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研究成果の概要（和文）：本研究では効果治療法の開発を目的として、腫瘍微小環境を構成する腫瘍関連線維芽
細胞（CAF）および腫瘍血管内皮細胞（TEC）について研究した。腫瘍中の線維芽細胞成長因子（FGF）2の濃度を
高めることにより、腫瘍促進型CAFの増殖を抑えることができる。肺がんマウスにおいて、fgf2遺伝子を腫瘍細
胞特異的に導入、発現させることにより、腫瘍促進型CAFの割合を有意に減少させ、生存を延長させることに成
功した。TECは特異的分子を発現して免疫治療の有望な標的となる。未同定であったイヌTECの分離を試み、
CD31/VEGRF/VE-cadherin/CD11b/TEM8共発現細胞であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Tumor microenvironment critically effects on the proliferation of tumor 
cells. In this study for developing effective method of tumor treatment, we changed property of 
cancer associated fibroblast (CAF) to inhibit tumor growth and identify canine tumor endothelial 
cells (TECs) to remove by immune responses. Fibroblast growth factor (FGF) 2 inhibits proliferation 
of the tumor promoting CAF (TPCAF). Transfection of fgf2 gene into tumor cell line, CT26WT growing 
in mouse lung resulted tumor cell-specific FGF2 expression, significant decrease the TPCAF, and 
significant increase of the treated mice survival. By immunohistochemistry and flow cytometry canine
 TECs were identified as CD31/VEGFR2/VE-cadherin/CD11b/TEM8 co-expressing cells. The co-expressing 
cells isolated by cell sorting was macrophage-like and showed tube formation with less branching 
points and loops, which is the property of TECs.

研究分野： 腫瘍免疫治療

キーワード： 腫瘍微小環境　腫瘍免疫治療　生体内遺伝子導入　がん関連線維芽細胞　線維芽細胞成長因子2　腫瘍血
管内皮細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍微小環境（TME）は、腫瘍細胞の増殖に大きな影響を及ぼす。本研究ではFGF2の遺伝子を腫瘍細胞に導入し
て発現させることによってTMEの主要成分であるCAFの種類を腫瘍非促進型に変えることにより、腫瘍の成長を抑
制することに成功した。これまでに、同様な方法でTMEの免疫状態を腫瘍攻撃型に変えることによって治療効果
を得ており、TMEの改変により、安全で効果的に腫瘍を治療できることが明らかとなった。また、本研究では、
イヌのTECを同定し、ヒトと同様にTEC特異的分子であるTEM8を発現することを明らかにした。今後本分子を標的
とする新たな免疫治療法の開発が期待される。

※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 
◆腫瘍細胞を標的とした治療法の問題点： 
化学療法や従来の遺伝子治療においては、腫瘍細胞への選択性が向上しているものの、治

療効果を高めるためには、正常組織の損傷を伴うことは避けられない。樹状細胞療法などの
免疫治療では、これまでに腫瘍細胞を標的としてきたが、腫瘍では抗原の発現が抑制されて
いる（Jhunjhunwala et al., Nat. Rev. Cancer 2021）。 
◆がん関連線維芽細胞（cancer associated fibroblast: CAF）の特徴： 
腫瘍の間質支持細胞である CAFは、腫瘍促進型と腫瘍非促進型の 2種類が存在する。間

質前駆細胞などがこれら CAFのうち、どちらになるかは、線維芽細胞増殖因子 2（fibroblast 
growth factor 2:FGF2） とトランスフォーミング増殖因子 β（TGFβ）の 2つのサイトカイン
のバランスに依存している。すなわち、FGF2≫TGFβの場合は、腫瘍促進型の増殖が抑制さ
れる（Shirakihara et al., ENBO J 2011、Augsten, Front Oncol 2014） 
◆効率的遺伝子導入人工ベクターの開発： 
研究分担者の弓場らによって開発された効率的遺伝子導入人工ベクターは、pH感受性ポ

リマーを結合させたリポソーム（pH感受性リポソーム）を含む陽荷電脂質膜に接合したも
のである。本ベクターが細胞内に取り込まれると、エンドソーム内の低 pHに応答してポリ
マーとエンドソーム膜が融合して効率的に遺伝子を細胞質に放出させる。それにより、非常
に高い遺伝子導入効率および発現効率が得られる。さらに、ポリマーに結合させたトランス
フェリンの持つ腫瘍細胞への親和性により、静脈内投与によっても腫瘍組織に特異的に集
積し、遺伝子を腫瘍細胞に効率的に導入することができる（Yuba et al, J Control Release 2008）。 
◆腫瘍血管内皮細胞（tumor endothelial cell:TEC）の特性： 

