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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、まず内皮間葉分化転換(EndMT)が起きた細胞を検出することが可能
なEndMTモニターマウスの樹立に成功した。さらにこのマウスから内皮細胞を単離し、EndMTの細胞レベルでの解
析に用いることができることを見出した。また一方で、Transforming growth factor-βの刺激によってEndMTが
起こる際にEndMTを調節しているシグナルとして、腫瘍壊死因子や線維芽細胞増殖因子、さらに骨形成因子など
を同定した。さらにこれらのシグナルの下流で機能している分子の役割についても明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established a line of mice in which endothelial and 
mesenchymal cells become labeled by red and green fluorescent proteins, respectively. Using these 
mice, endothelial cells which have undergone endothelial-to-mesenchymal transition (EndMT) can be 
specifically detectable.  In addition, we developed a method of isolating endothelial cells from the
 mice and the isolated cells can be subject to in vitro analyses of EndMT. We successfully 
identified multiple types of signals regulating EndMT, such as ones mediated by tumor necrosis 
factor alpha, fibroblast growth factor and bone morphogenetic protein. Furthermore, we clarified a 
molecular mechanism by which their downstream pathways are regulated during the EndMT.

研究分野：血管生物学・リンパ管生物学
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１．研究開始当初の背景 

(1) 先進諸国の死因上位に挙げられるがんや

心疾患において間質細胞が重要な役割を果

たすことが明らかにされている。がん組織の

微小環境は正常組織とは異なる線維芽細胞、

炎症関連細胞、血管内皮細胞などにより、さ

らにこうした細胞が産生する様々な基質に

より構成されており、特に腫瘍関連線維芽細

胞(Cancer Associated Fibroblast: CAF)はがん細

胞の増殖や遊走などを調節する因子を分泌

することによって、がんの悪性化を誘導する

ことが示されている。また心疾患に伴って集

積する線維芽細胞が細胞外基質を過剰産生

することにより心臓の線維化の原因となっ

ている。近年こうした間質細胞のおよそ３割

が血管内皮細胞由来であることがマウス個

体を用いたモデルにより示されており

(Zeisberg et al., 2007)、今後こうした間質細胞

の形成機構の解明により治療法の開発につ

ながることが期待される。 

 

(2) 申請者らはマウス ES 細胞由来の血管内

皮細胞が transforming growth factor (TGF) -β

の添加により、間葉細胞へと分化することを

発見した(Kokudo et al., 2008)。その際、内皮

細胞マーカーclaudin-5の発現が低下し、間葉

系細胞マーカーSmooth Muscle Actin (SMA)の

発現が上昇した。また TGF-βの受容体の阻害

剤により内因性の TGF-β シグナルを抑制す

ると、この EndMT は阻害された。さらにこ

の EndMT においては上皮間葉分化転換の関

連転写因子である Snail の発現が必要であっ

た。我々は膵臓由来の血管内皮細胞でも

TGF-β より EndMT が誘導されること、

MRTF-Aが発現誘導され間葉系マーカーの発

現誘導に重要な役割を果たしていることを

明らかにした(Mihira et al., 2012)。申請者らは

さらに複数の初代内皮培養細胞でも同様に

TGF-β が EndMT を誘導することを見出して

いた。以上の結果に加え、複数のグループか

ら TGF-β が様々な血管内皮細胞において

EndMT を引き起こしていることが示されて

おり、TGF-β が EndMT の代表的な誘導因子

であることが明らかにされている。 

 

(3) Activin receptor-like kinase 1 (ALK-1)は

元々TGF-βの受容体として発見されたが、近

年非常に親和性の高いリガンドとして骨形

成因子 BMP-9/10 が同定され、複数のグルー

プにより血管形成に必須であることが示さ

れた。また申請者らはリンパ管内皮形成にお

ける機能について解析し、リンパ管内皮形成

に抑制的に働いていることを示した

(Yoshimatsu et al., 2013)。以上から、内皮細胞

における BMP シグナルの重要性が明らかに

されつつあるが、BMPが EndMTに対して何

らかの役割を果たしているかどうかについ

ては未解明であり、さらに TGF-βによって誘

導される EndMT を調節する因子については

未解明の部分が多く残されていた。 

 

(4) 申請者らは EndMT を誘導する代表的な

サイトカインとして TGF-βに注目し、EndMT

を引き起こす分子機構を明らかにし、さらに

この EndMTを調節する因子として FGF-2お

よび TNF-αを見出していた。両者は血管形成

や血管の病態の発症に関連するものであっ

たことから、他にもこのような因子が EndMT

に関与する可能性が高いと考え、申請者は先

述のように血管形成の調節シグナルとして、

これらの因子に加えて BMP シグナルにも注

目して解析を進めることにした。 

 

２．研究の目的 

(1) がんなどの病態において、EndMTが 

その悪性化に関わることが示唆されている

ので、成体のマウスを用いた個体レベルの解

析により、実際に EndMT が起こるかについ

て解析するため、内皮細胞および間葉系細胞

をそれぞれ異なる蛍光タンパク質でラベル



するというシステムにより EndMT を個体レ

ベルで検出できるマウス（以下、EndMTモニ

ターマウスと称する）の作製を試みる。 

 

(2) 上記で作製されたマウスにおける内皮

細胞が EndMT を起こすかについて、内皮細

胞を単離して、リアルタイムでの EndMT の

観察を試み、解析することで実証する。 

 

(3) 上記で作製されたマウスを用いて、がん

の病態モデルに応用し、EndMTの発生につい

て観察する。 

 

(4) TGF-β によって EndMT を引き起こす際

に、これを調節するシグナルの解明を試みる。

さらにこれらがどのようにして、EndMTを調

節しているのかについて分子メカニズムの

解明を行う。 

 

