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研究成果の概要（和文）：神経膠腫は強い浸潤能と異常血管で特徴付けられている。本研究では、Fibulin-7
(Fbln7)が膠芽腫の異常血管で高発現し、Angiopoietin-1(Ang1)との結合でAng1-Tie2シグナルを阻害することを
示した。また、高濃度VEGF刺激で異常血管網形成を来す共培養系を開発し、Fbln7はAng1との結合でAng2-Tie2シ
グナルを優位に導き異常血管網形成に関わることを示した。

研究成果の概要（英文）：Malignant transformation and abnormal angiogenesis of glioma may involve a 
tissue microenvironment created by the production of extracellular matrix (ECM). Here we show that 
fibulin-7 (Fbln7), an ECM molecule, is overexpressed in endothelial cells and pericytes of abnormal 
blood vessels in glioblastoma. Vascular endothelial cells stimulated with VEGF upregulate Fbln7, 
which specifically binds to angiopoietin-1 (Ang1), resulting in suppression of Ang1-Tie2 signaling. 
In a coculture assay using HUVEC and HBVP, multilayered and irregular-shaped tube-like structures of
 HUVEC were induced with 500 ng/ml VEGF.VEGF-induced aberrant tube-like structures were attenuated 
with antibody or synthetic peptides specific to Fbln7 or knockdown of Fbln7. These data demonstrate 
that Fbln7 is overexpressed by endothelial cells and pericytes of the abnormal microvessels in 
glioblastoma and suggest that Fbln7 may contribute to the aberrant vessel formation by modulation of
 the Ang1/Ang2-Tie2 axis.

研究分野：分子病理学　

キーワード： 神経膠腫　細胞外マトリックス　フィビュリン-7　組織内微小環境　異常血管形成　血管内皮細胞　周
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫は術後の再発や放射線療法や化学療法の治療効果は限定的であることから、きわめて予後不良である。本
研究で得られたFbln7によるAng1との特異的な結合とそれによるAng2-Tie2シグナル優位に基づく異常血管新生の
データは、再発性膠芽腫患者に現在汎用されている抗VEGF抗体薬と化学療法の併用療法に、Ang1の正常化を誘導
する治療法を加えることの重要性を示唆している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
神経膠腫（グリオーマ）は、頻度の高い原発性脳悪性腫瘍であり、著しい浸潤能と異常血管新生
により特徴付けられている。周囲脳組織への瀰漫性浸潤のために外科手術による腫瘍全摘は困
難であり、術後の放射線療法や化学療法の治療効果は限定的なことから、きわめて予後不良な悪
性腫瘍である。神経膠腫組織では、細胞外マトリックス（ECM）やそれに沈着した生理活性分子
からなる組織内微小環境が劇的に変化することが知られている。正常脳組織のECMはヒアルロ
ン酸やブレビカンなどのプロテオグリカンが主体であるが、神経膠腫組織ではこれら既存分子
の分解が生じるとともに、新規ECM分子の異常産生が誘導される。また、血管内皮増殖因子
（VEGF）などの増殖因子の過剰産生とともに、それら生理活性分子の貯蔵庫（reservoir）となる
ECMのダイナミックな変化が、神経膠腫細胞の浸潤や血管新生の制御に関与している。研究代
表者は、一連のECMに関する研究を通して、フィビュリン-7（Fbln7）という新規のECM分子を
見い出し、本分子のフラグメントが血管新生抑制作用を有することを明らかにしてきた。一方、
最近のOncomine databaseでは、Fbln7が幾つかの腫瘍、特に脳腫瘍で高発現していることが示
されたため、研究代表者はTumor tissue array（Biomax社）を用いて予備実験を行い、神経膠
腫組織での発現亢進のデータを確認した。神経膠腫ではチロシンキナーゼ型受容体Tie2も高発
現しており、リガンドである2種類のAngiopoietin（Ang1とAng2）と結合し、Ang1-Tie2シグナル
は血管の安定化と成熟に働き、Ang2-Tie2シグナルは内皮細胞の発芽を誘導することが知られて
いる。また、Ang1やAng2などは未知のECMと結合することが示唆されており、相互作用を介し
て血管新生が正負の方向に制御されることも推定される。これらのデータを考え合わせると、神
経膠腫で高発現したFbln7はAng1/Ang2との結合によりAng1-Tie2やAng2-Tie2のシグナルを変化
させて本腫瘍の異常血管新生に関わる可能性が示唆される。しかし、神経膠腫組織におけるFbln7
の発現細胞、Fbln7のAng1/Ang2/Tie2分子との結合能、Fbln7の血管新生に対する正負の作用、Fbln7
の神経膠腫細胞に対する作用の有無など、神経膠腫におけるFbln7の機能に関してはほとんど不
明である。 
 
