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悪性胸膜中皮腫における腫瘍血管新生

大田安彦・渡辺洋宇*

悪性胸膜中皮腫は近年増加傾向にありながら,

未だ確立した治療手段はなく,治療にきわめて抵

抗性の予後不良な悪性腫瘍である.腫瘍血管新生

を標的とした治療は,癌のheterogeneityを 克服

しうる新たな抗癌治療法として期待されており,

各種腫瘍における血管新生のネットワークの解析

が臨床検体を用いて進められているが,悪性胸膜

中皮腫における腫瘍血管新生に関する知見は乏し

い.

多くの腫瘍で発現性が確認され,予後との相関

が報告されているvascular endothelial growth

factor(VEGF)関 連因子群の本腫瘍における発

現性と血管新生抑制因子のひとつであるthorom…

bospondin-1(以下 TSP l)の 発現意義に関する

われわれの知見1'aを概説する.な お,本研究に用

いた中皮腫サンプルは米国州立 Karmanos Can‐

cer lnstitute,Harvey I Pass教 授より供与を賜っ

たものである.

悪性胸膜中皮腫におけるVEGF関連因子群の

発現性

近年,VEGFフ ァミリーとして,Type B,C,

Dお よび Eが次々と同定 され,う ちType Cは

FIns― like tyrosine kinase 4(flt-4)の ligandと

してリンパ管内皮の増生への関与が指摘されてい

る3,→.vEGF関連因子群 としてVEGF,VEGF―

C,VEGFRsに ついて,悪性胸膜中皮腫 54切除標

本および非担癌正常胸膜 5標本を用い半定量的

RT― PCRに て遺伝子発現 を解析 した結果 を

丁able lに 示した。平均 densitornetry index(内部

コントロールはβ―actinを使用)で評価した場合,

VEGF― C, flt-4お よてゞ kinase insert dornain‐

containing receptor(KDR)の 発現性が正常胸膜

組織に比し腫瘍組織で高い傾向を認めた。また,

腫瘍組織での各 VEGF関連遺伝子群の発現頻度

はいずれも高く,と りわけVEGF― C,flt-4,KDR

の陽性率は80%以上と高率であった。

正常胸膜での平均発現強度をこえた過剰発現例

の占める割合は同様に,VEGF―C,flt-4お よび

KDRで高い傾向を示した.因子間における発現

性の相関を検討した結果,VEGF― Cと flt-4(p=

0.0018, r=0.67), VEGFと flt-1(p=
0.0089, r=0.27), VEGFと KDR(p=
0.0002,r=0.39)に 有意な正相関が確認された.

腫瘍内脈管密度および リンパ管密度 とVEGF

関連因子群との相関

5μm幅の凍結切片を用いて,腫瘍組織内脈管密

度をFactor Ⅷ に対する免疫染色にて,ま たリン

パ管密度を 5′
―nucleotidaseに対する酵素組織染

色 (Wachstein)法めにて評価した.リ ンパ管内皮

における 5′
―nucleotidase酵素活性は血管内皮の

それに比し高 く,パラホルムアルデヒド固定によ

り同酵素活性を適度に抑制し, リンパ管にのみ遺

残した酵素活性を検出するものであり,こ の適切

な条件を得るために 10～ 30分 まで 5分間隔でア

ルデヒド固定による酵素活性の抑制を施行した (1

標本につき6枚の連続したcryosectionを使用).帝 金沢大学医学部第一外科学教室
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Table 1 Expression of VEGF, VEGF-C, and VEGFRs in malignant pleural mesothelioma (MPM) tumors

Percentage of *Percentage of Mean densitometry index Mean densitometry index
positive tumors overexpression in MPM tumors in normal pleurai tissue

VEGF
VEGF―C
flt-1

KDR
flt-4

75。 9%
85.2%

74.1%
90.7%
96.3%

31.5%
66.7%
20.4%
42.6%

59.3%

1.80ニヒ0.41

0.87ELO.15

0.50「 0.11

1.73「 0.38

1.24「 0.25

1.80± 0.60

0.16「 0.03

0.95二LO.46

1.08「 0.23

0.34「 0.07

* )each mean value of normal pleural tissue

Table 2 Relationship between lymph node metastasis and angiogenesis associated factors

Mean LVD* Mean VD** Mean densitometry Mean densitometry
( x 400) ( x 200) index for VEGF' index for VEGF-e

Node negative cases

(n=17)

Node positive cases

(n=30)

