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要旨 

 

 先進国の２大死因である「がん」と「循環器疾患」が相互に関連しているこ

とが疫学調査を中心に報告されているが、その分子基盤の多くは不明である。

両疾患の病変部で共通して豊富に存在することが報告されている分子のひとつ

に Biglycan がある。Biglycan は低密度リポタンパク質 (Low density lipoprotein: 

LDL) に対する強い結合能を有するプロテオグリカンの１種であり、アテロー

ム性動脈硬化巣と高転移性腫瘍組織の血管に豊富に存在することが報告されて

いる。血管壁への LDL の蓄積はアテローム性動脈硬化症の発症過程の最重要

事項のひとつであるが、その一方でがん悪性化との関連に関する報告はほとん

ど存在しない。そこで我々は、がんの転移過程における腫瘍組織への LDL 蓄

積の重要性を検証することを目的に研究を行った。 

まず、免疫組織学的解析を実施したところ高転移性の腫瘍組織には豊富な

LDL が含まれていた。加えて、高転移性腫瘍移植マウスでは血中の酸化 LDL

が高値を示していたことから、高転移性腫瘍組織で LDL の酸化が亢進してい

ると考えられた。興味深いことに、酸化 LDL の受容体のひとつであり、循環

器疾患発症の重要分子として知られている Lectin-like oxidized LDL Receptor-1 

(LOX-1) が高転移性の腫瘍血管内皮細胞で高発現していることがわかった。こ

のことは、高転移性腫瘍血管内皮細胞は LOX-1 を介して周囲に豊富に存在する

酸化 LDL をがん転移の促進に利用している可能性を示唆していると考えられ

る。 

酸化 LDL 形成における好中球の重要性が知られていたことから、次に高転

移性腫瘍組織中の好中球の蓄積と活性化の程度を観察した。すると、高転移性
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腫瘍組織において顕著な好中球蓄積と活性化が認められた。そこで、好中球の

遊走と活性化における LOX-1 の関与を評価したところ、 LOX-1 の発現は血管

内皮細胞からの CCL2 分泌を介して好中球の遊走を促進することが明らかとな

った。CCL2 の分泌は酸化 LDL 添加によって増強された。 

最後に、腫瘍血管内皮細胞または腫瘍間質における LOX-1 発現が実際にがん

の転移を促進するかどうかを検証するために in vivo での LOX-1 抑制実験を行

ったところ、LOX-1 の抑制が肺転移を減少させる傾向があることが示された。 

以上の結果から、腫瘍血管内皮細胞における酸化 LDL /LOX-1 シグナルが好

中球の誘引を介して高転移性の腫瘍微小環境形成につながっている可能性が示

唆された。 

 

緒言 

 

 「がん」と「循環器疾患」は現代日本人の２大死因であり(1)、その克服は超

高齢化社会を迎えた現代社会における喫緊の課題である。近年、がんの既往が

循環器疾患発症の強力なリスク因子となる一方で、動脈硬化症のような循環器

疾患のリスク因子ががん発症や悪性化につながることが報告されている (2–

4)。例えば、乳がんの既往をもつ患者は循環器疾患が原因で死に至る可能性が

高くなるということが報告されている (5)。また、膵癌をはじめとする一部の

がんでは腫瘍随伴症候群としての血栓症発症のリスクが高いことは良く知られ

ている (6)。その一方で、心不全の既往ががんの発症するリスクに関与すると

いうことも報告されている (7)。 
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近年、欧米を中心に「がん」と「循環器疾患」との関連性を扱う分野として

「腫瘍循環器学 (Oncocardiology)」と呼ばれる学際領域が急速に認知され始め

ている。日本国内においても 2018 年に「日本腫瘍循環器学会」が設立された

ところである。「腫瘍循環器学」では現状、臨床医が中心となって「化学療法

や放射線治療に伴う副作用としての心血管イベントの発生とその予防／治療

法」に主眼を置いた臨床研究や疫学研究がなされている。しかしながら、最近

ではその元々の意味を超えて、「がん」と「循環器疾患」で共通する分子病態

の存在を念頭においた学問領域としても注目を集め始めている (8)。 

 循環器疾患の代表的な基礎病態として動脈硬化があるが、その病態形成の重

要な仕組みとして「Response-to-retention hypothesis」が提唱されている (9)。こ

の仮説の中では、動脈硬化進展は３つのステップに分けて説明されている。第

１のステップとしては、血管壁へのプロテオグリカンの蓄積が挙げられる。中

でも、低密度リポタンパク質 (Low density lipoprotein: LDL) との強い結合能力

を有するプロテオグリカンの１種である Biglycan の重要性が知られている。第

２のステップとして、血管内皮細胞での炎症性変化が生じ、白血球の遊走や接

着・血管外への浸潤が生じる。そして第３のステップとして、LDL の酸化が生

じ、単球やマクロファージが酸化 LDL を取り込むことで泡沫化し、粥状動脈

硬化巣が形成される (10)。 

 我々はこれまでに、高転移性の腫瘍血管内皮細胞では動脈硬化巣の血管内皮

細胞のように Biglycan が高発現しており (11,12)、炎症性変化が生じているこ

とを報告している (13–16)。このことから、理論的には Biglycan を高発現して

いる高転移性腫瘍組織において LDL の蓄積が生じており、炎症性微小環境を
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形成している可能性が考えられる。ところで、動脈硬化とがんの両疾患におい

て、好中球の重要性が注目され始めている。腫瘍組織に浸潤した好中球は腫瘍

浸潤好中球 (Tumor associated neutrophils: TANs) と呼ばれ、様々な種類のがんに

おいて予後不良因子となっていることが知られている (17)。腫瘍関連好中球

の機能としては様々なことが報告されているが、その機能のひとつとして好中

球が自身の DNA を細胞外に放出する現象である好中球細胞外トラップ 

(Neutrophil extracellular traps: NETs) の形成が注目されている (18–21)。血管内皮

細胞の形質変化が NETs 形成には重要な役割を担っていることが報告され始め

ているが、そのメカニズムの詳細は不明な点が多い (22)。  

 我々の研究では、Biglycan を豊富に含む高転移性腫瘍組織には LDL の蓄積が

生じていた。LDL は酸化されて酸化 LDL を形成した後、腫瘍組織中で利用さ

れると考えられるが、高転移性腫瘍血管内皮細胞では酸化 LDL 受容体のひと

つである Lectin-like oxidized-LDL receptor 1 (LOX-1) が高発現していた。LOX-1

は動脈硬化をはじめとする様々な循環器疾患の重要なリスク因子であることが

知られているが、腫瘍微小環境におけるその発現や役割はほとんど明らかとな

っていない。そこで、本研究では、腫瘍血管における LOX-1 の発現ががんの転

移に及ぼす影響について、特に好中球との相互作用を念頭に解析を行った。 

 

材料と方法 

1)  細胞培養 

ヒト悪性黒色腫由来細胞株 A375 細胞 (低転移性腫瘍) は American Type 

Culture Collection (Manassas, VA, USA) より購入した。A375SM 細胞 (高転
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移性腫瘍) は Fidler 博士 (M.D. Anderson Cancer Center, Houston, TX, USA)よ

り供与頂いた。A375SM は A375 細胞を皮下移植後に肺転移したがん細胞を

選抜することで樹立された高い転移能を有する細胞である (23)。A375 なら

びに A375SM 細胞は熱処理により非動化された牛胎児血清 (FBS; Gibco,  

NY, USA) を終濃度 10％で添加した Minimum Essential Medium (GIBCO, NY, 

USA) で培養した。RAW264.7 細胞は DS ファーマバイオメディカル 

(Osaka, Japan) より購入した。RAW264.7 細胞は熱処理により非動化された

牛胎児血清を終濃度 10％で添加した Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) で培養した。ヒト皮膚微小血管内皮細

胞 (Human dermis microvascular endothelial cell: HMVEC) は Lonza (Basel, 

Switzerland) から購入し、SV40 large T 抗原と hTERT をレンチウイルスによ

り導入することで不死化した (Immortalized human microvascular endothelial 

cells: iHMVECs) (24)。iHMVEC 細胞は EGM-2MV (Microvascular Endothelial 

Cell Growth Medium-2; Lonza, Basel, Switzerland) で培養した。実験に使用し

た全ての細胞は 37℃、5％CO２大気下にて培養した。また、実験に用いた

細胞がマイコプラズマに感染していないことは Mycoplasma detection kit 

(MycoAlert, Lonza, Basel, Switzerland) を用いて確認した。 

2)  マウス 

腫瘍移植実験には 6 週齢の雌ヌードマウス (BALB/c AJcl-nu/nu, Clea, 

Japan) を使用した。マウスは Specific pathogen free (SPF) 条件下で飼育され

た。 

3)  マウス血管内皮細胞の分離 
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マウス皮膚正常血管内皮細胞ならびに腫瘍血管内皮細胞は以前の研究で

