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研究成果の概要（和文）：腫瘍血管新生の阻害は、がん細胞への栄養補給の遮断につながり、がんの増大を抑制できる
。申請者は、血管安定化分子であるTie1受容体が血管新生刺激で切断される現象に着目した。本研究では、切断された
Tie1細胞外ドメインが血管内皮細胞に直接作用することで病的血管新生を抑制することを培養細胞レベルから個体レベ
ルまで明らかにした。
今後は、腫瘍内血管におけるTie1切断誘導法の確立、あるいはTie1細胞外ドメイン結合蛋白の発現制御法の確立が期待
される。

研究成果の概要（英文）：Suppression of tumor angiogenesis suppress penetration of nutrients into tumor, 
resulting in tumor growth suppression. It is known that receptor tyrosine kinase Tie1 associates with 
vascular stabilization. In this study, we focused on the function of Tie1 ectodomain which is cleaved by 
angiogenic stimulation. We identified that Tie1 ectodomain suppresses pathological angiogenesis via 
direct interaction with endothelial cells in vitro and in vivo.
In the future, we hope to establish the induction method of Tie1 ectodomain shedding or regulation method 
of Tie1 ectodomain binding molecule in tumor vasculature.

研究分野： 血管生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 日本の死因疾患の上位には、がんや動脈硬
化、心筋梗塞がある。これら疾患の病態のほ
とんどに血管構造の異常が報告されており、
疾患の理解を深めるためには血管形成の分
子機構を明らかにする必要がある。中でもが
んの増大には血管が必須であり、血管研究は
がんの治療法開発に繋がるため社会的意義
が大きい。血管は酸素と栄養を全身に供給し、
血管からの血液漏洩を防ぐには頑丈な管腔
構造を必要とする。管腔構造の維持には、血
管内皮細胞同士または血管内皮細胞と血管
内皮細胞を裏打ちする壁細胞との強固な接
着が必要である。しかし、腫瘍内の低酸素・
低栄養環境下では腫瘍細胞から分泌される
様々な増殖因子やサイトカインの作用で、細
胞間接着が崩壊し、脆弱な血管が構築され、
酸素や栄養の供給機能を失った無機能血管
が増加する。そのため現行の抗がん剤治療に
おいては、薬理成分を腫瘍内部まで十分に運
搬できず、薬効を最大限に引き出すことがで
きないため問題となっている。一方で、腫瘍
細胞が増殖に必要な栄養を血管から供給で
きない場合、腫瘍は一定サイズにとどまり、
抗腫瘍効果を発揮する。これらに着目し、腫
瘍内血管を制御して腫瘍の成長を抑制する
以下の二つの方法が研究されている。 
 
制御法 1：腫瘍血管新生を阻害し腫瘍細胞の
増殖を抑制する方法 
制御法 2：腫瘍血管を正常化して抗がん剤の
運搬を改善する方法 
 
 これまでに、Vascular Endothelial Growth 
Factor（VEGF）のシグナルが最も血管新生に
貢献していると考えられ、このシグナルを遮
断することで、新生血管が崩壊し、腫瘍細胞
の増殖を抑制できることが明らかとされて
きた（制御法 1）。臨床でも VEGF の中和抗体
が応用されており、抗腫瘍効果が確認されて
いる。しかし本治療法は高血圧・腎障害等の
副作用を持つと同時に、VEGF 以外の血管新生
促進因子による血管新生が生じるため問題
であった。そのため他の標的分子による血管
新生制御法の開発が求められてきた。そこで
申請者らはVEGF/VEGFR2に代わる治療法の開
発を目指して、新規血管新生制御因子の探索
とそれら因子の血管安定化作用に関する研
究を行ってきた。 
 
 受容体型チロシンキナーゼTieは血管構造
の安定化を担っており、Tie1 と Tie2 のファ
ミリー分子が知られている。Tie2 はリガンド
Angiopoietin（Ang）が同定され、Tie2 によ
る血管安定化と血管新生の機能解析が進ん
でいる。申請者らは Tie2 の機能解析を進め
る中で、Tie2 が細胞膜上の微小構造体カベオ
ラに移動して血管安定化シグナルを伝達す
ること、また薬剤でカベオラを破壊すると、
血管新生促進シグナルを伝達することを明

