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研究成果の概要（和文）：腫瘍血管内皮マーカーにおいて正常血管内皮細胞よりも発現の高かったプロテオグリカンの
うちbiglycanに着目した。さらに線維芽細胞ではその遊走に関わるということが報告されている．ところが，血管内皮
におけるbiglycanの機能に関しては殆ど知られていない．そこで、本研究ではbiglycanの発現と機能を解析し、新しい
がんのバイオマーカーとしての可能性を探った。

研究成果の概要（英文）：We focused on biglycan which is proteoglycan and a published-tumor endothelial 
markers. Since the function of biglycan has not been fully evaluated, we addressed the role of biclycan 
in tumor vasculature in oral cancer in this study. We showed that biglycan is involved in tumor 
endothelial cell migration. The biglycan plasma level was elevated in cancer patients compared to that in 
normal volunteer. Finally, we tried to establish the system for targeting biglycan in tumor endothelial 
cells using drug delivery system which contains biglycan siRNA.

研究分野： 口腔がん
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1. 研究開始当初の背景 
腫瘍の血管は腫瘍の進展と転移に大きな役割を
果たしている．世界で初めての血管新生阻害剤
Bevacizumab (商品名アバスチン)が2004年に承
認され癌患者の延命をもたらした．しかし、そ
の一方で、また重篤な副作用の報告もなされて
いる。これは正常血管内皮細胞(Normal EC)を用
いて研究開発されたことによる限界とも考えら
れる．申請者らは腫瘍血管内皮細胞（Tumor EC）
の分離と培養に世界に先駆けて成功した後に、
Tumor ECがNormal ECとは様々な点で異なるこ
とを報告してきた．より副作用の少ない血管新
生阻害剤を開発するためには、Tumor ECのマー
カーの同定が必須である。 
 
2. 研究の目的 
本研究では口腔がん血管由来の分泌タンパクの
発現と機能を解析し、新しいがんのバイオマー
カーとしての可能性を探ることを目的とした。 
 
3. 研究の方法 
(１) 腫瘍血管内皮細胞の分離 
HSC3 など数種のがん細胞株をヌードマウスに皮
下または同所移植を行った． 
 (２) 腫瘍血管内皮細胞の正常血管内皮における
プロテオグリカン発現の比較検討 
マイクロアレイでTumor EC において発現が亢進
していたBiglycan ,ならびにその他decorin など
のプロテオグリカンの発現をreal time PCR によ
って解析し，Tumor EC とNormal EC 間で比較検討
した． 
 (３) プロテオグリカンのin vivo 腫瘍血管にお
ける発現解析 
 in vivo 腫瘍血管内におけるプロテオグリカン
の発現の有無を免疫染色によって解析する．CD31
抗体にて血管内皮を染色し，さらにbiglycanに対
する抗体を用いて、血管との共局在の有無を解析
した． 
（４）プロテオグリカンの腫瘍血管内皮における
機能解析 
Tumor EC におけるbiglycan の機能を解析するた
め, biglycan si RNA を用いて、biglycan のノッ
クダウン実験を行い,細胞の遊走や増殖への影響
を解析した．  
（５）腫瘍血管内皮におけるプロテオグリカン
の機能解析 
 Biglycan の機能を解析するため、ノックダウン
実験を行い、腫瘍血管におけるプロテオグリカン
阻害がもたらす影響の解析を行った． 
（６）マウス腫瘍モデルを用いた新しい腫瘍血管
新生阻害療法の試み 
 Biglycan siRNAをナノ粒子（MEND）（北大･薬学･
原島教授との共同研究）によるドラッグデリバリ
ーシステムを用いて腫瘍血管内皮における
Biglycan の発現の抑制を試みた． 
（７）血清中における腫瘍血管内皮細胞特異プロ
テオグリカンの検出 
 Biglycanが癌患者の血清出検出されるかどうか
を分析した． 

