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研究成果の概要（和文）： 

血管新生阻害剤のスクリーニング評価をより腫瘍微小環境内を反映した系において確立す
ることを目指してマウス皮下腫瘍モデルから採取した腫瘍血管内皮細胞を用いて正常血管内皮
との差異を解析した．特にマイクロアレイをもちいて腫瘍血管内皮において発現が亢進してい
る遺伝子について解析を進めた。 

これらの遺伝子が薬剤耐性や細胞の高い生存能、遊走能といった、腫瘍血管内皮の生物学的
特徴に強く関わっていることを明らかにした。(Akino T, Hida K, Shinohara N et. al. Am J 
Pathol. 2009) ( Tsuchiya K, Hida K, Shinohara N et. al. Int J Oncol. 2010) 

さらにマウスで発現が亢進している遺伝子が、ヒト腎癌由来の腫瘍血管内皮細胞にも同様に
発現が亢進していることを明らかにした。 

これらの知見により、血管新生阻害剤のスクリーニング評価系確立に一歩近づいたと同時に、
新たな腫瘍血管新生阻害開発に寄与すると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

To develope new screening system for anti-angiogenic drugs, we isolated normal 
endothelial cell (NEC) and tumor endothelial cell (TEC) from human renal cell carcinoma 
xenografts and from dermis of normal mice, respectively. We analyzed the difference between TEC 
and NEC and investigate the potential of TEC for the screening system which reflect tumor 
microenvironment. 

Especially, we focused on several genes which were upregulated in TEC compared to 
NEC by DNA microarray analysis. 

We found these genes had strong association with abnormal phenotypes of TECs such as 
drug resistance, high viability, and migration. 

The specific phenotype in mouse TEC were also found in human TEC isolated from 
human renal cell carcinoma. 

These results enable us to approach new anti-angiogenic drug screening system and new 
anti-angiogenic therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、腫瘍血管の解剖組織学的に形態が正
常血管と異なることに関しての報告はいく
つかなされてきた。しかし腫瘍組織から腫瘍
血管内皮を確実に分離、また培養する事には
様々な難点があったことから、それらを用い
た研究報告が圧倒的に少なかった。だが、共
同研究者の樋田らが技術的な問題点を克服
し純度の高いマウス腫瘍血管内皮細胞の分
離・培養に成功し、それらが正常血管内皮細
胞と比較して様々な異常をもつこと、さらに
腫瘍血管内皮細胞が染色体異常すら持ちう
ると言ったことを報告した。 
 このことから、腫瘍血管内皮細胞は従来考
えられていたよりも多様であり、この腫瘍血
管内皮細胞の生物学的解析で血管新生をコ
ントロールする機構を解明することにより、
新たな血管新生阻害剤スクリーニングシス
テムが樹立される可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 腎細胞癌、特にその多くを占める淡明細胞
癌は血管新生が盛んな腫瘍として知られて
いた。現在はその機構に、淡明細胞癌に多く
みられる VHL 遺伝子の変異、さらにはそれ
によりもたらされる HIF の活性化により、下
流シグナルである VEGF が活性化すること
で腫瘍血管が新生してくると考えられてい
る。これまでいくつかの VEGF の阻害剤が開
発されてきた。2004 年 VEDF の中和抗体で
Bevacizumab が血管新生阻害剤として初め
て進行性大腸がんに対し米国食品医薬品局
（FDA）に認可された。現在では米国立がん
研究所（NCI）が進行性腎細胞癌に対し推奨
する治療薬上位３つまでもが、これまでの
IFN-αや IL-2 のサイトカイン療法にかわり
血管新生阻害剤が占めるようになり、臨床的
に広く用いられてきている。それらの薬剤の
優れた治療成績が報告されてきているもの
の、副作用、耐性の獲得などの問題が指摘さ
れており、またその腫瘍血管に対する効果の
機序については依然不明な点が多い。それは
多くの血管新生阻害剤が分離培養の平易な
正常血管内皮細胞を用いての創薬研究から
生まれており、腫瘍血管内皮細胞への特異性
が少ないことが大きな理由ではないかと考
えられる。そこで今回の研究は、腎癌由来特
異的腫瘍血管内皮細胞を用いて、腎癌治療に
用いる血管新生阻害剤スクリーニングシス
テムの開発を目指すものである。 
 

３．研究の方法 
(1)腎癌腫瘍血管内皮細胞の正常血管内皮細
胞との遺伝子発現の比較検討 

各種組織型腫瘍、または正常血管内皮細胞
の RNA を抽出し、遺伝子発現の差を比較検
討する。比較は腫瘍—正常血管内皮、また、
各組織型の腎癌からの血管内皮の間におい
て行う。腎癌由来血管内皮に共通して正常血
管内皮と比較し５倍以上発現が亢進してい
るものを腎癌腫瘍血管内皮特異マーカーと
してピックアップする。また、各組織型の腎
癌の血管内皮について比較検討する。その中
でやはり優位に発現が亢進しているものを
その組織型の腎癌腫瘍血管内皮特異マーカ
ーとして阻害剤や治療法を選択する際に考
慮する。 
（2）腎癌腫瘍血管内皮細胞特異マーカーの in 
situ における確認 

