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研究成果の概要（和文）：腫瘍血管の形質も腫瘍難治性の一因であることを代表者らは明らかにし、腫瘍血管の性質を
制御してナノDDSの薬効を向上させることを試み、既に膵癌・胃癌の動物モデルにおいて治療効果増大が見られること
を証明した。この分子メカニズムとして、本研究では新生血管においてのみ高い発現が見られ、内皮細胞―壁細胞の安
定化に重要であることが示唆されている分子に着目して解析を行い、この分子が重要な説明因子であることを示唆した
。

研究成果の概要（英文）：We have shown that characteristics of tumor vasculature can determine the intracta
bility of tumors, and that manipulation of the vasculature characteristics can improve the efficacy of nan
oDDS in the animal models of pancreatic and gastric cancers. In this study we focused on a protein, known 
to be expressed in neovasculature and stabilizing endothelial-mural cell attachment. The protein was sugge
sted to play an important role in the mechanism of extravasation of nanoDDS from tumor vasculature.
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１．研究開始当初の背景 
 
外科療法が適応外であるような進行した
膵癌やスキルス胃癌、あるいは脳腫瘍、転移
性肝癌など、難治性固形癌の治療は困難を極
める。これまでの腫瘍研究では、これらの難
治性の原因を、腫瘍細胞の性質に起因させる
方法論で主に進められ多大な成果が挙がっ
ている一方、固形腫瘍は腫瘍細胞以外にも腫
瘍間質と称される、血管・線維組織などから
構成されており、これらの要素が互いに関連
しあって腫瘍組織を形作っていることが、明
らかにされつつある。特に難治性固形腫瘍で
は、これら間質のうち血管の形質も難治性の
原因を形成していることが代表者らによっ
て明らかにされてきた。実験的には、ナノ
DDS は難治性固形腫瘍に対しても治療効果
の高い薬剤となることが期待されてきたが、
実地臨床では実現が十分でなく、その原因は
まだ十分に解明されていない。代表者らは腫
瘍血管の性質を制御することでナノ DDS の
蓄積を向上させることを試み、既に膵癌・胃
癌の動物モデルにおいて、TGF-β阻害剤を用
いた血管新生制御の併用によってナノ DDS
の効果増大が見られることを証明した（Kano 
et al. PNAS, 2007）。 
 このメカニズムとして、これまでに代表者
は、新生血管の壁細胞被覆程度の違いが、ナ
ノ DDS の漏出性の違いに寄与することを示
した（Kano et al, Cancer Sci., 2009ほか）。
つまり、膵癌では、TGF-β阻害剤によって、
腫瘍血管の壁細胞の被覆の程度が減少し、よ
りナノ DDS が漏出して腫瘍に蓄積する。こ
のように、壁細胞を減少させた方がナノ DDS
が蓄積するという方法論は、適応可能な腫瘍
の種類が拡大したために、将来臨床的にも重
要な意味を持ってくることが期待される。一
方で、これまでナノ DDS の薬効評価に頻用
されている C26 大腸癌モデルではもともと
壁細胞被覆が少なく、この場合には TGF-β
阻害剤ではなく VEGF 阻害剤を併用した場
合にナノ DDS がより蓄積するという結果が
得られた。すなわち、腫瘍の血管構築に応じ
た対応が必要であることが示唆されている。 
しかしながら、いずれの方法論が対象の腫
瘍にふさわしいかを予測するための指標は
壁細胞被覆程度のみであり、しかもその詳細
な分子メカニズムは未だ不明であった。これ
について、本研究では、内皮細胞に関連する
分子メカニズムとナノ DDS の挙動の関連に
ついて明らかにすることを目指した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、われわれがすでに明らかにして
きた、ナノ DDS の漏出性と新生血管の分子
標的薬による制御の関連に対して、さらに詳
細なメカニズム解析を試みた。動物モデルに
加え、in vitro チャンバーにおける血管内皮
細胞と壁細胞の共培養によりバリア機能を

