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研究成果の概要（和文）：生体内において血管内皮細胞が内皮間葉分化転換(EndMT)により間

葉系の細胞になることで心疾患やがんの悪性化に関わることが示されている。本研究において

は EndMTがどのような分子機構でこの現象を引き起こしているかを検討した。成果としては、

内皮細胞 MS-1 において EndMT を誘導する代表的な分子である TGF-により MRTF-A とい

う転写因子の発現および核内への移行が可能になることにより間葉系の代表的な遺伝子

smooth muscle alpha-actin の発現が誘導され、EndMTが引き起こされるというメカニズムを

確立することができた。 

 

研究成果の概要（英文）：Endothelial-mesenchymal transition (EndMT) in which endothelial 

cells transdifferentiate into mesenchymal cells has been implicated in the malignant 

phenotypes of heart diseases and tumorigenesis in the human body. In this study, we 

elucidated the molecular mechanisms by which endothelial cells undergo EndMT.  As a 

molecular mechanism for EndMT, we found that TGF-, a representative EndMT-inducing 

cytokine, induces the expression of the mesenchymal marker Smooth Muscle Alpha-Actin 

through inducing the expression and the nuclear translocation of the transcription factor 

MRTF-A during EndMT in MS-1 endothelial cells. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

交付決定額 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 

研究分野：腫瘍生物学 

科研費の分科・細目：がん微小環境 

キーワード：血管内皮細胞、がん関連線維芽細胞、内皮間葉分化転換、TGF- 

 

１．研究開始当初の背景 

(1) 先進諸国の死因トップに挙げられる癌と

心疾患において間質細胞が重要な役割を果

たすことが明らかにされている。癌の微小環

境における腫瘍線維芽細胞(がん関連線維芽

細胞)は癌細胞の増殖や遊走などを調節する

因子を分泌することによって癌の悪性化を

誘導することが示されている。また心疾患に

伴って集積する線維芽細胞は細胞外基質を

過剰産生することにより心臓の線維化の原

因となる。近年こうした間質細胞のおよそ三

割が血管内皮細胞由来であることがマウス

モデルにより示され、今後こうした間質細胞

の形成機構の解明により治療法の開発につ

ながることが期待される。 

 

(2) このように血管内皮細胞が間葉系細胞へ

と分化する現象は内皮間葉分化転換

(EndMT)と呼ばれるが、本来心臓発生におけ

る弁形成において見られる重要な現象であ

ることが以前から明らかにされていた。心臓

の発生異常を示す遺伝性疾患や遺伝子欠損
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マウスを用いた解析により、心臓発生におけ

る EndMTでは transforming growth factor 

(TGF)-シグナルが重要な役割を果たすこと

が示唆されていたが、TGF-シグナルがどの

ような転写因子の発現を誘導することによ

り EndMTを引き起こすかについては未解明

のままであった。 

 

(3) 申請者らはマウス ES細胞由来の血管内

皮細胞が TGF-2を添加することにより、間

葉細胞へと分化することを発見した。その際、

内皮マーカーClaudin-5の発現が低下し、間

葉マーカーSmooth Muscle Alpha-Actin 

(SMA)の発現が上昇した。TGF-2による

EndMTにおいては転写因子 Snailが必要か

つ十分であることを報告した。 

また申請者らはさらに複数の内皮培養細

胞でも同様に TGF-2により EndMTが引き

起こされることを見出している。 

 

(4) 上記のように TGF-という EndMT誘導

シグナルによって Snailという EndMT転写

因子が誘導され、claudin-5の発現低下や

SMAの発現上昇などにより EndMTが引き

起こされる。しかし健常な成体においては

EndMTは起こらないことや申請者の所属す

る研究室の実験系ではすべての内皮細胞で

起こるわけではないことも見出しているこ

とから、腫瘍などにおける微小環境（外因性

因子）または血管内皮細胞そのもの（内因性

因子）の違いにより EndMTの誘導効率が規

定されていることが推測される。これらのこ

とは内皮細胞が外因性因子により内因性因

子の発現量や活性が変化し、細胞自体の性質

が変化している（分化転換を受ける）ことを

示唆している。しかし、何がこれらの変化効

率（EndMT誘導効率）を規定しているかは

ほとんど未解明である。 

 

２．研究の目的 

(1) 申請者らは TGF-（誘導シグナル）が

Snail（転写因子）を介して claudin-5や SMA

（実行因子）の発現を調節して EndMTを引

き起こすことを見出した。また、このシグナ

ルに Wnt（シグナル）が関与していることが

示された。一方で Notch（シグナル）が Slug

（転写因子）を介して VE-cadherin（実行因

子）の発現を低下させるという報告もある。

そこでこれらのシグナルを考慮しながら、

様々な内皮細胞を用いて EndMTを誘導する

共通の分子機構を見出し、誘導シグナル・転

写因子・実行因子をそれぞれ同定する。 

 

