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概要　血管新生 は個体の 発生や創傷 の 治癒な ど に 重要 で あるばか りで な く，腫瘍組織 へ の 酸素 や 栄養供

給 な ど の 点 か ら，腫瘍 の 増大 に も閧与 し て い る こ とが 知 られ て い る．そ こ で わ れ わ れ は種々 あ る血管新

生 関連因子 の 中 で も血 管内皮細胞 に 特異的 に 作用 す る と さ れ て い る VEGF に 注 目 し
， 卵巣腫瘍13例 お よ

び 正常卵巣 3 例よ り揃出し た Total　RNA を 用 い て PCR 解析お よ び Northern　blot解析 に て そ の 発現

を調 べ た ．ま た ，
VEGF は現在ま で に ア ミ ノ 酸数121 （1）・165 （H ）・189 （皿 ）・206（IV）の 四 つ の サ ブ タイ

プ が報告 され て い る の で ， そ の 発現様 式 も検討 した．正常卵巣お よび卵巣腫瘍に お け る VEGF の 発現量

を Northern　 blQt解析 で み る と卵 巣腫瘍 で は13例 中IO例 （約77％） に 正 常卵巣 よ りも明 ら か に 高い

VEGF の 発現 が認め られ た．また サ ブタイ プ の 発現 は，1型，　 H 型，　 HI型，を認 めたが IV型 は 認 め られ

ず ， そ の 量 を比較す る と 1型 ＞ n 型〉皿 型 の 順 で あっ た．ま た ， VEGF の 受容体で ある flt−1は卵巣腫瘍

の Total　RNA に よ る Northern　blot解析で は ほ と ん ど検出さ れず，
　 PCR 解柝に お い て検出 ・確認 さ れ

た．一
方 ，

vEGF 関連 の 新 しい リガ ン ドで あ る PIGF や flt関連 の 新し い 受容体で あ る KDR ／flk−1も
Northern　blot解析 で は ほ とん ど検 出されず，　 PCR 解析 に お い て検出 ・確認 された． こ れ らの結果は卵

巣腫瘍血管新生 に VEGF ／flt・1パ ラ ク ラ イ ン 系が 関与し て い る こ と を示唆 す る もの と思 わ れ る．

Synopsis　Angiogenesis　is　very 　important　not 　only 　for　embryogenesis 　and 　wound 　healing　but　also
for　tumor 　growth 　in　vivo 　because　vessels 　supply 　oxygen 　and 　nutrition 　to　the　tulnor　mass ．　In　this

study ，　we 　focused　on 　Vascular　Endothelial　Growth 　Factor 〔VEGF ），　a　newly 　characterized 　endothel −

specific 　growth　factor　and 　investigated　the　expression 　of 　VEGF 　in　l30varian　tumors 　and 　3　normal

ovaries 　by 　using 　po｝ymerase 　chain 　reaction （PCR ）analysis 　and 　Northern 　blot　anaIysis ．　Further
，
　we

exam 童ned 　the　expression 　pattern　of　4　alternatively 　spliced 　forms　of 　VEGF 　in　these　tissues．　The　level
of　VEGF 　mRNA 　was 　higher　in　77％ of　ovar1an 　tumors 　when 　compared 　with 　that　in　normal 　ovaries ．

Among 　subtypes 　of 　VEGF ，121−，165−and 　189・amino 　acid 　types　were 　detected　but　206・amino 　acid

type　was 　not 　observed 　in　ovarian 　tumors ，　The 　 most 　abundant 　form　of 　VEGF 　was 　12ユーamino 　acid

type　and 　the　relative 　amoullts 　Gf　the　various 　forllls　of　VEGF 　were 　121−amlno 　acid 　type ＞ 165−amino

acid 　type＞ 189・amino 　acid 　type．　Experession　of　fl1．−1，areceptor 　for　VEGF 　was 　detectable　by　PCR

but　 nQt 　by　Northern　blot　analysis ．　These　 results 　suggest 　that　like　other 　epithelial 　cell −derived
carcinomas ，　ovarian 　tumors 　use 　the　VEGF ／flt一ユsystern 　fQr　tしlmor 　angiogenesis ．

