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研究成果の概要（和文）：われわれはこれまで腫瘍血管に多様性があることを見出してきた。今回の研究目的は癌の悪
性度の違いによる血管の多様性の有無とその機序を解明し、肝がんの血管を特異的に標的とする新しい分子標的薬の開
発につなぐこととした。具体的には分化型の異なる癌における血管内皮の遺伝子発現を比較した。悪性度の高い低分化
型のがんにおいて発現の高かった分子を同定し、それががん細胞の転移を促進していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We have reported that tumor endothelial cells are heterogeneous depending on 
tumor malignancy. In this study, we tried to evaluate the difference of tumor endothelial cells of 
hepatocellular carcinoma, in order to develop novel molecular for targeting liver cancer. We identified a 
marker that is highly expressed in poorly differentiated cancer compared to well-differentiated cancer 
and show that this molecule plays an important role for tumor cell metastasis. These results suggested 
that tumor endothelial cell may be involved in tumor metastasis in malignant hepatocellular carcinoma.

研究分野：消化器外科学

キーワード： 腫瘍血管新生
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌は抗癌剤に対して抵抗性を示しや

すいため抗腫瘍効果が期待しにくい．また患

者の肝機能低下による薬剤に対する忍容性

の観点から標準治療としての化学療法が確

立していない状況にある．わが国では肝細胞

癌の死亡率は現在第 4位で，毎年 3万 5千人

もの方が亡くなっている．   

肝細胞癌の多くは高分化型肝細胞癌から一

部が脱分化し，中分化、低分化となる多段階

発癌によって生じると知られている．その中

でも低分化型肝細胞癌は悪性度が高く，急速

に増大し肝内転移を起こす． 

 一方，腫瘍血管密度は肝細胞癌の分化度と

相関があり，高分化型に比べ中・低分化で有

意に高く，腫瘍血管新生はがんの悪性化にも

重要な役割を果たしているものと思われる．

共同研究者の樋田らは，これまで腫瘍血管内

皮を分離し，それまでの概念に反し，正常血

管内皮と比較して growth factorや薬剤への

感受性や遺伝子発現，増殖能，遊走能などが

異なることを報告してきた（Cancer Res. 2004, 

2005, 2006,Cancer Sci 2009）.さらに転移能が

異なる腫瘍由来の血管内皮細胞の間には遺

伝子発現や生存性などの差異があることを

証明し，がんの悪性度が異なると, 血管内皮

の性質も異なる可能性があることを世界で

初めて示した(Ohga, Hida et al Am J Pathol 

2012 ハイライトに選出).現在，申請者らは

彼らと共同で肝細胞癌血管内皮細胞の分離

とその生物学的解析を進めている． 

近年，切除不能進行肝細胞癌の治療に対して

分子標的薬であるソラフェニブが使用され

ているが，正常血管の生存にも重要な VEGF

シグナルを抑えることから正常血管に対す

る傷害による副作用が報告されている．一方，

上述のようにわれわれはこれまで腫瘍血管

に多様性があることを見出してきた．今回の

研究目的は肝細胞癌の悪性度の違いによる

血管の多様性の有無とその機序を解明し，肝

がんの血管を特異的に標的とする新しい分

子標的薬の開発につなぐこととした． 
 
２．研究の目的 
分化型の異なる肝細胞癌における血管内皮
の多様性と，肝細胞癌の悪性化への関与を解
析し，新規分子標的薬への応用を目的とする 
３．研究の方法 
 
(1) 血管内皮細胞の分離・培養  

高分化型肝細胞株と低分化肝細胞株

（HLE,HepG2）をヌードマウスに皮下移植

する．また各肝細胞癌株に RFP 遺伝子およ

び Luciferase 遺伝子導入を行い、in vivo 

imagingが可能な細胞株を樹立して同所移植

を行う．それらのマウス皮下および同所移植

腫瘍から血管内皮細胞を分離・培養し，血管

内皮の特性解析を行う．コントロールとして

正常マウスの肝臓由来血管内皮細胞を同様

に分離・培養する． 

 

(2) 高分化型肝細胞癌株由来血管内皮と低分

化型肝細胞癌株由来血管内皮の生物学的機

能解析 

分離培養した血管内皮細胞を用いて，増殖能

や運動能，血管新生能，薬剤抵抗性に関して

in vitro で機能解析を行い，性質の違いを比

較検討する． 

 

(3) 低分化型肝細胞癌株由来血管内皮に特異

的に発現する分子の同定 

DNA マイクロアレイによる網羅的解析に

より，高分化型肝細胞癌由来血管内皮に比

較し，低分化型肝細胞癌株由来血管内皮に

有意に発現が高い分子を同定する． 

 

