 実 験 デ ー タ は 無 い が ､
考 え ら れ る メ カ ニ ズ ム と し て ､ 宿 主 の 免 疫 能 を 介 し た 抗 体 依存 性細 胞 障 害 活 性

( a nt ib od y
-

d e p e nd e nt c el トm edi at ed cy t ot o x i ci t y ; A D C C ) や補 体 依 存 性 細 胞 障 害

活性 ( c o m p l e m e nt - d e p e nd e nt c yt ot o xi ci t y ; C D C〕 の 関 与 が あ る o

M V 3 0 3 を 投 与 す る こ と に よ る 固 形 癌 の 増 殖 抑 制 は ､ 皮 下 投 与 や腹
腔内投 与 の み な ら ず 静 脈 内投 与 で も 観 察 さ れ た 〔図 2 8 ) ｡ 静 脈 内 投 与 で の 有
効 性 は ､ 臨 床 に お け る 有用 性 を 示 す 結 果 と い え る ｡ 更 に ､ 実 際 の 癌 化 学療 法 を

想 定 し た 実 験 系 で の 郊 果 も 調 べ た ｡ H T - 1 0 8 0 を移 植 し た 後 ､

･
痛 の 体 積 が 約

4 0 0 m m
8
に 増 殖 し た 状 態 か ら M V 3 0 3 の 投 与 を 開始 し た . そ の 結 果 ､ M V

S o
一-
3 は ､ そ の 後 の 固形 痛 の 増 殖 が 完全 に 抑 制 さ れ た ( 図 2 6 ) ｡ こ の よ う に ､

既一に 増 藩
L
L , つ つ あ る 固 形痛 に 対 し て も ､ そ の 増殖 を 抑 樹 ( 停 止) す る こ と が で
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きる と い う こ と も 臨 床 に お け る 抗 V E G F 中 和抗 体 の 有 用 性 を 示 し て い る ｡

抗 V E G F 中 和 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 に 抗 癌 活 性 が あ る こ と は ､ K i n

等も 報 告 し て い る (9 6) o 彼 ら の 作 製 し た抗 ヒ ト V E G F 中和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗
体 ( A 4 ･ 6 ･ 1 ) は ､ ヒ ト V E G F 1 8 5 を 免 疫源 と し て お り M V I O l と 同 じ
Ⅰ g G l サ ブ ク ラ ス で あ る ( 9 5 ) o K i m 等 は ､ A 8 7 3 ( 横 紋 筋 肉 腫) ,

S K - L M S - 1 ( 平 滑 筋 肉腫) お よ び G 5 5 ( 多 形 性 神 経謬 芽 腫) の 3 種 の ヒ

ト固形 癌 の 増 殖 に 対 す る A 4 ･ 6 ･ 1 の 統括 活 性 を 報 告 し て い る(96) ｡ 実 験 系 お
よ び投 与 条 件 に 若 干 の 違 い は あ る が ､ 全 く 異 な る グ ル ー プ が ､ 異 な っ た 材 料 を
用 い て 同 様 の 結 果 を 導 き 出 し た こ と は , 抗 V E G F 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の
抗癌 活 性 が

一

般 化 さ れ た事 象 と 言 え る o し か し ､ 何 れ の 場合 も 固形 癌 の 体 積 の

減 少 お よ
■

び 除 去 ま で ･ の 活 性 は 観 察 さ れ て い な い ｡ 彼 ら は ､ b F G F 等 の

V E O F 以 外 の T A F の 関 与 を 考 察 し て い た(96) ｡

癌 に よ る 死 亡 の 多く 臥 ｢ 転 移+ に よ り 治 療 で き な く な る こ と に あ り ,
｢ 転 移+ し な け れ ば 癌 も 恐 れ る 痛 で は な い と い わ れ て い る ば か りで な く ｢ 転 移
を 制 す る も の が 癌 を 制 す+ と ま で 言 わ れ て い る ｡ 癌 の 転 移 は 複 雑 な ス テ ッ プ を
経 て 成 立 す る と 考 え ら れ て い る o す な わ ち 転 移 は ､ ① 原 発 巣 内 の

-

部 の 癌 細胞
の 悪性 化 ･ ② 運 動 能 の 獲 得 と 原 発 巣 か ら の 離 臥 ③ 蛋 白 質 分解 酵 素 を 分 泌 し つ
つ 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 内 を 浸 潤 , ④ 血 管 内 へ の 侵 入 , ⑤ 血 流 に 乗 っ て 標 的 臓 器
ま で 輸 送 ､ ⑥ 標 的 臓 器 の 毛 細 血 管 内皮 細 胞 へ の 接着 , ⑦ 再 度 ､ 蛋 白 質 分解 酵 素
を分泌 し つ つ 血 管 外 へ と 侵 出 , ⑧ 再 増 殖 の 開 始 , と う い う ス テ ッ プ を経 て 成 立
す る ｡ こ の 複 雑 な ス テ ッ プ の 中 で ④ 血 管 内 へ の 侵 入 ､ お よ び ⑧ の 標 的臓 器 で の

再増 殖 の 過 程 に お い て 血 管 新 生 が 必 要 と な っ て く る ○ 固 形 痛 に お け る 新 生 血 管
披 ､ 既 存 血 管 に 比 べ 基 底 膜 が 未 成 熟 な た め 癌 細胞 の 血 管 内移 行 が 容 易 で あ り ､
血 管 密度 の 高 い 固形 癌 で は , 転 移 の 額 度 も 高 い ｡ 血 魯新 生阻 害剤 は ､ こ の よ う
な こ と か ら も 固 形 痛 の 転 移 に も 有 効 と 考 え ら れ る ｡

H T - 1 0 8 0 を 使 用 し た 実 験 転 移 系 に て M V 3 0 3 の 効果 を検 討 し た
と こ ろ ､ 肺 転 移 巣 の 増 殖 を 抑 制 し た ば か り で な く 転 移 巣 の 数 も 減 少 さ せ た

( 図 2 9 お よ び 表 7 ) o ま た ､ 転 移 に 伴 う ヌ ー ド マ ウ ス の 生存 率 も 延 長 さ せ る
こ と が で き た ( 図 2 7 ) ｡

こ の 実 験 系 は ､ 先 に 記 し た 転 移 の 全 て の プ ロ セ ス を
再現 し て い る も の で な く ､ 癌 細 胞 が 血 流 申 に 入 っ た 以 降 の ス テ ッ プ ( ⑤ 以 降)
の み を 再現 し て い る o 転 移 の プ ロ セ ス の 中 で 原発 巣 か ら の 遊 離 お よび血 管 内 へ
の 浸潤 の ス テ ッ プ も含 め て 再 現 す る に は ､ 固 形痛 の 同所 移 植 系 な ど に て 検 討 す
る必 要 が あ る ｡ M V 3 0 3 は ､ = T

-

1 0 8 0 細 胞 の 増 殖 に 対 し て 直 接 影 響 し な
い こ と ( 図 2 3 ) お よ び 皮 下 に 移植 さ れ た 固形癌を 除 去 す る 活 性 が な い こ と か
ら､ 転 移 巣 の 数 を 減 少 さ せ た メ カ ニ ズ ム は ､ = V 3 0 3 の 血 管 新 生 阻害 作 用 に
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よ る も の と 披 考 え が た い ｡ こ の 現 象 も M V 3 0 3 に よ っ て 形成 さ れ た 免 疫 複 合