Key　words ：　Vascular　endothelial 　growth　fac加 r 〔VEGF ）
・Placenta　growth 　factor（PIGF）・

　　　　　　　fms　like　tyrosin　kinase−1（flt−1）・Kinase　insert　domain・containing 　receptor （KDR ）・

　 　 　 　 　 　 　Ovarian　tumor
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　　　　　　　　　緒 　 　言

　血管新生は ， 以前は 動物の 発生や成長 に 伴 う血

管網の発達 ， また月経 に お け る子宮粘膜で の 周期

的 な血管網の増生や退縮 ， 胎盤形成 や組織 の再生

に 伴 う、「虹管網 の 発達な ど ， 生理 的な現象に お い て

の み重要 な もの と考 え られ て い た
1）2）．とこ ろ が，

1971年に Folknlan が
“
腫瘍組織が

一
定 の 大 き さ

を超 えて 発育増殖 し て 行 くた め に は栄養血管が 侵

入 して くる こ とが 必 須で あ り ，
さ らに こ の た め に

は腫瘍 由来の生理活性物質が 重要 な役割 を果 た し

て い る
”

こ とを示 し て 以来 ， 腫瘍 に お けるtil
’
L管新

生 の 重要性が 注目 を浴 びる ように な っ た
3）．さ ら

に，1972年 に ヒ ト胼帯静脈 由来の 内皮細胞の 培養

が紹介 されて か らは ， 内皮細胞 の 機能を in　vitro

で 研究する こ とが可能 とな り血管新生 に 関す る研

究は飛躍的な進歩 を遂 げて き て お り，現在 まで に

数々 の増殖因子が み つ か り， また解析 され て きて

い る．そ し て こ れ らの なか で も特 に 内皮細胞 に だ

け特異的 に 作用する と さ れ て い る の が血 管内皮増

殖 因子 （VEGF ）で ある
4）“’11）． こ れ は ウ シ

ー
ド垂体の

星状濾胞細胞か ら分泌され る内皮細胞の 増殖因子

として ， ま た 腫瘍細胞 を腹腔 内に 注入 した実験動

物の 腹水の 中か ら血 管の 透過性 を亢進さ せ る因子

として報告 され た もの で
6｝7）

， 各細胞株や組織 にお

い て の 発現 が 詳 し く調 べ られ て い る
8）．現在 ヒ ト

の 腫瘍で は脳腫瘍 （多型膠芽腫）な ど に 発現 して い

る こ と が判明 して お り，
in　vivo に お い てそ の 増殖

に 関与 して い る こ とが す で に報告 され て い る
9｝．

しか し，婦人科領域に お け る腫瘍で の 発現報告は

い まだ な く， わ れわ れ は こ れ が卵巣腫瘍の血管新

生 に も関与して い る の で は ない か と考 え ， 手術 に

よ り摘 出 さ れ た 卵巣腫 瘍組織 を も と に ，
こ の

VEGF とそ の 受容体で あ る flt−1
， な らび に それ ら

に 関連 す る新 し い リガ ン ドで ある PIGF ，
　 KDR ／

flk−1の発現 に つ い て ， 以 下の 方法 に て 解析 を行 っ

た ．

　　　　　　 研究対象 および方法

　 1．対象

　対象 は ， 閧連施設病院 に て 開腹手術 が施行 され ，

病理 紐織学的 に確定診断が得 られ た表層上皮性 ・

間質性腫瘍 10例 ， 性 索間質性腫瘍 1 例 ， 胚細胞腫

