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１． 序論 

Transforming growth factor-β (TGF-β) は細胞増殖をはじめ多様な作用を有するサイトカインであ

る。がんの進展においても重要な役割を担っており、がんの形成初期には細胞増殖を抑制するが、

がんの後期では増殖・転移を促進してがんの悪性化に関与する２面性を有している 1。それゆえ、が

ん治療を目指して TGF-βに関する研究が世界中で精力的に展開されているが、その中心は細胞増殖

やがん転移の分子メカニズム解明を目指した研究である 2,3。さらに TGF-βは、免疫系を抑制するだ

けでなく腫瘍血管新生を促進させ、がんの進展に関与している。これらの TGF-βによる悪性化メカ

ニズムの中で、腫瘍血管新生に関しては生体解析の困難さから十分な解析が行われていない。この

理由として、TGF-βシグナル系分子のノックアウト (KO) マウスの多くが血管新生不全により胎生

致死となることが挙げられる 4だけでなく、腫瘍血管に特化した研究の困難さが挙げられる。 
TGF-βは細胞膜上の I 型 II 型セリン/スレオニン受容体を介して細胞内へシグナルを伝達する 3（図

１）。II 型受容体は恒常活性型受容体であるのに対し、I 型受容体はリガンド存在下、I 型 II 型ヘテ

ロ複合体が形成されて II 型受容体によって活性化される。活性化され

た I型受容体は、細胞内シグナル伝達分子・Smad を介した canonical シ
グナルと Smad によらない non-canonical シグナルを伝達することが可

能である。それゆえ II 型受容体遺伝子を欠損させれば、TGF-βシグナ

ルの下流を完全に遮断することが可能である。 
近年開発されたマウスにより、出生後にタモキシフェン誘導的に目

的の遺伝子を臓器依存的に欠損させることが可能となった。中でも

Pdgfb-iCreER5マウスや`Prox1-creER6マウスを利用すれば、血管内皮細

胞またはリンパ管内皮細胞特異的かつ誘導的に遺伝子を欠損させるこ

とが可能である。これらのマウスと TGF-βシグナル系のコンディショ

ナル KO マウスと交配させることにより、血管またはリンパ管特異的

に TGF-βシグナルを欠損させることが可能である。そこで本研究では

これらマウスを利用して、腫瘍血管・リンパ管新生における TGF-βシグナルの役割を解明し、治療

戦略としての TGF-βシグナルの有用性について検討した。これまでの遺伝子改変マウスを用いた生

体解析から、TGF-β シグナルが血管新生に重要なサイトカインであることが示唆されているだけで

なく、TGF-βシグナルの異常は、家族性毛細血管拡張症、マルファン症候群といった難治性血管疾

患を引き起こすことが示されており、TGF-βシグナルが血管新生に重要なサイトカインであること

は明らかである。胎生期、大動脈から発生するリンパ管は、近年研究が盛んにおこなわれている分

野であるが、リンパ管新生における TGF-βシグナルの役割の詳細については未解明な点が多い。こ

れまでに明らかとなったリンパ管新生に関与するシグナルは、血管新生にも重要な役割を果たすこ

とが多いため、腫瘍転移を目指した研究を推進するにあたり、血管だけでなくリンパ管にも注目し

て研究を推進する必要がある。 
 

２． 方法 

２－１．腫瘍血管新生に対するTGF-βシグナル欠損の影響 
 血管内皮細胞特異的にTGF-βシグナルを欠損させるために、TGF-β II 型受容体のコンディショナ

ルノックアウトマウスとPdgfb-iCreERマウスを交配させたマウスTβRIIBEC-KOマウスの背部皮下に

がん細胞(LLC: Lewis肺腺癌細胞)を移植し、タモキシフェンを投与して遺伝子を欠損させ、血管構

造への変化を検討した。尾静脈より赤色蛍光標識したレクチンを投与し、血管の恒常性について検

討した。さらに、血管内皮細胞特異的にTGF-βシグナルを欠損させたマウスにおいて転移への影響

を検討するために、マウスのFootpadにB16F10メラノーマ細胞を移植し、肺転移への影響について

検討した。 



 
 