(2)「なぜ成体では癌などの病的状態でしか

EndMTは観察されないのか」という疑問を

解明するために、腫瘍血管内皮細胞と正常血

管内皮細胞の性質が異なるという報告に注

目して、(1)で同定された因子が腫瘍血管内皮

細胞においても同様に機能しているか検討

する。正常血管内皮細胞と腫瘍血管内皮細胞

において発現が異なるか、EndMTの誘導効

率が異なるかを検討し、EndMT誘導効率を

規定する内因性因子を同定する。 

 

(3) (1)と(2)によって同定されたシグナルなど

を標的とした阻害剤などを用いて EndMTを

抑制できるかを検討する。そのためにまず血

管内皮細胞由来の腫瘍線維芽細胞を標識で

きるトランスジェニックマウスにおいて

EndMTによる腫瘍線維芽細胞の生成を確認

し、さらにそれが抑制できるか検討する。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 様々な内皮細胞を用いて TGF-、Notch

などの誘導因子を添加して EndMTを起こし

やすい内皮細胞を絞り込み、それを用いて

「EndMTを誘導するシグナル→転写因子→

実行因子」を網羅的に同定する。また申請者

らがこれまでに（他の報告とは別に新たに）

EndMTが起こることを見出した内皮細胞を

中心にしてその機能を in vitro レベルで検討

する。「外因性シグナル」については同定さ

れた EndMTを起こしやすい内皮細胞に

TGF-、Notch以外のシグナル（Wnt、FGF、

hedgehogなど）を伝達させて EndMTが起

こるか検討する。またこれらのシグナルが

TGF-、Notchによる EndMT誘導を調節す

る可能性についても検討する。「転写因子」

については TGF-、Notch シグナルに加え

て同定された先述のシグナルにより発現が

誘導される転写因子を cDNA マイクロアレ

イの手法を用いて網羅的に同定する。「実行

因子」については同様にすでに EndMTにお

いて発現が変化することが示されている

SMA、claudin-5などの EndMTに伴う細胞

生物学的変化の指標となるマーカーに注目

して cDNAマイクロアレイのデータを元に

同定する。候補因子の機能解析においては発

現が変化した転写因子については EndMTを

起こしやすい内皮細胞において遺伝子操作

を行うことで gain/loss-of-function の実験を

行い、EndMT誘導シグナルによる EndMT

における機能を検討する。これらはすでに当

研究室で系が確立されたアデノウィルスに

よる遺伝子導入、およびリポフェクション試



 

 

薬を用いた siRNA導入により行う。 

 

(2) 当研究室ではマウス ES細胞由来の血管

内皮細胞および培養内皮細胞株が EndMTを

起こすことを見出しているが、内皮細胞にお

ける共通機構としての EndMTを解明するた

めにはより多くの細胞で現象をとらえたい

と考えており、市販の初代内皮細胞に TGF-、

Notchなどを添加して EndMTを起こしやす

い内皮細胞を見出す。 

 

(3) TGF-や Notchシグナルが発生期や、成

体では癌などの病的状態でしか EndMTを誘

導しないということは、血管内皮細胞自身が

多様性を持ち、何らかの内因性因子によって

EndMTの誘導効率が規定されているという

仮説が立てられる。同じマウス個体から調製

した正常血管内皮細胞と腫瘍血管内皮細胞

は異なる性質を示すことが報告されている

ことから、両者の比較により、EndMT誘導

効率を規定する内因性因子を同定すること

を試みる。 

腫瘍血管内皮細胞と正常血管内皮細胞を比

較して TGF-、Notch などの誘導シグナル

による EndMTの効率に差があるか検討する。 

 

(4) 血管内皮細胞由来の腫瘍線維芽細胞を標

識できるトランスジェニックマウスを樹立

する。EndMTにより生成した間質細胞を他

の間質細胞と見分けるには「以前血管内皮細

胞であった」ことを標識するために Cre遺伝

子が一回でも発現すると LacZ遺伝子が発現

し続けるレポーターマウスに血管内皮特異

的に Cre 遺伝子を発現する Tie2-Cre または

VE-cadherin-Cre マウスを交配する。このマ

ウスに B16や LLC細胞などの腫瘍移植を行

い、CAFの生成を試みる。このマウスで増大

した腫瘍内で LacZ陽性：FSP1（間質細胞マ

ーカー）陽性の細胞が EndMTを起こした細

胞である。 

 

