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研究成果の概要（和文）：本研究では，がん幹細胞維持における腫瘍血管内皮細胞の役割を検討した．がん幹細
胞と血管内皮細胞の相互作用をin vitroで解析した．がん幹細胞を多く含むがん細胞集団の培養上清を血管内皮
細胞に処理すると，腫瘍血管内皮マーカーの発現が亢進した．がん細胞と腫瘍血管内皮細胞を共培養し，がん細
胞のシグナルを解析した．腫瘍血管内皮細胞，特に高悪性度のがん由来腫瘍血管内皮細胞と共培養した系におい
て，がん細胞におけるNF-kBやERK1/2の経路が活性化した．さらに共培養でコロニー形成が見られ，腫瘍血管内
皮細胞が発現する分子が幹細胞性維持に関わる可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of tumor endothelial cells (TECs) 
for maintenance of cancer cell stemness. We analyzed the crosstalk of cancer stem cells (CSCs) and 
endothelial cells in vitro. Treatment of cultured conditioned medium of CSC-enriched cells increased
 the expression of TEC markers in endothelial cells. We next analyzed the signal pathways after 
co-culture of cancer cells with TECs. NF-kB and ERK1/2 pathways were activated in cancer cells after
 co-culture with high grade tumor derived TECs. In addition, colony formation was observed by 
co-culture with cancer cells and TECs. These data suggested that TEC-expressing molecules are 
involved in maintenance of stemness in cancer cells.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
がん幹細胞 (Cancer Stem cell: CSC) は，

がん細胞の中でも高い薬剤耐性，自己複製能
を持っており，抗がん剤や放射線治療への抵
抗性が高く，種々の治療によって他のがん細
胞が死滅した後にも生き残り，がんの再発・
転移の原因となることが知られている． 
近年，血管領域で組織幹細胞の維持がなさ

れているという血管ニッチの概念が提唱さ
れており，種々の臓器において組織特有の幹
細胞の局在について解析が進められている．
血管内皮細胞と血管近傍に存在するがん幹
細胞との相互作用を理解することは，がん幹
細胞を標的としたがん治療には必須である．
がん幹細胞ニッチにおいて，腫瘍血管はがん
幹細胞へ栄養や酸素を運搬するだけではな
く，生理活性因子 (angiocrine factor) を
分泌し，がん幹細胞の維持調節を行うことが
知られている．われわれはこれまで，腫瘍血
管内皮細胞 (Tumor Endothelial Cell: TEC) 
の分離と培養に成功し，それらが正常血管内
皮細胞 (Normal Endothelial Cell: NEC) と
比べて染色体異常や薬剤耐性，特異遺伝子の
発現など様々な異常性があることを報告し
た．また TEC においてがん幹細胞の維持に重
要な COX-2 や SDF-1, IL-6 などの様々なサイ
トカインの発現が亢進していることも見出
してきた．腫瘍血管が分泌するこれらのサイ
トカインは，周囲のがん細胞やがん間質細胞
にパラクラインで作用することも見出して
いる．さらに，腫瘍血管内皮細胞の性質は，
がんの悪性度によって異なることも報告し
ており，口腔がん幹細胞と血管内皮細胞の間
にも相互作用が存在するのではないかと着
想した． 

 
２．研究の目的 
本研究では，がん幹細胞と血管内皮細胞との
相互作用を解析し，がん幹細胞維持における
腫瘍血管内皮細胞の役割を検討し，がん幹細
胞ニッチを標的とした新しいがん治療法の
開発の基盤的研究を行う． 
 
３．研究の方法 
(1)血管内皮細胞の分離・培養 
ヌードマウスのヒト腫瘍細胞皮下移植腫瘍
から腫瘍血管内皮細胞（TEC）を，コントロ
ールとして正常マウスの皮膚から正常血管
内皮細胞（NEC）を分離培養する．分離には，
CD31 抗体および CD45 抗体を用いて磁気細胞
分離装置 MACS とセルソーターFACS AriaⅡに
より，CD31+CD45－の血管内皮分画を採取す
る．分離した血管内皮の特性解析を PCR 法と
フローサイトメーターを用いて行い，分離後
の血管内皮細胞が血管内皮マーカーを発現
し，他細胞の混入がないことを確認する． 
 
