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 １．  はじめに 

 

 分子標的治療薬の開発に伴って、不治の病であった「がん」は化学療法でも完治可能な病気

になりつつあるが、薬剤耐性などの問題があり根治は難しい。さらに、固形がんが成長するに

したがって、周りの血管を呼び寄せ、新たな栄養供給減を確保しつつ転移のルートも確保する

「血管新生」が起こるために治療をさらに困難にしている。また、がん細胞自身も「血管擬態」

という血管様構造体を形成し、がん細胞の生存に有利な戦略を取っている。  

このような背景などから、薬剤耐性に関する研究は昔から盛んに行われており、排出ポンプ

の過剰発現、標的分子の点突然変異や遺伝子増幅、バイパス経路の活性化などが明らかにされ、

それぞれ対策が講じられている。また、血管新生阻害薬も開発されており、臨床応用されてい

る。一方、血管擬態は未だその全貌は明らかになっておらず、血管擬態を標的とした治療法の

確立もなされていない。我々はこれまでに多くの血管擬態関連因子を報告しているが

[1,2,3,4,5,6,7]、本研究では血管擬態形成を阻害する薬剤の開発を指向し、さらなる血管擬態関与

分子の同定を試みた。 

 

 ２．  DNA メチル化と血管擬態の関係  

 

近年は RNA-seq などの包括的なゲノム解析技術の進歩により、血管擬態とヒストン脱アセ

チル化およびヒストンメチル化などのエピジェネティクスとの関連が示唆されている。代表

的なエピジェネティクスの一つである DNA メチル化では、DNA メチル化酵素群 (DNMTs) によ

って遺伝子のプロモーター領域がメチル化されることで、遺伝子発現が抑制される。しかし

腫瘍においてはプロモーター領域における過剰な DNA メチル化が生じ、がん抑制遺伝子の発

現が阻害されることで腫瘍の悪性化が促進する。 

 DNA メチル化酵素阻害剤の 1 つとして、5-aza-2’-deoxycytidine (decitabine) が慢性

骨髄性白血病の治療薬として FDA に承認されている。Decitabine は DNMTs を阻害すること

で、異常な DNA メチル化を抑制し、がん抑制遺伝子を活性化させることで抗腫瘍活性を示

す。先行研究では decitabine の処理により、血管新生が抑制されたことが報告されている。

そこで本研究では decitabine を用いて、腫瘍悪性化に寄与する「異常な DNA メチル化」と

「血管擬態」の関連を明らかにすることを目的とした。 

まず、ヒト線維肉腫由来 HT1080 細胞、ヒト乳腺がん由来 MDA-MB-231 細胞およびヒトすい

臓がん由来 Panc-1 細胞に対して decitabine を処理すると、VM 形成が有意に抑制された。さ

らに decitabine の処理により DNA メチル化酵素である DNMT1 および DNMT3A の発現が阻害さ

れていた。加えて、腫瘍においては過剰な DNA メチル化により発現が抑制されていることが

報告されている COL1A2 遺伝子が、decitabine の処理によって発現上昇していることが確か

められた。 



 

 

