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研究成果の概要（和文）：がんの転移に先立ち，転移先臓器においてがん細胞が転移しやすい環境，前転移ニッ
チが形成されることが報告されている．一方，腫瘍血管を裏打ちする腫瘍血管内皮細胞は，血管から剥がれ落ち
て血液中に循環することが知られている．本研究では循環腫瘍血管内皮細胞が転移に関与する可能性を検討し
た．マウスに腫瘍血管内皮細胞を尾静脈注射すると，正常血管内皮細胞よりも肺組織に多く接着した．GFP皮膚
移植マウスモデルを作成し，移植皮膚下に腫瘍移植後，血液中のGFP陽性細胞を検出した．今後，サイトカイン
を多く分泌する循環腫瘍血管内皮細胞による転移促進機序をさらに検討する予定である．

研究成果の概要（英文）：It is reported the formation of supportive metastatic microenvironment, 
referred to as premetastatic niche, before arrival of metastatic cells. Tumor endothelial cells, 
lining tumor blood vessels, is known to circulate in blood. In this study, we investigated the role 
of TECs in tumor metastasis. TECs adhered lung tissues more compared to normal endothelial cells 
when they were injected into mice intravenously. We established skin transplantation model using GFP
 mouse. Tumor cells were injected under the skin graft, and then we detected GFP positive cells in 
the blood of the mouse. We will examine the mechanisms of tumor metastasis by circulating TECs which
 secrete many cytokines.

研究分野： 腫瘍血管新生
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１．研究開始当初の背景 
がん患者の死亡原因の 9割はがんの転移に

よるものであり，がん転移の制御は重要であ
る．Kaplan らは 2005 年 Nature 誌において，
がん細胞の転移に先立ち，がんから分泌され
た液性因子が転移先臓器のファイブロネク
チン産生を亢進させ，FN 結合タンパク
VLA-4を発現するVEGFR-1陽性細胞の集積
を促して前転移ニッチを形成し，そこにがん
細胞が転移してくることを報告した（下図）． 

 
腫瘍血管はがんへの栄養供給だけではな

く，転移の関門としても重要である．われわ
れはこれまで，腫瘍血管を裏打ちする腫瘍血
管内皮細胞（Tumor endothelial cell: TEC）
を分離・培養し，それらが正常血管内皮細胞
（Normal endothelial cell: NEC）と比較し
て増殖能や遊走能などの血管新生能が高い
こと，成長因子や薬剤に対する感受性が異な
ること，様々な遺伝子発現が異なることなど
を報告してきた．腫瘍血管内皮細胞は，正常
血管内皮に比べて血管内皮細胞同士の結合
が疎であり，ペリサイトや基底膜との結合力
が弱いことから，容易に剥がれ落ちて血液中
を循環することが知られている．このように
血液中を循環する腫瘍組織由来の血管内皮
細胞は，循環腫瘍血管内皮細胞と呼ばれてい
る．しかし，循環腫瘍血管内皮細胞が単に血
液中に存在するだけなのか，あるいは何らか
の役割をもつのかについては不明である． 
 
２．研究の目的 
われわれはこれまで，腫瘍血管内皮細胞が

様々な接着因子やサイトカインを高く発現
していることを見出していることから，本研
究では，腫瘍組織から剥がれ落ちた循環腫瘍
血管内皮細胞が，接着因子の発現を介して転
移巣へと漂着し，様々なサイトカインを分泌
することにより前転移ニッチを形成して，が
んの転移へ関与するかどうかについて検討
することにした． 
 