表 1　 対象 と し て 用 い た 卵巣腫 瘍 な らび に 類 腫 瘍病変

　患者 13名 の 病理 組織診断お よ び そ の 病 期 を示 す．

No ．　Patho】ogical 　Diagnosis Stage

正　 Fibroma

2　 Clear　cel 】adenocarcinoma

3　 Clear　 cell　 adenocarcirloma

4　 Muc ．inous 　cystic 　tumor ，　 LPM
5　 Endometrioid　aderlocarcinoma

6　　Ma 且ignant　mixed 　epithelial 　tumor

7　 Serous　papillary　cystic 　turrユor，　LPM
8　　Carcinoid，　with 　cystic 　teratoma

9　 α ear 　cell　adenocarcinoma

10　 Endometrial　 cyst

ll　 Serous　papillary　cystic　tumour （LPM ）

12　　Serous　cystadenocarcinoma

／3　　Serous　papillary 　cys 亡adenucarcinoma

批
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瘍 1例 ， 類腫瘍病変 ユ例，
お よ び広 汎性子 宮全摘

術 に よ り摘 出され た卵巣 で 肉眼的 に 明 らか に 正 常

と思 われ る部位 よ り採取 した 正 常卵巣 3例で あ

る ．卵巣組織 の使用 に あた っ て は H本産科婦人科

学会倫理規定に従 っ た．各症例の組織型 は表 1 に

示 す．

　 II．　 RNA 抽 出

　手術摘出材料は ， 液体窒素に て 瞬時に 凍結し ，

− 80℃ の フ リ
ーザーに 保存 した の ち ， グ ア ニ ジ

ン ・チオ シ ア ネー
ト

。フ ェ ノ ール ・
ク ロ ロ ホ ル ム

法 に よ り RNA を抽出した
1°）．

　IH．　 Northern 　blot解析

　Total　RNA は各試料 と も20μg を用 い ， 1 ％ア

ガ ロ ース ・ホ ル ム ア ル デ ヒ ドゲ ル に て電気泳動 し

変性分離 した の ち ， ナ イ ロ ン シ ー
トに転写 し UV

イル ミネーター （302nm ）で ク ロ ス リン ク させ た ．

ハ イ ブ リ液 （3× SSC ， 0．05M 　Tris・IICI　pH 　7．5 ，

1× Denhardt，20μ g キ ャ リァ
ーDNA ，20μ g キ ャ

リァ
ーtRNA ，

　 ImM 　 EDTA ， 50％ フ ォ ル ム ア ミ

ド〉で 1晩プ レ ・ハ イ ブ リダイゼーシ ョ ン を行 い
，

そ の 後プ ロ ーブ を加えた ハ イ ブ リ液で 2 昼 夜ハ イ

ブ リダイゼーシ ョ ン した．ハ イブ リダイゼ ーシ ョ

ン の 後 ， 2× SSC ／1× Denhardt／1％SDS 液で 37℃

1 時間 ， 次 に
，

0，1× SSC ／1％SDS 液で 50℃ 1 時

間 シ ー トを洗 う．さ ら に 0．1× SSC で 軽 く洗 っ た

後 フ ィ ル タ
ー

を乾燥 さ せ ，増感紙 と と もに フ ィ ル

ム をセ ッ トし て
一70℃ で 1〜 7 日間感光 した

11 ）．
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VEGF の ポ ジテ ィ ブ コ ン トロ ール と し て 正 常組