10.2± 1.4

8.3± 1.0

11.0± 1.5

10.9「 1.1

1.3± 0.2

1.9± 0.6

0.9± 0.2

0.8± 0.2

* LVD: lymphatic vessel density, ** VD: microvessel density

Table 3 Cox proportionalhazard regression analysis using 46 malignant pleu-
ral mesothelioma patients with standardized resections

Hazard ratio p 95%CI

Gender

Stage(I, II vs.III, IV)

VD
ネcOA/1 VEGF

3.437

3.729

2.247

0.400

0.0067

0.0091

0.0326

0.0731

1.409ハ V8.384

1.387-10.025

1.070ハ V4.719

0.147´
‐Vl.089

* A combination factor of VEGF, f1t-1, and KDR. It was defined as "positive" if two
or more of the three associated variables are strongly expressed.

なお,酵素組織染色の sensitivityは 57.4%であ

り,腫瘍および間質部分での不特異な染色が認め

られた場所を避け, リンパ管を算定した。脈管密

度はhot spot 3カ 所における平均値をとった.そ
の結果,リ ンパ管密度はVEGF― C(p<0.0001,r=

0.63)お よび fit 4(p=0.0164,r=0.64)と 強相

関し,脈管密度とVEGFと の間にも有意な正相関

(p=0.0188,r=o.33)が 確認された。

悪性胸膜中皮腫における腫瘍血管新生における

VEGF,と りわけ VEGF―KDR系の重要性が示さ

れるとともに,VEGF― Cが中皮腫におけるリンパ

管新生に関与する可能性が示された.腫瘍組織内

におけるリンパ管密度はリンパ節転移形成に影響

を及ぼす可能性が考慮されるが,悪性胸膜中皮腫

を用いた今回の検討では, リンパ節転移と腫瘍内

リンパ管密度あるいはVEGF― C発現との間に有

意な相関は確認されなかった (Table 2)。

丁hrombospondin-1(TSP… 1)の発現性

変異型 p53は TSP-1発 現 をdown― regulate

するとの報告がみられの,TSP-1の発現性の減弱

が腫瘍の進展とかかわる可能′
隆が指摘されている.

しかし,実際には腫瘍での TSP lの 発現性の克

進が確認されており7～o,ま たドメイン解析におい

て,血管新生刺激因子であるαvβ 3イ ンテグリン

や TGF―βに対するbinding siteを 有することが

判明している1°
'11に したがって,メ ディエーターに

よっては血管新生作用を発揮し,発現性の克進が

腫瘍の進展を促進する可能性が考慮され,そ の真

の動態および発現意義の把握は本因子の治療への

応用性を見極めるうえで重要な課題といえる.

悪性胸膜中皮腫 78切除標本,担癌正常肺組織

43標 本および非担癌正常胸膜 5標本 を用いて

TSP l遺伝子発現をRT― PCR法 にて判定量的

に評価した結果,腫瘍組織での TSP-1陽性率は
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Fig.l  Kaplan=Ⅳ Ieier overall survival and diseasc free survival plots in malignant pleural lnesothelioma

patients who underwent standardized complete resections.
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95%(74/78)と 高率であり,腫瘍組織での平均発

現強度は担癌正常肺および正常胸膜での平均発現

強度に比し有意に高 く,腫瘍組織での発現性の克

進が確認された.ま た,術後病期 1/11期 はⅢ/Ⅳ

期より, リンパ節転移陰性群は陽性群に比し有意

にTSP-1発現レベルが高 く,TSP-1の発現性が

悪性胸膜中皮腫の進展性 と逆相関している可能性

が示された。

予後因子としての意義

各血管新生関連因子群の予後因子としての意義

を腫瘍組織における各因子の平均値を基準として

高値群および低値群に分け検討した.単変量解析

では,臨床病理学的因子 として年齢,リ ンパ節転

移の有無,組織亜型は予後と相関せず,血管新生

関連因子群 としてリンパ管密度,VEGF― Cま たは

flt-4,VEGF― Cお よび flt-4の いずれもが高値を

示した場合を陽性とするコンビネーション因子の

予後因子としての意義は確認されなかった。多変

量解析にて,臨床病理学的因子として性と病期に

加えて,腫瘍内脈管密度がおのおの独立した予後

因子 となることが判明した.ま た,VEGF単独で

の予後因子 としての意義は見出せなかったが,

VEGFと VEGFRs(flt-1と KDR)と のコンビネ

ーション因子 (VEGFと VEGFRsの いずれか 2

つが高値を示した場合を陽性 とするもの)が予後

因子 となる可能性が示唆された (丁able 3).