体を 介 し た 宿 主免 疫 活 性 に よ る も の と 考 え て い る ｡

抗 V E G F 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 に よ る 転 移 の 阻 害 に 関 し て 披 ､

W a r
-

r e n 等 の 報 告 も あ る ( 9 7 ) ｡ 彼 ら は ､ 先 の K i m 等 の 作 製 し た 抗 ヒ ト

V E G F 1 8 6 中 和 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 ( A 4 . 6 . 1 ) を 用 い て H M 7 ( 結 腸 癌)

の 実 験 転 移 系で 検 討 し て い た ｡ 彼 ら は ､ H M 7 細胞 を ヌ ー ド マ ウ ス の 牌 臓 に 移

埴 し ､ 肝 臓 へ の 転 移 を 観 察 し て い た ｡ こ の 系 は ､ 著 者 等 が ､ H T
- 1 0 8 0 細 胞

で 行 っ た 実 験 転 移 系 と は 異 な る が ､ 基 本 的 に は ､ 癌 細 胞 を 直 接 脈 管 系 へ 移 植 し

て い る 点 で 大 差 は な い と 考 え る ｡ 彼 ら の 実 験 結 果 も ､ 著 者 等 と 同様 の 結 果 で あ

り ､ H M 7 細 胞 の 肝 転 移 巣 の 増 殖 を 中 和 抗 体 の 投 与 で ､ は ぼ完 全 に 抑制 し た ば

か り で な
'

く ､ 転 移 巣 の 数 も 約 1 割 に 減 少 さ せ た と い う も の で あ っ た o 生存 期 間

の 延 長 に 関 す る デ ー タ は な か っ た . 一 般 に ､ 転移 巣 数 の 減 少 の み で は ､ 明確 な

延 命 活 性 が 観 察 さ れ な い 場 合 が 多 い こ と か ら ､ M V 3 0 3 の 投 与 に て 延 命 効 果

が み ら れ た 点 は ､ 注 目 す べ き 結 果 と考 える ｡ 固形 癌 の 転 移 に つ い て も ､ 抗 ヒ ト

V B G F 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 が 効 果 的 で 奉 っ た こ と が ､ 独 立 し た 2 グ ル ー

プ に て 確 認 さ れ た 点 も ､ こ の 抗 体 の 有 用 性 が
一

般 化 さ れ た も の と 考 え ら れ る o

特 に ､ 転 移 巣 の 増 殖 を 強 く 抑 制 で き る と い う こ と は ､ 固形 癌 の 外 科 手 術 後 の 再

発予 防 に 対 し て も 有 効 で あ る と 思 わ れ た ｡

-
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給食 考察 と 展 望

1 9 7 0 年 代 に F o l k m a n に よ り ､ 固形 癌 の 増 殖 に お い て ｢ 血 管新

坐+ は 必 須 で あ り ､ ｢ 血 管 新 生 を 抑 制 す る と 固 形癌 の 増 殖 を 抑 制 で き る の で は

な い か + と い う仮 説 が 提 唱 さ れ た(5 , 6) ｡ そ の 結 果 ､ 様 々 な ア プ ロ
ー

チ で 血 管 新

生抑制 の 研 究 が な さ れ ､ 多く の 血 管新 生 阻 害 剤 が 見 い だ さ れ て き た( ト3) ｡ 要者

等 は ､ T A P (t u m o r a n g i o g e ni c f a c t o r) に 着 目 し て , そ の 中 和 抗 体 に よ る 血 管 新

生阻 害 ､ ひ い て は 抗 癌 効果 を考 え た ｡ 今 ま で ､ 幾 つ か の 血 管 新 生 因 子 が 報 告 さ

れ て い た が ､ T A F と い え る 因 子 は な か っ た が ､ 著 者 等 は ､ V E G F が ､ そ の

作 用 が 血 管 内 皮 細 胞 に 執 し て 特 異 的 で あ る 点 と ､ 分 泌 蛋 白 質 で あ る 点 か ら ､

T A F で は な い か と 考 え て 研 究 を 開 始 し た ｡

そ の 研 究 の 結 果 ､ 以 下 の 点 を 明 ら か に し た ｡

①調べ た限り全て の癌細胞株がV E G F を分泌して い るこ と｡
- - - - 一

策 Ⅱ 章

②痛患者血清中に V E G F が存在する こと ｡ - - - - - - - - - - - =

第 Ⅰ 章

③ V E G F 過剰産生株で は ､ 固形痛の増殖速度が速くなるこ と｡
- - - -

第 Ⅱ 章

④抗V E G F 中和抗体の投与で 固形痛 の増殖を抑制で きるこ と｡
- - - 一

業 Ⅱ , Ⅴ 章

⑤抗V E G F 中和抗体 の投与で 固形癌 の転移を抑制で きるこ と｡
- - -

第 Ⅴ 章

こ れ ら の 結 果 は ､ V E G F が T A F で あ る こ と を 証 明 す る 大 き な 要 因

と な っ た o ま た ､

一

連 の 研 究 の 申 で , 第 Ⅰ 章 で 示 し た 結 果 は ､ 血 清 中 の

V E G F の 検 出 が ｢ 癌 診 断+ に な り ､ 第 Ⅱ 章 お よ び 第 Ⅴ 章 で 示 し た結 果 は ､ 抗

V E G F 中 和 抗 体 が ｢ 抗 癌 剤+ と な る 可 能性 を 示 唆 す る も の で あ っ た ｡ 著 者 等

の グ ル ー プ ( 東 亜 合 成 株 式 会 社 ,
つ く ば 研 究所 , M C V プ占 ジ ェ ク ト) で は ､

両 方 の 可 能 性 に つ い て 更 な る 研 究 を 深 め て お り ､ 前 者 に つ い て は ､ V E G F 検

出 系 を 更 に 改 良 し 検 出感 度 を 上 げ る こ と で 健 常 人 血 清 中 の V E G F 濃 度 も 検 出

で き る よ う に な っ た (9 6) ｡ こ の こ と で ､ 健 常者 と 癌 患 者 と の 血 中 V E O F 濃 度

の 違 い が 更 に 明 ら か に な る と 思 わ れ る ｡

｢ V E G F は ､ T A F で あ る+ と い う 結 論 は ､ 著者 等 の 研 究 結 果 以 外

に も 数 多 く の V E . G F に 関 す る 研 究 報 告 か ら ､ 捻 ぼ 間 違 い な い 事 実 で あ る と 考

える ｡ ま た ､ ｢ 抗 V E G F 中 和 抗 体 に 披 ､ 抗 癌 活 性 お よ び抗 転 移 活 性 が あ る+

と い う 結 果 に つ い て も ､ 全く 別 の グ ル ー プ の 研 究( 96 , 9 7 ) に よ っ て 同様 の 結 果 が

得 ら れ て い る こ と か ら 一

般 化 さ れ た事 実 と い え る o K i m 等 は ､ 抗 V E G F 中

和 抗 体 の み で は ､ 固 形 癌 の 増 殖 を 完 全 に 披 抑 制 で き な か っ た 理 由 と し て 偲 の

で A F の 関 与 を考 察 し て い た(96) ｡ し か し ､ 実 験 に 用 い た 固形 痛 の 種 類 は 違 う
ー¶

も の の ､ 著 者 等 の 実 験 結 果 は ､ H T
-

1 0 8 0 に よ る 固形 癌 の 増 殖 を M V 3 0 3

-
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を投 与 す る こ と で ､ ほ ぼ完 全 に 抑 制 で き ､ V E G F 以 外 の T A F の 関与 披 薄 い

