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研究成果の概要（和文）：本研究では、われわれは活性酸素種（ROS）が腫瘍血管に蓄積していることと、ROSが
VEGFやBiglycanなどの血管新生関連遺伝子の発現を亢進させ、TECの運動能亢進を引き起こすことを明らかにし
た。これらの遺伝子の中で、われわれはBiglycanというスモールロイシンリッチプロテオグリカンに着目した。
Biglycanの受容体として知られているToll様受容体2および4の阻害は、ROSによって引き起こされるTECの運動能
亢進をキャンセルした。また、Smad2/3がBiglycanの発現を制御していることも見出した。これらのことによ
り、ROSを制御することによる腫瘍血管新生阻害の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we showed that reactive oxygen species (ROS) were accumulated
 in tumor blood vessels and ROS enhanced TEC migration with upregulation of several angiogenesis 
related gene expressions. Among these genes, we focused on Biglycan, a small leucine-rich 
proteoglycan. Inhibition of Toll-like receptors 2 and 4, known BIGLYCAN (BGN) receptors, cancelled 
the TEC motility stimulated by ROS. We also showed that Smad2/3 regulated Biglycan expression in 
TEC.These results indicated that regulation of ROS can inhibit tumor angiogenesis.

研究分野： 腫瘍血管新生
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  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
活性酸素種は、細胞死との関連が広く知られており、細胞を傷害する毒物として認識されてきた。そのため、老
化や発がんなど多くの疾患の要因となっていることが数多く報告されている。一方で、がんにおいては、活性酸
素種ががん細胞の転移能や治療抵抗性に関与するなどこれまでに数多く検討されているが、腫瘍血管での検討は
ほとんど行われていなかった。本研究により腫瘍血管内皮細胞の異常な血管新生能獲得にがん組織内の活性酸素
種が影響することを解明し、それを制御することができたことは、がん治療の一助になりうると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1）腫瘍血管新生と腫瘍微小環境 
腫瘍血管はがんへの酸素や栄養の供給を担っているため、腫瘍血管新生はがんの増大や転移

に不可欠である。しかし、がん細胞からの過剰な VEGF（血管内皮増殖因子）などにより、無
秩序な血管新生がおこり、走行が乱雑で未熟な漏れやすい血管が作られることから有効な血液
循環が得られず、がん組織内は低酸素・低栄養状態に陥っていることが知られている。そのよ
うな環境では細胞内に活性酸素種（ROS）が蓄積する。 
 
（2）ROS とがん 
活性酸素種は酸化ストレスの原因であり、細胞死を引き起こすことが広く知られている。し

かし、がん細胞はその細胞死を回避し、活性酸素種をうまく利用して、抗がん剤抵抗性、増殖
や転移の増悪など、がんの悪性化に深く関与させている。 
 
（3）腫瘍血管内皮細胞の特異性 
申請者と共同研究先である血管生物学研究室では、これまで腫瘍血管内皮細胞が正常血管内

皮細胞と比較して、染色体異常をもつこと、特異遺伝子 (腫瘍血管内皮細胞マーカー) の発現
が亢進していること、腫瘍血管新生に重要な増殖能、生存能、運動能が高いこと、薬剤抵抗性
があることなど、様々な特異性をもつことを明らかにしてきた (Hida et al. Cancer Res 2004, 
Matsuda et al. Biochem Biophys Res Commun 2010, Ohga et al. Am J Pathol. 2012, Akiyama et al. Am J 
Pathol. 2012 など)。また最近、腫瘍内の血管が低酸素に曝されると活性酸素種が蓄積され、そ
れらが血管内皮細胞の染色体異常の原因となりうることを明らかにした (Kondoh et al. Plos 
One 2014）。さらに、腫瘍血管は活性酸素種が誘導する細胞死に抵抗性を示すことも報告されて
いる (Okuno et al. Nat Med. 2012)。 しかし、腫瘍血管内皮特異的な分子機構は未だ不明な点が
多く、活性酸素種の関与についてもほとんど報告がない状況であった。 
 
２．研究の目的 
われわれはこれまで得られてきた知見を踏まえ、腫瘍血管内皮細胞の異常な血管新生能獲得

にがん組織内の活性酸素種が影響することを解明し、それを制御することができれば、がん制
御の大きな一助となり得ると考えた。そして、現在の腫瘍血管新生阻害療法の限界を打破でき
る新しい治療法開発にもつながると考えられた。 
 
３．研究の方法 
（1）in vivo 腫瘍血管における活性酸素の可視化 
 腫瘍血管が低酸素に曝されていることは低酸素プローブを用いて示したが、そこに活性酸素
種が蓄積されているかどうかは明らかではない。活性酸素種に反応することにより赤色蛍光を
発する DHE 試薬を用いて、in vivo 腫瘍血管における活性酸素種の蓄積を可視化する。 
 
（2）細胞内活性酸素量の測定 
 分離培養した腫瘍血管内皮細胞と正常血管内皮細胞の細胞内活性酸素量を比較する。具体的
には、DHE 試薬を用いて、蛍光プレートリーダーもしくはフローサイトメトリーで検出し定量
する。フローサイトメトリーの技術は習得済みである。さらに、低酸素（1%O2）・低栄養（低
血清培地）培養や活性酸素誘導剤（Pyocyanin）処理により、細胞内活性酸素種量がどのように
変化するかを検討する。 
 
