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研究成果の概要（和文）：がんの進展・転移状況は、その予後を大きく規定する。腫瘍内の血管・

リンパ管新生は、がんの進展・転移に果たす役割は大きいため、その分子機構を解明すること

は、がん制御に重要不可欠な研究である。本研究により、腫瘍原発巣の微小環境の変化でアンジ

オポエチン様因子 2 発現が著明に誘導され、腫瘍血管・リンパ管新生促進などを介してがん進

展・転移を促進させること、その制御ががん転移の新規治療法開発に貢献できる可能性を明ら

かにした。

研究成果の概要（英文）：Despite intense effort, strategies designed to inhibit tumor cell

metastasis have been unsuccessful because of lack of understanding of mechanisms underlying

the process. Here we report that increases in expression and secretion of angiopoietin-like

protein 2 (Angptl2) by primary tumors are highly correlated with the frequency of tumor

metastasis both in patients and in tumor cell-implanted mouse models. Tumor cell-derived

Angptl2 accelerates metastasis by activating tumor angiogenesis and lymphangiogenesis.

Angptl2 expressed in tumor cells was induced by hypoxia and undernutrition, suggesting

that the tumor microenvironment induces a tumor cell-derived Angptl2 signal that promotes

metastasis. Conversely, targeted deletion of Angptl2 in tumor cells significantly

decreased metastasis in tumor cell-implanted mouse models. Based on the present findings

we propose that Angptl2 functions as a key regulator of tumor metastasis. These studies

could form the basis of new treatment strategies to antagonize tumor metastasis.
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１．研究開始当初の背景

(1)がん原発組織が増大していく過程では、がん
細胞に酸素や栄養を充分に供給する腫瘍栄養血
管が形成されることが必須である。この腫瘍栄養
血管は、生理的な組織の構築過程と同様、既存の
血管から新しい血管の分枝が伸長していく、いわ
ゆる血管新生と呼ばれる過程で構築されていく。
しかし、腫瘍内と、正常組織内で血管新生により
構築された血管を比較すると、正常組織内では、
血管内皮細胞が壁細胞に覆われた安定な構造を
呈するのに対して、腫瘍内では壁細胞の内皮細胞
への裏打ちが多くの血管で欠損している。また通
常の血管ではほとんど観察されない蛇行性を示
す等、腫瘍内で形成された血管は、通常の血管と
は異なる特徴を示す。また、腫瘍組織内において
も、腫瘍周辺部位と、腫瘍中心部では血管の成熟
度が大きく異なっており、抗癌剤などの薬剤の感
受性に対する考慮すべき現象の一つとして、血管
成熟化の機序を明らかにすることが重要と考え
られている。また近年、腫瘍の転移においては、
血行性転移に加え、リンパ節転移において腫瘍内
に形成されるリンパ管がリンパ行性転移重要な
役割を担っていることが示唆されてきており、腫
瘍形成における血管およびリンパ管新生の制御
機構の解明において、新規分子の単離やその機能
解析をはじめ、がん治療に発展しうる研究が重要
不可欠と考えられている。研究開始当初の背景と
しては、血管研究に比較して、リンパ管研究は、
細胞株や特異的抗体等の研究に必要なインフラ
が整備されていないという大きな問題点があっ
た。

２．研究の目的

がんの増大・進展・転移の中心的役割を果たして
いる『血管新生』『リンパ管新生』に着目し、が
ん組織におけるリンパ管・血管新生の共通の分子
機構を解明しその制御による新規治療法開発に
つながる基盤研究を行う。

(1) 研究開始当初の背景としては、血管研究に比
較して、リンパ管研究は、細胞株や特異的抗体等
の研究に必要なインフラが整備されていないと
いう大きな問題点があった。本研究開始前に、そ
の問題を解決するために、我々は、リンパ管内皮
細胞特異的分子であるマウスLYVE-1 (Lymphatic
vessel endothelial hyaluronan receptor-1) に
対するモノクローナル抗体の作成に成功してい
た。本研究では、抗 LYVE-1 モノクローナル抗体
を用いて純化、単離したリンパ管内皮細胞の解析
を行い、血管新生・リンパ管新生には共通の分子
機構の探索、及び我々が血管研究でその機能を解
明してきた Tie2 受容体／アンジオポエチンシグ
ナルがリンパ管新生でも機能しているかどうか
を検討することを目的とした。