と 考 え た ( 図 Ⅴ
-

5 ) . 飽 の 血 管 新 生 因 子 の T A F と し て の 可 能 性 を 調 べ る ベ く ､

中 和抗 体 に よ る 固形 癌 の 増 殖 阻 害 活性 を 検討 し た結 果 に つ い て は ､ b F G F と

ア ン ギ オ ダ ニ ン に 関 し て ､ 以 下 の よ う な 報 告 が あ る ｡

b F G P は , 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 増殖 促 進 活 性 が V E G F よ り 強 く ､

V E G F の 研 究が 始 ま る 以 前 に 披 ､ T A F の 有 力 候 補 の ひ と
.
-

3 で あ っ た . 2 つ

の グ ル ー プ よ り 抗 b F G F 中 和 ポ リ ク ロ
･

- ナ ル 抗 体 の 投 与 に よ り 固形 癌 の 増 殖

を抑 制 で き た と い う 報 告 く9 9 , 1 0 0 ) が あ る
一

方 で ､ 別 の グ ル ー プ か ら 娃 ､ 抗

也 F G F 中 和 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を投 与 し て も 固形 癌 の 増殖 を 抑 制 し な か っ た

と の 報 告 も あ る(10 1) ｡ 抗 b F G F 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 抗 癌活 性 に 関 し て

は ､ 3 H 3 と い う ク ロ
ー

ン の 報 告 が あ る o 堀 等 は ､ シ グ ナ ル ペ プ チ ドを 付 加 し

て 分 泌 型 に し た b F G F に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た マ 占 ス 線 維 芽 細 胞 株

( B A L B / c 3 T 3 ) に よ る 固形 腫 療 の 増 殖 に 対 し て 3 H 3 が 血 管 新 生 を 抑

制 す る と と も に 抗 腫 蕩 活性 を 示 し た と 報 告 し て い る(1 0 2) ｡ こ の 実 験 系 で は ､ 極

め て 特 殊 な 細 胞 株 を 用 い て い る う え ､ そ の 細 胞 が 癌 細 胞 で な い こ と か ら

ち F G F が T A F で あ る と は 結 論 で き な い と 思 わ れ る ｡ 高 橋 等 は , 4 種 類 の ヒ

ト 癌 細 胞 株 に よ っ て 形 成 さ れ る 固 形 癌 の 申 で 3 種 類 に つ い て 3 H 3 の 投 与 で 抗

癌 活 性 を 示 し た と 報 告 し て い る( 1 0 3) ｡ し か し ､ 抗 癌 活性 を 示 し た 癌 細 胞 株 の

1

'

n v l
'

i z
･

0 の 増 殖 に 対 し て 3 H 3 は ､ 抑 制 的 に 作 用 し て 潜 り ､ こ れ ら の

癌 細 胞 株 で は ､ b F G F が オ ー ト タ リ ン 増 殖 因 子 と し て 働 い て い る と 考 え て い

た ｡ ま た ､ 松 崎等 は ､ 独 自 に 抗 b F G F 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 作 製 し ､ そ

の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を ヌ ー ド マ ウ ス の 皮下 に 移植 し て 固 形 痛

が 形 成 さ れ る か を 観 察 し て い た( 1 0 4) ｡ そ の 結 果 ､ 1 0 0 % の 率 で 固 形 痛 が 形 成

さ れ ､ そ の 切 片 を 組 織 学 的 に 調 べ た と こ ろ ヒ ス チ オ サ イ ト - マ 様 の 組織 で ､ 特

に 毛 細 血 管 が 豊 富 で あ っ た と し て い る ｡ こ れ ら の 結 果 か ら b F G F が T A F と

し て 働 い て い る 可 能 性 は 低 い と 思 わ れ る ｡

ア ン ギオ ダ ニ ン に 関 し て は ､ 0 1 s e n 等 に よ る 抗 ア ンギオ ダ ニ ン 中和 モ

ノ ク ロ - ナ ル 抗体 ( 2 6
-

2 F ) の 抗 癌 活性 の 報 告 が あ る(10 5
-1 06) o ヒ ト癌細 胞

と 2 ( 卜 2 F を 混 ぜ て ヌ ー ド マ ウ ス に 移 植 し ､ そ の 上 ､ 更 に 2 6 - 2 F を投 与 し

た と こ ろ ､ 固 形癌 の 生 者 お よ び 増 殖 が 抑 制 さ れ 延命 効 果 が 観 察 さ れ て い た ｡ ア

ン ギ オ ダ ニ ン は ､ 勝 臓 リボヌ ク レ ア - ゼ と 3 5 % の 相 同･性 を 示 し そ の 活 性 中心 を

保持 し て い る た め ､ 血 管新 生 活 性 以 外 に R N A 分 解 活 性 を持 っ た 因子で あ る ｡

ア ン ギオダ ニ ン は ､ 血 管 内 皮 細胞 表面 の α ア ク チ ン 様 蛋 白質 に 結 合 し て 核 に 移行

する性 質 が あ り ､ 他 の 増 殖 因 子 の シ グ ナ ル 伝 達 と は ､ か なり 異 な っ て い る ｡ 現

時点 で は. ア ン ギオ ダ ニ ン の 血 管新 生 活 性 の メ カ ニ ズ ム に つ い て は 不 明 の 点 が 多 い o
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ま た ､ ア ン ギ オ ダ ニ ン を 研 究 し て い る グ ル ー プ が 少 な い う え ､ 中 和 抗 体 の 抗 癌

活性 に つ い て は ､ 0 1 s e n グ ル ー プ か ら の 報告 し か な い ｡ ア ン ギ オ ダ ニ ン が

T A F か ど う か に つ い て の 結 論 は ､ 更 に 多く の 研 究 を 要 す と 思 わ れ る 0

以 上 の 報 告 か ら も ､ 現 時 点 で T A F と い え る 血 管 新 生 因 子 は ､

V E G F 以 外 に な い と 思 わ れ る o K i m 等 の 指 摘 し た 現 象 に つ い て は ､ 他 の

T A F の 関 与 よ り モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 の 固 形 癌 の 細 部 へ の デリ バ リ ー に 限 界 が

