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研究成果の概要（和文）：血液—組織関門の形成には組織特異的な関門細胞と血管内皮細胞(EPC)

の相互作用がある。その解析のために、組織特異的関門形成細胞株を用いた評価系が望まれる。

骨髄由来血管内皮前駆細胞株、TR-BME、を用いた研究で、タキサン系抗癌剤は殺細胞効果を示

す濃度よりも低濃度で、EPCの遊走能阻害を主因とした血管発生を阻害し、腫瘍増殖抑制効果

を示すことが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： In formation process of a blood-tissue barrier, there is an 
interaction between specific tissue cells and bone marrow (BM)-derived endothelial 
progenitor cells (EPC). An assay system using the established cell lines from the specific 
tissue is desirable to obtain reproducible analysis.  By using an established bone 
marrow-derived vascular endothelium precursor cell line, TR-BME, docetaxel and 
paclitaxel directly inhibited EPC-initiated vasculogenesis at low (non-cytotoxic) 
concentrations, causing suppression of tumor growth. 
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１．研究開始当初の背景 
血液—組織関門の形成には、組織特異的な関
門細胞と血管内皮細胞(EPC)の相互作用があ
り、その過程は組織によって異なる。血液—
組織関門の形成の解明は組織選択的治療薬
の開発につながる。特に、腫瘍増殖には、癌
細胞自身の増殖と、必要な栄養分を補給する
ための血管新生(neovascularization) が必要

である。血管新生において、狭義の血管新生
(angiogenesis) に 加 え 、 血 管 発 生
(vasculogenesis) が注目を集めるようにな
っていた。成体の vasculogenesisは、主に骨
髄由来の血管内皮前駆細胞 (EPC) の動員に
よる新生血管形成であり、angiogenesisは既
存血管の血管内皮細胞により生じる新生血
管形成である。化学療法に用いられている抗
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癌剤には殺細胞効果以外に、血管新生阻害効
果も報告されている。また、血管新生阻害効
果を期待した新たな戦略として metronomic 
chemotherapy が注目されている。これは、
抗癌剤の規則的な低用量投与による腫瘍血
管新生阻害効果を期待する治療方法であり、
マウスを用いた前臨床モデルにおいてはド
セタキセルの腫瘍縮小効果や転移消失など
の治療効果が明らかとなっている。これらの
血管新生阻害療法は、癌細胞への栄養供給の
役目を担っている新生血管を阻害すること
で癌の増殖を阻止する。そのため、正常細胞
への影響が少なく、副作用が軽減され、QOL
の改善が期待できる。そして、原発巣だけで
なく転移阻止効果もあるため、患者の延命期
間延長も期待できる。更に、血管内皮細胞だ
けでなく、腫瘍などの虚血部位に対する EPC
の集積、腫瘍血管新生への EPC の関与が明
らかとなり、vasculogenesisが治療ターゲッ
トとなる事が示されている。しかしながら、
血管新生阻害療法では、angiogenesisをター
ゲットとしたものが多く、vasculogenesis阻
害効果については報告がない。 
 
２．研究の目的 
血液—組織関門生成過程の解析のために、細
胞株を用いた研究は薬物療法の有用性を高
めるために重要な手がかりとなる。
Vasculogenesis 阻害効果の阻害効果の解明
が 遅 れ て い る こ と の 一 因 と し て 、
vasculogenesisに対する評価系が無いことが
あげられる。評価に必要な EPC の調製が困
難であることから細胞株の樹立が必要であ
る。また、metronomic chemotherapy にお
ける単剤・多剤併用などの研究報告が出され
ているが、最適な治療法や臨床での有効性は
未だ確立されていない。まず、我々が樹立し
た EPC株 TR-BMEを用い、vasculogenesis
に対する in vitro評価系及び in vivoモデル
を作成し、抗癌剤の効果を解明することを本
研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Cell culture: ラット癌細胞株Walker 
256、 RMT-1、C6 glioma、ラット脳毛細血管
内皮細胞株TR-BBB、ラット骨髄由来EPC株
TR-BMEを、37℃、5% CO2下で培養した。 
(2) MTT assay: 96穴プレートに各細胞を5 
×103/well播種し、24時間の前培養後、ド
セタキセル (DTX) もしくはパクリタキセル 
(PTX) に24時間接触させ、生細胞数を測定
した。 
(3) Chemotaxis assay: コラーゲンコーティ
ングした24穴用ケモタキセルを用いて、
upper wellにDTXもしくはPTX含有培地にて
調製したTR-BME細胞懸濁液を、lower well
にwalker 256培養後の上清RPMI 1640を用

