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研究成果の概要（和文）：血管新生阻害薬の抗腫瘍効果の高さは、ベバシズマブ、ソラフェニブ、サリドマイドの順で
あった。2剤での併用療法は、ソラフェニブとサリドマイドとの併用で、もっとも効果が得られる結果となった。しか
し、検討数が未だ十分ではなく、追加の検討が必要と思われる。抗腫瘍効果を判定する場合、画像でのCT造影効果変化
率や血管造影での造影効果変化率は、一定傾向が得られず、指標となり得ないことが判明した。また病理評価でも壊死
率、腫瘍内血管の程度は、対照群と比較しても差はない結果となった。抗腫瘍効果はゴールデンスタンダードとしてい
る腫瘍サイズの変化を見ることが最も簡便で信頼できると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The anti-tumor effect of the angiogenesis inhibitors increased in the following or
der; bevacizumab, sorafenib, and thalidomide. The anti-tumor effects of the dual therapies except sorafeni
b and thalidomide were lower than those of the single therapies. However, the numbers of the dual therapie
s were not enough to consider them, therefore, more studies about the dual therapies were necessary. When 
the anti-tumor effect of the angiogenesis inhibitor was determined, the best and simple way was to measure
 the change of the tumor sizes before and after the therapy using CT. To measure the change of enhancement
 ratio using CT / DSA and to evaluate the necrosis ratio and the numbers of tumor vessels pathologically w
ere unfitted for the response evaluation of the angiogenesis inhibitors.
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１．研究開始当初の背景 
(1)進行肝細胞癌の現状 
肝細胞癌は、B 型や C 型肝炎ウィルスをベー
スとする慢性肝炎や肝硬変に合併する。診断
には、AFP や PIVKAII といった腫瘍マーカ
ーの推移を見る以外に、超音波検査や造影
CT 検査、造影 MRI 検査などの画像診断の果
たす役割は大きい。特には造影 CT や造影
MRI は、腫瘍描出に優れているが、これは肝
細胞癌が富血管性の腫瘍であり、造影するこ
とにより腫瘍自体が濃染し、容易に腫瘍を指
摘することができるからである。 
早期肝癌に対しては、手術が第一選択である
が、ラジオ波凝固療法などの局所治療も広く
行われてきている。一方、進行肝癌に対して
は、肝動脈化学塞栓療法（ transcatheter 
arterial chemoembolization: TACE）は幅広
く施行されている治療法である。一般的な方
法は腫瘍血管の直前までカテーテルを挿入
し、抗癌剤と油性造影剤リピオドールを混和
動注した後、ゼルパートを主体とした塞栓物
質を用いて血管塞栓を行っている。この原理
は、上述の通り、肝細胞癌が、富血管性腫瘍
であることに関連している。しかし、この治
療法で十分な治療効果を得られる症例も存
在するが、再発例も数多く経験し、充分な治
療法とは言い切れない。ソラフェニブは欧米
で既に臨床応用され、進行肝癌に対して有意
に延命効果があることが証明された唯一の
抗癌剤である。（N Engl J Med. 2008 Jul 
24;359(4):378-90.Sorafenib in advanced 
hepatocellular carcinoma. Llovet JM, Ricci 
S, Mazzaferro V,et al.）日本でも、近年臨床
応用され始めた。しかし、ソラフェニブの効
果において画像所見や病理所見を対比させ
た研究は報告されていない。また血管新生阻
害薬を多剤併用した研究も報告されていな
い。 
 
(2)血管新生阻害薬の現状 
血管新生阻害薬として現在、3 種類の薬剤が
よく知られている。それは、ソラフェニブ、
ベバシズマズ、サリドマイドである。ソラフ
ェニブはラフ（B-RAF）キナーゼと VEGF
受容体キナーゼを阻害する薬剤として開発
され、その後、受容体チロシンキナーゼであ
る FLT3、KIT, PDGFR をも阻害すること
も知られており、経口投与できる多キナーゼ
阻害薬として、肝細胞癌、腎細胞癌の治療薬
として承認されている。ベバシズマズは血管
内皮細胞増殖因子(VEGF) に対するモノク
ローナル抗体である。VEGF の働きを阻害す
ることにより、血管新生を抑え、腫瘍の増殖
や転移を抑える分子標的治療薬の一つであ
る。サリドマイドは催奇性をもった催眠薬と
して過去に有名になったが、これは血管新生
阻害作用を有しているためである。VEGF、
Tumor Necrosis Factor-α（TNF-α）、IL-6
や IL-8 の産生や活性を抑える。そのため、
癌組織への毛細血管の成長を阻害する結果、

