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緒言 

近年，vascular endothelial growth factor(VEGF)中和抗体に代表される血管新生阻

害療法は様々ながん治療に用いられており，生存率が向上している 1．しかし，VEGFは

生理的な正常組織における血管新生にも重要な分子であり，VEGF阻害による高血圧や

創傷治癒遅延などの様々な副作用が報告されている 2．我々はこれまでに腫瘍血管内

皮細胞(Tumor endothelial cell : TEC)を分離培養し，それらが正常血管内皮細胞

(Normal endothelial cell : NEC)と比較して染色体異常があること，抗がん剤など

の薬剤に対する感受性が低いこと，様々な遺伝子の発現が亢進しており血管新生能が

高いことなどを報告してきた 3．これら異常性を獲得した TEC のみを標的とする治療

法の開発が，より効果的で正常血管に対する副作用が少ない新規血管新生阻害薬の開

発につながると考えた．学位申請者が研究を行った本学遺伝子病制御研究所フロンテ

ィア研究ユニット・血管生物学教室では DNA microarray による網羅的解析を行い，

TECで特異的に発現するマーカーの同定を行い，報告してきている 4-7．その中で NEC

に比べTECにおいて発現が200倍以上高かった C-X-C chemokine receptor type 7 

(CXCR7)に着目した．CXCR7 は 7 回膜貫通型タンパクであり,Stromal cell derived 

factor 1 (CXCL12)をリガンドとしている．脳腫瘍や前立腺癌・肺癌など様々な癌細胞

で発現が亢進していると報告されており 8-10肺癌や大腸癌においては CXCR7 高発現と

予後との関係が報告されている．また，前立腺癌・腎細胞癌組織では腫瘍部の血管に

おいても CXCR7 が発現していることが報告されている 11-12．また，本研究室では腎細

胞癌より分離・培養したTECにおいてNECよりもCXCR7発現レベルが高い事を報告し

た 13．しかし，TEC における CXCR7 の機能は未だ不明である．本研究では TEC におけ

るCXCR7の血管新生に対する機能を解析し，CXCR7阻害による抗腫瘍効果を検討した．

過去の報告に一致して本研究においてもCXCR7はTECに高く発現していることが示さ

れた．次にTECにおけるCXCR7の機能を解析した．siRNAならびにCXCR7阻害剤CCX771

を用いて同分子を阻害すると，TEC の細胞遊走能や管腔形成能などの血管新生能が著

明に低下した．また，マウスin vivo 腫瘍においてCXCR7阻害剤CCX771により血管

新生が阻害され，腫瘍の増殖が抑制された．これらの結果より，CXCR7 は TEC に発現

亢進しており，その高い血管新生能に関与していることが示された．CXCR7 は腫瘍血

管内皮選択的な血管新生阻害療法開発のための新たな標的分子として期待される.  
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略語表 

本文中および図中に使用した略語は以下の通りである. 

 

BSA     bovine serum albumin 

CXCL12    stromal cell derived factor 1 

CXCR4       C-X-C chemokine receptor type 4 

CXCR7       C-X-C chemokine receptor type 7 

DAPI        4, 6-diamidino-2-phenylindole 

EC          endothelial cell 

EGF         epidermal growth factor 

FACS        fluorescence activated cell sorter 

GAPDH     Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

HB-EGF      heparin-binding EGF-like growth factor 

HIF-1α     hypoxia-inducible factor 1  

hNEC        human normal endothelial cell  

hTEC        human tumor endothelial cell 

IVIS        in vivo imaging system 

mNEC        mouse normal endothelial cell 

mTEC        mouse tumor endothelial cell 

MSC         mesenchymal stem cell 

MVD         micro vessel density 

NEC         normal endothelial cell 

PBS         phosphate buffered saline  

qRT-PCR     quantitative real-time PCR 

RT-PCR      reverse transcription polymerase chain reaction 

TBS Tris    buffered saline 

TEC         tumor endothelial cell 

VEGF        vascular endothelial growth factor 

VEGFR       vascular endothelial growth factor receptor 

http://ejje.weblio.jp/content/quantitative+real-time+PCR
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実験方法 

 

がん細胞と培養条件 

A375-SM (高転移性ヒト悪性黒色腫細胞株) はDr. Fidler (M.D. Anderson Cancer 

Center) の厚意により供与を受けた.A375（低転移性ヒト悪性黒色腫細胞株）は

American Type Culture Collection (Manassas, VA)より入手した.10%牛胎仔血清

(10% FBS; PAA Laboratories, Pasching, Austria)添加Minimum Essential Medium 

(MEM ; GIBCO, Grand Island,  NY, USA) で継代培養した.細胞は37℃，5%CO2-95%

気相下において培養した. 

