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研究成果の概要（和文）：慢性血栓塞栓性肺高血圧症における血栓内膜摘出術検体より分離した

肉腫様細胞は、肺動脈原発血管内肉腫（intimal sarcoma）に非常に近い特徴を有することが示

された。また肉腫様細胞では matrixmethalloproteinase (MMPｓ)遺伝子発現が著名に上昇して

いたため、抑制実験として MMPs阻害薬の batimastatの投与実験を施行した。その結果 in vitro、

in vivo 共に腫瘍細胞増殖抑制効果を示し、以上から batimastatによる intimal sarcomaへの

臨床応用の可能性が示唆された。しかし、当初の目的である摘出血栓からの造血幹細胞分離・

臨床応用に関してはさらなる検討が必要である。 
 
研究成果の概要（英文）：We have investigated sarcoma-like cells (SCLs) derived from 
endarterectomized tissue from chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH). The 
characteristic features of SCLs showed that these cells appeared to be pulmonary arterial 
intimal sarcoma. Because of the increased expression of mRNAs of matrixmethalloproteinase 
(MMPs), anti-tumor effects of MMPs inhibitors (batimastat) were examined. Batimastat 
inhibited cell proliferation, invasion, migration, and tube-formation of SCLs. Moreover, 
batimastat inhibited the growth of subucutanenous tumor and weight loss of the mice. These 
results indicate that MMPs inhibitors seem to be effective against some types of intimal 
sarcoma. Previous study suggested that SCLs might include some kinds of hematopoietic 
stem cells, but isolation of these cells would be future directions. 
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１．研究開始当初の背景 
 
我々は慢性血栓塞栓性肺高血圧症(CTEPH)

の新生内膜より筋線維芽様細胞を分離し, 1
症例より肉腫様細胞（sarcoma like cell：

SCL）を分離した。この肉腫様細胞は免疫抑
制マウスに腫瘍を形成し、それらの腫瘍は病
理学的に血球系の細胞を有し、腫瘍由来の新
生血管系を有する可能性を示した。 
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２．研究の目的 
 
この研究の目的は、同肉腫様細胞をその起

源である筋線維芽様細胞や上皮系癌細胞と
比較し、悪性細胞発症機序解明と共に、同腫
瘍細胞に含まれる血球系細胞を再生医療に
応用しようとするものである。 
 
 
３．研究の方法  
 
まず、SCLの悪性細胞としての特徴を確認

した。まず、細胞周期の S期に特異的に DNA
に取り込まれる 5-bromo-2’-deoxy- 
uridine(BrdU)を用い細胞の増殖能を確認し
た。また、軟寒天培地でのコロニー形成能を
見ることにより足場非依存性の有無も確認
した。さらに、BD BioCoatTM FluoroBlokTM 
Invasion assay癌浸潤アッセイを用い同細胞
の浸潤能を検討した。また細胞の特性を検討
するため免疫染色、 PCRアレイ、 Western 
blot法を施行した。また、細胞の管腔形成能
を確認するため BD マトリゲルを用いた三次
元培養を行った。さらに SCID マウスに対し
SCLの皮下注射および尾静脈注射を行い、 腫
瘍形成の経時変化及び病理学的検討を行っ
た。 
 また、実験結果から同腫瘍発症の過程で
matrixmethalloproteinase (MMPs)の関与が
疑われたため、MMPs阻害薬 batimastatを用
いた検討を加えた。batimastatを用いた in 
vitro で各種検討、及び SCID マウスに形成さ
せた SCL 皮下腫瘤に対する batimastatの効
果についての検討を行った。  
 さらに、腫瘍内での骨髄単球系細胞や造血
前駆細胞の存在を再確認するために、ヒト特
異性のある骨髄単球系細胞マーカー（CD14）、
造血前駆細胞マーカー（CD31）抗体、ヘモグ
ロビン抗体により免疫染色を施行した。そし
て、再生医療への応用のため上記抗体にて同
細胞を micro beads 法や flowcytometry 法に
より分離した。 
 
４．研究成果 
 
慢性血栓塞栓性肺高血圧症(CTEPH)におけ

る血栓内膜摘出術検体より分離した肉腫様
細胞は、高増殖能を有し、足場非依存性であ
り、癌細胞に準じる浸潤能を有していた。ま
た、筋線維芽細胞に比し悪性疾患特異的遺伝 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
子が著名に上昇し、接着因子関連遺伝子が顕
著 に 低 下 し て い た 。 そ の 中 で も 特 に
matrixmethalloproteinase (MMPｓ)遺伝子の
発現上昇が顕著であった。実際、上皮系の肺
癌細胞（Ａ549）に比べても、PCR アレイ（図



1）、免疫染色（図 2）にて MMP-14 の発現上昇
を認めた。 
また同肉腫様細胞を免疫抑制マウスへ尾

静脈投与すると、肺動脈壁に生着し肺動脈内
膜に沿って進展することが示された。しかし
明らかな多臓器への遠隔転移は確認されな
かった。これに対し、肺癌細胞である A549
では血管内腔への進展は見られず、臓器実質
内への浸潤がみられた。このことから、SCL
は明らかに、上皮系の癌細胞とは腫瘍進展形
態が異なる事が示唆された(Jujo T, Sakao S 
st al. Int J Oncol. 2012 41:701-11.)。 

さらにマトリゲルを用いた三次元培養に
て、同細胞が管腔形成能を有することが確認
された。つまり同細胞は宿主によらず自らの
細胞により、血管新生能を有する可能性を示
唆した。また免疫染色では vimentin 陽性、 
desmin陰性であった。以上の結果より同細胞
は間葉系の肉腫細胞、特に肺動脈への進展形
式より肺動脈原発血管内肉腫（ intimal 
sarcoma）に非常に近い特徴を有すると考え
られた。 
次に、同細胞では MMPｓの発現上昇が見ら

れたため、抑制実験として MMPｓ阻害薬の
batimastat(Merck Mikkipore, US #196440)
の投与実験を施行した。in vitro での検討で
は増殖能、浸潤能、三次元培養での管腔形成
などが有意に抑制された。さらに in vivoで
の検討では、control群と比較し batimastat
投与群では SCL 皮下腫瘤のサイズ、腫瘍重量
が有意に低下した。現在 intimal sarcomaに
対して有効な治療薬は存在しないが、以上の
結果より batimastat が intimal sarcoma に
対する新規治療薬になる可能性が示唆され
た。 
上述したように、SCL は腫瘍由来の新生血

管形成能を有するのみでなく、CD14陽性の骨
髄単球系細胞と思われる細胞も混在してい
た（図 3）。このことは同細胞が血球源基由来
の悪性細胞である可能性を示唆し、造血前駆
細胞の分離の可能性を示唆した。これにより
骨髄系の造血前駆細胞などに発現する
CD31(Platelet Endothelial Cell Adhesion 
Molecule-1:PECAM-1）を用いた免疫染色を施
行したところ、多数の陽性細胞が確認された
（図 4）。しかも、ヒト特異的ヘモグロビン抗
体陽性の細胞も多数確認された（図 5）。つま
り同細胞が赤血球系の前駆細胞を含む可能
性を示唆した。しかし、CD14 や CD31 抗体に
よる micro beads 法や flowcytometry 法に
よりこれらの細胞を分離すると、分離後の細
胞は継代中にその増殖能が著しく低下した。
そのためそれらの細胞から造血前駆細胞を
分離し増殖させることは、現状では困難な状
況である。 
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