多発性骨髄腫などの癌への治療効果がある
ことがわかってきた。 
 
２．研究の目的 
ソラフェニブ、ベバシズマズ、サリドマイド
の作用機序の異なる 3 剤を多剤併用すれは、
抗腫瘍効果は相乗的になる可能性があり、よ
り効果的な進行肝細胞癌の治療法になるこ
とが期待される。その抗腫瘍効果を確認する
とともに CT・DSA での腫瘍血管の in vivo
画像評価と病理学的評価を比較検討して、血
管新生阻害薬の治療効果判定として in vivo
画像が低侵襲かつ病理所見と関連した有用
な評価法や治療効果を予測するマーカーに
なりえることを確認する。以上が、本研究の
目的である。 
本研究では、ウサギ肝腫瘍モデルを用い、作
用機序の異なる 3種類の血管新生阻害薬を投
与することにより、その治療効果（単剤及び
多剤併用投与）を第一に検討する。さらに画
像による血管新生評価と同時期の血管新生
の変化率を対応させることにより、腫瘍血管
新生抑制と in vivo 画像評価との関連性を検
討し、血管新生阻害薬使用時に in vivo 画像
評価が与えることができる低侵襲な治療効
果判定とそれを予測するマーカーとしての
システムの構築を明らかにする。得られるで
あろう動物実験の結果を持って、実際の臨床
にすぐさま適応できるものではないが、詳細
な検討がこの研究によりなされれば、肝細胞
癌の治療に血管新生阻害薬が極めて有効で
あり、その評価や予測に種々の画像の解析が
重要かつ大いに貢献できるようになると思
われる。 
 
３．研究の方法 
(1)ウサギ肝腫瘍モデルにおける血管新生阻
害薬の効果（単剤投与）：画像所見と病理所
見の対比 
①ウサギの手術・画像撮影は、全て全身麻酔
下（塩酸ケタミン 25mg/kg とメデトミジン
0.1mg/kg の皮下注射）で施行する。麻酔終了
時には、メデトミジンの拮抗薬である塩酸ア
チパメゾール 0.4mg/kg を皮下注射する。 
②VX2 腫瘍移植 
日本白色ウサギの大腿に 2mm角の VX2腫瘍を
移植する。2 週間後、増大した VX2 腫瘍を取
り出し、腫瘍充実部から 2mm 角大の腫瘍切片
を作製する。その腫瘍切片を別のウサギ肝右
葉被膜下に移植する。ここで、手術は開腹手
術を行うが、感染防止のため、滅菌消毒した
手術器具を使用し、清潔下で行う。 
③腫瘍確認及び腫瘍サイズ・血管新生評価 
さらに 2 週間後、造影 CT で腫瘍の存在の有
無を確認する。造影は耳介静脈から静脈ルー
トを確保し、非イオン性造影剤（300ｍgI/ml）
を 5ml 注入して撮像する。撮像条件は、1mm
スライス厚で、肝臓全体をカバーする。腫瘍
があれば、CT 画像から腫瘍の縦・横・高さの
長さを求めて、腫瘍サイズを計測する。CT 検