 

抗体と試薬 

種々の実験に以下の抗体，試薬を使用した.rabbit anti-mouse CXCR7 antibody 

(Abcam, Cambridge, UK); PE-mouse-anti-mouse CXCR7 antibody, Alexa Fluor 647-

rat 

anti-mouse CD31 antibody (BioLegend, San Diego ,CA); mouse anti-human CXCR7 

antibody, mouse anti-mouse CXCL12 antibody and rat anti-mouse CXCR4 antibody 

(R&D Systems, Minneapolis, MN); rabbit anti-mouse CXCL12 antibody 

(eBioscience, San Diego, CA); P-Akt antibody, Akt antibody,P-ERK1/2 antibody 

and ERK1/2 antibody, U0126;MEK阻害薬 (Cell Signaling Technology, Boulder, 

CO); mouse anti-VEGF antibody (IBL, Takasaki, Japan).CXCR7阻害薬であるCCX771

ならびにコントロールであるCCX704は共にChemocentryx社のご厚意により提供され

た． 

 

実験動物 

雌性ヌードマウスBalb (nu/nu) は日本クレア株式会社 (Tokyo, Japan) より購入

した.6週齢のマウスを購入し，入舎日より1週間経過した後，A375SMを皮下した.本

研究に関する実験プロトコールは北海道大学動物実験委員会により承認された.動物

の取り扱いは「北海道大学動物実験に関する規程」に従った.  

 

血管内皮細胞の分離・培養 

 TECは7週齢の雌性ヌードマウスにA375SMを皮下移植し，生着した皮下移植腫瘍か

ら,コントロールとして，NECは正常ヌードマウスの背部皮膚組織から分離した.磁気

細胞分離法 (MACS system: MilltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, Germany) により

腫瘍ならびに皮膚のCD31陽性細胞を分離し，15% FBS含有EGM-2 MV培地 (Lonza, 
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Basel, Switzerland) でそれぞれ培養した.ヒト腫瘍細胞の混入の可能性を否定する

ために，ヒトHB-EGFに特異的に結合することでヒト細胞を死滅させるジフテリア毒素 

(Calbiochem, Darmstadt, Germany) を利用した.本実験には15 - 25代の細胞を用い

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実験に使用した. 

 

免疫組織染色 

マウスにおける検討では，A375SMの皮下移植腫瘍ならびに皮膚組織からの凍結切

片を用いた．ヒトにおいては医師主導自主臨床研究(「腫瘍血管内皮細胞の特異的マ

ーカーの同定」，自009-0148,平成22年1月5日承認)のプロトコールに従い，同意

書を事前に取得した患者の手術標本を用いた．ヒト肺がん・大腸がん・肝細胞がんな

らびにそれぞれの非がん部の組織から凍結切片を作製し，血管における発現を抗

CD31抗体と抗CXCR7抗体による蛍光二重免疫染色により解析した. 

検体を摘出後，Tissue-TEK cryocompound (Miles, Elkhart, IN) に包埋し，液

体窒素で凍結させた．10μmの薄切切片を作製し，4% paraformaldehydeで10分間固

定した．2%ヤギ血清，5% Bovine serum albumin (BSA; Sigma Chemical Co, St 

Louis, MO, USA) / PBS で60分ブロッキング処理をした.一次抗体として抗CXCR7抗体

を用い4℃下で16時間反応させた．次にAlexa Fluor 647-rat anti-mouse CD31 

antibodyを用い，室温で1時間反応させた．その後，4, 6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI; Roche, Indianapolis, IN)によりで核染色をした. 

 

フローサイトメトリー解析 

TEC・NECをディッシュから回収した後，細胞にPE-mouse-anti-mouse CXCR7 antibody

を添加し 4℃で 20 分間インキュベートした.細胞を PBS で洗浄後， FACS Aria II 

(Becton Dickinson; Franklin Lakes, New Jersey) で細胞を解析した.データ解析は

Flow Jo (Tree Star, Ashland, OR, USA)を用いて行った. 

 

Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)法 

細胞からRNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany) もしくはRNeasy Mini 

Kit (Qiagen, Hilden, Germany) とRNase-free DNase set (Qiagen, Hilden, 

Germany) を用いてtotal RNAを抽出し，5μgのRNAからReverTra Ace，RT Buffer 

(ToYoBo, Osaka, Japan)，Oligo dT primer，Random primer (Hokkaido System 

Science, Sapporo, Japan)，dNTP mixture (Takara,Shiga, Japan) を用いて逆転写

反応を行い，cDNAを合成した.使用したプライマーの配列を以下に示す. 

mouse CXCR7 Forward : 5′-CTACAAACTGCTCAGCACTGAAGG-3′ 
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mouse CXCR7 Reverse : 5′-GCAGTCGCTGCTGTTACATGG-3′ 

mouse CXCR4 Forward : 5′-AGAGCGAGTGTTGCCATGGAACC-3′  

mouse CXCR4 Reverse : 5′-TCCCGGAAGCAGGGTTCCTTGTT-3′ 

mouse CXCL12 Forward : 5′-TGGCGCTTTGTAACTCGCTCCTC-3′ 

mouse CXCL12 Reverse : 5′-ACCAGGGCAGGAAAGCCTAAGCA-3′  

mouse GAPDH Forward : 5′-TCTGACGTGCCGCCTGGAG-3′ 

mouse GAPDH Reverse : 5′-TCGCAGGAGACAACCTGGTC-3′ 

human CXCR7 Forward : 5′-AGCATCAAGGAGTGGCTGAT-3′ 

human CXCR7 Reverse : 5′-TGTGCTTCTCCTGGTCACTG-3′ 

human GAPDH Forward : 5′-ACAGTCAGCCGCATCTTCTT-3′ 

human GAPDH Reverse : 5′-GCCCAATACGACCAAATCC-3′ 

Regular PCRは，GoTaq® Green Master Mix (Promega) を用いて，イニシャルイン

キュベーション (95℃ 2分)，33サイクルの熱変性 (95℃ 30秒)，アニーリング (60℃ 

30秒)，伸長反応 (72℃ 60秒) を行い，内部標準にはGAPDHを用いた.2%アガロースゲ

ルを用いて増幅産物の電気泳動を行い，エチジウムブロマイドを使用して紫外線光下

で各バンドを観察した.Real-time PCRは,SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad, 

Richmond, CA) を用いて,イニシャルインキュベーション (95℃ 300秒)，熱変性 

(95℃ 1秒)，アニーリング (60℃ 5秒)，伸長反応 (60℃) で40サイクル行い，CFX 

Manager (Bio-Rad, Richmond, CA) で増幅産物を定量した.内部標準にはGAPDHを用い

⊿⊿Ct法をもとに相対比を比較検討した. 

