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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞には多様性が存在し、一部には幹細胞様の性質を持つ内皮細胞が存在す
ることが分かっている。今回腫瘍血管内皮細胞中の内皮幹細胞をより詳細に検討し、腫瘍血管内皮細胞が通常の
内皮細胞とどのように異なるか解析を行った。腫瘍血管では内皮幹細胞が非常に高い割合で存在することが明ら
かとなった。また移植実験から、腫瘍血管内皮細胞も階層性を持つ内皮細胞集団であることが分かった。さらに
遺伝子解析で薬剤耐性に関与する蛋白の上昇を特に幹細胞分画で認めた。薬剤耐性能に関わる蛋白の阻害剤にて
内皮幹細胞の増殖阻害を認め、さらには腫瘍縮小効果も認めた。今後、血管内皮幹細胞システムを標的とした治
療が期待できる。

研究成果の概要（英文）：We have been studying the endothelial stem cell system in the vasculature. 
Here we identified this endothelial stem cell system in the tumor vasculature. In the tumor 
vasculature, the percentage of endothelial stem cells was significantly increased compared to normal
 tissue. Moreover, we showed endothelial hierarchy by transplantation model. By gene expression 
analysis, we found that endothelial stem cell in the tumor highly express drug resistance genes. 
Addition of an inhibitor which blocks the function of drug resistance protein inhibited the colony 
formation of endothelial stem cells. Furthermore, administration of this inhibitor to the tumor 
bearing mice induced regression of tumor size of these mice. Our results suggest the existence of 
endothelial hierarchy system in the tumor vasculature. Targeting this system may be a promising 
therapeutic target in the future. 

研究分野：血管生物学　
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１．研究開始当初の背景 
癌は現在まで約 30 年にわたって我が国の死
亡原因の 1位である。様々な対策が行われて
いるが、依然として国民の生命及び健康にと
って重大な問題となっており、新規治療法の
開発が望まれる。固形腫瘍の発育には腫瘍へ
酸素・栄養分の供給を行う腫瘍血管新生が必
須であり、その制御を目的とした研究および
薬剤開発が行われている。我々は末梢血管内
皮細胞中に血管内皮細胞の供給源として血
管新生時に中心的な役割を果たす組織常在
型の血管内皮幹細胞が存在することを報告
してきた。末梢組織を酵素処理により単細胞
に分離し、様々な組織幹細胞の同定方法とし
て知られているヘキスト解析法を用いてフ
ローサイトメトリー解析を行うと、全身の多
くの組織で約 1％の割合で血管内皮細胞分画
中に血管内皮 side population（SP）細胞が
認めた。この細胞はコロニー形成能、血管再
構築能を示す幹細胞様の性質を持った細胞
であり、内皮細胞は末梢血管において独自の
ヒエラルキーシステムを構築していること
が分かってきた。 
本研究においては正常組織の血管内皮幹
細胞システムの解析を通じて得られた知見
と、現在までに明らかとなった腫瘍の血管内
皮幹細胞の性質を比較することにより、両者
の違いを明らかとし、腫瘍血管内皮での内皮
幹細胞ヒエラルキーがどのように構築され
ているか明らかにする。 
 
２．研究の目的 
本研究は血管内皮細胞が、血管内皮幹細胞シ
ステムを構成しているとの概念に基づいて
いる。この幹細胞システムにおいて血管内皮
の分化異常が生じていることが、腫瘍血管が
異常である原因の一つであることを証明し、
正常な血管内皮細胞の分化メカニズムの解
明を通じて得られた知見をもとに、腫瘍血管
内皮細胞の分化誘導を行い腫瘍血管の治療
を目指す 
腫瘍血管内皮細胞を詳細に検討することに
より、抗血管新生阻害剤の効果をより高め、
さらには既存の抗腫瘍療法との併用により
既存の治療の効果を飛躍的に高めることが
できると期待される。  
 
３．研究の方法 
①腫瘍血管内皮細胞の解析 
マウスの腫瘍移植モデルを用いて腫瘍血管
内皮細胞の解析を行う。マウスに Lewis Lung 
Carcinoma (LLC)腫瘍細胞、KLN205 肺癌腫瘍
細胞を皮下移植、肺内同所移植を行いフロー
サイトメトリーにて CD31+CD45-血管内皮細
胞を分離する。分離した内皮細胞の遺伝子プ
ロファイリングを行う。細胞表面マーカーの
解析を行う。また分離した内皮細胞の増殖能
をOP9feeder細胞上で培養することにより解
析する。 
 

➁腫瘍血管内皮細胞が血管内皮幹細胞を頂
点としたヒエラルキーを構築していること
を明らかにする。 
腫瘍血管内皮細胞を分離して多くの組織で
幹細胞を同定する方法として知られている、
ヘキスト色素によるフローサイトメトリー
解析を行う。フルーサイトメトリーにより幹
細胞分画は大多数の細胞集団（ Main 
population; MP 細 胞 ） と は 別 の Side 
population (SP 細胞)として同定されること
が知られている。マウス腫瘍モデルを用いて
CD31+CD45-腫瘍血管内皮細胞集団に、SP細胞
が存在することを証明する。 
 
