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研究成果の概要（和文）： 
腫瘍血管新生に必要な細胞外環境を与える間葉組織は、一般的に、血管網が豊富で血管新
生に許容的である。しかし、強い血管侵入抵抗性を示す組織がある。このような組織への
血管侵入は臓器の生理機能の破壊をもたらし、種々の病態を導く。本研究では、軟骨特異
的な血管新生抑制因子 Chondromodulin-I（ChM-I）と、これに相同性を有する新規な血
管新生抑制因子 Tenomodulin（Tnmd）を中心に血管侵入抵抗性の分子基盤を解析した。
その結果、組織血管化の制御に ChM-I/Tnmd vs. VEGF-A のシグナルバランスが関与し、
血管新生因子の高発現のみならず血管新生抑制因子の発現消失も血管新生病態の形成に重
要な役割を果たしていることが明らかとなった。また、比活性の高い組換え ChM-I 蛋白
質を発現調製することに成功し、血管新生刺激に応答をしている血管内皮細胞に対して
ChM-I が特異な抑制作用を示すことが明らかとなった。一方、循環毛細血管網の可視化技
術を確立し、ニワトリ胚肢芽間充織にウイルスベクターを用いて VEGF-A を高発現させる
ことにより血管侵入抵抗性組織の局在を詳細に解析した。その結果、胎生期に軟骨性骨原
基（ChhM-I positive）を外側から包んでいる軟骨周囲組織が極めて強靱な血管侵入抵抗性
を示すことを初めて発見した。この新たな血管侵入バリアーは特異な VEGF-A シグナルの
受容機構よって制御されており、骨原基への血管侵入のタイミングに決定的な役割を果た
していることが明らかとなった。間葉組織に出現する血管侵入抵抗性の分子基盤の解明は、
あらたな抗腫瘍療法の開発に寄与すると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In general, mesenchymal tissues are well-vascularized and permissive to vascular 
invasion upon stimulation by proangiogenic stimuli. However, anti-angiogenic 
mesenchymes are also known in the body. Abnormal vascular invasion into these 
tissues is devastating to physiological functions in organs and often pathogenic. In this 
study, we investigate the molecular basis of anti-angiogenic properties of mesenchymal 
structures with special attention to tissue-specific angiogenesis inhibitors, 
chondromodulin-I (ChM-I) and tenomodulin (Tnmd). Our present results indicate that 
the angiogenic signal balance between VEGF-A vs. ChM-I/Tnmd underlies the control 
of tissue vascularity and vascular homeostasis. Moreover, we clearly demonstrated 
that the loss of these inhibitors plays an important pathogenic role in angiogenic 
diseases as well as the overexpression of angiogenic factors such as VEGF-A. In the 
meantime, we successfully expressed recombinant human ChM-I with a high specific 
activity comparable to that of naturally occurring ChM-I. Using this preparation of 
recombinant protein, we have shown that ChM-I inhibits angiogenic actions of 
cultured vascular endothelial cells in response to VEGF-A through a unique mode of 
signaling pathway. Then, to gain a further insight into functions of anti-angiogenic 
barriers, we attempted to visualize anti-angiogenic barriers during endochondral bone 
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formation by overexpressing VEGF-A with a viral vector in chick limb buds. 
Circulating microvessels were visualized by injecting India ink through the 
extraembryonic vitelline vein. VEGF-A thus expressed dramatically induced a high 
density of vasculature in connective tissue, which enabled us to identify perichondrial 
anti-angiogenic barriers surrounding cartilaginous bone rudiments for the first time. 
This novel anti-angiogenic barrier is regulated by a specific mode of VEGF-A signal 
reception and plays a central role in vascular invasion into cartilage to occur. These 
results will provide a important clue to the development of a novel anti-tumor therapy.  
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2005 年度 8,400,000 0 8,400,000 

2006 年度 9,800,000 0 9,800,000 

2007 年度 9,800,000 0 9,800,000 

2008 年度 8,700,000 0 8,700,000 

2009 年度 8,700,000 0 8,700,000 

総 計 45,400,000 0 45,400,000 

 
 