腎癌腫瘍血管内皮細胞特異マーカーにつ
いては免疫染色、または in situ hybridization
により確認する。 
 
４．研究成果 
本研究はヒト腎がん由来の腫瘍血管内皮

細胞を用いて、腎がん治療に用いる血管新生
阻害剤スクリーニングシステムの開発を目
指すことを目的に行った。 
ヒト腎がん細胞株(OSRC2)のマウス皮下移

植腫瘍から腫瘍血管内皮(TEC)を、ならびに
正常皮膚から正常血管内皮(NEC)を CD31抗体
を用いた磁気ビーズ法により分離し、実験に
用いた。 
 
(1) 実験に用いた TEC と NEC の特性解析 
A: FACS 解析により，分離培養された血管

内皮細胞の BS1-B4 レクチン結合、血管内皮
マーカーである CD31、CD105、CD144 の発現
が認められた。 
B: Regular PCR においても血管内皮マーカ

ーである CD31, VEGFR2 の発現が認められた。
また、単核球マーカーの CD11b, CD45 の発現
は認められず血球成分の混入がないことが
示され、HB-HGF の発現は認められずヒトがん
細胞の混入がないことも示された。 

BA NEC TEC
NEC TEC

CD31陰性
腫瘍間質細胞

OSRC2



(2) TEC は NEC に比較し増殖能・遊走能が高
い 
 A: 血管内皮細胞の増殖を MTS アッセイで
検討した。TEC は NEC に比較し細胞増殖能は
促進していた。(＊P<0.05) 

B: Boyden chamber とファイブロネクチン
でコーティングされた孔径 8μm のポリカー
ボネート膜を使用し、TEC と NEC の遊走能を
解析した。TEC は NEC に比較し遊走能が促進
していた。(＊P<0.05) 

 
 
(3)TEC は NEC と比較して遺伝子発現が異な
る 

Regular PCRにおいてTECはNECに比較し、
腫瘍血管内皮特異マーカーとして知られる
CD13 の発現の亢進がみられた。(＊P<0.05) 

 
(4) ヒト腎がん血管内皮(6 症例中 3 例)にお
いて CD13 の発現が高い 
6 例のヒト腎がん組織より TEC と NEC を分

離・培養し CD13 の発現を RT-PCR で解析した。 

TECは NECと比較しCD13の発現の亢進が認
められた。 

 
 
(5) TEC は遺伝学的に NEC と異なる 
 20例のヒト腎がん組織よりTECとNECを分
離・サイトスピンで単層化し、7番染色体 DNA
プローブを用いた fluorescein in situ 
hybridization (FISH)法により aneuploidy
を比較した。 
その結果、NEC は diploid であったのに対し
て、TEC では 30％以上が aneuploidy を示し
(いずれも未培養)、ヒト腎がんにおいて TEC
の一部には染色体異常があることが示され
た。その機序の一つとして、TEC における
CEMP-E の mRNA の発現低下が考えられた。 
 

 
 
(6)TEC における薬剤感受性 
抗がん剤 5-FU(a)、パクリタキセル(b)に対

する TEC と NEC の薬剤感受性の違いを薬剤処
理 72時間後に MTS アッセイよって解析した。
TEC は NEC と比較して 5-FU、パクリタキセル
に対して感受性が低かった（＊＊P＜0.05 ,
＊P＜0.01 vs NEC）。 
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(7) TEC においてアドレノメジュリン受容体
の発現は亢進している。 
NEC と TEC におけるアドレノメジュリン受

容体として知られる CRLR,RAMP2 の発現を
RT-PCR 法において検討した。 

NECと比較してTECにおいて有意にCRLRと
RAMP2 の発現がそれぞれ有意に亢進していた 
(＊P<0.05)  

 
 
(8) TEC においてアドレノメジュリン(AM)添
加により細胞増殖能、遊走能は促進され, そ
の作用はアドレノメジュリンアンタゴニス
ト(AMA)添加により阻害された。 

TEC と NEC の増殖能を MTS アッセイを用い
て検討し、遊走能を Boyden chamber 法を用
いて検討した.  

TEC においては AM 添加により増殖能、遊走
能は促進され, その作用は AMA添加により阻
害された (＊P<0.05) .  
NEC においては AM、AMA は増殖能、遊走能に
影響を及ぼさなかった. 
 

 
 
(9)まとめ 
マウス皮下移植腫瘍モデルから採取した

ヒト腎癌由来の TEC が NEC と比較して生物学
的特徴(高い生存能、遊走能)や遺伝子発現に
おいて異なることが示された。 

また、TEC は NEC と比較し、mRNA において
CD13 の強い発現が確認された。このように
TEC により強く発現する遺伝子を腫瘍血管内
皮マーカーとして標的分子と出来れば、NEC
に有害作用をもたらさず、TEC を選択的に阻
害する新たな腫瘍血管新生阻害開発に寄与
すると考えられた。 
 TEC は NEC と比較しアドレノメジュリンレ
セプターの発現が高く、アンタゴニストの投
与により NEC には影響を及ぼさずに、TEC 特

異的に増殖能、遊走能を抑制することができ
た。このような分子を標的とすることは新た
な血管新生阻害剤の開発のみならず、阻害剤
による治療前の治療効果スクリーニング(薬
剤感受性スクリーニング)につながる可能性
が示唆された。 
今後も、TEC の細胞生物学的特性解析をす

すめ、増殖や遊走を制御する因子ならびに機
構を解析することにより、新たな腫瘍血管新
生阻害剤(未知のものを含め)の効果をスク
リーニングするシステム(cell-based assay)
を樹立できる可能性が示唆された。 
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