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研究成果の概要（和文）：本研究では，申請者らが報告した腫瘍血管内皮マーカーのうちbiglycanなどの分泌タ
ンパクががんの転移メカニズムにどのように関わっているのかを、細胞実験、動物実験にて解析した．腫瘍血管
内皮細胞からの分泌タンパクであるbiglycanに関してはがん細胞のNF-kB,ERKを活性化し浸潤能を亢進させ，さ
らに血管内皮の方へがん細胞をひきよせる働きがあることがわかった．その結果血管内浸潤を誘導し肺転移を促
進することが見出された．またがん患者の血清におけるBiglycanのレベルとがんの血管内浸潤の有無にも相関が
見られた．これら腫瘍血管内皮由来因子ががん転移のバイオマーカーになり得る可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we addressed the involvement of tumor endothelial secreting 
molecule in cancer metastasis. Among these molecules, we focused on biglycan and analyzed the role 
of biglycan in cancer metastatic potential. We observed that biglycan-secreted from tumor 
endothelial cells activate NF-B and ERK in cancer cells and attract cancer cells towards tumor blood
 vessels, resulting in increase of lung metastasis. Furthermore, blood level of biglycan in cancer 
patients correlated with vascular invasion of cancer. These suggested that tumor endothelial 
secreting factor may be biomarker in cancer metastasis. 

研究分野：泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
これまでがん細胞と異なり，血管内皮細胞な
どの間質細胞は正常であると信じられてき
たが，申請者らのグループは腫瘍血管内皮細
胞(TEC： Tumor endothelial cell)を分離・
培養して，それらが正常血管内皮細胞(NEC：
Normal EC)と比較すると細胞生物学的な性質
が大きく異なることを明らかにしてきた. 
さらに腫瘍微小環境でTECが異常性を獲得す
るメカニズムに関して研究を進めてきたが，
がん細胞の培養上清が NECに TEC のような異
常性をもたらすという事実を見出している． 
  申請者らはDNAマイクロアレイを用いた
TEC と NEC との網羅的遺伝子解析で、TEC に
特異的に発現している遺伝子を同定し、定量
的 PCR にてその発現を検証してきた．TEC で
高発現が認められた遺伝子の中でも最終産
物が分泌タンパクとなるものは、生体内にお
いてもがん組織中で血管内皮細胞が特異的
に分泌するタンパクである可能性があり、早
期がんと進行がんおよび転移の有無でその
分泌タンパク量に相違が見られる可能性が
ある。これまでに TEC に特異的に発現してい
る分泌タンパクとして、biglycan を同定して
いる。 
  進行性腎癌の治療においては、腎がん細
胞や血管内皮細胞を標的とした分子標的薬
が多数使用されているが、治療効果および副
作用の強弱は個々の症例によって異なり、分
子標的薬によるbenefitが得られる症例の選
択、治療効果の予測などに有用とされるマー
カーは見つかっていない。 
  そこで申請者らは biglycan が腎がん患
者の血清および尿中で再発、転移を予測する
マーカーとなり得る可能性があるとの仮説
を立てた． 
 
２．研究の目的 
本研究では，申請者らが報告した腫瘍血管内
皮マーカーの biglycan が腎がんの転移メカ
ニズムにどのように関わっているのかを、細
胞実験、動物実験にて証明する。また，腎が
ん患者の血清中の biglycan が、病期、転移
の有無とどのような関連があるのかを解析
しこれらの転移を予測する因子となり得る
のかを検討する． 
 
３．研究の方法 
（１） 手術前後での血清中 LOX および
biglycan の発現スクリーニング 
術前病期、転移の有無を画像所見により診断
した腎がん患者の血清を採取後、直ちに凍結
保存し，biglycan の測定を ELISA 法により定
量的に行った．対照として健康成人からの血
清を用た．患者血清中の biglycan が腎がん
の病期および転移の有無と関連があるのか
を検証した．  
 
（２） 腎がん由来の血管内皮細胞の分離、
培養と biglycan の発現検討 
悪性度の異なる腎がん血管内皮細胞の分離 
腫瘍血管内皮細胞を分離する方法として、血
管内皮マーカーである CD31 抗体と磁器ビー
ズを用いる方法を確立している。内因性
VEGF-A の分泌が異なる腎がん細胞株を用い
て、新たな腎腫瘍血管内皮細胞を分離をここ
ろみた． 

