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論文の内容の要旨

（目的）

原発胆嚢癌による，遠隔部位での腫瘍発育，血管新生への効果を明らかにする。

（対象と方法）

1）ひと胆嚢癌細胞株Mz－ChA－2をSCID　mouseの皮下と胆嚢に別々に移植し，腫瘍の発育曲線（tumor　vo1ume

　（m㎜3））を作成した。

2）皮下胆嚢癌マウス，胆嚢胆嚢癌マウス非担癌マウスの3種類のマウスにcrania1windowを作成し，さらにco1－

　1agenge1を移植し，ゲル内の血管新生と微少循環を生体蛍光顕微鏡で観察，3種類のマウスの血申に血管新生

　抑制因子が存在するかどうかを調べた。

3）これら3種類のマウスにおいて，血管新生に関与する7種類のサイトカイン1（BFGF，VEGF，TGFβ1，丁服

　α，thrombospondiΩ一1，a㎎iostatin，endostatin）の血中レベルを測定した。（ELISA，westemb1ot）

4）皮下胆嚢癌と胆嚢胆嚢癌のTGFβ1の免疫染色を行い，発現の違いを観察した。また，ひと胆嚢癌組織も同

　様に染色して観察した。

5）非担癌マウスを用いて，TGFβ1を含んだco11agenge1でangiogenesisge1assayを行い，TGFβ1の加oあoで

　の血管新生と微小循環への効果を調べた。

6）胆嚢胆嚢癌マウスと非担癌マウスにおいて，a㎎iogenesisge1assayを行い，それぞれのマウスで抗TGFβ1中

和抗体腹腔内投与群と生食投与群を作成し，ゲル内の血管新生と微小循環がTGFβ1の活性をブロックするこ

　とによりどう変化するかを観察した。

7）胆嚢胆嚢癌マウスと非担癌マウスのcraΩ1a1m㎝seに，2次腫瘍（眈一ChA2）を移植し，その発育と微小循環

　を観察した。

8）cra曲1windowに2次腫瘍を移植した胆嚢胆嚢癌マウスに，抗TGFβ1中和抗体を腹腔内投与し，2次腫瘍の

発育と微小循環が生食投与群とどう異なるかを観察した。
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9）3旺thymidineinco印orationmethodにより，TGFβ1の加伽oでのM武hん2ce11増殖への効果を調べた。

（結果）

1）胆嚢に移植した胆嚢癌は皮下に移植した胆嚢癌よりも早い発育を示した。

2）crania1window内のconagenge1での血管新生は胆嚢胆嚢癌マウスにおいてのみ阻害され，胆嚢胆嚢癌マウス

　の血中に血管新生抑制物質活性があることが判明した。

3）TGFβ1が胆嚢胆嚢癌マウスで他の2種類のマウスに比べ，有為に上昇していた。

4）TGFβ1の免疫染色により，胆嚢の胆嚢癌は皮下の胆嚢癌よりも強い染色を示した。

　　しかし，細胞内の染色パターンは組織型によって異なった。Pre㎜a1ignant1eSi㎝も染色されたが，正常胆嚢粘

　膜は染色されなかった。

5）血管新生はTGFβ1を含んだゲル内で，TGFβ1を含まないゲルに比べ，有為に阻害された。

6）抗TGFβ1中和抗体投与により，胆嚢胆嚢癌マウスで観察された血管新生の抑制は，部分的にリバースされ

　た。しかし，非担癌マウスでは血管新生は抗体投与により変化がなかった。

7）胆嚢胆嚢癌マウスに移植された2次腫瘍の発育速度と血管新生は，非担癌マウスに移植された2次腫瘍のそ

　れらに比し，有為に阻害された。

8）抗TGFβ1中和抗体投与により，胆嚢胆嚢癌マウスに移植された2次腫瘍に血管新生の阻害は，部分的にリ

　バースされた。しかし，2次腫瘍の発育速度（表面積）は変化がなかった。

9）ce11pro1iferationassayでexogenousTGFβ1はMz－Chん2ce11の増殖を濃度依存性に有為に阻害した。

（考察）

　近年，a㎎iostation，endostatinが発見されて以来，腫瘍は抗血管抑制因子を産生し，腫瘍自身の発育を抑制して

いることが分かってきた。原発巣から分泌される抗血管新生抑制因子のため，全身の血管新生活性は抑制に傾き，

転移巣はdomantstateに保たれるが，原発腫瘍切除により遠隔転移巣で血管新生が起こり，転移腫瘍は爆発的に

増大する。腫瘍から分泌される抗血管新生抑制因子を同定し，そのメカニズムを解明することは，原発腫瘍切除

後の抗血管新生治療を行う上で大きな意義を持つと思われる。胆嚢癌は，消化器系の悪性腫瘍の中でも予後不良

の疾患であり，原発腫瘍切除後早期の遠隔転移の出現症例があるが，いままで血管新生促進，抑制因子に関する

研究報告はなく，マウス胆嚢癌モデル，および転移モデル確立の報告もない。本研究は，今後の本疾患の抗血管

新生治療に関する研究に重要な意義を持つと思われる。

審査の結果の要旨

　本研究により，同所性の胆嚢癌が，異所性胆嚢癌よりも有意に高いTGFβ1を産生し，TGFβ！は遠隔転移部

位において血管新生を阻害するということが明らかになった。一方で，TGFβ！は血管新生抑制作用による原発

腫瘍の発育は阻害しないのだろうか。また，同所性胆嚢癌が，異所性胆嚢癌より高いレベルのTGFβ1を生産す

るなら，その抗血管新生作用により，観察された結果とは逆に，同所性胆嚢癌は異所性胆嚢癌よりも発育が抑制

されるのではないかという疑問が生じる。

　その疑問に対し，原発胆嚢癌は腫瘍サイズも大きく，㎜trientsupp1yg意味からもestab1ishされており，TGFβ

1と同様，組織内では他の多くのgrowthfactorが産生されていることが予想される。それらのgrowthfactorがTGF

β1の血管新生抑制作用に打ち勝ち，すべての産生される駆owthfactorの作用の総和として血管新生は促進され，

腫瘍は発育するが，遠隔微小転移巣では腫瘍血管は未熟で，他の邸owthfactorの産生がTGFβ1の血管新生阻害

作用に打ち勝つのに十分ではなく，結果的に血管新生は抑制されるのかも知れないという，著者の考察は妥当で
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ある。これらの仮説を検証するには，原発腫瘍と遠隔転移腫瘍の血管新生の比較，およびTGFβ1の原発腫瘍へ

の血管新生への影響を明らかにすること，また，同所性および異所性胆嚢癌の他のgrowthfactorおよびa耐L興o耐h

faCtOrの発現を調べることが必要と思われる。これらの研究は今後，腫瘍発育のメカニズムを知る上で非常に重要

である。本論文はすでにNa耐eMedic虹eに掲載されており，今回の審査においても研究内容に対する評価は高い

ものであった。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める
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