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研究成果の概要（和文）：　高転移性腫瘍由来の腫瘍血管内皮細胞と腫瘍細胞の共培養で，腫瘍血管内皮細胞が
腫瘍細胞を取り囲むようにクラスターを形成していることが観察された．また，その状態における生存率，アポ
トーシスの割合を比較すると，高転移性腫瘍由来の腫瘍血管内皮細胞との共培養で腫瘍細胞の生存率が高く，ア
ポトーシスの割合が減る傾向であった．以上から高転移性腫瘍由来の腫瘍血管内皮細胞がクラスター形成によ
り，浮遊状態における腫瘍細胞の生存に寄与している可能性が示唆された．
　さらに，ヒト腎癌組織を血管内皮マーカー（CD34）による免疫染色を行い観察したところ，血管内にCD34陽性
細胞を含む細胞塊を認める症例がいくつか確認された．

研究成果の概要（英文）：　In co-culture of tumor cells with tumor endothelial cells derived from 
highly metastatic tumors, it was observed that tumor endothelial cells formed clusters surrounding 
the tumor cells. In addition, when the survival rate and the rate of apoptosis were compared, the 
survival rate of tumor cells tended to increase and the rate of apoptosis decreased in co-culture 
with tumor endothelial cells derived from highly metastatic tumors. These findings suggested that 
tumor endothelial cells derived from highly metastatic tumors may contribute to tumor cell survival 
in suspension by cluster formation.
　Furthermore, immunostaining of human renal cancer tissues with the endothelial marker (CD34) 
revealed several cases of intravascular cell clusters containing CD34-positive cells.

研究分野： 泌尿器腫瘍、腫瘍血管

キーワード： 腎癌転移　腫瘍血管内皮細胞　クラスター　アノイキス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果から，浮遊状態において腫瘍血管内皮細胞と腫瘍細胞がクラスターを形成することで腫瘍細胞の生
存率が高まることが証明された．浮遊状態は人体の中では血液の中での状況と想定される．このクラスター形成
が血行性転移の重要な役割を果たしているのではないかと想定される．クラスターが形成されるメカニズムを解
明することで，クラスター形成を防ぐことができれば，転移の制御につながるのではないかと考えられる．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年, がんの転移にはがん細胞とがん間質細胞の相互作用が重要な役割を果たしていること
が報告されている．腫瘍血管を裏打ちする血管内皮細胞（腫瘍血管内皮細胞）もがん間質細胞の
一つである．これまで，腫瘍血管はがんへの酸素，栄養を補給する血液を流す構造として考えら
れており，その細胞そのものが果たす役割は不明なところが多かったが，増殖能や遊走能が亢進
していることなど，様々な違いがあることを見出されてきた (文献①)．さらに最近，腫瘍血管内
皮細胞から分泌される Biglycan ががん細胞の遊走を刺激し，がんの血管内侵入ならびに肺転移
を促進することが報告されている (文献②)．このように，腫瘍血管内皮細胞は血行性転移の経
路の入り口となるだけではなく，積極的にがんの悪性化，転移促進にも影響を与えうることが示
唆される． 
腎癌の転移形式は血行性転移がほとんどであると考えられている．小径の腫瘍であっても，遠

隔転移をきたすことがあり，転移のメカニズムを解明することは腎癌治療において重要な役割
を担う．腎癌は血管新生が豊富な腫瘍であり，組織内に多くの腫瘍血管内皮細胞が存在している．
腫瘍血管内皮細胞は，正常血管内皮に比べて血管内皮細胞同士の結合が疎であり，容易に剥がれ
落ちて血液中を循環することが知られている．一方，血管内に侵入したがん細胞は，がん細胞同
士やその他の間質細胞，血小板などとクラスターを形成している様子が観察されることがある． 
しかし，これらの間質細胞が血行性転移の過程において，どのような役割を果たしているかにつ
いてはまだ不明な点が多い．原発巣から循環血流内へと侵入したがん細胞は，足場の無い状態で
循環血流に曝される．原発巣を離れたがん細胞が転移先臓器に辿り着くには，アノイキス（足場
を失ったことで誘導される細胞死）や血流によるシェアストレスに耐えなければならない．血管
内腔に位置する血管内皮細胞は，常に循環血液によるシェアストレスにさらされており，その耐
性は高い．我々はこれまで，腫瘍血管内皮細胞が様々な接着因子を高く発現し，がん細胞との接
着が強いことを見出している (文献②). 本研究では，腫瘍組織から剥がれ落ちた腫瘍血管内皮細
胞が接着因子の発現を介してがん細胞とクラスターを形成し，循環血流内におけるがん細胞の
アノイキスやシェアストレスから保護し，転移巣への漂着を促進している可能性があるのでは
ないかと考えた． 
 
