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研究成果の概要（和文）：今回、腫瘍血管内皮細胞における活性酸素(ROS)を介したさまざまなシグナル伝達が血管新
生能に与える影響を与えるかについて検討した。
低酸素低血清下でROSが蓄積し、その際の細胞の生存率は腫瘍血管内皮では有意に高いことがわかった。また，ピオシ
アニン処理によって腫瘍血管内皮においてROSの誘導をすると VEGFシグナリングが活性化することがわかり、抗酸化物
質であるカテキンによりこのシグナル活性化は抑制された。またROSは血管内皮のaneuploidyも引き起こすことがわか
った。本研究においてROSが腫瘍血管内皮細胞の生存活性に関与していることや腫瘍血管新生阻害剤としての抗酸化剤
の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is known that inflammatory cells pruduce PGE-2, COX-2 in tumor stroma. Also we 
have found tumor endothelial cells also express these inflammatory cytokines. Thus, we hypothesized that r
eactive oxygen species (ROS), which is produced in inflammation, may contribute to choromosomal abnormalit
y or genomic instability in tumor endothelial cells (TECs). Green tea cathecin, EGCG has anti-oxidant and 
has anti-cancer effects. We have reported that EGCG inhibited VEGF-induced cell proliferation and migratio
n in TEC, not in NEC (Cancer Sci. 2009). In this study, we addressed whether ROS in TEC is removed by EGCG
, and analyzed the effects of ROS in TEC. By ROS accumulation, TEC could survive more compared to NEC. Whe
n ROS was induced by pyocyanin, VEGF/VEGFR signal was acitivated in TEC and it was inhibited by EGCG. In a
ddition, ROS induced aneuploidy in NEC and EGCG inhibited VEGF and aneuploidy. These results suggested tha
t ROS induced TEC abnormality via VEGF autocrine loop.
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１． 研究当初の背景 
これまでに申請者らは、腫瘍血管内皮の分
離・培養に成功し、舌癌由来をはじめとして、
4 種の腫瘍血管内皮分離・長期培養に成功し
ている。(Hida.K et.al 2004 2005 Cancer Res、
2008 Cancer Sci 、 2009 Cancer Sci 、 2010 
Biochem Biophys Res Commun)さらに、腫瘍血
管内皮が、癌細胞に見られるような 1)染色体
異常、核異型などのゲノム不安定性を有し、
2)特異遺伝子の発現、3)薬剤抵抗性など多く
の点で正常血管内皮と異なることを報告し
てきた。(Hida.K et.al 2004 2005 Cancer Res)ま
た、これらの腫瘍血管内皮は、分離・長期培
養後も特異的性質が消失せず、保たれている
ことを報告している。 (Hida.K et.al 2010 
Biochem Biophys Res Commun) 
申請者らは、腫瘍血管内皮の染色体異常、核
異型などのゲノム不安定性に、腫瘍血管内皮
が産生する活性酸素が関与しているのでは
ないかと着想した。腫瘍間質の炎症性細胞が、
PGE-2,COX-2 を産生していることは広く知
られている。 
申請者らは、腫瘍血管内皮細胞も正常血管内
皮細胞に比べて、PGE-2,COX-2 を高発現し
ていることを見いだした。(Ohga.N, Hida.K 
et.al 論文投稿中)加えて、申請者らが分離・
培養した腫瘍血管内皮は、腫瘍間質の炎症性
細胞と同様に、IL-8 などのさまざま炎症性反
応のメディエーターを多く出している。 
そこで、腫瘍間質内における炎症細胞と同様
に 、 腫 瘍 血 管 内 皮 (Tumor endothelial 
cell:TEC)、腫瘍関連線維芽細胞(CAF:cancer 
associated fibroblast)が、活性酸素を産生し、
腫瘍微小環境における炎症を誘発し、さらに
は発癌や悪性化進展の実行役として機能し
ているのではないかと考えた。 
緑茶の主成分であるカテキンは、強い抗酸化
作用を持ち、代表的な抗酸化物質である。ま
た、カテキンは腫瘍細胞に対する抑制効果を
もつことで広く知られている。最近、申請者
らは、緑茶カテキンが腫瘍血管内皮の細胞運
動能や血管内皮増殖因子 VEGF 刺激による
細胞増殖シグナルを特異的に抑制すること
を見いだした。(Ohga.N, Hida K et. al  Cancer 
Sci. 2009)  
しかし、腫瘍血管内皮細胞や腫瘍関連線維芽
細胞(CAF: cancer associated fibroblast)におい
て、緑茶カテキンをはじめとする抗酸化物質
により活性酸素(ROS)が除去されるか、また
ROS を介したさまざまなシグナル伝達に影
響を与えるかは未解明である。 
そこで、癌周囲間質を構成する腫瘍血管内皮
細胞、腫瘍関連線維芽細胞の活性酸素産生能
を解析し、さまざまな抗酸化物質を用いて、
細胞内での活性酸素の影響を減小させ、発癌
さらには癌の悪性化進展を阻止する新規治
療法開発の基盤的研究を行うことを目的し
た。 
2.研究の目的 
さまざまな環境要因からの活性酸素が、癌