 
２－２．腫瘍リンパ管新生に対するTGF-βシグナル欠損の影響 
リンパ管内皮細胞特異的にTGF-βシグナルを欠損させるために、TGF-β II 型受容体のコンディシ

ョナルノックアウトマウスとProx1-creERマウスを交配させたマウスTβRIILEC-KOマウスの背部皮下

にがん細胞 (LLC: Lewis肺腺癌細胞) を移植し、タモキシフェンを投与して遺伝子を欠損させ、リ

ンパ管構造への変化を検討した。さらに、リンパ管内皮細胞特異的にTGF-βシグナルを欠損させた

マウスにおいて転移への影響を検討するために、マウスのFootpadにB16F10メラノーマ細胞を移植

し、肺転移への影響について検討した。 
 
３． 結果 研究成果 

３－１．腫瘍血管新生に対するTGF-βシグナル欠損の影響 
遺伝子の欠損が的確に行われたことを確認するために、TβRIIBEC-CKO

マウスの新生仔を用いて検討した。出生後2日目にタモキシフェンを腹

腔内投与し、出生後5日後に網膜を摘出した。CKO新生仔の網膜では微

小血管から出血が認められ、TGF-β シグナルが成体の血管新生制御にも

関与していることが示唆された（図２）。タモキシフェンの誘導率を検

討するために、TβRIIBEC-CKOマウスとRosa-GFPレポーターマウスを交配

させ、タモキシフェンにより誘導されるCreリコンビネース活性につい

て確認を行ったところ、検討した網膜のほぼすべての血管においてGFP
の発現が確認できたことから、今回実験に用いたマウスはタモキシフェン投与により血管特異的に

遺伝子を欠損させることを確認した。 
続いてLLC移植腫瘍モデルマウスを作製し、腫瘍血管の恒常性について検討した。腫瘍移植12

日目に尾静脈より赤色蛍光標識したレクチンを投与した。投与5分後腫瘍を摘出し、凍結切片を作

製したのち、血管内皮細胞のマーカーであるPECAM1を用いて血管を緑色に染色した。その結果、

野生型のマウスでは、緑色に染色された血管のほとんどにおいて赤い蛍光が確認できたが、

TβRIIBEC-KOマウスに形成された腫瘍では、血管外に漏れ出した赤色蛍光が確認できた。つまり、血

管内皮細胞においてTGF-βシグナルを欠損させると血管の恒常性に異常をきたし、漏れやすい機能

的でない血管が形成されることが明らかとなった。 
さらにB16メラノーマを用いた腫瘍転移モデルマウスにおいて、肺転移への影響について検討を

行った。その結果、血管内皮細胞においてTGF-βシグナルを欠損させると、肺への転移が優位に抑

制された。以上の結果より、TGF-βシグナルは腫瘍形成において、血管新生を抑制するシグナルで

あるが、血管の恒常性を亢進し、がん転移を促進する因子であることを明らかとなった。 
 
３－２．腫瘍リンパ管新生に対するTGF-βシグナル欠損の影響 
腫瘍モデルマウスを作製し、腫瘍リンパ管新生における TGF-β シグナルの役割について検討を行

った。LLC 細胞をマウス背部皮下に移植するとともにタモキシフェンを腹腔内投与し、移植後 9 日

後に腫瘍組織を摘出した。野生型と比較して腫瘍の大きさには変化は見られず、また生存率にも影

響は見られなかった。TβRIILEC-CKOでは腫瘍組織周辺に組織液の貯留が確認できた。これら摘出腫瘍

より病理切片を作製し、腫瘍組織にについて検討を行った。リンパ管・血管構造を比較するために、

病理切片をリンパ管内皮細胞のマーカーであるLYVE-1と血管内皮細胞のマーカーである PECAM-1
抗体を用いて蛍光免疫染色して比較した。野生型と比較して TβRIIBEC-CKO では、リンパ管内皮細胞

