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研究成果の概要（和文）：がん組織の増大には血管を介した酸素や栄養分の供給が必須であることから、腫瘍血
管の形成を抑制する血管新生阻害剤の開発が進められてきた。特に、血管新生の中心分子であるVEGFに対しては
阻害剤の開発が積極的に進められてきたが、その治療効果はわずかに癌患者の生存期間を延長させるのみであっ
た。本研究では血管新生阻害剤によるがん治療の効果が限定的である理由に迫るため、腫瘍血管新生の誘導に関
与する微小環境の解析を進めた。生体イメージ系にて腫瘍血管形成の過程を解析すると、血管新生の起点となる
血管の発芽には腫瘍微小環境の変動が関与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The supply of oxygen and nutrients through blood vessels is necessary for 
the growth of tumor tissue. Therefore, anti-angiogenesis drugs that suppress the formation of tumor 
blood vessels have been developed. In particular, inhibitors of VEGF, the central molecule of 
angiogenesis, have been developed. However, these drugs only slightly prolong the survival of cancer
 patients. In this study, we analyzed the microenvironment involved in the induction of tumor 
angiogenesis in order to clarify the reason why the therapeutic effect of angiogenesis inhibitors is
 not sufficient. Analysis of the process of tumor angiogenesis using an in vivo imaging system 
revealed that changes in the tumor microenvironment induce sprouting of tumor angiogenesis.

研究分野： 血管生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がんは日本人の主な死因であることから、治療法の開発が社会的に重要な課題とされている。効果的な治療法と
して、腫瘍組織に栄養・酸素を供給する血管を断つという「兵糧攻め」のコンセプトに基づいた「血管抑制療
法」がある。しかしながら、血管形成阻害剤を用いた臨床治療の効果は限定的であり、期待されたような成果は
得られていない。本研究では生体内イメージング解析用いて腫瘍微小環境のダイナミクスを明らかにするという
新しい切り口でその原因の解明を進めた。その成果により解明された「発芽起点」の形成機構は、既存の血管新
生阻害両方の効果を改善させ、革新的な腫瘍血管抑療法の開発へと繋がる可能性を秘めている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がんは日本人の死因の第 1 位となっており、治療法の開発は社会的に重要な課題とされてい

る。外科的な切除が不可能ながんに対しては化学療法・放射線療法が行われているが、腫瘍細胞
の完全な排除は困難である。そのため、より効果的な治療法の開発が求められているが、その一
つに、腫瘍組織に栄養・酸素を供給する血管を断つという「兵糧攻め」のコンセプトに基づいた
「血管新生阻害療法」がある。しかしながら、VEGF を標的とした血管新生阻害剤の臨床におけ
る治療効果は、わずかに生存期間を延長させるのみであった。腫瘍の増殖に血管形成が必須であ
ることに疑問の余地は無いが、これまでの血管新生阻害剤が治療効果を示さない理由について
は明らかになっていない。本研究では腫瘍血管の「発芽起点」に着目し、その制御機構を新しい
切り口から解析することで、新概念に基づく血管形成阻害剤の開発を目指す。 
腫瘍組織において、新規の血管は血管新生と呼ばれる過程によって主に形成される。血管新生

とは、既存の血管から新しい血管が「発芽」して、無血管領域へと伸長していく過程である
(Ferrara N, et al. Nat Med. 2003)。これまでに、腫瘍血管新生に対する基礎研究が盛んに行
われており、VEGF（血管内皮細胞増殖因子）や Dll4-Notch 系を始めとする多くの分子が同定さ
れている。しかしながら、これらの分子群を阻害しても「発芽による血管新生」を完全に抑制で
きず、血管の発芽を制御するメカニズムには不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
血管新生阻害剤が治療効果を示さない理由としては、これまでの治療薬が成長因子等に対す

