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研究成果の概要（和文）：(1)高転移性(H11)および低転移性(P29)ルイス肺がん細胞腫瘍内の血管の性質を解析した結
果、高転移性腫瘍でLYVE1陽性のリンパ管内皮様細胞が認められ、DNAミクロアレイ解析でもLYVE1発現亢進が確認され
た。またNRP1の発現低下が示された。(2)H11およびP29細胞株から分離したRNAを用いたDNAミクロアレイ解析の結果、H
11で発現上昇している遺伝子が約15種、発現低下している遺伝子が約10種同定された。(3)発現差が大きくかつ分泌性
の蛋白質をコードする遺伝子を選択し、それらに対するshRNAを導入した細胞を作製してマウスに皮下移植し腫瘍内血
管の構造を解析した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the molecular basis of the formation of vesse
ls with different structures. (1) LYVE1-positive endothelial cells (ECs) were detected in tumors of high m
etastatic Lewis lung carcinoma cells (H11), but not in low metastatic cell (P29) tumors. (2) DNA microarra
y analyses using RNAs isolated from tumor vessel ECs demonstrated that LYVE1 expression was up-regulated i
n ECs in H11 tumor whereas NRP1 expression was down-regulated. These results suggested that H11 cells can 
induce lymphatic-like vessels in their tumors. (3) Expression profile analyses of H11 and P29 cells identi
fied 15 up-regulated and 10 down-regulated genes in H11 cells. (4) We selected genes that encode secretory
 proteins and constructed lentiviral vectors expressing shRNAs against the candidate genes. We then prepar
ed tumor cells expressing the shRNAs, transplanted the cells to mice, and analyzed the formation of tumors
 and their vessels. 
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１．研究開始当初の背景 
 血管形成・新生は組織の発生・維持に必須
であるだけでなく、がん増殖・転移、糖尿病
血管合併症、虚血性疾患など多くの疾患の発
生や進展に深く関わっている。したがって、
血管形成の制御機構の解明とその人工的制
御技術の開発は、成人病の克服という世界的
医学課題を解決するうえで極めて重要であ
る。血管内皮増殖因子（VEGF）の発見以来、
血管形成・新生の研究の進展は目覚ましく、
再生医療における血管新生の誘導法の開発
や抗がんの戦略としての血管新生抑制法の
開発など血管新生の人工的制御の研究が精
力的に進められてきた。しかしながら、それ
らは最初の期待ほどは成功しているとは言
い難く、その理由として、血管新生の制御の
機構は思ったより複雑で、未解明の部分がま
だ多く存在するということが再認識されて
きた(J. Cell. Mol. Med. 11:374-382, 2007)。
たとえば、組織ごとに血管の微細構造が異な
り（例えば、肝臓の類洞様血管、腎臓の有窓
型血管)、これがどういう分子基盤の上に決定
されているかはほとんど明らかにされてい
ない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、血管微細構造形成の決定機構を
明らかにするため、構造の異なる腫瘍血管を
誘導する転移性の異なるがん細胞株が分泌
する因子群を包括的に明らかするとともに、
それら因子群に応答して血管内皮細胞が異
なった微細構造を形成するために働く内皮
細胞側の遺伝子群を明らかにすることを目
的とした。 
 具体的には以下のように、異なった構造を
もつ血管が誘導される分子メカニズムを解
析した。 
(1) マウスルイス肺がん由来高転移性と低転
移性がん細胞の腫瘍組織内に誘導された腫
瘍血管の性質の差を明らかにするとともに、
それぞれ血管内皮細胞を分離して遺伝子発
現の差を明らかにし、両者の血管構造形成を
行う内皮細胞側の遺伝子(群)を同定する。 
(2) 高転移性細胞と低転移性細胞で発現に差
のある血管形成関連因子(群)を分泌性の因子
に焦点を当てて明らかにする。 
(3) 高転移性と低転移性のがん細胞間で発現
に差のあった血管形成関連因子(群)が異なっ
た構造を持つ血管の形成を誘導することを
検証する。 
(4) 上記で重要性が示された因子・遺伝子に
つき、正常血管ネットワーク形成における機
能を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞 
低転移性(P29)と高転移性(H11)マウスルイ
ス肺がん由来細胞株は、マウス個体で 100回
ちかい移植・転移腫瘍形成を経て、自然転移
能の違いに基づき確立された細胞株である

