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研究成果の概要（和文）：これまで正常血管内皮細胞に比べ，腫瘍血管内皮細胞において薬剤抵抗性関連トランスポー
ター P-glycoprotein（P-gp）の発現が高いことを見出した．本研究では，これらのトランスポーター発現ががんの治
療抵抗性に関わる可能性について検討した．In vitroにおいて腫瘍血管内皮細胞にPaclitaxelとP-gp阻害剤を併用する
と，Paclitaxel単独処理よりも増殖抑制効果が得られた．担癌マウスにPaclitaxelとP-gp阻害剤を投与すると，Paclit
axel単独投与よりも抗腫瘍効果が得られた．腫瘍血管内皮のP-gp阻害ががん治療に有用である可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：We have reported that drug resistance-related gene, P-glycoprotein (P-gp) is 
upregulated in tumor endothelial cells (TECs). In this study, we examined the involvement of P-gp 
expression of TEC in cancer refractory. When TECs were treated with both paclitaxel and P-gp inhibitor, 
TEC proliferation was inhibited compared to paclitaxel alone group. Combination treatment with paclitaxel 
and P-gp inhibitor abrogated TEC resistance in mouse tumor model. These results suggested that inhibiting 
P-gp in TECs may be a good strategy for cancer therapy.

研究分野： 腫瘍血管新生

キーワード： 腫瘍血管　薬剤抵抗性　トランスポーター
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様 式

１．研究開始当初の背景
がん細胞の

がんの再発や予後不良に大きく影響する重
要な因子である．腫瘍微小環境において，が
んの間質細胞もその薬剤抵抗性に重要な役
割を担っていることが報告されている．この
がん間質細胞が新
剤耐性のメカニズムとして注目を浴びてい

る（図１）
がん間質における腫瘍血管は，腫瘍の進展

や転移に重要な働きを担っており，腫瘍血管
を標的とする血管新生阻害療法が新たな癌
の治療戦略として
阻害療法の
投 与 す る こ と で 腫 瘍 血 管 を た た く
Metronomic Chemotherapy
種によっては十分に奏功していない．これま
でに代表者が
舌癌，腎がん，メラノーマなどの
由 来 の 腫 瘍 血 管 内 皮 細 胞 （
Endothelial Cell: TEC
成 功 し ，
Endothelial Cell: NEC
があることを報告してきた．また
由来液性因子によって
耐 性 関 連 ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 一 つ
P-glycoprotein (P
剤耐性を獲得しうることを
におけるトランスポーターの発現亢進はが
んの治療抵抗性に重要ではないかと考える
に至った．
 
２．研究の目的
腫瘍血管内皮

トランスポーターの発現解析を行い，血管新
生阻害療法に対する治療抵抗
検討するとともに，薬剤耐性を回避できる新
たな治療法の開発を目指した基盤研究を行
う． 
 
３．研
（１）
ドマウス
細胞を
常マウス皮膚から正常血管内皮細胞を分離
する．腫瘍血管内皮細胞は腫瘍組織中の細胞
のうち
法とフローサイトメーターを用いて，分離し
た血管内皮の特性解析をおこなう．
 
（２）

式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）

１．研究開始当初の背景
がん細胞の抗がん剤に対する薬剤耐性は，

がんの再発や予後不良に大きく影響する重
要な因子である．腫瘍微小環境において，が
んの間質細胞もその薬剤抵抗性に重要な役
割を担っていることが報告されている．この
がん間質細胞が新
剤耐性のメカニズムとして注目を浴びてい

（図１）． 
がん間質における腫瘍血管は，腫瘍の進展

や転移に重要な働きを担っており，腫瘍血管
を標的とする血管新生阻害療法が新たな癌
の治療戦略として
阻害療法の 1 つに抗がん剤を低濃度・長期間
投 与 す る こ と で 腫 瘍 血 管 を た た く
Metronomic Chemotherapy
種によっては十分に奏功していない．これま

代表者が所属する血管生物学教室では，
舌癌，腎がん，メラノーマなどの
由 来 の 腫 瘍 血 管 内 皮 細 胞 （
Endothelial Cell: TEC
成 功 し ，正 常 血 管内 皮 細 胞（
Endothelial Cell: NEC
があることを報告してきた．また
由来液性因子によって
耐 性 関 連 ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 一 つ

glycoprotein (P
剤耐性を獲得しうることを
におけるトランスポーターの発現亢進はが
んの治療抵抗性に重要ではないかと考える
に至った． 

２．研究の目的 
腫瘍血管内皮細胞

トランスポーターの発現解析を行い，血管新
生阻害療法に対する治療抵抗
検討するとともに，薬剤耐性を回避できる新
たな治療法の開発を目指した基盤研究を行

 