単離されたものを使用した (25,26)。要約すると、約 10 匹のがん細胞皮下

移植ヌードマウスから採取したがん組織もしくはがん細胞を移植していな

い通常のヌードマウスから皮膚を採取してハサミで細断した後、

CollagenaseⅡ(Gibco, Thermo Fisher scientific, USA) ならびに DNaseⅠ(Roche, 

スイス) で処理し、混入した赤血球は Lysis buffer (BD Pharm Lyse, USA) で

破壊した。用意した細胞懸濁液は磁気細胞分離法 (MACS, Miltenyi Biotec, 

Auburn, CA, USA) により CD31 ビーズ (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) 

を用いて CD31 陽性細胞を分離した。単離した細胞は 15%牛胎児血清を含

む EGM-2 MV (Lonza, Basel, Switzerland) 培地で培養した。その後、ヒト細

胞を特異的に殺すジフテリア毒素 (500 ng/mL, Calbiochem, San Diego, CA, 

USA) を利用し、がん細胞の混入の可能性を否定した。これは、ジフテリ

アトキシン受容体である Heparin-binding EGF-like growth factor がヒト細胞

にのみ発現しているという性質を使用した手法である (27)。このようにし

て分離した血管内皮細胞を継代培養したのち、再度 MACS を用いて BS1-

B4 レクチン陽性細胞を分離することで血管内皮細胞の純度を上げた。得ら

れた細胞集団については、フローサイトメトリーにより血管内皮細胞とし

ての純度が高いことを確認している。本実験には継代数 18 – 30 程度の細胞

を用いており、分離後も血管内皮細胞の特性を維持していることを確認し

た後に解析に使用した。 

4)  マウス好中球の分離 
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マウス好中球は過去に報告されている方法に従い (28,29)、Percoll (GE 

Healthcare, Chicago, IL, USA) を用いた密度勾配法により大腿骨骨髄細胞よ

り単離した。単離した好中球は Roswell Park Memorial Institute (RPMI, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 培地に回収し、実験に使用した。 

5)  RNA 抽出、逆転写反応、ならびに PCR／定量 PCR 

腫瘍組織に関しては、腫瘍組織の凍結切片をメスの刃でスライドガラス

から剥がし、TRIzol™ Reagent (Invitrogen, Waltham, MA, USA) に回収した

後、RNeasy Mini kit (Qiagen, Venlo, Limburg, Nederland) を用いて RNA を抽

出した。培養細胞に関しては、ReliaPrep™ RNA Miniprep System (Promega, 

Madison, WI, USA) を用いて抽出した。抽出した total RNA からの cDNA 合

成には ReverTraAce (Toyobo, Osaka, Japan) を使用した。PCR 法に関して

は、GoTaq® Master Mixes (Promega, Madison, WI, USA) を使用して合成した

cDNA を鋳型に対象となる塩基配列を増幅した後、MidoriGreen (Toyobo, 

Osaka, Japan) を添加したアガロースゲルにて電気泳動を実施し、増幅産物

を検出した。定量 PCR 法に関しては、KAPA SYBR Fast qPCR Kit (Nippon 

Genetics, Tokyo, Japan) を使用し、delta-delta-Ct 法により定量解析を実施し

た。内部標準には 18S rRNA、GAPDH、もしくは Hprt1 を使用した。使用

したプライマー配列の一覧は下記のとおりである。 

1. mouse Bgn (5’ – AACTCACTGCCCCACCACAGCTTC – 3’ and 5’ – 

GCGGTGGCAGTGTGCTCTATCCATC – 3’) 

2. mouse LOX-1 (5’ – TGGACACAATTACGCCAGGT – 3’ and 5’ – 

TCTGCCCTTCCAGGATACGA – 3’) 

3. mouse Msr1 (5’ – AGTTGTCTGCCGGAGTCTAGGA – 3’ and 5’ – 

ACAAGTGACCCCAGCATCTTCT – 3’) 
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4. mouse Cd36 (5’ – GCTCCTTGGCATGGTAGAGATGG – 3’ and 5’ – 

CGGCTTTACCAAAGATGTAGCCAGT – 3’) 

5. mouse Il-8 (5’ – CTTGGAGCCAAGGCAAGAACAC – 3’ and 5’ – 

AAATGGAGAGGCATCCGGTTCA – 3’) 

6. mouse Cxcl5 (5’ – GTGCCCTACGGTGGAAGTCATAG – 3’ and 5’ – 

TTAGCTTTCTTTTTGTCACTGCCCA – 3’) 

7. mouse Ccl2 (5’ – CCCACTCACCTGCTGCTACT – 3’ and 5’ – 

GGGTCAGCACAGACCTCTCTC – 3’) 

8. mouse Il-6 (5’ – CTGATGCTGGTGACAACCAC – 3’ and 5’ – 

TCCACGATTTCCCAGAGAAC – 3’) 

9. mouse Ccr2 (5’ – CCTGCAAAGACCAGAAGAGGGCA – 3’ and 5’ – 

GGTGTGGTGGCCCCTTCATCA – 3’) 

10. mouse Hprt1 (5’ – TGGGCTTACCTCACTGCTTTCC – 3’ and 5’ – 

ATCATCGCTAATCACGACGCTG – 3’) 

11. mouse Gapdh (5’ – GGGTGGTGGACCTCATGGCCTACAT – 3’ and 5’ – 

CGAGTTGGGATAGGGCCTCTCTTGC – 3’) 

12. mouse 18S (5’ – CGAAAGCATTTGCCAAGAAT – 3’ and 5’ – 

AGTCGGCATCGTTTATGGTC – 3’) 

13. human LOX-1 (5’ – TTGCCTGGGATTAGTAGTGACC – 3’ and 5’ – 

GCTTGCTCTTGTGTTAGGAGGT – 3’) 

14. human CCL2 (5’ – GAATCACCAGCAGCAAGTGTCC – 3’ and 5’ – 

TTTGGGTTTGCTTGTCCAGGTG – 3’) 

15. human CCR2 (5’ – TGCAAAAAGCTGAAGTGCTTG – 3’ and 5’ – 

CAGCAGAGTGAGCCCACAAT – 3’) 

16. human GAPDH (5’ – ACAGTCAGCCGCATCTTCTT – 3’ and 5’ – 

GCCCAATACGACCAAATCC – 3’) 

6)  レンチウイルスの作製と細胞への導入 

ルシフェラーゼ遺伝子安定発現ベクターについては、まず Y. Ohmiya 博

士 (国立研究開発法人産業技術総合研究所) より分与頂いた Rluc 遺伝子の
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cDNA を PCR 法により増幅し、pCR-Blunt II-TOPO (Invitrogen, Waltham, MA, 

USA) にクローニングした。その後、XhoI と NotI 制限酵素サイトを用いて

pCAGGS-Venus48 にサブクローニングした。次に、Venus と Rluc をコード

する配列を有する DNA 断片を EcoRI と NotI 制限酵素サイトを用いて H. 

Miyoshi 博士 (理化学研究所) より分与頂いた pCS II-CMV-MCS にサブクロ

ーニングした。tdTomato 発現ベクターについては、ptdTomato-C1 (Takara, 

Shiga, Japan) を AgeI と EcoRI で処理した後、AgeI-EcoRI 制限酵素サイトを

用いて pCSII-CMV-MCS にサブクローニングした。LOX-1 (OLR1) 遺伝子発

現ベクターに関しては、pENTR221-homo OLR1 ORF (Clone ID: 100009045)

を DNAFORM (Kanagawa, Japan) より購入し、OLR1 の ORF 配列を In-

Fusion® HD Cloning Kit (Takara, Shiga, Japan) を用いて CSⅡ-CMV-MCS-

IRES2-Bsd の Xho-EcoRI 制限酵素サイトにサブクローニングした。LOX-1

発現抑制用の shRNA ベクターに関しては、Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) より下記２つのレンチウイルス用 shLOX-1 ベクター 

(TRCN0000416760 および TRCN0000413308) を購入した。また、コントロ

ールとしては非哺乳類 shRNA コントロールベクター (SHC002) を使用し

た。 

 上記で準備したベクターを用い、レンチウイルスのパッケージング用ベ

クターである pCAG-HIVgp ならびに pCMV-VSV-G-RSV-REV (いずれも H. 