TECは正常な内皮細胞にはない TEC特異的共通分子を発現し、さらに、血管内皮成長因
子受容体（VEGFR）や上皮成長因子の受容体（EGFR）などの発現が正常内皮細胞と比べて
異常に高い（Hida et al, Cancer Sci. 2013）。したがって、TECに対する特異的免疫反応を起こ
して TECを除去することが可能と思われる。 
 
 
２．研究の目的 
上記学術的背景を踏まえ、本研究では、以下のような学問的「問い」を設定した。 
1） 腫瘍内のサイトカインバランスを操作することにより、CAFの種類を改変できるか？ 
2） 腫瘍内の CAFの種類を変えることにより、腫瘍細胞の増殖を抑制できるか？ 
3） 腫瘍血管内皮細胞（TEC）に対する特異的免疫反応を起こすことができるか？ 
本研究では、上記の学問的問いを解決するため、生体内の腫瘍において、遺伝子操作によ

り CAF の構成を改変することによって腫瘍を治療することができるかを検討した。また、
イヌの TECを同定分離して、免疫反応の標的となる TEC特異的分子がヒトとマウス同様に
イヌにおいても発現するかどうかを検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 
1）腫瘍微小環境中の CAFの改変による治療効果の検討： 
 
①マウス Fgf2（fgf2）遺伝子の作製：既報の塩基配列をもとにプライマーを設計し、マウス
活性化リンパ球の mRNAから RT-PCRによりマウス fgf2の cDNAを増幅した。それをクロ
ーニングして塩基配列を確認した後、発現プラスミド pcDNAに組み込んだ（pcDNA-fgf2）。
作製した pcDNA-fgf2を CHO細胞に導入して RT-PCRおよび免疫細胞化学によって FGF2の
発現を調べた。コントロールとして pcDNAプラスミドのみを導入した CHO（control-CHO）
について同様に調べた。 
 
②生体内への fgf2の導入：マウス大腸癌細胞株である CT26.WTを同系マウスに静脈内投与
して肺に腫瘍を形成させ、腫瘍マウスモデルとして用いた。また、遺伝子導入には、高い導
入効率と腫瘍細胞選択性が期待される人工遺伝子導入担体を用いた。腫瘍細胞投与 11日後
に、同遺伝子導入担体で内包した pcDNA-fgf2（fgf2投与群）または pcDNA（control投与群）
を静脈内投与し、その 2 日後に肺を採取して免疫組織化学によって FGF2 の発現を調べた。 
 
③fgf2 の導入による治療効果および CAF の種類への影響：②と同様に FGF2 群およびコン
トロール群を設けた。CT26.WT を投与した 2 日後から遺伝子導入担体で内包したそれぞれ
の遺伝子を 7日ごとに 5回静脈内投与する治療を行った。腫瘍細胞投与後 60日をエンドポ
イントとして生存率によって治療効果を評価した。また、同様の治療を 7 日ごとに 4 回行



い、その 3日後に肺を採取して免疫組織化学によって CAFの種類への影響を調べた。 
 
2）イヌ TECの同定分離 
 
①イヌ TEC マーカーの検索：イヌの正常乳腺組織および種々腫瘍（乳腺腫瘍、肛門嚢アポ
クリン腺癌、悪性黒色腫、血管肉腫）組織のホルマリン固定パラフィン包埋組織を用いて、
内皮細胞マーカーである CD31と vascular endothelial growth factor receptor（VEGFR）2、お
よびヒトの TECマーカーである tumor endothelial marker（TEM）1および TEM8の発現を免
疫組織化学によって調べた。 
 
②イヌ TEC の分離および特性解析：イヌ腫瘍組織（乳腺腫瘍、悪性黒色腫 8 検体、血管肉
腫 2検体、肥満細胞腫 1検体）を細切後、コラゲナーゼ処置で得られた単細胞の中から密度
勾配遠心法を用いて低比重細胞を採取し、磁気細胞分離法によって CD31陽性細胞を高率に
含む細胞集団（CD31陽性細胞分画）を得た。この細胞集団について、内皮細胞マーカーで
ある VEGFR2、VE-cadherin、TEC マーカーである TEM8、マクロファージマーカーである
CD11b の発現をフローサイトメトリー（FCM）によって解析し、これらの結果に基づいて
TEC を分離した。分離した細胞についてマトリゲル中での tube 形成アッセイによって血管
形成能を調べた。 
 
 
４．研究成果 
 
1）腫瘍微小環境中の CAFの改変による治療効果
の検討： 
 
①484 bp の cDNA がクローニングされ、その塩
基配列は既報の Fgf2のものと一致した。RT-PCR
および抗ヒトFGF2抗体を用いた免疫化学染色に
より、fgf2を導入した CHO（fgf2-CHO）で FGF2
の発現が認められた。それに対して control-CHO
では FGF2の発現は認められなかった（図 1） 
 
