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要旨：腫瘍細胞は増殖因子やサイトカインなどを放出し，増殖に必要な酸素や栄養など

を確保するために血管新生を引き起こす．血管新生は腫瘍の増殖や転移に密接に関与し

ているため，様々な血管新生阻害剤の開発研究が進められている．本研究では，ヒト大

腸癌細胞 (LS180) を用いて，血管新生阻害剤であるthalidomide，2-methoxyestradiol 

(2-ME)，SU5416の増殖阻害効果を調べると共に，各阻害剤の腫瘍診断用放射性医薬品

の腫瘍集積性への影響を2-deoxy-D-[2,6-3H]-glucose (DG)，[methyl-3H]-3’-fluorodeoxy- 

thymidine (FLT)，[S-methyl-14C]-L-methionine (Met) を用いてインビトロ実験により検討

した． 

細胞集積阻害実験において thalidomide，SU5416 は，どのトレーサーにおいても顕著

な集積低下を示さなかったが，2-ME 10µM 負荷では FLT においてのみ，約 27%の集積

低下が観察された．集積への影響を示さなかった thalidomide，SU5416 では LS180 細胞

の増殖に対する影響は見られなかった．一方，2-ME 10µM 負荷では増殖阻害効果が確

認された．これらの結果から血管新生阻害剤の中でも，2-ME のみが直接的な抗腫瘍効

果を示すことが明らかとなり，FLT により，2-ME の抗腫瘍効果を検出できる可能性が

示された． 

 

Ⅰ．はじめに 

腫瘍細胞の大きな特徴として高い増殖能を持つことが知られている．そのため，腫瘍は増殖し

巨大化するにつれて，既存の血管だけでは増殖に必要な栄養や酸素を供給できなくなる．腫瘍細

胞はそれを補う手段として周囲の血管を刺激することにより新たな血管を誘導し(血管新生)，新生

血管から栄養や酸素を確保する．近年，血管新生を阻害する血管新生阻害剤の開発，抗腫瘍薬と

しての応用研究が進められているが，現在の治療効果判定法は腫瘍の形態変化の観察などが用い

られていることから，効果判定に時間がかかる．そのため，早期に治療効果判定が行える診断方

法の開発が望まれている．本研究では，ヒト大腸癌細胞(LS180)を用いて，血管新生阻害剤である

thalidomide，2-methoxyestradiol (2-ME) ，SU5416 の増殖阻害効果を調べると共に，各阻害剤の腫瘍

診断用放射性医薬品の腫瘍集積性への影響をインビトロ実験により観察し，腫瘍細胞に対する血

管新生阻害療法の効果判定の可能性を検討した． 

 

Ⅱ．細胞増殖曲線 

a)実験材料および実験方法 

血管新生阻害剤には，血管内皮増殖因子(vascular endothelial growth factor:VEGF)の分泌，内皮

細胞の管腔形成を阻害する thalidomide1) (Sigma)，血管内皮細胞の増殖・遊走阻害や腫瘍細胞のア

ポトーシスを促進する 2-methoxyestradiol2) (2-ME，Sigma)，vascular endothelial growth factor receptor 

2 (VEGFR2)のチロシンキナーゼを特異的に阻害する SU54163) (Sigma)を用いた． 
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LS180 は 10% fatal bovine serium (FBS)を含む Minimum Essential Medium Eagle (MEM，Sigma)

で培養した．これらを細胞数が 5×104 個/well になるように，細胞培養用 24well プレート(Falcon)

に播き，5%CO2，37℃で 24 時間培養した．その後，最終濃度が 0.1，1，10µM になるように調

整した thalidomide，2-ME，SU5416 を加え，24，48，72 時間培養した．MEM を除去し，phospho-buffered 

saline (PBS)で洗浄した後，トリプシンを用いて細胞を剥離し，細胞数を測定した．なお，本実

験では，血管新生阻害剤を溶かす際の溶媒として dimethyl sulfoxide (DMSO)を用いたため，

DMSO(最終濃度 0.5%)のみを加えたものを control として実験を行った． 

 