Miyoshi 博士より分与） を HEK293T 細胞に FuGene HD (Promega, Madison, 

WI, USA ) もしくは Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Waltham, MA, USA) を用

いてトランスフェクションした。2 日もしくは 3 日間程度培養した後に培
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養上清を回収し、Lenti-X™ レンチウイルス濃縮試薬 (Takara, Shiga, 

JapanTAKARA) を用いて濃縮した後、ポリブレン (Nacalai tesque, Kyoto, 

Japan) を最終濃度 10 μg/mL 添加した培地を用いて目的の細胞に遺伝子導

入を行った。トランスダクション実施後 24 時間程度経過した後、FACS ま

たは抗生物質による遺伝子導入細胞のセレクションを実施した。 

7)  腫瘍移植実験 

がん細胞単独の移植実験の場合、ルシフェラーゼ遺伝子導入済み A375

または A375SM (各 1 × 106) をマウス右側腹部皮下に移植した。血管内皮細

胞との共移植の場合、ルシフェラーゼ遺伝子導入済み A375 (1 × 106) と血

管内皮細胞 (2 × 104) を混合したものを同様にマウス右側腹部皮下に移植し

た。約 4 週間後、ルシフェリンを腹腔内投与後、イソフルランによる麻酔

下にて開胸し、心臓より採血を行った。加えて、肺を摘出した後、IVIS 

Spectrum (Caliper Life Science, Waltham, MA, USA) を用いて肺全体における

がん細胞由来の発光シグナルを検出した。最後に、腫瘍組織を摘出して半

割した後、凍結組織切片作製用包埋剤 O.C.T. コンパウンド (Sakura Finetek 

Japan, Tokyo, Japan) で埋入し液体窒素にて迅速凍結させ、凍結切片作製用

の凍結ブロックを作製した。 

8)  免疫組織学的解析 

マウス腫瘍組織の凍結サンプルはクリオスタット (Leica CM3050S, Leica 

Biosystems, Wetxlar, Germany) を用いて厚さ 10 μm の切片を作製した後、

氷冷メタノールによる固定後、5% BSA もしくは 5 % ヤギ血清を用いたブ

ロッキングを行った。使用した１次抗体は次のとおりである。Biglycan の
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染色には抗 Biglycan 抗体 (1:200, Kerafast, LF-159, Boston, MA, USA) を用い

た。ApoB の染色には抗 Apolipoprotein B 抗体 (1:200, Abcam, ab20737, 

Cambridge, UK) を用いた。LOX-1 の染色には抗 LOX-1 抗体 (1:200, Abcam, 

ab60178, Cambridge, UK) を用いた。MPO の染色には抗 Myeloperoxidase 抗

体 (1:50, Abcam, ab9535, Cambridge, UK) を用いた。CitH3 の染色には抗

Histone H3 (citrulline R2 + R8 + R17) 抗体 (1:1000, Abcam, ab5103, Cambridge, 

UK) を用いた。上記１次抗体に対して、２次抗体としては Alexa Fluor 647

標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (1:500, Invitrogen, 21244, Waltham, MA, USA) も

しくは Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (1:500, Invitrogen, A-

11008, Waltham, MA, USA) を用いた。CD31 の染色には APC 標識抗 CD31

抗体 (1:500, Biolegend, 102409, San Diego, CA, USA) もしくは FITC 標識抗

CD31 抗体 (1:500, Biolegend, 102405, San Diego, CA, USA) を用いた。CD11b

の染色には APC 標識抗 CD11b 抗体 (1:500, Biolegend, 101212, San Diego, 

CA, USA) を用いた。Gr-1 の染色には FITC 標識抗 Gr-1 抗体 (1:500, 

Biolegend, 108408, San Diego, CA, USA) を用いた。核染色には 4,6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI; DOJINDO, Kumamoto, Japan) を用いた。画

像取得は BZ-X810 (Keyence Corporation, Itasca, IL, USA) により実施し、取

得した画像については BZ-X800 Analyzer software (Keyence Corporation, 

Itasca, IL, USA) を用いて全腫瘍組織領域中のターゲットシグナル領域を定

量解析した。  

ヒト悪性黒色腫組織については、ホルマリン固定組織のパラフィン包埋

ブロックから厚さ 4 μm で連続切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン
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染色、ならびに 3,3′-Diaminobenzidine ( Liquid DAB + Substrate Chromogen 

System; Dako, Tokyo, Japan) による免疫組織学的染色 (S100, CD31, LOX-1) 

を実施した。S-100 の染色には抗 S-100 抗体 (1:1000, Dako, Z0311, Tokyo, 

Japan) を用いた。使用した１次抗体は次のとおりである。CD31 の染色に

は抗 CD31 抗体 (1:200, Abcam, ab28364, Cambridge, UK) を用いた。LOX-1

の染色には抗 LOX-1 抗体 (1:500, Proteintech, 11837-1-AP, Rosemont, IL, USA) 

を用いた。上記１次抗体に対して、２次抗体としては HRP 標識抗ウサギ

IgG 抗体 (1:100, Dako, P0448, Tokyo, Japan)。なお、核染色には Mayer 

Hematoxlin (Wako, Osaka, Japan) を用いた。染色画像は Nanozoomer slide 

scanner (Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan) でデジタル画像として取得し

た。 

9)  ELISA 

マウス血漿中の可溶型 LOX-1 濃度は ELISA Kit for Lectin Like Oxidized 

Low Density Lipoprotein Receptor 1 (LOX1) (Cloud-Clone, #SEB859Mu, Wuhan, 

China) を用いて測定した。血漿中の酸化 LDL 濃度は Mouse Oxidized Low 

Density Lipoprotein (Ox-LDL) ELISA Kit (MyBioSource, #MBS263208, San 

Diego, CA, USA) を用いて測定した。 

10)  細胞免疫染色 

 カバーガラスを入れた 12 well plate 上で培養した LOX-1 過剰発現

iHMVEC 細胞を氷冷した 100%メタノールで固定した後、5%BSA 含有 PBS

でブロッキング後、抗 LOX-1 抗体 (1:500, Proteintech, 11837-1-AP, Rosemont, 

IL, USA) で処理した。その後、2 次抗体として Alexa Fluor 647 標識ヤギ抗

ウサギ IgG 抗体 (1:500, Invitrogen, 21244, Waltham, MA, USA) で処理した
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後、4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; DOJINDO, Kumamoto, Japan) で核染

色を実施した。画像取得には BZ-X810 (Keyence Corporation, Itasca, IL, USA) 

を用いた。 

11)  細胞遊走アッセイ 

好中球の血管内皮細胞への遊走能の評価には、従来法 (30,31) に従い

Transwell chambers (Corning, Corning, NY, USA) を使用した。具体的には、

マウス由来もしくはヒト由来血管内皮細胞をチャンバーの下層に播種して

から 6 時間程度通常の培地中で培養した後、無血清培地に置換してから更

に 24 時間培養した。その後、マウス骨髄より採取した好中球 (3 × 105) を

チャンバーの上層に添加し、4 時間後に下層の培地を回収し、TC20 

Automated Cell Counter (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて下層に遊走し

た好中球数を測定した。がん細胞についても同様に Transwell chambers  

(Corning, Corning, NY, USA) を使用し、下層に血管内皮細胞を準備した後、

上層に A375 (3 × 105) を添加して 4 時間後、上層のチャンバーのメンブレ

ンの裏側に移動したがん細胞の数を計測した。この際、予め 100 nM の

CCR2 Antagonist (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) で処理したがん細胞と

未処理のがん細胞をそれぞれ用意して実験に用いた。メンブレンの表側を

綿棒でよく拭った後、メタノールで固定し、Mayer’s hematoxylin (Fujifilm 

Wako Pure Chemical, Osaka, Japan) でがん細胞の染色を行った。その後、

BZ-X810 顕微鏡で画像を取得した後、BZ-X800 Analyzer software (Keyence 

Corporation, Itasca, IL, USA) にて遊走したがん細胞数の計測を行った。 

12)  LOX-1 発現抑制用アデノ随伴ウイルスの作製 
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LOX-1 に対する shRNA を発現するアデノ随伴ウイルスの作製のため、下

記に記したオリゴヌクレオチドをユーロフィンジェノミクス (Tokyo, Japan) 

