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67. 内皮間葉移行の分子基盤の解明と関連疾患治療法の開発 
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緒 言 

 

血管は血液や酸素、種々の因子などを各組織に運ぶことにより生体の恒常性を維持するのみならず、様々な形で周囲

の組織と相互作用しあい、発生過程、臓器形成、病態形成過程等それぞれにおいて多彩な特徴や役割を有しており、生

体の動的恒常性を維持する上で中心的な役割を果たしている。このような多様な血管構造は可塑的に変化することによ

り周辺臓器に影響を与えるが、近年、がんや心不全などの病的状態において血管を構成する血管内皮細胞が可塑的に変

化し、間葉系細胞へと移行することがあきらかになりつつある。この内皮間葉移行（Endothelial Mesenchymal 
Transition：EndMT）は、1990年代に胎生期の心臓の弁形成において見出された生理的現象である。しかし、近年内

皮間葉移行によって生じる線維芽細胞ががんや心不全を悪性化させることを報告してから、爆発的に内皮間葉移行に関

する論文数が増加し、現在内皮間葉移行は、がん・心不全に加えて、糖尿病・動脈硬化など様々な疾患の治療の新規標的

として注目を集めている［1］。がん微小環境において豊富に存在する transforming growth factor（TGF）-βは、がん細

胞の上皮間葉移行（EMT）を誘導することで、がんの悪性化・転移において重要な役割を果たしている［2］。我々は

これまで血管形成における TGF-βシグナルの役割を研究してきており［3］、TGF-βシグナルが様々な種類の血管内

皮細胞の内皮間葉移行を誘導することを報告してきた［4，5］。しかし、内皮間葉移行を制御する詳細な分子機構につ

いてはいまだ不明な部分が多く、関連疾患の診断や治療を困難なものにしている。 
そこで本研究においては病態の悪性化における内皮間葉移行の詳細な分子機構を理解することにより、がん・心不

全・糖尿病などの内皮間葉移行により悪性化する疾患の新規診断・治療法を開発することを目的とした。 
 

方法および結果 

 
1．内皮間葉移行の分子基盤を理解し、抑制するための分子標的を同定する 
（1）線維芽細胞増殖因子（FGF）シグナルはTGF-βによる内皮間葉移行を阻害する 
がん微小環境におけるがん関連線維芽細胞（CAF）はがん細胞の増殖や悪性化を亢進することから、がん治療の新た

な標的として注目を集めている。また、近年の報告によりCAFの約30%が血管内皮細胞から内皮間葉移行により形成

されることが示されており、内皮間葉移行を抑制することでがんの進展を抑制する方法に期待が集まっている。多くの

種類のがんにおいてがん微小環境に豊富に存在する TGF-βが内皮間葉移行を誘導することが示されている。MS-1 培

養血管内皮細胞は通常では血管内皮細胞のマーカーであるVE-cadherinを発現し、敷石状のシートを形成する（図1）。
しかし、TGF-βを加えると多くの細胞においてVE-cadherin発現は消失し、間葉系マーカーであるα-smooth muscle 
actin（αSMA）の発現が上昇するとともに、細胞間接着が失われた（図 1）。しかし、TGF-βによる内皮間葉移行の

誘導がどのように制御されているかについては詳細なメカニズムは解明されていない。 
腫瘍血管内皮細胞はTGF-βなどの内皮間葉移行を誘導するサイトカインが豊富な中で血管内皮細胞の性質を維持し

ていることから、何らかの内皮間葉移行を抑制する機序が働いていることが予想される。我々は腫瘍組織から調製した

腫瘍血管内皮細胞（TEC）を用いて内皮間葉移行を調節する因子の同定を試みた。その結果、TECが発現する線維芽

細胞増殖因子（FGF-2）により活性化されるシグナルがTGF-βによる内皮間葉移行の誘導を阻害することを見出した。

MS-1血管内皮細胞を用いた解析により、FGF-2存在下ではTGF-βによる内皮間葉移行の誘導は抑制され、FGF シ
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グナルの下流因子であるMEKの阻害剤（inh）によりFGF-2シグナルを阻害すると内皮間葉移行は亢進した（図1）。
以上の結果から、腫瘍血管内皮細胞は自らFGF-2を産生することで、がん微小環境においてその性質を失わないよう

にしていることが示唆された（投稿中）。 
 

 
図1．TGF-βによる内皮間葉移行に対するFGFシグナルの作用 

（左）MS-1血管内皮細胞（Control）をTGF-β2存在下で72時間培養すると内皮細胞マーカーであるVE-cadherinの発

現は低下し、間葉系マーカーであるαSMA の発現が上昇する。（右）FGF-2 の添加により、TGF-β2 によるαSMA の

発現上昇は阻害され、MEK 阻害剤の添加によりFGFシグナルを阻害すると、TGF-β2によるαSMAの発現上昇が亢

進することがWestern blottingにより明らかになった。 
 

（2）TGF-βシグナルによる内皮間葉移行においてJAM-Aの細胞膜表面における発現が重要な役割を果たす 
我々はこれまで TGF-βシグナルにより血管内皮細胞が間葉系細胞の性質を獲得することを報告してきた。しかし、

