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本文中に登場する主な略語一覧 

 

第 1章 

ECM: extracellular matrix 

FGF-2: fibroblast growth factor-2 

FITC: fluorescein isothiocyanate 

HABP: hyaluronan binding protein 

HE: hematoxylin-eosin  

LYVE1: lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1 

PECAM1: platelet endothelial cell adhesion molecule-1 

-SMA: -smooth muscle actin 

 

第 2章 

BBB: blood-brain barrier 

BMP: bone morphogenetic protein 

BTB: blood-tumor barrier 

CLEC2: C-type lectin 2 

GFAP: glial fibrillary acidic protein 

GPVI: Glycoprotein VI 

ID1: inhibitor of DNA binding 1 

ITAM: immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

mAC: mouse astrocyte 

PDPN: podoplanin 
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要旨 

 膵臓癌や膠芽腫の難治性の原因の一つに、腫瘍組織に対する薬

剤送達性の低下が考えられる。そこで本研究では、第 1 章では膵臓癌の間質に

おける薬剤の拡散に影響する因子について、第 2 章では膠芽腫の腫瘍血管漏出

性に影響する因子についてそれぞれ検討した。 

第 1 章では、ヒト膵臓癌細胞株皮下移植モデルにおいて、FGF-2 の添加

が線維化を亢進させること、および FITC-dextran の腫瘍内分布を阻害すること

を示した。 

第2章では、PDPNが正常脳組織において血管の安定性を維持しており、

BMP シグナルが PDPN の発現を制御することを見出した。 

本研究の成果は抗癌剤を用いた腫瘍治療のさらなる進展に寄与しうる

と考えられる。 
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序章 

抗癌剤が抗腫瘍効果を発揮するには、薬剤投与後腫瘍血管から腫瘍組織

へと移行したのち、腫瘍間質を通過して腫瘍実質にまで到達する必要がある (図

1)[1]。従って、抗癌剤の血管から腫瘍組織への漏出および間質における拡散に

影響する因子を研究することは、抗癌剤を用いた腫瘍治療のさらなる進展に寄

与しうる。 

そこで本研究においては、難治性で予後が悪い膵臓癌および膠芽腫に着

目し、第 1 章では膵臓癌の間質における薬剤の拡散に影響を与える因子につい

て、第 2 章では膠芽腫の腫瘍血管における血管から組織への薬剤の漏出に影響

を与える因子についてそれぞれ検討した。 
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図 1 抗癌剤の血管内投与から腫瘍細胞到達までの模式図 

血中投与後、順に(a)から(d)までの過程を経て腫瘍細胞内に到達する。(a)血液

中を拡散し血管内に分布。投与した抗癌剤の一部が腫瘍血管に分布する。(b)

腫瘍血管壁の通過。組織に移行できる抗癌剤の量は血管壁の漏出性に依存す

る。(c)腫瘍間質領域を拡散により通過。間質成分の性状は薬剤の拡散に影響

する。(d)腫瘍細胞内への到達。第 1章では(c)、第 2章では(b)の過程にそれぞ

れ着目している。 
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第 1章 線維化の顕著な新規動物腫瘍モデルにおける高分子薬剤の分布 

序文 

化学療法における高分子薬剤の優位性について 

従来から腫瘍の治療に用いられる抗癌剤には低分子薬剤が多い。低分子

薬剤は抗腫瘍効果を発揮させるために可能な限り高用量からの投与になる。し

かし、抗癌剤は腫瘍細胞のほか、腸管上皮細胞や骨髄細胞といった増殖の速い

正常細胞にもダメージを与えるため、しばしば嘔吐・下痢や骨髄抑制などの副

作用を伴う[2]。 

このような副作用を回避しつつ薬効を高めるため、腫瘍特異的に抗癌剤

を送達する drug delivery system (DDS)が盛んに研究されている[2]。DDS 技術の

中にミセルやリポソームに代表される高分子薬剤がある。高分子薬剤は低分子

薬剤と比較して血中滞留性が高い[2,3]。また、一般に腫瘍は血管が豊富な組織で

ある。腫瘍血管は正常血管と比較して血管内皮細胞間に間隙が多く、血管内皮

細胞を支持する血管壁細胞が少ないため、正常血管からは漏出しにくい高分子

薬剤が漏出しやすい[4]。一方で腫瘍組織内のリンパ管は正常組織と比較して数

が少なく、かつ機能的なリンパ管の割合も減少しているため、組織間質に到達

した薬剤の排出が遅延する[5,6]。その結果、全身投与された高分子薬剤は腫瘍組

織へと集積しやすくなる。これは enhanced permeability and retention effect と呼ば
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れ、これを利用して高分子薬剤を腫瘍選択的に集積させることができる[7]。従

って、高分子薬剤は従来の低分子薬剤と比較して投与量を抑えることができ、

副作用が低減する。このため、高分子薬剤は新たな腫瘍治療法として期待され

ている。 

 

膵臓癌・線維化・腫瘍間質について 

膵臓癌は日本人の悪性腫瘍死亡者数の第 5位である。膵臓癌の 80%から

90%は浸潤性膵管癌であり、浸潤性膵管癌は世界的にみても 5 年生存率が 6%以

下という難治性の高い腫瘍である[8,9]。浸潤性膵管癌の特徴の一つに腫瘍組織の

著明な線維化 (腫瘍間質の増生)が知られており、時には腫瘍重量の 80%にもな

ることがある[8]。 

腫瘍間質は腫瘍実質以外のすべての成分を指し、細胞成分として線維芽

細胞、マクロファージやリンパ球といった免疫細胞、血管内皮細胞などを含む。

また、細胞以外の成分としてコラーゲン、ヒアルロナン、フィブロネクチンと

いった種々の extracellular matrix (ECM)がある[10]。ECM は薬剤の腫瘍内分布に

影響を与えることが知られている。たとえば、間質を構成する主要な ECM のひ

とつであるヒアルロナンの除去は低分子薬剤および高分子薬剤の分布を促進す

る[11,12]。また、コラーゲンも腫瘍間質に豊富に含まれるが、担癌マウスへのコ
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ラゲナーゼの全身投与は腫瘍組織のコラーゲンを分解し、抗体およびリポソー

ムの腫瘍内分布を改善する[13,14]。また、Florescent Recovery After Photobleaching

を用いた研究により、腫瘍間質において血管から漏出した後の蛍光ラベル IgG

の拡散速度はコラーゲン含有量と負の相関があること[15]、および in vitro にお

いて腫瘍細胞のスフェロイドに対するコラゲナーゼ処置がポリスチレンナノ粒

子のスフェロイドへの浸透を促進することが報告されている[16]。これらのこと

から、腫瘍の線維化は腫瘍血管から漏れ出した薬剤の拡散を阻害し、治療抵抗

性を高めている可能性がある。 

しかしながら、現状では薬剤分布に対する線維化の影響を適切に評価す

ることが難しい。これは強い線維化を伴う動物腫瘍モデルがほとんど存在しな

いことが原因の一つである。ヌードマウスをはじめとした免疫不全動物に臨床

検体から樹立したヒト腫瘍細胞株を移植し腫瘍を形成させることは広く行われ

ているが、この場合腫瘍間質量がもとの腫瘍組織と比較して減少してしまうこ

とが多い[17,18]。一方で、遺伝子改変により自然発癌する動物腫瘍モデルの中に

は間質量が多いものが存在するが、一般に発症までに 6 か月から 9 か月かかる

ため、表現型を解析するのに時間を要する[8]。近年、私の所属する研究室にお

いて、新規の線維芽細胞立体培養モデルという in vitro実験系により、線維化が

腫瘍に対する薬剤送達を阻害している可能性が示唆された[19]。しかし、in vivo
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において腫瘍組織の線維化を亢進させる方法についてはほとんど報告がない。 

そこでこの章では、ヒト膵臓癌細胞株のヌードマウス皮下移植モデルに

対して線維化を亢進させる新規手法を創出すること、および線維化の亢進が高

分子薬剤の腫瘍内分布に与える影響について検討することを目的とした。 
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方法 

細胞 

ヒト膵臓癌由来細胞株 BxPC-3 (ATCC)は 10% fetal bovine serum (FBS) 

(Hyclone)および 1% penicillin/streptomycin (Gibco)を含む Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI) medium 1640 (Gibco)を用いて維持し、37°C、CO2濃度 5%のイン

キュベーター内で培養した。 

 

動物 

4-6週齢オスの BALB/c nu/nu マウスを三協ラボサービス株式会社、日本

クレア株式会社および日本チャールズ・リバー株式会社から購入して実験に用

いた。動物の取り扱いにあたっては東京大学動物実験実施規則に従った。 

 

移植 

BxPC-3 を 50% Matrigel (BD bioscience)溶液、すなわち Matrigel と

phosphate buffered saline (PBS)の等量混合液に懸濁して 5 x 10
6
 /ml とし、200 l

をマウスの左腹部皮下に移植した。線維化を誘導するためには、細胞懸濁液に 1 

g/ml の fibroblast growth factor-2 (FGF-2) (Peprotech)および 100 g/ml のヘパリン 

(持田製薬)を添加した。これらのマウスを評価のため移植 3から 4週間後に犠牲
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死させ、腫瘍組織を回収した。 

 