る分子標的薬のみであるためと考えた。つまり、血管新生を抑制するためには血管新生の芽が出
る場所である“発芽起点-sprouting spot-”の阻害することが重要であり、その実現にはこの発
芽起点を決める環境因子を同定することが求められる。しかしながら、血管の発芽は動的なプロ
セスであるがために、旧来の組織学的な解析では全容を解明することは不可能であった。本研究
では、生体イメージング技術の活用によって「発芽起点：sprouting spot」を可視化することで
メカニズムの解明に挑んだ。 
我々は動的な腫瘍血管新生の解析を可能にするため、腫瘍組織の生体イメージング系の確立

に取り組み、世界に先駆けて腫瘍組織内の血管新生を長時間(72 時間～)に渡って観察可能にし
た。血管の発芽は、血管新生誘因子が豊富な腫瘍中心部に向かって生じると考えられていたが、
予想に反して「発芽起点」はランダムな部位にて発生する様子が観察された。このような不規則
性は VEGF などの分泌因子による単純な濃度勾配では説明できず、周辺環境の変化や血管内皮細
胞の状態変化が関与していると予想される。本研究では、「発芽起点」の選択機構について、癌
微小環境からの物理的な刺激を変化させるアプローチや、細胞の動態を可視化して制御するこ
とで検証する。本研究の成果は、これまでの VEGF シグナルを標的とした癌治療の概念を覆すこ
とが予想され、新概念に基づく腫瘍血管を標的とした癌治療法の開発に繋がると期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
我々がこれまでに進めてきた２光子励起顕微鏡と血管イメージングマウス(Apelin-tdTomato 

BAC Tg マウス)を用いた生体イメージ系による腫瘍血管形成の過程の観察から、血管の発芽部位
となる血管内皮細胞は腫瘍血管の中で無作為に選出されることを見出している。さらには、発芽
後にそのまま伸長していくものと退縮しているものが不規則に生じ、その結果として歪で蛇行
した腫瘍血管が形成されることが明らかになっていた。これらの観察結果から、腫瘍血管新生の
発芽を生みだす特殊なメカニズムが存在するのではと考え、以下に示すような時間空間的な解
析を進めた。 
（１）「発芽起点」を生みだす物理的刺激の検討  
腫瘍微小環境の「組織の硬さ」の変遷は、腫瘍血管に対して物理的な刺激を常に与えていると

予想される。腫瘍組織内ではコラーゲン線維の量が「組織の硬さ」を決めているため、セカンド
ハーモニックジェネレーション現象を利用してコラーゲン線維の可視化に取り組んだ。血管イ
メージングマウス(Apelin-tdTomato BAC Tg マウス)の頭蓋内へ GL261 神経膠腫細胞、CT2A 神経
膠腫細胞、LLC 肺がん細胞を移植して血管形成過程を多光子励起顕微鏡にて撮影した。取得した
動画データを元に、コラーゲン線維量の変遷が、血管の「発芽起点」の選択に関連しているかを
Volocity 解析ソフト(PerkinElmer)にて数理的に評価を進めた。 
また、組織の硬さが「発芽起点」を制御しているかを明確に示すため、人為的に腫瘍組織の硬

さを変化させて検討を行った。方法としては、N-cadheirn 遺伝子を過剰に発現させることで細
胞接着が強固となる GL261 癌細胞(GL-Ncad)を作成して細胞塊を形成させ、通常の GL261 癌細胞
の細胞塊と混合して血管イメージングマウスに移植した。これらの腫瘍細胞には GFP をそれぞ
れ導入しており、多光子励起顕微鏡での観察時に区別できるようにした。GL-Ncad の周囲では細
胞間接着が強くなることで組織の硬さが増すため、硬さの違いによる「発芽起点」の形成が評価