あ る の で は な い か と 考 え る o 固形 癌 は ､
▲

表 面 に は 新 生血 管 が 豊 富 で あ る が ､ 内

部 は 血 管 に 乏 し く 低 酸 素 状 態 で あ り 壊 死 し て い る . 一

方 ､ V E G F は ､ そ の よ

う な 壊 死 し た 部 分 で 高 発 現 で あ る と と も に 低 酸 素 状 態 で 発 現 が 誘 導 さ れ る こ と

が 知 ら れ て い る( 7 3 , 1 0 7) o つ ま り ､ 固形 癌 の 内 部 で V E G F の 発 現 が 高 い 部 分

は ､ 血 管 が 乏 しく 壊 死 し て い る 部 分 で あ り ､ こ の よ う な 部分 に 吐 血 流 を 介 し た

抗体 の デ リ バ リ ー

臥 困発 で あ る と 考 え ら れ る .
こ の 点 臥 抗 V E G F 中 和 抗

体 の み で 固形 癌 の 治 療 を 行 う 際 の 限 界 と な る ｡
一

般 的 に 臨床 に お け る 癌 化 学療 法 で は ､ 作 用 メ カ ニ ズ ム の 異 な る 複 数

の 抗 癌 剤 に よ る 併 用 療 法 が行 わ れ る ｡ ｢ 血 管新 生阻 害 剤+ は ､ そ の 特 性 か ら 考

え て 単 独 で は ､ 固 形 癌 の 増殖 を 抑 制 す る こ と は 可 能 で あ る が , そ の サ イ ズ の 縮

小 は 期 待 で き な い と 思 わ れ る o こ の こ と か ら ､ 従 来 の 抗 癌剤 に 対 し て 対 し て 作

成 さ れ た ガ イ ド ラ イ ン に あ る ｢ 固形 癌 の サ イ ズ の 縮 小+ で 評価 す る と ､ ｢ 血 管

新 生 阻 害 剤+ が 抗癌 剤 と し て 認 可 さ れ な く な っ て く る o そ こ で ､ 抗 癌 剤 と し て

の 開 発 に は ､ 他 の 療 法 と の 組 み 合 わ せ が 必 要 と な る と 考 え ら れ る ｡ 動 物 実 験 の

段 階 で あ る が 血 管 新 生 阻害 剤 と 他 の 抗 癌 剤 と の 併 用 に よ り相 乗 的 な 効 果 が 得 ら

れ て い る 例 も あ る(10 8 , 109) ｡ そ こ で 抗 V E G F 中和 抗 体 と 既存 抗 癌 剤 と の 併 用

療法 は ､ そ れ ぞ れ の 抗 癌 活性 を 上 昇 さ せ ､ 固形 癌 の 縮 小 効 果 が 期 待 で き る と 思

わ れ る ｡

著 者 等 は ､ V E G F の 活 性 を 阻 害 す る 手 段 と し て 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 中

和 抗 体 を 用 い て 実験 し て き た ○ 近 年 ､ 抗 体 以 外 の 材 料 で V E G F の 活 性 を 特 異

的 に 阻 害 し た と い う 報 告 が あ る o M i l l a u e r 等 は ､ マ ウ ス V E G F レ セ プ

タ ー で あ る F l k -

1 の 細 胞 内部 の チ ロ シ ン キ ナ - ゼ 領 域 を 欠 き 情 報 伝 達 能 を 失

つ た 変 異 レ セ プ タ ー

遺 伝 子 ( ド l k -

1 T M 〕 を レ ト ロ ウ イ ル ス に 組 み 込 ん で 遺

伝子 治 療 実 験 を 行 っ て い た(11 0) ｡ ･ ヌ
ー ド マ ウ ス に 移 植 し た ラ ッ ト 脳 腫 蕩 株 C 6

の 増 殖 を F l k -

1 T M を 組 み 込 ん だ レ ト ロ ウ イ ル ス を 投 与 す る こ と で 抑 制 し て

い た ｡ こ の 結 果 も V E G F が T A F で あ り ､ V E G F -

ド l k - 1 の 相 互 作 用 が

固形 痛 に お け る 血 管 新 生 に 重 要 で あ る こ と の 証 拠 で あ る ｡
一

方 ､ チ ロ シ ン キ ナ
- ゼ の 基 質 と な る テ ロ シ ン 残 基 の ア ナ ロ グ と な る チ ル フ ォ ス チ ン と 呼 ば れ る

一

連の チ ロ シ ン キ ナ - ゼ 阻 害剤 が あ る ○ こ れ ら は ､ 側 鎖 や 骨 格 の 構 造 の 違 い で 阻
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害す る チ ロ シ ン キ ナ - ゼ に 対 す る 特 異 性 が 異 な っ て く る と い う 性質 が あ る(1 1 1) 0

先 の M i l l a u e r と 同 じ グ ル ー プ の S h a w v e r に よ る と F l k -

1 テ ロ シ

ン キ ナ - ゼ を特 異 的 に 阻 害 す る チ ル フ ォ ス チ ン の 合 成 し て い た( 1 1 2) ｡ 動 物実 験

の デ ⊥ タ は な い が ､ V E G F の 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る 低 分 子 物 質 の ひ と つ で

あ る ｡ J e l l i n e k 等 に よ る と V E G F に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る R N A オ

リ ゴ マ - を ラ ン ダ ム オ リ ゴ R N A ラ イ ブ ラ リ ー よ り選 出 し ､
.
結 合 に 必 要 な 最 小

単位 ま で 限 定 し て い た( 1 1 3) 0 H U V E ･ C に 対 す る レ セ プ タ ー

ア ッ セ イ に て V E

G F の 結 合 を 阻害 し た と い う デ ー タ の み で あ り ､ V E G F の 生 物 学 的 活 性 に 対

す る 阻害 効 果 は 不 明 で あ る が ､ 生 体 に お け る 安 定性 ( ヌ ク レ ア - ゼ 耐 性〕 を 考

慮 し て 塩 基 の 修飾 も 行 っ て い る こ と か ら 医薬 品 と し て の 展 開 が 予想 さ れ る(1 1 4) 0

同 じ オ リ ゴ 核 酸 で も V E G F の 配 列 に 相 補 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 に て V E G F の

発現 を抑 制 し た と い う 報 告 も 2 グ ル ー プ よ り あ る ｡ S a l e
‾

b 等 娃 ､ ラ ッ ト の

脳腫 蕩 抹 ( C 6 ) に ア ン チ セ ン ス V E G F -

c D N A を 発 現 さ せ る と ヌ ー ド マ ウ ス

で の 固 形 癌 の 増 殖 が 著 しく 抑 制 さ れ た と 報 告 し ､ こ の ア ン チ セ ン ス 核 酸 に よ る

遺伝 子 治 療 の ▲可 能 性 を 示 唆 し て い た(115) ｡ 抗癌 活性 で 披 な い が R o b i n s o n

等 に よ る と ､ 新 生 児 マ ウ ス を 用 い た 網 膜 症 モ ≠ ル に て ､ マ ウ ス V E G F の 開 始

コ ド ン 付 近 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ D N A を 眼 球 内投 与 す る こ と で 治 療 で き た と

報告 し て い る(1 1 6) ｡ A l e l l o 等 も ､ 同様 の 網 膜 症 モ デ ル で の 治 療 効 果 を

V E G F レ セ プタ ー

( F l ト 1 お よび F l k -

1 ) の 細 胞 外 領 域 を
■
ヒ ト I g の F c 領

域 に 結 合 し た 融 合 蛋 白質 の 眼 球 内 投 与 の 系 で 報 告 し て い る(1 17) o K e n d a l l

等 は ､ V E G F レ セ プタ ー ( F l ト 1 ) の 細 胞 外 領域 の み で も V E G F の H U V E C

に 対 す る 増 殖 促 進 活 性 を 阻 害 す る と 報 告 し て い る(11 8) ｡ 以 上 の よ う に ､ 中 和

抗体 以 外 の ア プ ロ ー

チ で V E G F の 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る も 数 多 く あ る こ と