(2)リンパ管研究に必要なリンパ管内皮細胞株を
得るために、ヒトリンパ管腫よりリンパ管内皮細
胞の細胞株樹立を目指すことを目的とした。

(3) 本研究開始前に我々は、アンジオポエチンに
構造上類似した機能未知のアンジオポエチン様
因子ファミリー分子(Angptl)の同定に成功して
いた。また、これらの分子の中に、血管新生制御
作用を有するものがあることを見出していた
(PNAS 2003, Cancer Res 2003, Blood 2004)。本
研究では、Angptlの『血管新生』『リンパ管新生』
における機能解析を行い、そのシグナル及び発現
制御による腫瘍増殖、浸潤及び転移抑制が可能で
あるか検討することを目的とした。

(4)様々な再生組織においても血管新生は重要で
あるが、そのソースとなる細胞の多くは、骨髄細
胞由来であることが示唆され始めていた。また、
我々は、ユビキチンリガーゼFbxw7が、血管内皮
細胞の動脈・静脈への分化に重要であることを報
告していた（J Biol Chem 2004）。本研究では、
骨髄由来動脈・静脈血管内皮細胞のがんの増大・
進展・転移への貢献の検討を行うことを目的とし
た。

３．研究の方法

(1) 抗 LYVE-1 モノクローナル抗体を用いて蛍光
細胞分離装置 (FACS) を行い、マウス胎児より発
生過程でのリンパ管内皮細胞と血管内皮細胞を
各々純化、単離し、これまで血管新生で重要な機
能を果たすことが報告されている因子、シグナル
に関して、リンパ管内皮細胞にも発現しているか
どうか検討し、リンパ管・血管新生の共通の分子
候補を抽出する。その中で、機能が解明されてい
ない分子を選択し、さらにリンパ管内皮細胞にお
ける機能解析を行う。

(2) ヒトリンパ管腫症例のリンパ管腫摘出症例
からヒトリンパ管内皮細胞株の樹立を行い、さら
に不死化リンパ管内皮細胞の細胞株樹立を行う。

(3) アンジオポエチン様因子ファミリー分子
(Angptl)の遺伝子改変マウスを作製し、『血管新
生』『リンパ管新生』における機能解析を行う。
また、各臓器のヒトがん細胞株での発現を検討す
る。また、関連が強く示唆されるがん細胞株にお
いては、in vitroでのAngptlの機能解析、免疫
不全マウスを用いた細胞株の移植実験を行い、in
vivo での腫瘍増殖、浸潤及び転移における
Angptl の機能解析を行い、そのシグナル及び発
現制御による腫瘍増殖、浸潤及び転移抑制が可能
であるか検討する。

(4) 骨髄由来動脈・静脈血管内皮細胞のがんの増
大・進展・転移への貢献の検討を行うことを目的
にユビキチンリガーゼ Fbxw7 の骨髄細胞特異的



遺伝子欠損マウスを作製し、がん細胞移植モデル
を用いて骨髄由来動脈・静脈血管内皮細胞のがん
の増大・進展・転移への貢献の検討を行う。

４．研究成果

(1) 抗 LYVE-1 モノクローナル抗体を用いて蛍光
細胞分離装置 (FACS) を行い、マウス胎児より発
生過程でのリンパ管内皮細胞と血管内皮細胞を
各々純化、単離し、今まで血管系で重要と考えら
れていたシグナルの受容体（VEGFR1, VEGFR2,
TIE2）などが LYVE-1 陽性のリンパ管内皮細胞に
も同等量発現していることを見出した（図１）。
これらの結果から、血管新生・リンパ管新生には
共通の分子機構があるが明らかとなった。特に、
Tie2 受容体／アンジオポエチンシグナルがリン
パ管新生にも重要であることを明らかにした（図
2）（Morisada et al. Blood 2005, Tammela et al.
Blood 2005, Hamaguchi et al. Blood 2006）。

図１ Tie2はリンパ管内皮細胞に発現する。

図 2 Tie2 受容体／アンジオポエチンシグナル
はリンパ管新生を誘導する

さらに、アンジオポエチンの特異的受容体である
TIE2 の可溶型受容体（アンジオポエチントラッ
プ）を作成し、マウスへの腫瘍移植実験に投与し
たところ、投与群は対照群に比較し腫瘍の増殖が
軽度であることを確認しており、アンジオポエチ
ンシグナルを介した血管、リンパ管新生が腫瘍増
殖に寄与しており、治療標的になる可能性を見出
した。

(2) ヒトリンパ管腫よりヒトリンパ管内皮細胞
の細胞株樹立に成功し（図 3）、血管研究に比較
し研究の手法が極めて少ないリンパ管研究のイ
ンフラ整備に貢献できた。