(4) 低分化型肝細胞癌株由来血管内皮特異マ

ーカーの阻害実験 (in vitro) 

 上記で同定された分子を siRNA もしくは

阻害剤を用いて機能阻害し，増殖能や運動能，

血管新生能，薬剤抵抗性に及ぼす影響を in 

vitroで解析する． 



  

(5) 低分化型肝細胞癌株由来血管内皮特異マ

ーカーの阻害実験 (in vivo) 

 上記で腫瘍血管における機能阻害が得ら

れた特異マーカーについて，担癌マウスに阻

害剤投与を行うことで，in vivoにおいても抗

腫瘍効果，血管新生阻害効果，転移抑制効果

などを評価する． 

 

(6) 低酸素下状態における腫瘍血管内皮の解

析 

 TAE 下での腫瘍血管内皮の遺伝子発現変

化を解明するため、腫瘍血管内皮を低酸素化

状態におき、遺伝子発現変化を解析する． 

 

(7) 臨床検体におけるマーカーの発現と転移

の検討：臨床検体において，上記で同定した

低分化型肝細胞癌株由来血管内皮特異マー

カーの発現とがんの悪性度，患者の予後との

関連について病理学的な検索を行う． 

  
 
４．研究成果 
 
平成２６年度 

高分化型のヒトがん細胞株と低分化型のヒ

トがん細胞株をヌードマウスに皮下移植し、

それぞれの腫瘍塊から磁気ビーズ細胞分離

法により腫瘍血管内皮細胞を分離し培養し

た． 

それぞれの血管内皮細胞の性質について，

PCR 法およびフローサイトメトリーにより

血管内皮細胞マーカーの発現を確認し，管腔

形成能アッセイにより管腔を形成すること

を確認した． 

高分化型腫瘍由来血管内皮細胞と低分化型

腫瘍由来血管内皮細胞の生物学的機能を比

較検討した．細胞増殖能を MTS アッセイに

より，運動能および VEGFに対する遊走能を

Boyden chamberにより解析した．低分化型

腫瘍由来血管内皮細胞よりも高分化型腫瘍

由来血管内皮細胞において増殖能，運動能，

遊走能が亢進していた．さらに，いくつかの

特異遺伝子について発現量の違いが見られ

た．これらの結果から，がん細胞株の悪性度

により腫瘍組織内の血管内皮細胞の性質が

変化することが示唆された． 

次に，マウス臓器内への同所移植を行い，そ

の腫瘍の生着を in vivo imaging装置を用い

て経時的に確認することを目的として，高分

化型がん細胞株と低分化型がん細胞株につ

いて，蛍光タンパク tdtomato および発光タ

ンパク Luciferase を発現する細胞株を作製

した．tdtomato-luciferaseレンチウィルスベ

クターを遺伝子組み換えにより作製し，遺伝

子導入を行い樹立した．Tdtomato 陽性細胞

をフローサイトメトリーによりソーティン

グし，遺伝子導入された腫瘍細胞の純度を上

げた． 

  

平成２７年度  

昨年度より解析を進めてきた，腫瘍血管内皮

細胞の Gene Xの in vivoにおける機能評価を

行った．担癌マウスに Gene X の阻害剤を投

与し，経時的に抗腫瘍効果を観察したところ，

Vehicle 群と比べて治療群で腫瘍増殖抑制効

果が見られた．腫瘍血管への影響を解析する

ため，血管内皮マーカーCD31 に対する抗体

を用いて，原発腫瘍を免疫組織学的に評価し

た．その結果，CD31 陽性血管が治療群にお

いて減少しており，血管新生阻害効果が認め

られた．さらに，in vivo イメージング装置

IVIS Spectrumを用いて，肺を含む遠隔臓器へ

の転移を検討した．治療群において肺転移抑

制効果が認められ，腫瘍血管内皮マーカーX

の阻害が，血管新生阻害効果・抗腫瘍効果を

もたらすことが示唆された． 

がん組織内で血管にマーカーXが発現するメ

カニズムの解析を in vitroで行った．がん微

小環境には，がん細胞由来の液性因子や

VEGFが豊富にあり，また低酸素環境になっ



ていることが知られている．血管内皮細胞に

がん細胞培養上清を処理したところ，マーカ

ーXの発現亢進が認められた．また VEGF処

理によってもマーカー発現亢進が認められ

た．さらに血管内皮細胞を低酸素（1%酸素）

環境下で培養したところ，マーカーXの発現

が正常酸素（20%酸素）よりも亢進し，がん

微小環境の様々な因子が血管内皮細胞のマ

ーカーX発現亢進に関与していることが示唆

された． 

現在，臨床検体を用いてマーカーの発現とが

んの悪性度など臨床病理学的因子との関連

を検討している． 
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