３．研究の方法 
（１）血管内皮細胞の分離・培養： 
ヒト高転移性腫瘍細胞をヌードマウスに皮
下移植し，腫瘍塊から腫瘍血管内皮を分取す
る．正常コントロールとして非担癌マウスの
正常皮膚由来血管内皮を分離する．血管内皮
の分離には，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
解析は，PCR 法とフローサイトメトリーによ
り，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）腫瘍血管内皮細胞の尾静脈注射による
転移先臓器への生着： 
腫瘍血管内皮細胞による前転移ニッチ形成
を想定した肺への生着の有無を検討するた
め，（１）で分離培養した各血管内皮細胞を
マウスの尾静脈から注入する．肺血管内皮と
区別化させるため，静注する血管内皮細胞に
は予め Venus 遺伝子を導入する．肺（遠隔臓
器）への生着は，in vivo imaging 装置およ
び蛍光顕微鏡を用いて評価する． 
 
（３）GFP マウス皮膚移植モデルの確立： 
腫瘍血管内皮細胞が原発巣から転移先臓器
に飛んで生着するかどうかを評価するため，
GFP マウスの皮膚移植モデルを用いて検討す
る．下図に示す通り，GFP マウスの皮膚を野
生型 WT マウスに移植する．皮膚生着後，そ
の皮下に腫瘍細胞を移植する．形成された腫
瘍内の血管には，GFP マウス皮膚由来の血管
が存在すると想定される．遠隔転移が起こる
前段階において血液，原発腫瘍，肺（遠隔臓
器）を摘出し，GFP＋EC を確認する． 

 
（４）循環腫瘍血管内皮細胞 CTEC の検出 
（３）のモデルを用いて血液を採取し，循環
腫瘍血管内皮細胞 GFP+CD31+CD45-の検出を
試みる．コントロールとして GFP 皮膚移植し
た非担癌マウスおよび非皮膚移植の担癌マ
ウスの血液を用いる． 
 
４．研究成果 
（１）血管内皮細胞の分離・培養： 
ヒト高転移性腫瘍由来血管内皮細胞および
正常皮膚由来血管内皮細胞を磁気細胞分離
装置 MACS により分離後，さらにセルソータ
ーFACS AriaⅡにより，CD31+CD45－の血管内
皮分画をソーティングし純度を上げた．分離
した血管内皮細胞は培養後，PCR 法ならびに
フローサイトメトリーにより，血管内皮マー
カーCD31, CD144を発現し，血球マーカーCD45，
骨髄由来細胞マーカーCD11b が陰性であるこ
とを確認した．血管内皮細胞を純度高く分離
することに成功した． 
 
（２）腫瘍血管内皮細胞の尾静脈注射による
転移先臓器への生着： 
分離培養した各血管内皮細胞にVenus遺伝子
をレンチウイルスベクターで導入し，さらに
セルソーターFACS AriaⅡにより Venus 陽性
細胞のみをソーティングして純度を上げた．
それぞれの血管内皮細胞をヌードマウスに
尾静脈注射後，2日後，14日後に肺を摘出し，



蛍光顕微鏡を用いて蛍光シグナルを観察し
た．正常血管内皮細胞を注入したマウスの肺
では蛍光シグナルがほとんど検出されなか
ったが，腫瘍血管内皮細胞を注入したマウス
の肺では多くの蛍光シグナルが検出された．
したがって，血液中を流れる腫瘍血管内皮細
胞は正常血管内皮細胞よりも肺組織に接着
しやすいことが示された． 
 
（３）GFP マウス皮膚移植モデルの確立： 
GFP マウスの皮膚を野生型マウスに移植し
GFP マウス皮膚移植モデルの作製を試みた．
しかし，移植片に免疫反応が惹起されて組織
内はネクローシスになった．次に胸腺欠損ヌ
ードマウスを用いて同様の実験を試みたと
ころ，皮膚の生着に成功した． 
 
（４）循環腫瘍血管内皮細胞 CTEC の検出 
（３）のモデルを用いて GFP 移植皮膚下に腫
瘍細胞を移植し，腫瘍形成後に血液を採取し
CTC chip デバイスを用いて血液中の GFP細胞
の分離を試みた．血液中に GFP 陽性細胞は検
出されたものの，血管内皮細胞由来ではなか
った．今後は腫瘍移植後の日数と転移形成時
期を検討し，最適な時期に再度評価する予定
である． 
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