図3 ヒトリンパ管腫より樹立したヒトリンパ管
内皮細胞

(3) アンジオポエチン様因子(Angptl)ファミリ
ーとがんに関する研究で平成 17 年度に Angptl2
がある種のがん細胞株で発現が亢進しているこ
と、化学物質による誘導で生じるがんでもその発
現が誘導されることを見出し、平成 18 年度に生
物学的作用として血管新生作用、リンパ管新生作
用、単球遊走能促進を示すこと、トランスジェニ
ックマウスを用いたマウス個体での過剰発現に
より、単球の接着及び透過性の亢進した病的な血
管（図4）、径の拡大したリンパ管（図5）が誘導
されることを見出した。

図4 レクチン染色で描出されたAngptl2によっ
て誘導された病的血管

図 5 Angptl2 によって誘導された拡大した
Lyve-1陽性リンパ管

平成 19 年度にはヒトのがんでの発現が検討でき
るように複数の抗体を作製した。作製した抗体は、
免疫染色に使用できるだけでなく、組み合わせに
より ELISA 法にて濃度を定量的に測定できるこ
とを確認した。我々は、乳がん患者、肺がん患者
における血清ANGPTL2値を測定し、両がん患者と
も、がん細胞が原発巣にとどまらず、周辺他臓器
に浸潤、遠隔他臓器に転移した進行がん症例では、
健常人と比較して血清 ANGPTL2 値が有意（P 値
<0.05）に高値であることを見出した。また乳が
ん症例において、化学療法治療前後の経過におけ



る血清ANGPTL2値の変化を検討したところ、診断
時は高値であった血清 ANGPTL2 値が化学療法後
のがん細胞の消失に伴い低下した。しかしながら、
遠隔臓器への転移として再発した際に、血清
ANGPTL2値は再上昇した。これらの結果より、血
清ANGPTL2値は、がんの進行度と密接に関連して
おり、新規がん転移診断マーカーとして有用であ
る可能性が示唆された（特許申請中）。これまで、
ANGPTL2の発現は、低酸素や酸化ストレスなどの
刺激により上昇することを報告していたが、本研
究により ANGPTL2 の発現調節にはがん微小環境
ストレスによって誘導される転写因子群が重要
であることを明らかにした（論文投稿中）。次に、
低転移性肺がん細胞株とその亜株である高転移
性肺がん細胞株を用いてマウス担がんモデルを
作成し解析を行ったところ、高転移性株を移植し
た腫瘍細胞は大部分が ANGPTL2 陽性細胞である
のに対し、低転移性株では、ANGPTL2陽性細胞の
占める割合が高転移性株と比較して有意に低値
であり、ANGPTL2陽性細胞が高転移性を示す可能
性が示唆された。この可能性を検証するために
ANGPTL2持続高発現肺がん細胞株を作製し、マウ
ス担がんモデルを作成したところ、コントロール
株と比較して肺転移能、リンパ節転移能が増強さ
れ、逆にANGPTL2をノックダウンした細胞株では、
転移が抑制されていた（論文投稿中）。以上より、
我々は、ANGPTL2が、がん細胞進展・転移の促進
因子であることを明らかにした。

(4) 以前我々が血管内皮細胞の動脈・静脈への分
化に重要であることを報告している（JBiol Chem
2004）細胞周期を抑制的に制御するユビキチンリ
ガーゼ Fbxw7 の骨髄細胞特異的遺伝子欠損マウ
スを作製し、がん細胞移植モデルを用いて骨髄由
来動脈・静脈血管内皮細胞のがんの増大・進展・
転移への貢献の検討を試みる計画を行った。予想
外にFbxw7骨髄細胞特異的欠損マウスは、約半数
が T 細胞性急性リンパ性白血病(T-ALL)を発症し
たため、目的の解析は行えなかった。しかし、こ
のマウスの白血病細胞は、正常マウスに移植する
と同様の白血病を繰り返しひきおこすことから、
その中に白血病幹細胞が存在することが示唆さ
れた。さらに日本人のT細胞性急性リンパ性白血
病(T-ALL)の44症例中8症例でFBXW7の遺伝子変
異が存在することも確認し、Fbxw7が造血幹細胞
を細胞周期の静止期にとどめ、過剰な細胞分裂に
伴う造血幹細胞の枯渇を未然に防いでいるとと
もに白血病発症を阻止する安全弁としても機能
していることを報告した（Genes Dev 2008）。