組織染色 

hematoxylin-eosin (HE)染色および AZAN染色には、マイルドホルム (和

光純薬工業)で固定したのちパラフィン包埋したサンプルを 4 m に薄切して用

いた。切片の観察および画像の撮影には BZ-9000 (Keyence)を用いた。 

AZAN 陽性領域の定量には、拡大率 40 倍で撮影された画像を BZ analyzer 

(Keyence)を用いて連結したのち、Adobe Photoshop Elements (Adobe)および ImageJ 

(NIH)を使用して腫瘍の最大割面全体の面積に対する AZAN 陽性領域の割合を

算出した。 

 

免疫組織化学 

マウスから腫瘍組織を回収し、未固定で Optimal Cutting Temperature 

(OCT) compound (サクラファインテック)に包埋して-80°C で急速凍結した。凍結

したサンプルをクライオスタットで 10 m に薄切し、マイルドホルムで軽く固

定したのち洗浄した。洗浄後風乾し、Blocking One (ナカライテスク)で 30分間

ブロッキングしたのち一次抗体を 4°C で一晩反応させた。翌日、洗浄後対応す

る二次抗体を 10 g/ml の濃度で室温で 1 時間反応させた。二次抗体は anti-rat 
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Alexa 488、anti-rat Alexa 594、anti-rabbit Alexa 488 および anti-rabbit Alexa 594 (す

べて goat 由来) (Life Technologies)の中から適切なものが選択された。洗浄後、核

を 1 g/ml の 4,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) (Life 

Technologies)で染色して BZ-9000または DMI6000 B AFC (Leica)を用いて観察し

た。使用した一次抗体の一覧を表 1にまとめてある。 

Platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM1)陽性領域および

PECAM1/-smooth muscle actin (-SMA)共陽性領域の定量には、BZ-9000を用い

て拡大率 100倍で撮影した画像を BZ analyzer を用いて連結したのち、ImageJ を

使用して腫瘍の最大割面全体に対する PECAM1 陽性領域の割合、および腫瘍領

域全体における PECAM1 陽性領域に対する PECAM1/-SMA 共陽性領域の割合

を算出した。 

Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1 (LYVE1)陽性リンパ管の

定量には、DMI6000 B AFC を用いて 1サンプルあたり拡大率 200 倍で画像を撮

影し、それぞれの画像に含まれるリンパ管の個数をカウントし、サンプルごと

に 10視野の平均を算出した。内腔を持つリンパ管の頻度の定量には、同様に撮

影した画像におけるリンパ管の個数および内腔を持つリンパ管の個数をカウン

トし、サンプルごとに全リンパ管の個数に対する内腔を持つリンパ管の個数の

割合の平均を算出した。 
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表 1 使用した一次抗体のリスト 

抗原 由来種 使用濃度 

(g/ml) 

メーカー 

PECAM1 Rat 2.5  BD Pharmingen 

-SMA (Cy3 conjugated) Mouse 7 Sigma-Aldrich 

LYVE1 Rabbit 5 Abcam 

 

ヒアルロナン染色 

マイルドホルムで固定したのちパラフィン包埋したサンプルを 4 m に

薄切し、脱パラフィン後に PBS で洗浄し、風乾した。その後 Blocking One で 30

分間ブロッキングしたのち 2.5 g/ml の biotinylated hyaluronan binding protein 

(biotin-HABP) (HOKUDO)を 4°C で一晩反応させた。翌日、洗浄後 5 g/ml の

streptavidin Alexa 488 (Life Technologies)を室温で 1時間反応させたのち、核を 1 

g/ml の DAPIで染色して観察した。一部のサンプルについては、ブロッキング

の直後に PBS (pH 5.5)で洗浄したのち、PBS (pH 5.5)で 400 U/ml に調製したウシ

精巣由来ヒアルロニダーゼ (Sigma-Aldrich)を 37°C で 2時間反応させた。観察に

は BZ-9000を使用した。腫瘍におけるヒアルロナン蓄積量の定量には拡大率 100

倍で撮影した画像を BZ analyzer を用いて連結し、得られた画像の腫瘍最大割面

全体の面積における Alexa 488 の蛍光輝度の平均を算出した。 



18 

 

 

FITC-dextran 分布評価 

生 理 食 塩 水 で 10 mg/ml に 調 製 し た fluorescein isothiocyanate 

(FITC)-dextran (分子量 2 MDa、直径 50 nm 相当[3]) (Sigma-Aldrich)をマウスの尾

静脈から 200 l 投与した。投与後 6 時間でマウスを犠牲死させて腫瘍組織を回

収し、OCT compound に包埋し、-80°C で急速凍結した。これらのサンプルを凍

結ミクロトームで 10 m に薄切した後、マイルドホルムで 5分間固定し、核を 1 

g/ml の DAPIで染色した。切片の観察には BZ-9000を用いた。 

FITC-dextran分布の定量には、拡大率100倍で撮影した画像をBZ analyzer

を用いて連結し、得られた画像の腫瘍全体の面積における FITC 蛍光輝度の平均

を算出した。 

 

ヒドロキシプロリン定量 

サンプルの湿重量を測定したのち、バイオマッシャー (ニッピ)内で湿重

量の 10倍量の超純水を加えてホモジナイズした。その後、加えた超純水と等量

の12規定塩酸 (和光純薬工業)を添加しポリプロピレン製スクリューキャップ付

き 2.0 ml チューブ (アシスト)に移した。チューブをシリコンオイルバス内で

121°C に保ち、一晩加水分解を行った。加水分解後、Amicon Ultra (10 kDa) 
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(Millipore)を用いて残滓を除去した。そののち、ヒドロキシプロリンアッセイキ

ット (BioVision)を用いて、プロトコルに従い組織に含まれるヒドロキシプロリ

ン量を定量した。概略は以下のとおりである。まず 96-well plate (Nunc)にサンプ

ルを 10 l ずつ添加し風乾させた。次に perchloric acid 溶液を添加して溶液を強

酸条件にし、chloramine T 溶液を添加して室温で 5分間静置しヒドロキシプロリ

ンを酸化させた。ここに p-dimethylaminobenzaldehyde 溶液を添加し 60°C で 90

分間発色させ、プレートリーダー (Bio-Rad)で 570 nm の吸光度を測定した。 

 

RNA抽出および定量的 RT-PCR 

腫瘍組織を摘出後トリミングして皮膚や皮下組織を除去したのち数個

の小片に切り分けて RNAlater (Qiagen)に浸した。RNAを抽出する際、まずこれ

らの組織をMedimachine (Syntec International)を使用して Isogen (Nippon Gene)液

中で粉砕し、Isogen のプロトコルに従って RNA を単離した。次に Nucleospin 

(MACHEREY-NAGEL)を用いて、プロトコルに従い RNAのさらなる精製および

ゲノム DNA の除去を行った。cDNA 合成は Primescript Reverse Transcriptase 

(Takara)を用いて行い、1 gの RNAを鋳型とした。 

定量的 RT-PCR には Faststart Universal SYBR green master (Roche)および

Step One Plus (Life Technologies)を用いた。使用したプライマーを表 2 に示した。 
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表 2 使用したプライマーのリスト 

標的 Forward Reverse 

hGAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC 

hCOL1A1 AGCCAGCAGATCGAGAACAT TCTTGTCCTTGGGGTTCTTG 

mGapdh TGCAGTGGCAAAGTGGAGATT TGCCGTTGAATTTGCCGT 

mCol1a1 AACCCGAGGTATGCTTGATCT CCAGTTCTTCATTGCATTGC 

 

統計解析 

2群間の比較においては Microsoft Excel を使用し、unpaired Student’s t-test

を用いて両側有意差検定を行った。p < 0.05 となる場合、統計的に有意であると

した。 
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結果 

FGF-2は BxPC-3皮下移植モデルにおいて線維化を亢進させる 

私の所属する研究室におけるこれまでの研究から、BxPC-3 皮下移植モ

デルが線維化を伴うこと、およびモデルにおいては血管が間質領域に存在し腫

瘍細胞巣の中にはほとんど存在しないことが知られており、難治性腫瘍の形態

学的特徴を備えた腫瘍モデルとして適切である[20]。また、FGF-2 の発現が膵臓

癌の臨床検体における線維化の強さと正の相関があること[21]、および FGF-2

はマウス皮下に線維化を誘導することが知られている[22]。そこで私は BxPC-3

皮下移植モデルをベースに、FGF-2を添加することでより線維化の強い新規モデ

ルを生み出そうと考えた。BxPC-3細胞懸濁液に FGF-2を添加してヌードマウス

皮下に移植し、3週間後に腫瘍組織を回収して HE染色および AZAN 染色 (膠原

線維染色)を行ったところ、FGF-2 添加群において無添加群と比較して線維化が

亢進していたほか、腫瘍実質細胞巣の大きさが小さくなっていた (図 2 A)。腫瘍

の最大割面全体に対する AZAN 陽性面積の割合を算出したところ、FGF-2 添加

群において有意に増加していた (図 2 B)。これらのことから、FGF-2 の添加が

BxPC-3皮下移植モデルにおいても線維化を亢進させることが示された。 
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図 2 FGF-2の添加は BxPC-3皮下移植モデルにおける腫瘍間質の割合を増大

させる 

A FGF-2添加群および無添加群の HEおよび AZAN染色像。FGF-2 の添加は

AZAN陽性領域 (青色)の割合を増大させた。scale bar: 50 m 

B 各群における腫瘍最大割面における AZAN陽性間質面積の割合の定量。

FGF-2の添加は AZAN 陽性領域の割合を有意に増大させた。error bars: mean ± 

SE、各 n =11、***: p < 0.001 
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FGF-2は BxPC-3皮下移植モデルにおいて FITC-dextranの腫瘍内分布を阻害する 

