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研究成果の概要（和文）：	
 

マウス骨髄細胞を培養し血管内皮前駆細胞(EPC)と平滑筋前駆細胞(SMPC)への分化を証明した。
EPCもSMPCも皮下に肝癌細胞を接種して作成したマウスに尾静脈から投与すると選択的に腫瘍
組織へ遊走しその一部は血管内皮細胞や周細胞へ分化した。SMPC にアデノウイルスベクターを
用いて可溶性flk-1	
 cDNAを遺伝子導入し担癌マウスに投与すると腫瘍組織での血管新生が抑制
され腫瘍の増大もわずかではあるが抑制された。	
 
研究成果の概要（英文）：	
 
Mouse	
 bone	
 marrow	
 derived	
 mononuclear	
 cells	
 differentiated	
 to	
 endothelial	
 progenitor	
 
cells	
 (EPC)	
 and	
 smooth	
 muscle	
 progenitor	
 cells	
 (SMPC)	
 in	
 vitro.	
 EPC	
 and	
 SMPC	
 injected	
 
via	
 tail	
 vein	
 selectively	
 migrated	
 to	
 tumor	
 tissue.	
 These	
 cells	
 partly	
 differentiated	
 
to	
 endothelial	
 cells	
 and	
 pericytes.	
 Antiangiogenic	
 gene	
 therapy	
 with	
 SMPC	
 transfected	
 
flk-1	
 cDNA	
 by	
 adenovirus	
 vector	
 suppressed	
 vascular	
 development	
 and	
 tumor	
 growth.	
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１．研究開始当初の背景	
 

近年、血管の形成には既存の血管の内皮細胞

が分裂して新たに血管が伸長する血管新生と、

炎症や腫瘍局所への特異的な遊走能を有して

いる骨髄由来の血管内皮前駆細胞が遊走し局

所で血管を形成する血管発生という2種類の

機序が存在することが明らかとなった。(Asa

hara,et	
 al.Science275;964-967,1997)さら

に、血管周囲の平滑筋細胞に分化する骨髄由

来の平滑筋前駆細胞も存在することが証明さ

れた。(Simper,	
 et	
 al.	
 Circulation	
 106;11

99-1204,2002)	
 

血管の形成はあらゆる悪性腫瘍の進展に不

可欠であり、一般に、腫瘍径が2	
 mmを超える
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と腫瘍内には血管の形成が認められるといわ

れている。肝細胞癌は悪性腫瘍のうちでも血

管が豊富な腫瘍として知られており、我々を

含めて多くの研究から肝細胞癌の血管形成に

は腫瘍組織から分泌されるVascular	
 endothe

lial	
 growth	
 factor(VEGF)	
 と血管内皮細胞

表面に発現しているVEGFレセプターが重要な

働きをしていることが明らかとなった。(Tor

imura,	
 et	
 al.Hum	
 Pathol	
 29;986-991,1998)

さらに、VEGFレセプターのうちVEGF	
 recepto

r2がVEGF	
 receptor1に比較してより強くVEGF

からのシグナル伝達に関与していることも明

らかとなった。	
 

約30年前にFolkmanによって提唱された血管

新生抑制療法(Folkman,	
 et	
 al.	
 New	
 Engl.	
 J

	
 Med.285;1182-1186,1971)は悪性腫瘍に対す

る新しい概念の治療法として注目され、様々

な血管新生抑制物質が試された結果ヒト型抗

VEGF抗体が始めて臨床応用されるに至った。

(Yang,et	
 al.New	
 Engl.	
 J	
 Med.349;427-434,

2003)我々は、ラット肝発癌モデルに対し血管

新生抑制剤であるTNP-470の全身投与にて肉

眼的肝発癌率の低下、腫瘍容積の抑制、肺転

移の抑制が認められたこと(Kin,	
 et	
 al.	
 Int

	
 J	
 Oncol.16;375-382,2000)とヌードマウス

の肝に肝癌細胞株を接種して作成した腫瘍に

対し血管新生抑制物質であるKringle1-5のcD

NAを尾静脈から遺伝子導入することで腫瘍容

積の抑制、肝内転移の抑制、予後の改善を認

めたことを明らかにした。(Torimura,	
 et	
 al.

	
 Gastroenterology	
 130;1301-1310,	
 2006)こ

のような結果から、血管新生抑制療法は肝細

胞癌の治療法として有用であることが予想さ

れるが、より血管新生抑制療法の効果を高め、

副作用を最小限にする工夫が求められる。	
 

２．研究の目的	
 

血管新生抑制物質である分泌型flk-1	
 (VEGF	
 

receptor2)のcDNAを遺伝子導入した腫瘍局所

への遊走能を有する血管内皮前駆細胞と平滑

筋前駆細胞を各々肝癌結節を有するマウスに

投与し、腫瘍局所でのみ強力に血管新生を抑

制しかつ副作用の少ない治療効果が得られる

ことを証明する。	
 

３．研究の方法	
 

in	
 vitroの検討	
 	
 

