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研究成果の概要（和文）：大腸がん臨床検体から腫瘍部分の血管内皮と対照正常部分の血管内皮を分離して、ト
ランスクリプトーム解析を行い、大腸がん間質において高発現している一連の遺伝子、SVを同定した。多数検体
を用いた定量RT-PCRおよび免疫組織染色から、遺伝子Aに着目した。遺伝子AをノックダウンすることでHUVEC・
HMVECの増殖能、遊走能およびin vitroチューブ形成能が阻害されることを見いだした。大腸がん細胞をヌード
マウスに移植後、マウス遺伝子Aに対するsiRNAを局所投与することでxenograftの増殖抑制効果が認められた。
以上から遺伝子Aは新規治療標的となりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified genes and splicing variant which were altered in the tumor 
endothelial cells. We then validated the results by RT-qPCR, and identified gene A as a novel 
candidate of the tumor endothelium-related gene. The Cancer Genome Atlas (TCGA) datasets revealed 
that higher expression of gene A is associated with worse overall survival of CRC patients. 
Knockdown of gene A in human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) suppressed cell proliferation 
and in vitro tube formation. Injection of siRNA against gene A in mice transplanted with human CRC 
cells suppressed formation of microvessels in the xenografted tumors. Microarray analysis revealed 
that knockdown of gene A in HUVEC significantly affected gene expression signatures, including cell 
cycle regulation and interferon signaling. Our results suggest that gene A may play an important 
role in the angiogenesis in CRC, and that it could be a potential therapeutic target.

研究分野：消化器がん
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍血管新生は、増殖・浸潤・転移に関わる
重要な機構である。そのため、がん微小環境
における血管新生の制御は、がんの進行抑制
のための有望な戦略である。しかし血管新生
に関わるシグナル経路は複雑であり、その全
容は解明されていない。 
 
血管新生阻害療法は 1972 年に Judah 
Folkman によって提唱され、90 年代初頭に
血管内皮増殖因子 VEGFが単離されて以来、
抗 VEGF ヒト化モノクローナル抗体(ベバシ
ズマブ)や低分子 VEGFR 阻害剤(ソラフェニ
ブ)などが臨床応用されるに至っている。しか
し既存の VEGF-VEGFR 標的治療にはその
効果の限界や、重大な有害事象が起こること
も報告されている。 
 
Folkmanが提唱した概念の根底には、腫瘍血
管は正常血管と同様の性質を有し、がん細胞
のように薬剤抵抗性を獲得しないという前
提があった。しかし腫瘍血管内皮は、形態学
的にも分子生物学的にも正常血管内皮とは
異なることが明らかになってきた。2000 年
に St. Croix らが磁気マイクロビーズ法を用
いて大腸がん組織から腫瘍血管細胞の単離
に成功し、腫瘍血管内皮の遺伝子解析を行っ
た。以後、様々な組織の腫瘍から腫瘍血管内
皮が単離され、腫瘍血管における遺伝子発現
には組織特異性があることが報告されてい
る。 
 
ヒト遺伝子の 90%以上は選択的スプライシ
ングの制御を受けているとされる。これはタ
ンパク質に多様性を与え、その多くは細胞・
組織特異的かつ発生段階依存的に制御され
ている。近年、機能的に重要なスプライシン
グが相次いで報告されている。例えば、転写
因子 FOXP1 には細胞の分化を促進する
Exon18と未分化細胞特異的なExon18bが存
在し、選択的スプライシングによって転写後
修飾された FOXP1-ES（Exon18b を含む）
が、ES 細胞の多分化能を制御するスイッチ
のように働く（Gabut M, Cell,2011）。また
Wang ET らは、スプライシングバリアント
（SV）の網羅的な解析から、組織特異的なス
プライシングパターンを 22,000 箇所以上マ
ップし、スプライシングが組織形成において
選択的に行われることを示した（Nature, 
2008）。従来、スプライシングは RNA エレ
メントとスプライシング因子によって局所
的に制御されていると考えられてきたが、ク
ロマチン構造やヒストン修飾といったエピ
ジェネティクス機構もまた、主要な役割を担
うことが明らかにされた（Luco RF, Cell, 
2011）。さらに最近では ENCODE Projectに
より、細胞・組織の種類によってクロマチン
構造が異なることが報告された（Nature, 
2012）。 
 