 

ウエスタンブロッティング 

ECをPBSで2回洗浄した後，RIPA buffer [50 mM Tris-HCl (pH = 7.4)，150 mM 

NaCl， 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 1 mM Na3VO4]

を添加し氷上で10分間静置，10分間の遠心後の上清を細胞抽出液として採取した．

細胞抽出液をBCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL) を用いて定量し

た.10μgのタンパクをSDS-polyachrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）の

後，Immobilon-P membranes（Millipore, Bradford, MA）に転写した.膜を5%のスキ

ムミルクと0.1% Tween20を含んだTris-buffered saline (TBS) によりblockingし

た後，一次抗体をSolution 1 (Can Get Signal Immunoreaction Enhancer 

Solution; TOYOBO) に加え，4°Cで16時間反応させた.二次抗体をSolution 2 

(TOYOBO) に加えて，室温で1.5時間反応させ，Western Lightning (PerkinElmer, 

Waltham, MA) を用いてLAS-4000 mini image analyzer (FUJIFILM, Tokyo, Japan)

により検出した. 
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CXCR7の発現抑制 

CXCR7 siRNAは，Lipofectamine(Invitrogen, Waltham, MA) を用いてリポフェク

ション法によりトランスフェクションした.0.8ml EBM-2, siRNA試薬1.44μl，

Lipofectamine8μlを混ぜ10分間静置した後に，9x10４cells/mlの細胞懸濁液を混

合したのちにインキュベートした. 6時間後にEGM2MVに培地交換した. control 

siRNA はnon-targeting controlを用いた. 用いたsiRNAの配列を以下に示す. 

CXCR7 siRNA1 : 5′-GGAUGUGCACUUGUUUGACUAUGCA-3′ 

   siRNA2 : 5′-CACAGUAGCCGGAAGAUCAUCUUCU-3′ 

 

血管内皮細胞の遊走能評価  

Boyden chamber（Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD）を用いてECの細胞遊走

能を解析した.１穴あたり1.5×104のECを0.5%FBS含有のEBM-2に懸濁してchamber

の上室に加えた.下室にはそれぞれCXCL12 100ng/ml添加した0.5% FBS含有のEBM-2

で満たし，上下室間に0.5% Fibronectinでコーティングされた孔径8μmのポリカー

ボネート膜（Corning Costar, Corning, NY）を挿入し，37°C，5% CO2-95%気相下で

培養した.培養4時間後に膜をBoyden chamberより取り出し，10%ホルムアルデヒド

に浸漬固定し，膜の下面に貼り付いた細胞をマイヤーヘマトキシリンで染色した後に

顕微鏡で観察した.膜下面の細胞数を倒立顕微鏡(CKX41, Olympus, Tokyo, Japan)で

観察し10視野の平均を算出した 

 

血管内皮細胞の管腔形成能評価 

24ウェルプレートにGrowth factor-reduced matrigel (BD Biosciences, San 

Jose, CA) をコーティングし，37℃で30分間インキュベートした後，血管内皮細胞

を5×104個/ウェルの密度で播種した.培地は0.5% FBS含有EBM-2を用い,12時間イ

ンキュベートした．CXCR7阻害剤を用いた実験では血管内皮細胞をCCX771 1 ug，

CCX704 1 ugでそれぞれ前処置を行った後，播種した．ジャンクション数は倒立顕微

鏡(CKX41, Olympus)で観察し10視野の平均を算出した. 

 

血管内皮細胞の増殖能評価 

 ECの増殖をMTS assay (CellTiter-96 Non-Radioactive Cell Proliferation 

Assay; Promega, Madison, WI) により解析した.ECを96ウェルプレートに3×103個

/ウェルの密度で5% FBS添加のEBM-2培地で播種した．siRNAのトランスフェクショ

ン細胞 (Control siRNA or CXCR7 siRNA)の増殖速度を24，48時間インキュベートし
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それぞれの時点でMTS solutionを添加し1時間反応させ,吸光度を490nmの波長にて

測定し増殖能を解析した. 

 

血管内皮細胞の無血清抵抗性の評価 

 TECを無血清EBM-2培地で72時間培養したのち,propidium iodide (PI) を添加し

15分間インキュベートしたのち,フローサイトメトリーを用いてPI陽性細胞を計測

した．CXCR7阻害剤を用いた実験では血管内皮細胞をCCX771 1 ug，CCX704 1 ugで

それぞれ前処置を行った後,無血清EBM-2培地で培養した． 

 

In vivoにおけるCXCR7阻害実験 

雌性ヌードマウスBalb (nu/nu) は日本クレア株式会社 (Tokyo, Japan) より購入

した.7週齢のマウスを購入し，入舎日より1週間経過した後，ルシフェラーゼを発

現させたヒトメラノーマ細胞株A375SMを皮下注した（1x106）．皮下注翌日より

CXCR7阻害薬であるCCX771とコントロールとして10% Captisolを毎日1回皮下注し

た（20mg/kg）．本研究に関する実験プロトコールは北海道大学動物実験委員会によ

り承認された．動物の取り扱いは「北海道大学動物実験に関する規程」に従った．遺

伝子組み換えに関しては「北海道大学遺伝子組み換え実験等安全管理規定」に従っ

た. 