に委託して人工合成したものをアニーリングした後、pAAV-U6-ZsGreen1 

vector (Takara, Shiga, Japan) の Spe1-Xba1 制限酵素サイトにクローニング

し、AAVpro® Helper Free System (AAV2) (Takara, Shiga, Japan) を使用してア

デノ随伴ウイルスの作製を行った。shLOX-1 発現ベクターの作製にはセン

ス鎖として 5’ – 

GAGAAAAGCCTCTAGGCCAGAAGCTGAACGAGAAATCCTCGAGGATTTC

TCGTTCAGCTTCTGGTTTTTTTCTAGTGATATCGATA – 3’、アンチセンス鎖

として 5’ – 

TATCGATATCACTAGAAAAAAACCAGAAGCTGAACGAGAAATCCTCGAG

GATTTCTCGTTCAGCTTCTGGCCTAGAGGCTTTTCTC – 3’を使用した。コ

ントロールベクターの作製にはセンス鎖として 5’ – 

GAGAAAAGCCTCTAGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGT

GCTCTTCATCTTGTTGTTTTTTTCTAGTGATATCGATA – 3’、アンチセンス

鎖として 5’ – 

TATCGATATCACTAGAAAAAAACAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAG

TTGGTGCTCTTCATCTTGTTGCCTAGAGGCTTTTCTC – 3’を使用した。 

13)  データベースを用いた解析 

健常者、ヒト悪性黒色腫、膵癌、ならびに頭頸部癌における遺伝子発現

データと臨床病理学的情報は、The Genotype-Tissue Expression (GTEx) なら

びに The Cancer Genome Atlas (TCGA) より入手した。データの取得には

UCSC Xena (https://xena.ucsc.edu/) (32) を用いた。生存時間分析の際の各腫
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瘍組織における LOX-1 遺伝子発現の高低を決めるカットオフ値に関して

は、正常組織における LOX-1 の遺伝子発現と腫瘍組織における LOX-1 の

遺伝子発現を統計学的に最も有意に区別することができる値を ROC 解析に

より決定した。 

14)  統計解析 

得られた定量データは平均 ± 標準偏差または平均 ± 標準誤差で表記し

た。グラフの作製ならびに統計解析には GraphPad Prism 9 (San Diego, CA, 

USA) を使用した。3 群以上の比較の際には、一元配置分散分析を実施した

後、Tukey 法による検定を行った。2 群間の比較には、two-sided Student’s t-

test を用いた。2 因子の相関解析には JMP PRO 14 (SAS Institute, Cary, NC, 

USA) を使用し、前者ではピアソンの積率相関係数を算出した。生存時間

解析にも JMP PRO 14 を使用し、Log-rank test により 2 群間の統計解析を行

った。 

15)  研究の実施に関する承認事項 

腫瘍組織サンプルの研究への利用に関しては、悪性黒色腫患者から同意

書を得ている。本研究は北海道大学自主臨床研究審査委員会の承認を受け

ている (学内承認番号: 012-0446、自：015-042)。また、動物実験に関する

全ての手順は、全ての動物実験において、動物の愛護および管理に関する

法律、ならびに実験動物の飼育および保管等に関する基準に従い、実験者

や環境等に対する安全対策に加えて実験動物への苦痛を最小限にとどめる

処置を講じる。特に、代替 (Replacement)、削減 (Reduction)、改善 

(Refinement)、いわゆる 3R の原理に、さらに責任 (Responsibility) を加え
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た 4R の原理に基づき、動物実験の重さを生命倫理の文脈で捉えた上での

研究を実施する。研究は「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規

定」に基づいて実施された (学内承認番号：18-0050)。 

 

結果 

 

低転移腫瘍と高転移腫瘍における LDL の蓄積と酸化 LDL 形成の比較 

 我々は異なる転移能を持ち、同一のヒト腫瘍に由来する２種類のメラノーマ

細胞株である A375 と A375SM のヌードマウスへの皮下移植モデルを実験に使

用した。前者はほとんど転移を生じないが、後者は高頻度に肺転移を引き起こ

す (23)。まず、LDL に対する強い結合能を有する Biglycan (33,34) の低転移性

／高転移性の各腫瘍組織における発現量を定量 PCR 法で評価した。これまでの

我々の報告と同様に (11)、高転移性腫瘍組織における Biglycan の遺伝子発現量

は低転移性腫瘍組織と比較して約 10 倍高値を示していた (Figure 1A)。加え

て、免疫組織学的解析により腫瘍間質における Biglycan の発現量を評価したと

ころ、低転移性腫瘍組織では Biglycan のシグナルがほとんど検出されなかった

のに対し、高転移性腫瘍組織では強いシグナルが認められた (Figure 1, B and 

C)。Biglycan は LDL との強い結合能を有することから、次に我々は各腫瘍組織

における LDL の蓄積を免疫組織学的解析により評価した。Apolipoprotein B 

(ApoB) は LDL の主要な構成成分のひとつであり、LDL マーカーとして使用す

ることができる。解析の結果、ApoB 陽性領域は低転移性腫瘍組織と比べて高

転移性腫瘍組織で高値を示していた (Figure 1, D and E)。一般的に、LDL が局
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所に蓄積すると、酸化されることが知られている。そこで次に、非担癌マウス

と低転移性／高転移性腫瘍の各担癌マウスの血液中の酸化 LDL 濃度を ELISA

法により評価した。血漿中の酸化 LDL 濃度は高転移性腫瘍移植マウスのもの

が、非担癌マウスや低転移性腫瘍移植マウスと比べて高値を示していた 

(Figure 1F)。 

 

酸化 LDL 受容体 LOX-1 は高転移性腫瘍血管内皮細胞で高発現している 

 次に我々は、各マウス腫瘍組織における主要な酸化 LDL 受容体の発現量を

解析した。代表的な酸化 LDL 受容体としては、LOX-1 や Macrophage scavenger 

receptor 1 (Msr1)、Cd36 などが知られている。LOX-1 や Msr1 の遺伝子発現量は

高転移性腫瘍組織において高値を示していた一方で、CD36 の発現量には各グ

ループ間で有意な差は認められなかった (Figure 2A)。次に、マウスとヒトでの

共通性を確認するため、GTEx-the Cancer Genome Atlas (TCGA) データベース内

の RNA シークエンスデータを用いてヒトメラノーマ患者の腫瘍組織と健常者

の皮膚組織におけるこれら酸化 LDL 受容体遺伝子群の発現量を評価した。マ

ウスモデルのデータを支持するように、ヒト腫瘍組織においても LOX-1 と

Msr1 の発現は亢進しており、逆に CD36 は発現が抑制されていることが明らか

となった (Figure 2B)。さらに、腫瘍組織から単離してきた血管内皮細胞におけ

る LOX-1 や Msr1 の発現を解析したところ、高転移性腫瘍血管内皮細胞におい

てのみ LOX-1 の遺伝子発現が認められ、Msr1 については血管内皮細胞での発

現は認められなかった (Figure 2C)。LOX-1 の発現量は正常血管内皮細胞や低転

移性腫瘍血管内皮細胞と比べて高転移性腫瘍血管内皮細胞において顕著に亢進
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していた (Figure 2D and 2E)。加えて、免疫組織学的解析により LOX-1 の腫瘍

組織における発現パターンを評価したところ、LOX-1 のシグナルは高転移性腫

瘍組織内部の血管内皮細胞ならびにその周囲に強く認められ、低転移性腫瘍組

織では弱いシグナルが血管内皮細胞で認められた (Figure 2F)。 

 LOX-1 は ADAM10 のようなプロテアーゼにより細胞外ドメインが切断さ

れ、可溶型 LOX-1 を形成することが知られており、血中の可溶型 LOX-1 は

LOX-index という名称で循環器疾患発症リスク評価のためのバイオマーカーと

して実際に臨床の現場で使用され始めている (35)。非担癌マウスと比較して、

高転移性腫瘍移植群の血漿中の可溶型 LOX-1 濃度は有意に高値を示していた

が、低転移性腫瘍移植群では有意な差は認められなかった (Figure 2G)。また、

血中の可溶型 LOX-1 濃度と酸化 LDL 濃度を掛けた値として算出される LOX-

index 値に関しては、高転移性腫瘍移植群で非担癌マウスや低転移性腫瘍移植

群と比較して有意に高値を示していた (Figure 2H)。 

最後に、ヒトメラノーマ組織における LOX-1 の発現を免疫組織学的解析によ

り評価した。LOX-1 のシグナルはヒトメラノーマ組織内部においてはがん細胞

においても認められていたものの、腫瘍血管内皮細胞でも検出されており、マ

ウスとヒトで腫瘍血管内皮細胞での LOX-1 の発現は共通して認められた 

(Figure 2I)。 

 