解析する方法論も確立した。これらの方法に
より、増殖因子や壁細胞被覆による内皮細胞
関連分子メカニズムの制御を明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
難治癌モデルでは、TGF-β阻害剤投与によ
って壁細胞被覆の程度が減少するほど、ナノ
DDS の蓄積が多いという知見が得られた。一
方で、元来壁細胞の少ない癌モデルでは、
VEGF 阻害剤の併用で壁細胞の被覆を増加さ
せ、血管を「正常化」させるとナノ DDS の蓄
積が増強した。すなわち、もともと壁細胞被
覆が多い腫瘍モデル（膵癌、スキルス胃癌、
悪性膠芽腫など）では TGF-β阻害剤が壁細胞
被覆を低下させると同時に高分子デキスト
ラン（分子量 2,000,000、流体力学的推定直
径が約 50nm の分子）の蓄積を増強し、逆に
もともと壁細胞被覆が少ない腫瘍モデル（大
腸癌などを含め大部分のモデル）では VEGF
阻害剤が壁細胞被覆を増やすと同時にやは
り高分子デキストランの蓄積を増強すると
いう、壁細胞被覆の程度とナノ DDS の蓄積の
関係性の観点からは一見矛盾するデータが
得られている。 
 このことを説明するにあたり、本研究では、
新生血管においてのみ高い発現が見られ、内
皮細胞―壁細胞の安定化に重要であること
が示唆されている分子 P*に着目して、in 
vitro, in vivo 両方の解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
前述の通り、新生血管においてのみ高い発
現が見られ、内皮細胞―壁細胞の安定化に重
要であることが示唆されている分子 P*に着
目して解析を行った。その結果、BxPC3 ヒト
膵癌皮下腫瘍モデルにおいて、TGFβ阻害を
行った個体では P*陽性血管が減少し、さらに
血管における P*染色性とナノ粒子の腫瘍内
貯留が逆相関する可能性を見出した。これま
で、内皮細胞間の細胞間接着には Claudin5
と VE-cadherin などが、また血管内皮細胞―
壁細胞間の細胞間接着を担う分子としては、
主に N-cadherin が注目されてきたが、本研
究の結果から、これらに加えて P*分子がナノ
粒子漏出性の機能的マーカーとなる可能性
が示唆された。 
その発現制御メカニズムを明らかにする
ために、in vitro モデル細胞としてマウス内
皮細胞 MS1 を用いた解析の結果、TGFβシグ
ナル依存的に P*の mRNA・タンパク質発現が
上昇する結果を得た。この発現変化は、播種
密度および TGFβ刺激時間により差がみられ、
P*発現制御は内皮細胞のおかれる局所環境
により精密に制御されていると考えられる。 
これらの知見から、TGFβ阻害により増強す
る漏出性は P*の発現低下により説明され、す
なわち P*が新生血管における漏出性を規定



する分子である可能性が示唆されてきた。 
これらと並行し、ヒト腫瘍病理標本を用い
て、膵癌、胃癌（通常・スキルス）、大腸癌、
卵巣癌において壁細胞被覆程度を免疫染色
によって解析し、膵癌・スキルス胃癌は壁細
胞被覆が多く、他は少ないことが示された。
この結果は、これら腫瘍の難治性の程度と相
関しており、腫瘍難治性が薬剤送達性によっ
ても影響されていることが示唆された。 
P*は、これまでに、安定化した既存血管で
は発現が低く、新生血管においてのみ壁細胞
との接着に関与していることが報告されて
いる。本研究で得られた知見と合わせると、
内皮細胞と壁細胞との接着状態は段階的に
推移し、その段階によって血管漏出性が変化
するのではないかと推測された。 
引き続き、P*とナノ粒子漏出性に関する解
析を行った。炎症環境下で P*の発現は増強し
ており、BxPC3 ヒト膵癌皮下腫瘍モデルにお
いても P*陽性血管は多くみられる。一方、P*
細胞外ドメインの分解によっても説明され
うるため、P*の分解についても解析を行った。
in vitro モデル細胞としてヒト内皮細胞
HUVEC および HMVEC、およびマウス内皮細胞
bEnd3 を用いた解析を行った結果、炎症性シ
グナル依存的にP*を発現上昇させた後のTGF
βシグナル抑制により、P*細胞外ドメインの
切断が増加することが明らかになった。 
さらに、切断を受けた結果細胞表面から産
生される遊離型の P*細胞外ドメインにより、
内皮細胞間の細胞間接着に重要である
Claudin5 の発現が減少することが示唆され
た。FITC 標識デキストランを用いた透過性解
析の結果、P*細胞外ドメインにより処理され
た血管内皮細胞では透過性が亢進すること
も明らかになった。 
 これらの知見より、P*陽性内皮細胞におけ
る TGFβシグナルの抑制が、(1)壁細胞接着の
減少と、(2)内皮細胞での直接的な漏出性制
御という両面から、ナノ粒子送達性の増強を
もたらしていることが示唆された。 
そこで P*細胞外ドメインによる内皮細胞
漏出性の直接的な制御について検討をすす
めた。その結果、すでに全長 P*の結合分子と
して知られている P**の発現を抑制すると、
P*細胞外ドメインによる透過性への影響が
逆になり、透過性の亢進が確認された。さら
に、P**が発現しない内皮細胞では、P*細胞
外ドメインにより透過性が亢進した。以上か
ら、P*細胞外ドメインが P**発現細胞におい
てのみ、透過性を亢進する作用を有するとい
う結果を得た。 
 以上により、P*が TGFβシグナル制御によ
るナノDDS血管外移行を増大させる事象の分
子メカニズムにおいて重要な説明因子であ
ることが示唆された。 
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