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研究成果の概要（和文）：がん病態形成における、がん微小環境の重要性が注目されている。研究代表者らは、本研究
で、血液線維素溶解系(線溶系)因子プラスミンの新規阻害剤のT細胞白血病・リンパ腫モデルへの投与が、マトリック
スメタロプロテアーゼ-9の活性に依存したCD11b陽性F4/80陽性の骨髄由来細胞のがん組織への浸潤と、これに伴うリン
パ腫の異常血管新生、及びその増殖を障害することを示した。また代表者らは、このプラスミン阻害剤が、CD45陽性CD
11b陽性VEGFR-1陽性の骨髄由来細胞の動員抑制により、炎症性腸疾患にも有効であることを示し、がんを含む多くの疾
患で、線溶系因子の創薬の標的分子としての重要性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：The tumor microenvironment includes hematopoietic cells, endothelial cells, and 
cancer-associated fibroblasts. Hematopoietic-myeloid cells promote cancer growth by stimulating 
angiogenesis (formation of new blood vessels). Plasmin inhibition (pharmacological and genetic) prevented 
T cell lymphoma growth and diminished matrix metalloproteinase-9 (MMP-9)-dependent CD11b+F4/80+ myeloid 
cell infiltration into lymphoma tissues. Inflammatory bowel disease (IBD) and here especially ulcerative 
colitis patients are endowed with a high of developing colorectal cancer. Plasmin regulated IBD 
progression in models of IBD by activating MMP-9 and enhancing myeloid cell influx. Plasminogen 
activation not only activated other proteases like MMP-9, but also mobilized marrow derived 
CD45+CD11b+VEGFR-1+ cells, which promoted neovascularization. In summary, we have established a critical 
role of the fibrinolytic system for regulating the cellular composition of the tumor microenvironment.

研究分野：血液学、腫瘍学、幹細胞生物学、免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) がん増殖とその病態形成過程における、
がん微小環境の重要性は揺るぎないものと
なりつつある。がん微小環境中の細胞成分と
して、いわゆる腫瘍関連マクロファージ
(TAM)を含む造血系・炎症性細胞、異常血管
を構築する血管内皮細胞、がん関連線維芽細
胞(CAF)の重要性が示唆されてきている。こ
れらの細胞群は、各種細胞間の相互作用を通
じて、がん増殖機構に関与し、異常血管新生
や転移巣の形成を含むがん病態を構成して
いる。細胞間相互作用については、サイトカ
イン、ケモカインをはじめ、接着分子やマト
リックスプロテイナーゼ(MMP)といった各
種プロテアーゼ群等の細胞外環境分子の存
在が必須と考えられている。近年、MMP 群
と血液線維素溶解系(線溶系)に代表されるセ
リンプロテアーゼ群間の相互活性化機構の
解明も進んできており、これらのプロテアー
ゼ群が、がん細胞の浸潤あるいは転移等の動
態を直接的あるいは間接的に制御している
ことも、生体内外の実験を通じ、次々と報告
されている。 
(2) 線溶系の主要酵素であるプラスミンはそ
の酵素前駆体であるプラスミノーゲンの活
性化によって生成する。生体内においては、
プラスミノーゲンは、主にウロキナーゼ型プ
ラスミノーゲンアクチベータ (uPA)、あるい
は組織型 PA(tPA)、また PA抑制因子(PAI-1、
PAI-2)等によって活性化を制御されているこ
とが判明している(Dano et al. Thromb Haemost 
2005)。 線溶系は、生体内の血栓除去機構と
して広く知られているが、いわゆる血液線溶
と、uPA の細胞表面に存在する uPA 受容体
(uPAR)による細胞表面の uPA/uPAR結合を中
心とした細胞線溶とに分類され、プラスミン
の生成は、潜在型酵素 ProMMP から活性型
MMP への変換を制御していることが解って
きている。これまでに各種のがんに対する免
疫応答として、がん微小環境中に存在する造
血系、血管内皮系細胞、あるいは CAFにおい
て、これら線溶系因子の発現増強が報告され
ている。がん病態における線溶系の生理学的
機能の詳細については未だ不明な点が多く、
がん血管新生についての仮説として二つの
側面が指摘されている。一つは、血管内皮増
殖因子(VEGF)や、がん由来のその他の生体因
子等と協調した直接的な血管内皮細胞の増
殖制御、そしてもう一つは、アンジオスタチ
ン等のコファクターのプロセシング等を通
じた間接的な作用である。また近年、PAI-1 に
ついては、脂肪細胞、線維芽細胞、マクロフ
ァージから分泌されること、がん微小環境中
の異常血管新生との連関を通じて、がん細胞
の動態に関与していることが示唆されてい
る。 
 
