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研究 ノ」 ト

副作用の少ない抗がん剤をめざした

血管新生阻害剤の探索

1.は じめ に

現在のが ん治療 において抗がん剤の果たす役割 は非常 に大 きいが、現在使用 されている抗が ん剤

のほ とん どがto)dccompoundで あ り、正常細胞 の増殖 も抑制す ることか ら副作用が強いことは否定

で きない。一方、血管新生 は、正常個体 では創傷の治癒時な ど限 られた時に しか充進 しない現象だ

が、固形がん腫がある程度 の大 きさに達す ると、血管新生促進物質 を放 出 し周辺組織か ら血管 を誘

引 し栄養分 を獲得 して増殖す る(図1)。 したがって、血管新生 を選択的 に阻害す る物質 は、正常

細胞 に毒性 を示 さず 固形が んの成長 を特異的に抑制す ることが出来 ると考 えられてお り、副作用が

少 ない新 しい抗がん剤 として期待 されている。その ような背景か ら、新 しい抗がん剤 として期待 さ

れる血管新生阻害剤 を探索す る目的で、 ヒ ト齊帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)に 対 して選択 的増
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図1.腫 瘍血管新生過程の模式図。腫瘍血管新生は、一般に、1)が ん細胞が生産する血管新生因子の放出と、

既存の血管内皮細胞に存在するレセプターへの結合、2)刺 激 を受けた血管内皮細胞やがん細胞 自身か

らのMMPな どのプロテアーゼ生産による基底膜の消化、3)が ん細胞が生産する血管新生因子の刺激に

よる血管内皮細胞の遊走 ・増殖、4)血 管内皮細胞の管腔様構造形成および裏打ち組織の発達による新

生血管の形成、の各過程を経て起 こると考えられている。各過程には、複数の因子の関与が明らかとな

ってお り、 どの過程を阻害 しても血管新生が抑制できると考えられている。
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殖抑制を示す化合物を底生海洋生物成分より探索 した。

2.Bastadin類 のHUVECに 対 す る選 択 的 増 殖 抑 制 効 果

ヒ ト咽頭上皮が ん細胞KB3-1とHUVECに 対す

る増殖抑 制試験 を行 い、HUVECに 対 して選択 的

に増殖抑制を示す化合物 の探索 を行 った。種 々の

底生海洋生物の抽出エキスについて検討 し、活性

の見 られたイ ン ドネシア ・ス ラベ シ島で採集 した

海綿 か ら、活性物 質 としてプロモチ ロシン誘導体

bastadin類 を単離 した(図2)。 主成分 のbastadin

6は 、HUVECに 対 してKB3-1細 胞 の約10倍 の選択

毒 性 を示 し、HUVECを 血 管 新 生 因子 で あ る

VEGFま たはbFGF依 存性 の条件 で増殖 させ た際

には、その選択性 は約40倍 にまで増強 された(表

1)。 さらに、神経 芽細胞腫Neuro2A、 慢性骨髄

性 白血病細胞K562、 繊維芽細胞3Y1な どの細胞株

と比較 して もHUVECに 対 して約20～100倍 の選択
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図2.Bastadin6の 化 学 構 造 。 プ ロ モ チ ロ シ ン の

四量 体 で特 徴 的 な オキ シ ム基 を有 す る。

毒性 を示 した。一 方 、doxorubicinやetoposideと い った既存 の抗 が ん剤 には この よ うな選 択性 は見

られ なか った(表1)。

表1.Bastadin6と 既存の抗がん剤の血管内皮細胞に対する選択的増殖抑制効果の比較(IC50=μM)

agents

CellHne

bastadin6 doxorubicin etoposide

IC50 S.1. IC50 S.1。 IC50 SJ.