査翌日に
染程度を確認する。
技に基付き、右大腿動脈をカットダウンして、
4frカテーテルを挿入、腹腔動脈を選択し
の造影剤で撮像する。これらの画像を治療前
の腫瘍血管増生のベースラインとする。具体
的な新生血管の評価法であるが、造影
場合、非造影
測して、
る。DSA
ぞれ
④血管新生阻害薬投与
腫瘍を移植した
群 A-
投与・毎日、
与 1 回、
日、D:
ンチューブを胃に挿入して、水溶液化した薬
剤を投与する。静注用の薬剤は、ウサギ耳介
静脈から投与する。
副作用でウサギの体力が落ちる場合には、
5％ブドウ糖を皮下投与し、体力を回復させ
る。 
⑤腫瘍サイズ評価及び腫瘍新生血管の再評
価 
1 週間の治療後、上述の方法で、造影
る腫瘍サイズの評価・
よる腫瘍濃染率
前のデータと比較検討し、変化率を計算する。
⑥ウサギ犠牲死及び病理学的評価
画像評価終了後、ウサギを犠牲死させ
腫瘍を取り出し、
リンで固定し、パラフィンブロックを作製す
る。組織スライドの一部は
腫瘍の壊死程度を評価して、腫瘍に対する治
療の効果の参考にする。次に免疫組織染色
（CD31
評価する。定量化は、
胞の数を求めることで行う。
⑦腫瘍サイズによる治療効果判定及び画像
による血管新生と病理組織による血管新生
の対比
造影
ら腫瘍体積を計算して、グループ毎の腫瘍増
殖率を比較検討して血管新生阻害薬の効果
を検討する。また造影
VX2 肝腫瘍の治療前後での
免疫組織染色から得られた治療前後での血
管増生の変化率が、相関しているのか否かを
検討して、これら画像評価が、血管新生阻害
薬の治療効果に貢献できるかどうかを評価
する。
(2)ウサギ肝
害薬の効果（多剤併用投与）：画像所見と病
理所見の対比
単剤投与と
併用投与の効果を検討する。
VX2 肝腫瘍を移植されたウサギをランダムに
4 群に分類し、
与・毎日

査翌日に DSA 検査を行い、腫瘍動脈からの濃
染程度を確認する。
技に基付き、右大腿動脈をカットダウンして、

カテーテルを挿入、腹腔動脈を選択し
の造影剤で撮像する。これらの画像を治療前
の腫瘍血管増生のベースラインとする。具体
的な新生血管の評価法であるが、造影
場合、非造影 CT と造影
測して、CT 値を求め、その上昇率を指標とす

DSA の場合、
ぞれ ROI 計測して腫瘍濃染率を測定する。
血管新生阻害薬投与

腫瘍を移植したウサギをランダ
-D）に分類し、

投与・毎日、B: ベバシズマズ
回、C:サリドマイド
D:無治療群の治療を

ンチューブを胃に挿入して、水溶液化した薬
剤を投与する。静注用の薬剤は、ウサギ耳介
静脈から投与する。
副作用でウサギの体力が落ちる場合には、
％ブドウ糖を皮下投与し、体力を回復させ

 
腫瘍サイズ評価及び腫瘍新生血管の再評

週間の治療後、上述の方法で、造影
る腫瘍サイズの評価・

腫瘍濃染率を再度求める。これらを治療
前のデータと比較検討し、変化率を計算する。
ウサギ犠牲死及び病理学的評価

画像評価終了後、ウサギを犠牲死させ
腫瘍を取り出し、
リンで固定し、パラフィンブロックを作製す
る。組織スライドの一部は
腫瘍の壊死程度を評価して、腫瘍に対する治
療の効果の参考にする。次に免疫組織染色

31）を行い、腫瘍内の血管新生の程度を
評価する。定量化は、
胞の数を求めることで行う。

腫瘍サイズによる治療効果判定及び画像
による血管新生と病理組織による血管新生
の対比 
造影 CT から得られた腫瘍サイズのデータか
ら腫瘍体積を計算して、グループ毎の腫瘍増
殖率を比較検討して血管新生阻害薬の効果
を検討する。また造影

肝腫瘍の治療前後での
免疫組織染色から得られた治療前後での血
管増生の変化率が、相関しているのか否かを
検討して、これら画像評価が、血管新生阻害
薬の治療効果に貢献できるかどうかを評価
する。 

ウサギ肝腫瘍モデルにおける血管新生阻
害薬の効果（多剤併用投与）：画像所見と病
理所見の対比 
単剤投与と同様の方法で、血管新生阻害薬の
併用投与の効果を検討する。

肝腫瘍を移植されたウサギをランダムに
群に分類し、A:

与・毎日+ベバシズマズ

検査を行い、腫瘍動脈からの濃
染程度を確認する。DSA 検査は、血管造影手
技に基付き、右大腿動脈をカットダウンして、

カテーテルを挿入、腹腔動脈を選択し
の造影剤で撮像する。これらの画像を治療前
の腫瘍血管増生のベースラインとする。具体
的な新生血管の評価法であるが、造影

と造影 CT の腫瘍部を
値を求め、その上昇率を指標とす

の場合、正常肝と腫瘍の部位をそれ
計測して腫瘍濃染率を測定する。

血管新生阻害薬投与 
ウサギをランダ

）に分類し、A:ソラフェニブ
ベバシズマズ

サリドマイド 20mg
無治療群の治療を 1週間行う。ネラト

ンチューブを胃に挿入して、水溶液化した薬
剤を投与する。静注用の薬剤は、ウサギ耳介
静脈から投与する。 血管新生阻害薬による
副作用でウサギの体力が落ちる場合には、
％ブドウ糖を皮下投与し、体力を回復させ