線維化の亢進が高分子薬剤の分布に影響を与えるか調べるため、高分子

薬剤の動態を模したトレーサーとして FITC-dextran を静脈内投与し、

FITC-dextran の腫瘍内における分布を観察した。FITC-dextran 投与後 6時間で腫

瘍組織を回収し切片を観察したところ、FGF-2 添加群では無添加群に比べて

FITC-dextran の分布が減少している様子が観察された (図 3 A)。切片における腫

瘍最大割面の単位面積あたりの FITC-dextran の平均輝度を定量したところ、

FGF-2添加群において無添加群と比較して有意に低かった (図 3 B)。このことか

ら、FGF-2の添加が高分子薬剤トレーサーの腫瘍内分布を阻害することが示され

た。 

 

FGF-2は BxPC-3皮下移植モデルにおいてコラーゲンの発現を上昇させる 

コラーゲンは腫瘍間質を構成する代表的な ECM のひとつであり、高分

子薬剤および高分子薬剤を模したトレーサーの腫瘍内分布を阻害することが知

られている[13-16]。そこで FGF-2 添加群における FITC-dextran の分布減少にコ

ラーゲンの増加が関与しているかどうか調べるため、組織に含まれるヒドロキ

シプロリン量を指標としてコラーゲン含有量を測定した。その結果、FGF-2添加

群において無添加群と比べてヒドロキシプロリン含有量が有意に増大していた。  
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図 3 線維化の亢進は FITC-dextran の腫瘍内分布を低下させる 

A FITC-dextran の腫瘍内分布の典型的な画像。青は核 (DAPI)。FGF-2添加

群において FITC の蛍光 (緑色)が弱くなっていた。scale bar: 50 m 

B FITC-dextran の蛍光輝度の平均の定量。FGF-2添加群において蛍光輝度

が有意に低下していた。error bars: mean ± SE、各 n = 5、**: p < 0.01 
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図 4 FGF-2の添加は腫瘍組織のコラーゲン含有量を増加させる 

A 腫瘍組織のヒドロキシプロリン含有量の定量。FGF-2 添加群において有意

に高かった。error bars: mean ± SE、各 n = 6、***: p < 0.001 

B マウス I型コラーゲン mRNAの定量。FGF-2添加群において有意に発現量

が上昇していた。error bars: mean ± SE、それぞれ n = 11および 9、***: p < 0.001 

C ヒト I型コラーゲン mRNAの定量。マウス I型コラーゲンとは異なり有意

な発現上昇はみられなかった。error bars: mean ± SE、各 n = 3 
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(図 4 A)。また、定量的 RT-PCR の結果から、マウス由来 I 型コラーゲンの発現

量が FGF-2添加群において有意に増大していた (図 4 B)。一方、ヒト由来 I型コ

ラーゲンの発現は、両群の間に有意な差はなかった (図 4 C)。これらの結果 

から、FGF-2の添加が腫瘍組織の間質におけるコラーゲンの発現を増加させるこ

とが示された。 

 

FGF-2はBxPC-3皮下移植モデルにおいてヒアルロナンの蓄積に影響を与えない 

ヒアルロナンの除去は腫瘍組織内の薬剤分布を促進することが知られ

ている[11,12]。そこで FGF-2 の添加が組織内ヒアルロナンの量に影響を与える

かどうか検討した。ヒアルロナンは腫瘍間質に加えて腫瘍実質においても蓄積

がみられた (図 5 A)。腫瘍単位面積当たりの蛍光輝度を定量したところ、FGF-2

無添加群および添加群の間に有意な差は見られなかった (図 5 B)。このことから、

FGF-2 の添加はヒアルロナンの腫瘍内蓄積に大きな影響を及ぼさないことが示

された。 

 

FGF-2はBxPC-3皮下移植モデルにおいて腫瘍血管の血管密度および壁細胞被覆

率に影響を与えない 

私の所属する研究室から、BxPC-3皮下移植モデルにおいて腫瘍血管壁 
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図 5 FGF-2の添加はヒアルロナンの腫瘍内蓄積に影響を与えない 

A HABP はヒアルロナンを染める (緑色蛍光)。青は核 (DAPI)。両群間に

顕著な差は見られなかった。ヒアルロニダーゼ処理 (HYAL)は緑の蛍光シ

グナルをほぼ完全に消失させた。scale bar: 50 m 

B 腫瘍単位面積当たりの輝度の定量。両群の間に有意な差はなかった。

error bars: mean ± SE、各 n = 5 
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細胞の被覆が高分子ミセルの腫瘍内分布を阻害していることが報告されている

[20]。そこで FGF-2 添加群において血管内皮マーカーである PECAM1 および血

管壁細胞マーカーである-SMAを染色した (図 6 A)。腫瘍組織における血管密

度の指標として腫瘍の最大割面全体に対する PECAM1 陽性領域の割合を、およ

び血管壁細胞の被覆率の指標として PECAM1/-SMA 共陽性領域の PECAM1 陽

性領域に対する割合を算出したところ、無添加群と比較して有意な差はなかっ

た (図 6 B)。このことから、腫瘍血管の血管密度および壁細胞被覆率は FGF-2

の添加による FITC-dextran の腫瘍内分布の減少に対して大きな影響を与えてい

ないことが示された。 

 

FGF-2は BxPC-3皮下移植モデルにおいて腫瘍リンパ管新生を促進する 

 FGF-2はリンパ管新生を亢進することが知られている[23]。リンパ管は

組織間質液を組織外に排出する[6]ため、腫瘍組織における薬剤分布に影響を与

える可能性がある。そこで、FGF-2の添加が BxPC-3皮下移植モデルにおいてリ

ンパ管新生を促進するか検討するため、腫瘍組織をリンパ管内皮マーカーであ

る LYVE1で染色した (図 7 A)。FGF-2の添加は腫瘍内におけるリンパ管密度を

有意に増加させた (図 7 B)。一方、FGF-2 添加群においては、内腔が明らかに存

在するリンパ管の割合が有意に減少していた (図 7 C)。これらのことから、FGF-2 
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図 6 FGF-2は腫瘍における血管密度および壁細胞被覆率に影響を与えない 

A PECAM1 および-SMA の染色像。両群の間に顕著な違いは観察されなかっ

た。青は核 (DAPI）。scale bar: 50 m 

B PECAM1 陽性領域の割合、および PECAM1 陽性領域に対する

PECAM1/-SMA 共陽性領域の割合の定量。いずれも両群の間に有意な差はな

かった。error bars: mean ± SE、各 n = 5 
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の添加は BxPC-3皮下移植モデルにおいてリンパ管新生を亢進するが、内腔が観

察されないリンパ管の割合が増加していることが示された。 
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図 7 FGF-2は BxPC-3 皮下移植モデルにおいてリンパ管新生を促進する 

A LYVE1の染色像。FGF-2添加群では無添加群に比べてリンパ管の数は多か

ったが、内腔が観察されるリンパ管の数は少なかった。青は核 (DAPI）。scale 

bar: 50 m 

B LYVE1陽性リンパ管の 1視野あたりの個数。FGF-2添加群で有意に増加し

た。error bars: mean ± SE、各 n = 5、**: p < 0.01 

C 内腔が観察されるリンパ管個数の全リンパ管個数に対する割合。FGF-2 添

加群において有意に減少した。error bars: mean ± SE、各 n = 5、*: p < 0.05 
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考察 

本研究において、私は BxPC-3 皮下移植モデルにおける FGF-2 の添加が

線維化を亢進させることを見出し、線維化の亢進が高分子薬剤の動態を模した

トレーサーである FITC-dextran の腫瘍内蓄積を阻害することを示した。また、

FGF-2 の添加がヒアルロナンの腫瘍内蓄積や血管壁細胞の被覆率には影響を与

えなかった一方で、腫瘍組織におけるコラーゲンの発現量を有意に増加させた

ことから、BxPC-3 皮下移植モデルに対する FGF-2の添加は、コラーゲンの発現

上昇を介して FITC-dextran の蓄積を阻害していることが示唆された。 

 

 

腫瘍組織におけるコラーゲン発現に対する腫瘍実質 (BxPC-3)および間質 (マウ

ス由来細胞)の寄与について 

本研究においてはヒドロキシプロリン量を指標とした腫瘍組織のコラ

ーゲン含有量の測定に加え、定量的 RT-PCRで FGF-2の BxPC-3 およびマウス由

来細胞のコラーゲン産生に対する影響を検討した。その結果、FGF-2はマウス I

型コラーゲン mRNA の発現を有意に上昇させたが、ヒト I型コラーゲン mRNA

の発現には影響を及ぼさなかった。このことから、FGF-2の添加により増生した

コラーゲンは主としてマウス由来であることが示唆された。また、腫瘍組織に
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おけるコラーゲンの蓄積に対する BxPC-3 およびマウス由来細胞の寄与の内訳

を正確に比較することは困難であるが、目安のひとつとして定量的 RT-PCR にお

いてヒトおよびマウスの I 型コラーゲンの Ct 値を比較すると、マウスの方が相

対的に Ct 値が低かった (未公表データ)。このことから、BxPC-3 皮下移植モデ

ルにおける線維化の亢進には、マウス I型コラーゲンの寄与がヒト I型コラーゲ

ンと比較して相対的に高いことが考えられた。 

 