 選択的スプライシングがタンパク質構造
の多様性を通して細胞の分化・発生制御に重
要な役割を担っていることから鑑みて、がん
間 質 内 皮 細 胞 （ Tumor associated 
Endothelial Cells, TECs）の性質の決定にも
関与している可能性が高いと考えられる。 
 
２．研究の目的 
がん微小環境において、内皮細胞は血管新生
の刺激を受けて応答する。がん間質内皮細胞
（ Tumor associated Endothelial Cells, 
TECs）における遺伝子発現変化を解析する
ことは、腫瘍血管新生の分子機構を明らかに
する為に必須であると考えられる。転写後修
飾の一つであるスプライシング機構が細
胞・組織に特異的かつ重要な働きをしている
可能性が高いことを踏まえ、本研究ではがん
間質内皮細胞に特異的なスプライシングバ
リアント（SV）の同定とその機能解明を目標
とする。その為の手段として、消化器がんの
内視鏡検体から分離した TECsを対象に、高
速シークエンサー解析とバイオインフォマ
ィクス解析の組み合わせを最大限に活用し
て、以下の 3段階の目標達成を目指す。 
① 大腸がん臨床検体からの内皮細胞分離
と全 RNA抽出 
② 内皮細胞の RNA シークエンス
（RNA-seq）による SV の網羅的探索
と TECs特異的 SVの同定 
③ 機能解析と腫瘍血管新生における役割
の解明 

 
３．研究の方法 
１） 消化器がん臨床検体からの内皮細胞の
分離 

大腸内視鏡治療と外科手術検体から採取し
た大腸がん組織を酵素処理（Collagenase I, 
DNase I, etc）した後、CD31 をマーカーとし
て内皮細胞を、EpiCAM をマーカーとして上皮
細胞を分離する。 
２） 全転写産物のシークエンス解析 
高速シークエンサーを用いて Paired-End 
RNA-seq 実験を行う。遺伝子発現量は
Real-time PCR と同様の結果が得られること
を確認する。 
３） バイオインフォマティクスによるスプ
ライシング解析とバリアントの同定 

がん間質内皮細胞(TAEs)に特異的に発現す
る遺伝子、スプライシングバリアント(SV)の
同定を目指す。 
４） in vitro における機能解析 
 目的遺伝子の血管新生・細胞周期などに与
える影響を in vitro 血管内皮細胞チューブ
形成アッセイ・BrdU 細胞周期アッセイ・MTT
アッセイなどの細胞学的手法を用いた解析
を行う。 
５） in vivo における機能解析 
Xenograft を作成し、機能解析を行う。腫
瘍増殖能および病理組織解析による浸潤・転
移の解析、さらにセルソーターを用いた細胞



分離および分子生物学的解析を行う。また、
必要に応じてルシフェラーゼアッセイや蛍
光プローブを用いた生体イメージングを行
う。 
 
４．研究成果 
大腸がん臨床検体から腫瘍部分の血管内皮
と対照正常部分の血管内皮を分離して、トラ
ンスクリプトーム解析を行い、大腸がん間質
において高発現している一連の遺伝子、SV を
同定した。多数検体を用いた定量 RT-PCR お
よび免疫組織染色から、遺伝子Aに着目した。
遺伝子Aは大腸がん組織の血管内皮に高発現
しており、The Cancer Genome Atlas (TCGA)
の RNA-seq データを解析した結果、遺伝子 A
高発現が大腸がんの予後不良因子であるこ
とを見いだした。 
次に、ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)やヒト
微小血管内皮細胞(HMVEC)を大腸がん細胞株
由来の Tumor conditioned medium (TCM)で刺
激することで遺伝子Aの発現が誘導されるこ
と、遺伝子 A をノックダウンすることで
HUVEC・HMVEC の増殖能、遊走能および in 
vitro チューブ形成能が阻害されることを見
いだした。また大腸がん細胞株と HUVEC とを
ヌードマウスに共移植することで、血管新生
および腫瘍形成が促進されことが知られて
いるが、遺伝子 A をノックダウンした HUVEC
を大腸がん細胞と共移植した場合、
xenograft の血管新生が低下した。また、大
腸がん細胞をヌードマウスに移植後、マウス
遺伝子 Aに対する siRNA を局所投与すること
で xenograft の増殖抑制効果が認められた。 
さらに HUVEC 細胞を用いて、遺伝子 Aノック
ダウンが遺伝子発現に与える影響を網羅的
に解析した結果、遺伝子 Aが AQP1、POSTN な
ど既報の腫瘍血管新生促進因子の発現に必
要であることを見いだした。 
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