織 で は 胎 盤， また細 胞株 で は ヒ ト白血 病細胞株

HL −60で の 発現が報告 されて お り，こ れ らを用 い

た．ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ール と して ヒ ト白血病細

胞株 K562を用 い た．　 VEGF の プ ロ
ーブは VEGF

cDNA の 上流側約0．56kbp を用 い た．

　IV．　 Reverse　 transcriptase−polymerase 　 chain

reaction （RT −PCR ）解析

　1μ g の Total　RNA に PCR 　buffer　 10× （100

mM 　 Tris−HC 】 pH 　 8．3， 500mM 　 KC ］
，

15mM

MgCl2 ），
100ng　 random 　 hexmer （Boehringer

Mannheim 　Yamanouchi ，
　 Tokyo ）， 80U　RNase

inhibitor（Promega ，
　 Med ｛son ，　 WI ）， 200U

Moloney 　murine ］eukemia 　 virus 　reverse 　 tran−

scriptase （B ，
　 R ，

　 L）， 40ng　dNTPs 　Mixture を

加 え て 42℃ 1 時間反応させ る． さ らに そ こ へ 100

ng の プ ライ マ ー
，
　 Taq 　polymerase を加 え30サ イ

ク ル （94℃ 90sec，55℃ 90sec， 72℃ 90sec）反 応

させ る．反応物質の 1／10量 を 3％ アガ ロ
ース ゲル

で電気泳動し ，
エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドに て 染色す

る．

　 VEGF プ ラ イ マ
ー

：5
’−CCTCCGAAACCA −

TGAACTTT −3
「

， 51−TTCCTGGTGAGA −

GATCTGG −3
厂

　 PIGF プ ラ イ マ ー ： 5
’−GTGGTACCCTT −

CCAGGAA −3 〆

， 5’ −CTGCATGGTGACA −

TTGGG3 ’

　 flt−1プ ラ イ マ ー ：S’−ACTGGCTTCTACA −

GCTGCAA −3
「

， 5
’−AGAGTATGGCCTC −

TAAGTAA ・3t

　 KDR プ ラ イ マ ー ：5
’−GAAGAGGATTG

TGGACTCTC
「rcT −3

’
，5

’・AACAGGAGGAGA −

GCTCAGTGTGG −3s

　 V ．オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドハ イ ブ リダイ ゼ ー
シ ョ

ン

　 RT −PCR 解析の 反応物質 を電気泳動 した ア ガ

ロ
ース ゲル か らナ イ ロ ン シ ー ト に DNA を う っ

し ， UV イ ル ミネータ
ー

（302nm）に 照射 し DNA

を ク ロ ス リン ク さ せ る．ハ イブ リ液で 1晩プ レ ・

ハ イ ブ リダイ ゼー シ ョ ン し ， さ らに ハ イ ブ リ液 に

プ ロ ーブを加 え 1 晩ハ イブ リダイゼーシ ョ ン を行

う．プ ロ
ーブは まず VEGF の シ

ー
ク エ ン ス をもと

に して 各 エ ク ソ ン内で 20塩基対の オ リゴ ヌ ク レ オ

チ ド を 合 成 し ， そ の 50ng を polynucleotide

kinase 反応 を用 い て
32P

で 5’末端 に 標識す る ．ハ

イブ リダイゼーシ ョ ン の 後の フ ィ ル ターの 洗浄 お

よびフ ィ ル ム の 感光 は Northern　blot解析 の それ

に従 う．

　　　　　　　　　　結 　 　果

　 1．VEGF の 発現 の 解析

　VEGF の 発現 を 調 べ た Northern　blot解析 の

結果 を示 す．図 1 は正常組織 5例 ， 図 2 は卵巣腫

瘍 13例の 結果 で あ り，どち らも上．が VEGF を示 し

て い る． どち らの シ ー トも最 も右側の レ ー ン は ポ

1　234567
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図 1　 止 常組織 に お け る VEGF の Northern　blot解
　析．レ

ー
ン 1 〜21 ヒ トの 正常脳 ，

レ ー
ン 3 〜5 ：

　ヒ トの 正 常卵巣，レ ーン 6 ： ヒ トの 正 常胎盤，レ ー

　 ン 7 ： ヒ ト 白血 病細胞株 HL ・6 ．写 真 ヒが VEGF

　を ， 写真下が β
・actin を示 して い る．
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一18S