（3）活性酸素種が腫瘍血管内皮細胞の血管新生能へ及ぼす影響の検討 
 血管内皮細胞に活性酸素種を蓄積させ、血管新生能に及ぼす影響を、Boyden chamber を用い
た細胞遊走能アッセイにより検討する。 
 
（4）活性酸素種による血管内皮細胞の遺伝子発現変動解析 
血管内皮細胞に活性酸素種を誘導し、活性酸素種が VEGF などの血管新生に関わる遺伝子や

腫瘍血管内皮細胞マーカーとして報告されている遺伝子の発現に及ぼす影響を定量的 Real 
Time-PCR 法により解析する。 

 
（5）活性酸素種を介した細胞内シグナル伝達の解析 
血管内皮細胞に活性酸素種を誘導し、活性酸素種が細胞内シグナル伝達に及ぼす影響を、血

管新生に重要な NF-κB、ERK シグナル経路を中心に Western blotting 法もしくは細胞免疫染色法
により解析する。 
 
（6）抗酸化剤を用いた腫瘍血管内皮細胞の活性酸素種制御の検討 
 既存の抗酸化剤（DPI）を用いて、腫瘍血管内皮細胞の活性酸素種が除去されうるかを DHE
試薬を用いてプレートリーダーおよびフローサイトメトリーにより解析する。次いで、抗酸化
剤が上記で解析した血管新生関連遺伝子、腫瘍血管内皮マーカーならびに細胞内シグナル経路
へ及ぼす影響を検討する。さらに、それらが腫瘍血管内皮細胞の高い運動能に及ぼす影響をも



たらすかを遊走能アッセイにより解析する。 
 
（7）in vivo における腫瘍血管内皮の異常性獲得と活性酸素種との因果関係の検討 
 担癌マウスに既存の抗酸化剤（DPI）を腹腔内投与し、上記で得られた結果を検討する治療
実験を行う。腫瘍の大きさ、微小血管密度、腫瘍血管内皮細胞マーカー発現への影響などを検
討する。 
 
４．研究成果 
（1）in vivo 腫瘍血管における活性酸素の可視化 
ヒト高転移性腫瘍細胞をヌードマウスに皮下移植し、その腫瘍塊から凍結切片を作成した。

また、比較対象としてマウスの皮膚組織の凍結切片も作成した。それを活性酸素種に反応する
ことにより赤色蛍光を発する DHE 試薬を用いて染色すると、マウスの皮膚血管と比較し腫瘍
血管が強く染色され、腫瘍血管により多くの活性酸素種が蓄積していることが可視化できた。 
 
（2）細胞内活性酸素量の測定 
分離培養した腫瘍血管内皮細胞と正常血管内皮細胞を活性酸素種が蓄積するといわれている

低酸素（1%O2）・低栄養（低血清培地）環境で培養することや活性酸素誘導剤（Pyocyanin）処
理をすることによって、活性酸素種が蓄積していることを DHE 試薬で染色しフローサイトメ
トリーやプレートリーダーで解析可能であることが明らかとなった。 
 
（3）活性酸素種が腫瘍血管内皮細胞の血管新生能へ及ぼす影響の検討 
 血管内皮細胞に活性酸素種を蓄積させ、血管新生能に及ぼす影響を、Boyden chamber を用い
た細胞遊走能アッセイにより、活性酸素種は血管内皮細胞の郵送能を更新させることが明らか
となった。 
 
（4）活性酸素種による血管内皮細胞の遺伝子発現変動解析 
血管内皮細胞に活性酸素種を誘導し、活性酸素種が VEGF や腫瘍血管内皮細胞マーカーとし

て報告されている遺伝子の発現に及ぼす影響を定量的 Real Time-PCR 法により解析したところ、
活性酸素種が VEGF や主翼血管内皮細胞マーカーである Biglycan の発現を亢進させることが明
らかとなった。 
 
（5）活性酸素種を介した細胞内シグナル伝達の解析 
血管内皮細胞に活性酸素種を誘導し、活性酸素種が細胞内シグナル伝達に及ぼす影響を、

Western blotting 法により解析したところ、活性酸素種のより血管新生に重要な NF-κB、ERK シ
グナル経路と Smad2/3 の経路が活性化されることが分かった。 
 
（6）抗酸化剤を用いた腫瘍血管内皮細胞の活性酸素種制御の検討 
 既存の抗酸化剤（DPI）を用いることにより、活性酸素種が除去され、今まで観測できてい
た運動能の亢進、VEGF や Biglycan の発現亢進、NF-κB、ERK、Smad2/3 シグナル経路の活性
化がキャンセルされることが明らかとなった。 
 
（7）in vivo における腫瘍血管内皮の異常性獲得と活性酸素種との因果関係の検討 
 担癌マウスに既存の抗酸化剤である DPI を腹腔内投与することにより、腫瘍血管の活性酸素
種の減少、微小血管密度の減少、腫瘍血管内皮細胞マーカーである Biglycan の発現抑制が起こ
ることが明らかとなった。 
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