研究分野：細胞生物学 
科研費の分科・細目：011 
キーワード：chondromodulin-I、VEGF、血管侵入抵抗性、生体分子、結合組織 
 
１．研究開始当初の背景 
がん細胞の増殖を標的とする抗腫瘍剤では、
正常細胞に対する副作用を完全に除くこと
が容易ではない。一方、腫瘍造成と遠隔転移
に関する腫瘍血管新生の重要性に関する研
究は、米国 Harvard 大学小児病院の J. 
Folkman（本研究期間中に急逝）とその共同
研究者らによって先導的に進められてきた。
その結果、Endostatinに代表される基底膜成
分の限定分解物がつくる一群の血管新生抑
制因子の存在が示された。しかし、腫瘍血管
新生抑制に基づく抗腫瘍剤の開発は遅れて
きた。一方、生理的に血管侵入抵抗性を有す
る組織が存在することは古くから知られて
いるが、その分子機構は十分に解明されてい
ない。申請者らは、血管侵入抵抗性組織の存
在と器官形成において機能する特異的な血
管新生抑制因子 Chondromodulin-I (ChM-I)
とその関連因子 Tenomodulin (Tnmd)を世界に
先駆けて発見し、これにもとづく新たな抗腫
瘍戦略の開発に独自の方向性を示してきた。
（FEBS Lett, 458:436-440, 1999; J Cell Sci, 
117:2731-2744, 2004）。このように ChM-Iや
Tnmdは、血管侵入抵抗性組織に特異的に存在
する新たな分子群であって、生理的に働く血
管新生抑制因子の分野では比類が無い
(Biochim Biophis Res Commun, 333:299-307, 
2005; Curr Pharm Design, 13:2101-2112, 
2007)。 

２．研究の目的 
がん細胞による腫瘍造成や遠隔転移の動態
は、腫瘍血管新生と密接に関係することが知
られている。血液循環を支える血管系はそれ
自体完備した一つの循環器官として捉えら
れるから、腫瘍血管新生は腫瘍組織と血管系
の特異な相互作用として理解される。一方、
間葉系組織や器官には豊富な血管網が存在
し、これらの組織に対する血管侵入も一般的
に容易である。ところが、軟骨や腱・靭帯な
どの結合組織には、 Fibroblast Growth 
Factor (FGF)や Vascular Endothelial Growth 
Factor (VEGF)などの血管侵入誘導因子が存
在するにもかかわらず、無血管に保たれ、周
囲血管網の侵入にも抵抗性を示す。そこで、
このような血管侵入抵抗性を示す組織に特
異的に存在する血管新生抑制因子を検索し、
ChM-Iや Tnmdの発見に至った。既にこれらの
組換えタンパク質が血管新生を抑制するこ
とを明らかにした。さらにヒトの固形腫瘍に
おける腫瘍血管新生をも抑制することを示
すことに成功した。そこで、間葉組織におけ
る血管侵入抵抗性の分子基盤を血管新生促
進／抑制シグナルバランスの観点から理解
することで、がんの先進治療戦略の開発に資
することを目的としている。 
３．研究の方法 
１）In situ hybridization 法及び免疫組織
染色法により、マウス・ニワトリ等の実験モ



デル動物における ChM-I と Tnmd の発現局在
を詳細に検討する。 
２）ニワトリ肢芽発生における血管新生バラ
ンススイッチを人為的にシフトさせて血管
侵入抵抗性の評価を引き続き行なう。このた
めに、肢芽に電気穿孔法を用いて種々の
VEGF-A分子種を強制発現させる。さらに、卵
黄静脈から India inkを注入することにより
ニワトリ胚体内の循環毛細血管網を可視化
し、軟骨性骨原基への血管侵入を解析する。 
３）種々の組換え ChM-Iタンパク質を発現し
て血管内皮細胞に対する作用機序を検討す
る。特に ChM-Iの血管内皮細胞遊走阻害活性
を指標に、生物活性に必須の構造ドメインを
明らかにする。 
４）ヒト血管内皮細胞(HUVEC)培養系を駆使
して、ChM-Iの血管形成抑制作用機序を FGF2
や VEGF 受容体リン酸化を起点とするシグナ
ル伝達経路や細胞運動特性への作用を
Western blot法により解析する。 
５）軟骨前駆細胞 ATDC5培養系では、軟骨組
織分化における血管侵入抵抗性のスイッチ
イングをモデル化できる。そこで、各分化段
階の培養系からRNAを抽出して高品位のLong 
SAGE ライブラリーを構築し、SAGE タグを抽
出する。 
 
４．研究成果 
組織に血管新生が誘導されるかどうかは、組
織局所での血管新生促進と血管新生抑制シ
グナルのトータルバランスが血管新生促進
側にシフトすることによるとされている（バ
ランススイッチ仮説）。現在、血管新生促進
シグナルとして VEGF-Aが最も代表的である。
これに対して、実際に血管新生抑制因子が
VEGF-A にカウンターバランスしているかど
うかは不明であった。 
そこで、ChM-I の発現部位を詳細に検索し