内皮間葉移行を介して生成した間葉系細胞がどのような表面抗原を発現しているか、そしてどのような分子機序で内皮

間葉移行が誘導されるかについては未解明な部分が多く残されている。我々は、MS-1 血管内皮細胞に TGF-βおよび

MEK阻害剤を処理して得られた間葉系細胞を免疫原としてSwissラットに免疫した。得られたハイブリドーマの培養

上清を用いて、FACS 解析を行った。これまでに複数の抗体を樹立しており、得られた抗体を用いて免疫沈降を行い、

質量分析を用いて抗原を同定することを試みた。このうち90G4抗体についてはCD321を抗原として同定した。CD321
は JAM-A としてタイトジャンクションを構成するタンパク質の一つとしても知られている。90G4 抗体を用いて血管

内皮細胞におけるCD321の機能を解析したところ、細胞の接着や遊走時に細胞内へ内在化されていることが明らかと

なった。また、90G4抗体を用いた免疫染色により、in vitroでTGF-βにより誘導した内皮間葉移行後に分子の細胞内

局在を変化させ内在化されることを明らかにした［6］。 
（3）BMP-9シグナルはTGF-βによる内皮間葉移行を亢進する 
骨形成因子（BMP-9）はTGF-βスーパーファミリーのメンバーであり、そのシグナル伝達因子の異常はヒト遺伝性

血管疾患の発症の原因となることから、BMP-9 シグナルは血管形成に重要な役割を果たすことが考えられる。我々は

BMP-9シグナルが血管［7］そしてリンパ管［8］の形成を制御していることを報告してきた。また、BMP-9はがんの

進展に伴い発現が上昇することから、内皮間葉移行を制御している可能性が考えられるが、その機序については明らか

になっていなかった。そこで、本研究においてはヒト臍帯動脈内皮細胞（HUAEC）を用いて、BMP-9がTGF-βによ

る内皮間葉移行の誘導においてどのような作用を持つか検討した。 
 HUAEC に対して BMP-9 を加えたところ、複数の間葉系マーカー（α-SMA、SM22a、SMcalponin）の発現が上

昇することが示された（図 2）。また、BMP-9 シグナルを阻害すると血管内皮細胞における TGF-β受容体（ALK5）
の発現が低下することから、BMP-9 が TGF-βシグナルを活性化することにより内皮間葉移行を亢進することが示唆

された。 
 また、以上の結果からがん微小環境におけるさまざまな因子がバランスをとって血管内皮細胞の性質を決定している

ことが示唆された（投稿準備中）。 
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図2．TGF-βによる内皮間葉移行に対するBMP-9シグナルの作用 
ヒト臍帯動脈内皮細胞（HUAEC）にBMP-9 存在下で 72 時間培養することにより、複数の間葉

系マーカー（α-SMA、SM22a、SMcalponin）の発現が上昇することが定量的RT-PCRにより明

らかになった。 
 

2．内皮間葉移行を標的とした関連疾患の新規診断・治療法を開発する 
 我々の過去の研究により、BMP-9 が血管新生を亢進する作用があることが示されている［7］。また、本研究課題の

成果により、BMP-9 シグナルががんの悪性化要因である内皮間葉移行を亢進することが明らかとなった。そこでがん

微小環境における BMP-9 シグナルを阻害するために、BMP-9 受容体である ALK1 の細胞外領域に抗体の Fc 領域を

結合したキメラ受容体（ALK1-Fc）ならびにALK1-Fcにさらに血管内皮細胞増殖因子（VEGF）受容体の細胞外領域

を加えたALK1FLT1-Fcを作製して、BxPC3ヒト膵臓がん細胞において発現させたものを免疫不全マウスへ移植した

ところ、ALK1-Fcは腫瘍形成を阻害しなかったが、ALK1FLT1-Fcは腫瘍形成を有意に抑制することが示された（図3）
［9］。また、BMP-9シグナルを抑制することで内皮間葉移行も低下した（投稿準備中）。以上の結果により、腫瘍組織

内の BMP-9 シグナルならびに VEGF シグナルを抑制することによって複数のメカニズム（血管新生ならびに内皮間

葉移行）によってがんの進展を抑制できることが示唆された。 
 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3．BxPC3膵臓がん細胞移植モデルにおける腫瘍形成に対するBMP-9シグナル抑制の作用 
BMP-9 シグナルとVEGF シグナルを抑制するFc キメラ受容体を発現させたBxPC3 膵臓がん細胞を

免疫不全マウスの皮下に移植して、腫瘍形成能を測定したところ、両シグナルを同時に抑制できる

ALK1-FLT1-Fcを発現させることにより、腫瘍形成が低下することが示された。統計解析はStudent-t
検定により行い、p < 0.05を有意差あり（*）とした。 

3



上原記念生命科学財団研究報告集、32（2018） 
 

 
5 

考 察 

 
本研究においては、がんなどの疾患において悪性化要因である内皮間葉移行の分子機構を明らかにすることを目的に

してTGF-βをはじめとした複数のシグナル伝達経路の役割と明らかにするとともに、それらのシグナルを標的とした

新たな治療方法の開発を試みた。共同研究の成果として、TGF-βによる内皮間葉移行の誘導において miRNA が関与

することも明らかになっており［10］、これから内皮間葉移行を司る分子機構を詳細に明らかにすることにより、さま

ざまな疾患のみならず心臓の形成などの発生機序の解明が進むという点で基礎生物学上の意義は大きい。さらに、臨床

医学の観点では、本課題において開発された Fc キメラ受容体などの新規阻害剤の利用などを通じて内皮間葉移行を標

的としたがんや心疾患の治療法開発が期待されるという点でインパクトが大きい。 
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