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研究成果の概要（和文）： 

血管新生蛋白angiogeninは、細胞密度にかかわらず血管内皮前駆細胞（endothelial progenitor 

cell: EPC）の核に移行し、リボソームの生合成を誘導し細胞増殖を促進した。また、angiogenin

は口腔扁平上皮癌細胞クラスターへの EPCの遊走・浸潤作用を増強した。さらに、bFGFや

VEGFなどの血管新生因子は EPC内で内因性 angiogenin の核への集積を促進した。以上から、

腫瘍血管新生へ血管内皮前駆細胞が関与する過程で、angiogenin が重要な役割を担っているこ

とが示唆された。 

 

 
研究成果の概要（英文）： 
Angiogenic factor, angiogenin underwent nuclear translocation in endothelial 
progenitor cell (EPC) in a cell density-independent manner and induced ribosome 
biogenesis, and cell proliferation. Angiogenin also increased EPC migration and 
invasion into the oral squamous cell carcinoma cell clusters. Moreover, various 
angiogenic factors such as bFGF and VEGF stimulated nuclear accumulation of 
endogenous angiogenin in EPC. These results suggest that angiogenin plays an 
important role in the tumor angiogenesis by EPC. 
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１．研究開始当初の背景 

 分子量14 kDaのリボヌクレアーゼ活性をも

つ血管新生蛋白angiogeninは、血管内皮細胞

および癌細胞内の核内でリボソームRNA 

(rRNA)を刺激することによって、腫瘍血管新

生作用と同時に癌細胞自身への直接的な増殖

作用を有する。従来、腫瘍血管新生は、血管

内皮細胞が癌細胞からの種々の血管新生因子

により増殖・遊走作用を受け、癌組織内に浸

潤して起こると考えられていた。しかし、近

年、癌細胞から分泌されるVEGF等の血管新生

因子により骨髄から動員・活性化された血管

内皮前駆細胞（endothelial progenitor cell: 