２．研究の目的  
がん増殖と病態形成過程において血管、サイ
トカイン、接着分子の他、CAFあるいは TAM

を含めた造血系細胞等によって構成される
がん微小環境の、がん病態形成、がん細胞動
態における重要性は確立されつつある。また
MMP やセリンプロテアーゼに代表されるプ
ロテアーゼ群は、やはりその構成因子として
機能し、がん細胞の組織内浸潤、あるいは転
移等の生体内のがん細胞動態に直接的ある
いは間接的に関与することが明らかとなっ
ている。代表者らは、これまでの研究で、生
体内の血管新生におけるプラスミン生成を
介した MMP の活性化と血管新生因子の供給
媒体として機能する造血系細胞動員の重要
性を示唆した。本研究では、線溶系を中心と
した各種プロテアーゼ活性のがん血管新生、
がん病態形成における意義と役割を明らか
にすることを主目的とし、薬剤によるプロテ
アーゼ活性制御によるがん増殖抑制療法の
可能性を探ることまでをその目的の範疇と
する。 
３．研究の方法  
① マウスおよびヒトのがん(腫瘍)組織にお
ける uPA、tPA、uPAR、プラスミンの発現
パターンの解析 マウス腫瘍組織モデル
として白血病・リンパ腫、乳がん、メラ
ノーマをはじめとする皮膚がんの腫瘍組
織、ヒト腫瘍組織モデルとして、白血病
の骨髄、リンパ腫、大腸がん、乳がん、
メラノーマ患者の腫瘍組織切片を作成し、
uPA、 tPA、uPAR、 PAI-1、プラスミノー
ゲン(Plg)、プラスミン、フィブリノーゲ
ン、フィブリン等の免疫特殊染色を行う。  
② 遺伝子改変や薬剤によるPlgまたはPA の
欠損が腫瘍の増殖・転移、骨髄由来細胞
の動員に及ぼす影響の検討 Plg -/-マウ
ス、tPA -/-マウス、uPA -/-マウス、新規プ
ラスミン阻害剤YO-2またはPAI-1阻害剤
を投与した野生型マウスに腫瘍細胞株
Colon-26、B6RV2、B16を注入し、形成さ
れた腫瘍組織を摘出し、骨髄性細胞によ
る浸潤について免疫特殊染色にて検討す
る。なおこの時、細胞表面マーカーとし
て、CD11b、Gr-1、F4/80、MBPを使用す
る。また、腫瘍組織より単一細胞を分離
し、腫瘍血管新生に寄与している
CD11b+/F4/80+細胞や VEGF 非依存性の
腫瘍血管新生に寄与している可能性のあ
る CD11b+/Gr-1+細胞について検討する。 
③ 遺伝子改変や薬剤によるPlgまたはPA の
欠損が炎症性疾患に及ぼす影響の検討
Plg -/-マウス、tPA -/-マウス、uPA -/-マウ
ス、新規プラスミン阻害剤 YO-2 または
PAI-1 阻害剤を投与した野生型マウスに
Dextran sulfate sodium による腸炎の誘導
を行い、炎症性腸疾患での線溶系の機能
解析を行う。また F1ハイブリッドによる
移植片対宿主病(GVHD)のモデルを作製
し、YO-2の有効性を精査する。  



④ uPA、tPA、PAI-1欠損型マウスにおける腫
瘍の増殖・転移の検討 野生型マウスの
骨髄を uPA、tPA、PAI-1 欠損型マウスの
骨髄で置き換える、あるいは、逆に、uPA、
tPA、PAI-1 欠損型マウスの骨髄を野生型
マウスの骨髄で置き換えることにより、
キメラ型マウスを作製する。増殖・転移
が線溶系の存在に依存する腫瘍細胞株を
投与し、腫瘍の増殖・転移、骨髄性細胞
の浸潤、血管新生について、免疫染色に
て検討する。  
⑤ プラスミンまたは PAI-1 阻害剤を投与し
たマウスにおける腫瘍の増殖・血管新生
の検討、さらに造血系細胞の血管新生関
与の精査 マウスのがんモデルに対し、
抗 CD11b抗体を投与し、骨髄性細胞を除
去した後に、プラスミン阻害剤 YO-2また
は PAI-1 阻害剤を投与し、腫瘍の増殖・
異常血管新生について検討する。さらに、
大腿動静脈の結紮による虚血肢モデルを
作製し、生理的な血管新生と線溶系、MMP
との関連性も精査し、この時の造血系細
胞の役割についても検討する。 
４．研究成果  
(1) 代表者らは、白血病・リンパ腫細胞の微
小環境—ニッチを構成する細胞、いわゆるニ
ッチ細胞として骨髄由来の CD11b陽性 F4/80
陽性細胞が機能していることを突き止めた。
一部の白血病・リンパ腫では、その増殖、進
展と共に血液中で線溶系の亢進すなわちプ
ラスミン産生の増加とこれに伴うマトリッ
クスメタロプロテイナーゼ(MMP)の活性化
が認められる。最近の他施設及び代表者らの
研究で、これらのプロテアーゼが、血管内皮
増殖因子(VEGF)や細胞増殖因子 Kit-ligandの
プロセシングを制御していることが解って
きた。本研究で、作製した白血病・リンパ腫
のマウスモデルにおいても、これらのプロテ
アーゼの活性化、VEGF、Kit-ligandの血中濃
度の上昇を認め、また遺伝子欠損マウスの使
用により、線溶系酵素 Plg／プラスミン及び
MMPの活性が、一部のリンパ腫細胞の増殖、
そしてこれらの液性因子レベルと有意な相
関関係を有することが判明した。またこの時、
リンパ腫増殖とプロテアーゼの活性化に応
じて、腫瘍組織中に CD11b陽性 F4/80陽性の
造血系細胞が有意に増加すること、さらにこ
れらの細胞が VEGF供給能を有し、異常血管
新生を誘導している可能性が示唆された。加
えて、こうした実験結果を基礎として、代表
者らは、MMP 活性を抑制する新規のプラス
ミン活性阻害剤 YO-2が、骨髄由来 CD11b陽
性 F4/80 陽性細胞の腫瘍組織周囲への動員抑
制を介し、生体内でリンパ腫増殖を有意に抑
制することを示した。 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