らかにした（Katoh et al.  Exp Cell Res., 
315:2818, 2009）。さらに、Tie2 は腫瘍内の
血管内皮細胞では主に血管新生促進シグナ
ルを伝達しているため、Tie2 活性の阻害が腫
瘍血管新生を抑制することを明らかにして
きた（Yamakawa et al. BBRC, 415:174, 2011、
制御法 1）。 
 
 一方、Tie1 はリガンドが同定されていない
ため、機能的に不明な点が多い。しかし、Tie1
欠損マウスの血管内皮細胞は増殖型に変化
し、細胞間接着機能が破綻し出血性の胎生致
死となるため、Tie1 の血管安定化への関与が
示唆されている(Sato et al. Nature, 376:70, 
1995)。また、Ang1 が Tie2 に結合すると細胞
内チロシン残基のリン酸化が生じ、細胞内シ
グナル伝達が開始する。同時に Tie2 が Tie1
のリン酸化を誘導する。これについて申請者
らも定常状態の血管内皮細胞では Tie1 と
Tie2 は異なる局在を示すが、Ang1 が Tie2 に
結合すると共局在することを明らかにした
（Yamakawa et al. J Biol Chem., 288:12469, 
2013）。Tie1 の血管安定化作用が示唆される
一方で、VEGF による血管新生刺激が Tie1 の
細胞外領域の切断を誘導することが報告さ
れている。この時、Ang1/ Tie2 の細胞内シグ
ナルが増強することから、Tie1 は Tie2 シグ
ナルを制御することで血管安定化を誘導す
ることが示唆されている。 
 
 申請者は、腫瘍内血管の Tie1 発現を上昇
させることで血管を安定化させ、抗腫瘍効果
を獲得できると仮説をたて、Tie1 の発現誘導
の研究を進めてきた（制御法 2）。しかし、血
管新生刺激で Tie1 が切断されることを踏ま
え、腫瘍内に Tie1 細胞外ドメインを過剰発
現させてみると、腫瘍径が縮小し、さらに血
管数の減少が確認された。このことは、Tie1
が受容体として機能するだけでなくリガン
ドとしての機能も併せ持つことを示唆し、血
管新生を抑制する抗がん治療への応用が期
待できた（制御法 1）。 
 
２．研究の目的 
 細胞膜貫通型の受容体 Tie1 は、血管内皮
細胞に発現して血管の安定化に寄与してお
り、細胞外領域の切断は血液が漏れ出る不安
定な血管を構築する。しかし近年、申請者ら
は Tie1 細胞外ドメインを腫瘍内で過剰発現
させると、腫瘍径が縮小し腫瘍内血管数が減
少することを新たに見いだした。このことは、
Tie1 が受容体として血管安定化に機能する
だけでなく、Tie1 細胞外ドメインがリガンド
として抗腫瘍作用に関わっていることを示
唆する。Tie1 細胞外ドメインの機能が明らか
になれば、それに基づく抗がん治療への応用
も期待できる。そこで本研究は抗がん治療の
開発を目指して、Tie1 細胞外ドメインの抗腫
瘍効果に関わる作用機序を明らかにするこ



とを試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)Tie1 細胞外ドメインの血管内皮細胞への
作用 
 Tie1 細胞外ドメイン過剰発現時に腫瘍血
管新生が抑制されたことを受け、Tie1 細胞外
ドメインが腫瘍内でいかなる細胞に作用し
ているかを検討した。最も可能性の高い標的
細胞である血管内皮細胞に重点を置き、培養
ヒト臍帯静脈血管内皮細胞 HUVEC に可溶性
Tie1 を添加する実験系にて、細胞増殖、管腔
形成試験を実施した。 
 