の発症や進展に関与していると考えられて
いる。口腔内は、喫煙、熱刺激、香辛料刺激、
機械刺激などにより、活性酸素が発生しやす
い環境である。 
本研究では、癌細胞ならびに癌間質を構成す
る腫瘍血管内皮細胞、腫瘍関連線維芽細胞の
活性酸素産生能を解析し、さまざまな抗酸化
物質のそれらの細胞が産生する活性酸素に
対する影響を検討する。微小環境内の活性酸
素を標的とすることで、発癌、癌の悪性化進
展を阻止する新規治療法開発の基盤的研究
を行うことを目的とする。 
3.研究の方法 
(1)ヒト舌癌細胞(HSC-3、SAS、HSC-4)をヌ
ードマウスに皮下移植し、腫瘍塊からの血管
内皮マーカーである CD31 抗体を用いて、舌
癌由来腫瘍血管内皮(TEC)(CD31 陽性)と舌
癌由来腫瘍関連線維芽細胞(CAF)(CD31 陰
性)を分離・培養する。 
正常コントロールとして、正常皮膚から血管
内皮を分離・培養する。PCR 法とフローサイ
トメーターを用いて、分離した TEC と CAF
の血管内皮マーカー(CD31、54、105、144、
146)、線維芽細胞マーカー(SMA、FAP、
FSP-1、Desmin、Vimentin)の発現解析を詳
細に行う。(大賀) 
分離・培養した TEC、CAF と NEC におけ
る細胞内活性酸素の測定を、フローサイトメ
ーターを用いて行う。また、酸化ストレスの
指標であり、DNA が活性酸素により酸化さ
れて生成される分子である 8-OHdG フロー
サイトメーターを用いて測定し、比較・解析
する。 
（2）フローサイトメーターとウエスタンブ
ロット法を用いて、TEC と CAF における活
性酸素（ROS）産生能と抗酸化酵素能
(MnSOD, GPx,Cu,ZnSOD タンパク定量、
MnSOD 活性)を検討する。 
（3）ROS を介した NF-κB、Bax などの細
胞内シグナル伝達を詳細に明らかにする。 
また、TEC と CAF にさまざまなストレス:
熱刺激下(高温下、低温下)やずり応力機械刺
激下で、TEC と CAF の活性酸素（ROS）産
生能がどのように変化するかを解析する。 
（4）癌組織は強い低酸素とともに、極度の
低栄養状態にある。そこで、低酸素低酸素(1%
〜5%02)、低栄養下(無血清培地下)で、TEC
と CAF の活性酸素（ROS）能が変化するか
を検討する。 
４．研究成果 
(1)ヒト舌癌細胞(HSC-3、SAS、HSC-4)をヌ
ードマウスに皮下移植し、腫瘍塊からの血管
内皮マーカーである CD31 抗体を用いて、舌
癌由来腫瘍血管内皮(TEC)(CD31 陽性)と舌
癌由来腫瘍関連線維芽細胞(CAF)(CD31 陰
性)を分離・培養する。 
正常コントロールとして、正常皮膚から血管



内皮を分離・培養する。PCR 法とフローサイ
トメーターを用いて、分離した TEC と CAF
の血管内皮マーカー(CD31、54、105、144、
146)、線維芽細胞マーカー(SMA、FAP、
FSP-1、Desmin、Vimentin)の発現解析を詳
細に行った（図１）． 
分離・培養した TEC、CAF と NEC におけ
る細胞内活性酸素の測定を、フローサイトメ
ーターを用いて行った．また、酸化ストレス
の指標であり、DNA が活性酸素により酸化
されて生成される分子である 8-OHdG フロ
ーサイトメーターを用いて測定し、比較・解
析した． 
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（2）フローサイトメーターとウエスタンブ
ロット法を用いて、血管内皮における活性酸
素（ROS）産生能と抗酸化酵素能(MnSOD, 
GPx,Cu,ZnSOD タンパク定量、MnSOD 活
性)を検討したところ，TEC とＮＥＣの通常
状態での ROS の蓄積量に大きな違いはなか
った． 
 
（3）ROS を介した NF-κB、Bax などの細
胞内シグナル伝達を詳細に明らかにする目
的で低血清刺激や低酸素刺激によって血管
内皮における ROS の蓄積の程度をＴＥＣ， 
ＮＥＣ間で比較した． 
ＴＥＣ， ＮＥＣの間でＲＯＳの蓄積の程度
に大きな差はなかったが，ROS の蓄積によっ
て TEC において細胞遊走能の亢進ならびに
低血清条件における細胞の生存率が NEC よ
りも高いことがわかった （図２）． 
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（4）血管内皮における ROS の蓄積後の遺
伝子発現の解析 
 
 
            
 
 
 

 
 
       図３ 
Pyocyanin 処理により血管内皮において
ROS を誘導し，その後遺伝子発現変化を解
析した．血管新生関連因子のいくつかがＲ
ＯＳにより誘導された．例えばＶＥＧＦ−
Ａ （図３），その受容体である VEGFR2
のほか，ＴＥC マーカーのいくつかの発現
も亢進していた． 
これらのうち，Ｓｍａｄ２／３ NF-kB の
シグナルを活性化に関与するものがあった．
これらは抗酸化剤ＮＡＣ，DPI, ＥＧＣＧ
によりキャンセルされ，ROS によって腫瘍
微小環境内で血管内皮の形質変化がおこる
ことが示唆された． 
以上の結果は，腫瘍血管新生阻害を目的と
した抗酸化剤の適応拡大といったことも可
能となることを示唆する． 
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