一方,TSP lの 全体としての発現性は,overall

survivalお よび progression free survivalを 用い

た検討では,と もに予後に影響を及ぼさなかった。

しかし,TSP lの予後への影響を検討するうえ

で,VEGFの発現性を加味した解析の必要性が考

慮された.なぜなら,VEGF高値群での TSP l平

均発現強度が VEGF低値群のそれに比 し有意に

高いことが判明し,本腫瘍において両者が coordi‐

nateしている可能性が示唆されたためである.そ

こで,VEGF低値群において TSP-1発現と予後

との相関J陛を検討した結果,prOgression free sur‐
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Fig.2 ⅣIethylation of the TSP-l associated CpG island.A)Digestion of genomic DNA with Eθ θR l and

No′ l results in l.O and l.3-kb fragments if the TSP-l associated CpG island is unmethylated and

l.O and 3.3-kb fragments if the site is methylated.B)PCR amplification was done using specific

priFnerS flanking the methylation― sensitive Iなι U l site.I)igestion of genonlic DNA with Bs′ Ul
results in a 197 bp fragment if the site is methylated. Lanes: B, genornic DNA after Iな ′ Ul
digestion;N,genomic DNA without』 %′ U l digestion.

vivalに おいて TSP-1高発現群の予後が低発現   TSP-1遺 伝子座 におけるLOHお よびプロモ

群に比し有意に良好であり,overall survival rate   ―ター領域におけるmethylationと 丁SP-1発

においてもその傾向が認められた (Fig.1).     現

Geneticな変化 として,腫瘍組織の TSP l遺伝

子局在部位におけるLOHの有無をTSP-1遺伝
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子発現の認められなかった,ま たは発現性の低か

った 18症例の腫瘍組織および担癌正常肺組織を

用い検討した。6種類のマーカーを用いたマイク

ロサテライト解析の結果,chrOmosome 15q15。 1

21.1に LOHは確認できなかった。 また,epige‐

neticな変化として,TSP lプ ロモーター領域に

おけるCpG islandの methylationの有無を 2種

類の assayを用いて解析し,TSP l遺伝子発現と

の相関性を検討した.

対象としたサンプルは,TSP-1遺伝子発現の克

進 していた 8検体 を用いて,第 1の assay系 で

は, methylation― sensitive ristiction siteに J8け

るハb′ I siteを Eθθ R I flank siteと ともに酵

素処理後,別途作成したプローブを用いてサザン

プロット法にて解析した1の.その結果全例におい

て,同部位にmethylationの 存在が確認 された

(Fig.2A).第 2の assay芽れま,Ab′ I siteよ りも

上流域に存在する
'汀

V l methylation sensiⅢ

t市e restriction siteを 利用したものであり,同部

を酵素処理後 PCR増幅を行い,電気泳動後 PCR
産物を評価した。同様に,全例において TSP lプ
ロモーターにおけるmethylationの存在が確認

され(Fig.2B),TSP l発 現調節機序として meth¨

ylationの関与の可能性は低いものと考えられた。

まとめ

悪性胸膜中皮腫においてVEGFお よびVEGF―

Cは 腫 瘍 組 織 にお け るangiogenesisお よび

lymphangiogenedsに主要な役割を演じていると

考えられた。Flt-4は 中皮腫細胞に発現が認めら

れ,VEGF―C flt 4系は本腫瘍の増殖因子として

作用している可能性が示唆されたが,VEGF― Cの

予後因子としての意義は確認できなかった.ただ

し,今回用いたサンプルにおいて, リンパ節転移

の有無は予後に影響を及ぼさず,リ ンパ節転移が

重要な予後因子となる場合を含めた検討が必要と

考える.

本腫瘍においては腫瘍内の血管密度が独立した

予後因子となり,VEGFと りわけVEGF一KDR系
が anti― angiogenic therapyを 行ううえで,有効

性の期待できる標的と考えられた。本腫瘍におけ
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るTSP lの発現性は克進しており,本腫瘍の増

殖進展に本因子は抑制的に作用すると考えられた.

悪性胸膜中皮腫におけるTSP-1の発現調節には,

TSP-1遺伝子座のchromosome deletion, re‐

arrangement,methylation以 外の機序が作用し

ている可能性が高い.
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