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研究成果の概要（和文）：　低酸素、がん細胞と間葉系幹細胞の培養上清、間葉系幹細胞用の無血清培地(STK)を組み
合わせた条件で正常血管内皮細胞が異常増殖する細胞培養モデルを構築し腫瘍血管内皮細胞の異常性獲得を理解しよう
と試みたが安定した培養系が確立できなかった。
　一方、血管内皮細胞用培地(EGM2)とSTK培地中の共通因子が、間葉系幹細胞や線維芽細胞では表面糖脂質糖鎖発現を
責任糖転移酵素遺伝子発現レベルで変化させるが血管内皮細胞では影響しないことを発見した。この結果より無血清培
養条件(STK)で血管内皮細胞の接着性が不安定な理由の一つに糖脂質糖鎖発現の違いがあると示唆された。

研究成果の概要（英文）： To understand molecular mechanisms involved in acquired abnormalities of tumor 
vascular endothelial cells under hypoxic condition, I tried to set up a cell culture system that normal 
vascular endothelial cells grow malignatly in serum free STK medium, that was established for mesenchymal 
cells such as mesenchymal stem cells and fibroblasts, in combination with tumor cell culture conditioned 
medium and CoCl2. However, I failed to set up a reproducible cell culture system because of unstable cell 
adhesion.
 On the other hand, when I cultured the mesencymal cells with medium for endothelial cells (EGM2), I 
found that EGM2 contained a common factor with STK that affected glycosphingolipid biosynthesis in 
mesenchymal cells but not in endothelial cells under responsible glycosyltransferase gene expression. 
These results suggested that different regulation of glycosphingolipid glycan expression is one of a 
reasons why endothelial cell adhesion under serum free STK medium was unstable.

研究分野： 細胞生物学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 １）腫瘍組織はがん細胞、線維芽細胞、間
葉系幹細胞などの間葉系細胞、マクロファー
ジ、血管などから構成され低酸素環境になっ
ている。がん細胞の増殖、細胞死の回避、薬
剤抵抗性などの異常性獲得を理解してがん
の治療法開発するために腫瘍組織から樹立
されたがん細胞株を用いた分子機構解析が
進められている。 
 
 ２）腫瘍組織でのがん細胞の増殖には腫瘍
血管新生がともなう。がん細胞の増殖阻止の
ために腫瘍血管新生を阻止する薬剤開発が
進められたが、完全ながん細胞消失は困難で
正常血管にも作用し副作用やがんの転移誘
導する可能性が出てきた。この背景には腫瘍
血管と正常血管が同様の性質を持つという
概念から正常血管内皮細胞を用いた血管新
生阻害剤が開発された事実がある。 
 
 ３）腫瘍組織から樹立された腫瘍血管血管
内皮細胞は正常組織より樹立された正常血
管内皮細胞とは異なった異常性を獲得して
いることを示唆する表現型（染色体異常、増
殖、遊走の亢進、薬剤抵抗性）などが観察さ
れていた。そして通常酸素分圧下で培養した
マウス腫瘍血管内皮細胞と正常血管内皮細
胞の網羅的遺伝子発現解析によって腫瘍血
管内皮細胞マーカー候補遺伝子がマイクロ
アレイによる網羅的解析より見出されてい
る。 
  
４）しかし腫瘍組織でみられるような低酸素、
貧栄養な状況で、腫瘍血管内皮細胞がどのよ
うに異常性を獲得していくかの機序は不明
であった。 
 
２．研究の目的 
 １）腫瘍血管内皮細胞の異常性の獲得機序
と低酸素環境との関係を説明できる現象を
培養細胞の系をもちいて確立する。 
 
 ２）確立した培養系において腫瘍血管内皮
細胞に発現があり正常血管内皮細胞では発
現のないマーカー候補遺伝子の探索、候補遺
伝子の発現機序などを探索し異常性獲得の
分子機序を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 当初の計画 
 正常血管内皮細胞と腫瘍血管内皮細胞を
通常血管内皮培養条件、低栄養、低酸素条件、
がん細胞培養上清などの添加によって表現
型を比較し、正常血管内皮細胞と表現型に差
異が出る培養条件を検討・確立して遺伝子発
現の網羅的解析による比較を行なう予定で
あった。 
 しかし研究代表者本人の北海道大学失
職・異動にともない、当初の研究協力基盤を
失ったため腫瘍血管内皮細胞を用いた研究

が不可能になり（正常血管内皮細胞のみ利用
可能）計画を変更した。 
  
変更後の研究方法 
 上皮細胞由来のがん細胞が腫瘍組織内に
隣接する間葉系細胞から影響を受けてその
性質を変化させることが知られている。正常
血管内皮細胞が異常性を獲得し腫瘍血管内
皮細胞に変化するときにも同様に間葉系細
胞の性質を獲得すると仮定し、正常血管内皮
細胞を間葉系細胞培養条件で異常増殖させ
る培養系と血管内皮細胞遺伝子発現を検討
する。 
１） 間葉系幹細胞や線維芽細胞増殖に