が わ か る ｡ し か し ､ 医薬 品 と し て の 開 発 を 考 慮 す る と ､ こ れ ら 全 て が 候 補 と な

り う る か に つ い て は 不 明 で あ る ｡

固 形 癌 の 増 殖 を 阻 害 す る 活 性 を 持 つ 抗 体 の 報 告 は多 い ｡ そ れ ら は ､ 作

用 メ カ ニ ズ ム に よ っ て 二 群 に 大 別 さ れ る o 第
- は ､ 著 者 等 の ア プ ロ ー チ の よ う

に ､ 固 形 癌 の 増 殖 に 関係 し て い る 特 定 の 増 殖 因 子 の 活 性 を 阻害 す る こ と を 主 作

用 と し た 抗 体 で あ る ｡ 第 二 は ､ 固 形 癌 の 表 面 に 発 現 さ れ て い る 特 定 の 因子 ( 癌

抗原) を 認 識 し ､ 宿 主 の 免疫 能 を 介 し た 抗 癌 活 性 を 示 す 抗 体 で あ る o 何 れ の 場

合 に も 抗 原 の 固 形 癌 に 対 す る 特 異 性 が 問 題 の ひ と つ と な る ｡ V E G F に 関 し て

ほ ､ 第 Ⅰ 章 に て Iも 考 察 し た よ う に 固 形 癌 で の 発 現 は ､ 他 の 部 位 で の
`
発 現 に 比 べ

て 高く 簡 異 性 が 高 い と考 え ら れ る ｡ 健 常 人 で は ､ 一 般.に 女性 の 性 周 期 や 妊 娠 以

外 に 恒 常 性 の 推 持 の た め に 血 管新 生 を 要 す る 変イヒは 少 な い と 考 え ら れ て い る ｡
こ の よ う な 状 態 に お け る V E G F の 関 与 が 示 唆さ れ て い る(54

- 5 6) も の の ､ 健 常
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人 に お け る V E G F の ､ 他 の 役 割 に つ い て は 明 ら か に な っ て い な い ｡ 従 っ て ､

中 和抗 体 を投 与 す る こ と で 起 こ る と 想 定 さ れ る 副 作 用 に つ い て は ､ 慎 重 に 検 討

す る 必 要 が あ る ｡ 一

方 ､ 抗 体 医薬 品 に よ る 治 療 と は ､ 分子 量 1 5 万 k D の 蛋 白

質 ( I g ) を 生体 に 投 与 す る こ と で あ り ､
マ ウ ス I g か ら な る 抗 体 医薬 品 を を

繰 り返 し て 投 与 す る と 抗 体 医 薬 品 自 身 が 異 物 と認 識 さ れ て ､ そ れ に 対 す る 抗 体

(h u m a n a nt 卜m o u s e a n ti b o d y ; H A M A 〕 が で き る こ と が 知 ら れ て い る . H A M A は ､

抗体 医 薬 品 と 免疫 複 合 体 を 形 成 し て ､ そ の 活 性 を中 和 す る と と も に ク リ ア ラ ン

ス を 早 め て し ま う ば か り で な く ､ ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 等 の 高 感 受 性 に 伴 う リ ス ク

も生 じ て く る ｡ こ の 問 題 点 を 解 消 す る た め に は ､ 遺 伝 子 工 学 的 に ､ マ ウ ス モ ノ

ク ロ - ナ ル 抗 体 の 可 変 部 を ヒ ト I g の 定 常 却 と 結 合 し て マ ウ ス ー ヒ ト キ メ ラ I g

を作 製 する手段 が 採 ら れ る ( キ メ ラ 化) (119 - 1 27) o ま た ､ 可 変 部 中 で も 抗 原 結

合 に 関 係 す る 最 小 領 域 ( c o mp l e m e n t a ril y
-

d et e r m i n i n g r e g i o n ; C D R ) の み を 浅 し

て ､ 他 を ヒ ト I g に 置 換 す る 手 法 ( ヒ ト化 ; C D R -

ど ∫ a f t ) ま で も 駆 使 し

て ヒ ト I g に 近 づ け た 例 も あ る ( 図 1 5 ) (1 2 8 -

1 3 0) ｡ 著 者 等 の 作 製 し た ヒ ト

V E G F 1 2 1 中 和 モ ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 も ｢ 抗 癌 剤+ と し て 開 発 す る た め に は ､ こ

の よ う な キ メ ラ 化 あ る い は ヒ ト 化 な ど の 改 変 を 行 う 必 要 が あ る ｡

著 者 等 の 作喪 し た 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体 の よ う な

血 管新 生 阻 害 剤 が 癌 転 移 に 有 効 で あ る こ と は ､ 第 Ⅴ 章 に て
_
も 考 察 し た よ う に 十

分考 え う る こ と で あ り ､ 実 験 結 果 も そ れ を 証 明 し て い る o し か し ､ ｢ 抗 転 移 剤+

の 開発 に 関 し て は ､ 評 価 法 が 問題 と な っ て く る ｡ 臨 床 に お い て も ｢ 抗 転 移 剤+

評価 の ガ イ ドラ イ ン は ､ 現 在 作 成 中 で あ る し ､ 評 価 期 間 が か な り 長 く な る こ と

が 予想 さ れ る o 従 っ て ､ 抗 ヒ ト V E G F 1 9 1 中和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 医 薬 品 と

し て の 開発 す る に は ､ ま ず ｢ 抗 癌 剤+ と し て 開 発 す べ き と考 え る ｡

著 者 等 の 研 究 に よ り V E G F が T A F で あ る こ と が 明 ら か に な り ､ 固

形痛 治 療 の 新 た な タ - ゲ ッ ト と な る こ と が 示 さ れ た o ま た ､ 著 者 等 の 作 製 し た

抗 ヒ ト V E G F l 会 1 中和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 が ､ 新 た な ｢ 抗 癌 剤+ お よ び ｢ 抗 転

移剤+ と な る 可 能 性が 示 唆 さ れ た o T A F を タ - ゲ ッ ト と し た 新規 な 抗 癌 剤 で ､

人 類 の 課 題 の ひ と つ と し て 残 さ れ た ｢ 癌 の 克月昆+ が で き る こ と を期 待 し ､ 著 者

等 の 研 究 が ､ そ の 一

部 に で も 貢 献 で き れ ば 幸 い で あ る ｡
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掲載雑誌

第 1 章 - 第 3 章 の 内 容 は ､ 次 の 姥 誌 に 掲 載 さ れ た ｡

B l o c h e m ･ B l
'

o p h y s ･ E e s . C o m m u D . , iB i , 1 2 3 4
- 1 2 4 1 . (1 9 9 3 )

R o nd o . S ‥ A s a n o . ”. , a n d S u z u k
-
i , H ‥

''

S i g n i f i c a n c e o f v a s c u l a r e n d o t h e l i a l g r o w t h f a c t o r / v a s c u l a r

P e r m e a b i l i t y f a c t o r f o r s o l i d t u m o r g r o w t h , a n d i t s i n h i b i t i o rl

b y th e a n t i b o d y .
''

B J
'

o c b e m . B l
'

o p h F S . A c t a , 12 2 1 , 2 1 ト2 1 4 , (1 9 9 3)

R o nd o , S ･ ･ A s a n o , H = M a t s u o , a . , O h 血O ri , Ⅰ ‥ a n d S u z u k i , H . ,
”

V a s c u l a r e n d o t h e l i a l g r o w t h f a c t o r / v a s c u l a r p e r m e a b i l i t y

f a c t o r i s d e t e c t a b l e i n t h e s e r a o f ･ t u m o r
-

b e a r i n g m i c e a n d

c a n c e r p a t i e n t s .

