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研究成果の概要（和文）：マトリックス分解酵素で血管・リンパ管新生抑制作用を持つADAMTS1は、低酸素や血
流等のメカニカルストレスでも発現誘導される。今回は腫瘍組織における腫瘍内圧変化によるADAMTS1の発現制
御メカニズムを解析し腫瘍内圧との関連性を検討した。宿主由来のADAMTS1は、主に新生血管内皮細胞から発現
されていることが明らかになった。腫瘍血管の脆弱性、希薄化、腫瘍内圧の変化に関与している可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：A disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type I motifs 1 
(ADAMTS1), a member of the matrix metalloproteinase family, inhibits angiogenesis and 
lymphangiogenesis. ADAMTS1 in endothelial cells is induced by hypoxia and mechanical stress such as 
blood wall shear stress. We investigated the effects of tumor interstitial fluid pressure (TIFP) on 
the expression of ADAMTS1 in the tumor tissues. Stromal ADAMTS1 was mainly expressed in neovascular 
endothelial cells. It was suggested that stromal ADAMTS1 might implicate in vascular fragility and 
rarefaction, and elevation of TIFP. 

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍組織では、血管新生は活発であるが血管

は未熟で透過性が亢進している。またリンパ

系の発達が悪く機能的でないため、腫瘍間質

の内圧（Interstitial fluid pressure: IFP）は容易
に増大する。その腫瘍内圧の増大は、腫瘍組

織内部に効果的に治療薬を送り込むことに対

して妨げとなるばかりでなく、腫瘍血管やリ

ンパ管を含む腫瘍組織および周囲に作用して

腫瘍の進展に関与していると考えられている。 
最近、マトリックス分解酵素であり、かつ強

力な血管・リンパ管新生抑制作用を持つ

ADAMTS1 (A disintegrin and metalloprotease 
with thrombospondin type I motifs 1) が、血流
の強い動脈や高い壁面せん断応力下でその発

現が増加し成熟血管の安定化や拡張性の動脈

リモデリングに関与するとの報告がなされた

が、腫瘍組織における ADAMTS1の血管・リ
ンパ管新生への制御メカニズムや腫瘍内圧と

の関連性については良く分かってない。 
本研究では、ADAMTS1が腫瘍においても血
管・リンパ管新生を制御する重要な分子の１

つであると捉え、血管・リンパ管新生の制御

を介して腫瘍の IFPの変化に及ぼす影響、あ
るいは IFP変化によるメカニカルストレスに
よる ADAMTS1の発現制御メカニズムを解析
することで腫瘍間質における ADAMTS1と腫
瘍内圧との関連性を探る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は腫瘍組織における ADAMTS1
の血管・リンパ管新生への制御メカニズムや

腫瘍内圧に及ばす影響あるいは腫瘍間質に

おける ADAMTS1発現制御メカニズムを明
らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) 血管・リンパ管の形成が不良で容易にが
ん間質液が溜まり IFPが上昇しやすいヒ
ト皮膚がん細胞 A431と、高転移能を有
し血管・リンパ管が比較的豊富なヒト乳

がん細胞MDA-MB-231を用いて担がん
マウスモデルを作製し CD31（血管内皮
細胞マーカー）及び LYVE-1（リンパ管内
皮特異的マーカー）に対する抗体を用い

た免疫染色で血管・リンパ管密度を解析

する。また、ADAMTS1および関連分子
の発現・局在も検討する。  

(2) IFPが増大したがん組織から15ゲージの
中空針を用いて間質液の排出を行い、IFP
を一時的に減少させた場合と、24時間以
上連続的に排出を続けた場合、または

10%あるいは 20%アルブミン処理 6時間
後最も IFPが低下した時の腫瘍組織を用
い、ADAMTS1の発現・局在を解析する。 

(3) リンパ管内皮細胞および A431がん細胞
に 10%および 20%の進展刺激をかけ
ADAMTS1を始めとするリンパ管新生関
連分子やメカノセンサーと考えられてい