がん転移における LOX-1 の重要性 

 がんの転移における LOX-1 の重要性を検証するため、肺転移の程度と LOX-

1 関連諸因子との相関を解析した。in vivo イメージングにより肺転移を定量的
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に評価できる実験系を構築するために，A375 と A375SM の各がん細胞にルシ

フェラーゼを安定的に発現するベクターを導入し、ルシフェリンを用いて化学

発光する細胞を作成した。高転移性腫瘍移植マウスの肺においては予想通り強

い発光強度が得られたのに対し、低転移性腫瘍移植マウス肺では発光シグナル

はほとんど検出されなかった (Figure 3A)。発光強度を定量評価すると、２群間

には発光強度の明確な相違が認められ、２種類のがん細胞株が異なる肺転移能

力を有することが改めて確認された (Figure 3B)。次に、肺における発光強度

と、① 腫瘍組織における LOX-1 の遺伝子発現量、② 血中の可溶型 LOX-1 濃

度、③ 血中の酸化 LDL 濃度、④ LOX-index との間の各相関関係をピアソンの

相関係数を算出することで評価した。すると、これら４因子はいずれも肺転移

の程度を示す発光強度と強い正の相関を示していたが、なかでも酸化 LDL 濃

度が転移能力と特に強い正の相関を示していた (Figure 3C)。 

次に、様々な種類のがんにおいて、正常組織と腫瘍組織における LOX-1 の発

現量を GTEx-TCGA データベースから得られた遺伝子発現データを用いて解析

した。メラノーマや膵癌、頭頸部癌では各正常組織と比較して LOX-1 遺伝子発

現量の亢進が認められた (Figure 3D)。加えて、メラノーマにおいては、LOX-1

の発現は原発巣よりも転移巣においても有意に高値を示していた (Figure 3D)。

我々は次に、腫瘍組織における LOX-1 の発現量と臨床的な予後との関連性につ

いて、TCGA データベースを用いた解析を行った。膵癌や頭頸部癌では全生存

期間（Overall survival: OS）や 無増悪生存率（Progression-free interval: PFI）に

関して LOX-1 高値群で予後不良傾向にあったが、メラノーマに関しては LOX-

1 の発現量と予後との関連性は認められなかった (Figure 3E). 
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腫瘍組織における好中球の浸潤と活性化 

アテローム性動脈硬化巣における LDL の酸化は好中球が放出するミエロペ

ルオキシダーゼ (Myeloperoxidase: MPO） のような強力な酸化酵素によって触

媒されることが知られている (10,36)。そこで我々は、高転移性腫瘍移植マウス

において高いレベルで検出された血中酸化 LDL に腫瘍組織への好中球の浸潤

が関与しているのではないかと推測した。好中球マーカーとして腫瘍組織にお

ける MPO の染色を実施したところ、高転移性腫瘍組織において、低転移性腫

瘍組織よりも MPO シグナルが多量に認められた (Figure 4A)。腫瘍組織全体に

占める MPO シグナル陽性領域の割合を定量評価したところ、高転移性腫瘍組

織で有意に高値を示していた (Figure 4B)。更に、別の好中球を含む骨髄系細胞

のマーカーとして汎用される細胞表面マーカーCD11b と Gr-1 の二重染色を実

施したところ、CD11b/Gr-1 二重陽性領域は高転移性腫瘍において有意に高値を

示していた (Figure 4, C and D)。我々はさらに、NETs 形成を伴う好中球の活性

化状態を評価するため、NETs 形成の指標として用いられているシトルリン化

ヒストン H３（Citrullinated histone H3: CitH3）の染色を実施した。Gr-1/CitH3

二重陽性領域の面積は高転移性腫瘍において有意に高値を示しており、Gr-1 陽

性領域に占める CitH3 陽性領域の割合に関しても高転移性腫瘍において有意に

高値となっていた (Figure 4, E, F, and G)。 

 

腫瘍組織における好中球遊走因子 

 次に、高転移性腫瘍組織における好中球多量浸潤の原因について考察するた

め、好中球に対する遊走因子の発現量を評価した。IL-8 や CXCL5 は最も強力
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な好中球遊走因子の一つとして知られている (37,38)。また、CCL2 や IL-6 も好

中球の遊走や活性化を促す因子の一つであることが報告されている。まず、マ

ウス腫瘍組織における Cxcl5 や Ccl2、Il-6、Il-8 の遺伝子発現を評価したとこ

ろ、Il-8 については有意な差は認められなかったものの、それ以外の３種類の

遺伝子に関しては高転移性腫瘍移植群で有意に高値を示していた (Figure 5A)。

また、マウス腫瘍組織における LOX-1 の遺伝子発現量と有意差の認められた３

遺伝子の発現量の相関をピアソンの積率相関係数により評価したところ、いず

れの因子も LOX-1 発現量と強い正の相関を示した (Figure 5B)。さらに、TCGA

データベースを用いてヒトメラノーマにおいても同様の検証を行ったところ、

CCL2 が LOX-1 発現と最も強い正の相関を示し、IL-6 や CXCL5 は LOX-1 と相

関していなかった (r = 0.447, p < 0.0001) (Figure 5C)。 

 

血管内皮細胞における LOX-1 の発現は血管内皮細胞に対する好中球やがん細

胞の遊走に関与する 

In vitro の実験により血管内皮細胞と好中球やがん細胞との相互作用における

LOX-1 の機能についてより詳細な解析を行うため、LOX-1 を過剰発現させた血

管内皮細胞を作製した (Figure 6, A and B)。LOX-1 を過剰発現させた血管内皮細

胞において、コントロールの血管内皮細胞と比べて CCL2 遺伝子発現量の有意

な亢進が認められ、この作用は酸化 LDL 処理によって増強された (Figure 

6C)。また、逆に LOX-1 の機能喪失による影響を評価するため、もともと

LOX-1 の発現量が高い高転移性腫瘍血管内皮において shRNA を用いて LOX-1
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の発現を抑制した高転移性血管内皮細胞を作製した (Figure 6D)。LOX-1 の発現

抑制に伴って CCl2 の遺伝子発現も低下した (Figure 6E)。 

次に、作製した LOX-1 過剰発現血管内皮細胞または LOX-1 発現抑制腫瘍血

管内皮細胞を用いて、好中球の遊走能への影響を評価した。遊走能の評価には

Boyden chamber を用い、チャンバーの上層から下層に移動した好中球の数を計

測した (Figure 6F)。まず、CCL2 の受容体である CCR2 の好中球における発現

に関して PCR 法により評価したところ、CCR2 の発現が認められた (Figure 

6G)。好中球の遊走に関しては、コントロール内皮細胞と比べて LOX-1 過剰発

現血管内皮細胞に対する遊走数の方が有意に高値を示していた (Figure 6H)。そ

の一方で、LOX-1 の発現を抑制した高転移性腫瘍血管内皮細胞に対する遊走数

はコントロール細胞と比べて減弱した (Figure 6I)。  

CCR2 はがん細胞にも発現していたことから (Figure 6J)、がん細胞の血管内

皮細胞への遊走能についても同様に評価した (Figure 6K)。LOX-1 過剰発現は血

管内皮細胞へのがん細胞の遊走を促し、この効果は CCR2 アンタゴニストによ

ってキャンセルされた (Figure 6L)。このことから、CCL2 の血管内皮細胞から

の分泌ががん細胞の遊走にも重要であることが示唆された。 

 

腫瘍血管内皮細胞もしくは腫瘍間質における LOX-1 抑制はがんの転移を抑制

する 

がんの転移における腫瘍血管内皮細胞由来 LOX-1 の重要性を評価するため、

shRNA を用いて LOX-1 の発現を抑制した高転移性腫瘍血管内皮細胞と低転移

性のがん細胞をそれぞれ 2%と 98%の割合で混合し、マウス皮下に共移植した
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(Figure 7A)。過去の研究で、がん細胞と腫瘍血管内皮細胞を共移植するとがん

