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研究成果の概要（和文）：ヒト臨床腫瘍から腫瘍血管内皮細胞と非癌部分から正常血管内皮細胞を分離して培養
した. FACS解析とRT-PCRで高純度の初代培養細胞樹立を確認した. hTERT遺伝子をこれらの初代培養細胞に導入
し50代以上の継代が可能となった.遺伝子導入細胞は血管内皮細胞の表現型が保たれていた.また，初代培養細胞
で認められていた遺伝子発現の特徴的な相違も保持されており，cell-based high through-put assayに用いる
条件を満たすことが確認された.Screeningで見出した阻害剤のvalidationを行い，前臨床モデルで効果を検証し
ている.

研究成果の概要（英文）：Tumor endothelial cells from human clinical tumors and normal endothelial 
cells from non-cancerous portions were isolated and cultured. FACS analysis and RT-PCR confirmed the
 establishment of highly pure primary cultured cells. The hTERT gene was transfected into these 
primary cultured cells, and more than 50 generations of passages were possible. The transgenic cells
 maintained a endothelial cell phenotype. The transgenic cells retained the phenotype of endothelial
 cells and the characteristic differences in gene expression observed in primary cultured cells were
 also retained, and it was confirmed that the cells met the conditions for use in cell-based high 
through-put assays. We are validating the inhibitors found by screening and verifying in the 
preclinical models.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血管新生阻害剤はさまざまな固形癌の治療に使用されているが，分子標的であるVEGFやVEGF受容体は正常血管内
皮細胞の保持に必須な分子であるために，高血圧，出血，創傷治癒遅延などの副作用が不可避である点が課題と
して残っている．本研究では正常血管内皮細胞と腫瘍血管内皮細胞の違いを利用してhigh-through put 
screeningで腫瘍血管内皮細胞特異的な阻害剤を探索する手法を確立出来た．今後理想的な次世代腫瘍血管新生
阻害の開発に寄与することが期待している．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
正常血管に作用しない悪性腫瘍特異的血管新生阻害剤のハイスループットスクリーニング 

 血管新生阻害剤は 2004 年に初めて bevacuzumab(アバスチン®)がアメリカ合衆国 FDA で承認さ

れて以来，主に抗がん剤との併用で多くの悪性腫瘍に適応を得ることに成功した．一方で，引き

続き開発された血管新生阻害剤も研究開発当時の期待に反して単剤による副作用の無い腫瘍の

完全な制御は達成していない．これは従来の血管新生阻害剤が正常血管内皮細胞の生理的な生

存シグナル伝達経路をリガンドや受容体の活性中心に作用する物質の設計に基づいて開発され

たことが原因であると考えられる．正常血管内皮細胞に対する副作用とシグナル阻害に伴うネ

ガティブフィードバックの誘導が

避けられない．本研究では正常血管

内皮細胞とは異なる特異的な性質

を持つ腫瘍血管内皮細胞を用いて

cell-based ハイスループットスク

リーニングを行うことで，正常血管

内皮細胞に作用せず，ネガティブフ

ィードバックを惹起しない理想的

かつ強力な腫瘍特異的血管新生阻

害剤の開発を行う． 

 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は腫瘍血管内皮細胞特異的マーカーを利用して，正常血管内皮細胞に影響を及ぼ

さない，腫瘍血管新生を特異的に阻害する治療薬とコンパニオン診断薬を開発する基盤を築く

ことである．そのために下記３項目を小目標とした．1) 肺癌切除検体における腫瘍血管内皮細

胞マーカー発現の解析：肺癌組織中の腫瘍血管内皮細胞における biglycan の発現と臨床病理学

的因子の相関を検討して，肺癌進展への寄与を検証する．2) 腫瘍血管内皮細胞マーカー，

biglycan の血清診断：血清中 biglycan を計測し，臨床病理学的因子，血管新生の指標との相関

を検討する．3)腫瘍血管内皮細胞阻害物質同定のためのスクリーニング系の樹立：ヒト腫瘍血管

内皮細胞とコントロールとして正常 EC を不死化して細胞株化し，化合物ライブラリーなど阻害

剤のスクリーニングを行えるようにする． 

 
３．研究の方法 
 

ヒト臨床腫瘍から樹立した腫瘍血管内皮細胞とコントロールの正常腎血管内皮細胞にテロメラ

ーゼ遺伝子の導入を行う．遺伝子導入後に本来の血管内皮細胞としての性質，腫瘍血管内皮細胞

と正常血管内皮細胞の差異が失われる可能性があるため，表現形の変化を確認する．具体的には



血管内皮細胞マーカー（CD31，VEGFR2 等），

腫瘍血管内皮細胞マーカー（Biglycan な

ど）の発現を RT-PCR や FACS,ウェスタンブ

ロッティングなどで確認する．Tube 

formation や wound assay で血管内皮細胞

の性質の保持を確認する．また遺伝子導入

によって 50 代以上の長期継代可能性の獲

得を目標とする．樹立した遺伝子導入内皮

細胞株が既存の血管新生阻害剤に予想さ

れる効果を示すことを確認し，cell-based 

assay の認容性試験とする．  

Cell-based assay ハイスループットスク

リーニングを行い，腫瘍血管内皮細胞特異

的な阻害剤を探索する．コントロールの正

常血管内皮細胞の増殖と遊走を阻害しない

ものを選択することで腫瘍血管内皮細胞特

異的性を担保する． 

ヒットした候補物質を複数の腫瘍血管内皮

細胞でバリデーションするとともに，マウ

ス腫瘍モデルで増殖抑制を検証する． 

 
 
４．研究成果 
 

ヒト臨床腫瘍から腫瘍血管内皮細胞と非癌部分から正常血管内皮細胞を分離して培養した. 

FACS 解析と RT-PCR で高純度の初

代培養細胞樹立を確認した. 

hTERT 遺伝子をこれらの初代培養

細胞に導入し 50代以上の継代が

可能となった.遺伝子導入細胞は

血管内皮細胞の表現型が保たれ

ていた.また，初代培養細胞で認

められていた遺伝子発現の特徴

的な相違も保持されており，

cell-based high through-put 

assay に用いる条件を満たすこと

が確認された.Screening で見出

した阻害剤の validation を行

い，前臨床モデルで効果を検証

している. 
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