HUVECs(VEGF)a 0.052 1 0.22 1 3.2 1

HUVECs(bFGF)b 0。052 1 0.18 0.8 3.3 1

HUVECs(Normal)c 0.18 3.5 0.13 0.6 1.6 0.5

KB3-1 2.1 41 0.36 1.6 4.3 1.3

N2A 1.8 35 0.40 1.8 1.1 0.3

K562 0.85 17 0.1 0.4 0.91 0.3

3Y1 5.5 106 0.52 2.4 8。0 2.5

1Pb増 殖 因 子 と してVEGFも し くはbFGFの み を用 い た 培 養 条 件

2)c基 本 の増 殖 培 地 を用 い た培 養 条件

3)S.1.=SelecdveIndex:各 種 細 胞 に対 す るIC50/HUVECに 対 す るIC50

3.血 管 内皮 細 胞 の遊 走 化 お よび管 腔 形 成 に対 す るbastadin類 の 抑制 効 果

血管新生の過程では、血管基底膜の消化後、血管新生因子やサイ トカインなどの働 きによって血

管内皮細胞の遊走性が活性化 されることから、血管内皮細胞の遊走化を阻害する化合物が血管新生
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阻害剤 として開発 されている。そこで、ケモ タキシスチ ャンバ ーを用 いてbastadin6の 血管 内皮細

胞の遊走化 に対す る作用 を検討 した。 フィプ ロネクチ ンを塗布 した多孔膜上 にHUVECを 播種 し、

膜 を通過する細胞数で細胞 の遊走性 を評価 した結果、bastadin6は1μM、4時 間処置 でVEGF刺 激

によって誘 導 され るH㎜Cの 齪 化 を阻害 した。 また、雌 縦 の際には、血管 内皮細胞が管腔

様構造 を形成す る過程(tubeformation)が 必須 であ る。そこで、bastadin6のHUVECを 用 いた管

腔形成 に対す る作用 を検討 した。HUVECを 血管新生因子存在下matrix上 に播種 し、誘導 された管

腔形成 に対 する作用 について検討 した結果、bastadin6を0.1μM、12時 間処置す ることでbFGFお

よびVEGFに よって誘導 されるHUVECの 管腔形成 を阻害 した。

4.1ηv1レoモ デル に お けるbastadin類 の血 管新 生 抑 制作 用 お よび抗 腫 瘍 効果

次 に、 マ ウス 角 膜 法 を用 い てfηvfvoで のbas-

tadin類 の効 果 を検 討 した。 マ ウス 角 膜 に血 管 新

生 因子 を含 有 す るペ レ ッ トを挿 入 し、5日 後 に角

警彗巌 罫隻聖讐襟 提1譜鴛型皆
目 までbastadin6を100mg/kg/day腹 腔 内投 与 し

たマ ウスにおいては血管新生が完全 に抑制 されて

お り、加vfyoで のbastadin類 の血管新 生阻害作用

が確認 された(図3)。 また、腫瘍移植 モデルに

おけるbastadin類 の抗がん作用 を評価 した。 ヒ ト

扁平上皮癌細胞A431を ヌー ドマ ウスの皮内 に移

植 し、bastadin6を 腫瘍 移植1日 目か ら7回 、一

日お きに2週 間投与 した群 と腫瘍移植7日 目か ら

一 日お きに2週 間投与 した群 における抗腫瘍効果

を検討 した。 その結果、100mg/kgを 腹腔 内投与

した群では、 どち らの投与スケジュールにおいて

も腫瘍の増殖抑制効果が確認 された(図4)。

Bastadin類 は、血管新生阻害作用 に基づ く抗が

ん剤 リー ド化合物 としての展 開が期待 される。
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図31h嘘o血 管 新 生 モ デ ル に お け るbastadin6の

抑 制 効 果 。 マ ウ ス の 角 膜 に 血 管 新 生 因 子

(200ng/pelletのVEGF)を 含 ませ た ペ レ ッ

トを挿 入 す る と数 日後 に新 生 血 管 が 誘 導 さ

れ る が(A)、bastadin6(100mg/kg/day,

i.p.×3)を 投 与 す る こ とに よ っ て 、新 生 血

管 の誘 導 が 抑 制 さ れ て い る(B)。
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図4.1h㎡"腫 瘍 移 植 モ デル にお け るbastadin6の 増 殖 抑 制効 果 。 ヌ ー ドマ ウス に ヒ ト固 形癌 を移植 す る と腫瘍

の成 長 が 見 られ るが(A)、bastadin6を 投 与 す る こ とで腫 瘍 の成 長 が 明 らか に抑 制 され て い る(B)。
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