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研究成果の概要（和文）：腫瘍の増大には血管新生が必須である。これまでに増殖能が非常に高い幹・前駆細胞様の性
質を持った血管内皮細胞が全身の血管に存在する事を明らかにした。血管新生時にはこの特殊な内皮細胞が血管を構築
する内皮細胞を大量に産生する。本研究では腫瘍血管で、このような幹・前駆細胞様の内皮細胞の解析を行った。腫瘍
血管においては増殖能の高い内皮細胞は正常組織よりも高頻度で認めること、さらに正常組織とは異なる表面マーカー
を持つことが明らかになった。また、この内皮細胞と腫瘍をマウス皮下に共移植するとこの内皮細胞由来の腫瘍血管が
構築された。この細胞を特異的に阻害することにより、効果的な血管新生阻害剤が開発できる。

研究成果の概要（英文）：Angiogenesis is regarded as a hallmark in cancer development.In the previous 
work, we identified stem/progenitor like endothelial cell(EC) in the peripheral blood vessel. These 
endothelial stem-like cell possess EC colony-forming potential in vitro and contribute to angiogenesis by 
generating functional mature blood vessels in vivo. In this study, we characterized endothelial stem-like 
cells in the tumor vasculature and found that in the tumor vasclature, the percentage of stem-like cells 
were higher than normal tissues. We further examined contribution of these cells to the tumor vasculature 
by transplantation model and found that they produces numbers of ECs and contribute to the tumor blood 
vessels as functional vessels. Moreover, administration of anti-angiogenic drugs revealed their potential 
role for resistance to anti-angiogenic therapy.

研究分野：血管生物学
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍血管新生では既存の血管から発芽的
に 血 管 が 形 成 さ れ る 血 管 形 成
（Angiogenesis）のみが生じると考えられて
きた。近年、末梢血中に骨髄由来の血管内皮
前駆細胞(Endothelial progenitor cell；EPC)
が存在し、胎生期でのみ行われると考えられ
ていた血管網の構築による脈管形成
（vasculogenesis）が、腫瘍や虚血性疾患な
どで生じる病的な血管新生に貢献している
との概念が提唱された。しかし、現在では
EPC が血管内皮細胞として新規血管に貢献
する割合は非常に低い事が明らかになって
いる。 
私たちは血管新生時の血管内皮細胞の供
給源として末梢に存在する血管内皮細胞の
重要性を再認識して解析を行い、既存の血管
内皮細胞中に分化レベルでの血管内皮細胞
の多様性が存在することを示唆してきた。フ
ローサイトメトリー（FACS）を用いた組織
幹細胞の同定方法として知られているヘキ
スト解析を用いて、血管内皮細胞分画中に内
皮 細 胞 母 集 団 （ Endothelial main 
population；EC-MP）から、約 1%の比率で
血管内皮幹/前駆細胞分画（Endothelial side 
population；EC-SP）として分離可能な新規
血管内皮幹細胞様の細胞集団が末梢血管の
内腔に存在することを明らかとし、その特殊
な内皮細胞がコロニー形成能をもち、著明な
増殖能をもつ事を示してきた。またマウス下
肢虚血モデルでは EC-SP 細胞は細胞周期が
回転をはじめ細胞増殖をおこし、虚血部位に
移植を行うと血流の改善および長期間にわ
たって維持される血流のある血管を完全に
再構築することを明らかとしてきた。 
 このような特殊な内皮細胞の存在はこれ
までに報告がなく、各臓器での役割、生理的
条件下での血管新生における役割、さらには
腫瘍血管新生における役割は不明である。 
 
２．研究の目的 
正常組織の末梢血管内皮細胞分画中に血管
内皮幹/前駆細胞が存在し、末梢血管で血管内
皮細胞が独自の幹細胞システムを構築し血
管新生に貢献していることを明らかとして
きた。本研究では腫瘍血管内皮細胞における
血管内皮幹・前駆細胞の同定、腫瘍血管新生
での役割を解明することを通じて新規血管
新生阻害療法の開発を目指した。 
（1）腫瘍血管におけるEC-SP細胞の同定（2）
血管新生阻害剤と SP 細胞の関係（3）腫瘍
EC-SP 細胞の新規表面抗原の同定、以上 3
点の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
マウスの腫瘍からFACSを用いて血管内皮細
胞を分離し解析を行う。 
 
（1）腫瘍血管における EC-SP 細胞の同定 
 腫瘍皮下移植、腫瘍同所移植モデルマウス

を用いてマウスに腫瘍を作製し、FACS を用
いて腫瘍血管内皮細胞を分離する。幹細胞
分画を検出する方法であるヘキスト染色
を用いて腫瘍血管内皮細胞分画中の Side 
Population（SP）細胞を同定する。 
 