(5) 上記のシグナルが同定されたら、EndMT

モニターマウスの病態モデル(がん細胞の移

植モデル)において、これらのシグナルを調節

して、EndMTの発生率の変化を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 成体のマウスを用いた個体レベルの解析

により、実際に生体内で EndMT が起こるか

について明らかにするため、図のように、内

皮細胞および間葉系細胞をそれぞれ異なる

蛍光タンパク質でラベルするというシステ

ムを用いて、マウスにより EndMT を個体レ

ベルで検出できるマウス（EndMTモニターマ

ウス）の作製を行う。具体的には、一度でも

過去に内皮細胞であった（内皮細胞マーカー

VE-cadherin を発現したことのある）「履歴」

を、Tamoxifen によって赤色蛍光タンパク質

（tdTomato）の発現を誘導することでラベル

できるので、間葉系細胞になっている細胞を

間葉系細胞マーカーSmooth Muscle α-Actinの

プロモーターによって緑色蛍光タンパク質

（GFP）でラベルする。以上の系統のマウス

の掛け合わせ（図の③と④）により、「過去

に内皮細胞であったものが間葉系細胞にな

ったこと」を検出できる EndMT モニターマ

ウスが完成する。 

 

（図. EndMTモニターマウス） 

(2) 上記のマウスから、内皮細胞を単離する。

内皮細胞マーカーである VE-cadherin などの

抗体によるセルソーティングを行う。また、

予め Tamoxifen を投与しておけば、赤色でセ

ルソーティングが可能である。この細胞に培

養ディッシュ上で TGF-β を添加したときに

EndMTを起こす様子を、タイムラプス観察が

可能な蛍光顕微鏡を用いて、リアルタイムイ

メージングにより観察する。 

 

(3) 上記マウスにがん細胞を移植すること

により、がんにおける EndMT の発生を観察

する。具体的には形成された腫瘍組織を回収

して、切片を作製して、赤色タンパク質と緑

色タンパク質でラベルされた細胞群および

両者共に発現する細胞群について発生率や

発生の特徴を解析する。 

 

(4) EndMT と幾つか共通の機構を持つとさ

れている上皮間葉分化転換におけるシグナ

ルなどを参考にしながら、EndMTを調節する

シグナルを探索する。具体的にはサイトカイ

ンなどの液性因子を添加して、TGF-βによっ

て誘導される EndMT を調節するかを検討す

る。さらに調節したシグナルについては調節

する作用点をそれぞれのシグナル分子に着



目しながら明らかにする。 

 

(5) 上記で同定されたシグナルのサイトカイ

ンなどを、EndMTモニターマウスを用いた病

態モデル（がん細胞移植モデル）に投与、ま

たはその阻害剤を投与し、EndMTの発生率に

影響があるかを検討する。 

 

４．研究成果 

(1)  交配によってできた EndMT モニターマ

ウスは Tamoxifen を投与して血管を観察する

と、内皮細胞は赤色でラベルされ、内皮細胞

を被覆している血管平滑筋細胞は緑色にラ

ベルされており、細胞レベルでは両者は一致

していないものの、マクロ的には両者を発現

しているように観察され、平滑筋細胞で被覆

された血管は黄色でラベルされた。これによ

り EndMTマウスが樹立できた。 

 このマウスはEndMTの観察を当初の目的と

していたが、血管やリンパ管における内皮細

胞と平滑筋細胞の観察にも充分に有用であ

ることが明らかになった。脈管の形態観察に

使用すれば、抗体染色が上手くいかない領域

の観察にも有用であるし、抗体を使用しなく

て済むので、低コストな実験手法として使用

できると思われる。 

 

(2) VE-cadherinの抗体によるセルソーティン

グを用いて、高純度に内皮細胞が単離された。

しかし、この方法では内皮細胞の生存率に問

題があり、RNAなどの解析は問題ないものの、

さらに細胞培養を行うには難しいと思われ、

SV40 ウィルス導入による不死化を試みたと

ころ、細胞培養が可能になった。最も成功し

た例として、赤色タンパク質を指標にしたソ

ーティングによって、肝臓における類洞内皮

細胞が高純度で単離され、細胞レベルの

EndMT解析を行うことができた。 

 

(3) EndMTマウスにがん細胞を移植する実験

系の樹立は成功した。しかし、腫瘍の回収時

期の検討がさらに必要と考えられ、それに伴

った EndMT の発生率の検討を現在行ってい

る。 

 

(4) 内皮細胞を用いた解析により EndMT の

調節シグナルとして、線維芽細胞増殖因子が

抑制的に働くこと、腫瘍壊死因子が促進的に

働くことを見出していたが、今回、さらにこ

れらの作用点も明らかにすることができた。

また、骨形成因子が促進的に作用することを

見出し、作用点を明らかにしつつある。これ

らの３つのシグナルの作用については現在

学術論文発表に向けた準備を進めている。  

以上のことにより、EndMTを調節する複数

のシグナルを解明することができたので、こ

れらのシグナルを抑制する候補となる標的

分子が明らかになった。これにより、がんの

悪性化因子の一つを抑制するツールが増え

て、これまでとは異なるがん治療の可能性が

提示された。 

 

（5）EndMT モニターマウスを用いた調節シ

グナルの解析は充分には行えていないが、先

に同定されたシグナルの、マウス個体におけ

る EndMT の役割を解析する実験系として、

腫瘍内における EndMT の発生率を増加させ

ることができた。このことはマウスを用いた

EndMTの発生率を調節する実験系として、今

後も有用であると考えられる。 
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