腫瘍サイズ評価及び腫瘍新生血管の再評

週間の治療後、上述の方法で、造影
る腫瘍サイズの評価・CT値の上昇率、

を再度求める。これらを治療
前のデータと比較検討し、変化率を計算する。
ウサギ犠牲死及び病理学的評価

画像評価終了後、ウサギを犠牲死させ
腫瘍を取り出し、VX2 肝腫瘍を
リンで固定し、パラフィンブロックを作製す
る。組織スライドの一部は H&E
腫瘍の壊死程度を評価して、腫瘍に対する治
療の効果の参考にする。次に免疫組織染色

）を行い、腫瘍内の血管新生の程度を
評価する。定量化は、1 視野当たりの陽性細
胞の数を求めることで行う。

腫瘍サイズによる治療効果判定及び画像
による血管新生と病理組織による血管新生

から得られた腫瘍サイズのデータか
ら腫瘍体積を計算して、グループ毎の腫瘍増
殖率を比較検討して血管新生阻害薬の効果
を検討する。また造影 CT・DSA

肝腫瘍の治療前後での腫瘍濃染
免疫組織染色から得られた治療前後での血
管増生の変化率が、相関しているのか否かを
検討して、これら画像評価が、血管新生阻害
薬の治療効果に貢献できるかどうかを評価

腫瘍モデルにおける血管新生阻
害薬の効果（多剤併用投与）：画像所見と病

同様の方法で、血管新生阻害薬の
併用投与の効果を検討する。

肝腫瘍を移植されたウサギをランダムに
A:ソラフェニブ

ベバシズマズ 5mg/kg

検査を行い、腫瘍動脈からの濃
検査は、血管造影手

技に基付き、右大腿動脈をカットダウンして、
カテーテルを挿入、腹腔動脈を選択し

の造影剤で撮像する。これらの画像を治療前
の腫瘍血管増生のベースラインとする。具体
的な新生血管の評価法であるが、造影 CT

の腫瘍部を ROI
値を求め、その上昇率を指標とす

正常肝と腫瘍の部位をそれ
計測して腫瘍濃染率を測定する。

ウサギをランダムに４群（各
ソラフェニブ 40mg 経口

ベバシズマズ 5mg/kg 静注投
mg 経口投与・毎

週間行う。ネラト
ンチューブを胃に挿入して、水溶液化した薬
剤を投与する。静注用の薬剤は、ウサギ耳介

血管新生阻害薬による
副作用でウサギの体力が落ちる場合には、
％ブドウ糖を皮下投与し、体力を回復させ

腫瘍サイズ評価及び腫瘍新生血管の再評

週間の治療後、上述の方法で、造影 CT によ
値の上昇率、DSA

を再度求める。これらを治療
前のデータと比較検討し、変化率を計算する。
ウサギ犠牲死及び病理学的評価 
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3 剤投与した
梗塞が広範に認められた。梗塞率
B: 100
腫瘍内血管数（本
C: 0.25
 
(3)まとめ
最終的に血管新生阻害薬の抗腫瘍効果の高
さは、アバスチン、ソラフェニブ、サリドマ
イドの順であった。
剤で一番効果の高かったアバスチンと他の
薬剤との併用で、単剤を上回る効果が得られ
なかったが、ソラフェニブとサリドマイドと
の併用で、もっとも効果が得られる結果とな
った。しかし、多剤の実験はまだ
く、追加の実験が必要と思われる。
併用療法は
梗塞など
瘍効果を判定する場合、画像での
果変化率や血管造影での造影効果変化率は、
一定傾向が得られず、指標とはなり得ないこ
とが判明した。また病理評価でも壊死率、腫
瘍内血管の程度は
ない結果となった。抗腫瘍効果はゴールデン
スタンダードとしている腫瘍サイズの変化
を見ることが最も簡便で信頼できると考え
られた。
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