第 4 章 - 第 5 章 の 内 容 は ､ 次 の 稚誌 に 掲 載 さ れ た ｡

H y b r J
'

d o m a
, i旦, 4 7 5

- 4 7 9 , (1 9 9 5)

A s a n o ･ 比 ･ Y uki t a ･ A = ぬt s u n o t o , T ･ , M a t s u o , K ‥ R o nd o , S . , a nd S u z u ki , H . ,
' '

I s o l a t i o n a n d c h a r a c t e[ i z a t i o n o f n e u t r a l i z i n g n o n o c l o n a l

a n t i b o d i e s t o h u m a n v a s c u l a r e n d o t h e l i a l g r o w t h f a c t o r /

v a s c u l a r p e r m e a b i l i t y f a c t o r 1 2 1 ( V E G F/ V P F l 皇 1 )
''

C a D C e r ･ E e s . , 圭迫, 5 2 9 6
- 5 3 0 1 , (1 9 9 5)

A s a n o ･ H ･ ･ Y u k i t a , A ･ , H a t s u m o t o , T . , R o n d o , S . , a n d S u z u k i , H ‥
''

I n h i b i t i o n o f t u m o r g r o w t h a n d m e t a s t a s i s b y a n

i n ･n u n o n e u t r a l i z i n g m o n o c l o n a l
l
a n t i b o d y t o h u m a n v a s c u l a r

e n d o t h e l i a l g r o w t h f a c t o r/ v a s c u l a r p e r m e a b i l i t y f a c t o r l 急 1
''
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N a t u r e (L o n d o n) , Baa , 6 3 ト6 32 , 19 8 7

F r a t e r
- S c h r od e r , ” - R i s a u ･ W ･ , R ell m a n ･ R ･ I G a u t s c hi , R ･ , a n d B 6h l e n , P ‥ T u m o r n e c r o si s

f a c t o r t y p e
-

α , a p o t e n t i nh ib it o r of e n d ot h el i al c el l g r o w th l
･

D V l
･

t r o , i s
a n gi o g e n i c I D Vi v o ･ , P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S c l

･

. aSA , 弘 5 277
-

528 1
,
19 87

M i y a z o n o ･ K ･ ･ O k a b e , T ･ ･ U r ab e , A ･ , T a k ak u ･ F ･ , a n d H eld i n , C - 臥 , P u ri fi c at i o n a nd
p r o
･
p e r ti e s o f a n e nd o th el i al c ell g r o w th f a c t o r f r o m h u m a n p l at el et s ‥ i . B l

･

0 1 . Cb e m . ,
262

, 40 98 - 4 10 3 , 19 87

I s hi k a w a ･ F ･ ･ Mi y a z o n o , K ･ ･ H e ll m a n ･ U ･ ･ 鮎 n n e s , D ･ I W e r n st ad t
･ C ･ , H a g i w a r a , a . , U s uki , A . ,

T a k ak u ･ F ･ ･ Ri s a u ･ W ･ ･ a n d H el di n ･ C -

H ･ ･ Id e n tifi c a ti o n of a n g i o g e ni c a c ti vi ty a n d t h e
c l o ni n g a n d e x p r e s s i o n of p l a t e l et

- d e ri v e d e nd o th e l主al g r o wth f a ct o r . , N a t u r elL o nd o D) ,
過 , 5 5 7

-

5 62 , 198 9

F e r r a r a ･ N ･ ･ a nd 鮎 n z el ･ W ･ J ･ ･ Pi t u it a r y f ol li c ul a r c ell s s e c r et e a n o v e l h e p a ri n
-

b i nd i n g g r o w th f a c t o r s p e c i f ic f o r v a s c u l a r e nd oth el i a l c ell s ‥
Bl o ch e m ･ B l

'

o p h y s ･ R e s . C o m m u D . , i6i , 85 ト85 8 , 198 9

L e u n g , D ･ W ･ ･ C a c hi a n e s ･ G ･ I K u a n g 淋 J ･ ･ G o ed d el , D ･ Ⅴ･ , a nd F e r r a r a ,”. , V a s c ul a r
e nd o t h e l主al g r o w th f a c t o r i s a s e c r et e d a n gi o g e ni c mi t o g e n ･ , S c l

･

e D C e(qa sb l
.

D g t O n D C) ,
星盟,
130 6 -

13 09 , 198 9

C o n n ･ G ･ ･ S od e r m a n , D ･ ･ S ch a e f f e r ･ M ･ ･ W il e , H ･ ･ H at c h e r , V ･ B ･ , a nd Th o m a s , K . A . .
p ur i fi c a ti o n of a g ly c o p r o t e i n v a s c ul a r e nd ot h el i a l c el l m it o g e n f r o m a r at g li o m a
c e ll li n e ･ , P r o c ･ N a tl ･ A c a d . S c 1

'

, LISA , 弘 132 3
-

1327 , 19 90

Ti s h e r ･ E ･ ･ G o s p o d a r o vi c z ･ D ･ ･ H it c h e ll ･ R ･ ･ S il v a ･ M ･ ･ S ch illi n g ･ J ･ , L a u , K ‥ C r i sp , T . ,
Fi･dd e s , J ･ C ･ ･ a nd A b r ah a n ･ J ･ A ･ , V a s c u l a r e nd o th e li a l g r o w th f a c t o r : a n e … e 血b e r of
th e p l a t el e t d e ri v ed g r o w th f a c t o r f a m il y - B l o cb e m ･ B l

･

o p h y s ･ R e s . C o m m u n . , 16 5 ,
11 98 -

120 6 , 198 9

S e n g e r ･ D ･ R ･ I G all i , S ･ J - D v o r ak ･ A ･ M ･ I
d

P e r r i z z i ･ C ･ A ･ I E ar v e y 'Ⅴ･ S ･ , a n d D v o r ak , H . F ‥
T u m o r c e ll s s e c r e t e a v a s c ul a r p e e m e abil it y f a c t o r t h at p r o m ot e s a c c u m u l a ti o n ofよs ci t e s fl ui d ･ , S c l

･

e D C e (V a sh l
･

n gt o n D C) , Bi! , 9 83
-

98 5 , 19 83

-

8 5
-



31 .

32 .

33 .

34 .

35 .

36 .

37 .

38 .

39 .

40 .

41 .

42
.

4 3 .

44 .

R e c k , P ･ J ･ ･ H a u s e r , S ･ D ･ ･ K ri v i ･ G ･ ･ S a n z o ･ K ･ ･ W a r r e n ･ T ･ ･ F e d e r ' J ･ , a nd C o n n ol y , D . T . ,
V a s c ul a r p e r m e a bi li t y f a ct o r , a n e nd o th eli a l c ell n i t o g e n r e l a t ed t o PD GF . ,
S c l

'

e n c e (ua sb l
'

D g t O D D C) , a4i , 1 309
-

13 12 , 198 9

C o n n o ly ･ D ･ T ･ ･ H a u v el n a n ･ D ･ M ･ ･ N e l s o n ･ 乱 ･ H o l a nd e r , J ･ Ⅴ- Ep p l e y ' B . L . , D elf i n o , J . J . ,
S i e g e l ･ R ･ N ･ , L ei m g r u b e r ･ R ･ S ･ I a n d F ed e r ･ J ･ ･ T u m o r V a s c ul a r p e r m e a bil it y f a c t o r
sti m ul at e s e nd ot h e li al c e ll g r o wt h a nd a n g i o g e n e si s ･ I J ･ C l l

･

D ･ I n v e s t . , 弘 147 0 -

14 78 ,
198 9

C o n n ol y , D ･ T - V a s c u l a r p e r m e ab i li ty f a c t o r : a u ni q u e r e g ul at o r of b l o o d v e s s e l
f u n c ti o n ･ , J ･ C e ll . B l

'

o cb e m . , 弘 2 19
- 2 23 , 1991

P1 6 u e t ･ J ･ ･ S ch i ll i n g ･ J ･ ･ a nd G o s p o d a r o wi c z , D - I s ol ati o n a nd ch a r a ct e r i z a ti o n of a
n e wl y id e nt if i e d e nd ot h e li al c el l m it og e n p r o d u c e d b y AtT