次に DNMT と血管擬態の関連性を調査した。DNA メチル化は DNMT1、DNMT3A および DNMT3B

によって制御されている。CRISPR/Cas9 システムにより作製した DNMT3A および DNMT3B を欠

損させた HT1080 細胞において、有意な血管擬態形成の抑制は生じなかった。DNMT1 は細胞の

生存において主要な機能を担っていることを考慮すると、これらの結果から DNMT1 が血管擬

態形成に関与している可能性が示唆された。 

続いて、decitabine 処理による血管擬態抑制にはどのような遺伝子が関与しているか明ら

かにするために、RNA-seq 解析を行い、decitabine を処理した HT1080 細胞において発現変動

した遺伝子を網羅的に探索した。その結果、decitabine を処理した HT1080 細胞においては

約 1700 の遺伝子が有意に発現上昇していた。また、これらの発現上昇した遺伝子はコラーゲ

ン三量体、アクチン骨格、アンコーリングジャンクションなどといった血管擬態との関連性

が予想される細胞構成要素の遺伝子オントロジーに濃縮されていた。加えて公開データの解

析により、decitabine 処理によって誘導されたそれぞれの遺伝子の発現変化の程度と、親株

である HT1080 細胞におけるそれぞれの遺伝子のメチル化の程度には正の相関があり、

decitabine 処理による遺伝子の発現変動は DNA 脱メチル化によって生じていることが示唆さ

れた。 

これらの発現上昇した遺伝子の中で、エクソソームの放出および膜輸送といった機能が報

告されているが、腫瘍との関連性はほとんど報告されていない VAMP5 に着目した。RNA-seq

解析の結果と一致して、HT1080 細胞における decitabine の処理によって VAMP5 は発現上昇

した。さらにバイサルファイトシーケンス解析を行った結果、 HT1080 細胞における

decitabine 処理によって VAMP5 のプロモーター領域におけるメチル化の割合が低下したこと

から、decitabine の処理は VAMP5 遺伝子の脱メチル化を誘導することで VAMP5 が発現上昇し

ていることが示唆された。 

続いて VAMP5 を過剰発現させた HT1080 細胞を作出して血管擬態形成を評価すると、VAMP5

の過剰発現により血管擬態形成が著しく抑制された。またこれまでの結果と一致して、 VAMP5

を高発現する肉腫患者では生存期間が延長していた。  

これらの結果から、decitabine の処理は VAMP5 遺伝子のプロモーター領域における DNA 脱

メチル化を介して VAMP５の発現上昇を誘導し、血管擬態形成を抑制することが示唆された。

今後の展望としては、in vivo での評価や VAMP5 による VM 制御経路の特定を試みる予定であ

る。こうした結果から、VM の新規治療法の提案に繋げられればと考えている。  

 

 

 ３．  細胞間接着因子に着目した血管擬態調節タンパク質の同定  

 

 Angulin-1/LSR とは 3 細胞接着遺伝子として知られており、上皮細胞に特に発現している。

乳がん細胞において、angulin-1/LSR の発現量を確認したところ、MCF-7、T47D、MDA-MB-231、

Hs578t 細胞の順で発現していることが明らかになった。一方、マトリゲル上においてこれら

の乳がん細胞を播種した際に、容易に血管擬態形成をする順番としては、Hs578t、MDA-MB-231、

T47D、MCF-7 細胞ということが示されている。以上から血管擬態形成において、angulin-1/LSR

は抑制因子として働くことが示唆された。この仮説を検証するために、 T47D および MCF-7 細

胞に発現する angulin-1/LSR を CRISPR/Cas9 システムを用いてノックアウトしたところ、血

管擬態形成が促進された。ここで、T47D parent 細胞は細胞間接着が強い表現型が観察された



 

 