図 2　卵 巣 腫 瘍 組 織 に お け る VEGF の Northern

　blot解析．レ ーン 1〜13は ヒ トの 卵巣腫瘍 を示 す

　（組織型 は表 1 ）．写真上 が VEGF の 発現 を表 わ し，

　写真下 は RNA を ゲル に て変性 分 離 した 後，エ チ ジ

　ウ ム ブ ロ マ イ ドで染色 した もの を示 す．

　　Utge

− 165type
−−121type

VEGF

Actin

図 3 　卵巣 腫 瘍 11例 に お け る VEGF の RT ・PCR 解

　析．上 が VEGF を，下 が β一actin を示 す．プ ラ イ マ ー

　は，VEGF の 5’側 お よ び3’側 を用 い た．レ ーン 左 は

DNA ラ ダーで 左 よ り卵巣 腫 瘍 の No ．1〜工1の 結果

　を示す．

（1）
矣鸚 尋
615bp− 一

：
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灘篇羅孅薯
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図 4 　オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドハ イ ブ リダ イ ゼーシ ョ ン解

　析．エ ク ソ ン 6 〜9の 各エ ク ソ ン をプ ロ ーブ と して

　ハ イ ブ リダイ ゼ ーシ ョ ン を行 っ た 結果 を 示 す．

　（1） エ ク ソ ン 9，（2） エ ク ソ ン 8 ，（3＞エ ク ソ ン 7 ，

　（4＞エ ク ソ ン 6 を示 して い る．

ジ テ ィ ブ コ ン トロ ー
ル で あ り，HL −60細胞 よ り抽

出した Total　RNA を 2 μg 用 い た．こ れ と同様の

RNA を 1μg 用 い て 行 っ た RT −PCR 解 析 を図 3

に 示 す．各 レ ーン と も三 つ ず つ フ ラグメ ン トが観

察で きる．最 も左側 の レ ーン は 123bp の DNA ラ

ダーで そ のサ イ ズよ り， 三 つ の フ ラ グ メ ン トはそ

れ ぞれ．ヒ段 よ り約 738
，
615

，
492bp 前後の 長 さ の フ

ラグメ ン トで あ る こ とが 分か る ．次 に，発現 して

い るサ ブ タイ プ を明 らか にす るた め に行 っ た オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ドハ イ ブ リダイ ゼー
シ ョ ン 解析の 結

果 を図 4 に示す ．（1）は VEGF の シ ー
ク エ ン ス を

も と に エ ク ソ ン 9 内で 20塩基対の オ リゴ ヌ ク レ オ

チ ドを合成 しそれ を標識 しプ ロ ーブ と して ハ イ ブ

リダイ ゼー
シ ョ ン を行 っ た もの

， （2）は エ ク ソ ン 8

を ， （3）は エ ク ソ ン 7 を ， （4）は エ ク ソ ン 6 をそれ

ぞれ 同様 に プ ロ ーブ と した もの で ハ イ ブ リダイ

ゼー
シ ョ ン した も の で あ る ．

　H．VEGF 関連遺伝子 PIGF の 発現 の解析

　VEGF 関連 の 新 し い リガ ン ド と し て 最 近報告

され た PIGF に っ い て 行 っ た Northern 　blot解析
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　　　。V、23456 ， 8 ＿ 護ダ