可能となると考えた。 
（２）細胞状態が「発芽起点」の選択に与える影響 
２光子励起顕微鏡による腫瘍血管形成過程の生体イメージ解析を進めたところ、血管発芽が

周囲の細胞の動きと連動していることに気付いた。実際に相関が認められるかを検討するため、
観察系を構築して解析した。まず、GL261 神経膠腫細胞、CT2A 神経膠腫細胞、LLC 肺がん細胞に
蛍光タンパク（EGFP）の発現ベクターを遺伝子導入した。これらの細胞を血管イメージングマウ
ス(Apelin-tdTomato BAC Tg マウス)の頭蓋内へ移植し、癌細胞と血管内皮細胞の両者を観察可
能な系を構築した。さらに、腫瘍組織内の線維芽細胞の動態が血管の発芽に与える影響を解析す
るため、線維芽細胞のイメージングマウスの準備を進めた。線維芽細胞に特異的に発現する血小
板由来増殖因子α受容体(PDGFR-α)のプロモーター下で EGFP を発現するマウス（Pdgfra-EGFP 
Tg）、および Collagen Type I Alpha 1 のプロモーター下で EGFP を発現するマウス（Col1a1-
EGFP Tg）を入手し、前述した蛍光タンパクを発現するがん細胞を頭蓋内にすることで移植し生
体内イメージング解析が可能となる系を構築して解析を進めた。 
 
 
４．研究成果 
（１）「発芽起点」を生みだす物理的
刺激の検討  
血管イメージングマウス(Apelin-

tdTomato BAC Tg マウス)の頭蓋内に
GL261 神経膠腫細胞、CT2A 神経膠腫
細胞および LLC 肺がん細胞をそれぞ
れ移植し、7 日後に腫瘍組織の変化
を多光子励起顕微鏡にて撮影した
（図１）。その結果、腫瘍組織の増大
に伴って血管が遠心性に伸長する様
子が確認された。これまで、血管新
生では腫瘍の中心部に向かって伸長
すると考えられていたが、実際の腫
瘍組織ではその逆であることが示さ
れた。つまり、癌細胞の増殖は腫瘍組織の辺縁部で認められるが、それを追いかけるように血管
が伸長することが示された。このデータを(PerkinElmer、研究室保有)にて解析したところ、有
意な相関性が確認出来ており、数理モデルの作成を進めている。さらに、組織の硬さが「発芽起
点」を制御しているかを明確に示すため、N-cadheirn 遺伝子を過剰発現させた GL261 癌細胞(GL-
Ncad)を作成して血管イメージングマウスに移植し観察を行った。その結果、GL-Ncad によって
形成される腫瘍部分では血管の発芽が減少しており、GL-Ncad によって強固になった細胞間接着
による組織の硬さの増加が、「発芽起点」の形成に影響をあたえていることが示された。 
（２）細胞状態が「発芽起点」の選択に与える影響 
血管発芽が周囲の細胞の動きと連動しているかを解析するため、蛍光タンパク（EGFP）を発現

する GL261 神経膠腫細胞、CT2A 神経膠腫細胞、LLC 肺がん細胞を遺伝子導入にて作成した。これ
らの細胞を血管イメージングマウス(Apelin-tdTomato BAC Tg マウス)の頭蓋内へ移植し、癌細
胞と血管内皮細胞の両者を観察可能な系を構築して観察を行った。その結果、癌細胞は腫瘍組織
の辺縁部で増殖しながら複雑に動きを示しており、その動きに呼応するように血管発芽と伸長
が起きている様子が確認できた。この結果は、癌細胞によって持たされる組織内の物理的な力が、
血管新生を進める一因となることを示唆している。さらに、腫瘍組織内の線維芽細胞の動態が血
管の発芽に与える影響を解析するため、線維芽細胞のイメージングマウスである Pdgfra-EGFP 
Tg および Col1a1-EGFP Tg を理化学研究所バイオリソース研究センターから入手した。これらの
線維芽細胞イメージングマウスの頭蓋内に作成した EGFP 蛍光タンパクを発現するがん細胞を移
植し、生体内イメージング解析を進めている。 
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