の転移が促進されることが報告されている (11)。LOX-1 の発現を抑制した腫

瘍血管内皮細胞とがん細胞との共移植は腫瘍体積には影響を及ぼさなかったが 

(Figure 7B)、肺転移の頻度に減弱傾向が認められた (Figure 7C)。加えて、LOX-

1 発現抑制腫瘍血管内皮細胞との共移植では、統計学的な有意差は認められな

かったものの腫瘍組織に浸潤した好中球の数が減弱した傾向が認められた 

(Figure 7, D and E)。 

さらに、腫瘍間質の LOX-1 阻害によるがん転移への影響をより直接的に評価

するため、LOX-1 発現抑制 shRNA を発現するアデノ随伴ウイルスを作製し、

腫瘍内投与を行った。腫瘍が触知できる大きさになった後、アデノ随伴ウイル

スを合計 3 回反復投与した結果、腫瘍体積には影響を及ぼさなかったものの、

コントロールと比べて腫瘍の色調に関して赤みが減弱しており、血管新生が抑

制されたことが示唆される (Figure 7, F and G)。なお、shRNA による LOX-1 の

発現抑制効果は腫瘍組織における LOX-1 の免疫組織学的解析および血中可溶型

LOX-1 の ELISA による定量評価で確認した (Figure 7, H and I)。がんの肺転移

に関して、肺全体におけるがん細胞由来の発光シグナル強度を用いて評価した

ところ、LOX-1 発現抑制により転移が減弱する傾向が認められた。加えて、血

中の可溶型 LOX-1 濃度と肺転移の程度には強い正の相関が認められた (r = 

0.665, p = 0.0361) (Figure 7, J and K)。以上の結果から、LOX-1 ががんの転移に対

して促進的に働くことが示唆された。 
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考察 

 

 本研究により，我々は Biglycan を高発現している高転移性腫瘍組織には LDL

が豊富に存在しており、LDL 酸化が亢進していることを示した。加えて、高転

移性腫瘍血管内皮細胞では酸化 LDL 受容体である LOX-1 が高発現しているこ

とを示した。本研究結果から、腫瘍血管内皮細胞における酸化 LDL／LOX-1 軸

の活性化が CCL2 分泌を介した好中球の遊走を促し、がん転移促進性の腫瘍微

小環境形成に繋がる可能性が考えられる (Figure 8)。 

 LDL は動脈硬化のような循環器疾患発症の主要なリスク因子として古くから

知られており、ここ数十年間、スタチンのような高脂血症治療薬がその予防／

治療のために使用されてきた。血管壁の細胞外マトリックスに存在するプロテ

オグリカンが LDL を保持することが動脈硬化形成の起点となることが知られ

ており、これは「Response-to-retention hypothesis」として知られている (9)。

Biglycan は LDL に対する強力な結合能力を有するプロテオグリカンであり 

(33,39)、血管壁における Biglycan の高発現は循環器疾患の病態生理に深く関与

している。 

 一方，癌に関しては，我々はこれまで腫瘍血管内皮細胞が Biglycan を高発現

し血管新生能を促進すること (12)、さらに Biglycan が癌細胞の遊走を刺激しが

んの転移を誘導することを過去に報告している (11)。しかし、腫瘍微小環境

中の LDL と Biglycan との相互作用がもたらすがんの性質に対する影響につい

ては全く報告がない。本研究では Biglycan を高発現している高転移性の腫瘍組

織において LDL が豊富に存在することが観察されたことから、腫瘍血管内皮
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細胞が分泌する Biglycan と腫瘍微小環境中 LDL との相互作用ががんの転移に

関わっていることが想定される。 

 血管内皮細胞が発現する代表的な酸化 LDL 受容体のひとつに LOX-1 がある

(40)。LOX-1 は一回膜貫通型タンパク質であり、酸化 LDL をはじめとする様々

な分子との結合能を有するスカベンジャー受容体として知られている。その細

胞外ドメインが ADAM-17 のようなプロテアーゼによって切断され、血中で検

出できる可溶型 LOX-1 を生成する (41)。LOX-1 は正常な血管内皮細胞ではほ

とんど発現が認められないが、動脈硬化のような病的な状態になると発現が亢

進する。心血管イベントの病態生理における LOX-1 の重要性はよく研究されて

おり、可溶型 LOX-1 は心筋梗塞や脳梗塞のバイオマーカーとして既に臨床で使

用され始めている (35,42,43)。近年がん研究領域でも LOX-1 の重要性は徐々に

注目を集め始めている。例えば、がん細胞における LOX-1 の阻害ががんの増殖

を抑制することが報告されており (44)、LOX-1 発現とがん悪性化との関連に関

しても報告され始めている (45–49)。しかしながら、腫瘍血管における LOX-1

の発現や機能に関して注目した研究は全くなされておらず、がん病態における

LOX-1 の発現の重要性についても未だ不明な点が多い。我々のマウスを用いた

研究では、酸化 LDL や LOX-1 のレベルと肺転移との間に明確な正の相関が認

められている。したがって、血中の可溶型 LOX-1 や酸化 LDL はがん転移マー

カーとして活用できる可能性があるといえる。更に、腫瘍血管もしくは腫瘍間

質における LOX-1 の発現抑制は肺転移を抑制する傾向が認められた。このこと

から、LOX-1 は有望な創薬標的分子となり得ると考えられる。今後、臨床検体

を用いた検証が望まれる。 
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 近年、がん生物学において好中球の重要性が脚光を浴びている。腫瘍関連好

中球 (Tumor associated neutrophils: TANs) と呼ばれる腫瘍組織に浸潤した好中球

は疫学的にがん患者の予後不良因子であることが多数報告されている(17)。

TANs ががん悪性化を促す具体的な分子メカニズムに関しては近年盛んに研究

されている。例えば、TANs の代表的な機能のひとつには免疫細胞の機能抑制

効果が報告されている (17,50)。他には、VEGF の産生亢進による腫瘍血管新生

の亢進 (51–53)、強力な酸化酵素の放出による血管内皮細胞の機能障害と内皮

間接着の破壊による透過性の亢進 (20)、MMP-9 のようなプロテアーゼの放出

による細胞外マトリックスの分解に起因する転移亢進 (54)などが報告されて

いる。したがって、腫瘍血管内皮細胞による腫瘍組織への好中球誘引はがんの

転移促進につながると考えられる。しかしながら、好中球と腫瘍血管内皮細胞

との相互作用に関する研究はほとんどなされておらず、その詳細は不明な点が

多い (55)。それらの機能に加えて、炎症刺激などによって活性化された好中球

は自身の DNA を細胞外に放出し、好中球細胞外トラップ (Neutrophils 

extracellular traps: NETs) という構造物を形成し (56–60)、これが転移促進的に

働くことも報告されている (18,19,21,61)。好中球が炎症刺激などを受けると、

ヒストンのシトルリン化を触媒する酵素である PAD4 が活性化する (62,63)。す

ると、クロマチンの脱凝縮が引き起こされ、好中球は自身の DNA を細胞外に

放出する。NETs にはミエロペルオキシダーゼ (Myeloperoxidase: MPO) のよう

な強力な酸化酵素が多量に含まれ、活性化好中球は LDL のように周囲に存在

する分子の酸化に重要な役割を担っている (36)。したがって、好中球の腫瘍内

浸潤は酸化 LDL の形成を促し、LOX-1 を高発現する腫瘍血管内皮細胞を活性
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化することが考えられる。また、NETs の本来の機能は病原体の補足と除去で

あると考えられているが、動脈硬化やがんのような非感染性疾患の病態形成に

も関与していると考えられ始めている (18,19,21,61,64–70)。実際に、動脈硬化

巣における NETs の存在が報告されている(71)。動脈硬化における NETs の役割

に関する最近の研究では、NETs により血管内皮障害や炎症促進性の自然免疫

応答が生じ、血栓形成のような合併症を引き起こすことが報告されている 

(66,68,72)。加えて、がん悪性化、特に転移における NETs の関与も近年報告が

増えている (19,21,70)。しかしながら、その機能的役割や臨床上の重要性に関

しては依然として不明な点が多く残されている。 

 我々の実験では、活性化好中球の顕著な腫瘍組織への蓄積が認められてお

り、このことが高転移性腫瘍微小環境中の LDL の酸化に結びついている可能

性が考えられる。我々は酸化 LDL が LOX-1 を介して好中球遊走に関与するケ

モカインの一種である CCL2 の発現亢進を促すことを示した (73,74)。実際に、

LOX-1 を発現している血管内皮細胞は好中球の血管内皮細胞への遊走能を高め

たが、この反応は腫瘍血管による好中球の誘引と腫瘍組織への浸潤の過程に関

わっていると考えられる。また、LOX-1 が直接的に血管内皮細胞への好中球の

接着を促すという報告 (75) もあり、ここにも LOX-1 発現腫瘍血管内皮細胞が

関与している可能性が考えられる。 

最近まで動脈硬化とがんは、互いに関連のない疾患として理解されてきた

が、これら 2 疾患は共通の病理学的特徴を有している。例えば、組織の線維化

と持続的な炎症病態は両疾患で共通している。我々はこれまでに見出してきた

腫瘍血管内皮細胞の炎症性病態について注目し、動脈硬化とがんにおける血管
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に共通病態が存在する可能性を着想した。例えば、腫瘍血管内皮細胞では NF-