た結果、ニワトリやマウス胚の心形成領域に
も ChM-Iの強い発現を認めた。その後、発生
の進行に沿って発現は徐々に弁に限局した。
心臓弁を構成する間葉組織は無血管で、ヒト
心臓弁でも ChM-I の強い発現が観察された。
しかし、心臓弁膜症では、弁での ChM-Iの発
現消失と共に VEGF-A の発現亢進が観察され
た。このことは、バランススイッチが血管新
生促進側にシフトしていることを示してお
り、実際に弁組織への血管侵入が観察された。
また、ChM-I KOマウスでは Agingと共に弁組
織で高頻度に VEGF-A の発現が観察され、大
動脈弁狭窄が惹起した。これらの結果は軟骨
以外においても ChM-Iが血管侵入抵抗性維持
に関わる機能分子であることを示唆するの
みならず、血管新生病態の背景に ChM-I vs. 
VEGF-A のバランスシフトがあることを示し
ていた。特に、血管新生抑制因子の発現消失
が血管新生病態の形成を導くことが ChM-I KO

マウスによって個体レベルで初めて明らか
にされた。 
次いで、腱索に Tnmdが特異的に発現してい

ることを免疫組織学的に明らかにした。腱索
は心臓弁につながる腱様の組織である。腱索
は外側から内皮細胞層・弾性線維層・膠原線
維層の３層により構成されるが、内皮細胞層
特異的に Tnmd タンパク質が局在することが
判明した。腱索では弾性線維層内に乳頭筋か
ら弁尖に向かって血管が走行するが、これを
Tnmd陽性の内皮細胞層が取り囲んでいた。こ
の内皮細胞層に機械的傷害を作成したとこ
ろ、Tnmd の発現消失と共に VEGF-A の著しい
発現亢進が認められ、腱索への血管侵入を伴
う組織リモデリングにより腱索の断裂に至
ることが判明した。すなわち Tnmd vs. VEGF-A
のバランススイッチの存在が示唆された。 
ところで、骨組織は胎生期には軟骨（軟骨

性骨原基）として形成される。骨原基中央部
では、やがて軟骨細胞の肥大化・石灰化が開
始され、それまで無血管に保たれていた軟骨
に血管が侵入する。さらに侵入血管により破
軟骨・破骨細胞が出現すると、軟骨は骨に置
換される（内軟骨性骨形成）。軟骨が強い血
管新生抑制活性を示す一方で、Fibroblast 
Growth Factor-2 (FGF-2)や VEGF-A を含む
種々の血管新生促進因子も軟骨に発現して
いる。軟骨前駆細胞株 ATDC5の軟骨分化に伴
う Long SAGEライブラリーの解析（成熟軟骨
細胞期と石灰化軟骨細胞期から各々７万タ
グの遺伝子発現情報を得た）は軟骨での多様
な血管新生促進分子の発現を示唆し、軟骨の
血管侵入抵抗性の理解には血管新生抑制サ
イドからの理解が不可欠であることを強く
示唆した。免疫組織学的解析でも、ChM-I は
高い血管侵入抵抗性を示す静止軟骨層から
増殖軟骨層で細胞外マトリックス（ECM）成
分として高濃度に存在していた。やがて肥大
化軟骨に分化すると ChM-I mRNA の発現消失
のみならず一旦 ECM 中に蓄積していた ChM-I
蛋白質も消失し、VEGF-Aの発現亢進が起こっ
た。骨形成における ChM-I vs. VEGF-A によ
る血管新生バランススイッチのシフトを示
唆する観察が得られた。 
ChM-I KOマウスでは軟骨性骨原基への血管

侵入に異常はなかった。これまでに見いださ
れた血管新生抑制因子について作成された
いずれの KO マウスにも軟骨性骨原基への血
管侵入異常を示したものはない。そこで、逆
に VEGF-A を高発現させることで間充織内の
血管侵入圧力を人為的に高めることを試み
た。VEGF-Aには強い血管透過性亢進作用が伴
うので、軟骨特異的に VEGF-A を高発現する
トランスジェニックマウスでは骨形成期ま
でに致死となり解析できなかった。次に、ニ
ワトリ胚肢芽に VEGF-A を電気穿孔法により
高発現させた。この方法によれば四肢の一部