- 20 c ell s . , EjyB O . J . , a ,
380 ト3 80 6 , 198 9

F a v a r d ･ C ･ ･ M o u k a d i ri ･ H ･ ･ D o p e y , C ･ ･ P r a l o r a n ,Ⅴ‥ a n d P1 6 u e t , I . , P u ri fi c at i o n a nd
bi o l o g i c al p r o p e rt i e s o f v a s c u l ot r o p i n , a n e w a n g i o g e ni c c y t oki n e ･ , B l

･

0 1 . C ell , Za ,
ト6 , 19 9 1

M agl i o n e ･ D ･ ･ G u e r ri e r o ･ V ･ ･ V i g l i et t o ･ G ･ ･ D el l 卜B o vi , P ‥ a nd P e r si c o ,”. G . , I s ol ati o n
o f a h u m a n p l a c e n t a C DN A c od i n g f o r a p r ot ei n r el at ed t o th e v a s c u l ar p e r n e a bi lit y
f a c t o r ･ ･ P r o c ･ 胸t l ･ A c a d . S c l

'

. aSA , 弘 9 267
-

9 27 1 , 19 9 1

L y tt l e , D ･ J ･ ･ F r a s e r ･ K ･ M ･ ･ F l e m i n g , S ･ B - M e r c e r , A ･ A ･ ･ a nd R ob i n s o n , A . J ‥ H o m ol o g s of
v a s c ul a r e n d ot h e li al g r o w th f a c t o r a r e e n c od ed b y th e p o x v i r u s o rf vi r u s , , J . V J

･

r ol . ,
姐 8 4 - 92

, 199 4

Sh ib u y a ･ M ･ ･ Y a m a g u c hi ･ S ･ ･ Y a m a n e ･ A ･ ･ I k ed a ･ T ･ I T o J
･

0 ･ A - M at s u sh i m e , H . , a nd S a t o , ”. ,
N u c l e ot id e s e q u e n c e a nd e x p r e s si o n o f a n o v el h u m a n r e C e P t O r -

_
t y p e t y r O Si n e ki n a s e

g eh e (f i t) cl o s el y r e l at ed t o th e f m s f a mil y ･ , OT7 C O g e D e , 旦, 5 19
-

5 24 , 199 0

d e V r i e s ･ C ･ ･ E s c o b e d o , J ･ A - U e n o , H ･ ･ H o u c k ･ K ･ ･ F e r r a r a , N ･ , a nd 削11i a n s , L . T . ; T h e
f m s

-

l ik e ty r o s i n e ki n a s e , a r e c e p t o r f o r v a s c u l a r e n d o th e li al g r o w th f a c t o r ‥
S c l

'

e n c e (u a sb l
'

D g t O n DC) , 迩 , 9 8 9 - 9 9 1 , 199 2

M atth e w s , W ･ ･ J o r d a n ･ C ･ T ･ ･ G a vi n ･ M ･ I J e nk i n s ･ N ･ A ･ 9 C o p el a nd , N ･ G ･ , a nd L e m i s ch k a . Ⅰ. 氏. ,
A r e c e p t o r t y r o s i n e k i n a s e C D NA i s ol a t e d f r o m a p o p ul at i o n of e n r i ch ed p r i m iti v e
h e m o p oi e ti c c el l s a nd e xhi bi ti n g c l o s e g e n eti c li nk a g e t o c

-

ki t .
,

j h c ･ N a tl ･ A c a d . S c l
.

. aSA ‥ 8! , 9 02 6
-

9 03 0 , 199 1

T e r m a n ･ B ･ Ⅰ - C a r r i o n ･ M ･ E ･ ･ K o v a c s , E ･ , R a s m u s s e n ･ B ･ A ･ ･ Edd y ' R ･ L ･ , a n d S h o w s , T . B . ,
I d e n t if i c ati o n o f a n e w e nd o th eli al c e ll g r o wt h f a c t o r r e c e p t o r ty r o si n e ki n a s e . ,
a 7 C O g e D e , 6 , 16 7 7

-

168 3 , 199 1

T e r m an ･ B ･ Ⅰ･ I D o u g h er
- V e r m a z e n , M ･ I C a r ri o n ･ M ･ E - D i m it r o v . D ･ , A r m el i n o , D . C . ,

G o s p od a r o vi c z , D ･ ･ a nd B 6hl e n , P ･-･ I d e ntif i c at o i n o f 七h e KD 昆 t y r o si n e ki n a s e a s a
r e c e p t o r f o r v a s c ul a r e n d o th el 主a l e el 1 g r o w th f a c t o r ･ ･ B l

･

o cb e m ･ B l
･

o pb y s . E e c . C o m m D D . ,
18 7 , 15 79 -

158 6 , 19 9 2

F e r r a r a ･ N ･ I H o u ck ･ K ･ A ･ I J a k e n a n , L ･ B ･ , W i n e r . J ･ , a nd L e u n g , D . W . , Th e v a s c ul a r
e nd ot h e li al g r o w t h f a ct o r f a mi ly of p o l y p e p tid e ･ ･ J ･ C el l ･ 8 J

･

o ch e m . , 41 2 1 ト218 , 199 1

H o u ck ･ 且･ A ･ ･ F e r r a r a ･ N ･ ･ W i n e r ･ J ･ ･ C a c hi a n e s ･ G ･ ･ L i , B ‥ a n d L e u n g , D . ”. , Th e v a s c ul a r
ehd o t h e li a l g r o w t h f a c t o r f a mil y : i d e n tif i c a ti o n o f a f o u r th m ol e c ul a r s p e c i e s a n d
c h a r a ct e r i z at i o n of al t e r n a t i v e s p li ci n g of RNA - H ol ･ E D d o c r J

･

n ol ‥ a , 18 06
- 1 8 14

, 19 9 1

- 8 6 -



45 ･ T i s c h e r , E - M it ch e1 1 ･ R ･ ･ H a r t n a n , T ･ , Sil v a , ”. , G o s p od a r o vi c z , D . , Fid d e s , J . C ‥ a nd
Åb r a h a m , J ･ A - Th e h u m a n g e n e f o r v a s c u l a r e nd ot h el i al g r o wt h f a c t o r : M ul ti p l e

p r ot ei n f o r m s a r e e n c o d e d t h r o u g h al t e r n a ti v e e ∑o n s p l i ci n g . , J . B l
'

0 1 . 伽 m . , 星6& ,
1 194 7 - 11 95 4 , 19 91

46 . ‡o u ck , K ･ A ･ ･ L e u n g , D ･ W ･ ･ R o wl a n d , A ･ H ･ , 削n e r , J ･ , an d F e r r a r a ,”. , D u a l r e g ul at o n of
v a s c u l a r e nd oth el i al g r o w th f a c t o r b i o a v ai l a bil it y b y g e n eti c a n d p r o t e o l y ti c
m e c h a ni s m s ･ , J . B l

'

0 . Ch e w . , a61 , 2603 ト260 37 , 199 2

47 ･ P a rk ･ J ･ E ･ , K ell e r , G - A ･ ･ a nd F e r r ar a , N ･ , Th e v a s c ul a r e nd ot b e li al g r o 官t h f a c t o r (V EG F)
i s o f o r m s : D if f e r e n ti al d e p o s it i o n i nt o t h e s u b e p it h el i al e xt r a c el l ul a r 皿at ri x a nd
b i o a c ti vi t y o f e x t r a c el l u a r m e t r i 文 一

b o u nd V EGF ‥ H o l . B l
･

0 1 . C ell , 生, 13 17
- 13 26 , 1993

48 ･ M y o k e n ･ Y - K a y a d a ･ Y ･ , O k a n ot o , T ･ , R a n , ”. ,
A

S at o , G ‥ a n d S at o , J . D ‥ V a s c ul a r
e nd o t h e li al c ell g r o w th f a c t o r (VEGF) p r o d u c ed by A

- 4 3 1 h u m a n e p id e r 皿Oid c a r ci n o m a
c ell s a n d i d e n ti f i c ati o n o f VE GF m e mb r a n e b i nd i n g

.
si t e ･ , P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S c l

･

･ USA , 8i ,
58 19 - 58 2 3 , 1 99 1

49 .