(1) GFP	
 トランスジェニックマウスの骨髄細
胞を採取し、培養液中にVEGFもしくは

PDGF-BBを添加し,血管内皮前駆細胞およ

び平滑筋前駆細胞に分化することをCD31,	
 

VEGF	
 receptor -2(flk-1),	
 αSM	
 actin,	
 

Calponinに対する抗体を用いたFACSにて

証明する。	
 

(2) 採取した血管内皮前駆細胞および平滑筋

前駆細胞に対し、スタンフォード大学の

Dr.	
 Kuoから供与されたflk-1	
 cDNAをアデ

ノウイルスをベクターとして最適条件下

で遺伝子導入し培養液中へのflk-1の分

泌をWestern	
 blottingにて確認する。	
 

(3) flk-1	
 cDNAを遺伝子導入した血管内皮前
駆細胞および平滑筋前駆細胞とHUVECを

各々共培養して分泌されるflk-1による

HUVECおよび血管内皮前駆細胞、平滑筋前

駆細胞の増殖抑制効果をテトラゾリウム	
 

アッセイにて検討する。	
 

in	
 vivoの検討	
 

(1)ヌードマウスの皮下にヒト肝癌細胞株を

接種して腫瘍を作成後、GFP	
 トランスジ

ェニックマウスの骨髄細胞から分化させ

て作成した血管内皮前駆細胞および平滑

筋前駆細胞を尾静脈から細胞数を振って

投与し、最も高率に肝癌組織に取り込ま

れる細胞数を決定する。	
 

(2)投与した血管内皮前駆細胞および平滑筋

前駆細胞の肝癌組織での局在を経時的に

採取した肝癌組織にてCD31やαSM	
 actin

に対する抗体を用い共焦点レーザー顕微

鏡にて観察する。	
 

(4)肝癌結節に対する抗腫瘍効果検討のため

に最も有効的にflk-1	
 cDNA	
 を遺伝子導

入した血管内皮前駆細胞および平滑筋前

駆細胞を反復投与するためのプロトコー

ル作成を行う。	
 

(5)flk-1	
 cDNA を遺伝子導入した血管内皮前

駆細胞および平滑筋前駆細胞を反復投与

することによる、ヌードマウスの皮下に作

成した肝癌結節に対する抗腫瘍効果を 3

種類のヒト肝癌細胞株(KYN-2,	
 HAK1-B,	
 

HuH-7)を用いて経時的に対照群と比較す

る。	
 

(6)flk-1	
 cDNA を遺伝子導入した血管内皮前

駆細胞および平滑筋前駆細胞を反復投与

することによる、ヌードマウスの肝に作成

した肝癌結節の腫瘍容積、生存期間を対照

群と比較する。	
 

(7)肝癌結節内の血管数を細胞治療群と対照

群とで比較する。	
 

(8)肝癌結節における VEGF,	
 

angiopoietin-1,2 の発現を細胞治療群と

対照群とで Western	
 blotting にて比較す

る。	
 

(9)体重減少、肝障害、骨髄抑制などの副作

用を細胞治療群と対照群とで比較する。	
 

４．研究成果	
 
In	
 vitro の研究成果：	
 
(1) GFP トランスジェニックマウスの骨髄か
ら採取した単核球を培養液中にVEGFも



 

 

しくは PDGF-BBを添加し,7日間培養し
血管内皮前駆細胞および平滑筋前駆細胞
に分化することを CD31, flk-1、αSMA
抗体を用いた FACS解析にて明らかにし
た。培養した血管内皮前駆細胞に対して
アデノウイルスに組み込まれた可溶性の
flk-1cDNAを遺伝子導入した血管内皮前
駆細胞と HUVEC を Boyden chamber
を用いて共培養するとHUVECの増殖は
対照群に比べて抑制された。 

(2) Western blotting にて可溶性
flk-1cDNA を遺伝子導入した血管内
皮前駆細胞の培養液中への可溶性
flk-1 の分泌は培養時間の経過とと
もに培養後 7 日目までは増加した。	
 

(3) 骨髄単核球を培養液中にVEGFもしくは
PDGF-BBを添加し,7日間培養し血管内
皮前駆細胞および平滑筋前駆細胞に分化
させセルソーターにて血管内皮前駆細胞
と平滑筋前駆細胞に分離することに成功
した。分離効率は約 90%であった。	
 

(4) flk-1cDNA を遺伝子導入した血管内
皮前駆細胞と平滑筋前駆細胞の増殖能は
血管内皮前駆細胞で対照に比べ抑制され
た。	
 

In	
 vivoの研究成果：	
 
(1)GFPトランスジェニックマウスの骨髄から
採取培養した血管内皮前駆細胞および平
滑筋前駆細胞をヌードマウスの皮下に肝
がん細胞を接種して作成した坦癌マウス
の尾静脈から100万個投与し7日目に屠殺
し肝癌組織への遊走を確認した。肝癌組織
内へ遊走した血管内皮前駆細胞は一部腫
瘍血管内皮細胞へ分化し、平滑筋前駆細胞
の一部は周細胞へ分化していたが多くは
腫瘍の間質に存在していた。	
 

(2)可溶性flk-1cDNAを遺伝子導入した血
管内皮前駆細胞および平滑筋前駆細
胞をHuH-7をマウスの皮下に接種した
モデルに尾静脈から一回100万個、週1
回投与し、経時的に観察すると腫瘍の
増大がほぼ同等度に抑制された。しか
し、可溶性flk-1cDNAを遺伝子導入し
ない血管内皮前駆細胞および平滑筋
前駆細胞を投与した場合は血管内皮
前駆細胞投与群のほうが腫瘍増大が
著しかったため以後の検討は平滑筋
前駆細胞で行うこととした。	
 

(3)可溶性flk-1cDNAを遺伝子導入した平
滑筋前駆細胞をKYN-2,	
 HAK1-B細胞を
用いた皮下腫瘍モデルに投与すると
腫瘍の増大は抑制された。	
 

(4)	
 KYN-2細胞を肝に接種したモデルで
も腫瘍の増大は抑制され、生存期間も
延長した。また、腫瘍内血管密度は治
療群で抑制されていた。腫瘍組織での
VEGFの産生は治療群で亢進していた。	
 

(5)体重減少、骨髄抑制、肝障害などの副
作用は観察されなかった。	
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