本研究における間質圧の影響について 

間質圧は薬剤の腫瘍内分布を阻害する一因であり、先行研究において、

腫瘍においてはしばしば間質圧が増大していることが知られている[1,24,25]。ま

た、担癌マウスに対するコラゲナーゼ投与が腫瘍間質圧を下げ、モノクローナ

ル抗体やカチオニックリポソームの腫瘍内分布を改善することが報告されてい

る[13,14]。このため、線維化の亢進は間質圧を増加させる可能性がある。一方、

間質圧を考慮する必要のない in vitroにおいて腫瘍細胞のスフェロイドに対する

コラゲナーゼ処置がポリスチレンナノ粒子のスフェロイドへの浸透を促進する

ことが報告されている[16]ことから、コラーゲンが高分子薬剤の拡散を物理的に

阻害することも考えられる。従って、本研究において線維化の亢進が

FITC-dextran の腫瘍内分布を阻害したのは、コラーゲン線維の増加による物理的
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な障壁の増大に加えて間質圧の上昇も影響している可能性も排除できない。 

 

リンパ管新生の FITC-dextran 腫瘍内分布に対する影響について 

 FGF-2の添加は、BxPC-3皮下移植モデルに対する線維化の亢進に加えて

腫瘍内におけるリンパ管新生を促進した。リンパ管は組織間質液を排出する[6]

ため、本研究において FITC-dextran の腫瘍内分布が減少したのは、先述のよう

に FGF-2 の添加により腫瘍間質におけるコラーゲンの発現が上昇したことに加

え、リンパ管の増加による FITC-dextran の腫瘍組織外への排出が高まったこと

も原因の一つとして考えられる。一方、固形腫瘍におけるリンパ管は機能不全

に陥っているという報告がある[5,18]。また、FGF-2 添加群では無添加群と比較

して明らかな内腔が観察されるリンパ管の割合が減少しており、腫瘍リンパ管

が圧迫されて内腔がつぶれていると考えられる染色像が頻度高く観察された。

このため、リンパ管数の増加が腫瘍組織からの FITC-dextran の排出増加に必ず

しも貢献しているとは限らない。本モデルにおけるリンパ管新生の FITC-dextran

分布に対する影響を詳細に検討するならば、ferritin microlymphangiography[26]な

どの手法を用いてリンパ管の機能を直接評価する必要があると考える。 
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FGF-2の作用メカニズムについて 

FGF-2は in vivoマトリゲルプラグアッセイにおいて免疫細胞の浸潤を促

進すること、および C57BL/6 新生マウス皮下において monocyte/macrophage 

chemoattractant protein-1の発現上昇およびマクロファージを始めとした免疫細胞

の浸潤増加を介して線維化を亢進させることが報告されている[22,27,28]。また、

マクロファージの浸潤は心臓や腎臓をはじめ複数の臓器の線維化を亢進させる

ことが知られている[29]。このため、本モデルにおいても FGF-2 が類似のメカニ

ズムを介して線維化を亢進させている可能性がある。 

 

FGF-2以外の線維化促進因子の影響について 

ヒト膵臓癌の臨床検体においは、FGF-2 に加えて transforming growth 

factor (TGF)-および connective tissue growth factor (CTGF)がしばしば高発現し

ていること、およびそれらの発現が腫瘍組織のコラーゲンの発現と正の相関が

あることが知られている[30,31]。実験的には、TGF-をヒト膵臓癌由来細胞株

PANC-1 に強制発現させヌードマウスに同所移植すると線維化が亢進すること

[32]、および TGF-や CTGF は FGF-2 と協調してマウス皮下において線維化を

増悪すること[22,33]が報告されている。これらのことから、本研究においても

これらの因子が FGF-2 の線維化亢進作用を助長している可能性がある。 
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今後の展開について 

本研究をさらに発展させるにあたり、課題として考えられることが 3つ

ある。1つ目は FITC-dextran の腫瘍内分布の経時的な変化の検討である。本研究

においては、先行研究[34]に従い FITC-dextran の腫瘍内分布を投与後 6時間の 1

点のみにおいて評価した。今後、本モデルにおける高分子薬剤の動態をより詳

細に解析するためには、FITC-dextran の腫瘍内分布を経時的に評価することが必

要であると考えられる。 

2 つ目は FGF-2 の線維化に対する作用の詳細な検討である。私は FGF-2

が BxPC-3 皮下移植モデルにおいて腫瘍組織の線維化を亢進させることを見出

したが、逆に FGF シグナルの阻害が線維化を抑制するかどうかについての検討

を行っていない。BxPC-3は in vitroにおいては FGF-2を mRNAレベルにおいて

ほとんど発現していないという報告がある[35]。従って、今後 FGF シグナル阻

害の線維化に対する影響をより適切に評価するには、BxPC-3以外で FGF-2を高

発現する腫瘍細胞を用いて検討を行わなければならない。そのような細胞をヌ

ードマウスの皮下に移植し、shRNAによる FGF-2のノックダウンなどで FGFシ

グナルを阻害した時に線維化が減弱するか検討する必要があると考えられる。 

3 つ目は他の動物モデルを用いた検討である。遺伝子改変膵臓癌自然発
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症マウスモデルはヒト膵臓癌の発癌過程をよく模すことが知られている[17]。特

に、膵臓上皮特異的に活性型の Kras を発現させ、かつ TGF-の II型受容体をノ

ックダウンした Ptf1a
cre/+

; LSL-Kras
G12D/+

; Tgfbr2
flox/floxマウスモデルは、生存期間

中央値が約 59日と病勢の進行が速く、かつ病変の線維化も顕著であることが報

告されており[36]、薬剤分布の評価に適すると考えられる。上記のようなモデル

を用いて、高分子薬剤の腫瘍内分布に対する線維化の影響や高分子薬剤の治療

効果、さらには線維化における FGF-2 の役割をより詳細に検討することは、本

研究で得られた知見をさらに広げていくうえで重要である。 

 

本研究の有用性 

in vivoの皮下腫瘍移植モデルにおいて線維化を亢進させる方法はこれま

でに報告がなく、しかも FGF-2 の添加という簡便な方法で可能であることは新

規性が高い。私が確立した新規モデルは、間質の多い腫瘍における高分子薬剤

の分布予測および腫瘍間質を標的とした薬剤の治療実験において有用となりう

る。 
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第 2章 正常脳組織および脳腫瘍における PDPNの血管透過性に対する作用 

序文 

星細胞 (アストロサイト astrocyte)系腫瘍について 

星細胞 (アストロサイト; astrocyte)系腫瘍は脳実質内腫瘍の中で最も発

生頻度が高く、その大半が浸潤性星細胞腫 (infiltrative astrocytoma)である。浸潤

性星細胞腫は、びまん性星細胞腫 (diffuse astrocytoma; WHO grade II)、退形成性

星細胞腫 (anaplastic astrocytoma; WHO grade III)、大脳膠腫症 (gliomatosis cerebri; 

通常はWHO grade III)および膠芽腫 (glioblastoma; WHO grade IV)の 4種類に分類

され、全体の約 8 割を膠芽腫が占める。膠芽腫に対しては外科療法、放射線療

法および化学療法が集学的に行われているが、依然として予後が悪く、生存期

間中央値は約 15か月である[37-39]。膠芽腫の化学療法には分子量が小さく中枢

神経への分布が良好なテモゾロミド (TMZ)が標準治療薬として用いられる。

TMZは DNAアルキル化剤であり、DNA中のグアニン残基 O
6部位にメチル基を

付加することで DNA の誤複製を引き起こし、腫瘍細胞に細胞死を誘導する[2]。

し か し な が ら 、 一 部 の 膠 芽 腫 は DNA 修 復 酵 素 の 一 種 で あ る

O
6
-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT)を発現しており、MGMTの発現

する膠芽腫に対しては TMZ の治療効果が低いことが知られている[2,37]。しか

し、TMZ 以外の抗癌剤は中枢神経への移行が悪いため、現状では膠芽腫に対し
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て TMZの代替となりうる抗癌剤がない[2]。このため、膠芽腫に対する薬剤送達

を高めることは、膠芽腫の化学療法を改善するうえで重要である。 

 

BBBおよび BTBについて 

中枢神経における血管の透過性が低いことは、血管内投与した色素の分

布を検討した研究により 19世紀後半から知られていた。このため、中枢神経と

循環の間に物質の移動を妨げる障壁が存在することが示唆され、blood-brain 

barrier (BBB)と呼ばれていたが、その後の研究からこの障壁の本質は中枢神経に

おける血管の構造及び機能の特殊性によることが解明されてきた[40]。BBBは血

管内皮細胞、血管壁細胞およびアストロサイトの end feet から構成される。BBB

を構成する血管は以下のような特性を持つため、中枢神経組織における血管の

透過性は非常に低いことが知られている。まず、血管内皮細胞間の tight junction

が末梢組織におけるものよりも発達しているため極性分子の paracellular  

pathwayによる中枢神経への拡散がほとんど起こらない。次に、脳血管内皮細胞

は無窓性でありピノサイトーシス活性も低いことから transcellular pathway によ

る物質の移行も限られる。さらに内皮細胞の細胞膜表面が負に帯電しており、

負に帯電した物質を遠ざける、異物を排出および分解するための薬剤トランス

ポーターおよび薬物代謝酵素のエネルギーを生み出すミトコンドリアを細胞質
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に多く含むことが報告されており、物質を中枢神経組織に近づけない、もしく