（３） biglycan の分泌能が異なる腫瘍血
管内皮細胞の樹立 
上記で得られた複数の腎腫瘍血管内皮細胞
の内因性のbiglycanの発現をwestern blot
にて確認する。培養上清中の biglycan の確
認は ELISA 法にて行った． 
（４） 腎がん細胞株、腎腫瘍血管内皮細胞
を用いた細胞間相互作用の解析 
内因性 biglycan の発現が異なる腎腫瘍血管
内皮細胞の性質の比較 
転移能の異なる腫瘍から分離された腫瘍血
管内皮細胞を用いて細胞増殖と遊走を調べ
た．具体的には VEGF-A 10ng/mL を添加後に
細胞増殖は MTS assay での吸光度の定量化に
よって、細胞浸潤は Transwell ®を用いた細胞
浸潤 assay によって行った． 
（５） 腎がん細胞と腎腫瘍血管内皮細胞
との細胞間相互作用 
腎腫瘍血管内皮細胞が分泌するbilglycan高
分泌の腎腫瘍血管内皮細胞は LOX（もしくは
bilglycan）低分泌の腎腫瘍血管内皮細胞と
比較し腎がん細胞株の浸潤をより誘導する
のかを明らかとした．方法としては Matrigel
でコートした Transwell ®を用いて、上室に腎
がん細胞株(ヒト)下室に腎腫瘍血管内皮細
胞（マウス）をおいて、VEGF-A 10ug/mL を添
加し 16 時間培養の後、浸潤した細胞をカウ
ントした． 
（６） 内因性 biglycan の発現の相違によ
る腫瘍血管内皮細胞の接着能の比較 
腎がん患者においては腫瘍血管内皮細胞自
体が原発巣を離れ転移巣へ遊走、浸潤してい
る可能性がある。biglycan の発現の異なった
腫瘍血管内皮細胞を用いて in vitro での細
胞接着能の比較を行った．方法としては、
gelatin もしくは fibronectin でコート培養
皿に血管内皮細胞を播種し30-90分後に接着
した細胞をカウントした． 
（７） 腎がん細胞と腎腫瘍血管内皮細胞
との同時皮下移植マウスを用いた肺転移の
解析 
腎がん細胞と腎腫瘍血管内皮細胞との皮下
同時移植マウスの肺転移巣の解析 
腎がん細胞と腎腫瘍血管内皮細胞をマウス
皮下に同時移植し腫瘍の増殖を経時観察し
た．約 7-8 週でマウスを安楽死させ、腫瘍を
切除しリンパ節、肺転移の探索をおこなった．
摘出した腫瘍と肺転移巣から病理切片を作
成し CD31 を用いた免疫染色にて MVD(micro 
vessel density)を計測し、生体内の腫瘍血
管新生を定量化して比較した．また biglycan
の免疫組織染色も行った． 
 
（８） 腎がん細胞と腎腫瘍血管内皮細胞
との皮下同時移植マウスの血清中 biglycan
の測定 
腫瘍移植後１週ごとに安楽死が行われるま
でマウス尾静脈より血清を採取し凍結保存
する。測定はELISA法により定量的に行った． 
 



４．研究成果 

がん患者における病期または転移の有無に

よる血清中 biglycan の検出をおこなった．

患者血清中の biglycan ががんの病期および

転移の有無と関連があるのかを検証した．対

照として健康成人からの血清を用いた．がん

患者の血清中に biglycan が高いレベルで検

出される患者が存在していた．さらに転移が

ある症例で biglycan が高い傾向を見出した．

また，マウス腫瘍モデルを用いて癌の進展に

ともなう経時的な血中のレベルの変化を解

析した．Biglycan は転移が検出される時期に，

がんの増殖の後期から末期で増加すること

が見出された． 

なお， biglycan は，転移能が異なる腫瘍内

の血管内皮における発現も異なっていた． 

さらに，マウスモデルを用いて biglycan の

発現とがんの転移との関連について詳細に

検討をおこなった．腫瘍血管内皮細胞と腫瘍

細胞との共移植の系で biglycan をノックダ

ウンしたところ，転移が抑制された．このこ

とから，腫瘍血管内皮の biglycan ががんの

転移を促進していることが示唆された．さら

にがん患者血清を用いた biglycan などの腫

瘍血管内皮マーカーの診断ツールとしての

可能性について検討した．，腫瘍血管内皮細

胞からの分泌タンパクであるbiglycan, PTX3, 

SBSNの血清中の濃度をELISAにより解析した．

Biglycan ，SBSN についてはそれらの血中濃

度と T因子，血管浸潤との間に有意な相関が

見られた．今後症例を増やして検討予定であ

る．さらに，血管新生阻害剤である分子標的

薬治療により腫瘍血管内皮マーカーの発現

がどのように変化するのかについても解析

をおこなった． 

マウス腎癌移植モデルにおいて Sunitinib 

により血管新生阻害療法を行い抗腫瘍効果

と転移巣，さらに血中の Biglycan , PTX3, 

SBSN などの分泌タンパクのレベルの推移を

ELISA により解析した．また，免疫染色によ

り，腫瘍血管内皮マーカーの発現の推移とと

もに，血管の数ならびに成熟度（周皮細胞の

被覆や管腔の大きさ）などについても組織学

的に解析を行った．分子標的薬による治療に

より，これら腫瘍血管内皮マーカーの血中の

レベルが下がり腫瘍血管内皮由来因子が血

管新生阻害療法中のバイオマーカーになり

得る可能性が示唆された． 
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