の面積が優位に増加していただけでなく、血管内皮細胞の面積が増加していることが明らかとなっ

た。実際にタモキシフェンに誘導された Cre リコンビネースが作用しているか否かを検討するため

に、病理切片を TβRII 抗体を用いて免疫染色をしたところ、リンパ管内皮細胞特異的に TβRII の発

現が低下していることを確認した。これらの結果より、TGF-β シグナルは腫瘍リンパ管新生を抑制

するだけでなく、機能維持にも重要であることが示唆された。 
続いて腫瘍転移におけるリンパ管内皮細胞の TGF-β シグナルの影響について検討を行った。

B16F10 メラノーマ細胞を Foot Pad へ移植し、肺転移への影響を検討した。野生型と比較して

TβRIILEC-CKO では肺への転移が優位に抑制されたことから、リンパ管における TGF-β シグナルは腫

瘍転移を促進するシグナルであることが示唆された。 
 

４．考察 まとめ 

本研究より、血管内皮細胞において TGF-β シグナルを欠損させると腫瘍転移が抑制されたことか

ら、TGF-β シグナルは機能的な血管を維持し、腫瘍転移を促進する因子であることが明らかとなっ

た。特に、新生仔の網膜血管において TGF-β シグナルを欠損させると出血が確認できたことから、

血管新生が盛んな血管において TGF-β シグナルは特に重要な役割を担うことが分かった。TGF-β シ



 
 
グナルの抑制により血管新生の亢進が確認できたが、残念ながら LLC 細胞を用いた腫瘍モデルマウ

スでは、生存率に差が見られなかった。これは LLC 細胞の増殖が異常に早いことと、がん悪液質の

発現が早い段階から起こるためにマウスの体力消耗が激しいことが挙げられる。また、腫瘍血管内

皮細胞において TGF-β シグナルを遮断した結果、腫瘍の転移が抑制されたことから、TGF-β シグナ

ルはがん細胞だけでなく血管内皮細胞を制御して腫瘍転移を促進していることが示唆された。この

結果は、がん細胞ではなく血管内皮細胞を標的にすることにより、腫瘍転移を抑制する技術開発の

可能性を示唆するものと期待できる。今後、腫瘍血管内皮細胞の特性を明らかにして標的とするこ

とにより、新規の腫瘍転移抑制薬の開発が可能となる。現在、腫瘍血管内皮細胞を分取して、変動

している遺伝子群を同定し、血管の恒常性維持に関与する分子メカニズムを明らかにするために検

討を行っている。 
腫瘍リンパ管内皮細胞において TGF-β シグナルを遮断するとリンパ管新生が促進されるほか、 
浮腫が誘導されることが明らかになった。それゆえ、リンパ管新生と機能維持における TGF-β シ

グナルの役割の詳細を明らかにすることができれば、リンパ浮腫の治療薬の開発につながるものと

期待できる。血管と同様にリンパ管内皮細胞においても TGF-β シグナルは腫瘍転移を促進するサイ

トカインであることが明らかとなった。今後の課題として、リンパ管内皮細胞において TGF-β シグ

ナルを欠損させる結果、血管新生を促進するメカニズムを明らかにすれば、リンパ管―血管の相互

作用のメカニズムにさらに迫ることができるものと期待できる。特に、血管とリンパ管は類似のサ

イトカインによって新生と機能が維持されていることから、同様のメカニズムによって内皮細胞側

の腫瘍転移ファクターが制御されている可能性がある。現在、TGF-β シグナルを欠損した際に変動

した遺伝子群の役割の詳細について解析を行っており、新たな腫瘍転移制御機構を明らかにしてい

きたいと考えている。 
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