(2)Tie1 細胞外ドメイン結合蛋白の同定と結
合阻害による腫瘍形成への影響 
 同ファミリー分子である Tie2 と Tie2 結合
蛋白の特異的結合配列から推察し、Tie1 細胞
外ドメインにも類似のアミノ酸配列が存在
するかを in silico にて解析した。Tie1 と
Tie1 結合蛋白の相互作用が抗腫瘍効果に寄
与するかを明らかにするために、Tie1 結合蛋
白との結合に重要な Tie1 の配列を異なるア
ミノ酸に置換し、両者の結合を阻害する変異
体を作製した。この Tie1 細胞外ドメイン変
異体を腫瘍細胞に遺伝子導入し、腫瘍形成さ
せた際に Tie1 細胞外ドメイン過剰発現でみ
られた血管新生抑制効果が打ち消されるか
を腫瘍径や腫瘍組織の血管の免疫染色にて
評価した。 
 
(3)Tie1 細胞外ドメイン切断抑制による血管
形成への影響の評価 
 Tie1 細胞外ドメイン切断の生理的意義を
明らかにするために、Tie1 細胞外ドメイン切
断を抑制したマウスを作製し、表現系の解析
と血管新生誘導時の変化を各種臓器組織の
H&E 染色、血管の免疫染色にて評価した。ま
た、血管機能の評価として、エバンスブルー
を用いた皮膚血管の透過性試験を行った。さ
らに、腫瘍血管新生への影響を調べるために、
野生型マウスと Tie1 変異型マウスの皮下に
腫瘍細胞を移植し、形成された腫瘍の腫瘍径
や腫瘍組織の血管の変化を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)Tie1 細胞外ドメインの血管内皮細胞への
作用 
 Tie1 細胞外ドメインが血管内皮細胞に作
用しているかを明らかにするために、培養血
管内皮細胞 HUVEC を用いて、細胞増殖試験な
らびに管腔形成試験を実施した。Tie1 細胞外
ドメインは、市販のリコンビナント蛋白であ
るヒト Tie1-Fc を使用した。Tie1-Fc 添加群
はネガティブコントロールの IgG-Fc 添加群
に比べ、細胞増殖・管腔形成ともに濃度依存
的に減少させた。 
 
(2)Tie1 細胞外ドメイン結合蛋白の同定と結
合阻害による腫瘍形成への影響 

 (1)の Tie1-Fcによる血管新生抑制効果が、
どのような作用機序で生じているかを解明
するために、Tie1 細胞外ドメインが結合する
蛋白質を探索した。当研究室では以前、Tie1
と相同性の高い Tie2 の細胞外ドメインが細
胞表面蛋白質Xと結合する可能性を見出して
いる。この相互作用は Tie2 に含まれる特定
のアミノ酸配列 XXXXX が関わっている。そこ
で Tie1 も Tie2 に含まれる特定のアミノ酸配
列 XXXXX を保持しているか、また同じ細胞表
面蛋白質Xとの結合が起こりうるかを検討し
た。アミノ酸配列では、Tie2 と同じ特定配列
XXXXX は存在しなかったが、同族の細胞表面
蛋白質 Y との結合に必須のアミノ酸配列
YYYYY が存在することを明らかにした。 
 次に Tie1 細胞外ドメインと Y との相互作
用が腫瘍血管新生抑制に貢献しているかを
明らかにするために、Tie1 細胞外ドメインの
YYYYY 配列を異なる ZZZZZ 配列に置換し、腫
瘍細胞に過剰発現させ、マウス皮下に腫瘍形
成させた。YYYYY 配列を持つ Tie1 細胞外ドメ
インを発現する腫瘍細胞では、コントロール
腫瘍細胞に比べて、腫瘍径が縮小したのに対
し、ZZZZZ 配列に置換した Tie1 細胞外ドメイ
ンを発現する腫瘍細胞は、コントロール腫瘍
細胞が形成する腫瘍径とほぼ同等であった。
さらに、これらの腫瘍組織を血管の特異的マ
ーカーである CD31 による蛍光免疫染色を行
ったところ、腫瘍径と血管数に正の相関がみ
られた。このことから、Tie1 細胞外ドメイン
による腫瘍血管新生抑制効果は、血管内皮細
胞への直接的な増殖・管腔形成抑制作用に起
因し、さらにその作用は Tie1 細胞外ドメイ
ンの血管内皮細胞に発現する細胞表面蛋白
質Yへの結合に依存していることが示唆され
た。 
 今後、本研究成果を応用して、血管新生阻
害を誘導する薬剤開発に発展させるために、
Tie1細胞外ドメインの細胞表面蛋白質Yと結
合するYYYYY配列を残した低分子量の蛋白質
の合成を試み、より特異性の高い血管新生阻
害剤の開発が期待される。 
 
