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研究成果の概要（和文）：これまで低酸素環境が、正常血管内皮細胞に対して染色体の獲得を誘発する可能性
と、その機序に活性酸素種(ROS)が重要な役割を果たしている可能性を見出してきた。低酸素状態における正常
血管内皮細胞の挙動について検討した。
低酸素条件で培養すると、正常血管内皮細胞に染色体異常をもたらす可能性が示唆された。また、その条件では
腫瘍血管内皮細胞に見られる遺伝子発現変化と同様の挙動をしめした。さらに、低酸素で産生されるROSを制御
することで特定の異常性の発現をすることが示唆された。さらに腫瘍組織内において、血管内皮細胞と低酸素部
位の位置的関係を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We recently reported that　 NECs may also acquire chromosomal abnormalities 
by ROS accumulation due to hypoxia. I examined the behavior of the NECs in the hypoxia state.It was 
suggested that hypoxia brought chromosome abnormality to a NECs.We have demonstrated that hypoxia 
causes cytogenetic abnormalities in ECs through ROS accumulation.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1)腫瘍組織は,低酸素(Hypoxia)に陥ってお
り, 低酸素はがんの悪性度と関連している. 
(2)低酸素環境では細胞は酸化ストレスに曝
されている. 低酸素環境において産生され
る活性酸素種（:ROS）は,過剰に蓄積すると
細胞の遺伝子異常などを誘発することが知
られている. 
(3)腫瘍内では,腫瘍血管もまた低酸素に曝
されていることがあることを見いだした． 
(4)近年,腫瘍血管内皮細胞(TEC)と正常血管
内皮細胞(NEC)の間に性質の違いがあること
がわかってきた.申請者らのグループでも以
下のことを報告した. 
 ①TEC が，上皮増殖因子レセプター(EGFR)
の他にシクロオキシゲナーゼ-2 (COX-2), 血
管内皮増殖因子(VEGF), プロスタグランジ
ン E2(PGE2)などの血管新生因子の発現が亢
進していること 
 ②特異遺伝子を発現していること 
 ③ある種の抗がん剤に対して薬剤抵抗性を
もつこと 
 ④染色体異常があること 
(5)TEC の異常性獲得の機序に関しては未だ
不明な点が多い． 
(6)生体内において, 低酸素になっている組
織は腫瘍組織だけではない.  
(7)しかし, 非腫瘍性の低酸素環境における
血管内皮細胞は閾値を越せば細胞死に至
り,TEC のような異常性を獲得しているとは
考えにくい． 
(8)TEC の異常性の獲得には, 低酸素並びに
腫瘍組織中に放出されている液性因子とも
密接な関わりが関与している可能性がある
と考えた.  
  
２．研究の目的 
申請者らはこれまで TEC を分離・培養し, TEC 
が NEC に比べ，さまざまな点で違いがあるこ
とを報告してきた．しかし，このような TEC 
の異常性獲得の機序に関しては未だ不明な
点が多い．申請者らは低酸素プローブを用い
て, 免疫染色を行い,血管周囲ですら低酸素
に曝されている部位があることを確認した．
さらに,正常血管内皮細胞が低酸素環境下に
おいて染色体異常を誘発する可能性がある
ことを見いだした. 近年,血管新生阻害療法
に対する薬剤耐性の獲得が報告されている．
その原因として腫瘍側に生じる薬剤耐性と,
腫瘍環境で腫瘍血管新生が阻害された結果,
低酸素状態に陥った腫瘍細胞の浸潤能の獲
得などが考えられている． 
腫瘍細胞の低酸素応答機構は盛んに研究さ
れてきたが,腫瘍血管内皮細胞の異常性が明
らかになりつつある現在,腫瘍細胞だけでは
なく,腫瘍血管内皮細胞そのものの低酸素応
答機構,薬剤耐性の獲得の可能性を考慮しな
ければならない．腫瘍血管内皮細胞の異常性
獲得を制御することが,血管新生阻害療法に
対する薬剤抵抗性の回避に有効であると考

えられる． 
そこで本研究では，正常血管内皮細胞を低酸
素環境下で培養することにより腫瘍血管内
皮細胞でみられるような形質を獲得するか
を解析し, TEC の異常性獲得の機序の一端を
明らかにすることをめざす． 
 
３．研究の方法 
正常血管内皮細胞を腫瘍組織環境に擬似化
した低酸素培養条件において培養し,細胞増
殖,遊走能,接着性,薬剤応答性,未分化能の
獲得の有無を検証する.我々はすでに低酸素
環境が正常血管内皮細胞に対して,染色体の
異常性の獲得を誘発する可能性を見いだし
ている.また,その機序においてROSが重要な
役割を果たしている可能性も示唆してきた. 
以上を踏まえ,以下の検討を行った． 
(1)低酸素培養条件における細胞の表現型の
解析．血管内皮細胞の増殖能,郵送能,細胞の
接着能,未分化能の維持,幹細胞性の獲得の
有無,薬剤耐性の有無、染色体異常の獲得の
有無などを解析する． 
(2)表現型の変化に伴う遺伝子発現の変化の
解析による腫瘍血管内皮マーカー候補分子
の探索．低酸素環境による遺伝子発現変化を
マイクロアレイ解析によって確認し,腫瘍血
管内皮細胞のの遺伝子発現と比較検討する. 
(3)低酸素環境と活性酸素の関連の検討 
 ①低酸素で産生される ROS を抑制すること
で異常性の誘発を妨げることが出来るか.細
胞の表現型,それに伴う遺伝子発現の変化を 
解析する. 
 ②正常血管内皮細胞に ROS を添加すること
でも異常性が誘発されるかを検討する 
 ③TEC の異常性が、ROS を抑制することによ
って変化するのかを検討する 
 ④腫瘍組織内での血管内皮の異常性獲得と
ROS との因果関係をin vivo において検討す
る. 
 
４．研究成果 
(1)低酸素培養条件における細胞の表現型の
解析 
 ①NEC の増殖能:低酸素状態,正常酸素状態
において増殖能に有意差のない時期を見い
だした 
 ②染色体異常性の獲得の有無につい
て :fluorescent in situ hybridization 
(FISH)を行った結果,低酸素環境が正常血管
内皮細胞に染色体異常をもたらす可能性を
示唆した 
(2)表現型の変化に伴う遺伝子発現の変化の
解析による新たな腫瘍血管内皮細胞マーカ
ー候補分子の探索．Real time PCR 法を用い
た解析により,幾つかの遺伝子では, 主要血
管内皮細胞の遺伝子発現と同様の挙動を示
した． 
(3)低酸素環境と活性酸素の関連の検討 
 ①低酸素環境で正常血管内皮細胞を培養す
ると ROS が産生される．この ROS を抑制する



ことで異常性の誘発を妨げるかを検討し,異
常性の誘発をある程度妨げることが示唆さ
れた． 
 ②正常血管内皮細胞に ROS を添加すること
でも異常性が誘発されることを検討した．
ROS の添加により正常血管内皮細胞でも染色
体異常がおこる可能性があることが示唆さ
れた． 
 ③腫瘍組織内で,低酸素に陥っている血管
があることを in vivo において確認した． 
 ④腫瘍組織内で低酸素にさらされている血
管内皮細胞に染色体異常がみられることを
in vivo において確認した． 
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