②CT26.WT担癌マウスに fgf2または controlを投
与後、肺を採取してFGF2の発現を調べたところ、
腫瘍細胞の FGF2 発現は fgf2 投与群において
control投与群と比較して有意に増加した（図 2）。
一方、腫瘍周囲の正常細胞の FGF2発現は両群に
おいて認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
fgf2投与群と control投与群の生存を比較した
ところ、エンドポイントにおいて fgf2 投与群
の生存率は 60％であったのに対し、control投
与群の生存率は 20％であった。また、fgf2 投
与群は control投与群と比較して生存率が有意
に向上した（図 3）。さらに、腫瘍組織内の腫
瘍促進型 CAF のマーカーである α-SMA 陽性
細胞の割合は、FGF2群においてコントロール
群と比較して有意に減少していた（図 4）。 
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以上より、FGF2遺伝子を生体内において腫瘍細胞へ導入して発現させることにより、効

果的に CAF の構成を腫瘍非促進型に変換し、それによって腫瘍の成長を抑制できることが
示された。 
 
2）イヌ TECの同定分離： 
 
①イヌの種々の腫瘍組織
および正常乳腺組織の連
続切片における免疫組織
化学によりCD31、TEM1お
よび TEM8 の発現を調べ
たところ、イヌの腫瘍組織
では、全てのマーカーが発
現していた。それに対し
て、正常乳腺組織では
TEM1および TEM8の発現
が認められなかった。イヌ
腫瘍組織における TEM1
および TEM8 の発現は
DC31 の発現と一致する箇
所がみられるが、TEM1と
TEM8の発現位置はあまり
一致しなかった。そこで二
重蛍光抗体染色によって
Cd31 と TEM1、CD31 と
TEM8の発現細胞の関係を
調べたところ、CD31 と
TEM8を共発現細胞は多く
認められるのに対して、
CD31 と TEM1 を共発現細
胞はほとんど認められな
かった。次に TEC に高発
現する VEGFR2 を加えて CD31 および TEM8 との三重蛍光抗体染色をおこなったところ、
腫瘍組織においては、CD31、VEGFR2 および TEM8 を共発現する細胞が多く認められた。
正常乳腺組織では CD31の発現のみが認められた（図 5）。 
以上の結果からイヌ TEC の発現マーカーとして、CD31、VEGFR2 および TEM8 が示され
た。 
 
②腫瘍組織から分離した CD31 発現細胞における TEM1 および TEM8 の発現を調べたとこ
ろ、悪性黒色腫において CD31発現細胞中 TEM1を共発現細胞する細胞はわずか 1%であっ
たが、TEM8 を共発現細胞する細胞は 15%あった（図 6）。この CD31 と TEM8 を共発現す
る細胞をソーティングによって分離したところ、マクロファージ様の形態であった（図 7）。
そこで、本マクロファージ様の細胞が TEC であるかマクロファージであるかを確かめるた
めに、CD31 陽性細胞分画について TEC に高発現する血管内皮マーカーである VEGFR2、
血管内皮マーカーである VE-cadoherin、マクロファージ（骨髄球）マーカーである CD11bの
発現と TEM8の発現を調べた。 
 
 

図 4 

図 5 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 上図に示すように、血管肉腫において VEGFR2 発現細胞は全て VE-cadoherin を共発現
していた（double positive；DP）。それに対して VEGFR2 非発現細胞は全て VE-cadoherin を
発現していなかった（double negative：DN）。DP 細胞および DN 細胞について CD11b およ
び TEM8 の発現をみたところ、図 8 下図に示すように、DP 細胞は CD11b も TEM8 も発現
していた。それに対して DN細胞は CD11b も TEM8 も発現していなかった。ソーティング
によって DP 細胞と DN 細胞を分離して形態を調べたところ、図 9 に示すように、DP 細胞
は大型でマクロファージ/単球様であったのに対して、DN 細胞は小型でリンパ球様の形態
であった。一方、正常血管から分離した CD31 発現細胞（NEC）は、DP 細胞と DN 細胞の
中間の大きさで、DP細胞とも DN細胞とも異なる敷石状の形態であった。さらに、図 10に
示すように、マトリゲル上の培養において DP細胞はチューブを形成して血管形成能を示し
たが、DN 細胞はチューブを形成しなかった。しかしながら、DP 細胞の形成チューブは、
マウス TECでの報告と同様、イヌ正常内皮細胞（NEC）の形成チューブと比較して branching 
point数や loop数が有意に少なかった。また、血管肉腫のみでなく、悪性黒色腫や悪性乳腺
腫瘍についても同様の形態と特徴的チューブ形成能を持つ DP細胞が分離された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上により、VE-cadherin/VEGFR2/ CD11b/TEM8共発現細胞をイヌ TECをとして同定し

た。特に TEM8は、ヒトとマウス同様 TEC特異的分子であり、免疫治療の有望な標的と
なると思われる。 
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