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研究成果の概要（和文）：癌治療において腫瘍血管を攻撃して癌の増殖・血行性転移を抑制する目的で血管新生阻害療
法が開発、実用化されてきた。しかし既存の血管新生阻害剤は腫瘍血管への特異性がなく副作用を生じることが報告さ
れている。今回我々は、マウスおよびヒト腎がん由来の血管内皮細胞の分離・培養に成功した。正常血管内皮細胞（Ｎ
ＥＣ）と腫瘍血管内皮細胞（ＴＥＣ）をmiRNA Micro Array解析し、ＮＥＣと比較しＴＥＣで発現の高いmiRNAを複数同
定した。そのうちの一つmiRNA-Xに着目し、qRT-PCR法でもmiRNA-Xの発現がＴＥＣで発現が高いことを確認した。今後
機能解析を行い新規血管新生阻害剤の開発を目指す。

研究成果の概要（英文）：The anti-angiogenic therapy have been developed and used to inhibit the tumor 
growth and the metastasis. However, the currently used ant-angiogenic therapies have been reported to 
cause side effects because it is not specific for tumor blood vessels. In this study, endothelial cells 
were successfully isolated from mouse and human renal cell carcinoma tissues. Normal endothelial cells 
(NEC) and tumor edothelial cells (TEC) were analyzed with miRNA Micro Array, then some miRNAs ,which are 
expressed higher in TEC than in NEC, were identified. In addition, it is confirmed that miRNA-X is highly 
expressed in TEC compared to NEC with qRT-PCR analysis. In the future, we will analyze the miRNA-X 
function and develope the novel anti-angiogenic therapy.

研究分野： 血管新生
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１．研究開始当初の背景 
近年、癌治療において腫瘍血管を攻撃して

癌を兵糧攻めにし、癌の血行性転移を抑制す
る目的で血管新生阻害療法が開発、実用化さ
れてきた
（図 1）。
しかし、
喀血、腸
管出血な
ど心血管
系の重篤
な副作用
があるこ
とも報告
されてお
り、その原因
の一つに既存
の血管新生阻
害剤は正常血
管内皮細胞を
用いた研究か
ら開発され，
腫瘍血管への
特異性がない
ことが挙げら
れる。われわ
れはこれまで、
腫瘍血管内皮細胞は正常血管内皮細胞と異
なることを当教室では報告してきた(Hida 
et.al, Cancer Res 2004, 2005, 2006, Cancer Sci 
2009, BBRC 2010, Br.J Cancer 2011, Int J 
Cancer 2011）（図 2）。さらにわれわれは、正
常血管内皮が腫瘍微小環境において異常性
を 獲 得 す る こ と を 報 告 し て き た
（Akiyama,Hida et.al Am J Pathol 2012）。その
メカニズムの一つに、腫瘍細胞由来因子によ
る正常血管内皮細胞の DNA メチル化や、ヒ
ストン脱アセチル化などエピジェネティッ
クな異常の関与が示唆される。近年、これら
エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 異 常 は micro 
RNA(miRNA)とよばれる低分子RNAによっ
て制御されることが明らかになりつつある
（Kuo-Wang Tsai et.al, IJC 2011, Joseph Mazar 
et.al PLoS ONE 2011）。さらにわれわれはこれ
までの研究で、腫瘍培養上清中に微小胞でつ
つまれた腫瘍細胞由来の miRNA が含まれて
いることを明らかにしてきた。 
２．研究の目的 

正常血管内皮と腫瘍血管内皮の分子的な
違いを標的とする腫瘍血管特異的な新規血
管新生阻害剤の開発が可能ではないかと考
え、正常血管内
皮細胞と比較し、
腫瘍血管内皮細
胞 に 特 異 的 な
miRNA の発現
解析を行うとと
もに、その標的
遺伝子の同定お
よび機能解析を

行い、腫瘍血管内皮における miRNA を標的
とした新規血管新生阻害剤開発と治療応用
を展開するための研究基盤の確立を目的と
する。（図 3） 

３．研究の方法 
（１）マウス血管内皮細胞およびヒト正常血
管内皮細胞の分離培養：マウス血管内皮細胞
を分離するために、ヒト腫瘍細胞をヌードマ
ウスに皮下移植し、4-6 週後に腫瘍塊から腫
瘍血管内皮細胞を、正常マウス皮膚からは正
常血管内皮細胞を分離する。ヒト血管内皮細
胞を分離するために、ヒト腎がん臨床検体を
回収し、癌部から腫瘍血管内皮細胞を、非が
ん部から正常血管内皮細胞を分離する。分離
にあたり抗CD31抗体および抗CD45抗体を
用いて、CD31 陽性かつ CD45 陰性の血管内
皮細胞をフローサイトメトリー（FACS Aria
Ⅱ）にて高純度の血管内皮細胞を分離した。
さらに PCR 法とフローサイトメーターを用
いて、分離した血管内皮細胞の特性解析を行
った。（分離後の血管内皮細胞が血管内皮マ
ーカーを発現し、多細胞の混入がないことを
確認する） 
マウス血管内皮細胞は分離後、各解析に用