３．研究の方法 
（１）マウス血管内皮細胞の分離培養：ヌー
ドマウスゼノグラフト腫瘍
細胞を分離する．正常コントロールとして正
常マウス皮膚から正常血管内皮細胞を分離

．腫瘍血管内皮細胞は腫瘍組織中の細胞
のうち 2〜5%しかおらず，希少である．
法とフローサイトメーターを用いて，分離し
た血管内皮の特性解析をおこなう．

（２）血管内皮細胞の薬剤耐性関連トランス
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１．研究開始当初の背景 
抗がん剤に対する薬剤耐性は，

がんの再発や予後不良に大きく影響する重
要な因子である．腫瘍微小環境において，が
んの間質細胞もその薬剤抵抗性に重要な役
割を担っていることが報告されている．この
がん間質細胞が新たながん治療に対する薬
剤耐性のメカニズムとして注目を浴びてい

がん間質における腫瘍血管は，腫瘍の進展
や転移に重要な働きを担っており，腫瘍血管
を標的とする血管新生阻害療法が新たな癌
の治療戦略として期待されている

つに抗がん剤を低濃度・長期間
投 与 す る こ と で 腫 瘍 血 管 を た た く
Metronomic Chemotherapy があるが，がん
種によっては十分に奏功していない．これま

所属する血管生物学教室では，
舌癌，腎がん，メラノーマなどの
由 来 の 腫 瘍 血 管 内 皮 細 胞 （
Endothelial Cell: TEC）の分離・長期培養に

正 常 血 管内 皮 細 胞（
Endothelial Cell: NEC）に比べ様々な異常性
があることを報告してきた．また
由来液性因子によって血管内皮細胞
耐 性 関 連 ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 一 つ

glycoprotein (P-gp)の発現亢進を伴った薬
剤耐性を獲得しうることを見出し，
におけるトランスポーターの発現亢進はが
んの治療抵抗性に重要ではないかと考える

 
細胞における薬剤耐性関連

トランスポーターの発現解析を行い，血管新
生阻害療法に対する治療抵抗
検討するとともに，薬剤耐性を回避できる新
たな治療法の開発を目指した基盤研究を行

 
マウス血管内皮細胞の分離培養：ヌー

ゼノグラフト腫瘍から腫瘍血管皮
分離する．正常コントロールとして正

常マウス皮膚から正常血管内皮細胞を分離
．腫瘍血管内皮細胞は腫瘍組織中の細胞

しかおらず，希少である．
法とフローサイトメーターを用いて，分離し
た血管内皮の特性解析をおこなう．

血管内皮細胞の薬剤耐性関連トランス
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抗がん剤に対する薬剤耐性は，
がんの再発や予後不良に大きく影響する重
要な因子である．腫瘍微小環境において，が
んの間質細胞もその薬剤抵抗性に重要な役
割を担っていることが報告されている．この

たながん治療に対する薬
剤耐性のメカニズムとして注目を浴びてい

がん間質における腫瘍血管は，腫瘍の進展
や転移に重要な働きを担っており，腫瘍血管
を標的とする血管新生阻害療法が新たな癌

期待されている．血管新生
つに抗がん剤を低濃度・長期間

投 与 す る こ と で 腫 瘍 血 管 を た た く
があるが，がん

種によっては十分に奏功していない．これま
所属する血管生物学教室では，

舌癌，腎がん，メラノーマなどの 4 種の腫瘍
由 来 の 腫 瘍 血 管 内 皮 細 胞 （ Tumor 

）の分離・長期培養に
正 常 血 管内 皮 細 胞（ Normal 

）に比べ様々な異常性
があることを報告してきた．また，がん細胞

内皮細胞も薬剤
耐 性 関 連 ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 一 つ

の発現亢進を伴った薬
見出し，腫瘍血管

におけるトランスポーターの発現亢進はが
んの治療抵抗性に重要ではないかと考える

における薬剤耐性関連
トランスポーターの発現解析を行い，血管新
生阻害療法に対する治療抵抗性との相関を
検討するとともに，薬剤耐性を回避できる新
たな治療法の開発を目指した基盤研究を行

マウス血管内皮細胞の分離培養：ヌー
から腫瘍血管皮

分離する．正常コントロールとして正
常マウス皮膚から正常血管内皮細胞を分離

．腫瘍血管内皮細胞は腫瘍組織中の細胞
しかおらず，希少である．

法とフローサイトメーターを用いて，分離し
た血管内皮の特性解析をおこなう． 

血管内皮細胞の薬剤耐性関連トランス

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

抗がん剤に対する薬剤耐性は，
がんの再発や予後不良に大きく影響する重
要な因子である．腫瘍微小環境において，が
んの間質細胞もその薬剤抵抗性に重要な役
割を担っていることが報告されている．この