一方で、angulin-1/LSR KO T47D 細胞は細胞間接着度合いが弱まる表現型が観察されており、

上皮間葉転換(EMT)が関与している可能性が示唆された。血管擬態形成が促進されたメカニズ

ムを解明するために、angulin-1/LSR KO T47D 細胞で EMT 関連タンパクの発現量を調べた。そ

の結果、T47D の親細胞では上皮細胞の性質を示す E-cadherin が発現していたが、angulin-

1/LSR KO T47D 細胞では E-cadherin のタンパク質発現が確認されなかった。さらに angulin-

1/LSR KO T47D 細胞において、間葉系細胞の性質を示す N-cadherin および Vimentin の発現量

は、T47D parent 細胞よりも著しく上昇していた。以上から、angulin-1/LSR がノックアウト

されることにより、EMT 経路が活性化され、血管擬態形成が促進されることが示された。  

次に、angulin-1/LSR を KO した乳がん細胞に対して、angulin-1/LSR を再発現させて、血管

擬態形成が抑制されるか検証した。Angulin-1/LSR はもともと乳がん細胞に発現していた配列

とは別に isoform1,2,3,4 が存在しており、その中でも isoform1 は canonical な配列として

知られている。以上の 5 つの isoform を再発現させると、驚くべきことに全ての isoform で血

管擬態を抑制するのではなく、特定の isoform の再発現でのみ血管擬態形成が抑制されるこ

とが判明した。ここで、TCGA データベースを利用して、乳がん患者における angulin-1/LSR の

発現量と予後の相関関係調べると、angulin-1/LSR の発現量の大小にかかわらず、生存曲線に

有意差が無いことが判明した。しかしながら、この TCGA による生存曲線は isoform に関係な

く angulin-1/LSR の発現量を検出して予後の相関を調べた結果であり、血管擬態形成を抑制

する angulin-1/LSR の isoform のみを特異的に検出していない点で正確ではないといえる。

以上のことから、angulin-1/LSR の特定の isoform が血管擬態を抑制しており、その特定の

isoform が乳がんのマーカーになりうることが示唆された。  

Canonical な配列として知られている isoform1 を再発現させた際に、血管擬態形成が抑制

されなかった原因を探るために、isoform1 に存在するシステインリッチドメインおよび細胞

内領域に着目した。先行研究において、システインリッチドメインはパルミトイル化されるこ

とが知られていることから、パルミトイル化が血管擬態形成に関与している可能性を探ること

にした。isoform1 のパルミトイル化されるシステインをセリンに置換した変異体発現細胞を

作出したところ、血管擬態形成が抑制されることが判明した。よって、 isoform1 のシステイ

ンリッチドメインがパルミトイル化されるため、 isoform1 の再発現が血管擬態形成を抑制し

ないことが示唆された。また、isoform1 の細胞内領域を欠損させた変異体発現細胞を作出す

ると、この変異体でも血管擬態形成が部分的に抑制された。以上から、 isoform1 のシステイ

ンリッチドメインのパルミトイル化および細胞内領域が血管擬態を負に制御することが示さ

れた。 

In vitro で angulin-1/LSR を KO すると血管擬態形成が促進された結果が in vivo において

も再現されるか確かめるために、angulin-1/LSR KO T47D 細胞の異種移植マウスを作製した。

In vitro において、T47D 親細胞と angulin-1/LSR KO T47D 細胞の細胞増殖能は有意差が無い

ことが示されているにもかかわらず、angulin-1/LSR KO T47D 細胞異種移植腫瘍の重量はコン

トロールの腫瘍重量と比べ、有意に増加していた。この異種移植腫瘍の重量増加が血管擬態に

よるものか特定するために、CD31/PAS の二重染色をした。一般に、免疫組織化学染色におい

て血管新生は CD31 陽性/PAS 陽性のチューブ、血管擬態は CD31 陰性/PAS 陽性のチューブと定

義されている。実際に、angulin-1/LSR KO T47D 細胞の異種移植腫瘍切片では、CD31 陰性/PAS

陽性、すなわち血管擬態により形成されたチューブの数が、コントロールよりも有意に増加し

ていた。一方、CD31 陽性/PAS 陽性のチューブ、すなわち血管新生により形成されたチューブ



 

 

の数はコントロールと angulin-1/LSR KO T47D 細胞異種移植腫瘍で有意な差はなかった。以

上より、in vivo においても angulin-1/LSR KO T47D 細胞は血管擬態形成を促進し、腫瘍増大

に寄与することが示された。 

 

 

 ４．  まとめ 

 

 本研究では、血管擬態の新たな調節因子として VAMP5 と Angulin-1/LSR の 2 つの遺伝子を

同定することができた。DNA メチル化阻害剤がどのようなメカニズムでがんを退縮させるの

かは未解明の点が多かったが、本研究により、がん細胞で VAMP5 は発現が抑制されており、

DNA メチル化の抑制により、VAMP5 の発現量が増加し血管擬態を阻害することがその一因であ

る可能性を示した。また、angulin-1/LSR は isoform 特異的に血管擬態に関与しているた

め、個々の isoform を調べることで乳がんの予後因子の可能性を提示した。  
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