kB が活性化しており、COX-2 (13)や PGI2 (14)、IL-8 (15)、VEGF (16)のような

遺伝子の発現が亢進している。すなわち、腫瘍血管内皮細胞では炎症性の腫瘍

微小環境に存在するが故に動脈硬化巣の血管内皮細胞と同様に炎症性変化を伴

っているといえる (76)。加えて、我々のグループは腫瘍血管内皮細胞が PTX3

や Biglycan のような Damage-associated molecular patterns (DAMPs) を産生して

おり、TLR2/4 への結合を介した NF-kB シグナルの活性化を生じ、自然免疫応

答を惹起していることを報告している (77,78)。特に、高転移性腫瘍血管内皮細

胞では正常血管内皮細胞や低転移性腫瘍血管内皮細胞と比較して顕著に

Biglycan の発現が亢進しており (11,12)、パラクラインによってがん細胞の遊走

能を高め、がん転移を亢進する (11)。また、Biglycan はオートクラインによっ

て血管新生も促すことを報告している (12,79)。腫瘍血管内皮細胞と循環器疾患

における血管内皮細胞の共通した病態については今後さらなる研究が望まれ

る。 

 なお，本研究の限界として、腫瘍血管内皮細胞における LOX-1 遺伝子発現の

制御機構に関しては明らかにできていない点がある。我々の予備的な実験結果

では、薬剤誘発性の擬似的低酸素処理や DNA 脱メチル化試薬 (5-aza-2-

deoxycytidine) 処理により LOX-1 の遺伝子発現が亢進するという結果を得てい

るが、より詳細な遺伝子発現制御メカニズムの解明が望まれる。また、一般的

には腫瘍関連好中球の蓄積は転移促進的に働くことが知られているが、本実験

モデルにおいて実際に腫瘍に蓄積した好中球がどのようなメカニズムで肺転移

を促進したのかについても明らかにできておらず、今後の詳細な検討が必要で
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ある。また、実験モデルの限界としては、本実験で用いたマウスは免疫不全マ

ウスであったため、T リンパ球を含めた免疫細胞との相互作用に関しては検討

できていない。加えて、用いたがん細胞の種類が１種類のみであり、今後はメ

ラノーマ以外の癌細胞を用いた実験を行い、本実験で認められた現象の普遍性

を検証する必要がある。 

結論 

 

 本研究では、「がん」と「動脈硬化」を分子レベルでつなぎうる候補因子と

して血管内皮細胞が発現する LOX-1 の重要性に注目した研究を行った。本研

究の重要なポイントの一つは、心血管イベントの重要なリスク因子である

LOX-1 の腫瘍血管における発現増加や酸化 LDL 形成促進により、がん患者で

認められる腫瘍随伴血栓症のような腫瘍関連心血管イベントを直接的に引き起

こしうることを示した点である。古典的には、抗がん剤が心血管イベントの発

生を促すことが知られており (8)、多くの基礎研究者や臨床医の関心を集め、

腫瘍循環器学という学際領域を形成している。近年では、抗がん剤治療に伴う

副作用としての側面を超えて、より深い次元での両疾患の共通分子基盤を模索

する流れができ始めている。がん治療法の目覚ましい発展に伴い、近年では循

環器疾患などがん以外の疾患で死に至るがん患者の数が増えている。酸化 LDL

／LOX-1 シグナルをターゲットにした治療戦略は、がん治療と同時に循環器リ

スクを軽減させうるという意味で有望な治療戦略となる可能性がある。今後の

研究において、臨床検体を用いたトランスレーショナル研究の推進が望まれ

る。 
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図の説明 

 

Figure 1. 腫瘍組織における LDL 蓄積と血中酸化 LDL 濃度 

(A) 低転移性腫瘍組織と高転移性腫瘍組織における Biglycan mRNA 発現量を定

量 PCR 法により評価した (n = 6 または 7)。 (B) 腫瘍組織における Biglycan (赤) 

と DAPI (青) の染色像。 Scale bar = 100 μm。 (C) Biglycan 陽性領域面積の定量

解析結果 (n = 6 または 7)。  (D) 腫瘍組織における CD31 (赤) と ApoB (緑) 、

DAPI (青) の染色像。 Scale bar = 100 μm。 (E) 腫瘍組織における ApoB 陽性領

域面積の定量結果 (n = 6 または 7)。 (F) 非担癌マウス、低転移性腫瘍移植マウ

ス、および高転移性腫瘍移植マウスの血中酸化 LDL 濃度の ELISA による定量結

果 (n = 8)。 *p < 0.05、 **p < 0.01、 ***p < 0.001。 (A)、 (C)、および (E) につ

いては two-tailed Student’s t-test を、 (F) に関しては Ordinary one-way ANOVA の

後、Tukey 法による検定を行った。 

 

Figure 2. 酸化 LDL 受容体 LOX-1 の腫瘍間質および腫瘍血管における発現 

(A) 腫瘍組織における LOX-1、 Msr1、ならびに Cd36 の遺伝子発現量を定量 PCR

法により評価した (n = 6 or 7) 。 (B) GTEx-TCGA データベース内の RNAseq デ

ータを用い、健常者由来の正常皮膚 (n = 556) と悪性黒色腫 (n = 468) における

LOX-1、MSR1、ならびに CD36 の遺伝子発現量のパターンをヒートマップで示

した。 (C) RAW264.7 (マクロファージ)、正常血管内皮細胞、低転移性腫瘍血管

内細胞、ならびに高転移性腫瘍血管内皮細胞における LOX-1、Msr1 の遺伝子発

現の有無を RT-PCR により評価した。  (D) 正常血管内皮細胞、低転移性腫瘍血
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管内皮細胞、ならびに低転移性腫瘍血管内皮細胞における LOX-1 の遺伝子発現

量を定量 PCR 法により評価した (n = 3)。 (E) 正常血管内皮細胞、低転移性主要

血管内皮細胞、ならびに高転移性腫瘍血管内皮細胞における LOX-1 (赤) と DAPI 

(青) の免疫染色像。Scale bar =50 μm。 (F) 腫瘍組織における LOX-1 (赤)、CD31 

(緑)、および DAPI (青) の染色像。Scale bar = 100 μm。 (G) 非担癌マウス、低転

移性腫瘍移植マウス、および高転移性腫瘍移植マウスの血中可溶型 LOX-1 濃度

の ELISA による定量結果 (n = 8)。 (H) 血中酸化 LDL 濃度と可溶型 LOX-1 濃度

の積として計算された LOX-index 値 (n = 8)。 (I) ヒト悪性黒色腫における HE

染色像、および S-100、CD31、ならびに LOX-1 の面積染色像。 矢印は血管内皮

細胞近傍に認められた LOX-1 シグナルを示す。 四角で囲まれた領域は拡大イ

メージの抽出箇所を示す。 Scale bar = 100 μm。 *p < 0.05、 **p < 0.01、 ***p < 

0.001。 (A) に関しては two-tailed Student’s t-test、 (D) 、(G)、および (H) に関

しては Ordinary one-way ANOVA の後、Tukey 法による検定を行った。 

 

Figure 3. LOX-1 遺伝子発現、血中可溶型 LOX-1 濃度、血中酸化、LDL 濃度、

および LOX-index 値とがん転移との相関 

(A) 各担癌マウスから摘出した肺における腫瘍細胞由来発光シグナルの in vivo

イメージング装置 IVIS による検出画像。 (B) 肺における腫瘍細胞由来発光シグ

ナル強度の定量結果 (Total flux:  photons/sec) (n = 8)。 (C) 腫瘍組織における

LOX-1 の遺伝子発現量 (n = 13)、血中可溶型 LOX-1 濃度 (n= 16)、血中酸化 LDL

濃度 (n = 16)、ならびに LOX-index 値 (n = 16) と肺における発光強度との相関
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解析。相関係数は Pearson’s correlation coefficient を用いて算出した。 (D) 左： 健