ー 難総鞠
flt−1

Actin

RT −PCR

図 5　卵巣腫瘍組織 に お け る PIGF の 発現．写 真上 が

　Northern 　blot解析で ， 写真下が RT −PCR 解析 の結

　果を示す．レ
ー

ン 1〜11が卵巣腫瘍 で （組織型 は表

　 1），コ ン トロ
ール と して K562，

　HL −60そ して ヒ トの

　胎盤 を 用い た．

の 結果 を図 5 の 上段に 示す．プ ロ
ーブ は PIGF の

全長約0．6kb を用 い 最 も右側 に はポ ジ テ ィ ブ コ ン

トロ
ー

ル と して ヒ トの 胎盤 の Total　 RNA を20

μ g 流 し て あ る．Northern　 blot解析 と 同様 の

RNA をユμ g 用 い て 行 っ た RT −PCR 解 析 の 結 果

を下段に 示 す．約0．2kb の PIGF の バ ン ドを全例

に お い て認 め る こ と が で きる．

　 n1．　 VEGF 受 容体 flt−1お よ び KDR の 発現 の

解析

　次 に VEGF の 受容 体 で あ る flt−1お よ び flt−1関

連の 新 し い 受容体 と し て 最近報告 され た KDR ／

flk・1に っ い て 調 べ た．先 に示 した Northern　blot

解析の シー トを今度 は flt−1お、よび KDR の細胞外

領域 をプ ロ ーブ として ノーザ ン ハ イ ブ リダイゼー

シ ョ ン を行 っ たが
，

バ ン ドは ほ とん どな に も検出

さ れ な か っ た ．そ こ で こ の RNA を 1μg 用 い て

RT −PCR 解析 を行っ た 結果 を 図 6 に 示 す．上段が

flt−1に つ い て 行 っ た もの で ， 下段 が KDR に っ い

て行 っ た もの で あ る．どち ら もほ ぼ 全例 に お い て

KDR

図 6　 卵巣腫 瘍 な ら びに類腫瘍病変 15例 に お け る flt−

　1お よび KDR の RT ・1〕CR 解析．写真上が flt・1を ， 写

　真下 が KDR を示 す．写真中 は，β
一actin を 示 し て い

　る．レ ーン 左 は 123bp の DNA ラ ダーで 左 よ り卵 巣

　腫 瘍 の No ．1〜11の 結 果 を示 す．さ ら に 右 2 レ ーン

　は clear 　cell 　 adenocarcinoma 　 2例 を加 えて 検討 し

　 た．

そ の 発現が 確認 され た．

　　　　　　　　　 考　 察

　Northern　 blot解析 の 結果 よ り， 正 常卵巣お よ

び卵巣腫瘍 と も に VEGF が 発現 して い る こ とが

分か る が
，

コ ン トロ ール と し て お い た HL ・60 と比

較 す る こ と に よ っ て 明 ら か に 腫 瘍 組 織 で の

VEGF の 発現が 正 常卵巣 よ りも高 い こ とが 分 か

る ．こ れ は全症例 に対 し て で は な か っ た が ， 13例

中10例（約77％）と高 い 割合で 発現 量が高値 とな っ

て い る こ と， また ， その な か で も類 腫瘍病変 で あ

る endometrial 　cyst （Case　No ．10）や良性腫瘍

で あ る Fibroma （Case　No ．1）で の 発現 が低 い こ

とか ら in　 vivo に お ける卵巣の腫瘍化 ， 特に 悪性

化 に VEGF が関与 し て い る こ と が 強 く示唆 され

る．し か し ， 組織型 と発現量の 関係 は明 らか な も

の は認 め られず，境界悪性 3 例中 3 例 （Case　No ．

4， 7， 11）で悪性例 よ りもむ しろ高い 発現 を認 め る
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表 2　 VEGF の 四 っ の サ ブ タ イ プ を模式的に 示 した．上 段 よ り， 121ア ミ ノ 酸タイプ，