b)結果と考察 

Fig.1 に thalidomide，2-ME，SU5416 の細胞増殖に対する影響を調べた結果を示す．10µM の 2-ME

で顕著な増殖阻害を示したが，thalidomide や SU5416 では細胞増殖の抑制を観察することが出来な

かった．これは，腫瘍細胞に対しアポトーシス効果を持つ 2-ME に比べ，thalidomide が VEGF 分泌

阻害剤であるため，LS180 に対し直接的な増殖阻害効果を表さなかったことが考えられた．また

SU5416 が VEGFR2 チロシンキナーゼを特異的に阻害する薬剤であり，今回用いた LS180 には

VEGFR2 が発現していないとされている 4)ことから，細胞増殖に影響が見られなかったと考えられ

た． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ⅲ．トレーサーの取り込み実験 

a)実験材料および実験方法 

今回使用する腫瘍診断用放射線医薬品として，細胞の増殖に密接に関与する代謝機能である

糖代謝，タンパク質合成，核酸合成をそれぞれ反映する 2-deoxy-D-[2,6-3H]-glucose5) (DG, Amersham)，

[methyl-14C]-L-methionine6) (Met, Amersham)，[methyl-3H]-3'-fluoro-deoxythymidine7) (FLT, Moravek 

Biochemicals)を用いた． 

Fig.1 血管新生阻害剤の細胞増殖曲線に対する影響 
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Fig.4 血管新生阻害剤の FLT 集積に対する影響 

LS180 は 10% FBS を含む MEM で培養した．これらを細胞数が 5×104 個/well になるように，

細胞培養用 24well プレートに播き，5%CO2，37℃で 24 時間培養した．その後，Ⅱと同様に

thalidomide，2-ME，SU5416 を薬剤の最終濃度が 0.1，1，10µM となるように加え，さらに 24 時

間培養した．それから培養液を取り除き，DG，Met をそれぞれ 0.5μCi含む Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium:DMEM (DG/Met-DMEM) ，又は FLT ， Met をそれぞれ 0.5μCi 含む DMEM 

(FLT/Met-DMEM)を 500μL/well ずつ加え，1 時間インキュベートした．DG/Met-DMEM と

FLT/Met-DMEM を除去し，PBS で洗浄した後，トリプシンを用いて細胞を剥離した．細胞数を

測定した後，0.2N NaOH で細胞を溶解し，液体シンチレーションカウンタ LSC-5100 (Aloka)で

放射能を測定した． 

 

b)結果と考察 

 Fig.2，Fig.3，Fig.4 にそれぞれ

DG，Met，FLT の LS180 への集積

に対する血管新生阻害剤の影響を示

す．すべての濃度においてthalidomide，

SU5416 は DG や Met，FLT の集積

に対し，影響を示さなかった．この原

因として，thalidomide，SU5416 の

両方とも腫瘍細胞に対し，直接的

な抗腫瘍効果を持たない薬剤であ

るため，細胞の糖代謝，タンパク

質合成，核酸合成などの増殖に密

接に関与する代謝機能に影響を与

えなかったものと考えられた． 

一方，2-ME は，10µM を負荷し

たときのみ，FLT の取り込みが

control に比べ約 27%の集積低下を

示した．2-ME が腫瘍細胞の増殖

を抑制する効果を持つ薬剤である

こと，また細胞増殖に最も密接に

関係する代謝機能が核酸合成であ

ることから，DG，Met，FLT の中

でこの機能を反映する FLT で最も

顕著に影響が現れたと考えられた． 

 この結果，今回の条件下では

FLTでのみ細胞増殖に対する2-ME

の効果を評価できることが示され

た． 

 

 

thalidomide 2-M

 
DMSO SU5416 

Fig.2.血管新生阻害剤の DG 集積に対する影響 

Fig.3 血管新生阻害剤の Met 集積に対する影響 



Ⅲ．結語 

 細胞増殖阻害実験において，2-ME 10µM 負荷時に腫瘍細胞の増殖阻害効果が見られた．また，

トレーサー集積実験においても，2-ME 10µM 負荷においてのみ FLT の集積低下が見られた．よっ

て FLT の腫瘍細胞集積率を指標として，2-ME の抗腫瘍効果が検出できる可能性が示された．また

血管新生阻害剤が基本的に血管内皮細胞を標的としていることから，インビボにおいて血管新生阻

害剤の効果を検討する際に適した腫瘍細胞は，その細胞自身が直接血管新生阻害剤による影響を受

けないものが望ましい．よって thalidomide や SU5416 などで細胞増殖や集積に影響が見られなかっ

た LS180 は，インビボでの血管新生阻害剤の効果を検討する腫瘍モデルとして適していると考えら

れた．今後，LS180 担癌モデルマウスにおいて，thalidomide や SU5416 の増殖阻害効果に対する腫

瘍診断用放射性医薬品の腫瘍集積への影響について検討する必要がある． 
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