図 Fbxw7が正常造血維持と白血病発症抑制に働
く機序

A) Fbxw7は細胞周期を促進する分子を抑制するこ
とによって静止状態にある造血幹細胞の維持に

働いている。B) Fbxw7 が欠損した造血幹細胞では
細胞周期を促進する分子が分解されずに蓄積す
るため、細胞周期が過剰に亢進する。この細胞周
期が過剰に亢進した異常な細胞はp53に依存した
アポトーシスにより排除され、その結果、造血幹
細胞数が著明に減少し造血が維持されなくなる。
C) Fbxw7が欠損した血液細胞ではp53の不活化が
高頻度で認められる。そのため細胞周期が過剰に
亢進した異常な造血幹-前駆細胞の中からアポト
ーシスによる細胞死を逃れる細胞が出現し、白血
病をひきおこすと考えられる。
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〔学会発表〕（計10件） 

1) 第32回日本分子生物学会総会
（平成21年12月9日-12日、パシフィコ横浜）
尾池雄一
ワークショップ「Chronic inflammation:
molecular basis of lifestyle-related disease
and cancer（慢性炎症：生活習慣病・癌に共通
する基盤病態）」
演題名；Roles of ANGPTL2 in chronic infl
ammation and life-style related diseases（”
慢性炎症”の鍵因子ANGPTL2と生活習慣病・癌
の病態生理）

2) 第82回日本生化学会大会
（平成21年10月21日-24日、神戸ポートアイ
ランド）尾池雄一
シンポジウム「生命科学における血管新生研究
のインパクト/ Regulation of Angiogenesis
-Physiology and Pathology」
演題名；血管新生因子ANGPTLファミリー研究の
最前線

3) 第68回日本癌学会学術総会
（平成21年10月1日-3日、パシフィコ横浜）
尾池雄一
シ ン ポ ジ ウ ム 「 Tumor angiogenesis and
lymphangiogenesis 腫瘍血管・リンパ管新生」
演題名；がん浸潤・転移におけるアンジオポエ
チン様因子の機能解析

4) 第29回日本炎症・再生医学会
（平成20年7月8日-10日、東京都・都市セン
ターホテル）尾池雄一
シンポジウム「モデル動物を使った血管・リン
パ管発生メカニズム」
演題名；アンジオポエチン様因子(ANGPTL)と血
管・リンパ管

5) THE U.S.-JAPAN COOPERATIVE CANCER RESEARCH
（平成20年3月19日-21日、京都）
尾池雄一
ワークショップ「Lymphangiogenesis」
演 題 名 ； Roles of Angiopoietins and
Angiopoietin-like proteins (Angptls) in
angiogenesis and Lymphangiogenesis

6) 第15回日本血管生物医学会学術大会
（平成19年11月29日-30日、九州大学）
尾池雄一
シンポジウム「リンパ管発生・新生制御機構の
解明」
演題名；アンジオポエチンファミリーとリンパ
管・血管ーリンパ管・血管標的抗がん療法を目
指してー

7) 4th Korea-Japan Joint Symposium on Vascular
Biology
（December 14-15, 2006, Tokyo, Japan）
Symposium「New approach for vascular biology」
Yuichi Oike,

演 題 名 ； Pleiotropic effects of
angiopoietin-like proteins (Angptls)

8)第65回日本癌学会
（平成18年9月28-30日、パシフィコ横浜）
シンポジウム「がん細胞の特性—接着、浸潤、転移」
尾池雄一、森定徹、羽藤 泰
演題名；アンジオポエチンファミリーと血管・
リンパ管—血管・リンパ管標的療法を目指してー

9) XIVth International Vascular Biology meeting
（平成 18 年 6 月 6-10 日, Noordwijkerhout,
Netherlands）Symposium
Yuichi Oike
演題名；Roles of Angiopoietin-like proteins
(Angptls) in angiogenesis

10) 第28回日本分子生物学会
（平成17年12月7-10日、福岡・国立病院機構
九州医療センター）
ワークショップ「リンパ管の分子生物学」
尾池雄一、森定徹、須田年生
演題名；リンパ管形成の分子基盤解明

〔産業財産権〕

○ 出願状況（計2件）

1)特願2009-228033
発明の名称：癌治療剤
出願日：2009.9.30
出願人：熊本大学
発明者：尾池雄一 他1名
種類：特許
国内外の別：国内

2)特願2008-285006
発明の名称：生活習慣病及び／又は癌の診断
剤
出願日：2008.11.6
出願人：熊本大学
発明者：尾池雄一 他6名
種類：特許
国内外の別：国内

〔その他〕
ホームページ等
http://molegene.kumamoto-u.ac.jp/
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