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研究成果の概要（和文）：肺癌患者では健常者に比べて血清中ビグリカン濃度が高かった．肺癌患者では腫瘍径
や浸潤形式との相関傾向が認められ，腺癌でその他の腫瘍よりも有意に低いビグリカン値を示した．腫瘍切片の
免疫染色による検討では，肺癌腫瘍組織中の腫瘍血管内皮細胞にビグリカンの発現が認められ，血清中のビグリ
カン濃度と正の相関が認められた．ビグリカン高発現群で全生存率が有意に低かった．
　マウス腫瘍血管内皮細胞と正常血管内皮細胞の大量調整を行い，腫瘍血管内皮細胞を特異的に阻害するヒット
化合物を得ることが出来た． 
　ヒト血管内皮細胞にSV40とhTERTを遺伝子導入して長期間の培養を行うことに成功した．

研究成果の概要（英文）：Lung cancer patients showed higher serum Biglycan (BGN) than healthy 
control. In lung cancer patients, BGN level correlated with tumor size and invasiveness. 
Adenocarcinoma was associated with lower BGN than other lung cancers. In tumor tissue, BGN 
expression was observed in tumor endothelial cells. BGN expression in tissue correlated with serum 
BGN level. BGN expression in tumor tissue correlated with shorter overall survival.
Large number of mouse tumor and normal endothelial cells were used for tumor endothelial cell 
specific inhibitor screening. We could find several hit compounds.
We successfully induce SV40 and hTERT genes to human endothelial cells and grow them in long term.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

申請者らはそれまで困難と考えられていた

腫瘍血管内皮細胞(TEC, tumor endothelial 

cell)の分離培養に成功し，TEC に染色体異

常や EGFR の過剰発現がみられることなど

を報告してきた．また TEC と正常血管内皮

細胞(NEC, normal endothelial cell)を比

較して TEC 特異的な遺伝子を同定していた．

そのうちの一つであるビグリカン(BGN)の

血管新生における役割と TEC 特異的な発現

を申請者らが初めて報告した．TEC 特異的

な発現は分離培養したマウス TEC やヒト臨

床検体でも認められ，マウスを用いた実験

では TEC における BGN の発現を抑制すると

転移が抑制された（下図）． 

ヒト臨床例では転移陽性例で血清と組織

中の BGN が高い傾向が認められ，診断や治

療への応用が期待された． 

TECに特異的に作用して NECに影響を及ぼ

さない理想的な阻害剤を同定するために低

分子化合物や天然化合物ライブラリーのス

クリーニングを行うことが必要である．そ

のためには安定した再現性の高いスクリー

ニング系の確立が必須である．ヒト由来の

細胞はテロメレース活性の低さのため，10

回継代前後が限界である．細胞そのものを

用いた大規模な化合物のスクリーニングに

使用できるよう細胞株の開発が求められて

いた． 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は腫瘍血管内皮細胞(TEC)特

異的マーカーを利用して，正常血管内皮細

胞に影響を及ぼさない，腫瘍血管新生を特

異的に阻害する治療薬とコンパニオン診断

薬を開発する基盤を築くことである． 

＜肺癌切除検体における TEC マーカー発現

の解析＞肺癌組織中の TEC における BGN の

発現と臨床病理学的因子の相関を検討して，

肺癌進展への寄与を検証する． 

＜TEC マーカー，BGN の血清診断＞ 

血清中 BGN を計測し，臨床病理学的因子，

血管新生の指標との相関を検討する． 

＜TEC 阻害物質同定のためのスクリーニン

グ系の樹立＞ 

ヒトTECとコントロールとして正常ECを不

死化して細胞株化し，化合物ライブラリー

など阻害剤のスクリーニングを行えるよう

にする． 

 

３．研究の方法 

＜肺癌切除検体における TEC マーカー発現

の解析＞ 

肺癌切除検体切片を用いて BGN の免疫染色

を行い，臨床病理学的因子や生存，再発の

転帰との関係を検討する． 

＜TEC マーカーの血清診断＞ 

これまでの研究で確立した ELISA 法で肺癌

患者の血液中の BGN 濃度を計測し，同一患

者の切除組織における BGN の発現量の解析

を進め，ELISA法による計測結果の妥当性，

有用性を検証する． 

＜TEC 阻害物質同定のためのスクリーニン

グ系の樹立＞ 

ヒト腫瘍から樹立した TEC に細胞不死化遺

伝子を導入して，細胞そのものを用いた大

規模な化合物のスクリーニングに使用でき

るように細胞株化を行う． 

 不死化したヒト TEC が遺伝子導入により

本来の性質を失うことがひとつの懸念事項

である．この点については，遺伝子導入後



に，血管内皮細胞の性質を保つことを確認

することで試験材料としての適格性を評価

する．  

 
４．研究成果 

当研究グループが見出した腫瘍血管内皮細

胞特異的な分泌タンパクであるビグリカン

の健常人およびヒト癌患者の血清中濃度を

ELISA で解析した．肺癌患者 46 名と健常者

8名の血清中濃度と臨床病理学的因子の解

析を行った．肺癌患者では健常者に比べて

血清中ビグリカン濃度が高かった．肺癌患

者の中での検討では腫瘍径や浸潤形式との

相関傾向が認められた．組織型別の検討で

は，腺癌で扁平上皮癌を含むその他の腫瘍

よりも有意に低いビグリカン値を示した．

腫瘍切片の免疫染色による検討では，肺癌

腫瘍組織中の腫瘍血管内皮細胞にビグリカ

ンの発現が認められ，血清中のビグリカン

濃度と組織中の腫瘍血管内皮細胞のビグリ

カン発現の定量的解析の結果，正の相関が

認められた．また，肺癌切除例 155 例の組

織中ビグリカン発現と臨床病理学的因子の

関係を解析した結果，ビグリカン高発現群

で全生存率が有意に低いことが判明した． 

 腫瘍血管内皮細胞特異的阻害剤のハイス

ループットスクリーニングを行うために，

初代培養細胞である腫瘍血管内皮細胞とコ

ントロールとして用いる正常血管内皮細胞

の大量調整が可能な細胞株の樹立を行った．

これまでに分離培養に成功したマウス血管

内皮細胞を用いて理化学研究所の 376 天然

化合物ライブラリーのスクリーニングと国

内製薬企業1社における3142化合物のパイ

ロットスクリーニングで腫瘍血管内皮細胞

を特異的に阻害するヒット化合物を得るこ

とが出来た．  

 不死化ヒト腫瘍血管内皮細胞と不死化正

常血管内皮細胞の遺伝子発現をマイクロア

レイ解析により網羅的に解析を行った．既

に報告済みの腫瘍血管内皮特異マーカー

BGN などに加えて，腫瘍血管内皮細胞と正

常血管内皮細で最も発現量の差がきかった

遺伝子として Xを選出した． X の発現は不

死化正常血管内皮細胞に比べて不死化腫瘍

血管内皮細胞では 30 倍以上高かった．Xは

不死化前の腫瘍血管内皮と正常血管内皮細

胞の間にも発現量の差が認められたことか

ら，不死化前の性質を不死化腫瘍血管内皮

細胞が維持していることが示唆された．  
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