常者由来皮膚組織 (n = 410) 、悪性黒色腫の原発腫瘍 (n = 101)、および悪性黒色

腫の転移巣 (n = 364) における LOX-1 遺伝子発現量の比較結果。中央：健常者

の膵臓 (n = 165) と膵癌組織 (n = 179) における LOX-1 の遺伝子発現量の比較

結果。右：健常者の皮膚組織 (n = 179) と頭頸部がん組織 (n = 517) における

LOX-1 の遺伝子発現量の比較結果。(E) 腫瘍組織における LOX-1 の発現量と各

がんにおける予後との関連について Kaplan-Meier 解析を実施した結果。悪性黒

色腫患者は 467 例、膵癌患者は 179 例、頭頸部がん患者は 699 例のデータを用

いた。OS：全生存期間、PFI：無増悪生存期間。 

 

Figure 4. 腫瘍組織における好中球浸潤と活性化 

(A) 腫瘍組織における MPO (赤)、と DAPI (青) の染色像。 Scale bar = 100 μm。 

(B) 腫瘍組織における MPO 陽性領域面積の定量解析結果 (n = 6 または 7)。 (C) 

腫瘍組織における CD11b (赤)、 Gr-1 (緑)、ならびに DAPI (青) の染色画像。 Scale 

bar = 100 μm。 (D) CD11b と Gr-1 の二重陽性領域面積の定量解析結果 (n = 6 or 

7)。 (E) 腫瘍組織における Gr-1 (緑)、CitH3 (赤)、および DAPI (青) の染色画像。

Scale bar = 100 μm。(F) 腫瘍組織における Gr-1 と CitH3 の二重陽性領域面積の

定量結果 (n = 6 or 7)。 (G) Gr-1 陽性領域における CitH3 陽性領域の占める割合 

(n = 6 or 7)。 *p < 0.05、 **p < 0.01、 ***p < 0.001。(B)、 (D)、 (F)、ならびに 

(G) に関しては two-tailed Student’s t-test による検定を行った。 
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Figure 5 腫瘍組織における好中球遊走因子の発現 

(A) 腫瘍組織における Il-8、Cxcl5、Ccl2、ならびに Il-6 の遺伝子発現量を定量

PCR 法により評価した (n = 6 or 7)。 (B) 腫瘍組織における LOX-1 遺伝子発現

量と Ccl2、Cxcl5、ならびに Il-6 の遺伝子発現量との相関解析。相関係数は

Pearson’s correlation coefficient を用いて算出した (n = 13)。 (C) ヒト悪性黒色腫

組織における LOX-1 の遺伝子発現量と CCL2、CXCL5、ならびに IL-6 の遺伝子

発現量との相関解析 (n = 473) 。相関係数は Pearson’s correlation coefficient を用

いて算出した。 

 

Figure 6 血管内皮細胞における LOX-1 の発現が好中球／がん細胞の遊走能に及

ぼす影響 

 (A) Mock ベクターまたは hLOX-1 発現ベクターを遺伝子導入された iHMVEC

細胞における LOX-1 遺伝子発現量を定量 PCR 法により評価した。 (n = 3)。 (B) 

LOX-1 過剰発現 iHMVEC 細胞における LOX-1 (赤) と DAPI (青) の染色画像。

Scale bar for low magnification = 100 μm. Scale bar for high magnification = 10 μm。 

(C) LOX-1 過剰発現 iHMVEC 細胞を用い、酸化 LDL 存在化または非存在下での

CCL2 遺伝子発現量を定量 PCR 法により評価した。 (n = 3)。 (D) 高転移性腫瘍

血管内皮細胞における shRNA による LOX-1 発現抑制効果を定量 PCR 法により

評価した (n = 3)。 (E) LOX-1 の発現抑制をした高転移性腫瘍血管内皮細胞にお

ける CCL2 の遺伝子発現量を定量 PCR 法により評価した (n = 3)。 (F) 好中球の

血管内皮細胞に対する遊走能の評価方法の概略図。 (G) マウス骨髄から単離し
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た好中球における Ccr2 の遺伝子発現を RT-PCR 法で評価した。 (H および I) チ

ャンバーの下層に LOX-1 過剰発現 iHMVEC 細胞を播種した場合 (H) と LOX-1

発現抑制腫瘍血管内皮細胞を播種した場合 (I) における、下層に遊走した好中

球数の計測結果 (n = 3)。 N.D. はセルカウンターの計測限界以下であったこと

を示す。 (J) がん細胞における CCR2 遺伝子発現を RT-PCR 法により評価した。 

(K) がん細胞の血管内皮細胞に対する遊走能の評価方法の概略図。 (L) CCR2 阻

害剤の存在下もしくは非存在下で LOX-1 過剰発現血管内皮細胞に対して遊走し

たがん細胞の画像と遊走したがん細胞数の定量結果。 (n = 3)。 *p < 0.05、 **p 

< 0.01、 ***p < 0.001。 (C) と (I) に関しては two-tailed Student’s t-test、 (D)、 

(E)、ならびに (J) に関しては Ordinary one-way ANOVA の後、Tukey 法による検

定を行った。 

 

Figure 7. 腫瘍血管内皮細胞／腫瘍間質における LOX-1 の発現抑制による転移

抑制効果 

(A) LOX-1 発現抑制腫瘍血管内皮細胞とがん細胞との共移植実験の概略図。 (B) 

共移植実験における腫瘍体積の経時的測定結果 (n = 5)。 (C) 共移植マウス肺に

おける腫瘍細胞由来発光シグナルの in vivo イメージング装置 IVIS による検出

画像。 (D) 共移植後の腫瘍組織における Gr-1  (緑) と DAPI (青) の染色画像。 

Scale bar = 1mm。 (E) 共移植後の腫瘍組織における Gr-1 陽性領域面積の定量解

析結果 (n = 5)。 (F) shLOX-1 発現アデノ随伴ウイルスの腫瘍内投与後、摘出し

た腫瘍組織の写真。 (G) shLOX-1 発現アデノ随伴ウイルスの腫瘍内投与後の腫
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瘍体積の経時的測定結果 (n = 5)。 (H) shLOX-1 発現アデノ随伴ウイルスの腫瘍

内投与後の腫瘍組織における LOX-1 (赤)と DAPI (青) の染色画像。 Scale bar = 

100 μm。 (I) shLOX-1 発現アデノ随伴ウイルスの腫瘍内投与後の血中可溶型

LOX-1 濃度の ELISA による定量結果 (n = 5)。 (J) shLOX-1 発現アデノ随伴ウイ

ルスの腫瘍内投与後のマウス肺における腫瘍細胞由来発光シグナルの in vivo イ

メージング装置 IVIS による検出画像。 (K) shLOX-1 発現アデノ随伴ウイルスの

腫瘍内投与後のマウス血中可溶型 LOX-1 濃度と肺における発光強度との相関解

析。相関係数は Pearson’s correlation coefficient を用いて算出した(n = 10) 。 ***p 

< 0.001。 (B) と (G) に関しては two-way ANOVA の後、Bonferroni 補正を行っ

て多重比較検定を行った。 

 

Figure 8. 腫瘍血管内皮細胞は酸化 LDL 受容体 LOX-1 シグナルを介して転移促

進生癌微小環境を形成する 

本研究結果の概要を示す。炎症性の腫瘍血管内皮細胞では Biglycan や LOX-1

の発現が亢進している。腫瘍血管内皮細胞が産生する Biglycan は腫瘍微小環境

中に沈着し、LDL の蓄積を促すと考えられる。蓄積した LDL の一部は酸化され、

LOX-1 を介して腫瘍血管内皮細胞を刺激し、CCL2 のような好中球遊走促進性の

ケモカインを産生する。その結果、好中球の腫瘍組織への浸潤が促され、腫瘍関

連好中球となる。腫瘍微小環境中のサイトカインなどにより刺激を受けた腫瘍

関連好中球は活性化し、NETs 形成と共にミエロペルオキシダーゼを代表とする

酸化酵素を周囲に多量に放出すると考えられる。放出された強力な酸化酵素に
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より LDL の酸化がさらに進み、腫瘍血管内皮細胞を刺激するというスパイラル

が生じ、転移促進性がん微小環境の形成が進むことが示唆された。 
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8

Cancer cells: がん細胞、ox-LDL: 酸化LDL、Neutrophils: 好中球、 Metastasis: 転移、

Tumor endothelial cells: 腫瘍血管内皮細胞、NETs: 好中球細胞外トラップ