たながん治療に対する薬
剤耐性のメカニズムとして注目を浴びてい

がん間質における腫瘍血管は，腫瘍の進展
や転移に重要な働きを担っており，腫瘍血管
を標的とする血管新生阻害療法が新たな癌

．血管新生
つに抗がん剤を低濃度・長期間

投 与 す る こ と で 腫 瘍 血 管 を た た く
があるが，がん

種によっては十分に奏功していない．これま
所属する血管生物学教室では，

種の腫瘍
Tumor 

）の分離・長期培養に
Normal 

）に比べ様々な異常性
がん細胞
も薬剤

耐 性 関 連 ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 一 つ
の発現亢進を伴った薬

腫瘍血管
におけるトランスポーターの発現亢進はが
んの治療抵抗性に重要ではないかと考える

における薬剤耐性関連
トランスポーターの発現解析を行い，血管新

性との相関を
検討するとともに，薬剤耐性を回避できる新
たな治療法の開発を目指した基盤研究を行

マウス血管内皮細胞の分離培養：ヌー
から腫瘍血管皮

分離する．正常コントロールとして正
常マウス皮膚から正常血管内皮細胞を分離

．腫瘍血管内皮細胞は腫瘍組織中の細胞
しかおらず，希少である．PCR

法とフローサイトメーターを用いて，分離し

血管内皮細胞の薬剤耐性関連トランス

ポーター発現解析：
腫瘍血管における
ーター発現解析を行う．分離培養後の血管内
皮細胞から
遺伝子レベル，タンパクレベルでの薬剤耐性
関連トランスポーター発現解析を行う．
 
（３）
ポーター阻害剤併用療法の有効性の検討：
vitro
に対する抵抗性が
されるかを検討する．トランスポーター阻害
剤として
assay
 
（４）
ポーター阻害剤併用療法の有効性の検討
マウス腫瘍モデルにおいて
ンスポーター阻害剤を用いて，
効果が得られるか検討
CD31
出，
および腫瘍血管におけるアポトーシス細胞
数の算出を行い
 
（５）
関連トランスポーターの発現解析：共同研究
を行っている臨床講座から
んなど
より腫瘍血管
ター発現量を
 
４．研究成果
（１）
腫瘍細胞をヌードマウスに皮下移植し，腫瘍
塊から腫瘍血管皮細胞を，
として正常マウス皮膚から正常血管内皮細
胞を分離し，培養した
トメーター
血管内皮マーカー
し，ヒ
CD45
した．他細胞の混入がない純度の高い細胞を
得ることができ
 
（２）
ポーター発現解析：
より
た．
血管における
培養後の血管内皮細胞の薬剤耐性関連トラ
ンスポーター発現解析を行
に比べ
の亢進
 
（３）
ポーター阻害剤併用療法の有効性の検討：
vitro
Paclitaxel
したところ，

 

ポーター発現解析：
腫瘍血管における
ーター発現解析を行う．分離培養後の血管内
皮細胞から RNA
遺伝子レベル，タンパクレベルでの薬剤耐性
関連トランスポーター発現解析を行う．

（３）In vitro
ポーター阻害剤併用療法の有効性の検討：
vitro において腫瘍血管内皮細胞の抗がん剤
に対する抵抗性が
されるかを検討する．トランスポーター阻害
としてベラパミル

assay により検討する．

（４）In vivo
ポーター阻害剤併用療法の有効性の検討
マウス腫瘍モデルにおいて
ンスポーター阻害剤を用いて，
効果が得られるか検討
CD31 陽性血管計測による
，Cleaved Caspase

および腫瘍血管におけるアポトーシス細胞
の算出を行い

（５）臨床検体における腫瘍血管の薬剤耐性
関連トランスポーターの発現解析：共同研究
を行っている臨床講座から
んなどの臨床検体を
より腫瘍血管の薬剤耐性関連トランスポー
ター発現量を解析する．

４．研究成果 
（１）マウス血管内皮細胞の分離培養：ヒト
腫瘍細胞をヌードマウスに皮下移植し，腫瘍
塊から腫瘍血管皮細胞を，
として正常マウス皮膚から正常血管内皮細
胞を分離し，培養した
トメーター解析により
血管内皮マーカー
し，ヒト癌細胞マーカー
CD45，CD11b の発現が陰性であることを確認
した．他細胞の混入がない純度の高い細胞を
得ることができ

（２）血管内皮細胞の薬剤耐性関連トランス
ポーター発現解析：
より腫瘍血管における
た．CD31 陽性血管に
血管における P
培養後の血管内皮細胞の薬剤耐性関連トラ
ンスポーター発現解析を行
に比べ TECで MDR1
の亢進が認められた．

