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〈要 約〉

　腫瘍においては血管の構築が過剰に誘導されるが，それらの慢性的かつ無秩序に誘導された血管は機能および構造が不完全であり，腫瘍微小環境における血液還流の減少，血液の血管外への漏出，酸素や栄養分の送達の低下が顕著である．これら血管の機能異常は抗がん剤の腫瘍へのデリバリーを低下させるとともに，腫瘍微小環境における低酸素状態に起因する放射線治療の効果低減をひき起こすなど，腫瘍の治療を困難にする大きな原因のひとつである．筆者らは，低分子量Gタンパク質R-Rasが腫瘍において機能的な血管の構築に重要であることを発見した．R-Rasノックアウトマウスでは腫瘍において異常な血管が顕著に増加する．逆に，新生あるいは増生した血管にR-Rasの発現を誘導すると，血液還流の改善，血液の漏出の低下，血管のバリア機能の改善，血管周皮細胞の血管壁への結合の増加がみられた．R-Rasは腫瘍に存在する血管の機能および構造の改善を目的とした治療の重要な標的となることが示唆された．

はじめに

　腫瘍に存在する血管は構造的にも機能的にも異常であることは古くからよく知られている1,2)．VEGF（vascular endothelial growth factor，血管内皮細胞増殖因子）をはじめとする血管の増殖因子は腫瘍細胞から慢性的かつ大量に産生され，血管の無秩序な新生あるいは増生を誘導する．それら腫瘍に存在する血管の多くは蛇行，拡張，嚢状などの異常な構造をとり，血液の血管外への漏出が顕著である．また，血管周皮細胞は血管の正常な機能において重要な役割をはたすが，その血管壁への結合性が低下する．さらに，これらの機能および構造の異常は腫瘍における血液還流と酸素の送達の低下をもたらし，抗がん剤のデリバリー低下，放射線治療の効果低減の原因ともなり，がんの効果的な治療において大きな障害となっている．VEGFを標的とした臨床治験は，血管の正常化を期待した抗がん剤との併用療法として大きな期待のもとに開始されたが3)，その効果は腫瘍の種類によりまちまちであり，ときには腫瘍の悪性度を増加させてしまうといった結果が報告された4,5)．VEGFを標的とした治療の限界とむずかしさを認識させられるとともに，腫瘍における血管の異常化あるいは正常化の分子機構の解明が最重要な課題とされている．

　低分子量Gタンパク質であるR-Rasは典型的ながん遺伝子であるK-RasやH-Rasのホモログであるが，その機能はまったく異にする．R-Rasは分化した血管平滑細胞，血管内皮細胞，血管周皮細胞に強く発現し，その発現は分化あるいは成熟化の状態を反映しており，未成熟の血管や病的に増生する血管ではほとんど発現していない6)．また，R-Rasは細胞の増殖および遊走性を抑制する古典的な血管新生阻害薬とは異なり，血管内皮細胞の細胞死は誘導せず，それに代わり，アポトーシスを抑制し細胞の生存と血管内皮細胞の静止状態を維持する6)．つまり，R-Rasは血管の成熟や正常な機能の維持に深く関与していることが示唆される．筆者らは，R-Rasが成体における血管の構築とその正常な機能の維持において重要であり，腫瘍に存在する血管ではR-Rasの発現量が慢性的に低下しているため，その機能や構造が損なわれていることを解明した．

1．R-Rasノックアウトマウスは腫瘍において血管の構造および機能の異常を生じる
　R-Rasが腫瘍における血管の構造と機能に関与しているのかどうかを調べるため，R-Rasノックアウトマウスに対し数種類の腫瘍を皮下投与した．成熟した機能的な正常の血管は血管周皮細胞がとりまきその機能に寄与しているが，腫瘍に存在する血管においては血管周皮細胞の包囲は減少する7)．R-Rasノックアウトマウスでは血管周皮細胞の血管壁からの解離が顕著であり，血管周皮細胞の血管壁への接着被覆面は顕著に減少した（図1）．さらに，血管基底膜の主要構成タンパク質であるIV型コラーゲンが劇的に減少した．また，R-Rasノックアウトマウスの腫瘍に存在する血管は蛇行，拡張，嚢状などの異常構造が顕著であり，血管内皮細胞どうしの接着に重要な役割をはたすVE-カドヘリンの減少が観察された．血管内皮細胞におけるVEGF受容体2およびαVβ3インテグリンの発現は新生あるいは増殖する異常な血管の形成と相関するが8,9)，R-Rasノックアウトマウスの腫瘍に存在する血管ではそれらの発現は有意に増加した．さらに，血管の機能解析において，R-Rasノックアウトマウスの腫瘍における血液の漏出が顕著であり，機能的な血管が減少していること，これら血管の機能の低下のため低酸素状態が顕著であることを検出した．また，野生型マウスの腫瘍に存在する血管でのR-Rasの発現は機能的な血管に限局していることを確認した．これらの結果は，R-Rasが腫瘍に存在する血管において機能的な血管の形成に重要な役割をはたすことを意味した．

2．ヒトの腫瘍に存在する血管ではR-Rasの発現が減少している

　腫瘍に存在する血管でのR-Rasの発現が実際に減少しているのかどうかを，ヒト乳がんの組織標本マイクロアレイにより調べた．正常な組織標本と比較すると，75％以上の乳がん標本において腫瘍に存在する血管でのR-Rasの発現が半分以下に減少していることがわかった．これらの結果は，実際のヒトの腫瘍組織において血管でのR-Rasの発現の低いことが異常な血管の形成に寄与していることを示唆した．