 

抗腫瘍効果判定方法 

腫瘍体積は長径ｘ短径 2ｘ0.5で計算した. 

 肺転移の有無については摘出した肺標本をIVIS system (Caliper Life Science, 

Waltham, MA)で観察した. 

  MVD計測はNIH Image J software (Bethesda, MD)を用いてCD31陽性範囲を測定

し，全視野におけるCD31陽性範囲の割合で計算した.CCX771群，コントロール群で

10視野を測定し平均値を算出した. 

 

統計解析 

各群間の統計解析にはTukey–Kramer, Unpaired-Student's t testを使用した．

解析の結果P<0.05を有意差ありと判定した.  
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実験結果 

ヒト大腸がん、肺がん、肝細胞がんにおけるTECのCXCR7の発現解析 

 ヒト大腸がん症例2例,ヒト肺がん症例2例,ヒト肝細胞がん症例2例おいて,がん

組織ならびに非がん部組織の切片を用いてin vivo 血管におけるCXCR7の発現を血

管内皮マーカーであるCD31との蛍光二重免疫染色により解析した.上記3種のがん組

織の血管内皮おいてCD31とCXCR7が共発現していた(図1A). 次に、ヒト大腸癌のが

ん組織・非がん部組織よりhTEC・hNECを分離・培養した.培養後のECが血管内皮マ

ーカーであるCD31,CD105,VEGFR2を発現し，汎血球マーカーであるCD45が発現しな

い事をRT-PCRで確認した.また，ECの特徴である管腔形成能が保たれており，培養

後ECの性質が保たれている事を確認した（図1B）.ヒト大腸がんより分離・培養し

たTEC・NECのCXCR7発現をqRT-PCRで検討した結果，2症例ともNECにくらべTEC

でCXCR7の発現レベルが有意に高かった（図1C）.この事より，ヒトTECにおいて

CXCR7の発現が亢進していることが示された． 
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図1A) 大腸がん・肝細胞がん・肺がんと各非がん部組織における血管のCXCR7発現

について，CD31との蛍光二重免疫染色で比較した．がん組織においてCD31（赤）陽

性の腫瘍血管内皮にCXCR7（緑）が強く染まった．Scale bar, 50 μm。
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図1B) ヒト大腸がん組織・非がん部組織よりECを分離・培養した．培養後のECは

血管内皮マーカーであるCD31,CD105,VEGFR2が陽性であった．また汎血球マーカーで

あるCD45は陰性であった．血管内皮細胞の特徴である管腔形成能はTEC,NECとも保

たれていることを確認した． 

 

 

図1C) 分離したヒト大腸がんTEC,NECにおけるCXCR7の発現をqRT-PCRで解析し

た．2症例ともにTECにおいてNECよりもCXCR7の発現が有意に高かった．** <0.01 

 

In vivo 腫瘍血管におけるCXCR7の発現解析 

ヒトがん組織においてCXCR7がTECに高発現する事が示されたが，CXCR7のTECにお

ける機能解析を行う為の十分量のヒトTECを確保する事が困難であるため，機能解析

はマウス悪性黒色腫皮下移植腫瘍を用いて行う方針とした．そのため，マウス悪性黒

色腫皮下移植腫瘍におけるTECのCXCR7発現を解析した．コントロールとしてマウス

正常皮膚組織を用いた． 

In vivo 血管におけるCXCR7の発現をCD31との蛍光二重免疫染色により解析した.ヒ

トがん組織同様にマウス腫瘍においてもCXCR7とCD31の共発現を認めた（図2A）.

マウス腫瘍よりmTECを，正常皮膚よりmNECを分離し培養した.培養後のECは血管内

皮マーカーであるCD31，CD105，CD144，VEGFR1，VEGFR2が発現しており，血球マー
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カーであるCD45，単球マーカーであるCD11bが発現していないことをRT－PCRを用

いて確認した. 培養後のｍTECにおいてヒト細胞に発現するHuman HB-EGF発現が陰

性である事を確認しヒトがん細胞の混入を否定した（図2）. mTEC・ mNECのCXCR7

発現をｑRT-PCR（図2C）, Western blotting（図2D）, フローサイトメトリー（図

2E）で解析し，分離培養後のmTECはmNECに比べCXCR7の発現が高い事を確認した．

この事よりマウス腫瘍においてもCXCR7はTECで発現が亢進しており，分離・培養後

も発現が保たれている事を確認した． 

今後の機能解析にはmTECならびにmNECを用いて実験を行った. 