は中枢神経組織から積極的に排除する機能が備わっている[40]。 

一方、星細胞系腫瘍をはじめとした脳腫瘍においても腫瘍と血液の間に

障壁が存在していると考えられており、blood-tumor barrier (BTB)と呼ばれている。

BTB は脳腫瘍に対する薬剤の送達を低下させて治療を妨げていると言われてい

る[41,42]。BTB の存在を具体的に表す例として、膠芽腫の magnetic resonance 

imaging (MRI)画像がある。膠芽腫の造影 MRI では T1 強調画像において、典型

的には不規則なリング状の増強効果を示す。リングの内側の低信号領域には壊

死部位が含まれると考えられてきたが、血管の血流を示す flow void (T1 強調画

像でも T2強調画像でもシグナルが検出されない領域)も観察される[38]ため、リ

ング内側の腫瘍がすべて壊死していると考えることには疑問が残り、むしろリ

ングの内側には造影剤をはじめとした物質の送達が著しく低下している領域が

存在すると考えられる。また、このような障壁を乗り越えるため、脳腫瘍に対

する効果的な薬剤送達を目指した研究が盛んに行われている[43]。ここまでのこ

とを総合して、私は BBB と BTB における血管の安定化に共通したメカニズム

があるのではないかと想定した。 
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血小板における ITAM シグナリングによる血管安定性の維持について 

血小板は(a)血管内皮細胞間の間隙の物理的封鎖、(b)血管内皮細胞の増殖

促進、(c)血管内皮細胞の微小構造の維持および(d)液性因子を介しての内皮バリ

ア機能の維持という少なくとも 4 つのメカニズムを介して正常血管の安定化に

寄与していることが知られてきた[44]。また、炎症状態下で白血球が血管外に遊

出するような血管において、血小板は血管の安定化を促進することが知られて

いる[45]。さらに血小板は腫瘍血管においても血管の安定化を促進しており[46]、

血小板の中和は腫瘍血管の透過性を高め抗癌剤の腫瘍内分布を改善すること

[47]や、血小板除去処置によりに血管から腫瘍組織への白血球の移行に伴って出

血が促進されること[48]が示されてきた。近年になって、これらの血小板の血管

安定化促進作用は immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM)シグナル

の活性化を介していることが明らかになった[49,50]。ITAMシグナルは thrombin、

adenosine diphosphate (ADP)およびトロンボキサン A2 (TxA2)といった G 

protein-coupled receptor (GPCR)を介する経路とは異なり、血小板膜表面の

Glycoprotein VI (GPVI)および C-type lectin 2 (CLEC2)がそれぞれのリガンドであ

るコラーゲンまたは podoplanin (PDPN)と相互作用することで血小板を活性化さ

せるシグナル経路である (図 8)[50]。 

一方、膠芽腫をはじめとした浸潤性星細胞腫において、免疫細胞の浸  
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図 8 血小板依存性の止血機構の模式図 

血管が傷害を受けたときには、thrombin、thromboxane A2 (TxA2)および ADP

が血小板膜表面にあるそれぞれの GPCR を介してシグナルを伝達し、インテ

グリンの活性化を介して血小板を活性化させ凝集を促進する。このとき、

ITAM シグナリングの血小板凝集に対する寄与は小さい。一方、炎症の場に

おける止血は ITAM シグナリングに大きく依存する。ITAM シグナリングは

血小板膜表面のGPVI/FcR複合体およびCLEC2にそれぞれのリガンドである

コラーゲンまたは PDPNが結合すると、PLCを介して血小板凝集を促進する。

PLCの下流は不明である。Boulaftali et al., Circ Res 2014 [50]の図を改変して作

成した。 
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潤がみられること[51-53]、および浸潤性星細胞腫のグレードと相関して PDPN

陽性症例の頻度が増えることが報告されている[54]。これらのことから、私は正

常脳組織の BBBと膠芽腫の BTBに共通して、血小板が ITAMシグナルを介して

血管安定性を維持している可能性を考えた。 

 

 

PDPN について 

前述の通り PDPN は ITAM シグナルにおけるリガンドのひとつである。

PDPN は 36-43 kDaのムチン型 1回膜貫通タンパクであり、成体においてはリン

パ管内皮細胞、リンパ節 T細胞領域の fibroblastic reticular cell、肺の I型肺胞上

皮、腎臓のポドサイト、中枢神経の上衣細胞などいくつかの正常臓器に発現し

ている[55]。近年ではアストロサイトに発現しているという免疫染色の報告もあ

る[56]。 

PDPN は膠芽腫をはじめ肺および頭頸部の扁平上皮癌、悪性中皮腫とい

った悪性腫瘍においてしばしば高発現している[57-59]。PDPN を発現する腫瘍細

胞が血液循環に侵入すると、ITAMシグナルを介した血小板凝集促進作用により

血小板が腫瘍細胞表面に凝集する。これは腫瘍細胞が免疫機構による監視から

逃れて血行性転移を引き起す原因の一つと考えられており、mPDPN に対する中

和抗体 (8F11)は血行性転移を抑制することが実験的に知られている[60,61]。 
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一方、正常組織における PDPN の生理的な機能はこれまで不明であった

が、近年になって炎症状態にあるリンパ節の血管の安定性を向上させているこ

とが報告された[62]。この報告の中で、リンパ節の high endothelial venule におけ

る PDPN の機能抑制あるいは血小板における CLEC2 の機能抑制が、白血球の

high endothelial venule からリンパ節実質に遊出する際の血小板凝集を抑制し出

血を引き起こすことが示され、PDPN の ITAM リガンドとしての重要性が明らか

になった[62]。 

 

BMP シグナルと PDPN の発現を制御する因子について 

 Bone morphogenetic protein (BMP)は transforming growth factor (TGF)-フ

ァミリーに属するサイトカインの一種であり、細胞膜表面上の I 型受容体と II

型受容体に結合する。BMP がこれらの受容体に結合すると、各受容体 2 つずつ

からなるヘテロ 4 量体を形成し、II 型受容体が I 型受容体をリン酸化 (活性化)

する。リン酸化された I型受容体は Smad1、Smad5および Smad8 をリン酸化 (活

性化)することで下流にシグナルを伝達し、inhibitor of DNA binding 1 (ID1)をはじ

めとした標的遺伝子の転写を制御する[63,64]。 

前項で述べたように、PDPN は一部の正常組織および腫瘍に発現してい

る。しかし、PDPN の発現を制御する因子については情報が少ない。PDPN は炎
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症部位において発現が亢進することと関連して、炎症性サイトカインである

interferon (IFN)-、interleukin (IL)-6、IL-22、TGF-、 tumor necrosis factor (TNF)-

および IL-1が PDPN の発現を上昇させることが知られている[55]。また、転写

因子 activator protein (AP)-1がPDPNの発現を上昇させることが知られており[55]、

膠芽腫細胞においても PI3K-AKT-AP1 シグナル経路が PDPN の発現を正に制御

している[65]。一方、PDPN の発現を抑制する因子については、リンパ管内皮細

胞において BMP9 がリンパ管のマスター転写因子 prospero homeobox 1 (PROX1)

の発現抑制を介して PDPN の発現を減少させるという報告がある[66]ものの、リ

ンパ管内皮細胞以外に対する BMP の作用については調べられていない。近年、

私の所属する研究室では膠芽腫由来細胞を用いてRNAシーケンスによる網羅的

な mRNA 発現解析を行い、BMP4 刺激が膠芽腫由来細胞における PDPN の発現

を顕著に抑制することを見出していた (未公表データ)。このことから、BMP が

PDPN の発現を制御している可能性があるのではないかと考えられた。 

 

上記すべてを考え合わせ、PDPN が炎症状態にある正常脳組織および膠

芽腫において共通して血管の安定化を促進しており、さらに BMP シグナルの活

性が膠芽腫細胞やアストロサイトにおいて PDPN 発現を制御しているという仮

説をたてて以下の検討を行った。 
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方法 

使用細胞 

膠芽腫の異なる臨床検体から得られた5種類の脳腫瘍細胞TGSシリーズ

(TGS-01、TGS-02、TGS-03、TGS-04 および TGS-05)は藤堂具紀博士および稲生

靖博士 (いずれも東京大学医科学研究所)より供与を受けた。TGS-01にレンチウ

イルスを用いて firefly luciferase 遺伝子 (pGL4-luc2)を安定的に導入した株であ

る TGS-01-lucは古室暁義博士 (東京大学大学院医学系研究科分子病理学)より供

与を受けた。TGS シリーズおよび TGS-01-lucは B27 (Gibco)、2 mM L-glutamine 

(Gibco)、15 g/ml Insulin (Gibco)、0.0063% D-glucose (Sigma-Aldrich)、20 ng/ml 

FGF-2および 20 ng/ml EGF (いずれも Peprotec)を添加した Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM)/F-12 (Gibco)を用い sphere cultureで維持した。ヒト膠芽

腫由来細胞株U87MG (ATCC)は、10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin, 2 mM 