いた。2時間処理後、ギムザ染色法により染
色細胞をカウントした。 
(4) Tube formation assay: マトリゲルコ
ーティングした24穴プレートにTR-BME細胞
懸濁液を4 x 104 cells/well加え、DTXもし
くはPTX含有培地にて37℃、5% CO2下で培
養した。18時間後、画像解析ソフトImageJ
により管腔の全長を測定した。 
(5) Tumor volume measurement: Walker256
を5週齢雌ラットに移植して担癌ラットを作
成し、3日後DTX及びPTXを腹腔内単回投与
し、同時にPKH26標識したTR-BMEを尾静脈
内投与した。7日後、腫瘍と血液を採取した。
腫瘍体積は[長径×短径×短径×1/2式]によ
り求めた。 
(6) EPCの腫瘍内集積評価: PKH26標識化
TR-BMEを移植した担癌ラットの腫瘍をホモ
ジナイズし、FACSにて解析した (Ex. 551 nm、
Em. 567 nm)。 
(7) Micro vessel density (MVD): 腫瘍切片
作成後、CD31染色法によりMVDを測定した。 
(8) サイトカインへの影響: MCP-1、SDF-1、
VEGFの腫瘍内及び血中濃度をMCP-1 ELISA 
kit、Rat VEGF DuoSet ELISA Development 
System、Human SDF-1α ELISA kitを用いて
測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 抗癌剤の殺細胞効果 
DTX及び PTXは、乳癌の化学療法で単剤及び
併用により使用されている抗癌剤であり、近
年では再発・転移乳癌の第一選択薬として推
奨されている。また、angiogenesisに対する
阻害効果が示された抗癌剤でもある。他の抗
癌剤と併用する事も多く、臨床の場における
重要性が増している薬剤であるため、DTX及
びPTXを選択した。 
DTX及び PTXによる殺細胞効果を MTT assay
により検討したところ、IC50は TR-BME> 
Walker256>TR-BBB≥C6-glioma>RMT-1の順に
小さな値を示した。このことからDTX及びPTX
のEPCへの殺細胞効果は小さいことが示され
た。報告されている angiogenesis阻害濃度
は殺細胞効果を示す濃度よりも低濃度であ
る。すなわち、殺細胞効果と血管新生阻害効
果の効果発現濃度には差異があり、殺細胞効
果 を 示 す 濃 度 よ り も 低 濃 度 で
vasculogenesisを阻害する可能性が考えら
れた。 
(2) TR-BMEの管腔形成能に対する影響 
TR-BMEを用いて vasculogenesis阻害効果を
検討した。Chemotaxis assayにより細胞の目
的部位への遊走能を、また、tube formation 
assayにより目的部位へ到達した細胞の管腔
形成能を評価した。その結果、DTX及び PTX
が TR-BME の vasculogenesisを阻害する
IC50は、殺細胞効果のIC50 (DTX: 0.20 μM、



 

 