いるために血管内皮専用培地 EGM2-MV を
用いて注意深く培養を行った。 
（２）ヒト正常血管内皮細胞と腫瘍血管内皮
細胞の miRNA Miccro Array 解析：分離後の
ヒト腫瘍血管内皮細胞および腫瘍血管内皮
細胞から miRNA を含む RNA isolation
（miRNeasy Mini kit）をおこない、マルチ
プレックスサスペンションアレイにて
miRNA Micro Array 解析を行った。解析後、
realtime PCR 法により正常血管内皮細胞と
腫瘍血管内皮細胞の間で、miRNA 発現解
析・比較を行った。 
 
４．研究成果 
（１）血管内皮細胞の分離培養および特性解
析：ヒトメラノーマ細胞およびヒト腎がん細
胞をヌードマウスに皮下移植し 4-6 週後、腫
瘍塊から腫瘍血管内皮細胞を、正常皮膚から
正常血管内皮細胞を分離・培養した。分離後
の血管内皮細胞はフローサイトメトリー解
析 に て 血 管 内 皮 マ ー カ ー で あ る
CD31,CD105,CD144,およびBS1-B4レクチンが
陽性であり、また単球マーカーCD11b や血球
マーカー
CD45が陰
性である
ことを確
認した。
（図 4）
さ ら に
PCR 法に
て血管内
皮マーカ
ーである CD31,VEGFR1,VEGFR2 の発現が陽性
であること、CD11b, CD45,血管平滑筋マーカ
ーαSMA が陰性であることを確認した。また、



ヒト腫瘍細胞の混入を否定するため、ヒト腫
瘍細胞特異的に発現するhHB-EGFの発現を解
析したところ、すべての血管内皮細胞で陰性
あった。（図 5）このことからマウスから分離
培養した細胞は高純度の血管内皮細胞であ
り、ヒト腫瘍
細胞の混入が
ないことが示
された。 
また、ヒト血
管内皮細胞を
分離後も同様
の特性解析を
行い高純度の
血管内皮細胞
を分離したこ
とを確認した。
腫瘍組織から
1～2%とごく
わずかしか採
取できない腫
瘍血管内皮細胞を分離・培養することは非常
に困難な事であり、これら希少な初代培養血
管内皮細胞を用いて研究を行うことができ
る研究室は国内外でも数少ない。 
（２）ヒト正常血管内皮細胞と腫瘍血管内皮
細胞における miRNA Micro Array 解析：ヒト
腎がん臨床サンプル由来のヒト腫瘍血管内
皮細胞、及びヒト正常血管内皮細胞を各 3 lot
ずつ分離し、miRNA を含む RNA isolation
をおこない、miRNA Micro Array 解析を行
った。各 3 lot に共通して、正常血管内皮細
胞と比較して腫瘍血管内皮細胞において 4種
の miRNA の発現が高かった。 
（３）ヒトおよびマウス正常血管内皮細胞と
腫瘍血管内皮細胞における miRNA-X の発現
解析：この 4 種の miRNA の中で miRNA-X
に着目し miRNA Micro Array 解析後、
qRT-PCR 法にてマウスおよびヒト正常血管
内 細 胞と腫 瘍 血管内 皮 細胞に お け る
miRNA-X の発現解析を行った。マウスおよ
びヒト腫瘍血管内皮細胞において miRNA-X
の発現は正常血管内皮細胞に比べ高かった。

（図 6）このことから、miRNA-X が腫瘍血
管内皮細胞における標的分子となる可能性
が示唆された。 
 
 
今後の展望 

・腫瘍血管内皮細胞における miRNA-X ノッ

クダウン後の機能解析：miRNA-X に対する

アンチセンスオリゴを用いて、in vitro で増

殖能、血管新生能を解析し血管新生阻害療法

上有用な腫瘍血管内皮特異的マーカーを見

つけ出す。 

・miRNA-X を標的とした血管新生阻害療法

のマウス in vivo 解析：in vitro でノックダウ

ンにより有効な血管新生阻害作用を示した

miRNA を腫瘍血管内皮細胞特異マーカーと

して標的とした血管新生阻害剤の開発の基

盤研究を行う。具体的には腫瘍血管内皮に特

異的に発現しているCD13を標的とした抗が

ん剤内方リポソーム製剤を用いることで、腫

瘍血管内皮細胞に特異的に miRNA-X に対す

るアンチセンスオリゴを取り込ませること

のできる DDS を開発する。その後、担癌マ

ウスで in vivo 実験を行い、腫瘍血管内皮細

胞を選択的に傷害する治療薬の開発を目指

す。 
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