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研究成果の概要（和文）：担癌マウスの腫瘍血管内皮細胞，特に転移能の高い腫瘍から分離された腫瘍血管内皮細胞で
ビグリカンの高発現が顕著であった． siRNAでビグリカンをノックダウンすると，腫瘍細胞の血管内皮細胞の接着や細
胞シート下層への浸潤の低下が認められた．マウスの肺転移モデルでは腫瘍血管内皮細胞を共移植すると転移能を持た
ない腫瘍細胞が転移能を獲得した．これは腫瘍血管内皮細胞におけるビグリカンの発現を抑制するとキャンセルされた
．ヒト癌組織の免疫では腫瘍血管に特異的にビグリカンの発現が認められた．血液検体のELISA検査で担癌患者，特に
転移陽性例で血清中ビグリカン濃度が高い傾向が認められた．

研究成果の概要（英文）：Tumor endothelial cells (TEC) from mouse xenografted tumor, especially that from 
highly metastatic tumor expresses high level of biglycan. Knock down of biglycan by siRNA suppressed 
tumor cell invasion thorough endothelial cell sheet. Co-implantation of low metastatic tumor cells with 
TEC developed lung metastases. This metastatic ability was abandoned by suppression of biglycan 
expression in TEC. Immunohistochemistry of human clinical tumors revealed specific expression of biglycan 
in TEC. ELISA of serum showed high biglycan level in cancer patients, especially those with metastasis.
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１．研究開始当初の背景 

申請者らは腫瘍組織から分離培養した血管

内皮細胞のマイクロアレイ解析により，腫瘍

内の血管内皮細胞は分泌蛋白であるビグリ

カンを高発現していることを明らかにした．

ビグリカンは腫瘍血管新生と転移を促進す

る． 

 

２．研究の目的 

本研究では，(1) ビグリカンの血管新生・転

移促進機序の解明，(2) 肺癌切除検体におけ

る腫瘍血管内皮細胞のビグリカン発現の検

討，(3) 血中ビグリカン蛋白と落撒腫瘍血管

内皮細胞由来ビグリカン mRNA の検出法の最

適化，(4) ビグリカンを治療標的とするため

のコンパニオン診断薬（ビグリカン検出キッ

ト）の開発，を行う． 

 

３．研究の方法 

(1)in vitro 実験でビグリカンの血管内皮細

胞における機能 

(2)in vivo実験でビグリカンの腫瘍血管新生

における役割 

(3)ヒト肺癌臨床検体の TEC におけるビグリ

カンの発現頻度と臨床病理学的因子の関

連の検討 

(4)血液検体からのビグリカンの簡易検査法

の検討 

 

(1) in vitro 実験 

 腫瘍血管内皮細胞TECは正常血管内皮細胞

NEC と比較して遊走能が亢進している

(Matsuda, BBRC 2008)．ビグリカンを発現し

ないNECのビグリカンたんぱくに対する化学

走性も観察することが出来た．siRNA でビグ

リカンをノックダウンしてビグリカンの機

能を証明する．細胞増殖能，アポトーシス抵

抗性，薬剤耐性なども検討する． 

 

(2) in vivo 実験 

 これまでに樹立したTECを転移能のない低

悪性度の腫瘍細胞と共移植すると高率に肺

転移を来すことを見いだした．NEC との共移

植では肺転移は認められなかった． TEC ある

いはNECにそれぞれ蛍光たんぱく発現ウィル

スベクターを導入する．腫瘍細胞にはルシフ

ェラーゼ遺伝子を導入しておき，ルシフェリ

ンを投与後に IVIS(アイビス)で高感度に肺

転移を検出して定量化をおこなう．右図に予

備実験の一例を示す．本研究でビグリカンの

機能を解析するために，NEC にビグリカン発

現遺伝子を，TEC には shビグリカン RNA 発現

ベクター導入(sh, short hairpin siRNA)を

導入する．強制発現と発現ノックダウンによ

り，in vivo 血管新生と肺転移へのビグリカ

ンの寄与を検討する． 

 

(3) ヒト癌臨床検体 

 ビグリカンの発現を免疫染色と in situ 

hybridization で検討するために検体の収集

を行う．血清の保存もプロトコールに定めら

れた方法で行う．具体的には，術前 10ml，術

後外来で 10ml の採血を行い，ディープフリ

ーザーで保管する． 

 

(4) 血液検体からのビグリカンの簡易検査

法 

 すでにウェスタンブロッティングやFACSソ

ーティングした落撒血管内皮細胞からビグリ

カンを検出することに成功しているが，検出

の手間や定量性などで実用には不向きな方法

である． 

 抗体を用いてELISAによる検出法を検討す

る． 

 血液中を循環する落撒血管内皮細胞を抗体

付きビーズで簡便に捕捉，濃縮して簡便にビ

グリカンmRNAを検出する方法も検討する． 

 

(5) in vivo実験 



 マウスモデルを利用した治療実験を行う．

siRNA の in vivo 送達は血管内皮細胞を標的

としたリポソームを応用する． 

 

(6) ヒト肺癌臨床検体 

 収集した検体の免疫染色を行い，TECにおけ

るビグリカンの発現状況と臨床病理学的因子

の相関を検討する．特に，組織型による発現

パターンは治療法に重要と考えられるので腺

癌に偏ることなく検討を行う．非癌部の検討

も同時に行ってビグリカンの特異的発現を確

認する． 

 

(7) 血液検体からのビグリカンの簡易検査法 

 作成した抗体の質を検討して， ELISAの開

発を進める．保管した血清を用いて，検査法

の評価と臨床データの解析を行う．  

 

４．研究成果 

腫瘍血管内皮細胞におけるビグリカンの発

現と，腫瘍細胞の転移促進機構を検討した．

マウス由来の血管内皮細胞を使ったin vitro

実験，マウスの肺転移モデル，ヒト臨床サン

プルの解析を行った．(1) in vitro 実験：

担癌マウスから腫瘍血管内皮細胞を分離培

養した．正常血管内皮細胞には見られないビ

グリカンの高発現が腫瘍血管内皮細胞で認

められた．特に転移能の高い腫瘍から分離さ

れた腫瘍血管内皮細胞でビグリカンの高発

現が顕著であった．高発現するビグリカン

siRNA でビグリカンをノックダウンすると，

腫瘍細胞の血管内皮細胞の接着や細胞シー

ト下層への浸潤の低下が認められた．In vivo

実験のために腫瘍と正常血管内皮に蛍光タ

ンパク発現ベクターを導入した．(2) in 

vivo 実験：腫瘍血管内皮細胞を共移植すると

転移能を持たない腫瘍細胞が転移能を獲得

した．これは腫瘍血管内皮細胞におけるビグ

リカンの発現を抑制するとキャンセルされ

た．(3)ヒト癌臨床検体．ヒト切除癌組織に

おけるビグリカンの発現解析のため免疫染

色を施行した．担癌患者，健常対照者の血清

をディープフリーザーで保管し，次項の検討

に用いた．(4)血液検体からのビグリカンの

簡易検査法． ELISA により血清中のビグリカ

ンの定量が可能になった．健常者対照群と比

較すると，担癌患者では血清中ビグリカン濃

度が高いことが明らかになった．また，転移

陽性例でも高い傾向が認められた． 
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