　165ア ミノ 酸 タ イプ，189ア ミノ 酸タイプ，206ア ミノ 酸タイプ を表わして い る．

VEGF 　Subtype

【21P

尸 y165

　 　 Ex印且　　　ExF2
type

E！，3 EX，4　 Ex，ほ　　　　Ex，8　　　 Ex9

189type206

　 　 Ex，l　　Ex，2
しyp じ

Ex，3 Ex，4　　 Ex，5　　Ex，6　　　 Ex，T　　　　　　匚x，日　　　　　Ex，9

Probe 　 −一
〉 　 一≒＞ 　 　

nt
→ レ 　 　ー→ 〉

こ と か ら ，
VEGF の 発現量 は

一
般的な悪性度の 指

標 に は な らな い もの と思 われ る．

　VEGF は alternative 　splicing に よ りサ ブ タ イ

プ を持 っ て い る と い わ れ て お り，現在 まで に 四 つ

の タイ プ が報告 され て い る
12｝

．卵巣腫瘍の RNA

を用 い た RT −PCR 解析で は どの症例 もバ ン ドは

3 本観察 さ れ る ．こ こ で 用 い た 5x側 お よ び 3’側 プ

ライ マ ーは VEGF の サ プ タイプ をそれ ぞれ ， 206

ア ミ ノ酸 タ イ プ は768bp， 189ア ミ ノ酸 タ イ プ は

717bp，
／65ア ミ ノ酸 タイ プ は645bp

，
121ア ミ ノ酸

タイ プ は 513bp の サ イ ズ の フ ラグメ ン トと し て検

出す る こ とが で き る．こ の こ とよ りお そ ら く最下

段 よ り121ア ミ ノ 酸 タイプ
，
165ア ミ ノ酸 タイ プ

，

189ア ミ ノ 酸 タイプ と考 え られ るが ，
こ れ だ け で は

断言で きな い 。こ の 3本が VEGF の サ ブタ イ プで

ある こ と を確認す る た め に行 っ た の がオ リ ゴ ヌ ク

レ オ チ ドハ イ ブリダイゼーシ ョ ン で ある．表 2 に

VEGF の 四 つ の サ ブタイ プ を模式的 に表わ した．

こ れ を みて分か る ように
，
VEGF の エ ク ソ ン 9 は

四 つ の サ ブタイプす べ て に 共通 して お り，
こ の エ

ク ソ ン 9 内で 作成 した プ ロ
ーブ と三 つ の バ ン ドす

べ て が ハ イブ リダイゼーシ ョ ン し て い る こ と か

ら ， こ れ ら三 つ の バ ン ドは VEGF に 間違 い な い こ

とが分か る．同様 に VEGF の エ ク ソ ン 8 は，四 つ

の サ ブ タ イプ の うち 121ア ミ ノ 酸 タ イ プ だ けが

持 っ て お らず，
こ の エ ク ソ ン 8 内で 作成 した プ

ロ ーブ と上 の 二 つ の バ ン ドだ けが ハ イ ブ リダ イ

ゼーシ ョ ン して い る こ と よ り最下段 の バ ン ドが

121ア ミ ノ 酸タイ プ で ある こ と が分か る．エ ク ソ ン

7 は四 つ の サ ブタ イプ の うち最長 の 206ア ミ ノ 酸

タイ プだ け が こ れ を持 っ て お り こ の エ ク ソ ン 7 内

で 合成 した プ n 一ブ とハ イ ブ リダイゼー
シ ョ ン し

て い るバ ン ドは観察され な い こ とか ら ， 三 つ の バ

ン ドに は 206ア ミ ノ酸 タ イ プ は存在 して い な い こ

と が分か る．エ ク ソ ン 6 は長 い 二 つ の サ ブ タイ プ
，

つ ま り206ア ミノ酸 タ イプ と189ア ミノ 酸タイプが

持 っ てお り，
こ の エ ク ソ ン 6 内で 合成 した プ ロ ー

ブ と ハ イ ブ リダイゼ ーシ ョ ン して い る の は三 つ の

バ ン ドの うち最．ヒ段の バ ン ドの み で ある．しか し，

前述 よ り三 つ の バ ン ドの 中に は206ア ミ ノ 酸 タ イ

プ は存在 して い な い こ とが分 か っ て お り，
こ れ ら

の こ とよ り最上 段 の バ ン ドは 189ア ミ ノ 酸 タ イプ

で ある こ とが分 か る．以．一ヒの結果 よ り卵巣腫瘍 に

は206ア ミ ノ酸 タイプ を除 く， ／89ア ミ ノ 酸 タイ プ，

165ア ミ ノ 酸タ イプ ， 121ア ミノ 酸 タイ プの 三 つ の