(3)Tie1 細胞外ドメイン切断抑制による血管
形成への影響の評価 
 (1)、(2)にて、Tie1 細胞外ドメインによる
血管内皮細胞を介した腫瘍血管新生抑制効
果を明らかにした。一方、生体内において、
Tie1 切断がどれほど貢献しているかは不明
のままである。そこで、Tie1 切断の生理的意
義を明らかにする目的で、Tie1 切断が生じな
い遺伝子改変マウスの作製を試みた。ヒト
Tie1 の切断領域は、すでに報告があるため、
マウス Tie1 に該当する領域を欠失させた遺
伝子改変マウスの構築を行った。近年著しく
発 展 を 遂 げ た ゲ ノ ム 編 集技 術 で あ る
CRISPR/Cas9 システムを採用し、本領域に近
い部位にいくつか guide RNA を設計し、遺伝
子改変を行ったところ、Tie1 切断領域の 2ア
ミノ酸が欠失した Tie1 欠失変異（Tie1 Tg）



マウスが作製できた。本マウスと同様の欠失
変異を持つ Tie1 プラスミドを作製し、培養
細胞 HEK293T に過剰発現させ、in vitro で
Tie1 切断の確認を行った。Tie1 切断を誘導
する刺激下において、野生型 Tie1 は切断を
受けるが、Tie1 欠失変異体はほとんど切断さ
れないことが分かった。そこでまず生理的な
血管形成における Tie1 切断の意義を明らか
にするために、Tie1 Tg マウスを用い、①出
生後の網膜血管新生、②8〜10 週齢の成体マ
ウス各種臓器の血管について、組織学的な解
析を行った。しかし、①、②どちらも血管の
形態や数などには異常がないことを確認し
た。また、フローサイトメトリー解析から、
8〜10 週齢の成体マウスにおいては、各種臓
器血管内皮細胞に発現する Tie1 の発現には
ほとんど変化が見られなかった。そこで、病
的な血管新生における Tie1 切断の有無を調
べるため、③マトリゲルプラグアッセイによ
る新生血管の評価、④腫瘍細胞の皮下移植に
よる担癌マウスモデルによる腫瘍血管新生
の評価、を行った。まず③では血管新生に最
も寄与している血管内皮増殖因子（VEGF）に
よって誘導される血管新生の評価を行った。
野生型マウスに比べ、Tie1 変異型マウスで皮
下に注入したゲル内への血管形成が多く生
じており、血液の蓄積も増加していた。さら
に④を実施するため、マウス肺がん培養細胞
（LLC）をマウス皮下に移植した。Tie1 Tg マ
ウスは野生型マウスに比べ約2倍腫瘍径が増
大した。このことから、腫瘍血管新生に影響
があることが推測されたため、腫瘍内血管を
組織学的に評価した。Tie1 Tg マウスにおい
て、腫瘍血管密度の増加が確認された。 
 以上のことから、Tie1 の切断は病的な血管
新生の際に頻繁に生じており、血管密度を制
御することによって腫瘍細胞の増殖を負に
制御していることが明らかとなった。 
 
 (1)〜(3)の研究により、Tie1 細胞外ドメイ
ンが血管内皮細胞に直接的に作用し血管新
生抑制作用を示すことで、腫瘍増大を抑制し
ていることを明らかにできた。今後は、腫瘍
内血管において、Tie1 切断を効率良く誘導す
ること、あるいは Tie1 細胞外ドメインが結
合する細胞表面蛋白質Yの発現制御などを標
的とした血管新生阻害療法の確立に向けた
基礎研究を進める必要がある。 
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