L-glutamine を添加した DMEM (Gibco)を用いて維持された。ICR マウス大脳

由来 primary astrocyte (mAC) (ScienCell)は、2 g/cm
2
 poly-L-lysine (ScienCell)でコ

ートされた培養容器およびメーカーの推奨培地 Astrocyte Medium-animal 

(ScienCell)を用いて維持され、継代数 3から 6の細胞を実験に使用した。すべて

の細胞は 37°C、5% CO2インキュベーター内で培養された 
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増殖因子と阻害剤などの薬剤およびそれらの細胞に対する処置 

BMP4 (R&D Systems)は 1 mg/mL の bovine serum albumin (BSA) 

(Sigma-Aldrich)を含む 4 mM HCl に溶解して使用された。BMP の I型受容体阻害

剤である LDN193189 (LDN) (Stemgent)は dimethyl sulfoxide (DMSO) (ナカライテ

スク)に溶解して使用された。 

TGS-01、TGS-04は 1.5 x 10
4
 /cm

2で、TGS-02、TGS-03 は 3 x 10
4
 /cm

2の

密度で播種され、播種と同時に BMP4を処置したのち実験に使用された。U87MG

は 2 x 10
4
 /cm

2で播種され、翌日に 1% FBS を含む培地に交換したのち 18時間後

に BMP4 を処置し、2日おきに培地交換を行いながら維持され、実験に使用され

た。mAC は密度 5 x 10
3
 /cm

2で播種され、播種翌日に培地交換と同時に BMP4

または LDNを添加したのち実験に使用された。 

 

動物 

5-6週齢メスの BALB/c nu/nu マウスは日本クレア株式会社から、6週齢

オスの C57B6/Jマウスは三協ラボサービス株式会社から購入して実験に用いた。

動物の取り扱いにあたっては東京大学動物実験実施規則に従った。 
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免疫組織染色 

OCT compound に包埋し凍結したサンプルを 10 m に薄切し、0.1% 

Triton-X 100で 5分間脱膜化した。スライドを洗浄したのち乾燥させ、Blocking 

One (ナカライテスク)でブロッキングを行った。ブロッキング後、一次抗体を室

温で 2 時間 (mPDPN 抗体)または 4°C で一晩 (mPDPN 抗体以外)反応させた。

PECAM1 を染色する際には、脱膜化し洗浄した後に HistoVT One (ナカライテス

ク)を用いて 70°C、20 分間抗原賦活化を行った。翌日、洗浄後対応する二次抗体

を室温で 2-3時間反応させた。二次抗体は anti-rabbit Alexa 488、594、647、anti-rat 

Alexa 488、594、anti-hamster Alexa 488、594 (いずれも goat 由来) (Life Technologies)、

anti-sheep Alexa 594 (donkey由来) (Life Technologies)の中から適切な組み合わせ

で使用された。核を 2 の TO-PRO3 (Life Technologies)で染色し、mounting 

medium (DAKO)を用いて封入した。使用した一次抗体の一覧を表 3 にまとめて

ある。 

表 3 使用した一次抗体リスト 

抗原 由来種 
使用濃度 

(g/ml) 
メーカー 

PECAM1 Rabbit 2 Abcam 

Fibrinogen Sheep 50 Serotec 

hPDPN (NZ-1.3) Rat 10 eBioscience 
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mPDPN (RTD4E10) Hamster 1 Abcam 

GFAP Rabbit 
原液 

(メーカー推奨) 
ニチレイバイオサイエンス 

-SMA (Cy3 conjugated) Mouse 7 Sigma-Aldrich 

pSmad1/5 Rabbit 1 Life Technologies 

CD45 Rat 0.625 BD Biosciences 

 

フローサイトメトリーによる PDPN 発現解析 

細胞懸濁液に一次抗体 (NZ-1.3または RTD4E10)を室温で 30分間反応さ

せ、洗浄したのち二次抗体 (anti-rat Alexa 488 または anti-hamster Alexa 488)を室

温で 30分間反応させた。洗浄後 40 m のセルストレイナー (BD Falcon)に細胞

液を通し、フローサイトメーターLSRII (BD)を用いて細胞集団の解析を行った。

使用した一次抗体および二次抗体の濃度は免疫組織染色に用いたものと同一で

ある。得られたデータの解析には FlowJo (FlowJo LLC)を使用した。 

 

一過性前脳（全脳）虚血モデル 

免疫正常マウス脳実質に炎症細胞を誘導するモデルとして、脳虚血モデ

ルを採用した。脳虚血モデルの作成は既報[67]を参考に、下記の通りに行った。

まず、C57BL/6J マウスをイソフルラン吸入麻酔下でヒーターを用いて体温を維
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持した。この状態でマウスの両側総頸動脈を露出し、ヘモクリップ (夏目製作所)

を 2 重にかけて阻血した。阻血中はイソフルランの吸入を停止した。20 分間の

阻血の後にクリップを外して再灌流し、皮膚を縫合した。虚血部位への炎症細

胞浸潤が高まる阻血後 2日目に抗mPDPN中和抗体 8F11 (rat IgG2A; がん研究所

藤田直也博士より供与)または血小板除去作用をもつことが確認されている抗

glycoprotein Ib (GPIb)中和抗体 (rat polyclonal IgG; Emfret)、あるいはそれぞれ

に対するコントロール IgG (rat IgG)を PBS で調製し、1匹あたり 100 gを尾静

脈投与した。抗体投与後 24時間後に犠牲死させて脳を摘出し、マイルドホルム

に浸して 4°C で一晩固定したのちスクロース置換し、OCT compound (サクラフ

ァインテック)に包埋し-80°C で急速凍結した。 

 fibrinogenの漏出頻度を定量するためには、脳の前額断面の切片を作成し、

fibrinogenおよび PECAM1を染色したのち LSM510 (Carl Zeiss)を用いて観察した。

切片上でおおむね 20 m 以上の径を持つ全ての血管を拡大率 400 倍で撮影し、

fibrinogen の漏出している血管数の全血管数に対する割合を算出し漏出頻度とし

た。カウントされた血管は 1個体あたり 20個から 61個であった。 

 

脳腫瘍細胞頭蓋内移植 

TGS-01-luc を DMEM/F12 に懸濁して 1 x 10
7
 /ml の濃度に調製し、脳定位
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固定装置 (ナリシゲ)および容量 10 lの固定針型ハミルトンシリンジ (ハミルト

ン)を用いてイソフルラン (アボット)麻酔下にあるヌードマウスの右大脳半球 

(冠状縫合の 1 mm 前方かつ前頭間縫合の 2 mm 右方、脳表から 3 mm の深さ)に 5 

l を移植した。移植後は週 1回、in vivo imagingを行い腫瘍の経時変化を観察し

た。in vivo imagingの際には Hank’s balanced salt solution (Gibco)に溶解したトリ

ブロモエタノール (Sigma-Aldrich)をマウスに 32.2 g/gの用量で腹腔内投与して

麻酔を行った後、PBSで 12.5 mg/mlに調製した VivoGlo Luciferin (Promega)を 200 

l 腹腔内投与し、LB983 NightOwl (Berthold Technologies)を用いて頭蓋内に移植

された腫瘍の発光を測定した。マウスは移植 3週目から 4週目に実験に用いた。 

 

RNA抽出および定量的 RT-PCR 

細胞からの RNA を抽出には Nucleospin (MACHEREY-NAGEL)を用い、

プロトコルに従って RNA の単離およびゲノム DNA の除去を行った。cDNA 合

成は Primescript Reverse Transcriptase (Takara)を用いて行い、1 gの RNAを鋳型

とした。定量的 RT-PCR には Faststart Universal SYBR green master および

LightCycler 480 (いずれもRoche)を用いた。使用したプライマーを表4に示した。 

表 4 使用したプライマーのリスト 

標的 Forward Reverse 

hGAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC 
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hID1 ACTGCGCCCTTAACTGCAT TGGAATCCCACCCCCTAAA 

hPDPN CAACTCAACGGGAACGATGTG ACGCGCTTCCCAAAACG 

mGapdh TGCAGTGGCAAAGTGGAGATT TGCCGTTGAATTTGCCGT 

mId1 AGGTGAACGTCCTGCTCTACGA CAGGATCTCCACCTTGCTCACT 

mPdpn GCAACCTCAGACCATGATCACA GCGTTTCATCCCCTGCATTA 

 

統計解析 

2群間の比較にはMicrosoft Excelを使用し、有意差検定には unpaired Student’s 

t-testを使用した。3群間の比較にはGraphPad Prism (GraphPad Software)を使用し、

有意差検定には Turkey’s test を用いた。p < 0.05 となる場合、統計的に有意であ

るとした。  
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結果  

PDPN はマウス正常脳組織において主に血管周囲のアストロサイトに強く発現

している 

 近年、マウス正常脳において mPDPN がアストロサイトに発現している

ことが報告された[56]。そこで、アストロサイトの mPDPN が血管透過性を制御

している可能性があるかどうか検討するため、mPDPN の発現および血管との位

置関係を知るべく免疫染色を行った。その結果、mPDPN は主に血管周囲に発現

がみられ、血管内皮細胞および壁細胞を取り囲むように発現していた (図 9 Aお

よび B)。また、mPDPN は血管周囲においてアストロサイトのマーカーである

glial fibrillary acidic protein (GFAP)と共染色されており、アストロサイトの end 

feet と共局在している様子が観察された (図 9 C)。さらに、in vitro における mAC

を用いたフローサイトメトリーによる解析により、mAC も mPDPN を発現して

いることが示された (図 9 D)。これらの結果から、mPDPN は血管周囲のアスト

ロサイトに確かに発現していることが示された。 

 