Figure 1: From Ishihara et al. Leukemia, 26: 
2012. 

(2) またやはりがん微小環境の構成因子と
考えられている膜型 MMP(MT1-MMP)の遺伝
子欠損マウスを精査した結果、野生型と比較
して骨髄組織における造血幹細胞に変化は
ない一方で末梢組織における造血前駆細胞
や成熟血球細胞が減少していること、さらに
骨髄の線維芽細胞—ストローマ細胞ら産生
される各種造血因子、ケモカインの発現およ
び分泌が減少していることを明らかにした。 
 Kit-ligand をはじめとする数種類の造血因
子は膜型から可溶型へプロセシングされる
という細胞外ドメイン分泌という形態をと
る。プロセシングは多くの MMP により制御
されているが、研究グループらの発表により
このMMPの活性化はMT1-MMPなどによっ
て上方制御されていることが明らかとなっ
た。また細胞外ドメイン分泌とは異なる形態
をとる造血因子についても、通常は
MT1-MMPの細胞内ドメインに結合している
HIF-1阻害物質である FIH-1が MT1-MMP遺
伝子欠損マウスでは細胞質内に遊離してし
まい HIF-1 活性が阻害される結果、HIF-1 に
より発現制御されている造血因子の遺伝子
発現が抑制されるという二つの原因を明ら
かにした。これらの実験結果は、がん微小環
境における、サイトカイン、ケモカイン、血
管制御因子群の産生が、やはり MMP の活性
によって制御されている可能性を示唆した
と言える。 

 
 
 

 
 
 

 
Figure 2. From Nishida 2012 Blood 
 
(3) またがん微小環境を構成する造血系細胞
の動態は、線溶系の活性によって制御されて
いることを明らかにした。近年、慢性炎症、
ないしは自然炎症と発がんとの関連性も示
唆されている。当方では、移植片対宿主病
(GVHD)と炎症性腸疾患の二つの炎症性疾患
(IBD)モデルを精査したところ、線溶系の活性



の活性は二つの経路で炎症性サイトカイン
分泌を制御していることを明らかにした。 
その一つは、MMP 等の活性化を通じて、
TNF-a や Fas-ligand、MCP-1 等の炎症性サイ
トカインの細胞外ドメイン分泌を促進する
経路、もう一つは NF-kB を通じて直接的な
シグナル伝達の促進、細胞内因子の活性化で
あることが判明した。MCP-1 については、
TAM の誘導あるいは動員作用も指摘されて
おり、線溶系亢進を認めるがん種においては、
こうした造血系細胞の動員、増殖を通じたが
ん増殖の促進作用が機能している可能性が
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2: From Sato et al. Leukemia 2015 
 IBD、特に潰瘍性大腸炎については、がん
化の問題も指摘されているが、今回の研究で、
当方では薬剤誘導、免疫学的機序の三つのモ
デルで、プラスミン阻害剤の有効性を確認し
ており、現在も炎症・発がん系のモデルで、
その有用性を確認中である。また急性 GVHD
のモデルにおいても線溶活性の抑制は、有意
な予後と病変の改善を認めた。 
(4) 虚血肢モデルに PAI-1 阻害剤を投与する
ことにより、対照群と比較して、有意な虚血
性壊死組織の減少や下肢の血流回復の促進
を認めた。また、PAI-1 阻害剤を投与したマ
ウスでは、生体由来の tPAが血液中で増加し
ており、この tPA量の PAI-1阻害に対する反
応性・相対的増加が、プラスミンの生成増加、
MMP-9の活性化、さらに造血因子の細胞外ド
メイン分泌亢進のプロセスを介して、骨髄由
来の造血系細胞の虚血組織中への動員を促
進することが判明した。さらにこうして組織
内 に 動 員 、 そ し て 浸 潤 し た
CD45+CD11b+VEGFR-1+細胞に、VEGF-A及
びFGF-2を供給する能力があることが判明し、
これにより下肢虚血部位における血管新生
の促進、新生血管の有意な増加を認めた。さ
らに CD11bの移植により虚血肢再生、血管新
生が促進されることも確認した。 
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