EPC）が腫瘍血管内皮を修飾するとともに、そ

れ自身が腫瘍血管内皮細胞へ分化誘導を受け

腫瘍血管新生に関与することが報告され注目

を集めている。申請者らはヒト臍帯静脈内皮

細胞（HUVEC）を用いた実験で、各種血管新生

因子によって誘導される内皮細胞の増殖に、

内因性angiogeninが必要であることを明らか

にした。すなわち、HUVECをVEGFやFGFの血管

新生因子で刺激すると、内因性angiogeninは

核へ移行(Nuclear translocation)し、核小体

に集積する。そして、rRNAの転写、リボソー

ムの生合成が誘導され、その結果として細胞

増殖がangiogeninを介して促進されるのであ

る。したがって、内皮細胞におけるangiogenin

を介するrRNAの転写が、種々の血管新生因子

によって誘導される血管新生過程には必要で

あり、crossroadとして働くと考えられる。し

かしながら、内皮細胞の前段階であるEPCの増

殖や腫瘍血管内皮細胞への分化誘導機構に及

ぼすangiogeninの影響や生物学的活性は未だ

不明であり、癌組織という特異的な微小環境

下における腫瘍血管新生へのangiogeninを介

するEPCの役割は未だ明らかにされていない。 

２．研究の目的 

 本研究では、EPCの増殖、血管形成能および

腫瘍血管内皮細胞への分化誘導に及ぼす

angiogeninの影響を明らかにし、angiogenin

を介する腫瘍血管新生機構の解明をさらに行

うことを目的とする。 

３．研究の方法 

 EPCは ApproCell 社から販売される EPC を

使用し、CD34 および CD133陽性細胞であるこ

とを確認した。 

(1)EPCにおけるangiogeninの核への移行 

①EPCにおける外因性angiogeninの核への移

行： 無血清培地に10 ng/mlのangiogeninを加

え37℃、1時間EPCを培養し、抗angiogeninマ

ウスモノクローナル抗体 26-2FとAlexa 488

でラベルした抗マウス二次抗体で染色し、

angiogeninの核への移行・集積を蛍光顕微鏡

で調べる。 

②各種血管新生因子（VEGF、aFGF、bFGF、EGF）

刺激によるEPCにおける内因性angiogeninの

核への移行： 10 ng/mlの各種血管新生因子で

4時間EPCを刺激した後に、内因性angiogenin

の核への移行・核小体への集積を上記と同様

の方法で調べる。 

(2)EPCの増殖・血管形成能・分化誘導に及ぼ

すangiogeninの影響の検討 

①EPCの増殖能に及ぼすangiogeninの影響： 

EPCにangiogeninを加え、増殖率（細胞数のカ

ウント）、リボソームの生合成率（nucleolar 

organizer regions (NOR)の銀染色をおこない、

そのNORのドット数にて評価）の変化を検討す

る。 

②EPCの血管形成能に及ぼす外因性

angiogeninの影響：EPCの遊走・浸潤・チュー

ブ形成に及ぼすangiogeninの影響を検討する。 

(3)HSC-2口腔扁平上皮癌細胞クラスターに



対するEPCの遊走・浸潤作用における

angiogeninの影響の検討 

コラーゲンゲルにHSC-2細胞を埋め込み直

径1mmの癌細胞クラスターを作製し、EPCと

共にマトリゲル上で48時間培養し調べる。 

(4)血管新生因子bFGFによるEPCの増殖と遊

走・浸潤・チューブ形成能に及ぼす内因性

angiogeninの影響の検討 

EPCにおける内因性angiogeninの影響を調べ

るために、angiogeninを抑制するsiRNAを用

いてEPCの内因性angiogeninの発現を抑制

し、bFGFで刺激後、細胞増殖率とリボソー

ムの生合成率、浸潤・遊走・チューブ形成

能の変化を検討する。 

４．研究成果 

(1)EPCにおけるangiogeninの核への移行 

①EPCにおける外因性angiogeninの核への移

行と細胞密度との関係：HUVECでは、外因性

angiogeninの核移行は細胞密度が増加すると

減尐するが、EPCにおける外因性angiogenin

の核移行も細胞密度に影響するかを検討した。

無血清培地に10 ng/mlのangiogeninを加え

37℃、1時間、HUVECおよびEPCをそれぞれ細胞

密度を変えて培養し、抗angiogenin抗体で染

色し、angiogeninの核への移行・集積を蛍光

顕微鏡で調べた。図1に示すように、外因性

angiogeninの核移行は、HUVECでは細胞密度の

影響を受けるが、EPCでは細胞密度の影響を受

けずangiogeninの核移行が認められた。これ

は、EPCが癌細胞と同様にangiogeninにより

rRNAを刺激し、無制限にEPCの増殖を促進させ

る可能性を示唆するものである。 

 

②各種血管新生因子（VEGF、aFGF、bFGF、EGF）

刺激によるEPCにおける内因性angiogeninの

核への移行を検討：10 ng/mlの各種血管新生

因子で4時間EPCを刺激後、抗angiogenin抗体

で染色し内因性angiogeninの局在を調べたと

ころ、内因性angiogeninの核への移行・核小

体への集積が認められた（図２）。 

 

(2)EPCの増殖・血管形成能・分化誘導に及ぼ

すangiogeninの影響 

①EPCの増殖能に及ぼすangiogeninの影響： 

EPCに1 µg/ml angiogeninを加え48時間無血清

下で培養すると、angiogenin非添加に比べ約

33%の細胞数の増加が認められた。また、同時

にEPCの銀染色を行いNORのドット数をカウン

トしたところ、angiogenin添加群が35±12/

細胞核、 angiogenin非添加群が20±11/細胞

核と、angiogeninの添加によりリボソームの

合成率も増加した（図３）。



 

②EPCの血管形成能に及ぼすangiogeninの影

響：8 µmメンブレンを用いてmigration assay

を行ったところ、10 ng/mlのangiogeninの添

加によりEPCの遊走能は有意に増強した。また、

図４に示すように、500 ng/mlのangiogenin

を加え24時間無血清下で培養すると、

angiogenin非添加に比べ、チューブ形成率が

増強された。

 

③EPCの血管内皮細胞マーカ発現に及ぼす

angiogeninの影響： EPCに1μg/mlの 

angiogeninを加え48時間無血清下で培養後、

FACS分析によりFlt-1（VEGFR-1）、Tie-1の発

現の変化を調べたが、Flt-1（VEGFR-1）およ

びTie-1陽性細胞の有意な増加は認められな

かった。 

(3)HSC-2口腔扁平上皮癌細胞クラスターに対

するEPCの遊走・浸潤作用におけるangiogenin

の影響 

コラーゲンゲルにHSC-2細胞を埋め込み直径

1mmの癌細胞クラスターを作成し、EPCと共に

マトリゲル上で48時間培養したところ、HSC-2

細胞クラスター周囲へEPCの遊走が観察され、

500 ng/mlのangiogeninを添加することによ

りその遊走作用は増強した。 

(4)血管新生因子bFGFによるEPCの増殖と遊

走・浸潤・チューブ形成能に及ぼす内因性

angiogeninの影響 

angiogeninを抑制するsiRNAを用いてEPCの内

因性angiogeninの発現を抑制し、5 ng/ml bFGF

で48時間刺激したところ、angiogeninの発現

を抑制すると細胞増殖率は有意に低下した

（図５）。また、リボソームの生合成率、遊走・

浸潤・チューブ形成能も有意に低下した。 

 

 本研究結果から、angiogenin は EPCを介す

る血管新生の促進に関与すると考えられる。

また、EPCは血管内皮細胞と異なり、細胞密

度に非依存的に angiogenin を EPCの核内に

取り込むことから、angiogenin を介して無秩

序に腫瘍血管を造成し続けることに寄与す

ると考えられる。さらに、bFGFや VEGF など

の血管新生因子が EPCを刺激して増殖させる

には、内因性 angiogenin が必要であると考

えられる。ただし、今回、angiogenin を EPC

に加え 48時間培養しても、血管内皮細胞マ

ーカ発現（Flt-1（VEGFR-1）および Tie-1）

の増加が認められなかった点は、培養を長期

に行うなどして再検討する必要がある。今後

は、angiogenin を標的とした口腔癌への治療

展開が期待される。 
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