（2）血管新生阻害剤と EC-SP 細胞の関係 
 抗 VEGF 抗体であるベバシズマブや VEGFR
阻害剤を担がんマウスに投与し、その結果
残存する腫瘍血管のヘキスト解析を行う。 
 
（3）腫瘍 EC-SP 細胞の新規表面抗原の同定 
 腫瘍血管 EC-SP 細胞、EC-MP 細胞を分離し
マイクロアレイ解析にて遺伝子発現の差
の解析を行う。 
 
４．研究成果 
（1）腫瘍血管における EC-SP 細胞の同定 
Lewis Lung carcinoma 細胞株、KLN205 細胞
株、Colon26 細胞株を用いて腫瘍を作製し
FACS 解析を行った。解析ごとのばらつきが強
かったが、CD31+CD45-腫瘍血管内皮細胞中に
は約 4-10%の割合で EC-SP 細胞が存在してい
た。（下図） 

これらの腫瘍血管 SP 細胞は p27 の発現が低
く、Ki67 の発現が高く細胞周期が常に回転し
ていた。OP9 細胞上で培養すると多数の血管
内皮細胞コロニーを形成しコロニー形成能
が高い細胞であることが明らかとなった。ま
た、腫瘍細胞と GFP マウス由来の内皮 SP 細
胞を共移植すると、GFP 陽性の血管を腫瘍の
中に多く認め腫瘍血管の基となる細胞であ
ることが明らかとなった。 
 肺がん細胞株を用いて肺への腫瘍同所移
植モデルを用いて解析を行った。肺で腫瘍を
作製し解析を行っても皮下に腫瘍を移植し
た場合と同様の結果であり腫瘍血管の SP 細
胞の性質は腫瘍の生じる部位が異なっても
共通する性質を持つことが示唆できた。 
 
（2）血管新生阻害剤と SP 細胞の関係 
現在臨床で用いられている血管新生阻害剤
及び臨床治験段階にある薬剤、さらには血管
新生阻害を目的とした中和抗体を用いて腫
瘍血管SP細胞の変化に関して解析を行った。 
アキシチニブ、バンデタニブ、スニチニブ、
ベバシズマブを用いて担癌マウスの治療を
行った。受容体チロシンキナーゼ阻害剤を用



いた場合は SP 細胞の比率が増えることが明
らかとなった。これは、SP細胞が各種の薬剤
排出ポンプを発現していることが一因であ
ることが推測でき、実際に RNA レベルで SP
細胞は MP 細胞に比べ ABCG2 等の発現が高い
ことが明らかになった。（１）での実験結果
と同様に肺がん細胞の同所移植モデルでも
同様の実験を行った。チロシンキナーゼ阻害
剤を用いた場合は肺腫瘍でも同様に SP 細胞
の比率が増加することが明らかとなった。 
 
（3）腫瘍 EC-SP 細胞の新規表面抗原の同定 
腫瘍の内皮 SP細胞と MP細胞を用いてマイク
ロアレイ解析を行うように準備を行ったが、
回収できる細胞量があまりにも少なく、RNA
が解析可能量まで回収できなかったので解
析を断念した。 
 そこで、当初予定していた様に正常組織で
の内皮 SP 細胞、MP 細胞を用いてマイクロア
レイ解析を行った。(下図) 
 

 
SP 細胞と MP 細胞で発現の差を認める遺伝子
を同定し、その中の膜表面糖タンパクである
SPEC1 に注目して解析を行った。SPEC1 に対
する FACS 抗体を用いて全身の血管内皮細胞
を解析すると SPEC1 陽性と SPEC1 陰性の内皮
細胞が存在することが明らかとなった。 
これらの細胞はEC-SP細胞と同様に高い増殖
能とコロニー形成能を持つ細胞であった。 
腫瘍血管内皮細胞で解析を行うと、正常組織
と異なりすべての内皮細胞がSPEC1陽性であ
った。SPEC1 のノックアウトマウスの解析を
行うと、このマウスは正常に発育することが
明らかとなった。現在 SPEC1 のノックアウト
マウスで腫瘍血管の解析を行っている。また、
SPEC1 陽性細胞の特徴を明らかにするために、
正常組織の SPEC1 陽性、陰性細胞で遺伝子発
現の網羅的解析を行っている。この細胞を特
異的に阻害することにより、効果的な血管新
生阻害薬の開発が可能であると考えられる。 
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