   

図2A）マウス悪性黒色腫皮下移植腫瘍と正常皮膚における血管のCXCR7発現につい

て,CD31との蛍光二重免疫染色で比較した.腫瘍組織においてCD31（赤）陽性の腫瘍

血管にCXCR7（緑）が強く染まった．Scale bar, 50 μm． 
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図2B）ｍTEC・ｍNEC・ヒトがん細胞・CD31陰性間質細胞において血管内皮マーカー

であるCD31,CD105,CD144,VEGFR1,VEGFR2,血球マーカーであるCD45,単球マーカーで

あるCD11b,Human HB-EGFの発現をRT-PCRにより解析した.mTECとmNECにおいて

CD31,CD105,CD144,VEGFR1,VEGFR2の発現を確認した．ヒトがん細胞ではHuman HB-

EGFの発現が確認されたが,mTEC・mNECではHuman HB-EGFの発現が認められなかった

ことからmECにおけるヒトがん細胞の混入は否定された． 

 

図2C) 分離・培養したmTECとmNECにおけるCXCR7発現をqRT- PCRで解析した．m 

TECにおいてmNECよりもCXCR7の発現が有意に高かった．** P<0.01 図2D) mTEC

とmNECにおけるCXCR7発現をWestern blottingで解析した．タンパクレベルにおい

てもmTECでCXCR7の発現が高い結果であった. 
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. 

 

図2E）mTEC,mNECにおけるCXCR7の発現をフローサイトメトリーで解析した．mTEC

でCXCR7の発現を認めた. Isotype : gray CXCR7 : white  

 

In vivo mTEC/mNECにおけるCXCR4の発現解析  

CXCL12のレセプターとしてCXCR7の他にCXCR4が報告されており，CXCR4は様々なが

んにおける増殖・転移に関わると報告されている．そのため，CXCR4のin vivo 血管

における発現をCD31との蛍光二重免疫染色により解析した．CXCR7とは異なり、腫

瘍組織、正常皮膚とも血管内皮以外の部分にも強く染色された（図3A）. mTEC・ 

mNECにおけるCXCR4の発現をqRT-PCRで解析したが，両者に有意差を認めず，CXCR4

は腫瘍血管内皮に特異的に発現しているわけではないことが示された（図3B）． 

  

図3A）マウス悪性黒色腫皮下移植腫瘍と正常皮膚における血管のCXCR4発現につい

て,CD31との蛍光二重免疫染色で比較した.腫瘍組織・正常皮膚においてCD31（赤）

陽性の血管内皮特異的にCXCR4（緑）は染色されなかた．Scale bar, 50 μm．図3B) 

mTEC・ mNECでCXCR4発現をqRT- PCRで解析した．CXCR4発現に有意差を認めなかっ

た． 
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CXCR7ノックダウンによりTECの遊走能・管腔形成能および生存能は低下する 

mTECにおけるCXCR7の機能を解析するためにsiRNAを用いてCXCR7をノックダ

ウンした．CXCR7 siRNAのトランスフェクション後，mTECにおけるCXCR7の抑制効果

をqRT-PCR（図4A）,Western blotting（図4B）で確認した後に細胞増殖能・細胞遊

走能・管腔形成能・無血清抵抗性を検討した.CXCR7の発現抑制によりmTECのCXCL12

に対する遊走能は有意に低下した（図4C）． mTECの管腔形成能はCXCR7発現抑制に

より有意に阻害され（図4D）,CXCR7阻害剤 ; CCX771によっても同様に阻害された

（図4E）．mTECはmNECよりも血清飢餓に対して抵抗性があることがわかっている

が， CXCR7発現抑制ならびにCCX771処理により無血清状態下での生存能が有意に低

下した（図4F,4G）．これらの結果よりCXCR7はTECの血清飢餓状態に対する抵抗性

や血管新生能に関わっている事が示唆された．なお、CXCR7の抑制による細胞増殖へ

の影響はみられなかった(図4H)． 

 

図4A)  CXCR7 siRNAトランスフェクションによりCXCR7mRNA発現は有意に抑制され

た．** P<0.01 図4B) CXCR7 siRNAトランスフェクションによりCXCR7タンパク発

現は抑制された. 
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図4C) CXCR7 siRNAトランスフェクションによりmTECの遊走能は有意に低下した.  

** P<0.01 

 

図4D) CXCR7 siRNAトランスフェクションによりmTECの管腔形成が有意に阻害され

た. ** P<0.01 
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図4E) CCX771(1 ug)でmNEC・mTECを処理することによりTECにおいて有意に管腔形

成が阻害された．CCX704はコントロール ** P<0.01 vs CCX704 
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図4F) CXCR7 siRNAトランスフェクションによりmTECの無血清培養下における死細

胞率は有意に増加した. ** P<0.01  図4G) CCX771(1 ug)でmNEC・mTECを処理する

ことによりTECの無血清培養下における死細胞率は有意に増加した．CCX704はコン

トロール ** P<0.01 vs CCX704 

 

 

 

 

 

図4H) CXCR7ノックダウンはTECの細胞増殖に影響を与えなかった． 

上段：CXCL12非添加群 下段：CXCL12添加群 
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CXCL12-CXCR7はERK1/2をリン酸化させる 