（３）In vitro
ポーター阻害剤併用療法の有効性の検討：
vitro において腫瘍血管内皮細胞に
Paclitaxel と P
したところ，Paclitaxel

ポーター発現解析：組織免疫染色法により，
腫瘍血管における薬剤耐性関連トランスポ
ーター発現解析を行う．分離培養後の血管内

RNA ならびにタンパクを採取し
遺伝子レベル，タンパクレベルでの薬剤耐性
関連トランスポーター発現解析を行う．

In vitro における抗がん剤とトランス
ポーター阻害剤併用療法の有効性の検討：

において腫瘍血管内皮細胞の抗がん剤
に対する抵抗性が P-gp 阻害剤でキャンセル
されるかを検討する．トランスポーター阻害

ベラパミルを使用し，増殖能
により検討する． 

n vivo における抗がん剤とトランス
ポーター阻害剤併用療法の有効性の検討
マウス腫瘍モデルにおいて，抗がん剤と
ンスポーター阻害剤を用いて，
効果が得られるか検討する

陽性血管計測による微小
Cleaved Caspase-3 染色による腫瘍細胞

および腫瘍血管におけるアポトーシス細胞
の算出を行い評価する． 

臨床検体における腫瘍血管の薬剤耐性
関連トランスポーターの発現解析：共同研究
を行っている臨床講座から腎がん，

臨床検体を入手し，組織免疫染色に
の薬剤耐性関連トランスポー
解析する． 

 
マウス血管内皮細胞の分離培養：ヒト

腫瘍細胞をヌードマウスに皮下移植し，腫瘍
塊から腫瘍血管皮細胞を，正常コントロール
として正常マウス皮膚から正常血管内皮細
胞を分離し，培養した．PCR

解析により，分離した血管内皮が
血管内皮マーカーCD31，VE-

ト癌細胞マーカーhHB
の発現が陰性であることを確認

した．他細胞の混入がない純度の高い細胞を
得ることができ，以下の解析に用いた

血管内皮細胞の薬剤耐性関連トランス
ポーター発現解析：蛍光二重

腫瘍血管における P-gp
陽性血管に P-gp が共局在し，腫瘍

P-gp 発現が観察された．
培養後の血管内皮細胞の薬剤耐性関連トラ
ンスポーター発現解析を行

MDR1 遺伝子ならびに
が認められた． 

In vitro における抗がん剤とトランス
ポーター阻害剤併用療法の有効性の検討：

において腫瘍血管内皮細胞に
P-gp 阻害剤ベラパミル
Paclitaxel 単独処理に比べ，

組織免疫染色法により，
薬剤耐性関連トランスポ

ーター発現解析を行う．分離培養後の血管内
ならびにタンパクを採取し
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関連トランスポーター発現解析を行う．
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および腫瘍血管におけるアポトーシス細胞

 

臨床検体における腫瘍血管の薬剤耐性
関連トランスポーターの発現解析：共同研究

腎がん，消化器が
入手し，組織免疫染色に
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マウス血管内皮細胞の分離培養：ヒト
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消化器が
入手し，組織免疫染色に
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マウス血管内皮細胞の分離培養：ヒト
腫瘍細胞をヌードマウスに皮下移植し，腫瘍
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として正常マウス皮膚から正常血管内皮細

法とフローサイ
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． 
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抗がん剤
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P-gp 阻害剤併用により，腫瘍血管内皮細胞の
増殖が抑制された． 
 
（４）In vivo における抗がん剤とトランス
ポーター阻害剤併用療法の有効性の検討: 
マウスに腫瘍細胞を皮下移植し，抗がん剤
Paclitaxel 単独投与ならびにトランスポー
ター阻害剤ベラパミルもしくは PSC833 の併
用療法による抗腫瘍効果の違いを比較した．
抗がん剤単独投与に比べ，トランスポーター
阻害剤併用により，腫瘍体積，微小血管密度
ならびに転移が抑制された．また組織免疫染
色により Cleaved Caspase-3 染色が腫瘍血管
でも見られ，腫瘍血管のトランスポーター阻
害を介して抗腫瘍効果が得られたことが示
された． 
 
（５）臨床検体における腫瘍血管の薬剤耐性
関連トランスポーターの発現解析：腎がん，
大腸がんの癌部ならびに非癌部の組織検体
を用いて，血管マーカーCD31 とトランスポー
ターP-gp の蛍光二重免疫染色を行った．腫瘍
血管にのみ P-gp 発現が認められ，マウスで
得られた知見がヒトでもあてはまることを
確認した． 
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