(5) 単独のシグナルの抑制は特異的な

TGF-阻害剤などが存在するため、内因性因

子の解析中に随時行うが、EndMT には複数

のシグナルが関わっていることが予想され、

EndMT を効果的に抑制するにはそれらを抑

制することが必要となることが考えられる

ため、複数の阻害剤を用いた効率的なシグナ

ルの抑制方法を検討する。TGF-阻害剤をマ

ウスに投与する実験系は当研究室ですでに

確立されている。 

 
４． 研究成果 

 
(1) 我々は以前報告した ES 由来の血管内皮
細胞に加えて、膵臓由来マウス血管内皮細胞
MS-1 および脳由来マウス血管内皮細胞
b.End3 が TGF-により SMA の発現を顕著
に上昇させ、EndMT を起こすことを見出し
た。その後詳細な分子機構の解析を MS-1で
行ったところ、TGF-により太いストレスフ
ァイバーを形成し、内皮細胞特有の敷石状か
ら紡錘形へと著しく形態変化を引き起こし
ていた。このとき、SMA の発現上昇と同時
に VE-cadherin の発現低下が両者の共染色
により示された。また、SMA や Smooth 

muscle protein 22-alpha (SM22)の発現誘
導にはRho-ROCKシグナルが関与しており、
RhoGTPase、ROCK それぞれの阻害剤で
SMA や SM22の発現上昇は抑制された。
TGF-で他の間葉系マーカー SM22、
fibronectin1、MMP2が同様に発現誘導され、
これらは TGF-下流の Smad シグナルを介
し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。
RhoGTPaseの活性化に関与する ARHGEF5 

(グアニンヌクレオチド交換因子)が Smad シ
グナル依存的に発現上昇して、SMA の発現
に関与していることが明らかになった。さら
に血管平滑筋細胞への分化に重要な役割を
果たすことが明らかになっている転写因子
MRTF-Aが SMAの発現誘導に必須であるこ
とがわかり、このメカニズムとして MRTF-A

の発現が TGF-によって誘導され、且つRho

シグナルによって核内移行が誘導されるこ
と、つまり、TGF-が Rho-ROCK シグナル
を活性化しているので、TGF-が MRTF-A

の活性に対して 2重の活性化機構を持つこと
により SMA の発現誘導に関わっていること
が明らかになった。 

 

(2) さらに TGF-シグナルを調節する外因
性の因子として MS-1を用い解析を進めたと
ころ、SMAや SM22の発現を協調的に亢進
させる炎症性サイトカインおよび抑制的に
働く細胞増殖因子（FGFs）を同定した。前
者については中和抗体および下流シグナル
因子の阻害剤を用いて SMA の発現を抑制で
きるかを検討し、後者については下流のシグ
ナル因子の阻害剤を用いて SMA の発現を亢
進させることができるかについて検討を行
ってきた。TGF-の効果および FGF の効果
を解析するため、それぞれを添加した細胞お
よび両者を添加した細胞から抽出した RNA

を元に cDNAマイクロアレイを行った。この
解析から FGF の下流で働く転写因子の候補
を絞り込み、解析を進め、この転写因子の作
用を抑制すると SMA の発現が亢進すること
を見出した。現在は SMA の発現誘導・抑制
メカニズムについて転写因子と作用 DNA 領
域について詳細な解析を進めている。 



 

 

 

(3) マウスを用いた動物実験では EndMT に
よって腫瘍線維芽細胞に分化転換した血管
内皮細胞をトレースできる Tie2-Cre および
VE-cadherin-Cre マウスを用いて B16 の腫
瘍移植を行い、LacZと FSP1または SMAの
共染色により血管内皮由来の線維芽細胞を
同定した。内皮細胞マーカーでの染色領域に
対して SMA との共染色領域を比較すること
で EndMT を in situ で検出することができ
ることを見出した。TGF-阻害剤および
FGF 下流に位置する因子の阻害剤を用いた
検討を行い、マウスレベルでの EndMT に
FGF シグナルが関与しているかを検討して
いる。 

 

MS-1 を用いて TGF-によって誘導され
る EndMTの詳細なメカニズムに迫った解析
が行われた。近年、EndMT に関する論文は
増えてきているが、ここまで詳細に細胞レベ
ルで分子機構を解析した報告は数少ないた
め、国内外で EndMTの研究を行っているグ
ループに対してインパクトが大きいのみな
らず、今回特に TGF-シグナルについては
Smadシグナル non-Smadシグナルの違いに
まで踏み込み解析を行うことができたため、
TGF-シグナルについて研究を行っている
グループに対しても良い知見になると考え
られる。 

EndMT において TGF-のシグナルを調
節する因子として FGF シグナルについて主
に研究を進めているが、特に血管内皮細胞を
トレースできるマウスを使用した解析まで
詳細に行っているグループは国内外を含め
てほとんどないため、この成果は大きな知見
として受け止められると思われる。 
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