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　背景・目的�
　申請者はこれまでに腫瘍血管新生を担う重要な分子の選
択的阻害下においても、癌細胞は代替経路を介して血管新
生を維持しながら生存することを明らかにしてきた（Ｎａｔ 
Ｍｅｄ ２００５）。そこで癌微小環境における血管‘再生’機構
の理解に基づく新たな治療戦略が必要であることを認識した。�
　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌ（ＥＰＣ）は骨髄より末梢血
へと動員され、虚血組織や腫瘍組織などの血管に選択的に
集積する特性を有する。また腫瘍組織内の血管内皮細胞は
正常組織とは異なる特異的な遺伝子発現を示すことが知ら
れているが、申請者はＥＰＣが癌細胞によって‘活性化’され
癌微小環境の構築に貢献する可能性を考えた。本研究で
はヒトＥＰＣを用いてこの仮説を検証し、癌細胞によるＥＰＣ活
性化の分子機構を明らかにする。�
�
　内容・方法�
　インフォームド・コンセントの下に成人末梢血より単核球を分
離し、血管内皮分化促進培地にて３－４日間培養し付着細
胞としてＥＰＣを得た。ヒト癌細胞株の濃縮培養上清（ＣＭ）
によるヒトＥＰＣに対する刺激効果（活性化）を観察した。まず
ＣＭ刺激によってＥＰＣで起こる血管新生関連遺伝子の発
現の変化を定量的ＲＴ-ＰＣＲにて解析した。次にマトリゲル
上でＨＵＶＥＣとＥＰＣのｃｏ-ｃｕｌｔｕｒｅを行い、ＣＭ刺激を行っ
たＥＰＣと未刺激のＥＰCとのＨＵＶＥＣの管腔形成能を比較
した。�
　Ｔｉｅ２/ＬａｃＺトランスジェニックマウスをドナーとして骨髄
移植を行い作製したキメラマウスを用いて皮下にマトリゲル
（ＣＭ添加群とＰＢＳ添加群）を移植し、骨髄由来のＥＰＣの
ｈｏｍｉｎｇをβ-ｇａｌ免疫染色により定量した（ｍａｔｒｉｇｅｌ ｐｌａｑｕｅ 
ａｓｓａｙ）。��
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　結果・成果�
　ヒトＥＰＣをヒト膵癌細胞株由来のＣＭで刺激したところ、
ＶＥＧＦ, ＳＤＦ-１, Ａｎｇ-１ ｍＲＮＡの発現が亢進した。これに
対してＨＵＶＥＣやＨＭＶＥＣなどの成熟血管内皮細胞では
同様の変化は見られなかった。興味深いことにＥＰＣではＣＭ
刺激によってＰＴＣＨ１の発現上昇が見られ、胎生期の器官
形成や原始血管叢の発生に関与するＨｅｄｇｅｈｏｇ経路の活
性化が示唆された。膵癌の発生段階においてＨｅｄｇｈｏｇ経
路が活性化すること、膵癌細胞が産生するＳｏｎｉｃ ｈｅｄｇｅｈｏｇ
（Ｓｈｈ）がａｕｔｏｃｒｉｎｅに作用して自身の増殖を促すことが報
告されている（Ｔｈａｙｅｒ ＳＰ, Ｎａｔｕｒｅ ２００３）。そこで膵癌切
除標本を用いて免疫組織学的にＰＴＣＨ１の発現を解析し

たところ、腫瘍血管内皮の約５％に発現を確認できた。これら
の実験結果から腫瘍血管新生においてＨｅｄｇｈｏｇ経路がＥ
ＰＣを介して何らかの役割を担うことが示唆された。��
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　Ｓｈｈを発現するヒト膵癌細胞株ＫＰ-１Ｎを用いて調整し
たＣＭでＥＰＣを刺激した際に見られたＶＥＧＦの発現増強は、
Ｓｈｈ中和抗体（ＭＡＢ４６４１）およびｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅにより抑
制された。ことから膵癌細胞由来のＳｈｈがＥＰＣの血管新
生能を促進すると考えられた。さらにＥＰＣのサイトカイン
供与体としての役割を解析するために、ＥＰＣとＨＵＶＥＣの
ｃｏ-ｃｕｌｔｕｒｅをマトリゲル上で行いＨＵＶＥＣによる管腔形成
能を評価した。ＨＵＶＥＣ単独ではわずかにしか見られなかっ
た管腔形成はＥＰＣの添加により増強した。さらにＣＭ刺激を
行ったＥＰＣを添加した場合にはＨＵＶＥＣの管腔形成能は
より顕著に増強され、ＭＡＢ４６４１およびｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅにより
部分的に抑制された。膵癌由来のＳｈｈによってＥＰＣが機能
的に活性化されることが示された。��
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　最後にＳｈｈによるＥＰＣを介した血管新生促進効果をｉｎ 
ｖｉｖｏで確認するために、Ｔｉｅ２/ＬａｃＺマウスからの骨髄移植
キメラマウスの皮下にＣＭを添加したＭａｔｒｉｇｅｌを移植し、
Ｍａｔｒｉｇｅｌへ動員されたＥＰＣ数をβ-ｇａｌ免疫染色により計
測した。ＫＰ-１ＮのＣＭを添加したＭａｔｒｉｇｅｌにはＰＢＳ群に
比較して多数のβ-ｇａｌ陽性細胞が認められ、膵癌細胞由来
の因子による骨髄からのＥＰＣ動員が確認された。またＥＰＣ
のＭａｔｒｉｇｅｌへの動員はＭＡＢ４６４１およびｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅの
添加により抑制された。��
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　以上よりＳｈｈは成熟血管内皮細胞には作用しないものの、
ＥＰＣを介して直接的・間接的に腫瘍血管新生を促進するこ
とが示された。�
�
　今後の展望�
　現在、癌組織におけるＥＰＣの活性化をより網羅的に捉え
るために、様 な々癌種由来の培養上清によるＥＰＣ刺激後の
遺伝子変化をマイクロアレイにて解析している。この結果、癌
種による血管新生機構の違いがより明確になる可能性がある。
また本研究で特定したＳｈｈ以外にもＥＰＣを活性化し、さらに
は腫瘍血管新生を促進する因子は多数存在することが予
測され、これらを明らかにすることは新たながん治療標的の
探索に結びつくと期待される。�
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