 前述の結果より，CXCR7はTECの血管新生能に深く関与している事が示唆された．

次にCXCL12-CXCR7がどのようなシグナルを介して腫瘍血管新生に関わるかを検討し

た．がん細胞においてCXCR7はCXCL12が結合することによりERK1/2をリン酸化さ

せ，増殖や転移に関わっていることが報告されている 8,14. そのため，ERK1/2に着目

してそのリン酸化をWestern blottingを用いて検討した．mTECをCXCL12で刺激す

るとERK1/2はリン酸化したが，CXCR7 siRNAトランスフェクション後のmTECにおい

てはリン酸化はおこらなかった（図5A）．次にERK1/2のリン酸化阻害によるTECへ

の影響を解析した．MEK阻害薬であるU0126がmTECにおけるERK1/2のリン酸化を阻

害することをWestern blottingで確認した(図5B). ERK1/2のリン酸化阻害により

mTECの生存能（図5C）・細胞遊走能（図5D）・管腔形成能（図5E）は有意に低下し

た. しかし，増殖能には影響を与えなかった（図5F）.この結果はCXCR7阻害による

mTECへの影響と酷似していた．この事より,CXCL12-CXCR7はERK1/2のリン酸化介し

て，腫瘍血管新生に関わっている事が示唆された．次にAktのリン酸化について検討

した．Aktのリン酸化はTECの血管新生能に重要であることが報告されている 15.し

かしCXCL12刺激後のmTECにおけるAktのリン酸化をWestern blottingを用いて検

討したが，Aktのリン酸化への影響は認めなかった（図5G）. 

 

図5A) mTECをCXCL12 100ng/mlで5分間刺激後，CXCR7 siノックダウンmTECでは

ERK1/2のリン酸化が阻害された． 
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図5B) MEK阻害薬であるU0126 10nMによりmTECのERK1/2リン酸化が阻害された. 

 

 

図5C) U0126 10nMによりmTECのCXCL12リコンビナントタンパクへの遊走能は有意

に低下した．** P<0.01 

 

 

 

図5D) U0126 10nMによりmTECの管腔形成は有意に阻害された．** P<0.01 
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図5E) U0126 10nMによりmTECの無血清抵抗性は有意に低下し，無血清培養下での死

細胞率の増加を認めた. ** P<0.01 

 

 

図5F) U0126はmTECの増殖能には影響を与えなかった. 

 

 

図5G) CXCR7ノックダウンはmTECのAktのリン酸化に影響を与えなかった. 

 

 

TECにおけるCXCL12-CXCR7オートクライン機構 

 これまでの結果により，CXCR7はTECの高い血管新生能に深く関わっている事が示
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された.次にCXCR7のリガンドである、CXCL12に着目した.mTECとmNECにおける

CXCL12発現をqRT-PCR,蛍光2重免疫染色法を用いて解析した.mTECはmNECよりも

CXCL12のmRNA発現レベルが有意に高く（図6A）,免疫染色においても高頻度に認め

られた（図6B）.この事より，mTECがCXCL12をmNECよりも高濃度に分泌している可

能性が示唆され細胞培養上清中のCXCL12レベルをELISA法により解析した．mTECは

mNECよりも高濃度にCXCL12を分泌していることが示され,mTECはCXCL12-CXCR7オー

トクライン機構をもっている可能性が考えられた（図6C）.CXCR7ノックダウンmTEC

を用いて運動能を解析した.CXCL12非存在下でCXCR7ノックダウン mTECの運動能の

低下を認めた(図6D).次にCXCL12中和抗体でmTECを処理したのち，運動能を解析し

たところ,同様に運動能低下が認められた（図6E）.この事より，TECにおける

CXCL12-CXCR7オートクライン機構がその高い運動能に関与していることが示唆され

た. 

 

 

図6A) mNEC,mTECにおけるCXCL12の発現をqRT-PCRで解析した.mTECで有意に発現

が高かった. ** P<0.01  図6B) マウス悪性黒色腫皮下移植腫瘍組織と正常皮膚にお

ける血管のCXCL12発現について,CD31との蛍光二重免疫染色で比較した.腫瘍組織に

おいてCD31（赤）陽性の腫瘍血管にCXCL12（緑）が強く染まった．Scale bar,50 

μm． 
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図6C) mNEC,mTEC培養上清中のCXCL12濃度をELISA法を用いて解析した.mTEC培養

上清中に高濃度のCXCL12を認めた. ** P<0.01 

 

 

図6D) CXCR7ノックダウンmTECではCXCL12非存在下において運動能が有意に低下し

た. ** P<0.01  図6E) CXCL12中和抗体でmTECを処理する事によりmTECの運動能

が有意に低下した. ** P<0.01 

 

In vivoにおけるCCX771の抗腫瘍効果  

In vivo マウス皮下移植腫瘍を用いてCXCR7阻害剤によるin vivo治療実験を行っ

た. 腫瘍移植後7日目ではCCX771群とコントロール群では明らかな差を認めず，腫

瘍の生着にたいしてはCXCR7阻害は影響しないと考えられた.14日目よりコントロー

ル群に比較して，徐々にCCX771 投与群で腫瘍増大速度が低下した．26日目では有意
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差はないもののCCX771群で腫瘍の成長が抑制される傾向を認めた（図7A）.また，

26日目で摘出した肺をIVISで観察したところ,コントロール群と比較しCCX771群で

肺転移の減少がみとめられた（図7B）.腫瘍血管新生抑制効果について微小血管密度 

(Microvessel density : MVD)により評価した. CCX771群では有意差をもって,MVD

の低下を認めた（図7C）.以上の結果より CXCR7阻害はin vivo 腫瘍において血管

新生阻害とともに抗腫瘍効果をもたらすことが示唆された. 

 

 

 

図7A) 治療開始26日目：CCX771群において有意差はないが,腫瘍増大が抑制される

傾向を認めた. 

