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研究成果の概要（和文）：腫瘍の多くはその進展に伴い低酸素に曝されている。近年、低酸素が癌の増悪に関与してい
る事が明らかになってきた。一方、腫瘍内部の血管内皮細胞について正常組織内の血管内皮細胞とは異なる性質を持つ
事が知られている。しかし、その特異性の獲得の機序についてはいまだ不明な点が多い。そこで腫瘍の低酸素環境が血
管内皮細胞に影響を与える可能性を検討した。今回、低酸素環境により血管内皮細胞での種々の遺伝子の発現が亢進す
る事、低酸素応答に関与するHIF-1αの蓄積がおこる事、活性酸素が蓄積する事を確認した。さらに、低酸素条件で1週
間培養し続けた血管内皮細胞には染色体異常が起こる事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Tumor hypoxia is important for tumor progression. TECs upregulated several genes a
nd have highly responsiveness to growth factor and resistant to some anti-cancer drugs. Furthermore, there
 is chromosomal abnormality in TECs. However the mechanism of acquisition of these abnormalities in TECs r
emains to be unknown.  In this study, we investigated the effects of hypoxia on TEC abnormalities.
Under hypoxic condition, gene expressions of HIF-1 alpha and VEGFA in human NECs (HMVEC) were upregulated.
 Furthermore, the aneuploidy rate of NEC increased under hypoxia. In addition, ROS was elevated in NEC by 
hypoxia and inhibition of ROS by EGCG inhibited hypoxia-induced aneuploidy in HMVEC. VEGFR inhibitor also 
inhibited aneuploidy induced by hypoxia. These results suggest that hypoxic condition in tumor microenviro
nment might be one of mechanisms of acquisition of chromosomal abnormality in tumor endothelial cells.
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１．研究開始当初の背景 

(1)多くの腫瘍内部は, 低酸素(Hypoxia)に

陥っており, がんの悪性度と関連してい

る. 

(2)Hypoxia に曝された腫瘍細胞において,低

酸素誘導因子(HIF-1α)タンパクの蓄積

がおき,様々な遺伝子の転写が促進され

Hypoxia に応答する.例えば, 腫瘍細胞に

おいて HIF-1αの蓄積が,血管内皮増殖因

子 VEGF などの転写を亢進し,血管新生を

促進することが明らかになってきてい

る. 

(3)腫瘍間質を構成する腫瘍血管内皮におけ

る低酸素に対する応答機構についての報

告はほとんど見られない. 

(4)近年, 腫瘍血管と正常血管における病理

組織学的な差異のみならず, 腫瘍血管内

皮細胞(TEC)と正常血管内皮細胞(NEC)の

間に性質の違いがあることがわかってき

た.申請者らのグループでも以下のこと

を報告した. 

 ①TEC が，上皮増殖因子レセプター(EGFR)

の他にシクロオキシゲナーゼ-2 (COX-2), 

血管内皮増殖因子(VEGF), プロスタグラ

ンジン E2(PGE2)などの血管新生因子の発

現が亢進していること 

 ②特異遺伝子を発現していること 

 ③ある種の抗がん剤に対して薬剤抵抗性を

持つこと 

 ④染色体異常があること 

(5)しかし,このような TEC の異常性獲得の

機序に関しては未だ不明な点が多い 

 

２．研究の目的 

腫瘍の多くは，その進行に伴い Hypoxia に曝

されている．近年，Hypoxia が腫瘍細胞の細

胞死の回避，薬剤抵抗性や浸潤能,転移能の

亢進などを誘導し，がんの増悪に関与してい

ることが明らかになってきた. 一方，腫瘍血

管は病理組織学的に未熟な構造を呈してい

ることが知られていたが，それだけではなく， 

TEC と NEC の間に性質の違いがあることがわ

かってきた．我々もまた，これまで TEC を分

離・培養し, TEC が NEC に比べ，さまざまな

点で違いがあることを報告してきた．しかし，

このようなTECの異常性獲得の機序に関して

は未だ不明な点が多い．われわれは低酸素プ

ローブを用いて, 免疫染色を行い,血管周囲

ですら低酸素に曝されている部位があるこ

とを見出した．そこで本研究では，TEC の異

常性獲得に，Hypoxia の影響があるのではな

いかという仮説のもと，Hypoxia が血管内皮

に与える影響を解析する． 

 

３．研究の方法 

市販されているヒト正常血管内皮細胞

(HMVEC)を,腫瘍組織環境に疑似化した培養

条件:さまざまな酸素濃度の低酸素条件,低

血清下条件で培養し,細胞増殖,遊走能,管腔

形成能などの生物学的活性, 癌細胞に対す

る細胞接着能, 抗がん剤に対する薬剤抵抗

性, 幹細胞性の獲得の有無, 血管新生関連

遺伝子,薬剤抵抗性関連遺伝子,抗アポトー

シス関連遺伝子の発現変化に関して実験を

行い, 低酸素(Hypoxia)が正常血管内皮に異

常性をもたらす可能性について検討した. 

(1)低酸素環境における血管内皮細胞の応答

モデルの設定 

低酸素状態を設定し,HMVEC を培養. 低酸

素状態の時間, 培地の条件などを検討し

た. 

(2)細胞の表現型の解析 

(3)表現型の変化に伴う遺伝子発現の変化の

解析による新たな TEC マーカー候補分子

の探索 Real Time PCR 法により我々が過

去に行ったマイクロアレイ解析によって

正常血管内皮に比べ,腫瘍血管内皮で発

現が亢進,あるいは抑制している分子が,

低酸素培養下の HMVEC で発現がどのよう

に変化するか検討した.  

(4)低酸素環境と活性酸素の関連の検討 

 ①HMVEC は低酸素応答によって活性酸素産

生が上昇するのか 

 ②HMVEC は低酸素応答によって染色体不安

定性が惹起されるのか 

 ③活性酸素種の阻害剤を加えた状態で

HMVEC を低酸素状態に置いたとき, 染色

体不安定性は惹起されるのか 

 

 



４．研究成果 

(1)腫瘍血管内皮の特異性と腫瘍内低酸素環

境との関連 

 ①TECではHypoxiaで誘導される遺伝子の発

現が亢進している事を認めた. 

 ②一部の TEC は組織内において Hypoxia に

陥っていることが示唆された. 

(2)正常血管内皮細胞の低酸素応答 

 ①Hypoxia で培養された HMVEC において, 

HIF-1αタンパクの発現が亢進した. 

 ②Hypoxia で培養された HMVEC において, 

VEGF-A の発現が亢進していた. 

(3)低酸素は正常血管内皮細胞に染色体異常

をもたらした 

 ①染色体数の異常が確認された 

 ②核型の異常が確認された 

(4)低酸素は HMVEC の活性酸素の上昇をもた

らした 

(5)低酸素において活性酸素の阻害剤を添加

して HMVEC を培養すると, 染色体の異常

の割合が低下した 
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