のみに VEGF-A を発現させることができるの
で（後肢の片側に高発現させた）、骨形成期
までの解析が可能となった。卵黄静脈から
India ink を注入して循環毛細血管網を可視
化しながら肢芽における内軟骨性骨形成過
程を詳細に解析することに成功した。その結
果、新規の血管侵入バリアーの発見に至った。
即ち、ChM-I は骨原基芯部の軟骨 ECM に局在
しているものの、骨原基の外層を取り囲む軟
骨周囲組織が極めて強い血管侵入バリアー
を構成していることが明らかとなった。この
ために ChM-I KO マウスの骨原基への血管侵
入に異常が出現しなかったことが強く推察
された。この血管侵入バリアーは、血管新生
抑制因子を ECM に蓄積する軟骨とは異なり
VEGF-A 受容体複合体の活性化のレベルで制
御されていた。さらに軟骨周囲のバリアーを
乗り越えたあと、新生血管網が軟骨 ECMに侵
入するには VEGF-A に続いて TGF-βの活性化
が不可欠であることが判明し、骨形成におけ
る新たな血管侵入制御モデルを提唱した。 
次に、ChM-I/Tnmdの構造活性相関をもとに

その生物活性の分子基盤を明らかにするこ
とを試みた。ChM-Iは、糖鎖修飾を受ける N-
末端側のドメイン１と、4 個のジスルフィド
架橋をもつドメイン 2の二つの領域からなっ
ている。まず cDNA を E. coli に発現させて
糖鎖修飾のない組換えヒト ChM-Iを調製した。
バイオアッセイの結果、ドメイン 2のジスル
フィド架橋が正しく形成されていれば軟骨
細胞や血管内皮細胞に対して生物活性を示
した。しかし、ドメイン１の糖鎖修飾が分子
全体の構造安定化に極めて重要で、これが無
いものは比活性が著しく低いことが判明し
た。さらに、無血清培養条件下に 293細胞で
cDNAを発現させ、糖鎖修飾を受けた組換え体
(rhChM-I)を調製した。その結果、ヒト臍帯
静脈内皮細胞(HUVEC)を用いた細胞遊走アッ
セイにおいて、ウシ胎仔軟骨から精製した天
然型 ChM-Iと同等の高い細胞遊走阻害活性を
保持した標品を得た。即ち rhChM-Iは至適濃
度の VEGF-A 刺激下に HUVEC の遊走を強力に
抑 制 し た (ID50=5.4 nM) 。 FGF-2 や
Insulin-like Growth Factor-Iなどの受容体
チロシンキナーゼ刺激による遊走も同様に
阻害した。また、rhChM-Iは刺激依存的な Rac1
の活性化を抑制してアクチン細胞骨格の再
構成を阻害することにより葉状仮足の伸長
を不安定化した。一方、血中に存在する LPA 
(lysophosphatidic acid)による内皮細胞の
遊走には全く作用しなかった。 
さらにミュータジェネシスにより構造活性

相関を検討した。その結果、活性発現に 1）
Cys83-Cys99 にかかるジスルフィド結合が不
可欠であり、さらに２）W111-V120 の疎水領
域が補助的な役割を担っていることが示唆
された。これらの配列を含む部分構造ペプチ

ドを化学合成し、in vitro培養系への生物活
性を有することを明らかにした。また、この
ように化学合成した部分構造ペプチドがヌ
ードマウスに移植したヒト固形腫瘍に対し
て抗腫瘍効果を示すことも明らかとなり（投
稿準備中）、今後の腫瘍血管新生を標的とし
た抗腫瘍剤の創薬への応用が期待されるに
至っている。 
これまで ChM-I に対する力価の高いモノク

ローン抗体は得られたことがなかった。しか
し、本研究により得られた rhChM-I標品を免
疫原として、抗 ChM-I モノクローン抗体を 6
クローン取得（IgGクラスが 5クローン、IgA
クラスが 1クローン）する事に成功した。そ
のうち IgAクローンを含む 3クローンは高力
価であった。さらに、野生型マウスおよび
ChM-I ノックアウトマウスの肋軟骨抽出液を
用いて Western blot を行って免疫反応の特
異性を評価した。その結果、1 クローンは
ChM-I 分子のドメイン 1 を認識し、他の 2 ク
ローンはドメイン 2を認識していることが推
定された。これらの抗体は、ChM-I ELISA 系
の開発など、新たな研究ツールとして不可欠
であることから、本計画研究の大きな成果の
一つに数えられる。 
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