る1 integrinなどの分子の発現レベルを
real-time PCRおよびウエスタンブロッ
ト法にて解析する。 

(4) 宿主由来のがん間質から ADAMTS1を発
現していると思われる細胞を同定し、が

ん細胞との共培養から ADAMTS1を始め
とした血管・リンパ管新生関連分子およ

びメカニカルストレス関連分子の発現変

化を real-time PCRおよびウエスタンブ
ロット法にて解析する。 
 
４．研究成果 

(1) 間質液が溜まり IFPが上昇しやすい
A431腫瘍組織と、MDA-MB-231腫瘍組
織とで血管およびリンパ管密度を比較し

たところ、血管密度は A431に比べ
MDA-MB-231では約 9倍、リンパ管密度
は約 18倍も高いことが分かった。また、 
市販の抗 ADAMTS1抗体を用いた免疫染
色の結果から、IFPが増大した腫瘍組織
では、がん細胞や腫瘍間質内で

ADAMTS1が高発現していることや、逆
に IFPを低下させると ADAMTS1の発現
量は減少することが分かった。 

(2) in vitroでリンパ管内皮細胞に 10%ある
いは 20%の進展刺激をかけると
ADAMTS1のmRNA発現量は約 2~2.5倍
に増加したが、リンパ管内皮細胞のマー

カーであるリンパ管ヒアルロン酸レセプ

ターLYVE-1の発現量は 1/2から 1/3に減
少し、VEGFR3の発現量も約 6~7割に低
下することが分かった。しかし、リンパ

管形成（発生）に必須のホメオボックス

遺伝子の Prox1やメカノセンサーの１つ
と考えられている1 integrinの発現には
ほとんど変動は見られなかった。 

(3) A431がん細胞に 10%あるいは 20%の進



展刺激をかけるとリンパ管内皮細胞と同

じように ADAMTS1のmRNA発現量が
約 2倍に増加することが分かった。他の
ADAMTS4や ADAMTS5の発現量には大
きな変動は認められなかった。 

(4) 市販の抗ADAMTS1抗体を用いた免疫染
色の結果から、A431はADAMTS1を高発
現するがん細胞であるが、がん細胞のみ

ならず宿主由来の腫瘍間質にも

ADAMTS1を発現する細胞が認められ、
IFPの増大に伴い発現が上昇することが
分かった。一方、MDA-MB-231腫瘍組織
では、がん細胞以外にADAMTS1を発現し
ている細胞は主にがん関連マクロファー

ジ（Tumor-associated macrophage: TAM: 
M2マクロファージ）であることが明らか
になった。ADAMTS1は、がん組織周縁部
のみならずがん組織内に浸潤している

TAMにも高発現していることが確認され
た。 

(5) そこで、ヒト急性単球性白血病由来細胞
（THP-1）を用い、A431細胞あるいは
MDA-MB-231細胞と共培養し、THP-1の
マクロファージへの分化マーカーおよび

血管・リンパ管新生に関与するサイトカ

インを始め、VEGFA, VEGFC, MMP9, 
ADAMTS1等のmRNA、タンパク質発現
レベルの解析を行った。THP-1細胞は
MDA-MB-231細胞と共培養するとその
ほとんどががん細胞に接着しマクロファ

ージ様細胞に分化したが、A431細胞との
共培養ではそのほとんどが浮遊のままで

単球からの分化は確認されなかった。M1、
M2マクロファージへの分化マーカーや
MMP9、血管新生促進に関与する IL-8の
発現においてもmRNA、タンパクレベル
共にMDA-MB-231細胞と共培養した場
合はそれらの発現は有意に増加したが

A431細胞との共培養では大きな変化は
認められなかった。また、ADAMTS1の
発現レベルはMDA-MB-231細胞との共
培養で約 1.5~2倍程度の上昇しか認めら
れず、A431細胞との共培養では発現増加
は全く認められなかった。 

(6) 市販の ADAMTS1抗体を用いた免疫染色
の結果と共培養の結果が大きく食い違う
ため、マウス ADAMTS1 プローブおよび
マクロファージのマーカーであるCD11b
やM2マクロファージのマーカーである

CD163のプローブを用いた in situ 
hybridizationに切替えて局在の解析を行
った。その結果、MDA-MB-231および
A431腫瘍組織において、ADAMTS1は、
がんの辺縁部に特異的に発現を認めたが、
CD11bや CD163とはほとんど共局在し
なかった。そこで、血管内皮細胞のマー
カーである CD31のプローブを用いて解
析したところ、ADAMTS1は CD31とほ
ぼ全て共局在することが分かった。宿主
由来の ADAMTS1は、腫瘍間質の中でも
主に新生血管の内皮細胞から発現されて
おり、腫瘍血管の脆弱性、希薄化に関与
している可能性が示唆された。おそらく
腫瘍内圧の上昇にも関与している可能性
があると考えられた。 
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