(2)がん幹細胞マーカーALDH の発現解析 
がん幹細胞マーカーとして ALDH を用いて，
腫瘍組織における ALDH 陽性細胞を組織免疫

染色で可視化する．血管との局在を見るため
に，血管は抗 CD31 抗体で染色する．腫瘍組
織としては，マウス皮下移植腫瘍とヒト臨床
検体手術摘出組織標本を用いる． 
 
(3)がん幹細胞の培養上清処理 
がん幹細胞を多く含む細胞集団（CSC）とが
ん幹細胞をほとんど含まないがん幹細胞集
団（non-CSC）から培養上清を回収し，血管
内皮細胞に処理する．その後，血管内皮細胞
の RNA を抽出し，種々の遺伝子発現を
Real-time PCR 法で比較検討する． 
 
(4)がん幹細胞と血管内皮細胞の共培養 
①シグナル解析 
血管内皮細胞の性質の違いががん細胞に及
ぼす影響を検討するため，複数の腫瘍血管内
皮細胞と正常血管内皮細胞を用いて，がん細
胞と共培養する．その後，がん細胞の生存能
に関わるシグナル（NF-kB，ERK1/2）の解析
を Western blotting で行う． 
 
②コロニー形成・局在解析 
複数の腫瘍血管内皮細胞とがん細胞を共培
養し，コロニー形成を観察する．コロニーの
数や大きさ，コロニー内での細胞の局在を比
較解析する． 
 
４．研究成果 
(1)血管内皮細胞の分離培養： 
腫瘍血管内皮細胞と正常由来血管内皮細胞
を CD31+CD45－分画として分離した．培養後
にPCR法ならびにフローサイトメーターによ
り CD31，CD144 などの血管内皮細胞マーカー
が陽性で，かつ CD11b，CD45 などの血球マー
カーが陰性であることを確認した．分離した
細胞が純度の高い血管内皮細胞であること
が確認された． 
 
(2)がん幹細胞マーカーALDH の発現解析 
マウス移植腫瘍の凍結切片を用いて，CD31 と
ALDH の蛍光二重免疫染色を行った．ALDH 陽
性がん幹細胞が観察された．また一部の腫瘍
血管にも ALDH 陽性細胞が見られ，血管の幹
細胞性も観察された．さらにヒト臨床検体を
用いて解析したところ，同様に ALDH 陽性が
ん幹細胞ならびに ALDH 陽性腫瘍血管が観察
された． 
 
(3)がん幹細胞の培養上清処理 
がん幹細胞が血管内皮細胞に及ぼす影響を
検討するため，CSC と non-CSC の培養上清を
処理された血管内皮細胞で，腫瘍血管内皮特
異マーカーの発現を比較した．CSC 培養上清
で処理された血管内皮細胞において，一部の
腫瘍血管内皮マーカーの発現亢進がみられ
た． 
 
(4)がん幹細胞と血管内皮細胞の共培養 
①シグナル解析 



血管内皮細胞は，悪性度の高いがん由来の腫
瘍血管内皮細胞，低悪性度のがん由来腫瘍血
管内皮細胞，ならびに正常皮膚由来血管内皮
細胞と，Non-CSC がん細胞と間接共培養した
ところ，がん細胞の NF-kB ならびに ERK1/2
は悪性度の高いがん由来腫瘍血管内皮との
共培養で活性化した．これらはがん細胞の
TLR2, TLR4阻害によりキャンセルされたこと
から，TLRs を介した分子の相互作用であるこ
とが示唆された． 
 
②コロニー形成・局在解析 
複数の腫瘍血管内皮細胞とがん細胞を共培
養し，コロニーを観察した．いずれの血管内
皮細胞ともコロニーを形成した．中でも，悪
性度の高いがん由来腫瘍血管内皮細胞との
共培養において，コロニーが大きく，数も多
かった．コロニー内のそれぞれの細胞の位置
関係をコンフォーカル顕微鏡で観察した．血
管内皮細胞の違いにより，がん細胞の局在が
変化した．したがって，血管内皮細胞が発現
する何らかの分子がこれらの現象に関与し
ている可能性が示唆された．分子メカニズム
については，現在さらなる解析を進めている． 
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