 

 

図7B) CCX771群では肺転移が抑制される傾向を認めた. 
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図7C)  

CCX771群で有意に腫瘍内のMVDが低下

した. ** P<0.01 

 

A375SMはCXCR7の発現が低く,CXCR7阻害は腫瘍細胞増殖に影響しない 

 次にin vivoにおけるCXCR7阻害剤による抗腫瘍効果が腫瘍細胞に対する抑制な

のか，腫瘍血管内皮に対する抑制によるものなのかを解析することとした．RT-PCR

によりCXCR7mRNAの発現レベルを比較したところ，CXCR7の発現レベルが高いことが

知られているHela細胞と比較しA375 SMはほとんどCXCR7を発現していなかった(図

8A).また,MTS assayにより，CXCR7阻害がA375SMの細胞増殖になんら影響を与えな

いことも示された(図8B).以上より，CXCR7阻害によるin vivoにおける抗腫瘍効果

は腫瘍細胞に対してではなく，腫瘍血管内皮に対する抑制によることが示された. 

 

 

図8A) A375SMのCXCR7発現をqRT-PCRで解析した. Helaはコントロールとして使

用した.A375SMはCXCR7をほとんど発現していない. 図8B) CCX771はA375SMの増殖

能に影響を与えなかった. 

 

VEGF刺激により血管内皮におけるCXCR7発現亢進 

TECにおいてCXCR7発現が亢進しているメカニズムについて腫瘍微小環境内の因子に
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着目して検討した.本研究室ではcytokine arrayによりA375SMの培養上清に,VEGF

が多く含まれていることを見出していたため,VEGFに着目した．高転移性悪性黒色腫

A375SMと低転移性悪性黒色腫A375におけるVEGF発現を免疫染色で確認した.in 

vivo A375SM腫瘍はA375腫瘍に比べVEGFの発現が高い事が確認された(図9A). mNEC

をVEGFリコンビナントタンパクで刺激する事により，VEGF濃度依存的にCXCR7mRNA

発現レベルが増加し,VEGFR2キナーゼ阻害薬であるKi8751によりその発現亢進が阻

害された（図9B）. mTECにおいてはVEGF刺激によるCXCR7mRNA発現亢進はみられな

かったが，VEGF非存在下においてKi8751によるCXCR7mRNA発現の低下を認めた(図

9C). 次に低酸素に着目し，mNECを1%酸素下で48時間培養したところ，CXCR7の発

現が亢進した（図9D）.これらの結果より，TECにおいてCXCR7が高発現するメカニ

ズムとして腫瘍微小環境中の少なくともVEGFや低酸素環境が関与している可能性が

考えられた． 

 

 

 

 

図9A) 腫瘍微小環境におけるVEGF発現を免疫染色にて解析した．A375SM腫瘍環境下

ではVEGFが高発現している事が確認された． 

 

図9B) mNECをVEGFリコンビナントタンパクで刺激する事により濃度依存的にCXCR7

発現が亢進する．VEGFR2キナーゼ阻害薬であるKi8751を用いる事により，VEGF刺激

によるCXCR7発現亢進が阻害される事が確認された．** P<0.01 
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図9C) mTECはVEGFリコンビナントタンパク刺激でCXCR7の発現亢進を認めなかった

が，VEGF非存在下においてKi8751処理によりCXCR7の発現低下を認めた. 

 

 

 

図9D) mNECを1%酸素下で48時間培養する事により、CXCR7発現が亢進された． 

**<0.01 
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考察 

近年，ヒトがん組織やマウス腫瘍組織より分離されたTECがNECと比較して様々な異

常性を獲得していると報告されてきている．2000年にSt.CroixらによりTECの遺伝

子異常が報告されて以来，TECの高い血管新生能に関与する遺伝子がいくつか報告さ

れてきている 16. また，TECはNECと比較し高い血管新生能を獲得しており，TECに

おけるそれら遺伝子の標的化は腫瘍血管特異的な創薬につながると考えた．本研究で

はTECにおいて発現が亢進しているCXCR7に着目してTECの機能解析を行い，以下の

事を明らかにした. 

1) CXCR7はヒト大腸がん・肺がん・肝細胞がんにおいて腫瘍血管内皮で発現が亢進

している. 

2)  CXCR7はTECにおいてリガンドCXCL12が結合することによりERK1/2を介し

て，運動能・管腔形成能・生存能亢進にはたらいている. 

3) TECはCXCR7のリガンドであるCXCL12を分泌しており，CXCL12-CXCR7オートク

ライン機構を自らの血管新生能に利用している． 

4) CXCR7阻害はin vivoにおいて腫瘍血管新生を阻害し,腫瘍増殖・転移を抑制す

る 

5) 腫瘍微小環境中のVEGFや低酸素がTECにおけるCXCR7発現亢進のメカニズムの

ひとつである. 

CXCR7はCXCL12をリガンドとする7回膜貫通型ケモカインレセプターであり,T細胞

などの血球細胞に発現すると報告されている 17. 近年、大腸がんや肺がん組織におけ

るCXCR7の発現と予後が相関すると報告がされており 11-12,CXCR7を標的とした治療が

マウスにおける腫瘍増殖や転移を抑制すると報告されてきている 9,18-20.また，がん組

織における血管内皮でCXCR7の発現が亢進しているとの報告も散見される 18,21-22.しか

し腫瘍血管内皮を構成する上で重要なTECにおける機能に関しては未だ報告されてお

らず，本研究はTECにおけるCXCR7の機能を解明した初めての報告である． 

なお，本研究ではCXCL12の他のレセプターであるCXCR4の発現に関しても検討した. 