２．研究の目的 
担癌患者の血液中には，循環しているがん細胞が多く検出されることが知られている．一方で，

転移巣形成には細胞の血流中での生存と転移先臓器への接着，増殖が必須であり，血中がん細胞
の数に比べて転移形成率が低いことも報告されている．またがん細胞のみならず，血管から剥が
れ落ちた血管内皮細胞も癌患者血液中に多く存在することが知られている (文献③)．これまで，
腫瘍血管内皮細胞が様々な接着分子や増殖因子を高発現することを見出されており，本研究で
は，腫瘍血管内皮細胞ががん細胞とクラスターを形成することで血液中での生存，ならびに転移
先臓器への生着に関与する可能性を解明することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) 免疫組織染色：ヒト腎癌ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックより切片を薄切し，HE 染
色，CD34 染色を施行した．マウスの組織は凍結ブロックを薄切し，HE 染色，CD31 染色を施行し
た．  
(2) in vitro assay：血管内皮細胞はそれぞれ，マウスの正常皮膚，高転移性腫瘍，低転移性腫
瘍より分離培養した血管内皮細胞を用いた．アノイキスレジスタンスは，非接着プレート上に，
それぞれの血管内皮細胞と腫瘍細胞を共培養して，浮遊状態での細胞の生存率を評価した．アポ
トーシスの測定はフローサイトメトリーを用いて，Annexin V Apoptosis Detection Kit により
解析した． 
(3) 統計解析： in vitro の実験結果について，2群間の統計解析にはウィルコクソンの順位和
検定，Unpaired-Student's t test を使用した．多群間の解析には Kruskal-Wallis test により
有意差を認めた場合に，ペア毎の比較をウィルコクソンの順位和検定により行った．P<0.05 を
有意差ありと判定した．統計解析は JMP version 16 (SAS Institute，Tokyo，Japan)を使用し
た． 
 
４．研究成果 
(1) 非接着状態における正常血管内皮細胞，高転移性，低転移性腫瘍由来の腫瘍血管内皮細胞と
がん細胞のクラスター形成状態の観察を行ったところ，高転移性腫瘍由来の腫瘍血管内皮細胞
との共培養で，腫瘍血管内皮細胞ががん細胞を取り囲むようにクラスターを形成していること
が観察された．また，その状態における生存率を比較すると，高転移性腫瘍由来の腫瘍血管内皮
細胞との共培養で生存率が高くなる傾向であった．さらに，各血管内皮細胞とのクラスター内に
おけるがん細胞のアノイキスレジスタンスを解析するために，フローサイトメトリーでがん細
胞のアポトーシスの頻度を解析した．高転移性腫瘍由来の腫瘍血管内皮細胞とのクラスター内



のがん細胞は，その他のクラスター内のがん細胞
と比較して，アポトーシスの割合が減っていた 
(図 1)．高転移性腫瘍由来の腫瘍血管内皮細胞が
クラスター形成により，浮遊状態におけるがん細
胞の生存に寄与している可能性が示唆された． 
  
一方で，生体内において腫瘍血管内皮細胞―がん
細胞クラスターが観察されるか確認するため，担
癌マウスの心臓を薄切し，血管内皮マーカーCD31
染色によりを可視化したところ，血管内皮細胞を
含むクラスターが観察された．さらに，ヒト腎癌
の手術摘出標本を用いて，腎癌組織を血管内皮マ
ーカー（CD34）による免疫染色を行い，腎癌組織を観察したところ (図 2)，血管内に CD34 陽性
細胞を含む細胞塊を認める症例がいくつか確認された． 
 
(2) 本研究の結果から，浮遊状態において腫瘍細胞の生存に
高転移性腫瘍由来の腫瘍血管内皮細胞が寄与していることが
証明された．浮遊状態は，ヒト組織内においては血液中を模し
た状態だと想定され，血液中を浮遊している腫瘍細胞が遠隔
臓器まで生存してたどり着くのに際し，腫瘍血管内皮細胞と
共存することでその可能性を高めていると考えられる。さら
に，ヒト腎癌組織内では，そのような状態のクラスターが確認
されており，血行性転移の重要な役割を果たしているのでは
ないかと想定される．このクラスターが形成されるメカニズ
ムを解明することで，クラスター形成を防ぐことができれば，
転移の制御につながるのではないかと考えられる． 
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