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研究成果の概要（和文）：これまでわれわれは腫瘍血管を構成する内皮細胞ががんの転移促進に関与することを
報告している．がん悪性化にがん細胞が血液中で形成する細胞塊が関与することが知られていることから，本研
究ではがん細胞塊形成に血管内皮細胞が関与する可能性を検討した．非接着性プレート上で様々ながん細胞と血
管内皮細胞の共培養を行い，細胞塊を形成することを見出した．細胞塊を形成するがん細胞の生存能・増殖能な
どに血管内皮細胞の性質が関与することを明らかにした．細胞塊を形成させた後にフローサイトメトリーでがん
細胞と血管内皮細胞を分離し，網羅的解析により発現が亢進している遺伝子や活性化しているパスウェイをIPA
で解析した．

研究成果の概要（英文）：We previously reported that endothelial cells of tumor blood vessels 
contribute to tumor metastasis. Since it is known that tumor cells aggregate in blood, which are 
involved in tumor malignancy, we investigated the possibility that endothelial cells also contribute
 to form tumor aggregation in this study. Tumor cells and endothelial cells formed cell aggregations
 when they were co-cultured in non-adherent condition. We found that the characteristics of 
endothelial cells were involved in tumor cell survival and proliferation in the cell aggregations. 
After forming cell aggregations, we isolated tumor cells and endothelial cells respectively by flow 
cytometory and analyzed gene expression patterns and activated pathways by IPA.

研究分野： 腫瘍学，血管生物学，細胞生物学，分子生物学

キーワード： 腫瘍血管新生　腫瘍血管内皮細胞　転移

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん患者の死亡原因の9割は転移であるが，がん転移を制御する有効な治療法はいまだない．本研究では，血管
内皮を含むがんの細胞塊が転移形成に関与するという新たな視点で検討しており，がんの転移の機序解明やその
阻害を目的としている．本研究によりがん細胞が血管内皮細胞と細胞塊を形成しうること，血管内皮細胞の性質
ががんの生存能などに関与しうることを明らかにした．細胞塊形成や転移促進に関与する分子を網羅的解析によ
り絞り込んでいるところであり，それが明らかになれば，がんの転移予測としてのバイオマーカーやその制御に
よる治療薬開発へとつなげられることが期待される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

腫瘍組織において血管はがんへの栄養・酸素の供給や，転移の入り口としての役割を担ってい
る．われわれはこれまで，腫瘍血管を構成する血管内皮細胞が，正常組織の血管内皮細胞と比較   して
様々な異常性を示すことを報告してきた．さらに高転移性腫瘍内でより異常性を獲得した血管内
皮細胞が，糖タンパク Biglycan を分泌してがん細胞の遊走を刺激し，がんの血管内侵入ならび
に肺転移を促進することを見出した．したがって，腫瘍内の血管内皮細胞は血行性転移の経路の
入り口となるだけではなく，積極的にがんの悪性化にも影響を与えうることが示唆された． 
がんの転移は，原発巣での浸潤ならびに血管内侵入，血管内の移動，転移先臓器への漂着，転移

先臓器での増殖・転移巣形成という複雑なカスケードを経て成立する．担癌患者血液中には， 原発
巣から遊離したがん細胞が多く検出されることが知られている．一方で，転移巣形成にはがん細
胞の血流中での生存と転移先臓器への接着が必須であり，血中がん細胞の数に比べて転移形成率
が低いことも報告されている．また，がん細胞のみならず，血管から剥がれ落ちた血管内皮細胞も
がん患者血液中に多く存在することが知られている．しかし，それらの役割についてはいまだ不明で
ある． 

 
 

２．研究の目的 
 

われわれらはこれまで，がん組織内の血管内皮細胞が様々な接着分子やサイトカインなどを高発
現することを見出していることから，本研究では血管内皮細胞ががん細胞と細胞塊を形成し， 
がん悪性化に関与していると考え検討した． 

 
 

３．研究の方法 
 

(１）血管内皮細胞の分離・培養： 
ヒト腫瘍細胞をヌードマウスに皮下移植し，形成された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から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を PCR 法とフローサイトメト
リーを用いて解析し，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）がん細胞と血管内皮細胞の細胞塊形成： 
非接着性プレートにてがん細胞と血管内皮細胞を共培養し，細胞塊の形成の様子を顕微鏡下で観
察する．がん細胞と血管内皮細胞をそれぞれ蛍光ラベルし，細胞塊の大きさや局在を観察する． 

 

（３）がん細胞塊の形成意義： 
様々な血管内皮細胞を用いてがん細胞と共培養し，非接着状態におけるがん細胞の生存能や増
殖能などを in vitro で解析し，血管内皮の役割について検討する． 

 

（４）血管内皮細胞が転移形成に関わる分子機序： 
様々な血管内皮細胞を用いてがん細胞と共培養して細胞塊を形成後，血管内皮細胞とがん細胞
をそれぞれフローサイトメトリーで分離する．網羅的解析により腫瘍血管内皮において発現が
高い遺伝子やがん細胞側の発現変化を解析する． 

 

（５）がん患者の手術摘出組織検体を用いた病理組織学的解析： 
ヒト腫瘍組織においても実際に同様の所見が得られるか，がん患者手術摘出組織標本を用いて
細胞塊の有無を観察する． 

 
 

４．研究成果 
 

（１）血管内皮細胞の分離・培養： 
血管内皮細胞を磁気細胞分離装置 MACS により分離後，培養して細胞を増やし，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 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 陽 



性，血球マーカーCD45，骨髄由来細胞マーカーCD11b 陰性であることを確認した． 
 

（２）がん細胞と血管内皮細胞の細胞塊形成： 
非接着性プレートにてがん細胞と血管内皮細胞を共培養し，細胞塊の形成の様子を経時的に顕
微鏡下で観察した．血管内皮細胞の種類により，細胞塊の大きさや形状が異なることが明らかにな
った．また，がん細胞と血管内皮細胞にそれぞれ tdtomato ならびに Venus 発現レンチウイルス
ベクターを遺伝子導入して蛍光ラベルし，それぞれの細胞の局在を観察した．がん細胞や血管内
皮細胞の種類により，局在が異なることを見出した． 

 

（３）がん細胞塊の形成意義： 
様々な血管内皮細胞を用いてがん細胞と共培養して細胞塊を形成後，がん細胞の生存能や増殖
能を MTS assay，Luciferase assay 等で解析し，血管内皮の種類による違いを見出した． 

 

（４）血管内皮細胞が転移形成に関わる分子機序： 
様々な血管内皮細胞を用いてがん細胞と共培養して細胞塊を形成後，血管内皮細胞とがん細胞
をそれぞれフローサイトメトリーで分離した．PCR array 解析により腫瘍血管内皮において発現
が高い遺伝子を同定した．さらに，がん細胞側の発現変化を DNA microarray で解析し，活性化
しているパスウェイを IPA で解析した． 

 

（５）がん患者の手術摘出組織検体を用いた病理組織学的解析： 
ヒト腫瘍組織においても実際に同様の所見が得られるか，がん患者手術摘出組織標本を用いて
細胞塊の有無を観察した．H-E 標本において，血管腔内に細胞塊が認められた．また一部は CD34 
免疫染色で血管を可視化し評価した． 
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