50 .

51 .

M o s m a n n ･ T ･ ･ R a p i d c o l o ri m et r i c a s s a y f o r c el l u l a r g r o wt h a nd s u r vi v al : A p p li c at i o n
t o p r o li f e r a ti o n a nd c y t ot o x i ci t y a s s a y . , J . I m m a n o l . M eth o d , 弘 5 5

- 6 3 , 19 83

T an ak a ･ N ･ ･ S ak a m ot o ･ N ･ ･ ･ I n o u e ･ K ･ ･ R o r e n a g a , H . , K a d oy a , S . , O g a w a , H . , a nd O s ad a , Y . ,
A n tit u m o r ef f e c t o f a n a nti a ng i o g e ni c p ol y s a c c h a r id e f r o m a n A rth r o b a c t o r s p e ci e s
w it h o r wit h o ut a s t e r oid . , C a n c e r R e s ‥ 姐 67 27 - 6 730 , 198 9

K o n d o ･ S ･ ･ 凹a t s u m o t o ･ T ･ ･ Y ok o y a m a , Y ･ , O h m o r i ,Ⅰ. , la n d S u z uki , H . , Th e s h o rt e s t i s o f o r n
o f h u m a n v a s c ul a r e nd ot b e li a l g r o w th f a c t o r/ v a s c ul a r p e r m e abi 1i ty f a c t o r(V EG F/V P F 1 2 1)
p r o d u c e d b y S a c cb a r o m y c e s c e r a v l

'

s l
'

a e p r o m o t e s b oth a n g i o g e n e s i s a n d v a s c u l a r

p e r m e a bi 1 it y . , B l o cb )
'

m . B l
'

o p bJIS . A ct a , 124 3 , 1 95
- 2 02 , 199 5

52 ･ Y e o ･ K -

T ･ ･ W a n g ･ H ･ H ･ ･ F a g y , J ･ A ･ ･ S i o u s s at ･ T ･ H ･ , L e db et t e r , S . 氏, . H o o g e w e rf , A . J . , Zh o u , Y . ,
M a s s e , E ･ M ･ ･ S e n g e r ･ D ･ R - D v o r a k ･ H ･ F ･ ･ a n d Y e o , T -

K = V a s c ul a r p e r m e a bi lit y f a ct o r

( v a s c u l a r e n d o th el i a l g r o wt h f a c t o r) i n g ui n e a pi g a nd h u m a n t u m o r a n d i n fl a m m at o r y
e ff u s i o n s ･ , C a n c e r R e s . , 弘 291 2

-

291 8 , 19 93

53 ･ S ok e r , S - S v ah n ･ C ･ M - a n d N e uf eld , G = V a s c ul a r e nd o th eli al g r o 打th f a c t o r i s
i n a ct i v a t e d b y bi n di ng t o α ㌻ m a c r o g l o b ul i n a n d t h e bi n di n g i s i nhib it ed b y b e p a ri n ‥
J . B I o l . ah e m . , a6& , 76 85 - 7 69 1 , 19 93

&

54 1 R a vi n d r a n at h ･ N ･ I L itt l e -

I h r i g , L ･ ･ Ph il li p s ' H ･ S ･ , F e r r a r a , ”. , a nd Z el e z ni k , A . J . ,
V a s c u l a r e n d o th el i a l g r o w th f a c t o r m e s s e n g e r ri b o n u cl ei c a cli d e x p r e s s i o n i n th e
p ri m a t e o v ar y . , E D d o c r J

'

D O l ‥ i3i . 25 4
- 26 0 , 19 92

55 ･ J a c k s o n ･ M ･ R ･ ･ C a r n e y - E ･ W ･ , L y e , S ･ J ･ , a nd K n o x R it c h i e , J . W . , L o c
･

a li z a ti o n of t w o
a n g i o g e n i c g r o wt h f a ct o r s (P DEC GF a nd VEG F) i n h u m a n p l a c e n t a e th r o u g h o ut g e st at i ｡ n ‥
Pl a c e D t a , 追, 3 4 l - 3 53 , 19 9 4

56 ･ A nth o n y ･ F ･ W ･ ･ W h e e l e r ･ T ･ ･ EI c o ck ･ C ･ L ･ , P i ck ett , ”. , a nd T h o m a s , A . J ‥ i d e n t ifi c a ti o n
o f a s p e ci fi c p a tt e r n of v a s c u l a r e n d o th e li al g r o w th f a ct o r m RNA e xp r e s s i o n i n h u m a n
p l a c e n t a a nd c ul t u r e d p l a c e n t al f ib r obl a s t s . , PJ a c e D t a , 迫 557 -

5 6 1 , 1994

57 ･ F a v a ･ R ･ A ･ ･ 0 1 s e n ･ N ･ J ･ , S p e n c e r
-G r e e n , G ･ ･ Y e o , K -

T ･ ･ y e o , トK ･ , B e r s e , B . , J a ck m a n ,氏. W . ,
S e n g e r ･ D ･ R - D v o r a k ･ H ･ F ‥ a nd B r o 帆 L ･ F = V a s c ul a r p e r m e a bil i ty f a c t o r/ e nd ot h el i a l
g r o wt h f a ct o r (VP F/V EG F) :

I

A c c u m ul ati o n a n d e x p r e s s i o n i n h u m a n s y n ｡ vi a l fl ui d s a nd
rh e u m at o id s y n o vi al t i s s u e . , J . E x p . n ed . , A , 3 41 - 3 46 , 1 994

- 8 7 -



58 ･

'

K o c h ･ A ･ E ･ ･ H a r l o w ･ L ･ A ･ ･ fla i n e s , G ･ K ･ ･ A n e nt o , E ･ P = U 血e m O r i , E ･ N . , W o n g , ”. L ‥ P o p e , R . M ‥
a nd F e r r a r a ･ N ･ I V a s c u l a r e n d ot h e li a l g r o wth f a c t o r : a c y t o ki n e m o d ul ati rlg e nd o t h el i a l

f u n c ti o n i n rh e u m a t o id a rt h r it i s . , J . I m m u n ol .
,
15 2 , 414 9

- 415 6 , 19 94

59 ･ A d a mi s ･ A ･ P ･ ･ H il
･

l e r , J ･ W ･ , B e rn a l , ”. T . , D
'

A 皿i c o , D . J . , F ol kBl a n , ∫. , Y e o , T
-

a . , a nd

Y e o ･ K
-

T ･ , i n c r e a s e d v a s c ul a r e nd oth el i al g r o w th f a ct o r l e v el s i n th e vit r e o u s o f e y e
w ith p r ol if e r a ti v e d i a b eti c r e t i n o p at h y . , A m . J . C p th a l m o l . , 主過, 445
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