２．研究の目的 
上記のような背景から、本研究では、神経膠腫組織における Fbln7の発現細胞を同定するととも
に、全長 Fbln7 の Ang1/Ang2/Tie2 分子との結合能を検討する。また、神経膠腫における異常な
血管新生に類似した新規血管新生アッセイ法を開発し、それを用いて Fbln7の異常血管新生に対
する作用を解析することを目的とした。さらに、Fbln7の C末端フラグメントによる血管新生抑
制作用についても詳細に検討することを計画した。より具体的な研究項目は以下の通りである。 
(1) ヒト神経膠腫組織での Fbln7の発現解析 
(2) Fbln7の Ang1/Ang2/Tie2分子との結合実験 
(3) 共培養系を用いた血管新生アッセイ開発による Fbln7の機能解析 
(4) Fbln7の C末端フラグメントによる血管新生抑制効果検討 
 
３．研究の方法 
本研究で行った研究方法は以下の通りである。 
(1) ヒト神経膠腫組織内での Fbln7発現解析：  
瀰漫性星細胞種（n=8）、退形成性星細胞種（n=6）、膠芽腫（n=15）および正常脳組織（n=9）の
ホモジネートについて、抗 Fbln7抗体（Abcam）を用いてイムノブロット法で Fbln7タンパク質
のバンドを検出し、それぞれの症例におけるバンドをデンシトメーターで測定することで Fbln7
の発現レベルと決定した。また、上記の組織のパラフィン切片について抗 Fbln7 抗体（Abcam）
を用いて免疫染色により局在を検討した。Fbln7は膠芽腫の異常血管構成細胞を中心にして局在
したので、血管内皮細胞と周皮細胞のマーカー分子である CD31と α-smooth muscle actinに対す
る抗体（Abcamと Sigma-Aldrich）と抗 Fbln7抗体（Abcam）を用いた二重蛍光抗体法で Fbln7発
現細胞の同定を試みた。 
(2) Fbln7の結合実験： 
Microtiter plateをリコンビナント Fbln7（R&D System）あるいはウシ血清アルブミンでコーティ
ング後、His-tagを付けたリコンビナント Ang1、Ang2あるいは Tie2タンパク質とインキュベー
トし、結合能を HRP標識された抗 His-tag抗体を用いて検討した。結合阻害実験では、Fbln7で
コーティングした microtiter plate を Fbln7 の N 末端特異的抗体（Abcam）、C 末端特異的抗体
（Abcam）、Ang1の N末端特異的抗体（Abcam）、全長に対する抗体（Sigma-Aldrich）あるいは
非免疫正常 IgG（DAKO あるいは Santa Cruz Biotechnology）で処理した後に、リコンビナント
Ang1との結合アッセイを行った。また、同様な方法で、Fbln7の N末端と C末端に対する合計
4種類の合成ペプチド（Biopolymers 106:184-195, 2015）で Fbln7コーティング microtiter plateを
処理後に Ang1 の結合アッセイを実施した。さらに、HA-tag を持つ Fbln7 と His-tag を有する
Ang1を 1:1のモル比でインキュベート後、抗 His-tag抗体で標識した Protein-G dynabeadsにより
複合体を pull-downした。 



(3) 培養血管内皮細胞での Ang1-Tie2シグナリング解析： 
ヒト血管内皮細胞（HUVEC）を培養し、Ang1（0あるいは 400 ng/ml）、Ang1-Fbln7複合体（400 
ng/ml Ang1と 800 ng/ml Fbln7）と 37℃で 10分間インキュベートし、細胞融解物を電気泳動した。
泳動されたタンパク質を抗 Tie2抗体（R&D System）あるいは抗リン酸化 Tie2抗体（R&D System）
を用いてイムノブロット法で Tie2タンパク質のリン酸化の程度を検討した。 
(4) 共培養系を用いた血管新生アッセイ開発と同アッセイ系における Fbln7の機能解析： 
LabTek chamber slide上に周皮細胞（HBPV）（3x104 cells/well）をコンフルエントになるまで 5日
間培養し、HUVEC（3x104 cells/well）を播種し、VEGF（0、10、10あるいは 500 ng/ml）を添加
した培養液（2% FBS 含有 EBM-2）で 4 日間培養した。培養後にパラホルムアルデヒドで固定
し、0.1% Triton X-100で透過処理後に抗 CD31抗体を用いて蛍光抗体法で血管内皮細胞の形態を
共焦点顕微鏡で観察した。Fbln7 と CD31 および Fbln7 と Ang1 に対する二重免疫染色は、それ
ぞれの特異抗体で処理後に蛍光抗体法により検討した。また、HUVEC細胞の増生による血管網
形成の解析には、染色写真について、チューブ構造の面積、血管ループの数、チューブの厚さ、
分岐の数、フィロポディアの数を測定することで定量化した。 
 