サ ブ タイ プが発現して い る こ とが判明 した．さ ら

に こ れ ら三 つ の バ ン ドは最下段が最 もハ イ ブ リダ

イゼ ーシ ョ ン が強 く次に 中段 が ， そして 最上段 が

最も弱 くな っ て い る傾 向に あ る こ とが 分か る．ハ

イブ リダ イゼ ーシ ョ ン に よ るバ ン ドの 強弱が サ ブ

タイ プ間の 発現量 の 比 を表わ す と考 え られ ， こ の

こ と よ り卵巣 腫瘍 で の VEGF の サ ブ タ イ プ の 発

現1量 の比 は 121ア ミ ノ 酸 タイプ ＞ 165ア ミ ノ酸 タ イ

プ》 189ア ミノ酸 タイ プで あ る こ とが判明 した．

　 と こ ろ が ， こ の サ ブ タ イ プ間で の 発現量の 比較

は ， われ われ が ほか に行 っ た脳腫瘍や 甲状腺腫瘍
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一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

エ995年 2月 石　井 139

で の実験結果 と わずか なが ら違 い が認 め られ る．

こ の よ うな腫瘍系の違 い に よ る サ ブ タ イ プ 間の 発

現量 の 比 の 違 い は何 を意味す る の か ， また こ れ ら

四 つ の VEGF の サ ブ タイプ は長 さ の 違 い に よ っ

て生物活性 に 違い が ある の か な ど詳 し い こ とは ま

だ解明 さ れ て お らず，
こ れ らは今後の 研究課題で

あ る．

　
一 方 ，

VEGF 関連 の 新 し い リガ ン ド と し て

PlGF が
13）14）

，
　 flt−1関連 の 新 し い 受 容 体 と し て

KDR ／flk−1が報告され て い る
15＞｝tB）．こ れ らの 相互

関係 に つ い て も解明 され て お らず今後の 研究課題

で あるが ， こ れ らの 卵巣腫瘍 に お け る発現量 を前

述 と同様の 方法 で 調 べ て み た が
，

レ セ プ タ
ーで あ

る flt−1，
　 KDR は Northern 　blot解析で は ほ とん

ど発現が 認め られ ず ，
RT −PCR 解析で の み発現が

認 め られ た．flt−1を初 め とする VEGF 受容体 の 発

現 は 内皮細胞 に 限局 して い る こ と を考 え る と flt・

1や KDR な どの 受容体 の 発現量が 低 い の は予想

された結果 と い える．また ，
PIGF は VEGF と違

い 腫瘍 に お い て も発現量 は非常に低 い もの で あっ

た ．卵巣腫瘍 11例中 2 例 （約18％） で プ ロ ーブ と

の ハ イ ブ リダイ ゼーシ ョ ン を認 め る こ とがで きる

もの の ， 1例 は非常に 弱 い もの で あ るの に対 し て
，

コ ン トロ
ー

ル の ヒ トの 胎盤で は非常 に 高 い 発現が

認め られ る．こ の こ と は ， PIGF が卵巣腫瘍 の 血管

新生に は関与 して い な い こ とを強 く示 唆す る もの

で ある ．

　 現在 まで に VEGF は，多形膠芽腫や髄膜腫 な ど

腫瘍ll匡管の 豊富な癌 を初 め として ， 多 くの 癌細胞

か ら産生 が認 め られ て い る．ま た
， 腫 瘍の 産生 す

る VEGF を抗体 な どで 不活化 し ， それ に よ っ て個

体 レ ベ ル の 腫瘍の 増殖 を抑 え よ う とい う試みが す

で に始 ま っ て お り，

一定の 効果 の ある こ とが報告

され て い る
19）20）．われわれ の 実験結果 は ， 卵巣腫瘍

の 血管新生 に VEGF ／flt−1パ ラ ク ラ イ ン 系が 関与

し て い る こ とを示唆 して お り ，
こ の こ とは VEGF

の 抗体 な ど を使 っ た 卵巣腫瘍の 新 し い 治療方法 と

し て の 可能性 を意味 す る も の と思わ れ る．

　稿 を終わ る に あ た り，御指 導 ， 御 校 閲 を賜 っ た畑 　俊 夫
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