一過性前脳 (全脳)虚血モデルに対する PDPN 中和抗体の投与は血管の透過性を

高める 

脳虚血再灌流は急性炎症を誘導し、血管から虚血部位への白血球の遊出 
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図 9 mPDPNはマウス正常脳において血管周囲に強く発現している 

A-C マウス正常脳における血管断面の免疫染色。scale bars: 10 m 

A mPDPN は PECAM1 陽性血管内皮細胞周囲に発現していた。 

B mPDPN は-SMA 陽性壁細胞を覆うように発現していた。 

C mPDPN は GFAP と共局在しており、血管周囲に存在するアストロサイトの

end feet に強く発現していた。 

D mACを用いた in vitroにおけるmPDPNの発現解析。mACの8割強がmPDPN

陽性であった。 



55 

 

を促進することが知られている[68]。そこで、炎症状態にある BBB において

PDPN が血管の安定性に寄与しているか検討した。まず一過性前脳 (全脳)虚血

モデルにおいて白血球の浸潤が見られるかを免疫染色で観察したところ、両側

頚動脈の阻血を行わなかったマウス (sham)においては CD45 陽性白血球の脳実

質への浸潤がほとんど見られなかったのに対して、阻血を行ったマウス (stroke)

においては多数の白血球の浸潤が観察された (図 10 A)。このことから、一過性

前脳 (全脳)虚血モデルは脳の炎症モデルとして適切であることが示された。こ

のモデルに対し、抗 mPDPN 中和抗体 (8F11)または陽性コントロールとして抗

GPIb中和抗体を尾静脈投与した。投与後 24 時間の時点で脳組織を回収し免疫

染色を行ったところ、コントロール IgG投与群と比較して 8F11 または抗 GPIb

中和抗体投与群において血管からの fibrinogen 漏出が顕著であった (図 10 B)。

そこで fibrinogenの漏出が見られる血管の割合を定量したところ、コントロール

IgG 投与群と比較して 8F11 または抗 GPIb中和抗体投与群において有意に上昇

していた (図 10 C)。このことから、PDPN および血小板は炎症状態にある脳組

織において血管安定化を促進していることが示された。 
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図 10 8F11の投与は炎症状態にある脳血管の透過性を亢進させる 

A CD45 (汎白血球マーカー、赤)の染色。青は核 (TO-PRO3)。sham (虚血なし)

ではほとんど白血球の浸潤が見られなかったのに対し、stroke (虚血あり)では

多くの白血球が浸潤していた。scale bar: 10 m 

B モデルに各中和抗体を投与したときの典型的な血管の画像。コントロール

IgG 投与群と比較して、抗 GPIb中和抗体または 8F11 投与群において

fibrinogenの点状の漏出が顕著であった。scale bar: 10 m 

C fibrinogenが漏出している血管の割合の定量。漏出頻度はコントロール IgG

投与群と比較して、抗 GPIb中和抗体または 8F11投与群において有意に増加

した。error bars: mean ± SE、それぞれ n = 5, 5, 4、**: p < 0.01、***: p < 0.001 
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PDPN は膠芽腫由来細胞 (in vitro)およびその同所移植モデル (in vivo)の双方に

発現している 

PDPN が正常脳組織の BBB に加えて膠芽腫においても BTB のバリア機

能に関与する可能性があるかどうか検討するため、まず TGS シリーズの in vitro

における hPDPN の発現をフローサイトメトリーで比較した。使用した TGS シ

リーズのうち、TGS-01 および TGS-03 が hPDPN を高発現していた (図 11 A)。

TGS-03 のほうが TGS-01 よりも hPDPN 陽性細胞の割合は高かったが、TGS-01

は TGS-03 と比較して腫瘍形成能が高いことから、以降の in vivo における実験

では TGS-01を用いた。TGS-01-luc同所移植モデルにはヒトおよびマウスの細胞

が混在しているため、免疫染色およびフローサイトメトリーに用いる PDPN 抗

体の種特異性を確認した。その結果、hPDPN 抗体 (clone NZ-1.3)はヒト由来脳腫

瘍細胞である TGS-01 を、mPDPN 抗体 (clone RTD4E10)はマウス由来膵臓血管

内皮細胞である MS-1 をそれぞれ特異的に標識した (図 11 B)。この結果から、

今回用いた抗体はヒトとマウスの間で交差反応しないことが示された。 

次に TGS-01 が in vivo においても hPDPN の発現を維持しているか調べ

るため、TGS-01-luc 同所移植モデルを用いて免疫組織染色を行ったところ、腫

瘍組織全体において hPDPN の発現が観察された (図 11 C)。これらの結果から、

TGS-01は in vitroおよび in vivoの双方において hPDPNを発現していることが示 
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図 11 PDPNは膠芽腫由来細胞およびその同所移植モデルに発現している 

A in vitroでの脳腫瘍細胞における hPDPN発現確認。hPDPNは TGS-01と TGS-03

に高発現しており、TGS-05にはほとんど発現していなかった。 

B抗体の特異性確認。anti-hPDPN 抗体は hPDPN に、anti-mPDPN 抗体は mPDPN

にそれぞれ特異的に結合した。 

C-E TGS-01-luc同所移植モデルにおける免疫染色。scale bar: 10 m 

C hPDPN の発現が保たれていた。 

D mPDPN は PECAM1陽性血管内皮細胞周囲にも発現していた。 

E mPDPN は GFAP とは必ずしも共染しなかった。 

F TGS-04-luc 移植モデルにおいても mPDPN は血管周囲に発現していた。scale 

bar: 10 m 



59 

 

された。 

さらに、マウス由来の mPDPN が正常組織だけでなく腫瘍組織において

も発現しているかを検討したところ、腫瘍血管を取り囲むように mPDPN が発現

している様子が観察された (図 11 D)。また、mPDPN は血管周囲のみならず腫

瘍組織全体に網目状に発現していたが、GFAP とは必ずしも共染されなかった 

(図 11 E)。血管周囲を PDPN 陽性細胞が取り巻いている染色像は TGS-04-luc 同

所移植モデルにおいても観察された (図 11 F)。これらの結果から、TGS-01-luc

同所移植モデルにおいては正常組織同様に mPDPN が血管周囲に発現している

こと、および hPDPN と mPDPN の双方が腫瘍組織全体に発現していることが示

された。 

 

BMP シグナルの活性化は PDPN の発現を低下させる 

 PDPN がマウス正常脳のアストロサイトおよび膠芽腫由来細胞に発現し

ていたことから、これらの細胞において PDPN の発現を制御する因子は血管透

過性も制御する可能性がある。そこで PDPN の発現を制御する因子について検

討した。私の所属する研究室において、RNA シーケンスによる網羅的な解析か

らBMP4刺激がTGS-01において PDPNの発現を顕著に抑制することが見いださ

れていた (未発表データ)。そこで、BMP4がTGS-05以外のTGSシリーズ、U87MG
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および mAC において PDPN 発現を抑制するか定量的 RT-PCR で検討した。その

結果、今回使用したすべての細胞において、BMP4 刺激はシグナル標的遺伝子で

ある ID1 mRNAの発現を上昇させた (図 12 A)。これにより、これらの細胞にお

いて BMP シグナルが伝達されていることが示された。また、BMP4 刺激は、細

胞間で作用の強さに違いはあるものの、すべての細胞において PDPN mRNAの

発現を抑制した (図 12 B)。また、mAC に対する LDNの処置は PDPN mRNAの

発現を促進したことから、mAC においても BMP シグナルは PDPN の発現を抑

制することが示された (図 12 B)。また、フローサイトメトリーで PDPN のタン

パクレベルでの発現を解析したところ、TGS シリーズおよび U87MG に対する

BMP4 刺激は PDPN の発現を低下させ、mAC に対する LDN 処置は PDPN の発

現を上昇させた (図 13 A)。これは mRNAの変動と同様の結果であった。 

最後に in vivo における BMP シグナルの伝達と PDPN の発現に相関があるか検

討するため、マウス正常脳組織を用いてリン酸化 Smad1/5 (pSmad1/5)の免疫染色

を行った。脳実質細胞の多くが pSmad1/5 陽性であったが (図 13 B および C)、

PDPN 陽性アストロサイト近傍において pSmad1/5 の染色性が減弱していた (図

13 B)。pSmad1/5 の染色性が減弱する部分は PECAM1 陽性の血管内皮細胞近傍

とも重なった (図 13 C)。 

これらの結果から、in vitroにおいて BMP シグナルの活性化がアストロ 
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図 12 BMP4 はアストロサイト系の細胞において PDPNの発現を低下させる 

A ID1 mRNA発現の変動。BMP4 (TGS シリーズに対しては 10 ng/ml、U87MG

および mAC に対しては 30 ng/ml、48 時間処置)は全ての細胞において ID1 

mRNAの発現を上昇させた。LDN (1 M、48 時間処置)は mAC において ID1

の発現を低下させた。error bars: mean ± SD 

B PDPN mRNA発現の変動。BMPおよび LDNの処置条件は(A)と同様である。

BMP4はmAC以外のすべての細胞において PDPN mRNA発現を低下させた。

LDNはmACにおいて PDPN mRNAの発現を上昇させた。error bars: mean ± SD 
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図 13 BMP4 はアストロサイト系の細胞において PDPNの発現を低下させる 