PTX: 1.01 μM) よりも低値であった。また、
chemotaxisにおけるIC50 (DTX: 8.5 pM、PTX: 
53.5 pM) が、tube formationでのIC50 (DTX: 
0.64 nM、PTX: 10.3 nM) よりも低値であっ
た こ と か ら 、 DTX 及 び PTX の 示 す
vasculogenesis 阻 害 効 果 の 主 因 は
chemotaxis阻害であることが示唆された。
Vasculogenesisが生じるためには、EPCの骨
髄内から血中への遊走が必要である。DTX及
びPTXは殺細胞効果を示す濃度よりも低濃度
域で、vasculogenesisに必要なEPCの遊走を
阻害し、遊走を阻害されたEPCは目的部位で
の管腔形成を行うことが出来ないため、腫瘍
血管形成を阻害すると考えられた。 
(3) TR-BMEの腫瘍集積への影響 
In vivoにおいて腫瘍増殖へのTR-BMEの寄与
及び抗癌剤の影響を検討した。まず、TR-BME
による vasculogenesis in vivoモデルを作
成した。このモデルを用いて、抗癌剤の
vasculogenesis阻害効果は、腫瘍体積、FACS、
MVDにより評価した。まず腫瘍体積について
は、2 mg/kg DTX及び 6 mg/kg PTX投与群は
非投与群と同程度の腫瘍成長が確認された
が、4, 8 mg/kg DTX及び 12, 24 mg/kg PTX
の高用量投与群では腫瘍増殖抑制効果が確
認された。従って、以降の TR-BMEを用いた
vasculogenesis阻害実験は 2 mg/kg DTX、6 
mg/kg PTXを用いた。FACS解析により腫瘍内
へのTR-BMEの集積が確認でき、MVD評価から
血管密度が上昇していることが明らかとな
った。以上により、TR-BMEによる腫瘍への
vasculogenesis亢進が示唆された。一方で、
TR-BMEと抗癌剤を投与した群に腫瘍増殖抑
制効果が確認された。FACS解析により腫瘍内
へTR-BMEが集積していないこと、MVD評価に
より顕著に血管密度が低いことから、in vivo
においてもDTX及びPTXはEPCの遊走能を阻
害することで vasculogenesis阻害効果を示
すことが示唆された。その作用機序として、
サイトカインを介した遊走や、TR-BME細胞自
身の持つ遊走能を直接阻害している可能性
が考えられた。そこで、血管新生に関する
VEGF、遊走に関与するMCP-1及びSDF-1の血
中及び腫瘍内濃度について検討したところ、
control群との有意差が認められなかった。
このことから、抗癌剤のサイトカインへの影
響は小さく、細胞に対する直接的な阻害効果
であることが示唆された。 
タキサン系抗癌剤は殺細胞効果を示す濃度
よりも低濃度で、EPCの遊走能阻害を主因と
した vasculogenesisを阻害し、単剤で腫瘍
増殖抑制効果を示すことが明らかとなった。
これはmetronomic chemotherapyにおける低
用量投与の有益性を支持する重要な結果で
あり、新規治療方法の開発や臨床試験に貢献
できると考えられる。他の抗癌剤や血管新生
阻害薬について同モデルを用いた検討を行

うことで、新規用量設定への応用が可能にな
ると考えられた。 
(4)血液—組織関門を形成する細胞群 
これまでの申請者らの研究で、骨髄由来血管
内皮前駆細胞、TR-BME、が内皮のみならず血
管を構成する壁細胞にも分化することが明
らかとなった。さらに血管内皮前駆細胞は
bFGF刺激を受け、増殖を継続しながら新生血
管腔を形成し、bFGF刺激が消失することで
SMAを発現する壁細胞へと分化する過程が示
唆された。 
また、血管新生は血液-組織関門である胎盤
においても重要であり、胎児由来の胎盤に対
して新生母体血管が侵入することで効率的
な物質交換の場としての胎盤関門能を形成
する。血液—胎盤関門の本体は合胞体栄養芽
細胞である。我々が樹立した合胞体栄養芽細
胞株、TR-TBT、を抗がん剤ミトキサントロン
で処理したところ、排出輸送担体ABCG2が誘
導された。これを糸口として、血液-胎盤関
門の構築と変動要因を検討したところ、転写
因子 ERが特異的に誘導されていることが分
かった。また、ヒト白血病細胞では ER発現
が誘導されなかった。本知見は胎盤において、
毒性薬物を胎児から母体へ排出するABCG2が
組織特異的に発現誘導されることを示すも
のである。血液—組織関門における輸送担体
を介した機能性関門の制御は、抗がん剤治療
に重要な意味を持つ。以上により、新たな血
管新生・発生および組織—関門研究の基盤を
つくることができた。      
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