適した無血清培地（STK 文献⑤参照）
をもちいてヒト正常血管内皮細胞
（HUVEC, HMVEC）の増殖が亢進する培
養条件の探索。 
① がん細胞株（A2058, GAK, KON, HSC1）

の培養上清の添加 
② 間葉系細胞（STK 培養）培養上清添

加 
③ CoCl2 の添加 

２） 血清培養および無血清培養した間
葉系幹細胞や線維芽細胞にて発現が
高い遺伝子の血管内皮細胞での発現
解析 

３） 間葉系幹細胞の血管内皮培地での
培養と遺伝子発現の変化 

 
４．研究成果 
 １）血管内皮細胞異常性の獲得など細胞特
性を知るために、組成の明らかな無血清培地
を利用した培養系の確立ができたら遺伝子
発現解析ほか分泌タンパク、高分子などを網
羅的に解析できる利点がある。そこで血管内
皮細胞血清培地（EGM2, EGM2MV）で増殖した
HUVEC, HMVEC を継代の際基礎培地 DMEM 洗浄
後間葉系細胞培地 STK にて培養した。KON 培
養上清、CoCl2、骨髄間葉系幹細胞無血清培
養上清を添加した際に一過的に細胞増殖傾
向が確認されたが、血管内皮細胞の培養皿へ
の接着が維持されず、異常増殖する系は確立
できなかった（図１参照）。血管内皮細胞は
間葉系細胞（骨髄間葉系幹細胞や線維芽細
胞）に最適化された無血清培地ではこれらの
細胞とはことなる細胞接着性を持つことが
明らかになった。 



 
図１ 血管内皮細胞はSTK培養条件で間葉系
細胞とは異なった細胞表面分子発現がある
と示唆される 
 
２）血清培養、無血清培養のいずれでも間葉
系細胞に発現が認められるマーカー候補４
遺伝子は血清培養した血管内皮細胞での遺
伝子発現は有意に低かった。 
  
 ３）間葉系細胞を無血清培養（STK 培地）
するとコントロールの血清培養（10% ウシ胎
仔血清-DMEM）培養時と糖脂質糖鎖発現が責
任糖転移酵素(X)の遺伝子発現レベルで変化
することが別の研究で明らかになった。間葉
系細胞を血管内皮培地(EGM2)培養した際に、
酵素（X）の遺伝子発現が STK 培養と同様に
変化した（図２、図４-1 参照）。この結果は
STK 培地と EGM2 培地に共通に含まれる因子
（Y）が酵素（X）の遺伝子発現を誘導するこ
との発見に貢献した。 
 ４）血管内皮細胞を EGM2 培地、10%血清 STK
培地、コントロール 10%血清 DMEM 培地および
コントロール培地に因子Y添加条件で培養し
たときの酵素（X）の遺伝子発現に有意な差
がなかったことから（図３、図４-2 参照）血
管内皮細胞の糖脂質糖鎖の生合成と発現は
間葉系細胞と異なっていることが示唆され
た。 
 これらの結果から、間葉系細胞に適化され
た無血清培地をベースにした血管内皮細胞
の接着性の不安定性の理由の一つとして細
胞表面の糖脂質糖鎖の発現に違いがあるこ
とが示唆された。 
 

 図２ 間葉系細胞はSTK2 とEGM2中の共通
の因子に酵素 Xの遺伝子発現を誘導する。 
 

 

図３ 間葉系細胞はSTK,EGM2中の共通因子Y
によって酵素Xの遺伝子発現が誘導されるが、
血管内皮細胞では因子 Y の有無による酵素 X
の遺伝子発現に影響がない。 
 

 
 
図４ 間葉系細胞と血管内皮細胞では糖脂
質糖鎖生合成が異なっていることが予想で
きる。 
 
まとめ 
  
 間葉系細胞に適した無血清培地をもちい
て正常血管内皮細胞を間葉系細胞の性質を
獲得させ異常増殖させる培養系確立には失
敗し腫瘍血管内皮細胞に特異的な遺伝子マ
ーカーの発見はできなかった。しかし血管内
皮培地を用いた間葉系細胞培養は間葉系細
胞の糖脂質糖鎖生合成の制御に関わる因子
の発見につながった。現在この研究結果につ
いて論文投稿準備中。 
 
 上皮細胞由来のがん細胞株が間葉系細胞
の形質を獲得して変性するときに、糖脂質糖
鎖の発現が変化することが知られている。一
方、間葉系細胞が本来持つ糖脂質糖鎖発現の
生合成の制御に関してはあまり報告がない。
よって間葉系細胞の糖脂質糖鎖生合成を変
化させる因子の発見はがん細胞の形質変化
と糖脂質糖鎖合成の研究のよい対照実験系
の提供につながる可能性がある。 
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