3．R-Rasの発現増強は血管の構造および機能の異常を改善する

　R-Rasが血管の異常構造の改善をもたらすかどうかをマトリゲルプラグモデルを用いて調べた．マウスの非上皮性悪性腫瘍の細胞間マトリックスの抽出物であるマトリゲルをVEGFとともにマウスに皮下投与すると，マトリゲルプラグにおいて血管の形成が誘導される．R-Rasノックアウトマウスのマトリゲルプラグにレンチウイルスを用いて活性型のR-RasであるR-Ras38Vの発現を誘導すると，血管周皮細胞による血管壁の接着被覆は野生型マウスと同じレベルにまで回復し，血管の構造の正常化が誘導された．また，マトリゲルプラグにおいて新生した血管での還流効率がR-Rasシグナルとともに改善した．これらの結果は，R-Rasが新生あるいは増生した血管の機能を正常化することを意味した．

　R-Rasの末梢血管における発現は血管内皮細胞と血管周皮細胞の両方に認められる．どちらの細胞のR-Ras発現が血管の構造および機能の改善に寄与するのかを調べるため，テトラサイクリン誘導発現系を用いて血管内皮細胞にのみR-Rasを発現させその効果を検討した．その結果，マトリゲルプラグにおいて新生した血管の密度は血管内皮細胞におけるR-Rasの発現により大きく減少し，また，血液の還流効率が有意に改善した．さらに，血管周皮細胞による血管壁への接着被覆が増加した．

　血管周皮細胞におけるR-Rasの効果を調べるため，マウスより血管周皮細胞を初代培養し，in vitroにおいてR-Rasの遺伝子導入を行い，その血管周皮細胞をマトリゲルとともにR-Rasノックアウトマウスに皮下投与した．R-Rasノックアウトマウスのマトリゲルプラグは血液の過度の漏出のため80％以上が血液色を示すが，R-Rasを発現する血管周皮細胞の投与によりこれが33％にまで改善された．さらに，マトリゲルプラグの組織標本では投与したR-Rasを発現する血管周皮細胞が新生した血管壁に密接に結合していた．

　以上の結果，血管内皮細胞および血管周皮細胞の双方におけるR-Rasの発現が新生した血管の構造の正常化と，それにともなう血管の機能改善を誘導することが証明された（図1）．

4．R-RasはVE-カドヘリンのエンドサイトーシスを抑制することにより血管内皮細胞どうしの接着斑を強化する

　R-Rasによる血管の機能および構造の改善における分子機構を調べるため，血管内皮細胞のin vitro培養およびR-Rasの遺伝子導入を行った．活性型R-Rasを血管内皮細胞に発現させてもVE-カドヘリンの発現量に変化は認められなかったが，細胞膜への局在が劇的に増加した．VEGFの刺激によるVE-カドヘリンのエンドサイトーシスは10)，R-Rasの発現により有意に減少した．血管内皮細胞におけるVE-カドヘリンの安定性に重要な役割をはたすVE-カドヘリンのリン酸化をウェスタンブロット法により調べると，658番目および731番目のチロシン残基のリン酸化には変化が認められなかったが，665番目のセリン残基のリン酸化はR-Rasの発現により有意に減少した．さらに，R-Rasの発現を増強した血管内皮細胞のバリア機能は大きく向上した．また，in vivoにおいてテトラサイクリン誘導発現系によりR-Rasの発現を誘導したマトリゲルプラグにおいて新生した血管では，VEカドヘリンが血管内皮細胞どうしの結合部位において強く検出された．これらの結果は，R-Rasが血管内皮細胞においてVE-カドヘリンのエンドサイトーシスを抑制することにより，細胞間におけるVE-カドヘリンの局在を増加させ，接着斑（adherant junction）の安定化をもたらし血管のバリア機能を改善することを示唆した．

おわりに

　今回の研究により，腫瘍における血管の機能および構造の正常化について重要な分子機構が解明された．R-Rasによる腫瘍に存在する血管の制御は，典型的なVEGF阻害薬とは異なり新生した血管の破壊を誘導せず，代わって，R-Rasはこれら新生した血管を安定化し機能および構造を改善する．それゆえ，R-Rasの血管における発現の増加により抗がん剤のデリバリーの効率向上を強く期待できるとともに，腫瘍微小環境における低酸素状態を回避でき，放射線治療の効果向上が望め，低酸素による悪性度あるいは転移性の高い腫瘍の発生を避けられることが想定される．また，R-Rasは成熟したあるいは機能的な血管のバイオマーカーともなり，ドラッグスクリーニングやその評価系にも応用が可能であろう．R-Rasを介した血管の正常化の分子機構の解明が，今後の腫瘍の研究，治療，診断に貢献することを期待したい．
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〈図説明〉

図1　R-Rasによる腫瘍に存在する血管の正常化

R-Rasを欠損した状況では腫瘍に存在する血管の構造および機能に障害が起こる．これらの血管は血管周皮細胞による支持が乏しく，未成熟かつ脆弱であり，VEGF受容体2とαVβ3インテグリンの発現が高い．これらの構造的な異常は血液の漏出，血液還流の低下，腫瘍における低酸素状態と密接に関連している．反対に，R-Rasの発現増強は，血管周皮細胞による血管の支持を増加させ，VE-カドヘリンを安定化し，血管の構造と血管内皮細胞のバリア機能を改善し血液の還流を改善する．したがって，R-Rasは腫瘍において病的に新生あるいは増生する血管の正常化を促進する．