A フローサイトメトリーによるタンパクレベルにおける PDPN 発現解析の結

果。BMP4 (TGS シリーズに対しては 10 ng/ml、4 日間、U87MG に対しては

30 ng/ml、6日間処置)または LDN (mAC に対してのみ実施、1 M、48時間処

置)によるピークの変動は、mRNAレベルの発現変動と一致した。 

Bおよび C マウス正常脳の免疫染色。scale bar: 10 m 

B mPDPNを発現する部位 (血管周囲のアストロサイト近傍)では pSmad1/5の

染色が弱かった。 

C PECAM1 陽性の血管近傍では pSmad1/5 の染色が弱かった。 
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サイト系の複数の細胞種において PDPN の発現を抑制することが示された。こ

れに加えて in vivo においても脳血管周囲の PDPN 陽性アストロサイト近傍にお

いて pSmad1/5 の染色性が減弱しており、in vitroの結果を支持した。 
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考察 

本研究において、私はマウス正常脳組織の血管周囲を PDPN 陽性のアス

トロサイトが取り巻いていることを見出した。膠芽腫モデルにおいては、PDPN

は血管周囲に加えて腫瘍領域全体にわたって発現しており、GFAP 陰性細胞の一

部も PDPN を発現していた。このことから、膠芽腫においてはアストロサイト

以外も PDPN を発現している可能性が示された。また、PDPN の中和が一過性前

脳 (全脳)虚血モデルにおいて血管透過性を亢進させたことから、PDPN は脳血

管の安定性の維持に寄与していることが示唆された。さらに、BMP シグナルの

活性化が PDPN の発現を抑制することをマウス正常アストロサイトおよび複数

のヒト膠芽腫細胞を用いた in vitroの実験から見出し、in vivo において正常脳組

織の血管周囲においてのみBMPシグナルの活性が抑制されていることを確認し

た。これは BMP シグナルの活性化が in vivo においても PDPN の発現を抑制し

ていることを支持する結果である。これらのことから、PDPN が BBB の機能の

一端を担っており炎症状態にある血管の安定化を促進していること、膠芽腫の

BTB においても血管の安定化に寄与している可能性があること、さらに BMP シ

グナルの活性化が PDPN の発現抑制を介して血管透過性を亢進させうることが

示唆された。 
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GPVIの関与について 

GPVI は CLEC2 以外のもうひとつの ITAM 受容体であり、GPVI の主な

リガンドはコラーゲンである[50]。正常な脳組織においてはコラーゲンの発現量

は比較的低いが、脳腫瘍組織においては特に IV型コラーゲンの発現量が高まっ

ていることが報告されている[69]。また、GPVIと CLEC2 は炎症状態にある血管

の安定化にそれぞれ部分的に寄与している [49]。本実験においても、

CLEC2-PDPN の相互作用以外に GPVI-コラーゲンの相互作用で ITAM シグナル

が活性化している可能性があり、PDPN 中和抗体は脳虚血モデルにおいて ITAM

シグナリングを部分的に阻害していることが考えられる。 

 

PDPN 中和の実用化に向けた課題 

PDPN は血小板の ITAM シグナルを活性化することで血管の安定化に寄

与しており、炎症状態にあるリンパ節 high endothelial venule において白血球が血

管外に遊出する際の局所的なバリアの崩壊を阻止している[49,62]。また、炎症お

よび腫瘍といった白血球の血管外への遊出がある状態においてのみ、血小板減

少が出血を誘発することが知られている[45,48,49]。私の所属する研究室におい

ても、脳虚血モデルに対して 8F11 を投与した際に脳以外の組織においては明ら

かな出血は観察されなかったことから (未公表データ)、炎症状態のみにおいて



66 

 

PDPN の中和が血管漏出性を亢進させることを確認している。これらのことから、

炎症性の疾患をもつ患者において PDPN を中和した場合、炎症部位における出

血を促進する可能性がある。従って、膠芽腫の治療の一環として PDPN 中和を

計画する際には、患者の全身状態を正確に把握することが重要である。それが

可能であるならば、PDPN 中和は膠芽腫に対して薬剤送達を高める有効な方法に

なると考えらえる。 

 

PDPN のバリア機能について 

BBB は血液と組織を隔てる blood-tissue barrier の一種である。

blood-tissue barrierには BBB (脳・中枢神経)のほかにも blood-retinal barrier (眼)、

blood-thymus barrier (胸腺)、blood-air barrier (肺)、blood-urine barrier (糸球体)、

blood-testis barrier (精巣)および blood-placenta barrier (胎盤・臍帯)があり[70,71]、

これらすべての blood-tissue barrier において PDPN が発現している[72-76]。本研

究において、PDPN が BBB の機能の一端を担っていることが示された。PDPN

はBBBのみならず blood-tissue barrierにおける血管安定化に寄与している可能性

がある。 
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PDPN の BBBにおける血管安定性維持のメカニズムについて 

本研究においては、PDPN が ITAM リガンドとして機能し、炎症状態に

ある BBBにおいて血管漏出性を負に制御していることを示した。しかし、炎症

状態にある血管において、PDPN および血小板が血管安定性を維持するメカニズ

ムはよく知られていない。炎症状態において血管安定性を維持する因子の候補

として、血小板の活性化に伴い濃染顆粒から放出される ADP、顆粒から放出さ

れる serpine や metalloproteinase inhibitor をはじめ複数の因子が報告されている

[50]。また、血小板減少はウサギ舌の毛細血管において血管漏出性を亢進させる

ことおよび血管内皮細胞の菲薄化や有窓化といった電子顕微鏡レベルでの微細

構造を変化させることが知られており[77]、PDPN の中和も同様に BBB の微細

構造に影響を与える可能性がある。 

 

PDPN の BTBにおける役割について 

 本研究においては、正常組織と TGS-01 および TGS-04 同所移植モデル

に共通して血管周囲に PDPN が発現していること、および PDPN が炎症状態に

ある脳血管の漏出性を負に制御していることが示された。また、TGS-01同所移

植モデルに対してヒト PDPN およびマウス PDPN 双方の中和抗体を投与しても

血管漏出性の亢進は見られなかったが、これらの中和抗体を投与したのち
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BALB/cマウス脾臓から単離したT細胞を同所移植モデルマウスに静脈内投与す

ると、統計的な有意差はつかなかったものの血管からの fibrinogen の漏出が亢進

する傾向が観察された (未公表データ)。これは TGS-01同所移植モデルにおいて

も、PDPN の中和に加えて T細胞をはじめとした白血球の血管外への遊出が重要

であることを示唆する。これらのことから、膠芽腫においても、一過性全脳 (前

脳)虚血モデルと同様に、PDPN の中和は白血球の血管外への遊出がある状態に

おいて血管漏出性を高める可能性が高く、PDPN は BTB においても血管の安定

化に寄与しているのではないかと考えている。 

 

今後の展開について 

本研究の知見をもとに、PDPN 中和抗体や BMP 刺激が BTB の漏出性に

与える影響を詳細に検討することや、外因性に投与された薬剤の漏出性を改善

し抗腫瘍効果を発揮するかを薬剤トレーサーや抗癌剤を用いて評価することは

今後の検討課題である。さらに、PDPN 中和抗体や BMP 刺激の BBB および BTB

の微細構造に対する影響を含め、これらが BBB および BTB における漏出性を

制御するメカニズムを解明することは興味深い。 

 

本研究の成果は、脳のアストロサイトに発現する PDPN が BBB のバリ
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ア機能の一端を担っていることを明らかにした。また、アストロサイト系細胞

の PDPN発現調節の一部をBMPがつかさどっていることを明らかにした。PDPN

中和やBMP刺激による PDPN発現抑制は膠芽腫に対する薬剤送達を改善するう

えで有効な新規の手段となりうる。 
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結語 

第 1章 

 ヒト膵臓癌由来細胞株 BxPC-3皮下移植モデルに対する FGF-2の添加が線維

化を亢進させることを発見した。 

 線維化の亢進は高分子薬剤の腫瘍内分布を阻害した。 

 腫瘍組織におけるコラーゲンの増生が線維化および腫瘍組織内の高分子薬

剤分布阻害の主な原因になっていることを見出した。 

 

第 2章 

 マウス正常脳組織において、血管周囲のアストロサイトに PDPN が発現して

いることを見出した。 

 一過性前脳（全脳）虚血により炎症を誘発したモデルに対して抗 mPDPN 中

和抗体を投与したところ、血管の漏出性が亢進した。 

 PDPN 陽性の血管周囲のアストロサイトは膠芽腫モデルにも存在していた。 

 正常アストロサイトおよびアストロサイト系の膠芽腫細胞においては BMP

シグナルの活性化が PDPN の発現を抑制した。 

 

本研究は 2 つの章を通じて難治性が高く予後の悪い腫瘍に対する薬剤送達
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を阻む因子の機能および制御の一端を解明したものである。本研究で着目した

膵臓癌と膠芽腫は、発生部位、組織型、血管密度などの微小環境をはじめ、大

きく異なる点が多い。しかし、これら 2 種類の腫瘍に共通して、難治性の一因

として腫瘍組織への薬剤送達性の低下が考えられることが本研究の結果から示

唆された。このことは、薬剤送達性の低下が難治性の原因のひとつとして重要

である可能性を提案している。本研究の成果は、難治性腫瘍に対する化学療法

のさらなる発展に貢献しうるものと考える。 
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