CXCR4は種々のがん細胞において転移・増殖に関与していると報告されている 23. 
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しかし，CXCR4の発現レベルはｍTECとｍNECでの間に有意差を認めなかった.なお，

CXCL12はCXCR4よりもCXCR7により高い親和性があると報告されており 19, CXCL12-

CXCR7がCXCL12-CXCR4よりもTECの血管新生能において重要であるのではないかと

考えた. CXCR7のリガンドであるCXCL12は腫瘍間質細胞から分泌され腫瘍増殖・転

移に関与すると報告されている 24-26,本研究ではTECがCXCL12を分泌している事を

ELISA法で見出しており，CXCL12-CXCR7オートクライン機構を獲得している可能性が

強く示唆された.種々のがん細胞においてCXCL12-CXCR7がERK1/2をリン酸化させる

ことを報告しているが 8, TECにおいてもERK1/2をリン酸化させる事を示した.しか

しながら，がん細胞などでCXCL12-CXCR7によるAktリン酸化の報告やAktのリン酸

化がTECにおける血管新生に関与する報告があるため 14,TECにおけるAktのリン酸

化に関しても検討した.しかし,TECにおいてはCXCL12-CXCR7の下流としてAktは関

与していない事が示された.この事は細胞の種類によりCXCL12-CXCR7の下流シグナル

が異なることを示唆している. 腫瘍血管は未熟でもれやすく,血流に乏しい部分もあ

り，それにより腫瘍内は低酸素になっている箇所が多いことが知られている 27.近

年,低酸素やHIF1αがMSCにおいてCXCR7の発現を亢進させると報告されている 28-29. 

本研究においてNECを低酸素状態で培養する事によりCXCR7の発現が亢進することが

わかった．われわれは,TECがNECよりもHIF1αの発現が高い事を報告しており

3T,ECでCXCR7の発現が高いことのメカニズムとして，腫瘍微小環境中の低酸素によ

るHIF1αの上昇による影響も示唆された.さらに,VEGF刺激によりCXCR7発現が亢進

し，VEGFR2キナーゼ阻害剤によりそれがキャンセルされた事よりCXCR7は

VEGF/VEGFR2シグナルの下流に存在する可能性が示唆された.この事はCXCR7阻害療

法が現在使用されているVEGF中和抗体を用いた血管新生阻害療法よりも腫瘍血管へ

の選択性が高い治療に応用が可能であると考えられた.なお，CXCR7阻害剤によって

有意差はなかったものの腫瘍の増大は抑制される傾向を認めた.しかし腫瘍血管新生

の抑制を伴う，肺転移抑制がみられたことから,CXCR7阻害によるin vivo 抗腫瘍効

果に関しては今後マウスの匹数を増やしさらなる検討が必要と思われる.現在臨床で

用いられているベバシズマブは他の抗がん剤と併用されており,今後CXCR7阻害療法

と抗がん剤との併用療法による抗腫瘍効果の検討も必要と考えられた.今回の研究に
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おいては，in vitro実験に使用するECを確保するために,マウス皮下移植腫瘍から

分離・培養したECを用いた.ヒトのがんを研究するにあたり,異種細胞を用いての実

験結果の解釈には限界があることは知られている.しかし，本研究で得られたCXCR7

の発現の結果はヒト腫瘍においても確認されている.本研究においてCXCR7は腫瘍血

管新生に重要であり，CXCR7を標的とした治療が腫瘍血管特異的な血管新生阻害療法

になりえる事が示唆された.
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総括および結論 

①本研究全体から得られた新知見 

・CXCR7はヒトおよびマウスの腫瘍血管内皮で発現が亢進している. 

・CXCR7は腫瘍血管内皮細胞の遊走能・管腔形成能・無血清抵抗性を亢進させる. 

・CXCL12-CXCR7はERKをリン酸化することにより，血管新生能に関わっている. 

・腫瘍血管内皮細胞はCXCL12を高濃度で分泌しており，CXCL12-CXCR7オートクライ

ン機構を獲得している可能性がある. 

・CXCR7を阻害する事で腫瘍血管新生が抑制され，抗腫瘍効果が期待できる. 

 

②新知見の意義 

CXCR7が腫瘍血管内皮に高発現している報告は散見するが，腫瘍血管内皮細胞を用

いてCXCR7の機能解析を行った報告はなく，初めてCXCR7が腫瘍血管新生に関わるこ

とを報告した.また，CXCR7阻害による抗腫瘍効果を検討しており，今後腫瘍血管を

特異的に標的とする創薬の開発に有用な知見であると思われる. 

 

③本研究で得られた新知見から今後どのような研究が展開されうるか 

 CXCR7が腫瘍血管内皮に特異的に発現している事が証明されたが，がんの進行度に

よる発現差を解析する事により，今後がん診断・予後マーカーとしての可能性もあり

得ると考えられる. 

 

④今後の課題 

 CXCR7は体内において単球やマクロファージなどにも発現しており，CXCR7を標

的とした創薬を検討するにあたり，血球減少などの副作用に関してもさらなる知見が

必要になると考えられた.また，正常血管に対する副作用も検討しておらず，今後の

さらなる知見が望まれる. 
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