（８）血清中における腫瘍血管内皮細胞特異プロ
テオグリカンの検出 
プロテオグリカンを濃縮するカラムを用いて，
Tumor EC の培養上清におけるBiglycan が検出で
きることを確認した． 
（９）腫瘍微小環境が血管内皮細胞に及ぼす影響
に関する検討 
 Tumor EC においてこれらのプロテオグリカン
の発現が亢進するメカニズムの１つとして、腫瘍
細胞と内皮細胞との相互作用による可能性を考え、
がん細胞の培養上清による正常血管内皮細胞の処
理を試みた．  
（10）マウス腫瘍モデルを用いた腫瘍血管新生阻
害療法の試み 
 Biglycan siRNA—MENDによるin vivo 腫瘍血管に
おけるbiglycanのノックダウンを試みた．  
 
4. 研究成果 
(１) 腫瘍血管内皮細胞の分離 
H腫瘍から腫瘍血管内皮細胞をCD31 抗体とCD45 
抗体を用いてFACS aria 2 によりCD31+CD45-の分
画として採取した．さらにヒト悪性腫瘍の摘出標
本からヒトTumor EC の分離も行った． 
(２) 腫瘍血管内皮細胞の正常血管内皮における
プロテオグリカン発現の比較検討 
Tumor ECにおいてBiglycan の発現がNormal ECに
比べ高いことが見出された． 
(３) プロテオグリカンのin vivo 腫瘍血管にお
ける発現解析 
 血管におけるBiglycanの発現は転移症例におい
て高い傾向が見られた． 
（４）プロテオグリカンの腫瘍血管内皮における
機能解析 
 Biglycanのノックダウンにより血管内皮の遊走
能が抑制され，この分子が腫瘍血管新生能に関与
すル機能的な分子であることが示された． 
（５）腫瘍血管内皮におけるプロテオグリカン
の機能解析 
 Biglycan knock downは細胞遊走を阻害し、腫瘍
血管内皮細胞に形態的変化を起こすことが明らか
になった。 
（６）マウス腫瘍モデルを用いた新しい腫瘍血管
新生阻害療法の試み 
 MENDに腫瘍血管表面抗原であるintegrinに結合
するペプチドRGDを修飾することで有意に腫瘍血
管への送達効率の改善がはかられた．Biglycan の
ノックダウンはin vitroの腫瘍血管内皮細胞にお
いては５０％程度得られたことから，in vivo で
のノックダウンにつながるものと思われた． 
（７）血清中における腫瘍血管内皮細胞特異プロ
テオグリカンの検出 
 Western blottingでは、がん患者の血清では
Biglycanの発現が検出できたのに対し、健常ボラ
ンティアの血清からは、発現はほとんど確認でき
なかった。定量分析においても、血清中のBiglycan
レベルは健常ボランティアに比べ、がん患者で明
らかに高かった。 
（８）血清中における腫瘍血管内皮細胞特異プロ
テオグリカンの検出 



 Normal ECの培養上清には検出できなかったが，
Tumor ECの培養上清にはBiglycan が検出された．
さらに，高転移性腫瘍由来のTumor ECと低転移性
腫瘍由来のTumor ECを比較すると，後者には検出
されず，前者の培養上清にのみ検出された．その
後，マウス腫瘍モデルの進展の経過に伴う血清中
のBiglycanの発現の推移を解析した．高転移性の
メラノーマにおいてはがん細胞移植後2週前には
マウス血漿に検出され，これが癌の早期診断マー
カーとなり得る可能性が示唆された．またがん患
者の血清をサンプルとして用いてBiglycanの発現
と患者の予後との関連について検討したところ，
健常者の血液では低値を示すBiglycanはがん患者
の血清では高く，特に転位症例では高い傾向がみ
られた． 
（９）腫瘍微小環境が血管内皮細胞に及ぼす影響
に関する検討 
 Normal EC にBiglycanの発現亢進みられた． 
（10）マウス腫瘍モデルを用いた腫瘍血管新生阻
害療法の試み 
 MENDの適切な投与時期や投与量の検討を行った． 
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