➂腫瘍血管内皮幹細胞の特殊性、異常性の解
明 
腫瘍血管内皮細胞の遺伝子プロファイリン
グを行う、そのうえで腫瘍血管内皮幹細胞の
遺伝子プロファイリングも行う。また内皮細
胞の増殖を抑制する血管新生阻害剤を用い
て、腫瘍血管内皮細胞、腫瘍血管内皮幹細胞
の薬剤反応性を明らかにする。 
 
④③で得られた結果を用いて腫瘍血管内皮
幹細胞を阻害もしくは分化誘導する薬剤の
スクリーニングを行う。 
 
４．研究成果 
①マウス腫瘍血管内皮細胞の遺伝子発現パ
ターン解析を行うと、炎症反応に関する因子、
細胞増殖に関する因子、細胞障害に関する因
子の上昇を認めた。また、同時に薬剤耐性に
関する遺伝子の発現上昇を認めた。OP9 細胞
上では増殖能が亢進していた。皮下モデル、
肺同所移植モデルの比較では今回の解析で
は大きな差を認めなかった。細胞表面マーカ
ー解析でも正常内皮細胞と比べ著しく異な
る所見は得られなかった。腫瘍血管内皮細胞
全体の解析では内皮細胞の多様性に関する
知見は得られなかった。そこで、正常組織の
時と同様に、血管内皮細胞のヘキスト解析を
行い腫瘍血管内皮細胞中にも SP 細胞が存在
することが分かった。 
 
➁各種腫瘍の内皮細胞を解析すると腫瘍血
管中には正常組織の血管と比べ非常に高い
割合で血管内皮幹細胞様の性質を示す血管
内皮 SP 細胞が存在することが明らかとなっ
た。腫瘍血管内皮 SP 細胞を腫瘍細胞と共に
再度マウス皮下に移植すると、これらの細胞
は腫瘍血管を構築し（図１）血管内皮 MP 細
胞を構築する
ことが分かっ
た。このこと
は、腫瘍血管
内皮細胞も分
化段階を持っ
たヒエラルキ
ーを構築して
いるとの仮説



に矛盾しない結果であった。また、SP 細胞の
割合が正常組織に比べ非常に高いことから、
血管内皮細胞の分化異常が腫瘍血管内では
生じている可能性が示唆できた。 
 
➂、④そこで腫瘍血管内皮細胞の SP 細胞 MP
細胞の比較を行った。SP 細胞は腫瘍血管内皮
細胞中でも特に薬剤耐性遺伝子の発現が高
い。血管新生阻害剤を腫瘍にマウスに投与す
ると、この SP 細胞は比較的薬剤耐性能が高
いのでより濃縮されて、比率が増える（図２）。 

この薬剤排出を司る因子の一つにABCトラン
スポーターが存在することが遺伝子プロフ
ァイイング結果から明らかになった。そこで、
ABC トランスポーターを阻害する薬剤を腫瘍
血管内皮 SP 細胞培養に添加した。すると、
腫瘍血管内皮 SP 細胞の増殖は抑えられた。
また腫瘍移植マウスにも投与を行うと、やは
り腫瘍の増大が抑えられた。SP 細胞を分化さ
せて血管の正常化を誘導する方法ではない
が、SP 細胞を標的とした効率の良い抗腫瘍機
序が存在する可能性が示唆できた。 
さらには、この ABC トランスポーター阻害剤
と血管新生阻害剤を組み合わせると、より強
く血管内皮 SP 細胞を阻害できることが分か
った。 
 
これらの結果から、腫瘍血管内皮細胞も階
層性を持った血管内皮ヒエラルキーを構築
している可能性が示唆できた。腫瘍血管内皮
細胞が clonal expansion を示すことが他の
グループの解析でも最近報告された。私たち
の解析結果も血管内皮幹細胞が中心となっ
て増殖し新生血管の内皮細胞を供給してい
ることを示唆している。また血管新生阻害剤
投与後の腫瘍ではこの幹細胞様の内皮細胞
が選択的に残存すること、さらには薬剤の排
出に関わるトランスポーターを阻害すると
効率よく血管内皮幹細胞を傷害できる可能
性が示唆できた。血管内皮細胞を階層性のあ
る細胞集団として捉えることで、今まではわ
からなかった知見が得られ、今後の腫瘍血管
内皮の薬剤耐性の克服につながる成果が得
られたと考えらる。また今回の研究結果から
腫瘍血管内皮細胞の遺伝子プロファイリン
グが明らかとなり、今までにない仕組みで血
管内皮細胞を阻害する基となる成果が得ら
れた。 
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