（Lab. Invest. 70:324-332, 1994; J. Biol. 
Chem. 283: 34294-34304, 2008）。低転移性
細胞(P29)と高転移性細胞(H11)の腫瘍血管
には明らかな違いがあり、低転移性細胞は典
型的な連続性毛細血管を腫瘍内に誘導する
のに対し、高転移性細胞は類洞様の血管形成
を誘導する（図 1）。 

 

図１ 高転移性（H11) および低転移性(P29)
ルイス肺がん細胞一次腫瘍内の血管染色
（CD31）。 
 
(2) 一次腫瘍の形成と転移能解析 
がん細胞（2 x 105個）を皮下移植し、１０日
後に腫瘍を摘出してホルムアルデヒドで固
定後、凍結切片を作成した。転移能は肺への
転移数を計測した。腫瘍内血管は抗 CD31抗
体で染色し血管形成を解析した。 
 
(3) in vitro血管新生解析 
in vitro 血管新生解析は、マトリゲル上での
管腔形成解析系（tube formation assay）、お
よび 3D コラーゲン内血管新生解析系（3D 
collagen angiogenesis assay）を用いた。 
 
(4) 免疫組織化学解析 
一次腫瘍を固定後、凍結切片を作成し血管関
連分子、リンパ管マーカー(LYVE1)、マトリ
ックス分子に対する抗体を用いて免疫染色
を行った。 
 
(5) 腫瘍血管内皮細胞の分離 
腫瘍移植後１０日の一次腫瘍を摘出し 5mm
前 後 に 細 切 後 、 PBS で 洗 浄 し 、
Collagenase/Dispaseにより分散し、抗CD45
抗体ビーズで白血球を除いた後、抗 CD31抗
体ビーズを用いた MACS カラムで血管内皮
細胞を分離した。溶出した CD31陽性画分細
胞を再度 CD31 抗体により MACS カラムに
かけ、純度の高い血管内皮細胞画分を得た。 
 
(6) RNA分離と DNAミクロアレイ解析 
がん細胞および腫瘍組織由来血管内皮細胞
からの total RNA の分離は QIAGEN 
RNeasy kitを使用した。100ngの total RNA
を用いて Affymetrix Gene 1.0 stミクロアレ
イで遺伝子の発現プロファイルを解析し、
Ingenuity IPA ソフトウェアを用いて発現の
変化した遺伝子群および既知のパスウェイ
との関連性を探索し、候補遺伝子を絞り込ん
だ。マイクロ RNAの解析は上記 Affymetrix 
Gene 1.0st アレイに載っている代表的なも
のについて解析した。 
 
(7) レンチウイルスベクターの構築とノック



ダウン細胞の作製 
上記ミクロアレイ解析で発現上昇していた
候補遺伝子のうち、分泌蛋白質をコードする
遺伝子を選択し、それらをノックダウンする
shRNA 配列を組み込んだレンチウイルスを
作成した。それら shRNA 配列を高転移細胞
に導入した安定株を樹立して、該当遺伝子の
腫瘍血管形成への影響を解析した。 
 
