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Anti-tumor　 effect　 in　an　in　vivo　 model　 by　human-derived　 pancreatic　 ltNase　 with　 basic

　　　　　　 FGF　 insertional　 fusion　 protein　 through　 anti-angiogenic　 properties

(FGF挿 入 型 ヒ ト組 み替 えRNase・bFGFの 血管 新生 阻 害作用 を介 したin　vivoモ デル にお け る抗 腫 瘍効 果)

八　木 洋

内容の要旨

　悪性鍾 郷の増殖が 血管新生に依存 してお り、高密度 の血 管新 生は

予後不良に関連 している ことが最近の研 究で明 らかにな ってきてい

る。 このため悪性新生物の 治療 に最 も効果的 な方法 の一っ が血 管新

生を阻害す ることで ある と考 えられ ている。

　Fibroblazt　growth　facto[(FGF)は 腫瘍特異的 な血管新 生に寅要な役

割 を果たす増殖因 子の一っであ ることが知 られ てお り,我 々は正常

な細胞 に対 して毒性 を もたずに睡窃血管新 生 を阻害 す る新 たな分子

擦的薬剤 を開発す るため、 ヒ トbasic　FGF(bFGF)を.ヒ ト膵 由来 リ

ポヌ クレアーゼ(RNaseDの リボヌ クレアー ゼ阻害蛋 臼(田 〕結合

部位 に挿入 した蟹 自を遺伝子工学的 に作製 した。 作製 され た新 たな

癒O　 白(CL-RFN89)は 、三次元的 にRIの 結合 を阻害す ることが可

能 となったため、bFGFとRN蹴L双 方の性質 を合 わせ持 ち、　FGF受 容

体を発現す る血管 内皮 細胞 な どに特異的 に結 合 した後 、RNa副 が細

胞 内へ 取 り込 まれ る とRIの 抑 制 を受 けず に 商い殺 細 胞効 果 を示 し

た。

　本 異験では、この新 しい癒合蛋 白で あるCL・RfM9を 用いて、血管

新生阻害 作用を介 したin　VIVOマ ウスモデル での抗腫 瘍効果 を検 酎 し

た。 マ ウス の右背 部皮内 にFGF受 容 体を発現 しない ヒ ト扁 平上皮癌

細胞(A431)を 植 え込ん だ後、翌 日CL-RFN89を 腹 腔 内投 与 し、対

照群 と してbFGF、　PBSを それぞれ投 与 した。投 与後それ ぞれの薬剤

を同量浸透圧 ポンプ に封入 し、マ ウス左 背部皮 下に埋 め込み、 この

浸透圧ポ ンプか ら薬剤が7日 間持続皮 下投与 された。腫癌 の最大径

と最小径か ら推 定腫疫重 肚を遮 日測 定 し、持続皮 下投与終 了後腫瘍

を摘出 して最終睡 瘍重 母を計測 した。 さ らに持続皮 下投与 終了後 に

腫瘍を滴出 し凍結切片 を作製 して、ラ ッ ト抗マ ウスCD31抗 体 を用い

て免疫染色 を行 った。 コンピュー ター画像 解析 を用 いて微 小血 管密

度(MVD)の 測定を行い、腫瘍 血管の 占領面積 率を求 めた。

　 その結果CL-RFN891に よるSySt[[IIICな投与 で、　in　YNOに お ける腫瘍

増殖は有 意差 を もって抑制 された(p=0.0003)。 ま た妓終腫搦 重量

比は コン トロール群 と比較 し,CL・RFN89投 与群 で58.2%抑 制 され た

(Pくo.oooU。 免疫染 色では コン トロール 群 とbFGF単 独 投与群 で、

腫癌 内のviableな細胞のnnに 大 ロ径で 口径不均一 な血管の高度 な増生

を認 めたが、対照 的にCレRFN89投 与群では、小 口径 で均一 な血管 の

増生 を認 め るのみ であ った。CD3]陽 性 血管 を画像 解析 した結 果、

CL・RFN69の 血 管新生阻轡作用に よn,睡 癌 内での血管 占領面積率 が

コン トロール 騨 ・bFGFgi独 投与群 と比較 し有意艶 を もって低値 を示

した(P<O.ooou。

　 これ らの結果 は、CL・RFN89が 血 管新 生阻害 効果 を介 した新 しい

systemicな抗腫瘍薬剤 として期待できる ことを示 してい る。

険文審査の要旨