４．研究成果 
ヒトグリオーマ組織ホモジネートを用いてイムノブロット法で Fbln7 の発現を解析したところ、
Fbln7は膠芽腫で著しく発現亢進していた。膠芽腫の免疫染色では、一部の膠芽腫細胞に軽度の
陽性所見を認めるも、Fbln7 は膠芽腫で増生した異常血管構成細胞（血管内皮細胞と周皮細胞）
で強く発現していた。一方、正常脳組織、瀰漫性星細胞種、退形成性星細胞種では免疫染色はほ
とんど陰性であった。抗 Fbln7抗体と抗 CD31抗体（血管内皮細胞マーカー）あるいは抗 Fbln7
抗体と抗 α-smooth muscle actin抗体（周皮細胞マーカー）を用いた二重蛍光抗体法では、Fbln7は
血管内皮細胞と周皮細胞の両方で発現することが明らかとなった。これら細胞における Fbln7の
発現は、培養下の HUVEC（血管内皮細胞）や HBVP（周皮細胞）においても確かめられた。こ
れらの培養細胞を 10 ng/ml VEGFで刺激すると、HUVECにおいて約 1.4倍程度の Fbln7産生亢
進を認めたが、HBVPでは発現に変化はみられなかった。 
 次いで、全長 Fbln7タンパク質と Ang1、Ang2、Tie2の各タンパク質との結合実験を行ったと
ころ、Fbln7は Ang1と特異的に結合し、Fbln7-Ang1の結合は Fbln7の N末端に特異的な抗体や
ペプチドとのインキュベーションで阻害され、Ang1の N末端特異的抗体でも阻害されることか
ら、本結合は Fbln7と Ang1の N末端ドメイン同士の結合であることが示された。また、Fbln7-
Ang1 の結合により、HUVECにおける Ang1 の受容体である Tie2のリン酸化が有意に抑制され
ることが証明された。これらのデータから、Fbln7は膠芽腫における異常血管構成細胞で過剰発
現しており、Fbln7 の Ang1 への特異的結合により、血管内皮細胞での Ang1-Tie2 シグナル抑制
に働くことが示唆された。この現象が膠芽腫の異常血管形成にどのように関わるかを検討する
ために、血管内皮細胞と周皮細胞の共培養系を用いた新規血管新生アッセイ系を開発した。 
 周皮細胞 HBVPを単層培養し、コンフルエントになった後に血管内皮細胞 HUVECを培養し、
本共培養系に 10、100、500 ng/mlの VEGF を添加して HUVECを抗 CD31抗体で免疫染色した
ところ、高濃度 VEGF（500 ng/ml）の添加により、血管内皮細胞の多層性で不規則に分岐するチ
ューブ状血管網が出現し、あたかも膠芽腫で観察される異常血管に類似した構造を示した。本ア

ッセイ系では、500 ng/mlの VEGF刺激で
Fbln7産生は 4倍亢進しており、蛍光抗体
法では Ang1は Fbln7陽性の HUVEC周囲
に位置しており、両分子の相互作用が示
唆された。本アッセイ法を用いて、500 
ng/mlの VEGF刺激した状態で、Fbln7の
N 末端に対する特異的抗体や特異ペプチ
ドを添加すると、上記の異常血管網構造
は正常化した。また、HUVEC における
Fbln7 発現を siRNA でノックダウンして
も同様な異常血管網の形成が抑制された。
以上の結果から、膠芽腫の血管内皮細胞
や周皮細胞で過剰発現した Fbln7 は、
Ang1-Tie2 系シグナルを阻害することで
Ang2-Tie2 系が優位となった組織内微小

環境を創出することで、VEGF 誘導性異常血管形成に関わる可能性が示され（左図）、論文発表
した（Int J Cancer 145:2157-2169, 2019）。 
 一方、高濃度 VEGF存在下における全長 Fbln7の異常血管形成への関与とは別に、Fbln7の C
末端ドメインには血管新生を阻害することを明らかにしており、その詳細な機序について検討
した。その結果、本作用は Fbln7 の C 末端フラグメントが VEGF 受容体と相互作用することで
生じることを網膜血管新生アッセイで示した（Sci Rep 5:17654, 2018; Microvasc Res 129:103986, 
2020）。このような Fbln7 のフラグメントによる血管新生阻害作用は、組織内で Fbln7 がプロテ
アーゼにより分解された場合に出現すると考えられ、Fbln7の分解に関わるプロテアーゼの検討
や病態の解析が今後の課題と考えられる。 



 Fbln7 は分泌されて細胞外に存在することから ECM 分子として分類されているが、通常の
ECM 分子とは異なり、細胞機能調節作用が強い matricellular protein である。発現組織の微小環
境によって種々の機能を発揮するが、本研究データから、膠芽腫のような高濃度の VEGF が存
在する組織内微小環境下では、Fbln7は異常血管網の形成に関わり、より生理的な環境において
は、分解によりフラグメント化して血管新生抑効果を発揮する可能性が示された。 
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