(8) マウス ES 細胞を用いた embryoid 
body(EB)血管内皮細胞分化解析 
ES 細胞を LIF を含まない培養液中で
hanging drop培養法により EBを形成させ、
それらを血管誘導因子存在下およびそれぞ
れの腫瘍のコンディションドメディウム存
在下で培養し各種分化マーカーの発現を
qPCRで解析した。また EBから分化した血
管形態を免疫組織染色により検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 高転移性(H11)と低転移性(P29)ルイス肺
がん細胞腫瘍内の血管内皮細胞の性質の差
の解明 
① ルイス肺がん由来高転移性細胞株と低転
移性細胞株を入手し、マウスに移植・転移腫
瘍形成を行い、高転移性細胞の再度のセレク
ションを行うとともに転移能を確認した。 
② 一次腫瘍血管の違いを、特にマトリック
ス蛋白質を中心に免疫染色により比較した。
その結果、腫瘍の血管基底膜にラミニンの存
在する比率が低転移性腫瘍では 20％以下で
あったのに対して高転移性腫瘍では 85％以
上であり、高転移性腫瘍内に形成された血管
基底膜はラミニンの豊富な血管内皮基底膜
を形成していた。このことから高低転移性お
よび低転移性腫瘍内に誘導された血管内皮
細胞はそれぞれ種類が違うと考えられた。ま
た、高転移腫瘍内の一部の血管は肝臓類洞マ
ーカーとして知られる LYVE1 の発現が認め
られた（図２）。類洞マーカーの LYVE1はリ
ンパ管マーカーとしても知られており、高転
移腫瘍がリンパ管を引き込む活性が高いか、
もしくは高転移性腫瘍の分泌する成分が血
管内皮前駆細胞をリンパ管様内皮細胞に分
化させている可能性が考えられた。 

 

図２ 高転移性(H11)および低転移性(P29)
ルイス肺がん細胞一次腫瘍の LYVE1染色。 

 
③ 高転移性細胞株と低転移性細胞株をマウ
スに移植して形成させた腫瘍組織それぞれ
から、血管内皮細胞を分離する条件を確立し
た。 
④ 高転移性および低転移性腫瘍内の血管内
皮細胞を単離し、両者の性質の差を明らかに
した。高転移性および低転移性一次腫瘍内か
らCD31陽性の血管内皮細胞をMACSで分離
し、マイクロアレイで遺伝子発現プロファイ
ルを比較した。その結果、リンパ管内皮細胞
のマーカーであるLYVE1の発現が高転移性
腫瘍血管で低転移性腫瘍血管と比べて約４倍
高いことが示された。また、高転移性腫瘍血
管ではVEGF受容体の一つであるNRP1の発
現が低下していた。さらに、血管新生に関与
することが多く報告されているmicro RNAで
あるmiR-17-92クラスターの発現が著しく高
いことが明らかとなった。 
⑤ マウス ES 細胞を用いた embryoid body 
(EB)血管内皮細胞分化系を用いてそれぞれ
の腫瘍細胞の分泌する因子が血管内皮細胞
をリンパ管様内皮細胞に分化させうるのか
を検討した結果、高転移性がん細胞の
conditioned medium(CM)は低転移性がん細
胞のそれと比較して、血管(管腔)形成誘導能
は低いが、ES細胞に対する LYVE1の発現誘
導能が顕著に高く、高転移性がん細胞の分泌
する因子群は血管前駆細胞へのリンパ管内
皮への分化誘導能が高い可能性が示された。 
 
(2) 高転移性(H11)と低転移性(P29)ルイス肺
がん細胞株で発現に差のある血管形成関連
因子(群)の解明 
① 高転移性株と低転移性株をマウスに移植
後の腫瘍組織形成に伴う腫瘍血管の微細構
造の経時的な形成過程を明らかにした。 
② コラーゲンゲル中での in vitro 血管新生
への高転移性細胞と低転移性細胞の
conditioned medium(CM)の影響を解析した
ところ、高転移性細胞の CMがより促進的な
傾向を示した。 

 

図３ 低転移性細胞(P29)と比較して高転移
性細胞(H11)で発現量が高い遺伝子(Up)と低
い遺伝子(Down)を示した。 
 
③ 高転移性細胞株(H11)と低転移性細胞株
(P29)からそれぞれ RNA を分離し、DNA ミ



クロアレイ法を用いて、両者で発現に差のあ
る血管形成関連因子を解析した。その結果、
高転移性がん細胞株で発現が上昇している
遺伝子が約 15 種、発現が低下している遺伝
子が約 10種同定され、定量 PCRでそれらの
発現を確認した（図３）。 
④ ③で同定した因子群の中から特に発現量
の差が大きく、かつ分泌性のタンパク質をコ
ードする候補遺伝子を選択し、それらの発現
を抑制する shRNA を導入したがん細胞を作
製した。それぞれの細胞をマウスに皮下移植
して腫瘍内血管の微細構造を解析した。現在
定量的解析を継続している。 
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