　悪性腫 瘍の増殖 は血 管新生 に依存 して いるこ とが 明 らか にな って

きておn,bFGFは この過程 に重要 な役 割 を担 うと考 えられ てい る。

我 々はヒ トbFGFを ヒ トRNaselの 田結 合部位 に挿入 した蛋 白を遺伝子

工 学 的 に 作製 した。 こ の新 た な融 合 蛋 白(CレRFN69)はbFGFと

RNa銘 且双方 の性 質 を合 わせ 持 ち、　FGF受 容 体 を発現す る血管 内皮細

胞 などに特異 的に結 合 した後、細胞 内へ取 り込 まれ 、三次元 的 にw

の結 合 を阻 轡 して 高い殺 腫鰯細胞 効果 を示 した。 本 研究 では11!YNO

マ ウスモ デル を用い て、CL・RFN89の 血 管新生阻害 作用を介 した抗腫

瘍効果 が実験的 に示 された。

　審 査では、実験 に用いたA431細 胞の選 択理由 につい て質 問が なさ

れ た。 増殖の安 定性 と血 管新 生阻 害の み を検討 す るた めにFGF受 容

体が発 現 していない 細胞 を選 択 した と回答 され たが、癌細胞 が血 管

新生 のみ でな く細胞 聞質 内 のfibroblastなどに強 い影響 を受 ける こ と

が指 摘 され 、間質 誘導 の強い 消化 器癌 細胞 を用 い た突験系 での検 討

や、 間質 内の細胞 壊死 な ど膵細 な病理 学的検酎 の必 要性が指 掴 され

た。 またbFGFが 恥 【obl眠に与 える影 響 にっいて質 問が な され、促進

的 な効 果を否定す るために増殖 因子活性 が低いbFGFの 変異株 を用 い

た迫加実験 が検討 され てい るこ とが示 され た。 さらにin　vivaにお け

る本 融合蛋 白の細胞 内へ の取 り込 みの証 明、或い は血管新生 阻害 が

RNasc1の 直接 作用の結 果で あるこ との 肉眼的検附 の有 無につい て質

問 があ ったが、対象 細胞 の抑 制や 半減期 の短 さに よ り助VIVOで の局

在証 明が困難 であ る点か ら本 実験 では施行 してい ない 旨が 回答 され

た。続 いて投与 方法 にっいて の再確 認 と臨床 での投 与 の困難 性 につ

い ての指摘 がな され た。 様々 な投与方 法 の検討 か ら腫 瘍植 え込み 直

後 の腹詮内投 与 とそれ に続 く持 貌皮 下投 与のみに 効果 を認 めた こ と

が示 され.臨 床応 用時 の至適投 与方 法にっ いて腫癌 切除後 の予防 的

投 与の提案 が な され た。 また腫瘍 が産 生す るFGFと の競合 につ いて

指簡 がな され、投与 量や投与時 期 な どの関連 が示唆 され たが理 論的

裏 付けの必 要性が示 され た。本 融合 蛋 自の利 点 と して ヒ ト由来 に よ

る低 免疫原性 と、高分 子化合物 で あるた めの固形腫 瘍への 商い選 択

性 が示 され た。 これ に対 し一 部の構 造変化 が もた らす新た な免疫 原

性 の獲得 とそれに よ る臨床応 用の 困難性 に加 え、す で に臨床 応用 さ

れ ているVFGF阻 害剤 との比較や 併用 効果につ いての指摘が なされた

が、今 後高分子 化合物 の腫癌 周囲 の薬物 動態につ い ての確認 と、他

の寮剤 との 比較検討 の必 婆性 が誤題 と して残 され た。最後 に今 僕の

展 蟹 と副 作用 につ い ての質 問が な され た。FGF受 容 体高発 現細胞 で

ある悪性 黒色種、乳 癌、神経膠腫 に対す る抗腫 瘍 効果や リウマ チモ

デ ルでの抗 炎症効果 にっ い て,ま た副作 用 と して脳 や創 優治癒 遅延

な どの可能性 につ いて今 後の検酎課題 と して提 示 され た。

　 以上の よ うに、本研 究 では さらに検酎 され るべ き躁題 を残 してい

る ものの、in　VNOで のsystemicft投 与 によ り腫蕩増殖 抑制効果 を示 し

た ことは、 この挿入 型組 み替 え伍 白がFGF受 容 体 を分子標 的 とした

新 しい抗腫 瘍薬 剤 の開発 へ発展す る可能 性 を示 した点 で有 意義 な研

究 と評価 され た。
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